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緒雷

大腸菌 (Escherichia coli)は，温血動物における腸内常在菌叢

(normal flora)を構成する細菌の一種であり，腸内細菌科 (family

Enterobacteriaceae) 功 Escherichia属に崩し，適性嫌気性，運

動性あるいは非運動性，ブドウ糖発酵，硝酸塩還元，グラム除性梓

菌である。その種類も多く，細胞表面にあるリポポリサッカライド

(LPS)の抗原構造の違いにより 01から 0173に，鞭毛の抗原構造の違

いにより H1から H56に区別され，これらの組合せにより血清型が決

定される。また，大腸醤の中には，ヒトが食品とともに摂取すると

下痢，腹痛などの食中毒様症状を示すものがあワ，下痢原性大腸薗

と呼ばれている。これらは患者が示す臨床症状と菌がもっ病原因子

の違いにより主に次の 4つのカテゴリーに分類されている〈表 1)

1.腸管病原性大腸菌 (enteropathogenic Escherichia coli.EPEC) 

2.腸管毒素原性大腸菌 (enterotoxigenic Escherichia coli， 

ETEC) 

3.腸管侵入性大腸菌 (enteroinvasive Escherichia coli.EIEC) 

4.腸管出血性大腸菌 (enterohemorr・hagic Eschθr i ch i a c 01 i， 

EHEC)または Vero毒素産生性大腸菌 (verocytotoxin-producing

Escherichia coli， VTEC)または志賀毒素産生性大腸菌

(shiga toxin-producing Escherichia coli，STEC) 

これらの中で， EHEC感染症は， EPEC， ETEC， EIEC感染症が食中毒

として取扱われるのに対して. 1996年からは「伝染痛予跨法 j の指

定伝染病， 1999年からは f惑染症の予跨及び感染誌の患者に対する

医療に関する法律 J の三類感染症として特別な行政的対応がなされ

てきた。その理由には，ヒトが食品などを合して感染した場合仁は

その産生する毒素 (verocytotoxin:VTまたは shiga toxin:Stx)によ

1 



り激しい腹痛と血性下痢を主徴とする出血性大腸炎（hemorrhagic

c◎1itis）を起し，重篤なケースでは溶血性尿毒症症候群

（hemoエytic　uremic　syndrome：HUS）や脳症などを併発し，死に至る

こともあり，特に注目しなければならない感染症である［38］。

　朋EC　OI57：留（一）（以下，甜冠C◎157）は，1977年にK盤傭alch櫨

ら［29］によりその存在が明らかにされたが当時はあまり注目されな

かった・1982年に米国のオレゴン州とミシガン州の同一チェーン店

のレストランで販売されたハンバーガーを原因食品として発生した

集団下痢症の起因菌としてRileyら［37］が報告し，世界的に注目さ

れるようになった。

　わが国では，1985年に小林ら［22］がさかのぼり調査により本菌に

よる下痢症患者の存在をはじめぞ明らかにした。その後．全国各地

で散発下痢症患者からの分離報告［23］があり，1990年には埼玉県の

幼稚園でわが国で最初の集団下痢症の発生があった［16，39］。さら

に，1996年5月には岡山県の小学校で発生した集団下痢症を発端と

して，中国・関西地区を中心に全国的に多発し，同年7月には大阪

府堺市の小学校で患者数が5，700名余¢大規模集団下痢症の発生が

あった［17，24，25，26］。これらの事件の発生を契機として国民の

聞にも本菌は広く関心が持たれるようになった。

　本感染症の原因食品として，米国，カナダ，英国ではハンバーガ

ー（牛挽肉），ローストビーフ，牛肉，生牛乳，飲料水，アップル

サイダー，生野菜類などがあげられている［14，17］。特に，牛は重

要な保菌動物の一つと考えられている［7，8，11，12，18，18，32

，　33，　34］。

　わが国の集団下痢症の原因食品としては，カイワレ，おかかサラ

ダ，ポテトサラダといった野菜類が多く，牛生レバーによる散発事

例が報告されていたが牛肉による事例はあまり多くなかった。

2



しかし，近年牛ステーキや牛たたきといった牛に関連するdiffuse

o航breakの報告もあり，汚染源として牛の関わりが強く示唆されて

いる［30，34，40］。しかし，わが国においては原因菌が分離されず

原因食品や感染源が特定されない事件が多く，食肉，野菜からの原

因菌の確実な分離法の確立が望まれている。また，ヒトや牛から分

離されたE麗CO157の疫学的解析を行うことはその発生防止対策上

重要なことであり，近年，分子疫学的解析法であるパルスフィール

ド・ゲル電気泳動法（興lsed－field　gel　electτ◇凶oresis：PFG鷺）

が広く行われている。カナダ，英国などにおいては，ファージ型劉

は菌株の由来を特定するPFGEに次ぐ有用で簡便な方法として疫学調

査に広く用いられている［1，5，9，10，21，31］。しかし，わが国

においては，ファージ型別に関してはlz霊讃yaら［15］やAkibaら［2，

3］の報告があるのみでほとんど行われていない。

　そこで，本研究では，EHEC　O157の疫学的解析に関する基礎的研

究は重要と考え，ヒトおよび牛由来EHEC　O157の疫学マーカーの検

討，物理的条件下におけるEHEC　O157の増殖性の検討，食品（食肉

，野菜）からのEHEC　O157分離法の検討，野菜からの凍結損傷EHEC

O157分離法の検討および静岡県における食品，環境水などのEHEC　O

157の汚染状況調査を行った。

3



第一章

　ヒトおよび牛由来EHEC　O157の疫学マーカーの検討

1．材料および方法

1．供試材料

（1）ヒト由来E龍CO157菌株

　1987年から2000年目間に，静岡県内で発生した集団感染例，家

族内感染例，散発例の下痢症患者糞便から分離されたヒト由来

17◎菌株を供試した。

（2）牛由来EHEC　O157菌株

　1987年から1999年の聞に，静岡県内の食肉衛生検査所における

糞便や枝肉など検査において分離された牛由来50菌株および1996

年から1999年の間に，全国食肉衛生検査所協議会に加盟している

全国の食肉衛生検査所における糞便や枝肉などの検査に毒いて分

離され，カジトン培地により送付された牛由来325菌株の計375菌

株を供試した。

　なお，EHEC　O157菌株を送付された全国の食肉衛生検査所は表2

のとおりであった。

2．検査方法

（1）EHEC　O157同定検査（図1）

　菌株をセフィキシム亜テルル酸カリウム加ソルビトールマッコ

ンキー培地（CT－SHAC）に再分離iし，発育したソルビトール非分

4



解集落をセロビオース加HG寒天培地（CLIG：極東）に接種した。

37℃，24時間培養後，CLIGにおいて典型的な大腸菌の性状を示す

とともに，インドール産生一陽性，チトクロームオキシダーゼろ

紙（日水）によるチトクロムオキシダーゼー陰性，皿UG（β一レ

Glucuronidase）テストー陰性および大腸菌0157検出キット

「UNI」（OXOID）によるスライドラテックス凝集反応一陽性を示し

た菌株をEHEC　O157と推定した。

　続いて，冠HEC　O157と推定した菌株について血清型別およびベ

ロ毒素産生性確認検査によりEHEC　O157と同定した。

　また，EHEC　O157と同定した菌株について薬剤感受性およびフ

ァージ型別検査を行った。

（2）血清型別検査

　常法にしたがい病原大腸菌免疫血清（デン自生研）を用いて，

スライド凝集反応により◎霞台．別試験を，また試験管内凝集反応

によりH型別試験を行い血清型を決定した。

（3）ベロ毒素産生性確認検査

　逆受身ラテックス凝集反応法（RPLA法）によるベロ毒素産生性

確認検査およびPCR法によるベロ毒素産生遺伝子検査の両法によ

りVT型を決定した。

1）RPLA法によるベロ毒素産生確認検査

　被検脈をCAYE培地（デンカ生研）に接種して37℃で16から20

時間振盈培養後，培養液の1漉をマイクロチューブに移し，

15，000回転で3分間遠心分離iした。検査は上清を検体として，

VTEC－RPLA「生研」　（デンカ生研）を用いて，キットの添付文

5



書の手順にしたがって行った。

2）PCR法によるベロ毒素産生遺伝子検査

　ベロ毒素産生遺伝子検出用プライマーは，市販のVT1検出用

EVT－1／2およびVT2検出用EVS－1／2（宝酒造）を用いた。

　PCR反応液は，×10添付Buffer　5μ£，　d醗P蓋藍ixture（2．5磁

each）4μE，　Primer　1／2各々0．5μ豆，　Template　DNA　5μ¢，

TaKaRa　TaqTM（5U〃£）0．25四，滅菌蒸留水34．75圓の計50μ£

とした。

　Template　DNAには，　RPLA法に用いたCAYE培地培養液10囲を90

μEのTE　Buffer（10m胚Tris－HCI，0．1mM　EDTA　pH8．0）に加え，

95℃5分加熱後，15，000回転で3分間遠心した上清を用いた。

　サーマルサイクラーは，AS盟C社PC－8◎◎を使用し，反応条件

は熱変性94℃1分，アニーリング55℃1分，伸長72℃1分で35サ

イクル行った．増幅されるDNAサイズは，　VT1が349bp，　VT2が

404bρであり，PCR反応産物は3％アガロースで電気泳動後，エ

チジウムブロマイドで染色し，トランスイルミネイターで観察

した。

（4）薬剤感受性検査

　アンピシリン（ABPC），テトラサイクリン（TC），ストレプトマイ

シン（S麗），シプロフロキサシン（CPFX），カナマイシン（KM），ナリ

ジクス酸（NA），ホスホマイシン（FOの，クロラムフェニコール（CP

），セフオタキシム（CTX），スルファキサゾール合剤（ST），トリメ

トプリム（THP），ゲンタマイシン（Gのの12薬剤についてセンシ・

ディスク（BBL）とミューラーヒントンH寒天培地を用いたKirby－

Bauer法により行った［6］。
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（5）ファージ型別検査

　Darien　Duck，Walter　Demczuk，Jody　逝ckinnon，琶ike　琶ulvey，

Cliff　Clarke，David　Woodward，Rasik　K：hakhria，Rafiq　Ahmed

（BUREAU　OF　型【ICROBIOI、OGY　PHAGE　TYPING，型【OLECUI、AR

EPID冠琶10LOGY　AND　SURVELLA冠C冠，群AlrlO琵AL　LABORATORY　F◎R

ENTERIC　PATHOGENS，LABORATORY　CENTRE　FOR　DISEASE　CONTROL，

OTTAWA，ONTARIO）らによって編集された「STANDARD　OPERATING

PROC冠船R船FOR瓦COH◎157　PRA醗費P珊Gjに示された次の方法

よりファージ型別を行った。

1）ファージ直別検査法の原理

　ファージ（バクテリオファージ：細菌を宿主として増殖するウ

イルスの一種）を用いた型別検査は，菌の由来を特定する検査法

の一つで，ファージがある種の細菌に吸着，感染すると増殖し，

溶菌斑（プラーク）を形成することを応用して行うもので，16種

の型別用ファージ液を8BgCO157に感染させ，溶菌により形成さ

れる溶菌斑のパターンにより型幽した。

2）使用培地

　　①Phage　Agar　Plate（P．A．P．）

　　　　Nutrient　Broth－dehydrated（Difco）

　　　　NaCl

　　　　Agar（Difco）

　　　　蒸留水

　　　　pH

　加温溶解後，121℃，2◎山間滅菌し冷却して，

　（10×10角穴一FALCON　Petori　Dish）に分注した。

→固まった培地を乾燥のため37℃のふ卵器に一晩静置後，使

20．Og

　8。59

13．◎9

1，000謡

　6．8

シャーレ
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　用までは冷蔵保存した。

→使用時には37℃のふ卵・器に1～1．5時間に静置し，培地表面

　を十分乾燥させた。

②Phage　Broth（P．B．）

　　聾登もrie丑t　Broth－dehydrated（1）ifco）　　　　　　　20．◎　9

　　NaCエ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8．5　9

　　蒸留水　　　　　　　　　　　　　　　　　1，000槻

　　pR　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6．8

　　加温溶解後，5紐露ずつ試験管に分注し，121℃，20分間滅

　菌した。

③再分離用培地

　　恥trie霊t　Agar（1．5器D三fco）Plateを用いた。

④保存用培地

　　Pepton　Growth　Mediu恥SlopeまたはDorset　Egg　Slopeを

　用いた。

3）手順

　①EHEC　O157の確認

　　検査する菌株が生化学的性状，血清学的性状，ベロ毒素産

　生性確認検査などたよりでEHEC　O157であることを確認し，

　保存用培地に移植した。

　②型別用ファージ液

　　検査にはカナダのLaboratory　Centre　Disease　Contro1よ

　り分与された16種の止別用ファージ液を使用した。使用した

　ファージ液はR粉（Ro虞heτest　Di短tio観増殖用菌株で〔SCL

　：半融合溶菌Semi－confluent　Lysis〕を示す最高希釈濃度）

　であった。
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③型別検査法

　保存用培地から検査する菌株を再分離用培地に移植し，

単一集落を形成させた。

→再分離用培地からスムースな集落（実体顕微鏡で確認）を

　P．B．に接種し，37℃のウォーターバスで1．5時間あるいは

　菌による濁りがはっきり見えるまで振盈培養した。

→表面を十分に乾燥させたP．A．Pに振撮培養したP．B．を注ぎ

　余分な菌液はアスピレーターで吸引した。

→培地表面の菌液が乾いたら20μ亘ずつ16種の型別用ファージ

　液を滴下する。滴下したファージ液を乾燥させた後，37℃

　のふ卵器で18～24時間培養した。

④判定法

　プレート（P．A．P．）は裸眼やルーペを用い，直接または

間接照明を通して，プレートの底から溶菌の状態を判定し，

次のとおり記録した。

　CL（Confluent　Lysis）：融合溶菌

　SCL（Se溢一co盆f琵e耽Lysis）く半融合溶菌

　OL（Opeque　Lysis）：半透明な溶菌

　＋＋＋：71～100個の溶菌斑

　督　：21～　70個の溶菌斑

　十　：5～20個の溶菌斑

　一　：無反応

　0　：溶菌斑を伴う抑制反応

　P　：5個以下の溶菌斑

　±　：一と＋の間の反応

　記録した結果とファージ型別表1～3（表3－1，3－2，3－3）

によりファージ型（1～83）を決定した。
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II．成績

（1）ヒトおよび牛からのEHEC　O157分離状況

1）静岡県内のヒトからのEHEC　O157の分離状況

　1987年～2◎00年の14年間に集団感染例9名（2件），家族内感染

例72名（26件），散発例89名の計170名の下痢症患者糞便から

EHEC　O157が検出され，特に，1996年以降に患者数が増加の傾向

を示した。さらに，1997年9月に静岡市内の保育園において小規

模（患者数7名）ではあるが最初の集団感染例の発生があった

（表4）。

　8麗C◎157患者の月別発生状況は，食中毒が多発する夏期に多

い傾向にあり，8月が28名，7月が24名，9月が22名，3月が20名の

順に多く，2月はわずかに1名の発生であった（図2）。また，患

者の年齢・性別による分布をみると，年齢別では不明の2名を除

き10才以下と60才以上が1G◎名（男性51名，女性49名）で約60％

を占め，性別では男性77名，女性93名と女性がやや多い傾向にあ

った（図3）。

2）牛からのEHEC　O157の分離状況

　1996年～1999年の3年間に全国の食肉衛生検一所に搬入処理さ

れた牛のうち325頭（肉用牛一300頭，乳用牛一25頭）および静岡

県内の48頭（肉用量）の計373頭（肉用牛一348頭，乳用牛一25頭

クからEHEC　O157が分離された（表5）。なお，静岡県では1987年

と1990年に肉用牛1頭ずつからEHEC　O157が分離され，これらを加

えると50頭となった（表4）。

　375頭のブロック別の分離状況は，関東・甲信越ブロックが165

頭（44．0％），近畿ブロックが63頭（16．8％），東海・北陸プロ
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ックが60頭（16・0％），九州・沖縄ブロックが47頭（12．5％），

北海道・東北ブロックおよそ中国・四国ブロックがそれぞれ20頭

（5．3％）であった（表5）。

　また，部位別の分離状況は，糞便が241頭，枝肉が116頭であり

・これらで全体の95・2％を占めていた。以下，体表と盲腸内容物

が6頭ずつ，肝臓が3頭，第四胃内容物が2頭，第一胃内容物が1頭

の順であった。静岡県の牛の分離部位は，糞便36頭，枝肉12頭，

第四胃内容物2頭であった（表6）。

（2）血清型別

　静岡県内のヒト由来株170株の塩三型は，0エ57：解が149株（87．

6％），残り21株（12．4％）が0157：H一であった。また，牛由来株

375株の血清型は，0157：H7が357株（95．2％），残り18株（4．8％

）が0157：H一であった（表7）。

（3）VT型別

　供試株のVT型は，ヒト由来株では，T1，2産生が104株（61．2％）

，Vτ2産生が65株（38．2％）であり，Vτ1産生株は1株（0．6％）で

あった。これに対して，牛由来株ではVT2産生が218株（58．1％）

，VT1，2産生が133株（35．5％），VT1産生は24株（6．4％）であっ

た（表8）。

（4）薬剤感受性

　ヒ．ト由来株135株および牛由来株232株の計367株の薬剤感受性

をみると，ヒト由来株では28株（2◎．7％），牛由来株では48株

　（20．7％）がいずれかの薬剤に対して耐性を示した。

　ヒト由来株では甜・Te耐性が11株，　NA，　SM，　TC耐性が10株の順
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に多く，なかに1株ではあるがABPC，甜，酷，鋤，　TCの5剤耐性を

示した株がみられた（表9）。

　牛由来株ではSU，　TC耐性が27株で耐性を示した株の56．3％を占

めており，なかに1株ではあるがABPC，　CP，甜，　S琶，7C　5剤耐性

を示した株がみられた（表9）。また，主なファージ型のうち，

23型は33株中14株（42．4％），14型は30適中7株（23．3％），54

型は61藩中ユ3株（21．3％）と耐性株が多く，34型は64株中4株

（6．2％），39型は41凶歳2株（4．9％）と耐性株が少なく，プァ

ージ型により薬剤耐性率が異なった（表10）。

（5）ファージ型別

　ヒト由来株では非定型（AT：Atypica1）および未検査のそれぞれ4

株ずつ計8株を除いたユ62株（97．1％）が21のファージ型（1型，2

型，4型，8型，14型，21型，23型，24型，28型，31型，32型，33

型，34型，37型，41型，45型，49型，54型，56型，61型，72型）

に型別され，2型が28株（16．5％）332型が25株（14．7％！，4型

と2ユ型がそれぞれ18株（10．6％）の順に多かった（表11）。

　EHEC　O157による集団感染例2例のファージ型は，21型と34型で

あり，家族内感訓点26例のファージ型は，32型が7例（26．9％）

と最も多く，以下2型が4例（15．4％），4型，21型，23型が2例（

7．7％），1型，8型，14型，24型，37型，45型，49型，54型，56

型がそれぞれ1例（3．8％）であった。また，集団感染例や家族内

感染例からの分離株（81株）のファージ型において，同じ集団感

染例や家族内感染例から分離された株はすべて同じファージ型を

示した（表12）。
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　ヒト由来株の年次推移は，全国的な流行がなかった1995年まで

の29株は11のファージ型（2型，4型，14型，21型，28型，31型，

34型，37型，45型，54型，61型）に型別され，主なファージ型は

21型（24．1％），2型．（2◎．7％）であったのに対して，1996年以降

の141株は20のファージ型（1型，2型，4型，8型，14型，21型，

23型，24型，28型，31型，32型，33型，34型，41型，45型，49型

，54型，56型，61型，72型）に型別され，主なファージ型は32型

　（17．7％）および2型（15．6％）であった。また，年によって分

離頻度の高いファージ型は異なっていたが，1996年以降2型，14型

は毎年分離された（表13）。

　牛由来株では非定型の29株を除いた346株（92．3％）が22のフ

ァージ型（1型，2型，4型，8型，14型，21型，23型，31型，32型

，33型，34型，39型，40型，43型，45型，54型，56型，63型，67

型，71型，74型，78型）に型別され，34型が68株（18．1％），54

型が61株（16．3％），39型が41株（10．9％），23型が33株（8．8

％），14型が30株（8．0％）の順に多かった（表11）。また，フ

ァージ型のブロック別分離状況は，各ブロックによる偏りはほと

んどみられなかったが，34型，39型，54型はすべてのブロックで

分離された（表14）。さらに，年次推移では，年によって分離頻

度の高いファージ型は異なるが，34型か54型が上位を占めていた

　（表15）。

　ヒトおよび牛由来株において，14のファージ型（1型，2型，4

型，8型，14型，21型，23型，31型，32型，33型，34型，45型，

54型，56型）が両由来株に共通していた（表11）。
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皿．考察

（1）ヒトおよび牛からのEHEC　O157の分離i状況

1）静岡県内のヒトからのEHEC　O157の分離状況

　1996年～2000年の5年間における全国のEHEC　O157感染症患者の

発生状況は，厚生省の報告によれば，患者総数：は8，303名で，多

い年は1996年の2，689名，少ない年は2000年の1，158名であり，ほ

ぼ毎年1，000名以上の患者の発生が確認されている［27，28］。患

者の発生は全国的にみれば東北，近畿，申国や九州に多いといっ

た地域的偏りはあるが，静岡県においては，中部地区に発生が少

ないもの全心的に発生がみられ，県内は冠麗COI57に広く汚染さ

れているものと考えられた。しかし，ほとんどの事例でその感染

源や感染経路を特定することはできなかった。その理由として，

県内の事例は大部分が散発例や家族内感染例であり，潜伏時聞が

長いため食品などが残っておらず検査がほとんどできなかったこ

とによるものと考えられた。

　朋ECO157患者の年齢別分布をみると，甲斐ら［17］の報告と同

様に小児における患者発生が多く，5歳以下で全体の34。7％を占

めていた。静岡県では21歳～60歳の患者が52名（30．6％）がやや

多い傾向がみられたが，これは家族内感染例が多いためと考えら

れた。また，月別患者発生状況では，食中毒の多発する夏期（7

月～9月）に多発する傾向がみられたものの概ね年間を通して発

生があり全国的な傾向に類似していた。なお，3月にやや発生が

多かったことは1997年3月，横浜市での集団発生を発端として関

東から東海地方にある種の共通食品（不明）が原因となった流行

によるものと考えられた［26］。
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2）牛からのEHEC　O157の分離状況

　わが国での牛における全国的な実態調査は，1996年に全国食肉

衛生検査所を中心として行われた。この報告によれば，牛からの

EHEC　O157の分離率は，全国平均で糞便1．4％，枝肉0．3％，静岡

県で糞便0．3％，枝肉0．5％であった［30］。これらの成績は，検査

法や検体数により分離率に若干の差がみられたが，これまでの調

査報告の成績と比べて大きな差はみられなかった［34］。

（2）血清型別

　1996年～2000年の5年間における全国のEHEC　O157感染症患者

8，303名の血清型は，厚生省の報告によれば，未検査の941株を除

いて，0157：H7が6，964株（94．6％），O157：H一が398株（5．4％）

であった［27，28］。

　静岡県内のヒト由来株170株の血清型は，O157：H一（12．4％）が

やや多い傾向にあったが，全国の未検査の菌株を考慮すればほぼ

同様の傾向にあると考えられた。

　また，牛由来株においても静岡県，と全国各地で分離された株の

血清型はほぼ同様の傾向にあると考えられた。

（3）VT型別

　1996年～2000年の5年間における全国のEHEC　O157患者8，303名

のVT型は，厚生省の報告によれば，不明15株を除いて，VT1，2産

生が5，762株（69．5％），VT2産生が2，423株（29．2％），VT1産生

が103株（1．2％）であった［27，28］。静岡県内のヒト由来株もほ

ぼ同様の傾向を示しており，ヒト由来株ではVTI，2産生が主流で

あった　。

　これに対して，牛由来株では，VT2産生が218株（58．1％），
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VT1，2産生が133株（35．5％），VT1産生が24株（6．4％）であり，

ヒト由来株と異なり，牛由来株ではVT2産生が主流であり，ヒト

由来株の主なVT型と異なった。

（4）薬剤感受性

　ヒト由来株，牛由来株ともに甜，TCの耐性化が進んでいること

が注脚された。両薬剤とも牛の治療薬として比較的多く使用され

ている薬剤であり，臨床現場における安易な使用は考えなければ

ならない問題である。また，ABPC（牛でよく使用される薬剤），

CP，聞，　NAの一部でも耐性株がみられたことや少数ではあるが5

剤に耐性を示した株があり今後注旨しなければならない。

（5）ファージ直別

　感染症や食中毒の感染源を追求するためには，細菌の疫学マー

カーを利用した疫学的解析が重要であり，朋ECO157の疫学マー

カーとしては，ファージ型，血清型別，VT型別，薬剤感受性パタ

ーン，生化学的性状など微生物の表現型を用いた方法の琴か，パ

ルスフィード・ゲル電気泳動法（PFGE），ランダムプライムPCR

法（RAPD）など遺伝子型による方法が広く用いられている。

　今回の成績でも，ヒトの同じ集団感染事例や家族内感染事例か

らの分離株は同一血清型，VT型，薬剤感受性パターンを示し，疫

学マーカーとして有用性はみられたものの，分離株間の識別力に

は乏しく十分な疫学的解析ができない。また，PFGEは識別力が優

れているものの検査手法の煩雑性，機器の維持管理，ランニング

コストなどにより，どこの検査施設でも簡単には対応できない。

一方，ファージ型別はPFGEに次ぐ識別力を有しており，しかも，

操作性，経済性においても優れた検査法である。
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　　そこで・83のファージ型に型別できるファージセットを導入し

　て・静岡県内で分離されたヒト由来株および全国の牛由来株のフ

　ァージ型別について検討した。

　　その結果，ヒト由来株では2型と32型が多く分離iされた。この

理由として・2型による家族内感染例が多かったこと，1997年3月

　に関東南部から東海地方にかけて32型による散発的集団感染例

　（Diffuse　outbreak）の発生があったことによるものであった

［26・27］。次いで，21型，4型の順に多かったが，これらは集団

感染例や家族内感染例の発生によるものであった。これらのうち

，2型と14型は1996年以降は毎年分離され，ヒト由来株での主要

ファージ型と考えられた。しかし，静岡県内の牛由来株からは分

離iされなかった。

　また，牛由来株では34型，54型，39型，23型が多く分離され，

特に，34型は1987年神田ら［18］が初めて牛から分離した株のファ

ージ型であり，牛由来株の主なファージ型となっていた。さらに

，8型，14型，21型，32型，34型，54型などがヒトおよび牛由来

株に共通して比較的多く分離されて，いることからこれらが牛から

ヒトへの主な感染型と推察された。

　欧米におけるEHEC　O157のファージ型については，　Barrettら

［5］はヒト由来株が13のファージ型に型別され，主なファージ型

は14型，2型，21型，32型，牛由来株が15のファージ型に型別され

，主なファージ型は23型，43型，2型，14型であったことを報告

している。Krauseら［31］はヒトや動物（牛，豚）由来株が12のプ

ァージ型に生別され，主なファージ型はヒト由来株では2型，49型

，牛由来株では54型であったことを報告している。

また，Chapmanら［9，10］は牛糞便由来株の主なファージ型は2型

・4型・34型，食肉類由来株の主なファージ型は4型，2型，8型で
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あったことを報告している。

　一方，わが国においては，王zu溢yaら［15］は国内のヒト由来株

や食品および環境由来株が15のファージ型に型別され，ヒト由来

株の主なファージ型は21型，14型，32型，食品・環境由来株の主

なファージ型は39型，23型，54型であったことを報告している。

また，Akibaら［2］は国内の牛由来株が15のファージ型に型別され

，主なファージ型は21型，54型，34型であったことを報告してい

る。

　今回，静岡県におけるヒト由来株の主なファージ型は2型，32

型，4型，21型であり，これらは欧米や国内の主なファージ型と

ほぼ一致していた。さらに，牛由来株でもほぼ同様の傾向を示し

た。また，今回調べたヒトおよび牛由来株のファージ型は，ヒト

のみあるいは牛のみに見られるものがあり，両由来株のファージ

型に若干の差異が見られた。さらに，例えば2型，34型はVT2産生

菌のみ，2ユ型はVT1，2産生菌のみと，特定のファージ型とVT型に

関連性があるものが存在した。また，事例数は少ないがヂ同じ集

団感染例や家族内感染例から分離された株はすべて同じファージ

型を示した。

　これらのことから，ファージ型別はその他の疫学マーカーとし

て比較して分離株間の識別力に優れており，疫学的解析に有用で

あることが示唆された。より詳細な疫学解析を行うためには

Akibaら［2］，　Barrettら［5］，　王zu稲iyaら［15］，　Kra登seら［41］が報

告しているとおり，ファージ型別とPFGEなどの分子疫学的手法を

組み合わせて活用することが必要と考えられた。

　また，露麗COI57による下痢症の感染源として牛が重要である

ことについては数々の指摘がある［14，17，3◎，32］。今回の成績

でも，8型，14型，21型，23型，32型，34型，54型などがヒトお
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び牛由来株に共通して比較的多く検出されていることから，食肉

などを介した牛からヒトへの感染も考えられた。しかし，ヒトお

よび牛由来株間にはファージ型，VT型などの疫学マーカーに差異

がみられ，ヒトへの感染源は牛のみではなく他の要因の関与も考

えられた。

w．小町

　細菌の疫学マーカーは感染症や食中毒の感染源を追求に不可欠な

検査であり，微生物の表現型（フェノタイプ）のマーカーとして生

物型，血清型，ファージ型，薬剤感受性などが用いられてきた。

　静岡県のヒト由来株の血清型はO157：H7，　VT型はVT1，2であったの

に対して，牛由来株の血清型は0157：H7，　VT型はVT2であった。両来

株間に血清型では差がなかったが，VT型では主な型が異なった。

また，薬剤感受性では，ヒトおよび牛由来株ともにS哲，TCの耐性化

が進んでいることが注目され，ABPC，　CP，　KH，　NAに耐性株がみられ

たことや少数ではあるが5剤耐性を示した株があった。これらの成

績から，血清型別，VT型別，薬剤感受性は疫学マーカーとして有用

ではあるが，分離株間の識別力が乏しく十分な疫学的解析はできな

かった。

　そこで，ヒトおよび牛由来株のファージ型について検討した。

　その結果，ヒト由来株では2型，32型，4型，21型，牛由来株で

は34型，54型，39型，14型，23型が多く検出され，両由来株の主要

ファージ型は異なっていた。しかし，8型，14型，21型，32型，34

型，54型などがヒトおよび牛由来株に共通して比較的多く分離され

ていることからこれらが牛からヒトへの主な感染型と推察された。
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　今回検討したヒトおよび牛由来株あファージ型は，過去の内外の

報告とほぼ一致していたが，ヒトのみあるいは牛のみにみられるも

のがあり，両由来株のファージ型に若干の差がみられ，ヒトへの感

染源は牛のみではなく他の要因の関与も考えられた。また，特定の

ファージ型とVT産生に関連性があるものが存在した。さらに，事例

数は少ないが，同じ集団感染例や家族内感染例から検出された株は

すべて同じファージ型であった。以上のことから，ファージ型別は

疫学マーカーとして有用であることが示唆され，よリ詳細な疫学的

解析を行うためにファージ型別とPFGEなどの分子疫学的手法を組み

合わせて活用することが必要と考えられた。
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第こ二章

　物理的条件下における翻冠C伍57の増殖性の検討

1．材料および方法

1．培地のpR

　市販品のTrypticase　Soy　Broth（TSB）のpHを11．0から3．0まで

0．5刻みで調整後，10総1ずつ中試験管に分注し，121℃15分滅菌し

た。この培地に恥し株［4］および静岡県内の散発下痢症患者由来

EHEC　OI57を接種し，35℃24時間培養後に培地の濁りにより菌の

増殖性（一～十十十）を確認した。

2．培地の塩分濃度

　市販品のTSBは通常塩分濃度が0。5％であり，これにNaC1（試薬

特級）を加え，1．0～10．0％まで0．5％刻みで調整後，10紐ずつ中

試験管に分注し，121℃15分滅菌した。この培地にEDL株［4］およ

び静岡県内の散発下痢症患者由来E耶CO157を接種し，35℃24時

間培養後に培地の濁りにより菌の増殖性（一～十）を確認した。

3．培養温度

　ダーラム管を入れた中試験管に10m1のEC培地を分注し，121℃

15分滅菌後に急冷した。この培地にEDL株［4］および静岡県内の散

発下痢症患者由来EHEC　O157とEH冠CO157以外大腸菌（018群）を

接種し，5．0，10．0，25．0，30．0，35．0，40．0，41．0，42．0，

42．5，　43．◎，　43．5，　44の0，　44．5，　45．◎，　45．5，　46．◎ヨ　46．5，　47．0

，48．0℃の温度で24時間培養後に菌の濁りによる菌の増殖（一～

＋＋＋）とガス産生（一～＋＋＋）を確認した。
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1．成績

1．培地のpH

　標準株（EDL）は，　pH4．5～9．0の間の培地に増殖：が確認され，

ρB5・0～7・5の間でその増殖は活発（÷÷）であった。一方，散発下

痢症患者由来株は，pH4．5～9．5の間の培地に増殖が確認され，　pH

5．0～8．0の間でその増殖：は活発（＋＋）であった（表17）。

2．培地の塩分濃度

　NaClを添加した培地での増殖は，標準株（EDL），下痢症患者

由来株とも6．0％以下で発育が確認された（表18）。

3．培養温度

　培養温度が10℃以下では，全ての株に’おいて菌発育，ガス産生

は確認されなかった。25～43。5℃の間では，全ての株において菌

発育，ガス産生とも活発（＋＋＋）であった。

　標準株（EDL），下痢症患者由来珠では45℃以上で菌発育，ガ

ス産生は確認できなかった。また，EHHC　O157以外の大腸菌では

46．0℃までは菌発育，ガス産生が確認された（表19）。

置．考察

　食中毒の予防対策の上で，各種物理的条件による食品中のEHEC

O157の増殖性を把握し，これらを活用することにより微生物制御

することは重要である。

　そこで，培地のpH，塩分濃度および培養温度といった物理的条
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件の違いによってEHEC　O157の増殖性に差があるのか基礎的な検

討をした。

　今回，物理的条件における曲ECO157の増殖性を検討したとこ

ろ・pH4・0以下の酸性食品などやpH10．5以上のアルカリ性の状態

では甜冠C◎157の増殖は阻害される。したがって，有機酸などを

食品に添加して，食品の特性を失わない程度にpHを調整すること

は有効な食品の保存法であり，これにより食品の安全性が確保で

きるものと考えられた。

　また，塩分濃度が濃い状態では食品中は高浸透圧の状態になる

ので微生物は水分を奪われて増殖が阻害される。腸炎ビブリオな

どの好塩性細菌では濃い塩分濃度でも発育するが，大腸菌では2

％以下が最適な濃度である。器冠CO157は海水中でも十分生存で

きることが判明し，北海道産のイクラを原因食品とした全国的な

食中毒事件の発生と同様に他の海産物も食中毒の原因食：品になり

得る可能性が示唆された［27］。

　さらに，食品衛生法ではEC培地を用いた大腸菌検査では，培養

温度は44．5℃と規定されているが，この温度ではEHEC　O157以外

の大腸菌は十分増殖できるが，EHEC　O157は増殖が抑制されるた

め，増殖に適した温度とは言えない。現在，食品からのEHEC

O157検査における増菌法として，検体25gに225mlのノボビオシン

加mEC（NmEC）培地を加えて42±0．5℃で20～24時間培養する方法

が一般的であり，この温度は他の細菌の増殖をある程度抑制させ

ることから最も適当な方法と考えられた。

w．小括

　食中毒の予防対策の上で，各種物理的条件による食品中のEHEC

23



0157の増殖性を把握し，これらを活用することにより微生物制御す

ることが可能と考え，培地のpH，塩分濃度および培養温度などの物

理的条件の違いによってEHEC　O157の増殖性に差があるのか基礎的

な検討をした。

　今回の成績から，有機酸などを食品に添加して，食品の特性を失

わない程度にpHを調整することは有効な食品の保存法であり，これ

により食品の安全性が確保できるものと考えられた。また，EHEC

OI57は海水中でも十分生存できることが判明し，海産物も食中毒

の原因食品になり得る可能性が示唆された。さらに，食品のE認C

O157検査における増菌法として，42±0．5℃で培養する方法が他の

細菌の増殖をある程度抑制させることから最も適当な培養温度と考

えられた。
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第三章

　食品（食肉，野菜）からのE龍CO157分離法の検討

1．材料および方法

1．供試菌株

　　試験には国立予防衛生研究所より分与されたEHEC　O157：H7

　愛知56を使用した。

　　接種菌の調製は，Tripticase　Soy　Brothで数回継代した菌液

　を3，000回転20分遠心後，滅菌蒸留水に再浮遊させた。この菌

　液を，多菌数は9あたり数個，少菌数は多菌数の1／10となるよ

　うに供試食品に接種した。ぎお，菌数の測定は10枚のセブイキ

　シム亜テルル酸カリウム加ソルビトールマッコンキー培地（CT－

　S｝iAC）に100μ£ずつコンラージ後培養し，発育した集落数により

　算出した。

2．供試食品

　　試験1には牛挽肉にEHEC　O157の多菌数（5．6CFU／g）を接種し

　たもの，少菌数（1．OCFU／9）を接種したものおよび菌未接種の

　ものを10検体ずつ計30検体を準備した。これらの半数ずつを冷

　蔵（一5℃）および冷凍（一・20℃）保存したものを供試した。

　　試験2にはカイワレ大根にEHEC　O157の多菌数（0．8CFU／g）を

　接種したもの，少菌数（0．1CFU／g）を接種したものおよび菌未

　接種のものを10検体ずつ計30検体を準備した。これらの半数ず

　つを冷蔵および冷凍保存したものを供試した。

　　試験3には牛挽肉とカイワレ大根にEHEC　O157（牛挽肉一〇．6

　CFU／9，カイワレ大根一1．1CFU／9）を接種したものと菌未接種
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のものをそれぞれ10検体ずつ計40検体準備し，冷蔵保存したも

のを供試した。

3．試験方法

　　試験1および2では供試食品259にノボビオシン加mEC（NmEC）

　培地225謡を加え42℃18時間増菌培養後，各分離培地（ソルビ

　トールマッコンキー培地：S選AC，　CT－S髄C，クロモァガーO157

　：CHR，　BC琶0157：BC琶）に直接塗抹する方法（以下，直接法）

　と増菌培養後に免疫磁気分離法（immunomagnetic　separation

　）により集腰垣，各分離培地に塗抹する方法（以下，廻S法）

　を行い，猛S法と各分離培地について分離率を比較検討した。

　なお，4種類の分離培地のいずれかの培地で分離された検体数

　で判定した。さらに，試験1および2の増菌培養液を検体として

　イムノキット（翼◎擦0157：Bi轟ax，　PA7B－S71K：Lu醗ac，　VIP：Bio－

　control）を用いた検査を行った。なお，検査は各キットの使

　用書にしたがって行った。

　　試験3では供試食品25gにN覆EC培地225認を加え42℃18時建増

　菌培養する方法（以下，NmEC増菌法）とトリプトソイブロス（

　TSB）225戚加え35～37℃6時間増熱培養する方法（以下，　TSB増

　菌法）を行った後，それぞれについて直接法とIMS法を行い，

　増菌培養条件と各分離培地（甜AC，　CT－S塾iAC，　CHR）の分離率を

　比較検討した。なお，判定は試験1および2と同様に行った。

　　なお，これらの試験において分離培地上の定型的集落につい

　て0157検出用ラテックス試薬UNI（Unipath）およびセロビオース

　加LIG培地での観察所見により確認を行った。
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H．成績

1・EHEC　O157接種検体における直接法とmS法による分離の比較

　　（表19）

　　試験1での冷蔵，冷凍の牛挽肉からの分離率は，多菌数およ

　び少菌数で両法ともに100％で差はみられなかった。

　　試験2での冷蔵のカイワレ大根からの分離率は，多菌数で両

　法ともに100％であったが，少菌数で直接法は0％，斑S法は2◎

　％であった。しかし，冷凍のカイワレ大根からの分離率は，多

　菌数で両法ともに40％，少菌数で両法ともに0％であった。

　　試験3での牛挽肉とカイワレ大根からの分離率は，両検体と

　もに直接法では3◎％，珊S法では50％と斑S法の方が分離率が高

　かった。なお，菌未接種の牛挽肉2検体とカイワレ大根1検体か

　から検出されたが，この原因については不明であった。

2．EHEC　O157接種検体における分離培地による分離の比較

　　（表20）

　　試験1での牛挽肉からの分離率は，菌接種：量や検体処理法に

　かかわらず，いずれの分離培地においても100％であった。

　　試験2でのカイワレ大根からの分離率は，同様にいずれかの

　方法においてもCT－S｝iACでは35％，　CHRでは27．5％，　BCHでは25

　％，S哲ACでは20％の順で，　CT－S温Cの分離率が最も高かった。

　　試験3での牛挽肉からの分離率は，ρT－SUACでは40％，　CHRで

　は40％，SHACでは35％，カイワレ大根からの分離率は，

　CT－S琶ACでは35％，　CBRでは3◎％，S嚢猛Cでは30％の順であり，あ

　まり差はなかった。
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3．EHEC　O157接種検体における増菌培地による分離の比較

　（表21）

　　　試験3での牛挽肉とカイワレ大根からの分離率は，NmEC増菌

　　法では直接法で60％，mS法で100％であり，TSB増菌法では両

　　法とも0％であった。

4．朋猛CO157接種検体におけるイムノキットの比較（表22）

　　試験1での牛挽肉における各イムノキットの陽性率は，いず

　れのキットでも100％であったが，菌未接種検体のVIPにおいて

　冷蔵で60％，冷凍で40％が陽性を示した。

　　試験2でのカイワレ大根における各イムノキットの陽性率は

　，いずれの検体も同率で，冷蔵検体の多菌数では80％，冷蔵検

　体の少菌数では20％，冷凍検体の多菌数：では40％，冷凍検体の

　少菌数では0％であった。

盟．考察

　1996年の関西地方を中心としたEHEC　O157による集団食中毒事

件の後，厚生省は食品からのEHEC　O157検査法に関する通知を示

した。これらの検査法の中で，より高感度かつ迅速な検査法が求

められるようになった。

　そこで，集団食中毒事件の原因食品と推定された食品（牛挽肉

およびカイワレ大根）からの甜EC◎157分離における直接法と粥S

法，分離培地，増菌培地による分離の比較およびイムノキットの

比較について検討した。
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　下痢原性大腸菌による下痢症を発症する食品中の菌量は106CFU

／9以上であると考えられてきたが，甜ECO157では，感染症の予

防及び感染症の患者に対する医療に関する法律の二類感染症であ

る腸チフスや赤痢菌と同様に少ない鼠穴で発症するため，ヒトか

らヒトへの二次感染もみられている［14］。したがって，食品の汚

染菌量が少なくてもヒトが感染する可能性は否定できない。

　しかし，食品における汚染日量が少ない場合，原因食品がなか

なか特定できない事例が多いことから考えると菌を分離すること

は非常に難しいと考えられる。また，食品中でも加熱，凍結など

いろいろなストレスを菌が受けており，菌分離に際して重要な影

響iを与えている。

　今回，集団食中毒事件の原因食品と推定された食品（牛挽肉お

よびカイワレ大根）からのEHKC　O157分離法の検討を行ったとこ

ろ腿S法が直接法より分離率において優れていることが明らかと

なった。特に，カイワレ大根の菌接種検体において直接法でいず

れの方法でも分離できなかったが，1皿S法を取り入れることによ

りいずれの培地からも分離できた検体があった。したがって，

廻S法は朋9CO157の分離には有効な方法と考えられた。ただし，

1皿S法は高感度な方法であるため検体間での菌の混入や誤った操

作により間違った結果となる可能性があることから，多検体を一

画面扱う場合などには十分な注意が必要である。

　EHEC　O157の分離培地として，　Zadicら［41］はCT－S琶ACの有用性

を報告している。また，食肉からのEHEC　O157分離に同培地が優

れていることは尾上ら［36］が報告している。今回の結果からも，

CT－S皿ACは全体的に高い分離率を示しており，添加されているCT

（セフイキシム亜テルル酸）により強い選択性がみられ，釣菌が

しゃすいことから分離培地として優れていると考えられた。
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また，CHRやBC遡といった酵素基質培地もCT一洲ACとほぼ同等の分

離率であり，今回の試験においてCT一甜ACでは検出されなかった

が酵素基質培地で分離された検体もあったことからCT－S舳Cと酵

素基質培地を併用することにより分離率を上げることができると

考えられた。しかし，S撚Cは他の3種類の培地と比べると分離率

はやや低かった。

　増菌培養法の検討では，NmEC増菌法で100％分離されるのに対

して，TSB増菌法でまったく分離されなかった。このことは秦ら

［13］の報告と同様に，TSBのように抑制力のない栄養豊かな培地

では様々な菌が増殖して目的とするEHEC　O157の発育を抑制する

ことを示すものであり，藩認C培養法が優れていると考えられた。

　しかし，試験2のカイワレ大根において分離率が低かったよう

に検査する食品の条件（汚染菌量，食品由来成分など）によって

必ずしも有効方法どは言えない場合もあり，今後は二次増菌の導

入や他の増感法との併用などを考慮する必要があった。

　イムノキットについては，一部の検体において偽陽性が出現す

る場合があり，迅速で簡便なスクリ，一ニング法としては有効であ

るが，イムノキットのみでEHEC　O157のスクリーニングすうこと

は不適当であると考えられた。

W．小面

　食中毒事件の原因食品と推定された食品（牛肉およびカイワレ大

根）からのEHEC　O157分離における直接法と免疫磁気分離法（秘S法

），分離培地，増菌培地による分離の比較およびイムノキットの比

較について検討した。
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　その結果，廻S法が直接法より分離法として優れていることが明

らかとなり，EHEC　O157の分離に有効な方法と考えられた。ただし

IMS法は高感度な方法であるため検体間での菌の混入や誤った操作

により間違った結果となる可能性があることから，多検体を一度に

扱う場合などは十分な注意が必要である。

　CT－SMACは全体的に高い分離率を示しており，添加されているCT

により強い選択性がみられ，釣菌がしゃすいことから分離培地とし

て優れていると考えられた。また，CHRやBC琶といった酵素基質培地

もCT－S舳Cとほぼ同等の分離率であり，今回の実験においてC7一甜AC

では検出されなかったが酵素基質培地で分離された検体もあったこ

とからCT－S猷Cと酵素基質培地を併用することにより分離率を上げ

ることができると考えられた。しかし，S酷Cは他の3種類の培地と

比べると分離率はやや低かった。

　増菌培養法の検討では，翼認。培養法力・優れていたが・検査する食

品の条件によって必ずしも有効とは言えない場合もあり，二次増菌

の導入や他の増菌法との併用などを考慮する必要があった。

　イムノキットについては一部の検体において偽陽性が出現する場

合があり，イムノキットのみで判定することは不適当であっ．た。
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第四章

　野菜からの凍結損傷ε麗CO157分離法の検討

1．材料および方法

1．凍結損傷EHEC　O157の作製

　Tripticase　Soy　Broth（TSB）に発育させたEHEC　O157（予研

97◎◎56）を滅菌ミリQ水に懸濁後，3，◎00回転，20分，3回滅菌

ミリQ水で洗浄した。再度，滅菌ミリQ水に懸濁し，一20℃で24

時間以上保存した。

　凍結保存した菌液を融解後，セフィキシム亜テルル酸カリウ

ム加ソルビトールマッコンキー寒天培地（C聖一S羅AC）および

Tripticase　Soy　Agar（TSA）に塗抹培養し，TSAに発育し，CT－

S舳Cに発育しなかった菌を凍結損傷EHEC　O157とした。

2．試験方法

　カイワレ大根（一般細菌数108／g，大腸菌記数106／g），

ヘタを除去したイチゴ（一般細菌数105／g，大腸菌回数

く200／g）および塩キャベツ（一般細菌数106／息，大腸菌群

数104／g）を滅菌袋に25gずつ入れたものを各々20袋ずつ準備

した。

　各々の袋に凍結損傷EHEC　OI57（12．4CFU／鐙1）1飛1を接種し

全体によくなじませた。

　予備試験の結果，選択剤（N．B：Novobiocin：CIGMA，　Bile

salts：Difco）を予め添加した増菌培地では凍結損傷HR8C　OI57

の発育が多少抑制されたため，増菌培地として賛ovobioci丑およ
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びBile　saltsを除いた聡ECとTSBを用いた。

　それぞれの培地を各々の検体の10袋ずつに225ml加え，1分間

ストマッカー処理後，室温（25℃）に2時間静置した。

その後，各々の袋にNovobi◎c短溶液（4．5聡9／m1）1m1とBile

salts　No．3溶液（126mg／m1）2m1を加えて軽く振蝿後，42℃18

時間培養した。この培養液をCT－SMACとクロモアガー0157（CHR

）に直接塗抹する直接法と免疫磁気分離法により処理後塗抹す

るmS法により凍結損傷EHEC　O157の分離を行った。

なお，判定は発育した集落数により一～＋紐（一：0，＋：1～

10，＋＋：10～50，＋＋＋：50以上）を判定した。

1．成績

　野菜類（カイワレ大根，イチゴ，塩キャベツ）からの凍結損傷

菌の分離状況は，表23のとおりであった。

　カイワレ大根からは，直接法，1逗S法いずれの方法でも今回用

いた増菌培地，分離培地の組合せで陥露CO157は全く分離されな

かった。

　イチゴからは，直接法，IKS掃いずれの方法でもEHEC　O157が分

離され（エ／1◎～2／1◎），集落数はほとんどが÷＋＋であったが増菌

培地，分離培地の組合せによる差がなかった。

　塩キャベツからも直接法，UIS向いずれの方法でもEHEC　O157は

分離され（3／10～6／10），増菌培地として認C（N．B）を用いたほ

うがTSB（N．B）よりやや分離率が高かった。また，直接法では分

離培地としてCT－SHACを用いた方が集落数は多かった。しかし，

廻S法では分離培地による差は少なかった。
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皿．考察

　食品からのEHEC　O157の分離は食中毒事件における原因食品の

追求や流通食品の汚染実態を把握するために重要である。現在，

多くの食品は冷凍状態で流通するケースが多く，食品管理マニュ

アルでは検食は一20℃で2週間保管することが義務付けられてい

る。したがって，食品中のEHEC　O157は凍結されることによる損

傷を受けており発育し難い状態になっている。また，凍結損傷し

たEHEC　O157の分離法について十分検討されていない。

　そこで，わが国における集団食中毒の主な原因食品である野菜

からの効率的な凍結損傷醗冠C◎157の分離を検討した。

　今回，野菜からのεHEC　OI57分離法の検討を行ったところ，直

接法では，増菌培地としての差は検体によって大きな差はなかっ

た。しかし，分離培地としてCτ一S舳Cがやや優れていた。また，

mS法では，逆に分離培地による差は少なかったが，増菌培地と

してmEC（N．B）がやや優れていた。

　総合的に判断すると，増菌培地と、してNovobiocinおよび：Bile

saltsを除いた驚8Cを用いて，25℃，2時間静置する。これに恥vo－

bicinおよびBile　saltsを添加して，42℃，18時間培養後に免疫

磁気分離法処理してCT一測ACに塗抹する方法が最も良いと考えら

れた。また，器HC　OI57はCHRなどの酵素基質培地で特徴のある色

彩の集落を形成することから，2種類以上の分離培地を併用する

ことにより分離率を上げることができると考えられた。
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w．小括

　現在，多くの食品は冷凍状態で流通し，食品中のEHEC　O157は凍

結による損傷を受け，発育し難い状態になっている。また，凍結損

傷した翻税0157に対する分離法について十分な検討がされていな

い。そこで，野菜からの効率的な凍結損傷EHEC　O157の分離法の検

討を行ったところ，ノボビオシンと胆汁酸を除いたmEC培地で25℃2

時間培養後，これにノボビオシンと胆汁酸を加えて42℃エ8時間培養

し，さらに，1雌処理をしてCT一甜ACに塗抹する方法が最も良いと考

えられた。また，酵素基質培地など2種類以上の分離培地を併用す

ることにより分離率を上げることができると考えられた。
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第五章

　静岡県における食品，環境水などのEHEC　O157の汚染状況調査

1．材料および方法

1．供試材料

　1996年から2000年の間に，静岡県内で販売されている食肉類

333検：体，野菜類191検体（市場購入品一一102検：体，スーパーマー

ケットなどの小売店購入品一89検体），その他の食品22検体およ

び環境水など149検体の計695検体を供試した。

2．検査方法

　食品（食肉類および野菜類など）は25g，環境：水など（100～

1，000謡）および野菜洗浄水（3£）はフィルター（0．45畑）で濾

過し，そのフィルターを検体とした。

　スーパーマーケットなどの小売店で購入した食肉および野菜類

には225観，環境水などを濾過したマィルターには15戚の～ボビ

オシン加EC培地（翼謡C）を加えて42±0．5℃20～24時間培養後，

培養液をセフィキシム亜テルル酸カリウム加ソルビトールマッコ

ンキー培地（CT－SHAC）とクロモァガー0157（CHR）に直接塗抹

する直接法を行った（図4）。

　市場購入した野菜類および野菜洗浄水を濾過したフィルターに

ついては，検体を入れた滅菌袋に約40℃に加温したバッファード

　・ペプトン・ウォーター（BPW）を野菜には225鴻，野菜洗浄水を

濾過したフィルターには100漉を加え，36±1℃6時間培養した。

次に，この培養液の1m¢をNmEC（10謡）に接種し42±0・5℃20～

24時閥培養した。さらに，培養液をCT－S齢CとCHRに直接塗抹する
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直接法および免疫磁気分離法（im皿unOmagnetiC　SeparaitiOn）で

処理後，直接法と同じ培地に塗抹するmS法を行った（図5）。

　これらの分離培地を36±1℃20～24時間培養後，それぞれの

培地に発育した疑わしい集落は厚生省が示した検出方法（図6）

に準じた手順で検査した。

　なお，市場購入の野菜類（102検体）については検体259にBPW

225漉を加えたものおよび野菜洗浄水（50検体）については，ス

パイラル法による一般細菌数の測定と冠C培地による大腸菌検査を

行った。

H．成績

　今回検査した食肉類333検体，野菜類191検体（市場購入品：

鎗2検体，小売店購入品：86検体），その他の食品22検体および

環境水など149検体の計695検体からEHEC　O157は直接法，　IMS法い

ずれの方法でもまったく分離されなかった（表24）。

　調査した市：場購入の野菜類の一般細菌数：は全体でく102～107

CFU／gであった。その分布はく102CFU／g：2検体（2％），102CFU／

g：1検体（1％），103CFU／g：7検体（6．9％），104CFU／g：16検

体（15．7％），105CFU／菖：24検体（23．5％），106CFU／g：43検体

（42．2％），107CFU／g：9検体（8．8％）であり，約半数が106CFU

／g以上で20種類の野菜に及んでいた。一般細菌数の少ない野菜類

にはイチゴがあり，多い野菜類にはエシャレット，ミツバ，大葉

，クレソンなどがあった。また，大腸菌は10検体（9．8％）から

分離され，分離された野菜として大葉，クレソン，ホウレン草，

モヤシがあり，それらの一般細菌数はすべて106CFU／g以上であっ
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た（表25）。

　調査した5小学校における野菜洗浄水の一般細菌数は全体で

く10～105CFU／漉であった。その分布はく10CFU／9：4検体（8％）

，101CFU／g：3検体（6％），102CFU／認：9検体（18％），103CFU

／漉：11検体（22％），104CFU／謡：18検体（36％），105CFU／謡

：5検体（10％）であった。5小学校給食施設のうち，4施設は1日

当り10，000食以上を提供しており，一般細菌数の平均はユ04CFU／

漉であり，残り1施設（食数が620食）の一般細菌数は103CFU／謡

であった。また，大腸菌はまったく分離されなかった（表26）。

m．考察

　わが国で発生した舘冠CO157による集団食中毒事件の原因食品

としてカイワレ大根，メロン，レタスサラダ，ポテトサラダなど

の野菜類が報告されている［17，25］。　また，家畜および食肉に

おける照猛CO157汚染状況についても数々の報告がある［U，12，

18，19，3◎，32，33，34］。さらに，アルファルファ，キャベツ

，キュウリなどの生野菜，アップルサイダー，イクラなどの海産

物といった今まであまり問題にしていなかった食品の危険性が指

摘されている［2◎，27］。

　そこで，過去に集団食中毒事件の原因食品として報告のあった

食肉類や野菜類などおよび環境水（海水浴場海水，と畜場などの

排水，野菜洗浄水一5小学校給食施設）について静岡県内の朋8C

OI57汚染実態を調査した。

　国内におけるEHEC　O157の食肉類から分離は，小田ら［35］は市

販食肉の157検体のうち6検体（3．8％）から分離したと報告して
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いる。また，田中ら［40］は輸入食肉の分離率は1．9％であったと

報告している。しかし，今回調査では，食肉類から1件も分離さ

れなかった。また，野菜類，その他の食品，環境水などからの分

離は，小田ら［35］の報告と同様に1件からも分離されなかった。

　このことから静岡県に流通する食品や環：境におけるEHEC　O157

汚染は低率であると考えれる。しかし，食品の汚染菌量が少ない

場合には，食品からの菌分離が困難であることは，食中毒事例に

おいてその感染源や原因食：品がなかなか解明されないことが示し

ており，迅速かつ確実に分離できる検査法の導入が必要と考えら

れた。

W．小高

　1996年から20◎◎年の間に，静岡県内で販売されている食肉類333

検体，野菜類191検：体その他の食品22検体および環境水など149検：体

の計695検体についてEHECO157検査を行ったが，　E朋CO157はすべ

ての検体から分離されなかった。このことから県内に流通する食品

や環境におけるEHEC　O157汚染は低率であると考えれた。しかし，

食品の汚染菌量が少ない場合には，食品からの菌分離が困難である

ことから迅速かつ確実な菌分離法の確立が望まれた。
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総括

　腸管出血性大腸菌0157：即（一）’（以下，H朋CO157）感染症は，わ

が国のみならず全世界的に重大な問題となっている。

　本菌感染症の原因食品として，牛肉類，野菜類など報告されてお

り，感染源として牛の関わりが強く示唆されている。しかし，食品

から原因菌が分離されず原因が特定されない事件が多く，食品など

からの原因菌の確実な分離法の確立が望まれている。さらに，ヒト

や牛からの分離株について疫学的解析を行うことは発生防止対策上

で重要であり，様々な疫学マーカーが検討されているが，ファージ

型別については，わが国ではあまり行われていない。

　そこで，本研究では，1．ヒトおよび牛由来EHEC　OI57の疫学マー

カーの検討，2．物理的条件下にお．けるEHEC　O157の増殖性の検討，

3．食品からのEHEC　O157分離法の検討，4．野菜からの凍結損傷EHEC

O157分離法の検討，5．食品および環境水などのEHEC　O157の汚染状

況調査を行い，以下の成績を得た。

1．ヒトおよび牛由来器£C◎157の疫学マーカーの検討

　今回の検討結果から，ヒトおよび牛由来株のファージ型は，過去

の内外の報告とほぼ一致していたが，ヒト由来株と牛由来株ではフ

ァージ型などの疫学マーカーに若干の差がみられ，ヒトへの’ ｴ染源

は牛のみではなく他の要因の関与も考えられた。また，特定のファ

ージ型とVT産生に関連性があるものが存在した。さらに，同じ感染

例からの分離株は同じファージ型であった。以上のことから，ファ

ージ型は株間の識別が可能で他の疫学マーカー比べて簡便で有用で

あることが示唆された。

2．物理的条件におけるEHEC　O157の増殖性の検討

　検討した結果から，有機酸などを食品に添加して，食品の特性を

失わない程度にpHを調整することにより食品の安全性が確保できる

ものと考えられた。また，EHEC　O157は海水中でも十分生存できる

ことが判明し，海産物も食中毒の原因食品になり得る可能性が示唆

された．さらに，食品からの猛朋C◎15験査における増菌箪養温度
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は42±0．5℃が他の細菌の増殖をある程度抑制させることから適切

な培養温度であった。

3．食品からの甜冠COI57分離法の検討

　INS法は直接法より分離法において優れており，EHEC　O157の分離

に有効な方法であった。分離培地として，セフイキシム亜テルル酸

カリウム加ソルビトールマッコンキー培地（CT－SMAC）やクモアガ

ー0157，BC塾10157などの酵素基質培地は分離i率が高く，これらの

培地の併用が必要であった。また，増菌培養地として，ノボビオシ

ン加mEC培地（NmEC）が優れており，イムノキットのみでのスクリ

ーニングは不適当であった。

4．野菜から．の凍結損傷EHEC　O157分離法の検討

　野菜類から効率的に凍結損傷EHEC　O157の分離する方法として，

ノボビオシンと胆汁酸を除いたmEC培地で25℃2時間培養後，これに

ノボビオシンと胆汁酸を加えて42℃18時閥培養し，さらに，mS法

処理をしてC7－S齢Cに塗抹する方法が最も良かった。また，酵素基

質培地など2種類以上の分離培地を併用することにより分離率を上

げることが可能であった。

5．食品，環：境水などからのEHEC　O157分離i状況

　静岡県内における流通食品や環境におけるEHEC　O157汚染は低率

であったが，食品の汚染露量が少ない場合には，食品からの菌分離

が困難であり，迅速かつ確実な菌分離法の確立が望まれた。

　以上の調査・検討の結果から，ファージ型別は今回実施した他の

疫学マーカーと比べて分離株間の識別が可能であり，わが国ではあ

まり行われていないがどこの施設でも実施可能な簡便で有用な方法

であった。また，食品からの凍結損傷菌を含むEHEC　O157の分離法

には，憩EC培地などの抑制力のない培地で前増熱（25℃2時間）を行

って菌を回復させた後に，ノボビオシンなどの抑制剤を加えて42℃

18時間培養し，免疫磁気分離法で処理をしてからCT－S塾！ACと酵素基

質培地に塗抹する方法が有効な分離法であった。さらに，様々な物

理的条件下での増殖性を知り，これらを活用することにより食品で

のEHEC　OI57制御が可能なことが示唆された。
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  Enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7(-):(EHEC OI57)

[also called Verocytotoxin-producing Escherichia coli:(VTEC)

                                '
er Shiga toxiR-producing Esckerichia coli:(STEC)] was first

identified in an outbreak caused by ufidefcooked. hamburger at

  same fast food restaurant chain in Oregon and Michigan(USA)

in l982. EHEC el57 infection has became a worldwide sirious

problem.

  In Japan, the first outbreak of this pathogen occurred at

kindergarten in Urawa city(Saitama prefecture) in 1990.

Since May 1996, outbreaks and sporadic cases have increased.
                    '
IR July l996, big eu{bfeaks(cases-5,727, deatks-3) occBrred

at primary school in Sakai city(Osaka prefecture).

AccordiRg to tke Teports by fhe MiRistry of Health and

Weifare, totai reported cases of EHEC OI57 infectioR n=mbred

                                                   '
9,451, hospitalized 1,808 and deaths'12 in 1996.

  In USA, Canada, United KiBgdem, EHEC el57 was isolated

specimens of hamburger(minced beef), roast beef, raw milk,

vegetab!es. Therefor, cattle are suspeeted to be one of the

most singnificant sources of EHEC O157.

  In Japan, EHEC O157 was isolated specimens of radish

sprouts(Kaiware daikon), okaka sa!ad, potato salad.

                        '
In epidemiologcal investigation, beef have been suspected

fer tke source ef diffuse outbreaks. But rapid aRd accurate



methods for the isolation of EHEC OI57 is Rot established

yet. And also in Japan, EHEC O157 isolates were hardly

aRalyzed by the phage typiRg scheme for epidemio!ogica!

investlgatlens.

  This study has evaluated that phage types of EHEC O157

isolated from human afid cattle, effects of pH, sodiun]

chloride(NaCl) cocentration and temprature on the growth of

EHEC O157 methods for isolation of EHEC O157 from          '

commercial foods(meats and vegetables), methods for

isolation of freeze-injured EHEC O157 from vegetables, and

EHEC el57 cgntamiRatioR in fcod aRd water samples iR

Shizuoka prefecture.

1.Phage types of EHEC e157 isolated from human and cattle

  From 1987 to 2000, a total of 545'EHEC O157 strains(170

from human feces afid 375 from cattle sources) collected wefe

submitted for phage typing and others(serotyping, VT typing,

  drug resistance).

  Of these, 508 strains (162 from human and 346 from cattle)

were phage typed. In human strains, 21 different phage types(PTI,

 2, 4, 8, l4, 21, 23, 24, 28, 31, 32, 33, 34, 37, 41, 45, 49, S4,

 56, 61, 72) were identified. And in cattle strains, 22 different

                                            '
phage types (PTI, 2, 4, 8, l4, 21, 23, 31, 32, 33, 34, 39, 40, 43 '



45, 54, 56, 63, 67, 71, 74, 78) were also identified. Predominant

phage types were PT2(16.5%), 32(14.7%), 4 and 2i(iO.6%) in

hu#an strains, PT34(18.l%), 54(16.3%), 39(10.9%), 23(8.8%) in

cattle strains. Feurteen phage types(PTI, 2, 4, 8, l4, 21, 23, 31,

32, 33, 34, 45, 54, 56) were common in both sources.

Phage types ef straifts isolated ffom the same eutbreaks(group or

family) were the same.

    These result suggest that the phage typin.g scheme isuseful in

 the studying causative factors in epidemiological mvestigatioRs.

2.Effects ef pH, sodium ckleride cecentration(NaCl) and

 temprature on the growth of EHEC'O157.

   Effects of pH(3.0-ll.O), NaC!(O.5-10.0%) and temperature

(5.0-48.0℃) in TSB ofi the grewtk ef EHEC el57 were examiRed.

Growth of EHEC O157 occurred 4.5<PH<9.0 or 9.5,between 25℃

and 44.5℃. After 35℃'24kr eRfickment at 6.e% NaCl, there Was no

EHEC O157 detected.

  These result suggest that EHEC O157 survive in sea water

and seafoods except salmon roe resuit the food poisonmg-causat!ve

foods.

   EC medium for isolitioR of Escherichia coli are incubated at

 44.5℃ as the official method by Ministry of Welfare.

 But in this tempefatgre, EHEC O157 cannot be grown.



TherefoTe, for isolation of EHEC O157 from foods,

42℃ enrichment in modified EC broth with novobiocin is the
                               '
gseful methgd.

3.Evalution of methods for isolation EHEC O157 from

  commercial Foods(meats.aRd vegetables)

   This study has evaluated methods for isoiation and

ideRfiCation of EHEC O157 inocurated into minced beef and

radish sprouts(chilled and freezed), i.e., 42℃'24hr

eRrichment in modified EC broth with novobiocin(NmEC), or

35℃'24hr eRrichment iR tryptic soy broth(TSB) followed by

planting onto sorbitol MacConkey agar(SMAC), SMAC with

cefixime-tellurite(CT-SMAC), CHROM ager O157(CHR), BCM O157

agar(BCM), or immunomagnetic sepafatioR(IMS) followed by

planting onto these four same media.'

  The isoiation and idenficatign cf EHEC O157 was better on

CT-SMAC than SMAC. CHR and BCM were as good as CT-SMAC.

Using CT-SMAC and CHR or BCM together was of importance.

Then 42℃'24hr enrichment in NmEC was better than 35℃'24hr

eRrichment in TSB.

  These fesult suggest that using 42℃'24hr enrichment in

NmEC, followed by IMS and inocuration onto CT-SMAC and CHR

 or BCM was the most useful method.



  Alse rapid imrr}uRechromategfaphic assay(Now O157, PATH-STIK,

 VIP) were of use for screening test of EHEC O157. But it was

 necessary te fake cafe of using tl}ese assay because these assay

somemtimes showed false-positive reaction.

4.Evaiution of methods for isolatiofi of freeze-injured

  EHEC O157 from vegetables

    This stBdy has evaluated methods for isolation and

idenfication of freeze-injured EHEC O157 inocurated into

radish sprouts, strawberry, salted cabbage.

    Incubation ik mEC wi{kout ltovobiociR aRd bile sa!ts at

25℃ for 2hr followed at 42℃ for 18hr with addition of novobiocin

aRd bHe saks gave geod fecevery of freeze-injured EHEC O157

  from vegetabies.

  And the incubation at 25℃ for 2hr'in non-selective broth

was good for the recovery of freeze-iRjured EHEC OI57 ffcm

freezen strawberry and salted cabbage.

   '

                                                    `5.EHEC O157 contamination in food and water sampies m

  Shizuoka prefecture

   From l996 to 2eOe,EHEC el57 ceRtami!?aticR in 546 food

samples(333 meats, 191 vegetables and 22 others) and 149

water samples(sea, sewage, etc) in Skizueka prefecture were



Investigated.

   EHEC O157 was not detected from these 695 samples.
                                '                                                      '                                            -t -  These resuk sugges{ tkat EHEC OI57 centam!nation ratio

of commercai foods in Shizuoka prefecture is low.

The results of this study obtained as follows:

  1)The phage typing scheme is useful in the studying

   causative factors in epidemiological investigations.

   But the combined use of phage typing and moiecuiar

   biologica! method(pulsed-field gel electrophoresis)

   cafi provide a mere detailed classificatioR of EHEC OI57.

  2)Effects of pH,NaCl and temperature on the growth of

   EHE'C el57 were examined.

   The resuits suggested the possibility for the ceRtrol of

   growth of EHEC O157 in foods.

  3)In evalution of methods fer isolatioft of EHEC OI57

   from commercial foods(meats and vegetables) and of
     '
   freeze-inured EHEC O157 from vegetables, the useful

   method would be confirmed.

'
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表2．EHEC　O157菌株を送付された食：肉衛生検査所一覧

ブロック 都道府県 食肉衛生検査所名

北海道・東北

関東・甲信越

東海・北陸

近畿

中国・四国

九州・沖縄

道
県
県
県
県
県

海
墨
画
田
形
島

北
青
宮
秋
山
福

　
　
　
　
　
県

県
営
県
県
営
川
照
照
県

城
木
玉
葉
京
奈
潟
梨
野

茨
習
習
千
束
神
薪
山
長

県
営
県

阜
都
岡

岐
愛
静

県
営
府
県
県

賀
都
阪
章
章

滋
京
大
兵
車

県
営
県
県
営
県

取
根
山
島
習
知

鳥
島
岡
広
香
高

　
　
　
　
　
県

県
営
県
自
県
島
県

露
華
崎
戸
崎
白
縄

福
墨
黒
大
宮
鹿
沖

早来
十和田
仙北
中央
内陸
郡山

県西，県南，県北
宇都宮市
中央食肉衛生センター
中央，東総
芝浦
神奈川県，横浜市
新潟県，新潟市
山梨県
上田，飯田，松本

岐阜県
愛知県，名古屋市
東部，西部，静岡市，浜松市

滋賀県
京都市，京都府保健環境部生活衛生課
大阪市，堺市環境保健局環境衛生課
兵庫県食肉衛生検査センター
奈良県食品衛生検査所

鳥取県
島根県
岡山市
広島市
香川県
中央

福岡県，北九州市立食肉センター
佐賀県
諌早
大分県
日向
鹿屋，鹿児島市
北部
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表5・牛からのブロック別のEHEC　O157の分離状況
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表9．EHEC　O157の由来別薬剤耐性パターン

薬剤耐性パターン
ヒト由来
（135株）

　牛由来　　　合計
（232株）　　（367株）

SM
KM
CP
TC
SM，　TC

ABPC，　SM

ABPC，　FOM

KM，　SM

NA，　SM，　TC

ABPC，　SM，　TC

CP，　SM，　TC

ABPC，　CP，　KM，　SM，「rc

ABPC，　KM，　NA，　SM，　TC

3

11
2

1

10

1

7

3

2

2

27

1

2

2

1

1

0

3

2

2

8

2

1

1

2

2

1

1

1

合　計（％） 28（20。7） 48（20．7） 76（2◎．7）

ABPC：アンピシリン
FOM：ボスホマイシン
NA：ナリジクス酸
TC：テトラサイクリン

CP：クロラムフェニコール
KM：カナマイシン
SM：ストレプトマイシン
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表14．牛由来EHEC　O157のファージ型ブロック別の分離状況

ブロック

ファージ型
北海道　関東　東海・　近　畿中国・　九州・　合計
　・東北　・甲信越　　　北陸　　　　　　　　四国　　　沖縄
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表15．牛由来冠H琵CO157のファージ型の年次推移

計ム雛1999年1998年1997年1996年1990年1987年プアージ型
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表19．EHEC　O157接種検体における直接法と免疫磁気分離法による分離の比較

試験 検体名 検体数　　接種菌量
　　　　　［C冊／9］

　　　　分離数　（％）

1

牛挽肉

（冷蔵）
伊
D
r
O
F
O

5．6

1．0

0

5（100）

5（100）

0

5（100）

5（100）

0

牛挽肉

（冷凍）

震
」
『
0
『
0

5．6

4・0

0

5（100）

5（100）

0

5（100）

5（100）

0

カイワレ大根

（冷蔵）

0．8

0．1

◎

5（100）

1　（20）

0

5（100）

0

0

2

カイワレ大根

（冷凍）

只
∪
『
0
だ
0

0．8

0．1

0

2　（40）

0

0

2　（40）

0

0

牛挽肉

（冷蔵）

10

10

0．6

0

5　（50）

2　（20）

3　（30）

0

3

カイワレ大根

（冷蔵）

10

10

1．1

0

5　（50）

1　（10）

3　（30）

0



表20．EHECO157接種検体における分離培地による分離の比較

試験　　検体名 検体数
　　　　　　分　　離　　数　（％）

1 牛挽肉 40 40（100）　40（100）　40（100）　40（100）

2 カイワレ大根 40 8　　（2◎）　　　1　4　　（35）　　　　1　1（27●5）　　l　C　　（25）

牛挽肉 20 7（35） 8（4◎） 8（40）　翼丁

3

カイワレ大根 20 6（30） 7（35） 6（30）　NT

S撚C：ソルビトールマッコンキー培地

C㍗S描C：セフィキシム亜テルル酸カリウム加ソルビトールマッコンキー培地

CHR：クロモァガー0157　　　BC哲：、BC哲0157　　　　NT：未実施



表21．8田CO157接種検体における増菌培地による比較

試験　　検体名　　接種菌数：　処理方法 検体数
　　増菌培地（％）

牛挽肉　　0．6CFU／g 免疫磁気分離法　　5

直接法　　　　　　5

5（100）

3（60）

3

カイワレ　1．1CFU／9
大根

免疫磁気分離法　　5

直接法　　　　　　5

5（100）

3（6◎） 0
◎

N旭C：ノボビオシン加旭C培地

TSB：トリプトソイブロス



表22．EHEC　O157接種検体におけるイムノキットによる分離の比較

試験 検体名 検体数　　接種菌量
　　　　　［C則／9］
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表24．食肉類，野菜類，その他の食：品および環境：水などからのEHEC　O157の分離状況

検体の種類 晶 名 検体数 陽性数

食肉類 　
ン
　
モ
　
ル
　
ホ

　
ン
）

　
タ
肉

　
・
挽
　
　
　
ジ

　
一
（
　
　
一
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肉
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レ
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牛
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豚
豚
鶏
ソ

122

　9
　2
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　4
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　3

O
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U
O
O
A
U
A
》
n
U

小計 333 0

野菜類 レタス
ミツバ，キャベツ
ホウレン草
モヤシ
カイワレ
タマネギ，大葉
クし’ソン，サラダ菜，サンチュ，トマト
エシャレット，セロリ，パセリ
チンゲン菜，白菜，カブ，イチゴ，山芋
キュウリ
モロヘイヤ，つまみ菜，春菊，ズッキーニ
マッシュルーム
オクラ，食用菊，ルッコラ
ァルファルファ，チシャ菜，豆苗
つるむらさき，野菜妙め

「
0
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U
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O
A
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小　計 22 0

環境水など 海水浴場海水
下水処理場下水
と畜場排水
食鳥処理場排水
鰻処理場排水
尿尿処理場排水
野菜洗浄水　キャベツ
　　　　　キュウリ
　　　　　ホウレン草，白菜，タマネギ
　　　　　ニンジン
　　　　　レタス，大根
　　　　　ネギ，ジャガイモ
　　　　　リンゴ，キウイ，イチゴ，ゴボウ
　　　　　ネーブル，パセリ，バナナ
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表25．野菜類（市場購入）の一般細菌数：および大腸菌

一般細菌数
（C則／9）

野菜数 大腸菌陽性数 野菜名

＜102

　102

　103

　104

　105

　106

　107

　2

　1

　7

16

24

43

　9

0
0
0
0
0
8
　
2
｝

大葉一3，クレソンー3
ホウレン草一2

大葉一1，モヤシーエ

合　計 1◎2 10



表26．学校給食施設における野菜洗浄水の
　　　　　　　　　　　　一般細菌数および大腸菌

一般細菌数
（CFU／漉）

野菜洗浄水数 大腸菌陽性数：

＜10

　101

　1◎2

　103

　104

　10s

　4

　3

　9

11

18

　5

合　計 50 0



　　菌株
　　　↓

CT－S血C（セフィキシム亜テルル酸カリウム加ソルビトールマッコンキー）

培養（35～37℃，18～24時間）

ソルビット非分解集落
　　　　　灰白色半透明
　　　　　中心部淡桃色集落

　　　↓

セ雛ビオース加LIG寒天培地（小試験管半斜面培地）

培養（35～37℃，18～24時間）

大腸菌0遜57（疑）

斜面部面変／高層部黄変（R／Y）
インドール：＋，Oxydase：一
MUGテスト（365餓UV照射下で蛍光）

　　　↓

大腸菌0157検出キット「UNI」：＋

血清型別検査
　（0，H：血清）

ベロ毒素産生性確認検査
　　　PCR法によるベロ毒素産生遣伝子検査
　　　RPLA法によるベロ毒素産生確認検査

図1．盟ECO157同定検査手順
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　　検体（25g）＊　　　　＊食品：25gを検体とした。
　　　↓　　　　　　　　　　　　　環境水：メンブランフィルターでろ過し
　　　　　　　　　　　　　メンブランフィルターを検体とした。

’ノボビオシン加棚培地（食品225。1，糊水15。1）

　　42±0．5℃，20～24時間培養i
　　　I

セフィキシム亜テルル酸カリウム加ソルビトールマッコンキー培地
およびクロモァガー0157

　　36±1℃，20～24時間培養
　　疑わしい集落を5個以上釣菌＊＊　　　　‡＊Cτ一S温C：ソルビット非分解集落

　　　1　　　　　クロモアガー0157・馳籍
　　　↓
セロビオース加LIG寒天培地（小試験管半斜面培地）

　　　i　　　　・
　　36±1℃，20～24時間培養
　　　i

大腸菌0157（疑）　斜面部赤変／高層部黄変（R／Y）
　　　　　　　　　インドール：＋，Oxydase：一
　　　　　　　　　柵Gテスト（365餓UV照射下で蛍光発色）：一

大腸菌O157検出キット「UMj：＋

血清型別検査（0およびH血清）　　ベロ毒素産生性確認検査

　　　　　　　　　　　　　　　　　　PCR法によるベロ毒素産生遺伝子検査
　　　　　　　　　　　　　　　　　　RP猛法によるベロ毒素産生確認検：査

　　図4・小売店で購入した食品および環境：水からの醗猛C◎157検査手順



　　検体＊　　　　　　　　　＊野菜：25gを検体とした。
　　　　　　　　　野菜洗浄水：メンブランフィルターでろ過し，　　　↓
　　　　　　　　　　　　　　　メンブランフィルターを検体とした。

　　36±1℃，6時間培養
　　、虚

　　　↓

ノボビオシン加mEC培地（10謡）

一般細菌数の測定
　（スパイラル法）

大腸菌検査
　（EC培地）

42±0．5℃，20～24時間培養

免疫磁気分離法

↓
セフィキシム亜テルル酸カリウム加ソルビトルマッコンキー培地
およびクロモアガー0157

　　36±1℃，20～24時間培養
　　疑わしい集落を5個以上釣菌＊＊　　　　＊＊CT－SMAC：ソルビット非分解集落

　　　1　　　　　　　　　　　、　　　　クロモアガー0157：藤色集落
　　　↓
二品ビオース加LIG寒天培地（小試験管半斜面培地）

i

36±1℃，20～24時間培養

1

大腸菌O157（疑）

1
斜面部赤鹿／高層部黄変（R／Y）
インドール：十，Oxydase：一
難Gテスト（365艦BV照射下で蛍光発色）

大腸菌0157検：出キット「UNI」：＋

　　　↓
血清型別検査（0およびB．血清）

　　　↓
ベロ毒素産生性確認検査
　　PCR法によるベロ毒素産生遺伝子検査
　　RPLA法によるベロ毒素産生確認検査

図5．市場購入野菜および野菜洗浄水からの器琶CO157検査手順



＊）952（
体
一
1
↓

検品食 ＊水を検体とする場合は，チオ硫酸ナトリウムで中和した水

　3リットル以上をメンブランフィルターでろ過し，そのメ
　ンブランフィルターを検体とする．

ノボビオシン加mECブロス（食品225ml，水15ml）

ストマッカー処理（1分間）

1 i
42℃，18時間培養

1
免疫磁気分離法
　　↓

＊＊C孚一S濫C寒天培地を必ず用いること。

　この他BCm157，レインボーアガー0157，
　クロモアガー0157のいずれか2種以上
　併用すること。

CT－S酷C寒天培地及び酵素基質添加培地＊＊

1
35～37℃，18～24時間培養
疑わしい集落を5個以上釣菌＊＊＊

　　　↓

0157凝集反応
　　　↓

1％Cellobiose添加LIG寒天培地（小試験管半斜面培地）
　　　1

　　35～37℃，18～24時間培養

1
大腸菌（疑）

＊＊＊C7－S酷C：ソルビット非分解集落

　BC皿0157：黒～濃緑色集落
　レインボーアガー◎157：黒～灰色集落
　クロモアガー0157：藤色集落

：斜面部赤変／高層部黄変
インドール（十），Oxydase（一）
　365餓UV照射下で蛍光発色（一）

　　　↓

ベロ毒素産生性検査等：PCRによるベロ毒素産生遺伝子検：査

　　　　　　　　　　　RP砿によるベロ毒素産生確認検査
　　　　　　　　　　　血清面心（0およびH血清）

図6．食品からの腸管出血性大腸菌0157検出方法
　　　　　　（平成9年7月4日　衛食鳥207号，面白第199号）




