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16SrRNA遺 伝 子 お よ びITS-1領 域 を ター ゲ ッ トと した

Invader法 に よ る23菌 種 の抗 酸 菌 の 同 定

一臨床分離株を用いたDDH法 との比較検討一
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要 旨:〔目 的 〕 わ れ わ れ は,16SrRNA遺 伝 子 あ るい は16S-23SrRNA遺 伝 子internaltranscribedspacer

(ITS-1)領 域 の 菌 種 特 異 的 塩 基 配 列 に プ ロ 一ブ を設 定 す る こ とに よ り23菌 種 の抗 酸 菌 を同 定 で き る

Invader法 を開 発 した 。 今 回,多 数 の 臨床 分 離 株 を用 いInvader法 とDNA-DNAhybridization(DDH)法

の 同 定結 果 を比 較 検 討 した 。 〔方 法 〕2005年11月 ～12月 の 間 にDDH法 に よ る菌 種 同 定 を 受 託 した 小

川培 地 培 養 菌636株 を評 価 に用 い た 。Invader法 で は13種 類 の プ ロ ー ブ セ ッ トを用い,高 温 蛍 光 マ イ

ク ロ プ レー トリー ダー で蛍 光 を計 測 す る こ とに よ り菌 種 を同 定 した 。DDH法,ア ンプ リ コ アPCR法,

ア キ ュ プ ロ ー ブ 法 に よる測 定 は キ ッ トの添 付 文 書 に従 っ た。 同定 不 一 致 株 につ い て は16SrRNA遺 伝

子 の塩 基 配列 を解 析 し菌種 を 決 定 した。 〔結 果 〕 今 回 調べ た636株中615株(96.7%)はInvader法 で 同

定 可 能 で あ っ た 。DDH法 で 同 定 対 象 に な っ て い な いM.lentiflavumが14株,M.parascrofulaceumが3

株,M.intermediumが1株Invader法 で 同 定 され た。 一 方,DDH法 で は,1回 目の 測 定 で636株 中511

株(80.3%),2回 測 定 を繰 り返す こ とに よ り580株(91.2%)の 同定 が 可 能 で あ っ た。lnvader法 で 複 数

菌 種 陽 性 と な っ た8株 を 除 い た628株 の う ち551株(87.7%)の 結 果 はlnvader法 とDDH法 で 一致 し

た。 両 法 の結 果 の 不 一 致 例 は,主 にM.gordonae,M.avium,M,lentPtavumあ る い はM.intracellulareで

認 め られ た。 同 定 不 一 致株 に つ い て,16SrRNA遺 伝 子 の シー クエ ンス解 析 な どに よ りInvader法 の 結

果 が 正 しい こ と を確 認 した。 〔結 語 〕 臨床 上 重 要 な23菌 種 の抗 酸 菌 の 同 定 を目 的 と したInvader法 に

よ り,DDH法 に 比 べ て よ り正 確 に抗 酸 菌種 を 分 類 お よ び 同定 で きる こ とが わ か っ た。 ま た,臨 床 分

離 株 の お よそ97%が こ の方 法 で 同 定 可能 であ った 。

キ ー ワー ズ:抗 酸 菌 の 同定,Invader法,16SrRNA遺 伝 子,ITS-1領 域,DDH法

は じ め に

非 結 核 性 抗 酸 菌 に よ る 感 染 症 は 年 々 増 加 傾 向 に あ

るu2,。 現 在,約110種 類 以 上 の抗 酸 菌 菌種 が 知 られ て お

り,そ れ らは 環境 に広 く分 布 して い る。 そ の 多 くは ヒ ト

に 対 す る病 原 性 を もた な い が,3分 の1程 度 の菌 種 は ヒ

トに対 して病 原 性 が あ る。M.aviumとM.intracellulareは

ヒ トのH和 見 感染 症 の起 因菌 で あ り,わ が 国 で は非 結 核

性 抗 酸 菌 症 の70%を 占 め る。 また,M.kansasiiも 非 結 核

性 抗 酸 菌 症 の 起 因 菌 で あ り全 体 の 約20%で あ る 。 非 結

核性 抗 酸 菌症 は,臨 床 症 状 や 病 理 組 織 学 的 所 見 だ けで は

結核 との鑑 別 が 困難 な場 合 が あ り,ま た 菌 種 に よ り薬 剤

感 受性 が異 な る こ とか ら,適 切 な診 断 や 治 療 の た め に は

迅 速 な 菌 種 の 同定 が 要 求 さ れ る3}～5・。

近 年,遺 伝 子 解 析 に基 づ い た様 々 な抗 酸 菌 同定 法 が 開

発 され て い る6}7}。16SrRNA遺 伝 子8}9},16S-23SrRNA

遺 伝 子intem31transcribedspacer(ITS-1)領 域10},加 ρ65(65

kDaheatshockprotein)遺 伝 子11}あ る い はrpoB(DNA依

存 性RNAポ リ メ ラー ゼ βサ ブ ユ ニ ッ ト)遺 伝 子12)の 塩

基 配 列 を解 析 し,相 同性 を調 べ る方 法 な どが報 告 され て
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い る 。 日 本 で は,滋 に 以 下 の2種 類 の キ ッ トが 広 く使 用

さ れ て い る 。 ア キ ュ プ ロ ー ブ 法 は16SrRNAの 可 変 領 域

を タ ー ゲ ッ ト と し,菌 種 特 異 的 なDNAプ ロ ー ブ を 用 い

て,RNA-DNAの ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ り 同

定 を 行 う 方 法 で あ る13・}'・'15}。同 定 可 能 菌 種 は,鯖 核 薗 群

(M.tuberculosiscomplex),M.aviumcomplex(MAC),M,

kansasii,M.gordonaeで あ る 。 全 染 色 体DNAを ター一ゲ ッ

ト と し たDNA-DNAハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 のDDH

マ イ コ バ ク テ リ ア`極 東'(以 下DDH法 とす る)は,マ イ

ク ロ プ レー トに 圃 定 し た 基 準 株DNAと 被 検 菌DNAの 金

塩 基 配 列 の 類 似 度 を 測 定 す る こ と に よ り菌 種 を 同 定 す る

方 法 で あ る16>t'7》。 同 定 可 能 菌 種 は,結 核 歯 群,M.avium,

ル1.intracellulare,ルf.kansasii,ルf.gordonae,M.chetonae,

M.abscessus,〃 、ノiOrtuitum,ルf.scrojUlaceum,M.marinum,

ルt.simiae,M.szul8ai,ルf.gastri,ルf.xenopi,ルf、nonchromo-

genicum,M.terrae,M.triviale,M.peregrinumの 計18菌 種

で あ る 。

わ れ わ れ は,核 酸 を増 幅 す る こ と な く一 塩 基 配 列 の 違

い を 特 異 的 に 検 出 で き るInvader法18)19}を 抗 酸 菌 同 定 に

応 用 し,16SrRNA遺 伝 子 とITS-1領 域 の 菌 種 特 異 的 配

列 を 検 出 す るInvader法 に よ る 抗 酸 菌17菌 種 同 定 法 を 開

発 し た20}。 今 回,検 出 プ ロ ー プ を 追 加 し,同 定 可 能 菌 種

数 を23菌 種 と し たInvader法 の 特 徴 を よ り詳 細 に 検 討 す

る た め に,DDH法 と の 結 果 を 比 較 検 討 した 。

材料と方法

(1)使 用 菌株

2005年ll月 か ら12月 まで に株 式 会 社 ピー ・エ ム ・エ

ル 総 合 研 究 所 にDDH法 に よ る 同 定 依 頼 の あ っ た,2%

小 川 培 地(極 東 製 薬 工 業)に 発 育 した 臨 床 分 離636株

を対 象 と した 。 また,AmericanTypeCultureCollection

(ATCC)の18菌 種19株 と,DeutscheSammlungvonMlk-

r。・rgani,9menundZeHkulturenGmbH(DSMZ)の 咽 種1

株 も2%小 川培 地 に発 育 させ た 後,検 討 に使 用 した 。

(2)Invader'?:"

Invader法e:fiiい たDNAは,DDH法 で フ ェ ノ ー ル抽 出

後 の 水 周 残 漉200μ'か らMagneSil(プ ロ メ ガ)を 使 用 し

て 調 製 した 。Invader法 は 以 一Fの要 領 で 行 っ た。 抽 出 し

たDNAを,384.wellプ レー トの 所 定 の ウ ェ ル に3μ1ず

つ,1検 体 当 た り26ウ ェ ル(13種 × 二 重 測 定)に 分 注

し た 後,ミ ネ ラ ル オ イ ル(シ グマ)を6μ'震 膚 した 。

95℃ で10分 間 処 理 しDNAを 熱 変 性 さ せ た 後,13種

類 の プ ロ ー一ブ 溶 液 そ れ ぞ れ3μ1(signalprobe/lnvader

oligonucleotide!FRETprobe溶 液2、6μ'とCleavaee酵 素0・4

μ'の 混 合 溶 液)を 所 定 の ウ ェ ル に 分注 した(Tablel)・

高 温 蛍 光 マ イ ク ロ プ レー トリー ダー(HuoDiaT7e,大

塚 電 子)に セ ッ ト。64℃ に 保 灘 し15分 間 踊 で4時 聞 蛍

光 を 計 測 し た。 蛍 光 強 度 は,蛍 光 色 素FAMは486㎜1

530nm(励 起 波 長/蛍 光 波 長 〉で,ま た蛍 光色 素Redmond

REDは560nm1620nmで 測 定 し た。 各 検 体 に つ き,

Broad-rangebacteriaプ ロ ー ブ の 反 応 が ブ ラ トー に 達 した

時 間 に お け るGenusMycobacteriumあ る い は 菌 種 特 異 的

プ ロ ー ブ の 蛍 光 強 度 か らfold-over-zero(FOZ)iglの 値 を

算 出 し,FOZ値 が2以 上 の 場 合 を 陽 性 と した 。 な お,

Broad-rangebacteriaとGenusルfycobacteriumの プ ロー ブ の

み 陽 性 で あ っ た 場 合 を 抗 酸 菌 属 細 菌 と,ま たBroad-

rangebacteriaプ ロ ー ブ の み 陽性 で あ った 場 合 を抗 酸 菌 属

以 外 の 細 菌 と判 定 した 。

(3)DDH法

DDHマ イ コバ クテ リ ア 極 東'(極 東 製 薬 工 業)に よ

る菌 種 の 同 定 は キ ッ トの 添 付 書 類 に 従 い 行 っ た。 董回 目

の 測 定 で 判 定 基 準 を満 た さ な か っ た 被 検 菌 株 に つ い て

TabnelProbesetsusedfortheInvaderassay

Setno. FAMdye RedmondREDdye

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

1
■
晶

-
鋼
渦

-
■
轟

-
覇
轟

〃 ・tuberculosiscomplex

〃,avium

〃.intrac811ulare

〃.absce∬ 潔5/〃.chelonae

ルf.scrOjfulaceu〃z

ルf.プ'ortuitUM

〃.peregrinum/〃.septicu〃z

〃,terrae

〃.■ εηρρ∫

〃.si〃2ia{9(ITS-1)

ル1,triviale

〃,8astri(ITS-1)

Broadイangebacteria
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〃,kansasii/〃 、8astr'

〃.chelonae(ITS。1)

Genusルfycobacterium

ルf.gordonae

砿 プbrcinogeneScomplex"

Mporc'numcomplexb

",nonchro〃lo8enicumgroupc

ルf.intermecガec〃 雷

〃.lentPtavum

ルf.szul8ai

ゐ4.〃zarinum〃.ulcerance

"・scrojUlaceu〃 置!〃.ραro5cπ 珈'ocε 麗趨(ITS-1)

aM
,farcinogenes,M.sene8alenseandM.houstonense

bM
.porcinu〃z,ルf.boenickeゴandM.neworl{lansense

CM
・n・励 ・r・脚genicum,M.terrae,M.h'わerniaeandM.arupense
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は,再 度 測 定 を行 い.2回 目の測 定 に お い て も覇 定 基 準

を満 た さ なか った もの を 洞 定不 能 」 と した 。

(4)ア ン プ リ コ アTMマ イ コ バ ク テ リ ウ ム ア ビ ウ ム,

イ ン トラセ ル ラ ー お よび ア キ ュ プ ロ ー ブ マ イ コ バ クテ

リウ ム ア ビウ ム コ ン プ レ ックス

ア ンプ リコ アPCR法 は,Invader法 で 使用 したDNAを

用 い て,ア ン プ リ コアTMマ イ コバ クテ リ ウ ム ア ビ ウ ム

お よび イ ン トラセ ル ラ ー(ロ シ ュ ・ダ イア グ ノス テ ィ ツ

クス)の 添 付 書 類 に従 って 測 定 した 。 また,ア キ ュ プ ロ

ー ブ 法 は,小 川培 地 菌 株 を用 い て,ア キ ュ プ ロ ー ブ マ

イ コバ クテ リウ ム ア ビ ウム コ ンプ レ ッ クス キ ッ トお よ

び ゴ ル ドネ(ジ ェ ンプ ロ ー ブ)の 添 付 書 類 に従 って 測 定

した 。

(5)16SrRNA遺 伝 子Top500シ ー クエ ンス解 析

Invader法 とDDH法 で 結 果 が 一 致 し な か っ た株 の う

ち,ア ンプ リ コ アPCR法 あ る い は ア キ ュ プ ロ ー ブ 法 で

確 認 で きな い 菌種 につ い て,16SrRNA遺 伝 子 約1,500塩

基 の うち の5'側 お よそ500塩 基(Top500)の 配 列 を解 析

し た。Invader法 で 使 用 したDNA溶 液1.O,ulを 用 い て 以

下 の 条 件 でPCR反 応 を 行 っ た。PCR反 応 に は,10×

Buffersptl,8mMdNTPlptl,プ ラ イ マ ー2μ1,滅 菌 蒸

留 水405μ',AmpliTaqGold(ア プ ラ イ ドバ イ オ シ ス

テ ム ズ>0.5μ1を 混 和 し反 応 溶 液 と した 。 プ ラ イ マ ー

は,Forward:5'-TGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'

とReverse:5'.TACCGCGGCTGCTGGCAC-3'を そ れ ぞ れ

0.4㎜ol使 用 した 。 反 応 は,GeneAmppCRSystemg700

サ ー マ ル サ イ ク ラ ー(ア プ ラ イ ドバ イオ シス テ ム ズ〉 を

用 い,95℃8分 間 の後,94℃30秒,60℃30秒,72℃45

秒 を35サ イ ク ル行 う こ とに よ って,16SrRNA遺 伝 子 の

5'側 の お よ そ500塩 基 を増 幅 し た。PCR産 物 を3%ア ガ

ロース 電気 泳 動 で確 認 した 後,AMPureKit(ア ジェ ンコー

ト)を 用 い てDNAの 精 製 を 行 っ た 。 サ イ ク ル シー クエ

ンス は,BigDyeterminatorv1.lcyclcsequencingkit(ア プ

ラ イ ドバ イ オ シ ス テ ム ズ)を 用 い て 行 っ た。CleanSEQ

Kit(ア ジ ェ ンコ ー ト)を 用 い て 精 製 した 後,3130ジ ェ

ネテ ィ ック ア ナ ラ イザ ー(ア プ ラ イ ドバ イ オ シス テ ム ズ)

よ り得 られ た 塩 基 配 列 デ ー タ をRib◎somalI)ifferentiation

ofMicroorganisms2i)(RIDOM;http:!!www.ddom-rdna.de/)

にて 相 同性 を調べ,基 準 株 と98.5%以 上 一 致 した菌 種 で

相 同 性 最 上 位 を そ の 菌 種 と し て 同 定 し た22,。 な お,

RIDOMデ ー タ ベ ー ス で 検 索 した 結=果,基 準 株 と98.5%

以 上 一 致 す る 菌 種 が 存 在 し な か っ た 株,あ る い は

RIDOMデ ー タベ ー ス に 登 録 さ れ て い ない 菌 種 が 疑 わ れ

た 株 に つ い て は,Genbank(BLAST;http//www.ncbi.nlm.

nih.gov1BLAST1)を 用 い て 検 索 し,基 準 株 と98.5%以 上

一 致 した 菌種 で 相 同性 最 上 位 をそ の菌種 と して 同 定 した。

(6)M.gordonaeのrpoB遺 伝 子 のPCR制 限酵 素 解 析
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Invader法 でM.gordonaeと 岡 定 され た 菌 株 に つ い て ・

伽 藤 らの 方 法21)に 準 じてrpθBの 遺 伝 子 型 を決 定 した。

PCR増 幅 産物 を制 限 酵 素 〃αdllで 消 化 した 後,3%ア ガ

ロ ー ス 電 気 泳 動 の フ ラ グ メ ン トパ ター一ン に よ りA・B・

C・Dあ るい は そ の他 の ク ラス ター に 分類 した。

結 果

(1>lnvader法 とDDH法 び)結果 の比 較

DDH法 で は,1回 【1の測 定 で636株 中511株(80、3%)

の 同 定 が,ま た,2回llの 測 定 を 実 施 す る こ と に よ り

580株(9L2%)ま で 岡 定 が 町 能 で あ っ た。 しか しな が

ら,同 定 菌 種 と培 地 上 の 集 落 の性 状 あ る い は 着 色 が 一 致

しな い 株 も存 在 した。 一・方,Invader法 で は636株 中615

株(96.7%)が 同 定 可 能 で あ っ た。Invader法 で 複 数 菌 種

陽性 とな っ た8株 を除 い た628株 に お い て,両 同定 法 の

結 果 の一 致 率 は87、7%(551!628>で あ っ た(Table2)。

(2)Invader法 とDDH法 の 同定 結 果 の 乖 離 につ い て

Invader法 でM.aviumあ る い はM.intracellutareと 同 定 さ

れ た400株 の うち,DDH法 で 結 果 が 一 致 しな っ た もの が

15株 存 在 し た(Table2)。 こ れ らの 株 の ア ン プ リ コ ア

PCR法 お よ び ア キ ュ プ ロ ー ブ 法 の 結 果 は,invader法 の

結 果 とす べ て 一 致 した(Table3)。

Invader法 でM.gordonaeと 同 定 さ れ た68株 の う ち,

DDH法 でM.80rdonaeと 同 定 さ れ た の は34株(50.09・)

の み で あ り,29株 は 同 定 不 能,5株 はM.gordonae以 外

の 菌 種 に 同 定 され た(Table2)。 こ れ ら68株 のrpoB遺

伝 子 につ い てRFLP解 析 を行 っ た と こ ろ,ク ラス ターA

が9株,ク ラ ス タ ーBが12株,ク ラ ス ター-Cが16株,

ク ラ ス ターDが26株 認 め られ,そ の 他 の パ ター ンを 示

した もの が5株(パ ター ンE4株,パ ター ンF1株 〉 確 認

さ れ た(Table4)。 ク ラ ス タ ーAの9株 は す べ て1)DH

法 でM,80rdonaeと 同 定 さ れ た が,他 の ク ラ ス タ ー あ る

い は 他 の パ タ ー ン に 分 類 さ れ た 株 の 同 定 に は 共 通 性

が 認 め ら れ な か っ た。 一 方,M.gordonaeの 標 準 菌 株

で あ るATCC14470TとATCC35756は と も にDDH法 で

M.80rdonaeと 同 定 さ れ,rpoBの 遺 伝 子 型 は ク ラ ス タ ー

Aで あ っ た。

Mlennflavumは,636株 中14株(2。2%)に 検 出 さ れ た

(Table2)。 この14株 の う ち7株 は,DDH法 でM.simiae,

M.intraceltuiareあ る い はM.fortuitumに 同 定 さ れ た。 な

お,こ の7株 はす べ て,16SrRNA遺 伝 子 の シー クエ ン

ス解 析 でM.Ientiflavumと 同定 さ れ た(Table3)。

DDH法 でM.scrOLfitlaceumと 同 定 さ れ た5株 の う ち3

株 は,Invader法 でM.parascrOLfulaceumと 同 定 さ れ,16S

rRNA遺 伝 子ToP500の 配 列 は,BLAST検 索 に よ りM.

parascrOLfttlaceumの 基 準 菌 株ATCCBAA-614Tの 配 列

(AccessionNo.AY337273)と 完 全 に 一 致 した(Table3)。
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TaMe2Comp負riso轟oftheide胸 葡cationresu紅sobIainedby正nvaderassayandDDHmethod

TestingbyDI)Hmethod

ルfycoわ`tcterゴaidentifiedby

Invaderassay
No,elstrainsNo,of舘ai織s

wilh翁gr¢edwithdiscre脚 虚

reiult8『 ㈱ults

Identifiedas

〃.ov伽 溜

ルt.intrace〃u'are

ルt.90"donae

ルt.kansas"

〃.lor'`4"～ 捌

ルt.'entPtal,um

〃.absc8.鷲 闘∫

〃.'``加 欄'`・s'scomplex

ル1.ぐノ1ぞ'`》naぞ

ルf.n《,nchromogen'α 〃ηgroup

〃.pere8rinum1〃.sel,ticum

〃.5ξ 〃8α'

ル1.'ぞrraぞ

〃.parascrofu'aceum

〃.scrofit'aceum

〃.po'℃inumcomplex

〃 ∴re'zopi

ルt.'nter〃18diu〃1

ル1.simiae

ルtmarinu〃1!〃.ulcerance

〃.8astr'

ルf.triviale

ル1.aviumandルf.intra(・e〃ulare

M.aviumand〃.gordonae

ル1.aviu〃land〃.chelonae

ル〔ソcobacteriumsp。

Otherbacte】ria

266

119

34

ゆ

わ

も

ゆ

ム

ー

9

7

1

9

8

3

3

3

3

0

2

0

1

1

0

0

0

0

0

0

0

7

ξ」

1
1

1

4a

3

2

4
.

ー
ユ

3

0

0

7

0

0

0

5

1

0

0

3

0

2

0

0

0

0

0

0

5

2

1

8

2

",'〃"ace"utar「e(4),〃,terrae(葦),Unidentjfied(8》

〃,aレ'鐸 〃霊(2)

〃 、S・ast〃(3),〃,sz〃ga'(1),〃 溜 〃《♪P'(D・

Unlder塞lifうed(29)

M,simiae(3),〃,'〃 〃αぐ'〃κtare`3),ルf・ ルr'〃 伽 〃7(り

M.terrae(1),Unidentified(4)

ルf.gora`7nae(1)

ルゴ、scrof"laceum(3}

M、fortμitu〃1(2)

〃 。av'u〃1(2),ルf.'ntrace〃ulare(2),ノ 〃・abscessus(1)

〃 、aviμ〃置(2)

〃.che'onae(b

〃 、intrace〃utare(2),ルf.80rdonae(り.ルf・sこu'8ai(蓋,,

〃.terrae(1),ルf.scrofu'aceum(1),ル1.8astri(1}.

〃.triviate(1》

〃,intrace〃Utare(1),〃.xenopi(1)

"Theresu】tobtainedbyDDHmeth◎dwasunidentified
.

bTheresultobta鋤edbyDDHm¢thodwasルf
.n伽chromo8enicum.

cTheresultobtainedbyDDHmethGdwas〃
.peregrinum。

な お,RIDOMで 検 索 し た 場 合 は,16SrRNA遺 伝 子 の 超

可 変B領 域 を 含 ま ず に 解 析 す る た め,M.simiae(ATCC

15080株 と100%,ATCCI4470T株 と99.3%一 一致)と 同 定

さ れ た 。

M.nonchromo8enicumgroupは,636株 中8株(1.3%)に

検 出 さ れ た(Table2)。DDH法 で 同 定 不 能 と 判 定 さ れ た

4株 の16SrRNA遺 伝 子TopsOOの 配 列 を 調 べ た 結 果,

No.187株 はBLAST検 索 に よ りMarupenseの 基 準 株

AR30097Tの 配 列(AccessionNo.DQ157760)と 完 全 に 一一

致 し,No.626株 は1塩 基 の 違 い で あ っ た(Table3)。 一

方,No.619とNo.625菌 株 は と も にRIDOMで はM.terrae

のS281株(sqvlil)と 完 全 に 一 致 し,BLAST検 索 で は

ル1.arupenseの 基 準 株 と4塩 基 異 な る の が 相 同 性 上 位 で

あ っ た 。DDH法 で,M.terraeと 同 定 さ れ た 菌 株(No.318)

もNo.619お よ びNo.625菌 株 と 同 じ 配 列 を 有 し て い た 。

Invader法 でM.porcinumcomplexと 同 定 さ れ た2株

(No.511とNo.518)は,と も にDDH法 でM.fortuitumと

同 定 さ れ た(Table2)。No.518株 の16SrRNA遺 伝 子

ToP500の 配 列 は,M.porcinumの 基 準 菌 株ATCC39693τ

あ る い はM.neworleansenseの 基 準 菌 株ATCC49404Tの 配

列 と100%一 一致 し て お り,一 方,No.511株 は99.8%の 一

致 で あ っ た(Table3)。 な お,No.511株 はRIDOMで は,

M.fortuitumのS358株(sqvlVlと100%一 致 し て い た 。

ま た,Invader法 でM.peregrinum1M.septicum,DDH法 で

Mgordonaeと 同 定 さ れ たNo543株 の16SrRNA遺 伝 子 の

配 列 は,Mρ8r88r'朋 贋 基 準 菌 株ATCC700731Tあ る い は

M.septicum基 準 菌 株ATCC14467τ の 配 列 と1009。'一 致 し

て い た 。

Invader法 で は,636株 中8株(1.3%)で 複 数 菌 種 陽 性

と な っ た(Table2)。No.75の 株 を 除 き,DDH法 で は,

Invader法 で 同 定 さ れ た2菌 種 の う ち の い ず れ か の 菌 種

で 同 定 さ れ た 。M.aviumとM.intracellulareの 両 方 が 陽 性

と な っ た5株 は す べ て ア ン プ リ コ アPCR法 でM.avium

とM.intracellulareの 両 者 が 陽 性 で あ っ た(Table3)。

(3)Invader法 で 抗 酸 菌 属 細 菌 あ る い は 抗 酸 菌 属 以 外

の 細 菌 と 分 別 さ れ た 菌 株
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T馳le3Discrepantresultsinidentificationofルdycobacteriumspeciesexcept"'・80rcわnae

bαweenInvaderassayandDDHmethod

Strain Invaderassay DDHmethod
Amp踊 ¢oror

Acc駆Probelゆ
16SrRNAsequenci皿g"(%)

8

0

1

7

1

5

5

2

4

3

6

1

9

4

3

7

1

5

1

4

8

2

6

7

8

8

ー
ム
2

角」

3

4

4

・4

門
∠

-
▲
2

「
U

ルf.av'翼 規

〃.α γ'配配

ルf.avium

M.avium

M,avium

ルf.avium

〃.α γ如 趨

〃.av'蹴 用

〃 。av'襯!

M.avium

〃.avium

ルf.αv'溺規

〃.aviu栩

M.intra`・(1〃 〃are

〃.∫η〃θ`・〃 〃 α解

ルゴ、intrace〃 銘如 解

〃 、'n〃ace〃 〃are

ルf。'err媒e

U轟identif董ed

Unide縞tified

Unidentlfied

Unidentified

Unidentified

Unidentified

Unidentified

Uniden重ified

〃,αレ'κ耀

ルt,avi"m

〃「,avium

〃,aviecm

ルf.avi擁m

MAC

MAC

MAC

MAC

MAC

MAC

MAC

MAC

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

T

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

N

7

4
1

{U
1

5

fO

ル1.ゴntrace〃 駕'al「ぞ

M.intrace〃 鋸'are

〃 。avium

ルゴ.av'錫 〃7

ルLintraceltμtare

M,intracetl"tare

T

T

N

N

111

345

135

70

396

544

39

〃.伽 ∫醒αv配〃2

〃.le〃 幽 γ朋

〃.'傭 吻v灘 〃2

〃.le畷flavum

M.」8鷹 伽 槻 〃1

ルf.18η∫昴ovκ 〃2

ゐ4.伽'吻 擢 〃!

ルf.5i〃2iae

、ル1.simiae

ルゴ「.simiae

〃.intrace〃ulare

、醒.intrace〃 〃lare

〃.i〃 〃「a(re〃溺la撚e

〃 。ノ「ortuitum

NT

NT

NT

Negative

Negative

Negative

NT

ルLlentptavu〃1(100)

M.18畷 伽v配 〃1(100)

〃 。lenti:tZavu〃1(99.8)

M.1磁 伽v襯2(loo)

ルt.'6η'吻 γ〃η2(99.8)

M.lenttflavu〃1(100)

M.tennflavum(100)

318

187

626

619

625

ルt.nonchro〃togenicumgroup

ルf。nonchr()mo8enicumgroup

ルf.nonchromo8enicumgroup

ルf.nonchromo8enicu栩group

1し4,nonchromoge〃'c冴 〃2group

〃.terrae

Unidentified

Unidentified

Unidentified

Unidentified

T

T

T

T

T

N

N

N

N

N

〃 、arupense(99.1)

〃.arupense(loo)

ルf.arUjワense(99.8)

ノlf.arupense(99.1)

ルt.arupense(99.1)

543 M.peregrinum〃M.septicum M.gordonae Negative M.peregrinum(100),
M.septicum(loo)

265

580

33

〃.parascrojUlaceu〃 軍

〃,ρ側5α ⑫10c6駕 趨

〃.μ ノロscrofulaceum

M.scrojUlaceu〃1

〃.scrojUlaceμ 〃l

M.scrOLftttaceum

T

T

T

N

N

N

ルt,ρoハascrofltlaceum(100)

M.paras`rojUlaceu〃lGoo)

M.parascrojUlaceu〃1(100)

511

518

ルf..ρ0πゴ朋 〃icomplex

M.POi℃inumcomplex

ルf.ノiOrtuitu〃 霧

M.fortuitum

NT

NT

M.porc'num(99.8),

ルf。newol.leansense(99.8)

M,porcin"m(100),

〃.newor'eansense(100)

183

369

127

581

75

3

449

541

〃.aviu〃 軍andルf.intrace〃ulare

M.aviu〃zandルf.intracellulare

M.aviu〃zandM.intracellulare

〃.aviu〃zand/lf.inかrace〃ulare

ルで.aviu〃 軍andルf.intracellulare

ノ匠.aviu〃 軍andルt.gordonae

ルf.aviu〃 軍and〃.80rdonae

ルで.aviumandM.chelonae

M.avium

ルで.ovご傭2

M.intraceilulare

M,intracellulare

ルt.absce∬us

〃.avium

ルf。avium

M.chelonoe

ノ曜.aviumand

M.intrace〃 麗lare

〃.avi駕 〃zand

M.intracell灘lai「e

M.aviu〃 τand

M.intrace〃ulare

ルf.aviu〃 軍and

〃.intrace〃 ㍑lare

ルf.avi露 〃iand

M.intr「ace〃 配lare

MLへ 、CandM.gordonae

MACandルf.gordonae

MAC

NT

NT

NT

NT

NT

M
M
醗

aNT=Nottested
,bMAC:Mycobacteriumaviumcomplex

Invader法 で抗 酸 菌 属 細 菌 あ る い は 抗 酸 菌 属 以 外 の 細

菌 と分 別 さ れ た検 体 は,636株 中21株(3,3%)で あ っ た

(Table5)。21株 の う ち4株 は,菌 種 特 異 的 プ ロ ー ブ あ

る い はGenusMycobacteriumプ ロ ー ブが ハ イ ブ リ ダ イ ズ

す る 塩 基 領 域 内 に1塩 基 の 置 換 を 有 し て い た。 な お,

No.279株 は,BLAST検 索 でMycobacterium属IWGMT

90174株 と100%一 致 した が,基 準 株 との 相 同性 が98 .5%

を超 え る もの は な く同 定 で き な か っ た 。 一 方,抗 酸 菌

属 以 外 の 細 菌 と判 定 さ れ た も の が6株 存 在 した 。No.

55g株 は,DDH法 でM.inrracellulare,16SrRNA遺 伝 子
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Table4 TheresultsinidentificationofM.80rdonaebetweenInvaderassayandDDH鵬e伽od

Invaderassay DDHmethod AccuProbe" ηgo8・RFLP No,of8ぴa丘 廃8

M.80rdonae

〃.80rdona8

ルゴ,gordoηae

〃.80rdonae

ルt.gordonae

〃.gordonae

〃 、gerdOηae

ルゴ,80rdonae

ルf。gordenae

ルゴ。9t,rdonae

T

T

T

T

T

N

N

N

N

N

A

B

C

D

Other(E)

0
ノ

躍
侍

噌ノ

(5

韮
β

1

ル1.8erdonae

ルf.80rdonae

〃.80rdonae

〃.80rゴonae

M。gordonae

ル4.gordonae

ルt.80rdonae

〃.80rdonae

〃 、潔enOp'

Unidentified

ルf.gastri

Unidentified

ルf.8as〃'

Unidentified

Unidentified

ル1,szulga'

ルゴ,80rdonae

M,80rdonae

ルf.80rdonae

ルf.gordonae

ルf.80rdonae

ルf,gordonae

ルLgOrdOna8

〃.gordOnae

B

B

C

C

D

D

Other(E)

Other(F)

董

7

葦

8

2

1

3

1

ー

飛N'1「:Nottes敦ed

Tab塾e5 Thestrainswhichwerenotidentifiedbylnvaderassay(%}

Strain Invaderassay DDH AccuProbe"・t》 16SrRNAs㊤ 磯ucnclぬg㍗%♪

121

630

279

451

Mycobacteriu〃2sp、

(Lowsigmlfbr〃.80rdonaの

物c伽cteriumsp.

(Lowsignalfbr〃.gordonaの

ルか ω 加cter伽sp.

(LowsignalfbrM.ov加 規)

Mycobaぴeriumsp.

(Onlyルf。teアraeprobe)

M.80rdonae

Unidentified

M.scrofulaceu〃1

Unidentified

M,80rdonae

ルf.gordonoe

MAC

NT

ルf、gordonae(99、3》

ルLgordonae(99.3)

Unidentified

NT

402

72

118

640

32

378

335

514

9

553

588

ルlycobacteriumsp.

Mycobacteriumsp.

ルずンcobacteriu〃zsp.

Mycobacteriumsp.

ルfンcobacteriu〃zsp.

ルfycobacterゴumsp.

ルでンcoろ)actelゼu〃1sp.

ノ吻cobacteriumsp。

ル砂co加cter加 〃zsp.

艇 ソcobacteriumsp。

ルゴンcobacteriu〃 罪sp.

〃 、inか「ace〃ulare

ルf.gastri

〃.terrae

ルf.szui8aゴ

Unidentified

Unidentified

Unidentified

Unidentified

M。int7ace〃ulare

ルf.triviale

Unidentified

MAC

NT

NT

NT

NT

NT

NT

NT

Negative

NT

NT

ルt、in'race〃u'are(98.8)

ル『.neoa"rn〃1(100)

ルf.neoauru〃1(99.8》

ルf.neoa麗ru〃 謬(100)

ルf.cetatu〃1【ATCC51130】(99.8)

ルt.cetam〃 置【ATCC51BO】(99.8)

ルf.mucogen'cec〃 置(99.董)

ルt.〃la8e7ゼten5e(100)

ル1.chtorOlワhenol'cu〃 置(99.8)

〃.プbrtu'撫 〃蓼complexc(99。3)

ルf.asiaticu〃 露(99.1》

559

246

331

450

507

573

Otheτbacte】ria

(LowsignalforGenus

ルfycobacteriu〃 の

Otherbacteτia

Otherbacteria

Otherbac£eτia

Otherbacteria

Otherbacte】 【ia

M.intl・ace〃 灘lare

ルt.xenoρi

Unidentified

Unidentified

Unidentified

Unidentified

MAC

T

T

T

T

T

N

N

N

N

N

〃「.chi〃raera(99.3)

ルt.heckeshorne月 虚e(100)

Go吻 η'osρut'(100)

Co7ツnebacterゼ 謀〃室ノe'keiu〃 置(99.8)

Gordoniaoti'id'5(100)

TsukO〃 膨〃α リノκ》∫'η050'v8π5(99.8)

aNT:Nottested

bMAC:ルlycobacteriumaviumcomplex

CM
.fo禰8麗 配complex:砿 ル7繍um,M・farc加ogenes,ハ4・senegalense,砿 伽sto鷹58,M・P・ 繍 蝋M加 爾d㎏ ご,

〃.neworleansensea蒲dルf.〃2翼 ご08enごc駕〃z

TOP500の 配 列 はBLAST検 索 でM.chimaeraの 基 準 菌 株

ATCC44623Tの 配 列 と99.3%一 致 し,RIDOMで は,M.

intracellulareのATCC35770株(sqvlll)と99.8%一 致 して

い た 。

(4)DDH法 に よ る基準 菌株 の 同定

臨 床 分 離 株 を 用 い た検 討 か ら,DDH法 で 誤 同定 す る

可 能性 の 考 え られ る菌 種 につ い て,そ の基 準 菌 株 を用 い

てDDH法 を実 施 した 結 果 をTable6に 示 した 。

考 察

今回,わ れわれの開発 した16SrRNA遺 伝子あるいは

ITS-1の 菌種特異的塩基配列の検 出に より同定 を行 う

Invader法 と,全 染色体DNAの 相対類似度に基づ き同定

を行 うDDH法 との結果を比較検討 した。その結果は,
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Table6Testingofthetypes重ralnsbyDDHmelhod

Species Strain Invader段ssay DDHmethod

ル4.'uわ{夢～℃ulos'sH37Rv

砿 傭 灘〃2subsp.avium

〃.ゴ η'race〃ulare

・M.ノbグtuitum

〃 、scrofulaceum

〃.szulgai

ルf.xenop'

〃.si〃 置'ae

ATCC27294

ATCC25291

ATCC13950

ATCC6841

ATCC19981

ATCC35799

ATCC19250

ATCC25275

ルf,tubereulosiscomplex

〃.α ソ'配彫

ルf、intrace〃"lare

砿 ノ'ortu't"m

ルf.scroftzlaceum

〃 、sz"'ga'

ルf.xenopi

ル∫.simiae

ルf,tubercUtosiscomplex

ルLaレi〃m

ルf,intracellutare

〃 、ノ'ort"itu〃1

ルf.serofulaceu〃1

〃 、sz〃ga'

ルLxenOpi

ルf,si〃ziae

〃.lentPtavum

M.parascrofulaceum

〃.η ω α雄 耀 η

〃.heckeshornense

〃.c〃orophenelicum

Mfarcinogenes

〃,senegalense

ルf.houstonense

〃.porcinum

〃.newor'eansen,se

ATCC51985

ATCCBAA-644

ATCC25795

DSM44428

ATCC49826

ATCC35753

ATCC35796

ATCC49403

ATCC33776

ATCC49404

ハ〃entt:f7avum

ルf、parascrofulaceu〃 霊

〃 ンα加cteriumsp、

Otherbacteria

物coわ 側 副 ㈱sp、

ルf、ノinrc'nogenescomplex

〃 、ノinrc"nogenescomplex

〃 「、farcino8enescomplex

〃,porc伽 〃icomplex

〃.porcines〃icomplex

Uniddentified

〃.scrof"laceum

〃.sc'rofiZlace〃 膨

〃.xenop'

Unidenti箭ed

Unidentified

ルLfortu〃"m

ルf。fortuitum

〃,formit"m

Unidenti行ed

両測 定 法 の原 理 が 強 く反 映 され た もので あ った 。

Invader法 は,プ ロ ー ブ を設 定 した 菌 種 特 異 的 塩 基 配

列 に 依 存 し た 反 応 で あ り,特 に シ グ ナ ル プ ロ ー ブ が

100%マ ッチ した菌 株DNAの み を検 出す るた め,抗 酸 菌

菌種 同定 にお い て 非 常 に高 い特 異 性 を有 した 方 法 で あ る

こ とが 再 確 認 され た 。DDH法 で 同 定 可 能 な18菌 種 お よ

び臨 床 分 離 株 か ら比較 的 高頻 度 に分 離 され る 菌種 の検 出

プ ロ ー ブ を組 み 合 わせ て設 定す る こ と に よ り,臨 床 分 離

株 の 約97%を 同 定 す る こ とが 可 能 で あ っ た。

DDH法 で は,同 定 対 象 に な っ て い な い が 臨床 検 体 か

ら比 較 的 高 頻 度 に 分離 され るM.Ientiflayum,M.parascrof-

ulaceum,M.neoaurumな どの 菌種 や,`M.80rdonae-like'2i}

を他 の菌 種 に同 定 して し ま うケー スが 確 認 され た 。 また,

DDH法 で は,M.marinumと 遺 伝 学 的 に近 縁 なM.ulcerans

とM.shinshuenseをM.marinumと 判 定 して し ま う 報 告24)

やM.heckeshornenseをM.xenopiと 判 定 し て し ま う 報 告

が あ る。 さ らに,M.scπojulaceum,M.nonchromo8enicum

あ る い は 砿 ヵ枷 珈 用 な どの 菌 種 で は生 化 学 性 状 に よ る

同定 法 との 相 関 が 悪 い こ とが 知 られ て い る25)'"27)。DDH

法 は,「 基 準 株 に対 して 染 色体DNAの 定 量 的DNAIDNA

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン試 験 で70%以 上 の 類 似 度 が あ

り,ハ イ ブ リ ッ ドの 安 定 度(△Tm)が5度 以 内 に収 ま

る菌株 の 集 団 を 同 一種 とす る定 義2明 に準 拠 した方 法 で

あ る 。 しか し,被 検 菌 株 が 固相 され た 菌種 以外 で あ っ て

も この判 定基 準 を満 た して しま う例 が 散 見 され て い る。

す な わ ち,DDH法 の 判 定 基 準 は 相 対 類 似 度 に基 づ い て

18菌 種 を識 別 す る基 準 と な っ て い る が.近 年 非 結 核 性

抗 酸 菌 の新 菌 種 の提 案 は急 増 して お り,判 定基 準 設 定 時

に含 ま れ なか っ た類 縁 菌 種 を同 定 す る場 合 に は特 に注 意

が必 要 で あ る。

わ れ わ れ の 開 発 したInvader法 に よ る抗 酸 菌 同定 法 も

改 善 の余 地 は あ る。 例 え ば,M.nonchromogenicumとM.

arupense,MmarinumとM.ulceranceお よび1匠 画 η∫加 傭8

を 区 別 す る こ とが で き な い 点 で あ る。 こ の よ う な場 合

は,種 内 で 保 存 され た 菌 種 特 異 的 な 遺 伝 子 配 列 を検 索

し,そ こに プ ロー ブ を設 定 す るこ とで 分 類 が可 能 と な る。

な お,M.arupenseは,2006年 にM.nonchromogenicumに

近 縁 な 臨 床 分 離 株 か ら同 定 さ れ た 菌 種29}で,正 木 らが

新 菌種 と して 報告 して い たM.kumamotonense3e)と 同一 菌

種 で あ る。 一 方,デ ー タベ ー ス に登 録 さ れ て い な い16S

rRNA遺 伝 子 配 列 を 有 す る臨 床 分 離 株 も稀 で は あ るが 存

在 し,Invader法 で 同 定 で きな い ケ ー ス もあ っ た。 この 場

合,プ ロー ブ を数種 類 ミ ック スす る こ と に よ り同定 が 可

能 と な り,実 際,M.gerdonaeは シ グナ ル プ ロー ブ を追 加

す る こ とに よ りNo.121とNo.630の 株 の 同 定 が 可 能 とな っ

た 。 さ ら に,Mycobacteriecmsp.と 判 定 され た 株 の 同定 率

を上 げ る た め に,16SrRNA遺 伝 子 の 超 可 変A領 域 に プ

ロー ブ を設 定 す る こ とに よ り,デ ー タに は示 して い な い

が,Mne・aurum3b,M.cel・tum3m,M.muc・genicum33)34),

M.mageritense35}お よびM.heckeshornense36)37)の 同 定 が 可

能 で あ る こ と を確 認 して い る。

また,今 回 の 検 討 で は,さ ま ざ ま な非 結 核 性 抗 酸 菌 が

同 定 され た。M.lentiflaVttmは1996年 に ヒ トの 脊 椎 椎 間板

炎 病 巣 か ら分 離 され た 菌 種 で,喀 疲,胃 液,尿 な どか ら

も分 離 例 が報 告 され て い る38}。近 年,分 子 遺 伝 学 的 同 定

法 の 進 歩 に よ り,本 邦 で の 分 離 同定 例 も増 加 し,本 検 討

で も 臨 床 分 離 株 の 約2%がM.lennflavumで あ っ た 。 ま

た,M.parascrojUlaceumは2004年 にTurenneら に よ っ て
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M.5ぐπ～ル'ごκぞ2〃ηや 〃.siMitl(.として 岡 定 され て い たATCC

株 の 中 か ら新 菌 種 と して 提 案 さ れ た 菌 種 で あt):9〕4。1,

M.s'nli(leと 相 岡 性 の 高 い16SrRNA遺 伝y・ とITS-1を 有

す る が,坐 化 学 性 状 はM.s('rqtiilat'euiiiに類 似 し。M,

scr(～fida('etttnには 存在 しな い16SrRNA遺 伝t'の 超 町 変B

領 域 に存 在 す る12塩 基 を 有 して い る こ とが 特 徴 的 で あ

る 。 こ の 領 域 の12塩 暴 配 列 は 迅 速 発 育 菌 とM,simitie

complexの 遅 速 発 育 菌 で の保 有が 確 認 され て い る。 ・方,

ITS-1の 領 域 は,M.sitniaeとMぎ{w～ ル1ごκ矧'"に 非 常 に 相

同 性 の 高 い 配 列 を 有 し て い る1、こ れ ま で に 欄水 で の

M.parascrvfiila{'etitiiの分 離 の 報 告 は な く,本 検 淋 に お け

る分 離 例 が 初 め て で あ る。 さ らに,今 囲新 た に プ ロー プ

を 設 定 し たM, .tlir('inegenes!M,,sc'ti(tg`itw'ise!M,1it)i;i,s'toi'iens(,

あ る い はM.pet'('imtm/M.boeni('kei/ルf.ne"vorleai・isei'i,s'eの菌

種 とM.peregrimmiとM.septicumな ど を 加 え た グ ル ー プ

を 「Mforntitumcomplex]と 称 す る こ と が あ る よ う に,

遺 伝 学 的 に は 非常 に 近 縁 な菌 種 で あ る。M.houstonense,

M.boenickei,M.neworleansenseは,2004年 に新 菌種 の提

案 が さ れ る 以 前 は,M.fortuitumthirdbiovariantcomplex

と分 類 され て い た経 緯 が あ る弗。

近 年,MGIT培 地 な どの液 体 培 地 の 導 入 や塩 基 配 列 解

析 な どの 遺伝 子 解析 に よる 同定 方 法 の 開発 に よ り,こ れ

まで あ ま り同 定 され な か っ た菌 種 や 新 菌 種 が 報告 され る

よ うに な って きた 。 菌 種 の 同定 に基 づ き治療 内容 の選 択

が行 わ れ る こ とか ら,正 確 に かつ 臨 床 上 重 要 な 多 くの 菌

種 の 同 定 が可 能 な測 定 系 が 望 まれ て い る。 わ れ わ れ の 開

発 したInvader法 に よ る抗 酸 菌 同 定法 は,こ れ らの 要 求

を満 た した 同 定方 法 で あ り,臨 床 に 広 く使 用 され る こ と

を期 待 す る 。
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IDENTIFICATION OF 23 MYCOBACTERIAL SPECIES BY INVADER ASSAY 

      WITH TARGETING 165 rRNA GENE AND  ITS-1 REGION 
             — Comparison with DDH Method in Clinical  Isolates

1 Makoto  NAGANO,  2Sadahiro  ICHIMURA,  1Nobuko ITO, 2Takayuki TOMII, 

 3Yuko KAZUMI,  2Katsuaki TAKEI, 51Chiyoji ABE, and  3Isamu SUGAWARA

Abstract  [Purpose and  Method] The  Invader assay was 

developed to identify 23 mycobacterial species using probes 

derived from the  species-specific region of the 16S rRNA 

gene and the  16S-23S rRNA internal transcribed spacer  1 

 (ITS-1) region, with minor  modifications of our previous 

study. In the present study, we compared the  identification 

capability between the Invader assay and DNA-DNA hybrid-

ization (DDH) method. DDH is commonly used to identify 

non-tuberculosis mycobacterium in Japan and 636 clinical 

mycobacterial strains cultured on Ogawa slants were  tested. 

 [Results] The Invader assay could identify  615  (96.7%) 

of the 636 strains. The results contained 14  M.lentiflavum, 

3  M.parascrofulaceum and 1  M.  intermedium, which were 

undetectable with DDH method. On the other hand, DDH 

method could identify 580  (91.2%) strains with duplicate 

assay. Of 628 strains except 8 strains identified as a few 

species by Invader assay, 551  (87.7%) strains were identified 

as the same species by two methods. Discordant results were 

mainly recognized for the identification of  M.gordonae, M.

 avium,  M.  lentiflavurn and  M.  intrucellurare. The results of 

other methods targeting  16S rRNA indicated correctness of 

the Invader assay. 

 lConclusion] These results indicate that Invader assay could 
identify more correctly than DDH method and could identify 

about  97%  of  clinically important mycobacterium.

Key words : Identification of mycobacteria, Invader assay, 

16S rRNA gene,  ITS-  I region, DDH method
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