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Ⅰ.事業概要

1.調査日的

本調査は､国内の畜水産分野において飼料添加物及び動物用医薬品として抗菌

性物質を使用することにより選択される薬剤耐性菌に関する食品健康影響の評価に

あたって､国内の食品分野(小売店等で販売される食品)における薬剤耐性菌の出現

状況を定量的に把握するための試験調査のプロトコル作成を目的としている｡

本調査結果については､食品安全委員会が畜水産食品における薬剤耐性菌の出

現状況等を把握し､科学的な薬剤耐性菌の食品健康影響の評価を行うための基礎資

料として用いられる｡

2.調査内容･

国内外の細菌汚染及び薬剤耐性菌検出のモニタリング又榛サーベイランスに関す

る情魂等を収集して､サンプリング方法､試験方法及びデータの解析方法等をとりまと

める｡これらを参考に､国内の小売店等で販売される畜水産食品を対象とした薬剤耐

性菌による汚染状況の試験調査のサンプリング方法及び試験のプロトコル等を作成

する｡

3.調査方法

スーパーマーケット及び小売店等で販売される国産の畜水産食品(牛肉､豚肉､鶏

肉､養殖魚肉､鶏卵及び牛乳)を対象にして､薬剤耐性菌による汚染状況を試験する

ための適切なサンプリング方法､各試料からの細菌(大腸菌､腸球菌､サルモネラ､カ

ンピロバククーを含む4菌種以上)の分離及び同定方法､薬剤感受性試験方法､薬剤

耐性菌の保存及び輸送方法等のプロトコルを細菌別に作成する｡

4.調査体制

本調査を行うにあたり精度の高い解析及び考察等を行うために､下記の有識者から

なる検討会を設置した｡きた財団法人東京顕微鏡院内に6名の研究員からなるプロジ

ェクトチームを作った｡

(1)委員

池　康嘉

甲斐明美

金子精一

菊池孝治

山口恵三

群馬大学大学院医学系研究科教授

東京都健康安全研究センター微生物部科長

神奈川県立保健福祉大学保健福祉学部教授

全国農業協同組合連合会室長

東邦大学医学部教授



(2)オブザ｢バー

鮫島俊哉　　農林水産省動物医薬品検査所室長

(3)プロジェクトチーム

伊藤武

平井誠

難波豊彦

森哲也

大山祐佳

星野梓

所長

室長

主任研究員

研究員

研究補助員

研究補助員

検討会は､2005年12月27日､2006年1月30日､2006年3月2日､2006年3

月23日の合計4回開催した｡
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Ⅱ.薬剤耐性菌の試験方法及び関連する情報の収集

1.薬剤耐性菌の試験方法に関する文献の収集

1)調査対象

国内外の細菌汚染及び薬剤耐性菌検出のモニタリング又はサーベイランスに関す

る文献を収集するにあたり､調査対象を以下のように設定した｡

①スーパーマーケット及び小売店等で販売される国産の畜水産食品(牛肉､豚肉､

鶏肉､養殖魚肉､鶏卵及び牛乳)を対象とする｡

②薬剤耐性菌による汚染状況を試験するための適切なサンプリング方法

③対象食品からの細菌(大腸菌､腸球菌､サルモネラ､カンピロバクタ-)の分離及

び同定方法

④薬剤感受性試験方法

⑤薬剤耐性菌の保存

2)文献の収集

文献の収集方法および収集の箪園を次の①～⑤に示す｡

①検索に用いるデータベースとして､独立行政法人科学技術振興機構のJSTPlusを

使用した｡`検索方法としては､以下に示すキーワードに合致する論文を検索した｡

〔本調査の対象食品に関する論文〕

畜産食品 0r水産食 品 0r牛肉 0r豚肉 0r養殖魚 0r鶏卵 0r牛乳

〔本調査の対象とする細菌に関する論文〕

大腸菌 0r腸球菌 0rサルモネラ0rカンピロバクター

〔本調査の対象とする試験法に関する論文〕

分離 0r同定 0r薬剤感受性 0r保存 0rサンプリング

本調査の趣旨に合致する論文

3



'②薬剤耐性関係の文献が数多く掲載されている｢International Journal of Food

Microbiology｣ ､ ｢日本獣医師会雑誌｣ ､ ｢動物用抗菌剤研究会報｣ ､ ｢鶏病研究会

報｣等を対象雑誌とし､表題から文献を選択した｡

一③検討会委員､検討委員会事務局､当施設等所有の文献も対象とした｡

④原則として原著論文(短報を含む)及び総説を収集､学会発表の抄録は必要に応

じ採用した｡

･⑤国､団体等の公表資料を含めた｡

3)文献の収集結果

JSTPlusで検索した結果､最新10年間で1,097件がヒットし､文献の表題及び抄録

から文献を選択した｡収集した文献は対象とする細菌毎に分類し､複数の細菌を対象

としている文献は｢総合｣として分類した｡

JSTPlusにより収集した文献情報及び所蔵資料の表題等から収集した文献数は､

大腸菌関係81件､腸球菌関係56件､サルモネラ関係126件､カンピロバクタ-関係

49件､総合45件甲計357件であった357件の文献一覧を参照文献として報告書末

尾に記載した｡

2.薬剤耐性菌の試験方法に関する文献の調査結果

1.3)において収集した357件の文献の中で,試験方法に関する文献は134件であ

7sm

なお､これらの論文の内､次の10種の文献については､プロトコルの作成にあたり

特に十分な検討を要すると判断されたことから､日本語訳を示した(添付資料1)0

以下､文献名を列記する｡

①Occurrence and spread of antibiotic resistances in Enterococcusfaecium,

International Journal of Food Microbiology,88 :269-290(2003)

②Methods used for the isolation, enumeration, characterisation and identification of

Enterococcus spp. 1. Media for isolation and enumeration,

International Journal of Food Microbiology,88 : 147- 1 64(2003)

③Methods used for the isolation, enumeration, characterisation and identification of

Enterococcus spp. 2. Pheno- and genotypic criteria,

International Journal of Food Microbiology,88 : 1 65- 1 88(2003)

④EU assessment of enterococci as feed additives,

International Journal of Food Microbiology, 88 :247-254(2003)

ゥTaxonomy, ecology and antibiotic resistance of enterococci from food and the

gastro-intestinal tract,

International Journal ･of Food Microbiology, 88 : 1 23- 13 1 (2003)
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⑥Comparison of sampling method for the detection of Salmonella on whole broiler

carcasses purchased from retail outlets,

Journal of Food Protection,66: 1 768- 1 770(2003)

⑦Canadian Integrated Program for Antimicrobial Resistance Surveillance (CIPARS)

2002

The Danish Integrated Antimicrobial Resistance Monitoring and Research

Programme (DANMAP) 2003

ゥSwedish Veterinary Antimicrobial Resistance Monitoring (SVARM) 2004

⑩National Antimicrobial Resistance Monitoring System (NARMS) 2003

3.対象食品の流通経路､流通形態等に関連する情報の収集

1)収集文献･資料および実地調査による情報

①牛および豚肉

牛および豚肉について､全国農業協同組合連合会(JA全農)中央畜産センターを

訪れ､牛および豚肉の流通経路､流通形態､加工工程に関する情報を収集した｡

①-1牛および豚肉の流通経時､流通形態

.牛､豚の大動物の生体は､各地域の農家(産地)からと畜場に運ばれ､以下の工程

により枝肉に解体される｡

1.けい留場で休ませ､体を洗浄する｡

2.頭を取り､皮､内臓を除去する｡

3.内臓検査､ BSE検査を行なう｡

4.背割り作業により､枝肉にする｡

5.枝肉について解体後検査を実施し､異常のないものについて冷蔵庫に保存す

る｡

枝肉は､食肉市場に輸送され､格付けされた後､卸売業者が中卸業者および売買

参加者に枝肉を販売｡

さらに､枝肉は食肉加工場または大手スーパー-輸送され､枝肉の種類ごとに精

肉､部分肉に加工された後､消費者に販売される｡

以上の工程の概略および主要な工程における細郵弓染(想定)について図1に示

す｡
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施設等

(と畜･解体)

食肉市場

食肉加工場

t　　｢~~

:枝肉 :芸霊肉

大手スーパー

mnffi2悶

生体(牛･豚)

I
枝　肉

I
枝　肉

精肉･部分肉

想定される細菌汚染

と香場
の家畜の糞便中､体表等の家畜

に由来する細菌による汚染
虐)家畜のと殺および解体時のと
体闇および作業者の手指からの

畳染
③と畜ラインからの細菌汚染

I

I

t

～

l

I

ト枝肉

図1食肉の流通経路
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食肉加工場､食肉小売専門店
食肉の種類毎に加工

①作業者の手指等(食肉との
接触部位)から､ヒト由来の細菌

による汚染

②加工時の包丁_作業台からの
連盟
③家畜由来菌の汚染が極めて高い

大手スーパ-
ミニ･スーパー
コンビニエンスストアー

パックされて販売されていること
から､スーパー等の販売場所環
境に由来するような細菌による
二次汚染は極めて少ない｡



①-2牛および豚肉の流通過程において想定される細菌汚染

と畜の体表にはIoir当たり104から1012の細菌が存在し､その主体は種々の好気

性細菌であり､これがと畜の最も重要な汚染源となる｡また消化管､特に腸管には多

種かつ多数の細菌が存在しており､糞便中には15から30%(w/W)の生菌が検出され

る｡注意してと殺解体すれば､枝肉を汚染することはないが､腸管を破ったりすると枝

肉は極端に汚染される｡解体処理中の汚染の原因はナイフ､作業者の手や服､ノコギ

リ､骨抜き台やコンベアなどの処理道具および枝肉､手､道具などを洗浄するために

使用した水などであると言われる(成26)｡

.食肉の流通過程において想定される細菌汚染には､以下の工程が考えられる｡但

し､家畜由来細菌の汚染が極めて高い｡

○と畜場:

家畜の糞便中､体表等の家畜に由来する細菌による汚染｡

家畜のと殺および解体時のと体間および作業者の手指からの汚染0

と畜ラインからの細菌汚染｡

○食肉加工場､食肉′ト売専門店:

作業者の手指等(食肉との接触部位)から､ヒト由来の細菌による汚染C

加工時の包丁､作業台からの汚染｡

○大手スーパー､ミニ･スーパー､コンビニエンスストア- :

パックされて販売されていることから､スーパー等の販売場所環境に由来する

ような細菌による二次汚染は極めて少ない｡

②食鳥

食鳥について､文献､資料より流通経路､流通形態､加工工程に関する情報を収

集した｡

②-1食鳥の流通経路､流通形態

食鳥の流通経路の概略および主要な工程における細菌汚染(想定)について図･2

に示す｡食鳥(鶏)の生体は､各地域の産地から食鳥処理場に運ばれ､以下の工程に

より解体される｡

1.鶏をシャツクルに架ける(解吊)0

2.肉に血液が入り込むことを防ぐ為に血液を除去(放血)0

3.お湯の中に漬け､脱羽しやすくする(湯漬)0

4.脱羽機によって羽毛を取り除く(脱羽)｡

5.頭部と脚部を取り除く｡

6.機械によって内臓を取り除く(内臓摘出)0

7.シャワーによって体に付着した血液等を除去する(洗浄) ｡

8.冷却水に漬ける(チラ一) 0
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施設等　　食肉の状態

食鳥処理場

生体(鶏)

I
中抜きと体

I
鶏肉

I

l

l

｢~一一~｢~｢

'大手スーパ- 食肉小売専門店

鶏肉

ミニ･スーパー

コンビニエンスストアー

図2鶏肉の流通経路
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想定される細菌汚染

食鳥処理場
の鳥の糞便､体表からの汚染

(勤と鳥､解体時のと体闇および
作美者の手指からの汚染
(勤と鳥ラインからの汚染

食肉加工場､食肉小売専門店
食肉の種類毎に加工
①作業者の手指等(食肉との
接触部位)から､ヒト由来の細菌
による汚染

②加工時の包丁､作業台からの
連盟
③鶏由来菌の汚染が極めて高い

大手スー/ i-

ミニ･スーパー

コンビニエンスストアー

パックされて販売されていること

から.スーパ-等の販売場所環

境に由来するような細菌による

二次汚染は極めて少ないO



②-2食鳥の流通過程において想定される細菌汚染

生鶏の皮膚にはIcm'当たり102から104の細菌が付着し､処理中抜き後には､鶏肉

表面にはIcm"当たり104から105の細菌が付着しているとも言われる｡また牛､豚肉と

同様に､処理道具による汚染もある(成26)ォ

食肉の流通過程において想定される細菌汚染には､以下の工程が考えられる｡但

し､鶏由来細菌の汚染が極めて高い｡

○食鳥処理場:

鳥の糞便中､体表等の食鳥に由来する細菌による汚染｡ .

と鳥､解体時のと体間および作業者の手指からの汚染｡ -

と鳥ラインからの汚染｡

○食肉加工場､食肉小売専門店:

作業者の手指等(食肉との接触部位)から､ヒト由来の細菌による汚染｡

加工時の包丁､作業台からの汚染｡

○大手スーパー､ミニ･スーパー､コンビニエンスストア- :

パックされて販売されていることから､スーパー等の販売場所環境に由来する

ような細菌による二次汚染は極めて少ない｡
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③養殖魚

養殖魚の流通について､東京都中央卸売市場築地市場および東京都市場衛生検

査所を訪れ､養殖魚の流通経路､流通形態､加工工程に関する情報を収集した｡

③-1養殖魚の流通経路､流通形態

.海面および内水面で養殖されている養殖魚の流通経路は､大きく3つの経路が考え

られる｡一つ目は生産現場(又は養殖現場)から活魚として飲食店まで流通する経路､

二つ目は卸売市場で〆られ鮮魚小売商-と流通する経路､三つ目は生産現場で〆

られ､大手スーパー､鮮魚小売商-と流通する経路である｡
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(1 )活魚として飲食店に流通する場合

ハマチやカンパチ､マダィ､ヒラメ等の養殖魚(活魚)は､各産地の漁業協同組合や

漁業協同組合連合会が生産者に代って浜仲買商(出荷業者)に販売し､専用の輸送

船または水槽を備えた専用トラックにより消費地の卸売市場-と輸送される｡卸売市場

では､卸商､仲卸商を経て飲食店に販売される｡以上の工程の概略および主要な工

程における細菌汚染(想定)について図3に示す｡

施設等　　養殖魚の状態

養殖魚(活魚)

漁 業 協 同 組 合 又 は

漁 業 協 同 組 ム 連 △ ム

/AR ;* :Ud) w j* Q a JW C3 2 K

詔E厩

海上輸送

いけす

想定される細菌汚染

いけす
いけすでの他の点上三岳産土
る細菌による汚染

図3活魚として飲食店に流通する場合
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(2)〆活魚として鮮魚小売商に流通する場合

ハマチやカンパチ､マダィ､ヒラメ等の養殖魚(〆活魚)は､ (1)と同様に各産地の漁

業協同組合や漁業協同組合連合会が生産者に代って浜仲買商(出荷業者)に販売し､

専用の輸送船または水槽を備えた専用トラックにより消費地の卸売市堤-輸送されるo

卸売市場で〆られ､卸商､仲卸商を経て鮮魚小売店に販売されるO以上の工程の概

略および主要な工程における細菌汚染(想定)について図4に示す｡

施設等　　養殖魚の状態　　　　　　　　　　想定される細菌汚染

養殖魚(活魚)

漁業協同組合又は
漁業協同組合連合会

養殖魚(〆)

鮮魚小売商

海上輸送

一　　　一ユ　　TL｣

いけす

いけすでの他の魚に由来す

5細魚による汚染

卸売市場
加工による包丁､作£含､_
手指などからの汚染

図4〆活魚として鮮魚小売商に流通する場合
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(3)生産現場で〆られて流通する場合

各地域の産地で〆られたブリ等の養殖魚は､ (1)と同様に各産地の漁業協同組合

や漁業協同組合連合会が生産者に代って浜仲買商(出荷業者)に販売し､消費地の

卸売市場-保冷車(5℃前後)で輸送されるO卸売市場では､卸商､仲卸商を経て大

手スーパー､鮮魚小売店-販売される｡以上の工程の概略および主要な工程におけ

る細菌汚染(想定)について図5に示す｡

施設等　　養殖魚の状態

養殖魚(〆)

漁業協同組合又は
漁業協同組合連合会

養殖魚く〆)

l

I
J
-
1
-

｢
_

大手スーパー

想定される細菌汚染

産地､漁連､浜仲買商
箱詰めされることで.珪境
に由来する細菌の汚染は
少ない

箱詰め後､保冷車輸送

riォLilKi*詣場

加工による包丁_作業台_

手指などからの汚染

大手スーパー､鮮魚小売商
加工による包丁.作業台.
手指などからの汚染

鮮魚小売商 いずれも魚に由来する細菌汚染
が高い

図5生産現場で〆られて流通する場合

13



③-2養殖魚の流通過程において想定される細菌汚染

養殖魚の流通過程において想定される細菌汚染には､以下の工程が考えられる｡

○輸送船またはトラック:

槽内での他の魚に由来する細菌による汚染｡

○いけす:

他の魚に由来する細菌による汚染｡

○卸売市場､大手スーパー･鮮魚小売商:

加工による包丁､作業台､手指などからの汚染｡

④鶏卵の流通経路､流通形態

鶏卵の流通経路の概略を図6に示す｡各地域の鶏卵生産農場から卵選別包装施

設(GPセンタ-)-運ばれ､殺菌剤による洗浄が行なわれる.次いで､パック詰め､あ

るいは箱詰めされ､大手スーパー､飲食店等-販売される｡

14



施設等　　　鶏卵の状態

鶏卵問屋等

殻付卵

I
殻付卵

･l
パック卵･ダンボール卵

1

1

1

｢~~~一｢~｢

大手スーパー

I

I

lパック卵

I

lダンボール卵

飲食店等

I

I

lパック卵

ミニ･スーパー

コンビニエンスストアー

図6鶏卵の流通経路
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⑤大手スーパーにおける食肉および養殖魚の販売形態

4箇所の大手スーパー店舗において､食肉および養殖魚の販売形態について調査

した｡市販商品に添付されるラベル一覧を添付資料2として添付した｡
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4.国内の食肉(牛肉､豚肉､鶏肉)､鶏卵､養殖魚､牛乳のFood Chainにおける微生

物の規制とその効果

1)牛､豚､ブロイラーの飼育農場を対象にした微生物に関する規制

自主衛生管理が主体であり､牛､豚､ブロイラーの飼育農場を対象として微生物に

関する法的な規制はない｡農林水産省から平成14年に｢家畜の衛生管理ガイドライ

ン｣が示された｡本ガイドラインはHACCPに基づいた農場における衛生管理を推進し､

家畜の生産段階から発生する可能性のある危害を明らかにして､その発生要因およ

び発生を防止するための措置を行うシステムである｡微生物学的危害要因としては家

畜および家禽が保有するあらゆる病原微生物が対象となるが､危害の発生による影響

が大きい微生物､発生頻度の高い微生物を優先的に対象微生物としている｡乳･肉用

牛ではサルモネラ､腸管出血性大腸菌0157､豚ではサルモネラ､ブロイラーではサル

モネラ､カンピロバクタ-ある｡

その他､生産現場に係わる法律として､ ｢牛の個体識別のための情報の管理及び

伝達に関する特別措置法｣､ ｢薬事法｣､ ｢飼料の安全性の確保及び品質改善に関す

る法律｣ ､ ｢家畜伝染病予防法｣などがある｡

2)と畜場を対象にした微生物に関する規制

｢と畜場法｣に基づきと畜場では獣畜(牛､馬､豚､めん羊､山羊)の適正な処置と必

要な措置を行い､食品衛生上の危害発生を防止することとされている｡また､と畜場法･

施行規則では洗浄･消毒､解体時の衛生管理に関する詳細な衛生管理の基準が定

められている｡本法律や施行規則は､安全性の高い衛生管理を求めて､何度も改正と

なり､食肉に起因する人-の健康障害のリスク低減がはかられてきた｡例えば､係留

所および生体検査所の衛生管理として､獣畜の糞便などの処理､体表に付着する糞

便の除去､病原菌汚染を防止するために腸管を結集すること､と体に接触するナイフ

などは一頭ごとに83℃以上の温湯で洗浄消毒すること､冷蔵設備は10℃以下の管錘

と温度測定の記録の保持などの微生物を考慮した対策が定められている｡と畜場法

に基づいて､生体検査や内臓検査などが実施され､人畜共通感染症や全身性疾患

などが疑われたものについては細菌学的な検査などが実施されている｡また､食品衛

生法に基づいて細菌数､大腸菌数､黄色ブドウ球菌､サルモネラ､ 0157などの検査

が実施されている｡

平成14年6月には｢牛海綿状脳症対策特別措置法｣が制定された｡この法律は牛

海綿状脳症の発生の防止と蔓延の防止をするために特別措置が定められた｡微生物

対策を目的に制定された法律ではないが､と場内での解体などの規制があり､間接的

には微生物制御にも影響する｡
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3)食鳥処理場を対象にした微生物に関する規制

平成2年に食鳥肉等に起因する衛生上の危害の発生を防止するために､ ｢食鳥処

理の事業の規制及び食鳥検査に関する法律｣ (食鳥検査制度)が施行された｡大動物

に対しては上記のごとく昭和28年にと畜場法が制定されたが､食鳥肉に対する法規

制が施行されていなかったが､食鳥肉による人の健康被害防止を目的に制定された｡

食鳥処理の事業の許可､衛生管理の基準､食鳥検査などが定められ､病鶏の排除､

抗菌物質の残留や病原菌汚染の低減化がはかられた｡

4)食肉製造業､レストラン､集団給食施設､販売店を対象にした微生物に関する規制

食肉製造業､レストラン､集団給食施設および販売店における微生物汚染を規制

する法令は｢食品衛生法｣である｡本法律は社会的要因により何度も改正がなされてき

た｡食肉の微生物制御に係わる部分では､平成5年に食品衛生法施行規則の一部

改正により-ム､ソーセージなど食肉製品に対する規格基準があらたに制定され､細

菌数､大腸菌群数､ E.coli.､芽胞数､クロストリジウム属菌､サルモネラ属菌､黄色ブド

ウ球菌の検査が求められた.平成8年の0157大流行に際して､食品衛生法施行規

則の一部改正により食品の加熱条件は中心温度が75℃､ 1分以上あるいはこれと同

等の効果が得られる方法とされ､ 0157が完全に死滅する加熱条件にされた｡平成10

年には生食用食肉の安全性確保として糞便系大腸菌検査が義務化された｡平成13

には表面の細菌が申内部に刺し込まれるテンダライズ処理等を行ったステーキ肉によ

る広域的0157食中毒の発生がみられた｡肉内部に調味液や脂肪などを注入したもの

あるいは肉内部の繊維を切断するなどの処置を施した加工肉は､肉内部に細菌の汚

染が拡大するおそれのがあるために､これらの加工食肉に対して表示が義務化されたこ

乳工場と同様に食肉製造業に対しても総合衛生管理製造過程の承認を得ることも出

来る｡

｢食品衛生法｣による法規制以外に､自主管理の基準とし七弁当や惣菜については

昭和54年の｢弁当及び惣菜の衛生規範｣による指導基準がある｡･集団給食施設には

平成9年に｢大量調理施設衛生管理マニュアル｣を策定し､加熱調理の温度管理など

HACCPシステムを考慮した微生物対策が推進されてきた｡

最近では各自治体が集団給食施設､レストラン､仕出し弁当あるいは小規模食品

工場を対象として､各種の自主管理認定制度を導入し､衛生管理の向上を図ってい

る｡例えば､東京都では平成15年に｢食品衛生自主管理認定制度｣を設立し､集団給

食施設､飲食店､寿司店などを対象に認定を行っている｡同様に北海道､栃木県､埼

玉県､静岡県､兵庫県など各自治体でも独自の認定制度があり､リテールにおける衛

生管理の向上を目指している｡
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5)鶏卵のFood Chainにおける微生物による規制

採卵養鶏場を対象にした微生物に関する規制:産卵養鶏場に対する法規制はない｡

鶏卵を原因食品とするサルモネラ食中毒の増加に伴い､農林水産省から種鶏場､産

卵養鶏場に対する衛生管理に関する対策が進められてきたが､平成14年には｢家畜

の衛生管理ガイドライン｣が示された｡本ガイドラインでは産卵鶏のサルモネラ

(S.Enteritidis)制御が重要であることから､サルモネラ対策に重点がおかれているOさ

らに､平成17年1月には農林水産省から｢鶏卵のサルモネラ総合対策指針｣の課長

通知が出された｡これまでにも鶏卵を原因とする∫Enteritidis食中毒の激増に対処す

るために､農林水産省からは産卵養鶏場の衛生対策指針が示されていたが､このた

びの通知では一般的衛生対策の他にHACCPを重視した対策が盛り込まれているし､

モニタリングやそれに伴う具体的な検査法が明記されている｡

GPセンター､液卵工場および鶏卵を対象とした微生物に関する規刺:平成4年に鶏

卵を原因とするサルモネラ食中毒発生の対策として､元厚生省は卵およびその加工

品の衛生の向上を図るために､ ｢卵及びその加工品の衛生対策について｣を通知した｡

平成5年には｢液卵の製造等に係わる衛生確保について｣が通知され､原料卵､洗卵

工程､殺菌条件､液卵の保存温度などを定め､液卵に係わる衛生上の危害の発生防

止対策とした｡平成10年にはこれまでの対策ではサルモネラ(∫.Enteritidis)食中毒が

減少していないことから､ ｢食品衛生法施行規則を一部改正｣し､鶏卵の表示､食品十

般の製造基準に鶏卵の基準を追加､液卵の規格基準を制定した｡殻付き卵では消費

期限(賞味期限)の表示､生食用の表示､ 10℃以下の保存などである｡

GPセンターの衛生管理についても｢卵選別包装施設の衛生管理要領｣を定め､関

係事業者の指導要綱とした｡原料卵の受け入れ､保管､洗卵条件､検卵､包装､表示

などが定められている｡

6)牛乳のFood Chainにおける微生物に関する規制

食品衛生法に従い､乳及び乳製品については｢乳及び乳製品の成分規格等に関

する省令｣が昭和26年に制定された｡社会要望により何度の改訂が繰り返され､現在

はより高度な衛生管理が定められている｡特に微生物制御としては成分規格や製造

基準が制定されている｡この法律により市販牛乳及び乳製品はすべて法に基づいて

殺菌がなされ､未殺菌牛乳の流通が禁じられている｡乳および乳製品はすべて大腸

菌群陰性でなければ市場に出荷できないし､また､微生物の増殖防止として10℃以

下の保存とする保存基準が定められている｡その他､消費期限(賞味期限)や表示義

務がある｡

乳工場では､製造又は加工の方法およびその衛生管理の方法につき食品衛生上

の危害の発生を防止するための措置が総合的に講じられた製造や加工が構築された

施設に対して｢食品衛生法｣に従い｢総合衛生管理製造過程｣の承認を得ることが出
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来る｡本システムは国際的に認められているHACCPに従った衛生管理システムであ

り､人の健康被害となるサルモネラ､ 0157等の病原菌や残留抗生物質などの危害要

因の排除である｡

7)魚市場(養殖魚)を対象にした微生物に関する規制

魚市場あるいは養殖魚のみを特定した法的規制はないが､ ｢食品衛生法｣の法令に

従った衛生管理を推進しなければならない｡平成13年には腸炎ビブリオ食中毒防止

のために食品衛生法施行規則の一部改正がなされ､表示基準､成分規格､加工基準､

保存基準が制定された｡魚市場で魚体などの洗浄に用いる水は滅菌海水あるいは飲

料水適の水を使用し､水からの微生物汚染が防止された｡生食用の魚介類は10℃以

下の保存が義務化され､微生物の増殖防止対策がとられた｡

8)家犀における衛生管理.

特に家庭における衛生管理に関する法的な規制はない｡しかし､消費者としても衛

生管理を疎かにすることは出来ない｡家庭で行う衛生管理のガイドラインとして､厚生

労働省のホームページに｢家庭で行うHACCP｣がある｡食品の購入､家庭での保存､

下準備､調理､食事､残った食品などについて分かりやすく解説してある｡また､前述

の平成10年の卵表示等に関する元厚生省通知に家庭における卵q)取り扱いが重要

であることから｢家庭における卵の衛生的な取り扱い｣が示された｡これに基づき､都道

府県等においては消費者-の普及啓発活動に活用されている｡

5.微生物の規制による効果の実際

各種の法的規制や自主管理のガイドライン或いは自治体による高度な衛生管理を

行っている施設の認定などが施されており､これらに従った微生物制御が実施されて

いる.さらに平成15年に制定された｢食品安全基本法｣の基本理念の一つは農産物

の生産から食品の消費までの食品供給工程の各段階における安全性の確保であるo

そして国･地方自治体の責務の他に､食品関係者は食品の安全性確保が第一義的な

責務であることを明確にした｡現在はこれらの国や地方自治体の指導により各事業者

は自主管理が積極的に推進されてきている｡各種の微生物に対する対策の結果､そ

の実際の効果は個々の規制よりもむしろ総合的な取り組みにより効果が現れているも

のと判断される｡

1)微生物による食中毒発生状況からの評価

平成元年以降増加をするサルモネラ(S.Enteritidis)食中毒は鶏卵を原因とし､平成

10年では314件(患者2名以上の事例)､患者数が11,028名となったが､平成11年

以降減少の傾向が見られ､ 14年では173件､患者数が5,541名である｡本食中毒の
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減少は生産段階である養鶏場､ GPセンター､流通､リテールなどに対する鶏卵の衛

生管理の推進による行政効果が高いと考えられる(総40,41,42) ｡

平成8年の全国規模による0157食中毒もその後の食肉に対する衛生管理の向上

により､著しく減少し､年間20件以内の発生となってきた｡特に､と場の衛生管理の推

進､例えば､腸管の結染により腸内容物のと体-の微生物汚染が防止され､以前に

増してより安全性が向上している｡平成8年の全国レベルでの腸管出血性大腸菌

0157の流行後､と場での0157検査し､本菌汚染と体の流通制限の措置がとられた｡

腸炎ビブリオ食中毒は常に一位の座を占めていたが､平成12年以降減少をしてき

た｡魚獲時や魚市場からの対策､温度管理や腸炎ビブリオの規格基準の設定の効果

が見られてきたものと考えられる｡

カンピロバクタ-食中毒に関してはブロイラー飼育場､食鳥処理場などの衛生対策

の遅れから､食中毒としては残念ながら増加傾向にある｡

乳･乳製品に対しては厳しい法令があり､乳工場では法令が遵守されており､近年

では市販牛乳による食品事故は異臭事故例以外ほとんどない｡

件　400

数

'75　　78　'81　'84　'87　'90　'93　'96　'99　　02

年

図7わが国における主な細菌性食中毒の発生状況
厚生労働省食中毒統計より　　　　　患者2名以上の事例(1975-2003)

2)微生物検査からの評価

米国やオーストラリアでは挽肉の0157汚染の推移に関する政府機関の公式な発

表があり､政策の評価がなされている｡しかし､我が国では微生物制御に関する法的

な制定(指導基準)前後での生産段階や食品工場あるいは製品に対する微生物検査
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による科学的な評価はなされていない｡

個々の研究者により食品の微生物汚染の実態報告があるが､検査方法が報告者に

より異なっているし､対象の母集団にも統一性がなく､データを比較することが極めて

困難である｡また､サルモネラやカンピロバクタ-などの病原菌を対象とした調査はあ

るが､大腸菌や腸球菌の年次別推移に関する調査報告は公表されたものがない｡

これまでに轡告されたデータの一部を記載する｡と畜解体直後の牛豚枝肉の生菌

数は､昭和56年の報告ではIcmz当たり104から106であったが､平成12年の報告で

はIcmz当たり102程度であり､微生物汚染の減少が見られる(成28,資29),市販鶏肉

のカンピロバクタ-汚染は食鳥検査制度施行前の報告では20-50%と極めて高い成

績であったが､食鳥検査制度施行後の平成8-9年の東京都の報告では12-19%とあり､

カンピロバクタ-汚染率の減少が見られる(成6,7)｡しかし､養鶏場におけるカンピロ

バクタ-汚染は食鳥検査制度前後での比較では特に有意な差がない｡昭和45年か

ら平成15年間に実施された調査によるとカンピロバクタ-陽性養鶏場(戸数)は

58-66%である｡

∫ Enteritidisが検出された産卵養鶏場について清浄化対策実施前と実施後でのサ

ルモネラ汚染の比較を行った成績では徹底した消毒と環境整備などにより､

S.Enteritidis陽性農場から本菌の清浄化に成功した報告がある(総44)ォ

豊島ら(総43)の食鳥処理場での微生物汚染に関する報告では衛生管理の指導を

施さなかった状態では脱羽後､内臓摘出後､チラー後､製品などの鶏と体のサルモネ

ラ汚染率は6.9%､黄色ブドウ球菌汚染率は61.1%であった｡同一施設に対する

HACCP一に基づく衛生管理の推進により鶏と体表面のサルモネラはすべて陰性､黄色

ブドウ球菌も2例の陽性となり､微生物制御の著しい効果が認められている｡
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Ⅲ.試験調査プロトコル

1.サンプリング方法

1)施設の要件と施設数

消費直前の食品を取り扱い､かつ容易に入手が可能であり､トレースバックが可能

な､複数の店舗を有する大手量販店をサンプリングの施設とする｡また個々の大手

量販店においては､プライベートブランドを含め数種の銘柄しか販売していないこと

が多いことから､複数の大手量販店の施設を対象とする｡

2)対象食品の種類

国産の畜水産食品の中で､消費直前の食品の牛肉､豚肉､鶏肉､養殖魚肉､鶏

卵､牛乳の6種を対象食品とする｡また牛肉､豚肉､鶏肉､養殖魚肉については加

熱調理等がなされていないパック詰めされた商品(最低300g)を､鶏卵については

10個入りのパックを､牛乳についてはlLのパックを対象とする｡原産地(｢北海道

産｣ ｢沖縄県産｣など)が記載されて産地が特定できるものを対象とし､単に｢国産｣と

表示されているものは対象としない｡

3)採材方法

対象食品の包装容器及び原産地等が記載されたラベルが破損又は損傷してい

ないことを確認する｡∴異物混入､対象食品が微生物によって汚染されないように採材

する｡

4)試料の輸送方法及び保管方法

サンプリングした対象食品(試料)は､サンプリング時の状態を可能な限り維持し､

以下の点を注意して運搬し､保管する｡

○試料を入れる容器は､試料の種類､形状等を考慮した形状のもので､運搬､

洗浄および滅菌に便利なものを用いる｡

○試料の汚染､破損､損傷および取り違え等が生じないように注意する｡

0 8℃以下に俸冷し(凍結しない｡ ) ､サンプリング後可能な限り速やかに試験に

供試する｡

○試料に添付されているラベルを保管すると共に記載事項(｢名称｣､ ｢原産地｣､

牛肉においては｢個体識別番号｣)を記録する｡サンプリングの実施日時､対

象施設の住所および店舗名を記録する｡

5)試料数

対象食品からの対象細菌の検出率のデータを参考にして試料の総数を算出し､

対象食品の都道府県別生産量のデータを参考にして生産量が多い都道府県の食

品を優先的にサンプリングする｡
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(D対象細菌の検出率と試料総数

対象食品からの対象細菌の検出率については､当事業の検討会においてこれま

で報告されているデータを基に検討し､表1に示した｡大腸菌の検出率は鶏肉で

35.9%(総38)､牛肉で53.7%(資28)､豚肉で69.1%(資28)である.腸球菌の検出

率は鶏肉で100%(腸56)である｡サルモネラの検出率は鶏肉で11.7%(総32) ､鶏卵

ではO.002%(サ86)､牛肉で2.5%(資28)､豚肉で2.0%(資28)である｡カンピロバ

クタ-の検出率は鶏肉で20%(総32)､牛肉で1%(成27)である｡

また第1回検討会において､薬剤感受性試験の供試株数は100株以上必要であ

るとした｡対象細菌の検出率をもとに100株以上の供試株が得られるような試料数を

算出した｡その結果は表2のとおり､大腸菌を100株以上得るために必要な牛肉は

187件､豚肉は145件､鶏肉は279件以上であるo腸球菌を100株以上得るために

必要な鶏~肉は100件以上である｡サルモネラを100株以上得るために必要な牛肉は

4000件､豚肉は5000件､鶏肉は855件､鶏卵は5,000,000件以上であるOカンピロ

バクタ-を100株以上得るために必要な牛肉は10,000件､豚肉は7,143件､鶏肉は

500件以上であった｡検出率が低い食品と細菌の組み合わせによっては､非常に多

くの採材を必要とした｡

表1食品からの対象細菌検出率
大腸菌　　　　　腸球菌　　　　サルモネラ　　カンピロバクタ-

魚

肉
　
肉
　
肉
　
殖
　
卵
　
乳

牛
　
豚
　
鶏
　
養
鶏
牛

1 00.0

表2 100株以上の供試株を得るために必要な試料数
大腸菌　　　　陽球菌　　　　サルモネラ　　カンピロバクター

魚

肉
　
肉
　
肉
　
殖
　
卵
　
乳

牛
　
豚
　
鶏
　
養
　
鶏
牛

100

4.000　　　　　1 0,000

5,000　　　　　　,1 43

8 55　　　　　　　　500

5,000,000

0　　　　　　　　　0

(件)

②対象食品別の試料数

各食品について都道府県別の生産量のデータを入手し､生産量を反映して試料
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数を平準化した｡各食品の都道府県別生産量および各細菌を100株以上分離する

ために必要とされる試料数を表3から表7および表9､ 10に示した｡養殖魚について

は対象細菌の検出率のデータがないことから､ 100株以上の供試株を得るために必

要な試料数(件)は空自とした｡今後､データの収集が望まれる｡

牛肉､豚肉の都道府県別の生産量は､財団法人日本食肉消費総合センターが

発行している｢銘柄牛肉ハンドブック｣ (資7)および｢銘柄豚肉ハンドブック｣ (資8) ､

鶏肉については農林水産統計｢平成16年食鳥流通統計調査結果の概要｣ (資2)､

養殖魚については農林水産統計｢平成16年漁業･養殖業生産疲計(概数)｣ (資1)､

鶏卵については農林水産統計｢鶏卵流通統計(平成17年10月～12月分)｣ (資4)i

牛乳については農林水産統計｢牛乳乳製品統計(平成18年1月分)｣ (資3)を用い

で情報を収集､整理し､サンプリング試料数を決定した｡

また鶏卵を除く他の対象食品は､上位10県で生産量の過半数を占め､一般的に

消費量を反映すると考えられる｡さらに生産量の低い地域の食品は､サンプリングで

きない可能性があることから､生産量の高い県を優先的にサンプリングすることとす

る｡

25



表3　銘柄牛肉の都道府県別割合と試料数

都道府県　　　　比率(%)
100株以上の供試練を得るために必要な試料数(件)

大腸菌　　　腸球菌　　サルモネラ　カンピロバクター

北海道
熊本
群馬
山形
宮崎

長野
長崎
岩手
静岡
兵庫

n
 
o
)
　
t
o
　
^
t
 
o
>
　
i
n
 
J
 
O
　
8
　
8

i
^
　
o
>
　
c
o
 
m
　
^
-
^
-
^
-
o
o
 
e
>
g
 
c
v

∩
_
ー
■ m

30

20

17

15

14

*

9

9

9

1124　　　　　　2810

648　　　　　1623

432　　　　　1082

353　　　　　　885

320　　　　　　803

294　　　　　　734

268　　　　　　667

1 96　　　　　　487

1 83　　　　　　454

1 83　　　　　　454

試料総数　　　　　　　　　　　　　1 87　　　　　　　　　　　4000　　　1 0000

表4　銘柄豚肉の都道府県別割合と試料数

都道府県　　　　　比率(%)
100株以上の供試練を得るために必要な試料数(件)

大腸菌　　　腸球菌　　サルモネラ　カンピロバクター

群馬
鹿児島
神奈川
山形
岩手
栃木

宮崎
茨城
iu Eff,

沖縄

8

　

｣

　

o

o

　

サ

サ

�

"

　

c

o

 

c

m

 

o

 

m

 

r

~

｣

i
d
 
n
 
i
s
 
t
o
 
i
d
 
i
p
 
i
n
 
A
｢
　
3
　
3

m 35

26

14

13

13

12

10

9

7

6

1169　　　　　1670

911　　　　　1301

473　　　　　　676

445　　　　　　636

439　　　　　　626

431　　　　　　616

347　　　　　　497

31 3　　　　　　447

257　　　　　　367

215　　　　　　308

試料総数　　　　　　　　　　　　　　146　　　　　　　　　　　5000　　　　7143

表5　ブロイラーの都道府県別割合と試料数

都道府県　　　　　比率(鶴)
100株以上の供試練を得るために必要な試料敷く件)

大腸菌　　　腸球菌　　サルモネラ　カンピロバクター

鹿児島

宮崎
岩手
青森
北海道

徳島
佐賀
熊本
兵庫
鳥取

c
D
 
N
 
i
-
　
o
o
 
m
 
N
 
t
o
 
n
 
T
-
　
o

0
0
 
M
 
i
n
 
m
 
f
　
(
O
 
N
　
(
M
 
C
M
 
W

ト
.
H
■

72　　　　　　　26

69　　　　　　　24

56　　　　　　　20

21

17

12

10

8

8

6

8

6

4

3

3

3

2

217　　　　　　127

209　　　　　　123

173　　　　　　100

67　　　　　　　38

51　　　　　　30

37　　　　　　　21

29　　　　　　17

26　　　　　　15

24　　　　　　14

23　　　　　　13

試料総数　　　　　　　　　　　　　　279 1 00　　　　　　855　　　　　　500
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表6鶏卵都道府県別生産割合と試料数

都道府県　　　　生産量(t) 比率(鶴)
1 00株以上の供試練を得るために必要な試料敷く件)

大腸菌　　腸球菌　サルモネラカンピロバクタ-

茨城

鹿児島

千葉

愛知

広島

北海道

岡山

青森

新潟
i'ls si

1 72087

162554

159655

133821

1 14035

105738

96612

89009

84726

78717

0
　
<
o
 
i
n
 
v
　
<
o
 
n
 
a
>
　
i
o
　
^
　
M

r

ォ

　

(

0

　

(

O

 

i

o

　

*

　

サ

　

n

 

n

 

n

 

n

718854

679375

667259 .　　　　0

559289

476595

441 758

403278

371 502

353602

328488

試料総数　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5000000

表7牛乳都道府県別生産割合と試料数

都道府県　　　　生産量(t) 比率(%)
1 00株以上の供試株を得るために必要な試料致(件)

大腸菌　　腸球菌　■サルモネラカンピロバクター

北海道

栃木

千葉
H=a

熊本
愛知

岩手

茨城

宮城
兵庫

327917

27776

24639

23155

22860

21644

21267

15899

13122

11574

o
i
 
o
 
i
o
 
c
j
 
c
o
-
i
-
　
o
 
c
o
 
o
 
r
-

(
D
 
v
 
n
 
n
 
n
 
n
 
n
 
N
 
t
-
　
i
-

4 0　　　　　　0　　　　　　0

0　　　　　　0　　　　　　0

0　　　　　　0　　　　　　0

0　　　　　　0　　　　　　0

0　　　　　　0　　　　　　0

0　　　　　　0　　　　　　0

0　　　　　　0　　　　　　0

0　　　　　　0　　　　　　0

0　　　　　　0　　　　　　0

0　　　　　　0　　　　　　0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

試料総数　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　0　　　　　0　　　　　0　　　　　0
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表8　海面養殖菓魚種別収穫量
魚種　　　　漁獲量dooot)　比率(%)

海面養殖集計　　　　　1216

魚類計

ぶり類

まだい

ざんざけ

その他の魚類

ひらめ

ふぐ類

まあじ

しまあじ

261　　　　1 00.0
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表10　海面養殖業都道府県主要魚種別収穫量(まだい)と試料数
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6)大手スーパー以外からのサンプリング

なお､消費者が直接購入する店舗でのサンプリングを主体とするが､と畜場から出

荷されて食肉工場､販売店などを経由することにより､加工工程､輸送時､包装時な

どの環境､器具､機材あるいはヒトからの細菌汚染を完全には無視することができな

い｡検討委員会の見解から､販売店からのサンプリングの他に､トレースバックが可

能なサンプリングも導入する｡牛肉､豚肉については協力が可能なと場や食肉工場､

あるいは食肉センター協議会等と連携し､と体表面､カット肉､小売肉についてトレ

ースバック可能な方法で材料をサンプリングする｡と体表面のふき取り部位は各々20

検体とする｡さらに同一と場から出荷されたカット肉表面のふき取り､ならびに同一ル

ートの販売店の肉各々20検体とする｡
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2.試料からの細菌の分離及び同定方法

1)対象菌種

a'大腸菌

b　腸球菌およびバンコマイシン耐性腸球菌

C　サルモネラ属菌

.d.腸管出血性大腸菌0157:H7/-

eカンピロバクタ-属菌{C.jejuni, C. coli).

ただし､腸管出血性大腸菌0157は豚肉､鶏肉､養殖魚､卵､牛乳からの検出がこ

れまでのところ殆ど報告されていないので､牛肉からの分離方法を示した｡

2)分離方法及び同定方法

食品からの細菌及び病原菌の検査法に関しては国内の検査指針である食品衛生

検査指針微生物編(2003年) (成1) ､腸管系病原菌検査法(善養寺浩､坂井千三､寺

山武､工藤泰雄､伊藤武ら､医学書院､ 1985) (成2)､米国のBacteriological

Analytical Manual(FDA, 2005) (資23-27) , Culture Media for Food Microbiology

(Coorry,J.E.L.,Curtis,GD.W. and Baird,R.M:Elisevier,1995) (成9)などの成書を参考と

した｡また､米国､カナダ､デンマーク､スウェーデンから報告されている食品由来細菌

の薬剤耐性モニタリング(成17-19,23)に記載されている方法､あるいは各研究者によ

り論文として報告されている食品からの細菌の分離方法を参考とした0

①検査試料の調整

a　牛肉､豚肉､鶏肉､養殖魚

それぞれ200gを秤量し､リン酸緩衝液200mlを加え､ストマッカーで1分尚リンスし

た液を検査用試料とする｡

と体表面のふき取り検査では拭き取った綿棒を20mlのリン酸緩衝液に浮遊させ､

試料とする｡

b　鶏卵

1パック10個入り鶏卵から無作為に5個を選び､卵殻表面を消毒用アルコールで消

毒し､ 35℃､ 18-24時間保管し､再度卵殻を消毒用アルコールで消毒し､滅菌容器に

割卵してよく混和後､本液卵を検査用試料とする｡

C　市販牛乳

1L入りパック牛乳を検査用試料とする｡
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②細菌の検出法と同定方法

a　大腸菌

食品衛生検査指針や米国FDAマニュアルでは汚染指標菌としての大腸菌群の検

査法が主体であり､食品からの大腸菌検査に関しては満足できる方法でないことから､

本調査では米国の食品由来細菌の薬剤感受性モニタリング試験法を基に､国内で広

く使用されている培地などに変更した｡

食品からの大腸菌検出法を図8に示した｡すなわち､各試料を直接分離培養として

大腸菌の選択分離培地であるDHL寒天と大腸菌検索の酵素基質培地であるESコリ

ーマーク寒天に塗抹し､35℃､ 18-24時間培養する.一方､試料のlmlをEC培地

(10ml分注)に接種し､大腸菌の培養温度である44.5℃､ 22-24時間培養後DI皿寒天

およびESコリーマーク寒天で､分離培養を行い､ 35℃､ 18-24時間培養する｡分離寒

天培地上で大腸菌を疑う集落について図8に示す各種の生化学的性状試験を実施

し､下記の性状を示したものを大腸菌とする｡

TSI培地斜面:分解/非分解､高層:分解､硫化水素非産生､ガス産生/非産生

LIM培地リジン脱炭酸試琴陽性､インドール試験陽性あるいは陰性､運動性陽性

シモンズのクエン酸塩培地　　　陰性

SIM培地

VP半流動培地

チトクロムオキシダーゼ

IPA反応陰性

VP反応陰性

陰性
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リンス液*

DHL寒天培地

ESコリマーク寒天培地

35-C､ 18-24時間

リンス液lml接種

EC培地10m1

44.5-C､ 22-24時間

TSI培地
LIM培地
シモンズのクエン酸塩培地
SIM培地
vp半流動培地

チトクロムオキシダ-ゼ

図8大腸菌の検査方法
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b　腸球菌およびバンコマイシン耐性腸球菌

本調査においては国内の家畜からのモニタリング試験､あるいは自然界(家畜､家

禽､食品)での分布状況､あるいは諸外国の報告に従い､対象とする腸球菌は

E.faecalisおよび旦舟eciumの2菌種とするo

食品からの腸球菌検出法については諸外国のモニタリング調査法と併せて報告書

末尾に示した藤瀬ら(腸56)､土肥ら(腸53)､石崎ら(腸51)､ Rizzotti et al.(腸44),

Gambarotto et at (腸40) ,Pavia et al. (腸49) ,Klein(腸34)の論文､さらに､池康嘉先生

から提供された資料(添付資料8)を参考とした｡

試料をEnterococcosel培地およびバンコマイシンを3 //g/ml添加した

Enterococcosel培地に塗抹し､ 35℃､48　時間培養する｡一方､試料lmlを

Enterococcoselブイヨン(10ml分注)に接種し､ 35℃､ 18-24時間培養後Enterococcosel

培地およびバンコマイシンを3 /i g/ml添加したEnterococcosel培地に塗抹し､ 35℃48

時間培養する｡疑わしい集落については図9に示す各種の生化学的性状により腸球

菌の同定を行う｡

グラム染色

45℃発育試験

6.5%食塩発育試験

py汀olidonyl arylamidase試験

カタラーゼ試験

菌球霊二蝣<蝣>k:蝣*蝣'蝣… ':I

腸球菌と同定された菌株についてはKleinが報告したマンニトール､ソルビトール､

アラビノースおよび50℃の発育試験を実施し､菌種同定を行なう｡

E.faecqlis E.faecium

マンニトール

ソルビトール

アラビノース

50℃発育

+

+

+

+/一

十

十

ただし､これらの性状試験により明確な菌種同定は困難であるが､スクリーニング試
l

験として実施する｡ただし､薬剤感受性試験により耐性菌と認められた菌株について

は遺伝子学的な試験により正確な菌種同定を行う｡
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リンス液

①Enterococcosel寒天培地　リンス液l ml接種

②Enter｡c｡cc｡sel寒天培地　E山erococcoselブイヨン(10ml)

+VCM3ug/ml　35-c､ 18-24時間

マンニトール

ソルビトール

アラビノース

50-C発育

図9腸球菌の検査方法
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C　サルモネラ属菌

食品,からのサルモネラの検査法については食品衛生検査指針に示された方法が

国際的な標準法に準じているのでこれに従った｡また､鶏卵についても食品衛生検査

指針に従う.食肉および養殖魚のリンス液80mlに2倍濃度の緩衝ペプトン水80mlを

加え､さらに緩衝ペプトン水を40ml加えて全量200mlとする｡本培地を35℃､ 18-22

時間申培養を行い､本培養液0.5mlをテトラチオン酸塩培地(10ml分注)およびラバポ

ート･バシリアディス培地(10ml分注)に接種し､ 43℃､ 18-22時間選択増菌培養を行う｡

分離用培地としてはMLCB寒声培地とESサルモネラ寒天培地を併用する｡両平板で

疑わしい集落については生化学的性状試験によりサルモネラを同定する｡下記の性

状を示したものをサルモネラとする(図10),

TSI培地　斜面:非分解､高層:分解､ガス　産生/非産生､硫化水素産生

LM培地　リジン脱炭酸塩反応陽性､インドール反応陰性､運動性陽性

SIM培地　　　　　　　　　pA反応陰性

シモンズのクエン酸塩培地　クエン酸塩利用陽性

W半流動培地　　　　　　W反応陰性

サルモネラと同定された菌株については0抗原､ H抗原を決定し､血清型別を実施

する｡

と体のふき取り液については8mlに等量の2倍濃度の緩衝ペプトン水を加え､上述

に従って培養する｡

鶏卵からのサルモネラの検査は図11に示すごとく前培養としてFeSO4/7H20占4mg/L

添加緩衝ペプトン水250mlに試料50mlを接種し､ 35℃､ 18-22時間培養する｡選択

増菌培地､生化学的性状検査は前記の食肉等のサルモネラの検査に準じる｡
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リンス液

-
前培養

リンス液80ml接種

2倍濃度緩衝ペプトン水80ml

緩衝ペプトン水40m1

35-C､ 18-22時間

選択増菌培養

培養液0.5ml接種

テトラチオン酸塩培地10ml

ラバポートバシリアディス(RV)培地10m1

43-C､ 18-22時間

-
選択分離培養

MLCB寒天培地､ ESサルモネラ寒天培地

35-C､ 18-24時蘭

TSI培地､ LIM培地

35-C､ 24時間

SIM培地

シモンズのクエン酸塩培地
W半流動培地

図10食肉･養殖魚からのサルモネラ属菌の検査方法
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卵5個
35-C､2日間保存

.1

割卵､混合

■前 培 養

卵50ml接種

緩衝ペプトン水250ml ( FeSO4 - 7H20 64mg凡添加)

35-C､ 18-22時間

培養液0.5ml接種

テトラチオン酸塩培地10ml

ラバポートバシリアディス(RV)培地(10ml)
42-C､ 18-22時間

分離培養

MLCB寒天培地

ESサルモネラ寒天培地(選択分離培地)

35-C､ 18-24時間

1次スクリ-
一

二ング試験

TSI培地､ LIM培地

35-C､ 24時間

図11卵からのサルモネラ属菌の検査方法
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d　腸管出血性大腸菌0157:H7/一

･牛肉からの腸管出血性大腸菌0157検査法は食品衛生検査指針に示された方法

が国際的にも認められている方法に準拠していることからこの方法に従う｡

牛肉のリンス液80mlに2倍濃度のノボビオシン加mECブロス80mlを加え､さらに

ノボビオシン加mECブロス40mlを加え､ 42℃､ 18-24時間培養する｡培養後ELISA

法或いはこれに類似する免疫学的方法により0157のスクリーニング試験を実施し､陽

性検体について免疫磁気ビーズ法により0157菌体を濃縮するQ分離培地としては

CT-SMAC寒天培地とクロモアガ-0157TAM寒天培地を用いるO疑わしい集落につ

いては1%セロビオース添加LIG寒天培地でスクリーニングする　0157を疑う菌株に

ついては図12に示す生化学的性状試験を行う｡また､ 0抗原とH抗原について検査

を実施し､血清型を決定する｡ベロ毒素の検査はラテックス凝集反応あるいは毒素遺

伝子の検査を実施し､毒素型を決定する(図12),

と体のふき取り液についてはSmlを2倍濃度のノボビオシン加mECブロスを加え､

上述のごとく培養する0

0157の生化学的性状は下記のごとくである｡

1%セロビオース添加LIG寒天培地　斜面:非分解､高層:分解､ MUG反応陰性

TSI培地　斜面､高層:分解､ガス産生､硫化水素非産生

LIM培地　リジン脱炭酸塩反応陽性､インドール反応陽性､運動性陽性/陰性

シモンズのクエン酸塩培地　ク主ン酸塩の利用性陰性

SIM培地　　　IPA反応陰性

vp半流動培地　VP反応陰性
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リンス液

.
前培養

リンス液80ml接種

2倍濃度ノボビオシン加mECブロス80ml

ノボビオシン加mECブロス40ml

42-C､ 18-24時間

免疫磁気ビーズ

分離培養

免疫学的検査

CT-SMAC寒天培地および

クロモアガー0157T旦M寒天培地

35-C､ 18一一24時間

1%セロビオース添加LIG寒天培地

35-C､ 18-24時間

】

大腸菌(疑)

生化学的性状試験 ベロ毒素産生試験

TSI培地
LIM培地
シモンズのクエン酸塩培地
SIM培地
W半流動培地

図12牛肉からの腸管出血性大腸菌0157の検査方法

39



eカンピロバクタ-属菌(C.jejuni, C. coli)

食品からのカンピロバクタ-検査は直接分離培養と増菌培養を併用する｡直接分

離培養はmCCDA培地およびSkirrow培地あるいはキヤンピフードID培地を使用す

る｡増菌培養はリンス液1mlをPreston培地(10ml)に接種し42℃で18-22時間微好気

培養を行う｡増菌培養液からの分離培養は直接分離培養と同一の培地を使用し､

42℃､ 48時間､微好気培養する｡疑わしい集落については図13に示す検査を実施し

~菌種の同定を行う｡

C.jejuniおよびC.coliの生化学的性状は下記のとおりo

グラム染色

運動性

オキシダーゼ試験

カタラーゼ試験

25℃の発育

42℃の発育

馬鹿酸塩加水分解

C.jejuni C. coli

陰性　S字状の螺旋　　陰性　S字状の螺旋

コルクスクリュ様　　　　コルクスクリュ様

陽性

陽性

陰性

陽性

陽性

酢酸インドキシル加水分解　　　　　陽性

40
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リンス液

血液寒天培地
42-C､ 2-3日間〔微好気培養〕

図13食品からのCampylobacterjejuniおよびC. coliの検査方法･
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3)分離菌株数(MIC分布を作成するために必要な菌株数)

薬剤感受性試験に供する菌株は原則として同⊥サンプルから検出された3菌株と

する｡ただし､検査法として直接分離培養と増菌培養を併用しており､各々の細菌や

病原菌により供試すづき菌株の選択には考慮が必要である｡

/

大腸菌J直接分離培地検出株2菌株､増菌培養からの検出株1菌株とするが､直接分

離菌株が陰性で､増菌培養のみ陽性の場合は増菌培養由来菌株3菌株とする｡

腸球菌:直接培養のEnterococcsel培地およびバンコマイシン添加Enterococcsel培地

それぞれ直接分離菌株3　菌株｡直接分離培養が陰性の場合には増菌培養後

Enteroco占csel培地検出3菌株､バンコマイシン添加Enterococcsel培地検出3菌株と

する｡

サルモネラ:0血清型が異なるサルモネラ菌株3株とするが､同一0血清型の場合に

は2菌株とする｡

カンピロバクタ- :直接分離培養で検出された菌株2菌株､増菌培養検出菌株1菌株

とする｡直接分離培養陰性の場合は､増菌培養検出の2菌株とする｡

腸管出血性大腸菌0157:検出菌株2菌株を試験菌とする｡

4)菌株の保存方法

薬剤感受性試鹸用菌株はプラスミドなどが脱落しない方法で保存しなければならな

い｡大腸菌､サルモネラ､腸管出血性大腸菌0157､腸球菌の各菌株についてはカシ

トン半流動培地に保存する｡乾燥を防ぐためにゴム栓とし､冷暗所に保存する｡

カンピロバククーについては寒天培地による保存では死滅が早いので､寒天培地

による保存は避ける　BHIブイヨンに被検菌を接種し､試験管内に微好気混合ガス

(酸素ガス5%,炭酸ガス10%,窒素ガス85%)を噴入し､プチル栓で密封後､ 35℃､

18-24時間､振とう培養する.培養後滅菌グリセリンを15%になるように添加し､ -80℃に

保存する｡保存菌株は1年以内に薬剤感受性試験を実施すること｡

3.薬剤感受性試験方法

1)測定方法

薬剤耐性サーベイランス事業が世界各国で注目され､ MIC (最小発育阻止濃度)の

相互比較が極めて重要であることからMICの測定法の統一化が求められている.わ

が国ではヒト由来細菌の検査法として米国臨床検査標準委員会(CLSI伽CCLS)が制
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定した方法が導入されているし､ 2003年にはCLSI/NCCLS法に準拠して動物由来細

菌のMC測定法ガイドラインが示された｡また､国内の家畜由来細菌の抗菌性物質

感受性実態調査で実施している方法は上記の動物由来細菌のMIC測定ガイドライン

に沿っていることから､ MIC測定法はこれらのガイドラインに準拠し､寒天平板希釈法

を採用する｡

2)対象薬剤

薬剤感受性試験に供試する薬剤は家畜､家禽および養殖魚に動物用医薬品又は

飼料添加物として使用されている抗菌性物質を対象とし､国内の家畜衛生分野にお

けるモニタリング調査において実施されている薬剤､諸外国で実施されているモニタリ

ング調査の対象薬剤及び抗菌性物質の系統等を参考として､対象抗菌性物質をしぼ

り込んだ｡従来からの家畜衛生分野でのモニタリング調査での対象薬剤にセデカマイ

シン(マクロライド系) ､チルミコシン(マクロライド系) ､ホスホマイシンを新たに追加した｡

オラキンドックスは飼料添加物としての指定が取り消され､使用禁止となっているので､

対象としなかった｡

表11に示すようにサルモネラに対しては18薬剤､大腸菌(腸管出血性大腸菌0157

を含む)はサルモネラと同様な薬剤を対象とする｡カンピロバクタ-は12薬剤､腸球菌

は18薬剤である｡
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表11調査対象薬剤および
薬剤感受性
査の対象抗菌性 質　　　略号 腸球菌 対象　モネ-カンピ｡′くク二
アンピシリン
セフアゾリン

セフチオフル
アブラマイシン

ジヒドロストレプトマイシン
ゲンタマイシン

カナマイシン
エリスロマイシン

リンコマイシン

コリネテン
ノシヘブタイド

バンコマイシン
バージニアマイシン

サリノマイシン

ABPC

CEZ

CTF

APM

DSM

GM

KM･

EM

LCM

CL

NHT

VCM

VGM

SLM

オキシテトラサイクリン　　　OTC

アビラマイシン　　　　　　　AVM

バシトラシン　　　　　　　　BC

ビコザマイシン　　　　　　　BCM

クロラムフェニコール　　　　CP

ナリジクス酸　　　　　　　　NA

工ンロフロキサシン　　　　　ERFX

スルフアジメトキシン

トリメトプリム
セデカマイシン

ホスホマイシン
チルミコシン

0

0

0

0

0

0

0

×

×

○

×

×

×

×

○

×

×

0

0

0

0

0

0

0

0

0

○

×

×

×

0

0

0

0

0

×

0

0

0

0

0

0

0

×

○

×

○

×

×

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

×

×

○

×

×

×

×

○

×

×

0

0

0

0

0

0

0

0

0

○

×

×

×

0

0

×

○

×

×

×

×

×

×

○

×

×

×

0

0

0

0

×

0

0

0



3)抗菌性物質の調整方法

①標準品の保存方法

薬剤は吸湿を防止するためにデシケ一夕一に入れ-20以下で保存する｡秤量時も

吸湿を避けるために相対湿度が45%以下の環境で行う｡

②薬剤の溶解と濃度の調整

滅菌蒸留水を用いて溶解するが､水に不溶性の薬剤は表12のごとく少量のエタノ

ールや水酸化ナトリウムに溶解後滅菌蒸留水で希釈する｡溶解に必要な溶媒の量は

下記の計算式により計算する｡

溶媒量(ml)-薬剤の力価(サg/mg) ×秤量(mg)÷原液の濃度( ii g/ml)

薬剤の希釈は滅菌蒸留水により表13に示すマスター希釈液を作成する｡次いで表

13に示すごとく2段階希釈液を調整する｡調整した薬剤は当日に使用すること｡
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12　試験薬剤の溶解に便
薬剤

アンピシリン
セフアゾリン

ヲil
ジヒドロストレプトマイシン
ゲンタマイシン
カナマイシン

エリスロマイシン

リンコマイシン
コリスチン

ノシヘブタイド
バンコマイシン
バージニアマイシン

サリノマイシン

オキシテトラサイクリン
アビラマイシン

バシトラシン
ビコザマイシン

クロラムフェニコール

ナリジクス酸

エンロフロキサシン

スルフアジメトキシン

トリメトプリム

セデカマイシン
ホスホマイシン

テルミコシン

帆希と
�

"

#

1

港る

__墜量
ABPC

CEZ

CTF

APM

!HK

GM

KM

EM

LCM

CL

NHT

VCM

溶媒

緩衝液-22)
緩衝液-1
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水

95%エタノール

蒸留水
蒸留水

ジメチルホルムアミド

蒸留水
vGM　　　少量のメタノール+蒸留水
SLM　　　　　　　　メタノール
oTC　　　少量の0.1N HC卜蒸留水

AVM　　　　　　　　アセトン
BC　　　　　　　　蒸留水

BCM　　　　　　　蒸留水
CP　　　　　　　95%エタノール

NA　　　　　　下記3)参照

ERFX　　　　　下記3)参照

sDMX　　　　　下記4)参照
TMP 1/10量0.05N HC卜蒸留水

SCM　　　　　　　メタノール

FOM　　　　　　　蒸留水

蒸留水5)･

6iSaォy

緩衝液-I 1
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水
蒸留水

蒸留水
温かい蒸留水

蒸留水
蒸留水
蒸留水

1 )0.1Mリン酸塩緩衝液(pH6.0)の調製法
リン酸二水素カリウム(KH2PO4) 7.0g､リン酸一水素ナトリウム(Na2HPO4)6.0gに蒸留水約750m膚加

え､ 1分間以上煮沸して溶かす｡必要があれば､ IN NaOHまたはリン酸を用いてpHを5.9-6.1に調整し

た後､更に蒸留水を加えて1000mlとする｡
2)0.1 Mリン酸塩緩衝液(pH8.0)の調製法

(1 )リン酸一水素カリウム(16.73g)/リン酸二水素カリウム(0.523g)
(2)リン酸一水素カリウム(無水) (13.2g)/リン酸二水素カリウム(0.91g)
(1)または(2)の処方による｡いずれも上記分量をとり､蒸留水約750m庖加えて溶かし､必要があれ
ば､リン酸を用いてpHを7.9-8.1に調整した後､更に蒸留水を加えて1000mlとする｡

3)蒸留水1/2容量を加えた後､ 1N NaOHを溶解するまで滴下し､蒸留水でメスアップする｡

4)熱い蒸留水1/2容量を加えた後､ 2.5N NaOHを溶解するまで滴下し､蒸留水でメスアップする｡

5)テルミコシンについては蒸留水で溶解するとしたが､試壊時溶媒を検討すること｡
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表13　寒天平板希釈法のための薬剤希釈調製例

マスター希釈

5,120//g/ml　-.A液
1,280 tf g/ml　　　　液　　A液1容+蒸留水3容

160 〃g/ml　=- C液　　B液1容+蒸留水7容

20 //g/ml　=･ D液　　C液1容+蒸留水7容

2.5 Kg/ml　　- E液　　　D液1容+蒸留水7容

薬剤の溶液

寒天での1 :10希
段階　濃度(ug/ml)容量(ml) +蒸留水.詛(mi)　TrT'7;　新における最終　　Iog2

中間濃度
( wg/ml)

濃度(jUg/ml)

1　5.120 (A液　　　　　　　　　　　　　　　5120　　　　　512

2　5,120 (A液) 1.0　　　　1.0　　　　　2560　　　　　256

3　5,120 (A液) 1.0　　　　　3.0　　　　　1280　　　　　128

4 1.280(B液) 1.0　　　　1.0　　　　　　640　　　　　　64
5 1.280(B液) 1.0　　　　　3.0　　　　　　320　　　　　　32

6 1,280(B液) 1.0 ,　　　7.0　　　　　160　　　　　16
160(C液) 1.0　　　　1.0　　　　　　80

8　160 (C液) 1.0　　　　3.0　　　　　　40
160 (C液) 1.0　　　　　7.0　　　　　　20

10　　20(D液) 1.0　　　　1.0　　　　　　10

11　　20 (D液) 1.0　　　　　3.0　　　　　　　　　　　　　　0.5　　　　　　　-1

12　　20 (D液) 1.0　　　　　7.0　　　　　　2.5　　　　　0.25　　　　　　　-2

13　　2.5 (E液) 1.0　　　　1.0　　　　　1.25　　　　　0.125　　　　　　　-3

*:ABPCの場合は0.1Mリン酸塩緩衝液､ pH6.0を用いる｡

4)薬剤含有寒天培地の調整

使用培地はミューラーヒントン寒天培地(報告書には製造所､ロットNoを記載する)

を用いる｡ただし､カンピロバククーについては5%の割合に羊脱線維素血液を添加し

たミューラーヒントン寒天培地(報告書には製造所､ロットNoを記載する)を用いる｡

前項で調整した2段階希釈した薬剤液1 :培地9の割合で混合し､シャーレに分注

して固まらせる｡通常直径90mmのシャーレであれば､希釈液2mlと48-50℃に保持し

た滅菌寒天培地18mlを混合する｡対照として薬剤無添加の寒天培地を作成する｡使

用前に約30分間ふ卵器内で寒天表面を乾燥させる｡

5)接種用菌液の調整と接種法および培養

サルモネラ､大腸菌､腸球菌については普通寒天培地､カンピロバクタ一について

は血液寒天培地で純培養した被検菌株の3-5集落を鈎菌し､トリブチックブロース(報

告書には製造所､ロットNoを記載)で､ 35℃､柑124時間培養するoカンピロバクタ一

についてはトリブチックブロースに被検菌を接種後試験管内に微好気混合ガス(酸素

ガス5%,炭酸ガス10%,窒素ガス85%)を噴入し､プチル栓で密封後､ 35℃､ 18-24
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時間､振とう培養する｡

それぞれの培養液を約1-2 × 10 cfu/m(McFarland標準液No.0.5)となるように調整

する｡

ミクロプランターの金属製ピンが直径Imm (0.5 ll I/spot)を使用する場合には上記で

調整した培養液をそのまま使用する｡ミクロプランターで接種用菌液をとり､薬剤含有

培地に接種する｡この場合､薬剤を含まない対照培地から接種し､次いで低濃度の薬

剤含有培地から高濃度培地-と接種していく｡平板培地の菌液が乾燥した後､ 35℃､

16-20時間培養してから判定する｡

カンピロバククーの場合は菌接種後､微好気ガス発生袋を使用して35℃､ 45-48時

間微好気培養後に判定するO

6)薬剤感受性判定方法とブレークポイント

薬剤含有培地で被検菌の発育が完全に阻止された薬剤の最小濃度をェンドポイン

トとして判定するoその値が最小発育阻止濃度(Minimum Inhibitory

Concentration:MIC)とするOなお､単一集落あるいは微少な発育はCLSI/NCCLSに従

い発育阻止と見なす｡薬剤不含培地では被検菌の廃青を確認する｡

ブレークポイント(耐性限界値)は国内の家畜衛生分野におけるモニタリング調査で

示されている値を基本とする(表14)｡ただし､ CLSI/NCCLSや諸外国でのモニタリン

グ調査で提唱されている値を参考にする｡ブレークポイントが示されていないアブラマ

イシン､ノイ-ブタイド､バージニアマイシンなどの薬剤については供試菌株のMIC分

布が二峰性を示した場合､感受性菌と耐性菌のピークの中間値をブレークポイントとし

て設定する｡なおブレークポイントは今後の研究の進展により明確となったものは､そ

れらゐ報告に従うと
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16サルモネラの薬剤感受性試鼓(結果記載例)

薬剤Range

(mg/ml)M

(m350

ml)M

(m590

ml)三ヒー?*y

(mg/ml)耐性菌株数耐性率(%)

ABPC

CEZ

CTF

DSM

KM

2
Q
.
h
-
_
l
 
O
 
Q
.

o
<
o
 
o
 
m
 
o

NA

ERFX

SDMX

TMP

0.25-64≦　　　　0.5　　　　　64≦　　　　　1 6

0.5-4

0.25-　　　　　　0.5

2-128≦　　　　16　　　　128≦　　　　　32

16-128≦　　　　32　　　　128≦　　　　　64

0.5-4

0.5-4

0.5-32≦　　　　32≦　　　　　32≦　　　　　1 6

32-64　　　　　　64　　　　　　　64

16-128≦　　　　32　　　　　　64　　　　　　64

0.5-128≦　　　　　　　　　　128≦　　　　　32

1-128≦
≦ 0.06-0.5

128≦
0.5-1 28≦

128≦　　　　　64

≦ 0.06　　　　　0.25

128≦　　　128≦
128≦　　　　　32

12.0

14　　　　　　28.0

20　　　　　　40. 0

38　　　　　　76.0

1 3　　　　　　26.0

12.0

14.0

1 5　　　　　　30.0

8)精度管理

薬剤感受性試験は使用培地､培地の量､按種菌量､菌の培養状態､培養時間およ

び培養温度によって影響されるので､常に一定条件を守らなければならない｡さらに､

薬剤含有培地は自家調製であやことから､精度管理用菌株により､その精度.と正確性
を確保しなければならない｡精度管理用菌株はCLSI爪CCLSガイドラインで示された

下記の菌株とする｡

Staphylococcus aureus ATCC 29213(JCM 2874)

Enterococcusfaecalis ATCC 29212(JCM 7783)

Escherichia coli ATCC 25922(JCM 5491)

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853(JCM 6119)

カンピロバクタ-の精度管理用菌株

Campylobacterjejuni ATCC 33 560

MICの精度管理限界値(MIC範囲)はCLSI/NCCLSの規定に準拠する(表17)｡

CLSI/NCCLSが規定していない薬剤については農林水産省動物医薬品検査所で実

施された成績に基づき暫定的に制定された精度管理限界値を参考とする(表18) ｡
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表17　CLSlが規定する薬剤におけるMIC( l/g/ml)の精度管理限界値

慧芸器撃-cE CTF- GM KM EM VCM CP NA ERR-
S. au.re〟ざ　　　ATCC29213　　0.5-2　0.25-1　0.25-1　｢8　　0.12-1　　-　　0.25-1　　r 0.03-0.12　1-4　　0.5-4

Eねecalis ATCC29212　　0.5-2　　-　　　-　　　-　　4-1 6　16-64　1-4　　4-16　　　　　0.12-1　≦　　0.5-4

｣ coli ATCC25922　　　-8　　卜　　0.25-1　2-16　0.25-1　1-4　　　　　　　2-8　　1-4　0.00….03　0.5-2　　〉32

P. aerueinosa ATCC27853　　　-　　　-　　16-64　2-16　　0.5-2　　-　　　　　　　　　　　　　　　　1-4　　〉糾　　〉32

lobacter s

薬剤　EM GM NA

C. ieiuni ATCC33560　　　卜　　0.5-4　　8-32

慧芸芸二当室幣雷LCM希cL書き"cJ粁ml)CDfftftft3RJMサ<サW

vGMOTCAVMBCMSD-

S.aureusATCC29213卜80.25-264-12832-128≦0.0080.25-1≦0.5-2≧512
EねecalisATCC2921216-648-32≧25632-128≦0.0151-44-160.25-2≧512≧256
｣coliATCC259221-4≧2560.5-2≧256--0.25-2-16-64≧256
P.aerueinosaATCC278534-32≧2560.5-2≧2562-16≧512≧512

4.薬剤耐性菌株の保存

分離菌株の保存方法に従う｡ただし､大腸菌､腸球菌､サルモネラ､腸管出血性大

腸菌0157の耐性菌株については後目に分子遺伝学的検討に使用されることを考慮

して寒天培地による保存以外に､ -80℃に保存する｡すなわち､各菌株のトリブトソイブ

イヨン培養液1に対しグリセリン1を加え-80℃に保存する｡

5.施設に関する情報の管理方法

検査物の購入先､名称､数量､検査成績などを電子媒体(パソコン)あるいはプリン

トアウトした書類で保存する場合､情報管理規定を制定し､情報の機密保持と漏洩を

防止する｡表19に管理規定のモデルを示したので､参考とする｡
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表19　　　情報管理規定モデル

第1条(目的)

本規定は､ ｢畜水産物における薬剤耐性菌の出現実態調査｣ (以下実態調査)における情報管理

に関する事項を定める｡

第2条(定義)

(1)○○情報とは､ 〇〇〇の所有する情報であって､ ､経営情報､顧客情報､営業関連情報､情報シス

テム情報､及びその他財団経営上の必要な全ての情報をいうO

(2)機密情報とは､企業の財産､営業､業務執行に重大な影響を及ぼす､機密性の高い文書をいう｡

(3)〇〇〇ネットワークとは､ LAN及び電話回線で結ばれたサーバーとパソコンの集合体をいう｡

第3条(情報の漏洩禁止)

職員は､財団の情報セキュリティを確保するため､ 〇〇〇情報を業務以外の目的で使用したり､第三

者に漏洩したり､無断で使用または院外に持ち出したりしてはならない｡

2　退職後も､在職中に知り得た社内情報を第三者に漏洩したり､無断で使用したりしてはならない｡

3　また､次の事項を守らなければならない｡

( 1 )〇〇〇情報を複製する場合は､複製の目的などを申告し管理責任者の許可を得て､機密保護に注

意して実施すること｡許可なく院外に持ち出さないこと｡

(2)プリントアウトした○○情報については､機密保護に注意し､定められた方法により保管するこ

m

第4粂(機密情報の管理)

機密情報の院外漏洩などによる､企業経営に与える影響が甚大であることから､機密情報の不正利用､

外部漏洩､及びプライバシー侵害などを防止するため､特に厳重な管理を行なわなければならない｡

(1)機密文書の機密度に応じて､発送､受付､整理､保管､保存及び廃棄め作業に､管理者が立ち会

うなど､機密保持に特別に注意しなければならない｡

(2)機密情報を削除する場合､または社内情報が含まれる帳票等を廃棄する場合は､作業担当者及び

処理内容を記録し､記録媒体の初期化など情報を復元できないような処理を実施し､不正防止及

び機密保護の対策を講じた上で､削除または廃棄しなければならないC

制定:平成　年　月　日 見直期限:平成　年　月　日
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情報管理規定モデル続き

第5条(ネットワークの安全性確保)

職員は､所内ネットワークの安全性確保のため､次の事項を守らなければならないO

(1)〇〇〇所有の機器を使い､許可なく業務以外の目的で､電子メールなどの通信を送受信しないこ

と｡

(2)〇〇〇所有の機器を使い､許可なく業務以外の目的で､インターネットのアクセス､ダウンロー

ド､取引などを行なわないこと｡

(3)各自に供用されているパソコンに対して､情報システム部の許可なくソフトウェアを導入しない

こと｡

(4)各自に供用されているパソコンに対して､違法コピーのソフトウェアを導入しないこと｡

(5)各自に供用されているパソコンに対して､ 〇〇〇の許可なくモデムなど増設してインターネット

-の接続を行なったり､外部からのアクセスを可能とする仕組みを構築するなど､機器の増設や

改造を行なわないことC

(6)不正アクセスを防止するため厳格にパスワードの管理を行なうこと｡

(7)コンピュータウィルスに感染することを防止するために､常に必要な対策を実施すること｡

(8)突発的な停電及び情報セキュリティが侵害された場合､連絡体制､証拠保全､被害拡大の防止､

復旧などの必要な措置を規定した緊急時対応計画に沿って､対応すること｡

(9)情報セキュリティに関する事故や､情報システム上の欠陥､所内ネットワークの安全性を阻害す

る恐れのある状況などを発見した場合は､独自にその事故または欠陥などの解決を図らずに､速

やかに管理責任者に報告し､処理方法などについてその判断･指示を仰ぐこと｡

付　則

1.本規定の改正は､　　　　が立案し､所長が承認･決裁をもって確定する｡

2,本規定は､平成　　年　月　日より実施する｡

制定:平成　年　月　日 見直期限:平成　年　月　日
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ⅠV.検討会において出された主な意見

本調査は､調査の方法､収集したデータの解析及び考察等を有識者からなる検討

会に諮りながら実施した｡ 4回開催した検討会において､本報告書を取りまとめるため

の指導及び助言に留まらず､薬剤耐性菌に関する食品健康影響評価に役立たせる

ために今後充実すべき事項として貴重な意見が出された｡

1.検討会の議事録

2005年12月27日､2006年1月30日､2006年3月2日､2006年◆3月23日の

合計4回開催した検討会の議事録を､検討会議事録として報告書末尾に記載した｡

2.サンプリングについて

本調査のプロトコル作成および実態調査でのサンプリングに関する注意点として､

検討会において出された主な意見を以下に列記する｡'

○市中の小売店ではなく､複数店舗を有する大手のチェーンストア店舗の方が､トレ

ースバックしやすい｡

○汚染の高い部位は､ネック肉､肩肉が考えられる｡内蔵は通常､市販されているこ

とが少ないことから､今回の対象としない｡

○対象食品のサンプリング時期を考慮することも必要と考えられる｡

○サンプリング箇所については､リスク評価およびデータ解析の点から､処理場､店

頭を分けて考える必要が奉るが､本事業の調査目的を考慮すると､サンプリング箇

所は店頭でも良い｡

q鶏卵､牛乳については､流通過程におけるコンタミネーションは考え難いため､小

売店でのサンプリングでも問題ない｡

○東京､名古屋､大阪､福岡の4都市でサンプリングを行なえば､主要な銘柄はカバ

ーでき､かつコンスタントに入手可能である｡

3.プロトコルについて

本調査のプロトコル作成および実態調査での注意点として､検討会において出され

た主な意見を以下に列記する｡

○牛乳は乳等省令において大腸菌群陰性と定められており､対象とする菌珠を収集

することは困難である｡

○鶏卵は､大手養鶏場GPセンターでは殺菌剤による洗浄が行なわれていること､ in

eggにおいては対象とする菌株を収集することは極めて難しいと考えられる｡

0 0157は大腸菌として､ VREは腸球菌として考慮する｡

○大腸菌の検査に酵素基質培地を使用するのであれば､リンス液をBuffered

peptone waterよりもリン酸緩衝液や生理食塩水を用いた方が良い｡
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○今回作成した検査法において検出できない対象菌に関しては､他の検査法にて

アプローチする必要がある｡

○サルモネラの検査法について､ EEMブイヨンより緩衝ペプトン水を用いる方が良

い｡

0 0157の検査法について､クロモアガ-0157TAMを用いるほうが良い｡

○菌株の保存方法について､一時的な保存であればドルセット培地ではなく､カシト

ン半流動培地の使用で保存可能である｡

4.薬剤感受性試験について

本調査の薬剤感受性試験における注意点として､検討会において出された主な意

見を以下に列記する｡

O MICに供試する菌株として､ 100株以上が必要である｡

○微好気培養を必要とするカンピロバクタ-の判断が､寒天平板希釈法では難しい

ことを考慮する｡

○各種薬剤の中で代表的なものを対象薬剤として挙げる｡

○オラキンドックスは平成13年4月1日より飼料添加物としての使用が出来なくなっ

ているため､対象薬剤としない｡

○アンピシリンについて､平成15年度より動薬研のモニタリング調査でカンピロバクタ
-でも対象としているため､本調査においても対象とする｡

O MIC分布を作成するために必要な菌株数として､一つの対象食品から3株とする

のが良い｡

○薬剤感受性菌株の保存法について､ Skim milkではなく､培養液1:グリセリン1と

し､ -80℃保存が良い｡

○家畜衛生分野では薬剤耐性モニタリング体制を構築して､平成11年から健康家

畜由来細菌の薬剤耐性調査が開始されてきた｡薬剤耐性菌出現は経時的な変動

があることから､食品分野でも継続的な調査が必要である｡
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第1回畜水産食品における薬剤耐性菌の出現実態調査に関する検討会議事録

記蘇:財団法人東京顕微鏡院森

1.　日的

適切な科学文献及び情報を検討して､科学的かつ国際的に調和したプロトコルを作成するために､

調査内容及びその方法について決定する｡

2.　日時･場所

2005年12月27日(火曜日)10:00-12:30

財団法人東京顕微鏡院食と環境の科学センター5F会議室

3.　内容と決定事項

(1)　内閣府食品安全委員会事務局からの事業説明

○　昨年度､国内の薬剤耐性菌の出現状況および薬剤の使用状況(畜産分野､医療分野)の文

献調査を実施した｡しかし食品に関する全国的な情報は極めて少ない｡.

0　本調査では市販食品に関する情報を収集､検討し､今年度は実態調査のためのプロトコルを

作成する｡次年度以降で実態調査を実施する｡

○　仕様書(資料3)に従い､細菌別にプロトコルを作成する｡

○　担当者としては､サンプリング方法､感受性試験に供試する菌株数､ブレークポイントの3点が

プロトコル作成において重要項目と考える｡

OI今回の結果は､平成16年9月30日に食品安全委員会決定として出された評価指針『家畜等

-の抗菌性物質の使用により選択される薬剤耐性菌の食品健康影響に関する評価指針』 (餐

料10)の｢2暴露評価(3)畜水産食品に関する情報②調理前の畜水産食品がハザードに汚

染される可能性又は汚染状況｣ゐデータとして利用することを目標としている.

(2)　プロトコルに関する検討項目

1)対象食品を何にするか｡

○　小売店で市販されている国産の食品を対象にする｡これは平成15年12月8日に農林水産

大臣より食品安全委員会に出された諮問書､ ｢食品健康影響評価について｣に基づく｡

○　今年度は方法論のみを考え､実際の調査の必要性については､検討委員会の意見として報

告書に記載する｡

○　大手量販店であれば､産地､屠場､小売店の流れをつかむ事は可能である｡これは食品衛生

法第3条②に､食品等事業者の責務として記載されている事項に因る｡

○　牛乳は乳等省令において大腸菌群陰性と定められており､対象とする菌株を収集することは

困難である｡

○　鶏卵は､大手養鶏場GPセンターでは殺菌剤による洗浄が行なわれていること､ in eggにおい

ては対象とする菌株を収集することは難しいことから､今回の実態調査のプロトコルを作成す

ることは極めて難しい｡この旨を報告書に提言として付記する｡

*定事項

仕様書に基づいて､市販されている国産の牛肉､豚肉､鶏肉､養殖魚､牛乳､卵を対象食品と

する｡

2)対象病原菌を何にするか｡

○　牛､豚､鶏の糞便中に存在する薬剤耐性菌については調査されてきているが､分離された菌
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の諸性質を調べる中での調査である｡なお､これら食肉中の菌については調査されていな

い｡

○　食品を対象にする場合は膨大な作業量となることが懸念されるため､ターゲットとする菌を決

めておく必要がある｡

○　大腸菌と腸球菌は､薬剤の影響を受けやすいので最低限実施すべきである｡

0　0157は大腸菌として､ VREは腸球菌として考慮する｡

決定事

仕様書に基づいて､大腸菌､腸球菌､サルモネラ､カンピロバクタ-を対象病原菌とする｡

3)サンプリングについて(施設数､地域差)

○　市中の小売店ではなく､複数店舗を有する大手のチェーンストア店舗の方が､資料9に記載さ

れる内容についてトレースバックしやすい｡

○　卵に関しては､ブランド名､養鶏場の記載のあるものであればよい｡

○　ある程度の地域性も考慮したほうがよい｡都道府県ごとの生産量(『銘柄ハンドブック』を参考

にする)に応じてサンプル数を調整すれば､地域差も見ることができるのではないか｡

○　屠場でサンプリング出来ることが望ましい｡スーパーマーケット(量販店)のバックヤードでは､

加工包装時､環境と人からの汚染がある｡.

0　汚染の高い部位は､ネック肉､肩肉が考えられる｡内臓肉は通常､市販されていることが少な

いことから､今回の対象としない｡

内臓は今回の調査対象からは外す｡

養殖魚に関しては東京都築地市場の協力を得て､検討会事務局で調査し､次回報告する｡

4)菌株数

O MICに供する菌株数として100株以上あればよい｡

○　検体数は､ 100株以上の陽性株が得られるよう逆算する｡

○　ひとつのサンプルから､各菌株を分離する方法が効率的である｡

5)薬剤感受性試験方法

○　国際的にCLSI伽CCLSの寒天平板希釈法に従っているし､動物用抗菌剤研究会MIC測定

法標準化委員会でも､寒天平板希釈法を奨励している｡

○　微好気培養を必要とするカンピロバクタ-の判断が､寒天平板希釈法では難しいことを考慮

する｡

EfesP

寒天平板希釈法とする｡

6)対象とする薬剤

○　次回での検討課題とする｡

○　対象菌ごとに対象薬剤が異なる｡

(3)　第2回検討会について

○　検討委員の予定を確認､調整した上で決定する｡

以上

57



第2回畜水産食品における薬剤耐性菌の出現実態調査に関する検討会議事録

記蘇:財団法人東京顕微鏡院森

1. II的

適切な科学文献及び情報を検討して､科学的かつ国際的に調和したプロトコルを作成するために､

調査内容及びその方法について決定する｡
ノノ

2. -日時･場所

2006年1月30日(月曜日)16:00-18:30

.財団法人東京顕微鏡院食と環境の科学センター5F会議室

■3.　内容と決定事項

(1)　第1回検討会議事内容の確認

〇　第1回検討会議事内容について決定事項の確認を行ない､修正事項について意見はなかっ

た｡

(2)　プロトコル作成における検討項目

1)牛肉､豚肉の都道府県･エリア別生産量と割合

○　国産の牛肉､豚肉の都道府県･エリア別生産割合について､検討会事務局にて｢銘柄牛(豚)

肉-ンドブック｣ (財団法人　日本食肉消費総合センター)を元に調査した結果を報告した｡

○　出荷量ベースで算出した各都道府県の生産割合に基づき､対象とする食品の検体数を割り

振るのが良い｡

○　牛肉については､銘柄(ブランド名､固体識別番号)から農場までトレースバック可能である｡

サンプリングする検体については､銘柄等が記載されたラベルのコピーを残し､単に『国産』と

標記のあるものは避ける｡

○　各銘柄には必ず実在する銘柄協議会(団体)が存在するため~､情報収集が可能である｡

○　牛肉･豚肉については､関東にて多くの銘柄が入手可能である｡

○ ~全農の菊池先生より食鳥の生産に関するデータを提供して頂く｡

○　食鳥処理場にてサンプリング出来れば､流通過程におけるコンタミネーションを最小限に出来

る｡

○　鶏について食鳥処理場でサンプリングした場合､牛肉､豚肉はどうするのか｡食品安全委員

会としては､サンプリング箇所を統一したプロトコルを望んでいる｡

○　サンプリング箇所については､リスク評価およびデータ解析の点から処理場､店頭を分けて考

える必要がある｡

〇　本事業の調査目的を考慮すると､サンプリング箇所は店頭でもよい｡

○　小売店でサンプリングするのであれば､幾つかのサンプルに関しては､屠場まで遡って調査

する必要がある｡

決定JJfJfi

出荷量ベースで算出した各都道府県の生産割合に基づき､対象とする食品の検体数を割り振

る｡またサンプリング箇所については食品安全委員会より意見を頂き､決定する｡

2)養殖魚の都道府県･エリア別生産量と割合

○　国産養殖魚の都道府県･エリア別生産割合について､検討会事務局にて｢平成16年｣ (農林

水産統計)を元に調査した結果を報告した.t

O　養殖魚については､市場まで同一容器(水槽)による流通が実施されている｡また市場におい

ては､多種の魚を同一の生筆に入れること､また多くの水を掛け流す等の処理が行なわれるこ

とから､クロスコンタミネーションの危険が高い｡

○　小売店でのサンプリングは､二次汚染のリスクが高く､難しい｡
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○　刺身を対象として考えるのであれば､次亜塩素酸が使用されている点も考慮するほうが良い｡

出荷量ベースで算出した各都道府県の生産割合に基づき､対象とする食品の検体数を割り振

る｡

3)食品からの対象菌検査法

○　検討会事務局より､サルモネラ､カンピロバククー､大腸菌､腸管出血性大腸菌の検査法(秦)

を提案した｡

○　腸管出血性大腸菌0157の検出は､食品衛生検査指針に記載される方法に準じて実捧しても､

国際的な方法に劣るものではないo対象は牛肉のみo

O　サルモネラの検出は､食品衛生検査指針に記載される方法に準じて実施しても､ FDA等の国

際的な方法に劣るものではない｡また免疫磁気ビーズによる集菌は必要ない｡

○　大腸菌と腸球菌の検査法の選定が難しい｡

○　大腸菌の検査に酵素基質培地を使用するのであれば､リンス液をBuffered peptone waterより

もリン酸緩衝液や生理食塩水を希釈水に用いたほうが良い｡

○　検査対象とする腸球菌は､ EnterococcusfaecalisとE.faeciumとする｡

○　バンコマイシン耐性腸球菌の分離には､バンコマイシン3 M g/mlの濃度とするo

O　池先生より腸球菌の検出に関するプロトコルを提供して頂く0

4)対象薬剤およびブレークポイント

○　あらゆる種類の薬剤を対象とすると膨大なデータを収集しなくてはならず､データ収集､解析

の点において徒労に終わることが考えられる｡

○　各種薬剤の中で､代表的なものを対象薬剤として挙げる｡池先生より対象薬剤に関してのデ

ータを頂く

5) ｢食品を介してヒトの健康に影響を及ぼす細菌に対する抗菌性物質の重要度のランク付けに

ついて(秦)｣

○　食品安全委員会事務局より､当該の資料8について説明頂いた｡

○　食品安全委員会としては､人間に使用される薬剤の重要度は今回のプロトコル作成において

考慮していない｡

6)その他

○　今回のプロトコル作成において､対象食品のサンプリング時期は考慮しないこととする｡

○　卵､牛乳については､流通過程におけるコンタミネーションは考え難いため､小売店でのサン

プリングでも問題ない｡

(3)　第3回検討会について

○　検討委員の予定を確認､調整した上で決定する｡

以上
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第3回畜水産食品における薬剤耐性菌の出現実態調査に関する検討会議事録

記録:財団法人東京顕微鏡院森

1.　日的

適切な科学文献及び情報を検討して､科学的かつ国際的に調和したプロトコルを作成するために､

調査内容及びその方法について決定する｡

2.　日時･場所

2006年3月2日(木曜日)15:00-16:50

財団法人東京顕微鏡院食と環境の科学センター5F会議室

3.　内容と決定事項

(1)　第2回検討会議事内容の確認

〇　第2回検討会議事内容について決定事項の確認を行った｡

(2)　サンプリングの問題点

○　食肉処理場､食鳥処理場､卸市場(負)､焼肉店舗の細菌汚染に関して､検討会事務局にて

文献調査した結果を報告した(資料3) 0

○　食肉加工場における加工工程について､菊池先生より説明頂いた(資料7)0

○　食肉加工場において､作業者はラテックス手袋をはめ､定期的にアルコール消毒を行うことか

ら､作業者(手指)から食肉を汚染することは極めて少ない｡

○　牛は一頭毎甲処理であるが､豚は産地又は農場毎に処理されることから､固体識別は不可能

である｡牛と豚の処理工程は異なることから牛豚間での汚染はない｡

○　食肉加工場における食肉の微生物汚染は､基本的に屠体､特に表皮と内臓由来微生物のみ

である｡

○　養殖魚の流通経路に関して､検討会事務局で実地調査した結果について説明した(資料

3)0

〇　第2回検討会において内水面養殖魚の中で｢うなぎ｣の取り扱いについて意見交換が行われ

たが､加工調理を施していない生ものでないと対象菌の分離ができないこと､および仕様書の

調査方法の項に｢スーパーマーケットおよび小売店等で販売される-･｣とあることから､ ｢うな

ぎ｣については調査対象から除外する｡

○　プロトコルの中では､加工工程における二次汚染の可能性が無視できないことを明記しておく

必要がある｡

○　サンプリングに関しては､スーパーマーケット等の直接消費者が入手可能なものとするが､バ

ックヤード等での二次汚染の可能性を考慮し､屠場､食肉処理場等でのサンプリング方法に

ついても記しておく必要がある｡

○　出荷量の少ないブランド肉に関しては､生産地に近いスーパーマーケットに行き､サンプリン

グする必要がある｡

｢うなぎ｣については調査対象から除外する｡

(3)　検査法

〇　第2回検討会までに出された意見を参考に､対象菌の検査法(秦)を検討会事務局にて作成

し､説明した(資料4)0

○　池先生より腸球菌の検査法について説明頂いた(資料5)0

○　腸球菌の増菌培地は､ Enterococcosel Bro也が良く､他の培地を使用するとグラム陰性菌が増

殖してしまう｡

○　腸球菌の増菌方法は､リンス液10miを用いるのがよいム
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〇　本検査法にて検出できない対象菌に関しては､他の検査法にてアプローチする必要がある旨､

報告書に記す｡

(4)　対象薬剤

○　鮫島先生より動薬研の薬剤耐性菌モニタリング調査で対象としている薬剤の最新版リストを提

供頂く｡

○　西留様よりオラキンドックスの飼料添加物としての使用停止年月日についで情報提供頂く｡

(5)　その他

○　収集した英文献について､どの程度和訳が必要であるか田中様より指示頂く｡

以上



第4回畜水産食品における薬剤耐性菌の出現実態調査に関する検討会議事録

記録:財団法人東京顕微鏡院森

1.　日的

適切な科学文献及び情報を検討して､科学的かつ国際的に調和したプロトコルを作成するために､

調査内容及びその方法について決定する｡

2.　日時･場所

2006年3月23日(木曜日)16:00-18:30

財団法人東京顕微鏡院食と環境の科学センター5F会議室

3.　内容と決定事項

(1)　収集文献についての説明

○　検討会事務局にて収集した文献について､大腸菌関係81件､腸球菌関係56件､サルモネラ

関係126件､カンピロバクタ-関係49件､総合38件の合計350件を収集した結果を報告し

た｡

○　食品安全委員会より依頼のあった英文献､資料について､合計10件を和訳し､資料として報

告書に添付することを報告した｡

(2)　対象菌の検査法についての説明

○　検討会事務局にて作成した､対象菌の検査法について説明した｡

(3)　サンプリング､プロトコルに関する意見

○　特定のと場､加工場､店舗の流れをつかむサンプリングを考えるのであれば､食肉センター協

議会に依頼する手段も考えられる｡

○　対象食品のサンプリングについて､東京､名古屋､大阪､福岡の4都市でのサンプリング実施

′を考えると､主要な銘柄はカバーでき､コンスタントに入手可能である｡

O Jブロイラーの生産は､鹿児島､宮崎､岩手の3県で過半数を占め､これ以降の産地の入手は

難しいと考えられる｡

○　サルモネラの検査法について､ EEMブイヨンより緩衝ペプトン水を用いる方が良い｡

0　0157の検査法について､クロモアガ-0157TMを用いるほうが良いo

O MIC分布を作成するために必要な菌株数として､ 3株とするのが良い｡

○　菌株の保存方法について､一時的な保存であればドルセット培地ではなく､カシトン半流動培

地の使用で保存可能である｡

○　薬剤耐性菌株の保存法について､ Skim milkではなく､培養液1:グリセリンlとし､ -80℃保存

が良い｡

(4)　報告書記載事項について(報告書の記載方法に関する意見)

〇　本事業で対象としている細菌の検出率､流通工程における汚染率等､可能な限り文献等の数

値を引用し､報告書本文中に記載するようにする｡

○　サンプリングの対象となる場所は､あくまでも消費者が購入する店舗であるため､と畜場から店

舗までの流れをつかむサンプリング､検査についての話は報告書のプロトコルとは別の項を立

てて記載する｡

○　報告書の中に､食鳥の流通に関する説明を記載する｡

○　食肉､食鳥､養殖魚の流通の中で､微生物汚染について考察する｡

○　微生物汚染から食品の安全性を保護するために定められている各種規制と効果の実際につ

いて､ガイドライン等の導入前後の数値があれば報告書に記載する｡また実際問題として､ガ

イドライン等が機能していない状況であれば､その旨を記載する｡
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○　今後-の提言の項に記載されている事項は､検討会において出された主な意見の項に記載

する｡

(5)　その他

○　セデカマイシン､チルミコシンの溶解に使用する溶媒について､秋元様より連絡頂く｡

0　3月27日までに秋元様より報告書素案を返却頂き､検討会事務局で修正した上､ 3月29日ま

でに再度提出する｡

以上
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参照文献:大腸菌

文献番号 雑誌名 タイトル 午 巻(号) 蛋

大1
A ntim icrobial

A gents

Chem om erapy

Plasnud-m ediated quinolone resistance in clinicalisolates of
2003 47 2242E schen chia coli舟0m Shanghai,C hina

大2
A pplE nviron

M icrobiol

Prevalence and characteri zation ofnon-0 157 Shiga T oxin-

2002 68 4847Producing Escherichia colion carcassesin com m ercialbeefcattle

processing plants.

大3 A pplE nviron D eterm ination ofthe sensitivity ofa rapid E scherichia coli
2000 66 4149M icrobiol O 157:H 7 assay fortesting 375-gram com posite sam ples.

大4 A pplE nviron A J山m icrobialresistance and virulence genes ofE scherichia coli
2005 71 6753M icrobiol isolates from sw in占in O ntari o

大5 A pplE nviron

M icrobiol

Frequency and distribution oftetracycline resistance genesin

2004 70 2503genetically diverse.nonselected,and nonclinicalEscherichia coli

strains isolated fr om diverse hum an and anim alsources

大6 A pplE nviron R ole ofC alf-adapted E schenchia coh m m aintenance of
2004 70 752

M icrobiol antim icrobialdrug resistance in dairy calves

大7 A pplE nviron A ntim icrobialresistance ofE schen chia coh 0 157 isolated fr om
2002 68 576

M icrobiol humans,cattle,swine,and food

大8
C ultureM edia

forFood

M icrobiology
Mediafor'total'Enterobacteriaceae,coliformsandEscherichiacoli 1995 34 163

大9
Em erglng

InfeCtlOUS

D iseases

Fluoroquinolone-resistantE schenchia coll,Indonesia 2005 ll 1363

大10
E m erging

Infectious

D iseases

arm A and am inoglycoside resistance in E scherichia coli 2005 ll 954

大11
E m erglng

Infectious

D iseases

Fluoroquinolone-resistantEscherichia colicarriage in long-term c
2005 ll 889

are facility

大12
E m erging

Infectious

D iseases

Integrating E scherichia coliantim icrobialsusceptibility date丘0m
2005 ll 873

m ultiple surveillance program s

大13
E m erglng

Infectious

D iseases

A ntim icrobial-resistantinvasive Escherichia coh,Spain 2005 ll 546

大14
E m erging

Infectious

D iseases

G enetic background ofEscheri chia coliand extended-spectrum β■
2005 ll 54

L actam ase Type
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t i& S ^ 雑誌名 タイトル 午 巻(号) 頁

大15
E m erging

Infectious

D iseases

Cephalosponn -resistantE schen chia coliam ong sum m ercam p
2003 9 1273

attendeesw i山Salm onellosis

大16
E m erging

Infectious

D iseases

Isolation of E scherichia coliO 157:H 7 丘0m intactcolon fecal
2003 9 380

sam ples of sw ine

大17
E m erging

Infectious

D iseases

AntimicrobialresistanceofEscherichiacoh026,0103,
2002 8 1409

0111,0128,and0145舟0manimalsandhumanS

大lS Food

M icrobiology

Interpretation ofthe resultsofantim icrobialsusceptibility analysis

2005 22 353ofEscherichiacoliisolatesfrombovinemilk,meatandassociated

foodstuffs

大19 Food R etailm eatand poultry asa reservoir ofantim icrobial-resistant
2004 211 249

M icrobiology E schen chia coh

大20 Food

M icrobiology

A ntibiotic susceptibility pattern ofE scherichia colistrainsw ith

2003 20 27verocytotoxic E .coli-associated virulence factorsfr om food and

animal faeces

大ュl
International

JournalofFood

M icrobiology

A ntim icrobial resistance ofE scherichia coil0 157 fr om cattle in
2006 106 74

K orea

大22
International

JournalofFood

M icrobiology

C om parative evaluation ofdifferentchrom ogenic/fluorogenic m edia
2001 71 257

fordetecting Escherichia coliO 157:H 7 in food.

大23
International

Journ alofFood
M icrobiology

Isolation and characterization ofverocytotoxin-producing
1999 52 67

E scherichia coliO 157斤om slaughterpigs and poultry.

大24
International

Journ alofFood

M icrobiology

Com pari son ofenri chm entproceduresfor isolation ofE schen chia
1999 50 211

coliO 157:H 7 丘om ground beefand ra dish sprouts.

大25
J A ppl Cross-contam ination ofcarcassesand equipm entduri ng pork

2002 93 169
M icrobiol processing.

大26 J A ppl Prevalence ofverotoxin-producing E scherichia coli(V TE C)and E .
2002 93 7

M icrobiol coliO 157‥H 7 in French pork.

大27 J A ppl G enotypicanalysisofE scherirf血 coilrecovered fr om productand
2004 91 78

M icrobiol equipm entata beefLpacking plant

大28 J D airy Sci
In V itro antim icrobialsusceptibility ofE scherichia coliIsolates

2003 86 3927
丘om clinicalbovine m astitis in Finland and Israel

大29 J V etM ed Sci

Isolation and characteri zation ofShiga Toxin-Producing

2002 64 1041E scherichia coliO 157:H 7 fr om beef,pork and cattle fecalsam ples

in Changchun,C hina.
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文献番号 雑誌名 タイトル ■年 巻(号) 頁

大30
Journalof

A ntim icrobial▲
C hem o仙erapy

A ntibiotic resistance offaecalE scherichia coliin poultiy.poultry
2001 47 763

farm ers and poultry slaughterers

大31
Journalof G eographicalvari ation in antibiotic resistance profi lesof

2006 100 50A pplied E schen chia coh isolated 丘om sw ine,poultry,beefand dairy cattle

M icrobiology farm w aterretention ponds in Florida

大32
Journalof

C linical

M icrobiology

Characterization ofM ultiple-antim icrobial-resistantE scherichia
2004 42 3483coliisolates丘om diseased chickensand sw ine in C hina

大33
JournalofFood M icrobiologicalquality ofground beef舟0m conventionally-reared

2004 67 1433Protection cattle and Hraised w ithoutantibiotics" labelclaim s

大34 JournalofFood

Protection

D etection and quantitation ofE nterohem orrhagicE scheri chia coli

2002 65 13710157,011l.and026inbeefandbovinefecesbyreal-time

polym erase chain reaction

大35 JournalofFood Incidence ofE schenchia coh O 157:H 7 in frozen beefpatties
2002 65 1363

Protection produced overan 8-hourshift

大36 JournalofFood

Protection

D etection ofE scheri chia coliO 157:H 7 in 10-and 25-gram ground

2002 65 596beefsam plesw ith an evanescent-w ave biosensorw ith silica and

polystyrene w aveguides

大37 Journ alofFood A new technique for Escherichia colitesting ofbeef and pork
2002 65 192

Protection carcasses

大38 JournalofFood Isolation and characterization ofE schenchia coliO 157:H 7丘0m
2001 64 1346

Protection re血1m eats in A rgen血 a

大39
JournalofFood C om parison ofsponging and excising as sam pling procedures for

1999 62 1255
Protection m icrobiologicalanalysisoffresh beef-carcasstissue

大40 JournalofFood O ccurrence and SurvivalofV erocytotoxin-Producing E scherichia
1999 62 1115

Protection coll0 157 in m eatsobtained 舟om retailoutlets in the N etherlands

大41 JournalofFood Characterization ofthe▲n sk to hum an health ofpathogenic
1999 62 741

Protection E schenchia coh isolatesfrom chicken carcasses

大42
JournalofFood A ntibiotic resistance ofEscherichia coilO 157:H 7 and O 157:N M

1998 6 1 1511
Protection isolated from anim als,food,and hum ans

大43 JournalofFood Evaluation of the V ID A S m ethodology fordetection ofE schen chia
1998 61 917

Protection coll0 157 in food sam ples

大44
LettA ppl Eschen chia coh O 26 detection舟om foodsusing an enrichm ent

2000 30 151
M icrobiol procedure and an lm m unom agnetic separation m ethod
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文献番号 雑誌名 タイトル 午 $ (>サ 頁

大45 L ettA ppl Isolation ofshiga toxin-producing E scherichia coli(STE C )丘0m
2000 30 109

M icrobiol foodsusing EH E C ag町●

大46
LettA ppl D etection of Shiga-toxigenic E scherichia coli(STE C)in丘eSh

2001 33 334
M icrobiol seafood and m eatm arketed in M angalore,India by PC R .

大47 LettA ppl

M icrobiol

Resistance pattern s ofnon-0 157 Shiga toxin-producing E schenchia

2001 32 114doli(STE C)strainsisolated 丘om anim als,food and asym ptom atic

hum an ca汀iersin Sw itzerland.

大48
Lettersin

A pplied

M icrobiology

Isolation ofE .coli0 157 ‥H 7 and non-0 157 STE C in different
2006 42 102

m atrices:review ofthe m ostcom m only used enrichm entprotocols

大49
Lettersin

A pplied

M icrobiology

A Chrom ogenicplating m edium forisolating E schen chia coh
1999 29 26

0 157‥H 7丘om beef

大50 M eatSci

Presence and characteri sation ofverotoxin producing E .coh in

2005 70 181舟esh Italian pork sausages,and preparation and use ofan

antibiotic-resistantstrain forchallenge studies

大51 M eatSci
E ffectofantim icrobialproteins丘0m porcine leukocyteson

2003 65 615
Staphylococcusaureusand E scherichia coh in com m inuted m eats

大▼52
The Journ alof

V eterinary

M edicalSく;ience

A ntim icrobialsusceptibility ofpathogenic Escherichia coliisolated
2005 67 999from sick cad e and pigs in Japan

大53 感染症学雑誌
ヒト下痢症および健康牛から分離したV ero毒素産生性大腸菌■

2005 79 4510 157‥H 7 (VT EC O 157‥H 7)における薬剤感受性

大54 感染症学雑誌 豚からのV ero毒素産生性大腸菌(V T EC )の分離および血清型 2003 77 1032

大55 感染症学雑誌
ハトおよびカラスからのV ero毒素産生性大腸菌(VT EC )の分離お

2003 77 5
よび血清型

大56 感染症学雑誌

散発下痢患者由来大腸菌の腸管病原性大腸菌(EPE C )eaeA

2002 76 721遺伝子および腸管凝集性大腸嵐(E A ggE Q aggR遺伝子保有状況

とその病原性の評価

大57 感染症学雑誌
人下痢症および乳牛から分離されたV ero毒素産生性大腸菌

2002 76 96(V T EC )の分子疫学的検討

大58 感染症学雑誌
V ero毒素産生性大腸菌(V T EC )感染症に関する研究 ■鹿からの

1999 73 1140
本菌分離についてl

* 59 感染症学雑誌
乳牛におけるV ero毒素産生性大腸菌(VT E C )の汚染状況および

1999 73 ■ 445
分離菌株の血清型
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文献番号 雑誌名 タイトル 午 巻(号) 頁

大60 埼衛研所報 埼玉県における腸管出血性大腸菌の検出状況(1996-1998 ) 1999 (33) 107

大61 動物抗菌会報 豚由来毒素産生性大腸菌の薬剤耐性 2000 2 1 49

大 62
日本獣医師会 夏季 における牛の腸管出血性大腸菌0 157保菌状況と分離株の

2005 58 205雑誌 薬剤感受性

大63
日本獣医師会

雑誌
牛の腸管出血性大腸菌0 157の保菌状況と分離株の性状 2003 56 745

大64
日本食品微生

物学会雑誌

牛挽肉,ポテトサラダおよび野菜のドレッシング和えからの腸管出

2002 19 87血性大腸菌0 157の検出における培養法,免疫磁気ビーズ,イムノク

ロマト系簡易キットの有用性の検討

大65
日本獣医師会

雑誌
牛からの志賀毒素産生性大腸革の分離と病原因子 2003 56 267

大66
日本獣医師会

雑誌
晴乳豚および離乳豚における酸耐性大腸菌の保有吹況 200 1 54 909

大67
日本獣医師会 沖縄県で分離された子豚 下痢由来腸管毒素原性大腸菌 (ET E C )

200 1 54 595
雑誌 の細菌学的性状と病原遺伝子保有状況 ▼

大68
日本獣医師会 静岡県におけるヒトおよび牛由来腸管出血性大腸菌0 157の

20 0 1 54 489
雑誌 ファージ型

大69
日本獣医師会

雑誌
2種類の増菌培養法による牛の腸管出血性大腸菌0 157保菌状況 200 1 54 39 1

大ワo
日本獣医師会 子牛由来V ero毒素産生性大腸菌の細菌学的性状､薬剤感受性と

2000 53 279
雑誌 プラスミドプロファイル

大71
日本獣医師会

雑誌
と畜牛からの志賀毒素産生性大腸菌分離 1999 52 445

大72
日本獣医師会

雑誌
人由来腸管出血性大腸菌ゐ分子疫学 1999 52 383

大73
日本獣医師会

雑誌
と畜場における志賀毒素産生性大腸菌の分離 1999 52 198

大74
日本獣医師会

雑誌
飲水を介した離乳豚の大腸菌性腸管毒血症の発生 1998 5 1 659
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文献番号 雑誌名 タイトル 午 巻(号) 頁

大75
日本獣医師会

雑誌
と畜場の牛枝肉からのベロ毒素産生性大腸菌分離 1997 50 66 3

大76
日本獣医師会 PCR 法による牛直腸内容集合検体からのV ero毒素産生性大腸菌

1997 50 607
雑誌 遺伝子の検出 1

大77
日本獣医師会 腸管出血性大腸菌に関する研究班●食肉の汚染実態に関する調

1997 5 0 123
雑誌 査研究班の中間報告書

大78
日本食品微生 小学校給食の牛乳が原因と推定される脇管出血性大腸菌0 157 ‥

200 1 18 159
物学会雑誌 F 7感染事例

大79
日本食品微生

物学会雑誌

腸管出血性大腸菌0 157分離培地B D C H R 0 M agar�"0 157の評

価
200 1 18 75

ア80 獣医畜産新報 ■
薬剤耐性菌を巡る最近の話題 食肉等から分離された腸管田血

200 1 54 749
性大腸菌0 157およびサルモネラの薬剤耐性

ア8 1 食 品衛生研究 食 肉における腸管出血性大腸菌0 157の迅速検査法わ検討 1999 4 9 89

69



参照文献:腸球菌

文献番号 雑誌名 タイトル 午 1* (^ ■頁

腸1
A ntim icrob

A gents
C hem other

Enterococciwithglycopeptideresistanceinturkeys,turkey farmers,turkey

1999 43 2215
slaughterers,and (Sub)Urban residentsin the South ofTheN etherlands:
Evidence fortransm ission ofvancom ycin resistancefrom anim alsto
hum ans?

腸2
A ntim icrob V ancom ycin-resistantEnterococcu岳faeeium strainsw ith highly sim ilar

1999 43 724A gents pulsed-field gelelectrophoresispattern scontaining sim ilarTnl546-like

Chem other elem entsisolated from a hospitalized patientandpigsin Denm ark.

腸3
A pplE nviron V ancom ycin-resistantEnterococciin hum ans and im ported

2002 68 6457
M icrobiol Cl止ckensin Japan

腸4
A pplE nviron Changes in antim icrobialsusceptibility ofnativeE nterococcus

2005 71 4986
M icrobiol faecium in chickensFed V irginiam ycin

腸5
A pplE nviron Prevalence and antim icrobialresistance ofE nterococcusspecies

2003 69 7153
M icrobiol isolated from retailm eats

腸6
Culture M edia

forFood

M icrobiology

C ulture m edia forenterococciand group D -streptococci 1995 34 51

腸7

E m erging

Infectious

D iseases

G lobalspread ofvancom ycin -resistantEnterococcusfaecium from
2005 ll 821

血S血ctnosocom ialgenetic com plex

腸8
E m erglng

Infectious

D iseases

Epidem ic and nonepidem ic m ultidrug-resistantEnterococcus
2003 9 1108

faecium

腸9
Em erging U se ofa血 m icrobialgrow m prom oters in food a山m alsand

1999 5 329Infectious Enterococcusfaecium resistance to therapeutic antim icrobialdrugs

D iseases in Eiげ0pe

脇lo
Em erglng

Infections

D iseases

M ultiple-drug resistantE nterococci:T he nature ofthe problem and
1998 4 239

an agenda forthe future

腸11

E m erglng

Infectious

D iseases

D iversity am ong m ultidrug-resistantEnterococci 1998 4 37

腸12
E m erging

Infectious

D iseases

V ancom ycin-resistantEnterococcioutsidethe health-care
1997 3 311

setting:prevalence,sources,and public health im plications

腸13

International

JournalofFood

M icrobiology

T he role and application ofenterococciin food and health 2006 106 1

腸14

International M olecularstructuerand evolution ofthe conjugative m ultiresistance
2003 SS 325Journ alofFood plasm id pR E 25 0fE nterococcusfaecalis isolated 舟ora a raw -

M icrobiology farm ented sausage
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文献番号 雑誌名 タイトル 午 巻(早) 頁

腸15■
International

JournalofFood

M icrobiology

G ene transfer ofvancom ycin and tetracychne resistancesam ong
2003 88 315

Enterococcusfaecalisdunng cheese and sausage ferm entations

腸16

International

JournalofFood

M icrobiology

Species distribution and antibiotic resistance patternsofenterococci
2003 88 311

isolated舟om food ofanim alorigin in G erm any

脇IT
International

Journ alofFood

M icrobiology

Species identifi cation and detection ofvancom ycin resistance genes
2003 8畠 305

in enterococciofanim alori gin by m ultiplex PCR

腸18
International Com parison ofthe incidence ofvirulence determ inantsand

2003 88 291JournalofFood antibiotic resistance betw een Enterococcusfaecium strainsof

M icrobiology dairy,anim aland clinicalorigin

腸19
Interim donal
JournalofFood

M icrobiology∴

O ccurrence and spread ofantibiotic resistancesin E nterococcus
2003 88 269

faecium

腸20
International

JournalofFood

M icrobiology

O psonophagocytic assay as a potentially usefultoolfor assessing
2003 88 263

safety of enterococcalpreparations

腸21
International

JournalofFood
M icrobiology

Safety aspects of enterococcifrom the m edicalpointofview 2003 88 255

腸22
International

Journ alofFood

M icrobiology

E U assessm entof enterococciasfeed additives 2003 88 247

腸23 ■

International

Journ alofFood

M icrobiology

H om em ade tradidonalcheesesforthe isolation ofprobiotic
2003 88 24 1

E nterococcusfaecium strains

腸241
Intern ational

JournalofFood

M icrobiology

E nterococcusfaecium RZ S C 5, an interesting bacteriocin producer
2003 88 235

to be used as a co-culture in food ferm entation

腸25
Intern ational

Journ alofFood

M icrobiology

Functionalty ofenterococciin m eatproducts 2003 88 223

腸26
International

JournalofFood

M icrobiology

Fun Cti0nal ty 0fenter0C0cciin dai ry Pr0duCtS 2003 88 215

腸27

International

Journ alofFood

M icrobiology

Physiologicaland m olecularaspects ofbile saltresponse in
2003 $8 207

Enterococcusfaecalis

腸28

International

JournalofFood

M icrobiology

G lucose preventscitrate血etabolism by enterococci 2003 88 201

腸29
International D ifferentiation of E nterococcusfeacium 丘0m Lactobacillus

2003 88 197JournalofFood delbrueckiisubsp.bulgaricusand Streptococcustherm ophilus

M icrobiology strainsby PCR and dot-blothybridisation
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文献番号 雑東名 タイトル 午 巻(号) 頁

腸30

In tern ational

Jo urnalof F ood

M icrob io logy

T he pheneplate system for studies of the div ersity ofen terococcal
2003 88 189

popu lation s fr om the food chain and the environm ent

腸31

In tern ational

Journ alof F ood

M icrob io logy

M etho ds u sed for th e iso lation .en um eration, characterisation and
2003 88 165

identification of E nteroco ccu s spp.2 .P hen o-an d genotypic criteria

腸32

In tern ational M etho ds u sed for th e iso lation, enum eration,characterisation and

2003 88 147Jo urnalof F ood identifi cation of E nteroco ccu s spp. 1.M edia for isolation an d

M icrob io logy enum eration

腸33

International

Journalof F ood

M icrobio logy

C om p ariso n of enterococcalpopulation s in anim als.hum an s,an d the
2003 88 133

env ironm enトa E uropean stu dy

腸34
Intern ational

Journalof F ood

M icrob io logy

T ax onom y ,eco logy and an tibiotic resistance of enterococcifrom
2003 88 123

fo od an d th e g astro-intestinaltract

腸35

Intern ational

Journalof F ood

M icrob io logy

E nterococciin foods -a con undrum for food safety ー 2003 88 105

腸36

Journ alof

A ntim icrob ial

C h em otherapy

Antibioticresistanceoffaecalenterococciinpoultry,poultry farmers
2002 4 9 497

and pou ltry slaughterers

腸37

Journalo f

C lin ical

M icrob io logy

Im proved prim er design for m ultip lex P C R an alysis of vancom y cin -
200 1 39 2367

resistant E nterococcus spp.

腸38

Journalo f

C hn ical

M icrobiology

O ccurrence of vancom ycin-resistant E nterococci in p ork and poultry
200 39 23 54

products from a cattle-rearing area of France

腸39
Journ alo f

C lin ical

M icrobiology

S im p le and reliable m u ltiplex P C R assay for surveillance isolates of
20 00 38 3092

van com ycin-resistantE ntero cocci

腸40

Journalo f Prevalen ce of vancom ycin-resistantE n terococciin fecal sam p les

2000 ▼ 38 62 0C lin ical fr om ho sp italized patien ts an d nonh osp italized contro ls in a cattle-

M icrobio logy rearing A rea of France

腸41
Journalof E valuation of a vanA 一specific P C R assay for detection of

1999 37 3348C lin ical van com ycin -resistantE n tero coccus faecium durin g a hospital

M icrobio logy outbreak

m 42

Journalo f

C lin ical

M icrobio logy

F ecal ca汀m ge of van com ycin-resistant E nterococciin hosp italized
1997 35 3026

patients an d those livin g in the com m unity in T he N etherlands

腸43P

腸44

Journ alof

C lin ical

M icrob io logy

Journ alof F ood

D etection of glycop eptide resistance genotyp es and id entification to
1995

2005

33

68

24

955

the species levelof clin ically relev antE nterococciby PC R

C ontribution o f E ntero coccito th e spread of antib iotic resistance in

Protection the produ ction chain of sw ine m eatcom m odities
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文献番号 雑誌名 タイトル 午 巻(号) 頁 ■

腸45
Journ al ofF ood R esistan ce to gentam icin an d vancom ycin in E nterococcal strain s

2 004 67 2292
P rotection isolated fr om retailbroiler chickens in Japan

腸 46
Journ al of F ood A n tib iotic resistance an d virulence traits of E nterococci isolated

20 04 6 7 194 8
Protection fr om bay lough ,an in sh artisan aJ cheese

腸 47

L ett ers in

A pplied

M icrobiology

A n ti m icrobialsuscepti biliti es of enterococciisolated 丘0m faeces of
2000 3 1 427

broiler an d layer chick ens

腸 48
Sw iss M edical

W eek ly

P revalen ce of colonisation and resistan ce patterns ofvancom ycin -

200 1 131 2 80resistant enterococci in healthy ,non-hospitalised persons in

Sw itzerland

腸49
Journalof F ood V ancom ycin resistan ce and an tib iotic susceptib ility of E nterococci

2000 63 9 12
P rotection in raw m eat

腸 50
日本獣医師会

雑誌
食鳥と体から分離されたバンコマイシン耐性腸球菌 ■ 200 5 58 489

腸 51
日本食品微生 国産■および輸入鶏肉におけるバイコマイシン耐性腸球菌 (W E )の

2000 17 2 35
物学会雑誌 分離状況および分離菌株の分子疫学的解析

腸52
宮城県保健環 宮崎県内における動物由来腸球菌の薬剤耐性保有状況調査●特

199 9 (17) 56
境センター年報 にバンコマシン耐性腸球菌保有状況■

腸53 食品衛生研究 市販鶏肉におけるバンコマイシン耐性腸球菌の汚染実態調査 2005 55 ▼57

腸 54
鳥取県衛生環
境研究所報

県内流通鶏肉におけるV RE 汚染実態調査 2005 (4 5) 56

腸 55
日本細菌学雑 輸入鶏肉より分離されたバンコマイシンに依存性を示すバンコマイ

2003 58 357
読 シン耐性腸球菌の遺伝学的解析

腸56
日本食品微生
物学会学術総

会講演要旨集

鶏肉における腸球菌の汚染状況とその薬剤感受性 2002 23 86
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参照文献:カンピロバクタ†

文献番号 雑誌名 タイトル 午 巻(号) 頁

カ1

A ntim icrobial Prevalence and subtypes ofciprofloxacin -resistantCam pylobacter

2005 49 690A gents spp.in com m ercialpoultry flocksbefore,duri ng ,and after

C hem otherapy treatm entw ith fluoroquinolones

カ2

A ntim icrobial Incidence ofantibiotic resistance in C am pylobacterjejuniisolated

2004 48 3442A gents in A lberta,C anada,丘0m 1999 to 2002,w ith specialreference to

Chem o也erapy tet(O )-m ediated tetracycline resistance

カ3

A ntim icrobial A ntim icrobialresistance in C am pylobacterjejuniand

2003 47 3825A gents C am pylobactercoh strains isolated in 1991 and 2001-2002 丘0m

Chem o仙erapy poultry and hum ansin B erlin,G erm any

カ4

A pplied and Effectsoforally adm inistered tetracychne on the intestinal

2005 71 5865E nvironm ental com m unity structure ofchickensand on tetdeterm inantcarnageby

M icrobiology com m ensalbacteria and Cam pylobacteriejuni

カ5
A pplied and C oncurrentquantitation oftotalCam pylobacter and total

2005 71 4510E nvironm ental ciprofloxacin-resistantC am pylobacterloads m nnses舟om retail

M icrobiology raw chicken carcassesfr om 2001 to 2003 by directplating at42℃

カ6
A pplied and Effectsofsubtherapeutic adm inistration ofantim icrobialagentsto

2005 71 3872E nvironm ental beefcattle on the prevalence ofantim icrobialresistance m

M icrobiology C am pylobacterjejum and Cam pylobacter hyom testinalis

カ7
A pplied and

E nvironm ental

M icrobiology

Prevalence and antim icrobialresistance oftherm ophihc
2005 71 169

C am pylobacterspp,丘om cattlefarm s in W ashington State

# 8
A pplied and C om parison ofprevalence and antim icrobialsusceptibilitiesof

2004 70 1442E nvironm ental C am pylobacterspp.isolatesfr om organic and conventionaldairy

M icrobiology herdsin W isconsin

カ9
Culture M edia

forFood

M icrobiology ◆

C ulture m edia forthe isolation ofC am pylobacters 1995 34 129

カ10

E m erging

Infectious

D iseases

A ntim icrobial resistance in Cam pylobacter 2004 10 1346

カ11
E m erging

Infectious

D iseases

Fluoroquinolone susceptibility ofC am pylobacterstrains,Senegal 2003 9 1479

カ12

E m erging

Infecdous

D iseases

Increasing fluoroquinolone resistance in Cam pylobacter
2002 8 150 1

ejuni,Pennsylvaiua,U SA ,1982-200 1

カ13
E m erging

Infectious

D iseases

Q uinolone and m acrolide resistance in Cam pylobacterjejuniand C .
2001 7 24

coli:R esistance m echanism sand trends in hum an isolates

カ14

Em erglng

Infectious

D iseases

A ntibiotics in anim alfeed and spread ofresistantC am pylobacter
2004 10 1158

fr om poultry to hum ans
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カ15

E m erging

Infectious

D iseases

Integronlike structuresin Cam pylobacterspp.,ofhum an and
2000 6■ ■50

anim alorigin

カ16
Epidem iol. A ntibiotic resistance ofC am pylobacterin raw retailchickensand

2003 131 1181
Infect. im ported chicken portions

カ17

IntJournalof A ntim icrobialsusceptibilitiesofC am pylobacter isolated 丘om food-

2004 24 261A ntim icrobial producing anim alson farm s(1999-2001):resultsfr om the Japanese

A gents V eterinary A ndm icrobialResistance M onitoring program

カ18
JA ntiim crob

C hem other

A ntibiotic resistance in C am pylobacter spp.,isolated fr om hum an

200 1 48 455faeces(1980-2000)and foods(1997-2000)inNorthernIreland:an

update

カ19 JV etM ed Sci
C am pylobacterspp.in hum an,chickens ,pigsand their

2003 ■65 161
antim icrobialresistance

カ20

Journalof

A ntim icrobial
C hem o血erapy

Tetracycline resistance ofA ustralian C am pylobacterjejuniand
2005 55 452

C am pylobactercoh isolates

カ21

Journ alof A ntim icrobialresistance in Cam pylobacterstrains isolated fr om

2004 54 1025A ntim icrobial French broilersbefore and afterantim icrobialgrow m prom oter

C hem o仙erapy bans

カ22
Journalof

A ntim icrobial

C hem o也erapy

An dm icrobialsusceptibility ofCam pylobactersppリisolated丘0m
2003 52 220

broilerchickensin N orthern Ireland

カ23

Journ alof

A pplied

M icrobiology

G enetic characterization and antibiotic resistance ofC am pylobacter
2006 100 209

spp.isolated丘om poultry and hum ans in Senegal

カ24
Journ alofFood Prevalence and antim icrobialresistance of Cam pylobacter in

2005 68 2402
Protection antim icrobial-丘ee and conventionalpig production system s

# 25
JournalofFood R eduction in flock prevalence ofC am pylobacterspp.,in broilersin

2005 68■ 2220
Protection N orw ay afterim plem entation ofan action plan

カ26
JournalofFood

Protection

Cam pylobactercontam ination ofraw m eatand poultry atretailsale

2000 63 1654:Identification ofm ultiple types and com parison w ith isolatesfr om

hum an infection

カ27

Letters in A ntim icrobialresistance of Cam pylobacterjejuniand

2003 36 277A pplied Cam pylobactercoliisolatesfr om broiler Chickensisolated at血

M icrobiology Iri sh poultry processing plant

# 28

Letters in

A pplied

M icrobiology

A ntim icrobialresistance and plasm id profilesofC am pylobacter
2002 34 149

jejuniand Cam pylobactercolifr om hum an and anim alsources

カ29
Prevenitive

V eterinary

M edicine

Evaluation ofan antim icrobialr占sistance m onitori ng program for
2005 70 29

Cam pylobacter in poultry by sim ulation
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カ30

P revem tiv e C linicalh erd health, farm m an ag em entand and m icrobial

200 5 69 189V eterin ary resistance m C am pylobacter coli on fi nishing pig farm s in

M edicin e Sw itzerland

カ31
V eterin ary R edu ced an tibiotic resistan ce to fl uoroquinolones an d streptom ycin

200 3 152 80
R ecord in tanim al-fr iendly p ig fatt en ing farm s in Sw itzerland

カ32
秋 田県衛生科
学研究所報

カンピロバクター分離株の薬剤感受性と型別について 1997 4 1 43

カ33 感染症学雑誌
下痢患者由来Cam pylob acterjejuniのニューキノロン薬に対する薬

199年 70 1227
剤感受性の年次別推移

カ34 東京衛研年報
鶏および鶏肉由来C am pylob acter属菌のニューキノロン剤に対す

1997 48 3
る薬剤感受性

カ35 動物抗菌会報 健康家畜由来カンピロバクターの薬剤感受性調査 2004 24 16

カ36 動物抗菌会報 カンピロバクターの薬剤感受性試験法の現状 2002 24 26

カ37 動物抗菌会報 ヒト食中毒由来カンピロバクターの薬剤耐性 2002 24 22

カ38 動物抗菌会報 食鳥処理場におけるカシピロバクターの汚染実態 2002 24 12

カ39 動物抗菌会報 カンピロバクターの生態学 ■ 2002 24 8

カ40 鶏病研報 生産現場におけるカンピロバクター汚染実態とその対策 200 1 37 195

カ41
日本獣医師会 市販鶏肉におけるカンピロバクターの定量検査と分離菌株の血清

200 4 57 595
雑誌 型

カ42
日本獣医師会 腸炎患者､ 犬 ､猫および野鳥におけるカンピロバクターおよび人リ

200 4 57 455
雑誌 コバクターの保有状況ならびに分離法の検討

カ43
日本獣医師会 人および鶏肉由来Cam pylobacterjeju niH S :2およびH S :19血清型

200 3 56 4 7 1
雑誌 株のPC R -R F L P法による遺伝子解析

カ44
日本獣医師会

雑誌
国産および輸入鶏 肉におけるカンピロバクターの汚染状況 2003 56 10 3
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カ45
日本獣医師会

雑誌
R A P D 法による牛由来C am pylobacterjejuniの遺伝子型別 200 1 54 639

カ46
日本獣医師会 鶏肉からのCam pylobacterjejuniの分離におけるストマツカー処理

1999 52 326
雑誌 の効果

カ47
埼玉県衛生研 市販鶏肉のカンピロバクターの定量検査とR A P D 法による遺伝子

200 1

■35

59究所報 型別

# 48

静岡県環境衛

生科学研究所
報告

カンピロバクターの生態および検出方法に関する研究 200 2 4 5 5

カ49
日本獣医師会

雑誌
国産および輸入鶏肉におけるカンピロバクターの汚染状況 2003 56 10 3
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サ 1

A ntim icrob ial M ultidrug-resistant Salm onella enten ca SerovarM u enchen from p igs

2005 49 503A gents an d hum an s an d hum an s an d poten tialin ter畠erovar transfer of

C h em otherapy antim icrobialresistance

サ2

A ntim icrobial

A gents

C hem o血erapy

In creasing prevalen ce of quinolone resistance in hum an nontyphoid
2004 48 3789

S alm onella en terica Isolates obtain ed in Spain fr om 198 1 to 2003

サ3
A pp lE nv iron C haracterization ofm u ltiple-antim icrob ial-resistant Salm onella

2004 70 1
M icrobiol serovars Isolated from retailm eats

サ4
A pplE nv iron C lonalex pansion m ay account for high levels of quin olon e

2005 7 1 25 87
M icrob iol resistan ce in Salm onella enterica serovar E nten tidis

サ5
A pplE nviron Prevalence and antim icrob ialsusceptibility ofS alm onella spp ,

2003 95 753
M icrob io l isolates from U S catt e in feed lots in 1999 and 2 000

サ6
A pp lE nviron C h aracterization an d chrom osom alm apping ofantim icrobial

20 00 66 4 842
M icrobio l resistance genes in S alm onella enterica serotype T yph im un um

サ7

C ulture M edia

for F ood

M icrobiology

M edia for Salm on ella 1995 34 187

サ8

E m ergin g

In fectious

D iseases

β-L actam resistance and E nterobacten aceae,U nited States 2005 ll 1464

サ9

E m erging

Infectious

D iseases

C eph alospon n and ciproftoxacm resistance in Salm onella,T aiw an 2005 ll 947

サ10

E m erging

In fectious

D iseases

H osp italization and antim icrob ialresistance in Salm onella
2005 ll 943

outbreak s,1984-2 002

チll

E m erg ing

In fectious

D iseases

In tern ation al Salm onella T yph im urium D T IO4 in fections, 1992-200 1 2005 ll 859

サ 1字

E m erging

In fectious

D iseases

M u ltidrug-resistant S alm on ella T yphim urium Infection froP m ilk
2004 10 932

contam in ated aR er pasteurization

サ 13
E m erg ing

In fectious

D iseases

M u ltidrug-resistant strain s of S alm o nella enten ca
2004 10 79 5

T y phim un um /U n ited S tates,1997-199 8

サ 14

E m erg ing

In fectious

D iseases

tox acin -resistantS alm onella enterica T yp him un um and
2004 10■ 60

C ho leraesuis fr om pigs to hum an s,T aiw an
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サ 15
E m erging

In fectiou s

D iseases

Fluoroqu ino lone resistance link ed to G yrA ,G yrB ,and P arC m utations
2003 9 ■ 14 55

in Salm onella enten ca T yphim un um Isolates in hum an s

サ16

E m erging

In fectiou s

D iseases

F irst incursion of Salm onella enten ca serotyp e Ty phim un um
2003 9 49 3

D T I60 into N ew Z ealand

サ17

E m erging

In fectiou s

D iseases

Em ergence of ceftriax one-resistant Salm onella iso lates and rap id
2 003 9 ■ 32 3

spread of plasm id-encoded C M Y -2-like ceph alosporinase.T aiw an

サ18

E m ergin g L ife-threatenin g in fan tile diarrhea from fluoroqu in olon e-resistan t

2 003 9 25 5In fectiou s Salm onella enterica T yph im un um w ith m utations in both gyrA and

D iseases p ar°

サ19

E m erging

In fectiou s

D iseases

E xcess M ort ality A ssociated w ith A ntim icrobialD rug -R esistant
2 002 8 490

Salm onella T yph im un um

サ20

E m erging

In fectiou s

D iseases

R edu ced F lu oroquinolon e Susceptib ility in S alm on ella enten ca
2 00 1 7 996

Seroty pes in T ravelers R eturn ing from SoutheastA sia

サ21

E m ergin g

In fectious

D iseases

Presence of C lass I In tegrons in M ultidrug ーR esistant,L oY ●
200 1 7 455

Prevalence S alm onella Seroty pes,Italy

サ22 ■

Em ergutg

Infectious

D iseases

D ecreased Susceptib ility to C iproflox acin in Salm onella enten ca
2 00 1 7 448

serotype T yph i,U n ited K in gdom

* 23

E m erg ing

Infectious

D iseases

E xpan ding D ru g R esistance through Integron A cquisition by IncF I
2 00 1 7 444

P lasm ids of Salm onella entefica T yph血un um

サ24

E m erg ing

Infectious

D iseases

M olecular T ypin g of M ultidrug -R esistant S alm onella B lockley
2000 6 ● 60

O utbreak Isolates fr om G reece

サ25
E pidem iol. E pidem iologicalcharacteristics o f Salm onella Typ him urium isolated

2006 134 179
Infect. fr om an im als and feed in Poland

サ26
E pidem iol.

Infect.

A ntibiotic resistance in Salm onella enten ca serotypes T y phim urium ,

2004 132 245E nten tidis and In fantis fr om hum an infections.foodstuffs and farm

an im als in Italy

サ27
E pidem iol. E pidem iologicalstud ies of hum an and an im alS alm onella

200 1 126 3
In fect. T yph im un um D T 104 and D T 104b isolates in Ireland

サ28

E ur J C in

M icrob iolInfect

D iS

A ntim icrob ialresistan ce pattern s and serotype distribution am ong
2005 24 220

Salm onella enten ca strains in T urkey ,2000-2002

サ29

E uropean

Journalof

E p idem iology

E p idem io logy ofantibiotic resistance of hum an nontyphoidal
200 1 17 75 1

Salm onellae in G reece during an 8-y ear Pen od (1990-1997)
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サ30
F leischw irtsch af

t
Salm onella-m onitorin g in der Schw ein efl eischzerlegung. 2000 80 86

サ31
F ood

M icrob io logy

E ffects o fp lasm id curing on antibiotic susceptibility,ph age typ e,

200 1 18 6 3 1lip opoly saccharide and outer m em brane protein profi les in local

S alm onella isolates

サ32

Intern ational

Jo urn alo f Food

M icrobiology

A ntim icro bialresistance in S alm onella en teritidis strains iso lated
2005 97 29 7

fr om b roiler carcasses, food, hum an an d pou ltry -related sam p les

サ33

In ternation al G enetic d iversity an d viru lence g ene determ in ants o fantib iotic-

2004 9 1 5 1Journ al of Food resistant Salm onella iso lated fr om p reharv estturkey p roduction

M icrobiology so urces

サ34

Internation al C om parison ofV 1D A S enzym e-linked fluorescentim m unoassay using
200 1 6 7 12 3Journ al of Fo od m oore sw ab sam pling and conventionalculture m ethod for Sa】m onel】a

M icrobiology detection in bulk tank m ik and in-line m ilk filters in C alifornia dairies.

�"9-35

In ternation al

Journ alof F ood

M icrob iology

O ccu汀en ce of S alm on ella spp.in im p orted eggs into A lban ia 1999 49 169

サ36

In tern ational

Jou rnalof F ood

M icrob io logy

R apid detection of stressed S alm onella spp .in dairy and egg
1999 46 37

produ cts u sing unm unom agnetic separation an d PC R .

サ37 ■
J A m V etM ed A ntim icrob ialsusceptibility p attern s of Salm onella isolates from

2002 22 1 268
A ssoc cattle in feedlots

サ38
J A ppl T racin g of S alm on ella spp.in tw o pork slaughter an d cutting p lants

200 1 90 ■ 13 1
M icrobiol using serotyp m g and m acrorestriction genoty ping

サ39
J M ed

M icrobiol

E vo lution ofchloram ph enico lresistan ce,w ith em ergence of cross-

2000 49 ■ 103resistance to florfen icol, in bov ine S alm onella T yphim un u m strains

im plicates defi nitive ph a岳e type (D T ) 104

サ40

Journ alo f F luoroqu ino lone treatm ent of experim entalS alm onella en ten ca

2005 56 297A ntim icrobial serovar T yphim unu m D T I04 infections in ch ick ens selects forb oth

C hem oth erapy gyrA m utation s and ch anges in efflux pum p gene expression

サ41

Journal of

A ntim icrobial

C hem o也erapy

C iproflox acin resistan ce in n on-typhoidal Salm onella seroty pes in
2005 56 110

Scotland, 1993-2003

サ42

Journalof A ntim icrobialsu sceptibility of S alm on ella iso lated from cattle,sw ine

2004 53 266A ntim icrob ial and poultry (2 00 1-2002) :reportfr om th e Japan ese V eterin ary

C h em oth erapy A ntim icrobialR esistan ce M on itoring Program

サ43

Journalof

A ntim icrob ial

C h em oth erapy

A ntim icrobial resistance in salm onellae fr om hum ans, food and
200 1 47 3 15

anim als in S pain in 1998

サ44

Jo urnalof

A pplied

M icrob io logy

Theincidenceofantimicrobial-resistantSalmonellaspp,on freshly
2003 94 16

processed poultry fr om U S m idw estern processing plants
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サ45
Journ alof A ntim icrobial-resistantS alm o nlla enten ca serovars iso lated 斤0m

2002 14 34 6
C h em oth erapy chicken s in Spain

サ46

Journalof C haracterization of Isolates of Salm on ella enten ca serovar

2005 4 3 5074C lin ical T yph im urium d isplay ing high -levelfluoroquino lone resistance in

M icrob iology Jap an

サ47

Journ alof

C lin ical

M icrob iology

F lu orescent am plifi ed fragm ent length polym orphism sdbtyping o f
2004 42 4 84 3

m ultiresistantS alm onella enterica serovar T yp hun un um D T I04

�"tf-4 8

Journalof A ntim icrob ialsuscep tibilities of S alm on ella strains isolated from

2003 4 1 3574C linical hum an s,cattle, pigs,and chickens in T he N etherland s fr om 19 84 to

M icrob iology 200 1

サ49

Journ alof M ultiple genetic typing ofSalm onella enterica serotype T yphim unum
2002 40 4450C linical isolatesofdifferentphase types (D T l04,U 302,D T 204b,and D T 49)from

M icrob iology anim alsand hum ans in England ,W ales,and N orthern Ireland

サ50

Journalof

C hnical

M icrob iology

M olecular characterization of m ultidru g-resistant S alm onella
20 02 40 28 13

enten ca subsp.,enten ca serovar T y ph im un u m iso lates 丘om sw ine

サ51

Journalof

C linical

M icrob iology

C haracterization ofm ultidrug- resistant Salm onella enten ca serovar
200 39 2700

T yphim un um isolated in Jap an

サ52

Journ alof C haracterization of Salm onella enterica serovar T yphim un u m

2000 38 158 1C linica D T IO4 Iso lated from D enm ark and com parison w ith isolates fr om

M icrob iology E urope and the U n ited States

J サ53
Journ alof Fo od

P rotection

A ntim icrobialsusceptibilities of Salm onella isolates obtained from

200 5 68 2 030layer chicken houses on a com m ercialegg-producing farm in Japan ,

1997 to 2002

サ54
Journalof Fo od Salm onella in dairy operations in th e U nited states :Prevalence and

200 5 68 696
P rotection antim icrob ialdrug suscep tibility

サ55 ■
Journalof F ood C om parison offour different m ethods fo r Salm onella detection in

20 04 67 2 158
P rotection fecalsam p les of Porcine origin

サ56
Journ alof F ood

P rotection
Prevalence and nu m ber of Salm onella in Irish retailpork sausages 20 04 67 1834

サ57
Journ alof F ood

P rotection

C haracterization of antim icrobial-resistantp henotypes and gen otyp es

2004 67 69 8am ong S alm onella enten ca recovered fr om pigs on farm s,from

transporttru cks,and from pigs aR er slaughter

サ58
Journ alof F ood

P rotection

A ntib iotic resistance of Salm onella Isolated from hog.b eef,an d

2004 67 44 8chicken carcass sam p les from provincially inspected abatto irs in

O ntario

サ59
Journ alo fF ood C om parison of sam pling m ethods for the detection of Salm on ella on

2003 66 76 8
P rotection w hole broiler carcasses purchased from retailoutlets
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サ60
Journ al of Food P rev alence an d antib iotic susceptibility of S alm on ella iso lated from

2003 66 ー 54
P rotection foods in K orea fr om 1993 to 200 1

サ6 1
Journ al of Food S erotyp m g an d antib iotic resistan ce profi ling of Salm onella in

2002 65 1694
P rotection feedlot and nonfeed lot beefcattle

サ62
Journal of Foo d

P rotection
Salm onella spp .on ch icken carcasses in pro cessing p lants in P oland 2002 65 14 75

サ63
Journ alof､Food Salm onella serotypes isolated from nonhum an sources in Sao P au lo,

2002 65 104 1
Protection B razil,_from .l99.6_thro.ugh▲20QQ

サ64
Journ alof Foo d A ntib iotic resistance of S alm onella sp p.from anim alsources in Sp ain

2002 65 768
Protection in 1996 and 2000

サ65
Journal of Food D eterm in ation of M IC s of streptom ycin for resistant Salm onella

2002 65 563
Protection Isolates in sw ine and pou ltry usin g a m icro-broth dilution sy stem

サ66
Journalof Foo d O ccu rrence of Salm onella en terica serotype T yph im urium D T 104A

2002 65 403
Protection in retailgroun d beef

サ67
Journal of Food P revalen ce and antib iotic su sceptibility of S alm on ella Isolated fr om

2002 65 284
P rotection beef anim alh ides an d carcasses

サ68
Journ al of Food P revalen ce of antim icrobialresistance in Salm onellae Iso lated fr 0m

200 1 64 14 96
Protection m arket-age sw ine

サ69
Journal of Food In cidence of S alm onella in m inced m eatproduced in a Eu ropean

2 00 1 64 14 35
P rotection union-approv ed cutting plant

サ70
Journa1 of Food M onitoring of layer feed an d eggs for Salm onella in E astern Japan

200 1 64 734
P rotection betw een 199 3 an d 1998

サ71
Journ alof F ood

Protection
M ultidrug- resistant S alm onella T yphim urium D T I04 in p ou ltry 2000 63 155

サ72
Journ alof F ood

Protection
A utom ated rapid screen ing of foods for th e presence of Salm on ellae 1999 62 34

サ73
Journ alof F ood A ntim icrob ialresistance of S alm od ella in raw retailch ickens,

2004 67 1220
Protection im p orted ch icken portions,and hum an clin icalspecim ens

Pサ74
L ett A ppl C haracterization of antim icrob ialresistan tS alm onella K inshasa fr om

2004 38 14 0
M icrob iol dairy calves in T exas
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サ75
M icrob io l

Im m uno l

Epidem iologicalcharacterization of Salm onella T yphim unum D T IO4

2004 4 8 .553prevalentam ong food -producing anim als in the Japane畠e veterinary

antim icrobialR esistance M onitoring Program (1999-200 1)

サ76

T h e Journ alo f

V eterin ary

M ed ical Science

P revalence of th e virulence plasm id in Salm onella Ty ph im uri um
2006 68 187

isolates from pig s

サ77 V etR es
E valuation of m olecu lar typ ing m eth ods for Salm onella enten ca

200 1 32 119
serovar T yp him urium D T 104 isolated in G erm any fr om healthy p ig s

サ78
V eterinary

M icrob io logy

A ntim icrob ialresistance in S alm onella enten ca serovars E nten tides

2002 86 295and T yph im un um isolated from anim als in K orea :com parison of

phenotyp ic and genotyp ic resistance ch aracterization

サ79
V eterinary Serovars of Salm on ella isolated 舟0m D an ish turkeys betw een 】995

2002 150 4 7 1
R ecord and 2000 and th eir antim icrobial resistance

サ80
V eterinary A ntim icrobialresistance pattern s of S alm on ella typ him urium and

2000 14 7 48
R ecord Salm onella dubhn isolated from cattle in Jap an

サ81 感染症学雑誌
多剤耐性Salm onella enterica serovar N ew portにおける患者由来

2005 79 2 70
株と下水由来株との比較検討

サ82 感染症学雑誌 多剤耐性Salm onellaN ew portの国内初報告例 2004 78 989

-tf-83 感染症学雑誌
人の感染性腸炎から分離されたサルモネラの薬剤感受性試験,接

2000 74 8 16合型R プラスミド保有状況およびプラスミドプロファイル

サ84

静岡県環境衛

生科学研究所
報告

食品等のサルモネラ汚染実態と対策に関する研究 1997 40 2 1

サ85 食衛誌
卵の保存及び調理と関連する条件がSalm onella E nterritid isの増

2002 43 71殖､侵入及び生残に与える影響

サ86 >サI'l-ful_
卵及び卵加工品におけるサルモネラエンテリティデイスの汚染とそ

1999 40 7の対策

サ87 食品衛生研究 食鳥検査において確認されたブロイラーのサルモネラ症 ■ 2003 53■ 51

f -88 動物抗菌会報 Sa血onella T yph im urium D T 104とわが国の現状について 2000 71 16

サ89 動物抗菌会報
搾乳牛に発生したSalm onella T yphim urium 感染症と生菌製剤投与

1999 2 0 22
による清浄化対策
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文献番号 雑誌名 タイトル 午 巻(号) 頁

サ90 動物抗菌会報 搾乳牛群におけるサルモネラ症 1997 18 29

サ91 ■動物抗菌会報 搾乳牛に発生したサルモネラ症とその衛生対策 997 18 24

サ92 動物抗菌会報 搾乳牛に発生したSalm onella T yph im urium 感染症と対策 1997 18 17

サ93 動物抗菌会報
乳用雄牛に発生したSalm onella D ub lin 感染症とSalm onella

997 18 8
B red占ner 除菌乳用阜群における対策

サ94 鶏病研究会報
卵トレイのサルモネラ汚染状況調査と養鶏場で実施可能な消毒方法

2005 4 1 10 7
の検討

サ95 鶏病研究会報
ヒト､ ブロイラーおよび採卵鶏由来Salm onella In fan tisのパルス

2005 4 1 47
フィールド電気泳動法による解析

-9-96 鶏病研究会報 イムノクロマト法によるSalm on ella E nteritidis検出キットの感度 2002 38 202

サ97 鶏病研究会報 イムノクロマト法によるSalm onella E nteritid is検出キットの検討 2002 38 189

サ98 鶏病研究会報 採卵鶏育成鶏における生薬のSalm onella E n teritidis 排菌抑制効果 200 1 37 2 17

サ99 鶏病研究会報
高介卵感染性Salm o nella E nteritidis株の検索と介卵感染への断

200 1 37 36
餌●断水の影響

サ100 鶏病研究会報 サルモネラ検査法 200 37 14

サ 10 1 鶏病研究会報 遺伝子診断によるサルモネラ検査法 2000 36 123

サ lQ2 鶏病研究会報 鶏肉の食鳥処理場別サルモネラ汚染と汚染防止策 2000 36 33

サ103 鶏病研究会報 食鳥処理現場における採卵廃鶏■のサルモネラ汚染実態調査 1999 35 89

サ104

新潟県保健環

199 8 14 10 1境科学研究所 鶏卵及び鶏肉のサルモネラ●エンテリティデイス汚染状況

年報
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文献番号 雑誌名 タイトル 午 巻(号) 頁

サ105
日本獣医師会

雑誌
豚のサルモネラ症の現状と対策 (Ⅰ) 2005 58 78 0

サ106
日本獣医師会
雑誌

鶏のサルモネラ症の現状と対策 (その2) 20 04 57 742

サ107
日本獣医師会

雑誌
鶏のサルモネラ症の現状と対策 (その1) 20 04 57 67 1

サ108
日本獣医師会
雑誌

市販食肉におけるサルモネラとリステリアの汚染状況 200 3 56 167

サ109
日本獣医師会

雑誌 1
鶏肉のサルモネラ汚染調査および分離菌株の薬剤感受性 2002 55 30 5

サ110
日本獣医師会 食鳥処理場で分離されたSalm o nella T yphim urium の薬剤感受性お

200 1 54 797雑誌 よびdefinitive p hase type 104の検出

サ111
日本獣医師会

雑誌
健康な繁殖母豚のサルモネラ保菌状況とその血清型 2000 ■ 53 533

サ112
日本獣医師会
雑誌

食肉のサルモネラモニタリング 2000 53 473

サ 113
日本獣医師会 牛由来サルモネラに対するオルビフロキサシンとホスマイシンのin

2 000 53 1
雑誌 vitro併用効果

サ114
日本獣医師会
雑誌

十勝管内のブロイラーにおけるサルモネラ保菌状況の調査 1999 52 46

サ 115
日本食品微生
物学会雑誌

D IA SA L M を用いたサルモネラ簡易迅速検出法の検討 2002 19 17 1

サ 116
日本獣医師会

雑誌
食鳥処理場におけるサルモネラ分離株の血清型と薬剤感受性 1997 50 285

サ 117
日本食品微生 イカ菓子食中毒事件に関与したSalm onella O ranienburgと

200 1 18 135物学会雑誌 Salm onella C hesterによるサルモネラ感染症の細菌学的検討

+N I8
日本食品微生 東京都多摩地区の国産食鳥肉のサルモネラ汚染状況と分離株の

2000 17 207
物学会雑誌 血清型および薬剤耐性 (1992-1999 )

サ119
日本食品微生

物学会雑誌
サルモネラ分離寒天培地,ESサルモネデの評価 1999 16 24 9
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文献番号 雑誌名 タイトル 午 巻(早) 頁

サ 120 感染症学雑誌
東京都内におけるサルモネラ血清型Enteritid isファージ型1による

999 73 437
集団下痢症の発生状況と疫学マーカーによる解析

サ12 1
宮崎県衛生環 宮崎県内で食鳥の糞便､鶏肉､ 患者 ､健康保菌者から分離された

200 1 12 7 1
境研究所年報 Salm om ella C orv allisの薬剤耐性試験について

サ122 食品衛生研究
食中毒原因食品解析におけるSalm onella Infantisの薬剤感受性お

2002 52 97
よびパルスフィールドゲル電気泳動(PFG E )法による型別の応用

サ123 生活衛生 食鳥検査の現場からみたブロイラーのサルモネラ汚染実態調査 2002 46 177

サ 124
長崎県衛生公 長崎県内に流通する鶏卵のサルモネラ汚染実態調査 (1999一200 1

200 1

■47

109
害研究所報 年度)

サ12 5

奈良県保健環
境研究センター

年報

奈良県内の食鳥肉のサルモネラ汚染状況と分離株の血清型およ
2002 (36 ) 117び薬剤耐性 (平成4年ヰ 成 13年)

サ126
日本食品微生

物学会雑誌
鶏ミンチ肉のサルモネラ検出法 増菌●分離培地の比較 2002 19 133
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参照文献:総合

文献番号 雑誌名 タイトル 午 巻(号) ●頁

総1
A pplE nviron

M icrobiol

Prevalence an d antim icrob ial resistance of C am pylobacter spp .,and

2005 7 1 4 10 8Salm on ella serov ars in organ ic chick ens fr om M arylan d retail

stores

総2 A pplE nviron

M icrobiol

P revalence of C am pylobacter spp .,E scheri ch ia coli,and S alm on ella

200 1 67 543 1serovars in retailchick en,turkey,pork,and beef舟0m the G reater

W ashington,D .C ..A rea

総3
E m erging

Infectiou s

D iseases

C urrent status of antim icrobial resistance in T aiw an 2002 8 13 2

総4 Epidem iol. Salm onella an d C am pylobacter contam in ation of raw retail
2002 129 63 5

Infect. chickens fr om different producers‥a six year surv ey

総 5 Food C om parison of antim icrobial resistance in Salm onella an d
20 04 2 1 779

M icrob iology C am pylob acter isolated 丘om turkeys in the M idw est U S A ☆

総6
Intern ation al P rev alen ce and ch aracteristics of Shiga toxin-producin g

20 04 92 4 5Journ al of Food E schen chia coh, S alm onella spp .an d C am py lobacter spp .isolated

M icrob iology from slaughtered sheep in Sw itzerland

総7
Internation al

Journ al ofF ood

M icrob iology

C am pylobacter,Salm onella, Shigella and E scheri ctua coli in live
200 1 7 1 2 1

and dressed p oultry from m etropolitan A ccra

総8 JD airy Sci
PrevalenceofSalmonellae,Listenamonocytogenes,and fecal

200 4 87 2822
coliform s in bulk tank m ilk on U S dairies

総9
Journ a】0f

A ntim icrobial

C hem o山erapy

A E urop ean survey of antim icrob ial su sceptibility am on g zoonotic
200 4 54 7 44

and com m en salbacteri a isolated 舟om food -produ cing an im als

経 lo Journ al of F ood Survey of Salm onella and C am pylobacter contam in ation of w h ole,
200 5 68 1447

P rotection raw poultry on retail sale in W ales in 200 3

総 11
Journ al ofF ood

P rotection

E ff ect of fecal contam in ation an d cross-contam in ation on num b ers

200 5 68 1340ofcoliform,Escherichiacoli,Campylobacter,andSalmonellaon

im m ersion -chilled b roiler carcasses

総 12
Jou rn al of F ood Prevalence of C am py lobacter,Salm on ella, an d E scheri chia coli on

200 5 68 469
P rotection the extern al packaging of raw m eat

総 13
Journ al of F ood

P rotection

Prevalence an d antibiotic resistance profi les of E schen ch ia coh

2005 68 4030 157‥H 7 in beef products fr om retail outlets in G aboron e,

B otsw ana

総 14
Journ al ofF ood Id entifi cation of E n terobacteriaceae舟0m w ash ed an d unw ashed

2004 67 26 13
P rotection com m ercial sh elleggs
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文献番号 雑誌名 タイトル 午 巻(号) 頁

総15
JournalofFood Processcontroland sam pling forE scherichia coliO 157:H 7 in beef

2004 67 1755
Protection 山m inings

総 16 JournalofFood SurvivalofEscherichiacoli0157:H7,SalmonellaEnteritidis,
2004 67 1497

Protection Staphylococcusaureus,and Listeri a m onocytogenesin K im chi

総 17 ■
JournalofFood

Protection

D evelopm entofm ethodsforthe recovery ofE scherichia coli

2002 65 1527O 157:H 7 and Salm onella from beefcarcass sponge sam ples and

bovine fecaland hide sam ples

総18 ､
JournalofF ood

Protection

M icrobialprofi le and antibiotic susceptibility ofC am pylobacterspp.

2002 65 948and Salm onella spp.in broilersprocess阜d in air二chilled and

im m ersion -chilled environm ents

総19
JournalofFood Q uantification ofthe contam ination ofchicken and chicken

2001 64 538
Protection productsin T he N etherlands w ith Salm onella and Cam pylobacter

総20 JournalofFood

Protection
The m icrobiologicalprofile ofchilled and 丘ozen chicken 2000 63 1228

総2 1 V eterinary
SusceptibilityofEscherichia coliandEnterococcusfaecium isolated from

2003 95 ■ 91
pigsand broilerchickensto tetracychnedegradation productsand

M icrobiology distribution oftetracycline resistancedeterminantsin E.coh from food

anim als

総22 JournalofFood Identifi cation ofinadequately cleaned equipm entused in a sheep
1999 62 637

Protection carcass⊥breaking process

総23
L ettA ppl Incidence ofC am pylobacterand Salm onella isolated舟om retail

2001 33 450
M icrobiol chicken and associated packaging in South W ales

総24
日本食品衛生
学会学術講演
会講演要旨集

鶏肉におけるV R E,サルモネラ,カンピロバクター汚染状況と分離株
2003 86 103

の薬剤耐性について

総25
茨城県衛生研
究所

認定小痩模食鳥処理場における細菌汚染状卿 こついて 1995 (33) 45

総26
茨城県衛生研
究所

認定小規模食鳥処理場における細菌汚染状況について(第4報) 1996 (34) 39

総27 動物抗菌会報 W AR M における抗菌剤の使用と耐性との関係解析について 2005 27 10

総28 動物抗菌会報
最近における抗菌剤の使用状況と大腸菌､サルモネラ及び黄色

1998 19 13
ブドウ球菌の抗菌剤に対する薬剤耐性

総■29 鶏病研究会報 サルモネラの生鹿と疾病予防策 2005 41 171
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文献番号 雑誌名 タイトル 午 巻(号) 頁

総30 鶏病研究会報
家畜由来各種細菌の抗菌性物質感受性動向調査の概要と薬剤耐

2003 39 69性を巡るわが国ゐ対応

総31
日本獣医師会 家畜および市販ひき肉における

2004 57 39 3雑誌 Arc obacter, Campylo bacter,S almonel laの分布状況

総32
日本獣医師会

雑誌
食肉処理センターにおける大動物処理工程改善による効果 2000 53 159

総33
日本獣医師会 食鳥と体の細菌学的サンプリング方法の検討とブロイラーと体の細

200 54 857雑誌 菌汚染調査

総34
日本獣医師会
雑誌

食鳥処理場における細菌汚染調査 1998 5 1 608

総35
埼玉県衛生研
究所報

市販鶏肉の細菌汚染調査 2002 (36) 80

総36
埼玉県衛生研 市販鶏肉からのカンピロバクター及びサルモネラの分離と血清型別

2000 (34) 52究所報 紘, R A P D 法, P F G E 法の比較

m i
秋田県衛生科 薬剤耐性菌の浸淫実態解明に関する調査研究(平成 12年度ヰ 成

2003 4 7 24
学研究所報 14年度 )

総38 食品衛生研究 焼肉用生肉等の汚染実態調査結果について 2002 52 73

総39 臨床栄養 最近の食中毒発生の傾向と問題点 2005 107 22

総40
モダンメディア

別冊
今､微生物による食中毒で何が問題となっているか 2004 50 104

総41

月刊

H A C C P2004年

10月号

腸管出血性大腸菌0 157食中毒の傾向と対策 2004 (10 ) 42

総42
食品衛生学雑
誌

食品の微生物学的安全性確保 2000 4 1 384

総43 食品衛生研究 食鳥処理場における微生物制御に関する調査について
r

995 4 5 69

総44 鶏病研究会報 採卵養鶏場におけるSalm onella E nteritidis清浄化対策 2004 40 20
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r^ 雑誌名 タイトル 午 ｣ <-/ ) 頁

総45 鶏病研究会報 ブロイラー養鶏場におけるH A C C Pの導入とその問題 2005 4 1 3
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参照資料:

文 献 番 号 資 料 名 編 集 ●監 修 午

資 1
農 林 水 産 統 計 平 成 16年 漁 業 ●養 殖 業 隼 産統

計 (概 数 )
農 林 水 産 省 大 官 房 統 計 部 2005

資 2
農 林 水 産 統 計 平 成 16年 食 鳥 流 通 統 計 調 査 結

果 の概 要
農 林 水 産 省 大 官 房 統 計 部 200 5

資 3
農 林 水 産 統 計 牛 乳 乳 製 品統 計 (平成 18年 1月

分 )
農 麻 水 産 省 大 官 房 統 計 部 200 6

ォ 4
農 林 水 産 統 計 鶏 卵 流 通 統 計 (平成 17年 10月 ～

12 月 分 )
農 林 水 産 省 大官 房 統 計 部 2006

資 5 食 品 品 質 表 示 の早 わ か り 農 林 水 産 省 ●社 団 法 人 日本 農 林 規 格 協 会 200 5

# 6 知 ってお きたい 食 品 の表 示 厚 生 労働 省 ●農 林 水 産 省 ●公 正 取 引 委 員 会 200 主

資 7 銘 柄 牛 肉ハ ンドブ ック2005 財 団 法 人 日本 食 肉 消 脅 総 合 セ ンター 200 5

ォ 8 銘 柄 豚 肉ハ ンドブック2005 財 団 法 人 日本 食 肉 消 曹 総 合 セ ンター 200 5

資 9 市 場 の しお り M arket G uide 東 京 都 中 央 卸 売 市 場

資 10 築 地 市 場概 要 平 成 17年 度 版 東 京 都 中 央 卸 売 市 場 築 地 市 場 200 5

& 11 ヨコハ マ 食 肉 市 場 ガイドブ ック 横 浜 市 中 央 卸 市 場 食 肉 市 場 2004

資 12 食 肉 のまち ●品川 発 ●芝 浦 ブ ランド 東 京 都 中 央 卸 売 市 場 食 肉 市 場

資 13 岐 阜 県食 肉衛 生検 査 所 お 肉が で きるまで 2006

資 14 滋 賀 県 県 民 文 化 生活 部 食 肉衛 生 検 査 所 食 肉検 査 の流 れ 200 6



文献番号 資料名 編集●監修 午

�"tfl5
我が国の家畜衛生分野における 薬剤耐性モ

ニタリング耐性
httD://www.nval.eo.iD/taisei/zu3.ids

資16
T he Japanese V eterinary A ntim icrobial

R esistance M onitori ng System (JV A RM )
httD://www.nval.eo一lo/taisei/etaisei/JVARM

資17
平成16年度家畜由来細菌の抗菌性物質感受性
実態調査 httD://www.nval.eo.io/taisei/16taiseiノH16.htm 2004

■資18
平成15年度家畜由来細菌の抗菌性物質感受

性実態調査 ■■ httD://www.nval.eo.iD/taisei/15taisei′H15.htm 2003

資19
平成14年度家畜由来細菌の抗菌性物質感受

性実態調査成績の概要について httD://www.nval.eo.iD/taisei/14taisei/H14.htm 2002

資20
平成12年度家畜由来細菌の抗菌性物質感受

性実態調査
htto :′′w w w .nval.eo.io/taisei/12taisei′H 12.htm 2001

資21
平成11年度家畜由来細菌の抗菌性物質感受

性実態調査
httD‥//w w w .nval.eo.iD/taisei/lltaisei/H ll.htm 2000

資22 市場のしくみ q & A htto://www.shiiou◆metro.tokvo.iD.iD 2000

資23 B acteriologicalA nalyticalM anualonline
httDV/www.cf岳an.鮎.sov/Aebam′bam-

5.html
2005

資24 BacteriologicalA nalyticalM anualonline httD://www.cf岳anfda.gov/Aebam′baml
l■h廿山

2003

資25
BacteriologicalA n山yticalM anualonline

C hapter4

httD‥//www.cfsan.出a.2ov/Aebam′baml
2002

4.html

資26
BacteriologicalA nalyticalM anualonline httD://www.cfsan.鮎.2ov/Aebam佃am.

2002
C hapter4A 4.html

資27
BacteriologicalA nalyticalM anualonline htto://www.cfsan.鮎.eov/Aebam/bam-

2001
C hapter5A 7.html

資28
平成12年度食品中の食中毒汚染実態調査結果

について

httD://w w w .m hlw .eo.iD/houdou/0 104/h0427
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の調査
全国農業協同組合連合会 2000
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添付資料1



Occurrence and spread of antibiotic resistances in Enterococcusfaecium

E〃terococcusfaeciumにおける抗生物質耐性の出現及び伝播

Ingo Klare, Carola Konstabel, Dietlinde Badst也bner, G山do Werner, Wolfgang Witte

International Journal of Food Microbiology 88 (2003) 269-290

Enterococcusは院内感染において第二～三位の最も重要な細菌類であるO特に

Enterococcusfaeciumは自然に広範囲に広布するし､この総説の中で述べた獲得した

抗生物質耐性を持っている｡医学的視点から考えると､腸球菌中の糖ペプチド(たとえ

ばバンコマイシン､ VjNまたはティコプラニン､ TPL)及びストレプトグラミン

(guinupristin/dalfopristin､ Q/D)に対する伝達性の耐性に非常に関心があるO腸球菌

の糖ペプチド耐性遺伝子VanAタイプ(Van-r､ TPL-r)は最も重要な一種であるoこの

主要な耐性菌株はEnterococcus faeciumである｡糖ペプチド耐性E. faecium (GREF)

は病院内及び病院外で発見された｡病院外の場合は､すなわちここまで生長促進因

子として糖ペプチドavoparcin(AVO)を使われていたヨーロッパの商業畜産業のことで

ある｡異なった生態由来のサンプル(動物糞便､動物飼料､入院的患者､一般社会の

人及び汚水)からq)腸球菌において同じタイプのvanA遺伝子クラスターを持っているO

明らかに交差食物連鎖(GREFによる汚染された食肉製品)から､これらの多剤耐性細

菌またはそれらのvanA遺伝子クラスターが人に移行する｡院内感染においては幅広

い流行している毒性の強い糖ペプチド耐性をもつ､または耐性をもたない同じクローン

のE. faeciumが分離されているOこれらの菌株はしばしば違うプラスミド及びesp遺伝

子を含む｡このことから､病院適応の流行性強毒性のE.faecium菌株は広範囲に伝播

された後に､ vanA遺伝子クラスターを伝播された｡ストレプトグラミンvirginiamycinはこ

こ20年以上の間にヨーロッパ商業畜産業において飼料添加剤として使われている｡

そのため､ストレプトグラミン耐性E. faecium (SREF)としての保有者を産生した.

1998/1999にSREFはドイツの下水処理場の汚水､ virginiamycin (Q/Dに対して交差耐

性)を食べさせた動物の糞便､食肉製品､一般社会の人の糞便及び臨床サンプルか

ら分離された｡これらのSREF分離菌株は2000年5月にドイツの病院でストレプトグラ

ミンの組合せq/Dが治療法の目的として使用する前に一時的に発見されたが､その

時ドイツの病院において他のストレプトグラミン類をまだ使用されていない｡このことは

SREF菌株またはそれらのストレプトグラミン耐性遺伝子が病院外のほかのところ､たぶ

ん商業畜産業に由来することを示されているようだ｡多剤耐性腸球菌またはそれらの

伝達性耐性遺伝子の伝播を妨げるために､人や家畜の病気治療及び畜産業におい

て抗生物質の慎重な利用が必要である｡



Methods used for the isolation, enumeration, characterisation

and identification ofEnterococcus spp.

1. Media for isolation and enumeration

E〃terococcus spp.の分離､定量､特性及び同定方法について

1.分離及び定量用培地

Konrad J. Domig, Helmut K. Mayer, Wolfgang Kneifel

International Journal of Food Microbiology 88 (2003) 147-1 64

Enterococciは食品､飼料､環境及び臨床サンプルにおいて重要性を持つことで､

Enterococciの検査及び定量は日常の検査のみならず､最近の研究活動においても

重要な課題になっている｡今まで様々な目~的のために､いくつかの培地とプロトコルが

発表されたが､一般的にすべての要求を満たす方法はまだ確立されていない｡その

ため､種々の方法の欠点と利点を考慮に入れて､付随する細菌叢の種類及びその量

.によって､特定の培地及びその改良されたものを利用しなければならない｡これまでの

応用に加えて(水.o)検査､種々の食品､腸及びほかの臨床サンプル) ､バンコマイシン

耐性Enterococci(VRE)は院内感染において頻繁に発見されたので､ VREの検査は

重要な課題である｡さらにいくつかの違った方法の提案はこの総説の中で記述されて

いる｡この総説はここ20年間提案された方法や各種の培地について系統的な説明を

与えるだろう｡この総説は記述された培地の詳細な組成と具体的な応用を強調してい

る｡

(結論)

今異なった試料中のEnterococciの検査用培地がいろいろ使われている｡提案された

培地とその改良されたものが多く存在するけれども､同時に全ての要求を満たすため

の培地はない｡さらにそれぞれの培養方法の特性は試料の由来及びその付随の微生

物叢に依存する｡動物飼料中に存在するEnterococcal菌株の検査に関する大量のス

クリーニング実験から､ BEA培地が腸球菌菌株の定量検査に適用することを示した｡

さらに､ Lactobacilli ､ Pediococci及びBifidobacteriaとの混合するもののサンプルでも､

BEA培地は十分な選択性を持つことを証明した｡しかし､培養法ではEnterococcal汚

染菌とprobiotic Enterococcus菌株とを区別できないOそのため､表現型と遺伝子型

の実験方法の応用実験はさらに必要である｡表現型と遺伝子型の具体的な実験方法

に関してはこの総説の第二部分に記述されている｡



Methods used for the isolation, enumeration, characterisation

and identification ofEnterococcus spp.

2. Pheno- and genotypic criteria

E〃terococcus spp.の分離､定量､特性及び同定方法について

2.表現型及び遺伝子型検査とその評価

Konrad J. Domig, Helmut K. Mayer, Wolfgang Kneifel

International Journal of Food Microbiology 88 (2003) 1 65- 1 88

この論文はEnterococciの同定と特性に適用される実験方法及び表現型､遺伝子

型と系統発生的技術について記述した｡通常の表現型検査体系はルーチンで腸球

菌の迅速及び簡易同定に使われているが､他の検査方法たとえば標準化されたSDS

-PAGE電気泳動法､多重酵素電気泳動法(MLEE) ､抗菌剤感受性試験法､血清型

分類法､熱分解質量分光測定法(pyMS)及び振動分光(スペクトル)分析法は

Enterococciの特徴を広く深く認めることができるo最近報告された多くの腸球菌の菌

種は表現型の性状に関しては従来のいわゆる典型的な腸球菌とは逸脱する場合があ

ることが示唆されている｡したがって､ Enterococcus属に関する可能な問題を明らかに

するために､遺伝子型の方法を用いなければならない.この総説において､最近開発

されたポリメラーゼ連鎖反応(PCR)に基づいた方法たとえば､ランダム増幅多型DNA

分析法(RAPD) ､増幅断片長多型分析法(AFLP)､特異ランダム増幅分析法

(SARA) ､ PCR-ribotypingの改良法及びパルスフィールドゲル電気泳動法(PFGE) ､

部分塩基配列分析法について特に強調している｡

Enterococciの属と種の同定のため､保存されたDNA部分(たとえばリボソーム

RNA遺伝子)の塩基配列データの応用のようなプローブ及びpCRの利用にも特に種

の同定の場合は注視されている｡

(結論)

現在広範囲に増大するさまざまな分類学の分析技術は腸球菌の同定､特性及び

分類に使われている｡ここ15年間実験方法の応用展開に伴い､細菌分類をかなり科

学的に分類し直された｡特に腸球菌の場合は､最新の細菌分類を多方面の研究から

得られた広範囲の情報を集約して全体にまとめた｡表現型を基にした伝統的な分類

方法(生物型分類法)は日常の分類においてまだ重要であるが､遺伝子型的分類方

法は微生物の完全な特徴とそれらの細分類にますます役立っ｡そのうえ､これらの分

類技術は食品微生物でなく､疫学研究にも有力な手段になる｡種々な研究方法の中



でこれまでの基本の検査法と開発された新たな検査法の組合せにより､同定のための

適切な検査方法を提供することができるだろう｡



EU assessment of enterococci as feed additives

飼料添加物である腸球菌に関するEU評価

P. Becquet

International Journal of Food Microbiology, 88 :247-254(2003)

1.序文

15年以前からプロバイオティクスとして細菌を家畜飼料に添加し､腸管内の微生物

叢の改善に活用されてきた｡その効果としては家畜の健康維持､発育促進､飼料効率

の改善などが指摘され､特に若齢家畜に良好な結果が得られているo飼料添加物とし

てのプロバイオティクスはEU構成国では最初､国々･により異なった規定により実施さ

れていたC一方､飼料添加物はその時点でEU諸国間の規制ルールが調整されてい

た｡ 1993年になり､飼料添加物としてのプロバイオティクスの利用が増加してきたことか

ら､欧州委員会はEU構成国によりEUでの飼料添加物の規制を支援した｡

この報告書は飼料添加物としての微生物､特に腸球菌に関する最初の規定であり､

登録書類の3本柱を解説する｡

2.飼料中の微生物に対する規定の構成

2.1.飼料添加物としての微生物製剤

1993年以後より､生菌剤が飼料添加物として注目されたことから､飼料添加物として

市場に出荷される前に許可に関する基礎的基準を確立し､家畜栄養としての添加物

に関するEECの70/524会議の決議となった｡

70/524決議は. 5回修正され､ 1996年にECの96/51会議での最終修正案が提出さ

れた｡微生物に対する基礎的基準は既に国の規則に従い市販されており､ 1993年で

は確立されていなかった｡委員会に付属する科学分野部局(動物栄養に関する科学

小委員会: SCAN)によって評価された書類が作成される移行期限までは

微生物の供給業者がそれらの生産物を市販できることを保証するために作成された｡

移行期限は次のごとく要求された｡

一各々の構成国は微生物供給業者により提出された明確な資料により市場(国

のリスト)で利用可能な生産物のリストを作成する｡

一各供給業者は2年間に完全な評価書類を提出する｡.

一各書類はEECの70/524決議の要求を受託するためにSCANにより評価される｡

移行期間は2001年6月までつづく｡そして､この期間以降､微生物製剤のEUポジテ

ィブリストは欧州委員会の公的な雑誌(Official Journal European Communities)に発表

される｡



2.2.飼料添加物のポジティブリスト

2001年11月に最後に更新された微生物製剤のポジティブリストは9項目に分か

れている｡

-EUメンバー(生産物を認可するメンバー)

一菌株の説明書(例えば､ Enterococcusfaeciumとその菌株番号)

一市場で使用されるに適切な菌株の表示(濃度､製品の形状:頼粒､粉末､　液

体)

一家畜の種類/カテゴリ

ー家畜の最大年齢､製品が利用できる年齢

一最小菌量(集落形成単位Cfun(g)

一最大菌量

一製品自体に関する規定や表示に関する要求事項

付属書類の例を表1に示す｡許可された腸球菌菌株のリストは表2に示す｡

リストに示された製品は条件(表示､動物のカテゴリ､飼料中の濃度)を満たすことによ

.り市場に出荷できる｡リストにないいかなる製品もEUの市場に出荷できない｡

2.3.認可を受けるための原則

飼料添加剤のポジティブリストに受け入れられる微生物を得るための手段として供給

者は評価のための委員会やメンバーに認可すべき情報を含んだ書類一式を提出す

べきである｡

一対象動物､製品を製造しているヒト､動物飼育者および環境に対する安全性

一製品の鑑定(成分､形状)､分析方法

一各動物に対する製品の効力

関係書類一式のガイドラインは公表し､さらに条項の第二部分について討議をすべ

きだろう｡

2.4.登録手順

現在は､登録書類の一式は国や委員会の他のメンバーのために報告書を提出する

ことを国の専門メンバーに受託させる｡報告者は最初の評価を組織しなければならな

いし､ガイドラインに従った書類を完成させ､修正するためのサポートをする｡この組織

は登録が委員会や構成国に受け入れられるために行う最初のステップである｡

報告者レベルの最初の評価は1年以内と仮定する｡しかし､この期間は特別な検討

が必要な場合には延期できる｡この評価の後､構成国の報告者は委員会や他の構成



国のメンバーに書類を送らなければならない｡

報告者と評価報告書に基づいて委員会と他の構成国メンバーは2つの段階に従い

書類を公表する｡

ー最初の段階は60日間にガイドラインによる書類を評価する｡

一次の段階は250日間に活用を含めた科学的傍証を評価する｡

一般的に､書類は有効性の評価と併せて科学的リスク評価のためにSCANに送ら

れる｡ FEFANAはこの評価が規定された枠内の時間制限がないことが欠点であり､

異常に長い評価時間となることがある｡

SCANは製品の安全性と有効性に関する意見を集約する｡それはインターネットで

公表し､委員会に提出する｡構成国メンバーからの意見と評価をもとに､ Food Chain &

Animal Health委員会は発案したRegulation委員会に提案する｡もし発案した製品の

妥当性が受け入れられたならば､製品はポジティブリストに加えられ､さらにその評価

がOffici年1 Journal of the European Ccmmunitiesに公表された時点で､市場に出荷で

きる｡ -般的に､これらのすべての過程を通過するに2ないし3年かかる｡

最近､委員会は協議会と欧州議会に新たな規制体制(COM,2002)を提案した｡

この新しく構成された欧州食品安全当局(European Food afety Authority)を活用する

ことにより認可の過程を単純化できる｡ポジティブリストの基準を維持していくFEFANA

がこの新しい提案を援助する｡

2.5.期間限定認可

プロバイオテイクス菌株は特定動物に対して4年の暫定的な期間認可を受ける｡そ

の間に製品の効果が監視されるであろう｡

製品の安全性評価は最終であると考えられるし､書類の報告は動物の発育にポジ

チブ効果であることが示される｡暫定的な認可期間の4年間の間に提供者はそのプロ

バイオテイクス菌株の効果の証明がなされるであろう｡この証明はガイドラインに従い

動物ごとのカテゴリの統計的な特異試験に基づく｡効力試験は最終承認のために委

員会と構成国で承諾される｡最終承認は期間限定でない｡

3.微生物評価のガイドライン

87/153会議での決議はすべての飼料添加剤に対する書類の受託の構成を指摘す

るガイドラインを制定するEECの70/524会議の決議の範囲内で1993年の手引きに

より委員会は1994年に酵素と微生物のための特異要件を導入し､それらのガイドライ

ンを新しくした｡

87/153会議での決議の化学物質に関する新しい改正が最近公表された｡それ故に､



微生物に対する書類は先のEECの94/40会議の決議に従う｡その間に､ SCANは酵

素と微生物の評価に関するガイドラインの意見をインターネット上に公表した｡それら

のガイドラインはこの問題についての委員会決議でないので公式の認証でない｡ガイ

ドラインは4つの重要項目のもとに承諾書類を求めている｡

一書類の要約

一対照の同定と方法

一有効性

-適用動物､七トおよび環境-の安全性

3.1.菌株の同定と方法

このパートは飼料添加物(プロバイオテイクス株を含む公式の製品)および菌株その

ものの特性に関係する記載である｡

製品の細菌に関する定性的及び定量的成分の表示を行う.集落形成数(cfii/g)で表

現される最終製品のプロバイオテイクス株の最小濃度を表示する｡菌株はできれば

EUに所属するところの国際的に認められた標準菌株であることが要請される｡製品に

含まれる潜在的な不純物を明記しなければならない｡

飼料添加物のポジティブリスト-の登録は特異な製品のフォームに従って信頼され

る報告に基づく｡従って製品のフォームは家畜の飼料-の混合状態を適正にするた

めに物理的状態(液体､固体)､粒子の形状(粉末､頼粒状)により評価する｡

プロバイオテック株の生産のための製造過程はプロセスコントロールを含めて明記さ

れる｡製造工程の変更はEU委員会に報告すべきである｡

飼料添加物のポジティブリスト-の登録は特異菌株に関連しており､菌株の生物学

的由来は詳細な記述や分類学上の名称を含めて記載する｡飼料添加物の使用や保

存条件を適切にするために､ 3つの異なったバッチをもとに安定性の研究が行われな

ければならない｡これらの研究は動物の栄養連鎖においてすべての製品の保存期間

を明確にすることになる｡

分析方法はプロバイオティクスとしての飼料添加物の適切な管理やモニタリングを検

証するために出願者により作成される　FEFANAは認定されたプロバイオテイクス株が

飼料中で適切に規制されるために分析方法が重要であると考える｡ DG研究プロジェ

クト委員会はFEFANAの補佐のもとに飼料添加物としてのプロバイオテイクス株の決

定のための標準検査法を重視している｡

飼料添加物として遺伝子組み換えとして登録された菌株はないが､環境中に放出さ

れる遺伝学的に変異された菌株(GMM)はECの2001/18会議で評価しなければなら

ない｡



3.2　有効性

プロバイオテイクス株の有効性は動物の発育､飼料効率､動物の健康維持､下痢の

減少などにより評価される｡それらの効果は暫定的な認可を示しているが極めて不明

瞭である｡効果の実証は最小で3回の試験により統計的に特異的な有意差が求めら

れる｡例えば動物のカテゴリは下記のごとくである｡

-4ケ月までの子豚

-肥育隊

一雌豚

一乳牛

一肥育鶏

最近のSCANの考えは､試験はEUにおいて少なくとも2ヶ所のところで組織的に

計画され実行しなければならない｡試酸はStudy Directorの検討のもとで､すべての

期間やその一部を優秀な農場で組織されるだろう｡その条件は次のごとくである｡

一実験動物

-飼料の成分

-プロバイオテイクス株と製品の形状の解析

一遂行の評価

3.3.使用条件での安全性

プロバイオティクスの安全性は4つのパートからなる｡

-適用される動物

一作業者の安全性

一消費者の安全性

一環境-の安全性

3.31.1.適用される動物-の安全性試験

出願者は動物のカテゴリごとに製品の使用法が要求される｡適用される動物の安

全性試験を実施しなければならない｡そのような試験の明らかな目的は飼料添加物と

して過剰量の投与事故による動物のリスク評価である｡少なくとも投与量の10倍量で

試験すべきである｡普通の飼育農場で動物飼料の使用評価の最大期間は約4週であ

るが､安全性試験では期間を延長できる｡科学的背景や現実的な意義ではないけれ

どもFEFANAはこの試験を要請している｡



3.3.2　毒素の産生および病原性因子

ある特異条件でBacillus属菌のある菌株は毒素を産生する可能性がある　SCANは

動物栄養(SCAN,2000)にBacillus属菌種の使用の安全性に関する意見を提出したO

この意見はBacillus属菌の菌株ごとの製品に対しての評価基準とした｡このパートで

は適用動物と同様に作業者､消費者(と殺後の食肉がプロバイオテイクス株による腐

敗-の可能性) ､環境-の安全性を確保する｡

3.3.3.抗菌剤耐性のプロファイルおよび耐性遺伝子の伝達性

一部の腸球菌株はバンコマイシンに耐性であり､-他の菌種にこの耐性遺伝子を伝

達できる｡そのため､ SCANは2001年7月にこのことを明記した｡その後2002年4月

に(SCAN,2002)更新された｡

この意見の目的は耐性と伝達を導き出している各細菌株の可能性を示すために新

たな検査を開発する手引きである｡

このような評価の基礎は抗生物質の広いレンジおけるMIC評価から始める｡ある菌

株が特定の抗生物質に耐性であることが明らかとなったとき､その菌種は通常この抗

生物質に感受性であるので､そのような耐性であることの理由を明らかにすべきである｡

.そのような獲得した耐性は伝達性かもしれない｡もし知られている外来性の耐性遺伝

子が存在するならばプロバイオテイクス菌株は飼料添加物としての使用が不適切であ

る｡

4.結論

飼料添加物としてのプロバイオテイクス菌株の利用はその特性､有効性､適用動物

-の安全性､環境-の安全性を評価しなければ利用できない｡この完壁なアセスメン

トはあらゆる見地から正確に表記された菌株であり､また正確に評価された菌株である

ことが明確にされたガイドラインに基づいている｡

対象動物のカテゴリ対して正当に公認されていない菌株や70/524決議の付属文書

によった明確な規定がない菌株は飼料の市場に出荷すべきでない｡ EUにおいて飼

料添加物として使用される`Enterococcus'の特定な菌株は使用規定に従って安全で

ある｡



Taxonomy, ecology and antibiotic resistance of enterococci fom food and the

gastro-intestmal tract

食品や腸管内に存在するEnterococcusの分類､生態､および抗菌剤耐性

GKlein

International Journal ofFood Microbiology, 88: 123-13 1(2003)

典型的な腸球菌はヒトや家畜の腸管内あるいは食品､飼料などに広範囲に分布す

る乳酸発酵細菌のグループに属する｡これらのグループの細菌は発育性､生化学的

特性が類似しているo腸球菌のある菌株はLactobacillus, Bifidobacteriumなどの他の

乳酸発酵細菌と同様に乳酸発酵食品のスターターや微生物抑制剤､あるいはプロバ

イオティクスや家畜の飼料添加剤として利用されている｡食品産業界で広く活用され

ている腸球菌は抗菌剤耐性など安全性の面から正しい理解が求められるので､本菌

の分類､生態学､抗菌剤耐性について解説する｡

1.腸球菌の分類

1984年にKilpper-BalzはこれまでにStreptococcus属に分類されていたS.faecalis,

S.fcfaeciumを新属として設定したEnterococcus属に分類し､ E.faecalis, E.faeciumとし

たo `Enterococcusの名称について最初は1899年に命名されていたが､このグルー

プの細菌はグラム陽性球菌であること､カタラーゼが陰性であることからStreptococcus

faecalisと称されていた｡しかし､ Streptococcus属菌とS.fecalhの細菌学的比較研究､

分布やヒト-の病原性あるいは16S rRNAによる遺伝学的検討により､従来の

Streptococcus (広義)からEnterococcus, LactococcusおよびStreptococcus (狭義)に分

類された｡

現在は､生理学的特徴､生化学的性状および16S rRNAの相同性により7グルー

プ､ 22菌種に分類されているE.faecalisグループ(E.faecalis, E.haemoperoxidus,

E.moraviensis ) ,

E.fc'cteciumグループ(E.faecium, E.durans, E.hirae, E.mundtii, Eporcinus,

E.villorum ) ､ E.avium　グループ(E.avium, E.pseudoのium, E.malodoratus,

E.raffinosus ) ､ E.casseliflavus　グループ( E.casseliflavus,　E.gallinarum,

E.flavescens) ､ E.cecorumグループ(E.cecorum, E.columbae) ､ E.disparグループ

(E.dispar, E.asini) -､ E.accharolyticusグループ(E.saccharolyticus, E.sulfureus)で
＼

ある｡以前にE.gilvus, E.pallens, E.ratti, E.solitarius　とされた菌種は

Tetragenococcus属に分類された｡

食肉､酪農食品あるいは家畜やヒトの糞便から検出された菌株の類縁属と腸球菌

属との鑑別あるいは腸球菌属内の菌種鑑別は､重要な技術である｡糖の発酵パター



ンあるいは生理学的､生化学的特徴より同定が可能であるE.faecalisは

TTC(triphenyl-tetrazolium-chloride)を還元するが､E.faeciumは還元しないか弱く反応

することから､TTCを添加した培地ではE.faecalisは濃厚な赤色の集落を形成､

E.fcfaeciumの集落はうすいピンク色である｡

､日常の食品などからの腸球菌検査に使用する分離培地はAesculin-bile-㍑ide培地

(ABA培地:市販名はEnterococcosel培地)､Kanamycinesculinazide寒天､Citrate

azidetweencarbonate寒天(CATC培地)､Slanetz&Bartley培地､Thallousacetate

tetrazoliumglucose寒天､Streptococcusselective寒天､Crystalvioletazide寒天が

ある｡/iンコマイシン耐性腸球菌の検出にはABA培地やCArC培地にバンコマイシ

ンを添加する｡

･分離菌株の同一性や相同性の検査は分子遺伝学的技術がある｡特に16Sや23S

rRNAをターゲットにした解析が腸球菌属菌種に応用されている｡その他､

RAPD-PCR,PFGE,CHEFなど様々な方法が開発されている.

-2.腸球菌の腸管内や食品における生態

腸球菌やD群連鎖球菌はヒトや動物の腸管内の固有の微生物であるE.faecalisと

E.faeciumはヒトの腸管内に高頻度に分布する｡家禽､牛ではE.faeciumがしばしば認

められる菌種であるが豚では少ない｡その他の歯種はまれに見られる｡動物由来食品

■には動物の腸管内に見られる腸球菌汚染が高いE.faecalisやE.fcfaeciumは環境抵抗

性が高いし､pHの変動､高濃度の食塩などに抵抗性があり､日常の食肉､酪農食品

などから検出され､食品の常在細菌叢であるが､糞便汚染指標菌である｡E.faecalisは

チーズ､食肉､ソーセージあるいは魚､甲殻類などからしばしば検出されるが､動物の

腸管に高く分布するE.fc'aeciumの検出率は低い｡その理由としてE.fc
ueaumの選択分
離培地の問題があろう｡

3.腸球菌の抗菌剤耐性

土着の細菌叢としての腸球菌あるいはスターターやプロバイオティクスとしての活用

されている腸球菌の評価の重要性はバンコマイシンやアポパルシンなどのグリコペプ

チド系薬剤に対しての耐性を獲得することである｡グリコペプチド系薬剤はペニシリン

が無効である免疫不全宿主の重度の感染症の抗菌剤治療に利用されている｡グリコ

ペプチド系のアポパルシンは最近まで発育促進剤として家畜の飼料に添加されてい

た｡グリコペプチド耐性腸球菌(GRE)は食物連鎖により食品から人の腸管に導入され

る｡さらにそのリスクは接合によりGREから腸管内の他の細菌↑耐性が伝達される｡

多くの研究者は動物由来食品にバンコマイシン耐性腸球菌(VRE)が分布することを

明らかにした｡その分離率は様々であるが､検査方法による影響があるのだろう｡

Kleinらによる成績では新鮮な食肉からのVREの検出率は直接培養で0.5%､増菌培

養で8.3%であるO食肉中のVRE菌量はIxlO-cfu/g以下であると考えられるので､増

菌培養でなければ検出できない｡スイスの報告では未殺菌牛乳から製造したチーズ



や生ソーセージ中のVRE菌量が107cfu/g以上であった.

食品由来のVREとヒト臨床由来のVRE菌株について耐性パターンや遺伝子レベ

ルでの解析報告が多数ある｡ Baumgartnerらは両者の分離株の耐性パターンの違い

を報告しているし､ KlareらやBraakらなどは分子疫学的解析によっても食品由来株と

ヒト由来株の相違を指摘している｡オランダ､ドイツでは鶏由来株と臨床由来株の

PFGEパターンの相違を指摘している｡ Earonらは臨床由来株の方が食品由来株より

病原性因子を高く持つことを報告している｡

ヒト腸管内の薬剤耐性腸球菌は耐性株の摂取よりも耐性の伝達による影響が高いと

考えられる｡腸球菌のグリコペプチド耐性は他の腸球菌にしばしば導入される｡しかし､

接合による耐性獲得は臨床由来株で高く見られ､食品やプロバイオテイクス株では低

い｡従って､正常な腸管内のフローラーとしての腸球菌の耐性伝達はありそうもないか

もしれない｡

腸球菌以外のグラム陽性細菌-のバンコマイシン耐性の遺伝子の導入はin vitro

でのわずかな報告があるのみである｡ Nobleらはマウスを用いてE.faecalisの耐性遺伝

子がStaphylococcus aureusに伝達されたこと､ in vitroではListeria属菌に耐性遺伝

子が伝達されたことを報告している｡

腸球菌は食品のスターターあるいは飼料添加によるプロバイオティクスとしての利用

がなされているが､それら-の耐性遺伝子の特異伝達の可能性は殆ど否定的であか

も知れない｡動物の栄養として利用される細菌の薬剤耐性に関.するプロトコルがヨーロ

ッパにおいて動物栄養科学委員会(Scientific Committee on Animal Nutrition)や提案･

されている｡この計画図で一番重要な点は耐性の伝達に関する可能性である｡



Comparison of sampling method for the detection of Salmonella on whole broiler

carcasses purchased from retail outlets

小売店から出荷されたブロイラーからのサルモネラ検出のためのサンプリング法の比

較

M.Simmons, D.L.Fletcher, M E. Bem喝and J.A. Cason

Journal ofFood Protection,66: 1 768-1770(2003)

ブロイラーからのサルモネラ検出のための2つの方法について効果的なレベルでの

比較を行った｡ 5週間にわたり､小売店から新鮮なブロイラーと体を週20検体ずつ買

い上げ､計100検体を検査した｡袋からと体を無菌的に取り出し､内蔵を除去した｡ 1%

緩衝ペプトシ水400ml入れられた滅菌袋にと体を入れた｡その後60■秒間振り出した｡

次いで､この試料から30ml取りだし､ 37℃､ 24時間培養したoこの方津(一部培養法)

はUSDA-FSISが奨励しているものであるOリンスした液体の7.5%が培養された.ことと

.なる｡

一方､と体が入れられた残りの370mlにさらに1%緩衝ペプトン水を130ml加え､再

度振るい出しを行った｡バックごと37℃､ 24時間増菌培養を行った(全体培養法)0

一次増菌培養液の0.5mlを10mlずつ分注されたRappaport-Vassiliadis brothと

Tetorathionate(Hajna)brothにそれぞれ接種し､ 42℃､ 24時間培養したO分離用培地は

BG Sulfa寒天およびModified lysine iron寒天を使用した.両培地に出現したサルモ

ネラを疑う集落については生化学的性状と0多価血清とH多価血清による凝集反応

によりサルモネラの同定を行った｡

一部培養法:サルモネラの陽性率は100件中13件(13%)､過ごとの陽性率は20

件に対して0%から4%であった｡

全体培養法:サルモネラの陽性率は100件中38件(38%)､過ごとの陽性率は20

件に対して4%から10%であった｡

すなわち､サルモネラ汚染が少量の場合には培養のためのサンプリングは全体を

用いることが最善であると結論された｡



Canadian Integrated Program for Antimicrobial Resistance Surveillance

(en仏RS) 2002

細菌の分離方法

食肉処理場のサーベイランス(サルモネラ)

食肉処理場q)サーベイランスでは､カナダ政府のMFLP-75法という方法が改良さ

れ用いられている｡この方法によって､ブロイラー､豚､牛からサルモネラを分離する｡･

この方法は42℃でMSRV培地においてサルモネラが生育できることを基にしている｡

豚と牛の試料では､ 10gの腸管内容物と20mlのBPWを混ぜ､非選択増菌培養を行

なう｡同様の方法によって､鳥の腸管内容物はBPWと1:2の割合で混合する｡試料は

35℃にて24時間培養する｡増菌液0.1mlをMSRV平板に接種して､ 42℃で24-72時

間培養する｡疑わしいコロニーを純化するためにMAKに接種して､ TSIと尿素寒天斜

面に移す｡サルモネラと推定される分離株は､ Poly A-I&Viサルモネラ血清を用いた

スライド凝集によって同定する｡

食肉処理場のサーベイランス(大腸菌)

サルモネラ分離用に調製したBPWの一滴を､ MAC寒天培地に接種して､ 35℃で

18-24時間培養する｡ラクト-ス発酵コロニーを純化のために選択して､ LB寒天培地

に移す｡推定されるコロニーは､シモンズ･クエン酸とインドール試験により同定する｡

分離された全ての細菌は､ -70℃にて保存する｡

薬剤感受性の試験方法

CIPARS2002　では　AMR　試験には　SensititreTM Automated Antimicrobial

Susceptibility Systemを使用するSensititreTMはウェルの中に入った薬剤を用いるミ

クロ液体希釈法として有用であるO結果はMICとして出てくるNARMS SensititreTM

感受性パネルであるCMV6CNCDとCMV7CNCDを用いる｡ウェルは37℃で18時間､

好気的に培養する｡ MIC　は生育してこない最も低い濃度として示される｡

Staphylococcus aureus ATCC29213 ､ Escherichia coli ArCC25922 ､ Pseudomonas

aeruginose ATCC27853 ､ Enterococcusfaecalis ATCC29212が精度管理用の菌株とし

て用いられる｡



The Danish Integrated Antimicrobial Resistance Monitoring and Research

Programme (DANMAP) 2003

細菌の分離方法

動物試料での試験

サルモネラ

牛と豚の試料では､ 22gの試料を200mlのBPWに入れ､ 37℃で一晩培養する非選

択増菌培養が行なわれる　MSRV培地の平板に0.1mlのBPWを接種する　41.5℃で

一晩培養後､スライド凝集によって疑わしいコロニーを見つける｡

食鳥の試料では､ 1:9の割合でBPWと混合させ37℃で一晩､非選択増菌培養を行な

う｡続いて9.9mlのRV培地に0.1mlの増菌液を入れ､ 41.5℃で一晩培養する｡選択

増菌液をRanbach寒天培地に接種する｡サルモネラと疑われる株を､スライド凝集によ

って同定する｡

カンピロバクタ-

試料を選択培地に直接接種することで分離する｡選択寒天培地としてCCD寒天培

地を用い､ 42℃､ 1-3日間微好気培養する｡選択増菌培養ではプレストン培地に1:10

の割合で接種して､ 42℃､ 24時間微好気培養する10/z lの選択増菌液をCCD寒天

培地に接種して､ 42℃､ 1-3　日間培養する｡カンピロバクタ一様のコロニーは､生化学

的性状試験とセプアロチンに対する感受性により同定する｡牛と豚からの分離株につ

いては､オキシダーゼ試験とナリジクス酸感受性についても試験する｡

大腸菌

試料は直接Drigalski寒天培地に接種して､ 37℃で一晩培養する｡カタラーゼ陽性､

オキシダーゼ陰性の黄色のコロニーを､インドール､クエン酸､メチルレッド､ W反応

の各試験によって同定する｡

腸球菌

2mlの生理食塩水に懸濁させた糞便試料の1滴を､ Slanetz-Bartley寒天培地に広

げ､ 42℃で2日間培養するE.faecalisとE.faeciumの形態的特徴を示すコロニーを3

個以上､エスクリン寒天培地に培養する｡エスクリン陽性で白色のコロニーを､運動性､

アルギニンジハイドロナ-ゼ､マンニトール､ソルビトール､アラビノース､ラフイノース

の発酵性により同定する｡

ブロイラーからの腸球菌は次の様に分離同定する｡スワブを腸球菌選択培地

(Enterococcosel培地)を用い､ 42℃で一晩培養する｡培養液をSlanetz-Bartley寒天培



地に画線し､ 37℃で48時間培養するE.faecalisとE.faeciumの形態的特徴を示すコ

ロニーを､上記同様に同定する｡ E. faecalis又はE. faeciumと同定した全ての菌株を

薬剤感受性試験に供試する｡

病原菌

全ての分離株は､次の試験まで-80℃にて保存する｡

食品試料での試験

大腸菌

大腸菌の分離法は､ 5gの食品を45mlのマッコンキー又はラウリル硫酸培地で44℃､

18-24時間培養する｡培養液をViolet red bile寒天培地に画線し､ 44℃で48時間培

養するO大腸菌と推定される株は血液寒天培地で培養し､輸送培地に移しDVFAに

運ぶ｡分離株は基本的な形態学的形状及びAP80試験を含む生化学的性状試験に

より大腸菌として同定される｡

腸球菌

腸球菌の検査は､ 5gの試料を45mlのアザイドデキストロース培地に入れ､ 44℃で

18-24時間培養し､ Slanetz-Bartley寒天培地に画線する｡ 44℃､ 48時間の培養後､生

育を確認し､典型的な声色コロニーを血液寒天培地に培養､輸送培地に移し､ DVFA

に運ぶSlanetz-Bartley寒天培地に分離株を培養後､ pcRにて同定するE. faecalis

とE. faeciumだけをサーベイランスの対象とするo

カンピロバクタ-

カンピロバクタ-は半定量的方法により分離する25gの食品試料を1:4の割合でミ

ューラーヒントン培地と混合させ､ストマック処理する｡ 1:10の割合で希釈して､ lmlの

希釈液を9mlのミューラーヒントン培地に入れ､ 42℃で24時間微好気培養する｡ lop

lの培養液をmCCDAに画線し､ 42℃で24-48時間微好気培養する｡ mCCDAはカン

ピロバクタ一様コロニーの存在を調べるために用いられる｡推定されるコロニーは､位

相差顕微鏡､オキシダーゼ反応､馬尿酸と酢酸インドキシルの加水分解により同定さ

れる　C.jejuniのみサーベイランスの対象とする.

薬剤感受性試験

寒天平板希釈によるMICは､カンピロバクタ-分離株の感受性を試験するために

用いられる｡これ以外の感受性試験は､ Sensitireを用いて行なわれるNCCLSのガイ

ドラインに従って行なわれる　MICは生育しない最も低い薬剤の濃度により決定される｡

Staphylococcus aureus ATCC29213 ､ Escherichia coli ATCC25922 ､ Pseudomonas



aeruginose ATCC27853､ Enterococcusfaecalis ATCC29212が精度管理用の菌株とし

て用いられる　Sensitireの精度管理は､毎週行なう　MICはNCCLSのガイドラインに

従って決定される｡寒天平板希釈によるMIC(カンピロバクタ-)測定において､全て

の対照菌株とCampylobacterjejuni ATCC3 5360は全ての寒天培地に培養するo



Swedish Veterinary Antimicrobial Resistance Monitoring

(SVARM) 2004

細菌の分離と同定

カンピロバクタ-

鶏からのカンピロバクタ-はSVAにおいて分離同定されている｡試料からの分離は､

プレストン増菌培地､プレストン選択寒天培地を用いて42℃で培養するNMKL法を改

良した方法で行われる｡同定はコロニーの形態､運動性を含む顕微鏡観察､オキシダ

ーゼ､カタラーゼ､馬尿酸の加水分解､酢酸インドキシルの生化学的性状試験により

行われるOこれらの試験において､馬尿酸陽性のC. jejuni､それ以外の馬尿酸陰性､

好熱性のカンピロバククーとして同定される　SVAはカンピロバククーの分離同定を認

定している｡

大腸菌

0.5gの腸管内容物を4.5mlのリン酸緩衝液に懸濁させる｡混合後､ 0.1mlの懸濁液

をマッコンキー寒天培地に塗抹する｡ 37℃で一晩培養後､大腸菌の形態を有するラク

ト-ス陽性コロ千一を馬血寒天培地で培養する｡インドールとβ -グルクロニダーゼの

生産を試験する｡典型的な形態を有するラクト∵ス陽性菌と両方の試験の陽性菌の感

受性を試験する｡

腸球菌

腸管内容物を大腸菌と同様に希釈して､選択薬剤を入れないものと､バンコマイシ

ン16mg瓜を入れた選択培地の両方を用いて培養する｡

選択薬剤なしの培養

0.1mlの懸濁液をSlanetz-Bartley寒天培地に塗抹する.平板は37℃で48時間培

養する｡ランダムに一つのコロニーを選んで､ bile esculin寒天培地と血液寒天培地で

培養する｡形態学的に腸球菌の性状を示すコロニー､ bile esculin寒天培地上で陽性

のコロニーを薬剤感受性試験に供試し､種レベルまで同定を行なう｡

バンコアイシン耐性腸球菌の選択培養

バンコマイシンを加えたSlanetz-Bartley寒天培地で培養する｡典型的な陽性菌の

生育を示す最低一つのコロニーをbile-esculin寒天培地と血液寒天培地で37℃､ 24

時間培養するOバンコマイシンのMICが128 n g瓜以上の分離株については､ VanA-こ

VanB一遺伝子をpcRで確認する｡バンコマイシン耐性菌はPhenePlateTMSystemを用

いてサブタイプする｡



薬剤感受性試験

Mueller-Hinton培地を用いた希釈平板培養法で行なう｡カンピロバクタ-以外の細

菌に対してはNCCLSのミクロ希釈法に準じて行う｡カンピロバククーについては今のと

±ろ､ミクロ液体希釈法は標準法とはなっていないNCCLSによるミクロ希釈培養法を

カンピロバクタ一に適用する｡ミクロ希釈用パネルのそれぞれのウェルに106CFU/mlと

なる濃度で100AllのCAMBHを接種する｡パネルは37℃で48時間微好気培養する｡

MICは生育が抑制される最小の薬剤濃度で記録されるO被検菌のMICが､本来持つ

感受性より高い場合､耐性とみなす｡微生物的カットオフ値は､耐性を定義するために

使用する｡目的に応じて､ NCCLSによって提案されているブレークポイントを考慮する｡

耐性を定義するために使用されるカットオフ値を表AP3Iに示す｡バシトラシン値は

unit/mlで示される｡ SVARMで使用されるバシトラシン化合物は､ Sigmaから入手でき

る｡ Iunitは26〟gUS標準品と同等である｡



National Antimicrobial Resistance Monitoring System

(NARMS) 2003

微生物分析

試験室では､試料は4℃に冷蔵し､サンプリングしてから96時間以上置かないよう

にする｡試験終了後､肉と鶏からサルモネラ､カンピロバクタ一､大腸菌､腸球菌が検

出されたか記録する｡それぞれの試験室では､試料収集手順を統一する｡小売されて

いる肉と鶏のパッケージは､試験開始直前までそのままにしておく｡鶏と豚の試料は肉

の一片を用いる｡牛については25gを試料とする｡それぞれの試料は無菌のバッグに

入れ､ 250mlのづプトン緩衝水を入れ､激しく撹拝する.それぞれの試料リンス液50ml

を､サルモネラ､カンピロバクタ一､大腸菌､腸球菌を分離同定するために滅菌したフ

ラスコに移す｡分離同定した株はFDAのCVMオフィスに送る｡

サルモネラ分離

50mlのリイス液と50mlの倍濃度ラクト-ス培地を混ぜたものをサルモネラ分離に用

いるoこれを35℃で24時間培養する0.1mlの培養液を､ 9.9mlめmlO培地を入

れtt試験管に接種する.これを42℃で16-20時間培養し､あらかじめ保温しておいた

10mlのM培地を入れた試験管に1ml接種するCこれを35-37℃で6-8時間培養するo

M培地培養液からlmlを取り､ 100℃で15分間加熱する｡残りは冷凍する｡加熱した

試料液を室温に戻し､ TECRAまたはVIDASを用いて試験する.もしTECRAまたは

VIDASわ結果が陰性であれば､サルモネラは存在しないと考えられる.もしTECRAま

たはVIDASの結果が陽性であれば､加熱していないM.培地培養液をⅩLD寒天培

地に画線し､ 35℃で24時間培養する｡それぞれのⅩLD寒天培地上でサルモネラのコ

ロニーを探す｡サルモネラ様のコロニーが認められなければ､試料は陰性と考えられ

る｡サルモネラ様のコロニーが存在した場合には､ 5%BAPを加えたTSA培地に画線

し､ 35℃で18-24時間培養後､さらに試験する｡サルモネラ分離株は20%のグリセリン

を入れたブルセラ培地で-60から-80℃で凍結させ､ FDA-CVM -運ぶ　CVMに到着

したら､ BAP上で純化させ､ Vitekを用いて同定する｡これらの分離株はさらに0､ H抗

原またはCDC抗血清を用いて血清型を決める｡

カンピロバクタ-分離

50mlのリンス液と50mlの倍濃度ボルトン培地を混ぜたものをカンピロバクタ-分離

に用いるCampy Pakまたは85%の窒素､ 10%の二酸化炭素､･5%の酸素を含むガス

混合物を用いて酸素を減少させた条件で､ 42℃､ 24時間培養する｡スワブを用いて､

ccA平板の四分の一にボルトン培地培養液を接種する.残りの部分に､独立したコロ

ニーを得るために画線し､ 42℃で24-48時間､微好気培養する　CCA平板の中から､



典型的なカンピロバクタ-のコロニーを探す｡もしCCA平板上にカンピロバクタ一様の

コロニーが認められなければ､試料は陰性であったと考えられる｡カンピロバクタ一様

のコロニーが認められれば､典型的なコロニーをCCA平板からBAPに移し､上記同

様に培養するO培養後､典型的なカンピロバ?タ一様のコロニーのグラム染色､カタラ

ーゼ､オキシダーゼ､馬尿酸､運動性について試験する｡小さく､グラム陰性､らせん

状であれば､試料はカンピロバククー陽性と考えられる　CCA平板またはBAPに典型

的なコロニーが認められない､あるいは分離株がカンピロバクタ-と一致しなければ､

試料は陰性と考えられる｡カンピロバクタ-と同定した分離株は全て､ 20%のグリセリン

を含むブルセラ培地で⊥60-から-80℃で凍結させ､ FDA-CVM -運ぶ　CVMに到着し

たら､ BAP上で2回純化させ､グラム染色と同定キットを用いて確認する｡カンピロバク

タ-の種はPCRによって決定する｡

大腸菌分離

50mlのリンス液と50mlの倍濃度マッコンキー培地を混ぜたものを大腸菌分離に用

いる｡これを35℃で24時間培養する｡培養液をEMB寒天培地に移し､分離のために

画線する｡ 35℃で24`時間培養し､典型的な大腸菌を確認する　EMB寒天培地上に

.典型的なコロニーが認められなければ､試料は陰性と考えられる｡大腸菌様のコロニ

ーが藷められれば､分離のためにBAPに移す｡ 35℃で24時間培養し､純化を確認す

る｡一つの典型的コロニーをインドール､オキシダーゼ試験を行う｡インドール陽性で

オキシダーゼ陰性菌が大腸菌と推定される｡大腸菌と考えられる分離株は､ 20%のグ

リセリンを含むブルセラ培地で-60から180℃で凍結させ､ FDA-CVM -運ぶ　CVMに

到着したら､ BAP上で純化させ､ Vitekを用いて大腸菌と同定する｡

腸球菌分離

50mlのリンス液と50mlの倍濃度エンテロコツコセル培地を混ぜたものを腸球菌分離

キこ用いるOこれを45℃で24時間培養するo生育があるいはブラッキングが認められな

い場合には､試料は陰性と考えられる｡ブラッキングが認められた場合には､分離のた

めにEAP上に塗抹する｡ 35℃で24時間培養後､腸球菌様のコロニーを探す｡ EAP

上に典型的コロニーが認められない場合には､試料は陰性と考えられる｡腸球菌様の

コロニーが認められた場合には､一つのコロニーをB4P上に移し､ 35℃で24時間培

養する｡腸球菌と考えられる分離株は､ 20%のグリセリンを含むブルセラ培地で-60か

ら-80℃で凍結させt FDA-CVM -運ぶ　CVMに到着したら､ BAP上で純化させ､

vitekを用いて腸球菌と同定する｡

薬剤感受性試験

大腸菌､腸球菌､サルモネラに関しての～ⅡCは､ NCCLS法に拠る96ウェル微量液



体希釈法により決定する｡サルモネラ､大腸菌については､グラム陰性細菌用に開発

されたCMV6CNCD､腸球菌はグラム陽性細菌用に開発されたCMV5ACDCを用い

て試験する｡薬剤感受性試験を実施する時には､ NCCLSが精度管理用菌として推奨

している菌株を常に用いる.精度管理用の菌株は､ Escherichia coli ATCC25922と

35218 ､ Enterococcus faecalis ATCC29212 ､ Staphylococcus aureus ATCC29213 ､

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853であるCカンピロバククーに関しては､ NCCLSが

推奨している寒天希釈培養法が､シプロフロキサシン､ドキシサイタリン､エリスロマイ

シン､ゲンタマイシン､メロペネムに対するMICを決定するのに使用される｡ NCCLSが

推奨する精度管理用菌株であるCampylobacter jejuni ATCC33560を試験するときに

常に用いる｡カンピロバクタ一についてNCCLSが承認している基準はないが､

NARMSによる試験的なブレークポイントを表1に示す｡
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検査材料
l

試料液の調

試料液　　　　　　　　　E C発辞管

培養　　44.5±0.2℃ , 24±2時間
I

ガス発生試験管
t

EMB寒天培地平板
l

培養　35±1.0℃ ,24±2時間
t

金属光沢事たは柴赤色の定型的集落
l

大腸菌群の確認
l

IMViC試験による大腸菌の鑑別

一･ SIM培地

35±1.0℃, 18-24時間

ブドウ糖リン鼓塩ペプトン水　　　シモンズのクエン敢ナトリウム培地
35±1.0℃, 48±3時間　　　　　　　35±1.0℃, 72時間

Ecoli(大腸菌)陽性　++-

糞便系大腸菌群.大腸菌出典:食品衛生検査指針微生物編2004



(推定試験)

(確定試験) )

(完全試験)

I

調製した試料10ml, 1ml
l

AC培地(倍濃度,普通濃度) 35±1℃, 48:±3時間

発育陽性
I

AC培地　　45±1℃. 48±3時間

発育陰性

発育陰性

発育陽性

l

ブドウ糖寒天培地35±1℃. 24±2時間
l

集落形成

l

ブドウ糖ブイヨン35±1℃. 24土2時間

ブドウ糖寒天斜面　35±1℃, 24±2時間6.5%塩化ナトリウム加ブドウ糖ブイヨン

35±1℃, 48±3時間

カタラーゼ試験　　　　　グラム染色

I

陰性　　　　　　　グラム陽性球菌

陽性

腸球菌 出典:食品衛生検査指針微生物編2004



食品検休25g

ノボビオシン力LmECブロス　食品225ml,水15ml

l

ストマッカー処理1分間
I I

42℃, 18時間培養

] -

免疫磁気ビーズ

l

CT-SMAC寒天培地および辞素基質添加培地※

0157

mm

35-37℃ , 18-24時間培養

疑わしい集落を5個以上釣菌

反応

1 %セロビオ-ス添加uG寒天培地(小試験管半斜面培地)

35-37℃, 18-24時間

※

BCMO157

レインボウアガ-01 57

クロモアガー0157

大腸菌(疑) :斜面部赤変･高層部黄変.インドール(十)
オキシダーゼ(-), 365nmUVで蛍光(-)

ベロ毒素 生試験等: PCRによるベロ毒素遺伝子検査
RPLAによるベロ毒素産生試験

血清型別(0およびH)

腸管出血性大腸菌0157
出典:平成9年7月4日

衛食第207号　衛乳第199号



試料25g(25ml)
l

前増菌培養

緩衝ペプトン水, EEMブイヨン
乳糖ブイヨン　培地量225m1

35±1.0℃. 18±2時間

選択増菌培養

ラバポ-ト･/くシリアティス(RV)培地

セレナイトブリリアントグリ-ン(SBG)培地

ハーナ･テトラチオン酸塩培地

43土1.0℃. 18時間

選択分離培地

迅速診断

イムノアツセイ

DNAアツセイ

免疫磁気ビ｢ズによる集菌

MLCB寒天培地,ブリリアントグリーン寒天培地(BGA)
XLD寒天培地.クロモアガー01 57TAM寒天培地

ESサルモネラ寒天培地. DHL寒天培地

35±1.0℃. 24±2時間

鑑別テスト

TSl培地, SIM培地. vP-MR培地.リシン脱炭酸塩培地
35±1.0℃. 24±2時間

血清型別テスト
0およびH血清による凝集反応

サルモネラ　出典:食品衛生検査指針微生物編2004



試料25g(25ml)
l

前増菌培養

緩衝ペプトン水(L-システイン0.2g/l
またはFeSO4- 7H20 64mg/l添加)

培地量225m1
36±1.0℃. 22±2時間

選択増菌培養

選択 杜培地

-rT培地(10ml), RV培地(10ml)
各0.5ml接種
42±0.5℃. 22±2時間

MLCB寒天培地
DHL寒天培地.
XLD寒天培地
36±1.0℃. 18-24時間

硫化水素非産生

BGS寒天培地.
BGM (改良BGA)寒天培地

ランバック寒天培地, SMID寒天培地
36±1'.0℃. 18-24時間

TSI培地. uM培地あるいはuA培地
36±1.0℃. 18-24時間

同定　　血清学的試験.生化学的試験

サルモネラ属菌(液卵) 出典:食品.添加物等の規格基準



【増菌法】 食品
l

10倍乳剤

増
t

菌 養培

妻培

_
気好徹

l

分離培養
I

疑わしい集落

cEM培地, Preston培地, Bokonブイヨンなど

42℃(37℃). 1-2日◆

mCCDA培地, Skirrow培地

42℃(37℃). 48時間　徹好気培養

運動性試験　　　　グラム染色　オキシダーゼ試験
くらせん運動･回転運動) (陰性. S字状･らせん状)　(慢性)

カンピロ′くクタIlの確定と菌種の同定

血液竿で培養37℃または42℃, 2-3日徹好気培毒
生化学的性状試験

l

歯巧同定
血清型別

カタラ-ゼ. 25℃発育.馬尿酸塩加水分解.酢酸インドキシル
ナリジクス酸･セフアロシン感受性.好気性発育

遺伝子マ｣ヵ一による解析

カンピロバクター　出典:食品衛生検査指針微生物編2004
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動物からの薬剤感受性試験用菌株の検出法　Denmark(DANMAP2003)

Salmonella

非選択増菌培養
食肉(牛肉,豚肉) 22g
+　Buffered peptone water(BPW) 200ml

l
37℃ Overnight

I.
0.1ml ofBPW

Semi-solid Rappaport-vassiliadis medium

1
41.5℃ Ovomight

l
Suspect colonies by slide agglutination

Campylobacter

非選択増菌培養
食肉(鶏肉):BPW-1:1

Or

食肉(鶏肉):BPW- 1:9.homogonizod

l
37 C overnight

l
選択増首培養
0.1ml非選択増菌培養液

9.9ml Rappaport-Vassiliadis broth

l
41.5-C ovornight

l
Rambach agar

l
Slide agglutination

選択増菌培養
食肉Preston broth- 1:10

1
Microaerophilic atmosphere

42oC,ト3days

l
lO〟 I, CCD agar

1
42℃, 1-3days

l
Catalase actiVky

Ability of hydrolyse hippurate and indoxyl acetate

SuscoptibiHty to cophalothine

(For isolatos from cattlo and pigs)

Oxidase activky and nalidixic acid susceptibilky

Eschenchiacoli

Drigalski agar

l
37-C ovomight

l
Ye‖Ow colonies

catalase positive and oxidase negative

indole.citrate.methyl red,Voges-Proskauer reaction



食品からの薬剤感受性試験用菌株の検出法.Denmark(DANMAP2003)

Eschenchia coli

5g offood

45ml of MacConkey or laurysu晦hate-broth

1
44℃. 1 8-24h

l

Violet red bile agar

l
44-C, 48h

l

Blood agar

Transport medium

DVFA

I
Morphological examinations

Biochemical test including AP80 test

Campylobacter

25g of food

lOOml of Mueller-Hirrton broth

l
Mixed and dilutions 1:10

1
Micro-aerophilic condition

1 ml, Mueller-Hinton bouillon

l
Micro-aerophilic condition

10// I, mCCDA

l
42℃, 24-48h

l
Phase-contrast microscopy

Positive oxidase reaction

Hydrolysis of hippurate and indoxyl acetate

Enterococci

5g of sample

45ml of azide dextrose broth

l
44-C, 1 8-24h

l
Slanetz-Bartloy agar

1
44℃,48h　-~

l
Typical red colonies

Blood agar

Transport medium

DVFA

PCR
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表飼料添加物として指定されている抗菌性物質
類別

(Class折cation)指定されている飼料添加物の種類

Abbreviation Name of feed add托ives

抗生物質
(Antibiotics)

亜鉛バシトラシン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　BC

アビラマイシン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　AVM

アルキルトリメチルアンモニウムカルシウムオキシテトラサイクリン　OTC

エフロトマイシン

エンラマイシン

クロルテトラサイクリン

サリノマイシンナトリウム

セデカマイシン

センデュラマイシンナトリウム

デストマイシンA

ナラシン

ノシヘブタイド

バージニアマイシン

ビコザマイシン

フラボフオスフがノポール

モネンシンナトリウム

ラサロシドナトリウム

硫敢コリスチン

リン酸タイロシン

Zinc Backracin PTs

Avilamycin Etc

Alkyltrimethylammonium Calcium Oxytetracycline TCs

Efrotomycin

Enramycin

Chlortetracycline

Sa‖nomycin Sodium

Sodocamycm

Semduramicin Sodium

Dostomycin A

Narasin

Nosiheptide

Virgimamycin

B icozamycin

Flavophospholipol

Monensin Sodium

Lasalocid Sodium

Co istm Su fate

Tylosin Phosphato

Etc

ae

TCs

PEG

MLs

PEs

AGs

PEs

PTs

PTs

Etc

PTs

a*

fl*

PTs

MLs

合成抗菌剤　アンプロリウム
( Synthotic

Antimicrobials)
エトパベート

スルフアキノキサリン

クエン酸モランテル

子コキネート

ナイカルバジン

ハロフジノンポリスチレンスルホン酸カルシウム

Amprolium

Ethopabato

Sulfaquinoxaline

Morantel Ckrate

Decoquinate

Nicarbazin

APAts

APAts

SAG

APAts

APAts

Calcium Halofuginone Polystyrenesu作onate APAts

AGs: Aminogレcoside antibiotics

MLs: Macrolide antibiotics

PTs: Peptide antibiotics

PEs: Poレether antibiotics

TCs: Tetracycline antibiotics

Etc: Other antibiotics

SAs: Surra drugs

APAts: Antiprotozoan agents
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表　E. coliに対するブレークポイント

Denm ark S we den C anada USA

DANMAP2003　　SVARM2004　　C I PAKS2002　　NARMS2003　　　CLSI200 5　　　　　　本

Antimicrobial agent

Amikacin

Ampicillin

Amoxicillin/Clavul anic aci d

Apramyiや
Avil amycrn

B acitr acin

Cefoxitin

Ce氏Iofur

C eftraxone

Ceph alothin

Chloramphenicol

Cipro且ox血
Cohstin

Doxycyc血e
Enrofloxacin

Er沖omycin
Fl avomycin

Florferucol

Gentamicin

Imipenem

Kan amycin

I血comycin
Linezohd

Meropenem
Nalidixic acid

N ar asin

Neomyc:也
Nitrofurantom

0 xaollui+2 %Na C]

Penicillin

S血omycin
Sp ectinomycin

Streptomycin

Sulfon ami de

Sulph amethoxazole

Quinupri stin/dalfopristin

Teicopl amn

Tetracycline

Tiamulin

で血ethopnm
Trimethoprim& Sulphamethoxazole

Tylosin

Vancomycin

Ⅵ血amvcin

E. coli E. coli

ug/ml vs/m1

32　　　　　　　　　>8

32

16　　　　　　　　>32

E. coli E. coli E. coli E. coli

ue/ml ug/ml uK血　　　　　　vs血山

> - 64　　　　　　　>64　　　　　　　　>64

>-32　　　　　　　>32　　　　　　　　>32　　　　　　　　32

> - 32/16　　　　　>32/16　　　　　　>32/16

>-32

>2　　　　　　　　>-8

>-64

32　　　　　　　　　　　　　　　　　>-32

32　　　　　　　　>16　　　　　　　>-32

0.125/4

16

>0.25

32　　　　　　　　>16

16　　　　　　　　　>8

32　　　　　　　　>16

16　　　　　　　　　>8

128

>-4

6
　
6
　
4

1
　
1
　
6

蝣
蝣

>
　
>
　
>

>-32

>-64

32　　　　　　　　>32

512

>256　　　　　　>-512

16　　　　　　　　>8

16　　　　　　　　　>8

>-16

>-4/76

瑚
錦
城
棚
減
叫

6
　
　
　
4

7

　

絹

>4/76

>32

I
N
<
N
c
o
c
o
A
A

6
　
6
　
4

f
m
m
l
i

c
o
c
o
l
-
I
1
-
1

m

蝣
i

6
　
　
　
4

1
　
　
　
6

1(;



表　血terococcusに対するブレークポイント
Denmark Swe den U SA

DANMAP2003　　SVAEM2004　　NARMS2003　　　CLSI200 5　　　　　日本

En terococd En terococcus En terococcus Enね!｢【xxWus Ea terococcus

ug血I ug/inl us/ml g/ml ue/ml

Antimicrob i al agent

Amik acin

Ampiciilin

Amoxicillin/Clavuianic aci d

Apr amycin

Avil amycm

Bacitra血
Cefoxitin

Ce氏Iofur

Ceftraxone

Cephalothin

Chlor amphenicol

Ciprofloxacin

Cohstin

Doxycycline

Enrouoxacin

Erythromycin

Fl avomycin

Florfenicol

Gentamicin

lmipenem

Kan amycin

lincomycin

LLnezoh d

Meropenem
Nakdixic acid

Narasin

Neomycin
Nitrofur antoin

O xacilli皿+2 %NaCI

Penicillin

S a血0mycm

Spect血0mycm

Streptomycin

Sl止fonamide

Sulph amethoxazole

Qumupnstin/dalfopnstin

Teicoplamn
Tetr acycline

Ti8皿nlin

T血ethopnm
T血ethoprim& Sulphamethoxazole

Tylo sin

Vancomycin

Vireini amvcin

>8

16　　　　　　　　>16

128　　　　　　　　>32

32　　　　　　　　>16

>128

>16　　　　　　　　16

16

>32　　　　　　　　>32

>4

m

3ES

4

>4　　　　　　　　>8　　　　　　　　>8

16　　　　　　　　>32　　　　　　　　>3

32

1024　　　　　　　>5 12　　　　　　　>500

>512

>32

>8　　　　　　　　　>8

>2

>1024　′

16

16

2048　　　　　　　>1024

4

32

16　　　　　　　　　>8

>128　　　　　　　>128

>16　　　　　　　　>16

>32

>1000

>4　　　　　　　　　>4

>32

>16　　　　　　　　>16

>32

32　　　　　　　　>16　　　　　　　>32　　　　　　　>32

>8

32



表　Sa血oDe肋に対するブレークポイント

Denmark S we den Cana da USA

DANMAP2003　　SVARM2004　　C I PARS2002　　NABMS2003　　　CLSI 2005　　　　　日本

Salm onella Salmon ella Salmon e.〟　　　　Salmon ella Salm(on ella Salmon ella

ど/ml ue/m]

32　　　　　　　　　>8

32

16

Anti皿Icrobial agent

Anukacin

Ampicillin
AmoxiciUin/Clavulanic aci d

Apr amyや

Avilamycin

Bacitr acin

Cefoxitin

Ce氏Iofur

Ceftraxone

Cephalothin

Chloramphenicol

Ciprofloxacin

Coh stin

Doxycycline

E nrofloxacm

Erythromycin

Flavomycin

Florfenicol

Gentami血

Imipenem

Kan a皿y血

Iincomycm

u皿ezob d

Merop enem

Nalidixic acid

N arasm

NOomycin

Nitrofurantom

O xaciUin+2 % N a CI

Penic止lin

S alinomycin

Sp ectbomycin

Streptomycin

Suifon ami de

Sulph amethoxazol e

Quinupri stin/dalfopri stin

Teicopl anin

Tetr acycline

Tiamulin

Tri皿ethopnm

T血ethoprun& Sulph amethoxazole

Tylosin

Vancomycm

8　　　　　　　　　>2

32　　　　　　　　>16

32　　　　　　　　>16

0.125/4

16

>0.25

32　　　　　　　　>16

16　　　　　　　　　>8

32　　　　　　　　　>16

16　　　　　　　　　>8

128

32　　　　　　　　　>32

512

>256

16　　　　　　　　　>8

16　　　　　　　　　>8

>0.5

ue/ml ue/ml ue/ml ue/ml

>64　　　　　　　　>64

>- 32　　　　　　　>32　　　　　　　　>32　　　　　　　　32

>32/16　　　　　　>32/16

>-32

>-8
瑚
相
湖
機
械
叫

6
　
　
　
4

7

　

Y
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6
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表　Campylobacterに対.するブレークポイント

Denmark　-　　　Sweden USA

DANMAP2003　SVARM2004　　NARMS2003　　　CLSI2005　　　　　日本

Antimicrobial agent

Amik acm

Ampic皿n
Amoxicillin/Clavulamc aci d

Apramycin

Avil amyran

B acitracm

Cefoxran

Cefhofui

Ceftraxone

Ceph alothin

Chloramphenicol

Ciprofloxacin

Coli stin

Doxycycline

E nrofloxacin

Erythrom㌢cin
Flavomycin

Florfenicol

Gentamicin

Imipenem

Kana皿yean

Ljncomycm

Ldnezohd

Meropenem

N8血dixie acid

Narasin

Neomycin

Nitrofurantom

OxaciUin+2 %Na CI

Penicillin

S血omycin
Spectinomycm

Streptomycin

Sdfon amide

Sulphamethoxazole

Q血upn stin/daJfppnstdn

Teicopl血
Tetracyc血e
Ti amulin

恥imethopram
T血ethopnm & Sulph amethoxazole

Tylosin

Vancomycm

Vir血amvcm

Campylobacぬr Campylobacter Campylobacter Campylobacter Campylobacter
ug/ml ug/inl us/inl ue/ml uglml

>64

>16

>4

>16

>1

32　　　　　　　　>16　　　　　　　　>8

>32/16

32

>32　　　　　　　　16

16　　　　　　　　>8　　　　　　　　>16　　　　　　　>16

>16

>64

>16

64　　　　　　　　>16

16

16

16　　　　　　　　　>8

>512

>16

>4/76

32



添付資料8



生肉表面のバンコマイシン耐性腸球菌分離方法･

1.スワブの直接塗布によ●る分離

1)生肉表面を充分スワブでふき取る｡

2)バンコマイシンを含む腸球菌分離用培地に塗布｡

①腸球菌分離用培地　Bile esculin azide agar (Difco)

②バンコマイシン濃度:

12.5 pg/ml (高度バンコマイシン耐性菌(class A VREの分離を

目的とする時))

6 pg/ml (中等皮(class B VRE)以上のバンコマイシン耐性菌の

分離を目的とする時)

3) 1-2日間37℃培養

4)腸球菌は黒又は黒灰色のコロニーとして出現する｡
-検体より出現するコロニーはすべて同一の場合もある~が種々のコローニJが混

合している場合もある｡コロニーの大きさ･` (腸球菌は一般に直径0.5⊥1.5mm位

の大きさ) ､外観､形状な･どにより異なるコ.ロニーをそれぞれ採集し､純粋培養

を行う(2回) 0

純粋培養用寒天岳地次のいずれか使用｡

Todd Hewitt broth agar

BHI agar

Heart infusion agar

純粋培養の寒天培地培養時間は37℃一夜培養｡

5)純粋培養後バンコマイシン耐性値を調べるoバンコマイシン濃度12.5 ng/ml

に生育する菌はclass A (vanA)型のVRE､それ以下の耐性菌はclass虫又はclass

CVREと考えられる｡

VREと考えられる菌が出現した時

①グラム染色でグラム陽性菌であることを確認｡

②PCRでvanA, vanB, vanC型のいずれかを調べる.

③レンサ球菌､腸球菌同定用キット(API STREP)又はその他の方法を用いて

菌種を同定する｡



2.選択的増菌法による高度バンコマイシン耐性腸球菌(class A･VRE)の分離

1)肉表面をスワブで充分ふき取る｡

2)スワブを適当量(5-10ml)の選択的増菌用液体培地に入れ37-Cで一夜培養す

る.0

J選択的増菌用液体培地

培地　Todd Hewitt Br叫, THB (Difco)

Brain Heart Infusion BHI

Bile esculin aヱide broth (自己作製)

(Enterococcel Broth) (BD)

薬剤濃度:

バンコマイシン12.5トLg/mi

カナマイシン　25fig./ml (グラム陰性革抑制の目的)

3)培養液の適当量(0.1ml)をVRE選択寒天培地に植える｡

培地: Bile esculin azide agar (Difco)

薬剤濃度:バンコマイシン12.5ng/m1

4) 1丁.2日間37℃で培養後､黒又は黒灰色コロニーを生ずる｡

｢検体より坦現するコロニーはすべて同一の場合もあるが種々のコロニーが混

合している場合もあるO　コロニーの大きさ(腸球菌は一般に直径0.5---1.5mm位

の大きさ) ､外観､形状などにより異なるコロニーをそれぞれ採集し,､純粋培養

を行う(2回) 0

純粋培養用寒天培地次のいずれか使用｡

Todd Hewitt broth agar

BHIagar

Heart infusion agar

純粋培養の寒天培地培養時間は,37℃一夜培養｡

5)純粋培養後､バンコマイシン耐性値を調べる｡バンコマイシン濃度12.5トIg/ml

に生育する菌はclass A (vanA)型のVRE､それ以下の耐性菌はclass B又はclass

Cと考えられる　VREと考えられる菌が出現した時､

①グラム染色で､グラム陽性菌であることを確認｡

②PCRでⅧA,和平B又は柑〟C型を調べる.

③レンサ球菌､腸球菌同定用キット(API STREPT)又はその他の方法を用い

て菌種を同定する｡



鶏肉のVRE汚染調査

1.材料

･輸入鶏肉

･国内鶏肉

外国産鶏肉

タイ､中国､台湾､ブラジル､アメリカ合衆国､フランス

その他アジア､アメリカ大陸､ヨーロッパの鶏肉

国内産鶏肉

アポパルシン使用歴のある鹿児島､群馬､奈良､その他の鶏肉

2.検体数

外国産肉; 1つの国につき､できれば30検体｡最低10検体お願いします｡

特にフランス､ EU各国､タイは可能な限り多くお願い致しま

す｡

国内産肉; 1施設､最低30検体

3.方法

1)ガーゼ　約30cmx30cmの大きさに切る｡

2)ガーゼを適当に折りたたみ滅菌する｡

3)生理食塩水又はリン酸バッファーを作り滅菌する｡

4)滅菌ガーゼを滅菌生理食塩水又は滅菌リン酸バッファーでしめらす｡

5)4)のガーゼで鶏肉表面を広範囲に充分ふき取る｡

6)鶏肉表面をふき取ったガーゼを滅菌プラスチックシャーレに入れる｡

7)6)をクール宅急便で発送する｡

発送先

〒371-8511

群馬県前橋市昭和町3丁目39番22号

群馬大学医学部微生物学教室　　TEL027-220-7990

池　康嘉
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牛､豚と畜工程

田招ESi;

のど刺し

放血

駿出し

吊り上げ

と体洗浄

後脚切除

内腿切皮

胸骨割り

前脚切除

腹部切皮

腹部切開

ち骨割り

尾の切断

肛門切開

でん部剥皮

と体検査

内臓検査

肩耳はく皮

機械剥皮

頭部切断

頭部検査

枝肉識別

枝肉保管
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