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結稼菌の呈色反応を利用した薪迅速耐性検査法について

国立中野療養所(所 長 春木秀次郎・指導 馬場 治賢)

河 合 潔

(受 付 昭和30年5月31日)

緒 言

化学療法剤の適確な応用を望むには,治 療前に,対 称

とする細菌の該薬剤に対する感受性を知ることが理想で

ある。殊にCummingsandLivings(1)1こ よりSM抵 嫡

による感染の発生が報告された現在では.そ の必要性は

増大した。ところが現実は必ず しも理想通 りに行なわれ

ていない。その原因は標準法では判定に4な いし6週 を

要し,し ばしばその結果の判明まで治療を待つておれぬ

ためである。この ような情勢から迅速法の確立と普及は

今後益々重大さを増すことと思われる。
き

これまで迅速法に瀾する報告は非常に多くSlideCell

Cultureの 応用では河鯉),藤 村3),末 弘4)等 の発表。

BerryandLowry5)のSlideCultureの 応用では小

沢6)等 の報告。遠心管内培養法の癒用では植田7),小

川(政)8),馬 場9)等 の報告があるが培地に血液ないし

血清を必要とし,雑 菌混入の危険が多く,操 作も繁雑で

ある等の点で,そ の普及性に若干難点があつた。もつと

も小沢等はS.C法 を多数例に実施され好結果を得 られ

ている。しかしHofma㎜undNidkello)の 如 くS.C

法は実用的でないと述べている人もある。 ところが最近

に至り小川(辰)11)等 は血清を含まない新重層培地によ

る迅速法を発表された◎本法は判定に際 し遠心,染 色,

鏡検躁作が必要であるが培地に血清を必要とせず雑菌の

混入もすくないとい う点で一歩理想に近ずいたものであ

り,近 藤12)も 本法を推奨 している。他方生結核菌塊の

Te1luriumお よびSelenium塩 に対する還元反応は,

古 くはBelfanti13),Corper14),最 近 ではSUIa15)等 に

より報告されているが,こ れらの薬剤申亜テルル酸カリ

(K2TeO3)を 最初に耐性検査に使用 したのはMeyeret

Galland16)で 彼は固型培地上の10日 間培養 の微 小 コ

ロニーを,1%亜 テルル酸カリを滴Fし て黒色に呈色せ

しめ,早 期に耐性の判定を行つた。辰戸17),小 川(辰)

18)等 も本法を追試され亜テルル酸カリの効果を一応認

めている○しかしこの方法もコロニーの観察は試験管壁

を通して行なわねばならぬし,ル ーペや顕微鏡で観察す

る上にも不便が毒ρた。したがつて私は上記の諸欠点を

除くため,培 養器県はシヤーレに改めてコロニーの観察

を容易にし,培 地には小川氏重層培地を用いて培地の乾

燥に対抗せしめ,一 定期間培養後Tetrazolium系 薬剤

19・20)も含めて最 も優れた呈色剤を用 うればよいとい う

着想の下に昭和29年8月 以来実験を重ねて来たが最近

に至り具体的方法を確立したので以下その詳細を述べ御

批判を仰ぎたいと思 う。

検 査 方 法

説明の都合上具体的な検査法を先に述べ,そ の後に基

礎実験を記載 した。

1)培養器具;本 報告には中シヤーレ内に4個 宛納めら

れる小シヤーレを使用した。小シヤーレは内径27mm,

潔 さ15mmの 円形 ガラスシヤーレで,内 径3ユmm,深

さ14mm位 の蓋を有 し,注 文製品である(図1)◎ 中シ

ヤーレの中身は内径87翅 〃2深さ20mmで 蓋付の既製品

を使用した。上記の小シヤーレを4個 宛申シヤーレに納

め(こ の際中シヤーレの蓋を下側にする)乾 熱滅菌器で

160。C,60分 間滅菌 し使用した。

2)培地の製法;そ の組成は小川氏重層培地の変法であ

る。全卵液2に 対 し3%KH2PO,を1の 割合に加え,マ

ラヒツトグリーンのみO.04%の 割 に混じた原液を作る

(味の素およびグリセリンは不要)。 この原液を1.5cc宛

小シヤーレに分注 し,中 シヤーレ内に納めたまま,血 清

凝固器内で85。C60分 間で擬固せ しめる◎この際血清

凝固器底面の傾斜により小シヤーレ内の固型培地もまた

軽い傾斜を暑している。その後次の組成の液体培地を作

り100。C,60分 コツホ釜で滅菌後その2.5cc宛 を重層

したo

KH2PO4

{
グル タ ミン酸 ソー ダ

グ リセ リノ

蒸 溜 水

1。Og

O.29

2.Occ

100.Occ

3)薬 液 の製 法;所 要 濃 度 の40倍 濃度 の薬 液 を 作 るv

SMは1瓦 入 りバ イ アル に 滅 菌 蒸 溜 水4ccを 加 え て ,

200mg/ccと し,さ らに50倍 稀 釈 して ユOOrX40/ccを

作 り以 下10r`×40/cc,ユr×40/ccの 濃 度 とす る。INAH
'は0
.壇 を100ccに 溶 しザ イ ツ濾 過 後200倍 稀 釈 で5r

x40/ccを 作 り以 下18×40/cc,0.1Yx40/ccと す る.

PASは ユ9を100ccに 溶 しザ イ ツ濾 過 後 そ の4ccに 滅

菌蒸 溜 水6ccを 加 え ユOOr×40/ccと し,さ らに10rX
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40cc,1r×40/ccを 作る。 これらの薬液をそれぞれメス

ピペットで0.1cc宛 小シャーレ内に分注する。その分注

後3時 間以後に使用した。以上の薬液は英国化学療法委

員会の規定(21)に基き5℃ に保存 しSMは6カ 月間,

I NAHは3カ 月間,　PASは1カ 月間,必 要に応 じ使用

表1　 上液中　 KH2PO4濃 度 とPH

した。

4)培養法と判定法;塗 抹陽性の喀痰,膿 胸,膿 沈渣

および硫酸亜鉛による 胃液 の沈 渣等を8%お よび4%

NaOHで5× ～20× に稀釈充分に混和する。 この際,

NaOHの 最終濃度は常に4%と した。その後各小シャ

ー レに0.1cc宛 加 うる(通 常は

1ccが20滴 前 後 とな る駒込 ピ

ペ ッ トで2滴 宛滴下 した)。 間

接法 で も4%NaOHで1mg/cc

の菌 液 を作 り,0.1cc宛 培 養 し

た。培養は38℃ で10日 間で

ある。 その後0.5%亜 テルル酸

ソーダまたはカ リを各小 シャー

レに2滴 宛(約0.1cc)滴 下し,

再 び孵卵器内に置 き18～24時

間 後黒変 した毛髪様 の結核菌塊

(図2)を 肉眼お よびルー ぺ で

観察 し菌量 を対照 と比 較判定 し

た(判 定 の記載法は後述)。

基 礎 実 験

表2　 :KH2PO4濃 度 と発育お よびPHと の関係

-8-

　 1)上 液 のKH2PO4量 とPH:

上 液 中 のKH2PO4量 増 した

際 の4%NaOHに 対 す る緩 衝能

力をPHの 変化 お よび一 且 黄

変 した培地の黄色褪色 時間に よ

り判定 した(表1)。 表 の如 く緩

衝能 力 は,PHと 完 全褪色 時間

の双方 よ り見てKH2PO4の 増

量 とともに増す。1%KH2　 PO4

で はNaOH　 O.1ccの 注 入で は略

PH6.6に 保 たれ てい る。ただし

測定 は昏2個 宛の小 シャー レに

つ きPH試 験紙に より行った。

2)培 地の組成 と発育菌量

　 a)上 液 中のKH2PO4濃 度

を増せば発育菌量 も ともに増す

か否かを,前 述の上液 中KH2P

O4の み を2%,3%と 増 した

培地に同一喀痰 の10× ～10,000

× 稀 釈混和液を0.1ccお よび

0.2ccあ て10日 間 培養 し,判

定 した結果は表2の 如 くで あ

る。表 の如 く0.1cc培 養 では濃

度の増 加とともに菌量 は増加 し

なかった。3%KH2PO4で は む

しろ発育不良で あ った。0.2cc

培養 では3%は2%と ほ とん ど
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表3原 法培地と変法培地との比較

稀釈醸 剥 ・・xl…xl・,004x

0.166

0.2ご6鵜

原法

変法

原法

変法

発司 冊 側 柵 冊 ト 壮 士脚 ㈹㈹
P川6・6 6.8

発訓 珊 珊瑠+鼎+/++++ゆ ㈹㈹租　

PHl6.5 6.6

発育 上 士全 判8・ogl㈱08

PHI7.4{7.8

賄 鮒 醐 ・㈱ 叫9㈱ 釧 ・・㈱
PHl6・8 7。4

表4変 法重層培地とアルブミン加培地との比較

1謙i
6 日 8日 10 ,日12日 3週 後 6週 後'

ガフ 地i

患者
名㌔ 変

A

i

変 A, 変. A変A

h

3%小 川培地 3%小 川培地

"
一IlxH-HごH-H-1一 一1一

一 圃 」トH…H+1一}一 一 樋 冊

璽 聖 」+一 州 普 紐 帯i側 側 冊

i、IH一 一ト
ート トH一

i・o,oaox

6.97.0

6・716・8

(→←)←)←)

8・618・8

7。88.0

冊1冊 冊

伊 ・5鮮

注 変;変 法重層培地A3ア ルブミン加重層培地

菌量の表示は表(12)の 規定κ従った

同じであり,1%で は100x以 上には菌の発育は見られ

なかった。全般を通じて0.160培 養の1%,2%の 場合

が発育良好であった。PHの 点では6.4～6,8の 間 にあ

る培地が発育良好であった。

b)小 川氏重層培地(12)と 本報告の変法培地とを比較

した結果は表3に 示した。なお小川氏重層培地の下層は

味の素を含む3%KH2PO4培 地(z～),を使用 し,培 地量は

変法培地と同:量とした。方法および菌:量の表示法は前回

と全く同様である。その結果両者間に大差はないが緩衝

能力の点では変法培地がやや優れ,発 育良好となる場合

もあった(0。1`01,000x,0.2ご`10xの 場 合)o

c)ア ル ブミン(FractionV)加 培地との比較;化 学

療法の奏効した場合,塗 抹陽性なるも発育不良であり,

とくに迅速法では菌陰性であったが因襲培地上では6週

後に菌陽性となった4株 を選びアルブミン加培地 と前述

の1%:KH2PO4を 含む変法培地 とを比較した。 アルブ

ミン加培地の下層は変洗培地と同様でちるが上液の処方

は次の通りである。

灘 叢}欝欝

上記二種の培地およびpO小

堤糀麟奪撫 鷲暑彙
.は次 の表4の 通 りである。

表の如 くアルブミン(Fracレ

iα陰V)の 添加は、これら諸菌株

の発育を促進しなかった。

3)上 液申の蛋白質濃度;重

層培地では固形培地上に液体培

楚需藁薦 票讐趨
滲出移行するかを時間の経過と

ともに追求した。培地の組成は

前述の変法重層培地である。測

定法はEisen民 法(23)(24)の応

用で.分 光光電光度計(島 津製

べs1ク マソ型)を 使用 し,波 長

280短"に おける上液の吸 光度

を測り,他 方標準系列 として全

卵液をa.40NaOHで 透明化

したものの吸光度より検鑓直線

を作成しfそ れよりα山bration

constantす なわち単位E当 り

霞拶購 鮪茎欝欝
を求め卵液濃度を算出した。ま

た同時にズルホサリチル酸によ

る定性試験 も併竜行つた(表5)。

表 の如 く製f乍後3時 間後の上液申には全卵綴o,59%

に相当する蛋白を含んでいることが判る。またズルポサ

リチル酸試験も著(稀 釈乳様濁)と なった。

4)上 液申のPAS,】:NAH,SM濃 度 の推移;上 液申

に加えられた薬剤が固型培地内にも滲透 し所要濃度に迄

低下するか否かを検討 した。方法は測定に適した濃度の

各薬液(PAS100プx40/`6,rNAHIOrx40/cc,SM507

x40/6のOJご6宛 を小シャーレ内のマラヒツ トグリーン

を除いた変法重層培地に加え,一 定時間毎に各2箇 宛の

小シャーレより上液を採取し,その濃度をPASはKlyηe

etNewhouse民 法(25),INAHはKeHyetPoet民 法(2i),

SMは 鳥居民法(27)により測定 した。その濃度算出 に要

した各吸光度および阻止帯の長さの平均値ならびに求め

た各濃度は表6,7,8に それぞれ表示 した。三薬剤 と

もに3時 間後には大約所要濃度に達することを知った。

5)呈 色試薬に関する実験;

呈色試薬として望ましいことは,・試薬自体が安定 した

物質であること,い かなる微小 コロニ._..でも発育途上に

ある限 り鮮明に呈色させることであり,さ らに出来得れ

ば結核菌への阻止力も低いことであるo

一9一
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表5上 液中全卵液濃度の推移

標 準 全 卵 液{ 被 検 上 液

全卵液劃 吸塑 墾(Es)1翻 醐 障 度(Ev)囲 酵 度1ズ ルホ瀬

0.1% … 叫 ・紛 後1・e2・6

・・2}・ ・3・3

・・4i・ ・am

6。分1・ ・5・7

3時 聞 0.849

…4%i 土

0.35 +
.

0。59

0.6 ・・8621 6時 剛 ・・86・1・ ・6・1 帯

・・8{…25 pa時 剛 …8・1・ ・76 帯

注1)Evは 蒸溜 水 をblankと し上 液 中 の 諸成 分 お よび マ ラ ヒ ツ トグ リー ンに よ

る吸 光 度(平 均0.16)を 差 引 き補 正 した もの

2)EsはO.4%NaOHをblankと したoま た蒸 溜水 とO.4%NaOHと の

問 には 吸光 度 に差 な し

3)計 算 法Cv=EvXO。7(K,calibrationconstant)

表6上 液中PAS濃 度の推移

各小 シ ヤ ー レ2箇 宛 に各試薬 を

駒 込 ピ ペ ツ ドで2滴 宛加 えた 実

験 を 中心 と した 。

これ ら の 中溶 液 の 安定 度 も高

く著 明 な呈 色 を 示 す のは 亜 テル

ル酸 カ リお よび ソ ー ダ で あっ

たo

b)H37RV菌 液 の10"bUg/cc,

10齢`mg/cc,10"6mg/ccをO.1cc

宛 昏6本 の3%,小 川 培地 斜面

上 に10日 間 培 養 し,肉 眼にて

まず 発 育 コ ロニ ー を算 え,そ の

後O.5%亜 テ ルル 酸 ソー ダO.3

cc,0.2%T。T.C.(塩 化 トリフ

エ ニ ール テ トラ ゾウ リ ム の 略

称)0・3cc宛 を 各培 地上 に滴 ド

標 準PAS液1 被 検 上 液

濃 度1吸光度㈹ 睡 過時晦 光度(Ep)1瀬(Cp)

・4・Y/ccl・ ・9851・ ・分 後{・ ・965 135Y/cc

120 0.850 塒剛 ・脚 118

…1・ ・735い 時 剛 ・・76・ 103

8・i・ ・5621U時 剛 ・・7・2 101

注1)λ=440mps,所 要 原 試 料0。5cc

2)Esは 蒸 溜水 を同様 に処理 して得 たreagentblankを 差 引 》・

た補 正値Epは 上 液 を同様 に処 理 して得 たbiologicblank

を差 引 い た補 正 値

3)計 算 法;Cp=Epx140(calibrationconstant)

表7上 液 中 】NAH濃 度 の推 移 表 の如 くNeoTetrazeliumが 最 も阻止 力 低 く亜 テル

標酬AH液L被 検 上 液 ル酸 ソーダとT'T'c'と の間には大差はなVse

濃 度i吸(Is)度睡 過劃 吸(叢)馴 濃(c、)度

・4嗣 ・・5361・ ・頒1・ ・489{・3・2Y/cc

・刷 ・時間1・ ・43gl…8

し37。Cに て24時 間斜面台上に敬 置した後、

再び肉眼にて発見出来るコロニー数を計算し

微小 コロニーに対する呈色力の強さ,し たが

つて呈色操作によるコロニー発見数の増加を

両薬剤について比較検討 した(表10)。

表 の如 く亜テルル酸 ソーダがT。T。(Σに優

ることを認めたo

C)O.1%寒 天加小川氏重層培地により呈

色試薬の結核菌の阻止力を検討した結果は表

11の 如くである。菌量はH,7RVのO.1mg/cc

の0・1ccを 培養,期 間は3週 間,対 称とした

薬剤は加熱の影響を除 くため,す べてザイツ

濾過滅菌によつた。

12

ユ0 ・・36・i3時 剛 ・・3851…4

81・ ・29・IPt時 剛 ・・362 9.8

注1)λ=450mP',所 要原試料は共に1.ecc

2)標 準液は被検上液と同成分の上液中にINAH

を加えて作つた

3)Es,EIは 加えたINAH液 によるそれぞれの

稀釈度に応 じたbiologicblankを 差 引v・た補

正値である

4)CI=Exx27・1(catlLibrationconstant)

a)試 用 した呈色試薬の性状と結核菌塊の呈色は表働

に示 した。本表は同ny患 者喀疫のNaOH10倍 処理液の

0.1cc宛 を小シヤーレ14箇 に10日 間培養し,そ の後

検 査 成 績

(1)成績の詑載法;前 述の変法培地は上液申に寒天を含

まぬため,コ ロニーは僅かな震動によつても自由に移動

し集合して綿毛状の菌塊を作つて来る(図2)。 故 に対照

に発育した菌量の表示には次の基準を定めた。すなわち

発育菌塊の大きさが合計ほぼ1mm以 内を+,1～3mnd

を井,3㎜2以 上5mmS以 内を 辮,5mm2以 上 を冊

とした。

抵抗性の表現には対照をその実際上の発育菌量にはか

かわ りなく常に冊で表わし,抗 結核剤含有培地の発育菌

量の表現には常に対照と比較的に表示する。すなわち対

照と同程度に発育 した場合が冊,8ん 程度を帯,1/2程 度を

昔,i/,程 度 およびそれ以下を+と するのである。例えば

図3,4,の 場合は次の如 くなる。したがつてSMは

SM:100r/cc冊,10rlcc難,1r/cc冊,対 照 冊

INAH;Sr/cce,1r!cc柵,O.1r/cc冊(対 照菌量撒)

一 一10-一 一
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表8上 液中SM濃 度の推移 表11呈 色試薬の阻止力

標 準SM液1被 検 上 液

濃 劇 阻止esll経過劇 阻 止剃 濃 慶

＼15・ γ同ng13・i2・1・ ・K

7・Y/cci5・57一 い ・分 倒5・45165・5Ylcc

6・15・Xl塒 剛5・ ・r 60

3關i5・ ・6{

4・87!12・ 時 間4・881

注1)標 準SM液 は被検上液と同成分の上液中にSM

を加え作製 した

2)阻 止帯の長さは各検体につ唐3本 宛行つた場合

の平均値である

表9各 呈色試薬の性状」

NeoTet】 臓一

ZOliロm

帯

帯

帯

帯

冊

冊
…

冊 冊 冊

冊 冊 冊
1 f

T.T.C.
←}← → ←}冊 冊 冊

←)で → ←)柵 冊 冊

亜 テ ルル 酸
ソーダ

←→ で→ ←ひ 昔 十惜 冊

←il← → ←)昔 冊 冊

種 類 秀謬鞠 難瑠 羅 講i舗

勢 酬 易 溶 安 定1・・5%h2製 間1黒

募㍗ 職 易 副 安 矧 ・・5i・2一副 黒

舞 ン酬 易剃 安定 呵 伽刎 赤

τル"酸力厩 糊 安 矧 ・・晦 色せず}季触
塩化 トウフ ニ
ニールテ トラ

ゾ リウム
易 瀞 不安定 0.2 2～4 紅

嬬 よラ 難 醐 不網 ・圃 距 剃 紫

注 テル ル酸 カ リは0.5%に は溶 解 せ ず,用 に 臨 み振 惣

して用 い た。

表10呈 色 に よ る コrc・-ag見 数 の増 加

前… 一数!6・12gi5・ 図221幽

浬 対照培地の発育菌量を冊 とし他を比較表示 した

両方共に菌陰性であつたのは4例 であつた。雑菌による

判定不能例は2例 で,そ の中1例 は小川斜面にも雑菌が

生じた。標準法にのみ陽性例は発育不良菌株および菌量

50=ロ 呂一以下の場合に見られた。迅速法で判定 し得た

37例 につきその成績を標準法(標 準法の耐性表現法も迅

速法に準 じた)と 比較したのが表12で ある。表の如 く

SM,PAS,】 〔NAH各 例数の総計は71件 で,最 高発育

濃度については50件(70%)に て一致 し,完 全耐性度

については67件(94・4%)に て肖致した。耐性不一致

例ではPAS,SMの 場 合には迅速法の方が耐性が低 く

出ている。

mg/cc

1e"

10"`

、10""6

後
亜テ…」tti・3・;・32図「T「 「

鷲 α{ 175154196
前=ロ 昌 一数11 `'i・ ・1・

後
亜テルノレlsl7171

T・T・c・1
}・22

前コ・昌一数 回 釧 ・ ・ 回 ・

後
亜テ… ゆ

T・T・c・1
lNl(・ 一)1(g

lOOr/ccま で完全耐性
,】rNAHは1r/ccま で完全耐性

であり,実 際の対照発育菌量は惜であることが一目で判

る。

2)培養成績殊に3%小 川培地による標準法との比較

現在迄に53例 につき比較実験を行つた。その内喀湊

44例,胃 液2例,膿 胸膿3例,間 接法としての菌液3例

であつた。 これらの申迅速法で判定出来たのは37例,

迅速法で菌陰性,標 準法で菌陽性であつたのは10例,

考 察

本法は肉眼判定を主目的とし,一 応その目的を達 した

故,在 来の方法に比し一つの進歩を示 したものと思 う。

本法は上液に血清,寒 天等を加えないため雑菌の混入が

す くないが,さ らに菌塊が粘稠度の低い上液内にて自由

に移動出来るので昏微小コロニーが集合 してさらに大ぎ

な菌塊を形成 して来る。こめ点が特に肉眼判定上便利で

ある。本法でアスパラギンの代 りにグルタミン酸ソーダ

を使用したのはMiddlebrook(28)等 の説 と表3の 結果か

らである。迅速法の最大の障害は化学療法の奏効により

発育が逗延し,し かもガフキー号数に比 し発育菌量の極

めてす くない喀疫であり,こ のような菌株に対 し確実な

発育促進法がないのは残念である。ただし小川(辰)(19)

氏 の焦性葡萄酸については経験がない。アルブミン(Fra-

ktionV)も 表4の 如 く促進作用は明 らかでない。上液

内のKHnPO4量 を3%と した場合にO.lcc培 養 ではか

えつて発育が阻害されたことはFrOl血(es)等 の言 うK

量の過剰に実験培地 も違 うので考え難 く,O.2cc培 養 では

他 と差がないので,む しろPHの 低きに過ぎるためと思

われる。また表2,3,の 結果からPHは6・4～6・8の

間が好適であ り,培 地中のアミノ酸量のみならずNaO

H処 理液中の喀湊蛋白質量までが培養後の培地の?Hに

深 く関係しているらしいことを知つた。

本法の欠点は発色に使 う亜テルル酸ソーダおよびカ リ

一 一 一11-一 一
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表12標 準法と迅速決との成績比較

例{‾.x'麟i馴 ヂ、。鍮1揚 錨1。{罫金馬

、11エL拠 豊選 蒔+レ

叫
Fl普1冊}帯 昔 日l

Sl冊:糊 目 珊・帯 一一1

Sl撒1柵{冊 」一

超Sl

∫
F}十 レ冊 借 手吟唱 卜肝 一 一[一 一・一一

帯1欄 ・i帯 十 十 レ帯+一 一 一一 一

■ 間 Fl帯{冊1冊 一 一 「一 一 一1

S}帯}引 隠 冊 十 一1一 一 一一1

■ 認
:Fl帯1鰍 旨鼎 一 一 ・1一 一一一一
Sl柵1柵i冊 一 一ll一 一 一_

■w
P-

F}普{鼎1{嚇 二='

S}帯1撒{1:噴===一

■ 田 F[亭i冊1冊+一ll一 中一 一
Sl・ 棚卜[冊1冊 十 一ll

■ u
『

:F}撒 喘1 .1一 一 一1一 一_

Sl器1難ll一 一 一1一__一

■ 璽F}撒 冊 嚇 一 州 一 一 引S;柵レ
}撒1聾 ・一一1荘 一 一一1

購 聞 書騰借 間}{
■制

K§ 購 藩 器器購 辛勝 ≡

■ 避 繭 「[撒
Sl静1冊1

1一 一 一1一 ・一・一

1一 一一 一1一 一・一一

■x書 縄i難 燃 計 ≡≡≡1‡≡…

注:F:迅 速浅 間=間 接法(菌 液)

S;標 準法(SMはDihyd20SMを 所要量の2倍

加えた)

1一 暮購
雁 到 着

槻弓 冊 一一li冊 帯 一

柵1冊 一 一1紐 帯 一

冊 冊 撒 冊1一 一 一・1十 一 一

欄・1冊 柵冊1十 一 一・1一 」 一

■ 極 書i糟 翻 綴奉離 三裾継…ト
F}+1冊tレ 冊 一 一

一冊き帯鋼
欄一

冊}
～
冊

1§
斗升F

鯉
輔冊一冊「拗
機器

1
「碁器1十F

帯一冊矧㎝S

…　 一冊一冊9

降
器皿+

階1冊 彌『 　「

i一 一 一

1一 一 一

■ 「巴
壁

轍

S

F

撒銭
冊別

離
柵副
帯璃
釧

Fi冊i冊 冊 一一}

1冊1撒+一1 1畳 一 一

1冊1惜 一 一{

1冊1帯 一一 ■
1柵1帯+一

冊i帯+一i

冊 自照冊 冊 冊 静 十l

l冊1柵 冊 冊1禰 ・紐 帯l

l冊}冊 五 一}十+一1

1柵1轍 鮒 十1紐 帯 十・i

!一軸一
…冊ーヌ冊釧

}圭量器
一

一伽編
f柵f珊珊

嘲

昔
=

}

一f
剛「十一冊…帯出

幽
!

鰯網一
一
一印十;冊一帯珂

陶「剛
1

隔噛騨
fi一蘭十-冊

一

」帯
噸馴一

-命卿鱒一柵i
遡
F 帯

鰯網顧
一

一嗣剛1柵一帯釧
崩十十f冊冊冊

肖

冊1R

「軸十
i撒冊撒

一

旨

一轍釧
葡周冊;鼎珊珊一轍一帯璃
一喝瀞ーー冊楡冊一冊i柵釧
幽刷冊一一唱「一冊十飼
一十一嗣一徹1

一冊1帯S
}

の緒該鐘への阻止力が強いので,そ れを滴 下した後は

菌がもはやほとんど発育 しない点である。もっともこの

点は他の迅速法 も一且染色すればそれまでとなるので同

じだとも云える。ネオテトラゾリウムは表11の 如く阻

止力のすくない点は好いが発色が遅 くしかも淡い。この

煮豆テルル酸塩は滴下量が1滴 でもあるいは2滴 でも呈

色力に大差なく常に安定 した発色を示す点が実用的であ

る。しか し今後テトラゾリウム系薬剤がさらに改良され

呈色力が強 くなり,予 め培地内に加えられるようになる

ことを希望 している。'

検査成績では本法は普通法 より耐性が低 く出る傾向が

あり(こ とにPAS,SMの 場 合),こ の点従来の迅速法

と逆の関係にある。すなわち本法では肉眼ならびにルー

ペにより判定 しているためである。 しかし完全耐性域に

関 しては標準法と非常に好 く→致している。本法は重層

培地を使用するので下の固形居中の1～2割 は固形分の

筈であり薬剤が完全に滲透するとは考えられないが事実

はかなり好 く滲透し(表6,7,8>3時 間でほぼ所要

濃度に迄低下している。また培養時少し高い濃度を有し

ていたとしても4%NaOHO・1`σ?.r1`よ りさらに稀釈せ

られるから差支えない。

本報告では小シャーレを4つ 中シャーレ内に組合せて

培養器具としたが小シャーレのやや高価な点 が欠 点:で

ある。

本法では10日 間培養で判定しているが,こ れはMe・

yeretGa1㎞d(め の報告を参考にし経験的に定めたに

過ぎないので今後さらに検討したいと思 う。

" 冊欄
柵
彌

一

F
S
蕾
S訓 馴H』 ⊥」L雌 ⊥難噸 紅 斑三≡工==={蜘鐙糊冊 帯+一1
:Fl冊1冊}柵 珪一1借+引 冊+一

間

想柵 輔十一十十帯
1冊ひ一冊釧

一

一

　
幣
↓
「
辞
世
燈
冊
器
機

～
外
帯

F

S一
Sl伽1冊1冊 柵柵 ・}

結 語

次のような特徴を有し臨床的に応用し得る迅速耐性検

査法を考案 した。

1)培養器具はシャーレを用 うる0

2)培 地は小川氏重層培地の変法である。

3)培 養10日 後に亜テルル酸 ソーダまたはカリを滴下

して菌塊を黒変させる。

4)判 定は肉眼およびルーペで行 うC

一12一 一一



本報告の一SSは 昭和30年2月 関東地方学会で発表 し

た。また附図の写真は当所研究室二村久技官の撮影によ

るo
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附 図

第1図 第2図

培養器具;右 は全部の蓋 を開いた処,左 は培地 を入れ

　出来上つ た状態(単位:cm)

培 養10日 後 亜テル ル酸 ソーダで呈色させ た菌塊 の弱

拡大顕微鏡写真(28×)

第3図 第4図

培養10日 後,呈 色後の所見,

K:対 照　 　 S3:SM　1γ/cc, 　S2:SM　 10γ/cc

S1,SM　 100γ/cc

図3と 同 じ例

K:対 照 　 　 H3:INAH　 O.1γ/cc,　 H2:INAH　1γ/cc,

H1:INAH　 5γ/cc




