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ウシ，ブタの盲腸内容物からのVero毒素産生性大腸菌の  

分離法と分離された菌株の血清型と毒素型  
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勤■  に細胞毒性を示す毒素（VT，を産生するVer。毒素  

＜Vero細胞を用いたVT活性検査（Vero細胞法）＞分離された  

菌株をTrypticase soy broth（TSB）2neに接種し37℃，1  

娩振盟培養した。培養液にポリミキシンBを2000IU／亜になる  

ように加え，37℃．30分反応後に遠心し，上浦をろ過滅菌して試  

料とした。試料は細胞培養用培地で5倍に希釈して，単層培養し  

たVero細胞に接種し，CO2ふらん器で培養した。顕微鏡下で4  

日間観察し，細胞変性が観察されたものを陽性とした。  

＜PCR法を用いたVT遺伝子の検出（PCR法）＞菌体を精製  

水に懸濁し，100℃10分加熱後急冷して被検菌液を作成した。P  

CR法は6種類のVT産生遺伝子（VTl，VT2，VT2vp，  

VT2vha，VT2vhb，VT2vp2）を同時に検出するZaw Lin  

ら6）の方法に準じ，915bpのPCR増幅産物が認められたものを  

陽性とした。  

＜逆受身ラテックス凝集反応によるVT検出（LA法）＞菌株を  

TSBに接種し，Vero細胞法と同様に試料を調整した。大腸菌  

ベロトキシン検出用キット（デンカ生研）を使用して．翌日凝集  

反応を観察した。  

＜コロニーハイプリグイゼーション（CH）法＞普通寒天平板培  

地上にNylon membranes，POSitively charged（NM）を重  

ね，菌を接種して37℃，8～16時間培養した。NM上に発育した  

コロニーを0．5N NaHO，1％S L Sで溶菌し，直ちに中和し  

た後，菌体残物を洗浄してからハイプリグイゼーション（Hb）  

を実施した。プロープはPCR増幅産物を精製して作成した。プ  

ロープの標識とHbによる検出はDIG DNA Labeling and  

Detection Kit（Boehringer Mannheim）を使用した。ただ  

しHb溶液組成は5×S SC．0．5％bovine serum albumin，  

0．5％polyvinylpyrrolidoneK30，1％SDSでHb温度は65  

℃，Hb時間は15分とした。  

＜VTEC同定試験＞菌株は走法5）にしたがい，生化学的性状検査  

を実施し大腸菌であることを確認した。VT産生性はVero細胞  

法によるVT活性測定とPCR法によるVT産生遺伝子確認によ  

り決定した。  

＜血清型別．VT型別＞ウシ110検体，ブタ120検体をmTSB  

培地で増菌後，DHL寒天平板培地で菌株を分離し．Vero細胞  

法によって細胞変性作用を示した株について同定検査を実施した。  

分離されたVTEC株は，病原性大腸菌型別用免疫血清（デンカ  

生研）を用い血清型を決定した。VTはLA法（デンカ生研）と  

産生性大腸菌（VTEC）は，ヒトの出血性大腸炎や溶血性尿毒  

症症候群の原因菌の一つとして重要である。その汚染源として家  

畜，特にウシとのかかわりが指摘されている1）。そのため家畜の  

保有状況調査が実施℡）3）されているが、VTECは適切な分離増菌  

培地がないため，多数の分離菌株を検査にしなければならず操作  

が繁雑である。菌株のVT産生性は，主にVero細胞を用いて確  

認しているが，この方法は，検出感度は優れているが，培養細胞  

を4日間観察する必要があり，検査の迅速性にかけている。近年，  

VTECの検出，同定のためにpolymerase chain reaction  

（PCR）法，ハイプリダイゼーション（Hb）法によるVT産生  

遺伝子確認，ラテックス（LA）法によるVT検出など新たな検  

査法が導入され，迅速な検査が可能となった。われわれはPCR  

法，Hb法，LA法と従来からのVero細胞によるVT検出法を用  

いてウシ，ブタの盲腸内容物からのVTEC分離検出率について  

比較検討を行った。またその結果分離された菌株の血清型，毒素  

型について報告する。  

材料および方法  

＜検体＞1993年7月～8月（夏期）と1993年12月～1994年1月  

（冬期）の期間に，と畜場に搬入された健康なウシ110頭，ブタ120  

頭（夏期：ウシ40頭，ブタ50乱 冬期：ウシ70頭．ブタ70頭）の  

盲腸内容物を検体とした。検体は滅菌綿棒で採取し，検査に供す  

るまで－20℃で保存した。  

＜直接培養法＞検体をSIB寒天平板培地（極東製薬）に直接塗  

抹し，37℃，18－24時間培養した。  

＜増菌培養法＞検体をmodified Torypticase soy broth  

（mTSB）4）培地に接種して43℃．18、24時間撮漫培養後，DH  

L寒天平板培地（栄研化学）に1白金耳塗抹して37℃，18～24時  

間分離培養した。  
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PCR法によってVTlおよびVT2（VT2，VT2vha，お  

よびVT2vhb）に型別した。PCR法は山崎ら7）のプライマーと  

腸管出血性大腸菌VT遺伝子検出用プライマーセット（宝酒造）  

を併用した。  

結  果  

＜直接培養法と増菌培養法の比較＞ウシ25検体，ブタ20検体から  

直接培養法と増菌培養法で分離されたコロニーについてVero細  

胞法を用いてVTECを検出した。ブタ2検体からVTEC2株が  

検出された。このうち1株は，直接培養法と増菌培養法の2つの  

方法で分離することができたが，他の1株は，増菌培養法によっ  

てのみ分離された。  

＜増菌培養菌液のスクリーニング試験＞ウシ50検体，ブタ45検体  

の増菌培養液についてVero細胞法．LA法およびPCR法でV  

T産生性を検査した。それぞれの方法でVT陽性を示した培養液  

をDHL寒天培地に1白金耳塗抹してVTECを分離した。結果  

を表1に示す。Vero細胞法，LA法．PCR法によりそれぞれ  

20検体，12検体，18検体がVT陽性を示したが．DHL寒天培地  

で分離培養後VTECが分離できた検体数は，Vero細胞法およ  

びPCR法が15検体，LA法12検体であった。  

表1．Vero細胞法，PCR法，LA法による増菌培養液の  
スクリーニング試験  

＜CH法による分離菌株からのVT産生遺伝子検出＞増菌培養液  

をVero細胞法で検査し，細胞変性が認められた5検体をDHL  

寒天平板培地で分離培養した。それぞれの平板より25コロニーず  

つ無作為に釣菌し，Vero細胞法によりVT産生性を調べると共  

に，CH法によりVT産生遺伝子を検出した。成績を表2に示す。  

VT陽性を示した株数は，Vero細胞法53株，CH法47株であっ  

たが，VTEC同定試験の結果，Vero細胞法陽性株はすべてVT  

ECであったが，CH法ではVTEC以外の大腸菌1株が陽性と  

判定された。  

表2．DHL寒天培地に分離されたVT陽性菌株数  

VT陽性菌株数  
由 来  検査株数   

Vero細胞法  C H 法  

ブ タ  25  18（72％）  

ブ タ  25  10（40％）  

ブ タ  25  23（92％）  

ブ タ  25  1（4％）  

ブ タ  25  1（4％）  

16（64％）  

7（28％）  

21（84％）  

2－（8％）  

1（4％）  

計  125  53（42％）  ■■  47（38％）   

＊ 陽性2株のうち1株はVTEC以外  

（）：陽性菌株数／検査株数   

＜分雑菌株の血清型，VT型＞ウシおよびブタからのVTEC分  

離状況を表3に示した。ウシ110頭から分離された4株（3．6％），  

ブタ120頭から分離した23株（19．2％）がVTECと同定された。  

検体採取季節別の分離状況は，ウシ由来4株はすべて夏期（7～  

8月）に分離された。ブタ由来株は夏期1株，冬期（12－1月）  

22株分離された。分離された菌株の血清型とVT塑を表4に示す。  

ウシ由来4株は血清型は0136：HNM，0152：H－，0157：H7，  

型別不明株であった。ブタ由来23株の0型血清型は08が10株  

VT陽性検体数  
由来 検体数   

Vero細胞法  L A法  PCR法  

ウ シ  50  1（0）  0  0  

ブ タ  45   19（、15）   12（12）   18（15）  

計  95  20（15）   12（12）   18（15）  

（）：VTECが分離された検体数  

表3．VTEC季節別分離状況  

夏期（7月～8月）  冬期（12月～1月）  計  

検査頭数  VTEC  検査頭数  VTEC  検査頭数  VTEC  

ウ シ  40  4（10．0％）  70  0（0％）  110  4（3．6％）  

ブ タ  50   1（2．0％）  70  22（31．4％）   120  23（19．1％）  

■■  計  90  5（6，0％）   140  22（15．7％）  230  27（11．7％）  

（）：VTEC／検査頭数   

表4．分離されたVTECの血清型，毒素型  
（43．5％）と最も多く，ついで0128が5株（21．7％），018が2  

株（8．7％），0159が1株（4．3％）であり、型別不明が5株  

（21．7％）あった。毒素型はウシ由来4株はVTlが1株，VT  

2が2株，VTlおよびVT2が1株であったがブタ由来23株は  

すべてVT2であった。  

考  察  

Michaelら4）が報告したmTSB培地によるVTEC増菌培養に  

ついて，直接培養法と検出率を比較して検討した。その結果，増  

菌培養法でVTECが多く分離された。検体を接種してVTECが  

増菌されたmTSB培地をDHL寒天培地に分離培養して得られ  

た集落は，1平板当たり4～72％がVTECであり，他の大腸菌  

も増菌されていた。このことからmTSB培地を使用して43℃で  

増菌培養することによって雑菌の発育が抑制され糞便性大腸菌が  

良好に発育し，結果としてVTECの検出が容易になったと考え  

血清型  由来 株数  L A法  PCR法  

0136：HUT ウシ 1  VTl  VTl  

O152：H－  ウシ 1  VT2  VT2  

0157：H7  ウシ 1 VTl，VT2 VTl，VT2  

UT  ウシ 1  VT2  VT2  

08：H9  ブタ 1  VT2  VT2  

08：H19   ブタ  3  
08：H20  ブタ 1  

08：H42  ブタ  3  

08：H－  ブタ  2  

018：H9   ブタ 1  
018：H42   ブタ 1  

0128：H9  ブタ  2  
0128：H20  ブタ  3  
0159：H－  ブタ 1  
0UT：H一  ブタ  4  

VT2  VT2  

VT2  VT2  

VT2  VT2  

VT2  VT2  

VT2  VT2  

VT2  VT2  

VT2  VT2  

VT2  VT2  

VT2  VT2  

VT2  VT2  

OUT：H9  ブタ 1  VT2  VT2  

UT型別不能  
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られる。mTSB増菌培地中には他の大腸菌も増殖しているため，  

VTECを検出するためには，できるだけ多くの薗株を検査しな  

ければならず，効率的にVTECを検出するために増菌培地のス  

クリーニング試験が必要である。   

Vero細胞法，LA法，PCR法によりスタ7）－ニング試験を  

実施し，その有用性を検討した。PCR法はVero細胞法と比べ，  

VTEC検出率は同等であったが，非特異反応は少く，数時間で  

判定が可能であり迅速性に優れるが，試薬類は高価で経済性に問  

題があった。LA法はVTEC検出率はVero細胞法より劣るが，  

特異性は高く，キットが市販されているため入手が容易であり，  

培養細胞や特殊な装置を必要としないため，手技は簡便である。   

Vero細胞法とPCR法で陽性を示した培養液からVTECが  

分離されない場合があった。この原因としては，菌数が少なく検  

出限界以下であった場合が考えられるが，その他Vero細胞法で  

はVT以外の毒素等による細胞変性，PCR法では死菌等培養不  

能菌の検出，偽陽性なども考えられる。   

CfT法は多数の分離菌から目的とする菌株を的確に検出するこ  

とが可能な方法であり8），分離培養菌からのVTEC検出に適す  

るので，プローブを作成して検討した。感度，特異性ともに  

Vero細胞法より低く，プロープ等条件検討が今後の課題である。  

以上からウシ，ブタの盲腸内容物からVTECを効率的に分離す  

るにはmTSB培地による増薗とVero細胞法あるいはPCR法  

によるスクリーニングが有効と考えられた。   

わが国ではヒトのVTEC感染症は夏季多発のパターンを示し  

たと報告9）されているが，今回VTECはウシからは夏期に多く，  

ブタからは冬期に多く分離されたが，家畜の保有状況に季節変動  

があるかはさらに調査が必要である。   

わが国で患者から分離されたVTECの血清型は0157，018，  

026，0128等であり，その多くを0157：H7が占めている9）。  

今回の調査でヒト由来株と同じ血清型を示す株は，ウシから0157：  

H7が1株分離され．ブタから018が2株分離された。しかしブ  

タ由来株はH血清乱 VT型がヒト報告即）と異なっていた。家  

畜から分離されたVTECのヒトに対する病原性の有無は不明で  

あり今後の研究課題である。   
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