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畜舎の空気環境に関する実験法

I フィルターによる空中浮遊細菌数の測定

干場信司・田中利明 * ・ 堂 腰 純

(北海道大学農学郎操業工学科農業物理学教室・*北海道庁)

(11!cl和 60年 5月 14日受理)

Development of Experimental Methods for Air 

Environment in Livestock Buildings 

1. Filtration Method for Measuring Bacterial 

Aerosol Concentration 

Shinji HOSHIBA， Toshiaki TANAKA* 

and J un DOHKOSH! 

Laboratory of Agricultural Physics， Department of Agricultural 
Engineering， Faculty of Agriculture， 

Hokkaido University， Sapporo 060， Japan 
*Hokkaido Pref巴cture，Sapporo 060， Japan 

1.緒 4三Eト
ロ

畜舎内の環境は，これまで主に温度，湿度，放射熱等

の熱的環境を対象として研究が行なわれて来ており， E5

舎内環境の調節も，主に熱的環境をその指標として行な

われて来た。しかし，子牛の感染病の多発等は，熱的環

境のみからでは解決し得ない問題であり，斎舎内環境の

もう 1つの側面である空気環境について考慮する必要性

が生じている。

ここで言う空気環境とは，畜舎内外の環境要素の中で

空気の質あるいは空気の衛生状態に関する環境要素の総

称であり，より平易な言葉で表現すれば，空気の新鮮さ

に係わる環境とも言えよう。その要素として，具体的に

は， COz， NH3等のガス・臭気成分，空中浮遊粉じん・

空中浮遊細菌等の空中浮遊微粒子 (Aerosols)などがあ

げられる1)。

空気環境の各要素に閲するこれまでの研究をみると，

CO2， NH3等のガス・臭気成分については DAYら2)

の報告に見られるように， 7kくから多くの研究がなされ

て来た。しかし，現在では，特殊な場合を除けば，*舎

内で各種ガス・臭気成分が家畜の疾病発症の臨界濃度を

越えることはほとんどないと考えられる。これに対し，
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空中浮遊微粒子，特に，空中浮遊細菌は，より直接的に

家畜の疾病と関係がある空気環境要素であると考えられ

る。しかし空中浮遊細菌に関する研究は，主に 1970年

代に入ってからで，たとえば CURTISらめあるいは

GOODRICHらめの報告などが見られるが，その数はあ

まり多くない。この理由の lつとして，測定の繁雑さが

あげられよう。すなわち，現在でも測定にはアンダーセ

ンサンプラー5)が主に用いられており，多大な時間と労

力および専門的技術を要し，多数の測点を設けることが

困難である。したがって，空中浮遊細菌の筒易的測定法

が確立されれば，空気環境とL、う側面からの畜舎内環境

の研究が大きく前進すると考えられる。

本研究は空気環境に関する実験法検討の一環としてフ

ィノレター法による空中浮遊細菌の簡易測定法をとりあ

げ，畜舎においてフィノレター法を用いる上で、の種々の問

題点を検討した。

1I. 空中浮遊細数の測定方法とその畜舎

における利用上の問題点

古橋6)は，空中浮遊細菌の測定方法をその捕捉機構か

ら，Q:衝突法，②衝突洗浄法(インピンジャー法)，③ろ

過捕集法(フィノレター法)および④務下細菌法の 4種に分
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主民している。

従来より広く用いられて来た務下細菌法は，簡便な方

法ではあるが， その原理上，粒径 311m以下の細菌粒子

のすべてを捕集することはできなしめとされている。し

かし，粒径(空気力学径)が3μmの粒子の50%は，人の口

呼吸において肺胞に沈着する7) と言われているため，こ

の方法のみでは不卜分であろう。インピンジャー法で

は，比較的安価に測定することができるが，サンプリン

グ中の汚染に対する細心の注意やサンプリング前後の処

理に多くの時間と労力および専門的技術を要するため，

斎舎のような極めて汚染された場所で，しかも数多くの

サンプリングが必要な場合には，あまり適さない。しか

し長時間吸引することによる異なった畜舎施設問の比

較などには適しているものと考えられる。

衝突法に属する測定器として，アンターセンサンプラ

ーとスリットサンプラーがよく用いられる。特に，アン

ダーセンサンプラーは，粒径別に細菌を捕捉できるとい

う大きな特長を持っている。また，スリットサンプラー

も細菌数の経時的変化を測定でき，畜舎においてもそれ

ぞれの特長を生かした利用が考えられる。しかしとも

に高価であり，数多くの浪IJ点が必要な時にはあまり用い

られない。また，アンダーセンサンプラーは，インピンジ

ャー法と同様に多くの労力と専門的技術を必要とする。

一方， フィノレター法は， フィノレターの種類や処理の方

法によっても兵なるが，プラスチック製フィノレターホル

ダーを用いて，細菌iの捕捉後フィノレターをホノレダーにセ

ットしたままで液体格地を注入し，そのまま培養する方

法も開発されており8)，専門的技術をあまり必要としな

い。畜舎のような著しく汚染された場所における数多く

のサンプリングもト分可能であり，空中浮遊細菌の簡易

的測定法としては最も適した方法であると考えられる。

しかしこのフィルタ一法にも斎舎内空気を対象とす

るために，下に記した種々の解決すべき問題点が生じて

L、る。

(1) 培養温度と出現コロニー数

培地の仕様書には 32
0

Cを培養温度と定めているが，

畜舎内の細菌についてもこの培養温度が適正かどうか検

討する必要がある。また，畜舎内には，乾草や敷料ある

いはサイレージなど，糸状菌の発生源も多く，培養温度

によっては，フィノレター表面が菌糸で覆われてしまうこ

とも考えられる。

(2) 培養時間と出現コロニー数

数日間にわたる測定などの場合，他の環境要素の測定

との時間的競合もあり，出現コロニー数をカウントでき
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る時聞が制約される場合も生じる。このため，培地の仕

様書の指定とは異なった時間で培養させた場合の出現コ

ロニー数を知ることができれば，測定計画を立案する上

で有用である。

(3) 吸引空気量と出現コ口ニー数

一般に細菌をペトリ皿で培養する場合，出現コロニー

数は 30~200 個が適正で、ある 9) とされており，これは，

細菌同士の栄養分および場の競合を避けるためと言われ

ている。一方，畜舎は人間の居住空間に比べて，著しく汚

染されており，空中浮遊細菌も高濃度を示している10)0 {jiJj 

えば，七面鳥用畜舎においては，空気 1m3当たりの出現

コロニー数が 106個(以下，106 CFPjm3， CFP: Colony 

Forming Particles)のオーダーに達することもあり ll)，

小量の空気を吸引してもフィルター表面には前述した

出現コロニー数の適正範囲を大きく上回る数のコロニー

が出現する可能性がある。したがって， フィノレター表面

に捕捉された細菌数と出現コロニー数との直線性が，ど

の程度の濃度レベルまで成立するかを知ることは重要で

ある。また，大量の空気を吸引した際には，乾燥等によ

る細菌の死滅も危倶される。

(4) サンプリングから培養開始までの時間と出現コロニ

一数

実験室内における測定と異なり，現地の帝舎における

測定の場合，サンプリング場所と培養場所とが距離的に

離れているため，培養開始まで時聞がかかることも多い。

また，一定時間間隔によるサンプリングの際，その直後

毎に液体培地を注入して培養を開始させるよりは，一度

に処理することができれば，培養後のコロニー数のカウ

ントをも含めて好都合である。

1II.方 法

本研究で検討を行なったフィルタ一法は， Fig. 1に略

図を示すとおり，被測定空気を一定量メンプランフィノレ

ター(干し径0.4711m)を通して吸引し，フィルター上に空

中浮遊細菌を捕捉する方法である。捕捉後，フィルター

ホルダー底部より総細菌用の液体培地 (M← TGEBroth) 

を注入して，フィルターの下に重ねてセットされている

液体培地吸収パッドに浸みこませ，一定温度で培養の後，

実体顕微鏡 (20~40 倍)により出現コロニー数をカウン

トした。

コロニー数の表示には通常，常用対数を用いた。その

際コロニー数が Oとなる場合を考慮して次式を用いた。

C=log(C'+l) 

ここ "e，
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Fig. 1. Schematic diagram of instrument for 

measuring bacterial aerosol concentra-

tion using filtration method 

C: 空中浮遊細菌数(常用対数表示)=空気10&当

たりのコロニー数の常用対数 (LCFP/10&)

LCFP: Common Logarithm of Coloney For-

ming Particles 

C/: 空気 10g当たりのコロニーのカウント数

また，平均を求めてそれを実際のコロニー数〈真数)で表

示する必要がある場合には次式によった。

('g = 10u-1 

n 
('!-与 L;log (Ci十1)

n i:=::l 

L-e..で，

Cg・ 空中浮遊細菌数の幾何平均値 (CFP/10&) 

C: 常用対数表示をした空中浮遊細菌数の平均値

(LCFP/10&) 

刀・ サンフ。ノレ数

検討事項としては， IIにおいて記したフィルタ一法に

おける問題点の 4項目であり，以下F それぞれの項目に

関する実験方法を述べる。

(1) 培養温度と出現コロニー数

培養温度を 10
0
，15

0
， 20

0
， 300， 370， 450Cの7段階に設

定した。培養時聞は培地の仕様警に従い， 48時間とし

た。サンプリングは北大農学部附属農場牛舎の搾乳牛け

い留部中央通路上において行なった。吸引空気量は約

7.5 &とし， 30秒間で吸引した。連続して 35個のサンプ

リングを行ない，それらを順次 100C区から 450C区に振

り分けて，各培養温度毎に 5サンフ。ノレすeつとした。精養

後，発育した細菌コロニー数とともに同時に出現した糸

状菌数をもカウン卜した。

(2) 培養時間と出現コロニー数

培養時間を 24，48， 72時間の 3段階とし，それぞれの

培養時間に対して 25
0
Cと37C。の 2段階の培養温度を

設定した。サンプリングは (1)と同様の方法で行ない，各

処理5サンフツレすーっとした。

(3) 吸引空気量と出現コロニー数

吸引空気f査は吸引11寺間のみを変えることにより調節し

た。すなわち，吸引11寺聞を 10，20，30，45，60，90，180，300

秒の 9段階に変えた。吸引速度は約 15&/minで一定と

したため，対応する吸引空気量は，それぞれ 2ム5.0，7.5，

11.3， 15.0， 22.5， 45.0， 75.0 &であった。 また，サンプリ

ングは， (1)と同様の牛舎および空中浮遊細菌が高濃度な

場所として前記農場内鶏舎において行なった。サンフ。ル

数は各処理 5{固ずっとした。培養温度は25
0

C，時聞は48

時間であった。

(4) サンプリングから培養開始までの時間と出現コロニ

ー数

サンプリング後から培養開始までの時聞を 0，8，16，24，

36，48時間の 6段階とした。サンプリングは (1)と同様

の方法で行ない，各処理6サンア。ノLすeっとした。培養温

度および時間はそれぞれ 25
0

C，48時間であった。

IV. 結果および考察

1. 培養温度と出現コロニー数

7段階の培養温度における牛舎内空中浮遊細菌および

同時に出現した糸状菌のコロニー数を Fig.2に示す。

これによると，細菌コロニー数は，200C~250C で最大と
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ことが可能であることを示しており，実験の計画に時間

的余裕を与えるものと思われる。

3. 吸引空気量と出現コロニー数

Fig.3は，細菌濃度の非常に高い鶏舎，および鶏舎よ

り1桁濃度の低い牛舎における，吸引空気量と出現コロ

ニー数との関係を示している。同畜舎ともに15&までは

直線関係にあると見なすことができるが，吸引空気量が

75&へと増加するに従いコロニー数の増加の割合が減少

する傾向が見られた。これらの結果より，以下の 2点の

ことが類推されよう。第 l点としては，鶏舎においては

約 4，000CFPまで吸引空気量との聞にほぼ直線関係が

認められていることから，フィルター表面に捕捉される

細菌の数そのものは，出現コロニー数にあまり影響を与

えていないことが推察された。しかし出現したコロニ

ーは小径であり，また数も多すぎるため，そのカウント

には困難を伴う。したがって，できるだけ出現コロニー

数を抑えることが必要であろう。第2点としては，フィ

ノレター上の細菌が，吸引空気の通過にともない，乾燥あ

るいは物理的衝撃によって死滅しているのではあるまい

かという推察である。すなわち，細菌濃度が鶏舎と牛舎

とでは 1桁以上も異なるにもかかわらず，ともに吸引空

気量が75tへと憎加するにつれて増加率が低下する理由

は，この点にあると類推される。このことについては，

金谷ら13) も牛舎および豚舎で同様な実験を行なってお
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なり，この温度域より上下に離れるに従い減少した。ま

た，糸状菌コロニー数は 300Cで最大値を示した。最適

培養温度は，その目的によって異なると考えられる。た

とえば，家畜体内における細菌の成育に主眼をおいた場

合には，家畜の体温と等しい 370Cから 420Cの温度域12)

となるであろう。ここでは，最大のコロニー数をもたら

す培養温度を最適と考えた。その際，200Cと25
0
Cとが

考えられるが，夏期に 200Cで培養するためには冷房装

置が必要となること，および糸状菌コロニー数は 20
0

C

よりも 25
0Cの方が多かったものの，25

0Cでもカウント

は可能であったことを考慮し， ここでは 25
0

Cを基準の

培養温度とした。なお，今回は行なっていないが，牛舎

以外の畜舎においても同様の検討が必要であると恩わ

れる。

2. 培養時間と出現コ口ニー数

牛舎内で捕捉した細菌を 3通りの時間で培養した場

合の出現コロニー数，およびその分散分析の結果を

Table. 1に示す。 F-検定の結果から，培養温度にかか

わらず，異なった培養時間による出現コロニー数には有

意な差が認められなかった。これは，培養開始後 24時聞

から 72時間の聞は，いつでもコロニー数をカウントする

苦言舎の空気環境に関する実験法干場・田中・堂腰:
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Table 1. 

SAMPLl NG PER [OD ( SEC ) 

60 120 180 240 

Experimental data 

250C 370C 

a) 
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12000 

72hr 48hr 24hr 72hr 48hr 24hr 

4∞EE 
〈コE
Cコ

2.00 

l.88 

l.81 

2.15 

l.90 

l.95 

2.07 

2.09 

1目96

l.92 

l.92 

l.99 

l.99 

2.22 

2.01 

l.92 

l.90 

2.01 

2.44 

2.43 

2.31 

2.37 

2.30 

2.37 

2.43 

2.45 

2.48 

2.40 

2.10 

2.37 

2目40

2.17 

2.01 

2.13 

2.31 

2.20 Ave 

Analysisof variance )
 

1
0
 

F 

l.71 

MS 

0.029 

0.017 

DF  

4 

12 

SS 
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0.324 
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Total 

Temp. 

250C 

ハH
U

r
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60 

( L ) 

E任ectsof sampling air volllme on 

nllmber of CFP in chicken barn 

and dairy barn 
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SAMPLl NG A [R VOLUME 

Fig. 3. 
0.15 

0.002 

0.013 
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12 

0.009 

0.160 
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370C 
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り，特に隊舎において 50f!を越した際の橋加率の激減を

報告している。その理由として金谷らは，フィルターの
v.摘 要

目訂作，コロニーの紡合，細雨のフィルターへの衝突と 市舎の空気環境に関する笑!険法検討の一環として，フ

脱水による死滅などをあげているが，木突験で細菌淡皮 ィノレター法による空中i手遊細菌の簡易測定をとりあげ，

が大きく異なる空気環境のもとでも近似した変化I曲線を 市合において同法を用いる上での種々の問題点を検討し

示していることから， liii 2者はあまり大きな原因とは言 た。得られた結果は以下の通りである。

えないものと考える。 (1) lO'Cから 45
0

Cまでに 7段階の培養瓶度を設定し

以上の結果より，畜舎における通常の空中浮遊細菌数 て，牛舎内空中浮遊細菌を培養したところ， 20'C~25'C 

の測定における吸引空気量は，直線関係が一1-'分に成立し で最大のコロニー数を示した。最大のコロニー数をもた

ている範囲内の 7.5f!とし，これを 30秒間で吸引するこ らす培養温度を最適培養温度と考え， また，北海道の

ととした。 ような冷涼な地帯においては，夏でも 25'Cであれば冷

4. サンプリングから倍養開始までの時間と出現コロ 房装置を必要としないため， 250
Cを基準の培養温度と

ニー数 した。

Fig.4にサンプリング後，培養開始までの時間と出現 (2) 培養開始後 24時間から 72時間の聞はいつでも，橋

コロニー数との関係を示す。分散分析により， F-検定を 養時間の影響を受けずにコロニー数をカウントすること

行なったところ，培養開始までの時聞が異なっても出現 が可能であることを確認した。

コロニー数には有意な差は認められなかった。しかし (3) 鶏舎における実験の結果，約 4，OOOCFPまでは吸引

Fig.4において， 48時間後に培養開始したサンフ。ルの 空気量と出現コロニー数との聞に直線関係が成立するこ

出現コロニー数が若干低くなっており，それ以上の時間 とが判明した。

間隔における減少の傾向を暗示している。実際に，各処 (4) 吸引空気量が大きくなるにつれて出現コロニー数の

理問の総当たりの t-検定でも 8時間後と 48時間後の間 険加率の減少が見られた。これは，乾燥等によるフィノレタ

のみに 5%水準で有意な差が認められた。したがって， 一表面の細菌の死滅などがその原因として考えられた。

木実験からは， 36時間程度であれば，サンプリング後指 (5) 吸引空気量と出現コロニー数に直線関係が成立して

養せずにおいても出現コロニー数には影響がないと言え いる吸引空気量の範囲内にある 7.5f!を常法の空気量と

ょう。このことは，サンプリング後長距離の輸送等を伴 し， 30秒間で吸引することとした。

う測定も可能であることを示しており，細菌測定の簡易 (6) サンプリング後 36時間程度は培養開始せずにおい

性を高めるものと考える。なお，48時間以上については， ても，出現コロニー数にはほとんど影響を及ぼさないこ

今後の検討が必要であろう。 とが明らかになった。
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Summary 

This paper discusses various problems and solu-

tions for using a filtration method in measuring 

bacterial aerosol concentrations in livestock build-

ings. The optimum incubation temperature for 

bacteria sampled in a dairy barn was 200C to 250C. 

Since a cooling facility is required for incubation 

at 200C in summer， the 250C temperature was con-

sidered suitable for the routine method in Hok-

kaido area. An incubation period of 24 hours was 

su伍cientfor forming colonies 羽田blein a stere-

oscopic microscope. There were no harmful ef-

fects on the number of colony forming particles 

(no. of CFP) with a routine sampling air volumes 

of 7-8 liters and a corresponding sampling time 

of 30 sec. However， high air sample volume (more 

than 15 liters) slightly decreased the no. of CFP. 

This may be caused by drying of the bacteria on 

the五lter. The period between sampling and start 

of incubation did not affect on the no. of CFP 

within 36 hours. 


