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第4i報 血 清 の代 りに全血液 を使 用 した変法III Kirchner寒 天培 地,

Kirchner寒 天培 地 に よる実 験
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北里研究所附属病院(院 長 宗武藤)
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I緒 論

われわれはKanamycin(以 下KMと 略)耐 性結核

菌 の検査 には,変 法III Kirchner寒 天 培地,Kirchner

寒天培地が使用で きる ことを発表 した1)。しか し,これ ら

の培地 に混入 され る血清 は入手で きない ところが多い。

われわれ2)は これ らの培地の血清の代 りに血液銀行の保

存全血液 を使用 して もほぼ同等 の発育 を示すのをみてい

るが,保 存全血液な ら手術 をやつてい る病院ではた いて

い手持 ちが あると思われ るし,小 さな検査室で も1本 の

保存血液 を冷蔵庫に保存 しておけば適 宜使 用す ることが

で きる。 したがつて保存 血液 を混 入す る培地 な ら作 るこ

とは容 易であ る。そ こで今 回は耐 性の検査 をす るのに こ

の よ うに保存全血液 を使 用 した培地 が使 用で きるか ど う

か を検討 したので報告 す る。

II実 験 方 法

1.可 検 材料

喀痰 であつて,主 として塗抹陽 性の ものを選 んだ。患

者はKMの 投与 を 受 けていない ものが 大部分 であ る

が,一 部KMを 含 む化学療法を受 けてい る もの,あ る

いはKMの 投与後 の もの もあ る。型 のご とく喀痰 の採

取前 日は化学療法薬 の投与 を中止 した 。

2.培 地

変法III Kirchner寒 天培地お よびKirchner寒 天培地

の血清 の代 りに,血 液銀行の 保存全血液 を10%の 割

合 に加 えてよ くか きまぜ,KMを 培地106に ついて

1,2,4,8γ,あ るい は1,10,100γ の よ うに混入 し,

中試験管 に5cc宛 分注 して斜面 に固めた 。 なお対照 と

して馬血清の混入 した培地 を同時に作 つた 。そ して これ

らの濃度に混入 された 培地 と薬 剤の混 入 されない培地1

本 を加 えた もの を1組 の耐性検査培地 として使 用 した。

3.接 種方法

イ.変 法III Kirchner寒 天培地 に接種 す るとき:4%

NaOHを5cc宛 中試 験管 に 分注 して,そ の中に 喀痰

を約100入 れて手で よ く振つて 均等化 し その0.1cc

宛 を接種 した。

ロ.Kirchner寒 天培地に 接種す るとき:フ ェノーレル

ッドを0.0004%に 混入 した4%NaOH液500を

とつて喀痰約1ccを 入 れてよ く均等化 し,さ らに8%

HClを1滴 宛加 えて中和 し,中 和 した液 を0.1cc宛

接種 した。

ハ.変 法III Kはirchner寒 天培地 とKirchner寒 天培

地に同時に 接種 す るとき:フ ェノール レッドを0.0004

%に 混 入 した4%NaOH液 を5cc宛 中試験管 に 分

注 し,こ れに喀痰 を約100入 れ て均等化す る。 均等化

した ら滅菌 中試 験管 に2cc宛 分注 して,一 方は8%

HClで 中和 し,他 の一方 は 中和 に要 した8%HClの

量 だけの4%NaOHを 加 えて両方の 試験管 の 喀痰 液

を同量 とし,中 和 した ものはKirchner寒 天培地(血 清

および全血液入 り)に4%NaOH処 理 の ものは 変法

IIIKirchner寒 天培地(血 清お よび全血液入 り)に0.1

cc宛 を培養 した。

培養後 は型の ごとく全斜面 を うるお し,斜 面台 に2～

3日 ねか して,液 のほぼ乾燥 した ところで,ゴ ムのキ ャ

ップにかえ,た て て37℃ の 孵 卵器 に 培養 を 継続 し

た。

4.判 定

大部分 は4週 で判定 した。 そしてKM混 入 の 最高

の濃 度に発育 した ところを もつ て耐性値 とした。 したが

つ て耐性値 には完全耐性 も不完全耐性 も含 まれ るわ けで

ある。

III成 績

1.KM投 与前 の喀痰 を用いた 実験

使 用培地 は,変 法III Kirchner寒 天培地,Kirchner寒

天培地で作つた 耐性検査培地で,KMの 混入濃 度は1,

2,4,8γ で ある。

表1は,同 一材料に つ い て 全血液 を加 えた変法III 

Kirchner寒 天培地 と,Kirchner寒 天培 地お よび対照 と

して血清 を加 えた培 地の4種 類 の培地 を使 用 した3例

の症例を示 した ものであ る。患者(1)で は この4種 の
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表1変 法III Kirchner寒 天培地(血 清お よび

全血液混 入)とKirchner寒 天培地(血

清 および全血液混入)の4種 の培地 を使

用 した症例 の一部 の成績

注:表 中の記載は葉落数を示すがその記号は次のようである
+++++……斜面一杯に菌膜 ように発育

++++……斜面 一杯にはえているが個 の々集落が孤立しているもの

+++…… 斜面の2/3程 度に発育しているもの

++……斜面の1/2程 度に発育しているもの

+… …集落が1/2程度 以下のもの

数字は集落数を示す

陰性を示す

表2変 法III Kirchner寒 天 培 地 に お け る血 清

と全 血 液 混 入 培 地 の耐 性 値 の相 関 関 係

注:1)表 中の数字は例数を示す
2)□ の中は一致例を示す

培地の間 には,耐 性値の 差はな く,(2)お よび(3)で

は全血液の混入 された培 地はいずれ も1段 あ るいは2

段高い耐性値 を示 してい る。

次 に変 法III Kirchner寒 天培地に おい て,血 清 と全血

液 の混入 した2種 の培地 を使用 して比較 した40例 の相

関成績 を表2に 示 した 。

すなわち同じ耐 性値 を示 した もの は27例(67.5%)

で あつて,不 一致 の例 をみ ると血清混入 の培地が全血液

の入 つた培地 よ りも耐 性値 の高 いのは1例 のみで あ るの

に反 して,全 血液 の混入 した培地が耐性値 の高い のは12

例(30%)で あ る。

表3Kirchner寒 天培地 に おけ る血清 と

全血液混 入培地 の耐 性値 の相関関係

注;表2に 同じ

表4変 法III Kirchner寒 天培 地(血 清 お よび

全血液混入)とKirchner寒 天培地(血

清お よび全血液混入)の4種 の培地を使

用 した全例の成績

注:表2に 同じ

次にKirchner寒 天培地においての32例 の成績 を表

3に 示 した。

すなわ ち同 じ値 を 示 したのは26例(81.3%)で あ

って,血 清混入の培地のほ うが耐性値の高い ものは1例

のみで あつて,全 血液 混入の培地が耐性値 の高い ものは

5例(15.6%)で あ る。

次に4種 類 の培地 を同時に使用 した26例に ついての

成績 を表4に 示 した。

1γ 以上の耐性 を示 した例数 をみ ると,変 法III Kir-
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表5変 法III Kirchner寒 天培地 に血清 と全血液 を混入 して作 つた耐性検査培地 に投与前,

投与 中,投 与後 の喀痰 を接種 して比較 した成績

注:1)投 与中の下欄に記したg数はKMの 湊用量である
2)表 中の記載は集落数を示すがその記号は表1に同じである

chner寒 天培地 の全 血液 を 混入 した 培地が65.4%で

もつ とも多 く,次 にKirchaer寒 天培地の全血液 を混入

した培地の36.8%,変 法III Klircぬner寒天培地の血清

を混入 した培地の30.8%で あつ て,Kirchner寒 天培

地の血清混入の培地では11.5%で あつて もつ と も少

ない。

以上の成績 か ら全血液 を混 入 した培地 ね血清 を混 入 し

た培 地 とでは,変 法III Kirchner寒 天では70%,

Kirchner寒 天 では80%に おい て一致す るが,不 一致

例 をみ ると全血液 の入 つた培地 のほ うが 高い耐 性値 を示

す ものが 多 く,と くにその傾 向は変 法III Kirchner寒 天

培地 において著 明であ る。

2.KM投 与前,投 与 中,投 与後 の喀痰 によ る成績

使 用 した培地 は変法III Kirchner寒 天培地 であつて,

KMの 混入 量は1,10,100γ であ る。

成績 は表5に 示す よ うに,患 者(1)と(2)は 投与前 と投

与 中,患 者(3)は投 与前,投 与 中,投 与後 の もので ある。

これ らの 患者 はKMと 同時 に,PASやINHを

使用 してい る。KMは 週2回,1g宛 あるい は週2回

2g宛 使用 してい るが,対 象がいずれ も重症肺結核症 で

あ るせいかKM投 与後 はか な り迅速 に耐性値の上昇 を

みてい るが,1,10,100γ の よ うに10倍 宛の 混入濃

度 では全血液 と血清の混入培地 とでは,耐 性値の うえに

ほ とん ど差 を認 めない 。なお,さ らに12例 のKM使 用

の喀痰の菌の耐性値 を み ると10例(83.3%)が 一致

したが,残 りの2例 は全血液 混入培地 が1段 高い耐 性

値 を示 した。

IV総 括お よび考察

血清 の代 りに保存全血液 を用いた変法III Kirchner寒

天培地 およびKirchner寒 天培地でKM投 与前の喀痰 中

の結核菌 の耐性値 をみ ると,70～80%は 一致 す る。不

一致 の例をみ ると,大 部分は全血液 を混 入 した培地が 高

い耐性値 を示 してい る。 しか し もつ と も高い耐 性値 の も

ので も4γ どま りであ るか ら,通 常検査 の よ うに,混

入 の濃 度を1,10,100γ にす ると,1γ あ るいは1γ

以下を示 すか ら,全 血液 を使 用した培地 と血清 を使用 し

た培地 とではほぼ同 じ耐性値 を示 す ことにな る。

以上の よ うな ことか ら保存全血液 を血清 の代用 にして

もKMの 耐 性結核菌 の検査 は司能 と思 われ る。この こ

とはKirchner寒 天培地 によ る間接法 におい て もあては

ま るもの と推定 され る。なお保存全血液 は血清 な どと違

つて,コ ッホ釜や オー トク レー フよ りとりだ して間 もな

い高温 の寒天 に加 えて も,結 核菌の発育お よび耐性値は

55℃ ～60℃ に温度 を下げて加 えた場合 と差 はない。

したがつ て この よ うにすれ ば寒天培地 を作 る場合の煩雑

さをある程度除 くことがで きることが分かつた 。

これ を要す るに,全 血液 を混 入 した培地は血清 を加 え

た培地に比 して作 り方が容 易であ り,全 血液 その もの も

簡単に入手で きるし,し か も発育 や耐 性値 は血清 を加 え

た培地 と差 がない。伊藤5)ら はKanamycinの 耐 性結

核菌 の検査にTarshisの 全血液 を加 えた培地 を使用 して

い るが,こ の培地 でなければいけないか どうか は別問題

として もわれわれの実験成績 か ら推定すればTarshisの

培地 は使用 で きるか もしれない。た だし血液 を混入 した

培地 は血清混入 の培地 に比 して,雑 菌 の侵入が多少多い

よ うであ るか ら,慎 重 に 培養 を 実施 しなけれ ば な らな

い 。

V結 論

変法III Kirchner寒 天培地お よびKirchner寒 天培地

の血清 の代 りに 血液銀行の 保存全血液 を10%に 加 え

た培地が,KM耐 性結核菌の 検査に使用 で きるか どう

か を血清の 入つた 培地 を 対照 として 直 接法に よ り比較
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し次のよ うな成績 を得た 。

1)変 法III Kirchner寒 天培地(全 血液 および血清混

入)Kirchner寒 天培地(全 血液 および血清混 入)にK

Mを1,2,4,8γ と混 入 して作 つた耐 性検査培地 に,

KM未 投 与の患 者の喀疾 を用 いて,全 血液 を加 えた培地

と血清 を加 えた培地 との耐性値 を比較 する と70～80%

において一致 す る。不一致 の例 では全血液 を加 えた培地

が 多少高い耐 性を示 すが4γ どま りであ る・

2)変 法III Kirchner寒 天培地(全 血液 および血清混

入)にKMを1,10,100γ に入れて作 つた耐 性検査

培地にKM投 与前,投 与中,投 与後 の喀痰 に よ り全血

液 を混入 した培地 と血清 を混 入 した培地の耐性値 を比較

す るとほ とん ど一致 す る。

3)以 上の成績 か ら血清 の代 りに全血液 を使 用した培

地 で もKM耐 性結 核菌 の検 査に は使 用で きそ うに思 わ

れ る。
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