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Cefozopranの 基礎的抗菌活 性の検討
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横 田 健
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CefozopranのStaphylococcus aureus, methicillin-resistant S.aureus, coagulase-nega-

tive staphylococci, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis,

Enterococcus faecium, Escherichia coli CS2(R+), Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis,

Proteus vulgaris, Morganella morganii, Providencia retrgeri, Citrobacterfreundii, Ser-

ratia marcescenus, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aemginosa, Pseudomonas cepacia,

Xanthomonas maltophilta, Acinetobacter calcoaceticzts, ampicillin耐 性Haemophilus infl-

uenzae,お よ びBacteroides fragilisの18～51臨 床 分 離 株 に 対 す るMIC80は そ れ ぞ れ3.13,

12.5, 6.25, 0.05, 0.05, 25,>100, 0.1, 6.25, 0.2, 3.13, 1.56, 3.13, 3。13,25,12.5,

25,25,>100,12.5,0.39,お よ び>100μg/mlで あ っ た 。Cefozopranは, S.aureas, E.coli,

P.vulgarisのPBPsに はceftazidimeと 同 程 度 の 結 合 親 和 性 を示 した が,MRSAで はPBP2'

が,P.aeruginosaで はPBP1Bがceftazidimeよ り若 干 強 い 結 合 親 和 性 を 示 し た 。Cefozopran

の 血 清 補 体 と の 協 力 的 殺 菌 作 用 は,あ ま り強 く は な か っ た が,マ ウ ス 培 養Mφ に は,1/4

MIC以 上 のcefozopran存 在 下 で,E.coli生 細 胞 を よ く殺 菌 した 。

Key words: cefozopran,PBPs,血 清 補 体 との 協 力,Mφ との 協 力 作 用

Cefozopranは 武 田薬 品工 業 株 式 会 社 に よ り新 た に 開 発

された 半合 成 の 注射 用 セ フ ェム 系抗 生 物 質 で あ り,3位 に

imidazo[1,2-b]pyridaziniummethyl基 お よび7β 位 に

5-amino-1, 2, 4-thiadiazolylmethoxyimino基 を導 入 す る

こ と に よ り,幅 広 くバ ラ ン ス の とれ た 抗 菌 活 性 と β-

lactamaseに 対 し高 い安 定性 お よび 低 い 親 和性 を持 つ とい

われ てい る1,2)。Cefozopranの 臨床 効 果 を推 定 す る基 礎 資料

を集 積 す る ため,本 薬 剤 の 試験 管 内 抗 菌 力 を測 定 す る と と

もに,作 用 点PBPsに 対 す る結 合 親 和性,血 清補 体 お よび マ

ウ ス培 養Mφ との 協 力 的殺 菌 作 用 等 に つ いて検 討 した 。

I. 材 料 と 方 法

1. 使 用 薬 剤

Cefozopranは,武 田薬 品 か ら供 与 さ れ た 。対 照 薬 と

して,cefpirome(CPR:Hoechst-Roussel),cefclidin

(CFCL:エ ー ザ イ),cefuzonam(CZON:日 本 レ ダ リ

ー)お よ びceftazidime(CAZ:日 本 グ ラ ク ソ)の 純 末

を使 用 した 。

2. 使 用 菌 株

順 天 堂 大 学 付 属 病 院 中 央 検 査 室 お よ び 東 京 都 老 人 研

究 所 付 属 病 院 臨 床 検 査 室 で1985～1987年 に 分 離 さ れ

た49株 のStaphylococcus aureus, 47株 のmethicillin

-resistant S .aecrescs(MRSA), 42株 のcoagulase-ne-

gative staphylococci (CNS), 46株 のStreptococcors

pyogenes, 22株 のStreptococcus pneumoniae, 38株 の

Enterococcus faecalis, 42株 のEnterococcus faecium,

Escherichia coli CS2に 種 々 のR plasmidを 伝 達 し た

51亜 株,47株 のKlebsiella pneztmoniae, 48株 のPro-

teus mirabilis,35株 のProteus vulgaris, 50株 のMo-

rganella morganii, 29株 のProvidencia retrgeri,50

株 のCitrobacter freundii,50株 のSe7'ratia marces.

cens, 50株 のEnterobacter cloacae, 50株 のPseudo-

monas aeruginosa, 33株 のPseudomonas cepacia, 48

株 のXanthomonas maltophilia, 29株 のAclnetobac-

ter calcoaceticus, 18株 のampicillin(ABPC)耐 性

Haemophilzes infiuenzaeお よ び38株 のBacteroides

fvagilisを 被 検 菌 と した 。

PBPsの 検 討 に は 教 室 保 存 のS.aureus 209P, S.

aureus 108-1(MRSA), E.coli NIHJ JC-2, P.vulgar-

is 33お よ びP.aeruginosa PAO1株 を 使 用 し た 。

3. 最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)の 測 定 法

日 本 化 学 療 法 学 会 法3)に 準 拠 し た 平 板 希 釈 法 で 測 定

し た 。 す な わ ちL-broth 5mlに37℃ で 一 夜 振 盪 培 養

* 〒113 東京 都文京区本郷3-1-3
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し,グ ラ ム 陽 性 菌 は100倍 に,グ ラム 陰 性 菌 は1000倍

に滅 菌 生 理 食 塩 水 で 希 釈 して 接 種 菌 液 と した 。 た だ し

S.pyogenesに はHI-broth(DIFCO)を,H.infiuenzae

に は5%Fildes extract(OXOID)加Hl-brothを 使

用 し た 。B.fragi/isはGAMbroth(日 水)で 前 培 養 し

た 。S.Pneumoniaeの 接 種 菌 液 は,血 液 平 板 上 で37℃

一 夜 培 養 し た集 落 を か き と り
,HI-brothに 吸 光 度0.5

(600nm)に な る よ う に懸 濁 し,そ れ をHI-brothで100

倍 に 希 釈 し接 種 菌 液 と し た。2倍 段 階 希 釈 濃 度 の薬 剤

を含 有 す るMueller-Hinton(DIFCO)寒 天 に,接 種 菌

液 を ミ ク ロ プ ラ ン タ ー(佐 久 間 製 作 所)で ス ポ ッ ト接

種 し,37℃ で 一 夜 培 養 して 菌 の 増 殖 の 有 無 か らMIC

を 求 め た 。 た だ しS.pyogenesお よ びS.pneumoniae

に は5%ヒ ツ ジ 血 液 加HI寒 天 を,H.influenzaeに は

5%Fildes extract加HI寒 天 を使 用 した 。B.fragilts

に はGAM寒 天 を使 用 して ガ ス パ ッ ク法(BBL)で37.

C一 夜 培 養 して 判 定 し た 。

4. ペ ニ シ リ ン結 合 蛋 白 質(PBPs)に 対 す る結 合 親

和 性 の 検 討

SPRATTの 方 法4)を 改 変 した 著 者 ら の 方 法5)で 検 討

した 。 す な わ ちS.aureus 209 P, S.aurezts 108-1(MR

SA), E.coli NIHJ JC-2, P.vulgaris 33お よ びP.

aemginosa PAO1の 対 数 増 殖 期 後 期 の 菌 を 集 め,10

mM MgCl2加0.05Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)に 懸 濁

し た 。BRANSONsonifier(出 力50W,効 率20%,

120秒 ×10回)で 菌 体 を破 砕 し3,000xg, 15分 間 遠 心

で 菌 体 を 除 い た 後,そ の 上 清 を100,000xg30分 超 遠

心 して 膜 画 分 を 集 め た 。同緩 衝 液 で1回 洗 浄 し10～15

mg protein/mlに な る よ う に膜 画 分 浮 遊 液 を作 製 し た 。

30μlの 膜 画 分 に 終 末 濃 度0.1～12.5g/mlに な る よ う

にcefozopranま た はCAZを 加 え,30℃10分 間 反 応

後,3μlの14C-benzylpenicillin(14C-PCG, 50μCi/

μmole/ml:AMERSHAM)を 加 え,再 度30℃10分

間 反 応 させ た 。Sarkosylと 非 放 射 性PCGを 添 加 し て

反 応 を 止 め,10,000xg,30分 間遠 心 して 不 溶 画 分 を除

い た 。 上 清30μlにbromophenol blue加SDS緩 衝 液

を15μl加 え,100℃2分 間 煮 沸 し た後,そ の 全 量 を10

%acrylamide-0.06%bis-acrylamideの ス ラ ブ ゲ ル

で 電 気 泳 動 した 。た だ しS.aureusに は8%acrylamide

-0 .06%bis-acrylamideス ラ ブ ゲ ル を使 用 した 。 メ タ

ノー ル と酢 酸 で 蛋 白 を 固 定 し た 後,dimethyl sulfox-

ide(DMSO)で 脱 水 し,2, 5-diphenyloxazoleを し み

込 ませ,減 圧 下 で ゲ ル を 乾 燥 した 。 乾 燥 し た ゲ ル と

KODAK X-Omatフ ィル ム を 密 着 し,-70℃20日 間

感 光 さ せ 蛍 光 ラ ジ オ オ ー トグ ラ フ ィ を行 っ た 。

5. Cefozopranと 血 清 補 体 と の 協 力 的 殺 菌 作 用 の

検 討

E.coli NIHJ JC-2をL-broth中 で37℃ 一 夜 振 盪

培 養 した 。新 鮮L-broth5mlに105cfu/m1に な る よ う

菌 液 を希 釈 し た 。4本 を 一 組 と し,1本 を対 照 に,2

本 目 に は この 菌 の 増 殖 に 影 響 を及 ぼ さ な い最 高 量 補 体

(0.5units/ml)と20%非 働 化 ヒ ト血 清 を加 え た 。3本

目 に はsubMICのcefozopran(0.052μg/ml)を 加 え,

4本 目 に は 補 体 と ヒ ト血 清 に 前 者 と 同 量 のcefozo-

pranを 添 加 し た 。37℃ で 振 盪 培 養 を 続 け な が ら,そ の

0,1,3,5お よ び24時 間 に菌 を採 取 し,平 板 法 で

生 菌 数 を計 算 した 。

6. マ ウ ス 培 養Mφ との 協 力 的 食 菌 殺 菌 作 用 の 検

討

Mφ はICR♂ マ ウ ス 腹 腔 内 を8mlのSaline Gで

洗 っ て採 取 し,10%fetal calf serum加F12倍 地(日

水)に105cells/mlに な る よ う に 浮 遊 し た 。そ の0.1ml

を カ バ ー ス リ ッ プ を沈 め たCORNING multidish(24

穴)に 接 種 し著 者 ら の 方 法6)で20%L-CM(condi-

tionedmediumofL-929)7)を 使 用 し活 性 化 した 。E.

coli NIHJ JC-2 L-broth一 夜 振 盪 培 養 液 をMφ の50

倍 量(5×105CFU/well)接 種 し,終 末 濃 度1～1/16

MICに な る よ うcefozopranを 加 え て 培 養 し た 。E

coli感 染5時 間 後 に カ バ ー ス リ ッ プ を 取 出 し,Saline

Gで 洗 浄 した 後,メ タ ノ ー ル 固 定 しGiemsa染 色 し て

光 学 顕 微 鏡 で 観 察 した 。

II. 成 績

1. Cefozopranの 試 験 管 内抗 菌 力

Cefozopranの 試 験 管 内 抗 菌 力 を22菌 種18～51臨

床 分 離 株 に対 しCPR,CFCL,CZONお よ びCAZの そ

れ と比 較 検 討 した(Table1-1,1-2)。

CefozopranのS.aureus49株 に 対 す るMIC80は

3.13μg/mlで,CZONよ り2管,CPRよ り1管 ほ ど

劣 っ た が そ のMICg。 は12.5μg/mlでCPRと 同 等 で

あ っ た 。MRSA47株 に対 す るcef0zopranのMIC80は

12.5μg/mlでCZONよ り1管,CPRよ り2管 よか っ

たoCNS42株 に 対 す るcefozopranの 抗 菌 力 はCPR

お よ びCZONと と も に 優 れ て お り,そ のMIC
80は

1.56μg/mlで 比 較 薬 剤 中 最 も 優 れ て い た
。S.

pyogenes46株 に対 す るcefozopranの 抗 菌 力 は 強 く;

そ のMIC80は く0.013μg/mlでCZONと 同 程 度 で あ

っ た 。S.pneumoniae22株 に 対 す るcefozopranの

MIC80は0.05μg/mlでCZON,CPRに 次 い で 良 好 で

CFCLお よ びCAZよ り4管 程 よ か っ た
。E.faecalisに

対 す るcefozopranの 抗 菌 力 は 弱 く そ のMIC
80は25

μg/mlで あ っ た 。E.faeciumに 対 す るcefozopranの

抗 菌 力 は他 の セ フ ェ ム 剤 と同 様 に ほ とん ど抗 菌 力 を 示
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Table1-1. Antibacterial activities of cefozopran and reference drugs aginst clinical isolates of Gram…positive bacteria

Table1-2. Antibacterial activities of cefozopraR and reference drugs against clinical isolates of Gram-negative bacteria
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さ な か っ た 。

R(bla)plasmidを 保 有 す るE.coli CS2 51亜 株 に

対 す るcefozopranのMIC80は, 0.1μg/ mlでCPRお

よ びCZONよ り1管 劣 っ た が,CFCLお よ びCAZよ

り1管 良 か っ た 。K.pneumoniae47株 に 対 す るcefoz-

opranのMIC80は0.78μg/mlで,CPR,CFCLお よ び

CAZと 同 等 で あ っ た 。P.mirabilds 48株 に 対 す る

MIC80は0.2μg/mlでCPR,CZONお よ びCAZよ り

1管 劣 っ た がCFCLよ り1管 良 か っ た 。P.vulgaris 35

株 に対 す るcefozopranのMIC80は1.56μg / mlで,比

較 薬 剤 中 で は最 も劣 っ て い た 。M.morganii50株 に 対

す るcefozopranのMIC80は0.78μg / mlでCFCLお

よ びCPRに は 及 ば な い がCZON, CAZよ り1～2管

程 よ か っ た 。P.rettgeri 27株 に対 す るcefozopranの

MIC80は,1.56μg/mlでCFCLと 同 程 度 で あ っ た 。C.

freundii 50株 に 対 す るcefozopranのMIC80は1.56

μg/mlで,CPRお よ びCFCLと 同 程 度 で あ っ た 。E

cloacae 50株 に 対 す るcefozopranのMIC80は,CAZ

お よ びCZONよ り優 れCPRと 同 等 で あ っ た 。S.mar-

cescens 50株 に 対 す るcefozopranのMIC80は1.56

μg/mlでCPRお よ びCFCLと 同 等 で あ っ た 。P.aer-

uginosa 50株 に 対 す るcefozopranのMIC80は12.5

μg/mlでCFCLよ り2管 ほ ど劣 っ た がCAZよ り も

1管 良 か っ た 。P.cepacia33株 に対 す るcefozopran

のMIC80は25μg/mlで 比 較 薬 剤 中 最 も劣 っ て い た 。

X.maltophilia 48株 に 対 す るcefozopranの 抗 菌 活 性

はCPRと と も に ほ と ん どみ ら れ な か っ た 。A.calco-

aceticus 29株 に 対 す るcefozopranのMIC80は6.25

μg/mlでCAZよ り1管 優 れ,CFCLと 同 等 で あ っ た 。

ABPC耐 性H.influenzae 18株 に 対 す るcefozopran

のMIC80は0.39μg/mlでCFCLと 同 等 で,CAZよ り

1管 程 優 れ て い た 。

嫌 気 性 菌B.fragilis38株 に 対 す るcefozopranの 抗

菌 力 はCPRと 同 程 度 で あ ま り強 く な く そ のMIC80

は>100μg/mlで あ っ た 。

2. Cefozopranの ペ ニ シ リ ン 結 合 蛋 白 に 対 す る親

和 性

CefozopranのS.aureus 209Pの 主 要PBPsに 対 す

る結 合 親 和 性 はFig.1-aに 示 す と お りPBP1,2に 対

し強 い 親 和 性 を示 し,そ の 強 さ はCAZと ほ ぼ 同 じ で

あ っ た 。S.azareas 108-1(MRSA)のPBPsに 対 す る

cefozopranの 結 合 親 和 性 はCAZと 比 べ て 強 くPBP

2'に200μg/mlか ら相 当 程 度 結 合 親 和 性 が み ら れ た

(Fig.1-b)。E.coli NIHJ JC-2のPBPsに 対 す る結

合 親 和 性 はCAZと ほ ぼ 同 等 でPBP3に 強 い親 和 性 を

示 し た(Fig.1-c)。P.vulgaris 33のPBPsに 対 す る結

合親 和性 は,PBP1Aと3に 強 くCAZと 同等 で あ っ

た(Fig、1-d)。P.aeruginosa PAO1のPBPsに 対 す

るcefozopranの 結合 親和 性 は,Fig.1-eの ご と く3a,

1A,1Bの 順 に強 く,1Bに 対 す る結 合親和 性 はCAZ

よ り強 か った。

3. Cefozopranと 血 清補体 との協 力 的殺菌 作 用

E.coliNIHJ JC-2の 増 殖 に影響 を与 えな い最高 の

補 体量(0.5units/ml)と ヒ ト血 清 に5時 間後 の生菌 数

がsubMICのcefozopran(0.052μg/ml)を 共存 させ

る と,Fig.2の とお り薬剤 単独 よ りそ の生菌 数 は,5

時 間 後 に若 干 減少 した が24時 間 後 には再 増 殖 し血 清

補体 との協 力作 用 は それ ほ ど強 くなか った。

4. Cefozopranと マ ウス培 養Mφ との協 力 的食 菌

殺 菌作 用

E.coliNIHJ JC-2を 活性 化 したマ ウス培 養Mφ に

感染 させ,5時 間後 にはFig.3-aの ご と く食菌 された

菌細 胞 はMφ 内 で増 殖 し,Mφ を破壊 して遊 出す る像

が見 られた。 これ に対 し1MICのcefozopranが 共存

す る とFig.3-bの とお りフ ィ ラメ ン ト化 した 菌体 は

よ く食 菌 消化 され,大 きな食 空 胞 が認 め られ た。cef-

ozopran1/2MIC存 在 化 で もFig.3-cの ご と くフ ィ

ラ メ ン ト化 した細 胞 を よ く食 菌 消 化 して い た。1/4

MICのcefozopran存 在 下 で もMφ の 殺 菌 力 はE.

coliの 増 殖 力 よ り優 勢 で あ った(Fig.3-d)。Cefozo-

pran1/8MICに な る とそ の関 係 は逆 にな り(Fig.3-

e),1/16MICのcefozopran存 在下 で は,Mφ に食 菌

され た 菌細 胞 の細 胞 内増 殖 に よ りMφ が破 壊 され た

(Fig.3-f)。

III. 考 察

Cefozopranの グ ラ ム 陽 性 菌 に 対 す る抗 菌 特 性 は

CZONお よびCPRと 並 ん で優 れ た 抗 菌 力 を示 す。

MRSAに 対 して は他 の比較 薬 剤 よ り優 れ て い る もの

の,そ の抗 菌力 は十 分で はない。 また比 較薬 剤 と同様

にEnterococczes属 に は抗 菌力 を発 揮 しな い。グ ラム陰

性 菌 に対 して は,cephalosporinase高 度 産 生菌 で あ る

C.freundiiお よびE.cloacaeに 対 してCPRと 同程度

の優 れ た抗菌 力 を示 す。Pseudomonas属 のP.cepacia

に対 して は それ ほ ど強 い抗 菌 力 で は な い が,Raer-

uginosaに 対 して はCAZよ り若 干 優 れ た 抗 菌 力 を示

す。ABPC耐 性H.influenzaeに 対 す るcefozopranの

抗 菌力 は特 に強 い わ けで は ない がCAZお よ びCFCL

と ともに良好 で あ る。 嫌気 性菌 のB.fragilisに 対 す る

抗菌 力 はCPRと 同程 度で それ ほ ど強 くな い。

本 剤が グラム陽性 菌 に も陰性 菌 に も幅 広 く強 い抗 菌

力 を示 すの は,作 用 点 であ るPBPsと の結合親 和性 が

高 いた めで あ る と考 え られ る。 特 にS.aureusに お い
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a) S. aureus 209P b) S. aureus 108-1 (MRSA)

c) E. coli NIHJ JC-2 d) P. vulgaris 33

e) P. aeruginosa PAO 1

Fig. 1. Competition of cefozopran and ceftazidime for penicillin-binding proteins

て は,必 須 と考 え られ てい るPBP1お よび2に 対 す る

結合 親和 性 が高 い点 が挙 げ られ る。 またMRSAに 対

して はPBP2'に 対 す る結合 親 和性 が あ る程 度 あ るた

めCAZよ り優 れ た抗 菌力 を示 す と考 え られ る。 グ ラ

ム 陰性 菌 で はCAZと 同様 にPBPIAと3に 対 し て

高 い親 和性 を持 つが,P.aernginosaに 対 して は1Bに

対 す る結 合親 和性 がCAZよ り若 干 高い。 この こ とが

本 薬剤 がCAZよ り若干 強 い抗 菌 力 を示 す理 由 と考 え
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Fig. 2. Synergy of bactericidal effect with serum 

complement

られ る。

Cefozopranの 血 清 補体 との協 力 作 用 は それ ほ ど強

くは ない が,マ ウ ス培 養Mφ との協 力 的 殺 菌 作 用 は

1/4MICま で み られ,セ フ ェム系抗 生物 質 の中 で は比

較的良好 で あ る。 以上 の成 績 か ら本 剤 の体 内動態 が 良

けれ ば,MRSA, Enterococcus, Xanthomonasお よび

Bacteroides感 染症 以 外 の 広 範 囲 の感 染 症 に優 れ た臨

床効 果 が期待 され る。
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a)Control b)1MIC

c)1/2MIC d)1/4MIC

e)1/8MIC f)1/16MIC

Fig. 3. Phagocytosis of E. coli NIHJ JC-2 by mouse cultured macrophages in the absence of cefo
zopran 

or in the presence of 1-1/16 MIC of cefozopran
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Kyoko Kuwahara-Arai 

Department of Bacteriology, School of Medicine, Juntendo University, 
2-1-1 Hongo, Bunkyo-ku Tokyo 113, Japan 

Takeshi Yokota 

Juntendo Medical College of Nursing 
2-2 Takasu, Urayasu, Chiba 279, Japan

Eighty percent minimum inhibitory concentrations (MIC80) of cefozopran were 3.13, 12.5, 6.25, 0.05, 

0.05, 25, > 100, 0.1, 6.25, 0.2, 3.13, 1.56, 3.13, 3.13, 25, 12.5, 25, 25, > 100, 12.5, 0.39, and > 100 ƒÊg/ml against 

18 to 51 clinical isolates of Staphylococcus aureus, methicillin-resistant S. aureus, coagulase-negative 

Staphylococci, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis, Enterococcus 

faecium, Escherichia coli CS2 carrying various R (bla) plasmids, Klebsiella pneumoniae, Proteus 

mirabillis, Proteus vulgaris, Morganella morganii, Providencia rettgeri, Citrobacter freundii, Serratia 

marcescens, Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas cepacia, Xanthomonas malto - 

philia, Acinetobacter calcoaceticus, ampicillin resistant Haemophilus influenzae and Bacteroides fragilis, 

respectively. 

Cefozopran and ceftazidime showed similar binding affinities to PBPs 1 and 2 of S. aureus, PBPs 1A, 

1B and 3 of E. coli and PBPs 1A and 3 of P. vulgaris. Cefozopran manifested stronger binding 

affinities to PBP2' of MRSA and PBP 1B of P. aeruginosa than CAZ. 

Cefozopran showed moderate synergy in bactericidal effect with serum complement, but manifested 

good synergy with mouse cultured macrophages in live E. coli phagocytosis at concentrations of more 

than 1/4 the MIC of cefozopran.


