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6059-Sの 微生物学的定量法による体液 内濃度測定法に関す る検討

木 村 靖 雄 ・吉田 正

塩野義製薬株式会社研究所

Oxacephem系 の新注射用抗生剤6059-Sの 体液内濃度測定法を各種の微生物学的定量法について

検討した。

6059-Sに 高感度の変異株Esciriicha coli7437を 検定菌として使用した。培地にはTrypto-soy

agar(栄 研)を 使用し,最 終菌量5×105cells/mlを 接種すれば鮮明な阻止像が得られ,6059-Sを

感度良く測定できる。

6059-S測 定感度は,薄 層カップ法で0,1μg/ml,帯 培養法で0,2μg/ml,寒 天孔平板法で0.4μg/

ml,ペ ーパーディスク法で0.8μg/mlで あった。

血漿中濃度の測定に際しては,標 準溶液はプールした人血漿,ま たはMoni-TrolI,Consera等

で調製することが望ましいが,phosphate buffer(pH7.0)で5倍 に希釈すれば,buffer標 準溶

液を用いて測定することができる。尿,胆 汁試料は,bufrで それぞれ10倍,5倍 以上希釈する

ことによって検量線に与える影響はなくなった。

6059-S標 品には微量(約1%以 下)の 脱炭酸体が含まれているが,こ れらの検定法で両薬は同

じ感受性を示し,検 量線がよく一致した。

セルロース薄層クロマトグラフィーによって分離すれば,bioautographyに よって分別定量が可能

であり,こ の方法は活性代謝物の検索法として有効である。

各種体液試料は,-20℃ に凍結保存する方法で,6059-Sは 少なくとも1週 間は安定に保たれた。

緒 言

6059-Sは,特 にグラム陰性菌に対 して優れた抗菌作用を示

し,そ の抗菌スペク トラムは,極 めて広範で,緑 膿 菌や嫌気性

菌 にも有効である1,2)。

生体試料中の濃度測定は,治 療濃度の体 内動態を知 る意味か

らもMIC濃 度附近 まで測定 できることが望 ましい。6059-Sの

MIC値 は,菌 種間でそれ ほど拡が らずに,多 くの場合,狭 い

濃度範囲(0.1～1μg/ml)に 分布するのが特徴で,0.1μg/ml

程度 まで測定で きる方 法が望 まれた。 そこで,6059-Sに 感受

性を高めた大腸菌の変異株,E.coli7437を 誘導 し,濃 度測定

用の検定菌とした。 そ して,こ の菌株 を用いて ヒ ト体液内濃度

を測定するために各種測定法における至適条件 を検討 した。 更

に,体 液中での安定性および活性代謝物検索 のためのbioauto-

graphy法 による6059-Sの 分離検出方法 に ついて 検討 したの

で,そ の成績 を併せて報告す る。

材 料 と 方 法

1.使 用薬 剤

6059-S(100mg力 価 充 填凍 結 乾燥 標 準品 ,Lot No.

FW12-73F)と,そ の標 品 中 に 微量(0.5～1%)に 含

有 して い る6059-Sの 側 鎖 構造 か ら脱 炭 酸 した構 造 を 有

す る 誘導 体 で あ る6059-Sの 脱 炭酸 体 を使 用 した(Fig.

1)。

Fig.1 Structural formulas of 6059-S(I)
and decarboxylated product (11)

2。 検 定 菌

Escherichia coli7437を 用 いた。 本 菌株 は,グ ラム陰

性 菌 の う ち,寒 天拡 散 法 で6059-Sに もっ とも感受性 の

高 か ったE.coli X-161を,N-methyl-N′-nitro-N-

ntrosoguanidineで 処 理 して 導 か れ た 変 異株 で あ る。

本 菌 を,Tfypto-soy agar(TSagaf,栄 研)に37℃,

一
夜斜面培養する。継代後7日 以内の斜面より菌叢を,

滅菌した0.85%NaCI溶 液に懸濁して,OD640=O.3の

菌懸濁液を調製する。 この菌懸濁液は,2.5×108CFU/

mlを 含むので,適 量接種して所定の最終菌量を得る。

3.検 定用培地 ,

TSagar(栄 研)を 処方通り調製して使用した。帯培
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養法の場合に限り,通 常処方の1/2濃 度 に希釈調製し

た培地を使用 した。 この他に,培 地検討 の 同的で,

Antibiotics agar medium No.1(AM-1,Difco),

Antibiotics agar medium No.2(AM-2,Difco)

Nutrient agar(N-agar,栄 研)。Heart infusion agar

(HI-agar,栄 研)を 使用した。培地は,53℃ の水浴中で

恒温に保ったのち,平 板作製の直前に検定菌を接種した。

4,濃 度測定法

次に述べる方法を用いて検定した。培養温度は37℃,

培養時間は18～20時 間 とした。

a)薄 層カップ法(Cylinder-plate method)

検定菌を接種した検定用培地の10mlを,自 動分注

器を使って,直 径9cmの プ ラスチックシャーレに分注

し,水 平に保ってかたまらせる。CUPは,内 径6mm,

外径8mmのstainless製 を用いた。標準溶液および

検液は,0.2～0.25mlを 分注した。

b)ベ ーパーディスク法(Dise-plate method)

薄層カップ法に述べた方法で作成した寒天平板に,デ

ィスク 値 径6mm,Whatman AA disc)を のせて,

標準溶液または検液の0.02mlを 定容ピペットを使っ

て,デ ィスク中に浸み込ませた。

c)寒 天孔平板法(Agar well method)

薄層カップ法に述べた方法で作成した寒天平板に,直

径6mmの 孔を作る。すなわち,先 端に外径6mmの

薄刃をつけた円筒シリンダー(stainless製)で 平板上

に孔を切り,切 り取られた寒天ディスク片を吸引除去す

る。寒天孔に標準溶液および検液の0.02mlを 定容ピ

ペットを使用して溢れないように分注した。

d)帯 培養法(Band-culture method)

大久保等3)に よって報告されている方法に改良を加え

た方法4)で行なった。すなわち,強化ガラス板(210×150

×7mm)に,巾5mm,深 さ5mm,長 さ150mmの

溝(bahd)を 等間隔に20列 設けた帯培養板を作成し

た。各溝には,検 定菌を接種した検定用培地,3mlを

定容分注器を使って分注し,水 平に固らせる。

・次いで,各 寒天列毎に位置をきめて2個 所に5mm

の長ざに寒天を切り,吸 引除去して寒天孔を作成する。

ζの寒天孔に,標 準溶液または検液の0.05mlを 定容

ピペットを使って分注した。溶液は,列 毎に2個 の孔

畑_の ものを記した.通 常,寒 天列のNo.2か らNo.

7ま でに標準希釈液を,No.8か らNo.19ま でに検液

を配した。両端のNo.1及 びNo.20に は,溶 液を加

えない。検定平板上にガラス板をのせ。プラスチック薄

膜で封じたのち培養した。

5.標 準曲線

阻止円の直径,あ るいは,阻 止帯の長さを正確に計測

し,そ の平均値(Y)を 求めた。 棟準曲線は,標 準希釈

系列の濃度(X)の 対数と,対 応する(Y)の 関係を,最

小自乗法によって,二 次式Y=a+blogX+c(logX)2

に近似させる方法5,で 作成した。検液から得られたY

値の実測値をこの式に代入して,濃 度Xを 求めた。

6,橋 準溶液および希釈液

6059-S標 準品を.0.1Mphosphate buffer(pH

7.0)に 溶解して,1,000μg(力 価)/ml溶 液を調製した。

この溶液は適量分注して,-20℃ 以下に凍結保存すれ

ば,凍 結融解をくりかえさない限り,1カ 月間安定に使

用できる。標準希釈系列は,実 験毎に上記のbufferに

よ り2倍 希釈を行なって調製した。実験の目的に応じて,

各種の体液,ま たは,そ の代用品で希釈系列を作成する

場合は,あ らかじめbufferで50倍 濃度の希釈系列を

作り,希 釈剤に2%(v/v)を 添加して同様の標準系列を

作成した。血清または血漿は,健 常人から得たものをプ

ールして用いた。MGni-TrolI(ミ ドリ十字),Consera

(日水 製薬)は 処方通り調製して用いた。 尿は,健 常成

人数名から集め,各 々のpHを 測定し,個 別または プ

ールして使用した。胆汁は,胆 道疾患の手術例から菌汚

染のないことを確かめたものを用いた。

7,薄 層クロマトグラフィー

螢光剤を含まないTLC用 セルロースプレー ト(0.1

mm,Merck製)を1cm巾 に切断したものを用いた。

下端 から2cmの 位置に,標 準溶液,ま たは検液の

0.005mlを 定容ピペットでspotし,室 温で約10分

間風乾してから,70%n-propanolを 展開溶媒として,

室温で上昇法により,溶 媒先端が原点から約15cm(約

90分)に なるまで展開した。展開終了後,約30分 風乾

した。

8.Bioautography

検定 菌,E.coli7437を 接種したTrypto-soy agar

(最終菌量5×105CFU/ml)の150mlを,バ イオアッ

セイディッシュ(243×243×18mm,住 友 ベークライト)

に分注して,水 平台上でかたまらせた寒天平板上に,方

法7.で 得たTLCプ レートを密着させた。約20分 間

室温で拡散させたのち,TLCプ レートを取り除いて,

37℃ で16～18時 間培養した。得 られた阻止像の横径

(Y)と 濃度との間に,方 法5.に 述べたようにして標準

曲線の関係式を計算した。

成績ならびに考察

1.測 定条件に関する検討

a)検 定菌の選択

6059-Sは,抗 菌スペクトルがグラム陰性菌に傾いて

いるので,通 常のグラム陽性菌は,測 定感度が低 く適当
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ではない(Table1)。 そのうえ,6059-S標 品中に微量

(0.5～1%)に 含まれる脱炭酸休(Fig.1)は.グ ラム陽

性菌に対して,6059-Sの30～60倍 の抗菌活性を示し

(Table1),従 って,グ ラム陽性菌を使用した場合に,

誤差の要因になることが考えられるので,6059-Sの 検

定菌としてはグラム陰性菌を使用することにした。

Table1か らMIC値 の低い菌種について,多 くの菌

株を選び,Agar well法 により標準曲線を作成したとこ

ろ,大 腸菌が最も測定感度にすぐれ,こ の中からE.coli

X-161を 選んだ(Fig.2)。 しかしながら,E.coli`X-161

を 検定菌とした場合でも測定下限は1.5μg/mlで,

6059-Sの グラム陰性菌に対するMICレ ベル(0.1μg/

ml)の 濃度を測定するには満足といえない。そこで,こ

の菌株からnitrosoguanidine処 理による変異株を作成

して,6059-Sに 寒天拡散法で高感受性を示すE.coli

7437を 誘導することができた。原株E.coliX-161と

変異株E.coli7437の 標準曲線の比較から明らかなよ

うに,測 定感度は約5倍 上昇した(Fig.2)。 そこで,

E.coli7437を 検定菌とすることにして,各 種の測定法

について感度,精 度および簡便さのうえから体液内濃度

の測定に最も望ましい測定条件を検討した。検定法とし

ては,Band-culture法,Disc-Plate法,Agarwell法

およびqylinder-Plate法 の四種を用いた。これらの方

法は,い ずれも寒天拡散法に属する。1濃 度を測定する

ために必要な検液の最小容量は,そ れぞれ0.05ml,

0.02ml,0.02ml,0.2mlで あ り,充 分な精度を得る

ために,そ れぞれ2,4,4お よび4個 の測定値の平

均を用いた。Cylinder-Plate法 を除き,測 定は0.1ml

Tablel Agar dilutionMIC(μg/mI)agahst bactefia

以下の検液量で可能となり,微 量定量法ということがて

きる。

b)検 定培地の検討

5種 類の寒天培地で調製した平板を用い,6059-Sの

Agar well法 による検定曲線を画くと,Fig.3(b)に 駅

すようになり,TSagarに おいて最も高感度に 測定で

き,感 受性の低いAM-2agarに くらべて感度は2倍

程度高 く得られた。 また.TS-agarは.他 の培地より

も検量線の直線性にすぐれ,鮮 明な阻止円が得られた。

方法をかえて,Band-culture法 でみた場合,Fig.3(a)

に示すように,N-agarが 最 も感度が高い。しかし,い

ずれの培地でも直線性は 良好であり,阻 止帯の鮮明度

ではTSagafが す ぐれていた。培地pHを かえると,

酸性側で感度上昇の傾向がみられるが,通 常処方のTS

agarに くらべてpH6に すると,菌 の成育が低下す

るために阻止帯が 不鮮明になるので,通 常処方(pH

7.3)で 使用することとした(Fig.4)。

C)接 種菌量の影響

Band-culture法 で最終菌量を1.7×106か ら5.2×

104CFU/mlま でかえると,菌 量を少なくする程感度

は上昇したが(Fig..5),colonyが 大 きく疎になるため

に,阻 止帯の境界が判別しにくくなった。比較的明確に

測定し得る菌量として,5×105附 近が 適当と考えられ

た。

d)溶 剤組成の影響

Band-cultufe法 で感度の良好であったN-agarお よ

びTSagarの2種 の培地を用いて,検 液の溶剤とし

て 予想 される組成が検量線 に与える影響を しらべた

Fig.2 Standard curve of 6059-S by agar well method

Medium:Trypto-soy agar

Diluent:0.1M Phosphate buffer,pH 7.0
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Fig.3 Standard curves of 6059-S in different media
Organism:E.coil 7437,1.5x106 CFU/ml
Diluent:0.1M Phosphate buffer,pH 7.0

(a) Band culture method

Fig.4 Influence of medium-pH in band culture method
Organism:E.coli 7437,5x105 CFU/ml
Medium Trypto-soy agar
Diluent:0.1M Phosphate buffer,pH 7.0

(Fig.6)。TSagarを 使用した場合,試 料液のbuffer

のpHを6.5か ら7.5に かえても検量線は一致して

おり,人 血漿,ま たはrat plasmaで 調 製したときも

buffer調 製で得られた検量線に近似していた。一方,

N-agarを 使用した場合の6059-Sの 検量線は,検 液の

pHが 酸性側に傾くと阻止帯を増加させたり,Plasma

にすると感度が半減するなど,検 液の組成の変化に大き

な影響を受けた。また,bufferの モル濃度を0.05M

(b) Agar well method

Fig.5 Influence of inoculum size in band culture
method

Organism:E.coli 7437
Medium:Trypto-soy agar
Diluent:0.1M Phosphate buffer,

pH 7.0

から0.2Mま で変えてみたが,TSagar培 地を用いた

ときには,検 量線にずれが生じず,イ オン強度の影響も

受けにくいことなども前述の成績とともにTSagarを

検定培地として選択する理由となった。

2.体 液内濃度測定におよぽす諸因子の影響

血清,尿,胆 汁中の濃度を測定する際に,こ れら体液

や,そ れに含まれる添加剤等によって,検 量線が変動し

にくい測定条件を設定することが望ましい。また,変 動
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Fig.6 Influence of diluent-pH and plasma in different media

Method:Band culture method

Organism:E.coli 7437

(a) Tryptossoy agar

(b) Nutrient agar

する場合には,検 液と同じ溶剤で標準溶液を調製する

か,ま たは,補 正する方法をとる必要があるので,そ の

影響について把握しておかねばならない。前項までの検

討から設定された測定条件を用いて,4種 の検定法にお

けるこれらの因子の影響を調べた。これら4つ の方法

の測定限界は,buffer標 準溶液でCylinder-Plate法,

Band-culture法 が0,2μg/ml以 下になり,ほ ぽMIC

レベルまで 測定し得るように なった(Fig.7)。Agar

well法 では0,4μg/ml,Disc-Plate怯 では0.8μg/ml

となり,測 定感度はやや低下した。

a)血 清または血漿の影響

プールした人血漿で調製した標準溶液から検量線を求

め,bufr標 準液の それと比較してFig.8に 示 した。

Cylinderplate法 では,人 血漿の検量線は右辺に移動

し,測 定感度は半減した。他の3法 については,6059-

Sの 高濃度でやや阻止帯が小さくなる傾向があるが,低

濃度ではbufferの 検量線とよく一致し,Plasmaの 影

響はほとんど無視できる。Plasmaをbufrで5倍

希釈した場合には,100μg/mlま での濃度域でbuffbr

検量線と一致した。 さらに,代 用血清,Conseraを 用

いた ところ,検 量線はPlasmaの それとよく一致し

(Fig.8),Moni-Tmllで も同様の結果が得られた。血

Fig.7 Standard curves of 6059-S in different methods

Organism:E.coli 7437,5x105 CFUhill
Method:Trypto-soy agar

Diluent:0.1M Phosphate buffer,pH 7.0
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Fig.8 Standard curves of 6059-S in human plasma by different methods
Organism.E.coil 7437

Medium:Trypto-soy agar

漿を調製する際の血液凝固阻止の添加剤をFig.9に 示

す濃度で血清に加えた場合,い ずれも血清の検量線とよ

く一致し,こ れらの影響は受けなかった。したがって,

血清または血漿中濃度測定に際しては,6059-Sが1μg

/ml以 上含まれる試料のときは,bufferで5倍 以上の

希釈を行なえばbuffbrの 検量線で測定できるが,希 釈

して測定できないような低濃度の場合には,原 液をその

ままプールした人血漿,ま たは,代 用血清などで調製し

た標準溶液の検量線で測定する必要があると考えちれる。

b)尿 の影響

人尿で求めた検量線を,bufferに よる検量線 と比較

した例はFig.10に 示 したようになり,尿 成分が検量線

に与える影響は比較的小さかった。前述したように,検

液のpH,イ オン濃度の影響を受けにくいことを裏づけ

た。尿は,bufrで10倍 に希釈すれば,bufrの 検

量線と一致し,そ の影響は除かれた。 尿中濃度は,通

常,い ずれの検定法における測定濃度域よりも大きく上

まわっており,希 釈する必要があるから問題とならない

と考えられる。

c)胆 汁の影響

胆汁の原液で求めた検量線の一例をFig.11に 示 し

た。尿の場合と同様に,検 量線に与える影響は小さい

Fig.9 Influence of anticoagulant for standard
curves of 6059-S

Method:Agar well method

Organism:E.coli 7437

Medium:Trypto-soy agar
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Fig.10 Standard curves of 6059-S in human urine by different method

Organism:E.coli 7437,5•~106 CFU/ml

Medium:Trypto-soy agar

Fig.11 Standard curves of 6059-S in human bile by different methods

Organim:E.coli 7437,5•~105FU/ml

Medium:Trypto-soy agar
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が,bufferで5倍 に希釈すればbufferの 検量線と一

致し,測 定可能である。

3.6059-Sと 脱炭酸体の分離定量と活性代 謝物の検

索法

6059-Sは,標 品中に脱炭酸体を微量に含んでいるの

で,こ の影響をしらべた。Table1に 示 したように,脱

炭酸体の抗菌スペクトラムは,6059-Sの それと著しく

異っているが,大 腸菌,肺 炎桿菌などに対しては6059-

Sよ りも,や や劣る程度であった。しかしながら.寒 天

拡散法では,E.coli7437に 対 しで両者は同じように挙

動し,Agar well法 の場合,両 者の検量線はよく一致し

(Fig.12),ま た他の方法についても同様の結果であっ

た。脱炭酸体は,6059-Sと 同様にhuman plasmaに 、

よる影響は無視できる程度であった。

6059-Sと 脱炭酸体は,セ ルローズ薄酸クロマトグラ

フィーによって,70%n-propanolで 展 開すれば,容 易

に分離することができる。E.coli7437を 用いたbio-

autographyを 行なうと3μg/ml以 上 の濃度で正円形

の阻止像が得られた(Fig.13)。 この条件を用いれば,

阻止像の横径は濃度の館数とよく比例しており,検 量線

からそれぞれの物質の濃度の定量が可能になった。ここ

でも,二 つの物質は,ま った く同じ挙動を示した。この

方法は,活 性代謝物の検索法として用いられる。

6059-Sの 濃度測定の際に,試 料中に脱炭酸体が無視

できない程度に含まれる場合でも,前 述の拡散法による

4種 の ,bioassayで,両 者は 等しく評価されるので,

6059-S検 量線を用いて測定しても濃度は両者の和とし

て計算されることになる。しかし,bioautography法 で

脱炭酸体の6059-Sに 対する含有比が測定されるので,

bigassayで 求めた濃度を補正することによって6059-S

含量 を計算することができる.

4,6059-Sの 体液中安定性

6059-Sを 各種溶剤に溶解して,温 度をかえで安定性

を調べた結果をTable2に 示 した。 蒸溜水,ま たは

phosphate buffer(pH6～8)中 では,37℃ で少なく

とも6時 間まで安定であった。血漿,尿,胆 汁中では,

Fig.12 Standard curves of 6059-S and decar-

boxylated product

Organism:E.coli 7437,5•~105 CFU/ml

Medium:Trypto-soy agar

Method Agar well method

Fig.13 TLG-Bioautpgraphy of 6059-S and decarboxylated product
TLC:Cellulose(MERCK)
Sdvent system:70%n-Propanol

Bioautogram:E.coli 7437 in TS agar
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Table 2 Stability of 6059-S in human body-fluids at different conditions

Table 3 Stability of 6059-S in human body-fluids at different conditions

37℃ にすると2時 間以降失活の傾向が認められた。し

たがって,体 液試料については,低 温条件下に保存する

ことが望ましい。Table3に 示 したように,血 漿試料

を4℃ で3日 間,-20℃ に凍結すれば7日 間,6059

-Sは 安定に保存された。 胆汁,尿 については,試 料に

よって個体差がみとめられたが,-0℃ で7日 間安定

に保存することができた。 なお,buffer溶 液中では,

濃度にかかわりなく,-20℃ 凍結条件で6059-Sは1

カ月間失活しなかった。

5.6059-Sの 体液内濃度測定法

以上の検討成績から,薄 層寒天拡散法による測定法を

次のように設定した。
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(1) 検定菌および接種菌量

検定菌にはE.coli 7437を 用いる。接種菌液の調製

は次のようにする。

トリプ トソイ寒天培地,ま たは普通寒天培地に37℃,

1夜 斜面培養し,冷 蔵庫(4℃)に 保存する。 継代培養

は2カ 月毎に行なう。使用に際し,保 存菌株から継代し

て新鮮斜面を作る。斜面より菌を生理食塩液に懸濁して

OD640=0.3の 菌液を作り,検 定培地中に0.2%(v/v)

接種する(最 終菌量=約5×105CFU/ml)。 継代した斜

面は,7日 間,接 種菌液の調製に使用しうる。

(2) 薄層寒天平板の作成

トリプトソイ寒天培地(栄 研製,pH7.3)を 処方どお

りに調製し,約52℃ に冷却してから,検 定菌を加え,

プラスチックシャーレ(直 径9cm)に10mlを 加え

て固まらせる。

(3) 標準溶液の調製

6059-Sの 標準品を0.1M phosphate buffer (pH

7.0)に 溶解して1,000μg(力 価)/mlの 標準溶液を作

る。-20℃ 以下に凍結保存すれば,少 なくとも1カ 月

間は安定である。ただし,凍 結融解を繰りかえさないよ

うにする。

標準希釈系列は,標 準溶液(1,000μg(力 価)/ml)を

0.1M phosphate buffer (pH7.0),ま たは正常血

漿,Moni-Trol Iあ るいはConsera等 の代用血清で希

釈して,作 製する。

濃度範囲は,100～0.1μg(力 価)/mlの2倍 希釈系

列が望ましい。

(4) 測定感度

以上の条件で行なうとき,最 低測定可能濃度は,薄 層

カップ法で0.1μg/ml,薄 層Agar well法 で0.4μg/ml,

薄層ディスク法で0.8μg/mlで ある。

(5) 被検液の希釈

試料中の濃度が測定範囲を 超える場合は,上 記 の

buffer(pH7.0)で 希釈する。血漿,尿,胆 汁試料は,

それぞれ5,10,お よび5倍 に希釈すれば影響はな く

なり,buffer調 製の検量線で測定できる。血清,ま た

は血漿試料を原液あまま測定する場合は,プ ールした人

血漿またはMoni-Trol I,あ るいはConsera等 の 代

用血清で希釈して開製した標準溶液で検量線を作成して

測定する。

(6) 試料の保存

試料は,採 取後,測 定に供するまで冷蔵庫に保存する

ことが望ましい。測定が翌日以降になる場合は,凍 結し

て保存する。 凍結条件下では,少 なくとも7日 間安定

である。

(7) 培養条件

37℃ 18～20時 間培養後,阻 止円を測定する。

(8) 判定

通常の標準曲線法に従って濃度を計算する。
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MICROBIOLOGICAL ASSAY METHODS OF 6059-S

CONCENTRATIONS IN BODY FLUIDS

YASUO KIMURA and TADASHI Y0SHIDA

Shionogi Research Laboratory,Shionogi & Co.,Ltd.

The assay methods using Escherichia coli 7437 for measuring sernm and urinary levels of 6059-S,oxace-

phem derivative,were established.

The suitable conditions for the assay resulted from the use of Trypto-soy agar inoculated with  5×101

CFU per ml.The least detectable concentration of 6059-S was as low as 0.1,0.2,0.4 and 0.8ƒÊg/ml by

the cylinder-plate assay,the band-culture assay,the agar well assay and the disc-plate assay method,re-
spectively.Concentrations of 6059-S were determined from the inhibition zone sizes by using polynomial re-

gression for a curve fitting of adequate standard solutions.

For determination of 6059-S levels in human plasma,Moni-Trol I or Consera were equally employed as

diluents of the standard in place of the pooled human plasma.The use of the phosphate buffer (pH 7,0)

was possible for preparing the standard solution,when the specimens of urine,bile and plasma were diluted

by the buffer solution to over 10-,5-and 5-fold,respectively.

The behavior of decarboxylated product,which is usually contaminated by less than 1% in the pepara-

tion of 6059-S,was very much alike to that of 6059-S in the abovementioned assay methods and both re-

gression curves were almost superimposed.
Bioautography method of cellulose thin layer chromatography was also established for assaying 6059-S

and decarboxylated product,or detecting active metabolites in the body fluids.

The activity of 6059-S in human body fluids remained unchanged during one week store at

 -

20℃.


