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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の微生物の有無を検出する方法であって、
　試料、及び、
　基板部材と、カバー層と、複数の自然発生する気泡を含みかつ基板部材とカバー層との
間に配置されるヒドロゲルと、を含む培養器具、
　を準備する工程であって、
　前記培養器具が、最も外側の第１の主表面と、最も外側の第２の主表面と、を含み、
　前記ヒドロゲルが増殖領域を画定する、工程と、
　前記器具の前記増殖領域に、第１の時点において前記試料を植菌する工程と、
　前記器具を所定時間の間培養する工程と、
　増殖領域を光源で照らす工程と、
　前記増殖領域内の微生物の有無を、第２の時点において検出する工程であって、
　微生物の有無を検出することが、増殖の兆候を観察することを含み、
　増殖の兆候を観察することが、前記第２の時点において、前記ヒドロゲル内の少なくと
も１つの自然発生する気泡の減少又は欠如を検出することを含む、工程と、を含む方法。
【請求項２】
　前記第２の時点の後に起きる第３の時点において、前記気泡の寸法又は欠如に関して前
記増殖領域を観察する工程と、
　２つの時点における前記増殖領域の観察を比較する工程と、を更に含む、請求項１に記
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載の方法。
【請求項３】
　微生物の有無を検出する工程が、
　撮像システムを準備することと、
　前記培養器具の前記増殖領域の画像を得ることと、を更に含み、
　増殖の兆候を観察することが、前記増殖領域の前記画像を表示する、印刷する、又は分
析することを含む、請求項１に記載の方法。
【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、米国特許仮出願第６１／３６０，１６６号（２０１０年６月３０日出願）の
利益を請求するものであり、参照によりこの開示内容全体が本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　試料中の細菌を検出するための従来の培養方法は、試料中の微生物の存在、及び、任意
に、それらの正体を検出するために、典型的には、細菌コロニーと装置の構成要素（例え
ば、格納容器、栄養培地、及びゲル化剤）とのコントラストに依存する。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　試料中の細菌を検出するための単純な物品及び方法の必要性が存在する。
【課題を解決するための手段】
【０００４】
　試料中の微生物の有無を検出する現行の一般法に鑑みて、本発明の培養器具は、試料中
の微生物を迅速かつ指示薬を必要とせずに検出する方法を準備する。有利には、本発明の
器具及び方法は、そのいくつかは微生物の増殖に対して阻害作用を有するとわかっている
指示試薬を使用せずに用いることができる。これに加えて、又はこれに代えて、器具及び
方法のいくつかの実施形態は、細菌の計数を準備する。いくつかの実施形態において、本
発明の方法は、細菌の自動検出及び／又は計数を準備する。
【０００５】
　したがって、一態様において、本開示は、試料中の微生物の有無を検出する方法を準備
する。該方法は、液体試料、及び、基板部材と、カバー層と、基板部材及び／又はカバー
層の上に配置された冷水可溶性乾燥ゲル化剤と、を含む培養器具、を準備する工程を含み
得る。培養器具は、最も外側の第１の主表面と、最も外側の第２の主表面と、増殖領域と
、を含み得る。培養器具は、最も外側の第１の主表面から最も外側の第２の主表面まで延
びる高透過性光路を形成するように構成され得る。該方法は、器具の増殖領域を試料で水
和する工程と、器具を所定時間の間培養する工程と、増殖領域を光源で照らす工程と、増
殖領域内の微生物の有無を検出する工程と、を更に含み得る。微生物の有無を検出する工
程は、増殖の兆候を観察することを含み得る。該方法のいくつかの実施形態では、培養器
具は、基板部材及び／又はカバーシートと結合された粘着層を更に含むことができ、その
場合、ゲル化層は粘着層の上に配置される。
【０００６】
　該方法のいくつかの実施形態において、増殖領域を照らす工程は、培養器具の第１の主
表面に対向して位置付けられた光源で増殖領域を照らすことを含み得る。該方法の上記実
施形態のいずれかにおいて、増殖の兆候を観察する工程は、培養器具の第１の主表面に対
向する観察位置から増殖領域を観察することを含み得る。
【０００７】
　該方法のいくつかの実施形態において、増殖領域を照らす工程は、培養器具の第２の主
表面に対向して位置付けられた光源で増殖領域を照らすことを含み得る。
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【０００８】
　いくつかの実施形態において、該方法は、第１のコントラスト層を準備する工程と、微
生物の有無を検出する前に、培養器具の前記第２の主表面に近接して第１のコントラスト
層を位置付ける工程と、を更に含み得る。いくつかの実施形態において、該方法は、第２
のコントラスト層を準備する工程と、微生物の有無を検出する前に、培養器具の第２の主
表面に近接して第２のコントラスト層を位置付ける工程と、を更に含み得る。
【０００９】
　上記実施形態のいずれかにおいて、微生物の有無を検出する工程は、光の散乱、吸光度
、又は透過性を検出することを含み得る。上記実施形態のいずれかにおいて、該方法は、
指示試薬を添加する工程を更に含み得、微生物の有無を検出する工程が、該指示試薬中の
観察可能な変化を検出することを含む。上記実施形態のいずれかにおいて、微生物の有無
を検出する工程が、蛍光信号を検出することを含み得る。
【００１０】
　別の態様において、本開示は、試料中の微生物の有無を検出する方法を準備し、該方法
は、試料、及び、基板部材と、カバー層と、複数の自然発生する気泡を含みかつ基板部材
とカバー層と間に配置されるヒドロゲルとを含む培養器具、を準備すること、を含み、ヒ
ドロゲルは増殖領域を画定する。培養器具は、最も外側の第１の主表面と、最も外側の第
２の主表面と、を含み得る。該方法は、器具の増殖領域に、第１の時点において試料を植
菌する工程と、器具を所定時間の間培養する工程と、増殖領域を光源で照らす工程と、増
殖領域内の微生物の有無を、第２の時点において検出する工程と、を更に含む。微生物の
有無を検出することは、増殖の兆候を観察することを含み得る。増殖の兆候を観察するこ
とは、第２の時点において、ヒドロゲル内の少なくとも１つの自然発生する気泡の減少又
は欠如を検出することを含み得る。
【００１１】
　該方法のいくつかの実施形態において、培養器具を準備する工程は、乾燥した冷水可溶
性ゲル化剤を含む薄膜培養器具を準備することを含み得、該方法は、該ゲル化剤を水性液
体で水和することを更に含む。実施形態のいずれかにおいて、水性液体は試料を含み得る
。
【００１２】
　いくつかの実施形態において、該方法は、第３の時点において、気泡の、小さくなった
寸法又は欠如に関して増殖領域を観察する工程と、第２の時点における観察と比較する工
程と、を更に含む。実施形態のいずれかにおいて、該方法は、第１のコントラスト層を準
備する工程と、微生物の有無を検出する前に、前記培養器具の前記第２の主表面に近接し
て前記第１のコントラスト層を位置付ける工程と、を更に含み得る。
【００１３】
　いくつかの実施形態において、該方法は、第２のコントラスト層を準備する工程と、微
生物の有無を検出する前に、培養器具の第２の主表面に近接して第２のコントラスト層を
位置付ける工程と、を更に含み得る。実施形態のいずれかにおいて、微生物の有無を検出
する工程は、光の散乱、吸光度、又は透過性を検出することを含み得る。上記実施形態の
いずれかにおいて、該方法は、指示試薬を添加する工程を更に含み得、微生物の有無を検
出する工程が、該指示試薬中の観察可能な変化を検出することを含む。実施形態のいずれ
かにおいて、微生物の有無を検出することは、微生物を計数することを含み得る。実施形
態のいずれかにおいて、該方法は、第１の光学フィルタを準備する工程と、微生物の有無
を検出する前に、第１の光学フィルタを光源と培養器具との間に位置付ける工程と、を含
み得る。上記実施形態のいずれかにおいて、微生物の有無を検出する工程は、２種類以上
の微生物を検出及び分別する工程を含み得る。
【００１４】
　上記実施形態のいずれかにおいて、該方法は、撮像システムを準備する工程と、培養器
具の増殖領域の画像を得る工程と、を更に含み得、増殖の兆候を観察する工程が、増殖領
域の画像を表示する、印刷する、又は分析することを含む。
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【００１５】
　別の態様において、本開示は、基板部材と、カバー層と、第１の粘着層の上に配置され
る冷水可溶性のゲル化剤と、を含む、微生物を検出するための器具を準備する。該器具は
、ゲル化剤が透明な水性液体で水和されると、実質的に光透過性となる。いくつかの実施
形態において、該器具は、基板部材又はカバー層の一方と結合された第１の粘着層を更に
含み得る。
【００１６】
　上記実施形態のいずれかにおいて、該器具は、基板部材又はカバー層の他方と結合され
た第２の粘着層を更に含み得る。上記実施形態のいずれかにおいて、該器具は、第１又は
第２の粘着層の上に配置された栄養培地を更に含み得る。上記実施形態のいずれかにおい
て、該器具は、光学フィルタ層又はコントラスト層を更に含み得る。
【００１７】
　上記実施形態のいずれかにおいて、透明な水性液体で水和された後の培養器具の光学ヘ
イズは、ＡＳＴＭ　１００３に従って測定した場合に９５％以下である。上記実施形態の
いずれかにおいて、透明な水性液体で水和された後の培養器具の光学的透明度は、ＡＳＴ
Ｍ　１００３に従って測定した場合に１０％以上である。
【００１８】
　「好ましい」及び「好ましくは」なる語は、特定の状況下で特定の効果をもたらし得る
本発明の実施形態のことを指して言う。しかしながら、同じ、又は他の状況下においては
他の実施形態が好ましい場合もある。更に、１つ以上の好ましい実施形態の引用は、他の
実施形態が有用ではないという意味を含むものではなく、他の実施形態を本発明の範囲か
ら除外することを意図しない。
【００１９】
　本明細書で使用するところの「ａ」、「ａｎ」、「ｔｈｅ」、「少なくとも１つの」及
び「１以上の」は、互換可能に使用される。したがって、例えば、「１つの（a）」微生
物を含むことが疑われる試料とは、その試料が「１つ以上の（one or more）」微生物を
含み得ることを意味すると解釈され得る。
【００２０】
　用語「及び／又は」は、列挙されている要素の１つ又は全て、あるいは、列挙されてい
る要素の任意の２つ以上の組み合わせを意味する。
【００２１】
　また、本明細書における端点による数の範囲の記載には、その範囲に含まれる全ての数
が含まれる（例えば、１～５には、１、１．５、２、２．７５、３、３．８０、４、５、
などが含まれる）。
【００２２】
　上記の本発明の概要は、開示される本発明の実施形態のそれぞれ又は全ての実施の態様
を説明することを目的としたものではない。以下の説明は、実例となる実施形態をより詳
細に例示するものである。本明細書にわたっていくつかの箇所で、実施例の一覧を通して
ガイダンスを準備するが、実施例は様々な組合せにおいて使用できる。それぞれの場合に
おいて記載される一覧はあくまで代表的な群として与えられるものであって、排他的な羅
列として解釈されるべきものではない。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
　本発明は、以下に列挙される図面を参照して更に説明され、類似構造は、いくつかの図
にわたって、類似番号によって参照される。
【図１】本開示による、高透過性光路を形成するように構成された培養器具の一実施形態
の、一部切り開いた、上面斜視図。
【図２】本開示によるコントラスト層を有する培養器具の一実施形態の、一部切り開いた
、上面図。
【図３】本開示による、第１の時点においてその中に分布している複数の自然発生する気
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泡を有するヒドロゲルを含む培養器具の一実施形態の上面図。
【図４ａ】図３の培養器具の第２の時点における上面図。
【図４ｂ】図４ａの培養器具の一部の拡大図。
【図５ａ】図３の培養器具の第３の時点における上面図。
【図５ｂ】図５ａの培養器具の一部の拡大図。
【図６】本開示による、高透過性光路を形成するように構成された培養器具内の微生物コ
ロニーの検出の一実施形態の側面図。
【図７】本開示による、高透過性光路を形成するように構成された培養器具内の微生物コ
ロニーの検出の別の実施形態の側面図。
【図８】本開示による検出系の一実施形態のブロック図。
【図９】ゲル化剤を含む薄膜培養器具の光学的透明度測定値の棒グラフ。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　本発明の実施形態を詳細に説明する前に、本発明はその応用において、下記の説明文に
記載されるか又は付属の図面に示される構成の細部及び要素の配置に限定されないもので
ある点は理解されるべきである。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べきでない点は
理解されるべきである。本明細書における、「ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ（含む、有する）」、
「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ（備える、有する、含む）」、「ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ（含有す
る、含む）」、又は「ｈａｖｉｎｇ（有する）」及びこれらの変形の使用は、その後に列
記される要素及びその均等物、並びに更なる要素を包含するものとする。特に特定又は限
定されない限り、「支持された」及び「結合された」という用語並びにその変形は広義の
意味で用いられ、直接的及び間接的な支持及び結合の両方を包含するものである。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、「前方」、「後方」、「上」、「下」
といった用語は、各要素の互いに対する関係を説明するためにのみ用いられるものであり
、装置の特定の向きを説明すること、装置に必要とされる若しくは求められる向きを指示
又は示唆すること、又は本明細書に記載される発明が、使用時にどのように使用、装着、
表示、又は配置されるかを特定することを目的とするものでは決してない。
【００２５】
　本開示は概して、試料中の微生物を検出するための方法及び物品を目的とする。いくつ
かの実施形態において、該物品及び方法は、実質的に光透過性の培養器具を使用する。低
ヘイズで高い透明度の装置は、微生物のコロニーを培養器具の物質と区別するために必要
な高コントラストを準備し、また、互いに非常に近接して位置する２つの微生物コロニー
を区別するための高い空間分解能を準備する。いくつかの実施形態では、該方法は、培養
器具内の微生物の存在の初期兆候（例えば、視認可能なコロニーが出現する前）として、
培養器具中の１つ以上の自然発生する気泡の減少又は消失の観察を採用する。
【００２６】
　該物品及び方法を使用して、試料中の微生物を検出する。好適な試料は、様々な供給源
から得られるか、又はそれらに由来し得る。「供給源」という用語は、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準備され得る。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
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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。供給源
の一部が使用される場合、これを供給源の「試料」と呼ぶ場合がある。しかしながら、「
試料」という用語は、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。
【００２７】
　「食品」という用語は、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。食品の例としては、これらに限定されるものでは
ないが、肉、鶏肉、卵、魚、魚介類、野菜、果物、調理済み食品（例、スープ、ソース、
ペースト）、穀物製品（例、小麦粉、シリアル、パン）、缶詰食品、牛乳、他の乳製品（
例、チーズ、ヨーグルト、サワークリーム）、脂肪、油、デザート、香辛料、スパイス、
パスタ、飲料、水、動物飼料、他の適当な食用材料、及びこれらの組み合わせが挙げられ
る。
【００２８】
　「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
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、ピペット、
ピペットチップ、及びサイフォンホースが含まれる。
【００２９】
　「実質的に光透過性」とは、本明細書で使用される場合、ＡＳＴＭ方法１００３により
測定した場合に、光学ヘイズが約９５％以下であり、ＡＳＴＭ方法１００３により測定し
た場合に、光学的透明度が約１０％以上である光路を指す。
【００３０】
　「自然発生する気泡」とは、本明細書で使用される場合、生物活性以外の手段で生じる
光学的に検出可能な気泡を指す。「光学的に検出可能」は広義で用いられ、人による視覚
的検出に加えてマシンビジョンによる検出を包含する。
【００３１】
　培養器具：
　本開示は、ある実施形態では、細菌を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５，６８１，７１２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。
【００３２】
　図１は、本開示による培養器具１１０の実施形態を示す。培養器具１１０は、基板部１
１２とカバーシート１２２とを備える。培養器具１１０は、最も外側の第１の主表面１０
４と、最も外側の第２の主表面１０６と、を含む。培養器具１１０は、液体試料を植菌す
ると、第１の主表面から第２の主表面まで延びる高透過性光路を形成するように構成され
る。
【００３３】
　任意に、基板部１１２及びカバーシート１２２は、（例えば、ヒンジ領域１０８におい
て、例えばステープル、接着剤、接着テープ、両面接着テープなどの当該技術分野におい
て既知の任意の好適な結合手段（図示せず）を用いて）一体に結合され得る。基板部１１
２及び／又はカバーシート１２２のいずれかの少なくとも一部は、被覆を含む。図１に示
されるように、基板部１１２は、任意の粘着層１１４とゲル化層１１６とを含む被覆を含
む。任意に、培養器具は、スペーサ１１８を更に含んでもよい。スペーサ１１８は、増殖
領域１２６の境界を画定する開口部１２０を含む。
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【００３４】
　図の実施形態では、増殖領域１２６は円形である。開口部１２０の壁部は、開口部の中
に沈着される液体試料（図示せず）を閉じ込めるための、所定の寸法及び形状（例えば、
円形、楕円形、正方形、矩形等）のウェルを準備する。開口部１２０は、一般に、培養器
具１１０の増殖領域１２６の境界を線引きする。スペーサ１１８は、所望の体積、例えば
、１、２又は３ミリリットルのウェ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又はポリスチレンフォームは、スペーサ１１８の好ましい材料である
が、疎水性（非濡れ性）であり、微生物に対して不活性、かつ滅菌に対して耐え得る任意
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１
１８は、複数の開口部２０（例えば、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１２、１
５、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。
【００３５】
　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
封入するの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１１８
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。
【００３６】
　基板部１１２及びカバー層１２２は、光透過性材料を使用して製造される。好ましくは
、基板部１１２及びカバー層１２２は透明である。例えば、基板部１１２及びカバー層１
２２に適した材料としては、例えば、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリカーボネート
又はポリエステルフィルムが挙げられる。基板部１１２及びカバー層１２２の主表面は、
実質的に平坦かつ滑らかでなければならず、例えば、光を散乱することにより光学的透明
度を低減する表面特徴（例えば、穴、段差、隆起部、エンボスパターン）を含んではなら
ない。
【００３７】
　任意の粘着層１１４は、当該技術分野において既知である様々な接着剤（例えば、感圧
性接着剤）を含むことができる。好適な接着剤の例としては、コポリマーシリコーン接着
剤（例えば、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる、例えば、米国特許第６，７
０３，１２０号に記載されているシリコーン接着剤）、及びアクリル酸系接着剤（例えば
、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる米国特許第４，５６５，７８３に記載さ
れているアクリル酸系接着剤）が挙げられる。粘着層１１４は、当該技術分野において既
知のプロセス（例えば、ナイフコーティング、押出し、剥離ライナからの積層付着等）を
用いて、基板部材１１２及び／又はカバーシート１２２に適用されることができる。粘着
層１１４を基板部材１１２及び／又はカバーシート１２２に適用するときには、散乱特徴
体がその中に導入される（例えば、気泡）又はその上に導入される（例えば、窪み、穴、
段差、隆起部、谷部分、溝等）のを最小限に抑えるように注意しなければならならず、そ
の理由は、かかる特徴体は、培養器具１１０の光学的透明度を低下させる可能性があるか
らである。
【００３８】
　このため、基板部材１１２、カバーシート１２２、及び粘着層１１４は、高度な光学的
透明度を有する材料から選択され、かつ、培養器具１１０に高度な光学的透明度をもたら
す方法で処理される。光学的透明度は、当該技術分野において既知である方法により測定
可能である。光透過率は光学的透明度と関連しており、例えばＡＳＴＭ方法１００３によ
り測定することができる。パーセント透明度は光学的透明度と関連しており、例えばＡＳ
ＴＭ方法１００３を使用して測定することができる。パーセントヘイズは光学的透明度と
関連しており、例えばＡＳＴＭ方法１００３を使用して測定することができる。
【００３９】
　ゲル化層１１６で使用されるゲル化剤は、冷水可溶性ゲル化剤を含む。好適な冷水可溶
性ゲル化剤としては、例えば、グアーガム、キサンタンガム、ローカストビーンガム、ヒ
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ドロキシエチルセルロース、カルボキシメチルセルロース、ポリアクリルアミド、アルギ
ン、及び前述のうちのいずれか２つ以上の組み合わせが挙げられる。液体試料が基板部材
１１２とカバーシート１２２との間に沈着した後、この液体はゲル化剤を膨潤させて、液
体試料を含有したヒドロゲルを形成する。
【００４０】
　実施形態のいずれかにおいて、ゲル化層１１６は、微生物の増殖を促進させる栄養素を
更に含んでもよい。実施形態のいずれかにおいて、ゲル化層１１６は、特定の微生物又は
微生物の群の増殖を選択する選択剤を更に含んでもよい。いくつかの実施形態において、
ゲル化剤、任意の栄養素、及び任意の選択剤は、例えば、米国特許第４，５６５，７８３
号に記載されているように、粘着層１１４の上に粉末被覆されることができる。
【００４１】
　本発明の別の実施形態では、粉末１１６は、溶液に溶解又は懸濁されたゲル化剤及び栄
養素、選択剤、並びに／又は指示試薬の混合物を含み、基質１１２上に被覆されて乾燥さ
れた被覆を含み得る。この実施形態においては、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）。
【００４２】
　培養器具で使用される具体的な栄養素及び／又は選択剤は、本明細書を考慮すれば当業
者には明らかであり、培養されるべき及び／又は選択的に検出される又は阻害されるべき
特定の細菌用に最適化され得る。例えば、対応する抗生物質耐性微生物を選択するために
、ある種の選択剤（例えば、バンコマイシンのような抗生物質）を組成物に添加してもよ
い。更に、特定の抵抗レベルを選択するように選択剤の濃度を調整することができ、この
ことは当業者に周知である。
【００４３】
　本開示の培養器具は、所望により指示試薬を含んでもよい。指示試薬は、前述のように
ゲル化層に組み込まれてもよく、及び／又は、例えば米国特許第４，５６５，７８３号記
載されているように、粘着層に組み込まれてもよい。
【００４４】
　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、成長する微生物と反応する染料であって、それにより微生物コロニーを着色又は
蛍光化させて、技術者又は自動読み取りによる検出及び／又は定量を容易にする染料が挙
げられる。かかる染料の非限定的な例としては、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、ベラトリルテトラゾリウム
ブルー、及び５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルリン酸二ナトリウム塩が挙げられ
る。しかしながら、同定されるべき微生物に応じ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。
【００４５】
　炭酸ナトリウムなどの緩衝剤を中性のｐＨを示す培地の準備に使用することができ、か
つ参照によりその全体が本明細書に組み込まれる米国特許第４，５６５，７８３号に記載
されるように、「Ｃａｂ－Ｏ－Ｓｉｌ　Ｍ－５」を粉末被覆混合物のための加工助剤とし
て用いることができる。言うまでもなく、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、増殖させるべき微生物の種類に
応じて調整され得る。
【００４６】
　本開示の物品は、分別指試薬を含み得ることが想到される。本明細書で使用するとき、
「分別指試薬」とは、培地に加えられ、特定の微生物の存在を表示し、他の微生物を表示
しない試薬を指す。分別指試薬の非限定的な例としては、染料（例えば、染色剤、ｐＨ指
示薬、レドックス指示薬）、酵素基質（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、リパーゼなどの、発色性又は蛍光性基質）、及び特定の微生物
により代謝されたときに、検出可能な反応（例えば、コロニー内の色又はコロニーに隣接



(9) JP 5925200 B2 2016.5.25

10

20

30

40

50

する色を変化させるｐＨ指示薬）を生じる特定の栄養素（例えば、発酵性糖質、アミノ酸
）が挙げられる。
【００４７】
　いくつかの実施形態では、１つ以上の分別指試薬を、薄膜培養器具の基質の上に被覆さ
れた水性組成物中に加えることができる。いくつかの実施形態では、１つ以上の分別指試
薬を、培養器具に加えられる液体試料に加えることができる。
【００４８】
　植菌中に試料を閉じ込めるスペーサ１１８を培養器具が含まない実施形態（図示せず）
では、閉じた後に冷水可溶性の粉末がゲルを形成している間試料を特定領域に閉じ込める
ために、テンプレート、例えば、重み付きリング（図示せず）をカバーシートの外側に一
時的に適用してもよい。培養器具の試料によって植菌された部分は、一般に、この装置の
増殖領域１２６を表す。
【００４９】
　一実施形態では、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
覆された基質を乾燥させ、任意に、例えば、米国特許第４，５６５，７８３号に記載され
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、薄膜培養プレート器具を作
製することができる。
【００５０】
　使用するとき、一定量の植菌物、典型的には約１ミリリットルの液状の植菌物は、カバ
ーシート１２２をめくり、植菌物をゲル化層１１６の上に沈着させることにより、器具に
加えられる。植菌物は、任意に、栄養素、選択剤、指示試薬、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。次に、カバーシート１２２を基板部材１１２
の上に戻し、植菌物はスペーサ１１８の開口部（存在する場合）の内部に均一に広がる。
これを行うのに便利な道具は、一般に、培養器具１１０の増殖領域１２６と一致するよう
に成形されかつ寸法設定された、平らで重みの付いた物品である。次いで、植菌された装
置１１０を所定期間培養し、この後、基質上に増殖する細菌コロニーの数をカバーシート
１２２を通して観察し、計数することができる。
【００５１】
　好ましい被覆混合物は、所定量の試料で水和されるときに、培養培地の成分を表１に示
される濃度で含むことができる。いくつかの実施形態では、培養器具用の被覆混合物は、
表１に示される成分のいくつかを含むことができ、試料を含有する液体（例えば、希釈剤
）は、表１に示される残りの成分のいくつか又は全てを含むことができる。したがって、
培養器具内の成分と希釈剤中の成分とを相加すると、表１に示される培養培地を得ること
ができる。
【００５２】
【表１】

【００５３】
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　任意に、培養培地は緩衝液を含むことができる。好適な緩衝液としては、リン酸緩衝液
が挙げられる。いくつかの実施形態では、炭酸塩緩衝液は炭酸ナトリウム緩衝液である。
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。
【００５４】
　培養器具が植菌された後、標的微生物の成長及び／又は検出に適した濃度を準備するよ
うに、培養培地中のそれぞれの要素の濃度を選択する。培養培地中の特定の微生物を増殖
させるのに好適な栄養素及び選択剤の濃度は、当技術分野において既知である。
【００５５】
　標的微生物の選択は、標的微生物の増殖を阻害すること、非標的微生物の増殖を促進す
ること、又は両方を含むことができる。標的微生物の成長の促進は、少なくとも１つの第
１の選択物質によって、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）、又は間接的に（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
の両方でもたらされることができる。標的微生物の増殖を選択するあらゆる要素、ラジカ
ル、イオン、又は化合物は、選択剤として使用するのに適している可能性がある。
【００５６】
　本発明による乾燥培養培地は、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。培養培地の成分は、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
。
【００５７】
　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
、指示試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の範囲であり得る。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の範囲であり得る。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。
【００５８】
　図に戻ると、図２は、本開示による培養器具２１０の別の実施形態を示している。器具
２１０は、図１の培養器具１１０の記載と同様に、基板部材２１２と、カバーシート２２
２と、粘着層２１４と、任意のスペーサ２１８と、ゲル化層２１６と、を含む。これに加
えて、培養器具２１０は、培養器具２１０の第２の主表面に近接して位置付けられたコン
トラスト層２３０を更に含む。
【００５９】
　コントラスト層２３０は、光の選択された波長を反射、吸収、又は拡散（例えば、散乱
）するために、任意の好適な材料から製造され得る。好適な材料としては、例えば、セル
ロース系材料、金属、ガラス、有機ポリマー、又は無機ポリマーが挙げられる。こうした
材料は、光の選択された波長を吸収、反射、又は拡散する化合物（例えば、顔料、染料、
粒子）とブレンドされてもよい。コントラスト層２３０は、培養器具２１０に対向する均
一表面を含んでもよい。
【００６０】
　いくつかの実施形態において、コントラスト層２３０は、例えば、金属、金属箔、金属
化ポリマーフィルム、又は鏡などの反射層を含んでもよい。いくつかの実施形態では、コ
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ントラスト層２３０は、鏡面反射フィルムなどの鏡面反射層を含んでもよい。好適な鏡面
反射層の例は、３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ　ｉｎ　Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮから入手できるＶｉ
ｋｕｉｔｉ　Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ｓｐｅｃｕｌａｒ　Ｒｅｆｌｅｃｔｉｖｅ（ＥＳＲ）フ
ィルム（部品番号９８０４４０２７５００）である。
【００６１】
　いくつかの実施形態において、コントラスト層２３０は、培養器具２１０と結合（例え
ば、接着剤結合）されてもよい。代替実施形態において、コントラスト層２３０は、培養
器具２１０の基板部材２１２の上に被覆される組成物であってもよい。
【００６２】
　試料
　好適な試験試料は、任意の供給源由来であり得る。対象の試料としては、液体（例えば
、飲料、プロセス流、水）、固体（例えば、食品成分、植物、肉、空気、表面（例えば、
床、壁、計器、食品加工装置）等）を挙げることができる。試料としては、培養細胞（例
えば、細菌培養物、増菌培地）も挙げることができる。
【００６３】
　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。このようなサン
プリング技法は、本発明の方法にも適している。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させる（例
えば、拭う、拭き取る）ことが含まれる。
【００６４】
　幅広い種類の綿棒又は他の試料採取器具が市販品として入手可能であり、例えば、３Ｍ
　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮからの商標名３Ｍ（商標）Ｑｕｉｃｋ　Ｓｗａ
ｂ、Ｐｕｒｉｔａｎ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　Ｃｏ．ＬＬＣ，Ｇｕｉｌｆｏ
ｒｄ，ＭＥからの商標名、ＰＵＲＥ－ＷＲＡＰＳ、又はＣｏｐａｎ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉ
ｃｓ，Ｉｎｃ．、Ｃｏｒｏｎａ，ＣＡからの商標名ＥＳＷＡＢ、又はｍｉｃｒｏＲｈｅｏ
ｌｏｇｉｃｓ，Ｓ．ｒ．ｌ．，Ｂｒｅｓｃｉａ，ＩＴからの商標名ＦＬＯＣＫＥＤＳＷＡ
Ｂが挙げられる。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、及び同等物を含む様々
な素材のものであることができる。
【００６５】
　次いで、試料採取器具（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ととも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、更なる分析の前に処理が
施されてよい。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。
【００６６】
　試料中の微生物を検出する方法
　本開示は、試料中の細菌を検出する方法を準備する。いくつかの実施形態において、該
方法は、液体試料、及び基板部材と、カバー層と、基板部材及び／又はカバーシートに結
合される粘着層と、粘着層の上に配置される冷水可溶性乾燥ゲル化剤とを含み、高透過性
光路を形成するように構成された培養器具、を準備することを含む。
【００６７】
　いずれの実施形態においても、該方法は、器具の増殖領域を試料で水和することを更に
含み得る。試料は、本来、液体試料（例えば、牛乳、プロセス水）及び／又は固体試料（
例えば、食物、食品成分、環境在留物（environmental residues））であり得る。液体又
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は固体試料は、液体培地（例えば、水、緩衝液）中に溶解又は懸濁され得る。培養器具を
開き（例えば、カバーシートを持ち上げてこれを基板部の少なくとも一部と分離させるこ
とにより）、試料を含有する液体を、基板部材とカバーシートとの間の増殖領域に移し（
例えば、ピペットで又は注いで）、それによって液体試料をゲル化剤と接触させる。ゲル
化剤は、液体試料と接触した後、ヒドロゲルへと水和される。
【００６８】
　いずれの実施形態においても、該方法は、器具を所定時間の間培養することを更に含み
得る。期間は所定の期間であってもよい。いくつかの実施形態では、培養器具は、少なく
とも約８時間、少なくとも約１２時間、少なくとも約１８時間、少なくとも約２４時間、
少なくとも約４８時間、又は少なくとも約７２時間の間培養され得る。いくつかの実施形
態では、培養器具は、約２４時間以下、約４８時間以下、又は約７２時間以下の間培養さ
れ得る。培養温度は、検出されるべき微生物に応じて選択される。当業者は、検出される
べき微生物に適した培養温度（例えば、約２５℃、約３０℃、約３５℃、約３７°）を選
択するであろう。
【００６９】
　いずれの実施形態においても、該方法は、増殖領域内の微生物の有無を検出することを
更に含む。微生物の有無を検出することは、増殖領域を光源で照らすことを含む。いくつ
かの実施形態では、光源（例えば、白色光）は、比較的広域スペクトルの波長を準備して
もよい。いくつかの実施形態では、光源は、比較的狭帯域の選択波長（例えば、光学的に
フィルタリングされた白色光又は紫外線）を準備してもよい。
【００７０】
　いずれの実施形態においても、該方法は、増殖の兆候を観察することを更に含む。いく
つかの実施形態では、増殖の兆候は、人によって視覚的に観察されてもよい。いくつかの
実施形態では、増殖の兆候は、撮像装置を使用して観察されてもよい。いくつかの実施形
態では、撮像装置は、増殖領域の画像を表示又は印刷可能であり、それにより、表示され
た又は印刷された画像を人が視覚的に観察及び分析可能となる。いくつかの実施形態では
、撮像装置は、プロセッサを使用して増殖領域の画像を分析してもよく、分析結果は、電
子メモリに格納され、表示され、及び／又は印刷され得る。
【００７１】
　増殖の兆候を観察することは、培養器具の高透過性光路内の対象を観察することを含む
。例えば、対象は、光源からの光を反射する、吸収する、又は屈折させる微生物コロニー
であり得る。コロニーは、コロニーと近接するヒドロゲルに対して明暗を有する輝点、灰
色点、又は有色点として観察され得る。有利には、高い光学透過率を有する光学装置の構
成要素（例えば、基板部材、粘着層、及びカバーシート）を選択することで、増殖の比較
的初期段階で微生物コロニーを検出するための強調されたコントラストをもたらす。
【００７２】
　図６は、本開示に従って試料中の微生物の有無を検出する一実施形態を示す。この実施
形態は、最も外側の第１の主表面６０４から最も外側の第２の主表面６０６まで延びる、
透過性の高い光路を形成するように構成された培養器具６１０（側面図で示されている）
を準備することを含む。培養器具６１０は、基板部材６１２と、基板部材６１２と結合さ
れた任意の粘着層６１４と、カバーシート６２２と、粘着層６１４とカバーシート６２２
との間に配置されるヒドロゲル６１７（例えば、水和ゲル化層（hydrated gelling layer
））と、を含む。図の実施形態では、ヒドロゲル６１７は液体試料で水和される。
【００７３】
　培養器具６１０は、光源６７０からの光子によって照らされる。光子は、一般に、光透
過性の培養器具６１０を通過することができる。原試料中に存在する微生物は、培養器具
６１０のヒドロゲル６１７の中に微生物コロニー６６０を形成することができる。光源６
７０からの光子は、微生物コロニー６６０に衝突することができ、そこで光子は反射され
る（観察者６９０に向かって反射する光子「Ａ」として示される）又は吸収されることが
でき、培養器具６１０の構成要素（例えば、カバー層、ゲル化層、粘着層、及び／又は基



(13) JP 5925200 B2 2016.5.25

10

20

30

40

50

板部材）の輝度及び／又は色に対して明暗を有する観察可能な輝点、灰色点、又は有色点
を生成する。図の実施形態では、光源は、培養器具６１０第１の主表面６０４に対向する
ように位置付けられている。図の実施形態では、増殖の兆候を観察することは、培養器具
の第１の主表面に対向する観察位置（即ち、観察者６９０）から増殖領域を観察すること
を含む。
【００７４】
　該方法のいくつかの実施形態では、微生物増殖の兆候を観察することは、光学フィルタ
６５０を準備し、かつ光源６７０と培養器具６１０との間にこの光学フィルタ６５０を位
置付けることを更に含む。これらの実施形態では、培養器具６１０は、光の選択された波
長（例えば、赤色波長、青色波長、紫外線波長）で照らされ得る。この構成は、微生物コ
ロニー６６０の色が、培養器具６１０の１つ以上の構成要素の色とわずかしか異ならない
場合に、特に有利であり得る。
【００７５】
　該方法のいくつかの実施形態（図示せず）では、微生物増殖の兆候を観察することは、
培養器具の第２の主表面に対向する観察者が培養器具を観察することを含み得る。こうし
た実施形態では（即ち、光源が培養器具の第１の主表面に面し、観察者が培養器具の第２
の主表面に面している場合）、微生物の有無を検出することは、微生物のコロニーによる
及び／又は指示試薬による光の散乱、吸光度、又は透過性を検出することを含み得る。
【００７６】
　該方法のいくつかの実施形態では、微生物増殖の兆候を観察することは、コントラスト
層６３０を準備し、かつ、培養器具６１０を観察する前に、このコントラスト層６３０を
培養器具６１０の第２の主表面６０６に近接して位置付けることを更に含む。これらの実
施形態では、コントラスト層６３０は、光源６７０からの光子を実質的に反射又は吸収し
、それによって、微生物コロニー６６０と、培養器具６１０の構成要素の１つ以上との間
のコントラストを増加させる。こうした実施形態の好適なコントラスト層６３０は、本明
細書に記載されるコントラスト層のいずれかを含む。コントラスト層６３０は、培養器具
６１０の増殖領域（図示せず）の全て又は任意の部分に重なるように位置付けられる。
【００７７】
　該方法のいくつかの実施形態（図示せず）では、微生物増殖の兆候を観察する工程は、
培養器具を観察する前に、培養器具の第２の主表面に近接して第２のコントラスト層を位
置付ける工程と、培養器具の第１の主表面に面して位置付けられた光源から培養器具を照
らす工程と、微生物増殖の兆候を観察する工程と、を更に含む。こうした実施形態は、２
種類の異なる微生物（例えば、別種、異種属、及び例えば大腸菌などの異なる群）を検出
する際に特に有利であり得る。このように、こうした実施形態は、微生物の検出及び分別
を準備することができる。いくつかの実施において、こうした実施形態は、微生物の特定
の種、属、又は群の確認を準備する。例えば、第１のコントラスト層は、特定の微生物の
存在の推定に基づく徴候（例えば、大腸菌微生物によるラクトースの代謝からのＣＯ２の
生成）の観察を準備することができ、第２のコントラスト層は、微生物の存在の確証的な
徴候（例えば、大腸菌微生物に見られるβ－ガラクトシダーゼ酵素の発色性酵素基質の加
水分解）の観察を準備することができる。これらの実施形態では、増殖の兆候を観察する
ことは、培養器具の第１の主表面に対向する観察位置から増殖領域を観察することを含む
。
【００７８】
　該方法のいくつかの実施形態では、微生物増殖の兆候を観察することは、指示試薬（例
えば、ｐＨ指示試薬、又は発色若しくは蛍光性酵素基質）の観察可能な変化を検出するこ
とを更に含む。これらの実施形態では、指示試薬は誘導体に変化し（例えば、プロトン化
した指示試薬、加水分解した指示試薬）、その場合、指示試薬の変化（例えば、色変化又
は蛍光変化）は、微生物コロニー６６０内及び／又は微生物コロニー６６０の近くに観察
可能な輝点、灰色点、又は色変化をもたらす。好適な指示試薬としては、例えば、蛍光剤
又は蛍光性分子及び生物発光化合物が挙げられる。
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【００７９】
　該方法の他の実施形態では、微生物増殖の兆候を観察することは、図７に示されるよう
に、培養器具の第１の主表面に対向して観察者を位置付けることと、培養器具の第２の主
表面に対向して光源を位置付けることとを含む。
【００８０】
　図７に示される実施形態は、最も外側の第１の主表面７０４から最も外側の第２の主表
面７０６まで延びる透過性の高い光路を形成するように構成された培養器具７１０（側面
図で示されている）を準備することを含む。培養器具７１０は、基板部材７１２と、基板
部材７１２と結合された任意の粘着層７１４と、カバーシート７２２と、粘着層７１４と
カバーシート７２２との間に配置されるゲル化層７１６とを含む。図の実施形態では、ゲ
ル化層７１６は液体試料で水和される。
【００８１】
　培養器具１０は、光源７７０からの光子によって照らされる。光子は、一般に、光透過
性の培養器具７１０を通過することができる。原試料中に存在する微生物は、培養器具７
１０のゲル化層７１６の中に微生物コロニー７６０を形成することができる。光源７７０
からの光子は、微生物コロニー７６０に衝突することができ、そこで光子は反射される（
観察者７９０に向かって反射する光子「Ａ」として示される）、透過される、又は吸収さ
れることができ、培養器具７１０の構成要素（例えば、カバー層、ゲル化層、粘着層、及
び／又は基板部材）の輝度及び／又は色に対して明暗を有する観察可能な輝点、灰色点、
又は有色点を生成する。図の実施形態では、光源７７０は、培養器具７１０第２の主表面
７０６に対向するように位置付けられている。図の実施形態では、増殖の兆候を観察する
ことは、培養器具７１０の第１の主表面７０４に対向する観察位置（即ち、観察者７９０
）から増殖領域を観察することを含む。
【００８２】
　該方法のいくつかの実施形態では、微生物増殖の兆候を観察することは、光学フィルタ
（図示せず）を準備し、かつ光源７７０と培養器具７１０との間にこの光学フィルタを位
置付けることを更に含む。これらの実施形態では、培養器具７１０は、光の選択された波
長（例えば、赤色波長、青色波長、紫外線波長）で照らされ得る。この構成は、微生物コ
ロニー７６０の色が、培養器具７１０の１つ以上の構成要素の色とわずかしか異ならない
場合に、特に有利であり得る。
【００８３】
　こうした実施形態では（即ち、光源が培養器具の第２の主表面に面し、観察者が培養器
具の第２の主表面に面している場合）、微生物の有無を検出することは、微生物のコロニ
ーによる及び／又は指示試薬による、光の散乱、吸光度、又は透過性を検出することを含
み得る。
【００８４】
　自然発生する気泡を観察することにより微生物の有無を検出する：
　別の態様において、本開示は、自然発生する気泡の存在又は寸法を観察することにより
、微生物の有無を検出する方法を準備する。該方法は、試料、及び、基板部材と、カバー
層と、カバー層の間に配置されたヒドロゲルと、を含む培養器具、を含む。ヒドロゲルは
、その中に分布している複数の自然発生する気泡を含む。ヒドロゲルは、培養器具内の増
殖領域を画定する。該方法は、器具の増殖領域に試料を植菌する工程と、所定時間の間器
具を培養する工程と、培養器具を光源で照らす工程と、第１の時点において培養器具内の
少なくとも１つの自然発生する気泡の減少又は欠如を検出することにより、培養器具内の
微生物の有無を検出する工程と、を更に含む。該方法は、有利には、コロニーが他の手段
によって（例えば、コロニーの視覚的検出による、指示薬（例えば、発色性酵素基質、蛍
光性酵素基質、ｐＨ指示薬、レドックス指示薬）の光学特性の変化を検出することにより
、この場合、該変化は微生物コロニーの存在と関連している）検出可能となる前に微生物
コロニーの存在を検出するために使用され得る。
【００８５】
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　いくつかの実施形態では、培養器具の増殖領域は、微生物の増殖を支持するために、少
なくとも１種の栄養素を含む。培養器具の増殖領域は、特定の微生物又は微生物の群（例
えば、抗生物質耐性微生物）の増殖を選択するために、少なくとも１種の選択剤を更に含
んでもよい。特定の生物又は生物の群（例えば、好気性細菌）の増殖に有利に働く栄養素
及び／又は選択剤は、当業者に既知である。栄養素又は選択剤は、ヒドロゲル中に自然発
生する気泡の形成及び／又は観察を実質的に妨げないように選択される必要がある。
【００８６】
　いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、器具の増殖領域にわたって培養器具の基板部
材及びカバー層と均一に接触する（即ち、ヒドロゲルは、基板部材とカバー層との間に「
挟まれる」）。いくつかの実施形態では、培養器具は、米国特許第４，５６５，７８３号
に開示されている器具のような薄膜培養器具であり得る。いくつかの実施形態では、培養
器具は、本開示による高光透過性の培養器具であり得る。
【００８７】
　自然発生する気泡は、器具が水性液体で水和されたとき、又は液体試料（例えば、水性
液体試料）を植菌されたときに、自然発生的に器具の中で形成される。理論に束縛される
ものではないが、自然発生する気泡は、乾燥した冷水可溶性のゲル化剤が水性試料で水和
されるときに形成され得、ゲル化剤が膨潤するとき、気泡はヒドロゲルの中に封入される
。器具が水和又は植菌された後、自然発生する気泡が培養器具内で観察可能になるまでに
、約数分から約数時間かかり得る。自然発生する気泡は、培養器具の増殖領域にわたって
規則的に分布され得る、又は不規則に分布され得る。好ましくは、自然発生する気泡は、
培養器具の増殖領域にわたって均一に分布される。特定の好ましい実施形態において、自
然発生する気泡の寸法はほぼ均一である。いくつかの実施形態において、自然発生する気
泡の直径は約１ｍｍ未満である。特定の好ましい実施形態において、自然発生する気泡の
直径は、約０．５ｍｍ～約１．０ｍｍである。いくつかの実施形態において、自然発生す
る気泡の直径は、約０．５ｍｍ未満である。広くは、より小さくて均一に分布された自然
発生する気泡は、培養器具内の微生物の別個のコロニーの検出の、より良い感度及び分解
能を可能にし得る。
【００８８】
　自然発生する気泡の数及び空間分布は、培養器具内の微生物の検出を容易にする。好ま
しくは、ヒドロゲル１平方センチメートル当たり約５０～１００個の自然発生する気泡が
存在する。より好ましくは、ヒドロゲル１平方センチメートル当たり約１００～約５００
個の自然発生する気泡が存在する。いくつかの実施形態では、１平方センチメートル当た
り約２００個の自然発生する気泡が存在する。
【００８９】
　培養器具の増殖領域に試料を植菌する。いくつかの実施形態では、ヒドロゲルは、ゲル
化剤（例えば、冷水可溶性ゲル化剤）を水性液体（例えば、滅菌水、滅菌緩衝液）で水和
することにより形成される。これらの実施形態では、培養器具を開いて（例えば、カバー
層を持ち上げて）ヒドロゲルの少なくとも一部を露出させることができ、ヒドロゲルを試
料と接触させることができる。例えば、試料採取器具（例えば、綿棒）をヒドロゲルと接
触させて、固体又は液体試料を培養器具に移すことができる。代替実施形態では、液体試
料をヒドロゲルの上にピペットで入れることができる。更なる代替実施形態では、ヒドロ
ゲルを表面（例えば、機器、床、壁）と接触させて、該表面上に存在していた物質（例え
ば、汚れ、埃、残留物）をヒドロゲルに植菌することができる。ヒドロゲルに植菌した後
、培養器具を閉じる。
【００９０】
　培養器具が乾燥しており再水和可能な冷水可溶性ゲル化剤を含む実施形態では、試料を
含む既定容量（例えば、約１ｍＬ、約５ｍＬ）の水性液体と乾燥ゲル化剤とを接触させる
ことにより、ヒドロゲルを形成することができる。
【００９１】
　いくつかの実施形態において、培養器具は、前述の通り、微生物の増殖を支持するため
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に栄養素を含み得る。あるいは又はこれに加えて、微生物の増殖を支持するための栄養素
は、液体試料の中に準備される（例えば、器具に液体試料を植菌する前に、液体試料を栄
養素と混合する）。植菌後、本明細書に記載の通り、培養器具を所定時間の間培養するこ
とができる。
【００９２】
　植菌後でかつ実質的な微生物増殖が培養器具内で起こる前に（例えば、約１～２細胞分
裂が起こるのに要する時間未満）、実質的な微生物増殖が起こった後の同じ培養器具と比
較するために、培養器具を観察又は撮像してもよい。あるいは、同様の培養器具に、対照
として滅菌液を植菌することができる。
【００９３】
　培養の後、培養器具は、微生物の有無の兆候に関して観察され得る。微生物の存在は、
第１の時点における培養器具内の複数の自然発生する気泡の不連続性によって示され得る
。即ち、培養器具は、増殖領域内に分布する複数の自然発生する気泡の存在に関して観察
され得る。増殖領域の領域内で、自然発生する気泡の１個以上が、増殖領域内の典型的な
自然発生する気泡よりも小さい場合及び／又は１つ以上の自然発生する気泡が存在しない
領域が存在する場合に、不連続性が観察され得る。理論に束縛されるものではないが、自
然発生する気泡は、微生物による気体（酸素、二酸化炭素、及び／又は窒素）の代謝によ
って、又は１つ以上の自然発生する気泡を分散する界面活性剤の微生物生産によって、寸
法が小さくなる又は消滅する場合がある。いくつかの実施形態では、培養器具内の自然発
生する気泡の不連続性の存在は、培養器具を２つ以上の時点（例えば、実質的な微生物増
殖が起こる前、及び微生物増殖が起こった後）で観察（又は撮像）し、各時点における観
察を比較した場合に、より明らかであり得る。
【００９４】
　図に戻ると、図３は、培養器具の一実施形態の第１の時点における上面図を示す。培養
器具は自然発生する気泡を含む。図３に示される培養器具３１０は、自然発生する気泡３
４０が器具内で形成された後であるが、実質的な微生物増殖が起こる前（例えば、植菌後
約１～約１５分）の培養器具３１０を表している。培養器具３１０は、ヒドロゲル３１７
中に自然発生する気泡３４０を含んでいる、スペーサ３１８で囲まれた円形増殖領域３２
６を含む。気泡３４０は、増殖領域３２６にわたって不規則に分布している。
【００９５】
　図４ａは、図３の培養器具の第２の時点（例えば、植菌後約８時間）における上面図を
示す。図４ｂは、図４ａの培養器具４１０の一部を拡大したものを示す。拡大図は、ヒド
ロゲル４１７中に分布している複数の自然発生する気泡４４０、並びに複数の小さくなっ
た自然発生する気泡４４２を示す。小さくなった気泡４４２は、増殖領域内の典型的な自
然発生する気泡４４０よりも著しく小さい。培養器具４１０内の自然発生する気泡の不連
続性は、たとえこの時点で微生物コロニーの他の視認可能な徴候が存在しなくても、微生
物の存在を示すことができる。
【００９６】
　図５ａは、図３の培養器具の第３の時点における（例えば、植菌後約１２時間）図３の
培養器具の上面図を示す。図５ｂは、図５ａ培養器具５１０の一部を拡大して示す。この
拡大図は、ヒドロゲル５１７に分布している複数の自然発生する気泡５４０、及び複数の
著しく小さい自然発生する気泡５４２を示す。図５ｂはまた、著しく気泡のないゾーン５
４４を示している。自然発生する気泡５４０、著しく小さい自然発生する気泡５４２、及
び気泡のないゾーン５４４は全て、視認可能な微生物コロニー５６０に近接している。著
しく小さい自然発生する気泡５４２は、ヒドロゲル５１７にわたって分布している自然発
生する気泡５４２の正常寸法範囲よりも著しく小さいという点で、自然発生する気泡５４
０と区別可能である。
【００９７】
　該方法のいくつかの実施形態では、２つ以上の時点における培養器具の観察を比較する
ことにより、培養器具内の自然発生する気泡の（例えば、微生物の存在に起因した）寸法
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の不連続性又は該気泡の存在の発現を確認することができる。
【００９８】
　該方法のいくつかの実施形態では、培養器具は周辺光（例えば、太陽光）で照らされる
。いくつかの実施形態では、培養器具は、光の選択された波長（例えば、白色光、紫外線
）を放射する光源で照らされる。
【００９９】
　いくつかの実施形態において、培養器具を照らす工程は、前述の通り、培養器具の最も
外側の第１の主表面又は第２の主表面に対向して位置付けられた光源で培養器具を照らす
ことを含む。いくつかの実施形態において、増殖の兆候を観察する工程は、前述の通り、
培養器具の第１の主表面又は第２の主表面に対向する観察者が増殖の兆候を観察すること
を含む。
【０１００】
　いくつかの実施形態において、増殖の兆候を観察する工程は、（例えば、技師又は撮像
装置）が面している主表面と反対側の培養器具の主表面上にコントラスト層を位置付ける
ことを更に含む。実施形態のいずれかにおいて、微生物の有無を検出する工程は、光の散
乱、吸光度、又は透過性（例えば、微生物コロニーによる光の散乱、吸光度、又は透過性
）を検出すること含む。上記実施形態のいずれかにおいて、微生物の有無を検出すること
は、微生物を計数することを含み得る。
【０１０１】
　撮像システムを使用した微生物増殖の兆候の検出：
　上記実施形態のいずれかにおいて、方法は、撮像システムを準備する工程と、培養器具
の画像を得る工程と、を更に含み得る。これらの実施形態では、微生物の有無を検出する
工程は、培養器具の画像を表示する、印刷する、又は分析することを含む。撮像システム
は撮像装置を含み、また、プロセッサを含んでもよい。いくつかの実施形態において、撮
像装置は、ラインスキャナ又はエリアスキャナ（例えば、カメラ）を含み得る。撮像装置
は、単色の（例えば、白黒）又は多色の（例えば、色付き）スキャナを含み得る。有利に
は、単色の撮像システムは、より解像度の高い画像を準備することができ、結果の精度を
向上させる及び／又は培養器具内の微生物の存在を検出するのに必要な時間を低減するこ
とが可能である。
【０１０２】
　いくつかの実施形態において、撮像システムは、照明システムを更に含む。照明システ
ムは、少なくとも１つの広域スペクトル可視光（例えば、「白色」光）源を含み得る。い
くつかの実施形態において、照明システムは、少なくとも１つの狭スペクトル可視光源（
例えば、例えば、赤色光、緑色光、又は青色光といった比較的狭帯域幅の可視光を放射す
る発光ダイオード）を含み得る。特定の実施形態において、照明システムは、発光ピーク
が約５２５ｎｍである狭スペクトル可視光源（例えば、発光ダイオード）を含み得る。
【０１０３】
　画像は、培養器具内のヒドロゲルによって反射された光から得ることができる、又は、
画像は、培養器具内のヒドロゲルを透過した光から得ることができる。好適な撮像システ
ム及び対応する照明システムは、例えば、ＰＣＴ国際公開特許ＷＯ　２００５／０２４０
４７、並びに米国特許出願公開第２００４／０１０１９５４号及び同第２００４／０１０
２９０３号に記載されており、当該文献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。好適な撮像システムの非限定的な例としては、３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓｔ
．Ｐａｕｌ，ＭＮ）から入手可能なＰＥＴＲＩＦＩＬＭ　Ｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ（Ｐ
ＰＲ）、Ｓｐｉｒａｌ　Ｂｉｏｔｅｃｈ（Ｎｏｒｗｏｏｄ，ＭＡ）から入手可能なＰＥＴ
ＲＩＳＣＡＮ　Ｃｏｌｏｎｙ　Ｃｏｕｎｔｅｒ、及びＳｙｎｂｉｏｓｉｓ（Ｃａｍｂｒｉ
ｄｇｅ，Ｕ．Ｋ．）から入手可能なＰＲＯＴＯＣＯＬ及びＡＣＯＬＹＴＥプレートスキャ
ナーが挙げられる。
【０１０４】
　いくつかの実施形態において、画像を得ることは、波長バイアス画像（wavelength-bia
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sed image）を得ることを含む。例えば、撮像システムは、撮像装置が収集した光にバイ
アスをかけるバイアス・フィルタを含み得る。フィルタエレメントは当該技術分野におい
て既知であり、「カットオフ」フィルタ（即ち、ある特定の波長より大きい又は小さいの
いずれかの光波長を通すことができるフィルタ）及び「バンドパス」フィルタ（即ち、あ
る特定の上限値と下限値との間の光波長を通すことができるフィルタ）の両方を包含する
。バイアス・フィルタは、照明光源と培養器具との間に位置付けることができる。あるい
は又はこれに加えて、バイアス・フィルタは、培養器具と撮像装置との間に位置付けるこ
とができる。
【０１０５】
　特定の好ましい実施形態において、画像を得ることは、赤色波長の通過を選択的に可能
とするバイアス・フィルタを使用して画像を得ることを含む。いくつかの実施形態におい
て、画像を得ることは、約５００ｎｍ～約５５０ｎｍの波長の通過を選択的に可能とする
バイアス・フィルタを使用することを含む。
【０１０６】
　図８は、撮像システム８７０の内部操作を図示するブロック図である。図８に示される
ように、培養器具８８２は、撮像システム内の焦点面（例えば、プラットフォーム上、図
示せず）に位置付けられる。本発明に従って、画像装置８９２は、培養培地８８２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８８２の
画像を捕捉する単色ラインスキャナ又はエリアスキャナ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８９２は、２次元の単色カメラの形態をとることができ
る。
【０１０７】
　概して、画像装置８９２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８８２、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８８２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８８２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。
【０１０８】
　プロセッサ８９４は、画像装置８９２の操作を制御する。また、図８に示されるのは、
任意のディスプレイ８７６であり、操作者による目視レビューのために、プロセッサ８９
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８９４は、画像装置８９２
を制御し、培養培地８８２を照射し、画像を取得する。プロセッサ８９４は、画像装置８
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８９４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８９４は、培養器具８８２の少なくとも１つの画像を分析し、微生物のコ
ロニーの計数等の分析結果、又は試料中の微生物の有無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８７６上に表示され、任意のデータ
記憶メモリ８９８に格納され、又は任意のコミュニケーションポート８９５を介してホス
トコンピュータ（図示せず）によって検索され得る。
【０１０９】
　培養器具の画像を解析することは、画像中の色及び／又は様々な色の濃さ（例えば、赤
、緑、青、灰色）を検出するシステムを使用することを含む。好適な画像分析システムは
、例えば、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる、米国特許第５，４４８，６５
２号、同第６，２４３，４８６号、及び同第６，１５３，４００号に記載されている画像
分析システムを包含する。
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【０１１０】
　特定の実施形態において、培養器具の画像を分析することは、選択された波長の画像を
分析することを含む。いくつかの実施形態において、画像は、広域スペクトル可視光（例
えば、「白色」光）源で培養器具を照射することにより集められたカラー画像であっても
よい。いくつかの実施形態において、画像は、複数の比較的狭いスペクトルの可視光源（
例えば、それぞれが比較的狭い帯域の可視光線、例えば、赤色光、緑色光、又は青色光を
放射する発光ダイオードの組み合わせ）で培養器具を照射することにより集められたカラ
ー画像であってもよい。いくつかの実施形態において、画像は、比較的狭いスペクトルの
可視光（例えば、赤色光、緑色光、又は青色光）の２つ以上の異なる光源で培養器具を照
射している間に集められた２つ以上の画像を組み合わせることによって得られる合成画像
であってもよい。いくつかの実施形態において、画像は、比較的狭いスペクトルの可視光
（例えば、緑色光）源で培養器具を照射している間に集められた画像であってもよい。こ
れらの実施形態では、画像を表示若しくは印刷するため及び／又は画像分析のために、特
定波長の画像を選択することができる。
【０１１１】
　いくつかの実施形態では（例えば、ｐＨ指示薬の色が赤から黄色に及ぶ場合）、画像を
分析するために選択される波長は、緑色範囲の波長（例えば、約５００ｎｍ～約５５０ｎ
ｍの波長）であり得る。いくつかの実施形態において、分析のために選択される波長は、
約５２０ｎｍ～約５３０ｎｍの波長である。いくつかの実施形態において、分析のために
選択される波長は約５２５ｎｍである。
【０１１２】
　波長は、例えば、表示、印刷、及び／又は分析用の画像の所定範囲の波長を電子的に選
択するコンピュータプログラムを用いて選択され得る。例えば、所定の緑色波長又は緑色
波長範囲は、赤色化した培養培地（例えば、クロロフェノールレッドを含む培養培地）で
増殖する微生物コロニーに隣接した黄色化ゾーンの画像を表示、印刷、又は分析するのに
特に好適であり得る。任意の好適なコンピュータプログラムを用いて、画像の所定範囲の
波長を選択することができる。好適なコンピュータプログラムの非限定的な例としては、
Ａｄｏｂｅ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．（Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ）から入手可能なＰＨ
ＯＴＯＳＨＯＰ　ＣＳ４ソフトウェア、及びＭｅｄｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ（Ｓｉ
ｌｖｅｒ　Ｓｐｒｉｎｇｓ，ＭＤ）から入手可能なＩＭＡＧＥ－ＰＲＯ　Ｐｌｕｓソフト
ウェアが挙げられる。
【０１１３】
　培養器具の画像が、培養器具内のヒドロゲルを透過した及び／又はヒドロゲルによって
反射されたかのいずれかの緑色波長の画像の収集物にバイアスをかける方法で得られた及
び／又は分析された特定の実施形態では、培養培地内のｐＨ指示薬（例えば、赤色化した
クロロフェノールレッド）と、細菌コロニーに隣接する酸性ゾーン（例えば、黄色化した
クロロフェノールレッド）との間のコントラストは、著しく増強される。したがって、こ
れらの実施形態では、収集された波長の画像にバイアスをかけない他の類似の方法よりも
早い時期に乳酸菌を検出することができる。
【０１１４】
　実施形態
　実施形態１は、試料中の微生物の有無を検出する方法であり、該方法は、
　液体試料、及び、基板部材と、カバー層と、基板部材及び／又はカバー層の上に配置さ
れた冷水可溶性乾燥ゲル化剤と、を含む培養器具、を準備する工程であって、前記培養器
具が、最も外側の第１の主表面と、最も外側の第２の主表面と、増殖領域と、を含み、
　前記培養器具が、前記第１の主表面から前記第２の主表面まで延びる高透過性光路を形
成するように構成される、工程と、前記器具の前記増殖領域を前記試料で水和する工程と
、
　前記器具を所定時間の間培養する工程と、
　増殖領域を光源で照らす工程と、
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　前記増殖領域内の微生物の有無を検出する工程であって、
　微生物の有無を検出することが、増殖の兆候を観察することを含む、工程と、を含む方
法。
【０１１５】
　実施形態２は、前記培養器具が、前記基板部材及び／又は前記カバーシートと結合され
た粘着層を更に含み、前記ゲル化剤が該粘着層の上に配置される、実施形態１に記載の方
法。
【０１１６】
　実施形態３は、前記増殖領域を照らす工程が、前記培養器具の前記第１の主表面に対向
して位置付けられた前記光源で前記増殖領域を照らすことを含む、実施形態１又は実施形
態２に記載の方法。
【０１１７】
　実施形態４は、増殖の兆候を観察することが、前記培養器具の前記第１の主表面に対向
する観察位置から前記増殖領域を観察することを含む、実施形態１～３のいずれか１つに
記載の方法。
【０１１８】
　実施形態５は、前記増殖領域を照らす工程が、前記培養器具の前記第２の主表面に対向
して位置付けられた前記光源で前記増殖領域を照らすことを含む、実施形態１又は実施形
態２に記載の方法。
【０１１９】
　実施形態６は、増殖の兆候を観察する工程が、前記培養器具の前記第１の主表面に対向
する位置から前記増殖領域を観察することを含む、実施形態５に記載の方法。
【０１２０】
　実施形態７は、前記培養器具の前記第２の主表面が、前記培養器具の前記増殖領域の少
なくとも一部とを重なるようなコントラスト層を含む、実施形態１～４のいずれか１つに
記載の方法。
【０１２１】
　実施形態８は実施形態４に記載の方法であって、
　第１のコントラスト層を準備する工程と、
　微生物の有無を検出する前に、前記培養器具の前記第２の主表面に近接して前記第１の
コントラスト層を位置付ける工程と、更に含む方法。
【０１２２】
　実施形態９は実施形態８に記載の方法であって、
　第２のコントラスト層を準備する工程と、
　微生物の有無を検出する前に、前記培養器具の前記第２の主表面に近接して前記第２の
コントラスト層を位置付ける工程と、を更に含む方法。
【０１２３】
　実施形態１０は、少なくとも１つのコントラスト層が、光を実質的に反射する、実施形
態７～９のいずれか１つに記載の方法。
【０１２４】
　実施形態１１は、少なくとも１つのコントラスト層が、鏡面反射層である、実施形態７
～９のいずれか１つに記載の方法。
【０１２５】
　実施形態１２は、少なくとも１つのコントラスト層が、光の選択された波長を実質的に
吸収する、実施形態７～９のいずれか１つに記載の方法。
【０１２６】
　実施形態１３は、増殖の兆候を観察する工程が、前記培養器具の前記第２の主表面に対
向する位置から前記増殖領域を観察することを含む、実施形態１～３のいずれか１つに記
載の方法。
【０１２７】
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　実施形態１４は、微生物の有無を検出する工程が、光の散乱、吸光度、又は透過性を検
出することを含む、実施形態１～１３のいずれか１つに記載の方法。
【０１２８】
　実施形態１５は、微生物の有無を検出する工程が、微生物のコロニーによる光の散乱、
吸光度、又は透過性を検出することを含む、実施形態１４に記載の方法。
【０１２９】
　実施形態１６は、指示試薬を添加する工程を更に含み、微生物の有無を検出することが
、該指示試薬中の観察可能な変化を検出することを含む、実施形態１～１５のいずれか１
つに記載の方法。
【０１３０】
　実施形態１７は、微生物の有無を検出する工程が、蛍光信号を検出することを含む、実
施形態１～１６のいずれか１つに記載の方法。
【０１３１】
　実施形態１８は、試料中の微生物の有無を検出する方法であって、
　試料、及び、基板部材と、カバー層と、複数の自然発生する気泡を含み、かつ基板部材
及びカバー層の間に配置されるヒドロゲルと、含む培養器具、を準備する工程であって、
　前記培養器具が、最も外側の第１の主表面と、最も外側の第２の主表面と、を含み、
　前記ヒドロゲルが増殖領域を画定する、準備する工程と、前記器具の前記増殖領域に、
第１の時点において前記試料を植菌する工程と、
　前記器具を所定時間の間培養する工程と、
　増殖領域を光源で照らす工程と、
　前記増殖領域内の微生物の有無を、第２の時点において検出する工程であって、
　微生物の有無を検出する工程が、増殖の兆候を観察することを含み、
　増殖の兆候を観察することが、前記第２の時点において、前記ヒドロゲル内の少なくと
も１つの自然発生する気泡の減少又は欠如を検出することを含む、試料中の微生物の有無
を検出する方法。
【０１３２】
　実施形態１９は、前記培養器具を準備する工程が、乾燥した冷水可溶性ゲル化剤を含む
薄膜培養器具を準備することを含み、前記方法が、該ゲル化剤を水性液体で水和すること
を更に含む、実施形態１８に記載の方法。
【０１３３】
　実施形態２０は、前記水性液体が前記試料を含む、実施形態１９に記載の方法。
【０１３４】
　実施形態２１は、前記ゲル化剤が透明な水性液体で水和されると、前記器具が実質的に
光透過性となる、実施形態１９又は実施形態２０に記載の方法。
【０１３５】
　実施形態２２は、第３の時点において、前記気泡の寸法又は欠如に関して前記増殖領域
を観察する工程であって、第３の時点が前記第２の時点の後に起きる、観察する工程と、
　２つの時点における前記増殖領域の観察を比較する工程と、を含む、実施形態１８～２
１のいずれか１つに記載の方法。
【０１３６】
　実施形態２３は、前記増殖領域を照らす工程が、前記培養器具の前記第１の主表面に対
向して位置付けられた前記光源で前記増殖領域を照らすことを含む、実施形態１８～２２
のいずれか１つに記載の方法。
【０１３７】
　実施形態２４は、増殖の兆候を観察することが、前記培養器具の前記第１の主表面に対
向する観察位置から前記増殖領域を観察することを含む、実施形態１８～２３のいずれか
１つに記載の方法。
【０１３８】
　実施形態２５は、前記増殖領域を照らす工程が、前記培養器具の前記第２の主表面に対



(22) JP 5925200 B2 2016.5.25

10

20

30

40

50

向して位置付けられた前記光源で前記増殖領域を照らすことを含む、実施形態１８～２２
のいずれか１つに記載の方法。
【０１３９】
　実施形態２６は、増殖の兆候を観察することが、前記培養器具の前記第１の主表面に対
向する位置から前記増殖領域を観察することを含む、実施形態２３に記載の方法。
【０１４０】
　実施形態２７は、前記培養器具の前記第２の主表面が、前記培養器具の前記増殖領域の
少なくとも一部とを重なるようなコントラスト層を含む、実施形態１８～２２のいずれか
１つに記載の方法。
【０１４１】
　実施形態２８は、
　第１のコントラスト層を準備する工程と、
　微生物の有無を検出する前に、前記第１のコントラスト層を、前記培養器具の前記第２
の主表面に近接して位置付ける、工程と、を含む実施形態２２に記載の方法。
【０１４２】
　実施形態２９は実施形態２８に記載の方法であり、該方法は更に、
　第２のコントラスト層を準備する工程と、
　微生物の有無を検出する前に、前記第２のコントラスト層を、前記培養器具の前記第２
の主表面に近接して位置付ける工程と、を含む、実施形態２８に記載の方法。
【０１４３】
　実施形態３０は、少なくとも１つのコントラスト層が、光を実質的に反射する、実施形
態２７～２９のいずれか１つに記載の方法。
【０１４４】
　実施形態３１は、少なくとも１つのコントラスト層が、鏡面反射層である、実施形態２
７～２９のいずれか１つに記載の方法。
【０１４５】
　実施形態３２は、少なくとも１つのコントラスト層が、光の選択された波長を実質的に
吸収する、実施形態２７～２９のいずれか１つに記載の方法。
【０１４６】
　実施形態３３は、増殖の兆候を観察することが、前記培養器具の前記第２の主表面に対
向する位置から前記増殖領域を観察することを含む、実施形態２７～２９のいずれか１つ
に記載の方法。
【０１４７】
　実施形態３４は、微生物の有無を検出する工程が、光の散乱、吸光度、又は透過性を検
出することを含む、実施形態１～３３のいずれか１つに記載の方法。
【０１４８】
　実施形態３５は、微生物の有無を検出する工程が、微生物のコロニーによる光の散乱、
吸光度、又は透過性を検出することを含む、実施形態３２に記載の方法。
【０１４９】
　実施形態３６は、微生物の有無を検出する工程が、微生物を計数することを含む、実施
形態１～３５のいずれか１つに記載の方法。
【０１５０】
　実施形態３７は、微生物の有無を検出することが、２種類以上の微生物を検出及び分別
することを含む、実施形態１～３６のいずれか１つに記載の方法。
【０１５１】
　実施形態３８は、微生物の有無を検出する工程が、更に、
　撮像システムを準備することと、
　前記培養器具の前記増殖領域の画像を得ること、を含み、
　増殖の兆候を観察することが、前記増殖領域の前記画像を表示する、印刷する、又は分
析することを含む、実施形態１～３７のいずれか１つに記載の方法。



(23) JP 5925200 B2 2016.5.25

10

20

30

40

50

【０１５２】
　実施形態３９は、微生物を検出するための器具であって、
　基板部材と、
　カバー層と、
　粘着層の上に配置される冷水可溶性のゲル化剤と、を含み、
　前記ゲル化剤が透明な水性液体で水和されると、前記器具が実質的に光透過性となる、
微生物を検出するための器具。
【０１５３】
　実施形態４０は、前記基板部材又は前記カバー層の一方と結合された第１の粘着層を更
に含む、実施形態３９に記載の器具。
【０１５４】
　実施形態４１は、前記基板部材又は前記カバー層の他方と結合された第２の粘着層を更
に含む、実施形態４０に記載の器具。
【０１５５】
　実施形態４２は、前記第１又は第２の粘着層の上に配置された栄養培地を更に含む、実
施形態４１に記載の器具。
【０１５６】
　実施形態４３は、指示試薬を更に含む、実施形態４０～４２のいずれか１つに記載の器
具。
【０１５７】
　実施形態４４は、光学フィルタ層又はコントラスト層を更に含む、実施形態４０～４３
のいずれか１つに記載の器具。
【０１５８】
　実施形態４５は、前記器具が透明な水性液体で水和された後の前記培養器具の光学ヘイ
ズが、ＡＳＴＭ　１００３に従って測定した場合に、９５％以下である、実施形態４０～
４４のいずれか１つに記載の器具。
【０１５９】
　実施形態４６は、前記器具が透明な水性液体で水和された後の前記培養器具の光学的透
明度が、ＡＳＴＭ　１００３に従って測定した場合に、１０％以上である、実施形態４０
～４５のいずれか１つに記載の器具。
【０１６０】
　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】
【０１６１】
　（実施例１）
　酵母及びかび検出用薄膜培養器具の準備
　シリコーン感圧性接着剤（３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮ）より入手可
能な３Ｍ（商標）Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｐｏｌｙｏｌｅｆｉｎ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｔ
ａｐｅカタログＮｏ．９７９５Ｒ）を有する、感圧性接着剤でコーティングされたポリオ
レフィンフィルムを使用して、薄膜培養器具用の、粉末でコーティングされた基板部材を
調製した。テープは、厚さ２ミル（５０．８ミクロン）の透明なポリオレフィン裏材と、
厚さ２ミル（５０．８ミクロン）のシリコーン感圧性接着剤の層と、白い剥離ライナとを
有した。
【０１６２】
　１４．３％（パーセンテージは全て重量％である）のカゼインの膵臓消化物、２５．５
％の肉ペプトン、９．５％の酵母エキス、４３．４％のデキストロース、６％のペプチカ
ーゼ（pepticase）、１％のクエン酸第二鉄アンモニウム、０．３％の塩化カルシウム、
及び十分な量の炭酸ナトリウムを含有する粉末を十分に混合し、ｐＨを約７に調整して粉
末栄養組成物を調製した。キサンタンガム粉末及びローカストビーンガム粉末（共にＳｐ
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ｅｃｔｒｕｍ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｆｇ．Ｃｏｒｐ（Ｇａｒｄｅｎａ，ＣＡ）より入手
可能）を１：１の重量比で混合してゲル化粉末組成物を調製した。流れを促進しかつ凝集
を防止するのに十分な量のシリカ（Ｃａｂｏｔ　Ｃｏｒｐ．（Ｂｉｌｅｒｉｃａ，ＭＡ）
より入手可能なＣａｂ－Ｏ－Ｓｉｌ　Ｍ５）を加えた。量は約０．５重量％未満である。
栄養組成物とゲル化粉末組成物を１：４の重量比で混合した。テープの接着剤でコーティ
ングされた面に過剰な混合粉末組成物をふりかけて基板部材を調製した。シートを傾け手
で軽くたたいて余剰粉末を除去した。
【０１６３】
　５００ｇのキサンタンガム粉末（ＮＦ　Ｇｒａｄｅキサンタンガム、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ
　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ　Ｃｏｒｐ．Ｃｏｒｐ．，Ｇａｒｄｅ
ｎａ，ＣＡより入手）及び５００ｇのローカストビーンガム（ＦＣＣ等級ローカストビー
ンガム、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｉｎｇ　Ｃｏｒｐ
．Ｇａｒｄｅｎａ，ＣＡより入手）を約２．９ｇのシリカ（Ｃａｂ－Ｏ－Ｓｉｌ　Ｍ５）
と混合して粉末ゲル化剤組成物を調製した。透明な接着剤コーティングテープ（３Ｍ（商
標）Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｐｏｌｙｏｌｅｆｉｎ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｔａｐｅカタロ
グＮｏ．９７９５Ｒ）の上にこの粉末組成物をふりかけ、シートを傾け手で軽くたたいて
余剰粉末を除去することでカバーシートを調製した。
【０１６４】
　３インチ（７．６ｃｍ）×３．７５インチ（９．５ｃｍ）の長方形プレート器具を、コ
ーティングされたシートから切り取って基板部材を形成し、コーティングされたフィルム
から切り取ってカバーフィルムを形成した。コーティングされた表面が互いに向き合い、
テープがカバーシートを基板部材に対して保持する役割を果たすように、両面感圧性接着
テープのストリップをコーティングされた基板部プレートの一端に接着し、カバーシート
の一端をこれに接着することで、薄膜培養器具を組み立てた（図１）。
【０１６５】
　（実施例２）
　好気性細菌検出用薄膜培養プレートの調製
　２２．８部のカゼインの膵臓消化物、１５．９部の酵母エキス、４５．５部のピルビン
酸ナトリウム、４．１部のデキストロース、９．０部のリン酸水素二カリウム、及び２．
８ｇのリン酸２水素カリウムを十分に混合して基板部材用の栄養組成物を調製したことを
除き、実施例１の手順に従って薄膜培養器具を調製した。グアーガム（Ｍ１５０グアーＭ
ＥＹＰＲＯＧＡＴガム、Ｍｅｙｈａｌｌ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　ＡＧ）を、凝集を防止しか
つ流れを促進するのに十分な量のシリカ（Ｃａｂ－Ｏ－Ｓｉｌ　Ｍ５シリカ）（約．５％
未満）と混合して、ゲル化粉末組成物を調製した。
【０１６６】
　１：１の重量比のキサンタンガム粉末（Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｆｇ
．Ｃｏｒｐ．（Ｇａｒｄｅｎａ，ＣＡ）より入手可能）及びローカストビーンガム粉末（
Ｓｐｅｃｔｒｕｍ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｆｇ．Ｃｏｒｐ．（Ｇａｒｄｅｎａ，ＣＡ）よ
り入手）を、凝集を防止するためのシリカと混合して粉末ゲル化剤組成物を調製したこと
を除き、実施例１の手順に従ってカバーシートを調製した。
【０１６７】
　（実施例３）
　酵母及びかびに関する薄膜培養器具の試験
　かび（Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃｓ（Ｓｔ．Ｃｌｏｕｄ，ＭＮ）より入手）の１つの
凍結乾燥ペレットを、瓶の中のＢｕｔｔｅｒｆｉｅｌｄのリン酸塩希釈剤（Ｅｄｇｅ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ（Ｍｅｍｐｈｉｓ，ＴＮ）より入手のＢＰＤ）９９ｍＬに無菌で入
れ、瓶を振盪し、この混合物を室温（約２３℃）で３０分間放置して、かび（糸状菌）で
あるペシロマイセス属（Paecilomyces sp.）（３Ｍ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｄｅｓｉｇｎａｔ
ｉｏｎ　Ｍ－１０）を繁殖させた。懸濁液を再度振盪し、ＢＰＤ　９９ｍＬを収容してい
る第２の瓶に２ｍＬを移し、振盪した。第２の懸濁液１ｍＬを、実施例１で得た薄膜培養
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３Ｍ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ　Ｙｅａｓｔ　＆　Ｍｏｌｄ　Ｃｏｕｎｔ　Ｐｌａｔｅ）の上
に製造業者の説明書に従って植菌した。
【０１６８】
　植菌された装置を、次の通りに培養系及び撮像システムを使用して２５℃で同時に培養
した。該システムは、温度調節器（ＴＥ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．（Ｔｒａｖｅ
ｒｓｅ　Ｃｉｔｙ，ＭＩ）より入手の製品番号ＴＣ－３６－２５－ＲＳ２３２）と結合さ
れたプラットフォームを有する培養系と、２つの照明ガイド（Ｓｃｈｏｔｔ　Ｎｏｒｔｈ
　Ａｍｅｒｉｃａ，Ｉｎｃ．（Ｓｏｕｔｈｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）より入手可能なＳｃｈｏ
ｔｔ　Ａ０８９７５）と結合された照明光源（Ｌｅｉｃａ　Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ　
ＧｍｂＨ（Ｗｅｔｚｌａｒ，Ｇｅｒｍａｎｙ）より入手可能なＬｅｉｃａ　ＫＬ２５００
ＬＣＤ　３０００度Ｋ）と、カメラ（ＮＩＫＯＮ　Ｃｏｏｌｐｉｘ　８４００）とを含ん
だ。カメラをプラットフォームの上方約１４インチ（３５．６ｃｍ）に位置付け、薄膜培
養器具の培養中に６０分間隔で画像を撮影した。加熱プラットフォーム上の光沢のあるア
ルミニウムプレートの上に並べて配置された２つの器具を同時に培養して撮像した。２つ
の照明ガイドを、プラットフォームに対して約４５度の角度で両側に約８インチ（２０．
３ｃｍ）離して配置し、光を器具の上面上に斜めに方向付けた。あるいは、アルミニウム
プレートの代わりに、Ｖｉｋｕｉｔｉ（商標）Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ｓｐｅｃｕｌａｒ　Ｒ
ｅｆｌｅｃｔｏｒ（３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮ）より入手可能）など
の鏡又はミラーフィルムを使用してもよい。５６時間の培養時間の間に、プレートの一連
の固定した時間的（固定した６０分自動取得間隔）画像を撮像した。画像は、並んで置か
れて同じ培養物を植菌された実施例１の器具と対照の器具の画像であった。
【０１６９】
　実施例１の器具の検出経過時間は、器具を通る光散乱を観察し、図４ａ及び図４ｂの消
滅ゾーンによって示されるように散乱の変化が検出された最も早い時間に留意することに
より決定した。対照器具の経過時間は、変化が検出された最も早い時間における器具内の
指示薬の色変化を観察することにより決定した。実施例１及び対照の器具上のペシロマイ
セス属（Paecilomyces sp.）の画像からの観察結果が表２に示されている。これら観察結
果は、植菌から経過した時間における画像の視覚変化を記載している。視覚認知閾値がコ
ロニー形成単位（ＣＦＵ）を同定するに至った最も早い時間に加えて、培養時間にわたる
継続的変化が記載されている。全プレートの最も早い検出経過時間を表３にまとめる。
【０１７０】
　酵母菌であるサッカロマイセス・セレヴィシエ（Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃ（Ｓｔ．
Ｃｌｏｕｄ，ＭＮ）より入手）を上記と同じ調製法で実施例１の器具の上で試験し、対照
でも試験した。結果を、表３にまとめる。
【０１７１】
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【表２】

【０１７２】
　＊植菌物の個体群（inoculum population）は意図的に小量に抑えられ、コロニーの数
はこの試験では重要な事象と考慮されなかった。
【０１７３】
【表３】

【０１７４】
　（実施例４）
　薄膜培養器具の好気性細菌に関する試験
　使用した対照プレートは３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮ）からから市販
されている３Ｍ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ　Ａｅｒｏｂｉｃ　Ｃｏｕｎｔプレートであった。
【０１７５】
　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（Ｍａｎａｓｓ
ｅｓ，ＶＡ）より入手した２種類の細菌性生物を使用して、実施例１の培養器具及び対照
を評価した。生物は大腸菌（ＡＴＣＣ　５１８１３）及び黄色ブドウ球菌（ＡＴＣＣ　２
５９２３）であった。
【０１７６】
　純粋培養物をトリプティックソイブロス（ＴＳＢ：Ｒｅｍｅｌ（Ｌｅｎｅｘａ　ＫＳ）
より入手可能）に植菌し、３５℃で２１時間静的に培養して、細菌培養物を調製した。１
つのループ（約５マイクロリットル）を新鮮なＴＳＢに移し、３５℃で２１時間静的に培
養した。１次希釈では、１０マイクロリットルのボルテックスした培養物を、試料瓶の中
の９９ｍＬのＢｕｔｔｅｒｆｉｅｌｄのリン酸塩希釈剤（ＢＰＤ：Ｅｄｇｅ　Ｂｉｏｌｏ
ｇｉｃａｌｓ（Ｍｅｍｐｈｉｓ　ＴＮ）より入手可能）にピペットで加え、振盪して混合
した。２次希釈では、１次希釈からの３０マイクロリットルを９９ｍＬのＢＰＤに加え、
振盪して混合した。２次希釈のうち約１０個のコロニー形成単位（ＣＦＵ）を含んでいる
１ｍＬを使用し、製造業者の説明書に従って３Ｍ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ　Ａｅｒｏｂｉｃ
　Ｃｏｕｎｔプレートに植菌した。１ｍＬを使用して、同じやり方で実施例１の器具に植
菌した。植菌されたプレートを３５℃で４８時間培養し、実施例３に記載のシステム及び
方法を用いて撮像した。３０分間隔で画像を撮像した。第１のＣＦＵの観察経過時間を表
４にまとめる。
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【０１７７】
【表４】

【０１７８】
　（実施例５）
　検出性能を高めるためのコントラスト層の使用
　実施例２の方法に従って培養器具を調製し、実施例４の方法に従って大腸菌（ＡＴＣＣ
　５１８１３）を使用して試験を行った。対照器具も調製して試験した。培養器具を３５
℃で４８時間培養した。大腸菌を有する実施例２の器具を反射体（Ｖｉｋｕｉｔｉ（商標
）Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ｓｐｅｃｕｌａｒ　Ｒｅｆｌｅｃｔｏｒ）の上に置いた。反射体上
で器具を観察すると、コロニーを肉眼でよりはっきりと見ることができる。反射体を背景
にすると、強調されたコントラストのせいでＣＦＵの形態をより容易に見ることができる
。気泡ゾーンと気泡のないゾーンとの間のコントラストもより良好となった。対照で使用
する黄色のグリッド線が印刷された白色紙を、反射体と培養器具の下面との間に置いた。
形態の変化及び気泡の消失は、この紙を使用するとほとんど見えなかった。
【０１７９】
　対照のカバーフィルムを注意深く持ち上げ、Ｖｉｋｕｉｔｉ（商標）Ｅｎｈａｎｃｅｄ
　Ｓｐｅｃｕｌａｒ　Ｒｅｆｌｅｃｔｏｒの一片を植菌ゾーンの約１／３を覆うように挿
入した。反射体を挿入すると、指示薬からの赤色コロニーを気泡上で非常によく見ること
ができた。反射体は気泡消滅ゾーンの可視性を高めた。
【０１８０】
　（実施例６）
　変性グアーガムを用いた薄膜培養器具
　使用したゴムが変性グアー粉末（Ｒｈｏｄｉａより入手なＪａｇｕａｒ　Ｃ１６２）で
あったことを除き、実施例２の方法に従って薄膜培養器具を調製した。
【０１８１】
　（実施例７）
　フィルム及び培養器具のヘイズ、透明度、及び透過性特性
　薄膜培養器具及び構成要素を、光学特性、つまり光透過率、ヘイズ、及び透明度に関し
て測定した。％ヘイズは、光散乱量を表し、また、培養中のＣＦＵの形態変化を観察する
のがどれだけ容易かを表す。ヘイズ、透明度、及び透過性の測定値を、製造業者の説明書
に従いかつＡＳＴＭ　１００３に準拠して、光計測器（ＢＹＫ　Ｇａｒｄｎｅｒ　Ｈａｚ
ｅ－ｇａｒｄ　ｐｌｕｓ、カタログＮｏ．４７２５、シリアルＮｏ．１０２４８５、ＢＹ
Ｋ－Ｇａｒｄｎｅｒ　ＵＳＡ（Ｃｏｌｕｍｂｉａ，ＭＤ）より入手可能）を使用して透過
モードで測定した。計測器の基線は試験用の器具、即ち、テープ又は薄膜培養器具等が試
料経路にない状態で設定され、結果は予想通り０％ヘイズ、１００％透明度、及び１００
％透過率であった。
【０１８２】
　光学特性を表９に示す。グラフの各点は４又は５回読み取りの平均を表している。試料
１は、粉末側を光検出器の球面に向けた状態で試験した、３Ｍ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ　Ａ
ｅｒｏｂｉｃ　Ｃｏｕｎｔプレート（ＡＣプレート）からの乾燥粉末でコーティングされ
たカバーシートであった。試料２は、緩衝液を接種したＡＣプレートからの２枚のカバー
シートであった。試料３は、ＡＣプレートからの接着剤を有さない二軸延伸ポリプロピレ
ン（ＢＯＰＰ）フィルムであった。試料４は、ＡＣプレートからの接着剤を有するＢＯＰ
Ｐフィルムであった。試料５は、３Ｍ（商標）Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｐｏｌｙｏｌｅｆｉｎ
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　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　ＴａｐｅカタログＮｏ．９７９５Ｒであった。試料６は、実施
例２のカバーシートと結合され、液状希釈剤を接種した基板部材であった。試料７は、液
状希釈剤を接種した実施例６の器具であった。
【０１８３】
　試料５は、ライナを有さず、平均光透過率９４．５％、ヘイズ８．８％、及び透明度９
５．８％を有した。試料６は、植菌後の薄膜培養器具であり、光透過率９１．９％、ヘイ
ズ３４．７％、及び透明度６６％を有した。
【０１８４】
　（実施例８）
　成分の滅菌
　実施例１及び２のカバーシート用の粉末をエチレンオキサイドガスによる処理で滅菌し
た後、コーティングの前に通気してあらゆる残留エチレンオキサイドガスを除去する。
【０１８５】
　（実施例９）
　薄膜培養器具の滅菌
　実施例１及び２の薄膜培養器具を密閉チャンバ内のエチレンオキサイド雰囲気に入れて
滅菌する。
【０１８６】
　以上、本発明を、その実施を可能とする説明文が与えられた、発明者によって予見され
る複数の具体的な実施形態を参照して説明した。しかしながら、現時点において予見され
ない改変を含む、本発明の実体的でない改変は、これらの実施形態の均等物を構成し得る
ものである。したがって本発明の範囲は、本明細書に記載された詳細及び構造によって限
定されるべきものではなく、以下の請求項及びその均等物によってのみ限定されるべきで
ある。

【図１】

【図２】

【図３】
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