
Kekkaku Vol. 68, No.5 345

原 著

BACTEC 460 TB Systemと 小川法 によ る喀痰か らの
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The BACTEC system and the Ogawa method were compared for recovery rates and 

detection times of mycobacteria from sputum specimens. From the 179 specimens, 78 

(43.6%) and 56 (31.3%) isolates were detected with the BACTEC and Ogawa methods, 
respectively. Of the 78 mycobacterial isolates in the BACTEC method, 53 (67.9%) were M. 

tuberculosis complex strains, 23 (29.5%) were M. avium complex strains, and others (2 
strains) (2.6%) were M. kansasii and M. scrofulaceum strains. Of the 56 isolates in the 

Ogawa method, 37 (66.1%) were M. tuberculosis complex strains, 18 (32.1%) were M. avium 

complex strains, and 1 (1.8%) was M. kansasii strain. The difference in the recovery rates 

between the BACTEC (26 M. tuberculosis complex strains, 13 M. avium complex strains) 

and Ogawa (23 M. tuberculosis complex strains, 12 M. avium complex strains) methods 

was not significant in the smear—positive specimens. In the case of smear-negative 

specimens, the BACTEC method detected 27 M. tuberculosis complex and 10M. avium 

complex isolates, on the other hand, the Ogawa method detected 14 and 6 of M. tuberculosis 

complex and M. avium complex, respectively. The mean detection time for M. tuberculosis 

complex was 15 days with the BACTEC method, and 26 days with the Ogawa method. For 

M. avium complex, the mean detection times were 5 and 24 days, respectively. These results 
indicate the usefulness of the BACTEC system in the rapid diagnosis of mycobacteria.
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は じめ に

臨床材料,特 に喀痰からの結核菌の早期検出は肺結核

症を診断 し,そ の治療方針を決定する上に極めて重要で

あることは言を待たないところであるが,わ が国で結核

菌の分離に広く用いられている小川法は長期間を要する

上に,発 育困難な菌の存在も知られていることもあって,

より優れた培地 ・培養法の開発が望まれてきた。

Middlebrookら1)は14Cで ラベルしたパルミチン酸

含有7H12培 地 中で菌の増殖に伴 って生 じる14CO2を 測

定す るラジオメ トリック法によって、Lowenstein-

Jensen(LJ)培 地や7H10培 地 を用いた従来法よりも

菌検出率の向上と検出所要日数の短縮のできることを報

告した。その後、培地並びに測定機器の改良が重ね られ,

近年ではBACTEC 460 TB System2)3)(Becton

 Dickinson Co., Towson, Md., USA)(以 下,BAC

TEC法)に よる方法が米国を中心として広 く普及 し,

その優れた点が諸家によって報告されている4)〃7)。

ところで,わ が国においては抗酸菌分離標準法 として

広 く用い られている小川法 とBACTEC法 による抗酸

菌分離培養法の優劣の比較についての報告は未だ少なく,

わずかに我々8)並 びにAbeら9)の 報告がみられるにす

ぎないが,と もにBACTEC法 が検出感度の点におい

て小川法よりも優れているという。

今回は,先 の報告(45例)8)に 引 き続 き,さ らに検査

喀痰を134例 増 やし,計179例 として,両 法による抗酸

菌の分離成績を比較検討 したので以下報告する。

材料と方法

1.　 喀 痰

国立療養所3施 設(広 島病院,松 江病院,南 岡山病院)

に入院中の抗酸菌症患者159名 並 びに島根県環境保健公

社の実施した集団検診によって肺に異常陰影が認められ

た20名 より抗酸菌検査のために採取 された喀痰の計

179検 体を供試 した。

2.　培 地

BACTEC法 にはMiddlebrook7H9培 地 にカゼイ

ン消化物,14C-パ ル ミチン酸,PANTA (Polymyxin

 B, Amphotericin B, Nalidixic acid, Trimetho-

prim, Azlocillin)お よびPOES (Polyoxyethylene-

stearate)が 添加されたBACTEC 12B培 地2)(Becton

 Dickinson)並 びに自家製の3%小 川培地を用いた。

3.　検 査 法

喀痰処理法の詳細は既報8)に 準 じて概説以下のように

して行 った。すなわち,50mlス ク リューキャップ付き

遠心管に採取された喀痰は冷蔵 して送 られ,南 岡山病院

では翌 日,他 の3施 設よりのものは採取 日に受領 した。

喀痰材料 は塗抹染色後,4倍 量の4%NaOHを 加 えて

ミキ サ ー で 約2分 間 混 和 し,直 ち に そ の0.1mlを3%

小 川 培 地 へ 接 種 した。 そ して,残 りの処 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)を10～20ml加 え,直 ち に1N HCIで 中 和

後,遠 心 管 の トップ リ ング ま で同 種 緩 衝 液 を加 え,3,000

rpm,20分 遠 心 し,得 ら れ た 沈 渣 に1～1.5mlの リ ン

酸 緩 衝 液(フ ェ ノ ー ル レ ッ ド非 含 有)を 加 え,そ の0.5

mlをBACTEC 12Bバ イ ア ル へ接 種 した。

小 川 培 地 並 び にBACTECバ イ ア ル と も37℃ で 培

養 し,小 川 培 地 で は 肉眼 的集 落 発 生 の見 られ た もの を陽

性,ま た,BACTECバ イ ア ル で はGrowth Index

(GI)が50以 上 に な り,か っ そ れ よ りの抗 酸 菌 塗 抹 陽

性 で あ った もの を も って 陽性 と判 定 した。 両 培 地 と も菌

接 種 後 最 初 の3週 間 は週3回,そ の後 は,小 川 培 地 で は

週1回,5週 間 に わ た っ て,ま たBACTECバ イ ア ル

で は週1回,3週 間 に わ た って菌 増 殖 の有 無 を観 察 ま た

は測 定 した。

4.　 分 離 菌 の鑑 別 ・同定 法

既 報8)の 方 法 に準 じて行 った。 す な わ ち,M. tuber-

culosis complex (MTC)と 非 結 核抗 酸 菌 の鑑 別 は,

上 記GI≧50の 培 養 菌 の1mlをNAP(ρ-nitro-α-

acetylamino-β-hydroxy-propiophenone)5μg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3～6日 間 にわ た って 毎 日測

定 し,そ の値 が対 照(元 の 培 養 バ イ アル)と 同 様 に 増加

の 見 られ た もの はNAP抵 抗 性(非 結 核 性 抗 酸 菌),減

少 あ る い は変 化 の 見 られ な か った もの はNAP感 受 性

(MTC)と 判 定 した。 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

McFarland No.1の 濃 度 の 菌 液 を 調 製 し,そ の0.1ml

をBACTEC 12B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 も同 様 にNAP試 験 を 行 っ

た 。

さ ら に,3%小 川 培 地 初 代 分 離 菌 並 び にBACTEC

発 育 陽 性 バ イ アル か らの1%小 川 培 地 継 代 菌 につ いて,

集 落 性 状 の 観 察 並 び にMTC, MF. avium complex

 (MAC)あ るい はM. kansasiiのDNAプ ロ ー ブ

(AccuProbeTM: Gen Probe Inc., San Diego,

 USA)と の 反 応 性 の検 討10),ま た こ れ らプ ロ ー ブ と の

反 応 陰 性 の 菌 株 に つ い て は α抗 原分 析11)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

供 試179喀 痰 材 料 よ り小 川 法 で は56検 体(31.3%)

が,ま たBACTEC法 で は78検 体(43.6%)が 培 養 陽

性 で あ った。 これ を分 離 菌 種 別 に み る と,Table 1に 示

す よ う に,BACTEC法 で の 培 養 陽 性78検 体 で は,

MTC 53株(67.9%),MAC23株(29.5%),M. kan-
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Table 1 Mycobacterial Species Isolated from 179 Sputum 

Specimens by Ogawa and BACTEC Methods

Table 2 Recovery of Mycobacteria from 179 Sputum Specimens 

by Ogawa and BACTEC Methods

Fig. Cumulative Percentage of Positive Cultures by BACTEC and Ogawa Methods

sasii1株,M. scrofulaceum1株 で あ り,MTC並 び

にMACが 全 分 離 菌 の97.4%を 占 あ た。 これ に対 して,

小川 法 で の培 養 陽 性56検 体 で は,MTC37株(66.1%),

MAC18株(32.1%),M. kansasii1株 が 分 離 され,

MTC並 び にMACが 全 分 離 菌 の98.2%を 占 め た 。 な

お,小 川 法 陽 性,BACTEC法 陰 性 例 は皆 無 で あ った。

Table2は 塗 抹 陽 性 あ るい は陰 性 喀 痰 よ りの培 養 陽性

菌株数を菌種別に示したものである。MTCは 塗抹陽性

例では,小 川法で23株,BACTEC法 では26株 分離さ

れ,両 法間に大差 はなかったが,塗 抹陰性例では,小 川

法で14株 分離 されたのに対 して,BACTEC法 で27株

分離 され,BACTEC法 は小川法よりも遙かに優れた分

離成績を示 した。MACに ついてもMTCに おけると同

様 な傾向がみ られ,塗 抹陽性検体では,小 川法とBAC
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Table 3 NAP Sensitivity Test of Mycobacteria Isolated from 179 

Sputum Specimens by Ogawa and BACTEC Methods

a) This strain was identified as M. scrofulaceum by a-antigen analysis.

TEC法 との間の分離成績に大差はみられなかったが,

塗抹陰性例では,BACTEC法 は小川法よりも優れた分

離成績が得 られた。

Fig.は 小 川法並びにBACTEC法 による分離抗酸菌

の累積検 出率 を塗抹成績別に示 したものである。MTC

につ いてみると,塗 抹陽性検体では,小 川法で12～49

日(平 均25日),BACTEC法 で3～28日(平 均11日),

また塗抹陰性検体では,小 川法で21～49日(平 均28日),

BACTEC法 で7～35日(平 均19日)で あった。MAC

につ いてみると,塗 抹陽性検体では,小 川法で14～28

日(平 均22日),BACTEC法 で3～7日(平 均4日),

また塗抹陰性検体では,小 川法で21～42日(平 均27日),

BACTEC法 で3～12日(平 均7日)で あった。

Table3は 小 川法並びにBACTEC法 による分離菌

のNAP感 受性試験 とDNAプ ローブ試験の成績 とを

一括表示したものである
。NAP感 受性でMTCと 考

え られた全菌株はDNAプ ローブテストによってMTC

と同定された。また,NAP抵 抗性で非結核性抗酸菌と

考え られた菌株は,DNAプ ローブによって小川法分離

菌(19株)はMAC(18株)お よびM. kansasii(1

株)と 同定され,BACTEC法 分離菌(25株)はMAC

(23株),M. kansasii(1株),同 定不能(1株)よ り

なっていた。 このDNAプ ローブ非反応の1株 は集落

性状並びにα抗原分析によってM. scrofulaceumと

同定された。

なお,表 には示さなかったが,培 地汚染率は小川法で

2.8%で あ ったのに対 して,BACTEC法 では1.1%に

す ぎなかった。

考 察

今回の小川法並 びにBACTEC法 による179喀 痰材

料よりの抗酸菌の培養陽性成績は,小 川法が56例(31.3

%)で あ ったのに対 して,BACTEC法 で は78例(43.6

%)で あ り,BACTEC法 が小川法 よりも約12%優 れ

た検 出率を示 した。このBACTEC法 による菌の検出

率は塗抹陽性喀痰で も小川法におけるよりも優れていた

が,そ の優れた検出感度は特に塗抹陰性検体においてみ

られ,今 同の検査では小川法で21検 体(MTC14株,

MAC6株,M. kansasii1株)が 培養陽性であったの

に対 して,BACTEC法 で は39検 体(MTC27株,

MAC10株M. kansasii1株,M. scrofulaceum1

株)が 陽性であった。 これは塗抹陰性 ・培養陽性の39

検体の うちのそれぞれ約54%並 びに100%を 示 してお

り,Abeら9)の 小川法での検出率は約48%で あ ったの

に対 して,BACTEC法 で は約87%で あ ったという成績

と軌を一にするものである。同様な知見はLJ培 地ある

いは7H10(7H11)培 地などを用いての比較検討におい

て も報告されているところである4)5)7)。

と ころで,今 回の検討 におけるMTC並 びにMAC

の菌検出日数は,小 川法ではそれぞれ12～49日(平 均

26日)並 びに14～42日(平 均24日)で あ ったのに対

して,BACTEC法 で はそれぞれ3～35日(平 均15日)

並 びに3～12日(平 均5日)でBACTEC法 は小川法

に比べ,MTCで は平均11日,ま たMACで は平均19

日菌検出所要 日数が短縮された。 これを塗抹成績別に分

けてみた場合,塗 抹陽性喀痰では,BACTEC法 は小川

法よりも,MTCが 平均14日,MACが 平均18日 短縮

され,塗 抹陰性検体ではそれぞれ9日 並びに20日 短縮

された。このBACTEC法 が7H10(7H11)培 地,LJ

培地あるいは小川培地を用いた従来法におけるよりも,

菌検出 日数が,MTCで は約2週 間,MACで は約1週

間短縮されることについては諸家4)卍7)9)によ って報告さ

れているところであるが,わ れわれもすでに報告 してい

るところである8)。

7H12B培 地 中より14C-パ ル ミチン酸を控除した培地

を用いてBACTEC法 に準 じた方法での抗酸菌の検出

率は小川法よりも優れ,BACTEC法 よりも若干劣るも

のであることが知 られている12)13)。今後,非isotopic

な液体培地を用いた検出感度の良い検査法の開発が望ま

れる。
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結 語

喀痰179検 体 について小川法とBACTEC法 による

抗酸菌の分離培養成績について比較検討 し,次 の知見を

得た。

1)　抗酸菌培養陽性例は小川法では56検 体(31.3%

:MTC37株MAC18株,M. kansasii1株)で あっ

た のに対 してBACTEC法 で は78検 体(43.6%:

MTC53株MAC23株M. kansasii1株,M. scro-

fulaceuml株)で あった。

2)　塗抹陽性検体よりの検出率は小川法とBACTEC

法 間 に大差なか ったが,塗 抹陰性検体ではBACTEC

法 の検出率が小川法よりも優れていた。

3)　最小菌検出所要日数はMTCで は,小 川法で平均

26日 であったのに対 してBACTEC法 で平均15日,ま

たMACで はそれぞれ24日 および5日 であった。

4) NAPテ ス トはMTCと 非結核性抗酸菌との鑑別

上極めて有用な方法である。

5) BACTEC法 は菌検出率,菌 検出所要 日数,培 地

汚染率のいずれの面においても小川法よりも優れた方法

であるといえる。
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