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|原著|

北海道十勝管内の牛から分離されたMannheimiahaemolyticαの

血清型別，薬剤j感受性試験，パルスフィールドゲル

電気泳動を用いた疫学的検討

高木裕子l}I 大野治 11

内田郁夫2)

中関祐司い

田中聖~}

勝田賢31

1)北海道十勝家畜保健衛生所(干 089-1182 帯広市川西111]基線59-6)

2) (仰農業・食品産業技術総合研究機構動物衛生研究所北海道支所 (T062-0045 札幌市

豊平毘羊ケ丘4)

3) (総農業・食品産業技術総合研究機構動物衛生研究所東北支所(〒 039-2586 上北郡七

戸IUy字海内31)

(2010年3月23日受付・ 2010年11月8日受理)

要 約

1994 ~ 2006年に北海道十勝管内で分離されたMannheimiahaemolytica 39株について， 1削15型加，~i斉IJ感受性試

験，パルスフィールドゲル電気泳動 (PFGE)によるf9If.析を実施した. lIlL i奇型は， H日21株 (53.8%)， 6型16株
(41 %)， 2型と型別不能が各I株であった. 1型は鵡査j礎的jをとおして分離されたが， 6型は平成11年に初めて分離さ

れ， 16年以降は1型より高率に分離された. 1型の18株， 6型の15株がPFGEではそれぞれ向一パターンで， 1型， 6 

型それぞれ近縁な株が管内に浸潤していると推察された.6型の15株はSM，KM， CP， NA， ERFXを含む多部に対

して耐性で， 6型のNA，ERFX， CPのMIC"oも高値であった.これら多剤耐性6型はほとんどがホルスタイン種雄や

F1の若齢内用牛由来であった.

一一キーワード:キH乎i吸器病症候群 (BRDC)，Mannheimia haemolyticα，多斉IJi耐性， lllL詩型6型.

Mαnnheimia hαemolytica (Mh)は，線維素性肺炎

を引き起こし，牛呼吸器病疲候群 (BRDC)を重篤化す

る病原体として重要視されている.当所が1994~ 2006 

年に実施した呼吸器病の病性鑑定で，原因が特定された

症例では，乳用牛で23.3% (30例中7例)，肉用LI二では

31.3 % (67例中21例)から Mhが分離され，呼吸器病

の主要原田のーっとなっている.また， Mhの分離は近

年増加傾向にあり，肉用牛の症例からは多剤耐性株が分

離されるケースもしばしばみられた.

Mh はy~膜の抗原性によって 12 種類の血清型に分類

されている[lJ.主|二のH乎吸器病から分離されるMhはlfIl.

j青型1型が主体であるとされていたが， 2000年の米国

における報告では， 26%が血清型6型に腐していた[2].

連絡責任者:高木裕子(北海道卜Jl長家護保健衛生所)
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居内においても，約20%がlfIl.i奇型6型に属することが

報告されている [3J. また，多剤耐性を示すMhの存在

も知られている[4].

北海道内では本萌の疫学情報に関する報告がないこと

から，本病の対策に活用するため，当所で分離された

Mh分離臨株について血清型，薬剤感受性，パルスフィ

ールドゲル電気泳動 (PFGE)による疫学的解析を行

い，発生要時を検討した.

材料および方法

材料:1994 ~ 2006年に病性鑑定で121町村， 24農場

から分離されたMh39株(乳周午由来日株，肉丹J牛由

来28株)を用いた(表1).供試菌株は5%羊血液加寒

〒089-1182 帯広市川商IIITi!Hi虫59-6 fi0155-59-2021 FAX 0155-53-4121 
らmail:takagi.yuuko@pref.hokkaido.lg.jp 
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北海滋十勝管内で分離さ ~cた Mallllheimia haemolyticaの解析

f共試官j株一覧と血清lli!7Jリ，耐性楽部， PFGElli!別表 1
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PFGElli!は系統樹解析結果に基づき型別を実施(図3参照).

※l 

※2 

シディスク， Becton Dickinson， U，S.A.) ，エンロフロ

キサシン(ERFX) (提供 BayerHealthCare， Ge子

many)の11薬剤について実施し，薬剤耐性は添付の判

定表に基づき判断した.また， CLSI (Clinical and 

Laboratory Standards Institute)法に準拠した寒天平

板希釈法による MICil!lj定を， NA， ERFX， CP，フロル

フェニコール (FF)の4薬剤について実施した [6J.

PFGEによる遺信子型511]および系統樹解析:PFGE 

は制限酵素Apa1により DNAを切断後， 'i'!1}王6v/cm，

パルスタイム 5-10sec で 11 時 I~U，その後パルスタイム

10-80secで9時間の泳動を行い， PFGEパターンの系

統樹!昨析は BioNumerics (Applied Maths， Ver. 4.0) 

天培地を用い，好気性下で37
0

C，2411寺間培養し，生化

学性状 (API20 NE， bioM己rieuxまたは IDテスト-

HN-20ラピッド，日水製薬(持，東京)および16SrRNA 

遺伝子解析 [5Jにより同定した.

血清型別:家兎を定法により免疫し作成した抗血清を

用い，間接赤血球凝集反応により実施した [3].

薬部感受性試験:1 濃度ディスク拡散i去により，アン

ピシリン (ABPC)，セファゾリン (CEZ)，ストレプト

マイシン (S羽)，カナマイシン (K担)，エリスロマイシ

ン (EM)，オキシテトラサイクリン (OTC)， ドキシサ

イクリン (DOXY)，クロラムフェニコール (CP)，コリ

(C1)，ナリジクスi酸 (NA) (以上10薬剤:セン

215 -220 (2011) 64 
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表2 瓜li奇型1迎と 6恕株の耐性薬斉IJ

JfIli奇!li 耐1:1:薬剤・ 字Lffl牛肉用4二計
株数株数

1!li S'K 6 7 13 
(21株) S'N 

S 3 4 / 

6型 S . K . C . N . ER . 0 . A 5 5 
06株) S' K . C . N . ER . 0 8 9 
S . K . C . N . ER . A 

S'K 
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口1lí~ 図 2lí~ 6製口問杯能

図 JfIli)'j裂別分離株数の推移
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1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 分離年

O I 型 ERFX ・6型 ERFX ム 1製 NA A 6恕 NA
ffil2 JfIl清潔1型・ 6裂株のERFX，NAに対するMICの推移

※1 --- NAのブレイクポイント (32μg/mll

を用いて実施した.

成 績

供試菌株の由来とjuli奇型，薬剤耐牲については表1に

示した.

血清型別:jfili青ruは， 1型が21株 (53.8%)， 6型が

16株 (41.0%)， 2型が1株 (2.6%)，型別不能が1株

(2.6%) であった.乳用牛由来 11株は， 1型が9株

(81.8 %)， 6型は2株 08.2%)であったが，内用守二由

来 28 株は 6型が 14 株で 50%を I~Î めた. j血清型ごとの乳

用il二，肉用il二の割合は， 1型は9株が乳用牛由来， 12株

が肉用il二由来であったのに対し， 6型は16株中 14株が

肉用午由来で，そのうち 11株が3カ月齢以内のホルス

タイン種雄やF1であった.また， 1型はUili由来が11株，

鼻汁由来が10株であり， 6 !S~ は/Jìlî由来 ， Jjl~汁由来ともに

※2 ---一一一一 ERFXのブレイクポイント (2μg/m[)

8株ずつであった.

1994~1998 年に分離された 11 株は I型が 10株

(90.9%)で， 11 ~ 18年に分離された28株は1型が11

株 (39.3%)，6型が16株 (57.1%)であった. 1型は

調査期 t}~ をとおして分離されたが， 6型は平成11年に初

めて分離され， 2004年以降は1型より高率に分離され

た(関1). 1994 ~ 1998年に分離された l型 10株のう

ち9株はijM由来であったが， 2001 ~ 2006年に分離され

た1ru 11株のうち9株が鼻汁由来であった.

薬剤感受性試験:1 濃度ディスク拡散法による薬剤感

受性試験では， 1型21株のうち， SM. K羽耐性は13

株， SM' NA耐性は1株， SM耐性は7株であった.ま

た， 6ru16株のうち， SM . KM  . CP . NA . 

ERFX・OTC. ABPC耐性は5株， SM . KM . CP . 

NA . ERFX . OTC耐性は9株， SM . KM  . CP . 

日獣会誌 64 215 -220 (2011) 



北海道十勝管内で分離されたMannheimiahaemolyticaの解析

表3 血清製 1型と 6裂株のMIC

1 l5~ MIC (μg/mO 

(21株) 話0.03 0.06 0.125 0.25 0.5 2 4 8 16 32 64 128 256 512 MICoo 

NA 13 7 4 

ERFX 17 2 0.125 

CP 13 8 

FF 20 

6~ MIC (tLg/mI) 

06株) 話0.03 0.06 0.125 0.25 0.5 2 4 8 16 32 64 128 256 512 MICoo 

NA 5 10 256 

ERFX 15 16 

CP 10 5 64 

FF 15 

※網かけは耐性と判断した株
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j]g13 PFGE遺伝子型別による系統樹解析(J二はPFGE塑，下はJUl消波)

NA . ERFX . ABPC耐性はH朱， SM. KM 両ナI~れま l

株であった. 1~に比べ6~は S羽. KM . CP . NA . 

ERFXを含む多くの薬剤にi耐性を示し，多剤耐性の6型

15株のうち 14株が肉用牛由来であった(表2).

寒天王子板希釈法による MIC測定では 1型 21株の

MICno (μg/mll は， NA : 4， ERFX : 0.125， CP : 

1， FF 1， 6型の 16株については， NA : 256， 

ERFX : 16， CP : 64， FF : 1であった.NA， ERFX， 

CPは， MICの値が二峰性を示したことからその中間点

を細菌学的ブレイクポイントとし，それぞれ32μg/ml，

Iμg/ml， 8μg/ml以上の株を耐性と判断した(表3).

会 39株J:¥:l15株 (38.5%)がERFXに耐性を示し

(MIC : 16μg/mll ，それらはすべて6型であった.調

査期間をとおして分離された1型のNA，ERFXのMIC

にはほとんど変化がみられなかったが， 6型については，

平成11年に分離された1株をi徐き，近年分離された株

ではすべて剖ICが非常に高値を示した(閲2).

PFGε遺伝子型別および系統樹解析:PFGEによる

系統樹解析では， 1型21株のうち 18株が同一パターン

(I -a)であった.6型16株のうち， 15株が同一パターン

(VI -b)で，これらはSM. KM . CP . NA . ERFX 

等の多剤に耐性の株と一致し， SM. KMに耐性のl株

は異なるパターン (VI-a)であった(鴎3).
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考 察

国内における剖hのI血清型の動向に関する調責 (1987

~2006 年， 21 県208株)において， 1型は調査期間を

とおして分離されたが， 6型は 1995年に初めて分離さ

れ，近年分離が増加していることが報告された [4].北

海道十勝管内でも同様に， 1型は調査期間をとおして分

離されたが， 6型については， 1999年に初めて分離さ

れ， 2004年以降はI型より高率に分離された. 1型は以

前から牛群に広く浸潤しているため，移行抗体や低レベ

ルの感染等による免疫状態により発症が抑制され，死亡

した牛や病限解剖を行った牛の)Jijiからは6型が高率に分

離されるようになったと推察された.

血清型船と PFGE遺伝子・型別の結巣には相関が認め

られ， 1型， 6型それぞれ近縁な株が流行していると推

察された.

6型 16株のうち 15株 (6町村8農場由来)はSM・

KM  . CP . NA . ERFXを含む多剤に鮒性で，そのう

ち11株がホルスタイン種雄やF1の3カ月i始以内の!勾用

牛由来であった.いっぽう， 1型には多剤耐性の株は認

められなかった.ERFX， NA， CPのMICは， 1型は低

く， 6型は高い値に分布し， MIC"，も 6型で高値を示し

た.また 1998年以降，家予言では使用されていないクロ

ラムフェニコールでも 6却でMICが高値であった.多

剤耐性の6型の多くがホルスタイン磁ftltやF1の若齢肉

用牛由来であったのは，これらの牛の飼養形態で多くみ

られる導入主体の大規模な11m育・育成農場において，抗

生物質の使用頻度が増加し，薬剤の選択在により多剤耐

性株のみが生き残ったためと推察された.

導入主体の大規模な11市脊・育成農場では，個体の免疫

状態，病原体への感受性，保有病原体等，さまざまな状

態の幼若牛が群管理されており，移動や集団飼育などに

よる環境変化によるストレスも加わり，呼吸器病や下痢

等の感染症が流行しやすい状態にある.そのため，予防

的投与等，薬剤使用頻度が高くなり，耐tt菌のまん延を
引き起こす可能性があると推察される.そのような事態

を防止するためにも，導入時の若地検査や隔離飼育，衛

生的な飼養管理の徹底等に加え，疾病発生H寺には原因閣

の薬剤感受性試験結果に基づく治療薬の適正使用が望ま

れる.また，治療薬に頼らなし¥衛生的な餌養管理を重

視した呼吸器病対策を推進する必要があると考える.
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北海道十勝管内で分離されたMannheimiahaemolyticaの解析

Epidemiological studies of Mannheimia haemolytica isolated from cattle 

in Tokachi area by serotyping， antibiotics sensitivity testing 

and pulse-field gel electrophoresis 

Yuko TAKAGIが， Osamu OHNO， Yuji NAKAOKA， Ken KATSUDA， 
Ikuo UCHIDA and Kiyoshi TANAKA 

* Hokkaido Tokαchi Livestock Hygiene Service Center， 59-6 Kisen， Kawαnishicho， Obihiro-shi， 
089-1182，japan 

SUMMARY 

A total of 39 Mannheimia haemoかticαfromcattle in the Tokachi area from 1994 to 2006 were examined for 
serotyping， with an antibiotics sensitivity test and pulse field gel electrophoresis (PFGE). Twenty-one isolates 
(53.8%) were serotype 1， sixteen isolates (41%) werεserotype 6 and two isolates were serotype 2 and untypable. 
Serotype 1 strains had been isolated continually， but had serotype 6 strains for the first time in 1999. Serotype 
6 strains were isolated in greater number than serotype 1 strains starting 2004. Eighteen isolates of serotype 

1 and 15 isolates of serotype 6 showed the same PFGE pattern. It was suggested that closely related isolates 
of serotype 1 and 6 were prevalent in the Tokachi area. Fifteen isolates of serotype 6 were multidrug resistant 
to antibiotics including SM， KM， CP， NA， ERFX. MIC間sof NA， ERFX and CP were also high in serotype 6 
strains. Most of these multidrug-resistance serotype 6 strains were isolated from Holstein or F1 (Holstein X 

J apanese Black Beef) calves for meat. 
一一一Keywords : Bovine Respiratory Disease Complex， Mallllheimia haemolytica， multidrug-resistance， Serotype 6. 
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