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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）非晶質金属ケイ酸塩を含み、Ｘ線光電子分光法（ＸＰＳ）により測定して、０．
５以下の、金属原子対ケイ素原子比を有する表面組成を有する少なくとも１つの濃縮剤を
含む、焼結多孔質ポリマーマトリックスを含む濃縮素子を用意する工程と、（ｂ）少なく
とも１つの微生物株を含む試料を用意する工程と、（ｃ）前記濃縮素子と前記試料を接触
させて、少なくとも１つの微生物株が前記濃縮素子に結合又は捕捉されるようにする工程
と、（ｄ）少なくとも１つの結合した微生物株の存在を検出する工程と、を含む、微生物
株を検出するための方法。
【請求項２】
　前記濃縮剤が非晶質の球体化されたケイ酸マグネシウムを含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項３】
　非晶質金属ケイ酸塩を含み、Ｘ線光電子分光法（ＸＰＳ）により測定して、０．５以下
の、金属原子対ケイ素原子比を有する表面組成を有する少なくとも１つの濃縮剤を含む、
焼結多孔質ポリマーマトリックスを含む、濃縮素子。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
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　本出願は、内容が本明細書に参考として組み込まれる、米国特許仮出願第６１／１６６
，２６６号（２００９年４月３日出願）の優先権を主張する。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、微生物が検出又は検査に対して生存可能な状態を保つように、微生物を捕捉
又は濃縮するための方法に関するものである。他の態様では、本発明は、また、このよう
な方法の実施において使用する濃縮素子（及びこの素子を含む診断キット）と、素子を作
製するための方法と、にも関する。
【背景技術】
【０００３】
　微生物汚染により生じる食品媒介疾患及び院内感染は、世界中の無数の場所で懸案とな
っている。したがって、存在する微生物の素性及び／又は量を決定するために、さまざま
な医療、食品、環境、又はその他の試料中における、細菌又は他の微生物の存在を検定す
ることがしばしば望ましく、あるいは必要である。
【０００４】
　例えば、細菌ＤＮＡ又は細菌ＲＮＡを検定して、たとえ他の細菌種の存在においても特
定の細菌種の存在又は不在を評価することができる。しかしながら、特定の細菌の存在を
検出する能力は、少なくとも部分的に、分析される試料中の細菌の濃度に依存する。細菌
試料は、検出に適切な濃度の確保に試料中の細菌の数を増加させるために播種され又は培
養されるが、この培養工程はしばしば時間がかかり、評価結果を顕著に遅らせることがあ
る。
【０００５】
　試料中の細菌を濃縮することで、培養時間を短縮することができ、培養工程の必要性を
排除することすら可能になる。このように、菌株に特異的な抗体を使用することによって
（例えば、抗体をコーティングした磁性粒子又は非磁性粒子の形態で）、特定の細菌株を
分離する（及びこれにより濃縮する）ための方法が開発されている。しかしながらこのよ
うな方法は高価であり、少なくとも一部の診断用途に望まれるよりも依然としてやや遅い
傾向がある。
【０００６】
　菌株特異的でない濃縮方法も使用されている（例えば、試料中に存在する微生物のより
総合的な評価を得るため）。混合した微生物群を濃縮した後、所望ならば、菌株特異的な
プローブを用いることによって特定の菌株の存在を判定することができる。
【０００７】
　微生物の非特異的な濃縮又は捕捉は、炭水化物とレクチンタンパク質との相互作用に基
づいた方法によって達成されている。これまでに非特異的捕捉装置としてキトサンをコー
ティングした支持体が使用され、微生物の栄養素の役目を果たす物質（例えば、炭水化物
、ビタミン、鉄キレート化合物、及びシデロホア）が、微生物の非特異的捕捉を提供する
ための配位子として有用であることも記述されてきた。
【０００８】
　さまざまな無機材料（例えばヒドロキシアパタイト及び金属水酸化物）が、細菌を非特
異的に結合し濃縮するために使用されてきた。非特異的な捕捉のためには、無機結合剤の
使用及び／又は不使用の、物理的な濃縮方法（例えば濾過、クロマトグラフィー、遠心分
離、及び重力沈降）も利用されている。このような非特異的濃縮方法は、速度（少なくと
も一部の食品試験手順は主な培養増菌段階として少なくとも一夜インキュベーションをな
お必要とする）、コスト（少なくとも一部は高価な装置、材料、及び／又は訓練された技
能者を必要とする）、試料条件（例えば、試料の性状及び／又は容積制限）、スペースの
条件、使用の容易さ（少なくとも一部は複雑な多段階の工程を必要とする）、現場使用へ
の適性、及び／又は有効性の点でさまざまである。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
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【０００９】
　このように、本発明者らは、病原微生物を迅速に検出するための方法に対する切迫した
ニーズがあると認識している。このような方法は、好ましくは、迅速なだけでなく、低コ
ストで、単純であり（複雑な機器又は手順の必要がない）、及び／又はさまざまな条件下
（例えば、さまざまな種類の試料マトリックス及び／又は病原微生物、さまざまな微生物
充填量、及びさまざまな試料容量）で有効である。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　簡単に言えば、１つの態様では、本発明は、微生物が１つ以上の株の検出又は検定の目
的で生存可能な状態を保つように、試料中に存在する微生物株（例えば細菌、真菌類、酵
母、原生動物、ウイルス（非エンベロープ型ウイルス及びエンベロープ型ウイルスの両方
を含む）、及び細菌内生胞子）を、非特異的に濃縮する方法を提供する。この方法は、（
ａ）非晶質金属ケイ酸塩を含み、及びＸ線光電子分光法（ＸＰＳ）により測定して、０．
５未満又はそれに等しい金属原子：ケイ素原子比を有する表面組成を有する濃縮剤を含む
、焼結多孔質ポリマーマトッリックスを含む濃縮素子を提供する工程と、（ｂ）少なくと
も１つの微生物株を含む試料（好ましくは、流体の形の）を提供する工程と、（ｃ）濃縮
素子と試料を接触させて（好ましくは、試料を濃縮素子に通すことにより）、少なくとも
１つの微生物株のうち少なくとも一部分が濃縮素子に結合又は捕捉されるようにする工程
と、を含む。
【００１１】
　好ましくは、この方法は、少なくとも１つの結合した微生物株の存在を検出する（例え
ば、培養に基づく検出方法、顕微鏡／画像形成による検出方法、遺伝学的検出方法、発光
に基づく検出方法、又は免疫学的検出方法により）工程を更に含む。この方法は、場合に
よっては、試料から濃縮素子を分離すること及び／又は少なくとも１つの結合した微生物
株を培養により増菌する（例えば、一般的又は選択的な微生物増菌が所望されるかどうか
によって一般的な又は微生物に特異的な培地中で濃縮素子をインキュベーション又は分離
することにより）こと及び／又は濃縮素子から捕捉された微生物（又はその１つ以上の構
成要素）を試料の接触後分離する（例えば、溶出剤又は溶解剤を濃縮素子に通すことによ
り）ことを更に含むことができる。
【００１２】
　本発明の方法は、特定の微生物株を標的とするものではない。むしろ、焼結多孔質ポリ
マーマトリックス中に特定の比較的安価な無機材料を含む濃縮素子は、さまざまな微生物
の捕捉において驚くほど有効であり得るということ（及び無機材料無しの対応する素子と
比較して溶出による捕捉された微生物の単離又は分離において驚くほど有効であるという
こと）が見出された。このような素子を使用して、１つ以上の微生物株（好ましくは、１
つ以上の細菌株）をより容易、かつ迅速に検定することができるように、試料（例えば、
食品試料）中に存在する微生物株を、非株特異的な方法で濃縮することができる。
【００１３】
　本発明の方法は、比較的簡便で、低コスト（複雑な装置又は高価な株特異的な材料を必
要としない）であり、かつ比較的速い（好ましい実施形態は、濃縮素子との接触を持たな
い対応する対照試料に対して、比較的均質な流体試料中に存在する微生物の少なくとも約
７０パーセント（より好ましくは少なくとも約８０パーセント、最も好ましくは少なくと
も約９０パーセント）を約３０分未満に捕捉する）。加えて、この方法は、さまざまな微
生物（グラム陽性菌とグラム陰性菌の両方などの病原体を含む）及びさまざまな試料（異
なる試料マトリックス及び、しかも少なくとも一部の従来技術とは違って、微生物含有量
が少ない試料及び／又は大量の試料であっても）に有効であり得る。よって、本発明の方
法の少なくともいくつかの実施形態は、さまざまな状況下で病原微生物を迅速に検出する
ための低コストで単純な方法に対する、上述のような緊迫したニーズに対応することがで
きる。
【００１４】
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　この方法で使用される濃縮素子は、アブソルートミクロンフィルターなどの少なくとも
一部の濾過素子よりも少なくとも若干大きな詰まりに対する抵抗性を呈することができる
ので、本発明の方法は、食品試料（例えば、粒子を含有する食品試料、特に比較的粗い粒
子を含むもの）中の微生物の濃縮に特に有利であることができる。このことは、より完璧
な試料処理（食品試験において誤った陰性の検定を無くすことにおいて必須である）及び
比較的大容積の試料の取り扱い（例えば、野外条件下での）を容易とすることができる。
【００１５】
　別な態様では、本発明は、また、非晶質金属ケイ酸塩を含み、及びＸ線光電子分光法（
ＸＰＳ）により測定して、０．５未満又はそれに等しい金属原子：ケイ素原子比を有する
表面組成を有する濃縮剤を含む、焼結多孔質ポリマーマトッリックスを含む濃縮素子も提
供する。本発明は、また、（ａ）少なくとも１つの本発明の上記濃縮素子、及び（ｂ）上
述の濃縮工程の実施において使用するための少なくとも１つの試験容器又は試験試薬を含
む、本発明の濃縮工程の実施において使用するための診断キットも提供する。
【００１６】
　更に別の態様では、本発明は、（ａ）（１）少なくとも１つの粒子状焼結型ポリマー（
好ましくは、粉末の形の）及び（２）非晶質金属ケイ酸塩を含み、及びＸ線光電子分光法
（ＸＰＳ）により測定して、０．５未満又はそれに等しい金属原子：ケイ素原子比を有す
る表面組成を有する少なくとも１つの濃縮剤を含む混合物を提供する工程と、（ｂ）ポリ
マーの焼結に充分な温度まで混合物を加熱して、粒子状濃縮剤を含む焼結された多孔質ポ
リマーマトリックスを形成する工程と、を含む濃縮素子を作製する方法を提供する。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　以下の「発明を実施するための形態」では、種々の組の数値範囲（例えば、特定の部分
における炭素原子の数、又は特定の成分の量など）が記載され、各組内では、範囲の任意
の下限を範囲の任意の上限と対にすることができる。
【００１８】
　定義
　本特許出願で使用するとき、
　「濃縮剤」は、微生物を濃縮するための組成物を意味する。
　「検出」とは、これによりその微生物が存在すると判定させる、微生物の少なくとも構
成要素の同定を意味する。
　「一般的検出」とは、標的微生物に由来するＤＮＡ又はＲＮＡなどの一般的物質の構成
要素の同定を意味する。
　「免疫学的検出」とは、標的微生物に由来するタンパク質又はプロテオグリカンなどの
抗原性物質の同定を意味する。
　「微生物」は、分析又は検出に好適な遺伝物質を有する何らかの細胞又は粒子を意味す
る（例えば、細菌、酵母、ウイルス、及び細菌内生胞子が挙げられる）。
　「微生物株」は、検出方法により識別可能な微生物（例えば、異なる属、属内の異なる
種、又は種内の異なる隔離体の微生物）の特定のタイプを意味する。
　「試料」は、（例えば分析のために）採取される物質又は材料を意味する。
　「試料マトリックス」は、試料の微生物以外の構成成分を意味する。
　「焼結」（ポリマー粒子体に関連する）は、熱を加えることにより、完全な粒子の融解
を起こさずにポリマー粒子の少なくとも一部の粒子間結合又は接着が生成する（例えば、
ポリマー粒子体をポリマーのガラス転移温度と融点の間の温度まで加熱して、粒子の軟化
を起こさせることにより）ことを意味する。
　「焼結型」（ポリマーと関連する）は焼結可能なポリマーを意味する。
　「焼結」（マトリックスに関連する）は、焼結により形成されることを意味する。
　「標的微生物」は、検出を所望する任意の微生物を意味する。
　「貫通細孔」（多孔質マトリックスに関連する）は、マトリックスを通る通路又はチャ
ンネル（別々の入口及び出口を持つ）を含む細孔を意味する。並びに、
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　「迂回経路マトリックス」は、少なくとも１つの迂回した貫通細孔を有する多孔質マト
リックスを意味する。
【００１９】
　濃縮剤
　本発明の方法の実施における使用に好適な濃縮剤には、金属ケイ酸塩を含み、かつＸ線
光電子分光法（ＸＰＳ）により定量して、約０．５未満又はそれに等しい（好ましくは、
約０．４未満又はそれに等しい、より好ましくは、約０．３未満又はそれに等しい、最も
好ましくは、約０．２未満又はそれに等しい）金属原子：ケイ素原子比を有する表面組成
を有するものが挙げられる。好ましくは、表面組成は、また、Ｘ線により定量して、少な
くとも約１０平均原子パーセントの炭素（より好ましくは、少なくとも約１２平均原子パ
ーセントの炭素、最も好ましくは、少なくとも約１４平均原子パーセントの炭素）も含む
。光電子分光法（ＸＰＳ）ＸＰＳは、試料表面の最も外側のほぼ３～１０ナノメートル（
ｎｍ）の元素組成を定量することができ、水素及びヘリウムを除いて周期率表中の全ての
元素に感度のある手法である。ＸＰＳは、大多数の元素に対して０．１～１原子パーセン
ト濃度範囲の検出限界を持つ定量的な手法である。ＸＰＳに好ましい表面組成評価条件は
、±１０度の受け取りの立体角と共に試料表面に対して測定して９０度のテイクオフ角度
を含むことができる。
【００２０】
　このような濃縮剤を使用した濃縮又は捕捉は一般的に特定の株、種、又は微生物のタイ
プに対して特異的ではなく、よって、試料内の微生物の全体的な個体群の濃縮を提供する
。次いで、株特異的なプローブによる任意の公知の検出方法を用いて、捕捉された微生物
の集団から微生物の特定の株を検出することができる。したがって、この濃縮剤は、臨床
試料、食品試料、環境試料、又は他の試料中の汚染微生物又は病原体（特に細菌などの食
品によって媒介される病原体）の検出に使用することができる。
【００２１】
　金属ケイ酸塩などの無機材料は、水系に分散又は懸濁されると、その材料及び水系のｐ
Ｈに特徴的な表面電荷を示す。物質－水の界面の両側の電位は「ゼータ電位」と呼ばれ、
電気泳動における移動度から（すなわち、水系中に置かれた帯電電極間を物質の粒子が移
動する速度から）計算することができる。本発明の方法の実施で使用される濃縮剤は、例
えば、通常のタルクなどの普通の金属ケイ酸塩のそれよりも負であるゼータ電位を有する
。それにもかかわらず、濃縮剤は、その表面が一般に負帯電である傾向がある、細菌など
の微生物の濃縮においてタルクよりも驚くほど有効である。好ましくは、濃縮剤はｐＨが
約７で負のゼータ電位を有する（より好ましくはｐＨが約７で約－９ミリボルト～約－２
５ミリボルトの範囲のスモルコフスキーゼータ電位、更に好ましくはｐＨが約７でゼータ
電位が約－１０ミリボルト～約－２０ミリボルトの範囲のスモルコフスキーゼータ電位、
最も好ましくはｐＨが約７でゼータ電位が約－１１ミリボルト～約－１５ミリボルトの範
囲のスモルコフスキーゼータ電位）。
【００２２】
　有用な金属ケイ酸塩には、マグネシウム、カルシウム、亜鉛、アルミニウム、鉄、チタ
ンなど（好ましくは，マグネシウム，亜鉛、鉄及びチタン、より好ましくは、マグネシウ
ム）など、及びこれらの組み合わせなどの金属の非晶質ケイ酸塩が挙げられる。好ましい
のは、少なくとも部分溶融した粒子形状（より好ましくは、非晶質、球体化された金属ケ
イ酸塩、最も好ましくは、非晶質、球体化されたケイ酸マグネシウム）の非晶質金属ケイ
酸塩である。
【００２３】
　金属ケイ酸塩の非晶質の少なくとも部分溶融した粒子形状は、比較的小さい供給粒子（
例えば、約２５ミクロンまでの平均粒子サイズ）を、概ね回転楕円体又は球の形状の粒子
（すなわち、真に又は実質的に円及び楕円の形状及び任意の他の丸い又は曲がった形状を
含む、概ね丸く、鋭利な角又は縁を含まない、拡大された二次元像を有する粒子）を作製
するための制御された条件下で融解又は軟化させる既知の方法のいずれによっても作製可
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能である。このような方法には微粒化、ファイアポリッシュ、直接溶融などが挙げられる
。好ましい方法は、固体フィード粒子の直接溶融又はファイアポリッシュにより、少なく
とも部分的に溶融した、実質的にガラス状粒子が形成される、火焔溶融（例えば、記述が
参照により本明細書に組み込まれている、米国特許第６，０４５，９１３号（Ｃａｓｔｌ
ｅ）に述べられている方法におけるような）である。最も好ましくは、不規則形状をした
供給粒子の実質的な部分（例えば、約１５～約９９容積パーセント、好ましくは、約５０
～約９９容積パーセント、より好ましくは、約７５～約９９容積パーセント、最も好まし
くは、約９０～約９９容積パーセント）を概ね回転楕円体又は球体の粒子に変換すること
により、このような方法を使用して、非晶質の球体化された金属ケイ酸塩を製造すること
ができる。
【００２４】
　ある非晶質金属ケイ酸塩は市販されている。例えば、非晶質の球体化されたケイ酸マグ
ネシウムは、化粧品配合物での使用に市販されている（例えば、３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ，
Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮから入手可能な、３Ｍ（商標）Ｃｏｓｍｅｔｉｃ　Ｍｉｃｒｏｓｐ
ｈｅｒｅｓ　ＣＭ－１１１として）。
【００２５】
　非晶質金属ケイ酸塩に加えて、濃縮剤が上述の表面組成を有するという前提で、濃縮剤
は、金属（例えば、鉄又はチタン）の酸化物、結晶質金属ケイ酸塩、他の結晶質材料など
を含む他の材料を更に含むことができる。しかしながら、濃縮剤は、好ましくは本質的に
結晶質シリカを含まない。
【００２６】
　本発明の方法の実施においては、濃縮剤を、粒子状ポリマーとのブレンドにかけ易い、
実質的に任意の粒子状の形（好ましくは、比較的乾燥した又は揮発分を含まない形）で使
用して、この方法で使用される濃縮素子を形成することができる。例えば、濃縮剤を粉末
の形で使用することができるか、又はビーズなどのような粒子状支持体に塗布することが
できる。
【００２７】
　好ましくは、濃縮剤は粉末の形で使用される。有用な粉末には、ミクロ粒子（好ましく
は約１マイクロメートル（より好ましくは約２マイクロメートル）～約１００マイクロメ
ートル（より好ましくは約５０マイクロメートル、更により好ましくは約２５マイクロメ
ートル、最も好ましくは約１５マイクロメートルの範囲の粒子サイズを有する、ミクロ粒
子、ここで任意の下限は上述の範囲の任意の上限と対となすことができる）を含むものが
挙げられる。
【００２８】
　濃縮素子
　本発明の方法の実施において使用するのに好適な濃縮素子としては、上述の濃縮剤の少
なくとも１つを含む焼結多孔質ポリマーマトリックスを含むものが挙げられる。例えば、
少なくとも１つの粒子状焼結型ポリマー（好ましくは、粉末の形の）と少なくとも１つの
粒子状濃縮剤を混合又はブレンドし、次いで得られる混合物をポリマーの焼結に充分な温
度まで加熱することにより、このような濃縮素子を作製することができる。この方法、並
びに他の既知の又は今後開発される焼結方法を使用して、冷却時に粒子状濃縮剤を含む焼
結多孔質ポリマーマトリックスを用意することができる。
【００２９】
　例えば、焼結は、ポリマー粒子の接触点における軟化を引き起こし、次いで以降の冷却
は粒子の融解を引き起こすことができる。粒子状濃縮剤を含む固化した又は自己支持性の
多孔質ポリマー体が生成させることができる（例えば、濃縮剤がポリマー体の表面中又は
上に埋め込まれて）。これは、比較的複雑な細孔構造（好ましくは、迂回経路マトリック
スを含む濃縮素子）と比較的良好な機械的強度を有する濃縮素子を用意することができる
。
【００３０】
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　濃縮素子の作製における使用に好適なポリマーとしては、焼結型ポリマー及びこれらの
組み合わせが挙げられる。好ましい焼結型ポリマーとしては、熱可塑性ポリマー及びこれ
らの組み合わせが挙げられる。より好ましくは、比較的高い粘度と比較的低いメルトフロ
ーレートを有するには、熱可塑性ポリマーを選択することができる。これによって、焼結
過程時の粒子の形状保持の促進ができる。
【００３１】
　有用な焼結型ポリマーとしては、ポリオレフィン（オレフィンホモポリマー及びコポリ
マー、並びにオレフィンと他のビニルモノマーのコポリマーを含む）、ポリスルホン、ポ
リエーテルスルホン、ポリフェニレンスルフィドなど、及びこれらの組み合わせが挙げら
れる。有用なポリマーの代表的な例としては、エチレンビニルアセテート（ＥＶＡ）ポリ
マー、エチレンメチルアクリレート（ＥＭＡ）ポリマー、ポリエチレン（例えば、低密度
ポリエチレン（ＬＤＰＥ）、線状低密度ポリエチレン（ＬＬＤＰＥ）、高密度ポリエチレ
ン（ＨＤＰＥ）、及び超高分子量ポリエチレン（ＵＨＭＷＰＥ）を含む）、ポリプロピレ
ン、エチレン－プロピレンゴム、エチレン－プロピレン－ジエンゴム、ポリスチレン、ポ
リ（１－ブテン）、ポリ（２－ブテン）、ポリ（１－ペンテン）、ポリ（２－ペンテン）
、ポリ（３－メチル－１－ペンテン）、ポリ（４－メチル－１－ペンテン）、１，２－ポ
リ－１，３－ブタジエン、１，４－ポリ－１，３－ブタジエン、ポリイソプレン、ポリク
ロロプレン、ポリ（ビニルアセテート）、ポリ（ビニリデンクロリド）、ポリ（ビニリデ
ンフルオリド）、ポリ（テトラフルオロエチレン）など、及びこれらの組み合わせが挙げ
られる。
【００３２】
　好ましいポリマーとしては、オレフィンホモポリマー及びコポリマー（特に、ポリエチ
レン、ポリプロピレン、エチレンビニルアセテートポリマー、及びこれらの組み合わせ）
が挙げられる。より好ましいポリマーとしては、オレフィンホモポリマー及びこれらの組
み合わせ（より好ましくはポリエチレン及びこれらの組み合わせ、最も好ましくは超高分
子量ポリエチレン（ＵＨＭＷＰＥ）及びこれらの組み合わせ）が挙げられる。有用な超高
分子量ポリエチレンとしては、少なくとも約７５０，０００（好ましくは少なくとも約１
，０００，０００、より好ましくは少なくとも約２，０００，０００、最も好ましくは少
なくとも約３，０００，０００）の分子量を有するものが挙げられる。
【００３３】
　焼結多孔質ポリマーマトリックスで所望される細孔（例えば、穴、くぼみ、又は、好ま
しくはチャンネル）のサイズによって、広範囲のポリマー粒子サイズを利用することがで
きる。微細粒子ほど焼結マトリックス中に微細な細孔サイズをもたらすことができる。一
般に、ポリマー粒子は、マイクロメートル以下のオーダーの細孔サイズを提供するために
、微小粒子（例えば、約１マイクロメートル～約８００マイクロメートル、好ましくは、
約５マイクロメートル～約３００マイクロメートル、より好ましくは、約５マイクロメー
トル～約２００マイクロメートル、最も好ましくは、約１０マイクロメートル～約１００
又は２００マイクロメートルの範囲サイズ又は直径）であることができる。さまざまの平
均及び／又はメディアン粒子サイズを使用することができる（例えば、約３０マイクロメ
ートル～約７０マイクロメートルの平均粒子サイズは有用であることができる）。所望な
らば、高及び低メルトフローレートのポリマーのブレンドを使用することにより、焼結マ
トリックスの多孔度を変動又は制御することもできる。
【００３４】
　ポリマー粒子と粒子状濃縮剤（及び湿潤剤又は界面活性剤などの任意の随意の添加物）
を一体化し、機械的にブレンド（例えば、商用の混合装置を使用して）して、混合物（好
ましくは、均質な混合物）を形成することができる。一般に、粒子状濃縮剤は、混合物中
の全粒子の全重量基準で約９０重量パーセントまで（好ましくは約５～約８５重量パーセ
ント、より好ましくは約１０～約８０重量パーセント、最も好ましくは約１５～約７５重
量パーセント）の濃度で混合物中に存在することができる。所望ならば、混合物中に慣用
の添加物（例えば、湿潤剤、界面活性剤など）を少量（例えば、約５重量パーセントまで
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）含ませることができる。
【００３５】
　得られる混合物を型又は他の好適な容器又は基材中に入れることができる。有用な型は
、炭素鋼、ステンレス鋼、真鍮、アルミニウムなどででき、単一のキャビティ又は多数個
のキャビティを有することができる。処理の完結後焼結内容物を型から除去することがで
きるという前提ならば、キャビティは本質的に、任意の所望の形状のものであることがで
きる。好ましくは、商用の粉末取り扱い及び／又は振動装置を使用することにより、型充
填を助けることができる。
【００３６】
　型に熱を導入する（例えば、電気抵抗加熱、電気誘導加熱、又はスチーム加熱により）
ことにより、熱処理を行うことができる。型をポリマーの焼結に充分な温度まで加熱する
（例えば、ポリマーの融点の若干下の温度まで加熱することにより）ことができる。焼結
方法は既知であり、使用されるポリマーの性状及び／又は形に従って選択可能である。場
合によっては、加熱工程時に混合物に圧力を加えることができる。熱処理後、型を外周温
度（例えば、約２３℃の温度）まで自然に又は任意の好都合な冷却方法又は装置の使用に
より冷却することができる。
【００３７】
　粒子及び方法の記述が参照によりこの明細書に組み込まれている、米国特許第７，１１
２，２７２号、同第７，１１２，２８０号、及び同第７，１６９，３０４号（Ｈｕｇｈｅ
ｓら）に記載されている、ポリマー粒子及び加工方法を使用することにより、好ましい濃
縮素子を作製することができる。一方が「ポップコーン形状」（表面渦巻きを有する）で
あり、他方が実質的に球状である、２つの異なるタイプの超高分子量ポリエチレン（ＵＨ
ＭＷＰＥ）粒子を一緒にブレンドすることができる。好ましい「ポップコーン形状」及び
球状ＵＨＭＷＰＥは、Ｔｉｃｏｎａ（Ｃｅｌａｎｅｓｅの一部門、Ｆｒａｎｋｆｕｒｔ，
Ｇｅｒｍａｎｙに本部を置く）からＰＭＸ　ＣＦ－１（０．２５～０．３０ｇ／立方セン
チメートルのかさ密度及び約１０マイクロメートル～約１００マイクロメートルの範囲で
約３０～４０マイクロメートルの平均直径を有する）及びＰＭＸ　ＣＦ－２（０．４０～
０．４８ｇ／立方センチメートルのかさ密度及び約１０マイクロメートル～約１８０マイ
クロメートルの範囲で約５５～６５マイクロメートルの平均直径を有する）として入手可
能である。相当する形態、かさ密度、及び粒子サイズを有し、かつ約７５０，０００～約
３，０００，０００の範囲の分子量を有する他のメーカーからのＵＨＭＷＰＥも使用する
ことができる。２つのタイプのＵＨＭＷＰＥ粒子を選択して、同一の又は異なる分子量と
することができる（好ましくは、両方とも主張範囲内の同一の分子量を有し、より好まし
くは、両方とも約３，０００，０００の分子量を有する）。
【００３８】
　２つのタイプのＵＨＭＷＰＥ粒子をさまざまな相対量（例えば、等量）で一体化し、次
いで上述の比で濃縮剤と更に一体化することができる。濃縮素子の所望の特性によって、
ＵＨＭＷＰＥのどちらかのタイプを他のタイプよりも少量使用するか、又は混合物から除
去することもできる。
【００３９】
　選択された粒子を一緒にブレンドして、好ましくは均質である混合物を形成することが
できる。例えば、リボンブレンダーなどを使用することができる。次いで、好ましくは本
質的には任意の標準の機械的な振動装置を用いて同時に振動を加えながら、得られる混合
物を型キャビティ中に入れることができる。充填及び振動サイクルの終わりに、型をポリ
マーの焼結に充分な温度（一般に、ポリマーの分子量によって約２２５°Ｆ（１０７℃）
～３７５°Ｆ（１９１℃）以上の範囲の温度）まで加熱することができる。
【００４０】
　冷却時、自己支持性焼結多孔質ポリマーマトリックスを得ることができる。マトリック
スは、さまざまな直径の相互連結した、多方向の貫通細孔を含む複雑な内部構造を呈し、
このようにして本発明の濃縮過程における濃縮素子として使用するための好ましい迂回経
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路マトリックスを含むことができる。所望ならば、濃縮素子は、例えば、１つ以上のプレ
フィルター（例えば、試料を多孔質マトリックスに通す前に試料から比較的大きい食物粒
子を除去するための）、装置に圧力差を加えるためのマニホールド（例えば、試料を多孔
質マトリックスに通すのを助けるための）、及び／又は外部ハウジング（例えば、多孔質
マトリックスを収め及び／又は保護するための使い捨てカートリッジ）などの１つ以上の
他の構成要素を更に含むことができる。
【００４１】
　試料
　本発明の方法は、医療、環境、食品、飼料、臨床、及び検査室の試料、及びこれらの組
み合わせを含みこれらに限定されない、さまざまなタイプの試料に適用することができる
。医療又は獣医試料としては、例えば、臨床診断のために検査される生物源（例えばヒト
又は動物）から得た細胞、組織、又は流体を挙げることができる。環境試料は、例えば、
医療機関又は獣医機関、産業用設備、土壌、水源、食品調理領域（食品接触及び非接触領
域）、検査室、又はバイオテロリズムの対象になり得る領域から得たものであり得る。食
品の加工、取扱い、及び調理領域の試料は、細菌病原菌による食品供給汚染に関する懸念
が特にしばしばあるためより好適である。
【００４２】
　液体の形態で得られる試料、又は液体中の固体の分散液又は懸濁液の形態で得られる試
料は、直接使用することができ、あるいは濃縮して（例えば遠心分離により）又は希釈し
て（例えば緩衝（ｐＨ調整された）溶液の追加により）使用することができる。固体又は
半固体の試料は、直接使用するか、あるいは例えば、所望であれば、流動体媒質（例えば
緩衝液）で洗浄若しくはすすぎ、又は流動体媒質中に懸濁若しくは分散させることにより
抽出することができ得る。試料は表面から（例えばスワブによる拭き取り又はすすぎによ
り）採取することができる。好ましくは、試料は流体の形態で使用される（例えば、液体
、気体、又は液体中若しくは気体中の固体若しくは液体の分散物若しくは懸濁物）。
【００４３】
　本発明の方法を実施するのに使用できる試料の例としては、食品（例えば、生鮮農産物
又はそのまま食べる昼食若しくは「調理された」食肉）、飲料（例えばジュース又は炭酸
飲料）、飲料水、並びに生物学的流動体（例えば全血、又は血漿、血小板の豊富な血液分
画、血小板濃縮物、圧縮した赤血球などの血液構成成分、細胞調製物（例えば細胞分散液
、骨髄吸引物、又は脊椎骨髄）、細胞懸濁液、尿、唾液、及びその他の体液、骨髄、肺水
、脳液、外傷滲出物、外傷生検試料、眼内液、脊髄液など）が挙げられ、また溶解緩衝液
の使用などの手順を使用して形成することができる細胞可溶化物などの溶解調製物が挙げ
られる。好ましい試料としては、食品、飲料、飲料水、生物学的流動体、及びこれらの組
み合わせが挙げられる（食品、飲料、飲料水、及びこれらの組み合わせが更に好ましい）
。
【００４４】
　試料の容積は、特定の用途に応じて異なり得る。例えば、本発明の方法を診断又は研究
用途に使用する場合には、試料の容積は、通常、マイクロリットルの範囲であり得る（例
えば１０マイクロリットル以上）。方法が食品病原体試験検査又は飲料水安全性試験のた
めに使用される場合、試料の量は通常、ミリリットル～リットルの範囲であり得る（例え
ば１００ミリリットル～３リットル）。例えばバイオ処理又は製剤処方などの産業用途に
おいては、この量は何万リットルであることがある。
【００４５】
　本発明の方法は、濃縮状態の試料から微生物を分離し、更に、使用される検出手順を阻
害し得る試料マトリックス構成成分から微生物を分離することができる。これらすべての
場合において、本発明の方法は、他の微生物濃縮方法に追加して、又はその代わりに、使
用することができる。よって、所望により、追加の濃縮が望ましい場合には、本発明の方
法実施の前又は後に試料からの培養を行うことができる。このような培養増菌は一般的又
は一次的（大部分又は本質的に全ての微生物の濃度を増菌）であるか、あるいは特異的又
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は選択的（１つ以上の選択された微生物のみの濃度を増菌）であることができる。
【００４６】
　接触
　本発明の方法は、２つの物質の間に接触をもたらす、さまざまな既知の方法又は今後開
発される方法のいずれによっても実施可能である。例えば、濃縮素子を試料に加えること
ができ、又は試料を濃縮素子に加えることができる。濃縮素子を試料中に浸漬することが
でき、試料を濃縮素子の上に注ぐことができ、試料を濃縮素子を入れた管又はウエルの中
に注ぐことができ、又は好ましくは、試料を濃縮素子の上又は中に（好ましくは、中に）
通すことができる（又は逆も可）。好ましくは、試料が焼結多孔質ポリマーマトリックス
の少なくとも１つの細孔の中を（好ましくは、少なくとも１つの貫通細孔の中を）通るよ
うな方法で接触を行う。
【００４７】
　濃縮素子及び試料をさまざまな容器又はホルダー（場合によっては、キャップ付き、密
閉又は密封の容器、好ましくは、カラム、注射器筒、又は本質的に試料の漏洩無しで素子
を収めるように設計された他のホルダー）のいずれかの中で一体化する（任意の添加順序
を用いて）ことができる。本発明の方法を実施する際の使用に好適な容器は、特定の試料
によって決められ、量及び性質により大きく異なり得る。例えば、容器は１０マイクロリ
ットル容器（例えば試験管又は注射器）などの小さいものであり得、又は１００ミリリッ
トルから３リットル容器（例えば、エルレンマイヤーフラスコ又は環状円筒容器）などの
大きいものであり得る。
【００４８】
　容器、濃縮素子、及び試料に直接接触する任意のその他の器具又は添加物を使用前に滅
菌（例えば、制御された熱、エチレンオキシドガス、又は放射線によって）して、検出エ
ラーを起こし得る試料のいかなる汚染も低減又は防止することができる。特定の試料の微
生物の捕捉又は濃縮に充分な、検出を成功させる濃縮素子中の濃縮剤の量は、場合によっ
て異なり（例えば、濃縮剤及び素子の性状及び形並びに試料の量に依存する）、当業者に
よって容易に決定可能である。
【００４９】
　接触は、所望の時間実施可能である（例えば、約１００ミリリットル以下の試料容積に
対しては、約６０分間まで、好ましくは約１５秒～約１０分又はそれ以上、より好ましく
は、約１５秒～約５分、最も好ましくは約１５秒～約２分の接触が有用であり得る）。随
意であるが、微生物と濃縮素子との接触を増大させるために、好まれる方法であり得る、
混合（例えば、撹拌、振盪、又は試料の多孔質マトリックス内の通過を促進するための素
子内で圧力差の印加）により及び／又はインキュベーション（例えば、外周温度での）に
より、接触を増強することができる。
【００５０】
　好ましくは、試料を少なくとも１回（好ましくは１回のみ）濃縮素子に通す（例えば、
ポンプ送液により）ことにより、接触を行うことができる。素子内で圧力差を生じさせる
ための任意のタイプのポンプ（例えば、蠕動ポンプ）又は他の装置（例えば、注射器又は
プランジャー）を使用することができる。１分当り約１００ミリリットルまで又はそれ以
上の素子を通る試料流速が有効であることができる。好ましくは、１分当り約１０～２０
ミリリットルの流速を使用することができる。
【００５１】
　好ましい接触方法としては、試料を濃縮素子に通し（例えば、ポンプ送液により）、次
いで微生物含有試料（好ましくは流体）を濃縮素子（例えば、上述の容器の１つの中で）
と共にインキュベーションする（例えば、約３時間～約２４時間、好ましくは約４時間～
約２０時間）ことが挙げられる。望ましい場合は、１種類以上の添加剤（例えば溶解試薬
、生物発光検定試薬、核酸捕捉試薬（例えば磁石ビーズ）、微生物用培地、緩衝液（例え
ば固体試料を湿らせるための）、微生物染色試薬、洗浄用緩衝液（例えば、結合していな
い物質を洗い流すための）、溶出試薬（例えば血清アルブミン）、界面活性剤（例えば、
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Ｕｎｉｏｎ　Ｃａｒｂｉｄｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　ａｎｄ　Ｐｌａｓｔｉｃｓ（Ｈｏｕ
ｓｔｏｎ，ＴＸ）から販売されているＴｒｉｔｏｎ（商標）Ｘ－１００非イオン系界面活
性剤）、機械的磨耗／溶出試薬（例えば、ガラスビーズ）などが、接触時の濃縮剤及び試
薬の組み合わせの中に含まれ得る。
【００５２】
　本発明の方法は、所望により、得られる微生物結合の濃縮剤と試料の分離を更に含む。
分離は、当該技術分野において周知の数多くの方法によって実施可能である（例えば、流
体試料を注ぎ出し、デカンテーション、又は吸い上げて、この方法の実施に使用される容
器又はホルダー中に微生物と結合した濃縮素子を残すことにより）。濃縮素子から捕捉さ
れた微生物（又は１つ以上のその成分）を試料の接触後単離又は分離することも可能であ
る（例えば、溶出剤又は溶解剤を濃縮素子に通すことにより）。
【００５３】
　本発明の方法は、手動により（例えばバッチ単位による方法で）実施することができ、
又は（例えば、連続的又は準連続的処理を実現して）自動化することができる。
【００５４】
　検出
　さまざまな微生物は濃縮可能であるが、場合によっては好ましくは、本発明の方法を用
いて検出可能である。この方法には、例えば、細菌、真菌類、酵母、原生動物、ウイルス
（非エンベロープ型ウイルス及びエンベロープ型ウイルスの両方を含む）、細菌内生胞子
（例えばバチルス（炭疽菌、セレウス菌、及び枯草菌を含む）及びクロストリジウム（ボ
ツリヌス菌、クロストリジウム・ディフィシル、及びウェルシュ菌））など、並びにこれ
らの組み合わせが挙げられる（好ましくは、細菌、酵母、真菌類、ウイルス、細菌内生胞
子、及びこれらの組み合わせであり、更に好ましくは、細菌、酵母、ウイルス、細菌内生
胞子、及びこれらの組み合わせであり、最も好ましくは、グラム陰性菌、グラム陽性菌、
非エンベロープ型ウイルス（例えばノロウイルス、ポリオウイルス、Ａ型肝炎ウイルス、
ライノウイルス、及びこれらの組み合わせ）、細菌内生胞子、及びこれらの組み合わせで
ある）。この方法は、病原体の検出における有用性を有し、これは食品安全性又は医療、
環境、若しくはテロ対策の理由から非常に重要であり得る。この方法は、病原菌（例えば
グラム陰性菌とグラム陽性菌の両方）、並びにさまざまな酵母、カビ、及びマイコプラズ
マ（及びこれらの任意の組み合わせ）の検出に特に有用であり得る。
【００５５】
　検出される標的微生物の属には、リステリア属、大腸菌属、サルモネラ属、カンピロバ
クター属、クロストリジウム属、ヘリコバクター属、マイコバクテリウム属、シゲラ属、
ブドウ球菌属、腸球菌属、バチルス属、ナイセリア属、シゲラ属、連鎖球菌属、ビブリオ
属、エルシニア属、ボルデテラ属、ボレリア属、シュードモナス属、サッカロミケス属、
カンジダ属、及び同様物、並びにこれらの組み合わせが挙げられる。試料には複数の微生
物株が含まれることがあり、任意の株を、他の株と独立に検出することができる。検出の
標的となり得る具体的な微生物には、大腸菌、腸炎エルシニア菌、エルシニア仮性結核菌
、コレラ菌、腸炎ビブリオ菌、ビブリオ・バルニフィカス菌、リステリア・モノサイトゲ
ネス、黄色ブドウ球菌、サルモネラ菌、サッカロマイセス・セレヴィシエ、カンジダ・ア
ルビカンス、ブドウ球菌エンテロトキシン亜種、セレウス菌、炭疽菌、バチルス・アトロ
ファエウス、枯草菌、ウェルシュ菌、ボツリヌス菌、クロストリジウム・ディフィシル、
エンテロバクター・サカザキ、緑膿菌など、並びにこれらの組み合わせ（好ましくは、黄
色ブドウ球菌、サルモネラ菌、サッカロマイセス・セレヴィシエ、バチルス・アトロファ
エウス、枯草菌、大腸菌、大腸菌バクテリオファージがサロゲートであるヒト感染性非エ
ンベロープ型腸内ウイルス、及びこれらの組み合わせが挙げられる）。
【００５６】
　濃縮素子により捕捉又は結合された（例えば、吸着又は篩い分けにより）微生物は、現
在知られている、又は今後開発される本質的に任意の所望の方法によって検出可能である
。このような方法には、例えば、培養による方法（時間が許す場合は好ましいことがある
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）、顕微鏡（例えば透過光型顕微鏡又はエピ蛍光顕微鏡（蛍光染料で標識した微生物を可
視化するのに使用できる））、及びその他の画像手法、免疫学的検出方法、及び遺伝子学
的検出方法が挙げられる。微生物捕捉に続く検出プロセスは、場合によっては、試料マト
リックス成分を除去するための洗浄、濃縮素子の焼結多孔質ポリマーマトリックスのスラ
イス又は別法による破砕、染色などを含むことができる。
【００５７】
　免疫学的検出は、標的生物に由来する抗原物質の検出であり、これは一般的に、細菌又
はウイルス粒子の表面にあるマーカーとして作用する生物学的分子（例えばタンパク質又
はプロテオグリカン）である。抗原物質の検出は、通常、抗体によるものであることがで
きる。抗体は、例えばファージディスプレイなどの方法によって選択されたポリペプチド
、又はスクリーニング方法から得られたアプタマーである。
【００５８】
　免疫学的検出方法は周知であり、例えば免疫沈降及び酵素結合免疫吸着検定（ＥＬＩＳ
Ａ）が挙げられる。抗体結合は、さまざまな方法で検出することができる（例えば、一次
抗体又は二次抗体のいずれかを、蛍光染料により、量子ドットで、又は化学発光若しくは
着色基質を生成できる酵素により標識し、プレートリーダー又はラテラルフロー装置のい
ずれかを用いる）。
【００５９】
　検出はまた、遺伝子学的検定法（例えば核酸のハイブリダイゼーション又はプライマー
を用いた増幅）によって実行することができ、これがしばしば好ましい方法である。捕捉
又は結合された微生物は溶解され、検定に利用できる遺伝子学的物質を供給する。溶解方
法は周知であり、これには例えば、音波処理、浸透性ショック、高温処理（例えば約５０
℃～約１００℃）、及びリゾチーム、グルコラーゼ、チモラーゼ（zymolose）、リチカー
ゼ、プロテイナーゼＫ、プロテイナーゼＥ、及びウイルスエンドリシン（enolysins）な
どの酵素と共にインキュベーションすることが挙げられる。
【００６０】
　一般的に使用されている遺伝子学的検出検定法の多くは、ＤＮＡ及び／又はＲＮＡを含
む、具体的な微生物の核酸を検出する。遺伝子学的検出方法に使用される条件の厳密性は
、検出される核酸配列の変異レベルに相関する。塩濃度及び温度の条件が非常に厳しいと
、標的の正確な核酸配列の検出が制限され得る。このように、標的核酸配列に小さな変異
を有する微生物株は、非常に厳しい遺伝子学的検定法を使用して区別することができる。
遺伝子学的検出は、核酸ハイブリダイゼーションに基づいて行われ、ここにおいて一本鎖
核酸プローブが微生物の変性核酸にハイブリッド化して、プローブ鎖を含む二本鎖核酸が
生成される。当業者は、ゲル電気泳動、細管式電気泳動、又はその他の分離方法の後でハ
イブリッドを検出するための、放射性、蛍光、及び化学発光標識などのプローブ標識につ
いて熟知するであろう。
【００６１】
　特に有用な遺伝子学的検出方法は、プライマーを用いた増幅に基づくものである。プラ
イマーを用いた核酸増幅方法には、例えば、熱サイクル方法（例えばポリメラーゼ連鎖反
応（ＰＣＲ）、逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）、及びリガーゼ連鎖反応（
ＬＣＲ））、並びに等温方法及び鎖置換増幅（ＳＤＡ）（及びこれらの組み合わせ、好ま
しくはＰＣＲ又はＲＴ－ＰＣＲ）が挙げられる。増幅された生成物を検出する方法は、例
えばゲル電気泳動分離及び臭化エチジウム染色、並びに生成物中に組み込んだ蛍光標識又
は放射性標識の検出が含まれ、これらに限定されない。増幅生成物の検出前に分離工程を
必要としない方法（例えば、リアルタイムＰＣＲ又はホモジニアス検出法）も使用するこ
とができる。
【００６２】
　生物発光検出法は周知であり、例えば、記述が参考として本明細書に組み込まれる、米
国特許第７，４２２，８６８号（Ｆａｎら）に記述されているものを含むアデノシン（ad
ensosine）三リン酸（ＡＴＰ）検出方法が挙げられる。他の発光に基づく検出方法も使用
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することができる。
【００６３】
　本発明の方法は株特異性ではないため、同じ試料内で、複数の微生物株を検定のための
標的にすることができる、一般的な捕捉システムを提供する。例えば、食品試料の汚染に
ついて検定を行う場合、同じ試料内でリステリア・モノサイトゲネス、大腸菌、及びサル
モネラの全部について試験を行うことが望ましいことがあり得る。捕捉工程を１回行い、
次に例えば、これら微生物株それぞれの、異なる核酸配列を増幅するための固有プライマ
ーを使用して、ＰＣＲ又はＲＴ－ＰＣＲ検定を行うことができる。したがって、それぞれ
の株について別々の試料取扱い及び作製手順を行う必要性を回避することができる。
【００６４】
　診断キット
　本発明の濃縮工程の実施において使用するための診断キットは、（ａ）少なくとも１つ
の上述の濃縮素子、及び（ｂ）本発明の濃縮工程の実施において使用するための少なくと
も１つの試験容器又は試験試薬（好ましくは無菌の試験容器又は試験試薬）を含む。好ま
しくは、診断キットは、方法を実施するための取り扱い説明書を更に含む。
【００６５】
　有用な試験容器又はホルダーとしては上述のものが挙げられ、これを例えば、接触、イ
ンキュベーション、溶出液の捕集、又は他の所望の工程段階に使用することができる。有
用な試験試薬としては、微生物培養又は生長媒体、溶解剤、溶出剤、緩衝液、発光検出ア
ッセイ構成要素（例えば、照度計、溶解剤、ルシフェラーゼ酵素、酵素基質、反応緩衝液
など）、遺伝子学的検出アッセイ構成要素など、及びこれらの組み合わせが挙げられる。
好ましい溶解試薬は、緩衝液中に供給された溶解酵素又は薬品であり、好ましい遺伝子学
的検出検定構成要素としては、標的微生物に固有の１つ以上のプライマーが挙げられる。
キットは、場合によっては、無菌のピンセットなどを更に含むことができる。
【実施例】
【００６６】
　本発明の目的及び利点は、以下の実施例によって更に例示されるが、これらの実施例に
おいて列挙された特定の材料及びその量は、他の諸条件及び詳細と同様に本発明を過度に
制限するものと解釈されるべきではない。微生物培養物をＴｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔ
ｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ；Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）
から購入した。
【００６７】
　濃縮剤
　結晶質ケイ酸マグネシウム濃縮剤（これ以降、タルク）をＭａｌｌｉｎｃｋｒｏｄｔ　
Ｂａｋｅｒ，Ｉｎｃ．（Ｐｈｉｌｌｉｐｓｂｕｒｇ，ＮＪ）から購入した。
【００６８】
　非晶質の球体化されたケイ酸マグネシウム濃縮剤（これ以降、Ａｓ－タルク）を、３Ｍ
（商標）Ｃｏｓｍｅｔｉｃ　Ｍｉｃｒｏｓｐｈｅｒｅｓ　ＣＭ－１１１（むくの球の形状
、粒子密度２．３ｇ／立方センチメートル、表面積３．３ｍ２／ｇ、粒子サイズ約１１ミ
クロン未満９０パーセント、約５ミクロン未満５０パーセント、約２ミクロン未満１０パ
ーセント、３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮ）から入手可能）として入手し
た。
【００６９】
　ゼータ電位測定
　ＴＭ２００自動滴定モジュール、ｐＨ電極、及びインライン電導度セルを備えた、Ｃｏ
ｌｌｏｉｄａｌ　Ｄｙｎａｍｉｃｓ　Ａｃｏｕｓｔｏｓｉｚｅｒ　ＩＩ（商標）多周波数
電気音響スペクトル分析器（Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ　Ｄｙｎａｍｉｃｓ，Ｗａｒｗｉｃｋ，
ＲＩ）を用いて、タルクとＡｓ－タルク濃縮剤水性ディスパージョン（Ｍｉｌｌｉｐｏｒ
ｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＭＡ）からのＭｉｌｌｉ－Ｑ（商標）Ｅ
ｌｉｘ　１０（商標）Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ａ１０脱イオンシステムを使用することによ
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り得られる１８ｍｅｇａｏｈｍの脱イオン水中の５．７５重量パーセントタルク及び５．
８重量パーセントのＡｓ－タルク）のゼータ電位を、添加した塩酸の関数（ｐＨ）として
測定した。次の一般的なパラメーターの極性較正及び極性試料設定を用いて、測定を行っ
た。
【００７０】
【表１】

【００７１】
　ｐＨ約７で、ＡＳ－タルクは約－１２ｍＶのスモルコフスキーゼータ電位を呈し、タル
クは約－８ｍＶのスモルコフスキーゼータ電位を呈した。
【００７２】
　表面組成分析
　タルク及びＡＳ－タルク濃縮剤の試料の表面組成をＸ線光電子分光法（ＸＰＳ、ＥＳＣ
Ａとしても既知である）により分析した。粉末の試料を、アルミニウム箔上の両面の感圧
接着テープに押し付けた。圧縮窒素ガスを吹き付けることにより、過剰の粉末をそれぞれ
の試料表面から除去した。
【００７３】
　単色Ａｌ－Ｋα　Ｘ線励起源（１４８７ｅＶ）及び定パスエネルギーモードで動作する
半球状電子エネルギー分析器を有する、Ｋｒａｔｏｓ　ＡＸＩＳ　Ｕｌｔｒａ（商標）Ｄ
ＬＤ分光計（Ｋｒａｔｏｓ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ（Ｍａｎｃｈｅｓｔｅｒ，Ｅｎｇｌａ
ｎｄ））を用いて、スペクトルデータを取得した。試料表面に対して測定して９０度のテ
イクオフ角度で±１０度の受け取りの立体角により出射光電子を検出した。低エネルギー
電子フラッドガンを使用して、表面帯電を最少化した。アノードに対して１４０ワット電
力及び２×１０－８Ｔｏｒｒ（２．７Ｅ－６Ｐａｓｃａｌ）チャンバー圧力を用いて、測
定を行った。
【００７４】
　約３００マイクロメートル×約７００マイクロメートルの寸法のそれぞれの濃縮剤試料
の表面積をそれぞれのデータ点に対して分析した。それぞれの試料の３つの面積を分析し
、平均して、報告された平均の原子パーセント値を得た。標準のＶｉｓｉｏｎ２（商標）
ソフトウエア（Ｋｒａｔｏｓ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ，Ｍａｎｃｈｅｓｔｅｒ，Ｅｎｇｌ
ａｎｄ）を用いて、データ処理を行った。結果（ＸＰＳにより検出可能なレベルで濃縮剤
の表面上に存在する元素）を下記の表Ａに示す。
【００７５】
【表２】

【００７６】
　濃縮剤のスクリーニング：微生物濃縮試験方法
　単離した微生物コロニーを、５ｍＬのＢＢＬ（商標）Ｔｒｙｐｔｉｃａｓｅ（商標）大
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間インキュベーションした。１ｍＬ当り～１０９コロニー形成単位のこの一夜培養物を、
ｐＨ　７．２の吸着緩衝液（５ｍＭ　ＫＣｌ、１ｍＭ　ＣａＣｌ２、０．１ｍＭ　ＭｇＣ
ｌ２、及び１ｍＭ　Ｋ２ＨＰＯ４を含有する）中で希釈して、１ｍＬの希釈液当り１０３

の微生物を得た。１．１ｍＬ容積の微生物希釈液を、１０ｍｇの濃縮剤を入れた、別々の
、ラベルした５ｍＬの滅菌ポリプロピレン管（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ（商標），Ｂｅｃｔｏ
ｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ，Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ）に添加し、それぞれを
キャップし、Ｔｈｅｒｍｏｌｙｎｅ　Ｍａｘｉｍｉｘ　Ｐｌｕｓ（商標）渦流ミキサー（
Ｂａｒｎｓｔｅａｄ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｉｏｗａ）上で混合した。それぞれ
のキャップした管を、Ｔｈｅｒｍｏｌｙｎｅ　Ｖａｒｉ　ＭｉＸ（商標）シェーカープラ
ットフォーム（Ｂａｒｎｓｔｅａｄ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｉｏｗａ）上室温（
２５℃）で１５分間インキュベーションした。インキュベーション後、それぞれの管をラ
ボラトリーベンチ上で１０分間静置して、濃縮剤を沈降させた。１．１ｍＬの微生物希釈
液を濃縮剤無添加で含有する対照試料管を、同様の方法で処理した。次いで、得られる沈
降濃縮剤及び／又は上澄み液（及び対照試料）を分析に使用した。
【００７７】
　沈降した濃縮剤を、１ｍＬの滅菌バターフィールド緩衝液（ｐＨ　７．２±０．２、リ
ン酸一カリウム緩衝液、ＶＷＲカタログ番号８３００８－０９３、ＶＷＲ（Ｗｅｓｔ　Ｃ
ｈｅｓｔｅｒ，ＰＡ））に再び懸濁させ、３Ｍ（商標）Ｐｅｔｒｉｆｉｌｍ（商標）Ａｅ
ｒｏｂｉｃ　Ｃｏｕｎｔ　Ｐｌａｔｅｓ培地（乾燥、脱水可能、３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ，
Ｓｔ．Ｐａｕｌ．ＭＮ）上でメーカーの使用説明書にしたがって播種した。３Ｍ（商標）
Ｐｅｔｒｉｆｉｌｍ（商標）Ｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ（３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓｔ．
Ｐａｕｌ．ＭＮ））を使用して、好気性菌計数値を定量した。次式を使用して結果を算出
した。
【数１】

　（式中、ＣＦＵ＝コロニー形成単位であり、これは生存している又は生存可能な微生物
の単位である）。
【００７８】
　次いで、下記の式を用いて濃縮剤による微生物のパーセント捕捉率として結果を報告し
た。
　捕捉効率又はパーセント捕捉率＝再懸濁濃縮剤中のＣＦＵ／ｍＬのパーセント
【００７９】
　濃縮剤
　比較の目的で、少なくともいくつかの場合において１ｍＬの上澄み液を取り出し、非希
釈で播種するか、又は１：１０でバターフィールド緩衝液で希釈し、３Ｍ（商標）Ｐｅｔ
ｒｉｆｉｌｍ（商標）Ａｅｒｏｂｉｃ　Ｃｏｕｎｔ　Ｐｌａｔｅｓ培地上で播種した。３
Ｍ（商標）Ｐｅｔｒｉｆｉｌｍ（商標）Ｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ（３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎ
ｙ（Ｓｔ．Ｐａｕｌ．ＭＮ））を使用して、好気性菌計数値を定量した。次式を使用して
結果を算出した。
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　（式中、ＣＦＵ＝コロニー形成単位であり、これは生存している又は生存可能な微生物
の単位である）。
【００８０】
　微生物のコロニーと濃縮剤の色が類似している（プレートリーダーに対して殆どコント
ラストをもたらさない）場合には、結果は上澄み液を基準とし、下記の式を用いて濃縮剤
による微生物のパーセント捕捉率により報告された。
　捕捉効率又はパーセント捕捉率＝１００－上澄み液中のＣＦＵ／ｍＬパーセンテージ
【００８１】
　濃縮剤スクリーニング１及び１２並びに比較用スクリーニング１及び２
　上述の微生物濃度試験方法を用いて、１０ｍｇの非晶質の球体化されたケイ酸マグネシ
ウム（上述のように作製した、以降Ａｓ－タルク）と結晶質（非球体化）のケイ酸マグネ
シウム（以降、タルク）を標的微生物の、グラム陰性の細菌サルモネラ菌亜種ネズミチフ
ス菌（ＡＴＣＣ　３５９８７）及びグラム陽性のｂａｃｔｅｒｉｕｍ　Ｓｔａｐｈｙｌｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ菌（ＡＴＣＣ　６５３８）に対する細菌濃度について別々に
試験した。結果を下記の表１に示す（全ての試料に対する標準偏差は１０パーセント未満
）。
【００８２】

【表３】

【００８３】
　濃縮剤スクリーニング３～５及び比較用スクリーニング３～５
　上述の微生物濃度試験方法を用いて、ＡＳ－タルク及びタルクの単位容積当りの異なる
重量を、標的微生物のサルモネラ菌亜種ネズミチフス菌（ＡＴＣＣ　３５９８７）の細菌
濃縮について、別々に試験した。結果を下記の表２に示す（全ての試料に対する標準偏差
は１０パーセント未満）。
【００８４】
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【表４】

【００８５】
　濃縮剤スクリーニング６～８及び比較用スクリーニング６～８
　上述の微生物濃度試験方法を用いて、１０ｍｇのＡＳ－タルク及びタルクを、標的微生
物のサルモネラ菌亜種ネズミチフス菌（ＡＴＣＣ　３５９８７）の異なる細菌濃縮に対し
て別々に試験した。結果を以下の表３に示す。
【００８６】

【表５】

【００８７】
　濃縮剤スクリーニング９～１１及び比較用スクリーニング９～１１
　上述の微生物濃度試験方法を用いて，１０ｍｇのＡＳ－タルク及びタルクを、標的微生
物のサルモネラ菌亜種ネズミチフス菌（ＡＴＣＣ　３５９８７）の細菌濃縮について５、
１０、及び１５分のインキュベーションに対して別々に試験した。結果を下の表４に示す
（全試料の標準偏差は１０パーセント未満）。
【００８８】
【表６】

【００８９】
　濃縮剤スクリーニング１２及び比較用スクリーニング１２
　吸着緩衝液の代わりにバターフィールド緩衝液を使用したことを除いて、上述の微生物
濃度試験方法を用いて、１０ｍｇのＡＳ－タルク及びタルクを、標的微生物のＳａｃｃｈ
ａｒｏｍｙｃｅｓ　ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ（１０２ＣＦＵ／ｍＬ，ＡＴＣＣ　２０１３９
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０）の酵母濃縮について別々に試験した。得られる材料を３Ｍ（商標）Ｐｅｔｒｉｆｉｌ
ｍ（商標）Ｙｅａｓｔ　ａｎｄ　Ｍｏｌｄ　Ｃｏｕｎｔ　Ｐｌａｔｅ培地（乾燥、再水和
可能、３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓｔ．Ｐａｕｌ．ＭＮ））上で培養し、メーカーの使用説
明書に従い５日間インキュベーションした。単離された酵母コロニーを手動で数え、パー
セント捕捉率を上述のように計算した。パーセント捕捉率はＡＳ－タルクに対しては９７
パーセント及びタルクに対して８２パーセントであった（全ての試料に対する標準偏差は
１０パーセント未満）。
【００９０】
　濃縮剤スクリーニング１３～１５
　食品試料を地元の食料品店（Ｃｕｂ　Ｆｏｏｄｓ，Ｓｔ．Ｐａｕｌ）から購入した。七
面鳥スライス及びアップルジュースの試料（１１ｇ）を滅菌されたガラス皿内で計量し、
滅菌されたＳｔｏｍａｃｈｅｒ（商標）ポリエチレンフィルタ袋（Ｓｅｗａｒｄ　Ｃｏｒ
ｐ（Ｎｏｒｆｏｌｋ，ＵＫ））に加えた。サルモネラ菌亜種ネズミチフス菌（ＡＴＣＣ　
３５９８７）の１８～２０時間の一晩培養物（ストック）を用いて、食品試料に濃度１０
２ＣＦＵ／ｍＬで菌を加えた。この後に、９９ｍＬのバターフィールド緩衝液を、菌を添
加した試料に加えた。得られる試料をＳｔｏｍａｃｈｅｒ（商標）４００　Ｃｉｒｃｕｌ
ａｔｏｒ実験用ブレンダー（Ｓｅｗａｒｄ　Ｃｏｒｐ．（Ｎｏｒｆｏｌｋ，ＵＫ））で２
分間サイクルでブレンドした。ブレンドした試料を滅菌された５０ｍＬの遠心管（ＢＤ　
Ｆａｌｃｏｎ（商標）（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋ
ｅｓ，ＮＪ）））に捕集し、毎分２０００ｒｐｍで５分間遠心分離にかけて、大きな破片
を除去した。得られる上澄み液を更なる試験に試料として使用した。１Ｎの水酸化ナトリ
ウム（ＶＷＲ（Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ，ＰＡ））を添加することにより、アップルジ
ュースをベースとする上澄み液のｐＨを試験前に７．２に調整した。水飲み場の飲料水（
１００ｍＬ）を滅菌された２５０ｍＬガラス瓶（ＶＷＲ（Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ，Ｐ
Ａ））に採取し、標的微生物のサルモネラ菌亜種ネズミチフス菌（ＡＴＣＣ　３５９８７
）を１０２ＣＦＵ／ｍＬで植菌し、手で５回転倒混合し、室温（２５℃）で１５分間イン
キュベーションした。この水試料を更なる試験に使用した。
【００９１】
　上述の細菌濃縮試験方法を用い、上記のように調製した、それぞれの１ｍＬの試験試料
を、１０ｍｇのＡＳ－タルクを含んだ試験管に別々に加え、標的微生物である理の珪藻土
を含んだ対照用試験管に別々に加え、標的微生物であるサルモネラ菌亜種ネズミチフス菌
（ＡＴＣＣ　３５９８７）の細菌濃縮について試験した。結果を下の表５に示す（全試料
の標準偏差は１０パーセント未満）。
【００９２】
【表７】

【００９３】
　濃縮剤スクリーニング１６及び１７
　ＡＳ－タルクを、大容積試料（３０ｍＬ試料容積当り３００ｍｇ　ＡＳ－タルク）から
の標的微生物のサルモネラ菌亜種ネズミチフス菌（ＡＴＣＣ　３５９８７）の濃縮につい
て試験した。水飲み場の飲料水（１００ｍＬ）は、滅菌済み２５０ｍＬガラス瓶（ＶＷＲ
、ペンシルバニア州ウェストチェスター）に採取し、標的微生物のサルモネラ菌亜種ネズ
ミチフス菌（ＡＴＣＣ　３５９８７）を１０２ＣＦＵ／ｍＬで接種した。得られる植菌し
た水を手で５回転倒混合し、及び室温（２５℃）で１５分間インキュベーションした。イ
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ンキュベートした飲料水試料３０ｍＬを、ＡＳタルク３００ｍｇが入った滅菌済み５０ｍ
Ｌ円錐形ポリプロピレン製遠心管（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ（商標）、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃ
ｋｉｎｓｏｎ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ））に加え、上記の微生物濃縮試験
方法を使用して試験を行った。得られる沈降したＡＳ－Ｔａｌｃを、３０ｍＬの滅菌され
たバターフィールド緩衝液中に再懸濁させ、１ｍＬの得られる懸濁液を、３Ｍ（商標）Ｐ
ｅｔｒｉｆｉｌｍ（商標）Ａｅｒｏｂｉｃ　Ｃｏｕｎｔ　Ｐｌａｔｅｓ培地上に播種した
。パーセント捕捉率は９８パーセントであった（標準偏差は１０パーセント未満）。
【００９４】
　地元の食料品店（Ｃｕｂ　Ｆｏｏｄｓ，Ｓｔ．Ｐａｕｌ）からのホールグレープトマト
（１１ｇ）を、滅菌ペトリ皿に入れ、標的微生物のサルモネラ菌亜種ネズミチフス菌（Ａ
ＴＣＣ　３５９８７）により１０２ＣＦＵ／ｍＬで植菌し，渦流により５回手で混合し、
室温（２５℃）で５分間インキュベーションした。９９ｍＬのバターフィールド緩衝液を
入れた、滅菌されたＳｔｏｍａｃｈｅｒ（商標）ポリエチレンフィルター袋（Ｓｅｗａｒ
ｄ　Ｃｏｒｐ（Ｎｏｒｆｏｌｋ，ＵＫ））にトマトを加えた。袋の内容物を１分間渦流に
より混合した。試料３０ｍＬを、ＡＳタルク３００ｍｇが入った滅菌済み５０ｍＬ円錐形
ポリプロピレン製遠心管（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ（商標）、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓ
ｏｎ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ））に加え、上述の微生物濃縮試験方法を使
用して細菌濃縮の試験を行った。２０００ｒｐｍで５分間遠心分離（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
（Ｗｅｓｔｂｕｒｙ，ＮＹ））することによりＡｓ－タルク粒子を沈降させた。沈降した
粒子を３０ｍＬの滅菌されたバターフィールド緩衝液中で再懸濁し、１ｍＬの得られる懸
濁液を３Ｍ（商標）Ｐｅｔｒｉｆｉｌｍ（商標）Ａｅｒｏｂｉｃ　Ｃｏｕｎｔ　Ｐｌａｔ
ｅｓ培地上に播種した。パーセント捕捉率は９９パーセントであった（標準偏差は１０パ
ーセント未満）。
【００９５】
　濃縮剤スクリーニング１８及び１９
　１０ｍｇのＡＳ－タルクを標的細菌内生胞子Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｔｒｏｐｈａｅｕｓ
（ＡＴＣＣ　９３７２）及びＢａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ（ＡＴＣＣ　１９６５
９）の濃縮について試験した。上述の微生物濃度試験方法を次の改変と共に使用した：一
夜の培養物はそれぞれ２×１０２ＣＦＵ／ｍＬのＢａｃｉｌｌｕｓ　ａｔｒｏｐｈａｅｕ
ｓ及び７×１０２ＣＦＵ／ｍＬのＢａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓを有するものであ
った：得られる上澄み液を非希釈で播種した：結合したＢａｃｉｌｌｕｓ　ａｔｒｏｐｈ
ａｅｕｓと共に沈降した濃縮剤を１ｍＬの滅菌されたバターフィールド緩衝液中で再懸濁
し、結合したＢａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓと共に沈降した濃縮剤を５ｍＬの滅菌
されたバターフィールド緩衝液中で再懸濁し、播種（それぞれ１ｍＬ）した。捕捉効率を
播種した上澄み液からの計数値に基づいて計算し、結果を下記の表６に示す（全ての試料
に対する標準偏差は１０パーセント未満）。
【００９６】
【表８】

【００９７】
　濃縮剤スクリーニング２０及び２１
　１０ｍｇのＡＳ－タルクを、標的の無エンベロープの細菌感染型ウイルスの大腸菌バク
テリオファージＭＳ２（ＡＴＣＣ　１５５９７－Ｂ１、これはさまざまなヒト感染型の無
エンベロープの腸内ウイルスに対する代わりとしてしばしば使用される）の濃縮について
試験した。二層寒天法（下記に記述）を使用して、大腸菌細菌（ＡＴＣＣ　１５５９７）
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をホストとして使用し、大腸菌バクテリオファージＭＳ２（ＡＴＣＣ　１５５９７－Ｂ１
）の捕捉に対して検定した。
【００９８】
　大腸菌バクテリオファージＭＳ２ストックを、ｐＨ　７．２の滅菌された１Ｘ吸着緩衝
液（５ｍＭのＫＣｌ、１ｍＭのＣａＣｌ２、０．１ｍＭのＭｇＣｌ２、及び１ｍＭのＫ２

ＨＰＯ４を含む）中で１０倍段階希釈し、１ミリリットル当たり１０３及び１０２プラー
ク形成単位（ＰＦＵ／ｍＬ）の２つの希釈物を得た。容積１．０ｍＬの得られたバクテリ
オファージ希釈液を、１０ｍｇの濃縮剤が入った、ラベル付けされ、滅菌された５ｍＬの
ポリプロピレン試験管（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ（商標）、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏ
ｎ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ））に加え、Ｔｈｅｒｍｏｌｙｎｅ　Ｍａｘｉ
ｍｉｘ　Ｐｌｕｓ（商標）渦流ミキサー（Ｂａｒｎｓｔｅａｄ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎ
ａｌ，Ｉｏｗａ）上で混合した。キャップした試験管をＴｈｅｒｍｏｌｙｎｅ　Ｖａｒｉ
　Ｍｉｘ（商標）シェイカー・プラットフォーム（Ｂａｒｎｓｔｅａｄ　Ｉｎｔｅｒｎａ
ｔｉｏｎａｌ，Ｉｏｗａ）上で１５分にわたって室温（２５℃）でインキュベートした。
インキュベーション後、試験管を１０分間実験台の上に静置し、濃縮剤を沈降させた。濃
縮剤を含まない１．０ｍＬのバクテリオファージ希釈液が入った対照試料試験管を、同じ
ように処理した。インキュベーション後、試験管を１０分間実験台の上に静置し、濃縮剤
を沈殿させた。
【００９９】
　濃縮剤を含まない１．０ｍＬのバクテリオファージ希釈液が入った対照試料試験管を、
同じように処理した。追加の８００マイクロリットルの上澄み液を取り除き、廃棄した。
１００マイクロリットルの沈降した濃縮剤も、バクテリオファージの検定を行った。
【０１００】
　二重層寒天法：
　大腸菌（ＡＴＣＣ　１５５９７）の単一コロニーを２５ｍＬの滅菌３質量パーセントト
リプシン大豆ブロス（Ｂａｃｔｏ（商標）トリプシン大豆ブロス、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃ
ｋｉｎｓｏｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓｐａｒｋｓ，ＭＤ）；製造者の取扱説明に従
って調製）に接種し、２５０回転／分（ｒｐｍ）に設定したシェイカー・インキュベータ
ー（Ｉｎｎｏｖａ（商標）４４、Ｎｅｗ　Ｂｒｕｎｓｗｉｃｋ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　
Ｃｏ．，Ｉｎｃ．（Ｅｄｉｓｏｎ，ＮＪ））内で３７℃で一晩インキュベートした。７５
０マイクロリットルのこの一晩培養物を使用して、７５ｍＬの滅菌３質量パーセントトリ
プシン大豆ブロスに接種した。結果として得られた培養物を２５０ｒｐｍに設定したシェ
イカー・インキュベーター内で３７℃でインキュベートして、ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ　Ｍ
５分光光度計（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ（Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ，ＣＡ））を
使用して５５０ｎｍにおける吸光度（吸光度値０．３～０．６）により測定されたとき、
対数期にある大腸菌細胞を得た。分析に使用するまで細胞を氷上でインキュベーションし
た。
【０１０１】
　１００マイクロリットルの上記バクテリオファージ試験試料を７５マイクロリットルの
氷冷インキュベートされた（ice-incubated）大腸菌（宿主細菌）細胞と混合し、室温（
２５℃）で５分にわたってインキュベートした。結果として得られた試料を５ｍＬの滅菌
溶融上層寒天（３質量パーセントのトリプシン大豆ブロス、１．５質量パーセントのＮａ
Ｃｌ、０．６質量パーセントの寒天；その日に調製し、４８℃の水槽中で維持）と混合し
た。次に、この混合物をペトリ皿内の底部寒天（３質量パーセントのトリプシン大豆ブロ
ス、１．５質量パーセントのＮａＣｌ、１．２質量パーセントの寒天）の上に注いだ。こ
の混合物の溶融寒天成分を５分にわたって凝固させ、ペトリ皿又はプレートを反転させ、
３７℃でインキュベートした。一晩インキュベーションの後、プレートを目視で点検し、
これらの沈殿濃縮剤を含むプレートは、（対照プレートと共に）、バクテリオファージプ
ラークの存在を示した。播種した上澄み液からの計数値に基づいて捕捉効率を計算し、１
０２ＰＦＵ／ｍＬ希釈液に対しては７２パーセントと求められた（標準偏差は１０パーセ
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ント未満）。
【０１０２】
　濃縮剤スクリーニング２２
　アップルジュースを地元の食料品店（Ｃｕｂ　Ｆｏｏｄｓ，（Ｓｔ．Ｐａｕｌ））から
購入した。アップルジュース（１１ｇ）を滅菌したガラス皿内で計量し、９９ｍＬの滅菌
したバターフィールド緩衝液を加えた。加えた液を１分間渦流で混合し、サルモネラ菌亜
種ネズミチフス菌（ＡＴＣＣ　３５９８７）及び大腸菌（ＡＴＣＣ　５１８１３）の１８
～２０時間の一晩培養物（細菌ストック）を用いて、た。これに２つの細菌培養物をそれ
ぞれ１ＣＦＵ／ｍＬの濃度で添加した。細菌ストックの段階希釈物を上述の１Ｘ吸着緩衝
液中で作製した。
【０１０３】
　上述の微生物濃縮試験方法を使用して、微生物を添加した１０ｍＬのアップルジュース
試料を、１００ｍｇのＡＳ－タルク－ＤＥを入れた滅菌された５０ｍＬの円錐形ポリプロ
ピレン製遠心管（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ（商標）、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（Ｆ
ｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ））に加え、１５分間インキュベーションして、標的
微生物であるサルモネラの細菌捕捉／濃縮（競合微生物である大腸菌の存在下における）
について試験を行った。得られる上澄み液を取り出し、沈降した濃縮剤を、２ｍＬの滅菌
された３重量パーセントのトリプシン大豆ブロス（Ｂａｃｔｏ（商標）Ｔｒｙｐｔｉｃ　
Ｓｏｙ　Ｂｒｏｔｈ，Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓ
ｐａｒｋｓ，ＭＤ）；メーカーの使用説明書に従い作製）が入った別の５０ｍＬの遠心管
に移した。細菌ストックを、上述のように１Ｘ吸着緩衝液中で段階希釈した。一夜インキ
ュベーションした後、得られたブロス混合物を、ＳＤＩ（Ｓｔｒａｔｅｇｉｃ　Ｄｉａｇ
ｎｏｓｔｉｃｓ，Ｉｎｃ．（Ｎｅｗａｒｋ，ＤＥ））から販売されているＲａｐｉｄＣｈ
ｅｋ（商標）サルモネラ・ラテラルフロー・イムノアッセイ試験細片を用いて、サルモネ
ラの存在について試験した。試験細片の目視検査は、これがサルモネラに対して陽性であ
ることを示した。
【０１０４】
　微生物含有ブロス混合物に対してポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）による核酸検出も実
施した。上述の一晩インキュベーションした１ｍＬの濃縮剤含有ブロスを、試験試料とし
て、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ）から販売
されているＴａｑＭａｎ（商標）ＡＢＩサルモネラ菌検出キットを用いて、サルモネラの
存在について検定した。対照試料として、サルモネラ菌亜種ネズミチフス菌（ＡＴＣＣ　
３５９８７）の１８～２０時間一晩培養物（ストック）１ｍＬも検定した。Ｓｔｒａｔａ
ｇｅｎｅ　Ｍｘ３００５Ｐ（商標）ＱＰＣＲ（定量ＰＣＲ）システム（Ｓｔｒａｔａｇｅ
ｎｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，ＬａＪｏｌｌａ，ＣＡ）で、４５サイクルに対して２５℃
で３０秒間、９５℃で１０分間、９５℃で１５秒間、及び６０℃で１分間の１サイクル当
たりのサイクル条件を用いて、ＰＣＲ試験を実施した。対照試料について、１７．７１の
平均（ｎ＝２）サイクル閾値（ＣＴ値）を得た。濃縮剤を含有する試験試料について１９
．８８の平均（ｎ＝２）のＣＴ値を得たところ、陽性のＰＣＲ反応を示し、サルモネラの
存在を確実なものとした。
【０１０５】
　濃縮素子の作製
　２つの異なる超高分子量ポリエチレン（ＵＨＭＷＰＥ）粉末を、Ｔｉｃｏｎａ（本部を
Ｆｒａｎｋｆｕｒｔ，Ｇｅｒｍａｎｙに置くＣｅｌａｎｅｓｅの一部門）からＰＭＸ１（
製品番号ＧＵＲ（商標）２１２６、不規則形状、５０～１００マイクロメートルのサイズ
範囲）及びＰＭＸ２（製品番号ＧＵＲ（商標）４１５０－３，球状で約４０マイクロメー
トルのメディアン粒子サイズ）として入手した。この粉末をＰＭＸ１：ＰＭＸ２の４：１
の比で一体化した。得られる組み合わせ物（これ以降、ＵＨＭＷＰＥ混合物）を使用して
、２つのタイプの濃縮素子を作製した。
【０１０６】
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　濃縮素子タイプＡに対しては、酸化第二鉄を含む４０重量パーセントのＡＳ－タルク濃
縮剤（上述の）と６０重量パーセントのＵＨＭＷＰＥ混合物との混合物を一体化した。濃
縮素子タイプＢ（対照）に対しては、ＵＨＭＷＰＥ混合物を濃縮剤無添加で使用した。そ
れぞれの濃縮素子に対しては、選択された構成成分を１リットルの円筒容器又はジャーの
中に秤りこんだ。次いで、ジャーを７分間激しく振盪するか、あるいは低速（１分当り約
１０～１５回転（ｒｐｍ））で回転するローラーミル上に少なくとも２時間置いて、均質
なブレンド又はフロックを作製した。
【０１０７】
　次いで、フロックの一部（約６～１０ｇ）を使用して、５ｍｍの深さを有し、フロック
の固着を防止し、型面からの伝熱を遅延させるために、ポリテトラフルオロエチレンを含
浸したガラス繊維の０．０５ｍｍ（２ｍｉｌ）厚の円板を底部及び蓋に配置した、５０ｍ
ｍ直径の円筒型を充填した。フロックを型の中に圧縮し、次いで型を閉じるための位置に
型の蓋を押し込んだ。
【０１０８】
　充填した型を渦流ミキサー（ＩＫＡ（商標）ＭＳ３　Ｄｉｇｉｔａｌ　Ｖｏｒｔｅｘｅ
ｒ、ＶＷＲ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ，ＰＡ）から入手可能）
の上に１０～２０秒間置いて、内容物中のボイド及びクラックを取り除いた。次いで、型
を１７５～１８５℃に設定した通気した対流オーブン（Ｔｈｅｌｃｏ　Ｐｒｅｃｉｓｉｏ
ｎ　Ｍｏｄｅｌ　６５５５、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｉｎ
ｃ．（Ｗａｌｔｈａｍ，ＭＡ）から入手可能）中に１時間置いて、フロックを焼結した。
室温（約２３℃）まで冷却した後、得られた焼結フロックを型から取り出し、パンチング
ダイを使用して、濃縮素子として使用するための４７ｍｍの直径にトリミングした。
【０１０９】
　（実施例１）
　サルモネラ菌亜種ネズミチフス菌（ＡＴＣＣ　３５９８７）の単離された細菌コロニー
を５ｍＬのＢＢＬ（商標）Ｔｒｙｐｔｉｃａｓｅ（商標）大豆ブロス（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄ
ｉｃｋｉｎｓｏｎ（Ｓｐａｒｋｓ，ＭＤ））の中に植菌し、３７℃で１８～２０時間イン
キュベーションした。約１×１０９ＣＦＵ／ｍＬの濃度のこの一夜培養物をバターフィー
ルド緩衝液（ｐＨ　７．２±０．２；一塩基性リン酸カリウム緩衝液溶液；ＶＷＲカタロ
グ番号８３００８－０９３、ＶＷＲ（Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ，ＰＡ））中で希釈して
、ほぼ１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ植菌材料を得た。
【０１１０】
　容積２５０ｍＬの飲料水（飲用泉からの）にほぼ１×１０３ＣＦＵ／ｍＬ植菌材料の１
：１００希釈液を植菌して、約１１ＣＦＵ／ｍＬの濃度を有する試料を得た。（２５０ｍ
Ｌ試料中合計約２６００ＣＦＵ）濃縮素子用にカスタムメイドの試料ホルダー（ホルダー
は、４７ｍｍ直径の濃縮素子用のフリクションフィットをもたらすように機械加工された
プラスチック管付きの上下の流れ分配板からなり、Ｏリングを使用して、上流及び下流側
での漏洩を防止し；通しボルトは閉止圧力を提供した）、蠕動ポンプ（Ｈｅｉｄｏｌｐｈ
（商標）Ｐｕｍｐ　Ｄｒｉｖｅ　５２０１蠕動ポンプ、ＶＷＲ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（
Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ，ＰＡ）から入手可能）、及び３．１ｍｍ内径の配管を用いて
、試料を、タイプＡ（Ａｓ－タルク）の濃縮素子に１０ｍＬ／分の流速で２５分間ポンプ
送液した。デジタル圧力センサー（ＳＳＩ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｍｏｄｅｌ　Ｍ
ＧＩ－３０－Ａ－９Ｖ，Ｃｏｌｅ－Ｐａｒｍｅｒ（ＶｅｒｎｏｎＨｉｌｌｓ，Ｉｌｌｉｎ
ｏｉｓ））を試料ホルダーの上流に配置して、圧力低下をモニターした。
【０１１１】
　貫流試料区分（１ｍＬ）を、ラベルした、５ｍＬの滅菌ポリプロピレン管（ＢＤ　Ｆａ
ｌｃｏｎ（商標）、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ
，ＮＪ））に２５分間５分ごとに捕集し、３Ｍ（商標）Ｐｅｔｒｉｆｉｌｍ（商標）Ａｅ
ｒｏｂｉｃ　Ｃｏｕｎｔ　Ｐｌａｔｅｓ培地（乾燥、再水和型、３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ（
Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮ））上にメーカーの使用説明書にしたがって播種した。試料を濃縮
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素子に通した後、濃縮素子を、５００微生物／ｍＬのＢＳＡ（ウシ血清アルブミン、水中
１ｍｇ／ｍＬのストック、Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ（Ｓｔ　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）
から購入した粉末）を含む、フィルターで滅菌した２０ｍＬのバターフィールド緩衝液に
より「フラッシュ」して、流れ（５ｍＬ／ｍｉｎ）を反転することにより細菌を溶出させ
た。得られる溶出液を滅菌した５０ｍＬのポリプロピレン管中に捕集し、本質的に上述の
ように播種した。
【０１１２】
　フラッシュした後、濃縮素子を、滅菌ピンセットを用いてホルダーから取り出し、１０
０ｍＬの滅菌された３重量パーセントのトリプシン大豆ブロス（メーカーの使用説明書に
したがって作製した、Ｂａｃｔｏ（商標）大豆ブロス、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏ
ｎ（Ｓｐａｒｋｓ，ＭＤ）を入れた、滅菌されたＳｔｏｍａｃｈｅｒ（商標）ポリエチレ
ンフィルター袋（ＰＥ－ＬＤ　Ｍｏｄｅｌ　４００，Ｓｅｗａｒｄ　Ｃｏｒｐ（Ｎｏｒｆ
ｏｌｋ，ＵＫ））中で一夜インキュベーションした。袋をゆるく結び、播種した貫流試料
区分及び播種した溶出液と一緒に３７℃で１８～２０時間インキュベーションした。イン
キュベーションした播種物を、メーカーの使用説明書にしたがって翌日定量した。
【０１１３】
　下式（式中、ＣＦＵ＝生存している又は生存可能な微生物の単位である、コロニー形成
単位）を使用することにより、捕捉効率を貫流試料区分から得られる計数値に基づいて計
算した。
【数３】

　捕捉効率又はパーセント捕捉＝区分中の１００－パーセントＣＦＵ
【０１１４】
　９９パーセント超の捕捉効率を得た。溶出（流れを反転することにより）によって捕捉
された植菌材料のほぼ２５パーセント（６６０／２６００ＣＦＵ）が放出された。
【０１１５】
　ＳＤＩ（Ｓｔｒａｔｅｇｉｃ　ＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｓＩｎｃ．（Ｎｅｗａｒｋ，ＤＥ
））からのＳＤＩ　ＲａｐｉｄＣｈｅｋ（登録商標）サルモネララテラルフローイムノア
ッセイ細片を用いて、濃縮素子を入れた一夜培養したブロスをサルモネラの存在について
試験した。濃縮素子を含む一夜培養されたブロスを、バターフィールド緩衝液中で希釈し
、３Ｍ（商標）Ｐｅｔｒｉｆｉｌｍ（商標）Ａｅｒｏｂｉｃ　Ｃｏｕｎｔ　Ｐｌａｔｅｓ
（３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓｔ．Ｐａｕｌ．，ＭＮ））の上に播種し、３７℃で１８～２
０時間インキュベーションし、翌日定量した。プレート計数値は、濃縮素子中の捕捉され
たサルモネラの数が約２×１０９ＣＦＵ／ｍＬの濃度まで増加したことを示した。
【０１１６】
　比較例１
　タイプＡ（ＡＳ－Ｔａｌｃ）濃縮素子の代わりにタイプＢ（対照）濃縮素子（濃縮剤無
し）を使用し、約１３ＣＦＵ／ｍＬ（ほぼ２５０ｍＬの試料中で合計約３３００ＣＦＵ）
を有する植菌した飲料水試料を使用して、実施例１の手順を本質的に繰り返した。９９パ
ーセント超の捕捉効率を得、溶出（流れを反転することにより）によって捕捉された植菌
材料のほぼ２．４パーセント（８０／３３００ＣＦＵ）が放出された（上記の実施例１の
溶出パーセントよりも殆ど１桁少ない）。この溶出結果は、本発明の濃縮素子が捕捉され
た微生物を単離又は分離して、更なる分析を容易にする点で、比較の素子を超える利点を
もたらすことができるということを示唆する。
【０１１７】
　実施例２及び３並びに比較例２
　（３０℃で１８時間インキュベーションした、５重量パーセントのヒツジの血液を入れ
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たトリプシン大豆寒天、Ｈａｒｄｙ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ（Ｓａｎｔａ　Ｍａｒｉａ
，ＣＡ））からのＬｉｓｔｅｒｉａ　ｉｎｎｏｃｕａ（ＡＴＣＣ　３３０９０）の一夜ス
トリークした培養物を使用して、０．５ＭｃのＦａｒｌａｎｄ標準（ＤｅｎｓｉＣＨＥＫ
（商標）濃度計、ｂｉｏＭｅｒｉｅｕｘ，Ｉｎｃ．（Ｄｕｒｈａｍ，ＮＣ）を使用）を、
３ｍＬのバターフィールド緩衝液（ｐＨ　７．２±０．２、一塩基性リン酸カリウム緩衝
溶液、ＶＷＲカタログ番号８３００８－０９３，ＶＷＲ（Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ，Ｐ
Ａ））中で作製した。１×１０８ＣＦＵ／ｍＬを含有する得られた細菌ストックを、バタ
ーフィールド緩衝液中で連続して希釈して、ほぼ１×１０３ＣＦＵ／ｍＬの植菌物を得た
。
【０１１８】
　袋に入れたアイスバーグレタス（実施例２）及び有機ホウレンソウ（実施例３）を地元
の食料品店（Ｃｕｂ　Ｆｏｏｄｓ，Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮ）から購入した。２５グラムの
レタス及びホウレンソウ（これ以降、見本試料）を、滅菌されたＳｔｏｍａｃｈｅｒ（商
標）ポリエチレンフィルター袋（Ｓｅｗａｒｄ　Ｃｏｒｐ（Ｎｏｒｆｏｌｋ，ＵＫ））中
で別々に秤量した。ほぼ１×１０３ＣＦＵ／ｍＬの植菌物の１：１０００希釈液を見本試
料上で植菌して、１ＣＦＵ／ｍＬの最終濃度をそれぞれの見本試料中で得た。袋を３０秒
間振盪することにより、それぞれの植菌した見本試料を混合し、これに室温（２３℃）で
の１０分間のインキュベーション時間を続けることによって、細菌を見本に付着させた。
【０１１９】
　２２５ｍＬ容積のバターフィールド緩衝液（ｐＨ　７．２±０．２、一塩基性リン酸カ
リウム緩衝溶液、ＶＷＲカタログ番号８３００８－０９３、ＶＷＲ（Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓ
ｔｅｒ，ＰＡ））を、それぞれのインキュベーションした見本試料に添加して、約１ＣＦ
Ｕ／ｍＬ（ほぼ２５０ｍＬの見本試料中合計約２５０ＣＦＵ）の濃度を有する試料を得た
。得られた見本試料を、Ｓｔｏｍａｃｈｅｒ（商標）４００サーキュレーター実験室ブレ
ンダー（Ｓｅｗａｒｄ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｎｏｒｆｏｌｋ，ＵＫ））中１分当り
２００回転（ｒｐｍ）で１分サイクルの間ブレンドした。ブレンドした見本試料をピペッ
トにより袋から取り出し、別々の滅菌された２５０ｍＬのガラス瓶（ＶＷＲ（Ｗｅｓｔ　
Ｃｈｅｓｔｅｒ，ＰＡ））中に捕集した。
【０１２０】
　濃縮素子用に上述（実施例１で）のカスタムメイドの試料ホルダー、蠕動ポンプ（Ｈｅ
ｉｄｏｌｐｈ（商標）Ｐｕｍｐ　Ｄｒｉｖｅ　５２０１蠕動ポンプ、ＶＷＲ　Ｓｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ（Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ，ＰＡ）から入手可能）、及び３．１ｍｍ内径の
配管を用いて、補集した生成物試料をそれぞれ、タイプＡ（Ａｓ－タルク）濃縮素子（２
つの素子を本質的に上述したように作製）から１０ｍＬ／分の流速で２５分間ポンプ送液
した。
【０１２１】
　全部で２５０ｍＬのレタス試料を濃縮素子に通した。レタス試料からの貫流区分（１ｍ
Ｌ）を、ラベルした、５ｍＬの滅菌ポリプロピレン管（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ（商標）、Ｂ
ｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ））中で２５分
間５分毎に捕集し、改質Ｏｘｆｏｒｄ培地プレート（Ｈａｒｄｙ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ
ｓ（Ｓａｎｔａ　Ｍａｒｉａ，ＣＡ））上にスプレッド法により播種（１００マイクロリ
ットル）した。プレートを反転し、３７℃で１８～２０時間インキュベーションした。
【０１２２】
　ホウレンソウ試料からの貫流区分（１ｍＬ）を、ラベルした、５ｍＬの滅菌ポリプロピ
レン管（ＢＤ　Ｆａｌｃｏｎ（商標）、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（Ｆｒａｎｋ
ｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ））中で１５分間５分毎に捕集し、改質Ｏｘｆｏｒｄ培地プレ
ート（Ｈａｒｄｙ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ（Ｓａｎｔａ　Ｍａｒｉａ，ＣＡ））上に播
種し、同様に処理した。１５分後多分濃縮素子の詰まりにより流れが止まったときに、ポ
ンプ送液を停止した。２５０ｍＬのホウレンソウ試料の半分のみを濃縮素子により処理し
た。
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【０１２３】
　１×１０３ＣＦＵ／ｍＬの植菌物の１：１０希釈液からの１００マイクロリットル容積
を、植菌物の対照（非濃縮）として同様に播種した。
【０１２４】
　見本試料を濃縮素子に通した後、濃縮素子を、滅菌スパチュラを用いてホルダーから取
り出し、５ｍＬの滅菌された３．７重量パーセントのブレインハートインフージョンブロ
ス（メーカーの使用説明書にしたがって作製した、ＢＢＬ（商標）Ｂｒａｉｎ　Ｈｅａｒ
ｔ　Ｉｎｆｕｓｉｏｎ　Ｂｒｏｔｈ、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（Ｓｐａｒｋｓ
，ＭＤ））を入れた、滅菌ポリプロピレン培養皿（６０ｍｍ×１５ｍｍ、Ｃｏｒｎｉｎｇ
ポリプロピレン培養皿、ＶＷＲ（Ｗｅｓｔ　Ｃｈｅｓｔｅｒ，ＰＡ）から入手可能、カタ
ログ番号２５３８２－３８１）の中に入れ、３７℃で１８～２０時間インキュベーション
した。
【０１２５】
　比較のために（比較例２として）、Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｉｎｎｏｃｕａ（本質的に上述
したように作製、２５グラムを２２５ｍｌのバターフィールド緩衝液中でブレンド）を加
えた、ブレンドしたホウレンソウ試料を、４７ｍｍ直径、０．４５ミクロン細孔サイズの
滅菌混合セルロースエステル膜フィルター（カタログ番号ＨＡＷＰ０４７００、Ｍｉｌｌ
ｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＭＡ））から真空濾過により処
理した。多分濃縮素子の詰まりにより流れが止まる前に、２５０ｍＬ試料の約８ｍＬの容
積を処理した。処理を停止した。
【０１２６】
　インキュベーションした改質Ｏｘｆｏｒｄ培地プレートを手での計数により翌日定量し
た。下式（式中、ＣＦＵ＝生存している又は生存可能な微生物の単位である、コロニー形
成単位）を使用することにより、捕捉効率を貫流試料区分から得られる計数値に基づいて
計算した。
【数４】

　捕捉効率又はパーセント捕捉＝区分中の１００－パーセントＣＦＵ
【０１２７】
　レタス試料の濃縮に使用される素子に対して９９パーセント超の捕捉効率を得た。ホウ
レンソウ試料の５分、１０分、及び１５分の貫流区分中で細菌コロニーは観察されなかっ
た。コロニー計数値に基づいて、植菌したレタス及びホウレンソウ試料は、それぞれ、合
計５００ＣＦＵを含有していた。
【０１２８】
　３Ｍからの３Ｍ（商標）Ｔｅｃｒａ（商標）Ｌｉｓｔｅｒｉａ目視イムノアッセイキッ
ト（３Ｍ　Ａｕｓｔｒａｌｉａ　Ｐｔｙ　Ｌｔｄ．（Ｆｒｅｎｃｈｓ　Ｆｏｒｅｓｔ，Ａ
ｕｓｔｒａｌｉａ）から入手可能）を用いて、濃縮素子を入れた両方の一夜培養したブロ
スを、Ｌｉｓｔｅｒｉａの存在についてメーカーの使用説明書にしたがって試験した。レ
タス及びホウレンソウ試料の両方に対して陽性の結果を得た（二重試験した、それぞれの
試料の４１４ナノメートルにおける吸光度は、０．２超であり、陰性の対照のそれは０．
２未満（０．０５５の実際の吸光度）であった）。
【０１２９】
　本明細書で引用した特許、特許文献、及び公報に含有される参照された記述内容は、そ
の全体が、それぞれ個別に組み込まれているかのように、参照として組み込まれる。本発
明に対するさまざまな予見できない修正及び変更が、本発明の範囲及び趣旨から逸脱する
ことなく当業者に明らかとなるであろう。本発明は、本明細書に記載した例示的な実施形
態及び実施例によって過度に限定されるものではなく、またかかる実施例及び実施形態は
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、一例として表されているだけであり、ただし、本発明の範囲は、以下のように本明細書
に記載した請求項によってのみ限定されることを意図するものと理解されるべきである。
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