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結 核 菌 の 迅 速 間 接 耐 性 検 査 法
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お よ びPotassiumTeUuriteを 使 用 した 場 合 の基 礎 実 験
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I. Fundamental Experiment on Triphenyl Tetrazolium Chloride,

Neotetrazolium Chloride and Potassium Tellurite
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   Introduction  : The rapid method for determination of drug-susceptibility of  tubercle bacilli 

is important for the clinical treatment of tuberculous patients. It takes 4 or 6 weeks to get 

the results, according to the direct drug-susceptibility test which is performed as routine in 

Japan, using the Ogawa's egg culture media. Moreover, it takes additional 4 or 6 weeks in 

case  ofdthe indirect drug-susceptibility test. 

   Triphenyl tetrazolium chloride (TTC), neotetrazolium chloride (NTC) and potassium tel-

lurite (PT) were added, respectively, to the Kuroya's modified Dubos' liquid media, so that 

the media colored when tubercle bacilli were cultivated in the media. In this way, it was 

attempted to shorten the period for the indirect drug-susceptibility test. 

   Method : The modified Dubos' media was sterilized at  120°C for 30 minutes. Each reducing 

agent, such as TTC, NTC or PT and ox serum and Tween 80 to be added to the media were 

sterilized at  57°C for 30 minutes once a day for 3 successive days. 

   Penicillin was added to the media at the rate of 100  u/m/ to prevent the contamination of 

the media. 

   As the TTC solution or the TTC medium got red by the exposure to sunlight, the experi-

ments were carried out by avoiding sunlight. 

   The Aoyama B strain, human tubercle bacillus, was cultivated in Sauton media for 3 weeks, 

and used for the experiments. 

   Another experiment was performed in order to see whether these media would color or 

not when the media were contaminated by such ordinary bacteria as staphylococcus, strepto-

coccus, E. coli, candida, B. subtilis or  pneumococcus. 

   Results  : 

   1. The bacilli amount necessary was 0. 1  ml of more than 2 mg suspension of tubercle 

bacilli. 

   2. The most suitable concentration of the reducing agents was 0. 01% in NTC, 0.  004% 

in NTC and  0.  006% in PT.

* From Medical Clinic of Prof. Y. OIKE, Faculty of Medicine , Hirosaki University, Hirosaki 
 City, Aomori Prefecture, Japan.
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aTheTTC矯ediag◎tfreshred72h・ursafterthecultivati◎ 登 ◎ftuberclebacilli・alth・ugh

themediac・ntai漁gn。TTC◎r難 。tuberclebacillididn・tc◎1◎r.TheNTC組ediag・tfai難t

vi・1et5daysafter,a登dthetuberclebacilliweredetecteddeeplyc◎1◎redattheb◎tt・m・fthe

media.Th¢PTmediagotgrey5daysafter.AIIthec◎ntr◎1mediadidn◎tcolor・

4.Thesemediadid擁otcolor,evenwhenstreptomycinwasaddedt◎themediainsuch

ahighcQncentrati◎nas1,000γ/mZ,・rpara-amin◎salicylicacidi捻c◎ 捻centrati。n◎f100γ/m乙

But,whe簸is◎ 捻icoti鷺icacidhydrazidewasaddedt◎themedia,theTTCmediag◎tfreshred

intheabsencd◎fa簸ybaci11i,buttheothermediaasNTCa捻dPT搬ediadidn◎tcol◎r・

Allthesemediac◎1◎redsometimeswhentheywerecontaminatedbyvariousbacteriaother

thantuberclebacilli.

Concllほsions:

1.Theperi・dnecessaryf・rtheindirectmeth◎dt◎ ¢stimatethe伽g-susceptibility◎f

tuberclebacillica登besh◎rtenedbymeansofthesemedia.

2.TheTTCmediaaresuperi◎rtotheNTCmediaingettingdeeperc◎1◎randinthe

shortness◎fthetestperi◎d,butareunsuitableforthesusceptibilitytest◎fisonicotinicacid

hydrazide,f◎rwhichtheNTCmediacanbeused.

3。C◎nsiderati◎narerequiredtothepointthatthesemediacanbec◎1◎redbytheconta-

minati◎n◎fvariouski雛dsofbacteriaotherthantuberclebacilli.

緒 言

結核に対 して,的 確な化学療法を行なうためには,治

療に先だつて,菌 の抗結核剤に対する耐性を,な るべく

早 く正確に知ることが必要である。これまで多くの人び

とによつて,い ろいろの迅速耐性検査法が発表されてい

るが恥δ〉,それらは.判 定日数は短縮されても,手 技が

繁雑であつた り,ま た判定に熟練を要するな どの理 由

で,一 般法としては,あ まり用いられていないようであ

る箒

現在の厚生省指針による小川培地使用の標準直接耐性

検鎗去では,判 定までに4～6週 を要し,間 接法ではさ

らに4～6週 を要す る。この問接法の判定期間を短 くす

る目的から,私 はDubos変 法液体培地にいろいろの還

元色素剤を添加し,こ れに結核菌を短期間培養して,そ

の培地の畠色のΨこ態により,早 期に結核菌の耐性を知ろ

うと試みた。今回はその基礎実験について報告する。

実験ITriphenylTetrazoliumChloride

(TTC>に 関する基礎実験

1/実 験 方 法

a)培 地中のTTCの 濃 度ならびに菌浮遊液の濃度に

ついて

黒屋氏変法Dub◎s培 地を使用したが,そ の処方は次

のとお りであるdeす なわ ちNa声Pq・12瑞0(6.39),

KH,PO41.09を100mlの 蒸 留水に溶解させ,こ れに

S50m9の 蒸 留水を加え,さ らにこれに,Asparagin2.0

9,ヘ ブ トン(ポ リ>2.09,ク エ ン酸鉄ア ンモ ニ ウ ム

O.059,0.05%硫 酸 マ グ ネ シ ウム1、Oml,0,01%堪 化

カル シ ウ ム1.Oml,O.01%硫 酸 亜 鉛1.Omt,0.01%

硫 酸 銅1.Oml,10%Tween800.5mlを 加 え,pH6・8

と して,こ れ を基 礎 培 地 と した ◎ こ の 基 礎 培 地900ml

に 牛 血 清100ml,50%葡 萄 糖10mlを 加 え たe

還 元 色 素 剤 のTTC白 色 粉 末 を 滅 菌蒸 留 水 で 所 要 の 濃

度 に 溶 解 して,培 地 に添 加 した ◎ 基 礎 培 地 は,120℃30

分 の 加 熱 滅 菌 を行 なつ た が,こ れ に 添 加 す るTTC,

Tween80お よ び 牛 血 清 等 は,57℃30分3日 間 の 間

欠 滅 菌 を行 なつ た 。

さ らに雑 菌 混 入 繁 殖 防 止 の た め に,ペ ニシ リンを100

u/mlの 割 合 に添 加 したw

培 地 内 のTTCの 濃 度 は,O.5%,0.1%,0.05%,

O,Ol%,0.005%,O,OO1%,0.0005%お よび0.0001%

に な る よ うに 添 加 して,8段 階 の培 地 を 作 製 したe

ま たSaut◎n培 地 に3週 間培 養 した 青 山B菌 を 用 い

て,10mg/ml,5mg/ml,4mg/ml,3mgfml,2mg/ml,

1mg/mlお よびO.1mg/mlの7段 階 の 菌 浮 遊 液 を 作 つ

た ◎

8段 階 のTTC添 加 培地 は,段 階 ご とに,口 径 を揃 え

た お の お の5本 の試 験 管 にO.9mlず つ 分 注 され たが,

これ らの 試 験 管 の全 部 に10mg菌 浮 遊 液O.1mlず つ を

加 え た 。 な お 対 照 と して,TTCを 加 えな い 培 地 お よ び

菌 を 加 え な い培 地 が お かれ た 。 同様 に して,こ のTTC

添 加 培 地 の 一 系 列 に5mg菌 浮 遊 液 のO・1mlを 加 えた.

4mg,3mg,2mg,1mg,O.1mgの 菌 浮 遊 液 に つ い て

も同 様 に 行 な つ た 。
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これ らの 操 作 は で きる だけ 無 菌 的 に行 な わ れ た 。菌 添

加後は,試 験 管 に滅 菌 した ゴ ムキ ャ ップ を して,37Cに

培 養 し,培 養 液 の 呈 色 の状 態 を観 察 した 。

b)TTC培 地 にDihydrostreptomycin,Para-Ami-

nosalicylicAcidSodiumあ るい はIs◎-Nic◎tinicAcid

Hydrazideを 加 え て,こ れ に 結核 菌 を培 養 し,そ の 培 地

の呈 色 の状 態 を 観 察 した 馨

c)TTCそ の も のの 性 質 に つ い て,熱,電 気 光 線 お

よび 日光 な どに 関 す る実験 を行 なつ た 。

2)実 験 結 果

a)TTCの 濃 度 な らびに 用 い るべ き 菌 浮 遊 液 の 濃 度

の決定

Tablelaに 示 す よ うに,10mg菌 浮 遊 液0.1mJを

加 えて,15時 間 培 養 し て み る と,TTC濃 度O.5%,

O.1%,0.05%,O.01%の 培 地 が赤 く呈 色 した9と くに

0.1%と0.05%培 地 に お い て 著 明 であ つ たeま た,

Tablelbに 示 す よ うに,培 養24時 間 後 で は,TTC濃

度が0.05%お よびO.Ol%の 培 地 に おい て,も つ と も

呈色が 強 かつ た 。

す なわ ち10mgと い うよ うな 濃 い 菌 浮遊 液 の0.1ml

Tablela。GradesGfTint◎fMedia15H◎urs

afterCultivatingO.1ml◎f10mgSuspension◎f

HumanTubercleBacilli,A◎yamaBStrain

Concentrati◎n

ofTTC(%)

0,5

0。1

0。05

0.01

0.005

0.001

0.0005

0.0001

0

Ti滋 ◇f撫 ¢d三a

◎.1癒1◇fユ ◎漁9 lNobaciI .§
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Tablelb.Grades◎fTint◎fMedia24Hours

afterCultivatingO.1mlof10mgSuspensi◎n◎f

HumanTubercleBecilli,A◎yamaBStrain

Co濃 ユce1ユt】rati◎霊ユ

◎fTTC(%)

0.5

0.1

0.05

0.01

0.005

0.001

0.0005

0.0001

0
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を 用 い る ときぱ,培 地 中 のTTCの 濃 度 はO.05%eな い ・

しO.Ol%が 適 当で あ る こ とが 知 れ た 。

次 に,同 様 の 系 列 のTTC培 地 に 青 山B菌 の10mg.

5mg,4mg,3mg,2mg,1mg,O.1mgの 菌 浮 遊 液

O.1mlを 加 え て,同 様 に 実 験 を 行 な つ て み たge

培 養24時 間 では,10mg菌 浮 遊 液 の 場 合 だけ が 呈色

して い たO

Table2aに 示 す よ うに,培 養48時 間 後 で は,TTC

濃 度O.1%,O.05%お よびO.01%の 培地 が 明 らか に呈

色 して い た¢

72時 聞 後 で は,Table2bに 示 す よ うに,TTC濃 度

O.01%お よび0.005%の 培 地 に お い て,も つ と も著 明

Table2a.Grades◎fTint◎fMedia48Hours

afterCultivati◎n◎fAoyamaBStrain

Concentrati◎ 盆

◎fTTC(%)

C◎ 簸ce】ktra.t玉gr蓋 ◎fbac霊11arysuspe轟s韮on
lmgm～}
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Table2b.Grades◎fTint◎fMedia72Hours

afterCultivati◎n◎fAoyamaBStrain
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Table2c.GradesofTint◎fMedia7Days

afterCultivati◎nofAoyamaBStrain
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紅 呈 色 して い た ◎1mg菌 浮 遊 液 に お い て は,O.Ol%.,

0・005%お よびO.OOI%の 培 地 に お い て だ け 淡 く呈 色 し

てい たeOユmg菌 浮 遊 液 に お い て は,呈 色 は み られ な

か っ た Φ

7日 後 で は,Table2cに 示 す よ うに,O.1mg菌 浮

遊 液 を 除 い て,全 浮 遊 液 を 通 じて,O.01%,0.005%,

ro・OO1%eの 濃 度 に お い て呈 色が 強 か つ たc

な おTTCを 添 加 しな い培 地 に菌 浮 遊 液 を 添 加 して培

義 して も,ま た菌 を添 加 しな いTTC培 地 を 艀 卵 器 中 に

保存 して も,ま つ た く呈 色 しな か つ た 。

す な わ ち10mgな い し1mgの 菌 浮 遊 液の0。1mlを

用 い る場 合 に は,一 般 的 にい つ て,培 地 中 のTTCの 濃

度 は0・01%,0・005%あ る いはO.001%が 適 当 で あ る

こ とが 知 られ た 。 た だ し培 養 日数 の 長 短 に よつ て,培 地

の 呈 色 の 度 合 に は,多 少 の変 動 が み られ た ◎

b)Dihydrostrept◎mycin,Para-AminosalicylicAc'd

S(》diumあ るい はIso-Nic◎tinicAcidHydrazideを 含

むTTC培 地 に 結 核 菌 を 培養 した成 績

i)Dihydrostreptomycin(DHSM)に つ い て

0.5%,0.1%,0。05%,0。01%,O.005%,0。OO1%,

・e・OOO5%の7段 階 のTTC培 地 を作 つ て,そ の お の お の

にDHSM(注 射 用 ア ン プ ル 入 粉 末)がo。1γ/ml,o.5

'γ/mz
,1γ/ml,10γ/ml,100γ/ml,1,000γ/mlの 割 合 に

含 まれ る よ うに,そ れ ぞ れ 添 加 した ◎

以 上 の 各種 の培 地 の5本 ず つ に,青 山B菌5mg菌 浮

、遊 液 のO.1mlず つ を加 えて 培 養 した 。

培 養4日 後 の 呈 色 状態 は,Table3に 示す よ うで あ つ

・た
◎ す なわ ちDHSMo.1γ ノmZお よびo.5γ/mlの 培 地

で は,DHSMが 入 つ て い な い対 照 の 培 地 に 比 べ る と,い

ず れ のTTC濃 度 の培 地 にお い て も,や や呈 色が 弱 か つ

一た が
,そ れ で も 明 らか に 呈 色 して い た ◎DHSM1γ/ml

lの 培 地 で は0・005%TTC培 地 に お い て,か す か に 呈 色

して い た ほ か は,ま つ た く呈 色 は み られ なか つ た ◎ また

1菌 を まつ た く加 えず に た だDHSM1,000γ/mlだ け を 加

え た培 地 で は,呈 色 は まつ た く認 め られ なか つ た 。 す な

Table3.Grades◎fTi簸t◎fMedia4Daysafter

Cultivati◎ 捻 ◎fA◎ya鵬aBStrain

--0 .1ml◎f5mgbacillisuspensio織 一
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Table4.Grades◎fTint◎fMedia5Daysafter

Cultivati◎ 登 ◎fA◎yamaBStrain

-0 .1ml◎f5mgbacillisuspenslon-一

Coneentra_i

tionofTTd

(%)1◎1α1

C◎ 盆ce煎ra£ 蓋◎nofPAS(y/ml)

ユ 1・11◎ 。{No儲dL

O.1

0.05

GO1

0.005

0。001

0.OOO5

0

+

昌

惜

掛

碁

+

十

十

暮

十

十

十

わ ちTTC濃 度 が0。05%,O.Ol%,0・005%,O・OO1%

の 培 地 に お い て,呈 色 の 状 態 が 良 好 で あつ た ◎

ii)Para-Amin◎salicylicAcidSodium(PAS)に つ

い て

0.1%,0.05%,O.01%,0.005%,O.OO1%,0.OOO5%

の6段 階 のTTC培 地 を 作 つ て,そ の お の お の にPAS

(注 射 用 ア ンプル 入 粉 末 結 晶,PAS-Na・2H20)が0。1

γノmZ,1γ/ml,10γ/ml,100γ/mlの 割合 に含 まれ る よ う

に そ れ ぞ れ添 加 した ¢

以上 の各 種 の培 地 の3本 ずつ に,青 山B菌5mg菌 浮

遊 液 のO・1mlず つ を加 え て培 養 した 。

培 養5日 後 の呈 色 状 態 は,Table4に 示 す よ うで あっ

た 。す なわ ちPASO.1γ/mlの 培 地 で は,PASが 入 つ

てい な い 対 照 の 培地 に 比 べ る と,呈 色 が や や 弱 か っ た

が,明 らか に 呈 色 して い た 。PAS1γ/mlの 培 地 では,

TTCO・005%の 濃 度 に お い て,淡 い 呈 色 が あ つ た が,

そ の 他 の 培地 で は呈 色は み られ な か つ た ◎ また,菌 を ま

つ た く加 えず に た だPASlooγ/mlだ け を 加 え た 培地 で

は,呈 色 は まつ た く認 め られ なか つ た 。す なわ ち,DHSM

の 場 合 と同様 に,PASの 場 合 に も,TTC濃 度が0.01

%な い し0.005%の とき に,呈 色 が良 好 であ つ た 。

iii)Is◎-NicotinicAcidHydrazide(INH)に つ い て

O.5%,().1%,O◇005%,0.01%,O.00596r ,0.OOI%,

O・OOO5%.の7段 階 のTTC培 地 を 作 つ て,そ の お の お

の にINH(注 射 用 ア ン プル 入 水 溶 液)が1γ/ml,5γ/ml,

10γ/ml,50γ/mZの 割 合に 含 まれ る よ うに,そ れ ぞれ 添

加 した ◎

以 上 の 各種 の培 地 の3本 ず つ に,5mg青 山B菌 浮 遊

液 のO・1mlず つ を加 え て培 養 した 。

培 養48時 間 後 の呈 色 状 態 は,Table5aに 示 す よ う

で あ っ た 。す なわ ちINHが 入 つ て い な い 対 照 培 地 で は,

TTC濃 度O.05%eに お い て 呈 色が や や 強 か つ た が,INH

1γ/mlの 培 地 で はo・05%お よ びo・oo5%に お い て 弱

い 呈 色 が あ り,5γ/ml,10γfml,50γ/mlと い う よ うに

INHの 濃 度 が 濃 くな るに つ れ て,ど の 培 地 に も次 第 に

強 い 呈 色 が あ り,し か もINHの 入 つ て い な い 対 照 培 地
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Tabユe5a.GradesofTiRt◎fMedia48Hours

afterCultivati◎nofA◎yamaBStrain

--O .1mlof5mgbacillisuspensi◎n一

CORcentration

ofTTC(%)

Co鶏ce無trationoflNH(y/】ml)

・lil5/1◎5◎INo皇8c三L

0。5

0。1

0.05

0.01

0.005

0.001

0.0005

0

十

経

升

〔什

葺

升

十

一

十

十

十

碁

誓什

一

[

一

十

十

十

暮

十

一

一

十

一

十

{

[

一

一

[

臼汁

十

十

[

一

一

十

十

升

欝

十

什

十

α肱
50
一
十

暮

帯

辮

梓

十

十

酌

Table5b。Grades◎fTi就 ◎fMedia5Days

afterCultivationofA◎ya櫛aBStrain

-0 .1mlof5mgbacillisuspeRsi◎n一

Concentratio】 【】L

。fTTC(%)1・

COncentratienofINH(y/mt)

1i5刈5◎ 〕No留ci1No彗8c"

0.5

0.1

0.05

0.01

0.005

0.001

0.0005

0

+

+

碁

帯

碁

}

}

+

+

昔

暑

一

十

+

十

昔

十

一

+

粋

帯

柵

卦

十

+

+

升

帯

辮

十

十

十

辮

碁

碁

十

+

+

粁

梓

帯

帯

+

より呈色が強くなつていた。また菌をまつたく加えずに

ただINH10γ/mlお よび50γ/mlを 加えた培地では強

い呈色を示 していた◎

培養5日 後では,Table5bに 示 す よ うに,0・5%

TTC培 地 を除いて,ど の 培 地 も呈色を示してお り,

INHloγ/ml,50γ/mlで はINHが 入 つ ていない対照

培地と同じ程度に強い呈色を示していた。また菌をまつ

たく加えずにただINHloγ/mlお よび50γ/mlを 加 え

た培地でも,INHが 入つてい ない対照培地 と同じ呈色

状態であつた◎また中には2日 培養の培地 より5日 培養

のそれのほうが少 し呈色が弱くなつているようにみ られ

るものもあつた。

以上のことか ら,INHを 添加 したTTC培 地 では,

結核菌を培養 しなくても,INHそ の ものに よつて培地

が赤く呈色してしまうので,こ の方法によつて結核菌の

INH耐 性を検査することは,不 可能であ るこ とが知れ

る。

c)TTCそ の ものに関する実験成績

i)0.5%TTC水 溶液は120℃1時 間加熱しても安

定であ り,呈 色しないし,ま た呈色能の低下もきたさな

かつた◎

ii)Dubos基 礎培地に加えられたTTCは,熱 に対
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して不安 定 で あ り,85℃30分 加熱により,0.Ol%e,

0.05%の 培地において呈色したが,75℃30分 加熱では

すべての培地において呈色しなかつた。

iii)100Wガ ス入つや消し電球の電気光線には比較

的安定であつて,3～4時 間の照射で呈色しなかつた。

iv)し か し日光には鋭敏に反応 して呈色 した。した

がつてTTCな い しTTC培 地の取扱いは常に日光を遮

蔽 して行なつた。

v)こ の変法Dub◎s培 地か ら血清を取 り虫つたもの

では,菌 培養後の呈色反応がやや弱かつた◎

実験IINeotetrazoliumChloride(NTC)

に関する基礎実験

1)実 験 方 法

a)培 地中のNTCの 濃度ならびに菌浮遊液の濃度に

ついて

培地としては,実 験1に 用いた変法Dubos培 地を用

いた◎

還元色素剤としては,NTCを 滅菌蒸留水で所要の濃

度に溶解して使用したcTTCに 比 し,蒸 留水に対 して

難溶であつた。基礎培地,NTC,Tween80お よび牛血

清等は,TTCに 関する実験 と同様に取 り扱つた。

さらに雑菌混入防止のためにペニ シ リンを100u/ml

の割合に添加した◎

培地内のNTCの 濃度が0.008%,0.006%,0.004%

お よびO、002%に なるように添加して,4段 階の培地を

作製 した◎

またSaut◎n培 地に3～4週 間培養 した青山B菌 を用

いて,5mg/ml,3mg/ml,2mg/mlお よび1mg/mlの

4段 階の菌浮遊液を作つた◎

4段 階のNTC添 加培地は,段 階ごとにおのおの5本

ずつの試験管にO・9mlず つ 分注 したが,こ れらの試験

管の全部に5mg菌 浮遊液のO・1mlず つを加えた。な

お対照 としてNTCを 加 えない培地および菌を加えない

培地がおかれたe同 様にして,こ のNTC添 加培地の一

系列に3mg菌 浮 遊液0.1mlを 加えた◎2mg,1mg

の菌浮遊液についても同様に行なつた。実験方法はすぺ

て実験1のTTCと 同様であ り,菌 添加後は37℃ に培

養 して,培 養液の呈色の状態を観察した◇

b)NTC培 地にDihydr◎streptomycin,Para-Ami-

nosalicylicAcidS◎diumお よ びlso-NicotinicAcid

Hydrazideを 加 えて,こ れに結核菌を培養 し,そ の培地

の呈色状態を観察した◎

c)TTCと 同様に熱および日光に関す る実験を行な

つた◎

2)実 験 結 果

a)培 地中のNTCの 濃度ならびに菌浮遊液の濃度に

ついて

Taわ}e6に 示すように,5mg菌 浮遊液を用いたもの
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Table6.GradesofTint◎fMedia3,5and8

DaysafterCultivatioR◎fA◎yamaBStrain

Concentra-i

Dayst三 〇nofNTC

〈%)}5

Concentrat量 ◎Aofbac韮Hary

§u§pe総 §i◎R(mg/m1)

3 2 1 o

3

0.008碁

0.006鮭

0.004十

〇.002十

〇

「

一

[

[

{

一

『

『

[

『

十

十

十

十

一

碁

柵

帯

帯

難

鼎

鵬

㎝

脳

α

α

05
O.002雛

0

8

0.008

0.006

0.004

0.002

0

辮

辮

搬

撒

帯

雛

糧

帯
一1一

辮

土

土

十

十

十

十

十

NTC:Neotetrazoliumchloride.

で は,3日 培 養 で は,NTC濃 度 がO.008%.,O.006%

の培 地 に お い て紫 色 の 呈 色 が もつ とも強 か つ た 。5日 な

い し8日 培 養 で は,NTCの 濃度 と は 関 係な く,菌 浮 遊

液 の濃 度 が 高 い もの ほ ど著 明 な 呈 色が み られ た 。

す な わ ち5mg菌 浮 遊 液O.1mlを 用 い る と きに は,

培 地 中 のNTCの 濃 度 は,判 定 日数を5日 以 後 にす る場

合 は,0.002%で も十 分 で あつ たe

3mg菌 浮 遊 液 を用 い た もの で は,3日 培 養 後 には 全

培 地 が 明 らか に 呈 色 してお つ た が,5日 な い し8日 培 養

後 に は,NTC濃 度 がO.006%,O.004%あ るいは0.002

%eの 培 地 に お い て 著 明に 呈 色 した ◎O・008%.の 培 地 で

は,う す い呈 色 が み られ た の み で あつ た ◎

2mg菌 浮 遊 液 の と きは,3日 培 養 で は まつ た く 呈 色

しなか つ た が,5日 な い し8日 培 養 で は 呈 色 して お り,

0.004%の 培 地 に お い て もつ とも強 か つ たe

lmg菌 浮 遊 液 の と き は,5日 培 養 で は0.004%,

0・002%の 培 地 が うす く呈 色 してお り,8日 後 で はO.002

%の 培 地 の 呈 色 が や や著 明 で あつ た ¢ な おNTCを 添

加 しな い 培 地 お よび菌 を加 えな い 培 地 は まつ た く呈色 し

な か つ た ◎ 牽 ・

す な わ ち5な い し1mg菌 浮遊 液 のO.1mlを 用 い る

場 合 に は,培 地 中 のNTCの 濃 度 は0・004%あ る いは

O.002%が 適 当で あ る"た だ し2mgな い し1mgと い

うよ うな 薄 い菌 浮 遊 液 の 場 合 には,5日 間 以 上 の 培 養 日

数 が 必 要 で あ る礁

b)Dihydrostrept◎mycin(DHSM),Para-Aminosa-

licylicAcidSodium(PAS)あ る い はIso-Nicotinic

AcidHydrazide(INH)を 含 むNTC培 地 に 結 核 菌 を

結 核 第41巻 第1号

Table7.Grades◎fTintofMedia6Days

afterCultivati◎nofAoyamaBStrain

__O.1ml◎f5mgbacillisuspension-一

ミ
CORcentratie:ゴ

ofNTC(%>iO

O.006i帯

0.004}帯

Ol

培 養 し た 成 績

i)

Dihydr◎streptomycl盛concentration◎f
medla(y/m1・

111◎100
Nobaci1.
100

DHSMに つ いて

0,006%お よびO.004%eの2段 階のNTC培 地 を作つ

て,そ のおのおのに,DHSM(注 射用ア ンプル入粉末)

を1γ/ml,10γ 麺 ∫,100γ/mlの 割合に含まれるように,

それぞれ添加した。

以上の各種の培地の3本 ずつに,青 山B菌1mg菌 浮

遊液の0.1mlず つ を加えて培養した。培養8日 後の呈

色状態は,DHSMを 添加したすべ ての培地はもちろん

のこと,DHSMを 加えない対照培地でもほ とんど呈色

はみ られなかつた。

5mg菌 浮遊液を使用して6日 培養した場合の成績を

Table7に 示 したv呈 色状態はNTC濃 度が0.006%

あ るいはO.004%の 培地において,DHSMを 加えない

対照培地の呈色が強かつた。DHSMを 添加した培地で

は,DHSMの 添 加濃度には関係なくすべ ての培地にお

いて呈色はみられなかつた。また菌をまつたく加えずに

ただDHSM100γ/mlだ けを加えた培地でも呈色はみら

れなかつた。

ii)PASに ついて

0,006%,O.004%の2段 階のNTC培 地 を作つて,

そのおのおのにPAS(注 射用アンプル入粉末結晶PAS-

Na・2H20)が1γ/ml,10γ/ml,100γ!mlの 割合に含ま

れるように,そ れぞれ添加 した◎

以上の各種の培地の3本 ずつに,青 山B菌1mg菌 浮

遊液の α1m1ず つを加えて培養 してみた。培養8日 後

の呈色状態は,PASを 添加 したすべての培地およびPAS

を加えない対照培地にも呈色はみ られなかつた。

次に5mg菌 浮遊液のO・1mlず つを加えて培養 して

みた◎

培養6日 後の呈色状態は,Table8に 示 す よ うに,

PASを 加 えない対照培地では ,NTC濃 度0.006%に

おいてうすい呈色がみられたが,O.004%で はそれより

強い呈色がみ られた。PAS添 加培地では,PASの 添加濃

度には関係なくすべての培地において呈色はみられなか

つた。また菌をまつたく加えずにただPASlooγ/mlだ

けを加えた培地では,呈 色はまつたく認められなかつた。

すなわちDHSM,PASを 添加したNTC培 地に結核

菌を培養した場合にも,培 地に添加されるNTCの 濃度

はO.006%な い し0,004%で よいことが知られたw
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Table8,Grades◎fTint◎fMedia6Days

afterCultivationofAoyamaBStrain

-o .1mlof5mgbacillisuspensi◎n一

C◎ 豆eexxtrationl

ofNTC(%){◎11

C◎ 箔ce纂tfati◎ 蕊ofPAS(¥海 の

1◎
Nebacil,1◎◎

1◎0

0。006

0.004

0

辮

Table9,GradesofTintofMedia6Days

afterCultivation◎fA◎yamaBStrain

--0.1mJ◎f5mgbacillisuspension一

CO}centr3tion

・fNTC(%)「 ◎

C◇ 蔦ce登trat三〇n◎fINH(y/ml)

1 5 1◎}質 噌ciL

O.006

0.004

0

耕

辮

iii)INHに ついて

0.006%,0.004%の2段 階のNTC培 地 を作 り,そ

のおのおのにINH1γ/ml,5γ/ml,10γ/mlの 割合に含

まれるように,そ れぞれ添加した◎

以上の各種の培地の3本 ずつに,5mg青 山B菌 浮遊

液のO.1mlず つを加えて培養してみたe

培養6日 後では,Table9に 示 す ように,INHを 加

えない対照培地では,NTC濃 度0.006%お よび0.004%

の両培地において,同 じ程度の呈色がみ られた。INHを

添加した培地では,INHの 添加濃度には関係なくすべ

ての培地において呈色はみ られなかつた◎また菌をまつ

たく加えずにただINH10γ/mlだ けを加えた培地では

呈色はみられなかつた◎すなわちNTC培 地 にINHを

添加した場合,TTC培 地 にみ られたように,菌 を培養

しなくても呈色してしまうようなことはなかつた◎

c)O.008%NTCに ついて,TTC同 様熱および日光

に関する実験を行なつたが,い ずれの場合にも安定であ

り呈色はみられなかつた。

実験IIIPotassiumTellurite(PT)に

関する基礎実験

1)実 験 方 法

a)培 地中のPTの 濃度について

培地 としては,実 験1に 用いた変法Dub◎s培 地を用

いた◎

還元色素剤 としては,PTを 滅菌蒸留水で所要の濃度

に溶解 して使用した。基 礎培地,PT,Tween80お よ

び牛血清等は,TTCに 関する実験 と同様に取 り扱つた。

さらに雑菌混入防止のためにペ ニシ リンを100u/ml

の割 合に添加した。

培地内のPTの 濃度が,O.006%,O.004%,O.002%

お よびO.OOO5%に な るように添加して4段 階の培地を
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Table10.GradesofTint◎fMedia5Days

afterCultivationofA◎yamaBStrain

_。0.1ml◎f3mgbacillisuspe難si◎n_

CQncenもrat三 ◎無

◎fPT(%)N◎badLl

Ti鼠s◎f憩 愈d滋

◎,1mlof3mg

0.006

0.004

0.002

0.0005

0

PT;Po捻$siumte11獣ite

甚 升 甚

十 十 十

作製 した。

またSaut◎n培 地に4週 間培養 した青山B菌 を用 い

て,3mgの 菌浮遊液を作つた。

4段 階のPT添 加培地は,段 階ごとにおのおの5本 ず

つの試験管にO.9mlず つ 分注されたが,こ れらの試験

管の全部に3mg菌 浮遊液のO・1mlず つを加えた。な

お対照として,PTを 加 えない培地および菌を加えない

培地がおかれた。

実験方法はすべて実験1のTTCと 同様であ り,菌 添

加後は37℃ に培養 して培養液の呈色の状態を観察したe

2)実 験 結 果

a)培 地中のPTの 濃度について

48時 間培養では,い ずれ の培地にも呈色はみ られな

かつたeTable10に 示す ように,培 養5日 後では,PT

の濃度がO.006%e,O.004%の 培地において灰色の呈色

がみ られ,0.006%の 濃度のほ うがO.004%の よ りいく

ぶん濃い呈色を示 していた。O.002%お よびO・OOO5%o

の ものでは呈色はみ られなかつた。

すなわち3mg菌 浮遊液のO.1mlを 用いるときは,

培地中のPTの 濃度はO.006%が 適 当であることが知 ら

れた。

なおPTを 添加しない培地および菌を添加しない培地

では,ま つたく呈色はみられなかつた◎

実験IVTTC培 地,NTC培 地,PT培 地

は,結 核菌以外の菌の培養によつ

て呈色するか

1)実 験 方 法

a)生 菌について

実験1,∬ および皿の結果に基づいて,0.01%TTC

変法Dubes培 地,O.004%NTC変 法Dubos培 地およ

び0.006%PT変 法Dubos培 地を用いた。これ らの培

地は,そ れぞれ3本 ずつの試験管にO.9mlず つ 分注さ

れたΦ

寒天培地に24～48時 間培養した葡萄球菌,連 鎖球菌,

大腸菌(Aer◎genes>,Candida,枯 草菌および肺炎球菌

の0.5mg菌 浮遊液を作つた。この菌浮遊液の0.1ml

ずつを,別 々に上記の全試験管の1組 ずつに添加した。
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なお対照 として還元剤を加えない培地および菌を加え

ない培地がおかれたe菌 添加後は37Cに 培 養し,培 養

液の呈色の状態を観察した登

b)こ れらの細菌の加熱滅菌 したものについて,同 様

に実験した。

c)こ れらの細菌を苛性 ソーダあるいは硫酸で処置し

たものについて同様に実験した。

2)実 験 結 果

の 生菌について

培養3日 後ではTablellaに 示 す ように,TTC培

地は葡萄球菌,連 鎖球菌,大 腸菌,Candida,枯 草菌培

養で紅色の呈色を示 した◎ とくに葡萄球菌,大 腸菌およ

びCandidaで は著明に呈色したcNTC培 地はCandida

お よび肺炎球菌培養で紫色の呈色を示し,PT培 地 では

葡萄球菌培養で薄 く黒色に呈色したePT培 地ではCan-

dida培 養で呈色はなかつたが,Candidaの 増 殖はみら

れた。対照の変法Dubos培 地には全部の菌の増殖がみ

られたが,し かし呈色はまつたく認め られなかつた。

培養5日 後ではTablellbに 示 すように,TTC培

地は葡萄球菌,連 鎖球菌,大 腸菌,Candida,お よび枯

草菌培養で呈色の程度が3日 後のものに比べて増強 して

いた。肺炎球菌の培養ではやは り呈色を示さなかつた。

NTC培 地 の呈色は3日 培養に比 してほ とんど同じ程度

であつた。PT培 地では,葡 萄球菌培養でだけ呈色して

おり,大 腸菌,CaRdidaお よび枯草菌の培養では,菌 の

増殖は認められたが,呈 色は認め られなかつた雛

9日 後ではTablellcに み られるように,5日 後の

ものに比べて,TTC培 地およびNTC培 地における呈

色および菌の増殖には,変 化 はkら れなかつたが,PT

培地においては枯草菌培養で,は じめて呈色 が み られ

たゆ

b)加 熱滅菌したものについて

以上の6種 類の菌浮遊液および結核菌を,加 熱滅菌 し

て,こ れらの培地に加えて37℃ に保存してみても,培

地はまつたく呈色しなかつた◇

c)苛 性 ソーダあるいは硫酸処理細菌について

これ らの6種 の細菌に対 して,次 のような処置を行な

つてから培養してみた。

各菌のO.5mg菌 浮遊液1mlに1N-一 苛性ソーダを

1ml加 えて十分に振愚し,30分 室 温に放 置 した 後

1N-一硫酸を加えて中和し,遠 沈(3,eOO回20分)し て,

その沈渣を滅菌蒸留水で2回 洗瀞遠沈 し,最 後の水分を

なるべ く完全に取 り去つた沈渣から,滅 菌蒸 留 水 に て

O・5mgの 各菌浮遊液を作製した○

同様にして,各 菌を1N一 硫酸で処 理 して,後 これを

1N一苛性ソーダで中和し,洗 灘し,こ の沈渣から滅菌蒸

Tablella.3-DayCultivationofVariousBac¢riainTTC,NTCandPTMedia

Ba¢te獄iacuR犠red

Culturemedia S織 と惹◇コS聯tc。ccu・lEc。li{Candiqa
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O.006%PT
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留水にてO・5mgの 各菌浮遊液を作製したe

以上の2群 の菌浮遊液のそれぞれを,各 還元剤添加培

地の2本 ずつに別々にO・1mlず つ を加えて培養してみ

た。

培養3日 後では,Table12aに 示すように,TTC培

地に苛性ソーダ処置枯草菌を培養したときにだけ赤く呈

色したが,そ の他の苛性ソーダ処置菌あるいは硫酸処置

菌においては,い ずれにも呈色はみられなかつた。

5日 後ではTable12bに 示 すように,TTC培 地お

よびPT培 地に培養の枯草菌が,苛 性ソーダおよび硫酸

処置の両方の場合に呈色を示していた。

またTTC培 地に硫酸処置肺炎球菌を培養 した場合お

よびPT培 地に苛牲 ソーダ処置葡萄球菌を培養 した場合

Table12a.

に薄 く呈色していた。

9日 後ではTable12cに み られるように,TTC管

地に苛性ソーダ処置葡萄球菌を培養した場合と,苛 性 ソ

・一ダあるいは硫酸処置の枯草菌ならびに肺炎球菌を培養

した場合とに塁色し,PT培 地 に苛性 ソーダ処置葡萄球

菌を培養した場合ならびに苛性 ソーダあるいは硫酸処握

枯草菌を培養 した場合に呈色した。NTC培 地において

は苛性 ソーダあるいは硫酸処置したすべての 菌 に 対 し

て,全 経過を通じて呈色はみられなかつた。

以上の成績を通観すると,苛 性ソーダあるいは硫酸処

置細菌が呈色を示さない点では,NTC培 地が もつとも

優れていることが知られた○

3-DayCultivation◎fVariousBacteriainTTC,NTCandPTMedia
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総括および考案

結核菌によるTellurium塩 あるいはTriphenylTe・

trazoliumChloride(TTC)の 還元反応は,古 くはSula6)

に よ り報告されているが,Meyerら7)は 亜 テルル酸カリ

を用いて結核菌の薬剤耐性検査を行なつている。わが国

では宍戸9>,小 川(辰)s)な どが3%小 川培地を用いて,

Meyerら ηの方法を追試 しており,吉 野10》は,結 核菌発

育の早期判定にTTCを 利用 しているe

従来の還元反応を利用した結核菌発育の早期判定法の

多くは,固 形培地を用いたものであり,あ らかじめ結核

菌を培養して十数日後に,こ れ らの還元剤を培地に添加

し,こ れによつて培地表面に発育した コ賞ニーを呈色さ

せて判定している。

Pitalらlbは ,結 核菌を液体培地に一定時間培養 した

後に,そ の培地に還元剤 としてのResazulinを 添 加 し

て,培 地の呈色の状態により菌発育の有無を判定してい

る。内山12)は,結 核菌の薬剤耐性をみるために,こ の方

法を利用している◎MacVandiviereら13》 お よび金井14)

ぱ,Dubos液 体培地に結核菌を培養 して一定時間後に,

TTCを そ の培地に添加し,TTCの 還 元反応を利用 し

て結核菌浮遊液の生菌数測定を行 なつているが,TTC

O・01～0.25%の 濃度 での呈色反応は,結 核菌の生菌数

とよく比例していると述べている。なお,MacVandi-

viereら15>は,こ の方法によつて結核菌の薬剤耐性をも

みている¢

私は手技の繁雑をさけるためおよび雑菌混入を防止す

るために,最 初から抗結核剤,還 元指示薬および結核菌

を同時に培地に添加して,7～9H培 養後に耐性の判定を

試みた◎TTCお よびNeotetraz◎liumChl◎ride(NTC)

の還元反応の呈色の強さは,こ の還元剤の添加濃度や菌

量などにより相違があるが,あ る一定の条件下において

拡,こ の迅速耐性検査法は臨床的に用い られ うる可能性

が ある礁

結核菌の接種菌量の問題であるが内山は0・1mg!ml,

0.1ml接 種では大量すぎて,接 種 した菌の増殖とは無

関 係に,接 種した菌そのものによつてResazulinが 還元

されて呈色するために,接 種菌量は0.1mg/ml,O.1ml

以 下でなければならないとしている.す なわちこの菌量

では菌の発育がなくとも培地が強く呈色す るので,SM

耐 性検fdは 不可能であつたとい う。耐性検査では菌の発

育をみているか らであるゆ

私のTTC,NTCお よびPotassiumTellurite(PT)

の実験では,青 山B菌5mg'ml,O.1mlをSMあ るい

はPAS含 有培地に培養してみたが,SMあ るいはPAS

の含 有量によつて呈色の強さに差があり,不 都合はなか

つた#1rng菌 浮遊液の0・1mlを 使 用 してみたが,菌

量が少なすぎて呈色までに日時を要することが分かつた

結 核 第41巻 第1号

ので,2mg麺Z以 上の菌浮遊液を使用した。

液体培地中の菌の量は,日 を追つて,培 地の一定量を

小川培地に定量培養 して測定されたが,こ の菌の量が多

いほど,液 体培地の呈色は強かつた。またNTC培 地に

おいては,培 地の底に沈んでいる結核菌は菌体が染まっ

ているので,菌 の発育状態が明瞭であつた。

最初か ら培地に添加され るべぎ還元色素剤としては,

菌の発育を阻止しない低い濃度で明瞭に呈色す ることが

必要条件と考えられるe河 合161によればTTCやNTC

はその濃度によつては,菌 の発育阻止を起 こしうるとし

ているeこ れに反し,吉 野は,TTCは 結核菌の発育に

影響を及ぼさないと述べている。私の実験では濃度によ

つては結核菌の発育を阻止することを知つた。すなわち

TTCで は培地濃度O.5%の ときには明らかに結核菌の

発育が阻止され,O.1%eの ときでも発育がやや阻止され

た。NTCで は培地濃度0.008%の とぎは菌の発育が一一

応阻止され,O.OO6%.の ときはきわめてわずかに阻止さ

れた◎

TTC培 地にINHを 加えると,そ れ だけで呈色する

ので,TTC培 地によつてINHの 耐 性を検査すること

はできなかつた。NTC培 地においては,そ のようなこ

とがないので,INHの 耐性検査に利用できる可能性が

ある。

還元色素剤添加培地における還元呈色反応は,結 核菌

特有のものではないので,結 核菌以外の菌による呈色が

問題になるが,こ こでは操作はできるだけ無菌的に行な

われ,し かも雑菌混入防止のために培地にペニシリンを

100ufml宛 添加したので,雑 菌による呈色は問題になら

なかつた◎しかしペニシリンを添加しない培地を使用し

てみても雑菌の混入はほ とんどみ られ なかつた◎NTC

培地ではTTC培 地に比して結核菌以外の雑菌の繁殖が

少なかつた。

またNTC培 地 ではTTC培 地ほどには 日光に敏感

でないので,操 作しやすい利点がある。TTCで は培地

全体が鮮明に呈色し,NTCで は培地全体が うす く呈色

するが,し かしNTC培 地では菌塊が沈澱して濃染され

る・・NTC培 地では,TTC培 地 よ り判定臼数がやや延

長するようである。

液体培地に結核菌を培養して,そ の培地の混濁度によ

つて,菌 の発育ないし菌の薬剤耐性をみる方法も提案さ

れている。 しかし混濁度によつて観察するよりは,呈 色

の強さによつて観察するほ うがより簡明であると思われ

る◎

結 語

Dubos変 法 液 体 培 地 にTriphenylTetrazeliumChlo-

ride(TTC>・Neotetraz◎liumChlorideぐNTC) ,あ る

い はP◎tas$iumTellurite(PT)を 添 加 し て 結 核 菌 の 培
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養を行ない,そ の呈色の状態によつて結核菌の抗結核剤

耐性を早期に 判 定す る圏的で,基 礎実験を行なつた¢

接種菌量は2mg以 上の菌浮遊液O.1mlが 適 当 で あ

る⇔

培地に添加されるべきTTCの 濃度はO.01%が 適当

であ り,NTCの 濃度はO.oe4%が よ く,PTの 濃度は

O.006%が 適当であるe

SMお よびPASに つ い ては,こ のTTCあ るいは

NTCの 還 元反応を利用して,耐 性検査判定 日数を現行

法よりかなり短縮できると思われる。

TTC培 地 のほ うが強 く呈色し,短 時日の培養で呈色

するとい う点において,NTC培 地 よりも優れているが,

しかしINHの 耐性を検査するにはTTCは 不適当であ

り,NTCは 有用である◎

TTC,NTCあ るいはPT培 地に結核菌以外の細菌が

繁殖しても,培 地が呈色することがあるので,注 意を要

する◇

TTC培 地は日光によつて呈色するので,日 光を遮蔽

して取 り扱 うことが必要である◎

Jl
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