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緒　　言

　病原ブドウ球菌（病ブ菌）による食中毒は厚生省の食

中毒統計病因物質別食中毒によると，1952年～1989年間

の発生件数において1982年は第1位，他の36年間は腸炎

ビブリオにつづいて第2位，1990年～1993年の最近の3

年間は，サルモネラ菌・腸炎ビブリオにっついて第3位

で，我が国の主要な食中毒である．病ブ菌性食中毒の原

因食品は穀類及びその加工食品が第1位で病ブ菌食中毒

件数の毎年約30％を占め，仕出し弁当やおにぎりなどに

よるものが多い．これらは手掌表皮の病ブ菌が食品に移

行して増殖した結果と考えられる．

　一方，最近，病人や老人等抵抗力の弱い人にMRSA

（メチシリン耐性ブドウ球菌）による病院内感染症が多

発して，学会の主要シンポジュウムに取り上げられ，新

聞やテレビでも今日的話題となっている．これらの病ブ

菌は何が汚染源なのか，改ためてこれらにっいて見直し，

病ブ菌の増殖蔓延阻止対策にっいても検討する必要があ

る．

　病ブ菌は健康人の手掌の皮膚常在菌なのか，検出率は

年令・性別・健康状態・職業・地域などにより異なりは

しないか，又一般に皮膚常在菌としてどの種属が分布し

ているのか，実態にっいての報告例は少ないように思う．

　そこで我々は，これらの疑問に対する検討を行ってい

るが，今回の報告は本学学生の片手手掌面内側全体の皮

膚微生物を標準寒天手型平板にスタンプして，一般微生

物を分離し，次の項目にっいての実験した結果について

述べる．

　1）一般細菌について：分離細菌の形態的・生理的性

質の試験をCowanの鑑別試験法その他を参照して属レ

ベルで同定した．

　2）病ブ菌の検出：分離されたcolonyの中から，疑

わしい病ブ菌を3％卵黄加マンニット食塩寒天平板に塗

抹分離して，定型colonyについて調べ，検出率を求め

た，

　3）殺菌あるいは除菌にっいて：片手の被検指（5本）

　a指　消毒用エタノール処理

　b指　逆性石けん浸漬

　c指　流水洗浄

　d指
　　　｝未処理
　e指

　以上出現菌数を比較検討した．

　4）病ブ菌の薬剤及びエタノールに対する耐性：分離

病ブ菌に対する工タノールの有効殺菌濃度と接触時間を

検索するために，先ず，被検菌選択のために，薬剤抵抗

性試験を行い，2菌株を選択し，殺菌に要する最適エタ

ノール濃度と接触時間との関係をin　vitroテストした．

　以上の実験を通し，手掌皮膚細菌にっいての認識を深

め，食中毒防止，食品及び皮膚の衛生管理にっいての教

育資料を得たのでここに報告する．

＊　微生物学研究室

＊＊食品加工学第2研究室

実験及び結果

　L手掌面の細菌の種類

　標準寒天手型平板培地を倒置して，片手の手掌面を上

に向けて培地と接触させスタンプする．この際培地底を

非被検手で押さえて接触が充分行われるように補助する．

30℃で48時間培養し，出現colonyにっいて，14名の手

型から特徴のあるcolonyを分離して合計72菌株を得た．
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これをCowanの第一次鑑別表他を参照して属レベルで

同定した成績を図1に示した．

写真1　手型培地に出現した手掌面の細菌のcolony

　72菌株のうち，グラム陽性菌は58菌株で，判明した属

は11属で，その主なものはKurthiα，　Corynebαcteri－

umであった．グラム陰性菌は14菌株で，判明した属は

5属でその主なものはAeromonαs，　Acinetobacterで

あった．

　2．病原ブドウ球菌の検出

　分離源：学生79名，45名，49名

　　　　　手掌面表皮

　分離方法：

　　　培地：パームスタンプ培地マンニット食塩寒天手

　　　　　　型の平板（手型　株式会社日研生物医学研

　　　　　　究所）

　　　方法：1．同様に培地を倒置して下から手掌面を

　　　　　　スタンプした後，37℃で48時間培養して，

　　　　　　病ブ菌と推定される菌を分離した（192株

　　　　　　／79名中）．

　　　同定：分離菌にっいて，更に3％卵黄加マンニッ

　　　　　　ト食塩寒天上に塗抹，定型colonyを分離

　　　　　して同定した．

病ブ菌検出率：①手型79名中　4名　5．1％

　　　　　　　②手型45名中　7名　15．6％

　　　　　　　③手型49名中　1名　2．0％

　　なお①の79名の手型から病ブ菌と疑わしい菌192菌

　株を分離して，更に3％卵黄加マンニット食塩寒天平

　板に分離菌を塗抹して定型colonyを観察した結果，

　7菌株3．6％が病ブ菌として同定された．

　3．消毒用エタノール，逆性石けん及び流水洗浄によ

る殺菌・除菌効果

　試験方法：片手5本の指のうち，中3本の第2関節か

ら指先の部分を，1本目は非検指でこすりながら流水で

3分間洗浄，2本目は0．1％逆性石けん液に30秒浸漬

〔a．集団（50名前後）で1っの洗面器中で処理，b．数

人グループで小わけしたビーカ中で処理〕，3本目は消

毒用エタノールをしませた脱脂綿による拭き取り方法で

処理後，手型スタンプを用いて279名について一般生菌

数を調べた．その成績を図2に示した．

　結果：被検者279名のうち，消毒エタノールの効果が

あって消毒部位に菌が出現しなかった人は約71．7％であっ

た．逆性石けん液は使用条件によって効果が異なり，一

っの液を多数の人で使用するより，小わけして少人数で

使用した方が効果があった．流水での手洗いは通常では

数秒であるが，3分間こすり洗いした場合は約31％の人

に除菌効果があった．

　4．分離した病ブ菌の薬剤に対する抵抗性

　分離した病ブ菌の薬剤に対する抵抗性の違いを下記の

方法で調べた．

　実験方法：

　　1）防菌防徹剤Nopcoside－N－54－Dを蒸留水

　　　で1，000倍から75，000倍まで希釈した．

　　2）各希釈液を滅菌シャーレに2　me入れ，煮とかし

　　　た普通寒天培地を18nf混釈して平板とし，一晩37

　　　℃定温器に放置して表面を乾燥させた．

　　3）試験菌を10nfのpH7．2緩衝生理滅菌水に1白金

　　　耳懸濁し，2）の平板に1白金耳塗抹して，37℃

　　　の定温器で48時間培養した，

　　4）培地表面に生育したものを＋，生育しなかった

　　　ものを一で表示した．

　結果：手掌分離病ブ菌の薬剤抵抗性試験成績は表1に

示した．
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図1　手掌面の細菌の種類

写真2　手掌から分離したS．　aureus
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図2　手掌皮膚の一般生菌の殺菌・除菌効果
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表1　手掌分離病原ブドウ球菌の薬剤抵抗性試験成績

薬剤（Nopcos　i　de＋54・D）の希釈倍率
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　分離Na　1，2，3，6及びcontrolとして用い

た既知菌S．　aureus　209－Pの最小阻止濃度（MIC）

は試験薬Nopcoside－N－54－Dの5，000倍希釈濃

度であった．Nα4，5及び7菌は2，500倍希釈濃度

で増殖が阻止された．しかしNa　4，5及び7の中で

はNα　7に抵抗性が認められ，供試8菌株中最もこの

薬剤に抵抗性があった．

　この試験結果，分離病ブ菌の中で最も薬剤に抵抗

性を示したNa　7とS．　aureus　209－Pと同じ抵抗性

　を示したNα　2の2菌株をエタノール殺菌試験の供試

　菌として選択した．

5．エタノールの殺菌効果

試験方法：試験方法は図3に示した．

　1）供試菌液：Staphylococcusαureus　209－P

　　と分離病ブ菌Nα　7をブイヨン培地で3代継代培養

　　して，接種菌液とした．

　2）エタノール液：未変性エタノール95％，90％，

　　80％，70％，60％，50％及び40％濃度液の7段階

　　　　　　　3代魅代培養　　　　　　】On9
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／1＼

20℃
恒温水槽

接触時間（分＞　2．55　10　　　　　　　　　　　　　20　30

珀金耳丁丁一▽一

37℃．48時間培養

図3　エタノールの接触試験法
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表2　エタノールの殺菌効果

エタノール（器）　　95　　　　　90　　　　　 80 70　　　　　60　　　　　50　　　　　40

供試菌

｝妾角虫日寺問　（分）　　2．5　　5　　10　　　2，5　　5　　10　　　2．5　　5　　10　　　2．5　　5　　10　　　　5　　10　　20　　　10　　20　　30　　　　10　　20　　30
control

5，aUt’eus

手掌分離菌　Na　7

手掌分離菌　Na　2

　　　　　一　　輌・　一　　　一　　　　一　　　　　　　　一　　　　　　　　　一　　　十

十　　十　　十

十　一　一　　一　　　一　　一　一　一　　一　一　　　　十　一　　　　　十

一　　一　　　十　一　　　　　十

一　　一　　　十　　　　一　　　十

一　一　　　十　　　　一　　　十

　　　を調製した．

　　3）各濃度のエタノール液を3本の試験管に10m2ず

　　　っ分注し，アルミキャップをして20℃恒温槽中に

　　　保持した．

　　4）接種菌液1並をエタノール液に加えて，2．5分，

　　　5分，10分，20分，30分後に1白金耳釣菌して，

　　　S　meのブイヨン培地に接種した．

　　5）37℃，48時間培養後に菌の生育の有無からエタ

　　　ノールの殺菌効果を判定した．

　結果：エタノールの殺菌効果は表2に示した．

　手掌から分離した病ブ菌Na　7と2は，　contro1として

用いたS．　aureus　209－Pより95％エタノールに対する

抵抗が強かった．特にNa　7はNa　2より抵抗が強かった．

95％エタノール濃度では2．5分，5分，10分接触させて

も殺菌されなかったが，90％，80％，70％各濃度で2．5

分以上接触，60％濃度では5分以上，50％濃度では10分

以上，40％濃度では20分以上の接触で殺菌された．Nα2

は，95％濃度で5分，90％，80％，70％各濃度では2．5

分以上，60％濃度では10分以上，50％，40％各濃度では

20分以上の接触で殺菌された．S．　aureus　209－Pは95

％，90％，80％，70％各濃度で2．5分，60％濃度で5分以

上，50％，40％各濃度では20分以上の接触で増殖は阻止

された．

結果の考察

　1．被検者14名の手掌面から分離した72菌株のうち，

グラム陽性菌が58菌株80．6％，グラム陰性菌が14菌株19．

4％であった．そのうちのグラム陽性菌では，Kurthiα

が15．5％，Co　rynel）αcterium　10．3％，　Listeriα　8．6％，

Micrococcus　8．6％，　Actinomツces　6．9％，　Strepto－

coccus　5．2％，　Arαchiniα5．2％，　Stal）h：ソlococcus　3．4

％，　Rothiα3．4％，　Bαciltus　3．4％，　Aerococcus　3．4

％で，不明菌25．9％であった．

　皮膚常在菌1）は，Staphylococcus・Propionibac一

teriumがおもであると言われているが，被検者14名，

標準寒天手型スタンプ法での分離ではPropionibαcteri－

umは分離されておらず，　St　ap　h）r　IOCOCCUSもおもな菌

ではなかった．最近，Listeriα　2）3）のは食中毒菌とし

て注目されているが，食品への汚染経路については明確

にされていない．本実験結果から手掌の皮膚からの移行

が示唆された．手掌の衛生管理により，リステリア食中

毒はかなり阻止出来るであろう．

　StaphorlOCOCCUSの中に病ブ菌が含まれている．

　次に，分離されたグラム陰性菌14菌株のうちでは，

Aeromonαsが42．9％と最も多く，次いでAcinetobαc－

ter　21．4％，　Proteus　14．3％，　Klel）siellα7ユ％，　Pse。

udomonαs　7．1％，そして不明菌も7．1％であった．

　Acinetobαcter，　AeromonαS，PseudomonαSは牛

肉5）・豚肉からも我々は分離している．手指からの移行

については誰も報告していないように思う．

　これらの分離菌が常在菌であるのか，単純汚染菌なの

かにっいては，更に多くの人から菌を分離して確認する

必要がある．

　2．病原ブドウ球菌の検出率

　173名の学生からの病ブ菌検出率は2．0～15．6％であっ

た．西田6）はふきとり法で，各種食品従業員17／804，

工場の従業員4／96，外食従業員58／1418の病ブ菌を検

出し，2．1～4．2％の検出率であったと報じている．従っ

て本学の学生からの検出率がやや高かった．

　3．消毒用エタノールを脱脂綿に含ませて指先を清浄

に拭いた後は，61．7％～80％の人に除菌効果があった．

　逆性石けん0．1％液22入洗面器中で72名，47名が同

じ液に指を浸漬するだけの操作では，6．4％，8．3％と低

い殺菌効果であったが，液を小分けして数名で同様にし

て処理すれば32．4％，86．7％と処理効果が高くなった．

今後，濃度・液量そして使用人数との関連の基礎データ

について検討する必要がある．

　流水による洗浄でも3分位丁寧に行えば19．4％～40％
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は除菌された．一般に手洗いは数秒なので，殆んど除菌

されないと考えられる．

　4・5．分離病ブ菌7菌株の薬剤耐性をしらべた上で，

エタノールに対する抵抗性試験には2菌株を用いた．

contro1をしてS．　aureus　209－Pを用いたが，いずれ

も分離菌の方が抵抗性が高かった．しかしエタノール90

％，80％，70％では2．5分の接触で有効であった．

要　　約

　被検学生14名の健康な手掌面から標準寒天平板手型で

一般細菌を分離した結果は，グラム陽性菌58／72，グラ

ム陰性菌14／72であった．主要分離菌はKurthiα，σo－

rynebαcterium，　Listeriα，．Micrococcus，Aeromonαs，

Acinetobαcterなどであった．

健康な手掌面から病ブ菌は2．0～15．6％分離された．

　消毒用エタノールで拭けば消毒効果は高く，分離病ブ

菌は90％，80％，70％エタノール2．5分接触で殺菌され

た．

　逆性石けんは小分けにして，少人数で使用すれば0．1

％30秒の浸漬で高い殺菌効果があった．

流水洗浄でも3分程度行なえば，除菌効果が見られた．
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