


3. MF法
マイクロファンネルフィルターファンネル (Pall, PN 4800)を、マイクロファンネルアダプター (Pall, PN 4890) を用いて

ラボラトリー・マニホールド (Pall, PN 4889) に設置しました。洗浄液100 mLと大腸菌溶液100 µLをマイクロファンネルフ

ィルターファネルに加え、60 kPaで吸引ろ過しました。吸引ろ過後、ファンネル上部を取り外し、滅菌したピンセットを利

用して、メンブレンを回収し、CHROMagar ECCプレートに設置しました。100 mLの洗浄液と一緒に100 µLの培養液をメ

ンブレンでろ過し、ネガティブコントロールを調製しました。MF法との対比として平板塗抹法による大腸菌検出を実施しました。

平板塗抹法として、菌液100 µLを直接CHROMager ECCプレートに塗布した密度コントロールのプレートを準備しました。ま

た、ネガティブコントロールとして、培養液100 µLを塗布したプレートを調製しました。

本試験は、マイクロファンネルフィルターファンネルの3ロット分から各10個と、平板塗抹法による密度コントールのプレート10枚
を使用しました。

各寒天培地を反転させ、37ºC、24時間培養しました。培養後、プレート表面の写真を撮影し、出現した青色コロニー

を計数しました。この試験方法は、GUD活性により発色物質が生成され、目的のコロニーが青く見えることを利用した

ものです。

塗抹プレート、サンプル、コントロールの各セットについて、以下の式で平均値および変動係数 (CV) を算出しました。

cv = (SD ÷ x) × (100)

SD=標準偏差, X=平均値

回収率は、各サンプルセットとコントロールについて、対応するプレートとの比較により算出しました。

この計算に使用する数式は以下のとおりです。

回収率 (％) ＝(メンブレン上の平均CFU) ÷ (塗抹プレート上の平均CFU) ×100

Figure 1
MF法の概要
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ロットNo. 1 2 3

回収率(%) 105.3 100.0 100.9

結果と考察

平板塗抹法による密度コントロールのプレートの平均回収率は、31.9 ± 3.5 CFUであることが観測されました。マイクロファンネル

フィルターファンネル3ロットの平均回収率は、33.6 ± 4.1、 31.9 ± 3.5、 32.2 ± 5.1 CFUと観測されました (Table 1)。密度調製

用の塗抹プレートとサンプルプレートのCV値は11-16%と算出されました。一般的に10～20％のCVは “良好 ”とされており，本

研究で得られたCV値は，大腸菌の捕捉としてのMF法の性能が適切であり、再現性があることを示しています。マイクロファン

ネルフィルターファンネルの3つのロット全てにおいて、回収率の計算値は、100%以上でした(Table 2)。

Table 1
MF法の寒天培地で観察された大腸菌のコロニー形成単位 (CFU) を平板塗抹法による密度コントロールと比較しました。データは、マイクロ
ファンネルフィルターファンネル3ロットのn=10を表します。

ロットNo. 1 2 3

テストNo.1 33 27 35 35

テストNo.2 33 36 33 28

テストNo.3 34 35 29 30

テストNo.4 35 27 29 26

テストNo.5 34 35 41 43

テストNo.6 29 30 30 35

テストNo.7 33 35 31 26

テストNo.8 35 37 30 36

テストNo.9 23 34 30 29

テストNo.10 30 40 31 34

平均 31.9 33.6 31.9 32.2

標準偏差 3.5 4.1 3.5 5.1

cV (%) 11.0 12.1 11.0 15.8

Table 2
MF法における大腸菌の回収率を示しました。データは、3種類のロット (n=10) のマイクロファンネルフィルターファンネルを使用した場合の平
均回収率です。

平板塗抹法による密度コントロール MF法 (GN-6メトリセル, 0.45 µm)



概要

本アプリケーションノートでは、マイクロファンネルフィルターファンネルを用いたMF法による大腸菌の回収率を評

価しました。この試験結果から、マイクロファンネルフィルターファンネルを用いたMF法は、大腸菌のコロニー形態に

影響を与えずに培養することができ、サンプルからの大腸菌の捕捉と正確な定量が可能であることが示されました。

さらに、マイクロファンネルフィルターファンネルを用いたMF法が、大腸菌の迅速な検査に有効であることが示されました。

平板塗抹法
ネガティブコントロール

メンブレンのグリッド線によるコロニーの形態変化はなく、典型的なコロニー形態が観察されました (Fig. 2)。

Figure 2
MF法によるGN-6 メンブレン上で観察された大腸菌コロニーの写真

A) 平板塗抹法によるネガティブコントロールとMF法によるネガティブコントロールに使用した3ロット分のメンブレン

B)平板塗抹法による密度コントロールとMFによる大腸菌サンプルを使用した3ロット分のメンブレン

C) メンブレンのグリッド線上に生育したコロニーの拡大画像
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