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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3報 喀痰中の生菌計算

後 藤 瀬 平

福島県立医科大学細菌学教室(指 導 助教授 山根 績)

受 付 昭 和32年6月17日

緒 言

著者は第1報,第2報1)に おいては,Myco.tubercu-

losisH37Rv株 お よび結核患者の喀痰より分離 した保存

人型結核菌株について,す なわち小川培地,あ るいは粉

末化Tweem寒 天培地に継代培養 され,さ らにTween

80を 炭素源とする均等培養培地に培養され,培 地に馴れ

た結核菌について生菌計算を行つたが,本報においては,

肺結核、患者の喀痰そのままを粉末化Tween寒 天培地お

よび小川培地に培養し,果 して保存人型結核菌株 と同様

の成績が得られるか否かを比較検討 した。まず喀痰の塗

抹標本にて,結 核菌陽性の喀痰群について,次 で陰性の

喀痰群について,生 菌計算を行ったのでその成績を報告

する。

実験 方 法

目下福島医大附属病院に入院,抗 結核剤を使用してい

る肺結核患者の喀痰を実験に供 した。材料処理法として

は,喀 痰を中試験管に約3ml取 り,こ れに等量の8%Na

OHを 加 え,よ く振盪して均等化し,pH指 示薬BTB

溶液 を数滴加え,約40分 室温に放置 し,さ らにこれに4

NH2SO4を8%NaOHの 半分量を加えて中和した。次で

処理した患者の喀痰を,粉 末化Tween寒 天培地に培養

した場合,果 して何 日後に結核菌が発育するか,ま たど

の位の生菌数が発生するかを知るため,第1回 の実験で

は結核菌塗抹陽性の喀痰11例 について,粉 末化Tween

寒天培地のみを用いて実験を試みた。すなわち中和した

喀痰そのまま,お よび改変Y.M.Y.培 地2)で10倍,100倍,

1,000倍 と喀痰を3段 階に稀釈し,そ の各喀痰を0.5ml

ずつ,表 面平板法により,粉 末化Tween寒 天培地平板

各2枚 に静かに注加,37℃ に培養し逐 日的に生菌計算

を行つた。第2回 の実験では結核菌塗抹陰性の喀痰10例

について,第1回 の実験同様の実験を行った。この両実

験により,著 者は喀痰 そのままを粉末化Tween寒 天培

地に培養 して も,保 存菌株 とほぼ同様の成績を得 られ る

確信を得たので,第3回 の実験では,福 島医大病院に入

院中の結核菌塗抹陽性者の喀痰26例 について,第1回 の

実験の如 く,中 性にした喀痰 そのまま,10倍,100倍,

1,000倍 稀釈の喀痰の4種 類を,粉 末化Tween寒 天培地

平板おのおの2枚 に,表 面平板法により0.5mlず つ注加

し,一 方小川培地では,3本 の中試験管に0.1mlず つ塗

布し,37℃ に培養逐 日的に生菌計算を行つた。さらに

塗抹陽性26例 中15例 について,第2報 にならい,粉 末化

Tween寒 天培地の混釈および表面平板法を行い,小 川

培地 と比較検討した。第4回 の実験では,健 保福島療養

所羽山荘に入院加療中の塗抹陰性者で,過 去の検査成績

で微量排菌者と推定される患者喀痰100例 について,第

3回 と同様の実験を行つた。

実 験成 績

第1回 の実験においては,喀 痰をNaOH,H2SO4で 処

理した際,pHに 余 り関心を用いず,た だ単に中性附近

とい う程度で喀痰を処理したので,興 味ある種々の成績

が得 られた。

いまこの成績をA,B,Cの3群 に区別することとし

た。A群 は粉末化Tween寒 天培地が強度に青変した。

すなわち処理した喀痰がpH6.0以 下であった。B群 は

粉末化Tween寒 天培地が軽度に青変した。すなわち処

理した喀痰が弱酸性であつた。C群 は粉末化Tween寒

天培地が全 く変色せず,Tween寒 天培地本来の色調を

帯びていた。すなわち処理した喀痰は中性か,弱 アルカ

リ性であつた。

A群 に属するTween寒 天培地では,集 落は全 く認め

られなかつた。これは結核菌の発育が,完 全に阻止せ ら

れたことを示すものである。第1例(Gaffky9号),第2

例(Gaffky8号),第3例(Gaffky4号),第5例(Gaffky

3号),第6例(Gaffky6号),以 下GaffkyはGと 略す。

B群 に属するTween寒 天培地では,喀 痰そのままを培

養した場含は,集 落は全然認められなかつたが,10倍,

100倍,1,000倍 と稀釈 した平板培地では,〔表1〕 に示す

如く,保存菌株 と同様,第4例 では培養18日 日に,第7例

では15日 目に集落が認められ,最 初急速に,次 で徐々に

増加し,約30日 で最高に達している。第4例(G9号),

第7例(G3号)。C群 に属するTween寒 天培地では,

〔表1〕 に示す如く,第11例 を除くほか,喀 痰そのまま,

10倍,100倍,1,000倍 稀釈いずれの平板にも集落が認め

られた。すなわち第8,第9,第10例 は,培 養16日 目に

集落が認められ,第9,第10例 は保存株の如 く,最 初急
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〔表1〕 第1回 の実験B群

(1)稀 釈度,(2)培 養 日数,(3)接 種喀痰量ml,(4)G番 号,(5)喀 痰番号

C群

〔備考〕1.Tween寒 天培地のみを使用 す2.GはGaffkyを 表わす

〔表2〕 第2回 の実験

〔備考〕1.Tween寒 天培 地のみを使用す2.喀 痰番号4,7,8,10は 培養陰性 であつた3.GはGaffkyを 表 わす

速に,次 で徐々に増加し,30日 ごろ最高に達し,生 菌数

は稀釈度にほぼ比例している。第8例 も培養後16日 目に

集落を認めたが,生 菌数は稀釈度に比例していない。第

11例 では集落は全 く認められなかった。

第2回 の実験においては,塗 抹陰性10例 中6例 に集落

の発生を見,そ の発育状態および生菌数は 〔表2〕 に示

す如 くであるが,培 養14～16日 よ り集落が認められ,急

速にあるいは徐々に増加 し,30日 ごろ最高に達 している

が,生 菌数と稀釈度との関係はいろいろである。

第3回 の実験においては,粉 末化Tween寒 天培地で

は,塗 抹陽性26例 中全例に,小 川培地では25例 に集落の

発生を見た。いま培養後始めて集落を認めるまでの日数

を調べて見 ると,粉 末化Tween寒 天培地では培養後10

日日が1例,11日 目が2例,12日 目が6例,14日 目が14

例,16日 目が2例,20日 日が1例 で平均13。5日である。

これに対して小川培地では,14日 目が6例,16日 目が8

例,18日 目が9例,20日 目が1例,26日 目が1例 で平均

16.8日 で あるが,集 落の全然認められない ものが1例 あ

つた。よって粉末化Tween寒 天培地の方が,小 川培地

より3.3日 早期に集落を認めることができた。次に集落

の発育増加の状態を見ると,粉 末化Tween寒 天培地で

は,急 速に増加するものと,徐 々に増加するものとがあ

るが,一 般に急速に増加するものの方が多く,ま た培養

後20日 頃最高に達するものもあるが,30日 ごろ最高に達

するものの方が多い。小川培地では集落発生後徐々に増

加し,観 察期間30日 以後 もさらに増加するものと考えら

れ る。生菌数の点においても,粉 末化Tween寒 天培地

の方が小川培地よりも多いが,喀 痰中に含有 されている

結核菌が,均 等に稀釈 されないため,生 菌数 と稀釈度 と

は比例するものと,比 例しないものとがある。したがっ

て生菌数は,保 存菌株の如き正確 さを望むことはで きな

いし,Gaffky番 号 も生菌数と必ずし も比例しない。
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〔表3〕 第3回 の実験 培養 日数に伴 う喀痰0.5ml中 の生菌数

〔備考〕1.集 落数が多数または無数で計算不能の場合は,稀 釈培数の多い処で生菌を計算して逆算せり2.GはGaffkyを 表わす

次に26例 中15例 について,粉 末化Tween寒 天培地の

表面,混 釈両平板法を行い,対 照 として小川培地を用い

て集落の発育状態および生菌数を比較検討した。本報で

は15例 中喀痰番号第26に ついて述べれば,表 面平板法に

おいては培養11日 目に,混 釈平板法においては12日 目に

集落を認め,そ の後急速に増加し,両 者共26日 目に最高

に達している。一方小川培地では14日 目に集落を認め,

その後徐々に増加し,30日 ごろ最高に達している。 〔表

3〕は喀痰番号第26の 培養 日数に伴 う喀痰0.5ml中 の生菌

数を示すもので,こ れを図で示したものが 〔図1〕 であ

る。これを見て も判 るように,喀 痰のpHを 正確に中性

にして実験を行えば,保 存菌株 とほぼ同様の成績が得 ら

れ ることは確実である。

〔図1〕 第3回 の実験 喀痰中の結核生菌数の比較

〔備考〕1.喀 痰番号26,Gaffky6号2.表 面平板法 におい ては

培養11日 目にすでに12個 の生菌を認めた

最後に第4回 の実験においては,塗 抹陰性100例 中粉

末化Tween寒 天培地では29例,小 川培地では24例 に集

落の発育が認められ,そ のうち両培地共通に集落を認め

た ものが22例 で,粉 末化Tween寒 天培地にのみ発育し

た ものが7例,小 川培地にのみ発育したものが2例 あつ

た〔図2〕 。次に培養後集落を認めるまでの日数であるが,

〔図2〕 第4回 の実験

粉末化Tween寒 天培地では培養後10日 までが3例,10

～15日 までが13例,15～20日 まで9例,20～25日 まで3

例,25～30日 まで1例 となり,平 均16.1日 で ある。これ

に対して小川培地では,培 養後10日 までは1例 もな く,

10～20日 まで5例,20～25日 まで6例,25～30目 まで8

例で平均21.5日 となり,粉 末化Tweem寒 天培地の方が

5.4日 早 く集落が認められた 〔図3,図4〕 。次に 〔表4〕

は両培地の生菌数を示す ものであるが,粉 末化Tween

寒天培地では,100例 中15例(平 板数24枚)に 無数の集

落 を認め,14例(平 板数24枚)に 計算可能の集落(総 数

402個)を 認めたので,可 数集落平均数は16.8個 となる。

小川培地では100例 中6例(培 地数26管)に 無数の集落を

認め,18例(培 地数26管)に 計算可能の集落(総 数221個)

を認めたので,可 数集落平均数は8.5個 とな り,粉 末化
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〔図3〕 第4回 の実験

〔図4〕 第4回 の実験

小川培地

Tween

寒天培 地

Tween寒 天培地の方が8.3個 多い。以上喀痰の塗抹陽性

陰性にかかわらず,喀 痰のpHを 正確に中性にさえすれ

ば,保 存菌株 と同様の成績が得 られ,粉 末化Tween寒

天培地の方が,小 川培地よりも早期に集落が発生し,か

〔表4〕 第4回 の実験

つ生菌数 も多い。特に塗抹陰性の如 き微量結核菌の検出

には,粉 末化Tween寒 天培地は適当と思考せ られる。

考 案i

第1報,第2報 で行った実験では,標 準菌株および臨

床分離株を,Tween 80を 炭素源 とする液体培地2)に 増

菌培養したものを,Tween寒 天 培地でColony count

を施行したものであり,し たがつて菌がTween 80に 適

応しているため,小 川培地に比較して,Tween寒 天培

地に優位 の成績が出るとい う推測が一応成立する。しか

し本報においては直接喀痰中の結核菌を定量培養してお

り,Tween 80と の接触の機会は,全 然ない菌を使用し

た実験成績であるので,前 の推定は適用されえない実験

である。しか も前述の如 く,一 般に小川培地 に比 較 し

て,遥 かに高い生菌検出率を示している。ただ喀痰のア

ルカリ処理後,こ れを中和する場合,む しろpH8。0程

度の弱アルカリで止めて も差支えないが,酸 性側にまで

硫酸 を多少過量に加えた場合,本 培地において急激に集

落検出率が落 ちることは注意すべきであろう。寺山5)は

結核菌検索用固形培地のpHは,6.4～6.6が よいと述べ

ているが,本 培地においてはかな り高濃度の酸性側緩衝

系が含有 されているため,処理した喀痰がpH6.0以 下 の

場合は,Tween寒 天培地は強度に青変し,結 核菌の発

育は全 く阻止せ られ,弱 酸性の場合でも喀痰そのままの

場合では,発 育が抑制または阻止せ られ,集 落は認めら

れないで,か えつて10倍,100倍 の稀釈において集落が

認められる現象が起つた。これは本培地がいわゆるアル

カリ処置用培地であるために見 られる成績であり,一 方

稀釈により,喀 痰のpHが 中性あるいは中性に近 くなつ

たことを示す ものである。これを要するにTween寒 天

培地には,小 川培地より酸性側pHに 影響 され易い傾向

がある。

次にT.Zerbowski 4)は アスパラギン添加ペ ー ニヤ

ーニー培地を利用して,喀 痰中の結核菌を培養し,診 断

上適当な培養期間について述べている。これによれば培

養後集落が発生するまでの期間が,1～-2週 では0.68%,

3～4週 では2187%,8週 では90%ま で集落を認めるこ

とができるという。著者は塗抹陽性26例 の喀痰では,粉

末化Tween寒 天培地においては,培 養後平均13.5日,

小川培地においては平均16.8日 で集落を認め,ま た塗抹

陰性100例 の喀痰では,粉 末化Tween寒 天培地において
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は培養後平均16日,小 川培地においては平均21.5日 で集

落を認め,そ の後両者共急速にあるいは徐々に増加し,

約30日 で最高に達するので,約1ヵ 月間観察すればほと

んど100%の 集落を認めることがで きると思考せ られる。

次に生菌数であるが,Tween寒 天培地の方が一般に多

くなつているが,Tween寒 天培地では0.5ml,小 川培地

では0.1ml接 種 したので,結 核菌の含有量が少ないこと

に も原因するのではなかろうか。したがつて微量結核菌

の計算には,よ り多量の喀痰を塗抹しうる粉末化Tween

寒 天平板が適当である。また生菌数と稀釈度,Gaffky番

号 とは必ずしも比例しないのは,喀 痰中の菌の分布が均

等でないことに基因するものと考えられる。最近喀痰の

塗抹陽性のものが,培 養陰性になることが年々増加して

いるが,こ れが原因については,久 保6),西 村7),小 酒

井8)ら は,結 核菌の生死,抗 結核剤の使用により,結 核

菌の性質に間接,直 接に影響を与えるためではなか ろう

かと述べている。著者 も本実験において,塗 抹陽性,培

養陰性の結核菌を認めているが,あ る培地たとえば粉末

化Tween寒 天培地には発育するが,小 川培地には発育し

ない場合,お よびこれと反対に小川培地には生えるが,

粉末化Tween寒 天培地には生えない もの もある。それ

故結核菌の陽性,陰 性を決定するには,1種 類の培地の

みでな く,少 なくとも2種 類の培地を使用することが望

ましい。最後に雑菌であるが,極 めて少類例において認

め られたが,著 者の経験により,結 核菌の集落と雑菌の

集落とは判然と区別できることが判明した。

結 論

1.結 核患者の喀痰 をNaOH,H2SO4で 処理した際,

喀痰のpHを 確 実に中性あるいは弱アルカリ性にさえす

れば,喀 痰中の結核菌,す なわち本培地に馴れていない

結核菌を用いて も,保 存結核菌とほとんど同様の成績が

得られた。

2.結 核菌塗抹陽性の喀痰26例 中,粉 末化Tween寒

天培地では全例に,小 川培地では25例 に集落の発生を見

たが,小 川培地の1例 には集落は全く認めることができ

なかつた。Tween寒 天培地では培養後平均13.5日 で集落

を認め,そ の後一般に急速に増加し,約20～30日 で最高

に達した。これに対して小川培地では,培 養後平均1..8

日で集落を認め,そ の後徐々に増加し,30日 以後 もなお

増加の傾向を示した。生菌数は粉末化Tween寒 天培地

の方が,小 川培地に比較して一般に多 く,生 菌数と喀痰

の稀釈度およびGaffky番 号数とは必ずしも比例しない。

3.結 核菌塗抹陰性の微量排菌者の喀痰100例 中,粉

末化Tween寒 天培地には29例,小 川培地には24例 に集

落 を認め,そ の うち22例 は両培地に生え,7例 は粉末化

Tween寒 天培地にのみ生え,2例 は小川培地にのみ生え

た。生菌数は粉末化Tween寒 天培地の方が多い。それ

故喀痰そのままを培養して も,粉 末化Tween寒 天培地

は小川培地に比較し,結 核菌の生え方が早 く,か っ生菌

数 も多いので,小 川培地に遥かに優つている。

4.喀 痰の結核菌塗抹陽性のものが,培 養陰性になる

場合があり,ま た粉末化Tween寒 天培地にのみ発育し,

小川培地に発育しないものもあり,ま たこれ と反対の場

合 もあるので,結 核菌の陽性,陰 性を決定す るには,両

培地を併用するのが理想的である。

稿を終るに臨み,御 懇切な御指導,御 校閲を賜った恩

師山根助教授に深謝すると共 に,常 に御協力下さつた教

室員兵藤三郎氏に感謝の意を表します。
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