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   Occasionally one may encounter primary culture in which both  tubercle bacilli and other 

acid-fast organisms are growing simultaneously. Such a mixed culture, however, is particularly 

difficult to recognize provided that the two types of acid-fast orgnaisms, especially of slow— 

growers, make entirely confluent colonies each other. If there is any sign of being mixed, 
the cultures should be subjected to certain procedures for separation. The purpose of this 

report is to introduce a method for separating mycobacterial mixed culture into its components 

of pure cultures. 

   1) Suspectable features of a mixed culture : In the experiment shown in Table 1, artificially 

mixed cultures of tubercle bacilli strain  H37Rv and nonphotochromogenic strain  Mori were 

prepared by inoculating the mixture of the two bacterial suspensions in various proportions. 

The table shows that among their cultural characteristics colonial appearance or niacin test may 

serve as an aid for suspecting a culture of mixed one. However, it seems likely that most of 

the cases reveal no sign of being a mixed population. 

   2) Method for separating tubercle bacilli and atypical mycobacteria from their mixed 

culture (Table 2 and 3) : A 0.1  mg/m1 aqueous suspension was made from each of the cultures 

of the tubercle bacilli and the atypical mycobacteria and, as shown in Table 2 and Table 3, they were 

mixed each other in varying proportions. Serial 10-fold dilutions were made up from these 

mixtures using distilled water, 4% NaOH solution and  4%  H2SO4 solution, respectively. These 

dilutions were inoculated in an amount of 0.1  ml each into the following  media  : the aqueous 

dilution was inoculated into four 1%  (KH2PO4) Ogawa egg slants two of which were incubated 

at 37°C and the other two at 22°C ; the alkaline and acidic dilutions were inoculated into 3% 

 (KH2PO4) Ogawa egg slants and 3%  Na2HPO4 egg slants, respectively. These were incubated
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at 37°C. Such an alkaline or acidic treatment aimed at recovering  tubercle bacilli from the 

mixed culture where atypical mycobacteria were considered predominant. 

   Well-isolated colonies were obtained from each of the sufficiently diluted suspensions and 

distinguished by virtue of colonial appearance and growth temperature : rough colony grown 

at 37°C  is evidence of the  tubercle bacilli and smooth form of colony at 22°C or 37°C indicates 

the atypical mycobacteria. 

   3) Confirmation (Table  4): To make certain of the above differentiation, two types of 

separate colonies as differentiated above were removed and streaked on Ogawa egg slants. The 

data in Table 4 clearly showed that the colonies suspected of the  tubercle bacilli gave no 

growth at 22°C and good growth at 37°C which proved niacin-positive and that the colonies 

suspected of atypical mycobacteria yielded niacin-negative cultures at both 22°C and 37°C. 

These results suggest that the above procedure including confirmation test may be useful for 

the aforesaid purpose in routine laboratories.

1.緒 君

1本 の分離培 地の斜 面に結核菌 と非定型抗酸菌 とが個

々に発育す ることは時 々経験す ることであ るが,こ の2

つ の菌が融合 して発育 して くると,そ れを2つ の菌の混

在 と正 しく判定する ことはなか なか難 しい。

そ こで我 々は,結 核菌 と非定型抗酸菌を人工的に混入

して,そ の時の集落の発育,性 状,ナ イァシンテ ス ト等

△を検査 して
,菌 混在推定 の足が か りとしたい と考えた。

更に混入の菌 よ り結核菌 と非定型抗酸菌の分離を試み,

実 際に分離を行な う場 合の基礎 としたい と考えたので,

ここに報告 し,ご 批判を仰ぎたい◎

2.実 験 方法 と実験成績

① 結核菌 と非定型抗酸菌 を混入培養 した 時 の集落の

性 状お よびナ イア シンテス ト

Table 1. Growth Characteristics 

Bacilli Strain

and 

H37Rv

結核菌 としてはHs7Rv株 、非定 型抗酸菌 とし ては,

非着 色光非発 色性 の森一 無色株 と,森 一無色株 よ り解離

した黄 色に着 色す る森一黄株の2株 を用いた。HxRv株

はR型,非 着色性 で発 育 は良 く,1mglmlの 菌浮遊液

の生菌 単位は8.5x105で あ る。 森一 無色株はS型 で発

育 は良く,1rng!mlの 菌浮遊液 の生 菌単位は29・5×107

であ る。森一黄株 もS型 でt発 育 は良 く,1mg/mlの 菌

浮遊液の生菌単位は15.5×10● で あ るeHs7Rv株 の1

mg/mlと 森一 無色株,森 一 黄 株 の10'img!mlの 菌浮

遊液を,表1の よ うに種 々の割合に混入 し て,こ れ を

(1)～(6)ま での混入液 とした。 なお(1)はHttRv株 単

独,(6)は 森一無色株,森 一 黄株 の 単独 で対照 である。

これ らの混入液の0.1ml宛 を2本 の1%小 川培地に接

種 して,37℃ に培養 し,4週 後に,そ の発育の状態 をみ

るとともに,ナ イアシンテ ス トを行なつ た。

成綾は表1の よ うで,結 核菌 と森一無 色株 の混入実験

Niacin Test of Mycobacterial Mixed Cultures of 

and  Nonphotochromogenic Strain  Mori
 Tubercle

Composition of inoculum

Inoculum  No.  A 
(ml) (ml)

 (A  : B)

 (  1  ) 

 (  2  ) 

 (  3  ) 

 (  4  )  

(  5  )  

(  6  )

 2.5 

 2.0 

 1.5 

 1.0 

 0.5

0. 5 

 1.0 

 1.5 

 2.0 

 2.5

 (5  : 

 (4  :  1) 
 (3: 2) 

 (2: 3) 

 (1: 4) 

 (0: 5)

Resulting mixed culture on Ogawa egg medium

 111,7Rv'+  'Mori -White'

 Growth* Niacin  test**

 41-1,7Rv'+  'Mori -Yellow'

 (-1+) 

 (4) 

 (4) 

(+) 

(+) 

 (—)

Growth

-141-  aR 

-IR  a  R 

 aR 
 -Ail-  a  R 

 iff  a  R 

VI-  a5

Niacin test

 ff  a  R 

4}11-  a5 

ft-  aS 

 14  aS 

fl-  aS 

ffas

 (-1+) 

(—) 

(—) 

(—) 

(—) 

(—)
Note  :  1)  A=Bacterial suspension of strain  1-137Rv, I mg per  ml . 

 B=Bacterial suspension of strain  Mori (-Yellow or -White) ,  0.1 mg per ml ; Strain  Mori-Yellow is a 
            Yellow-pigmented variant derived from parent strain  Mori-White . 

      2) *W.--innumerable and completely confluent colonies  ;  a.-markedly raised (eugonic)  ;  R —rough colony ,  S•-smooth colony . 
     3)  ** Niacin test according to BrCN-benzidine method is expressedas  follows  : 

 (ff) strongly positive, (-U) moderately positive, (+).•••••weakly positive, and  ( ) negative .
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では,森 一無色株の単独培養の(6)だ けがS型 を示 し,

結 核菌 単独 と,結 核菌を種 々の割 合に混入 した(2)～(5)

とは,全 部R型 で非着色性集落 であつた。次にナ イアシ

γテス トは,H87Rv株 単独 は卦 であ る が、Hs7Rv株 混

入の割合が少な くなる とともに+を 示 した。

Hs7Rv株 と森一黄株の混入実験 では,森 一黄 株の発青

が早いせいか,森 一黄株単独 と,森 一黄株を種 々の割合

に混入 した ものの 全 部,す なわち混入番号(2)～(6)ま

では同様にS型 とな り,黄 色に着色 し,ナ イアシ ンテス

トは全部陰性 を示した。

② 結核菌 と非定型抗酸菌 との混入培養 よ り両菌 の 分

離の実験

(イ)Hs7Rv株 と非定 型抗酸菌持 田株(着 色性,迅 速

発 育菌)の 混入

使用 したHs7Rv株,1mg/mlの 菌浮遊液の生菌単位

献85×10"で あ る。非定型抗酸菌持 田株はS型 黄色の迅

速 発育菌 で1mg/ml菌 浮遊液の生菌単位は125。5×106

である。4%NaOH液 で処理 して,そ の直後に3%小 川

培地に接種する とHs7Rv株 は集落 が約1/3に 減少 した

が,持 田株は発育 しなか つた◎

これ らの菌株で10ewimg/mlの 菌浮遊液を作 り,こ れ

を 表2の ように,種 々の割合 に 混入 して(1)～(9)ま で

の 混入液 とし,ま ず滅菌蒸留水 で10倍 宛希釈 してIO"s

rv10-7mgま での4段 階 を,4本 宛の1%小 川培地 に 接

種し,こ れ を2本 宛,37℃ と22℃ に培養 した。更に4

%NaOH液 で処理 して10-s～1r6mgの4段 階を3%

小川培地に接種 して37℃ に培 養 した。

そ して1カ 月後に発育 した集落数 を数 えた。 この よ う

・に 同一菌混入液を何段階に も希釈 して接種 したのは,孤

立 して発育す る集落を期待 したか らであ る◎表2に は集

落を数えるこ との できた然留水希釈接種のIO"emg,IO-7

mg,お よび4%NaOH液 処理の10'Smg ,10nyemgの

成績 のみを示 した。 またR型 の集 落 をHs7Rv株,S型

で茨 色に着 色 してい るものを持田株 と仮定 して別 々に記

した。

成績 は表2の ごと くで,蒸 留水に よる菌 浮遊液 を37℃

に培 餐 した時 は,Hs7Rv株 も持 田株 も個 々に分離 して検

出できた。なおHs7Rv株 の検01集 落 数の 少 なかつたの

は,混 入 したHs7Rv株 が持 田株に比 して1/100以 下の

生菌 単位 であつたためであろ ㌔ また22℃ 培養 では持

田株のみが検出 された。次 に4%NaOH液 処理 では,

H37Rv株 のみ を検 出したeこ れ らのいずれの場 合で も,

混入の割合の多いもの 程,検 出集落数 が 多かつた。4%

NaOH液 処理 で,Hs7Rv株 のみ が検 出 され た の は,前

述の ように,4%NaOH液 処理に よる集落の 減 少 が,

H87Rv株 で少 な く,持 田株 では多かつた ことに よる と思

われ る。

(ロ)H37Rv株 と非定型抗酸菌藤谷株の混入

結核菌にはH87Rv株,非 定型抗酸菌には,S型 で,

非着色性光 非 発 色 性 の 藤 谷 株 を用 い た。1mg/mlの

H37Rv株 の菌浮遊液の生菌単位は,85×10`,藤 谷株は,

126,5×107で あるeこ の両株のo.1mg/m'の 菌浮遊液

を作つて,こ れを表3の ように,(1)～(5)ま での種 々の

割合に混入 した。 まず これ らの混入液 を滅 菌 蒸 留 水 で

10倍 宛に希釈 して,10-`～10-7mgの5段 階を1%小 川

培地に4本 宛接種 し,前 同様に2本 は37℃ に,2本 は

22℃ に培養 したe更 に4%NaOH液,お よび4%

H2SOd液 で処理 して,処 理 直 後 に10}3～1『6mgの

4段 階 を,そ れ ぞれ2本 宛の3%小 川 培 地 お よ び3%

Na2HPO4培 地に接種 して37℃ に培 養 し,4週 後に発 育

Table2.ColonialDifferentiationBetweenTubercleBacilliandAtypicalMycobacteriain

CultureTubesInoculatedwithMixturesoftheTwoBacterialSuspensions

(TuberclebacilliHs7Rv:RapidgrowerstrainMochida)

Numberofcolon韮esgrow職P¢rtube紳

Inoculu1】 陸

No。

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)

(8)

(9)

RatiobetweenH&7Rv

and」Mochida'in

ino¢U】 しU鶉臓suspeれS蓋0劉 【塗

37℃ 22℃ 37℃

1獄OCU1ロmsize(mg)i臓aqueOU68uspe罰S藍 ◎R

!o巧 …

1、S.(㎎)in4%NaOH-sus.

10-6 10-7 10顧6 10轍5

5。5/一 ・

12.0/-

17.0/-

20.0/-

22.0/-

35.5/-

37.0/-

33.0/-

43。5/一

11・ 一・・

9

8

7

6

5

4

3

2

9

1

2

3

4

5

6

7

8

1

一/148 .0

-/159 .0

-/120.5

-/87.5

-/67。0

1,0/59.0

1.5/54.0・!

4.0/42.5!

{6・0/23・5i1・0/2・51

一/18 .5}

一/17 .0、}

一/15 .Ol

-/10 .5

-/8.5i

α5/5.5i
き

1.5/5.5

　
1,0/6.0;

i
i

一/87 .0蓼

一/90 .0薯

一/148 .5:

一/63 .51

-/64 .0・

一/67 。5

-/25 .0

-/45 .0

-/25 .ol

一/19 .5

-/150

-/3 .5

-/7 .0

-/9 .0

-/3 .5…

一/9 .0、

一!3 .0

-/2 .0、

一/-

1。0/-

1.5/-

1・ 。・/-

3.0/-

1.5/-

2.5/-

4。5/-

11・5/一

Note=1)◎Compos辻 沁 総oftheoriginalmixture・ ・TllberclebacilljstrainI{3ヲRv-s纏spensio盤(0.1mg/m')Plusatypical

mycobacteriagtrai盤Mochidas"3pension(0.1mg/蹴1).

2)鱒Ro讐9鉱 αea鵬 一¢010redcoloniesofstrai益H37Rv/S揃ooth,yellow-celoredcolo麓 三esofstrainMochida .
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1罰oc雛1繕 粗

No.

RaUobetweo籍
H鯉R▼a翁d
Euj蓋t紬na
撫ocωu=劉

6ugp臨gio罰 。

鷺 へ一}F冨

__一}ヤ 　

3?℃
}h-}貼}　 貼 堺 「ド}

Inocu1購 π鴇 ユ9

1
一

1・一・ 「 欝一・
刷麟

(1)

(2)

(3>

(4)

(5)

Table3,ColonialDiffαentiationBetweenTuberdeBacil1i鵡dAtypic31Mycob8c惚ri盒i轟

CultureTube81noculatedwithMixture鶴oftheTwoBacterialS鵬pe鯵6io雄8

(TuberclebacilliH●7Rv;Nonphotochromogenic飢 雌i蕗Fujitani)

Numberofcolon墓eo露row轟P◎rt越b¢.の　 一「 　 　 批 旧J
ti署 爾{二s認 幕 扉

In。cu1購 伽 ユ・・(m猛)in8qu・ 。u6甜 ・P・"・i・蕗{N鵠OH-・"・P翻 ・鰭H、SO、 一欄 聯8b織

1ω110-・110-・ 巨 「 ほ ひ ボ1墓o-・{Ic}一 ・1葦"・

0
σ

ワ
響

FO

6δ

-

●

O

虚

響

響

響

■
鋼

魯
・

-
凸

Q
り

鑓
り

7
響

0
ヲ

一/朴 一/蒔 一/22・O

I鼎/什

1・0/卦 一/晶 一/18・51-/什

4.0/十 十 一/十L-/13、o一 幽/十L
く

6・5/升P・5/紗 一/16・ 『 一/粘

7・5/州1・5/26・5LO/3・0「 岸 一/5 ・5幽/1・04・0/埜
一}一/11・ 邸0/坐

一/87.0-/18,00,5/÷ ← 一一/88.0　 一!÷← 一/105,0

-/71 ,5● 一/7,02,0/十 ← 一/97・5-一 ノ斗÷ 一/109・5

-一/37 ・0-/5・5鰯 一/釜十i1・0/40・5一 ノ÷←1-一/50㌧0

-/3η 一/4・5
、2・5/什 「/72・50・5/伸 一/zao

Note;1)oCo縄po●1tユonofthoor181nglrnlxture露T讐bcrclob3dm●tr31轟}187只 ▼一●毬gpe鶴 ●』o戯(α1曙 ノ纏塞')pl魑6

atypicalmycebacter蓋a●trainF岬t節 ト●u叩en●bn(O、1mg/m')、

2)導ORough,{=regm-co!orodco1o轟legofetralnH27Rv/Smoo山 。nenpI8mG就edco墓onie●of塾 ⑤轟pbOtoehfom◎ 齢

8e益io8trainFujitani,

Table4. IdentificationTest:GrowthCharacteristic8andNiacinTe8tof山eDiffere轟ti轟tGd

ColoniesasTubαcleBacilhandAtypicalMycobacteria

Di倉ere額t童3tio翻

Sourceofco:o豆ieg

Table/iΩ ㏄ulumNo./di監uent/C

　
Sロbcult"r¢3t37℃ 、

…

Gro騨th
N』dΩ ・

te就 、

Tuberclebacilli StrainH87Rv

(9),Distilledwater,37℃2{
(1)。4%NaOHsolution,37℃ 綴1(赫)

d韮 ε漏 丁暦

1-
(粁)一

StrainMochidal

(5),Distilledwater,37℃3{
(3),4%NaOHsolution,37℃

(1),Dlstilledwater,37℃2{
(3),Distilledwater,22℃

難aR(卦)

鼎aR(什)

Atypical

mycobacteria

ヘ
ノ

)

一

一

!
曳

(

S

{b

a

義

鼎

構

¥
ノ

¥
ノ

{

「

(

(

q
》

q
}

a

a

柵

柵

StrainFujitani 3

(1),Distilledwater,37℃

(1),Distilledwater,22℃

(5),4%NaOHsolutien,37℃

(5),4%H2SO4solution,37℃

ラ

　

　
ほノ

ラ

「

一

　

一

(

(

■
曳

(

S

S

S

S

き

き

お

き

桝

辮

柵

冊

ヘ
ノ

　ノ

　

　

{

一

「

「

(

(

〆
曳

(

q
U

S

S

S

き

　

む

き

鼎

柵

柵

搬

Note:ThesymbelsarethesameasthoseforTable1 .

したR型 の集落をHs7Rv株S型 の集落を藤 谷株 と仮

定 して,同 一培地に発育 した集落を分けて記載 した。 こ

こでは簡 単にす るために,蒸 留水で希釈接 種 した ものは

10-s～10"7mgを,前 処理 した ものは10"5mg ,10"6mg

の成績 を示 した。

成績は表3の ごと くで,Hs7Rv株 の分離 で きたのは,

滅菌蒸留水希釈,37℃ 培養で,し か もHs7Rv株 の混入

の割合に多かつた部分 と,4%NaOH液 処理,4%H2SO,

液処理の一部にす ぎなかつた。 しか しHs7Rv株 が 分離

で きた として も,無 数の藤 谷株 の中にま じつ てい ること

が多 く,実 際に個 々の集 落 として分離 できたの は,(5)

の混入液の 蒸留水希釈,37℃ 培養 と,(3)の 混入液の

4%NaOH液 処理だけであつた。

次に藤谷株 は,い ずれの場合に も分離で きた。22℃ 培

養 では,藤 谷株だけが分離で きた ことは(イ)と 同様であ

るが,4%NaOH液 処理,4%HaSO4液 処理,10ewemg

接種 では,大 部分は藤 谷株だけが分離で きた ことは,藤

谷株 の生菌 単位が多かつた ことと,4%NaOH液 処理,

4%H2SO6液 処理に よる集落の減少が
,HStRv株 と藤 谷

株 とでは,大 差なかつた ことに よると思 われ る。

3.分 離 した結核 薗 と非定型抗酸酋の吟 味

結核菌Hs7Rv株 と非定型抗酸 菌持田株お よびHs7Rv

株 と非定型抗酸菌藤 谷株 との混入菌浮遊液の培 養菌 苔 よ

り分離 したHs7Rv仮 定の4株,持 田株仮定 の2株 ,お

よび藤谷株仮定の4株 を,そ れ ぞれ4本 の1%小 川 培地

の斜面に塗抹接種 し,2本 宛37℃ ,22℃ に培養 し,週1

度4週 間観察 し,発 育お よび集落 の性 状を見 るとともに
"

ナ イアシンテ ス トを行 なつた◎

成績は表4の よ うで,Hs7Rv株 と 仮定 した4株 は ,
37℃ だけ に発育 し22℃ では発育せず

,集 落 はR型 非着

色性で・ナイ ァシ ンテス トはいずれ も中等度陽 怪を示 し
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た。非定型抗酸菌 と仮定 した持田株の2株,藤 谷株 の4

株は,37。C,22℃ ともに良 く発育 し,集 落はS型 で、

持 田株は黄 色に着色 し。藤谷株は無色であつた。 ナ イア

シンテス トは37℃,22℃ 培養のいかんに拘 らず,そ の

全部が陰性 を示 した。 なお,こ れ らのHt7Rv株 仮定,

持田株仮定,藤 谷株 仮定 の菌株の発育,集 落の性状,お

よびナ イアシ ンテス トの成 績は,混 入 前 のHs7Rv株,

持田株,藤 谷株 と全 く同様であつた◎ したがつて分離 し

た菌株は,そ れぞれHs?Rv株,持 田株,藤 谷株 で あ る

もの と考えて よいで あろ う。

4.考 察

結核菌はその集落がR型 で,多 少薄い黄色の着色はあ

るとして も,非 定型抗酸菌に見 るよ うなはつ き りした も

のではない。非定型抗酸菌の集落はS型 で,あ るものは

非着色性,あ るものは着色性であ る。 これは両菌の本来

の姿であるか ら,同 一培地斜面の上に,集 落性状の異 な

る集落が見られ るなら,当 然,両 菌の混在が 推 定 で き

る。 しか し結核菌 が変異 してS型 を示 し,こ れ が本来S

型の非定型抗酸菌に混 じるとか,変 異 したR型 の非定型

抗酸菌が,本 来R型 の結核菌に混 じつているならば,両

菌の混入は推定不可能であろ う。 また非定型抗酸菌 の発

育が結核菌 に比 して劣 るなら,そ の中に非定型抗酸菌 が

擢 γ^プ い でも,結 核菌だけの よ うな外観を示 す し,反

対に非定型抗酸菌 の発育が結核 菌に比 して優れ ておれば,

非定型抗酸菌だけの よ うな外観を示 す ことになる。 これ

らのこ とは,集 落の性状や着色の有無だけ で,両 菌の混

在の存在を推定する ことが,か な り範 囲を限 られ ること

を意味す るであろ う。 また 一方,結 核菌単独の姿 を示す

場合で も,非 定型抗酸菌の混在 してい ることが,ま た逆

に,非 定型抗酸菌単独 の姿 を示 してい る場合で も,結 核

菌の混入してい ることがあ りうることを示唆する もので

ある。

ナイアシンテ ス トは,実 験で示 した ように,両 菌 の混

在を推定す るあ る程度のめやす とな る◎結核菌1》は本来

は強陽性,中 等度陽 性を示す ものが大部分 であ る◎ もし

結核菌単独の姿を示す 発育の良い菌株が,ナ イァシ ンテ

ス ト弱陽性,あ るいは疑陽{生で,し か も化学療法 を長期

間継続 された患者 よ り分離 された耐性菌で ない ことが分

かればり,非 定型抗酸菌の混在 を考えるべ きであ ろ う。

また非 定型抗酸菌単独 の姿を示 してい るのに拘 らず,ナ

イアシ ンテス トが弱陽性を示す場合は,結 核菌の混在を

推定す べ きで あろ う。 しか し大量の結核菌の中に,少 量

の非定型抗酸菌が混 じれば,ナ イァシンテ ス トは,本 来

の強陽性,中 等度陽性 を示すであ ろ うし,大 量の非 定型

抗酸菌の中に,少 量の結核菌が混 じれば,ナ イアシ ンテ

ス トは陰性を示すで あろ うか ら,ナ イアシ ンテス トだけ

で,両 菌 の混在 の推定可能 な場合 も,ご く一部分にすぎ
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ないで あろ う。

この よ うに集落の性状やナ イア シンテス トだけで結核

菌 と非定型抗酸菌の混在が推定 できるものは,ご く一部

分 であるから,我 々は臨床所見 や検査室の検査所見 を総

合 して考察 し,少 しで も混在 の疑 いがあれば,分 離を試

み るよ うに したい ものである。

次に分離の方法 としては,ま ず結核菌が沢山混入 して

いることが推定で きれ ば,実 験 で示 した よ うに,菌 浮遊

液 を作つて,こ れを何段 階か に希釈 して接種 し,37℃ に

培 養 し,菌 が個 々に分離発育す る状態に しておいて,つ

か めば よい。大部分が非定型抗酸菌であつて,結 核菌が

少 な く混在 してい る場合は,結 核菌に弱 く,非 定型抗酸

菌に強い薗処理液2)を 用いて,非 定型抗酸菌を殺 して,

そ の中か ら結核菌を分離すれ ばよい。我 々は4%NaOH

液,4%H2SOa液 を用いたが、非着 色性の非定型抗酸菌

なら,前 処理に よる障 害の程度 は同 じであ るoか ら,処

理液は どちらで もよい と思われ る。着色性非定型抗酸菌

の混在では,4%NaOH液 の障害 が4%H2SO`液 に比

して強い から,4%NaOH液 を用い て結核菌を分離 した

方が よい。

次に非定型抗酸菌の分離 には,前 述 のよ うに,何 段階

か の蒸留水希釈菌浮遊 液を接 種,22℃ で 培 養 し,22℃

で個 々に発育 した集落をとれば,そ れは非定型抗酸菌 と

してよい。結核菌分離の 目的で,4%NaOH液,4%H2SO"

液で前処理 を行なつた時 に,非 定型抗酸菌 も分離で きる

ことは我 々の実 験の示す ところであるが,非 定型抗酸菌

分離の 目的には,必 要 なさそ うに思われ る。 なお分離 さ

れ た非定型抗酸菌 が鳥型結核菌 の疑いがあれば,更 に鳥

型 結核菌鋤 の同定実験 を行な うことは当然である。

以上は結核菌の集落がR型 で,非 定型抗 酸菌の集 落が

S型 であ る時の菌の集落を土台 とした分離 の 方 法 で あ

る。 しか し結核菌の集落 と非定型抗酸菌の集落が,同 じ

よ うな性状であ ると推定 され る場合 は,何 段階 かの希釈

菌浮遊液 を37℃ で培 養 し,個 々に発育 した集落 を1%

小川培地に継代 して,ナ イアシ ンテス トを行 ない,陽 性

の ものは結核菌,陰 性 の ものは非定型抗酸菌 と推定す る

とか,あ るいは37℃ と22℃ に培養 し,37℃ のみに発

育す るものを結核菌,22℃ に発育す るものを非定型抗酸

菌 として もよいで あろ う◎

この ような方法 で分離 した結核菌 と推定 される菌,お

よび非定型抗酸菌 と推定 され る菌は37℃6)と22℃ に培

養 して,菌 の発育,性 状 を検査 し,更 に発育 した菌 につ

いては,ナ イァシ ンテ ス トを実施 して,推 定通 りの菌 で

あるかど うかを吟味す る必要があ る。

以上の方法は学問的にはずさんであるが,日 常検査 と

して行な うことは許 され て もよい と思 われ る。
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5.総 括

結核菌 と非定型抗酸菌を種 々の割合に混入 して,そ の

際 に見られ る菌の性状や,ナ イア シンテス トよ り,両 菌

の混在を推定す る方法 を考案す るとともに,菌 分離 の方

法 を検討 した結果,次 の ような成績を得た。

① 混在 を推定す る方法:菌 の集落の性状や,ナ イア

シ ンテス ト等に よつ て,あ る程度推定 できることもあ る

が,こ れは ご く一部の よ うに思われ る。

② 分離の方法:集 落を個 々に発育 させ ることを 圏的

として菌浮遊液 を作 り,数 段 階に希釈 して1%小 川培地

に 接種 して,37℃ と22℃ に培養す るe同 時に4%NaOH

液,4%H2SO,液 で処理 して,そ れ ぞれ3%小 川培地,

3%Na2HPO4培 地に接種 し37℃ に培養す る。 この方法

に より37℃ に発育す るR型 の菌を縮核菌 と 推 定 し,
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22℃,37℃ に発育す るS型 の 菌を非定型 抗酸 菌 と 推定

す る。

⑤ 以上の方法で分離 した薗 を,更 に1%小 川 培地に

接 種 し,37℃ と22℃8こ 培養 し,ナ イアシ ンテス トを行

な う。 ナ イアシンテ ス ト陽性で,37℃ の み に発 青す る

菌株 なら繕核菌 、陰性 で22℃ に も発 冑す る菌株は非定

型抗酸菌 と してよいo
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