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 はじめに 

 食中毒発生時には原因を特定するため，迅速かつ的確な

検査が求められる．現在，食中毒菌の培養法による細菌検

査では原因菌が確定されるまでに日数を要し，各種の分離

同定試験が必要となる．そのため，リアルタイム PCR（以

下 rPCR）を利用した食中毒原因菌の一斉迅速検出が様々な

機関で開発されている．当担当でも rPCRによる一斉迅速ス

クリーニングを導入するにあたり，平成 26年度から衛生研

究所研究事業により，便を用いた添加回収試験を行ってい

る．今年度は平成 26年度に未実施であった菌種について便

への添加回収試験による検出を行い，更に食品からの検出

についても添加回収試験にて評価を行った． 

 

材料および方法 

1 rPCRによる食中毒菌検出法 

 便からの検出については，腸管出血性大腸菌 6種の O血

清群，リステリア及びエルシニアを対象に検討を行った．

また，平成 26年度に便の添加回収試験において低菌数から

の検出が困難であったセレウス菌（嘔吐毒）について再試

験を行った．食品からの検出については，カンピロバクタ

ー・ジェジュニ及び黄色ブドウ球菌を対象に検討を行った． 

2 便の添加回収試験 

 食中毒菌の標的遺伝子が陰性であることを確認した便に

9倍量の生理食塩水を加え 10倍乳剤とし，チューブに 2mL

ずつ入れ，遠心後，上清を捨て約 200mgの便沈渣を作製し

た．2 名の便沈渣それぞれに 1 菌種につき 3 段階の濃度の

菌液を添加し検体とした．検体を抽出キットにて抽出し，

rPCRによる遺伝子検出を行った．また培養法と比較するた

め，検体は培養検査を行った． 

3 食品の添加回収試験 

 1 菌種につき 2 食品を使用した．カンピロバクター検体

については，食品に 9倍量の増菌培地を加え培養した培養

液を調製し，1mLあたり 10２及び 10１cfuになるよう菌を添

加した．黄色ブドウ球菌検体については，9 倍量の生理食

塩水を加えた食品乳剤を調製し，1mLあたり 10３，10２及び

10１cfuになるよう菌を添加した．それぞれの検体はアルカ

リ熱抽出法にて抽出し，遺伝子検出を行った．また培養法

と比較するため，検体は培養検査を行った． 

 

成果概要 

 腸管出血性大腸菌O血清群を添加した便からのrPCR法に

よる検出は，全ての O 血清群が 10４cfu/200mg の菌数の検

体から検出され，使用したプライマーは有効であった．し

かし，血清群によっては培養法よりも rPCR法の方が高い菌

数が必要であった．このことから，便に菌量が少ない場合，

rPCR 法が陰性であっても培養法で陽性になる場合があり，

今後rPCR法をO血清群におけるスクリーニングとして使用

するには，増菌培養後の便検体を抽出するなど，更に検討

が必要であると考えられた．リステリア，エルシニアにつ

いては培養法とほぼ同等に検出することができ，スクリー

ニングに有効であると考えられた．セレウス菌の再試験に

ついては，培養法とほぼ同等に検出できた．平成 26年度の

研究事業において 10２cfu/200mgの検体から rPCRで検出で

きなかったのは，便検体による差異と考えられた． 

 食品については，今回検討したカンピロバクター・ジェ

ジュニ及び黄色ブドウ球菌については rPCR 法は培養法と

ほぼ同等に検出することができ，食品からの検出について

も rPCR法がスクリーニングに有効であると考えられた． 

  

展望 

 平成 26年度及び平成 27年度の研究事業において検討し

た試験により，食中毒細菌菌量 10４cfu/mgの便からの検出

については，rPCRによる食中毒菌迅速スクリーニング法を

確立できた．今後は実際の食中毒疑い事例において実検体

へ適用し，rPCR法及び培養法の検出データを収集し，rPCR

法の有用性を検証する予定である．また食品からの検討に

ついては，菌種及び食品の種類を増やし，更に検討を重ね

る必要があると考えられた． 
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