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寒 天 平 板 拡 散 法 に よ るNalidixicacidの 体 液 中 濃 度 測 定 法

な ら び に 感 受 性 測 定 法

金 沢 裕・倉 又 利 夫

新潟鉄 道病院

(昭 和38年11月25日 受 付)

グラム陰性桿菌に抗菌力を有するNalidixicacidで

あ る"win18,320"1)に 関する臨床検査 としての 体液

中濃度測定法2・4・5)ならびにデ ィスクによる感受 性 測定

法6・7)につ いて検討 したので報告する。

1.薄 層カップ法による体液中濃度測定法

実 験 方 法

検定菌:E.coliNIHJ

培地:MUELLER-・HINTON変 法(感 性 デ ィス ク用培

地)3)pH7.5

実験操作:=検 定菌1白 金耳を1m1の 滅菌 水 に懸 濁

し,そ の菌液を0.2%の 割に培地 に 混和接種し,5ml

宛規格型平板に分注する。平板にカップをたて,標 準,

被検体(pH7.5のBufferで 希釈 またはpH7・5に 修

正)を みたし,4時 間放置後37℃ に培養し,12～16時

間後に阻止円直径を測定する。

実 験 成 績

Fig.1に 示すように阻止円直径 と薬剤 の対数濃度 と

の間にはほぼ直線関係 が成 立 し,最 低Buffer中0.2

μ9加1,血 漿 中1μ9/m1ま で測定可能であつた。

ついで成人に500mg1回 投与して血中,尿 中の生物

学的活性濃度を測定 した。Fig.2に 示すように,血 中濃

度は1,2,4,7時 間値は,2.8,13,9,2.4μ91m1で,

尿 中濃度は4,6,10時 間値は450,200,36μ91m1で.

10時 間における尿中回収率は18%eで あつた。

II、 一濃度定量(MIC-Single)デ ィスク法による

感受性測定法

実 験 材 料

培地:感 性デ ィスク用培地pH7.4な らびに5%血 液

添加同培地

供試菌株 日常検査の対照 となることが多いと考えら

れ る細菌17種,58株 を用いた(Table1)。

接種菌量:私 どもが臨床的接種菌量 と考えている菌量

すなわちコロニー形成の常に早いブ ドウ球菌,腸 内細菌

及びその類似菌は,cm2宛104を やや下まわる程度(1ml
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に1白 金耳を浮游 し,そ の1白 金耳を平板上にお として

ガラス玉法でひろげる)。 コロニー形成度のやや おそい

菌(レ ンサ球菌,肺 炎菌,イ ンフルエンザ菌など)は,

cm2宛105程 度(2白 金耳を1mlに 浮游 し,そ の1

滴(0.03ml)を ガラス玉法で平板にひろげる)。

実験方法ならびに成績

血液添加の影響:5%o血 液添加 に よ るMICの 上昇

(感性の低下)は,平 均1。27程 度で 比較的す くないと

考えられた(Table2)。

MICの 測定:デ ィスク法 と同一接種菌量 に近いよう

に配慮 して,寒 天平板2倍 希釈法を行ない,37℃16時

間簑の肉眼的発育阻止濃度(完 全耐性と完全阻止の中間
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値)を 測定 した。同一菌株について6回 くりかえして行

なつた値の平均をゾ万で除 した数値を,そ の菌の最も僑

頼すべきMICと した。

デ ィスク含有量の検討:200,100,50,30μ9含 有デ

ィスク(直 径8mm)に ついて,MICと 阻止円 の関係

を求めたが,い ずれのデ ィスクも100Ptg/m1程 度 か ら

阻止円を生じ大差はなかつた。これは本剤の溶解度が低

いため と考えられた。尿中濃度の平均値 に近い100μ9/

m1のMICか ら阻止円を生じ,過 剰な含有量でない50

μ9が 適当なデ ィスクの含有量と考え られた(Fig.3)。

阻止円とMICの 関係を示す標準曲線:デ ィスク法と

して1)血 液非添加,5%血 液添加培地使用,標 準接種

菌量,16時 間培養による方法(普 通簡易法)2)高 濃度

(標準量の50～200倍 程度)に 菌 を接種して4時 間以

内,ま たは,3)6時 間以内に阻止円の出現 した 場合の

3つ に分けて阻止円を測定した。4つ の異なる培地ロッ

トを用い,簡 易法は6回,迅 速法は2回 に分けて実験を

くりかえしてえた成績から,1)簡 易 法(Fig.4)2)迅

速5～6時 間,3)迅 速3～4時 間の各々について,MIC

と阻 止円直径の関係を示す標準曲線を調製することが出
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Table21nfiienceof5%humanbloodadded

to``SenstiivityDiscMedium"onthe

minimuminhibitoryconcentratienof

"Win -18,320"bytwo-folddilution

method

RatioofMIC

(withbloodwithoutblood)No・.fst「a'ns

　

40

241

・52黛 灘 留
1/27

1/40

Tota1… …100

Table3Rangeofdeviati◎nfromthestandard

curvebytheMIC-singlediscmethod

of"Win-18,320"

Ra鷲

g騨C… 一 ・・ 一 ・ 一 …

N繍
nlぎa・236639
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Table4RangeofMICvaluesgbtainedbythe

2-foldagardilutionmethodof`fWin

-18,320"

Testorganism:E.coliNIHJ

MICNo.ofdataRejeci◎n・1imit

(μg/m1)obtained(α=O.05)

1.5682
.8～0.29μg/τn10

,788(3
.1～O.33)*0

.394

*Wheresamplemeanistakenas1 .0

来 た(Fig.5)。

測 定 法 な らび に 実 験 誤 差 に つ い て

これ らの標 進 曲線 を 利 用 して そ れ ぞれ の 方 法 でMIC

を 推 定 し・ また 迅 速 法 で 感 受 性 を ス ク リー ニ ング す る こ

とが 出来 る わ けで あ る。

9)い で 本法 の実 験 誤 差 を 推 定 す るた め に,普 通 簡 易 法

で え られ たす べ て の 測定 値 の存 在 範 囲 を,標 準 曲線 か ら

のへ だ た りで 棄 却 限 界 の式(α=O・05)を 適 用 して 算 撮

した 。MICの100～10～1～o.1μ9/m1に 相 当 す る範 囲

に区 分 して計 算す る と,そ れ ぞ れ2.5～O.4,2.9～0.34,

2・9～0・34と な つ た(Table3)。 一 方2倍 希 釈 法 に よ る

E.coliNIHJ株 のMICの 存在範囲を同様棄却限界の中

で表わして3.1～0。33の 成績がえられた(Table4)。

Disc法 評価の基準となるMICは 必然的 に 希釈法の

実験誤差を含んでいることなどを考慮すれば,本 デ ィス

ク法は2倍 希釈法に近い精度でMICを 推定できるもの

と思われた。すなわち本剤は培地中で拡散がよいので,

M1C-Singleデ ィスク法に適する薬剤の1っ と考えられ

た。

なお本ディスクは乾燥剤添加,室 温放置で4カ 月間力

価の減弱のないことがたしかめ られている。

III.結 語

1)Win18,320の 体 液中濃度測定法 としてE.coli

NI瑚 を検定菌 とする薄層カップ法が適用された。

2)本 剤は内服で充分な血中濃度を示し,ま た尿中に

も高濃度に排泄されることがたしかめ られた。

3)デ ィスク法による感受性測定法として,一 濃度定

量法が適用されることがた しかめ られた。迅速法をふ く

めて本法実施時の実験条件ならびに実験誤差について検

討 した。
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