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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2報pH5.8半 流 動Dubosお よびKirchner寒 天培 地 の組成 検 討

大 川 日 出 夫

国 立 神 奈 川 療 養 所

受 付 昭 和35年9月20日

緒 言

結核培地 としての半流動寒天培地 はKnoxに よ り実

用化 され1)2),国 立神奈 川療養所細菌検査室 において も

保存菌株 の培養 および 分離培養 に 優 れた 成績 を 得てい

る5)4)。

著 者は第1報 で半流 動Dubosお よびKirchner寒

天培 地のpHを5.8と し,こ れに4%NaOH水 で前

処理 した喀痰 を直 接接種,培 養 し,こ の培地 はRoutine

として採 用 され うる可能性の あることを認 めた5)。

その さい,添 加 した マラカイ ト緑 は50×104倍 で あ

っ たが,Routineと して多数扱 う場合に は当然汚染 の増

加が予想 され るので,添 加す るマ ラカ イ ト緑濃度 につ い

て検討 を行なつた。

また添加す るアル ブ ミンの代用 として血清使用 の可否

な らび に添加 す るアルブ ミン濃度 の問題 について も実験

を行 なつたので,そ の成績 を報告 す る。

実験方法お よび成績

〔実験1〕 マ ラカイ ト緑濃度 の検討(A)

1.　実験方法

pH 5.8の0.1%半 流動Dubosお よびKirchner

寒天培地 を製作 す るにこあた り,添 加 す るマラカイ 上緑濃

度 を50×104倍,20×104倍,10×104倍,5×104倍,

1×104借,5×103倍 の6段 階 とした。

前 日抗結核剤 の投与 を中止せ しめて採 取 した早朝患者

喀痰22件(Gaffky-以 下G-5号:4,G4号:1,G

3号:1,G2号:5,G1号:2,GO号:9)を4%

 NaOH水 で5倍 稀 釈20分 間前処理 し,そ の0.1ml

を準備 した各培地2本 あてにこ注入,37℃ に培 養 した。

毎週判定 し3週 まで観察,陽 性率 お よび 汚染培地 本数

を比較 した。

次 にG5号 の患者喀痰2件 に上記 同様 の前処理 を行

なっての ち,4%NaOH水 で10倍 数稀 釈 系列5段

階(10-2～10-6)を 作 り,そ の0.1mlを 各種培地2

本 あてに接種 して培養,発 生集 落数 を比較 した。

2.　実験 成績

患者喀痰22件 の培養成績 は表1に 示す で とく3週

表1　 マ ラヵ イ ト緑濃度 と培養 成績 お よび汚染

との関係(患 者喀痰22件,3週 判定)

*G5号:4 .G4号:1,G5号:1,G2骨:5,G号:2,

G0号:9

に お い て50×104倍 よ り5×104倍 の マ ラカ イ ト緑 濃

度 で は陽 性 率 にこ差 な く(22/22,100%),1×104倍,5

×103借 と濃 度 の 上昇 に つ れ て 陽 性 率 は 低 下 して い る。

汚 染 は50×104倍 の 半 流 動Dubos, Kirchner寒 天 培

地 に それ ぞれ2本(4.5%),4本(9.1%)と 認 め ら

れ る ほか は,10×104倍 と5×103倍 の 半流 動Kirchner

寒 天 培 地 に お の お の1本(2.3%)が 数 え られ るに す

ぎなか っ た 。

階 段 稀 釈 を行 なつ た2例 の成 績 は表2に 示 す 。発 生

集 落 数 は 第1報 と同 じ くKnoxに 従 つ て,a, b, c,

 d, e, fの6段 階 に 分 類 し,計 数 可 能 の もの は数 で 表

わ した5)。 表2の で と くDubos, Kirchnerと も 各 稀

釈 段 階 で50×104倍 よ り10×104倍 まで は集 落 数 に 著

差 な く,5×104倍 よ り濃 度 の 上昇 に 伴 つ て 明 らか に 減

少 して い る。

〔実 験II〕 マ ラ カ イ ト緑 濃 度 の検 討(B)

実験1よ りマ ラ ヵ イ ト緑 濃 度 は5×104倍 以 上は 不 適

当 で あ る こ とが分 か つ た の で,新 た に次 の 実験 を行 な っ

た 。

1.　実験 方 法

マ ラ ヵ イ ト緑 を50×104倍,20×104倍,10×104倍
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表2　 マ ラカイ ト緑濃 度 と発生集落 数 との関係

(3週 判定)

*培 地2本の平均集落数,以下同様
・・汚染培地本数

の3段 階 に添加 した半流 動Dubos寒 天培地 お よび3

%小 川培地 を準備 した。

早朝患者 喀痰100件(G8号:6,G7号:8,G6

号:5,G5号:2,G4号:3,G3号:2,G2号:2,

G1号:10,G0号:62)を 前記 同様 に 前処理 し,0.1

mlを 各培地2本 あてに接種,37℃ にこ培養 した。毎週

判定7週 まで観察 し,陽 性率 な らびに 汚染培地本 数を

比較 した。

2.　実験成績

培養 成績 は表3の でとくであ る。培養陽 性件 数は2

週 で半流 動 寒 天培地 の いずれ も100件 中44件(44.0

%),3%小 川培地 では29件(29.0%)で,3種 マ

ラカイ ト緑濃 度閥では差 を 認 めない。5週 にな ると50

×104借 お よび10×104倍 の半流動寒 天培地 で各1例

を増 し45件(45.0%)と な り,3%小 川 培地 では

43件(43.0%)と 陽性 率の上昇 をみた。 この実験では

過去 に3%小 川培地 に よるRoutineの 培養 で 比 較的

汚染 を起 こした ことの多かっ た患者喀痰数例 を含んでい

るために,一 般 にこ汚染培地本数 は多 く,50×104倍 に加

えた 半流動寒天培地 で は200本 中43本(21.5%),

20×104倍 では23本(11.5%),10×104倍 では9本

(4.5%),3%小 川培地で は27本(13.5%)で あっ

た。50×104倍 では圧倒 的に汚染が 多 く,20×104倍 で

ほぼ3%小 川培地 と等 しく,10×104借 で は3%小

川培地 に比 し低 率であ る。

〔実験III〕 血清添加半流 動Dubos寒 天培地 の検討

1.実 験方法

マ ラカイ ト緑 を20×104倍 に加 えたpH5.8二 半流 動

Dubos寒 天培地調製 時,ア ル ブ ミンの代 りに牛 血清 を

10%お よび5%に こ添加 し,10%ア7レ ブ ミン添加 半

流 動Dubos寒 天培 地な らびに3%小 川培地を対照 と

して準備 した。

表3　 0.1%半 流 動Dubos寒 天培地にお ける

マ ラカイ ト緑濃 度 と培養成績 との関係

*G陽 性38件(G8号:6 ,G7号:8,G6号:.,G5号:2 

G4号:5,G5号:2G2号:2,G1号:10)

G陰 性62件

早朝患者喀痰19件(G9号:1,G7号:1,G6号

:2,G5号:3,G4号:1,G2号:1,G1号:1,

G0号:9)を 前記 同様 に前処理 し,0.1mlを 用意 した

各培地2本 あてに注入,培 養 し,集 落 初発 まで 毎 日観

察,以 後毎週 判定 し,陽 性率,初 発 目数,汚 染培地 本数

を比較 した。

G7号,G6号 の患者喀痰 を 前述 同様 にこ処理後10-2

～10-6に 稀 釈 し,そ の0.1mlを 各種培地2本 あてに

接種 して培 養,発 生集 落数 を比較 した。

2.　実験成績

培 養成績 は表4に み られ るで とく,ア ルブ ミソ添加

半流 動Dubos寒 天培地,10%血 清添加 同培地,5%

血清 添加同培地において陽性率 は2週 で それ ぞれ19件

中16件(84.2%)で 差 を 認 めないが,平 均初発 日数

はアル ブ ミソ添加培地9.8日,10%血 清添加培地9.5

日に比 し,5%血 清添加培地 は10。5日 で やや劣 り,

汚 染培地本数には差が なかっ た。発生集落数 は表5に 示

す でと く,ア ル ブ ミン添加培地 と10%血 清添加 培地

では著差は ないが5%血 清添加培地で は明 らか に劣 っ

ていた。

〔実験IV〕　添加す るアル ブ ミン量の検討

1.　実験方法

pH 5.8半 流動Dubos寒 天培地(マ ラカイ ト緑20×

104倍 添加)調 製時,ア ル ブ ミンの量 を7.5%,5%,

2.5%と し,10%に 添加 した 培地 お よび3%小 川

培地 を対照 として準備 した。

早朝患者喀痰16件(G9号:1,G7号:2,G6号

:2,G1号:2,G0号:9)を 前記 同様前処理 し,0.1

mlを 各培地2本 あてに注入,培 養 し,陽 性率,初 発 日

数,汚 染培地本 数を比較 した。

G9号,G7号 の患 者喀痰 を前述 同様 に処理後,10-2

～10-6に 稀 釈,そ の0.1mlを 各培地2本 あてに接種
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表4　 血清添加半流動Dubos寒 天培地 にお ける培養成績

*G9号:1G号:1
.G6号:2,G5号:3,G4号:1.G2号:1G1号 ・1,G0号,9**

1件 につ き,培 地2本 使用.以 下同様

表5　 血清添加半流動Dubos寒 天培地 におけ る

発生集落数(2週 判定)

*培 地2本 の平均集落数,以 下同様

し培養,発 生集落数 を比較 した。

2.　実験成績

添加 す る アル ブ ミソの 量が10%,7.5%,5%,

2.5%の4種 半流動寒天 培地 間では 表6の で とく陽

性率,初 発 日数,汚 染 率について有意差 を認 めない。次

に表7の で とく,発 生集落数は5%,2.5%と な る

に及 び,や や減少の傾 向がみ られ るが著差 ではない。

考 察

結核培地 としての半流動寒天培地 は固型培地 と液体培

地の 中間の性質 を もっ もの として 注 目されてお り,pH

を5.8に した0.1%の 半流動Dubosお よびKirch-

ner寒 天培地 は4%NaOH水 で 前処理 した 喀痰 を直

接接種 し,培 養 して,Routineと して用 い うる司能性が

表6ア ル ブ ミン低濃度添加半流動Dubos寒 天培地 におけ る培 養成績

*G9号:1 .G7号:2,G6号:2,G1号.2,G0号:9
**1件 につき培地2本 使用 以下同様

あ る こ と を先 に報 じた5)。

半 流 動寒 天 培地 は液 体 培 地 同様,汚 染 され や す い うえ

に,汚 染 は 多 くの場 合,培 地 全体 に及 び ,判 定 を 不能 と

す る。 これ は 固 型 培 地 と 比 較 して 非 常 な 欠 点 と され,

Routineと して 日常検 査 室 で 多 数扱 う と きに は さ らに 汚

染の増加が予想 され る。 そこで マ ラカ イ ト緑の濃度 を高

め,こ れが汚染 な らびに発生集 落数に及ぼす影響につい

て検討 した。 マラカイ ト緑 を50×104倍 ,20×104倍,

10×104倍,5×104倍,1×104倍 ,5×103倍 に添加

したとき,培 養成績 は5×104倍 以上の濃 度では
,そ れ
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表7　 アル ブ ミン低濃 度添加半流 動Dubos寒

天 培地にお ける発生集 落 数(2週 判定)

*培 地2本の平均集落数,以下同様

以下 の濃 度に比 し明 らか に劣 つていた。50×104倍 よ り

10×104倍 の間には著差 はなかつたが,50×104倍 では

やは り汚染が頻 発 した。次に50×104倍,20×104倍,

10×104倍 の3段 階の マ ラカ イ ト緑濃 度で,患 者喀痰

100例 につ き分離培養 を 行 ない3種 培地 間に 培養陽性

率,発 生集落数 の差 を認 めず,汚 染 は50×104倍 で も

つ とも多 く,20×104倍 では対照に使用 した3%小 川

培 地 と同程度,10×104倍 では よ り低率で あつ た。要す

るに20×104倍,10×104倍 の両 者が 添加濃 度 として

適 当で あ り,10×104倍 では個 々の集落がや や小 さい難

点はあ るが,集 落 と培地 との コン トラス トがつ く利 点 も

有 してい るので,両 種濃 度 を日的に よ り使 い分け る方法

もとる ことが で きる。 マ ラ カイ ト緑濃 度 にこつい て は

Knox 1)は128,000倍 に添加 した培地 も使 用 し て お

り,小 川 ら6)は 重層培地 の一部 に 用 い る半流動寒天培

地 の実験 で10×104倍 と20×104倍 とが等 しい成績 を

示 す ことを報 じ,著 者 と同一の結論 を得 てい る。

患者喀痰100例 の分離培養 の 成績 をみ ると半流動寒

天培地 の培養2週 の成績 は3%小 川培地 におけ る5

～7週 の成績 にほぼ匹敵 してい る。 この ことは半流 動寒

天培地が 集落 早期検出の 目的に かなってい ることを 示

し,最 終判定 まで の 期 間を短縮 で きることを 示 してい

る。

また培養 判定 に さい して注意 すべ き点は喀痰 成分 で集

落 とま ぎ らわ しい ものがあ ることであ る。 これについて

は塗抹検鏡 して確認 す る方法 もと りうるし,培 養 を続 け

るこ とによ り結核菌集落 な らば母集落 か らの連珠 状の2

次発育 をみ,判 定 を下す こ とがで きる。

アル ブ ミンを10%に 添加 した 半流動Dubos寒 天

培地 ではRoutineに 採 用す るには価 格の 点で も問題が

あって,ア ルブ ミンの代 用 としての血清 の使 用,あ るい

は添加量 の減 少の可能 性に検討 を加 えた。血清 について

は5%添 加 では劣 るが10%添 加 ではアル ブ ミン10

%添 加 とおおむね成績 を同 じ くす るゆ え,血 清の 入手

が容易 な所 では血清 を使 用す ることがで き る。

アルブ ミンの 量に欄 して はDubos寒 天培地 で 室橋

ら7)は 純 アルブ ミン量 として0.025%ま で 下 げて も

培養 成績 に影響 を 認めて い ない。 半流動寒天培地 では

10%(純 アル ブ ミン量 は0.5%),7.5%,5%,2.5

%(純 アル ブ ミン量0.125%)と も培養 成績 に 著 明な

差 はなかつ たが,5%,2,5%と 濃 度の減 少にこつれて,

これ は数字上 の成績 にこは現 われないが,発 生集落個 々が

縮小 してい る。 この点を考慮 して半流 動Dubos寒 天培

地 にこお け る分離培養 では2.5%程 度が1限界 と 思われ

る。

結 論

1) pH5.8の0.1%半 流動Dubosお よびKirch-

ner寒 天培地 を分離培養 に使用す るさい,添 加 す るマ ラ

ヵイ ト緑濃度 は,20×104倍 な らびに10×104倍 が適

当で あ る。

2)　 アルブ ミンの代 りに血清 を10%に 添加 したpH

 5.8半 流動Dubos寒 天培地 は分離培養 に使 用 しうる。

3)　 半流動Dubos寒 天培地 に添加 す るアル ブ ミンの

量 は2.5%ま でにこ減 少す ることが可能 であ る。
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