
液体培地 法で の,グ ラム陰性 桿菌 に対 す るaztreonamの

MIC測 定 にお よぼす フィラメ ン ト形 成 の影響

古谷 利通1)・外山 圭助1)・増 田 剛太2)・山 口 剛2)
n東京医科大学第一内科串

3)都立駒込病院感染症科

(平成6年8月16日 受 付 ・平 成7年2月20日 受理)

Aztreonam(AZT)を 液体培地内で,グ ラム陰性桿菌に作用 させたところ,著 明なフィラメント形

成が見 られ,最 小発育阻止濃度(MIC)測 定に大 きな影響をお よぼ した。使用菌種 は,Escherichia

coil, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp., Serratia marcescens, Pseudomonas aeruginosa

で以下の成績を得た。

(1)Broth法 で見 られた,試 験管底に形成 された白色沈巌物 を生菌数増加によるものと考えて測定 し

たMIC値 は,Agar法 でのMICに 比べ著明な高値を示 した。沈殿物 はどの菌種 についても観察され

た。

(2)試 験管底の沈殿物 を光顕的に観察すると,著 明なフィラメント状 となった菌体であった。

(3)Broth内 における菌数計算を経時的に行 ったところ,試 験管底に沈殿物は存在するが,上 清の混

濁が見 られないBroth内 では,菌 数 は増加 してお らず,沈 殿は,生 菌数増加によるものではないこと

が確認された。

(4)試 験管底の沈殿物がフィラメン トであることを確認後,上 清の混濁の有無のみを指標 として

Broth法 でMICを 求めると,沈 殿物形成 を混濁の一部 として判定 した場合に比べ,低 値であり,Agar

法でのMICに 近似した値 となった。

以上 より,Broth法 でAZTのMICを 求 める際は,フ ィラメント形成によってで きた沈殿物 は生菌

数増加 による混濁 と区別する必要があると考 えられた。
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モ ノバ クタ ム系 抗 生物 質 で あ るaztreonam(AZT)は,

グ ラ ム陰 性 桿 菌 に対 して 強 い 殺 菌 力 を 示 し,多 くの か

lactamaseに 対 して安 定 で あ る切 。AZTの 各 種 グ ラム 陰性

桿 菌 に 対 す る 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)を 寒 天 平 板 法

(Agar法)と 液 体培 地法(Broth法)で 測 定 した と こ ろ,

液体 培 地 内で は,菌 が 著 明 に伸 長 化 し,Broth法 にお け る

MIC測 定 に影響 をお よぼす とい う成績 を得た ので報 告 す る。

1.材 料 と 方 法

1)使 用 菌 種 お よび 使 用 薬 剤

使用菌種は駒込病院での臨床分離菌株で Escherichia

coli27株,  Klebsiella pneumoniae 27株, Enterobacter

spp.27株, Serratia marcescens 26株, Pseudomonas

aerugznosa 27株 で あ る。 これ ら の うち, microdilution

methodで は, E.coli1株 K pneumoniae  16株,Ente-

robacter spp. 14株, S. marcescens 19株, P. aerugi-

uosa20株 を使 用 した。AZTの 標 準 品 は,エ ー ザ イ株 式

会 社 か ら分 与 を受 け た。

2)感 受 性 測 定 法

前 培 養 に はMueller-HintonBroth(Difco)(以 下M-

HBroth)を 用 い,保 存 菌 株 を37℃ に て 一 夜 培 養 し,実

験 を行 っ た。

Agar法 に よ るMICは 日本 化 学 療 法 学 会 の 感 受 性 測

定 法 に従 っ た3)。感 受 性 測 定 用 寒 天 培 地 に は,Mueller-

HintonAgar(Difco)(以 下M-HAgar)を 用 い た 。

接 種 菌 液 は,37℃ にて 一 夜 培 養 した 菌 液 を リ ン酸 緩 衝 液

で 約106CFU/mlに 希 釈 調 整 し た。 希 釈 菌 液 を,AZT

の2倍 希 釈 濃 度 系 列 を含 む寒 天 平 板 に ミク ロ プ ラ ン ター

で5μl接 種 し,37℃ で18時 間 培 養 後,被 験 菌 の 発 育 の

認 め られ な い最 小 濃 度 をMICと し た。

Broth法 で のMIC測 定 は,培 地 と してM-HBrothを

1m1使 用 す るmacrodilution method(以 下Macro法)

と,M-H Brothを0.1ml使 用 す るmicrodilution me.

thod(以 下Micro法)で 行 っ た 。Macro法 で はAZT

の2倍 希 釈 濃 度 系 列 を 含 む 液 体 倍 地1mlに,約106

CFU/mlと な る よ う に被 験 菌 を 接 種 し,37℃ で18時 間

培 養 後,被 験 菌 の 発 育 が 肉 眼 的 に 認 め られ な い 最 小 濃 度

をMICと した 。Micro法 に は,96穴 の マ イ ク ロ プ レー

トを使 用 し,Macro法 と同様 に,AZTの2倍 希 釈 濃 度
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系 列 を含 む液 体 倍 地0.1mlに,約106CFU/mlと な る

よ う に 被 験 菌 を接 種 し,37℃ で18時 間 培 養 した 。Mi-

cro法 で のMICは,肉 眼 に よ る菌 液 の 混 濁 を指 標 と す

る 方 法 と,吸 光 計Dynatech MR 5000を 用 い 吸 光 度 に

よ り測 定 す る2つ の方 法 で 求 め た 。

3)菌 数 計 算

2倍 希 釈 系 列 のAZTを 含 むM-HBroth3m1に 被

験 菌(S.marcesceus,P.aerugiuosaの 各 々1株 ず つ)

を約106CFU/ml接 種 す る。37℃ で培 養 し,0,3,6お

よ び24時 間 後 に培 養 菌 液 の一 部 を採 り,生 菌 数 を測 定

した。

II.結 果

1)Agar法 で のMIC

実 験 に 用 い た 各 菌 株 のAgar法 で のMICの 分 布 を

Table 1に 示 す 。E.coli,K.pueumouiae, S.marce-

soeus,で はMICは す べ て0.78μg/ml以 下 で あ っ た 。

Euteerobacter spp.で は,感 受 性 の菌 株(0.025～0.39μg

/ml)と,抵 抗 性 の 菌 株(6.25～50μg/ml)の2群 に分

Table 1. Distribution of agar dilution MICs of aztreonam

for clinical strains of selected gram-negative

bacterial species

*Inoculum, 106 CFU/ml

か れ て い る 。P.laeruginosaで はMICは0,78～12.5

μg/mlと 他 の 菌 種 に比 べ 高値 で あ っ た。

2)Agar法 とMacro法 に よるMICの 比 較

Agar法 とMacro法 で のMICの 分 布 をTable2に 示

す 。 こ の 際 のMacro法 で のMICは,試 験 管 底 の 沈 澱

物 も,菌 数 増 加 に よ る混 濁 の一 部 と考 え て測 定 した成 績

で あ る。 そ の 結 果,Macro法 で のMICは,各 菌 群 に お

い て,Agar法 で のMIC値 よ り も著 しい 高 値 を示 し た。

特 に,S.marcesceus,P.aeruginosa 05aで そ の 傾 向 が 強

く,S〃2aASuusのAgar法 で のMICは す べ て0.78

μ9/m1以 下 で あ っ た が,Macro法 で は,100μg/mlの

も の が3株,200μg/mlの も の が21株,200μg/ml以

上 が3株 とAgar法 と はか け は な れ た結 果 が 得 られ た。

Paeru4uosaで も 同 様 に,Agar法 で のMICは0.78

～12 。5μg/mlだ っ た がMacro法 で のMICは27株 す べ

て で200μg/ml以 上 だ っ た。

3)SAa%6es6usをAZT0.2μg/mlのBroth内 で

培 養 した 時 の 写 真 をFig.1に 示 す 。 上 清 に混 濁 は な い

が,試 験 管 底 に 白色 の沈 殿 物 が 認 め られ る。

4)S.ArcesceusにAZT0.2μg/mlをBroth内 で

作 用 させ た 時 に試 験 管 底 に で きた 白色 の沈 殿 物 を,グ ラ

ム 染 色 し た時 の 光 顕 写 真 をFig.2に 示 す 。 これ よ り,

沈 殿 物 は,菌 が 伸 長 化 して で きた フ ィ ラ メ ン トに よ り形

成 され て い る こ とが 確 認 さ れ た 。

5)菌 数 計 算(Fig.3)

S.marcesceus, P.aeruginosa両 菌種 と も,Broth法

で のMIC測 定 の 際 に は100μg/ml,200μg/mlと い っ

た 高 濃 度 で も,沈 殿 物 が見 られ たが,菌 数 を測 定 して み

る とS.marcescensで は,0.2～12.5μg/mlで は静 菌 的

作 用,25μg/ml以 上 で は 殺 菌 的 作 用 を 示 し た 。P.

aeruginosaで は,6.25μg/ml以 上 で は静 菌 的 作 用 で あ

る。 以 上 よ り,沈 殿 物 は,菌 数 の増 加 に よ り形 成 され た

もの で は な い こ とが確 認 され た。

Table 2. Comparison of agar dilution MICs with broth dilution MICs of aztreonam for clinical strains of selected

gram-negative bacterial species

*Inoculum , 106CFU/m1

Broth MIC: Minimal aztreonam concentrations at which neither turbidity nor precipitation was observed.
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Fig. 1. Photograph of a test tube in which 

aztreonam acted on Serratia in the 

liquid medium. The supernatant was 

clear while precipitates were observed 

at the bottom.

Fig. 2. Light microscopic picture of gram-

stained precipitates formed at the bo-
ttom of the test tube in which aztreo-

nam acted on Serratia in the liquid 
medium. The cells were markedly elo-

ngated and formed filaments.

Fig. 3. Effect of aztreonam on clinical isolates of 
Serratia marcescens and Pseudomonas aeruginosa in 
the liquid medium.

Figs。2,3の 結 果 より,試 験 管底 の沈殿物 は,菌 数

が増加 したために形成 されたものではな く,菌 がフィラ

メン トを形成 し,巨 大 に成ったためにで きたものである

ことが確認できた。

6)Macro法 での試験管底の沈殿物 はフィラメン ト

であると確認できたので,Macro法 でのMIC値 の判定

を,上 清の混濁の有無のみを指標 として行 った結果 を

Table3に 示す。つまり,上 清の混濁がまった く見 られ

ない最小の濃度 をMICと した。その結果,Broth法 で

のMICは,試 験管底の沈殿物 もMICの 判定 の指標 と

した場合(Table2)に 比 べ低値 とな り,Agar法 での

MICと ほぼ同様の成績 となった。

7)Micro法 でのMIC

Micro法 で も,Macro法 と同様 に菌 の伸長化 による

白色の沈殿物の形成が見 られ,,肉 眼的にMICを 判定

す ると,Macro法 と類似 した成績が得 られた。 また,

Micro法 の うち,フ ィラメン トを除外 して,肉 眼的 に

判定 したMICと,吸 光計 によ り判定 したMICと の比

較 をTable4に 示す。吸光計 によるMICの 方がやや低

値 に分布 しているが,肉 眼的判定のMICに 近似の値 を

示 している。

III.考 察

AZTの グラム陰性 桿菌 に対す るMICをAgar法 と

Broth法 で測定したところ,両 方法間で大 きく異なった

成績が得 られた。 この差異が,主 として,液 体培地内で

AZT作 用下 に形成 された,グ ラム陰性桿菌のフィラメ

ン ト形成によるものであることが確認された。
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Table 3. Comparison of agar dilution MICs with broth dilution MICs of aztreonam for clinical strains of selected

gram-negative bacterial species

*Inoculum, 106 CFU/ml

Broth MIC: Minimal aztreonam concentrations at which no turbidity of broth was observed with or without precipitation.

Table 4. Comparison of aztreonam MICs of microdilution method determined by two different methods for clinical strains of

selected gram-negative bacterial species

* Inoculum, 106 CFU/ml

MICA): Minimal aztreonam concentrations at which no turbidity of broth was observed with or without precipitation

MICR): Minimal aztreonam concentrations measured by optical density

E.coli,P.aeruginosaにAZTを 作 用 さ せ る と,菌

が著 し く伸 長 化 す る とい う報 告 は,大 槻 ら勉 こよ りな さ

れ て い る 。 横 田 ら は5),Elcoli,S.mmsmsは,

PBP3に 高 い親 和 性 を示 す た め に 隔 壁 合 成 が 障 害 され,

subMICのAZT存 在 下 に培 養 す る とフ ィラ メ ン ト化 す

る として い るが,今 回 の 我 々 の検 討 で は,subMICだ け

で な く,MICを は る か に上 回 る 高 濃 度 に お い て もフ ィ

ラ メ ン ト形 成 が 見 られ た。 ま た,臨 床 的 に も,AZTを

投 与 さ れ た 患 者 の 尿 中 のEooliが,AZTの 低 濃 度,

高 濃 度 い ず れ の場 合 に も フ ィ ラ メ ン トを形 成 す る とい う

報 告 も あ る6)。 し か し,Broth法 で のMIC測 定 の 際,

菌 が 伸 長 化 し た フ ィ ラ メ ン トの た め に,MIC測 定 が 困

難 に な る とい っ た 報 告 は見 られ な い。 また,今 日,ma-

crodilution methodよ り も一 般 的 に 用 い ら れ る こ と の

多 いmicrodilution methodに お い て も同 様 の結 果 が 得

られ た 。 吸 光 計 に よ りmicrodilution methodのMICを

測定 したところ,お おむねフィラメン トを除外して判定

したMICと 一致 していた。 この ことより,吸 光計を用

いてMICを 測定すれば,た とえフィラメン トによる沈

殿物があって も,cut-off値 を適切 にとれば,正 確 な

MICの 測定が可能であることが示唆された。今回検討

した5菌 種すべてで,フ ィラメン トの形成が見 られた

が,Bactmides fragilis,Buteroides biviusで もフィ

ラメン ト化が見 られたとい う報告があ り7),Broth法 で

AZTのMICを 測定する場合にはどの菌種においても,

フィラメント形成に留意することが重要である。

Broth法 によるMIC測 定 は,Brothの 混濁 を菌数増

加 の指標 としているわけであるが,AZTを 用いた場合

には,フ ィラメントの形成 により,一 見Brothが 混濁

したように見 えることがあることを,念 頭 に置いて,

MICを 判定することが必要である。

なお,本 論文の要旨は,第41回 日本化学療法学会総
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会(1993年6月,東 京),第40回 日本化学療法学会東

日本支部総会(1993年10月,青 森)に おいて発表 し

た。
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Effect of filament  formation  of gram-negative rods on MIC measurement

of aztreonam by liquid culture method

Toshimichi Furuyal), Keisuke Toyama1), Gohta Masude and Tsuyoshi Yamaguchi2)

1) First Department of Internal Medicine, Tokyo Medical College,

6-7-1 Nishishinjuku, Shinjuku-ku, Tokyo 160, Japan
2) Department of Infectious Disease , Tokyo Metropolitan Komagome Hospital

When aztreonam (AZT) acted on gram-negative rods in liquid culture (1 ml macrodilution method
and 0.1ml microdilution method), remarkable filament formation was observed. This filament
formation significantly affected the minimum inhibitory concentration (MIC) results obtained by a
broth method. The strains used were Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp.,
Serratia marcescens and Pseudomonas aeruginosa , and the following results were obtained.

(1) Assuming that the precipitates formed in the test tubes by the broth dilution method were
due to an increase in CFUs , the MICs were markedly higher than those obtained by the agar
method. The precipitates were observed in a significant proportion of the strains.

(2) When the precipitates at the bottom of the test tube were microscopically examined,

prominent filament formation was found.
(3) Cell counting in the broth was periodically performed, and it was found that the test tube

in which precipitates were observed at the bottom but on turbidity was seen in the upper broth
showed no increase in cell count. Thus, it was determined that the precipitates were not due to
an increase in cell number.

(4) After confirming that the precipitates at the bottom of the test tube were filaments, MICs
were measured by the broth method using only the turbidity of the supernatant as a marker. The
value obtained was lower than that obtained including the precipitates, which was about the same
as the MIC obtained by the agar method.

From the above results, it was found that when the MIC of AZT is measured by the broth
method (macrodilution and microdilution method) , the precipitates formed by filament formation
should be excluded.




