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福岡における百 日咳の流行:分 離状況および

MIC分 布(1990-1993)
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要 旨

1990年8月 か ら1993年3月 までの30カ 月間 に福岡県内6病 院小児科を受診 した百 日咳様患者を対象 と

して,百 日咳菌分離を行った.こ の期間 に菌検索 を行った179検 体 から43株(24%)の1,3,6型 のK抗

原因子を保有する百 日咳菌 と1株 のパラ百日咳菌 を分離した.百 日咳菌を分離 した患者の年齢は1歳 未

満が22名(51%),1歳 か ら10歳 が18名(42%),成 人が3名 であった.こ れ ら43名 中39名 がDPTワ クチ

ン未接種であったが,3名 はDPTワ クチン接種済みであった.分 離菌株の23薬 剤 に対する最小発育阻止

濃度(MIC)を 求 めた.MIC測 定 は微量液体希釈法で行った.PIPC,EM及 びCPZのMIC5。(使 用菌

株50%に 対 するMIC値)は0.005,0.02及 び0.01μg/m1で あ った.ま た,CER及 びCCLのMIC,。 は各々

10及 び20μg/mlで あ り,分離菌株 はこれ ら薬剤 に対 して耐性であった.更 に従来か ら用いられている寒

天平板希釈法 も併せて実施 し,微 量液体希釈法 と比較検討 した.両 法による使用菌株のMICは 何 れの薬

剤 も同 じかやや寒天平板希釈法の方が高かった.

序 文

日本 における百日咳患者数は,1975年 の全菌体

DPTワ クチ ン接種の中断及びその後 のワクチ ン

接種率の低下によって著 しく増加 した.そ の後の

ワクチン接種率の回復,更 に1981年 秋からは改良

DPTワ クチ ンの採用によって患者数は減少 して

いる1).福 岡県においても同様 の傾向を辿ってい

るが,百 日咳様患者数は全国平均 よりも多い2).そ

こで我々は百 日咳菌を検出することにより,そ の

流行の実態を把握することを試みた.従 来か ら百

日咳菌の臨床分離は困難 といわれている3).そ の

理由の1つ に挙 げられるのが分離培地の問題であ

る.百 日咳菌の分離培地は新鮮な血液の添加を必

要 とす るBordet-Gengou agar培 地やcharcoal

horse blood agar培 地が使用されている4)が,これ

らの培地 は保存性等の点で劣っている.今 回の百

日咳菌分離には,1983年 に今泉 らによって開発さ

れ た 血 液 を使 用 し な いCyclodextrin Solid

Medium(CSM寒 天培地)5)を用いた.ま た,分 離

菌株の血清型別を行い,全 国傾向 と比較 した.一

方,分 離菌株の薬剤 に対す るMICを 微量液体希

釈法及び寒天平板希釈法により測定 し,百 日咳菌

の薬剤感受性について検討 した.

材料及び方法

1.検 体材料

1990年8月 か ら1993年3月 までの30カ 月間に,

百 日咳様疾患 と診断された患者145例 及びその家

族34例 か ら採取された計179例 の鼻咽頭粘液 を検

査材料 とした.
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2.百 日咳菌 の分離及 び同定

分 離 培 地 は,CSM寒 天 培 地5)にcephalexin

(CEX)5μg/ml(Oxoid社)を 加 えたCEX・CSM

寒 天 培地 を使用 した.CSM培 地 作製 に使 用 した

dimethyl-β-cyclodextrinは 帝 人 株 式会 社 よ り分

与 された.綿 棒 で採取 した材料 を直接,分 離培 地

上 に塗 抹 し,35℃,3～7日 間培 養 した.培 養後

2～3日 以降 に出現 したやや黄色 み を帯 びた 白色

不 透 明 の半 円形 に隆起 した単 一 コ ロニー(直 径

0.5～1.5mm)をCSM培 地 で純粋培 養 した.百 日

咳菌 及 びパ ラ百 日咳菌 の同定 は微生物 検査 必携6)

に準 拠 した.血 清型別 は国立予 防衛 生研究所 に依

頼 した.

3.使 用 薬剤

薬剤感 受性試験 に使 用 した薬剤 はペニ シ リン系

3種ampicillin (ABPC),piperacillin (PIPC),

amoxicillin (AMPC),マ ク ロライ ド系4種eryth-

romycin (EM),midecamycin (MDM),

josamycin (JM),rokitamycin (RKM),テ トラ

サ イ ク リ ン系2種tetracycline(TC),minocy-

cline (MINO),ア ミノ グ リコ シ ド系3種strepto-

mycin (SM),gentamicin (GM),kanamycin

(KM),セ フ ェム系8種cephaloridine (CER),

cefoperazone (CPZ),cefotaxime (CTX),cef-

metazole (CMZ),Homoxef (FMOX),cefaclor

(CCL),cefixime (CFIX),latamoxef (LMOX)

並 び にchloramphenicol (CP)及 び その他合成 抗

菌 剤2種sulfisoxazole (SA),nalidixic acid

(NA)の 合 計23種 で ある(Table 1).

4.薬 剤 感受性試験

微 量液体希釈 法及 び寒 天平板希釈 法 による薬 剤

感 受性 試 験 はNCCLS7)及 びHoPPeら8)の 方 法 に

より実施 した.

1)薬 剤 の調 整:各 薬 剤 の希 釈 はCSM液 体 培

地5)8)を用 い,微 量液 体希 釈 法 で は400～0.005μ1/

ml,寒 天 平 板希 釈 法で は800～0.01μl/mlの 濃 度

で2倍 階段希釈 を行 った.希 釈 した各薬 剤 は微量

液 体希 釈法 で はマ イ ク ロプ レー トに25μ1ず つ分

注 し,寒 天 平板希釈法 で は1m1をCSM寒 天 培 地9

mlに 添 加混合 した.

Table 1 Antibiotics for susceptibility test of Bordetella pertussis
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2) 菌液の調整:薬 剤感受性試験供試菌 は, 分離

菌株中無作為 に抽出した27株 を用いた.各 菌株 を

CSM寒 天培地で35℃,2日 間培養 を2回 繰 り返

した後,滅 菌綿棒でか き取 り,CSM液 体培地5)8)に

McFarlandNo.0.5相 当に懸濁 し,同 液体培地で

約106CFU/mlと なるよう希釈 した.微 量液体希釈

法では各ウエルに100μl,寒天平板希釈法では各寒

天表面に1～2μlの 各菌液 を接種 した.

3)判 定:両 法いずれ も菌 を接種 した後,35℃3

日間培養後,菌 生育の有無を判定 した.

成 績

1.百 日咳菌分離結果

菌検索 を行 った179検 体から43株(24%)の 百日

咳菌 と1株 のパラ百 日咳菌を分離 した.百 日咳菌

43株 中6株 は,患 児の父親1名,母 親2名 及び同

胞3名 から分離された.一 方,調 査期間中の分離

数を月別に見ると初夏か ら秋にかけて多 く,特 に

1991年6月 か ら11月 に全体の67%が 分離 された

(Fig.1).ま た,Fig.1に 結核 ・感染症サーベイラ

ンス事業での福岡県における1定 点当たりの患者

数2)をこの期間について示 した.そ の結果,今 回の

Fig. 1 Incidence of pertussis in Fukuoka

Date

-○-; No. of cases with synptoms of clinical pertussis
submitted per month  of surveillance in F ukuoka 2)

■: No. of pertussis cases by B.pertussis isolation

百 日咳菌分離 数 とサ ーベ イ ランスに よる患者数 と

の月別の挙動 が極 めて良 く一致 していた.

2.患 者 の年齢,DPTワ クチ ン歴及 び分離菌株

の血 清型別

百 日咳菌 を分 離 した患者 の年齢 は1歳 未満 が22

名(51%),1歳 か ら10歳 が18名(42%),ま た成 人

が3名 で あった.こ れ ら43名 中39名 がDPTワ ク

チ ン未接 種者 で あったが,3名 はDPTワ ク チ ン

接種 済 みであった(Table2).今 回分 離 された43

株 の 百 日咳菌 は,い ずれ も1,3,6のK抗 原 因子

を保 有 していた.地 方衛 生研 究所 で全 国的 に百 日

咳 菌分離 を実施 した調査 結果9)で は,分 離 菌株 の

95%が1,3,6のK抗 原 因子 を保有 してお り,福

岡県 におけ る結果 と一致 す る ものであ った.

3.薬 剤 感受性結 果

Table3に 各 菌株の各薬 剤 に対 す る微 量液体 希

釈 法 に よ るMICの 分 布 を示 した.PIPCのMIC

は0.001～0.156μg/mlで,極 めて優 れた百 日咳菌

発 育阻止効果 を示 した.マ クロライ ド系薬剤4種

の百 日咳菌 に対 す るMIC50は い ず れ も0.078μg/

ml以 下 を示 し良好 な結果 で あった.一 方,CCL及

びCERのMICは す べ て5μg/ml以 上 で あ り,分

離 菌株 は両薬 剤 に対 して耐 性 で あった.CMZの

MICは1.25～2.5μg/mlで あ った.CPZは 高 い菌

発育 阻止効果 を示 し,そ のMIC50は0.01μg/mlで

あ ったが,2株 のMICは1.25μg/mlで あ った.ま

た,LMOXのMICは0.02～0.078μg/mlと 高 い

発 育阻止効果 が見 られた.他 のCTX,FMOX及

びCFIXのMIC50は,そ れぞ れ0.625,0.625及 び

1.25μg/mlで あ った.GM,SM及 びKMのMIC

Table 2 Age and vaccination history of bacter-

iologically confirmed patients of pertussis
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Table 3 Distribution of differences in the MICs of 23 antimicrobial agents for 27B. pertussis

isolates

No. of isolates with MICs 0.4g/ml) of:

は,各 々0.02～0.313,0.625～2.5及 び0.313～1.25

μg/mlで あ った.MINOのMICは0.01～0.625

μg/mlでTCの0.313～2.5μg/mlに 比 べ て 約40

倍 強 い発 育 阻止 効 果 が見 られ た.CP,SA及 び

NAのMIC5。 は いずれ も1.25μg/mlで あ った.

一 方
,薬 剤感受性 試験法 に は寒天平板希釈 法が

従来 か ら実施 されてい るので,両 方法のMIC,。 に

っいて比 較検討 した.Fig.2に23薬 剤 の27百 日咳

分 離菌 株 に対 す るMIC50を ヒ ス トグ ラム で示 し

た.CP以 外 の22薬 剤 で は寒 天平板 法 の方が微 量

液体 希釈法 に比 べ,MIC50が 同 じか やや高 い傾 向

にあ った.

考 察

福 岡 におけ る百 日咳様 患者 か らの菌分 離数 を,

サ ーベ イ ランス事 業 にお け る定点 か らの報 告数2)

と月 別 に比較 したが,両 者 の挙動 は良 く一致 し,

サ ーベ イラ ンス事業 の情報 が実際 の百 日咳 の流行

を反映 してい るこ とが示 唆 された.

「百 日咳の疫学 に関す る研究 」(班 長:木 村三生

夫)で1973～1974年 に地 方衛 生研究所 を中心 とす

Fig. 2 Comparison of broth microdilution with

agar dilution for susceptibility test of B. pertussis

isolates

MIC (pg/ml) for 50% of B.pertussis isolates

平成7年8月20日
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る百 日咳患者及び免疫度調査が行われた10).こ の

調査時の百日咳菌の分離されている患者の年齢層

は1～5歳 が多 く,全 体 の56%を 占めていた.今

回の福岡での調査では,1～5歳 の患者 は32%で,

1歳 以下 の発生が全体 の51%で あった.ま た,

Marchantら11)がMassachusettsで の百日咳の発

生の低年齢化を報告 しているが,福 岡で も同様の

傾向を示 している.ま た,今 回の調査期間中1991

年 の春から秋 にかけて明 らかに百 日咳の流行が

あった と考えられた.さ らに,今 回成人か ら分離

された3例 はいずれ も菌陽性患者 の父母 であっ

た.成 人3例 中2例 は百 日咳症状は軽微であり,

また1例 は全 く無症 状 で あった.多 くの研 究

者12)～14)は成人による百 日咳菌の小児への伝播 の

可能性 を指摘 しているが,今 回の患者の親から分

離された3事 例 も親が感染源 となっている可能性

は否定できない.

一方,薬剤感受性試験結果についてみると,1987

年に渡辺 ら15)が1975～1985年 に分離した菌株 につ

いて10%脱 繊維馬血液加感受性ディスク用培地 を

用い寒天平板希釈法 によって19種 の薬剤のMIC

を測定 している.今 回分離した百 日咳菌の寒天平

板希釈法でのMICの 結果 と比較す ると,使 用培

地 は異なるものの渡辺 らの報告 よりもABPC及

びAMPCのMIC50が 約10倍 高 かった.HoPPe

ら8)がEMに ついて百 日咳菌の薬剤感受性試験を

微 量 液 体 希 釈 法 に よって行 い,そ のMICは

0.016～0.063μg/mlで あ り,我 々の0.01～0.078

μg/mlと 同様の結果 を示していた.そ の他のマク

ロライ ド系薬剤であるMDM,JM及 びRKMの

MIC5。 は0.078μg/ml以 下であった.

最近ではPCR法 を用いた診断法が普及 し16),

菌陽性者の確認が迅速且つ高感度 になっている.

菌分離にこれらの手法 を加 え菌陽性者を確認する

ことは,流 行の事実確認 と共にキャリアー等の問

題 も含 めて百 日咳予防に役立つ もの と考 えられ

る.
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Prevalence of Pertussis in Fukuoka: Incidence and MICs of

Antibiotics for Bordetella pertussis Isolate
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Noriko OHBUCHI3) & Kohji UEDA2)

1)Fukuoka Institute of Health and Environmental Sciences
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For bacteriological examinations of whooping cough patients, nasopharyngeal specimens

were directly inoculated on the cyclodextrin solid medium (CSM) supplemented with5 1ug of

cephalexin (CEX) per ml. The inoculated plates were cultured in an incubator at 35C for 3 to 7

days. During the period from 1990 to 1993, B. pertussis (43 strains) and B. parapertussis (1 strain)
were isolated from 145 whooping cough patients and 34 relatives. B. pertussis were isolated

sufficiently in June to December during the year. It was suggested that during this period

epidemics of whooping cough occurred. All isolates of B. pertussis had K antigen consisting of 1,
3, and 6.

The determination of minimal inhibitory concentrations (MIC) of antibiotics to B. pertussis

was carried out by the micro dilution technique modified from the standard methods. The

Stainer-Scholte broth, supplemented with heptakis (2,6- O-dimethyl) /3-cyclodextrin, was used for
dilution of the drug, and also for cultivation of bacteria. For determining susceptibility of

bacteria to antibiotics, twenty seven isolates of B. pertussis and one of B. parapertussis were

precultured on CSM at 35C for 2 days. The turbidity of broth cultures was adjusted to that of
McFarland no. 0.5, and diluted to the concentration of 106 CFU/ml. One hundred ,u l of these

suspensions were added to 25 ,ul of each antibiotic solution. After incubation for 3 days at 35C,

the turbidity of the bacteria was read macroscopically for determining the MICs. On the other

hand, we compared the agar dilution MICs of 23 antibiotics to the broth microdilution MICs for
27 B. pertussis isolates. MICs determined by the agar dilution method were approximately the

same or 2 fold of MICs determined by the broth microdilution method. Therefore the in vitro

data from the present studies confirm the excellent inhibitory activity of piperacillin, eryth-

romycin and cefoperazone, MICs which ranged from 0.001-0.156, 0.01-0.078 and 0.002-0.078

ug/ml, respectively. Cephaloridine and cefaclor MICs for 90% of B. pertussis isolates were 10 and
80u g/ml, respectively.
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