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The rate of recovery and the mean time to detection of mycobacteria in clinical speci-
mens were determined in a newly—developed MB Redox system based on liquid medium, 

and the results were compared with those of MGIT and 2 % Ogawa egg media. From 587 

sputum specimens processed, totally 203 mycobacterial isolates were detected, of which 

177 (87.2% ) with MB Redox, 185 (91.1%) with MGIT and 133 (65.6%) with 2 % Ogawa 

medium. The difference in the percentages of positive cultures between either of the two 

liquid media and 2 % Ogawa medium was significant (p<0.0001). The mean time to de-

tection of the Mycobacterium tuberculosis complex was 17.5 days with MB Redox, 18.7 

days with MGIT, and 26.2 days with 2 % Ogawa medium. The contamination rates were 

1.5, 1.7, and 4.1 % for MB Redox, MGIT, and 2 % Ogawa medium, respectively. In con-

clusion, both MB Redox and MGIT systems, based on liquid medium, are more efficient 
than 2 % Ogawa medium for the recovery of mycobacteria in clinical specimens.
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は じ め に

わが 国で は,臨 床材料か らの抗酸菌の検出 に塗抹染色

標本 の顕微鏡検査 と小川卵培地 による培養法が従来か ら

用 いられてきた。塗抹検査 は簡便で迅速 な方法であ るが

検 出感度(>104/ml)は 高 くない。 これ に対 し,培 養

法 の検 出率 は塗抹検査 よ り高いが,検 出まで に多 くの時

間(3～4週 間)を 要す る欠点があ る。近年従 来か らの

検査 に液体培地1)～6)や核 酸を用 いた検査7)～10)が 導 入

されるようにな り,上 記の問題 も少 しずつ解消 され るよ

うになってきた。

これまで も液体培地の有効性 を否定す る研究者はいな

か ったが,同 時 に前処理後 にも材料中 に生残す る抗酸菌

以外 の微生物の増殖 も高め ることが予想 され,わ が国で

は使 われ なか った。欧米諸国 において寒天お よび液体培

地の 開発,特 に選択培地の開発 に力が注がれた。その結

果,4種 また は5種 の薬剤か ら成 る抗菌補助剤(PACT

またはPANTA)が 確立 され11)12),新 しい抗酸菌培 養

シス テムの開発が加速 された。

MB-Redox(Biotest,Dreieich,Gerrnany)は 変

法 キルヒナー液体培地 を基礎培地 とし,酸 化還元イ ンジ

ケ ーター(3-L-p-indophenyl-2-p-nitrophenyl-5-

phenyl-2H tetrazolium chloride)を 用 い た抗酸 菌

迅速培養 システムであ る13)。抗酸菌(細 菌)を 含 む試

験管で は増殖 に伴い,イ ンジケー ターは還元 され,濃 紫

色 また は茶褐色 に変わ る。陽性サ ンプルでは着色 したホ

ルマザ ン(菌 塊)が 管底 に観察 される。今回 この培養シ

ステム を入手 し,臨 床材料か らの抗酸菌の検出率 と検 出

まで に要 す る 日数 につ い て 液 体 培 地 を基 礎 と した

Mycobacteria Growth Indicator Tube(MGIT)

お よび2%小 川培地 と比較 した。

材料 と方法

1)臨 床材料 と前処理

平成10年6月 か ら同年11月 までの研 究期 間に共同研 究

参加施設の入院お よび外 来患 者か ら得 られた587例 の 喀

疲 をMBRedoxの 評価 に用いた。培 地へ接種前 に喀疾

をN-ア セ チ ル-L-シ ス テ イ ン-NaOH(NALC-

NaOH)法 で均等化 ・汚染 除去 した。すなわち50mlま

たは15ml容 量のスク リューキ ャップ付 きプラスチ ック

チューブに喀疲材料 を分注 し,材 料 の2倍 量 のNALC-

NaOHを 加 え,チ ューブ ミキサ ーで均 一化後 室温 で15

～20分 間処理 した。その間チューブを転倒 させ,チ ュー

ブの内壁全 面にNALC-NaOHを 接触 させ た 。前 処理

材料 に約10倍 量 の1/15Mリ ン酸緩衝1液を加 え希釈後,

3,000×g,4℃,20分 間遠心濃縮 した。注 意深 く上 清 を

捨 て,得 られた沈渣 を滅菌蒸留水1mlに 懸 濁 した 。 そ

の0.2mlず つ をMBRedox,MGIT,2%小 川培地 に

接種 し,37℃ で培養 した。

2)使 用培 地 と結 果の判 定

MBRedoxは16×125rnrnの 試験管 にウマ血清,抗

菌補 助剤PACTと 酸化 還元 イ ンジケーター を含 む変法

キル ヒナー培 地(4ml)が 分 注 され てい る。 前処 理材

料の0.2mlをMB Redoxチ ューブに接種 し,37℃ で

培養 した。最初 に培養24時 間 目,そ の後週 に2回,4週

以降は週に1回 抗 酸菌の発育 を観察 した。陽性サ ンプル

では鏡 を通 し管底 に着色 したホルマザ ンが観察 された。

また,試 験 管 を手で振 り,着 色粒子 を確認 した。

MGIT(日 本ベク トン ・デイ ッキ ンソ ン社)は,丸 底

小 試験 管の底 部に酸素に鋭敏 なルテニウム金属複合体 を

シリコンの中に埋 め込んだ培地である。試験 管 には4ml

のMiddlebrook7H9培 地が分注 されて いる 。接種 前

に発 育促 進物 質 を含 むMGIT(R)OADCと 抗 菌補 助剤

MGIT(R)PANTAを 加 えた。前処理材料をMGITチ ュー

ブに接種 し,37℃ で培養 した。培養2日 目よ り週 に2回,

陰性 コン トロールを対照 に波長365nmの トラ ンス イル

ミネー ターで蛍光を観察 した。オ レンジ色 の蛍光が観察

された時点で培養 陽性 と判定 した。

対 照 として2%小 川培 地(日 水製薬)を 用 いた。卵培

地について も週に2回,コ ロニーの発育 を観察 した。

いずれの培 地においても培養陽性の判定の時点で,チ ー

ル ・ネールゼ ン染色 で抗酸菌 を確認 した。また,観 察時

に雑 菌に よる培 地の汚染 の状況 も観察 した。

3)分 離 菌の鑑 別同定

分 離 菌の鑑 別 同定 は アキ ュプ ローブ(極 東製 薬),

DDHマ イ コバ クテ リア(極 東製薬)お よび従来 か らの

培養 ・生化学 的方法 で行 った。

4)統 計学 的解析

得 られた成績 の有意差 の解析 はz2検 定で行った。

結 果

3培 養 システ ム を用 い587例 の喀 疾材 料 を培 養 して

203株 の抗酸菌 を分離 で きた(Table1)。 これらの87.2

%(177株)はMB Redoxで,91.1%(185株)は

MGITシ ステムで検 出された。 また,卵 培 地 を基礎 と

した2%小 川培地 の検 出率 は65.6%(133株)で あ った。

液体培 地を基礎 としたMB Redoxお よびMGITシ ス

テム と小川培地の全抗酸菌検 出率 の差 は統計学 的に有意

であった(p<0.0001)。203株 のうち133株 は結核 菌群 で

あ り,70株 は非結核 性抗酸菌であった 。結 核 菌群133株

の うち122株(91.7%)をMGITで 検 出で きたが,MB

Redoxの 検 出率 は86.5%(115/203)で あ り幾分 低 か っ

た。一方,2%小 川培地の検 出率 は65.4%(87/133)で

あ り,液 体培地 を基礎 と した2シ ス テムと卵培地の間の
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Table 1 Rates of recovery of mycobacteria from 587 sputum specimens in different media

Mycobacteria other than M. tuberculosis

For detection of M. tuberculosis; MB Redox or MGIT vs 2 % Ogawa: p< 0.001
For detection of MOTT ; MB Redox or MG IT vs 2 % Ogawa; p<0.01

For detection of all mycobacteria; MB Redox or MGIT vs 2 % Ogawa :p<0.0001

MB Redox vs Combination A: p<0.05

Table 2 Detection of mycobacteria in clinical specimens according to initial smear result

For detection of mycobacteria

from smear—positive specimens; MB Redox or MGIT vs 2 % Ogawa: p<0.001

 from smear—negative specimens; MB Redox vs 2 % Ogawa: p<0.01, MGIT vs 2 % Ogawa: p<0.001

For detection of M. tuberculosis
from smear—positive specimens; MB Redox vs 2 % Ogawa: p<0.001, MGIT vs 2 % Ogawa: p<0.0001

from smear—negative specimens ; MGIT vs 2 % Ogawa: p< 0.01
For detection of MOTT

from smear—negative specimens ; MB Redox vs 2 % Ogawa: p<0.05, MG IT vs 2 % Ogawa: p<0.01

差 は有 意であった(p<0.001)℃3培 養 シス テム に よる

非結核性抗酸菌 の検 出率 は結核菌群 のそれと同様 であっ

た。塗抹 陽性材料 は もとよ り塗抹陰性材料 から も液体培

地を基礎 としたMBRedoxとMGITシ ス テムで 高率

に菌 を検 出で きたが,小 川培地 を用 いたときに塗抹陰性

材料 か らの非結核性抗酸菌の検 出率 は低か った(Table

2)。

2つ の培 養 シス テム を組み合 わせた 成績 をTable1

とTable2に 示 した。combination A(MBRedox

と2%小 川培地 の組合せ)の 全抗酸菌検出率 はそれぞれ

単独 よ りも有意 に高値であ った(p<0.05)。 他の組合せ

について も有意差 は見 られ なか ったが,そ れぞれ単独 よ

り高い検出率が得 られた。 また,液 体培地 と小 川培 地の

組合せ(combination Aま たはcombination B)よ

り液体培地同士の組合せ(combination C)が 良い成

績であ った。

MBRedoxに よる結核 菌群の検 出 までに要 した 日数

は3日 か ら48日 の 間 で あ り,平 均17.5日 で あ ら た

(Table3)。 塗抹陰性材料で は平均20.1日 を要 したが,

塗抹陽性例では15.9日 であ った。非結核性抗酸 菌では さ
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Table 3 Mean time to detection of mycobacteria in clinical specimens

Table 4 Mean time to detection of mycobacteria from the samples 

which were positive in all three methods

らに早 く,平 均12.6日 で検 出可 能で あ った 。MGITに

よる抗酸菌の検出 まで に要 した 日数はMBRedoxと ほ

ぼ同様であ った。 これ に対 し,2%小 川培地に よる結核

菌群の検出 まで に要 した平均 日数 は26.2日 であ り,MB

 Redoxま た はMGITよ りさらに1週 間多 くかか ること

が分か った。MBRedoxま た はMGITで 検 出 まで に

多 くの時 間を要 した材料の 中に,2%小 川培地 で抗酸 菌

を検 出で きなか った例がい くつか見 られた 。 そ こで,3

培養 システムすべ てで検 出で きた結 核菌 群80例 と非結

核性抗酸菌42例 について,検 出まで に要 した 日数 を比較

した｡Table4に 示 したように,MB Redoxに よる結

核菌群 の検 出までに要 した平均 日数 は16.1日,非 結核性

抗 酸 菌 で は11.0日 で あ っ た 。MGITの 成 績 はMB

Redoxと 同様 であった。一 方,2%小 川 培地 を用 い た

ときに結核菌群 の検 出に平均25.7日,非 結核性抗酸菌 の

検 出に19.4日 を要 した。

雑菌 に よる培 地の汚染 の割合 をTable5に 示 した。2

%小 川培 地の汚染率 は4.1%で あ った。これ に対 し,液

体培 地 を基礎 とした2シ ステムでは2%以 下 に抑 えるこ

とがで きた。

考 察

レーベ ンシュ タイ ン ・イエ ンセ ン(L-J)培 地 を用 い

る培養法 と比べ検出感度 にそん色がな く,し か も操作 が

Table 5 Number of contaminated cultures in 
each medium

(n=587)

簡便 なことか ら,わ が 国 では50年 以上 に わた り小 川 法

を標準法 と して用いて きた。 しか し塗抹 陽性 ・培養陰性

菌の増加が問題 にされ るようにな り14)15),前 処 理法 の

改善 とよ り優れた培地の開発が望 まれ るようにな った。

こ こ数 年 の 間 に,臨 床 材 料 の 前 処 理 にNALC-

NaOH法 を取 り入れ る施設が わが 国で も増 えて きた 。

原法 では臨床材料 と等量 のNALC-NaOH前 処 理液 を

加 え,均 質化 ・汚染除去す ることになっている。しか し,

等量 の前処理液 を用 いた場合,高 い汚染率(10%以 上)

が見 られるこ とも観察 されている。 それ ゆえ,著 者 らは

臨床材 料の2倍 量 の前 処 理 液 を用 い る こ とを勧 め て

い る3)。 米 国のCDCは,汚 染率 が2～7%の 範 囲 に

お さまる ようにすべ きである としている。汚染率が1%

以下の場合 は前処理 が強す ぎて材料 の中に存在す る抗酸
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菌に も殺菌 的に働 くと考 えられている。 この研究で は,

臨床材料 を2倍 量 のNALC-NaOH前 処理 液 で処理 し

た。Table5に 示 した ように汚染 率 は1.5～4.1%の 範

囲であ り,理 想的 な数値 と考 えられた。同 じ前処理材料

を接種 した液体培地 を基礎 とした培養 システムの汚染率

が小川培地 よ り約2%低 か った。 これは,培 地に含 まれ

る抗菌補助剤,PACTま たはPANTAが 有効 に働 いた

ことを示 している。

この研 究で,液 体 培 地 を基 礎 と したMBRedoxと

MGITシ ステムの臨床材料 か らの抗 酸菌 の検 出率 を比

較 した(Table1,Table2)。 喀疾材料587か ら3培 養

シス テムで133例 の結核 菌群が検 出 された。MGITで そ

の122(91.7%)例 を検 出で きたがMBRedoxで は115

(86.5%)例 であ り,MBRedoxの 検 出率 はMGITよ

り幾分低か った。 この傾向はMOTTの 検 出につ い て も

同様であ り,塗 抹陽性 ・陰性 の別な く見 られた。用 いて

いる基礎 培地は両システム(キ ル ヒナー培 地 とミ ドルブ

ル ック7H9)で 異 なる。 ミ ドルブル ック7H9培 地 は特

に代 謝が低 下 した菌 の増殖 を助 けるに違 いない。 しか し

その差 は統計学 的に有意 ではなかった。

この研究 で,液 体 を基礎 と した培養 シス テムの検 出率

が,卵 培地 を用 いる小川法 よ り有意 に高い ことが再確 認

で きた。す なわ ち液体 を基礎 と した2培 養 システムで抗

酸菌 を検 出で きた喀疾材料の25～30%(MB Redox陽

性177喀 疾材料の44とMGIT陽 性185材 料 の52)か ら2

%小 川培 地で抗 酸菌を分離で きなかった。この結果 は以

前の報 告2)～6)16)～19)を支持 している。

上記 の ように液体培地 の有用性 は明 らかである。 しか

し,2%小 川培地 では検 出で きたが,液 体培地 で は発 育

の見 られ なか った例 も認 め られ た 。 そ れ ら は,MB

 Redox陰 性/2%小 川培 地 陽性9例,MGIT陰 性/2%

小川培地陽性6例,両 液体培地陰性/卵 培地 陽性5例 で

あ った。そ こで次 に,2つ の培 養 シス テムの 組合 せ,

combination A(MB Redoxと 小 川培 地),combi,

nation B(MGITと 小 川 培 地),combination C

(MBRedoxとMGIT)に よる検 出率 を比 較 した 。

Table1に 示 したように,2つ を組 み合 わせ たときの検

出率 はそれぞ れ単独 よ り高値 で あ り,特 にcombina

-tion AとMB Redoxの 検 出率の差 は有意 であ った 。

この結果 は,臨 床材料か らの抗酸菌の初代分離 には液体

培地 と固形培地(卵 培地 または卵培地+寒 天培 地)を 合

わせ て 用 い る べ き とす る 考 え を支 持 して い る20)。

Pfyfferら は 液 体 培 地2種 の 組 合 せ(MGIT+

BACTEC)の 方 が 液 体 培 地 と 固 形 培 地 の 組 合 せ

(MGIT+L-J+Middlebrook7H10/7H11ま た は

BACTEC+L-J+Middlebrook7H10/7H11)よ り

検 出率が 高いこ とを報告 した17)。 こ こで 得 られ た結 果

もPfyfferら の成績 と同様であ った。 しか し,液 体培養

システム は高価であ り,経 済性 を考えた ときに,日 常 の

検査 に2種 類 の液体培 地 を組 み合 わせ使用 するこ とは一

般 に考え られない。

培 養 に液体 培 地 を基 礎 と したMB Redoxま た は

MGITを 用 いた とき,結 核 菌 は平均18日 で検 出可 能で

あ り,小 川法を用いたときより8日 早 く報告で きることが

分かった。 この結果は以前の著者 ら3)4)や 他家5)6)18)21)

の成績 を支持 してい る。サ ンプルが抗酸菌陽性 を示 した

時点で直接培養液 をMPB64イ ム ノクロマ トグ ラフィー

に添加す ることにより22)25),ま たは液体 培養 の 一部 を

遠心濃縮後に,ア キュプローブ結核 菌群12)に よ り結核

菌群 と非結核性抗 酸菌の間を容易 に鑑 別で きる。また,

MGITシ ステムで得 られた薬剤 感受 性試験 の成績 は卵

培 地を用 いた成績 とよ く相 関す る こ と24),結 核 菌 群陽

性 サ ンプルを培地 に接種 後5～12日 で感 受性 試験 の成

績が得 られるこ と25)が 報 告 され てい る。米 国 のCDC

は,検 査成績 を結核の治療お よび対策 に生かすため に,

塗抹検査の結果 は材料入手後24時 間以 内,鑑 別 同定 は

10～14日 以内,薬 剤 感受 性試 験 の成績 は15～30日 以 内

に臨床医 に報告すべ きである と勧 告 した26)。 上 記の結

果は,MBRedoxま たはMGITシ ス テム を用 い るこ

とに より,CDCの 勧 告の実現 が可 能であ るこ とを示 し

ている。2%小 川培 地による非結核性抗酸菌 の検 出に要

する 日数 は約21日,MB RedoxとMGITで は約13日

であ り,結 核 菌 より5～6日 早 く検出で きることが分かっ

た。この ように液体培地 を基礎 と した2シ ステムの間 に

差 は認め られ なか ったが,こ れ らと卵培地の差は明 らか

であ った。

BACTEC,Septi-Chek,MGIT培 地 で は,前 処理

材料の接種 前に発 育促 進物 質 と抗 菌補助剤 を加 える手 間

がかかるが,MB Redoxチ ューブにはこれ らの物 質が

すでに分注 されているこ とか ら,培 養 時の検査技 師の仕

事量 は幾分軽減 されるこ と,発 育 の観察 は肉眼 で行 う必

要が あるが鏡 を通 し試験管 ラ ックごと行 えること,検 出

感度 は小川法 と比べ有意 に高い こと,検 出のための高価

な機械 を必要 と しない こと,し か も迅速 に結果が得 られ

ることなどか ら,将 来MB Redoxの 使用が広 まる もの

と考え られる。
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