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結核菌薬剤感受性試験 に関する小川培地を用いた比率法 と

微量液体希釈法,BrothMIC MTBの 判定互換性

1比嘉美也子2斉 藤 宏3山 根 誠久1仲 宗根 勇

3宮城 知佳

要 旨:日 本結核病学会が提案す る結核 菌薬剤感受性試験,小 川培地 での比率法 を,微 量液体希釈法 を

原 理 とす るBrothMIC MTB-1(極 東 製 薬 工 業,東 京)と 比 較 評 価 した 。 評 価 で はstreptomycin,

ethambutol,kanamycin,isoniazid,dfampicinを 試 験対象 に した。 これ らの薬剤 に対 し,3株 の標 準株 を

反復試験 して再現性 を評価 したが,い ずれの試験方法 も高い再現性 を示 した。BrothMIC MTB法 で 測

定 された最小発 育阻止濃度(MIC)は,す べ て±1管,31092に 分 布 したが,計11件 のMICが 判 定保

留 の判定 となった。他方,小 川培 地での比率法 ではすべ ての試験結果が期待 される判定 となった。 し

か し48件 の試験 の うち,3件 が菌発育対照培地 での不十分 な菌発 育か ら,判 定不能 となった。127株

の 臨床材料 由来の結核菌が試験 され,判 定一致率 は89～90%に 評 価 された。BrothMIC MTB法 で7.1

～9 .4%が 判 定保留 に,ま った く乖離 した判 定は0.8～3.1%に 観 察 された。

結論 として,こ れ ら2つ の試験 方法 には高 い再現性 と互換性が示 された。 それぞ れの試験方法の も

つ長所 と短所 を考察 した。

キーワ ーズ:結 核 菌薬剤 感受性 試験,判 定互換 性,小 川 培地比 率法,微 量 液体 希釈法,BrothMIC

 MTB

は じ め に

既 に われ われ は,Middlebrook 7H9 broth液 体 培 地 を

用い た微 量液体希釈法 を測定原理 とし,結 核菌 を試験対

象 とす る薬剤感受性試験,BrothMICMTBを 開発 し,実

用化 して きた1)2)。そ の開発 にあたっては,National Com-

mittee for Clinical Laboratory Standards(NCCLS)の 勧 告

す る米 国における標準法3),Middlebrook 7H10寒 天 培地

で の比 率法(以 下,NCCLS法)と の判定 互換性 か ら,

感 性 ・耐性 を区分す るための判 定ブ レイクポイ ン トを,

測 定 され た最小発 育 阻止濃 度(minimum inhibitory con-

centration;MIC)か ら設定 し,提 案 した2)。一方 わが 国で

は1997年 に な り,日 本 結核病学 会薬剤耐 性検査検 討委

員会 よ り小川培 地での比率法 が提 案 された4)。 この試験

方法 は,1%小 川 培地 を用い た試験 管培養 を測定原 理 と

し,"卵 培 地 を薬 剤 感 受 性 試 験 に用 い ない"と す る

NCCLS法 とは基本的に異なる測定条件をもつ。その結

果,わ が国の検査施設ではBrothMIC MTBで のMIC測

定を採用する施設 と日本結核病学会の提案する小川培地

での定性試験を採用する施設が混在 し,相 互に得られた

成績を比較解析することができない現状にある。今回わ

れわれは,日 本結核病学会が勧告する小川培地での比率

法(以 下,小 川培地比率法)と,NCCLS法 と互換性をも

つBrothMIC MTBで のMIC判 定を比較解析 し,感 性

(S)お よび耐性(R)の カテゴリー判定における互換性 を

評価することで,わ が国における結果判定の不統一性 を

解消 し,相 互の比較を可能にしたので報告する。

材料および方法

1.検 討施設

九州地区の結核病床 をもつ国立療養所および琉球大学

医学部附属病院の7検 査施設で評価試験 を実施 した。

1琉球大学医学部附属病院検査部
,2国 立都城病院研究検査科,3琉球大学医学部臨床検査医学講座 連 絡 先:比 嘉 美 也 子,琉 球 大 学 医 学 部 附属 病 院 検 査 部,〒903-

0215沖 縄 県 中 頭 郡 西 原 町 字 上 原207(E-mail:miyako-ryk

@umin.ac.jp)
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2.対 象 菌株

対 象菌株 は各検査施設 で分離,同 定 された臨床検体 由

来 のMycobacterium tubemlosis complexと し,計127株

を試験 した。また各検査施設 にお ける精度管理 には,M

.tuberculosis ATCC27294株,施 設 内菌株M.tuberculosis 

H-17株,M.tuberculosis H-55株 の3株 を用 いた。

3.試 験方法

微 量 液体 希 釈 法 を測定 原 理 とす るBrothMIC MTB→1

(極 東 製薬工 業,東 京)お よび 日本結核 病学会 の提 案す

る1%小 川培地で の比率法4)を原理 とする結核菌感受性1

濃 度培地(極 東 製薬工業)を 用 い,そ れぞれの使 用説 明

書 を遵守 して各検査施 設 にて試験 を行 った。評価対象薬

剤 は,streptomycin(SM),ethambutol(EMB),kanamycin

(KM),isoniazid(INH),rifampicin(RFP)の5剤 とした。

(1)BrothMIC MTB-1:Middlebrook 7H9broth培 地 を

入れ るマ イコブロス(極 東製薬工業)に 被検菌 を接種 し,

36±1℃ の通常大気 で培 地濁度 がMcFarlandno.1相 当 に

達す るまで5～7日 間培養 した。得 られた菌液 を光学 的

にMcFarlandno.1濁 度 に正確 に調製 し,そ の菌液0.21ml

を変 法Middlebrook7Hgbroth培 地21mlを 入 れ る接種

用培地 に加 え,よ く混和 した後,薬 剤乾燥 固着 マイクロ

プ レー トの各 ウェル に0.2mlず つ 分注,接 種 した。次

いでマ イクロプ レー トに蓋 を し,36±1℃,5～10%CO2

存 在 下で7日 間培養 した。判 定は菌発育 が観察 されない

最小 薬剤濃度 を含 む ウェル を菌発 育 阻止終 末点 と し,

MIC値 で 表示 した。 実測 されたMIC値 か ら,既 報 の判

定 ブ レイ クポ イン ト2)に基 づ き感性(S),耐 性(R)を 区

分 した。それぞれの試験 薬剤 での判 定ブ レイ クポイ ン ト

をFig.1に 示 した。

(2)1%小 川培 地で の比 率法:マ イコブ ロス に被検

菌 を接 種 し,36±1℃ の 通 常 大 気 で 培 地 濁 度 が

McFarlandno.1相 当 に達 する まで5～7日 間培養 した。

得 られ た菌 液 を光 学 的にMcFarland no.1濁 度 に正確 に

調製 し,そ の菌液0.1mlを 滅 菌蒸留水10mlを 入 れた滅

菌試験管 に加 え,よ く混和 して"100倍 希 釈菌液"と し

た。 さらに,調 製 した"100倍 希 釈菌 液"0.1mlを 滅 菌

蒸 留 水10mlを 入 れ た 滅 菌 試 験 管 に加 え て 混和 し,

"10
,000倍 希 釈菌液"と した。

調製 した"100倍 希 釈菌液"を 薬剤 を含 まない対 照培

地 と薬剤含有培地 にそれぞれ0.1mlず つ接種 し,"10,000

倍 希 釈菌液"は 対 照培地 のみ に0.1ml接 種 した。菌接

種 した小川培地 は,ま ず接種 した菌液が培地斜面全体 に

広が る ように傾 けて,36±1℃,通 常大気 で培養 し,培

養7日 目に培 地試験 管 を立て,培 養 を継続 した。培養4

週 間 目に,"100倍 希 釈菌 液"を 接 種 した対照培 地 に十

分菌発育 した時点(+++～++++)で 判 定 を行 った。

薬剤 含有培地 で発 育 した菌 コロニー数が,"10,000倍 希

釈菌液"を 接種 した対照培地での菌 コロニー数 と比べ,

同 じか多 い場合 を耐性(R),逆 に少 ない場合 は感性(S)

と判 定 した。

4.精 度管理

各検査 施設 にお いて,M.tuberculosis ATCC27294株,

H-17株,H-55株 を1週 間以上 の間隔 をおい て2～3回,

臨 床分 離株 を試験 す る 日にBrothMIC MTB-1お よ び小

川培地比率法 で反復試験 した。

結 果

1.精 度管理用菌株 での施設 問再現性

あ らか じめ選定 したATCC27294株 お よび2株 の施

設 内菌株 を精度管理用菌株 とし,そ れぞれの評価施設 に

てBrothMIC MTB法 で 試験 して得 られたMIC値 の 成績

をTable1に ま とめ た。すべ てのMIC値 は ±1管(31092)

以 内 に分布 し,高 い施設 間再現性が確認 された。ATCC

27294株 は試 験対 象 と した5剤 の うち,EMBを 除 く4

剤 に感性(S),H→17株 はSM,KMの2剤 に感性(S)で,

残 る3剤 には耐 性(R),H-55株 は5剤 すべて に耐性(R)

の判 定結果であ った。 しか しATCC27294株 で のEMB,

H-17株 で のSMとEMB,H-55株 で のSMに お いて は,

MIC値 の再現性 は高 い ものの,感 性 ・耐性 のカテゴ リー

判定ではそれぞれ3件,2件,5件,1件 が判定保留(in-

determinate;I)に 判 定 された。 その結果,カ テ ゴリー判

定の評価 で は,感 性(S)あ る い は耐性(R)の う ち,数

Table 1 Precision of BrothMIC MTB when the three reference strains of Mycobacterium 

tuberculosis were repeatedly tested

Each value represents MIC range observed.

In parenthesis, % frequency for the more interpretation no. of either susceptible or resistant/no. of testing.
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Table 2 Precision of egg-based Ogawa proportion test method when the three 

reference strains of Mycobacterium tuberculosis were repeatedly tested

Each value represents no. of susceptible interpretation/no. of testing.

Of 48 testings, one for H-17 and two for H-55 did not sufficiently grow on the growth 

control media.

Table 3 Interpretive compatibility between egg-based Ogawa proportion test method and BrothMIC MTB when clinical 

isolates of Mycobacterium tuberculosis complex were tested

Each value represents % frequency in the testings.

Isoniazid susceptibility was determined at the concentration of 0.2 ƒÊg/m/ by Ogawa-proportion test method.

の多 い判 定頻度 を試験件 数 に対 す る%比 率 で示 したが,

SMとEMBに つ いては66.7～100%の 再 現性 に算 出 され

た。

Table2に は,小 川培 地比率 法で3株 の精度 管理用 菌

株 をそれぞれの施設で反復 試験 した時の判定結果 をまと

め た。ATCC27294株 で はすべ て感性(S),H-17株 で は

EMB,INH(0.2μ9/ml),RFPの3剤 が耐性(R),SMと

KMは 感 性(S)に 判 定 された。 またH-55株 で は試験 し

た5剤 すべ てが耐性(R)の 判 定結 果であ った。またH-

17株 で1件,H-55株 で2件 が対 照培 地 に有意 の菌発育

が観 察 されなかったため,判 定不能 とな り,施 設 問再現

性 の評 価 か ら除外 され た。 しか し小 川培 地 比率 法 と

BrothMIC MTB法 で の カテ ゴリー判定 を比較す ると,高

い互換性 が認 め られ,BrothMIC MTB法 で 判定保 留(1)

とな った11件 を除 き,両 者 の判定結 果 はすべ て一 致 し

た。

2.臨 床分離株 での検討

各評価施設 で分 離同定 され た臨床材料 由来のM.tuber-

culosis complex127株 に つ い て,小 川培 地 比 率 法 と

BrothMIC MTB法 で のカテゴ リー判定 を比較解析 した成

績 をTable3に ま とめた。試験対象 とした5剤 において,

感 性(S)あ る い は耐性(R)で 両 者 の判定 が一致 した頻

度 は89～90%に 算 出 された。BrothMIC MTB法 で は,

感 性(S)あ る い は耐性(R)を 明 確 には 区分 で きな い

MIC値 の 範囲 を判定保留(1)と しているが,こ の判定 と

な った頻度が7.1%(KM)～9.4%(RFP)に 観 察 され た。

これ らBrothMIC MTB法 で 判定保 留(1)と な っ た試 験

の多 くは,小 川培地比 率法 では耐性(R)に 判 定 されて

いた(5.5～7.9%)。2つ の試験方法 で まった く異 な る判

定 が得 られた頻度 は0.8%(RFP)～3.1%(KM)の 範 囲 に

あ り,SMとKM,頻 度 は低 い もののINHの3剤 では

BrothMIC MTB法 が 感 性(S),小 川 培 地 比率 法 が耐性

(R)に,逆 にEMBと 頻 度 は低 い もの のRFPで は

BrothMIC MTB法 が 耐性(R),小 川 培地 比率 法 が感性

(S)に 判 定 される傾向が認め られ た。

Fig.に は,今 回検 討 した5剤 につ い て,BrothMIC

 MTB法 で 測定 されたMIC値 の分布 と,そ れぞ れのMIC

値 にお ける小川培 地比 率法の判定結果 を示 した。SMで

は,1.0お よ び4.0μg/mlのMIC値 に測定 された3株 が

小 川培 地比率法で耐性(R)に 判 定 された。SMと 同系統

薬 剤 で あ るKMに お い て も,2.0お よ び4.0μg/mlの

MIC値 を示 した4株 が小川培 地比率 法で耐性(R)に 判

定 されている。EMBで は 逆 に,64μg/mlのMIC値 の1

株 と8.0μg/mlのMIC値 の2株 が小川培 地比 率法 で感

性(S)に 判 定 された。INHは 両 法 で高 い判 定互換性 を示

し,0.5μg/mlのMIC値 を示 した1株 のみが小 川培 地比
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Fig. Distribution of MICs determined by BrothMIC MTB and category interpretation by a proportion test 

method on egg-based Ogawa media (n=127). Isoniazid was tested at the concentration of 0.2 ƒÊg/ml by 

a proportion test method on egg-based Ogawa media.

(a) streptomycin; (b) ethambutol; (c) kanamycin; (d) isoniazid and (e) rifampicin

率法 で耐性(R)に 乖 離 して判定 された。BrothMIC MTB

法 で のRFPは,広 い範 囲 のMIC値(0.06～2.0μg/ml)

が判 定保 留(I)に あ り,こ の範囲 に分布す る菌株 が12株

(9.4%)に 達 し た 。RFPで 最 も乖 離 し た 判 定 は,

BrothMIC MTB法 で のMIC値 が>32μg/mlで,小 川培

地比率法で は感性(S)の 判 定 となった1株 であ った。
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考 察

日本結核 病学 会が1997年 に勧 告 した結 核菌 を試験対

象 とす る1%小 川培地 を用 いた比率法4)と,Middlebrook

 7H9 broth液 体 培 地 を用い る微量液体希釈 法,BrothMIC

MTB2)の 判 定 互 換 性 につ い て 比 較 解 析 した 。 既 に

BrothMICMTBの 開 発 にあた って は,NCCLS法3)と の

判定互換性が評価 されてお り,99.4%の 高 い互換性が確

認 されている。他 方,小 川培 地を用 いる比率法 について

は,酸 化 還元 反応 呈色色 素,2,3-diphenyl-5-thienyl-(2)-

tetrazolium chloride(STC)を 添 加 したマ イクロプ レー ト

培 養法,結 核菌感受性 ビッ トスペ ク トル法(極 東製薬工

業)を われわれ が開発す る にあた って,NCCLS法 と比

較検討 し,INH,SM,RFP,EMBの4剤 につ いては76.1

(EMB)～91.3%(SM)の 判 定一 致率 が得 られ る こ とを

報告 した5)。

日本結核病学会が提案す る小川培地比率法 は,基 本的

に1960年 代 にCanettiら6)7)の 報告 したLowenstein-Jensen

培 地 で の試 験 方 法 に準 拠 した もの で あ るが,最 新 の

NCCLS法 と の 互 換 性 は 明 らか で は な い 。E-testと

Middlebrook 7H11寒 天 培地 お よびLowenstein-Jensen培

地 での比率法 を検 討 したSanicら の 報告8)で は,感 性 ・

耐性判定 ブレイクポイン トが明示 されてい ない ものの,

NCCLS法 とLowenstein-Jensen培 地 で の比 率法 には,

INH,RFP,SM,EMBの4剤 について,そ れ ぞれ93.9

%,85.1%,85.4%,78.7%の 判 定 一致率 であった として

い る。 この報告 は,先 にわれわれがSTCを 添 加 したマ

イクロプ レー ト培養法で報告 した成 績5)と ほぼ一致す る

ものであ る。従 って,今 回の評価成績 と合 わせ,NCCLS

法,BrothMIC MTB法 で のMIC測 定,STCを 添 加 した

マ イクロプレー ト培 養法での小 川培 地比率法,日 本結核

病学会の提 案する試験管培養法 での小川培地比率法 は,

そ れぞれ正確 に試験手順 と判定条件 が遵守 されれば,相

互 に高い判 定互換性 が期待 で きる と考 え られる。

小 川培 地比率法 の問題点 は,世 界 的な標準化が半合成

Middlebrook培 地(brothあ る い はagar)を 使 用 す る方向

にあ り3),こ れ とは明 らか に異 なってい る。培養期 間 も

4週 間 と長 く,迅 速性 とい う意味 で も臨床 的有効 性 を欠

いてい る。 また,ほ とん どの薬剤(INHを 除 く)が1つ

の薬剤濃度で の菌発育の有無か ら判定 され る。特 にこの

点 は,試 験培地の品質管理 と試験手順 の精度管理 におい

て大 きな問題 とな り,"菌 発 育 な し"と い う判定 は本 来

感性(S)を 意 味 す るが,果 た して用 い た試験培 地が 十

分 な菌発 育支持 能 をもっていたのか否 か,正 確 に必 要な

菌量が接種 されたのか否 か,確 認 する方法 がない。事実

今 回の評価 におい て も,RFPに お いてBrothMICMTB

法 で のMIC値 が>32μg/ml,小 川培 地比率法で は感性

(S)"菌 発育なし"の 乖離する判定 となった1株 が観

察 されている。 また逆に,"菌 発育あ り"と いう耐性

(R)を 意味する判定においても,使 用 した試験培地に規

定濃度 の薬剤が正確に添加されていたのか,培 地の保存

に伴う力価の低下がなかったのか,確 認する方法がない。

判定方法にも課題があり,判 定は対照培地に十分な菌発

育(+++～++++)を 認めた時点で,対 照培地での

菌コロニー数 と比較 して感性(S),耐 性(R)を 判定する

とされているが,い ずれ も判定する者に主観的な判断を

求めてお り,判 定操作における個人差を生む要因となっ

ている。 これに対 しBrothMIC MTB法 は,Middlebrook

 7H9 brothを 用いた7日 間培養でMIC値 を判定する現在

最 も迅速性に優れた試験方法であ り,複 数の異なる薬剤

濃度での菌発育の有無を判定することで,精 度管理,品

質管理 も容易である。現状のBrothMICMTB法 の課題

は,判 定保留(1)の 発生であろう。精度管理用菌株にお

ける判定保留(1)の 結果はEMBとSMで 観察されたが,

これは精度管理に用いた菌株のそれぞれの薬剤に対する

MIC値 がいずれ も判定ブレイクポイン トに近接 したと

ころに分布するためであ り,特 に施設問差は認められな

かった。 しかし一方,臨 床分離株の評価試験では,7.1

～9 .4%の 頻度で判定保留(1)の 結果が観察 された。結

核菌における薬剤耐性は,治 療経過に伴 う点変異の累積

に因ると考えられていることから9),菌株 ごとにMIC値

が漸次段階的に上昇 し,必 ず しも明確な感性(S),耐 性

(R)の 区分値を設定することはできないが,緩 衝帯とし

て設定 された判定保留(I)のMIC範 囲を,遺 伝子変異

の解析と平行 して,よ り狭める検討が必要と考えられる。

平野 らが報告 したわが国における結核菌検査の全国調

査においても,特 に薬剤感受性試験の標準化が遅れ,施

設間の判定互換性の改善が必要であるとされている10)。

世界的な標準化への動 きを念頭に,わ が国においてもよ

り精度の高い,互 換性の優れた試験方法の開発,応 用が

今後 とも求められる。
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Original Article

INTERPRETIVE COMPATIBILITY OF ANTIMYCOBACTERIAL SUSCEPTIBILITY FOR 

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS DETERMINED BY PROPORTION TEST METHOD 

ON EGG-BASED OGAWA MEDIA AND BROTH MICRODILUTION TEST, BrothMIC MTB

1Miyako HIGA
, 2Hiroshi SAITOH, 3Nobuhisa YAMANE, 1Isamu NAKASONE, and 3Chika MIYAGI

Abstract The antimycobacterial susceptibility test method 

newly proposed by the Japanese Society for Tuberculosis, a 

proportion method on egg-based Ogawa media, was evaluated 
in comparison with microdilution test for Mycobacterium tu-

berculosis complex, BrothMIC MTB-1 (Kyokuto Pharmaceu-

tical Inc., Tokyo). In the evaluation, five antimicrobial agents, 

streptomycin, ethambutol, kanamycin, isoniazid and rifam-

picin were included. Through repeated testings of the three 
reference strains against five antimicrobial agents, both test 
methods were found to be highly precise. All the minimum 

inhibitory concentrations (MICs) determined by BrothMIC 

MTB fell within 3 log2 dilutions, however a total of 11 MICs 

resulted in indeterminate (I) interpretations. Whereas, all the 

test results by a proportion method on Ogawa media were 

comparable to the expected interpretations. However, three of 

48 testings resulted in undeterminable interpretations due to 

insufficient growth on the growth control media. A total of 

127 clinical isolates of M tuberculosis complex were tested 

by both methods, and 89 to 90 % of the test results were com-

parable with each other in category interpretations. However, 
7.1 to 9.4 % of MICs determined by BrothMIC MTB resulted

 in indeterminate (I), and 0.8 to 3.1% of discrepant interpreta-

tions were observed.

In conclusion, both test methods were highly precise and 

comparable in determining antimycobacterial susceptibility 

for M tuberculosis complex. Several advantages and disad-

vantages in each test method were discussed.

Key words: Antimycobacterial susceptibility test, Interpre-

tive compatibility, Proportion test method on Ogawa media, 

Microdilution susceptibility test, BrothMIC MTB
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