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Tween寒 天 培 地 に よる人 型 結 核 菌 の 生菌 計算 の研 究

第2報 混釈平板法お よび表面平板法 じよる生菌計算 の比較

後 藤 瀬 平

福島県立医科大学細菌学教窒(指 導 助教授山根績)

受 付 昭 和32年5月21日

緒 言

著者は第1報1)に おいて,粉 末化Tween寒 天培地平

板を用いて,H37Rv株 お よび患者の喀痰より分離 した保

存入型結核菌の生菌計算を行い,小 川培地による成績 と

比較検討した結果,粉 末化Tween寒 天培地の方が小川

培地に比べて遥かに優つてい ることを述べた。第1報 に

おいては,粉 末化Tween寒 天培地の混釈平板法を用い

たが,米 国等においては例えば,F.Fenner2)ら は表面

平板法を用いているので,著 者は両方法を比較しいずれ

が優秀であ るかを知るため,小 川培池 を対照 として、

myco.tuberculosis H37Rv株 お よび保存人型結核菌24

株 について実験を行つたのでその成績を報告する。

実験 方 法

実験に供した菌株は,小 川培地に継代培養 されている

myco.tuberculosis H3TRv株 および結核患者の喀痰か

ら分離した24例 の保存結核菌である。まず結核菌の培養

法および結核菌浮游液の作製であるが,こ れは第1報 と

同様である。次に結核菌浮游液の稀釈法であるが,混 釈

平板法においては菌浮游液を,Tween 80を0.05%の 割

合に含む滅菌生理的食塩水を もつて10万 倍,100万 倍,

1,000万 倍 と稀釈 し,そ の0,5ml,0.2m1,0.1mlを それ

ぞれ接種培養 した。表面平板法においては上記の如く,

3段 階に稀釈した菌浮灘液を,0.5mlず つ,凝 固した粉

末化Tween寒 天培地平板2枚 に静かに注加し,寒 天表

面に均等になるように塗布し培養した。小川培地におい

ては上記3段 階の菌浮游液を0.1mlず つ,中 試験管3本

に接種37℃ に培養し,逐 日的に集落数を計算した、、(表

1)は 当教室分離第18株 を用いて行つた培養19日 の成績

を,各 「シャーレ」について県体約に示した もの で あ

り,最 右側に示した1mg当 りの菌数は各稀釈度成績を

原液 に復元した ものの平均値である。生菌計算は培養後

一般 に12日 目より始め約1ヵ 月間行い,菌 量は各例共第

1報 におけると同様その含窒素 量か ら逆算した乾燥量を

もつて表わした。なお喀痰中の結核生菌の計算をも混釈

および表面平板法により行つ た が,喀 痰の処理,稀 釈

法,培 養法等の詳細は第3報 に記載する予定であろ

表1混 釈および表面平板法による培養法

[備 考]1.本 表 は培養19目 目の成績であ る

2.使 用菌株は第18株(乾 燥 量1.42mg)で 対照 と して小川培

地 を用いた

実験 成 績

粉末化Tween寒 天培地は第1報 において 述 べ た 如

ぐ透明であるため,生 菌計算は簡単で正確である,混 釈

平板法においては集落は小さいが均等に発育し,日 数が

経過 して もなかなか大きぐな らず癒合 もしないので,1

〔附図1〕
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ヵ月間は正確に計算可能であるごこれに反し,(附 図1)

に見 られるように表面平板法においては,集 落は最初か

ら比較的大 きいが一般に均一に発育し難 ぐ,日 数の経過

に伴いますます大 きぐなり,容 易に癒合し,集 落の多い

場合は計算不能になる場合が多 ぐ,し か も集落は 「シャ

ーレ」の辺縁に発育し易い。一般に混釈平板法において

は培養後11～12賦 ごろより集落を認めることができ,急

速に増加し20貝 ごろ最高に達 し,表 面平板法においては

培養後10～11日 ごろより集落を認めることができ,そ の

後急速に増加 し19～20日 ご ろ最高に達 し,以 後増加の傾

向をほとんど示 さない。すなわち表面平板法においては

混釈平板法によるよ りも,一 般に幾分早 ぐ集落を認め,

か つやや早 ぐ最高に達す る傾向を示すが,生 菌数におい

ては混釈平板法の方が一般に多い。(表2)は 培養 日数に

表2培 養 日数に伴 う1mg中 の生菌数(単 位万)

第18株

H37Rv株

伴 う1mg中 の生菌数の比較を示す例(H37Rv株 お よび

当教室分離の第18殊)で あるが,混 釈,表 面両平板独共,

培養12日 目に集落を認め,そ の後急速に増加し21日 目に

最高に達 している。生菌数は混釈平板法の方が多い。こ

れに対 して,小 川培地では極めて早いもので培養後12～

図1 H37Rv株

図2第18株

14日 ごろ漸 ぐ集落を認めることができ,Hを 追うて徐 々

に増加し,30日 ごろ最高に達している。(図1)(図2)

はH37Rv株 お よび当教室分離の第18株 の混釈,表 面両平

板法による菌の増殖状態を逐 日的に図で示 した ものであ

る。(表3)はH37RV株 お よび被検24株 の1mg中 の生菌

数を比較するもので,菌 数はいずれ も培養期間中最 も多

い場合の生菌数を表わす ものであつて,被 検24株 中18株

混 釈平板法の方が多 ぐ,8例 中1例 だけ小川培地の方が

表3 1mg中 の生菌数の比較(単 位万)

〔備 考〕 口印は表面平板法の方が生菌数の多いことを示す
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混釈,表 面両平板法 より多い。以上保存人型結核菌24株

の1mg中 の生菌数を平均すれば,混釈平叛法では4,047

万,表 面平板法では3,252万 であつて,混 釈平板法の方

が多く,HK37Rv株 で も混釈平板法の方が多い.

考 案

最近Knoxら3)はKirchner Sy-Ser培 地に少量の寒天

を加えた半凝固培地中で,微 量の結核菌を発育せしめ,

従来の固型培地を用いるよりも,よ り多数の集落を培養

早期に発育せしめることを報告した。しかし,か れ らの

試験管による生菌計算は,管 内における培地の量によつ

て,発 育菌数がかな り動揺することを示した。 そ こで

Selkonら4)は,Middlebrookら5)が 用 いた7H-3液 体培

地にシリカを微量加えた1種 の半凝固培地を作 り,同 培

地申で集落を発育せ しめるいわゆるdeep countに よ り,

Kirchner改 変培地よりも,よ り多 ぐの菌数を発育せし

めることを報告した。しかしKnoxら,Selkonら の培

地は,い ずれも血清または.血清アルブ ミン等を含有して

いるため,こ れ らの成分は他の培地成分と別個に濾過滅

菌後,無 菌的にこれに添加する必要がある。このような

操作は煩瑣であ り,rootine laboratory workと しては,

雑菌混入の危険をよ り高 ぐす るものである。著者の第1

報 より使用している培地は,粉 末化 されてお り,そ の全

成分が120℃20分 の高圧滅菌に堪えるので,用 に応 じて

溶解使用で きるので前記2培 地よ りも実用的で便利であ

る。著者は本報で粉末化Tween寒 天培地を用いmyco.

tuberculosis H37Rv株 および保存株について,混 釈,

表面両平板法により生菌数を比較 したのであるが,そ の

結果混釈平板法では一般に11～12日 ごろよ り,表 面平板

法では10～11日 ごろよ り集落を認めることができ,そ の

後両者共急速に増加するが,表 面平板法ではやや早 ぐ最

高に達す る傾向がある。混釈平板法 と言つて も,平 板を

上層,申 層,下 層と3層 に分ければ,上 層いわゆる表面

では,表 面平板法 と同H数 で発育し,中 層,下 層では幾

分発育が遅れる。次に被検全株の成績を平均 した1mg

中の生菌数であるが,混 釈平板法の方が断然多かつた。

しかし表面平板法においては,Tween寒 天培地に菌浮

游液を注加し,水 平の台に載せて培養するのであるが,

ど うして も少し傾 ぐので 「シヤーレ」の辺縁 に流 れ易

ぐ,し たがつて集落 も辺縁に多数現われ,し か も急速に

増大し,か つ癒合する傾向が強いので計算不能 となる結

果,生 菌数 も見かけ上少なくなることがあり,し たがつ

て数字に現われたほど生菌数は少なくない と思考せ られ

る。それ故表面平板法を用いる場合には,正 確に水平の

台の上に載せて培養することが肝要であろう。なお菌株

により生菌数に相当の差異を生じてい るが,こ れが原因

については目下研究中である。

結 論

1.混 釈平板法においては,培 養後一般に11～12日 目

ごろより集落を認めることができ,そ の後急 速 に増 加

し,20日 目ごろ最高に達す るが,集 落は癒合しない。こ

れに対して,表 面平板法においては培養後10～11日 目ご

ろより集落が現われ,急 速に増大し,各 集落は癒合し易

ぐ,18～19日 ごろ最高に達す ることが多 ぐ,培 養20日 以

後は両者共 ほとんど増加の傾向を示 さない。

2.被 検24株 中18株 は混i釈平板法の方が生 菌 数 が 多

ぐ,6株 は少な ぐ,被 検全株の平均1mg中 の生菌数は

混釈平板法の方が遥かに多い。それ故,人 型結核菌の早

期発見には表面平板法,長 期間の生菌計算には混釈平板

法が適当と思考せ られる。

3.本 培地 を用いる表面,混 釈両平板法による生菌計

算は,い ずれ も一般に小川培地による成績 よりも優秀で

ある傾向を示した。
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