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汰e y w o r d s C l o st rid iu m d # cile , C l o st ridi a l a n tib o d y , N o r r n a l fl o r a , A n tibi o tic -

a s s o ci a t ed p s e u d o m e m b r a n o u s c olitis

偽膜性大腸炎 P s e u d o m e m b r a n o u s c o li ti s (P M C)

は
, 腸管上皮細胞壊死 及 び白血球 ､

フ ィ プ リ ン , 壊死

産物な どか ら成 る偽膜の 形成 を み る大腸の 非特異性炎

症 で あ る . 本疾 患 は , 1 8 93 年 Fi n n e y
l)
が初 めて 胃腸 吻

合術後の 重 篤な 合併症 と し て 報告 し た が , 殊 に 近年 は .

リ ン コ マ イ シ ン ( L C M ) 及 びそ の 誘導体 で あ る ク リ ン

ダ マ イ シ ン ( C L D M ) 投与 に よ る本疾患 が多数報告さ れ

て い る
2 卜 4)

. 本疾 患 の 発症 原因 と し て , 黄色 ブ ド ウ 球菌 ,

抗生剤 , 腸管の 虚血等
51
が挙 げ ら れ て い たが . 1 9 7 7 年

L a r s o n ら
6,
が P M C 患者糞便中 に 細胞障害性毒性を有

す る 物質が存在 す る こ と を初 め て 明 らか に し , 同年引

き 続 き L a r s o n ら
7)

及 び Rif k i n ら
8)
は 本 毒 性 が

Cl o st ri d i u m s o r d e ll ii 抗毒素血清 に より 中和さ れ る

こ と を 明ら か に し た .

一 方 B a r tl e tt ら
9)

は ,
ク リ ン ダ マ

イ シ ン 投与 に よ り 腸炎が発症 し た ハ ム ス タ ー の 腸 管内

に 同様 の 毒性物質 を 証 明 し , 初 め て Cl o s t ri d i u m

d iffi c il e を分離 し た . そ の 後 P M C 患者糞便か らも C .

d iffi c il e が分離 さ れ , 且 . 分離 し た C . d iffi cil e の 培 養

液中に C . s o r d e llii 抗毒素血清 に より 中和さ れ る細胞

障害性毒素 が存在 す る こ とが 多数 の 研究者
1 0卜 1 4)

に よ

り 明ら か に され , 有毒 C . d iffi cil e が P M C の 主 要な 原

因の 1 っ と し て 認 め られ る に 至 っ た .

抗生剤投与 に よ る P M C 発症 に 関 して は , 種 々 の 要

因が考 え ら れ て い るが , 年令が 最 も明 らか な 要因
2)3)
と

考 え ら れ , 特 に 50 才以 上の 患者 に 抗生剤を投与 し た場

合に 本疾患 が 高頻度 に 発 症 す る と 言わ れ て い る .

一

方 .

健康人糞便か らの C . d iffi c il e の 分離 に 関 し て は , 新

生児 及 び乳児糞便か ら高頻度 に 分離 さ れ る
1 5 卜 ‖)
と 報

告さ れ て い るが , 健康成人糞便か ら は は とん ど分離さ

れ て い な い .

以 上 の 点に 鑑 み , 著者 は本研究で 本症患者が特に 老

人に 多 い 理 由巷 明らか に す べ く , 老人 と若年者を対比

さ せ
. 両群の 糞便 か ら の C . d iffi ci l e の 分離率 . 分離菌

株の 毒素劉生及 び血清中の C . d iffi cil e 毒素に 対 す る 中

和抗体の 有無 を検討 し た .

材 料 及 び 方法

Ⅰ . 糞便 及 び血 清

被験糞便材料 は , 糞便採取時まで の 4 週 間は 抗生剤

の 投与を受け ず , か つ 腹部症状 の 無 い 成人か ら 得た ,

若年 者の 糞便 ほ , 本学医学部学生( 22 ～ 2 8 才) 1 4 9 人

よ り 得 ,
ま た老人 の 糞便 は, 金 沢 市内に あ る A 老人ホ

ー

ム の 健 康老人( 6 0 ～

90 才) 2 1 3 人と 福井市内に あ る

B 病院 の 脳血管障害の あ る 入院患 者 ( 50 ～ 8 0 才) 69

人よ り得 た . 糞便材料 は採取後直 ち に 検索 す る よう に

努 め ･ や む を得 な い 場合は水素 ガ
,

ス で 置換 した嫌気 ジ

ャ
ー ( ト ミ ー 精工) に 入れ 4 ℃ で 保存 し .

5 時間以 内

に 検索 に 供 し た . 血清材料は若年者44 人と 老人 41 人

か ら 糞便採取 と同時期に 採血後 , 遠心 分離 し て 得 た .

rI . 糞便か らの C . d if f i cil e の 分 離及 び 同定

C . d iff i cil e 分 離 用 培地 と し て は .
G e o r g e ら の

C C F A 培地
2 0)
を改良 した 変法 C C F A 平 板 培地 を 用 い

た
. 本培地作製 に 際 して は , 表 1 の Ⅰ の 基礎培地 を1 20

て∴ 15 分 間蒸 気滅菌後 , 5 0 ℃に 保温 し . こ れ に Ⅲ の

I s ol a ti o n a n d T o x ig e n icit y of C lo st ridi u m digicile a n d A n tib o d y i n A d ult s . M a s a t o

M ik a w a , D e p a rt m e n t o f B a c t eri ol o g y (D ir e c t e r : P r of . S . N i shid a)
,
S c h o ol of M e di cin e

,

K a n a z a w a U n i v e r sit y .
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T a b l e l . C o m p o siti o n of m o d ifi e d C C F
A m e di u m

Ⅰ. B a s al m e .di u m

P r o t e o s e p e p t o n e N o . 2 (D if c o) 4 ･O g

F r u c t o s e O .6 g

N a 2 E P O 4 0 .5 g

E B 2 P O 4 0 .1 g

N a C l O .2 g

M g S O 4 (a n h yd r o u s) 0 ･0 1 g

A g a r
2 ･O g

l % N e u tr al r e d s ol u ti o n i n e th a n oi o .3 m l

D i still e d w a t e r l OO m l

p H 7 .2

Ⅱ. S u p pl e m e n ts

50 % E g g y olk s ol u ti o n l O m l

C y cl o s e r in e(S i g m a) s ol u ti o n (3 0 m g/ m l) 1 mi

C ef o x iti n( M e r k) s ol u ti o n(1 m g/ m l) 1 m l

L y s o z ym e(S ei k a g a k u) s ol u ti o n(1 m g/ m l) 1 m l

各液を 添加 し平板 を作製 し た . こ の 際 ,
L y s o z y m e

溶 液 は 0 . 4 5 p m p o r e si z e の m e m b r a n e fil t e r

(J a p a n M illi p o r e) を 用 い て 濾過滅菌 した ･ 作製後水

素 ガ ス で 置換 し た嫌気 ジ ャ
ー に 18 ～ 2 4 時間 あ らか じ

め 保存 して 培地中に 含ま れ る酸素を抜 く様 に し , 使用

直前 に 取り 出 し て 用 い た . 嫌 気 的 に 作製 した 希釈液

( P r e r e d u c e d d il u e n t)
2 1)
を 用い て 糞便を 10 倍段階希

釈 し , 10~
l
か ら 10-

5
まで の そ れ ぞ れ の 希釈液0 .1 血 を

上記の 変法 C C F A 平板培地に塗決 し , 水素 ガ ス で 置換

した 嫌気 ジ ャ ー で 37 ℃ , 4 8 時間培養 し た . 培養後 -
レ

シ チ ネ ー ス 反応 陰性 の , 中央部が 低 く隆起 し辺 縁が 粗

の R 型集落で , 長波長 ( 36 50 Å) 紫外線 ラ ン プ( マ ナ

ス ル ラ イ ト , マ ナ ス ル 化学) の 照射 で 黄金色 の 蛍光 を

発す る集落を C . d iffi c il e の 集 落と して 菌 数を 測定 し

た
2 0)

.
そ れ ぞ れの 糞便材料に つ い て 上記 の C .

d iffi c il e

と思 わ れ る 2 個 の 集落を 鈎菌 し , さ ら に変法 C C F A 平

板培地 と抗生剤 を除 い た変法 C C F A 平 板 培地 で 雑菌

の 混入 の な い こ と を 確 か め た 後 .
V PI A n a e r o b e

L a b o r a t o r y M an u a 1
2 2 )
の 方法 に準 じ て 生物化学性状

試験( 糖分解性状 , G a s c h r o m a t o g r a p h y に よ る揮発

性及 び不揮発 性 の 有機 酸 の 判 定) を 行 な い C ･

d if fi cil e で あ る こ とを 同定確認 した .

Ⅲ .
C . d if fi e il e 分離菌株 の 毒素産生

肝片加肝 ブイ ヨ ン で 前培養 した菌液 0 . 2 m ほ 0 . 5 %

ブ ド ウ糖加肉カ ス ブ イ ヨ ン C h o p p e d ･ m e a t ･ gl u c o s e

m e d i u m (C M G )
2 2一
に 接種 し , 嫌気 ジ ャ ー を 用い , 窒素

ガ ス 80 %
, 炭酸 ガ ス 1 0 % , 水素 ガ ス 1 0 % の 存在下で

37 ℃ 7 日間培養 し た . 培養後 , 培養液pH が 6 . 0 か ら

7 .5 の 間に あ る こ と を確認 し た ( pH 6 . 0 以 下 で は 毒

素は 産生 され な い) 後 ,
4 ℃

.
1 0 0 0 0 r p m 5 分間遠心 後

上浦液 を と り ,
0 .4 5 iL m P O r e Si z e の m e m b r a n e

fil t e r (J a p a n M illi p o r e) で 嬉過 滅 菌 し た も の を 毒

素液 と し た .

Ⅳ . 糞便抽出液

0 . 0 5 M リ ン 酸緩 衝生食水 ( pH 7 . 0 ) で 1 0 %

(Ⅴ/ V) 糞便液を 作り , 4 ℃ ,
1 0 0 0 0 r p m l O 分間遠心 後

上浦液 を 上 記の 如 く濾過滅菌 し た もの を 糞便抽出液と

し , 細胞毒性試験 に 供 し た .

Ⅴ . 細胞 毒性試験

金沢大学 が ん研 究所ウ イ ル ス部門 , 波 田野基
一 教授

よ り分与 を受 け た B a b y h a m st e r k id n e y c e ll ( B H K

- 2 1 / W 卜 2 )
2 3-
を 用 い て 細 胞毒性試験 を行な っ た .

本細 胞の 培養 に は E C
-

5 培地 ( ウ シ 胎児血清( 大日 本

製薬) 5 % (Ⅴ/ V ) , L ill a cili n ( 田辺 製薬) 10 0 〟g / m ほ

含む E a gl e m i n i m a l e s s e n ti a l r n e d i u m ( 日水製薬))

を用 い た .
ト リ プ シ ン 処 理 後 , 2 0 万個 / mエに な る 様

E C
-

5 培 地 で 調 製 し た B H K
M

2 1 / W 卜 2 細 胞 浮遊液

を N u n c l o n m i c r o te s t pl at e (N u n c , R o s k il d e ,

D e n m a r k) の 各 W e11 に 50 〃L (1 0 0 0 0 個 / w ell) 分

注 し , 炭酸 ガ ス が 5 % に な る様調整 さ れ た自動炭酸 ガ

ス 細胞培養装置 ( F o r m a , U . S . A .) 内 で 37 ℃ 24 時

間培養 し . 細胞 が w ell の 底面 に 付着 し て m o n o l a y e r

を 形成 し た も の を 使用 し た . E C
-

5 培地 を 用 い て 毒 素

液及 び糞便抽出液を 2 倍段階希釈 し , そ れ ぞ れ の 希釈

液 50 FL L を 各 w ell に 接種 し , M i c r o s h a k e r ( ト ミ
ー 精

工) で 振 塗 し た 後 , 再 び 培養装置 に 戻 し , 接 種 後

6
.
2 4 t 48 時間後 , 細胞 を観察 し , 屈折性 の 変化 , 円形

化 , m O n O l a y e r の 崩 壊 な ど で 示 さ れ る 細 胞 変 性

C y t o p a t hi c e ff e c t (C P E)･ の 有無 を判定 した ･ す べ て

の 細胞 が 円形化す る最高希釈の 逆 数 を細 胞毒性単位

C y t o t o x i c u n it ( C U) / 5 0 FL L と した ･

Ⅵ . 細胞毒性中和試験

C . d iffi cil e 毒素 を中和す る C . s o r d e11ii 抗 毒 素血

清は , C . s o r d ellii 3 7 0 3 株 を用 い て 作製 し た ト キ ソ イ

ド で 家兎 を免疫す る こ と に よ り得 た .
E C - 5 培 地を用

い て 適度 に 希釈 した 毒素液 50/Jエ と E C - 5 培 地 を 用

い て 32 倍希釈 した C . $ O r d e11ii 抗毒素血清 を 等量 に

混合 し , 3 7 ℃ , 3 0 分間反応さ せ た後 . そ の 50 直 を 上

記 の 如 く 調製 した B H K 細胞浮遊液 50 〟ま に 接 種 し て

24 時間培養後 C P E の 有無 を判定 し た . な お対照 と し

て は , E C
-

5 培地で 32 倍 に 希釈 し た健康家兎血清を

用 い た .



Cl o st rid i u m d if fi cil e の 分離と抗毒素抗体

Ⅶ . C . di f 封 eil e 毒素 に対する ヒ ト血清中の中和活

性

C . d if fi cil e 毒素液 と して C . d iffi cil e A T C C 1 7 8 59

株の C M G 7 日間培養液 ( 1638 4 C U / 50 〟l) を用 い た .

E C
-

5 培地 を用 い て 本毒素液を 2 倍段階希釈 し , そ の

25 出 と等量 の ヒ ト 血清を混合七 , 3 7 ℃ , 30 分間反応

させ た後 , 上記 の 如く 調製し た B H K 細 胞浮遊液 50 /Jエ

に 接種 し て 24 時間培養後. C P E の 有 無を判定し , 中和

活性 を調 べ た . 毒 素液 と 血清 の 混合液が培養細胞 に

対 し何 らの 変化を 示 さな い 時t 中和 活性陽性 と判定 し

た .

Ⅷ .
ヒ ト血 清の I g G 画分 の 調 整

披験血清の 40 % ( W / V ) 硫安 分画 の 沈澱部分 を

溶解 し ,
D E A E セ フ ァ デ ッ ク ス A

-

5 0 (P h a r m a ci a
,

S w e d e n ) カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

に より 精製 瑚 し

た もの を I g G 画分 と して 用 い た .

成 緯

Ⅰ . 糞便 か らの C . di f fi (:il e 分離率

表 2 に 見 る 如 く 被験 A , B , C , D 群 合 計 431 人

中合計 49 人( 11 .4 % ) の 糞便か ら C . d iffi cil e が 分離

15

され た . 老人に お い て は . A 群と B 群 の 施設の 間 に C .

d iffi cil e の 分離率に 差が認 め られ た .
A
,
B 両群の 老人

合計282 人の う ち 26 人 ( 9 .2 % ) か ら C . d iffi cil e が

分離さ れ た . 若年者 に つ い て は , C , D の 学生群の 間に

は C . d iffi cil e の 分離率 に 大 きな 差 は認 め られ な か っ

た . C , D 両群の 若年者合計 149 人の う ち23 人 ( 15 .4

% ) か ら C . d iffi c il e が分離 され た .

Ⅱ . 糞便申の C . di f 封 e豆1 e 菌数及び分離菌橡 の 車

乗原性

分離 C . d iffi cil e 総菌株 49 株中34 株 ( 6 9 . 4 % ) が

有 毒株 で あ っ た ､ 若年 者及 び老人糞便 か ら の C .

d iffi cil e 分離菌株 ( 若年者菌群 , 老人菌群) 申, 有毒

株の 占め る割合 は , お の お の 69 .6 % , 69 . 2 % を示 し両

菌群の 間 に 差 は認め られ な か っ た , 有毒株 の 毒性 は両

菌群 と も に 64 ～ 81 9 2 C ロ/50 山 に 渡り t 有毒株中強毒

株 ( 10 2 4 C U / 5 0 /上土 以 上) の 占め る割合は . お の お の

56 .3 % , 5 5 .6 % を 示 し , こ の 点 に お い て も両菌群 の 間

に 差 は認 め られ な か っ た .

C . d iffi cil e 陽性者糞便1 g あ たり の 菌数 は . 若年者

に お い て は最少菌数10
乙 8

, 最多菌数10 8･Ⅰ , 老 人 に お い

て は最少菌数 10
2 ･ 5

. 最多菌数 10
6 ･8
を 示し た( 表3 , 4 ) .

T a bl e 2 ･ I s ol a ti o n f r e q u e n c y o f C . 堆 iおf r o m th e f e c al s p e ci m e n s o f y o u n g e r a n d a g ed a d ul t s

G r o u p A g e

A
*

6 0
-

9 0

B 5 0
-

8 0

C 2 2- 2 8

D 2 2- 3 0

N um b e r of N um b e r of N u m b e r o f t o x i ･

s p e c i m e n s C di5i cil e ･ g e ni c C . 魂和ih -

te st e d p o siti v e s p e ci m e n s( % ) p o siti v e s p e ci m e n s( %)

21 3

6 9

4 0

10 9

1 5 (7 .0) 1 0 (4 .7)

11 (15 . 9) 8 (11 .6)

5 (12 . 5) 4 (1 0 .0)

1 8 (1 6 . 5) 1 2 (11 .0)

*
A : I n h a bi ta n ts i n A old ･ a g e d h o m e in K a n a z a w a .

B : I n p a ti e n ts i n B h o s pi ta l in F u k u i .
C
,
D = S t u d e n ts o f di ff e r e n t cl a s s e s o f M e d i c al S c h o ol

,
K a n a z a w a U ni v e r sit y .

T a bl e 3 ･ N u m b e r a n d t o x ig e ni cit y of C di5 k i k i n t h e f e c e s o f y o u n g e r a d ul ts

N u m b e r o
C . 娩 オゐ
i n l g o f

f e c e s

N u m b e r N u m b e r o f f e c a l s p e ci m e n s h a vi n g C di5icil e s h o w i n g c yt o to xicity of
o f f e c al

S p e Ci m e n s o 6 4
-

1 2 8 2 5 6
-

51 2 1 0 24 - 2 0 48 .40 9 6 - 81 9 2

10 2 1 e v e1 3

10
3
l e v e 1 9

1 0 4 l e v e1 6

1 0
5
1 e v e1 2

10 6 l e v e1 3

0 0

2 0

3 2

1 0

1 0

1 0

2 3

0 0

1 0

1 1
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ま た C . d i ffi cil e 陽性若年者及 び老人 の 糞便 1 g あ た

り の 平均繭数 は おの お の 1 0
4 ･1

,1 0
4

-
6

を 示 し , 老人の 方が

や や 高い 値 を示 し た . す なわ ち .
C . d iffi cil e 陽性若年

者2 3 人中5 人( 21 . 7 % ) 一 同老人 26 人中 11 人( 42 . 3

% ) が 糞便I g あ たり 10
5

以上の C . d iffi cil e を保有 し

て い た .

糞便1 g あ た り 10
5
以 上 の 有毒 C . d if fi ci l e を有す る

C . d iffi cil e 陽性 者は , 若年者 3 人. 老 人8 人 で あ り ,

C . d iffi cil e 陽性若年者 ( 23 人) 及 び老 人( 26 人) の

そ れ ぞ れ 1 3 . 0 % , 30 . 7 % の 割合 を 示し , C . d i ffi c il e

陽性者 に 関 して は ,
老人に お い て 高頻度に 存在す る こ

とが 示さ れ た . しか しな が ら , こ れ ら の 多数の 有毒 C .

d if fi cil e 陽性者の 総披験者に 対す る 割合 は , 若 年 者

( 149 人) に お い て は2 .0 % , 老人 ( 28 2 人) に お い

て も 2 .8 % に す ぎず , 両群の 間に 差 は認 め られ な か っ

た .

Ⅲ . 糞便中 の C . d i f fi c il e 毒 素

C . di ffi cil e が 分離さ れ た 糞便材料( 49 検体) 及 び C .

di ffi c il e が分離され なか っ た 糞便材料 ( 10 0 検体) の

抽 出液に つ い て 細胞毒性 を測定 し た . そ の 結 果 , C .

d iffi cil e の 分離 さ れ な か っ た 糞便材料 の 抽 出液中 に

は細胞障害性毒素を 認 め る こ と が で き な か っ た こ と は

当然 の こ と な が ら , 10 5 以上 の 有毒 C . d iffi cil e を 含む

糞便材料 の 抽出液を も 含め て ,
い ず れ の 抽 出液に も 全

く細胞毒性を 認 め る こ と が で き な か っ た .

Ⅳ . ヒ ト血 清中の C . d i f fi e il e 毒素 に対す る中和

活性

若年者群 で は t 有毒 C . d iffi cil e 保菌者 16 人 中 14

人 ( 87 . 5 % ) が , ま た無毒 C . d iffi cil e 保菌者 に お い

て も7 人中 4 人( 57 . 9 % ) と 高い 頻度 で 血清中に 中和

活性 が 認 め られ た ( 表 5 ) .

しか し なが ら , C . d if fi cil e を保 有し て い な い 若年者

に お い て は
, 2 1 人 中4 人 ( 19 . 0 % ) の 血 清 中 に C .

d iffi cil e 毒素 に 対 す る 中和活性 を認 め る に 過 ぎ な か

っ た .

一

方老 人群 で は , C . d iff i c il e の 多寡 に 関わ り な

く い ず れ の 血清中に も 中和癌性を 認 め な か っ た . 有 毒

C . d iffi c il e 陽性 の 若年者 で 中和 活性 が 認 め ら れ た

14 人 の う ち 2 人の 血清 5 仙エ は . 4 C U / 5 0〟エ の 毒性 を

中和 し た に 過 ぎな か っ た が , 中和活性 を有 した 残り の

若年者 の ほ と ん ど の 血清 50直 は ,
1 28 - 2 56 C U / 5 0〃エ

T a bl e 4 . N u m b e r an d t o x i g e n i cit y of C . 柳 i由i n th e f e c e s of a g e d a d ul t s

N um b e r o
⊥ 1

1
u u ｣ = ‖｣ ハ

F di5i cilb ｡f f e c al
._

つ

一▲一
｣ ご

N um b e r N um b e r of f e c al $ P e Ci m e n s h a vi n g C . d # cil e s h o w i n g c y to t o x icity o f

忠霊
Of

s蒜蒜㌫s o 6 巨 12 8 2 56
-

5 1 2 1 0 2 4 - 2 0 4 8 40 9 6 - 8 1 9 2

10 2 1 e v e1 5

10 3 1 e v e1 5

10 4 1 e v e1 5

1 05 1 e v e1 4

1 0
6
1 e v e1 7

0 2

0 1

0 2

0 1

2 0

0 0

2 2

1 0

1 1

1 2

T a bl e 5 . C di6i ci le t o x i n ･ n e u t r ali zi n g a c ti v ity of s e r u m

G r ｡ ｡ ｡ 崇霊
r

ぎて窟諾モ言…諾.

h a vi n g

t e s t e d n e u t r a li zi n g a c ti vi ty( % )

Y o u n g e r a d ult s

T o xi g e ni c C di5i cil e -p O Siti v e i n f e c e s

N o n t o x i g e ni c C . 堆 i le ･

p O Siti v e i n f e c e s

C . di5i cih z ･n e g a ti v e i n f e c e s

A g e d a d ult s

C 碑 ih -

p O Siti v e i n f e c e s

C
. di5ici h -n e g a ti v e i n f e c e s

6

7

1

1

2

O

1

2

2

1 4 (8 7 .5)

4 (5 7 . 1)

4 (1 9 . 0)

0

0



C l o s t ridi u m diffi cil e の 分 離 と抗毒素抗体

の 毒性 を中和 した . 無毒 C , d iffi ci l e 保 菌者1 人 及 び

C . d iffi cil e を 保 有 し な い 1 人 の 血 清 50 〟L は .

1 0 2 4 C U / 5 0〃∫ も の 高 い 毒性 を 中和 し た . ま た , C .

d iffi cil e を 保有し な い に も拘 らず , 血清中 に 中和活性

を認 め た 人の 糞便 に つ い て ,
そ の 後 1 ケ月 に わ た り C .

d iffi c il e の 分離を く り か え し試み たが , 木蘭 を分離す

る こ と が で き な か っ た .

中和活性 を示 し た血清数検体の 蛋白分画を試み た 結

果 ,
い ず れ も 中和活性 がI g G 画分 に 含 まれ る こ と が 判

明し た .

考 察

C . d iffi cil e は抗生剤投与に よ る P M C の 主要な原因

歯と し て 今 日広 く認 め られ て い る = 糎 1 4)1 別
. 糞便か ら の

C . d iffi c il e 分離 用培地 に つ い て は , 近 年 G e o r g e

ら
2 OJ

,
W ill e y ら

1 9)
が お の お の C C F A

,
C & C 培地 を考案

した , 同培地 は選 択用抗生剤と して C y cl o s e ri n e (C S) ,

C e f o x iti n (C F X ) が 用 い られ て お り , C C F A 培地 に お

い て C S 5 0 0 FL g / m L , C F X 1 6FL g / mL . C & C 培地 に お い

て は C S 2 5 0 p g / m L , C F X l O FL g / mL が 添加 さ れ て い

る . 本実験 に 先だ ち , C C F A 培地 と C & C 培地 を比較検

討し た . 糞便由来の 菌株め集落の 発育は両培地 に お い

て 差異を 認 め なか っ た が ,
A T C C 南棟は C C F A 培地上

に お い て 明 らか に 発育が 劣り ノトさ な集落 を形成 し た .

しか しな が ら
,
い ず れ の 菌株 に お い て も

.
CC F A 培地上

の 集落が黄金色の 蛍光を明瞭 に 発 し , C & C 培地上の 集

落 に 比 べ て 鑑 別が 容易で あ る こ と が判 っ た . 以 上の 結

果 か ら , 本 実験 に お い て は C S 3 0 0 〃g / mエ ,
C F X

l O fL g/ m ほ 添加 した 変法 C C F A 培地 ( M M C C F A ) を

用い た . ま た , L y s o z y m e 添加が C . d iffi cil e の 胞子の

発 芽 を 促進 す る と い う 事 実 ( 未 発 表) に 基 き ,

L y s o z y m e l O p g / m ほ 添加 し た .

抗生剤非投与成人糞便 か らの C . d iffi cil e の 分 離 に

関 して は
,
G e o r g e ら

1 8}
は13 7 人中 4 人( 3 % ) の 糞便

か ら C . d iffi cil e を 分離 し て い る が , L a r s o n ら
1 6)
は

1 1 人中い ず れ の 糞便か ら も C . d iffi cil e を 分離 で き

な か っ た
.
W ill e y ら

1 9}
は
, 彼ら の 考案 した C & C 培地 を

剛 ､抗生剤非投与成人6 0 人の 糞便を 検索し た が , 全く

C ･ d iffi cil e を 分離 で き な か っ た . 著者の 成績 で は , 抗

生剤非投与成人 43 1 人中 49 人 ( 11 .4 % ) の 糞便か ら

C ･ d iffi cil e が 分離さ れ た .
こ の 分離率 は , 前述 の 他 の

研究者の 成績 に 比 べ 明ら か に 高い 値を示 し て い る . そ

の 主な 原因 と し て は 民族 的 な差 が考 え ら れ る . C .

P e rf ri n g e n s に つ い て は既 に 糞便中の 菌数が民族 に よ

り異な っ て い る 抑
26}

と 報告 さ れ て い る . ま た
.
C C F A 培

地 は C . d iffi c il e が 本培地上 で 蛍光 を発す る こ と か

17

ら ･ そ の 検 出に 好適 な選択培地 で あ るが
,
そ の C C F A

培地 に 含ま れ る抗生剤 ( C S
,
C F X ) の 濃度 を減量 し た

為, C ･ d i ffi cil e の 増殖が選択的 に 増大さ れ た こ とも無

視で き な い よ う に 思わ れ る .

抗生剤非投与成人糞便申に お け るC . d iffi cil e の 菌

数 に 関 し て は , 10 3
･ 3

～

1 0
8 ･ソg 糞便 と 報告 さ れ て い

る
柑1 2 0
邪

･ 本研究で は1 0 5/ g 糞便以 上 の 保菌者 が相当

数存在 し た ･ し か も P M C 患者 糞便中 の 平均菌 数

10
5 ●

ソg 糞便
1 引
以 上 の 保菌者が , 総披験若年者 149 人中

3 人 ( 2 ･ 0 % ) , 総被験老人282 人中1 0 人 ( 3 . 5 % )

に 認 め ら れ た . ま た
t 抗 生剤非投与成人 か ら の C .

d i ffi cil e 分離株 は , P M C
■

患者糞便分離株 と同様す べ て

が 有毒株 で あ ると 報告さ れ て い るl 脚 軋 本研究 に お

い て は総分離南棟49 株 中3 4 株( 69 .4 % ) が 有毒株 で

あ っ た .

B a rtl e t t ら
1 1)
は
,
P M C 患者糞便 に 関して 1 0 2/ g 糞便

以 上の C ･ d iffi cil e が 分離さ れ る場合 , そ の 糞便 中 に

は C ･ d if fi cil e 毒素が 認 め られ
, しか もそ の 際毒素

と菌数 が比例す る こ と を 示し た . しか し本研究 の 結軋

抗生剤非投与成人 に お い て は , 有 毒 C . d iffi cil e が

1 0ソg 糞便以 上 存在す る糞便抽出液中に も全く 毒性 は

認 め られ な か っ た . 同様 の 現象 は. ヒ ト 腸 管内 の C .

p e rf ri n g e n s の 菌数 と a 毒素の 関係 に お い て も み ら

れ て い る
2 6} 2 7)
が
. 有毒 C . p e rf ri n g e n s が 多数 存在 す る

腸管内に α 毒素が全く 検出さ れ な い 理 由に つ い て は ,

α 毒素破壊因子
2 T

や 糞便の α 毒素産生抑制作用
2 の
が 考

え ら れ て い る . P M C に おい て は , C . d iffi c il e 毒素が 本

疾患発症 に 関与 して い ると 考え られ て い る1 0 卜 1 4 ‖ 刷 細 故

に
, 腸管内 に お け る本菌の 毒素産生機序 に 関与 し て さ

ら に 一 層 の 研究が 必 要と 考え られ る .

C ･ d iffi cil e 毒素に 対す る 中和抗体は , 若年健康成人

に お い て は
,
C ･ d iffi c il e 保 菌者 23 人中18 人 ( 78 .3

% ) に 認 め られ
,
ま た C . d iffi cil e 非保 菌者 に お い て も

21 人中 4 人 ( 1 9 .0 % ) の 血清中に 認 め られ た . こ れ

に 反 し , 抗 生剤非投与老人 に お い て は , C . d iffi c il e の

多寡に 関わ り な く 本抗体 は全く 認 め られ なか っ た . 血

清中の 中和抗体(I g G ) の 腸管 に お け る役割は今の 所明

らか で は な い が
,
P M C の 発症が 老人 に 多い

2I3)
と い う こ

と を考 え れ ば
, 本抗体の 有無が本症発症に 閲し . なん

ら か の 関連 を有 す る と考え ら れ る .

結 論

変法 C C F A 培地を 用 い て 抗生剤非投与成人 431 人

( 若 年 成人 149 人 , 老 人 282 人) の 糞 便 か ら C .

d iffi cil e 甲分離を 試み た結果 , 若 年者 23 人 ( 1 5 . 4

% ) , 老人 26 人 ( 9 . 2 % ) の 合計49 人 ( 11 . 4 % ) の



1 8

糞便 か ら本菌 を分離 した . 糞便 中の 菌数 に 関 して は ･

若年者 , 老人と も に 糞便 1 g あ たり 10
2
～ 1 0

6

台 で あ っ

た が , 平均 菌数 は若年者 で 10
4 ヤ g 糞 阻 老人で 10

4

一ソg

糞便 で あり t 老人で や や高 い 値 を示 した . 若 年者及び

老人糞便か らの C . d iffi c il e 分離 株申 , 有毒株 の 占 め

る割合 は い ずれ も約 70 % で あ り , 両者の 間 に 差 は認 め

られ ず
.
ま た分離株 の 毒性の 強弱 に つ い て も若年者及

び老人糞便分離株 の 間 に 差 は 認 め ら れ な か っ た ･

1 0
5
/ g 糞便以上 の 有毒 C . d i ffi cil e 保 菌者 は , 若年者 3

人 , 老人8 人で あ り .
C . di ffi ci l e を保有 す る 若年者

( 23 人) 及び 老人 (26 人)･ に 対す る割合 は , そ れ ぞ れ

13 .0 % ,
3 0 . 7 % と なり , 老人で い く らか 高 い 値を 示 し

た . 但 し , 総被験者 に 対す る割合 は 2 .0 % , 2 . 針% と両

者で 差は認 め ら れ な か っ た .

一

方 ,
C . di ffi cil e の 多寡

に 関わ り な く ,
い ずれ の 糞便 か ら も C . d iffi c il e 毒 素

は検出さ れ な か っ た . ま た , 有毒 C . d iffi cil e を保 有す

る は とん どの 若年者の 血清中に は C . d iffi cil e 毒 素 に

対 する 中和抗体 が認 め られ た が , 老人の 血清中 に は全

く 認 め ら れ なか っ た .

稿を終わ るに 臨み . 懇篤 な御校閲 を戴 きま した恩 師西 田尚

組数投 に心か ら謝 意を捧 げま す . ま た , 実験の 遂行に あ た り

終始直接御指導御肋言を戴 きま した 中村 信
一
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多大 な御協力を戴きま した 御生物学 教室 員各位に 深く感謝の

意 を表 します . さ ら に , B H K 細胞 を御分与戴善 一 細胞毒性試

験 を御指導下 さ い ました 金沢大学が ん研 究 所 波 田 野 基
一

教
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J . : I n ci d e n c e o f di a r r h e a a n d c o li ti s a s s o ci a t e d

w i th c li n d a m y c i n
' t h e r a p y . J , I n f e c . D i s . , 1 3 5 ,

S 1 2 0 - S 1 2 5 (1 9 7 7)

5) B 8 rtl ett , J . G . & G o r b 鋸血
,
S . L

P s e u d o m e m b r a n o u s ■e n t e r o c o li ti s ( a n ti b i o ti c -

r el ?t e d c o li ti s) . A d v . I n t e r n . M e d ･ , 2 2 , 4 5 5
- 4 7 6

(1 9 7 7)

6 ) L a r s o n , H . E . , P a r r y , J . V .
,
P ri c e

,
A . B .

,
D a v i s

,

D . R .
,
D o l b y , 3 . & T y r r e ll , D . A . 3 . : U n d e s c ri b e d

t o x i n i n p s e u d o rn e m b r a n o u s c o li ti s . B r . M e d . J ･ t

l
,
1 2 4 6

-

1 2 4 8 (1 9 7 7)

7) L a r s o n . H . E . & P ri c e
,
A .
B ･

P s e u d o m e m b r a n o u s c o liti s : p r e S e n C e O f

cl o s t ri d i al t o x i n . L a n c e t , 2
,
1 3 1 2 - 1 3 1 4 (1 9 7 7)

8 ) R i f k i n . G . D .
,
F e k e t y , F . R .

, S il v e r , J r ･ J ･ &

S a c k
,
R . B . : A n ti b i o ti c-i n d u c e d c o li ti s :

i m p li c a ti o n o f a t o x i n n e u t r ali s e d b y

C l o st ri d i u m s o r d e11ii a n ti t o x i n . L a n c e t
,
2 , 1 1 0 3

-

1 1 0 6 (1 9 7 7)

9) B 8 r tl e tも J . G .
,
O m d e r d o n k

,
A . B .

,
Ci s n ¢r O S , 軋

L . & K a s p e r , D . L . : Cl i n d a m y c i n
-

a S S O Ci a t e d

c o liti s d u e t o a t o x i n
-

p r O d u c i n g s p e ci e s o f

Cl o s t ri d i u m i n h a m s t e r s . J . I n f e c . D i s .
,
1 3 6

,
7 0 1

-

7 0 3 (1 9 7 7)

1 0) B a rtl e tt , J . B .
,
C ll a n g , T . W .

,
G u r w i th , M ･

,

G o r b a c h , S . L . & O m d e r d o n k , A . B .
: A n ti b i o ti c ･

a s s o ci a t e d p s e u d o m e m b r a n o u s c o l iti s d
u e t o

t o x i n -

p r O d u ci n g cl o s t ri d i a . N e w E n g l ･ J ･ M e d ･
,

2 9 8 , 5 3 1
- 5 3 4 ( 1 9 7 8)

1 1) B a r tl e tt , J . G . , M 00 n , N .
,
C b 8 n g , T ･ W ･ ,

T a yl o r , N . & O n 血 rd o n k , A . B ･ : R o l e o f

C l o s t ri d i u m d iffi cil e i n a n ti b i o ti c ･ a S S O Ci at e d

p s e u d o m e m b r a n o u s c oliti s ･ G a st r o e n t e r o l o g y ,

7 5 , 7 7 8
- 7 8 2 (1 9 7 8 )

1 2) G e o r g e , W . L .
,
S 11tt e r

, Y . L ･
, G ol d s 毎i n , E ･ J ･

C .
,
L u d wi g , S . L . & F i n e g ol d , S ･ M ･ : A e ti o l o g y o f

a n ti m i c r o b i al a g e n t
･

a S S O Ci a t e d c o liti s . L a n c e t , 1 ,

8 0 2 - 8 0 3 (1 9 7 8)

1 3) G e o r g e , R . H .
,
S y m o n d s , J . M ･ , D i m o c k , F ･

,

B r o w n , J . D .
,
A r a b i

,
Y .
,
S h i n a g a w a , N ･

,

E e i g h l e y , M . R ･ B ･
,
A l e x a n d e r - W illi a m s ･ J ･ &

B u rd o n , D . W . : I d e n tifi c a ti o n o f Cl o s t ri d i u m

d iffi cil e a s a c a u s e o f p s e u d o m e m b r a n o u s

c o li ti s . B r . M e d . J . , 1 , 6 9 5 (1 9 7 8)

1 4) E e i g h l e y , M . R . B .
,
B u r d o n

,
D . W ▲

,
A r a b i , Y ･

,

A l e x a n d e r - W illi a n s , J .
,
T h o m p s o n , l L Y o Ⅶ n g , D .

,

J o b n s ( 肌 , M り B e n tl e y , S .
,
G e o r g e , R . B . & M o g g ,

G . A . G . : R a n d o m i s e d c o n t r o 11 e d t ri al o f

v a n c o m y ci n f o r p s e u d o m e m b r a n o u s c o li ti s a n d

p o s t o p e r a ti v e d i a r r h e a .
B r . M e d ･ J ･

,
2
,
1 6 6 7

-

1 6 6 9 (1 9 7 8 )



C l o s tri di u m diffi cil e の 分離と抗毒素抗体

1 5) H al l , ‡. G . & 0
'

T 00 l e
,
E . : I n t e s ti n al fl o r a i n

n e w
- b o r n i n f a n t s : W i th a d e s c ri p ti o n o f a n e w

P a th o g e n i c a n a e r o b e , B a cill u s d iffi cili s . A m . J .

D i s . C h ild . , 4 9 , 3 9 0
w

4 0 2 (1 9 3 5 )

1 6) L a r s o n , 11 . E . , P ri c e , A . B . , H o n o u r
,
P . &

B o r ri e 11 0 , S . P . : C l o s t ri d i u m d iffi cil e a n d th e

a e ti o l o g y o f p s e u d o m e m b r a n o u s c o li ti s . L a n c e t ,

1
,
1 0 6 3

-

1 0 6 6 (1 9 7 8)

1 7) S m y d e r , M . L . : F u r th e r s t u d i e s o n B a ci11 u s

d iffi c ili s ( H a ll an d O
'

T o o l e) . J . I n f e c , D i s . , 6 0 ,

2 2 3 - 2 3 1 (1 9 3 7)

1 8 ) G e o r g e , W . L .
,
S u tt e r

, Ⅴ. L . & F i n e g ol d t

S . M . : A n ti mi c r o b i al a g e n t
･i n d u c e d d i a r rh e a -

A b a c t e ri al d i s e a s e . J . I n f e c . D i s . , 1 3 6 , 8 2 2
-

8 2 8

(1 9 7 7 )

1 9 ) W ill e y , S . H . & B a r tl e tt
,
3 . G . : C u l t u r e s f o r

C l o s t ri d i u m d iffi cil e i n s t o o I s c o n t ai n i n g a

C y t O t O X i n n e u t r ali z e d b y C l o s t ri d i u m s o r d ellii

a n ti t o x i n . J . C li n . M i c r o b i o l り 且0 , 8 8 0
-

8 8 4

(1 9 7 9)

2 0 ) G e o r g e , W
■

. L .
,
S u tt e r

,
Ⅴ. L .

,
C i t r o m

,
か. &

Fi n e g old S . M . : S占1 e c ti v e an d d i ff e r e n ti a l

m e d i u m f o r i s o l a ti o n o f C l o s t ri'di u m d i ffi cil e . J .

C li n . M i c r o b i o l .
,
9
,
2 1 4

-

2 1 9 (1 9 7 9 )

2 1) N a k a m u r a , S り S e rik a w a , で. , Y a m a k a w a , K .
,

N i s h i d a
,
S .
,
K o z a k i

, S . & S 8 k a g u (血i , G . :

S p o r u l a ti o n a n d C 2 t O X i n p r o d u c ti o n b y

C l o s t ri d i u m b o t u li n u m t y p e C s t r a i n s

P r O d u ci n g n o C l t O X i n . M i c r o b i o l . I m m u n o l
り

1 9

2 2
,
5 9 1 - 5 9 6 (1 9 7 8)

2 2) H o)d e m a n , L . V .
,
C at o

, E . & M 00 r e , W . E . C . :

A n a e r o b e L a b o r a t o r y M a n u al , 4 th e d . t p 7 9
-

1 0 6
,

A n a e r o b e L a b o r a t o r y V i r gi n i a P o l yt e c h n i c

I n s ti t u t e a n d S ta t e U n i v e r si t y . B l a c k s b u r g , 1 9 7 7

2 3 ) C h a n g , T . W .
,
L 8 u e r m a n n , M . & B a rtl e tt

.
J .

G . : C y t o t o x i ci ty a s s a y i n a n tib i o ti c
-

a S S O C i a t e d

C O li ti s . J . I n f e c . D i s .
,
1 4 0

,
7 6 5 M

7 7 0 (l.9 7 9)

2 4 ) Y 8 gi , Y . , M a ri e r
,
P . & P r e s s m 8 n

,
D . : T w o

d iff e r e n t a n tii n s u li n a n ti b o d i e s i n g u i n e a pi g

a n ti s e r a . J . I m m u n o l . , 8 9 , 4 4 2 -

4 5 1 (1 9 6 2)

2 5 ) N a k 8 g 8 W 8 , M . & N i∈血id 8
t
S . : H e a t

r e si st a n c e a n d a ･t O X l g e n i city o f C l o st ri d i u m

P e rf ri n g e n s st r a i n s i n n o r m al i n t e sti n e s o f

J a p a n e s e . J a p a n . J . M i c r o b i ol .
,
1 3

,
1 3 3 - 1 3 7

(1 9 6 9 )

2 6 ) Y a m a gi s h i , T . , S e ri k & W a , T .
.
M o rit a

,
R .
,

N a k a m ll r a
,
S . & N i s h i d a

,
S : P e r si st e n t hi g h

n u m b e r o f C l o s t rid i u m p e r f ri n g e n s i n th e

i n t e s ti n e s o f J a p a n e s e a g e d a d u lt s . J a p a n . J .

M i c r o b i o l ･
, 2 0

,
3 9 7

-

4 0 3 (1 9 7 6)

2 7) G o u d i e , J . R . : T h e n a t u r e o f a n e u t r ali zi n g

S u b s ta n c e f o r Cl o st ri d i u m w el c h ii al p h a
･t O X i n

i n f a e c e s . J . P at h o l . B a c t e ri o l . , 7 8 , 1 7 T 2 8 ( 1 9 5 9)

2 8 ) N 8 k 8 m u r a , S . , N 8 k 8 S b i o , S .
,
I n a m a t s Ⅶ , T .

,

N i s h id a , N . , T a n i g u c h i , N . & N i s h id 8 , S . :

T o x i g e n i ci t y o f C l o s t ri d i u m d iffi cil e i s o l a t e s

f r o m p a ti e n t s a n d h e alt h y a d u l t s . M i c r o b i o l .

I m m u Ⅲ 0 1 .
,
2 4

,
9 9 5 - 9 9 7 (1 9 8 0)



2 0

耳s o払 鮎 n a n d T o xig e ni ciQ r o f Cl o s 鹿idiu m di餓c 鮎 a n d An tib o d y i n
A 血 地 M a s at o M ik a w a ,

D e p ar t m e n t o f B a ct e ri ol o gy ( Dir e c t e r: P r o f ･ S ･
N ishi d a) , S ch o ol o f M e dic in e , K an a Z a W a U ni v er si ･

吋 , ぬ n a z a w a 9 2 0 .

- J ･ J u z e n M e d ･ S o c ･ , 帥 , 1 3
- 2 0 ( 19 8 1) ･

K e y w o rd s: C b st r klh L m d 聯C H e , Cl o st ri di al an tib o d y , N o r m al n o r a , An tibi o tic
･ a SS O Ci a t e d

P S e u d o m e m b r a n o u s c o 止tis ･

A b str a c t

A t o t al o f 4 3 1 f e c al s p e ci m e n s o f 1 4 9 y o u n g e r a n d 2 1 3 a g
e d h e alt h y a d u lt s , a n d 6 9 ag e d

a d u lts w it h c e r eb r o v a s c u la r d is e a s e b u t n o g a st r o in t e sti n al d i s e a s e w e r e e x a m i n e d f o r t h e i s o
-

1 a ti o n o f C d 押 Cil e . C d 押 Cil e w a s o b t ai n e d f r o m 4 9 f e c al s p e ci m e n s , a n d i s o l a ti o n f r e q u e n ci e s

o f C d 押 Cil e w e r e 1 5 .
4 % i n h e a lt h y y o u n g e r a d u lt s , 7 ･0 % i n h e alt h y a g e d a d u l t s , a n d 1 5 ･ 9 % i n

ag e d a d u lt s w it h c e r e b r o v a s c u l a r di s e a s e . T h i rt y
- f o u r ( a b o u t 7 0 %) o f 4 9 C d u P c il e is ol a t e s

p r o d u c e d c y t ot o xi n w hi c h w a s n e u t r a 止z
e d b y C s o r d ellii an tit o x i n i n vit r o ; i n b o t h o f t h e

y o u n g e r a n d a g e d a d u lt s a p p r o x i m a t el y 3 0 % o f C d 押 Cil e is o l a t e s w e r e n o n t o x i g e n i c ･ C y t o t o x i
-

citi e s o f t o x ig e n i c i s ol at e s fr o m y o u n g e r a d ult s w
e r e a s m u c h a s t h o s e f r o m a g e d a d u l ts , r a n g l n g

b e t w e e n 6 4 t o 8 1 9 2 C U / 5 0 p l . T h e n u m b e r o f C d 押 Cile i n f e c e s r a n g e d b et w e e n l O
2
a n d l O

6

1 e v el/ g o f f e c e s i n b o t h o f y o u n g e r a n d a g e d a d u lt s . T h e l e v el o f l O
5
0 r m O r e O f C d 脚 Cile i n

l g o f f e c e s , h o w e v e r , O C C u r r e d m o r
e f r e q u e n tl y a m o n g t h e f e c al s p e ci m e n s o f a g e d a d u l ts t h a n

a m o n g t h o s e o f y o u n g e r a d u lt s , t h at i s ,
f r o m l l ( 4 2 .

3 % ) o f 2 6 a g e d a d u lt s a n d 5 ( 2 1 ･7 %) o f 2 3

y o u n g e r a d u lt s h a vi n g C d ijP cil e i n t h ei r f e c e s , Sh o w i n g t h a t t h e m e a n c o n c e n t r ati o n s o f

d m cil e i n f e c e s , W h e n d e t e ct e d , W e r e l O
4 J
/g i n y o u n g e r a d u l ts a n d l O

4 ･6
/g i n a g e d a d u lt s . N o

f e c al e x t r a cts s h o w e d
_
C y t O t O X i c it y , n O m att e r h o w a b u n d a n t t o x ig e n i c C diJP c il e w a s i n f e c e s ･

A n tib o d y ･ a g a i n st C d t m cil e t o x i n w a s f o u n d i n m o st o f s e r a o b t ai n e d f r o m y o u n g e r a d u lt s

c a rr y i n g t o x ig e n i c C d 脚 Cil e , b u t n o t i n s e r a o f a g e d a d u lt s , n O m a t t e r h o w a b u n d a n tl y t h e y h a d

t o xig e ni c C d 郷 cil e in f e c e s .


