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IS1245を 用 い た肺Mycobacterium avium症 の 臨床 病 型 と

多 ク ロ ー ン性 感 染 の 関 連 に つ い て の 分 子 疫 学 的検 討

1桑原 克弘2渡 辺 靖1和 田 光一1土 屋 俊 晶

要旨:〔 目的〕Mycobacterium avium症 の一部の症例は多クローン性感染であることが報告されている。

高度な多型性 を有するIS1245を マーカーとしたRFLP分 析 を行い,肺 感染症の臨床像 と多クローン性

感染の関係について検討 した。〔方法〕Mycobacterium avium肺 感染症を肺結核類似型,結 核後遺症に

伴う気管支拡張症型,中 葉舌区型の3群 に分類 しIS1245を 用いたRFLP分 析 を行った。〔結果〕肺結

核類似型と結核後遺症に伴 う気管支拡張症型では単クローン性感染が多 く長期観察でもクローンの変

化 を認めない例も存在した。一一方,中 葉舌区型は多クローン性感染の頻度が高 く,3種 以上の遺伝子

型を有する例 も認められた。経時的変化を見ると同時多クローン性感染に加えてクローンの交代 も認

められ,薬 剤感受性の変化からも全 く関連のない菌株 と考えられた。〔考察〕病型 とクローン構成に

は関連があり,治 療や感受性検査を行 う上で多クローン性感染の可能性を考慮する必要があると考え

られた。

キ ー ワ ー ズ=肺 ア ビウ ム 菌 感染 症,分 子 疫 学,挿 入 断片1245,多 ク ロー ン性 感染

は じ め に

非結 核 性 抗 酸 菌症 の なか で も特 にMAC(Mycobacterium

avium-intracellularecomplex)症 は増 加 傾 向 にあ り,難 治

で あ る こ とか ら臨床 的 に 問 題 に な っ て きて い る 。結 核 菌

と異 な りヒ トか ら ヒ トへ の 感染 は な い と され る が そ の感

染 経路 や 病 態 は 未 だ 明確 で は な い 。結 核 症 で は 主 と して

IS6110を 用 い た分 子 疫 学 的分 析 で菌 株 の異 同 の判 別 が可

能 と な り,感 染 経 路 の 推 定 に用 い られ て い る。MAC症

で は 従 来 菌株 の 異 同 を判 断 す る 方 法 は血[清型 な どに 限 ら

れ て い た が,Mycohacteriumavium(M.avium)に お い て

IS1245を 用 い た 分 子 疫 学 的検 討 の標 準 法 が提 唱 され,結

核 に お け るIS6110と 同様 な手 法 で 菌 株 の比 較 が 従 来 よ

りも多 型 性 が 高 く,簡 便 に な っ た。MAC症 で は 複 数 の

報 告 で 多 ク ロー ン性 感染 が示 され,近 年 そ の感 染 形 態 の

一 部 が 明 らか に され て きて い る
。

一方MAC症 には結核後遺症に伴 うものや肺結核 と類

似の病態,中 葉舌区を中心 とした気管支拡張症などいく

つかの臨床病型があ り,予 後や伸展形式,性 差などの疫

学的な違いも指摘されている。このような臨床病型の違

いが菌側の毒力などの要因によるものか宿主側の要因に

よる違いかは不明である。

そ こで 病 型 に よ っ て 感 染 し て い るMACの 菌 株 の ク

ロ ー ン構 成 に違 いが あ りそ れが 病 態 の違 い に 関与 して い

る と 予 測 し,IS1245を 用 い た 分 子 疫 学 的 分 析 法 で

M.avium症 の 臨 床 病 型 と感 染 して い るM.aviumの ク ロ ー

ン構 成 の 関連 につ い て検 討 した。

対象と方法

過去に当院に通院歴のあるATSの 非結核性抗酸菌症

の診断基準 を満たすM.avium症 例11例 を対象に画像上,

結核類似型,肺 結核後遺症に伴 う気管支拡張症型(以 下,

結核後遺症型),中 葉舌区中心の気管支拡張症型(以 下,

中葉舌区型)に 分類した。

結核類似型は上肺野を中心に空洞を伴う結節影が主た

る所見の症例,結 核後遺症型では上肺野中心の陳旧性結

核病変に気管支拡張症を伴っている症例,中 葉舌区型は

中葉舌区を中心に小粒状影 と気管支拡張所見を伴う症例
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と定義 し病変部位,空 洞や粒状影,気管支拡張所見 といっ

た画像所見,結核既往歴の有無などで総合的に判断した。

各症例 より得 られたM.aviumと 同定された小川培地上

の培養菌株から部位の異なる単一コロニーを最低3個 以

上継代培養 し,サブクローン化して遺伝子分析 に用いた。

M.aviumの 培養 コロニーは平板上に発育することもあ り

このような場合はなるべ く離れた部位か ら継代 した。一

部の症例は時期を変えて複数回検体を採取 し,そ れぞれ

をサブクローン化 して分析,比 較 した。

DNA多 型 分 析 はSoolingenら の提 唱 す る標 準 法 に 従 っ

て 行 っ た1)。 サ ブ ク ロ ー ン化 した 菌 株 か らDNAを 抽 出

し制 限 酵 素PvuIIで 切 断 後,ア ガ ロ ー ス ゲ ル電 気 泳 動 を

行 っ た。PCR法 で 作 製 し たIS1245を プ ロ ー ブ と して サ

ザ ンハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 いECL Iabeling and

 detection kit (Amersham)を 用 い て化 学 発 光 で 検 出 した 。

得 られ た電 気 泳 動 パ タ ー ン を比 較 して 菌 株 の 異 同 を判 定

した。 予 備 検 討 と して 当 院で 得 られ た 無 関 係 の 症 例 よ り

得 られ た10検 体 か らサ ブ ク ロ ー ン化 し た菌 株 の 検 討 を

行 っ た と こ ろ0～40本 程 度 ま で の バ ン ドを有 し,高 度

な多 型 性 が あ り,さ らに さ らな るサ ブ ク ロー ン化 で バ ン

ドパ タ ー ンは保 たれ 本 邦 の 菌 株 で も多 型 性 の 判 定 に用 い

る こ とが 妥 当で あ る と判 定 した 。 一 方 で 結 核 菌 に用 い ら

れ るIS6110に 比 して,継 代 で 変 異 を お こす 頻 度 が 速 い

とさ れ て お り,1本 ま で のバ ン ドの 変異 は 同 一 菌株 と判

定 した。

症例提示で行った薬剤感受性検査は米国検査法標準化

委員会(NCCLS)が クラリスロマイシン(CAM)の 定め

たブ レークポイン トMICの 測定のために設定 したPH

7.4での検討が可能なプロスミックNTM(極 東)を 用い

た。NCCLSで はMICが4μg/ml以 下が感性,32μg/ml

以上を耐性と定義 してお りこれに従い判定した。

 Ai A

(1)病 型 とクローン構成

検討症例11例 の性別,年 齢,結 核既往歴,病 型,病

変部位,罹 病期 間をTableに 示 した。症例1～3の3例

が結核類似型,症 例4～7の4例 が結核後遺症型,症 例

8～11の4例 が中葉舌区型 に分類 された。全体に女性

が多 く,特 に中葉舌区型は全例女性であった。5例 にお

いては1年 以上おいた複数の時点で得 られた培養菌株を

用いて経時的なクローン構成の変化 も同時に検討 してい

る。肺結核類似型の3例 は罹病期間が比較的短い傾向が

あ り,2例 に基礎疾患(肺 癌,神 経性食思不振症による

高度低栄養)を 認めた。それぞれ3～4個 のサブクロー

ンを検討 した ところ,1例 が4株 中2パ ター ンで多 ク

ローン性感染であったが,他 の2例 は同一パターンで単

クローン性感染が推定された。

結核後遺症型では3例 が10年 以上 と長期の罹病期間が

ありなが ら多クローン性感染を認めたのは症例6の みで

1年 間の経過でクローンが交代 していた。症例4,5は

異なる2点,3点 でみても同一パターンであ り単クロー

ン性の長期持続感染 と考えられた。

中葉舌区型の4例 では罹病期間が短い例か ら長い例ま

で認められた。症例11を 除 き,3例 が多 クローン性感

染であ り,2/3,3/6,4/6と 同時,経 時的変化 ともに多

数のクローンが混在することが証明された。

(2)臨 床経過とクローン構成の経時的変化

5症 例において1年 以上の間隔で複数の検体を得てお

り,病 型 とその経時的変化について検討 した。結果につ

いてTableに 示 したように経時的にも多クローン性感染

を示 しクローンの交代を示す例も見られている。一部の

症例について,治 療経過 と同時に検討 した薬剤感受性の

変化 も含め呈示する。

Table Clinical features of  11 cases and RFLP patterns of subclones

 *RUL=right upper lobe ; LUL=left upper lobe ; RML=right middle lobe ;  Ling=lingula  ; RLL=right lower lobe ; LLL=left lower lobe

 **Isolates were collected at different points in clinical course over one year period .
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(1)症例476歳,女 性 。 結核 後 遺症 型。

既 往歴:22歳 時 に)肺結核 。

原 病 歴(Fig用1):1980年 よ りM.aviumと 診 断 され 右 上

葉 の 陳 旧性 肺 結核 病 変 に 気 管 支 拡張 所 見 を認 め,長 期 の

経 過 中 に緩 徐 に病 変 は 増 悪 傾 向 に あ り慢 性 排 菌 状 態 。

1996年 よ り在 宅 酸 素 療 法 中。

治 療 経 過 と菌 株 の ク ロ ー ン構 成(Fig.2):治 療 は1996

年 よ り抗 結 核 薬 に 対 し副 作 用 強 く,CAMを 単 剤 で600

mg～200mgの 内服 と中 断 を く り返 して い た 。2000年 の

検 体 よ り2ク ロ ー ン,2001年 に3ク ロ ー ン,2002年 に

Fig.1 Chest radiograph and CT of case 4, 76 years old female. 

She suffered from pulmonary tuberculosis at 22 years old. Pulmonary  Mycobacterium avium infection was 

diagnosed at 1980. Sputum cultures were continuously positive from diagnosis. Chest CT reveals localized 

bronchiectasis with cured tuberculosis lesion on right upper lobe and slowly progression.

A B

Fig.2 A: Clinical course and RFLP analysis of case 4. All clones had only single band and equivalent pattern.

 B: Drug susceptibility patterns of strain A derived from isolate at 2001 and strain B derived from isolate at 2002. 

Susceptibility of clarithromycin was changed to resistant after clarithromycin monotherapy.
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3ク ロ ー ン を サ ブ ク ロ ー ン化 してIS1245の パ タ ー ン を

検 討 す る とす べ てバ ン ドが1本 の 同一 パ ター ンで単 一 ク

ロ ー ンに よる持 続 感 染 と考 え られ た。

2001年 の ク ロ ー ンAと2002年 の ク ロ ー ンBの 薬 剤 感

受 性 を 見 る とCAM単 剤 内 服 を 反 映 し てMICが0.25

μ9/mlか ら32μ9/ml以 上 と上 昇 し て い た 。CAM以 外

の薬 剤 感 受 性 検 査 は類 似 して お り同 じク ロ ー ンが1年 の

経 過 でCAMの み に耐 性 化 した こ とが 示 唆 さ れ た。

同じくCAM長 期投与中の症例5の 結核後遺症患者で

同じくクローンが変化せずCAM耐 性化が認められた。

(2)症例957歳,女 性。中葉舌区型。

現病歴(Fig.3):1999年 に咳噺,喀 痰で初診 し,中 葉

舌区,右 下葉の気管支拡張症を伴うM.avium症 と診断さ

れた。慢性排菌状態で喀痰が多 く3年 で画像上,気 管支

拡張症の増悪が明らかである。

治療 経 過 と菌 株 の ク ロ ー ン構 成(Fig.4):1999年 か ら

2000年 ま で はRFP450mg,EB750mg,CAM400mgで

治 療 した が 消化 器 症 状 を訴 え2001年 か らはCAM単 剤 で

200mgの み 内 服 して い る。

2000年12月 の検体 由来の3ク ローンはバ ンドが1本

変化 している株があるがほぼ同一のクローンと判定 し

た.し かし2002年7月 の検体由来の3ク ローンは2種

のパターンがあ りそれぞれ2000年 の株 と異なり同一検

体中の多クローン感染に加え経時的にも異なるクローン

による菌交代が起 きていることが証明された。薬剤感受

性 をそれぞれの菌株で行うとCAM単 剤の長期投与にも

か か わ らずMICが05μ9/ml,0.125μ9/ml,0.5μ9/mlと 感

性 で あ り他 の 薬 剤 の 感 受 性 パ ター ン も大 き く異 な り,感

受 性 検 査 か らも全 く無 関 係 の 異 な る ク ロー ンで あ る こ と

が 示 唆 され た。

考 察

本邦においてMAC症 は増加傾向にあ り,多 彩な臨床

像と化学療法に対 して難治であるという点で問題となっ

て きている。またAIDSで は高度に免疫が低下すると全

身播種型のMAC症 が見 られ致命的になることもあ り,

HIV感 染率の増加 とともに難治性感染症 として問題 と

なってい くと予測される。その感染様式も明確ではない

ものの,ヒ トか らヒトへの感染はないとされ,水 回 りな

どの住環境や土壌,動 物,食 物などが菌のリザーバーに

なっていると推測されている。患者や環境から得られた

菌株の疫学的比較については従来,血 清型が用いられる

ことが多かったが種類が限られ特定の血清型が多い傾向

にあ り分離能力が低い。 しかし近年の抗酸菌の遺伝学的

研究の進歩によりDNA多 型 を用いて菌株の異同の判定

が可能となって きている。結核症においてはIS6110と

呼ばれる結核菌のゲノム上にランダムに存在するDNA

挿入配列をプローブとした制限酵素切断断片長分析法

(RFLP法)が 標準化され,集 団感染の証明や感染経路の

推定などの疫学的解析に広 く用い られている。MAC症

にお いて も高分子 量のDNAを 泳動比 較す るパ ルス

フィール ドゲル電気泳動法(PFGE)や 挿入配列を用いた

Fig.3 Chest radiograph and CT on  diagnosis of case 9, 57 years old female. 

She was diagnosed pulmonary Mycobacterium avium infection at 1999. Chest CT revealed 

bronchiectasis and multiple nodular lesion of right middle and lower lobe and left lingula. Clinical 

symptoms and radiological findings were worsening despite of chemotherapy.
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Fig.4 A : Clinical course and RFLP analysis of case 9. She was treated in multi-drug chemotherapy from 1999. All 

subclones of isolates at 2000 had RFLP pattern A, but subclones of isolates at 2002 showed two different patterns, 

B and C. Strain conversion and simultaneously polyclonal infection were considered. 

B : Susceptibility test of each three strain. All strains were susceptible for clarithromycin despite of long-term 

chemotherapy. MIC patterns of the other drugs were also apparently different. These strains were considered to be 

different strains.

RFLP分 析 な ど でDNA多 型 分 析 が 試 み ら れ て い る。 特

にIS1245は1995年 にGuerreroら に よ っ て 報 告 さ れ た

1313bpの 挿 入 配 列 でM.aviumの み が ゲ ノ ム 上 に持 ち ヒ

ト由 来 の 菌株 で は コ ピー 数 が多 く,存 在 部 位 を含 め て多

型 性 が 高 くPFGEと 同等 以 上 の分 解 能 を もつ マ ー カ ー と

して 注 目 さ れ て い る2)。そ の後,結 核 症 にお け るIS6110

の よ うに世 界 的 な研 究 室 問 で の比 較 を可 能 にす る た め に

Soolingenら に よ っ てRFLP分 析 の標 準 法 が 提 唱 さ れ1),

今 回 の 検 討 で は こ の 標 準 法 に 従 い 検 討 し た 。 本 邦 の

M.avium株 で も高 度 な 多 型 性 を有 す る こ と を 確 認 し た

が,IS1245を 有 し な い 菌 株 と1コ ピー しか 有 し な い 菌

株 が あ り,こ の よ う に コ ピ ー数 の 少 ない 株 は2コ ピー し

か 持 た な い トリ 由来 の 菌 株 に特 有 なパ ター ン以 外 に報 告

が な く 日本 特 有 の 菌 株 で あ る可 能 性 もあ る。 また コ ピー

数 が 多 く多 型 性 が 高 い 一 方,継 代 で 変 異 が や や 起 こ りや

す い 欠 点 もあ りク ロー ンの 同 一 性の 判 定 には 注 意 を要 す

る。

結核症は通常,単 クローン性感染であ り,外 来性再感

染をしないかぎり同じ患者由来の菌株は同一のRFLPパ

ターンを示す。一方,分 子疫学的手法や血清型,薬 剤感

受性などで同様にM.avium症 を検討すると一部の症例で

異なる菌株による多クローン性感染を認めたという報告

が な され て い る 。 特 にAIDSに 伴 う播 種 型M.avium症 の

検 討 が い くつ か 行 わ れ90%以 上 の 症 例 が 単 ク ロ ー ン性

感 染 で あ る とい っ た 報 告3)4)や,一 一方 で5例 中4例 に 多

ク ロ ー ン性 感 染 を認 め た と い っ た 報 告5)が あ り,単 ク

ロー ン性 感 染 が 多 い とす る報 告 が 多 い も の のAIDSの 一

部 の 症 例 で は多 ク ロー ン性 感 染 が 証 明 され て い る。

一方でHIV陰 性の呼吸器感染症での検討はわずかし

かなく6)7),特に臨床像 と感染菌株のクロー ン構成の関

連の検討 はほとんどない。1998年 にWallaceら はMAC

症で17例 の中葉舌区型症例 と9例 の空洞病変 を持つ結

核類似型症例に対 し経時的に喀痰培養 しPFGE法 と血清

型を用いて菌株のクローンの変化を詳細に報告 してい

る6)。中葉舌区型では88%が2種 以上,53%が3種 以上

の遺伝子型 を示 したの に対 し,結 核類似型 では1例

(11%)の みが複数の遺伝子型 を示 し,中 葉舌区型 は反

復性多クローン性感染が多 く,結 核類似型は単クローン

性感染が多いと結論づけている。

今回の研究ではWallaceの 検討 した2群 に加え本邦で

頻度の高い肺結核後遺症に伴うM.avium症 を加えて3群

でPFGE法 より分離能に優 れるIS1245を 用いて検討 し

た。また同一の検体から得 られた培養検体から複数のコ

ロニーを継代培養することで同時期に複数クローンが存
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在するかどうかについても検討した。

方法で述べたように画像 を中心とした臨床所見か ら,

(1)結核類似型,(2)結 核後遺症型,(3)中 葉舌区を中心に小

結節影 と気管支拡張所見を主体 としたnodularbronchiec-

tasisと表現される中葉舌区型に大 きく分類 した。結核類

似型は結核との鑑別が必要で,薄 壁空洞が多いという特

徴があ り,ア ルコール多飲歴や重喫煙,呼 吸器基礎疾患

を持つ男性例が多いとされ,今 回の検討では2例 が基礎

疾患を有 していた。結核後遺症型は本来二次性として分

類を分けるべきであろうが,他 の二次性の病態と比較し

て,全 身の免疫状態が比較的保たれている例が多 く慢性

排菌 なが ら進行が きわめて緩徐な例 も多 く病態が異 な

る.本 邦では過去の結核の罹患率を反映 して頻度が高 く

欧米での検討がほとんどないため今回の検討の対象とし

た。一方,中 葉舌区型は疫学的には圧倒的に老年期以降

の基礎疾患を有 さない女性 に多 く世界的にも増加傾向

で,臨 床像が明 らかに他の病型 と異なることが知 られて

いる8)。緩徐に進行 し10年 以上の経過で増悪し,呼 吸不

全や喀血で死亡する例 も存在 し臨床的に大 きな問題に

なっている。

結核類似型3例 中1例 と結核後遺症型の4例 中1例 と

両病型では一部の症例のみが多クローン性感染であった

のに対 し,中 葉舌区型では4例 中3例 が多クローン性感

染であり同一時期の喀痰内に複数クローンが存在する例

が多 く,ク ロー ン構成 も3種 以上の多数の症例が2例

あったことを示 した。

経時的にも結核後遺症型の症例が長期観察でほとんど

クローンの変化がない例が多いのに対 し,中 葉舌区型で

は経時的変化 も認め同時多クローン感染,反 復性多ク

ローン性感染がしばしば認められることを証明した。 こ

れらの所見は同一時期の多クローン感染 と経時的な多ク

ローン性反復性再感染 を系統立てて証明できた臨床上 き

わめて重要な知見 と考えられる。この検討では一検 体か

らわずか3～4コ ロニーの継代であ り,継 代するコロ

ニー数を増やして検討すれば多 クローン性感染の頻度が

さらに上昇する可能性が高 く,結 核症 とは感染様式が全

く異なることを示している。

また以上の所見を補足するために,MACに 対 して唯

一invitroの 感受性 と臨床効果に相 関のある とされ る

CAMの 薬剤感受性の推移 も検討 した。結核後遺症型症

例の症例呈示で示 したようにCAM単 剤の治療を行 うと

クローンが変化 しない例では耐性化が見られることを示

した。一方,ク ローンが変化 したと考えられる中葉舌区

型の症例ではCAM単 剤投与でもすべての株が感性で他

の薬剤パターンか ら見ても全 く関連のない菌株である可

能性が高 く,同 時多クローン性感染,反 復性感染を支持

する所見 といえる。

これらの知見か らは,多 クローン性反復性感染を起こ

している例では単一時期でしか もサブクローン化 してい

ない検体の薬剤感受性を検討 しても,多 クローン性感染

を反映できず意味が乏 しいことを意味する。また一時的

に化学療法で除菌 したとしても環境のリザーバーから再

感染,再 定着を受けるため再発する可能性が高いとも考

えられる。 これは中葉舌区型の症例が治療で一時的に除

菌されても再燃,再 排菌をくり返 し増悪 していく臨床経

過 とよく一致する。中葉舌区型が再燃をくり返 していく

のは菌が治療に抵抗性であるためのみではなく,再 感染

をくり返しているために難治化 している可能性がある。

一方で10年 以上に及ぶ長期観察中の結核後遺症型では

単クローン感染が多 くこれらの例では薬剤耐性 も難治化

に関与 していると考えられる。液体培地を用いてMAC

の感受性 を検討する際,中 葉舌区型では多クローン性感

染が多いため結果の解釈 を慎重に行う必要がある。一

方,他 の2型 では単クローン性感染が主であるため,結

果が臨床的にも有効である可能性が高い。

反復 性 再 感染 が 普 通 の 現象 で あ る とす れ ば 中葉 舌 区型

は 菌株 の 感 染 力,毒 性 の 違 い に よ る発 症 と考 え る よ りは

宿 主 側 の何 らか の全 身 的,局 所 的 な抗 酸 菌 に対 す る防御

メ カニ ズ ム の 障 害 が 大 き な要 因 で あ る と考 え るべ きで あ

ろ う。実 際 に ヒ トのNRAMP1(natural resistance-associated

 macrophage protein)遺 伝 子 多 型 や ビ タ ミ ンDレ セ プ ター

遺 伝 子 多 型 な どの 抗 酸 菌 免 疫 に関 わ る遺伝 子 変 異 が 結核

症 発 症 の感 受性 に関 与 して い る とい った 報 告9)10)も で て

き て い るが,MAC症 と遺 伝 子 変 異 の 関 係 は 未 だ 明確 で

は な く今 後 の さ ら な る検 討 が 必 要 で あ る。

病型により感染クローンの数や構成に差があるという

今回の結果か ら,肺MAC症 の薬剤感受性結果,治 療法

の選択や継続期間は,病 型ごとに考慮する必要があると

考えられた。今後の肺MAC症 の治療戦略を考える上で,

感染菌株のクローン構成 という視点はきわめて重要なポ

イントであると思われる。

ま と め

臨床病型別に3分 類 したM.avium症 に対 しIS1245を

用いた遺伝子多型解析を行った。中葉舌区型では同時多

クローン感染,反 復性多クローン性再感染が高頻度に起

きており従来の薬剤感受性検査法や治療薬の選択の考え

方では問題があると考えられた。一方,結 核類似型や結

核後遺症型では単一クローンによる持続感染例が多 く認

められ,薬 剤感受性の変化からもクローン交代が起 きず

薬剤耐性の問題が結核症 と同様に存在することが示唆 さ

れた。

中葉舌区型は他の病態 と明らかに異なり,そ の病因論

的な検討が必要と考えられる。
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Original Article

RELATIONS BETWEEN CLINICAL SUBTYPES OF MYCOBACTERIUM AVIUM

 PULMONARYDISEASE AND POLYCLONAL INFECTIONS DETECTED BY IS1245
BASED RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM ANALYSIS

1Katsuhiro KUWABARA
, 2Yasushi WATANABE, 'Koichi WADA, and 1Toshiaki TSUCHIYA

Abstract [Introduction] The epidemiology of Mycobacte

rium avium-intracellulare (MAC) infections has not been 

completely defined. Recently some reports presented poly

clonal MAC infections. The purpose of this study was to 

reveal the clonal diversity of Mycobacterium avium isolates 

and the relation between clinical subtype of lung disease and 

polyclonal infection.

 [Methods] We categorized pulmonary Mycobacterium 

avium infection to three clinical subtypes, tuberculosis like 

type, bronchiectasis with preexisting tuberculosis type and 

nodular bronchiectasis type. Mycobacterium avium isolates of 

11 patients were studied for their heterogeneity using 1S1245 

based RFLP analysis. The insertion sequence 1S1245 is 

repetitive element identified only in Mycobacterium avium. 

Standard method of 151245 based RFLP analysis has been 

proposed as a suitable technique for typing of Mycobacterium 
avium isolates for epidemiological and taxonomic studies. At 

least three distinct colonies were subcultured to single clone. 

The subclones of the isolates were analyzed by  151245 based 

RFLP technique and some subclones were also examined by 

antimicrobial susceptibility test.

 [Results] Two of three patients of tuberculosis like type 

were considered to be monoclonal infection because only a 

single genotype was identified. And only one of four patients 

of bronchiectasis with preexisting tuberculosis type was 

considered to be polyclonal infection despite of long-term 

observation. Although isolates were collected in two or more 

occasions in clinical course over one year period, only a single 

genotype was observed in two patients. In contrast, three of 
four patients of nodular bronchiectasis type had multiple 

genotypes.
 Isolates recovered from patients with monoclonal infection 

pattern following long-term treatment with clarithromycin 
monotherapy became resistant to clarithromycin. In contrast, 

three strains derived from one nodular bronchiectasis patient 

were susceptible to clarithromycin despite of long-term chemo

therapy including clarithromycin. The susceptibility patterns

 of the other drugs were also apparently different. Strain 

conversion due to repeated polyclonal infection was consider

ed. These results of the antimicrobial susceptibility test sup

ported clonal diversity of the Mycobacterium avium infection.
 [Discussion] 151245 based RFLP analysis possesses a 

discriminatory power between the isolates on clonal level. 

This study demonstrates that polyclonal infections are com

mon in nodular bronchiectasis type and monoclonal infections 

are common in tuberculosis like type and bronchiectasis with 

preexisting tuberculosis type. And not only simultaneous 

polyclonal infection but also repeated polyclonal infection 
were observed in a nodular bronchiectasis type patient.

 Drug susceptibility test showed long-term chemotherapy 

including clarithromycin could change the susceptibility of 

clarithromycin to resistant in patients with monoclonal infec

tion. In contrast patients with repeated polyclonal infection 

pattern would avoid drug resistance because of strain conver
sion. This multiple susceptibility patterns identified in this 

study would not have been detected by the standard suscepti

bility test without subculture. And we also need the treatment 

strategy considering the polyclonal infection.

 [Conclusions] Polyclonal infections are considered to be 
common in pulmonary Mycobacterium avium infection, espe

cially nodular bronchiectasis type. Clonal diversity of Myco

bacterium avium infection is an important factor to perform 

chemotherapy and drug susceptibility test. 
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