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ASSAY METHOD FOR MICROBIOLOGICALLY ACTIVE ISONIAZID 

AND ETHAMBUTOL LEVELS IN BODY FLUIDS BY THE AGAR 

  PLATE DIFFUSION TECHNIQUE USING MYCOBACTERIUM 

        PARAFORTUITUM AS TEST ORGANISMS*

Yutaka KANAZAWA, Toshio KURAMATA and Michio TSUKAMURA

(Received for publication September 1, 1967)

   In vitro susceptibility to antituberculous drugs, of 8 strains of Mycobacterium  parafor-

tuitum, which had been isolated from soil, were determined by the plate dilution method 

using trypticase soy agar. The results obtained revealed a profound susceptibility of these 

strains to kanamycin, streptomycin, viomycin, isoniazid and ethambutol, except PAS, 

ethionamide and cycloserin. 

   Among the 8 strains examined, strain  11-7 and strain 305 exhibited remarkably profound 

susceptibility to isoniazid with the minimum inhibitory concentration of  0.015 and  0.031  pg1m1 

respectively. Moreover, strain 314 was also highly sensitive to ethambutol with the minimum 

inhibitory concentration of  0.031  pg/m/. 

   Assay method for isoniazid and ethambutol in body fluids using M. parafortuitum H-7 as 

a test organism was reported previously. In further pursuit of the investigation, we have 

examined of the usefulness and efficiency of the assay system for the microbiologically active 

levels of antituberculous agents in body fluids, using two other strains of M. parafortuitum. 

   In the assay for isoniazid (INH) by the thin-layer cylinder-plate technique, using M. 

parafortuitum 305 as a test organism, serum levels more than  0.1  dug/nil was measured 

within 36 hour incubation. M. parafortuitum 305 was most sensitive to free-INH, moderately 

sensitive to its metabolic hydrazone types and resistant to acetyl-INH and isonicotinic acid. 

   It was also found to be fully practicable to assay ethambutol levels in body fluids by the 

thin-layer cylinder-plate method using M. parafortuitum 314 as a test organism, where 

serum concentration  More than  0.1  ,uglml was measured within 36 hour incubation.

* From Niigata Railway Hospital, Ryusakuba, Niigata, Japan .
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INHの 生物学的濃度測定法としては,主 に人型結核

菌を用いる直立拡散法1)2)が行なわれてきたが,わ れわ

れ3)4)は さきに新たに土壌から分離 した迅 速 発 育 型の

MycebacteriumH-7株 を検定菌として血清中濃度INH

O｡1μ9/ml,ethambuto10.6μ9/mZ以 上を48時 間程度

で測定しうる薄層平板カップ法を報告 した｡本 法はINH,

ethambutolの 体液中濃度測定法として実際に用い られ

ることが田川5),前 田6)に より追試確認されている｡さ

らにわれわれ7)8)は本法が耐性培地中の抗結核 剤の力価

測定にも十分応用しうることをも報告 した｡

検定菌として用いたM.H-7株 お よびそれと同一土壌

サ ンプルか ら分離したH--8株 は,そ の性状がM・for-

tuitum,M.phleiと も必ずしも一致 しないので,そ の

菌株を同定9)し 兼ねていたが,そ の後検討を加えた結果,

その生化学的性状がMfortuitumに 類似するが・アリ

ールサルファターゼ3日 試験(一),サ リチレート分解試

験(一),Pas分 解試験(一),NaNO2(一)な どの点でM・

fortuitumと 異 なる東村10)の新 たに提唱したM・para・

fortuitumに 属することが明らかとなつた｡

したがつてM.parafortuitumに 含有される菌株は,

抗結核剤に高感受性を有し,こ れら薬剤の微量測定に検

定菌 として用いうる可能性が考えられた｡そ こで主に土

壌か ら分離同定 したMparafortuiturn保 存株について・

抗結核剤感受性を検し,す すんで微量測定に検定菌とし

て応用しうることを確かめたので報告する｡

実験方法ならびに実験成績

抗 結 核 剤 感 受 性

M.parafortuitumと してH-7株 お よびH-7株 と同一

土 壌 サ ンプル か ら分 離 し,同 一菌 種 と考 え られ るH-8株

を含 むM.parafortuitum保 存 株7株 ・な らび にThomas

ら11)がethambuto1検 定菌 と して用 い たM・smegmatis

結 核 第42巻 第12号

607株 に つ い て,Trypticasesoy寒 天 培 地 を 用 い て,2

倍 希 釈 法 で 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)を 測 定 した｡そ の

結 果Table1の よ うにPas,ethioRamide,cycloserin

を 除 い て,INH,SM,KM,viomyci叫capreomycin,

ethambutolにM｡parafortuitumは ほぼ 共 通 に高 感受

性 を 有 す る こ とが 認 め られ た｡

と くにM.parafortuitum305株 はINHセ こ0・0315

μ9/mlのMICを 示 し,MH-7(H-8)株 につ いで 高感

Fig.1.Relationbetwee獄ConcentrationofINHi窺

SerumandDiameterofInhibitionZonebythe

Thin4ayerCylinder-plateMethodUsingM,

parafortuitum305asaTestOrganism
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Table1｡SensitivityofVariousStrainsofMparaf0rtuitumandM.smegmatis607toVarious

Anti-tuberculousAgentsExpressedinTermsofMIC(μ9/mZ)

Agarplatedilutionmethod

Med沁memployed:TrypticasesoyagarpH7.2

1nc犠bationtime:48hours

Isoniazid

Ethambutol

PAS

Ethionamide

Viomycin

Cycloserin

Strept｡myαn

Kanamycin

CapreoπLycm

M.parafortUitum

H-7 H-8 304 305 307 310 3堅
_

M.smeg-

31dm轡

0.0156

0｡5

>10

>5

1.25

>20

1.25

1.25

2｡5

0.0156

0.5

>10

>5

1,25

>20

1｡25

1.25

2.5

0.0625

0.0625

>10

>5

1｡25

>20

1,25

1.25

1.25

O.0312

0.125

>10

>5

1.25

>20

1.25

1.25

1.25

0.5

0.0625

>10

>5

1.25

>20

1,25

1｡25

1.25

0.125

0.125

>10

>5

1.25

>20

1.25

1.25

1,25

0｡25

0.125

>10

>5

2.5

>20

1.25

1.25

1.25

2

0.0312

>10

>5

2.5

>20

1.25

2.5

1.25

>4

0.25

>10

>5

2.5

>20

2.5

2.5
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Fig.2.MicrobiologicallyActiveINHLevelin

SerumAssayedbytheThin-layerCylinder

-plateMethodUsingM｡parafortuitum

305asaTestOrganism
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受 性 で あ り,ま たM.parafortuitum314椥 まetham-

buto1にo.0312μ9/mlのMICでH-7(H-8)株,M・

smegmatis607株 よ り高 感受 性 を示 した｡

M.parafertuitum305株 を 検 定 菌 と す るINHの 濃

度測定法の検討

M｡H-7株 を用いるINH濃 度測定法につい てはすで

に3)4)たびたび報告 したので,今 回はM.parafortuitum

305株 を用いるINH濃 度測定法に検討を加えた｡

検定菌液調製:検 定菌 をTryPticasesoybrothsml

に2白 金耳を接種,24時 間培養する｡

検定平板作製:培 養菌液上層部を,0・2%に50℃ に

溶解した寒天培地に接種 し,5mlず つ平板 に分注して

固める｡

培養:円 筒(カ ップ)を 立てて被検体を満たしただち

に37℃ に培養し,出 現 した阻止円直径を計測した｡

薬剤濃度と阻止円の関係:Fig・1の よ うに血 清 中

INHの 対数濃度と阻止円直径の問にはほぼ直線関係が

成立 し,ま た血清中最低測定可能濃度は0・1μg/mZで

あつた｡ま た計測に十分な阻止円出現時間は36時 間以

内であつた｡

血清中濃度測定成績:実 際にINH服 用中の血清中濃

度を測定し,Fig.2の よ うに代謝型の推定に 役立つこ

とを確かめた｡

INHの 代謝物(metabolites)に 対する本測 定法の感

度:本 測定法のINHの 各種代謝物に対する感受性を,

本法を行なつた場合のおのおのによつて形成された阻止

円の大いさから推定 した｡Fig・3に 示す よ うにその感

受性はfreeINHに 最 も高 く,freeINH>pyruvicacid

Fig,3.RelationbetweenVariousKindsofMetabolitesofINH

andtheDiameterofInhibitionZoneintheThin4ayer

Cylinder-plateMethodUsingM.parafortuitum

305asaTestOrganism
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is◎nic◎tinylhydrazoneの 順 で あつ た が,

acetylINHな らび にisonicotinicacidに

は 感 受 性 は 全 くみ られ な か つ た｡す なわ ち

さ きにM.H-7株3)に つ い て 得 た 成 績 とほ

ぼ 同様 で あ つ た｡

M.parafortuitum314株 を 検 定菌 とす る

ethambuto1濃 度 測 定 法 の検 討

実 施方 法:前 述 のMparafortuitum305

株 に つ い て実 施 した の と全 く同様 の 方 法 で

行 な つ た｡す な わ ちTween800.05%含

有broth24時 間培 養 菌 液 をTrypticase

soy寒 天 に0・2%に 接 種 し,5mlず つ シ

ャー レに 分 注 し,水 平 に 固 め た｡つ い で 円

筒 を立 て て,各 種 濃 度 の 薬 剤 を 含 む 血 清 を

満 た して ただ ちに 培 養 した ○

薬 剤 濃 度 と阻 止 円 の 関 係:Fig.4に 示

す よ うに 血清 中ethambuto1の 対 数 濃度 と

阻 止 円 直 径 の 間 に は 直 線 関 係 が成 立 し,最

低0.1μg/mlま で 測 定 可 能 で あ つ たe

体 液 中 濃 度 測 定 成 績:実 際 にethambutol

服 用 時 の血 清 中,肋 水 中 濃 度 を 測 定 し,

Fig・5の よ うな 成 績 が 得 られ,血 清 中 ,
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Fig.4.RelationbetweenConcentrationofEtham-

but◎1i織SerumandDiameterofInhibitionZone

bytheThin-layerCylinder-PlateMethod

UsingM.pkrafortuitum314as

aTestOrganism
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肋水中に十分有効濃度を保つことが確かめられた｡

測定実施法

以上の成績か ら次のような測定法が適 当 と考 えられ

た◇

結 核 第42巻 第12号

検定菌:INHに はM.parafortuitum305,etham・

buto1に はM.parafortuitum314

接種菌液:Tween800.05%含 有Trypticasesoy

brothsmlに 菌苔2白 金耳程度を接種,24時 間培養し

その上層部を使用

検定平板作製:Trypticasesoy寒 天培地を溶解50℃

前後に保ち,前 項の検定菌液を0.2%に 混和 し,5ml

ずつ,内 径90mmの 規格型シャーレ(ま たはプラスチ

ックシャーレ)に 分注し水平に固める｡

標準な らびに被検サンプル調製:化 学療法剤を使用し

ていない人からの正常血清(ま たは血漿)にINHま た

はethambutolを8,(4),2,(1),O.5,(0.25),0.125

μg/mlの4倍(ま たは2倍)希 釈系列に含む サンプル

を調製し標準とする｡薬 剤服用後,採 取血清(ま たは血

漿)を 被検体とする｡(た だしethambuto1の 場合はア

ルカ リ側で阻止円が拡大する傾向があ るので,pH7.8

のBufferで 血清を2倍 に希釈 して,標 準ならびに被検

サンプルを調製すると,血 清pHの 差 による変動をさけ

ることができる｡)

培養:作 製寒天平板に円筒を立て,標 準ならびに被検

サンプルを満たし,た だちに37℃ に培養する｡

力価測定:36時 間程度培養後に出現 した阻 止円直径

を直角2方 向か ら計測 し,そ の平均を求める◎半対数方

眼紙上に阻止円直径を整数 目盛でとり,標 準サ ンプルの

成績か ら標準曲線を画 く,つ いで被検体の阻止円直径か

ら相当する薬剤濃度を求める｡

考 案

各種化学療法剤の体液中濃度測定法としては化学的測

定法と微生物学的測定法があるが,微 生物 学 的 方法は

invivoに おける治療効果に結びつく活性値の得 られる

特徴があると考えられる｡

その意味でわれわれは従来か ら化学的測定法が主に用

い られている合成化学療法剤としてのサルファ剤12),ニ

トロフラン系薬剤13),Nalidixicacid14>に ついても適当

な検定菌を選択することにより微生物学的測定の可能で

あることを報告してきた｡

と くにわれわれの用いる薄層平板拡散法は,そ の操作

が簡易で,測 定精度がよいので抗生剤の濃度測定の基準

とされているOxfordcup法 の応用と考 え られる｡し

たがつて従来か らINHな どの抗結核剤の濃度測定に用

い られている人型菌を用いる直立拡散法に比 し,判 定時

間が短いこと,混 和接種を行な うので阻止帯境界が鮮明

な点,ま た被検体 と阻止円はカップで隔てられているの

で,喀 疾などの無菌的でない検体もそのまま測定 しうる

点などの長所があると考えられる｡

今回とくに検討を加えたM・parafortuitumはINH,

ethambute1・SM・KM・VMな どの抗結核剤に感受性
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の高 い菌 株 を含 んで い る こ とを 確 か め る こ とが で きた｡

と くにINH検 定 菌 と しては 従 来 報 告 し,ま た 今 回

Mparafortuitumに 属 す る こ とが 明 らか にな つ たH-7

株に,さ らに305株 を 追 加 す る こ とが で ぎた｡本305株

はH--7株 に比 し,わ ず か に 感 度 が 低 い よ うで あ るが,発

育が 早 く,36時 間 で 判 定 可 能 な 阻 止 円 を 形 成 す る長 所

があ つ た｡

またethambutol検 定 菌 と し て 見 出 し たM.para-

fortuitum314株 は,本 薬 剤 検 定 菌 と してわ れ わ れ の さ

きに 報告 したH-7株,お よびThomasら11)の 用 い たM.

smegmatis607株 に 比 し,感 度 が数 倍 高 い 長 所 が あ り,

さ らに発 育 も早 く,つ ね に36時 間 以 内に 測 定 可 能 な 阻

止円 を形 成 す る特 徴 が あ つ たΦ

結 論

1)MycobacteriumparafortuitumはINH,etham-

buto1,SM,KM,capreomycin,VMな どの 抗 結 核 剤

に高感 受 性 を 有 す る傾 向 がみ られ た｡

2)Mparafortuitum305株 を 検 定 菌 と して薄 層平

板 円 筒法 を行 な い,血 清 中INH濃 度0.1μ9/ml以 上

を36時 間 以 内に 測 定 す る こ とが で きた｡

本 測定 法 はfreeINHに 最 も感 度 が 高 く,INHの 各

種metaboliteに もあ る程 度 感 性 が あ つ た が,イ ソニ コ

チ ン酸,ア セ チ ルINHに は反 応 を示 さ なか つ た｡

3)Mparafortuitum314株 を 検 定 菌 と して 薄 層 平

板 円筒 法 を 行 な い,ethambut◎1の 血 清 中濃 度0.1μ9/ml

以 上 を36時 間 以 内 に 測定 す る こ とが で き た｡
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