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Imipenem(MK-0787)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

今朝洞忠孝 ・朝 日 良 成 ・橋 爪 照 隆

日本メルク萬有株式会社 研究所

新規carbapenem系 抗 生 剤imipenem (MK-0787),(5R, 6S)-3〔 〔2-(formimidoylamino) ethyl〕

thio〕-6-〔(R)-1- hydroxyethy1〕-7- oxo-1- azabicyclo〔3, 2, 0〕-hept-2-ene-2- carboxylic acid mono-

hydrateの 体 液 内 濃 度 測 定法 に つ いて 検 討 した 。

検定菌 としてBacims subtilis ATCC 12432,測 定 用 培 地 と してbrain heart infusion agarを 用

いる と,薄 層 カ ップ法,寒 天 孔 拡 散 法 お よび ペ ーパ ーデ ィス ク法 の い ず れ の 方 法 に お い て も測 定 が

可 能 であ った 。 ペ ー パ ー デ ィス ク法(接 種 菌 量2.1×106CFU/ml)に お い てのMK-0787の 測 定 下

限濃度 は約0.1μg(力 価)/mlで あ った 。MK-0787の 検 量 線 の 作 成 の 際,希 釈 液 として 血 清,尿 お

よび胆 汁 を用 い て もそ の 阻 止 円 の径 は0.05MMOPS緩 衝 液(pH7.0)を 希釈 液 と して 用 い た場

合 と殆 ど差 は見 られ なか った 。

血清 お よび 胆 汁 にMES安 定化 剤 〔1M Morpholino- ethane sulfonate緩 衝 液(pH6.0)/ Ethylene-

91ycol(1:1,v/v)〕 を,尿 にMOPS安 定 化 剤 〔1M Morpholino-propane sulfonate緩 衝 液(pH7-0)/

Ethyleneglycol (1: 1, v/v)〕 を1:1(v/v)の 割 合 に て 添 加 し,-80。Cに て凍 結 保 存 す る と,少 な く

とも28日 間 は 安定 で あ った 。

Imipenem (MK- 0787) (Fig.1)はEnterococcus

faecazisやPseudomonas aerUginosaを 含 む 各 種 の

グラム陽 性菌 お よび陰 性 菌 に 対 して 幅広 い抗 菌 スペ ク ト

ルを有す る新 規carbapenem系 抗 生 剤 で あ る1～3)。MK-

0787の 吸収 ・排 泄 な らび に 体 内 分布 を検 討 す る に際 し,

本剤 の体 液内濃 度測 定 法 を 十 分 に検 討 す る必 要 が あ る。

本報告 では,MK-0787の 微 生 物 学 的 定量 法 に 関す る諸

条件を検 討 し,標 準的 な 体 液 内濃 度測 定 法 を 設 定 す る と

ともに,各 種 条件 下 にお け る体 液 中 で の安 定 性 につ い て

検討 した ので その結 果 に つ い て報 告 す る。

1.実 験 材 料 お よび 方 法

1.使 用 薬剤

MK-0787(Lot.L-638,596-01D362, 945μg(力 価)/

mg)は 米国Merck社 に て合 成 した もの を 用 い た 。

2.検 定菌

3tapｈyJococms aureus ATCC 6538 P , Micrococcus

luteus ATCC 9341お よびBacillus snbtilis ATCC 6633は

財団法人発酵研 究 所 か ら,Bacillusnbtizis ATCC 12432

は米国Merck社 研 究 所 か ら分 与 を うけ 本研 究 室 に て 継

代保存中の ものを 用 いた 。

3.測 定用培 地

市販培 地のheart infusion agar (HIA,栄 研 化 学),

brain heart infusion agar (BHIA
,栄 研 化 学),nutri-

entagar(NA ,栄 研 化 学),Mueller- Hinton agar (MHA,

BBL) ,trypto-soy agar(TPSA,栄 研 化 学)お よび 日本

抗生物質 医薬 品基準 培 地(polypeptone 1.0%, glucose

Fig. 1 Chemical structure

Imipenem (MK-0787)

(5R, 6S)-3-[[2-(formimidoylamino (ethyl]thio]-6-[(R)-1-
hydroxyethy1]-7-oxo-l-azabicyclo[3, 2, 0] hept-2-ene-2-car-
boxylic acid monohydrate

0.1%, yeast extract 0.3%, meat extract 0.15%)を

用 い た4)。

4.試 験 菌 液 の 調 整

Saurms ATCC 6538 P, M. Znteus ATCC 9341お よび

8sπ わtiJisATCC6633は 日本 抗生 物 質 医 薬 品 基 準一 般 試

験 法,力 価 試 験 法 に 準 じて 試 験 菌 液 を 調 整 した 。B. sub-

tilis ATCC 12432は ル ー瓶 に 入 れた 試 験菌 移 植 寒 天 培 地

(peptone 1%, meat extract 0.5%, NaCl 0.25%,

agar 1.5%)上 に て,37℃ で1週 間 培 養 し,胞 子 を50

mlの 滅 菌 蒸 留水 に浮 遊 させ65℃ で30分 間 加 熱後,

8,000rpmに て15分 間 遠 心 し,胞 子 を集 め た 。 この 胞

子 は50mlの 滅 菌 蒸 留 水 に て3回 洗 浄 した後,20mlの

滅菌 蒸 留 水 に 懸 濁 し,再 び65℃ で30分 間 加 熱 した 。

そ して そ の胞 子 懸 濁 液1ml中 に含 まれ る菌 数 を 求 め,

最 終 的 に2.1x108CFU/m1の 胞 子 懸 濁 液 を調 整 した 。

5.濃 度 測 定 法
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Fig. 2 Comparison of standard curves of MK-0787

on various test organisms by paper disc

method

Fig. 3 Comparison of standard curves of MK-0787

on various test media

以下の方法を用いて検定 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

検定菌をi接種 した測定用培地の8m1を 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

Fig. 4 Effect of medium pH on standard curves of

MK-0787

Fig. 5 Effect of diluents on standard curves of
MK-0787 (1) pH

せ る。Cupは,内 径6mm,外 径8mmのstaimless製

を用 いた。標準溶液は0.3mlを 分 注した。

b)寒 天孔拡散法

薄層 カ ヅ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 ステ ソ レス製 円筒 シリソダーで平板上に孔を
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肌 切 り取 った寒 天 片 を 吸 引 除 去す る 。寒 天 孔 に 標 準

溶液の40μ1を 定容 ピペ ッ トに て分 注 した 。

c)ペ ーパ ー デ ィズ ク法

薄層 カヅプ法 に 述 べた 方 法 で 作 成 した 寒 天 平 板 に,

標準溶液お よび検 液 を 浸潤 させ た ペ ー パ ー デ ィス ク(8

mm,東 洋炉紙 薄型)を の せ た 。

6.検 体 の希釈 液

0.05Mリ ン酸 塩 緩 衝 液(pH7.0),0.05MMOPS

(Morpholino-propane sulfonate)緩 衝 液(pH6.0,7。0,

8.0),0.05 M MES (Morpholino-ethane sulfonate)緩

衝液(pH7.0),人 血 清,人 血 漿,monitro1-I(ミ ド リ

十字),consera(日 本製 薬),人 尿 お よび 人 胆 汁 を 用 い

た。

II.実 験 結 果

1.検 定条件 の検 討

1)試 験菌株 の 選択

ペーパー デ ィス ク法 を 用 い,S.mreus ATCC 6538 P,

M.luteus ATCC 9341,B.subtilis ATCC 6633お よびB.

subtilis ATCC 12432の0.125～4.0μg/mlの 濃 度範 囲 に

おける阻止 円を比 較 検 討 した(Fig.2)。

阻止 円の大 きさ はS.aureus ATCC 6538 P,B.subtilis

ATCC12432,M.lu'eusATCC9341,B.subtilisATCC

6633の 順 で 小 さ く な った 。 一 方,13suわtilisATCC

12432お よびB.subtilis ATCC 6633は 鮮 明 な 阻 止 円 を

形成した が,S.aureusATCC6538Pお よびM.luteus

ATCC9341の 阻止 円 は不 鮮 明で あ った 。

Fig.6 Effect of diluents on standard curves of
MK-0787 (2) Buffer

Test organism: B.subtilis ATCC 12432

Method: Paper disc method, BHIA

2)測 定用培 地の検 討

8suわtilisATCC12432を 試験菌 とし,ペ ーパーデ ィ

ス ク法にてMK-0787のNA,HIA,BHIA,TSAお よ

びMHAに おける阻止円を比較 検討 し,Fig.3に 示 し

た。1μg/mlの 濃度 での阻 止円の大 きさを検討す る と,

NA,BHIA,HIA,MHA,TSAの 順であ ったが,阻 止

円の鮮 明度 は,BHIA=MHA,HIA,TSA,NAの 順で

あ った。

3)培 地pHの 検討

BHIAのpHを121℃,15分 間の蒸気滅菌 の後6.0.

7.0お よび8.0に 調 整 し,培 地pHの 検量線に及ぼす影

響をペ ーパ ーデ ィス ク法を用いて検討 した。そ してその

結果をFig.4に 示 した。

pH8,0に て明 らかに阻止円が小さ くなったが,試 験

した濃 度範 囲では直線性 は失われ なか った 。 一方,pH

6.0お よびpH7.0で は阻止 円の大 きさに差が見 られ な

か った 。

4)希 釈液 の検討

i)希 釈 液pHの 影 響

pH6.0,7.0お よび8.0の0.05MMOPS緩 衝液 で

希釈 した検量線 をペーパーデ ィス ク法 にて作成 し,希 釈

液pHの 影 響を検討 した。Fig.5に その結 果を示 した ご

とく,阻 止円の大 きさお よび直線性 において殆 ど希釈液

pHの 影響は見 られなか った。

茸)希 釈 緩衝液の検討

0.05MMOPS緩 衝液(pH7.0),0.05MMES緩 衝

Fig. 7 Effect of diluents on standard curves of
MK-0787 (3) Body fluids

Test organism: B.subtilis ATCC 12432

Method: Paper disc method, BHIA
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Fig. 8 Effect of diluents on standard curves of

MK-0787 (4) Body fluids

Testorganism .B.subtilis ATCC 12432
Method: paper disc method, 13HIA

Fig. 9 Effect of inoculum site on standard curves
of MK-0787-

Test organism: B.subtilis ATCC 12432

Method :Paper disc method,,BHIA

Inoculum size of organism

液(pH乞0)お よび0.05Mリ ン酸塩緩衝液(pH7.0)

で希釈 した検量線を ペーパーデ ィス ク法にて作成 し,各

種希釈液 の阻止円に及 ぼす影響を検討した。Fig.6に そ

の結果 を示 した ごとく,試 験 した緩衝液間ではまった く

阻止円の大 きさに差は認 められなか った。

iii)血 清の影 響の検討

血清,monitrol-Iお よびcopseraで 希釈作成 した検

量線を0.05MMOPS緩 衝液(pH7.0)で 希釈作成 し

Fig.10 Comparison of standard curves of MK-

0787 in different methods

Test organism: B.subii/is ATCC 12432,
Medium: BHIA

た検量線 と比較検討 したd結 果をFig.7に 示したこど

く,血 清,monitrol-Iお よびconseraを 用いて作成した

検量線 は0.05MMOPS緩 衝液を用 いて作成した検量

線 とまった く差は認 め られ なか った。

iv)血 漿,尿 お よび胆汁 の影響の検討

ペーパ ーデ ィス ク法に て,血 漿,尿 および胆汁で希釈

作成 した検量線を0.05MMOPS緩 衝液(pH7.0)で

希釈作成 した検量線 と比 較検討 した。Fig.8に 示したご

とく,血 漿 および胆汁にて作成 した検量線は,0.05M

MOPS緩 衝液(pH7.0)を 用いて作成 した検量線 とま

った く差 は認め られながったが,尿 を用いて作成した検

量線は低濃度域において,僅 かに0.05MMOPS緩 衝

液(PH7.0)を 用いて作成 した 阻止 円よ り小 さかった。

5)接 種菌量の検討

B.subtilis ATCC 12432の 胞 子懸濁液を6.3,2.1お よ

び0.7×106 CFU/mlの 割合でBHIAに 接種し,ペ ーパー

デ ィス ク法にて接種菌量の影響を検討 した。Fig.9に そ

の結果を示 した ごとく,接 種菌量を少な くするほど阻止

円は大き くなる傾 向を示 した。阻止円は2.1×106CFU/

ml接 種の際に最 も明瞭であ った。 一方 検量線の直線

性は接種菌量を変えて も影響を受 けなか った。

6)検 定方法の比較

薄層カ ップ法,寒 天孔拡散法およびペ ーパーディスク

法にて検 量線を作成 し,各 々を比較 した。Fig.10に 示

した ごとく,い ずれの方法にて も0.063～4.0μg/mlの

範囲瞳て直線性が認め られた。一方,。一阻止 円も検定方法

に よる差 は認 め られず いずれの方法にて も明瞭な阻止

円が観察された。
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Table 1 Stability of  MK-0787 in human plasma and human serum under various temperatures

*Residual potency (%)

Table 2 Stability of MK-0787 in human urine and human bile under various temperatures

* Residual potency (%)

2,体 液 中 の安 定性

ヒ ト血 清,血 漿 お よび 胆 汁 でMK-0787の50μg/ml,

尿で500μg/mlの 溶 液 を調 製 し,-80℃,-20℃,4℃

(氷水中)お よび25℃ で の 安 定 性 に つ い てB.subtilis

ATCC12432を 試 験 菌 とす る ペ ー パ ー デ ィス ク法 に て検

討した。 同時 にMOPS安 定 化 剤 〔1MMorpholio-pro-

Panesulfonate緩 衝 液(pH7.0)/Ethylene glycol (1:1,

v/v)〕 もし くはMES安 定化 剤 〔1 M Morpholino-etha-

ne sulfonate緩 衝 液(pH6.0)/Ethylene glycol (1:1,

v/v)〕 を 検 体 に1:1(v/v)の 割 合 に て 添 加 した 際 の安 定

性 を 検 討 した 。

Table1お よび2に 示 した よ うに,血 清,血 漿 胆 汁
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および尿のいずれにおいて もMK-0787は25℃ にては

不安定で,2日 目で殆 ど活性が認め られ なか った。一方,

安定化剤を 添加 す る と,0.05MMOPS緩 衝 液(pH

7.0)中 にての安 定性 よりやや劣る ものの概ね35～50%

の残存活性が認め られた。4℃ では安定化剤を加える と

少な くとも1日 間は比較的安定で,5～15%程 度の失活

であった。-20℃ では安定化剤を加えても28日 間 で

10～20%程 度の力価 の低下が 観察 されたが,安 定化剤

を加え-80℃ にて保 存す ると,少 な くとも28日 間で

は,ま った く力価の低下 は観察 されなか った。

III.総 括 および考察

S. aurms ATCC 6538 P, M. lutens ATCC 9341, B.

snbtilis ATCC 6633お よびB. snbtizis ATCC 12432を 試

験菌 として,MK-0787の 体液 内濃度測定法を検討 した。

試験菌 としては鮮明な阻止 円が得 られ,か つ低濃度ま

での測定が可能であるE. subtilis ATCC 12432が 最 も適

していた。測定用培地 としては,鮮 明な阻止 円が得 られ

るBHIAが 最 も適 していたが,MHAで も特に遜色は

なか った。

本試験菌を用い,希 釈液pH,培 地pHお よび緩 衝液

の種類な どの影響を検討 した結果,緩 衝液の種類に よる

差は認め られなか ったが,希 釈液お よび 培地のpHを

8.0に した際 その阻止円はpH7.0お よびpH6.0の

阻止円 より小 さか った。さ らにMK-0787がpH7.0付

近で最も安定である ことお よび非極性緩衝液が望ましい

こと5)から,希 釈液 として0.05MMOPS緩 衝液(pH

7.0)を 選定 した。

さ らに,ヒ ト血清,血 漿,胆 汁および尿で希釈作成 し

た検量線 を0.05MMOPS緩 衝液(pH7.0)で 希釈作

成 した検量線 と比較した結果,い ずれ も殆 ど差は認め ら

れなか った。 また,日 常使用 されている代用血清である

monitroHお よびconseraに ついても検討 したが,同

様 に0.05MMOPS緩 衝液の検量線 と差 は 認め られな

か った。

以上 の結果 よ りMK-0787の 体 液内濃度測定法 として

次の方法が適 していると考え られる。

1.試 験菌

B. snbtilis ATCC 12432が 最適である。

2.測 定用培地

BHIAが 最 適であ るが,MHAを 用 いて もよい。

3.培 地pH

滅菌後のpHは6.0～7.0が 最適である。

4.接 種菌量

2.1×106CFU/ml前 後 が適 当であ る。

5.濃 度測定法

薄層 カップ法,寒 天孔拡散法お よびペーパーディスク

法 のいずれにて も測定可能であ る。直径9cmの シャー

レを用い る場合は測定用培地8mlを 分注する。

6.検 体の希釈

血清,血 漿,胆 汁お よび尿試料 とも0.05MMOPS緩

衝 液(pH7.0)で 希釈 して もよい。各々の体液にて希釈

が可能であれば よ り望ましい。

7.検 量線の作成

血清,血 漿,胆 汁お よび尿試料を測定す る場合,0。05M

MOPS緩 衝液(pH7.0)で 希釈 して検量線を作成して

もよい。各々の体液 にて希釈作成が可能であればより望

ましい。

検体試料の測定は,採 取後ただちに測定す るのが最も

望 ましいが,試 料 にMOPSも しくはMES安 定化剤を

加え,-80℃ にて凍結保存すれば,少 な くとも28日 間

以 内は力価の低下が 押え られ ると考え られる。
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MICROBIOLOGICAL ASSAY METHOD OF IMIPENEM

IN BIOLOGICAL SPECIMENS

TADATAKA KESADO,  YOSHINARI ASAHI and TERUTAKA HASHIZUME

Research Laboratories, Nippon Merck Banyu Co., Ltd.

The concentration of imipenem (MK-0787), (5 R, 6 S)-3-[[2-(formimidoylamino) ethyl]thio]-6-

[(R)-1-hydroxyethyl]-7-oxo-1-azabicyclo[3, 2, 0]hept-2-ene-2-carboxylic acid monohydrate, in plasma,

serum, urine and bile was microbiologically determined by a thin layer cup, an agar well or a paper

disk method, using B. subtilis ATCC 12432, as a test organism, and brain heart infusion agar (BHIA,

Eiken), which included a clear inhibition zone. Approximately 0.1 ƒÊg (potency)/ml of MK-0787 in

biological specimens can be measured by a paper disk method. For the quantitative determination

of MK-0787 in plasma, serum, urine and bile, 0. 05 M MOPS buffer (pH 7. 0) was suitable for the

use as the diluent of the standard solution of MK-0787.

The activity of MK-0787 in human body fluids mixed with a MOPS or a MES stabilizer unchanged

during 28 days storage at -80•Ž.


