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要　　　　　約

本研究では，臨床的に重症慢性肺炎と診断された黒毛和種牛 50 頭から鼻咽頭スワブ（Swab）及び気管支肺胞洗浄液
（BALF）を採取し，細菌分離とともに，その薬剤感受性を調査した．Swab及び BALFからはおもにMycoplasma 

bovis及び Pasteurella multocidaが分離されたが，同一牛において両検体から同一細菌種が分離された割合は比較的
低かった．また，BALFから分離されたM. bovis及びP. multocidaは，おもにフルオロキノロン系抗菌薬に感受性であっ
たが，Swabから分離された同 2菌種の同系抗菌薬に対する薬剤感受性は低かった．以上より，重症慢性肺炎罹患牛の
鼻咽頭領域及び気管支肺胞領域からは，おもにM. bovis及び P. multocidaが分離されるが，同一供試牛から分離され
た同一菌種の細菌であっても，薬剤感受性が異なる可能性があることから，重症慢性肺炎罹患牛において Swabによる
肺炎原因菌の推定には慎重を要すると思われた．
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子牛の肺炎は，その成長に多大な影響を及ぼすばかり
かその生命をも奪いかねない重要な疾患であり，経済的
な損失もきわめて大きい［1, 2］．牛肺炎の抗菌薬療法
においては，臨床経験に基づく知見や鼻咽頭スワブ
（Nasophar yngeal swab：Swab）を用いた細菌分離検
査結果により得られた情報により抗菌薬が選択されるこ
とが多い［3-6］．しかし，健常子牛の気道においても，
鼻腔領域，咽頭領域及び気管には，さまざまな細菌が恒
常的に存在することは一般的に知られていることから
［3-9］，肺炎罹患牛の Swabを用いた細菌分離検査によ
り分離された細菌が，肺炎罹患領域の情報を正確に反映
しているかは疑問である．
一方，気管支肺胞洗浄（Bronchoalveolar lavage：

BAL）は，気管支肺胞領域のさまざまな情報をダイレク
トに得る手法として人医療，馬医療及び小動物医療にお

いて実施されている．特に馬医療においては，肺炎原因
菌の特定に留まらず肺炎の治療を目的とした BALが臨
床応用され，良好な臨床成績をあげている［10, 11］．
しかし，馬以外の大動物の BALに関する報告はきわめ
て少ないため［12, 13］，同一牛の鼻咽頭領域内及び気
管支肺胞領域内からの細菌分離に関する情報はほとんど
見当たらない．
本研究では，南九州において臨床的に肺炎と診断さ
れ，初診から 1カ月以上の肺炎に対する治療によっても
良化しなかった黒毛和種牛（重症慢性肺炎）に対して
Swabの採取とともに，気管支肺胞洗浄液（Bronchoalve-

olar lavage fluid：BALF）を採取し，肺炎に関連する
細菌の分離とともに，その薬剤感受性を明らかにするこ
とを目的とした．

産業動物臨床・家畜衛生関連部門
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材 料 及 び 方 法

本研究は，鹿児島大学動物実験委員会の承認を得て実
施した．
供試牛及び検査：南九州（鹿児島県，宮崎県，熊本県）
において，臨床経験が豊富な獣医師によりおもに臨床症
状及び身体検査から肺炎と診断され，家畜共済の診療指
針にのっとった治療を初診時から 1カ月間以上実施して
も終診に至らなかった黒毛和種牛 50 頭（重症慢性肺
炎：雄あるいは去勢 29 頭，雌 21 頭：月齢 5.3±2.2（平
均値±標準偏差）カ月：範囲 3～13 カ月）を供試し，
身体検査，血液検査，Swab及びBALFの細菌学的検査を
実施した．
身体検査：身体検査では，聴診による心拍数及び呼吸
数の計数，水銀体温計による直腸温測定及び胸部聴診を
実施した．
血液検査：血液は，供試子牛の頸静脈から真空採血管

（ベノジェクト，テルモ㈱，東京）を用いて採取した．
得られた血液は血液自動分析装置（pocH®-100iV Dif f，
シメックス㈱，兵庫）により白血球数（WBC），赤血球
数（RBC），ヘモグロビン濃度（Hgb）及びヘマトクリッ
ト値（Ht）を測定した．

Swab及び BALFの採材：消毒用エタノールに浸漬
した綿花を用いて鼻孔周辺を清拭した後，滅菌綿棒（メ
ンティップ病院用綿棒 1P3005，日本綿棒㈱，東京）を
常法に従い鼻咽頭部まで挿入し，スワブすることにより
Swabを得た．続いて，内視鏡を用いた BALFの採取を
既報［14］を参考に実施した．すなわち，非鎮静下で
内視鏡（OLYMPUS VQ TYPE 5112B，オリンパス㈱，
東京）を鼻孔から挿入し，鼻腔及び咽喉頭部を観察後，
リドカイン（キシロカイン注射液 2％，アストラゼネカ
㈱，大阪）による気道粘膜の表面麻酔を実施しながら気
管支へと内視鏡を進めた．その後，内視鏡を滲出液が観
察される肺葉（おもに中葉あるいは副葉．一部症例で左
前葉前部あるいは左前葉後部）へとつながる気管支へ進
め，直径約 5.5mmの気管支に楔入した．楔入部位の脱
気後，37℃に加温した滅菌生理食塩水 30mlを気管支鏡
の鉗子孔から注入し，即座に回収した．同操作を計 2回
実施し，混和したものを BALF検体とした．得られた
検体は冷蔵状態で検査室へ搬送し，検体採取後 4時間以
内に細菌分離検査に供した．

Swab及び BALFの細菌学的検査：Swabは 300μlの
滅菌生理食塩水に懸濁後，細菌分離検査に供した．
細菌分離検査は，5％馬脱繊維素血液含有コロンビア
寒天培地（BA培地； BBL Columbia Agar Base，日本
ベクトン・ディッキンソン㈱，東京）及びマッコンキー
寒天培地（MAC培地；MacConkey寒天培地「ニッス
イ」，日水製薬㈱，東京）用いて常法［15］により実施

した．Swab検体及び BALF検体を各培地に定量（1培
地当たり 50μl及び 0.5μl）を接種した．接種された BA

培地は 2 種類の培養法（37℃，5％ CO2 条件下及び
37℃，嫌気条件下）で，MAC培地は 1 種類の培養法
（37℃，好気条件下）で 24 時間培養された．培養後の
BA培地から細菌を分離し，純培養後にグラム染色検査
及び細菌同定検査（飛行時間型質量分析計：MALDI-

TOF/MS; autoflex speed TOF/TOF-KG，Br uker 

Daltonics，U.S.A.）を実施した．
マイコプラズマ分離検査は，細菌分離検査と同様の検
体をマイコプラズマ分離用寒天培地（マイコプラズマ
（NK）寒天生培地，関東化学㈱，東京）に塗布し，同培
地の操作手順通りに培養（直接培養）するとともに，マ
イコプラズマ増菌培地（マイコプラズマ（NK）培地，
関東化学㈱，東京）に接種し，同増菌培地の操作手順通
りに培養（増菌培養）した．増菌培養液は，その後，1
白金耳をマイコプラズマ分離用寒天培地に塗布後，同培
地の操作手順通りに培養し，実体顕微鏡で観察した．培
地上の目玉状のコロニーについては，TOF-MSを用い
て同定した．なお本研究においては，主要肺炎原因菌で
あ る M a n n h e i m i a h a e m o l y t i c a，P a s t e u r e l l a 

multocida，Histophilus somni 及び Mycoplasma 属を
分離・同定対象細菌とし，それ以外の細菌はその他細菌
とした．
薬剤感受性試験：BALFから分離された P. multocida 

22 株及びM. bovis 25 株について，既報［3, 6］に準じ
た微量液体希釈法あるいは寒天平板培地希釈法により実
施した．すなわち，P. multocidaは 5％馬脱繊維素血液
含有ミューラーヒントン寒天平板希釈法（抗菌薬濃度：
8，4．2，1，0.5，0.25μg/ml）により，M. bovisにつ
いては，微量液体希釈法（抗菌薬濃度：16，8，4，2，1，
0.5，0.25，0.125μg/ml）により，各細菌の発育を 50％
あるいは 90％阻止する最小発育阻止濃度（それぞれ
MIC50，MIC90）を検査した．供試薬剤は，アモキシリ
ン（AMPC），アンピシリン（ABPC），チアンフェニコー
ル（TP），フロルフェニコール（FF），タイロシン
（TYL），チルミコシン（TIL），カナマイシン（KM），
オキシテトラサイクリン（OTC），クロルテトラサイク
リン（CTC），エンロフロキサシン（ERFX），マルボフ
ロキサシン（MRFX）及びオルビフロキサシン（ORFX）
の 12 薬剤とした．
さらに，Swabから分離された細菌については，純培
養され，かつ同一供試牛の BALFでも同種の細菌が分
離された P. multocida 14 株（供試牛 No. 5，10，16，
17，18，22，24，25，30，35，38，45，47 及び 48）及
び M. bovis 12 株（供 試 牛 No. 7，11，13，14，16，
17，18，20，27，32，38 及び 48）ついて，同様に薬剤
感受性試験を実施した．
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成績の表記：データの一部は，平均値±標準偏差で示
した．

成　　　　　績

身体検査：供試牛全頭で，心拍数，呼吸数及び体温の
上昇が認められ，胸部聴診により異常呼吸音が聴取され
たことから肺炎の病態が継続しているものと診断した
（表 1）．
血液検査：血液検査では，WBCが高値（12,200±
4,804/μl）を示したが，RBC，Hgb及び Htはおおむね
健常牛の値に近似していた（表 1）．
細菌学的検査：Swab及びBALFの細菌学的検査では，
主要肺炎原因菌をはじめ多数の細菌が分離された（表
2）．Swab及び BALFからの主要肺炎原因菌の分離割合
は P. multoicdaが Swab 50 検体中 25 検体（50.0％）及
び BALF 50 検 体 中 22 検 体（44.0％） か ら，M. 

haemolitycaが BALF 50 検体中 1 検体（2.0％）から分
離された（表 2）．また，M. bovisは Swab 50 検体中 16
検体（32.0％）及び BALF 50 検体中 50 検体（100％）
から分離された．SwabからはM. haemolytica及び H. 

somniの分離はなかったが，その他細菌も一部分離され
た．一方，BALFからは，H. somniの分離及びその他
細菌の分離はなかった（表 2）．
同一牛において Swab及び BALFの両検体から同一
細菌種が分離された割合（分離陽性一致率）は，両検体
のいずれか，あるいは両検体ともに分離陽性であった検

体のうち P. multocidaでは 42.4％（33 頭中 14 頭），M. 

haemolytica 0.0％（1 頭中 0 頭），M. bovisでは 32.0％
（50 頭中 16 頭）であった（表 2）．
薬剤感受性試験：BALFから分離された P. multocida

及びM. bovisの薬剤感受性試験結果からは，同 2菌種
ともにMIC90 はフルオロキノロン系抗菌薬（エンロフ
ロキサシン，マルボフロキサシン及びオルビフロキサシ
ン）では 1μg/ml以下であったが，他の抗菌薬では比較
的高かった（表 3）．
一方，同一供試牛の Swab及び BALFから分離され
た細菌の薬剤感受性は，採材部位により異なっていた．
すなわち，Swabから分離された P. multocida及びM. 

bovisのMICはフルオロキノロン系抗菌薬を含めた供
試抗菌薬全てにおいて高値であったが，同一供試牛の

供試牛
番号

Pasteurella 
multocida

Mycoplasma 
bovis

Swab BALF Swab BALF

1 － － － ＋
2 － － － ＋
3 － ＋ － ＋
4 － － － ＋
5 ＋ ＋ － ＋

6 － － － ＋
7 ＋ － ＋ ＋
8 － ＋ － ＋
9 － ＋ － ＋
10 ＋ ＋ － ＋

11 － ＋ ＋ ＋
12 － ＋ － ＋
13 － － ＋ ＋
14 － － ＋ ＋
15 － － － ＋

16 ＋ ＋ ＋ ＋
17 ＋ ＋ ＋ ＋
18 ＋ ＋ ＋ ＋
19 － － － ＋
20 － － ＋ ＋

表 2　供試肺炎罹患子牛 50 頭の鼻咽頭スワブ（Swab）及び気管支肺胞洗浄液（BALF）からの主要肺炎原因菌の分離結果

供試牛
番号

Pasteurella 
multocida

Mycoplasma 
bovis

Swab BALF Swab BALF

21 ＋ － － ＋
22 ＋ ＋ － ＋
23 ＋ － － ＋
24 ＋ ＋ － ＋
25 ＋ ＋ － ＋

26 － － － ＋
27 － － ＋ ＋
28 － － － ＋
29 ＋ － － ＋
30 ＋ ＋ － ＋

31 － － － ＋
32 ＋ － ＋ ＋
33 － ＋ － ＋
34 － ＋ － ＋
35 ＋ ＋ － ＋

36 ＋ － － ＋
37 ＋ － － ＋
38 ＋ ＋ ＋ ＋
39 － ＋ ＋ ＋
40 － － － ＋

供試牛
番号

Pasteurella 
multocida

Mycoplasma 
bovis

Swab BALF Swab BALF

41 － － － ＋
42 － － ＋ ＋
43 － － － ＋
44 ＋ － － ＋
45 ＋ ＋ － ＋

46 ＋ － － ＋
47 ＋ ＋ － ＋
48 ＋ ＋ ＋ ＋
49 ＋ － ＋ ＋
50 ＋ － ＋ ＋

陽性分
離率
（％）

50.0 44.0 32.0 100.0

＋：分離陽性，－：分離陰性
その他，M. haemolitycaは BALF 50
検体中 1検体（No. 9； 2.0％）から分
離されたが，Swabからは分離されな
かった．
また，H. somni は BALF 及び Swab
からの分離はなかった．

表 1　供試肺炎罹患子牛の身体検査及び末梢血液検査結果

単 位
結　果

平均値±標準偏差 範 囲
（最小値～最大値）

心拍数 回／分 82±7 70～90
呼吸数 回／分 81±8 60～90
直腸温 ℃ 39.5±0.3 38.9～40.0
白血球数 /μl 12,200±4,804 6,900～24,000
赤血球数 ×103/μl 1,221±171 835～1,461
ヘモグロ
ビン濃度 g/dl 12.8±2.1 8.5～16.4

ヘマトク
リット値 ％ 42.7±7.9 28.6～53.5
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BALFから分離された同 2菌種ともに，フルオロキノロ
ン系抗菌薬（エンロフロキサシン．マルボフロキサシン
及びオルビフロキサシン）のMIC90 は 1μg/ml以下で
あった（表 4）．

考　　　　　察

従来，肺炎原因菌の分離は，おもに鼻汁や Swabの細
菌学的検索により行われてきた［3-9］が，鼻腔や鼻咽
頭には健常時でも細菌が存在することから，分離されて
きた細菌が肺炎原因菌であるとは限らない．また，気管
カテーテルを用いた簡易な BALから得られた検体を解
析した報告［8, 13］もあるが，盲目的にカテーテルを
挿入していることから，採材部位が特定されないため，
肺炎に関与している細菌が分離されているかは不明であ
る．いずれにしても，重症慢性肺炎罹患牛の BALFを

内視鏡下で採取し，細菌学的に解析した報告は見当たら
ない．そこで本研究では，南九州で飼養される重症慢性
肺炎罹患牛の BALFを Swabとともに検査し，肺炎に
関与する細菌及びその薬剤感受性を調査した．
子牛の肺炎の多くは，ウイルス，P. multocida，M. 

haemolytica，H. somni及びM. bovisが複雑に絡み合っ
て発症すると報告されている ［1, 4, 8, 9］．しかし，本
研究における BALFからの細菌分離は，P. multocida

と M. bovis が主体であり，M. haemolytica 及び H. 

somniはほとんど分離されなかった．このことは，供試
した重症慢性肺炎罹患牛が 1カ月以上の長期間にわたっ
て，さまざまな抗菌薬で治療されてきたことや採材した
地域が関連するかもしれないが，詳細は明らかにするこ
とはできなかった．
薬剤感受性試験の結果からは，Swabから分離された

表 3　気管支肺胞洗浄液から分離された Pasteurella multocida及びMycoplasma bovisの薬剤感受性試験結果

抗菌薬名 略 号
Pasteurella multocida（22 株） Mycoplasma bovis（25 株）

範 囲 MIC50 MIC90 範 囲 MIC50 MIC90

アモキシシリン AMPC ≦ 0.25～＞8 ＞8 ＞8 16～＞16 ＞16 ＞16
アンピシリン ABPC ≦ 0.25～＞8 0.5 8 16～＞16 ＞16 ＞16
チアンフェニコール TP ≦ 0.25～＞8 2 ＞8 1～＞16 4 16
フロルフェニコール FF ≦ 0.25～＞8 0.5 ＞8 0.25～＞16 4 8
タイロシン TYL 8～＞8 ＞8 ＞8 0.125～＞16 8 ＞16
チルミコシン TIL ≦ 0.25～＞8 4 ＞8 4～＞16 ＞16 ＞16
カナマイシン KM 4～＞8 ＞8 ＞8 0.125～＞16 4 16
オキシテトラサイクリン OTC 4～＞8 ＞8 ＞8 0.5～＞16 ＞16 ＞16
クロルテトラサイクリン CTC 1～＞8 ＞8 ＞8 0.25～＞16 8 ＞16
エンロフロキサシン ERFX ≦ 0.25～1 0.5 1 ≦ 0.125～2 0.5 1
マルボフロキサシン MRFX ≦ 0.25～1 0.5 1 ≦ 0.125～2 0.5 1
オルビフロキサシン OBFX ≦ 0.25～1 0.5 1 ≦ 0.125～2 0.5 1

単位：μg/ml

表 4　同一供試牛の鼻咽頭スワブ（Swab）及び気管支肺胞洗浄液（BALF）から分離された Pasteurella multocida，Mycoplasma 
bovisの最小発育阻止濃度（MIC）

抗菌薬 略 語

Pasteurella multocida（14 頭） Mycoplasma bovis（12 頭）

Swab BALF Swab BALF

範 囲 MIC50 MIC90 範 囲 MIC50 MIC90 範 囲 MIC50 MIC90 範 囲 MIC50 MIC90

アモキシシリン AMPC 1～＞8 ＞8 ＞8 ≦0.25～＞8 ＞8 ＞8 16～＞16 ＞16 ＞16 16～＞16 ＞16 ＞16
アンピシリン ABPC 1～＞8 8 ＞8 ≦0.25～＞8 0.5 4 16～＞16 ＞16 ＞16 ＞16 ＞16 ＞16
チアンフェニコール TP 2～＞8 8 ＞8 0.5～＞8 2 ＞8 2～＞16 8 16 1～16 4 16
フロルフェニコール FF 2～＞8 4 8 ≦0.25～＞8 0.5 ＞8 2～＞16 4 16 0.5～8 2 8
タイロシン TYL 8～＞8 ＞8 ＞8 8～＞8 ＞8 ＞8 8～16 16 16 1～8 8 8
チルミコシン TIL 8～＞8 ＞8 ＞8 0.5～＞8 4 ＞8 8～＞16 ＞16 ＞16 4～＞16 ＞16 ＞16
カナマイシン KM 8～＞8 ＞8 ＞8 8～＞8 ＞8 ＞8 8～＞16 ＞16 ＞16 1～＞16 4 16
オキシテトラサ
イクリン

OTC 2～＞8 8 ＞8 4～＞8 ＞8 ＞8 2～＞16 8 16 0.5～＞16 4 16

クロルテトラサ
イクリン

CTC 4～＞8 8 ＞8 2～＞8 ＞8 ＞8 4～16 8 16 0.25～16 8 16

エンロフロキサシン ERFX 2～＞8 8 ＞8 ≦0.25～1 0.5 1 4～16 8 8 ≦0.125～1 0.25 0.5
マルボフロキサシン MRFX 2～＞8 8 ＞8 ≦0.25～1 0.5 1 8～16 16 16 ≦0.125～1 0.5 1
オルビフロキサシン OBFX 2～＞8 8 ＞8 ≦0.25～1 0.5 1 8～＞16 16 ＞16 ≦0.125～1 0.5 1

単位：μg/ml
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P. multocida及びM. bovisのMICは，フルオロキノロ
ン系抗菌薬を含む多くの抗菌薬で高値であったが，
BALFから分離された同 2菌種のMICはフルオロキノ
ロン系抗菌薬においては低値であった．このことは，同
一供試牛から分離された同一菌種の細菌であっても，薬
剤感受性が異なる可能性があることから，重症慢性肺炎
罹患牛において Swabによる肺炎原因菌の推定には慎
重を要すると思われた．本研究では分離細菌株の遺伝学
的な検査は実施していないため，採材部位による薬剤感
受性の相違については，今後明らかにする必要があると
考えられた．
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SUMMARY

In this study, nasophar yngeal swabs (Swab) and bronchoalveolar lavage fluids (BALF) were collected from 
50 Japanese black cattle diagnosed with severe chronic pneumonia, and identification of the causative bacteria 
of pneumonia and its antibiotic susceptibilities were investigated.  Mycoplasma bovis and Pasteurella multocida 
were mainly isolated from Swab and BALF.  However, the rates at which the same bacterial species were isolat-
ed from both specimens in the same cow were relatively low.  In addition, M. bovis and P. multocida isolated 
from BALF were mainly sensitive to fluoroquinolones, but the antibiotic susceptibilities of the same two spe-
cies isolated from Swab were low.  From the above, M. bovis and P. multocida were mainly isolated from the 
nasophar yngeal area and bronchoalveolar area of cattle with severe chronic pneumonia, but the antibiotic sus-
ceptibility dif fers depending on the collection site, even if the same bacterial species is a possibility.  It seems 
necessar y to be careful about estimating the pneumonia causing bacteria by Swab in calves with severe pneu-
monia. ─ Key words : antimicrobial susceptibility, bronchoalveolar lavage fluid, Mycoplasma bovis, Pasteurella multocida, 
pneumonia.
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