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Fourty-five sputum specimens were subjected to isolation for mycobacteria either MB 

Check system (MB method ; F. Hoffmann—La Roche Ltd., Basel, Switzerland) or 3% Ogawa 

egg medium (Ogawa method). Test suptum was treated with 4 volumes of 4% NaOH for 1

-2 min and 0.1 ml of the resulting mixture was inoculated onto 3% Ogawa egg medium . The 

remaining portion of the mixture was neutralized with 1N HC1, diluted with 1/15 M 

phosphate buffer (PB ; pH 6.8), and subsequently centrifuged at 3,000 rpm for 20 min. The 

sediment was suspended in 1.5 m/ of PB and 0.5 m/ each was inoculated into MB Check M 

bottle (20ml) supplemented with M supplement (1 ml). In MB method, bacterial growth 

was measured on Middlebrook 7H11 agar medium and Middlebrook 7H11 agar medium 

containing NAP (p-nitroaƒ¿-acetylamino—,ƒÀ-hydroxy-propiophenone).

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

growth in the above two cultivation methods and time required for growth were as follows
:  3% Ogawa egg medium; 12 specimens (26.7%) gave positive growth, including 7 of M. 

tuberculosis complex strains on 14-35 days (average 22 days) and 5 of M. avium complex 
strains on 14-21 days (average 18 days); MB method; 15 of specimens (33.3 %) gave 

positive growth, including 8 of M. tuberculosis complex strains on 7-21 days (average 15
 days), 6 of M. avium complex strains on 7-14 days (average 11 days) and 1 of M. 

scrofulaceum strain on 28 days. There was no specimen which was positive for myco-
bacterial growth on 3% Ogawa egg medium but nagative on MB medium .

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

 Izumo 693 Japan.
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わが国 においては喀痰か らの抗酸菌の分離培養には

NaOH処 理検体を小川培地に接種する,い わゆる小川

法が広 く用いられており,分 離菌を同定 し,薬 剤感受性

試験を行 って患者の的確な治療を開始するに必要な情報

をうるまでにはかなりの長期間を要する。そこで,菌 を

より早 く,し かもより高率に分離するためにより優れた

培地,培 養法の開発が試みられてきた1)～4)。

今 回,わ れ わ れ は抗 酸 菌 の迅 速 診 断法 を企 図 して 開発

さ れ たMBチ ェ ッ ク シ ス テ ム 「ロ シ ュ」4)(F.Hoff-

mann-La Roche Ltd, Basel, Switzerland)を 入 手

す る機 会 を 得 た の で,こ れ に よ る抗 酸 菌 の分 離 培 養 成 績

を小 川法 にお けるそ れ と比 較 検討 した の で以 下 報 告 す る。

MBチ ェ ッ ク シ ス テ ム は下 記 の培 地 よ りな る4)。 す な

わ ち,Middlebrook 7H9培 地 を ベ ー ス と した 液体 培

地 と約20%のCO2を 含 む 空 気 が 加 え られ た 培 養 ボ トル

(MBチ ェ ッ クMボ トル)に グル コ ー ス,グ リセ リン,

オ レイ ン酸,塩 酸 ピ リ ドキ サ ール,カ タ ラ ーゼ,ア ル ブ

ミ ンお よ びpolyoxyethylene 40 stearateの 発 育 促 進

物 質 と ア ズ ロ シ リ ン,ト リメ トプ リム,ポ リ ミキ シ ンB,

ア ンホ テ リシ ンBお よ び ナ リジ キ シ ン酸 の雑 菌 発 育 阻 止

物 質 よ り な る 「MBチ ェ ックMサ プ ル メ ン ト」 が 加 え ら

れ て い る。 こ の ボ トル内 で 増 殖 した菌 の分 離 培 養 の た め

の デ イ ップ ス ラ イ ド(MBチ ェ ックMス ラ イ ド)に3種

の寒 天 培 地(変 法Middlebrook 7H11寒 天 培 地,NAP

含 有 変 法Middlebrook 7H11寒 天 培 地,チ ョコ レー ト

寒 天 培 地)が 取 りつ け て あ る。

培養操作は 「MBチ ェックMサ プルメント」加MB

チ ェックMボ トルへ菌接種後,こ のボ トルにMBチ ェ

ックMス ライ ドを接続(Mス ライ ド接続後のCO2濃 度

は約2～3%)し,ボ トルを転倒 してMス ライ ド上の寒

天培地表面を十分潤 した後に培養 し,一 定 日数毎に寒天

培地上の菌の発育の有無を観察する。観察後 はその都度

ボトルを転倒してMス ライ ドの寒天培地表面を十分潤す。

今回の検討の供試喀痰は国立療養所広島病院に入院中

の抗酸菌症患者45例 よ り得 られたもので,50mlス ク

リューキャップ付 き遠心管に採取後,4℃ に保って島

根医科大学微生物 ・免疫学教室へ送付された。受領後は

直ちに安全キャビネット内で塗抹標本を作製後,4倍 量

の4%NaOHを 加えて駒込ピペットでパンピングし,

さ らにVortexミ キサーで混和す ること1～2分 間に

及んだ。

この処理喀痰の0.1mlを 直 ちに1本 の3%小 川培地

へ 接 種 し,残 り に は10～20mlの フ ェ ノ ー ル レ ッ ド

(PR)8μg/mZ含 有1/15Mリ ン酸 緩 衝 液(PB;pH

6.8)を 加 え,1N HClで 中和 後,遠 心 管 の トップ リ ン

グ ま でPBを 追 加 し,3,000rpm,20分 遠 心 し た。 そ

し て,得 ら れ た 沈 渣 は1.5mlのPRフ リー の1/15

MPBに 浮 遊 し,塗 抹 標 本 を 作 成 後,0.5mlを1本 の

MBチ ェ ッ ク ボ トルへ 接 種 した 。 直 接 塗 抹並 び に集 菌塗

抹 の いず れ もZiehl-Neelsen染 色 し,鏡 検 した。3%

小 川培 地並 び にMBチ ェ ック ボ トル と も37℃ で 培 養 し,

小 川 培 地 で は集 落 の発 育 の有 無 な い し程 度 を 週1回,8

週 間 に わ た って観 察 した。

他方,MB法 では菌接種後ボ トルを転倒 してボトル上

部に連結された 「Mス ライ ド」を潤 した後,培 養1,3,

5お よび7日 目,そ の後は毎週1回,8週 間培養 し,そ

の都度Mス ライ ド上の菌の発育の有無を肉眼で観察 した

後,上 述 したと同様ボ トルを転倒 してMス ライドを潤 し

た。

そして,MBチ ェックシステムによる陽性検体につい

ては,MBチ ェ ックボ トル内の液体培地の0.1mlを1

%小 川培地に移植し,集 落初発所要 日数 と集落性状の観

察 後, M. tuberculosis complex (MTC)あ るいは

M. avium complex (MAC)のAccuProbeテ ス ト

(Gen-Probe社,U.S.A.)5)と の 反応 性 を調 べ,場 合

に よ って は さ らに α抗 原6)を も調 べ て,分 離 菌 の 同定 を

行 っ た。396小 川 培 地 発 育 陽 性 菌 につ い て も上 記 の点 に

つ い て の観 察 あ る い は テ ス トを 行 って 菌 種 の 同 定 を行 っ

た。

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並 び に

Table3に 示 した。 抗 酸 菌 培 養 陽 性 例(Table1,2)は

供 試45検 体 中,MBチ ェ ックで は15例(33.3%),小

川 法 で は12例(26.7%)で あ っ た。 直 接 塗 抹 陽 性 ・培

養 陽 性 例 はMBチ ェ ッ ク並 び に小 川 法 と も12例(26.7

%)で あ り,両 者 間 に 差 は 見 られ な か っ たが,直 接 塗

抹 陰 性 ・培 養 陽 性 例 はMBチ ェ ックで は3例(6.7%)

(MTC,MACお よ び M. scrofulaceum 各1例)み ら

れたが,小 川法では皆無であった。また,集 菌塗抹陽性 ・

培養陽性例はMBチ ェックでは13例(28.9%),小 川

法では12例(26.7%)で 両者間に大差はなかった。集

菌塗抹陰性 ・培養陽性例は小川法にはなかったが,MB

チ ェ ック は2例(4.4%)(MAC並 び に M. scrofula-

ceum 各1例)見 られた。
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Table1. Isolation of Mycobacteria from 45 Sputum Specimens and its Identification

a) 3% Ogawa medium for primary isolation.b) 1 % Ogawa medium for subculture of mycobacteria isolated in MB Check bottle
.

c) N Nonphotochromogenic.d) Sc: Scotochromogenic; This strain was identified as M . scrofulaceum by ƒ¿-antigen analysis.
e) Resistant.f) M. tuberculosis complex .g) M. avium complex.

Table2. Isolation of Mycobacteria from 45 Sputum 

Specimens by Ogawa Method and MB Check System

Table3. Days Required for Isolation of M . tuberculosis Complex and M. avium Complex from 45 

Sputum Specimens, Using Ogawa Method and MB Check System

In parentheses, mean days are indicated .

したがって,MBチ ェックは菌の検出率において小川

法よりもやや優れており,な かでも塗抹並びに小川培養

法陰性検体からの菌の分離に試みて価値ある方法かと思

われる。

次 に,培 養 陽 性 検 体 の発 育 所 要 日数(Table1,3)に

つ い て み る と,MTCは,MBチ ェ ック で は7～21日

(平均15日)で あったのに対 して,小 川法では14～35

日(平 均22日)で あり,MBチ ェ ックは小川法に比べ

て1週 間早かった。MACに ついてみると,MBチ ェ ッ

クでは7～14日(平 均11日)を 要 したのに対 して,小

川法では14～21日(平 均18日)で あり,MBチ ェ ック

では小川法に比べて約1週 間集落初発所要 日数を短縮す

―43―



538 結 核　第67巻　 第7号

ることができた。

MTCはNAP感 受 性であ り,非 結 核性抗酸菌 は

NAP抵 抗 性であるとされており7)8),こ の点について

はわれわれもBACTEC 460 TB System3)で のNAP

感受 性試験によって同様の成績を得ている9)。しかし,

今回のMB法 で はTable1に 示 すようにDNAプ ロー

ブテス トによりMTCと 同 定されたすべての菌株が

NAP抵 抗 性と判定され,先 人の報告と異なる成績が得

られた。これはBACTEC 460 TB Systemに お ける

NAP感 受 性試験は37℃,3～6日 で判定されるのに

対 して,MBチ ェ ックでは7～28日 の長期にわたる培

養のため,そ の間にNAPの 失活が起こり,MTCと 非

結核性抗酸菌との選択性を失うものと思われる。

以上の成績より,MBチ ェ ックは小川法よりも菌検出

率が多少なりとも高 く,集 落初発所要日数を約1週 間短

縮することが分かった。最近,Gigerら10)とIsenberg

ら11)は,MBチ ェ ックシステムは菌検出率並びに集落

初発所要日数の短縮において従来法よりも優れているが,

本 法でのNAP感 受性試験はMTCと 非結核性抗酸菌

との鑑別上役立たないというわれわれの成績 と軌を一に

する報告をしており,今 後その点の改良が必要であろう。
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