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バ クテ ックMGIT960に よる薬剤感受性検査

における接種菌量の検討 と検査 の再現性
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要旨:〔 目的〕結核菌 の迅 速薬剤感受性検査 であ る ミジ ッ トシ リーズで は分離用MGITが 陽 性 になっ

てか ら,1～2日 後 はその まま,3～5日 後 は5倍 希釈 液 を接種 菌液 とす ることになってお り,菌 量

が安定せ ず,薬 剤 感受性検査 の結果が変動す る危険性が考 えられた。今 回われ われ は,分 離用MGIT

陽性 チ ュー ブか ら調製 した接種 菌液 を用 いて,主 要5薬 剤(INH,RFP,SM,EB,PZA)の 感 受性結

果 を比 較 した。 〔対 象 ・方法〕当院で結核 の治療 中に依 頼 され た19例 の検体 を用 いた。分離用MGIT

が 陽性 を示 した後1日 目,3日 目,5日 目の菌液 での再現性 とミジ ッ トシリーズ と従来法 との比較 を

行 った。 〔結 果 ・考 察〕分離用MGITが 陽性 を示 した後1日 目,3日 目,5日 目のチ ュー ブか ら調製 し

た接種菌液の平均菌量(CFU/ml)は そ れぞれ3.6×106,1.6×106,3.1×106で あ った。3接 種菌で ミジッ

トシリーズの結果 は完全 に一致 した。 さらに主要5薬 剤 につ いて ミジ ッ トシ リーズ と従来法の全体の

一致率 は90%以 上 であ った
。 これ らの結果 は,バ クテ ックMGIT960シ ス テムは薬剤耐性 結核 の迅速

診断 に有用 であ ることを示 している。
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は じ め に

1993年 に米国の疾病対策予防センター(CDC)は,結

核菌検査 に携わる施設に対 して薬剤感受性検査結果を

15日 ～30日 以内に臨床医に報告するように勧告 した1)。

わが国では2000年 の結核菌検査指針改訂で,世 界で広

く用い られている卵培地による比率法を採用 したが2),

この方法では判定までに最長4週 間を費やすため,迅 速

性においてCDCの 勧告を満足するものではない。結核

菌検査指針を改訂 した時点では,液 体培地を用いる感受

性検査法としてMGIT(日 本ベクトン ・ディッキンソン)

培地によるマニュアル法(目 視判定)が 発売されていた

が,あ まり普及 していなかった。2000年 以降は分離用

MGITへ 添加するサプリメントに界面活性剤(ス テアリ

ン酸ポ リオキシエチ レン)を 加 えた ことで,分 離用

MGITか ら別途菌液の調整をせずに薬剤感受性検査に移

行できるようになった3)。さらに2002年 には,結 果判定

が自動化されたバクテックMGIT960結 核菌薬剤感受性

検査用 ミジットシリーズ(以 下ミジッ トシリーズ)が 発

売された。ミジットシリーズでは,ス トレプ トマイシン

(以下SM),イ ソニアジド(以下INH),リ ファンピシン

(以下RFP),エ タンブ トール(以 下EB)の4薬 剤(以 下

SIRE)と ピラジナ ミド(以 下PZA)を 加えた計5薬 剤の

検査が可能であ り,今 後CDCの 勧告を満足する薬剤感

受性検査 としてわが国で も普及 してい くものと思われ

る。

ミジットシリーズによる薬剤感受性検査の有用性につ

いて,保 存菌株を用いた成績はすでに多数報告されてい

るが4)～11),臨床検体か ら直接分離した菌液を用いての

検討報告は少ない。また,ミ ジットシリーズの取扱説明

書では分離用MGITが 陽性を示 してから1～2日 後はそ

のままの培養液を,3～5日 後では培養液を滅菌生理食

塩水で5倍 希釈したものを接種菌液として薬剤感受性検

査 に用いることとされている。しかしこの方法では菌量
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が一定せず,ひ いては薬剤感受性結果に影響を与える恐

れがあると考えられた。今回われわれは上記諸点を解明

すべ く次の項 目について基礎的検討を試みたので報告す

る。(1)分離用MGITが 陽性を示 してから,1日 後,3日

後,5日 後のチューブから調製した接種菌液の菌数とそ

れらを用いたミジットシリーズでの薬剤感受性検査の一

致率,(2)ミ ジットシリーズの薬剤感受性結果 と小川培地

による比率法,極 東結核菌感受性 ビットスペク トルー

SR,極 東結核菌感受性PZA液 体培地,ピ ラジナミダー

ゼ試験の結果の比較。

対象と方法

(1) 試験検体

今回の・基礎検討には薬剤耐性菌が必要なことから,当

院で薬剤感受性検査が既 に終了し入院治療中の患者19

例(う ち薬剤耐性結核8例)の 喀疾を用いた。また感受

性検査の標準株として結核菌H37Rv(ATCC27294),結

核菌INH高 度耐性株(ATCC35822),結 核菌SM高 度耐

性株(ATCC35820),結 核菌EB高 度耐性株(ATCC35837)

を用いた。

(2) ミジットシリーズによる検査

喀 痰 をCCE液(日 本BCGサ プ ラ イ)で 雑 菌処 理

し,一 定量を3本 の分離用MGITチ ューブに接種 し,バ

クテ ックMGIT960で 培養 した。陽性 となった分離用

MGITに ついて塗抹検査で抗酸菌の確認 を行った。雑菌

混入の除外は滅菌綿棒 を用いてチョコレー ト寒天培地に

培養液の一部を塗布することで実施 した。非結核性抗酸

菌の混在はPNB培 地(極 東製薬)上 にコロニーの形成が

ないことで除外 した12)13)。結核菌の同定 はキャピリア

TB(日 本ベクトン ・ディッキンソン)を 用いて行い14)15),

菌数の定量はミドルブルック7H10寒 天培地 を用いて菌

数(CFU)の 定量を行った。 ミジットシリーズの取扱説

明書に従い分離用MGITが 陽性 を示 した後1日 目はその

まま,3日 目と5日 目の培養液は滅菌生理食塩水で5倍

に希釈 し接種菌液 とし,05mlを 薬剤含有MGIT培 地に,

さ らに100倍 希釈 した接種菌液0.5mlをGrowth Control

培地に接種 した。 ミジットシリーズの判定はバクテック

MGIT960で 行 った。

(3) 他 の 方法 による検査

陽性 になった分 離用MGITの 培 養液 をマ イ コブ ロス

(極東製薬)に 接種 し,マ ックフ ァー ラン ド05に 達 する

まで培養 した菌液 を用い,極 東結核菌用感受性一濃度培

地(以 下,小 川比 率法),極 東 結核菌 感受性 ビッ トスペ

ク トルーSR培 地(以 下 ビ ッ トス ペ ク トル),極 東結核 菌

感受性PZA液 体 培地(以 下,極 東PZA)に よ る薬剤感受

性 検査 を実 施 した。 ピラジ ナ ミダーゼ試験 は,分 離 用

MGIT陽 性 の菌液 を小 川培 地で純培養 し,発 育 した コロ

ニー を用 い,Wayneに よ り記述 された方法16)に 従 って実

施 した。薬剤 感受性 検査 に用 いた各培 地 の薬剤濃 度 は

Table 1に 示 す とお りであ る。

(4) 結 果 の統計解析

平均 値の差 の検定 はStudentのt検 定 を用 い,p<0.05

を有 意 と考 えた。

結 果

(1) ミジ ッ トシリーズの菌液調整 についての検 討

19例 の患者 検体 の培養 で3本 の分離培 地 のすべ てが

陽性 であ ったの は17例 であ り,2例 は分離 培地3本 の

うち1本 が 陰性 であ った。分 離用MGIT陽 性 後1日 目,

3日 目,5日 目の培養液 か ら調製 した菌液 を接種 した17

例 中3接 種 菌液 のいず れで も判 定可 能で あ ったのが15

例,3種 の うちいず れかのGrowth Control培 地 の発 育が

み られず判定不能 となったのが2例 で あった。 これ ら4

例 の うち3例 はMDR-TBで あ った。今 回 の比 較 には3

接種 菌液いずれで も判 定で きた15例 を用 いた。

Table 2に 示 す よ う に1日 後 の 菌 量 は1×105～1×

107,3日 後(5倍 希 釈)で は8×104～5×106,5日 後(5

倍 希 釈)で は2×105～2×107の 範 囲 であ った。 それ ら

の平均 菌量 はそれ ぞれ3.6×106,1.5×106,3.1×106で

あ り,3接 種 菌 の菌 量 に有意 の差 は認 め られ なか った

(p>0.1)。 次 に ミジッ トシリーズ に接種 してか ら判定 ま

でに要 した 日数 を比 較 した(Table 3)。 ミ ジ ッ トシ リー

ズSIRE(SM,INH,RFP,EB薬 剤 感受 性)で1日 後 の

菌 液を用 いた場合,そ の中央値は6日,3日 後 の菌液で

Table 1 Drug concentrations (μg/ml) used for susceptibility testing
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Table 2 BACTEC MGIT 960 AST set inoculum from positive MGIT culture (
n=15)

Table 3 Days required for BACTEC MGIT 960 AST results  (
n=15)

Table 4 Comparison of the results with BACTEC MGIT 960 AST with those of other methods

は7日,5日 後 では6日 であった。 それ らの平均値 は5.5

日,6.6日,6.4日 で あった。 ミジッ トシリーズPZA(PZA

薬 剤 感受性)の 中央値 は,同 じ く1日 後 は6日,3日 後

8日,5日 後7日,平 均 値 は6.4日,7.9日,7.6日 で 有意

差 はみ られ なか った(p>0.1)。15例 の 薬剤 感受性 結果

は,INH感 受 性11例,耐 性4例,RFP感 受 性13例,耐

性2例,SM感 受 性11例,耐 性4例,EB感 受 性12例,

耐 性3例,PZA感 受 性12例,耐 性3例 であ り,分 離 用

MGITで 陽 性後1日 目,3日 目,5日 目の菌液 を接種 し

た感受性検査の結果 は100%一 致 した。

(2) 他 の 検査法 との比較

ミジ ッ トシ リーズ に よる薬 剤感 受性検査 と小 川比 率

法,ビ ッ トスペ ク トル,極 東PZA,ピ ラ ジナ ミダーゼ

試験 の比 較成績 をTable 4に 示 した。 ミジ ッ トシリーズ

SIREと 小 川培地比率法 の結果 は4薬 剤すべて一致 した。

ミジ ッ トシ リーズSIREと ビ ッ トスペ ク トルの比較 で,

SMに ついては93.3%で95%以 下であったが,INH,RFP

とEBの 試験の一致率 は100%で あった。 また ミジット

シリーズPZAは 極東PZAお よびピラジナミダーゼ試験

の結果 と完全 に一致 した。 なお標準株 である結核 菌

H37Rv,結 核菌INH高 度耐性株,結 核菌SM高 度耐性株,

結核菌EB高 度耐性株 を用 いた試験では,ミ ジ ットシ

リーズ,小 川比率法,ビ ッ トスペクトルの成績は100%

一致した。

考 察

固形培地を用いる結核菌の薬剤感受性検査では菌液濃

度を濁度計で計測 し,接 種する菌量を一定に調整して検

査を行っている。一方 ミジットシリーズの取扱説明書で

は分離用MGITが 陽性になってから,1日 から2日 後で

はMGITの 培養液をそのまま接種菌液 とし,3日 から5

日後ではMGITの 培養液を5倍 希釈 して接種することに
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なっている。これはMGIT陽 性チューブからこのように

調製 した接種する菌液濃度がほぼ2×105CFU/mlに 相当

するという成績から設定されたものである。しかしこの

菌液調整法では接種菌量が安定せず薬剤感受性結果が変

動する危険性が考えられた。今回のわれわれの検討では,

菌数は8×104～2×107と 有意差はないもののばらつ き

がみられ,菌 数の中央値は1日 目で3×106,3お よび5

日目で1×106で あ り,設 定の基 となった菌量 よりも約

10倍 多い結果 となった。 しか し,分 離培地陽性か らの

日数によらず主要5薬 剤で薬剤感受性検査の結果がすべ

て一致 したことは,取 扱説明書どお りの方法による菌液

調整で問題がないことを示 している。

次にミジットシリーズの薬剤感受性結果と,従 来法の

結果 との比較を試みた。検体数は15例 と少数ではあっ

たが,現 在の標準法である小川比率法の結果とミジット

シリーズSIREは100%一 致 した。 またPZAの 薬剤感受

性結果も,現 在の標準法であるピラジナミダーゼ試験お

よび極東PZA培 地の結果 と完全に一致 した。そのうえ

ミジットシリーズSIREの 結果判明までに要 した日数の

中央値は6日,PZAの 結果判明までの中央値は7日 と従

来の小川培地を用いる方法に比べて大幅な迅速化が可能

であった。以上の結果は,ミ ジットシリーズが迅速,簡

便なうえに従来の方法の結果とよく一致する薬剤感受性

検査であることを示している。今回は取扱説明書 どおり

の方法による菌液調整を重点に検討したため,現 行の標

準法との比較には例数が少なかった。今後例数を増やし

た追加検討が必要である。

指定期 日以内にGrowth Control培地に発育がみられず

判定不能になった2例 は,INH,RFP,SM,EBの4薬

剤耐性であり,小 川培地での薬剤感受性検査でも対照培

地 に発育せず判定不能であった。当院で2002年8月 か

ら2004年3月 までにミジッ トシリーズで薬剤感受性検

査を実施 した850例 中(重 複なし)Growth Controlに発育

せず判定不能となったのはミジッ トシリーズSIREで4

例(0.4%),PZAで7例(0.8%)の みであった。これらの

結核菌の背景は長期治療中の多剤耐性菌で入院治療中に

薬剤感受性検査の依頼があった例 と当院に初入院した時

点で治療がすでに他院で開始されていた例であった。こ

のことか ら未治療の結核例で判定不能になる例はなく,

薬剤感受性検査用 ミジットシリーズを日常検査に使用 し

て問題ないと考える。

ミジットシリーズでは分離から薬剤感受性検査まです

べて液体培地で行うことから,一 般細菌や非結核性抗酸

菌の混入により起こる間違った薬剤感受性成績の報告を

避けるためにこれまで以上に注意を払わねばならない。

今回の検討ではPNB培 地試験12)13)により非結核性抗酸

菌混在の除外を行ったが,同 培地の判定には3週 間を要

するため迅速性に欠けてしまう。従来から欧米で用いて

いるBACTEC460TBで は,NAP試 験13)17)により結核菌

群と非結核性抗酸菌を迅速に鑑別 しているが,MGIT960

では今のところNAP試 験を採用 していない。今後非結

核性抗酸菌の混在を迅速に確認できる方法の開発に期待

したい。

また,技 術的に習熟することが重要であり,定 期的に

精度管理を行うことが必要である。

使用直前にサプリメントや各薬剤をMGITチ ューブに

添加する作業が煩雑であること,小 川培地と比べてコス

トが高い点が問題点となる18)。

いくつかの問題点はあるものの,分 離用MGITの 菌液

をそのまま用いることで薬剤感受性検査に移行する時間

が短縮 され,結 果判定が自動化されているバクテック

MGIT960結 核菌薬剤感受性検査用 ミジットシリーズは,

従来の標準法 とよく一致する結果が迅速に得られ,臨 床

的にきわめて有用な方法である。
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A STUDY ON INOCULUM DENSITY AND REPRODUCIBILITY OF 

 DRUG SUSCEPTIBILITY TESTING BY BACTEC MGIT 960

1 M
otohisaTOMITA,

 1 I-Iana TAKENO
, 1 Katsuhiro SUZUKI, 1 Mitsunori SAKATANI,

 2 Y
ukiyasu KINOSHITA, and 3 Ikuo KOBAYASHI

Abstract [Objective] The BACTEC MGIT 960 drug sus

ceptibility system (MGIT AST) has been recently introduced 
in Japan. The issue of discordant MGIT results compared with 

the conventionally used Ogawa method has been raised. It has 

been speculated that discordant results might be due to MGIT 

inoculum density since there is no standardization step other 

than dilution of growth for tubes beyond 2 days after MGIT 

turns out to be positive. In this study, we examined the repro

ducibility of the MGIT AST system.

[Materials and Methods] Nineteen sputum specimens from 
drug-resistant and susceptible pulmonary tuberculosis patients 

were processed with CCE pretreatment reagent (Japan BCG), 

inoculated into 3 MGIT tubes, and loaded into the MGIT 960. 

Inocula for MGIT AST were prepared 1, 3, and 5 days after 
MGIT tubes became positive. Cultures on day 3 and 5 were 

diluted 1:5 with saline. Ten-fold dilutions from each positive 

culture were plated on Middlebrook 7H11 agar plates for CFU 

determination. MGIT AST results were compared with those 

of the conventional proportion method on Ogawa egg and 

Vite-spectrum (Kyokuto), or Pyrazinamidase (Pzase) assay 

and Kyokuto PZA test.

[Results and Conclusion] A total of 15 specimens were 
culture positive in all 3 tubes. Four of 19 cases were removed 

from the analysis because of negative cultures in one or more

tubes. Three of 4 culture negative cases were MDR-TB. 

Colony counting showed the mean CFU/ml of inocula 

prepared from tubes 1, 3, and 5 days after MGIT tube became 

positive were 3.6•~106, 1.6•~106, 3.1•~106, respectively. 

There was no significant difference although the CFU range 

was wide (8•~104-2•~107). MGIT AST results were consis

tent among 3 inocula. Moreover, overall concordance rates 

between MGIT AST and the conventional methods were over 

90% for 5 first-line antituberculosis drugs. These results 

indicate that the BACTEC MGIT 960 system is very useful 

for rapid diagnosis of drug resistant tuberculosis.

Key words:Mycobacterium tuberculosis, BACTEC MGIT 

960, MGIT series, Drug susceptibility testing, Reproducibility
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