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中学校で発生した腸管凝集性大腸菌 をO44:H18
原因とする食中毒事例

野田裕之 千須和美母衣

An Outbreak of Food Poisoning Caused by Enteroaggregative O44:H18Escherichia coli

in a Lower Secodary School

Hiroyuki NODA, Mihoro CHISUWA

aggR astAキーワード：EAggEC, O44:H18, ,

Enteroaggregative腸 管 凝 集 性 大 腸 菌

（以下 と略す）は、Escherichia coli EAggEC

年に発見報告 された比較的新しい細1987 １）

菌で、南米や東南アジアの小児や乳幼児の

下痢症からよく検出報告 され、わが国２）～４）

、でも散発下痢症から検出 されているが４ ～７） ）

食中毒事例の報告 はまだ少数しかされ７）～９）

ていない。

は、組織培養細胞に凝集性付着をEAggEC

することで確認されるが、簡便な方法とし

て 法で付着に関与する 遺伝子の保PCR aggR

有をみることも行われている。

今回、わが国ではまだ発生の少ない

による食中毒が 中学校で学校給食EAggEC

を原因として発生したので、その事例につ

いて報告する。

事例の概要

平成 年 月 日、 中学校の養護教諭19 9 19 A

から生徒及び職員に下痢、腹痛などの症状

を呈するものが多数いる旨の連絡が峡東保

健所にあった。

9 14保健所で調査したところ、患者は 月

日から発生し、 月 日にから 日に患者9 15 16

発生のピークがみられ、患者の共通食は学

校給食のみであることが判明した。食中毒

検査を当所で実施し、患者等 名の糞便か13

ら と 遺伝子を保有する大腸菌aggR astA

が分離されたことから、学校給食をO44:H18

原因とする食中毒と断定された。 に概表１

要を示した。

Ａ中学校食中毒の概要表１

発生年月日 平成１９年９月１４日（金）

摂食者数 ２８８名

患者数 ２９名

原因食品 ９月１４日の学校給食（推定）

EAggEC O44:H18病因物質

原因施設 Ａ中学校給食施設

材料及び方法

１．検査材料

10 35 9 11施設ふきとり 検体 食品 検体 月、 （

日～ 日の検食 検体及び原材料 検14 18 17

体 、患者（生徒、教員）糞便 検体、調） 24

理従事者糞便 検体（うち 名発症）の合4 3

計 検体を検査材料とした。73

２．疫学調査

、 、 、患者の発生状況 症状 喫食状況などは

峡東保健所職員による聞き取り調査により

行われた。
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３．食中毒原因菌の検査方法

常法に従い原因菌の検索を実施した 。１０）

糞便の病原性大腸菌検査は、分離培地に

（ ） 、 、マッコンキー寒天培地 を使用しMAC TSI

に釣菌後、生化学的性状、血清型別試LIM

験を行い、大腸菌を同定した。施設ふきと

り及び食品は、 （ ）でTryptic Soy Broth TSB

前培養後、 培地で増菌培養し、 にEC MAC

塗沫した。 が と 遺伝子をO44:H18 aggR astA

保有することが判明してからは増菌培養に

ノボビオシン加 培地も加え、増菌培地mEC

からの 法による と 遺伝子のPCR aggR astA

検索も行った。 に今回実施した病原性図１

大腸菌検査を示した。

病原性大腸菌検査図１

４．病原性大腸菌病原因子の検出

腸管出血性大腸菌の 、 遺伝子、VT1 VT2

毒素原性大腸菌の 、 、 遺伝子、LT STh STp

腸管侵入性大腸菌の 、 遺伝子の検invE ipaH

出は の を使用し、使用書TaKaRa Primer Set

に記載されている条件で 法により行っPCR

た。

また、細胞付着性因子のうち、 種類の遺3

伝子（ ）と耐熱性毒素様毒素eaeA,aggR,bfpA
）（ ） （ ）EAST1 の遺伝子 の検出は既報astA １１

と同様に 法により行った。PCR

５．薬剤感受性試験

法の規格に準拠し、一濃度ディスNCCLS

（ ） 。ク法 センシディスク によって測定した

PCR
MAC
PCR

生化学的性状
血清学的性状

42℃,18～24h

ﾉﾎﾞﾋﾞｵｼﾝ加mEC

増菌培養
増菌培養

EC 42℃,18～24h
TSI , LIM

前培養TSB37℃,6h前培養TSB 37℃,6h分離培地MAC

食品ふきとり及び食品糞便

PCR
MAC
PCR

生化学的性状
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ﾉﾎﾞﾋﾞｵｼﾝ加mEC

増菌培養
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EC 42℃,18～24h
TSI , LIM

前培養TSB37℃,6h前培養TSB 37℃,6h分離培地MAC

食品ふきとり及び食品糞便

PCR
MAC
PCR

生化学的性状
血清学的性状

42℃,18～24h

ﾉﾎﾞﾋﾞｵｼﾝ加mEC

増菌培養
増菌培養

EC 42℃,18～24h
TSI , LIM

前培養TSB37℃,6h前培養TSB 37℃,6h分離培地MAC

食品ふきとり及び食品糞便

使用薬剤はサルファ剤がスルフィソキサゾ

ール（ 、ストレプトマイシン（ 、テSA SM） ）

トラサイクリン（ 、クロラムフェニコーST）

ル（ 、カナマイシン（ 、アミノベンCP KM） ）

ジルペニシリン（ 、セファロチンABPC）

（ 、セフォキシチン（ 、セフォタCET CFX） ）

キシム（ 、ラタモキセフ（ 、ノCTX LMOX） ）

ルフロキサシン（ 、シプロフロキサNFLX）

シン（ 、ホスホマイシン（ 、ゲCPFX FOM） ）

（ ）、 （ ）、ンタマイシン ナリジクス酸GM NA

スルファメトキサゾールとトリメトプリム

の合剤（ ）の 薬剤である。ST 16

６．HEp-2細胞への付着性試験

河野らの方法 に準拠して行った。すな５）

HEp-2 6わち、 細胞をカバーグラスを入れた

37 48 5ウエルプレート ヌンク で ℃ 時間（ ） 、 、

％ 下で培養し、 リン酸緩衝液CO 0.01M2

（ ）で 回洗浄後、抗生物質を含まないPBS 3

E a g l e MEM 2 f e t a l c a l f培 地 （ ％

加）を加えた。被検菌はserum,1%D-mannose

で ℃一夜培養し、その菌液を培地のTSB 37

21/20 37 30 5 CO量 細胞に接種し ℃ 分 ％、 、 、

下で培養した。 で 回洗浄後、再び上PBS 5

記培地を加え、 ℃ 時間、 下で培養37 3 CO2

した。細胞を で 回洗浄し、乾燥後ギPBS 3

ムザ染色を行い、細胞が付着したカバーグ

ラスをスライドグラスに封入し、菌の細胞

への付着状況を顕微鏡により観察した。付

着の観察では細胞及びその周囲のガラスの

両方に菌がレンガを積んだようなあるいは

蜂の巣状など連鎖状配列しているものを凝

集性付着として観察した。

７．プラスミドの検出
）プラスミドの検出は と の方法Kado Liu １２

に準拠し、実施した。プラスミド を抽DNA

出後、 ％のアガロースを使用し、約 時0.65 2

間 分電気泳動してエチジウムブロマイド30
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で染色後、紫外線照射下で撮影し、プラス

ミドを観察した。

． （ ）8 パルスフィールド電気泳動法 PFGE

国立感染症研究所の に準拠New Protocol
１３）して、制限酵素に Ⅰを使用し、既報Xba

と同様に行った。

結 果

１．患者の発生状況及び症状

学校給食を喫食した 名のうち、 名288 229

図が発症し、発症率は ％と高かった。79.5

9 15 87２に日別発生状況を示したが、 月 日

名、 日 名と 日間で患者の ％が発16 63 2 65.5

生し、一峰性のピークがみられたが、 日17

以降 日まで患者が発生していた。21

症状別発現状況を に示したが、腹痛表２

％、下痢 ％が発現率が高く、主要79.9 76.4

症状であった。

日別患者発生状況図２

症状別発生状況表２

（ ）症状 患者数 発現率 ％

183 79.9腹痛

175 76.4下痢

26 11.4吐き気

24 10.5嘔吐

25 10.9発熱

47 20.5倦怠感
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２．疫学調査

患者から大腸菌 分離されたことO44:H18

から使用水の調査が行われたが、給食施設

は水道水を使用し、毎日残留塩素が確認さ

れていた。また、別系統の貯水槽を持つ学

校の水道も検討されたが、給食施設の水道

水しか使用しない調理従事者も同様に発症

していることから、否定された。喫食調査

から 日から 日の給食を食べていない11 13

発症者はいるが、 日の給食を食べていな14

い者に発症者はいないことが判明した。ま

た、保健所で 日及び 日の給食につい13 14

て、食品別マスターテーブルを作成し、カ

2 14 3イ 乗検定を行ったところ、 日の提供

品（カレーそぼろ丼、高野豆腐のバンバン

1ジー、ワンタンスープ）すべてにおいて

％の危険率で原因食品と判定されたことか

ら、 日の給食が原因食品と推定された。14

３．細菌検査

施設ふきとり及び食品からは食中毒菌は

、分離されなかった また 増菌培地から。 、 aggR

遺伝子は検出されなかった。astA

患者糞便 検体中 検体、調理従事者24 10

糞便 検体中 検体（うち 名発症）から4 3 2

が分離された。分離された 株のO44:H18 13

はすべて 及び 遺伝子を保O44:H18 aggR astA

有していたが、他の病原因子である 、VT1

invE ipaH eaeA bfpAVT2 LT STh STp、 、 、 、 、 、 、

遺伝子は保有していなかった。また、性状

検査により、運動性の弱い 株と運動性の12

強い 株に分かれた。1
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分類①株（凝集性付着） 分類③株（細胞周囲への付着）

細胞への付着性試験図３ HEp-2

４．薬剤感受性試験

分離された の薬剤感受性試験結O44:H18

果を前述の運動性の違いを含めて に示表３

した。 株はすべての薬剤に感受性であっ10

たが、 耐性が 株、 、 の 剤耐FOM 2 SM TC 2

性が 株みられた。運動性との組合せで、1

①運動性弱い・感受性 株、②運動性弱い10

・ 耐性 株、③運動性強い・ 耐FOM 2 SM,TC

性 株に分類された。1

分離された の運動性と薬剤耐性表３ O44:H18

型 運動性 薬剤耐性型 株数

10① 弱い 感受性

FOX 2② 弱い

SM,TC 1③ 強い

５．HEp-2細胞への付着性試験

、 、前述の分類① ②の株では凝集性付着が

分類③の株では細胞周囲のみの付着がみら

れ、付着性が異なっていた。 に分類①図３

及び分類③の付着性の写真を示した。再度

試験に使用した増菌培地 の を行っTSB PCR

たところ、①、②の株では 遺伝子が検aggR

、 。出されたが ③の株では検出されなかった

６．プラスミドの検出

、図４にプラスミドの保有状況を示したが

分類①、②の株は約 、分類③の株は約110kb

のプラスミドを保有していた。150kb

プラスミドの保有状況図４

７．PFGEによるDNA切断パターン

当所では今回の事例以外に が分O44:H18

離されたことがないため、 株のみの比較13

ではあるが、 に示したようにすべての図５

株が同一のパターンを示した。

M M① ② ③

94.5kb

60kb

200kb

M M① ② ③

94.5kb

60kb

200kb
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（サイズマーカー）M: BraenderupSalmonella

１～７ 分類① 患者由来

８～１０ 分類① 調理従事者由来

１１～１２ 分類② 患者由来

１３ 分類③ 患者由来

による 切断パターン（ Ⅰ）図５ PFGE DNA Xba

M １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ 10 1112 13 MM １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ 10 1112 13 MM １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ 10 1112 13 M

考 察

今回の事例は、施設ふきとり及び食品か

ら原因菌は分離されなかったが、発症者の

共通食が学校給食に限られていること、発

症のピークが一峰性を示していること、細

aggR astA菌検査で複数の患者糞便から 及び

遺伝子を保有する大腸菌 が分離さO44:H18

れたこと、発症者の症状が腹痛、下痢と共

通することから、 を病因物質としたO44:H18

学校給食による食中毒と断定された。発生

状況、喫食状況、カイ 乗検定から 日の2 14

給食が原因食品と推定されたが、食品を特

定することはできなかった。調理従事者か

らも が分離されたが、常に同じ給O44:H18

食を喫食し、 日以降に発症していること15

から、調理従事者からの汚染も確認できな

かった。使用水の汚染も否定されたことか

、 。ら 汚染の原因は確認できなかったO44:H18

分離された は つの型に分かれO44:H18 3

たが、結果で示した分類①、②の 株は12

細胞に凝集性付着がみられ、 及HEp-2 aggR

び 遺伝子を保有していたが、他の病原astA

因子は保有していなかった。 の定義EAggEC

は｢既知の腸管毒素、 、 を持たない凝ST LT

、集性付着を示す大腸菌｣ であることから１４）

①、②の 株は であると考えられ12 EAggEC

た。特に、今回分離された は重要O44:H18

な病原性血清型で、世界各地でしばしば病

例から分離される とのことである。そし１５）

aggRて 分類③の 株は検査 保存の過程で、 、1

。 、遺伝子が脱落したことが推測された また

①、②の株は約 （約 ）のプラス110kb 70Md

ミドを保有していたが、 の付着性因EAggEC

子は ～ のプラスミドにコードされ48 82Md

ることが報告 されており、プラスミドの１６）

保有も に該当した。③の株は約EAggEC

（約 )のプラスミドを保有して150kb 100Md

いたが、この株だけ 、 の耐性を示しSM TC

たことから、 プラスミドの可能性もあり、R

2今後検討したいと考えている。さらに②の

株も 耐性を示し、他の 株が感受性FOM 10

であることから、この耐性が患者の体内で

獲得されたものか興味深いところである。

このように、薬剤感受性、プラスミド、運

PFGE DNA動性に違いはあるものの による、

切断パターンはすべて同じパターンを示し

たことから、同一由来の菌であることが示
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唆された。

わが国では による散発下痢症のEAggEC

報告はあるが、食中毒、集団下痢症の発生

報告は少ない。今回、食品から原因菌が分

離されず、疫学調査からも原因は不明であ

EAggECったが、 及び を保有するaggR astA

が食中毒の原因菌であることは確認O44:H18

された。このように原因菌を確定し、解析

することで、食中毒菌としてはまれにしか

みられない のデータ蓄積に貢献でEAggEC

きたらと考えている。
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