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新しいmonobactam系 抗生物質であるAzthreonamに つ いて,外 科領域における基礎 的 ・臨床

的検討を行ない以下の結果を得た。

1.抗 菌力:外 科病巣分離 のEscherichia coliとKlebsiella sp.に 対 す る106CFU/ml接 種

での最小発育阻止濃度(MIC)は0.8μg/ml以 下 であ った。Pseudomonas aeruginosaに 対す る

MICの ピークは3.2μg/mlで あ り,極 めて優れた抗菌 力を示 した。

2.胆 汁移行: 22例 について胆汁への移行を測定 したが,Cefoxitin (CFX)と 同程度の優れた

移行を示 した。

3.臨 床使用成績:外 科的感 染症41例 にAzthreonamを 使用 した。 その臨床効果 は著効9例,

有効14例,や や有効7例,無 効11例 で有効率56.1%で あ った。 本剤に よる と思われ る自他覚

的副作用は認めなか ったが,臨 床検査値の 異常 として好酸球増多の1例 とアル カ リフォス ファター

ゼ値の上昇を示 した1例 が認め られた。

本剤は外科的感染症に対 して有用 な しか も安 全な薬剤 であると考 えられた。

Azthreonam (SQ 26 , 776)は 米 国 ス クイ ブ研 究 所 に て

開発されたmonobactam系 抗 生物 質 と総 称 され る一 群

の抗生物質 の一 つ で あ り,そ の構 造 式 はFi31の とお り

である。 本剤 はChromobacterium violaceumの 産 生

する β-lactam単 環 を母 核 と して お り,従 来 の β-lac-

tam系 抗生物質 とは全 く異 な った も の で あ る。Monobac-

tam系 抗生物質 は β-lactam環 の1位 が ス ル ポ ン 酸 基

に置換 された もの であ る
。 この特 性 に注 目 し多数 の新 規

誘 導 体 が合 成 され た が,そ の なか で 最 初 に 臨 床 へ 応 用 さ

れ た もの がL-threonineか ら全 合 成 され たAzthreonam

で あ る。

本 剤 はP.aeruginosa, E. coli, Proteus, Citrobac-

ter, Serratiaな ど の グラ ム陰 性 桿 菌(GNB)に 優 れ

た 抗 菌 力 を示 す こ と が特 微 で あ る が,グ ラ ム陽 性球 菌

(GPC)お よび嫌 気 性 菌 に 対 して は 抗 菌 力 は 弱 い。 動 物

に お け る グ ラ ム陰 性 桿 菌 感 染実 験 に お い て もin vitro
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Fig. 1 Chemical structure of Azthreonam

以上 の効 果 が 得 られ て い る。 また 各 種 β-1actamaseお

よびdehydropeptidaseに 対 して も極 め て安 定 であ る こ

と も特 徴 の一 つ で あ る。 また 本 剤 に つ い て は各 種 毒 性 試

験,生 殖 試 験,抗 原 性 試 験,一 般 薬 理試 験 な どの 結 果 か

ら は高 い 安 全 性 を有 す る こ とが 認 め られ てい る1)。

今 回,我 々は 本剤 の提 供 を 受 け,外 科 領 域 に お け る基

礎 的 ・臨 床 的 検討 を行 な った。 こ こで は本 剤 の 有 用 性,

安 全 性 に つ い て の成 績 を報 告す る。

I. 対 象 お よび 実験 方 法

(1)抗 菌 力

外科 病 巣 分 離 のE. coli 20株,Klebsiella sp. 20株

お よびP. aeruginosa 13株 に 対 す るAzthreonamの

抗 菌 力を 日本 化 学 療法 学 会 標 準 法2)に 従 っ て そ のMIC

を測 定 し,同 時 にCefoperazone (CPZ)とDibekacin

(DKB)に つ いて も測 定 し 比 較 検 討 し た 。 接 種 菌 量 は

over night cultureの 原 液(108 CFU/ml)と100倍 希

釈 液(106 CFU/ml)の 両 方 を 用 い た 。

(2)胆 汁 移行

胆 石 症 に て定 期 手 術 を 施 行 した12症 例 に つ い て は,

手 術 前 に 本剤 の19を 生理 食 塩 液20m1に 溶解 し,約

3分 か けone shot静 注 し,手 術 中 に 胆 嚢 胆 汁,総 胆 管

胆 汁,門 脈血,末 梢 血 お よび胆 嚢 組 織 を採 取 した 。 胆 嚢

組 織 は直 ちに 生 理 食 塩 液 で付 着 した 胆 汁や 血 液 を軽 く洗

浄 し,そ の 後 余 分 の 水分 は ガ ー ゼに て 拭 き取 った 。 採 取

した血 清,胆 汁,胆 嚢 組織 片 は滅 菌 試 験 管 に 入れ,直 ち

に-20℃ に 凍 結 し,保 存 した 。

総 胆 管 結 石 症 でT-tubeの 挿 入 され た7例,お よび 悪

性 腫 瘍 に よる 閉 塞 性黄 疸 でPTCD-tubeの 挿 入 され た3

例 に つ い て は経 時 的 な 胆 汁 移 行 につ い て検 討 した 。 胆 汁

流 出 が一 定 とな った 術 後7～10日 目に 本 剤 の1gをone

shot静 注 し,1時 間 ご とに 胆 汁 の 全 量 を 採 取 し検 体 と

した 。 この うち7例 に つ い て はCefoxitin (CFX) 1g

one shot静 注 しcross overを 施 行 した。

本 剤 の 濃 度 測 定 に は,E. coli ATCC 27166を 検 定菌

とす る カ ップ法 に よった 。 測 定 培 地 はpH7.0 Muller-

Hinton agar, modified (Eiken)を 使用 し,標 準 曲線 の

作製 検体の希釈には,血 清用にはプールしたヒト血清

を,胆 汁お よび胆嚢組織では1/15M phosphate buffer

(pH 7.0)を 用いた。 測定は東京総合臨床検査センター

研究部にて施行 した。CFXの 濃度測定は検定菌をSta-

phylococcus aureus MB 2786株 を用いたpaper disc

法に よった。 使用培地 はpH 7.0のHeart infusion

agar,標 準曲線の作製 お よび検体の希釈にはpH 7.0の

phosphate bufferを 用いた。

(3)臨 床使用成績

名古屋市立大学医学部第一外科学教室およびその関連

病院にて取 り扱 った41症 例の外科的感染症あるいは術

後感染症を対象 とし,本 剤の有用性お よび安全性につい

て検討 した。症例の内訳は虫垂穿孔性腹膜炎5例,十 二

指腸潰瘍穿孔性腹膜炎1例,腹 腔内膿瘍9例,胆 道感染

11例,肝 膿瘍お よびその 疑 いが3例,創 感染3例,そ

の他の皮膚軟部組織の感染症が5例,肺 炎2例,肺 化膿

症1例,膀 胱炎 の1例 である。

臨床効果の判定は教室の判定基準によった。すなわち

著効 とは投与3日 で主要症状のほ とんどが消失あるいは

改善 したもの,有 効 とは投与5日 で主要症状の過半数が

消失 また は改善 した もの,や や有効とは投与7日 にて何

らか の症状の改善のみ られた もの,無 効とは7日 以上の

投与にて も症状の改善 をみない もの,あ るいは症状が悪

化 した ものである。

II.結 果

(1)抗 菌 力

E. coli 20株 の本剤に対するMICは108 CFU/ml接

種では全株0.4μg/ml以 下にあ り,し かもそのほとん

どは0.2μg1mlか またはそれ以下である。 これに対し

DKBで はMICの ピークは1.6μg/mlで あるが, MIC

50μg/mlか また はそれ以上の株が6株 みられている。

CPZに ついて も同様 に0.2μg/mlか またはそれ以下の

株 と100μ91m1か またはそれ以上の株がみ られている。

106CFU/ml接 種で は,本 剤に対す るMICは すべて0.2

μg/mlか またはそれ以下 となっている。CPZ, DKBと 比

較 し耐性株がみ られないのが特徴 といえ よう(Fig.2,3)。

Klebsiella sp 20株 に対 す る 本剤のMICは,108

CFU/ml接 種ではその ピー クは0.2μg/mlに あり,1

株を除いて3.2μg/mlか ま た は そ れ 以下 の 優れた

MICを 示 している。CPZで はMICが100μg/ml以

上の株が6株 み られている。DKBはMICの ピークは

0.8μg/mlに あるが,50μg/mlのMICを 示す株が4

株み られている。106CFU/ml接 種で は 本剤 に 対する

MICが0.2μg/mlか またはそれ 以下の株が16株 であ

る。CPZ, DKBに 対 し12.5～100μ ｇ/mlと 高いMIC

を示す株に対 して も本剤 は 優 れ た抗菌力を示している
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Fig. 2 Susceptibility of E. coli 20 strains
(108 CFU/ml)

Fig. 4 Susceptibility of Klebsiella 20 strains

(108 CFU/ml)

Fig. 6 Susceptibility of P . aeruginosa 13
strains (108 CFU/ml)

Fig. 3 Susceptibility of E. coli 20 strains

(106 CFUNI)

Fig. 5 Susceptibility of Klebsiella 20 strains

(106 CFU/ml)

Fig. 7 Susceptibility of P. aeruginosa 13
strains (106 CFU/ml)
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(Fig. 4, 5)。

P. aeruginosa 13株 に つ い て は,本 剤 の抗 菌 力 はE.

coli,Klebsiella sp.よ り高 いMICを 示 す 。108CFU/

ml接 種にてMICの ピー クは6.3μg/mlに あ る。CPZ

ではMICの ピー クは12.5μg/mlで あ り,DKBで は

3.2μg/mlで あ る。この 傾 向 は106 CFU/ml接 種 に お い

ても同様であ り,P. aeruginosaに 対 す る抗 菌 力 は3剤

のうちDKBが 最 も優 れ て お り,次 い でAzthreonam,

CPZと なってい る(Fig.6,7)。

AzthreonamのE. coli, Klebsiella sp., P. aerugi-

nosaに 対す る抗菌 力をCPZ, DKBと 比 較 す る と,E,

coli, Klebsiella sp.に つ い て は本 剤 が 最 も優 れ て い る

が,P. aeruginosaに つ いて はDKBが 最 も良 好 な抗 菌

力を示 し,次 いでAzthreonam, CPZと な って い る。

(2)胆 汁移行

胆石症にて手 術前 に本 剤 の1gをone shot静 注 し,

手術時に採取 した末 梢血,門 脈 血,胆 嚢 胆 汁,総 胆 管 胆

汁,胆 嚢壁 につい ての濃 度 を 検 討 した(Tablel, 2)。 症

例はTable 1に 示 す よ うに 年 齢 は24～66歳 で,男 性

2例,女 性10例 で あ る。 総 ビ リル ビン値 に 異 常 を 示す

症 例 は1例 で あ るが,GOT, GPTの 異 常 例 は これ を 含

み4例 で あ る 。 同時 に胆 汁 培 養 を 施 行 し た が 菌 陽 性 例

が5例,残 る7例 は陰 性 で あ った 。 これ ら12症 例 の末

梢 血 中 お よび 門脈 血 中濃 度 を み る と,多 少 手 術 とそ れ に

伴 う輸 液 の影 響 と考 え られ る 変 動 は あ る が ,本 剤19

one shot静 注時 の 血 中 濃 度 に 一 致 して い る(Fig .8)。

胆 嚢 胆 汁 で は,9例 の 値 で み る と,採 取 時 間 に よ り濃 度

は異 な るが,低 い もの で4.7μg/ml,高 い もの で93.8

μg/mlで あ り,平 均29.8μg/mlを 示 した(Fig。9)。

しか し,症 例2,12で は 一部 血 液 の混 入が 認 め られ 高 値

を示 した 。 総 胆 管 胆 汁 に つ い て は0.2μg/mlか ら100

μg/mlの 値 を 示 し平均41.8μg/mlで あ った 。 一 定 の

傾 向 は認 め られ ず,多 くの要 因が 関 与 して い る と考 え ら

れ た(Fig.10)。 本剤 の胆 嚢 壁 へ の 移 行 は 全 体 に 低値 を

示 して お り,0.6μg/mlか ら高 い もの で は16.4μg/ml

で あ り,平 均8.3μg/mlの 濃 度 で あ る 。 胆 嚢 壁 濃 度 は

血 中 濃 度,胆 嚢 胆 汁濃 度 お よび 総 胆 管 胆 汁 濃 度 よ り低 い

値 を 示 して い る(Fig。11)。

T-tubeあ る い はPTCD-tube挿 入 の10例 に つ い て

は経 時的 に 胆 汁 移 行 を 測定 した 。 症 例 は 胆 石症 の7例 と

Table 2 Concentrations of Azthreonam in serum, bile and gallbladder tissue after intravenous bolus injection
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Fig. 8 Concentrations of Azthreonam in

serum

Fig. 10 Concentrations of Azthreonam in

common bile duct bile

胆管癌,胃 癌に よる閉塞性黄疸の3例 で あ り,年 齢 は

40～74歳 で男性7例,女 性3例 である。 濃 度測定時の

肝機能 と胆汁培養についてはTable 3に 示す.症 例1～

7に ついてはCFX lg one shot静 注 とのcross over

を施行 した。胆汁濃度につ いてはTable 4に 示す。すな

わち経時的に測定 した本剤 の最高胆汁濃度は投与後2～

3時 間に10例 中の4例 に認 められ,最 高胆汁濃度値 は

8.4～74.0(平 均33.9)μg/mlで あった。 一方,CFX

投与の7例 では,最 高胆汁濃 度は投与後0～2時 間に7

例中5例 が認め られ て い る。 最高胆汁濃度値は8.1～

50.7(平 均22.9)μg/m1を 示 している。

経時的 に胆汁移行を測定した10症 例についてその移

行度 と各 種要 因について検討 してみた。 まず肝機能 との

関係をみる とFig.12の よ うになる。すなわちGOT異

Fig. 9 Concentrations of Azthreonam in

gallbladder bile

Fig. 11 Concentrations of Azthreonam in

gallbladder wall

常例 と正常例についてその移行をみ ると両者の間に大差

が認 め られていない。 この傾向はGPTに ついてもいえ

る よ うである。 しか し総 ビ リルピン値 につ いてみると

Fig13の とお りであ り,総 ビリルビン値が5.0mg/dl

以上 と以下で比較する と,総 ビリルビン値の高い4例 で

は,そ の胆汁中 ピーク値 は他の6例 に比較し,低 い値を

とっている。すなわち総 ビリルビン値の高い症例では,

本剤の胆汁へ の移行は不良 とな る傾 向が認 め られ てい

る。胆汁中細菌陽性例 と陰性例について本剤の胆汁移行

をみる とFig14の とお りであ り,有 菌例が実線 無菌

例が点線 で示 されているが,胆 汁中細菌の有無と本剤の

胆汁移行 との間に は関係が認められていない。胆汁中よ

り分離された細菌は5症 例 よりAcimtobacter anitra-

tus 2株,Enterococcus group 2株, S. epidermidis,

S. aureus, Enterobacter aerogenesの 各1株 の合計7

株である。す なわち本剤は胆汁中の細菌の存在によって

も力価が低下 しないこ とを示 している。基礎疾患との関

係について も検討 した。Fig15に 示すように,実 線の
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Table 4 Concentration of Azthreonam and Cefoxitin in bile after intravenous bolus injection

Fig. 12 Concentrations of Azthreonam in bile

3例 は悪性腫瘍例でこの うち2例 には肝転移がみ られて

い る。点線は胆石症の症例であるが,悪 性腫瘍例に比較

し胆汁中の ピー ク値 は高い。

AzthreonamとCFXと のそれぞれ1gをone shot

静注 した場合の胆 汁移行について総 ビ リル ビン値 との関

係を検討 した。Fig.16は 総 ビ リル ビン値 が5.0mg/dl

以下であ った3症 例を示 している。 ピー ク値は本剤がや

や高いが,ピ ー クに至 るまでの時間はCFXよ り遅れる

傾 向にある。 総 ビリル ビン値 が5.0mg/dl以 上であ っ

た4症 例 はFig.17に 示す 。本剤 およびCFXの ピー ク

Fig. 13 Concentrations of Azthreonam in bile

値 の比較で は大 きな差は認 められていない。

(3)臨 床使用成績

外科的感染症 の41例 にAzthreonamを 使用 した

(Table 5,6)。 症例は1982年8月 よ り1983年6月 ま

でに当科 お よび関連病院に入院 した患者である。年齢は

17歳 か ら80歳 で平均55.1歳 であ り,男 性27例,女

性14例 であ る。投与方法は191日2回 の症例が最も

多 く25例,次 いで191日3回 の症例が6例,2g 1

日2回 の症例が9例 であ り,1例 では1日 量が191日

3回 か ら191日2回 と変更 されている。投与経路は点
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Fig. 14 Concentrations of Azthreonam in bile

Fig. 15 Concentrations of Azthreonam in bile

Fig. 16 Concentrations of Azthreonam and 

Cefoxitin in bile (T. B. •…50mg/d1)
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Fig. 17 Concentrations of Azthreonam and Cefoxitin in bile 
(T. B. >5 0mg/di)

Case Y.S.

Case A.K.

Case T.K.

Case M.Y.

滴静注がほ とん ど で あ り,oneshot静 注 と 筋 注 投 与

例はそれ ぞれ1例 の み で あ る。 使 用 日数 は 最 低3日,

最長18日 間 であ り,平 均8.1日 で あ る。 使 用 総 量 は

最低69よ り最 高609で あ り,平 均20.99で あ る

(Table7)。

細菌学的検 討は35例 に 施行 され て お り,こ の うち混

合感染が17例,単 独感 染が17例, Candida albicans

が分離されたものが1例 となってい る。35例 中28例 で

は投与後の細菌学的検討が なされてい るが,細 菌学的効

果は菌消失が9例,減 少が5例,存 続が5例,菌 交代が

9例となっている。本剤投与後 出現菌 としては α-Stγe-

ptococcus, Enterococcus group の各2株, Coagulase

(—) Staphylococcus, Streptococcus faecalis , P.
putida, Flavobacterium sp., A. anitratus , グラム陰

性球菌yeastlikeorga織ismの 各1株 があげ られ る。

臨床効果は著効9例 ,有 効14例,や や有効7例,無

効11例 で有効率は56。1%で あ る。なお41症 例中に

は3例について本剤が二度投与 された症例が含 まれてい

る。第1の 症例はNo.23とNo .28で あ り,No.23で

は急性化膿性胆管炎で緊急 入院 し外胆嚢痩を造設 し本剤

を投与した。その後胆管癌であ ることが判明 し
,膵 頭十

二指腸切除を施行 したが術後肝膿瘍を発症 したため本剤

の投与を行なった(No.28)。 第2の 症例 はNo.33と

No.31で あ り,No.33で は横行結腸癌 が 腹壁に穿通 し

膿瘍を きた したため本剤を投与 した。No.31は その後腹

壁を含み横行結腸切除 と皮膚 移植が なされたが皮膚壊死

を きた し,再 度の皮膚移植 が施行 された。 この移植創に

感染が生 じたため投与 され た ものがNo.31で あ る。 第

3の 症例はNo.26とNo.25で ある。胆嚢癌 に て胆嚢

摘 出術,胃 空腸吻合術,総 胆管切 開術(T-tube)の 施行

された症例であるが,術 後10日 目に逆行性胆管炎を発

生 したため本剤が投与 された(No.26)。 その後頻回に胆

管炎症状がみ られ各種の薬剤が投与 され ていたが,初 回

投与 よ り約2か 月後 に P. aeruginosa, Enterococcus

groupが 証明 されたため本剤 を 投与 した(No.25)。 な

おNo.26の 分離菌はK.Pneumoniaeで あ り,両 者 で

は分離菌 に相異がみ られている。

自他覚的副作用については1例 も認 め られて いない。

臨床検査値の変動は2例 に認め られた。す なわ ちNo.35

においては投与前の 好 酸 球 が4%か ら 本剤19×2/日

の3日 間投与後に12%に 上昇 し本剤 との関係が疑われ

た。No.7は 胃癌術後の横隔膜下膿瘍であるが,本 剤投
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Table 6 - 1 Laboratory features before and after administration of Azthreonam

*KAU/1
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Table 6 - 2 Laboratory *features before and after administration of Azthreonam

*KAU/1

与にても臨床効果は得 られず無効であった症例である。

アルカリフォスフ ァターゼ値が531u/1か ら投与終了後

2621u11と上昇している。横隔膜下膿瘍の悪化に よる異

常変動とも考えられたが,他 の肝機能に は著変がないた

め本剤との関係を疑わ しめた。以上,2症 例が本剤 との

関係を疑わしめる臨床検査値 の異常 変動 例である。 その

他にも臨床検査値の異常変動例が 認め られたが,い ず れ

も基礎疾患に よるもの と考え られた。No.18の 投与後の

著 明な貧血 は食道静脈瘤 の出血に よるものである。

III.考 案

外科領域 に おけるAzthreonamの 基礎 的 ・臨床的検

討を行な った。 抗菌力については外 科 病 巣 分 離 のE

coli,  Klebsiella sp., P. aeruginosa について本剤 お よび

CPZ8),DKB4)と の 比 較 を 行 な った 。E. coli L Klebsiella

sp.に 対 してはCPZ,DKBよ り優れた抗菌力を示すが,

P. aerugi nosa についてはDKBよ り劣る抗菌力であ っ
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Table 7 Summary of clinical trial

た。しか し本剤は安全性が高 くDKBよ りヒ トへの1日

投与量は大量であ り,Paeruginosaぽ か りでな く他の

細菌についても より有効な効果が得 ら れ る と考 えられ

る。 一方,本 剤 はSaureusを は じめ とす るGPCお

よびBacteroides fngilisを は じめ とする嫌気性菌に

は有効な抗菌力を示 さない ことが報 告1)されている。 抗

菌 スペ ク トラム の 狭 い 薬剤 の 一つ としてCefsulodin

(CFS)5)が あげ られるが,AzthreonamはCFSと 比 較

し好気性 グラム陰性桿菌に広 く抗菌力を示 し,比 較的臨

床使用 しやすい薬剤である。

本剤は尿路排泡型の薬剤であ り,胆 汁への移行は セフ

ェム系薬剤6)と比較 し高度ではない。 しか しCFXと の

cross overで はCFXと ほぼ同程度の胆汁移行を示 し,

胆道感染症の治療剤 として有用 と考 えられた。胆汁移行

は総 ビリル ビン値な どの肝機能 結石の位置,基 礎疾患

な どによ り影響を受 けることは他の薬剤 と同様である。

しか し本剤は胆汁中細菌の存在に もかか わ らずその移行

は不 変であ り,β一lactamaseに 対する安定性 など細菌の

存在 に より失活する ことが少 ない ことを示 してい ると考

え られた。

外科的感 染症の41例 に使 用した結果56.1%の 有効

率が得 られた。 自他覚的副作用は認められなかったが,

臨床検査値の異常 として好酸球増多,ア ルカリフォスフ

ァターゼ値の上昇の2例 が認め られた。細菌学的効果と

してはGPCに よる菌交代例がやや多 くみられた。これ

らの症例はいずれ も菌交代症ではな く菌交代現象として

本剤投与後にみ られ たものである。 しか し本剤の臨床使

用にあた ってはS.aureusな どによる菌交代症 の可能

性 も否定で きないため充分な配慮が必要である。特に重

症感染症で起炎菌不明の場合には,GPC,嫌 気性菌も考

えpenicillin系 薬剤Lincomycin,Clindamycinな ど

との併用投与 も必要 となるであろ う。

以上 の成績 よ りAzthreonamはPuru8inosaを は

じめ とす る好気性 グラム陰性桿菌に広 く優れた抗菌力を

示 し,β-1actamaseに 対 して も極めて安定である。本剤

の胆汁移行はCFXと 同等度であ り,肝 ・胆道系の感染

症に対 して も有用 な薬剤であると考えられた。また,副

作用において も特に問題 となるものはな く,本 剤は外科

領域において感染に対 し抵抗力の減弱した術後の感染症

であ って も有用かつ安全 な抗生物質であると考 え られ

た0
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Fundamental and clinical studies were carried out on Azthreonam, a new monobactam antibiotic,
in the field of surgery and the following results were obtained .

1. Antimicrobial activity: MICs of Azthreonam against most strains of E. coli and Klebsiella sp. isola-
ted from the surgical infections, were not higher than O. 8 ig/ml. Azthreonam was also shown to be
very active against P. aeruginosa with the peak MIC level at 3. 2 ttgiml.

2. Secretion into bile : Biliary concentrations were determined in 22 patients. The degree of secre-
tion of Azthreonam into bile resembled to that of Cefoxitin with high concentrations .

3. Clinical results: Azthreonam was administered to 41 patients having surgical infections. The
clinical results were excellent in 9, good in 14, fair in 7 and poor in,11. The overall efficacy rate
was 56.1%.

Side effects were as follows : Eosinophilia in 1 case and elevation of alka.line phosphatase in 1 case .


