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岐阜県衛生研究所

所 光 男 長 野 功 後 藤 喜 一

岐阜県公衆衛生検査センター

中 村 章

(平成1年11月9日 受付)

(平成1月12月20日受理)

Key words : Shigella, Differential medium, Sodium citrate, 
Sodium acetate

要 旨

SS寒 天 平板 上で 赤痢菌 が疑 わ れた集 落 由来 株 を培 養 時間24時 間 で簡 易 に鑑 別 で き る培 地 を 改良 す る

ため の基礎 実験 を赤 痢菌23株, Escherichia coli 129株 を用 いて行 な った.そ の結 果,合 成 培地 に酢 酸 ナ

トリウム0.3%,ブ ドウ糖0.02%,ク エ ン酸 ナ トリウム0.3%を 加 え改 良 したCA培 地(Citrate-Acetate

medium)は,従 来我 が国 で常用 されて い るク リステ ンゼ ンの クエ ン酸塩培 地 に比 べ,赤 痢 菌 とEcoli

の鑑別 に優 れ てい る こ とが確認 された.

健康者 検便 のSS寒 天板 上 で赤痢 が疑 われ た集 落 由来株130株 を用 い赤 痢菌 との鑑別 性 をCA培 地,ク

リス テ ンゼ ンの クエ ン酸塩 培地,酢 酸 ナ トリウム寒天培 地 を用 い て比 較 した結 果,24時 間 の培養 の時点

で は,CA培 地 は ク リス テ ンゼ ンの クエ ン酸塩 培地,酢 酸 ナ トリウム寒 天培 地 よ り鑑 別性 が優 れ て いる こ

とが確認 された.

更 に,使 用 した130株 の 同定 を行 い上記3培 地 の菌 種 に よる{鑑別 性 を検討 した結果,赤 痢菌 の{鑑別培 地

と してCA培 地 はEscherichiasp.の 鑑別 で は ク リステ ンゼ ンの クエ ン酸 塩培地 よ り優 れ てお り,H吻ia

sp.の 鑑別 で は酢酸 ナ トリウム培 地 よ り優 れて い る こ とが確 認 された.

は じめに

厚生省通牒1)2)および食品衛生法3)では食品関係

従事者,給 食関係従事者の衛生管理を 目的 として

保菌者検便を愛けるよ うに勧奨 してお り,主 に赤

痢菌,チ フス菌が検査対象菌となっている.赤 痢

は法定伝染病であ りその確定には迅速性が要求 さ

れることか ら,通 常,一 次鑑別培地 としてはTSI

寒天培地,LIM培 地が用いられている4).しかしな

がら,こ れ らの2培 地だけが用いられた場合,ブ

ドウ糖からのガス非産生,非 運動性,リ ジン ・デ

カルボキシラーゼ陰性の性状を示す組織侵入性大

腸 菌 等4)5)が赤 痢 菌 で な い と否 定 で き な い.従 っ

て,通 常 は ク リス テ ン ゼ ンの ク エ ン酸 塩 培 地(以

下C-Cit培 地)6)か 酢 酸 ナ ト リウ ム培 地(以 下Acet

培 地)7)を 一 次 鑑 別 培 地 に 加 え て い る4)8).し か しな

が ら,こ れ ら の培 地 は 検 査 の迅 速 性,精 度 の 点 で

必 ず し も満 足 で き る もの で な い4)5).そ こで,著 者

ら は検 査 精 度 の 向上 と迅 速 化 を 目的 と して 鑑 別 培

地 の改 良 を 試 み た 結 果,赤 痢 菌 の鑑 別 培 地 と して,

従 来 常 用 され て い るC-Cit培 地 お よ びAcet培 地

よ り,鑑 別 性,迅 速 性 と も優 れ た 培 地 を考 案 した

の で 報 告 す る.

I. 材 料 お よ び方 法

1. クエ ン酸 ナ ト リウ ム ・酢 酸 ナ トリ ウ ム寒 天 培

地(CA培 地)

別刷請求先:(〒500)岐 阜市野一色4―6―3
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新 た に 考 案 し たCA培 地 の 組 成 をTable 1に

示 した.即 ち,ク エ ン酸 ナ トリ ウ ム3.0g,酢 酸 ナ

トリウ ム2.0g,ブ ドウ糖0.2g,リ ン酸 一 水 素 カ リ

ウ ム1.0g,リ ン酸 二 水 素 ア ン モ ニ ウ ム1.0g,硫 酸

マ グ ネ シ ウ ム0.2g,塩 化 ナ ト リウ ム5.0g,プ ロ ム

チ モ ー ル ブ ル ー0.08g及 び 寒 天15.0gを 精 製 水

1,000mlに 溶 解,pHを7.0に 調 整,試 験 管 に3ml

ず つ 分 注 し,121℃ で15分 間 滅 菌 後,斜 面 に 固 め た.

2. 赤 痢 菌, Escherichia coliお よ び食 品 関 係 従

事 者 糞 便 由 来 株 の発 育 の 比 較

1) 供 試 培 地

CA培 地,酢 酸 ナ ト リウ ム培 地(Difco), C-Cit

培 地(自 家 製)を 用 い た.

2) 供 試 菌 株

赤 痢 菌23株,E.coh129株 は 当衛 生 研 究 所 保 存

株 を 供 試 菌 株 と した.食 品 関 係 従 事 者 糞 便 由来 株

Table 1 Composition of CA agar for 

differentiating Shigella

1) Citrate Acetate agar

は 岐 阜 県 公 衆 衛 生 検 査 セ ン タ ー で 実 施 して い る食

品 関 係 従 事 者 検 便 のSS寒 天 平 板 上 に発 育 して き

た 集 落 で,集 落 の 性 状 か らは 赤 痢 菌 が疑 わ れ た220

株 を 供 試 菌 株 と した.

3) 培 養 方 法

供 試 株 は普 通 寒 天 斜 面 で37℃,一 夜 培 養 した も

の を,白 金 線 を 用 い,そ の少 量 を 斜 面 に 接 種 した.

これ を37℃ で48時 間 培 養 し,24時 間,48時 間 後 発

育 して い る か を 判 定 した.

3. 食 品 関 係 従 事 者 糞 便 由 来 株 の 同定

医 学 細 菌 の 同 定 の手 引 き9)及 びBergey'sMar}

ual of Systematic Bacteriology Volume l10)に準

じて 行 な っ た.

II. 成 績

1. 赤 痢 菌 の 発 育 の 比 較

供 試 した 赤 痢 菌23株 はCA培 地,GCit培 地,

Acet培 地 のす べ て に全 く発 育 しな か った.

2.E.coliの 発 育 の 比 較

Ecoli 129株 の 発 育 状 況 をTable 2に 示 した.

CA培 地 とAcet培 地 の 陽 性 株 数 は ほ と ん ど差 が

な く,CA培 地 は24時 間 培 養 で120株(96.0%),48

時 間培 養 で123株(98.4%),Acet培 地 は24時 間 培

養 で119株(95.2%),48時 間 培 養 で121株(96.8%)

が 陽 性 を 示 した.し か し な が ら,C-Cit培 地 だ け

は,24時 間 培 養 で35株(28.0%),48時 間 培 養 で112

株(89.5%)と 低 く,x2検 定 を 実 施 した 結 果,培

養 時 間24時 間 と48時 間 でCA培 地 はC-Citに 対 し

て 陽 性 率 の有 意 な 差 が 認 め られ た(p<0.01).

3. 食 品 関 係 従 事 者 糞 便 由来 株 の 発 育 の 比 較

Table 2 Growth of organisms on various differential media

a) Significantly different from Acet by chi-square test p<0 .01 
b) Significantly different from C -Cit by chi-square test p<0 .01
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Table 3 Organisms isolated from feces of 

healthy people

食 品 関 係 従 事 者 糞 便 由来 株220株 の 発 育 状 況 を

検 討 した 結 果,220株 中90株 はCA培 地,Acet培 地

お よ びC-Cit培 地 の3培 地 と も総 て 陰 性 で あ っ

た.残 り130株 の発 育 状 況 をTable 2に 示 した.

CA培 地 の 陽 性 株 数 は,24時 間 培 養 で124株

(95.4%),48時 間 培 養 で127株(97.7%)と 高 率 に

検 出 さ れ た.こ れ に対 し,Acet培 地,C-Cit培 の

陽 性 株 数 は 低 く,24時 間 で は そ れ ぞ れ108株

(83.1%),93株(71.5%),48時 間 で は115株

(90.8%),122株(93.8%)と 低 く,x2検 定 を実 施

した 結 果,CA培 地 は24時 間 培 養 で はAcet地,

C-Citに 対 し て,48時 間 培 養 で はAcet培 地 に対 し

て 陽 性 率 の有 意 な 差 が 認 め られ た(p<0.01).

4.食 品 関 係 従 事 者 糞 便 由来 株 の 同 定 成 績

食 品 関 係 従 事 者 糞 便 由来 株220株 の 同 定 成 績 を

Table3に 示 した.主 要 菌 種 はMorganella sp.が

86株 と最 も多 く,続 い て,Escherichiasp.52株,

Enterobacter sp.が51株, Hafnia sp.15株 で あ っ

た.な お,Morganella sp. 86株 の う ち85株,

Plesiomonas sp. 5株 はCA培 地, Acet培 地,

C-Cit培 地 の3培 地 と も総 て 陰 性 で あ った 株 で あ

る.

5. 食 品 関 係 従 事 者 糞 便 由来 株 の 菌 種 に よ る発

育 の 比 較

食 品 関 係 従 事 者 糞 便 由 来 株130株 の うち主 要 菌

種Escherichia sp., Enterobacter sp., Hafnia sp,

お よびPseudomonas sp.の123株 の発 育 状 況 を

Table 4に 示 した.Enterobacter sp.の51株,

Pseudomonassp.の5株 は3培 地 とも ほ とん ど同

Table 4 Growth of isolates from feces of healthy 

people on various differential media

じ陽性株数を示 した.Escherichiasp.の52株 につ

いてはCA培 地,Acet培 地の陽性株数はほとん ど

同じであったが,24時 間培養でのC-Cit培 地の陽

性株数は17株 と極端に少なかった.こ れに対 して,

Hafnia sp.の15株 はCA培 地及びC-Cit培 地の陽

性株数はほとんど同 じであったが,Acet培 地の陽

性株数は培養時間24,48で2,6株 と極端に少な

かった.

III. 考 察

赤痢菌およびE.coliは 炭素源 として酢酸を利

用で きるが,赤 痢菌の栄養要求はかな りきびしく,

多 くの菌株 は トリプ トファンおよび発育素として

ニコチン酸を要求 し,ア ンモニウム塩を唯一の窒

素源 としている純合成培地では発育で きない5).

これを両者の鑑別に利用 した培地がAcet培 地で

ある7).一 方,赤 痢菌お よびE.coliは 炭酸源とし

てクエン酸を利用で きないが,E.coliは ブドウ糖

の存在下では細胞膜の透過性が変化 し,ク エン酸

を炭素源 として利用できる.こ れを両者の鑑別に

利用 した培地がC-Cit培 地である6).新たに考案し

たCA培 地は合成培地に酢酸,ク エン酸,ブ ドウ

糖を同時に加え,酢 酸及びブ ドウ糖存在下のクエ

ン酸の炭素源 としての利用性を同時に測定するこ

とを目的 とした培地である.

C-Cit培 地はもともとEcoliの 鑑別 を 目的 と

した培地ではないが,ブ ドウ糖存在下の細胞膜の
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透 過 性 も,菌 株 に よ りか な り異 な り,Ecoliで も

C-Cit培 地 に発 育 しな い株 が 多 くあ る4)5).本 報 で

の 保 存 株 お よび 食 品 関 係 従 事 者 糞 便 由 来 株 のEs-

cherichia sp.株 を 用 い て の 検 討 で も同様 な成 績 で

あ り,特 に,培 養24時 間 で の 陽 性 率 が低 い 点 は,

赤 痢 は 法 定 伝 染 病 で あ りそ の 確 定 に迅 速 性 が 要 求

さ れ る こ とを考 慮 す る と必 ず し も赤 痢 菌 一 次 鑑 別

培 地 と して の適 性 を 備 え て い る と は言 え な い.

Acet培 地 はTrabulsiら7)が 赤 痢 菌 とEcoliと

の鑑 別 用 にSimmonsの 培 地 を 改 良 した 合 成 培 地

で 坂 崎 らの 報 告 で はE.coliの 陽 性 率 も89.0%と

高 い5).本 報 で の保 存 株 お よ び 食 品 関 係 従 事 由 来

株 のEscherichia sp.株 を 用 い て の検 討 で も,培 養

24時 間 で の 陽 性 率 が90%を 越 え て お り,迅 速 性 の

点 で も優 れ て い る.

新 た に 考 案 したCA培 地 は保 存 株 お よ び 食 品 関

係 従 事 者 由来 株 のEscherichia sp.株 を 用 い て の

検 討 で,有 意 の差 こそ 認 め られ な か った が,Acet

培 地 の陽 性 率 よ り少 し優 れ て い た.こ の こ とは,

酢 酸,ク エ ン酸,ブ ドウ糖 の 同 時 添 加 はE.coliに

関 して は 陽 性 率 上 昇 に は つ なが らな か った が,互

い に 阻 害 的 に は 作 用 しな い こ とが推 測 され た.

保 菌 者 検 索 検 便 のSS寒 天 平 板 上 に 発 育 し て く

る集 落 で,集 落 の 性 状 か ら は赤 痢 菌 が 疑 わ れ る菌

株 の 菌 種 は,本 報 の食 品 関 係 従 事 者 由 来 株 で の成

績 で は,Morganella sp.が 最 も多 く,続 い て,

Escherichia sp., Enterobacter sp.,Hafnia sp.,

Aeudomonas sp.等 で あ った.こ の こ とは,赤 痢

菌 との 鑑 別 菌 種 と し てE.coliは 勿 論 重 要 で あ る

が,そ の 他 の菌 種 も十 分 考 慮 す る必 要 が あ る こ と

を示 唆 し て い る.

Morganella sp.はAcet培 地 に もCA培 地 に も

発 育 しな か っ た が,赤 痢 菌 の 一 次 鑑 別 培 地 と し て

用 い られ て い るTSI寒 天 培 地 の ブ ドウ糖 か ら の

ガ ス産 生,LIM培 地 の 運 動 性 で 赤 痢 菌 と鑑 別 で き

る10).

Enterobacter sp., Pseudomonas sp.もMor-

ganella sp.同 様 ブ ドウ糖 か ら の ガ ス 産 生 や 運 動

性 で 赤 痢 菌 と鑑 別 で き るが,本 報 の 食 品関 係 従 事

者 由来 株 を 用 い て の検 討 で は,C-Cit培 地,CA培

地,Acet培 地 の どれ を 用 い て も容 易 に赤 痢 菌 と鑑

別 で き る こ とが実 証 され た.

小 川 ら はHafnia sp.は37℃ で 培 養 す る とTSI

寒 天 培 地 で ガ ス非 産 生,乳 糖 ・白糖 非 分 解,SIM

培 地 で イ ン ドー ル が 陰 性 で 非 運 動 性 の性 状 を 示 す

株 が あ るの で さ らに詳 細 に鑑 別 す る よ う指 摘 し て

い る4).本 報 の15株 の 成 績 で はCA培 地 とC-Cit培

地 の陽 性 率 は24時 間培 養 で す で に93.3%, 100%で

あ っ た が,Acet培 地 の 陽 性 率 は24時 間 で13.3%,

48時 間 培 養 で も40%と 低 く,Acet培 地 はHafnia

の 鑑 別 に は 適 し て い な い こ とが実 証 され た.

CA培 地 はEscherichia sp.の 鑑 別 で は従 来 か ら

常 用 され て い るAcet培 地 とは 優 劣 は 出 な か った

が,Hafnia sp.の 鑑 別 で は 断 然 優 れ て お り,食 品

関 係 従 事 者 由 来 株130株 で の 成 績 で はCA培 地 は

Acet培 地 に対 し24時 間培 養 で も,48時 間 培 養 で も

有 意 の 差 が 認 め られ た こ とか ら,赤 痢 菌 の一 次 鑑

別 培 地 と し てTSI寒 天 培 地,LIM培 地 と と も に

用 い れ ば 鑑 別 率 も高 ま る と考 え る.
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An Improved Differential Medium, CA Medium, for Differentiating Shigella 
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Gifu Prefectural Institute of Public Health 

Akira NAKAMURA 
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We devised a Citrate-Acetate (CA) medium for rapidly differentiating Shigella. The medium 

consisted of 3.0 g of sodium citrate, 2.0 g of sodium acetate, 0.2 g of glucose, 1.0 g of dipotassium 

phosphate, 1.0 g of mono ammonium phosphate, 0.2 g of magnesium sulfate, 5.0 g of sodium chloride, 

0.08 g of brom thymol blue, 15.0 g of agar, and 1000 ml of distilled water. An evaluation was made of 

the CA medium, for the rapid differentiation of 23 Shigella strains, 129 Escherichia coli strains and 130 

isolates, that formed colourless colonies suspected to be Shigella on SS agar plate, from feces of healthy 

people. 

The results obtained were as follows 

1) On the CA medium, all Shigella strains did not grow and there was no change in colour. 

2) Positive growth rates of E. coli strains after incubation for 24 hr at 37•Ž on CA medium, 

sodium acetate medium (Acet) and Christensen citrate medium (C-Cit) were 96.0%, 95.2% and 28.0%, 

respectively. Therefore, the positive growth rate of E. coli strains after incubation for 24 hr on CA 

medium was significantly higher (p<0.01) than that on C-Cit medium. 

3) Positive growth rates of isolates after incubation for 24 hr at 37•Ž on CA medium, Acet 

medium and C-Cit medium were 95.4%, 83.1% and 71.5%, respectively. Therefore, the positive growth 

rates of isolates after incubation for 24 hr on CA medium was significantly higher (p<0.01) than that 

on Acet medium and C-Cit medium. 

4) The genus of tested isolates were Escherichia, Enterobacter, Hafnia, Pseudomonas, Citrobacter, 

Aermonas, Alcaligenes and Morganella. 

5) It was found that sodium acetate, and sodium citrate and glucose incorporated into the CA 

medium had enhanced the growth of Escherichia and Hafnia, respectively. 

From the above results, the CA medium is recommend as a differential medium for use in the 

rapid differentiation of Shigella and organisms that formed colourless colonies suspected to be Shigella 

on SS agar plate in the routine examinations.
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