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人型結核 菌 と他 の抗 酸性菌 との鑑別法 と してのナ イアシンテス ト

第2報　 薬剤 耐 性 との関 係 な らびに臭 化 シア ンー一アニ リン法

と臭化 シア ンー ベ ンチ ジ ン法 との比 較

小 川 辰 次 ・ 大 谷 典 子

北里研究所附属病院(院 長 福住貞吉)

受 付　昭 和37年2月21日

I　 緒 論

われわれ は,第1報1)に おい て 人型結核菌 の集落数

お よび発育の程度 と陽性率 の関係 を検討 し,こ の 方 法

は,用 い る菌 量 さえ十分であれば人型結核菌 と他の抗酸

性菌 との鑑別 に役立 つ こと を認 め た。それでわれわれ

は,さ らにSM,PAS,INH等 に対 して 耐性 を示

してい る人型結核菌 はナイ アシ ンテス トに対 して どのよ

うな態度 を示 すか をみ るとともに,同 一菌株 につい臭化

シア ンーアニ リン法2)3)(以下 アニ リン法 と略す)と 臭化

シアンーベ ンチジ ン法(以 下ベ ンチジ ン法 と略す)と を

比較 したの で報告す る。

II　実 験 方 法

(1)　対 象:

第1報 の場合 とほぼ同様 であつ て,通 常検査 とし て

SM,PAS,INHの3者 につ き 耐性結核菌 の検査

を終了 した もの を材料 と した。耐 性検査 は,直 接法 では

塗抹 陽性の喀疾 を4%NaOHで 処理 し接種,間 接法

では直接法 での再検査 および喉頭 粘液その他の可検材料

よ り分離 したものの菌液 を接種 し検査 した ものであ る。

間接法 での菌液 は4%NaOHで 処理 して10-2mgを

接種 した。 直接法,間 接法 ともにほぼ1ヵ 月 で判定 し

た。耐 性検査用培地 は3%小 川培地 を台 とした もので

あつて,こ れ らの材料 を方法別にみ ると直接法255株,

間接法324株 である。耐性 を中心 にす ると次の3種 に

なる。す なわち,

感 性菌 …3種 の抗結核剤が混入 しているいず れ の

培 地において も集落 を認 めなかつ た場合 の対照

培 地に発育 した菌株 …37株

耐性菌 …3種 の抗結核剤 の 種 々の濃度に発育 し た

菌株 。この ときは,も ちろん混入 濃度の最高の

濃 度に発育 した もの をとつ た。 …314株

感性菌 と耐性菌 の混入 してい る菌株 …3種 の 抗 結

核剤 の混入 され た培地 のいずれかに菌が発育 し

てい る場合 の対照培地 に発育 してい る菌株

…208株

さ らに,耐 性菌 を区分す ると次 のよ うになる。

(2)　集落数お よび発育度 の決 め方:

第1報 と全 く同様 であ つ て,集 落数 を 〓 ～+の5

段 階に,ま た発育の度 をa,b,cの3段 階 に分 けた。

(3)　ナイアシ ンテス トの実施方法お よび判定法:

耐性菌 との関係 についてはアニ リン法 によつ た。 また

アニ リン法 とベ ンチジ ン法 との比較では,テ ス ト完了後

ただ ちに読む と同時 に同一材料 を一定 の時 間をおいて3

時間後まで読み比較 した。 その他 の ことは 第1報 と全

く同 じであつて,判 定は陰性(-),疑 陽性(±)お よ

び陽性 に分 け,陽 性 は弱 陽性(+),中 等度陽 性(廾),

強陽性(卅)の3段 階に分けた。

III　実 験 成 績

i.　薬剤耐 性 との関係

材料 を前述 のよ うに感性菌,SM耐 性菌,PAS耐

性菌,INH耐 性菌 および感 性菌 と耐性菌 との混合 の5

群 に分 け,さ らに耐性菌 については,各 薬 剤の耐 性の度

に従つ て分 けて,こ れ らの各群 につき,発 育度 と集落数

よ りみた陽性率 を比較 した。そ の結果 は,各 薬剤 の耐性

の度 によつて も,ま たSM,PAS,INHの 耐性菌
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の間に も,陽 性 率の出現の うえに傾向の差 を認 めるこ と

ができなかつたので,こ れ らを一括 し耐性菌群 とした。

したがつて,こ こで は感性菌群,耐 性菌群,感 性菌 と耐

性 菌 との混合群の3群 に大別す るこ とになる。

(1)　感性菌群

37株 であ る。 成績は 表1の よ うで,株 数が少 ない

のではつき りしないが,集 落 数の多 くなるに従つ て,ま

た発育の程度のよ くな るに従 つて陽性率が増 してい る。

(2)　耐性菌群

314株 であ るが,表2で み るように集落数の増 す に

つれ,ま た発育の よ くな るにつれ陽性率 は増す。 この傾

向は感性菌群 と全 く同 じであるが,株 数 が多いので前群

よ りもはつ き りしてい る。

(3)　感 性菌 と耐性菌 との混合群

208株 であ る。 この場合 も,前2群 と同様 であつて,

集 落数が増 し発育度が よ くなるにつれ陽性率 は増 してい

る。

ii.　アニ リン法 とベ ンチジ ン法 との比較

(1)　直後 の成績

767株 について実、験 した。材料 はi.の 場合 とほぼ同

じである。 そ して,反 応 の成績 を5段 階に分けて両反

応 の相 関関係 をみた。成績 は 表4の よ うであ り,両 反

応 で成績 の一致 した ものは □ 中の数 字であ る。 これ を

合計 す ると659株 であつて,こ れは検査株数767株 の

85.9%に 当たる。次に一致 しなかつた もの に つ い て

は,ア ニ リン法がベ ンチジ ン法に比 し反応が強 く出た も

のは41株,5.3%で あ り,ベ ンチジ ン法が強 く出た

ものは67株,8.7%で あ る。+,升,冊 を全部陽性

として陽性率 をみ ると,ア ニ リン法で581株,75.7%,

ベ ンチジ ン法 で600株,78.5%で あ る。

(2)　反応 の読みまでの時間の影 響

読 みまでの時 間によつて成績 が影響 され る か ど う か

を,ま ず118株 について,テ ス ト完 了後 ただ ちに読ん

だ成績 とそれ を放置 して30分,1時 間,1時 間半後に

読 んだ成績 とを,さ らに69株 に つ い て は1時 間,2

時間,3時 間後の成績 とを比較 した。その成績 はベ ンチ

Table 1. Results with Sensitive Strains

Table 2. Results with Resistant Strains
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Table 3. Results with Mixtures of Resistant and Sensitive Strains

Table 4. Comparison of Cyanogen Bromide-

benzidine Method with Cyanogen 

Bromide-aniline Method

1.•@ Results immediately after completion 

of reaction

Note: 1) Figures indicate number of strains.

2)•@•  Figures indicate number of strains with 

 results coinciding.

ジン法,ア ニ リン法 ともに時 間の経過 につれ反応 が増強

され た り弱 くなつ た りす る株 がでて くる。 しか し,ベ ン

チジン法 では この傾 向は弱 く,第1実 験 では1時 間半

後で も91.5%が,第2実 験では3時 間後で も85.5

%が 安 定であ るのに比 し,ア ニ リン法では 不安定であ

つて,時 間の経過 とともに減弱す る ものが多い。

IV　 総括および考察

ナイ アシンテス トは,INH耐 性菌の よ うに毒力の弱

くなつた もので も,人 型結核菌 であれば陽性 を示 す こと

は今野 ら4)5)のつ とに証明 した ところであ る。 その後 ,

S. Gliarinら6),友 田 ら7}も同様の成績 を示 してい る。

われわれの成績 も,種 々 の程度 のINH耐 性菌 に つ い

て実験 したのであ るが,菌 量 さえ十分 であればその成績

は常に陽性 を示 してい る。 なおJensen8)が,INH耐

性菌 中,標 準株 の512倍 の耐性 比を示 した41株 の 中

Table 5. Comparison of Cyanogen Bromide-benzidine 

Method with Cyanogen Bromide-aniline Method

2. Influence by elapse of time

Note: Figures indicate number of strains and () represents percentage to total number tested .
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に4株 が(-)を 示 した と称 してい るが,こ れは お そ

らく使用菌量 の少 なかつ たこ とによるのではないか と思

われ る。 われ われ はまた今 回,INH耐 性菌 だ け で な

く,SM,PAS等 の耐性菌 についてその耐性 度 に よ

つて分 けナイ アシ ンテス トを実施 した。また これ ら耐性

菌 と感性菌 の混合 した ものおよび感性菌 について もナイ

アシンテス トを 行 な つ た。その結果 陽性 の出現の傾向

は,耐 性 の種 類,耐 性 の度,ま た耐性 た ると感 性た ると

の如何 を問わず全 く同 じであつて,集 落数 とその発育の

程度 によつ て左右 され るこ とが分かつた。 この事 実は,

ナイ アシンテス トは薬剤耐性 を考慮す る必 要のない こと

を示す ものであつ て,人 型結核菌 の鑑 別の うえに大きな

進歩 をもた らした もの といえ る。

次 に今野 らは,ナ イ アシ ンテス トには,ア ニ リン法 と

ベ ンチジ ン法 とを併用す る ことが 望 ま しい とし て い る

が,実 際 問題 として,こ の両方法 を同時に併用す る必要

は,両 反応 が互 いに欠点を補 いあつて,成 績判定の うえ

に利益 を もた らす ものでなければな らない。それでわれ

われは,同 じ菌株 について このテス トを同時 に実施 して

みた。その成績は,ま ず陽性率の うえでは両 テス ト問に

差はないが,岡 ・今野 ら3)の基礎実験 か らも推定 できる

よ うに,ベ ンチジン法 はアニ リン法 に比 して,陽 性がは

つき り現われ る傾向 を認 めた。 このこ とは反応 の弱 い と

ころで著明で あるか ら,誤 りの陰性 を除 くこ と が で き

る。次に,ア ニ リン法は反応直後 にみ るこ とに規定 され

てい るが,何 か の都合 で直後 にみれ ない よ うなこ とにな

ると,黄 色は槌色 して しま うこ とがある。 その点,ベ ン

チジ ン法の ピンクの沈澱 は,ア ニ リン法 に比 し安定 であ

る。また,ア ニ リン法 の場合,弱 陽 性の黄色 の弱 い反応

は,夕 方,あ るい は電灯 の光 でみ る ときはその判定が難

しいが,ベ ンチジ ン法 では判定 を誤 る こと が な い。 次

に,ア ニ リン法 ではマラカイ ト緑 の色 素が出現 する こと

が ない と記 され てい るが,わ れ われのよ うに,NaOH処

理 の材料 をそのまま3%小 川培地 に接種 す る 方 法 で

は,培 地 の軟 らかい こ とが多いためか,と き どきマラカ

イ ト緑が判定の邪魔 をす るこ とがある。 ペ ンチジ ン法 で

は影響 ない。以上 のよ うな成績 か ら分 かるよ うに,ベ ン

チ ジン法 はアニ リン法 に比 し優れ てい る し,ア ニ リン法

がベ ンチジン法 を補 うところは全然 ない か ら,実 際 には

ベ ンチジン法一本槍 でもよい のではない か と思 われる。

V　 結 論

人型結核菌 の耐性菌 と感性菌 においてナイア シンテス

トの うえに差 があるか どうか,ま た臭 化シア ンーアニ リ

ン法 と臭化 シアンーベ ンチジン法 とを比較検討す るた め

に,SM,PAS,INHに ついて耐性検査 を実施 した

種々の集落数お よび種 々の発育 の程 度の人型結核菌 を材

料 として,Runyonの 変法 によ り検査 し,次 の よ うな成

績 を得た。

1)　 感性菌37株,SM耐 性菌156株,PAS耐 性

菌54株,INH耐 性菌104株,耐 性菌 と感性菌の混

入 してい る もの208株 について アニ リン法に よつて 検

査 した結果,感 性菌 であつて も耐性菌 であつて も,ま た

耐性 がSM,PAS,INHの 如何 を問わず,耐 性の

度が ど うであつ ても陽性 の出現 す る傾 向は全 く同 じで あ

つ て,菌 量 さえ十分 であれ ば常に陽性 を示 す ことを認 め

た。

2)　 767株 の菌株 について臭 化シア ンーアニ リン法 と

臭化 シア ンーベ ンチジ ン法 とを比較 した結果,陽 性率 は

大差 ない が,ベ ンチジ ン法 はアニ リン法に比 し反応の強

く出 るものが多 く,ま たテス ト完了後読みまでの時間が

長び くとともにアニ リン法 では槌色す るものが あるが,

ベ ンチジ ン法 では安定 な ものが多 く,か つ培地の緑色 に

よる障害 はアニ リン法 では受け るがベ ンチジ ン法では受

けない。このよ うな ことか ら,方 法 としては,ベ ンチジ

ン法 が実際 的である。
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よ り引 用.

Niacin Test for Differentiation of Mycobac-

terium Tuberculosis Var. Hominis from Other 

Acid-fast Bacilli. II. Its relation to drug sen-

sitivity, and comparison of cyanogen bromide-

aniline method with cyanogen bromide-benzi

 dine method.

The authors studied whether or not there 

was a difference in the results of the niacin 

tests obtained from the drug resistant and 

sensitive myco. tbc. var. hominis, and compared
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cyanogen bromide-aniline method with cyanogen 

bromide-benzidine method by Runyon's modifi

cation, obtaining the following results.

1) Thirty seven drug sensitive strains, 156 

streptomycin resistant strains, 54  PAS resistant 

strains, 104 INH resistant strains and 208 mix

tures of sensitive and resistant strains were 

tested by cyanogen bromide-aniline method. 

Similar results, namely positive reaction at any 

time with an adequate volume of organisms, 

were obtained irrespective of degree of sensi

tivity and kinds of drugs to which organisms 

were resistant.

2) Cyanogen bromide-aniline method and cy

anogen bromide-benzidine method were compar

ed using 767 strains of  Tnyco. tbc. var. hominis,

but no striking difference was observed in the 

results obtained by the two methods. However, 

in many instances,  reactioi by the benzidine 

method was stronger than that by aniline 

method. In some instances, with the delay 

in reading results after the completion of the 

tests by the aniline method, the color began to 

fade, while discoloration was not experienced in 

the reaction by the benzidine method . There

 may be some difficulty in reading the reaction 

by the aniline method when malachite green in 

the medium is intermixed, whereas the benzi

dine method is not influenced. It is concluded 

that the benzidine method is more practical than 

the aniline method.


