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食品中におけるVNC細 菌の危険性評価に関する研究

牧 野 壮 一

(帯広畜産大学大動物特殊疾病研究センター教授)

PassageinmicecausesachangeintheabilityofSalmonellaentericaserovarOranienburgto

surviveNaCIosmoticstress:resuscitationfromtheviablebutnon-culturable(VNC)state

要 約

SalmonellaOranienburgの 汚染した乾燥イカに

よる集団食中毒が1999年に発生した。原因食品由

来サルモネラは食塩耐性であったが,患 者由来株

は感受性であった。両由来分離株はマウスへの毒

力はほぼ同じであったが,食 塩耐性の食品由来株

をマウス体内から回収すると食塩感受性株に変わ

った。一方,患 者由来株はマウス体内を通過 させ

ても食塩感受性は変化 しなかった。サルモネラを

人工的に汚染させた乾燥イカを作成すると,耐 性

株のみが直接製品から分離できた。 しか しなが

ら,食 塩感受性株を人工的に汚染させた場合,蛍

光染色で菌体を観察すると90%以 上が生きている

ことが確認できた。このことは食塩のス トレス存

在 下 で 感 受 性 株 がviablebutnon-culturable

(VNC)状 態に陥っていたことを示唆している。

この推論は有効な増菌法を使用すればサルモネラ

が蘇生で きたことで確かめられたといえる。結論

として,VNC状 態のS.Oranienburgは 食塩保存

された食品中で人に危害を与える可能性があり,

食品検査で注意する必要がある。

序 払口冊

日本では,生 イカの一部は高濃度の食塩水に漬

け,乾 燥させて,乾 燥イカとしてスナック菓子な

どに食されている。生ものは高濃度の食塩水に漬

け るこ とによ り食 品媒介 感染症 の防止 に効果が あ

る と広 く考 え られて きたL'5"6.'?a31。 しか しなが

ら,Salmonellaentericasubsp.entericaserovar

Oranienburgとs.entericasubsp.entericaserovar

Chesterに 汚 染 された 乾燥 イ カに よる46都 道府 県

に渡 る食 中毒 が1999年 にわが国 で発生 し,敗 血症

や 胃 腸 炎 を 伴 う1500人 以 上 の患 者 が確 認 さ れ

た31.3ai。原因 食品 は一 つの工 場 で作 られ,生 イカ

が製 造工程 中でサ ルモ ネラの汚染 が起 こった もの

と想 定 され た。 このこ とか ら,サ ルモ ネラは食 塩

水 の浸潤及 び乾燥 中に生 イカに汚 染 し,し か も病

原性 を保持 してい た と考 え られ た。

Campylobacterjejuni,C.coli,Listeriamono-

cytognenes,EsherichiacoliやBacillusceYeusな どの

細菌 は乾燥 食品中 で検出 されて きだ'U3旧8・27瀞 。

さ らに,Vibriocholerae,E.coliOl57:H7,C.jejuni

そ してSalmonellaspp.な どが生 きて いるが 培養 不

可 能 な 状 態,す なわ ちviablebutnon-culturable

(VNC)状 態 に海水や 河川,そ して食塩 か食品 中

で陥 るこ とが報告 されて きた'?.9.]1."?3."?6.3⑪.3'?。そ の

結果,そ れ らの細 菌の生菌 数が過 小計算 され ると

理 解 さ れ て い る。本 研 究 で は,な ぜS.

Oranienburgが 厳 しい条 件下で 生 き残 る こ とが で

きたのか に焦点 を当て る。

材料及び方法

(1)菌 株と培地 乾燥イカ及び患者から分離
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Tab且e1 S.Oranienburgisolatesusedinthisstudy

Sai-1とSai-2は 散発 例 で.他 は 集 団発 生 例 由 来 株 で あ っ た。

され た9株 のs.Oranienburgを 使 用 した(Table

l)。 乾燥 イ カの水分活 性は0.6で あ ったP。 液体 培

地 は 食 塩 を 含 ま な いnutrientbroth(NB;Difco

Lab..Mich..USA),Hajnatetrathionatebroth

(HTB:Eikenco.ltd.,Tokyo,Japan)そ してbrain

heartinfusionbroth(BHI;DifcoLab.,Mich.,USA)

を用い た。固形 培地 はDHLagar(DHL;Eikenco.

ltd.,Tokyo)とtrypticasesoyagar(TSA;BBL/Bec

tonDickinson,Mich.,USA)で ある。

(2)Pulsed-fieldgelelectrophoresis:Pulsed-

fieldgelelectrophoresis(PFGE)に よる遺伝 子解

析 をGautom等 の方法1Pに 従 い実 施 した。使 用酵

素 はXbalorBlnl(TOYOBO,Tokyo,Japan)

で,解 析 はGeneNavigator(Amersham

Pharmacia,co.,Ltd)に よ り行っ た。

(3)乾 燥 に対す る感受性 の試験 方法:NBで37

℃,20時 間培 養 した菌 体 を生 理食塩水 で洗 浄後,

同量 の生理 食塩 水に懸 濁 した。その50,ulを450,ul

の 生 食 を 含 む48-wellmicrotitreplate(Nalge

NuncInternational)内 に移 した。 その後,プ レー

トを蓋 を しないで45℃,24時 間放置 して乾 燥 させ

た。そ の後,滅 菌 蒸留水500,ulを 加 え,懸 濁後,

その適 当量 をDHL及 びTSAplatesに 菌 数(CFU)

を計 るため に塗抹 した。

(4)s.Oranienburgの 食塩 水 中 で の 生存 試

験:約108-109個 のs.Oranienburgを 濃 度 の異 な る

食塩水 中 に添 加 し,37℃,24時 間培 養 した。そ の

適当量 をDHL及 びTSAplates上 に塗抹 して,生 菌

数を測 定 した。

(5)S.Oranienburgの マ ウスへの 感染実 験:

6週 齢 の メスのBALB/cマ ウ スを使用 した。 マ ウ

ス に は,約6.6×105個 のS.Oranienburgを 腹 腔 内

接収 した。肺 及び脾臓 か ら菌 の回収 を行った 。

(6)実 験 的に作成 した乾燥 イカか らのサ ルモ

ネ ラの回 収実験:生 イカ5gを7%濃 度 の食 塩水

に浸潤 させ,約6.6×10'個 のS.Oranienburgを 接種

後,4℃ で24時 間培 養 した。 イ カを取 り出 し,45

℃ で24時 間風 乾 し,乾 燥 イカ を作成 した。 そ こ

に,5mlのbufferedpeptonewater(BPW,pH7.2)

を加 え,37℃ で1時 間 培 養 し,そ の 適 当量 を

DHLplates上 に塗抹 した。同 時 に上清 を使 用 し

てHTB(IOml)中 で37℃ で20時 間増 菌培養 し,

mostprobablenumber(MPN)を 計 測 した。 も

う一方 の増 菌 法 として サ ルモ ネ ラの培 養ろ 液 を

5%濃 度 のBHI-brothに 加 え,増 菌 を行 った321。

同様 に,MPNを 計測 した。

(7)蛍 光 染 色:サ ル モ ネ ラ 菌 体 は

LIVE/DEADBacLightBacterialViabilitykit

(MolecularProbes,Netherland)で 染色 した 。

蛍光 顕微鏡 で1000個 の菌体 を観察 した。

結 果

(1)サ ルモネラのDNA解 析:疫 学研究31.341

から,患 者由来サルモネラは乾燥イカ由来である

と考えられているので,9株(Tablel)を 用いて,

遺伝子型別を行った。予想通 り,PFGEパ ター ン

は感染事例由来株は同一で(lanes3-5and8-10in

Fig.1),散 発例由来とは異なっていた(lanes1,2,

6and7inFig.1)o

(2)乾 燥イカ由来s.Oranienburg株 の性質:

9株 の乾燥に対する感受性を調べた。まずサルモ

ネラを食塩水に懸濁し,45℃ で24時間培養して菌

数の推移を比較したが,優 位差は観察できなかっ
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Fig.iPFGEpatternsofS.Oranienburgisolates.Five
representativeisolatescontainingtwoS.Oranienburg
isolates.Sai-1andSai-?,isolatedfromothersporadic
outbreaks.wereanalyzedbyPFGEusingBlnl(lanesl-5)
andXhol(lanes6-10).Lanesland6.Sai-1:2and7.Sai-2:3
and8.Sa99004;4andA.Sa9911T;5and10,Sa9921K.

た(Table2)。 しかしなが ら生理食塩水にサルモ

ネラを懸濁後,乾 燥すると,患 者由来サルモネラ

の菌数の顕著な減少が観察され,Sa99004株 が特

に顕著であった。一方,食 品由来株の減少は顕著

でなく,特 にSa9911T株 で菌数の減少が少なかっ

た(Table2)。 そのためこれらの2株 を標準株と

して以後の実験に使用した。しか し,サ ルモネラ

を滅菌蒸留水に懸濁後,乾 燥して菌数の推移を観

察すると,全 ての株は菌数の減少は観察されなか

った(Table2)。 そのため,乾 燥への感受性は食

塩に対する感受性と同じことであると結論した。

それぞれの株の各種食塩濃度における生菌数を

比較した。食品由来株は17%NaC1水 中でさえも

Fig.2BacterialcellnumbersofS.Oranienburgin¥aClsolutions.

24時 間後には100倍程度しか減少しなかったが,

患者由来株Sa99004は7%NaCl水 申で24時 間後に

は生菌数はゼロであった(Fig.2)。 以上より,食

品由来株は乾燥,す なわち食塩耐性で,患 者由来

株は感受性であると結論できた。またこの違いは

寒天培地の違いでの影響はなかった。

(3)マ ウスへの病原性:食 塩に対する感受性

が違う株において,マ ウスへの病原性の違いを調

べた。しかし,全 く差は観察できなかった(Fig.

Table2 SureicalofS.Oranienburgisolatesthrooughthedry-upprocess

'.allisolatesn-ereincubatedinsalineat4bCfor24h.
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A B

Fig.3Comparisonofpathogenicity-ofS.Oranienburginmice.S.OranienburgisolatesSa9911Toffoodorigin(A)andSa990040fpatient

origin(B)wereintraperitoneall}-injectedintoB-aLBcmiceandtheviablebacteria≪-erecountedinliver.spleen,peritonealblood

andfecesevervweekfor4weeksafterinfection,

Table3 NumbersofNaCI-sensitiveS.Oranienburgrecoveredfrommice

NaCI-sensitivities.ofamaximumof50colonieswereexaminedbydrysensitivitytests.
ND,notdetected.

3)o

(4)マ ウス感染後の分離菌株の食塩感受性:

マウス感染後,回 収されたサルモネラ50コロニー

について食塩感受性を調べた。食塩耐性食品由来

Sa9911T株 においては,回 収菌の内,4-88%が 食

塩感受性株に変化していた(Table3)。 反対に,

食塩感受性で患者由来株Sa99004を 接種 した場合

は,食 塩感受性に関しての変化は認められなかっ

た。

(5)実 験的に作成 した乾燥 イカからのサルモ

ネラについて:患 者由来サルモネラは17%NaCl水

中で培養しても耐性株は分離できなかった。しか

し,乾 燥イカの中で感受性が変わるかどうか不明

で あ る。そ こで,Sa99004とSa9911T(約6.6×

1ぴcells)がイカと混合し,乾 燥イカが作 られた。

約4.0×108個のSa9911T株 が乾燥イカか ら分離で

きたが,Sa99004株 では全 くサルモネラは分離で

きなかった(Table4)。 それぞれのBPW懸 濁液が

蛍光染色され調べた結果,90%以 上が生 きていた

(Fig.4)o
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Tab且e1 ResuscitationofS.OranienburgcellsuspensionfromVNCstate

OnemlanditsserialdilutionsoftheSa99004cellscontaminated-BP¥Csuspensionswith

drg-processedsquids≪sereusedforeachexperimentasdescribedinMaterialsand¥Methods.

(A) (B)

Fig.dFluorescentmicroscopyassa}-forviabilityofS.OranienburgSa99--T(.alandSa99004(B)inBPIFsuspensionsrecoveredfrom

theexperimentallyprocesseddriedsquids,

(6)VNC状 態 のサ ルモ ネラの蘇生:サ ル モネ

ラ をHTBで 増菌後,MPNが 計測 され た。Sa99004

株で は,1ml当 た り0-45(SD=17.76)個 の生 菌

数 であ っ た(Table4)。 第二 の増 菌 法 で調 べ る

と,1ml当 た り225-550(SDニ187.64)個 の生 菌

数で あっ た(Table4)。 直接培 地 に塗抹す る と,

全 くコ ロニーは生 育 しなかった ので(Table3),

Sa99004株 はVNC状 態 に入 り込ん でお り,し か も

両増 菌方法 で蘇生 され たこ とが 明 らか にな った。

考 察

S.Oranienburgに 汚染された乾燥 イカによる集

団食中毒事例が1999年に起 きた3L31。食品及び患

者由来株はそれぞれPFGEフ ィンガープリンティ

ング法で同一と判断されたので,サ ルモネラに汚

染された乾燥イカが原因の食中毒であると結論

された。一般に細菌は約0.6程 度の低 い水分活

性の食品中では増殖が鈍 くなると考えられてい

る251。しかしなが らS.Oranienburgが 原材料や最

終食品加工品から分離 されたので(Tablel),乾

燥イカは加工前もしくは加工中に高度の汚染が起

こっていたと考えられた。

MPN法 で約10～10'個 のS.Oranienburgが 原因

食材1グ ラム当たりに存在していたが,直 接培養

法では20個程度しか分離できなかった31。この食

中毒事例では,患 者の主症状は敗血症であり,そ

のためその程度の低い菌数では全身感染が起こり

にくいといえる。しかしなが ら,大 量の細菌が乾

燥イカに付着 し,し かもVNC状 態に入り込んでい

たら,通 常の検出法では分離できないが,感 染を

起こすであろう。Salmonellaは事実水溶液中で急

速にVNC状 態に入り込み9・26'321,実際に乾燥 イカ

中ではサルモネラの菌数は保存中に徐々に減少し

ていた:i1。このように食品中の汚染病原菌の正確
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な数が不明であれば,真 の危険性の評価に大きな

影響を与えるであろう。

今回の研究では,食 品由来のサルモネラは食塩

耐性であったが,患 者由来株は感受性であった。

また,食 品由来食塩耐性株はマウス体内通過後に

は感受性株に変化したが,そ の機構は明らかには

できなかった。個の一方的な変化はinvivoでのみ

起こり,invitroで は観察できない現象であった。

我 々 は 以 前,enterohaemorrhagicE.coli

(EHEC)Ol57汚 染 イクラに よる事例 を報告

し>a,今 回のサルモネラの例と非常に近い結果で

あった。すなわち,患 者由来EHECO157は 食塩

感受性であり,イ クラ由来株は耐性であった。さ

らに食塩耐性0157株 はinvivoで感受性 に変化し

た。これ らの結果か ら,環 境中のSalmonellaや

Ol57の ような腸管病原菌のもともとの性質は食

塩耐性なのかもしれない。しかし,感 染を起こす

と,体 内の種々の環境変化で感受性株に変わるの

かもしれない。 しかしながら,マ ウス感染実験を

行った結果,食 塩感受性の変化は毒力に変化を及

ぼすことはないと考えられた。

食塩などで誘導される浸透圧の変化や,熱,そ

して冷凍などの種々のストレス条件下でレ'脚'`2レ,

細菌は自らを守るためにVNC状 態に変化する。

VNC状 態の細菌は,あ る種の条件下で蘇生が起こ

るであろう二層2'『3コ。本研究で,VNC状 態のサルモ

ネラの蘇生には増菌過程が必要で,試 験管内の方

法では二種類の方法を示 した。これらの方法がサ

ルモネラの検出に使用されるのみならず,VNC状

態の細菌の数を測定するのにも利用可能であろう

と考えられた。食塩などの浸透圧による遺伝子レ

ベルでの変化はいくつかの細菌で報告 されてい

るr.i_.ss。将来はサルモネラのVNC状 態の遺伝子

レベルでの解析が進み,VNCと は何かが明らかに

なるものと期待される。

ResuscitationandsystemicinfectionofSalmonellaentericaserovarOranienburgintheviable

butnon-culturable(VNC)statethroughmicewithmorphine-treatment

要 約

食品中でviablebutnon-culturable(VNC)に 入

り込んだS.Oranienburgの 蘇生と病原性 について

モルヒネ投与マウスを用いて実験 を行 った。

VNCサ ルモネラは無処理のマウスでは完全に排

除されたが,モ ルヒネ投与マウスは菌血症になり

死亡した。そのためモルヒネ投与マウスはVNC

サルモネラの病原性を評価するのに適していると

いえるだろう。

序 論

チフス以外のサルモネラは胃腸炎を起こし,食

品媒介感染症の原因となる。食品や患者yの 分や

血液からサルモネラを分離することがサルモネラ

症の同定につなが り,食 品からの分離が重要であ

る。 しか しながら病原細菌は簡単にviablebut

non-culturable(VNC)に 入り込むr,,n。この結果,

食品中の本当の生菌数が過少計測され,通 常の細

菌検査法では食中毒の原因食品の判明を困難にさ

せる:3°。病原菌が患者か ら分離 されても原因食品

から分離できないときは,原 因菌が食品中でVNC

に入っているのか もしれない。すなわちVNC状

態の病原菌は人に潜在的に危害をもたらすといえ

る。

S.OranienburgとS.Chesterに 汚染 された乾燥

イカによる46都道府県に渡る食中毒が1999年 にわ

が国で発生 し,敗 血症や胃腸炎を伴う1500人以上



18 浦上財団研究報告書Vol.13(2005)

の患者が確認された31.:31。原因食品は一つの工場

で作られ,生 イカが製造工程中でサルモネラの汚

染が起こったものと想定された。このことから,

サルモネラは食塩水の浸潤及び乾燥中に生イカに

汚染 し,し かも病原性を保持していたと考えられ

た。実験的にサルモネラ汚染乾燥イカを作成する

と,サ ルモネラはVNC状 態に入り込み倍地上に生

育できなくなる。多分乾燥イカ中には多くのサル

モネラが存在していたと考え られる。しか し,

VNC状 態のサルモネラの食品中からの回収や病

原性 を評価することはできない。そこで,モ ルヒ

ネマウスを用いることによりVNCサ ルモネラの

病原性を評価できることを示 した。

材料と方法

(1)菌 株 と培地:二 株 のサ ルモネ ラ株 を使用

した。S.OranienburgSa99004株 は乾燥 イ カに よ

る集団 感染 において,患 者か ら分離 され た株で あ

りS.enteritidisstrain363は 人 由来株 で ある?3'。液

体 培 地 は 食 塩 を 含 ま な いnutrientbroth(NB;

DifcoLabo.,Mich,USA)とbufferedpeptone

water(BPW,pH7.2)で あ る。 平板 培 地 はDHL

agar(Eikenco.Ltd..Tokyo,Japan)で ある。

(2)乾 燥 に対す る感受性 の試験 方法:NBで37

℃,20時 間培 養 した菌体 を生理 食塩水で 洗浄後,

同量 の生理 食塩水 に 懸濁 した。そ の50,ulを450,ul

の 生 食 を 含 む48-wellmicrotitreplate(Nalge

NuncInternational)内 に移 した。 その後,プ レー

トを蓋 を しないで45℃,24時 間放置 して乾 燥 させ

た。 その後,滅 菌 蒸留 水500,ulを 加 え,懸 濁後,

その適 当量 をDHL及 びTSAplatesに 菌数(CFU)

を計 るため に塗抹 した。

(3)感 染実験 とモ ルヒネ投与 方法:6週 齢 の

メスのBALB/cマ ウス を用い てBhaskaran等 の 方

法 に従 っ て実 験 を行 っ た3。0ユmlの モ ル ヒ ネの

生理 食塩 水 懸濁 液(体 重あ た り100mg/kg)を 腹

腔 内に12時 間後,14日 間接 種 した。マ ウス には,

約6.6×10"個 のS.Oranienburgを 腹腔 内接 種 した。

肺 及び脾臓 か ら菌 の回収 を行 った。

結 果

マウ スのサルモ ネ ラに対す る感受性:約6.6×10'

個 のS.OranienburgSa99004株 を腹腔 内感 染 して

もマウ スは少 なく とも40日 間全 く変化 がな く生 き

残 っ て いた(Fig.3)。 そ のた め,も っ と多 くの

Sa99004株 を投 与す る とサルモ ネ ラ感染 が起 きる

か も し れ な い と 考 え,3.6×10y個 のs.

OranienburgstrainSa99004を 接種 した。 また,

同 様 に6.6×10'or8.1×102個 のS.Enteritidis

strain363も 同時 に接 種 した。 その 結果,平 均 死

Fig.5SurvivalofBALBcmiceagainstSalmonellainfection.Groupsoffivem1cewereorallyinoculatedwithS,Enteritidis(closedsymbols)
andS.Oranienburg(opencircle).P<0.0001forS.Enteritidisvs.S.Oranienburg.¥umbersofsurvivorsoffivemiceineachgroupare
inparenthesis.
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A1

B1

Fig.6Survivalofmorphine-treatedBALBcmiceagainst∫.Oranienburginfection.(A)Groupsof5morphine-treatedmicewereorally

inoculatedwithvariousnumbersofS.Oranienburg(opensymbols).¥ormalmiceinfectedwith6.3×10'°cellsofS.Oranienburgare

shownasaclosedcircle,P<0.0001fornorlnalmicevs.morphine-treatedmice、vith6.3×iocells.P〈0.001fornormalmicev's.

morphine-treatedmicewith32×1αcells.(B)Groupsof5morphine-treatedmicewereorallyinoculated、 、'ithlm'(○),100μ1(口).

10ul(D),andlul(O>oftheBPR'suspensionofV'¥CcellsandsalineO.formalmice(n=5)werealsointraperitoneallyinoculated

wkhlmloftheVNCsuspension(●),No,ofsurvivorsineachgroupareinparenthesis.

亡 日数はそ れぞれ3.6と6.4日 であ った(Fig.5)。 反

対 に,S.Oranienburg接 種 群 は全 て 生 き残 っ た

(Fig.5)。 以 上 よりS.Oranienburgは 低頻 度で は

感染 す るが,正 常 なマ ウ スに は毒 力 は非常 に低

く,発 症 はしない こ とが 明 らか となっ た。

(2)モ ル ヒネ投 与マ ウスの 感受性:モ ル ヒネ

が細 菌感染 への感受 性 を増 やす とい う報 告が ある

ので3.'>°i,S.Oranienburgへ の感 受性 も増 大 させ る

こ とがで きる と考 えた。 同様 に,VNCSalmonella

が病 原性 を保持 してい るこ とを確かめ るのに も使

用 で きる の で は な い か と 考 え た。種 々 の 数 の

Sa99004株6.3×108と3.2×10"を モ ル ヒ ネ投 与 マ ウ

ス に接 種す る と,平 均 日数6.4と7.8日 で全 ての マ

ウ スが 死亡 した(Fig.6A)。2.8×10'と7.1×10一 個

のサ ルモ ネラ を接種 す ると,平 均に 日数8.3と10日

で3お よび1匹 の マウ スを死亡 させ たが,65個 の

菌数では14日後でも全てが生き残っていた(Fig.

6A)。 この こ とか らモ ル ヒネ投 与 に よ りS.

Oranienburgへ の感受性が増すことが明らかに

なった。サルモネラのすべての血清型がマウスに

全身症状を引き起こすわけではないので,モ ルヒ

ネマウスを用いることにより全身感染を引き起こ

すことができるようになるといえる。

(3)VNC状 態のサルモネラのマウスへの病

原性:VNC状 態のS.Oranienburgの 懸濁液を希釈

してをモルヒネ投与マウスの腹腔内に接種した。

1mlのVNC懸 濁液を正常マウスの腹腔内に接種

したところ,全 てのマ ウスは生 き残った(Fig.

6B,closedcircle)。 このことは正常マウスはVNC

サルモネラの病原性を評価するには不適格である

ことが言えた。 しかしながら,全 てのモルヒネマ

ウスは1ml及 び100u1のVNC懸 濁液を投与され
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ると,そ れぞれ平均日数2.6と2.8日で死亡し,10,ul

接種群では二匹のマウスが平均4.5日で死亡した

(Fig.6B)。 モルヒネ投与マウスは1ulや 生食

投与では死亡しなかった。以上よりモルヒネ処理

マウスは培養可能なサルモネラのみならずVNC

状態のものへの感受性も明らかに増加 しているこ

とを意味している。

2.8×104及び7.1×10一個の新鮮培S.Oranien-

burgは モルヒネ投与マウスを4と2匹 それぞれ

死亡させ(Fig.6A),10,ulのVNC懸 濁液は3匹 の

モルヒネ投与マウスを死亡させた(Fig.6B)。 こ

のことは10,ul懸 濁液には約10'個以上の病原性を

保持しているサルモネラを含んでいると考えられ

た。

考 察

VNCサ ルモネラのMPNは225-550(SD=187.64)

個の生菌が1ml中 に含まれていると推定 された

(Table3)。 今回のモルヒネを用いた系では,そ

れよりも約200倍 高い数字が出たので,食 品から

菌体を回収するにはモルヒネ投与マウスが適して

いるのかもしれない。

VNC状 態の細菌は長い間注 目されてきたが'〔}1,

試験管内での蘇生のみが報告され`'19'28'29'321,in

vivoでは検討されてこなかった。本報告でモルヒ

ネ投与マウスでVNCサ ルモネラの蘇生を報告し

た。原因と推定される食品から原因菌を分離する

ことは非常に大変なことなので,本 方法は有用に

なるかもしれない。また,全 ての病原菌に対 して

病原性を評価するためのマウスモデル系が確立し

ているわけではないので,モ ルヒネを用いた本方

法は有用かもしれない。モルヒネ処理は哺乳類の

マクロファージの死を誘導するので31,モ ルヒネ

投与マウスは細胞内寄生菌に対して特に評価可能

な有用な方法であろう。例えば,L.〃aonocytogenes

はマウスに致死性が低いので,多 くの免疫学的研

究に利用されている,i,。

E-cadherinAtransgenicmiceが リステ リアの

病原性評価に利用されたが2°,繁殖とかで維持が

困難である。モルヒネ投与マウスが病原菌の病原

性評価に役立つかもしれない。またVNC細 菌が

麻薬投与患者へのリスクも上昇するであろう。

文 献

1).aguilera,J.M.,andKare1,M.(1997)Preservationof

biologicalmaterialsunderdesiccation.Crit.Rev.FoodSci.

Nutr.37:287-309.

2)Barcina,L.Lebaron,P.,andVives-Rego,J.(1997)

Survivalofallochthonousbacteriainaquaticsystems:a

biologicalapproach.FEMSMicrobio1.EcoL23:1-9.

3)Bhaskaran.VL.Reddy.K.,Sharma,S.,Singh.J..

Radhakrishnan,N..Kapasi..A.,andSinghal.P.C.(?001)

Morphine-induceddegradationofthehostdefensebarrier:

roleofmacrophageinjury.J.Infect.Dis.184:1024-1031.

4)Butzler.J.P.,andOosterom,J.(1991)Campylobacter.

pathogenicityandsignificanceinfoods.Int.J.Food.

Microbiol.12:1-8.

5)Cappelier.J.NI.,NIinet,J,.Magras,C.,Colwell,R.R..and

Federighi.M.(1999)Recoveryinembryonatedeggsof

viablebutnonculturableCampylobacterjejunicellsand

maintenanceofabilitytoadheretoHeLacellsafter

resuscitation.Appl.Environ,MicrobioL65:5154-5157.

6)Caro,a.,Got,P..Lesne.J..Binard.S..andBaleux,B.

(1999)Viabilityandvirulenceofexperimentallystressed

nonculturableSalmonellatyphimurium.Appl.Environ.

Microbiol.65:3229-3232.

7)Cheville,A.vL.Arnold.K.VV.,Buchrieser,C..Cheng,C.

M..andKaspar.C.W.(1996)rpoSregulationofacid.heat.

andsalttoleranceinEscherichiacoliO157:H7.Appl.

Environ.MicrobioL62:1822-1824.

8)Chmielewskl,R.A.,andFrank,J.F.(1995)Formationof

viablebutnonculturableSalmonelladuringstarvationin

chemicallydefinedsolutions.Lett.App1.Microbiol.20:380-

384.

9)Choa.J.C..andKim,S.J.(1999)Viable,butnon-

culturable,stateofagreenfluorescenceprotein-tagged

environmentalisolateofSalmonellatyphiingroundwater

andpondwater.FEMSMicrobioLLett.170:257-264.

10)Colwe11,R.R.(2000)Viablebutnon-culturablebacteria:



食品中におけるVNC細 菌の危険性評価に1.週する研究 21

asurvivalstrategy.J.Infect.Chernother.6:121-125.

111Colwell,R.R..Brayton,P.R.,Grimes.D.J..Roszak.D.B.,

Huq.S.A.,andPalmer.L.M.(1985)Viablebutnon-

cuhurableVibriocholeraeandrelatedpathogensinthe

environmentImplicationsforreleaseofgenetically

engineeredmicroorganisms.BioTechnol.3:817-820.

12)Csonka,L.N.(1989)Physiologicalandgeneticresponses

ofbacteriatoosmoticstress.Vlicrobiol.Rev.53:121-147.

13)D'aoust.J.Y..Sewell.A.VL.andGreco.P.(1994)

DetectionofS¢lmonell¢indryfoodsusingrefrigeratedpre-

enrichmentandenrichmentbrothcultures:summaryof

collaborativestudy。J.AOACInt.77:1490-1491.

14)Gautom.RK(1997)Rapidpulsed-fieldgel

electrophoresisprotocolfortypingofEscherichiacoliO157:

H7andothergram-negativeorganismsinlday.J.Clin.

Microbiol.35:2977-2980.

15)Glass.K.A.,Loeffelholz,J.'.vL.Ford,J.P.,andDoyle.M.P.

(1992)FateofEscherichiacoliO157:H7asaffectedbypH

orsodiumchlorideandinfermented.drysausage.Appl.

Environ.Microbiol.58:2513-2516.

16)Guraya.R.,Frank,J.F.,andHassan.A.N.(1998)

Effectivenessofsalt,pH,anddiacetylasinhibitorsfor

EscherichiacoliO157:H7indairyfoodsstoredat

refrigerationtemperatures.J.FoodProt.61:1098-1102.

17)Kim.Y.R.,Czajka.J..andBatt,C.A.(2000)Development

ofafluorogenicprobe-basedPCRassayfordetectionof

Bacilluscereusinnonfatdrymilk.Appl.Environ.Nlicrobiol.

66:1453-1459.

18)Kunene.N.F..Hastings.J.VC'.,andvonHolyA.(1999)

Bacterialpopulationsassociatedwithasorghum-based

fermentedweaningcereal.Int.J.FoodMicrobiol.49:75-83.

19)Kurokawa。M.,Nukina,M。,Nakanishi,H.,Tomita,S..

Tamura,T.,andShimoyama.T.(2000)Resuscitationfrom

theviablebutnonculturablestateofHelicob¢cterpylori.

KansenshogakuZasshi.73:15-19.

20)Lecuit,M..Vandormael-Pournin.S,.Lefort,J.,Huerre.

M..Gounon,P.,Dupuy,C.,Babinet.C.,andCossart,P.(2000)

Atransgenicmodelforlisteriosis:roleofinternalinin

crossingtheintestinalbarrier.Science.292:1722-1725.

21)Levine.W.C.,Buehler,J.W.,Bean,N.H..andTauxe.R.

V.(1991)EpidemiologyofnontyphoidalSalmonella

bacteremiaduringthehumanimmunodeficiencyvirus

epidemic.J.Infect.Dis.164:81-87.

22)MacFarlane.A.S..Peng.X..Meissler,J.J.Jr..Rogers,T.

J..Geller,E.B.,Adler,M.W.,andEisenstein,T.K.(2000)

Morphineincreasessusceptibility°tooralS¢lmonella

むphi〃zuriu〃zinfection,J.Infect.Dis.181:1350-135&

23)Makino.S.,Chongsanguam,NI..Kurazono,H.。Hayashi.

H..Chun.H..Suzuki,S..andShirahata.T.(1999)

EstablishmentofthePCRsystemspecifictoSalmonella

spp.anditsapplicationfortheinspectionoffoodandfecal

samples.J.Vet.Med.Sci,61:1245-1247.

24)Makino.S..Kii.T..Asakura。H.。Shirahata.T..Ikeda.T.,

Takeshi.K.,andItoh.K.(?000)Doesenterohaemorrhagic

Escheri'chiaω 〃Ol57entertheVNCstateinsalmonroe?

AppLEnviron.¥licrobiol.66:5536る539.

25)Masuda.S..Hara-Kudo,Y.,andKumagai,S.(1998)

ReductionofEscherichiacoliOl57:H7populationsinsoy

sauce,afermentedseasoning.J.FoodProt.61:657-661.

36)Mattick,K.L..Jorgensen,F.,Legan.J.D..Cole.¥1.B.,

Porter,J.,Lappin-Scott.H.M..andHumphrey.T.J.(2000)

SurvivalandfilamentationofSalmonellaentericaserovar

EnteritidisPT4andSalmonellaentericaserovar

TyphimuriumDT104atlowwateractivity.Appl.Environ.

Ulicrobiol.66:1274-1279.

27)Norton,D.M.,McCamey,M.A.,Gall,K.L.,Scarlett,J.

M..Boor.K.J.,andWiedmann,M.(2001)Molecularstudies

ontheecologyofListeriamonocytogenesinthesmokedfish

processingindustry.Appl.Environ.Microbiol.67:198-205.

28)Oliver,J.D.,andBockian,R.(1995)Invivoresuscitation.

andvirulencetowardsmice,ofviablebutnonculturable

cellsofVibriovulnifzcus.Appl.Environ.Microbiol.61:2620-

2623.

29)Reissbrodt.H.,Heier,H..Tschape,Kingsley.R.A.,and

Williams.P.H.(2000)ResuscitationbyferrioxamineEof

stressedSalmonellaentericaserovarTyphimuriumfrom

soilandwatermicrocosms.Appl.Environ.Microbiol.66:

4128-4130.

30)Rollins,D.VL.andColwell,R.R.(1986)Viablebut

nonculturablestageofCampylobacterjejunianditsrolein

survivalinthenaturalaquaticenvironment.Appl.Environ.

Microbiol.52:531-538.

31)Saito.A.,Otsuka.K.,Hamada.Y.,Ono.K..andMasaki,H.

(2000)EffectsofTemperature.pHandsodiumchloride

concentrationonthegrowthofSalmonellaOranienburg

andSalmonellaChesterisolatedfromdriedsquidand

behaviorsofthosestrainsinthedriedsquid.Jpn.J.Food.

Microbiol.17:11-17.

32)SantoDomingoJ.W.,Harmon,S.,andBennett,J.(2000)

SurvivalofSalmonellaspeciesinriverwater.Curr.



22 浦上財団研究報告書 Volユ3(2005)

Microbiol.40:409-417.

33)Tilden,J.Jr.。Young,W,,McNamara,A.M.。Custer.C..

Boesel.B..Lambert-Fair.M.A..Majkowski,J..Vugia。D.,

Werner,S.B..Hollingsworth,J.,andMorris,J.G.Jr.(1996)

AnewrouteoftransmissionforEscherichiacoli:infection

fromdryfermentedsalami.:am.J.PublicHealth86:1142-

114.

34)Tsuji.H.,andHamada.K.(1999)Outbreakof

salmonellosiscausedbyingestionofcuttlefishchips

contaminatedbybothSalmonellaChesterandSalmonella

Oranienburg.Jpn.J.Infect.Dis.52:138-139.

3d)`Food.J.¥1.(1999)Osmosensingbybacteria:signalsand

membranebasedsensors.Nlicrobiol.Vlo1.Bio1.Rev.63:23Q262.



StudiesontherecoveringandtheriskofVNC(viablebutnon-culturable)Salmonella 23

StudiesontherecoveringandtheriskofVNC(viablebutnon-culturable)

Salmonella

Sou-ichiMakino

(ResearchCenterforAnimalHygieneandFoodSafetyObihiroUniversity

ofAgricultureandVeterinaryMedicine)

AdiffuseoutbreakoffoodpoisoningduetoSalmonellaOranienburg(SO)andS.Chester,

causedbytheintakeofcontaminateddry-processedsquids,occurredinJapanduring1999.

Alltheimplicatedfoodsweremanufacturedbythesamecompanyandwhichwerecreated

throughtheprocessescontainingsoakinginliquidseasoningwithhighconcentrationsofNaCI

priortodehydration.ThepreservationoffoodsbytheseconcentratedNaCIfollowedby

desiccationiswidelyviewedasaneffectivemeansofpreventingfood-borneinfections.

Nevertheless,thepathogenwasdetectedfromthecausativefoods,whichledtohypothesize

thatSOcouldundergosoakinginconcentratedNaCIandsubsequentdrying,butstillsurvive

andretainitspathogenicityforhumans.

SOisolatesfromboththecausativefoodsandpatientsintheoutbreak,showedidentical

PFGE(Pulsed-FieldGelElectrophoresis)patterns,however,theisolatesobtainedfromfoods

showedresistancetoNaCIosmoticstress,whileisolatesofpatients-originweresensitiveto

NaCI.Inaddition,representativeisolatesofbothsourceswerealmostidenticalintheir

virulenceformice,butaNaCIresistantcellsoffood-originchangedthephenotypefollowing

passagethroughmice,becomingNaCI-sensitive.Incontrast,nophenotypicalchangewas

observedinpatient-originatingisolate.TheSOcellsofpatientisolateformednocoloniesby

directplatingafter24hofincubationin7%NaCIsolutions,butwhichresuscitatedby

appropriateenrichment.Moreover,thenon-culturablecellsofpatientisolateseemedtobe

viablebyepifluorescentmicrosopyassay,suggestingthatthesignificantlossofculturability

inpatientisolatebyexposuretoNaCIsolutionsmightmeantheentryintotheviablebutnon-

culturable(VNC)state.WhentheVNCcellsoriginatingfrompatientwereinjectedintomice

treatedwithmorphine,alltheinfectedmicediedwithin3daysafterinfectionandSOcells

wererecoveredfromtheirorgans.Theinvitro/vivoassaysseemedtobeusefulmethods

inducingtheresuscitationfromtheVNCstateinSalmonellaandmightbeeffectiveforother

pathogenicbacteria.

Basedonthepresentstudy,itwasdemonstratedthatSalmonella,recognizedasthemost

majorfood-borne,zoonoticbacterialpathogen,maintainedthesurvivalinenvironment

containingseveralstressfactorsforthisorganism.Thisstudyannouncestheimportanceof
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latentviabilityandpathogenicityofSalmonellainhumaninfectionandpartiallyelucidate

geneticalrelationshipwiththephenotypicchange.Finally,theexistenceofVNCSalmonella

leadstoconsiderthenecessityofnewdiagnostictoolsinsteadofgeneralculturingmethods,

whichwouldbeanimportantthemeinthefuture.Thepresentstudywouldcontributeto

suchadetectionandevaluationofpathogenicityoftheVNCSalmonella.


