
��� � � �

　Campylobacter jejuni（C. jejuni ）及び，Campylobacter coli
（C. coli ）は，家畜や鳥類などに広く分布する細菌１）で

あるが，ヒトには常在せず，主要な食中毒細菌の一つで

ある。

　しかしこれらの菌は，他の食中毒原因菌の場合と比べ，

検体からの菌分離・同定に時間を要している。これを短

縮する目的で，菌種の決定にはしばしば，生化学性状試

験より薬剤感受性等を利用した簡便法が用いられてき

た２）。

　平成１４年１０月に発生した食中毒事件は，C. coli による
本県で初めて確認できた集団食中毒事例であった。本事

例では，菌種の鑑別にPCR-RFLP（restriction fragment 

length polymorphism）法を導入して同定を行った。その

結果，この方法はC. jejuni とC. coli の区別が迅速かつ正
確に判定でき，日常の検査に有用であることが確認でき

たので，その概要について報告する。
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　平成１４年１０月２９日に，S保健所管内の医療機関からカ

ンピロバクターによる食中毒の届け出があった。聞き取

り等調査の結果，同月２１日に焼き肉屋で食事をした高校

生３０名中２３名が，同月２３～２５日にかけて下痢や腹痛・発

熱などの食中毒症状を呈していた。そのうちの１名が医

療機関を受診，検査の結果，便よりカンピロバクターが

検出され，原因食品究明のため，同一の食事をした摂取

者の便，及び拭き取り等の細菌検査を実施した。概要を

表１に，発症者の臨床症状を図１に示した。
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　細菌検査は発症者便及び非発症者便３１件（５名重複），

拭き取り６件，飲料水（水道水含む）９件及び，本件の

発症者便から民間検査機関で分離された菌株１株につい

て行った。
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　平成１４年に本県で発生したカンピロバクター・コリによる集団食中毒事例において，C. jejuni とC. coli の同定に応
用したPCR-RFLP法は，カンピロバクターの同定が迅速に判定できる有用な鑑別法であることを確認した。また，PFGE

により分離菌株の遺伝子パターンを比較し，複数のパターンの菌株が検出された。

１０月２１日摂 食 日

１０月２３日～１０月２５日発 症 日

３０名摂 食 者 数

２３名（７６．７％）発 症 者 数

１名患 者 数
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検査は，通常の食中毒検査時の方法に従い，直接塗抹培

養及び増菌培養で食中毒原因菌の検索を行った。カンピ

ロバクター検査方法を図２に示した。検体をスキロー培

地で直接微好気培養（４２℃），プレストン培地で増菌微

好気培養（４２℃）を行った。スキロー培地上で疑わしい

コロニーを釣菌し，血液寒天培地で純培養後，ラテック

ス法によるカンピロLA（デンカ生研）で属種を決定し，

さらに菌種同定のためその他生化学性状試験を行った。
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　分離菌株の薬剤感受性試験は，ナリジクス酸（NA）お

よびセファロチン（CET）はモノディスク法で，アンピ

シリン（ABPC），ピペラシン（PIPC），セファゾリン（CEZ），

セフタジジム（CAZ），セファクロル（CCL），フロモキ

セフ（FMOX），セフポドキシム（CPDZ），アズトレオナ

ム（AZT），イミペネム（IPM），メロペネム（MEPM），

ゲンタミシン（GM），アミカシン（AMK），ミノサイク

リン（MINO），ホスホマイシン（FOM），ST合剤（ST），

レボフロキサシン（LVFX）の１６種類について微量液体

希釈法（ドライプレート：栄研化学）で行いMICを求め，

結果をNCCLSの基準に準じて感受性�，中間�及び耐性

�とした。
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　各菌株を滅菌蒸留水にけん濁後，９６℃ ６分加熱し，

１０，０００rpmで遠心した上清をそれぞれ菌株のテンプレー

トとした。PCRはReady to Go（アムシャム社製）のPCR 

Beads tubeを用い，サーマルサイクラー（ABI ９７００）で反

応を行った。PCR終了後，制限酵素Alu�で１時間処理し，
電気泳動及び染色により反応生成物を確認した。
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　各菌株をBHIブイヨンで２晩培養後，加温溶解した

１％アガロースゲルを混合し，１×５×８�の大きさに

固化（プラグ）した。プラグをリゾチーム処理した後，

制限酵素Sma�でDNA断片処理を行い，更にアガロース

ゲルに埋め込みパルスフィールド法で電気泳動を行った。

電気泳動はBIO-RADの装置を使用し，電圧６V/�，角度

１２０度，１-２３sec：１８．５hrの条件で行った。泳動後はPCR-

RFLP法と同様にDNAのバンドを確認した。
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　便検体２６名分について菌検索を行い，１５名よりカンピ

ロバクターを検出した（検出率５７．７％）（表２）。検体か

らその他の食中毒菌は検出されなかった。分離したそれ

ぞれの菌株についての生化学性状を検査した結果，馬尿

酸加水分解が陰性であり，C. coli と推定した。なお，C. 
jejuni 及びC. coli と比較して表３に示した。
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＊５名の重複除く
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　カンピロバクターの特異遺伝子領域の２３rRNAをター

ゲットとし，それぞれの分離菌株および対照としたC. 
jejuni ，C. coli についてFermerのプライマー３）でPCRを行

い，更にPCR生成物を制限酵素Alu�で処理した。各々
のPCR生成物及び酵素処理後の検体を電気泳動・染色し

た結果を図３に示した。PCR生成物は４９１bpの位置にバン

ドが認められた。Alu�処理後では，対照のC. jejuni は
２００，１６０，１２０bpの３本のバンドが，C. coli は２９０，２００bp
に２本のバンドが認められた。一方，分離菌株全てがC. 
coli と同じ位置にバンドが認められ，C. coli であること
が分子生物学的に確認できた。

　それぞれの分離菌株について，１６薬剤に対する感受性

試験結果を表３に示した。全ての菌株はCCL，CPDZ，

AZTのセファロスポリン，セフェム系に耐性を示したが，

ニューキノロン系のLVFXに対しては耐性を示す菌株，

感受性を示す菌株が認められた。また，モノディスク法

　　　　　　　　　検　体
　　　　　　　　　　│
　　┌───────┴───────┐
　　│　　　　　　　　　　　　　　　│
直接塗抹培養　────────　増 菌 培 養
　　│
　　│スキロー培地　　　　　　　　　　　プレストン培地
　　│
　　│４２℃，４８hr　　　　　　　　　　　　　４２℃，２４hr
　　│
形態学的検査
　　│
　　│グラム陰性らせん状桿菌
　　│
　　│コルクスクリュー運動
　　│
純　培　養
　　│
　　│血液寒天培地
　　│
　　├───────┬────────┬────────┐
　　│　　　　　　　│　　　　　　　　│　　　　　　　　│
ラテックス法　　生化学的検査　　　薬剤感受性試験　　PCR-RFLP法
　　　　　　　　　オキシダーゼ
　　　　　　　　　馬尿酸加水分解試験

検 出 数検 査 件 数検 体

１５（５７．７％）２６＊便

０（　０．０％）６拭 き 取 り

０（　０．０％）９飲 料 水

１５（３６．６％）４１計

分離菌株C. coliC. jejuni

＋＋＋オ キ シ ダ ー ゼ

＋＋＋カ タ ラ ー ゼ

－－－グ ル コ ー ス 分 解

＋＋＋T T C 抵 抗 性

－－－硫化水素産生性（TSI）

－－＋馬 尿 酸 加 水 分 解

＋＋＋酢酸インドキシル加水分解

S・RSSナ リ ジ ク ス 酸 感 受 性

RRRセ フ ァ ロ チ ン 感 受 性



でもキノロン剤のNAに対して約半数が耐性を示した。こ

のことから，１７菌株は同一の感受性を示す菌株でないこ

とが示唆された。

　それぞれの菌株をSma�で行ったPFGE解析の結果の
画像を図４に示した。１５名から分離した１７菌株（重複２

菌株）のPFGE画像において１と２，６と７，１１と１７，１２

と１６はそれぞれ同一パターンを示したが，17菌株全ての

画像は一致せず，遺伝子型が異なる複数のC. coli が混在
していることが示された。
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　今回の食中毒事例で導入したPCR-RFLP法では，C. 
jejuni とC. coli の菌種の鑑別が２～３日で同定できるこ
とから，迅速診断法として日常検査に有用であることが

確認できた。

　C. jejuni による食中毒では，複数の血清型による混合

感染を示す事例が多く報告されている２）。本事例はC. coli
による事例ではあるが，薬剤感受性及びPFGE解析の結果

から，複数の遺伝子型による混合感染であったと考えら

れた。

　通常，カンピロバクター属菌の同定には日数を要する

ことから，簡易同定法が日常検査に広く用いられている。

特に，C. jejuni とC. coli の簡易同定法として，NA，CET
に対する薬剤感受性及び馬尿酸水解能の有無による鑑別

法が行われる。しかし，近年カンピロバクターの薬剤感

受性は変化し，NA耐性の菌株が増加傾向にある。　

　C. coli による本事例を経験し，カンピロバクター食中
毒検査について新たな取り組みの必要性が求められ，今

後，カンピロバクター食中毒の検査には，PCR-RFLP法

の導入が重要であると思われる。また，薬剤感受性試験

は，菌種の同定用としてより耐性菌動向の監視に有用で

あり，実施すべき検査項目と思われた。
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Mはマーカー，cはcoli ，jはjejuni を示す ����������������
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LVFXSTFOMMINOAMKGMMEPMIPMAZTCPDZFMOXCCLCAZCEZPIPCABPC

RRSRSSSSRRSRISIS１

RRSRSSSSRRSRSSIS２

SISISSSSRRSIISIS３

RISRSSSSRRSRISIS４

SISISSSSRRSRSSSS５

SSSSSSSSRRSRISSS６

SSSSSSSSRRSISSSS７

SISRSSSSRRSRSSIS８

RISRSSSIRRSIISIS９

SISSSSSSIRSISSSS１０

SISSSSSSRRSRSSIS１１

RRSRSSSSRRSRISIS１２

RRSISSSSRRSRSSIS１３

RRSISSSSIRSRSSIS１４

SISRSSSSRRSRSSIS１５

RRSRSSSSRRSISSIS１６

SISSSSSSRRSRSSIS１７

S：感受性，R：耐性，I：中間　
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　本事例に関係しました保健所の皆様に深謝申し上げま

す。
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