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マイクロプレートDNA／RNAサンドイッチハイプリダイゼー  

ション法を用いた黄色ブドウ球菌迅速検出キットの評価  
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EvaJuation of aRapidStqp7vlococcus aureus Detection Kitby the  
Cdorimetric DNA／RNA hybridzation MetrY）din Mcrotiter We”s  

KenjiKOIWAl，Masako UCHIMURA，KatsutoshiKUMON  

and Yoshihisa TSURUOKA   

ト法と培養法による増菌後の黄色ブ菌の検出を試みた。   

③ 黄色プ菌95013株（エンテロトキシンB産生株）およぴ3－  

12株（エンテロトキシン非産生株）をTSBで370c，20時間培養  

した培養液と95013株をおにぎりの10％乳剤10mlに添加し，37  

℃，20時間培養した試料についてキットによる測定とエンテロ  

トキシンの検出を行った。次いでそれぞれを95℃，10分加熱し，  

試料加熱後のキットの反応性とエンテロトキシンの検出を試みた。  

なおこの実験は，加熱直後と加熱後室温および5℃に4日間保存  

後に測定した。   

3）食品からの黄色プ菌の検出   

市販のサラダ，カット野菜20件，学校給食の惣菜19件，調理  

パン21件，豚肉20伴および牛肉24件，計104検体について．キッ  

ト法と卵黄加マンニット食塩寒天培地による直接培養法，7．5％  

NaCl加TSB培地による増菌（食品の10％乳剤1mlを使用）後培  

養法とキット法による検査を行い，それぞれの検出率の比較を行っ  

た。   

4）食中毒への応用   

千葉県内で発生した食中毒の喫食残品あるいは同一ロット品を  

用いて，本キットの有用性を検討した。  

3 成 績  

1）キットの特異性   

本キットで黄色ブ菌80株はいずれも陽性の結果が得られた。  

一方，黄色プ菌の類縁菌や∫け印加OCぐ〟∫Sp．等はすべて陰性であ  

り，本キットの特異性が確認された。（表1）  

表1「核さんテスト・黄色ブドウ球菌」の特異性  

1 はじめに  

食品の安全性を求める場合，食品中に存在する病原微生物の検   

索は当然のことながら迅速性が要求される。近年の分子遺伝学の   

発展は多くの病原微生物に対して迅速な検査法を程供してきた。  

′－≡に，サルモネラあるいは腸管出血性大腸菌0157などでは数多   
くの迅速検査法が報告卜2）されている。しかしながら，黄色ブド   

ウ球菌（以下黄色プ菌）は主要な食中毒起因菌ではあるが迅速検査   

法の報告あまりされていないのが現状である。  

今般，黄色プ菌のrRNAをターゲットとし，マイクロプレート   

内でDNA／RNAハイプリグイゼーションを行う黄色プ薗迅速簡   

易検出キット「核さんテスト 黄色ブドウ球菌：日本製粉（株）」   

を使用する機会を得た。そこで各種の食品と食中毒の喫食残品等   

の検査に本キットを使用した成績について報告する。  

2 材料および方法  

1）黄色ブ菌検出用キット  

23S rRNAの黄色プ菌特異領域をターゲットとしたDNA／RNA   

サンドイッチハイプリグイゼーションによる検出キット「核さん   

テスト 黄色ブドウ球菌：日本製粉㈱」（以下キット）を使用した。  

l■－2）キットの特異性と検出感度  

キットの特異性は，当所に保存してあった食中毒あるいは食品   

由来の黄色プ菌80株，その他の細菌5株（表1）を用いて行った。  

検出感度は以下の方法で測定した。  

① 菌株間の誤差をなくすために，黄色プ菌5株をトリプトソ   

イブイヨン（以下TSB）と黄色ブ菌の増薗培養に使用される7．5   

％NaCl加TSBで37℃，20時間振塗培養し，TSB培養液はTSBで，   

7．5％NaCl加TSB培養液は7．5％NaCl加TSBで10倍段階希釈し，   

101から108cfu／mlの菌液を調製した。この薗液を用いて検出感   

度と測定時における食塩の影響を観察した。  

② 市販のケーキ，トリ肉およびおにぎりの10％乳剤に黄色   

プ菌を段階的に添加して10｛’から108cfu／gの試料を作成し，食   

品中での検出感度を測定した。また，この黄色プ菌添加食品5   

mlを45mlの7．5％NaCl加TSBで37℃，24時間増菌培養し，キッ  

供 試 株  菌株数  陽性 陰・性  

黄色ブドウ球菌  

その他の細菌  

∫と呼ん血cocc〟∫epノtおmノdな  

∫と∂p妙cocc〟∫ノ加me血∫  

．升Jr甲わC（フCC〟∫Aレりge〟e∫  

ββCJ〟ぴ∫Ce／で〟∫  

ゐcカe〃bカノ冶co〟  

80  80  0   

5  0  5   

2）検出感度   

使用説明書に従い，650nmにおける吸光度0．05以上を陽性と  

した場合，図1に示すようにTSB中の黄色プ菌はおよそ105cfu  

／ml以上の菌量で陽性の結果が得られた。また，図には示さな  
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いが7．5％食塩加TSB中でもほぼ同様な検出感度が得られ 本キッ  

トに対する食塩の影響は認めなかった。   

図2に食品の10％乳剤に黄色プ菌を添加した場合の検出感度  

を示す。トリ肉でやや感度の低下がみられたがTSBの場合とほ  

ぼ同様な検出感度を示した。   

表2は検体を加熱し，菌が培養で検出できない状況下でのキッ  

トの反応性をみたものである。95013株，3－12株の培養液およ  

び95013株をおにぎり中で培養した検体は培養法，キット法とも  

黄色プ菌陽性の結果が得られた。また，95013株の培養液からは  

エンテロトキシンBが検出されたが，同菌を添加したおむすび中  

ではエンテロトキシンは検出されなかった。これらの検体を95  

℃，10分間加熱後黄色プ菌の検出を試みたところ，培養法では  

3検体とも陰性となったが，キット法では加熱直後および表には  

示さないが室温，5℃に4日間放置した後の検体のいずれもが陽  

性であった。さらに，95013株の培養液中のエンテロトキシンも  

陽性セあった。   

∝略鰍■  

3）食品への応用   

各種の食品104検体を検査した結果を表3に示す。サラダ・カッ  

ト野菜と学校給食の総菜は培養法，キット法とも黄色プ菌はすべ  

て陰性であった。調理パンは直接培養法では8検体が陽性となっ  

たが，キット法ではすべて陰性であった。直接培養法で黄色プ菌  

が陽性となった検体中の菌数を測定したところ，いずれも103cfu  

／g以下と本キットの検出限界以下であり，このため陰性になっ  

たものと考えられた。この調理パンを増菌培養したところ，培養  

法，キット法とも同一の9検体が陽性となった。   

豚肉及び牛肉では，直接培養法でそれぞれ1検体が陽性となっ  

たが，キット法は陰性であった。このときの黄色プ菌数は調理パ  

ンと同様に103cfu／g以下であり，本キットの検出限界以下であっ  

た。これらの検体を増菌培養した結果，培養法，キット法とも4  

検体が陽惟となった。ただ，調理パンと豚肉及び牛肉では陽性結  

果に差が認められた。すなわち，調理パンでは増菌培養後の陽性  

検体は培養法，キット法とも全く同じであったが，豚肉と牛肉で  

▲ヽ  
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▲ ケーキ  
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図1 培養液中の黄色ブドウ球菌検出感度  

1．∝ペ川  l．従◆05  1．従＋06  1．∝＋07  
薗数（Gfu／0．1g）  

図2 食品中での黄色ブドウ球菌検出感度  

表2 加熱死菌 と の反応性  

加熱前  加熱（95℃，10分）後  
一ヽ   

試 料  培養法  キット法 エンテロ  培養法  キット法  エンテロ  

（cfu／ml）（OD650nm）トキシン  （cfu／ml）（OD650nm）トキシン  

95013  1．0×108＜  0．944  

3－12  1．0×108＜  0．739  

おにぎり 1．0×108＜  0．871  

＋  0  0．972  ＋  

0  0．941  

0  1．148  

プローブ法：0．05以上陽性  

表3 各種食品からの黄色ブドウ球菌の検出（培養法とキット法の比較）  

直 接 法  増 菌 法  

増 吏  キット、 増 ヂ  キット貰  
検 体 名  検体数  結 果  

陽 性  0  0  0  0  

陰 性   20   20  20   20  

陽 性  0  0  0  0  

陰 性  19  19  19  19  

陽 性  8  0  9  9  

陰 性  13   21   12  12  

陽 性  1  0  4  4  

陰 性  19   20  16  16  

サラダ・カット野菜 20   

学校給食総菜等  19   

調理パン  21   

豚 肉  20  

陽 一性  1  0  4  4  
牛 肉  24  

計  104  

陰 性   23   24  20   20  

陽 性   10  0  17   17  

陰 性   94 104  87   87  
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のキットの検出感度から106cfu／g以上の黄色プ菌の存在が推定  

され 黄色プ菌による食中毒の可能性が強く示唆される結果となっ  

た。実際に菌数を測定したところ，いずれも108cfu／g以上であ  

り，また，残品のおにぎりからエンテロトキシンA（160－320  

ng／g）も検出された。   

表5の事例では検査した検体からエンテロトキシンは検出され  

なかったものの，本キットによりハムカツと豚肉としらたきに  

106cfu／g以上の黄色プ菌が存在することを検査開始後約3時間  

で推定する事ができ，黄色プ菌による食中毒の可能性を迅速に推  

定することが可能であった。  

は培養法とキット法の陽性結果が一致しない結果が得られた。1  

例は増菌培養を行ったにもかかわらず菌数がキットの検出限界以  

下までしか増加せず，培養陽性 キット陰性の検体で，豚肉，牛  

肉に共に1検体ずつ認められた。他の1例は卵黄反応陰性の黄色  

プ菌が検出された例であり，卵黄反応を指標として黄色プ菌を選  

択すると培養陰性，キット陽性となる場合があることも確認され  

た。   

4）食中毒への応用   

表4及び5に本キットを食中毒事例に応用した結果を示す。表  

4の事例では検体搬入当日にキット法で4検体が陽性となり，こ  

表4 食中毒事例への応用Ⅰ  

検 体   
黄色デドキット法  エンテ コげライ型  

9，0×104  

陰 性  
108＜  

1．1×105  

2．8×108  

3．4×108  

おにぎり（鮭）  

おにぎり（梅）  

おにぎり（梅）  

おにぎり（梅）  

鮭フレーク  

鮭フレーク  

卵焼き  
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フライドポテト  
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表5 食中毒事例への応用 Ⅱ  

検 休  
黄色フナトヾキット法 エンコアク判型  

（ 

陰 性  

陰 性  
7．8×108  

1．0×104  

5．1×103  
8．0×10日  

カレー  

納 豆  

ハムカツ  

塩 鮭  

カキ揚げ  

豚肉としらたき  

一
一
＋
一
一
＋
一
一
一
 
 

Ⅵ
Ⅵ
Ⅵ
Ⅵ
Ⅵ
 
 

細切り昆布  1．0×102  

漬 物  陰 性  
レタス  陰 性  

l－  

4 考 察  

近年の食品流通の形態は，食品中に存在する食中毒細菌の迅速   

な検出を要求している。従前のように培養法だけに頼る検査では，   

結果が明らかになったときにはその食品が既に食されている可能   

性が強いからである。  

細菌のrRNAをターゲットとし，マイクロプレート内でDNA   

／RNAハイプリグイゼーションを行う迅速簡易検出キットとし   

て既に「核さんテストサルモネラ」が開発3）されているが，今回   

他の主要な食中毒起因菌である黄色プ菌について「核さんテスト   

黄色ブドウ球菌」を使用し．その特異性，検出感度等を検討した。   

さらに市販食品や黄色ブ菌による食中毒事例で得られた残品等に   

ついても本キットを応用しその評価を行った。  

まずキットの特異性について検討を行った。その結果，食品あ   

るいは食中毒の患者や残品などを由来とする黄色プ菌は本キット   

ですべて陽性の結果が得られた。一方，∫J呼毎わcocc〟∫甲～鹿r椚fゐ，  

且7〃／er〝Zed加等のブドウ球菌属やββCブ肋∫Cere〟5等は陰性であり，  

本キットの特異性が確認された。次に本キットの検出感度測定し  

たところ，およそ105cfu／ml以上の黄色ブ菌があれば目視によっ  

ても陽性と判定可能であった。また，わが国では黄色プ菌の増菌  

培地とし7．5％NaCl加TSBが使用4）されることが多いが，この  

NaCl濃度の影響を懸念して本キットの測定を行ったが，結果に  

影響はなく，7．5％NaCl加の増菌培地からの黄色ブ菌の検出も可  

能であった。更に，食品中の黄色プ菌の検出感度を測定するため  

に．食品の10％乳剤に黄色プ菌を添加し，黄色プ菌の検出を試  

みたところ，トリ肉でやや感度の低下がみられたがTSBの場合  

とほぼ同様な検出感度を示し，食品中の黄色プ菌の検査に十分使  

用できることが確認された。   

これらの結果を基に，市販食品等からの黄色プ菌の検査に本キッ  

トを応用した。104検体について直接培養法とキット法で検査し  

たところ，本キットで陽性となる検体は認められず，直接培養法  

でのみ9．6％（10／104）から黄色プ菌が検出された。このときの  

黄色プ菌数は，キットの検出感度である105cfu／ml（0．1g）以下  

－53－   
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であった。一方，これらの検体を7．5％NaCl加TSBで増菌培養を  

行った場合は，培養法，キット法とも16．3％（17／104）の検体  

から黄色プ菌を検出した。このように本キットを食品検査に応用  

するには増菌培養が必須と思われた。わが国では通常，食品中の  

黄色ブ菌の検査を行う場合，直接培養法のみで行われることが多  

い。しかし，今回の結果にみられるように．増菌培養を行うこと  

により検出率が9．6％から16．3％へと約1．7倍程度高くなったこと  

を考えると，黄色プ菌の検査は増菌培養も行うべきものと思う。  

その際，問題となるのは結果が得られるまでの時間であるが，本  

キットの様な迅速検査法を導入すれば直接培養法（卵黄加マンニッ  

ト食塩寒天培地で24時間～48時間）と同等かより以前（増薗培養  

20時間～24時間とキットによる測定時間約3時間）に結果を得  

ることができるため大きな問題とはならないと考えられる。   

このように本キットは，食品等の黄色ブ菌の管理に非常に有用  

と思われる。ただ，今回の検体では増菌培養を行ったにも関わら  

ず，培養法陽性，本キット陰性の結果も認められた。これは増菌  

培養後でも104cfu／ml程度までしか菌数が増加しなかった検体  

であるが，損傷菌等の存在を考慮すると，増菌培地の改良や変更  

と共にキットの感度をより高めることも必要であろう。   

本キットを黄色プ菌の食中毒と推定された事例に応用した。黄  

色ブ菌の食中毒では残品等に本キットの検出感度以上に薗が存在  

していることが推定され，そのため検体搬入当日に黄色ブ菌の存  

在を確認できることが期待される。実際，本県で発生した1例で  

は，エンテロトキシンの存在と黄色プ菌の存在が検体搬入当日に  

決定でき，他の1例でも，エンテロトキシンは検出されなかった  

ものの黄色プ菌の存在を速やかに明らかにすることができた。   

この2事例では培養法によっても菌が確認されたが，黄色プ菌  

の食中毒では食品などに対して加熱処理が行われたために，菌が  

検出されない事例5）も散見される。このような事例に本キットが  

応用可能であるか否かを試験した。その結果，黄色プ薗の培養液  

や菌が存在する食品を加熱した後．菌は分離されなくても黄色ブ  

菌の存在を推定することができた。これは原因決定の一助となる  

可能性を示すものである。   

このように本キットは食品等の衛生管理や食中毒事例に十分利  

用できるものと思われた。   

本論文の要旨は第18回目本食品微生物学会学術総会（平成9年  

12月，東京）で発表した。  
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