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Haemophilus influenzaeに 対 す る 各 種 経 口 セ フ ェ ム 剤 の 抗 菌 作 用 が β-ラ ク タ マ ー ゼ 産 生

Moraxella(Branhamella)catarrhalisが 共 存 した 場 合,ど の よ う な影 響 を 受 け る か を 検 討 し

た。Amoxicillin(AMPC)耐 性 株 を 含 むH.influenzae 120株 に 対 す る各 薬 剤 のMIC 80が

cefixime(CFIX);0.05μg/ml,cefteram(CFTM);0 .05μg/ml,cefpodoxime(CPDX);0.1

μg/ml,cefuroxime(CXM);1.56μg/mlお よ びcefotiam(CTM);1.56μg/mlで あ る の に

対 し,M.(B.)catarrhalis 40株 に 対 し て は そ れ ぞ れ0,39,1.56,1.56,3.13お よ び1.56μg/

mlで あ っ た 。 寒 天 重 層 平 板 法[M.(B.)catarrhalis(下 層),H.influenzae(上 層)〕 のH.

influenzaeに 対 す る デ ィ ス ク 感 受 性 をH.influenzae単 独 の 場 合 と比 較 し た 結 果,M .(B.)

catarrhalisの 共 存 に よ っ て 最 も感 受 性 が 低 下 す る 薬 剤 はCXMで,最 も影 響 を受 け に くい 薬

剤 はCFIXで あ っ た。 ま た,M.(B,)catarrhalisお よ びH.influenzaeの 混 合 培 養 液 中 で も

CFIXは 分 解 さ れ に く く最 も安 定 で あ っ た。 す な わ ち,寒 天 重 層 平 板 法 に よ る デ ィ ス ク阻 止 円

の縮 小 は抗 菌 活 性 と培 養 液 中 で の 薬 剤 の 安 定 性 の 成 績 を反 映 し た結 果 で あ っ た 。
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Moraxella(Branhamella)catarrhalisの β-ラ ク タマ ー

ゼ産 生株 の 急増 の 直 接 的原 因 に つ い て は不 明 で あ るが,臨

床 材料 か ら分離 され るM.(B.)catarrhalisの80%以 上 は

β-ラ ク タマー ゼ を産 生 す る1～3)。本 菌 の産 生 す る β-ラ ク タ

マ ー ゼ はampicillin,amoxicillin(AMPC),carbeni-

cillinお よ びmethicillin等 の ペ ニ シ リ ン類 やcefaclorを

高 率 に加水 分 解 す る特 異 な 酵素 で,等 電 点 電 気 泳 動 の プ ロ

フ ィー ルか らBRO-1な い し はBRO-2に 分 類 さ れ て い る

が,そ の 由 来 が染 色 体 性 樹 か プ ラ ス ミ ド性6～9)かは そ れ ぞ

れ を示 唆 す る報 告 が あ り,正 確 な とこ ろ は明 らか で は な

い。 またMoraxella属 の 数 菌 種 で も同様 の β-ラ ク タ マ ー

ゼ が見 出 され て い る5)。我 々 は前報 にお い てStreptococcus

PneumoniaeとM.(B.)catarrhalisの 混 合 培 養 系 に お い

てAMPCのS.pneumoniaeに 対 す る抗 菌 活性 が著 し く低

下す る こ とを報 告 し た10)。本 報 で は β-ラ ク タ マ ー ゼ 産 生

Haemophilus influenzaeに 強 い抗 菌 作 用 を有 す る経 口セ フ

ェ ム 剤 の 中,cefixime ,cefteram-pivoxilお よ び

cefpodoxime proxetilが,M.(B.)catarrhalisが 共 存 し

た場 合,H.influenzaeに 対 す る抗 菌 作 用 が どの よ うな 影

響 を受 けるか を検 討 した。

1.実 験 材 料 お よ び 方 法

1.菌 株

1987～1989年 に 臨 床 材 料 か ら 分 離 さ れ たH.

influenzaeお よ びM.(B.)catarrhalisを 用 い た。 β-

ラ ク タ マ ー ゼ の 産 生 の有 無 はchromogenic nitrocefin

を 基 質 と して 判 定 し た。

2。 薬 剤 お よ び 試 薬

抗 菌 剤 と し てamoxicillin(AMPC,藤 沢 薬 品),

cefixime(CFIX,藤 沢 薬 品),cefoteramお よ び

cefpodoxime(CFTMお よ びCPDX,藤 沢 薬 品,開

発 研 究 所 に て合 成),cefuroxime(CXM,日 本 グ ラ ク

ソ)お よ びcefotiam(CTM,武 田 薬 品)を 用 い た。

Bacitracin(BC,Sigma Chemical Company),

hemin(Sigma)お よ び β-nicotinamide adenine-

dinucleotide(NAD,Sigma)はH.influenzaeの 選

択 増 菌 培 地 に添 加 した 。
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ま た 感 受 性 は1濃 度 法 で 実 施 し,30μg含 有 の 昭 和

デ ィス ク(昭 和 薬 品)を 用 い判 定 し た。

3.MICの 測 定

日本 化 学 療 法 学 会 標 準 法 に 従 い 寒 人 平板 希 釈 法 を用

い た 。 す な わ ち,M.(B.)catarrhalisはMueller

Hinton Broth(MHB)で 一 夜 培 養 し た 菌 液 の100倍

希 釈 液 をMH Agar(MHA)上 に接 種 し,37℃18時

間 培 養 し た。H.influenzaeは5%フ ィ ル デ ス 加

Trypticase soy broth(TSB)で37℃,20時 間10%

CO2下 で 前 培 養 し た 菌 液 の100倍 希 釈 液 をhemin

(10μg/ml)お よ びNAD(10μg/ml)加MHA上 に

接 種 し,37℃18時 間,10%CO2培 養 し た。

4。 寒 天 重 層 平 板 法 に よ る デ ィ ス ク感 受 性

β-ラ ク タ マ ー ゼ 非 産 生 お よ び 産 生H.influenzae各

20株,お よ び β-ラ ク タ マ ー ゼ 産 生M,(B.)catarr-

halis No.6017を 用 い た 。M.(B.)catarrhalisを107

cfu/mlと な る よ う接 種 し たMHA 5mlを シ ャー レ に

分 注 し固 め,6時 間 前 培 養 し た。 こ の 培 地 上 にhemin

お よ びNAD加Brain Heart Infusion Agar(BHIA)

の5mlを 重 層 し 表 面 を 乾 燥 し た。H.influenzaeの

McFaland 0.5に 調 整 し た 菌 液0.1mlを 滴 下 し,コ

ン ラ ー ジ棒 で 表 面 塗 抹 し た 後,昭 和 デ ィス ク を の せ,

37℃18時 間,10%CO2下 で培 養 し た。Controlと し

てM.(B.)catarrhalisを 下 層 に 含 ま な いH.

influenzae単 独 の 寒 天 重 層 平 板 法 に つ い て も実 施 し阻

止 円 を測 定 した 。 デ ィ ス ク感 受 性 は以 下 の ご と く昭 和

デ ィ ス ク の 判 定 基 準 に 従 い-,+,++,+++に 区 分 し

た。

AMPC;9～14mm:-,15～24mm:+,25～34

mm:++,≧35mm:+++,CFIX;9～10mm:-,11～15

mm:+,16～22mm:++,≧23mm:+++,CFTM;9～

10mm:-,11～15mm:+,16～21mm:++,≧22

mm;+++,CPDX;≦9:-,10～15mm:+,16～22

mm:++,≧23mm:+++,CXM;≦8:-,9～14mm:+,

15～21mm:++,≧22mm:+++,CTM;≦81-,9～13

mm:+,14～20mm:++,≧21mm:+++。

5.培 養 液 中 で の 薬 剤 の 安 定 性

β-ラ ク タ マ ー ゼ 産 生H.influenzae No.9001お よ

びM.(B.)catarrhalis No.6017の 一 夜 培 養 菌 を

heminお よ びNAD加MHBに108cfu/mlに な る よ

う に 懸 濁 し,薬 剤 の100μg/ml(final conc.)を 添 加

し,37℃,3時 間 静 置 し た。 反 応 液 に 等 量 の エ タ ノ ー

ル を 加 え 反 応 を 阻 止 し た 後,遠 心 上 清 液 をBacillus

subtilis ATCC 6633を 検 定 菌 と し てbioassayし,培

養 液 中 の 薬 剤 の 残 存 活 性 を 測 定 し た。0時 点 の 活 性 を

100と し て 相 対 活 性 値 を 求 め た 。

6.殺 菌 作 用

β ラ ク タ マ ー ゼ 非 産 生H.influenzae No.7015

(5.0×1O5cfu/ml)お よ びM.(B.)catarrhalis

No.6017(1.0×108cfu/ml)を 用 い た 。heminお よび

NAD加MHBを 用 い,H.influenzaeに 対 し て1

MICお よ び10 MICと な る 濃 度 の 薬 剤 を 菌 液 に加 え,

10%CO2ド で 静 置 培 養 し た 。 生 菌 数 の 測 定 に は薬剤

に 対 す る感 受 性 の 差 を利 用 し,H.influenzaeの 測定

に はBC(12.5μg/ml),heminお よ びNAD加

BHIA plateを,M,(B.)catarrhalisの 測 定 に は

AMPC(1μg/ml)加MHA plateを 選 択 培 地 として

用 い た 。 す な わ ち経 時 的 に サ ン プ リ ン グ し た培 養液の

希 釈 菌 液0.1mlを 上 記 培 地 上 に コ ン ラー ジ棒 で 表面

塗 抹 し,37℃.24時 間,10%CO2下 で 培 養 後,生 菌

数 を 測 定 し た 。

II結 票

1.M.(B.)catarrhalisお よ びH.influenzaeの

薬 剤 感 受 性

臨 床 分 離 のM.(B.)catarrrhalis 40株 に つ い て薬剤

感 受 性 を 測 定 し た(Fig.1)。 こ の う ち β-ラ ク タマー

ゼ 産 生 株 は29株 を 含 む 。M.(B.)calarrhalisは

CFIXに 対 し最 も感 受 性 が 高 か っ た が,他 の 薬 剤 に対

し て は い ず れ も近 似 の 感 受 性 分 布 を 示 した 。 本菌 に対

す る そ れ ぞ れ の 薬 剤 のMIC80はCFIX:0.39μg/ml,

CFTM:1.56μg/ml,CPDX:1.56μg/ml,CXM:3.13

μg/ml,CTM:1,56μg/mlで あ っ た 。

H.influenzae 120株 の 薬 剤 感 受 性 をFig.2に 示

す 。CFIX,CFTMお よ びCPDXに 対 し 感 受 性 が高

く,こ れ ら の 菌 に 対 す る上 記 薬 剤 のMIC60は そ れ ぞ

れ0.05,0.05,お よ び0.1μg/mlで あ っ た 。 しか し,

CTM(1.56μg/ml)お よ びCXM(1.56μg/ml)は

上 記3剤 よ り抗 菌 活 性 は 低 か っ た 。 な お β-ラ ク タマ

ー ゼ 産 生 株 は62株 に 認 め られ た
。

2.M.(B.)catarrhalis共 存 下 に お け るH.

influenzaeの デ ィ ス ク感 受 性

寒 天 重 層 平 板 法 を 用 い β-ラ ク タ マ ー ゼ 非 産 生 お よ

び 産 生H.influenzaeの 各20株 に つ い てM.(B.)

catarrhalis No.6017が 下 層 に 共 存 し た 時 のH.

influenzaeに 対 す る デ ィ ス ク 阻 止 円 を,M.(B.)

catarrhalis非 共 存 時 の 成 績 と比 較 し た(Fig.3)。

β-ラ ク タ マ ー ゼ 非 産 生H.influenzae単 独 は いず れ

の 薬 剤 に 対 し て も 帯 の 感 受 性 を 示 し た が,M.(B.)

catarrhalisの 共 存 下 で はCFIXを 除 く他 の 薬 剤 に 対

す る 感 受 性 が そ れ ぞ れ に 低 下 し た。 す な わ ち,

AMPCお よ びCXMに 対 し て95%お よ び60%の 株

が+以 下 の 感 受 性 に 低 下 し,CFTM,CPDXお よび
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Fig.1. Susceptibility of Moraxella (Branhamella) catarrhalis (40
strains) to cefixime, cefteram, cefpodoxime, cefuroxime and
cefotiam.

Fig.2. Susceptibility of Haemophilus influenzae (120 strains) to

cefixime, cefteram, cefpodoxime, cefuroxime and cefotiam.

CTMに 対 してはそれぞれ30%,100%お よ び95%

の株が++の 感受性 に低下 した。一方,CFIXに 対 して

はM.(B.)catarrhalisが 共 存 しても全株が+++の感 受

性が維持 された。

一 方
,β-ラ ク タ マ ー ゼ 産 生H.influenzaeは

AMPCに 対 しすでに40%の 株 が-で,60%の 株 が

++以下 となった。 これに対 し他の薬剤に対 してはすべ

ての株が+++の感受性 を維持 していた。 しかしβ-ラ ク

タマ ー ゼ 産 生 のM.(B.)catarrhalis共 存 下 で は

CFIXに 対 しては10%の 株 が++,CFTMに は75%

の株が++以 下,さ らにCFPD,CXMお よびCTMに

は100%の 株 が そ れ ぞ れ に 昔 以 下 の 感 受 性 に 低 下 し

た 。 す な わ ち,M.(B.)catarrhalisが 関 与 す る と β-

ラ ク タマ ー ゼ非 産 生H.influenzaeの 場 合 と 同 様 に 感

受 性 の 低 下 が 認 め ら れ た。

3.β-ラ ク タ マ ー ゼ 産 生H.influenzaeお よ びM.

(B.)catarrhalisの 培 養 液 中 に お け る薬 剤 の安 定 性

3時 間 反 応 後 の 薬 剤 の 残 存 活 性(%)をFig.4に

示 す 。

H.influenzae単 独 培 養 液 中 の 残 存 活 性 はCFIX:92

%,CFTM:88%,CPDX:93%,CXM:79%お よ び

CTM:50%で あ る の に対 しM.(B.)catarrhalis単 独
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Fig.3. Disc susceptibility of clinical isolates of Haemophilus influenzae in the pres-
ence of fl-lactamase-producing Moraxella (Branhamella) catarrhalis No.6017.

培養液中ではそれぞれ80%,36%,50%,46%お よ

び78%で あ った。また両菌の混合培養液中ではいず

れかの残存活性 の低 い値 と近似 した(CFIX:73%,

CFTM:31%,CPDX:48%,CXM:47%,CTM:45

%)。

4.β-ラ クタマーゼ産生M.(B.)catarrhalis共 存

下でのH.influenzaeに 対 する殺菌作用

H.influenzaeに 強 い抗菌活性 を持っCFIXお よ び

CFTMに つ いてAMPCを 対 照 としてH.influenzae

単独培養時と比較 した(Fig.5)。

AMPC,CFIXお よびCFTMはH.influenzae単

独 に対 し1 MICで 顕 著 な殺菌作用 を示 した。一方,

M.(B.)catarrhalisが 共 存 し た 場 合 に はH.

influenzaeに 対 する これ ら薬剤の殺菌作用 は低下し

た。すな わちAMPCはM.(B.)catarrhalisが 共存

す るこ とに よ り10 MICの 添 加 に もかかわ らずH.

influenzaeを ま った く殺菌す ることはで きなかった。

CFIXお よびCFTMで は1 MICで 殺 菌作用の抑制が

認め られたが,10 MIC(0.5μg/ml)で 殺菌作用を示

した。

III.考 察

最近 の 報 告 で は呼 吸器 感 染 か ら分離 され るH.

influenzaeの 約20%は β-ラ クタマーゼ産生株である

ことが報告されている3,11)。本 菌の β-ラ クタマーゼは

プ ラ ス ミ ド支 配 のTEM型 酵 素 で,ABPCお よび

AMPCに 高度耐性 を示す12,13)。H.influenzaeの 中で
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Fig. 4. Stability of cefixime, cefteram, cefpodoxime, cefuroxime and cefotiam in a
culture medium of Haemophilus influenzae and Moraxella (Branhamella) catarr-
halls alone or in combination.

Fig. 5. Bactericidal activity of cefixime, cefteram and amoxicillin against Haemo-

philus influenzae in the presence of Moraxella (Branhamella) catarrhalis.,

Haemophilus influenzae No.7015 (ƒÀ-lactamase non-producing strain),•c•c; Mor-

axella (Branhamella) catarrhalis No.6017 (ƒÀ-lactamase producing strain).
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も特にtypebは 侵襲性 の病原性 を有 し,小 児の髄膜

炎等 を惹起す ることで知 られているが,typebの 中

にβ-ラ クタマーゼ産生株 が30～40%を 占め,non-

typeb(約20%)よ り多い という注 目すべ き報告 も

ある11,14)。一 方,最 近開発 され た経 ロセ フ ェム剤,

CFIX14,15)は じめCFTM7PXI6)お よびCPDX-PR17)は

AMPC耐 性 のβ-ラ クタマーゼ産生H.influenzaeに

対 し強い抗菌活性 を有す る。なかで もCFIXお よ び

CFTM-PXの 抗 菌力 は臨床分離 のH.influemzaeに

対 しMIC80が 共 に0.05μg/mlと 強 く,H.

influemzaeの 産 生 するβ-ラ クタマーゼに対 して もき

わめて安定であることが証明 されているが,本 実験結

果 も同様であった。

我 々 は前 報 に お い て β7ラ ク タ マ ー ゼ 産 生M.(B.)

catarrhalisの 共 存 が,S.pmemmomiaeお よ びStrepto-

coccus pyogemesに 対 す る薬 剤 の 治 療 効 果 を 妨 害 す る

可 能 性 をin vitroで 証 明 した10)。

H.influemzaeに よ る慢 性 呼 吸 器 感 染 の 症 例 に お い

て もM-(B.)catarrhalisと の混 合 検 出 例 が 多 く,H.

influemzaeが 感 受 性 を 示 すABPC,AMPCお よ び

CCLの 治 療 に 難 治 す る 症 例 が 経 験 さ れ て い る18～21)。

本報ではβ-ラ クタマーゼに安定 とされる経 ロセフェ

ム剤の抗菌作用がM.(B.)catarrhalisの 共 存に よっ

てどのような影響 を受けるかを検討 した。その結果,

M.(B.)catarrhalis共 存時 にはβ-ラ クタマーゼ産生

および非産生H.influenzaeの デ ィスク感受性 は薬剤

によって程度 に差 はあるものの低下することが寒天重

層平板法によって確認 された。 この薬剤感受性の低下

は培養液中における薬剤 の安定性 をよ く反映 してい

た。すなわち,M.(B.)catarrhalisの 培 養液 中で比

較的安定 なCFIXはM.(B.)catarrhalis共 存 による

H.influenzaeの デ ィスク感受性 の低下 は極少であっ

たが,M.(B.)catarrhalisの 産 生するβ-ラ クタマー

ゼに比較的不安定で あったCFTM,CPDXお よ び

CXMは デ ィスク阻止 円の縮 小が認 め られ た。また

CTMはM.(B.)catarrhalisの 培 養 液 中で はCFIX

と同様 に安定 であったが,H.influemzaeの 培 養液中

では不安定な上,両 菌 に対する抗菌活性が弱いことが

ディスク感受性の低下 に反映した ものと思われ る。 さ

らにH.influemzaeに 対 する殺菌作用 にお よぼすM.

(B.)catarrhalisの 共 存の影響をAMPC,CFIXお よ

びCFTMに つ いて検討 した結果,AMPCの 殺 菌作

用が著 し く低下 したのに対 し,CFIXお よびCFTM

は比 較 的安定 していた。しか し,1MICレ ベ ルの低

濃度ではM.(B.)catarrhalisの 共存 によって殺菌作

用の低下が観察 された。

近年,M.(B.)catarrhalisは 呼 吸器感 染症 の起 因

菌 として認識されている。さらに臨床分離の大部分の

株 が β-ラ クタマーゼ を産生 す るこ とか らM.(B.)

catarrhalisが 混 在 す る感染症 の治療 に は,従 来の感

染起因菌 に対す る抗菌作用 に加 えてM.(B.)catarr-

halisの 産 生するβ-ラ クタマーゼに安定で,か つ本菌

に対 して も抗菌作用の強い薬剤の選択が考慮されるべ

きであろう。このような条件を満たしうる薬剤の選択

法 として寒天重層平板法を用いたディスク感受性試験

は簡便な方法であり,臨 床医に対し迅速で有用な情報

の提供ができるものと考えている。

稿を終えるにあたり本実験に協力いただいた横谷悦

子および寺谷紀子の両氏に感謝します。
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ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF CEFIXIME AGAINST HAEMOPHILUS

INFLUENZAE IN THE PRESENCE OF MORAXELLA

(BRANIIAMELLA) TARRHALIS

Toshihiko Yamada1), Yoshiko Yokota2), Fumiaki Ikeda2),

Yasuhiro Mine2) and Takahide Kitada3)
1)Department of Microbiology, Yamanashi Medical College, Yamanashi, Japan

2) Product Development Laboratories, Fujisawa Pharrnaceutical Co., Ltd.
3)Product Planning and Promotion, Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd.

The MIC80S of cefixime, cefteram, cefpodoxime, cefuroxime and refotiam against of 120 strains

of Haemophilus influenzae including ƒÀ-lactamase producing strain were 0.05, 0.05, 0.1, 1.56 and

1.56ƒÊg/ml, respectively and against 40 strains Moraxella (Branhatnella) catarrhalis of were 0.39,

1.56, 1.56, 3.13 and 1.56ƒÊg/ml, respectively. We compared the antibacterial activity of cefixime

with that of cefteram, cefpodoxime, cefuroxime and cefotiam against H. influenzae alone and H.

influenzae in the presence of fi-lactamase-producing M.(B.) catarrhalis . The inhibition zones of

cefuroxime against H. influenzae on the basal layer of M.(B.) catarrhalis were markedly reduced

among these test drugs by agar double-layer method. In contrast, the inhibition zones of cefixime

against ƒÀ-lactamase-producing and non-producing H. influenzae in the presence of M.(B.) catarr-

halis were hardly affected among the test drugs with this method. Cefixime was hardly degraded in

a culture broth of ƒÀ-lactamase-producing H. influenzae and M.(B.) catarrhalis and was markedly

stable. Reduction of disc inhibition zones against H. influenzae in the presence of M.(B.) catarr-

halis was due to the relationship of antibacterial activity and stability to the ƒÀ-lactamases of the

drugs.


