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Cefodigime(THR-221)の 生 体 内 濃 度 測 定 法 につ い て 検 討 した 。 検 定 菌 と してE3cherichfa coli JCM

6255,検 定 用培 地 と してNutrient agar (Difco),あ る い は,検 定 菌 と してKleb siella pneumoniae ATCC

10031,検 定 用培 地 と してDSTagar(Oxoid)を 使 用 した 薄層 カ ップ 法 また は デ ィス ク法 に よ り測 定 が

可 能 で あ っ た。

ヒ ト血 漿 中の 濃 度 測定 にお い て は,ヒ ト血 漿 ま たは ヒ ト血 清 を用 い て作 成 した 検 量線 で定 量 す る こ

とが 好 ま しい 。 さ らに,尿,胆 汁,糞 お よ び その 他 の 生 体 内 濃度 測 定 に は,0.1Mリ ン酸緩 衝 液(pH。

7.0)で 希 釈 して作 成 した検 量 線 に よ る定 量 が 可 能 で あ っ た。Bioassay法 の薄 層 カ ップ 法 に よ る測 定 下

限 は,血 漿 の 場 合,E.coai JCM 6255で0.05μg/ml,K.pneumoniae ATCC10031で0.025μg/ml,リ ン酸

緩衝 液 の 場 合,両 株 と も0.025μg/m1で あ った。

Bioassay法 で 求 め た血 漿 中,尿 中 濃 度 は 高 速 液体 ク ロマ トグ ラ フ ィー(HPLC)法 の 結 果 と高 い相 関

性 を示 した 。THR-221は 各 種 の 生 体 内試 料 中で も,-20℃ に凍 結 保存 す れ ば 少 な く と も3週 聞 は安 定

で あ った 。

Cefodizime(THR-221)は 西 ドイツHoechst社 とフラ ン

スRoussel Uclaf社 で合成.開 発 された注射用七 フェム

系抗生物質 であ り,構 造式 はFig.1に 示す とお りであ

る。本剤は広域抗 菌スペ ク トラム を有 し,特 にin vivo

での効果が優 れているのが特徴 である1.21。THR-221の 吸

収 ・排泄ならびに体内分布 を解析す るためには微生物学

的定量法が必要 とな って くる。本報では微生物学的定量

法に関する諸条件 を検討 し,標 準的な生体 内濃度測定法

を設定 す る と と もに,高 速 液体 ク ロマ トグラ フ ィー

(HPLC)に よる定 量法 との相関 ならびに体 液中での安 定

性について も検討 したので,そ の結果 を報告する。

1.実 験材料および方法

1。 使用薬剤

Cefodizime(THR-221;LotLO29,力 価897μg/mg)は ヘ

キス トAGで 合成 された もの を使用 した。

Fig. 1 Chemical structure of  THR-221

2.検 定 菌

Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Micrococcus luteus

ATCC 9341, Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia

coli JCM 6255, Escherichia coli NIHJ, Eschrichia coli

ATCC 27166, Klebsiella Pneurnoniae ATCC 10031 を用 い

た 。

3.感 受 性 測 定

THR-221に 対 す る 最小 発 育 阻止 濃 度(MIC)を 日本化 学

療 法 学 会MIC測 定 標 準 法3}に 従 っ て 測 定 し た。 測 定 用

培 地 はMueller-Hintonagar(Difco)を 用 い,接 種 菌 量 は

108,106cells/m1,培 養 は37℃,18時 間行 った 。

4.検 定 用培 地

市 販 のHeart infusion agar(HIA,栄 研),Nutrientag-

ar(NA,Difco), Trypticase soy agar(TSA, BBL), Mud-

1er-Hinton agar (MHA, Difco), Sensitivity test agar

(STA,日 水 製薬)お よびDSTagar(bST,Oxoid)を 処 方

どお り調 製 し,使 用 した 。

5.菌 液調 製

-80℃ 保 存 の 菌 液 をTrypticase soy broth(TSB ,

BBL)に1な い し2白 金 耳 接 種 して,37℃ に て18～20時

間 培 養 し,分 光 光 度 計 を 用 い て 透 過 率T=20～22%(λ

=660nm)に な る よ う にTSBで 調 製 後 ,検 定 用 培 地 に

0.5～1%接 種 した。



178 CHEMOTHERAPY OCT.1988

6.検 定 方 法 ,

試験 菌 を接 種 した 検 定 用 培 地10mlを 直径90mmの プ

ラス チ ック シ ャー レに流 し込 み,水 平 台 上 で 固定 させ た。

寒 天 平 板 上 に4個 の ス テ ン レス カ ップ(内 径 ×外 径 ×高

さ=6×8×10mm)を 立 て て,標 準 希 釈 液 また は 検 定 液

を0.3m1加 え て37℃ に て18-20時 聞 培 養 し,阻 止 帯 の

直 径 を測定 した 。

ベ ー パ ー デ ィ ス クを用 い る場 合 に は,上 述 した方 法 で

作 製 し た 寒 天 平 板 に,直 径8mmの ペ ー バ ー デ ィス ク

(厚 手,東 洋 濾 紙 株 式 会 社)に80μiの 標 準 希 釈 溶 液 また

は 検 定 液 を しみ こ ませ た後,1シ ャー レに つ き4枚 の

ペ ー バ ー デ ィス ク を張 りつ け て培 養 した。

7.標 準 溶 液 お よび希 釈 液

THR-221を 滅 菌 蒸 留 水 に 溶 解 し,0.1Mリ ン酸 緩 衝 液

(pH7.0)に て 標 準 希釈 系 列 を調 製 して用 い た。 また,血

漿,血 清試 料 測 定 用標 準 希 釈 液 と して は,滅 菌 蒸 留 水 に

溶 解 したTHR-221を ヒ ト血 漿,ヒ ト血清(日 本 生 物 材料

セ ン ター 〉,Moni-Troil(AmericanDade>お よ びConse-

ra(日 水 製 薬)を 用 いて 標準 希 釈 系 列 を調 製 した 。

8.高 速 液 体 クロ マ トグ ラフ ィー(HPLC)法4)

血 漿,血 清 試 料0.5m1は 内 部 標 準 物 質(3,5一 ジニ トロ

安 息 香 酸,2.5μg/m1)を 含 む メ タ ノ ール2.Om1で 除 タ ン

パ ク(5℃,30分 間)後,遠 心 分 離(5℃,3,000r.p.m.,

15分 間)を 行 い,次 に上 清 液 を約0.5mlま で 濃 縮 し,そ

の20μiをHPLC分 析 に供 した。 尿 試 料1.0m1お よび胆

汁 試 料o.5miは そ れぞ れ 内 部標 準 物 質(25μg/m1)を 含 む

0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)4.0mlお よび1.0mlで 希釈

後,HAフ ィル ター(マ イ レ ック ス,0.45μm)で 濾 過 し,

そ の20μ1をHPLC分 析 に供 した。 糞 試料 は 全量 を練 り

合 わ せ た 後,そ の1gを エ タ ノール と1%リ ン酸 緩 衝 液

(pH6.0)を2対1の 割 合 に 混 合 した 溶 液4.0mlで ホモ

ジ ナ イ ズ し,遠 心 分 離(5℃,3。000rP.m,15分 聞)を

行 っ た。 次 に 上 清 液 約1.5mlをHVフ ィル ター(マ イ レ

ック ス,0.45μIn)で 濾 過 し,濾 液0,5miを 内 部 標 準物

質(25μg/m1)を 含 む0.1Mリ ン酸 緩 衝 液(pH7.0)0.5ml

で 希 釈 後,そ の20μtをHPLC分 析 に供 した。

検 量 線 用 の 標 準 液 は0.1Mリ ン酸 級 衝 液(pH7.0)で 鯛

製 し,以 下 の条 件 で測 定 した 。

カ ラ ム:Radial Pak NOVA cio(4μm),100×8

mmi.d.(Waters社 製)

カ ラム 温 度:室 温

移 動 相;5mM1一 ヘ キ サ ン ス ル ホ ン酸 ナ トリ ウム

お よ び2%酢 酸 を含 む ア セ トニ トリル/

水(20/80,v/v)溶 液

流 速:2.0mi/mim

検 出 器IUV-264nm,0.02ま た は0.04a.u.f,s.

装 置:勘 津LC-4A型 高 速 液体 ク ロマ トグ ラフ

こ の 条 件 下 で の 測 定 下 限 は血 漿,血 清 試 料 の場 合は

0.1μg/ml,尿,胆 汁,糞 試 料 の 場 合 は0.5μg/ml(g}で

あ った 。

五.実 験 結 果 な らび に考 察

1.検 定 菌種 の選 択 お よび 測 定 方法

S.aureus ATCC 6538 P,M.luteus ATCC 9341, B.sub-

tilis ATCC 6633, E. coli JCM 6255, NlHJ, ATCC 27166

お よ びK.pneumoniae ATCC 10031のTHR-221に 対 す る

Mlcの 結 果 をTabie1に 示 す 。 これ ら7株 の な か で感受

性 の 高 か っ た 菌 株 と して,グ ラ ム 陽 性 菌 か ら 班.伽 勧 博

ATCC 9341,グ ラム 陰 性 菌 か らE.coli JCM 6255お よび

K.Ppeummiae ATCC 10031の3株 を選 び,そ れ らの検 量

Table 1 Susceptibility of test organisms to THR-221

Method Agar dilution method

Medium: Mueller-Hinton agar (Difco)

Incubation: 18 h at 37C
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線 を比較 検 討 した。 結 果 をFig.2に 示 す。Mlmeus

ATCC9341で は若干感度が悪 かった。E,coliJCM6255お

よびpmeimpmeae ATCC10031の 両株においては低濃度

まで測定可能であ った。K.Pnaumon,iae ATCC 10031に お

いては検量線 の傾 きが大 きか ったが,E.`oli JCM6255の

阻止帯が鮮明で判 定 しやすか ったことか ら,以 下の検討

は主 としてE.coli JCM 6255に ついて行 った。

E.coliJCM6255を 用 いて,0.1Mリ ン酸緩 衝 液(pH

7.0)で 調製 した標準希釈溶液(25～0.025μ9/m1)に よる

薄層カ ップ法 およびデ ィスク法 におけ る検量線 を求め た

(Fig.3)。 両者 とも良好 な検量線が得 られたこ とから,

両測定法 を適宜使い分けることに した。

2。 検定培地の検討

E.coｌifJCM6255を 検定菌と して,薄 層カ ップ法におけ

るHIA,NA,TSA,MHAお よびSTAの5種 類の検定

培地 を用いて検量線 を作成 し,比 較検討 した。測定結果

をFig.4に 示す。STA培 地に おいて,阻 止 帯 は最 も大

きかったが鮮明で はなか った。NA培 地 を用 いた場合 に

最も鮮明な阻止帯が得 られ,検 量線の傾 きも大 きく直線

性 も良好であったので,培 地 はNAを 用 いることに した。

3.接 種菌量の影響

Fig. 2 Standard curves of THR-221 on various test

organisms by cup-plate method

Concentration of THR-221 (pg/m1)
Medium: Nutrient agar (Difeo)
Diluent: M/10 phosphate buffer (pH 7.0)

E.coldCM6255をNA培 地 に接 種す ると きの 薗量 を

0.5,1お よび2%と した ときの検量線 をFi5に 示す。

接種 菌畳 は阻止帯 の鮮明 さに影響 を与 えなか ったが,

2%接 種する と若干感度が悪 くな った。従 って,接 穐 菌

量 は0.5-1%が 適 当であ ると考え られた。

4.予 備拡散時聞の検討

0.1Mリ ン酸級衝液(pH7.0)で 脚製 した標準希釈溶液

を用いて,予 備拡散 を4℃ にて0,1お よび2時 聞と行

った ときの検量線 をFig,6に 示す。 阻止帯 はいずれ も

鮮明であったが,予 備拡 散時 間の延長によ りその直径は

増大 し,検 量線の傾 きも大き くなった ことから,2時 聞

の予備拡散 を行 うこ とに した。

5。 希釈液のpHの 影響

pH6.0,7.0お よび8.0の0.1Mリ ン酸緩衝液で調製 し

た標準希釈溶液に対す るそれぞれの検量線 を求め,希 釈

液のpHの 影響 を検討 した。Fig.7に 示す よ うに,い ず

れのpHで も鮮明 な阻止帯が得 られ,検 量線 もよ く一致

しているこ とか ら,希 釈液のpHが 標準希釈溶液の活性

に影響 を与えてい ない ことが わかった。THR-221はpH

6～7に お いて最 も安定で あるこ と,培 地のpHがpH7

付近であるこ とか ら,pH7.0の リン酸緩衝液 を選んだ。

Fig. 3 Standard curves of THR-221 by cup-plate

method and disc-plate method

Concentration of THR-221 (mg/m1
Test organism: E. coli JCM 6255
Medium: NA (10mlidish)
Diluent: M/10 phosphate buffer (pH 7.0)
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Fig. 4 Standard curves of THR-221 on various

media

Test organism: E. coli JCM 6255
Medium: 7 ml/dish
Diluent: M/10 phosphate buffer (pH 7.0)

Fig. 5 Effect of inoculum size on standard curve of

THR-221

Test organism: E. coli JCM 6255
Medium: NA (10m1/dish)
Diluent: M/10 phosphate buffer (pH 7.0)

Fig. 6 Effect of prediffusion time on standard curve

of THR-221

Test organism: E. coli JCM 6255
Medium: HIA (7 ml/dish)
Diluent: M/10 phosphate buffer (pH 7.0)

Fig. 7 Standard curves of THR-221 at various pH

of phosphate buffer

Test organism: E. coli JCM 6255
Medium: NA (10m1/dish)
Diluent: M/10 phosphate buffer
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6.血 漿および血清の影響

Moni-Trll I,Consera,ヒ ト血 清,ヒ ト血漿 お よび

0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)で 調 製 した5種 類 の標準希

釈溶液 を用いて,薄 層カ ップ法 による検量線 を作成 した。

Moni-Trll Iで はロ ッ トによ り不鮮 明な二重阻止帯 を

形成す ることがあ り,再 現性の よい検量線 を得 ることは

困難であった。Conseraで はロ リト間 において差が認め

られ,適 当でない と考 えられた。 しか し,こ れらを使用

する場合 には,ヒ ト血漿 または血清の検量線 と差がない

ことを確認 したロ ットを使用するのであれば,測 定は可

能であると考えられた。

Fig.8に 示す ように,ヒ ト血 清,ヒ ト血漿お よび0.1

Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)の3種 の検量線 を比較す る と,

前二者の阻止帯 は リン酸緩衝液 の阻止帯 に比 して小 さ く,

同一阻止帯 を得 るには4～8倍 高 い濃度が必要 であった。

これ はCefotetan4),Ceftriaxone5)と 同様 に,THR-221の

蛋白結合率が高いためである6)と考 えられ る。 ヒ ト血清

の阻止帯はヒ ト血漿 の阻止帯 よりもやや小 さか ったが,

健常な成人の血清 を用いて薬剤の添加 回収試験 を行 った

ところ,ヒ ト血清,ヒ ト血漿のいず れを用いて も測定誤

差の範囲 と考えられ る定量値を得 ることが可能であった。

以上の結果 よ り,血 漿,血 清試料の定量について は,

Fig. 8 Effect of diluents on standard curve of

THR-221

Concentration of THR-221 (jig/m1)
Test organism: E. coli JCM 6255
Medium: NA (10mlidish)

ヒ ト血清 または ヒ ト血漿 を用いて作成 した検量線 を使用

する ことに した。

7,尿 お よび胆 汁の影響

尿 におい ては,原 液の尿 お よび0.1Mリ ン酸 緩衝 液

(pH7.0)で10倍 希釈 した尿 を用いて作成 した検量線 で尿

の影響 を検討 した。Fig,9に 示す結果 より,原 液では低

濃 度領域 を除いてその阻止帯 は小 さ く。0.1Mリ ン酸緩

衝 液(pH7,0)と 同尊の阻止帯 を得 るためには約2倍 の濃

度 が必 要であ った。 一方,10倍 希釈 した尿の検量線 は

0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)の それぞれ とほぼ一致 した。

胆汁 について も尿 と同様 に実験 を行 った。胆汁で も,

原液で は0、1Mリ ン酸緩 衝液(pH7.0)よ り小 さい阻止帯

を示 したが,10倍 希釈す ることに よって同等の阻止帯 を

得 ることがで きた(Fig。10)。

これ らの結 果か ら,尿,胆 汁試料 の測定 について は

0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)を 用いて作成 した検量線 を

使用 し,試 料 は0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)で10倍 以上

の希釈 を行 えば測定可能であった。

8.糞 の影響

新 鮮 な糞20gを エ タノール と1%リ ン酸 緩衝 液(pH

6.0)を2対1の 割合 に混合 した溶液100mlで 抽 出 し,

ホモ ジネー ト後3000r.p.m,,10分 間遠心 し,そ のホモジ

Fig. 9 Effect of human urine on standard curve of

THR-221
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形成す ることがあ り,再 現性の よい検量線 を得 ることは
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ことを確認 したロ ットを使用するのであれば,測 定は可
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Fig.8に 示す ように,ヒ ト血 清,ヒ ト血漿お よび0.1

Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)の3種 の検量線 を比較す る と,

前二者の阻止帯 は リン酸緩衝液 の阻止帯 に比 して小 さ く,

同一阻止帯 を得 るには4～8倍 高 い濃度が必要 であった。

これ はCefotetan4),Ceftri猷one5)と 同様 に,THR-221の

蛋白結合率が高いためである6》と考 えられ る。 ヒ ト血清

の阻止帯はヒ ト血漿 の阻止帯 よりもやや小 さか ったが,

健常な成人の血清 を用いて薬剤の添加 回収試験 を行 った

ところ,ヒ ト血清,ヒ ト血漿のいず れを用いて も測定誤

差の範囲 と考えられ る定量値を得 ることが可能であった。

以上の結果 よ り,血 漿,血 清試料の定量について は,

Fig. 8 Effect of diluents on standard curve of

THR-221

Concentration of THR-221  (jig/m1)
Test organism : E. coli JCM 6255
Medium : NA (10mlidish)

ヒ ト血清 または ヒ ト血漿 を用いて作成 した検量線 を使用

する ことに した。

7,尿 お よび胆 汁の影響

尿 におい ては,原 液の尿 お よび0.1Mリ ン酸 緩衝 液

(pH7.0)で10倍 希釈 した尿 を用いて作成 した検量線 で尿

の影響 を検討 した。Fig,9に 示す結果 より,原 液では低

濃 度領域 を除いてその阻止帯 は小 さ く。0.1Mリ ン酸緩

衝 液(pH7,0)と 同尊の阻止帯 を得 るためには約2倍 の濃

度 が必 要であ った。 一方,10倍 希釈 した尿の検量線 は

0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0>の それぞれ とほぼ一致 した。

胆汁 について も尿 と同様 に実験 を行 った。胆汁で も,

原液で は0、1Mリ ン酸緩 衝液(pH7.0)よ り小 さい阻止帯

を示 したが,10倍 希釈す ることに よって同等の阻止帯 を

得 ることがで きた(Fig。10>。'

これ らの結 果か ら,尿,胆 汁試料 の測定 について は

0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0>を 用いて作成 した検量線 を

使用 し,試 料 は0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)で10倍 以上

の希釈 を行 えば測定可能であった。

8.糞 の影響

新 鮮 な糞20gを エ タノール と1%リ ン酸 緩衝 液(pH

6.0)を2対1の 割合 に混合 した溶液100mlで 抽 出 し,

ホモ ジネー ト後3000r.p.m,,10分 間遠心 し,そ のホモジ

Fig. 9 Effect of human urine on standard curve of

THR-221

Concentration of THR-221 (pg/m1)
Test organism: E. coll. JCM 6255
Medium: NA (10m1/dish)
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Fig. 10 Effect of human bile on standard curve of

THR-221

Concentration of THR-221 (pg/ml)
Test organism: E. coli JCM 6255
Medium: NA (10m1/dish)

Fig. 11 Effect of human feces on standard curve of

THR-221

Concentration of THR-221 (pg/ml)
Test organism: E. coli JCM 6255
Medium: NA (10m1/dish)

ネー ト上清液 を糞試料 として使用 した。 この試料 を0.1

Mリ ン酸綬 衝液(pH7.0)で 希釈 した10%,5%,2.5%

ホモ ジネー ト上清液を用 いて作成 した検 量線 によ り糞の

影響 を検討 した。Fig,11に 示す紡 県 より,糞 ホモ ジネー

ト上清液の阻止帯 は0,1Mリ ン酸緩衝 液(pH7.0)の 阻止

帯 と比較 してほ とんど差がみ とめ られなかったが,5%,

2。5%ホ モジネー ト上清液 を用 いた方が10%ホ モ ジネー

ト上清液 を用いた ときよ りも阻止帯の判定が容易であっ

た。

以上のこ とから考 えて,糞 のホモジネー ト上清の場合,

リン酸緩衝液で5%以 内 に(20倍以上)希 釈 した方が好ま

しい と考 えられた。

9.検 定菌K,pneumoniae ATCC 10031の 検討

Fig.2に 示 したTHR-221の 検定 菌の検討結 果 より,

検 量 線 の 傾 きが 大 き か った こ とか ら,Kpneumoniae

ATCC10031に つ いて検定菌 と しての検討 を加えた。K

pneummiae ATCC 10031の 場 合にお いて も良好な検 量線

が得 られた。 さらに,DST培 地 を用いれば,0.1Mリ ン

酸緩衝液(pH7.0)と ヒ ト血漿の検量線の差が小 さかった

ことか ら,組 織 試料 等 の測定においてその定量値への影

響が小 さいだろ うと推察 された(Fig.12)。 そこで,5種

類 の組織 試料にTHR-221を 添加 し,E.coli JCM 6255,

Fig. 12 Standard curves of THR-221 by cup-plate

method using K. pneumoniae ATCC 10031
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K.pneummiae ATCC 10031を 検定菌 として定量 を行 った。

Table 2に示す結果 よ り,両 検定 菌 ともほ ぼ同 じ定量値

を示 してお り,THR-221の 検定菌 として適当であ ると考

えられた。

10.HPLC法 とBioassay法 の相 関関係

THR-221を イヌに静脈内投与(15mg/kg)し,経 時 的に

採取 した血漿お よび尿試料 中のTHR-221濃 度 を,E.coli

JCM 6255を 検定 菌 と した薄層 カ ップ法 お よびHPLC法

で測定 した。 その相関 図 をFig。13に示 す。血漿試料96

検体,尿 試料24検 体 につ いての相関係数rは それぞれr

=0 .977,r=0.991で あ り,高 い相 関関係が得 られた。

11.THR-221の 生体 中で の安定性

THR-221の ヒ ト血漿,尿 お よび リン酸緩衝液中 におけ

る一20℃,5℃ お よび室温下 での安定性 につ いてHPLC

法 に よ り検 討 した。 その緒果 をFig.14に 示 す。 ヒ ト血

漿 中でのTHR-221は 一20℃ の保 存条件下 では3週 間,

5℃ の保存条件下では1週 間,室 温の保存条件下では1

日間安定 であ った。 ヒ ト尿 中でのTHR-221は 一20℃ お

よび5℃ の保存条件下では5週 間,室 温の保存条件 下で

は3日 間安定であった。 また,リ ン酸緩衝液中でのTHR

-221は 一20℃ および5℃ の保存条件 下では3週 間,室 温

の保存条件下では1日 間安定であ った。 さらに,ヒ ト胆

汁 および糞ホモジネー ト液での安定性 について検討 した

結果,胆 汁中での安定性 は尿 中での安定性 とほぼ同様の

Table 2 Effect of tissues on the recovery of THR-221 using E.coli JCM 6255 and K. pneumoniae ATCC 10031

as test organisms

( ) %  recovery

Fig. 13 Correlation between THR-221 concentrations obtained from bioassay and HPLC

Dog plasma
Dog urine
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Fig. 14 Stability of THR-221 in human plasma, urine and phosphate buffer (1/10M, pH7.0)

Human plasma

Human urine

Phosphate buffer (1/10M, pH7.0)
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結果が得 られ,糞 ホモ ジネー ト液においては5℃ お よび

室温の保存条件下で24時 間 まで安定 であった。

III.結 諭

以上の検 討 の結 果 か ら,微 生 物 学 的定 量 法 に よる

THR-221の 生体内濃度測定法 としては次の方法が適 して

いる。

1.検 定菌

E,coli JCM 6255あ るいはK.pneummiae ATCC 10031が

適 している。

2.測 定用培地

E.coli JCM 6255を 用 いる ときにはNutrient agar(Dif-

co)を,Ｋ.pneumoniae ATCC 10031を 用 い る と きに は

DST agar(O憩oid)を10mlの 薄層 に して使用する。

3.接 種菌液および接種菌量

両菌株 と もTrypticase soy broth(TSB,BBL)に1な

い し2白 金耳接種 し,18～20時 間培 養 した菌液 をTSB

でT=20～22%(λ=660nm)に 調製 し,0.5～1%接 種す

る。

4.測 定方法

薄層カ ップ法,デ ィスク法のいずれで も測定可能であ

る。

5.予 備拡散

4℃ にて2時 間程度の予備拡散 を行 う。

6.検 体の希釈

尿,胆 汁試料の場合 は0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)で

10倍以上 に希釈 し,血 漿,血 清試料についてはヒ ト血清

またはヒト血漿を用 いて希釈 を行 う。

7.検 量線の作成

THR-221を 滅菌蒸留水 に溶解 した ものを尿,胆 汁試料

の場合には0.1Mリ ン酸緩衝液(pH7.0)に て調製 した標

準希釈溶液 を,血 漿,血 清試料 の場合 にはヒ ト血清 また

はヒ ト血漿にて調製 した標準希釈溶 液を用いて検量線 を

作成する。

8.培 養条件

37℃ で18～20時 間培養する。

9.そ の他

本微生物学的測定法はHPLC法 と高い相関閲係 を示す。

また,THR-221は 一20℃ で保存すれば少な くとも3週 間

は安定であ る。
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BIOASSAY METHODS FOR CEFODIZIME CONCENTRATIONS IN BODY FLUIDS

KUMIKO SAKAWA, YOSHIYUKI MIYAKE, CHIEKO HANEHARA, TOSHIO OTANI,

NAOBUMI ISHIDA, Eut MATSUSHIMA and TERuYOSHI MARUNAKA
Biological Research Laboratory, Taiho Pharmaceutical Co., Ltd.

KOICHI DEGUCHI, SHIGEMI FUKAYAMA and YUKIKO NISHIMURA
Research Department, Tokyo Clinical Research Center, Tokyo

We established microbiological assay methods for the quantitative determination of cefodizime (THR-221) in body

fluids. Suitable assays were thin layer cup or disc-plate methods using Ecsherichia coli JCM 6255 as a test organism in

nutrient agar medium. Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 strain was also used in a cup-plate method with DST agar

medium. For the quantitative determination of THR-221 in human plasma, pooledhuman plasma and human serum were

suitable as diluent of the standard solution of THR-221. For the quantitativedetermination of the drug in human urine,

bile, feces and other body fluids, 0.1 M phosphate buffer(pH 7.0) was suitable as diluent of the standard solution. The

determination limits, by the cup-plate methods using E. coli JCM 6255 and K. pneumoniae ATCC 10031, were 0.05 and

0.025ƒÊg/ml, respectively, when the standard solution was prepared with pooled human plasma. When the standard

solution was prepared with 0.1 M phosphate buffer(pH 7.0), the determination limit was 0.025 pg/ml. The concentra-

tions of THR-221 determined by this bioassay method in plasma and urine samples obtained after intravenous adminis-

tration of THR-221 to dogs agreed well with those measured by high performance liquid chromatography. THR-221 was

stable in body fluids at-20•Ž for at least three weeks.


