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Chlamydia trachomatisの 薬剤感受性試験 を細胞培養法を用 いて行な った。供試株は非淋菌性尿

道炎 由来 の継代3回 以内の臨床分離株 で,薬 剤はC.trachomatisをMcCoy cellに 接種,遠 沈後

に加えた。感受性値はGiem5a染 色 とMicroTrak法 に よ り封 入体 のみ られな くなった量小阻止濃

度(MIC)を 求めた。Ctrachomatis 1株 についての 接種量 の 感受性に 及ぼす影響はdoxycycline

(DOXY),midecamycin(MDM),norfloxacin(NFLX),ampicilln(ABPC)の いずれ の薬剤

において もほ とん どみ られなかった。臨床分離株5株 に対す るMICは,Giemsa染 色ではDOXY;

≦0.03μg/ml,MDM;0.125～0.25μg/ml,NFLX;16μg/ml,ABPC;0.25～0.5μg/mlで あっ

た。MicroTrak法 ではDOXY;0.06～0.125μg/ml,MDM;0.125～0.5μg/ml,NFLX;16～32

μg/mlとGiemsa染 色 による値 より2～3倍 高いMICで あ った。ABPCで は明らかな封入体は,

0.25～0.5μg/mlで み られ な くなったが封 入体様蛍光物は64μg/mlで もみ られた。MicmTmk法

はGiemsa染 色では検 出できない薬剤 の影響を受けた封入体 も検出で き,よ り適正 な感受性を求め

ることがで きるものと思われた。 今回検討 した4薬 剤 の中 ではDOXYが 量 も優れたMICを 示し

た。 またMDMも 比較的低 いMIC値 で,臨 床的効果が期待 できるもの と思われた。

Chlamydia trachomatisは 非淋菌性尿 道炎(NGU),

副睾丸炎,子 宮頸管炎,ト ラコーマ,封 入体結膜炎,新

生児肺炎な どの病原体 として知 られている 1)。わ が 国に

おいては,最 近にな りようや くこれ らの 疾 患 か らC

trachomatisが 検出され るように な り,欧 米 と同様に

わが国において もC.trachomatisの 浸淫度がかな り高

いことが明 らかにされて きている 2,3)。

C.trachomatis感 染症 の 治療 に はdoxycyclineや

minocyclineな どのtetracycline系 抗生剤が有効 であ

るが 4.5),本系統の抗菌薬 に耐用性のない患者や周産期 の

女性や乳幼児においては他の抗菌薬 の使用が望 まれる。

われわれはC.trachomatisに 有効 な抗菌薬の選択 と

その臨床への応用を 目的 と して,各 種抗菌薬 に 対 す る

C.trachomatisの 薬 剤感受性の検討を進 めてい る が,

今回はまず,細 胞培養法を用いて(C.trachomatisの 接

種,遠 沈後に抗菌薬 を添加す る方法6)で感受性試験 を 行

なった。 また,そ の 際,(C.trachomatisの 封入体を検

出す る方法 として,従 来法のGiemsa染 色 と,C.tra-

chomatisの 主 要膜 タ ンパ クに特 異的 なFITC標 識モノ

クロ ーナ ル 抗体 を利 用 したMicroTrak法 7,8)を 用い,

両 者 の 成 績 を 比 較検 討 した ので 報告 す る。

I.材 料 と 方 法

1.C.trachomatis

C.trachomatisは 当教 室 に おい てNGU症 例 よ り分離

され た6株 を 用 い た。

2.McCoy cell

培 養 細胞 は,Dr.TAYLOR-ROBINSONよ り直接供与 され

たMcCoy cellを 用 いた。

3使 用 抗菌 薬

doxycydine(DOXY;台 糖 フ アイザ-),midecamy-

cin(MDM;明 治 製 菓),nornoxacin(NFLX;杏 林),

ampicillin(ABPC;明 治 製菓)の4剤 を使 用 した。

4.感 受 性 測 定 法

C.trachomatis培 養用 のmomhyerの 調 整 法は先に

報 告 した とお りで あ る 9)。McCoy cellは 細 胞 分 散 剤

(0.25%trypsin液1容 量+0.02%EDTA液4容 量)
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で個々の細胞に分散 させた後,ウ シ 胎 児 血 清(FCS;

Gibco)を4%の 割 合に加 え たEagleMEM(3)(kana-

mycin,phenol red不 含,ー ヅ ス イ)溶 液 に2×10 5

cells/mlになるよう浮遊 させ,そ の2mlを 直 径12mm

のカパースリップの入 った培 養 チ ユー ブに 分 注 し,18～

24時 間培養 した。 形成 さ れ たMcCoy cellのmono-

layerは1/15Mリ ン酸緩画 食 塩 水(PBS),PH7.4で2

回洗浄後,培 養 チ昌ー ブ中 にEagle MEM溶 液 にFCS,

glucose,phenolredを それ ぞ れ8%,65%,0.0006%

になるよう添加 した培養液(8%FCS加CMG培 養液)

を1mlず つ 分注 し.さ ら に10%FCS加sucrose-

phosphate solution(2SP,pH7.0)に 浮 遊 させ たC.

trachomatisを5μl接種 した。培養 チユーブは大型遠心

機R-III(ト ミー精工)を 用 い て直 ち に 室 温 に て2,850G

(4,500rpm)で1時 間 遠心 した。 これ を37℃ で1時 間

静置後.培 養液 を抗 菌薬 の 入 った8%FCS加CMG培

養液にかえ,37℃ で48時 間 培 養 した。

封入体の検出はGiemsa染 色 とMicroTrak TMChla-

mydia trachomatis Direct Specimen Test(第 一 化 学)

により行なった。方 法 の詳 細は す で に 報告 し た 6)。C.

trachomatisの 封入体 の 検出 に は本 来 培 養 用 のMicro-

Trak TM試 薬(Syva,米 国)が 用 い られ るが,現 在 は 国

内では入手困難 であるた め,同 じモ ノ ク ロー ナ ル抗 体 で

あるDirect Specimen Test用 の試 薬 を 転用 し,染 色 時

間は37℃ で15分 間 と した 。封 入 体 の 観 察 は,Giemsa

染色の場合には暗視野 コ ンデ ンサ ー付 顕 微 鏡(カ ール ・

ツァイス)を 用 いて暗 視野 と明視 野 で 観 察 し,Micro-

Trakの 場合には蛍光 顕 微鏡(B励 起 フ ィル タ ー,530

nmカ ットオ フフィル ター付,オ リ ンパ ス)を 用 い て行

なった。

抗菌力は,封 入体 が検 出 で きな くな った最 小 阻 止 濃 度

(minimum inhibitory concentration;MIC)と して求

めた。

II. 結 果

1.MICに 及 ぼすG.trachomatisの 接 種 量 の影 響

臨床分離株1株(C.trachomatis UGU 931)を 用 い

て,C.trachomatisの 封 入 体 が1カ パ ー ス リ ップ 当 り

10,10 2,10 3,10 4,10 5inclusion-forming unit(ifu)に

なるよう調整 した際 の各ifuに お け る各 抗 菌 薬 のMIC

の変動を,MicroTrak法 を用 い て検 討 した
。

DOXYで はいず れ のifuで も0 .03μg/mlの 薬 剤 濃 度

で封入体が抗菌薬 の無 い とき よ り小 さ く
,か つ 内 容 物 は

大きな粒子へ と変 化 し(Fig.1 ,2),0.06μg/mlで 急 激

に封入体も しくは封 入体 様 蛍 光 物 は み られ な くな った

(Fig.3)。

MDMに おいては0 .25μg/mlで 封 入体 が 小 さ くな る

とともに封入体敬が激減 し,10ifuで 封入体が検出でき

な くなったが,10 2ifu以 上ではいずれ も65μg/mlの 濃

度 で封入体がみ られ なくな った(Fig.4)。

NFLXに おいて も封 入体は小 さ くな りなが ら,い ず

れ のChlamydia量 でも同 じ32μg/mlの 薬剤濃度で封

入体 は検 出できな くなった(Fig.5)。

ABPCで はいずれのChlamydia量 においても0 .5

μg/mlで 典型的 な封 入体はみ られな くな った ものの,そ

れ以上の薬剤濃度においても空胞様 の蛍光陽性物質がみ

られた(Fig,6,7)。

2.臨 床分離株 の感受性

C.trachomatisの 臨床分離株5株 の 感受性測定 に際

してMICは 前述の ように接種量 によ り影響され ない こ

とが明 らか となったことか ら,C.trachomatisの 接種量

は,当 教室における 検討でNGUか ら分離 され る頻度

が高い10 3～10 4ifu/cover slipのChlamydia量2)を 用

いた。

MicroTrak法 を用いた検討 では,い ずれの薬剤で も

MICの 幅は狭 く,DOXYが 最 も良い抗菌力を 示 した

(Table1)。 次いでMDMで,臨 床的 には あま り効果 の

期 待で きないABPCも,0.25～0.5μg/mlと かな り良

いMICが み られたが,封 入体様物質は64μg/mlで も

認 められた。NFLXのMICは16～32μg/mlで,比 較

的高 いMIC値 であった。

Giemsa染 色に よる検討 では,や は りMICの 幅はい

ずれ の薬剤で も狭 く,MIC値 はMicroTrak法 を用いた

ときよ り1管 程高 くなる 株 が み ら れ た(Table2)。

ABPCに おいては,MicroTrak法 で1μg/ml以 上の薬

剤濃度 でみ られた よ うな封入体様の物質は一 切 み ら れ

ず,MICは0.25～0.5μg/mlと 低い値であった。

III. 考 按

C.trachomatisの 薬剤感受性測定 法には種 々の方 法が

考案 されてい る。C.trachomatisの 培養法 としては,以

前は発育鶏卵を用 いる方法が利用 されていたが,現 在で

は細胞培養法を用 いる方法が繁用 されている 10～12)。薬剤

の添加時期 に関 しては,C.trachomatisと 薬剤 とを混合

してか ら培養細胞 に接種 した り川,培 養細胞に封入体 が

形成 されてか ら薬剤を添加する方法 10,18,14)がみ られ る

が,現 在最 も多 く用い られているのは,培 養細胞 にC.

trachomatisを 接種,遠 沈 し,細 胞 に付着 させ た後 に薬

剤を添加する方 法 6,15～17)で,今回は この方法 を用いた。

また,使 用するC.trachomatisの 株に関 しては,初 期の

研究においては継代が何十回に も及ぶreference strain

が用い られ てい るが,我 々は臨床効果を よ り正 し く予測

す る意味か ら当教室でNGUの 症例か ら分離 され,し か

も継代数が3回 以内の ものを用 いた。感受性値は封 入体
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Fig. 1 A normal inclusion of C. trachomatis

stained with MicroTrak (•~ 1, 000)

Fig. 2 A damaged inclusion of C . trachomatis by

doxycycline at a concentration of 0
.03ƒÊg/ml-

MicroTrak technique (•~ 1, 000)

Fig. 3 Efficacy of doxycycline on

the growth of C. trachoma-

tis, strain UGU 931

Fig.4 Efficacy of midecamycin

on the growth of C. tra-

chomatis, strain UGU 931

Fig 5 Efficacy of norfioxacin on

the growth of C. trachoma-

tis, strain UGU 931

Fig. 6 A chlamydial inclusion-like substance

detected at a concentration of 1 ƒÊg/ml

of ampicillin (MicroTrak technique, •~

1, 000)
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Fig.7 Efficacy of ampicillin on the growth of
C.trachomatis,strain UGU 931

がみられな くなる最 小阻 止濃 度(MIC)を 求 め る 方 法

と,封 入体形成 の抑 制が み られ た もの を継 代 し,chla-

mydicidalな 濃 度(minimum chlamydicida1 concen-

tration;MCC)を 求め る 11,13,15)な どの方 法が あ るが,

今回の検討ではMICの みを 求 め た。

C.trachomatisの 接 種 量 に よる感 受 性 値 の変 動 の検 討

で はDOXY,MDM,NFLXで は 変動 は み られ ず
,AB

PCで も明 らか な封 入 体 は 同 じ薬 剤 濃度 でみ られ な くな

った。 ま た,ABPCで は 封 入 体 様 の蛍 光 物 質 は い ずれ の

接 種 量 に お い て も2μg/mlの 築 剤 濃 度 で み られ た 。こ の

よ うに,C.trachomatisに 対 す る検 討 薬 剤 のMIC値 は

接 種量 に 依存 しな い こ とが 明 らか とな った が,い ずれ の

薬剤 で も10 5ifuの 高接 種 量 ではC.trachomatis未 接 種

の 対照 で はみ られ な いEB様 も し くは蛍 光 破 片 がMIC

よ り も2～4管 高 い薬 剤 濃 度 で もみ られ た 。

臨 床 分 離 株5株 を 用 い た 各 薬 剤 のMIC値 はGiemsa

染 色 ではDOXYで ≦0.03μg/ml,NFLXで16μg/ml,

ABPCで0.25～0.5μg/mlで あ り,MicroTrak法 で は

DOXYで0.06～0.125μg/ml,NFLXで16～32μg/ml

とDOXYのin votroで の 優 れ た抗Chlamydia効 果 が

示 され た 。ABPCで は 明 らか な封 入 体 は0.25～65μg/

mlで み られ な くな った が,封 入 体 様 の も の は64μg/

mlで もみ られ た。諸 家 の報 告 で はMicroTrak法 を 用 い

た 報 告 は み られ な い が,同 様 の 方 法 でGiemsaも し く

は ヨ ー ド染 色 に よるMICの 成 績 はDOXY 11,12,18)で

0.0125～0.2μg/ml,NFLX 18)で8～16μg/ml,ABP

C 11,18,15)で0.25～50μg/mlに 分 布 して お り,我 々の成

績 と同 様 で あ った 。 一 方,MCC値 に 関 してはDOX

Table 1 Susceptibilities of C.trachomatth isolated from nongonococcal urethritis to doxycycline,

midecamycin,norfloxacin and ampicillin

*

Fluorescence-positive inclusion-like substances were seen.

Table 2 Susceptibilities of C.trachomatis isolated from nongonococcal urethritis to doxycycline,

midecamycin,norfloxacin and ampicillin
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Y 12,13)で0,015～0.2μg/ml,NFLX 15)で8～64μg/ml

とMICと ほぼ同様 であるが,個 々にみる とMIC値 よ

り1～3管 高 くな ってお り,今 回のMlcroTrak法 にお

ける成績 とGiemsa染 色におけ る成績の関 係に近い もの

と考えられ る。一方,mecillimmやcephdoridineな ど

の割合いMICの 低 い β－lactam剤 で もMCC値 は継代

するに捉い 漸増す ることが 報告 され てお り 19),Chlamy-

dia psittaciを 用 い た 実 験 で は,penicillin GはC.

psittaciの 発育を抑制す るが,薬 剤の除去 に よりまた発

青を開始す るとい う 20)。MicroTrakを 用 いた今回の 実

験では,他 の薬剤 と異な りABPCは いずれ の濃度で も

封 入体 も しくは封 入体様蛍光物質が観察 された。封 入体

様蛍光物質が生 きたC.trachomatisを 意味す るか 否 か

は継代培養に よる検討 を行 なわなけれぼならない。 しか

し,C.trachomatisに 対す るABPCの 臨床効果は比較

的悪 く,し たが って封入体様蛍光物 質の高濃度における

検出は意味を有する ものと考 もえ られる。

MDMはerythromycin(EM)と 同 様にmacrolidc

系の抗生物質であるが,す でに報告され てい るEMの

MIC値 13,14,19)とほぼ同様 の値を示 してお り,臨 床的に も

EMと 同様の効果が予測 され る。
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SUSCEPTIBILITY OF CHLAMYDIA TRACHOMATIS

TO ANTIMICROBIAL AGENTS

I.COMPARISON OF GIEMSA STAINING AND MICROTRAK TECHNIQUE
FOR DETECTION OF CHLAMYDIAL INCLUSIONS

NAOKI KATOH,AKIHISA TAKEDA,PANG-KUANG CHANG,

AKIHIRO SAITO,YASUHISA ITO,MINORU KANEMATSU,

YOSHIHITO BAN and TSUNEO NISHIURA

Department of Urology,Gifu University School of Medicine

KANHIN TEI

Department of Urology,Nagahama Red Cross Hospital

Susceptibility test of Chlamydia trachomatis to antimicrobial agents was done by using cell culture

method.C.trachomatis used were from nongonococcal urethritis andpassaged less than 3 times.

Antimicrobials were added to growth medium after C.trachomatis was inoculated onto monolayers

of McCoy cells,centrifuged for one hour and incubated for one hour.Chlamydial inclusions were

detected by both Giemsa staining and MicroTrak technique.The influence of inoculum size of

C.frachomatis on their susceptibilities was not appeared in all 4 antimicrobial agents utilized;

doxycycline(DOXY),midecamycin(MDM),norfloxacin(NFLX)and ampicillin(ABPC).The

ranges of minimum inhibitory concentrations against 5 clinical strains were S0.03ƒÊg/ml for DOXY,

0.125•`0.25ƒÊg/ml for MDM,16ƒÊg/ml for NFLX and 0.25•`0.5ƒÊg/ml for ABPC using Giemsa staining.

When using MicroTrak technique inclusions of C.trachomatis were detected at 2 to 3 times higher

concentrations than those with Giemsa staining:0.06.-0.125ƒÊg/ml for DOXY,0.125•`0.5ƒÊg/ml for

MDM and 16•`32ƒÊg/ml for NFLX.However,for ABPC inclusions-likesubstances were detected

even at a concentration of 64ƒÊg/ml,a highest concentration used.MicroTrak technique seemed

to be superior to Giemsa staining because inclusions damaged by antimicrobial agents were also

detectable with MicroTrak technique and that produced more appropriate susceptibilities of C.tracho-

matis.


