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Sixty-four Staphylococcus aureus isolates from the hands of study participants, food-
stuff, prepared food, cooking utensils, and cooking equipment at food preparation facilities

were genotyped by Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) analysis, Biased Sinusoi-

dal Field Gel Electrophoresis (BSFGE) and Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE).
The results of the genotyping revealed that  diffusion of S. aureus had occurred. S.

aureus originating from the hands of a study participant was transmitted to a cooking

knife and to prepared food (salad). Furthermore, another transmission was found by an un-

known person between a frying pan and a faucet.
The strains were divided into  11 different genetic types by RAPD analysis based on

two primers, and 12 different genetic types by BSFGE. The PFGE types were completely con-

sistent with the BSFGE types. The types obtained by both techniques were similar for all

strains examined. However, in RAPD typing, 8 types  (73%) were consistent with the PFGE
types, but the other 3 types were not consistent. RAPD provided less discrimination than

PFGE.
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緒 言

黄色 ブ ドウ球菌(Staphylococcus aureus)を 原 因 とす

る食中毒 は,お にぎりな どの穀類 およびその加工品,弁

当,惣 菜 など複合調理食品,菓 子類 などの種 々の食品 に

よることが報告 されて いる20).食 品従事者 の衛生管理や

施設設備 の改善(機 械化,自 動化)が 進 み,食 中毒発生

件数 は減少傾向 にある10).し か し,依 然 としておにぎ り

や弁 当によ り多数 の患者が発生 す る事件 もしば しば見 ら

れる.仕 出 し屋や飲食店で製造 され る弁 当類 は手作業で

調理 される場合が ほとん どであ り,手 指 や器具 ・機器か

らのS.aureus汚 染 を確 実 に遮断 す るこ とが 求め られ

る.よ って,調 理施設 にお けるS.aureusの 汚 染実態,伝

播実 態を把握 してお くことは食中毒 予防対策上極 あて重

要 であ ると考 え られる.作 業者の手指,ま な板,水 道蛇

口カ ラン,食 品などによ り病原菌が伝播す ることもモデ

ル実 験 で示 され て い る3,15,16,31)が,実 際 の調 理作 業 で

S.aureusが 伝 播す る実態を把握 した研究 は少 ない12).

これ までS.aureusの 汚 染経路 などの解明 には コアグ

ラーゼ型,エ ンテ ロ トキ シン(SE)型 な どが利用 され て

きたが,最 近細菌感染症 の疫学調査や汚染原因菌調査 に

分子生物学的手 法,す なわちDNAの 多 様性 によ り分類

す る遺伝子多型解析 法が多用 されてお り,特 に院内感染

S.aureusと して問題 にな るメチ シ リン耐 性菌(MRSA)

の 疫 学的研究については顕著 である1,2,11,22,23).

S.aureusの 遺 伝子多型解析法 には,Randomly Am-

plmed Polymorphic DNA analysis(RAPD)法(ま た は

AP-PCR法)1,5,23),パ ル ス フ ィ ー ル ドゲ ル 電 気 泳 動

(Pulsed-Field Gel Electrophoresis,以 下PFGE)

法9,22,23,26),Multilocus Sequence Typing (MLST)

法6,29),リ ボ タイ ピング法9,21,22),Insertion Sequence

(IS)タ イ ピング法4,30),Amplified Ribosomal DNA Re-

striction Analysis (ARDRA)法7)な ど が用 い られて い

る.

PFGE法 に よる型別 は多数報告 され,そ の妥当性,安

定性,再 現性が高 く評価 されてお り14,23),本 法 は泳動原

理別 にCHEF(Contour-clamped homogeneous elec-

tric field gel electrophoresis)法,バ イアス正弦電場 ゲ

ル電気泳動(Biased sinusoidal field gel electrophore-

sis,以 下BSFGE)法13)な ど7つ に分類 されてい る.

本 研究 の目的 は,環 境由来のS.aureusが 実 際 の調理

作業 中に伝播す る実態を把握 し,そ の動態 を明 らか にす

ること,そ して伝播実態調査におけ る遺伝子多型解析法

の有用性 を評価,検 証す ることであ る.

材料および方法

1. S.aureusの 分離

調理実習生8グ ループ26名 が使用 した実習室の各部

所および実習生についてS.aureusの 分離を行 った.調

理前および調理中の実習生の手指か らの試料採取 はグ

ローブジュース法28)により行 った.食 品原材料28種,

調理済み食品26検 体は常法17)により一定量を採取,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 り法により,ま た,包 丁と菜箸については滅菌処理 し

たものを実習生に使用させ,こ れを滅菌バッグに入れ,

グローブジュース法と同様にサンプ リング液を加えて器

具表面を十分に洗い,こ れを試料液として用いた.

2. 分離培養

得 られた各試料液 は10倍 段階希釈 し,卵 黄加マ ン

ニット食塩培地(日 水製薬)に0 .1ml塗 抹後,35℃,48

時間培養を行 った.黄 色で光沢の白濁環を示す集落を釣

菌,純 培養を行 った.

3. S.aureusの 同 定

分 離 菌 株 を グ ラ ム染 色(B&M山 中 変 法;Merck

Japan),コ ア グ ラーゼ試験(ウ サギプ ラズマ栄研;栄 研

化学)を 行 い,さ らに本菌同定キ ッ ト(APISTAPH; Bio-

merieux)を 用 いてS.aureusの 同定 を行 った.分 離 した

菌株 は遺伝子多型解析 を行 うまで 一80℃ 冷凍庫で保 存

した.

4. RAPD法

(1) 使 用 プ ライマー

10塩 基のオ リゴヌクレオチ ドプライマーA-032):5'-

AGTCAGCCAC-3'とF-042):5'-GGTGATCAGG-3'

(RAPD 10 mer Kits; QIAGEN)を 使用 した.

(2) ゲ ノ ムDNAの 調 製

分離 したS.aureusをTSB寒 天 培地(日 水製薬)に 塗

抹 し,一 夜培 養後形 成 した集落 か ら一 白金耳量 を採取

し,「Genと る君TM(酵 母 用)」(TaKaRa)を 用 いて ゲノ

ムDNAを 分 離 し た.分 離 ゲ ノ ムDNAはTEバ ッ

ファー(10mM Tris-HCl,1mM EDTA;シ グ マアル ド

リッチ ジャパ ン)に 溶解 し-20℃ で 保存 した.

(3) PCR反 応

AccuPower(R)PCR PreMix(TagDNA polymerase:1

U, dNTP:250μM,Tris-HCI(pH9.0):10mM, KCI:40

mM, MgCl2:1.5mM;Bioneer)に ゲ ノムDNA10μl,40

pmolの プ ライマーA-03ま た はプ ライマーF-04 1μl,5

mMMgCl2 1.2μlと 蒸留 水 を加 え総量20μl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,

4.0mMの 各 濃度 で予 備試験 行 い,3.0mMお よ び4.0

mMで 良 好 な泳動像が得 られる ことを確認 したのち3.0

mMを 用 いた.PCR反 応 はEZcycler(EZC-96,旭 テ ク

ノグラス)を 用 い,藤 本 らの方法5)に準 じて行 った.PCR

増 幅 物 の確認 は,2.0%ア ガ ロースゲル(AgaroseH14

「TAKARA」;TaKaRa)で 電 気泳動(分 子量 マーカー:

PCR Markers(50-2,000bp);Novagen)し,エ チ ジウム

ブ ロマイ ド(0.5μg/ml)で20分 間 染色 し,精 製水 で30

分 間脱色後撮影 によ り行 った.
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5. BSFGE法

分 離菌株 をSCD寒 天 培地(日 水製薬)に 塗抹後一夜

培養 した.形 成集落の一 白金耳量をTSB培 地(栄 研器

材)に 接種 し,5時 間培養後,遠 心分離(8,000rpm ,10

分 間)を 行い,沈 査 に0.5MEDTAを 加 え,次 いで リゾ

スタフィ ン(SIGMA)と アガ ロース(BMA)を 加 えて ,鋳

型 で ブロックに固め た.こ のブロ ックに溶菌液(リ ゾス

タフィン+0.5MEDTA(和 光 純薬工業))1mlを 加 え,

37℃ で 一夜保存 して溶菌 させた.次 に,タ ンパ ク質分解

液(プ ロテイナーゼK(Sigma)+1%N-ラ ウ ロイルサル

コシンナ トリウム(Sigma)+0 .5MEDTA)に 置 換 し,

500Cで8時 間反応 させた後,TEバ ッ ファーに置換 し

て,プ ロテイナ ーゼKを 不活化 させた .

ブ ロ ッ ク を 氷 上 で 制 限 酵 素 用 バ ッ フ ァー(SmaI

buffer;TOYOBO)で30分 間 振 とうした後,SmaI処 理

(30℃,16時 間)を 行 った.

次 に,こ の ブロックを1%電 気泳動用 アガ ロースゲル

(SeaKemGTG;BMA)に セ ッ ト しTBEバ ッ フ ァ ー

(4.45mM Tris-borate,1mM EDTA;シ グ マアル ド

リッチジャパ ン)中 で泳動(GENOFIELD;ATTO)を

行 った.泳 動 はDC=42V,AC=250V,start=0.01Hz,

end=0.2Hzの 条 件 で20℃ ,24時 間行 った.な お,DNA

分 子 量 マ ー カ ー と して λ-DNA(Lambda DNA Lad-

ders;CAMBREX)と λ-HindIII digest (TaKaRa)を 用

いた.

泳 動後 ゲ ル は エチ ジウム ブ ロマイ ド(0.5μg/ml)で

30分 間 染色後,精 製水で1.5時 間脱色 し,撮 影 により観

察 した.

6. PFGE法

PFGE(CHEF法 に よ る)法 は,Saureusか ら の

DNA抽 出 および制 限酵素処 理 について は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-DR(R)III;Bio -Rad)を 行 っ

た.DNA分 子 量 マーカーと して,緑 膿菌 のSmaI切 断

DNA断 片 を用 いた.各 断片の サイズ はλ ラダーの泳動

度 を比較 し算 出 した.泳 動 はパルス タイ ム1～50秒,電

圧6.0V/cm,内 角1200の 条 件で,14℃,22時 間 行 った.

泳 動後 ゲル はエチ ジウムブ ロマ イ ド(2μg/ml)で30分

間 染 色後,精 製 水 で2時 間脱色 し,撮 影 によ り観 察 し

た.

結 果

1. S.aureusの 分 離 と同定

実習 お よび実習 中の実習生 手指各 々26名 か らのふ き

取 り材料26検 体,食 品原材 料28検 体,調 理済 み食 品

26検 体,実 習用調理器具お よび設備のふ き取 り材料56

検 体,計162検 体 につ いてS.aureusを 検 査 した結果,

15検 体 が陽性 を示 し,こ れ ら検体か らS .aureus64株

を分離 した(Table1).こ れ らの うち水道 カラ ンとフ ライ

パ ンか らは増菌 培養 によ り陽 性 であ り
,9株 を分離 し

た.分 離 した64菌 株 はグ ラム染色陽性,コ アグラーゼ

反応陽性で,同 定 キ ッ トによりすべてS.aureusで あ っ

た.

2. RAPDパ タ ー ンと多型解析

プ ライマ ーA-03お よ びプ ライ マーF-04を 用 いて,

そ れぞれRAPDを 行 った場合 のパ ター ンと分離 したS .

aureusをTable2お よ びTable3に 示 した.プ ライ

マ ーA-03に よ り増 幅 され たバ ン ドは,200bpか ら

2,000bp付 近 に10～12本 の バ ン ドが,プ ライマ ーF-

04で は同様 に9～10本 の バ ン ドが出現 した.RAPDパ

タ ー ンはプ ライマーA-03で は7つ の型 に,プ ライマー

Table 1. Distribution of contamination by Staphylococcus aureus during cooking .

* Identified participants
.

** The number shown after the semicolon indicates the number of each source
.

Samples were taken from the hands of the 26 participants before and during food preparation activities , and from
28 types of foodstuffs, 26 prepared foods , 4 pieces of equipment, and 52 utensils. Out of the 162 specimens, 64
different strains of S. aureus were detected.
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Table 2. A-03 Primer RAPD patterns of 64 S. aureusa isolates

Table 3. F-04 Primer RAPD patterns of 64 S. aureusa isolates

F-04で は8つ の 型 に 分 け ら れ た.S.aureus64株 は,こ

れ ら2種 類 の プ ラ イ マ ー に よ るRAPDパ タ ー ンか ら11

型(r1～r11)に 別 れ た(Table4).

3. BSFGEパ タ ー ンと多型解析

BSFGE法 に よ る 解 析 は,RAPD法 と 同 様 にS.

aureus64株 に ついて行 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付

近 にバ ン ド形成 を示 した.後 述 のPFGEと 比 較す るた

めS,aureus39株 のBSFGEパ ター ンをFig.1に 示 し

た.こ れ らのパ ター ンはb1～b12の12型 に分 け られ た

(Table4).

4. PFGEパ タ ー ンと多型解析

無作為 に抽 出 したS.aureus39株 につ いてPFGE法

解 析 を行 った結 果,染 色体DNAは12～13本 に 切断 さ

れ,こ れ らは いず れ も30か ら700kb付 近 にバ ン ドを

形成 した(Fig.2).こ れ らのPFGEパ ター ンはpl～pl2

の12型 に 分 け られ た.BSFGE法 で100kbか ら200

kb付 近 に明瞭 に形 成 されたバ ン ドは,PFGE法 で は 十

分分離 されなか った.一 方,250kbか ら600kb付 近 に

形成 された4～5本 のバ ン ドはPFGE法 で は明瞭 に分離

され た.PFGE法 でp1～p12型 に 分 け られた菌株 は,

BSFGE法 で もb1～b12型 に 分 け られ 各菌株 と完 全 に

一致 した(Table4) .
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Table 4. Origins and classified genotypes of 64 isolates of S.  aureus

Strains analyzed by PFGE were 39 strains out of 64: K3 , K5, K6, K7,  K10-12, K14, K19, K21-24, K26 , K29-31,  K35K37
, K38, K40, K42, K44, K46, K51, K53, K57-K59, K61, K63, K65 , K66, K71-73,  K75, K77, and  K80.

Fig. 1. BSFGE patterns (b1-b12) of selected 39/64 S . aureus strains.
Refer to Table 4 for the origins of isolates of each classified pattern .
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Fig. 2.  PFGE  patterns  (p1 p12) of selected  39/61 S.  aureus strains.

Refer to Table 4 for the origins of isolates  of each classified pattern.

Fig. 3. Proposed transmission patterns of S. aureus during cooking.

考 察

Bingenら1)は コ ア グラー ゼ陰 性 の ブ ドウ球 菌(CNS)

を8名 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 病棟 の同区画 内の4名 は相 互 に交差

感染が あり,他 区画の4名 の患者 には交差感染が見 られ

なか った と考察 してい る.本 研 究 にお いて も,RAPD

法,BSFGE法 お よびPFGE法 で 同一型 の菌株が分離 さ

れた ことか ら,調 理施設内でS.aureusの 拡 散が あ った

と考え られ る.

Fig.3に 示 したように,フ ライパ ンか らの分離菌4株

(S,aureus;K53～56)と カ ランか らの分離菌の4株(同;

K57,59～61)は 同一型 を示 したことか ら,特 定の実習

生 の手指 か ら汚染が あった と考え られる.ま た,実 習生

8Bの 手 指か らの分離菌15株(同;K31,33～46),包 丁

か らの分離 菌2株(同;K29,30)お よ びサ ラダか らの分

離菌2株(同;K71,72)は いずれの型別法で も同一型 を

示 したことか ら,実 習生8Bが 使 用 した包 丁と,調 理 し

たサ ラダに汚染 を したと考え られ る.な お,ア トピー性

皮膚炎症状 を有す者 はS.aureusを 多数保菌 して いるこ

とが示 されてお り8,19,27),実 習 生8Bは 手 指 に ア トピー

性皮膚炎を呈 してお り,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,汚 染源 や汚染経路の解析 にコ
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ア グラーゼ型 や エ ンテ ロ トキ シン(SE)型 別 な どが広 く

用 い られて いる.し か し,森 田16)に よ ると食 品環境か ら

分離 したS.aureusのSE産 生 率 は37.5%と 低 く,ま た

これ らの多 くはSE型 別不 明であ ることが報告 されて い

る.ま た,PFGE法 で は同一 コア グラーゼ型別菌株で も

さ らに細か く型別 で き24),コ ア グ ラーゼ型やSE型 など

が同一 で もPFGE型 別 で は異 な る型 に判定 され る25)こ

と も認 め られてい る.そ れゆえ,本 菌の汚染経路な どの

疫学調査 には,PFGE法 な どの遺伝子多型解析法が有用

であ ると考 え られる.

RAPD法 はPFGE法 に対 し再現性 お よび型 別能 は十

分 でない と言 われ ている6,11).そ こで,TaqDNAポ リメ

ラーゼの選択 や適正 なプ ライマーの検索 を行 い,さ らに

複数 のプ ライマーを用 いて型別の精度 を向上 させ ること

が試 み られて いる23).藤 本 ら5)はTaqDNAポ リメ ラーゼ

5種 類の中でKlen TaqDNA polymerase(Sigma)に よ

り良好 な結果が得 られ たことを報告 している.今 回筆者

らが用 いたAccuPower○!R PCR PreMix は,KlenTaq

DNA polymeraseと 同等 の泳動像が得 られ た.ま た,使

用 した2つ の プ ライ マー はBlancら2)の12種 類 のプ ラ

イマーの中で10本 前 後のバ ン ドを形成す るプ ライマー

を選択 した.な お,各 菌株 については2～4回 の実験を

行 いRAPDパ タ ー ンの再現性を確認 した.

RAPD法 でr9型 とr10型 のパ ター ンを示 した菌株 は

各々2種 類 のPFGE型 に分 け られた.ま た,r11型 とr9

型 に分 け られた菌株 がPFGE法 に よ る型 別で は同一パ

ター ンを示 した.RAPD法 に よる菌 株 の型 別 はPFGE

法 に よ る型別 と8型(r1～r8型)は 一致 したが残 りの型

は一致 しなか った.

SmaI処 理 によ る遺伝子多型性 は,泳 動原理 の異 なる

BSFGE法 とPFGE法 に よ り解析 した.BSFGE法 は分

画 分子量 の範 囲 が500bp～3Mbで あ り,RFLP(re-

striction fragment length polymorphism)解 析,酵 母

染色 体 の泳動 な どに活用 で き る特徴 を有 してお り14)ま

た,汎 用 性 が あ り安価 に用 い る利 点が あ る.こ れ まで

BSFGE法 に よるS.aureusの 型 別報告 はないが,Fig.1

に示 す ように100か ら200kb付 近 の分離能が高 く,検

出バ ン ドも明瞭 であ り,CHEF法 に よ るPFGE法 と同

等 また はそれ以上 の泳動像 が得 られた.し か し,250kb

か ら600kb付 近 の分離能 はPFGE法 に対 し,や や劣 る

傾向 が見 られ た,今 後 泳動条 件 な どの検討 が必要 で あ

る.

PFGE法 は 結 果 が 出 る ま で 数 日間 を要 す.一 方,

RAPD法 は識別能 にやや劣 るものの,迅 速性 に優 れ,ま

た簡便 に使用 できる.食 品 を取扱 う環境 か ら多数 の菌株

が分離 され,こ れ らを短時間 に型 別な どを行 い,汚 染源

を調 べる必要が ある場合,RAPD法 は有効 である と考 え

られる.な お,わ れわれ は大量調理施設 よ り採取 したS.

aureusの 遺 伝 子多型解 析を行 い,RAPD法 が 汚染 源調

査 の1次 ス ク リーニ ングに有 用で あ るこ とを確認 して

いる(投 稿準備中).

要 約

学生の調理実習において,実 習生および調理器具,施

設か ら分離 したS.aureus64株 についてRAPD法,

BSFGE法 およびPFGE法(CHEF法)に よる遺伝子多

型解析を行い,施 設内での本菌の伝播実態を調べた.型

別 の結 果か ら特 定実習生 の手 指 に保有 して いたS.

aureusが 使用包丁,調 理 したサラダに拡散 しているこ

とが推定された.ま た,カ ランとフライパンにも伝播が

認められた.

RAPD法 による型別では2つ のプライマーを組み合

わせにより11型 に,BSFGE法 およびPFGE法 では12

型に区別することができた.ま た,BSFGE法 とPFGE

法型別では両者は完全に一致 したが,RAPD法 とPFGE

法による型別で8型(73%)は 一致 したが残 りの型 は不
一致であった.

RAPD法 はPFGE法 に比べ識別能では劣 るが,迅 速

性および簡便性の特徴を有 しており,S.aureusの 汚染

源調査などに十分に活用できると考え られる.

謝 辞

本研究を行 うにあたり,貴 重な情報提供およびご指導

をいただきましたATTO株 式会社の田島雅文氏,石 田

由里氏に深 く御礼申し上げます.

文 献

1) Bingen, E., Barc, M., Brahimi, N., Vilmer, E. and

Beaufils, F.: Randomly amplified polymorphic DNA

analysis provides rapid differentiation of methicillin-

resistant coagulase-negative staphylococcus bactere-

mia isolates in pediatric hospital. J. Clin. Microbiol.,

33, 1657-1659 (1995).

2) Blanc, D., Francioli, P., Le Coustumier, A., Gazagne, L.,

Lecaillon, E., Gueudet, P., Vandenesch, F. and Etienne,

J.: Reemergence of gentamicin-susceptible strains of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus in France:

a phylogenetic approach. J. Clin. Microbiol., 39,  2287-

2290 (2001).

3) Chen, Y., Jackson, K., Chea, F. and Schaffner, D.:

Quantification and variability analysis of bacterial
cross-contamination rates in common food service

tasks. Quantification and variability analysis of bac-
terial cross-contamination rates in common food ser-

vice tasks. J. Food Prot., 64, 72-80 (2001).

4) Deplano, A., Vaneechoutte, M., Verschraegen, G. and

Struelens, M.: Typing of Staphylococcus aureus and

Staphylococcus epidermidis strains by PCR analysis of

inter-IS256 spacer length polymorphisms. J. Clin.

Microbiol., 35, 2580-2587 (1997).

5) 藤 本 秀 志, 小 島夫 美 子: Random Amplified Polymor-

phic DNA (RAPD)解 析 に よ る黄 色 ブ ドウ球 菌 ゲ ノ ム タ

イ ピ ン グ. 九 州大 学 医療 技 術 短 期 大 学 部 紀 要, 28, 99-



200 日食 微 誌 Vol. 21 No. 3 2004

105 (2001).

6) Grundmann, H., Hori, S., Enright, M., Webster, C.,

Tami, A., Fell, E. and Pitt, T.: Determining the genetic

structure of the natural population of Staphylococcus

aureus: a comparison of multilocus sequence typing

with pulsed-field gel electrophoresis, randomly am-

plified polymorphic DNA analysis, and phage typing.
J. Clin. Microbiol., 40, 4544-4546 (2002).

7) Gurtler, V. and Barrie, H.: Typing of Staphylococcus

aureus strains by PCR-amplification of variable-

length 16S-23S rDNA spacer regions: characteriza-

tion of spacer sequences. Microbiology, 141,  1255-

1265 (1995).

8) 平 松 啓一: ア トピー性 皮 膚 炎 と黄 色 ブ ドウ球 菌黄 色 ブ ド

ウ球 菌 の 疫学. 皮 膚40, 1-5 (1998).

9) Hollis, R., Bruce, J., Fritschel, S. and Pfaller, M.:  Com-

parative evaluation of an automated ribotyping in-
strument versus pulsed-field gel electrophoresis for

epidemiological investigation of clinical isolates of

bacteria. Diagn. Microbiol. Infect. Dis., 34, 263-268

(1999).
10) 五十嵐英夫: 過去15年 間 の東京都におけるブドウ球菌

食中毒発生の動向. 東京都微生物検査情報, 18 (9), 1-10

(1997).

11) 近藤典子, 伊藤輝代, 平松啓一: MRSAの 分子疫学の遺

伝的基礎. 日細菌誌, 52, 417-434 (1997).

12) 小沼博隆: 院内感染と医療環境要因に関する研究1病

院給食施設における院内感染の原因になりうる細菌等の

汚染状況対策に関する調査研究. 院内感染の防止に関す

る緊急研究成果報告書 (平成11年 度), p. 107-129, 科

学技術庁研究開発局 (2000).

13) Kotaka, T., Adachi, S. and Shikata, T.: Biased sinusoi-

dal field gel electrophoresis for the separation of

large DNA. Electrophoresis, 14, 313-321 (1993).

14) 満 田年 宏: パ ル ス フ ィ ール ドゲ ル電 気 泳 動 法 の 原 理 と装

置. 感 染症 対 策 の た めの 分 子 疫 学 入 門. p. 30-41, メデ ィ

カ 出版, 大 阪 (2002).

15) Montville, R., Chen, Y. and Schaffner, D.: Glove  barri-

ers to bacterial cross-contamination between hands

to food. J. Food  Prot., 64, 845-849 (2001).

16) Montville, R., Chen, Y. and  Schaffner, D.: Risk assess-

ment of hand washing efficacy using literature and

experimental data.  Int.  J. Food Microbiol., 73,  305-

313 (2002).

17) 森地敏樹: 衛生指標菌検査. 食品微生物検査マニュアル.

p. 120-123, 栄研器材, 東京 (2002).

18) 森 田師郎: 食品取扱施設における黄色ブ ドウ球菌の分布

とその性状 薬剤体性を中心にした4年 間の調査結果か

ら. 食品衛生研究, 47 (8), 56-57 (1997).

19) 西田 博: 先 ずは個人衛生 食品衛生の延長線上で27

ア トピー と個 人衛 生. 食 品 工 業, 45 (7), 94-99 (2002).

20) 小 田 隆 弘: ブ ドウ球 菌 食 中 毒 の最 近 の動 向. 食 品 衛 生 学

雑 誌, 39, J179-J185 (1998).

21) Oliveira, A. and Ramos, M.: PCR-based ribotyping of

Staphylococcus aureus. Braz. J. Med. Biol. Res., 35,  175-

180 (2002).

22) Prevost, G., Jaulhac, B. and Piemont, Y.: DNA finger-

printing by pulsed-field gel electrophoresis is more
effective than ribotyping in distinguishing among

methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates. J.

Clin. Microbiol., 30, 967-973 (1992).

23) Saulnier, P., Bourneix, C., Prevost, G. and Andremont,

A.: Random amplified polymorphic DNA assay is less

discriminant than pulsed-field gel electrophoresis for

typing strains of methicillin-resistant Staphylococcus

aureus. J. Clin. Microbiol., 31, 982-985 (1993).

24) 清水 晃, 山本千景, 河野潤一, 犬伏秀樹, 角谷 修, 氷

上雄三: パ ルスフィール ドゲル電気泳動法による健康鶏

の鼻腔および皮膚に分布する黄色ブ ドウ吸引のDNAタ

イ ピング. 鶏病研報, 33, 24-29 (1997).

25) 清水 晃, 堀江理香: 1ス ーパーマーケットで市販され

ていた鶏肉 ・豚肉の半年間にわたる黄色ブドウ球菌汚染

調査とPFGEを 用いた疫学解析. 日食微誌, 16, 157-

261 (1999).

26) Shimizu, A., Fujita, M., Igarashi, H., Takagi, M.,

Nagase, N., Sasaki, A. and Kawano, J.: Characteriza-

tion of Staphylococcus aureus coagulase type VII iso-

lates from staphylococcal food poisoning outbreaks

(1980-1995) in Tokyo, Japan, by pulsed-field gel elec-
trophoresis. J. Clin. Microbiol., 38, 3746-3749 (2000).

27) 梅 田昭子, 古江増隆, 安元慎一郎: ア トピー性皮膚炎患

者に定着する黄色ブ ドウ球菌株の動態. 臨床 と微生物,

26, 216-217 (1999).

28)  US Department of Health and Human Services,

F.a.D.A.: Guidelines for effectiveness testing of sur-

gical hand scrub (glove juice test). Fed. Regist., 43,
1242-1243 (1978).

29) Van Leeuwen, W., Jay, C., Snijders,  S.,  Durin, N.,

Lacroix, B., Verbrugh, H., Enright, M., Troesch, A.

and Van Belkum, A.: Multilocus sequence typing of

Staphylococcus aureus with DNA array technology.

J. Clin. Microbiol., 41, 3323-3326 (2003).
30) Wei, H. and Chiou, C.: Molecular subtyping of Staphy-

lococcus aureus from an outbreak associated with a

food handler. Epidemiol. Infect., 128, 15-20 (2002).

31) Zhao, P., Zhao, T., Doyle, M., Rubino, J. and Meng, J.:

Development of a model for evaluation of microbial

cross-contamination in the kitchen. J. Food Prot., 61,

960-963 (1998).


