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結 核 培 地 と し て の 半 流 動 寒 天 培 地 に 関 す る 研 究

第1報pH5.8半 流動Dubosお よびKirchner寒 天培地による

結 核 菌 分 離 培 養

大 川 日 出 夫

国 立 神 奈 川 療 養 所

受 付 昭 和55年6月6日

緒 言

国立神奈 川療養 所細菌検査室 においては,こ れか らの

結核菌培養法 として,迅 速 なMicro-cultureMethod

の確立が巫要で あることを痛感 し,結 核菌微 細集落 の早

期検 出法につ き種 々の実験 を行なつて きた1)2)。

Micro-cultureMethodに 関す る研究 を重 ね る うち,

KnOX5)4)の 半流動寒天培地 に注 目し,独 自の立場で半

流動Dubosお よびKirchner寒 天培 地の 検 討 を すす

め,保 存菌株,新 鮮分離菌株の培養で優れた成績 を得,

分離培養にお ける成績 もすでに発表 した ごと く良好な結

果 を示 しk1)2)。

分離培養に あたってはNaOH水 処理 中和喀湊 を接種

してお り,前 処理過程が煩雑の き らいが あつた 。この 中

和 法 も手順 を十分検討すれ ば煩雑 さは相 当に軽減 され る

が,わ が国の現状 では中和法 をRoutineに 採 用す るに

は困難 があ り,半 流動 寒天 培地 をRoutine化 す る第一

歩 として,NaOH水 処理 喀疾 を 直 接接 重す るべ く,培

地pHの 検討 を行なつた。

pH6.8,0.1%半 流動寒天培地で はNaOH水 処理

喀疾 を接種 した 場 含,培 地は至適pHを 得 ないので,

栄 研Dubos培 地 にお ける 経験 に 基ず き5/pH5.8,

0.1%半 流動Dubosお よびKirchner寒 天培地 を調

製 して,分 離培養 を行 ない良好 な成績 を得 ることがで き

た ので報告す る。

実験方法お よび成績

実験方法:

pH5。8,0.1%半 流 動Dubos寒 天培地,N/1HCIで

pHを5.8に 調製 した0.1%半 流動Kirchner寒 天

培地,N/1NaOHでpHを6.8に 調製 した 同Dubos

寒天培地,pH6.8同Kirchner寒 天培地 および3%

小 川培地 を準備 した。

〔A〕

前 日抗結核剤 の投 与を中止せ しめて採取 した早朝患者

喀疾30件(Gaffky一 以下G`n"iu10号:1,G7号:1.G6

号:4,G5号:3,G2号:1,G1号:5,GO号

:15)を0.002%BTB加N/1NaOHで5倍 稀釈

20分 間前処理 し,2分 して その 一方 の0.1mlをpH

5.8の 両種半流 動 寒天培地 お よび3%小 川培地2本

宛に 接種 した 。他方 はただ ちにN/1HCIで 中和 しての

ち,0.1mlをpH6.8の 両種半流動 寒天培地2本 宛

に接種,37。Cに 培養 し,集 落 発生までは 毎 日観察 して

初発 日数 を記録 し,7週 まで培養陽性率 な らびに発生集

落数 を比較 した。

〔B〕

G6号,G5号 の 患者喀疾 を それ ぞれ1件 選 び,

0.002%BTB加N/1NaOH5倍 稀 釈,20分 間 前

処理 を 行 なってのち,直 接法 の 場合 はN/1NaOHで

10倍 数稀 釈系列5段 階(10-2～10-6)を 作 り,中 和法

の場合はN/1HCIで 中和後生理食 塩水 で同様稀釈系列

5段 階 を作 り,上 記同様に各種培地2本 宛 に 接種 して

培養,初 発 日数お よび発生集落 数 を比較 した。

成績:

〔A〕

(i)培 養陽性率について

患者喀湊30件 の培養において,半 流動寒天培地では

いずれ の場合 も,3%小 川培地 に比 して 集落の 初発は

1～2週 早 く,そ の発育 も良好で あつた。

す なわち培養陽 性率 は表1に 示す ごと く2週 でpH

5.8お よび6.8半 流動Dubos寒 天培地,pH5.8半 流

動Kirchner寒 天培 地は30件 陽 性(100%),pH6.8

半流動Kirchner寒 天培地 は29件(96.7%)で あっ

た。 これ に比較 し3%小 川培地で は2週 で11件

(36.7%)陽 性 。5週 ではpH6.8半 流動Kirchner寒

天培地 は30件(100%)と な り,3%小 川培地 で は

22件(73.3%),7週 で3%小 川培地では24件(80.0

%)陽 性で あつた。pH6.8とpH5.8と の間には 著

明な差 はな く,汚 染培地本数 も半流 動寒天培地 はおのお

の1本 で差な く,3%小 川培地には認 め られなかつた.

(ii)集 落初発 日数について

集落 の平均初発 日数 は 同 じく表1の ごと くで ある.

半流動寒天培地 には培養1な い し2Hの き わ め て 早

期 よ り微 細集落 の認 め られ るものが あつ たが,一 般に半
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表1各 種半流 動寒天培地にお ける中和法 と直接法 との比 較

惜養誠績

¥1件 に つ き培 地2本 使 用
,以 下 同 様 。

**G陽 性15件(G:0号:1
,G7号=1,G6丹=4.G5号:5,G2fi=1 ,G1号=5),陰 性15件 。

*照 培 地60本 中 の 汚 染本 数
J

流 動 寒天 培 地 の 判 定 に熱 達 して い な い 人に よ つ て も陽 性

と認 め られ た と き を もつ て靭 発 と した 。 ま た 同一 喀 湊 培

養 の2本 に 遅速 が あ れ ば,早 い ほ うの 日付 を 剛 邑「[とし

て計 算 し た 。

pH5―8半 流 動Dubos,pH6.8半 流 動Dubos,pH

5.8半 流 動Kirchner,pH6.8半 流 動Kirclmer寒 天

培 地 は それ ぞれ 平均7.0,7.1,7.3,7.6Hで4者 闘

に 有意 差 は な い 。3%小 川培地 で は18.5日 で あ っ た 。

同 一pH℃ はDubosの ほ うが,同 種 培地 で はpH5.8

の ほ うが早 い よ うに思 え るが著 差 で は な い 。 この成 績 は

G号 数 の 多 い場 合 ほ ぼ1週 閥 ℃判 定 可 能 で あ る こ とを

爪 し て い る。

(iiD発 生 集 落 数 にっ い て

半 流 動 寒 天 培 地 で は微 細 集 落 の 計 数 は 可 能 で あ るが,

固 型 培 地0)ご と く平 面 ヒに集 落 が 存 在 す るの と異 な り.、ア

体 的 で あ るの で,集 落 数 の比 較 は 噺 密 に は 期 待 で きな

い 。 そ こで 陽 性例 をKnoxに 従 つ て 集 落 数 の 多 い ほ う

よ りa,b,c,d,e,fの6段 階(図1)に 分

け て判 定 し た 。a,b,c,d,e,fの そ れ ぞれ は

H,ITRv株1mg/mlの 滅 菌 蒸 留 水 浮 遊 液 を10倍 数 稀 釈

し10-1～10-6段 階 を作 り,そ の お の お のO .1ml

をpH6.8半 流 動Dubos寒 天 培 地 に 接 種.18目 問

図1

表2各 種半流動寒天培地にお ける発生集落 数の

比較(3週 判定)

注:1-H6.8半 流動KirJ.ner寒 天培 のみ60本,他 は汽染の

ため59本tpH6.8KirchnerもG週 で1本乾せん汚染

培 養 した と きの 状態 で あ る。

この方 法 に従 つ て3週 に お け る 各 種 半 流 動 寒 天 培 地

の 発生 集 落 数 を比 較 す る と表2の よ うに な る。

pH5.8半 流 動Dubos寒 天 培地 とpH6.8同 培 地 と

を比 較 す る とpH5.8にb,dが 多 くpH6.8にf

が 多い 。 この 差 はpH6.8の,[音 地 ℃ は 中 和 法 に ヒリ 接

種 菌量 がpH5.8の 培 地 の 場 合 の1/2に な っ て い るの

で,aの よ うに菌 量 の非 常 に 多 い 場 合 に は 問 題 に な ら

な い が,少 な くな るに つ れ て影 響 が 現 わ れ た もの と考 え

られ る。

次 に 半疏 動Kirchner寒 天 培 地 ℃ もpH5.8とpH

6.8の 問 に はDubosに お け る と同 様 の傾 向 をみ る。 す

な わ ち発/i藻 落 数が 減 少す る と両 者聞 の 差 が 著 明 に な つ

た 。

… 方pH5 .8のDubosとKirchnerと を 比 較 した

と き,Dubosにa,b,c,dが 多 くKirchnerに

e,fが 多 い 結 果 を得 た 、

〔B〕

10倍 数稀 釈5段 階 で4種 培 地 の 比 較 を 行 な つ た の

は,あ ろ稀 釈段 階 ℃ は集 落 数 の唄1定 が可 能 ℃比 較 が 容 易

に 行 な え るの で は な いか とい う期 待 の も とに施 行 し たの



632 結 核 第35巻 第9号

表3階 段稀釈による各種培地発生集落数の比較(患 者喀湊,G5号)

*培 地2本 に発 生せ る集落数 の平均
,以 下同 様。

で あ る。3週 お よび5週 の成績 を表3に 示す。稀釈倍

数 の増加 に伴っ て直接法 と中和法 との差が明瞭になって

くる。5週 判定 におい て10-4,10'-i,,10―6で のDubos

pH5.8とpH6.8と の間,10―2,10―3,10-4で の

KirchnerpH5.8とpH6.8の 間の差が それで ある。

考 察

半流 動寒天培地 は固形培地 の長所一集落 算定が可能で

あ ること一 と液体培地 の長所一集落 の早期検 出一 とを兼

ね備 えてい ると考 え られ る培地 で,Drea6)に よつ て結

核菌培養 に用い られ,Middlebrook7)も 使 用 し,Knox

5)4)に よ り実用化 の段階 に移 され た ものであ る。

Dreaは 寒天 を 種 々濃 度に 液体培地 に 加 え,寒 天 が

0.1・)0。12%以 下で よい成績 を得てい る。Middlebrook

は0.2%に 寒 天を加 えた培地 でINHに 関す る実験

を行なってい るが,半 流 動寒天培地 に対 す る検討 は行な

ってい ない。Knoxは 半流 動寒 天培地 におけ る結 核菌 培

養に 関す る論文で0.125%の 寒天 と血清または アノレブ
の

ミンを含 むKirchner,Fisherお よびDubos培 地の半

流動寒天培地 について実験 を行 ない,保 存菌株,患 者 よ

りの分離菌株 の培養 に優れ た成績 を示す こ とを報告 して

い る。猪野 ら8)は0.1%半 流動Dubosお よびKir-

chner寒 天培地 を用いて処理 中和喀疾 の培養 が可能 であ

ることを示 し,蓑 茂 ら9)!0)は0.2%の 半流動Dubos

寒天培地 でNaOH水 前処理喀湊 の分離培養 を 行なって

3%小 川培地に比 し,初 発1数 短 く,陽 性率,発 生集

落 数 もよい結 果 を得た ことを報 じ,井 上 ら111,は0・125

%半 流 動Kirchner,Youmansお よびDubos寒 天培

地 によ り処琿中和喀渓 の分離培 養 を行ない同様の成績 を

得てい る。

われわれ もMicro-cultureMethod研 究の 途上半流

動寒天 培地 に注 目して,0.1%半 流動Dubosお よび

Kirchner寒 天培地 を使 用 し,保 存菌株 な らび に 処 理

中和喀湊 の培養 を行 ない3%小 川培地 と比較,優 秀な

成績 をあげたこ とはすでに発表 した1)2)。

分離培養に さい しては従来処理中和喀湊 を接種 してい

たのであ るが,中 和法 も改 良によ りい く分複雑 さを減少

した。0.002%BTB加N/1NaOHを 喀湊 の5倍

量 加 え20分 処理後N/1HCIをN/1NaOHと 同量 加 え

中和 して 目的 を達 しうるのであ る。 この方法によれば呈

色 に よつて も中和が行なえ手 間は それほ どか か らず,ま

た十分混和均等化 され る利点 を同時に有 してい る。 しか

しなが らRoutineと して 半流動寒天培地 を 使用す るさ

いには,や は りNaOH水 処理喀湊 を直接接種 す る方法

の必要性 を感ず る。分離培養 はわが国で は3%小 川培

地へNaOH水 処理喀湊 を接種す る方法で 非常 に簡略化

され てい るためにそれ以上 に手数 のかか る方法 はRou-

tineに 採 用 され に くか ろ うと考 え るか らであ る。

pH5.8半 流 動Dubosお よびKirchner寒 天培地 で

はNaOH水 処理喀疾 を直接接種 して後2日 ない し3H

でpHは6.6～6.8と な り,こ の培地への 直 接接種 法

は可能 と考 え られ,pH6.8の 両種半流 動寒天培地 との

成績 を比較 した。 その結 果pH5.8の 半流 動Dubosお よ

びKirchner寒 天培地 は 使用可能 で あ り,中 和法に比

し接種菌量が2倍 であ るので発生集落数 の 少 ない 例で

は当然 の ことなが ら直接法が勝つ てい る傾 向を示 してい

る。pH5.8半 流動Dubos寒 天培地 と同Kirchner寒

天培地 とを比較 す ると一般 にDubos培 地 がKirchner

培地 に比 し発生集落数が 多 く優れて い る。

集落 初発 日数 はいずれ の半流動寒天培地において も約

7日 で3%小 川培地 の18.51よ り約10日 早い・ ま

た初発 は半流動寒天培地で は前記の ご とく同培地の判定

になれていない ものが判定 して陽性 とした 日を もって初

発 としたので,ご く微細 な集落 はその数 日前 にすで に観

察 され うるものが多い ことを付記 してお く。

汚染 に関 しては本 実験では,4種 培地 間に差 はな く,

3%小MI培 地 とも著差 は なかつたが,Routineと して

使用す る場合は増加す ることが予想 され,培 地 に添加 す

るマ ラカ イ ト緑の量に関 しては現在検討中で ある。

結 論

pH5.8半 流動Dubosお よびKirchner寒 天培地へ
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NaOH水 で前処理 した喀淡 を直接接種 した場合 とpH6.8

の両種培地 へ処理 中和喀疾 を接種 した場 合 とを比較 し,

pH5.8半 流動寒天培地 はNaOH水 処理喀湊 の 直接接

種 法によ る結核菌分離培養 に 使 用可能 であ る結果 を得

た。
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