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Cefaclorのin vitro抗 菌 作 用

吉 田 正 ・亀 田 康 雄 ・元 川 清 司 ・村 上 和 久

塩野義製薬株式会社研究所

Cefaclor(CCL)はCephalexin(CEX)の3位 のMethy1基 をChlor基 で置換 した化学構造を

もつ新しい経口用合成セファロスポリン誘導体である。

CCLの 抗菌スペクトルは基本的にはCEXと 類似しているが,S.faecalisを 除 くグラム陽性菌お

よびE.coli,Klebsiella sp.,P.mirabilis,H.influenzae等 のグラム陰性菌に強い抗菌力を示 した。

臨床分離株675株 の うち,こ れらの菌種に属する大部分の株に対してCCLのMICは3.13μg/

ml以 下 に分布し,そ の抗菌力はCEXよ りも2～8倍 強かった。CCLの 抗菌力は,酸 性培地で強

く,血 清添加の影響をうけ,β-lactamase産 生菌において接種菌量により弱められた。

グラム陰性菌の産生する β-lactamaseに 対 しては,CEXよ りもPenicillinase型 による分解を

うけやすかったが,Cephalosporinase型 には安定であった。

殺菌作用は,MICよ りも低い濃度で速やかに発現 し,殺 菌率もCEXよ り高く,こ れが本剤の大

きな特徴であった。このことはPenicillinase産 生菌についても同様に認められた。作用菌の形態観

察から,CEXに くらべて著しい溶菌効果が認められ,CCLの 強 い殺菌力に反映した。CCL作 用菌

の再増殖は,培 地中の作用濃度が殺菌濃度以下に低下したときに起り,本 剤に対する耐性化によるも

のでないことを確かめた。

Cefaclorは 米 国Eli Lilly社 の 研 究 所 に お い て 開 発 され た,

経 口用 の新 半 合成Cephalosporin系 抗 生 物 質 で,化 学 名 は3-

chloro-7-D-(2-phenylglycinamido)-3--cephem-4-carbexylic

aCidで あ り,化 学 構 造 式 はFig.1に 示 した。

Fig. 1 Chemical structure of cefaclor

本剤の抗菌 スペク トラムは,グ ラム陽性菌及び グラム陰性菌

に広範囲であり,特 にS.ascreus,E.coli,K.pneumoniae,

P.mirabilis,H.influengaeに 対 して強い抗菌力を有す るこ

とが見 出されている。1,2)

本報告 はCefaclorの 試験管内 抗菌作用に関す る種 々の検討

を行ない,他 の既知経 口 β-lactam剤 と比較を行 なった もので

ある。

材 料 と 方 法

1. 使 用 薬剤

CefacIor(CCL,Eli Lilly),Cephalexin(CEX,

Shionogi),Cefatrizine(CFT,Bristo1),Cephaloridin

(CER,Shionogi),Cefazolin(CEZ,Fujisawa),Amoxi-

cillin(AMPC,Beecham),Ampicillin(ABPC,Fuji-

sawa)の そ れ ぞれ 力 価 の 明 らか な ものを 使 用 した。

2. 試験 菌 株

標 準菌 株 は,当 研 究 所 保 存 株 を 使用 し,臨 床 材料 由来

の 菌 株 は,塩 野 義 製薬 株 式 会 社 臨床 検 査 室 で 分離 同定 さ

れ た もの を用 いた 。Ecoli ML 1410,E.coli ML1410

RGN238そ の他5株 は,千 葉 大 学 薬 学 部 微生 物 薬 品 化

学 教 室 よ り分 与 され た 。K.aerogenes1082E,Ecloacae

53,E.coli W3110 RTEMそ の 他7株 は,Eli Lilly社

よ り分与 され た。

3. 抗 菌 力 測 定法

日本 化 学 療 法学 会 に よ り定 め られ た,最 小 発 育 阻 止 濃

度 測 定 標 準 法3)に 従 ってMICを 測 定 した。

増 菌 用 培 地 に はTrypto soy broth(TSB,栄 研)を

用 い た。Streptococciに は,こ れ に 非働 化馬 血 清 を,

ま たHTaemophilusinfluengaeに は,こ れ にBact-fildes

enrichment(Difco)を,そ れ ぞ れ1%濃 度 に添 加 した

液体 培 地 を 使 用 した。 感 受性 測 定 培 地 と して,Sensiti-

vity test agar(STA,栄 研)を 使 用 し たが,strepto-

cocciに は,こ れ に非 働 化馬 血 清 を5%加 え た。H.in-

fluenzaeに は,STA培 地 に3%Bact-fildes enrich-

mentを 添加 して 使 用 した。

接 種 用菌 液 は,増 菌 培 地 で37℃,20時 間培 養 した 菌

液 をTSB培 地 で次 の よ うに稀 釈 して,108cells/ml及

び106cells/mlの 二段 階 に調 製 した。 す なわ ち,グ ラ

ム陽 性 菌 は,原 液 及 び100倍 稀 釈 液 を,グ ラム 陰 性 菌

は,10倍 及 び1,000倍 稀 釈 液 を,そ れ ぞれ 使 用 した。

ただ し,H.influengaeは10倍 及 び100倍 稀 釈 液 を調
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製し,こ れを107cells/ml及 び106cells/mlの 菌液と

して使用した。菌液は接種装置を用いて一白金耳(約1

μl)を 点滴塗抹し,37℃ で一夜培養後MIC判 定を行

なった。

4. 抗菌力に及ぼす各種因子の影響

9株 の標準株を用いて,抗 菌力に及ぼす各種因子の影

響を検討した。 試験培地には,STA,Heart infusion

agar(HIA),Trypto soy agar(TSA),Mueller hinton

agar(MHA),Nutrient agar(NTA),い ずれも栄研

製を使用した。培地pHは,滅 菌後のSTA培 地 に1N

のHC1及 び1NのNaOHを 加えて,そ れぞれ6.0,

7.0,8.0に 調 製した。 人血漿は56℃ で30分 非働化

して,10%及 び50%濃 度でSTA培 地に添加した。

5. 殺菌作用の測定法

a) 生菌数の変化

37℃-培 養した菌を,TSB培 地 中でEcoli NIHJ

JC-2株 は500倍 に,S.aureus FDA 209P JC-1株 は

10倍 に稀釈して,更 に37℃,1.5時 間静置培養し対数

増殖期の菌液を調製した。この菌液を,あ らかじあ37

℃ に温めた新鮮TSB培 地で適宜稀釈し,所 定の菌数

を得るようにした。2倍 稀釈系列の薬剤は,最 終濃度の

10倍 濃度に調製し,そ の1容 を培養菌液9容 に加え

て37℃ 温浴中で静置培養した。生菌数の測定は,通 常

の混釈法により行なった。

b) MBC(最 小殺菌濃度)の 経時変化

Microtiter用U-plate(96 wells,Cooke社 製)に,

TSB培 地 中で薬剤の2倍 稀釈系列(各50μl)を 作成

する。次にTSA培 地で培養した対数増殖期の菌液を約

1×107cells/mlに 調製し,50μl添 加することにより

菌を接種して37℃ で静置培養する。各wellか ら定量

的に0.1μl採 取できるように工夫した装置を用いて,

経時的に(1,2,3,4,5,24時 間)培 養液の一部を採

取し,NTA培 地(ニ ッサン)の 平板上に点滴塗抹した。

移植後平板は37℃ で20時 間培養し,接 種位置に形成

される集落数を計測して,集 落が10個 以下になる最低

濃度を最小殺菌濃度(MBC)と して判定した。またU-

Plateは,そ のまま37℃,24時 間培養し,肉 眼的に菌

の混濁を認めない最小濃度をMICと した。この実験条

件における殺菌率は次式から求められる。

殺菌率(%)=100×(1-
点滴中の集落数
/初菌数

×104)

6. 位相差顕微鏡による作用菌の形態観察

2倍 稀釈系列濃度の薬剤を含むSTA平 板を準備し,

対数増殖期の菌液(約5×107cells/ml)一 白金耳を点

滴接種した。塗抹部分にカバーグラスをのせ37℃ で培

養し,1時 間毎に位相差顕微鏡(日 本光学製,倍 率 ×

1,000)で 作用菌の形態を観察した。

7. 作 用 中の 残 存 力 価 測 定

TSB培 地 で調 製 したE.coliの 対 数 増 殖 期 の 菌液9

容 に2倍 稀 釈 系列 の薬 剤1容 を加 え て,Biophotome-

ter(Jouan製)で37℃ 振 と う培 養 し濁度 測 定 を行 っ

た。0,1,2,3,4,5,6時 間後 に 培 養液 の一 部 を採取

し,生 菌 数 と培地 中のCCL濃 度 を 測 定 した。 残存 力価

は,採 取 した 培 養液 に等 量 の ア セ トンを加 えて 殺菌 した

の ち,Antibiotic medium No.8(Difco)を1/2濃 度

に した検 定 用 培 地 で,M.lateus ATCC9341を 検定菌

と したBand culture法4)で 測 定 し た。

8. β-lactamaseの 調 製 と活 性 測 定 法

粗酵 素 標 品 の 調 製 は,前 報5)の 方 法 で 行な った。 ただ

し,S.aureusの 場合 は,5mg/mlのPCGで β-lacta-

maseを 誘 導 し,5分 間 超音 波 破 砕 した。 一 部 の β-lac-

tamaseは 前 報 に述 べ た 方法 で,カ ラム ク ロマ トグ ラフ

ィで 部 分 精 製 した もの を 用 い た6》。 β-lactamase活 性は

Microbiological assay又 は,Spectrophotometric as-

sayに よ り測 定 した7)。

9. β-laetamase遣 伝 子 を も ったR-plasmidの 伝

達

接 合伝 達 は,受 容 菌 としてE.coli ML1410(NA耐

性 株)を 用 いてMueller hinton broth(MHB,栄 研)

中で 行 った。 選 択 培地 と して は,NA100μ9/ml,ABPC

50μg/mlを 含 むNTA培 地 を用 いた。 受 容 菌,供 与菌

を 別 々に37℃ で 振 と う 培 養 し,菌 数 が1～3×10s

cells/mlに 達 し た時,受 容 菌,供 与 菌 を培 養 液体 積比で

10:1の 割 合 に混 ぜ,37℃ で一 夜 静 置 培 養 した。 この

混 合 菌液 を 生 理 食 塩水 で 適 当 に稀 釈 し,上 記 の 選択培地

上 に コ ンラ ー ジで塗 布 し,37℃ で一 夜 培 養 後,増 殖 し

た コ ロニ ーを 選 択 培地 上 に レプ リカ して 耐 性 を 確認 し

た 。 増殖 した コ ロニ ーを 分 離 し,R-plasmid由 来 β一

lactamase産 生 株 と して用 いた 。対 照 と して,受 容 菌だ

け,あ るい は,供 与 菌 だ けを 選 択培 地 上 に 塗布 して コロ

ニ ーが 増 殖 しな い こ とを確 か め た。

実 験 成 績

1. 抗菌 ス ペ ク トラ ム

CCLの グ ラム陽 性 菌 に対 す る抗 菌力 は,AMPCに 比

べ てや や 低 い がCFTと 同 程 度 で あ り,S.faecalisを 除

く菌 種 に 強 い抗 菌 力 を示 した 。一 方 グ ラ ム陰性 菌 に対 し

てCFT,CEXと 同様 の 範 囲 の ス ペ ク トラムを 持つ が,

CEXやAMPCよ り強 い 抗 菌 力 を 示 した。 しか し,

Enterobacter,Serratia,P.aeruginosaに 対 して は,対

照 薬 剤 と 同様 に 抗菌 力 を 示 さなか った 。 イ ン ドール陽性

Proteusに 対 して は,感 受性 を 示 す 菌 も認 め られ るが,

接 種 菌量 を 大 き くす る と抗菌 力 の 低 下 が 顕著 に認 め られ

た(Table1,2)。
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Table 1 Antibacterial spectra of cefaclor and other Alactum antibiotics

Inoculum: One loopful of 106 cells/ml

Agar dilution method

Medium: Sensitivity test agar (STA)

(Streptococcus, Corynebacterium : STA + 5% Horse serum)
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Table 2 Antibacterial spectra of cefaclor and other ƒÀ-lactam antibiotics

Inoeulum: One loopful of 108 cells/ml

Agar dilution method

Medium : Sensitivity test agar (STA)

(Streptococcus, Corynebacterium : STA + 5% Horse serum)
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Table 3 Effect of media on antibacterial activity of cefaclor (CCL) by agar dilution method

1) Inoculum size (cells/ml): One loopful for agar dilution plate

2) Media: STA : Sensitivity test agar, HIA : Heart infusion agar, TSA . Trypto-soy agar.

MHA . Mueller-Hinton agar, NTA : Nutrient agar,

Media were distributed from Eiken chemicals.

Table 4 Effect of medium pH on antibacterial activity of cefaclor (CCL)

in agar dilution method1)

1) Medium: Sensitivity test agar (STA)
Medium pH was adjusted with 1N HCl or 1N NaOH.

2) Inoculum size (cells/ml): One loopful for agar dilution plate

3) NG: No growth
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Table 5 Effect of human plasma on antibacterial activity of cefaclor (CCL)

in agar dilution method1)

1) Medium: Sensitivity test agar

2) Inoculum size (cells/ml): One loopful for agar dilution plate

Table 6 Effect of inoculum size on antibacterial activity of cefaclor (CCL)

in agar dilution method1)

1) Medium: Sensitivity test agar (Eiken)

2) Inoculum size (cells/ml): one loopful for agar dilution plate

3) ND : Not done
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Fig. 2 Influence of preservation time with var-

ious agar media on antibacterial activity

of cefaclor

Fig. 4 Effect of medium pH on cefaclor activi-

ty

2. 抗菌 力に及ぼす諸因子の影響

a)標 準菌株による検討

グラム陽性菌(S.aureus)3株 及びグラム陰性菌6株

の計9株 を用いて,CCLの 抗菌力に及ぼす試験培地

種,培 地pH,人 血漿添加及び接種菌量の影響を寒天稀

釈法で調べた。

Fig. 3 Effect of various preserving conditions

of agar plate prior to inoculation on ce-

faclor activity

5種 の寒天培地を用いて感受性を比較 した結果,接 種

菌量をかえてもMIC値 の変動は2倍 以内に収まり有

意の差は 認めなかった(Table3)。 培地pHに よる

CCLの 抗菌力は,S.aureus33株 に対 して低菌量 ・高菌

量接種ともに,酸 性側で2～8倍 増強が認められた。グ

ラム陰性菌に対しては菌株によって一様ではないが,塩

基性培地で減弱する傾向が認められた(Table4)。CCL

の抗菌力は人血漿添加によって影響を受け,無 添加に比

べてMIC値 の上昇が認められた(Table5)。 すなわ

ち,低 菌量 ・高菌量接種ともに,抗 菌力は無添加培地に

比べて10%添 加で半減,50%添 加 で1/2か ら1/8程

度低下した。 接種 菌量の 影響は108cells/ml接 種で

MICが 顕著に高 くなる菌種が認められた(Table6)。

特にこの傾向が強く顕われる菌株はS.aureusのABPC

耐性株,E.coliのCET耐 性株である。その他の菌株

については,108cells/mlと106cells/ml接 種の菌量

差で2～4倍 のMIC変 動にとどまり比較的影響は少な

かった。この傾向は後述する臨床分離株の感受性分布に

おいても認められた。

b)臨 床分離菌による検討

CCLの 抗菌力に及ぼす試験培地種,培 地pHの 影響

及び後述する安定性における性質を考慮して,含 寒天培

地作成から菌接種までの平板の保存条件がMICに 及ぼ
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Table 7 Stability of cefaclor in culture medium

Test condition : 37•Ž

Test concentration : 10 ƒÊg/ml

す影響を,臨 床分離S.aureus,E.coliの 各21株 で検

討した。5種 の培地でCCL含 寒天平板培地を作製し,

菌接種まで室温(25℃)で6時 間放置したものと,菌

接種直前(25℃1時 間)に 含寒天平板培地を作製した

ものとでMICに 及ぼす影響を調べ,感 受性分布の成績

をFig.2に 示 した。図中帯グラフの高さは幾何平均値

を示している。

S.aureus,E.coliと もにMIC平 均値は,5種 の培

地で比較するとたかだか2倍 程度の 差を示すにすぎな

いが,感 受性はNTA培 地 で高 く,MHA培 地で低 くあ

らわれた(Fig.2)。 一方,寒 天平板作製か ら菌接種まで

の放置時間を室温で6時 間に延長しても,両 菌種とも

にMIC値 に有意の差は認めなかった。更に,菌 接種ま

での平板の保存状態を かえた時の感受性分布の成績を

Fig.3に 示 した。4℃ で48時 間保存 した平板で分布が

MICの 高い方へ拡がる傾向を示したが,そ れ以外の条

件ではMICは0.39～12.5μg/mlに 分布し,相 互に差

を認めなかった。すなわち,CCLを 含む平板は,室 温

(25℃)に 放置した場合6時 間以内,冷 所(4℃)に 保

存した場合30時 間以内に使用すればMIC値 を変動さ

せるほどの失活は起らないということが出来る。E.coli

に対するCCLの 抗菌力は,培 地のpHを6.0か ら7.4

の範囲で変えてもほとんど影響を受けなかったが,pH

8.0で 低下し,MIC値 が上昇する株を認めた(Fig.4)。

c)培 地中のCCL安 定性

4種 の液体培地に初濃度10μg/mlを 添加して,37℃

におけるCCL濃 度変化を調べた(Table7)。 市販培地

を通常処方のpHに した場合の安定性についてみると,

TSBが 最 も不安定であり,CCL力 価は3～6時 間で半

減し24時 間後には完全に失活した。 しかし,他 の3培

地中では力価の低下はやや遅れ,6時 間で60%以 上の

力価が残存した。なかでもNTBで は83%と 力価の失

活は少なく最も安定であった。一方,培 地のpHを か

えると各培地とも酸性側で比較的安定であったが,中 性

より塩基性にすると顕著な失活が認あられ,CCLの 抗

菌力が塩基性培地で低下することを事づけている。
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Table 8-a Susceptivility distribution of clinical isolates

3. 臨床分離株の感受性分布と交差感受性

臨床分離由来のグラム陽性菌181株 及びグラム陰性

菌494株 に対するMIC値 を測定し,対 照薬剤と比較

して,そ の分布株数をTable8に 示 した。なお,感 受

性菌種については,累 積百分率及び対照薬剤との感受性

相関をFig.5～16に 示 した。

S.aureus110株 に対するCCLのMIC値 は,106

cells/ml接 種で0.39～6.25μg/mlに 分布し,そ の最頻

値は1.56μg/mlに あった(Table8)。CCLの 抗菌力

はCEXよ り2倍 程度強 くCFTよ り2倍 程度弱かっ

た(Fig.5)。108cells/ml接 種では,1.56～100μg/ml

に幅広 く分布するようになり,接 種菌量によりMICが

8倍 以上の差を示す 菌株が42株 認められた。これは

CEXの11株,CFTの21株 に比べて多く,菌 量の影

響を受けやすいことを示した。

CEXと で感受性相関を調べると,低 菌量では,CCL

に強い感受性を示すが,概 ね良 く相関している。高菌量

接種では,CCLに より強い感受性を示す株が30%,逆

にCEXに より強い感受性を示す株が30%あ り,相 関

性が低 くなる(Fig.6)。 このうちCCLに25μg/ml以

上のMICを 示す28株 は,CEXに はむしろ感受性が

高く,AMPCに すべて100μg/ml以 上のMICを 示す

耐 性 菌 で あ る と ころ か ら,Penicillnaseに よる影 響 が 考

え られ た(Fig.7)。 その 他 の グ ラム陽 性 菌 で は,Strepto-

coccus pyogenesに0.2μg/ml以 下,Streptococcus

agalactiaeに3.13μg/ml以 下 のMIC分 布 を示 し,

CEXよ りそ れ ぞ れ8倍,4倍 抗菌 力 が 強 か った。 しか

し,Streptococcus faecalisに 対 す る 抗菌 力 はCEXと

同様 に 弱 か っ た。

E.coli106株 に対 す るCCLのMIC値 は,106cells

/ml接 種 で そ の96%が6.25μg/ml以 下 に分 布 した

(Table8)。CCLの 抗 菌 力 はCEXに 比 べ て4倍 程 度

強 く,CFTと ほぼ 同 等 で あ った(Fig.8)。108cells/ml

接 種 で は,1.56か ら>100μg/mlま で広 く分 布 し最 頻

値 は6.25～12.5μg/mlを 示 した 。 接種 菌量 の 大 小 に よ

りCCLのMICが8倍 以 上 の 差 を示 す 菌 株 が29株

認 め られ,CEXの 場合(0株)よ り も多 く,接 種 菌 量

の影 響 を 受 け や す い株 が 多 く認 め られ た 。

CEXと の感 受 性 相 関 を調 べ る と,低 菌量 で は,CCL

に 強 い 感 受 性 を 示 す が 概 ね 良 く相 関 して い る。 高 菌 量

接 種 で は,CCLに 感受 性 の 高 い株 が53%と 多 く認 め

られ るが,CEXに 感 受性 の高 い株 も19%あ り,相 関

性 は低 下 した(Eig.9)。 高 菌 量 接 種 でCCLに25μg

/ml以 上 のMICを 示 す23株 の うち,20株 はAMPC
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Table 8-b Susceptibility distribution of clinical isolates

に>100μg/mlの 耐性を示した。しかしながら,AMPC

に>100μg/mlのMICを 示す耐性菌47株 の中に,

CCLに12.5μg/ml以 下のMICを 示す株が27株 認

あられており,Penicillinase産 生菌にも強い抗菌力を

もつことを示した(Fig.10)。

Klebsiell asp.111株 に対するCCLのMIC値 は,

低菌量接種で0.2～25μg/mlに 広 く分布するが,そ の

うち97株 は1.56μg/ml以 下に分布し,CCLの 抗菌

力はCEXに 比べて4～8倍 程度強かった。高菌量接種

では,0.39～>100μg/mlに 幅広 く分布するが,91株

が3.13μg/ml以 下 に分布した(Table8)。 接種菌量に

よりCCLのMICが8倍 以上の差を示す菌株は3株

認められたにすぎず,E.coliの 場合と異なり高菌量接

種によるMIC上 昇は少なかった(Fig.11)。

CEXと の感受性 相関を調べると,低 菌量ではCEX

に比べて広い濃度域に分布する傾向があったが,ほ とん

どの株はCCLに 強い感受性を示 した(Fig.12)。 高菌

量ではなお広 くなるが,CCLに 強い感受性を示して お

り,CEXよ りもCCLに 感 受性 の低 い 株 は5%に す ぎ

なか った 。 被検 株 の ほ とん ど はAMPCに25μg/ml以

上 のMICを 示 した が,CCLは6.25μg/ml以 下 に分

布 し,AMPCと の 交叉 耐 性 は 認 めな か った(Fig.13)。

P.mirabilis 36株 に対 す るCCLのMIC値 は,0.78

～6.25μg/mlに 分 布 し,低 菌 量 接 種 で1.56μg/ml,高

菌量 接 種 で3.13μg/mlに 鋭 い 一 峰性 の ピー クを示 した

(Fig.14)。 低 菌 量 のMICで 抗菌 力 を 比 較す る と,CEX

よ り8倍,CFTよ りも2倍 程 度 優 れ た感 受 性分布 を

示 した。 この菌 種 で は,接 種 菌 量 に よ るMICの 変 動は

少 な か った。

イ ン ドー ル陽 性 の プ ロテ ウ ス菌 に は,4菌 種155株

を 試験 した が,CEXと 同 様 に 抗 菌力 は極 め て 弱 か った

(Table8, Fig.17,18)。

Enterobacterに は,被 検 菌44株 の ほ とん どがCCL

に 非感 受 性 で あ り,50μg/ml以 上 のMICで あ った。

Citrobacter freundiiは,Enterobacterよ り も感受性

は高 いが 抗 菌力 は極 め て 弱 か っ た。
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Table 8-c Susceptibility distribution of clinical isolates

H.influenzaeのMIC測 定 に 関 して,108cells/ml

接種で は判 定 が 困難 で あ る の で,106,107cells/ml接

種でMICを 測 定 した。ABPC耐 性 菌6株 を 含 む22株

のH.influenzaeに 対 す るCCLのMIC値 は,106

cells/ml接 種 で0.78～12.5μg/mlに 分 布 し,そ の最

頻値 は3.13μg/mlに 認 め られ た(Table 8)。 抗 菌力 の

強 さはCEXとAMPCの 中 間 に位 しCFTと 同 等 で

あ った(Fig 15)。 接 種 菌量 に よ るMICの 変 動 は少 な

く,AMPC耐 性 株 に も強 い抗 菌 力 を 認 め た(Fig.16)。

4. 殺 菌 作用

a) 生 菌 数 の経 時 変 化

S.aureus 209P JC-1の3.1×106cells/mlに 対 す る

CCL,CEXの 殺 菌 作 用 を検 討 しFig.19に 示 した。

CCLは0.39μg/ml以 上 の 濃度 で生 菌 数 を 減 少 させ,

生 菌数 を初 菌 数 の1/100に 減 少 させ る に は6時 間 を必

要 と した。CEXは 生 菌 数 を 減少 させ るの にCCLの4

倍 濃度(1.56μg/ml)を 要 した。 さ らに,24時 間 培 養

後菌 増殖 に よ る混 濁 の 認 め られ な い最 低 濃 度 は1.56μg

/mlでCCLと 一致した。

E.coli NIHJ JC-2の 作用初菌数を3段 階にかえて,

それぞれにCCL及 びCEXを 作用させたときの生菌数

変化をFig.20に 示 した。106cells/mlの 初菌数に作用

させたときCCLは1.56μg/mlの 低濃度から生菌数を

減少させ,こ れは平板希釈法によるMICと 一致した。

作用4時 間までの生菌数で比較すると,CCLは3.13

μg/ml以 上の濃度で生菌数を1/1,000に 低下させたが,

CEXで はCCLの4倍 濃度を作用させても1/100の

生菌数低下が 認め られるにすぎず,短 時間に おける

CCLの 殺菌力がCEXよ り強いことが明らかである。

初菌数を107,108cells/mlに したときも同一濃度では

CEXよ りもCCLの 殺菌作用は強 くあらわれた。しか

しなが ら,CCLの 特徴としていちど低下した生菌数は

時間経過と共に再増殖する傾向が認められた。短時間に

おける殺菌力と再増殖の特徴は,107cells/mlの 菌数に

作用させたときさらに強調された。

b) MBCの 経時変化
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Table 8-d Susceptibility distribution of clinical isolates

臨床分離大腸菌29株 に対するCCLのMBC値(最

小殺菌濃度)を 作用時間をかえて測定し,ABPC感 受性

菌と耐性菌とに分けて検討した(Fig.21)。

ABPC感 受性大腸菌14株 に対する24時 間作用後の

MICとMBCの 分布はCCLとCEXで 一致した。し

かしながら短時間の殺菌効果では明らかに差が認めら

れ,CCLのMBC値 はCEXに 比べて1/4～1/8程 度

低い濃度に分布した。またCCLの2～3時 間のMBC

は,MICに 比 べて1/16程 度低 くこの濃度でも殺菌率

98%を 示すが,CEXはMICの1/2濃 度でしか殺菌

効果を示さなかった。この傾向は,前 述の生菌数変化に

よる殺菌作用において認めた結果とよく一致している。

これに対して,ABPCに100μg/ml以 上のMIC値

を示す耐性大腸菌に対する24時 間作用後のMICと

MBC分 布では,CCLはCEXに 比べて,2～4倍 劣っ

た。2～4時 間作用後のMBC値 を比較するとCCLの 方

がCEXよ り低い菌株が多く認められ短時間の殺菌効果

ではCCLの 方がCEXよ り強かった。CCLに 対する

ABPC耐 性大腸菌のMBC分 布範囲はCEXに 比べて

広 く,ま たABPC感 受性株のMBC値 との差も大きく

認められた。ABPC感 受性株と耐性株の間で短時間の

殺菌効果を比較すると,CEXで は差が認められないが,

CCLで は時間の経過と共にこの差が拡がる。E.coliの

ABPC耐 性株はPenicillinase型 を 産生 するものが多

く,CCLがCEXに 比べてPenicillinase型 に不安定

な性質を有することを示唆した。

5.位 相差顕微鏡による作用菌の形態観察

CCLお よびCEXを0.05～800μg/mlの 濃度に含む

STA培 地上に,対 数増殖期のE.coli NIHJ JC-2,K.

PneumoniaeSRL-1を 作用させてから,1時 間毎に形態

変化を 位相差顕微鏡下で観察し,形 態変化の特徴から

filament形 成 濃度,溶 菌が始まる濃度およびfilament

像 がなく溶菌像のみを認める濃度の3段 階に分けて,

濃度と作用時間の関係をしらべた。
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Table 8-e Susceptibility distribution of clinical isolates

Table 8-f Susceptibility distribution of clinical isolates
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Fig. 5 Susceptibility of Staphylococcus aureus

(110 strains) to cefaclor, cephalexin, ce-

fatrizine and amoxicillin

a) E.coli NIHJ JC-2

作用2時 間後の形態変化は,CCL 0.39μg/mlの 低

濃度で始まりfilament formを 形成し,中 央部に膨化

したbulge formが 観察された。CCLの 作用濃度を上

げるに伴い,細 胞 内容がbulge部 分から漏 出 した

ghost filamentが 多 くなり,さ らに濃度を上げるとfi。

lamentを 形成せず,完 全に溶菌された残津のみを認め

るようになった(Fig.22)。 これらの変化があらわれる

薬剤濃度の推移をFig.23に 示 した。Filamentを 形成

し始める濃度は,CCLの0.39μg/mlに 対 してCEX

では3.13μg/mlで あ り,CCLはCEXよ りも1/8低

い濃度から形態変化が観察された。溶菌像が認められる

濃度は1時 間後CCL,CEXの,そ れぞれ12.5,400

μg/mlで 観察された32倍 の差が認められた。2時 間以

降で溶菌濃度は更に低下 し,CCLは1.56μg/ml, CEX

は6.25μg/mlま で観察された。一方ほとんど完全に溶

菌させる濃度は,CCLの 場合1時 間で100μg/ml,2

時間で50μg/ml,5時 間で12.5μg/mlと 漸次低下し

た。これに対 してCEXで は1時 間で>800μg/ml,

2,3時 間で800μg/mlで あ り,4時 間以降でようやく

50μg/mlに 低下し,5時 間で12,5μg/mlと な り,CCL

と一致した。 このようにCCLはCEXに 比べて,短 時

間に優れた溶菌作用を示した。

b) K.pmenmoniae SRL-1

薬剤作用菌は,本 菌の非運動性を反映してfilament

は屈 曲したS字 形状をなし,中 央部にbulgeの 形成が

認められた(Fig.24)。CCL作 用菌は1時 間後0.1μg

/mlでfilamentを 形成し,6.25μg/mlで は溶菌を始

Fig. 6 Cross susceptibility of Staphylococcus aureus (110 strains) between cefaclor

and cephalexin
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Fig. 7 Cross susceptibility of Staphylococcus aureus (110 strains) between cefaclor and amoxicillin

Fig. 8 Susceptibility of Escherichia coli (106

strains) to cefaclor, cephalexin, cefatri-

zine and amoxicillin

め,200μg/mlで ほ とんど伸張せずに完全に溶菌した

(Fig.25)。2時 間以降で溶菌は更に低下し,3時 間で

0.2μg/mlと な り最大に達した。完全溶菌濃度も2時

間の200μg/mlか ら,時 間の経過と共に低下し,4時

間で12.5μg/mlと な り,24時 間では0.78μg/mlと

MIC濃 度 まで低下 した。一方,CEX作 用菌では1.56

μg/mlでfilamentを 形成し,CCLよ りも8～16倍 高

濃度を要した。溶菌の始まる濃度は,1時 間作用で400

μg/mlとCCLよ りも明らかに劣り,2時 間以降急激に

低下し4時 間で1.56μg/mlと 最大に達するが,CCL

よ りも常に高濃度を要した。完全溶菌についても同様の

傾向が観察され,作 用5時 間後に200μg/mlで 認 めら

れるにすぎずCCLに 比べて明らかに劣った。

6. CCL作 用中の残存力価と再増殖

TSB培 地中で対数増殖期のE.coli NIHJ JC-2株 の

4.3×106cells/mlにCCL 0.78～6.25μg/mlを 作用さ

せ,Biophotometerで 培養しながら経時的にその一部

を採取して,培 養液中のCCL濃 度 と生菌数を測定し,

CCL濃 度 と再増殖の関係を調べた(Fig.26)。 培養液中

のCCL濃 度 は培養直後から速やかに低下し始め,初 濃

度の高低にかかわらず,2時 間後には初濃度の1/2に,

3時 間後には1/4程 度 にまで低下 した。 一方,生 菌数

は,0.78μg/ml以 上で低下するが一定時間経過すると

再び増殖 した。 菌の再増殖が始まる時間は,CCLの 作

用濃度が高 くなるほど遅れた。各作用濃度で再増殖が始

まるときのCCL残 存力価は,図 中,円 で示したように

0.7～0.9μg/mlで 一致した。この現象はHIB培 地 で

も認められたところから,CCLの 殺菌効果は 初 濃度に

比例して培地中濃度が0.8μg/mlに なるまで進行する
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Fig. 9 Cross susceptibility of Escherichia coli (106 strains) between cefaclor and cephalexin

Fig. 10 Cross susceptibility of Escherichia coli (106 strains) between cefaclor and amoxicillin

が,再 増殖は初濃度に拘わりなく,培 地中の濃度が0.8

μg/mlに 低下した時点では生存菌が増殖を始めることを

意味している。Biophotometerに おける再増殖の発現は

遅れるが生菌数が107cells/ml近 傍になる時間と一致

し,生 菌数と濁度の関係に矛盾がない。また,再 増殖し

た菌はこの方法で原菌と同じ感受性を示しており,耐 性

化によるものでないことが確められた。

7. β-lactamaseに 対する安定性

臨床分離株よりCER, CET, PCG, ABPCの うち2剤

以上に耐性な株(MIC>100μg/ml)を72株 選んだ。

うち少なくとも10株 は,Rプ ラスミドを持つことがわ

かり,こ れ らのプラスミドは,E.coli ML1410に 接合

伝 達 され た。 更 に,標 準 株17株 を加 え 計89株 を β-

lactamase産 生 株 と して用 いた 。 そ の 内訳 は,E.coli 1

株,Klebsiella sp.3株,K.aerogenes 3株,P.vul-

garis 5株,P.morganii 3株,P.rettgeri 2株,P.

inconstans 9株,E.aerogenes 4株,E.cloacae 10株,

S.marcescens 6株,H.alvei 1株,C.freundii 9株,

P.aeraginosa 9株,Rプ ラス ミ ドを持 ったE.celi 16

株,S.aureus 8株 で あ っ た。 これ らの菌 株 の 粗酵素標

品 を 調 製 し,各 薬 剤 の 相対 加 水 分 解 速 度 をbioassay

法 で 測定 した 。Fig.27に グ ラム陰 性 菌81株 につい

てCCL, CEX, ABPCの 相 対加 水 分 解 速 度(CERを

100と した)を 対 数 で プ ロ ッ トし た。CCLは 多 くの
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Fig. 11 Susceptibility of Klebsiella sp. (111 stra-

ins) to cefaclor, cephalexin, cefatrizine

and amoxicillin

β-lactamaseでCEXよ り も不 安 定 で あ った 。CEXは

Penicillinaseに は比 較 的安 定 で あ った が,CCLに は こ

の よ うな 傾 向 は 見 られ ず,ど の タ イプ の β-lactamase

に も 不 安 定 で あ る た めPenicillinaseに おい て 特 に

CEXと の 間 に安 定 性 に 差 が あ っ た。

β-lactamaseは,多 様性 に 富 ん だ酵 素 群 で あ るが,

大 別 す る と種 特 異 的 な染 色 体 由来酵 素 とRプ ラス ミ ド

由来 酵 素 に 分 か れ,更 に,Rプ ラス ミ ド由来 の もの は,

ク ロキ サ シ リ ン加 水分 解 速 度 の 大 き なOXA型 と,小 さ

なTEM型 に分 類 され て い る8,9)。そ こで,β-lactamase

遺 伝 子 の接 合 伝 達 が 観察 され な か った13株,OXA型

産 生 株 で あ るE.coli ML1410 RGN 23810)と,TEM

型 産 生 株 で あ るE.coli W3110 RTEM,グ ラム陽 性 菌

S.aureus 1株 を 選 び,Table 9に 各 薬剤 に対 す る相対

加 水 分 解速 度 を 示 した。CCLは,菌 種 特 異 的 と思 わ れ

る多 くの β-lactamaseに,ま た,Rプ ラス ミ ド由来 の

OXA型,TEM型 の β-lactamaseに もCEXよ り不

安 定 で あ った 。更 に,S.aureusの 産 生 す る β-lacta-

maseに よ って もわず か なが ら加 水 分 解 され た。

4株 を選 び,そ れ らの 産 生 す る β-lactamaseを 部 分

精 製 して,UV法 に よ りVmax, Kmを 測 定 した(Ta-

ble10)。 この 方 法 に よ る測 定 で もCCLはCEXに 比

べ 大 きなVmaxを 示 し,β-lactamaseに は,よ り不 安

定 で あ った。Kmに 関 して は,CEXに 比 べ若 千 大 きな

値 を とる傾 向が あ ったが,各 々の酵 素 に対 す るKm値

は,CEXの それ と平 行 して 居 り 有 意 の差 を示 さ なか っ

た 。

Fig 12 Cross susceptibility of Klebsiella sp. (111 strains) between cefaclor and cephalexin
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Fig. 13 Cross susceptibility of Klebsiella sp. (111 strains) between cefaclor and amoxicillin

Fig. 14 Susceptibility of Proteus mirabilis (36

strains) to cefaclor, cephalexin, cefatri-

zine and amoxicillin

Fig. 15 Susceptibility of Haemophilus influenzae

(22 strains) to cefaclor, cephalexin ce-

fatrizine and amoxicillin
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Fig. 16 Cross susceptibility of Haemophilus influenzae (22 strains) between ccfaclor and arno-

xicillin

Fig. 17 Sensitivity distribution of clinical isola-

tes to cefaclor

考 察

近年,β-lactam抗 生 物 質が 感 染 治 療 に 果 たす 役 割 が

大き く,既 存 のPenicillin, Cephalosporin剤 で種 々の

改良 がな され,特 に注 射 用Cephalosporinで 抗 菌 スペ

Fig. 18 Sensitivity distribution of clinical isola-

tes to cephalexin

ク トラム の拡 大 と抗 菌力 の 増 強 され た誘 導体 が 種 々開 発

され るに 至 って い る。 しか し な が ら,経 口剤 と して の

Cephalosporinは 少 な く,CEX, Cephaloglycin(CEG),

Cephradine(CED), Cefatrizine(CFT)等 が 開 発 され

て い るに す ぎ な い。 一 般 に,広 く使 用 され て い るCEX
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Fig. 19 Bactericidal activity of cefaclor and cephalexin

Test organism : Staphylococcus aureus 209P JC-1

Medium : Tryptosoy broth (Eiken)

Concentration : ƒÊg/ml

Fig. 20 Bactericidal activity of cefaclor and cephalexin

Test organism : Escherichia coli NIHJ JC-2

Medium : Tryptosoy broth (Eiken)

Concentration : ƒÊg/ml

(c) Initial cells size : 1.1 •~ 108 cells/ml
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Fig. 21 Time course of MBC values against of E. coli

clinical isolates

Fig. 23 Morphology of E. coli treated with COL

and CEX

は注射用Cephalosporinに 比べて抗菌力が劣り,特 に

殺菌作用の弱いことが指摘されている11)。

CCLの 抗菌力におよぼす諸因子の影響を調べたとこ

ろ,試 験培地種の影響は少ないが,臨 床分離株を用いて

母集団を大きくして調べると,液 体培地中の本検体の安

定性を反映して(Table7),TSA培 地 で抗菌力が低

く,NTA培 地で 高くあらわれる傾向を認めた。しか

し,日 本化学療法学会改訂MIC測 定法に定められてい

るHIA培 地 とSTA培 地では,培 地間でMIC値 に有

意 差 は 認 あ なか った。 培 地pHの 影 響 は,S.aureusに

対 して 酸性 側 で 抗 菌力 増 強 が 認 め られ,E.coliで は 塩

基 性 側 で わず か に低 下 した。 本 検 体 は,人 血漿 添 加 の 影

響 を 顕著 に受 け,添 加 量 を 上 げ る に伴 って抗 菌 力 の 低下

が 認 め られ た。 接 種 菌 量 の影 響 は,菌 種 に よ って 一 様 で

は な いが,108cells/ml接 種 でMICが 顕 著 に 高 くな る

菌 種 が 多 く認 め られ た。 含CCL寒 天 平板 の作 製 後,菌

接 種 まで の 保 存 条件 を か え て,安 定 性 がMIC測 定 に 及

ぼ す 影 響 を みた と ころ,室 温(25℃)で は6時 間,冷

室(4℃)で 一 昼 夜 保 存 して もMICの 変 動 は 少 な く

MICの 測 定 に支 障 が な か っ た。

CCLの 抗 菌 力 は,CEXと 同様 にグ ラム 陽性 菌 お よび

グ ラム 陰性 菌 に 広 い抗 菌 スペ ク トラムを 有 し,CEXに

比 べ て グ ラム陽 性 菌 で2～4倍,グ ラム 陰性 菌 で4～8

倍 優 れ た 抗 菌 力 を 示 す が,Enterobacter, Serrcztia, P.

aeruginosaに は 抗 菌力 を 示 さず 諸 家 の 成 績 を 確 認 し

た1,2,12～14)。

臨 床 分 離株675株 のCCLに 対 す る感 受性 分 布 は,

106 cells/ml接 種 で は,S.pyogenes, S.agalactiae, S.

aureus, P.mirabilis, H.influenzaeは す べ て6.25μg

/ml以 下 のMICを 示 した(Table8)。Klebsiella sp.

お よ びE.coliで は そ の80%の 株 が,そ れ ぞ れ1.56,

3.13μg/ml以 下 のMICを 示 した。 特 に,H.influenzrze

はABPC耐 性株 に も強 い 抗 菌力 を 示 し,本 菌 種 に対 す

る優 れ た 抗 菌 力 はCCLの 特 徴 の 一 つ と考 え られ る。 し

か しなが ら,C.freundiiに は70%の 株 が12.5～50μg

/mlに 集 ま り,S.faecalis,イ ン ドー ル陽 性Proteus群,

Enterobacter群 に は ほ とん ど 抗 菌 力 を 示 さ なか った 。

BILLら2)やSAHTOROら12)は,CCLのMICが 接 種

菌 量 に よ り影 響 され る ことをS.aureus, E.coliで 認 め
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Fig. 22 Phase contrast micrographs of E. coli morphology

Escherichia coli NIHJ JC-2

Treatment : 2 hours on sensitivity

test agar

MIC : CCL 12.5 ƒÊg/ml

CEX 12.5 ƒÊg/ml

て お り,SANDERS13)はMethicillin耐 性S.aureusで

CCLと の交 差 耐性 を報 告 して い る。 本 報 告 の 臨 床 分離

菌 のMIC測 定 結 果 か ら も同様 の 現 象 が確 認 され た。 す

な わ ち,CCLのMIC値 が菌 量 に よ り8倍 以 上 上 昇す

る菌 株 が,S.aureusで38%,E.coliで22%の 高 率

に 認 め られ た。 ま た,こ れ ら菌株 の ほ とん どがABPC

に>100μg/mlの 耐 性 菌 で あ る こ とを 考 慮 す る と,

CEXよ りも β-lactamaseに 不 安 定 な性 質 が 反映 して

い る と考 え られ た(Fig.27)。

Rプ ラス ミ ド由 来 β-lactamaseは,ペ ニ シ リナ ーゼ

で あ る こ とが 多 くの 研究 者 に よ っ て 報 告 され て い るの

で,Table9に 示 した セ フ ァロス ポ リナ ーゼ は染色 体 由

来,す な わ ち,菌 種 特異 的 β-lactamaseで あ る と考え

られ る。CCLは これ らの酵 素 に対 して も,ま たRプ ラ
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Fig. 24 Phase contrast micrographs of K. pneumoniae morphology

ス ミド由来 のOXA型,あ る い はTEM型 酵 素 に対 し

て もCEXよ り不 安定 で あ っ た。CEXは ペ ニ シ リナ ー

ゼ に は比 較 的 安定 で あ った が,CCLに は この よ うな 酵

素 の 型に よ る安 定 性三の 差 は,見 られ なか った。NEUら6)

も,CCLは β-lactamaseに 不安 定 で あ る こ とを 報告 し

て い る。 た だ,彼 らはType IIIの β-lactamaseは

CCLを 加 水 分解 で きな い ことを 報告 して い るが,我 々

は この よ うな 酵素 を 見 い だせ な か った 。 β-lactamase

に対 す る 安定 性 に 関 して は,CCLはCEXよ り劣 って

い たが,抗 菌 力 はCEXよ りも優 れて お り,こ の 理 由 と

して(1)CCLの 標 的酵 素 に対 す る反応 性 の高 ま り,あ る

いは,(2)細 菌 外 膜透 過 性 の高 ま りな どが 考 え られ る。 特

に(1)に つ いて は,CEXの3位 の メ チル が 塩素 に置 換 さ

れ たCCLに な る と β-lactamaseに 対 す る反 応 性 が高
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Fig. 25 Morphology of K. pneumoniae treated

with CCL and CEX

Inoculum size : One loopful of 108 cells/ml
Medium : Sensitivity test agar
MIC: CCL 0.8μg/ml

CEX 6.3μg/ml

まっており,そ の可能性が強いように思われ,殺 菌作用

における両薬剤の差となっていると考えられる。

SANDERS 13)に よれば,CCLの 殺菌効果は,CEXと

同様に弱く生菌数の減少は緩やかであるとしている。し

かしながら,こ こに報告したE.coliの 成績をMIC濃

度で比較すると,短 時間の殺菌効果はCEXの1MIC

濃度 に比べてCCLで は1/4MIC濃 度で認あられ(Fig.

20),ま た,臨 床分離大腸菌を用いたMBCの 経時変化

の成績もそれを裏づけており(Fig.21),CCLの 方が殺

菌効果にす ぐれていた。

作用菌の形態学的変化を経時的に観察した成績でも,

CCLの 溶菌作用がCEXに 比べて遙かに低い濃度で始

まり,CCLは 殺菌活性の強いこと,作 用の発現が 速い

ことが明らかにされた(Fig.23,25)。 す なわち,低 濃

度の作用で隔壁合成阻害によりfilamentが 形成された

のちに溶菌し,或 る濃度を越えるとfilamentを 作 らず

にそのままの形で溶菌する。CCLはCEXに 比べてこ

れらの発現濃度がいずれも低いのが特徴である。

一方,CCLを 作用させたE.coliの 生菌数変化か ら

再増殖が観察された。この再増殖は,作 用菌の耐性獲得

によるものではなく,培 地中のCCLの 失活に帰因する

ことを明らかにした(Fig。26)。 すなわち,CCLは0.8

μg/ml以 上の濃度が維持されている間,E.coliの 生菌

数を低下 させる殺菌活性を有していた。MIC値 が この

値に比べて高いのは20時 間の作用時間における再増殖

Fig. 26 Correlation between the regrowth of E.

coli exposed with cefaclor and the re-

mained activity of cefaclor in culture

medium

Fig. 27 Relative sensitivity against ƒÀ-lactamases

from gram-negative bacteria

Hydrolysis rate of cephaloridine is set at 100.

●: Predominantly active against cephalosporins

○: Predominantly active against penicilllns

▲: Epually active against cephalosporins and penicillins

の結果によるものと考えられる。松浦15)ら は,znvivo

作用の成績でCCLがCEXに 比較してMIC値 か ら期

待されるよりも優れた治療効果を示 している。従って,
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Table 9 Relative sensitivity of cefaclor against ƒÀ-lactamases

1) C: Cephalosporinase, P: Penicillinase, CP : Intermediate.

2) The rate of hydrolysis was determined by the bioassay. Initial substrate con-

centration was 500 ƒÊg/ml for cephalexin and 250 ƒÊg/ml for the other antibiotics.

3) Not determined.

Table 10 Relative sensitivity and affinity against Olactamases

The hydrolysis rate was determined by the spectrophotometric assay at 30•Ž.

Enzymes were partially purified.

1) C : Cephalosporinase, P : Penicillinase
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CCLの 抗菌力はMIC値 よりも,む しろ短時間のMBC

値で理解すべきで,短 時間の殺菌活性が治療効果に反映

していると考えられた。本剤は,人 においてCEXと 同

程度の血中濃度が得られると報告されているので16),強

い殺菌活性は,感 染症治療上CEXよ りも優れた成績を

与える要因となることが期待される。
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IN VITRO ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF CEFACLOR

TADASHI YOSHIDA, YASUO KAMEDA, KIYOSHI MOTOKAWA,

and KAZUHISA MURAKAMI

Shionogi Research Laboratory, Shionogi & Co., Ltd.

Cefaclor (CCL) is a new oral semi-synthetic cephalosporin which possesses a unique chemical structure

substituted with chlor atom for the 3-methyl group present in cephalexin (CEX) molecule. It substantially

resembled to CEX in antibacterial spectra, but the superiority of CCL to CEX was consistently observed in

antibacterial activity.

Susceptibility of 675 clinical isolates of pathogenic bacteria to cefaclor was measured by an agar dilution

method and compared with those of CEX, cefatrizine (CFT) and amoxicillin (AMPC). A majority of the

tested strains of gram-positive cocci other than enterococci, Enterobacteriaceae (E. coil, Klebsiella sp., P. mir-

abilis) and H. influenzae were inhibited at below 3.13 ƒÊg/ml of CCL. CCL were twice to eight times more

active than CEX. Most of the AMPC-resistant strains of these bacteria were susceptible to CCL and no

cross resistance was observed between two antibiotics. Most isolates of indole-positive Proteus, Citrobacter,

Enterobacter tended to be resistant.

The activity of CCL was greater in acidic medium than in alkaline medium because of unstable nature

in alkaline solution, and were curtailed in the presence of human serum. CCL showed more pronounced

inoculum effect than CEX, especially in the ƒÀ-lactamase producing strains. CCL was stable to some of ƒÀ-

lactamases but tends to be more hydrolysable by penicillinase type than CEX.

One of the most characteristic features of CCL was a rapid bactericidal action against gram-negative

bacteria. The time-course experiment of MBC against E. coil-clinical isolates clearly revealed that the

short-time MBCs were always lower than the MICs. Changes of viability and morphological observations of

the treated cells also supported rapid bacteriolytic action of this antibiotic.

Regrowth phenomenon of the CCL-treated bacteria was explained by the decrease of the concentration

in the medium below the short-time MBC, and the regrown cells did not acquire resistance to CCL.


