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　 The 　ability 　to　detect　coliform 　microorganisms 　was 　compared 　between　the　method 　using 　Rapid

Media−DO ｛RM −DO ）and 　two　conventional 　methods （desoxycholate　agar 　and 　BGLB 　broth）in　36　fresh
foed　items（meat ，丘sh ，　and 　vegetables ｝．　The　numbers 　of　microorganisms 　detected　by　the　Rapid　Media−

DO 　method 　were 　then 　correlated 　with 　those 　by　the　two 　conventionai 　methods ．　Although 　there 　was 　no

difference　between　the　numbers 　detected　by　the　RM −DO 　desoxycholate　agar 　methods ，　the　numbers
were 　significantly 　greater　than 　those 　detected　by　the 　method 　using 　BGLB 　broth．　These　results 　indicate
that　the　Rapid　Media・DO 　method 　would 　be　appllcable 　to　rapidly 　check 　meat ，　fish，　and 　vegetable 　sam −

ples　for　coliform 　contamination ，
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　1．緒　　言

　近年，牛の BSE 感染，残留農薬基準違反，黄色 ブ

ドウ球菌毒素に よる食中毒など，食の 安全 を脅かす事

故 ・事件が相次 い で 発 生 した．消費者 は 食品産業全体

に対 して不信感を募らせ て お り，食品を選択す る際に

安全性を重視する傾向を強め て い る ．行政 に おい て も

食品安全基本法が制定され，今後ますます食品の 安全

性 へ の 社会的な関心が高 まる と思 わ れ，食品製造者，

販売者 に 対 して 品質確保へ の
一

層 の 取 り組みが要求 さ

れ て い る ，

　販売に供され る食品の 微生物的品質を確保 ・向上す

る た め に は，製造 工 程 の 衛生 管理 と と もに，そ の検証

の た め の微生物検査が 不可欠で ある ．しか しなが ら，
一

般的な培養方法に よ る微生物検査は長時間を要す る

た め
， 微 生 物的品質 の 早期把握お よ び事故拡大防止等

の 観点か ら，迅速 か つ 簡便な検査法が求め られ て お り，

様 々 な迅速検査法が 開発 ・市販され て い る
n ．

　本報の ラ ピ ッ ドメ デ イ ア
ーDO （RM −DO ）培地

2 ）

お

よび X −GAL 試液
2 ）

（森永乳業   製造 ・販売）も大腸

菌群の迅速検査用に市販 され，主 に牛乳等の 飲用乳の

検査に 使用 され て い る ．

　大腸菌群は食品衛生管理上 の 重要な汚染指標菌 であ

り，乳製品や清涼飲料水等に お い て は，食品衛生法に

よ りその 基準が成分規格 として定め ら れ て い る，

　生鮮食品 は 非加熱で ある た め大腸 菌群が 検出 され や

す く，食品衛生法に おけ る 規格基準 や衛生規範は定め

られ て い ない ．しか しなが ら，自治体によっ て は指導

基準を定め製造業者に対 して衛生指導をはか っ て お り，

菌数を迅 速 に 把握す る こ とが 重要 とな っ て い る．こ の

ため，今回生鮮食品で あ る肉類，鮮魚類，野菜類 を対

象と して そ の 大腸菌群迅速検査 に RM −DO 培地お よ び

X −GAL 試液 を組 み 合 わ せ た 検 出法 （以下 RM ・DO 法）

を適用 し，実用性 を検討 した の で 報告す る．

　なお，実用性 の 確認 は ，大腸菌群の 検査に一般的に
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表 1．実験用食材の 内訳

肉類

黒 豚 赤 身 （カ レー・
酢豚 用 ）

黒豚 （と んか つ ・ソ テ ー
用）

黒 豚薄切 り A 楙

黒豚薄切 り B ”

黒 豚 赤身 ひ き肉

国産 黒豚赤身ひ き肉

鹿 児島黒 豚 も も ・
肩角切 り

鹿児島黒 豚ももうす切 り

鹿児島黒 豚 ひ き肉

高座豚 ブ ロ ッ ク 肉

高座 豚 〔生姜焼 用）

国産豚 ひ き肉

鮮魚類

め ば ちマ グ ロ （生）赤身サ ク

め ば ちマ グ ロ （生 ）赤身刺身

め ば ちマ グ ロ （解凍）切
’
り落 と し

本 ま ぐろ （生 ）赤身サ ク ．
本まぐろ （生 ）赤身刺身

ま ぐろ （ね ぎ とろ用 ）

真あ じ
’A ”

真あ じ
’Bit

地あ じ
ホ

あ じ刺身

あ じた た き A ”

あ じた た き B＊’

野 菜類

チ ン ゲ ンサ イ
＊

カ ッ トチ ン ゲ ン菜 （加熱調理 用）

レ タ ス
’

チ ョ ッ プ レ タ ス

カ ッ トレ タ ス

サ ン チ ュ （葉 ・袋入 り）

キ ャ ベ ヅ A 料

キ ヤ ベ ヅ B 牌

キ ャ ベ ッ 炒め

カ ッ トキ ャ ベ ッ （加熱調理 用〉

カ ッ トキ ャ ベ ッ （サ ラ ダ用）

千切 りキ ャ ベ ッ （生 食用）

’
未加工 の 食材，

林A ，B は 購入 日が 異なる．

用 い られ て い る デ ソ キ シ コ
ー

レ イ ト寒天培地お よび

BGLB 培地に よ る培養法 と比較する こ とに よ り行 っ た ．

　2．実験材料 および方法

　（1） 実験材料

　 1）　 実験用食材

　 世 田 谷区内 の ス
ー

パ
ー

マ
ー

ケ ッ ト4 店 より購 入 した

生鮮食品 （表 1）3 種類 （肉類，鮮魚類，野菜類，各

12検体），36検体を実験用食材 として使用し た．な お ，

食材名は 販売店が貼付 した ラ ベ ル に 記載 され て い る 内

容に従 っ た，

　2） 培地 お よ び試液

　 i）RM −DO 培地 お よ び X −GAL 試液

　RM −DO 培地は ，・デ ソ キ シ コ ーレ イ ト寒天培 地 に 準

じた粉末成分を所定量よ り5％ 以 ヒ多い 水量 で 溶解 し，

シ ャ
ー

レ に 分注 ・固 化 した後余剰水分 を乾燥 さ せ た 平

板生培地 で あ る ．乾燥後に 重量 を測定 し，所定水分量

で あるこ とを確認す る．

　従 来 の 平板 生培地 の 試料 溶液接 種量 が 0，1〜0．2ml

ま で で あ る の に 対 し，RM −DO 培 地 は 前述 した水分調

整法の 工夫に よ りlml の接種が可能で ある．

　X −GAL 試液は ，5一プ ロ モ
ー4一ク ロ ロ ー3一イ ン ドリル

ー

β・D 一ガ ラ ク トピ ラ ノ シ ド （X −GAL ） をジ メ チ ル ホ ル

ム ア ミ ドに溶解 した溶液で あ る．X −GAL は，大腸菌

群が 有する 酵素で あるβ一ガ ラ ク トシ ダーゼ の 発色 酵

素基 質で ，酵素 反応によ り無 色か ら青色 に 変色す る
S）．

RM −DO 培地上 に コ ロ ニ
ー

が 形成 さ れ た場合，　 X −GAL

試液 をコ ロ ニ ーに直接滴下 し反応さ せ ，青変の有無に

よ り大腸菌群の確認を行う．

　 ii）従来法 の 培地

　デ ソ キ シ コ
ー

レ イ ト寒天培地 お よび BGLB 培地

（極東製薬 工 業   製），EMB 培地 お よび LB 培地 （栄

研化学   製）の 調製 は，定法に従 っ た．

　   　実験方法

　 1）　 試験溶液 の 調製

　各食材 の 食用部分 10g を滅菌 フ ィ ル タバ ッ グ （ 

エ ル メ ッ クス 製） に 採取 し，滅菌生理食塩水 90ml を

加え，ス トマ ッ カー （オ ル ガ ノ   製） を使用 して均

質化 した 後，フ ィ ル ターを 通過 させ た 懸濁液 を滅菌生

理 食塩水 に よ り段 階的 に希釈 （10
− L．一一10

−6
） し試験溶

38 （400）
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図 L 肉類 に お け る デ ソ キ シ コ ーレ イ ト法 と RM −DO

　　　法の相関

液 とした ，

　2） RM ・DO 法に よ る菌数計測

　RM −DO 培地 に 試験溶液 1ml を接種 し，コ ン ラ
ー

ジ棒を用 い ずに シ ャ
ーレ を前後左右に 傾 けて 培地表面

全体 に 広 げ，水平な場所に約 3G分間静置 し試験溶液

を吸収させ た後，35℃ で 12時 間培養 し た．形成 され

た コ ロ ニ ーに X ・GAL 試液 を滴下 し，35℃で 1時間反

応 させ ，青色に変色 した コ ロ ニ
ー

を大腸 菌群 と して 計

測 した．食材 1g あ た りの菌数は ，陽性 コ ロ ニ
ー

数が

1枚あた り 30〜300の シ ャ
ーレ を用 い 算出し た，なお，

陽 【生コ ロ ニ ー数が 30未満の みの 場合 は
， そ の コ ロ ニ ー

数を用 い て 算出 した．

　3）　 デ ソ キ シ コ
ー

レ イ ト寒天培地に よ る菌数計測

　　　 （以下 デ ソ キ シ コ ーレ イ ト法）

　定法
4 ’

に 従 い 試験溶液 1ml をデ ソ キ シ コ
ーレ イ ト

寒天培地で 混釈 した後 ， 重層 し 35℃ で 20 時間培養 し

た ， コ ロ ニ ーが形成された場合 は EMB 培地お よ び

LB 培地 に よ る確認 試験 を行 っ た．そ の 際，
．
形成 され

た コ ロ ニ
ー

数が 20まで の場合は全数を確認試験に供

し，20 を こ える場合 は シ ャ
ーレ を分画 し て分画内の

コ ロ ニ ーを確認試験 に供した．分画す る 場合は ，1 分

画 あた りの コ ロ ニ ー数が約 20 コ ロ ニ ー
まで と な る よ

うに分 画 した．シ ャ
ーレあた りの 陽性 コ ロ ニ

ー
数 は，

分画内 の 陽性割合から換算 し て算出した ．食材 1g あ

た りの 菌数 は，陽性 コ ロ ニ ー数が 1枚あた り 30〜300

の シ ャ
ーレ を用 い て 算出し た．なお，

』
陽性 コ ロ ニ

ー数

が 30 未満の み の 場合 は ，そ の コ ロ ニ
ー

数 を用 い て 算

出した．
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図 2．肉類 に お け る BGLB 法 と RM −DO 法の 相関

　4＞ BGLB 培地に よ る菌数計測 （以下 BGLB 法）

　最確数 （MPN ）3 本法に よ り菌数計測 を行 っ た
5．．

段階的 に希釈 し た試験溶液 1ml を BGLB 培地 に 接種

し，35℃ で 48 時間培養 し た．ガ ス が生成 された場合

は，EMB 培地お よび LB 培地 に よ る確認試験 を行 っ

た ．各希釈段階の 陽性数か ら食材 lg あた りの 菌数

（最確数）を算出 した ．

　3．結果お よび考察

　各食材 に お け る RM−DO 法 とデ ソ キ シ コ
ー

レ イ ト法，

RM −DO 法 と BGLB 法の 菌数の 相関 を図 1〜6 に 示 し

た ．両方あ る い は どちらか
一方 の 培地に お い て菌が検

出 されなか っ た食材に つ い て は データ に 含 め な か っ た ，

　 RM −DO 法とデ ソ キ シ コ ーレ イ ト法の 相 関係数 は ，

肉類，鮮 魚類，野 菜類 に つ い て 各 々 0．960，0．806，

0，867で あ り，RM −DO 法 と BGLB 法につ い て は 各 々

O．792，0．865，0．942 で あっ た．相関の 有無 の 検定
6）

で は ，RM −DO 法 とデ ソ キ シ コ ーレ イ ト法お よ び

BGLB 法の 菌数に相関が認 め られた （p＜ 0．05）．

　ま た
，

全食材に つ い て の RM −DO 法 とデ ソ キ シ コ ー

レ イ ト法，RM ・DO 法と BGLB 法の菌数 の 相 関 を図 7，

8 に 示 した ．相関係数 は ， RM −DO 法 とデ ソ キ シ

コ ーレ イ ト法で は 0．890， RM ・DO 法と BGLB 法で は

O．871 で あ り，相関が認 め ら れ た （p ＜ 0．05）．こ の 際 ，

ウ ィ ル コ ク ス ン の 符号順位検定法
ア〕

に よ りlRM −DO

法とデ ソ キ シ コ
ー

レ イ ト法 お よ び RM −DO 法 と BGLB

法に つ い て それぞれ菌数の差の 検定を行 っ た とこ ろ ，

RM −DO 法とデ ソ キ シ コ ーレ イ ト法で は菌 数 に 差 は 認

め られ ず （p 〈 0．05），RM −DO 法 と BGLB 法で は菌数

（40D 39
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図 6．野菜類に お け る BGLB 法 と RM −DO 法の 相関

に差が認め られ RM −DO 法が 有意に 多か っ た （片側検

定，　p ＜ 0．025），

　RM −DO 法 と デ ソ キシ コ
ー

レ イ ト法の 比較に お い て

は，各食材お よ び全食材 に おい て 菌数 に相関 が 認 め ら

れ ，菌数 の 差 も認 め ら れ な か っ た こ とか ら，RM −DO

法 はデ ソ キ シ コ ーレ イ ト法 と ほ ぼ同等 の 検出能力を有

して い る と考え る．

　RM −DO 法 と BGLB 法 の 比 較 に お い て は，菌数の相

関 は デ ソ キ シ コ
ー

レ イ ト法と の 比較 と同様で あ っ た が ，

全食材 につ い て の 菌数に差が あり，RM −DO 法 の 方 が

有意に 多か っ た ．こ の 原因 は ，MPN に よ る 菌数計測

法は ば ら つ きを伴 うもの で あ り，そ れ が 影響 した可能

性が あ る と考え る ．RM −DO 法は，少なくとも BGLB
法 と同等以上 の 検出能力 を有 して い る と考える．

　以上 の ように ，RM −DO 培地に お け る 培養時 間 は 12

時 間で あ り，デ ソ キ シ コ ーレ イ ト寒天培地 （20 時間）

と比較 し約半分，BGLB 培地 （48時 間） と比 較 し 4

分 の 1 の 時間 で あ る に もか か わ らず，ほ ぼ 同等 の 検出

能力 を示 した．こ れ は ，RM −DO 培地は培地表面に菌

が生育す るため好気性〜通性嫌気性 の 大腸菌群が生育

しや す く，コ ロ ニ
ー
径が大 きくな り視認性 が 増す こ と

が 原 因 で あ る と推察する ．さ ら に，RM ・DO 培地は混

釈時 の ヒ ー
トシ ョ ッ ク がな く，菌の 生 育を阻害 しな い

こ とも原因 と考え る．
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ー

レイ ト法 （Log　CFU ／g）

図 7．食材全体 に お け る デ ソ キ シ コ ーレ イ ト法 と RM −

　　 DO 法の相関

　 また，RM −DO 培 地上 に 形成 され た コ ロ ニ
ー

に X・

GAL 試液を直接滴下する大腸菌群確認試験法は 簡便

で ，しか も従来の EMB 培地お よ び LB 培地を用 い た

確 認試験 （72 時間）に 比 べ 短時間 （1時間）で 確認可

能 で あ り，有効 な方法で あ ると考える．

　肉類，鮮魚類，お よび野菜類の大腸菌群迅速検査に

お い て RM −DO 法は 従来法 と ほ ぼ 同等の 性能 を有する

と考えられ る こ とか ら，ほ かの 生鮮食品類 や未加熱摂

取 食品類 へ の 適用 の 可能性 もあ る ．

　4．要　　約

　大腸菌群迅速検査用 に市販され て い る RM −DO 培地

お よび X・GAL 試液 を組み合わせ た検出法 （RM −DO

法〉を生鮮食品に適用 し，実用性を検討 し た ．実用性

の確認 は，従来法で ある デ ソ キ シ コ ーレ イ ト寒天培地

お よ び BGLB 培地 に よる培養法 と比較 する こ とに よ

り行 っ た．食材は生鮮食品 3 種類 （肉類，鮮魚類，野

菜類），36 品目を使用 した ．

　実験の 結果，各食材 に おけ る比較で は RM −DO 法 と

従 来法 で 測定 した菌数 に は相関が認め られた，食材全

体 で の 比較 で は，RMDO 法 は従来法と高い 相関を示
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図 8．食材全体 に お け る BGLB 法と RM −DO 法の 相関

し，また RM −DO 法 で 得られた菌 数は デ ソ キ シ コ
ー

レ

イ ト法 と差はな く，BGLB 法に比べ 有意に多か っ た ，

　RM −DO 法は 、従来法 と 同等以上 の 検 出能力 を有す

る こ とが確認 で きた こ とか ら，肉類，鮮魚類，野菜類

の 大腸菌群 の迅速検査に も適用可能な方法で ある と考

え られ た．
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