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1． 表題

資材の ウイルスに対する効果確認試験

2． 目的

資材 の ウイル ス に対す る効果 を確認 す るた め に実施 した。

（試 験 はISO18184及 びISO21702を 参 考 とした）

3． 試験依頼者

名称

所在地

コバ ヤ シ産 業株 式会 社

〒543・0054大 阪市天 王寺 区南河 堀 町10－14

4． 試験実施施設

名称

所在地

運営管理者

：株式会社食環境衛生研究所

群馬県前橋市荒 口町561－21

久保 一弘

5． 試験実施者

試験責任者

試験担当者

松本 彰平

近藤 実紀

6． 試験 日程概要

試験 開始 日

試験終了 日

2020年5月11日

2020年7． 月30日

7． 供 試 ウイル ス

株 式 会社食環 境 衛生研 究所 にて保 有 してい る1ウ イル ス種 を試 験 に供試 した。

PorcineepidemicdiarrheavirusP・5V株 （以 下 、PEDV）

※豚感染 性 の コ ロナ ウイル ス

培養 細 胞 ：vero細 胞 （ア フ リカ ミ ドリザ ル の 腎臓 上 皮 由来 株 化 細 胞 ）

8． 試 験資 材

① ：OLTREMATERIAECOPUR

② ：OLTREMATERIAECOPURdilutedwith10％water

対 照 ：未 処理 布

※各 資材 は5m大 の大 き さにカ ッ トした もの を試 験片 とした。
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9． 区 の設 定

区 検体 検査時点 （時間）
反復数

ウイルス

対照

試験1

試験2

対照資材

試験資材①

試験資材②

0、2

2

2

1

1
⊥

1
1

10． ウイル ス液調 製 方法

）

）

）

）

－
－
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PEDVをvero細 胞 に接種 した。

37℃ で1時 間吸着 後 、接種 ウイル ス液 を除去 し、滅 菌PBSで2回 洗 浄 した。

MEM培 地 を加 え、37℃ 、5％CO2下 で培 養 した。

70～80％ 程 度 の細胞 変性 効果 （以 下 、CPE） が観 察 され た時 点で 、培養 上清 を回

収 した。

回 収 した培養 上清 を、3000rpmで30分 間遠 心後 、遠 心上 清 を分注 し、 ・70℃ 以

下 で保 存 した もの を供試 ウイル ス液 と した。

11．試験手順及び方法

（1）ウイルス液の接種及び ウイルス力価測定

試験実施前に、資材 を細胞維持培地20mLで 洗い出 し後、さらに10倍 段階

希釈 し、各希釈液 をvero細 胞 にi接種 し、37℃ 、5％CO2下 で5日 間培養 し

た。vero細 胞が正常な形状を示 さなかった場合、資材 による細胞毒性有 りと

判定 し、本試験では細胞毒性が確認 された希釈倍率を試験か ら除外 した。

その結果、洗い出 し液原液で細胞毒性は確認 されなかったため、本試験にお

ける検 出限界は洗い出 し液中の濃度 として1005TCID50／mLと した。

① 試験片 （試験資材 ・対照資材）にウイルス液をO．4mL滴 下 し、滅菌フィ

ルムを被せて試験片にウイルス液 を密着 させた。

② 室温下で2時 間静置 し感作時間 とした。

③ 感作時間経過後、フィル ムごと試験片 を滅菌バ ッグ内に移 し、細胞維持培

地20mLを 添加 しよく混合 して ウイルスを洗い出 した。

④ 洗い出 し液について、さらに細胞維持培地で10倍 段階希釈を行い、各希

釈液 を96wellマ イクロプ レー トの培養細胞に接種 し、5％CO2ガ ス存在

下で37℃ 、5日 間培養 した。

⑤ 培養後 のCPEの 有無か ら、ウイルス力価 （TCID50） を測定 した。

・2・
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（2）評価

試験結果において、検査時点ごとに、対照区に対す る試験区の減少率 （％）

を算出 し、効果 を確認 した。

なお、本試験において減少率は以下の式で算出 した。

減少 率 （％） ＝
対照区 一試験 区

×100

対照区

一3一
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12． 結 果

結 果 を表1及 び 図1に 示 した。

試 験 開始 時 にお い ては ウイル ス感 染 価 で2×1061（TCID50／ 試験 片） で あっ

た。

2時 間後 では 、対 照 区で は2×1059（TCID50／ 試験 片）、試験 区1で は2×1051

（TCID50／ 試験 片） で84．4％ 減 少 、試験 区2で は2×1045（TCID50／ 試 験片） で

96．1％減 少 となった。

※減 少 率 は2時 間後 の対照 区の感染 価 との比 較

表1PEDウ イル ス試験 結果 （TCID50／ 試 験 片）

区 試験開始時 24時 間後

対照区
2×1059

（1600000）

試験区1 2×1061

2×1051

（250000）

試験区2
2×1045

（63000）

図1PEDウ イルス 試験結果
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13．考察

本試験は、試験資材のPEDウ イルスに対す る効果 を確認す るために実施 した。

試験の結果、2時 間接触 させ ることで、試験資材①では84．4％ 、試験資材②では

96．1％のウイルス減少効果がみ られるものと判定 された。

・5一



207106N

12． 結 果

結 果 を表1及 び 図1に 示 した。

試 験 開始 時 にお い ては ウイル ス感 染 価 で2×1061（TCID50／ 試 験 片） で あっ

た。

2時 間後 では 、対照 区 では2×1059（TCID50／ 試験 片）、試験 区1で は2×1051

（TCID50／ 試験 片） で84．4％ 減 少 、試験 区2で は2×1045（TCID50／ 試 験片 ） で

96．1％減 少 となった。

※減 少 率 は2時 間後 の対照 区の感 染価 との比較

表1PEDウ イル ス試験 結果 （TCID50／ 試 験 片）

区 試験開始時 2時 間後

対照区
2×1059

（1600000）

試験区1 2×1061

2×1051

（250000）

試験区2
2×104・s

（63000）

図1PEDウ イルス 試 験結 果
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