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原 著

酸化還元 イ ンジケ ーター(STC)を 用い た抗酸菌迅速培養 システム

(マ イコアシ ッ ド)と 酸素反応性蛍光セ ンサ ーを用い た抗酸菌迅速

培養 システム(MGIT)お よび新 しく開発 された2%小 川培 地(S)

の比較検 討

1阿野 裕美1吉 多 仁子1石 田智恵子1谷川 信子

1菊 井 正紀2高 嶋 哲也3露 口 泉夫

1大阪府立羽曳野病 院臨床病 理検査科,2第 一内科,
3大阪府 立羽曳野病 院院長

COMPARISON OF THE NEWLY DEVELOPED MYCOACID SYSTEM 

 WITH MYCOBACTERIA GROWTH INDICATOR TUBE  (MGIT) 

    AND NEWLY DEVELOPED 2 % OGAWA MEDIUM (S) 

FOR RECOVERY OF MYCOBACTERIA IN CLINICAL SPECIMENS

 'Hiromi ANO
, 'Hiroko YOSHIDA, 'Chieko ISHIDA,  1Nobuko TANIGAWA,

 iMasanori KIKUI
, 2Tetsuya TAKASHIMA, and  3lzuo TSUYUGUCHI

 "'Department of Clinical Pathology
,  2First Department of Medicine, Osaka Prefectural Habikino Hospital, 

                     3President of Osaka Prefectural  Habikino Hospital

 The detection rate of mycobacteria from patients' specimens and the time required to 

get positive culture were compared among newly developed MYCOACID SYSTEM, MGIT, 
Ogawa K medium and 2 % Ogawa medium  (S). A total of 249 sputum samples taken 

from patients were used as the study subjects and 124 kinds of mycobacteria were 

isolated. For 135 cases clinically diagnosed as pulmonary tuberculosis, the detection rate 

was  44.4  % for MYCOACID, 47.4 % for MGIT and 38.5 % for Ogawa K medium, showing 

that there are no significant differences in the detection rate between MYCOACID and 

MGIT, and MYCOACID and Ogawa K medium but the differences was significant be-

tween MGIT and Ogawa K medium  (p=0.02). The mean days needed for detection of My-

cobacterium tuberculosis complex was 12.3 days for MYCOACID, 13.4 days for MGIT, 

and 26.8 days for Ogawa K medium, indicating significant differences in the time to get 

positive culture between Ogawa K medium and either of both liquid media (p<  0.001). 
Furthermore, 2 % Ogawa medium (S) was used only for the detection of mycobacteria 

among previously untreated tuberculosis and there were no significant differences in the
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detection rate between 2 %  Ogawa medium (S) and either of both liquid media. The time 
to get positive culture for 2 %  Ogawa medium (S) was 18.2 days, which was longer than 

that for either of liquid media,  MYCOACID and  MGIT, but it was significantly shorter 

(7.9 days) than that for Ogawa K medium  (p=0.003). These results demonstrate that 
the liquid culture systems both  MYCOACID and MGIT were very useful for the detection 
of mycobacteria compared with  Ogawa K medium.

Key  words: Rapid detection of mycobacteria, 

MYCOACID, MGIT,  2%  Ogawa medium (S), 

 Ogawa K medium

キーワ-ズ:抗 酸 菌迅 速検 出,マ イ コア シ ッ ド.

MGIT,2%小 川培 地(S),小川K培 地

は じ め に

近年米 国においては,HIV陽 性 者 にお け る多 剤耐 性

結核の 出現 と広 が りが社 会問題 とな り,結 核症の進行の

速 さに対応すべ く迅速診断法の開発が緊急課題となつた｡

CDC勧 告1)で は,結 核菌 の検 出 と同定 を15日 以内に,

薬剤感受性 テス トを30日 以 内 に報 告す るこ とを 目標 と

しているが,こ れを受けて 日本で も,小 川培地 に代 わる

MGIT2)～7)やMBRedoxlo),MB/Bactii)12)等 さまざ

まな液体培地 の検討 が なされて きた｡ま た一方で は,遺

伝子 を用 いた迅速検 査法が臨床の場で も比較的簡単 に用

い られる ようにな り,結 核 の診断 は格段に迅速化 された｡

しか し,遺 伝子 増幅検 査法の陽性率 は液体培養法に劣 り,

同定 で きる菌種 も限 られてお り,薬 剤耐性 に関与す る遺

伝子 に関する情 報 もまだ まだ少 ない13)一一18)｡原因菌 を分

離 ・鑑別 同定 するために,よ り高感度で迅速 な培養法

の必要性 は,ま す ます大 き くなった と言 えるだろ う｡

1997年 か ら日本 における結核 罹患率が上昇 に転 じ,中

で も大阪市 は全 国ワース ト1の 罹患率 を示 してい る｡こ

の情勢 を受 けて,当 院において も液体培 養法導入 に向け

て,1999年 度 よ り様々 な液体培地 の検討 を始 めた｡本 報

で は,液 体培地 の試験管底 に溶存 酸素に鋭敏な蛍光セ ン

サー を組み込 んだBDMycobacteriaGr◎wthIndi-

catorTube(MGIT:ベ ク トン デ ィッキ ンソン社)

と,液 体培 地 に酸 化還 元呈 色色 素(2,3dipheny1-5-

thieny1・一一(2)-tetrazo1iumchloride)を 入れ たマ イ コ

ア シッ ド(極 東製薬),お よびゴムキ ャ ップの代 わ りに

ス クリューキ ャ ップを用 いた小型 の卵培 地2%小 川培

地(S)(極 東製薬)を,従 来 か ら当院で使用 していた小

川K培 地(極 東製薬)の 成績 と比 較 し,液 体 培 地の 臨

床 的有用性 を治療経過別 に検討 した｡

対象お よび方法

1.対 象

2000年11月7日,14日,27日 の3日 間 に当 院 を受診

し,結 核菌培養依頼 のあつた212例 を対 象 と し,こ れ を

治療経過 に従 つて以下 の ように分 類 した｡① 未治療 結

核症(抗 結核治療 開始 か ら1週 間以内 の患者 を含 む):

47例 ② 抗結核 治療 開始2カ 月未満の結核症:24例 ③

抗結核治療 開始2カ 月以 降の結核 症:64例 ④ 非結核 性

抗酸菌症:43例 ⑤ 臨床 的に結核 ではない症例:34例｡

また,卵 培地で分離で きて も液体培 地で分離で きない

菌株 もあるこ とが報告 されている6)9)～11)20).当 院 で も

以前 に多剤耐性結核 菌 で数例 の 経験 が あ るこ とか ら,

2000年10月 か ら12月 までの間に結核 菌培 養 依頼 の あ つ

た多剤耐性結核菌37例 について も,別 途検 討 を加 えた｡

以下 、培養 陽性率や平均培養 日数な どを算出す る場合

には,結 核菌群 と して上記 の① か ら③ までの合 計135例

を分母 と し,非 結核性抗酸菌 は④ の43例,多 剤 耐性 結

核菌 は37例 を分母 として計算 した｡

2,方 法

喀疲 は,倍 量の酵素(ス プタザ イム:極 東製薬)を 加

え室温15分 放置 して均質化 した後,4℃3000G,15分 間

遠心 して沈渣 をチ ールネルゼ ン染色 し,こ れ を2等 分 し

て半量で液体培養,残 り半量 で小川K培 地 を実施 した｡

液体培養 は,沈 渣 の2倍 量のNALC-NaOHを 加 え室

温15分 放置 した後,5倍 量 のPBSを 加えRT.3000rpm,

20分 間遠心 し,こ の沈 渣 の半量 にPBSO.6mlを 加 え

て再浮遊 させ たもの の0｡5mlをMGITに 接種 した｡残

り半量の沈渣 に2倍 量の アシ ッ ドプラス(酸 処理剤:極

東製薬)を 加 え室温15分 放置後,マ イ コア シッ ドに0.2

mlと2%小 川培 地(S)(以 下小Jlis培 地 とす る)に0.1

ml接 種 した｡小 川S培 地は,未 治療結核症 と多 剤耐 性

結核 症のみ に実施 した｡

小 川K培 養 は,沈 渣 に2倍 量 の ス プー タメ ン トゾ ル

(酸処理剤:極 東製薬)を 加え室温15分 放置後,そ の0.1

mlを 小川K培 地に接種 した｡

3.結 果の判定
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MGITは365nmの トランス イル ミネー一ター を用いて

蛍 光を発 した時点で,マ イコアシッ ドは液体下部が紫色

を呈 した時点で,小 川S培 地 はコロニーを認め た時点 で

陽性 と判 定 し,8週 間毎 日観 察 した｡小 川K培 地は3日

毎 に判定 した｡い ずれの培地において も培養陽性時にチー

ルネルゼ ン染色 を行 い,抗 酸 菌である ことを確 認 した｡

未治療症例 に限 り,両 液体培 地が陽性 となった時点で

試験管底 の0.1mlを 小川S培 地 と小川K培 地 に接種 し

て,コ ロニーを得 る までの培 養 日数 を測 定 した.

4.雑 菌汚染 の有無 の確認

液体培 地の雑 菌汚染 率については,培 養 陽性 時にチー

ルネルゼ ン染色 して検鏡 し,視 野 の中に抗 酸菌以外 の菌

が存在 していた時に雑 菌あ りとしている場合 が多いが,

この時 の雑菌 は生菌 か死菌 か判定 で きない｡本 来雑 菌汚

染 が問題 となるのは,抗 酸 菌が存在 していないに もかか

わ らず雑菌 その他 の原因で陽性 のシグナルが出る場合 と,

薬剤感受性試験 のために抗酸 菌の純培養 が必要 となる場

合 であろ う｡雑 菌汚染 については様 々な判 定方 法が想 定

されるこ とか ら,本 実験 では,培 養 陽性 時の検鏡 に よる

雑 菌の確 認に加 えて,培 養終 了の8週 目に培養 陽性例 も

陰性例 も含 めたすべ ての液体培 地を3000rpm,20分 間

遠心 し,沈 渣 を塗抹 してチールネルゼ ン染色 を行 い,抗

酸菌 と雑 菌の存在 を確 認 した｡さ らにこの 沈渣 を,2%

小 川培 地 ・Middlebrook7H10寒 天培地 ・羊血液寒天培

地に接種 して,抗 酸菌 と雑菌の発育の有無 を確認 した｡

そこで本報 では,液 体培 地の雑菌 率を次 のよ うに定義

した｡(1)液 体培 地の中 に抗酸菌 は存 在せ ず,雑 菌 その

他の原因で陽性の シグナルが出た場合 を培養雑菌率 と し

た｡② 陽性 シグナル を発 した 時点 で検鏡 した時 に,視

野の中 に抗酸菌 と雑菌が混在 していた場合 を検鏡雑菌率

とした｡(3}培 養終了時点 で,液 体培 地 か ら2%小 川培

地に継代培養 した時 に生育 した雑菌 を小川培養雑菌率 と

した｡

5.分 離菌の鑑別同定

結核 菌群は アキュ プローブテス ト(極 東製薬)で,非

結核性 抗酸菌はDDHマ イコバ クテ リア法(極 東 製薬)

で同定 した｡

6.統 計学的解析

得 られた成績の有意差の解析 は,培 養 陽性 率 はChi-

squareforindependencetest,培 養i日数はnon-

pairedt-testを 用いた｡

結 果

1.培 養陽性 率

各培 地の培 養陽性 率 は,結 核 菌群 で は,MGIT47.4

%,マ イ コアシ ッ ド44.4%,小 川K培 地38.5%と な り

(Table1),MGIT対 マイ コアシ ッ ド,マ イコア シ ッ ド

対 小 川K培 地 の培養 陽性 率 に有 意差 は なか った が,

MGIT対 小 川K培 地の培養 陽性率 は,有 意 にMGITの

方が高かった(p=O、02)｡非 結核性 抗酸菌では,MGIT

48.8%,マ イ コアシ ッ ド37.8%,小 川K培 地30.2%と

な り,非 結核性抗酸 菌の場合 に も,MGIT対 小川K培

TablelRecoveryrate◎fmycobacteriaindifferentmedia

Case(n) Clinicalpass(n)
No,(%)ofisolatesdetectedby:

MGITMYCOACIDOgawaKOgawaS

MOTT*(43)

MDR-TB**(37)

M.tuberculosis
complex(135)

Notreatment(47)

喩 牌n柵nth
2謹 吾

rど瀞ent

21(48,8)

31(83.8)

64(47｡4)

36(76.6)

8(33.3)

20(31｡3)

16(37,2)

32(86.5)

60(44.4)

34(72.3)

11(45.8)

15(23.4)

13(30,2)

28(75.7)

52(38.5)

nd***

28(75.7)

nd

33(70.2)35(74.5)

9(37.5)nd

10(15.6) nd

噛Mycobacもeriaotherthanル τ.加 わerculosごs

**multidrugresistantM .tuberculosts

***nodesigned

F｡rdetectio篠｡fMOTT;MGITvsMYCCACID:P=O.27

F｡rdetecti｡n｡fMOTT;MYCOACIDvsOgawaK:P=0.26

Fordetecti｡n｡fMOTT;MGITvsOgawaK:P=O.02

FordetectionofMDR-TB;MGITvsMYCOACID;P=0.74

Fordetecti｡n｡fMDR-TB;MYCOACIDvsOgawaK:P零0.87

Fordetection｡fMDR-TB;MGITvsOgawaK=P=O.74

Fordetection｡fM・tuberculostSc｡mplex;MGITvsMYCOACID:P呂027

Fordetection◎fM・tubercalosiScomplex;MYCOACIDvsOgawaK:P=O.26

FordetectionofM・tuberculosiScomplex;MGITvsOgawaK:P=0.02
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地 間の培養 陽性 率にのみ有意差があ った(P==O.02)｡多

剤耐性結核 菌では,MGIT83、8%,マ イコアシ ッ ド86｡5

%,小 川K培 地75.7%,小 川S培 地75.7%と な り,全 体

に高い培 養陽性 率 を示 し,各 培地 間に有意差 はなかった｡

他 の文献資料 と比較す るために,い ず れかの培 地で陽

性 となった69例 を分母 と して培養陽性率 を計算 す る と,

結核 菌群では,MGIT92.8%,マ イコアシ ッ ド87.0%,

小 川K培 地75.4%と な り,非 結核性抗酸菌 では,MGIT

87.5%,マ イ コアシッ ド66.7%,小 川K培 地54.2%と

なった｡

次 に,結 核菌群 を臨床経過 別 にみ る と,① 未 治療:

MGIT76.6%,マ イ コア シ ッ ド72.3%,小 州K培 地

70.2%,小 川S培 地74.5%② 治療 開始2カ 月未満:

MGIT33.3%,マ イ コア シ ッ ド45.8%,小 川K培 地

37.5%③ 治療 開始2カ 月以降:MGIT31.3%,マ イコ

アシ ッ ド23.4%,小 川K培 地15.6%と な つた｡未 治 療

の場合 にはMGITの 方がマイ コアシ ッ ドよ り培 養 陽性

率が高 く,治 療 開始2カ 月未満や多剤耐性結核菌で は,

マイコアシ ッ ドの方がMGITよ り高 くなる傾 向が認 め

られた｡ま た未治療 において,小 川S培 地 はMGITに

次 いで高い培 養陽性 率 を示 した｡

2.培 養 日数

平均培 養 日数 は,結 核 菌群 ではMGITl3.4日(2～42

日),マ イ コアシ ッ ド12.3日(2～36日),小 川K培 地

26.8日(12～56日)と な り(Table2),MGITと マ イ

コアシ ッ ドの培養 日数 間に統計学的有意差はなかったが,

MGIT対 小 川K培 地 間,マ イコアシ ツド対小川K培 地

間では,有 意 に液体培地の培養 日数 の方が 短か った(p

<0.001)｡非 結核性抗 酸菌では,MGIT10.3日(2～33

日),マ イコア シッ ド10.6日(3～39日),小 川K培 地

21.7日(6～39日)と なった｡多 剤耐性結核 菌は,MGIT

8.4日(2～29日),マ イコアシ ツ ド9,1日(2～25日),

小JiiK培 地26、2日(6～49日),小 川S培 地16.2日(7

～34日)と な り,非 結核性抗 酸 菌 や多剤 耐性 結核 菌の

場合 にも,MGIT対 マ イコア シ ッ ド間の培 養 日数 に有

意差 はな く,MGIT対 小州K培 地間,マ イ コア シ ッ ド

対小川K培 地間で は,液 体培 地の培 養 日数 が有 意 に短

か った(p<0.001)e

結核菌群 を治療経過別 にみ る と,① 未治 療:MGIT

10.9日(2～30日),マ イコアシ ッ ド11.1日(4～28日),

小川K培 地26.2日(13～49日),小 川S培 地18.2日(9

～33日)② 治療 開始2カ 月 未満:MGIT15 .3日(5～

32日),マ イ コア シッ ド13.9日(2～36日),小 川K培 地

26.2日(13～36日)③ 治療 開 始2カ 月以 降:MGIT

17.l日(2～40日),マ イコアシ ッド14.OH(3～39日),

小川K培 地29.4目(13～56日)と なつた｡

小川S培 地 の平均培 養 日数 を他 の培 地 と比較 す る と

(Fig.1),未 治療結核症 の場合,マ イ コアシ ッ ドよ りは

7.1日 長 いが(p<0.001),小JIIK培 地 よ りは7.9日 短 く

なってお り(p=O.003),こ れ らの間 には有 意差 が 認 め

られ た｡多 剤耐性結核菌 の場 合 に も,小 川S培 地 の培

養 日数 は,マ イコアシ ッ ドよりは7、0臼長いが小川K培

地 よ りは10.0日 短 く,こ れ らの間 に も有意 差 が認 め ら

れた(p<0.001)｡

3.累 積培養 陽性率

未治療結核症 の 累積培 養 陽性率 は,3週 間 でMGIT

97.2%,マ イコアシッ ド97.0%,小 川S培 地82.9%,小

川K培 地48｡4%と な り,4週 間ではMGIT97.2%,マ

イコアシ ッ ド100.0%,小 川S培 地91.4%,小 川K培

地54.5%と なった｡小 川K培 地の累積培養陽性 率 が90

Table2Meantimefordetection◎fmycobacteriaindifferentmedia

Case(n) Clinicalpass(n)
Averagedays(range)fordetection

MG三T MYCOACIDOgawaKOgawaS

MOTT(43)

MDR-TB(37)

M濫 鯉 講)

Notreatment(47)

L驚翻thag
n伽nth

2器｡鵠
r瞭pent

10.3(2-33)

8.4(2-29)

13.4(2一42)

10.6(3-39)

9,1(2-25)

12,3(2-36)

21.7(6「39)

26.2(6一49)

26.8(12-56)

nd

16.2(7-34)

nd

10.9(2-30)11,1(4-28)26.2(13一49)18.2(9-33)

15.3(5-32)13.9(2-36)26.2(13--36)nd

17.1(2一40)14.0(3-39)29.4(13-56) nd

Meantimef｡rdetection｡fMOTT;MGITvsMYCOACID:p=0.24

MeantimefordetectionofMOTT;MGITI｡rMYCOACIDvsOgawaK:p<0.001

Meantimefordetecti◎nofMDR-TB;MGITLvsMYCOACID:p=O.40

Meantimefordetection｡fMDR-TB;MGITorMYCOACIDvsOgawaK:p<0.001

Meantimefordetecti｡nofM.tuberculostScomplex;MGITvsMYCOACID:P冨0.59

MeantimefordetectionofM,抱 わerculostSc｡mplex;MGI「rorMYCOACIDvsOgawaK:p<0加1
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Fig.3Meandaysto｡btainM.tuberculosiscolonyinthesolidmedium;

re-cultivatedfromliquidmedium

%を 超 えるのは35日 目以 降であった(Fig.2-1)｡

一方
,治 療開始以降の検体で は,3週 間でMGIT67.8

%,マ イコアシ ッ ド91.3%,小 川K培 地26.3%と な り,

MGITと 小jllK培 地の累積培 養陽性 率が低 くな った｡

MGITが90%を 超 えるのは31日 以 降,小 川K培 地が

go%を 超 えるのは51日 以降であった(Fig.2-2)｡

多剤耐性結核 菌の累積培 養陽性 率は,3週 間でMGIT

96.7%,マ イコアシッ ド93.7%,小 川S培 地87.5%,

小川K培 地65.6%と なった｡小 川K培 地の累積培養陽

性率が90%を 超 えるのは35日 以降で,未 治 療結核 症 と

同 じ傾 向を示 した｡

4.液 体培地 か ら固形培 地へ接種 した場合の培 養 日数

未治療結核症 について,液 体培 養陽性 検体か ら卵培地

に植 え継 いで,コ ロニーを得 る までの培 養 日数 を測定 し

た｡

MGITか ら小川K培 地に継代 培養 した場 合 の平均 培

養 日数 は6.0日(2～10日),MGITか ら小 川S培 地では

5.0日(2～10日),マ イコアシ ッ ドか ら小川K培 地では

9.4日(4～18日),マ イコアシ ッ ドか ら小 川S培 地では

5.7日(3～10日)と なつた(Fig.3)｡最 初に喀疾 を前

処理 して液体培地 に接種 した 日か ら トー タル して計算す

ると,MGITか ら小川K培 地 に継代培 養 した場 合の 平

均培養 日数 は16.8日 とな り,MGITか ら小 川S培 地 で

は15.8日,マ イコアシ ッ ドか ら小 川K培 地では20.4日,

マ イコアシッ ドから小川s培 地 で は16.7日 とな った｡

喀疲 か ら直接小川K培 地 に接種 した場合 の 平均培 養 日

数は26.1日,小 川S培 地 に接種 した場 合 は18.1日 なの

で,い ずれの場合 も,卵 培地 に直接接種 する よりも,一

度 液体培 養 して陽性 になってか ら卵培地 に継代培養 した

方 が,早 くコロニー を得 るこ とが で きた｡

5.雑 菌汚染

各培地の雑菌汚染率 を比 較す る と,結 核 菌 群 では,

MGITの 培養雑菌率は5.2%,検 鏡雑菌率 は11.9%,小

川培養雑菌率 は6.7%と なった(Table3)｡一 方 マ イ コ

アシッ ドは,培 養雑菌率 は1.5%,検 鏡雑 菌率 は0.7%,

小川培養雑菌率は3,0%と,MGITに 比べ ていずれ も低

い値であ った｡ま た小 川K培 地 は0.6%,小 川S培 地

では0.6%と,卵 培地の雑菌汚染率 も非常 に低 い もので

あつた｡非 定型抗酸菌で は,MGITの 培養雑 菌率 は9.3

%,検 鏡雑菌率は14.0%,小 川培養雑菌率 は4.7%と な

り,マ イコアシッ ドの培養雑菌率 は0%,検 鏡雑 菌率は

11.6%,小 川培養雑菌率 は2.3%と なった｡

継代培養でMiddlebrook7HIO寒 天培 地 や血 液寒 天

培地 に生育 した雑菌 は,2%小 川培 地に生 育 した雑菌 よ

りも2～3例 多 く,Middlebrook7HIO寒 天培 地 は抗

酸菌の発育が早 く平面であ るため菌株 の分離能 も良いが,

カビに汚染 されやすい とい う弱点が あった｡

6,液 体培地陰性で小川K培 地 陽性 の例 と8週 目の検

鏡で抗酸菌が確認 された例

液体培 地陰性で小川K培 地が 陽性 の例 と,液 体培 地

陽性の シグナルが 出なか ったに もかかわ らず,8週 目の

検 鏡時 に抗酸菌が認め られ た例 をTable4に 示 した｡

症例1～3は,小 川K培 地 が 陽性 で,MGITの 陽性

シグナルが出 なか った例で ある｡特 に症例1は,初 診時

に提出 された喀疾で あ り,3連 疾 はすべ て塗抹 陽 性 でマ

イコアシッ ドも小川K培 地 も陽性 であつた｡

症例4と5は 同一患者の検体で,持 続排菌 多剤耐性結

核 症例であ った｡症 例4は 小川K培 地 陽性 でMGITも

マイ コアシッ ドも陰性,症 例5はMGITと 小川K培 地

陽性 でマ イコアシッ ドのみ陰性で あった｡
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TabIe3RateofcontaminationinbothMGITandMYCOACID

Bacteriaotherthanmycobacteria(MG正T)

Case(n) culturepositivesrnearposltlve
%(n)%(n)

culturepositivein

2%Ogawamedium

ハ4』.tuber℃ulosis(135)

MOTT(43)

5.2(7)

9.3(4)

11.9(16)

14.0(6)

6.7(9)

4.7(2)

Bacteria◎therthanmycobacteria(MYCOACID)

Case(n) culturepositivesmearposltlve
%(n)%(n)

culturepositivein

2%Ogawamedium

1レf.tubereulosis(135)

MOTT(43)

1.5(2)

0

o.7(1)

11、6(5)

3.0(4)

2.3(1)

Table4CasesofOgawaKmediumpositiveorsmearpositiveat8weeksamongMGIT
and/orMYCOACIDnegativecases

MGIT MYCOACID OgawaK

Case Clinicalpass re--cultivate
smeart

o2%Ogawa

re-cultivate
sme包rt

o2%Ogawa
culture

1.TB

2.TB

3.TB

4.*MDR-TB

5.索MDR-TB

ハ0

ワ
「

Ω
U

O
り

B

B

B

B

T

T

T

T

10.TB

l1.TB

12.TB

13.MDR-TB

14.MDR-TB

15.MOTT

16.MOTT

17.MOTT

18.MOTT

notreatment

4weektreatment

3weektreatment

2monthtreatment◎rm｡re

2monthtreatmentormore

6weektreatment

2monthtreatmentormore

2monthtreatment◎rmore

2monthtreatment◎rmore

2monthtreatmentormore

2monthtreatmentormore

2monthtreatmentormore

2monthtreatmentormore

2monthtreatment◎rmore

2monthtreatmentormore

2monthtreatmentormore

2monthtreatmentormore

2m◎nthtreatment◎rmore

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

*Fromsamepatient

症例6か ら18ま での13例 は,8週 目の検鏡 時 に初 め

て液体培地 中に抗酸菌 の存在が認 め られた例 である｡こ

れ らの症例 はすべ て治療 開始か ら6週 以降で,塗 抹 ・小

川K培 養 が陰性化 した後 の検体 であ った｡こ の 中 には

症例6と17の よ うに,8週 目に2%小 川培 地に継代 培養

した結 果陽性 になった例 もあ るが,残 り11例 は継 代培

養 も陰性 であった｡

考 察

1998年 か ら,当 院では小川K培 養 の前 処理 過程 の中

にスプ タザ イム処理 を導入 し,喀 疾の均質化 を図 って き

た｡こ の均 質化 と遠心集菌操作 によ り,塗 抹 ・培養の陽

性 率 も上が り,小 川K培 地への雑 菌混 入 率 も格 段 に減

少 した と思われ る12)19)、21)｡今 回 はス プ タザ イム 処理

を前提 として,マ イコアシッ ドとMGITと 小 川S培 地
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の成績 を,従 来か ら当院で行 って い る小 川K培 地の 成

績 と比較 した｡さ らに,液 体培地 を適用 した場合 の臨床

的有用性 を治療経過別 に検討 して,当 院における結核 菌

迅速培養法の試案 を作成 した｡

まず培養陽性率 につ いてみる と,結 核菌群 ではMGIT

>マ イコアシ ッ ド〉小 川K培 地の順で,MGITと マ イ

コアシ ッ ドの両液体培地 間に有意 差は認め られなか った｡

マ イコア シッ ドと小川K培 地の 間に も有意 差 はなか つ

た｡MGITの 場合,酵 素処理 した喀疲 の沈渣にPBSO.6

mlを 加 えて その0.5mlを 培 養 液 に添加 したが,マ イ

コアシッ ドの場合 には,沈 渣 に2倍 量の酸処理剤 を加 え

て,そ のO.2mlし か培養液 に添加 しな か った｡そ の結

果,MGITに 加 える喀疾量 の方が マ イ コア シ ッ ドよ り

約5倍 も多 くなっていた｡MGITの 培 養 陽性率 が マ イ

コアシ ッドよ りも若干 高かったのは,液 体培地 に添加す

る喀疾量 の差 も影響 した もの と思われる｡

一方
,MGITと 小 川K培 地の間は,結 核 菌群 で も非

結核性抗酸菌 で もMGITの 方が有意 に培養 陽性 率 が高

か った｡こ のこ とは,す でに斎藤 ・阿部等 によつて報告

されている結 果 と一致する2)～9)｡し か し未 治療 結核 症

に限ってみれば,す べての培地聞で有意差 はなか った｡

さ らに,培 養 陽性 率はMGIT>小 川S>マ イコ アシ ッ

ド〉小川Kの 順 で,小 川S培 地の陽性率はMG工 丁 に次

いで高 かった｡ま た これ までの報告では,い ずれかの培

地 で発育 した菌株 数 を分母 として計算 した場合,小 川培

地 の培養 陽性率 は60%台 またはそれ以下の ものが多かっ

た5)9)10)l2)｡当 院における小 川K培 地 の成 績が75.4%

の高率 を示 しているのは,ス プタザ イム による遠心集菌

操作 を加 えた結 果である と思われる｡以 上の ことか ら,

培養陽性率 に限って考えるな らば,工 夫次第で卵培地で

も液体培 地に大 きく劣 る ことはない と思われ る｡

一方平均培養 日数では
,結 核 菌群の場合マ イコアシッ

ド<MGIT<小 川K培 地の順で,マ イコア シ ッ ドで14

日,MGITで13日 小川K培 地 よ りも培養 日数が短 か っ

た｡非 結核性抗酸菌 の 場合 に はMGIT<マ イコ アシ ッ

ドく小川K培 地の順 で,小 川K培 地 よ りMGITで11

日,マ イコアシ ッ ドで10日 小 川K培 地 よ りも培 養 日数

が短か った｡MGITに つい てはす で に多 くの報 告が な

されて いるが2)、9).今 回液体培 地 にマ イ コ アシ ッ ドを

加 えた検討で も,培 養 日数 における液体 培地の卵培地 に

対す る優位性が示 された｡

次 に雑菌混入率 につ いてMGITと マ イ コ アシ ッ ドを

比較す ると,MGITの 場合,培 養雑 菌率 と検鏡雑菌率 が

高 く,頻 度が高 くて検鏡が困難であ った｡MGITの 雑 菌

率 につい ては,1～2%台 の低 い報告4)、9)とBACTEC

460TBに 比べて高 く,8.1%を 示 したという報告3)が あ

るが,本 報 では,検 鏡 による雑 菌率は12.7%に も及んだ｡

MGITは,複 合抗菌剤 としてPANTAを 使用 して い る

が,マ イコアシッ ドは,抗 真菌剤 のみで口腔 内常在菌 を

抑 える薬 は使用 していない｡一 方 喀疾 の前処 理過程 は,

MGITはNALC-NaOH処 理 のみであるが,マ イ コア

シッ ドはNALC-NaOH処 理 の後 に15分 の酸処 理 も加

えてい る｡複 合抗菌剤 を使用 していないマイ コアシッ ド

の方がMGITよ り雑菌率が低 い理 由は,こ の前 処理 方

法の違い にあ ると思 われる｡2回 のスプ タザ イム処理 に

よ り液体培地MB/BacTの 雑菌 率 が40%か ら2%に 抑

えられ たとす る報告il>12)や,MBRedoxで 使 用 説明

書の2倍 量のNALC-NaOH処 理 を勧 め てい る報告 も

あ りlo).MGITの 場合 に も,さ らに も う一・・・・・…一工 夫す る必

要があ るだろう｡当 院の よ うに,結 核専 門病院で喀疲の

粘度が高 く雑菌汚染 に悩 ま されている施設では,マ イコ

アシ ッドの酸処理 は有効 であった と思 われる｡

た だ し雑菌混入 に関 しては,薬 剤 感受性試験 に進 む段

階で,固 形培地 に継代培養 した時に雑 菌が生育 して こな

けれ ばよい とす る考 え方 もあ る｡MGITの 小川 培養 雑

菌率 は6.7%な ので,こ の考 え方に基 づけば,今 の雑 菌

率で も問題 は少 ない といえ るだ ろ う｡MGITは,陽 性

検 体検出過程が 自動化 されている とい う利点 もあるので,

培養陽性率 ・培養 日数 ともに有意差 がない以上,マ イコ

アシ ッドとMGITど ち らの液体培養 法を選択す るか は,

各検査室の物理的 ・人的条件 に拠 る ところであ ろう｡

液体培地 は,培 養 液 中の菌 量 が不 明で,直 接DDH

マ イコバ クテ リア試験 に進 むこ とがで きない｡ま た,複

数菌感染の可能性や雑菌混 入の可 能性 があ り,直 接液体

培地か ら薬剤感受性試験 に進 む と,感 受性 菌 を耐性 菌 と

み なす危険性があ る｡そ こで,な んらかの方法でコロニー

を得 ることが必要 となる｡今 回未 治療結核 症で検討 した

結果,液 体培地陽性検体 を小川培 地に継代培養 した方が,

直接小川培地 に培養す るよ りも早 くコロニー を得 られ る

ことが わか った｡し か しルーチ ン検査 に この方法 を導入

す るには,培 養 に要す る手 問 と費用の点で問題があ る｡

その点,今 回検討対象 とな った小 川S培 地 は,卵 培 地

であ るにもかか わらず培養 陽性率 も高 く,培 養 日数 も小

川K培 地 よ り有意 に短 かった｡平 均18日 で コロニ ー を

得 ることがで き,4週 間で90%の 累積培 養陽性率 をあ げ

る小川S培 地 は,CDC勧 告 にそって検 査 を進 めて い く

上で,液 体培地 と並 んで非常 に有 力な培 養手段 となるで

あ ろう｡ま た小川S培 地 は従 来の小 川培 地 の約 半分 の

大 きさなので,多 くの検体 を処理 する必要のあ る場合 に

は保存場所 を取 らない とい う利 点 もある｡

本実験で は,小JllK培 地陽性 でMGITが 陰性 にな つ

た,未 治療結核症例 と治療 開始3週 目と4週 目の各1例

を経験 した｡特 にTable4の 症例1の よ うに,初 回3

連疲の検体が液体培養 で見逃 される場合 もある ことを銘
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記 しておかなければ ならない｡培 養陽性率が高 く培養 日

数が短い とい う理由で,す べて を液体培地だけ に頼 つて

しまうのは危険であ ろう｡ま た,症 例4と5の 患 者 は

1996年 か らの多剤耐性 ・持 続排 菌症 例 で,こ の場合 液

体培地 よりも小川培地に生育 しやすい菌株であ る可能 性

が考え られる｡

一方
,症 例6か ら18ま での13例 は,す べ て治 療 開始

6週 目以降で,塗 抹 ・小川K培 養 が陰性化 した後 の検 体

であった｡継 代培養 陽性 の2例 を除 くと,8週 目の検鏡で

は死菌 をみていた可能性が 高 い｡MGITの 場合 にはセ

ンサーの感度 を上げれば,こ の ような例 も培養陽性 とな

るのか もしれ ないが,治 療 によって活性の低下 した菌 を

検出 しているだけで,そ の臨床的 な意義は少ない と思わ

れる｡今 回は検討のため に,培 養終了時点ですべての液

体培地 を検鏡 し,2%小 川培地 に継代培養 したが,特 に

目視で菌塊が確 認 されないか ぎ り,日 常検査に液体培養

陰性例の検鏡 や継代培養 を導入す る必要はないであろう｡

液体培 養は,そ の感度の良 さと培養 日数の短 さに最大

の価値があるが,す べての症例に適用す るには時間的

経済的 に問題がある｡そ こで これ までの結果か ら,治 療

経過 ごとに液体培養の利点 を検討 してみた｡

未治療症例では,よ り早 く培養結果 を知 り薬剤感受性

試験 に進む ことが重要であ る｡MGITマ イ コアシッ ド

共 に平均11日 で培養陽牲 にな り,3週 間で累積 培養陽性

率が97%を 超えるので,初 期 診 断時 に液体 培養 を導 入

する臨床的意義は大 きい｡し か し前述の ように未治療症

例で も液体培 地に生育 しない菌株 もあるので,す べて液

体培地 に頼る ことな く,初 回3連 疾の うち1～2回 は小

川培地 を併用する ことが望 ま しい｡こ の 時小川S培 地

を用いれば,小 川K培 地 よ りも平 均8日 早 くコ ロニー

を得 ることがで きる｡

一方確 定診断後の検体で は
,累 積培養陽性率 は3週 間

でMGITは67%で あ り,5週 目でようや くMGIT92%,

マ イコアシ ッ ド95%と な り,液 体培 地の持 つ培 養 日数

の短 さとい う利点が減少す る｡ま た治療開始2カ 月未満

の場合,MGITよ り小川K培 地の培養陽性 率 の ほ うが

高い｡治 療開始2カ 月以降で は,MGITや マ イコアシッ

ドのほ うが培養陽性率 は高 くなるが,こ れ は単 に液体培

地の方が,化 学療法で ダメージを受 けた菌の発育支持能

が高い とい う現象で,そ の臨床的意義 は少 ない と考 えら

れる｡培 養結果 を早 く知 りたい とい う特別の要請が なけ

れば,治 療経過 をみ るため には,従 来の小 川K培 地で

充分対応 し得 ると思 われ る｡

当院の多剤耐性結核の場合 には,1年 以上の持 続排 菌

患者が多い｡こ の場合,小 川K培 地 で は発育 が悪 く培

養陽性 になるまで常 に8週 間以上 かか る菌や,そ の逆 に

液体培地で は生育せず小川K培 地 にのみ生 育 す る菌 な

ど,菌 株 によるば らつ きが大 き くなる｡し か し全体 とし

ては,多 剤耐性結核菌 は薬剤 によるダメージを受 けてい

ないため に,未 治療症例 と同 じ傾向 を示 した｡液 体培 養

の培養 日数 は短 く,累 積培 養 陽性率 も3週 間 で93%を

超えたが,両 液体培地 と小JliK培 地 の培 養陽 性率 に有

意差 はなか った｡多 剤耐性結核菌 も,小 川培地 では発 育

しに くい菌株や,特 に培養結果 を早 く知 る必要が ある場

合 を除いて,小 川K培 地で充分で あろう｡

次 に液体培養の費用の 問題 を考 え る と,MGITの 場

合,MGIT(100検 体入 り):1本556円,分 離 検査 用剤

(PANTA):1検 体57円,発 育促進 剤(OADC);1検

体183円,コ ロニー を得 るための2%小 川培地:1本190

円(ま た はMiddlebrook7HIO寒 天培地:1枚300円)

の1検 体当 た り合計986円 となった｡一 方 マイ コア シ ッ

ドの場合,最 初か ら液体培地(マ イコアシ ッ ド)と 卵培

地(小 川S培 地)と 分離 検査 用剤 が セ ッ トに なつて い

るので,マ イコアシッ ド+小 川S培 地+分 離検査用剤:

1検 体700円,酸 処理剤(ア シッ ドプラス)'1検 体10円

の合計710円 となつた｡さ らに,い ずれ の培養方法でも,

最初 にすべての喀疾 に対 して酵素処理剤(ス プタザイム:

1検 体60円)を 加 えて遠心集菌処理す るこ とは,喀 疲 を

均質化 し,塗 抹 ・培養陽性率 を上 げ,雑 菌率 を抑 えるた

め にな くて はならない もの と考 える｡こ の時,必 ず しも

高速冷却遠心機 を用い な くても,RT.3000rpm,20分

間で充分効果 を期待す ることがで きる｡

今 回の検討結果か ら,当 院にお ける結核菌迅速培養 法

の試案 を作成 した(Fig.4)｡初 回3連 疾 の場合 に は,

液体培 地 と小川培地 を併用す ることが望 ま しい｡MGIT

とマ イコアシッ ドで は,培 養陽性率 ・培養 日数 共に有 意

差 はなか ったが,前 処理の時 間が15分 間長 くて も,マ

イコアシッ ドの方が培養雑菌率 も検鏡雑菌率 も低 くて扱

いやす く,1検 体当 た りの費用 も安いため,マ イコアシッ

ドを推奨 したい｡マ イコアシ ッ ド陽性 の検体 か ら直接 ア

キュプローブテス トを実施す る とl2～13日 以 内 に同定

結果 を報告す ることがで きる｡同 時 に小 川S培 地 を併

用す ることで,小 川K培 地 よ りも平 均8日 早 く固形培

地 の培養 結 果が 出て,こ の コ ロ ニ ー か らBrothMIC

MTB-122>a3)法 を実施す れば,25～27日 で薬 剤感 受性

試験の結果 を報告す ることが可能 である｡以 上,新 結核

菌検査指針 にのっと り,初 期診 断時にマイコアシ ッ ドと

小川S培 地 を導入 した場合 には,CDC勧 告 に従 って15

日以内 に培養結果,30日 以 内 に薬剤 感受 性結 果 を報告

で きることが分か った｡

ま と め

液体培養MGITSYSTEMと マイコア シ ッ ドシス テ

ムを比較検討 した結果,結 核菌群 ・非結核性抗 酸菌 多
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1 Sputum  1  i 

                 Enzyme digestion     (
under  treatment)                                       (no treatment) 

                   Acid-fast stain 
          (in 24  hours)   

 V  _t___  *  
   Ogawa K 2 %  Ogawa(S) MYCOACID 

 11(26 days)  1(18  days)  1(11  days) 
Drug susceptibility test Drug susceptibility test ,  

  Ogawa medium  BrothMIC MTB-1 I AccuProbe test  
  (more than 40 days)  (25-27 days)  (11-13  days) 

    Fig. 4 A proposal of rapid culture method of mycobacteria

剤耐性結核菌 と もに,培 養 陽性率 に も培養 日数に も有意

差はなか った｡

両液体培地 は,小 川S培 地 と小川K培 地に比較 して,

有意 に培養 日数が短 かつた｡

マ イコアシ ッドは,酵 素 処理 とNALC-NaOH処 理

に加 えて酸処理 も行 うため,MGITよ りも前処 理時 間

が15分 長 くなるが,培 養雑 菌率 や検 鏡雑 菌 率が低 く検

鏡が楽で あつた｡

MGITは,陽 性検体検 出過 程 が 自動 化 され てお り,

大量の検体 を処理す るためには便利 であるが,1検 体 当

た りの費用 はマ イコアシ ッ ドの方 が約276円 安価 であ っ

た｡

小川s培 地 は,小 川K培 地 に比べ て,未 治療結 核症

例の培養 日数が有意 に8日 短 く,累 積培養 陽性 率 も液体

培養 に次 いで高 く,ま た容器 が小 さいため保存場所 を取

らない という利点が あった｡
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