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M. Application of 2% modified medium to clinical examination

1. The method of alkali treatment swab culture without neutralization using 2% 

modified medium was compared with WHO swab culture method using L-J medium 

on sputum specimens. As shown in table 2 and fig. 1, there were not so much 

differences between both methods excluding a huge amount of contaminations 

occurred only in WHO swab culture due to the old stock of citrate solution.

2. The comparison of inoculation procedures between swab and pipette was done 

on 2% modified medium. The results were almost same, while the numbers of colony 

were superior in the pipette than swab (table 3). This means 2% modified medium 

has some latitude for buffering activity to alkali inoculum.

3. It was provided that 2% modified medium can be employed instead of 3% or 

1% Ogawa medium with pretreatment by 4% or 2% sodium hydroxid in routine 

examination (table 4 and 5).

4. The viable units of tubercle bacilli in the colonies grown on 2% modified 

medium were remarkablly superior than 3% or 1% Ogawa medium in old culture 

(table 6).

5. Applicability of 2% modified medium to the drug sensitivity test was examined 

comparing with 1% Ogawa and L-J medium. Of ten antituberculous drugs examined, 

SM, KM, VM, CPM and EB were shown some differences by these media according to 

their PH (fig. 2).

IV. Preservabilities of sputa and inoculated media

Experiments were made to dissolve which is more reasonable to transport sputum 

itself or inoculated medium.

1. Isolation culture from sputa stored at 37•Ž

The sputa which were mixed with or without 1% boric acid solution and stored at 

37•Ž were periodically cultured by WHO swab and 2% modified culture method. The
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reduction of numbers of colony or positivity are observed within five days of storage 

in any condition, though some control of contamination can be appeared by adding 

of preservative.

2. Isolation culture in inoculated media kept at room temperature after inoculation

The acid egg media which were inoculated by sputum specimens with the alkali 

treatment without neutralization were stored at room temperature, and moved period

ically into 37•Ž incubator. As seen in table 8, tubercle bacilli in sputum can keep 

their living activities on the medium stored even at room temperature for fairly long 

time such as twenty days.

3. Comparison of incubation immediate or one week after inoculation

The inoculated media were divided into two groups. One was incubated imme

diately after inoculation and another was after storage for one week at room 

temperature. The results from both groups were just same as shown in table 9.

4. Viable units in bacillary suspension stored at various temperature

The bacillary suspensions made from H37Rv strain and the media inoculated by 

this suspensions were stored at various temperatures. Fig. 3 shows that the viable 

units of tubercle bacilli can be enoughly maintained on the surface of medium even 

twenty days after inoculation at the high temperature, while the decrease of colonies 

is occurred more fastly at the higher temperature in bacillary suspensions.

Through those studies, it is concluded that the method of alkali treatment swab 

culture without neutralization using 2% modified medium is the most simple, 

economical and reliable technique for isolation of tubercle bacilli and the transporta

tion of inoculated media will make possible the isolation culture in any rural and 

non-equipped area.

III. 2%変 法培地の臨床検査における性能

意図:本 論文その1IIに 述べたような検討を経て,ア

ルカリ処理中和なしスワブ法による結核菌分離培養用の

培地として,新 たに2%変 法培地が工夫された。この培

地を用いたアルカリ処理中和な しスワブ法と,L-J培 地

を用いた酸処理中和スワブ法であるWHOス ワブ法1)を

臨床材料について比較することに した。

更に2%変 法培地は,前 に触れたように,前 処理アル

カリ濃度をかなり幅広 く選んでも,十 分な結核菌発育を

支持 しうるように思われたので,こ の培地をわが国で現

在広 く行われているアルカリ処理喀痰0.1mlピ ペ ット

接種法2)に も応用してみた。これは 目的により3%小 川

培地,1%小 川培地を使い分ける煩雑さが,本 培地を用

いることにより耐性検査も含めて1種 類で済むのではな

いかと期待したからである。したがつて本項の2以 下は

本論文の標題とは直接の関係をもたない派生的な検討で

ある。

以下の各実験に用いられた各培地の 組 成 を表1に 示

す。

1. 2%変 法培地スワブ法とWHOス ワブ法の比較

方法:当 所入院患者から採取 した 日常検査用の喀痰か

ら,な るべ く膿様のものを1日 に20検 体選び本実験に

供 した。

20cmの 竹 ヒゴの先端に小量の脱脂綿を巻き糸で縛つ

たスワブをあらか じめ滅菌 しておき,1検 体に3本 ずつ

を用いた。別に長さ約100mm径 約25mmの 滅菌試験

管を3本 ずつ用意 した。

喀痰のなるべ く汚い部分を3本 のスワブに付着させ,

2本 を1本 の試験管,他 の1本 を別の1本 の試験管に収

めた。2本 のスワブを収めた試験管にはその高さの2/3

まで5%蓚 酸水を満たし,そ のまま静置した。1本 のス

ワブを収めたほ うの試験管には2～3mlの4%水 酸化

ナ トリウム水を注加し,直 ちにこのスワブで1～2分 間

攪拌 し,そ のままのスワブで用意した2%変 法培地1本

へ塗擦接種し,更 にこのスワブを喀痰液に浸し,も う1

本の培地に接種した。蓚酸水を満たしたほ うの2本 のス

ワブは35分 間静置した後引上げ,あ らかじめ5%ク エ

ン酸ナ トリウム水を入れたもう1本 の試験管に移 し,更

に10分 後,そ れぞれ1本 のスワブで1本 ずつのL-J培

地 へ塗擦接種 した。

本実験に用いた各培地は乾熱滅菌 した綿栓つき試験管

に作 られ,接 種後の培地は1～2日37QCに 寝かせて放置

後封蝋 した。また前処理用の水酸化ナトリウム水,蓚 酸



1 9 7 3 年 1 1 月 5 0 3

Table 1. Composition of Egg Media

•¦ Asparagine is used instead of sodium gultamate in L-J medium.

•¦•¦Original procedure of coaggulation for L-J medium is 85•Ž 40min.

水,ク エン酸ナ トリウム水はいずれも十分洗浄後,ア ル

コールとエーテルで消毒 したポリエチレン製噴水瓶に入

れて注加 したが,後 には蓚酸水とクエン酸ナトリウム水

は後述の理由で綿栓つきフラスコに入れ,ピ ペットで注

加 した。

また本実験は12月 から2月 の冬期に実施したが室温

は23℃ 前後で,一 切のバーナーの類はあえて使用しな

かつた。

成績:表2に みるように,検 体302例 中陽性率は2%

変 法スワブ17.8%に 対 しWHOス ワブ16.8%,集 落数

の比較では両法のいずれかで最終的に陽性の もの 合 計

60例 中,2%変 法スワブのほ うが多いもの18,WHOス

ワブに多いもの12で ある。発育速度を各判定時(毎 週)

に おける陽性数のこの60例 に対する%で 示すと図1の

ようになる。また汚染率では判定可能な部分汚染が2%

変法スワブ5.6%,WHOス ワブ46%,判 定不能な全

面汚染はそれぞれ0.66%と0.99%で あつた。

以上の成績は推計学的に検討するまでもな く,こ の両

法の間には陽性率,汚 染率すべての点で結核菌の検出率

には差のないことを示 している。

しかし,本 実験の間に3回 分60検 体 が,WHOス ワ

ブ法にのみ培養後2日 目に培地全面を覆 う汚染を起 し廃

棄 した。この原因はクエン酸ナ トリウム水の汚染に基づ

くものと考えられたので,午 後は噴水瓶の使用を止め使

用前に毎回高圧滅菌して用いた。この事故はクエン酸ナ

トリウム水を最初滅菌してから約1カ 月後に起つた。水

酸化ナトリウム水は最初の滅菌のまま噴水瓶に入れて3

ヵ月にわた り引続き使用した。廃棄した分はこの集計か

ら除いてある。

2. 2%変 法培地によるスワブ接種法とピペット接種

法の比較

Fig. 1. Growth Rate

方法:当 所入院患者より採取 した喀痰の日常検査に先

立ち,1実 験と同様に1本 のスワブで膿様痰をとり,前

処理 して2本 の2%変 法培地に うえた。同じ痰の残 りに

痰の量の4倍 の4%水 酸化ナトリウム水を加え,攪 拌機

で2分 間混和 し,ピ ペ ットでその0.1mlを と り,同 じ

く2本 の2%変 法培地へ流入接種 した。

成績:表3の ように2%変 法培地 を 用いてのスワブ

法:ピ ペット法は陽性率16.2%:17.2%,集 落数は陽

性総数120例 中22:62,汚 染率は部分汚染9.1%:13.7

%,全 面 汚染0.32%:1.1%で ある。

この成績では両法の間に陽性率には差がなく,集 落数羅

がピペット法に多い。 これは接種量の差が反映 している

ものと思われる。また汚染率ではピペット法のほうがや

や多い。
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3.　 ピペット接種による2%変 法培地と小川培地の比

較

方法:当 臨床検査科では1969年 末 までは次の術式に

より,結 核菌分離培養法を実施 していた。一般の結核菌

分離培養は喀痰にその4倍 量の4%水 酸化ナトリウム水

を加えて攪拌 したものを0.1mlず つ2本 の3%小 川培

地に,直 接法薬剤耐性検査を必要とするものは喀痰にそ

の4倍 量の2%水 酸化ナトリウム水を加え攪拌 したもの

を37℃ に30分 収容し,そ の0.1mlず つを1%小 川培

地に流入する。接種 した培地は37℃ で1～2日 間斜面を

水平に保つた後,封 蝋 して培養を続ける。

このような日常検査の2本 の小川培地の1本(直 接耐

性検査では対照培地の1本)を2%変 法培地に変え,前

処理は従来通 りとして一定期間検査を続けた。

成績:表4,表5に み られるように2%変 法培地の成

績 は前処理が4%水 酸化ナトリウム水処理直後でも2%

水 酸化ナトリウム水処理30分 加温後でも,そ のおのお

のの原法である。それぞれ3%小 川培地と1%小 川培地

に接種 した場合に比べほとんど差がないといえる。すな

わち3%小 川培地と2%変 法培地の比較では,陽 性率

4.19%:4.33%,汚 染率9.75%:9.10%,1%小 川培地

と2%変 法培地では陽性率41.4%:44.3%,汚 染 率

24.3%:17.1%で ある。このうち2%水 酸化ナトリウ

ム処理における汚染が 目立つが,両 培地の間には有意の

差 は見出されない。

4.　 培養終了後の集落中生菌数の小川培地と2%変 法

培地の比較

方法:3実 験において6ま たは8週 目の最終判定時に

み られる集落の外観に,小 川培地と2%変 法培地ではか

なり差があるように思われた。すなわち小川培地,特 に

3%小 川培地上の古 くなつた集落は強い褐色味をもつよ

うになり,陳 旧培養菌といつた印象を与えるが,2%変

法培地上の集落は,こ の時期でも初発生時と同様に淡黄

白色で若々しく感ぜられた。

これら同一喀痰を培養 した双方の培地上に発育した集

落を最終判定時から,更 に2～3カ 月間室温に保存した

後,集 落を掻きとり(10～20mg)正 確に秤量 し,こ れ

を手振法で1mg/mlの 水浮遊菌液とし,こ れ か ら10

進希釈により10-1,10-2,10-3,10-4/mlの 各菌液を作

り,1%小 川培地にその0.1mlず つを接種して生菌単

位を測定した。

成績:表6に 示すように,最 終判定後2～3カ 月間放

置された培養菌集落中の生菌単位は培地によつて著明な

差が認められた。こ の実験では3%小 川培地の3例 は

10-2mg接 種では全 く集落の発生をみず,同 じ材料から

2%変 法培地に生えた集落では多数の生菌が 証 明 され

た。

5.　 薬剤耐性検査におけるL-J,1%小 川および2%

変法培地の比較

方法:結 核菌検査における培地を1種 類に限定 して薬

剤耐性検査も含む多 目的に利用したいとい う観点から,

2%変 法培地に各抗結核薬を含有せしめて薬剤耐性検査

に用いた場合の成績を,従 来繁用されている1%小 川培

地(国 内)お よびL-J培 地(外 国)と 比較 してみた。

検討 した抗結核薬はINH,PAS,TH,CS,EB,SM,KM,

VM,CPM,RFPの10剤 である。

型通 りの希釈原液 より純水で倍数希釈とし,既 知の阻

止濃度3)の 前後5段 階の濃度に各薬剤を含む培地を準備

した。

指示菌液として,ソ ートン培養4週 のH37Rv株 を 摩

砕 し10-2,10-3mg/mlの 水浮遊菌液 と し,そ の0.1

mlず つを流入接種 した。

成績:図2は 培養6週 後の結核菌発育阻止状態を棒グ

ラフに示 したものである。図中,同 じ幅のバーナーは対

照培地と同程度の発育を示 し,襖 状の部分は集落数の減

少を意味する。

Table 6. Viable Units in Colonies grown on Ogawa and 2%
 Modified Media after Long Storage
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Fig. 2. Comparison among L-J, 1% Ogawa and 
2% Modified Media on Drug Sensitivity Test

この成績から,3培 地とも全く差 のない 薬剤はINH,

PAS,TH,CS,RFPで,他 のEB,SM,KM,VM,CPMで

は これらの培地間にかな りの発育阻止濃度の差がみられ

る。

わが国の現行法すなわち1%小 川培地2)を 対照として

修正するとすれば,2%変 法培地ではこれらの薬剤はほ

ぼ2倍 量加える必要がありそ うである。 しか し現在のわ

が国の検査法ではSM,KM,VM,CPMで は10倍 または

4倍 の濃度段階で,特 に修正しないで用いても差支えな

いと思われるが,EBは 倍数段階の検査濃度なので,こ

れだけは2倍 量加えることになろう。

考察:2%変 法培地を用いる中和 な しスワブ法と,

L-J培 地を用いるWHOの 中和スワブ法 の 比較では,

陽性率,集 落数,汚 染率,発 育速度のいずれの点か らみ

ても,ほ とんど差がないことが明らかである。 この成績

は本論文その1Iに 述べた小川法との比較の際にみ られ

たWHOス ワブ法の結果とはかな り異なつて い る。特

に今回の実験ではWHOス ワブ法の汚染率が著 し く改

善 されている。これは使用器具の滅菌が徹底 していたこ

とと,術 者が20年 以上の熟練者であつたことによるで

あろ う。したがつてWHOス ワブ法も好い条件下で実施

すれば,特 に高い汚染率を示すわけではない と思 わ れ

る。しかしこのことは十分な条件を整えられない遠隔僻

地には,こ の術式が不適当であることを意味するともい

える。偶然起つたクエン酸ナ トリウム水の汚染は,そ の

1つ の証拠であろう。

以上の検討か ら設備,資 材を十分に用意できない場所

での喀痰からの結核菌分離培養法として,中 和なしスワ

ブ法は単純な操作で熟練を要せず,し かも高い精度の成

績を期待できる術式であると考えられる。本法に用いる

培地は3%小 川培地でもよいが,新 たに工夫 した2%変

法培地のほ うが合理的であるように思われる。

次に2%変 法培地を現行臨床検査 に そのまま応用 し

て,多 目的に使用できないかを検討 した。こ の培 地 は

0.05mlの4%水 酸化ナトリウム水処理喀痰を接種する

のに適合 した培地として開発したが,ピ ペットで0.1ml

流入接種 しても成績はほとんど変らなかつた。ただしピ

ペット接種のほ うに汚染が有意の差をもつて多かつた。

また,実 際の日常検査の場に2%変 法培地を持込み,

将来の4%水 酸化ナ トリウム水処理後3%小 川培地接種

および2%水 酸化ナトリウム水処理37℃30分 加温後1

%小 川培地接種と比較した。同じ2%変 法培地に4%

と2%の 異 なつた濃度のアルカリ処理喀痰を接種 したに

かかわ らず,も との両小川法に全 く遜色のない成績を示

した。

またこれ らの培地に発育 した集落中の生菌数を測定比

較 したが,2%変 法培地上の集落には小川培地上のもの

に比べ,培 養終了後2,3カ 月保存 した後でも生菌数の

多いことが明らかにされた。これは間接法薬剤耐性検査

に手間取 り,初 代分離の菌株が長 く放置されたような場

合に有利な点である。

更に2%変 法培地を薬剤耐性検査に用いて,従 来の培

地と成績を比較した。半数の抗結核薬において,主 とし

てpHの 差によると思われる発育阻止濃度の差がみられ

た。この差は図2に みるよ うに1%小 川培地とL-J培

地 の間にもみられ,吉 原4)や 東村5)も 一部の薬剤につい

て指摘しているが,わ が国の1%小 川培地を基準にする

と,EBの み倍量を加えれば,こ のまま使用しうるもの

と考えられる。

IV.　 喀痰と接種後培地の保存性について

意図:培 養設備のない場所で,採 取 した喀痰か ら結核

菌を分離培養 しようとすれば,採 取 した喀痰を設備のあ

る検査機関まで輸送 し,そ こで前処理接種と培養を行 う

か,あ るいは現地で喀痰を前処理接種 して,そ の接種さ

れた培地を検査機関に輸送 し,そ このフラン器で培養す

るといういずれかの方法をとることになる。

前者では輸送に時間を要 した り,高 温の場合には,冷

却や防腐剤の添加により喀痰の変質を防ぐ必要があ り,

後者では現地の不十分な無菌操作でも汚染の起 りにくい

ような方法を考慮しなければならない。

本項ではこれらの方法の得失を検討 し,遠 隔僻地に適

した方法を確立 しようとした。

1.　 喀痰を37℃ に保存した場合の培養成績

方法:塗 抹陽性で痰量の多い患者8名 を選び,そ の半
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Table 7. Storage of Sputa and Results of Culture•\

Numbers of colony and contaminations•\

-•~: Partialy contaminated

•~: Completely contaminated

日分の喀痰を集め実験に供 した。

喀痰はそのまま攪拌機で均質化 し,こ れを折半 して一

方へは滅菌生理的食塩水,他 方へは滅菌1%棚 酸水を喀

痰と等量加え境拝 した。 この混合均質液を37℃ のフラ

ン器に収容し,経 時的に 直 後,3,5,7,10,12,14,

17,21日 目に次の方法で分離培養を行つた。

これは熱帯における悪条件を想定 したものである。

培養はWHOス ワブ法(中 和,L-J培 地)と2%変

法 スワブ法(中 和なし,2%変 法培地)で それぞれ1本

ずつのスワブを用いて平行 して実施 した。

なおこの1%硼 酸水はわが国で喀痰の防腐剤として推

奨2)さ れているものである。

成績:表7は 多 くの問題を提示 している。

喀痰の保存において最 も懸念され る汚染の増加は,防

腐剤の添加によつて,か な り抑制されることがわかる。

特に硼酸水を加えた場合は,時 日が経つにつれ,反 て汚

染が少なくなる傾向すらみられる。

術式では酸性培地にアルカリ処理中和なしで接種する

2%変 法培地スワブ法のほ うが,WHOス ワブ法よりも

明らかに汚染が少ない。

一方 ,発 育集落数の推移をみると,5日 保存あた りか

ら,そ れまで陽性であつたものが陰性となつている例が

目立つ。10日 以上になれば,大 部分 が 陰性化 し,こ の

ような喀痰検査はほとんど意味がないといえる。もちろ

んこのデータは37℃ に保存 した場合のものであり,更

に保存温度が低 くければ後述の基礎実験にみられるよう
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Table 8. Storage of Inoculated Media and Results of Culture•\Numbers of colony•\

Table 9. Comparison between Cultures Immediately and One week in 

Room-temperature after Inoculation

ƒÉ2=0
.017977 no signif.

ƒÉ2=0
.1456032 no signif.

P.C.: Partialy contaminated.

C.C.: Completely contaminated.

に,集 落数の減少はもつと緩慢であると思われる。

2.　 接種培地を室温に放置した場合の培養成績

方法:患 者の塗抹陽性痰をアルカリ処理中 和 な し法

で,一 時に大量の培地に接種しておき,室 温または氷室

に保存し,経 時的に取 り出 して37℃ のフラン器に移

し,培 養を行い,培 養開始より毎週,集 落の発生状態を

観察した。こめ実験は1964,1969,1972年 の3回 にわ

たつて10例 ずつ検討した。したがつて術式は少しずつ

異なつている。

成績:集 落数を正確に算定しえたものの最終結果だけ

を表8に 掲げた。

この成績は,一 たん接種された喀痰中の結核菌は,至

適温度で増殖 していない状態でも,か な り長期にわたつ

て培地上で生命を保つていることを示 している。ただ し

氷室に保存 した場合は集落の発生がやや遅れる傾向があ

る。しかしこの実験日数の範囲では,い ずれの場合も最

終判定時の集落数は,接 種後直ちにフラン器に収めた場

合とほとんど変らないと考えてよい。

3.　 接種直後培養と1週 間室温放置後培養の比較

方法:当 臨床検査科の 日常検査用喀痰から塗抹陽性痰

と膿様痰を選び,型 通 り1本 のスワブで2%変 法培地4

本へ接種した。このうち2本 は直ちに37℃ のフラン・器

へ,他 の2本 は室温に1週 間放置 した後37℃ へ移 し培

養した。培地管口はいずれも接種直後に封蝋した。この

ときの室温は23～17℃ であつた。

成績:表9に みるように,接 種直後培養でも,1週 間
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室温放置後培養でも,陽 性率,汚 染率とも全 く差が認め

られない。

4.　 保存温度による結核菌生残数の推移

方法:本 項における以上の喀痰による成績を裏付ける

ために,結 核菌浮遊液による基礎的検討を行つた。

ソートン培養3週 のH37Rv株 か ら摩砕に より10-1,

10-2mg/mlの 菌液を作 り,こ れを更に純水と1%変 法

培地(2%変 法培地の燐酸二水素カリを19と したもの)

か ら集めた凝固水でそれぞれ10倍 に希釈 し10-2,10-3

mg/mlの 菌液 とした。この純水浮遊液を各濃度78本 ず

つの1%変 法培地へ0.1mnZず つ接種した(接 種菌量は

それぞれ10-4,10-5mg/培 地)。 これらの うち3本 は直

ちに37℃ へ収め,菌 液作製直後の菌数測定用 とした。

他は斜面を浸し,寝 かせた位置で,I5本 ずつ5°,15°,

22°,30°,42℃ の条件に放置 した。これ ら接種後各温度

におかれた各培地は4,8,12,16,20日 目に3本 ずつ

を37QCに 移 して培養を開始した。一方残 りの菌液は各

濃度25本 ずつの小試験管 に 分 注 し,そ の5本 ずつを

5°,I5°,22°,30°,37℃ に 収め,4,8,12,16,20日

目にそれぞれ1本 の試験管か ら メスピペットで0.1ml

ずつを吸上げ,3本 の1%変 法培地へ流入接種し,型 通

り生菌数の算定を行つた。培地凝固水に浮遊 した菌液は

22℃ についてのみ同様に培養 した。封蝋は培地 の 乾燥

状態に応 じて1～4日 後に行つた。実験期間中の温度の

変動はすべて ±0.5℃ 以 内に留つた。

成績:集 落数が適当で正確に算えることのできた10-5

mg接 種 について,各3本 の培地に発育した集落数の平

均を経時的に結んだ折線グラフで現すと図3の ようにな

る。

Fig. 3. Survival Rate of Tubercle Bacilli in Bacillary 

Suspension under Various Temperature

縦軸に集落数の対数を,横 軸に保存 日数をとると,破

線で示 した結核菌水浮遊液では,従 来もいい伝えられて

いるように,生 菌数の低下は保存温度の高いほど速やか

で,生 菌数が原の菌液の1/10に な るのは5℃ では11日

であるが,37℃ になると4日 となる。

しか し,実線で示すように,こ の菌液が一たん培地に接

種されると,結 核菌の発育しない温度におかれても,菌

液のままで放置された場合に比べると遙かに長い間生菌

数が維持されている。培地上では菌液の場合 と異な り,

22℃ よ りも30℃ のほうが良い成績を示 している。 この

実験では5℃ と30℃ におかれた培地上の集落数は,接

種後20日 を経てフラン器に移 しても,菌 接種直後フラ

ン器に収めた場合の集落数とほとんど変つていない。

また培地より採取した凝固水に浮遊 した菌液での消長

は,培 地に接種された菌液のそれと同じような経過をと

つている。

考察:遠 隔地で採取された喀痰は,培 養を必要とする

場合は,一 般に喀痰そのものが中央検査機関に輸送され

る。しかし輸送に時間を要すると,喀 痰の変質による成

績の劣化が懸念される。

喀痰の保存については,わ が国では2,3日 とい う短

期間について検討 したものが散見6)～8)され るが,交 通不

便な発展途上国や離島の多い国,旧 植民地や現植民地を

もつ国では1週 間以上の輸送期間を要する場合がむ しろ

普通である。たとえばグリーンランドの調査ではコペン

ハーゲンに7日 以内に着いたものは20%に すぎず ,43

日が5%も あつたと報告されている9)。 またアルジェリ

ァでは最短3日,最 長15日 かか り10),イ ン ドネシアで

は国内の離島の調査でも2週 間では着かない所が多いと

いう11)。

したがつて諸外国の喀痰や菌液保存についての検討に

は長期間のものがみ られる12)13)。

成績は,2,3日 の短期間ならばあまり大き な変動は

ないとするもの7)の ほかはいずれも保存期間が長 くなる

ほど汚染がふえ,発生集落数が減るとし,温度の高いほど

急速に著明に成績が下がることに一致 している6)8)12)13)。

したがつて,こ れを防 ぐには輸送中喀痰を 低 温 に 保つ

か,防 腐剤を添加することが必要となる。防腐剤につい

ては,伊 藤ら8)が室温では燐酸三ナトリウム(Na3PO4)

で24時 間,棚 酸水で72時 間が限度であると報告して

いる。

われわれの検討は37℃ とい う悪条件における実験で

あるが,防 腐剤の効果および酸性培地中和なし接種の有

効性は少なくとも汚染については認められる。しかし問

題は汚染よりも集落数ないし陽性率の低下にあると思わ

れ,こ れは防腐剤の添加をもつてしても防ぎえないと思

われる。陽性率をも低下しないように長期間保存するに

は,Engbaeck12)ら のい うように4。C付 近に喀痰を冷蔵
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するほかないと思われるが,こ れは容易なこ とで は な

い。(フ リーザーで凍結させると菌数 の 減少はかえつて

著 しくなるとい う報告もある14))

以上のように喀痰を長時間輸送するには,多 くの問題

があると思われたので,今 一つの方法,す なわち現地で

接種を終えた培地を輸送する方法について検討すること

に した。

このような方式は小川 ら15)が昭和25年 長野県御代田

村の結核集団発生の際に試み,よ い成績を収めている。

しか しこのときは現地に小さい検査室を設け,フ ラン器

を持ち込み接種後培地の乾燥封蝋までを終えてから輸送

したもので輸送期問は1日 であつた。外国でのこのよう

な試みは表面的には少なく,パ プァ ・ニューギニアの検

査で,接 種から培養までに10日 間の遅延があつたとい

う記載16)がみ られるくらいである。しかし,こ のような

方式は実際にはかな り広 く行われているらしく,た とえ

ば前述のタイ国C.C.C.の 検査室では,WHOス ワブ法

で現地接種を試み,汚 染が多く失敗したというし,ま た

わが国の学生医学調査隊が外国で現地接種 し,持 帰つた

培地が全部汚染されてデータにならなかつたという話も

聞いている17)。

したがつて,こ の方式を採用する場合は,現 地の設備

資材の全 くない環境において,無 菌操作などの基礎知識

をもたない人が実施することを前提としなければならな

い。

これまで述べてきた4%水 酸化ナトリウム水処理中和

なしスワブ法は,こ の条件を十分満たしうる術式と考え

られる。

この方法で喀痰が培地に接種されると,接 種後20日

間室温に放置してから培養しても,生 菌数の低下がほと

んどみられない。また 日常検査材料で接種培地を1週 間

室温に放置してから培養しても,陽 性率,汚 染率とも接

種直後培養 と全 く変 らない。

菌液による基礎実験でも,こ れ らの関係は 明 白 で あ

る。菌液そのものを各温度に保存すれば,温 度が高いほ

ど急速に生菌数の減 ることは,Sulaら13)も 述べている

ところであるが,培 地上でこのように長期に生菌数が維

持されることについては,こ れまで報告をみない。

この機作を説明する手掛 りは,こ の実験中の凝固水に

浮遊させた菌液の消長が培地上の菌のそれと全 く一致す

るとい う点に見出される。多分培地上の豊富な蛋白ない

しア ミノ酸が保護作用をもつているのであろう。これは

張,大 林18)のグルタミン酸ナ トリウムをアジュバントと

する耐熱性BCGワ クチンの研究を想起 させるものであ

る。

総 括

本論文その1,そ の2の 検討を通 じて,設 備,資 材が

全 くな く,熟 練 した技術者のいない環境での結核菌分離

培養法として,以 下の術式を推奨したい。

1)　 使用する培地,器 材は設備の整つた中央機関にお

いて,十 分な滅菌操作によつて準備されなければならな

い。(特 に培地用の瓶や試験管をあとで加熱するからと

あらかじめ滅菌せずに用いると汚染は多くなる)

2)　 培地はマカ トニ瓶または試験管に作つた2%変 法

培地または3%小 川培地を用いる(ネ ジ蓋付瓶のほうが

長期保存に耐える)。1検 体に2本 ずつ使用する。

3)　 椰子葉線維または竹 ヒゴを20cmに 切 り,一 端

に脱脂綿の小片を巻きつけ,木 綿糸でしばり,綿 棒(ス

ワブ)を 作る(脱 脂綿は0.1g以 下,耳 を掃除するくら

い。大きすぎると成績は悪 くなる)。数10本 を紙に包み

乾熱滅菌 してお く。

4)　 高圧滅菌した4%水 酸化ナトリウム水(NaOH)と

これを入れる消 毒 した ポリエチ ンン製噴水瓶を用意す

る01コ で足 りる。

5)　 短い滅菌試験管(う ち25mm×100mmく ら い

がよい)を 紙に包んで乾熱滅菌する。1検 体に1本 。

6)　 採疾容器は何でもよいが蝋引紙コップが,そ の場

で焼却できるので理想的である。なければ水を透 しにく

い紙片でもよい。

7)　 以上の2)3)4)5)6)の 資 材を現地に運ぶ。他に

必要なものは手洗用消毒液 くらいのもので,培 養だけの

ためであれば,ア ルコールランプやバーナーの類は一切

不要である。

8)　 接種の手順は,ま ず採取された喀痰のなるべ く膿

様の部分をスワブに十分に付着させ(あ らか じめスワブ

を湿す必要はない),5)の 試験管に入れる。4)の 噴 水

瓶に入れた4%水 酸化ナトリウム水をおお よそ2～3ml

この試験管に注加する。次いで,こ のスワブをもつて十

分に攪拌する。試験管の壁に喀痰が付着しているので,

試験管の上方までスワブで洗い落とす ようにす る。1～

2分 間攪拌したら,こ のスワブを引上げ,直 ちに1本 の

培地をとり,培 地表面で絞るようにして,全 面に塗擦接

種する。もう一度試験管内の液に浸し,も う1本 の培地

にも接種する。使用済のスワブや採疾容器は現地で焼却

する。

9)　 接種 した培地はネジ蓋ならば蓋を締め,綿 栓なら

ば ビニール袋に入れて口を気密に閉じて乾燥を防 ぐ。時

間に余裕があれば,し ばらく培地斜面を水平にして寝か

せてお くのが望ましい。

10)　これ らの培地は適宜に中央検査機関に送られ綿栓

の場合は封蝋 し,フ ラン器に収容し型通 り培 養 を 続 げ

るO

11)　発育の有無の観察は4週,8週 の2回 で よい。低

温に長 くおいた培地では観察を10週 くらいまで延長す

べきである。
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なお,本 法のために新たに工夫 した2%変 法培地は,

わ が国の標準法皇)において,3%ま た は1%小 川培地と

同様に使用することができ,結 核菌用培地の一元化に役

立つものと思われる。

またあえて付け加えると,わ が国で広 く用いられ,こ

こで採用したアルカリ処理中和なし酸性培地直接接種と

い う術式は,諸 外国ではほとんど採用して い な いが,

Dixonら19)の 簡便法の比較実験では,外 国でこの方式を

応用した唯一のものであるMarks法(小 川法 とほとん

ど同じで,処 理時間,接 種量がやや異なる。 小 州法 の

1950年 に対 し,1959年 に発表された)の みが良い成績

を示 し,集 菌中和法のいわゆる標準法とほぼ同程度であ

つた。

結 論

設備のない遠隔地で,喀 痰から結核菌の分離培養を行

うには多くの問題があ り,従 来その信頼性は十分とはい

い難かつた。

この問題について,わ れわれは海外技術協力に端を発

し,多 くの検討を重ねてきたが,次 のような術式に到達

した。

中央機関で正しく用意された培地や器具を 現 地 に 運

び,現 地でアルカリ処理中和なしスワブ法によつて,酸

性卵培地に喀痰を接種し,こ の培地を十分な設備のある

中央機関に輸送して,培 養,判 定を行 う。

この方法は現在世界で最も単純で経済的な結核菌分離

培養法であると思われるが,比 較的安全で習 熟 を 要 せ

ず,し かもいかなる遠隔僻地においても,高 い精度と十

分な信頼性が期待できるものである。

なお,本 方式により適した培地と して2%変 法培地

(仮称)を 考案したが,わ が国の現行法にも小川培地の代

りに用いうる。

本論文の一部または要 旨は第44,47,48回 日本結核

病学会総会および第21回 国際結核会議(モ スクワ)で

発表した。
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