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総 説

結 核 菌 培 地

斎 藤 肇

広島県環境保健協会

LABORATORY MEDIA FOR THE CULTIVATION OF

 TUBERCLE BACILLUS

Hajime SAITO*

A variety of different media for the cultivation of mycobacteria have been described 

but a few of them are in use today. Those currently used can be characterized by three 

basic types. The first is egg-based media represented by Ogawa and LOwenstein-Jensen. 

The second type is agar-based media the most common one are Middlebrook 7H10 and 

7H11. The third type is liquid media such as Middlebrook 7H9.

Several weeks of incubation may be required for the isolation of M. tuberculosis on 

solid media. Substantial improvement in the time to detection and the recovery rate was 

realized by using broth-based culture system such as the BACTEC 460TB, Septi-Chek 

AFB, MGIT and BACTEC 9000.

In the BACTEC 460TB system, the mycobacteria is detected radiometrically. The proc-

essed specimen is added to a modified 7H9 medium (BACTEC 12B) containing "C-labeled 

palmitic acid and an antibiotic complex, PANTA. Mycobacterial growth can be ascertained 
by the liberation of "CO2 and detected by BACTEC 460TB instrument.

The Septi-Chek AFB is a biphasic medium which combines broth and solid media. The liq-

uid medium is a modified Middlebrook 7H9 in a carbon-dioxide-enriched culture bottle. 

After inoculation of the sample, the bottle is capped with a slide consisting of three solid 

 media a non-selective Middlebrook 7H11 agar, an egg-based medium, and chocolate agar.

A novel system is the MGIT, which is a nonradiometric broth method for the detection of 

mycobacteria from clinical specimens. The MGIT consists of a modified Middlebrook 7H9 

broth and a sensor embedded in silicone on the bottom of a tube. The appearance of orange 

-colored fluorescence in the sensor when excited indicates the growth of mycobacteria .

MB Redox is a modified, serum-supplemented Kirchner medium containing p-indonitro-

tetrazolium violet (INT) as an indicator of microbial growth. The INT is reduced by the 

redox system of the mycobacteria to deep violet-colored formazan. This substance is water 

insoluble and is reduced to the cell surface, by which bacterial clamps can be easily detected 

by their violet color.

At present, the egg-based media are the first choice for the culture of clinical samples. 

However, there are advantages to each type of medium and not all strains of mycobacteria
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can be recovered on a single medium. Therefore, it is recommended that one representative 

of each type of medium be used for primary isolation ; one example in Japan may be Ogawa 

egg medium in combination with Middlebrook 7H11 and MGIT.

Key words : Culture media, Rapid diagno-

sis, MGIT, BACTEC 460 system, MB Redox
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460シ ス テ ム,MBRedox

は じめ に

第二次世界大戦後,順 調に減少し続けてきた先進国の

結核は1980年 代後半以降,減 少の鈍化あるいは国によっ

ては増加の傾向がみられるようになり,再 興感染症の一

つ として学界の関心をひ くに至っている1)。 さらに米

国(ニ ューヨーク,ニ ュージャージー,フ ロリダ)に お

いて主 としてHIV陽 性者における多剤耐性結核の集団

発生の報告2)も あり,憂 慮すべき事態 もみられた。

結核症の確定診断は,原 因菌を分離 し,鑑 別 ・同定す

ることによる。したがって,検 出感度が高 く,早 期に検

出できる,す ぐれた培地の開発が患者の早期診断 ・治療 ・

疫学上極めて重要であることは言うをまたない。近年こ

れに応えるべ く結核菌(抗 酸菌)の 新規培養システムの

開発が,な かんず く米国を中心として鋭意進められてお

り,そ れらの中にはわが国にも導入され,す でに臨床検

査にとり入れられているもの,あ るいはその途上にある

ものもある。

結核菌培地についてはすでに多 くの専門書3)～10)に

記載されているのでそれらを参照された く,本 稿ではそ

の開発の経緯を踏まえながら,新 しい結核菌培地・ 培養

システムについて解説 してみたい。

1.培 地の種類

1.卵 培 地

1)特 徴

卵をベースとした培地には,下 記のような利点 ・欠点

がある。

(1)利 点:① 栄養に富み,臨 床検体中の毒性物質を結

合 ・中和するホスホリピッドや蛋白を含み,ほ とんどの

抗酸菌の良好な発育を支持する。②試験管へ分注後凝固

滅菌するため,培 地調製過程中に雑菌による汚染のおそ

れはない。③低温で長期保存が可能である。

(2)欠 点:① 出来上が り培地が,卵 成分の質の違いや

培地の凝固温度 の影響などによって再現性に乏 しい。②

検出の感度 ・日数において液体培地よりも劣る。③薬剤

感受性検査用卵培地は,薬 剤によっては培地調製時の加

熱,あ るいは卵蛋白との結合によって力価が低下する。

2)代 表 的卵 培 地

古 くはPetroff培 地(1915),Petragnani培 地(1927),

Lowenstein培 地(1931),Lowenstein-Jensen培 地

(1932),岡 ・片 倉 培 地(1940),ATS培 地(1946)な どが

用 い られて いたが,そ の後,わ が国 で は小 川培 地4)5)7)～9),

欧 米 諸 国 で はLowenstein-Jensen培 地6)8)～10)が 広 く

用 い られ る よ うに な り,今 日に至 っ て い る 。

3)組 成

(1)基 液:古 くは 牛 肉浸 出 液,牛 乳,馬 鈴 薯 澱 粉,ペ

プ トンな どが 用 い られ た が,Lowenstein培 地 の報 告 以

来,無 機 塩類 が 用 い られ る よ うに な り,そ の組 成 もだ ん

だ ん とシ ン プル に な っ た 。

(2)卵 液:古 くは基 液 と卵 液 の量 比 は 多 くの場 合1:2

あ る い は314で,全 卵 を用 い た もの,全 卵 と卵 黄 を用 い

た もの とあ っ た が,こ れ らの 間 で特 に結 核 菌 の発 育,培

地pHに 顕 著 な 差 は な く,現 在 一般 に用 い られ て い る小

川 培 地 やLowenstein-Jensen培 地 で は全 卵 液 を用 い,

基 液 と卵 液 の 量 比 は各1:2お よ び1:1.66と な っ て い

る 。

(3)グ リセ リ ン:古 くは グ リセ リ ン量 は 培 地 の 種 類 に

よ っ て か な り 異 な っ て い た(08～6%)。 現 在 で は

Lowenstein-Jensen培 地 は08%,2%小 川 培 地 は1.3

%,1%お よび3%小 川 培 地 は2%と な っ て い る 。

(4)色 素:雑 菌 の発 育 を阻止 し,集 落 の 観 察 を容 易 に

す る た め に加 え られ て い る 。古 くは コ ンゴ ー赤,ゲ ンチ

アナ 紫 な ど も用 い られ た が,現 在 で は マ ラ カ イ ト緑 が用

い られ,現 在 の 使 用 量(0。04～0.025%)で は 結 核 の 発

育 に さ した る 影 響 は な く,か つ雑 菌発 育 阻 止力 も強 い 。

(5)培 地 凝 固 滅 菌 法:古 くは 間歇 滅 菌(2～3回)さ

れ た が,培 地 に よ り加 熱 の 温 度 と時 間 を異 に した 。小 川

が 岡 ・片 倉 培 地 を用 い て の検 討 成績3)に よれ ば,80℃70

分,90℃50分,95℃30分 で培 地 は 十 分 固 ま り,85～90℃

1時 間,1回 の 凝 固 滅 菌 で 十 分 で あ る とい う。

2.寒 天 培 地

1)代 表 的 寒 天 培 地

Dubosオ レ イ ン酸 ・アル ブ ミ ン寒 天 培 地(Dubos寒

天 培 地),Middlebrook7H10寒 天培 地,Middlebrook
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7H11寒 天培地といったものがある。

Dubos寒 天培地はDubos Tween・ アルブミン培地

(Dubos培 地)のTween80を 控 除し,ア ルブミン ・コ

ンプレックス中のグルコースをオレイン酸にかえ,寒 天

を加えた培地である10)。

Middlebrookは 臨床検体中の傷害された菌を修復し,

検 出率を高めるためにDubos寒 天培地に修飾を加えた

培地(7Hシ リーズ)を 開発 した。現在広 く用いられて

いる培地としては,7H10寒 天培地11)12)と7H11寒 天培

地13)が ある。7H11寒 天培地は,7H10寒 天培地にカゼ

インのパ ンクレアチン消化物を加えてINH耐 性 結核菌

の発育を促進するように改変 されたもので,最 近では

7H10寒 天培地よりも広 く用いられている。

2)特 徴

寒天培地の利点 ・欠点は下記のようである。

(1)利 点:① 組成が卵培地よりも明らか,か つシンプ

ルであり,培 地汚染率が卵培地よりも低い。②卵培地よ

りも菌の発育は早 く,5～10%(02環 境下で培養す る

と3～4週 内に発育する。③培地が透明であるため,ミ

クロコロニーでも解剖顕微鏡(30～60倍)で 検出可能で

ある。また集落の形態観察が可能であ り,菌 同定の一助

となる(例:結 核菌のコード形成)。 さらに混入雑菌や

混合感染菌の鑑別も可能である。④正確な力価の薬剤感

受性検査用培地を調製することが出来る。

(2)欠 点:① 平板培地では長期保存,あ るいは培養に

よって乾燥するため,プ ラスチックの袋に入れておく必

要がある。②曝光によりホルムアルデヒドが遊離 し,菌

の発育を阻止する。③ マラカイ ト緑 の含有量 が低 い

(0.0025%)た め,培 地調製時に厳重 な無菌操作が要求

される。

3.液 体培地

1)合 成培地

(1)組 成

代表的な培地としてSauton培 地,Long培 地がある。

ともにリン酸塩,ク エン酸塩,硫 酸マグネシウム,グ リ

セリン,ア スパラギン,鉄 を含む。また,こ れらの成分

中に不純物 として痕跡程度に含まれているミネラルが菌

の増殖上必須であるといわれている14)。

(2)用 途

①大量の菌体や代謝産物(例:ツ ベルクリン)を える

ため。②結核菌のビルーレンス保持に合成培地での培養

早期の薄い菌膜の継代培養が望ましい。

2)新 しい半合成培地の開発

上記の合成培地並 びに血清 を含むKirchner培 地 や

Proskauer-Beck培 地 などの半合成培地では,結 核菌

は菌塊発育をするため定量試験には困難を伴 う。この難

点 は1940年 代,Dubosら に よっ て 界 面 活 性 剤 や ア ル ブ

ミ ン を用 い る こ と に よっ て 解 決 され15)～17),Dubosオ

レ イ ン 酸 ・ア ル ブ ミ ン培 地10),さ ら に はMiddle-

brook7H9培 地 お よ びBactec7H12B培 地18)の 開 発

へ と至 った 。

最 も一 般 的 に用 い られ て い る 界 面活 性 剤 はTween80

(polyoxyethyle nederivative of sorbitan monoo-

leate)で,こ れ を含 む培 地 中 で の 発 育 菌 塊 は 振 る こ と

に よ って 容 易 に分 散 し,単 孤 菌 あ る い は小 菌 塊 とな る 。

Tween80は 自然水 解 あ る い は あ る種 の抗 酸 菌 の 水 解 酵

素 に よ って 脂 肪 酸 を遊 離 す る が,な か で もオ レイ ン酸 は

結核 菌 に対 して毒 性 が あ り,発 育 阻 止作 用 を示 す 。 こ の

毒 性 は 牛 血 清 アル ブ ミ ン を添加 す る こ とに よっ て オ レイ

ン酸 ・ア ル ブ ミ ン結合 物 が作 られ,代 謝 され て,失 わ れ

る。

上 記 液体 培 地 中 な か で も7H9培 地 は 増 菌,薬 剤 感 受

性 試験,諸 種invitγ0テ ス トな ど に用 い られ,そ の 用

途 は 広 い 。 さ ら に 最 近 で は 変 法7H9培 地 や 変 法

Kirchner培 地 に複 合 抗 菌 剤,菌 の迅 速 検 出用 物 質 が 加

え られ た新 規培 養 シ ス テ ム が 開発 さ れ て い る(III.新 規

培 養 シ ス テ ム参 照)。

1.培 地 の作 り方

以 下,培 地調 製 の手 順 を記 載 す る に と どめ るの で,詳

細 は 文献3)～10)を 参 照 さ れ た い 。

1.卵 培 地

新 鮮 な鶏 卵 の殻 を清 拭 → 全 卵 を均 等 化 ・濾 過 → 基 液,

グ リセ リン,2%マ ラ カ イ ト緑 水 溶 液,卵 を混 和 ・濾 過

→ 試 験 管 へ 分 注 →90℃ ,1時 間凝 固滅 菌 。

2。 寒 天 培 地

Middlebrook7H10Agar Base(Difco)19gま た

はMiddlebrook7HllAgar Base(Difco)21gを

グ リ セ リ ン5ml加 蒸 留 水900mlに 加 え る→ 加 熱 ・溶 解,

高 圧 滅 菌 →50～55℃ 保 温 →OADCEnrichment(Dif-

co)(必 要 に応 じてPANTAめ 添 加 → シ ャ ー レに分 注 。

*PANTA Plus Kit(Difco):凍 結 乾燥PANTA(poly -

mycin B,amphotericin B,nalidixic acid,trimethoprim,

azlocillin)試 薬1バ イアルをPANTA還 元液5mlに 溶解 ・

添加(培 地:PANTA溶 液=10:0.25)。

3.液 体培 地

Dubos培 地 はDubos Broth Base(Difco)6.59を,

ま たMiddlebrook7H9培 地 はMiddlebrook7H9

 Broth Base4.7gを グ リセ リ ン5gま た はTween80

5g加 蒸 留水900mlに 加 え る→ 加 熱 溶 解 ・高 圧 滅 菌 →45

℃ ま で 冷 却 →Middlebrook ADC Enrichment

(Difco)100ml添 加 → 試 験 管 へ 分 注 。
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III.新 規培養システム

近年,臨 床材料から結核菌(抗 酸菌)を 感度よく,か

つ迅速に検出しようとする培養システムが開発され,あ

るいはその途上にある。それには以下のようなものがあ

る。

1.BACTEC460 TB system18)

1)目 的

結核菌の迅速な検出 ・鑑別 ・薬剤感受性試験を併せ行

う。

2)培 地

Middlebrook7H9培 地 にカゼインのパンクレアチ

ン消化物,14C標 識パル ミテー ト,PANTAな らびに

発育促進物質POES(polyoxyethylene stearate)を

添加 したBACTEC12B培 地 を用いる。

3)原 理

検体中の結核菌が増殖 し,培地中の14C標 識パルミテー

トの脱カルボキシル化により産生され,BACTEC12B

バイアルのヘッドスペース中に放出された14CO2の 放

射活性 をBACTEC460機 器 で測定す る。Growth

 Index(GI)で 表 し,GI≧10を もって陽性 とする。

なお,上 記のBACTEC12B培 養菌(GI≧50)を

NAP(ρ-nitro-α-acetylamino-β-hydroxy-

propiophenone)5μg含 有ディスク入 りBACTEC感

受性試験バイアルに入れ,GIの 変 動値 よりNAP感 受

性の結核菌と,耐 性の非結核性抗酸菌との鑑別が3～5

日で出来る(NAPテ ス ト)。

4)BACTEC法 の評価

Wilsonら19)はBACTEC法 と固型培地(Lowen.

stein-Jensen培 地,7H11平 板)に よる抗酸菌検出につ

いての先人の7報 告例をまとめ,BACTEC法 が固型」培

地よりも菌検出率において優 り,か つ早期検出が可能で

あったとのべている。

著者20)が 患者喀痰179検 体 について検討したところに

よれば,抗 酸菌検出例は小川法では56検 体(31.3%),

BACTEC法 で は78検 体(43.6%)で あ り,こ れら両法

の結核菌群ならびにMycobacterium avium com-

plex(MAC)の 各培養累積陽性率はFig.に 示 すよう

であった。また,Table1に 示す ように,結 核菌群,

MACと も塗抹陽性検体では小川法とBACTEC法 間 に

大差はなかったが,塗 抹陰性検体ではBACTEC法 で

小川法の約2倍 の検出陽性例がみられた。菌検出平均日

数はBACTEC法 が小川法 よりも結核菌群では塗抹陽

性検体で14日(11日 対25日),陰 性検体で9日(19日 対

28日)早 く,ま たMACで は塗抹陽性検体で18日(4日

対22日),陰 性検体で20日(7日 対27日)早 かった。

5)問 題点

(1)BACTEC法 は欧米諸国では臨床検査 に取入れら

れて久 しいが,わ が国ではBACTEC12B培 地が14C

を含 むため廃棄規制が厳 しく,普 及するに至っていない。

(2)特 殊測定機器(BACTEC460機 器)を 必要 とする。

(3)液 体培地であるため菌同定上有用な集落の性状観察,

光 発色性検査が出来ない。(4)PANTAの うちna-

1idixicacidがM.kansasiiの 発育を抑制する21)。

2.Septi-Chek AFB(MB Septi-Chek)22)

液体培地と固型培地の二相性(biphasic)培 養 シス

Fig. Cumulative recovery rates of M. tuberculosis complex and 
M. avium complex by Ogawa and BACTEC systems20)
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Table 1 Recovery of mycobacteria from smear-positive and -negative sputum

 samples by Ogawa and BACTEC 460 TB systems

テ ムで あ る。 旧 製 品MBS epti―Chek(F.Hoffmann-

LaRoche Ltd.,Basel,Switzerland)が 改 良 され て,

現 在Septi-Chek AFB(Becton Dickinson Micro-

biology Systems,Cockeysville,MD,U.S.A.)の

名 で 発 売 され て い る 。

1)培 地

下 記 の よ うな培 地 よ りな る 。

(1)Septi-Chek AFB Mycobacteria Culture Bot-

tle:変 法Middlebrook7H9培 地 約20mlとCO2を 充

垣 した培 養 ボ トル 。

(2)Septi-Chek AFB Mycobacterial Culture

 Supplement:発 育 促 進 物 質(オ レ イ ン酸 仔 ウ シ 血 清

フ ラ ク シ ョンV,ピ リ ドキ サ ル,カ タ ラ ー ゼ,グ リセ

リ ン,グ ル コ ース)とPANTA°

(3)Septi-Chek AFB SIide:寒 天1(全 抗 酸 菌 発 育

用 ・非 選 択 性 ・変 法7H11寒 天 培 地);寒 天2(全 抗 酸 菌

発 育 用 ・非 選 択 性 ・変 法 卵 含 有7H11寒 天 培 地);寒 天3

(一 般 細 菌 培 養 用 チ ョコ レー ト寒 天 培 地)。

2)培 養 操 作

詳 細 は文 献22)に 譲 る と して,以 下 の 手順 に よ り行 う。

サ プ リメ ン ト(2)をボ トル(1)に 注 入→ 検 体 接 種 ・混和 →

ボ トル(1)に ス ライ ド(3)接続 ・ス ライ ド表 面浸 す→ 培 養 ・

観 察 ・判 定 。

3)Septi-Chek AFBの 評 価

Isenbergら23),D'Amatoら24),Abeら25),Sewell

ら26)の 液 体 培 養 シ ス テ ム(Septi-Chek,BACTEC

460)と 固型 培 地(Lowenstein-Jensen/小 川,7H11)

の抗 酸 菌 検 出 につ い て の比 較 評 価 で は,陽 性 率 はSepti

-Chekシ ス テ ム はBACTEC460シ ス テ ム に ほ ぼ 匹 敵

し,か つ 固型 培 地 よ りも遥 か に優 れ た もの で あ った が,

菌 検 出 日数 で はBACTEC460シ ス テム にお い て 最 も早

く,次 い でSepti-Chekシ ス テ ム,遥 か にお そ い 固 型培

地 の 順 で あ った とい う。

4)問 題 点

特 殊 な測 定 機 器 を必 要 とせ ず,非 放 射性 で,二 相性 の

優れた培養システムではあるが,培 地の容器が大きいた

め,そ の取扱いやふらん器の収容能力に難点がある。

3.MGIT(Mycobacteria Growth Indicator

 Tube)27)

1)原 理

試験管底部のシリコンに,培 地中の溶存酸素に感受性

の蛍光化合物(Tris4,7-diphenyl-1,10-phenan-

throline rutheniu mchloride pentahyd-rate)が 埋

包されてお り,化 合物からの蛍光は培地中に溶存する大

量の酸素によって抑制され,ほ とんど検出されないが,

結核菌(抗 酸菌)の 増殖に伴い活発な酸素消費が行われ

ると紫外線(365nm)の 照射 によりオレンジ色の蛍光

が観察され,菌 の検出が可能となる。

2)培 地

MGITMycobacteria Growth Indicator Tube

(蛍光指示薬 と4mlの 変 法middlebrook7H9培 地 を

含む)にMGITOADC0.5mlとMGITPANTA水

溶液(凍 結乾燥粉末バ イアルに蒸留水31nlを 添 加)

0.1mlを 無菌的に加えた完全培地を用に臨み調製する。

そして,NALC-NaOH法7)で 処理 した喀痰0.5mlを

接種 し,試 験管の蓋栓を固く締めて37℃ で培養する。

3)判 定法

検体接種2日 目から毎日観察 し,陰 性試験管は8週 後

まで観察を続ける。判定は試験管をトランスイルミネー

ター(365nm)あ るいはWoodラ ンプ上に立てて観察

すると,菌 発育陰性試験管では蛍光はほとんど,あ るい

は全 く検出されないが,菌 発育陽性試験管では管底と液

面に明るいオレンジ色の蛍光がみられる。なお,こ の際,

陽性並びに陰性コントロールと対比観察する。

最近,自 動測定機器BACTECMGIT960が 開発 さ

れ,酸 素蛍光センサーで菌の消費酸素量を検出し,1時

間おきに連続モニタリング出来るようになった。わが国

でも,近 くその導入が期待 されている。

4)MGIT法 の評価

―5―



334 結 核 第73巻 第5号

Table 2 Recovery of M. tuberculosis complex and non-tuberculous mycobacteria by 

MGIT and Ogawa systems 34)

MTC : Mycobacterium tuberculosis complex; NTM : Non-tuberculous mycobacteria.

Table 3 Time to detection of mycobacteria recovered in both MGIT and Ogawa systems 34)

*: p values were not culculated due to insufficient number of isolates.

先人の報告によれば,MGITは 従 来法 よりも優れ,

か つ他の液体培養 シス テム(BACTEC460並 び に

Septi-Chek)に ほぼ匹敵するとの評価がえられつつあ

る28)～33)。

最 近,わ れわれ鋤 は,わ が国の10施 設でMGITの 評

価に関する共同研究を行う機会をえたので以下にそれを

要約,紹 介する。

(1)主 として肺結核患者喀痰681検 体 中,培 養陽性は

MGIT法 で329例(48.3%),小 川法で250例(36.7%),

両法で330例(48.5%)で あった。

(2)検 出率は,結 核菌群(237例)で はMGIT法(237

例 陽性)が 小川法(187例 陽性)よ りも50例(21.1%),

また非結核性抗酸菌(93例)で はMGIT法(92例 陽性)

が小川法(63例 陽性)よ りも29例(31.2%)多 か った

(Table2)。 これを塗抹成績別にみると,塗 抹陽性結核

菌群ではMGIT法(192例 陽性)が 小川法(170例 陽性)

よ りも22例(11.5%),ま た塗抹陰性結核菌群(45例)

で はMGIT法(45例 陽性)が 小川法(17例 陽 性)よ り

も28例(62.2%)多 か った。他方,塗 抹陽性非結核性抗

酸菌(64例)で はMGIT法(64例 陽性)が 小川法(53

例陽性)よ りも11例(17.2%),ま た 塗抹陰性非結核性

抗酸菌ではMGIT法(28例 陽性)が 小川法(10例 陽性)

よ りも18例(62.1%)多 かった。

(3)検 出所要日数は,結 核菌群(187例)で はMGIT

法(平 均17.6日)が 小川法(平 均31.6日)よ りも平均14

日,MACで はMGIT法(平 均7.2日)が 小川法(平 均

31.9日)よ りも平均24.7日 早かった(Table3)。 これを

塗抹成績別にみると,塗 抹陽性結核菌群(170例)で は

MGIT法(平 均16.5日)が 小川法(平 均29.9日)よ りも

平均13.4日,ま た塗抹陰性結核菌群(17例)で はMGIT

法(平 均28.0日)が 小川法(平 均48.5日)よ りも平均

20.5日 早 かった。他方,塗 抹陽性MAC(33例)で は

MGIT法(平 均6.8日)が 小川法(平 均29.9日)よ りも

平均23.1日,ま た塗抹陰性MAC(7例)で はMGIT法

(平均9.3日)が 小川法(平 均41。0日)よ りも31.7日早かっ

た。

5)MGIT法 の将来性

MGIT法 は菌検出の感度並びに迅速性 において従来

法よりもす ぐれ,か つBACTEC460お よ びSepti-

Chekに ほぼ匹敵する液体培養システムである。また非

放射性培地で,小 試験管を使用 しているためスペースを

とらず,特 殊な測定機器を必要とせず,か つ判定も容易
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である。このような点を勘案すると,MGIT法 はわが

国の臨床検査室でも広 く用いて然るべき抗酸菌検出法と

して推奨されえよう。

4.MB Redox35)

Biotest(Dreieich,Germany)に よ り開発 された

酸化還元指示薬(Redox indicator)を 用 いた新 しい

タイプの結核菌(抗 酸菌)培 養システムである。

1)培 地

Kirchner培 地 に発育促進物質(馬 血清,カ タラーゼ,

リボ核酸,ビ タ ミン),複 合抗菌剤PACT(poly-

myxin B,amphotericin B,carbenicillin,trime-

thoprim),酸 化 還元 指示 薬INT(ρ-indonitro-

tetrazolium violet)が 含 まれている。

2)原 理

培地中の溶存酸素が菌の発育に伴い消費されると培地

の酸化還元電位は低 くなる。菌に取 り込まれた培地中の

INTの 酸化還元電位は低 く(-0.09V),乳 酸 脱水素酵

素,コ ハク酸脱水素酵素,イ ソクエン酸脱水素酵素など

が存在すると,容 易に還元されて赤紫色のホルマザンと

なり,菌 表層に顆粒状に分泌される。MB Redox中 で

は結核菌を含めて多 くの抗酸菌は管底で菌塊発育 し,こ

れがホルマザンの着色によって容易に検出される。

3)培 養

NALC-NaOH処 理検体の0.1～0.5mlを 接 種 し,固

く蓋栓をして37℃ で培養する。菌接種24時 間後,そ の後

は週2回,4週 以降は週1回,8週 間 にわたって観察す

る。

4)判 定法

静置状態で,次 いで軽 く振って管底発育したホルマザ

ン着色菌塊を観察する。遅発育菌は5～20日,迅 速発育

菌は2～5日 培養で検出される。雑菌の多くは培養24時

間後,赤 ないし紫色の混濁発育としてみられる。

5)MBRedoxの 評価

Naumannら36)に よれ ば,1,512臨 床 検 体 か ら

Lowenstein―Jensen培 地,Stonebrinkj培 地,BAC

TEC12B培 地およびMBRedoxに よ り,そ れぞれ36,

39,45お よび58株 の結核菌を分離 し,所 要 日数はそれぞ

れ25,22,19お よび17日 で,菌 検出の感度並びに迅速

性においてMBRedoxが 最 も優れていたという。

5.BACTEC Myco/FLytic培 地

1)特 徴

BACTEC9000シ ス テム(Becton Dickinson Mi-

crobiology Systems,Sparks,MD,U.S.A.)に 用

いられる血中の抗酸菌,真 菌などの好気性菌検出用の非

放射性の非選択培地である。本培地中で抗酸菌が増殖す

る と きの 酸 素 の 減 少 を,高 感 度 の 酸 素 特 異 セ ンサ ー の 蛍

光 量 の 変 化 と して 測 定 ・判 定 す る 。 本 培 地 は 近 くわ が 国

で も入 手 可 能 と なる 予 定 で あ る 。

2)培 地

変 法Middlebrook7H9培 地 で,そ の 組 成 は,

Middlebrook7H9プ ロ ス ベ ー ス(リ ン酸 塩 控 除),B

HI,無 機 塩類,発 育促 進物 質(カ ゼ イ ン水 解 物,サ プ

リメ ン トH,イ ノ シ ッ ト,グ リセ リ ン,Tween80,塩

酸 ピ リ ドキ シ ン),ポ リア ネ ソ ー ル ス ル ポ ネ ー ト(抗 凝

血 剤),サ ポ ニ ン(溶 血 剤),ア ンチ フ ォ ー ム(消 泡 剤)

よ りな る 。

3)菌 検 出所 要 日数

本 培 地 のQuality Control Certificateの 記 載 に よ

れ ば,M.tuberculosis ATCC25177=3～15日,M.

intracellulare ATCC13950=3～13日,M.kansa-

sii ATCC12478=3～12日,M.fortuitum ATCC

6841=1～4日 で あ る。

6.BACTECMyco/F培 地

Fluorescent BACTEC9000MBsystem(Becton

 Dickinson Microbiology Systems,Sparks,MD,

U.S.A.)で 使 用 す る 変 法Middlebrook7H9培 地 で あ

る 。 本 シ ス テ ム の 原 理 は,上 述 の5と 同 様 で あ る 。

Griethuysenら37)に よれ ば,本 シ ス テ ム は 塗 抹 陽 性 ・

陰 性 検 体 を問 わ ず,Septi-Chek並 び にLowenstein-

Jensenj培 地 に お け る よ り も菌 の検 出率,検 出 日数 に お

い て優 れ,な か ん ず く塗抹 陰性 検 体 に お い て よ り顕 著 で

あ っ た とい う。

む す び

近年,結 核 菌(抗 酸 菌)の 分 離 培 地 と して液 体 培 地,

な か んず く変 法Middlebrook7H9培 地 を用 い た 新 規

培 養 シ ス テ ムが 開発 さ れ,従 来 そ の 主 流 を な して い た 卵

培 地 よ り も菌 の検 出感 度 が よ く,早 期 検 出 が 可 能 で あ る

こ とが 明 らか に な って き た。 しか し,液 体 培 地 と固 型 培

地 に はそ れぞ れ 一 長 一 短 が あ り,わ が 国 の 現 状 で は小 川

培 地 に加 え る に,必 要 に応 じて,少 な くと も塗 抹 陰性 で

結 核 が 強 く疑 わ れ る よ う な場 合 には 液 体 培 養 シ ス テ ム の

う ちの い ず れ か を併 せ 用 い る の が 望 ま しい と思 わ れ る 。

なお,液 体 培 養 シス テ ム の うち い ず れ を用 い る か に つ い

て は,今 後 そ の 性 能 も さる こ とな が ら,迅 速薬 剤 感 受 性

検 査 へ の 応 用,価 格 な どに つ い て も検 討 の要 が あ ろ う。
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