サルモネラに関する豚群のモニタリングにプール血清、プール筋組織（肉汁）およびプール糞便を用いることの評価
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要旨
目的：　と殺豚についてサルモネラをモニタリングすることは、対象を絞った制御方法を農場と食肉センターに適用するために重要である。この研究の目的は、プールした血清と肉汁が高度汚染の肥育豚群を特定するために使用可能かどうかを判断することである。

方法と結果：　各ペン（区画）からの肉汁、血清、盲腸内容物、と体スワブ、ならびに糞便のサンプルは、20戸の肥育豚農場から採材され、サルモネラの培養、個々の血清と肉汁ならびにプールした血清と肉汁サンプルのELISA試験の結果について比較した。サルモネラは20の内19農場から分離された。ELISA試験は、盲腸内サルモネラ保菌またはと体の汚染と統計的に有意な相関を示さなかった。5，10，20の血清をプールした光学密度（O.D.）は、ペンの糞便からのサルモネラ検出状態と有意な相関を示した。全てのプール血清O.D.値とサンプル／陽性対照比の結果は、定められた個々のサンプルのELISA試験の結果と有意に相関した。農場のペンにおけるプール糞便のサルモネラ陽性率とと殺豚の盲腸内容物のサルモネラ陽性率との間に統計的に有意な相関が認められた。
結論：　以上の結果から、血清学的結果と細菌学的結果には一般的に相関を示さないが、プールした血清や肉汁のサンプルは、個々のサンプルについてではなく、農場のサルモネラについての血清学的スクリーニングのための安価な代替法として使用することができる。

本研究の意義と効果：　より安価な試験を用いることは、養豚場についてのサルモネラの監視費用を削減し、農場のサルモネラについてのリスク判定のための法的試験を強化することになる。
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緒言
多くの国、とりわけ、生、燻製または軽く調理した豚挽き肉の製品が大量に消費される国においては、ヒトのサルモネラ症の多数の場合に豚肉が感染源となっている（Berends et al. 1998; Anon. 2002）。英国の情況はやや不明確であるが、少数の死亡者を含む流行において汚染した豚肉が関係しており（Maguire et al. 1993; Smerdon et al. 2001）、U310のような新たに同定されたS. Typhimuriumのファージ・タイプが豚肉製品と特別の関係を持っている（Ward and Threlfall 2001）。食肉センターにおける調査では、少なくとも23％の豚がと殺時にサルモネラを盲腸内保菌している（Davies et al. 2001）。

養豚業界の垂直統合の進行と食肉センターの大規模施設への集中化は、専門化した品質保証と衛生学的制御活動が実施されることから、理論的には、サルモネラによる汚染と感染症が広がる機会を減少させることになる。残念ながら、農場資材、拡大する農場規模、食餌の変更、ならびに特別のサルモネラ制御のモニタリング不足は、現代的に統合された養豚業が（徐々に置き換わっている）小規模な独立した養豚農家よりも深刻なサルモネラ問題を抱えていることを意味する（Blaha 2001）。
サルモネラ制御の出発点は、感染の程度と広がり方を特定するためのモニタリングである。細菌学的モニタリングは、農場と機材についてのサルモネラの分布を知る裁量の指標となり、制御手段の導入とモニタリングを促進するが（Bager and Baggesen 1993）、それを意味あるものとするには十分厳格に実施しなければならず、高額な費用を要する。血清学的試験は個々のサンプルについてはより安価であり、他方、細菌学的サンプルは精々20検体をプールすることしかできない。プールした細菌学的サンプルは大規模な家禽群をモニタリングには極めて効果的であるが（Kradel and Miller 1991; Aho 1992）、豚群について日常的に用いられる方法として実施するには難しい。血清学的試験は、限られた数の細菌学的方法よりも、豚群の感染についてのより鋭敏な指標となり得る（Wiuff et al. 2002）。

ヒトにおける大規模なサルモネラ食中毒の発生と汚染豚肉の輸出問題を受けて、サルモネラ制御政策がデンマークで策定された（Mousing et al. 1997）。その政策は、子豚の生産において主要な血清型であるグループBとCのサルモネラを検出することができるMix-ELISA試験を用いた血清学的モニタリングを基礎とした（Nielsen et al. 1998）。
この報告は、プールした血清と肉汁サンプルの使用を、個々のサンプルについて実施された通常のELISA試験、ならびに、盲腸、と体スワブおよび試験した豚群が由来した農場のペン（区画）毎にプールした糞便についての細菌学的結果と比較し、評価するために計画された一連の実験を取り纏めたものである。この研究の目的は、プールした血清と肉汁サンプルが、豚群のサルモネラ感染情況を正確に示す指標となり得るか、また、最小限の費用で効果的なモニタリング計画を実行する手段となり得るかを判定するためである。
材料と方法

採材方法
20豚群が2箇所の食肉センターに定期的に出荷している中から無作為に選ばれた。これらの豚群の以前のサルモネラ汚染状態は判っていない。20豚群から、全体で血清430、肉汁421、と体スワブ421、盲腸418、ペン毎にプールした糞便369のサンプルが試験用に採材された。目的は、各農場について最低20頭のサンプル、および、それが由来した農場の肥育豚舎のペンから20（20未満であっても採材可能な最大数）のプール糞便サンプルを試験し比較することである。食肉センターで紛失や不適切なサンプルがあり、これを埋め合わせるために追加の採材が行われたため、サンプル数に若干の不揃いが出た。

農場における採材：　翌日に食肉センターへ出荷され、と殺および採材予定の豚を各農場で特定し、ペンの糞便を採取してプールした。
各ペンのプール糞便サンプル（25～30g）は、掃除前の排糞場所から異なる新鮮な糞便を一撮みずつ採った15個のサンプルからなる。1箇所以上の排糞場所がある大きなペンでは、それぞれの場所から採材した。ペン・サンプルは、各ペン毎に新しい使い捨て手袋をはめて採取した。各ペンから一つのプールサンプルが採取されるが、30頭以上が収容されているペンについては、30頭毎に追加プールサンプルが採取された。糞便サンプルは34時間以内に試験機関に送られ、その日の内に培養された。
食肉センターにおける採材：　と殺場所において採材する個体毎に耳票が付けられた。耳票番号は採材が完了した後で提出される様式で記録票に記載され、これによって各個体を特定して4サンプルを採取することが確実にできることになる。
血液サンプル：　血液サンプルは放血時にサンプル瓶に採取し、個体番号を貼り付け、室温に放置して凝固収縮を待った。検査室で血清を分離し、まとめて試験するまで20℃で保管した。
と体スワブ：　と体スワブは保冷庫に入れる前に耳票が付いた豚について実施した。デンマークで補正した米国の手順（プロトコール；　Sørensen et al. 2001）に従って、1頭につき3箇所（腹部、腿の裏側、顎）の10 cm平方をガーゼスワブで強く拭取った。スワブは番号を付した滅菌容器に戻され、各と体サンプルを採取する前に手袋を交換した。
筋肉サンプル：　横隔膜からサンプルが採られ、各個体について番号を付した肉汁サンプル容器が一杯になるまで詰めた。各容器は封をし、密閉保管箱に収めた。検査室でサンプルは凍結され、その後融解された。肉汁がそれぞれの番号を付した試験管に移され、まとめて試験するまで20℃で保管した。

盲腸：　各豚の盲腸が結紮・除去され、番号を付したサンプル袋に収めた。と体スワブ、頚部筋肉および盲腸のサンプルは、氷を詰めた密閉保管箱に収めて検査室に運んだ。検査室で25gの盲腸内容物が無菌的に増菌培地に接種された。
検査室の試験

サルモネラの培養：　プールされた各ペンの糞便サンプル、と体スワブおよび個々の豚の盲腸内容物は、ペプトン緩衝液（BPW, Merck, Poole, UK）が加えられ37°Cで 16～20時間培養された。増菌後0.2mlのBPWが半流動Diassalm平板 (Merck)に接種され、41.5℃で24時間培養された。3日目に、Diassalm平板培地でサルモネラと疑われる集落を釣菌してRambach寒天平板(Merck)に接種し、37°Cで 18～24時間培養した。Rambach平板でサルモネラと疑われた集落は、血清学的および生化学的確認試験に供された。サルモネラと確定した菌株は、血清型とファージ型を決めるためにVLA Weybridge細菌学研究所に送付された。

サルモネラのELISA試験：　血清と肉汁のサンプルは、Guildhay VetSign Salmonella ELISAキット (VP020; Guildford, UK)を用いて試験された。そのキットは、グループC1とB、すなわちS. Choleraesuis とS. Typhimuriumのリポ多糖体（LPS）を貼り付けたものである。試験は製造者の説明書に従って実施された。簡単に述べると、個々の農場に由来する血清と肉汁のサンプルは別々に試験され、5、10、20個体のサンプルを含むプールサンプルも同様に試験された。プールを作成するために、個別の100μlの血清または肉汁を1本の試験管に採って完全に攪拌し、5個のプールとした。10個体のプールを作成するため、4種類の5個体のプールの2種からそれぞれ100μlを採取して完全に攪拌するセットを2組作成した。20個のプールを作成するためには、2組の10個体のプールからそれぞれ100μlを採取して完全に攪拌した。1回の豚群サンプル数が一定しなかったため（19～22サンプル）、4種類のプールは4から7個体のサンプル、次のプールは9から12個体のサンプル、および最終プールは19～22個体のサンプルとなった。個々のサンプルとプールしたサンプルは、それぞれ、完全に攪拌した後にELISA試験に供した。個体別およびプールした血清と肉汁のサンプルは、キットの説明書に従って試験前に、それぞれ、1 ：400と1：30に希釈した。サンプルのO.D.と陽性対照のO.D.の比［サンプル／陽性対照比（SP）］が0.25以上の場合に陽性と判定した。
統計解析：　全ての解析と相関は、個体レベルではなく、豚群を基礎として検討した。相関と記述統計の計算は市販ソフト (StatSoft, Inc. 2001)を用いた。
結果

表1は、採材した20農場の個体別およびプールした血清サンプルから求めた平均O.D. 値とサンプル／陽性対照比（SP）について比較したものである。全体で430の血清サンプルが個体別、ならびに、5、10および20個体のプールとして試験された。個体別の平均O.D. 値は0.18（範囲：0.08-0.48）、SP値は0.23（範囲：0.02-0.72）であった。430サンプル中109サンプル（25.3％）がサルモネラ抗体陽性であった（O.D. 値の範囲：0.06-0.82）。これらの結果をデンマークの等級分けに当てはめると、7豚群はレベル1、11豚群はレベル2、2豚群はレベル3となり、サルモネラ汚染が最も高度の豚群に対して重大な改善措置が求められる。
表1．20農場の豚血清についてのサルモネラELISA成績：農場別平均値
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各種のプールサンプルの平均値は、個体別の平均値とほぼ等しかった。5個体のプールサンプルの平均O.D.値は0.21（範囲：0.07-0.82）、SPは0.33（範囲：0.02-1.18）であった。10個体のプールサンプルについては、平均O.D.値は0.21（範囲：0.08-0.83）、SPは0.33（範囲：0.05-1.19）であり、20個体のプールサンプルについては、平均O.D.値は0.22（範囲：0.07-0.96）、SPは0.37（範囲：0.07-1.39）であった。
さらに、20個体のサンプルをプールしたSPレベルでの区分（SP 20）、＜0.1、0.1-0.4、＞0.4に豚群を等級分けしたが、これらの区分は、細菌学的試験によって判定された盲腸あるいは豚群のプールした糞便におけるサルモネラ汚染率の区分、低度、中等度、高度と相関がみられた（表1）。この等級分けによって、最も良い区分は5豚群だけとなり、中等度が7豚群、最も悪い区分が8豚群と判定された。肉汁のELISA試験結果と比較すると、SP 20が0.5を超える最も悪い農場は、レベル3と同じ2豚群となった。レベル3の該当数を減らす必要があれば、SP 20の判定基準値を引き上げる（たとえば1.0）こともできる。
肉汁と血清の試験結果の関係が健闘され、その結果は表2にまとめてある。全体で421の肉汁サンプルが集められ、個体別ならびにプールとして試験された。肉汁について求めた個体別の平均O.D. 値は0.35（範囲：0.07-0.70）、SP値は0.41（範囲：0.03-0.87）であった。421サンプル中182サンプル（43.2％）が肉汁ELISA試験陽性となった。デンマークの等級分けに当てはめると、2農場（10％）のみがレベル1、8農場（40％）がレベル3、10農場（50％）がレベル2ということになる。

表2．20農場の豚肉汁についてのサルモネラELISA成績：農場別平均値
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種々の肉汁プールサンプルの平均値は、個体別サンプルよりやや高かった。個体別の肉汁平均O.D. 値は0.35であり、SP値は0.41であった。この値は、「5個体プール」の0.45／0.48、「10個体プール」の0.47／0.51、「20個体プール」の0.46／0.48と比べられる。

表3は、と体スワブ、盲腸ならびにペンのプール糞便に関する細菌学的試験結果である。全体で422のと体スワブが採材され、その内7検体［1.7％（範囲：0-9.1％）］からサルモネラが分離され、全てS. Typhimuriumであった。陽性と体スワブは、全てではないが、ほとんどが盲腸サンプルで陽性数が多い豚群に由来した。

全体で420の盲腸サンプルが試験され、その内102検体［24.3％（範囲：0-65.0％）］からサルモネラが分離された。約17.4％のサンプルがS. Typhimuriumであり、その他の血清型として、S. Derby、S. Reading、S. NewportおよびS. Indianaがあった。1農場のペンサンプルでS. Agonaが分離されたが20個体の盲腸プールサンプルからは検出できなかった。また、S. Enteritidisが1農場で分離された。S. Typhimuriumの様々なファージタイプ（DT104、208、193、 U308A、U310、U302、untypable）が盲腸とペンのプール糞便サンプルでみられた。

表3．20農場のと体スワブ、盲腸、ならびにペン毎のプール糞便についての細菌試験成績
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一農場についてのみ、盲腸とペンのプール糞便サンプルの両方ともサルモネラは分離されなかった。その農場の血清と肉汁のELISA試験も陰性であった。

全体で369のペンのプール糞便が農場で採材され、その内121検体［32.8％（範囲：0-75.0％）］からサルモネラが分離され、23.6％（範囲：0-75.0％）はS. Typhimuriumであった。盲腸およびと体でみられた血清型とファージタイプは、農場でみられたものと高い相関を示した。

表4には、血清学的試験と細菌学的試験の様々な相関関係を示した。標準的な血清および肉汁のELISA試験結果（個体別血清、個体別肉汁）を含めて、いずれの血清学的試験もサルモネラのと体汚染あるいは盲腸内保菌と統計学的に有意な相関を示さなかった。標準的な血清および肉汁のELISA試験結果とは異なって、プール血清（5s：5個体プール、10s：10個体プール、20s：20個体プール）のO.D. 値はペン糞便の陽性率と有意な相関を示した。プール肉汁についてはそのような相関は見られなかったが、その理由は、肉汁の値は血清より大きく、細菌学的試験に比べて「特異性」が低いためである。このことは、血清について行った希釈倍率の要因に左右されており、血清の希釈倍率を下げ肉汁の希釈倍率を上げると相関性が高まる可能性がある。
表4．血清／肉汁およびと体／盲腸／糞便の間の相関
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10個体プールの血清O.D. 値とペン糞便（相関係数が最も大きかった）との散布図を図1に示した。大半の農場が回帰直線の近くに位置しているが、相当外れた値が少数例あることは、一変数の変動の約25％が他方に直接寄与していることを意味する。
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図1．血清O.D. 値（10個体プール）とプールしたペン糞便陽性率との散布図

表5に、プールした血清と肉汁および標準的ELIZAによる個体別サンプルの陽性率の相関関係を示した。全ての相関係数は統計学的に有意であり（P<0.05）、とくに、血清SPと血清陽性率、肉汁O.D. 値と肉汁陽性率の相関が高かった。例として、プール血清（SP 20）と血清陽性率の相関を図2に示した。
表５．プールした血清／肉汁と個体別サンプルの陽性率の相関
「肉汁横表.doc」
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図2．個体別血清陽性率とプール血清（SP 20）の散布図
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図3．農場における糞便陽性率と盲腸内保菌率の相関

ペン糞便の陽性率と盲腸の陽性率の相関を図3に示した。サルモネラ全血清型についての相関係数（r）は0.51（N=20、P=0.022）であり、S. Typhimuriumについてはr=0.5（N=20、P=0.026）であった。これらの両方とも統計学的に有意であったが、相当数が直線から外れていることを散布図は示している。

プールされていない個体別血清と個体別肉汁のO.D. 値について農場別平均値の相関係数を求めると、r=0.61（P=0.005）、95％信頼限界0.22-0.83であった。SP値の農場別平均値については、相関係数0.77（P=0.001）、95％信頼限界0.50-0.90であった。これらの散布図は、図4と図5に示した。
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図4．個体別にみた肉汁と血清についてのO.D. 値の相関
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図5．個体別にみた肉汁SPと血清SPについての相関
考察

デンマークにおけるサルモネラ制御政策の立案と実施の過程で行われた膨大な作業から、サルモネラ血清抗体陽性率に基づいて豚群を等級分けする実際的方策が高度汚染豚群を特定する効果的手段となること（Mousing et al. 1997; van der Wolf et al. 2001a）、そしてこの方策が世界の数カ国で採用され（Ludewig and Fehlhaber 2001）、他の標的病原体にも利用できること（Hoorfar et al. 1997; Feld et al. 2000）が示されてきた。

個体別の血清または肉汁のサルモネラELISA試験は、豚各個体の細菌学的試験結果と相関性が低いけれども（Christensen et al. 1999; Clouting and Davies 2001; Davies et al. 2001; Corrégé 2002）、サルモネラ制御について改善する必要性が高い豚群を識別するために利用することができる。このことは、農場の実態と実施された制御計画についての細菌学的サンプリングによって、最終的確認が可能である。さらに、豚群のELISA試験結果に基づいた論理的な解体処理工程を組み立てることも可能であり、それがと体と食肉の汚染を軽減する手助けとなる（Swanenburg et al. 2001）。デンマークでは試験結果の解釈について変更が最近加えられ、試験の感度を上げること、ならびに、食肉センターが豚群の感染状態についてより最新の推定を入手するために結果の重み付けすることが試みられている（Alban et al. 2002）。腸管病原性菌に対する血清学的試験には、常に感度と特異性の問題が付きまとう。そうではあっても、食肉センターでサルモネラを保菌または排菌するかも知れない豚群をある確度で推定することは、決して不可能ではない。このことは、どのような制御手段であろうと、低減効果しかなく、問題をなくしてしまうものではないことを意味する。
最近の研究において、S. Typhimuriumの様々なファージタイプが盲腸およびプールしたペン糞便から見つかっている。S. Typhimurium U310とU308Aは、養豚業界で現在急速に広がりつつあり、業界を介して蔓延する新しいサルモネラ株の感染源を特定するために、入替えする種畜の細菌学的サンプリングをより多く実施することは、養豚農家が最も関心を寄せていることだろう。国家的な細菌学的監視を継続することも重要であり、それなしでは、新らしい人畜共通の病原株の出現を見逃すかもしれない。ヒトにおける主要な病原体であり世界中に広がっている血清型の一つであるS. Enteritidisは、このELISA法によっては豚の保菌が検出されない。全てのサルモネラ血清型を検出できる血清学的試験法はなく（van Winsen et al. 2001）、そのため、ELISA試験は抗原検出範囲外の新たに出現する血清型を見逃す可能性がある。したがって、米国で現在深刻な問題を引き起こしているS. Newport (group C2/C3)が豚に侵入した場合にはほとんど検出されないことが起き得る（本調査研究において1頭の豚からS. Newportが分離されたが、ELISA試験では陰性であった）。同様に、英国で患者から分離される上位10番以内の血清型の内、S. Enteritidisは検出されず、S. HadarとS. Blockleyはほとんど検出されないだろう。試験法にさらに血清型群を追加することも可能であるが、範囲を広げた試験法が信用を落とさないように感度と特異性を確保しなければならない（Proux et al. 2000; Clouting and Davies 2001）。

ELISA試験におけるもう一つの問題点は、試験法の普及および検証と調和の欠如にある（van der Wolf et al. 2001b）。国際的連携による評価試験において、種々のELISA試験キットと自家試験との間に相当の違いがみられ（van der Heijden 2001）、それらのキットは方法と判定について継続的に改良・変化が加えられており、こうしたことは試験実施機関の間における調和に影響する（Wiuff et al. 2000; Alban et al. 2002）。本研究で使用された市販のキットは、適切な品質保証（QA: quality assurance）手順が適用されるという条件下で一般的使用に十分耐えることを著者らは事前に検討した（未公開）。信頼性を確保し試験操作の過誤を発見するために、いくつかのサンプルについて（本研究で実施したように）複数組の試験を実施することを勧めるが、趨勢を監視するためには一組の試験で十分である（Steinbach et al. 1999）。
血清と肉汁のELISA試験の結果を比較すると、統計学的に有意な相関が認められたが、農場間の変動が比較的大きかった。その開きは、以前に行ったデーマークやその他の国の自家試験のELISA成績（Nielsen et al. 1998; Clouting and Davies 2001）と比べて大きかった。この食違いの要因の一部は、横隔膜筋の肉汁を使用する際の希釈倍率によるものであり、以前の知見では1：40が良好であるとされていた（Carol Clouting, VLA Weybridge, personal communication）。サンプルが期待される血清／肉汁比から大きく反れるいくつかの農場もみられた。その理由ははっきりしないが、豚のストレスや水分補給状態が肉汁のELISA成績に影響したことも考えられる。

本研究により、プールした血清と肉汁が監視手段として有効であることが示された。農場当り一つのプールサンプルを試験すると、個体別に20サンプルを試験した結果と良く平行する成績が得られた。SP値から0.1未満を「最良豚群」、0.4を超えると最悪と区分した場合、「最良区分」には4豚群、「最悪区分」には9豚群が該当した。この結果は、個体別ELISA陽性率と比較検討され、デンマークのサルモネラ制御計画においてこれまで用いられてきた方法とは異なった方法でより簡単に等級分けすることができるとした。それにより、20プールのO.D.値が最も高かった1％の豚群が特定され、さらなる措置が採られることになる。豚群の等級分けは、月毎に筋肉20個体の1プールサンプルを調べた4ヶ月移動平均を基に行われる。すなわち、各農場について年間12のプールサンプルが調べられ、「最も近い状態」を把握するために、直近のデータをそれ以前のデータの2倍に重み付けする。毎月20頭の肉汁をプールして1回の試験を行うことにより、年間240頭分のサンプルが12回の試験で処理され、経費が安上がりになった。重み付けした移動平均を用いることにより、データの代表性が高まった（Alban et al. 2002）。これらの結果、最も高い平均O.D.値またはSP値であった豚群について、さらなる監視と制御活動のために適切かつ実施可能な所定割合を選ぶことが可能となる。
本研究の結果は、平均抗体価が豚群を比べる最も良い指標であることを示唆するその他の研究（Steinbach and Staak 2001）とも一致する。今回の研究は、わずか20農場についての1回限りの成績であり、農場の状態について正確性に欠けるが、この方法を使って監視を続けることにより改善するだろう。すなわち、もっと多くの農場サンプルについてより長期間に亘って研究を行うことが必要である。
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