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感受性 デ ィス ク法)な らびに臨床 的検討
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(昭和47年10月2日 受付)

Cefazolin(CEZ)は 藤 沢 薬 品1工 業 株 式 会 社 中 央 研 究

所1,2)で 開 発 さ れ た 新CephalosporinC誘 導 体 で,

Cephalosporium aoremoniumが 生 産 す るCephalosporin

Cか らえ られ る7-aminocephalosporanic acidの7位

にtetrazolylacetylの 側 鎖 を,3位 に は5-methyl-

thiacliazolyl-thiomethyl基 を 誘 入 され た,Fig.1の よ う

な構 造 式 を 有 す る新 規 化 合 物 で あ る。 今 回 私 ど も は本 剤

に つ い て の 基 礎 的 検 討 と して の 体 液 中 濃 度,in vitro抗

菌 力,デ ィス クに よ る感 受 性 測 定 な どに つ い て 検 討 し,臨

床 的 治 療 効 果 に つ い て も多 少 の経 験 を え た の で報 告 す る。

薄層平板拡散法による体液中濃度測定法ならびに測定

成績

CEZの 体液中濃度測定法として,私 ども3,4)がさきに

多 くの化学療療法剤について試みた薄層平板拡散法を検討

した。

実 験 方 法

検定菌:B. subtilis PCI 219株 芽胞を108/mlに 含 有

するように調製して用いた。

培地:感 性デ ィスク用培地(MUELLER-HINTON変 法

培地)使 用時pH 6.5に 修正。

検定平板作製:溶 解して50QC前 後に保つた上記寒天

培地に検定菌浮遊液を1%に 加えて混和し,水 平におか

れた底の平らな規格型ペ トリ皿に5m1ず つ 分注す る。

標準ならびに被検体の調製:血 清はpH6.5のM/15

リン酸bufferで2倍 に希釈,尿 は50倍 に 希釈して測

定サンプルとした。標準サンプルとしては,血 清の場合

は化学療法剤の投与をうけていない人の血清(血 漿)で

検体と同様,bufferの2倍 希釈液に,尿 の場合はbuffer

にそ れ ぞれ20,5,125,0.312,0.078,0.012μg/ml

の4倍 希釈系列を作製して用いた。

平板作製ならびに培養:寒 天 平板上にcupを 立て,

標 準ならびに被検体を満た し(一部には直径8mmの ペ

ーパーデ ィスクにサンプルを含ませて,余 分の水分をの

ぞいて培地上においた),冷 所に4時 間放置した の ち,

37℃ に12～16時 間程度培養した。

濃度測定:現 われた阻止円直径を直角2方 向から0.5

mmま で測定し,そ の平均値を求めた。半対数方眼紙上

に標準サ ンプルの測定値の座標をとり,標 準 曲線 を画

き,そ の上に被検体の阻止円の大いさに相当する濃度を

求めて被検体濃度 とした。

実 験 成 績

薬剤濃度と阻止円の関係:Fig.2に 示 すように,buffer

希釈血清中お よびbuffer中 の含有薬剤の対数濃度と阻

止円直径の間には,ほ ぼ直線関係が成立することがみら

れた。最低測定可能下 限 はpH 6.5bufferで は0.019

μg/ml,2倍 希釈血清では0.078μg/ml程 度 であつた。

デ ィスク法でもFig.3に 示すように薬剤の対数濃度 と

阻止円直径の間に,直 線関係が成立したが,そ の測定下

限は2倍 希釈血 清では0.31μg/ml,pH 6.5bufferで

は0.078μg/mlで,cup法 に比 し感度が低い傾 向がみ

られた。

Fig. 1 Cefazolin (CEZ)

Fig. 2 Relation between concentration of cefazolin 

and diameter of inhibition zone in the thin-

layer cylinder-plate method
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薬剤投与後の血中濃度:成 人3名 につ い てCEZ 500

mgを 筋注し,血 中(血 清)濃 度を上記の方法で測定し

た。その成績はFig.4に 示すようで1～2時 間に20～

26μg/ml程 度のピークを示 し,8時 間 にわた り0.52～

4.4μg/m1以 上 の有効濃度が測定された。

尿中濃度:成 人に500mg筋 注 した場合の尿中濃度は

Fig.5に 示すように最高380～1,200μg/mlに 達 し,12

～16時 間 にわた り20～100μg/ml程 度の有効濃度を示

し,16時 間の尿中回収率は48～68%で あつた。

胆汁中濃度:CEZ500mg筋 注後の胆汁中濃度を,胆

汁痩採取4ケ ース,十 二指腸 ゾンデ採取1ケ ース,摘 出

胆 ノウ1ケ ース(経 口胆 ノウ造影陽性)に ついて測定し

た。濃度ピークは2～5時 間 で2.7～20μg/ml程 度で

あ り,胆 汁中にも充分な有効濃度が移行す ることが証明

された(Fig.6)。

腎不全時の測定成績:つ ぎに慢性腎不全患者2名 につ

いて,500mg筋 注後の血中濃度を測定した。その成績

はFig.7に 示すように,6時 間後もなお13～14μg/ml

の高濃度の持続がみとめられた。尿中濃度を うち1名 に

ついて測定したが,Fig.8に 示すように12～16時 間の

尿中濃度は36μg/mlで 低 く,16時 間 の回収率は30%

であつた。すなわち健康人に比し,尿 排泄率が低下する

Fig. 3 Relation between concentration of cefazolin 

and diameter of inhibition zone in the thin-

layer disc-plate method 

Disc used : 8 mm in diameter 

Fig. 4 Serum levels following single intramuscular 

administration of 500 mg cefazolin in 3 adults

Fig. 5 Urinary levels and urinary recovery follow-

ing single intramuscular administration of 

500 mg cefazolin in 3 adults

Fig. 6 Microbiologically active levels in bile follow-

ing single intramuscular administration of 

500 mg cefazolin
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ので血中濃度持続が長 く,そ の尿中回収率が初期では低

い傾向が明らかであつた。

Invitro抗 菌力

実 験 方 法

培地:MUELLER-HINTON変 法(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 常臨床検査の対象となることの多いと考

えられるFig.9の20種113株 について行なつた。

実験操作:私 ども9)が臨床的接種菌量 と考 え て い る

cm2当 り103～105程 度 に菌を接種し,寒 天平板2倍 希

釈法を行ない,16時 間後に肉眼的に菌 発 育を観察し,

MICを 測定した。本実験はデ ィスク法にお ける標準曲

線調製の基礎的検討も兼ねているので,2倍 希釈法の濃

度差により,ま た不連続性によ り生ずる測定値の変動を

ある程度小さ くするため,6回 くりかえして行なつた値

の幾何平均を～/万で除して,そ の数値をその菌に対する

もつとも信頼すベ きMICと した。

実験成績:Staphylococcus (Methicillin耐 性1株 を除

く),α-Streptococms,β-Streptococms, Pmumocooms,

Corynebaoterium diphtheriae, Neisseria gonorrhoeae,

Neisseria meningitidisはMIC 1μg/ml以 下の極めて

高い感受性 を,Hemophilus injluenzm, E. coli,Kleb-

sielza, shigella, SalmonellaはMIC4μg/ml以 下 の

かな りの感 受 性 を 示 したQい つぼ う,Entemoms,

Pmteus-Pmidemeの 多 くはMIC 17μg/ml以 上 で感

受性が低 く,PseudomonasはMIC 142μg/ml以 上 の

耐性値を示 した。

血液添加の影響:Table 1に 示すような菌株 を 用 い

て,メ ン羊血液を5%添 加,非 添加の際のMIC値 の変

動を検 し,5%血 液添加で平均1.01程 度 のMIC値 に

変動 しかみられなかつた。,したがつて5%血 液添加の影

響は必ず しも著しくないと考えられた。

感受性ディスク法に関する検討

私 どもは臨床検査としてのデ ィスク法,と くに1濃 度

法を取 りあげ,多 くの薬剤についてその適用 しうること

を証明して来たが,今 回は本剤について検討を加えた。

デ ィスク法の実施:内 径90mmの 規格型プラスチヅ

クシャーレに,感 性デ ィスク用培地(MUELLER-HINTON

変法)を20m1ず つ 分注して 水平に固めた。供試菌 コ

ロニー1～2白 金耳程度を1mlの 滅'菌水またはBroth

に懸濁 し,ブ ドウ球菌,腸 内細菌のばあいはその1白 金

耳を淋菌,ヘ モフィルス,レ ンサ球菌,肺 炎球菌などは

その1滴(0.03ml程 度)を1枚 の寒天平板上におとし,

20コ 程度の小ガラス玉を入れ,ゆ り動か して均等に拡げ

る。 このさいの接種菌量は前者ではcm2当 り103～104

程度,後 者では104～105程 度が確かめられている。

培養:デ ィスクをおいて直ちに培養し,16時 問後(簡

Fig. 7 Serum levels following single intra-

muscular administration of 500 mg 

cefazolin in 2 cases of renal failure

Fig. 8 Urinary levels and urinary reco-

very following single intramuscular 

administration of 500 mg cefazolin in 

a case of renal failure

Table 1 . Cefazolin 
Influence of adding 5 % sheep blood to the test medium 

on the MIC values by the 2 -fold agar dilution method. 
Medium used : Modified MUELLER- HINTON 

(Sensitivity disc) agar pH 7.4 
Bacterial strains employed : A total numbar of 72 strains 

(Staphylococcus 43, E coli 10, Klebsiella .6 , Salmonella 
4 , Shigella 5 , Enterococcus 4)
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易普通法),な らびに24時 間後(遅 延法)に 判定した。

さらに,寒 天平板cm2当 り106～107程 度に濃厚 に菌

を接種 して4時 間後,6時 間後に判定した(迅 速法)。

デ ィスク薬剤含有量:CEZの 臨 床 的耐性下限として

250mg1日2回 投与時の尿中濃度の下限にあた る100

～50μ9/m1程 度のMICの 菌に対し,阻 止円を生 ず る

のが適当と考 えられ た。20,30,50μgCEZ含 有デ ィ

スク(直 径8mm)の 阻止円出現の境界濃度を検討し,

30μgのCEZ含 有デ ィス クがこの目的にかな うという

成績が予備実験でえられたので,以 下30μg含 有 デ ィ

スクを用いることにした。

阻止円の計測:上 述のそれぞれの方法によつて現われ

た阻止円の直径を直角2方 向から計測 し,平 均値を求め

た。また迅速法では4時 間以内に肉眼的に充分な阻止円

の現われた場合 と,6時 間以内の場合の2つ のグループ

に分けて阻止円の直径を計測 した。

標準曲線の調製:普 通法は6回,迅 速法は2回 に分け

て実施し,そ れぞれの菌株の阻止円の直径の平均値を求

めた。ついで片対数方眼紙上に阻止円の直径を整数 目盛

で,MICを 対数 目盛にとり,Cephalosporinase産 生 ブ

ドウ球菌および,そ れ以外の細菌に分けて,各 々の実験

条件の下でMICと 阻 止円直径の関係 を 示 す 標準曲線

(回帰曲線)を 求めた(Fig.10),(Table 2)。

感受性測定法:普 通法(1)16時 間培養で測定に充分

な阻止円が出現した場合(簡 易法),(2)16時 間 で充分

な阻止円が出現せず,24時 間 で出現 した場合は遅延 法

の曲線を用いて,MICを 推定できるわけで あ る。一般

にCephalosPorinase非 産生菌ではCEZの 溶菌作用の

ために,阻 止円が拡大 し,い つぼ う,Cephalosporinase

産生菌では阻止円が不整とな り,縮 小する傾向があるの

で,計 測に充分な阻止円が現われた場合 に は,16時 間

以内に測定を完了する注意が必要であろう。,

迅 速に感受性を知るために0.1mlの 滅菌水に2白 金

耳程度に菌を濃厚に浮遊 し,濃 厚菌液をつ くり,そ の1

滴 を平板上にガラス玉法で接 種して37℃,4時 間以内

に阻止円の出現 した場合には,迅 速3～4時 間の曲線で,

5～6時 間で阻止円の出現した場合には,迅 速5～6時 間

法の曲線で感受性をスクリーニングすることができるわ

けである。また,被 検体(膿,尿 など)を 直接接種 した

平板にデ ィスクをおいて感受性試験を行 な うPrimary

culture sensitivitydisc法 のさいは,接 種 菌量を規定

することが時に困難なことがあるので,測 定に充分な阻

止円の出現 した時間に応 じて,3～4時 間迅速法,5～6

時間迅速法,簡 易法(16時 間培養),遅 延 法(24時 間培

養)の いずれかを適用 して感受性を推定することが可能

であろう。

実験誤差について:本 デ ィスク法の実験誤差を検討す

るために,簡 易法について行なつたすべての成績の標準

曲線からのへだた りの存在範囲を棄 却 限 界 の式(α=

0.05)を 適用 して計算し,Table 2の 値 がえられた。い.

Fig. 9 Microorganisms employed for constructing regression lines and their sensitivities to cefazolin 

expressed in terms of MIC 

MIC was obtained by the 2-fold agar dilution method after 16 hours incubation.
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つぼ う,参 考としての寒天平板2倍 希釈法の実験誤差を

検討する意味で,す ベ て の寒天平板2倍 希釈法による

MIC値 を同一菌株 につ いて6回 ずつ行ない,そ の各菌

株 ごとの成績を 総 合して,MIC値 の存在

範囲の棄却限界の幅 を 求 め,Table 3の

成績がえられた。

両者は実験条件がすベて同一ではな く,

またデ ィスク法評価の基準となるMIC値

が寒天平板2倍 希釈法の実験誤差を必然的

に含んでいるので,厳 密な比較はやや困難

と思われるが測定値の存在範囲の幅か ら推

定すると,本 デ ィスク法の精度は,寒 天平

板2倍 希釈法のそれには劣るが,あ る程度

近 く,臨 床的感受性測定法としては充分用

いられると推定された。

黄色ブ ドウ球菌による被不活化性の

検討

臨床分離のStaph. aureus35株 について

著者8)の さきに報告したDiscを 用 いる簡易測定法を用

い,CEZ不 活 化性を検討 した。その成績はTable 4に

示す ようで,そ の被不活化性は,PC-G,CERよ りは弱

Fig. 10 Standard curves representing the relationship between the size of inhibition zone and MIC 

Disc 8 mm in diameter water absorption 0. 027•}0. 004

Table 2 . Statistical analysis of the relationship between MICs of cefazolin, and diameters 
of inhibition zones

Table 3 . Range of MIC values obtained by the 2 -—fold agar 
dilution method

※ Where sample mean is taken as 1.0,

rejection limit : •} St 0.05
√n+1/n
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いが,CEXよ り強い傾向がみられた。

臨床使用成績

つぎに臨床的に1例 の肺炎球菌性の気管支性肺炎に使

用 したので,そ の経過の概要を示す(Fig.11,12)。

症 例:気 管支性肺炎(肺 炎球菌性),整 形 外科に腰痛

で入院中の49才 の男子。突然発熱38.8℃,膿 性喀疾排出

あ り,白 血球数21,800,X線 上右中野に気管支肺炎様陰

影を認めたので,CEZ1日2,000mg,9日 間,計18,000

mg使 用,使 用開始翌 日から下熱,以 後順調な経過を示

して全治 した。なおCEZの 副作用 と思われるものは認

められなかつた。喀痰中からは肺炎球菌を多数証明し,

上 記のデ ィスク法による感 受 性 試 験 で,CEZにMIC

0.25μg/mlの 充分な感受性を示したQ

考案(お もにディスク法について)

CEZな どのように,新 らたに出現 した薬剤の臨床的

感性,耐 性限界に相当するMICは,薬 剤投与による臨

床効果の多 くの集計の上に将来定められるベぎものであ

り,必 ず しも根拠の明らかでない,十,一 などの成績だ

けが検査室から天下 り式に臨床家にお しつけられるべき

ものではなく,適 当に規定された実験条件でのMICを

A B

Table 4 Abilities of Staphylococcus aurcus to inactivate benzyl-penicillin 

and cephalosporins determined by simple method'' using sensitivity 

disc. 
Strains tested : Staph. aurcus isolated from clinical 

specimens in 1969

Figures indicate number of strains by specified grade 

of inactivatinu activity

※

(
K ANAZAWA & K CRANIATA 

J. Antibiotics, Ser. A 1916) : 272, 196E)

Fig. 11 Bronchopneumonia 49 y. M

Fig.12　 胸 部X線 像
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推定することが臨床的感受性検査の目的と考えられる。

この目的に沿 う意味で,私 ども5～)は単一ディスク(1濃

度)測 定法による化学療法剤の感受性測定法についてた

びたび検討を加えてきたが,今 回はCEZに つ いても本法

が適用されることを確かめた。しか し,CEZで は他の薬剤

と異な り,単一の基準では本法が適用 し難 く,Cephalos-

porinase産 生 ブ ドウ球菌は寒天平板2倍 希釈法に よ る

MIC値 に比してデ ィス ク法では阻止円が縮小するので,

寒 天平板2倍 希釈法によるMIC値 の推定には別個の判

定基準を追加する必要があつた。これはディスク法では,

被検菌がディスクから漸次拡散 して くるCEZに 接 し,

適応酵素としてのCephalosporinase産 生 の亢進を示す

ものと推定され,生 体内で病原菌が薬剤に接する様相に

類似していると考えられる。 したがつて,た とえ別個の

判定基準によらず,他 の菌株 と共通な基準でMIC値 を

推定 しても,Cephalosporinase産 生 度の充分加味 され

た値が得られるので,臨 床的にはむしろ有利であるとも

考えられる。また,さ きに報告した ようにCEZデ ィス

クに対する阻止円の形状から,ブ ドウ球 菌 の β-lacta-

maseに 相当するCephalosporinase産 生 を推定するこ

とができるので,臨 床的感受性試験としてはむ しろ希釈

法よりも利点をもつとさえ考えられる。

結 語

Cephalosporin C系 新 抗 生 剤Cefazolinに つ い て 細

菌 学 的,臨 床 的検 討 を 行 な つ た 。

1) 本 剤 の 体 液 中 濃 度 はB.subtilis PCI219芽 胞 を

用 い る薄 層 平 板cup法 で,0.078μ9/ml以 上 測 定 可 能

で あ つ た 。500mg筋 注 後 の血 清 中濃 度 は,1～2時 間 に

20～26μg/mlの ピー クを 示 し,0.5μg/ml以 上 の 有 効

濃 度 を8時 間 以 上 持 続 した 。 そ の際 の尿 中濃 度 は380～

1,200μg/mlに 達 し,16時 間 回 収 率 は48～68%で あ

つ た 。た だ し,腎 不 全 患 者 では 血 中濃 度 の 低 下 は 遅 延

し,尿 中排 泄 率 が 減 少 す る傾 向が み られ た 。筋 注 後 の 胆

汁 中濃 度 は2～5時 間 で2.7～20μ9/ml程 度 で,胆 汁

移 行 は 比 較 的 良 好 と考 え られ た 。

2) CEZに 対 す る各 種 細 菌 の感 受 性 を 寒 天 平 板 希 釈

法 で 検 した 。StaphyJomous (Methicillin耐 性株 を の ぞ

く),α-Streptococcus, β-Streptococcus, Pneumococ-

cus,Corynebacterium diPhtheriae, Neisseria gonor-

rhoeae, Neisseria meningitidesはMIC1μg/ml以 下

の 極 め て 高 い 感 受 牲 を 示 し,Hemoψhilecsin釦enzae,

E. coli, Klebsiella, Shigella, SalmonellaはMIC4μg/

ml以 下 の か な りの感 受 性 を示 した 。 い つ ぼ う,Entero-

coccus, Proteus-Providenceの 多 く はMIC17μ9/ml

以 上 で 感 受 性 は 低 く,PseudomonasはMIC 142μ9/ml

以 上 の耐 性 を示 した 。

3) 本 剤についても,単 一デ ィスク法による感受性測

定法を適用するために,MICと 阻止円直径の 関係を示

す図表を(a)1夜16時 間培養の普通法,(b)24時 間

後判定の遅延判定法,(c)濃 厚 持接種による3～4時 間培

養後の4時 間迅速法,(d)同 様 にして5～6時 間培養後

判定をおこなう6時 間迅速法,の 各々について調製する

ことができた。 しか しCephalosporinase産 生Staphy-

lmcmsで は希釈法によるMICに 比 しデ ィス ク法 によ

る阻止円が縮小するので,別 の判定基準を追加する必要

があつた。

4) 病巣 分離StaPhylocoocusに よ る被不活化作用は

Benzyl-penicillin > Cephaloridin > Cefazolin > Cepha-.

lexinの 順 であつた。

5) 1例 の気管支性肺炎(肺 炎球菌性)に 本剤が著効

を呈 した。

本研究に際 し,胆 汁採取に御協力いただいた新潟鉄道

病院外科 丸山勇,田 辺尚雄,県 立ガンセンター外科 加

藤清博士,な らびにディスクを調製,御 試供いただいた

昭和薬品化工K.K.に 厚 く感謝の意を表 します。
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LABORATORY (IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY, 

MEASUREMENT METHOD OF BODY FLUIDS 

CONCENTRATION, DISC METHOD OF SENSITIVITY) AND 

CLINICAL INVESTIGATIONS ON CEFAZOLIN 

YUTAKA KANAZAWA and TOSHIO KURAMATA 
Niigata Railway Hospital

Abstract 

Bacteriological and clinical investigations have been performed on cefazolin (abbr. CEZ), a new anti-

biotic of cephalosporin C family. 

1) CEZ concentration in body fluids could be measured as more than 0. 078 ƒÊg/ml by means of the 

thin-layer cylinder-plate method using B. subtilis PCI 219. Serum concentration of CEZ exhibited a 

peak of 20-26 ƒÊg/ml 1•`2 hours after 500 mg of the antibiotic were injected intramuscularly, and the 

effective concentration of more than 0. 5 ƒÊg/ml was maintained for longer than 8 hours. Urinary con-

centration of CEZ was measured simultaneously, and the value reached to 380•`4, 200 ƒÊg/ml, recovery 

ratio being 48•`68% within 16 hours. In the patient of renal insufficiency, however, the decline of 

blood concentration delayed, and the excretion ratio in urine tended to decrease. Biliary concentration 

of CEZ was 2. 7•`20 ƒÊg/ml 2•`5 hours after the intramuscular injection, and the transfer in bile appear-

ed to be comparatively good. 

2) CEZ sensitivity to various bacteria was measured by agar dilution method. Staphylococcus (except 

Methicillin-resistant strain), ƒ¿-Streptococcus, ƒÀ-Streptococcus, Pneumococcus, Corynebacterium diphthe-

riae, Neisseria gonorrhoeae and Neisseria meningitidis exhibited a,n extremely high sensitivity less 

than 1 ƒÊg/ml of MIC, while Hemophilus influenzae, E. coli, Klebsiella, Shigella and Salmonella a fair 

sensitivity less than 4 pg/ml of MIC. On the other hand, Enterococcus and Proteus-Providence 

demonstrated mostly a low sensitivity more than 17 ƒÊg/l of MIC, and Pseudomonas a resistance 

more than 142 ƒÊg/ml of MIC. 

3) For the purpose of applying the CEZ sensitivity measurement method by a single disc method, 

the standard curves indicating the relationship between MIC and inhibitory diameter could be prepared 

respectively for the methods as follows : (a) conventional method by which an incubation is made 

overnight for 16 hours, (b) delayed assay by which a judgment is made after 24 hours, (c) rapid 

method by which a judgment is made 4 hours after 3•`4 hours incubation with heavy inoculum, (d) 

rapid method by which a judgment is made 6 hours after 5•`6 hours incubation similarly. In the case 

of Staphylococcus producing Cephalosporinase, however, an another judgment standard was supple-

mented necessarily, as the inhibition zone is more reduced with disc method than the MIC with dilu-

tion method. 

4) Inactivating actions of Staphylococcus isolated from lesion ranged in order as Benzyl-penicillin> 

Cephaloridin>Cefazolin>Cephalexin. 

5) CEZ presented a remarkable effectiveness in a case of bronchopneumonia due to Pneumococcus.


