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微量全血を用 いる濾 紙法に よる抗生剤濃度測定 法に関す る検討

新潟鉄道病院　内 科　金 沢 裕

〃　 薬剤科　倉 又 利 夫

(昭和45年10月21日 受付)

われわれ1～11)は1950年 来,低 濃度測定可能な薄層平

板による体液中濃度測定法として,お もにカップ法,一

部には変法としての〓紙法10)をも加えてたびたび報告し

て来た。〓紙法の長所は新井 ら12),三 方 ら13),藤 井 ら14),

OKADA19)ら の報告にもみ られるように,微 量で充分施

行しうるのが特徴であるとされ て い る。 しかしわれわ

れ10)の検討ではカップ法でも0.03ml程 度 の微量サン

プルで,〓 紙法とほぼ同様な鋭敏度で測定しうることを

たしかめた。したがつて〓紙法の特微の1つ はベッドサ

イドで微量血液を吸着して,被 検サンプルを簡易に調製

することにあると考えられる。 しかし本法は施行上の簡

易さはあるが,標 準サ ンプルの調製などになお未解決の

点があると考えられるので,こ れ らの点を含めて,本 法

の実験条件に検討を加えた。

実験材料ならびに実験方法

検定菌:お もにB. subtilis PCI 219の108/ml程 度に

芽胞を有する菌液を用いた。

培地:MUELLER-HINTON変 法培地(感 性ディスク用

培地,pH 7.4:ニ ッサン)を 用 いた。ただ しTetra-

cycline (TC), Penicillin (PC)類 はpHを6.5に,

Erythromycin (EM), Streptomycin (SM), Kanamycin 

(KM), Kanendomycin (KDM)で はpH 7.8に 調製 し

た。

円形〓紙:東 洋源紙No. 26,直 径8mmの 円形〓紙

(paper disc)を 用いた。

検定平板作製:検 定菌を溶解培地に1%に 加 えて混

和し,5mlず つ規格型ペ トリー皿に分注し,水 平 に固

めた。

培養:つ いで標準および被検デ ィスクを お い て冷所

(2～10℃)に 放置(6時 間)し,37℃ で12～16時 間培

養した。

濃度測定:出 現した阻止円直径を直角2方 向から測定

し,そ の平均値を求めた。半対数方眼紙上に標準ディス

クの測定値の座標をとり,標 準曲線を画き,そ の上に被

検体デ ィスクの阻止円の大いさに相当する濃度を求めて

被検体濃度とする。

実 験 成 績

抗血液凝固剤としてのヘパリンの検定菌発育に及ぼす

影響:標 準サンプルとして全血使用の際に用いる抗血液

凝固剤としてのヘパ リンが,検 定菌に発育阻止作用を呈

しては不都合と考えられるので,こ の点の検討を加えた。

抗生剤の検定菌 として代表的 なStaph. aureus ATCC

6538 P, E. coli NIHJ, B. snbtilis ATCC 6633に つ い

て,そ の接種平板上に,2倍 希釈段階濃度のヘパ リン溶

液に浸 したデ ィスクをおいて,そ の発育阻止円の出現の

有無を検 した。その結果はTable 1に 示 すように,抗

凝固剤として使用される20 u/ml以 下 の濃度では,い

ずれの検定菌にも発育阻止作用を呈せず,し たがつて充

分使用しえられることがたしかめられた。

サンプル液量の阻止円直径に及ぼす影響:Paper disc

に添 加させるサ ンプル液量の阻止円直径に及ぼす影響を

EMに ついて検討 した。Fig. 1に 示 すように,サ ンプル

液量の多いほど阻止円の増大する傾向が明らか で あつ

た。 したがつて被検サ ンプル量は一定にする必要がある

と考えられた。

Table 1. Inhibitory effect of heparin on the growth 

of three test organisms 

Growth: +

No growth: -

Fig. 1 Effect of amount saturated in 
paper disc on the diameters of 
inhibition zones 
Paper disc: 8mm in diameter 
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サンプル調製手技の検討:被 検サンプル含有デ ィスク

をなるべ く同一量をもつて能率的に調製する意味で,つ

ぎの方式を採用 した。すなわちpaper discを 検体に充

分接触させ全面にゆきわたるのをみ とどけ,

直 ちにその接触側の余分の液を軽 く〓紙で

ぬ ぐいさり,被 検デ ィスクとすることにし

た。この際の 吸 水 量 は0.027±0.006ml

(棄却 限界 α=0.01)で あつた。

サンプルの阻止円直径に及ぼす影響:被

検サンプルとして各種pHのphosphate

buffer,ヘ パ リン加全血,血 清の阻止円直

径に及ぼす影響を観察 した。Fig. 2に 示 す

ようにEM, SM, TCで はpHの 影 響 を,

SMで は血清,全 血の影響が明らかにみと

められた。

ヘパリン加全血の影響:前 項の実験から

標準および被検サ ンプルをなるべ く同一条

件にすることが必要と考えられた。そこで

標準検体調製のためのヘパリン加全血の使

用の可否について検討 した。すなわちFig.

3に 示す ような各種保存条件のヘパリン加

全血および,採 血直後のヘパ リン非添加全

血に薬剤を添加 して,そ の各々 につ い て

paper disc法 を行ない,阻 止円直径の差異

を検討 した。Fig. 3に 示 すようにEM,TC,

PC,SMで は これら検体の差による影響は

ほ とんどみ られなかつた。 したがつてヘパ

リン加全血が標準サンプルとして用いえら

れると考えられた。

Paper discの 吸収全血量についての検討:前 述のよ

うにpaper discの 一端を全血 にふれ,血 液が全disc

に しみわたるのを見 とどけて,直 ちに血液との接触部を

吸水紙に軽 くふれて,余 分の血液をとり去るとい うよう

に手技を一一定に した場合の吸収血液量の変動は,直 径8

mmのpaper disc 20枚 の成績から求めた ところ37.65

±2.34mgの 成 績がえられた(Table 2)。 さ らに保存

による乾燥を考慮 して通風下で充分乾燥 した場合の同一

被検体の価は24.10±1.91mgで あつた。

保存乾燥による吸水量の変動と培養前放置時間との関

係:つ ぎに本法の問題点の1つ と考えられるサ ンプル添

加discの 調製から,測 定操作までの間に乾燥に よる吸

水量の変動の影響を,培 養前放置時間との関連で検討 し

た。その結果はFig. 4に 示 す よ うにEM, Chloram- 

phenicol (CP), KDM, TCの いずれにおいても,6時 間以

上前放置を行なえば,調 製直後のディスクと乾燥ディス

クの間には差のみられないことが判明した。しかし一方

さらに培養前放置時間を長くすると,Fig. 5に 示 すよう

にCP,PCな どでは,培 養前放置時間が12～20時 間程

度に長 くなると,低 濃度のほ うではむしろ阻止円の縮小

Fig. 2 Effect of various samples to he tested on 
the diameters of inhibit/op zones 

Fig. 3 Effect of various conditions preparing paper discs impregnated with 
whole blood on the diameters of inhibition zones 

Disc sample tested 
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がみられた。したがつて標準曲線の直線性が失なわれ測

定精度の劣る傾向が想像された。したがつて培養前放置

時間は6～12時 間程度が適当と考えられた。

本法の測定精度についての検討:つ ぎにご本法の測定精

度について検討 した。Table 3にご示すような薬剤につい

て梅沢ら15)がcup法 について行なつた方式にならつて,

2倍 希釈,4段 階濃度で行なつた阻止円直

径から,高 低濃度を標準,中 濃度を被検

体 として求めた被検体濃度の変動の幅を算

出した。その成績 はTable 3に 示 すよう

に3枚 の平均 では,最 大146～74%か ら

最小118～86%程 度 であつた。

薬剤濃度と阻止円直径の関係:Fig.6に ご

示すようにEM, CP, KDM, TCで はいずれ

も6～12時 間前放置後培養の実験 条件 下

では,全 血含有薬剤濃度 と阻止円直径の間

にはほぼ直線関係が成立することがたしか

められた。

抗生剤服用後の測定成績:実 際にご抗生剤

としてCP(CPパ ル ミテー ト散)を 内服 し

た場合の血中濃度を,上 述の全血法と血漿

にこついて同時に測定 した(た だ し本実験に

は検定菌 としてSh. flex. 3 a 5184を 用

いた)。Table 4に 示 すように,同 一検体に

ついての全血disc法 と,血 漿カップ法と

の測定値は極めて接近 した成績を示 した。

考 察

微量の検体でしかも血清分離な どの操作

を必要 とせず,ベ ッドサイドで被検サンプ

ルの調製できる濃度測定法として,微 量全

血を用いる〓紙法に検討を加えた。すでに

〓紙法では被検液量が阻止円直径にご影響す

ることは,三 方13),藤 井 ら14)により報告さ

れているが,わ れわれも全血使用時にも同

一の傾向があることを知つた。 したがつて

paper disc吸 収のサンプルは標準,検 体ともにな るべ

く同一量にする注意が重要と考えられた。 したがつて ミ

クロピペットを用いて(た とえば直径8mmのpaper

discに0.03mlを 吸収させるなど)吸 収全血量を正確

に調製するか,ま たは手技を統一 して(た とえばpaper

discの 一端を全血にふれ,血 液が全discに しみわたる

Table 2. Fluctuation of weight of paper discs saturated with whole blood under the 

regulated procedure 

Paper disc used : 8 mm in diameter 

* dried for 1hr . in ventilation after saturation 

Fig. 4 Effect of drying paper disc and prediffusion on the 
diameters of inhibition zones in the thin-agar paper. disc method 
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のを見 とどけて,直 ちに吸水紙に軽 くふれて余分の血液

をとり去るな ど)の いずれかで行な うのが合理的であろ

う。 とくに後者の方法は実際上便利 と考えられるが,そ

の際の血液吸着disc重 量 の変動を求めたところ上記の

ように37.65±2.34mg(調 製 直後),24.10±1.91mg

(乾燥時)で あつた。いずれ も変動係数が10%以 下 であ

るので,幾 何学的数値の変動から求める血中濃度の測定

には充分使用 しうると考えられた。

Table 3. Fluctuation of concentration values assayed by the whole blood paper disc method 

Agents and concentrations tested 

＋ A: Concentration assayed, M1 as the test and H, M2 as the standard 

〓 B: 〃 M2 " M1, L 〃 

Probable maximum range of deviation (σ) was obtained from the formula 

Maximum range of fluctuation (Sample mean is taken as 100%) 

where, S: sample standard deviation N: number of plate used F: variance ratio 

Table 4. Comparison between measured values of microbiologically active levels (μg/ml) 

obtained by the whole-blood disc-plate method and those by the plasma cylinder- 

plate method after chloramphenicol palmitate powder administration 
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カップ法では被検サンプルのpHま たはbuffer,血

清な どの差により阻止円直径に差のみられることが知ら

れているが,今 回の実験でもpaper disc法 でも同様の

傾向がみられた。 したがつて全血 と同一条件に近いもの

としてヘパ リン加全血をとりあげて標準液として使用 し

うるかについて検討 した。異なる個体(健 康者)か らの

採血および異なる保存法(2日 以内)に よるヘパ リン非

添加血液の間にはEM, TC, PC, SMな どについては差異

がみられなかつた。 したがつてヘパリン加全血を標準サ

ンプルとして用いるのが適当と考えられた。保存により

血液のpHの 変動があると考えられるが,全 血 である

ので,そ の変動が血清のみの場合よりすくな く,ま た微

量であるので,そ の各々のpHの わずかの差 は 培 地 の

pH緩 衝作用でほ とんど差を生 じなくなるものと推定さ

れた。

また本法の問題点の1つ と考えられるサ ンプルの保存

乾燥による影響は培養前6時 間以上放置すると,調 製直

後サンプルとの間に差がみられなくなることがた しかめ

られた。これは前放置の間にpaper discが 培地から水

分を吸収 し,調 製直後とほぼ同一条件に復元するためと

推定された。 しかし,いつぼ う培養前放置時間を12～20

時間 と長 くすると,CP, PCな ど拡散のよい抗 生剤では

低濃度のほ うでの阻止円の縮小がみられ,む しろ測定感

度の低下がみられた。 これはdisc法 ではcup法 と異

なりサンプルの量がす くないので,薬 剤濃度の低い場合

は長時間では拡散に よるdisc内 薬剤濃度の低下が生ず

るため と考えられた。 したがつてとくに拡散

の悪い薬剤以外では培養前放置時間は6～12

時間程度が適当であろ う。

さらに測定精度1こついて検討 したが,1枚

の平板では193～60%(最 大)か ら122～74

%(最 小),3枚 の平板 では146～74%(最

大)か ら118～86%(最 小)で あ り,体 液中

濃度測定におけるcup法 の本 全血disc法

の測定精度にある程度近いと考えられ,実 用

性が充分 うかがわれた。また全血中薬剤濃度

と阻止円の関係についてはCP, KDM, PC, TC

な ど,今 回検 した範囲では直線関係にあ り,

したがつて普通カップ法などの寒天拡散法の

検定方式で濃度の測定が可能と考えられた。

実際に1例 として本法でCP内 服後の血中濃

度を測定 したが,血 漿中濃度とほぼ一致する

値を示 した。 しか し薬剤の種類によりそれぞ

れ特異な傾向を示す可能性がある と考 え ら

れ,今 後この点にご検討を加える予定である。

結 語

微量の検体で しかもベ ッドサイ ドで測定サンプルを調

製 しうる抗生剤血中濃度測定法 としての全血を用いる〓

紙円板薄層平板法(Filter paper disc thinlayer method)

に検討を加えた。

1)　 〓紙に吸着させる全血量は阻止円直径にご影響する

ので一定にする必要があつた。

2)被 検体と して各種 のpHのphosphate buffer,

全血,血 清を 用 い る とEM, SM, TCで はphosphate

bufferの,SMで は血清,全 血のそれぞれ の差 に よる

影響が明らかにみとめられた。 したがつて被検標準 とも

なるべ く同一条件に調製する必要があつた。

3)各 種保存条件のヘパ リン加全血および採血直後の

全血(ヘ パ リン非添加)の 本法測定値に及ぼす影響を観

察 した。EM, TC, PC, SMで はこれ ら検体の差にごよる影

響はほとんどみられなかつた。 したがつてヘパ リン加全

Fig. 5 Effect of prediffusion time on the dose-response curve 

in the thin agar paper disc methqd. Prediffusion time at 4℃ 

Fig. 6 Relation between drug concentrations in whole blood and diameters of 
inhibition zones in the paper disc method 
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血を標準サ ンプル として用いられると考えられた。

4)　 デ ィスク吸収全血量をなるべく同一に す るた め

に,discの 一端を全血にふれ血液が全discに しみわた

るのをまつて,吸 水紙に軽 くふれて余分の血液をとり去

るとい うよう調製法を統一 した。この際 のpaperdisc

(直径8mm)の 重量は37.65±2.34mg(吸 血直後),

24.10±1.91mg(乾 燥 後)で,い ず れ も変動係数10%

以下であつた。

5)　 培養前放置時間を6時 間以上 とすると,調 製直後

のdiscと 乾燥discの 間に阻止円の差はみられな くな

つた。 しか し培養前放置時間を12時 間以上にすると,

CP,PCな どでは低濃度discで はむ しろ阻止円縮小がみ

られた。 したがつてとくに拡散の低い薬剤以外では6～

12時 間 の前放置が適当と考えられた。

6)　 本法の測定精度 と しての実験 誤差 をTC, PC,

KDMに ついて検討 して,1枚 の平板使用 では193～60

%の 範 囲から133～78%以 内の範囲,3枚 の平板では

146～74%以 内から118～86%以 内 との成績が え られ

た。

7)　 B. subtilis PCI 219を 用いる薄層平板法を用いて

上述の方法を行ない,KM, TC, PC-G, CPでcup法 と同

様に全血中薬剤の対数濃度 と阻止円直径の間に直線関係

が成立することがたしかめられた。

8)　 実際にCP内 服後の血中濃度を本法で充分測定す

ることができた。

本研究に種々助言を頂いた昭和医大婦人科 張博士に

厚 く感謝の意を表す。

本論文の要旨は第17回 日本化学療法学会総会(昭 和

44年4月 於大阪)な らびに第16回 日本化学療法学会東

日本支部総会(昭 和44年11、 月於東京)で 報告 した。
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MICROASSAY METHOD FOR ANTIBIOTIC 

CONCENTRATIONS IN WHOLE BLOOD BY THE USE OF PAPER DISCS 

YUTAKA KANAZAWA & TOSHIO KURAMATA* 

Department of Internal Medicine and Department of Pharmacy*, 

Niigata Railway Hospital 

A paper disc thin-layer plate microassay method for determination of antibiotic concentrations in 

the body fluid, using minute amounts of test sample preparable for the assay at bedside, was evalua- 

ted as to its usefulness and reproducibility of the results thereof. 

1) It was found essential to allow blood samples be absorbed in constantly the same quantities by 

assay discs, since the diameters of inhibition zones produced were affected by the amount of a blood 

sample with which the filter paper discs were impregnated. 

2) When phosphate buffers at various pH, a serum and a whole blood were used in the reference 

assay series, it was found that the results of assay for erythromycin and streptomycin were influenced 

by the pH of phosphate buffer, and the results of assay for streptomycin by the serum and whole 

blood. It followed that it was important to use the same ones as the reference samples as much as 

practicable. 

3) Effect of various preserving conditions on the results of assay with heparinized whole blood 

samples and with (non-heparinized) whole blood samples obtained immediately prior to assay was 

studied. We observed practically no influence due to the sample difference upon the assay results 

for erythromycin, tetracycline, benzyl-penicillin and streptomycin. The findings indicated practicability 

of the use of heparinized whole blood as the standard sample. 

4) With a view to equalization of the amounts of whole blood samples with which filter paper discs 

saturated, the technique for preparation of saturated assay discs was standardized as follows: Allow 

one end of a disc to touch the whole blood sample and wait until the whole blood soak into entire 

disc; then remove excess blood from the disc with a blotting paper pressed lightly on it; and use it 

in the assay. The amount of whole blood absorbed by the disc (8mm in diam.) was 37.65•}2.34mg 

on the average immediately after the saturation and was 24.10•}1.19mg after drying. In either case 

the coefficient of variation was not more than 10%. 

5) The difference in whole blood content between the moist disc (immediately after saturation)and 

dried disc did affect the diameters of inhibition zones but it was found to be abolished when the discs 

were allowed for prediffusion for not less than six hours before incubation. However, when allowed 

for prediffusion for more than twelve hours, discs impregnated with low concentrations of chloram- 

phenicol or benzyl-penicillin showed some reduction in the diameter of inhibition zones. Consequently, 

it was considered advisable to perform prediffusion for six to twelve hours, unless the chemotherapeu- 

tics to be assayed for were particularly poorly diffusible. 

6) To assess the assay method as to its accuracy, ranges of experimental errors in tetracycline, 

benzyl-penicillin, and kanendomycin assays were determined. As a result, it was found that the range 

of experimental error was 78-133% (minimum) to 60-193% (maximum) when single assay plates were 

employed, and 86-118% (min.) to 75-146% (max.) when assays were carried out in triplicate, respe- 

ctively. 

7) The subject paper disc technique was applied to the thin-layer plate method using spores of B. 

subtilis PCI 219 as test organism. As a result, a linear relationship was confirmed to exist between 

the logarithmic value of drug concentration in whole blood sample and the diameter of inhibition zones 

in cases of assay with kanamycin, tetracycline, erythromycin, and chloramphenicol. 

8) In practice, levels of the active concentration of chloramphenicol in whole blood were determined 

by the said assay method with reasonable accuracy in individuals receiving the agent by oral route. 


