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サノレモネラによる自然環境の汚染は，今や世界的に拡がりつつあり，欧米諸国 1-5)と同様に我国におい

ても河川，沿岸海域などの環境汚染 6-団法で注目されるようになった。

我々は ζ れまで，福山市内を流れる中小河川24)およびこれらの流入する福山市沿岸海域15)のサノレモネラ

による汚染の状況を調査報告して来た。すなわち 1966年-1967年の河川調査の結果，サノレモネラ陽性率

は河川水が 23.6労，下水 22.2%，と場汚水 36.8%の成績であった。また，陽性例から分離された血清

型は 11種で，乙の中には，それまで広島県下では検出されていなかった ，S. weste円 tedeも含まれてい

たととから，当地方のサノレモネラによる環境汚染の進みつつある乙とが推定された。

一方， 1973年-1974年の福山市沿岸海域における調査の結果 15) サノレモネラの平均陽性率は11.6% 

で.i海水温が上昇する 5月-10月に陽性率が高まった。 分離されたサノレモネラの菌型は以前，橋本らが

当地方の飼料工場18)や河川から分離した菌型とほ Y一致していた乙とから，陸上環境を汚染しているサノレ

モネラが最終的には海水まで汚染している事実を指摘した。乙れを水温との関係からみると ， 190C以上

にほとんどの陽性例が集中していた。ますこ，汚染指標菌の出現状況との関係をみると，大腸菌の場合，海

水 100mlあたり 103以上，腸球菌は 102以上検出された海水で，サノレモネラ陽性例が多かった。

今回は，乙のような海水lζ流入したサJレモネラの動態を追究するための基礎実験として ，(1) 自然海水

lζ本菌を接種した場合.(2) 瀦過除菌した海水lζ接種した場合パ3) 滅菌海水に少量の菌(1mlあたり 10

個以下)を接種した場合のサJレモネラの生残性について検討した。
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実験材料および方法

1. 供武海水

川上英之・嬬本秀夫・沢井良子

供試海水はし、ずれも，比較的汚染が少く，魚貝類の生育に支障がない程度の海水というととを考慮して，

福山市田尻町沿岸海水あるいは，広大附属鞠水産実験所でガザミの飼育試験に使用している海水を採水して用い

た。との中，自然海水はサノレモネラ陰性を確認し，大腸菌群数，腸球菌数および一般生菌数を調べたものを

使用した。無菌海水は採水した海水をミリポアフィノレター CHA-type)で議過除菌したのち使用した。ま

た，滅菌海水は高圧蒸気滅菌したものを用いた。

2. 供試薗徐

実験1(用いた菌株はいずれも橋本ら15)が報告した沿岸海域における調査の際，海水から分離したS.tho怖 tsoπ，

S. anatumおよび E.coli I型菌である。

実験は各種海水を 2t容の三角フラスコ1(1 tずつ分注し， 35"0， 16 -18時間の前培養を2回くり返し
た各試験菌をサ Jレモネラのみ単独に，あるいは大腸菌と混合接種し， 10"0， 20"0， 30"0に保持して，その

後におけるサルモネラの生残性および大腸菌群，腸球菌，一般生菌数の変化を常法ゅに従って検査した。

実験成績

1. 自然海水中におりるサルモネラの生残性

実験に使用した海水の諸性状は Table111:示すとおりである。乙の海水 1tl(， 111Jtあたり 105になる

Table 1. Character of sea water 

よ才型二¥ 1 2 3 

pH 8.1 8.0 8.1 
Salinity 

29.1 17.3 29.7 (施。)

Coliforms 
2xl04 2xl02 8xl02 

(MPN) 

Enterococci 
2xl03 2xl02 8xl02 

(MPN) 

Total Colonies 
2xl03 lxl03 lxl03 

(n/mり
Salmonella Negative Negative Negative 

」ー

Table 2. Survivability of Salmortella in natura1 sea water (Sample No.l， 105 cells/ml) 

￥塁;:S. thompson Coliforms (MPN) Enterococci (MPN) Total colonies (n/ml) 

Sea water 10C 20C 30C 10C 20C 30C lOC 20C 30C 10C 20C 30C 

Negative 2xl04 2xl03 2xl03 

1 + + + 

5 + + + 

10 + + + 

15 + + + 

20 + + + 

25 + + + 

30 + + 7xl02 2xl02 。2xl02 2xl02 。 < 300 <300 <300 
35 + + lxl02 8xl0 。8xl0 2xl0 。 74 69 < 30 

40 + 2xl0 。 。2xl0 。 。 < 30< 30 < 30 
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ように希釈した S.thompsoπおよび S.anatumを接種し， 1000， 2000， 3000の各温度fC保持して，その

生残性を調べた。

S. tho前向。叫についてみると (Table2)， 10"0>20"0>30"0の順に生残性がみとめられ， 1000では

40日後においても，なお生残がみられたのに対し， 2000では 35日， 3000では 25日差でしか生残がみとめ

られなかった。大腸菌群，腸球菌および一般生菌数もサノレモネラの生残性lζ良く対応し，初めの菌数が，そ

れぞれ， MPN値で 2X104， 2X 103，および 2X 103/mtであったものが，サノレモネラ陰性となった 30日

後lζは， 3000で大腸菌群および腸球菌の菌数はともに 0，一般生菌数は 300以下， 1000， 2000，でも大腸

菌群数 2-7XI02，腸球菌数 2X 102，一般生菌数 300以下となった。そして 40日後には ， 20"0でも大腸

菌群，腸球菌とも菌数 0，1000ではいずれも 2x 10となり，一般生菌数もいずれの温度とも， 30以下まで

減少した。

S.aπatumにおける成績は Table 3のとおりで，各温度lとおける生残状況はS.thompsonと同様の傾向

Table 3. Survivability of Salmonella in natural sea water (Sample No.3， 105cells/ml) 

Ti¥m¥e、(daSypse)d¥m¥ S. anatum Coliforms (MPN) Enterococci (MPN) Total colonies (n/ml) 

10C 20C 30C 10C 20C 30C 10C 20C 30C 10C 20C 30C 

Sea water Negative 8xl02 8xl02 Ixl03 

+ + + 

5 + + + 

10 + + + 

15 + + + 

20 + + 

25 + + 5xl02 2xl02 9xl0 7xl0 9xl0 14xl0 4xl0 7xl0 7xl0 

30 + + 

35 9xl0 7xl0 4xl0 2xl0 7xl0 8xl0 < 30 < 30 < 30 

を示し， 10"0キ 2000>3000の順に生残した。しかし，生残日数は S.thompsoπよりも短く， 3000で 20

日， 2000， 1000で 35日後には生残がみとめられなかった。汚染指標菌はサJレモネラの生残性IC大体対応

して減少したが， S. thompsonの場合のように陰性とはならなかった。また，一般生菌数は S.thompsoπの

場合と同様fCサノレモネラの生残性lとよく対応していた。

Table 4. Survivability of Salmonella in natural sea water (Sample No.2， 105 cells/ml) 

T¥im¥e¥(dSpayesc)iles 、¥ 丘anatum Coliforms (MPN) Enterococci (MPN) Total colonies (n/ml) 

10C 20C 30C 10C 20C 30C 10C 20C 30C 10C 20C 30C 
Sea water 

2xl02 2xl02 lxl03 Negative 

1 + + + 

5 + + + 

10 + + + 

15 + + + 8xl0 。5xlO 5xl02 3xl03 3xl02 lxl02 lxl02 7xl02 

20 + + + 

25 + + + 

30 + + + 

35 + + + 

40 + + + 
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次に塩分濃度の低い海水ICs. anatumを接種した場合の成績を Table4 1<::示す。乙れから判明するよう
に，同じように s. anatu怖を接種したtともかかわらず，本例ではサノレモネラの生残性は高かった。

以上の結果から，サノレモネラの生残性は温度によって大きく影響され，より低い温度で生残性の高いこと
が判明した。また，両汚染指標菌の菌数および一般生菌数もサノレモネラの生残性IC比較的よく対応して減少
することが判明した。さらに同じサJレモネラでも，菌種によって，その生残性に差がみとめられ.S. thompson 
の方が s.anatumよりも生残性は高かった。しかし，同じ S.a加 tumを用いた試験でも， Table 1および
4に示すように海水中の塩分濃度が 17.3%。と低い場合は，生残性が高くなる傾向にある乙とがみとめられた。
2. 無菌海水中におけるサルモネラの生残性

ミリポアフィ Jレターで漉過除菌した海水中1<::，自然海水の場合と同様に，海水 1t 1<:: 1mtあたり 105にな

るように希釈調製した S. tho明 pso抗と S.anatu前を接種し，所定の温度lζ保持して，その生残性を調べた。
その結果は Table5 1ζ示すように， S. tho前psoπS.anatumいずれの場合も 20001<::保持した場合が最
も生残性が高く，それぞれ， 20日および 15日後まで生残した。また 1000で 10日， 3000で 7-8日後まで
生残し， 2000> 10"0> 3000の)1民であった。なお，両接種菌の聞では S.thompsonの方がやはり S.anatum 
よりも生残性が高かった。

Table 5. Survivability of Salmonella in a田 pticsea water (105 cells/ml) 

Tim、e、(d、taspyesjc1e、、s¥ s. anatum S. thompson 

10C 20C 30C 10C 20C 30C 
+ + + + + + 

5 + + + + + + 
10 + + +*3 + + +*4 
15 キ1 + + 
20 *2 + 
25 

*1: 11 days， *2: 16 days，キ3:8 days， *4・9days 

3. 滅菌海水中に少量のサルモネラを接種した場合の挙動

乙れまでは自然海水およびミリポアフィノレターで癒過除菌した海水中に比較的高濃度のサノレモネラ oos/ 
mt)を接種して，その生残性を調べて来た。その結果， 1温度によって差はあるが，自然、海水中においても，
無菌海水中においても次第に死滅する状況がみられた。

しかし，実際iζ海域に流入したサノレモ不ラの菌量は，乙のような高濃度で存在するのではなく，希釈，拡
散などにより，より少い濃度で存在するものと推定される。さらに，海水中に流入した場合，乙れまでの実
験結果のように，次第に生残性を失って死滅するだけなのかどうか，との聞の動態をもう少し詳しく知る必
要があるように考えられる。そ乙で次IC，1mtあたり 10個以下と可能な限り菌量を少くした場合の海水中に
おけるサ Jレモネラの変化を知るために以下の実験を試みた。

実験には広大附属鞠水産実験所でガザミの飼育試験に用いている海水を採水し，乙れを高圧蒸気滅菌して
用いた。乙れらの供試海水はいずれも，塩分濃度が 24.9-27.7 %" pH 8.1 -8.7のものであった。

使用菌株は前記の S.thompsoπおよび E.coli [型菌である。接種菌量は S.tho前向onの 5-8X103/な
を基準にして， (11 S. thompson単独， (21 S. tho明 ρsoπ:"E. coli ( 1 1 ) ， (31 S. tho前pson: E. coli 
(1 : 10)の割合で接種した。

生残菌数の測定には一般生菌数検査用標準寒天培地(栄研)を用いて混釈培養法によって行い，混合接種
例の S.thompsoπと E.coliの生残割合は本培地上の集落を無作為に 10個ずつ釣菌し，性状試験を行って

から，判定した。
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サノレモネラの性状試験は TSIおよび SIM培地に移植して生化学的性状を調べると共K，サノレモネラの

性状を示した菌については C，群血清によるスライド凝集反応によっても確認した。

1) 30"CIとおける成績

30"C IC保持した時の成績は Fig.1~2 Iζ示すように，サノレモネラ単独の場合は接種後 1日目には大体，半

数近くまで菌数は減少するが，その後は次第に増加し， 7日目には 1mtあたり 105レベノレまで増加した。

乙れに対して ，S. thompsonと E.coliを 1: 1の割合で混合接種すると E.coliは急激に減少し， 1 

日後Kは S.thomρson: E. coliの比は 10: 1となり，その後検出されるのは S.tho叩 psonのみとなった。

実験 23日目 IC， E. coliの生残を知る目的で，試料 100mtK等量の濃厚ブイヨンを加え， 44.5"Cで24時

間増菌培養後， ドリガノレスキー改良培地に表在培養して調べた結果， 1 mtあたり 1個以下のレベノレながら生

残していることが確認された。

次IC， S. thompson 1 K対して 10倍量の E.coliーを混合接種すると E.coliはやはり急激に減少し，

3日後lとは 1 1の割合となった。その後，次第に増加したが 3日日以降は 1 1の場合とは逆ICE.coli 

のみが検出され，実験 23日目 IC，やはり試料 100mtをとり等量の濃厚ブイヨンを加え， 43 "C ， 18 ~ 20時

間増菌培養したのち，サノレモネラの定性試験を行ったと乙ろサノレモネラは検出できなかった。

なお，混合接種した場合には，サノレモネラ単独の場合IC比べて菌数の増加がおそくなる傾向がみられた。
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Fig. 4. Changes of Salmonella when inoculated S. thompson : 

4.0 X 103/ R，ιcoli: 4.2 x 103/ !I.， Salinity : 24.9%0， 

pH 8.1 

2) 20"0における成績

20"01と保持した場合の成績は Fig.3-41C示すように，サJレモネラ単独の場合，接種後はじめの 3日目

までは減少したが，その後は次第に増加を示した。しかし 30"0の場合 K比べて増加の速度は低い傾向lとあ

った。

乙れに対して E.coliを 1: 1の割合で混合接種すると， 30 "0の場合と同様IC，はじめ減少し， 3日目

Kは S.thompsoπ: E. coliの比は 10・1となり，その後次第K増加がみられ，その割合はサJレモネラ単独

の場合よりもおそく，はじめの接種菌量まで回復するのに 5日を要した。実験 23日目 IC，30"0の場合と同

様iζ増菌して E.coliの有無を調べた結果 E.coliは 1m!あたり 1個以下という少量ながら生残している

のがみとめられた。

次K，S. tho柄拘on1 K対して， 7日目 lζ は5日目 IC1 : 1となり，E. coli 10の割合で接種すると，
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10 : 1となり，その後さらに菌数は増加したがサルモネラのみ検出された。ただし，実験終了時に増歯して

E. coliの有無を調べたと乙ろ，少量ながら生残している乙とが確認され，菌数が増加する傾向は 1 1の

場合とほ Y同じであった。

3) 15"0 における成績

15"01ζ保持した時の成績は Fig.51C示すように， 3000， 2000の場合とは異なり，増殖はきわめて少な

かった。 S.thompson単独 ， E. coliとの比が 1: 1および 1: 10のいずれの場合においても，およそ 15
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Fig.5.αlanges of Salmonella when inoculated丘 thompson
alone and mixed with E. coli in autoclaved sea water. 
Te!11p 15C， Inoculated S thompson 4.0 -6.0 x 
10"/ Q， E. coli : 4.5 x 103/ Q， and 3.6 x 104/Q， 
Salinity: 27.7%'0' pH 8.7 (1) and 8.1(2，3) 

30 

日目までは， 1 mtあたり l個以 Fとなり，その後わずかに増える傾向を示したが， 20日自にやっとはじめの

接種菌量まで増加したにすぎなかった。との時点で検出されたのはサノレモネラのみであったが，実験23日目

に増菌して調べた結果， E. coliも生残していた。

考察

海水中lと流入したサノレモネラの動態を追究するための基礎実験として， (1) 自然海水 K接種した場合， (2) 

無菌海水K接種した場合， (3)滅菌海水IC少量(1 mtあたり 10個以下)のサルモネラを接種した場合のサJレ

モネラの生残牲について検討した。

その結果，自然海水中では接種したサノレモネラは次第lとその生残性を失い検出できなくなり，またその場合，

低温における方が生残性が高く，高い温度では早く死滅する傾向を示した (Table2-4 )。

とれらの点について，後藤ら17)は河川水中における S.typhimuriumの生残牲についてモテツレ実験を行b、，

培養温度が 15"0以下では投入した菌量K近い菌数が測定されているが， 25-40"0とサノレモネラが増殖する
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ような温度域では急速にサノレモネラの生残菌数が減少すると報告している。

西尾ら国は河川水中での腸管系病原菌のJ首長についてモテ、ノレ実験を行った結果，試験期間中(7日間)は温

度， COD濃度などの水質にほとんど影響されなかったと報告している。

さら Iζ西尾ら 20)はS.typhi， S. paratyphi Bの下水，河川水，1"J口7.1<.，海水中での生残試験を行い 1 いず

れの検水においても，水温 15"0以下では生存日数 2.3 ~ 7. 8日， 25 "0以上では O.4 ~ 2.4日と，より一層低

い水温下で，より一層長く生残したと報告している。

乙れらの報告と今回の実験結果から，海水中 IC流入したサノレモネラは次第に死滅してゆくが，その場合，

水温が低い程，生残性が高くなり，より長く生存するものと考えられる。

また，今回の実験の結果， S.。πatumを用いた実験で，塩分濃度が低い海水中では，塩分濃度の高い海水

中よりも，より長く生残した (Table1，4)。乙の点について，来住 7)は大阪港海水中のサノレモネラの分布を

調べた結果，サノレモ不ラの陽性率は塩素イオン謹度と関係があり， 10 ， 000~12 ， 000ρp前で陽性三容が最も

高く!これより高くても，低くても陽性率は低くなると報告している。従ってサノレモネラの生残性は塩素イ

オン濃度によってもかなり影響を受けるのではないかと考えられる。

さらに今回の実験結果で，S.anatumとS.thomρ50nの聞の生存期間IC差がみとめられた。乙の点，西尾

ら20)も S.typhi， S. paratyphi B， S hig. 50nneiの間 ICおける生残性については有意差はみとめられなか

ったが，供試菌の生存期間としてはS.paraかphiB， S. typhi， S hig. sonneiの)1頃lζ長かったと報告してい

る。従って，乙の菌種間，菌株聞の生残性Iζ対する差についてはさらに詳しく検討する必要がある。

次lζ，猪i品除菌した海水中での実験の結果，自然海水中におけるよりも生残性が短く，また生残性IC対す

るはっきりとした温度依存性もみられなかった。

これらの点について，河川水における実験で，西尾ら16)は水質の若干異なる加古川と新湊川の河川水を用

いた実験の結果，前者ではほとんど変化はみられなかったが，後者の場合 20"0と 30"0の両温度区で 24時

間後に明瞭な増殖がみられ， 7日後lとは接種菌量をはるかに上廻る菌量が検出された。また，実験を通じて

鴻過除菌した河川水lとは強い発育支持力のあることが確認されたと報告している。

後藤らめも擦過除菌した河川水では，かなりの増菌がみられ，さらに CODの高いもの程，サノレモ不ラの

増菌が高いように思われると報告している。

HENDRICKS 19)は河川水ICついて調査し，表流水よりも，河川底沈澱物から，はるかに高率にサノレモネ

ラが検出された。そして分離されたサノレモネラ 10菌株の中， 8菌株は 24"0以上の水温の時に分離されてお

り，河川底沈澱物中での増殖の可能性も推測されると報告している。さらに西尾ら加)は漉過水では原水IC比

べて生存期間の大巾な延長がみられ， 25"0では漉過下水や漉過河口水で増殖がみとめられたとしている。

ただ，議過海水については 25"0 における供試菌の生存期間は他の 3種の癒過水の場合よりも短かく， 10"0 

の湯合よりもかなり短縮されたと報告している。

今回の実験結果では，自書過海水における生残性が自然海水より，低い成績が得られ，乙れらの報告とは相

反する結果が得られたが，乙の点については後藤ら17)西尾ら16)刈〕の指摘している水温以外のさまざまな要

因があると考えられ，乙れらの点を考慮して，さら IC検討を加える必要がある。

さて，これまでは一度に比較的大量のサノレモネラを接種(105/ 1Ilt) した場合について検討したものであ

るが実際 ICj海水中では，河川などを通じて流入したサノレモネラは，拡散，希釈，沈着，他の生物による日哨食

あるいは他の微生物との桔抗作用などによって，かなり濃度の低い状態に置かれるものと想像される。また，

HENDRICKS 19) が河川底沈澱物のような有機物の多い条件下ではサノレモネラの増殖の可能性を推測してい

るととなども考えて，少量のサノレモネラを接種した場合について，その挙動を検討した。その結果はFig.I-5

l乙示すように，いずれの場合も試験菌は一度，接種菌量の半数以下まで減少したのち培加した。西尾

ら16)，20)も漉過除菌した河川水中では強い発育支持力があり，櫨i品海水中でも自然海水中よりも生残性がはる

かに高い乙とを観察している。従って HENDRICKS19)や後藤ら 17)の報告とも合わせて考えると，加熱殺菌

した海水>猪過除菌した海水>自然海水の)1頃 IC増殖しやすい状態にあると考えられる。すなわち，加熱殺菌
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した海水では，海水の持つ自浄作用がなくなり，サノレモネラの増殖に必要な栄養源の存在する一種の培地と

なっていると考えられる。さらに，サJレモネラは大腸菌，ブドウ球菌，赤痢菌などよりもはるかに生残性が

高い乙とを西尾ら20)も観察している。

次lζ ，サJレモネラ単独の場合よりも，大腸菌が存在すると，増殖する割合が低くなる傾向がみられた (Fig.

1~4 )。これは共存する大腸菌の代謝産物Kよる発育阻害，あるいは大腸菌とサルモネラの桔抗作用ある

いは何か別の理由によるものと考えられるが現在の段階では不明である。拾抗作用とするには検出される大

腸菌数が少なすぎるように思える。しかし s.thompsanと E.coliを 1: 10の割合で混合接種して， 30"0 

に保持するとサルモネラの増殖が抑制された乙とから，大腸菌がサJレモネラの 10倍以上共存すると何らか

の抑制作用が生じるのではないかと考えられる。

ところが，同じ割合で混合接種しでも， 20"0 IC保持した場合はこの抑制作用がみられなかった乙とから，

温度の影響が大きいものと考えられる。

今回の実験で， 20"0では S.thompsonと E.coliを 1: 10の割合で混合接種しでも，サノレモネラが優勢

K増殖した乙と，および前回の橋本ら15)の沿岸海域におけるサJレモネラの分布調査の結果，水温が 19"0以

上の時IC陽性例が集中していたととなどから，サノレモネラの生残および増殖に水温，特に 19"0以上の温度

の影響が大であると推察される。

以上のように，一度海水中に流入したサノレモネラは，かなり長い期間生存し続けるととが出来，水温が 10

℃以下ICなる冬期ではその生存期間がより長くなる ζ とが推測される。また， 19"0以上になる夏期には，

COD濃度の高い，すなわち汚濁の進んだ海域や底泥中では，ある程度増殖するととも可能であろうと考え

られる。

しかし，いずれにしても，今回の実験は限られた条件下でのモデノレ実験であり，供試海水も漉過除菌ある

いは，高圧蒸気滅菌されていたととなど，自然海水とは異なるととから，実際の海域でのサルモネラの動態

と結びつけるには，今後さら K詳しい試験が必要である。

要約

海域lζ流入したサノレモネラが，どのような挙動を示すか，その動態を追究する目的で自然海水および無菌

海水中でのモデノレ実験を行なった。

1 自然海水中では接種したサノレモネラは 10"0> 20"0 > 30"0の11固に生残性を示した。

2 :無菌海水中ではサJレモネラの生残性は自然海水中におけるよりも低く，しかもはっきりとした温度依

存性を示さなかった。

3 :少量 (<10/ml)のサJレモネラを接種した場合には，菌接種後，一度菌数が減少し，その後次第lζ増

加した。

4 :その場合， 20"0および 30"0IC保持するとS.tho叩 tson単独例よりも E.coliとの混合例の方が

s. tho明tso托の増殖する割合は低かった。

5 :海水中でのサノレモネラの生残性は水温lとかなり影響される ζ とが示唆された。

最後lζ ，海水の採取にあたって，終始御協力頂きました，広島大学附属鞘水産実験所，遠部卓助教授，実

習船豊潮丸，神吉勝夫技宮IC深謝致します。

また，本研究の一部は昭和 50-51年度文部省科学研究費(特定研究 1r瀬戸内海の汚染と指標生物の動

態IC関する研究一代表者，藤山虎也教授J)κょった乙とを附記し謝意を表します。
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SUMMARY 

For the observation of behavior of Salmonella in sea water, the survivability of 

Salmonella inoculated in natural or aseptic sea water was examined. 

1. In natural sea water, both S. anatum and S. thompson survived at the rate of 1 OC, 

20C and 30C. 

2. In sea water filtrated by a millipore filter, the temperature dependences of 

Salmonella were indefinite, and their survival periods were shorter than in natural 

sea water. 

3. When some S. thompson (less 10 cells per m!.) has been inoculated into autoclaved sea 

water, their number decreased first and then increased gradually. 

4. At this time, when the sea water was kept at 20C and 30C, the rate of multiplication 

of S. thompson mixed with E. coli was lower than that in the case of S. thompson 

alone. 

5. The survivability of Salmonella in sea water depended considerably on the temper

ature. 


