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中 沢 久 ・名 倉 好 巳 ・中 平 和 男

ビーチャム薬品株式会社試験研究所

R.HORTON

Beecham Pharmaceuticals Research Division

BRL28500の 体 液 内濃 度 測 定 法 な らび に血 清 お よび尿 中 で の安 定 性 を 検 討 した 。

BRL28500はclavulanicacid(CVA)とticarci11in(TIPC)の 配 合 剤 で あ る た め,そ の測定

にあ た り,各 成 分 を 配合 薬 の影 響 のな い条 件 で 定 量 した 。 尿 中 のTIPCの 測 定 に はPseudomonas

aeru8inosaNCTC10701を 検 定 菌 と し,測 定用 培 地 と してAntibioticmedium No.2(Difco)を

用 いた 薄 層cup法 に よ り測 定 を行 った 。 な お 測 定 限 界値 は0.78μg/mlで あ っ た。 ま た 血 清中 の

TIPCの 定 量 に は測 定 用 培 地 にCaCl2を10mM添 加す る こ とに よ り0.78μg/mlの 濃 度 ま で測 定

が 可 能 であ った 。

CVAは 単 独 で は抗 菌 活 性 が 弱 い た め こ の定 量 に はpenicillinG(PCG)を60μg/m1の 濃 度 に添

加 したNutrientagar(Oxoid)を 用 い,β-1actamase産 生 のKlebsiella pneumoniaeATCC29665

を検 定 菌 とす る薄 層cup法 に よ り測 定 を 行 っ た。 こ の と き の 測 定 限 界値 は0.078μg/mlで あ っ

た 。

血 清 お よび 尿 中 で のBRL28500の 安 定 性 はTIPC,CVA共 に 一70℃ 以 下 の保 存 条 件 で 少 な く

とも3週 間 は安 定 であ った 。

BRL28500は 英 国 ビ ー チ ャ ム 社 で 開 発 さ れ た β-

lactamase阻 害 効 果 を 有 す るclavulanicacid(CVA)

と広 域 スペ ク トル を 有 す るticarcillin(TIPC)を1:

15の 比 率 で 配合 した注 射 用 抗 生 剤 で あ る。 そ れ ぞ れ の

構 造 式 をFig1に 示 す 。

CVAは 単 独 で は ほ とん ど抗 菌 力 を 示 さ な い が,β-

1actamase(特 に ペ ニ シ リナー ゼ お よび オキ シイ ミノセ

フ ァ ロス ポ リナ ーゼ)と 不 可逆 的 に結 合 して そ の 活性 を

永 久 的 に阻 害 す る こ とが 知 られ てい る1,2)。 一方,TIPC

は グラ ム陽 性 お よび 陰 性菌 に対 し広 い抗 菌 ス ペ ク トルを

有す るが,ペ ニシ リナ ー ゼ型 の β-lactamaseに よ る加

水 分 解 を 受 け る3)。 した が って,CVAとTIPCを 配 合

したBRL28500は β-1actamaseを 産 生 す るTIPC耐

性 菌 に 対 して も抗 菌 作 用 を 発 揮 す る4)。

BRL28500の 吸 収 ・排泄 な ら び に 体 内分 布 を 検 討 す

る に あ た り,TIPCとCVAの 体 液 内濃 度 測 定 法 お よび

血 清 中 ・尿 中 で の 安 定 性 に つ い て検 討 した の で,そ の結

果 を報 告 す る。

I.実 験 材 料 お よ び方 法

1.使 用 薬 剤

TIPC,CVAお よびpenicillin G(PCG)は 英 国 ビー

チ ャム社 よ り入 手 し,そ れ ぞれ 力 価 の明 らか な もの を用

いた 。

2-Bioassay法

1)菌 株

Pseudomonas aeruginosa  NCTC10701お よびKleb-

siella pneumoniae  ATCC29665は 英 国 ビーチ ャム社よ

り分与を受け, Pseudomonas aeruginosa NCTC 10490

および Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 は国立予防

Fig. 1 Chemical structures of CVA and TIPC

Potassium clavulanate

Sodium ticarcillin
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衛生研究所より分与されたものを用いた。

2)測 定用培地

測定用培地として市販の Antibiotic medium No. 2

(AM-2. Difco), Heart infusion agar (HIA. Difco),

Brain heart infusion agar (BHIA. Oxoid), Tryptone

soya agar (TSA. Oxoid) お よ び Nutrient agar(NA.

Oxoid)を 用 い た。

3)菌 液 の調 整

P. aeruginosa 1 Nutrient broth (NB. Oxoid), K.

hneumontae は Trypton soya broth (TSB. Oxoid) に

それ ぞれ 接種 し,37℃ で 一夜 培 養 して 菌 液 と した 。

4)測 定方法

A.TIPC濃 度 測定:試 験 菌 を接 種 した測 定 用 培 地10

m1を 直径90mmの シ ャー レに 分 注 し,薄 層cup法5)

を行 った。た だ し,血 清 中 濃 度測 定 の場 合,測 定 限 界値

を下げ るため に塩 化 カル シ ウム溶 液 を測 定 用 培 地 に添 加

した。

B,CVA濃 度測 定:試 験 菌 を 接 種 し た 測 定 用 培 地 に

PCGを 添 加 し,そ の15m1を シ ャー レに 分 注 し 薄 層

cup法 を行 った 。

5)希 釈液

0.1M citrate buffer(pH6.5),健 康 ヒ ト血 清 お よ び

市販 のMonRrolI(ミ ドリ十 字),Consera(日 水 製 薬)

を用 いた。

3.血 清お よび 尿 中 で の安 定 性

BRL28500(CVA:TIPC=1:15)を 健 康 ヒ ト血 清,

尿お よび0.1Mcitratebuffer(pH6.5)で 希 釈 した 。

健康 ヒ ト血 清 で はBRL28500濃 度 が480お よび48μg/

ml,ま た 尿 と0.1Mcitratebuffer(pH6.5)で は

9,600お よび192μg/m1の 試 料 液 を 作成 した。尿 試 料 液

につい ては,0.1Mcitratebuffer(pH6.5)に て さ ら に

10倍 に希釈 した 溶液 も同 様 に試 料 液 と した。

これ らの試料 液 を5,-20お よび-70℃ 以 下 で保 存

しinitialお よび1,2,3,7,14,21日 後 のTIPCとCVA

の濃 度を測 定 し残 存率 を求 め た 。

II.実 験 成 績

1.測 定条 件 に 関す る検討

1)試 験菌 の選 択

A.TIPC濃 度測 定:P.aerugimsaNCTC10701お

よびPaeruginosaNCTC10490を 試 験菌 と してTIPC

の標準曲 線 に与 え るCVAの 影 響 につ い て検 討 した
。い

ずれ の菌 にお い て も,CVAがTIPCと 同 量 含 まれ て い

て も標準 曲線 へ の影 響 は み られ なか っ た(Fig .2,Fig.

3)。 しか し,jRaerugimsaNCTC10490で は 低 濃 度

(0.78μg/ml)で 阻 止 円が や や不 鮮 明 で あ った 。 した が っ

て,P.aerugimsaNCTC10701を 検 定 菌 と して採 用 し,

Fig. 2 Effect of CVA on TIPC standard curves

Ratio of TIPC and CVA
(TIPC :CVA)

Test organism:

P.aeruginosa NCTC 10701

Medium: AM-2

Fig. 3 Effect of CVA on TIPC standard curves

Ratio of TIPC and CVA
(TIPC :CVA)

Test organism:

P.aeruginosa NCTC 10490

Medium :AM-2

以後の実験に使用 した。

B.CVA濃 度 測 定: K. pneumoniae ATCC 29665 お

よび K. pneumoniae ATCC 10031 を試験繭 としてCVA

の標準曲線に与えるTIPCの 影響について検討 した。

いずれの菌においてもTIPCがCVAの60倍 量含ま

れていても影響はみ られなか った(Fig.4,Fig。5)。

また,両 者の阻止円は測定 した全濃度において鮮明で
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Fig. 4 Effect of TIPC on CVA standard cruves

Ratio of CVA and TIPC

(CVA: TIPC)

Fig. 5 Effect of TIPC on CVA standard curves

Ratio of CVA and TIPC
(CVA: TIPC)

あ っ た 。K. pneumoniae ATCC 29665はBRL 25000

(clavulanic acid-amoxicillin)のCVA体 液 内 濃 度 測 定

法6)に 使 用 され て い る の で この 菌 を 検 定菌 と して 用 い,

以 後 の実 験 に使 用 した。

2)測 定用 培 地 の種 類 の検 討

A.TIPC:NA,AM-2,HIA,BHIAお よびTSA

を 測 定用 培 地 と して用 いて 検討 を 行 っ た(Fig.6)。AM-

2,BHIAお よびTSAで は 直線 性 が 良好 であ った 。 これ

ら3種 の培 地 の うち でAM-2の 阻 止 円 が 最 も鮮 明 で あ

っ た の で,AM-2を 測 定用 培 地 と して採 用 し,以 後 の実

Fig. 6 Effect of media on TIPC standard curve

Fig. 7 Effect of media on CVA standard curves

験に使用 した。

B.CVA:NA,AM-2,HIA,BHIAお よびTSAを

測定用培地として用いて検討を行った。

AM-2に お いては,菌 の生育が悪く阻止円径の測定は

不可能であった。他の培地ではいずれも直線性は良好で

あった(Fig7)が,NA使 用時の阻止円が最も鮮明であ
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ったためNAを 測定用培地として採用 し,以 後の実験

に使用した。

3)菌 液添加量の影響

A.TIPC:菌 液濃度が0.05,0.1お よび0.2%と な

るようにAM-2にP.aeruginosa NCTC 10701の 菌液

を接種し,標 準曲線を作成した結果,Fig.8に 示すよう

にいずれの菌液濃度においても直線性は良好であった。

しかし,0.05%で は菌量が不足 し阻止円が 不鮮明であ

った。

菌液濃度が0.1～0.2%の 範囲で直線性 ・阻止円の鮮

Fig. 8 Effect of inoculum size on TIPC

standard curves

明度共に 良好であったの で,菌 液濃度は0.15%と し

た。

B.CVA:菌 液濃度が1.25,2.5お よび5%と なる

ようにNAにK.pneumoniae ATCC 29665の 菌液を接

種 し,標 準曲線を作成 した結果をFig.9に 示す。

いずれの 濃度においても直線性は良好であった が,

1.25%で は阻止円の鮮明度がやや低 く,か つ,CVA濃

度2.5μg/mlの ときの阻止円は大きす ぎた。

菌液濃度が2.5～5%の 範 囲で直線性.阻 止円の鮮明

度共に良好であったので菌液濃度は3%と した。

Fig. 9 Effect of inoculum size on CVA

standard curves

Fig. 10 Effect of PCG on CVA standard curves

Ratio of CVA and TIPC
(CVA: TIPC)
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4)PCG添 加量 の影 響

CVAの 検 量 線 に対 す る培 地 中 のPCG濃 度 の 影 響 に

つ い て検 討 を行 った 。NA中 のPCG濃 度 を30,60お

よび120μg/mlと し,さ らにTIPCが 各 種 の比 率 で 含 ま

れ るCVA希 釈 液 を 用 い て標 準 曲 線 を 作 成 し た(Fig.

10)Q

いず れ の標 準 曲 線 も直 線 性 は 良 好 で,か つ,TIPCの

影 響 は 認 め られ なか った 。 しか し,PCG濃 度30μg/ml

で は,CVA濃 度 が0.078μg/m1の 阻 止 円 がや や 不 鮮 明

で あ った 。 ま た,PCG濃 度120μg/mlで は,CVA2.5

μg/mlに お け る阻 止 円 が 大 きす ぎ,径 の計 測 が困 難 であ

った 。 した が っ て,測 定 した 全 濃 度 に お い て最 も計 測 の

しや す いPCG濃 度60μg/mlを 採 用 した 。

5)培 地pHの 影 響

A.TIPC:AM-2のpHを6.0,6.6お よび7.5に

1NHCIあ る い は1NNaOHで 調 整 し,標 準 曲線 を作

成 した(Fig.11)。

いず れ のpHで も直 線 性 は 良好 であ り,阻 止 円 の鮮 明

度 に も違 いは 認 め られ なか っ た。 した が って,培 地pH

はAM-2の 表 示 通 り6.6と した。

B.CVA:NAのpHを6.0,6.5,7.5お よび8.5

に調 整 し、 標 準 曲 線 を 作成 した(Fig.12)。

いず れ のpHで も直 線 性 は 良好 で あ っ た。阻 止 円 の鮮

明 度 はpH6。0お よびpH8.5で やや 低 か っ た。 した が

って,培 地pHはNAの 表 示 通 り7.5と した 。

6)血 清 中TIPCに お け るCaC12の 影 響

CaCl2添 加 に よ り測 定 限 界値 が下 が る の で,そ の 添 加

丑 に つ い て検 討 した。

Fig.11 Effect of pH on TIPC standard curves

5,10お よび20mMのCaCl2を 含むAM-2寒 天平

板 培 地 を作 成 し、 ヒ ト血 清 で 希釈 したTIPCの 標準曲線

を比 較 した(Fig.13)。

CaC12無 添 加 お よび5mM添 加 で は測 定 限界値はそれ

ぞれ3-13お よび1.56μ9/mlで あ った が,10mMと20

mMで は,測 定 した 全 濃 度 にお い て 直線 性 が認められ,

か つ そ の 測定 限界 はそ れ ぞれ0.78μg/m1で あ った。 し

Fig. 12 Effect of pH on CVA standard curves

Fig. 13 Effect of CaC12 on TIPC standard curves
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Fig. 14 Effect of serum on TIPC standard curves

Fig.15 Effect of diluents on CVA standard curves

かし20mMで は阻止円が著 しく不鮮明であったので

CaC12濃 度は10mMと した。

7)血 清の影響

A,TIPC:10mMのCaCl2を 含 むAM-2寒 天 平 板

培 地 を用 い,0.1M citrate buffer(pH6.5),健 康 ヒ ト

血 清,Moni-trolIお よびConseraを 用 い 調 整 した 希 釈

液 で標 準 曲 線 を 作成 し比 較 検 討 した(Fig.14)。

0.1M citrate buffer(pH6。5)で はCaCl2の 影 響 で

阻 止 円が 大 きす ぎ,径 の測 定 は不 可 能 で あ った 。 ま た,

Moni-trolIお よびConseraで は直 線 性 は 不 良 で あ っ

たo

B.CVA:NA培 地 を 用 い,0,1M citratebu挽r

(pH 6.5),健 康 ヒ ト血 清,Mori-trolIお よびConsera

を 用 い調 製 した 希釈 液 で標 準 曲線 を 作 製 し,比 較 検 討 し

た(Fig.15)。

阻 止 円 の鮮 明度 は いず れ も良 好 で あ った 。 ま た,直 線

性 に関 して は0.1M citrate buffbr(pH6.5)と 健 康 ヒ

ト血 清 の もの がMoni-trol Iお よびConseraよ り優 れ

て い た。

2.血 清 お よび尿 中 で の安 定 性

BRL28500の 健 康 ヒ ト血 清,尿 お よび0.1M citrate

buffer(pH6.5)中 で の安 定 性 をTable1に 示 した 。

血 清 中 に お け るCVAお よびTIPCの 安 定 性 は5℃ お

よび 一20℃ 保 存 に お い て は 両 剤 と も力 価 の 低 下 が 見 ら

れ た 。-70℃ 以 下 で はCVA,TIPCと も に21日 後 の

残 存 率 は,95%以 上 を 維 持 し安 定 であ っ た。

尿 中 にお い ては,TIPCは 一20℃ お よび-70℃ 以

下 で ぱ,21日 後 の残 存 率 は96%以 上 で安 定 であ った 。

一 方 ,CVAは-20℃ 保 存 で は原 尿,10倍 尿 と も7日

間,-70。C以 下 の 条 件 では21日 間 安 定 であ った 。

III.ま と め

BRL28500はTIPCとCVA配 合 剤 で あ るた め,体

液 内濃 度 測 定 には 各 々 の物 質 を配 合 物 質 の影 響 の な い条

件 で測 定 しなけ れ ぽ な ら な い。

今 回 の検 討 結 果 か ら,BRL28500の 体 液 内濃 度 測 定

法 を以 下 の よ うに設 定 した 。

1)方 法

薄 層cup法

2)検 定 菌 お よび 接 種 菌 量

TIPC濃 度 の 測 定 に は,Pseudomonas aeru8inosa

NCT C10701をNutrient broth(Oxoid)に て37℃,

16～18時 間 培 養 した菌 液 を0.15%接 種 す る。CVA濃

度 の 測 定 に は,LKIebsiellapnmmoniaeATCC29665を

Trypton soya broth(Oxoid)に て37QC,16～18時 間培

養 した菌 液 を3%接 種 す る。

3)測 定 用培 地

TIPC濃 度 の 測 定 に はAntibiotic medium No.2

(Difco),た だ し血 清 中 の 濃 度 測 定 に は,CaCl2を10mM

含 む よ うに 調 製 したAntibioticmediumNo.2を 用 い
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る。CVA濃 度 の測 定 に はPCGを60μg/ml含 む よ うに

調製 したNutrientagar(Oxoid)を 用 い る。

4)検 体 の希釈 液

血 清中試料 の希釈 に は健 康 ヒ ト血 清,尿 試 料 の希 釈 に

は0.1M citrate buffer(pH6.5)を 用 い る。

5)標 準 曲線 の作 成

血 清試料 の測 定 に は健康 ヒ ト血 清,尿 試 料 の 測 定 に は

0.1Mcitrate buffer(pH6.5)を 用 いて 調製 す る。

6)培 養 条件

37。C,約16時 間。
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ASSAY METHOD FOR BRL 28500 (CLAVULANIC ACID-

TICARCILLIN) IN HUMAN BODY FLUIDS

HISASHI NAKAZAWA, YOSHIMI NAGURA and KAZUO NAKAHIRA

Development Laboratory, Beecham Yakuhin K. K.

R. HORTON

Beecham Pharmaceuticals Research Division

BRL 28500 is a formulation of the j3-lactam antibiotic ticarcillin (TIPC) with the j3-lactamase inhi-

bitor clavulanic acid (CVA). A microbiological assay method has been developed which allows deter-

mination of each component without interference from the other. The thin layer plate-cup method

was used and the assay conditions were as follows:

1) Test organisms and inocula

A 0. 15% dilution of an overnight culture of Pseudomonas aeruginosa NCTC 10701 was used for the

TIPC assay. A 3% dilution of an overnight culture of Klebsiella pneurnoniae ATCC 29665 was used

for the CVA assay.

2) Media

Antibiotic medium No.2 agar (Difco) was employed for the routine TIPC assay which was supplemen-

ted with 10 mM CaC12 for serum level determination. Nutrient agar (Oxiod) containing 60 ƒÊg/ml

of penicillin G was employed for the CVA assay .

3) Diluents

Urine samples were diluted with 0.1 M citrate buffer solution (pH 6. 5) and serum samples were

diluted with pooled human serum .

4) Standard solutions

Standard solutions of TIPC and CVA were prepared in 0. 1 M citrate buffer solution (pH 6. 5) except

for the assay of serum samples. For these pooled human serum was used as diluent. The concen-

tration ranges of TIPC and CVA standard solutions were from 0. 78 ƒÊg/ml to 25 ƒÊg/ml and from

0.078 ƒÊg/ml to 2.5 ƒÊg/ml, respectively .

BRL 28500 (CVA and TIPC) was stable in human body fluids when stored at temperatures below

-70•Ž for provides up to 3 weeks
.


