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微生物学的定量法による7432-Sの

体液内濃度測定法に関する検討

木村靖雄 ・中野雅夫 ・中本省三 ・吉田 正

塩野義製薬株式会社研究所'

新規経 ロセ フェム系抗生物質7432-Sの 各種体液内濃度を測定す るために微生 物学的定量法に

つ いて検討 し標準法を設定 した。

検定菌 にEscheriehia coli 7437を,検 定培地にTrypto-soy寒 天培地(栄 研)を 使用する寒天

拡散法によ うて感度良 く測定で きた。

7432-S測 定限界 は,薄 層カ ップ法 と帯培 養法で0.04μg/ml,ペ ーパ ーデ ィスク法 と寒天孔平

板法で0.3μg/mlで あ った。

血漿中濃度 測定時の標準希釈系列 は,対 照 ヒ ト血漿 または コンセーラ等の代用血清を用いること

がで きる。

尿試料 は,0.1Mリ ン酸 緩衝液(pH 7)で10倍 以上 に希釈 し,同 綬 衝液で調製 した標準希釈

系列を用いて測定す る。

抗菌活性代謝物の検索は,TLC-バ イオオー トグラフィーにより行 なった。この方法では微量代

謝物の7432-S-transは 分離出来 ないので,HPLCに よる検索法が推奨 され る。7432-S-trans

は原化合物の異性体で,抗 菌力は約1/8低 いことと生成が微量であ ることか ら本方法による定量

値に影響 しなか った。

Key words: 7432-S, Body fluids, Bieassay

7432-Sは,広 範 囲 の グ ラ ム陰 性 菌 お よび 一 部 の グラ

ム 陽性 菌 に対 して 強 い 抗 菌 力 を 示 した。7432-Sの 感受

性 菌 に 対 す るMIC値 は低 く,多 くの 場 合0.1～0.01

μg/mlの 低 濃 度 で あ る1)。 生体 試 料 の 濃 度 測 定 は,活

性 濃度 で の体 内 動 態 を知 る上 か ら もMIC近 傍 ま で 測定

出 来 る こと が 望 ま しい。 この 目的 に適 う検 定 菌 と して,

E.coli 7437を 選 び ヒ ト体 液 中 濃 度 を 測 定 す るた め に 各

種 測 定 法 にお け る至 適条 件 につ い て検 討 し,標 準 法 を 設

定 した。

I. 材 料 と 方 法

1. 使 用 薬 剤

7432-S標 準 物 質(塩 酸 塩,1ot. No.52,力 価877.3-

μg/mg)お よ び7432-S-trans(モ ノ ア ンモ ニ ュ ウム

塩,1ot. No.F002力 価792.5μg/mg)は 塩 野 義 製 薬 株

式 会 社 研 究所 で合 成 され た。

2. 検 定 菌

Escherichia coli 7437, E.coli NIHJ JC-2,

Klebsiella pneumoniae SR 1, Serratia marcescens

ATCC13880, Proteus mirabilis PR4を 使 用 した。 何

7432-S-trans 

Fig. 1. Structural formula of 7432-S and 7432-S-

trans.

*〒553 大阪市福島区鷺州5-12-4



VOL.37 S-1 濃度測定法 739

Fig. 2. Standard curves of 7432-S against different 

test organisms by band—culture method. 

Medium : Trypto—soy agar 

Diluent : 0. 1M Phosphate buffer, pH 7

Fig. 3. Standard curves of 7432-S in different 

media by band—culture method. 

Organism : ,Escherichia coli 7437, 5 •~10 

CFU/ml 

Diluent : 0.1M Phosphate buffer, pH 7

れの検定菌 も,trypto-soy agar(TSA,栄 研)に37

℃}夜斜面培養 し,継 代後7日 以 内の斜面の菌叢を生理

食塩水に懸濁 してOD640≒0 .3の 菌懸濁液を調製 した。

この菌懸濁液(約3×108cfu/ml)か ら培地内 に所定の

最終菌量を調製し た。

3. 検定用培地

TSA(栄 研)培 地を処方 どう り調製 して使 用 した。

ただし,帯 培 養法(Band-culture法)に つ いて は,

Fig. 4. Influence of medium—pH on band—culture 

method. 

Organism : Escherichia coli 7437, 5•~10 

CFU/ml 

Medium : Trypto-soy agar 

Diluent : 0.1M Phosphate buffer, pH 7

Fig. 5. Influence of inoculum size on band—culture 
method. 

Organism : Escherichia coil .7437 
Medium : Trypto-soy agar 
Diluent : 0.1M Phosphate buffer pH 7

通 常処 方 の1/2濃 度 に 調 製 して用 い た。 培 地 検討 に は,

nutrient agar(NA,栄 研),sensitive test agar

(STA,ニ ッス ィ),heart infusion agar(HIA,栄

研)を 使 用 した。 培 地 は 滅 菌 後,53℃ の 水 浴 中 で恒 温 に

保 ち,平 板 作 製 直 前 に 検 定 菌 を接 種 した。

4. 測 定 法

以 下 の4種 の 方 法 に よ って検 定 した 。 何 れ の方 法 も予

備 拡散 は せ ず に,培 養 温 度 は37℃,培 養 時 間 は18～20
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Fig. 6. Standard curves of 7432-S on different 

method. 

Organism : Escherichia coli 7437, 1.5•~10 

CFU/ml 

Medium : Trypto—soy agar 

Diluent: 0.1 M Phosphate buffer, pH 7

時 間 と した 。

1) 薄 層 カ ップ方 法(Cylinder-plate method)検 定

菌 を接 種 した検 定 培 地 の10mlを 自 動 分 注 器(Jencon

peristatic dispenser,英 国)で 水 平 台 上 に 直 径9cm

の ペ ト リ皿(滅 菌,ニ ッス イ,P-シ ャー レ)に 分 注 し,

寒 天 平 板 を 作 製 す る。 カ ップ(Cylinder)は,内 径6

mm,外 径8mmの ステ ン レス製 を 使 用 した。

標 準 溶 液 ま た は試 験 液 は,0.25～0.30mlを カ ップ 内

に注 入 した 。

2) ペ ー パ ー デ ィ スク法(Disc-plate method)標 準

溶 液 ま た は試 験 液 の0.02mlを,定 溶 ピペ ッ トで,ペ ー

パ ーデ ィ ス ク 〈WhatmanAAdisc,径6mm)に 浸 み

込 ませ た の ち前 項 と同 様 に作 製 した 平 板上 に置 い た。

3) 寒 天孔 平 板 法(Agar-well method)

薄 層 カ ップ法 に準 じて 作 製 した寒 天 平板 に 直径6mm

の 孔 を 作製 した 。 す な わ ち,先 端 に 外 径6mmの 薄 刃
リ ヤ き

をつけたステ ンレズ円筒 シウンダーで平板上 に孔を切 り,

切 りと られた寒天デ ィス ク片 を吸引 して除去 した。標準

溶液 または試験 液 の0.02mlを 定容 ピペ ッ トで寒 天孔

に注 入 した。

方法1),2),3)に ついては,平 板毎 に等間隔4カ

所 に検液を配置 して,得 られた阻止 円径は0.1mmま

で計測 し平均値を求めた。

4) 帯培養法(Band-culturemetod>

大久保2}等 に よる方 法 に改 良を加え た方法3)で お こ

なった。帯培養法検 定板は,強 化ガ ラス板(210×150×

Fig. 7. Influence of diluent-pH on band-culture 

method.

Organism : Escherichia call. 7437, 5•~10 

CFU/ml

Medium : Trypto-soy agar

7mm)に 巾5mm,深 さ5mm,長 さ150mmの 溝

(Band)を 等 間隔 に20列 設けたものである。各溝には,

検定菌を接種 した検定培地の3mlを 定容発注器を使っ

て分注 し,水 平台上で固ま らせた。寒天帯当たり2カ 所

に長 さ5mmの 寒天を切 り.吸 引 して寒天片を除 去し

て寒天孔を作製 した。 この寒天孔に,標 準溶液または試

験液 の0.05mlを 定容 ピペ ッ トを使 って注入 した。溶

液 は,各 寒天列の2ケ の孔 に同一のものを配 した。通常,

寒天列のNo.2～7に 標準希釈液を,No.`8～19に 試

験液を配 した。両端 のNo.1とNo,20:は 検液を加えな

い。各寒天列に検液を注入 した後,ガ ラス板をのせてポ

リプ ロピ レン薄 膜で封 じて培養 した。阻止像の長さは

0.1mmま で計測 し,一 列毎に平均 した。

5. 検量曲線

阻止 円の直径 あ るいは阻止帯の長 さを0.1mmま

で正確に計測 し,そ の平均値(Ymm)を 求やた。検量

曲線 は,標 準希釈系列の各濃度(Xμg/ml)の 対数と対

応 するYの 関 係を最小 自乗法 により,二 次式Y=a+b

logX+c(logX)2に 近似 させ る方法17で 作製 した。試験

液 か ら得 られた実 測値(Y)を この式 に代 入 して濃度

(X)を 求めた。

6. 標準溶液 および希釈液 の調製

7432-S標 準品を0.1Mリ ン酸緩衝液毅pH7)に 溶

解 して,1000μg(力 価)/ml溶 液を調製 した。

標準希釈系列 は,実 験毎 に同門緩衝液 で希釈 して20～

0.04μg/ml(帯 培 養法 につ いで は2～0.06μg/ml)
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Fig. 8. Standard curves of 7432-S in human plasma. 

Organism : Escherichia coli 7437 

Medium : Trypto—soy agar

Fig. 9. Influence of anticoagulant on standard

curves of 7432-S.

Method: Agar well method
Organism: Escherichi coli 7437,1.5×10

CFU/ml

Medium : Trypto-soy agar

を調製 した。各種の体液,ま たはその代用液を希釈液と

す るときは,ま ず同緩衝液で標準希釈系列を50倍 濃度

に して か ら希釈液に2%(V/V)添 加 し最終 濃度になる

よ うに 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。 コンセラ(Consera,日 水製薬)は,

処方 の通 り調製 して使用 した。尿は健常 人数名か ら集め

プール して もちいた。

7. TLC-Bioautography

薄層 クロマ トグラフィー(TLC)は20×20cmの セル

ローズプ レー ト(Merck,Cellulose plate0.1mm)を

1cm巾 に切 断 して用 いた。下 か ら2cmの 位 置に,標

準溶液 または試験体液 の0.003m1を マイクロ ピペ ッ ト

で スポ ッ トして,室 温で約10分 間風乾 した。 展開溶媒

に50%n-プ ロパ ノールを用 いた。室温で上昇法に より,

溶媒 先端が原点 か ら約15cmに な るまで展 開 した。展

開終了後,約30分 間室温で風乾 した。

検定菌,E.coli7437を 接種 したTSA培 地150mlを,

バ イオ ア ッセイデ ィ ッシュ(243×243×18mm,住 友
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Fig. 10. Standard curves of 7432-S in human urine. 

Organism  :  Escherichia coli 7437 

Medium : Trypto—soy agar

ベ ークライ ト)に 分注 して水平台上で固ま らせ平板を作

製 した。 この平板 に.風 乾 したプ レー トを密着 させ,約

20分 間室温で拡散 させ た後,プ レー トを取 り除 き37℃

で16～18時 間培養 しバイオオ ー トグラムを作製 した。

II. 実 験 結 果

1. 測定条件に関する検討

1) 検定菌の選択

7432-Sが 強 い活性を示 したグラ陰性菌の中か ら選ん

だE.coli 7437, E. coli NIHJ JC-2,S.marcescens

ATCC 13880,K.pneumoniae SR1,P.mirabilis

PR4の5菌 株に ついて7432-Sに 対 す る測定感 度を比

較 した。帯培養法 で行な った結 果をFig.2に しめ した。

E.coli7437は 測定感度が最 も優れ検量曲線の勾配 も大

き く直 線性 に優 れて いた。K.pneumoiae SRIはE.

coli 7437と ほぼ同等 の感度を示 したが,低 濃度域 での

阻止像が不鮮明であ った。他の3菌 株での測定感度は,

これ ら2菌 株に比 べて劣 って いた。

以上の結果か ら,E.coli7437を 検定菌 と して選択 し

た。

2) 検定培地の検討

4種 類の検定 培地 につ いて帯 培養で比較検討 した。

Fig.3に しめすよ うに,最 小測定域 はいずれの培地に

お いて も変 わ らな いが,阻 止像の大 きさはNAが 最も

大 き く,次 いでSTA,HIA,TSAの 順とな りHIAと

TSAは 同 じ大 きさの阻止像を与えた。NA,STAで 得

られ る阻止像 は,境 界が不鮮 明であ り低濃度域で二重阻

止像 を示 した。以 上の ことか ら,TSA培 地が選択され

た。 また,TSA培 地のpHを 変化 させて も測定感度は

同等であ ったので処方通 りとした(Fig.4)。

3) 接種菌量 の影響

帯 培養法 で,菌 量 を1,7×105か ら1.5×106cfu/ml

まで変え ると,菌 量の低下に応 じて阻止帯長は増大 した

(Fig.5)。 しか しなが ら,菌 量の低下 とともにコロ

ニ ーが疎 にな って 阻止像の境界が不鮮 明とな るため,

比較的測定 の容 易な0.5～4×105cfu/mlが 適当である。

2. 測定方 法

Fig.6に4種 の方法 を用 いた時の リン酸緩衝液(pH
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Table 1 . Agar dilution MIC against bacteria

* Inoculum size
, 106CFU/ml

a) Diffusion curve of 7432-S formulations con-

taining different cis/trans ratios.

b) Correlation between relative potency of

7432-S and cis content.

Fig. 11. Comparison of activities of cis and trans 

of 7432-S. 

Test organism : Escherichia coli 7437 

Assay method : Band—culture method

7) 希釈による検量曲線を比較 した。'測定感度は,カ ッ

プ法と帯培養法で高 く)寒 天孔平板法 とペ ーパーデ ィス

ク法は低かった。各方 法にお け る測定 感度 は,0.04,

0.04,0.3,0.3μg/mlで あ った。 いずれの方法 と もに

広い濃度範囲で検量 曲線を作成す ることがで きた。

3. 検量曲線におよぼす希釈液,体 液の影響

1) 緩衝液のpHの 影響

帯培養液で,pH6,7,8,の リン酸緩 衝液希釈で

作成 した検 量曲線 を比 較 した(Fig.7)。 阻止 帯長 は

pHが 低 い程小 さい傾向であ り,こ の傾向は低濃度域 で

顕著 にあ らわれた。

2) 血清の影響



744 CHEMOTHERAPY NOV.1989

a) Standard

b) Human urine (after oral administration of 7432-S , 200mg)

Fig. 12. TLC-Bioautograms of 7432-S .
TLC plate: Cellulose F (Merck)
Solvent: 50% n-Propanol
Organism: Escherichia coli 7437

新鮮 ヒ トプール血 清(ま たは血漿),コ ンセラを用い

たと きの検量 曲線 を リン酸 緩衝液で のそれ と比較 した

(Fig.8)。 ヒト血漿での検量曲線 を,緩 衝液でのそれ

と比較す ると各測定方法と もに低濃度域で は近似するが

高濃度域で1～4mm程 度 の差 が認あ られ た。 コ ンセ

ラを用 いたときの検量 曲線 は,い ずれの方法で も,ヒ ト

血漿のそれ と一致 した。

血漿を調製するのに用 いる血液抗凝固剤の検量曲線 へ

の影響を調べたが,検 量曲線は無添加の それ と一致 して

いた(Fig.9)。

3)尿 の影響

ヒト尿を リン酸緩衝液で10倍 に希釈 した ときの検量

曲線をFig.10に 示 した。 いずれ の方 法にお いて も10

倍の希釈をすれば,尿 による影響は無 く緩衝液での検量

曲 線 と一 致 した。

4.7432-S-transの 抗 菌 活 性 と7432-S測 定 への

影 響

北 川 等5)はHPLC分 析 の 結 果 か ら,ヒ ト尿 中 に

trans体(7432-S-trans)が 約10%回 収 され 血 清中

に0.1～0.4μg/ml(100mg投 与 時)検 出 され たと報

告 して い る。7432-S-transのMIC値 はTable1に

示 す ご と く,何 れ の 感 受 性 菌 に お い て も7432-Sに 比

べ て1/8低 い抗 菌 力 を しあ した。

7432-S標 準 品 と,7432-S-trans標 品 とか らtrans

体 含 有 率 の 異 な る4種 の7432-S(Fig.11-a)を 用意

して,帯 培 養 法 で 検 量 曲線 を比 較 す る と,trans含 有比

が 大 き く な る に し た が って 阻 止 帯 長 は 短 くな った。

7432-S標 品Aの 活 性 を1000と した ときのFig.11-a
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記載の各7432-Sの 比活性(Y)を 平行線 検定 で算出 し

て,原体7432-S(cis)の 含有 率(X)と の相関 をみ る

と,Fig,11-bに しめ した よ うな直線 関係 が見 られ,

Y=8.98X+99,9の 回帰式が得 られた。 この 関係 式に,

X=0(transの み)とX=100(cisの み)を 代 用 して

求められたYの 比率は0.10と 計算 され る ことか ら,

trans体の活性はcis体 の1/10で あ りMIC値 か らみ

たのと同程度の活性比を しめ した。

5. 活性体謝物の検索

7C32-Sの200mgを ヒ トに経 口投与 した ときの尿に

ついて,TLC-Bieautographyを 行な い活性代 謝物を

検索した(Fig.12-b)。 いず れの時間 において も抗 菌

像は単一であ り,7432-S標 品のRf値 と一 致 した。

Fig.12-aに しめす よ うに,7432-S-transは7432-

Sの1/10濃 度の阻止像の大 きさと同程度であ り,ま た

7432-Sと 同一のRf値 を しめ し,こ のTLCに よる方

法では両者を分離することは出来なか った。

6. 7432-Sの 体液内濃度測定法

以上の検討成績から最も普及 しているとされ る薄層 寒

天拡散法による標準測定法を次のように設定 した。

1) 検定菌

検定菌にはE.coli7437を 用 い,接 種菌液を次のよう

に調製する。.

トリプトソイ寒天培養 地または普通寒天培地 に37℃,

1夜斜面培養 し,冷 所保存する。継代培養は2ヶ 月毎 に

行なう。使用に際 して保存菌株か ら新鮮斜 面をつ くる。

斜面より菌を液体培地に懸濁 して,OD640=0.3の 菌液

とし検定培地中に0.3%接 種 する。継代斜面は7日 間接

種菌液の調製に使用出来 る。

2) 薄層寒天平板の作成

トリプ トソン寒天培地(栄 研,pH7.3)を 処方通 り

に調製し,約50℃ に保 ってか ら検定菌を接種 し,プ ラ

スティックシャー レ(直 径9cm)に10ml注 入 して固

まらせる。

各種の平板拡散法に従った方法が使用出来る。

3) 標準溶液の調製

7432-S標 準品 を,0。1Mリ ン酸緩 衝液(pH7.0)に

溶解して,1000μg(力 価)/mlの 標準溶液 を作 る。 この

標準溶液は用時 に調製 し,冷 所に保存(0～5℃)即

日に使用する。

標準希釈系列は,緩 衝液または,正 常血清や代用血清

(コンセラ)で 希釈 して作成 する。

4) 被験試料の調製

血清試料は希釈せずにその まま測定に供 しヒ ト代用血

清で作成 した検量線で測定す る。

尿中濃度の測定には、尿試料を級衝液で10倍 以上に

希釈 して緩衝液で調製 した検量線で測定する。

5) 試料の保存法6)

7432-Sを 含む試料は,採 取後,す ぐに氷冷水 または

冷蔵鷹(約4℃)に 保存す る。翌 日以降の測定に際 して

は,約-70℃ の超低温"に 凍結保存す る。 この条件で は

約2ヶ 月 まで安定である。凍結保存温度が高い場合にお

い て は,7432-S-transの 生 成 が 認 め られ るので,

-20℃ 付近で保存することは さける。

(*ド ライアイスを細か く砕 き,小 塊を少量ずつエチル

アルコール中に加 え,約-70℃ 浴をつ くる。試料 をその

中に入れ凍結 させ るのが良い。)

6) 培養条件 および判定

37℃,18～20時 間培養後,阻 止 円の直径を測定 す る

通常の検量線法 によって濃度 を計算す る。

III. 考 察

7432-Sは,広 範囲の グラム陰性菌および一部のグラ

ム陽性菌に対 して強 い抗菌力を示す。7432-Sの 感受性

菌 に対す るMIC値 は,0.1～0.01μg/mlの 範囲に分布

して いるので,MIC近 傍 まで測定 出来 るように,各 種

の検討を行 ない,ヒ ト体液中濃度測定の標準的な方法を

設定 した。

検定菌 につ いては,グ ラム陰性菌4菌 種5菌 株につい

て比較検討 した ところ,E.coti7437で 最 も優れ た測定

感度がえ られ,検 量線 の勾配,直 線性 にお いて も最 も優

れていた。K.pneumonioe SR1で も,E.coli7437と

同程度の感度を得るが,検 量線が直線性に欠ける ことに

加 えて,低 濃度域での阻止像の周辺が不鮮明であるため

に阻止像計測時に誤差が生 じやすいと考え られる。

検定培地 については,数 種の培地 について比較検討 し

た。 いずれ も同程度の感度で,TSA培 地 で最 も鮮明な

阻止 像がえ られ た。NA培 地,STA培 地 で得 られ る阻

止像 は,TSA培 地 よ りもやや大 きいが,阻 止像の境界

が不鮮明で,低 濃度域で二重阻止像を形成 した。 この現

象 は,阻 止像計測時 に誤差を生 む一因にな ると考え られ

るので,7432-Sの 検定培地 には不適当である。

血清中濃度 の測定は,正 常血清 中に調製 した標準希釈

系列を用 いるのが最 も望ま しい。 しか しなが ら,市 販の

代用血清(コ ン トロール血清)で あるコンセラ中に調製

した標準希釈系列での検量線が,正 常血清中に調製 した

標準希釈系列での検量線 と一致す ることか ら正常血清の

代 わ りにコ ンセ ラ等の代用血清 中に調製 して も差 し支え

ない。 ただ し,代 用血清 は,メ ーカーの製造lotに よっ

ては抗菌物質を含有 し,阻 止像を しめす もの もあるので,
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使用前 に阻止像が検出されないことをチ ェックす る必要

がある。

尿 中濃 度 の 測定 は,尿 試 料 を0.1Mリ ン酸緩 衝 液

(pH7.0)で10倍 以上の希釈をすれば,尿 によ る影響

は消失 し,同 緩衝液中に調製 した検量線 で測定 出来 る。

尿中濃度 は,MIC値 を大 き く上 回るため原液で測定 す

ることはないので10倍 以上の希釈 は差 し支 えないと考

え られ る。

この条件 での7432-Sの 測定感度 は,薄 層 カ ップ法

と帯 培養法で0.04μg/ml,ペ ーパ ーデ ィスク法 と寒天

孔 平板法で0.3μg/mlで,ほ ぼMIC値 近傍 まで測定

が可能であ る。

7432-Sは,そ の一部が生体内で代謝を受け7432-S-

transに 変化す る。trans体 の抗菌力 は,感 受性 菌に対

するMICで み ると,7432-Sの1/8で ある。 また,検

定菌E.coli7437に 対す る検量線 で比較す ると,そ の活

性比 は,MIC比 と同程度の1/10で あった。trans体 の

抗菌活性が7432-Sに 比 べて低 いこと,ま た,生 体 内

での生成が僅 かであ ることか らtrans体 の混 在に よる

7432-S体 液内濃度測定値への影響はほ とんどないと考

え られ る。

TLC-Bioautographyに お ける尿 および血清の抗菌

像は単一であ り7432-S標 品のRf値 と一致 した。 しか

しなが ら,7432-Sと そのtrans体 は,こ のTLCに よ

る方法では両者 を分離出来ない。前述の ごとく,7432-

S-transの 抗 菌活性が7432-Sの1/10で ある ことか

ら,生 体 内 で,10%のtrans体 が 生 成 して も阻 止像は

原 体,7432-Sの1/100濃 度 と周 等 にな る と考 え られ

る のでBioautogram上 に検 出 され な い。
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MICROBIOLOGICAL ASSAY METHODS FOR 7432-S 

CONCENTRATIONS IN BODY FLUIDS

YASUO KIMURA, MASAO NAKANO, SIIOUZOU NAKAMOTO 
and TADASHI YOSHIDA 

Shionogi Research Laboratories, Shionogi & Co. Ltd. 
5 -12- 4, Sagisu, Fukushima-ku, Osaka 553, Japan

We established microbiological assay methods for measuring concentrations of 7432-S in body 

fluids. The concentrations of 7432-S in serum and urine specimens were determined by 

cylindeiplate, agar-well, disc-plate and band-culture methods using Escherichia coli 7437 as a 

test organisms When the organism was inoculated with 2 •~10 CFU/ml of tryptosoy agar, the 

detectable levels of 7432-S were as low as 0. 04, 0. 3, 0. 3 and 0. 04 ƒÊ g/ml respectively, by the 

abovementioned assay methods. The antibiotic concentrations (ƒÊg/ml) in logarithm were plotted 

against the inhibition zone size (mm) for a calibration curve. To determine 7432-S levels in 

human plasma, consera were employed for diluents of the standard solutions in place of pooled 

human serum. When the urine specimens were diluted more than 10 times, the standard solution 

was prepared with 0. 1 M phosphate buffer. Since bioautography by cellulose thin-layer 

chromatography was unable to detect any active metabolite except 7432-S itself in human urine, 

high performance liquid chromatography is recommended for this purpose. By this method, a 

trace amount of 7432-S-trans was detected in addition to 7432-S in the urine and plasma 

samples. 

This 'trans-isomer was eight times less active than 7432-S against a variety of bacteria. 

Hence this trace metabolite had virtually no influence on the antibacterial activity in body fluids 

obtained from human subjects given 7432-S.


