
Kekkaku Vol. 83, No. 6 :  471-473, 2008 471

MGITの 前 処 理 液BBLマ イ コプ レ ップ と2%NaOH

処 理 との比 較

1富田 元久　 1竹野 華2吉 田志緒美2鈴 木 克洋

3坂谷 光則

要 旨:〔目 的〕 喀痰 の 雑 菌処 理 法 を改 善 す る目的 で,患 者 喀痰 をKT式 喀痰 容 器 で 物 理 的 に潰 し,プ

レソ ル ブ で酵 素 処 理 を して 得 られ た 検 体 を用 い てBBLマ イ コプ レ ップ と自家 性 の2%NaOHと の 間 で

の培 養 陽性日 数,陽 性 率,雑 菌 汚 染 率 に つ い て比 較 を行 っ た。 〔方 法 〕 当 院 結 核 菌検 査 依 頼 の 喀痰

113例 を使 用 した 。 喀痰 はSAP集 菌 法 で 処 理 を した 後2等 分 し,マ イ コプ レ ップ と 自家 製2%NaOH

の各 方 法 で 前 処理 を行 った 。 〔結 果 〕培 養 陽 性 日数 は,マ イ コ プ レ ップで は4日 ～20日(平 均 値11日),

2%NaOHで は4日 ～40日(平 均 値8日)で あ っ た(p>0,5)。 培 養 陽 性 数 は マ イ コ プ レ ッ プ19例

(16.9%),2%NaOH18例(16.0%),一 致 率 は97.0%で あ っ た(p>0.5)。 雑 菌 汚 染 率 は マ イ コ プ レ ッ

プ7例(6.2%),2%NaOH1例(0.9%)で あ った(p>0.5)。 〔結 語 〕 液状 化 した喀痰 を用 い た場 合,マ

イ コプ レ ッ プ処 理 と2%NaOH処 理 で 十 分 に雑 菌 処 理 が で きるか 否 か の 検 討 を行 った 結 果,両 方 法 の

培 養 陽 性 率,雑 菌 汚 染 率,培 養 陽 性 日数 に は有 意 な差 が な く,2%NaOH処 理 は 有用 な方 法 で あ る と

考 え られ た。

キ ー ワ ー ズ:MGIT,NALCINaOH,2%NaOH,セ ミア ル カ リプ ロテ アー ゼ,前 処 理 法

冒 的

現在,抗 酸菌培養検査は迅速性に優れている液体培地

が主流となり,当 院もMGIT(日 本ベクトン ・ディッキ

ンソン)を 用いている。MGITに 用いる検体の除菌処理

方法はNALCINaOH法 ヨ12,であるが,こ の方法は喀疾の

粘液を溶解する時間が15分 間 しかなく,溶 解が不十分

になることがあるため,雑 菌汚染率を抑えるには熟練を

必要とする。われわれは,喀 疲をまずセ ミアルカリプロ

テアーゼ(SAP)集 菌法で処理 をす る。SAPは,NALC

(N一アセチルーL一システイン)と 同じ作用で喀疲の粘液

を溶解する。この方法は喀疾の粘液を溶解する時間が十

分にとれ,集 菌するための遠心操作は洗浄効果があるの

で,雑 菌汚染率,PCRの 阻害の軽減につ ながる。次に

NALC!NaOHに よる雑菌処理へ移行している2}～4)。本研

究では,わ れわれが考案した喀疾を採取容器の内側に突

起物を付けた改良型容器(KT式 喀疲容器:ア ジア器材)5}
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査科2臨 床研 究セ ンター3内 科

で物 理 的 に潰 しなが らセ ミア ル カ リプ ロ テ ア ー ゼ(プ レ

ソル ブ:日 水 製 薬)で 酵 素 処 理 を して 得 られ た 喀疲 を用

い て,NALC!NaOHと 同 じ濃 度 の2%NaOHの み で 除 菌

処 理 を 試 み た 。比 較 す る前 処 理 液 は,NALCINaOHで あ

るBBLマ イ コプ レ ップ(日 本 ベ ク トン ・デ ィ ッキ ンソ ン:

以 下 マ イ コ プ レ ップ)を 用 い た 。 マ イ コ プ レ ッ プ は

29eNaOH-citratesolution溶 液 の ボ トル に,NALCの 入 っ

た ア ンプ ル を 割 り混和 して,NALC!NaOH液 が 調 製 で き

る 製 品で あ る。 このマ イコ プ レ ップ と 自家性 の2%NaOH

との 問 で培 養 陽性 日数,陽 性 率,雑 菌 汚 染 率 につ い て 比

較検 討 した。

対 象 ・方 法

2004年11月 に 当院 で結 核 菌 検 査 依 頼 が あ っ た 喀疲ill3

例 を使 用 し た。 喀 疲 の 塗 抹結 果 の 内訳 は,(一)104例,

(2+)5例,(3+)4例 で あ る。 喀疲 は ル ー…一・一一チ ン に実 施

して い るSAP集 菌 法 で 処 理 後2等 分 し,マ イ コ プ レ ッ
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プ と 自家 製2%NaOHの 各 方 法 で 雑 菌 処 理 を行 っ た。 雑

菌 処 理 の 方法 は,条 件 を同 じに す る ため にマ イ コプ レ ッ

プの 説 明 書 に準 じた。培 地 はMGITを 使 用 し,MGIT960

(日 本 ベ ク トン ・デ ィ ッキ ン ソ ン〉で 最 終42日 ま で培 養

した 。抗 酸 菌 の 同 定 は,キ ャ ピ リアTB(日 本 ベ ク トン ・

デ ィ ッキ ン ソ ン),コ バ ス ア ンプ リ コア(ロ シ ュ ・ダイ

ア グ ノ ス テ イ ッ クス),ア キ ュプ ロー ブ カ ンサ シ研 究 用

(極 東 製 薬 工 業),DDHマ イ コバ ク テ リア(極 東 製 薬 工

業)を 用 い て 行 っ た。 統 計 学 的 検 討 に はt検 定 を 用 い,

p<O.05を 有 意 差 あ りと考 え た。

結 果

培 養 陽性 日数 は,マ イ コ プ レ ップが4臼 ～20臼(平 均

値11日),2%NaOHは4日 ～40日(平 均 値8日)で あ り,

2法 間 に 有 意 差 は 認 め ら れ な か っ た(P>0.5)。 ま た,

Fig.に 示 した累 積 陽性 数 の グ ラ フ か ら両 処 理 の 発 育 速 度

に 差 が な い と い う結 果 が 示 さ れ た。 培 養 陽 性 数 は,

Tableに 示 す よ う に,マ イ コ プ レ ッ プ19例(16.9%),

2%NaOHl8例(16.0%)と な り,一 致 率 は97.0%で あ っ

た。 有 意 差 検 定 で は 有 意 差 は 認 め られ な か っ た(p>

0.5)。 発 育 した抗 酸 菌 の 内 訳 は,M.tuberculosis14株,M.

intrace〃ularel株,M.kansasii3株,M.fortuitum1株,M.

terrae1株 で あ っ た。 雑 菌 汚 染 率 は マ イ コ プ レ ッ プ7例

叢糞核 第83巻 第6号 φ20(,8年6月

(6,2%〉,2%NaOH1例(0,9%)と な り,

は 認 め ら れ な か っ た(P>0,5)・

考 察

ここでも有意差

/}・lpi,SAP集 菌法を川いてマイコプレップと2%NaOH

前処理の比較を行ったところ,培 養陽性 日数の平均値で

は2%NaOHが3iI短 縮 したが,有 意な簾は認められず,

また,黙 積陽性数か らも両処理の抗酸菌に婦するアル

カリの影響も同程度であることが考えられた。培養陽性

数はマイコプ レップ19例,2%NaOHi8例 で1例 の差が

あった、、培養陽性数の不 ・致例の詳細は,マ イコプレッ

プ培 養 陽性,2%NaOH陰 牲 が2例 あ り,菌 種 はM

fort"it〃〃11例,M.terrae1例 であった。マ イコプレップ

培養 陰牲,2e/eNaOH陽 性 は1例 あ り,そ の 菌種 はM.

intracettutareであった。これらの不 ・・致が鷹 じた原因と

して,塗 抹陰性検体で,爾 徽が少なく,ま た完全に喀痩

を2等 分できなかったことが考えられるr、雑菌汚染率は

マイコプレップ7例,2%NaOH韮 例 と2%NaOHの 雑菌

汚染率が低い結果であった。これは喀淡を2%トiaOHで

処理する際,新 しい容器に分取 りして処理したが,マ イ

コプレップのほうは,患 者が採疲に用いた容器で処理を

行ったため,容 器の内側に付着した雑菌が影響 を及ぼし

たものと考えられる。しかし,有 意な差が認められなか

ったことから,両 処理法の雑菌処理能力に違いは見られ

なかった。

喀疾を直接2%NaOHで 処理をすると,粘 液中の雑菌

にはNaOHの 作用が届かず,結 果的に雑菌汚染率が上が

るため,2%NaOHを 用いる場合は,前 処理をする前に

セ ミアルカリプロテアーゼで十分に喀疲の液状化を行

い,雑 菌汚染率を抑えることが重要である。われわれは

喀疲容器の改良による物理的作用S♪と酵素的作用の両方

の処理により,十 分に喀疲の液状化で きるSAP集 菌法

を行った。喀疾の消化汚染除去の処理能力の比較でも,

2%NaOHと マイコプレップの問には同程度の効果が観

察されたので,2%NaOH処 理で問題がないと考えられ

た。ルーチンでの試薬管理の問題として,NALCINaOH

は使用当 日に調整を行い,調 整後の使用期限は24時 闘

であるために,試 薬調整管理が煩雑なことがあげられる。

しかし,2%NaOHは 調整後 も室温で長期保存が可能な

ため,管 理が容易とな り,し かも安価である。したがっ

て,熟 練を要するNALCINaOH法 の代わ りに,SAP集 菌

法で喀疾 を処理 して,2%NaOHでMGITの 前処理を行

えることは,未 経験者でも適切な前処理操作を行える有

用な方法であ り,特 に少数の検体を扱う施設においては

在庫負担の軽減 という観点か らも,2%NaOHの 使用は

有益であると考えられた。
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結 語

SAP集 菌法により得た沈査を2等 分 し,MGITを 用い

てマイコプレップと2%Nt}OHの 繭処理の比較 を行',た

結果,培 養陽性日数,培 養陽性率,雑 菌汚染寧すべてに

有意差はなく,2%NaOHを 荊処理に使ll1できることが

示された。
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Short Report

COMPARISON OF BBL MYCOPREP AND  2%NaOH DECONTAMINATION 

                PROCEDURES FOR  MGIT

 1 Motohisa TOMITA,  TAKENO,  2Shiomi  YOSHIDA,  2Katsuhiro SUZUKI, 

                  and  3Mitsunori SAKATANI

Abstract [Objectives] We compared the BBL Mycoprep 

(Becton Dickinson Japan) and home-made  2%NaOH 
decontamination procedures by using an equal amount of 

expectorated sputum in the aerosol-free 30  ml KT centrifuge 

tube with the rugged inner surface. 

  [Method] A total of  113 sputum specimens obtained in NHO 
Kinki-Chuo Chest Medical Center in November 2004 were 

subjected to two decontamination methods. All specimens 
were divided into two equal portions after concentrating the 

sediments processed by semi-kaline protease (SAP), then 

decontaminated, and inoculated into MGIT. The tubes were 
incubated at  37'C and monitored for up to forty-second days. 

  [Results] Comparing these decontamination procedures, 
the time of the recovery of mycobacteria strains in the  2% 

NaOH (mean 8 days) was significantly faster than in the BBL 

Mycoprep (mean 11 days). Of these, 19 specimens  (16.9%) 

processed by the BBL Mycoprep were positive for growth of 
mycobacteria, and similarly 18 specimens  (16.0%) processed 

by the 2%NaOH  (p>0.5) were positive. The 19 mycobacteria 

recovered by the BBL Mycoprep were identified as 14 M.

tuberculosis strains and 5 NTM strains. The decontamination 

rate was  0.9% in  2%NaOH and  6.2% in Mycoprep, however 

the difference was statistically not significant  (p  >0.5). 

 [Discussion] We verified that the 2%NaOH was an alterna-
tive method suitable for the digestion and decontamination 

procedure, and 2%NaOH was useful for the isolation and 
detection of mycobacteria as well. 

Key words : MGIT,  NALC/NaOH,  2%NaOH, Semi-kaline 

protease, Decontamination procedure 
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