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喀痰 沈渣及び喀痰液よりの結核菌培養に際 し

ての前処置法並びに培地の種類の検討

(そ の8)結 核菌検査法改良に関す る研究

広島大学医学部細菌学教 室(主任 占部教授)

和田内科教室(主任 和田教授)

井 村 氏 宏

(昭和29年3月8日 受付)

(この研究の一部は文部省科掌研究費によつた｡占 部)

緒 言

先に私Dは 結核喀湊 よ り結核菌 分離 培養を行 うに当つ

て,4%NaOH・ 水,5%H2SO・ 水及び占部2),3)の所

謂「迅速 アル カ リ法」の3種 の前処 置法 を用いてそれ ぞれ

喀疫液を作製 し,3%Na2HPO4培 地・岡｡片 倉培地及

び3%K馬PO4培 地に定量培 養を行い,前 処置法の如

何によつてその際 に併せ使用す る培地 の種類の選択が必

翼であることを明 らか に したのであるが,こ の度は移櫨

材料が従来の如 き喀婆沈渣 であ る場合 と喀疲液である場

合とで,如 何 なる前処置法 とどの培地 を組合せ るのが最

も有利であ るか とい う点 について検討すべ く,次 のよ う

な実験を行つ たのでその成績 の大要 を報告する｡

第1章 実 験 の 材 料 及 び 方 法

材 料;抗 結核剤 を使用中の結核患者喀疾(但 し直

接鏡検で結核菌 陰性のもの)計30例｡

方 法:滅 菌 シヤ ーレに採 つた喀湊 を予 め注射器 に

轟つて機械的に強 く混和 し充分均等化 した後3枚 の滅菌

シヤーレの各々に1.2cc宛 分注 し,そ の1に は5倍 量の

4%NaOH水 を加 えて更に4～5分 間充分麗絆均等化

してから,そ のO.3cc宛 を3%Na2HPO`卵 培地(以 下

アルカリ性 培地),岡｡片 倉培地 及び3%KH£PO・ 卵培

地(以 下酸性培地)各1本 に ピペツ トで移植する他 に,

その1cc宛 は3,000回 転20分 遠沈 しその沈渣 を上述

3種 培地各1本 に全 量移植 し,喀 疾液移植では3～4目

間培地面を水平 に保つた まま37｡Cに 放置 し,喀 湊液が

培地斜面上 に平 等に乾澗す るのを まつ て,又 沈渣移値 で

はそ4)ま ま直ちに,そ れぞれ封蝋 し37｡Cに 収めて引続

き8週 間にわたつ て培 養を続け,毎 週集落の発生状況 を

観察 した｡

その2に は5%H2SO,水 を5倍 量加 えて,そ の後は

上述NaOH水 の場合 と同様 にした｡

その3に はその半量 の8%NaOH水 を加 えて充 分均

等化 した後に10%H,SO4水 を今加えたNaOH水 の半

母加えて中和(迅 速 アルカ リ法)し た喀疾液 を一方では

0・3cc宛 そのまま上述 と同様 に して3種 培地へ移植培養

し又他方では この喀湊液0.3cc宛 を3,000rpm20分 間遠

洗 して得 られた沈渣 全量 を各別 に3種 培地 に移櫨 した｡

第2章 実 験 成 績

1集 落の初発 日数,発 生数及 び発生培地数

(表1参 照)

1)4%NaOH水 前処 置の場合;喀 疫 沈渣並 びに喀

疫液 を移植 した供試3種 培地計 各々90本 中培養8週 ま

でに集落発生 の認め られた ものは,両 材料 より共 に27本

(30%)で あつ た｡こ の うち喀疾沈渣では陽性培地計27

本 中酸性 培地 が24本(88.9%),岡 ・芹倉培地 が3本

(11・1%)を 占め,ア ルカ リ性培地 では集 落発生 は全 く

認 められなかつた｡一 方喀湊液 で も陽性培地計27本 申

酸 性培地が25本(92.6%),岡｡片 倉培地が2本(7.4

%)を 占め,ア ルカ リ性培地では上記の嬢 沈渣 の場合

と同様集落発生は全例認め られなかつ た｡

培養 日数か らみる と,喀 湊沈渣 では4週 後 にいたρて

集落 の初発 した ものが集落陽性培地27本 中10本(37.0

%)で 最 も多 く,次 いで3週 後の6本(22.2%),6週 後

の5本(18.6%),2週 後の4本(14.8%),5週 後の2本

(7.4%)の 順であ り,培 養1週 以内及 び7週 以後の集落

初発は全 くなかつた｡又 喀疾液では集落 勧発培地27本

中集落初発を最 も多 く認めたのは3週 後の9本(33.3%)

であ り,次 いで4週 後 の7本(25.9%),5週 後の5本

(18.6%),6週 後の3本(11.1%),2週 後の2本(7.4%),

7週 後 の1本(3.7%)の 順 で1週 以内及び8週 後 には初

発集落 は認め られなかつた｡以 上 よりみれば移植材料が

喀療液 であつて も又 は喀疫沈渣であつて もその間`に特に

い う程 の優劣の差はないものの よ うであつたが,そ れで

も沈渣 では初発集落例 の最多が4週 後 において甫めて見

られたのに対 して,喀 痩液 ではそれが既 に3週 後に見 ら

れた事 よ りすれば或いは移植材料 としては前者 に比 して

後者が多少 とも好適 と考 えられないで もないであろ う｡

なお移植材料の如何 を問わず一般 に発生集 落数 の多かつ

た もの程集落発現 に要す る 時 間 は短い よ うであつた｡

2)5%H,SO,水 前処置の場合:こ の場 合培養全期

間を通 じて集落の発生 した培地数 は材料が沈渣 の時では

供試培 地90本 申50本(55.6%),喀 疫液 の際 では90本

中44本(48・9%)で,こ れ を各種培地に就 いてみ ると,

沈渣ではアルカ リ性培地 にお、・て集落発生 例最 も名 く陽
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表1 集落の初発 日敷 、発生敏及乙f発生培増敏

壕醸培署轟舞

、

4%NαOH水

「

5洲2SO4フk

山1迅 速 アル カリ法

(8%～40H水+10%H2SO4*〉

A B A B A B

0

3%N疏,HPO4 0 0 0 0 0 0

岡 ・片 倉 0 0 0 0 0 0

3%KH、PO4 0 0 0 0 0 0

ト10

3%No、HP04 0 0 M闘 凋,凪 聡四 翻2. 租渦v澱 偲謡 四画

岡 ・茂 倉 N藁. 田2, 皿L臥 四,、 Mww2. 巌 、w叢, 職四 晶｡

3%KH2ρ04 習1,凧 切 窪, 孤雲,臥四3珊1 碑霧 切1, 恥MW】, 旺防賜 照 恥恥琉廠'

1ト50

3%N¢2日PO4 0 0 駿 、 ▽1 翫w刃 駈. 班侃

岡 ・琵 倉 0 0
『凧

, 瓢 、 田LI覧w1. 琉 珂糞,

3%鵬PO4 凧,w2, 即 防,猛, 皿1, v1. 1軌. 0・

51-100
3%鵬HPO4 0 0 肘駕 0 v警 、

i

・0

岡 ・麓 倉 0 0 0 0 v2, 0

3%κ 砺 ρ04 0 0 H1, 0
'
0 平,

10ト150

3%晦 日ρ04 0 0 0 ▽1 0 ・0
.嘱

岡 ・ 花 倉 0 0 0 0 駈」乳v】. π2,

3%KH,PO4 田f,V霊, 皿L罵 v 巫 通z脇. 皿L

151魔

3%N召2Hρ04

胃

,0 0 刀凸 泥,畷 珊ヨ 孤2,皿2. 月,

琿

江瓜WL

岡 ・茂 倉 馬, 0 且凸 臥職 聾』 渦,璃 .月 』3 臥皿鏑

3%KH、 ρ04 島臥臥 丑,瓜 凧, 丑価 四1,W1, 丑』 濫w1. E4臥N2 囲d覧珊 駕

譲:↑)Aは 喀羨 拡渣,Bは 喀疾液 以下同 じ

2)ア ラヒt;)〈・・敷 字は結 核菌柴落発生培地敏 を,ロ ー7数 字は培養 週を示す

性培地50本 中21本(42.O%)を 占め,次 で酸性培地 の

15本(30・0%),岡 ・片倉培地 の14本(28.O%)の 順 で

あ り,喀 痩 液の場 合にも同 じくアルカ リ性培地に集落発

生例最 も多 く陽性 培地44本 中18本(40.9%)を 占め,

次 で岡 ・片倉培地 の15本(34.1%),酸 性培地の11本'

(25.C%)で あったo

培養期間別 にこれ をみ ると,沈 渣 よ りの集落発生培地

50本 中5週 後 において集落 の発生 した ものが13本(26.0

%)で 最 も多 く,次 で4週 後 の11本(22.0%),3週 及

び6週 後 の9本(18・0%),2週 後の5本(10.0%),8週

後の2本(4・0%),7週 後の1本(2.0%)の 順であ り1週

以 内の集落初発はみ られなかつた｡又 喀疾液では陽性培

t地44本 中5週 後 に集落の初 発 したものが14本(31.8

%)で 最 も多 く,次 で4週 後の9本(20.5%),3週 後の

8本(18・2%),6週 後の6本(13.6%),2週 後の5本

(11・4%),7週 褒の2本(4.6%)の 順で,1週 以 内及 び

8週 後 には集落の初 発は認 められなかつた｡

以上 よ りみれば5%H2SO,水 前処置 の場合 にも移植

材料が喀痩 沈渣 と喀疲液 とで成績 に著 差はな く,初 発集

落の最 も多かつ たのは共 に5週 後であつた｡

3)迅 速 アルカ リ法 を以つて前処 置 した場合:培 養全

期 間を通 じて集落の陽性であつた培地数は両移植材料 よ

りそれぞれ供試3櫨 培地各90本 申49本(54｡4%)及

び54本(60.0%)で あつた｡な お喀疫沈渣では陽性培

地49本 中酸 性培地 が22本(44.9%)で 最 も多 く,次 で

岡 ・片倉培地 の16本(32｡7%),ア ルカ リ性培地の11本

(22・4%)の 順であ り,他 方喀疾液では陽性培地54本 中

酸性培地 に陽 性例最 も多 く22本(40.7%),次 で岡｡芹

倉培 地 の21本(38.9%),ア ル カ リ性培地 の11本(20.4

%)の 順 であつた｡

これを培養週 別にみ ると,喀 湊沈渣 では陽性例が4週
ゴ

後 に最 も多 く陽性培 地49本 中15本(30.6%)を 占め,

次 で5週 後の10本(20.4%),2,6及 び7週 後のそれぞ

れ5本(9.3%)の 順 であ り,1週 以 内及び8週 以後に集

落 の初発 した ものはなかつ た｡

従つて この前処置法 によつた場合 にも両移植材料別 に

よる成績の優劣 の差は特 に著明ではなかつたが,そ れで

も先の4%NaOH水 前処 置の場合 と同様 に,材 料が喀

痩沈渣 であつ た際 には4週 後に集落の初発するものが最

も多かつ たのに比 して,喀 褻液の場合 にはよ り早 くて3

週後 に集落初発例が最 も多かつた｡な お集落数の多い も

の程集落 の初 発する時期が早かつた ことは前述両前処置

法 の場 合と同様 であつた｡

∬ 肉眼的集落発生 の培地数 とそ の所要 日数
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(表2参 照)

表2に 示 したよ うに4%NaOH水 前処置の場合に

は,喀 疲沈渣移植 の際 には酸性培地 では計30本 中培養

8週 後迄に24本(80.0%)に 叉岡｡、岸倉 培地 では30本

申3本(10.0%)に それぞれ集落 の発生 があつたが,ア

ルカ リ性培地 では遂 に終始集落発生皆無 に終つた｡ヌ 階

疾液移櫨の場合 には各培地30本 ずつの うち酸性 培地 で

は25本(83.3%)に,岡 ・片倉 培地では2本(6.7%)に

表2

それぞれ集落発生 し,ア ル カリ性培地では喀疲沈渣の場

合同様 に全 く集落は発生 しなかつた｡

5%H,SO4水 前処置の際は,沈 渣材 料では集落発生

例 の最 も多かつたのは アル カ リ性培地であつて供試30本

中21本(70.0%)に,次 では酸性培地 であつ て30本 中

15本(50｡0%)鴎 又岡｡片 倉培地では30本 中14本

(46.7%)に それぞれ集落 発生 があつたc喀 疫液 で も同

様 に集落発生例 の最 も多いのはアル カリ性培地 であつて

肉眼的昭こ結核菌の発育が認め蝋 た培地敏棋 の所要日貌 の関係

幅 ご嚇 週1 2 3 4 5 6 7 8

4%

NoOHフk

3%晦2職
A 30 0 0 0 0 0 0 0 0

B 30 0 0 0 0 0 0 0 0

岡 片倉
A 30 0 0 0 2(6,7%) 2(6,7%) 3ωo%) 3(,σ吻 3(1αo%)

B 30 0 0 2(6,7%) 2(6、7%) 2(6、7%) 2(6、7%) 2(67%) 2(6、7%)
}

・3%鵬PO4 A 30 0 4033易) 10(3a3%) 18(6αo%) 20(66〃) 24(800紛 24(8σ吻 24(8日%)

B 3C 0 2(6.7%) 9(3α0疹) 16(533%) 21⑳,0%) 24(β0銘) 25(833%) 2∫(833か

5%

H2SO4水

3洲02日PO4
A 3σ 0 2(6.7%) 4偽3%) 6(200%) 14`467紛 18(6α0%) 19(砧,3翼) 2り(殉,o%)

B 30 、0 2(6,7%) 4(133%) 7(233%) 14(467落) ↑6`533紛 18(6αo彦) i8(60吻

岡浅 倉
A 30 0 1(33%) 4(13β%) 9(3α0%) 11667%) 14(46,7拷♪14(46,7%)14(46.陶

B 30 0 2(6,7%) 5(16、7%) 8(267%) 13(433%) 15(5σ0%) 15(50.o紛 15ぐ50佛)

3%K日2PO4
A 30 0 2ぐ67%) 6`20,0%)10(333%)13㈹3%) 15(500%) 15(50、吻 15(500紛

B 30 0 1(3.3%) 4(13,3%)7(233影) 9(300%)研367%) 研36,τ%) 11ぐ36.7妙

翅 速

アノ切 り法

織 獄

3%酬PO4
A 30 0 1(33%) 2(67%) 4633%) 6(267%) 研367%) れ(36吻 llぐ36τ%)

B 30 0 1r3、3%) 4r13,3%)6(2σ吻 8(26r%) 10`33,3%)讐(36,7%) 11(%7多 γ

岡 ・茨倉
A 30 0 2(67劣) 6(2σ吻 12(40,0箔) 14(467%)16(533%) 16(553%) 16(533痴

B 30 0 2(6,7%) 7(29、3%) 12(40,0%)17(56,7%)19`633%) 2f(π.◎%)

'

21(ゆ`c%)

3%K日2PO4
A 30 0 4`73,3多) 8(267拷) 15(50.P%)19(633%)206667汐 21(勿,o%)

,

22(駕 力

B 30 0 2(6.7%)質`36.7%) 16(53、3ep) 19(633男) 20(667珍 22偽3紛
紫22(胃
,3多)

▼ 正

供試30本 中18本(60.0%)に 陽性 であ り,次 で岡｡片

倉培地では30本 中15本(50.0%)に,又 酸 性培地 で

は30本 申11本(36｡7%)に それ ぞれ集落の発生 がみ

られた｡

更に迅速 アル カリ法前処置の場 合には沈渣では酸性培

地において供試培地30本 中22本(73.3%)に 集落 発

生陽性で最 も多 く,岡｡片 倉培地 は30本 中16本(53・3

%)陽 性で これに次 ぎ,ア ル カ リ性培地 では30本 中漸

く11本(36.7%)に 陽性 であ るに過 ぎなかつた｡又 喀疾

液移植 のさいに も沈渣移 植の場合 と似た関係がみ られ,

酸性培地 において30本 中22本(73・3%),岡 ・片倉培

地 で30本 中21本(70・0%)又 アル カリ性培地 では30

本 中11本(36.7%)に それ ぞれ集落発生 があつた｡

次に,前 処置別に成績 を比較 してみ ると4%NaOH水

法及び迅速 アル カ リ法では,移 植材料の如何に拘 わらず

共 に酸 性培地 に集落陽 性例(率)最 も高 く,ア ルカ リ性

培地では陽性例(率)は0か 又 は殆 んど聞題にならぬ程

の低率を示す に過 ぎなかつた｡と ころが5%H2SO・ 水

法 ではこれ に反 して両種移植材料共 にアルカ リ性培地 ζ々

他 の2種 培地 よりも優れた成績を示 した｡

次 に全体 としての成績 を通覧する と,結 局の ところ移

植材 料 としては喀峻沈 渣を用 いて も喀婆液 を用いて もい

ずれの際 にも4%NaOH水 によ り前処 置後酸性培地に

移植 した場合が培養陽性例が最 も高い ことが分つた｡

Ilf雑 菌迷 入頻度(表3参 照)

表3に 示 した よ うに,4%NaOH水 前処置の もの に

は移植材 料の如何を問わず全 く雑菌混生 な く,5%H2S

O4水 前処置の際 には喀疾沈渣及び喀疾液共に岡｡片 倉

培地 並びに酸 性培地 にそれぞれ1例 ずつ雑菌 混生が見 ら

れ,迅 速 アル カリ法前処置では沈澄材料では岡 ・片倉培

地に2例,酸 性培地 に1例,又 喀疲液 では酸性培地 に2

例,岡 ・片倉培地 に1例 それぞれ雑 菌が混生 した"

今回 の実験 では上記 のよ うに迅速 アル カη法 による前

処置の際に雑菌迷 入率が最 も高かつたが,こ れは喀疾均

等化の操作 をシヤーレ内で行つ た為 に雑菌迷 入の機会が

よ り多 くしか も中和 したため雑菌の生残 したものが より

一一15-一 一



脳

表3 維 菌迷λ頻度

前 虎 置 法 4%NdOUフk 5%H2SO4フk
運 速 アルカリ法

(8%N恨OH水 †10%H2SO4水)

錯

地

穫 類 3%嵐鵬 岡是倉 3疹κ鵬 3蹴,職 岡・差倉 3%κ鵬 3%翫鋤 岡泥倉 3蹴po4

海 養萩料 A,B A B A B A B A B A B A B A B A B

敏 30 30 30
130

30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30

雑
菌
迷
λ

敏 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1闘 ↑ 1 0 0 2 了 1 2
蜘

% 0 0 0 0 0 0 0 0 33%33% 33% 33% o 0 67% 33% 33% 67%

計 0 4(
£2%)

6
(3?%)

多かつた ことによるもの と思われ る｡

総 括 的 結 語

以上の結核 喀湊30例 を供試 して4%NaOH水 法,

5%H2SO4水 法及び迅速 アルカ リ法 による前処置 の各

蝦 沈 渣並0騨こ喀痩液 よ りの3%NatHPO`培 地・岡｡

芹倉培地及び3%KH2PO4培 地 に よる定量培養実験 の結

果 よ りすれば喀湊沈渣 を移植する場合 にあつては3%

KH2PO,培 地 では4%NaOH水 前処置の際に集落発

生陽性率最 も高 く,次 いで迅速 アルカ リ法,5%H,SO,

水法に よるものの順であ り,3%Na2HPO4培 地 では5%

H2SO,水 法 において集落発生 率最 も高 く続いて迅速ア

《 カ リ法であ り4%NaOH水 法 では成績全 く陰 性に終
も

つ福 岡 ・JI倉培地では迅速アル カリ法,次 いで5%H・

SO麻 法,4%NaOH水 法の順に集落 発生率が高かつた・

次に 喀湊液移 植の場合であ るが,こ れも上記の喀湊沈

{藪多植 の際 と全 く同様 の傾向を示 した｡な お,全 成績を
ノ

軸じて培養陽性率の最高を示したのは4%NaOH水 法
に よる喀痩液又 は喀湊沈渣を3%KH・PO・ 培地 に移植

した場合 であつた｡

以上の事実 は小川4),5)の指摘 した喀疾 に対 してほ どこ

す前処置法如何 によつ て用 うべ き培地を選択 すべ きであ

るとい うことを私の前報1)と 共に示唆す るもので あると

考 えられ る｡

さて結核喀痩培養に当つて必ず しも遠沈 を必要 としな

い ことについては既 に2,3の 報 告(緒 方6),小川7),8),

水野9),10))が あ るが,私 の今回 の実験 においては5%

H£SO、 水前 処置後 に3%Na2HPO4培 地 及び3%KH・

ro4培 地 に移植 した際 には寧ろ喀湊 沈渣移植の方 が喀

疲液移植 の場合 よりも若干 成 績 が よい よ うな傾 向を示

し,迅 速 アル カ リ法 で前処置後岡 ・片倉培地 に移 植 した

際 には喀疫液 の方 に集落陽性率が稻 な高い よ うであつた

が,そ の他 の場合では両者間 に 大 差 は 認め られなかつ

た｡こ の5%H2SO,水 法 で前処置 した場合喀渓 沈渣移

植の方が喀疲液 移櫃に比 してむ しろ多少 とも優れ てい る

ような成績の得 られた原因 については,喀 湊液 では移植

量 がO.3ccで あつたのに対 して喀湊沈渣の移植量は喀

疲液1ccよ り得 られた沈渣全量であつ た為 に前者に比

して後者 において移植菌量が よ り大 で あつたであろ うこ

と,及 びH,SO,水 法では生ず る沈 澱量が 多いので遠洗

に よつ て多最の菌を含む沈澄 が生 じたことによるのでは

ないか と思 われ る｡

次 に集落 の初発肩数,初 発数 及び発生培地数の点から

見 るに,い ずれの前処置の場 合に も発生集落数の多い例

程集落初発 も比較的早い傾向がみ られた ことは山内11)

の報告 と符合す る ところであ り,又5%H・SO・ 水で前

処置 した場合 には両材料 とも5週 後 に同様 に集落初発例

が最 も多 くなつ た｡4%NaOH水 及び迅速 アル カリ法

で前 処置 した際にはいずれ も,喀 疫沈渣 では4週 後に集

落初発例が最多に達 したの に対 して喀湊液 では既 に3週

後 においてそれがみ られた｡従 つて後2者 では喀疾 液移

植 の方が沈渣 移植に比 して多少 とも優 れてお り且つ喀疾

に対す る前処置には酸性剤 によるよ りもアル カリ剤 を陣

用 した方が よ り有利である とも云い得 るのではあるまい

かo
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