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I緒 論

われわれは第1報1)に おいて液体培地 と固形培地の

混合した培地,す なわち重層培地を発表した。 この培地

は基礎実験では3%小 川培地に比 して集落が早 く発育

するし,集 落数 も多少多い。また集落は液中に撒布 され

たように発育する。それで今回は,こ の重層培地が3%

小 川培地同様に通常検査 として使用できるか どうかを喀

痰について検討するとともに,前 処理しない人型および

牛型結核菌の多数についても実験したので報告す る。

II実 験 方 法

a.接 種材料

1.菌 株

人型結核菌

大沢株…喀痰 より3%小 川培地で分離初代の も

の,培 養後36日

仲野株…保存菌株,グ リセ リン馬鈴薯培地,14日

間培養

H37Rv株 …保存菌株,1%小 川培地,14日 間培養

牛型結核菌

R14株 …保存菌株,グ リセリン馬鈴薯培地,30

日間培養

263株 ……保存菌株,1%小 川培地,35日 間培養

BCG株 …グリセリン馬鈴薯培地,14日 間培養

乾燥BCGワ クチ ン(266-A)

2.喀 痰

朝の喀痰を採取 した。化学療法薬は使用していない。

b.培 地

前処理しない菌液を接種す る対照 として1%小 川培

地2),4%水 酸化ナ トリウムで処理した菌液 および 喀

痰を培養する対照 として3%小 川培地3)4)を 用いた

が,こ れ らの対照培地はいずれ も5cc宛 分注して滅菌

凝固した。また重層培地は第1報 の処方に従つて,1%

小川培地1ccの 上 に0.1%寒 天加変法Kirchner培

地 を4cc重 層 して作った。

c.培 養の方法

1.菌 株…型のように磨砕 コルベンで1mg/ccの 菌浮

游液 を作 り,こ れをさら1に蒸溜水で10倍 宛に数段階に

稀釈して,1ccの メス局ピペットで0.1cc宛 を各稀釈段

階について培養 した。培地は5本 宛 使用した。培養後

は1%小 川培地では型のように斜面台1にねかして1～

2日37℃ の孵卵器に放置して,液 の乾燥す るのをまつ

て封蝋しあるいはゴムのキャップにかえて立てて培養し

た。重層培地は培養したらよく振盪してまぜ,そ の 日の

うちに封蝋するか,ゴ ムのキャップにかえて37℃ の孵

卵器に培養した。BCG乾 燥 ワクチ ンは 滅菌蒸溜水で

浮游液 として同様に培養した。さらにH37Rv株 と263

株 は4%水 酸化ナ トリウムで処理して同様に培養した。

2.喀 痰…塗抹陽性の喀痰は4%水 酸化ナ トリウムを

約10倍 量加えて十分に均等化 し,塗 抹陰性のものは約

5倍 に稀釈 してその0.1cc宛 を3～5本 の培地に培養

した。培養後の操作は菌株の場合に準ずる。

d.比 較の仕方

1週 間ごとに観察して5週 間観察し,そ の平均集落

数,集 落の発育するまでの期間,ま た喀痰についてはさ

らに陽性率,雑 菌侵入率を比較した。

III成 績

a.前 処理しない菌液の実験

表1で みるように,大 沢株,仲 野株,R14株 およ

びBCG,乾 燥BCGワ クチンでは,両 培地におい

ては著明の差がないが,263株 においては多少重層培地

のほうが発育がよい。

b.4%水 酸化ナ トリウムで処理した菌液の実験

その成績は表2の ようである。 すなわちH37Rv株

では重層培地が 多少よいという程度にす ぎないが,263

株 においては重層培地のほうが著明に発育がよい。
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表1前 処理しない結核菌浮游液を重層培地に接種した実験

注:表 中の記載は集 落の多少を示す。

1)数 は平均集落数 を示 す。

2)+は 集 落が小 さくて数え られな いことを示す。

5)卅,卅,卅 は集落 が多 くて数 え られない ことを示 す。

表24%水 酸化ナトリウムで処理した菌浮游液を重層培地に接種した実験

注:表中の記載は集落数を示す。
その表示は表11に同じ。

c.4%水 酸化ナ トリウムで 前処理した 喀痰の実験

塗抹染色標本で菌の陽性のものは43例,陰 性のもの

は147例,合 計190例 で ある。

1.陽 性率

表3M陽 性例数を比較した ものであ り,表4は 陽性

率を比較した ものである。

すなわち表3に みるように塗抹陰性のものでは,3%

小川培地に 陰性であつて,重 層培地に 陽性のものは22

例であり,反 対に3%小 川培地に陽性で,重 層培地に

陰性の ものは11例 である。したがつて塗抹陰性例中の

陽性率を比較すると,表4の ように重層培地では69.4

%,3%小 川培地では61.9%で あって著明の差はな

い。なおこれ ら一方のみに発育 した例は,集 落数が1～

2コ とい うようにわずかなもののみであつた。次に塗抹

染色標本の陽性の例では,一 方の培地のみに発育 した も

のは,そ れぞれ1例 のみであつて陽性率は 全く同率の

95.3%で あ る。

2.集 落 の発育するまでの期間

塗抹染色標本の検査で陰性の ものを培養して,両 方の

培地に集落の発育 した もの80例,塗 抹染色標本の検査

で陽性の ものを培養して 両培地に 集落の発育 した もの

40例に ついて,集 落の発育するまでの期間を比較した。
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表34%水 酸化ナ トリウムで処理した喀痰を

重層培地に接種した実験

1.陽 性例数の比較

注:数 字は例数を示す。

表44%水 酸化ナ トリウムで処理 した喀痰を

重層培地に接種 した実験

2.陽 性率

時に発育 した120例に ついて,両 培地における発育の

遅速を比較 したものであつて,表 でみるように重層培地

のほうが早かつたものが著明に多くて67 .5%で あ り,

これに 反して3%小 川培地において 早かつた ものは

表54%水 酸化ナ トリウムで処理した喀痰を重層培地に接種 した実験

3.集 落の発育 までの期間

注:欄 中 の数字.よ例数,()の 中 は%を 示 す｡

表64%水 酸化ナ トリウムで処理した喀痰を

重層培地に接種した実験

4.発 育の遅速

すなわち培養 してか ら1～5週 まで観察 し,1週 間ご

とに発育 した例数を集めてみたのが表5で ある。みると

塗抹標本検査陰性例の培養では,重 層培地は第2週 で発

育 したものがもつとも多く,46.3%で あつて,こ れは

第2週 の3%小 川培地に おける陽性率11.3%の 約

4倍 である。3%小 川培地では3週 で発育 したものが

もつ とも多 く,ついで多いのは4週 である。これを総括

すると,重 層培地では3週 までに83.8%が 発育して

いるのに,3%小 川培地では53.8%が 発育しているに

す ぎない。塗抹標本の検査で陽性の例では,重 層培地に

おいては2週 でもつとも多く発育 し77.5%で あ る。

これは3%小 川培地の2週に おける陽性率35%の

約2倍 である。表6M重 層培地 と3%小 川培地に同

5.8%に す ぎない。 なおわれわれの ように,1週 間ご

との観察では1週 間の開 きのものが大部分である。

以上の実験成績か ら,重 層培地M3%小 川培地に比

して明 らかに発育が早い とい うことがで きる。

3.集 落数

両培地に同時に発育 した120例 について集落数を比較

した。その成績は表7の ようである。 すなわち集落数

が多くて数えることのできなかった例数Mほ とんど差が

表74%水 酸化ナ トリウムで処理した喀痰を

重層培地に接種した実験

5.集 落数

ないが,数 えることのできたものの培地1本 の平均集落は

数はは重層培地のほ うが多少多い。

4.雑 菌侵入率

表8M4週 あ るいは5週 の観察の うちに,雑 菌の

侵入した培地数を比較した ものである。雑菌侵入の培地
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表84%水 酸化ナ トリウムで処理 した喀痰を

重層培地に接種した実験

6.雑 菌侵入培地数

としたのは,雑 菌の多少でも侵入したものは全部含めた

ものであつて,した がつて雑菌の少量の侵入のほかに,

結核菌が同時に発育 したものも含めてある。成績は表8

のようであつて,重 層培地では8.9%,3%小 川培地

では6、1%で あつて,重 層培地のほうが多少多いが有

意の差ではない。

IV総 括および考察

牛型263株 は,重 層培地では前処理の 有無に かかわ

らず鶏卵培地に比 して発育が優れていた。この事実は,

おそ らく混入された血清のためであろうが,重 層培地 も

牛型結核菌の分離培養に使用できる可能性のあることを

示すものと思われる。

次に前処理をしない多くの人型結核菌,牛 型結核菌(牛

型263株 は除 く)の 発育は,1%小 川培地 と同等であ

つたのにかかわ らず,前 処理したH37Rv株 が3%小

川培地に比 して優れた発育 を示したことは,第1報 の成

績 と全く一致するものである。

次に 多数例の喀痰の培養に おいて も重層培地は優れた

発育を示したが,と くに著明なことは集落の発育するま

での期間が短縮 されるとい うことである。すなわち1週

間ごとの観察では,2週 目で検出できたものは,塗 抹陽

性例ではその約80%,塗 抹 陰性例 でも50%で あつ

た。

しか し集落の少ないものでは5週 でようや く発育 を認

めた ものもあつた。このように集落の少ないときは,初

期の集落ではそれが結核菌の集落であるかどうかの判定

がむずか しく,集 落の大きくなるのをまつて結核菌 と同

定するためである。

次に陽性率は,重 層培地では3%小 川培地に比 して

わずかに優れている程度であるが,わ れわれの重層培地

の変法である5)6)三 沢 の重層培地では,喀 痰 よりの分

離培養において3%小 川培地 の約2倍 の陽性率を得

ている。三沢の成績は,わ れわれの ものに比 して著明に

優れているが,こ の事実はこの種の重層培地の優れてい

る一面を物語るものであろう。

次に集落数M3%小 川培地に比してわずかではある

が多いし,実 際的には一番問題となる雑菌の侵入率は予

期に反 して少なく,喀 痰の均等化が十分に 行なわれれば

もつと少なくなるものと思われる。

以上のようなことか らわれわれの重層培地は,喀 痰等

の可検材料 よりの分離培養に は使用できると思われる

し,抗 結核剤に対する耐性菌の検査においても,抗 結核

剤の熱に 対する影響が 除外できるので好都合 と思われ

る。

V結 論

人型結核菌,牛 型結核菌,BCG,乾 燥BCGワ ク

チン等の菌浮游液を前処理 しないでそのまま,あ るいは

4%水 酸化ナ トリウムで前処理 して,また 喀痰を 同様

にして前処理 して,そ の0.1cc宛 を重層培地と対照培

地の1%小 川培地および3%小 川培地に 接種 して比

較 した結果,次 のような成績を得た。

1)前 処理 をしない菌液の培養では,牛 型結核菌263

株 の1株 のみが重層培地において優れた 発育を 示した

が,そ の他の 半型結核菌,人 型結核菌,BCG,乾 燥

BCGワ クチンでは,重 層培地と1%小 川培地 とで

は発育に おいて大差なかつた。

2)4%水 酸化ナ トリウムで前処理した牛型結核菌,

263株 お よび人型結核菌H37Rv株 は ともに重層培地に

おいては,3%小 川培地に比 して優れた発育 を示した。

3)190例 の喀痰 を4%水 酸化ナ トリウムで処理し

て培養すると,重 層培地は3%小 川培地に比して優れ

た発育 を示した。とくに著明なことは,集 落が早 く発育

するとい うことである。また雑菌の侵入率は両培地にお

いて大差を認めなかつた。
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