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Fourty-five sputum specimens collected at the National Sanatorium Hiroshima 

Hospital were subjected to cultivation using either BACTEC 460 TB System (BACTEC 

method; Becton Dickinson Co., Towson, Md., U.S.A.) or 3% Ogawa egg medium. Test 
suptum was treated with four volumes of 4% NaOH for approximately two minutes, after 

which 0.1ml of the treated sputum was immediately inoculated onto 3% Ogawa egg 

medium. After neutralizing the remaining pretreated sputum with 1N HCl, and diluting 

with 1/15 M phosphate buffer PB; pH 6.8), it was then centrifuged at 3,000rpm for 20min 

and the sediment was suspended in 1.5 ml of PB. Volumes of 0.5 ml each were inoculated 

into BACTEC 12B medium (4ml), containing PANTA for prevention of contamination and 

POES for promoting the growth of mycobacteria.

In the BBCTEC method, bacterial growth was measured in terms of increases in the 

Growth Index (GI) values which were determined by the amount of "CO2 released from the 
"C -labelled palmitate during cultivation at 37•Ž (positive growth; 50). Moreover , ƒÏ-

nitro-ƒ¿-acetylamino-ƒÀ-hydroxy-propiophenone (NAP) -sensitivity testing was done by 

transferring a part of the BACTEC 12B culture showing positive growth to a NAP vial, and 

 thereafter subjected to further cultivation.

Among the 45 sputum specimens, the number of positive specimens for mycobacterial 

growth in the afore mentioned cultivation methods and time required for growth were as 
 follows: 3% Ogawa egg medium, 12 specimens (27%), seven M. tuberculosis complex strains 

at 12-35 days (average 21 days), five M. avium complex strains at 14-21 days (average 18

*From the Department of Microbiology and Immunology, Shimane Medical University, 

Izumo 693 Japan.
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days): BACTEC method, 18 specimens (40%), 11 M. tuberculosis complex strains at 3-28 

days (average 14 days), six M. avium complex strains at 3-10 days (average 6 days) and 

one M. scrofulaceum strain at 28 days. There were no specimens that tested positive for 

mycobacterial growth on 3% Ogawa egg medium but negative in BACTEC 12B medium. The 

BACTEC method was most efficacious in cultivating acid-fast bacilli from smear-negative 

sputa.

When NAP-sensitivity testing was done using the BACTEC method, mycobacteria in 11 

test sputa were deteremined as NAP-sensitive, thereby belonging to M. tuberculosis 

complex. The fact that all of the organisms determined as NAP-sensitive using the 

BACTEC method were rough and nonphotochromogenic, and identified as M. tuberculosis 

complex by AccuProbeTM testing, confirmed the reliability of NAP-testing.

The mycobacteria in seven sputum specimens detected using the BACTEC method were 

determined as NAP-resistant. Six of them were smooth and nonphotochromogenic, and 

identified as M. avium complex by AccuProbe testing. The one remaining strain was a 

scotochromogen with a smooth colony morphology, and had no reaction to either the M. 

tuberculosis complex- or M. avium complex-AccuProbe tests. This strain was identified as 

M. scrofulaceum using an ƒ¿-antigen analysis.

These results indicate the usefulness of the BACTEC 460 TB system in the rapid 

diagnosis of mycobacteria including M. tuberculosis complex and M. avium complex.
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losis complex, M. avium complex, BACTEC
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は じ め に

わ が 国 に お け る結 核 菌(抗 酸 菌)の 培 養 に は一 般 に小

川 法 が 用 い られ て い る が,本 法 で は発 育 に長 い 日数 を要

す る上 に発 育 困難 な菌 の存 在 も知 られ て お り,よ りす ぐ

れ た培 地 ・培 養法 の 開発 が試 み られ て き た1)2)。

1969年DeLandとWagner3)は 諸 種 一 般 細 菌 が

thioglycolate broth中 の14C-d-glucoseを 代 謝 す

る際 に遊 離 す る14CO2量 を測 定 す る こと に よ っ て,細 菌

の増 殖 を 自動 的 に検 出 す る技 術 を開 発 した。

1975年,Cummingsら4)は 結 核 菌 が7H10培 地(寒

天,グ リセ リ ン控 除)中 の14C-U-glycerolあ る い は

14C -U-acetateの 脱 カ ル ボ キ シ ル 化 に よ り遊 離 す る

14CO
2量 を 測 定 す る こ と に よ って18時 間 以 内 に菌 の代

謝 の検 出可 能 な ラ ジオ メ トリ ック法 を記 載 し,そ の迅 速

薬 剤 感 受 性 試 験 へ の応 用 の可 能 性 を示 唆 した。

その後,Middlebrookら5)は この測 定 系 を改 良 して,

14Cで ラベ ル したパ ル ミチ ン酸 含 有7H12培 地(選 択 複

合 抗 菌 剤PACT6)添 加)を 用 い て 喀 痰 材 料 か らの結 核

菌 の分 離 培 養 を行 い,生 じた14CO2を 自動 機 器 で 測 定 す

る こ と に よ っ て,従 来 のLowenstein-Jensen培 地 や

7H10培 地 を 用 い た方 法 よ り も検 出率 を高 め,か っ 検 出

所 要 日数 を短 縮 し うる こと を報 告 した。

近 年 開 発 され たBACTEC460TBSystem7)(Bec-

ton Dickinson Co.,Towson,Md.,U.S.A.)(以 下,

BACTEC法)はMiddlebrook 7H12培 地 に14Cパ

ル ミチ ン酸,選 択 複 合 抗 菌 剤 と してPolymyxin B(50

units/ml),Amphotericin B(5μg/ml),Nalidixic

 acid(20μg/ml),Trimethoprim(5μg/ml)お よ び

Azlocillin(10μg/ml)(一 般 にPANTAと 呼 ば れ て

い る)並 び に 発 育 促 進 物 質 と してPolyoxyethylene

 stearate(POES;1mg/ml)が 添加 され たBACTEC

12B培 地 を用 い,こ れ に前 処 理 検 体 を接 種,培 養 し,結

核 菌(抗 酸 菌)の 増 殖 に伴 って 培地 中 に 遊離 す る14CO2

を 自動 機 器BACTEC460で 測 定 し,菌 増 殖 の有 無 を知

ろ う とす る もの で あ る。

さ ら に 本 法 で はMycobacterium tuberculosis

 complex(MTC)と 非 結 核 性抗 酸 菌(NTM)の ρ-

nitro-α-acetylamino-β-hydroxy-propiophenone

(NAP)に 対 す る感 受性 差8)を 利 用 して両 者 を鑑 別 す る

こ と も可 能 とな って い る。

この た び,わ れ わ れ はBecton Dickinson社 の好 意

に よ りBACTEC 460 TB Systemを 用 い た患 者 喀 痰 よ

りの抗酸 菌分 離 を小川 法 と比 較 検 討 す る機 会 を得 た ので,

未 だ 検 査 例 数 は少 な い が,以 下 報 告 す る。
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材料 と方法

1.　検査材 料

喀痰 は国立療養所広 島病 院入院患者 よ り50mlス ク リ

ューキ ャップ付 き遠心管(住 友 ベーク ライ ト,東 京)に

採 取(平 成3年1～2月)さ れた45検 体 を,ま た,

BACTEC12B並 び にNAP試 験 バ イアル は 日本 ベ ク

トン ・デ ッキ ンソン株式会社(東 京)よ り分与 を受 けた

ものを用いた。

2.　検査 法の概 略

(1)　菌検 出法:供 試 喀痰 の直接塗抹標本 を作製後,そ

の4倍 量の4%NaOHを 加 えて駒込 ピペ ッ トでパ ンピ

ングした後,Vortexミ キサーで約2分 間 混和 し,そ の

0.1mlを 直 ち に1本 の3%小 川 培地 へ接種 した。 そ し

て,残 りの前 処理 喀痰 にはフェノール レッ ド8μg/ml

含有1/15Mリ ン酸緩衝液(pH6.8)10～20mlを 加 え,

1N HClで 中和後,遠 心管 の トップ リングまで リン酸緩

衝液 を追加,3,000rpm,20分 遠 心,そ の沈渣 に1/15

Mリ ン酸緩 衝液(pH6.8)1.5mlを 加 えて十分撹拌,

その0.5mlを1本 のBACTEC12Bバ イアルへ接種後,

バ イア ル内 を5%CO2-95%空 気環境 と し,37℃ で培

養 し,他方沈渣浮遊液 の1白 金耳 で塗抹標本 を作製 した。

塗 抹標 本 はZiehl-Neelsen染 色 し,200視 野 を鏡 検

(倍率1,000倍)し,検 出菌数 をGaffky号 数 を もって

表 した。

培 養成績 は,小 川法 では集落 の発育 の有無 を初期 の3

週 間 は週3回(毎 週第3,第5お よび第7日),そ の後

の5週 間 は週1回 観 察 した。他 方,BACTEC法 で は

Growth index(GI;14C palmitic acidの 代謝 によ

り生 じた14CO2の 測定値 が0～999の 数値 と して表示 さ

れ る)を 培 養初期 の3週 間は週3回(毎 週第3,第5お

よび第7日),そ の後3週 間は週1回 測定 した。 そ して,

GI≧10と な った もの を一応培養陽性 と判定 したが,確

認 のため さらにGI≧50に なるまで測定 を継続 し,塗 抹

染色標本 で抗酸菌 陽性 であ った ものを もって培養陽性 と

最終判定 した。

(2)　分離菌 の鑑別 ・同定法:MTCとNTMの 鑑別 に

は上記GI≧50の 培養液 の1mlをNAP5μg含 有 ディ

ス クの入 ったBACTEC NAP感 受性試験バ イアルに

加 え,GIの 変動 を6日 間にわたって毎 日測定 し,GIが

対照(元 の培養 バイアル)と 同様 に増加 のみ られ たもの

はNTM,減 少 あ るい は変化 の み られ なか った ものは

MTCと 判定 す る。 また,3%小 川培地上の初代分離抗

酸 菌集 落 よ り0.05%Tween80水 溶液 によるMcFar-

land No.1の 濃度 に相 当する菌液 を調整 し,そ の0.1

mlをBACTEC12Bバ イアルに接種 してGIを 毎 日測

定 し,GI≧50に な った もの につ いて もNAP試 験 を行

った。 さ らにBACTEC発 育陽 性バ イ アルか らの0.1

mlの1%小 川 培 地 継 代 菌(37℃,4～6週 培 養)並 び

に3%小 川 培 地 初 代 分 離 菌(37℃,8週 培 養)に つ い

て,集 落 性 状 の 観 察 並 び にMTCあ るい はM.avium

 complex(MAC)のDNAプ ロ ー ブ(AccuProbeTM

:Gen Probe Inc.,San Diego,U.S.A.)9)と の反 応 性

の検 討 を,ま たDNAプ ロ ー ブ反 応 陰 性 の菌 株 は α抗

原 分 析10)を 行 い,こ れ らの 成 績 を勘 案 して分 離 菌 の 同

定 を行 っ た。

結 果

培 養 並 び に同 定 成 績 は一 括 してTable1に,ま た そ

れ ぞ れ の成 績 を 各 別 に ま とめ た もの をTable2お よ び

3並 び にFig.に 示 した。 抗 酸菌 培 養 陽性 例(Table1,

2)は 供 試45検 体 中,小 川 法 で は12検 体(26.7%)で

あ っ たの に対 してBACTEC法 で は18検 体(40.0%)

で あ っ た。 そ れ らの うち,直 接 塗抹 陰性 ・培 養 陽性 例 は

小 川 法 に は な か った が,BACTEC法 で は6検 体(13.3

%)あ り,う ちMTCが 分 離 さ れ た もの4検 体(No.

1,24,27,40),MAC1検 体(No.25),M.scrofu-

laceum1検 体(No.21)で あ った。 これ に対 して,直

接 塗 抹 陽 性 ・培 養 陽 性 例 はBACTEC法,小 川 法 と も

12検 体(26.7%)あ った。

他 方,前 処 理 喀 痰沈 渣 の塗 抹 陰性 ・培 養 陽 性 例 は小 川

法 に はな か った が,BACTEC法 で は4検 体 あ り,う ち

MTCが 分 離 され た もの2検 体(No.24,40),MAC1

検 体(No.25),M.scrqfulaceum1検 体(No.21)

で あ った 。 な お,前 処 理 喀痰 沈 渣 塗 抹 陽性 ・培 養 陽 性 例

はBACTEC法 で は14検 体(31.1%6)で あ っ た の に対

し て,小 川 法 で は12検 体(26.7%)で あ っ た。 な お,

BACTEC法 陰性 ・小 川 法 陽性 の もの は なか っ た。

次 に,菌 の 検 出 所 要 日数(Table1,3)に つ いて み

Fig. Cumulative Percentage of Positive 

Cultures by BACTEC and Ogawa Methods
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Table 1. Isolation of Mycobacteria from 45 Sputa and Its Identification

Table 2. Isolation of Mycobacteria from 45 Sputa by 

Ogawa and BACTEC Methods

る と,小 川 法 で はMTCと 同定 された7菌 株で は12～

35日(平 均21日),MACと 同定 され た5菌 株で は14

～21日(平 均18日)で,こ れ らMTCお よびMAC菌

株 ともすべて直接塗抹陽性検体 より分離 された ものであ

った。他方,BACTEC法 で はMTCと 同定 された11

菌株 で はGI≧10を 陽 性値 とすれ ば3～28日(平 均13

日),GI≧50を 陽性 値 とすれば3～28日(平 均14日)

で,こ れ らの うち塗 抹陰 性検 体 よ りの分離4菌 株で は

GI≧10を 陽性値 とすれ ば14～28日(平 均23日),GI

≧50を 陽性値 とすれば17～28日(平 均25日)で あり,

ま た塗 抹 陽性検体 よ りの分離7菌 株で はGI≧10を 陽性

値 とすれ ば3～14日(平 均8日),GI≧50を 陽性値 と

すれば3～14日(平 均8日)で あった。

また,MACと 同定 された6菌 株 につ いてみ ると,GI

≧10を 陽性値 とすれ ば3～10日(平 均4日),GI≧50

を陽性値 とすれば3～10(平 均6日)で,こ れ らの うち

塗抹 陰性検 体 よ り分離 の1株 では10日,塗 抹陽性検体

より分離 の5菌 株 ではGI≧10を 陽性値 とすれ ば3日,

GI≧50を 陽性値 とすれ ば3～5日(平 均5日)で あっ

た 。 な お, M.scrofulaceum と同定 された1菌 株 は直
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Table 3. Recovery Times of M. tuberculosis Complex and M. avium, Complex from 45 Sputa, 

Using Ogawa and BACTEC Methods

In parentheses, mean days are indicated.

接,処 理喀痰 沈 渣塗抹 とも陰性検体 よ り28日 培 養後 に

分離 された ものであ った。

MTCお よ びMACに つ い て,累 積 培 養 陽性 率 を

Fig.に 示 したが,1週 間以 内ではBACTEC法 では

MTCで36.4%,MACで83.3%で あ った の に対 し,

小 川法 では皆無 であ り,ま た2週 間以 内ではBACTEC

法 で はMTCで72.7%,MACで100%で あ ったの に

対 し,小 川法 ではMTCで28.6%,MACで40%で あ

った。 また4週 間以 内で はBACTEC法 ではMTC並

び にMACと も100%で あ ったの に対 し,小 川法 では

MTCで85.7%,MACで100%で あ った。

次 に,分 離培養法 による培地汚染率 は,小 川法 では供

試45検 体 中2検 体(4.4%)み られたのに対 してBAC-

TEC法 では皆無 であ った。

分 離抗 酸菌 につ いて集落性状 の観察,NAP感 受性試

験 およびDNAプ ローブ試験 の結果 はTable1に 示す

とお りである。 これか ら分か るよ うに,3%小 川初代分

離 培養 菌 で も,ま たBACTEC 12B分 離 培養菌 の1%

小川継代培養菌 で も集落 は遅発育,nonphotochromo-

genic,R型 で,NAP感 受性,MTCのDNAプ ローブ

と反応 し,MTCと 同定 され た菌株 がBACTEC法 で

は培養 陽性18株 中11株,小 川法で培養陽性12株 中7

株 あ っ た。他 方,集 落 は遅発 育,nonphotochromo-

genic,S型 で,NAP抵 抗 性,MACのDNAプ ロー

ブ と反応 し,MACと 同定 され た菌 株がBACTEC法

で6株,小 川法で5株 で あった。 また,BACTEC法 で

は発 育所 要 日数28日,scotochromogenic,S型 集落

で,NAP抵 抗 性,DNAプ ロ ー ブ と反 応 せ ず,M.

scrofulaceum の α抗原を有す る M.scrofulaceum

と考え られ る1菌 株が分離 された。

実験 に供 した患者喀痰の うち,BACTEC法 と小川 法

の いずれで も菌が検出 された もの は多剤耐性の持続排 菌

症例 が多 く含 まれて お り,小 川法 で は菌が検 出 されず

BACTEC法 の みで検 出 され た症例 の背景 は,(1)入 院

後2～3ヵ 月 の もの(No.1,24),(2)菌 陰性化の ため

化学療法 を行 っていないが,長 期入院 あるいは入退院を

繰 り返 している もの(No.25,27),(3)カ リエスの病巣

か ら結核菌 は検 出されて いるが,肺 の結核病巣 は レ線上

認 め られ ない もの(No.40),お よび(4)入 院(平 成2

年12月)後,結 核 菌が一 度検 出され たもののその後陰

性化 した もの(No.21;本 症例 は今回M.scrqfulaceum

が検 出された)の よ うで あった。 なお,全45症 例の内,

非結核性抗酸菌症例 は6例 で ある。

考 察

BACTEC法 を用 いた結核喀痰培養 に関す る諸家の報

告11)～15)によれ ば,結 核菌塗抹陰性 ・陽性材料を問わず,

本法で は従来の培養法 よりも菌検出率 において優 り,ま

た発育所要 日数が短縮 され るという。

と ころで,今 回,わ れわ れが結 核喀痰(45検 体)に

つ いて行 ったBACTEC法 と小川 法 によ る抗酸 菌の比

較培養成績 にお いて も,BACTEC法 が菌検出率 のみな

らず菌検出所要 日数の点か らみて も従来法 に優 ることを

明 らか にしえた。すなわち,菌 検 出率についてみる と,

培 養 陽 性 例 はBACTEC法(40%)に お いて小 川法

(26.7%)に お け るよ り も高 く,な かで も注目すべ きこ

とは直接 塗抹 陽性例 で は両法 間 に差 は なか った(26.7

%)が,直 接塗抹 陰性 ・培養 陽性例 は小川法 にはなか っ

た のに対 して,BACTEC法 で は13.3%(6検 体)あ

り,そ の うちMTCが 分離 された ものが67%(4検 体)

もあ った ことである。

また,前 処理 喀痰塗抹陽性 ・培養陽性例 では両法間 に

大 差はなか った(小 川法,26.7%;BACTEC法,31.1

%)が,前 処理 喀痰塗抹陰性 ・培養陽性例 はBACTEC

法で4検 体(8.9%)あ り,そ の うちMTCが 分離 され

た ものが2検 体 あ った ことは注 目に価す る。 なお,直 接
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並び に前処理喀痰塗抹 とも陰性 で非結 核性抗酸菌培 養陽

性 で あ った7検 体 の うち2検 体 は小川法陰性 ・BACT

EC法 陽性であ った。

次 に,菌 検出所要 日数 についてみ ると,MTCで は小

川 法 で12～35日(平 均21日)を 要 した の に 対 し,

BACTEC法 で3～28日(GI≧10,平 均13;GI≧50,

平均14日)で あり,MACで は小川法で14～21日(平

均18日)を 要 した のに対 し,BACTEC法 で は3～10

日(GI≧10,平 均4日;GI≧50,平 均6日)で あった。

今,こ れを塗抹陰性検体 と陽性検体 よりの菌検 出所要

日数 についてみると,直 接塗抹陰性検体 よ りは,MTC,

MACと も培養陽性例 は小川法で はなか ったので これ は

お くとして,BACTEC法 ではMTCは14～28日(GI

≧10,平 均23日;GI≧50,平 均25日),MACは10

日(GI≧10,GI≧50)で あ ったのに対 して,直 接塗抹

陽性検体 よりはMTCは 小川法12～35日(平 均21日),

BACTEC法3～14日(GI≧10,平 均8日;GI≧50,

平均8日)で あ り,ま たMACは 小川法14～21日(平

均18日),BACTEC法3～5日(GI≧10,平 均3日;

GI≧50,平 均5日)で あ った。

Aoki16),青 木17)は わが国 で は菌陽性結核患者 は咳が

出始 めてか ら平均3.52月 で診断 されてお り,そ の間に

平均4～5人 に感染 させて いると推定 されて いると述べ

ているが,上 述 の塗抹陰性で小川法で培養陰性の検体 に

BACTEC法 陽性で結核菌 の分離 され た4例 が あった こ

と,ま たBACTEC法 にお いて小川 法 におけるよりも

菌検 出所要 日数 を著 しく短縮す ることは極 めて重要 な意

義 を有 する もの といえよ う。

NAPは5μg/mlの 濃度 でMTCの 発育 を阻止す る

が,NTMは 阻止 され ない ことが報告 されている8)。今

回 のわ れわれ の検体 で も培養性状並 びにDNAプ ロー

ブテ ス トによ りMTCと 同定 され た全菌株 がNAP感

受性であ り,他 方,MACあ るいは M.scrofulaceum

と同定 され た菌株 で はNAP抵 抗 性で あ った。本 テス

トはBACTEC 12B培 地 が発 育陽 性 と判 定 されて5～

6日 でMTCかNTMか の鑑別 が可 能であ り,そ の点

で はナイアシ ンテス トよりも早期 に行い うるとい う点に

おいて優 って いるもの といえ よう。

今回 の実験 にお いて はDNAプ ローブテス トは小川培

地上 の発育菌 を用 いて行 ったが,KiehnとEdwards18

の報 告 に み られ る よ うにBACTEC 12B培 地 発育 菌

(GI-999)を 用 いれ ばMTCお よ びMACの 同定 はよ

り早 く行 い うるであろ う。

以上 の成績 よ り,患 者喀痰 よ りの結核菌(抗 酸菌)の

検 出に はBACTEC法 が検 出率,発 育所要 日数並 びに

結核菌 とその他 の抗酸菌 との鑑別可能 なNAP試 験 を行

いうるとい う観 点か らして小川 法よ りも遙 かに優 れた も

の と言え よう。 しか し現在の ところ,BACTEC法 に用

いる培地 には放射性物質(14C palmitic acid)が 含 ま

れているため本検査法 は一般検査室で は行 い得な いとい

う難点 があるが,こ の問題解決 の検討 も現在な されつっ

あ り,一 般検査室 で も行 い うる非放射性培地を用 いた検

査法 が近 い将来 開発 されるであろ うことが期待 され る。

結 語

結核患者喀痰45検 体 について小川法 とBACTEC 460

 TB System(BACTEC法)に よ る抗酸菌 の培養成績

につい比較検討 し,概 略以下 に述 べ るよ うな知見 を得 た。

1)　抗 酸 菌 培 養 陽 性例 は小 川法 で は12検 体(26.7

%)で あ ったの に対 してBACTEC法 で は18検 体(40

%)で あった。

2)　塗 抹 陽性検 体 で は小 川法 とBACTEC法 とでは

培養陽性率 に差 はみ られ なか ったが,塗 抹陰性検体では

BACTEC法 の み に培 養 陽 性 で あ った もの が6検 体

(13.396)あ り,う ち M.tuberculosis complex の分

離 された ものが4検 体, M.avium complex 1検 体,

M.scrofulaceum 1検 体 で あ っ た。

3) M.tuberculosis complex および M.avium

 complexの 累 積 陽性 率 は1週 間 以 内で はBACTEC法

で 各36.4%お よ び83.3%,小 川 法 で は0,ま た2週 間

以 内 で はBACTEC法 で各72.7%6お よ び100%,小 川

法 で 各28.6%お よ び40%で あ った。

4)　菌検出所要 日数 は M.tuberculosis complex で

は小川法で平均21日,BACTEC法 で平均14日,ま た

M.avium complex で は小 川法で平均18日,BACT

 EC法 で6日 で あ った 。

5) NAPテ ス トは M.tuberculosis complex を

非結核性抗酸菌か ら鑑別す る上 に簡便 にして有 用な方法

である。
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