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臨 床 分 離Haemolphilus infzueeaeの 薬 剤 感 受 性 に 関 す る検 討
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(平成12年1月19日 受 付 ・平成12年3月30日 受理)

1996年1月 か ら1998年4月 まで に川崎 医科 大学 附 属病 院中 央検 査部 にお いて 各種 臨床検 体 か ら分 離 さ

れたHaemophilus influenzae 178株 の β-ラ ク タマー ゼ産生能,莢 膜 型,各 種 薬剤感 受性,ま た各耐性 株

につ いて はその 臨床 的背景 を検 討 した。全 株 中24株(13.5%)が,β-ラ ク タマ ーゼ 産生(β-lactamase

positive:BLP)株 で あ った。 莢膜型 別で は,8株(4.5%)がb型 で あ り,156株(87.6%)はnon-typable

で あ った。 β-ラ ク タマ ーゼ非産生(β-lactamase negative:BLN)株154株 中4株(2.6%;全 株 中2.2%)

は,ampicillin(ABPC)に 対 して2μg/mL以 上 を示すABPC耐 性 株(β-lactamase negative ampicillin

resistant:BLNAR)で あ り.ま たBLP株24株 中2株(8.3%;全 株 中1.1%)は,clavulanic acid/amoxicillin

(CVA/AMPC)に 対 して8μg/mL以 上 を示すCVA/AMPC耐 性 株(β-lactamase positive amoxicillin/

clavulanate resistant:BLPACR)で あ った。 また キノロ ン系抗 菌薬 に対 しては,cipronoxacin(CPFX)あ

る いはlevofloxacin(LVFX)に 対 して2μg/mL以 上 を示す キ ノ ロ ン耐性 株 が.7株(3.9%)存 在 した。

各耐性 株 につ いてそ の臨床 的背 景 を検討 した結果,病 原性 を有 した株 にお いて も治療 難 渋例 は認 め なか っ

た。

Key words: Haemophilus influenzae,ƒÀ- lactamase,ƒÀ- lactamase negative ampicillin resistant,ƒÀ-

lactamase positive amoxicillin/ clavulanate resistant, quinolone resistant

Haemophilus influenzae は,気 道感染症の原因菌として

は, Streptococcus pneumonitze, Moraxella catarrhalis な

どとならび重要であ り,ま た乳幼児の化膿性髄膜炎において

は,S.pneumniaeと 共 に頻度の高い ものである。従来,

H.inflenzae感 染 症には,ペ ニシリン系抗菌薬,あ るいは

セフェム系抗菌薬が,ま た成人症例においては,キ ノロン系

抗菌薬 も良好な治療効果 を示 していたが,1974年 に,薬 剤

不活化 酵素,す なわ ちβ-ラ ク タマ ーゼ に よるampicillin

(ABPC)耐 性H.inflenzaeが 報 告 され1～4,ま た1980年

には,β-ラ クタマーゼ非産生ABPC耐 性H.influenzae(β-

lactamase negative ampicillin resistant: BLNAR) が報告

された3。1990年 代 に入 ると,キ ノロン耐性H.influenzae

も報告されは じめているが6,7),そ の頻度は現段階では低い と

考えられる。そこで今回,当 院におけるH.inflenzaeの 薬

剤耐性化状況を明 らかにするために,臨 床分離H.influen-

zaeの β-ラ ク タマーゼ産生能,莢 膜型,各 種薬剤感受性,

さらに各種耐性菌についてはその臨床的背景について検討 したの

で報告する。

I.　 材 料 と 方 法

1.菌 株

1996年1月 か ら,1998年4月 まで に 川崎 医 科 大 学

附属病 院 中央 検 査 部で 分 離 され たH.influenzae 233株

の うち,同 一症 例か らの同一 感染エ ピソー ドにお ける重

複 分離 株,お よび臨床 的背 景 が調 査困 難で あ った55株

を除外 した計178株 を対象 と した。

2.β-ラ クタマーゼ産生 能

Benzylpenicillin(PCG)とcefazolin(CEZ)を 基 質

と したacidmetry disc method(β-チ ェック(R),株 式 会

社 日本生物 材料 セ ンター)と,nitrocefinを 基 質 とした

chromogenic disc method(セ フ ィナーゼ,Becton Dick-

inson Microbiology Systems)を 用 い た。

3.　 莢膜 型別

イ ンフルエ ンザ菌莢 膜型 別用免疫 血清(デ ンカ生研株

式会社)を 用 いて凝集 反応 に よ り行った。

4.薬 剤 感受性測 定

日本化 学療 法 学 会標 準 法 に 準 じ,微 量 液 体 希 釈法 で

MICを 求 め た。測 定 対 象 薬 剤 は,ABPC明 治 製 菓 株

式会社 よ り分与),clavulanic acid/amoxicillin(CVA/

AMPC:ス ミ スク ライ ン ・ビー チ ャム製薬 株式 会社 よ り

分 与),sulbactam/ampicillin(SBT/ABPC:フ ァ イ ザ

ー製薬 株式 会社 よ り分与)
,cefaclor(CCL:塩 野 義 製 薬

株式 会社 よ り分与),cefditoren(CDTR:明 治 製菓 株式

会 社 よ り分与),cefazolin(CEZ:藤 沢 薬 品 工 業 株式 会

社 よ り分与 〉,cefotiam(CTM:武 田 薬 品工 業株 式 会社
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よ り分与),sulbactam/cefbperazone(SBT/CPZ:フ ァ

イザ ー製薬 株式 会社 よ り分 与),cefbtaxdme(CTX:ヘ

キ ス ト・マ リオ ン ・ルセル株 式会社 よ り分与),ceftriax-

one(CTRX:日 本 ロッシュ株式会社 よ り分与),cefbselis

(CFSL:藤 沢 薬 品工 業 株 式 会社 よ り分与),imipenem

(IPM:萬 有 製 薬 株 式 会 社 よ り 分 与),meropenem

(MEPM:住 友 製 薬 株 式 会 社 よ り分 与),panipenem

(PAPM:三 共 株式会社 よ り分与),minocycline(MINO:

日 本 レ ダ リ ー 株 式 会 社 よ り分 与),clarithromycin

(CAM:大 正 製 薬 株 式 会 社 よ り分 与),ciprofloxacin

(CPEX:バ イエ ル薬 品株式 会社 よ り分与),levofloxacin

(LVFX:第 一 製 薬 株 式 会 社 よ り分 与),sparfloxacin

(SPFX:大 日本 製薬 株 式 会社 よ り分 与),tosufloxacin

(TFLX:富 山化学 工業株式 会社 よ り分与)の20薬 剤 と

した。 な お,CVA/AMPCは 力 価 比1:2,SBT/ABPC

は 力 価 比1:2,SBT/CPZは 力 価 比1:1に そ れぞ れ 配

合 して使用 した。薬 剤感受性 分類は,National Commit-

tee fbr Chnical Laboratory Standards(NCCLS)の 基

準 に したが った8)。

5.背 景因子

検討対象178株 中NCCLSの 基準 を満たす各種耐性

菌13株(す べて喀痰 由来)に ついて,そ の背景因子お

よび病原性 を検討した。病原性の有無は,感 染病巣を反

映すると考えられる適切 な検体か ら分離 されたH.in-

fluenzaeの 菌量が,定 量培養で1×107 CFU/mL以 上で

ある場合,ま た菌量が1×107 CFU/mL未 満であった り

複数菌種が分離された場合,診 療記録をRetro-spective

に検討 し,適 正な抗菌薬療法の結果臨床症状などの改善

とともに,H.influenzaeが 消失するか,あ るいは菌量

の減少をみた場合に病原性あ りと判断した。なお,無 菌

部位である血液から分離された場合は菌量にかかわらず

病原性あ りとした。

Table 1. Haemophilus influenzae isolates and

β-lactamase  production by source

a) BALF:  bronchoalveolar lavage fluid

II.　 結 果

1.分 離 状 況 とβ-ラ ク タマーゼ産生 能

Table 1に 今 回対象 とした178株 の 年次 ご との分離材

料別比 率 を示 した。 各年 とも喀痰,鼻 咽腔 な どの呼 吸器

系病巣 由来株が大 多数 を占めた。

また β-ラ ク タマ ーゼ 産生 能 は,1996年 は β-ラ ク タ

マ ー ゼ 産生(β-lactamase positive:BLP)株 は8株

(12.3%),1997年 は7株(10.6%),1998年 は9株(19.1

%)で あ った。 なお,BLP株24株 は すべ てacidmetry

disc methodとchromogenic disc methodの 双 方 に陽性

であ った。

2.〓 膜型別

検 討 対 象178株 の 爽 膜 型 別 は,typebが8株(4.5

%),typecが1株(0.6%),typedが13株(7.3%),

non-typableが156株(87.6%)で あ った。type a,e,

fは 検 出 されなか った(Table 2)。8株 のtype b株 の 由

来 は,血 液由来が2株,耳 漏 由来が1株,喀 痰 由来が5

株 で あ っ た。 ま たtype b株 で は8株 中2株 が,non-

typable株 で は156株 中21株(13.5%)が β-ラ クタマ

ーゼ産生(BLP)株 で あった。

3.薬 剤 感受性

今 回対 象 した20薬 剤 に対 す るH.influenzaeの 感 受

性 分 布 を,β-ラ ク タ マ ー ゼ 非 産 生(β-lactamase

negative:BLN)株,β-ラ ク タマ ー ゼ 産 生(BLP)株

別 に示 した(Table 3)。 肌N株154株 中 。ABPC感 受

性株 は97.4%で あ り4株(2.6%)はABPCに 対 して2

μg/mL以 上 を示 す耐 性 株(BLNAR)で あ っ た。 キ ノ

ロ ン系抗 菌薬 に対 しては95.5%が 感 受性 を示 したが,4

株(4.5%)はCPFX,LVFXに 対 して2μg/mL以 上 と

耐性 を示 した。BLP株24株 で は,CVA/AMPCに 対 し

て91.7%が 感 受性 で あっ たが2株8.3%が8 μg/mL以

上 を示すCVA/AMPC耐 性 株(β-lactamase positive

amoxicillin/clavulanate resistant:BLPACR)で あ っ

た。BLNAR,BLPACR,キ ノ ロン耐性 株 につ いてはそ

の 各種抗 菌薬 に対 す る感 受性 を別 途 示 した(Tables 4,

5)。BLNAR 4株 のABPCに 対 す るMICは2μg/mL

Table 2. Serotype of Haemophilus influenzae isolates
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Table 3. Antimicrobial susceptibility of 154 ƒÀ- lactamase- negative and 24 ƒÀ- lactamase- positive Haemophilus influenzae isolates

a) 50%  and 90%: MICs for 50% and 90% of isolates tested, respectively.
b) Breakpoints  are those advocated by the NCCLS for use in MIC deteminations with H influenzae (8).

ABPC: ampicillin, CVA/ AMPC: clavulanic acid/ amoxicillin, SBT/ ABPC: sulbactam/ ampicillin, CCL: cefaclor, CDTR: cefditoren, CEZ:

cefazolin, CTM; cefotiam, SBT/ CPZ: sulbactam/ cefoperazone, CTX: cefotaxime, CTRX: ceftriaxone, CFSL: cefoselis, IPM: imipenem,

MEPM: meropenem, PAPM: panipenem, MINO: minocycline, CAM: clarithromycin, CPFX: ciprofloxacin, LVFX: levofloxacin, SPFX:

sparfloxacin, TFLX: tosufloxacin

と8μg/mLで あ り,ま たBLPACRのCVA/AMPCに

対するMICは8μg/mLと16μg/mLで あ った(Table

4)。キノロン耐性株7株 のCPEX,LVFXに 対するMIC

はいずれも2～4μg/mLで あった(Table 5)。

4.各 種耐性菌の背景因子 と病原性

Tables 4,5で 示 したBLNAR 4株,BLPACR 2株,

キノロン耐性株7株 について診療記録か らその背景因

子ならびに病原性を検討 した。

BLNAR 4株 はいずれもディスク感受性試験では感受

性を示 していた。 また病原性あ りと判断 した3株(BLN

1-3)で は,キ ノロン系抗菌薬,マ クロライ ド系抗菌薬

の投与 でいず れ も軽快 した(Table 6)。BLPACR 2株

については,い ずれ も病原性を認めなかった(Table 7)。

キノロン耐性7株 については,病 原性あ りと判断 した6

株(QR 2-7)は 同一症例か らの分離株である。本症例

においてはは じめて耐性株(QR 2)が 分離 され る以前

に頻回なTFLXの 断続的投与が行 われていた(Table

8)。BLNAR,BLPACR,キ ノロン耐性株いずれにおい

ても,病 原性 を有 した株で治療に難渋 した症例は認めな

かった。

III.　 考 察

H.influenzaeの 薬 剤耐性 の歴 史は,1974年 のABPC

耐 性H.influenzae感 染 症 の 報告1～4)に端 を発 す る。 こ

れ は,β-ラ クタマー ゼ産生 による薬剤 不 活化 に よ る耐

性 化で4),そ の 耐性 率 は最 近の本邦 での報 告で は10～25

%で あ る9,10)。今 回の わ れ われ の検 討 で も,178株 中24

株(13.5%)が β-ラ ク タマー ゼ 産生 株 であ り,全 国 成

績 と類似 して いた。また欧米 にお いては,非 〓 膜株(non

-typable)に 比 し〓膜保有 株(主 と してtype b)に お い

て β-ラ ク タマ ーゼ 産生 率が 高 い とす る報 告 が あ る11)。

わ れ われ の検討 で はnon-typableで の β-ラ ク タマ ーゼ

産生率 は13.5%,type bで は8株 中2株 が β-ラ ク タマ

ー ゼ産 生(BLP)株 で あ っ たが 株 数 が 少 な い た め〓 膜

保有株 で の β-ラ ク タマ ーゼ産 生率 につ い ての言 及 は さ

け たい。

〓 膜型 で は〓 膜 保有 株,特 にtype bが 重 篤 な全 身感

染症 を引 き起 こす頻 度が高 い と言 われて いる。今 回の検

討で は,敗 血症 症例 か ら分離 され た血 液 由来株3株 中2

株 がtype bで あ った。

H.influenzaeの 薬 剤 耐 性 化 の 第2段 階 と して1980

年 に,β-ラ ク タマ ー ゼ 非 産 生ABPC耐 性H.infLuen-
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Table 6. Cases of ƒÀ- lactamase- negative ampicillin- resistant Haemophilus influenzae (BLNAR) isolated

a) NT; not typeable

b) Disc susceptibility was tested by Sensi- Disc (R)(Becton Dickinson Microbiology Systems)
c) RXM:  roxithromycin, EM: erythromycin, CFDN: cefdinir
d) AS  924: ceftizoxime

Table 7. Cases of ƒÀ- lactamase- positive amoxicillin/ clavulanate- resistant Haemophilus influenzae (BLPACR) isolated

a) NT: not typeable
b) PSL: 

prednisolone

Table 8. Cases of fluoroquinolone- resistant Haemophilus influenzae isolated

a) NT: not typeable
b) RXM
: roxithromycin, TFLX: tosufloxacin, CVA/ AMPC: clavulanic acid/ amoxicillin, CDTR: cefditoren, CAM: clarithromycin

c) N .C. : no change

zae(BLNAR)に よ る髄 膜炎 症例 が報 告 され た5)。 これ

は,H.influenzaeの7つ のペ ニシ リ ン結合 タ ンパ ク(1

a,1b,2,3a,3b,4,5)の 中 で 特 に3a,3bの 薬

剤親和性 が低 下す る ことに よる耐性 化で ある といわれて

いる12)。このBLNARの 頻度は諸外国ではおおむね1～

3%で あるが13),わ が国ではその頻度は きわめて低い と

考えられていた。 しか し,1998年 に森川 らがわが国で

はじめてBLNARに よる化膿性髄膜炎症例を報告 し,
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同時に保存菌株の検討からBLNARの 頻度は,1993年

分離株が15%,1996年 分離株が29%で あった と報告

している9)。われわれの検討では,β-ラ クタマーゼ非

産生株154株 中4株(2.6%;全 株中2.2%)がBLNAR

であった。これはさきの報告に比べると低いものである

が,諸 外国の報告とは一致 している。おそらく施設間で

の抗菌薬使用状況の差や,対 象患者集団の差などが現時

点では大きく影響しているのではないかと考えられる。

BLNARに おける耐性基準については,そ の遺伝子解析

の結 果 に も とず きABPCに 対 して1μg/mL以 上 を

BLNARと するという考え方もあるようである。いずれ

にしてもわが国だけでなく欧米とも共通 した基準の設定

が必要であろう。BLNARに おけるABPCのMICは,

現段階ではそれほど高 くない。 したがって呼吸器感染症

例では,病 巣内におけるABPC濃 度が,通 常の使用量

で耐性株のMICよ りも十分に高 くなるため治療不成功

例が少ないこと,ま た髄膜炎症例において も,empiric

therapyと してABPCとCTX,CTRXと の併用療法,

あるいは症例によってはカルバペネム系薬が使用 され,

良好な結果が得られることなどから,わ が国においては

BLNARの 臨床での認識が低いものと考えられる。また

BLNARは,従 来のディスク感受性試験では検出困難な

ことも臨床の場において注 目されなかった理由の1つ

と考 えられる。当院におけるBLNAR 4株 はいずれ も

ABPC 10μg/mL含 有ディスクを用いた感受性試験で感

受性 を示 していた。しか しなが ら,さ きのBLNARに

よる治療不成功例の報告もみられるので9),BLNARの

存在 と今後の動向を無視することはできない と思われ

る。

さて,細 菌の β-ラ クタマーゼ 産生に よる耐性 化 に対

して は,β-ラ ク タマ ーゼ 阻 害剤 配 合抗 菌 薬 が使 用 さ

れ,現 時点 での有効性 は,特 に呼吸器感染症 などでは高

い もの と評価 されてい る。 しか し,1997年 にDoemら

が は じめ て,β-ラ クタマーゼ産生株であ りなが らCVA/

AMPCに 対 し て,8μg/mL以 上 と耐 性 を 示 す 株 ,

BLPACRが β-ラ ク タマ ー ゼ産 生株 中3%に 存 在 す る

こ とを 報 告 しだ3)。 わ が 国 で も,1998年 に は じめ て

Ishiwadaら がH.influenzae 1,246株 中8株(0 .6%)

がBLPACRで あ った と報告 している10)。これは,H.in-

fluenzaeが 産 生す るClass A型 β-ラ ク タマ ーゼ(TEM

-1,ROB-1)の 産 生過剰 ,あ るいはこれ らが変異 した β

-ラ ク タマ ーゼ,ま た は まった く新 しい β-ラ ク タマ ー

ゼ,す なわ ちextended spectram β-lactamase(ESBL)

に よ る耐性 化,さ らに はBLNAR同 様 ペ ニ シ リン結 合

タンパ クの薬剤親和性 の低 下に よる耐性 化の可能性が示

唆 されている13)。

今 回のわ れわれの検 討で は,β-ラ クタマーゼ産 生株

24株 中2株(8.3%;全 株 中1.1%)がBLPACRで あ っ

た。 これ ら2株 のABPCに 対 す るMICは い ず れ も256

μg/mL以 上 で あ った がCVA/AMPCに 対 す るMICは

8μg/mLと16μg/mLで あ っ た。 この こ とは,今 回検

出 され たBLPACR 2株 の 耐性 機序 はペ ニ シ リン結合 タ

ンパ クの薬 剤親和性 の低 下 による もので ある ことを示 唆

して いるが 今後の検討 が必要で ある。

次 に,キ ノ ロ ン耐性H.influenzaeに つ い ての 報 告

は,本 邦 では1991年 に西 岡 らがofloxacin(OFLX)に

1.56μg/mL,CPFXに1.56μg/mLと 耐 性 を示 す 株 を

報 告 した ことには じまる6)。そ の後,散 発 的 に基礎 的,

臨床 的報告がみ られてい るが14～18),そ の 頻度 は現段 階で

は数%程 度 と考 え られ る。 また,諸 外 国で も1993年 よ

りキ ノロ ン耐性H,influenzae感 染 症 が 報 告 され て い

る7),19～22)。これは,キ ノロン系薬 の標的酵 素であ るDNA

gyraseのGyr A蛋 白,あ るいはtopoisomeraseのPar

C蛋 白の変異 に よる耐性 化 といわ れて いる22)。今 回の検

討で は,CPFXあ る い はLVFXに 対 して2μg/mL以 上

のMICを 示 す キ ノ ロ ン耐 性 株 は,7株(3.9%)で あ っ

た。これ ら7株 のキ ノロ ン耐性 決定領域(Quinolone Re-

sistant Determining Region:QRDR)に お けるア ミノ

酸変異 の検討 に よれば,7株 す べ て にDNA gyraseの

Gyr A蛋 白の 変異 を認め,ま た一部 の株 で はtopoisom-

eraseのPar C蛋 白 に も変 異 を認 め た。 またLVEXで

0.25μg/mL,CPEXで0.5μg/mLのMICを 示 す キ ノ

ロン感受性株 に もア ミノ酸変異 を認め ていた(未 投稿デ

ー タ)
。 したがって,MIC上 は 感受性 株 であ って もア ミ

ノ酸 変異 を伴い.今 後 耐性 側 に シフ トしてい く株 も存在

している ことが考 え られ る。

今回その臨床的背景を検討 した耐性株の病原性はいず

れも治療に抵抗するほど強いものではなかった。現段階

ではこれら耐性H.influenzaeのMICは それほど高 く

ないこと,各 種薬剤感受性の結果か らも,セ フェム系抗

菌薬のCDTR,CTX,CTRX,カ ルバペ ネム系抗菌薬

のPAPMは 各耐性菌に対 しても良好な感受性 を有 して

いることから,こ れら薬剤の適切な選択 により十分対応

可能であると思われる。 しかしなが らペニシリン耐性肺

炎球菌同様23),宿主状態が不良の場合,あ るいは敗血症,

髄膜炎といった重篤な感染症例では治療に抵抗を示すこ

とも考えられるため,十 分な注意が必要である。

抗菌薬が濫用されているわが国において,今 回報告し

た各種耐性H.influenzaeが 今後増加 してい く可能性が

十分に考えられることか らも,継 続的な耐性化の動向に

注意を払うと共に,適 正な抗菌薬の選択や使用が肝要と

思われる。

本研究は川崎医科大学(岡 山県倉敷市)プ ロジェクト

研究9-501,10-506か ら補助を受けて行われた もので

ある。
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We investigated the characteristics of 178 strains of Haemophilus influenzae clinically isolated between

January 1996 and April 1998, with respect toƒÀ- lactamase production, serotype, and antimicrobial

susceptibility. Of these, 4.5% were type- b strains and 87.6% were not typeable. Overall, 13.5% of the

isolates producedƒÀ- lactamase. Of the 154ƒÀ- lactamase- negative H. influenzae, 4 strains (2.6%) were

resistant to ampicillin (ƒÀ- lactamase- negative ampicillin- resistant; BLNAR). Two strains (8.3%) of the

24ƒÀ- actamase- positive H. influenzae were resistant to amoxicillin/ clavulanate (ƒÀ- lactamase- positive

amoxicillin/ clavulanate- resistant; BLPACR). The percentages of all tested isolates composed of BLNAR,

and BLPACR strains were 2.2% and 1.1%, respectively. Overall, 3.9% of the isolates were resistant to

ciprofloxacin and levofloxacin. The clinical courses of the patients infected with these resistant strains were

good, and no treatment failure have been found.


