
第３章 調 査 研 究



１ 平成29年度 調査研究

１ 牛及び豚敗血症由来の の薬剤感受性と遺伝学的特徴Truperella pyogenes

志布志食肉衛生検査所 藤元 英樹

２ 黒毛和種における の浸潤状況Mycoplasma bovis

阿久根食肉衛生検査所 藤長 悠太

３ 属菌の混合感染症における菌種同定PCR法の検討Clostridium

鹿屋食肉衛生検査所 松ケ野真弓

４ 豚赤痢の分離培地及び検査法の検討

串木野食肉衛生検査所 岩元 美鈴

５ 鶏大腸菌症由来 の薬剤耐性および遺伝学的特徴Escherichia coli

志布志食肉衛生検査所 神田 卓弥

６ 生食用食鳥肉加工工程における細菌汚染実態調査

知覧食肉衛生検査所 小林 直樹

７ 大規模食鳥処理場おけるカンピロバクター等の微生物汚染の調査とその対策

～厚生労働省「亜塩素酸水処理による微生物低減策の有効性実証事業」～

知覧食肉衛生検査所 佐々木恭子

８ 牛の原発不明腺癌の１例

鹿屋食肉衛生検査所 祝迫 翔子

９ スタンプ標本を用いた免疫組織化学的染色による牛白血病の簡易診断法

末吉食肉衛生検査所 小池 仁美

10 尿毒症に係る検査方法の調査

末吉食肉衛生検査所 松ケ野 翔

11 ヨーネ病対応マニュアルの作成

大口食肉衛生検査所 鏡園やよい

12 食鳥検査結果と農場生産成績の関連性

末吉食肉衛生検査所 平良 和代

-62-



牛及び豚敗血症由来 の薬剤感受性と遺伝学的特徴Trueperella pyogenes
藤元英樹 砂川達見 下地なつ希 中島千景 窪薗薫 吉満文隆

*)

志布志食肉衛生検査所， )現姶良家畜保健衛生所*

は じ め に

(以下 「 」)は，家畜に化膿性関節炎や皮下膿瘍を形成する菌として古くから知らTrueperella pyogenes ， Tp

れ，と畜検査でも検出頻度が高く，特に牛の疣贅性心内膜炎では主な原因菌となっている。 敗と畜検査での

が主に検出されるが，両畜種から検出される菌種はあまり血症は，豚では が，牛ではStreptococcus suis Tp

遺伝子，薬剤感受性及び薬剤耐多くない。今回，牛及び豚から検出された について，溶血性，毒性因子Tp

性遺伝子保有について，由来する家畜ごとの比較を中心に検討したので概要を報告する。

背 景

と畜検査における敗血症は，病理所見及び実質

臓器などから同一菌の検出を確認することで診断し

ており，図１は，現行の７検査所体制になった昭和

年度から約 年間の全部廃棄率の推移を示して61 30

3 0.06いる 敗血症は 牛では 番目に多く廃棄率は約。 ，

％，豚では 番目に多く，廃棄率は約 ％とな2 0.04

っている。

図 全部廃棄率の推移1

図 は，過去 年間の当所における敗血症由来2 5

Trueperella菌株の内訳を示しており，示す牛では，

（以下 「 ）が最も多く，約 ％を占pyogenes ， 」Tp 47

め，豚では に代表される連鎖球菌Streptococcus suis

が全体の約 割を占め， は，次いで約 ％検出9 Tp 3

されている。

は旧名を といい，古Tp Arcanobacterium pyogenes

くから家畜の化膿性疾患の原因菌として知られてい

る。

図 敗血症由来菌株の内訳2

材料と方法

材料は，平成 から 年度にかけ，と畜検査で18 28

敗血症と診断された牛及び豚から分離され， とTp

同定した 株を用いた。190

菌株は，馬及び羊血液寒天培地上での溶血性の比

較を行い，保有する遺伝子検査として，溶血毒素を

コードする 遺伝子，宿主との接着促進因子としplo

て，ノイラミニダーゼ( 遺伝子及び 遺伝nanH nanP

子)，コラーゲン結合タンパク( 遺伝子) 及びcbpA

複数の線毛遺伝子( 及び 遺伝fimA fimC fimE fimG， ，
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子)について実施した。

薬 剤 感 受 性 試 験 は ， ，Ampicillin(ABPC)
， ，C e f a z o l i n ( C E Z ) L i n c o m y c i n ( L CM )

， ，S t r e p t omy c i n ( SM ) Ge n t am i c i n (GM )
， ，Kanamy c i n (KM ) E r y th r omy c i n (EM )

， ，Tetracycline(TC) Oxytetracycline(OTC)
， ，Chloramphenicol(CP) Ofloxacin(OFLX)

8 12 KBNorfloxacin(NFLX)の 系統 薬剤について，

法による薬剤感受性試験を行い，あわせて，薬剤耐

，性遺伝子としてマクロライド系の ( )及び( )erm X B

テトラサイクリン系の ( )について検索した(図tet W

参照)。3

図 標的遺伝子の電気泳動像3

成 績

血液寒天培地上での溶血性1

由来する家畜ごとに菌株の溶血性について比較し

た。図 上段の写真左が羊血液寒天培地(以下 「羊4 ，

血寒」)上，右が馬血液寒天培地(以下 「馬血寒」)，

上での の経時的発育所見で，青線より上が豚由Tp

来株，下が牛由来株の発育状況を示している。

馬血寒上では，溶血輪に若干の差があるが，豚由

来株及び牛由来株は同様に明確なβ溶血を示した。

それに対し，羊血寒上では，豚由来株は溶血輪が明

確なβ溶血を示すものが数多いのに対し，牛由来株

は溶血輪が狭いあるいは不明瞭なものが数多く見ら

れた。

羊血寒上で明確なβ溶血を示すものを ，そtypeA

れ以外を として集計すると，豚由来株では，typeB

が ，牛由来株では， が となtypeA 93.3% typeB 94.8%

り，由来する家畜ごとで明確に差が認められた。

図 馬及び羊血液寒天培地上での溶血性の比較4

毒性因子遺伝子等の保有2

毒性因子遺伝子等の保有状況については， 遺plo

， ，伝子は全ての菌株で保有が確認され 次いで fimA

遺伝子が高い割合で保有されていることが確fimE

認された。由来する家畜ごとに見ると 及びnanH

， ， ，fimG nanPは 豚由来株で有意に保有率が高くなり

及び は牛由来株で有意に高くなっcbpA fimC fimE，

た。

表1 毒性因子遺伝子等の保有状況
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また 薬剤耐性に関与する遺伝子としては ( )， ，tet W

及び ( )が，豚由来株で有意に保有率が高くなerm B

った。

34菌株別の毒性因子遺伝子保有状況は，全部で

の保有パターンが認められた。主な保有パターンを

表 に示すが，最も数多く認められたのは，2

6 29plo,nanH,nanP,fimA,fimC,fimEの 遺伝子保有株が

株( )，次いで の 遺15.3% 5plo,nanH,fimA,fimE,fimG

伝子保有株が 株( )となった。23 12.1%

表 遺伝子保有のパターン2

薬剤感受性試験3

薬剤耐性の獲得状況について表 に示しており，3

， 及び に対しては，全ての菌株で感ABPC CEZ CP

。 ， ， ， ，受性を示した 薬剤耐性の獲得は SM TC LCM

， ， 。OTC NFLX EMの順に高い割合で耐性を示した

， ， 及び については，豚由来LCM SM EM NFLX

株で耐性獲得率が有意に高く， は牛由来株でOTC

耐性獲得率が高くなり，由来する家畜間で耐性獲得

状況に有意に差が認められた。また，数は少ないが

これまであまり報告の無い 及び 耐性株GM OFLX

た。も牛由来株で確認され

表 薬剤感受性試験成績3

菌株ごとに薬剤耐性の獲得状況をみると，いずれ

かの薬剤に耐性を示したものが，牛由来株で 株50

( )，豚由来株で 株( )となり，豚由来43.5% 52 69.3%

。 ，株で有意に高くなった 多剤耐性の状況については

２系統以上の薬剤に耐性を示した菌株は，牛由来株

で 株( )，豚で 株( )となり，豚由18 15.7% 29 38.7%

来株が有意に高くなった。

表 多剤耐性の獲得状況4

薬剤耐性を 牛由来株 豚由来株 合計

示す系統数 ( ) ( ) ( )N=115 N=75 N=190

系統 ( ) ( )5 0 2 2.7% 2 1.1%

系統 ( ) ( ) ( )4 2 1.7% 8 10.7% 10 5.2%

系統 ( ) ( ) ( )3 8 7.0% 9 12.0% 17 8.9%

系統 ( ) ( ) ( )2 8 7.0% 10 13.3% 18 9.5%

系統 ( ) ( ) ( )1 32 27.8% 23 30.7% 55 28.9%

合計 ( ) ( ) ( )50 43.5% 52 69.3% 102 53.6%

また，薬剤耐性獲得状況の推移を見るため，検出

菌株を つの時期に分けて比較した。3

図 に薬剤ごとの耐性獲得状況を示すが，経時的5

に大幅な耐性率の上昇を示すものは認められなかっ

た。しかし， に耐性を示す割合及び ( )遺NFLX Wtet

伝子を保有する割合が有意に上昇しており，拡大傾

向が認められた。
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図 薬剤耐性獲得状況の推移5

考 察

牛由来株と豚由来株で羊血液寒天培地上での溶血

性に差が認められ，由来する家畜ごとに検出される

菌株に異なる特性を持つことが示唆された。

毒性因子遺伝子保有状況については，溶血毒素を

コードする 遺伝子は全ての株から検出され，線plo

毛遺伝子のうち は牛由来株及び豚由来株の両fimA

者から高い割合で検出された。ノイラミニダーゼ遺

伝子保有については， は豚由来株で はnanH nanP

牛由来株で有意に高く， 遺伝子は牛由来株でcbpA

有意に高い保有率となった。線毛遺伝子も 及fimC

び は牛由来株で， は豚由来株で有意に高fimE fimG

い保有率となり，全般に牛由来株と豚由来株は異な

る遺伝子特性を持つことが考えられた。

菌株別の毒性因子遺伝子の保有パターンは パ34

ターンが認められ多岐にわたったが，牛由来株と豚

由来株で高率にみられるパターンが異なった。

薬剤耐性の獲得状況は，全般に豚由来株で高い傾

向にあり， ， ， 及び の 薬剤でSM LCM EM NFLX 4

で有意に高くなり，豚飼養環境中での薬剤耐性の広

がりが示唆された。同時に，多剤耐性の傾向も豚由

来で高くなった。しかし，過去 年間における薬10

剤耐性の経時的な推移については，明確な広がりを

確認することはできなかった。

薬剤耐性に関与する遺伝子については，テトラサ

イクリン系の ( )遺伝子が，牛及び豚由来菌株tet W

ともに高い割合で保有されていることが確認され

た。経時的には 検出株で高くなっており，H25-28

耐性遺伝子獲得の広がりが推測された また ( )。 ，tet W

遺伝子及びマクロライド系の ( )遺伝子の保有erm B

が，豚由来株で有意に高くなっており，これについ

ても飼養環境中での広がりが推測された。

今回，敗血症由来 について，由来する家畜ごTp

とに検出される菌株の間に溶血性，遺伝学的特性及

び薬剤感受性に違いがあることが確認された。

また，多剤耐性の傾向や由来畜種ごとに検出菌株

Tpの耐性獲得状況の確認ができたことから 今後， ，

を原因とする化膿性疾患に係る治療薬選択の一助に

なると思われた。
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黒毛和種における の浸潤状況Mycoplasma bovis
藤長悠太 神田卓弥 外園千代 田中敏久1)

阿久根食肉衛生検査所 志布志食肉衛生検査所1)

はじめに

（牛呼吸器病症候群）は飼育環境，健康状態，ストレス，種々の病原体の混合感染など複数の要因BRDC

Mycoplasma bovis M.で引き起こされる呼吸器病の総称であり，経済的な損失が大きい疾病である。 （以下

） 感染症は の要因の一つと考えられているが，黒毛和種肥育牛の肺における 浸潤状況bovis M. bovisBRDC

の報告はほとんどない。そこで本調査では，通常搬入された黒毛和種肥育牛における の保有状況及M. bovis

び他の細菌性病原体との混合感染の有無を調査した。

材料と方法

平成 年 月から平成 年 月までに管内と27 11 28 11

26 40畜場にて 通常搬入された黒毛和種肥育牛 ～， （

ヶ月齢）の中から無作為に選択した 頭の肺の右234

前葉を採取し，肉眼的に肺炎・胸膜炎が見られたも

の 検体（以下，肺炎・胸膜炎群）と，見られな75

かったもの 検体（以下，非肺炎・胸膜炎群）に159

分類した。

の菌分離として，各検体を約 角で採材M. bovis 1cm

し， 液体培地 ％PPLO (Mycoplasma Base medium (BD), 15

, 25g/L , 0.1g/L D- ,馬血清 酵母エキス グルコース

ペニシリン に接種後、 ℃， 時間培養1MU/L G ) 37 24

した。その後，上清を新たな 液体培地にて上記PPLO

1 PPLO (12g/Lの温度条件で 週間培養後， 寒天培地

添加 液体培地 に画線塗抹し，微好気Bact Agar PPLO )

条件， ℃で 週間程度培養した。分離された菌に37 1

ついては の ， 領域に特異的なプM. bovis uvrC 16s rDNA

ライマーを用いた による同定を行った。PCR

また肺の一部を生理食塩水に懸濁し，その懸濁液か

ら を用いて 抽出を行Instagene matrix(BIO-RAD) DNA

い， 領域において を行い， 遺16s rDNA M. bovisPCR

伝子の有無を調査した。

混合感染の有無を調査するために， 遺伝M. bovis

子が検出された懸濁液を羊血液加寒天培地に塗布

し， ℃、微好気条件下で１週間培養を行った。37

発育が見られた検体については，コロニー形態の観

察，グラム染色，オキシダーゼ，カタラーゼ活性の

確認を行い，同定検査キットによる同定を行った。

（図１）

図１ 方法

結果

１．分離培養

検体中， 検体（ ％）において 寒天234 3 1.3 PPLO

PCR培地上にコロニーが確認された。それぞれ，

uvrC 16s rDNA M. bovisを行った結果 領域において， ，

特異的な遺伝子を検出したことから， 検体すべて3

と同定した （図２）M. bovis 。
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図２ 分離株 結果PCR

PCR２．肺懸濁液の

肺懸濁液からの では 検体中， 検体PCR 234 39

M bovis 16s rDNA（ ％）において に特異的な16.7 ．

遺伝子を検出した （図３）。

図３ 肺懸濁液 結果PCR

３．肺炎・胸膜炎群及び非肺炎・胸膜炎群間におけ

る の分離率並びに 遺伝子の保有率M. bovis M. bovis

肺炎・胸膜炎群 検体，非肺炎・胸膜炎群 検体75 159

において， の分離率及び 遺伝子の保有M. bovis M. bovis

状況については，両群の間に大きな差は認められなかっ

た （図４，図５）。

図４ の分離率M. bovis

図５ 遺伝子の保有率M. bovis

４． の保有状況及び他の細菌性病原体の混合M. bovis

感染の有無

陽性であった 検体の肺懸濁液の培養の結PCR 39

果，菌が分離されたのは非肺炎・胸膜炎群の 検体2

,であり，分離菌はそれぞれ Pasteurella multocida

であった （図６）Staphylococcus epidermidis 。
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図６ 肺懸濁液培養結果

考察

（ ）通常搬入された黒毛和種肥育牛 ～ ヶ月齢26 40

の肺の ％（ 頭）から 遺伝子が検16.7 39/234 M.bovis

出された。これは，平成 年に食肉処理場に搬入27

された経産牛（ ～ ヶ月齢）の肺と気管支リ52 233

ンパ節の （ 頭）から 遺伝子が17.1% 14/82 M. bovis

検出された結果（三城， 年度 九州地区獣医師H27

会）と同様の割合だったことから，月齢にかかわら

ず持続的に を保菌している可能性が有るのM. bovis

ではないかと考えられた。

M.PCR 陽性であった肺懸濁液の培養の結果，

との混合感染が示唆されたのは 検体のみとbovis 2

少数であったことから，混合感染により顕著な症状

が見られた場合，緊急出荷や治療等の対処が行われ

ている可能性が考えられた。

培養陽性となった 頭の内 頭において肉眼的に3 2

肺炎・胸膜炎が見られなかったこと，肺懸濁液の

結果において肺炎・胸膜炎の有無による明らPCR

かな差が見られなかったことから，正常な牛の肺に

おいても不顕性感染として が常在しているM. bovis

可能性が示唆された。しかし，今回の調査において

は、培養陽性となった検体数が少なかったこと，肺

懸濁液における遺伝子の有無の調査のみであったこ

とから，病理学的調査等によって更なる検討が必要

だと考える。
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属菌の混合感染症におけるClostridium
菌種同定 法の検討PCR

松ケ野真弓 矢野貴久 鳥居哲太郎 川畑仁志 福里吉文1)

鹿屋食肉衛生検査所 ) 姶良保健所1

は じ め に

本県の食肉衛生検査所では， 感染症，主に悪性水腫による牛の全部廃棄事Clostridium
例が散発している。悪性水腫は病変部中に ， 等が単一またはC. septicum C. perfringens
混在して存在するという報告がある 。 は培地上で遊走性を示すため，[1] C. septicum

属菌の混合感染により培地上に複数種のコロニーが観察された場合，それぞClostridium
れの菌種の単離及び同定は容易ではない。現在，本県の検査実施作業手順書 におけ(SOP)

。 ，る 属菌の の対象は 及び のみである 一方でClostridium C. septicum C. chauvoeiPCR
それ以外の菌種においては純培養を行い簡易キット等による同定を行うことになってお

C.り，同定に至るまでに時間を要する。そこで，本研究では， のプライマーに，SOP
を検出可能なプライマーを加えた による菌種同定 法をperfringens Multiplex PCR PCR

検討した。また， 専用試薬を用いてその効果を検討した。Multiplex PCR

材料と方法

C. septicum C.菌株として， 株 ，4
株， 株を供試perfringens C. chauvoei3 1

C. septicum C.した。そのうち， 株及び1
株は同一牛由来であった。perfringens1

各菌株を血液寒天培地で ～ 時間嫌24 48
気培養後， に準じ熱抽出法によりSOP

を抽出した。プライマーは にDNA SOP
準じた 及び を検C. septicum C. chauvoei
出するプライマー 対， らによ1 Kikuchi[2]

1る を検出するプライマーC. perfringens
対の計 対を混合して用いた 表 。2 ( 1)

表１ プライマー

は に準じて調整したPCR mixture SOP
(SOP ) Multiplex PCRもの カクテル 及び

Multiplex PCR専用試薬 専用試薬 である( )
Assay Kit Ver.2 PCR(TAKARA)を使用した。

プログラムはそれぞれ 及びメーカーSOP
の説明書に準じた。また，両者における

目的 の検出率を比較した。なお，DNA
，PCR mixture DNAに添加する 抽出液は

では となっているが，本研究でSOP 1 µl
は に変更した。5 µl

試験 では，単独の菌種 株における(A) 6
の有効性を検討した。Multiplex PCR

試験 では，複数種の 属菌(B) Clostridium
の混合菌液を用い，それらの検出を試み

C. perfringens C.た 。 同 一 牛 由 来 ，

及び他の牛由来 のsepticum C. chauvoei
種類についてマクファーランド濁度 の3 4

濃度に調整した菌液を 種類ずつそれぞ2
れ比率を変え混合したもの，更に 種類3
の菌液を等量混合したものを へ供しPCR
た。

C. perfringens C.試験(C)では， 及び

-70-



の混合感染時におけるスタンプsepticum
培地を再現し，そこからの菌種同定を試

みた。病変中の菌種の菌量や比率は様々

であることが想定されるため，試験 で(B)
C. perfringens C.用いた比率の異なる と

の 種混合菌液を更に希釈し，septicum 2
血液寒天培地に接種して 時間培養後，24
培地上からランダムにコロニーを掻き取

ったものから を抽出し， へ供DNA PCR
した。

結果

C.試験 では，全ての検体において(A)
では ， でperfringens C. septicum793 bp

は ， では の特594 bp 522 bpC. chauvoei
異バンドが 本ずつ確認された 図 。1 ( )1

Multiplex図１ 単独の菌種における

PCR
C. perfringens C.試験 では， と(B)

septicum C. perfringens C.( 2)図 ， と

chauvoei C. septicum C.及 び と

図 のそれぞれの 種混合菌液chauvoei( 3) 2
において陽性コントロールでは 本，混1
合菌液では 本のバンドが確認され，検2
体に含まれる全ての株について検出可能で

あった。なお，バンドの濃さは混合液中の

菌液の比率に比例していた。更に， 種等3
量混合菌液では 本のバンドが確認され3
た 図 。( 4)

図２ の２種C. perfringens/C. septicum
Multiplex PCR混合菌液での

C. perfringens/C. chauvoei C.図３ 及び

の２種混合菌液でのsepticum/C. chauvoei
Multiplex PCR

図 ４ ３ 種 等 量 混 合 菌 液 に お け る

Multiplex PCR
2 24試験 では， 種混合菌液を接種し(C)

時間培養後の培地上において，肉眼的に乳

白色コロニーが単一，または乳白色コロニ
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ー及び遊走性コロニーが混在して認められ

た。

C.2種類のコロニーを掻き取った場合は

及び が，乳白色perfringens C. septicum
コロニーのみが確認された培地を掻き取っ

。た場合は のみ検出されたC. perfringens
なお，肉眼的にコロニーが認められなかっ

た領域を掻き取った場合はバンドは認めら

れなかった 図 。( 5)

図５ 試験（ ） 結果C Multiplex PCR
試験 ～ について， 及(A) (C) PCR mixture

び 反応条件を カクテルを用いたPCR SOP
場合と専用試薬を用いた場合で比較したと

ころ，全ての試験において同様の検出パタ

ーンであった 図 。( 6)

図６ 及び 反応条件のPCR mixture PCR
比較の一例

考察

届出伝染病である気腫疽は迅速な診断が求

SOPめられ，鑑別の観点から，現在，本県の

Clostridium C.における 属菌の の対象はPCR

及び のみである。その一septicum C. chauvoei
C.方で，悪性水腫の起因菌の一種である

をはじめ他の 属菌の感perfringens Clostridium
染事例も散発しているのが現状である。本研

究の結果より， に準じたプライマーに加SOP
え，本研究で用いた の検出を目C. perfringens
的としたプライマーを用いることにより，単

独 菌 種 の だ け で な く 複 数 種 のDNA
属菌が混在した からであっClostridium DNA

てもそれぞれの菌種を同定可能であると考え

PCRられた 更に 専用試薬を用いることで。 ， ，

サイクル時間の大幅な短縮及び試薬の種類を

。 ，減らすことが可能であった 以上のことから

属菌の混合感染により培地上で複Clostridium
Multiplex数種のコロニーが観察された場合，

，PCR DNAによって菌種特異 配列を増幅でき

，一度に複数種の菌種の同定が可能であるため

検査の省力化及び短時間化へとつながるとい

える。更に，専用試薬を用いることで，検査

の更なる迅速化及び簡便化が期待できると考

える。

今後は，より迅速な診断が可能となるよう

実際の症例において臓器より直接抽出した

でも同様の結果が得られるか検討が必要DNA
である。また， や 等を検出C. sordellii C. novyi
可能であるプライマーを増やし，より多くの

属菌の迅速な同定を可能とするClostridium
法も検討していきたい。Multiplex PCR
参考文献
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豚赤痢の分離培地及び検査法の検討
岩元美鈴 西園幹雄 宇都誠二 内大久保均

串木野食肉衛生検査所

は じ め に

豚赤痢は， （以下， ）による出血性大腸炎を特徴とすると畜場法の全部廃棄Brachyspira hyodysenteriae Bh

対象疾病であり，鹿児島県では平成 年から全国食肉衛生検査所協議会微生物部会｢豚赤痢の判定基準につ19

いて｣[ ]を基に作成した豚赤痢検査実施標準作業書に準じて検査を実施している（以下，従来法 。従来法1 ）

において の分離培養に使用する 培地は，豚糞便抽出液，羊脱繊維血液， 種類の抗生物質（コリBh 1/2BJ 5

スチン，バンコマイシン，スペクチノマイシン，リファンピシン，スピラマイシン）を必要とする培地のた

め（図１ ，作製が煩雑である。さらに，市販の羊脱繊維血液の使用期限等を考慮すると，一度に必要数以）

上を作製し保管することになるため，保管条件によっては培地が劣化し， の発育が悪い事例がある。そBh

こで，今回，より簡便で効率的な 分離及び検査法について比較検討したので，報告する。Bh

材 料 及 び 方 法

平成 年 月から平成 年 月の期間，管内と28 4 29 6

畜場において豚赤痢を疑い保留した豚の大腸を材料

として，以下の試験①～③の 分離培地及び試験Bh

④ について，従来法の手順（図１）に従い，PCR

比較試験を実施した。

図１．従来法の検査手順

試験①『従来法の各種抗生物質より安価で純度が

明確な同等品を使用した 培地 ：従来法に記1/2BJ 』

載されている各種抗生物質を再検討し，購入可能な

薬剤から，より安価で純度が明確な同等品の抗生物

質を選択した（図２ 。それらの抗生物質を調製後）

混合して， 培地を作製し分離培養を行った。1/2BJ

鹿児島県の検査手順（従来法）

図２．検討を行った抗生物質一覧

試験②『 豚糞便抽出液を添加しない 培20% 1/2BJ

地 ： は羊血液寒天培地（以下，血寒）で純培養』 Bh

できることから， 豚糞便抽出液が の分離に20% Bh

必要不可欠であるか確認するため， 豚糞便抽出20%

液を添加しない 培地を作製し分離培養を行っ1/2BJ

た。

試験③『試験①で検討した抗生物質混合液を塗布

した市販の血寒 ：試験②で作製した 豚糞便抽』 20%

出液を添加しない 培地は，血寒に 種の抗生1/2BJ 5

物質を加えた培地であることから，市販の血寒に抗

生物質混合液を塗布したものを使用して分離培養を

行った（図３ 。）

試験① ５種類の抗生物質の検討

（ ）はメーカー名 6
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試験③で使用する抗生物質混合液は，従来法で使用

する各種抗生物質を培地 枚当たりの量に換算し，1

血寒に塗布した際に吸収されやすい量（ ）に100 l

なるよう 倍濃度に調製後混合し， 検体分ずつ小2 1

分けし冷凍した（図４ 。検査実施時に，血寒の表）

面をふ卵器内で軽く乾かし，解凍した抗生物質混合

液を 滴下，コンラージ棒で塗布したものを使100µl

用した（図５ 。）

図３．抗生物質を塗布した血液寒天培地の検討

図４．塗布した抗生物質の濃度調製

試験③抗生物質を塗布した市販血液寒天培地の検討

コリスチン バンコマイシン
スペクチノ
マイシン

リファンピシン
スピラ
マイシン

濃度
（µg/ml） 2,500 2,500 40,000 1,250 2,500

添加量（ml） 1 1 2 4 4

試験③ 1/2 BJ培地に含まれる抗生物質濃度

1/2 BJ培地800ml当たりの添加量： 12ml

培地1枚（15ml）当たりの添加量を 100µlにするため、２倍濃度で調製

コリスチン バンコマイシン
スペクチノ
マイシン

リファンピシン
スピラ
マイシン

濃度
（µg/ml） 5,000 5,000 80,000 2,500 5,000

（培地800ml中）

※ 添加抗生物質は，1/2～1/4の濃度で十分な選択性が得られる

【従来法】

1/2 BJ培地 15ml当たりの添加量：225µl

12

図５．抗生物質塗布血寒を用いた検査手順

PCR PCR試験④ 従来法 とコロニーダイレクト

の検出感度及び作業工程の比較：検査で分離した

について，サイクラー前に 抽出工程が必Bh DNA

要な従来法 とコロニーダイレクト との作PCR PCR

業工程と結果の比較を行った。試薬については，従

来法 は （タカラバイオ ，コロPCR TaKaRa Ex Taq ）

PCR EmeraldAmp PCR MasterMixニーダイレクト は

（タカラバイオ ， （東洋紡）） Quick Taq HS DyeMix

を使用した（図６ 。）

図６． 検査手順の比較PCR

成 績

試験①の培地は，従来法の 培地と同様に他1/2BJ

菌の発育を抑制し， ～ 時間でβ溶血性薄膜状24 48

コロニーを形成し，穿刺部にはβ溶血環を認めた。

PCRコロニーからグラム陰性らせん状菌を確認後，

（３）各検体希釈液を画線塗抹し

白金線で穿刺する

42℃ 24～48時間 嫌気培養

（２）解凍した抗生物質混合液を

血寒に 100µl滴下する
コンラージ棒で全面に延ばして

浸透させる

（１）血寒の表面を軽く乾燥させる

試験③ 試験手順

100µl

13

試験④ PCR手順 （従来法・ コロニーダイレクト法）

【従来法 PCR】 【コロニーダイレクト PCR】

１時間以上の短縮！ 16
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で と同定することができた。Bh

試験②では，試験①と同様に，従来法の 培1/2BJ

地と同等の結果が得られた。

試験③においても，試験①，②と同様に，従来

法の 培地と同等の結果が得られた（図７ 。1/2BJ ）

図７．抗生物質塗布血寒の 分離培養結果Bh

試験④の 比較では，従来法 よりコロニPCR PCR

ーダイレクト の方が検出感度が良いケースもPCR

DNAあるなど 同等以上の結果が得られた また， 。 ，

抽出工程が不要で作業が簡便なため，検査時間を短

縮できた（図８ 。）

図８． 結果の１例PCR

考 察

試験①において，従来法の各種抗生物質を検討

した結果，費用を半分以下に抑えられ， 薬剤を注1

射用アンプル液に変更したことで，抗生物質混合液

試験③ 分離培養結果

抗生物質を塗布した

市販羊血液寒天培地
従来法 1/2 BJ培地

ß溶血性薄膜状コロニー 発育
グラム陰性らせん状菌→ Bh確認

14

試験④ PCR結果

コロニーダイレクト PCR従来法 PCR

１，２，３，４は それぞれ同一の 1/2 BJ培地

＊ Bhの発育が悪い培地での例

P ： PC  (Bh：354bp)
N ： NC
M ： DNA Ladder

M    １ ２ ３ ４ P    N     １ ２ ３ ４ P     N    M

17

の調製作業を簡略化することもできた。試験②で，

豚糞便抽出液は の発育に必ずしも必要ではないBh

と確認できたことから，市販の血寒に抗生物質混合

液を必要量塗布したものを使用して培養したとこ

ろ， を良好に分離することができた（試験③ 。Bh ）

この試験③の方法は，従来法の 培地作製時の1/2BJ

温度による抗生物質の失活，培地作製後の冷蔵保管

条件及び光・温度感作等による経時的な培地の劣化

の問題を解決し，また，高価な各種抗生物質も検査

の都度必要量を解凍して使用するため，さらにコス

トの削減を図ることができた。加えて，試験④のコ

ロニーダイレクト は，作業の簡略化と検査時PCR

間の短縮，確実性の向上，費用の削減が見込めた。

これらのことから，各種抗生物質を塗布した血寒

（市販）による の分離培養とコロニーダイレクBh

ト による の同定を採用することは，簡便PCR Bh

性，効率性，費用縮減の上で，有用な検査法と考え

られる。

参 考 文 献
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鶏大腸菌症由来 の薬剤耐性および遺伝的特徴Escherichia coli
神田卓弥 牧田真悠子 田中輝美 久保田尭 藤元英樹 吉満文隆

志布志食肉衛生検査所

は じ め に

鶏大腸菌症は、鶏病原性大腸菌( )により生じる感染症であり、主に呼Avian Pathogenic ; APECEscherichia coli

吸器により感染し、血行性に全身性疾患を生じ敗血症を呈する。また、我が国では、鶏大腸菌症は農場においては

斃死、食鳥処理場においても全部廃棄疾病の主因の一つであるため、養鶏農家における重大な経済的損失の原

因となっている[1]。 の病原性には付着因子、鉄の獲得能、血清抵抗性などの関与が知られており、その他APEC

に毒素、バクテリオシン、プロテクチンなども関連が示唆されている[2]。発症要因として混合感染、宿主の生理的要

因、環境要因が報告されており[2]、多くの要因が鶏大腸菌症に関与していると思われる。

またAPEC、それ以外の大腸菌でも多剤耐性が問題となっており、現在、最終選択薬であるコリスチンに対しても

耐性の報告があり[3]、大腸菌における薬剤耐性は治療を行う上で重要であると考えられる。

そこで、鶏大腸菌症に関与する について、病原体の現状を把握する目的で、薬剤感受性ならびに分子生APEC

物学的調査を実施した。

材 料 と 方 法

・ の分離および保存APEC

年 月～ 月において当検査所が所管する食2017 5 6

鳥処理場に搬入された 農場の鶏を対象とした。解14

体検査において大腸菌症として判定された個体を 農1

場あたり ～ 羽無作為抽出し、肝臓70検体を採材5 10

した。なお、本県の鶏大腸菌症の判定基準である肝臓

等にチーズ様炎症産物の付着を認めた個体を鶏大腸

菌症と判定した。採材した肝臓は数時間以内に無菌的

に 培地 栄研化学 にスタンプし、 好気条件DHL ( ) 37°C

E. coli下で一晩培養を行った。その後、 検体につき1

3 EMB ( )と思われる赤色の コロニーを、 培地 栄研化学

に画線塗抹し、上記の条件で一晩培養し、金属光沢を

認めた株を とした。分離株は、 スキムミルE. coli 10%

ク 、 グリセリン ナカライテスク株式会社 添加(BD) 30% ( )

に懸濁し、 で使用まで保存した。 抽出PBS -80°C DNA

には を用い、説明書に準拠Insta-Gene Matrix (Bio-rad)

し抽出し、 で保存した。-20°C

・薬剤感受性試験

分離株は、 法によるセンシディスク( )を用いK-B BD

た薬剤感受性試験を実施した。選択薬剤としてアンピ

ABPC CEZ CL 2シリン( )、セファゾリン( )、コリスチン( )の

系統 薬剤を使用した。3

さらに 、 でいずれかに対して耐性を示しABPC CEZ

た株で、 を[ ]、 耐性株は 、 のbla mcr-1 mcr-2TEM 4 CL

遺伝子保有[ ]をそれぞれ ( )を5 Quick Taq HS TOYOBO

用いて、 により確認した。PCR

・病原性関連性遺伝子

virulence associated genes;病原性関連性遺伝子(

)の保有状況調査として、鉄キレートに関与するVAG

接着に関与する 毒素産生iucD irp2 papC tsh、 、 、 、

、に関与する 、 、血清抵抗性に関与するastA vat iss

コリシン プラスミドに関与する の 遺伝子V 8cva A/B

を対象に、 により調査した[ ](図 )。Multiplex-PCR 6 1

図 野外株における 保有状況1 VGAs
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さらに、分離された の病原性関連遺伝子保有APEC

パターン( )を鶏レベルで評価しMolecular Pathotype; MP

た。

・統計

( )によりデータベースを作Excel 2015 Microsoft office

R3.4.0成し、グラフ、散布図を描画した。統計解析は

( )を用い、一般化線形モデルhttps://www.r-project.org/

により実施した。

結 果

・分離結果

検体中、 検体から 株の が分離さ72 70 186 E. coli

れた。

・薬剤耐性

ABPC28.5% 53 CEZ23.1% 43薬剤耐性は ( 株 )、 (

株)、 ( 株)となった。なお、 耐性株は、CL1.1% 2 CL

、 に対しては感受性であった。農場毎におABPC CEZ

いては、 、 ( )で差を認めた(図 )。まABPC CEZ 0-87% 2

た、 、 いずれかに耐性を示した 株中、ABPC CEZ 54

株で の保有を確認した。また、 耐性 株35 CL 2blaTEM

のうち 株において 遺伝子陽性を示したが、1 mcr-1

は検出されなかった。mcr-2

VAG・

分離株 株中 株でいずれかの の保有186 184 VAG

を認めたが、 株については、いずれの遺伝子も陰性2

であった。いずれかの を有した 株は 種類VAG 184 31

( を有していない２株を除く) の に分類されVAG MP

た。その中で頻度の高かったものを表２に示した。ま

た、鶏における は単一の である個体と複数APEC MP

の である個体が存在していた。 と斃死率、廃MP MP

棄率との相関は認められなかった。

農場毎における、 の保有状況と農場におけるVAG

斃死率(斃死率)、食鳥処理場における大腸菌症による

廃棄率(廃棄率)との比較を行ったが、これらの間に有

意差は認められなかった( > )(表 )。p 0.10 1

次に、宿主への侵襲性に関与すると思われる接着、

毒素因子に関与する遺伝子の保有状況と斃死率、廃

棄率との比較を実施したが、有意差を認めなかった( >p

)0.10

考 察

本調査において、薬剤耐性はいずれの薬剤も既報と

同等程度もしくはそれ以下の獲得率であったが[ 、2

]、薬剤耐性と斃死率、廃棄率の関連性は認められな7

かった。 、 耐性は、農場において大きな差ABPC CEZ

を認めたが、農場でのこれらの薬剤の使用履歴は確認

されず薬剤耐性の原因は不明であった。また、飼料添

加物として発育促進の目的で の使用を認めたが、CL

薬剤耐性は既報と比較して[ ] 大きな差を認めなかっ8 、

CL CLたことから、飼料添加物として低用量の 使用が

耐性獲得に関与している可能性は低いと思われた。

図 農場毎の薬剤耐性率2
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表 農場ごとの 保有率と斃死率 廃棄率1 VGAs 、

Farm 斃死 廃棄 VAGs(%)

iucD iss irp2 cva astA tsh papC vatNo 率 率

A/B
01 0.43 0.1 90 60 50 30 10 20 20

100 93 100 87 13 13 33 202 4.90 0.3

100 92 50 25 25 8 25 173 0.35 0.4

04 0.26 0.6 100 71 57 21 7 36 7
100 100 100 75 17 175 0.60 0.6 0 0

0 0 06 1.60 0.6 100 27 100 55 27
0 07 2.00 0.7 85 77 46 54 23 8

87 80 7 27 13 33 7 138 4.30 1.0

100 21 64 21 21 149 0.26 1.5 0 0

100 87 87 93 7 20 710 1.40 1.5 0

33 17 17 67 33 1711 0.43 1.7 0 0

93 79 64 71 21 14 712 2.87 2.2 0

0 013 0.35 3.1 100 92 42 8 33 8
96 83 39 35 9 4 4 1314 3.20 3.4

91.7 69.9 58.8 39.1 21.8 12.4 11.8 8.9総計

本国を含め世界的に大腸菌の 耐性は重要視されCL

ており[ 、 、 ]、大腸菌のみならずサルモネラ属菌3 8 9

等の腸内細菌科へのプラスミドによる薬剤耐性遺伝子

の伝達が危惧されている状況であった。これらのことか

ら に対する治療の際には、農場毎に薬剤感受APEC

性試験を実施し、適切な抗菌剤を選択することが重要

であると思われた。

鶏大腸菌症の肝臓から高率に を保有したVAG

が分離され、既報と同様に[ 、 、 ]、鶏大APEC 2 5 10

2 APEC MP表 の主要な
腸菌症にこれらの が関与している可能性が示さVAG

れた。本調査において、各 の保有率は既報とほVAG

ぼ一致しており[ 、 ]、鉄キレートに関与する遺伝子2 10

の保有が高率であった。鉄キレートの明確な病原性の

機序は不明であるが、関与が示唆されているため 今、

後も保有に関する調査を実施する必要があると思われ

た。しかし、 と斃死率、廃棄率との関連性は明らVAG

かにできなかった。また、 と斃死率、廃棄率の間にMP

相関は認められず、一羽の鶏から複数の が検出さMP

MPれている個体もあり、大腸菌症のファクターとなる

も特定できなかった。

鶏大腸菌症に罹患している個体の糞便に がAPEC

排出されるため、農場での感染拡大にもつながり、くわ

えて、鶏は卵生であるために牛 豚と比較すると移行、

免疫が少なく、鶏の健康状態は衛生管理に依存してい

る。これらのことから農場における的確な治療薬の選

択、適切な飼養衛生が重要であると思われる。今後、

より詳細に本菌の病原性と宿主への関与、 の農APEC

場間・内の変遷を調査し、農場へのフィードバック等に

生かし、鶏大腸菌症低減につなげていきたいと考える。
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最後に、本研究遂行にあたり、サンプル提供を快諾していただ

いた食鳥処理場関係各位の厚意に深謝する。
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