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結核 菌薬剤感受性検査 のためのBACTECMGIT960AST

の評価:外 部精度管理菌株 を用 いた研 究

1小林 郁夫1阿 部千代治2御 手洗 聡

要 旨:〔 目的 〕迅 速 な結 核 菌 薬 剤 感 受 性 検 査 法 で あ るBACTECMGIT960結 核 菌 薬 剤 感 受 性 検 査 用 ミ

ジ ッ トシ リー ズ(MycobacteriumGrowthlndicatorTubeAntimicrobialSusceptibilityTesting:MGITAST)

の精 度 を調 べ た。 〔材 料 と方 法 〕評価 に はWHORUATLDが 薬 剤 感 受性 検 査 の外 部 精 度 ア セ ス メ ン トに

使 用 して い る 菌株 と結 核 菌H37Rvを 用 い た 。MGITASTとMiddlebrook7H10寒 天 培 地 に よ る比 率 法

(比率法 〉で イ ソニ ア ジ ド(INH),リ フ ァ ンピ シ ン(RFP),ス トレプ トマ イ シ ン(SM) ,エ タ ンブ トー

ル(EB)に 対 す る 感 受 性 を 測 定 した 。 得 られ た 結 果 はWHOAUATLDのSupranationalReferenceLabo -

ratoryNetwork(SRLN)の 結 果 と比 較 した。 〔結 果 〕INHとRFPの 検 査 で は,SRLNの 成 績 を標 準 と し

た と きMGITASTの 感 度,特 異 性,一 一致 率,再 現性 の いず れ も100%で あ っ た。SMの 検 査 に つ い て
,

MGITASTのSRLNの 結 果 との 一 致 率 は97.9%,EBの 検 査 は915%で あ り,主 要4薬 剤 につ い て90%

以 上 の一 致 率 を示 した・ 〔結 論 〕今 回 の 結 果 か らMGITASTはWHOAUATLDが 目標 と して 掲 げ た 薬

剤 感 受性 検 査 の精 度,す な わ ち検 査 の感 度,特 異性,再 現 性 お よび 一致 率 を満 足 させ る迅 速 な検 査 で

あ る と考 え られ る。

キ ー ワ ーズ:MGITAST,薬 剤 感受 性 検 査,結 核 菌,WHOIIUATLD

は じ め に

薬 剤 感 受 性 検 査 の 結 果 は患 者 の治 療 のみ な らず 薬 剤 耐

性 結 核 菌 の 出 現 に も影 響 を 与 え る こ とか ら,検 査 の 精 度

管 理 は重 要 で あ る 。 薬 剤 感 受性 検 査 は抗 酸 菌 の 検 査 の 中

で 最 も精 度 管 理 の 難 しい 検 査 で あ る。 世 界 保 健 機 関

(WorldHealthOrganization:WHO)と 国 際 結 核 肺 疾 患 予

防 連 合(lntemationalUnionAgainstTuberculosisandLung

Disease:IUATLD)は 世 界 的 規 模 で 薬 剤 耐 性 結 核 の サ ー

ベ イ ラ ンス を実 施 す る に あ た り,世 界 で20数 カ所 の研

究 所 また は 大 学 の研 究 室 をSupranationalReferenceLabo-

ratory(SRL)に 選 び,薬 剤 感 受 性 検 査 の 精 度 管 理 研 究 を

ス タ ー トさせ た1)。WHOIIUATLDの コー デ ィネ ー ター か

らSRLに 薬 剤 耐性 菌 を含 む 結核 菌 を 送付 し,SRLの ネ ッ

トワ ー ク(SRLN)で 標 準 化 し,そ れ らの 菌 株 を サ ー ベ

イ ラ ンス 実 施 国 の 精 度 管 理 に 用 い て い る。 わ が 国 で も 日

本 結核 病 学 会抗 酸 菌 検 査 法検 討 委 員 会 が上 記 の菌 株 を用

1日本ベ ク トン ・デ ィッキ ンソ ン株式 会社 ダイア グノステ ィッ

ク ス事業 部,2結 核 予防 会結核 研究所抗 酸菌 レフ ァレ ンスセ ン

ター細菌検査科

いて医療機関や検査センターを対象に薬剤感受性検査の

外部精度アセスメントを実施してお り2)3),その結果手

技の習熟や使用する方法による特性を把握することな

ど,改 めて精度管理の重要性が明らかになった。

検査の所要日数の長短は患者の治療や管理に影響する

ことから,時 宜にかなった検査結果の報告は微生物検査

室に課せ られた重要な責務である。わが国で現在用いて

いる小川培地による結核菌の薬剤感受性検査は結果を得

るまでに約 至カ月を要することから,よ り短時間で結果

が得られる検査が望まれている。米国のCentersforDis-

easeControlandprevention(CDC)か ら出された検査の所

要日数についての提案では,検 体入手後結核菌の薬剤感

受性検査の結果を30日 以内に臨床医に報告することと

してお り鋤,こ れは固形培地を用いた従来法で達成す

ることは不可能である。液体培地を用いるBACTEC460

TBやMGITASTシ ステムの迅速性 ど有用性に関する報

告は数多くみられる6,～12}。米国やヨーロッパ諸国では液
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体培地を用いる薬剤感受性検査が推奨されており,わ が

国でも今後普及していくものと思われる。

以前 にわれわれは臨床分離株を用いMGITASTと 小

川法の成績を比較 した結果 を報告 した10)。今回WHO/

IUATLDが 薬剤感受性検査の外部精度アセスメン トに使

用している菌株を用い,MGITASTの 精度を再評価 した

ので報告する。

検査材料と方法

(1)菌 株

WHOAUATLDの コ ー デ ィ ネ ー一ター か ら分 与 さ れ た 結

核 菌50株 と結 核 菌H37Rv(ATCC27294)を 評 価 に用 い

た。 こ れ ら の結 核 菌 はWHOAUATLDのSRLNで 標 準 化

され た菌 株 で あ る。

(2)接 種 菌 液 の 調 製

被 検 菌 を2%小 川 培 地 に接 種 後37℃ で 約4週 間 培 養

し た。 培 地 表 面 の 集 落 を 満 遍 な くか き と り5mLの

Middlebrook7H9培 地 に 懸 濁 後37℃ で 静 置 培 養 した。 毎

日1回 撹 拝 し,培 養 液 の濁 度 がMcFarland#05を 超 え る

まで 培 養 した 。 濁 度 計 と滅 菌 蒸 留 水 を用 い,培 養 液 か ら

McFarland#O.5濁 度 の 菌 液 を 調整 した 。

(3)MGITAST

BACTECMGIT960結 核 菌 薬 剤 感 受性 検 査 用 ミジ ッ ト

シ リー ズ の 添 付 文 書 に 従 い,結 核 菌 薬 剤 感 受 性 用MGIT

チ ュ ー ブ に専 用 サ プ リ メ ン トと薬剤 を添 加 した。 検 査 に

用 い た薬 剤 の 濃 度 は,INH:O.1μ9/mL,RFP:1.Oμ91mL,

SM:1.0μ9/mL,EB:5.0μ9!mLで あった。McFarland#0.5

に 調 整 した 菌 液 を滅 菌 蒸 留 水 で5倍 希 釈 し,薬 剤 添 加

MGITチ ュ ー ブ へ の 接 種 菌 液 と した 。 コ ン トロ ー ル 用

MGITチ ュ ー ブ へ の 接 種 に は,接 種 菌 液 を滅 菌蒸 留 水 で

さ ら に100倍 希 釈 した も の を 用 い た 。 菌 液 を 各MGIT

チ ュー ブ に05mL接 種 後,直 ち にBACTECMGIT960全

自動 抗 酸 菌 培 養 装 置(MGIT960)で 培 養 を 開 始 した 。

MGITASTは,培 養 開 始4日 目 よ り13日 目 まで の 問 に

コ ン トロー ル 用MGITチ ュ ー ブ の 菌発 育 を示 す 蛍 光 強 度

が 一 定 値 を越 えた 時 点 で薬 剤 添 加MGITチ ュ ー ブ の蛍 光

強 度 を測 定 し,個 々の 薬 剤 に対 す る 被検 菌 の 感受 性 を判

定 す る シス テ ム で あ る 。

(4)Middlebrook7H10培 地 に よ る比 率 法

NationalCommitteeforClinicalLaboratoryStandards(現

CLSI:ClinicalandLaboratoryStandardsInstitute)M24-A

に 記 載 さ れ て い る 方 法 に 従 いMiddlebrook7HIO寒 天 培

地 を 調 製 したB.)。検 査 に用 い た 薬 剤 の 濃 度 は,INH:0.2

#9/mL,RFP:1.0#9/mL,SM:2・OPt91mL・EB:5・0μ9/

mLで あ っ た。McFarland#05に 調 整 した 菌 液 を 滅 菌 蒸

留 水 で100倍 希 釈 し,薬 剤 添 加Middlebrook7HIO寒 天培

地 へ の 接 種 菌 液 と し た。 コ ン トロ ー ル 用Middlebrook
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7HIO寒 天培地への接種には,接 種菌液を滅菌蒸留水で

さらに100倍 希釈 したものを用いた。菌液を各培地に塗

布後5%CO2条 件下37℃ で培養し,3週 目に判定した。

(5>評 価方法

MGITASTお よびMiddlebrook7HIO寒 天培地による比

率法(比 率法)の 結果について,WHO/IUATLDのSRLN

の結果を標準として感度,特 異性,一 致率,耐 性的中率

(PV-R),感 受性的申率(PV-S)を 計算 し評価 した1)。感

度はSRLNの 結果が耐性の ものを正 しく耐性 と判定した

割合,特 異性はSRLNの 結果が感受性の ものを正 しく感

受性 と半lj定した割合,一 ・致率はSRLの 結果がそれぞれ

の薬剤について耐性,も しくは感受性と判定 したものを

同様に判定 した割合である。PV-Rは 耐性 と判定 した と

き,そ の判定が正解である確率,PV-Sは 感受性 と判定

したときの正解率である。なお,今 回評価に用いた菌株

の申でSRLN内 の一致率が70%以 下の菌株はRFPの 検

査で6株,SMで3株,EBで3株 あ り,こ れらはそれぞ

れの薬剤についての精度計算から除外した。

MGiTASTの 再現性は,被 検菌の中か ら無作為に選ん

だ6菌 株 を用い,MGITASTの4薬 剤について1日3回,

3日 間繰 り返 し(1菌 株,1薬 剤につき計9回 の検査)測

定し,SRLNの 結果 との一致率で評価 した。

結 果

(1>MGITASTの 再 現 性 試 験

無 作 為 に 選 ん だ6株 を用 いMGITASTシ ス テ ム の 再

現 性 を調 べ た。 計212検 査 を行 い.全 体 の 一 致 率 は95.3

%で あ っ た(Tablel)。INHとRFPの 試 験 の 一 致 率 は

100%で あ った が,SMとEBの 試 験 でSRLNの 結 果 と一

部 異 な る成 績 が み られ た 。 特 にEBの 試 験 で 一 致 率 は

90%以 下 で あ っ た。

(2)外 部 精 度 ア セ ス メ ン ト株 を用 い たMGITASTシ ス

テ ムの 評価

WHOAUATLDのSRLNで 精 度 ア セ ス メ ン トに 使 用 し

て い る50株 の 臨 床 分 離 結 核 菌 お よ び 結 核 菌 標 準 株

H37Rvを 用 いMGITASTの 精 度 を 評 価 し た。 同 時 に

CLSIが 標 準 法 と して い るMiddlebrook7HIO寒 天培 地 を

用 い る比 率 法 で検 査 を行 い 比 較 した 。

INH感 受 性 検 査 で は,MGITASTの 結 果 はSRLNの 結

果 とす べ て一 致 した(Table2)。 感 度,特 異 性,一 致 率,

PV-R,PV-Sの い ず れ も100%で あ っ た(Table3)。 比 率

法 の結 果 はMGITASTの 成 績 と同様 にSRLNの 結 果 とい

ず れ もIOO%一 致 した。

使 用 した50株 の う ち,6株 はRFPの 感 受 性 検 査 で

SRLN内 の一 致 率 が70%以 下 で あ った た めRFPの 精 度 計

算 か ら除 外 し・44株 の 結 果 で評 価 した。RFP感 受性 検 査

で はINHの 検 査 と 同 様 にMGITASTの 結 果 はSRLNの
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TablelReproducibilitytestlngoftheBACTECMGIT960ASTsystem

Drug No.ofresults No.ofresults

agreeingwithSRLN
Agreement(%)
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threeseparatelypreparedinocula(i .e.,ninereplicateperstrai無),

Table2Comparisonofdrugsusceptibilitytestresults
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SRLN:RefereeresultsoftheWHOAUATLDSupranationalReferenceLaboratory

Network

MGIT:BACTECMGIT960ASTsystem

7H10:Proporti◎nmethodonMiddlebrookフHIOagar

Table3Comparison◎ftheresultswiththeBACTECMGIT960ASTsystemor

proportionmethodonMiddlebrook7H10agarwiththeresultsoftheWHOSRL

Network

SensitivitySpecificityPV-R PV-SAgreement

BACTECMGITAST

Isoniazid

Rifampin

Streptomycin

Ethambutol

100

100

955

78.9

0

0

ハり

0

0

0

0

0

1

1

1

1

0

ハU
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O

O

壌護ム

葉嚢滋

唯-菰

1
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875
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Proportibnmethod

Isoniazid

Rifampin

Streptomycin

EthambutoI

100

100
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100

100

100

92,9

100

100

100

90.5

100

100

96.2

隻00

100

100

97.9
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Sensitivity:Abilitytodetecttrueresistance

Specificity:Ab三lity1odetecttruesusceptibility

PV-R:Predictiveval装eforres三stance

PV-S;Predictivevaluef◎rsusceptibility

結 果 と完全 に一 致 した。 感 度,特 異 性,一 致 率,PV・-R,

PV-Sは す べ て100%で あ っ た。 比 率 法 の 結 果 もMGIT

ASTと まっ た く同様 で あ り,い ず れ もIOO%で あ っ た・

SMに 対 す る 感 受 性 検 査 でSRLNの 結 果 と不 一 致 と

な っ た 菌 株 はMGITASTと 比 率 法 で そ れ ぞ れ1株 ず つ

認 め られ た。 そ れ らの う ち1株 はSRLNの 結 果 が耐 性 を

MGITASTで 感受 性 と して,別 の株 はSRLNで 耐 性 と判

定 した 株 を 比 率 法 で 感 受 性 と判 定 して い た(Table2)。

Table3に 示 した よう にSM検 査 にお け るMGITASTお よ

び比 率 法 のSRLNの 結 果 との 一一致 率 は9ブ.9%で あ っ た。

EBに 対 す る 感 受 性 検 査 でSRLNの 成績 と不 一 致 の 結

果を示 した菌株はMGITASTで4株,比 率法で2株 認

められた。MGITASTで 不一致であった4株 はいずれも

SRLNで 耐性 と判定したものを感受性 と判定 していた。

一方比率法で不一致の結果を示 した2株 ともSRLNで 感

受性 と判定した菌株であり比率法で耐性 と判定 してい

た。MGITASTのSRLNの 結果との一致率は91.5%,比

率法の一致率は95.7%で あった。

MGITAST検 査用チューブに菌接種後感受性の検査結

果が得 られるまでに要した日数は6日 ～13日 の範囲で

あ り,中 央値は7臼 であった。一方比率法の所要日数は

3週 間であった。
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考 察

WHOAUATLDはINHとRFPの 感 受 性 検 査 の 感 度,特

異 性,再 現 性 を95%以 上 に保 つ こ と,SM,EBを 加 え た

主 要4薬 剤 につ い て 全 体 の 一 致 率 を90%以 上 に保 つ こ

とを 目標 と して掲 げ て い る。 今 回の 実 験 で,MGITAST

の 結 果 はINHとRFPに つ い て は す べ て の 菌 株 でSRLN

の結 果 と一 致 した こ とか ら感 度,特 異性,一 致率,PV-R,

PV-Sの す べ て が100%で あ っ た(Table3)。 ま たINHお

よびRFPの 再 現 性 試 験 の結 果 も100%で あ っ た。さ らに,

SMの 一 致 率 は97.9%,EBの 一 致 率 は9L5%で あ り,4

薬 剤 の 一一致 率 は90%以 上 で あ っ た 。 こ れ らの 成 績 は,

MGITASTがWHOIIUATLDの 掲 げ た 精 度 目標 を満 足 さ

せ る検 査 で あ る こ と を示 して い る。 な おWHOAUATLD

の 検 査 精 度 ア セ ス メ ン トで は,SRLNの 大 多 数 が 報 告 し

た結 果 を その 菌 株 の ゴ ー ル ドス タ ン ダー ドと して 精 度 を

計 算 して お り1},SRLN内 の 一 致 率 が70%以 下 の 菌 株 は

そ の結 果 を ゴ ー ル ドス タ ン ダー ドとす る こ とが 不 適 当で

あ る と考 え精 度 計 算 か ら除外 して い る15'。今 回の 研 究 で

は,SRLNの 考 え に従 い 一 致 率 が70%以 下 の 菌 株 を精 度

計算 か ら除外 した 。

SRLNの 成 績 と不 一 致 の 結 果 を示 した 株 がMGITAST

に よ るEBの 検 査 で4株,SMの 検 査 で1株 み ら れ た

(Table2)。 こ れ ら の 菌 株 の 比 率 法 に よ る検 査 結 果 は

SRLNと 一 致 して い た 。EBの 検 査 で 不 一 致 の 結 果 を示

し た4株 の う ち3株 はSRLN内 で も80%以 下(78.36/。,

78.9%,78.9%)の 低 い一 致 率 で あ り,一 一部 の株 で は検 査

法 や 検 査 条 件 に よ り異 な る結 果 が 出 る こ とが 示 され た。

残 りの1株 はSRLN内 のEB検 査 で955a/oと 高 い 一 致 率

を示 した 株 で あ る。 こ の 株 に つ い て はMGITASTで 検

査 を数 回 繰 り返 したが 同 じ結 果 で あ り,不 一 致 の理 由 は

わか ら な い。SMの 検 査 で 不 一 致 の 結 果 を示 した1株 は,

SRLN内 で の 一 致 率 は94.7%と 高 く,こ の株 に つ い て も

検 査 を繰 り返 したが 同 じ結 果 で あ り不 一 致 の 理 由 は不 明

で あ る。

1994年 か らSRLN内 で 年1回 薬 剤 感 受 性 検 査 の 精 度

試験 を 実 施 し て い る。INHとRFPの 検 査 精 度 は 試 験 開

始 以 来 比 較 的 良 好 で あ っ た が,SMとEBに つ い て は 開

始 初 期 に はSRLN内 の 一 致 率 が 低 か っ たi'】';'1's,。特 にEB

は再 現 性 を得 る こ とが 難 しい薬 剤 で あ る と考 え られ て い

る7,"一一'10,t6」17,。RobertsらはMiddlebrook7HIO寒 天 培 地 を

用 い る比 率 法 を ゴー ル ドス タ ンダー ドと して 比 較 した と

きBACTEC460TBに よ るEB検 査 の 感 度 は66%を 超 え

な か っ た と 報 告 して い る19)。今 回 のMGITASTに よ る

EB検 査 の 感 度 は78.9%で あ り,他 の3薬 剤 につ い て の

検 査 の 感 度 と比 べ 明 らか に低 い値 で あ っ た。 一 方,Mid-

dlebrook7HIO寒 天 培 地 に よ る 比 率 法 の 感 度 は100%で
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あ っ た。EBの 検 査 に 用 い て い る 薬 剤 の 濃 度 はMGIT

ASTもMiddiebrook7HIOに よ る 比 率 法 も 同 じ5μ9/mL

で あ り,MGITASTの 比 較 的低 い 感 度 は 検 査 に用 い た 薬

剤 の 濃 度 とは 関係 な く検 査 法 の 違 い に起 因 して い る も の

と考 え ら れ る 。EBの 検 査 で 不 一一致 の 株 は す べ てSRLN

で 耐 性 と判 定 した 株 をMGITASTで 感 受 性 と判 定 し て

お り,MGITASTで は 感 受性 に 半掟 され る傾 向 が み られ

た 。

MGITASTは 迅 速 に 結 果 が 得 られ る検 査 と して 知 られ

て い る7》A'12♪。 今 回 の実 験 で菌 接 種 後 測 定 が 終 了 す る まで

の所 要 日数 は6日 ～13日 の 範 囲(中 央 値:7日)で あ り,

高 い迅 速 性 が 再 確 認 され た 。 検 査材 料 の 入 手 後MGITに

よる結 核 菌 の 検 出 まで に要 す る乎 均 日数 は約2週 間で あ

る19>～23)。液 体 培 養 で 陽性 を 示 した培 養 液 の 少 量 を 結 核

菌 群 特 異 抗 原 で あ るMPB64を 検 出 す る キ ャ ピ リ アTB

の サ ン プ ル ウエ ル に 添 加 し15分 静 置 す る こ と で迅 速 に

結 核 菌群 を鑑 別 で きる24)25)。同 定 結 果 が 結核 菌 群 で あ れ

ば 陽性MGITチ ュ ー ブの 培 養 液 か ら直接MGITASTで 薬

剤 感受 性 を検 査 で き る。 この よ うに,一 連 の 検 査 に液 体

培 地 に 基 づ くMG正Tシ ス テ ム を用 い る こ とに よ り,分

離,同 定,薬 剤 感 受 性 の す べ て の 検 査 結 果 を30日 以 内

に担 当 医 に報 告 す る こ と とす る 目標 を達 成 す る こ とが 可

能 で あ る。

結核 の診 断 を よ り早 期 に行 う こ とは患 者 の治 療 のみ な

らず,感 染拡 大 の 防止,予 防,ひ い て は わが 国 の結 核 罹

患 率 の 減 少 に大 き く影 響 す る。 迅 速 かつ 精 度 の高 い方 法

を組 み合 わせ て早 期 の診 断,治 療 に 有用 な検 査 情 報 を提

供 す る こ とは微 生 物 検 査 室 の 大 きな 責務 で あ る。 現 在 入

院 期 間 の 短縮 が求 め られて お り,迅 速 に 薬剤 感受 性 を 測

定 で き るMGITASTシ ス テ ム は,今 後 の 結 核 の 診 断 治

療 に非 常 に有 用 で あ る と考 え られ る。
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Original Article

BACTEC MGIT 960 SYSTEM FOR DRUG SUSCEPTIBILITY TESTING OF 
      MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS: A STUDY USING 

        EXTERNAL QUALITY ASSESSMENT STRAINS

 1Ikuo KOBAYASHI,  1Chiyoji ABE, and  2Satoshi MITARAI

Abstract [Objective] To evaluate the performance of the 

BACTEC  MGIT 960 system for drug susceptibility testing 

(MGIT AST) of Mycobacterium tuberculosis to isoniazid, 
rifampin, streptomycin and ethambutol. 

 [Design] Fifty external quality assessment strains of M. 
tuberculosis provided by the Coordinating Centers of  WHO/ 

IUATLD were tested by BACTEC MGIT 960 system, and 

the results were compared with the referee results of the 

WHO/IUATLD Supranational Reference Laboratory Network 

(SRLN). 
 [Results and conclusion] Overall concordance rates of the 

results obtained by MGIT AST and the referee results of the 

 SRLN were  97.3% for four first-line drugs. Agreement rates 

were particularly high for isoniazid, rifampin, and strepto-

mycin (agreement rate of over  97%), but somewhat lower for 

 ethambutol, which relates to a lower sensitivity of MGIT 

AST. Turnaround times from inoculation to drug susceptibil-

ity results ranged from 6 to 13 days for the MGIT AST system 

with a median time of 7  days; this contrasted with three weeks 

for the proportion method using Middlebrook  7H10 agar,

indicating that MGIT AST system has the potential to consis-

tently meet with the turnaround time guidelines suggested by 

the Centers for Disease Control and Prevention of the United 

States. These results demonstrate that the fully automated 

BACTEC MGIT 960 AST system is useful for the rapid diag-

nosis of drug resistant tuberculosis. 

Key words : MGIT AST, Susceptibility test, Mycobacterium 

tuberculosis,  WHO/IUATLD 
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