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【背景・目的】カテーテルを対象としたバイオフィルム（以下 BF）形成能について複数の報告があるが、生体内

を模擬した報告例は少ない。そこで、血管内に挿入されたカテーテル内腔及び外壁表面上での輸液、体液による

曝露状態を想定し、BF 形成量に及ぼす模擬培養液成分の検討を行った。

【方法】表皮ブドウ球菌を供試菌とし、96 ウェルプレートに各培養液を添加し培養後、クリスタルバイオレット

染色し BF 形成量を算出した。内腔を模擬した培養液は、ブドウ糖と種々のアミノ酸輸液製剤を精製水で希釈し

てそれぞれ 0 ～ 20%、0 ～ 4% とし、適宜混合して用いた。外壁模擬には Roswell Park Memorial Institute medium 
1640(RPMI1640) 培地でウマ血液（全血、脱線維血液、血清）を 0 ～ 100% の範囲で希釈して用いた。

【結果】内腔模擬培養液において、ブドウ糖 10% 以上では BF 形成の低下傾向が見られた。アミノ酸 0% では BF
はほとんど形成されず、1 ～ 4% では濃度によらず同程度の形成量を示した。また、BF 形成量はアミノ酸輸液製

剤の種類に依存した。一方、外壁模擬培養液において、血液濃度が高いほど BF 形成は低下傾向を示した。

【結論】内壁模擬においては、輸液成分中のブドウ糖またはアミノ酸の各濃度は BF 形成量に影響を与えた。外壁

模擬においては、血清ならびに脱線維血液は BF 形成を低下させた。

Key words：  表皮ブドウ球菌・バイオフィルム形成量・アミノ酸輸液・ブ

ドウ糖液・RPMI1640

１．はじめに

一部の細菌では、固液界面に付着し増殖する過程にお

いて、菌体外に多糖体を主成分とするグリコカリックス

を産生し、粘着性のある強固な菌の集合体を形成する。

これがバイオフィルム（biofilm、以下 BF）と呼ばれる

菌の生存形態である。単一の浮遊菌と比較し、熱や薬剤

に対して抵抗性を示すことは多数報告されており、外界

からの刺激に対しての高い生体防御機構を持つ 1)。

医療器具に定着した BF に起因する感染症が、医療領

域において問題となっている。特にカテーテル等の体内

に長期間留置する医療器具において、BF 感染症が疑わ

れるケースが多い 2,3)。

カテーテル関連血流感染 (catheter related blood stream 

infection：CRBSI) は、入院の長期化また治療費の増加を

招くことが指摘されており、医療関連感染症の一つとし

て重要な問題である 4)。米国においては、CRBSI は集中

治療室で年間約 8 万例発生しているとされており 5)、病

院全体では年間約 25 万例が発生していると推計されて
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いる 6)。CRBSI の多くは、中心静脈カテーテル（中心静

脈栄養）が由来であり、静脈内に挿入されているカテー

テル部分に菌が付着し BF を形成するために引き起こさ

れると言われている 7)。この際、フィブリン、血清タン

パク、血栓などの生体産生物質によりカテーテル表面

に菌が定着し BF が形成され、菌の増殖及び血中への排

菌が起こることで BF 感染症が引き起こされると考えら

れている 8)。高い抵抗性を持つ BF の除去は困難であり、

カテーテルの抜去以外に手段はないとされる。しかし、

BF の形成に関する要因は必ずしも解明されていない。

現在までに、いくつかのカテーテル材料表面上での

BF 形成に関する研究は行われているが 9)、生体内を模

擬した条件での研究事例は少ない。カテーテル内腔はブ

ドウ糖、アミノ酸に代表される輸液成分、外壁は体内（血

管内）に挿入されるため体液（血液）成分に曝露される

ことが想定される。そこで、本研究では血管内に挿入さ

れたカテーテル外壁及び内腔の表面上における曝露状態

を実験的に再現し血液由来の成分また輸液成分を含んだ

BF 培養液組成を用い BF 培養液組成と BF 形成量評価系

を確立することを目的とした。

２．方　　法

2.1　供試菌

カテーテル関連血流感染の起因菌として、コアグラー

ゼ 陰 性 ブ ド ウ 球 菌（Coagulase negative staphylococci）

が 31％、黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）が

20% を占めるとのデータが米国の研究により報告さ

れている 10)。また、ブドウ球菌による医療器具関連

感染において、BF 形成が確認された事例は多く、そ

の関連性が強く示唆されている 11)。これらの背景か

ら、供試菌は Staphylococcus epidermidis とし、再現性

を考慮して公的な微生物株保存機関より分与を受けた

ATCC35984、ATCC51625、ならびに JCM2414 を選定した。

ATCC35984 株は S. epidermidis を用いた BF 研究におい

て繁用される菌株である 12,13)。また、ATCC51625 株は

メチシリン感受性株、JCM2414 株は基準株、である。

2.2　前培養と接種菌液調製

前培養培地として soybean casein digest（SCD）寒天培

地（栄研化学）を用いた。菌株は、－ 80℃凍結保存ストッ

クより SCD 寒天培地に画線し 36℃で 1 ～ 2 日間培養を

行った。その後、平板上から菌体を掻きとり滅菌精製水

に懸濁し、約 107CFU/mL に調製した菌液を接種菌液と

した。

2.3　培養条件（培養液組成）

2.3.1　カテーテル外壁を模擬した培養液

体液模擬を目的とし、細胞培養用の Roswell Park Me-

morial Institute1640 （RPMI1640）培地（wako）をベースに、

ウマ血液（保存血液、脱線維素血液、血清）（コージン

バイオ）をそれぞれ添加し、各血液濃度 0 ～ 100% の培

養液を調製した。

2.3.2　カテーテル内腔を模擬した培養液

自家調製 60% ブドウ糖液（wako）と、以下 5 種類の

市販アミノ酸輸液製剤（輸液 A ～ E）をそれぞれ混合し、

適当量の精製水で希釈することでブドウ糖 0 ～ 20%、

アミノ酸 0 ～ 4% を含む培養液を調製した。市販アミノ

酸製剤は総合アミノ酸輸液（輸液 A、輸液 B）、腎不全

用アミノ酸輸液（輸液 C）、肝不全用アミノ酸輸液（輸

液 D）、小児用アミノ酸輸液（輸液 E）に大別し、それ

ぞれ代表的な以下の輸液製剤を選定した。

各輸液の組成表を表 1 に示した。

2.4　 96 ウェルマイクロプレートを用いた BF 形成

量評価

O’ Toole らの方法 14) を参考に、ポリスチレン製 96 ウェ

ル平底マイクロプレート（IWAKI）を用いて評価を行っ

た。各ウェル内に入れた培養液（100mL）に、接種菌液

10mL 接種後、36℃で 72 時間静置培養した。培養終了後、

培養液を取り除き、ウェル内を精製水で 2 回洗い流した。

その後、0.1% クリスタルバイオレット液でウェル底面

の付着物を約 20 分間染色し、染色液を取り除き、水で

2 回洗い流した。最後に、33% 酢酸 100mL を加え約 20

分間放置し付着物から色素を抽出したのち、その抽出

液の吸光度 (A570) を測定したものを BF 形成量とした。

本研究において、BF 形成量評価は全てこの方法に従っ

た。

2.5　培養液中の浮遊菌数測定

上記 4 の方法に従い、各培養液中に菌液を接種し、24

時間、72 時間培養後に、ウェル内の培養液をよくピペッ

ティングし、培養液を適宜希釈した液を SCD 寒天培地
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で混釈培養を行った。2 日間培養後、生育コロニーを計

数し、培養液中の浮遊菌数を算出した。

2.6　統計解析

各条件での BF 形成量（累積）、また浮遊菌数の比較

検討として、対応のある t 検定を用い（Microsoft Excel、

2013）、有意水準は 5% とした。

３．結　　果

3.1　カテーテル外壁模擬条件における BF 形成量

血清、脱線維素血液添加条件下、72 時間培養後の各

供試菌株の BF 形成量（n=1）を図 1 に示した。

血清添加においては、いずれの菌株も血清濃度が高い

ほど形成量は低下し、例えば ATCC35984 株における血

清 0、1、5、15、30および 100％でのBF形成量（A570値）は、

順に 0.232、0.110、0.056、0.023、0.022、0.001 を示した。

なお供試 3 株の BF 形成量は、調べた限り、JCM2414 株、

ATCC35984 株、ついで ATCC51625 株の順で高く、例え

ば血清 1% での形成量は、順に 0.211、0.110、0.068 であっ

た。

脱線維素血液添加においても、血清同様いずれの菌

株も血液濃度に応じ BF 形成量は低下し、その形成量は

JCM2414 株、ATCC35984 株、ATCC51625 株の順となっ

表 1．市販アミノ酸輸液製剤の組成

 
 

L-ﾛｲｼﾝ L-ｲｿﾛｲｼ
ﾝ

L-ﾊﾞﾘﾝ L-ﾘｼﾝ L-ｽﾚｵﾆﾝ L-ﾄﾘﾌﾟﾄ
ﾌｧﾝ

L-ﾒﾁｵﾆﾝ L-ﾌｪﾆﾙｱ
ﾗﾆﾝ

L-ｼｽﾃｲﾝ L-ｼｽﾁﾝ L-ﾁﾛｼﾝ L-ﾋｽﾁｼﾞ
ﾝ

L-ｱﾙｷﾞﾆ
ﾝ

L-ｱﾗﾆﾝ L-ﾌﾟﾛﾘﾝ L-ｾﾘﾝ ｸﾞﾘｼﾝ L-ｱｽﾊﾟﾗ
ｷﾞﾝ酸

L-ｸﾞﾙﾀﾐﾝ
酸

輸液A 1.40 0.80 0.80 1.05 0.57 0.20 0.39 0.70 0.10 - 0.05 0.50 1.05 0.80 0.50 0.30 0.59 0.10 0.10

輸液B 1.14 0.60 0.69 0.98 0.50 0.19 0.43 0.97 - 0.02 0.06 0.71 1.49 0.82 1.06 0.47 1.57 0.20 0.10

輸液C 1.40 0.90 1.00 0.51 0.35 0.25 0.30 0.50 0.10 - 0.05 0.35 0.45 0.25 0.30 0.30 0.00 0.10 0.10

輸液D 1.10 0.90 0.84 0.61 0.45 0.07 0.10 0.10 0.03 - - 0.24 0.61 0.75 0.80 0.50 0.90 0.00 0.00

輸液E 1.60 0.80 0.60 0.48 0.24 0.12 0.15 0.25 0.15 - 0.06 0.25 1.00 0.52 0.60 0.40 0.20 0.08 0.08

輸液
アミノ酸(%)

総アミノ酸

7.21

7.99

7.58

10.00

12.00

Na+ Cl- Acetate-

輸液A 約 2 - 約 120 6.5～7.5 約 3

輸液B 約 150 約 150 - 5.7～6.7 約 5

輸液C 約 2 - 約 45 6.5～7.5 約 2

輸液D 約 15 約 95 - 5.5～6.5 約 3

輸液E 約 3 - 約 80 6.5～7.5 2.3～2.8

*生理食塩水に対する比

電解質 (mEq/L)
pH 浸透圧比＊輸液
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図 1　 菌株別カテーテル外壁模擬条件におけるバイオフィ

ル形成量

供試菌株：S. epidermidis ATCC35984 株， ATCC51625 株， 
JCM2414 株　　　　　　　　　　　　　　　　　　(n=1)

輸液 A…アミパレン輸液 ®（株式会社大塚製薬工場）　　　

輸液 B…プロテアミン１２注射液 ®（テルモ株式会社）　　

輸液 C…キドミン輸液 ®（株式会社大塚製薬工場）　　　　

輸液 D…アミノレバン点滴静注 ®（株式会社大塚製薬工場）

輸液 E…プレアミン -P 注射液 ®（扶桑薬品工業株式会社）　
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糖濃度が低いほど高くなる傾向にあり、ブドウ糖 0% 群

は 10、20% 群に比べ、また 5% 群は 10，20% 群に比べ、

それぞれ有意に高値であった。一方、アミノ酸につい

て、各濃度群における形成量は、アミノ酸濃度が低いほ

ど低くなる傾向にあり、アミノ酸 0% 群は、1%，2% 及

び 4% 群に比べ有意に低値であった。アミノ酸 1 ～ 4％

では濃度に応じて形成量は増加傾向にあり、2% および

4% 群間は 1% 群に比べいずれも有意に高値であった。

BF 形成量に関わるブドウ糖及びアミノ酸濃度の上述

の傾向は、他 2 株（ATCC51625 株、JCM2414 株）に

おいても概ね同様であったが、各株の形成量には相違

がみられ、例えば、輸液 A、ブドウ糖 0% 群における

ATCC51625 株の形成量は同条件下の ATCC35984 株、

JCM2414 株に比べ有意に低値であった。

また他の輸液製剤における BF 形成量に及ぼす、ブド

ウ糖ならびにアミノ酸濃度の影響傾向は、製剤 A と概

ね共通していたが、BF 形成量には製剤間で相違がみら

れ、輸液 A、C、E は輸液 B、D に比べ高い傾向にあった。

例えば ATCC35984 株、ブドウ糖 0% 群における各輸液

の形成量は、輸液 A,C,E 間では有意差はないものの、輸

た。脱線維素血液においては培養後のマイクロプレート

のウェル底面に血液成分の沈殿がみられたが、BF 形成

量は測定可能であった（本検討についてはいずれも n=1

のため、統計解析は実施せず）。

なお、保存血液添加では血液成分の凝固が確認され、

吸光度による BF 形成量は測定不能であった（データ未

掲載）。

3.2　カテーテル内腔模擬条件における BF 形成量

3.2.1　 ブドウ糖およびアミノ酸濃度を調整した市販輸液

製剤における BF 形成量

ブドウ糖と市販アミノ酸輸液製剤を混合し、ブドウ糖

濃度として 0、5、10 及び 20%、また総アミノ酸濃度と

して 0、1、2 及び 4% に調整した各輸液製剤につき、72

時間培養後の BF 形成量を輸液製剤ごとに、図 2(A) ～ (E)

に示した。なお BF 形成量はブドウ糖群、アミノ酸群に

大別し各群の累積量として図示した。

輸液 A（図 2(A)）、ATCC35984 株を例に、ブドウ糖な

らびにアミノ酸のBF形成量に及ぼす影響を記述すると、

ブドウ糖について、各濃度群における形成量は、ブドウ
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図 2 (A)　カテーテル内腔模擬条件における輸液 A 条件でのバイオフィルム形成量

左図：ブドウ糖群間のバイオフィルム形成量（累積）、右図：アミノ酸群間のバイオフィルム形成量（累積）

輸液 A…アミパレン輸液 ®　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　(n=4）　　*p<0.05
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図 2 (B)　カテーテル内腔模擬条件における輸液 B 条件でのバイオフィルム形成量

左図：ブドウ糖群間のバイオフィルム形成量（累積）、右図：アミノ酸群間のバイオフィルム形成量（累積）

輸液 B…プロテアミン 12 注射液 ®　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　(n=4）　　*p<0.05
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図 2 (C)　カテーテル内腔模擬条件における輸液 C 条件でのバイオフィルム形成量

左図：ブドウ糖群間のバイオフィルム形成量（累積）、右図：アミノ酸群間のバイオフィルム形成量（累積）

輸液 C…キドミン輸液 ®　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　(n=4）　　*p<0.05
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図 2 (D)　カテーテル内腔模擬条件における輸液 D 条件でのバイオフィルム形成量

左図：ブドウ糖群間のバイオフィルム形成量（累積）、右図：アミノ酸群間のバイオフィルム形成量（累積）

輸液 D…アミノレバン点滴静注 ®　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　(n=4）　　*p<0.05
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図 2 (E)　カテーテル内腔模擬条件における輸液 E 条件でのバイオフィルム形成量

左図：ブドウ糖群間のバイオフィルム形成量（累積）、右図：アミノ酸群間のバイオフィルム形成量（累積）

輸液 E…プレアミン -P 注射液 ®　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　(n=4）　　*p<0.05
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3.2.3　 ブドウ糖・アミノ酸濃度と培養液中の浮遊菌数の

関係

ブドウ糖・アミノ酸濃度と培養液中の菌濃度を検討す

るため、アミノ酸 2％におけるブドウ糖濃度（0、1、3、5、

10 及び 20％）、またブドウ糖 5% におけるアミノ酸濃度

（0、0.1、0.5、1、2 及び 4％）の各濃度域の培養液を作

製し、ATCC35984 株を用いて 24 時間、72 時間培養後

の培養液中の浮遊菌数を測定した (n=3)。

ブドウ糖 0 ～ 5% では 1 ～ 5 × 107CFU/mL の菌数を

示したが、10% および 20% では約 5 × 106CFU/mL と低

下傾向を示し、ブドウ糖 10% での浮遊菌数は同 5% に

比べ、有意に低値であった（図 4）。

アミノ酸 0.1% ～ 4% では 1 ～ 5 × 107CFU/mL の菌数

を示したが、0% では約 5 × 105CFU/mL に留まり、アミ

ノ酸 0% での浮遊菌数は同 0.1% に比べ、有意に低値で

あった（図 5）。

なお検討した各ブドウ糖濃度およびアミノ酸濃度にお

いて、24 時間、72 時間培養の浮遊菌数はほぼ同等であっ

た。

液 B,D に比べ有意に高い値を示した。

3.2.2　 ブドウ糖・アミノ酸低濃度領域における BF 形成

量

2.1 の結果により、ブドウ糖の濃度は 0%・1%・3%・

5%、アミノ酸の濃度は 0%・0.1%・0.5%・1% に絞り

込み、各濃度となるように調整した輸液 A を用いて、

ATTC35984 株における BF 形成量に関しさらなる検討を

行った（n=3, 図 3）。

ブドウ糖 0 ～ 5% の BF 形成量は各群ともほぼ同程度

を示し、当群間の形成量にはいずれも有意差はみとめら

れなかった。

他方、アミノ酸 0 ～ 1% においては、アミノ酸濃度の

低下に伴う BF 形成量の減少傾向が観察され、アミノ酸

0% 群の形成量は 0.1、0.5、1% の各群、また 0.1% 群は

0.5%、1% の各群に比べ、いずれも有意に低値であった。

なお 0.5% と 1% の両群の形成量には有意差は認められ

なかった。
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図 3.　グルコース・アミノ酸低濃度における ATCC35984 株のバイオフィルム形成量

上図：ブドウ糖群間のバイオフィルム形成量（累積）、下図 ：アミノ酸群間のバイオフィルム形成量（累積）

アミノ酸輸液製剤：輸液 A…アミパレン輸液 ®　　　　　　　　　　　　　　　　(n=3）　　*p<0.05
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カテーテル外壁模擬条件では、体液を模擬し血液を添

加した培養液の検討を行った。血球・凝固因子が結果に

与える影響を観察するため、血液成分を全て含む保存血

液、凝固因子を除去した脱線維素血液、血球・凝固因子

を除去した血清、の 3 種を供試した。なお、ヒト血液は

入手困難であったため、代替として動物（ウマ）血液を

供試した。

血清においては濃度が高いほど BF 形成量低下の傾向

を示した。一方、脱線維素血液、保存血液添加条件にお

いては、BF 形成量は測定不能であったことから、曝露

状態の実験的再現は達成できなかった。血液成分の個別

添加は静置下では沈殿が発生したことから、少なくとも

当試験系での生体内模擬は困難であることが考えられ

た。特に血液に含まれるフィブリン等の凝固因子は、カ

テーテル表面上へ付着し BF 形成を促進すると考えられ

４．考　　察

血管内留置カテーテルにおける微生物侵入経路には、

①不適切な挿入部の消毒・カテーテル挿入操作により、

カテーテル経路に侵入 15, 16)、②カテーテルハブ（接続部）

またはカテーテルの直接的な汚染 17, 18)、③他の感染病巣

からの血行性の播種 19)、④不適切な輸液管理による輸液

汚染 20)、の 4 つが考えられている。

本研究では、上記①～④の侵入経路より、BF はカテー

テル外壁、内腔双方に形成しうることを考慮し、血管内

に挿入されたカテーテル外壁及び内腔表面上における体

液、輸液による曝露状態の実験的再現を目指し、それぞ

れ体液および輸液の模擬培養液成分について検討を行っ

た。
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図 4.　各ブドウ糖濃度での培養液中の ATCC35984 株の浮遊菌数（アミノ酸濃度 2%）

アミノ酸輸液製剤：輸液 A…アミパレン輸液 ®　　（平均値 ± 標準偏差 , n=3）　　*p<0.05
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図 5.　各アミノ濃度での培養液中の ATCC35984 株の浮遊菌数（ブドウ糖濃度 5%）

アミノ酸輸液製剤：輸液 A…アミパレン輸液 ®　　（平均値 ± 標準偏差 , n=3）　　*p<0.05
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との関係は 3 株ともほぼ同様の傾向を示した。今回の供

試菌株以外の S. epidermidis 株においても、同様の傾向

を示す可能性が考えられるが、より多くの菌株を用いた

さらなる検証が必要であろう。また、BF 研究で汎用さ

れる ATCC35984 株の BF 形成量は、内腔模擬条件下で

JCM2414 株と同程度、外壁模擬条件下（血清、脱線維

素血液存在下）においては JCM2414 株のほうが高かっ

た。これら結果から、当培養条件において JCM2414 株

は ATCC35984 株と同等以上の BF を形成し、JCM2414

株が BF 研究供試株として追加しえる可能性も示唆され

る。

本研究では培養液組成の検討を主目的としたため、マ

イクロプレートアッセイを使用した静置培養で BF 形成

量を評価した。当方法は、最も汎用されている BF 研究

技術の一つであり、BF 形成に与える因子のスクリーニ

ング等に広く用いられている。多条件を同時に比較しや

すく、手順も簡便であるのがメリットである。その他の

培養評価系として、BF リアクター等の連続培養が挙げ

られる 22)。連続培養は一定の流速で培地を供給すること

で、培養環境を一定にし、また流水による物理的な条件

も検討可能である点で静置培養と異なる 23)。今回の検討

では主に BF の形成量を評価したが、その構造的特徴を

観察することも重要である。近年では、共焦点レーザー

顕微鏡での三次元構造観察が主流となり 24)、連続培養法

を組み合わせ経時的に観察する方法も開発されている。

本研究においても、連続培養法や三次元的構造観察を行

なって、培養液組成と BF 形成との関連をさらに検討す

る必要があると考える。

さらに本研究は、カテーテル内腔および外壁を模擬し

た培養液の組成と、実際に形成された BF 形成量との関

係を、静置培養系を用いて比較する実験系である。しか

し、実使用条件のカテーテル内腔は一定の速度で輸液が

流れ、カテーテル外壁は血液が流れている状況であり、

本研究の実験系では実使用条件を模した実験系には至っ

ていない。それらの模擬には連続的に培養液が供給され

る連続培養による評価がより適している。今回の検討で

得られた知見をもとに、BF リアクター等の連続培養に

より物理的な条件への展開、さらには、カテーテル素材

が BF 形成の 1 つの重要な因子であることも示唆されて

いることから 25-27)、表面素材による影響も検討課題に追

加するべきである。このような検討の蓄積により、実使

ているため 21)、凝固因子を含んだ血液添加条件において

も、BF 形成量評価が可能な試験系の再考が必要である。

カテーテル内腔模擬条件では、輸液成分であるブドウ

糖・アミノ酸を添加した培養液の検討を行った。

ブドウ糖濃度に関しては、中心静脈による栄養投与

（高カロリー輸液）での濃度を考慮し 20% を上限とし、

0 ～ 20% の濃度範囲での BF 形成量を比較した。ブドウ

糖 0 ～ 5% ではいずれも同程度のバイオフィム形成量を

示したが、10% 以上では形成量の低下が見られた。ア

ミノ酸濃度を 2% に固定したブドウ糖濃度 0 ～ 20% の

調製培養液における菌数を測定した結果、0 ～ 5% では

同程度の菌数を示したものの、10% 以上では菌数は有

意に低下した。これは、ブドウ糖高濃度では培養液の浸

透圧が高くなり、S. epidermidis の発育を阻害したもの

と推測される。よってブドウ糖高濃度（10% 以上）に

おける BF 形成量の低下は、S. epidermidis の発育阻害に

伴う低菌数が要因の 1 つであることが示唆された。

アミノ酸濃度に関しては、中心静脈による栄養投与（高

カロリー輸液）での濃度を考慮し 4% を上限とし、0 ～

4%の濃度範囲でのBF形成量を比較した。アミノ酸 0.5%

～ 4% での BF 形成量には大きな違いは見られなかった

が、0.1% では形成量は約半量に低下し、0% においては

BF の形成はほぼ見られず、アミノ酸の濃度低下に伴う

形成量の減少が確認された。また、ブドウ糖濃度を 5％

に固定したアミノ酸濃度 0 ～ 4% の調製培養液における

菌数を測定した結果、0% では有意な菌数低下がみられ

たものの、0.1～4%では同程度の菌数を示したことから、

BF の形成には一定量の菌数が必要と考えられたが、そ

の形成量は、菌数のみならず他の要因も関係していると

考えられた。

アミノ酸添加については 5 種の市販アミノ酸輸液製剤

を用いた。輸液 B,D に比較し、輸液 A,C,E における BF

形成量は高かった。輸液 B,D は輸液 A,C,E よりも pH が

１程度低く、また電解質の陰イオンとして、輸液 B,D

は酢酸イオン、輸液 A,C,E は塩化物イオンがそれぞれ遊

離している。これら液性や電解質成分の違いが供試菌の

BF 形成量に影響していた可能性があり、輸液の種類に

よってカテーテルにおける BF 形成に差異があることが

示唆された。

また、本研究では S. epidermidis 3 株を用い BF 形成量

を比較した。内腔模擬条件において、3 株の形成量は異

なったが、ブドウ糖・アミノ酸の各添加量と BF 形成量
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Background and Introduction. Biofilm(BF) formed by 

infectious bacteria cause catheter-related bloodstream 

infection (CRBSI). This infectious disease is a problem in 

medical setting. BF formed on the surface of the catheter 

prevent the penetration of antibacterial drugs and have a high 

protection against immune system. The treatment of CRBSI is 

therefore difficult. It is important to obtain information on the 

BF formation and to develop methods to effectively prevent 

its formation. 

Several groups reported the methods for assessing the amount 

of BF targeted at the catheter. However, there were few 

reports that accurately simulate the in vivo conditions.

Objective. In the present study, we prepared a series of 

simulated culture media consisting of various components to 

simulate the conditions of the lumen and outer wall surface 

of the vascular catheter and examined the influence of these 

simulated culture media on the amount of BF formed.

Methods. Three strains of Staphylococcus epidermidis 

(ATCC35984, ATCC51625, JCM2414) were used for the 

following experiments. The various simulated culture media 

were added to 96-well plates and bacteria were cultured at 36 

℃ for 72 hours in the wells. The BF was stained by crystal 

violet and the amount was measured at A570. The culture 

media simulating the composition of liquid in contact with 

the vascular catheter lumen and outer wall were used. The 

simulated culture media for the lumen were prepared using 

glucose and five kinds of the commercially available amino 

acid infusion solutions (0-20% glucose and 0-4% total amino 

acid were prepared). We examined the effect of each culture 

medium on the amount of BF and also examined whether 

there is a difference in the BF formation between the five 

kinds of amino acid infusion solutions or S. epidermidis 

strains. In the simulated culture media for the outer wall, horse 

blood (defibrinated blood or serum) was added to RPMI 1640 

medium with a blood concentration of 0-100%, respectively. 

We examined the influence of blood on the BF formation by 

the method described above.

Results. The results on the simulated culture media for the 

catheter lumen showed a tendency that the lower the glucose 

concentration and the higher the amino acid concentration, 

the higher the amount of BF was. The similar levels of BF 

were formed in the culture media with glucose concentrations 

of 0-5%. In the culture media containing 10% or more of 

glucose, the amount of BF decreased. In the culture medium 

with 0% amino acid, the BF formation was undetectable. BF 

formation was detected in the culture medium containing 

0.1% or more of amino acid, and the similar levels of BF 

were formed in the range of 0.5-4%. The amount of BF 

varied depending on the kind of amino acid solution and S. 

epidermidis strains. The results on the simulated culture media 

for the outer wall showed that the higher serum concentration 

and blood concentrations, the lower the amount of BF was. 

Conclusions. We examined the relationship between the 

composition of the simulated culture media for the catheter 

lumen / outer wall and the amount of S. epidermidis BF 

formed. The results on the simulated culture media for the 

catheter lumen suggest that the concentration of glucose or 

amino acid in the infusion solution has an influence on the 

amount of BF. In the experiments of the simulated culture 

media for the catheter outer wall, serum and defibrinated 

blood inhibited BF formation.
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