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【原著・基礎】

Biofilmを形成した non-typeable Haemophilus influenzaeに対する tosufloxacinの殺菌作用

杉浦 陽子・高畑 正裕・福田 淑子・野村 伸彦
富山化学工業株式会社綜合研究所＊

（平成 23年 8月 31日受付・平成 24年 2月 21日受理）

キノロン系薬 tosufloxacin（TFLX）の小児中耳炎由来 non-typeable Haemophilus influenzae（NTHi）に
対するMICを amoxicillin（AMPC），clavulanic acid�amoxicillin（CVA�AMPC，1：14），cefditoren
（CDTR），cefcapene（CFPN）および tebipenem（TBPM）と比較した。また，biofilmを形成した β -lactam-
ase-negative，ampicillin（ABPC）-susceptible H. influenzae（BLNAS）および β -lactamase-negative，
ABPC-resistant H. influenzae（BLNAR）に対する TFLXの殺菌的作用について CVA�AMPC，CDTR
および TBPMを対照に検討し，以下の成績を得た。
1．BLNAS 51株および BLNAR 58株に対する TFLXのMIC90はそれぞれ 0.0078および 0.0156 μg�
mLで対照薬剤の 1�8～1�512であった。β -lactamase-positive，ABPC-resistant H. influenzae 5株に
対する TFLXのMICはいずれも 0.0039 μg�mLで，対照薬剤の 1�2～＜1�16,384であった。TFLX
は，β ―ラクタム系薬耐性株を含む小児中耳炎由来 NTHiに対して強い抗菌活性を示した。

2．Biofilmを形成した BLNAS I-2716株および BLNAR I-2580株に対し，TFLXは小児血中 free-drug
AUC0―24に相当する曝露量である 100 MICおよびその 1�10に相当する 10 MICの 24時間曝露によ
り，生菌数を 3.03～＞6.46 Log10 CFU�mL減少させ，殺菌的作用を示した。また，走査型電子顕微
鏡を用いた観察では，biofilmを形成していた細菌層の減少が認められた。一方，β ―ラクタム系薬
は殺菌的作用を示さず，細菌層の変化も認められなかった。

以上，TFLXは biofilmを形成した NTHiを原因菌とする難治性の小児中耳炎に対して有効性を示す
ことが期待された。
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Haemophilus influenzaeは小児中耳炎における主要原因菌の
一つであり１），その 96.9％が莢膜構造を有さない non-
typeable H. influenzae（NTHi）であることが報告されている２）。
小児中耳炎では経口抗菌薬の投与にもかかわらず改善しない
遷延例や感染を繰り返す反復例などの難治化が問題となって
いる３）。本邦では耳鼻咽喉科領域において分離された H. influ-

enzaeの 58.7％１）が ampicillin（ABPC）に耐性であり，β―ラク
タム系薬に対する薬剤耐性化が中耳炎における遷延化の一因
と考えられている３）。また，amoxicillin（AMPC）治療におけ
る非改善例から分離された NTHiは薬剤感受性に関係なく
biofilm形成能が有意に高いことが認められており４），中耳炎
の難治化の一因として NTHiによる biofilmの関与が示唆さ
れている４，５）。
Tosufloxacin（TFLX）はグラム陽性および陰性菌に対して

強い抗菌活性および広い抗菌スペクトルを有し６），1990年に
本邦での上市以降，各科感染症の治療に用いられてきた。2009
年に「オゼックスⓇ細粒小児用 15％」として小児における中耳
炎および肺炎に対する適応を取得し，β―ラクタム系薬耐性菌

を含む，これら感染症の原因菌に対する治療選択肢の一つと
なった。
今回，小児中耳炎患者の耳漏より分離された臨床分離

NTHiに対する TFLXのMICを測定した。また，臨床分離
NTHiを用いて，biofilmを形成した β -lactamase-negative，
ABPC-susceptible H. influenzae（BLNAS）およびβ-lactamase-
negative，ABPC-resistant H. influenzae（BLNAR）に対する
in vitro殺菌作用について β―ラクタム系薬を対照に比較検討
した。

I． 材 料 と 方 法
1．使用菌株
MIC測定には 2006および 2007年に本邦において分

離された小児中耳炎由来の NTHi 114株を使用した。
ABPCによる耐性分 類 は Clinical and Laboratory

Standards Institute（CLSI）の判定基準７）を参考に以下
のとおり分類した。β -lactamase非産生で ABPCの
MICが≦1 μg�mLの株を BLNAS，≧2 μg�mLの株を
BLNARとし，β -lactamaseを産生し，ABPCに対する
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MICが≧2 μg�mLの株を β -lactamase-positive，ABPC-
resistant H. influenzae（BLPAR）とした。
Biofilm形成菌および planktonic菌に対する殺菌作用

の検討には，2007年に本邦において小児中耳炎患者の耳
漏より分離された BLNAS I-2716株および BLNAR
I-2580株を用いた。なお，これらの株は小児中耳炎由来
NTHiの BLNASおよび BLNARそれぞれ 9および 10
株について crystal violet法８，９）を用いて biofilm量を測
定した際に，測定した株中で最も高い biofilm形成能が
認められた株である（データ未提示）。
2．使用薬剤
TFLX（富山化学工業株式会社），AMPC（和光純薬工

業株式会社），clavulanic acid（CVA：和光純薬工業株式
会社），cefditoren ［CDTR：メイアクトⓇ錠（Meiji Seika
ファルマ株式会社）より富山化学工業で抽出］，cefcapene
［CFPN：フロモックスⓇ錠（塩野義製薬株式会社）より富
山化学工業で抽出］および tebipenem ［TBPM：オラペ
ネムⓇ細粒（Meiji Seikaファルマ株式会社）より富山化学
工業で抽出］を用いた。また，耐性分類の指標薬剤とし
て，ABPC（Meiji Seikaファルマ株式会社，注射用ビク
シリンⓇ）を用いた。なお，CDTR，CFPNおよび TBPM
の純度は HPLC測定におけるピーク面積百分率より
92％以上であることを確認した。その他の薬剤について
も純度あるいは含量が明らかなものを使用し，濃度は活
性本体の値として表示した。
3．MICの測定
MICは CLSIの微量液体希釈法１０）に準じて測定した。

前 培 養 培 地 に は Haemophilus test medium agar
（HTMA；Becton，and Dickinson Company，alfa aesar，
Sigma-Aldrich），測定培地には Haemophilus test me-
dium broth（HTMB；Becton，and Dickinson Company，
alfa aesar，Sigma-Aldrich）を用いた。
4．殺菌作用
1） Planktonic菌に対する殺菌作用
HTMBを用いて，37℃で一夜振盪培養した菌を用い

た。この菌液を HTMBで 8倍希釈した菌液 4 mLと，
HTMBでMICの 5，50および 500倍濃度に調製した各
薬液 1 mLを L字管に加え，37℃で振盪培養した（終濃
度 1，10および 100 MIC）。培養開始時を 0時間とし，4，
8および 24時間後に生菌数測定を行った。対照（control）
として薬剤不含 HTMB 5 mLを用い，同様の操作にて薬
剤非添加時の生菌数を測定した。National Committee
for Clinical Laboratory Standards（現 CLSI）１１）の判定基
準を参考に，生菌数が培養開始時から 24時間後までに 3
Log10 CFU�mL（99.9％）以上減少した場合を殺菌的作用
とした。
2） Biofilm形成菌に対する殺菌作用
Websterら８）の方法を参考に biofilmを作製した。

HTMA平板上に滅菌したメンブランフィルター（デュ

ラポアⓇ，日本ミリポア株式会社，0.45 μm HV）を置き，
その上に HTMBで 5％CO2下，37℃で一夜培養した菌液
を 25 μL滴下し，浸潤させた。5％CO2下，37℃で 48
時間培養し，biofilmを形成させた後，さらに 24ウェルマ
イクロプレートに分注した薬剤含有 HTMB 1 mL中で
5％CO2下，37℃で培養した。薬剤濃度は，MICの 1，10
および 100倍の濃度となるよう調製した。培養開始時を
0時間とし，4，8および 24時間後に各ウェルのメンブラ
ンフィルターを培地とともにホモジナイズ（マルチビー
ズショッカーⓇ，2,500 rpm，30秒，4℃，安井器械株式会
社）し，生菌数測定を行った。ホモジナイズによる NTHi
生菌数の減少は認められず，一宮ら１２）および Ishidaら１３）

の測定法と同様の結果が得られることを確認した。また，
対照（control）として薬剤不含 HTMB 1 mLを用い，同
様の操作を行った。3例の生菌数の平均と標準偏差を算
出し，平均生菌数が培養開始時から 24時間後までに 3
Log10 CFU�mL（99.9％）以上減少した場合を殺菌的作用１１）

とした。
5．H. influenzaeによる biofilmの走査型電子顕微鏡像
の観察

メンブランフィルター上で形成させた biofilm像なら
びに HTMBまたは各薬剤曝露 24時間後の菌体像を走
査型電子顕微鏡で観察した。メンブランフィルター上の
biofilm菌体を 1.5％グルタルアルデヒド（和光純薬工業
株式会社）で 1時間固定し，次いで 1％四酸化オスミウ
ム（TAAB Laboratories）で約 18時間固定後，エタノー
ル（和光純薬工業株式会社）脱水，酢酸イソアミル（和
光純薬工業株式会社）置換した。本試料を液化炭酸ガス
による臨界点乾燥後，白金―パラジウム蒸着を行い，走査
型電子顕微鏡（日立 S-4500）で観察を行った。

II． 結 果
1．小児中耳炎由来の臨床分離 NTHiに対する抗菌活
性

小児中耳炎由来の臨床分離 NTHiに対する TFLXお
よび対照薬剤のMIC range，MIC50およびMIC90を Table
1に示す。
NTHi 114株に対する TFLXのMIC rangeは 0.001～

0.0313 μg�mLであった。BLNAS 51株に対する TFLX
のMIC90は 0.0078 μg�mLで，CDTRの 1�8，CFPNおよ
び TBPMの 1�32，AMPCおよび CVA�AMPCの 1�128
であった。BLNAR 58株に対する TFLXのMIC90は
0.0156 μg�mLで，CDTRの 1�32，TBPMの 1�64，CFPN
の 1�256，AMPCおよび CVA�AMPCの 1�512であっ
た。また，BLPAR 5株に対する TFLXのMICはいずれ
も 0.0039 μg�mL で，CDTR の 1�2～1�64，CFPN の
1�4～1�1,024，TBPMの 1�32～1�128，CVA�AMPCの
1�512～1�4,096，AMPC の 1�16,384 又は＜1�16,384 で
あった。
TFLXは BLNARおよび BLPARに対して交叉耐性
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Table　1.　Antibacterial activity of TFLX and reference agents against clinical iso-

lates of non-typeable Haemophilus influenzae from pediatric patients with 

otitis media

Organism

(No. of strains)

Antibacterial

Agent

MIC (μg/mL)

Range MIC50 MIC90

β-lactamase-negative,

ampicillin-susceptiblea)

Haemophilus influenzae

(BLNAS) (51)

TFLX 0.001―0.0156 0.0078 0.0078

AMPC 0.25―4 0.5 1

CVA/AMPCc) 0.25―4 0.5 1

CDTR 0.0078―0.5 0.0156 0.0625

CFPN 0.0078―2 0.0156 0.25

TBPM 0.0313―0.5 0.125 0.25

β-lactamase-negative,

ampicillin-resistantb)

Haemophilus influenzae

(BLNAR) (58)

TFLX 0.001―0.0313 0.0078 0.0156

AMPC 1―16 4 8

CVA/AMPCc) 1―16 4 8

CDTR 0.0313―1 0.25 0.5

CFPN 0.125―4 2 4

TBPM 0.0625―2 0.5 1

β-lactamase-positive,

ampicillin-resistantb)

Haemophilus influenzae

(BLPAR) (5)

TFLX 0.0039 ― ―
AMPC 64―＞64 ― ―
CVA/AMPCc) 2―16 ― ―
CDTR 0.0078―0.25 ― ―
CFPN 0.0156―4 ― ―
TBPM 0.125―0.5 ― ―

a)ABPC MIC: ≦1 μg/mL, b)ABPC MIC: ≧2 μg/mL, c)CVA/AMPC (1 : 14) is equivalent 

to AMPC.

を示すことなく良好な抗菌活性を示し，キノロン低感受
性株は認められなかった。
2．Planktonic菌および biofilm形成菌に対する殺菌
作用

1） BLNAS I-2716株に対する殺菌作用
TFLX，CVA�AMPC，CDTRおよび TBPM作用時の

planktonicおよび biofilm形成 BLNAS I-2716株の生菌
数推移を Fig. 1に示す。
Planktonic菌の薬剤非添加時の生菌数は 8時間後ま

でに 9.66 Log10 CFU�mLまで増加し，24時間後では 6.38
Log10 CFU�mLであった。TFLX 1，10および 100 MIC
作用 24時間後の生菌数は接種時よりそれぞれ
2.09，＞6.20および＞6.20 Log10 CFU�mL減少し，TFLX
は 10および 100 MICで殺菌的作用を示した。CVA�
AMPCおよび TBPMの 1，10および 100 MIC作用，
CDTRの 10および 100 MIC作用 24時間後の生菌数は
接種時より 3.20～＞6.20 Log10 CFU�mL減少し，殺菌的
作用を示した。
Biofilm形成菌の薬剤非添加時の生菌数は培養開始か

ら 24時間後までおおよそ 8～9 Log10 CFU�mLで推移し
た。TFLX 1 MIC作用 24時間後の生菌数は接種時とほ
ぼ同程度であった。TFLX 10および 100 MIC作用 24
時間後の生菌数は接種時より 3.52および＞6.46 Log10
CFU�mL減少し，殺菌的作用を示した。CVA�AMPC，
CDTRおよび TBPMの 1，10および 100 MIC作用 24
時間後の生菌数は接種時より 1.07～2.22 Log10 CFU�mL
減少したが，殺菌的作用は認められなかった。

2） BLNAR I-2580株に対する殺菌作用
TFLX，CVA�AMPC，CDTRおよび TBPM作用時の

planktonicおよび biofilm形成 BLNAR I-2580株の生菌
数推移を Fig. 2に示す。
Planktonic菌の薬剤非添加時の生菌数は 8時間後ま

でに 9.23 Log10 CFU�mLまで増加し，24時間後では 7.30
Log10 CFU�mLであった。TFLX 1，10および 100 MIC
作用 24時間後の生菌数は接種時よりそれぞれ
1.84，＞7.18および＞7.18 Log10 CFU�mL減少し，10およ
び 100 MICで殺菌的作用を示した。CVA�AMPC，CDTR
および TBPMの 10および 100 MIC作用 24時間後の生
菌数は接種時より 3.49～5.71 Log10 CFU�mL減少し，殺
菌的作用を示した。
Biofilm形成菌の薬剤非添加時の生菌数は培養開始か

ら 24時間後までおおよそ 7.5～9 Log10 CFU�mLで推移
した。TFLX 10および 100 MIC作用 24時間後の生菌数
は接種時より 3.03および＞6.37 Log10 CFU�mL減少し，
殺菌的作用を示した。CVA�AMPC，CDTRおよび
TBPMの 1，10および 100 MIC作用 24時間後の生菌数
は接種時より 0.496～1.55 Log10 CFU�mL減少したが，殺
菌的作用は認められなかった。
3．Biofilm形成 NTHiの走査型電子顕微鏡像
BLNAS I-2716株 お よ び BLNAR I-2580株 に よ る

biofilmに HTMB，TFLXの 10および 100 MIC，ならび
に CVA�AMPC，CDTRおよび TBPMの 100 MICを 24
時間作用させた後の走査型電子顕微鏡像を Fig. 3および
Fig. 4に示す。



330 日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 M A Y 2 0 1 2

Fig.　1.　In vitro bactericidal activity of tosufloxacin and reference agents against BLNAS I-2716.

A, Against planktonic cell (n＝1); B, against cell in biofilm (mean±S.D., n＝3)
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Fig.　2.　In vitro bactericidal activity of tosufloxacin and reference agents against BLNAR I-2580.

A, Against planktonic cell (n＝1); B, against cell in biofilm (mean±S.D., n＝3)
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薬剤作用前の biofilm形成 BLNAS株の像には菌体の
形態が区別できない細菌層の形成が認められた（Fig. 3
A）。HTMB中 24時間培養後の像には細菌層が認められ

たが（Fig. 3B），TFLX 10および 100 MICの 24時間作用
後には細菌層は認められず，メンブランフィルター上に
個々の形態が確認できる菌体がみられた（Fig. 3C，D）。
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Fig.　3.　Scanning electron micrograph of BLNAS I-2716 biofilm grown on membrane filters after expo-

sure to the antimicrobial agents for 24 hours.

Samples are as follows: A, BLNAS grown on the membrane filter; B, HTMB; C, 10 MIC of TFLX; D, 100 

MIC of TFLX; E, 100 MIC of CVA/AMPC; F, 100 MIC of CDTR; G, 100 MIC of TBPM.

MF, membrane filter; BC, bacterial cell (Magnification, ×3,000)
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CVA�AMPC，CDTRおよび TBPMの 100 MIC，24時間
作用後には厚い細菌層が認められた（Fig. 3E，F，G）。
また，biofilm形成 BLNAR株においても，BLNAS株と
同様の走査型電子顕微鏡像が認められた（Fig. 4A～G）。

III． 考 察
小児における難治性中耳炎では NTHiが検出され１４），

本菌による biofilm形成がその一因と考えられてい
る４，５）。また，本邦では 2000年頃より BLNARの分離頻度
が増加しており１５，１６），中耳炎における遷延化の一因と考え
られている３）。BLNARなどの薬剤耐性菌は，充分な体内
動態が得られない経口セフェム薬が汎用されてきたた
め，増加したと考えられており１７），その対策の一つとして
適切な抗菌薬の選択方法が示された小児急性中耳炎診療
ガイドライン１８）が制定されている。本ガイドラインでは
中等症以上の症例に対する内服薬として，AMPCの常用
量若しくは高用量，CVA�AMPC（1：14製剤）または
CDTRの高用量での治療が推奨されている。
今回われわれはこれらの薬剤とともに，小児中耳炎の

主要原因菌の一つである NTHiに対する TFLXのMIC
を測定し，biofilmを形成した NTHiに対する TFLXの

殺菌作用を検討した。
近年，抗菌薬の効果は薬物動態と薬力学の観点から検

討されている。TFLXおよび TBPMでは free-drug
AUC0―24�MIC（fAUC0―24�MIC）比が，CVA�AMPCおよび
CDTRでは time above MICが治療効果を示す指標と考
えられており１９，２０），キノロン系薬が治療効果を示すために
は AUC0―24�MIC比が 100以上（肺炎球菌以外）であるこ
とが必要と報告されている１９）。TFLXの小児における臨
床用量服用時の fAUC0―24は 9.49 μg・h�mL２１）であること
から，MICが 0.1 μg�mL以下の細菌に対して，94.9以上
の fAUC0―24�MIC比を得ることができる。さらに，小児急
性化膿性中耳炎を対象とした本薬剤の臨床試験におい
て，分離された H. influenzaeに対する TFLXのMIC90
は 0.06 μg�mL以下で，これら原因菌に対する消失率は
100％であったことが報告されている２２）。鈴木らの耳鼻咽
喉科領域におけるサーベイランス１）では，TFLXの H. in-

fluenzaeに対するMIC90値は 0.06 μg�mL以下であり，今
回測定した NTHi 114株に対する TFLXのMIC range
は 0.001～0.0313 μg�mLであった。これらの値はいずれ
も fAUC0―24�MIC比が 100を満たすMIC値および臨床試
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Fig.　4.　Scanning electron micrograph of BLNAR I-2580 biofilm grown on membrane filters after expo-

sure to the antimicrobial agents for 24 hours.

Samples are as follows: A, BLNAR grown on the membrane filter; B, HTMB; C, 10 MIC of TFLX; D, 100 

MIC of TFLX; E, 100 MIC of CVA/AMPC; F, 100 MIC of CDTR; G, 100 MIC of TBPM.

MF, membrane filter; BC, bacterial cell (Magnification, ×3,000)
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験で菌消失率 100％が得られたMIC値と同値または下
回っていた。
また，TFLXは biofilm形成 BLNAS株および BLNAR

株に対して臨床用量における fAUC0―24２１）の約 1�10の曝
露量に相当する 10 MIC（0.039 μg�mL）の 24時間曝露
（0.936 μg・h�mL）で殺菌的作用を示し，曝露後の走査型
電子顕微鏡像には biofilmを形成していた細菌層の減少
が観察された。しかし，TBPMは biofilm形成 BLNAS
株および BLNAR株に対して臨床用量における fAUC0―24
（3.62 μg・h�mL）２３，２４）の約 160または 330倍の曝露量に
相当する 100 MICの 24時間曝露で殺菌作用を示さな
かった。また，CVA�AMPCは free-drug Cmax（fCmax，11.7
μg�mL，小児における CVA�AMPC臨床用量服用時の
AMPC濃度）２５，２６）の約 9および 34倍，CDTRでは fCmax
（0.24 μg�mL，小児における高用量服用時）２７，２８）の 7およ
び 52倍高い濃度に相当する 100 MIC濃度の 24時間曝
露においても殺菌的作用を示さなかった。
Biofilmを形成した細菌が planktonic菌に比べ高い抗

菌薬抵抗性を示すこと，ならびにその抵抗性には薬剤系
統差があることが知られている２９）。BLNARを用いた検

討では，キノロン系薬は有意に biofilm量および biofilm
中の生菌数を減少させたが，β ―ラクタム系薬はいずれも
減少させなかったことが報告されている９）。今回のわれわ
れの検討においても，β ―ラクタム系薬は planktonic菌に
対して，3 Log10 CFU�mL以上の生菌数を減少させ，殺菌
的作用１１）を示したが，biofilm形成菌に対しては殺菌的作
用を示さなかった。一方，キノロン系薬である TFLX
は planktonic菌および biofilm形成菌のいずれに対して
も 3 Log10 CFU�mL以上の生菌数を減少させ，殺菌的作
用１１）を示した。さらに，他の耳漏由来の NTHiを用いた検
討においても，キノロン系薬は biofilm形成菌に対して
殺菌性を示しており，今回と同様の結果が得られてい
る３０）。この機序については，緑膿菌を用いた検討におい
て，biofilmを形成する細胞外多糖類への薬剤の浸透性や
生育状態の停止した細菌に対する殺菌作用の違いなどが
示唆されているが１３），H. influenzaeについては今後の検討
が必要である。
以上，TFLXは耳鼻咽喉科領域由来 H. influenzaeに対

して良好な抗菌活性を示し，また，biofilm形成 NTHi
に対しても，臨床において得られる薬剤濃度で殺菌的作
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用を示したことから，biofilmを形成した NTHiを原因菌
とする難治性の小児中耳炎に対して有効性を示すことが
期待された。
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In vitro antibactericidal activity of tosufloxacin against
non-typeable Haemophilus influenzae forming biofilm

Yoko Sugiura, Masahiro Takahata, Yoshiko Fukuda and Nobuhiko Nomura

Research Laboratories, Toyama Chemical Co., Ltd. , 2―4―1 Shimookui, Toyama, Japan

The minimum inhibitory concentration(MIC) of tosufloxacin(TFLX) against non-typeable Haemophilus in-
fluenzae(NTHi) isolated from pediatric otitis media was determined, and was compared to those of amoxicil-
lin(AMPC), clavulanic acid�amoxicillin(CVA�AMPC, 1：14), cefditoren(CDTR), cefcapene(CFPN) and tebi-
penem(TBPM) . The in vitro antibactericidal activity of TFLX against β -lactamase-negative, ampicillin
(ABPC)-susceptible H. influenzae(BLNAS) and β -lactamase-negative, ABPC-resistant H. influenzae(BLNAR)
forming biofilm was also compared to those of CVA�AMPC, CDTR and TBPM. The results are summarized
as follows:
1. The MIC90s of TFLX against 51 strains of BLNAS and 58 strains of BLNAR were 0.0078 and 0.0156 μg�
mL, respectively, and were 1�8 to 1�512 of those of reference agents. MICs of TFLX against all 5 strains
of β -lactamase-positive, ABPC-resistant H. influenzae were 0.0039 μg�mL, and were 1�2 to＜1�16,384 of
those of reference agents. TFLX has potent antibacterial activities against NTHi including β -lactam-
resistant strains isolated from pediatric otitis media.

2. In BLNAS I-2716 and BLNAR I-2580 forming biofilm, TFLX reduced 3.03―＞6.46 Log10 CFU�mL in viable
cell counts from the initial inoculum, after exposure to 100 times the MIC, which is equivalent to the
free-drug AUC0―24 (fAUC0―24) at a clinical dosage in pediatric patients for 24 hours or 10 times the MIC (1�
10 of fAUC0― 24 ) . Scanning electron microscopy demonstrated a reduction of bacterial layer forming
biofilm after exposure to TFLX. In contrast, β -lactam antibacterial agents showed little bactericidal ac-
tivity and almost no alteration of the shape of bacterial layer.

In conclusion, TFLX can be expected to be a valuable agent in the treatment of persistent otitis media in
pediatrics caused by NTHi forming biofilm.


