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MacConkey's agar medium and hydroxylamine egg medium were compared for differentiating 

strains of the Mycobacterium fortuitum complex from other rapidly growing mycobacteria.

Only 40% of the strains of M. fortuitum and one half of the strains of M chelonei subsp. abscessus 

could grow on the MacConky's agar plates or slants, although the procedure described in the Manual 

of Clinical Microbiology (1974) has been used faithfully. In addition, about one half of the strains 

of M. smegmatis grew on this medium.

In contrast, all strains of the M. fortuitum complex grew on the hydroxylamine medium (0.5 mg/ml 

NH2OH•HCl). However, one half of the strains of M. smegmatis and all strains of M. chitae grew 

on this medium. On the hydroxylamine medium (0.75mg/m/), 80% of the strains of M. fortuitum,

 92% of the strains of M. chelonei subsp. abscessus could grow, while about 50% of the strains of M. chelonei 

subsp. chelonei failed to grow on it. All other strains did not grow on this medium.

The hydroxylamine medium (0.5mg/ml and 0.75mg/ml) appeared to be more suitable for dif

ferentiating the strains of the M. fortuitum complex from other rapidly growing mycobacteria than did 

the MacConkey's agar. As stated previously by the present authors (7), it is required to use a com

bination set of three or more tests to make a complete differentiation.

緒 口

Mycobacterium fortuitumを 他 の抗 酸 菌 か ら区 別 す る方

法 と して は,arylsulfatase3日 試 験1)2),MacConkey寒

天 培地3),NH2OH培 地(NH2OH・HClを0.5mg/ml

含 有 す る1%小 川 培 地)4),PASお よびsalicylate黒 変

試 験5)が 報 告 され て い る。 この他,cycloserine培 地 も有

用 で あ る とい わ れ る6)。 しか し,ど の 方法 に も例 外 が あ

る の で,screeningを 完 全 に 行 な うには,3つ 以 上 の方

法 を 組 み 合 わ せ て 使用 す る こ とが望 ま しい7)。

以 上 の方 法 が 発 表 され た 当 時 のM.fortuitumは.そ

の後 の分 類 学 の進 歩 に よつ て,M.fortuitumとM.che-

lmeiに 分 け られ,M.cheloneiは 更 に2つ のsubspecies,

 subsp. cheloneiとsubsp. abscessusに 分 け られ た8)。 こ
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の 間 の 分類 学 上 の意 見 の変 化 の経 過 に つ い ては,前 に 紹

介 した9)。 した が つ て,本 報 で はM.fortuitumとM.

cheloneiと を 合 わ せ てM.fortuitum cornplexと 呼 ぶ 。

と ころ でMacConkey寒 天培 地 に つ い て は,筆 者 はそ

の 発 表 当 時 に 試 用 した こ とが あ るが,あ ま り有 用 な方 法

と思 わ れ な か つ た の で,実 際 の 同定 法 には 組 み 入 れ なか

つ た 。 この 培 地 は,Manual of Clinical Microbiology10)

の 同定 法 の表 に載 つ て い るが,そ れ は 同時 に 採 用 され て

い るaryisulfatase3日 試 験 を 補 う補 助 的 な 役 を な す も

の と考 え て い た(ち な みに.Manuallo)の 抗 酸 菌 の項 の

共著 者 の1人KubicaはMacConkey寒 天培 地 の発 表 者

で あ る)。 と ころが,最 近 我 が 国 で,MacConkey寒 天 培

地 のみ に よつ てM.fortuitum complexを 同 定 で ぎ る と

す る発 表11)が み られ,ま た硝 酸 還 元 反 応 とMacConkey

寒 天 培 地 だ け に よつ てM.fortuitumを 同 定 した 学 会報

告 を み るに 及 ん で,こ の際,こ の培 地 の真 価 を 明 らか に

す る必要 が あ る と 痛 感 す るに 至 つ た 。 こ の 培 地 の 評

価 に あ たつ て は,同 じ く簡 単 なscreening培 地 で あ る

Table 1. Comparison between Hydroxylamine Medium and MacConkey's Agar
 Medium for Screening for Mycobacterium fortuitum Complex

*After 2 weeks
, 27 strains showed growth.

The MacConkey's agar was prepared from Difco Bacto MacConkey Agar (dehydrated), Difco Labora

tories, Detroit, Michigan, U. S. A. The dehydrated agar (50g) was suspended in distilled water (1,000ml) 

and heated to dissolve the medium. Two types of the medium were prepared; the MacConkey's agar slants 

and plates. To prepare the former, the medium was poured at 7ml quantities into tubes, 165 by 16.5mm, 

and sterilized at 120•Ž for 15 minutes. After sterilization, the medium was made as slopes and used for 

experiments after allowing to stand at room temperature for one day. The latter medium was prepared 

according to the description of the Manual of Clinical Microbiology (10).

The basal medium of the hydroxylamine medium was the Ogawa egg medium. Its composition is as 

follows: Basal solution (1% KH2PO4 and 1% sodium glutamate), 100ml; whole eggs, 200ml; glycerol, 6ml; 

2% aqueous solution of malachite green, 6ml. The medium was poured at 7ml quantities into tubes, 165 

by 16.5mm, and made as slopes by sterilization at 90•Ž for 60 minutes. Hydroxylamine hydrochloride (NH2

 OH•HC1, Katayama Chemical Industries, Osaka, Japan) was dissolved in distilled water at concentrations 

of 25,37.5 and 50mg/ml. Two milliliters of these solutions, respectively, were added to 100ml of the 

Ogawa egg medium before sterilization. Thus, the final concentrations of hydroxylamine were 0.5mg/ml , 

0.75mg/m/, and 1.0mg/m/, respectively. An Ogawa egg medium containing no agent was used as control.

The media other than the MacConkey's agar plates were inoculated with one loopful (a 3mm-loopful) 

of bacterial suspension (1mg (moist weight)/ml), which was prepared from a 5 day-old culture growing on 

Ogawa egg medium. The MacConkey's agar plates were inoculated with one loopful (the same as above) 

of a 7 day-old culture of the Dubos broth (12). After inoculation, the tubes were stoppered with a gum 

cap with pin hole, and incubated at 37•Ž for 5 days. Presence of membraneous growth, similar to the 

growth on control medium, on the hydroxylamine medium was read as positive, and any growth on the 

MacConkey's agar was read as positive.
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NH2OH培 地を比較 のために使用 した。

方 法

菌株 は,国 療 中部病院研究部保存 の菌株で,191株 の

迅速発 育抗酸菌 を使用 した。 これ らの菌株は104性 状を

しらべて計数 同定 法に よつ て同定 した。

MacConkey寒 天培地の対照 とす るために,NH20H

培地を用いたが,同 時にNH2OH・HClの 濃度 を従来 の

500μg/mlの 他に,750μg/mlお よび1.000μg/mlの も

のも検討 してみた。

MacConkey寒 天培地はDifco製 を 使用 し,Manual

 of Clipical Microbiology10)の 記載通 りの 方法を 使用 し

た。 またManualの 記載 は 平板培地 であ るが,こ れ と

ともに試験管使用に よる斜 面 培 地 も検 討 し て み た。

NH2OH培 地は,1%小 川培地にNH2OH・HCl(片 山

化学,大 阪)を500μg/ml,750μg/mlお よび1,000μg/

mlに 滅菌前に添 加 し,7mlず つ中試 験管に分注,90℃

60分 加熱滅菌 して斜面培地 とした。方法の詳細は,表1

の中に記 した。発育 の判定は,37℃5日 間培養の後に行

なつた。MacConkey寒 天培地では1集 落だけで も発育

があれ ば陽性 とし,NH20H培 地は膜状発育を陽性 とし

た 。

実験 結果

表1　 に 結果 を示 す。

NH2OH培 地(500μg/ml)で は,M.fortuitm complex

 (M.fortuitum+M.chelonei)の 全 株 が 発 育 した 。 しか し

M.fortuitum complex以 外 で もM.chitaeの 全 株,M.

megmatisの 半 数,M.neoaummの1株 が 発 育 した 。

NH2OH培 地(750μg/ml)で は,M.fortuitumの80

%.M.chelonei subsp. abscessusの 約90%,M.chelma

subsp. chelomiの 半 数 が 発 育 し た 。 一 方M.fortuitum

 complex以 外 の菌 で は 。 この 培 地 に 発 育 す る もの は な か

つ た 。

NH2OH培 地(1,000μg/ml)で は,M.fortuitum com-

Plexの 一 部 のみ が 発 育 した 。

MacConkey寒 天培 地 は,平 板(原 法)で も斜 面 培 地

変 法 で もほ ぼ 類 似 の 結 果 を 示 した が,M.fortuitumの

40%以 下,M.chelomi subsp. abscessusの 半 数 が 発 育 す

るに す ぎ なか つ た 。M.chelonei subsp. cheloneiは 発 育 し

なか つ た 。M.fortuitum complex以 外 の 菌 種 で は,M.

smegmatisの 半 数 が 発 育 した 。

考 察

以 上 の実 験 成 績 で得 られ た 結 果 は,MacConkey寒 天

培 地 に は,M.fortuitumの 約40%,M.chelonei subsp. 

abscessusの 約50%し か 発 育 しえ な い こ とを示 した 。 こ

の 結果 は,MacConkey寒 天培 地 がM.fortuitumcom-

plexのscreening培 地 と して は,は な は だ 不 適 当 な こ

とを 示 し て い る。Manual of Clinical Microbiology10)

に よれ ば,M.chelonei subsp. abscessusは これ に 発 育 し.

M.chelomi subsp. cheloneiは これ に 発育 しな い こ とに な

つ て い るが,も と も とsubsp. absussusの 半数 しか発 育

しな い の で は,M.chelonaの2つ のsubspeciesの 区別

法 と し ての 価 値 は 低 い 。M.fortuitum complex以 外 で

も..M.5megmatisの 約半 数 が発 育 す る。

以 上 の成 績 に か んが み,こ の 培 地 だ け でM.fortuitum

 complcxを 同定 し よ うと い う考 え11)に は 賛 成 で きな い 。

M.fortuitum complexの 菌 株 は,こ の培 地 に 発 育 しな

い も の の方 が 多 い か らで あ る。 また.M.smegmatisも こ

の培 地 に 発 育 す る 可 能 性 が あ る。 一 歩 ゆ ず つ て.M.

smegmatisは 臨 床材 料 に まれ に しか 現 れ な い菌 であ るゆ

え,こ れ を 除 外 す る と して も,多 数 のM.fortuitum

 complexの 菌 が,こ の培 地 に発 育 不 能 のた めに 逃 が され

て しま うのは 重 大 な欠 点 とい わ ね ば な。らな い 。 ち なみ に

Manual of Clinical Microbiology10)で はarylsulfatase

3日 試 験 を 併 用 し て い る の で,む し ろM.fortuitum

 complexのscreeningは,こ ち らの 方 法 で行 なわ れ る も

の とみ られ る。

NH2OH培 地(500μg/ml)で は,M.fortuitum com-

Plexの 全 菌 株 がscreeningさ れ る。 しか しM.smegmatis

やM.chitaeもscreeningさ れ る可 能 性 が あ るが 。 こ

の2菌 種 は 臨 床 材 料 に は まれ に しか 出現 しな い の で,

screeningの 目的 に は 。NH20H培 地(500μg/ml)の 方

が 適 し てい る。 一 方NH20H培 地(750μg/ml)を 用 い

る と,M.fortuitumの80%は これ に 発 育 す る し,M.

chelonei subsp. abscessusの90%,M.chelonei subsp. 

chelme盛 の半 数 も これ に発 育 す る。 また この培 地 に は,

M.fortuitum complex以 外 の迅 速 発 育 性 抗 酸 菌 は 発 育

しな い。 した が っ てNH2OH培 地(750μg/ml)の 機 能

は,MacConkey寒 天 培 地 よ りも。 優 れ て い る と考 え ら

れ る。

以 上 の 成 績 を 考 案 して,M.fortuitum complexの

screeningの 目 的 に は,MacConkey寒 天 培 地 よ り も

NH20H培 地(500μg/mlお よび750μg/ml併 用)の 方

が優 れ て い る と考 え られ る 。NH2OH培 地(500μg/ml)

で は,.M.fortuitum complexの 菌 株 全 部 を捕 え る こ と

が で き る。 しか し.M.smegmatisお よびM.chitaeも 同

時 に捕 え て しま う可 能 性 が あ る。 実 際 問 題 と し ては,後

者 の2菌 種 は,臨 床 材 料 に は まれ に しか み られ な い もの

で あ るが,同 定 を厳 密 にす るた めに は,他 の方 法 を 追 加

して,後 の2者 を区 別 す る必 要 が あ る。 こ のた め に は,

arylsulfatase3日 試 験1)2)お よびPAS分 解,salicylate分

解 試 験5)を 併 用 す る と よい7)。arylsulfatase3日 試 験 も

M.fortuitum complexのscreeningに は,極 め て 有 用

な 方法 で あ るが,M.smgmatis, M.Parafortuitum, M.
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vaccae,M.aichienseも 時 に 陽 性 を 示 す こ とが あ つ て 完

全 で は な い13)14)。PASお よびsalicylate分 解 試 験 の陽

性 は,ほ ぼM.fortuitum complexの 菌 に 限 られ るが,

M.fortuitumの 約1/3が 陰 性 で あ るた め,こ れ だけ で 同

定 す るわ け に は ゆ か な い 。 要 す るに 同定 の た めに は,一

つ の方 法 だ け で な く,3つ ぐらい の 方法 を組 み合 わ せ て

使 用 す る こ とが 望 ま しい7)。

結 論

MacConkey寒 天 培 地 は,M.fortuitum complexの 一

部 の菌 をscreeningで き るに す ぎな か つ た 。M.fortui-

tum complexの 菌 を,他 の抗 酸 菌 か ら区 別 す るた め に は ,

NH2OH培 地(500μg/mlお よび750μg/ml併 用)の 方

が 優 れ て い る と思 わ れ た 。

(本 論 文 の要 旨は1980年4月 日本 結 核 病 学 会総 会 で報

告 した 。)
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