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要約 

鶏舎環境のサルモネラ定性検査で陽性となった養鶏場に対し、最確数法（MPN法）による

環境中サルモネラの定量と分離株の消毒感受性試験を活用した衛生指導を実施。サルモネ

ラ陽性 A農場において採材場所および面積を固定し、MPN法を実施したところ、菌量の推定

が可能。本結果を踏まえ本法にて消毒前後で菌量を測定したところ、消毒後の菌量減少をほ

とんど認めず。分離菌株に消毒薬抵抗性があると推測し、A 農場に加え B、C の農場からの

分離菌株を対象に消毒感受性試験を実施。まず、消毒薬抵抗性に係るバイオフィルム産生能

を調査したところ、全農場の分離菌株で産生を確認。次に、農場で使用されている消毒薬、

使用濃度で消毒感受性試験を実施したところ、B農場の分離菌株（分離菌株 B）のみ消毒薬

抵抗性を確認。消毒薬の濃度を上げたところ、分離菌株 Bは承認されている使用濃度以上で

有効と判定され、分離菌株 A、Cも消毒効果が増加。試験結果を基に A農場において消毒薬

を高濃度に変更するよう指導した結果、MPN 法の菌量が指導前の約 1/25 に減少。MPN 法は

現場における消毒効果の評価に有用であり、消毒感受性試験と併用することで、より実効性

の高い衛生指導が可能。 

 

 

東京都（以下、都）では、生食する機会

の多い鶏卵の安全性確保を目的として、鶏

舎環境等を対象としたサルモネラ定性検査

を年 2回実施し、生産段階における汚染状

況の把握およびサルモネラが検出された養

鶏農家に対する清浄化指導を実施してい

る。しかし、7年以上にわたり陽性が継続

する農場や、消毒直後にもサルモネラが検

出される農場があり、定性検査のみでは消

毒前後の菌量変化を評価できず、実施した

対策の効果を農場に具体的に示すことが困

難であった。そこで MPN法による菌量の推

定および農場分離株を用いた消毒感受性試

験により消毒効果を評価し、サルモネラ清

浄化に向けた衛生指導への活用を検討し

た。 

 

MPN法による消毒効果の可視化 

定性検査は、農林水産省が公表している

「鶏卵のサルモネラ総合対策指針（平成

17 年 1 月 26日付け 16消安 26日付第 8441

号農林水産省消費・安全局衛生管理課長通

知）」に基づき実施している。定性検査で

は、サルモネラの有無のみが結果として示

されるため、消毒前後の検査結果がいずれ

も陽性であった場合、消毒効果を評価する

のが困難である。そこで、消毒前後の菌量

変化により消毒効果を評価することを目的

として、半定量的に菌量を把握する MPN法

を用いた。一般的な細菌数の測定には、寒

天培地上に形成されたコロニーを計数する

平板培養法が用いられる。一方、鶏舎環境

試料中のサルモネラは菌数が少ないこと

や、夾雑菌および損傷菌の影響により、平

板培養法で直接計数することが困難な場合

がある。MPN法は、段階希釈した試料の陽

性管数の組合せから、確率論に基づいて試

料中の微生物濃度を推定する方法であり、

食品衛生分野において定量法の一つとして

用いられて使用されている 1)。その原理を

図 1に示した。 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 材料および方法 

MPN法は以下の方法により行った。一定

面積の塵埃を滅菌ガーゼで拭き取り、緩衝

ペプトン水に浸漬して試料とした。各試料

について原液、10倍希釈液、100倍希釈液

を調製し、各希釈段階の試料を 3本ずつ試

験管に分注した。各試験管について増菌、

分離および同定を行い、サルモネラ陽性管

数の組合せから最尤法により、試料単位量

当たりのサルモネラ菌量を MPNとして算出

した。 

消毒前後の評価を行うため、サルモネラ

陽性の A農場にて塵埃の採材を行った。消

毒前後に、ケージ 2か所の同一部位から塵

埃を採取し、各採材地点の消毒前後の MPN

を比較するとともに、定性検査を併せて実

施した。 

 

2 結果および考察 

各採材場所の MPN 法による定量検査およ

び定性検査の結果を表 1に示した。ケージ

1 の MPNは消毒前後とも 53 MPN/100 mLで

あり、変化を認めなかった。ケージ 2で

は、消毒前は測定上限の 2,400 MPN/100 

mL 以上、消毒後は 1,100 MPN/100 mLと低

下した。定性検査は両地点ともに消毒前後

で陽性であった。 

当該条件下では消毒による十分な菌量低

減が認められなかったことから、その要因

の一つとして分離株の消毒薬感受性に着目

し、消毒感受性試験を実施した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

消毒感受性試験による消毒効果の評価 

1 材料および方法 

サルモネラ陽性農場の分離菌株の性状お

よび使用消毒薬の有効性を確認するため、

消毒の感受性に関与するバイオフィルム産

生能の調査および消毒感受性試験を実施し

た。試験は大橋郁代ら 2)の方法に基づいて

実施し、A農場由来株（A）に加え、サル

モネラ陽性 Bおよび C農場から分離された

各農場由来株（B、C）を対象に行った。各

農場の分離菌株の血清型および使用消毒

薬、規定量、農場使用濃度、添加剤は表 2

のとおりである。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

バイオフィルム産生能の調査はクリスタ

ルバイオレット法を用いて実施した。TSB

培地を添加した 96ウェルプレートへ菌液

を接種後、37℃3日間培養し、0.5％クリ

スタルバイオレットで染色後、吸光度

（OD）の測定を行った。試験は A、B、Cに

加え、菌液未接種の陰性コントロール

（NC）を各 7ウェル実施し、NCの平均 OD

に 3標準偏差を足した値をカットオフ値

（cOD）とした。各農場由来株の OD平均値

が cODを上回る場合をバイオフィルム産生

能陽性と判定した。調査は浮遊菌と 3日培

養後の 2条件で行った。 



消毒感受性試験は前述と同様の手順でバ

イオフィルムを産生した後、各農場で使用

されている消毒薬、使用濃度で 5分間作用

させ、その後中和剤を用いて反応を停止し

た。反応停止後の菌液を段階希釈し、TSA

培地に接種して 37℃で 24時間培養した。

培養後、コロニー数が 3～400を示す培地

の平均コロニー数、希釈倍率、接種量から

コロニー形成単位（CFU）を算出した。試

験は未消毒時と消毒時の各 3ウェル実施し

た。消毒薬の有効性は未消毒時と消毒時の

log10CFU差により判定し、消毒効果の基準

値とされる 5.0 log10以上を消毒効果有と

判定した。3)  

 

2 結果および考察 

バイオフィルム産生能の調査では、ODは

浮遊菌で A 0.12（cOD：0.24）、B 0.11

（cOD:0.12）、C 0.14（cOD：0.24）、3日培

養後で A 1.66（cOD：0.51）、B 1.04（cOD：

0.51）、C 1.59（cOD：0.51）となった。OD

は全農場由来株において浮遊菌では cOD よ

り低値を示し、3 日培養後では cOD より高

値を示した。以上より、全農場由来株でバイ

オフィルム産生が確認され、消毒効果が減

弱しやすい可能性のあることが示唆された。 

消毒感受性試験では、log10CFU差は A 

5.14、B 3.20、C 6.98となり、A、Cは

基準値以上であったが、Bは基準値に達し

なかった。消毒薬の濃度を高めて再度試験

を実施した結果を図 2に示した。Aは X社

逆性石けんの希釈倍率を 2000倍から

1,000倍に変更したところ、CFU差は 5.14

から 10.52まで上昇した。Bは Y社逆性石

鹸の希釈倍率を 1,000 倍から規定量以上の

400倍へ変更したところ、CFU 差は 6.53

まで上昇した。Cは Y社逆性石けんの希釈

倍率を 200倍から 100 倍へ変更したとこ

ろ、CFU差は 8.52まで上昇した。以上よ

り、菌株によっては、農場で使用している

条件では十分な消毒効果が得られない可能

性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

消毒感受性試験をもとにした農場指導 

 消毒感受性試験の結果を踏まえ、A農場

に対して消毒薬の使用濃度を高めるよう指

導した。指導後に再度 MPN 法を実施したと

ころ、表 3のとおりとなった。消毒後の

MPNを比較すると、ケージ 1は、指導前の

53MPN/100mLから指導後の 43MPN/100mLに

減少した。ケージ 2は、指導前の

1,100MPN/100mLから指導後の 43MPN/100mL

に減少し、約 1/25となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

まとめ 

本検討では、採材部位および拭取り面積

を統一した MPN法により、定性検査のみで

は把握できない消毒前後の菌量変化を半定

量的に評価し、農場における消毒効果の可

視化を可能とした。これにより、消毒後の

検査でサルモネラ陽性となった場合におい

ても、MPNの変化を指標として消毒効果を

評価することが可能となった。また、分離

株を用いた消毒感受性試験により、農場で

使用している消毒条件の有効性を比較し、

衛生指導における具体的な検討材料を得

た。特に、今回実施した消毒感受性試験で

は、規定濃度の消毒液であっても十分な消



毒効果が得られない可能性が示唆され、農

場の実態に応じて消毒薬および使用濃度を

選択する必要性が示された。さらに、これ

らの試験結果を提示することで、農場に対

して根拠に基づく具体的な衛生指導が可能

となった。農家が消毒効果を数値として把

握できたことは、消毒に対する意識の向上

および消毒方法の積極的な改善につながっ

た。以上より、MPN法と消毒感受性試験を

組み合わせることは、より実効性の高い衛

生指導を行う上で有用であると考えられ

た。 

 

今後の取組 

本検討により、MPN法および消毒感受性

試験を活用した衛生指導の有用性が示され

た。一方で、今回の検討では分離菌株の消

毒感受性に着目したが、農場では有機物の

残存等により消毒効果が減弱している可能

性も考えられた。今後は洗浄方法の改善を

指導するとともに、消毒薬の規定濃度内で

の消毒効果を高めるため、発泡剤や水酸化

カルシウム剤等の添加剤の活用についても

検討していく。また、MPN法による消毒効

果の評価を継続するとともに、分離菌の消

毒感受性試験についても、有機物存在下な

ど実際の農場環境に近い条件で実施し、そ

の結果を衛生指導へ反映していく。これら

の取組を通じて、農場におけるサルモネラ

の清浄化を目指していく。 
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