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 OTHER ACID-FAST BACILLI

VI. A few notes on evaluation of procedures
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(Received for publication November 20, 1963)

We have performed niacin test by using cyanogen bromide benzidine method on many

 strains of human tubercle bacilli with various number of colonies and varying degrees of

 ,growth, which were isolated on 3% Ogawa media from sputa or laryngeal swabs. And we 

investigated whether or not solvent for the extraction had to be heated and whether or not 

the false positive results due to the insufficient amount of bacilli could be reduced to zero by 

prolonging the extraction time or by microtechnique devised by M. S. Tarshis. The following 

were results obtained.

1) Solvents for extraction: Comparative examinations were carried out on each of 56 

strains by using hot and cold distilled water and on each of 65 strains by using hot and col

 physiologic saline, which revealed no remarkable differences in the positive rates.
2) Extraction time: Each of 47 strains was extracted with cold physiologic saline for

-10
, 30 and 60 minutes and the results of these three groups were compared, revealing similar 

positive rates. Namely, for the practical purpose, no more than 10 minutes was required for 
the extraction.

3) Microtechnique: Conventional-and micro-techniques were applied to each of 354 

strains and the results compared, which revealed no significant difference. The positive rate 

could not be raised with microtechnique.

* From Kitasato Institute Hospital Shiba Shirogane Sanko-cho
, Minato-ku, Tokyo, Japan.

1.　 緒 論

われわれは ナイ アシソ テ ス ト(以 下N.T.と 略す)

を 通常検査で正 し く行 な うた めの基礎的 な研究 を行 ない,

そ の都度発表 してきた1)～5)が,今 回は手技的 な問題 とし

て,ナ イアシンの抽 出に用 いる抽 出液,抽 出時間,な ら

びに微量法につ いて検討 した。抽 出液は熱水 と冷水につ

いて比較 した。 それ は,岡,今 野6)の 共 同研究 として発

表 した1960年 の記載 では熱水 で,1961年7)に は冷水 で,

さらに翌年1962年 の今野8)9)の記載は再 び熱水 で抽 出液

を作 ることに規定 して いるけれ ども,外 国の研究者た ち

の記載をみ ると,E.H.Runyon10)ら(1959)は 普通法６
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に お い て 滅 菌 蒸 溜 水 あ るい は 生 理 食 塩 水 で 抽 出 して い る

し,M.S.Tarshis11)～13)(1960),(1961),M.L.Koch14)

ら(1961)の 微 量 法,J.M.Gutierrez-Uaquez15)ら

(1960)のSpot Testで は,滅 菌 蒸 溜 水 や生 理 的食 塩

水 を 用 い て抽 出 を 行 な い,熱 水 は 用 い て い な6いか らで あ

る。 また,抽 出 時 間 を 検 討 した の は,抽 出 液 を 作 るの に

使 用 で き る菌量 が 多 け れ ば 問 題 は な い が,少 な い 場 合 に

は 抽 出 時 間 を 延 ば す こ とに よつ て 陽 性 率 を 高 め る こ とが

で きな い か と思 つ た か らで あ る し,微 量 法 を 実 験 した の

も,こ の 方 法 の よ うに 濃 厚 な抽 出 液 を 用 い る こ とに よつ

て,陽 性 率 を 高 め る こ とが で き ない だ ろ うか と思 つ た か

らで あ る。

2.　 方 法

(1) N.T.の 実 施 方 法

N.T.の 方 法 は 臭 化 シ ア ソーベ ソチ ジ ソ法 に よ つ た 。

そ して,そ の 成 績 を 次 の よ うに 区 別 した 。

-(陰 性)… 白い沈澱だけを認めた もの
。

±(疑 陽 性)… ご くかすか なピソクの呈色を認

めた もの。

+(弱 陽 性)… 軽 度 の

廾(中 等度陽性)… 中等度の

卅(強 陽 性)… 高 度 の

ピンクの呈色を認め

た もの 。

対象は,喀 痰,喉 頭粘液等 よ り3%小 川培地に よつて

分離 された もので,培 養の期間は4～8週 の も の で あ

る。 なお第1報1)の よ うに集落数は柵,冊,卅,廾,十

と区分 し,集 落の大 きさは,a,b,cと 区別 したq

(2)　 実験 方法

(1)　抽 出液の検討

蒸溜 水 と生理食塩 水の両者について,沸 騰水の中に約

30分 加温 した もの と常温の もの とについて比較 した。 こ

れを一度に同一材料で行な うことはで きないので,ま ず,

同一患者の喀痰等 よ り同時に分離 した集落数 も集落の大

きさもほぼ同程度の発育を認めた2本 の培地について,

一方は蒸溜水の冷水を,他 は熱水を1cc宛 入れ,10分

間 抽出を行ない比較 した。次に別の材料 について,生 理

食塩水 で同様の実験 を行 なつ て比較 した。 なお生理食塩

水 と冷水,熱 生理食塩水 と熱水 について も比較 した。

(2)　抽 出時間の検討

抽 出にかけ る時間は,5分 以上 と規定 され ているが,

われわれは-つ の菌株につ いて生理食塩 水 を1.5cc入

れて,型 の ごと く斜面を水平に して室温にねか し,10分,.

30分,60分 と同一材料 よ り3回 に分けて0.25cc宛 を

と り,こ の抽出液について比較実験 した。

(3)　微量法

集落の発育 して いる3%小 川培地に,生 理食塩水 を最

初0.25cc(約10滴 分)を 入れて10分 後,そ の2滴 を

と り,下 の よ うな方法で微量法 を行 ない,そ の後 同一培

地に0.75ccの 生理食塩 水を入れて さらに10分 抽 出 し

たの ち,そ の0.25ccを とつて 普 通 のN.T.を 行 ―い

比較 した。微量法 は,M.S.Tarshisの 方法に準 じて行

なつたが,高 圧滅菌は していない。す なわ ち磁製の凝集

板に まず前述の ように して抽 出 した抽 出液2滴 をと り,

これに3%ベ ソチ ジソエタノール液1滴,10%臭 化 シア

ソ液1滴 を加 えて,凝 集板を手 で動 か して よく混ぜ,た

だ ちに判定を行 なつた。成績は普通法 と全 く同 じに,一,,

±,+,升,卅 の5段 階 に大別 した。 そ して,同 時に行

―つた普通法 と比較 した。

3.　 実 験 成 績

(1)　 抽 出液

蒸溜水 におけ る熱水 と冷水 との比較 は56株 に つ き,

生理食塩水に おける熱水 と冷 水 との 比 較 は65株 につぎ

実施 した。

成績は表1の よ うであ る。

陽性率をみ ると,蒸 溜水 の加温 した ものでは73.2%,

加温 しないものが75%,ま た生理食塩 水では加 温 した

もの78.5%,加 温 しないもの75.4%で あつ て,蒸 溜水.

生理食塩水 とも,加 温 した もの と加温 しない もの との間

には差はほ とんどない。 なお,加 温 しない蒸溜水 と生理

食塩水,加 温 した蒸溜水 と生 理 食 塩水 で も10株 宛行 な

つたが差を認め なかつた。

Table 1. Evaluation of Temperature of Solvents

Notes: Figures in" detail of results" indicate the number of strains.

 Hot means heated and cold does room temperature.
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Table 2. Evaluation of Extraction Time

Note: same as Table 1.

(2)　 抽 出の時間

47株 につ き行 ない比較 した。 成績 は表2の よ うで あ

つ て,10分 よりは30分 のほ うが陽性 率は多少増 加す る

が,有 意の差は ない。 また,30分 と60分 とで もほ とん

ど差が ない。

(3)　 微量法

354株 につ き比較 した。 成績は表3の よ うである。

Table 3. Evaluation of Microtechnique

Note: Figures indicate the number of strains.

す なわ ち,陽 性率 は普通法 で85%,微 量法86.2%で

あつ て,微 量法 が多 少 よいが有意 の差 はない。相 関関係

をみ ると,354株 中差 のなかつた ものは322株 であつて,

差 を認 めた ものは32株(約7%)で あ る。 そ の差 のあ

つた ものをみる と,い ずれ も一段 の差 であるが,微 量 法

で強 く出た ものは,32株 中の26株(約81%),普 通法

で強 く出た ものは6株(約9%)で あつた。

4.　 総括および結論

われわ れの成 績は,前 述の よ うに,抽 出に用 い る液 は

熱 水に した ところで とくに検出を高め ることには成功 し

なかつた し,冷 水 としては,滅 菌蒸溜 水 と生理 食塩 水で

は差 のない ことを認 めた。 したがつて,菌 の抽 出に用い

る液は,加 温 しない蒸溜水 で も生理食塩 水で もよい こと

に なる。

また,抽 出時間を長びかせて も,結 局,陽 性 率を高め

る ことに は成 功 しなかつた。 した がつ て,10分 程 度で十

分 である し,菌 量 が少ない と考 え られ る場 合で も,30分

で よい。次に,微 量 法は本来 は簡単で,効 果 的で,安 全

である といつた ことか ら実施されている ようであるが,

わ れわ れは前 述の ように菌量 の少ない場 合の間違 いの陰

性 をなるべ く少な くしようと思つ て実施 した のであるが,

微量 法は,こ の 目的にはそいえない ものであ ることがわ

かつた。

5.　 結 論

われわれはN.T.を 臭化 シア ンーベ ンチジ ン法 に よつ

て,喀 痰,喉 頭粘液 等 より3%小 川培地 で分離 された種

々の集落数お よび種 々の発育 の人型結核菌 の多数 につい

て,菌 よりの抽 出を行な うのに熱す る必要 があるかど う

か,抽 出す る時間を延 ばす ことに より,さ らには,M.S.

Tarshisに 準 じて実施 した微量法に よ り,菌 量 不足に

よる間違いの陰性を,と り除 くことがで きない ものか ど

うかを検討 した結果,次 の よ うな成績を得た。

1)　 抽出液:蒸 溜水 の熱水 と冷 水 につ いては56株 に

つ き,生 理食塩水 の熱水 と冷 水 につ いては65株 につ い

て比較検討 した結果,蒸 溜水 と生理食塩水,お よびそれ

らの熱水 と冷水 との間には,陽 性率の上にお いて大差の

ないことを認めた。

2)　 抽出時間:47株 につ いて,生 理食塩水 の冷 水 に

よ り,10分,30分,60分 と抽 出 して成績 を比較 した結

果,こ れ ら3者 の間には陽性率に大差 な く,実 際には10

分間の抽 出で十分 であることがわかつた。

3)　 微量法:354株 につ き,普 通法 と微量法 を行 なつ

て比較 した結果,陽 性 率に おいては大差 な く,微 量法に

よつ ても,陽 性率 を高 めるこ とは できなかつた。
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