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SCD:Soybean Casein Digest

SRSV:SmallRound Structured Virus

TSB:Trypticase Soy Broth

UPGMA‥Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean



序章

0-1食の安全とリスク評価

近年､腸管出血性大腸菌0157(g∫C加′ノc如∂Cβノノ0157:H7)や黄色ブドウ球

菌(∫/∂βカァノβCβCC〟∫∂〟′e〝∫;以下∫β〝′錯∫)毒素による大型食中毒事故が相

次いでいる｡また､BSE(bovine
spongiform encephalopathy;牛海綿状脳症)

の国内発生などから食の安全に対する国民の関心は､以前に増して高くなって

いる0食の安全には絶対はなく､リスクの存在を前提に科学的に検討､評価し､

その結果に基づいて安全に対する規制や指導を行っていくことが重要であると

考えられている55)｡

わが国では食品安全基本法が2003年5月16日に成立､5月23日に交付､そ

して7月1日に施行された｡この法律は､国民の健康の保護が最も重要である

という基本的認識の下に､食品供給行程の各段階において国際的動向および国

民の意見に配慮しつつ､科学的知見にもとづいて食品の安全性を確保するため

に必要な措置を講じることを基本理念としている55)｡

法律の施行と同時に設置された内閣府食品安全委員会は食品に関するリスク

評価(食品健康影響評価)を行う各種専門調査会を設置した｡この場合のリス

ク評価(RiskAssessment)とは食品中に含まれるハザード(危害要因)を摂取

することによって､どの位の確率で､どの程度の健康への悪影響が及ぼされる

かを科学的に評価することである｡

リスク評価は総合的な危害対応システムとしてのリスク分析(Risk

Analysis)を構成する1つの要素である｡リスク分析は｢リスク評価｣と､リ

スク評価に基づいて施策を実行する｢リスク管理(Risk Management)｣と､さ

らに消費者を含め関連するすべての人たちとの間で情報･意見の交換を行う｢リ
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スクコミニュケーション(RiskCommunication)｣の3つの要素からなる｡リス

ク分析ではまず､事故が起きる前に有害性や危険性の程度やその起きる可能性

を予測､判断して対策をたてる｡次に､不都合なことが起こる可能性とその性

質､規模､確率を含めて科学的なデータを総合して論理的な仮説を立ててリス

クを事前に予測する｡さらに､その予測結果に基づき､予想される被害の大き

さと重さに対応して､経済的､技術的な手段を検討し､討論を経て政策を決め

て実行する60)｡

食品の安全性に関するリスク分析とは生産から食卓にいたるすべての段階に

おいて健康に有害な影響を及ぼす恐れのある要因(微生物学的リスク､物理的

リスク､化学的リスクなど)を的確にチェックし､その軽減を図る一貫した予

防のための対策である｡すなわち､ある集団が特定の有害事象にさらされる可

能性がある場合にその状況をコントロールするプロセス全般を指しているとも

いえる60)｡

0-2 微生物学的リスク評価

食品衛生分野の中でも物理的および化学的なリスク分析は､多くの経験やデ

ータの積み重ねの結果､高いレベルにある｡しかし､食品の微生物学的リスク

分析は､そのリスク評価の段階で､まだ発展途上にある｡食品中の微生物は環

境条件により劇的にその数が増減するため､定量的把握が難しく､高い精度で

の量的な予測が非常に難しいことが要因である26)｡

1999年､FAO(Food and Agriculture Organization of the United Nations;

国連食料農業機構)とWHO(World Health Organization;世界保健機構)の合同

食品規格委員会であるコーデックス委員会(The Codex alinlentarius

COmmission)の食品衛生部会(Codex Comnlittee on Food Hygiene;CCFH)によ
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って微生物学的リスク評価のための一般原則とガイドライン(Principles and

guidelines for the conduct ofnlicrobiologicalrisk assessment,CAC/GL-30

(1999))が発表された75)｡

これを機に､国際的に微生物学的リスク評価の専門家委員会の活動がスター

トした0 ガイドラインによると微生物学的リスク評価の基本的枠組みとして､

｢危害原因の確認(HazardIdentification)｣､｢暴露評価(Exposure

Assessment)｣､｢危害特性の評価(HazardCharacterization)｣そして｢危害の

特徴究明(Risk Characterization)｣の4作業段階が定義されている｡このう

ち､｢暴露評価｣では当該食品の収穫から調理､消費者の口に入るまでの食品チ

ェーン全過程の各段階での汚染菌数と汚染頻度を分析する｡その結果として汚

染された食品を介して口に入る微生物の個数を推定する26)｡

｢暴露評価｣の目的は人がどれだけ微生物に暴露されるかを明らかにするこ

とである｡調理過程は食品チェーンにおける最終段階であり､この段階におけ

る汚染菌数と汚染頻度のデータは微生物学的リスク評価に大きな影響を与える

24)｡また､わが国で頻発する食中毒事故は調理過程で起こる二次汚染が原因で

あることが多い｡食品由来細菌の二次汚染に関する研究は､食品の微生物的リ

スク評価に有用な情報を提供できる｡特に手や容器･器具への細菌の移行実態､

細菌移行量(移行率)､移行の変動要素等に係わる情報がリスク評価のためのデ

ータとして望まれている24)｡

0-3 調理過程における二次汚染研究

肉､魚､野菜等の生鮮食品は細菌とともに調理施設に搬入され､取り扱う人

の手指､器具､容器､設備など接触するものすべてが細菌の伝達物(キャリア)

になる｡特に人の手は施設に広範に､そして頻度も高く細菌を伝播させるので､
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手洗いやグローブの着用などが奨励されている17)｡また､細菌によって汚染さ

れた調理台､まな板･布巾等の器具･容器､設備･装置､調理環境等は十分な

洗浄殺菌を行なうことで二次汚染を防止することができる｡

二次汚染防止のための手洗いや洗浄殺菌のマニュアルを策定する際には､調

理現場における食品由来細菌の挙動把握が不可欠である｡そこで､外食業､中

食(惣菜･弁当)業､フードサービス業においてはさまざまなリスクを消滅また

は低減させるために､一般的衛生管理をはじめ HACCP(Hazard Analysis

CriticalControIPoint
system)等の管理方式を導入している｡特に病院､学

校､乳幼児施設､老人施設における大量調理は細菌感染に対する抵抗性の低い

喫食者が対象となるのでより綿密な衛生管理が要求される｡

一方､調理は日常的な行為であり､安全性はもちろん､栄養性､嗜好性､経

済性などの要素を満たしたものでなければならない｡過度な衛生管理は調理者

に負担を強いるばかりか､栄養面､嗜好面､経済面などで喫食者の満足が得ら

れない可能性もある｡衛生管理者には適正な微生物制御を行うための適正な情

報が提供されるべきである｡

しかし､調理過程における微生物の二次汚染に関する報告は少ない23)｡これ

まで､作業者の手指､まな板､蛇口カラン､食品表面､布(布巾)間で細菌が

伝播することがモデル実験で明らかにされている8･41,42･56･77)｡Humphreyら19)

はサルモネラ菌(∫∂ノ劇βガピノノ∂eβ/e′ノ/ノ♂ノ∫PT4)で汚染された鶏卵を用いた実

験で､調理操作により菌が人の手指､調理器具そして調理環境に伝播したこと

を明らかにした｡Zhao ら 77)は交叉汚染の存在と厨房での汚染除去法実施の効

果を調べる実験モデル法を開発した｡指標菌としたナリジクス酸耐性アエロゲ

ネス菌(励/e√β如c/e√∂e√βgeガe∫)を汚染させた鶏肉を,殺菌したまな板上で小

片に切り､鶏肉からまな板へ､及びその後のまな板から野菜への交叉汚染の程
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度を調べた｡そして､ふきとり法による検査の結果､まな板､手指及び野菜に

相当量の菌数が交叉汚染することを確認した｡次に､Chenら8)は調理操作中の

手指とそれ以外の表面との間における細菌移行率を調べた｡交差汚染を調べる

微生物としてアエロゲネス菌ほ∂e√βg紺e∫)を用い､30名以上の被験者によ

る交差汚染率の統計的分布を調べたところ､手,食品及び厨房表面間の移行率は

0･0005%未満～100%以上と､非常に高い変動があった｡さらに､食品から手取

まな板からレタス,蛇口カランから手札手指からレタス,洗浄前の手指から洗

浄後の手指及び手指から蛇口カランへの移行の正規分布の平均±標準偏差を求

めた｡また､Montvilleら42)は同様にアエロゲネス菌(E derOgeneS)を用い,

食品取扱い用手袋を使用した場合の細菌の移動を検討した｡鶏肉から手へ,鶏肉

から手袋を通して手へ,手からレタスへ,高濃度または低濃度で菌を接種した手

から手袋を通してレタスへの細菌移動率を測定した｡多くの種類の手袋は,細菌

を通過させた｡

これらの研究は調理の各種段階で発生する二次汚染について暴露評価したも

ので､厨房におけるリスク評価のための科学的基礎情報を提供したものといえ

る｡

一方､調理過程での二次汚染が原因の食中毒を疫学的に明らかにした調査報

告はわが国の｢平成10年 食中毒の統計と情報47)｣等の事件報告書に多数み

られるが､これは各調理施設における食品サンプルの検体保存が原因調査に大

きく寄与している｡わが国だけにあるこのシステムのおかげで､貴重なデータ

の蓄積がなされているといえる 25)｡米国の事例としては､Roels ら 44)がカン

ピロバクター(r∂即γノβ如c/e√ノeノ〟βノ0:33)による食中毒事件について､原因

食品がツナサラダであると特定し､汚染は食品を取り扱った人の手､または､

何かの表面を介して別の食品から二次汚染があったと推測､報告している｡
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0-4 食品汚染細菌の検出と遺伝子多型解析

調理過程におけるリスク評価を的確に行うためにはまず､食品に付着または

二次汚染して､増殖ないし毒素を産生する衛生細菌の存在を具体的に明らかに

する必要がある｡そして､さらにその汚染経路や原因(起源)を追跡するため

の有効な道具が必要である｡とりわけ､食中毒発生時には患者の糞便や原因と

推定された食品から病原体を分離､同定し､汚染源や汚染経路を究明して疾病

の拡大および再発を阻止することが求められる｡

これまで細菌同定は形態学的な試験､生理学的な試験を基礎に行なわれてき

た｡これらの試験ではしばしば正確な同定ができないこと､識別能が低いこと､

そして時間がかかることなどが問題であった｡そこで､従来の表現型による同

定法に代わり簡易､迅速でかつ特異性と検出感度に優れた検出法の開発と普及

が進められてきた66)｡

遺伝子多型解析法は表現型による同定法より優れた方法であるとされる｡DNA

の核酸の塩基配列は細胞の環境状況により影響を受けない｡すなわち､成長(増

殖)中でもこの塩基配列は変化がない46)｡そこで､疫学調査や汚染原因菌調査

でも遺伝子多型解析法が用いられるようになった｡例えば､院内感染原因菌と

して問題になるメチシリン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA;Methicillin-reSistant

∫
β〝′e〟∫)の疫学的研究に多くの報告がある4･5･27･29･52･57-67)｡

腸管出血性大腸菌0157ほcβノ川157:H7)による事例ではパルスフィールド

ゲル電気泳動法(Pulsed-field GelElectrophoresis;以下PFGE法)または

RAPI)-PCR法(RandomlyAmplifiedPolymorphicDNAanalysis-PCR;以下RAPD法)など

の遺伝子工学的手法が疫学調査に用いられ､従来の試験法では考えられないは

どの詳細な情報が得られ､感染源の追求に大きな威力を発揮した76)｡このよう

に､遺伝子多型解析法は,細菌の同定,特異的検出法として有効で属から株レベ
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ルまでの判別ができ,汚染源や汚染経路の特定に役立つといえる｡

細菌の遺伝子多型解析法にはPFGE法15･52･57･61)､リボタイピング法7･15･51)､

RAPD法4110･57)､Multilocus Sequence Typing(MLST)法1l･71)､Insertion

Sequence(IS)タイピング法 9･74)､Amplified RibosomalDNA Restricti｡n

Analysis(ARDRA)法12)などがある｡

このうち､PFGE法による食中毒菌の型別解析に関する報告が近年増えている｡

甲斐ら22)は腸管出血性大腸菌0157ほcβノノ0157:H7)感染症の感染経臥ある

いは汚染源を明らかにするために,集団下痢症や散発下痢症から分離された菌

株を対象に,PFGE法を利用して遺伝子解析する分子疫学的方法を確立した｡ま

た､矢野ら76)は腸管出血性大腸菌0-157(且c仇〃0157:H7)の疫学解析での利

用を提案し､その手法の標準化と画像診断を基礎とした分散型システム(0157

のパルスネット)の有効性を示した｡中谷ら 45)は,食烏処理場由来サルモネラ

菌｢∫∂ノ劇βガeノノ∂ノβ/∂β/ノ∫)の菌株間の相互関係を薬剤感受性試験及びPFGE法を

用いて食中毒原因細菌の解析を試み､PFGE型別と薬剤感受性試験の結果の差異

を考察した｡

PFGE法は泳動原理別に7つに分類される35)がその中でも特にCHEF(Contour

-Clamped Homogeneous Electric Field)gelelectrophoresis法(以下CHEF

法)による研究報告やデータが多数蓄積されてきた｡一方､PFGE法の中でもバ

イ アス正弦電場ゲル電気泳動法(Biased SinusoidalField Gel

Electrophoresis;以下BSFGE法)32)は分画分子量対応範囲が広く(500bp～3Mb)､

泳動条件の設定により通常のDNA制限酵素断片(数百bp～数十kb)の分離から

細菌の制限酵素断片長多型(RFLP:Restriction Fragnlent Length

PolynlOrphism)(数kb～数百kb)､酵母染色体(～数Mb)の泳動などに利用で

きることが特徴である｡BSFGE法は装置の普及や研究データの蓄積といった実

14



績の点ではCHEF法より劣るが汎用性や操作性､そして価格の点で優れている｡

リボタイピング法31)は約8時間で自動的に型別できる装置の登場により､細

菌の同定や汚染源の解明が容易になった6･73)｡リボタイピング法は細菌の染色

体上に数箇所あるリボソームRNAをコードしている遺伝子を指標としてRFLP

解析を行う方法である｡リボタイピング法はリボゾームRNA遺伝子をプローブ

として用いてリボゾームRNA遺伝子と隣接する染色体DNAの多型性を検出する｡

リボゾームRⅣA遺伝子は異なる菌種間ではその塩基配列は異なるが､同一の菌

種内では非常に均一であるので､リボゾームRNAの制限酵素切断部位も菌種内

で保存されている｡しかし､リボゾームRNA遺伝子と隣接する染色体DNA部位

を含むDNA断片は突然変異､DNA断片の欠失や挿入などにより変化している可

能性がある｡したがって､DNA断片は同一菌種間でも異なる大きさとなり多型

性を示すことになる｡

一方､RAPD法はPFGE法やリボタイピング法に対し､専用の装置や時間を必

要とせず､食中毒原因性細菌の迅速検出あるいは疫学解析には有効な試験方法

であると考えられ､多くの検査室で利用されるようになってきた38)｡Stranden

ら64)は迅速性において散発､流行の食中毒事件に対応できるのはPCR法であり､

PFGE法は遅いと指摘し､6つのプライマーを用いてMRSA75株を41に型別した｡

また､Pereiraら53)はヒトおよびウシ由来の黄色ブドウ球菌をRAPD法及びリ

ボタイピングPCR法を用いて型別し､ウシ及び病院起源の分離株を特性化した｡

しかし､RAPD法は再現性に問題があるともいわれ､分析手法の標準化は未だな

されていないので､この点の整備が急がれる57)｡

0-5 ∫∂〝′紺∫の汚染および伝播実態の解析

わが国における∫ ∂〝√紺∫食中毒発生件数は個人衛生管理や施設設備の改善
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等がすすみ減少の傾向にある｡しかし､加工乳を原因食品とするこの菌による

大規模な事件(患者数14780人)が2000年に発生し2)､この菌が食品衛生上重

要な食中毒菌であることが広く国民に再認識されることとなった｡

食中毒事件の原因食品にはおにぎり等の穀類およびその加工品が多く､次い

で惣菜など複合調理食品､菓子類､弁当などとなっている49-70)｡機械化･自動

化により､おにぎりによる本菌食中毒の発生件数が減少した20)が､手作業工程

の比較的多い調理済食品､菓子類の製造･加工･販売において､手指や器具･機

械からの∫ ∂〟′紺∫汚染を確実に遮断することが求められている｡これらの食

品の製造･加工は比較的小規模な調理施設で行われていることが多く､調理施

設における汚染実態､伝播実態を把握しておくことは汚染防止対策上極めて重

要である72)｡仕出し弁当従事者の手指からの∫甜′e〝∫の検出率はともに17%

前後で鼻前庭からの検出率は17%ないし30%であった28)｡Accoらl)は47人の

食品作業者の前鼻孔から試料を採取したところ､約30%から∫∂〟′e〟∫が検出さ

れた｡また､同定､単離した菌を型別したところ14人の保菌者の中の11人が

複数種類の菌を保菌していた｡これらの結果から､疫学および食品汚染源の探

索では作業者ごとに原因菌種を同定すべきであると提案している｡

これまで､∫ ∂〟′紺∫の汚染経路の解明にはコアグラーゼ型､エンテロトキ

シン型などが利用されてきた50)｡食品中の∫∂〝′紺∫検査は分離､増菌培養後､

生理生化学的な特性を利用した同定キットにより菌を同定し､逆受身ラテック

ス凝集反応(RPLA:Reversed Passive Latex Agglutination)法または酵素結

合免疫測定(ELISA:Enzyme LinkedImmunosorbent Assay)法によりエンテロト

キシン型およびコアグラーゼ型を検出､型別する50)｡しかし､近年遺伝子多型

解析法を用いた新しい食品微生物検査法が次々と開発され65)､PCR法やPFGE

法による同定､検出が多く利用されるようになった｡食品中のMRSAをPFGE法
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により検出した報告もある44)｡また､最近､エンテロトキシン型はエンテロト

キシン遺伝子を検出するプライマーセット(特殊細菌検出用 Primer Set､

TaKaRa製)を用いたPCR法で型別が開発され､上田ら68)はこのプライマーセ

ットによるPCR反応条件等の検討を行った｡

0-6 本研究の目的

∫∂〟′紺∫は人の生活環境に普遍的に存在し､健康人の喉や鼻粘膜､皮膚､

毛髪､腸管などに分布する｡そのため､人がこの菌による食中毒の感染源と

なる場合がある｡特に傷口や皮膚炎症状の場所には∫ ∂〝′e〟∫が高率に存在す

るので､手作業の多い調理業務では手指に傷のある従事者の業務禁止や手袋の

着用を義務付ける規則を設けている○調理施設で発生したこの菌による食中毒

事故はこのような規則を守らない､従事者が十分な手洗いをしない､または手

袋の着用を怠るなどが原因している｡

∫
∂〟√紺∫等の有害細菌は調理過程で従事者の手指から食品に伝播する｡有

害細菌の伝播実態を明らかにすることは食中毒予防に重要な情報を提供する｡

すなわち､調理過程でどれくらいの割合で細菌が伝播し､どのような調理操作

で細菌が伝播していくかが予測されれば的確で効率的な対策を講じることが可

能となる｡しかし､調理過程における手指を介した二次汚染の実態に関する研

究は少なく23)､微生物学的リスク評価のための科学的データは世界的に不足し

ている｡とりわけ暴露評価(汚染菌数や汚染頻度の分析)に関する報告は少な

い25)｡そこで､本研究は手指を介した細菌の伝播率を明らかにすること､そし

て食中毒菌の伝播実態の解析技術を開発することを目標とした｡本研究は食品

調理段階での二次汚染リスクの定量と伝播解析技術法の開発により,家庭及び

食品サービス厨房におけるリスク管理実施のための科学的基礎を提供するもの
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である｡

はじめに､調理過程における細菌伝播の数量的解析を行った｡この実験は微

生物学的リスク評価における｢暴露評価｣に該当し､調理操作による細菌の伝

播率(汚染菌数)を明らかにすることが目的であった｡

次に､調理施設等から採取した∫
∂〟′紺∫の遺伝子多型解析を行い､この菌

による伝播実態の推定をした｡この取り組みは疫学調査や汚染実態調査に有用

な解析技術を開発､提案することが目的である｡衛生管理者は危機管理上､迅

速な対応が求められる｡RAPD法は簡便に短時間で遺伝子多型解析が可能な方法

であるが､その再現性や解析能が劣るとされてきた｡そこでPFGE法等と同等の

精度で解析可能なRAPD法を確立し､その解析能を実証することを目標とした｡
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第1章 調理過程における細菌の伝播

1-1緒言

調理過程における細菌の二次汚染の実態理解に関する研究は､食品の微生物的リ

スク評価に有用な情報を提供する｡二次汚染に関する定量的データは不足しており

24)､具体的には作業者の手指､器具､容器､設備等表面への細菌の伝播実態と移行

率を伝播経路ごとに明らかにする必要がある｡

細菌によって汚染された器具･容器､設備･装置等は十分な洗浄殺菌を行なうこ

とで二次汚染を防止することができる｡しかし､手指はつかむ､握る､押さえるな

ど動作により食品と接触して細菌を伝播させるため､手指による食品汚染は防止し

にくい｡したがって､二次汚染防止を目的としたリスク分析において､手指を介し

た細菌の移行実態､移行率の変動要素等のリスク評価データの取得が必要となる｡

しかし､作業者の手指を介した細菌の伝播実態と移行率に関するデータは非常に少

ない｡本研究では､調理過程の二次汚染のうち､手指を介した細菌の伝播実態を解

析するためにモデル実験を行った｡本実験の目的は､調理操作中の手指から食品に

移行する細菌の伝播量(移行率)を明らかにすること､また食品由来細菌の手指へ

の伝播量(移行率)を明らかにすることであった｡

1-2 手指を介した大腸菌の食品への伝播(手指による食品汚染モデル)

1-2-1実験材料及び実験方法

1-2-1-1被験者の手指菌数測定

被験者48名(名古屋栄養専門学校学生男子6名および女子42名､19～25歳)は

実験開始時に両手指を水でぬらし､薬用手洗い剤(｢薬用C&C｣;花王㈱製)を約1ml

(ポンプ式容器1回分使用量)手にとり30秒間もみ洗いし､30秒間水道水流水で
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すすぎ､ペーパータオルで水分をふき取った｡次いで､アルコール(アルペット;

サラヤ㈱製)を両手に各1回ずつ噴霧し､両手をよくこすって､乾燥させた後､グ

ローブジュース法3)で食品接触前の手指の大腸菌数を測定した｡

手洗い後すみやかに被験者は滅菌済み天然ゴムラテックス製の手術用ゴム手袋

(パウダーフリー;三興化学工業㈱)を右手に装着した｡その手袋にサンプリング

液(1･00%リン酸ニナトリウム(片山化学)､0.04%リン酸一カリウム(片山化学)､

0･18%TritonX-100(片山化学))18mlおよび中和剤(5%レシチン(シグマアルド

リッチジャパン)､16.7%ルブロールPX(ナカライテスク)､4.2%Tween80(シグマ

アルドリッチジャパン)､3.3%チオ硫酸ナトリウム(シグマアルドリッチジャパン))

2mlを入れ､液を手袋全体になじませ､手袋の上から60秒間マッサージを行った｡

すなわち､各指を2秒､指の間を2秒､ただし親指と人差し指の間は4秒､手のひ

らを10秒､甲を10秒マッサージした後､再度各指､指の間を同様に行った｡この

とき､被験者は左手で手首部を握って手袋から液が出ないようにした｡時間測定は

電子メトロノームを使用した｡マッサージ終了後､静かに手を抜き取り､手袋をよ

くもみ､手袋内のサンプリング液を均一にし､滅菌試験管に採取､これを菌数測定

まで水中で保存した｡

1-2-1-2接種菌液の接種

非病原性大腸菌 ほcβノ=CM1649株 国立感染症研究所より供与)は106個程

度が片手に接種されるように調製した｡すなわち､TSB培地で一夜培養し100倍希

釈した菌液(接種菌液)を0.4mlずつ左右各手に接種した｡被験者は均一にかつ指

先まで広げるためにまず､右手のひらに0.4ml滴下させ左手の2本の指(人差し

指と中指)で手のひらに広げさらに5本の指に広げた｡その後､左手の手のひらに

0･4ml滴下させ同様に広げて､両手のひらをこすりあわせた｡接種菌液は段階希釈
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し菌数を計測した｡

1-2-1-3 対象食品と接触操作

被験者のうち半数の24名は生食用マグロ､残りの24名はカットキャベツを通常

の調理操作を想定した方法で取り扱い､大腸菌の食品への移行量を測定した｡

生食用マグロについては名古屋市内魚介類専門卸業者から冷凍品を購入した｡こ

れを8～10cm長の棒状(約25g)に無菌的に切り分け､凍結保存し､試験当日､自

然解凍した0被験者は刺身調製の際の取り扱いを想定して右手で2秒間マグロを握

った｡カットキャベツは市内業者より袋入り(1kg)を試験当日購入した｡被験者

はサラダを盛り付ける操作を想定し､15～20gのカットキャベツを手指で掴み取り､

数回にかけて滅菌シャーレに移す操作を行った｡マグロおよびカットキャベツは接

触操作後菌数測定までの間､氷水中に保存した｡なお､対照の両食品は接触サンプ

ルと同様に取り扱って同時に菌数計測した｡

1-2-1-4菌数測定

被験者の実験前手指菌液､接種菌液､対象食品､接触した食品の大腸菌数の測定

は各試料菌液を段階希釈しコンパクトドライ｢ニッスイ｣EC(日水製薬㈱)で培養､

計測した｡これに各段階希釈液を1ml添加し35±2℃､48時間培養後発育した集落

(コロニー)を計測した｡

1-2-1-5データ解析

菌の移行率は次式にしたがって算出した｡

移行率r(%)=LF/LH X lOO

LF;食品の大腸菌(CFU)
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L日;接種大腸菌数/片手(CFU)

統計解析は被験者24名が握ったマグロ､および24名がつかんだキャベツの大腸

菌数の対数値を用いた0被験者の手指に接種した大腸菌(一定量)の食品への移行

菌数の対数を統計量とした0統計解析ソフトSPSS Ver.10.OJ(SPSSJapanInc.)

を用い､記述統計量､正規Q-Qプロット図を作成した｡なお､移行菌数が自然現象

であることを保障するために正規性の検定を行った｡正規性の検定には､Montvi11e

ら39)に準じKolmogorov-Smirnoff検定およびShapiro-Wilks検定を用いた｡また､

2群における移行菌数の母平均値の差を検定するためにt検定を行った｡

ト2-2実験結果

1-2-2-1菌数及び移行率

大腸菌接種前の48名の被験者手指から大腸菌は検出されなかった｡また､接種菌

液の大腸菌数は6･80loglOCFU/片手(平均値)であった｡被験者が接触した食品か

ら検出された大腸菌総数および菌の移行率をTablelTlに示している｡

マグロの場合､食品の大腸菌数は3.63～5.60loglOCFU/食品で､キャベツは0～5.38

lo針oCFU/食品であった｡移行率はマグロの場合､0.07%～6.21%(中央値;0.66%)､

キャベツでは0.00%～3.75%仲央値;0.40%)の間に分布した｡

1-2-2-2 データ解析

Tablel-2 に手からマグロおよびキャベツに移行した菌数(対数変換値)に関する

記述統計量を示している｡正規性を検定したところ､マグロへの移行菌数には正規

性が認められ(KolnlOgOrOV-Snlirnoff検定:p=0.20>0.05､Shapiro-Wilks検定:

p=0･477>0･05)､キャベツで正規性が棄却された(Kolmogorov-Smirnoff検定:

p=0.00<0.05､ShapiroTWilks検定:p=0.01<0.05)｡
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Tablel-1 Eco]i(JCM1649)isolated from foods when volunteers
touched withinoculated hand

Foods Tuna

Volunteers
cFU/food

LoglO(CFU)Transfer
II) /food rate(%)
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Tablel-2I)escriptive statistics

tuna cabbage

Mean(cell)
95%CI

Median

mln.

maX

Skewness

Kurtosis

4.718

4.483-4.954

4.625

3.63

5.60

-0.251

-0.562

3.611

2.823-4.399

4.390

0.00

5.38

-1.188
0.004

95%CI=95%confidenceinterval
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Figurel-1および1-2 にマグロおよびキャベツデータの正規 Q-Qプロット

(Quantile-Quantile plot)を示している｡Q-Qプロットは正規分布と実データの

適合度を視覚的に表すグラフである｡図中の直線は正規分布の理論値であり､点が

実データである｡
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LoglOCFUontuna

Figurel-1Q-Q Plot of the expectedlog Nornlaldistribution and
loglOCFU on tuna for transfer of EcoJifrom hand to tuna.
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LoglOCFUoncabbage

Figurel-2 Q-Q Plot of the expectedlog Normaldistribution and
loglOCFU on cabbage for transfer of Eco]ifrom hand to cabbage.
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マグロの正規Q-Qプロットは点が直線の周囲に分布し､正規分布に適合することが

確認できた｡しかし､キャベツの正規Q-Qプロット(Figurel-2)は､2つのデー

タ群に分けられること､すなわち2つの異なる分布特性が存在することが予想され

た0そこで､キャベツへの移行菌数の対数値が3.5以上のグループ(データ数16)

と､3･5以下(データ数8)の2群に分け､このうち3.5以上のデータについて記述

統計量を求めた(Tablel-3)ところ､正規性が認められた(Kolmogorov-Snlirnoff

検定:p=0･20>0.05､Shapiro-Wilks検定:p=0.354>0.05)｡Figurel-3にこ

の正規Q-Qプロットを示す｡

Tablel-3 Descriptive statistics(16/24Cabbage data)

Cabbage

Mean(ce11)

95%CI

Median

min.

maX

Skewness

Kurtosis

4.752

4.536
-4.968
4.72

4.18

5.38

0.092

-1.362
95%CI=95%confidenceinterval
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Figurel-3 Q-Q Plot of the expectedlog Normaldistribution
and

loglOCFU on cabbage(〉3.5)for transfer of EcoJ]from hand to

Cabbage.

ト2-3 考察

手指に大腸菌ほどβ=CM1649株)を6･80loglOCFU接種した24名の被験者がマ

グロをつかんだところ4･71±0･56loglOCFU(平均±標準偏差)がマグロに移行した｡

移行割合は1･60±1･80%(平均±標準偏差)だった｡また､マグロヘの移行菌量は

対数正規分布に従ったが､カットキャベツを取り扱ったグループのデータは対数正

規分布に従わなかった｡

考察の結果､カットキャベツのつかみ方は2通り､指先だけでつまむ方法と､手

のひらの中に包むようにつかむ方法があった｡この違いがカットキャベツへ移行し

た菌量に大きく関与していると考えた｡

そこで､移行菌量が少なかったデータ(指先だけでつまむ方法)､すなわち 3.21

loglOCFU 以下の 8 データを除外して再度統計処理したところ､4.75 ±0.40

log10CF口(平均±標準偏差)､移行割合1.30%±1.14%(平均±標準偏差)となり､

データの正規性が確認され､マグロの対数正規分布に近似する統計量が得られた｡
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両者の母平均の差を検定するため卜検定を行ったところ､母平均に有意差は認めら

れなかった(p=0.836>0.05)｡

よって､手指から食品へ移行する菌量は対数正規分布に従ったことからモデル実

験の手法は妥当であったといえる｡Montvilleら39)は10年間に渡る微生物検査の

結果を集計し厨房内の器具,機器表面と各種食品の微生物検査データが対数正規分

布したと報告している｡

したがって､手のひらの中に包み込むように接触した場合はマグロでもキャベツ

でも同様に菌が移行することが予想された｡マグロとカットキャベツはその形状､

表面構造､手指との接触様式等に違いがあり､これらの差が移行菌量の違いに反映

すると推測されたが､つかみ方が菌の移行現象に強く影響すると考えられた｡

手指の表面は指紋､しわなどの微細な溝がありその中に多数の細菌が存在する｡

このモデル実験では添加大腸菌が手指の溝中に多数格納された状態だったと仮定す

ると､食品と接触するのは溝の中に入り込んだ菌ではなく表層の菌である可能性が

高い｡マグロ､キャベツいずれにおいても､表層に存在した菌の一定量が食品に移

行したと考えられた｡

ト3食材由来菌の手指への伝播(食品による手指汚染)

1-3-1実験材料及び実験方法

ト3-1-1食品による手指汚染

被験者12名(各グループ3名､4グループ)による調理実習を実施した｡各グル

ープに鶏挽肉のミートローフ風きのこソース､もやしときゅうりのさっばりサラダ､

アサリのチャウダーを各4人分調理させた｡食材料はすべて市販品で名古屋市内の

食料品店から納品されたものを使用した｡あらかじめ鶏挽肉､もやし､あさりむき

みの担当者を決めておき､生の材料に直接両手で接触するように操作させ､操作直
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後の被験者手指の細菌汚染状況を測定した｡食品との接触操作はいずれも料理レシ

ピに指示された方法により､担当以外の食材に接触しないよう配慮した｡

鶏挽肉の担当者は鶏挽肉300gを玉ねぎ､パン粉､鶏卵とともに調理器具(ボー

ル)に入れ､両手で混合する操作を行った○ もやしの担当者はもやし200gの種と

ひげを両手で取る操作を行った0あさりむきみの担当者は調理器具(ボール)に水

道水をいれ､この中であさりむきみ150gを両手ではぐし､洗浄する操作を行った｡

ト3-1-2グローブジュース法3)

ト3-1-2-1食品接触前手指

被験者は実習開始時に両手指を水でぬらし､薬用手洗い剤(｢薬用C&C｣;花王㈱

製)を約1ml(ポンプ式容器1回分使用量)手にとって30秒間もみ洗いし､30秒間

水道水流水でゆすぎ､ペーパータオルで水分をふき取った｡両手をよくこすり菌数

を均一化した後､グローブジュース法3)によって食品接触前の手指の菌液を滅菌試

験管に採取し､これを菌測定まで氷中で保存した｡

1-3-1-2-2食品接触後手指

食品との接触操作後､手についた食品残溶をペーパータオルで十分にふき取って

除去し､上記と同様にグローブジュース法で菌液を採取し､保存した｡

ト3-1-3菌数測定

被験者が接触した①鶏挽肉､②もやし､③あさりむきみは調理操作以前(材料分

配時)に10g採取し滅菌生理食塩水で10倍段階希釈液を調製して､一般生菌数を測

定した｡測定にはコンパクトドライ｢ニッスイ｣TC(日水製薬㈱)を用いた｡手指

菌液中の一般生菌の測定も同様にコンパクトドライ｢ニッスイ｣TCを用いた｡
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1-3-1-4細菌移行率計算

調理操作中の細菌移行率は以下の式にしたがって計算した｡

食品を両手で操作したので､移行菌数を2倍にし､これを食品の総菌数で除した｡

移行率r(%)=2(LA-LB)/LF XlOO

LA;食品接触後手指の一般生菌数(CFU)

LB;食品接触前手指の一般生菌数(CFU)

LF;食品の一般生菌数(CFU)

1-3-2 実験結果

ト3-2-1食品および手指の菌数

Tablel-4に食品および手指の一般生菌数､および移行率を示している｡鶏挽肉

を取り扱ったとき､菌の移行率は0･063～0･346%､もやしでは0.011～0.019%､あ

さりでは1.200～7.333%であった｡
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Tableト4 Viable counts and corresponding transfer rates between food
and volunteer hand.

Foods Hand

Volunteer

ID CFU/g use
CFU/food

Total LoglOCFU

CFU/hand

LoglOCFU(g)て蒜l:蒜t｡ヱ呈ミニ簑t｡u蕊ミ憲TransferC

Transfer

rated(%)

5A
Chicken

ground

meata

6A

7A

8A

4.2E+063001.3E+09

6.62 9.10

1.5E+06300 4.5E+08

6.18 8.65

2.2E+06 2.6E+06 4.OE+05 0.063%

6.34 6.41 5.60

2.2E+051.OE+06 7.8E+05 0.347%

5.34 6.00 5.89

6.OE104 6.8E+05 6.2E+05 0.276%

4.78 5.83 5.79

7.2E+04 2.6E+051.9E+05 0.084%

4.86 5.41 5.27
1●■■一■■■-一一---一一---t---------------------■■■■-●■-●

(Avarage) 0.192%

5B
Bean

SprOut

6B

2.OEIO8200 4.OEIlO 4.4E+03 2.2E+06 2.2E+06 0.011%

8.30 10.60 3.64 6.34 6.34

3.6E+03 2.2E+06 2.2E+06 0.011%

3.56 6.34 6.34

3.OE+05 4.OE+06 3.7E+06 0.019%

5.48 6.60 6.57

1.1E+06 4.2E+06 3.1E+06 0.016%

6.04 6.62 6.49
1-■■■■■■●---■■----■■■----●■---■■----■■----■●■●■■■■

(Avarage) 0.014%

5C Clam 4.OEIO4150 6.OEIO61.1E+051.5E+05 3.6EIO41.200%

4.60 6.78 5.04 5.16 4.56

8.8E+05 1.1E+06 2.2E+05 7.333%

5.94 6.04 5.34

1.9E+05 2.8E+05 9.OE+04 3.000%

5.28 5.45 4.95

4.2E+04 2.2E+051.8E+05 5.933%

4.62 5.34 5.25
■ ■■一 ■■■ ■■一 ■■--- ------- --- --- -----------

--■■■一 ■-一 ■■

(Avarage) 4.367%

ausing the onion,the bread crumbs and
(5.75Io凱OCF口)/food.

the egg as sccondarv raw materials:5.6E+05CFU

bAmountononehandcollectedbyglovejuicemethod.

CEstimated amount of transfercalculated by:

[CFUofTransfer]=[CFUonHandofafter touching]-[CFUonHandofbefore touching].
dcalculatedby:Transferrate(%)=2[CfUofTransfer]/[TotalCfUoffood]×100.



1-3-3 考察

春日 24)は伝播経路を(1)手を介した伝播と(2)容器･器具･環境表面を介した伝

播に分け､(1)の手を介した経路には①食品1→手→食品2､②食品1→手→器具→

食品2､③食品1→手→器具→手→食品2の経路を､(2)の容器･器具･環境表面を

介した経路には①食品1→器具(調理台､まな板等)→食品2､②食品1→器具1→

布巾→器具2→食品2の経路を想定しモデル実験を行った(Figurel-4)｡このうち､

手指を介した伝播モデル実験において､細菌移行率を数学的に解析したところ､食

品ごとに一定量の細菌が移行した結果を得て､モデル実験の手法と数学的解析結果

の利用がリスク評価に可能であることを示唆した｡

Pathway

Routel

1.Hand-tranSmitted

2.Surface-tranSmitted

Route3 Route6

1-a

1-b

1-C

2-a

2-b

Figurel-4 A modelfor cross contanlination during cooking24)

本実験はFigurel-1のRoutlに該当する経路の細菌移行率を明らかにした｡そ

31



して､移行率には食品の取り扱い方法(接触の様式)が影響することを示唆した｡

最も移行率の高かった取り扱い方法はあさりを水中ではぐす操作だった｡水中に分

散した細菌が手指に高効率に移行(平均値‥4･367%)したことが推測された｡次に

挽肉を鶏卵等とともに撹拝した操作ではペースト状になった食材が手指全体に接触

しながら移行(平均値‥0･192%)､そして､もやしの作業では指先を中心に手指に

多数臥 もやしが接触した際に細菌が移行(平均値:0.014%)したと考えられた｡

もやしは移行菌数量が6log10CFUを超え最も多くの細菌が手指に移行したが､移

行率では最小であった｡これは食品の総菌数が10･60log10CFUであさりの約10000

倍であったのに対し､移行菌数はあさりの約100倍であったためであり､取り扱い

方法が大きく影響したと考えられた｡

しかし､食品取扱い用グローブを通した細菌の移行研究42)では､低濃度で菌を

接種した手から移行した菌の移行率は高く､接種が高濃度になるはど移行率は低く

なった0グローブを通した移行率は,接種量の多寡により影響されている可能性を示

唆した0 さらに､鶏肉からまな板､まな板からレタスなどの8場面を想定し､且

βe′βgeガe∫の接種量を変えて移行率を計測し､接種量の違いが移行率に影響するか

否かを調べたところ､接種量は移行率に有意な影響を与え､負の相関があることが

判明した40)｡

本実験では菌を接種したのではなく､菌数の多い食品に手指を接触させたが､同

様に負の相関傾向が見られた｡移行率に影響を及ぼしたのは接種(接触)菌量であ

る可能性も高いが､食品の取り扱い方法も影響していると考えるのが妥当である｡

すなわち､あさりのように菌数が少なくても､水中で菌と接触する場合(液相一国相

接触)は高率に移行(平均4.367%)し､もやしのように菌数は多くても､指先だ

けでつまむ(固相一国相接触)様式では低率で移行(平均0.014%)すると考えられ

る｡そして､鶏挽肉は鶏卵などの副原料を入れたペースト状態で接触しており､中
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間の移行率(平均0･192%)になると考えられる｡今後､移行率を決定する各要素

の検討と､影響の仕方､影響の強度などを検討する必要がある｡
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第2章 調理施設から採取された黄色ブドウ球菌｢∫∂〟′紺∫ノの遺伝子多型解析

2-1緒言

食品が有害微生物で汚染されることは調理施設にとって大きな問題である｡

加工食品と同様に､給食調理の生産スケールは大きくなり､セントラルキッチ

ン等で大量に仕入れ､大量に調理する事業所が増加している｡このことは安価

生産には寄与するが､食品事故の観点から見ると非常に大きな問題を含んでい

る｡加えて､給食の喫食者は適時適温での提供も望んでおり､時間の制約と温

度管理の必要性が微生物汚染対策の壁になっている｡

微生物汚染は調理の過程で起こる｡有害微生物は､従事者が不適切な方法で

食品を取り扱う､または手洗いや洗浄殺菌などの衛生慣行を怠ることにより食

品に伝播する｡したがって､調理中に発生する汚染の汚染源と伝播経路､伝播

経路になりやすい場所を明らかにすることが大切である｡汚染や伝播を防止す

るには汚染の経路や原因(起源)を解明する方法が必要である｡

これまでの微生物の同定には表現型による方法､すなわち形態学的試験､生

理学的試験が用いられてきた｡これらの試験はしばしば正確な同定ができない

ことがあり､識別能は低い｡一方､DNAに基づく同定方法は､DNAの塩基配列が

成長(増殖)中でも変化がない､細胞の環境状況により影響を受けない46)ので､

表現型による同定法よりも優れている｡

本実験の目的は調理施設等から採取した∫∂〟′紺∫の遺伝子多型解析を行い､

伝播実態を明らかにすることであった｡そして､PFGE法と同等の伝播解析能を

有するRAPD法による新しい手法を開発し､その解析能の検証実験を行い､汚染

経路や汚染源調査に有用な手法であることを実証することであった｡
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2-2一般調理施設(1)

2-2-1実験材料及び実験方法

2-2-1-1菌の採取

8グループ26名が調理した実習室(名古屋栄養専門学校内)の各所および調

理者を被検対象とした｡菌の採取先は調理前および調理中の被験者の手指､28

種の食材料､調理済み食品､調理器具および設備である｡被験者手指のサンプ

リングはグローブジュース法3)を用いた｡26名の被験者はサンプリング前に

両手菌数が均一になるように十分にこすり合わせ､片方の手を調理前と調理中

の計2回採取した｡なお､同じ手指にならないように両手指から1回ずつ採取

した｡

また､食材料および調理済み食品は約10gをサンプリングし､10倍量になる

ように滅菌生理食塩水を加えた後マスティケ一夕ーで撹拝し試料菌液とした｡

水道カラン､フライパンなどの実習設備および器具はふき取り法で試料菌液を

得た0ただし､包丁と菜箸については実習中被験者が握ったものを滅菌バッグ

にいれ､グローブジュース法に準じたマッサージ法によって菌液を採取した｡

得られた各菌液は段階希釈後市販卵黄加マンニット食塩培地(日水製薬(株))

で35℃48時間培養し増殖した菌のうち､黄色で光沢があり周囲に白濁環を示

すコロニーを分離した｡

各同定試験には-80℃で保存した株をTSB培地一夜増菌後､SCD寒天培地で一

夜培養したコロニーを使用した｡

2-2-1-2 ∫.∂〟′e〝∫の同定

分離株のグラム染色(B&M山中変法;メルクジャパン)､コアグラーゼ試験(ウ

サギプラズマ栄研;栄研化学)､コアグラーゼ型別試験(ブドウ球菌コアグラー
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ゼ型別用免疫血清｢生研｣;デンカ生研)同定検査(APISTAPH;ビオメリュー)

を行った｡

2-2-ト3リボタイピング

2-2-1-3-1全自動リボタイピング6)

分離株は顕微鏡観察を行い､グラム染色陽性､球菌を確認後､TheRiboPrinter

⑧MicrobialCharacterization System(Qualicon,Wilmington,DE,USA)に供し

た0本リボタイピング法6)では､分離株DNAを制限酵素gcβガJで切断後､電

気泳動を行って分離されたDNA断片の中から1-RNA遺伝子を含むDNA断片を検

出して､そのバンドパターンを解析する｡分離菌株のバンドパターンは画像デ

ータとして保存され､これは RiboPrinter⑧MicrobialCharacterization

Systemという分析ソフトで標準化され､RiboPrinter⑧systemアルゴリズムに

よって各株のリボプリントパターンが作成される｡なお､同一のパターンをも

つ菌株に同じリボグループ名が与えられる｡

2-2-1-3-2 系統樹解析

一般的に系統樹解析はバンド(泳動像)に基づいた各棟間の類似度(あるい

は非類似度)計算を行い､類似度(あるいは非類似度)行列を作成し､ⅢGMA

(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean;平均距離)法､NJ

(Neighbor-Joining;近隣接合)法､Wardのクラスター形成演算法(Ward,s

Clusteringalgorithm)などのクラスタリング解析法を用いて系統樹を作成す

る36)｡なお､RiboPrinter⑪systemのグルーピングアルゴリズムは明らかにさ

れていない｡そこで､系統樹をもとに各菌株のグルーピングを行い､リボプリ

ントパターン解析によるグルーピング(リボグループ)と比較した｡系統樹の
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作成は系統解析ソ フト MEGA(Molecular Evolutionary Genetics

Analysis)verion2･033)を 用 い た｡The RiboPrinter ⑧
Microbial

Characterization Systemより得られる類似度行列をもとにUPGMA法およびNJ

法で系統樹を描き､類似度が0･90以上となる菌株グループを同一グループに分

類した｡

2-2-1-4 BSFGE法

染色体DNAの抽出はSCD寒天培地(日水製薬)で一夜培養したコロニーー白

金耳分を2mlのTSB培地(栄研器材)で5時間培養し､その250〃βを分け取っ

て遠心分離(8000rpm,10分間)した｡その菌体に0.5M EDTA(和光純薬)200

uCを加えて懸濁後､1mg/mbリゾスタフィン(Lysostaphin;SIGMA)10uCと1.6%

アガロース(InCert⑧Agarose;BMA)200uCを加え､よく混和させ鋳型で固めた｡

この寒天ブロックを溶菌液(リゾスタフィン5uCと0.5MEDTAlnlb混合液)1m

8中に入れ､37℃で穏やかに振とうしながら一夜溶菌させた｡次に､この溶菌液

をタンパク分解液(プロティナーゼE(SIGMA),1%N-ラウロリルサルコシン

ナトリウム(SIGMA),0.5MEDTA)500uCに置換し､穏やかに振とうしながら50℃

で8時間インキュベー卜した後､タンパク分解液を TEバッファー(10mM

Tris-HCl,1nlMEDTA;シグマアルドリッチジャパン)1mBに置換し,室温で振とう

してプロティナーゼEを不括化させた｡TEバッファーは3～4時間ごとに入れ

替え計5回､のベ30時間インキュベー卜した｡

制限酵素によるDNAの切断は､寒天ブロックを氷上で制限酵素用バッファー

(5hdIbuffer;TOYOBO)200uCで30分間振とうした後､5haI処理(10units/

uC;TOYOBO)の入った反応液(5hdIbufferlOOuCにSmdI3uC;30units)に入

れて30℃で16時間反応させた｡
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次にこの寒天ブロックを1%電気泳動用アガロースゲル(SeaKem GTG;BMA)

でコームに固定しゲルメーカーにセットした｡これに1%電気泳動用アガロー

スゲルを流し込み､TBEバッファー(4･45mMTris borate,1mMEDTA;シグマア

ルドリッチジャパン)中で泳動(Genofield;ATTO)した｡泳動は DC=42V,AC=250V､

Start=0･01Hz､end=0.2Hz､24時間､20℃の条件で行った｡DNA分子量マー

カーとして入-DNA(Lanlbda DNA Ladders;CAMBREX)と^-Hindm digest

(TaKaRa)を用いた｡泳動の終わったゲルはエチジウムブロマイド(0.5LLg/m

也)で30分間染色し精製水で1.5時間脱色後､UV(312nm)照射しプリントグラフ

⑧(AE-6914;ATTO)で撮影した｡

2-2-1-5 PFGE法

PFGE法は､菌からのDNA抽出および制限酵素処理をBSFGE法と同様に行い､

得られた寒天ブロックを1%電気泳動用アガロースゲル(Agarose;

Invitrogen)にセットしTBEバッファー中で泳動(CHEF-DR⑧Ⅲ;Bio-Rad)

を行った｡マーカーとして､緑膿菌の励∂J切断DNA断片を用いた｡各断片の

サイズは入ラダーの泳動度と比較して算出した｡泳動はパルスタイム1秒～50

秒､電圧6.0V/cm､内角1200､22時間､14℃の条件で行った｡泳動の終わっ

たゲルはエチジウムブロマイド(2〃g/m劇)で30分間染色し､精製水で2時間

脱色後撮影した｡

2-2-1-6 RAPD法

2-2-1-6-1ゲノムDNAの調製

TSB寒天培地(日水製薬)で一夜培養したコロニーー白金耳分を｢Genとる君

TM(酵母用)｣(TaKaRa)でゲノムDNAを分離した｡ゲノムDNAの分離はゲノム
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DNA分離キット｢Genとる君TN(酵母用)｣(TaKaRa)を用い､解説書にしたがっ

て行った0分離したゲノムDNAは50〃CのTEバッファーに溶解後､-20℃で保

存した｡

2-2-1-6-2 PCR反応

PCR反応にはAccuPower⑧pcR PreMix(7dqDNA polynleraSe:1U,dNTP:250

LL軋Tris-HCl(pH9･0):10mM,KCl:40nlM,MgC12:1.5mM;Bioneer)を用いた｡

これにゲノムDNAを10uC添加し､40pMの10-rnerオリゴヌクレオチドプライマ

ープライマーA-03(5'-AGTCAGCCAC-3')およびF-04(5,-GGTGATCAGG-

3')(RAPDlOmerKits;QIAGEN)､を1LLb､25mMMgC121.2LLbに蒸留水を加えて

総量20〃ゼとした｡PCR反応液中のMgイオン濃度については1.5,2.0,3.0,4.O

mMの各濃度で予備試験を行い､3.OmMおよび4.OmMで良好な泳動像が得られ

ることを確認した｡今回は3.OmMで行った｡また､藤本ら10)はTaq DNAポリ

メラーゼ5種類のうちKlenTaq DNA polynleraSe(Sigma)が良好な結果を得たと

報告しているが､AccuPower⑧pcR PreMixを用いた場合と比較したところ､は

ぼ同等の泳動像を得たのでAccuPower⑧pcR PreMixを使用した｡PCR反応には

EZcycler(EZC-96,旭テクノグラス)を用い､藤本らの方法10)に準じた｡すなわ

ち､熱変性94℃､30秒､アニーリング37℃､7秒､伸長反応72℃､1分を2

サイクル行った後､引き続き熱変性94℃､0秒､アニーリング37℃､7秒､伸

長反応72℃､1分を33サイクル行い､最後に伸長反応72℃､4分を行った｡PCR

増幅物の確認には2.0%アガロースゲル(AgaroseH14｢TAKARA｣;TaKaRa)で

電気泳動し､分子量マーカーにはPCRMarkers(50-20000bp;Novagen)を用いた｡

泳動の終わったゲルはエチジウムブロマイド(0.5〃g/m也)で20分間染色し､

精製水で30分間脱色後UV(312nm)照射､ポラロイドカメラまたはプリントグラ
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フ⑧(AE-6914;ATTO)で撮影した｡

2-2-1-6-3再現性試験

再現性を確認するためにゲノムDNAの調製から撮影までの一連の操作を2～4

回線り返した｡

2-2-2 実験結果

2-2-2-1菌の採取･同定

実習前被験者の手指26検体､実習中被験者の手指26検体､食材料28検体､

調理済み食品26検体､実習器具および設備56検体､計162検体中の15検体

から66株の∫d〟reuSを分離した(Table2-1)｡うち2検体(水道カランとフ

ライパン)由来の9株は増菌培養後分離された｡単離した66株はすべてグラ

ム陽性､コアグラーゼ陽性で∫∂〟′紺∫であることを確認した｡

2-2-2-2リボタイピング

2-2-2-2-1リボタイピング

リボプリントパターン解析の結果､66株は39のリボグループに分類された｡

このうち34株がA～Gの7クやルづ0に属した｡他の32株は個別のリボグループ

名が与えられた(Table 2-2)｡

コアグラーゼ型とリボグループで比較すると､異なるリボグループに分類さ

れた株は同一のコアグラーゼ型に属することはなく､1つまたは複数のリボグ

ループが特定のコアグラーゼ型に対応した｡Table2-3にA～Gの各リボグルー

プに分類された分離株の起源(採取先)､コアグラーゼ型､リボプリントパタ

ーンを示す｡
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Table2-1Distributionof contaminationbyS dureuSduringcooking.

Items
Sort of experimental Number of sources

SOurCeS‡ detected S a〟reuS

Numberof

Strains

Obtained

Participants
Hands(Beforepreparation);26

Hands(During preparation);26

Foods Foodstuffs;28

Prepared food(salad);26

Facilities Fryingpans;2

Faucets;2

Utencils
Knives;26

Chopsticks for cooking;26

Total;162

4

3

2

1

1

1

2

1

15

25

15

6

7

4

5

3

1

66

*The number shown after semicolonmeans the number of each source.

Samples were taken fromhands of26participants before and during food

preparation activities,28 types of foodstuffs,26 prepared foods,4

facilities,and52utensils,reSpeCtively.Outof162specimens,66different

Strains of S dureuSWere detected.
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Table2-2 0rigins･COagulase types and ribogroups of the66isolated strains.

I霊te origin Coagulasetype Ribogroup 慧*
3

4

5

ハ
h
U

O

O

O

O

一

一

一

一

K

K

K

K

7

0▲0

9

0

0

0

一

一

一

K

K

K

K-10

K-11

K-12

K-13

K-14

K-15

K-16

K-17

K-18

K-19

K-20

K-21

K-22

K-23

K-26

K-27

Hand of study participant2B*

(prior to foodpreparationactivities)

Hand of study participant4C*

(prior to foodpreparationactivities)

Iland of study participant 2A*

(prior to foodpreparationactivities)

Hand of study participant 2A*

(during food preparation activities)

Hand of study participant7B*

(during food preparation activities)

Hand of study participant7A*

(prior to foodpreparationactivities)

Hand of studyparticipant7B*(during

food preparation activities)

42

Indeterminate 150-S-1

Indeterminate 150-S-2

Indeterminate 150-S-3

Indeterminate

Ⅶ

Indeterminate

Indeterminate

Indeterminate

Indeternlinate

Indeternlinate

Indeterminate

Indeterminate

Indeterminate

Indeterminate

I

Indeternlinate

Indeterminate

Indeterminate

Indeterminate

Indeterminate

Indeterminate

150-S-4

132-S-7

150-S-6

150-S-7

150-S-8

151-S-1

151-S-2

151-S-3

151-S-4

151-S-5

15卜S-6

15トS-7

151-S-8

150-S-3

152-S-2

152-S-3

150-S-3

152-S-5

Ⅱ 152-S-6

Ⅱ 152-S-7

Ⅲ 152-S-8

Ⅱ 161-S-1



Ⅰ霊te origin Coagulasetype

Ribogroup慧*
KT29 Knife(used by8B*)

K-30

1

2

3

4

5

亡U

3

3

3

3

3

3

一

一

一

一

一

一

K

K

Vn

K

K

K

7

00

9

0

1

2

3

4

3

3

3

4

4

4

4

4

一

一

一

一

一

一

一

一

打n

K

K

K

K

K

Vn

K

5
ハ
h
U

4

4

一

一

打n

K

Hand of study participant 8B*

(prior to food preparation

activities)

Hand of study participant 8B*

(during food preparation

activities)

K-51 Chopsticks for cooking(used by

6C*)

K-53

K-54 Frying pan

K-55

K-56

K-57 Water faucet

00

9

0

1

5

5

eU

仁U

一

一

一

一

K

K

K

K
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Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅷ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅲ

Ⅴ

Ⅴ

Ⅴ

157-S-6 F

153-S-4 C

156-S-1

153-S-2

156-S-1

156-S-1

153-S-4

132-S-2

132-S-2

156-S-1

156-S-1

157-S-7

157-S-7

157-S-6

157-S-6

153-S-4

153-S-4

155-S-3

155-S-7

l

l

一

一

S

S

一

一

ハ
h
U

6

5

5

1

1

156-S-1

156-S-1

156-S-1

153-S-6

153-S-4

132-S-2

132-S-2

D

D

D

nし

A

A

D

D

G

G

F

F

ハし

∩し

D

D

D

D

∩し

ハし

A



Origin Coagulase type Ribogroup
Group

name**

3

5

ハ
h
U

00

9

6

ごじ

亡じ

ごU

ハ
h
U

一

一

一

一

一

K

Vn

Vn

K

rn

一

一

打n

Vll

1

2

3

4

5

6

7

7

7

7

7

7

7

7

Foodstuff(chicken) Ⅷ 165-S-4

Ⅷ 157-S-2

Indeterminate 157-S-3 E

Indeterminate 157-S-3 E

Ⅷ

Prepared food(Salad:prepared by V

8B*)

K-80 Foodstuff(chicken) Ⅴ

165-S-5

157-S-5

157-S-6

157-S-7

157-S-7

153-S-4

153-S-4

165-S-3

165-S-8

F

G

G

C

C

*Identifies study participant

**Groupnameswere
assignedwhenaribogroupincluded twoormorestrains.Examples

areasfollows:132-S-2;A,150-ST3;B,153-S-4;C,156-S-1;D,157-S-3;E,157-S-6;

F,157-S-7;G.
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Table2-3 The seven ribogroups,Origins,COagulase types and riboprintpatterns.
Riboprintpattem

.1ユ鱒_-__l_!旦り∴_｣19■.‖I叫

Food

preparation

activities

Prior

During

Prior

Prior

Prior

伽ring

During

Prior

During

Prior

仇ring

Prior

RibogroupI霊eoriginlOrigin2
り】+

ぐJ
32一l

Group

name

A

B

C

namHu Hand of"8B"

Coagulase

type

仁
U
7
1
｢
∂
9
2
0
5
4
｢
D
9
0
｢
n
U
(
に
U
1
3
4
0
0
9
3
4
｢
∂
仁
U
7
仁
U

OO9

qU

q
U
仁
U
O
1
2
3
3
4
4
｢
n
)
仁
U
7
7
3
3
つ
U
3
3
｢
D

r
n
)
[
J
｢
∂
5
仁
U

RU2

一
一
一
-
一

■

】

一
一
一
一
一
一
一
一
-
-
一
-
一
-
一
一
一
一
一
一

K

K

KK

KK

KK

KK

K
V
ハ
K
K

KK

KK

K

K

KK

KK

KK

K

D

E

[
H
▲

G

∩
く
U

4

一

-

ぐ｣U

ぐ｣リ

ー

一

粥

㍊

l

l

l
+ぐJ+粥l

｢
｢
Ul

｢bl

3

ハhU

一

一

S

S

一

-

7

7

2

∩
く
U

2

0

1

∩
く
U

4

44

74

4

7

7

-
一

】

一
一
一
一

K

K

K

K

K

K

K

7+S7

｢
｢
Ul

Faucet Touched by"8B"

Human Hand of"2Ir
Hand of〝2A"

Knife Touched by N8B"

Human Hand of"8B"

Faucet Touched by"8B"

Salad Cooked by"8B"

Human Hand of"8B"

I)uring

Frying Touched by During

pan anyOne

Faucet Touched by h8B"

Food Ground meat of
Chicken

V
V
V
e
-
m
e
-
m
e
-
m
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
V
e
-
m
e
-
m
V
V
V
V
V
V
V
V

t

t

t

t･-L

訟
慧
.
･
≡
≠
ぎ
≒
1

‥套u

e

e

e

d.パリJun

n

n

:

▼-1-1

e

e

Ju

d

n

n

I

I

r

r

O

O

r

r-

n
r
一
n
l

Knife Touched bv"8B*〝 During

Hu皿an Hand of"81( I)uring

Salad Cooked by N8B" During

Human Hand of"8I( During

Salad Cooked bv"8B" During

i-十警g豊1雲嘗

e

e

e

t

t

▲t

a

a

a

n

n

n

調理前の8B手指から分離されたK-36(Aグループ)株､E-35(Cグループ)

株､およびK-31､E-33､K-34(Dグループ)株は同一グループ中に水道カラン

由来のE-61(Aグループ)､E-59､E-60(Cグループ)､E-57(Dグループ)株

があった｡また､Dグループにはフライパンハンドルから分離されたK53～56

株も含まれた｡Cグループには8B手指株と水道カラン株の他､包丁株､サラダ

株が含まれ､FおよびGグループにも同様に8B手指株､サラダ株等が含まれ

た｡なお､以上5グループに属す株はすべてコアグラーゼⅤ型だった｡

Bグループは同じ調理チームの被験者2名の手指由来株(E-05,K-19,E-22)

であり､Eグループは同一検体から分離された5株のうちの2株(E-66,E-68)
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だった0これら2ク¢ルづ○のコアグラーゼ型はいずれの型の免疫血清にも凝固せ

ず判別できなかった｡

2-2-2-2-2 系統樹

UPGMA法による系統樹をFigure2-1に示す｡66株中46株が類似度0.90以上

のグループ(U-1～U-13)に分類された｡リボグループA～Gの34株のうちK-72

を除く33株が､U-1～U-7の各グループに対応した｡

㍑
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Figure 2-1 UPGMA dendrogranlfor 66 strains of
L5ld〟reuS

isolated from food preparation environnlentS.
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N-J法による系統樹をFigure2-2に示す｡66株中47株が類似度0.90以上の

グループ(Nト1～Nト13)に分類され､リボグループA～Gの34株にE-35を加

えた35株がNト1～Nト7の各グループに対応した｡

Figure 2-2 NTJdendrogram for 66 strains of S dL[re〟S

isolated from food preparation environments.
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2-2-2-3 BS王7GE法

BSFGE法による解析はE-32とR-69株を除いた64株を対象に行った｡染色体

DNAは10～12本に切断され､これらはいずれも50kbから600kb間にバンドを

形成した｡後述のPFGE法と比較するため∫β〟√e〟∫39株のBSFGEパターンを

Figure2-3にjJミした｡これらのバンドパターンより ∫aL/reLISはbl～b12の】2

型に別けられた(Table 2r6)｡

b b b b b b b b b

5 11 10 132 6 4 9

FigtIre2-3 BSFGE patterns(bl～12)of selected39/64L5:aureus stTains.

Refer Tab】e2-6†or Lhe origins ofisolales of each c)a5Sified patLern.

2-2-2-4 PfrGE法

無作為に抽出した∫β〃√ど〟∫の39株についてPF-GE解析を行った結果､染色体

DNAは】2～13本に切断され､これらのバンドは30から700kb間にバンドを形

成した(Figure2-4)｡これらのPFGEパターンはpl～p12の12型に分けること

ができた｡BSFGE法で100kbから200kb付近に明瞭に分離されたバンドはPFGE

法ではややイて明瞭であった｡一方､250kbから600kb付近の4～5本のバンドは

PFGE法で明瞭に分離された｡BSFGE音去でbl～b12型に別けられた南棟はPFGE

法でもpl～P12型に別けられ型別は完全に一致した(Table 2-6)｡
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P P P P P P P P P P P

5 11 10 132649 7 8

Figure2-4 PFGE patterns(pl～12)of selectcd39/64Sa〟√euS Strains.

Refer Table2-6for[he origins ofisolates or each c】assiried pattern.

2-2-2-5 RAPD法

プライマーA-03 およびプライマーF-04 により増幅されたバンドパターンと

そのパターンを示した5.dLlreuSの由来をTable 2-4およびTable 2-5)Iミした｡

プライマーA-03により増幅されたバンドは200bpから2000bp間に10～t2本､

プライマーF-04では同様に9～10本現れた｡RAPDパターンはプライマーA-03

では7型に､プライマーF-04では8型に別けられた｡両プライマーによる型

別で共通してⅠつの型内に含まれた南棟は､1)4C手指由来の3株(E7-9)､2)7B

手指由束の3歯株(E24,25,27)､3)2玉手指と2A手指由来の18南棟(E3-6)

とklO-23)で計24菌株だった｡しかし､サラダ由来の7歯株(瓦7l-77)はプ

ライマーA-03でa5型とa7型に型別され,鶏肉巾来の4菌株(E63,65,66.68)

はプライマーA-03でa5型に､プライマーF-04でf4とⅠ6に型別された｡

∫∂〟′どβ∫64株は､これら2種類のプライマーによるRAPD型別から11型(rl～
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rll)に別れた(Table 2-6)｡

Table2L4 A-03PriⅢer RAPD pa‖erns of64isolates of SaureLTS.

Representa七veexa爪Pleot RAPDPa仕ems

Table2-5 FTO4Primer RAPD pattcrns of64isolates of Sd〟reuS.

epresentatil■e e又a叩】e or R肝D Pユt【er〕

PAPD-FTypes∂ 試≡ 喜 喜 ≡萱
Il l lll

slrain codeβ

JClassiried us抽gト04primer.
♪Rerer Table2-2

｢■number of slrains.
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Table2-6 0rigins and Genotypes of64isolates of S

Strain

COde
Origin ofisolates

RAPD-typeS

ATO3primerF-04primer A-03十F-04
BSFGE-typeS PFGE-typeS

■■
bl pl

Hand of study participant4C
(Prior to food preparation K7-9 3 al fl rl

activities)

Hand of study participant7A
(Prior to food preparation K26 1 a2 f2 r2
activities)

b2 p2

b3 p3

b4 p4

Hand of study participant7B
(During to food preparation K24,25,27 3 a3 f3

activities)
Chopsticks(Used by6C) K51 1 a4

Frying pan k53-56 4

E57,59-61 4

E58+1
K63,65 2

E66,68 ~~甘
k80 1

Water faucet

Foodstuff(Chickenl)

Foods tuff(Chicken2

Hand of study participant2A
u)rior to food preparation KlO-21 12

寵舘i……L｡y｡｡,tici｡ant2A叫

(During to food preparation k22,23 2

意訳主i;…L｡y｡a,ti｡i｡ant2B
u-

(Prior to food preparation K3-K6 4

患舘i;;L｡y｡a,ti｡i｡ant8BU-

(Prior to food preparation K3l,33-36 5

寵精霊｡y｡arti｡i｡｡nt8B叫
(I)uring to food preparation K37-46 10

霊獣霊｡8B, E29,3｡rK29,30 2

a 6

Prepared food(Salad:prepared

by8E)

E71,72 2

a 5

k73,76,77 3

E74,75 2

f 7

rll

b12 p12

Tota1 64 7types 8types lltypes 12types 12types

Strains analyzed byPFGE are39strains out of64;k3,k5,E6,k7,klO-12,E14,E19,E21-24,
E26,E29-31･E35･E37,E38･E40,E42,E44,E46,E51,E53,E57-E59,E61,k63,E65,E66,E71-73,

E75,E77,and k80.
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2-2-3 考察

2-2-3-1▲〔∂〝′e〟∫の検出･同定

Hatakkaら13)は機内食調理作業者153名の手指のサンプルを採取し､そのう

ち9%から∫∂〟′紺∫を検出した｡入倉らは21)食品取扱者1414人の17.1%

の手指に∫∂〝′e〝∫が検出されたと報告している｡そして､関口ら59)は専門

学校生739名の鼻前庭から93株を単離した｡そして､その検出率は12.6%だ

った｡本研究においては26名の被験者のうち5人から∫∂〝′錯∫が検出され､

先行報告とはぼ同等の検出率(19.2%)であった｡

2-2-3-2リボタイピング

リボタイピングによる型別の結果､A～Gの7リボグループにおいて､被験者

8Bの手指由来株が5リボグループに関与していた｡実習前の8B手指から分離

された株が水道カランからも分離された(A､C､Dグループ)ことから､8Bの

手指からカランに∫∂〟′錯∫が伝播したことが推測された(Fi糾re2-5)｡8Bの

調理作業を行う調理台は調理室の最後列の窓側だったので､追跡調査をしたと

ころ､8Bは当該の水道カランで調理前に手をすすいだことが､ビデオ映像と本

人および他の被験者の証言から明らかになった｡また､Dグループにフライパ

ンハンドル由来の株が含まれていたことから､水道カランに触れた誰か(1Ⅹ)

がこれをフライパンハンドルに伝播させたことが推定された｡Cグループには

水道カランの他､包丁､サラダ由来の株もあることから､8Bの調理行為により

手指由来の∫∂〟′錯∫が伝播したことが推定された｡Cグループの株は8Bが調

理行為を行う前の手指から検出されており､サラダの食材から∫∂〟′錯∫が検

出されていないこと､そして包丁は使用前に殺菌されていたこと､さらに 8B

手指と包丁から同時に菌液が採取されたことから､サラダと包丁への菌の伝播
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は8Bの手指が原因であると考えられた｡FグループおよびGグループについて

も同様に包丁､サラダに伝播したことを予想させる結果であった｡

8Bhand
A,C,D.F,Ggroup
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Figure2-5Transmission of ∫.dureuS Originating from the hands of 8B.

The14strains of S･aureuS Originating from the hands of study participant8B were divided

into five ribogroups･Strains belonging to the same groups were alsoisolated from a knife

usedbystudyparticipant8B･a Salad prepared bystudyparticipant8B,a faucet used bystudy

participant8BT and a frying pan handle touched by an unknown person,1Ⅹ,Whois thought to

havealsotouched the faucet usedbystudyparticipant8B.ThesurmiseddiffusionofS.aL/reuS

from hands and utensilsisillustrated above.

8Bにインタビューしたところ､幼少期よりアトピー性皮膚炎症状をもち､現

在も治療中で手荒れがあることがわかった｡調理作業中の 8B手指から 4.60
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loglO CFU/handのSdureuSが､そして8Bが握った包丁から2.0log10CFU

の∫β〟′錯∫が検出された｡包丁を握ったのち､もう一方の手から菌を採取し

ており､両手の菌数が同等という前提でおよそ0.25%の菌が包丁に伝播したと

考えられた｡Chenら8)は手指と水道カラン間の菌の伝播率が0.0川ト1SD),

0･16%(mean),1.95%(1SD)であったと報告している｡

被験者手指から分離された∫∂〟′紺∫のうち､器具や食品に本菌が伝播した

のは8B由来の株のみであった｡手荒れ症状を有する調理者は手指の洗浄殺菌

に加えてグローブの着用により､∫∂〟′紺∫の伝播を防止しなければならない｡

恥iら74)は食中毒事故の疫学調査で27株の∫∂〟′紺∫を単離してPFGE法によ

るタイピングを行ったところ､患者と食品取扱者の手指傷口から採取した検体

が同じ遺伝子タイプに分けられたので､食品取扱者由来の∫∂〟′紺∫が原因で

食中毒事故が起きたと報告している｡

系統樹によるクラスタリング解析はリボプリントパターン解析によるリボ

グループの妥当性を評価するために行われた｡リボプリントパターン解析は数

値化した画像情報を統計理論に基づき解析するもので､類似度が0.93以上の

パターンを持つ菌株を同一のリボグループに分類する15)｡しかし､このグルー

ピングのアルゴリズムは明らかにされていない｡そこで､類似度行列を利用し

て､遺伝子系統樹作成で多用される押GMA法とNJ法によるクラスタリングを

行った｡

リボタイピングに供された∫∂〟′紺∫66株は3通りの統計学的理論でグルー

ピングされ､各グルーピングで共通した菌株ではA′～G′の7グループが編成

された(Table2-7)｡リボプリントパターン解析に対してUPGMA法は29株(85%)､

NJ法は30株(88%)が一致した｡そして､各菌株の採取先をもとに∫∂〝√紺∫

の伝播状況を示したのがFigure2T6である｡A一およびCJグループは8B手指
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由来株がサラダや水道カランに伝播したこと､そしてD一グループは水道カラ

ンから1Ⅹ(不特定者)を経てフライパンに伝播したこと､F′グループは8B

手指由来株が調理操作により包丁に伝播したことを表している｡これらA一､

C′､D一､FJグループの伝播状況はFigure2-5で示したA,C,D,Fの各リボグ

ループの伝播状況と一致し､リボプリントパターン解析の妥当性が確認できた｡
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Table2-7 Comparisonofriboprintpatternanalysisandclusteringanalysis,

and selection of common strains.
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8BHand

良一31･33･34

K-38･39

:1ⅩⅢand

FryingPan

G group

K-73･74

K-53･54■55･56

Figure2-6 Diffusion of S d〟reuSin a food preparation environment.

2-2-3-3 BSFGE法,PFGE法およびRAPI)法

Bingenら4)はコアグラーゼ陰性のブドウ球菌(CNS)を8人の小児患者から12

株分離し､2種のプライマーによるRAPD法で感染源調査を行ったところ､病棟
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の同区画内の4名の患者は相互に交差汚染があり､他区画の4名には交差感染

がみられなかったとしている｡また､笹岡ら58)は未熟児新生児室内における

MRSA伝播経路の菌型別解析を2種のプライマーを用いたRAPD法で行い､新生

児から伝播したことを示唆した｡本研究においてもBSFGE軋PFGE法およびRAPD

法で同一型の菌株が分離されたことから､調理施設における∫∂〟′紺∫の伝播が

あったと考察した｡

Figure2-7に示したように､フライパン由来4菌株(K53～56)とカラン由

来の4菌株(K57､K59～61)が同一型だったことから､特定の被験者の手指か

ら伝播､汚染したと考えられる0また､8Bの手指からの分離15菌株(K31､E33

～46)は､包丁からの分離2菌株(E29､K30)およびサラダからの分離2菌株

(E71～72)と､いずれの型別法でも同一型に分類されたので､8Bが使用した

包丁と､調理したサラダは8B手指によって汚染したと考えられる｡

Transmissionl

Frying Pan

E53-56

Transmission 2

(r5,b5and p5type group)
王

→童
m血ownトーー→

←言 pers｡n r~
【t●▲･■■▲■■u■▲■】■■■-■■■-■1▲■■■■J‖】■■.-■■-■■■-■■●■

Water Faucet

E57,59-61

(rll,b12and p12type group)

∴:･‥十駆･∴▲･`..:･一●..●;i;i･
K71,72

Figure2-7Transnlission
of S dureuS Surmised based on sauces.

なお､アトピー性皮膚炎症状を有すものは∫∂〟√紺∫を多数保菌していること
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が示されている14･48･69)｡8Bは手指にアトピー性皮膚炎を患っており､このこ

とが菌の伝播に大きく関与していたと考えられる｡

ブドウ球菌食中毒ではコアグラーゼ型やエンテロトキシン型等に注目して､

それらの型別結果を汚染源や感染ルートの解析に用いてきた｡しかし､森田43)

によると食品環境から採取された∫β〟′紺∫の毒素産生率は37.5%と低いこと､

環境由来菌の多くがエンテロトキシンで型別できないこと､またPFGE法では同

一コアグラーゼ型に含まれる株をさらに細かく型別できること63)､コアグラー

ゼ型やエンテロトキシン型などの表現型が同じでもPFGE法による型別では異

なる型に判定される場合もある62)ことなどから､菌伝播の実態調査にはPFGE

法と同等かそれ以上の識別力をもつ遺伝子多型解析法の適用が有用であると考

えられる｡

L5hd)処理による遺伝子多型性は泳動原理の異なるPFGE法 とBSFGE法で解析

した｡BSFGE法は分画分子量対応範囲が広く(500bp～3Mb)､通常のDNA制限酵

素断片の分離から細菌のRFLP､酵母染色体の泳動などに利用可能で､汎用性が

もあり､安価でもある35)｡これまでBSFGE法による∫∂〟′紺∫の型別の報告事

例はないが､Figure 2-3に示すように100～200kb間の分解能が高く､バンド

も明瞭でPFGE法と同等以上の泳動像が得られたので､BSFGE法は今後PFGE法

とデータを共有することが可能となると考えた｡しかし250kb～600kb間の分解

能がPFGE法に対してやや劣る傾向がみられたので､今後泳動条件の検討が必要

である｡

RAPD法は安定性と再現性に問題を残している11･29)｡そこで､適正プライマ

ーの検索を行うとともに複数のプライマーを使用して型別の精度を高めること

が行われている57)｡本研究ではPFGE法と同等の型別が可能なRAPD法を目指し

てMRSAの疫学解析で報告5)されている12のプライマーの中から比較的多数の
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バンドが得られたプライマー(A-03とF-04)を選択､利用した｡さらに､安

定性と再現性確認のため2～4回試験を行った｡その結果､2A手指由来14株と

2B手指由来の4株はPFGE法で2つに型別(plOとpll)されたが､RAPD法で

は同一型(rlO)に型別された｡また､サラダ由来5株(K73～77)と鶏肉由来

1株(K80)はRAPD法では同一型(r9)に型別されたがPFGE法で2つに型別

(p9とp12)された｡RAPD法による菌株の型別では､PFGE法による型別と8

型(rl～r8)は一致したが残りの型は一致しなかった｡

PFGE法は結果が出るまで数日を要す｡RAPD法による型別は識別能にやや劣

るが､その迅速性と簡便性が特徴である｡食品を取り扱う環境からは時に多数

の株が分離されることがある｡その際に多数株の絞り込みをRAPD法で行い､

その次の段階でPFGE法による詳細な型別を行うなど､両者の特長を生かした

遺伝子型別法が汚染源調査や疫学調査に有用である｡

2-3-4 まとめ

リボタイピング法､PFGE法､BSFGE法そしてRAPD法による型別の結果をTable

2-8にまとめた｡PFGE法､RAPD法はおおむね菌の起源に対応した型別がなされ

たが､リボタイピング法では68菌株が34に型別され同一起源の菌株が2～6

の型に分類された｡

リボタイピング法は細菌の染色体上にあるリボゾームRNAをコードしている

遺伝子をプローブとして用いてリボゾームRNA遺伝子と隣接する染色体DNAの

多型性を検出するRFLP解析法である｡∫.∂〟′e〟∫の環状染色体上にはリボゾー

ムRNAオペロンが6箇所存在している｡リボゾームRNA遺伝子と隣接する染色

体DNA部位を含むDNA断片は突然変異､DNA断片の欠失や挿入などによって変

化している可能性があり､同一菌種間でも異なる大きさとなって多型性を示す
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Table2-8 0rigins,COagulase types,ribogroups,RAPD-typeS and

PFGE tYllしJl-typeS OI bblSOlated StralnS.

Isolatecode Ori由n Coagulasetype Ribogroup
Group

.才
name

RAPD

type

E-03 Handofstudyparticipant2Bb(priortofbod

preparationactivities)

Ind(}tPrmin貝te 15∩-S-1

rlO

E-04 Indeterminate 150-S-2
K_∩5 llrdet一打m行柑tP 15∩_只.3

E-06 Indeterminate 150-S-4
正一07 Handofstudyparticipant4Cb(priorto払od

preparationactivities)

Ⅶ 132-S-7

rl
K_nR lndIltllγmうn只tl】 15∩_只_6

K-09 Indeterminate 150-S-7

E-10 Handofstudyparticipant2Ab(priortofbod

preparationactivities)

Indeterminate 150_S_8

rlO

K_11 lndI】tI】rm江川t`ユ 151_只_1

~K-12 Indf】tIユrminE]te 151-S-2

R_1ニ1 TndI】tlユrmjn只tP 151_S●3

E-14 Indeterminflte 151一穴-4

E-15 Indeterminate 151-S-5
E･16 Indetl〕rIninate 151-S-6

K-17 口 151-S.7

K_1R lndI】tI】rmjn只t(1 15ト只_R

K_1q IndetIユrminE)te 150_S_3

E-20 Indeterminate 152-S-2
E-21 Indeterminate 152-S_3

E-22 Handofstudyparticipant2Ab(duringfood

preparationactivities)

Indeterminate 150-S-3

K-23 Indeterminate 152-S-5

E-24 Handofstudyparticipant7Bb(duringfood

T)reDarationactivitiesl

Ⅱ 152-S-6 r3

K-25 Ⅱ 152-S-7

E-26 Knife(usedbYparticipant7Ab) Ⅲ 152-S-8 r2

E-27 Handofstudyparticipant7Bb(duringfbod

preparationactivities)

Ⅱ 161-S-1 r3

K_29
Enife(usedbyparticipant8Bb) Ⅴ 157_只.G F

rll

口
:b12
‖
∩

W_只∩ Ⅴ 15只_只.4

~K_只1
Handofstudyparticipant8Bb(priortofbod

preparationactivities)

Ⅴ 15R_只_1

K_32 Ⅴ 15只_只_9

K-33 Ⅴ 156-S-1 D

rll

E-34 Ⅴ 156-S-1

E_35 Ⅴ 153-S-4
E-36 Ⅴ 132-S-2
■K_37

Handofstudyparticipant8Bb(duringfbod

preparationactivities)

Ⅴ 132_只_2

E-38 Ⅴ 156_S_1

K_39 Ⅴ 156_只●1

E-40 Ⅴ 157-S-7
K_41 Ⅴ 157.S_7

E-42 Ⅴ 157_S_6

E-43 Ⅴ 157-S-6
E-44 Ⅴ 153一只-4
E-45 Ⅴ 153一只-4

E_46 Ⅴ 155-S-3

E-51 ChoDSticks(usedbvDarticiDant6Cb) Ⅷ 155-S-7 r4

E-53 FrカngPan Ⅴ 156-S-1 D

r5

E-54 Ⅴ 156-S-1

E_55 Ⅴ 156-S-1
K-56 Ⅴ 156-S･1

E-57 Waterfaucet Ⅴ 156_S.1

Ⅹ-5只 Ⅲ 156_S_6 ｢6

K-59 Ⅴ 153-S-4

r5
K_6∩ Ⅴ 153_S_4

W_Rl Ⅴ 1只ワ㌧R_9 A

E-63 Foodst11ぼ(chicken) Ⅷ 165-S-4
｢7

E-65 Ⅷ 157-S-2

E-66 IndeterminE]te 157-S-3
r8

E-68 Indetprminate 157-S_3

E_69 Ⅷ 165_S_5

K-71 Preparedfbod(Salad:preparedby8Bb) Ⅴ 157_S●5
rll

E-72 Ⅴ 157-S-6
K_7:1 Ⅴ 157_只_7

r9

E-74 Ⅴ 157-S■7

E-75 Ⅴ 153-S-4

E-76 Ⅴ 153-S-4
K-77 Ⅴ 165･S-3

E●80 Foodstuff｢cbickenl Ⅴ 165-S_只
■ b9

aGroupnameswereasslgnedwhenaribogrouplnCludedtwoormorestrains･Examplesareas

tb1lows:132･S-2;A,150-S-3;B,153-S-4;C,156-S-1;D,157-S-3;E,157-S-6;F,157-S-7;G.

bIdentifiesstudyparticlpant.
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とされる｡しかし､逆にリボタイピング法は限られた範囲内の多型解析をして

おり､疫学では十分な解析力が期待できないとされている｡そこで､PFGE法､

ISタイピング法､リボタイピング法を組み合わせて解析することによってはぼ

すべての菌株を特異的にタイピングできるという報告もある30)｡

本研究ではリボプリントパターン解析までを全自動で行うリボタイピング

装置を使用した｡通常､PFGE法､RAPD法では電気泳動像のパターン認識は肉

眼での観察が通例で､わずかなバンド位置の違いは経験的に受容できると判断

し同一株とみなすことがある｡しかし､全自動リボタイピングは一連の解析シ

ステムに依存しており､光学的バンドパターン解析により､わずかなプリント

パターンの違いも識別するので､多くのリボタイプが与えられると考えられた｡

PFGE法やRAPD法による型別からS.dureuSO)伝播実態を推定したが､これは

リボタイピング法による伝播実態の推定結果に含まれ､PFGE法とRAPD法では

伝播実態の一部を明らかにしたということになる｡しかし､PFGE法とRAPD法

の型別からも貴重な情報が得られており､疫学調査や汚染源調査においてもリ

ボタイピングは詳細な結果を提供できるが､PFGE法やRAPD法を用いてもそれ

らの調査に十分な情報が得られる可能性があると考えられた｡
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2-3
一般調理施設(2)および大量調理施設

2-3-1実験材料及び実験方法

2-3-ト1菌の採取

2-3一トト1一般調理施設(2)

6グループ34名が調理した実習室(名古屋栄養専門学校内)の各所および食

材料を被検対象とした｡試料採取先は調理器具､設備､備品および食材料であ

る｡ふきとり法で53検体の試料菌液を得た｡

2-3-ト1-2 大量調理施設

調理者21人と教員2人により100食分の給食業務が大量調理実習室(名古

屋栄養専門学校内)で実施された｡この実習室内各所と調理者手指を被検対象

とした｡実習室入室前にふき取り法で調理者の手指(片手､きき手)から､調理

作業中に､器具･設備･食品から計62検体の試料菌液を採取した｡調理者手

指､器具､設備はふきとり法で､食品はその一部を採取し試料菌液を得た｡

得られた各菌液0.2nlbを卵黄加マンニット寒天培地(Full-Steri)に塗布し､

35℃､48時間培養､黄色で光沢があり周囲に白濁環を示すコロニーを釣菌､分

離した｡なお､同時に試料菌液1m劇をSCDブイヨン培地(日水製薬)に入れ､

35℃､24時間増菌培養し､これを10倍､100倍､1000倍に希釈した｡各希釈

菌液も上記と同様に卵黄加マンニット寒天培地で35℃､48時間培養し､黄色

で光沢があり周囲に白濁環を示すコロニーを釣菌した｡

各同定試験には一80℃で保存した株をTSB培地で一夜増菌した後､SCD寒天

培地でさらに一夜培養したコロニーを使用した｡
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2-3-1-2 ∫β〟′e〟∫の同定

分離した菌をラテックス凝集反応(ウサギプラズマ栄研;栄研化学),グラム

染色(B&M 山中変法;MERCKJAPAN),およびアビスタフ(APISTAPH;Bionlerieux)

の各試験に供し､∫∂〟′紺∫の同定を行った｡分離した菌株は遺伝子多型解析ま

で-80℃にて保存した｡

2-3-1-3 RAPD法

2-2
一般調理施設(1)の方法に準じた｡

2-3一卜4 BSFGE法

2-2
一般調理施設(1)の方法に準じた｡

2-3-2 実験結果

2-3-2-1一般調理施設(2);

2-3-2-1-1菌の採取･同定

器具12検体､設備27検体､備品8検体および食材6検体､計53検体中､増

菌培養後の4検体から7株の∫β〟′紺∫を分離した｡分離した株は､ラテックス

凝集反応陽性､グラム染色陽性であり､アビスタフによる同定検査で∫∂〝√e〟∫

であることを確認した(Table 2-9)｡
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Table2-9 Source andnumberof strainsof7identifiedstrainsof SdureuS

Source
Contaminated sources

/Sources tested

fO

Sn

r

■l

e

a

b

r

m

t

u

S

N

Utensils Knives

Cutting board

Facilities Faucets

Equipment

Handle of refrigerator

Handle of drawer

Switch of kitchen range

Bottle of seasoning

Handle of pan

Handle of Kettle

Chicken meat

…
…
S
S
冊
…

りJ

l

ハ
h
U

/

/

/

0

0

0

0

0

5

0

1

0

2-3-2-1-2 RAPD法

Table2-10にプライマーA-03およびプライマーF-04によるRAPDパターン

とその由来を示している｡プライマーA-03 により増幅されたバンドは200bp

～2000bp間で10～12本､プライマーF-04は9～10本現れた｡プライマーA-

03およびプライマーF-04で各々2種類のバンドパターンを得た｡

よって､7株の∫∂〟′紺∫は2RAPD型に型別され､蛇口レバー 川0.2)から分

離された∫∂〟′紺∫4菌株はROl型に､蛇口レバー(No.6),引き出し(No.6)､

調味料(酢)の容器から分離された∫∂〟′紺∫各1菌株はRO2型に別けられた｡
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Table2r)O RAPD tvpes(ROl/RO2)and patLerns of7isolates oISa〟J･e〟S,

RAPD Types

Eepresentati▼e eXSample

Of R膿D patterns
Sourceさ♂ ミ霊ごポ

ーt‖監理
.

㌫E呂R｡芝‡r≡:ニSt(汐忘喜冒3誓b冒ゝ｡･.£三;?4ep右こ:三三,R芸;Ds7‡まミニm･CA-03primer

2-3-2-l-3 BSFGE法

Figure2r8にBSFGE泳動パターンを示す｡RAPD法での結果と同様,2型(B-01

およびB-02)に別けられた｡

Figure2-8 BSFGE oT▲肋aIAigesLed genpmic fragments

OfS a〟reL]Sisolated[r()m kitchen.

Rerer Tablc2-10[or the sauce or each strain codes(a～g).W
indicates thclatnbda DNAladders used as molecular size

markers(kh).PinrllJ(てal.es口OS=ive coTltTOl.
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2-3-2-2大量調理施設

2-3-2-2-1菌の採取･同定

調理者の手指23検体､器具6検体､設備28検体および食材5検体､計62

検体中11検体より SaL]reHS53株を分離した(Table2-11)｡うち､調理者3

人(A､BおよびC氏)由来の株が36株だった｡分離した株は､すべてラテッ

クス凝集反応陽性､グラム染色陽性であり､アビスタフによる同定結果で

∫∂〟′e〝∫であることが確認された｡

Table2-11 Sourceandnumberofstrainsof53identifiedstrainsofSa〟reuS

Sources
Contaminated sources Number of

/Sources tested strains

Study Hands

particlpantS (before cooking)
3/23

Utensils

Facilities

Knives

Cutting board

Faucets

Handle of refrigerator

Handle of dish storage

Handle of drawer

Switch of kitchen range

Handle of rice cooker

Handle ofiron pot

Handle of steam oven

Handle of cutting board

StOrage

Cooking table

Floor

Carrot,Chicken meat

0/3

1/3

3/5

1/2

0/2

0/3

0/4

0/1

∩
′
一

1

11

/

/

/

0

0

0

0

3

仁U

2

0

0

0

0

0

0

0

八ソ■

∩
′
一

ハソ】
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2-3-2-2-2 RAPD法

Table2-12およびTable2.13にプライマーA-03およびプライマーF-04に

よるRAPDパターンとその由来を示した｡プライマーA-03により増幅されたバ

ンドは200bp～2000bp間で10～15本､プライマーF-04では9～13本項ゎた｡

∫β〟√eβ∫53株はプライマーA-03により4型に､プライマーF-04により5型

に別けることができた｡

Table2-12 ALO3Pri7ner RAPD patterns of53isolates or Saureus.

RIPrト1

Type5

RepreseれIa=ve ex皿pIe or
RA和p山一erms

sourcesβ straiれCOdes nr

Eand or A

FauceL No.1(1 42.4こう

Ⅲandle D†refrigera【or
44.45

Cooki几glable 16.47

CuL【ing board 4H.4†i.5()

Food二CatrOt 5二う,54

肋血o一郎

FauceL No.2(-

批川d o†ぐ♂

FauceL No.3(一

27.2H.2り.:う()

:il∴う2.ニーニー.:う4

HpcRムIarkers150-2000bp).bReferTable2-11.rNumberofstrain.

dlden=(iess川dypar[icipanl.E･ldenLi‖es
faucel

プライマpArO3によるRAPDパターンをal～a4型と命名した｡al型には調

理者Aの引旨から採取された27株のはか､蛇口(No.1)と冷蔵庫ドア取手､調

理台､まな板､人参由来の株が含まれていた｡a2型には調理者Bの引旨から

採取されたl株のはか､蛇口(No.2)巾来の2株が含まれていた｡a3型には

調理者Cの手指から採取された8株のはか､蛇U(No.3)由来の2株が含まれ

ていた｡a4型は床由束の2株であった｡
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Table2r13 F-04Primer RAPD pa‖erns of53isolates of SaLlreL/S.

且Aflp-F

Types

Represe皿talive eェa皿p】eoT RAPD

patterns Sources∂ s【rain c｡des √

日and oIA〆 ト25∴用∴う7

FaucelNo.ド ･12.｣:i

Handle8f rehigera10r
J｣,｣5

CoDkinglabIe 16.｣7

Cultillg boaTd JH.｣9.5り

FoDd:CarrOl 5:ミ,51

Ⅲand of月♂
26

F8uCel帖2P :用.:19

Ⅲand Df Cd

HandローCd

∂pcRMarkers(50-2000bpト

dTdentifiesstudyparticlpant,

29.1‖.+二12

i｣..1｣

FaucelNo.3J'

ムReferTable2-11,CNumberorstrain,

Pldentiries fallCet

プライマーF-04によるRAPDパターンをrl～f5型と命名した｡fl型､f2

型およびf5型に型別された菌株はal型､a2型およびa5型と一致した｡f3

型には調理者Cの手指から採取された3株が含まれていた｡f4型は調理者C

手指の5株と蛇口(No‥3)由来株が含まれていた｡調理者C手指より分離され

た∫.∂〟√e〝∫は8歯株のうち3南棟がf3型に､残りはr4型に別けられた｡

2-3-2-2-3 BSFGE法

RAPD法による型別をもとに､無作為に選んだ12株をBSFGE法で型別した｡

その結果､染色体DNAは11～13本に切断され､これらのバンドは50kb～600kb

間に分布した(Figure 2-9)｡
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Bl

M 42 45 47 48 M 54 7

B2 B3 B4

､-

-

､

38 26 30 31 41 52

Fi訓re2-9 BSFGE o[▲～如IdigesLed genp雨c fragments ofJ'a〟√E･uS
isolated from foodseTVice training kitchen.

Refer Table2-12and2-13for the sauce of each strain codcs
(7,26.30.3l.38,41.42,45,47,48,52,54).MiTldicaLes theIambda DNAladders

used as molecular size markers(kb).

BSFGE法による泳動パターは4型に分けられた｡これを召1～B4型と命名し

た｡Bl型には調理者Aの手指から採取された株(straincode:7)のほか､蛇

口(No‥l)(1司:42)と冷蔵庫ドア取手(同:45)､調理台(同:47)､まな板(同二

48)､人参(同:54)の各株が含まれていた｡B2型は調理者Bの手指から採取

された株(同:26)と蛇口 川0.2)(同:38)由来株が含まれていた｡B3 型は

調理者Cの手指(同:30,31)と蛇口(No.3)(同:41)由東棟が含まれていた｡

B4型は床(同:52)由来株であった｡

2-3-3考察

2-3-3-l一般調理施設(2)

Table 2-14 に RAPD法と BSFGE法による型別結果をまとめた｡S a〟reuS 7
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株はいずれの型別においても同様に2型に分けられた｡RO2およびBO2型は採

取先の異なる3株が同じ遺伝子型となった｡特定の調理者が直接か間接に触れ

たため､伝播が起きたと考えられた(Figure2-10)｡特定の調理者は1名か複

数かは不明だが､手指に付着した∫∂〟√e〟∫が調理操作中に蛇口レバー(No.6)､

引き出し(No.6)､調味料(食酢)の容器を汚染したものと考えられる｡

Table2-14Sources and genotypes of7isolates of Ssureus

Sources

Faucet No.2

Facilities

Equipment

､lモ‥ニー､-~二1ニテニ､‡‥モ
R OI B Ol

Faucet No.6

Drawer No.6 f

Bottle of

SeaSOnlng

B O2

Dr珊er No.6 ←_⊥‥品ふ-
｣→
き

Water faucet No.6

g

Figure 2-10 Transmission of S3ure〟S Surmised based on sources.

The3strains of SdureuS,e,/and gwere typedinto RAPI)-RO2

and BSFGE-BO2,Were tranSmitted by an unknown persons.

2-3-3-2大量調理施設

Table 2-15にRAPD法とBSFGE法による型別結果をまとめている｡RAPD法に

よる型別では､2種類のプライマーによる型別を統合するとRl～R5の5 型に型

別された｡このうちR3型とR4型に型別された株は､BSFGE法ではB3型にすべ
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て含まれ､Rl型とBl型､R2型とB2型､R5型とB4型はそれぞれ一致した｡

RlおよびBl型は､調理者A手指､蛇口(No.1)､調理台､検収台､冷蔵庫の

取手､まな板から検出された｡このことから調理者A手指由来の∫∂〟√紺∫が調

理作業中に器具､設備の5箇所を汚染したことが考えられる｡また､調理済み

の人参から調理者A手指より分離された∫∂〟′紺∫と同じ型の∫.∂〟′紺∫が検出

されたことから､食品への汚染もあったことが確認された｡調理施設における

個人衛生管理において､盛り付け時などで調理済み食品を取り扱う際にはビニ

ール手袋の着用を行うことになっているが､着用されなかったか､着用してい

ても手袋の使用方法が適切でなかったと考えられた｡

Table2-15 Sources and genotypes of53isolates of SsHreuS.

Sources
Strain

COdes

Participant Hand of A l-25,36,37 27

Utensil Cutting board 48,49,50 3

Faucet No.1 42,43 2

Facilities
Handle of

refrigerator
44,45 2

Cooking table 46,47 2

Food Carrot 53,54 2

RAPD tvpes

A-03 F-04 A-03IF-04 typeS

al fl RI Bl

Participant Hand of B 26 1

Facility Faucet No.2 38,39 2
a2 f 2 R 2 B 2

Participant Hand of C
27,28,31 3

29,30,32-34 5

Facility Faucet No.3 40,41 2

f 3 R 3

f 4 R 4

Facility Floor 51,52 2 a4 f5 R 5 B 4

Tota1 53 4types 5types 5vpes 4types

∫∂〝√紺∫が分離された3人の調理者の手指には､調理者A;2.9log10CFU/片

手､調理者B;1.7loglOCFU/片手､調理者C;2.7log10CFU/片手のSdureuSが

存在した｡調理者Aはアトピー性皮膚炎症状を有し､調理者B,Cは慢性的に手

あれ症状を持っていた｡アトピー性皮膚炎患者には∫∂〟√e〟∫の検出率が有意に
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高いことが知られている14,48凋)｡皮膚炎症状をもつ調理者は手洗いを行っても､

接触した器具や食品に ∫∂〟′e〟∫を伝播させる可能性が高いものと考えられる｡

なお､調理者Bにインタビューしたところ､蛇口カランNo.2には直接触れて

おらず､調理者Bの手指由来の∫∂〝√e〟∫が別の調理者を介して伝播した可能性

があった｡

Figure2-11に示したように､直接的ないし間接的にS.dureL/Sが伝播したと

考えられたが､大量調理施設においては一人の調理者が広範囲に多くの異なる

作業を行うため､多数の∫∂〟′紺∫を保有する調理者が含まれていた場合､施設

内に次々と ∫∂〝′錯∫が伝播する可能性がある｡また､汚染源の調理者A,B,C

以外の調理者が伝播に関与した可能性もあった｡作業中の手洗い､器具の洗浄､

グローブの適切な使用が∫∂〝√e〟∫汚染対策上重要である｡

Transtnission 3

(R4and B3type group)

Water Faucet No.2

Water Faucet No.3

Figure 2-11 Transmissions of S aureus surmised based on sauces.

The directly transmissioninducates:+>,Theindirectly:""~~~">
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2-3-4 まとめ

一般調理施設(2)より分離された∫∂〃√錯∫7菌株はRAPD法による型別でROl

とRO2型に､BSFGE法による型別BOlとBO2型に別けられた｡これらの菌株が

調理者由来であるかは不明であるが､RO2およびBO2型に含まれた3菌株は異

なる場所から検出されており､人の手指による汚染があったことはまちがいの

ないことである｡また､ROlおよびBOl型は蛇口レバー(No.2)より検出され

ており､人の手指の接触により伝播した可能性が高い｡一方､大量調理施設よ

り分離されたSd〟reuS53菌株はRAPD法による型別で5型に､BSFGE法による

型別4型に別けられ､これらのうちいずれの型別においても3型が3名の調理

者手指より分離された｡調理施設における∫∂〟√紺∫の伝播は調理者の手指を介

して発生し､特にアトピー性皮膚炎等の∫∂〟√e〟∫を常在化させた調理者が汚染

源となりやすい｡本実験では､ふき取りによる採取で 2～3loglOCFU/片手の

∫β〟′e〝∫を有した3名の調理者が∫∂〟′e〝∫の汚染源であった｡このことは西

田48)による調査結果と一致した｡

また､2つの伝播実態調査においてRAPD法は､BSFGE法と同等の解析能を有

した｡一般調理施設(2)では分離した ∫∂〟√e〝∫7株の型別はRAPD法とBSFGE

法で一致した｡大量調理施設より分離したS d〟reuS53株のRAPD型別はBSFGE

型別と3型は一致したが､残りは一致しなかった｡

RAPD法は解析にかかる時間が少なく､操作も簡便であることが特徴であり､

その特長を生かして食品製造現場や厨房における伝播実態調査に活用できる｡

今後さらにPCR条件や泳動条件の検討を行い､再現性やPCR反応の安定性を上

げるための研究が望まれる｡

本研究では､採取された株すべてをRAPD法で型別し､次に型別された株を任

意に選択してBSFGE法でRAPD型の妥当性を検証することにより､効率のよい遺
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伝子多型解析が可能であることを示した0また､迅速性が要求される汚染源調

査や菌伝播実態調査にRAPD法を一次スクリーニング法として活用できること

を示唆した｡
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終章

3-1調理施設の微生物学的リスク評価

我が国では腸管出血性大腸菌0157食中毒事故を契機に､学校給食施設などの

大量調理施設に対する衛生指導､衛生管理教育がすすんだ｡そのなかでも給食

施設の衛生管理のバイブルともいえる｢大量調理衛生管理マニュアル｣はHACCP

の概念を調理過程に根付かせたといえる｡その結果､極端な例としては学校給

食でキュウリを加熱して提供するなど､食品または調理者由来の食中毒菌にこ

れまで以上にさまざまな注意が払われるようになり､調理食品の多くから食品

起因の疾病原因が減少した｡

微生物による食品事故は社会全体にとって､特に業界や企業にとっては大き

な問題である｡食生活スタイルの変化に伴い｢中食｣に依存する人々が増加し

ているのに伴って､惣菜､弁当などの調理済み食品の生産スケールが近年増加

している｡このことは食品の安価生産には寄与しているが､食品事故の立場で

言えば非常に大きな問題を内包している｡加えて､最近の口の肥えた消費者は

食品のよりマイルドな製造､腐敗防止､貯蔵条件を望んでいる(自然に近い状

態や低塩など)ことも調理､製造における微生物増殖を促進させることを助長

している｡こういったスケール増加に伴う事故の大型化や保存性の脆弱化(冷

蔵､チルドなど低温への依存)による食品に対する微生物学的リスクの増大が

現に始まっており､今後も増えていくことが予想される｡

食中毒の多くは､食中毒菌で汚染された食品の摂食､ないし食中毒菌の産生

した毒素の摂取が原因で発生する｡食品への微生物汚染は食品を衛生的に取り

扱わないことにより起きる｡菌の増殖は本来食品が持っている特性(たとえば

水分活性､p臥 酸化還元電位､栄養分､抗菌物質など)やその食品がおかれた
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環境(温度､湿度､雰囲気空気など)に依存するが､増殖する前に洗浄や殺菌

操作で微生物を残存させないことが重要である｡食中毒予防では微生物を付け

ない､増殖させない､殺す､の3原則を重視している｡

このような基礎的な知見に加えて､調理環境中で汚染､増殖する可能性のあ

る微生物の動態を明らかにすることが期待されている75)｡管理対象の微生物の

動態が明らかになれば､これら微生物による食中毒事故を未然に防ぐことがで

きる0すなわち､調理過程における有害微生物の伝播量を明らかにするなど､

微生物学的リスク評価を行うことで事故が予防可能となる｡そのためには､有

害微生物の汚染の経路や原因(起源)を明らかにするための有効な手法を確立､

取得することが必要である｡

微生物学的リスク評価で行われる｢暴露評価｣とは汚染経路､汚染源を明

らかにし汚染菌数と汚染頻度を分析することである｡｢暴露評価｣により調理過

程における有害微生物の動態､伝播量が明らかになると､微生物汚染防止に有

効な情報が提供されることになる｡｢暴露評価｣では微生物の検出､計測､同定

を行うが､これまでは形態学的な試験､生理学的な試験を基礎に行ってきた｡

しかし､これらの試験では特に正確な同定ができないことがしばしばあったの

で､識別能も低かった｡一方､遺伝子の多型性に基づく食中毒菌の型別はこれ

までの方法に比べて精度が高いので､汚染の経路や汚染源特定に有効な手法と

なるとされている65)｡

本研究は調理操作中の手指と食品間の細菌伝播量(移行率)を明らかにする

ことを目的に､手指を介した細菌伝播の実態を解析した｡また､食中毒菌であ

る黄色ブドウ球菌の汚染経路と汚染源を明らかにすることができる簡易な遺伝

子多型解析法(RAPD法)開発した｡そして､RAPD法による汚染経路と汚染源の

追跡はPFGE法と同等の結果を得る事が可能で､本法が一次スクリーニング法と
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して活用できることを明らかにした｡

3-2 調理過程における細菌の伝播

3-2-1手指を介した食品への伝播

調理施設における細菌の伝播は食品を取り扱い中､あるいは多様な調理操作

中に発生する｡Humphey19)らはサルモネラ菌が厨房内の調理過程で手指､器具､

設備機器表面に汚染したと報告した｡また､食品を汚染していたカンピロバク

ター18,54)や SRSV(SmallRound Structured Virus;小型球形ウイルス)34)が調

理施設内で検出され､交差汚染を引き起こした報告もある｡

本研究ははじめに調理過程における細菌伝播現象の数量的解析を行った｡そ

して､調理操作中に細菌が手指から食品へ移行する割合(移行率)を明らかに

した｡移行率はマグロでは1.60±1.80%(平均±標準偏差)､キャベツで1.30

±1.14%(平均±標準偏差)であった｡また､両者の母平均に有意差はなかった｡

手のひらに包み込むように接触した場合は､2 つの食品はそれぞれの特性に関

係なく同様のメカニズムで菌は移行したと考えられた｡

なお､実験ではキャベツのつかみ方を統一できず､指先だけでつまむ被験者

と､手のひらに包むようにつかんだ被験者がおり､これが菌の移行率に大きな

影響を与えた｡指先だけでつまんだ被験者(8/24人)では移行率は0.03%以下

であった｡この場合の移行率は手指の接触面積に影響を受けることは容易に予

想できたので､実験条件の不統一がデータのばらつきの原因になったと考察し

た｡しかし､実際の調理操作においては調理者の操作習慣などが微妙に異なる｡

キャベツデータのばらつきはこのような被験者の実際の調理操作における微妙

な差異を反映したものであると考えることができる｡

手指から食品へ移行する菌量は対数正規分布に従った｡対数正規分布は生物

78



現象､その他の現象に広く認められる統計分布であり､Montvilleら39)は厨房

内の器具,機器表面と各種食品の微生物検査データを集計したところ､全デー

タが対数正規分布したと報告している｡

Cbenら8)は厨房での食品調理に関係する手とそれ以外の表面との間における

細菌移行率を調べた｡手,食品及び厨房表面間の移行率は0.0005%未満～100%以

上の高い変動があり､正規分布を用いて移行率の対数値で変動を表わした｡こ

の報告は食品調理の各種段階での交差汚染リスクの定量によって,家庭及び食

品サービス業者の厨房における微生物学的リスク管理実施のための科学的基礎

を提供できた報告といえる｡

微生物学的リスク評価を行ううえで､暴露評価に関するデータは極めて重要

である｡特に､調理過程は食品チェーンの最終段階であり､調理中の汚染菌数

や汚染頻度についてのデータはリスク評価に大きな意義がある｡しかし､調理

過程は毎回取り扱う食品が異なり､調理者の手作業が多く､作業内容も複雑で

システム化されにくいという特徴がある｡それゆえ､手指による二次汚染に関

する知見の集積はまだ少ないと言わざるをえない｡本研究結果は微生物学的リ

スク評価に利用できる科学的データを提供したものである｡

なお､移行率ではなく手指への残存率の観点から考察すると､手指に接種し

た菌(通過菌)のはとんどが食品をつかんでも手指に残存した｡このことは調

理者が手洗いを怠れば､いろいろな接触のたびに汚染が発生する可能性をもっ

ているということであり､作業が変わる毎に手洗いを励行する衛生慣行の重要

性を裏付けることでもあった｡

3-2-2食材由来菌の手指への伝播

食品由来菌の手指への移行率は食品の菌数と取り扱い方法に影響されること

79



が明らかになった｡3種の食品(もやし､鶏挽肉､あさり)は1gあたりの菌数

がおよそ2loglOずつ異なった｡菌数の多い食品はど､手指に移行した菌数は

多かった｡しかし､移行率ではその逆で､菌数の多い食品はど移行率は低かっ

た｡

Montviller ら 42)はナリジクス酸抵抗性のアエロゲネス菌(EHterObdCter

∂e′βgeβe∫)を用い,食品取扱い用グローブを通した細菌の移行について検討し

た｡このとき､低濃度で菌を接種した辛から移行した菌の移行率は高く､接種

が高濃度になるはど移行率は低くなったと説明した｡このことはグローブを通

した移行率は,接種量の多寡により影響されている可能性を示唆した｡さらに､

Montville ら40)は鶏肉からまな板､まな板からレタスなどの8場面を想定し､

且βe′♂geβe∫の接種量を変えて移行率を計測し､接種量の違いが移行率に影響

するか否かについて調べた｡接種量を1.90～9.37loglOCFU/対象物の範囲で検

討したところ､接種量は移行率に有意な影響を与え､負の相関があることを示

した｡そして､細菌の相互汚染を検討する際には､接種量の影響を考慮する必

要があると結論した｡

本実験では菌を接種したのではなく､菌数の多い食品に手指を接触させたが､

上記と同様の負の相関傾向が見られた｡したがって､先行研究の結果に照らし

て考察すると､接種(接触)菌量が移行率に大きく影響したと推測されるが､

本実験条件では食品の取り扱い方法も食品により異なっていたことから､これ

も移行率に影響を及ぼしたと考えた｡これまで､取り扱い方法の影響について

検討した先行研究はないが､今回の結果は以下のように考えることもできる｡

すなわち､あさりのように菌数が少なくても､水中で菌と接触する場合(液相一

国相接触)は高率に移行(平均4.367%)し､もやしのように菌数は多くても､

指先だけでつまむ(固相一国相接触)様式では移行率は低い(平均 0.014%)｡
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一方､鶏挽肉は鶏卵などの副原料を入れたペースト状態で接触したので､中間

の移行率(平均0.192%)になったと考えられる｡食品との接触の様式(いわ

ゆる調理操作)に移行率が依存すると仮定すると､調理操作により手指の菌の

汚染度合いが異なるので､リスクの軽減には移行率が高い水中での食品との接

触を避けるなどの調理操作の工夫が必要である｡もちろん､グローブを着用す

るなど直接食品と接触しない方法も基本的な対策として考えられる｡

結局､食品の菌数と取り扱い方法が菌の手指への移行にどのように関与した

かはわからなかったが､暴露評価のモデル実験における今後の課題が明らかに

なった｡調理過程の二次汚染に関する研究には､調理操作を分類､体系化し､

食品と手指との接触様式をモデル化した実験系を構築することがまず必要であ

る｡接触様式ごとに細菌移行の傾向が明らかになれば､各調理操作における､

的確な汚染対策の構築が可能になる｡食品から手指への二次汚染に関する研究

は少ないが､本データは微生物学的リスク評価に利用しうる科学的データを提

供できた｡

3-3 ∫∂〟′e〟∫の伝播と汚染源

黄色ブドウ球菌食中毒の予防には各種食品の本菌での汚染実態を把握する

72)ことはもちろん､食品の調理過程に携わっている人々における本菌の保菌実

態28･44)も把握しておくことが肝要である｡入倉ら10)は食品取扱者の保菌状況

を調査し､1414人の被験者のうち242名(17.1%)の手指から黄色ブドウ球菌

を検出した｡

本研究での保菌状況調査では一般調理施設(1)調理者26名中4名､大量調理

施設の調理者 23 名中 3 名､計 49 名中 7 名から黄色ブドウ球菌を検出した

(14.3%)｡このうち汚染経路が明らかになり､汚染源と考えられた調理者は5
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名であった｡黄色ブドウ球菌の汚染では人の手指が汚染源である可能性が高い｡

手指が何らかの要因で黄色ブドウ球菌汚染の汚染源となりその手指から器具､

設備､食品に伝播していったのではないかと推測した｡

小沼23)は細菌の汚染状況を調査するために病院給食施設のふき取り検査を

実施した0検体から検出した黄色ブドウ球菌の汚染経路を調べる目的でリボタ

イピングを行い､そのリボタイプから汚染源と汚染経路を推測した｡黄色ブド

ウ球菌の汚染経路は調理者手指あるいは野菜洗い液から調理施設全体に広がっ

たものと推測され､その汚染源は手指である可能性が高いと考えた｡

本研究の実験では汚染源となった調理者5人のうち､2名はアトピー性皮膚

炎症状を自認､2名は慢性の手あれ症状をもつ調理者であることを確認した｡

このことは調理者の健康管理は結核や消化器系の病気の排除に加え､従来から

指摘されているような手指の衛生管理の徹底と汚染防止措置が必要であること

を示した｡

3-4 ∫∂〟√e〟∫の遺伝子多型解析

黄色ブドウ球菌の伝播､汚染経路､汚染源を正確に把握するにはこの菌を

正確に型別する必要がある｡これまで､黄色ブドウ球菌の汚染経路の解明には

コアグラーゼ型やエンテロトキシン型が利用されてきたが､これらは型別能(識

別能)で劣ることから､最近ではPFGE法など遺伝子多型解析による型別が多く

用いられるようになった｡

PFGE法は院内感染原因菌の1つであるMRSAの型別法として確立されている

37)｡食中毒菌のPFGE型別は本来､腸管出血性大腸菌はcβノノ0157:H7)､サル

モネラ菌(∫∂ノ劇βガeノノ∂〟/ββ/ノ∫)､黄色ブドウ球菌などの疫学的解析に応用さ

れていた｡清水ら 61)は食中毒の原因となった黄色ブドウ球菌のうちコアグラ
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ーゼⅦ型の129株の型別を行い､A,B,Cの3タイプに分類し､さらにA型は33

のサブタイプに､またCタイプは4のサブタイプに分類した｡そして､PFGE法

によりⅦ型菌を分類し､同じサブタイプの菌が数年間隔で同じ地域に食中毒を

発生させていることを明らかにした｡

ブドウ球菌食中毒の疫学的研究においても､恥iら74)は27株の∫.∂〟′e〝∫

を単離してPFGE法で型別を行い､食中毒患者から検出された株と同じPFGE型

の株を調理者の手指から発見した｡このことは調理者の手指由来の菌が食中毒

を起こしたことを意味しており､手指の荒れや傷がある調理者は手洗いだけで

なく､グローブの着用が必要であることを認識させる報告であった｡

このように､PFGE法は感染菌や食中毒菌の遺伝子多型解析で標準的方法とし

て多くの調査で実績をあげている｡通常､PFGE法といえば､バイオラッド社の

CHEF法によるものを指す｡BSFGE法はPFGE法と電気泳動の電場の状態が異なる

だけで､PFGE法と基本的には同じである｡BSFGE法による黄色ブドウ球菌の型

別の報告はこれまでのところみられない｡BSFGE法はPFGE法による泳動像にお

いて100～200kb間のバンドの分離が優れていた反面､250～600kb間バンド間

隔が狭いので､この領域での解像度を上げるべく泳動条件の設定が今後の課題

である｡

PFGE法およびBSFGE法は菌株識別能は優れているものの､手技が複雑かつ時

間がかかるものであるので､今回はより簡便な方法として､∫∂〟′錯∫の汚染経

路および汚染源調査に有用なRAPD法を開発した｡

近年､RAPD法による遺伝子多型解析法は各種細菌の型別に広く用いられるよ

うになった｡一般的なPCR法が特異的なオリゴヌクレオチドのプライマーを用

いて鋳型DNAを増幅するのに対し､RAPD法は任意のプライマーを用いるために

DNA のどの部分が増幅されるかは明らかではない｡しかし､同一菌株において
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はそのDNA生成物に再現性､特異性があり､株ごとの相違点は泳動パターンの

違いとなって現れる0そこで､RAPD法により正確に型別するには､いかに切断

されていないDNAを抽出するかが重要な因子となる16)｡フェノール･クロロホ

ルム法による標準的なDNA抽出法はゲノムDNAをできるだけ切断しないで取り

出す方法として汎用されるが､時間がかかり､有毒な薬品を使用する点に問題

がある0一方､抽出キットを用いる方法はミキサーを使用するときにDNAの安

定性が損なわれるという問題があるものの､短時間で安全にDNAの抽出が可能

であるo今回､藤本ら10)の方法に従いTaKaRaのGenとるくん(酵母用)を用い

たところ､安定してDNAが抽出できたので手技時間を節約できた｡しかし､さ

らに簡便な熱抽出法については今回は検討していないので､今後の課題とした

い｡

PCR反応においては市販のPCRプレミックスに3.OmMとなるようにMgを添

加しただけで､藤本ら10)が選択したKlenTaq DNAポリメラーゼと同等の泳動

像を得た｡また､北条ら16)はRAPD法においてpH8.5が至適であったと報告し

ている｡今回はpHの影響については検討しておらず､今後の課題としたい｡

本研究において一般調理施設(1)より分離した黄色ブドウ球菌66株のコアグ

ラーゼ型はⅠ型‥1株､Ⅱ型:3株､Ⅲ型:2株､Ⅴ型:34株､Ⅶ型:1株､Ⅷ

型:4株､および不明21株であった｡一方､リボタイピングでは39型(リボ

グループ)に､PFGE法およびBSFGE法では12型に､RAPD法では11型に型別さ

れた｡清水ら62)の報告の場合と同様に､コアグラーゼ型とPFGE型には関連は

みられなかった｡

型別結果をもとに伝播経路と汚染源の解析を行ったところ､リボタイピング

より5系統(A,B,C,F,Fグループ)､PFGE法,BSFGE法およびRAPD法により2系

統の汚染経路が推定できた｡また､一般調理施設(2)および大量調理施設におけ
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る黄色ブドウ球菌の分布と汚染経路の追跡をRAPD法およびBSFGE法によって解

析を試みたところ､計4系統の汚染経路があることが判明した｡

リボタイピングによる型別結果からは∫∂〟′紺∫が器具を介してさらに別の

人の手へ､さらにその人物が触れた器具へと､次々と伝播したことが推定され

た｡このことは通常の調理環境において人や器具を介した伝播が広範囲に及ぶ

ことを示唆するものである｡そして､この伝播では調理者の手指との接触が主

要な要因となる｡

これらの成果は遺伝子多型解析法が黄色ブドウ球菌の汚染経路および汚染源

調査に威力を発揮することを実証した｡特に､RAPD法は識別能が若干劣るが､

短時間で安価に解析でき､調査に実用的であるといえる｡

3-5 結論

調理過程における手指と食品間の細菌伝播の数量的解析を行い､細菌の伝播

割合(移行率)を明らかにした｡その解析は微生物学的リスク評価における｢暴

露評価｣に相当し､手指を介した二次汚染に関するモデル実験の課題を提案し

た｡この成果は､家庭及び食品サービス厨房における食中毒予防対策として実

施されるリスク管理のための科学的データとして利用される｡また､調理施設

等から採取した黄色ブドウ球菌の遺伝子多型解析を行い､伝播実態を推定した｡

リボタイピング､PFGE法､BSFGE法およびRAPD法を用いて型別を行い､結果を

比較検討した｡これらのうち､RAPD法はPFGE法およびBSFGE法と同等の精度

で菌株を識別でき､その簡便性や迅速性から一次スクリーニング法として疫学

調査や汚染実態調査に利用できることを実証した｡本RAPD法はDNA抽出､プラ

イマー､PCR条件等の検討を行う余地を残しており､今後の研究により識別精

度の向上､手法の簡便化､迅速化が期待される｡
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