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BACTECMGIT960シ ステムに よる結核 菌の迅速薬剤

感受性試験:固 形培地 を用 いる比率法 との比較
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 The methods most widely used for susceptibility testing against anti-tuberculosis drug 

(AST) are the proportion method on LOwenstein-Jensen egg (L-J), Ogawa egg or Middle-
brook agar media, and BACTEC TB 460 system. Recently, drug concentrations have been 

established for AST using the automated BACTEC MGIT 960 system (aMGIT). We have 
evaluated the BACTEC MGIT 960 SIRE kit for AST of Mycobacterium tuberculosis to 

isoniazid, rifampin, streptomycin and ethambutol. Also we compared the results with the 

proportion methods on Middlebrook 7H 10 agar (7H 10), L-J and Ogawa egg, and the 
manual MGIT system (mMGIT). Overall concordance rates among aMGIT and the 

proportion method on 7H 10 or Ogawa media were 98.3 % and 96.9 % for 4 first—line 
drugs, respectively. Rates were particularly high for isoniazid and rifampin between 

aMGIT and 7H 10 (efficiency of 100 % ). On the other hand, overall concordance rates 

among two egg media, L-J and Ogawa were 99.9 %. Agreement between aMGIT and 

mMGIT was high for the AST to isoniazid and rifampin, but lower for the AST to 

ethambutol (90.9 % ), which relates to a lower specificity of mMGIT. The mean times to 

aMGIT and mMGIT results of susceptibility were 7 and 6 days, respectively, contrasted 

with 3 weeks in 7H 10 and 4 weeks in L-J and Ogawa, indicating that both MGIT 

systems have the potential to consistently meet the turnaround time suggested by Centers 

for Disease Control and Prevention (CDC) of the United States. These results demon-

strate that the fully automated BACTEC MGIT 960 SIRE system for AST is useful for 
rapid diagnosis of drug resistant tuberculosis.
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は じ め に

1994年 に世界保健機i関(WHO)と 国際結核肺 疾患 予

防連合(IUATLD)は 世界 的規模 で薬剤耐性結核のサー

ベイラ ンスを開始 した1)。 これ まで に第1報(1994～

1997年)と 第2報(1996～1999年)が 報告 され た2)3)。

サーベイラ ンスの成績 か ら薬剤耐性結核が世界各地 に見

られる こと,イ ソニ アジ ド(INH)と リフ ァンピ シン

(RFP)の 両者 に耐性 を獲得 した多剤耐性結核 の頻 度 の

高い地域 があ り結核対 策を困難 に しているこ とが 明 らか

になった。

適切な治療 を行 う上で感受性試験 の結果 を早期 に知 る

ことは重要である。米国の疾病対 策予防セ ンター(CDC)

は検査材料 を入手後28日 以内 に薬剤 感 受性試 験 の結果

を担当医 に報告する よう勧 告 した4)。 世界で は種々の薬

剤感受性試験法が用い られているがCDCの 勧告 を満足

す る方法 は放射性物質 を用いるBACTECTB460シ ス

テムのみであ った5)～9)。

近年BACTECTB460に 代わ る非放射性 迅速培 養シ

ス テムであ るMycobacteria Growth Indicator Tube

(MGIT)が 開発 された。手法MGIT(mMGIT)は 検

査材料か らの抗酸 菌分離10)～15)お よび結核 菌 の薬剤 感

受性試験13)16)～20)に有効で あ るこ とが多 くの研 究 か ら

明 らか に なっ た。 ご く最 近,自 動 検 出 装 置 を備 えた

BACTECMGIT960(aMGIT)が 開発 され,主 要4抗

結核薬 の感受性試験 の基準濃度が決定 された。 この研 究

で,aMGITに よる臨床分離結核菌の薬剤感受性試験 の

成績 を ミ ドルブル ック7H10寒 天培地(7H10),小 川」培

地または レーベ ンシュタイン ・イエ ンセ ン卵培 地(L-

J)を 用 いる比率法 およびmMGIT法 と比較 した。

材料および方法

1.結 核菌分離株

種々の薬剤耐性パ ター ンを持つ121株 の結核 菌 臨床分

離株 を研究 に用いた。分離株 の鑑別 ・同定にはアキュプ

ローブ結核菌群同定(極 東製薬),抗MPB64モ ノクロー

ナル抗体 を用い るイム ノク ロマ トグ ラフ ィー21)(キ ャ

ピリアTB,ベ ク トン ・デ ィッキ ンソン)お よびDDH

マイコバ クテリア(極 東製薬)を 用いた。 また薬剤 感受

性試験 の標準株 と して結核菌H37Rv(JATA11-01)

を用い た。

2.接 種菌の調製

接種菌 は540nrnに お ける吸光度(OD)が0.1に 到 達

す るまで ミ ドルブルック7H9液 体培地で培養 した(こ

の菌濃度 はMcFarlandNo.0.5に 相当 す る)。 この菌

液をすべ ての薬剤感受性試験 の菌原液 と して用 いた。

3.薬 剤感受性試験

(1)aMGIT

BACTECMGIT960SIREキ ッ トはBBLMGIT

7mlチ ューブ(初 回分離チ ューブ と共通),4種 の 薬剤

(SM,INH,RFP,EMB)そ れぞ れの凍 結乾燥 バ イ ア

ルお よびOADCサ プ リメ ン トか ら構成 されている 。凍

結乾燥 バイアルに4mlの 滅菌蒸留水 を加 え溶解 し,薬

剤 溶液 とした。薬剤 の試験濃 度はTable1に 示 した 。7

mlのMGITチ ュ ー ブ に0.8mlのBACTECMGIT

SIREサ プ リメ ン トと0.1mlの 薬 剤 溶液 を加 え,試 験

培地 とした。薬剤 を含むチューブへ の接種 のために菌原

液か ら生理食塩水 で1:5希 釈 液 を作 成 した。対照チュー

ブへの接種のために,1:5希 釈 液 を さ らに1:100希 釈

した。薬剤培地 に1:5希 釈 液 を対 照培 地にはその1:100

希釈液 を0.5ml接 種 した。キ ャップ を閉め,転 倒混和後

Table 1 Drug concentrations used for susceptibility testing
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BACTECMGIT960シ ステム にセ ッ トした。 チ ュー

ブは自動的 に測定 され,対 照培地の発育がシステムで決

めた陽性値 に達 した時点の薬剤含有培地の値が比較 され,

感受性(S)ま たは耐性(R)と して報告 される。

(2)mMGIT

薬剤別 に凍結乾燥 したバイアル に4mlの 滅 菌蒸 留水

を加 え溶解 し,薬 剤溶液 とした 。試験 培 地 は,4mlの

MGITチ ューブ に0.5mlのMGITOADCサ プリメ ン

トと0.1mlの 薬剤溶液 を加 え,調 製 した。薬 剤培 地 と

対照培地 に菌原液の1:5希 釈 液を0.5ml接 種 し,37℃

で培養 した。菌接種3日 目より毎 日365nmのUVト ラ

ンスイル ミネー ターで蛍光 を観 察 した。対照培地 に蛍光

が現れた後2日 目以内に薬剤 を含 むチューブに蛍光が見

られた場合 は耐性 と判 定 した。これに対 し,2日 目以 内

に蛍光が見 られなかった場合 は感受性 と判定 した。

(3)固 形培 地に よる比率法

試験 には小川 お よびL-J卵 斜 面培 地 と7H10寒 天4

分割平板 を用 いた。 用 いた薬 剤 の濃度 をTable1に 示

した。薬剤培 地には菌原液 の1:100希 釈 の100μl(小

川 お よびL-J)ま たは50μl(7H10)を 接種 した。 対

照培 地には1二100と1:10,000希 釈液 を薬剤培地 と同様

の量 を接種 した。7H10培 地は5%炭 酸ガスインキュベー

ター,卵 培地は通常の フラン器で培 養 した。結果 は,1:

10,000希 釈液接種対照培地の コロニ ー数 よ り薬剤培地の

コロニー数が多 ければ耐性菌の割合が1%以 上 と判定 し,

耐性 と記録 した。7H10に ついて は耐性(R)の 判定 は2

週後 に対照培地の発育が3+～4+に なった時 点で行 っ

たが,感 受性(S)の 最終 判定 は3週 目まで観察 し行 っ

た22)°同様 に卵培地 につい て,感 受 性(S)の 判 定 は4

週 目まで待 って行 った。

4.結 果の解析

感度(sensitivity)は 真 の耐性 菌 の検 出率,特 異度

(specificity)は 真 の感受性菌 の検 出率,耐 性 の予測 値

(predictive value R,PV-R)は 耐性 と判定 した例 の

真 の耐性 の割合,感 受性の予測値(predictivevalueS,

PV-S)は 感受性 と判定 した例 の真の感受性の割合,一

致率(efficiency)は 真 の耐1生菌 と感受性菌 をそれ ぞれ

耐性 および感受性 と判定 した割合 と して計算 した。統計

学 的有意差 はフィ ッシャーのz2分 析 に より計算 した。

結 果

この研究で は,aMGITで 得 られた薬剤感受性試験 の

結 果 を小 川,L-Jお よび7H10に よ る比 率 法 また は

In.MGITの 結果 と比較 した。試験 には種々の耐性パター

ンを持つ121の 臨床分離株 を用いた。mMGITで は菌接

種後12日 目まで,aMGITで は13日 目までに対 照培 地

に発育が見 られ なか った場合は試験 を繰 り返 した。

INHに ついて,卵 培地(小 川 とL-J)問 お よび ミ ド

ル ブル ック培地(7H10,aMGIT,mMGIT)問 で成績

が完全 に一致 した(Table2)。4株 はINHの 低濃度,5

株はINHの 高濃度で卵培 地法 とミ ドルブル ック培 地法

の間で異なる結果であった。 これ らは,す べ て卵培地 で

感受性 しか しミ ドルブル ック培 地で耐性の結果であった。

RFPの 結果は,5方 法の問で98.3%(119/121)の 高 い

一致率であった
。異なる成績 を示 した1株 は卵培地 で耐

性 しか しミ ドルブル ック」培地で感受性 であった。 もう1

株 はmMGITで 感受性 しか し他 の方 法 では耐 性 であ っ

た。ス トレプ トマ イシン(SM)に つ い て,110株(90.9

%)の 成績 は5方 法の問で一致 していた。11株 は異 な る

5種 の耐性/感 受 性パ ター ンを示 した 。9株 はmMGIT

Table 2 Comparison of drug susceptibility test results measured with 
the five systems (n=121)

a 7 H 10
, Middlebrook 7 H 10 ; aMGIT, automated BACTEC MGIT 960 ; mMGIT, manual 

MGIT ; L—J, LOwenstein—Jensen ; S, susceptible ; R, resistant.
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Table 3 Accuracy and reliability of the aMGIT or mMGIT 

systems compared with the proportion method on 7H10

a PV-R , Predictive value resistant, b PV-S, Predictive value susceptible.

で耐性 しか し他 の方法の間では耐性 または感受性 の異 な

るパ ター ンであった。 これ に対 して,エ タ ンブ トー ル

(EMB)の5方 法間の一致率は84.3%(102/121)と 低

か った。異なる結果 を示 したの は19分 離株 あ り,そ の

すべてがmMGITで 耐性 しか しその他 の方 法問 で は異

なる耐性/感 受性パ ター ンであった。

aMGITお よびmMGITの 成績 を7H10ま たは小川

と比較 した(Table3)。aMGITの 成績 を7H10の 成績

と比較 した とき,INHとRFPの 一致 率 は100%,SM

は97.5%,EMBは94.2%で あ った 。mMGITの 一致

率 はINH,RFP,SMに ついては93%以 上 で あっ たが

EMBの 一致率 は低か った 。 これ はmMGITの 特異性

の低 さと関連 していた。aMGITと 小川の全体の一致 率

は96.9%で あ り,高 い一致率であ った(Table2)。 また

薬剤別 に見 て もいずれの 薬剤 につ いて も95%以 上 の一

致率 であった。これに対 し,mMGITと 小 川 の一致 率

はINHとRFPに つ いては96%以 上で あ ったが,SM

とEMBに つ いては少 し低か った。

次 に小川法 の成績 をL-Jま たは7H10の 成 績 と比 較

した。INH,RFP,SMに ついて,小 川 とL-J間 で感度

お よび特異性 の両者 とも100%で あ り,EMBの それ ら

は100%と94.4%で あった。小川,L-J,7H10問 の全

体の一致率は96.4%で あった。

aMGITとmMGITで 得 られた 成績 を比較 してみ る

と,INHお よびRFPに ついては両者 の 一致率 はほぼ

100%で あったが,SMとEMBは 幾分低い一致率であ っ

た。

個々の薬剤 についてみて も全体の一致率で見て も5つ

の方法の間 に統計学的有意の差は見 られなかった。

薬剤感 受性試 験 に要す る時 間 は7H10で14～21日,

小川 とL-Jで21～28日 であった。これに対 し,aMGIT

では5～12日 の範囲であ り,平 均値 は7日 であった。 ま

たmMGITで は3～11日 の範囲であ り,平 均値 は6日

であった。

考 察

WHO/IUATLDに よ り計画 された世界的規模の薬剤

耐性結核 のサーベ イランス にお いて,L-Jま た は小 川

培 地を用 いる比率法,固 定濃 度法,耐 性比 率法 お よび

BACTECTB460が 感受性試験 に用 い られた2)3)。 中

で もL-Jま たは小川培地 による比率 法 を半数 以上 の諸

国で用いていた(58.6%,34/58)。 サ ーベ イ ラ ンス を開

始するにあた り,WHOの 地域 内 か ら選 ばれ たsupra-

national reference laboratory(SRL)か らなるネッ

トワー ク を構 築 し23),参 加 諸 国 に お け るreference

laboratory(NRL)の 検査 の精 度 をチ ェ ック した。

1996～1999年 に行 われたサーベ イラ ンスの報 告 に よる

と,SRLとNRLの 間の一致率 は82～100%で あ り,用

いた試験法 による差は認め られなかった3)。

今回の研究の 目的 は新 しく開発 され たaMGITに よ

る薬剤感受性試験の有用性 を確 かめる ことであった。こ

れまで にaMGITま た はmMGITとBACTECTB460

の成績 を比較 した報 告13)16)～20)24)25)はあるが7H10,

L-J,小 川の成績 とaMGITの 成 績 を比較 した報告 は

ない。この研究で は,aMGITお よびmMGITで 得 ら

れた感受性試験 の成績 を7H10,L-J,小 川培地 を用 い

た比率法 の成績 と比較 した。

評価 には121株 の臨床分離株 を用い,5種 の 感受性 試
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験法 によ り得 られた成績 を比較 した。3種 の 固形培 地 を

用 いる比率法 間に高 い一 致率 が見 られ た。 この こ とは

WHO/IUATLDに よ り計画 され たサ ーベ イランス の成

績 を支持 してい る。結核菌の薬剤感受性試験 について,

米国のNational Committee for Clinical Labora-

tory Standards(NCCLS)は7H10」 培地 による比率 法

またはBACTECTB460の 使用 を勧 めてお り,卵 培 地

の使 用 を勧 めていない22)26)。しか し,今 回の研 究お よび

WHO/IUATLDの 成績2)3)は,薬 剤感受性試 験 のた め

に適切 な精度管理 プログラム が遂行 された な らばL-J

または小川卵培地 による比率法 を標準化 で きることを示

している。

aMGITと7H10,L-J,小 川法の全体の一致 率 は,

主要4薬 剤 について95.5%以 上であ った。特 にINHと

RFPに ついてaMGITと7H10の 問 の一致 率 は100%

であ った。同様 の成績 をPfyfferら,Bemer-Melchior

とDrugeonも 報告 した24)25)°EMBに つい てaMGIT

の成績 を7H10,L-J,小 川法 と比較 した とき,そ れ ら

の 一致率は94.2%,93.4%,96.7%で あ った 。 これ に

対 しmMGITと の一致 率 は90.1%,89.3%,93.4%で

あ り,aMGITよ り幾分低 い一致率 であった。全体 と し

てaMGITの 方がrnMGITよ り高 い一致率 で あっ た。

EMBに 対す る試験 で見 られたmMGITの 低 い特 異性

は,結 果 と して他の4法 で は感受性の菌 を耐性 と して報

告す ることにつ なが る。 同様 の こ とをBergman and

 Woodsも 指摘 してい る16)。rnMGITの 低 い特異 性 の1

つの説明 として,EMBの 感受性試験 に用いて いる基準

濃度がmMGIT(3.5μg/ML)とaMGITお よび7H

10(5.0μg/ml)で は異なる ことがあ げ られ る。EMB

の薬剤濃 度の設定に関 しては再 考の余地を残 している。

感受性 の試験 に要す る時間はaMGITお よびmMGIT

で約1週 間であ り,固 形培地 の3～4週 間 と比 べ対 照的

である。両液体培地 を初 回分離 および感受性試験 に用い

るこ とによ り,米 国のCDCが 提案 した所用時 間4)内 に

報告す るこ とが可能で ある。

米 国お よびヨーロッパの幾つかの国で は放射性BAC-

TEC460TBを 結核菌の迅速薬剤感受性試験 に用いてい

る。感受性試験 に要する時間は3～15日 であ り,aMGIT

またはmMGITと ほぼ同様 で あ る9)11)～13)16)～18)20)。

BACTEC460TBに よる感受性試験 では」培養 と測 定 は

別であ り,試 験培 地は フラン器で培養 しなければな らな

い。 これに対 し,BACTECMGIT960シ ステ ムは培

養装 置を取 り込んだ全 自動抗酸菌培養検 出装置 であ り,

一度 セ ッ トす るだけで試験培地 をフラン器 から測定器 に

移す手 間が省 ける。そ の上非 放射 性 シス テムで あ り,

BACTEC460TBと 比べ培地の取 り扱いや使用後 の培

地の処理 など容易であ る。

これ らの結果 は,BACTECMGIT960シ ステ ムは

薬剤耐性菌の迅速診断のため に有用である ことを示 して

い る。
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