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Summary   

We examinedSalmonella enter・ica subsp．enterica servar Enteritidis strainsisolated from patients  

and carriers withlloutbreaks and70sporadic cases for plasmid profile，antibiotic susceptibility  

and phage type during the period from1986to1992in Chiba Prefecture．   

Strains carried only60kbp plasmid were foundinlO outbreaks（91％）and51（72％）sporadic  

CaSeS．   

Phage type determination were performed for the strainsisolatedlO outbreaks．The strains were  

belonging to phage type4（7cases），phage type34（2cases）and phage typel（one case）．  

In the period from1989to1992，StreptOmyCln Single resistant strains wereisolated from 80ut－  

breaks（73％）and43sporadic cases（61％），Which were notisolated before．  

′■  

の追求等の疫学的調査に有用な方法となりうるヰ）。   

そこで，千葉県内で分離されたS．Enteritidisの疫学  

的動向を調べるため，本菌による食中毒が全国的に急増  

した1989年の前後における，本菌のプラスミドプロファ  

イル，薬剤感受性およびファージ型を調査し，流行以前  

に分離されたS．Enteritidis と流行後のS．Enteritidis  

の遺伝学的特徴を比較検討した。  

Ⅲ．材料および方法  

1．供試菌株  

1986年から1991年の6年間に，県内で分離された散発  

下痢症患者および健康保菌者から分離された70株と11事  

例の食中毒由来35株を用いた。また，1992年7月に発生  

した2事例の食中毒から分離された15株も併せて供試し  

た。   

2．プラスミドの分離   

プラスミドの抽出は，KadoおよびLiuの方法5）に準じ  

た。抽出したプラスミドDNAは0．7％アガロースゲル  

Ⅰ．はじめに  

欧米諸国では1980年代後半から，鶏卵あるいは卵製品  

を原因とするSalmonella enterica subsp．enterica  

■         servar Enteritidis（以下S．Enteritidis）による食中  

毒が多発し，食品衛生面で注目されている1）。わが国で  

も1989年以降，欧米と同様にS．Enteritidisによる食中  

毒が多数報告され，また，散発下痢症患者あるいは健康  

保菌者も急増し，食品衛生および公衆衛生上大きな問題  

となっている2・3）。   

千葉県においても，1989年から食中毒や散発下痢症患  

者からのS．Enteritidisの分離例が急激に増加した。   

ところで，菌株の遺伝学的特徴をみるのにプラスミド  

プロファイルによる型別がある。この方法は，薬剤感受  

性，ファージ型などと組み合わせることにより，感染源  

■  

1）杏林大学保健学部  

2）千葉県衛生研究所  

（1992年12月20日受理）  
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1986年から1991年に千葉県で分離されたSaLmonellaenlericasubsp．enlericaservarEnteritidis  
のプラスミドプロファイル，薬剤感受性およびファージ型について  

表2 ヒト由来S．Enteritidisの年次別分離状況  

（1982年－1991年）  

で50V，75分電気泳動後，ゲルをェチジウムブロマイド  

で染色し，紫外線照射下で撮影した。   

プラスミドサイズの大きさは，東京医科歯科大学堀内  

三吉博士より分与を受けたS．Enteritidis L156（200，  

60，1．4kbp），Esche7・ichiacoliNRI（90kbp）および  

β5C／leJ吏血厄 coJiV517（7．4，5．7，5．2，4．0，3．1，  

2．8，2．2，1．4kbp）およびス／Hind Ⅱ digestion  

（23．1，9．42，6．56，4．36，2．32，2．02kbp）を対照とし，  

同時に電気泳動をして測定した。   

3．薬剤感受性試験   

米国臨床検査標準委員会（NCCLS）の抗菌薬ディス  

ク感受性試験実施基準6）に基づき，センシディスク（B  

BL）を用いて行った。使用薬剤はアンピシリン（AB  

PC），セファゾ．）ン（CZ），セファロリジン（CE  

R），カナマイシン（KM），ゲンタマイシン（GM），  

ストレプトマイシン（SM），テトラサイクリン（TC），  

クロラムフェニコール（CP），コT）スチン（CL），ナ  

リジクス酸（NA），ピペミド酸（PPA）およびスル  

ファメトキサゾール・トリメトプリム合剤（ST）の12  

剤である。   

4．ファージ型別  

10事例の食中毒由来49殊について，国立予防衛生研究  

所ファージ型別室に依頼した。  

Ⅲ．成 績  

1．S．Enteritidisの年次別分離状況   

1982年から1991年の10年間に，千葉県内で分離された  

ヒト由来のサルモネラの検出状況を表1に示した。1986  

年まではS．Typhimuriumが常に第1位の分離状況で  

一                                            あったが，1987～1989年にはS．Hadarが上位に進出し，  

1988年には第1位を占めた。しかし，1989年以降は  

S．Enteritidisが最も多く検出されるようになった。   

表2に1982年から1991年の，本県におけるS．Enteriti－  

disの年次別分離状況を示した。1988年までは毎年1～  

5株の分離状況であり，サルモネラの分離総数の1～3  

％程度であったが，本菌が全国的に流行した1989年以降  

は，サルモネラの分離総数の20～40％を占めた。また，  

食中毒の発生状況をみると，流行前の1982年から19組年  

まではわずか2事例あったが，1989年から1991年の問は  

7事例と増加し，表には示していないが1992年も9月現  

在すでに4事例と増加傾向を示している。   

2．プラスミドプロファイルとファージ型   

食中毒由来株のプラスミドプロファイルとファージ型  

を表3に示した。  

S．Enteritidis  サルモネラ  

の分離株数（％）  の分離総数  

（2．5）  202  

（2．2）  162  

（0．8）  128  

（2．5）  161  

（0．6）  147  

（2．7）  159  

1982  5  

1983  4  

1984  1  

1985  4  

1986   1［1］  

1987  3［1］  

1988  1  （0．7）  137  

1989   72［3］（33．8）  222  

1990   31  （17．0）  182  

1991  88［4］（38．2）  226  

［］：S．Enteritidisによる食中毒事例数  

※食中毒は1事例を1株として計上した。  

表3 食中毒由来S．Enteritidisのプラスミドプロ  

ファイルとファージ型  

■■  

プラスミドプロファイル（kbp）  
ファージ型  年  事例   

60 60，8．7，8．5 保有せず   

1986   A   ●  4  

1987   B   ●  4   

（Bl駆捻牛刺し）●  4  

1989   C   ●  

D   ●  

E   ●  

1991  F   ●  

G   ●  

H   ●  

Ⅰ  ●  

4  

4  

●  4  

4  

1992  J  ●  1  

K   ●  4  

※ND：型別未実施  

供試した食中毒11事例由来50珠のうちプラスミド保有  

株は45株で，11事例の食中毒由来株はすべて60kbpのプ  

ラスミドを保有していた。そのうち60kbpのプラスミド  

を単独保有する株が9事例40株（80％）と大半を占めた。  

H食中毒では，60kbp単独保有株とプラスミドを保有し  

ない株が同時に検出された。また，J食中毒由来珠は60  

kbp，8．7kbpおよび8．5kbpのプラスミドを保有してい  

た。H食中毒を除き，同じ食中毒から分離された株はす  

べて同じプラスミドプロファイルであった。  

1987年に発生したB食中毒では，患者から分離された  

株と原因食であった牛刺し由来の株は同一のプラスミド  

プロファイルであった。   

ファージ型についてみると，同一の食中毒から分離さ  

れた株はすべて同じファージ型で，10事例中7事例がファー  

ジ型4であった。しかし，1989年の2事例のファージ型  

－9－   



千葉衛研報告 第16号 7121992年  

は34であり，また，1992年のJ食中毒から分離された株  

はファージ型1であった。   

散発下痢症患者および健康保菌者由来株のプラスミド  

プロファイルを表4に示した。供試した70株のうちプラ  

スミド保有株は65株（93％），うち60kbpプラスミド単  

独保有株が51株（73％）であった。また，食中毒由来株  

からは検出されなかった66kbpや60kbpと55kbpのプラ  

スミドを保有する株が検出された。  

表4 散発下痢症患者および健康保菌者由来  

S．Enteritidisのプラスミドプロファイル  

（n＝70）  

図1食中毒由来株と散発下痢症由来株から分離された  

S．Enteritidisのプラスミド泳動パターン  

プラスミドプロファイル（kbp）  

60  60，55  66  60，8．7，8．5 保有せず  

1986  4  

1987  1  

1988  1  

1989 12  5  2  

1990 13  5  

1991 20  1  

Ml．マーカー（ス／HindⅢdigestion）  

M2．マーカー（S．Enteritidis L156200，60，1．4kbp）  

M3．マvカー（Escherichia coliNRI90kbp）  

M4．マーカー（且scんer∠cん∠α COJ～ V517 7．4，5．7，  

5．2，4．0，3．1，2．8，2．2kbp）  

1．A食中毒由来株（60kbp）  

2．H食中毒由来株（プラスミドを保有しない株）  

3．J食中毒由来株（60，8．7，臥5kbp）  

4．1989年散発下痢症由来株（60，55kbp）  

5．1989年散発下痢症由来株（66kbp）  

表5 食中毒由来S．Enteritidirの薬剤耐性パターン  

▲■■  

2  

コ  

1  1  

計（殉  51（72．8）11（15．7）2（2．8） 1（1．4）  5（7．1）   

食中毒由来株と散発下痢症由来株は，ともに流行前の  

1988年以前はすべて60kbpのプラスミド単独保有株であっ  

たが，流行後は60kbp単独保有株の他に，大きさの異な  

るプラスミドを持っ株やプラスミドを保有しない株が検  

出された。   

食中毒および散発下痢症由来株のプラスミドプロファ  

イルは5種類に分類されたが，その電気泳動パターンを  

図1に示した。   

3，薬剤感受性   

表5に食中毒由来S．Enteritidisの，表6には散発下  

痢症患者および健康保菌者由来S．Enteritidisの薬剤耐  

性パターンを示した。   

食中毒由来軌 散発下痢症患者および健康保菌者由来  

株は，1989年以降SM耐性株が大半を占めた。   

食中毒由来株の薬剤耐性パターンをみると，1986年の  

1事例は検査した薬剤すべてに感受性，1987年の1事例  

はNA，PPA耐性株であった。しかし，1989年以降の  

9事例由来株はすべてSM耐性株で，そのうち2事例は  

SM，TC耐性であった。1987年のB食中毒では，患者  

から分離された株と原因食との年利し由来の株は同一一の  

薬剤耐性パターンであった。   

散発下痢症患者および健康保菌者由来株についてみる  

と．食中毒由来株と同様に1988年以前はSM耐性株は認  

められなかったが，1989年以降は，SM耐性株の増加が  

朗著であり，SM単利耐性株が62％（43株）を占めた。  

また，1991年は多剤耐性の傾向が認められた。  

薬剤耐性パターン  

SM  SM，TC NA，PPA 感受性  

1986  

1987  

1989  3  

1991  4  1  

1992  1  1  

計  8  2  1  1  

※1事例を1として記載した。  

※1991年の4事例中1事例はSM耐性株とSM，TC耐   

性株が分離されたのでそれぞれ表に記載した。  

表6 散発下痢症患者および健康保菌者由来  

S．Enteritidisの薬剤耐性パターン  

（n＝70）   

薬剤耐性パターン  

SM NA SM，TC SM，NA NA，PPA KM．TC，NA．CP感受性  

4  

1   

1  1  

6  

4  

4  

1986   

1987   

1988   

1989 14   1   

1990 16  

199113  2   1   3  

計囲 43（62）1（1．4）2（2．8）1（1，4）3（4．2）1（1．4） 19  

一10一   



1986年から1991年に千葉県で分離されたSalmonella enlerica subsp．enterica servar Enteritidisの  
70ラスミドプロファイル，薬剤感受性およびファージ型について  

Ⅳ．考 察  

千葉県では患者および保菌者から分離されたサルモネ  

ラの血清型は，1980年から1986年まではS．Typhimuri－  

umが主流であった。しかし，全国的にS．Enteritidisが  

流行した1989年以降は，それまで分離例が少なかった  

S．Enteritidisが県内でも急増した。   

本菌の全国的な流行は，卵製品が原因であろうと報  

告23）されている。1989年以降に千葉県で発生した食中毒  

も，原因食が卵製品と特定された事例は無いが，喫食状  

況調査ではいずれも卵製品が会されており，また，1992  

年のK食中毒では，納入元の液卵からS．Enteritidisが  

分離されたことなどを考えると，本菌による卵製品の汚  

染が広範囲に及んでいるものと考えられる。   

千葉県内の食中毒由来株のプラスミドプロファイルは，  

今回の流行以前の牛刺しが原因と思われる2件の食中毒  

由来株も，1989年以降の事例から分離された由来株も共  

に60kbpプラスミド保有株であった。しかし，薬剤感受  

性をみると，流行前にはSM耐性株は分離されなかった  

が，流行後に分離された菌はほとんどがSM耐性株であっ  

4．プラスミドプロファイルと薬剤感受性の相互関係   

食中毒由来株と散発下痢症由来株のプラスミドプロファ  

イルと薬剤感受性の関係を表7，8に示した。   

表7に示すように，1986年と1987年の食中毒由来株は  

60kbpプラスミド単独保有で薬剤感受性あるいはNA，  

PPA耐性株であった。しかし，1989年以降の菌株は，  

すべてSM耐性で60kbpプラスミド単独保有株が多く分  

離され，さらに60kbpと8．7，8．5kbpのプラスミドをも  

つ株も分離された。   

散発下痢症患者および健康保菌者由来株では，表8に  

示すように1988年以前はすべて60kbpプラスミド単独保  

有で薬剤感受性株が主であった。しかし，1989年以降は  

60kbp単独保有でSM耐性株，60kbpと8．7，8．5kbpの  

プラスミド保有抹，さらに食中毒由来殊にはなかった66  

kbpや60kbpと55kbpのプラスミド保有株など，60kbp  

単独保有株以外のSM耐性株が多く分離された。   

表7 食中毒由来S．Enteritidisのプラスミドプロ  

ファイルと薬剤感受性の関係  

′■  

プラスミけロ薬剤耐性  年  

ファイ／勅bp）パターン19861987198919911992  
3  4 1 7  た。一方，散発下痢症患者および健康保菌者由来株も60  

1  1 kbpプラスミド単独保有株が大半を占めたが，1989年か  

1 らは60kbpと55kbpの両方のプラスミドを保有する株が  

SM  

SM，TC  

NA，PPA  l  

感受性 1  

60  

認められた。薬剤感受性は，流行前に分離された菌はは  

とんどが薬剤感受性であったが，流行後はSM耐性を示  

す株が多く分離されるようになった。薬剤感受性の面か  

らみると，流行前後のS．Enteritidisの由来は明らかに  

異なるものと考えられるが，さらに詳細な疫学的動向を  

探るためには，プラスミドの制限酵素による切断パター  

ン等の調査が必要と思われる。また，散発下痢症由来株  

で食中毒由来株にはみられなかった60kbpと55kbpのプ  

ラスミドを保有する株が分離されたことは，複数の汚染  

源の存在が考えられ，今後の食中毒防止対策上注目して  

いく必要があると思われる。   

S，Enteritidisの病原因子の1つとして，36Mdのプラ  

スミドを保有することが知られている7）が，この36Md  

のプラスミドは60kbpのプラスミドと同様であるとの報  

告8）がある。今回の調査でも60kbpのプラスミドを保有  

する株が多数分離され，このプラスミドが病原因子であ  

る可能性が考えられる。しかし，60kbpのプラスミドを  

保有しない株も患者から分離されたことから，異なる病  

原因子の存在が示唆され，サルモネラの病原因子につい  

てはさらに追求していく必要があろう。   

全国的にみると，1989年に分離されたS．Enteritidis  

はファージ型34であったが，1990年以降はファージ型4  

60，8．7，8．5 SM，TC  l l  

保有せず SM  l  l  

※1事例を1として記載  

表8 散発下痢症患者および健康保菌者由来S，Enteritidis  

のプラスミドプロファイルと薬剤感受性の関係  

薬剤耐性  年  

パターン198619871988198919901991  

SM  

SM，NA  

60   NA，PPA   

KM，TC，NA，CP l  

7 11 12 30  

1 1  

3 3  

1  

感受性  4 1  5  2  416  

SN  l  l  

NA  l  l  

60，55  SM  5  5 111  

60，8．7，8．5 SM，TC  l  l  

SM  l  l  

保有せず SM，TC  ll  

感受性  1 2  3  

・・－11－   
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が流行の中JL、り0）であり，今回の調査でも同様の傾向で  

あった。しかし，千葉県においては1989年はファージ型  

34で60kbpプラスミド単独保有株が分離されたが，ファー  

ジ型34で60kbpと55kbpのプラスミドを保有するものが  

多数分離されたという山梨県の報告2）あるいはファージ  

型34の株は60kbpと250kbpのプラスミドを保有したと  

いう東京都の報告11）とは異なっており．千葉県における  

本菌の汚染経路は非常に興味深いものである。  

1991年のH食中毒において，60kbpプラスミド保有株  

とプラスミドを保有しない株が同時に分離されたが，薬  

剤感受性とファージ型が同じであったため，保存中にプ  

ラスミドが脱落したか，あるいは混合感染の可能性も考  

えられる。   

疫学調査において，プラスミドプロファイルだけで菌  

株を分類することは十分でない場合もあるが，1987年の  

B食中毒において，患者由来の菌珠と原因食であった牛  

刺し由来の菌株は同一のプラスミドプロファイル，薬剤  

耐性パターン ，ファージ型を示した。このように複数の  

疫学マーカーを組み合わせて調べることは，疫学的調査  

に有用な方法であると思われる。  

1989年以降分離されたS．Enteritidisは，プラスミド  

を保有しない株，60kbpとそれより小さいプラスミドを  

保有する株あるいは66kbpプラスミド単独保有株が検出  

された。さらに流行前に比べ多剤耐性を示す株が分離さ  

れており，今後のS．Enteritidisによる食中毒発生状況  

の動向に注目していく必要があると考えられる。  
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