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食品微生物検査における内部精度管理の試み ～一般細菌数～
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要 旨

食品微生物検査における内部精度管理を，厚生省が示したガイドラインに沿って実施する

ため，保存菌株を用いて一般細菌数の内部精度管理用試料を作製し，その安定性について検

討した．作製試料の凍結 1 ヶ月後から 9 ヶ月後までの一般細菌数測定結果は良好であり，内
部精度管理用試料としての有用性を示した．
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はじめに

指定検査機関における精度管理は，平成 9
年に厚生省（現厚生労働省）から通知され

た「食品衛生検査施設等における検査等の

業務の管理の実施について」別添の「精度

管理の一般ガイドライン」 （以下，“ガイ）1

ドライン”とする）により，実施すること

となっている．しかしそのガイドラインに

は，精度管理の一般的な基本的事項の記述

しかなく，具体的な試料や方法については

示されていない．

今回，食品微生物検査のうち，一般細菌数

（以下，“細菌数”とする）の内部精度管理

について検討したのでその結果を報告する．

材 料

１ 使用菌株

Escherichia coli O86:H51（食品由来）
福島県衛生研究所病原体等安全管理規程

に基づく保存菌株を用いた．

２ 菌液の調製

郡山らの方法 に基づき，ブレインハ） － ）2 4

ートインフュージョンブイヨンを用い，35
℃ 24 時間で 2 回継代培養し，更に普通寒天
培地で 35 ℃ 6 時間培養した後に，滅菌生理
食塩水で 1～ 3× 108cfu/mLの濃度にした．
これを 30 ％グリセリン加ブレインハートイ

ンフュージョンブイヨンで 1× 107cfu/mLに
調製し，攪拌しながら凍結保存チューブに

約 1mL ずつ分注し-80 ℃で凍結保存した．
この調製保存菌液を一般細菌数内部精度管

理用標準菌液（以下，“標準菌液”とする）

として検討に用いた．使用時は室温の水浴

中におき，解凍後速やかに使用した．

３ 模擬食材の作製

市販のマッシュポテト粉末に，規定量の

温水を加えてマッシュポテトを作製した後，

121 ℃ 15 分高圧蒸気滅菌し，25g ずつスト
マックバッグに入れ，ポリシーラーで密封

して-80 ℃で保存した．使用時には室温の水
浴中におき，解凍後速やかに使用した．

方 法

細菌数の測定には，食品衛生法に定めら

れた混釈培養法による標準平板菌数測定法

を用いた．滅菌リン酸緩衝生理食塩水を希

釈液として使用し，10 倍段階希釈の 1mL を
シャーレに採取して標準寒天培地にて混釈

培養した．培養条件は 35± 1℃，48± 3時
間とした．

１ 標準菌液の細菌数直接測定

標準菌液の調製後，凍結前の細菌数を求

めるために 12 本の菌液保存チューブについ
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て，4名で菌数測定を実施した．
模擬食材への標準菌液添加量は，菌液の

直接菌数測定の結果から算定した．

２ 模擬食材に添加しての細菌数測定

マッシュポテト 25g に対し目標値として
10,000cfu/g になる量の標準菌液を加え ，）5

通常の食品検体と同様に希釈液で 10 倍量と
した後ストマッキングしたものを試料原液

とし，希釈液による 10 倍段階希釈をして混
釈平板培養法を行った．

結果及び考察

１ 標準菌液の直接菌数測定

１）凍結前

保存チューブ毎の測定値は表 1 に示すよ
うに，チューブ間に大きな差はなく均一な

試料と認められた．平均値は 1.7× 106cfu/mL
であった．

２）凍結後

凍結後の標準菌液の細菌数を直接測定し

た（表 2，3）．

表１ 凍結前の標準菌液細菌数測定結果

実施者
t u b e

1回 2回
チューブの

No. 平均値

A
1 1.6×106 1.6×106 1.6×106

2 1.7×106 1.6×106 1.7×106

3 1.7×106 1.7×106 1.7×106

B
4 1.6×106 1.6×106 1.6×106

5 1.6×106 1.8×106 1.7×106

6 1.6×106 1.8×106 1.7×106

C
7 1.6×106 1.7×106 1.7×106

8 1.5×106 1.7×106 1.6×106

9 1.3×106 1.5×106 1.4×106

D
10 2.0×106 2.2×106 2.1×106

11 2.0×106 1.6×106 1.8×106

12 1.9×106 2.1×106 2.0×106

全ての測定の平均値 1.7×106

単位：cfu/mL

凍結 1 ヶ月から 9 ヶ月までの期間で 5 回
測定した．変動係数は 3 ％以下であり，X-R
管理図でも，管理限界値を外れることは

なく，安定した測定結果が得られた（図 1，
2）．

表２ 凍結後の標準菌液直接細菌数測定結果
凍結後 算 定 数 平均値（X） 最大値と最小値の

経過時間 (cfu/mL) 差（R）
1ヶ月後 1.9×106 2.1×106 2.0×106 2.0×106 2.0×106 2.0×105

1.9×106 1.9×106 2.0×106 1.9×106

5ヶ月後 2.0×106 1.8×106 1.7×106 1.5×106 2.0×106 8.0×105

2.1×106 2.3×106 2.0×106 1.9×106

2.0×106 2.0×106 1.9×106 2.2×106

2.2×106 2.2×106 1.9×106 1.8×106

6ヶ月後 2.0×106 2.0×106 2.0×106 1.8×106 2.1×106 8.0×105

2.0×106 2.1×106 2.1×106 2.0×106

2.0×106 2.0×106 2.0×106 2.1×106

2.0×106 2.3×106 2.2×106 2.6×106

8ヶ月後 2.1×106 2.1×106 2.1×106 1.8×106 2.1×106 5.0×105

2.3×106 2.1×106 2.0×106 1.8×106

2.1×106 2.0×106 2.2×106 2.1×106

2.2×106 2.2×106 2.2×106 2.3×106

9ヶ月後 2.2×106 2.0×106 1.9×106 1.9×106 2.1×106 4.0×105

2.0×106 2.0×106 2.1×106 2.2×106

2.2×106 1.9×106 2.1×106 2.1×106

2.2×106 1.9×106 2.1×106 2.3×106
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表３ 凍結後の標準菌液直接細菌数測定結果

（統計値）

データ数 5
測定値の平均値の平均値（ X ） 2.1× 106

測定値の平均値の最大値 2.1× 106

測定値の平均値の最小値 2.0× 106

測定値の平均値の標準偏差 4.9× 104

変動係数 2.4％
測定値単位：cfu/mL

図１ 凍結後の標準菌液直接細菌数測定値の
X管理図

図２ 凍結後の標準菌液直接細菌数測定値の

R管理図

表５ 模擬食材に添加した細菌数測定結果

（統計値）

データ数 6
測定値の平均値の平均値（ X ） 1.0× 104

測定値の平均値の最大値 1.0× 104

測定値の平均値の最小値 1.0× 104

測定値の平均値の標準偏差 0
変動係数 0％

測定値単位：cfu/g

表４ 模擬食材に添加した細菌数測定結果
凍結後 算 定 数 平均値（X） 最大値と最小値

経過時間 （cfu/g） の差（R）
1ヶ月後 9.6×103 1.1×104 9.2×103 1.1×104 1.0×104 2.4×103

1.1×104 1.1×104 9.5×103 8.6×103

2ヶ月後 9.2×103 1.1×104 9.6×103 9.6×103 1.0×104 1.8×103

9.6×103 9.6×103 1.1×104 1.1×104

5ヶ月後 1.1×104 9.3×103 9.9×103 1.0×104 1.0×104 2.7×103

9.4×103 9.5×103 1.1×104 9.4×103

9.7×103 9.3×103 1.1×104 1.0×104

9.5×103 1.1×104 1.2×104 1.0×104

6ヶ月後 1.0×104 1.1×104 1.0×104 1.1×104 1.0×104 2.4×103

1.0×104 9.6×103 1.1×104 1.0×104

1.2×104 1.0×104 1.1×104 9.8×103

1.1×104 9.8×103 1.1×104 9.9×103

8ヶ月後 8.9×103 9.8×103 1.0×104 1.1×104 1.0×104 3.1×103

9.8×103 1.0×104 1.0×104 1.1×104

1.1×104 1.1×104 1.1×104 1.1×104

9.4×103 9.3×103 1.1×104 1.2×104

9ヶ月後 1.0×104 1.0×104 8.3×103 9.5×103 1.0×104 3.9×103

9.4×103 1.2×104 9.5×103 1.1×104

1.0×104 1.0×104 9.9×103 1.0×104

8.1×103 1.1×104 1.0×104 1.1×104

cfu/mL

cfu/mL
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図３ 模擬食材に添加した細菌数測定値の

X管理図

図４ 模擬食材に添加した細菌数測定値の

R管理図

２ 模擬食材に添加した細菌数測定

標準菌液を 120μL 添加して調製試料とし
た．細菌数測定を 6回実施した結果を表 4，5
に示す．X-R 管理図では平均値，範囲共に
管理限界を外れることはなかった（図 3，4）．

まとめ

自施設の保存菌株を用いて内部精度管理

用の標準菌液を作製し検討した．

作製した標準菌液の直接菌数測定では，

凍結 1 ヶ月後から 9 ヶ月後までの実施で，
変動係数が 3 ％以下であり，X-R 管理図で
も管理限界値内に収まっており，内部精度

管理のための試料としての安定性が認めら

れた．

標準菌液を添加した模擬食材の細菌数測

定でも，X-R 管理図においては試験品が良
好な管理状態にあることを示した．

また，ガイドラインでは，精度管理に必

要な目標値の設定として，添加した既知の

微生物の回収率を少なくとも 70 ％から 120
％を目安として確保すること，と示してい

る．測定数の平均値を基準とした場合，今

回のすべての測定数において回収率はガイ

ドラインの目標を達成した．

今回実施した凍結後 9 ヶ月までの検討で
は，食品検査における細菌数測定の内部精

度管理手法として有用であると認められた．
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