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寒 天 平 板 に よ る 結 核 菌 の 迅 速 耐 性 検 査 法

第3報 変法IIIキル ヒナー寒天培地による迅速法 と,変 法重層培地

お よび7H9寒 天培地 による迅速法 との比較

齊 藤 直 蔵

北里 研究所 附属病 院(指 導 小川辰次部長)

受 付 昭 和34年3月31日

I緒 言

さきに第1報1)で 基礎 実験 を,第2報2)で 寒 天平

板 によ る迅速法 と小川培地 によ る普通法,お よび寒天平

板 によ る迅速法 と普通法 と を比較 してSM,PAS,

INHと もほぼ一致す ることを 報 告 したが,今 回は変

法IIIキル ヒナー寒天平板 によ る私 の迅速法 と従来の迅速

法の1つ で ある小川 ら3)の 変法重層培地 による方法 を

比較 し,ま たMiddlebrookら4)の7H9寒 天 培地 を

迅速法に応用 して私の迅速法 と比較実験 したので報 告す

る。

II実 験 方 法

1.対 象

種 々の抗結核剤 の投 与を受 けてい る入院患者の喀痰 を

用 い,早 朝,広 口砲弾 型の滅菌 ス ピッツグ ラスに採取 し

た。抗結核 剤 の投与 は採 取1日 前か ら中止 した。検査

1数 は変法重層培地法 との比較 には46例,7H9寒 天

培地 との比較で は28例 につい て実験 した。塗抹陰性 は

前者で は3例,後 者で は5例 で他はすべて塗抹陽性 で

あつた。

2.使 用培地

イ)変 法IIIキル ヒナー寒天培地(小 川 ら5,6))

小川 らの原法 と違 うところは寒天 の濃 度が迅速 法の平

板 では1.5gと 変わ るだ けで他は全 く同様であ る。

処方 わよび作 り方

第 一燐 酸 カ リウム(KH2PO4)1.09

第 二燐酸 ナ トリウム(Na2HP4・12H2O)0.3g

硫酸 マグネ シウ ム(MgSO4・7H2O)0.06g

クエ ン酸 ナ トリウム(Sod.citrate・2H2O)0.25g

ア スパ ラギン(1-Asparagin)0,5g

グ リセ リン1.5cc

0.1%マ ラカ イト緑液0.25c

cBacto-agar(Difco)1.5g

蒸溜水100.0cc

以上を溶解 し,コ ッホ釜 で2時 間滅菌 し,50° ～60°

Cに 冷えた ところで馬血清 を10%の 割 に加 え,2.5cc

宛4分 画 シャー レ(Felsen Plate7)8))の1区 画 に分

注す る。抗結核剤 は無菌 的に蒸溜水で とか して あ らか じ

め調製 してお き,変 法 重 層培地 との 比較 ではSM10

γ/cc,PAS10γ/cc,INH5γ/cc,ま た米 陸軍406

研究所Morse氏 よ り分与 され た7H9寒 天培地 との比

較には,Morse氏 の所で調製 された抗結核 剤溶液 をS

M2.5γ/cc,PAS1γ/cc,INH1γ/ccと な るよ

う血清 を加 える前に 加熱 す ることな く加 えた。 これは

Morse氏 よ り分与 された7H9寒 天培地には 上の よ う

な濃度 に抗結核剤が混入 され てい たか らで あ る。

ロ)変 法重層培地(小 川 ら3)

原著通 りに中試験管 の半分 の長 さの短い試験管 に1%

小川培地1ccを 斜面にかた め,次 の処方 の液体培地 を

無菌 的に4cc加 えた。

抗 結 核 剤 は 無菌 的 に所 要 量 を0.1ccに 含 ませ て 培 地

に加 えSM10γ/cc
,PAS10γ/cc,INH5γ/cc

混 人 の培 地 を作 り,さ らに 薬 の 入 つ て な い1本 の対 照

培 地 を 用 い た 。

ハ)7H9寒 天 培 地(Middiebrookら4))

これ はMiddlebrookら の7H3寒 天 培 地9)の 改 良

培 地 で,菌 の 分 離 あ る い は普 通 法 の耐 性 検 査等 の通 常 検

査 に用 い られ てい る寒 天 培 地 で あ るが 次 の よ うな処 方 で

あ る。

KH2PO41.0g

Na2HPO4・12H2O6.3g

Ammonium sulfate 0.5g(2.5%溶 液20cc)

1-glutalnate(Na塩)0.5g(2.5%溶 液20cc)

Glycerol 2.0cc

Na3 citrate・2H2O 0.1g(10%溶 液1cc)

Fe ammonium citrate(green)
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上記 の ものに蒸溜水 を加 えて900ccと し,10%HCl

でpH6.6に す る。寒天(Difcoあ るいはB.B.L製)

は1.5%に 加 え,マ ラカ イト緑 を1γ/ccと な る よう

加 え る。 これを15ポ ンド15分 高圧 滅菌後,50℃ に

冷や し,あ らか じめ滅菌 して あるオ レイ ン酸 アル ブ ミン

Complexを0.5%,50%Glucoseを0.2%,beef

liver catalaseを3γ/ccと なるよ う加 えで き上が る。抗

結 核剤は ザ イツで 濾過滅菌 し,SM2.5γ/cc,PAS

1γ/cc,INH1γ/ccと な るよ う分 注時に加 え,Fel-

senの4分 画 シャー レの1区 画 に5cc宛 培地 を分注

す る。以上 のよ うに作 られた 培地 を,在 日米軍406研

究所Morse氏 よ り分与 を受 け実験 した。

ニ)3%小 川培地10)

かたの ごとく作 り,普 通法の 対照培 地 として 用い,

5cc宛 分注 斜面 として 使用 した。 抗結 核剤 は 変法重 層

培地 との比 較では,平 沢11)に したがい,あ らか じめ無

菌的に所定量の50倍 量 の ものを 作 ってお き0.1cc流

しこみ,SM10γ/cc,PAS10γ/cc,INH5γ/cc

とな るよ う混入 し,ま た7H9寒 天培地 との 比較 で は

Morse氏 よ り分与 された 薬剤溶液 を 所定量 とな るよ う

流 し こみ,SM2.5γ/cc,PAS1γ/cc,INH1

γ/ccと な るよ う混 入 し,1晩孵 卵器 にねかせ て耐 性検査

用の培地 とし,別 に薬剤 の 含 まない 培地 を1本 対照 と

し計4本 の培地 を使 用した。

3.接 種 法

イ)迅 速 法

a)変 法IIIキル ヒナー 寒天培地(以 下 変 法III培 地 と

略)に よる方法

塗抹陽性の喀痰では4%NaOHを 約5倍 量 加 え,

塗抹陰性の 場合は8%NaOHを 喀痰 と等量加 え,試

験管 を振盪 して十分 に均等化す る。次に この処理液1cc

に滅菌蒸溜水3ccを 加 え(す なわ ち4倍 に 稀釈 きれ

る)そ の0.2cc宛 を4分 画 シヤー レの1区 画に 接種

し,手 で シャー レをゆ り動か し平板 全面 に うるお うよ う

にす る。 シャー レは変 法重 層培地 との比較 の ときは,1

～2日 後 培地表面の乾 いた ところで ポ リエチレ ンの 袋

9)12)に 入れ,ま た7H9寒 天培地 との比較では7Hま

で その まま孵卵器に 放 置,迅 速判定後,内 径23cm,

高 さ21cmの 硝子 の標本瓶 に入れ密栓 し乾 燥 を防 ぎ5

週 まで培養 を続 けた。

b)変 法重層培地

4%NaOH処 理の 喀痰 を0.1cc接 種,1週 間培養

した 。

c)7H9寒 天培地

1957年 の報告13)に したがつて,喀 痰1ccを 約12

%の 第 三燐酸 ソーダ液10ccを 入れた スビ ッツグラス

に入れ,5分 間 よ く振つて1晩 孵卵器に 入れてお く。

翌 日1分 間3,500回 転の遠心器で15分 遠沈 し,上 清

をす て,沈 渣 にpH6.6のSorensen緩 衝液10ccを

加 え,混ぜ て再 び15分 遠沈す る。次に上清 をすてSor-

ensen緩 衝液2ccを 加 え混 じ,そ の0.2cc宛 を4分

画 シャー レの1区 画に加 え,シ ャー レをゆ り動か して

平板 全面に うるお うように して孵卵器 に入れ,翌 日培地

表面 が乾 いた ところで ポ リエチ レンの袋 に入れ,7日 目

迅速判定後 も5週 まで培養を続 けた。

ロ)普 通法(3%小 川培地)

か たの ごとく,4%NaOH処 理の もの を0.1cc接

種,1晩 孵卵器 にねかせ次の 日に ゴム帽 にか え立てて培

養 した。

4.判 定法

イ)迅 速法

a)寒 天平板(変 法III培地,7H9寒 天培地)

培養7日 目に寒天平板 を 裏が えしにお き弱拡大(50

倍)乾 燥系 で鏡検 し,培 地表面 に発育 して きた顕微鏡 的

集落(コ ー ド)を みて判定 し,集 落 数の表 示は+,++,+++

,++++,+++++と第1報 に示 した よ うに5段 階に分けた。

10視 野以上みて平均 して,対 照 と 同一程度に 発育 した

と きは完 全耐性 とし,1段 階以上の差の あると きは不完

全耐性,対 照にのみ発育 した と きは感受 性 とした。なお

対照の集落数が全視野 を合計 して10コ 以下の少数の と き

は,抗 結核剤 の混入 した培地 に もほぼ同数以上の集落が

認 め られ るときは完全耐性 と判定す るが,抗 結核剤 の混

入 した培地 に陰 性の ときは判定 で きない もの として除去

した。

b)変 法重 層培地

7日 目に遠沈,沈 渣 を 塗抹Ziehl-Neelsen氏 法で 染

色,50倍 の弱拡大で鏡検 し,完 全耐性,不 完全耐性,

感受性の判定は寒天平板 の場合に準 じた 。

ロ)普 通法

寒天平板,小 川培地 と も4～5週 で判定 し+,++,+++

,++++,+++++の表示 は第1報 の とお りで あ るが,対 照 と

同一程度 に発育 した場合 は完全耐性,1段 階 以上 の差 の

認 め られ るときは不完全耐性 とし,対 照培地 にのみ発育

した ときは感受性 とした。

III実 験 成 績

1.耐 性値

イ)変 法III培地に よる迅速法 と,変 法重 層培 地に よる
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表1迅 速法(変 法IIIキル とナ ー寒天平板 法,変 法

重層培地法)と 普 通法(3%小 川培地)と の

耐性値 の一致 率

注:欄中の数字は例数を示す

表2迅 速法にお ける変法IIIキル ヒナ ー寒天培地 法

と変法重 層培地 法の耐 性値 の相関関係

注:欄 中の数字は例数を示し,二重欄中の数丼は完全に一致した

例数を示す

迅速法 の比較

46例 で検査 したが,陰 性の もの5例,対 照の菌数少

な く判定 困難 の もの4例,そ の他 汚染例 を除 き,表1

の ようにSM36例,PAS37例,INH36例 で

比較 した。3%小 川培地に よる普 通法 との 耐性値の一

致 率を完全,不 完全耐性お よび感受性 に分 けて比較 して

み ると70～80%に 両方法 と も 一致 し,完 全,不 完全

耐性 を1つ に して耐性 と感受性に 分け ると,両 方法 と

も80～90%に おいて一一致 し,差 を認 めない。次 に,7

日目の耐性値の相関関係をみ ると,表20)よ うにSM

では寒天 平板 の方が低 い耐性を示 す傾 向が み られ るが,

PASで はほぼ同 じであ り,INHで は変法重層培地 の

方が低 い傾 向が み られ た。

表3変 法IIIキル ヒナー寒天培地 な らびに7H9寒

天培地 によ る迅速法 と普通法(3%小 川培地)

との耐性値の一致率

注:欄 中の数字は1数を示す

ロ)変 法III培地 に よる 迅速法 と,7H9寒 天培地 に よ

る迅速法の比較

比較 の方 法は,喀 痰 に滅菌蒸溜 水を2～3借 量加 え,

よく攪拌均等化 し,そ れを2分 す る。一方 は8%Na

OHを 等量加 え,均 等化 して その0 .1ccを3%小 川

培地 に接種 す る。その 残 りの4%NaOH処 理 の 喀痰

溶液 をさ らに 滅菌蒸溜水で4倍 に稀 釈 し,そ の0.2cc

を変法III培地の4分 画 シ ャー レの1区 画に接種す る。

他の一 方は前に述べ た 方法で1晩孵 卵器に 放置,翌 日

7H9寒 天培地 の4分 画 シャー レに0.2cc宛 接種 した。

検査 例数28例 中,7日 目に 両方の 方法で 陰性の もの

6例,菌 数少 な く判定 困難 の もの9例,そ の他 汚染例

を除 き12例 で比較 した。まず3%小 川培地 によ る普

通法 と,そ れぞれの迅速法 との耐性値 の一致率 を調べ て

み ると,表3の よ うに 完全,不 完全耐性,感 受性 に分

けた場合で も,ま た耐性 と感受 性のみに分 けた場合で も

SM,PASで は7H9寒 天培地 は変法III培 地に比 べ

て一致 率が低 いが,INHで は 差 が なかった。次に,

それぞれの迅速法の耐性値 の相関関係をみ ると,表4の
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表4変 法IIIキル ヒナー寒天培地 と7H9寒 天培地

によ る迅速法 の耐性値 の相 関関係

注:1)二 重欄中の数字は完全に一致した例数を示す

2)変IIIは 変法IIIキルヒナ一寒天培地,

7H9は7H9寒 天培地を示す

表5陽 性 率 の 比 較

注:1)実 験1で は塗抹陰性3例,実 験2で は塗抹陰性5例
で,他はすべて塗抹陽性の喀痰を使用した

2)欄 中の数字は例数を示す

よ うにSM,PASで は,7H9寒 天培地の方が変 法III

培地 に比べ て耐性値が低い傾向がみ られたがINHで は

ほ とん ど一致 した。

2.陽 性率

変法III培地 と変法重層培地 によ る迅速法 の陽性率 を比

較 してみ ると,表5に み るよ うに 両方法の 間に大差 は

ない。

次に変法III培地 と7H9寒 天培地に よる迅速法の陽性

率は,表5の よ うに7H9寒 天培地は変法III培 地 に比

べ てやや低かっ た。

表6変 法IIIキル ヒナー寒天培地 と変 法重 層培地 お

よび7H9寒 天培地 の迅速 法の顕微鏡 的集 落

数の比較

注:1)変III:変 法IIIキルヒナー寒天培地による迅速法
変重:変 法重層培地による迅速法
7H9:7H9寒 天培地による迅速法

2)欄 中の数字は例数を示す

3.集 落 数

両方の培地 と も陽性 を示 した例で顕微鏡的集落数 を比

較 したが,そ の さい++と+++とい う よ うに2段 階以上 の

差が あると きは差が ある もの とした。

まず,変 法III培地 と変法重層培地 によ る迅速法で は,

表6実 験(1)に 示す よ うに41例 で比較 で きたが,35

1(85%)は 差 を認 めず両方 法に 大差 を認 めない。次

に変法III培地と7H9寒 天培地との迅速法の比較では,

表6実 験(2)の ように,17例 で比較できたが10例

(59%)は 変法III培地の方が多 く,71(41%)で は

差 がない。すなわ ち変 法III培地 の方が7H9寒 天培地 よ

り集落数が多い傾向がみ られた。

4.雑 菌侵入率

雑菌侵入培地数 は,寒 天平板で は1区 画 を1本 と数

えて比較 したが,ま ず変法III培地 と変法重層培地 との比

較 では,変 法III培地 の シギ ーレは,接 種1～2日 後 ポ リ

エチ レンの袋 に入れ乾燥 を防 ぎ5週 まで 培養 を 続 けた

場 合の成績 であ るが,表7実 験(1)に み るよ うに,3

%小 川培地 あ るいは変法重 層培地 と比べ て 大差 なかっ

た。次に 変法III培地 と7H9寒 天培地 との 比 較 では,

7H9寒 天培地は接種 翌 日ポ リエチ レンの 袋 に 入れ乾燥

を防 ぎ,一 方変 法III培地 の 方 は7日 まで シ ャー レを そ

の まま孵 卵器に放 置,迅 速判定後は前述の標 本瓶 に シ ャ

ー レを入れ密栓 して それぞれ5週 まで培養 を続けたが,

表7実 験(2)に み るように7H9寒 天 培 地10%に

対 し,変 法III培地 は18%の 汚染が あ り,こ れは2～3

週以後入 るか びが大部分で あつた 。なお,迅 速判定 まで

の期間では,い ずれの場合で もほ とん ど雑菌侵入 をみな

かった。
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表7雑 菌 侵 入 率 の 比 較

注:1)変 法重層培地は1週 までの,他 はすべて5凋 までの雑菌侵入数である

2)欄 中の数字は培地数を示す

IV総 括お よび考察

私 の迅速 法は,わ が 国で広 く行なわれてい る小川培地

によ る普通 法に比べ ると,ほ ぼ80～90%に おいて 一

致す るこ とを第2報2)で 述べ たが,さ らに私 はわが 国

の従来 の迅速法 の1っ で あ る小川 ら3)の 変法重層培地

に よる方法な らびにMiddlebrookら9)14)が 普通法 と

して用いてい るFelsen Plateに 分注 した7H9寒 天培

地 を迅速 法に応 用 し,私 の迅速法 と比 較 してみた。

小川 らの迅速 法は,氏 らに よれば普 通法 とほぼ一致 す

ると称 されてい るし,ま た他 の迅速 法 と比較 して も遜色

のない ことを示 してい る。私 の迅速法 と小川 らの変法重

層培地 法 との比較 の成績 をみ ると,普 通法 との耐性値 の

一致率は ほぼ同様で あ り
,ま た耐性値の相関関係 をみる

と,SM,PAS,INHに おいて 必ず し も一致 した

傾向は示 さないが,SMで は寒天平板 の方は 低い傾向

が あ り,PASで はほぼ同様であ り,INHは 変法重

層培地 の方が やや低 い。 この理 由は迅速 法の手 技お よび

培地 の差 によ るもの と思 われ る。

次 に7H9寒 天培地 で あ るが,3%小 川培地 と の耐

性値 の一致率 は私 の迅速法 に比べ てSM,PASで は

低い 。この ことは,前 述の陽性率や集落数の比較で もわ

か るよ うに顕微鏡的集落数が少ない ためで ある。 また耐

性値の相関関係では,7H9寒 天培地は変法III培 地 と比

べて,INHで はほぼ一致 したが,SMとPASで

は耐性値が低 くで る傾向を示 してい る。次に,迅 速 法に

おけ る陽 性率を比較 す ると,私 の方 法 と変 法重 層培地 法

とはほぼ同 じであ るが,7H9寒 天培地 は 多少低 い。ま

た集落数 の比較 で も変 法III培地 と変法重層培地 とで は差

はないが,7H9寒 天培地 は 少 ない ものが 多 い。このよ

うな ことは7H9寒 天培地 は変法III培地 に比べ多少白濁

して透明でな く,ま た培地の量が多いため顕微鏡 判定の

さい,コ ー ドの判定が必ず し も容 易でなかつた こと も1

原因であ ろう。雑菌 は,変 法重層培 地 との比 較では変 法

III培地 はポ リエチ レンの袋 に入れ培養 したが,こ の場合

は差 を認 めなかっ たが,7H9寒 天培地 との 比 較では変

法III培地は7日 後,大 きな 標 本瓶 に入れ密栓 して 培養

し,一 方7H9寒 天培 地は ポ リエチ ソンの袋 に入 れ培養

したが,こ の場 合の変 法III培 地 には 雑菌侵入が 多か っ

た。 したが ってその後 は,シ ャーレ をポ リエチ レンの袋

に入れ乾燥 を防 いで培養 を継続す るよ うにしてい る。

以上 のこ とか ら私 の迅速法 は,従 来の迅速法の1つ で

ある小川 らの変法重層培地に よる方法に比べて遜色 がな

い。また7H9寒 天培地に比べてす ぐれてい るとい うこ

とがで きよう。7H9寒 天培地 はSM,PASで は変

法III培地 に比べ低 い耐 性値 を示 していたが,INHで は

比較的 よ く一致 したこ とは,検査例数が少 ないが,Mid-

dlebrookら が称 してい るよ う に,こ の 培地 はINH

耐性結核菌 の発育が よい こ とを示唆す るものか もしれ な

い 。しか し,氏 らの前処理法 は相 当複雑で と くに この方

法 によつ たとして も,NaOHに よ る方法 に 比べ てす ぐ

れた成績 を示 さなかった。私の方法は,以 γ上の2方 法に

比べて,と くに手 技が簡単になつてい る。 しか も迅速 法

では不成功 の ときは,そ のまま普 通法に き り変 え ること

がで きる。 この点か ら考 え ると私 の方 法は従来 の方 法に

比べ て さ らに実際 的な方 法 と考 え られよ う。

なお,私 の方法 は多少 の欠点 を含んでい るので この点

はさ らに改良 して確実に したい と愚つてい るし,ま た こ

の方法 を単に通常検査だ けでな く研 究の方面 に も応用 し

ていつてみたい と思 ってい る。

V結 論

1)変 法IIIキル ヒナー寒天平板 と変法重層培地 によ る

迅速耐性検査法 を46例 の喀痰 を用 い,SM10γ/cc,

PAS10γ/cc,INH5γ/ccで3%小 川培地に よ

る普通法 との耐性値 を比較す ると,両 迅速法 と も,完 全

耐性,不 完全耐性,感 受 性に分けた ときは70～80%,

完全,不 完全耐性 を1つ に して耐性 と感受性に分 けた と

きは80～90%に 一致 し両者の間に 差 は 認 め られなか

つた。
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2)変 法IIIキル ヒナ ー寒天平板 と7H9寒 天平板 に よ

る迅速耐性検査法 を28例 の喀痰 を用い,SM2.5γ/cc,

PAS1γ/cc,INH1γ/ccで,3%小 川培地に よ

る普通法 との耐性値 を比較す ると,完 全,不 完 全耐 性,

感受性 と分 けたと きは,変 法IIIキ ル ヒナー 寒天平板 で

70～80%,7H9寒 天培 地で60～70%に おいて 一致

した。また完 全,不 完全耐 性を1っ にして 耐性 と感受

性のみに分 け ると,変 法IIIキル ヒナー 寒天平板 では80

～100% ,7H9寒 天平板で は80～90%に おいて一致

した。 す なわち7H9寒 天培地の 方が 一致率が 低かつ

た。

3)変 法IIIキル ヒナ ー寒天平板,変 法重 層培地 お よび

7H9寒 天平板に よる3つ の 迅速法の 陽 性率,顕 微鏡

的集落数,雑 菌侵入率 を比較す ると,変 法IIIキル ヒナー

寒天平板 と変法重 層培地 ではいずれの点で も差が認 め ら

れなかったが,7H9寒 天平板 は前2者 に比べ いずれ の

点 で も劣 っていた。

終 りに臨み,御指導,御 校閲 を賜わつ た慶大石 田二郎教

授 な らびに終始御指導,御 教示 を賜わつた小川辰 次部長

に深甚 の謝意 を表 します。なお7H9寒 天培地 を分与 さ

れ た在 日米 陸軍406研 究所Morse博 士に深 謝致 します。

本論文 の一部 は 昭和34年4月,第34回 日本結核

病 学 会 総 会 に お い て発 表 し た 。
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