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1%小 川培地と渦巻白金耳接種を用いる結核菌検査法

第3報 喀 痰 に つ い て の 検 討

東 村 道 雄

国 立 療 養 所 大 府 荘

受付 昭和34年12月26口

緒 言

臨床的な らびに基礎的実験に今 日一般に使用されてい

る結核菌生菌数の測定法は,(1)喀 痰 をアルヵり処理して

3%小 川培地にピペットで0.1ml接 種する方法,ま

たは(2)一 たん小川培地に発育 した結核菌集落か ら菌液

を作つて同じくピペットで0.1mlを1%小 川培地に

接種する方法である1)。 しか し,こ の方法では接種量が

0.1mlで あ るために,そ のまま試験管(培 地)を 立て

ると菌液が流れてしまうので,1夜 放置 して菌液を蒸発

させてか らゴム栓をしなおす面倒がある。この面倒をな

くすためにわれわれは1白 金耳0.02mlの 渦 巻白金耳

で菌液をとって培地面に接種し,た だちにゴム栓をして

培養する方法(渦 巻白金耳接種法)2)を 提唱した。(注

:た だちに試験管を立てて培養する方法は卵培地 との組

合せでのみ可能である。これは卵培地と菌液との吸着力

が比較的強いためであって,寒 天培地では0.02mlを

万 遍に塗布したとしても,菌 液と培地の吸着力が弱いの

で,立 てると流れる可能性が多い。)わ れわれはさらに

全実験を1%小 川培地(pH6.8で 中性に近い)で 行

なうことを渦巻白金耳接種 と組合わせて 提唱した2)5)。

われわれの渦巻白金耳(接 種)法 とメスビペット(接

種)法 とを比較した場合の懸念は,渦 巻白金耳法では接

種量が少ないために検出率が劣 るのではないか というこ

とであった。しかしその後両者の比較実験を行なったと

ころ,渦 巻白金耳法の検出率が ピペット法にほぼ匹敵す

る成績を示すことを知ったので報告する。

実験成績ならびに考察

既述2)の ごとくふっふの 中試験管(170×17～18

cc)を 用いるときは,培 地分注量5mlの 成績は培地

分注量8mlの 場合よ りも有意差を示して劣 るので,本

実験では1%小 川培地,3%小 川培地 ともに8ml分

注 とし,90℃60分 滅菌して斜面 とした。また結核菌材

料としては全実験を通 じて肺結核患者喀痰を用いた。

(1)生 菌数(単 位)測 定誤差-1%小 川培地,渦

巻白金耳(0.02ml)接 種 法と3%小 川培地,メ スピ

ベット(0.1ml)接 種法 との比較

集落数測定にさいして 「測定誤差」が大であれば,す

なわち集落数測定にさいして個々の培地の集落数間の変

動が大であれば,標 準偏差が大 となり,小 であれば標準

偏差が小 となる。そこで標準偏差の大 きさを集落数平均

値か らindifferentに して比較するために,%標 準偏

差{(標 準偏差)÷(集 落数平均値)}×100%を 算 出

して測定誤差を示した。測定誤差が大であれば%は 大

とな り,小 であれば%も 小となる。

表11%小 川培地,渦 巻白金耳(0.02ml)接 種

法と3%小 川培地,メ スピペット(0.1ml)

接種法 との生菌数(単 位)測 定誤差の比較#

*(培 地20本 の平均値)±(標 準偏差)

**変 異係数=%標 準偏差={(標 準傭差)÷(集落数平均値)}×100%

#1%小 川培地,渦 巻白金耳法では喀痰に等量の5%KOH加,

5%小 川培地,メ スピペツト法では喀痰に等量の8%NaOH

加15分 間パンピングした。集落数算定は6週 後。

実験結果は表1の ごとくであった。すなわち測定誤

差の点では両者に有意の差はなかったが,渦 巻自金耳法

のほうがピベット法よりも誤差が少ない傾向を示した。

(表1に 示すごとく,集 落数は一般に ピベット法のほ

うが多かったので,も ともと測定誤差の点では有利であ

るはずであった。にもかかわ らず実測測定誤差は逆にピ

ベット法のほうが大 きい値を示した。したがって,測 定

誤差は渦巻白金耳法のほうが少ない可能性が多い。)

(2)結 核菌 検出率1%小 川培地,渦 巻 白金耳

(0.02ml)接 種法 と3%小 川培地,メ スピベット(0.1

ml)接 種 法との比較

患者喀痰59例 について比較したが,結 果は表2の と

お りで両者に有意の差はなかった。しかし検出率はゼペ

ット法のほうが高い傾向を示した。 これはやはり0.02
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表21%小 川培地,渦 巻白金耳(0.02ml)接 種

法と3%小 川培地,メ スピベット(0,1ml)

接種 法との結核菌検出率の比較#

*X2 -test
,危 険率25%で も有意 の差 なし。

#患 者59例(過 去に培養陽性で あつ たもののみ)に ついて比較 し

た。 喀痰 に等量の8%NaOHを 加 えて15～20分 間パ ンピン

グ した。判定 は6週 後 。

ml接種 と0.1ml接 種 との接種量の差に起因す るもの

であろうが,問 題は,ピ ペット法の 場合に5倍 の接種

量 を用いたに もかかわ らず,検 出率が有意の差を示さな

かったことであって(危 険率25%で も有意差なし),

これはピベット法では集落数算定の過少評価が起こって

いることを考 えさせる。

この理由としては,ピ ベット接種では,接 種量が培地

面に比較して過大であるため,培 地周囲の試験管壁に付

着(吸 着)し た り,菌 の集合を起 こした りすることが考

え られる。これに対して,渦 巻白金耳接種では管壁に付

着 させることなく培地面に一様に塗抹するので あるか

ら,菌 の集合 も起 こりがたいし,も ちろん試験管壁への

吸着 も起 こらない。またピペット自身に吸着 される結核

菌のほうが渦巻白金耳に吸着 され るものよ り多いことも

考え られる。

以上の結果か ら考え られることは,ピ ベット法では実

際に0.1ml中 に含まれる結核菌生菌数よ りも小さい値

を数えていることであって,ビ ペット法の欠点として,

生菌数算定値を過小評価す る危険性が多いことが指摘 さ

れ る。

(3)1%小 川培地使用のさいの渦巻白金耳(0.02ml)

接種法 とメスピベット(0.1ml)接 種法 との比較

(a)結 核菌検出率の比較

表31%小 川 培地 使用時 における渦巻 白金耳

(0.02ml)接 種法とメスピベット(0.1ml)

接 種法 との結核菌検出率の比較#

*X2-test
,有 意の差なし(50%>P>25%)

#患 者422例 で比較 し大。喀痰に等量の5%KOHを 加えて均一

化した。判定は6週 後。

全 実験 を1%小 川 培 地 で 行 な う と い う 提 案 は 小 川

(政 敏)4)に よ り 昭 和30年11月 に 行 な わ れ,わ れ わ

れ も同 年 か ら全 検 査 を1%小 川 培 地 使 用 に変 え,同 時

に渦巻白金耳接種を実施して今 日にいたっている。1%

小川培地使用のさいの喀痰の処理は,は じめわれわれは

8%NaOH等 量 を用いたが,の ち小川(政 敏)に 従つ

て5%KOH等 量に変 えた。

1%小 川培地使用のさいの 渦巻白金耳法と ピベット

法の比較成績は表3の とお りで,結 核菌検出率 では両

者に差がな く,む しろ意外に も渦巻白金耳法のほうが高

い傾向を示した。これは1%小 川培地使用のさいには,

小川(政 敏)原 法の0.1ml接 種ではアルカリを十分中

和しきれないことを暗示している。

(b)発 育 量または集落数の比較

表41%小 川 培地 使用時 に おける渦巻 白金耳

(0.02ml)接 種法 とメスピペット(0.1ml)

接種 法との発育量または集落数の比較#

#培 養陽性例についてのみ比較した。喀痰に等量の5%KOHを

加えて15分 間パンピングしたのち,生 理的食塩 入で稀釈 し,同
一稀釈液から渦巻白金耳(0 .02ml)ま たはメスピペツト(0.1

ml)で1%小 川培地に接種 した。集落数算定は6週 後。

表51%小 川 培 地 使 用 時 に お け る 渦 巻 白金 耳

(0.02ml)接 種 法 と メス ピ ペ ッ ト(0.1ml)

接 種 法 との発 育 集 落 数 の比 較#

#表4と 同一例。患者65例の喀痰について分離集落を与えたもの

のみについて集落数を総計した。10-2液接種時には19例に集落

融合がみられたので,これを除いて46例 について総計した。

喀痰液を種々の濃度に稀釈して,渦 巻白金耳法 とピペ

ット法 との発育量または集落数の比較を行なうと,や は

り0.1ml接 種 の'ピペット法の ほうが0.02ml接 種 の

渦巻白金耳法よりも発育量または集落数が大 きい傾向を

示した。しかし,そ の差は表4,5に 示 すごとく意外に

も僅少の範囲にとどまった。しか も喀痰中の結核菌数が

少ない場合には渦巻白金耳のほうがむしろ集落数が大 き

いという意外な結果になつた。しかし,こ のような現象

は,1%小 川培地,渦 巻白金耳法と3%小 川培地,

ビベット法の比較の場合(表2の 実験)に は みられな

かった。したがって,こ の現象の原因は,0.1mlを ピ

ベットで接種する場合には1%小 川培地では中和不足
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であるためであることを暗示すると思われる。同時にい

いうることは,1%小 川培地使用の さいには小川(政

敏)原 法4)の ご とく0.1mlを ピペットで 接種するよ

りは,渦 巻白金耳で0.02mlを 接種するほうが 合理的

であるとい うことである。

以上か ら次のごとく結論されよう。

結 論

1)1%小 川培地,渦 巻白金耳(0.02ml)接 種法は

3%小 川培地,メ スピペット(0.1ml)接 種法 と比較

して,喀 痰中結核菌検出率に有意の差がなく,ま た生菌

数(単 位)測 定誤差に も有意の差がない。(検 出率では

やや劣る傾向が暗示されたが,測 定誤差ではやや勝る傾

向が暗示された。)

2)中 試 験管分注の小川培地使用時,メ スピペットで

0.1ml接 種すると,お そらく培地周囲の 試験管壁への

菌の吸着と培地上で起こる菌の集合とか ら,実 際より過

少な生菌数測定値が与えられると考えられる。このこと

は,渦 巻白金耳接種法が0.02ml接 種 を用いるに もか

かわ らず,0.1ml接 種 の メスピペット法に 比較して,

検出率に有意の差がな く,集 落数において も僅少の差 し

か示さないことか ら想像 される。

3)1%小 川培地を用いるさいに,渦 巻白金耳(0.02

ml)接 種 とメスピベット(0.1ml)接 種 の間に,結 核

菌検出率に有意の差はない。しかし発育量ないし集落数

は後者のほうが一般に多い傾向を示したが,喀 痰中菌数

が少ない場合には前者のほうがかえって多い傾向を示し

た。

4)渦 巻白金耳接種法では接種後ただちにゴム栓をし

て試験管を立てて孵卵器に格納しうる。メスピベット接

種法のごとく培地を乾かせてか らゴム栓をする面倒がな

い。また渦巻白金耳は焼灼滅菌によりただちに次々と使

用しうる利点 もある。

御校閲を賜わった国立療養所大府荘長勝沼六郎博士な

らびに名古屋大学 日比野進教授に感謝の意を表する。ま

た本実験は当荘検査室河西栄文氏の協力によるものであ

る。ここに感謝の意を表する。

文 献

1)小 川辰次 ・佐波薫:結 核,24:13,昭24;

小川辰次:結 核,24:19,昭24;

小川辰次 ・佐波薫 ・鈴木っ き:結 核,25;207,

昭25.

2)東 村道雄 ・野田用:結 核,32;639,昭32;

東 村道雄 ・野田用 ・中村栄一:結 核,33:43,

昭33.

3)東 村道雄 二医学 と生物学,49(2):87,昭33.

4)小 川政敏:厚 生省医務局 研究発表会,昭 和30年11

月(医 療,10(増 刊号):105,昭31).


