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(57)【要約】
　水性媒体中の総微生物含有量の測定方法は、水性媒体
に蛍光染料を添加する工程と、水性媒体の蛍光信号を測
定して基線蛍光信号を得る工程と、微生物の溶解によっ
て微生物の細胞内容物を水性媒体中に放出させる工程と
、放出された微生物の細胞内容物を含有する水性媒体の
蛍光信号を測定して第２の蛍光信号を得る工程と、第２
の蛍光信号から基線蛍光信号を減算して正味の蛍光信号
を得る工程と、正味の蛍光信号を微生物含有量に換算す
る工程を含む。総微生物含有量の測定システム、バイオ
フィルムの測定方法、背景ノイズについて調節する方法
も提供される。
【選択図】　図７
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　水性媒体中の総微生物含有量の測定方法であって、
　水性媒体に蛍光染料を添加する工程と、水性媒体の蛍光信号を測定して基線蛍光信号を
得る工程と、微生物の溶解によって微生物の細胞内容物を水性媒体中に放出させる工程と
、放出された微生物の細胞内容物を含有する水性媒体の蛍光信号を測定して第２の蛍光信
号を得る工程と、第２の蛍光信号から基線蛍光信号を減算して正味の蛍光信号を得る工程
と、正味の蛍光信号を微生物含有量に換算する工程と
を含む方法。
【請求項２】
　前記水性媒体が水、食塩水又はリン酸緩衝溶液を含む、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記蛍光染料が蛍光色素である、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　前記蛍光色素がアクリジンオレンジ、エチジウムブロミド、ヘキスト３３２５８、ヘキ
スト３３３４２、プロピジウムヨージド、４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドー
ル又はシアニン染料を含む、請求項１記載の方法。
【請求項５】
　前記蛍光染料が水性媒体１Ｌ当たり約０．５ｍｇ～約１００ｍｇの蛍光染料の量で存在
する、請求項１記載の方法。
【請求項６】
　前記水性媒体のｐＨを約２～約１０に維持する、請求項３記載の方法。
【請求項７】
　前記水性媒体に緩衝液を添加してｐＨを維持する、請求項６記載の方法。
【請求項８】
　前記緩衝液が、リン酸緩衝食塩水、ホウ酸緩衝液、トリス（ヒドロキシメチル）アミノ
メタン、エチレンジアミン四酢酸、Ｎ－２－ヒドロキシエチルピペラジン－Ｎ’－２－エ
タンスルホン酸及びこれらの混合物からなる群から選択される、請求項７記載の方法。
【請求項９】
　蛍光信号を蛍光分光計で約３５０ｎｍ～約６００ｎｍの励起波長及び約４５０ｎｍ～約
６５０ｎｍの発光波長で測定する、請求項１記載の方法。
【請求項１０】
　前記微生物を溶解試薬で化学的に溶解して細胞内物質を放出させる、請求項１記載の方
法。
【請求項１１】
　前記微生物を、界面活性剤、酵素、抽出溶剤又は溶解緩衝液を含む溶解試薬で溶解する
、請求項１０記載の方法。
【請求項１２】
　溶解試薬を水性媒体１Ｌ当たり約１ｍｇ～約１００００ｍｇの量で添加する、請求項１
０記載の方法。
【請求項１３】
　微生物を物理的、機械的又は電気的に溶解して細胞内物質を放出させる、請求項１記載
の方法。
【請求項１４】
　水性媒体を約４０℃～約１００℃の温度に約１分～約１時間加熱して微生物の細胞を溶
解する、請求項１３記載の方法。
【請求項１５】
　正味の蛍光信号を検量曲線から微生物濃度に換算する、請求項１記載の方法。
【請求項１６】
　前記検量曲線を作成するのに、蛍光染料を含有する水性媒体中の微生物の既知の濃度に
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ついて蛍光信号を測定し、各濃度について正味の蛍光信号を求め、グラフ上で濃度の値を
正味の蛍光信号の対数値に対してプロットし、回帰分析を行って検量曲線を得る、請求項
１５記載の方法。
【請求項１７】
　微生物の既知の濃度を平板計数法で求める、請求項１６記載の方法。
【請求項１８】
　さらに、正味の蛍光信号を背景信号で調節する工程を含む、請求項１記載の方法。
【請求項１９】
　当該方法がさらに正味の蛍光信号を背景信号で調節する工程を含み、
　当該方法が、さらに、背景水性媒体部分用の追加の水性媒体部分を得る工程と、背景水
性媒体部分を処理して微生物を除去する工程と、処理した背景水性媒体部分に蛍光染料を
添加する工程と、処理した背景水性媒体部分中の蛍光信号を測定して背景基線蛍光信号を
得る工程と、背景水性媒体部分中での溶解手順のシミュレーションを行う工程と、シミュ
レーションした背景水性媒体部分中の蛍光信号を測定して第２の背景蛍光信号を得る工程
と、第２の背景蛍光信号から背景基線蛍光信号を減算して正味の背景信号を得る工程と、
正味の蛍光信号を正味の背景信号で調節する工程と、調節した正味の蛍光信号を微生物含
有量に換算する工程とを含む、請求項１８記載の方法。
【請求項２０】
　前記背景水性媒体部分を物理的又は化学的に処理する、請求項１９記載の方法。
【請求項２１】
　前記背景水性媒体部分の処理を、背景水性媒体を約４０℃～約１００℃の温度に約１分
～約１時間加熱することにより行う、請求項２０記載の方法。
【請求項２２】
　さらに、前記背景水性媒体に殺生物剤を添加する工程を含む、請求項２０記載の方法。
【請求項２３】
　水性媒体中の総微生物含有量の測定方法であって、
　水性媒体部分に蛍光染料を添加する工程と、
　背景水性媒体部分用の追加の水性媒体部分を得る工程と、
　背景水性媒体部分を処理して微生物を除去し、
　処理した背景水性媒体部分に蛍光染料を添加する工程と、
　水性媒体部分中の蛍光信号を測定して基線蛍光信号を得る工程と、
　処理した背景水性媒体部分中の蛍光信号を測定して背景基線蛍光信号を得る工程と、
　微生物を溶解することによって微生物の細胞内容物を水性媒体部分に放出させる工程と
、
　背景水性媒体部分中での溶解手順のシミュレーションを行う工程と、
　放出された微生物の細胞内容物を含有する水性媒体の蛍光信号を測定して第２の蛍光信
号を得る工程と、
　シミュレーションした背景水性媒体部分中の蛍光信号を測定して第２の背景蛍光信号を
得る工程と、
　第２蛍光信号から基線蛍光信号を減算して正味の蛍光信号を得る工程と、
　第２の背景蛍光信号から背景基線蛍光信号を減算して正味の背景信号を得る工程と、
　正味の蛍光信号を正味の背景信号で調節する工程と、
　調節した正味の蛍光信号を微生物含有量に換算する工程と
を含む方法。
【請求項２４】
　微生物含有量がバイオフィルム含有量を含み、当該方法はさらに水性媒体中でバイオフ
ィルムを取り除いて、分散させる工程を含む、請求項１記載の方法。
【請求項２５】
　水性媒体の撹拌又はボルテックスにより前記バイオフィルムを物理的に取り除く、請求
項２４記載の方法。



(4) JP 2012-507288 A 2012.3.29

10

20

30

40

50

【請求項２６】
　超音波処理プローブを用い、水性媒体中で振動させることにより前記バイオフィルムを
機械的に取り除く、請求項２４記載の方法。
【請求項２７】
　電界に曝露することにより前記バイオフィルムを表面から取り除く、請求項２４記載の
方法。
【請求項２８】
　界面活性剤、バイオ分散剤又はこれらの混合物を用いて前記バイオフィルムを化学的に
取り除く、請求項２４記載の方法。
【請求項２９】
　さらに、前記バイオフィルムが付着した表面の単位表面積当たりの微生物量を計算する
工程を含む、請求項２４記載の方法。
【請求項３０】
　さらに、正味の蛍光信号を背景蛍光信号で調節する工程を含む、請求項２４記載の方法
。
【請求項３１】
　水性媒体中のバイオフィルム含有量の測定方法であって、バイオフィルムを水性媒体中
に分散させる工程と、水性媒体に蛍光染料を添加する工程と、水性媒体の蛍光信号を測定
して基線蛍光信号を得る工程と、微生物の細胞内容物を水性媒体に放出させる工程と、放
出された微生物の細胞内容物を含有する水性媒体の蛍光信号を測定して第２の蛍光信号を
得る工程と、第２の蛍光信号から基線蛍光信号を減算して正味の蛍光信号を得る工程と、
正味の蛍光信号を微生物含有量に換算する工程とを含む方法。
【請求項３２】
　水性媒体に蛍光染料を添加するように構成されたサンプル調製モジュールと、
　微生物の細胞内容物を水性媒体に放出する溶解モジュールと、
　溶解モジュールをバイパスする水性媒体のサンプル中の蛍光信号を測定して基線蛍光信
号を得るとともに、放出された微生物の細胞内容物を含有する溶解モジュールを通過する
水性媒体のサンプル中の蛍光信号を測定して第２の蛍光信号を得る、光学的測定ユニット
を有する検出モジュールと、
　第２蛍光信号から基線蛍光信号を減算して正味の蛍光信号を得る工程と、正味の蛍光信
号を水性媒体の微生物含有量に換算する制御モジュールと
を備える、水性媒体中の総微生物含有量の測定システム。
【請求項３３】
　蛍光染料が蛍光色素であり、これを試薬添加ポンプで水性媒体に添加し、混合装置で混
合する、請求項３２記載のシステム。
【請求項３４】
　前記検出モジュールは、少なくとも１対の発光ダイオード（ＬＥＤ）とホトダイオード
発光検出器が反応管の周囲に配置された構成で、励起波長約３５０ｎｍ～約６００ｎｍ及
び発光波長約４５０ｎｍ～約６５０ｎｍを有するフルオロメータを含む、請求項３２記載
のシステム。
【請求項３５】
　前記溶解モジュールが水性媒体の温度を上げる温度制御ユニットを含む、請求項３２記
載のシステム。
【請求項３６】
　温度制御ユニットが水性媒体の温度を約４０℃～約１００℃の温度に上げて細胞を溶解
する、請求項３５記載のシステム。
【請求項３７】
　前記制御モジュールは、検量曲線を用いて正味の蛍光信号を微生物濃度に換算する、請
求項３２記載のシステム。
【請求項３８】
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　水性媒体に蛍光染料を添加するように構成されたサンプル調製モジュールと、
　水性媒体の蛍光信号を測定して基線蛍光信号を得る手段と、
　微生物の溶解によって微生物の細胞内容物を水性媒体中に放出させる手段と、
　放出された微生物の細胞内容物を含有する水性媒体の蛍光信号を測定して第２の蛍光信
号を得る手段と、
　第２蛍光信号から基線蛍光信号を減算して正味の蛍光信号を得る工程と、正味の蛍光信
号を水性媒体の微生物含有量に換算する制御モジュールと
を備える、水性媒体中の総微生物含有量の測定システム。
【請求項３９】
　蛍光染料が蛍光色素であり、これを試薬添加ポンプで水性媒体に添加し、混合装置で混
合する、請求項３８記載のシステム。
【請求項４０】
　前記蛍光信号測定手段は、少なくとも１対の発光ダイオード（ＬＥＤ）とホトダイオー
ド発光検出器が反応管の周囲に配置された構成で、励起波長約３５０ｎｍ～約６００ｎｍ
及び発光波長約４５０ｎｍ～約６５０ｎｍを有するフルオロメータを含む、請求項３８記
載のシステム。
【請求項４１】
　前記微生物溶解手段が水性媒体の温度を上げる温度制御ユニットである、請求項３８記
載のシステム。
【請求項４２】
　温度制御ユニットが水性媒体の温度を約４０℃～約１００℃の温度に上げて細胞を溶解
する、請求項４１記載のシステム。
【請求項４３】
　前記制御モジュールは、検量曲線を用いて正味の蛍光信号を微生物濃度に換算する、請
求項３８記載のシステム。
【請求項４４】
　水性媒体に蛍光染料を添加するように構成されたサンプル調製モジュールと、
　水性媒体を約４０℃～約１００℃の温度に加熱することにより微生物の細胞を溶解して
、微生物の細胞内容物を水性媒体に放出する、溶解モジュール温度制御ユニットと、
　水性媒体の蛍光信号を測定して基線蛍光信号を得るとともに、放出された微生物の細胞
内容物を含有する水性媒体の蛍光信号を測定して第２の蛍光信号を得るフルオロメータを
有する検出モジュールであって、前記フルオロメータは、少なくとも１対の発光ダイオー
ド（ＬＥＤ）とホトダイオード発光検出器が反応管の周囲に配置された構成で、励起波長
約３５０ｎｍ～約６００ｎｍ及び発光波長約４５０ｎｍ～約６５０ｎｍを有する、検出モ
ジュールと、
　第２蛍光信号から基線蛍光信号を減算して正味の蛍光信号を得る工程と、正味の蛍光信
号を水性媒体の微生物含有量に換算する制御モジュールと
を備える、水性媒体中の総微生物含有量の測定システム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、水性媒体中の微生物含有量の定量方法及びシステムに関し、特に総微生物含
有量を測定する蛍光アッセイに関する。
【背景技術】
【０００２】
　公共水道システムに微生物活動が存在すると、健康リスクを生じかねない。さらに、か
かる微生物の存在はシステムの腐食、付着、汚損の大きな原因となり、システムの運転コ
ストに直接影響するので、工業システム中の微生物の検出及び制御は様々な事業に不可欠
である。工業システム及び公共水道システムにおける微生物濃度のモニタリング、並びに
殺生物剤の導入などによるこれらのシステムの処理は、システムを維持する上で重要であ
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る。
【０００３】
　微生物検出のための従来のモニタリングシステムでは、培養法や生化学発光法を用いて
いる。いずれの方法も微生物数を定量するが、これらの方法いずれにも固有の短所や欠陥
が併存している。培養法は、長いインキュベーション時間を必要とし、培養培地の組成の
ため微生物数が実際より過小評価されることが多い。生化学発光法は迅速ではあるが、精
度に劣り、偽陽性又は偽陰性の結果が得られることが多々ある。
【０００４】
　バイオフィルム（生物膜）は、微生物濃度のモニタリングに関する懸念事項を追加する
。バイオフィルムは、複雑な凝集体へと増殖し不活性表面又は生物表面に付着する微生物
群である。バイオフィルム中の細胞は、菌体外多糖類、リポ多糖類、糖タンパク質などの
高分子化合物のマトリックスで互いにしっかりと保持される。上述の汚損・腐食の問題及
び健康上の懸念に加えて、バイオフィルムは工業的冷却水システムにおける熱伝達及び水
圧を減少させ、水射出ジェットを閉塞し、水フィルターを詰まらせるおそれがあり、また
微生物の作用による腐食をもたらすおそれがある。バイオフィルムは菌体外高分子化合物
の層で保護されており、殺菌剤その他の殺生物剤に対する耐性が非常に高い。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】米国特許出願公開第２００７／１９６８８４号明細書
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　バイオフィルム含有量の定量も含めて、水性媒体中の微生物含有量を定量するための高
感度で高精度の迅速なシステム及び方法が必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　一実施形態では、水性媒体中の総微生物含有量の測定方法は、水性媒体に蛍光染料を添
加する工程と、水性媒体の蛍光信号を測定して基線蛍光信号を得る工程と、微生物の溶解
によって微生物の細胞内容物を水性媒体中に放出させる工程と、放出された微生物の細胞
内容物を含有する水性媒体の蛍光信号を測定して第２の蛍光信号を得る工程と、第２の蛍
光信号から基線蛍光信号を減算して正味の蛍光信号を得る工程と、正味の蛍光信号を微生
物含有量に換算する工程とを含む。
【０００８】
　別の実施形態では、水性媒体中の総微生物含有量の測定システムは、水性媒体に蛍光染
料を添加し、水性媒体の蛍光信号を測定して基線蛍光信号を得、次いで微生物の溶解によ
って微生物の細胞内容物を水性媒体中に放出させる。システムは、次に、放出された微生
物の細胞内容物を含有する水性媒体の蛍光信号を測定して第２の蛍光信号を得る。次にシ
ステムは、第２の蛍光信号から基線蛍光信号を減算して正味の蛍光信号を得、正味の蛍光
信号を微生物含有量に換算する。
【０００９】
　別の実施形態では、水性媒体中の総微生物含有量の測定システムは、水性媒体に蛍光染
料を添加するように構成されたサンプル調製モジュールと、微生物の細胞内容物を水性媒
体に放出する溶解モジュールとを含む。システムはまた、水性媒体の蛍光信号を測定して
基線蛍光信号を得るとともに、放出された微生物の細胞内容物を含有する水性媒体のサン
プル中の蛍光信号を測定して第２の蛍光信号を得る、光学的測定ユニットを有する検出モ
ジュールを含む。システムはまた、第２の蛍光信号から基線蛍光信号を減算して正味の蛍
光信号を得、正味の蛍光信号を水性媒体の微生物含有量に換算する制御モジュールを含む
。
【発明の効果】
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【００１０】
　様々な実施形態が提供する水性媒体中の総微生物含有量を測定する優れた方法とシステ
ムは、使用が容易で、安価、正確、高感度であり、短期間内に完了できる。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】オートクレーブ処理したリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）に希釈したシュードモナス
・フルオレッセンスについてｌｏｇΔＲＬＵをｌｏｇ細胞濃度（ｃｆｕ／ｍｌ）に対して
回帰プロットしたグラフである。
【図２】濾過した冷却塔水に希釈したシュードモナス・フルオレッセンスについてｌｏｇ
ΔＲＬＵをｌｏｇ細胞濃度（ｃｆｕ／ｍｌ）に対して回帰プロットしたグラフである。
【図３】オートクレーブ処理したリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）に希釈したシュードモナス
・フルオレッセンスについて総微生物含有量及び平板計数に基づく細胞濃度（ｃｆｕ／ｍ
ｌ）及びＡＴＰ生物発光のアッセイ読取り値を細胞希釈度に対してプロットしたグラフで
ある。
【図４】濾過した冷却塔水に希釈したシュードモナス・フルオレッセンスについて総微生
物アッセイ及び平板計数に基づく細胞濃度（ｃｆｕ／ｍｌ）及びＡＴＰ生物発光のアッセ
イ読取り値を細胞希釈度に対してプロットしたグラフである。
【図５】オートクレーブ処理した冷却塔水に希釈したシュードモナス・フルオレッセンス
についてｌｏｇΔＲＬＵをｌｏｇ細胞濃度（ｃｆｕ／ｍｌ）に対して回帰プロットしたグ
ラフである。
【図６】０．８５％食塩水緩衝液に懸濁した緑膿菌バイオフィルムについてｌｏｇΔＲＬ
Ｕをｌｏｇ細胞濃度（ｃｆｕ／ｍｌ）に対して回帰プロットしたグラフである。
【図７】本発明の一実施形態による水性媒体中の総微生物含有量をモニタするシステムの
線図である。
【図８】図７の総微生物含有量モニタリングシステムの光学的測定ユニットの線図である
。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　単数表現は、文脈上明らかにそうでない場合以外は、複数も含む。同じ特性に関するす
べての範囲の上下限点はそれぞれ独立に組合せ可能で、また表記した上下限点を含む。す
べての特許文献は本明細書に先行技術として援用する。
【００１３】
　量に関連して用いる修飾語「約」は、表示値を含み、その文脈で規定される意味をもつ
（例えば、特定の量の測定に伴う誤差範囲を含む）。
【００１４】
　「任意の」又は「所望に応じて」は、後述する事象や状況が起こっても起こらなくても
よいことを意味し、関連する説明は事象が起こった場合あるいは物質が存在する場合と、
事象が起こらなかった場合あるいは物質が存在しない場合両方を包含する。
【００１５】
　一実施形態では、水性媒体中の総微生物含有量の測定方法は、水性媒体に蛍光染料を添
加する工程と、水性媒体の蛍光信号を測定して基線（ベースライン）蛍光信号を得る工程
と、微生物の溶解によって微生物の細胞内容物を水性媒体中に放出させる工程と、放出さ
れた微生物の細胞内容物を含有する水性媒体の蛍光信号を測定して第２の蛍光信号を得る
工程と、第２の蛍光信号から基線蛍光信号を減算して正味の蛍光信号を得る工程と、正味
の蛍光信号を微生物含有量に換算する工程とを含む。
【００１６】
　本方法は、水性媒体中の総微生物含有量を測定する。微生物は、細菌などの微生物とす
ることができる。細菌の例には、緑膿菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓ
ａ）、シュードモナス・フルオレッセンス（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｆｌｕｏｒｅｓｃ
ｅｎｓ、単に蛍光菌ともいう。）、シュードモナス・プチダ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　
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ｐｕｔｉｄａ）、デスルホビブリオ・デスルフリカンス（Ｄｅｓｕｌｆｏｖｉｂｒｉｏ　
ｄｅｓｕｌｆｕｒｉｃａｎｓ）、クレブシエラ（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ）、コマモナス・
テリゲナ（Ｃｏｍａｍｏｎａｓ　ｔｅｒｒｉｇｅｎａ）、ニトロソモナス・ユーロピア（
Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ　ｅｕｒｏｐａｅａ）、ニトロバクター・ブルガリス（Ｎｉｔ
ｒｏｂａｃｔｅｒ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）、スフェロチルス・ナタンス（Ｓｐｈａｅｒｏｔ
ｉｌｕｓ　ｎａｔａｎｓ）、ガリオネラ（Ｇａｌｌｉｏｎｅｌｌａ　ｓｐｅｃｉｅｓ）、
マイコバクテリウム・テラエ（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｅｒｒａｅ）、枯草菌（
Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、フラボバクテリウム・ブレーベ（Ｆｌａｖｏｂ
ａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｒｅｖｅ）、サルモネラ菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉ
ｃａ）、ネズミチフス菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｃａ　ｓｅｒｏｖａｒ　
Ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）、バチルス・　アトロファエウス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｔｒ
ｏｐｈａｅｕｓ）胞子、バチルス・メガテリウム（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍｅｇａｔｅｒｉ
ｕｍ）、エンテロバクター・エロゲネス（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ　ａｅｒｏｇｅｎｅ
ｓ）、アクチノバチルス・アクチノミセタムコミタンス（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ
　ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍｉｔａｎｓ）、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄ
ｉｄａ　ａｌｂｉｃａｎｓ）及び大腸菌（Ｅｃｓｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）があるが
、これらに限らない。
【００１７】
　水性媒体は、微生物を含有しうるならばどのようなタイプの水性媒体でもよく、バイオ
フィルム微生物を除去又は分散させた水性媒体を含む。一実施形態では、水性媒体は水で
ある。一実施形態では、水は、公営水道水又は工業用水、例えば冷却塔水とすることがで
きる。別の実施形態では、水性媒体は、香粧品製造用、又は食品、飲料又は医薬品加工用
の水溶液とすることができる。一実施形態では、水性媒体は食塩水とすることができる。
別の実施形態では、水性媒体はリン酸緩衝液とすることができる。
【００１８】
　蛍光染料を水性媒体に添加する。蛍光染料は、微生物の存在下でその蛍光信号を変化さ
せるものであればどのようなタイプの染料でもよい。一実施形態では、蛍光染料は蛍光色
素（フルオロクローム）、即ち生物学的細胞成分、例えば核酸、タンパク質、細胞質成分
及び細胞膜成分と結合する微生物染色染料である、蛍光色素である。
【００１９】
　蛍光色素の例には、アクリジンオレンジ、エチジウムブロミド、ヘキスト３３２５８、
ヘキスト３３３４２、プロピジウムヨージド、４’，６－ジアミジノ－２－フェニルイン
ドール、及び市販の核酸染料、例えばＰｉｃｏＧｒｅｅｎ（登録商標）、ＳＹＴＯ（登録
商標）１６、ＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ　Ｉ、ＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ　
ＩＩ、ＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｏｌｄ、ＹＯＹＯ（登録商標）、ＴＯＴＯ（登録商標）、
ＴＯ－ＰＲＯ（登録商標）、ＹＯ－ＰＲＯ（登録商標）、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ（登録商標
）、Ｒｅｄｍｏｎｄ　Ｒｅｄ（登録商標）、Ｂｏｄｉｐｙ（登録商標）Ｄｙｅｓ　、Ｏｒ
ｅｇｏｎ　Ｇｒｅｅｎ（登録商標）などがあるが、これらに限らない。蛍光色素は、Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社（米国オレゴン州ユージーン）、Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍ
ｉｃａｌ社（米国ミズーリ州セントルイス）、Ａｍｅｒｓｈａｍ社（米国イリノイ州アー
リントンハイツ）、Ｃａｌｌｂｉｏｃｈｅｍ－Ｎｏｖａｂｉｏｃｈｅｍ社（米国カリフォ
ルニア州ラホーヤ）、Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ社（米国カリフォルニア州
サンディエゴ）などから商業経路で入手できる。別の実施形態では、蛍光色素染料は、シ
アニン染料とすることができ、これはＰｉｃｏＧｒｅｅｎ（登録商標）、ＴＯＴＯ（登録
商標）、ＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ　Ｉ、ＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ　ＩＩ
、ＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｏｌｄ、ＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ　Ｉなどとして市販
されている。別の実施形態では、蛍光色素染料はＳＹＢＲ（登録商標）Ｇｒｅｅｎ　Ｉな
どの非対称シアニン染料である。
【００２０】
　蛍光染料を水性媒体に、水性媒体中の微生物を蛍光性にするのに適した量で添加する。
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一実施形態では、蛍光染料を水性媒体に、水性媒体１Ｌ当たり約０．５ｍｇ～約１００ｍ
ｇの蛍光染料の量で添加する。別の実施形態では、蛍光染料を、水性媒体１Ｌ当たり約０
．５ｍｇ～約１０ｍｇの量で添加する。別の実施形態では、蛍光染料を、水性媒体１Ｌ当
たり約０．５ｍｇ～約１．０ｍｇの量で添加する。
【００２１】
　一実施形態では、水性媒体の一部をテスト用に採取する。水性媒体の一部を手動で除去
しても、オンライン試験装置により計画的に除去してもよい。蛍光染料を水性媒体に添加
し、混合により分散させる。別の実施形態では、蛍光染料の溶液を水性媒体サンプルに注
入し、配合する。
【００２２】
　蛍光色素を用いる場合、水性媒体のｐＨは、染料の蛍光を最適化するのに適当な範囲に
維持する。一実施形態では、水性媒体のｐＨは約４．０～約９．５の範囲に維持する。別
の実施形態では、水性媒体のｐＨは約７．０～約８．０の範囲に維持する。
【００２３】
　一実施形態では、緩衝液を水性媒体に添加して水性媒体のｐＨを適当な範囲内に維持す
る。緩衝液は、微生物にも水性媒体中の蛍光測定にも影響しなければどのようなタイプの
緩衝液でもよい。一実施形態では、緩衝液は無機緩衝液、例えばリン酸緩衝食塩水又はホ
ウ酸緩衝液である。別の実施形態では、緩衝液は有機緩衝液、例えばトリス（ヒドロキシ
メチル）アミノメタン、エチレンジアミン四酢酸、Ｎ－２－ヒドロキシエチルピペラジン
－Ｎ’－２－エタンスルホン酸又はこれらの混合物である。一実施形態では、緩衝液はト
リス（ヒドロキシメチル）アミノメタンとエチレンジアミン四酢酸とのブレンドである。
別の実施形態では、濃度約１ｍｏｌ／Ｌ～約３０ｍｍｏｌ／Ｌの範囲のトリス（ヒドロキ
シメチル）アミノメタンと濃度約１００ｍｍｏｌ／Ｌ～約３ｍｍｏｌ／Ｌの範囲のエチレ
ンジアミン四酢酸とのブレンドがモル比約１０：１にある。
【００２４】
　緩衝液の添加は、蛍光色素を水性媒体に添加する前でも後でもよい。一実施形態では、
蛍光色素と緩衝液を予め混合し、一緒に水性媒体に添加する。
【００２５】
　一実施形態では、緩衝液を水性媒体に、水性媒体の体積に基づいて約１体積％～約３０
体積％の量で添加する。別の実施形態では、緩衝液を水性媒体に、水性媒体の体積に基づ
いて約１体積％～約１５体積％の量で添加する。別の実施形態では、緩衝液を水性媒体に
、水性媒体の体積に基づいて約５体積％～約１０体積％の量で添加する。
【００２６】
　蛍光染料を有する水性媒体の蛍光を測定することにより、基線蛍光信号を得る。ここで
用いる「蛍光」は、比較的短い波長の光で励起されたとき化合物が光を発することを意味
する。励起波長及び発光波長は、選択した蛍光染料に依存する。一実施形態では、励起波
長は約３５０ｎｍ～約６００ｎｍの範囲にあり、発光波長は約４５０ｎｍ～約６５０ｎｍ
の範囲にある。
【００２７】
　蛍光はどのようなタイプの蛍光検出器で測定してもよい。一実施形態では、蛍光分光分
析、蛍光顕微鏡法、蛍光ダイオードアレイ検出、マイクロプレート蛍光読取り、又はフロ
ーサイトメトリーにより蛍光信号を測定する。一実施形態では、蛍光検出器は携帯型蛍光
検出装置であるか、蛍光分光分析に基づくオンライン水状態モニタリング計器である。一
実施形態では、携帯型蛍光検出装置はＬＥＤ励起光及びＰＭＴ発光検出器を有する。一実
施形態では、携帯型蛍光検出装置はＬＥＤ励起光及びホトダイオード発光検出器を有する
。
【００２８】
　測定は迅速に行い、数個の測定値をとり、平均することができる。微生物は、試験前の
濃縮プロセスを必要とせずに、試験する水性媒体１ｍＬ当たり１０4コロニー形成単位（
ｃｆｕ）のように低い濃度で検出することができる。
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【００２９】
　基線測定値を手動で記録するか、オンラインモニタリング計器で測定し記憶することが
できる。
【００３０】
　蛍光染料は微生物の細胞成分を染色するが、微生物細胞の無傷の細胞膜を透過すること
ができない。総微生物含有量を測定するために、微生物の細胞内容物を水性媒体中に放出
させ、そうすればそこで細胞内容物に蛍光染料を接触させることができる。一実施形態で
は、微生物の細胞を溶解（溶菌）、つまり細胞膜を破壊することにより、微生物の細胞内
容物を放出させる。溶解は、機械的、化学的、物理的、電気的、超音波又はマイクロ波方
法あるいはこれらの方法の組合せにより行うことができる。
【００３１】
　機械的溶解は細胞壁を物理的に、例えば剪断、振動もしくは力により破壊する。機械的
方法の例には、流体チャンネル内のフィルター状構造もしくは小形バーを通して細胞を圧
力駆動により流す、低イオン強度水の迅速な拡散的混合を伴って細胞に浸透ストレスを付
加する、鋭い小規模構造を有する特殊領域に入るところで細胞に剪断力を付加する、細胞
壁をミニビーズビータもしくはビーズミルで破壊する、水性媒体中の菌体に超音波エネル
ギーを加えるなどがあるが、これらに限らない。
【００３２】
　化学的溶解が起こるのは、化学薬品を用いて細胞壁を破壊し、細胞内容物を放出させる
場合である。細胞壁を破壊できるならばどのような薬品を用いてもよい。一実施形態では
、界面活性剤、酵素、抽出溶剤又は溶菌性緩衝液を用いる。界面活性剤には、硫酸ドデシ
ル、３－［（３－コルアミドプロピル）ジメチルアンモニオ］－１－プロパンスルホネー
ト、ＴＷＥＥＮ（登録商標）２０界面活性剤、ＴＲＩＴＯＮ（登録商標）Ｘ系界面活性剤
、コール酸ナトリウム、デオキシコール酸ナトリウム、塩化グアニジニウムなどがあるが
、これらに限らない。酵素としては、特に限定されないが、リゾチーム、ムタノリシン、
ラビアーゼ、リゾスタフィン、リチカーゼ、プロテイナーゼＫ、エンドリシン、アクロモ
ペプチダーゼなどがあるが、これらに限らない。抽出溶剤には、ポリビニルポリピロリド
ン、フェノール、トリクロロトリフルオロエタン、又はフェノールとグアニジニウムチオ
シアネートもしくはグアニジニウムクロリドとの混合物がある。溶菌性緩衝液には、塩化
アンモニウム、四級アンモニウム化合物、ヘキサデシルトリメチルアンモニウムブロミド
、セチルトリメチルアンモニウムブロミド、ドデシル硫酸ナトリウム、ヘキサメタリン酸
、ピロリン酸ナトリウム、Ｃｏｕｌｔｅｒ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ社から市販の溶菌性
緩衝液であるＺａｐ－ｏ－ｇｌｏｂｉｎ（登録商標）、或いはＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒ
ｏｂｅｓ社から市販の溶菌性緩衝液であるＣｙＱＵＡＮＴ（登録商標）などがあるが、こ
れらに限らない。
【００３３】
　試薬は微生物を溶解するのに適当な任意の量で添加でき、過剰に添加してもよい。一実
施形態では、試薬を水性媒体１Ｌ当たり約１ｍｇ～約１００００ｍｇの量で添加する。別
の実施形態では、試薬を水性媒体１Ｌ当たり約１ｍｇ～約１０００ｍｇの量で添加する。
別の実施形態では、試薬を水性媒体１Ｌ当たり約１ｍｇ～約５０ｍｇの量で添加する。
【００３４】
　物理的溶解は熱的に行っても、凍結－解凍により行ってもよい。溶菌は、熱ブロックや
ホットプレートなどで水性媒体を加熱することにより、熱的に達成することができる。一
実施形態では、水性媒体を約４０℃～約１００℃の温度に加熱する。別の実施形態では、
温度は約４０℃～約６０℃である。一実施形態では、水性媒体を約１分～約１時間加熱す
る。別の実施形態では、水性媒体を約１分～約３０分間、特に約１分～約１５分間加熱す
る。別の実施形態では、水性媒体を約１分～約３分間加熱する。
【００３５】
　凍結－解凍の一例では、水性媒体をエタノール－ドライアイス浴などで凍結し、次いで
解凍する。
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【００３６】
　細胞は、拡散的混合、誘電泳動トラッピング又はマイクロ波照射により、一連の電気パ
ルスで電気的に溶解することができる。溶菌にフリーラジカルも使用できる。方法として
は、金属イオン、過酸化物及び水性媒体中の微生物の混合物に電界をかけて、フリーラジ
カルを発生させ、発生したフリーラジカルが細胞壁を攻撃する。
【００３７】
　微生物の細胞内容物を、水性媒体中に抽出し放出する前と後に水性媒体の蛍光信号を測
定して、それぞれ基線（ベースライン）蛍光信号及び第２の蛍光信号を得る。これらの蛍
光信号を手動で記録しても、オンラインモニター計器で測定し、記憶してもよい。
【００３８】
　第２の蛍光信号から基線蛍光信号を減算して正味の蛍光信号を得る。
【００３９】
　正味の蛍光信号は総微生物含有量に等しいとみなすことができる。選択した蛍光染料に
ついて、既知の微生物濃度及び該濃度の蛍光測定値から検量曲線を作成することができる
。一実施形態では、微生物の濃度を平板計数法で求める。一実施形態では、既知の総微生
物含有量及び選択した蛍光染料を含有するいくつかのサンプルを測定して蛍光信号を得る
。この信号の対数（ｌｏｇ）値をグラフにプロットし、回帰分析を行って検量曲線を得、
これにより総微生物含有量を蛍光信号に換算する。
【００４０】
　総細菌濃度は迅速に測定することができ、生物物質の菌体外含量を放出させるのに選択
された方法に応じて、アッセイを５分以内に完了することができる。迅速なアッセイは、
実験室用途、現場用途、オンライン自動化バッチシステム、オフラインモニタリングシス
テムいずれにもよく適合する。別の実施形態では、アッセイを自動化し、連続的に行うこ
とができる。
【００４１】
　別の実施形態では、背景蛍光信号を得て、背景干渉を除去し、水性媒体中の微生物含有
量を測定する精度を向上することができる。背景信号は、追加の有機又は非細胞成分の蛍
光を測定することにより、得ることができる。一実施形態では、背景信号を正味の蛍光信
号から減算する。一実施形態では、水性媒体中の総微生物含有量の測定方法は、水性媒体
部分に蛍光染料を添加する工程と、背景水性媒体部分用の追加の水性媒体部分を得る工程
と、背景水性媒体部分を処理して微生物を除去する工程と、処理した背景水性媒体部分に
蛍光染料を添加する工程と、水性媒体部分中の蛍光信号を測定して基線蛍光信号を得る工
程と、処理した背景水性媒体部分の蛍光信号を測定して背景基線蛍光信号を得る工程と、
微生物を溶解することによって水性媒体部分中の微生物の細胞内容物を水性媒体中に放出
させる工程と、背景水性媒体部分中での溶解手順のシミュレーションを行う工程と、放出
された微生物細胞内容物を含有する水性媒体部分中の蛍光信号を測定する工程と、シミュ
レーションした背景水性媒体部分中の蛍光信号を測定して第２の背景蛍光信号を得る工程
と、第２の蛍光信号から基線信号を減算して正味の蛍光信号を得る工程と、第２の背景蛍
光信号から背景基線蛍光信号を減算して正味の背景信号を得る工程と、正味の蛍光信号を
正味の背景信号で調節し、調節した正味の蛍光信号を微生物含有量に換算する工程とを含
む。
【００４２】
　水性媒体は上述した。背景信号は、どのようなタイプの水性媒体についても得られるが
、蛍光染料の存在下で蛍光を発する多量の有機物又は非細胞成分を有する水性媒体、例え
ば原油処理から生じる処理水についてがもっとも有用である。一実施形態では、水性媒体
部分及び背景水性媒体部分が同じ体積を有する。
【００４３】
　蛍光染料を添加する工程、基線蛍光信号を得る工程、微生物の細胞内容物を放出させる
工程、第２の蛍光信号を得る工程、及び正味の蛍光信号を得る工程については上述した。
【００４４】
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　水性媒体を処理して微生物を除去することができる。背景信号を得るために水性媒体か
ら微生物を除去するには、水性媒体を加熱するか、水性媒体を殺生物剤、例えばブリーチ
、塩素、他の市販の殺生物剤又はこれらの組合せで処理すればよい。一実施形態では、塩
素を約０．１ｐｐｍ～約３０ｐｐｍの量使用する。別の実施形態では、塩素を約０．１ｐ
ｐｍ～約２０ｐｐｍ、特に約０．１ｐｐｍ～約１０ｐｐｍの量使用する。殺生物剤を約１
ｐｐｍ～約２００ｐｐｍの量使用することができる。別の実施形態では、殺生物剤を約１
ｐｐｍ～約１００ｐｐｍ、特に約１ｐｐｍ～約５０ｐｐｍの量使用する。塩素を用いる場
合、背景微生物効果を最小化した後、該塩素を中和する必要があることがある。一実施形
態では、メタ重亜硫酸ナトリウムを用いて塩素を中和する。一実施形態では、メタ重亜硫
酸ナトリウムを水性媒体に約１ｐｐｍ～約５００ｐｐｍの量で添加する。別の実施形態で
は、メタ重亜硫酸ナトリウムを水性媒体に約１ｐｐｍ～約３００ｐｐｍ、特に約１ｐｐｍ
～約２００ｐｐｍの量で添加する。
【００４５】
　別の実施形態では、水性媒体を、熱ブロック、ホットプレートなどで加熱することによ
り、微生物成分を除去することができる。一実施形態では、水性媒体を約４０℃～約１０
０℃の温度に加熱する。別の実施形態では、温度は約４０℃～約７０℃である。別の実施
形態では、温度は約４０℃～約６０℃である。一実施形態では、水性媒体を約１分～約１
時間加熱する。別の実施形態では、水性媒体を約１分～約３０分間、特に約１分～約１５
分間加熱する。別の実施形態では、水性媒体を約１分～約３分間加熱する。
【００４６】
　処理して微生物を除去した水性媒体部分の蛍光を測定することにより、背景基線蛍光信
号を得ることができる。励起波長及び発光波長は、選択した蛍光染料に依存する。一実施
形態では、励起波長は約３５０ｎｍ～約６００ｎｍで、発光波長は約４５０ｎｍ～約６５
０ｎｍである。蛍光は、上述の蛍光検出器で測定できる。背景基線信号を手動で記録して
も、オンラインモニター計器で測定し、記憶してもよい。
【００４７】
　溶解手順は、処理済み背景水性媒体部分中でシミュレーションすることができる。一実
施形態では、微生物の細胞内容物を水性媒体部分中に放出する工程を、微生物が除去され
た背景水性媒体部分中で繰り返す。上述の通り、溶解は、機械的、化学的、物理的、電気
的、超音波又はマイクロ波方法又はこれらの組合せを用いて行うことができる。
【００４８】
　シミュレーションした背景水性媒体の蛍光を測定することにより、第２の背景蛍光信号
を得ることができる。励起波長及び発光波長は、選択した蛍光染料に依存する。一実施形
態では、励起波長は約３５０ｎｍ～約６００ｎｍで、発光波長は約４５０ｎｍ～約６５０
ｎｍである。蛍光は、上述の蛍光検出器で測定できる。第２の背景蛍光信号を手動で記録
しても、オンラインモニター計器で測定し、記憶してもよい。
【００４９】
　第２の背景蛍光信号から背景基線蛍光信号を減算して正味の背景信号を得る。正味の蛍
光信号を調節するには、正味の蛍光信号から正味の背景信号を減算して、調節した正味の
蛍光信号を得ることができる。
【００５０】
　調節した正味の蛍光信号を総微生物含有量に換算することができる。選択した蛍光染料
について、既知の微生物濃度及び蛍光測定値から検量曲線を作成することができる。一実
施形態では、既知の総微生物含有量及び選択した蛍光染料を含有するいくつかのサンプル
を測定して蛍光信号を得る。これらの信号の対数（ｌｏｇ）値をグラフにプロットし、回
帰分析を行って検量曲線を得、これにより総微生物含有量を蛍光信号に換算する。
【００５１】
　水性媒体の一部を手動で取り出しても、オンライン試験装置により計画的に取り出して
もよい。
【００５２】
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　別の実施形態では、バイオフィルムの濃度を定量することができる。バイオフィルムは
ガラス、プラスチック、金属、塗料などの表面にくっつき、これを該表面から取り除いて
、水性媒体に分散させて、バイオフィルムの総微生物含有量を測定することができる。一
実施形態では、水性媒体中のバイオフィルム含有量の測定方法は、バイオフィルムを水性
媒体中に分散し、水性媒体に蛍光染料を添加する工程と、水性媒体の蛍光信号を測定して
基線蛍光信号を得る工程と、微生物の溶解によって微生物の細胞内容物を水性媒体中に放
出させる工程と、放出された微生物の細胞内容物を含有する水性媒体の蛍光信号を測定し
て第２の蛍光信号を得る工程と、第２の蛍光信号から基線蛍光信号を減算して正味の蛍光
信号を得る工程と、正味の蛍光信号を微生物含有量に換算する工程とを含む。
【００５３】
　バイオフィルムの微生物濃度を定量するためには、バイオフィルム又は固着性の微生物
を表面から脱離し、水性媒体に分散させなければならない。水性媒体は、バイオフィルム
微生物を取り除くか分散することができるものであればどのようなタイプの水性媒体でも
よい。一実施形態では、バイオフィルムを食塩水に分散させる。別の実施形態では、バイ
オフィルムを緩衝食塩水に分散させる。別の実施形態では、水性媒体をリン酸緩衝液とす
ることができる。別の実施形態では、水性媒体が水である。別の実施形態では、水は公営
水道水とするか、冷却塔水のような工業用水とすることができる。
【００５４】
　微生物細胞を増殖表面からはがすか取り除いて、個別の細胞構造を破壊しない適当なや
り方で水性媒体に分散し、このことは、物理的方法、機械的方法、化学的方法、又はこれ
らの組合せにより達成することができる。バイオフィルム細胞をはがし、分散する物理的
方法の例には、撹拌、渦流、振盪及び強い剪断応力での洗浄などがあるが、これらに限ら
ない。一実施形態では、バイオフィルムをボルテックスにより分散させる。一実施形態で
は、バイオフィルムクーポンを液体に浸漬し、サイクロンにおけるように、迅速に渦巻く
か回転運動する流体の流れを、細胞を凝集体から解放するのに適当な時間生成することに
より、クーポンから細胞を取り除く。一実施形態では、バイオフィルムを約５秒～約５分
間渦巻かせる。別の実施形態では、バイオフィルムを約１０秒～約３分間渦巻かせる。別
の実施形態では、バイオフィルムを約１５秒～約１分間渦巻かせる。別の実施形態では、
バイオフィルムを約３０秒間渦巻かせる。
【００５５】
　バイオフィルム細胞をはがし、分散させる機械的方法の例には、超音波浴又は電流の使
用があるが、これらに限らない。
【００５６】
　バイオフィルム細胞をはがし、分散させる化学的方法の例には、界面活性剤、分散剤又
は消化酵素の添加があるが、これらに限らない。界面活性剤の例には、エチレンオキサイ
ド及び／又はプロピレンオキサイド（ＥＯ／ＰＯ）共重合体、ジメチルアミドポリマー、
Ｕｌｔｒａ－Ｋｌｅｅｎ（登録商標）殺生物剤（Ｓｔｅｒｉｌｅｘ社（米国メリーランド
州オーウィングズミルズ）から市販）、オクタンスルホン酸ナトリウム、又はアルキルポ
リグリコシドがあるが、これらに限らない。酵素の例には、セルラーゼ、α－アミラーゼ
及びプロテアーゼのブレンドがあるが、これらに限らない。一実施形態では、分散剤はポ
リエチレンイミンとすることができる。
【００５７】
　バイオフィルムを取り除いて、水性媒体中に分散させた後、総微生物アッセイを行う。
蛍光染料を水性媒体に添加する工程、水性媒体の蛍光信号を測定して基線蛍光信号を得る
工程、微生物の細胞内容物を水性媒体中に放出する工程、放出された微生物の細胞内容物
を含有する水性媒体の蛍光信号を測定して第２の蛍光信号を得る工程、正味の蛍光信号を
得る工程、及び正味の蛍光信号を微生物含有量に換算する工程は上述した。
【００５８】
　別の実施形態では、濃度に、バイオフィルムを移送した水性媒体の既知の体積を掛ける
ことにより、微生物の総量（ｃｆｕ）を得ることができる。別の実施形態では、微生物の
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量を、バイオフィルムが付着していた表面の単位面積で割ることにより、単位表面積当た
りの微生物の量（ｃｆｕ／ｃｍ2）を得ることができる。
【００５９】
　既知の寸法の選択システム表面からバイオフィルムをサンプリングすることによりバイ
オフィルムを直接測定することができる。或いはまた、クーポンを用いて増殖させ、バイ
オフィルムを増殖させるシステムの傾向を測定することができる。水システムの区域によ
っては実際のサンプリングにアクセス不能な区域があり、クーポン試験により、システム
がバイオフィルムを増殖させる傾向の目途が得られる。この方法はまた、処理プログラム
により処理システムがバイオフィルムを増殖させる傾向をうまく低減できることの証拠と
なる。
【００６０】
　別の実施形態では、背景蛍光信号を得て、背景の干渉を取り除き、水性媒体中のバイオ
フィルム含有量を測定する精度を向上させることができる。
【実施例】
【００６１】
　当業者が本発明を適切に実施できるように、以下に実施例を示して本発明を具体的に説
明するが、これらは本発明を限定するものではない。
【００６２】
　実施例１
　リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）における検量曲線
　シュードモナス・フルオレッセンスを液体培地で一晩増殖させ、１０ｍｌのＰＢＳに添
加して初期サンプルを形成した。初期サンプルから一連の希釈液を調製した。０．１ｍｌ
の初期サンプルを９．９ｍｌのＰＢＳに添加して１％（１０-2）溶液を作製した。１ｍｌ
の１％溶液を９ｍｌのＰＢＳに添加して０．１％（１０-3）溶液を作製した。１ｍｌの０
．１％溶液を９ｍｌのＰＢＳに添加して０．０１％（１０-4）溶液を作製した。１ｍｌの
０．０１％溶液を９ｍｌのＰＢＳに添加して０．００１％（１０-5）溶液を作製した。１
０ｍｌのＰＢＳを細胞を含有しないブランクとして用いた。
【００６３】
　希釈サンプル及び無細胞ブランクのそれぞれから１７０μｌのサンプルをとり、各サン
プルを２０μｌの１０Ｘ　ＳＹＢＲ（登録商標）ＧｒｅｅｎＩ染料及び１０μｌの２０Ｘ
　ＣｙＱＵＡＮＴ（登録商標）溶菌緩衝液（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社から市
販）と混合した。各サンプル（無細胞ブランク、１０-2、１０-3、１０-4及び１０-5）に
つきＬＳ５５蛍光分光計（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ社製）により励起波長４９７ｎｍ及
び発光波長５２０ｎｍにて蛍光強度を測定した。各サンプルにつき蛍光を４回測定し、平
均して蛍光強度Ｉ信号を得た。
【００６４】
　サンプルを６０℃に２分間加熱し、次いで室温まで冷却した。各希釈サンプル（１０-2

、１０-3、１０-4及び１０-5）につき、励起波長４９７ｎｍ及び発光波長５２０ｎｍにて
蛍光強度を測定した。各サンプルにつき蛍光を４回測定し、平均して蛍光強度ＩＩ信号を
得た。
【００６５】
　蛍光強度ＩＩ信号から蛍光強度Ｉ信号を減算することにより蛍光強度差（Δ）を得た。
【００６６】
　標準平板計数法を用いて各サンプル（無細胞ブランク、１０-2、１０-3、１０-4及び１
０-5）につきシュードモナス・フルオレッセンスの総細菌濃度を得た。
【００６７】
　蛍光強度差（相対光単位ＲＬＵ＝relative light unit）の対数値と平板計数（ｃｆｕ
／ｍｌ）の対数値との間の回帰分析を行って、図１に示すような検量曲線を得た。回帰方
程式はｙ＝－１．３７＋０．８５５ｘ（Ｒ－Ｓｑ＝９７．６％）である。
【００６８】
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　実施例２
　検量曲線
　ＰＢＳの変わりに冷却塔からの濾過水を用いた以外は実施例１と同様に検量曲線を作製
した。
【００６９】
　冷却塔からの約５０ｍｌの水をＰＶＤＦフィルター（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　ＳＬＧＶ０
３３ＲＢ）にて濾過し、残留する微生物を除去した。無細胞ブランク用に１０ｍｌの濾過
水を使用した。
【００７０】
　平板計数法を用いて各サンプル（無細胞ブランク、１０-2、１０-3、１０-4及び１０-5

）につきシュードモナス・フルオレッセンスの総細菌濃度を得た。
【００７１】
　蛍光強度差（ＲＬＵ）の対数値と平板計数（ｃｆｕ／ｍｌ）の対数値との間の回帰分析
を行って、図２に示すような検量曲線を得た。回帰方程式はｙ＝０．３８３＋０．５７６
ｘ（Ｒ－Ｓｑ＝９０．７％）である。
【００７２】
　実施例３
　シュードモナス・フルオレッセンスを培養平板にて一晩増殖させ、リン酸緩衝食塩水の
１７０μｌサンプル（複数）に添加した。各サンプルを２０μｌの１０Ｘ　ＳＹＢＲ（登
録商標）ＧｒｅｅｎＩ染料（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社から市販）及び１０μ
ｌの２０Ｘ　ＣｙＱＵＡＮＴ（登録商標）溶菌緩衝液と混合した。
【００７３】
　各サンプルにつき励起波長４９７ｎｍ及び発光波長５２０ｎｍにて蛍光強度を測定した
。各サンプルにつき蛍光を４回測定し、平均して蛍光基線信号を得た。
【００７４】
　サンプルを６０℃に２分間加熱し、次いで室温まで冷却した。各サンプルにつき、励起
波長４９７ｎｍ及び発光波長５２０ｎｍにて蛍光強度を測定した。各サンプルにつき蛍光
を４回測定し、平均して第２の蛍光信号を得た。
【００７５】
　第２の蛍光信号から蛍光基線信号を減算することにより蛍光強度差（Δ）を得た。実施
例１で作製した検量曲線から、蛍光強度差測定値の対数値を細胞濃度（ｃｆｕ／ｍｌ）と
同等とみなし、図３にサンプル１として示す。図３は、細胞濃度（ｃｆｕ／ｍｌ）及びＡ
ＴＰ生物発光についてのアッセイ読取り値を、シュードモナス・フルオレッセンスをリン
酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）に希釈した細胞希釈度に対してプロットしたグラフである。
【００７６】
　また、各サンプルにつき、平板計数法及びＢｉｏｓｃａｎ（登録商標）ＡＴＰにより比
較試験を作製した。各試験につき４回の測定を行い、平均し、図３に示した。平板計数及
びサンプル１の結果を対数濃度で報告し、ＡＴＰの結果を元々の濃度で報告する。ＡＴＰ
の結果は同一基準について１～ｌｏｇばらつきをもち、結果はノイズが多すぎて定量的比
較に用いることができなかった。
【００７７】
　サンプル１は５分以内に行い、１０4ｃｆｕ／ｍｌのように低い濃度を高い精度で測定
できる。これは同様のばらつき（標準偏差／平均）、並びに通常の培養による方法との良
好な相関をもち、工業的なＢｉｏｓｃａｎ（登録商標）ＡＴＰ法と比較して、はるかに良
好な検出限界とより小さなばらつきとを有する。
【００７８】
　実施例４
　シュードモナス・フルオレッセンスを培養平板にて一晩増殖させ、オートクレーブ処理
して残留微生物を除去した現場水の１７０μｌサンプル（複数）に添加した。
【００７９】
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　各サンプルを２０μｌの１０Ｘ　ＳＹＢＲ（登録商標）ＧｒｅｅｎＩ染料（Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社から市販）及び１０μｌの２０Ｘ　ＣｙＱＵＡＮＴ（登録商標
）溶菌緩衝液と混合した。
【００８０】
　各サンプルにつき励起波長４９７ｎｍ及び発光波長５２０ｎｍにて蛍光強度を測定した
。各サンプルにつき蛍光を４回測定し、平均して蛍光基線信号を得た。
【００８１】
　サンプルを６０℃に２分間加熱し、次いで室温まで冷却した。各サンプルにつき、励起
波長４９７ｎｍ及び発光波長５２０ｎｍにて蛍光強度を測定した。各サンプルにつき蛍光
を４回測定し、平均して第２の蛍光信号を得た。
【００８２】
　第２の蛍光信号から蛍光基線信号を減算することにより蛍光強度差（Δ）を得た。実施
例２で作製した検量曲線から、蛍光強度差測定値の対数値を細胞濃度（ｃｆｕ／ｍｌ）と
同等とみなし、図４にサンプル２として示す。図４は、細胞濃度（ｃｆｕ／ｍｌ）及びＡ
ＴＰ生物発光についてのアッセイ読取り値を、シュードモナス・フルオレッセンスを現場
水に希釈した細胞希釈度に対してプロットしたグラフである。
【００８３】
　また、各サンプルにつき、平板計数法及びＢｉｏｓｃａｎ（登録商標）ＡＴＰにより比
較試験を作製した。各試験につき４回の測定を行い、平均し、図４に示した。平板計数及
びサンプル２の結果を対数濃度で報告し、ＡＴＰの結果を元々の濃度で報告する。ＡＴＰ
の結果は同一基準について１～ｌｏｇばらつきをもち、結果はノイズが多すぎて定量的比
較に用いることができなかった。
【００８４】
　サンプル２は５分以内に行い、１０4ｃｆｕ／ｍｌのように低い濃度を高い精度で測定
できる。これは同様のばらつき（標準偏差／平均）、並びに通常の培養による方法との良
好な相関をもち、工業的なＢｉｏｓｃａｎ（登録商標）ＡＴＰ法と比較して、はるかに良
好な検出限界とより小さなばらつきとを有する。
【００８５】
　実施例５
　冷却塔水中及びリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中のシュードモナス・フルオレッセンス細
菌について検量曲線を作製した。冷却塔からの約５０ｍｌの水をオートクレーブ処理して
残留微生物を除去した。
【００８６】
　シュードモナス・フルオレッセンスを液体培地で一晩増殖させ、１０ｍｌのオートクレ
ーブ処理した冷却塔水に添加して、初期サンプルを作製した。初期サンプルから一連の希
釈液を調製した。０．１ｍｌの初期サンプルを９．９ｍｌのオートクレーブ処理した冷却
塔水に添加して１％（１０-2）溶液を作製した。１ｍｌの１％溶液を９ｍｌのオートクレ
ーブ処理した冷却塔水に添加して０．１％（１０-3）溶液を作製した。１ｍｌの０．１％
溶液を９ｍｌのオートクレーブ処理した冷却塔水に添加して０．０１％（１０-4）溶液を
作製した。１ｍｌの０．０１％溶液を９ｍｌのオートクレーブ処理した冷却塔水に添加し
て０．００１％（１０-5）溶液を作製した。１０ｍｌのオートクレーブ処理した冷却塔水
をブランクとして用いた。
【００８７】
　シュードモナス・フルオレッセンスを１０ｍｌのＰＢＳに添加して初期サンプルを形成
した。冷却塔水の場合と同様に、初期サンプルから一連の希釈液を調製し、１０-2、１０
-3、１０-4及び１０-5のＰＢＳ溶液を作製した。１０ｍｌのＰＢＳをブランクとして用い
た。
【００８８】
　一連の水及びＰＢＳ希釈液それぞれからのサンプルを、水サンプル中の背景ノイズを測
定するために取っておいた。各背景サンプルを１ｐｐｍの塩素及び２０ｐｐｍのＢｅｌｌ
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ａｃｉｄｅ（登録商標）３５０からなる殺生物剤で３０分間処理した。２００ｐｐｍの重
亜硫酸ナトリウムを添加して残留塩素を中和した。
【００８９】
　希釈した冷却塔水及びＰＢＳサンプル及び背景サンプルのそれぞれから１７０μｌのサ
ンプルをとった。各サンプルを２０μｌの１０Ｘ　ＳＹＢＲ（登録商標）ＧｒｅｅｎＩ染
料（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ社から市販）及び１０μｌの２０Ｘ　ＣｙＱＵＡ
ＮＴ（登録商標）溶菌緩衝液と混合した。
【００９０】
　冷却塔水及びＰＢＳサンプルのそれぞれにつき励起波長４９７ｎｍ及び発光波長５２０
ｎｍにて蛍光強度を測定した。各サンプルにつき蛍光を４回測定し、平均して蛍光Ｉ信号
を得た。背景冷却塔水サンプルのそれぞれにつき励起波長４９７ｎｍ及び発光波長５２０
ｎｍにて蛍光強度を測定した。各サンプルにつき蛍光を４回測定し、平均して背景蛍光Ｉ
信号を得た。
【００９１】
　サンプルを６０℃に２分間加熱し、次いで室温まで冷却した。冷却塔水及びＰＢＳサン
プルのそれぞれにつき励起波長４９７ｎｍ及び発光波長５２０ｎｍにて蛍光強度を測定し
た。各サンプルにつき蛍光を４回測定し、平均して蛍光ＩＩ信号を得た。背景冷却塔水サ
ンプルのそれぞれにつき励起波長４９７ｎｍ及び発光波長５２０ｎｍにて蛍光強度を測定
した。各サンプルにつき蛍光を４回測定し、平均して背景蛍光ＩＩ信号を得た。蛍光ＩＩ
信号から蛍光Ｉ信号を減算することにより正味の蛍光強度を得た。正味の蛍光測定値は冷
却塔水及びＰＢＳサンプルそれぞれについて得た。
【００９２】
　背景蛍光強度ＩＩ信号から背景蛍光強度Ｉ信号を減算することにより正味の背景蛍光強
度を得た。背景サンプルそれぞれについて正味の背景蛍光測定値を得た。
【００９３】
　各サンプルにつき正味の蛍光信号から正味の背景蛍光信号を減算することにより、調節
した正味の蛍光信号を得た。
【００９４】
　標準平板計数法を用いて、冷却塔水及びＰＢＳサンプルそれぞれについてシュードモナ
ス・フルオレッセンスの総細菌濃度を得た。
【００９５】
　調節した正味の蛍光信号（ＲＬＵ）の対数値と平板計数（ｃｆｕ／ｍｌ）の対数値との
間で回帰分析を行い、図５に示すような、冷却塔水及びＰＢＳについての検量曲線を得た
。ＰＢＳ検量曲線についての回帰方程式はｙ＝－１．４７＋０．８４７ｘ（Ｒ－Ｓｑ＝９
２．２％）である。冷却塔水についての回帰方程式はｙ＝－１．２９＋０．７４１ｘ（Ｒ
－Ｓｑ＝７３．７％）である。１６５個のデータ点のうち３つの外れ値を削除した。
【００９６】
　実施例６
　細菌を緑膿菌とし、これをトリプシン大豆培養液（ＴＳＢ）液体培地で一晩増殖させ、
１０ｍｌの０．８５％食塩水緩衝液に添加して初期サンプルを形成したこと以外は、実施
例１と同様にして検量曲線を作製した。
【００９７】
　初期サンプルから一連の希釈液を調製した。０．１ｍｌの初期サンプルを９．９ｍｌの
０．８５％食塩水緩衝液に添加して１％（１０-2）溶液を作製した。１ｍｌの１％溶液を
９ｍｌの０．８５％食塩水緩衝液に添加して０．１％（１０-3）溶液を作製した。１ｍｌ
の０．１％溶液を９ｍｌの０．８５％食塩水緩衝液に添加して０．０１％（１０-4）溶液
を作製した。１ｍｌの０．０１％溶液を９ｍｌの０．８５％食塩水緩衝液に添加して０．
００１％（１０-5）溶液を作製した。１０ｍｌの０．８５％食塩水緩衝液を細胞を含有し
ないブランクとして用いた。
【００９８】
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　希釈したサンプル及び無細胞ブランクのそれぞれから１８０μｌのサンプルをとり、各
サンプルを２０μｌの１０Ｘ　ＳＹＢＲ（登録商標）ＧｒｅｅｎＩ染料と混合した。各サ
ンプル（無細胞ブランク、１０-2、１０-3、１０-4及び１０-5）につきＬＳ５５蛍光分光
計（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ社製）により励起波長４９７ｎｍ及び発光波長５２０ｎｍ
にて蛍光強度を測定した。各サンプルにつき蛍光を４回測定し、平均して基線蛍光測定値
を得た。
【００９９】
　サンプルを９０℃に２分間加熱し、次いで室温まで冷却した。励起波長４９７ｎｍ及び
発光波長５２０ｎｍにて蛍光強度を測定して蛍光強度ＩＩ測定値を得た。各サンプルにつ
き蛍光を４回測定し、平均して蛍光強度ＩＩ測定値を得た。
【０１００】
　蛍光強度ＩＩ信号から基線蛍光信号を減算することにより蛍光強度差（Δ）を得た。
【０１０１】
　標準平板計数法を用いて各サンプル（無細胞ブランク、１０-2、１０-3、１０-4及び１
０-5）につき緑膿菌の総細菌濃度を得た。
【０１０２】
　蛍光強度差（ＲＬＵ）の対数値と平板計数（ｃｆｕ／ｍｌ）の対数値との間の回帰分析
を行って、図６に示すような検量曲線を得た。回帰方程式はｙ＝－１．０１８５＋０．７
３８１ｘ（Ｒ－Ｓｑ＝９８．９７％）である。
【０１０３】
　緑膿菌バイオフィルム細胞を３１６ステンレス鋼チューブ内面上で一晩増殖させた。こ
のために、液体増殖培地、即ち１％細菌接種物を有する３０％ＴＳＢ培地の再循環流を再
循環回路内のチューブに１３５ｍｌ／ｍｉｎの流量で供給した。
【０１０４】
　３１６ステンレス鋼チューブのセグメントを所望の時間間隔後に流れシステムから除去
した。３１６ステンレス鋼チューブのセグメントを１０ｍｌの０．８５％食塩水緩衝液に
浸漬し、最高速度で２分間渦巻かせることにより、バイオフィルム付着物を取り除いた。
【０１０５】
　ボルテックス処理サンプルの１８０μｌのアリコート（複数）を２０μｌの１０Ｘ　Ｓ
ＹＢＲ（登録商標）ＧｒｅｅｎＩ染料と混合した。各サンプルにつき励起波長４９７ｎｍ
及び発光波長５２０ｎｍにて蛍光強度を測定した。各サンプルにつき蛍光を４回測定し、
平均して基線蛍光測定値を得た。
【０１０６】
　サンプルを９０℃に２分間加熱し、次いで室温まで冷却した。各サンプルにつき、励起
波長４９７ｎｍ及び発光波長５２０ｎｍにて蛍光強度を測定した。各サンプルにつき蛍光
を４回測定し、平均して蛍光強度ＩＩ測定値を得た。
【０１０７】
　蛍光強度ＩＩ信号から蛍光基線信号を減算することにより蛍光強度差（Δ）を計算した
。蛍光強度差測定値（ＲＬＵ）の対数値を、図６の検量曲線に沿って、サンプル３のデー
タ点としてプロットした。各サンプルにつき蛍光強度差測定値の対数値を、図６の検量曲
線から、細胞濃度（ｃｆｕ／ｍｌ）に換算することができる。
【０１０８】
　図６から、緑膿菌バイオフィルム細胞（サンプル３）からのデータ点はすべてプランク
トン緑膿菌細胞懸濁液から得られる検量曲線とよく一致していることが分かる。これは、
このアッセイが固体表面からバイオフィルムを分散させた後のバイオフィルムの定量に適
当であることを示している。
【０１０９】
　ここで図７を参照すると、上述の方法による水システムの水性媒体中の総細菌含量をモ
ニターするシステムが図示されており、参照符号１００で総称されている。図７に示す実
施形態は、水性媒体が循環ループ１０４に流れる、通常の開放型冷却塔水再循環システム
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１０２を示す。当業界で周知のように、循環ポンプ１０６により水性媒体を循環ループ１
０４に流すことができる。弁１０８は水性媒体を循環ループ１０４から総細菌モニタリン
グシステム１００に取り出すのを可能にする。総細菌モニタリングシステム１００はオン
ラインの分析機として機能し、水システム１０２の水性媒体中の細菌濃度をモニターする
。当業者に明らかなように、総細菌モニタリングシステム１００を用いて、公営もしくは
工業用水システム又は加工システム１０２における総細菌の測定を通して総生存細菌の迅
速な検出を可能にすることができる。したがって、水システム１０２をこれ以上詳しく説
明する必要はない。
【０１１０】
　総細菌モニタリングシステム１００に入る水性媒体は、最初にフィルターーモジュール
１１０を通過する。望ましくは、フィルターーモジュール１１０は孔径約５～約５０μｍ
のフィルターー１１２を含み、そのため比較的大きな不純物は水性媒体から除去されるが
、細菌含有物は通過して濾液中にある。一実施形態では、フィルターーモジュール１１０
は、フィルターー孔径１０μｍのフリップフロップ型フィルターーシステム、例えば、本
出願人に譲渡された米国特許出願第１２／１９３１９８号（２００８年８月１８日出願）
「インライン濾過システム」に開示されたシステムである。しかし、フィルターーモジュ
ール１１０は、本発明の要旨から逸脱することなく、他の濾過構成配置を含むことができ
る。
【０１１１】
　総細菌モニタリングシステム１００は、制御モジュール１２０、サンプル調製モジュー
ル１３０、溶菌モジュール１４０及び検出モジュール１５０を含む。制御モジュール１２
０はプログラミング可能な論理コントローラ（ＰＬＣ）１２２もしくは同様の装置と、他
のモジュール１３０、１４０、１５０の機能を制御するための電子ユニット１２４とを含
み、また後述するように総細菌濃度を計算する。
【０１１２】
　サンプル調製モジュール１３０は、レベル切換サンプルカップ１３２と、サンプルカッ
プ１３２への濾過水性媒体の流れを制御するためのソレノイド弁１３３とからなる。一実
施形態では、レベル切換サンプルカップ１３２は１対のリードワイヤを備える。サンプル
カップ１３２が充満状態であるか、所定の高レベルにあるとき、２本のワイヤが電子的に
接続され、ソレノイド弁１３３の遮断を促す。サンプルカップ１３２が空であるか、所定
の低レベルにあるとき、２本のワイヤが断続され、ソレノイド弁１３３の開放を促す。こ
れらの２つの状態の間の不感帯は約１．５ｍｌであるのが望ましい。サンプル調製モジュ
ール１３０は、水性媒体の圧力を循環ループ１０４内のヘッダ圧力から大気圧に下げる。
望ましくは、サンプルカップ１３２は大気に開放されており、水性媒体中の気泡がサンプ
ルからベント１３４に逃げ出せるようにしている。当業者であれば理解できるように、水
性媒体中の気泡は、検出モジュール１５０に用いる光学的測定装置からの望ましくないピ
ーク出現の原因となるおそれがある。
【０１１３】
　サンプルポンプ１３５、例えば容積移送式マイクロポンプは、水性媒体をサンプルカッ
プ１３２から引き抜く。サンプルポンプ１３５は僅かに約５ｐｓｉｇの定格とする場合が
あるので、圧力を下げることにより、サンプルポンプ１３５を保護する。サンプルポンプ
１３５を用いて、サンプル調製モジュール１３０を通る水性媒体の流量を制御する。プロ
グラミング可能な論理コントローラ（ＰＬＣ）１２２はサンプルポンプ１３５の行程頻度
を設定して流量を正確に制御する。水性媒体の流量は約１００μＬ～約２５０μＬの間と
するのが望ましく、約１５０μＬ～約２００μＬの間とするのが特に望ましい。一実施形
態では、サンプルポンプ１３５はポンプモデル１５０ＳＰ－Ｓ２（Ｂｅｉｏｎ　Ｍｅｄｉ
ｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ社製）である。しかし、少量の水性媒体を正確に供給でき
る公知のポンプのいずれを使用してもよい。
【０１１４】
　図示の実施形態では、蛍光色素試薬及び緩衝液を予め混合し、試薬供給部１３６から水
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性媒体に一緒に添加する。或いはまた、当業者に明らかなように、緩衝液の添加は、蛍光
色素を水性媒体に添加する前でも後でもよい。試薬供給部１３６は試薬供給ポンプ１３７
により蛍光色素及び緩衝液を供給する。試薬供給ポンプ１３７も容積移送式マイクロポン
プであるのが望ましく、プログラミング可能な論理コントローラ（ＰＬＣ）１２２はポン
プの行程頻度を設定して流量を正確に制御する。試薬供給ポンプ１３７は蛍光色素を、水
性媒体１Ｌ当たり約０．５ｍｇ～約１００ｍｇの蛍光色素の量で添加する。緩衝液を水性
媒体に添加して、水性媒体のｐＨを約２～約１０に維持する。一実施形態では、試薬ポン
プはポンプモデル１２０ＳＰ－Ｓ２（Ｂｅｉｏｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ社製）である。
【０１１５】
　サンプルポンプ１３５が供給する水性媒体と試薬供給ポンプ１３７が供給する試薬とは
、混合用Ｔ字管１３８で合流、広義には乱流流路を構成して水性媒体と蛍光色素試薬及び
緩衝液との混合を促進する混合装置で合流する。本発明の要旨から逸脱することなく、他
の混合装置、例えば混合用クロスやインペラーを使用してもよい。
【０１１６】
　図示の実施形態では、溶解モジュール１４０は水性媒体を加熱することにより溶菌を達
成する。制御モジュール１２０により制御される三方弁１４１を用いて、サンプル調製モ
ジュール１３０からの水性媒体を溶解モジュール１４０に差し向けてもよいし、まっ直ぐ
検出モジュール１５０に差し向け、溶解モジュール１４０をバイパスしてもよい。一実施
形態では、溶解モジュール１４０は、細胞を溶解し、微生物の細胞内容物を放出させるた
めに水性媒体の温度を上下させる温度制御ユニット１４２を含む。温度制御ユニット１４
２は、水性媒体を加熱する加熱装置１４４、例えば半導体プレートもしくは他の公知のヒ
ータ素子を含む。ファンもしくは他のラジエタ１４６を用いて、溶菌後のサンプルの迅速
な冷却を促進する。熱電対１４８は、加熱及び冷却期間中水性媒体の温度を測定する。制
御モジュール１２０は、予め作製した制御プログラムを用いて、温度制御ユニット１４２
に電力を供給し、サンプルを細胞の溶解に望ましい温度に加熱し、次いで所望の温度に達
するまでサンプルを冷却するように制御する。温度制御ユニット１４２は、水性媒体を望
ましくは約４０℃～約１００℃の温度、より望ましくは約４０℃～約６０℃の温度に加熱
する。温度制御ユニット１４２は、細胞を溶解するために、水性媒体を所望の温度に、望
ましくは約１分～約１時間、より望ましくは約１分～約３分間の期間加熱する。当業者に
は明らかなように、温度制御ユニット１４２は、水性媒体を所望通りに加熱、冷却する他
の公知の手段を含んでもよい。さらに、前述の通り、本発明の要旨から逸脱することなく
、溶解モジュール１４０は、細胞を溶解するために、他の公知の溶解方法、例えば機械的
、化学的、物理的、電気的、超音波又はマイクロ波法を使用することもできる。
【０１１７】
　次に溶菌細胞内容物を含有する水性媒体を三方弁１４９から検出モジュール１５０に送
る。検出モジュール１５０は光学的測定ユニット１５２を含む。光学的測定ユニットを２
つ以上用いることにより、測定の精度を高めることができる。光学的測定ユニット１５２
は、ケイ素ガラス流れセル１５４及び単一波長フルオロメータ１５６を含む。ケイ素ガラ
ス流れセル１５４は、入口流れチューブ１５８及び出口流れチューブ１５９が流れセルの
底部及び頂部にそれぞれ装着されている。図８に示す線図的実施形態からよく分かるよう
に、フルオロメータ１５６は、少なくとも１対の発光ダイオード（ＬＥＤ）１６０とホト
ダイオード発光検出器１６２が反応チューブ１６３の周囲に配置された構成である。励起
波長約３５０ｎｍ～約６００ｎｍ、発光波長約４５０ｎｍ～約６５０ｎｍを有するフルオ
ロメータにより、蛍光信号を測定するのが望ましい。フルオロメータ１５６はさらに、光
路及び強度を制御するために、シールされた光学チューブ内に光学レンズ１６４及びフィ
ルター１６５を含む。一実施形態では、フルオロメータ１５６はＬＳ５５ルミネセンスス
ペクトロメータ（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ社製）である。
【０１１８】
　３対の光学的ホト素子を用いる一実施形態では、３つのＬＥＤ及び３つのホトダイオー
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波長の入射光を発生し、対応する３つのホトダイオードは反対側でそれぞれの透過光を検
出する。使用するＬＥＤは４６７ｎｍの光（青）、５３０ｎｍの光（緑）及び６３４ｎｍ
の光（赤）の３つの色、最高６１０ｎｍのオレンジＬＥＤ及び最高発光５８６ｎｍの薄緑
ＬＥＤを含む。この構成は、光学的素子の設計と保守を容易にする。３対の光学的ホト素
子は、一度に３つの機能を測定する能力を与える。使用できる光学的ホト素子の対の数に
上限はないが、数はモニタリングシステムの所定用途に基づく寸法上の制約により左右さ
れる。
【０１１９】
　光学的測定ユニット１５２からの、サンプル水と試薬の混合物を含む流出物は、検出器
モジュール１５０を出て、各プラントの許容要件に応じて、ドレイン又は捕集ドラムに流
入する。流出物は有害でない廃水であるので、普通は流出物を重力ドレインに排出する。
【０１２０】
　制御モジュール１２０は、溶解モジュール１４０内で微生物の細胞内容物を水性媒体中
に抽出し放出する前後に、検出モジュール１５０により水性媒体の蛍光信号を測定して基
線蛍光信号と第２の蛍光信号を得るように、プログラミングされている。これらの蛍光信
号は検出モジュール１５０で測定され、プログラミング可能な論理コントローラ１２２に
記憶される。第２の蛍光信号から基線蛍光信号を減算して正味の蛍光信号を得る。正味の
蛍光信号は、溶解された細胞の微生物含有量の測定結果である。上述の通り検量曲線を用
いて総微生物含有量を得る。上述の通り、検量曲線を作製するには、蛍光色素を含有する
水性媒体中の既知の濃度の微生物について蛍光信号を測定し、各濃度ごとに正味の蛍光信
号を求め、グラフ上で濃度の値を正味の蛍光信号の対数値に対してプロットし、回帰分析
を行って、検量曲線を得る。上述の特徴を有するので、本システムは総細菌をオンライン
にてモニターすることができる。
【０１２１】
　以上、代表的な実施形態を具体的な説明として示したが、以上の説明は本発明の範囲を
限定するものとみなすべきではない。したがって、当業者は、本発明の要旨から逸脱する
ことなく、様々な変更、改変、置き換えなどを想起できる。
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