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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　グルコースオキシダーゼを産生する微生物を検出する方法であって、
　冷水に可溶なゲル化剤を含む薄膜培養器具と、
　グルコースオキシダーゼを産生する微生物の成長を支持する培養培地と、
　西洋ワサビペルオキシダーゼ及び少なくとも１つの発色基質を含む過酸化水素指示試薬
と、
　前記微生物を含有する疑いがある試料と、を提供することと、
　前記培養器具中で、所定の量の前記試料と、前記培養培地と、前記過酸化水素指示試薬
とを混合することと、
　前記培養器具を培養することと、
　前記少なくとも１つの発色基質の反応を検出することと、を含み、
　前記発色基質が、４－アミノアンチピリン、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル
リン酸塩、及びこれらの組み合わせからなる群から選択される、方法。
【請求項２】
　微生物を検出する方法であって、
　冷水に可溶なゲル化剤を含む薄膜培養器具と、
　グルコースオキシダーゼを産生する微生物の成長を支持する培養培地と、
　西洋ワサビペルオキシダーゼ及び少なくとも１つの発色基質を含む過酸化水素指示試薬
と、
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　前記微生物を含有する疑いがある試料と、を提供することと、
　所定の量の前記試料と前記培養培地を混合して、第１の混合物を形成することと、
　前記培養器具中で、前記第１の混合物と前記過酸化水素指示試薬を混合することと、
　前記培養器具を培養することと、
　前記少なくとも１つの発色基質の反応を検出することと、を含み、
　前記発色基質が、４－アミノアンチピリン、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル
リン酸塩、及びこれらの組み合わせからなる群から選択される、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、２００９年１２月３０日出願の米国特許仮出願第６１／２９１，１４４号に
対する優先権を主張し、その開示は本明細書にその全体が参照として組み込まれる。
【０００２】
　（技術分野）
　本開示は、グルコースオキシダーゼを産生する微生物を検出する方法及びグルコースオ
キシダーゼを産生する微生物を検出するためのキットに関する。
【背景技術】
【０００３】
　乳製品、果汁、ワイン、及びビール産業等の様々な産業において、細菌及びカビを検定
する必要がある。当該技術分野は、微生物の検定のための器具が検討される際、必ずしも
カビ検定を細菌検定と区別するわけではないが、カビ検定が、しばしば、細菌検定よりも
遅いことは当業者には周知である。低濃度のカビ種を検出するための方法は、一般的には
、３Ｍ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ（商標）Ｙｅａｓｔ　ａｎｄ　Ｍｏｌｄ　Ｃｏｕｎｔ　Ｐｌ
ａｔｅ又は酸性化ポテトデキストロース寒天等の成長培地に依存する。また、クロラムフ
ェニコール等の抗生物質によって処理された寒天も使用される。これらの方法は、最終的
な回答を得るのに３～７日かかり、これは、生物の成長速度によって異なる。食品製造業
者は特に、細菌の総好気性菌（生菌）数等の他の成長関連試験結果が２日以内で利用可能
であり、また酵母及びカビ試験の結果を得るのに更に１日又はそれ以上待つことは費用が
かかることから、より高速の応答試験を所望する。蛍光顕微鏡法又はフローサイトメトリ
ーは、更に迅速な試験結果をもたらすことができるが、これらの技術は、法外に費用がか
かる。
【０００４】
　カビ種のアスペルギルスニガーは、一般的な真菌の食品汚染物質である。通常非病原性
であるが、それは、様々な果物及び野菜において、黒斑病又は黒穂病を引き起こす。アス
ペルギルスニガーは、一般に、屋内環境で見出され、これらのコロニーは、毒素を生み出
すスタキボトリス属カビと間違われる場合がある。
【０００５】
　ブドウ栽培産業において、アスペルギルスニガーとアスペルギルスカーボナリウスとの
間の区別を改善する必要がある。後者は、腎毒性、催奇性、発癌性であり、免疫系を抑制
するマイコトキシンであるオクラトキシンＡのブドウにおける主要源である。アスペルギ
ルスニガー及びアスペルギルスカーボナリウスは、眼で区別するのが困難であり、顕微鏡
を用いて経験豊かな菌学者によって、形態学に基づいて主に識別される。液体クロマトグ
ラフィー又はイムノアッセイに基づいたオクラトキシンＡを直接検出するための技術が存
在するが、これらの方法も費用がかかり、専門的技術を必要とする。
【０００６】
　オクラトキシンを産生する真菌の検出のための他の技術が追求されてきた。例えば、米
国特許第７，５６０，２３４号（Ｄｏｂｓｏｎら）は、オクラトキシノジェニック真菌（
ochratoxinogenic fungus）の検出及び／又は特定に使用され得るポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）のアッセイ技術を推定的に記載する。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　簡単で、費用効率の良い様式で、アスペルギルスニガー及びアスペルギルスカーボナリ
ウス並びに関連種の迅速な検出及び区別を可能にする方法が必要である。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本開示は、ある特定の種のアスペルギルス属のカビを含む、グルコースオキシダーゼを
産生する微生物を検出及び／又は特定するための単純な物品及び方法を含む。いくつかの
実施形態では、本発明の方法は、ある種のアスペルギルス種の識別を提供する。更に、又
は代替的に、いくつかの実施形態は、グルコースオキシダーゼを産生する微生物の計数を
提供する。いくつかの実施形態では、本発明の方法は、グルコースオキシダーゼを産生す
る微生物の自動検出及び／又は計数を提供する。
【０００９】
　一態様において、本開示は、グルコースオキシダーゼを産生する微生物を検出する方法
を提供する。本方法は、冷水に可溶なゲル化剤と、グルコースオキシダーゼを産生する微
生物の成長を支持する培養培地と、西洋ワサビペルオキシダーゼ及び少なくとも１つの発
色基質を含む過酸化水素指示試薬と、微生物を含有する疑いがある試料と、を含む、薄膜
培養器具を提供することを含むことができる。本方法は、更に、培養器具中で、所定の量
の試料と、培養培地と、過酸化水素指示試薬とを混合することを含むことができる。本方
法は、更に、培養器具を培養することと、次いで、発色基質の反応を検出することを含む
ことができる。いくつかの実施形態では、発色基質の反応は、培養器具の培養を開始して
から４８時間以内に検出可能である。いくつかの実施形態では、培養器具は、培養培地を
含む。
【００１０】
　別の態様において、本開示は、グルコースオキシダーゼを産生する微生物を検出する方
法を提供する。本方法は、冷水に可溶なゲル化剤と、グルコースオキシダーゼを産生する
微生物の成長を支持する培養培地と、西洋ワサビペルオキシダーゼ及び少なくとも１つの
発色基質を含む過酸化水素指示試薬と、微生物を含有する疑いがある試料と、を含む、薄
膜培養器具を提供することを含むことができる。本方法は、更に、所定の量の試料と培養
培地を混合して、第１の混合物を形成することと、次いで、培養器具中で、第１の混合物
と過酸化水素指示試薬とを混合することと、を含むことができる。本方法は、更に、培養
器具を培養することと、次いで、発色基質の反応を検出することと、を含むことができる
。いくつかの実施形態では、発色基質の反応は、培養器具の培養を開始してから４８時間
以内に検出可能である。
【００１１】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、培養器具を培養することは、培養器具を好気的に
培養することを含むことができる。上記の実施形態のいずれかにおいて、発色基質の反応
は、培養器具の培養を開始してから２４時間以内に検出可能であり得る。上記の実施形態
のいずれかにおいて、微生物は、例えば、アスペルギルスニガー、アスペルギルスカーボ
ナリウス、アスペルギルスブラジリエンシス（Aspergillus brasiliensis）、アスペルギ
ルスチビンゲンシス（Aspergillustubingensis）、ペニシリウムアマガサキンス、及びペ
ニシリウムフニクロスムからなる群から選択され得る。
【００１２】
　上記の実施形態のいずれかにおいて、発色基質は、例えば、４－アミノアンチピリン（
４－ＡＡＰ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸塩（ＢＣＩＰ）、又はこ
れらの組み合わせからなる群から選択され得る。いくつかの実施形態では、発色基質は、
３－（Ｎ－エチル－３－メチルアニリノ）－２－ヒドロキシプロパンスルホン酸ナトリウ
ム塩（ＴＯＯＳ）を更に含むことができる。
【００１３】
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　いくつかの実施形態では、本方法は、発色性β－Ｄ－キシロピラノシダーゼ基質との反
応を検出することによって、微生物を識別することを更に含むことができる。いくつかの
実施形態では、発色性β－Ｄ－キシロピラノシダーゼ基質は、例えば、ｏ－ニトロフェニ
ル－β－Ｄ－キシロピラノシド及びｐ－ニトロフェニル－β－Ｄ－キシロピラノシド（Ｎ
ＸＰ）からなる群から選択され得る。
【００１４】
　別の態様において、本開示は、キットを提供する。キットは、冷水に可溶なゲル化剤と
、グルコースオキシダーゼを産生する微生物の成長を支持する培養培地と、西洋ワサビペ
ルオキシダーゼ及び少なくとも１つの発色基質を含む過酸化水素指示試薬と、を含む薄膜
培養器具を含むことができる。いくつかの実施形態では、発色基質は、例えば、４－アミ
ノアンチピリン（４－ＡＡＰ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸塩（Ｂ
ＣＩＰ）、又はこれらの組み合わせからなる群から選択され得る。キットのいくつかの実
施形態では、キットは、３－（Ｎ－エチル－３－メチルアニリノ）－２－ヒドロキシプロ
パンスルホン酸ナトリウム塩（ＴＯＯＳ）を更に含むことができる。
【００１５】
　キットのいくつかの実施形態では、キットは、β－Ｄ－キシロピラノシダーゼを産生す
る微生物の検出のための発色性β－Ｄ－キシロピラノシダーゼ基質を更に含むことができ
る。発色性β－Ｄ－キシロピラノシダーゼ基質は、例えば、ｏ－ニトロフェニル－β－Ｄ
－キシロピラノシド及びｐ－ニトロフェニル－β－Ｄ－キシロピラノシド（ＮＸＰ）から
なる群から選択され得る。
【００１６】
　キットの上記の実施形態のいずれかにおいて、培養培地は、過酸化水素指示試薬を含む
ことができる。キットのいくつかの実施形態では、培養培地は、培養培地、過酸化水素指
示試薬、又は両方を含むことができる。キットの上記の実施形態のいずれかにおいて、キ
ットは、例えば、試料希釈剤、緩衝液、試料取得装置、及びピペットからなる群から選択
される試料調製付属物を更に含むことができる。
【００１７】
　本発明のこれら及び他の態様は、以下の「発明を実施するための形態」から明らかにな
るであろう。用語「好ましい」及び「好ましくは」は、特定の状況下で、特定の利点をも
たらし得る本発明の実施形態を指す。しかしながら、同一の又は他の状況下で、他の実施
形態も好まれる可能性がある。更に、１つ以上の好ましい実施形態の引用は、他の実施形
態が有用でないことを含意するものではなく、本発明の範囲内から他の実施形態を排除す
ることを意図するものではない。上記の発明の概要は、請求された主題を限定するものと
して解釈されるべきでなく、主題は、手続処理の間補正することができる添付の特許請求
の範囲によってのみ規定される。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】薄膜培養器具の１実施形態の、部分的に断面図を含む上面斜視図。
【図２】格子パターンを含む自己支持型基質の１実施形態の平面図。
【図３】薄膜培養器具の１実施形態の部分的に断面図を含む上面斜視図。
【図４】スペーサ及び捕捉要素を含む薄膜培養器具の一実施形態の、部分的に断面図を含
む上面斜視図。
【図５】本開示による検出系の一実施形態のブロック図。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　本発明の任意の実施形態について詳細に説明する前に、理解されたいこととして、本発
明はその用途において、以下の説明に記載する構成要素又は添付の図面に示す構成要素の
構造の細部及び構成に限定されるものではない。本発明には他の実施形態が可能であり、
本発明は様々な方法で実施又は実行することが可能である。また、本明細書で使用する語
法及び専門用語は、説明を目的としたものであり、発明を限定するものとして見なされる
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べきでない点は理解されるべきである。「含む、有する（including）」、「備える、有
する、含む（comprising）」、「含有する、含む（containing）」、又は「有する（havi
ng）」及びそれらの変化形を本明細書において使用することは、これらの後に記載する要
素及びその等価物、並びに付加的な要素を包含することを意図したものである。特に規定
又は限定しない限り、「支持される（supported）」及び「結合される（coupled）」、並
びにそれらの変化形は、広義に用いられており、直接的な支持及び結合と間接的な支持及
び結合との両方を包含する。他の実施形態が利用されてもよく、また、構造的又は論理的
な変更が、本開示の範囲から逸脱することなくなされ得ることを理解されたい。更に、「
正面」、「背面」、「頂面」、「底面」などの用語は、互いに関連し合う要素を説明する
ためにのみ用いられており、機器の特定の方向を記載すること、機器の必要な又は必須の
方向を指示又は意味すること、あるいは、本明細書で説明する本発明が使用され、装着さ
れ、展示され、又は使用時に配置される方法を指定することを意図したものではない。
【００２０】
　本開示は、通常、試料中のアスペルギルスニガー及び／又はアスペルギルスカーボナリ
ウス微生物並びに関連種を検出し、識別するための方法及び物品を対象とする。本発明の
方法は、本発明の発色基質が採用される際、２４～４８時間以内あるいはそれ以下で検出
可能なレベルで産生されたある種の酵素の存在を検出することによって、これらの微生物
の成長、検出、及び識別を提供する。いずれの特定の理論にも束縛されるものではないが
、グルコースオキシダーゼを産生する微生物の種が、好適な基質の存在及び検出条件下で
、同様に、検出され得る過酸化水素を生成すると考えられる。本開示は、培養器具中で、
培養から４８時間以内、又は培養器具中で、培養から４２時間以内、又は培養器具中で、
培養から２６時間以内、それとも培養器具中で、培養から２４時間以内で、グルコースオ
キシダーゼを産生する微生物の検出を可能にする過酸化水素指示試薬を提供する。
【００２１】
　過酸化水素指示試薬
　本説明の過酸化水素は、ペルオキシダーゼ酵素及び発色基質を含む。好ましくは、ペル
オキシダーゼ酵素は、西洋ワサビペルオキシダーゼである。少なくとも１つの発色基質の
存在下で、西洋ワサビペルオキシダーゼ及び過酸化水素の反応は、発色基質の反応を引き
起こすことが当技術分野において既知である。しかしながら、過酸化水素指示試薬によっ
て、培養器具中の培養から４８時間以内、又は４２時間以内、又は２６時間以内、それと
も２４時間以内で、グルコースオキシダーゼを産生する微生物の検出を可能にする少なく
とも１つの発色基質の選択は、これまで記載されていなかったと考えられる。
【００２２】
　本説明の発色基質の例は、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－リン酸塩（ＢＣ
ＩＰ、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，
ＷＩ）を含む。本説明のいくつかの例示的な場合において、培養器具は、ホスファターゼ
検出剤としてＢＣＩＰを含む市販の薄膜器具（例えば、３Ｍ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ（商標
）Ｙｅａｓｔ　ａｎｄ　Ｍｏｌｄ　Ｃｏｕｎｔ　Ｐｌａｔｅ）である。西洋ワサビペルオ
キシダーゼ及び更なるＢＣＩＰを添加することによって、グルコースオキシダーゼを産生
する生物の早期検出が得られ得ることが本明細書で見出される。
【００２３】
【化１】
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【００２４】
　本説明の発色基質の別の例は、４－アミノアンチピリン（４－ＡＡＰ、Ｓｉｇｍａ　Ａ
ｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，ＷＩ）であり、これは
、更なるＢＣＩＰと組み合わせて使用されてもよい。また、４－ＡＡＰと、又は更なるＢ
ＣＩＰと組み合わせた４－ＡＡＰとの３－（Ｎ－エチル－３－メチルアニリノ）－２－ヒ
ドロキシプロパンスルホン酸ナトリウム塩（ＴＯＯＳ、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃ
ｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，ＷＩ）の更なる組み合わせが、追加した
発色基質として４－ＡＡＰのみを有する実施例を超える検出可能な発色基質の促進をもた
らすことも本明細書で観察された。
【００２５】
【化２】

【００２６】
　過酸化水素指示試薬の構成成分の好適な濃度レベルは、本説明の特定の実施形態に適合
させるように選択され得る。本記載の検出が可能な西洋ワサビペルオキシダーゼの濃度レ
ベルは、０．５μｇ／ｍＬ～５０μｇ／ｍＬを含み、これには、例示的なレベルの約１０
μｇ／ｍＬが含まれる。本記載の検出が可能な４－ＡＡＰ及びＴＯＯＳの濃度は、０．１
ｍｇ／ｍＬ～５ｍｇ／ｍＬを含み、これには、約０．５ｍｇ／ｍＬ～約１．０ｍｇ／ｍＬ
の範囲の例示的な範囲が含まれる。
【００２７】
　発色性β－Ｄ－キシロピラノシダーゼ基質
　グルコースオキシダーゼを産生する微生物の識別を提供するために、微生物によって産
生される異なる酵素と反応させることが可能な異なる発色基質が含まれてもよく、それに
よって、対象とする微生物のサブセット間で識別可能な読み取りを提供する。例えば、ア
スペルギルスカーボナリウス及びいくつかの他の微生物の場合、培養中、酵素β－Ｄ－キ
シロピラノシダーゼが産生され得るが、一方、試料中の他の微生物は、ほとんど又は全く
β－Ｄ－キシロピラノシダーゼを産生し得ない。したがって、β－Ｄ－キシロピラノシダ
ーゼとの反応が可能な発色性キシロピラノシダーゼ基質は、過酸化水素指示試薬のみの使
用で得られた検出とは異なる発色反応によって検出をもたらし得る。好適な発色性β－Ｄ
－キシロピラノシダーゼ基質の一例は、ｐ－ニトロフェニル－β－Ｄ－キシロピラノシド
（ＮＸＰ、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｍｉｌｗａｕｋｅ
ｅ，ＷＩ）である。
【００２８】

【化３】

【００２９】
　β－Ｄ－キシロピラノシダーゼのための他の好適な合成基質が採用されてもよく、これ
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には、ｏ－ニトロフェニル－β－Ｄ－キシロピラノシド、又は４－メチルウンベリフェリ
ル－β－Ｄ－キシロピラノシド若しくは６－ブロモ－２－ナフチル－β－Ｄ－キシロピラ
ノシド等の蛍光色素分子が含まれる。β－Ｄ－キシロピラノシダーゼの他の発色、蛍光、
又は発光基質が使用されてもよく、これには、キシロピラノシド部分の排除によって、色
、蛍光、又は発光を生じるインドリル－及びフルオレセイン－β－Ｄ－キシロピラノシド
類似体に基づく合成基質が含まれる。
【００３０】
　β－Ｄ－キシロピラノシダーゼ以外の発色、蛍光、又は発光基質は、同様に、グルコー
スオキシダーゼを産生する生物の識別に役立ち得、所与の酵素（例えば、ホスファターゼ
、グリコシダーゼ、ペプチダーゼ、ヌクレアーゼ、又はリパーゼ）が、１つのグルコース
オキシダーゼを産生する生物によって産生され、同じ酵素は、別のグルコースオキシダー
ゼを産生する生物によって産生（又はより低量で産生）されない。
【００３１】
　サンプル
　好適な試料は、様々な源から得られるか、又はそれらに由来し得る。「供給源」なる用
語は、微生物について試験することが望ましい食品又は非食品を指して一般的に用いられ
る。供給源は、固体、液体、半固体、ゼラチン状物質、気体（例えば、空気）、及びこれ
らの組み合わせであってもよい。いくつかの実施形態では、供給源は、例えば、対象とす
る表面又は空気から供給源を収集するために使用された捕捉要素によって提供され得る。
いくつかの実施形態では、液体組成物は、供給源及び目的とする任意の微生物の回収を促
進するために（例えば、攪拌又は溶解プロセスの間に）更に破砕することができる捕捉要
素を含むことができる。対象とする表面には、これらに限定されるものではないが、壁（
ドアを含む）、床、天井、排水管、冷蔵システム、ダクト（例、エアダクト）、通気口、
トイレの便座、ハンドル、ドアノブ、手すり、カウンタートップ、テーブルトップ、食事
用表面（例、トレイ、皿等）、作業面、機器表面、衣類等、及びこれらの組み合わせを含
む様々な表面の少なくとも一部を含むことができる。供給源の全て又は一部分を、使用す
ることができる。分析物源の一部が使用される場合、これを分析物源の「試料」と呼ぶ場
合がある。しかしながら、「試料」なる用語は、一般に、供給源から得られ、微生物の検
出のための試験器具に導入される材料の容量又は質量の一部を指すために本明細書に使用
される。
【００３２】
　「食品」なる用語は、固体、液体（例えば、これらに限定されないが溶液、分散液、乳
濁液、懸濁液など、及びこれらの組み合わせを含む）、及び／又は半固体の食用組成物を
指すものとして一般的に用いられる。食品の例には、肉、鶏肉、卵、魚、魚介類、野菜、
果物、加工食品（例えば、スープ、ソース、ペースト）、グレイン製品（例えば、小麦粉
、穀物、パン）、缶詰、牛乳、その他の乳製品（例えば、チーズ、ヨーグルト、サワーク
リーム）、油脂、油、デザート、香辛料、薬味、パスタ、飲料（ジュース、ビール、及び
ワインを含む）、水、動物の餌、他の好適な食材、及びこれらの組み合わせが含まれるが
、これらに限定されない。
【００３３】
　食物（例えば、ブドウ）等の試料は、分析用の微生物の放出を促進するために、様々な
手段によって処理され得る。試料は、ブレンド又は攪拌（stomaching）など激しい混合プ
ロセスを実施し、比較的均一な懸濁液を形成する。サンプルはしばしば、ストマックカー
バックと呼ばれる、プラスチックのサンプルリザーバ内で処理される。
【００３４】
　いくつかの実施形態では、試料の供給源は、工業プロセスからの水（「プロセス水」）
又は環境水を含んでもよい。
【００３５】
　「試料取得装置」とは、本明細書では最も広い意味で使用され、液体、半固体、又は固
体の試料物質を採取するために使用される器具のことを指して言う。試料取得装置の非限
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定例には、綿棒、拭取り布、スポンジ、スコップ、へら、舌圧子、フィルター、ピペット
チップ、及びサイフォンホースが含まれる。
【００３６】
　表面上の微生物の検出のための様々なサンプリング技術が周知である。そのようなサン
プリング技術は、本発明の方法にも好適である。例えば、食品加工装置の表面を拭き取っ
て、又は患者の鼻孔を拭き取って試料を採取することが一般的である。特に好ましいサン
プリング技術には、滅菌綿棒、スポンジ、又はサンプリング器具と表面を接触する（例え
ば、拭う、拭き取る）ことが含まれる。
【００３７】
　例えば、３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮからの商標名３Ｍ（商標）Ｑｕ
ｉｃｋ　Ｓｗａｂ、Ｐｕｒｉｔａｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　Ｃｏ．ＬＬＣ
，Ｇｕｉｌｆｏｒｄ，ＭＥからの商標名、ＰＵＲＥ－ＷＲＡＰＳ、又はＣｏｐａｎ　Ｄｉ
ａｇｎｏｓｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．、Ｃｏｒｏｎａ，ＣＡからの商標名ＥＳＷＡＢ、又はｍｉ
ｃｒｏＲｈｅｏｌｏｇｉｃｓ，Ｓ．ｒ．ｌ．，Ｂｒｅｓｃｉａ，ＩＴからの商標名ＦＬＯ
ＣＫＥＤＳＷＡＢ等の、綿棒又は他の試料採取器具の幅広い種類が市販品として入手可能
である。所望であれば、例えば、米国特許第５，８７９，６３５号（Ｎａｓｏｎ）に開示
されているような試料収集手段も用い得る。綿棒は、綿、レーヨン、アルギン酸カルシウ
ム、ダクロン、ポリエステル、ナイロン、ポリウレタン等を含む様々な材料であることが
できる。
【００３８】
　次いで、試料収集器具（例えば、綿棒）は、直接培養する、直接分析する、又は適切な
溶液で抽出（例えば、洗浄、ボルテックスによる溶出によって）することができる。その
ような抽出（即ち、溶出）溶液は、典型的に水を含み、任意に緩衝液及び少なくとも１つ
の界面活性剤を含むことができる。溶出緩衝液の例としては、例えば、ＴＷＥＥＮ　２０
又はＰＬＵＲＯＮＩＣ　Ｌ６４と共に組み合わせて用い得る、例えば、リン酸緩衝生理食
塩水（ＰＢＳ）が挙げられる。試験試料（例えば、液体）は、更なる分析に先立ち処理さ
れ得る。これは、濃縮、沈殿、ろ過、遠心分離、透析、希釈、天然成分の不活性化、試薬
の添加、化学処理などを含む。
【００３９】
　培養デバイス
　アスペルギルス微生物の成長に影響を与える場合のある環境因子には、栄養素の有無、
ｐＨ、湿分含量、塩類含有量、酸化還元電位、抗菌性化合物、温度、大気の気体化合物、
及び生物学的構造又はバリアを挙げることができる。
【００４０】
　アスペルギルス種を培養するための栄養培地は、当技術分野で周知である。菌類を成長
させるために一般に採用された培地は、ポテトデキストロース寒天であり、これには、例
えば、ジャガイモデンプン（４ｇ／Ｌ）、デキストロース（２０ｇ／Ｌ）、及び寒天（１
５ｇ／Ｌ）を含むことができる。カビの成長のための別の一般的培地は、麦芽エキス寒天
であり、これは、マルトース（１２．７５ｇ／Ｌ）、デキストリン（２．７５ｇ／Ｌ）、
グリセロール（２．３５ｇ／Ｌ）、ペプトン（０．７８ｇ／Ｌ）、及び寒天（１５ｇ／Ｌ
）の混合物として調製することができる。これらの成長培地は、Ｂｅｃｋｔｏｎ　Ｄｉｃ
ｋｉｎｓｏｎ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ）から入手可能である。
【００４１】
　ある実施形態では、本開示は、アスペルギルス属のカビの検出するための培養器具を含
む。本発明の培養器具は、例えば、薄膜培養プレート器具を含む。薄膜培養プレート器具
は、一般的に、従来の寒天ペトリ皿よりも小型であり、一般的に、乾燥した乾燥培養培地
を含んで、ある種の微生物の成長を支持する。薄膜培養プレート器具の非限定例には、米
国特許第４，５６５，７８３号、同第５，０８９，４１３号、及び同第５，６８１，７１
２号に開示される被覆基質器具が含まれ、これらのそれぞれは、参照によりその全体が本
明細書に組み込まれる。
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【００４２】
　図１は、本発明に従う薄膜培養器具の１実施形態を図示している。培養器具１１０は、
上面及び下面（それぞれ１１２ａ及び１１２ｂ）を有する自己支持型防水基質１１２を備
える本体部材を含む。基質１１２は、水を吸収しないか、さもなければ水に影響されない
比較的堅い膜（例えば、ポリエステル、ポリプロピレン又はポリスチレン）であり得る。
基質１１２は、微生物のコロニーを、基質を通して視認することを望むか否かにより、透
明又は不透明のどちらかであり得る。図２に示すように、カビのコロニーの計数を容易に
するため、基質２１２は、その上に印刷された格子パターン（例えば、正方形）を有する
ことができる。
【００４３】
　図１を参照すると、基質１１２は、その上面１１２ａが接着剤１１４の層により被覆さ
れることができ、この層は、乾燥したゲル化剤、発色性指示薬の保持及び／又は均一な単
分子層内の栄養素が容易に水和されるために役立つ。接着剤１１４は、好ましくは粉末化
されたゲル化剤及び／又は栄養素の粒子の直径未満の厚さで基質１１２上に被覆されるべ
きである。目的は、粒子を基質に接着させるために十分な接着剤を塗布することであるが
、あまり接着剤が多いと粒子が完全に接着剤に埋め込まれてしまう。冷水に可溶な粉末１
１６の均一な単分子層は、水和のために曝されるために十分な表面積を持つことが望まし
い。図１にはまた、カバーシート１２２の上の随意的な接着剤１１４’及び冷水に可溶な
粉末１１６’の層も示されている。水溶液（例えば、試料及び／又は水又は緩衝液等の水
性懸濁培地）で水和させる際、ゲル化剤は、ヒドロゲルを形成する。
【００４４】
　いくつかの実施形態では、接着剤１１４は、水性接着剤組成物を含むことができる。好
ましくは、水性接着剤１１４の層は、微生物のコロニーの視認が可能であるように水性試
験試料によって湿潤される場合、十分に透明である。水性接着剤組成物は、栄養素、選択
的物質、指示薬（例えば、発色性指示薬）、又はこれらの組み合わせを含む１つ以上の親
水性物質を包含し得る。
【００４５】
　乾燥培養培地は、ある種の微生物学的試験を行うために必要な試薬を任意に含み得る。
細菌からの干渉がなく、酵母又はカビ試料を成長させるために、クロラムフェニコール、
クロルテトラサイクリン、酒石酸、又は好適なペニシリン等のある種の静菌性薬剤が、乾
燥培地中に含まれ得る。
【００４６】
　例示的に有用なクラスの指示薬としては、成長する微生物により代謝されるか、さもな
ければ、技術者若しくは自動読み取りによる検出の容易化及び／又は定量のために、微生
物と反応し、そのことにより微生物コロニーの着色又は蛍光化を引き起こす染料が挙げら
れる。そのような染料の非限定例には、塩化トリフェニルテトラゾリウム、ｐ－トリルテ
トラゾリウムレッド、テトラゾリウムバイオレット、ベラトリル、及びテトラゾリウムブ
ルーが含まれる。しかしながら、同定されるべき微生物に依存して他の好適な染料も使用
できることが理解されるであろう。本発明に従って、使用される任意の他の指示薬、染料
、選択物質、酵素基質、又は栄養素は、本明細書に記載のグルコースオキシダーゼ指示薬
の観察及び／又は画像と実質的に干渉すべきではないことを当業者によって理解されよう
。
【００４７】
　炭酸ナトリウムなどの緩衝剤を中性のｐＨを示す培地の提供に使用することができ、か
つ米国特許第４，５６５，７８３号に記載されるように、「Ｃａｂ－Ｏ－Ｓｉｌ　Ｍ－５
」を加工助剤として用いることができ、引用によりその全体が本願に組み込まれる。もち
ろん、粉末１１６のために用いられる特定の被覆混合物（例えば、栄養素、指示薬、及び
／又はゲル化剤）は生育されるべき微生物の種類に依存して調整され得る。
【００４８】
　本発明の範囲内において、粉末１１６が微生物同定のための特定の生化学的試験を行う
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ために必要な更なる試薬を任意に含み得ることも予期される。特定の種類の微生物の存在
下で色の変化を受けるような試薬（例えば酵素基質）が、粉末１１６又は接着剤１１４に
含まれ得る。
【００４９】
　本発明の他の態様では、粉末１１６は、溶液に溶解されるか若しくは懸濁されるか又は
基質１１２に被覆され乾燥される、ゲル化剤及び栄養素、選択的物質、並びに／又は指示
薬の混合物を含む被覆を含み得る。この実施形態では、被覆は、実質的に水を含まない（
即ち、いったん周囲環境と平衡化することが許されると、この被覆は脱水された被覆程度
の含水量を有する）。
【００５０】
　図１に描写されるように、本体部材は、基質１１２の上部表面に貼付されたスペーサ１
１８を含むことができ、スペーサ１１８は、基質１１２上の粉末１１６を露出させるため
に中心を貫いて切り抜かれた円形開口部１２０を含む。開口部１２０の壁は、水和の後に
培地を限定する所定の寸法及び形状のウエルを提供する。開口部１２０は、一般に、培養
器具１１０の成長を表す。スペーサ１１８は、所望の体積、例えば、１、２又は３ミリリ
ットルのウエルを形成できるように十分厚くなければならない。独立気泡ポリエチレンフ
ォームは、スペーサ１１８の好ましい材料であるが、疎水性（濡れない）であり、微生物
に対して不活性、かつ滅菌に対して持ちこたえ得る任意の材料を用いることができる。い
くつかの実施形態では（示されていない）、スペーサ１１８は、複数の開口部２０（例え
ば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１２、１５、又は２０の開口部）を含むこ
とができ、それぞれの開口部は違った液体試料により植菌され得る。
【００５１】
　スペーサ１１８は、米国特許第５，６８１，７１２号に開示されるような比較的厚い設
計を含むことができ、引用によりその全体が本願に組み込まれる。より厚い開口部を備え
たスペーサ１１８の１つの目的は、スペーサ１１８の開口部１２０に配置された膜（例え
ば、微小孔性フィルター膜）（示されていない）を位置決めし、保護することである。よ
り厚いスペーサ１１８の別の目的は、カバーシート１２２により微生物の成長しつつある
コロニーが接触することを減少又は防止することである（即ち、成長表面とカバーシート
１２２の間の「ヘッドスペース」を提供することであり、微生物コロニーの成長のために
増加した通気を提供できることでもある）。
【００５２】
　スペーサ１１８の厚さは、器具が植菌されたときに、培養器具に添加された液体容積を
封入するために十分な厚さであるべきである。使用時の膜の厚さに応じて、スペーサは、
少なくとも約０．５ｍｍ、約１ｍｍ、約１．５ｍｍ及び約２ｍｍの厚さであることができ
る。
【００５３】
　図３は、薄膜培養器具３１０の他の実施形態を示している。図１に示されるように、こ
の実施形態は、基質３１２、接着剤３１４、冷水に可溶な粉末３１６、及びカバーシート
３２２を含む。
【００５４】
　図１の培養器具１１０とは対照的に、図３の器具３１０は、植菌の間に試料を閉じ込め
るスペーサを含まない。冷水に可溶な粉末３１６がゲルを形成する間、テンプレート、例
えば、錘リング（示されていない）を一時的にカバーシート３２２の外側に当てて、閉鎖
後に試料を特定の領域に閉じ込めることができる。試料によって植菌された培養器具３１
０の部分は、一般に、この器具３１０の成長領域を表す。いくつかの実施形態では、個別
の試料を培養器具３１０の粉末３１６の異なった部分に閉じ込めるために適切な間隔及び
テンプレートを用いて、器具３１０を複数（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、
１０、１２、１５、又は２０）の異なった液体試料により植菌し得る。水溶液（例えば、
試料及び／又は水又は緩衝液等の水性懸濁培地）で水和させる場合、ゲル化剤を含む冷水
に可溶な粉末は、ヒドロゲルを形成する。
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【００５５】
　一実施形態では、薄膜培養プレート器具は、液体被覆混合物を生成し、この液体被覆混
合物を基質に被覆させ、被覆基質を乾燥させ、任意に、例えば、米国特許第４，５６５，
７８３号（参照によってその全体が本明細書に組み込まれる）に記載されるプロセスに従
ってカバーシートを付着させることによって、作製され得る。本実施形態の例示的な器具
は、図４に示される。薄膜培養器具４１０は、それぞれ、上面及び下面４１２ａ及び４１
２ｂを有する自己支持型防水基質４１２を有する本体部材４１１を含む。基質４１２は、
好ましくは、ポリエステル、ポリプロピレン、又はポリスチレン等の水を吸収しない防水
材料から作製される比較的硬い材料である。他の好適な防水材料には、防水ポリエチレン
被覆を含む紙等の基質が含まれる。上面４１２ａは、液体組成物で被覆され、これは、次
いで、乾燥させて、基質４１２上に乾燥被覆４１６を提供する。乾燥被覆４１６は、本明
細書に記載の冷水に可溶なゲル化剤を含み、栄養素、選択物質、指示薬、ｐＨ指示薬、又
は前述のうちの任意の２つ以上の組み合わせも含まれ得る。乾燥被覆４１６を生成するの
に使用された液体組成物は、本質的に、組成物中の水分の全てが蒸発するまで、約１０４
℃のオーブン中で液体組成物を加熱することによって、容易に乾燥させることができる。
しかしながら、組成物が、水分が蒸発した後に、加熱される場合、組成物（例えば、栄養
素、指示薬）のある種の要素は、分解し始める場合がある。使用中、乾燥被覆４１６は、
液体（例えば、液体試料及び／又は液体栄養培地）と水和させて、再構成液体組成物を形
成する。
【００５６】
　接着剤４１４の層は、基質４１２上に被覆され得る。接着剤は、乾燥被覆４１６を基質
４１２に保持することに役立ち得る。接着剤は、被覆基質４１２の表面上に成長するコロ
ニーの視認を可能にするように水和される場合、十分に透明であるべきである。接着剤は
また、接着剤中に被覆が完全に埋め込まれることなく、基質が乾燥被覆４１６と均一に被
覆される厚さで、基質４１２上に被覆されるべきである。
【００５７】
　一般に、円形開口部４２０を有するスペーサ４１８は、乾燥被覆４１６及び／又は基質
４１２に接着される。スペーサ４１８は、基質４１２の周辺部を覆い、開口部４２０は、
試料で植菌された領域を画定する。スペーサ４１８は、器具４１０の成長領域を囲み、液
体試料が基質４１２から漏出するのを防ぐ役割を果たす。代替的な実施形態では、器具４
１０は、試料を含有するスペーサ４１８を含み得ない。この器具（示されていない）では
、試料は、上に記載の加重円形テンプレートを用いて植菌中、基質上に含有され得、培地
のみの要素（例えば、ゲル化剤）によって、培養中、含有される。
【００５８】
　カバーシート４２２は、泡状スペーサ４１８の上面の端部に取り付けられる。カバーシ
ート４２２は、基質に存在する微生物コロニーの計数を容易にするために、透明膜又はシ
ート材料から作製されることが好ましい。加えて、カバーシート４２２は、要素の混入及
び変質の危険性を避けるために、細菌及び水蒸気を透過させないことが好ましい。カバー
シート４２２として使用するために好ましい材料は、２軸配向ポリプロピレンである。任
意に、カバーシート４２２は、接着剤の層で被覆させることができ、これは、ゲル化剤、
栄養素、選択物質、指示薬（例えば、ｐＨ指示薬）、又は前述（示されていない）のうち
のいずれか２つ以上の組み合わせを含む乾燥組成物（例えば、粉末）で被覆させることが
できる。
【００５９】
　使用中、所定量の植菌材料、一般に、約１ミリリットルの液体植菌材料を、カバーシー
トを引き開けて、乾燥被覆４１６上に植菌材料を分散させることによって、図４に例証さ
れる器具に添加する。植菌材料は、任意に、栄養素、選択物質、指示薬、又は前述のうち
のいずれか２つ以上の組み合わせを含むことができる。次いで、カバーシート４２２は、
被覆部４１７上に置き換えられ、植菌材料は、泡状スペーサ４１８の円形開口部内部に均
等に広げる。これを行うための便利なツールは、加重円形テンプレートである。植菌材料
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が接触し、被覆部４１７上に広げられる場合、被覆部は水和され、ゲルを形成する。ゲル
に存在する栄養素は、微生物の成長を支持することができる。次いで、植菌された器具は
、所定時間培養され、この後、基質上に成長するコロニーの数が、透明カバーシート４２
２を通して観察され、計数され得る。
【００６０】
　膜フィルター等の捕捉要素は、器具４１０と共に使用され得る。図４は、スペーサ４１
８の開口部４２０中に位置付けられる膜フィルター４２６を示す。また、膜フィルター４
２６上に成長する微生物コロニー４２８も示される。好適な微小孔性膜は、実質的に、グ
ルコースオキシダーゼ及び／又はβ－Ｄ－キシロピラノシダーゼ、又は本説明の微生物に
よって対象となる他の酵素の産生を妨害しない、あるいは過酸化水素指示試薬を用いた微
生物の検出を妨害しない。ある好ましい実施形態では、微小孔性膜は、再構成液体組成物
と接触させる場合、実質的に透明である。膜フィルター４２６は、液体を器具４１０に添
加し、乾燥被覆４１６を再構成する前に、器具４１０に位置付けられ得る。膜フィルター
４２６は、液体を器具４１０に添加し、乾燥被覆４１６を再構成した後に、器具４１０に
位置付けられ得る。いくつかの実施形態では、膜フィルター４２６は、フィルター４２６
が器具４１０に位置付けられる場合、乾燥被覆４１６を再構成するのに十分な液体を含む
ことができる。
【００６１】
　本発明の培養培地は、培養培地が、標的微生物を含有する疑いがある試料で植菌される
場合、標的（即ち、グルコースオキシダーゼを産生する及び／又はβ－Ｄ－キシロピラノ
シダーゼを産生する）微生物の成長を促進するのに一般に適する栄養素、塩、及びイオン
を含むことができる。例えば、栄養素、塩、イオン、選択物質、指示薬等の要素を含有す
る培養培地は、公知のアスペルギルス種で試験して、要素が、標的微生物の成長を促進し
、非標的微生物の成長を阻害し、そして／あるいは、微生物によるグルコースオキシダー
ゼ及び／若しくはβ－Ｄ－キシロピラノシダーゼの産生を妨害しない、そして／あるいは
発色基質を用いた、グルコースオキシダーゼ及び／若しくはβ－Ｄ－キシロピラノシダー
ゼの検出を妨害しないことを判定することができる。培養培地はまた、１つ以上のゲル化
剤を含むこともできる。本開示の培養培地は、対象となるカビ種の成長に対して選択する
少なくとも１つの選択物質を含むことができる。
【００６２】
　任意に、培養培地は、緩衝液を含むことができる。好適な緩衝液には、炭酸塩緩衝液、
リン酸塩緩衝液、及びスルホン酸塩緩衝液が含まれる。いくつかの実施形態では、リン酸
塩緩衝液は、リン酸カリウムである。いくつかの実施形態では、培養培地は、２つ以上の
緩衝液（例えば、リン酸カリウム及び酢酸ナトリウム）を含むことができる。リン酸塩緩
衝液は、約２２ｍＭであり得る。他の実施形態では、緩衝液は、Ｎ－トリス（ヒドロキシ
メチル）メチル－２－アミノエタンスルホン酸（ＴＥＳ）又は対応するナトリウム塩等の
スルホン酸塩種であり、ＴＥＳ緩衝液は、約５０ｍＭであり得る。
【００６３】
　培養培地中のそれぞれの要素の濃度を選択して、培養器具が植菌された後に、標的微生
物の成長及び／又は検出に適している濃度を提供する。培養培地中の対象となるカビ種を
成長させるための栄養素及び選択物質の好適な濃度は、当技術分野において既知である。
発色基質の好適な濃度は、それら固有の特性（例えば、溶解性及びある種の標的微生物に
対するそれらの潜在的な阻害特性）によって影響され得る。
【００６４】
　標的微生物の選択は、非標的微生物の成長を阻害することは、標的微生物の成長を促進
すること、又は両方を含むことができる。標的微生物の成長を促進することは、直接的に
（例えば、標的微生物によって使用され得るが、他の微生物によって使用され得ない栄養
素）、あるいは間接的に（例えば、非標的微生物を阻害することによって栄養素に対する
競争を軽減することによって）、あるいは直接的及び間接的の両方で、少なくとも１つの
第１の選択物質によって提供され得る。
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【００６５】
　本発明に従って乾燥培養培地は、以下の様式で、薄膜培養器具の１つ以上の表面に適用
され得る。培養培地の要素は、溶媒（例えば、水）中に溶解され得る。次いで、得られた
溶液は、器具の１つ以上の表面上に被覆され得る。次いで、被覆物は、乾燥させ、培養培
地溶液で被覆される器具の表面上に乾燥した培養培地を放置する。被覆物は、空気乾燥及
び加熱が含まれるが、これらに限定されない任意の好適な様式で、乾燥させることができ
る。
【００６６】
　乾燥培養培地のそれぞれの要素の量は、少なくとも２つの要因：（１）培養培地中のそ
の要素の濃度、及び（２）培養培地の所与の表面積上に被覆された溶液の量（被覆重量）
によって少なくとも部分的に判定される。好適な被覆重量は、約０．４５ｍｇ／ｃｍ２～
約２．５ｍｇ／ｃｍ２の範囲に及び得る。いくつかの実施形態では、培養培地の栄養素は
、指示薬とは別々に被覆され得る。そのような実施形態では、培養培地の栄養素の被覆重
量は、約１．６ｍｇ／ｃｍ２～約２．５ｍｇ／ｃｍ２の範囲に及び得る。一実施形態では
、栄養素被覆の被覆重量は、約２．１ｍｇ／ｃｍ２である。指示薬被覆の被覆重量は、約
０．４５ｍｇ／ｃｍ２～約０．８４ｍｇ／ｃｍ２に及び得る。一実施形態では、指示薬被
覆の被覆重量は、約０．６２ｍｇ／ｃｍ２である。
【００６７】
　更なる実施形態は、過酸化水素指示系の要素を含み得る。
【００６８】
　図１～４に図示した実施形態は器具に取り付けられたカバーシートを有するが、本発明
の範囲内で、保存及び植菌の間、粉末を含む実施形態が覆われずに単純に無菌環境に配置
され得ることも予期される。
【００６９】
　培養器具の更なる実施形態は、薄膜培養プレート器具の上記の説明によって除外されな
い。例えば、グルコースオキシダーゼを産生する微生物を検出する方法は、培養培地を試
料で植菌することを含むことができ、過酸化水素指示試薬は、培養培地中に存在し、培養
培地を培養し、検出可能な発色反応を産生し、培養培地は、任意に、従来のペトリ皿中に
含有した寒天である。
【００７０】
　捕捉要素
　本開示の培養プレート器具を、捕捉要素と共に使用し、試料中のグルコースオキシダー
ゼを産生する微生物を検出することができる。本明細書において用いられる「捕捉要素」
とは、試料中に存在する微生物を捕捉し、保持するために用いられる物品を指す。いくつ
かの実施形態では、捕捉要素は、本明細書に開示の薄膜培養プレート器具と一時的に接触
させることができる。例えば、試料は、表面フィルターの片側に捕捉され得、このフィル
ターのその側は、薄膜培養プレート器具の成長領域と接触させ、それによって、培養プレ
ート器具が水和された後、試料材料を成長領域に移動させることができる。次いで、表面
フィルターは、器具を培養する前に器具から除去され得る。捕捉要素（例えば、膜フィル
ター）は、本発明の薄膜培養プレート器具にそれを配置することができるように定寸され
得、ある好ましい実施形態では、捕捉要素は、標的日成分の少なくとも１つの細胞分裂を
可能にする十分な期間の培養期間中、薄膜培養プレート器具中に残存する。培養プレート
器具中への捕捉要素の配置は、この捕捉要素を、存在する場合には、培養プレート器具中
のゲル化剤及び／又は培養培地に当接させることができ、微生物が成長及び／又は増殖す
ることを可能にする。いくつかの実施形態では、捕捉要素が培養器具中に配置される前に
、培養器具は水和される（例えば、滅菌液体又は未知の液体試料により植菌される）。い
くつかの実施形態では、捕捉要素が培養プレート器具中に配置された後に、培養プレート
器具は水和される。
【００７１】
　捕捉要素は、試料の特定の種類との適合性により選択され得る。例えば、液体試料中に
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存在する微生物を保持するために、微小孔性膜フィルターが捕捉要素として用いられ得る
。液体試料は、フィルターを通過することができ、微生物はその上に保持され得る。微生
物は、例えば、物理的捕捉又は特異的（例えば、抗原－抗体若しくは受容体－リガンド相
互作用）若しくは非特異的（疎水性吸着）化学的相互作用により保持され得る。本開示の
微小孔性膜は、薄膜培養プレート器具中に存在する場合、溶血反応の観察を可能にするは
ずである。好ましい微小孔性膜フィルターは、湿潤時、実質的に透明になる。
【００７２】
　図４に示される実施形態を参照するが、試験試料は、液体植菌材料及び／又は微小孔性
フィルター（例えば、フィルター膜）などの捕捉要素４２６若しくは拭き取り器具を含み
得る。捕捉要素４２６は、様々な膜及び／又は膜から構成され得、微生物を捕捉するため
に使用され得る。いくつかの実施形態では、捕捉要素４２６は、本発明の方法及び器具に
より、その上で微生物のコロニーが生育され、検出され及び／又は計数され得る表面を提
供できる。特に好ましいものは、カビ等の小さな微生物集団を、大きな流体の試料から分
離するために従来用いられている、既知の微小孔性フィルターである。かかるフィルター
は、ろ過された微生物の計測及び評価を可能にするために寒天培地の表面上に配置でき、
培養され得ることが知られている。好適なフィルターには、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒ
ｐ（Ｍａｒｌｂｏｒｏｕｇｈ，ＭＡ）から入手可能な、ＨＡＷＧシリーズ、例えば、ＨＡ
ＷＧ　０４７Ｓ６タイプＨＡフィルターが含まれる。本明細書に記載の微生物フィルター
は、通常比較的薄く、例えば、長方形、円盤（部分的円盤を含む）等の任意の所望の２次
元の形状として提供され得る。
【００７３】
　微生物は、膜の孔の寸法に依存して変化する効率で、かかるフィルターにより分離され
る。微生物は、一般に、約１μｍ未満、約０．８μｍ未満、好ましくは、約０．４５μｍ
未満、より好ましくは、約０．２μｍ以下の平均孔径を有するフィルターによって捕捉さ
れる。ろ過は、好適な寸法の漏斗及び円盤を用いて重力を用いた従来の方法又は真空補助
法によって実行される。膜フィルターは、ピンセットを用いて無菌で処理されるのが好ま
しい。膜フィルターは、使用者により市販の材料から作成されることができるか、又は本
発明の無菌包装中の個別の構成要素若しくはキットの１部として提供される。
【００７４】
　拭き取り器具は、捕捉要素として本開示の培養プレート器具と共に用い得る。本明細書
において用いられる「拭き取り器具」とは、表面上に配置された微生物の試料を取得する
ために、その表面に接触するように構成された物品を指す。拭き取り器具は、多孔性の不
織材料を含み得る。拭き取り材料の非制限例としては、紙（例えば、ろ紙、セルロース膜
フィルター）、合成不織物（例えば、ナイロン又はポリエステル不織物）、ポリマー性又
はセラミック膜（例えば、ポリカーボネート膜、ジルコニア膜）、及び微細構造フィルム
（例えば、引用によりその全体が本願に組み込まれる、米国特許第７，２２３，３６４号
に記載されるようなミクロチャンネルを含むフィルム）が挙げられる。いくつかの実施形
態では、ミクロチャンネルを含むフィルムは、フィルムの１つの主表面から他の主表面ま
での液体（及び溶質又は小粒子）の通過を可能にする貫通孔を含む。拭き取り器具は、湿
潤性を改善するための化学物質（例えば、界面活性剤）又は試薬（例えば、識別染色）を
含むことができるが、但し、この化学物質又は試薬は、発色基質の反応の検出に悪影響を
及ぼさない。通常は拭き取り器具は、本明細書に記載の植菌及び培養条件下で、微生物の
成長を実質的に阻害しない量の化学物質を含む。いくつかの実施形態では、捕捉要素は、
実質的に透明であるか、又は濡れたときに実質的に透明になり、その捕捉要素を通した溶
血などの分別反応の可視化を可能にする。
【００７５】
　適切な捕捉要素としては、粒子又は複数の粒子が挙げられる。捕捉要素は、捕捉要素を
微生物と連結させる手段を含むことができる。粒子の非制限例としては、ミクロスフェア
、ミクロビーズ等が挙げられる。かかる粒子は、例えば、アガロース、ラテックス、ポリ
スチレン、ナイロン、ポリアクリルアミド、セルロース、多糖類、若しくはそれらの組み
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合わせの樹脂粒子であるか、又は例えば、シリカ、酸化アルミニウム、若しくはそれらの
組み合わせの無機粒子であり得る。かかる粒子は、磁性、常磁性、超常磁性、又は非磁性
であり得る。かかる粒子は、寸法においてコロイド状、例えば約１００ｎｍ～約１０マイ
クロメートル（μｍ）であり得る。かかる粒子の非制限例としては、ＤＹＮＡＢＥＡＤＳ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｉｎｃ．，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）、及びＢＩＯ－ＡＤＥＭ
ＢＥＡＤＳ（Ａｄｅｍｔｅｃｈ，Ｐｅｓｓａｃ，Ｆｒａｎｃｅ）の商標名で販売される超
常磁性ポリマー粒子が挙げられる。粒子捕捉要素は、微小孔性膜などの他の構造に組み込
まれ得る。
【００７６】
　捕捉要素（例えば、粒子）を微生物に連結させるための様々な手段が存在する。いくつ
かの実施形態では、捕捉要素の微生物への連結手段は、非特異的吸着を促進する表面分子
又は性質を含み得る。例えば、捕捉要素の少なくとも１部分は、適正な条件（例えば、高
いｐＨ又は低いｐＨ）下で正又は負に荷電され、微生物表面に付随する相補的に荷電され
た分子を非特異的に吸着する分子を、その表面に有し得る。
【００７７】
　加えて、又は代替的に、捕捉要素（例えば、ポリスチレン粒子）の少なくとも１部分は
、微生物表面に付随する疎水性分子に非特異的に吸着する疎水性表面を有し得る。いくつ
かの実施形態では、捕捉要素の微生物への連結手段は、受容体－リガンド相互作用を介し
て特異的に微生物に結合する分子を含み得る。かかる特異的な受容体－リガンド相互作用
は、当技術分野では良く知られており、例えば、抗体及び対応する抗原、レクチン及び対
応する糖質結合パートナー、バクテリオファージタンパク及び対応する受容体の間の相互
作用などを含む。粒子を微生物に連結させる手段は、微粒子の捕捉要素と同様にフィルム
又は不織（例えば、フィルター）捕捉要素と協力しても用いられ得ることを理解されたい
。
【００７８】
　試料中のグルコースオキシダーゼを産生する微生物を検出するための方法
　培養培地中のグルコースオキシダーゼを産生する微生物の検出は、視覚によって、又は
機器によって行われ得る。発色基質の反応の目視観測は、いかなる特定の光条件にも限定
されず、周囲光条件下で、行われ得る。目視観測は、任意に、拡大鏡の使用によって更に
援助され得る。
【００７９】
　培養デバイス内の微生物コロニーを数えるための自動システムは、当該技術分野におい
て既知である。そのような自動システムは、概して、イメージングシステム、コロニー数
を決定する画像分析アルゴリズム、並びにコロニー数データ及び画像を表示し、任意に、
格納し、操作するためのデータ管理システムを含む。寒天平板上のコロニーを数えるため
の例示的なシステムは、商標名ＰＲＯＴＯＣＯＬで、Ｓｙｎｂｉｏｓｉｓ（Ｃａｍｂｒｉ
ｄｇｅ、ＵＫ）によって販売され、米国特許第６，００２，７８９号に見られる。
【００８０】
　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ平板上のコロニーを数えるためのシステムは、米国特許第５，４０
３，７２２号、同第７，２９８，８８５号、及び同第７，２９８，８８６号に記載され、
これらのそれぞれは、参照によって本明細書に組み込まれる。
【００８１】
　図５は、イメージングシステム５７０の内部操作を図示するブロック図である。図５に
図示されるように、培養培地５８２は、イメージングシステム内の焦点面（例えば、プラ
ットフォーム上、示されていない）に位置付けられる。本発明に従って、画像装置５９２
は、培養培地５８２の前部及び／又は後部照明用の多色照明システム（示されていない）
、並びに培養培地５８２の画像を捕捉する単色線又は領域のスキャナーを含むことができ
る。いくつかの実施形態では、例えば、画像装置５９２は、２次元の単色カメラの形態を
とることができる。
【００８２】
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　概して、画像装置５９２は、１つ以上の異なる照明色による培養培地の照明中、培養培
地５８２、又は少なくともその一部分の画像を捕捉する。いくつかの実施形態では、同じ
培養培地５８２の複数の画像は、様々な照明の持続時間又は明暗度に伴って生成され得、
複数の画像のうちの１つ以上が、分析のために選択され得る。いくつかの実施形態では、
培養培地５８２の第１の側面及び第２の側面の選択的照明が、培養培地の複数の画像を生
成するために使用され得、複数の画像のうちの１つ以上が、分析のために選択され得る。
分析のための画像の選択は、例えば、個々の画像の色の対比及び／又は対象物の解像度特
性に基づき得る。画像の色の対比及び／又は対象物の解像度特性を決定するためのプロセ
スは、当該技術分野において既知であり、例えば、米国特許第６，２４３，２８６号に開
示され、これは、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【００８３】
　プロセッサ５９４は、画像装置５９２の操作を制御する。また、図５に示されるのは、
任意のディスプレイ５７６であり、操作者による目視レビューのために、プロセッサ５９
４からの画像を受信することができる。操作では、プロセッサ５９４は、画像装置５９２
を制御し、培養培地５８２を照射し、画像を取得する。プロセッサ５９４は、画像装置５
９２からスキャンした画像を示す画像データを受信する。いくつかの実施形態では、プロ
セッサ５９４は、分析及び／又は表示のために複数の画像から画像を選択することができ
る。プロセッサ５９４は、培養培地５８２の少なくとも１つの画像を分析し、グルコース
オキシダーゼを産生する生物のコロニーの計数等の分析結果、又は試料中のグルコースオ
キシダーゼを産生する生物の存在又は不在の決定をもたらし得る。分析結果（例えば、定
性的又は定量的結果）は、ディスプレイ５７６上に表示され、任意のデータ記憶メモリ５
９８に格納され、又は任意のコミュニケーションポート５９５を介してホストコンピュー
タ（示されていない）によって検索され得る。
【００８４】
　本発明のキット
　本発明によって提供されるキットは、冷水に可溶なゲル化剤と、グルコースオキシダー
ゼを産生する生物の成長及び識別を支持する培養培地と、発色指示薬系と、を含む、培養
器具を含む。いくつかの実施形態では、培養器具は、グルコースオキシダーゼを産生する
生物の成長及び識別を支持する培養培地、及び／又は発色指示薬を含むことができる。
【００８５】
　いくつかの実施形態では、キットは、グルコースオキシダーゼを産生する生物の成長及
び識別を支持する脱水培養培地を含む。いくつかの実施形態では、脱水培養培地は、発色
指示薬を含む。
【００８６】
　いくつかの実施形態では、キットは、グルコースオキシダーゼを産生する生物の成長及
び識別を支持するための液体培養培地を含む。いくつかの実施形態では、液体培養培地は
、発色指示薬を含む。
【００８７】
　本発明のキットは、試料の調製及び／又は植菌を援助する試料調製付属物を更に含むこ
とができる。試料調製付属物の非限定例には、希釈剤、緩衝液、試料取得装置（例えば、
綿棒、スポンジ、へら）、及びピペットが含まれる。
【００８８】
　本発明の実施形態を更に記載する際、第１の方法が、グルコースオキシダーゼを産生す
る微生物を検出するために提供され、これには、
　（ａ）培養培地を試料で植菌することであって、培養培地が、西洋ワサビペルオキシダ
ーゼ及び少なくとも１つの発色基質を含む過酸化水素指示試薬を含み、試料が、グルコー
スオキシダーゼを産生する微生物を含有する疑いがある、ことと、
　（ｂ）グルコースオキシダーゼを産生する微生物の成長を可能にする条件下で、培養培
地を培養することと、
　（ｃ）培養培地を検査して、グルコースオキシダーゼを産生する微生物が存在するかど
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うかを判定することと、を含む。
【００８９】
　第１の方法の特徴の全てを有し得る第２の方法が、提供される。第２の方法では、培養
培地は、液体培地、半固体培地、固体培地、又は再構成乾燥培養培地であり得る。
【００９０】
　第１又は第２の方法の特徴の全てを有し得る第３の方法が、提供される。第３の方法で
は、グルコースオキシダーゼを産生する微生物の成長を可能にする条件下で、培養培地を
培養することは、約３０℃の温度で植菌された培養培地を培養することを含む。
【００９１】
　第１～第３の方法の特徴の全てを有し得る第４の方法が、提供される。第４の方法では
、植菌された培養培地は、約２４時間培養される。
【００９２】
　第１～第４の方法の特徴の全てを有し得る第５の方法が、提供される。第５の方法では
、発色基質は、西洋ワサビペルオキシダーゼ及びグルコースオキシダーゼを産生する成長
する微生物の存在下で検出可能なシグナルを生成する化合物を含む。
【００９３】
　第５の方法の特徴の全てを有し得る第６の方法が、提供される。第６の方法では、検出
可能なシグナルは、化学発光シグナル、蛍光シグナル、色変化、電気伝導度の変化、又は
前述のいずれかの任意の組み合わせを含む。
【００９４】
　第５の方法の特徴の全てを有し得る第７の方法が、提供される。第７の方法では、少な
くとも１つの発色基質は、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸塩（ＢＣＩＰ
）、４－アミノアンチピリン（４－ＡＡＰ）、及びこれらの組み合わせからなる群から選
択される化合物を含む。
【００９５】
　第７の方法の特徴の全てを有し得る第８の方法が、提供される。第８の方法では、少な
くとも１つの発色基質は、３－（Ｎ－エチル－３－メチルアニリノ）－２－ヒドロキシプ
ロパンスルホン酸ナトリウム塩（ＴＯＯＳ）を更に含む。
【００９６】
　第７又は第８の方法の特徴の全てを有し得る第９の方法が、提供される。第９の方法で
は、培養培地を検査して、グルコースオキシダーゼを産生する微生物が存在するかどうか
を判定することは、赤色コロニーを検出することを含む。
【００９７】
　第１～第９の方法の特徴の全てを有し得る第１０の方法が、提供される。第１０の方法
は、グルコースオキシダーゼを産生する微生物のコロニーを計数することを含む。
【００９８】
　第１～第１０の方法の特徴の全てを有し得る第１１の方法が、提供される。第１１の方
法は、過酸化水素指示試薬と組み合わせて、発色性β－Ｄ－キシロピラノシダーゼ基質を
提供することと、発色性β－Ｄ－キシロピラノシダーゼ基質の反応を検出することと、を
含む。
【００９９】
　第１１の方法の特徴の全てを有し得る第１２の方法が、提供される。第１２の方法は、
発色性β－Ｄ－キシロピラノシダーゼ基質とのβ－Ｄ－キシロピラノシダーゼ反応を検出
することによって、微生物を識別することを含む。
【０１００】
　第１１及び第１２の方法の特徴の全てを有し得る第１３の方法が、提供される。第１３
の方法では、発色性β－Ｄ－キシロピラノシダーゼ基質は、ｐ－ニトロフェニル－β－Ｄ
－キシロピラノシド（ＮＸＰ）であり得る。
【０１０１】
　第１～第１３の方法の特徴の全てを有し得る第１４の方法が、提供される。第１４の方
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法では、培養培地は寒天である。
【０１０２】
　本発明は、以下の非制限的な実施例の参照により更に説明される。他に指定のない限り
、全ての部及び百分率は重量部として表される。
【実施例】
【０１０３】
　特に記載のない限り、実施例に記載される部、百分率、比率などは全て、重量による。
微生物培養物をＴｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔ
ｉｏｎ（ＡＴＣＣ；Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）から購入した。用いた溶媒及びその他の試
薬は、特に異なる指定のない限り、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃ
ｏｍｐａｎｙ；Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，ＷＩから入手した。
【０１０４】
　材料
　滅菌脱イオン水とは、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｂｅｄｆｏｒｄ
，ＭＡからのＭＩＬＬＩ－Ｑ　Ｇｒａｄｉｅｎｔ　Ｓｙｓｔｅｍを用いることによって得
られた１８メガオームの滅菌脱イオン水を指す。
【０１０５】
　酵母及びカビ計数プレートは、３Ｍ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，３Ｍ　Ｃｅｎｔｅｒ
　Ｂｌｄｇ．２７５－５Ｗ－０５，Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮ　５５１４４－１０００，ＵＳ
Ａからの３Ｍ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ（商標）Ｙｅａｓｔ　ａｎｄ　Ｍｏｌｄ　Ｃｏｕｎｔ
　Ｐｌａｔｅｓとして入手可能である。
【０１０６】
　実施例１～１７及び比較実施例Ｃ１～Ｃ６（ブドウ由来の液体を含む）
　ストック試薬溶液が、以下の通りに調製された。
【０１０７】
【表１】

【０１０８】
　次いで、これらのストック試薬溶液が混合され、５つの更なるプレートを水和する溶液
を作製した（得られた濃度は、括弧内に示される）：
【０１０９】

【表２】

【０１１０】
　溶液Ｄ０、Ｅ０、Ｉ０、Ｊ０、及びＫ０のそれぞれに、２０μＬの５ｍｇ／ｍＬ西洋ワ
サビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）溶液を添加し、約１０μｇ／ｍＬのＨＲＰの濃度を得た
。
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【０１１１】
　１００．８ｇの赤色種なしブドウ（地元の食料品店で購入）の一試料は、Ｓｅｗａｒｄ
　Ｓｔｏｍａｃｈｅｒ　４００　Ｃｉｒｃｕｌａｔｏｒ（Ｓｅｗａｒｄ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｉｎｃ．，Ｂｏｈｅｍｉａ，ＮＹから）上で、２３５ｒｐｍで
４５秒間、２回消化させた。５ｍＬの得られた液体の試料（ｐＨ　４．２）は、滅菌脱イ
オン水を用いて５０ｍＬまで希釈され、次いで、１．１ｍＬが、溶液Ａ０、Ｄ０、Ｅ０、
Ｆ０、Ｉ０、Ｊ０、及びＫ０（添加したＨＲＰを含む）のそれぞれに添加されて、それぞ
れ、溶液Ａ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｉ、Ｊ、及びＫを作製した。溶液を、表１にまとめる。
【０１１２】
【表３】

【０１１３】
　５つのアスペルギルス懸濁液が、以下の通りに調製された：アスペルギルスニガー（Ａ
ＴＣＣ＃　６２７５）、アスペルギルスカーボナリウス（ＡＴＣＣ＃　６２７７）、及び
アスペルギルスブラジリエンシス（ＡＴＣＣ＃　１６４０４）は、冷凍ストック（－８０
℃）から再構成された。３種の生物が、滅菌水を用いて、１０３生物／ｍＬまで希釈され
た。また、２つの混合した溶液：アスペルギルスカーボナリウス＋アスペルギルスニガー
及びアスペルギルスカーボナリウス＋アスペルギルスブラジリエンシスも作製された。そ
れぞれの混合物は、１０３生物／ｍＬ（それぞれの生物に対して、５×１０２生物／ｍＬ
）を含有した。
【０１１４】
　６つの３Ｍ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ（商標）Ｙｅａｓｔ　ａｎｄ　Ｍｏｌｄ　Ｃｏｕｎｔ
　Ｐｌａｔｅｓ（３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮから入手可能）のそれぞ
れに、１ｍＬの溶液Ａを添加した。同様に、６つの３Ｍ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ（商標）Ｙ
ｅａｓｔ　ａｎｄ　Ｍｏｌｄ　Ｃｏｕｎｔ　Ｐｌａｔｅｓが、表１中の溶液Ｄ、Ｅ、Ｆ、
Ｉ、Ｊ、及びＫのそれぞれに調製され、合計４２個のプレートを得た。６つのプレートの
それぞれのセットに対して、５つのプレートは、それぞれ、アスペルギルスカーボナリウ
ス、アスペルギルスブラジリエンシス、アスペルギルスニガー、アスペルギルスカーボナ
リウス＋アスペルギルスニガー、及びアスペルギルスカーボナリウス＋アスペルギルスブ
ラジリエンシスの懸濁液で植菌された。それぞれのセット中の６番目のプレートは、対照
（微生物が添加されない）として使用された。９５０μＬの表１からの適切な溶液に、５
０μＬの特定の再構成されたアスペルギルス懸濁液（又は混合懸濁液）を添加することに
よって、植菌が行われ、約５０生物を含有する１ｍＬの試験懸濁液を作製した。植菌後、
プレートは、３０℃に設定された培養器中に配置された。プレートは、様々な間隔で見ら
れ、画像は、標準Ｈｅｗｌｅｔｔ　Ｐａｃｋａｒｄ　ＳＣＡＮＪＥＴ　ＡＤＦ文書スキャ
ナー（Ｈｅｗｌｅｔｔ　Ｐａｃｋａｒｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）
上に記録され、ＪＰＥＧファイルとして保存された。コロニー数は、検査によって決定さ
れた。単一種試料のコロニー数は、それぞれ、アスペルギルスカーボナリウス、アスペル
ギルスブラジリエンシス、及びアスペルギルスニガーに対する表２～４に一覧にされた。
【０１１５】
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【表４】

【０１１６】
　表２中の結果は、ブドウジュースの存在下で、アスペルギルスカーボナリウスが、いく
つかのグルコースオキシダーゼに感受性がある試薬のうちの１つの添加によって、２４時
間以内に検出され得ることを示す。これらの試薬を欠く緩衝液を用いて調製されたプレー
ト（比較実施例Ｃ１及びＣ２）は、２６時間以内に可視的なコロニーを示さない。
【０１１７】

【表５】

【０１１８】
　表３中の結果は、ブドウジュースの存在下で、アスペルギルスブラジリエンシスが、い
くつかのグルコースオキシダーゼに感受性がある試薬のうちの１つの添加によって、２４
時間以内に検出され得ることを示す。これらの試薬を欠く緩衝液を用いて調製されたプレ
ート（比較実施例Ｃ３及びＣ４）は、２６時間以内に可視的なコロニーを示さない。
【０１１９】
【表６】

【０１２０】
　表４中の結果は、ブドウジュースの存在下で、アスペルギルスニガーが、いくつかのグ
ルコースオキシダーゼに感受性がある試薬のうちの１つの添加によって、２４～２６時間
検出され得ることを示す。これらの試薬を欠く緩衝液を用いて調製されたプレート（比較
実施例Ｃ５及びＣ６）は、２６時間以内に可視的なコロニーを示さない。
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【０１２１】
　５つ全てのアスペルギルス懸濁液及び対照の結果が、溶液「Ｉ」（ＴＥＳ緩衝液、ＨＲ
Ｐ／４－ＡＡＰ指示試薬）を用いて調製されたプレートに対して、表５に示される。これ
らの結果は、４－ＡＡＰの添加は、これらの生物の３つ全ての早期計数のために有利であ
ることを示す。偽陽性の欠如は、添加した生物のない対照試料によって示され、これは、
全ての時点で０であった。
【０１２２】
【表７】

【０１２３】
　４－ＡＡＰのみの添加から得られたコロニーは、２４時間の時点で赤色に染色され、こ
れらのコロニーはまた、自動計数が可能な、３Ｍ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ（商標）ＰＬＡＴ
Ｅ　ＲＥＡＤＥＲ装置（ＰＰＲ；３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮから入手
可能）によっても認識された。後の時点になるほど、自動読み取りは、成功しなかった。
直接（目視）観測から決定した２４時間のコロニー数とＰＰＲから決定した数の比較が、
表６中に示される。
【０１２４】
【表８】

【０１２５】
　他の更なる発色基質のないＹＭプレート上の４－ＡＡＰの使用は、３つ全ての生物によ
る小規模の赤色に染色されたコロニーの形成をもたらした。それらの間で区別するために
、より複雑な試薬混合物が有益であった。例えば、２ｍｇ／ｍＬのＢＣＩＰ溶液（溶液Ｄ
、４－ＡＡＰなし）は、４８時間以内に、アスペルギルスブラジリエンシスを即座に区別
することが可能であり、これは、黒色の中心及び縁を有する小規模の濃青色コロニーを得
た。アスペルギルスニガー及びアスペルギルスカーボナリウスコロニーは共に、アスペル
ギルスブラジリエンシスよりも色が薄く、アスペルギルスカーボナリウスは、アスペルギ
ルスニガーよりも小さく、より濃い縁を有した。１ｍｇ／ｍＬの４－ＡＡＰと組み合わせ
た２ｍｇ／ｍＬのＢＣＩＰ（溶液Ｅ）の使用は、７２時間で、３つ全ての種の明らかに区
別することが可能であり、アスペルギルスニガーコロニーは、青色菌糸を放射する濃い楕
円形として現れ、アスペルギルスブラジリエンシスは、拡散青色のバックグラウンドを有
する突出した大型の赤色樹状菌糸構造を有し、アスペルギルスカーボナリウスは、わずか
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に青い着色を有する赤色菌糸を有した（アスペルギルスカーボナリウスコロニーはまた、
不規則なでこぼこした形状を有することは顕著であった）。
【０１２６】
　実施例１８～２５及び比較実施例Ｃ７～Ｃ８
　４つのストック溶液が、以下の通りに調製された。
【０１２７】
【表９】

【０１２８】
　ストック溶液を以下の通りに混合して、５つのプレートを水和する溶液を作製した。
【０１２９】

【表１０】

【０１３０】
　５ｍｇ／ｍＬのＨＲＰの適切な量のストック溶液を、溶液ＢＢ０、ＣＣ０、ＥＥ０、及
びＦＦ０に添加して、これらの試料１０μｇ／ｍＬ中にＨＲＰの濃度を作製した。ＨＲＰ
を有する試料は、それぞれ、ＢＢ、ＣＣ、ＥＥ、及びＦＦと分類される。これらの試験溶
液を、表７にまとめる。
【０１３１】

【表１１】

【０１３２】
　アスペルギルスカーボナリウス（ＡＴＣＣ＃６２７７）、アスペルギルスブラジリエン
シス（ＡＴＣＣ＃９６４２）、アスペルギルスアキュリエタス（ＡＴＣＣ＃５６９２５）
、ペニシリウムアマガサキエンス（Penicillium amagasakiense）（ＡＴＣＣ＃２８６８
６）、及びアスペルギルスフラバス（ＡＴＣＣ＃９６４３）は、冷凍ストック（－８０℃
）から再構成された。５種の生物が、滅菌水を用いて、１０３生物／ｍＬまで希釈された
。９５０μＬの表７からの試験溶液ＢＢ～ＦＦのそれぞれに、５０μＬの特定の再構成さ
れた生物懸濁液を添加することによって、植菌が行われ、それぞれ、約５０の生物を含有
する１ｍＬの試験懸濁液を作製した。比較実施例は、これらの同じ生物を使用したが、対
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照溶液ＡＡを用いて行った。プレートは、２８～３０℃で培養され、様々な時点で視認し
、画像を得た。グルコースオキシダーゼを産生する生物のアスペルギルスカーボナリウス
及びアスペルギルスブラジリエンシスに対する結果を、表８にまとめる。
【０１３３】
【表１２】

【０１３４】
　アスペルギルスカーボナリウス及びアスペルギルスブラジリエンシスは共に、２４時間
で、溶液ＢＢ（４－ＡＡＰ＋ＴＯＯＳ）及びＥＥを用いて紫色斑点を得、溶液ＣＣ及びＦ
Ｆを用いて小規模の赤色コロニーを得た。他の生物は、この時点で可視的なコロニーを産
生しなかった。薄青色コロニーは、４１～４８時間、アスペルギルスカーボナリウス及び
アスペルギルスブラジリエンシスに対して対照溶液ＡＡを使用した比較実施例Ｃ７及びＣ
８に出現した。同様に、グルコースオキシダーゼを産生する生物のペニシリウムアマガサ
キエンスは、３２時間で、溶液ＢＢ及びＥＥ中に紫色斑点、溶液ＣＣ及びＦＦ中に赤色コ
ロニーを示し始め、４７～６６時間、溶液ＡＡ及びＤＤを用いてのみコロニーが出現し始
めた。これは、グルコースオキシダーゼを産生する生物の早期検出を実証した。
【０１３５】
　反対に、アスペルギルスアキュリエタスコロニーは、６つ全ての溶液中に、４１時間で
出現し始め、アスペルギルスフラバスは、４７時間で出現し始めた。試薬溶液に伴って色
が変化した（４－ＡＡＰの存在下で、濃い紫色及びその不在下で、青色／緑色）が、これ
らのコロニーのモルホロジー（morphology）及び成長速度は、主として、溶液と無関係で
ある。これは、グルコースオキシダーゼを産生しないコロニーが、それらの不在下よりも
これらの試薬の存在下で早期に検出されないことを実証した。
【０１３６】
　アスペルギルスブラジリエンシス及びアスペルギルスカーボナリウスのコロニーは、４
８時間でさえ、互いに確実に区別するのは困難であった。しかしながら、更なる時間と共
に、溶液ＢＢ及びＥＥによって生育した紫色斑点は、徐々に広がり、小さな中心を残して
薄くなった。溶液ＤＤ（ＮＸＰ）によって、この中心は、両方の場合に赤色であったが、
溶液ＥＥ（４－ＡＡＰ／ＴＯＯＳ／ＮＸＰ）に対して、アスペルギルスカーボナリウスは
、赤色の中心を得、アスペルギルスブラジリエンシスは、濃紫色の中心を得た。したがっ
て、更なる時間と共に、密接に関係したグルコースオキシダーゼを生成する生物は、なお
、β－Ｄ－キシロピラノシダーゼへの基質の更なる使用によって、区別され得た。
【０１３７】
　実施例２６及び２７－オクラトキシンＡを産生することが報告された生物の比較
　オクラトキシンＡを産生することが報告された２種の生物である、アスペルギルスオク
ラセウス（ＡＴＣＣ＃２２９４７）及びアスペルギルスツビンゲンシス（ＡＴＣＣ＃７６
６０８）の分離株が、試験された。アスペルギルスツビンゲンシスは、アスペルギルスニ
ガー及びアスペルギルスカーボナリウスに密接に関連したアスペルギルス属に黒い炉（Ni
gri）のサブセットであり、イタリアのワイン用ブドウの感染に関与し得る（Ａｐｐｌ．
Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，７２，６８０～６８５（２００６））。ま
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た、２種の他の生物である、アスペルギルスブラジリエンシス（ＡＴＣＣ＃９６４２）及
びアスペルギルスジャパニカス（ＡＴＣＣ＃５２０３６）も、試験された。アスペルギル
スジャパニカスは、グルコースオキシダーゼを産生しないし、オクラトキシンＡも産生し
ないが、ブドウに感染することが報告される。
【０１３８】
　４種の生物は、滅菌脱イオン水を用いて、１０３生物／ｍＬまで希釈された。それぞれ
の生物のための２つのプレートが、５０ｍＭ　ＴＥＳ緩衝液（比較実施例用、表９中のＴ
ＥＳ）で調製され、及び５０ｍＭ　ＴＥＳ緩衝液中の１．０ｍｇ／ｍＬの４－ＡＡＰ／０
．５ｍｇ／ｍＬのＴＯＯＳ／１０μｇ／ｍＬのＨＲＰ（表９中の４－ＡＡＰ／ＴＯＯＳ）
で２つ調製された。９５０μＬのＴＥＳあるいは４－ＡＡＰ／ＴＯＯＳ溶液のいずれかに
、５０μＬの特定の再構成された生物懸濁液を添加することによって、植菌が行われ、そ
れぞれ、約５０の生物を含有する１ｍＬの試験懸濁液を作製した。プレートは、２８～３
０℃で培養され、様々な時点で視認し、画像を得た。様々な時点でのコロニー数（２つの
プレートの平均）が、表９に示される。
【０１３９】
【表１３】

【０１４０】
　生物のうちの２種（アスペルギルスブラジリエンシス及びアスペルギルスツビンゲンシ
ス）は、それらの不在下でよりも（約２４時間までに）ＴＯＯＳ／４－ＡＡＰの存在下で
、早期に着色した斑点を生じた。オクラトキシンＡを産生するが、グルコースオキシダー
ゼを産生しない、カビのアスペルギルスオクラセウスのコロニーは、アスペルギルスジャ
パニカスのコロニーがそうであったように、ＴＯＯＳ／４－ＡＡＰの存在又は不在に関わ
らず、ほぼ同時に出現した。これは、グルコースオキシダーゼを産生する生物の早期検出
を実証した。
【０１４１】
　実施例２８～３２－低温培養及び検出
　グルコースオキシダーゼを生成することが知られている５種の生物である、アスペルギ
ルスカーボナリウス（実施例２８）、アスペルギルスブラジリエンシス（実施例２９）、
アスペルギルスツビンゲンシス（ＡＴＣＣ＃７６６０８、実施例３０）、ペニシリウムア
マガサキンス（ＡＴＣＣ＃２８６８６、実施例３１）、及びペニシリウムフニクロスム（
ＡＴＣＣ＃１１７９７、実施例３２）の分離株が試験された。それぞれの生物の冷凍（－
８０℃）ストックは、滅菌生理食塩水（１４５ｎＭ　ＮａＣｌ）懸濁液を用いて、１０３

生物／ｍＬまで希釈された。３つの試薬溶液である、５０ｍｍｏｌ　ＴＥＳ緩衝液（表１
０中のＴＥＳ）と、５０ｍｍｏｌ　ＴＥＳ中の０．５ｍｇ／ｍＬのＴＯＯＳ／１．０ｍｇ
／ｍＬの４－ＡＡＰ／１０μｇ／ｍＬのＨＲＰ（表１０中の４－ＡＡＰ／ＴＯＯＳ）と、
５０ｍｍｏｌ　ＴＥＳ中の１．０ｍｇ／ｍＬの４－ＡＡＰ／１０μｇ／ｍＬのＨＲＰ（表
１０中の４－ＡＡＰ）と、が調製された。実施例番号は、前述の実施例のように、分類さ
れる。５０μＬのこれらの希釈剤をとり、それらを９５０μＬの試験溶液に添加し、約５
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０生物を含有する１ｍＬの試験懸濁液を作製することによって、それぞれの生物のために
、３つのプレートが、調製された。プレートは、室温で培養され、様々な時点で視認し、
画像を得た。プレートの積み重ねに挿入された熱電対は、１９～２０℃で培養全体の間の
温度を一貫して測定した。指示された時点でのコロニー数が、表１０に示される。
【０１４２】
【表１４】

【０１４３】
　先行実施例における、２８～３０℃での成長速度と比較して、生物の成長速度が、１９
～２０℃で著しく停滞したことは、表１０中のデータから明らかである。しかしながら、
過酸化水素指示試薬が添加されると、アスペルギルスコロニーは、それらの不在下の４日
ではなく２日で出現した。２種のグルコースオキシダーゼを産生するペニシリウム種のコ
ロニーは、試薬溶液を伴うとそれらの不在下の５日ではなく３日で出現した。このデータ
は、グルコース－オキシダーゼに感受性がある試薬の添加によって、より低温の培養温度
（１９～２０℃、この場合には生物が３０℃でよりもゆっくりと成長する）で、検出時間
の短縮を実証した。
【０１４４】
　これで、本発明について、本発明者が予見したいくつかの特定の実施形態に関連して説
明した。これらの実施形態に関しては、有用な説明が利用可能である。本発明の想像上の
修正形態がそれでもなお、現在は予見されない修正形態を含めて、それらの等価物をなし
得る。したがって、本発明の範囲は、本明細書に記載した細部及び構造によってではなく
、以下の「特許請求の範囲」及びその等価物によってのみ限定されるべきである。
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