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用于检测和鉴别微生物培养样品中的微生
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(57)摘要

本文提供了用于检测和/或鉴别培养样品中

的一种或多种特定微生物的方法、系统和装置。

指示剂粒子，如各自与对所关注的一种或多种微

生物具有亲和力的一种或多种特异性结合成员

缔合的表面增强拉曼光谱(SERS)活性纳米粒子，

可以与所述培养样品中的特定微生物形成复合

物。此外，搅动也与对所关注的一种或多种微生

物具有亲和力的一种或多种特异性结合成员缔

合的磁性捕获粒子可以用于捕获微生物‑指示剂

粒子复合物并且使所述复合物集中在试验器皿

的局部区域中以供后续检测和鉴别。这种复合物

可以被分散、团化和再分散以使得培养样品可以

在孵育期间再测试多次，从而允许实时监测所述

培养样品。
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1.一种适用于自动处理多个含有培养样品的样品管的系统，所述系统包括：

孵育箱，其适于在内部接收多个样品管，所述孵育箱被配置成在预定温度下孵育所述

多个样品管；和

第一平移装置，其适于耦合到所述多个样品管并且被配置成使所述多个样品管在所述

孵育箱和检测区之间重复移动并且搅动所述检测区内的所述多个样品管；

检测区，其包括团化/读出组件，所述团化/读出组件包括：

磁体组件，其被配置成将磁场施加到所述检测区内的所述多个样品管以形成团块；

光学装置，其被配置成询查所述检测区内的所述多个样品管中的每一个用于检测一种

或多种微生物；以及

第二平移装置，其耦合到所述光学装置并且被配置成移动所述检测区内的所述光学装

置用于询查所述多个样品管中的每一个形成的团块。

2.根据权利要求1所述的系统，其中所述磁体组件被配置成绕枢轴转动远离所述多个

样品管以用所述光学装置询查。

3.根据权利要求1所述的系统，其中所述系统界定可以在不同温度下操作的多个高温

区，其中每个高温区被配置成含有一个或多个孵育箱。

4.根据权利要求1所述的系统，其进一步包括至少一个被配置成加热所述孵育箱的加

热元件。

5.根据权利要求1所述的系统，其中所述孵育箱被配置成接收用于固持所述多个样品

管的托盘。

6.根据权利要求5所述的系统，其中所述第一平移装置被配置成沿着所述孵育箱的轴

水平地振荡所述托盘。

7.根据权利要求1所述的系统，其中所述磁体组件包括一对间隔开的纵向磁体，并且其

中所述光学装置包括在所述纵向磁体之间延伸的读出头。

8.根据权利要求1所述的系统，其中由所述系统接收的所述多个样品管中的每一个包

含至少样品、培养基、磁性粒子和SERS粒子，并且其中所述SERS粒子包含用于微生物的特异

性结合成员，从而形成结合成员‑微生物‑指示剂粒子复合物。

9.根据权利要求1所述的系统，其中所述磁体组件被配置成在团化期间和在询查期间

保持与所述多个样品管邻近。

10.根据权利要求8所述的系统，其中所述磁体组件形成包含所述结合成员‑微生物‑指

示剂粒子复合物的团块并且包括狭缝，所述光学装置通过所述狭缝询查所述团块。
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用于检测和鉴别微生物培养样品中的微生物的方法、系统和

装置

[0001] 本申请是申请日为2013年3月15日、申请号为201380030468.9、发明名称为“用于

检测和鉴别微生物培养样品中的微生物的方法、系统和装置”的中国发明专利申请的分案

申请。

技术领域

[0002] 本发明所公开的主题涉及用于检测、鉴别和定量培养样品中的微生物的方法、系

统和装置。更具体地说，所述主题涉及使用指示剂粒子来检测和鉴别能够支持微生物生长

的生物防护样品中的一种或多种微生物。

背景技术

[0003] 检测微生物培养物中的临床样品(例如，血液、粪便、尿液等)中的低水平的微生物

(包括病原体)的能力在近年来已经获得了显著的重要性。类似地，微生物培养对于检测如

食品、化妆品和药品等工业样品中的微生物(包括病原体)的公共卫生是重要的。检测这些

微生物的能力不仅提供了用于处理已经被暴露的人们的技术，而且用于可以防止暴露的情

况，例如当测试食品样品时。

[0004] 食源性疾病不仅在卫生方面、而且在卫生保健成本方面对社会有显著影响。据CDC

估计，每年约1/6的美国人(或4800万人)患病，128,000人住院，并且3,000人死于食源性疾

病(参看http://www.cdc.gov/foodsafety/facts.html)。还估计，食源性疾病在美国每年

造成1520亿美元用于卫生相关的花费，特别是对于由弯曲菌属的种(Campylobacter 

spp.)、沙门氏菌(Salmonella)、单核细胞增生性李斯特菌(Listeria  monocytogenes)和大

肠杆菌(E.coli)引起的细菌感染(参看http://www.producesafetyproject.org/admin/

assets/files/Health‑Related‑Foodborne‑Illness‑Costs‑Report.pdf‑1.pdf)。

[0005] 在美国所见的食品安全的当前水平是政府法规与受市场激励(如法律责任、品牌

价值、信誉和出售更多食品产品的希望)影响的行业自我监测组合的结果。在美国，负责食

品安全的主要机构是美国农业部(U.S  Department  of  Agriculture；USDA)食品安全检验

局(Food  Safety  and  Inspection  Service；FSIS)，其负责肉类、家禽和经加工的蛋制品的

安全；以及食品和药物管理局(Food  and  Drug  Administration；FDA)，其负责几乎所有的

其它食品。在1996年，USDA的FSIS颁布了病原体减少危害分析关键控制点(PR/HACCP)条例，

其例如授权屠宰厂进行通用大肠杆菌测试。其它FSIS法规对两种致命的病原体‑即食肉类

和家禽中的单核细胞增生性李斯特菌和碎牛肉中的大肠杆菌O157:H7强制执行零界限(参

看http://www.ers.usda.gov/briefing/foodsafety/private.htm)。最近，国会批准通过

了食品安全现代化法案(Food  Safety  Modernization  Act)，在过去几年里食源性疾病的

持续爆发‑‑从菠菜到胡椒到花生强调了这项立法的迫切性。

[0006] 食品测试可以对食品样品本身进行，即最终产品材料、中间物或引入的原材料。另

外，实施HACCP(危害分析和关键控制点(Hazard  Analysis  and  Critical  Control 
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Point))计划以控制生产环境，从而使病原体引入到食品样品中的风险最小化。作为许多

HACCP计划的一部分，从表面、地板、排水管和加工设备获取环境样品，然后针对病原性生物

体的存在和不存在进行分析。如果检测到病原体的话，那么可以将其分离并且对其进行进

一步确认性测试。

[0007] 现今，所进行的所有食品病原体测试都需要培养步骤来富集样品中所含的潜在低

水平的微生物。在培养样品之后，移出一部分并且针对病原体的存在进行测试。培养后的病

原体测试可以通过免疫试验(例如，bioMerieux的 自动化ELISA平台或SDIX的

侧向流试验)或通过基于PCR的测试(例如，DuPont  Qualicon的

系统、Bio‑Rad的iQ‑CheckTM系统)来完成。如果病原体存在于起始样品中，那么培养步骤可

以使病原体的浓度增加高达1.0E8‑1.0E9cfu/mL，使得打开培养后的样品使使用者和环境

都暴露于污染的风险下。这种暴露阻止了许多食品生产者现场进行病原体测试，取而代之

的是选择将样品发送到外部实验室以供测试。另外，因为不知道哪些样品含有病原体并且

处于什么水平，所以食品安全测试方案使用很长的培养时间以确保给予最坏情形的一种受

损病原体足够的时间生长到可检测浓度。结果，具有较高病原体负荷的样品比可能严格必

需的时间培养了更长时间，从而导致得出结果的时间延迟。因此，在病原体测试方法的领域

中需要使得出结果的时间最小化并且降低设施和人员暴露于所培养的病原体的风险。

[0008] 对于临床样品(如血液)来说存在类似的问题。自从20世纪80年代中期以来，伴随

着免疫功能不全的患者群体的规模扩大，由机会性病原体(如酵母、真菌和分枝杆菌)引起

的败血症的发生率已经上升。菌血症(血流中存在细菌)和真菌血症(血流中存在真菌或酵

母)通常通过收集静脉血液样品并且将血液样品安置在含有适合于促进所关注的细菌或真

菌生长的生长培养基的血液培养瓶中来检测。一般参看Reimer等人 ,"Update  on 

Detection  of  Bacteremia  and  Fungemia",Clinical  Microbiology  Reviews  10(3) ,

444‑465(1997)。然后，可以将血液培养样品孵育一段时间并且间歇性地检查细菌或真菌生

长的指征。

[0009] 在本领域中已知用于监测血液培养瓶中的细菌或真菌生长的仪器化方法通常检

测血液培养瓶中二氧化碳和/或氧浓度的变化。这些仪器检测微生物的存在和不存在，但不

是特异性地针对所存在的特定类型的生物体。对于名义上无菌的样品(如血液)来说，样品

中的微生物检测可以指示严重的疾病。然而，阳性结果被认为是部分或初步结果并且通常

不是可行的。因为疾病的最佳治疗依赖于生物体的鉴别以及其抗生素敏感性的确定，所以

实验室人员必须可推进阳性培养物到完全鉴别(ID)和抗微生物敏感性测试(AST)。生物体

的鉴别需要实验室人员取得阳性血液培养样品用于进一步样品处理。

[0010] 阳性血液培养结果，即指示微生物的存在但没有指示微生物的身份的结果之后的

样品处理常常包括将微生物归类为两大类生物体之一：革兰氏阳性或革兰氏阴性。基于在

培养过程中检测CO2或O2的血液培养试验无法区分如金黄色葡萄球菌(S.aureus)的病原性

生物体与如表皮葡萄球菌(S.epidermidis)的污染物，因为这些方法仅仅对生长和不存在

生长敏感。生物体的分类和鉴别是在检测血液培养样品中的生长之后进行。举例来说，试剂

盒可用于区分葡萄球菌(Staphylococcus)和链球菌(Streptococcus)种与其它生物体。试

剂盒还可用于区分如金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌的生物体。然而，这些试剂盒需要从

血液培养瓶中移出至少等分试样的血液培养样品以及可能潜在地使操作人员暴露于病原
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体或破坏一部分可以用于其它分析的血液培养物的其它程序。试剂盒还通常需要受培训的

实验室工作人员可进行测试，这潜在地导致了当实验室人员不可进行另外测试(例如，在仅

单班作业的医院中)时在血液培养样品变成阳性的情况下可行的临床结果的延迟。

[0011] 虽然现今存在仪器来检测血液中微生物的存在或不存在(例如，通过使用二氧化

碳或氧传感器)，但这些仪器通常不适用于非无菌样品，如粪便或食品样品。对于如食品等

样品来说，预期存在显著浓度的良性微生物，并且因此用二氧化碳或氧传感器检测生物体

本质上不适用。对于食品样品来说，关键是在高的良性微生物群落的背景下检测低水平的

病原性生物体的存在以避免食源性疾病的传播。

[0012] 因此，需要用于不仅检测在名义上无菌的样品的培养步骤期间生物体的存在或不

存在，而且鉴别生物体的方法、系统和装置。对于如粪便和食品等非无菌样品来说，还需要

用于以生物防护方式鉴别培养物中潜在有害的生物体的方法、系统和装置。这些方法、系统

和装置使使用者干预最小化，从而使时间、受培训的人员加上人员和环境对病原体的潜在

暴露减到最少。

发明内容

[0013] 本发明所公开的主题的实施方案提供了用于检测微生物培养物中的特定微生物

的存在、量和/或身份的方法、系统和装置。根据一个实施方案，本发明所公开的试验可以在

培养器皿内进行，以使得特定微生物的检测和/或鉴别与培养相结合来进行，而不需要使用

者干预。一种或多种微生物可以在单一培养物内鉴别。可以对培养器皿完全进行生物防护

以使得微生物的生长以及微生物的检测和鉴别可以在不暴露使用者或周围环境的情况下

发生。此外，归因于培养物的生物防护，培养物的分析可以在不需要使用者取得培养物或洗

涤培养物的情况下发生。

[0014] 光学活性的指示剂粒子，如各自与对所关注的一种或多种微生物具有亲和力的一

种或多种特异性结合成员缔合的表面增强拉曼散射(Surface  Enhanced  Raman 

Scattering；SERS)活性纳米粒子，可以与微生物培养样品中的特定微生物形成复合物。因

此，光学活性的指示剂粒子可以是能够产生光信号的任何粒子，这种光信号可以在没有洗

涤步骤的情况下在培养样品中检测到。此外，也与对所关注的一种或多种微生物具有亲和

力的一种或多种特异性结合成员(其和与指示剂粒子缔合的特异性结合成员可以是相同的

或不同的)缔合的磁性捕获粒子可以用于捕获微生物‑指示剂粒子复合物并且使复合物集

中在试验器皿的局部区域中以供后续检测。重要地，本发明所公开的方法、系统和装置的实

施方案允许“实时”检测和鉴别正在发生微生物的活性生长的样品中的微生物。样品可以包

括包含以下的微生物培养物：生长培养基和来自人或动物(驯养的或原种的)的临床样品，

如血液、粪便、尿液或脑脊液。样品还可以包括包含以下的微生物培养物：生长培养基和工

业样品，如食品、奶制品、饮料、水、环境、农产品、个人护理产品(包括化妆品)、生物技术或

药品。重要地，试验可以在不使使用者或环境暴露于样品(“封闭系统”)的情况下以生物防

护方式进行，并且可以通过在培养进行时随着时间监测试验信号来提供自动的、昼夜不停

的微生物检测和鉴别。检测和鉴别与微生物培养的组合可以使得可行的结果较早可用。

[0015] 通过本发明对微生物的检测可以直接或间接进行。对于在培养物中生长的微生物

的直接检测来说，与磁性捕获粒子和指示剂粒子缔合的特异性结合成员可以对基本完好的
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微生物具有亲和力，例如通过结合到细菌或酵母的表面。对于间接检测来说，与磁性捕获粒

子和指示剂粒子缔合的结合成员可以对微生物的副产物具有亲和力。副产物的实例可以包

括(但不限于)分泌蛋白、毒素和细胞壁组分。直接和间接检测模式可以单独或组合使用。

[0016] 根据本发明的另一个实施方案，提供一种用于计量所需量的培养样品的器皿。所

述器皿包括用于在其中接收培养样品的容器，其中所述容器具有开口端和封闭端。所述器

皿还包括被配置成以流体密封连接方式啮合容器的开口端的盖子。另外，所述器皿包括耦

合到盖子并且包括一个或多个储集器的筐体，其中所述筐体被安置在所述容器的开口端与

封闭端之间。在使用多个储集器的情况下，每个储集器被配置成容纳不同体积的培养样品。

此外，所述器皿包括一个或多个与盖子啮合的针组件，其中所述针组件包括在相应的储集

器内延伸的针。每个针被配置成选择性地抽取相应的储集器中所含的样品，其中每个针被

进一步配置成啮合小瓶用于以生物防护方式将样品从储集器转移到所述小瓶。因此，所述

器皿可以适合于计量所需量的样品用于在单一容器中进行两种不同的试验(例如，沙门氏

菌或李斯特菌)，同时有助于以生物防护方式将样品转移到检测小瓶。在本发明的另一个实

施方案中，用于接收样品的试验小瓶由被配置成保持真空的塞子或隔片和顶帽密封。在试

验小瓶顶帽与计量器皿上的含有针的兼容端口连接时，样品以生物防护方式转移。小瓶顶

帽含有用以保留外部挤出的流体以防转移并且保护使用者以免与转移表面接触的特征。

[0017] 本发明的另一个实施方案是针对一种用于自动处理多个含有培养样品的管的系

统。所述系统包括用于在其中接收多个样品管的孵育箱，其中所述孵育箱被配置成在预定

温度下孵育样品管。举例来说，这些管可以水平地并且彼此相邻地定位。根据一个实施方

案，孵育箱可以被配置成在不同温度下孵育不同试验。所述系统进一步包括耦合到托盘并

且被配置成在孵育箱内移动样品管的第一平移装置(例如，沿着Y轴移动的“Y台”)，其中第

一平移装置被进一步配置成将样品管从孵育箱移动到检测区并且搅动检测区内的样品管。

举例来说，第一平移装置可以沿着其纵轴移动样品管。所述系统还包括被配置成将磁场施

加到检测区内的多个样品管的磁体组件，以及被配置成询查检测区内的多个样品管中的每

一个用于检测一种或多种微生物的光学装置。所述系统包括耦合到光学装置并且被配置成

移动检测区内的光学装置用于询查样品管中的每一个的第二平移装置(例如，沿着X轴移动

的“X台”)。所述系统还可以包括耦合到磁体组件和光学装置并且被配置成移动检测区内的

磁体组件和光学装置以接近垂直堆叠在第一托盘上方的管的另一个托盘的第三平移装置

(例如，沿着Z轴移动的“Z台”)。因此，所述系统提供了用于在孵育培养管期间实时处理多个

样品的自动化和高通量系统。

附图说明

[0018] 已经这样概括地描述了本发明所公开的主题，现在将参考附图，这些附图不一定

按比例绘制，并且其中：

[0019] 图1是示出根据本发明的一个实施方案检测和鉴别培养样品中的微生物的方法的

示意图。

[0020] 图2是示出根据本发明的一个实施方案用于容纳和转移培养样品的富集器皿和检

测小瓶的示意图。

[0021] 图3是示出根据本发明的一个实施方案间歇性地检测和鉴别培养样品中的微生物
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的方法的示意图。

[0022] 图4是示出根据本发明的一个实施方案实时检测和鉴别培养样品中的微生物的方

法的示意图。

[0023] 图5A‑5E说明了根据本发明的一个实施方案的富集器皿的各种视图。

[0024] 图6是根据本发明的一个实施方案的富集器皿的横断面视图。

[0025] 图7是根据本发明的一个实施方案的富集器皿的分解图。

[0026] 图8是根据本发明的一个实施方案的富集器皿的盖子的底视图。

[0027] 图9A‑9C是根据本发明的一个实施方案的富集器皿的筐体的各种视图。

[0028] 图10A和10B说明了根据本发明的一个实施方案的检测小瓶的顶帽。

[0029] 图11A和11B说明了根据本发明的一个实施方案的检测小瓶的顶帽。

[0030] 图12是根据本发明的一个实施方案啮合检测小瓶的顶帽的横断面视图。

[0031] 图13A和13B是根据本发明的一个实施方案啮合检测小瓶的顶帽的透视图和分解

图。

[0032] 图14A和14B是根据本发明的一个实施方案啮合检测小瓶的顶帽的透视图和分解

图。

[0033] 图15是根据本发明的一个实施方案啮合富集器皿的检测小瓶的横断面视图。

[0034] 图16和17是根据本发明的一个实施方案啮合富集器皿的检测小瓶的横断面视图。

[0035] 图18是示出根据本发明的一个实施方案在培养瓶内的磁性捕获粒子‑微生物‑

SERS活性指示剂粒子复合物的示意图。

[0036] 图19描绘了根据本发明的一个实施方案的SERS活性指示剂粒子。

[0037] 图20描绘了根据本发明的一个实施方案的SERS活性指示剂粒子。

[0038] 图21描绘了根据本发明的一个实施方案的SERS活性指示剂粒子。

[0039] 图22示出了根据本发明的一个实施方案与4,4'‑联吡啶(DIPY)拉曼活性染料缔合

的SERS活性指示剂粒子的代表性SERS光谱。

[0040] 图23示出了根据本发明的一个实施方案针对沙门氏菌在整个培养时间上绘制的

代表性SERS信号。

[0041] 图24描绘了根据本发明的一个实施方案用于实时监测微生物生长的系统。

[0042] 图25描绘了根据本发明的另一个实施方案用于实时监测微生物生长的系统。

[0043] 图26‑29说明了根据本发明的一个另外的实施方案用于实时监测微生物生长的系

统的各种视图。

[0044] 图30是根据本发明的一个实施方案用于固持样品管的托盘的透视图。

[0045] 图31说明了根据本发明的一个实施方案用于将样品管加载到托盘中，将托盘加载

到孵育箱中以及从孵育箱中移出托盘的顺序步骤。

[0046] 图32是根据本发明的另一个实施方案用于固持样品管的托盘的透视图。

[0047] 图33A‑33C是根据本发明的多个实施方案用于固持样品管的托盘的部分视图。

[0048] 图34是根据本发明的一个实施方案的孵育箱的透视图。

[0049] 图35‑39是图26‑29中所示的系统的各种横断面视图。

[0050] 图40是根据本发明的一个实施方案的孵育箱的后门的放大视图。

[0051] 图41是根据本发明的一个实施方案的X台的透视图。
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[0052] 图42是根据本发明的一个实施方案的磁体组件、X台和Z台的透视图。

[0053] 图43是根据本发明的一个实施方案处于降低位置的磁体组件、团化/读出组件、X

台、Y台和Z台的侧视图。

[0054] 图44是图26‑29中所示的系统的另一个透视图。

[0055] 图45和46是根据本发明的一个实施方案的磁体组件、团化/读出组件和X台的部分

透视图。

[0056] 图47是根据本发明的一个实施方案的磁体组件和Y台的部分透视图。

[0057] 图48A‑48B是根据本发明的实施方案用于实时监测在柜中密封的微生物生长的系

统的透视图。

[0058] 图49说明了根据本发明的一个实施方案用于搅动和团化培养样品的方法。

[0059] 图50描绘了根据本发明的一个实施方案的团化和光学系统。

[0060] 图51和52说明了根据本发明的实施方案用于团化培养样品的替代性磁体排列。

[0061] 图53描绘了根据本发明的一个实施方案的金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌的多

重检测。

[0062] 图54示出了比较在有和没有适合用于本发明的多个实施方案中的SERS  HNW试剂

的情况下血液培养样品的大肠杆菌生长的检测时间的实验的结果。

[0063] 图55示出了根据本发明的一个实施方案监测团化对肠道沙门氏菌(Salmonella 

enterica)亚种血清型鼠伤寒肠道沙门氏菌(enterica  serovar  Typhimurium)，此后被称

作鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella  Typhimurium)(或其它血清型沙门氏菌名称)的生长的影

响的图表。

[0064] 图56示出了根据本发明的一个实施方案说明团化对微生物生长的影响的图表。

[0065] 图57说明了根据一个实施方案在用固定磁体团化之后水中的SERS‑磁性珠粒预复

合物(PC)的图像。

[0066] 图58A‑58B是根据一个实施方案使用固定磁体和不同搅动频率在SDIX沙门氏菌二

级培养基中PC团块形成的图像。

[0067] 图59A‑59B是根据一个实施方案使用耦合磁体和不同搅动频率在SDIX沙门氏菌二

级培养基中PC团块形成的图像。

[0068] 图60示出了根据本发明的一个实施方案使用单重SERS检测比较血液中的白色念

珠菌(C.albicans)的检测时间的图表。

[0069] 图61示出了根据本发明的一个实施方案使用多重SERS方法比较血液中的白色念

珠菌的检测时间的图表。

[0070] 图62示出了根据本发明的一个实施方案使用多重SERS方法比较血液中的大肠杆

菌和表皮葡萄球菌的检测时间的图表。

[0071] 图63说明了根据本发明的一个实施方案使用需氧培养基和抗生素吸收树脂实时

检测血液中的大肠杆菌的图表。

[0072] 图64示出了根据本发明的一个实施方案针对不同样品体积检测血液中的大肠杆

菌的图表。

[0073] 图65A示出了根据一个实施方案在鼠伤寒沙门氏菌的二次富集期间带有在多个时

间捕获的图像的SERS曲线。
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[0074] 图65B示出了根据一个实施方案在阴性样品的二次富集期间带有在多个时间捕获

的图像的SERS曲线。

[0075] 图65C示出了根据一个实施方案在鼠伤寒沙门氏菌的二次富集期间带有在多个时

间捕获的图像的SERS曲线。

[0076] 图66示出了根据一个实施方案在鼠伤寒沙门氏菌的二次富集期间对于不同搅动

速率的叠加SERS曲线。

[0077] 图67示出了根据本发明的一个实施方案分别对于阳性样品和阴性样品的团块的

图像。

[0078] 图68A‑68C说明了根据本发明的实施方案在食品样品的培养期间实时检测大肠杆

菌的SERS曲线。

[0079] 图69说明了根据本发明的一个实施方案在食品样品的培养期间实时检测肠炎沙

门氏菌(Salmonella  Enteritidis)的SERS曲线。

[0080] 图70说明了根据本发明的一个实施方案在培养期间实时检测从不锈钢上擦拭的

李斯特菌的SERS曲线。

[0081] 图71示出了根据本发明的一个实施方案使用线性搅动检测鼠伤寒沙门氏菌的阶

段的流程图。

[0082] 图72说明了根据本发明的一个实施方案在鼠伤寒沙门氏菌、肠炎沙门氏菌和阴性

样品的二次富集期间的叠加SERS曲线。

[0083] 图73示出了根据本发明的一个实施方案在鼠伤寒沙门氏菌的二次富集期间形成

的团块的图像。

[0084] 图74示出了根据一个实施方案在肠炎沙门氏菌(S.Enteritidis)和肯塔基沙门氏

菌(S.Kentucky)的二次富集期间从摇摆搅动和线性搅动获得的SERS曲线。

[0085] 图75示出了根据本发明的一个实施方案在有和没有SERS试剂的情况下含有在

EDTA兔血浆中的金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌的样品管的图像。

[0086] 图76示出了根据本发明的一个实施方案在有和没有SERS试剂的情况下使用金黄

色葡萄球菌和表皮葡萄球菌的乳胶凝集试验的图像。

[0087] 图77是根据本发明的一个实施方案的磁性粒子与SERS标签的混合物的革兰氏染

色的放大图像。

[0088] 图78是根据本发明的一个实施方案在有磁性粒子和SERS标签的情况下金黄色葡

萄球菌和大肠杆菌的革兰氏染色对照的放大图像。

[0089] 图79示出了根据本发明的实施方案在有SERS试剂的情况下使用金黄色葡萄球菌

和表皮葡萄球菌的血液培养物划线的CHROMagar金黄色葡萄球菌板的图像。

[0090] 图80是根据本发明的一个实施方案在有Sensi‑discTM测试纸锭的情况下使用大肠

杆菌的血液培养物划线的琼脂板的图像。

[0091] 图81是示出根据本发明的一个实施方案在有和没有试剂的情况下大肠杆菌的区

直径测量值的表格。

[0092] 图82是示出根据本发明的一个实施方案在有和没有SERS试剂的情况下使用BD 

Sensi‑discsTM和多种微生物的人工抗生素敏感性测试的结果的汇总的表格。

[0093] 图83示出了根据本发明的一个实施方案在有和没有试剂的情况下使用大肠杆菌
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和白色念珠菌的血液培养物划线并且覆盖有抗真菌BD  TaxoTM纸锭的琼脂板的图像。

[0094] 图84是示出根据本发明的一个实施方案在沙门氏菌二级培养基中使用不同搅动

频率和团化时间形成的团块的图像的表格。

[0095] 图85是示出根据本发明的一个实施方案的搅动频率对团块分散的影响的表格。

[0096] 图86说明了根据本发明的另一个实施方案的富集器皿。

[0097] 图87是根据本发明的一个实施方案的注射器的横断面视图。

[0098] 图88是根据本发明的一个实施方案与富集器皿啮合的注射器的横断面视图。

[0099] 图89A‑89C是根据本发明的多个实施方案与富集器皿啮合的注射器的放大横断面

视图。

[0100] 图90A和90B是根据本发明的一个实施方案的注射器的放大横断面视图。

[0101] 图91是根据本发明的一个实施方案的注射器的横断面视图和柱塞的透视图。

[0102] 图92是根据本发明的另一个实施方案的注射器的横断面视图和柱塞的透视图。

[0103] 图93‑95说明了根据本发明的多个实施方案的复原台。

[0104] 图96是根据本发明的一个实施方案的所制造的荧光二氧化硅纳米粒子的图像。

[0105] 图97示出了描绘根据本发明的一个实施方案的所制造的荧光二氧化硅纳米粒子

和常规SERS标签的信号强度的图表。

[0106] 图98示出了描绘根据本发明的一个实施方案用于检测菠菜中李斯特菌的存在的

所制造的荧光二氧化硅纳米粒子和常规SERS标签的信号强度随时间而变的图表。

[0107] 图99示出了描绘根据本发明的一个实施方案用于检测甘蓝中李斯特菌的存在的

所制造的荧光二氧化硅纳米粒子和常规SERS标签的信号强度随时间而变的图表。

[0108] 图100是根据本发明的一个实施方案的富集器皿的容器的透视图。

[0109] 图101是根据本发明的一个实施方案的富集器皿的盖子的顶视图。

[0110] 图102是图101中所示的盖子的底视图。

[0111] 图103是图101中所示的盖子的底透视图。

[0112] 图104是图101中所示的盖子的侧视图。

[0113] 图105是图101中所示的盖子的横断面视图。

[0114] 图106是根据本发明的一个实施方案的富集器皿的筐体的侧视图。

[0115] 图107是图106中所示的筐体的顶视图。

[0116] 图108是图106中所示的筐体的底视图。

[0117] 图109是图106中所示的筐体的透视图。

[0118] 发明详述

[0119] 现在将在下文中参考附图来更充分地描述本发明所公开的主题，在这些附图中示

出了本发明所公开的主题的一些但不是所有实施方案。本文中阐述的本发明所公开的主题

的许多修改和其它实施方案将被具有前述描述和相关图示中所呈现的教义的权益的本发

明所公开的主题所属领域的技术人员所想到。因此，应了解，本发明所公开的主题并不限于

所公开的特定实施方案，并且修改和其它实施方案意图被包括在随附权利要求书的范围

内。尽管本文中采用特定术语，但其仅以一般和描述性的意义使用并且不是出于限制的目

的。

[0120] 术语“一个(a/an)”和“所述”当在本申请(包括权利要求书)中使用时指的是“一个
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或多个”。因此，举例来说，提及“一个样品”包括多个样品，除非上下文明显是相反的(例如，

多个样品)，等等。

[0121] 在本说明书和权利要求书通篇，词语“包含”以非排他的意义使用，上下文另有要

求的情况除外。

[0122] 如本文所用的术语“约”当指的是一个值时意味着涵盖指定值和其变化。这些变化

可以是在一些实施方案中指定量±100％、在一些实施方案中±50％、在一些实施方案中±

20％、在一些实施方案中±10％、在一些实施方案中±5％、在一些实施方案中±1％、在一

些实施方案中±0.5％以及在一些实施方案中±0.1％，因为这些变化适于进行所公开的方

法或采用所公开的组成。

[0123] 此外，当量、浓度或其它值或参数以范围、优选范围、或上限优选值和下限优选值

的清单给出时，这应被理解为特定地公开由任何对的范围上限或优选值和任何范围下限或

优选值形成的所有范围，不论范围是否独立地公开。在本文中叙述数值的范围的情况下，除

非另有规定，否则范围意图包括其端点以及在这个范围内的所有整数和分数。本发明所公

开的主题的范围并不意图限于在定义范围时所叙述的特定值。

[0124] 本发明的实施方案提供了利用指示剂粒子(例如，表面增强拉曼散射(SERS)活性

指示剂粒子)，用于通过均质免洗试验(HNW)检测和/或鉴别细菌培养样品中的一种或多种

微生物的系统和方法。更具体地说，本发明的实施方案描述了用于随着样品内的微生物水

平随时间而增加来“实时”监测微生物浓度的技术。指示剂粒子与对受测试的一种或多种微

生物具有亲和力的一种或多种特异性结合成员缔合。当与含有所关注的一种或多种微生物

的微生物培养样品接触时，在所关注的一种或多种微生物和与特异性结合成员缔合的指示

剂粒子之间可以形成复合物，一般在本文中被称作指示剂粒子‑微生物复合物。指示剂粒

子‑微生物复合物可以被磁性捕获粒子捕获并且集中起来以在局部区域(即，“测量区”)中

形成团块以用于通过测量信号(例如，SERS光谱)和/或视觉检查团块的图像进行检测。如本

文所用的术语“团块”并不意味着限制，并且在一个实施方案中指的是通过施加磁场而促进

定位在局部区域中的多个指示剂粒子和磁性捕获粒子的集合，其中这个团块使用视觉、光

学或其它适合手段可检测。团块还可以包括在之间捕获的微生物(如果存在的话)，并且其

它组分和/或微生物可以非特异性地附接到磁性粒子。团块可以暂时形成，因为如下文更详

细地论述，在去除磁场后团块即可分散。

[0125] 此外，本发明的多个实施方案关于通过随着时间形成、分散和再形成团块而在相

同微生物培养样品内重复进行HNW试验的能力。这能够在微生物培养样品内实时监测特定

分析物的浓度并且当微生物浓度随时间变化(例如，响应于细菌生长)时特别有价值。更具

体地说，本发明的实施方案关于在微生物培养器皿内进行HNW试验，从而同时检测和鉴别生

长中的微生物的能力。另外，这种技术可以与监测培养样品的其它方法(如气体传感器或图

像分析)联合使用。

[0126] 根据本发明的一个实施方案，在器皿中进行样品的微生物培养，所述器皿还含有

HNW试剂。将培养器皿插入到允许在受控的温度下孵育并且含有光学装置(例如，拉曼光学

装置、拉曼激光器和分光计)的仪器中。在培养期间以规律的时间间隔施加磁场，并且从磁

性团块读出SERS信号。团块在读数之间分散以允许试剂与样品继续相互作用。随着目标生

物体浓度在整个富集过程中增加，一旦微生物浓度达到SERS技术的检测阈，即通过这种技
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术进行微生物的检测和鉴别。在培养期间连续监测SERS信号的能力确保了使用最低必需培

养时间并且当检测和鉴别微生物时仪器可以自动地向使用者发警报。

[0127] 另一个实施方案使用相机来监测在HNW试验期间团块的形成和尺寸，所述试验在

培养器皿内含有经偶联的指示剂粒子和磁性珠粒以及经靶向的病原体。随着HNW试验进行，

从相机视图的图像显示，团块尺寸增大，并且在一些情况下团块消失。团块尺寸的生长和/

或团块的消失是经靶向的病原体存在的指示。在含有经偶联的指示剂粒子和磁性珠粒并且

没有病原体的样品分析期间所捕获的图像显示团块尺寸没有变化并且没有团块消失。这种

检测方法可以单独或与另一种检测方法联合使用。

[0128] I.检测和鉴别微生物培养样品中的微生物的一般考虑

[0129] 如本文所用的术语“微生物培养样品”指的是包含具有含微生物的潜力的“临床”

或“工业”样品的组合物，这种样品被安置在培养基(例如，血液培养肉汤)中、与培养基混合

或以其它方式组合，这种培养基能够支持疑似存在于样品中的一种或多种微生物的生长。

更具体地说，本发明所公开的主题的实施方案提供了用于检测微生物培养样品中的微生物

的方法、系统和装置，其包括能够支持如血液、粪便、尿液或脑脊液的临床样品中或如食品、

环境棉签或海绵、水、化妆品、卫生产品、药品或打算被动物或人类使用或消耗的其它产品

的工业产品样品中的微生物生长的培养基。

[0130] 尤其使用光学或光谱测定方法检测和/或鉴别微生物培养样品中的微生物，由于

样品基质的复杂性而可能存在许多挑战。临床样品，特别是如血液或粪便的那些样品，是光

吸收的，这使得在没有洗涤或溶胞步骤来去除原始样品的光学干扰组分的情况下难以检测

光学或光谱信号。工业样品，如食品或化妆品样品，可能是光吸收的，再次需要洗涤或溶胞

步骤来去除原始样品中的光学干扰物。尽管已经报道了在血液和食品样品存在下应用SERS

来检测哺乳动物细胞和微生物并且诊断应用SERS活性指示剂粒子来检测多种分析物，但应

用SERS活性指示剂粒子来“实时”监测细菌和真菌浓度，因为尚未报道由于微生物生长引起

的浓度变化。如本文所用的“实时”并不意味着限制并且可以指的是连续或以预定的时间增

量监测培养样品。举例来说，可以在没有打开样品管，从而维持样品的生物防护的情况下，

经预定的孵育时段，以预定的时间增量(例如，每30分钟、1小时等)重复测试培养样品。如本

文所用的“生物防护”也并不意味着限制并且可以指的是培养样品处于封闭系统中，以使得

培养样品所局限的容器外的周围环境并不暴露于所培养的微生物。

[0131] 此外，本发明所公开的方法允许在微生物培养物中以不会抑制受检测的微生物的

生长的方式诊断使用指示剂粒子。

[0132] 检测在微生物生长期间病原体的存在或不存在的当前方法，例如血液培养柜，并

不特异性地检测生物体，而是检测代谢的非特异性产物(例如，二氧化碳)。因此，这些传感

器可能潜在地被其它过程所产生的二氧化碳误触发，这些过程如氧化、降解以及作为血液

样品中的正常菌丛的血液培养细胞(例如，哺乳动物细胞)的呼吸。这种显著的‘血液背景’

信号是重要的噪声源，这使正性算法变复杂并且降低总体分析灵敏度。如本发明所公开的

方法中所描述，由特异性结合事件产生的信号将为病原体存在的明显指示并且将不太可能

被曲解。

[0133] 本发明的多个实施方案允许全部处于单一小瓶的几何形状内的连续生长、检测和

鉴别。SERS  HNW技术能够使得培养系统能提供关于生长的阳性样品连同另外的鉴别信息
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(例如，革兰氏染色信息或鉴别)的昼夜不停的(24小时/一周7天)警报。与当前市场上的检

测生长的不存在或存在的血液培养系统成对比，SERS  HNW试验可以提供微生物或微生物种

类的鉴别。可以选择偶联到SERS和磁性粒子的抗体以特异性地鉴别革兰氏阳性对比革兰氏

阴性细菌。重要地，SERS技术的固有的多重能力是血液培养和工业应用的关键。

[0134] 现有基于气体的传感器，如血液培养柜中所用的那些，不适合于检测其中存在预

期高水平的背景良性微生物的样品(例如粪便、食品或环境样品)中病原性微生物的存在。

当前没有已知的用于食品或环境样品内的实时病原体检测的方法，因为这些类型的样品通

常具有在培养期间也生长的背景(良性)微生物，所以基于生长的传感器不能区分背景生物

体的生长与目标病原体的生长。

[0135] 另外，用于微生物鉴别的现有方法需要样品制备和/或洗涤步骤的组合来去除干

扰组分，使背景信号减到最小，和/或产生光学透明的样品。因为样品制备和洗涤的需要，所

以不能在正在进行的培养中应用这些方法。

[0136] SERS‑HNW试验通过产生可以在脏的或未分离的样品中读出的拉曼信号来克服需

要洗涤步骤的问题。这个试验还能够在复杂基质中进行多重检测和鉴别，从而使其适用于

血流感染或食品病原体的多重检测。先前已经公开了HNW试验的这些属性。然而，在所有已

知的先前公开中，将HNW试验单次应用到单一样品，即，形成一个团块并且读出以产生“应

答”(鉴别+检测)。尚未指示HNW试验的进行将与培养中的实时监测的特定要求相容，具体地

说：

[0137] ‑需要维持培养物的活力(与微生物形成复合物不能抑制生长)；

[0138] ‑一旦磁性团块已经形成，即能够可靠地并且可重现地分散磁性团块以使SERS和

磁性试剂能够与样品继续相互作用；

[0139] ‑SERS  HNW试验信号能够响应目标浓度的连续变化而增加和减小；以及

[0140] ‑能够以大体积进行HNW试验，例如通常用于血液培养和工业应用中的大体积，因

为将初始预期试剂体积要求将是成本高昂的和/或将不能形成代表整个体积的团块。(将预

期任何大小合理的磁场仅仅从局部微环境牵引磁性粒子。)

[0141] 根据本发明的一个实施方案的HNW试验可以用于检测在食品或环境样品中生长的

病原体，如大肠杆菌、李斯特菌、沙门氏菌等。因为甚至单一的受损生物体的存在是显著的，

所以通常培养样品以使病原体恢复并选择性地生长到可检测水平。因为初始样品可能具有

一定范围的病原体浓度、不同水平的病原体损伤和/或高度可变的竞争性背景微生物，所以

达到任何给定的分析方法的检测限所需的培养时间可以广泛变化。出于这个原因，通常制

定检测方案用于“最坏情况”的情形，即，选择培养时间长度以确保单一的受损病原体生长

到可检测水平。然后，在培养完成时进行病原体的检测和鉴别(例如，通过免疫试验或PCR)。

因为预先不能知晓在任何给定的样品中病原体的初始负荷，所以对所有样品进行这个长培

养方案以确保没有漏掉病原体。然而，可能许多样品在较短的培养方案之后将得到阳性检

测和鉴别，从而向测试者提供样品有问题的较早通知。基于SERS的HNW试验与培养的组合允

许在整个培养中实时监测样品中的病原体负荷，从而提供在培养方案中尽可能早地检测具

有较高病原体负荷的样品的显著优势。

[0142] II.用于鉴别微生物培养样品中的微生物的系统、方法和装置

[0143] 本发明的实施方案是针对用于检测和鉴别培养样品中的微生物的方法、系统和装
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置。参考图1，过程一般包括在器皿中提供多个指示剂粒子、结合成员和磁性捕获粒子以及

添加可能包括一种或多种微生物的样品。器皿还可以包括培养或生长培养基以有助于微生

物的选择性或另外生长。然后孵育样品并且搅动一段预定的时间。在孵育过程中在所选的

时间点或按预定的时程，将磁场施加到器皿以形成团块。然后用光源询查团块以产生检测

和分析的可检测信号(例如，SERS光谱)。然后可以使团块分散并且在下一个确定的时间点

重复这个过程。

[0144] 图2示出了可以用于检测和鉴别培养样品中的微生物的方法和装置的一个实施方

案。在这点上，图2说明了获得所需体积的环境样品(例如，约1L或更少)、食品样品(例如，约

25g至375g，得到约250mL至3L的体积)或临床样品(例如，约100mL或更少)并且放在富集器

皿中。在这种情况下，富集器皿被配置成有助于沙门氏菌或李斯特菌试验的分析。将富集器

皿孵育一段预定的时间，之后以生物防护方式将预定量的样品转移到检测小瓶，这将在下

文进一步详细地解释。然后，将检测小瓶放在实时SERS系统中用于进一步孵育和使用SERS

技术自动分析，这也在下文进一步详细地论述。

[0145] 根据一个实施方案，SERS系统被配置成容纳多个检测小瓶并且从而提供高通量系

统。SERS系统还可以被配置成有助于多个不同试验的自动分析。举例来说，SERS系统可以包

括用于每个试验的处理和分析的专用区。

[0146] 根据本发明的实施方案的系统和方法提供微生物培养样品中的微生物生长的实

时监测。图3示出了微生物生长的间歇性监测的实施方案或终点实施方案。在这个实施方案

中，将SERS  HNW试剂1添加到进行培养的器皿2中。将培养基3和样品4添加到器皿2中，并且

将器皿2放到孵育箱5中以允许微生物(例如细菌、酵母或细胞)生长。在使用者选择的时间

点(在培养期间或在培养时段结束时)，将器皿从孵育箱5中移出并且放在SERS读出器6中，

所述读出器(在适当混合样品之后)形成磁性团块并且读出拉曼信号。然后，如果没有检测

到拉曼信号，那么可以将器皿再插入到孵育箱5中以给予进一步生长的时间。

[0147] 图4示出了在细菌生长期间连续监测SERS信号的替代性实施方案。在这个实施方

案中，将孵育箱和SERS读出器集成为单一仪器7，所述单一仪器在规定的时间点形成磁性团

块，读出SERS信号，并且使试剂分散，而不需要使用者干预。

[0148] A.富集器皿和检测小瓶

[0149] 在一些实施方案中，适合与本发明所公开的方法、系统和装置一起使用的微生物

培养瓶、管、注射器、小瓶、器皿等(例如，富集器皿和检测小瓶)可以由玻璃或塑料制成。在

一些应用中，多层塑料对于控制透气性是理想的。在微生物培养器皿由多层塑料制成的那

些实施方案中，瓶子可以是注塑成型或吹塑成型的并且具有聚酯、聚丙烯、聚乙烯、聚氯乙

烯、聚碳酸酯、聚对苯二甲酸乙二醇酯(PET)、环烯烃共聚物(COC)或其任何共聚物或混合物

的内层和外层，其由尼龙、乙烯乙烯醇(EVOH)、聚乙烯乙烯醇或其共聚物或混合物的中间层

隔开。然而，应了解，器皿在其它实施方案中可能不是多层的并且使用类似技术(例如，注塑

成型或吹塑成型)形成。在一些应用中，可以用表面涂布或化学方法处理器皿的组分以控制

器皿/样品相互作用或物理特性。在一些实施方案中，器皿可以对可见光辐射透明，不过在

特定实施方案中，这种透明度不是必需的。另外，在一些实施方案中，本发明所公开的器皿

可以适合灭菌。此外，在一些实施方案中，器皿适合于需氧或厌氧培养。在一个实施方案中，

器皿是透气的。另外，器皿可以包括沿着其长度恒定的壁厚，这可以增强团化和光学分析。
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[0150] 图5A‑5E和图7描绘了根据本发明的一个实施方案的富集器皿50。任选地，富集器

皿50可以容纳经干燥的培养基或肉汤。富集器皿一般包括盖子52、筐体54、针组件56和容器

58。盖子52与筐体54啮合并且被配置成以流体密封连接方式啮合并密封容器58，例如使用

螺纹或卡扣配合附接。在一个实例中，盖子52可以被拧到容器58上，但将包括一个或多个回

退特征以防止在没有另外脱离回退特征(例如，下压并旋转盖子以去除)的情况下拧松盖

子。因此，盖子52、针组件56和筐体54可以耦合在一起以使得能够作为一个单元啮合并脱离

容器58。举例来说，盖子52和筐体54可以按卡扣配合方式或使用其它适合的技术耦合在一

起，这些技术如粘合剂、热熔或紧固件。在这点上，图9C说明了筐体54可以包括紧固件孔60

用于与紧固件62啮合以将盖子和筐体紧固在一起(也参看图5A)。图8示出了包括多个孔65

的盖子底部，这些孔与筐体上的相应的孔60对齐(参看图9C)用于接收通过其的紧固件62。

同样地，针组件56可以使用类似的紧固技术附接到盖子52，这些技术如压紧配合、螺纹啮合

或粘合剂。容器58被配置成在内部容纳所需量的样品，并且因此根据需要可以是各种尺寸

和形状。举例来说，图5A‑5C、图7和图100说明了容器58的示例性的形状。在一个实施方案

中，筐体54和容器58可以是透明的或半透明的以促进容器内的可见性并且特别是储集器

64、66内的样品的可见性。另外，图100说明了容器58可以包括一个或多个体积线59用于使

容器中所含的样品量可见。图7还说明了器皿50可以包括用于确保盖子52与容器58之间的

流体密封连接的垫圈68或其它密封元件。

[0151] 富集器皿50包括一对针组件56和储集器64、66。然而，应了解，在替代性实施方案

中可以存在一个或多个针组件56和储集器64、66。在所说明的实施方案中，一个针组件56和

储集器64或66经过配置以供与特定类型的试验(例如，沙门氏菌或李斯特菌)一起使用。因

为使用不同培养基和样品尺寸来培养不同微生物，所以富集器皿有助于使用单一筐体用于

不同试验。

[0152] 图9A‑9C中更详细地示出了筐体54。筐体54包括一对储集器64、66，其中每个储集

器被配置成容纳预定的样品体积。如所示，储集器64、66远离容器58的底部隔开，其中这个

空间被配置成容纳所需的样品。在这点上，第一储集器66被配置成容纳比第二储集器64更

大的体积。在一个特定实施方案中，第一储集器66被配置成容纳约5mL并且第二储集器64被

配置成容纳约100μL。如所示，储集器64、66可以经过定形以有助于样品计量以及与相应的

针组件56对齐。举例来说，图5A‑5C和图6说明了每个针70被插入到储集器64、66内并且达到

其中的最低位置以确保移出基本上所有经计量的样品。因此，针70的长度可以视储集器的

尺寸作调整，这是因为在第一储集器66内延伸的针长于在第二储集器64内延伸的针。储集

器64、66的形状可以是适合于保留所需量的样品的任何形状。举例来说，图5A、5B、5C、5E和

9B示出了第二储集器64具有一般呈圆锥的形状，而第一储集器66具有沿着针和锥体朝着针

的基底延伸的表面。

[0153] 图9C特别说明了筐体54包括通过其界定的许多孔72、74。通常，容器58中的样品量

在容器处于直立位置时将低于孔72，但将至少低于每个储集器64、66的入口以使得可以计

量所需的体积。孔72可以被界定于邻近储集器的筐体内，而孔74可以被界定通过邻近盖子

啮合部分78的筐体的上表面76。定位于邻近储集器64、66的孔72被配置成排出相应的储集

器内的过量样品。就是说，当富集器皿50从直立水平位置倾斜以填充储集器64、66之一时，

使器皿返回到直立位置使得储集器被样品过度填充并且过量样品将随后通过孔72排出。这
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样的话，在每个储集器64、66内以可重复的方式计量所需的体积。在筐体54的上表面76中界

定的孔74可以用于允许样品进入储集器64、66，同时也防止样品中不需要的颗粒被转移到

储集器中。应了解，筐体54可以视将要计量的样品量和样品的类型作修改，例如通过修改储

集器64、66的尺寸和深度以及孔的尺寸和深度。在这点上，图9C说明了孔72、74可以在彼此

不同的方向上呈锥形以帮助排出，其中邻近储集器的孔72的入口大于筐体的上表面76中的

孔74的入口。较小孔入口可以用于过滤任何不合需要的粒子以免进入储集器。另外，图106‑

109说明了这样一个实施方案，其中筐体54包括大约相同尺寸的孔72、74。此外，筐体54还可

以包括被配置成帮助流体通过筐体排出的肋条75或其它凸起表面。具体地说，肋条75可以

处于筐体54的中心以通过向能够排出高于筐体的过量流体的表面提供与筐体的上表面76

中的其余孔不同的排出特征而有助于在过滤和排出期间排气。图106和108说明了这样一个

实施方案，其中储集器64、66的底表面可以包括一个或多个凸出119，其通过从储集器中吸

收流体并且允许来自多个排出孔72的流体合并来帮助排出。

[0154] 如图9B中所示，每个储集器64、66与筐体的上表面76被相应的顶部空间80、82分隔

开。顶部空间80、82允许当容器倾斜时样品容易地进入相应的储集器64、66。因此，当容器58

倾斜时，样品通过在筐体54的上表面76中界定的孔74进入到顶部空间80或82中，并且进入

储集器64或66。当容器58返回到直立位置时，储集器64或66由于过量样品位于顶部空间80

或82中而被过度填充，其中过量样品然后通过邻近储集器界定的孔72排出并且回到容器

中。如图9B中所示，邻近储集器64、66界定的孔72定位在通到储集器中的开口下方以有助于

排出和计量所需量的样品。

[0155] 每个储集器64、66与如图5A‑5C和图6中所示的相应的针组件56对齐。在一个实施

方案中，盖子52包括盖子啮合部分78，其中盖子啮合部分被配置成如上文所论述将筐体54

和盖子耦合在一起。盖子啮合部分78和筐体54具有比容器58的开口的内径小的外径以被配

置成插入到容器内。盖子啮合部分78还可以包括用于接收延伸到储集器64、66中的相应的

针组件56的开口。针70定位在盖子啮合部分78内以使得针被配置成啮合如下文进一步详细

论述的检测小瓶。在这点上，盖子啮合部分78包括与相应的开口102、104相对的圆锥或锥形

表面105，这个开口被配置成接收针组件56并与其啮合。针70进一步延伸通过在圆锥表面

105的底部界定的相应的开口到达顶部空间80、82中以及相应的储集器64、66内(参看图5A‑

5C和图6)。图6说明了每个针组件56可以与盖子啮合部分78啮合以使得针70延伸到最接近

储集器64、66。图6说明了盖子52还可以包括在内部界定的排气口86以允许任何无害的气态

副产物从容器中逸出，从而防止在培养期间压力积累。图102‑103和105说明了一个替代性

实施方案，其中排气柱125从盖子52的底表面延伸。排气柱125界定通过其的开口用于接收

和啮合过滤器以过滤退出容器58的任何气态副产物。排气柱125与排气口86对齐。在这点

上，排气柱125被配置成引导无害的气态副产物通过排气柱中的开口并且通过在盖子52的

上表面中界定的排气口86。

[0156] 图102‑103和105还说明了盖子52可以进一步包括从盖子的底表面向外延伸的啮

合柱127。如图106、107和109中所示，啮合柱127被配置成与从筐体54的上表面向外延伸的

对应的啮合柱129对齐并啮合。如所说明，啮合柱127具有比啮合柱129小的直径，不过这些

柱的相对尺寸必要时可以反过来。另外，图103‑105中所示的啮合部分78被配置成啮合在筐

体54的上表面上界定的对应的啮合部分121(参看图106、107和109)。具体地说，啮合部分78
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可以定尺寸并且被配置成覆盖并包围啮合部分121。啮合121表面的外周可以界定多个肋条

123。当使啮合表面78和121彼此啮合(例如，通过相对于彼此滑动和/或旋转)时，肋条可以

被配置成压缩肋条123。压缩可以足够在盖子52与筐体54之间形成摩擦配合。在一个实施方

案中，肋条123可以被压碎或以其它方式变形以形成摩擦配合。

[0157] 每个针组件56被配置成啮合相应的检测小瓶100。检测小瓶100可以包括特定的顶

帽配置用于与在盖子52中界定的相应的开口102、104搭配。因此，每个顶帽可以与特定类型

的样品相结合以使得使用微生物的错误培养基的风险降到最低。举例来说，盖子52可以包

括当顶帽被定向为啮合键槽110时仅允许与检测小瓶的顶帽搭配的键控开口104(参看图

6)。图101示出了盖子52的一个替代性实施方案，其中键槽110被界定为沿着开口104的长

度，包括沿着圆锥表面105。键槽110可以被界定在开口的内表面上(如图6中所示)，或在开

口的内表面和外表面两者上(如图101‑103中所示)。

[0158] 图10A和10B说明了适合与检测小瓶一起使用的顶帽106的一个示例性的实施方

案。在这点上，顶帽106包括多个肋条108，这些肋条被配置成啮合在盖子52的开口104中界

定的相应的键槽110(参看图5D)。因此，为了将顶帽106插入到开口104内，肋条108将需要在

键槽110内径向对齐。另外，顶帽106包括多个啮合特征112，这些啮合特征被配置成以卡扣

配合方式啮合检测小瓶100。卡扣连接可以使检测小瓶100的椭圆化以及在操作期间顶帽

106的变位减到最小。应了解，顶帽106和检测小瓶100可以使用其它适合的技术紧固在一

起，这些技术如螺纹或卷曲套管/顶帽啮合、粘合剂、超声波焊接和/或热熔。图13A说明了根

据本发明的一个实施方案与检测小瓶100啮合的顶帽106。

[0159] 如上文所提及，顶帽106可以具有用于不同试验的不同配置以使得使用不正确的

检测小瓶100的风险被消除。举例来说，图11A和11B说明了一个替代性顶帽114配置，而图

14A示出了与检测小瓶100啮合的顶帽114。如所说明，每个顶帽106、114可以包括多个肋条

108和啮合特征112。顶帽114可以被配置成被接收在相应的开口102内，不过开口不需要包

括对应的键槽。因此，顶帽114可以被接收在开口102内而与其径向取向无关，但顶帽114将

不能被插入到开口104内。因此，顶帽106的肋条108可以防止接近盖子52中的开口102，正如

顶帽114的外径可以防止接近开口104一样。

[0160] 图12、图13B和图14B说明了根据本发明的一个实施方案的检测小瓶100和顶帽114

的另外特征。就是说，顶帽114包括塞子116和安置在顶帽与塞子之间的吸收垫118。吸收垫

118可以用于吸收在将样品从富集器皿50转移到检测小瓶中之后退出检测小瓶100的任何

样品，从而使得对技术人员或环境的暴露减到最小。顶帽114还可以具有指状托脚117以防

止可能潮湿的衬垫的偶然接触。此外，塞子116可以是任何适合的材料，其被配置成与检测

小瓶100(即，液体和气体)形成流体密封连接，以及被针刺穿以在被针刺穿之后再密封成流

体密封连接并且啮合检测小瓶。举例来说，塞子116可以是适合的橡胶或弹性体材料。图12

还说明了啮合特征112与检测小瓶100的凸出115之间的啮合。因此，顶帽106、114可以按卡

扣配合方式与检测小瓶100啮合，这将防止顶帽的无意去除或变位。凸出115的形状可以是

将允许与啮合特征112保持卡扣配合的任何形状。

[0161] 检测小瓶100可以包括试剂和任选的培养基，例如特定生长培养基，这取决于样品

中正在测试的微生物。试剂和培养基可以按经干燥(例如，脱水)的形式或潮湿(例如，水合)

的形式存在于检测小瓶中。举例来说，培养基和试剂可以经干燥。检测小瓶100还可以在塞
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子116与其啮合时容纳真空。因此，当将检测小瓶100插入到盖子52中的相应的开口102、104

内时，塞子116和吸收垫118被针70刺穿，并且储集器64或66内的样品被牵引通过针并且进

入检测小瓶中(参看图15‑17)。在一个实例中，延伸到开口102或104中的针70的部分可以包

括保护套管120，这个保护套管被配置成随着检测小瓶100被向下推并且与针啮合而被压

缩。当保护套管120被压缩时，针70暴露出来并且穿透塞子116，从而允许真空牵引储集器64

或66内所含的样品部分。在完成流体转移并且移出检测小瓶100之后，保护套管120返回到

其原始形状，从而罩盖针70。这样的话，富集器皿50与检测小瓶100之间的样品转移以生物

防护方式进行。每个检测小瓶100内的真空可以是足以从储集器中牵引所需量的样品的任

何量(例如，对于5mL样品来说8‑10mL的抽吸容量)。检测小瓶100中任何进一步过量的真空

被来自储集器64或66的流体之后的空气排空。

[0162] 检测小瓶100可以提供有试剂、有或没有培养基或生长培养基、塞子116、垫118和

顶帽106或114、带真空或不带真空，这取决于最终使用者(例如，外包使用对比内部使用)。

在这方面，检测小瓶100可以仅组装到塞子116用于仅保留试剂，而顶帽106或114向需要接

近检测小瓶的内部的使用者独立地提供。或者，如图12中所示，检测小瓶100可以预组装有

塞子116、垫118和顶帽106、114组合。此外，根据一个实施方案，培养基和试剂的量是由检测

小瓶100而不是初始富集体积决定。

[0163] 这样的话，富集器皿50和检测小瓶100的配置能够含有样品并且以生物防护方式

转移，从而限制暴露于技术人员或设施。富集器皿50还有助于精确计量所需体积的样品，同

时也被配置成容纳多种类型的样品。举例来说，这可以特别适用于沙门氏菌和李斯特菌，其

中利用不同试验、培养基和样品量。富集器皿50和检测小瓶100也被配置成通过在富集器皿

与检测小瓶之间并有搭配特征来降低不正确的小瓶将用于测试的风险。

[0164] 图86和88说明了富集器皿125的另一个实施方案。如前述，器皿125包括以流体密

封方式与容器128啮合的盖子126。如所示，富集器皿125包括从盖子126延伸并且进入容器

128中的纵向注射器支柱130。注射器支柱130可以附接到盖子126，或可以与其一体成型。注

射器支柱130包括被配置成在内部接收注射器134的开口132，并且一般定形为与注射器134

成搭配关系。在注射器支柱130的基底处啮合包括针座133和针135的针组件，其中针座与注

射器支柱啮合，并且针在容器128内延伸并且被配置成通过其抽吸样品。针135可以包括在

注射器134内的针部分上延伸的可压缩盖罩141。如也在上文所论述，盖子126可以包括排气

口131以允许无害的气态副产物从容器中逸出。

[0165] 图87说明了注射器134的一个实施方案，其一般包括把柄136、耦合到把柄的柱塞

杆137、顶帽138、耦合到柱塞杆末端的柱塞139、隔片140和密封件146。图87进一步说明了注

射器134被配置成啮合开口132，例如使用扭锁式接口142，用于支持在将样品从容器128中

抽吸出的同时所施加的牵引力。因此，柱塞137在注射器134内可纵向位移。隔片140被配置

成用针刺穿并且在去除针后再密封。在其它实施方案中，隔片140还包括吸收垫和托脚特征

以防止由于可能通过隔片逸出的任何流体而对使用者造成污染。密封件146与注射器134和

顶帽138啮合以形成流体密封连接。注射器134还可以包括安置在开口132内的第一较大孔

口149和包括第二较小孔口151的颈区157。如图87和88中所示，延伸段153从颈区157延伸并

且进入较大孔口149中以使得较小孔口151的一部分在较大孔口149内延伸。如下文更详细

地论述，可能存在一个或多个在延伸段153与颈区157的基底之间界定的狭缝或开口155。
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[0166] 图89A‑89C说明了当将样品从容器128中移出并且进入注射器134中时，初始位置、

“软”停止和“硬”停止的进程。如图89A中所示，当注射器134与注射器支柱130啮合时，柱塞

139定位在邻近处于初始位置的针135并且被配置成压缩盖罩141以允许容器128与注射器

134之间经由针流体连通。图88进一步说明了针135被配置成当注射器134与注射器支柱130

啮合时穿透隔片140。随着柱塞杆137从注射器134向外牵引，样品的一部分144被牵引通过

针135并且进入孔口151中，并且柱塞杆上的第一啮合特征145啮合密封件146以停止其进一

步抽取。以这种方式，样品按所需的速率抽取，借此，流体能够追及真空以防止下吸样品。

[0167] 在图89C中，柱塞杆137从注射器134进一步抽出，借此，柱塞杆137上的第二啮合特

征147啮合密封件146以防止柱塞杆进一步抽出。另外，第一啮合特征145在密封件146中所

界定的囊148内啮合，这防止柱塞杆137在注射器134外进一步位移。如图89C中所示，柱塞

139可以被安置在注射器134的延伸段153内以使得由于柱塞杆137和柱塞139经过定位以使

孔口151不再关闭而可能不会进一步抽真空。就是说，当柱塞139不再罩盖开口155时，孔口

149和151彼此流体连通以使得不再抽真空。此外，柱塞杆137与密封件146的啮合防止柱塞

杆牵引回到注射器134中，同时还防止使用者进一步抽出柱塞以及冒险暴露于样品。

[0168] 图90A和90B说明了柱塞杆137的另一个实施方案。柱塞杆137包括被配置成在顶帽

138内所界定的狭缝内滑动的纵向肋条159。此外，图90B示出了柱塞137能够被扭转而使肋

条159与狭缝脱离并且啮合顶帽138以防止柱塞返回到注射器134中。

[0169] 图91和92说明了替代性的柱塞杆和柱塞，其可以用于从容器128中抽取不同体积。

在这点上，图91对应于结合图87、88和图89A‑C所描述者。因此，柱塞139适合于抽取较小体

积到较小孔口151中(例如，约125μL)。因此，柱塞的尺寸和柱塞杆的长度可以根据需要而变

化。在另一个实施方案中，图92示出了柱塞161，其适合于抽取样品到较大孔口149中(例如，

约5mL)。因此，注射器134适合与不同柱塞一起使用以抽取不同体积的样品，这在测试不同

微生物(例如，李斯特菌和沙门氏菌)时是适用的。此外，使用者可以接收预组装的注射器

134和柱塞/柱塞杆，或使用者能够添加试剂、复原流体等，然后将柱塞/柱塞杆组装到注射

器。

[0170] 根据本发明的一个实施方案用于检测和鉴别微生物培养样品中的一种或多种微

生物的方法可以在微生物培养器皿中进行。微生物培养器皿可以在内部安置有一种或多种

指示剂粒子和一种或多种磁性捕获粒子，各自与对受测试的一种或多种微生物具有亲和力

的一种或多种结合成员(例如，抗体)缔合。指示剂粒子和磁性捕获粒子可以在内部安置疑

似含有受测试的一种或多种微生物的临床或工业样品之前、同时或之后被安置在微生物培

养器皿中。培养物生长培养基可以在添加临床或工业样品之前、同时或之后被安置在微生

物培养器皿中。一旦已经将指示剂粒子、磁性捕获粒子、培养基和临床或工业样品引入到培

养器皿中，然后即连续或间歇性地搅动培养器皿以混合指示剂粒子和磁性捕获粒子与组合

的样品和培养基。在本文所描述的优选实施方案中，搅动型态(例如，速度和/或位移)可以

在培养或读出周期的不同阶段变化。当存在于临床或工业样品中时，受测试的一种或多种

微生物可以结合与指示剂粒子和磁性捕获粒子缔合的一种或多种结合成员以形成磁性捕

获粒子‑微生物‑指示剂粒子复合物。

[0171] 在指示剂粒子是SERS活性的情况下，图18示出了在培养器皿2内的磁性捕获粒子‑

微生物‑SERS活性指示剂粒子复合物的一个实例。SERS活性指示剂粒子10与对受测试的一
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种或多种微生物12具有亲和力的一种或多种特异性结合成员11缔合。磁性捕获粒子13也与

对受测试的一种或多种微生物12具有亲和力的一种或多种特异性结合成员14缔合。磁性捕

获粒子13可以结合到一种或多种微生物12，这一种或多种微生物还可以结合到SERS活性粒

子10，以形成磁性捕获粒子‑微生物‑SERS活性粒子复合物，在本文中也被称作夹心复合物，

其中微生物同时被一种以上特异性结合成员结合。在这种特定的夹心复合物中，至少一种

特异性结合成员14附接到磁性捕获粒子13，并且至少一种其它特异性结合成员11附接到

SERS活性指示剂粒子10。因此，微生物12被“夹入”磁性捕获粒子13与SERS活性指示剂粒子

10之间。

[0172] 磁场经由磁体15施加到样品以吸引磁性捕获粒子13，从而使磁性捕获粒子‑微生

物‑SERS活性指示剂粒子复合物局部化为在培养器皿2内部的测量区9内的团块用于检测

SERS信号。然后可以在团块处引导来自光源16的辐射，并且可以通过拉曼检测器17来检测

SERS信号。光源16和检测器17分别用于诱导和测量由SERS活性指示剂粒子10产生的拉曼特

征图。磁性捕获粒子‑微生物‑SERS活性指示剂粒子复合物的局部化提供了SERS信号，其强

度反映微生物浓度，这是通过使结合到磁性粒子的SERS活性指示剂粒子局部化到检测区中

而达成，从而使其与保留在溶液中的未结合的SERS活性指示剂粒子隔离来达成。

[0173] 在一些实施方案中，测量区可以沿着微生物培养瓶或器皿的内表面定位。举例来

说，就瓶而言，测量区可以沿着以下内表面定位：在瓶颈内或邻近瓶颈的内表面；包含瓶中

部的内表面；或沿着邻近例如独立的传感器的瓶基底的内表面，这种传感器如基于荧光的

传感器或基于比色的传感器；或在不存在独立的传感器的实施方案中，沿着微生物培养瓶

的基底(即，底部)的内表面定位。在一个优选实施方案中，测量区沿着一般处于培养瓶或器

皿的中部的内表面定位。因此，测量区可以定位在瓶或器皿的中心或相比瓶或器皿的末端

更接近瓶或器皿的中心(例如，在器皿的中间50％以内)。

[0174] 只有在微生物在团块中作为结合成员‑微生物‑指示剂粒子复合物的一部分而结

合时才实现所关注的一种或多种微生物的检测和/或鉴别。就是说，当一种或多种微生物不

存在于微生物培养样品中，或如果存在的话，微生物不具有由与指示剂粒子缔合的结合成

员识别的表位时，不会产生信号。在这样的情况下，指示剂粒子基本上不存在于测量区中。

[0175] 如果在施加磁场并且光学询查团块后没有观测到显著的SERS信号，那么牵引到团

块中的磁性粒子可以分散回到溶液中以与样品继续相互作用。如果微生物的存在低于技术

的检测限，那么微生物浓度可以在微生物于培养基中生长时随着时间而增加以使得最终在

未来施加磁场后即在测量区中检测到SERS信号。本质上，形成磁性团块，进行光学询查，分

散，使其与样品相互作用，然后以指定的频率再形成，直到从结合成员‑微生物‑指示剂粒子

复合物观测到信号或确定样品对于所关注的微生物呈阴性。在这整个过程中的多个阶段搅

动培养器皿可以起到关键作用。搅动是为了多种目的。第一，其确保了SERS和磁性粒子与样

品和培养基的混合，从而允许形成结合成员‑微生物‑指示剂粒子复合物。第二，其确保了磁

性粒子在形成团块后即分散回到溶液中。第三，在一个优选实施方案中，搅动可以在施加磁

场的同时发生。在施加磁场期间的搅动使来自培养器皿内的各个空间点的流体进入局部化

磁场的区域中，从而确保从局部化磁场外部的样品区域收集磁性粒子。最后，在含有颗粒

(例如树脂、木炭或碳酸钙)的样品中，在团化之前和期间的搅动可以限制沉降到检测区域

中并且干扰光信号的这些颗粒的数目。不同搅动速率和型态可以对于这些不同功能中的每
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一个是最佳的。

[0176] 举例来说，不同搅动速率(即，频率)和“行程”(即，沿着轴的小瓶位移)可以用于测

量周期的不同阶段。在一个示例性的实施方案中，测量周期可以包括混合、预先团块分散、

团化、读出和分散，其中每个阶段具有特定的搅动速率和行程。在这点上，混合包括在孵育

期间发生搅动的阶段，而预先团块分散在混合之后和团化之前发生。团化在预先团块分散

之后进行并且继之以读出阶段。读出阶段对应于通过读出头询查小瓶，而分散阶段是为了

将要在小瓶内再分散的团块而提供。在阶段之间可能存在或可能不存在延迟。在一个实施

方案中，阶段的搅动速率和行程可以分别在约0至3Hz和约0至100mm的范围内。举例来说，根

据本发明的实施方案可以使用以下搅动速率和行程：混合‑约0.5至1.5Hz和25至75mm；预先

团块分散‑约1至2Hz和25至75mm；团化‑约0.5至2Hz和25至75mm；读出‑0Hz和0mm；以及分散‑

约1至2Hz和约25至75mm。此外，每个阶段的特定时间段也可以变化。举例来说，混合阶段可

以比预先团块分散、团化、读出和分散阶段(例如，每个阶段约5至120秒)明显更长(例如，约

5至60分钟)。

[0177] 图23示出了对于沙门氏菌来说被磁性捕获粒子捕获的结合成员‑微生物‑指示剂

粒子复合物的时间依赖性SERS信号强度的一个实例。一般来说，SERS信号上坡的开始可以

指示微生物的存在。在这点上，在约6小时的培养时间之后，可以指示微生物的存在，而在约

9小时处的峰指示更高浓度的微生物。然而，如也在图23中所示，在SERS信号下坡时，微生物

可以继续存在，例如在约12小时处。在这种情况下，下坡也可以表示微生物的存在，其可以

提供在某些情况下鉴别正性的有用手段，例如当在孵育开始时存在大量微生物的时候。这

样的话，SERS信号的上坡或下坡可以指示培养样品中微生物的存在。在这点上，可以在孵育

时段期间随着时间定期进行读出以鉴别SERS信号的这些变化。

[0178] B.指示剂粒子

[0179] 如本文所用的“指示剂粒子”可以是能够产生信号的任何粒子，这种信号可以在培

养样品中直接检测而无需移出样品，例如进行洗涤步骤。举例来说，指示剂粒子当被询查

(例如，使用光源)时可以产生任何光信号(例如，荧光或拉曼或光学图像)。指示剂粒子的实

例包括SERS活性粒子、量子点、近红外荧光团或近红外荧光粒子。

[0180] “表面增强拉曼散射”或“SERS”指的是当拉曼活性分子被吸附到某些金属(例如，

金或银)的表面上或非常接近这个表面(例如，在约 以内)的时候增强拉曼散射信号或

强度时所发生的现象。在这样的情况下，可以增强由拉曼活性分子产生的拉曼信号的强度。

“表面增强共振拉曼散射”或“SERRS”指的是当非常接近SERS活性纳米粒子表面的报道分子

与激发波长产生共振时所发生的SERS信号增大。“拉曼散射”一般指的是入射在分子上的光

子的非弹性散射。非弹性散射的光子具有不同于入射光频率(ν0)的光频率(νi)。入射光与

非弹性散射的光之间的能量差(ΔE)可以表示为(ΔE)＝h|ν0‑νi|，其中h是普朗克常数

(Planck's  constant)，并且对应于被分子吸收的能量。入射辐射可以具有任何频率ν0，但

通常是可见或近红外光谱区中的单色辐射。绝对差|ν0‑νi|是红外(例如振动)频率。“拉曼

散射”辐射的频率ν1可以大于或小于ν0，但频率ν1<ν0(斯托克斯辐射(Stokes  radiation))

的光量大于频率ν1>ν0(反斯托克斯辐射)的光量。

[0181] 如本文所用的术语“辐射”指的是呈电磁辐射形式的能量，这种电磁辐射可以诱导

受测试的样品中的表面增强拉曼散射，这种样品如包含具有一种或多种与其缔合的SERS活
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性报道分子的SERS活性纳米粒子的样品。更具体地说，术语“辐射”指的是呈电磁辐射形式

的能量，这种电磁辐射使得纳米粒子的表面诱导、发出、支持或以其它方式引起最接近纳米

粒子表面的报道分子中的光散射，例如拉曼散射。

[0182] 如本文所用的“报道分子”指的是当用适当波长的辐射照射时能够产生拉曼光谱

的任何分子或化合物。“报道分子”在本文也可以被称作“标记”、“染料”、“拉曼活性分子”或

“SERS活性分子”，其中每一个都可以互换使用。

[0183] 本领域的一般技术人员将了解，多种分子可以充当SERS报道分子。举例来说，一些

荧光染料分子也可以被用作SERS报道分子。参看例如。2008年6月6日提交的Thomas等人的

美国专利申请号12/134 ,594以及2008年6月6日提交的Thomas等人的PCT国际专利申请号

PCT/US2008/066023，其中每一个以全文引用的方式并入。一般来说，适合用作SERS报道分

子的分子可以是小分子、大分子或络合分子，不过分子不需要络合来充当SERS报道分子。在

一些实施方案中，SERS报道分子可以具有至少一个芳环。此外，不希望受任何一个特定理论

约束，键极化率的变化为拉曼活性所需。而且，对称分子倾向于展现特定和强烈的拉曼信

号。有利地，报道分子展现高拉曼散射截面和充分表征的光谱特征图。

[0184] 如本文中所提到的SERS活性纳米粒子包括具有诱导、引起或以其它方式支持表面

增强拉曼光散射(SERS)或表面增强共振拉曼光散射(SERRS)的表面的纳米粒子。许多表面

能够产生SERS信号，包括粗化表面、纹理化表面和其它表面，包括平滑表面。

[0185] 适合与本发明所公开的试验一起使用的SERS活性指示剂粒子包括诱导拉曼效应

的核心，并且可以进一步包括位于核心的外表面上的一层或多层和一个或多个类型的SERS

活性材料，以及任选地部分或完全封装核心或SERS活性材料的封装物。

[0186] 图19‑21示出了SERS活性指示剂粒子的各种实例。图19示出了具有单一SERS活性

纳米粒子21作为核心的SERS活性指示剂粒子20，其具有位于纳米粒子核心的外表面上的报

道分子22以及完全封装核心和报道分子的一层二氧化硅23。这些SERS活性指示剂粒子描述

于Natan的美国专利号6,514,767中，这个专利以全文引用的方式并入本文中。

[0187] 如本文所用的术语“纳米粒子”指的是至少一个尺寸在约1nm至约1000nm的范围

内，包括介于1nm与1000nm之间的任何整数值(包括约1、2、5、10、20、50、60、70、80、90、100、

200、500和1000nm)的粒子。在一些实施方案中，SERS活性指示剂粒子的核心是金属纳米粒

子。在一些实施方案中，SERS活性指示剂粒子是球形粒子或基本上呈球形的粒子，其直径介

于约2nm与约200nm之间(包括约2、5、10、20、50、60、70、80、90、100和200nm)。在一些实施方

案中，SERS活性指示剂粒子的直径介于约2nm与约100nm之间(包括约2、5、10、20、30、40、50、

60、70、80、90和100nm)，并且在一些实施方案中介于约20nm与100nm之间(包括约20、21、22、

23、24、25、26、27、28、29、30、31、32、33、34、35、36、37、38、39、40、41、42、43、44、45、46、47、

48、49、50、51、52、53、54、55、56、57、58、59、60、61、62、63、64、65、66、67、68、69、70、71、72、

73、74、75、76、77、78、79、80、81、82、83、84、85、86、87、88、89、90、91、92、93、94、95、96、97、

98、99和100nm)。

[0188] 适合与本发明所公开的试验一起使用的SERS活性指示剂粒子还可以包括包含两

种或更多种纳米粒子的核心。图20示出了在核心中具有第一SERS活性纳米粒子31和第二

SERS活性纳米粒子32的SERS活性指示剂粒子30，其具有位于第一31与第二32SERS活性纳米

粒子之间的报道分子33。这些SERS活性指示剂粒子描述于Natan的美国专利号6,861 ,263
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中，这个专利以全文引用的方式并入本文中。关于另一个实例，还参看2003年12月18日公布

的Kreimer等人的美国专利申请公布号2003/0232388，其以全文引用的方式并入本文中。因

此，SERS活性指示剂粒子的核心可以包括单一纳米粒子或可以包括聚集在一起的多个纳米

粒子。如本文进一步公开，这些聚集体也可以被封装起来。

[0189] 适合与本发明所公开的方法一起使用的SERS活性指示剂粒子的核心通常包含至

少一种金属，即，至少一种选自元素周期表的通常被称为金属的元素。适合的金属包括11族

金属，如Cu、Ag和Au，或本领域的技术人员已知的支持SERS的任何其它金属，如碱金属。在一

些实施方案中，核心纳米粒子基本上包含单一金属元素。举例来说，金纳米粒子的制备由

Frens,G.,Nat.Phys.Sci.,241,20(1972)描述。在其它实施方案中，核心纳米粒子包含至少

两种元素的组合，如合金，例如二元合金。在一些实施方案中，核心纳米粒子是磁性的。

[0190] 在其它实施方案中，SERS活性指示剂粒子的核心包括两种组分，其中第一种材料

形成内核，其被由第二种材料形成的外壳包围，如Au2S/Au核壳粒子。图21示出了具有被由

Au形成的外壳42包围的Au2S的内核41作为核心的这种SERS活性指示剂粒子40，其具有位于

核心的外表面上的报道分子层43以及完全封装核心和报道分子层的一层二氧化硅44。已经

报道了Au2S/Au核壳粒子具有广泛可调谐的近IR光学共振。参看Averitt ,R .D .等人,"

Ultrafast  optical  properties  of  gold  nanoshells" ,JOSA  B ,16(10) ,1824‑1832

(1999)。此外，可以使用Ag核/Au壳粒子，如Cao,Y.W.等人,"DNA‑modified  core‑shell  Ag/

Au  nanoparticles",J.Am.Chem.Soc.,123(32) ,7961‑7962(2001)所描述的那些，或Au核/

Ag壳粒子，或涉及SERS活性金属的任何核壳组合。适合用于核壳粒子中的其它组合也适合

与本发明所公开的主题一起使用，包括Au或Ag功能化的二氧化硅/氧化铝胶体、Au或Ag功能

化的TiO2胶体、Au纳米粒子包覆的Au纳米粒子(参看例如Mucic等人,"DNA‑directed 

synthesis  of  binary  nanoparticle  network  materials",J.Am.Chem.Soc.,120(48) ,

12674(1998))；Au纳米粒子包覆的TiO2胶体；以及具有Si核心与金属外壳(即，“纳米壳”)的

粒子 ，如银包覆的 S i O 2 胶体或金包覆的 S i O 2 胶体。参看例如J a c k s o n等人 ,

Proc.Natl.Acad .Sci.U.S.A.101(52):17930‑5(2004)；还参看Oldenburg等人的美国专利

号6,344,272和6,685,986，其中每一个以全文引用的方式并入本文中。在生物传感应用中

这些纳米壳的使用已有描述。参看West等人的美国专利号6,699,724，其以全文引用的方式

并入本文中。

[0191] 适合用作SERS活性指示剂粒子的核心的另一类纳米粒子包括具有内表面的纳米

粒子。这些纳米粒子包括空心粒子和空心纳米晶体或多孔或半多孔纳米粒子。参看例如

Ostafin等人的美国专利号6,913,825，其以全文引用的方式并入本文中。在一些实施方案

中，具有内表面的核/壳和纳米粒子可以展现改进的SERS信号。

[0192] 虽然认识到粒子形状和纵横比可以影响纳米粒子的物理、光学和电子特征，但内

表面区域的特定形状、纵横比或存在/不存在不会对作为纳米粒子的粒子的限制条件产生

影响。因此，适合用作SERS活性指示剂粒子的核心的纳米粒子具有多种形状、尺寸和组成。

此外，纳米粒子核心可以是实心的，或在一些实施方案中，如上文刚才所描述是空心的。用

作核心的适合纳米粒子的非限制性实例包括胶态金属空心或经填充的纳米棒、磁性、顺磁

性、导电或绝缘纳米粒子、合成粒子、水凝胶(胶体或棒)，等等。本领域的一般技术人员将了

解，纳米粒子可以按多种形状存在，包括(但不限于)球体、杆、圆盘、棱锥、立方体、圆柱体、
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纳米螺旋、纳米弹簧、纳米环、杆状纳米粒子、箭头状纳米粒子、泪珠状纳米粒子、四角状纳

米粒子、棱柱状纳米粒子，以及多个其它几何和非几何形状。

[0193] 此外，适合用作SERS活性指示剂粒子的核心的纳米粒子可以是各向同性或各向异

性的。如本文中所提到的各向异性纳米粒子具有一定长度和宽度。在一些实施方案中，各向

异性纳米粒子核心的长度是平行于产生纳米粒子的孔隙的尺寸。在一些实施方案中，各向

异性纳米粒子核心具有约350nm或更小的直径(宽度)。在其它实施方案中，各向异性纳米粒

子核心具有约250nm或更小的直径(宽度)，并且在一些实施方案中具有约100nm或更小的直

径(宽度)。在一些实施方案中，各向异性纳米粒子核心的宽度介于约15nm至约300nm之间。

此外，在一些实施方案中，各向异性纳米粒子核心具有一定长度，其中这个长度介于约10nm

与350nm之间。

[0194] 大量SERS文献(实验和理论)表明，各向异性粒子(杆、三角形、棱柱)可以提供与球

体相比增大的拉曼信号增强。举例来说，所谓的“天线效应”预示着拉曼增强预期在更高曲

率的区域处更大。各向异性粒子的许多报道最近已有描述，包括银(Ag)棱柱和“分枝的”金

(Au)粒子。

[0195] 各向异性的Au和Ag纳米棒可以通过以类似于产生 粒子

(Oxonica  Inc.,Mountain  View,California)的方式电沉积到预成型的氧化铝模板中来产

生。参看例如Nicewarner‑Pena ,S .R .等人,"Submicrometer  metallic  barcodes" ,

Science,294,137‑141(2001)；Walton,I.D.等人,"Particles  for  multiplexed  analysis 

in  solution:detection  and  identification  of  striped  metallic  particles  using 

optical  microscopy",Anal.Chem.74,2240‑2247(2002)。这些粒子可以通过将材料(通常

是Au和Ag)的交替层沉积到预成型的氧化铝模板中来制备，并且可以具有约250nm的直径和

约6微米的长度。

[0196] 也适合用于本发明所公开的方法中的SERS活性指示剂粒子包括复合纳米结构，例

如卫星结构和核壳结构，如2008年3月20日提交的Weidemaier等人的PCT国际专利申请号

PCT/US2008/057700中所公开，这个申请以全文引用的方式并入本文中。

[0197] 用于检测培养样品中的微生物的SERS试验和装置的实施方案的一个优点是可以

制备的SERS活性纳米粒子的多样性，这些纳米粒子各自具有独特的SERS特征图。适用于本

发明所公开的方法的代表性SERS活性指示剂粒子包括(但不限于)来自Oxonica  Inc .

(Mountain  View,California)的SERS活性指示剂粒子。这些SERS活性指示剂粒子包括经

SERS报道分子标记并且封装于玻璃外壳中的纳米粒子核心。

[0198] 代表性的非限制性报道分子包括4,4'‑联吡啶(DIPY)、D8‑4,4'‑联吡啶(d8DIPY)、

反‑1,2‑双(4‑吡啶基)‑乙烯(BPE)和2‑喹啉硫醇(QSH)，其中每一个已经在2006年2月23日

公布的Natan等人的美国专利公布号2006/0038979中被公开为有用的拉曼活性报道染料，

这个公布以全文引用的方式并入本文中。用于本发明所公开的方法的适合的报道分子的另

外非限制性实例包括1,2‑二(4‑吡啶基)乙炔(BPA)、4‑偶氮双(吡啶)(4‑AZP)、、GM19、1‑(4‑

吡啶基)‑1‑氰基‑2‑(2‑氟‑4‑吡啶基)‑乙烯(CNFBPE)、1‑氰基‑1‑(4‑喹啉基)‑2‑(4‑吡啶

基)‑乙烯(CQPE)、染料10和4‑(4‑羟基苯偶氮)吡啶(136‑7)。经4,4'‑联吡啶(DIPY)标记的

SERS活性纳米粒子的代表性SERS光谱提供于图22中。如图22中所示，DIPY染料分子在约

1601cm‑1处具有主峰。
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[0199] 适合与本发明所公开的方法一起使用的SERS活性指示剂粒子包括(但不限于)

2008年6月6日提交的Thomas等人的美国专利申请号12/134 ,594和2008年6月6日提交的

Thomas等人的PCT国际专利申请号PCT/US2008/066023(其中每一个以全文引用的方式并

入)中所公开的包含表面增强拉曼散射(SERS)活性报道分子的纳米粒子核心，以及2008年3

月20日提交的Weidemaier等人的PCT国际专利申请号PCT/US2008/057700(其以全文引用的

方式并入本文中)中所公开的多种SERS活性指示剂粒子。

[0200] 在一些实施方案中，SERS活性指示剂粒子包含封装物。SERS活性纳米粒子具有在

水溶液中聚集的趋势并且一旦聚集就难以再分散。此外，一些拉曼活性分子的化学组成与

用于将其它分子(如蛋白质)连接到金属纳米粒子的化学法不相容。这些特征可以限制拉曼

活性分子、附接化学法以及将要连接到金属纳米粒子的其它分子的选择。因此，在一些实施

方案中，本发明所公开的方法包括SERS活性指示剂粒子，其中报道分子当贴附，例如吸附或

共价连接到纳米粒子核心时，可以被包覆或封装在例如不同材料的外壳中，这种材料包括

介电材料，如聚合物、玻璃、金属、金属氧化物(如TiO2和SnO2)、金属硫化物或陶瓷材料。制备

这些SERS活性指示剂粒子的方法描述于Natan的美国专利号6,514,767中，其以全文引用的

方式并入本文中。

[0201] 封装物的厚度可以视SERS活性指示剂粒子所需的物理特性而变化。取决于纳米粒

子核心、封装物和染料的特定组合，封装物的厚涂层，例如大约1微米或更厚的涂层，可以潜

在地减弱拉曼信号。此外，薄涂层可能导致封装物表面上的分子干扰相关微生物的拉曼光

谱。同时，物理特性，如沉降系数，可以受封装物的厚度影响。一般来说，封装物越厚，金属纳

米粒子核心上的SERS活性染料与周围溶剂的隔离越有效。

[0202] 在封装物是玻璃的实施方案中，玻璃的厚度通常可以在约1nm至约70nm的范围内。

在示例性的非限制性实施方案中，SERS活性指示剂粒子包含具有在约50nm至约100nm的范

围内的直径的金纳米粒子，其被封装在具有在约5nm至约65nm、在一些实施方案中约10nm至

约50nm、在一些实施方案中约15nm至约40nm的范围内并且在一些实施方案中约35nm的厚度

的玻璃球体中。本发明所公开的SERS活性指示剂粒子的尺寸的最佳化可以由本领域的一般

技术人员来实现。

[0203] 此外，包含SERS活性染料的SERS活性指示剂粒子可以用可以结合到目标微生物的

分子功能化，这种分子如结合对的特异性结合成员。在结合目标微生物后，SERS活性报道分

子的SERS信号以可以确定目标微生物的存在或量的方式变化。功能化的SERS活性指示剂粒

子的使用具有优于非功能化的指示剂粒子的几个优点。第一，官能团通过提供与目标微生

物的特异性相互作用而对指示剂粒子提供一定程度的特异性。第二，目标微生物本身不需

要是拉曼活性的；其存在可以通过观测连接到纳米粒子核心的拉曼活性染料的SERS信号的

变化来确定。这些测量在本文中被称作“间接检测”，其中培养样品中目标微生物的存在或

不存在是通过检测不是直接从所关注的微生物发出的SERS信号来确定。

[0204] 在其它实施方案中，SERS活性指示剂粒子包含SERS活性纳米粒子作为核心，没有

报道分子或封装物存在。核心的表面可以用可以结合到目标微生物的分子功能化，这种分

子如结合对的特异性结合成员。在结合目标微生物后，检测目标微生物本身的SERS光谱以

确认目标微生物的存在或量。这些测量在本文中被称作“直接检测”，其中血液培养样品中

目标微生物的存在或不存在是通过检测直接从所关注的微生物发出的SERS信号来确定。
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[0205] SERS活性指示剂粒子可以经过功能化以按至少两种不同方式结合到目标分析物。

在一些实施方案中，SERS活性报道分子，即，SERS活性染料，可以与结合对的特异性结合成

员偶联，而在其它实施方案中，结合对的特异性结合成员可以直接连接到纳米粒子核心。在

纳米粒子核心至少部分被封装外壳包围的实施方案中，结合成员可以连接到封装外壳的外

表面。

[0206] C.特异性结合成员

[0207] 如本文所用的术语“特异性结合成员”和其语法派生形式指的是存在至少一个独

立的互补结合分子的分子。特异性结合成员是与特定分子(例如，所关注的微生物)结合、连

接或以其它方式缔合的分子。当特定类型的特异性结合成员结合特定类型的分子时，特异

性结合成员被称作“特异性结合对”。举例来说，抗体将特异性地结合抗原。因此，“特异性结

合对”指的是两种不同分子，其中分子之一经化学或物理手段特异性地结合第二分子。在这

个意义上，受测试的微生物是特异性结合对的互相起作用的成员。适合与受测试的特定微

生物一起使用的代表性结合成员提供于下文中。

[0208] 此外，特异性结合对可以包括作为原始特异性结合伴侣的类似物的成员，例如，具

有类似于分析物的结构的分析物类似物。所谓“类似”意味着，举例来说，使用本领域中熟知

的比对程序和标准参数与分析物的氨基酸序列相比，分析物类似物具有至少约60％或65％

序列同一性、约70％或75％序列同一性、约80％或85％序列同一性、约90％、91％、92％、

93％、94％、95％、96％、97％、98％、99％或更高的氨基酸序列同一性的氨基酸序列。

[0209] 特异性结合成员当例如与SERS活性指示剂粒子偶联时，以能够产生可检测的拉曼

信号的方式与受测试的特定微生物相互作用，这种拉曼信号当特定微生物存在或不存在时

或当特定微生物随着时间以不同浓度存在时可辨别。

[0210] 术语“产生可检测信号”指的是以能够检测结合成员‑微生物复合物的方式识别报

道基团的存在或报道基团的特性变化的能力，这种报道基团如SERS活性报道分子。此外，可

检测信号的产生可以是可逆的或不可逆的。信号产生事件包括连续的、程序化的和阶段性

的方式，包括一次性或可再用的应用。可逆的信号产生事件可以是瞬时的或可以是时间依

赖性的，只要确立与分析物的存在或浓度的关联性即可。

[0211] 特异性结合成员与例如微生物之间的结合、连接或缔合可以是化学或物理的。术

语“亲和力”指的是在特定结合位点处结合对的一个结合成员与另一个成员之间的吸引力

的强度。术语“特异性”和其派生形式指的是结合成员将优先结合到结合对的另一个预期成

员(与样品中的其它组分相对的目标)的可能性。结合对的一个结合成员(例如，结合蛋白)

与另一个结合成员(例如，配体或分析物)之间的这种结合可以是可逆的。

[0212] 此外，如2008年6月6日提交的Thomas等人的美国专利申请号12/134,594和2008年

6月6日提交的Thomas等人的PCT国际专利申请号PCT/US2008/066023(其中每一个以全文引

用的方式并入)中所公开，在一些实施方案中，聚乙二醇(PEG)连接子可以用于将特异性结

合成员连接到SERS活性指示剂粒子、磁性捕获粒子，或连接到固体支撑物。在本发明所公开

的方法中，连接子分子，例如PEG，还可以用于将特异性结合成员连接到SERS活性指示剂粒

子，或磁性捕获粒子。PEG连接子的使用可以减少本发明所公开的试验中的非特异性结合。

消除非特异性吸附可能成为试验性能的重大挑战。举例来说，在磁性捕获试验中，非特异性

结合可以包括来自溶液的蛋白质或其它生物分子粘附到呈现目标分析物的结合成员的磁
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性捕获粒子或SERS活性指示剂粒子的表面的过程，或磁性捕获粒子和SERS活性纳米粒子的

表面经由非特异性相互作用彼此粘附的过程。在一些实施方案中，PEG连接子包含具有在线

性分子的任一个末端上的官能团的双功能PEG分子，这个官能团由两个或更多个乙二醇子

单元隔开。在一些实施方案中，PEG分子包含2个与约1000个之间的乙二醇子单元。在特定实

施方案中，PEG连接子包含至少12个乙二醇子单元。此外，PEG连接子的特征可以为具有约

200Da至约100,000Da的分子量。

[0213] 取决于结合成员，本领域的一般技术人员在回顾本发明所公开的主题后将认识

到，可以使用除PEG以外的连接子。举例来说，烷硫醇可以用作抗体和肽的连接子。短链烷硫

醇，包括(但不限于)S‑乙酰基硫代乙酸N‑琥珀酰亚胺酯(SATA)和S‑乙酰基硫代丙酸N‑琥珀

酰亚胺酯(SATP)，在巯基脱保护之后可以用作连接子。其它特性也可以决定连接子的选择，

例如连接子链的长度。举例来说，PEG可能是理想的，因为其还用来保护试剂的表面并且是

柔性的，这可以增强试剂结合到所关注的分析物的能力。

[0214] 在一些实施方案中，特异性结合成员是免疫球蛋白，在本文中也被称作抗体，其包

含结合到目标微生物上或由其分泌的抗原的抗原结合区。

[0215] 适合用于本发明所公开的方法和装置中的抗体和其片段可以是天然存在的或重

组来源的，并且可以包括(但不限于)多克隆抗体、单克隆抗体、多特异性抗体、人抗体、人源

化抗体、灵长源化抗体或嵌合抗体、单链抗体；表位结合片段，例如Fab、Fab'和F(ab')2、Fd、

Fv、单链Fv(scFv)、二硫键连接的Fv(sdFv)、包含可变轻域(VL)或可变重域(VH)的片段、由

Fab表达文库产生的片段；以及抗独特型(抗Id)抗体。在所有情况下，抗体或其片段将具有

一个或多个对目标抗原具特异性的互补决定区(CDR)。出于本发明的目的，“抗体的互补决

定区”是结合到表位的抗体的那个部分，包括对于这种结合所必需的任何骨架区，并且其可

以由人重链V、D和J区、人轻链V和J区和/或其组合所编码的氨基酸残基的子组所组成。

[0216] 本领域的技术人员能够使用标准的领域公认的技术来制备任何这类抗体衍生物。

举例来说，Jones等人(1986)Nature  321:522‑525公开了将人抗体的CDR用来自小鼠抗体的

那些CDR置换。Marx(1985)Science  229:455‑456论述了具有小鼠可变区和人恒定区的嵌合

抗体。Rodwell(1989)Nature  342:99‑100论述了来源于抗体CDR信息的较低分子量的识别

元件。Clackson(1991)Br.J.Rheumatol.3052:36‑39论述了经遗传工程改造的单克隆抗体，

包括Fv片段衍生物、单链抗体、融合蛋白嵌合抗体和人源化啮齿动物抗体。Reichman等人

(1988)Nature  332:323‑327公开了大鼠高变区已经接枝到上面的人抗体。Verhoeyen等人

(1988)Science  239:1534‑1536教导了将小鼠抗原结合位点接枝到人抗体上。

[0217] D.磁性捕获粒子

[0218] 适合与本发明所公开的实施方案一起使用的磁性捕获粒子可以包含约15％至约

100％的磁性材料，例如磁铁矿，包括约15％的磁铁矿、约20％的磁铁矿、约25％的磁铁矿、

约30％的磁铁矿、约35％的磁铁矿、约40％的磁铁矿、约45％的磁铁矿、约50％的磁铁矿、约

55％的磁铁矿、约60％的磁铁矿、约65％的磁铁矿、约70％的磁铁矿、约75％的磁铁矿、约

80％的磁铁矿、约85％的磁铁矿、约90％的磁铁矿、约95％的磁铁矿以及约15％与约100％

之间的任何整数。此外，磁性捕获粒子可以具有在约100nm至约12微米的范围内的直径。在

一些实施方案中，磁性捕获粒子具有在约400nm至约8微米的范围内的直径。在其它实施方

案中，磁性捕获粒子具有在约800nm至约4微米的范围内的直径。在另外的其它实施方案中，
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磁性捕获粒子具有在约1.6微米至约3.5微米的范围内的直径，包括(但不限于)约1.6、约

1.7、约1.8、约1.9、约2.0、约2.1、约2.2、约2.3、约2.4、约2.5、约2.6、约2.7、约2.8、约2.9、

约3.0、约3.1、约3.2和约3.3、约3.4、约3.5以及约4.5微米。适合用作磁性捕获粒子的代表

性粒子可以获自Bangs  Laboratories ,Inc .(Fishers ,Indiana)、Life  Technologies

(Carlsbad,CA)或Polyscience  Laboratories(Warrington,Pennsylvania)。

[0219] 粒子的磁性捕获可以使用本领域中已知的任何方法来实现，包括(但不限于)在试

验器皿的局部区域放置强磁体或诱导磁场。局部化磁场可以例如用一个或多个永磁体、电

磁体和/或材料(例如，铁类金属)来诱导以引导、限制或聚焦磁场。如图18中所描绘，其代表

一个实施方案，磁体15用于使磁性捕获粒子‑微生物‑SERS活性指示剂粒子复合物局部化到

测量区9内。然后，可以使所需波长的入射辐射(例如激光束)聚焦在集中的磁性捕获粒子‑

微生物‑SERS活性指示剂粒子复合物的团块上，并且从复合物获得SERS信号。

[0220] E.用于监测微生物培养样品中的生长的实时系统

[0221] 图24描绘了实时系统150的一个实施方案，其提供了微生物培养样品中的微生物

生长的实时监测用于自动检测临床和工业样品中的病原体。系统150包括在温度控制的壳

体内固持多个培养器皿154的圆盘传送带152。举例来说，可以使用多达25个微生物培养器

皿。在这个实施方案中，器皿154被放在圆盘传送带152的边缘周围，所述圆盘传送带旋转以

将每个器皿依次以可程序化的频率(例如，每10‑60分钟读出一次)呈递到团化和读出台

156。团化和读出台156包括用以形成团块的磁体组件连同含有用于落射照明和信号收集的

适当过滤器和透镜的光学读出头。举例来说，照明可以由785nm波长稳定的激光来提供，并

且在适于拉曼光谱法的分光计上检测所收集的信号。在团化和读出给定的样品之后，圆盘

传送带152旋转以将圆盘传送带中的下一个样品呈递到团化和读出台156。依次继续直到圆

盘传送带152中的所有样品都被读出，届时圆盘传送带进入自旋模式，其中圆盘传送带连续

旋转直到下一个测量周期。圆盘传送带以及团化和读出台被安装到从摇摆平台延伸的臂

上。所得“偏移式摇摆”运动通过线性和摇摆运动来提供搅动。摇摆平台以针对测量周期的

所有阶段所选的频率操作，历时实验的持续时间。搅动是为了多个目的。第一，从一个测量

周期的结束到下一个测量周期的开始，其确保了SERS和磁性粒子与样品和培养基的混合，

从而允许形成结合成员‑微生物‑指示剂粒子复合物。第二，在已经读出团块之后，其确保了

磁性粒子分散回到溶液中。第三，在团化期间，搅动将来自样品器皿内的各个空间点的流体

中的磁性粒子运载到局部化磁场的区域中，确保从局部化磁场外部的样品区域收集磁性粒

子。最后，在含有颗粒(例如树脂、木炭或碳酸钙)的样品中，在团化之前和期间的搅动可以

防止这些颗粒沉降到检测区域中并且干扰光信号。随着目标生物体的浓度在整个富集过程

中增加，一旦微生物浓度达到技术的检测阈，就通过光学，例如SERS技术对微生物进行检测

和鉴别。在培养期间连续监测SERS信号的能力确保了使用最低必需培养时间并且当检测和

鉴别到病原体或微生物时仪器可以自动地向使用者发警报。

[0222] 图25示出了系统200的另一个实施方案，其被配置成处理多个样品。在这个特定实

施方案中，平行地处理微生物培养样品中的每一个并且在相同的高温区内孵育。在这个实

施方案中，样品管在同一水平面中对齐。系统200可以被放在形成高温区的壳体内。

[0223] 所有样品一起搅动用于试剂结合、团化和团块分散阶段。在一个实施方案中，在团

化之后，所有样品停止搅动，并且其被相继读出。平行处理需要与第一系统150配置中所用
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的圆盘传送带不同的样品安排。在这里，样品管202在平坦的托盘204中定位成彼此邻近。在

这个实施方案中，通过沿着管202的纵轴进行线性往复运动来实现搅动，这可以在整个试验

中针对不同频率和型态而程序化。这允许不同类型和水平的搅动用于团块形成、团块分散

和试剂结合阶段。其还允许搅动停止以供读出。通过平行样品处理方法使得在每个阶段不

同搅动的程序化成为可能。

[0224] 图25中所示的系统200包括磁体组件206，其被配置成绕枢轴转动到邻近管202的

位置用于团化，然后绕枢轴转动远离样品管用于询查。对于图25中所示的系统200的实施方

案来说，光学询查可以使用在团块形成之后绕枢轴转动远离样品管202的磁体组件206来进

行以允许光学读出头208接近样品管的测量区。在这种配置中可能抽出磁体组件206，因为

样品在读出期间不搅动。替代地，一对磁体可以按提供狭缝的方式排列，通过这个狭缝用读

出头208获取读数，其中磁体在团化之后维持在原位。因此，读出头208被配置成沿着磁体之

间的狭缝移动以询查每个管。这通过消除了在管的团化与读出之间移动磁体的需要而提供

优势。

[0225] 图26‑29说明了用于自动和实时监测培养样品中的微生物生长的系统250的另一

个实施方案。系统250被配置成同时自动处理一个或多个不同试验。一般来说，系统250包括

由单一的团化/读出组件254服务的多个孵育箱252，所述团化/读出组件在孵育箱后面移动

以在检测区中一次一个地服务(团化和读出)每个托盘256。每个孵育箱252被配置成接收固

持多个样品管258的托盘256。管的每个托盘256被配置成从孵育箱252移动到团化/读出组

件254，在此形成团块并且在检测区中收集数据。团化/读出组件254包括用以形成团块的磁

体组件260和用以收集光信号的光学组件(例如，拉曼光学装置、激光器和分光计)。

[0226] 在一个实施方案中，系统250包括多个孵育箱252。各种试验可以在不同温度下孵

育培养样品。因此，系统250可以包括可以在不同温度下操作的多个高温区262(孵育区)，其

中每个区包括一个或多个孵育箱。同时处理每个孵育箱252中的试验，其中每个孵育箱可以

包括固持一个或多个样品管258的一个或多个托盘256。然而，样品管258可能不一定一批处

理。在这点上，每个样品管258可以在不同时间被放在孵育箱252中，从而对于其测试时段来

说具有不同的起始时间。样品管258在其测试时段期间可以全部暴露于相同的重复测试周

期。大多数样品管258可以成批地一起引入。如图26和27中所示，系统包括四个孵育箱252，

其被分成两个高温区262。高温区262可以垂直排列以使得两个孵育箱252与相应的高温区

相结合。相同的高温区262如图27中所示垂直堆叠。然而，应了解，高温区262必要时可以水

平或并排地排列。每个区262可以包括维持在相同的孵育箱水平下的一个或多个孵育箱

252，其在常用温度下操作。在一个示例性的实施方案中，区262经过配置以供处理沙门氏菌

和李斯特菌试验，所述试验被维持在不同温度下(例如，分别为约42℃和30℃)。因此，系统

250被配置成处理不同样品管258(例如，检测小瓶)而与试验的类型无关。

[0227] 在一个实施方案中，每个孵育箱252形成适合于在内部接收托盘256并且维持对于

培养特定样品所必需的预定温度的壳体。孵育箱252的一个实例示于图34中。孵育箱252可

以包括基块264，其包括底表面和侧表面、前门和后门266、268以及顶表面270。孵育箱252可

以由适合于提供温度控制的壳体的多种材料形成。举例来说，孵育箱252可以由单一的机加

工金属基块264(例如，铝)构造，所述机加工金属基块形成温度控制的区域的底面和侧面，

而金属板(例如，铝)形成顶表面270。孵育箱252还可以包括在基块左侧的通道272，其被配
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置成支撑皮带传动机274用于在Y台278的控制下使托盘256在Y方向上振荡。托盘256的运动

范围延伸超出经加热区的深度以将托盘冲程提供到在孵育箱252后面的团化/读出区域中。

因此，每个托盘256的运动范围将基于适当搅动管258以及将管在孵育箱252外部重定位用

于由团化/读出组件254进行团化和图像分析所需的行进量。

[0228] 在一个实施方案中，孵育箱252包括前门266和后门268，其中这些门与顶表面270

和基块264协作以形成壳体。前门266被配置成由操作人员选择性地打开和关闭(参看例如

图31)。举例来说，前门266可以被配置成向下摆动以使得托盘256可以从孵育箱252的前部

延伸最小距离，并且这个门将不会阻碍管的接取或可见性。前门266可以使用多种技术来安

装以有助于打开和关闭。举例来说，前门266可以被安装在扭转弹簧加载的铰链上，所述扭

转弹簧加载的铰链在托盘退回到孵育箱252中之后即关闭这个门。推送机构可以从托盘的

前部的一侧或两侧延伸以帮助打开门。根据一个方面，信号旗位于前门266的内部，其被配

置成中断安装在孵育箱252的内侧壁上的光学传感器以在关闭前门时进行传感。

[0229] 类似地，后门268可以被配置成在托盘256退出和再进入孵育箱252的后部之后打

开和关闭(参看图40)。因此，随着托盘256退出孵育箱252，托盘被配置成将后门268推到至

少部分打开状态。如同前门266一样，后门268可以被安装在扭转弹簧加载的铰链上，并且随

着托盘从孵育箱252的后部露出，在托盘256的后部的特征可以被配置成将后门推到打开状

态。护套276被配置成接收退出孵育箱252后的托盘256，并且经过配置以沿着Z轴运动，如下

文进一步详细解释。一旦后门268部分打开，护套276可以被配置成随着护套沿着Z轴上升以

与孵育箱252对齐来完全打开后门。使用保持门打开的护套276，托盘256在团化/读出区域

中自由移动而不受来自后门268干扰。后门268被配置成当托盘256回缩到孵育箱252中并且

护套276下降时关闭。孵育箱252可以包括传感器用于指示托盘256适当定位在其中。举例来

说，在后门268内部的信号旗可以被配置成中断安装在孵育箱的内侧壁上的光学传感器以

在关闭后门时进行传感。所述传感器也可以用作托盘256的本地指示器。因此，后门传感器

可以确立从孵育箱252的后部进去或出来的托盘256位置。第二本地传感器在每次偏移到团

化/读出区域中期间可以相对于团化和光学硬件对于每个托盘256本地定位。

[0230] 因为每个孵育箱252是温度控制的，所以孵育箱可以用绝缘材料包裹(例如，闭孔

泡沫绝缘)。高温区262中的每一个也可以用绝缘材料隔开，其在这些区维持在不同温度下

时适用。在区之间还可以存在间隙以限制区之间的串扰。另外，当一个孵育箱门266或268对

前部或后部打开并且另一个门关闭时，绝缘材料可以用于防止热相互作用。绝缘隔离片可

以隔开区262中的孵育箱。类似地，区262也可以使用隔离片和绝缘材料隔开。

[0231] 每个孵育箱252使用加热元件来加热。举例来说，加热元件可以被配置成经基块

264进行加热或在孵育箱内提供经加热的空气。根据一个实施方案，加热元件是粘附到基块

264的底表面或以其它方式与基块264的底表面集成的平坦加热元件。加热元件的功率分布

可以作调整以使跨越托盘256中的管258的热梯度减到最小，从而补偿通过孵育箱252左侧

的Y传动机278组件的热损失。每个孵育箱252可以提供有一个或多个传感器用于监测其中

的温度，例如孵育箱内基块264和/或空气的温度。

[0232] 如上文所论述，每个孵育箱252被配置成在内部接收相应的托盘256。图30‑32说明

了适合定位在相应的孵育箱内的托盘256的示例性的实施方案。每个孵育箱252中的托盘

256被配置成容纳多个管258。在所说明的实施方案中，托盘256固持15个管258以使得每个
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高温区262固持30个管，不过可以使用任何数目的管。管258可以在托盘256中的每一个中水

平排列成平面阵列。在图31中所示的一个实施方案中，技术人员手动地将样品管258放到可

移出的样品托盘256中。技术人员然后将托盘256放到孵育箱252中。当确定阳性结果时或当

结果保持阴性持续一段预定的时间时，试验完成。当完成试验时，技术人员移出托盘256以

用新的管258再装填。或者，技术人员可以在需要时个别地移出和/或添加管到托盘中，而不

停止在托盘或邻近的孵育箱中的其它管内已经处于进行中的试验。可以隔离阳性样品用于

进一步分析。在另一个实施方案中，托盘256是不可移出的。因此，管258可以个别地放到每

个孵育箱252中的不可移出的托盘256中。在又另一个实施方案中，在孵育箱252包括用于在

内部固持管258的适合构件的情况下，托盘256可能是多余的。

[0233] 在托盘256中管258的水平和并排排列有助于从孵育箱252的前部加载个别的样品

管或托盘。前部加载避免了在系统的前部使用工作台空间或岛状空间，因为顶部加载的托

盘将需要延伸出系统的前部接近管的长度以有助于顶部加载。此外，当使用者将过度的压

力施加在悬臂式延伸的托盘上时，托盘和滑动支座将需要承受高负荷。

[0234] 每个托盘256可以具有多种尺寸和配置用于固持管258并且有助于放置在孵育箱

252内。举例来说，图31说明了管258被插入在托盘256中所界定的相应的狭缝284内。管258

可以使用力或安置在托盘256内的干涉配合或偏置元件保持在适当位置。在托盘256从孵育

箱252中可移出的情况下，如图33A‑33C中所示，托盘可以包括一个或多个夹持特征286，其

允许技术人员固持托盘并且在孵育箱内操纵托盘。

[0235] 在一个实施方案中，托盘256包括纵向狭缝284以使得管258的一部分透过托盘可

见。纵向狭缝284还允许管258在托盘256的底表面下方凸出以提供与团化磁体288的接触区

域。为了确保跨越托盘256与磁体充分接触，每个管258在托盘中可以具有垂直顺性。举例来

说，随着磁体上升而碰到管，弹簧可以固持管258向下抵着磁体。弹簧还可以通过与振荡托

盘运动相对地摩擦而保持管258在托盘256中。

[0236] 根据一个实施方案，托盘256被配置成在Y台278的控制下在每个孵育箱252中沿着

Y轴水平地振荡以搅动含有样品、培养基和试剂的管。这种水平运动可以实现几个功能：

[0237] a)搅动用于在孵育箱252中动力学混合；

[0238] b)使管延伸出孵育箱252的前部以供操作人员加载和卸载；

[0239] c)使管延伸出孵育箱252的后部到团化/读出组件254；

[0240] d)搅动管258以分散沉降的材料—例如，培养基或样品的固体组分；

[0241] e)在团化/读出组件254中搅动管258和磁体288以形成团块；

[0242] f)使管258定位在读出头290上方用于数据收集；

[0243] g)使管标签定位在条形码读出器上方用于样品ID；

[0244] h)使团块定位在相机上方以使团块可见用于内部控制、基于图像的检测方法或远

程诊断；

[0245] i)搅动管258以在读出后分散团块；

[0246] j)操作孵育箱前门266；

[0247] k)操作孵育箱后门268；

[0248] l)使空气在孵育箱252中循环以减小温度梯度。

[0249] 如图34中所示，系统包括Y台278用于沿着Y轴移动托盘256，包括用于振荡或搅动
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托盘并且移动托盘进出孵育箱252的后部。如图27中所示，每个孵育箱252可以包括沿着Z轴

安置的相应的Y台278以使得彼此垂直间隔。托盘256可以使用一个或多个托架282耦合到Y

台278。举例来说，托盘256可以从安装在线性导轨292上的托架282伸出悬臂，其中线性导轨

被安装到孵育箱基块264上。Y台278包括马达280用于绕着在导轨292两端的同步带轮传动

皮带274。应了解，Y台278被配置成以多种频率和振幅搅动托盘256，这取决于特定试验和应

用。举例来说，托盘256在孵育箱252中的时候相比定位在团化/读出组件254中的时候可以

更缓慢地振荡。

[0250] Y台278组件还可以用绝缘材料密封，而传动Y台的马达280在绝缘区域外部。托盘

256和托架282可以移动通过绝缘材料中的开口。

[0251] 系统250还包括位于孵育箱252后面的Z台294(参看图39、42和43)。Z台294被配置

成沿着Z轴运载护套276、磁体组件260、光学组件(例如，分光计308、拉曼探针310等)和X台

296。Z台294可以包括被配置成在垂直线性导轨300上搭载的托架298。马达302被配置成使Z

台在Z方向上上升和下降(例如，使用安置在耦合到Z台支架306的轴304内的线性螺钉和螺

母)。传感器可以用于指示Z台294何时处于其在Z方向上行进的底部。分光计308、磁体组件

260、护套276和X台296被安装到Z台支架306上并且作为一个整体在Z方向上全部一起行进。

Z台294被配置成在Z方向上移动以容纳退出孵育箱252的每个托盘256。Z台294也被配置成

在底部孵育箱252下方行进，足以允许底部孵育箱后门268关闭。

[0252] 如图42、45和46中所示，系统250还包括磁体组件260。磁体组件260可以包括安装

到磁体框架318上的一个或多个磁体288，所述磁体框架被配置成将磁场施加到管258，从而

有助于在每个管内形成团块。举例来说，图45和46说明了一对纵向磁体288，其间隔开一段

足够的距离以允许读出头290延伸通过其来获得读数。因此，磁体288在团化之后并且在管

258用读出头290读出的同时可以保持在原位。每个纵向磁体288可以是单一磁体或端对端

排列的多个磁体的集合。

[0253] 当使磁体288与水平定向的管258的底部接触或非常接近这个底部时，可以形成团

块。管258和磁体288在团块形成期间轻轻地振荡以确保悬浮中的磁性粒子通过磁场并且被

吸引到磁场聚焦点。根据一个实施方案，磁体组件260被安装到托架312上，所述托架在Y方

向上在贴附到Z台支架306的导轨314上搭载(参看图46)。导轨314可以平行于Y台导轨292。

[0254] 当托盘256延伸出孵育箱252的后部并且进入团化/读出组件254中时，Z台294可以

从下方沿着Z轴上升。如图42和47中所示，从磁体框架318向外延伸的引脚316被配置成与托

盘256下面的孔啮合。一旦啮合，磁体框架318即与托盘256耦合，并且磁体框架和托盘能够

在Y方向上沿着导轨314一起移动。因此，在一个实施方案中，团化/读出组件254被配置成一

次处理一个托盘256。团化振荡振幅可以视特定地针对特定试验的许多因素而变化。在一个

实例中，振荡振幅可以高达约50mm。磁体框架318和托盘256可以在Y台在Y方向上完全行进

的位置处耦合，而团化振荡的中心可以从耦合位置向前定位以容纳Y方向上的1/2振幅。

[0255] 在一个实施方案中，在振荡管258与磁体288之间的少量相对运动允许磁场将磁性

粒子聚集成更密实的团块。因此，托盘256与磁体框架318之间的松散耦合可能是合乎需要

的。这种耦合可以例如通过将框架318安装在保持于在两个弹簧之间的框架318中的狭缝中

的块上来实现。随着托盘256在Y方向上前后振荡，框架318相对于托盘移动，因为弹簧在第

二次振荡运动中交替地压缩。松散耦合冲程可以是例如约5mm。将选择弹簧常数以提供最佳
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振荡频率。

[0256] 根据本发明的一个实施方案，磁体组件260被配置成同时团化托盘256中的管258

中的每一个。磁体288可以被配置成在管258用读出头290读出的同时保持在原位。或者，团

块可以足够稳固以允许磁体288或管258远离彼此移动以供读出。

[0257] 图41示出了耦合到Z台294的X台296的一个实例。因此，X台296被配置成在Z方向上

由Z台移动。X台296还有助于读出头290在X方向上运动用于读出管258中的每一个。X台296

扫描在管258的阵列下面的读出头290以在形成团块之后收集试验数据。在团化期间，X台

296移动到X位置，这允许耦合的托盘256移动而不干扰读出头290和磁体组件260。在团化之

后，在托盘256保持固定下，X台296平移到每个管258，从而暂停收集数据直到所有管都被读

出。X台296然后在托盘256移动之前重定位到其初始位置。在一个示例性的实施方案中，X台

传动机(例如，马达320和皮带322)被安装在Z台支架306中的通道324中，并且利用与Y台278

类似的设计。读出头290被安装到托架326上，所述托架被配置成沿着X台296的导轨328移

动。柔性套管330可以用于将读出头290的电缆和柔性纤维光缆从Z台294导引到移动读出

头。柔性套管330被配置成不仅保护光导纤维束，而且允许纤维在X方向上弯曲并且提供所

需的弯曲半径。

[0258] 根据另一个实施方案，X台296被配置成运载条形码读出器(未示出)用于读出管

258中的每一个上的条形码或其它标识符。举例来说，条形码读出器可以用于确认管258处

于正确的高温区262中，从而防止假阴性。条形码可以包括其它资料，如鉴别和试验信息。如

上文所论述，管258可以包括纵向狭缝284，其有助于用条形码读出器进行这种读出。另外，

条形码读出器可以提供关于团块的成像资料用于内部控制、基于图像的检测方法和/或远

程诊断。

[0259] 如上文所论述，护套276被配置成在托盘退出孵育箱252的后部时接收每个托盘

256。具体地说，绝缘的护套276在Z台294上运载并且被配置成与每个孵育箱252对齐以当托

盘256延伸出孵育箱的后部到团化/读出区域254中时包围这个托盘。在托盘256延伸出孵育

箱252的时候，绝缘的护套276使托盘温度变化减到最小。护套276提供绝缘的套管并且阻碍

气流冷却托盘256和其中所含的管258。而且，护套276是由使其热质量降到最低并且因此在

与前一个区的温度不同的温度下与托盘256的热能交换降到最低的材料来构造。举例来说，

护套276可以包含用绝缘材料包围的薄铝结构。在一个特定实施方案中，进入约42℃下的护

套的约30℃下的托盘的温度将不会增加超过约0.5℃。

[0260] 可以存在在孵育箱252与对齐的护套276之间界定的间隙332，使得孵育箱不能完

全调节护套中的温度。在孵育箱252中的温度高于环境温度的那些情况下，包围护套276的

空气可以比托盘256更冷，因此来自护套的热传递将朝向更低的托盘温度。然而，一些试验

具有由托盘256从孵育箱252到护套276中的移动引起的变化所应有的可接受的温度容限。

举例来说，对于42℃下的沙门氏菌和30℃下的李斯特菌，试验相比温度上升(例如+0.5℃)

更容忍短暂的负温度下降(例如约‑2℃)。因此，可能没必要与孵育箱252形成良好的热密

封，只要负偏移在可接受的容限内即可。

[0261] 除了包围延伸的托盘256之外，护套276还可以密封如图42中所示的磁体组件260。

因此，如上文所论述，护套276可以定尺寸以使Z台294能够与磁体组件260垂直移动用于耦

合和解耦合托盘256。此外，护套276可以包括切口以向沿着护套底部的读出头290并且向经
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由Y台278沿着侧面移动的托架282提供空隙。护套276的顶部也可以包括切口用于孵育箱后

门268。

[0262] 如图48A和48B中所示，系统250的前述组件可以密封于柜334中。皮革形成在孵育

箱252和团化/读出区域254周围的柜334以控制气流并且添加热控制。柜334还可以提供在

里面操作光学组件(例如，激光器)的安全壳体。系统250可以进一步包括一个或多个可见或

可听信号用于指示试验的状况。举例来说，一个或多个LED  336可以用于指示试验正在进行

中以及何时出现阳性结果。出于这种目的，每个管258和/或托盘256可以包括相关联的LED 

336。当孵育箱252的前门266打开或关闭时，不同的LED颜色可以用于不同的指示，其中颜色

可以是可见的。

[0263] 孵育箱252通常维持在高于周围环境的温度下。为了帮助实现这个温度差并且确

保过量的热不会传递到延伸到护套276中的托盘256，可以采用气流路径。还可以使用具有

过滤器的风扇向柜334加压以减少灰尘渗透，并且可以使用其它热耗散技术用于如马达等

组件。其它技术，如热电冷却器，可以用于进一步冷却柜334。

[0264] 如本领域的一般技术人员所知，各种电气组件可以用于与系统250经接口连接并

且控制系统250。举例来说，各种马达驱动板可以用于控制马达并且提供与如传感器和编码

器的其它装置的接口。其它板可以用于提供另外的功能性，例如向读出头290和分光计308

提供功率和接口信号以及驱动加热器并且读出相关联的热敏电阻。另外，系统250可以采用

如微控制器的各种其它组分用于以本领域的一般技术人员所知的自动化方式来控制系统。

[0265] E.搅动和团化技术

[0266] 图49描述了根据本发明的一个实施方案的搅动和团化方法，其已经被开发出来以

使试剂体积减到最小并且获得代表大体积(例如，高达250mL)的读数。这主要通过在施加磁

场期间沿着纵轴搅动培养器皿来实现。在管的侧面上沿着纵轴的方向形成团块。可以选择

样品比管体积(例如1:2)、管长度/宽度纵横比(例如7:1)和搅动参数的结果的组合以使性

能优化。搅动通过确保来自更大体积的粒子与磁体非常接近来促进更有效的团块形成。另

外，搅动通过施加远离磁场方向的力而帮助保持非复合的细胞、微生物和松散固体(例如血

液培养样品中的树脂)在团块外部。

[0267] 图50描绘了用于形成和询查磁性团块的装置的一个实施方案。这个装置可以用于

图24中所示的圆盘传送带系统150的实施方案中。在图50中所说明的实施方案中，磁体组件

由包围含有物镜的光学读出头部分并且与其共线的环形磁体的堆叠组成。空心的锥形钢尖

将磁场聚焦在锥体的尖端，使得团块在读出头的焦点处形成。这种安排使团块与读出头的

焦点自动对齐并且放松了关于管、磁体和读出头的对齐的限制。团块、磁体和读出头的一致

对齐对于在试验过程中跨越所有样品的一致测量是重要的，并且这种设计跨越样品管、经

过在试验过程中的多次读出以及跨越仪器提供了可靠且可重复的团块形成。

[0268] 图51和52示出了形成团块的替代方法，其已经根据上文所描述的系统来使用。管

在水平面中的对齐允许光信号使用在团化后抽出或维持在团化位置的磁体读出。这允许测

试各种磁体几何形状。两种已经证实尤其有效。一种被称为“正北向上”，其使用具有与管正

交定向的磁化的条形磁体(图52)。这形成了对于使用读出头读出来说理想的对称圆形团

块。另一种几何形状被称为“正北面向正北对”(图51)，其中两个条形磁体定位于彼此邻近

和平行。磁化贯穿每个磁体的厚度沿着与磁体正交的线定向，使得北极面向彼此。在磁体之
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间存在适当间隔下，最高场梯度的区域处于磁体之间的区域中，使得团块聚焦在磁体之间

的区域中，这可容易接近以供使用适当位置的磁体读出。

[0269] 在本发明的另一个实施方案中，还添加相机到测试台以监测在SERS‑HNW试验期间

团块的形成和尺寸，这个试验在培养器皿内含有经偶联的SERS指示剂粒子和磁性珠粒以及

经靶向的病原体。随着HNW试验进行，从相机视图显示，团块尺寸增大，并且在一些情况下团

块消失。团块尺寸的生长和/或团块的消失是经靶向的病原体存在的指示。在含有经偶联的

SERS指示剂粒子和磁性珠粒并且没有病原体的样品分析期间所捕获的图像显示团块尺寸

没有变化并且没有团块消失。这种病原体检测方法可以单独或与另一种检测方法联合使

用，另一种检测方法如先前所描述的作为验证的手段的SERS分析。

[0270] 本发明所公开的方法的实施方案可以使用本领域中已知的任何适合的分光计或

拉曼分光计系统来进行，包括例如多模式多分光计拉曼分光计(Centice ,Morrisville ,

North  Carolina,United  States  of  America)，例如Brady等人的美国专利号7,002,679中

所公开的拉曼分光计系统，所述专利以全文引用的方式并入本文中。适合的分光计或拉曼

分光计系统的其它非限制性实例包括Hamamatsu  C9405CA和Intevac  ReporteR，并且包括

光纤耦合和自由空间光学配置。适合与本发明所公开的SERS活性指示剂粒子一起使用的另

外仪器公开于2008年3月20日提交的Weidemaier等人的PCT国际专利申请号PCT/US2008/

057700中，所述申请以全文引用的方式并入本文中。

[0271] 用于进行基于液体的磁性捕获SERS试验的代表性方法公开于2008年3月20日提交

的Weidemaier等人的PCT国际专利申请号PCT/US2008/057700中，所述申请以全文引用的方

式并入本文中。如也在PCT/US2008/057700中所公开，这些方法可以包括用于补偿磁性团块

尺寸、形状或定位的变化的参考和对照方法，以及用于在基于液体的磁性下引试验中产生

改进的拉曼参考光谱和光谱分析的方法。此外，多个报道分子可以用于形成内部参考信号，

这种信号可以用于将背景噪声与信号检测区分开来，特别是在展现或预期展现相对弱的信

号的样品中。

[0272] 此外，如2008年6月6日提交的Thomas等人的美国专利申请号12/134,594和2008年

6月6日提交的Thomas等人的PCT国际专利申请号PCT/US2008/066023(其中每一个以全文引

用的方式并入)中所公开，适合用作SERS活性指示剂粒子中的报道分子的染料通常展现具

有窄线宽的相对简单的拉曼光谱。这种特征允许检测相同样品体积中的几个不同的拉曼活

性种类。因此，这种特征允许制造多个SERS活性指示剂粒子，每个包括不同的染料，使得每

种染料的拉曼光谱可以在不同类型的指示剂粒子的混合物中区分出来。这种特征允许多重

检测小样品体积中的几个不同的目标种类，在本文中被称作多重试验。

[0273] 因此，在一些实施方案中，一种以上类型的结合成员可以连接到SERS活性指示剂

粒子。举例来说，连接到SERS活性指示剂粒子的结合成员的类型可以变化以提供对不同目

标微生物具有不同亲和力的多种试剂。以这种方式，试验可以检测所关注的一种以上微生

物，或对一种以上微生物展现不同的选择性或敏感性。SERS活性指示剂粒子可以针对培养

样品作调整，在培养样品中一种或多种微生物的存在或一种或多种微生物的浓度可以变

化。

[0274] SERS试验的试剂可以包括一种以上类型的标记，例如，一种以上类型的SERS活性

报道分子，这取决于试验的需要。举例来说，在不同波长处展现拉曼信号的SERS活性报道分
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子可以用于形成对于所关注的特定微生物来说独特的拉曼“指纹”，从而增强试验的特异

性。不同报道分子可以连接到已经连接有不同的特异性结合成员的纳米粒子核心以提供能

够检测所关注的一种以上微生物(例如，所关注的多种微生物)的试剂。

[0275] 在本发明的一个实施方案中，SERS  HNW技术的多重能力用于鉴别引起血流感染的

最常见生物体中的六种。六种不同类型或“风格”的SERS活性指示剂粒子存在于血液培养瓶

中，每种与对将要检测的六种生物体之一具特异性的抗体偶联。器皿中还有能够与SERS活

性指示剂粒子形成夹心的磁性捕获粒子。磁性捕获粒子可以经过配置以使得存在将多个

SERS活性指示剂粒子夹在中间的常见捕获抗体或抗体组，或者，六种独立的磁性偶联物可

以存在于器皿中，其中每种磁性偶联物独特地能够与六种SERS活性指示剂粒子中的每一个

形成夹心。当形成磁性团块并且从团块读出SERS信号时，所测量的拉曼光谱将为来自团块

中所存在的SERS活性指示剂粒子的每种风格的贡献；SERS活性指示剂粒子的存在指示了

SERS活性指示剂粒子对其具特异性的微生物的存在。去卷积算法可以有效地区分六种个别

的SERS活性指示剂粒子的光谱与所测量的总光谱。

[0276] 图53示出了仅使用两种SERS活性指示剂粒子的多重实施方案的示意图。在一个优

选实施方案中，保留了标准气体传感器(例如BACTECTM)，以便同时监测SERS信号和pH传感器

信号。这能够有效检测不被SERS  HNW抗体识别的任何微生物。

[0277] 如2008年3月20日提交的Weidemaier等人的PCT国际专利申请号PCT/US2008/

057700中进一步公开，在涉及SERS活性指示剂粒子的本发明所公开的试验中，可以通过添

加第二等分试样的报道分子来放大SERS光谱，这些报道分子能够产生可检测信号并且与对

至少一种SERS活性报道分子具有亲和力的至少一种特异性结合成员缔合，在将样品和/或

至少一种SERS活性报道分子安置在内部之前、同时或之后这至少一种SERS活性报道分子与

一种或多种SERS活性指示剂粒子缔合，其中第二等分试样的报道分子和与SERS活性指示剂

粒子缔合的至少一种SERS活性报道分子是相同的。在一些实施方案中，第二等分试样的报

道分子包含与能够产生SERS信号的SERS活性指示剂粒子缔合的SERS活性报道分子。在将第

二等分试样的报道分子安置到试验器皿中的那些实施方案中，第二等分试样的报道分子的

特异性结合成员不会识别包含捕获区或连接到磁性捕获粒子的一种或多种特异性结合成

员。

[0278] F.工作流程实例

[0279] 根据一个示例性的实施方案，用于检测和鉴别沙门氏菌的培养样品可以与前述实

施方案联合提供。在一个实施方案中，首先在富集器皿内的非选择性培养基中培养沙门氏

菌，接下来以生物防护方式转移到含有检测试剂和第二选择性培养基的检测小瓶中。一般

来说，沙门氏菌测试包括将具有任选的补充物的培养基添加到培养基制备器皿中。然后使

培养基分散到富集器皿中，并且将样品添加到富集器皿中。任选地，在添加到富集器皿中之

前使样品均化(例如，通过消化或掺合)。在这种情况下，将来自培养基制备器皿的培养基连

同样品一起添加到均化器中。在均化之后，将样品转移到富集器皿中，并且将盖子附接到器

皿。一旦已经将培养基和样品添加到富集器皿中并且已经附接富集器皿的盖子，可以读出

器皿上的条形码用于监管链鉴定的目的。然后孵育富集器皿一段预定的时间。在孵育之后，

可以用条形码读出器扫描富集器皿和检测小瓶。检测小瓶包括选择性培养基和特定地检测

沙门氏菌的检测试剂。在检测小瓶中的培养基脱水的情况下，将复原流体添加到检测小瓶
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中，并且倒置小瓶以供混合。然后倾斜富集容器以用所需量的样品(例如，100μL)填充相应

的储集器。将检测小瓶插入到富集器皿中以啮合开口内的针用于以生物防护方式将样品转

移到检测小瓶中。然后将检测小瓶插入到实时自动化系统内用于样品的孵育和自动测试，

包括样品的团化和光学分析。在检测阳性样品后，可以移出检测小瓶，用条形码扫描器扫

描，并且发送用于进一步处理。

[0280] 在一个替代性的示例性实施方案中，用于检测和鉴别李斯特菌的培养样品可以与

前述实施方案联合提供。在一个优选实施方案中，在检测小瓶内李斯特菌的培养在富集器

皿中所用的相同培养基中进行，以使得在整个工作流程中使用单一培养基。一般来说，李斯

特菌测试包括将具有任选的补充物的培养基添加到培养基制备器皿中。然后使培养基分散

到富集器皿中，并且将样品添加到富集器皿中。任选地，在添加到富集器皿中之前使样品均

化(例如，通过消化或掺合)。在这种情况下，将来自培养基制备器皿的培养基连同样品一起

添加到均化器中。在均化之后，将样品转移到富集器皿中，并且将盖子附接到器皿。一旦已

经将培养基和样品添加到富集器皿中并且已经附接富集器皿的盖子，还可以读出器皿上的

条形码用于监管链鉴定的目的。然后孵育富集器皿一段预定的时间。在孵育之后，可以用条

形码读出器扫描富集器皿和检测小瓶。检测小瓶包括特定地检测李斯特菌的检测试剂。然

后倾斜富集容器以用所需量的样品(例如，5mL)填充相应的储集器。将检测小瓶插入到富集

器皿中以啮合端口内的针用于以生物防护方式将样品转移到检测小瓶中。然后将检测小瓶

插入到实时自动化系统内用于样品的孵育和自动测试，包括样品的团化和光学分析。在检

测阳性样品后，可以移出检测小瓶，用条形码扫描器扫描，并且发送用于进一步处理。

[0281] G.复原台

[0282] 图93‑95说明了可以与本发明的实施方案联合使用的复原台。如上文所论述，在检

测小瓶中的培养基脱水的情况下，可以将复原流体添加到检测小瓶中。复原台有助于计量

所需体积并且能够在不排空检测小瓶内所保留的真空的情况下添加复原流体。图93说明了

一个实施方案，其中复原台350包括具有夹管阀354的囊状物352或类似的二级储集器。复原

台350通过重力加料以使得流体被配置成自主储集器行进，通过管道358，并且当阀354打开

时进入囊状物352中。举例来说，杠杆356可以顺时针旋转以啮合或夹紧管道358，从而在阀

354处关闭管道。使用者然后能够将检测小瓶360插入到进入口362中，使得安置在进入口内

的针啮合塞子364以将复原流体抽取到管中。在检测小瓶360从进入口362移出之后，塞子

364被配置成密封检测小瓶以维持内部的真空。此外，囊状物352被配置成自动再填充以使

得复原台350始终是准备好的。

[0283] 或者，图94说明了根据另一个实施方案包括旋转阀376的复原台375。在这点上，复

原流体被储存在储集器378中并且通过重力加料到第二储集器或囊状物中。当旋转阀376处

于“关闭”位置时，没有流体由于从囊状物中泄漏而可以从进入口380逸出。为了转移流体，

旋转阀376可以旋转到“打开”位置。将检测小瓶382插入到进入口380内，借此，当塞子啮合

安置在进入口内的针时，然后可以从囊状物中移出流体。将阀376旋转到打开位置还关闭了

进料到囊状物中的重力管线。当阀376旋转回到关闭位置时，囊状物能够自动再填充。旋转

阀376可以用旋钮或其它适合的机构操作用于打开和关闭阀，不过旋转动作不是为了实现

阀的这种打开和关闭所必需的(例如，阀通过线性运动而启动)。

[0284] 图95描绘了根据本发明的另一个实施方案包括与旋转阀404流体连通的注射器
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402的复原台400。不同于先前的实施方案，复原台400不是通过重力加料，使得通过启动注

射器将复原流体从储集器406中抽取并且进入注射器402中。在这点上，注射器402可以被配

置成当旋转阀404处于关闭位置时抽取所需量的复原流体到注射器或安置在其中的囊状物

中。一旦填充注射器，将阀404旋转到打开位置允许通过将检测小瓶插入到进入口408内并

且啮合安置在进入口408内的针来取得注射器内所含的流体。将阀404旋转到打开位置关闭

了从储集器406向囊状物进料的管线。再次，应了解，旋转阀404可以是有助于阀的打开和关

闭的任何适合的机构。同样地，注射器402可以是被配置成从储集器406中抽取所需量的复

原流体的任何适合的装置。

[0285] 所描绘的实例展示了不需要外部电源的复原台。本领域的技术人员还可以预想到

被供电的流体计量系统。

[0286] III.代表性微生物

[0287] 本发明的实施方案可以用于检测由菌血症和真菌血症引起的疑似血流感染。通常

以不同时间间隔从受试者，例如患者的独立的静脉中收集多个血液样品，时间间隔取决于

受试者的症状，例如发热的观测，或一些其它初始诊断。一定体积的血液样品，例如对于成

人约3mL至约10mL以及对于儿科样品约1mL，在收集之后可以被安置到血液培养生长瓶中。

通常，对于每个收集周期来说，将一个样品安置在适合于需氧生物体的血液培养生长瓶中

并且将一个样品安置在适合于厌氧生物体的血液培养生长瓶中。

[0288] 不同于本领域中已知的检测产气量的增加作为血液培养样品中微生物生长的量

度的方法，本发明所公开的方法有利地允许检测细胞内病原体(例如，细菌、病毒)。细胞内

微生物或病原体在其它细胞(例如，真核细胞)内生长和繁殖，并且因此不能使用本领域中

已知的气体传感器来检测。可以使用本发明所公开的方法检测的代表性的细胞内微生物包

括(但不限于)沙眼衣原体(Chlamydia  trachomatis)和结核分枝杆菌(Mycobacterium 

tuberculosis)。

[0289] 表1中所呈现的微生物作为菌血症或败血症的病因而通常在受试者中发现，并且

以其在受试者中发现的次序来排序。表2中还注释了共同代表血液培养样品中所有阳性结

果的80％的那些微生物以及被认为受处理的那些微生物。
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[0290]
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[0291]

[0292] 食品、水、化妆品、药品和环境样品通常针对微生物进行筛选，这些微生物包括(但

不限于)肠毒性大肠杆菌(ETEC)、肠病原性大肠杆菌(EPEC)、肠出血性大肠杆菌(EHEC)、肠

侵袭性大肠杆菌(EIEC)、肠聚集性大肠杆菌(EAEC)、弥散粘附性大肠杆菌(DAEC)、产志贺毒

素大肠杆菌(STEC)、大肠杆菌O157、大肠杆菌O157:H7、大肠杆菌O104、大肠杆菌O26、大肠杆

菌O45、大肠杆菌O103、大肠杆菌O111、大肠杆菌O121和大肠杆菌O145、志贺菌种(Shigella 

species)、沙门氏菌种、邦戈尔沙门氏菌(Salmonella  bongori)、肠道沙门氏菌、弯曲杆菌

种、小肠结肠炎耶尔森菌(Yersinia  enterocolitica)、假结核耶尔森菌(Yersinia 

pseudotuberculosis)、弧菌种(Vibrio  species)、霍乱弧菌(Vibrio  cholerae)、李斯特菌

种、单核细胞增生性李斯特菌、格氏李斯特菌(Listeria  grayii)、无害李斯特菌(Listeria 

innocua)、依氏李斯特菌(Listeria  ivanovii)、斯氏李斯特菌(Listeria  seeligeri)、威

氏李斯特菌(Listeria  welshmeri)、葡萄球菌种、凝固酶阴性葡萄球菌种、金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus  aureus)、蜡样芽孢杆菌(Bacillus  cereus)、枯草芽孢杆菌(Bacillus 

subtilis)、产气荚膜梭菌(Clostridium  perfringens)、肉毒梭状芽胞杆菌(Clostridium 

botulinum)、破伤风梭状芽胞杆菌(Clostridium  tetani)、产芽胞梭状芽胞杆菌

(Clostridium  sporogenes)、克罗诺杆菌种(Cronobacter  species)、阪崎克罗诺杆菌

(Cronobacter  sakazakii)(正式称为阪崎肠杆菌(Enterobacter  sakazakii))、链球菌种、

化脓链球菌(S.pyogenes)、微球菌种(Micrococcus  species)、假单胞菌种(Psuedomonas 

species)、绿脓假单胞菌(P.aeruginosa)、荧光假单胞菌(P.fluorescens)、恶臭假单胞菌

(P.putida)、军团菌种(Legionella  species)、沙雷氏菌种(Serratia  species)、肺炎克雷

伯菌、肠杆菌种(Enterobacter  species)、产碱杆菌种(Alcaligenes  species)、无色杆菌

种(Achromobacter  species)、酵母和霉菌，如曲霉种(Aspergillus  species)、青霉种

(Penicillium  species)、枝顶孢霉种(Acremonium  species)、枝孢霉种(Cladosporium 

species)、镰孢霉种(Fusarium  species)、毛霉种(Mucor  species)、根霉种(Rhizopus 

species)、葡萄穗霉种(Stachybotrys  species)、木霉种(Trichoderma  species)、交链孢

霉种(Alternaria  species)、地霉种(Geotrichum  species)、脉孢菌种(Neurospora 

species)、根毛霉种(Rhizomucor  species)、根霉种、黑粉菌种(Ustilago  species)、弯颈

霉种(Tolypocladium  species)、米佐卡霉种(Mizukabi  species)、伞菌霉种(Spinellus 

species)、枝孢霉种、交链孢霉种、葡萄孢种(Botrytis  species)、丛梗孢种(Monilia 
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species)、红曲霉种(Manoscus  species)、被孢霉种(Mortierella  species)、粉孢种

(Oidium  species)、卵孢霉种(Oosproa  species)、枝霉种(Thamnidium  species)、念珠菌

种(Candida  species)、酵母种(Saccharomyces  species)、发癣菌种(Trichophyton 

species)。

[0293] 另外，这些样品通常是针对指示生物体进行筛选，这些生物体包括(但不限于)大

肠菌群 (c o l i f o r m ) 、粪大肠菌群 (f e c a l  c o l i f o r m ) 、大肠杆菌、肠杆菌

(Enterobacteriaceae)、肠球菌种(Enterococcus  species)、大肠杆菌噬菌体或细菌噬菌

体。

[0294] 另外，一些样品是针对微生物的临床上显著的耐抗生素菌株进行筛选，这些菌株

包括(但不限于)耐甲氧西林金黄色葡萄球菌和耐万古霉素肠球菌种。

[0295] 可以根据本发明的实施方案检测的微生物包括(但不限于)革兰氏阴性细菌、革兰

氏阳性细菌、耐酸性革兰氏阳性细菌，以及真菌，包括酵母。根据本发明的一个实施方案，作

为本发明所公开的血液培养试验的目标的代表性细菌和真菌微生物(即，抗原)紧接着在下

文中提供。如在本文中的其它地方所提到，对紧接着在下文中呈现的抗原具有特异性的抗

体可以包括(但不限于)多克隆抗体、单克隆抗体、Fab'、Fab”、重组抗体、单链抗体(SCA)、人

源化抗体或嵌合抗体。在所有情况下，抗体将具有对紧接着在下文中列出的抗原具特异性

的一个或多个CDR。抗体在本领域中是已知的并且可容易地用于所选抗原。在一些情况下，

抗原存在于细胞表面上。在其它情况下，抗原从细胞中分泌并且以“游离抗原”的形式存在

于血液培养基中。在另外的其它情况下，可以同时测量游离和经结合的抗原以确认菌血症

或真菌血症。

[0296] 与在培养器皿中探寻的诊断信息无关，特异性结合成员将通常具有广泛特异性。

特异性结合成员可以是泛菌株、泛血清群、泛种或泛属。

[0297] 细菌细胞壁是复杂的半硬性结构，其界定生物体的形状，包围下面的脆弱细胞质

膜，并且保护细菌细胞免受外部环境影响侵扰。细菌细胞壁由被称为肽聚糖的大分子网状

物构成，其包含形成在细菌细胞周围的网格的碳水化合物和多肽。细菌细胞壁向细菌细胞

提供机械稳定性并且防止渗透性溶解。与本发明最相关的是细胞壁的化学组成，其用于区

分细菌的主要种类。

[0298] 不同种类的细菌的细胞壁在厚度、结构和组成方面可能大不相同。然而，存在两种

主要类型的细菌细胞壁，并且给定种类的细菌具有一种或另一种类型的细胞壁一般可以通

过细胞对某些染料的反应来确定。用于将细菌染色的大多数广泛使用的染料可能是革兰氏

染色剂。当用这种结晶紫和碘染色剂染色时，保留染色剂的细菌被称为革兰氏阳性的，并且

不保留染色剂的那些细菌被称为革兰氏阴性的。

[0299] 如本文所用的"革兰氏阳性细菌"意味着当暴露于革兰氏染色剂时保留染料并且

因此被染成蓝紫色的细菌的菌株、类型、种类或属。

[0300] 如本文所用的"革兰氏阴性细菌"意味着当暴露于革兰氏染色剂时不保留染料并

且因此不会被染成蓝紫色的细菌的菌株、类型、种类或属。一般熟练的从业者当然将认识

到，取决于染料的浓度和暴露的时长，革兰氏阴性细菌可以吸收很少量的革兰氏染色剂并

且变得染成淡蓝紫色。然而，与用相同配方的革兰氏染色剂染色相同的时间量的革兰氏阳

性细菌相比，革兰氏阴性细菌与革兰氏阳性细菌相比蓝紫色将淡得多。
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[0301] 代表性革兰氏阴性细菌包括(但不限于)肠杆菌科的细菌。肠杆菌科的代表性革兰

氏阴性细菌包括(但不限于)埃希氏菌属(Escherichia  genus)的细菌，如大肠杆菌种(模

型)。对肠杆菌科的革兰氏阴性细菌具有亲和力的适合结合成员(例如，抗体)包括(但不限

于)特异性地结合脂多糖(LPS)或外膜蛋白(OMP)的那些抗体。LPS脂质A组分、LPS  O区域以

及具有内核和外核区域的LPS核心可以充当对埃希氏菌属的革兰氏阴性细菌具有亲和力的

特异性结合成员的适合抗原。

[0302] 埃希氏菌属的代表性成员包括：非脱羧埃希氏菌(E.adecarboxylata)、艾伯特埃

希氏菌(E .albertii)、蟑螂埃希氏菌(E .blattae)、大肠杆菌、弗格森埃希氏菌

(E.fergusonii)、赫氏埃希氏菌(E.hermannii)和伤口埃希氏菌(E.vulneris)。

[0303] 肠杆菌科的另一个代表属是克雷伯菌属，包括(但不限于)肺炎克雷伯菌

(Klebsiella  pneumoniae)(模型)。对克雷伯菌属的革兰氏阴性细菌具有亲和力的适合结

合成员(例如，抗体)包括(但不限于)特异性地结合LPS、荚膜多糖(CPS)或K抗原(具有约50

至约70kDa的分子量的高分子量荚膜多糖)或OMP的那些。

[0304] 克雷伯菌属的代表性成员包括肉芽肿克雷伯菌(K.granulomatis)、移动克雷伯菌

(K.mobilis)、解鸟氨酸克雷伯菌(K.ornithinolytica)、产酸克雷伯菌(K.oxytoca)、臭鼻

克雷伯菌(K.ozaenae)、植生克雷伯菌(K.planticola)、肺炎克雷伯菌、鼻硬结克雷伯菌

(K .rhinoscleromatis)、新加坡克雷伯菌(K .singaporensis)、土生克雷伯菌

(K.terrigena)、特氏克雷伯菌(K.trevisanii)和黑座克雷伯菌(K.varricola)。

[0305] 革兰氏阴性细菌还包括属于衣原体科(Chlamydiaceae  family)的细菌。衣原体科

的代表性革兰氏阴性细菌包括(但不限于)衣原体属(Chlamydia  genus)的细菌，如沙眼衣

原体种(C.trachomatis  species)(模型)。对衣原体科的革兰氏阴性细菌具有亲和力的适

合结合成员(例如，抗体)包括(但不限于)特异性地结合脂多糖(LPS)或外膜蛋白(OMP)，包

括主要外膜蛋白(MOMP)的那些。

[0306] 衣原体属的代表性成员包括：鼠衣原体(C.muridarum)、猪衣原体(C.suis)和沙眼

衣原体。

[0307] 适合的革兰氏阴性细菌还可以包括属于以下的那些细菌：假单胞菌属

(Pseud omonas  g enus) ，包括(但不限于)绿脓假单胞菌(模型)；寡养单胞菌属

(Stenotrophomonas  genus)，包括(但不限于)嗜麦芽寡养单胞菌(S.maltophilia)(模型)；

以及不动杆菌属(Acinetobacter  genus)，包括(但不限于)鲍曼不动杆菌(A.baumannii)

(模型)。由对假单胞菌属的革兰氏阴性细菌具有亲和力的特异性结合成员识别的适合抗原

包括(但不限于)LPS、OMP、铁调节膜蛋白(IRMP)、鞭毛蛋白、胞外粘液多糖(MEP)和外膜蛋白

F(OprF)。由对寡养单胞菌属的革兰氏阴性细菌具有亲和力的特异性结合成员识别的适合

抗原包括(但不限于)LPS、鞭毛蛋白、主要细胞外蛋白酶、OMP、结合到IgG  Fc的30kDa暴露蛋

白，以及48.5kDa膜蛋白。由对不动杆菌属的革兰氏阴性细菌具有亲和力的特异性结合成员

识别的适合抗原包括(但不限于)LPS、具有D‑rhamos的LPS、Bap(生物膜相关因子)、荚膜多

糖(CPS)和OMP。

[0308] 代表性革兰氏阳性细菌包括(但不限于)微球菌科(Micrococcaceae  family)的细

菌。微球菌科的革兰氏阳性细菌包括(但不限于)葡萄球菌属的细菌，包括表皮葡萄球菌种

(模型)。对革兰氏阳性细菌具有亲和力的适合结合成员(例如，抗体)包括(但不限于)特异
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性地结合到脂磷壁酸(LTA)、肽聚糖、生物膜抗原(包括140/200‑kDa生物膜抗原)和20‑kDa

多糖(PS)或脂质S(磷酸甘油‑糖脂)的那些。对葡萄球菌属的革兰氏阳性细菌(包括(但不限

于)金黄色葡萄球菌)具有亲和力的其它适合结合成员包括特异性地结合以下的那些：磷壁

酸、识别粘附基质分子的微生物表面组分(MSCRAMMS)、铁应答表面决定子A(IsdA)、110kDa、

98kDa和67kDa蛋白质、RNAIII活化蛋白(RAP)、RNAIII活化蛋白的靶标(TRAP)、α毒素、聚‑n‑

琥珀酰基β‑1‑6‑葡糖胺(PNSG)、脂肪酶、葡萄球菌溶血素、FnBPA、FnBPB、免疫显性葡萄球菌

抗原、荚膜多糖，或与甲氧西林耐药性相关的细胞表面抗原。

[0309] 葡萄球菌属的代表性成员包括：金黄色葡萄球菌、耳葡萄球菌(S.auricularis)、

头状葡萄球菌(S.capitis)、山羊葡萄球菌(S.caprae)、科氏葡萄球菌(S.cohnii)、表皮葡

萄球菌、猫葡萄球菌(S .felis)、溶血葡萄球菌(S .haemolyticus)、人葡萄球菌

(S.hominis)、中间葡萄球菌(S.intermedius)、路邓葡萄球菌(S.lugdunensis)、皮氏葡萄

球菌(S .pe tte n k of e ri)、腐生葡萄球菌(S .sa pro phy ti c us)、施氏葡萄球菌

(S.schleiferi)、模仿葡萄球菌(S.simulans)、小牛葡萄球菌(S.vitulus)、沃氏葡萄球菌

(S.warneri)和木糖葡萄球菌(S.xylosus)。

[0310] 其它代表性的革兰氏阳性细菌包括肠球菌属的细菌，包括(但不限于)粪肠球菌

(也被称为D群链球菌)和屎肠球菌。对粪肠球菌具有亲和力的适合结合成员(例如，抗体)包

括(但不限于)特异性地结合到脂磷壁酸(LTA)、胶原蛋白结合表面抗原(CNA)、聚集物质

(AS)、荚膜多糖、磷壁酸样荚膜多糖、Esp基因产物、Gls24、Epa基因产物、Ace(ECM结合子)或

肽聚糖的那些。对粪肠球菌具有亲和力的适合结合成员(例如，抗体)包括(但不限于)特异

性地结合到ACM蛋白质(胶原蛋白结合子)或SagA蛋白质的那些。

[0311] 代表性的耐酸性革兰氏阳性细菌包括(但不限于)分枝杆菌科(Mycobacteriaceae 

family)的细菌。分枝杆菌科的耐酸性革兰氏阳性细菌包括(但不限于)分枝杆菌属

(Mycobacterium  genus)的细菌，如牛分枝杆菌(M .bovis) (模型)种和结核分枝杆菌

(M.tuberculosis)的种(模型)。对耐酸性革兰氏阳性细菌具有亲和力的适合结合成员(例

如，抗体)包括(但不限于)特异性地结合到阿拉伯甘露聚糖(AM)、脂阿拉伯甘露聚糖(LAM)

或38kDa抗原的那些。

[0312] 分枝杆菌属的代表性成员包括：脓肿分枝杆菌(M .abscessus)、非洲分枝杆菌

(M.africanum)、田野分枝杆菌(M.agri)、爱知分枝杆菌(M.aichiense)、蜂房分枝杆菌

(M.alvei)、阿朋分枝杆菌(M.arupense)、亚洲分枝杆菌(M.asiaticum)、欧巴涅分枝杆菌

(M.aubagnense)、牡牛分枝杆菌(M.aurum)、南非分枝杆菌(M.austroafricanum)、鸟分枝杆

菌复合群(Mycobacterium  avium  complex；MAC)(包括鸟分枝杆菌(M.avium)、鸟型分枝杆

菌副结核亚种(M .avium  paratuberculosis)、鸟分枝杆菌森林土壤亚种(M .avium 

silvaticum)、鸟分枝杆菌“人和猪亚种(hominissuis)”)、波氏分枝杆菌(M.boenickei)、波

希米亚分枝杆菌(M .bohemicum)、博氏分枝杆菌(M .bolletii)、波特尼分枝杆菌

(M .botniense)、牛分枝杆菌、德氏分枝杆菌(M .branderi)、布里斯班分枝杆菌

(M.brisbanense)、雾分枝杆菌(M.brumae)、加那利群岛分枝杆菌(M.canariasense)、山羊

分枝杆菌(M.caprae)、隐藏分枝杆菌(M.celatum)、龟分枝杆菌(M.chelonae)、嵌合分枝杆

菌(M.chimaera)、千田分枝杆菌(M.chitae)、氯酚分枝杆菌(M.chlorophenolicum)、楚布分

枝杆菌(M .chubuense)、哥伦比亚分枝杆菌(M .colombiense)、康赛医院分枝杆菌
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(M.conceptionense)、汇合分枝杆菌(M.confluentis)、出众分枝杆菌(M.conspicuum)、库

氏分枝杆菌(M .coo k i i)、染料分枝杆菌(M .cos m e ti c um)、迪尔诺弗分枝杆菌

(M.diernhoferi)、多利分枝杆菌(M.doricum)、杜氏分枝杆菌(M.duvalii)、象分枝杆菌

(M.elephantis)、诡诈分枝杆菌(M.fallax)、鼻疽分枝杆菌(M.farcinogenes)、转黄分枝杆

菌(M .f la v e s c e n s)、佛罗伦萨分枝杆菌(M .f l o re n t i n um)、食突蒽分枝杆菌

(M.fluoroanthenivorans)、偶发分枝杆菌(M.fortuitum)、偶发分枝杆菌解乙酰氨亚种

(M.fortuitum  subsp.acetamidolyticum)、腓特烈斯堡分枝杆菌(M.frederiksbergense)、

加地斯分枝杆菌(M.gadium)、胃分枝杆菌(M.gastri)、日内瓦分枝杆菌(M.genavense)、浅

黄分枝杆菌(M.gilvum)、古地分枝杆菌(M.goodii)、戈登分枝杆菌(M.gordonae)、嗜血分枝

杆菌(M.haemophilum)、哈斯分枝杆菌(M.hassiacum)、半岛分枝杆菌(M.heckeshornense)、

海德堡分枝杆菌(M.heidelbergense)、爱尔兰分枝杆菌(M.hiberniae)、霍氏分枝杆菌

(M.hodleri)、荷斯坦分枝杆菌(M.holsaticum)、休斯顿分枝杆菌(M.houstonense)、免疫原

分枝杆菌(M .imm unog enum)、中庸分枝杆菌(M .inte rjectum)、中间分枝杆菌

(M.intermedium)、胞内分枝杆菌(M.intracellulare)、堪萨斯分枝杆菌(M.kansasii)、科

莫斯分枝杆菌(M .komossense)、库比尔分枝杆菌(M .kubicae)、熊本分枝杆菌

(M.kumamotonense)、拉克丝分枝杆菌(M.lacus)、缓黄分枝杆菌(M.lentiflavum)、麻风分

枝杆菌(M .leprae)、鼠麻风分枝杆菌(M .lepraemurium)、马达加斯加分枝杆菌

(M .madagasca riense)、马德里分枝杆菌(M .mageritense)、玛尔摩分枝杆菌

(M.malmoense)、海分枝杆菌(M.marinum)、马赛分枝杆菌(M.massiliense)、田鼠分枝杆菌

(M.microti)、摩纳哥分枝杆菌(M.monacense)、摩特弗分枝杆菌(M.montefiorense)、莫里

奥卡分枝杆菌(M .moriokaense)、产粘液分枝杆菌(M .mucogenicum)、墙壁分枝杆菌

(M.murale)、内布拉斯加分枝杆菌(M.nebraskense)、新金色分枝杆菌(M.neoaurum)、新奥

尔良分枝杆菌(M.neworleansense)、无色分枝杆菌(M.nonchromogenicum)、新卡城分枝杆

菌(M.novocastrense)、奥布分枝杆菌(M.obuense)、沼泽分枝杆菌(M.palustre)、副偶发分

枝杆菌(M.parafortuitum)、副瘰疬分枝杆菌(M.parascrofulaceum)、帕尔马分枝杆菌

(M.parmense)、外来分枝杆菌(M.peregrinum)、草分枝杆菌(M.phlei)、福西亚分枝杆菌

(M.phocaicum)、海豹分枝杆菌(M.pinnipedii)、猪分枝杆菌(M.porcinum)、多孔分枝杆菌

(M.poriferae)、假石氏分枝杆菌(M.pseudoshottsii)、粉尘分枝杆菌(M.pulveris)、耐冷

分枝杆菌(M.psychrotolerans)、食花分枝杆菌(M.pyrenivorans)、罗得西亚分枝杆菌

(M .rhodesiae)、萨斯喀彻温分枝杆菌(M .saskatchewanense)、瘰疬分枝杆菌

(M.scrofulaceum)、塞内加尔分枝杆菌(M.senegalense)、首尔分枝杆菌(M.seoulense)、脓

毒分枝杆菌(M.septicum)、下出分枝杆菌(M.shimoidei)、石氏分枝杆菌(M.shottsii)、猿

分枝杆菌(M.simiae)、耻垢分枝杆菌(M.smegmatis)、泥炭藓分枝杆菌(M.sphagni)、斯氏分

枝杆菌(M.szulgai)、土地分枝杆菌(M.terrae)、耐高温分枝杆菌(M.thermoresistibile)、

东海分枝杆菌(M.tokaiense)、三重分枝杆菌(M.triplex)、次要分枝杆菌(M.triviale)、结

核分枝杆菌复合群(Mycobacterium  tuberculosis  complex；MTBC)(包括结核分枝杆菌)、

牛分枝杆菌、牛分枝杆菌BCG、非洲分枝杆菌、卡氏分枝杆菌(M.canetti)、山羊分枝杆菌、海

豹分枝杆菌'、托斯卡纳分枝杆菌(M.tusciae)、溃疡分枝杆菌(M.ulcerans)、母牛分枝杆菌

(M.vaccae)、土壤分枝杆菌(M.vanbaalenii)、沃林斯基分枝杆菌(M.wolinskyi)和蟾蜍分
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枝杆菌(M.xenopi)。

[0313] 代表性真菌(包括酵母)包括(但不限于)酵母菌科(Saccharomycetaceae 

family)，包括念珠菌属，如白色念珠菌(模型)。对属于念珠菌属的真菌具有亲和力的适合

结合成员(例如，抗体)包括(但不限于)特异性地结合到甘露聚糖、磷酸甘露聚糖、甘露糖蛋

白58(mp58)、半乳甘露聚糖、β‑D‑葡聚糖、金属阿拉伯糖醇、细胞壁相关的甘油醛‑3‑磷酸脱

氢酶、烯醇酶‑(47/48kDa)、分泌型天门冬氨酰蛋白酶(SAP)或热休克蛋白90(HSP‑90)的那

些。

[0314] 念珠菌属的代表性成员包括：阿塞念珠菌(C.aaseri)、白色念珠菌、安帕念珠菌

(C.amapae)、安托米念珠菌(C.anatomiae)、安库登念珠菌(C.ancudensis)、安替兰念珠菌

(C .antillancae)、阿匹考念珠菌(C .apicola)、蜜蜂念珠菌(C .apis)、大西洋念珠菌

(C.atlantica)、阿莫非念珠菌(C.atmosphaerica)、奥净念珠菌(C.auringiensis)、奥曲玛

念珠菌(C.austromarina)、阿兹玛念珠菌(C.azyma)、比奇念珠菌(C.beechii)、贝塔念珠菌

(C.bertae)、伯塞特念珠菌(C.berthetii)、布兰克念珠菌(C.blankii)、博伊丁念珠菌

(C .boidinii)、博替考念珠菌(C .boleticola)、博比念珠菌(C .bombi)、水解念珠菌

(C.bombicola)、布尼丝念珠菌(C.buinensis)、丁酸念珠菌(C.butyri)、卡塔尔念珠菌

(C.cantarellii)、卡瑟替卡念珠菌(C.caseinolytica)、卡斯特念珠菌(C.castellii)、卡

斯滕念珠菌(C.castrensis)、链状念珠菌(C.catenulata)、智利念珠菌(C.chilensis)、奇

普特念珠菌(C.chiropterorum)、柯氏念珠菌(C.chodatii)、西弗念珠菌(C.ciferrii)、考

泊莫念珠菌(C .c o i p o m o e n s i s) 、球聚念珠菌(C .c o n g l o ba t a) 、圆柱念珠菌

(C.cylindracea)、登德卡念珠菌(C.dendrica)、登若玛念珠菌(C.dendronema)、肉苁蓉念

珠菌(C.deserticola)、迪丹氏念珠菌(C.diddensiae)、叉开念珠菌(C.diversa)、德迪斯念

珠菌(C.drimydis)、都柏林念珠菌(C.dubliniensis)、艾达克念珠菌(C.edax)、嗜虫念珠菌

(C.entomophila)、加斯藤念珠菌(C.ergastensis)、欧诺比念珠菌(C.ernobii)、乙醇念珠

菌(C.ethanolica)、狼毒念珠菌(C.euphorbiae)、恩弗比念珠菌(C.euphorbiiphila)、费比

恩念珠菌(C .fabianii)、法氏念珠菌(C .famata)、法氏念珠菌法氏变种(C .famata 

var.famata)、法氏念珠菌弗兰变种(C.famata  var.flareri)、芬尼卡念珠菌(C.fennica)、

费替卡念珠菌(C .fermenticarens)、非蒙塔念珠菌(C .firmetaria)、叶生壳念珠菌

(C.floricola)、弗伐利斯念珠菌(C.fluviatilis)、弗里斯念珠菌(C.freyschussii)、弗里

德假念珠菌(C.friedrichii)、弗土司念珠菌(C.fructus)、卡拉狄加念珠菌(C.galacta)、

戈卡瑞斯念珠菌(C.geochares)、光滑念珠菌(C.glabrata)、团念珠菌(C.glaebosa)、格鲁

索非念珠菌(C .glucosophila)、葛罗氏念珠菌(C .gropengiesseri)、季也蒙念珠菌

(C .g u i l l i e r m o n d i i ) 、季也蒙念珠菌季也蒙变种 (C .g u i l l i e r m o n d i i 

v a r .g u i l l i e r m o n d i i ) 、季也蒙念珠菌璞膜变种 (C .g u i l l i e r m o n d i i 

var.membranaefaciens)、希木龙念珠菌(C.haemulonii)、虫群念珠菌(C.homilentoma)、短

小念珠菌(C.humilis)、异常念珠菌(C.incommunis)、平常念珠菌(C.inconspicua)、虫生念

珠菌(C.insectalens)、虫念珠菌(C.insectamans)、昆虫念珠菌(C.insectorum)、中间念珠

菌(C.intermedia)、斯瓦达念珠菌(C.ishiwadae)、卡拉维念珠菌(C.karawaiewii)、乳酒念

珠菌(C.kefyr)、克瑞斯念珠菌(C.krissii)、克鲁伊念珠菌(C.kruisii)、克鲁斯氏念珠菌

(C.krusei)、炼乳念珠菌(C.lactis‑condensi)、劳瑞丽念珠菌(C.laureliae)、溶脂念珠菌
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(C.lipolytica)、兰奎恩斯念珠菌(C.llanquihuensis)、罗德念珠菌(C.lodderae)、葡萄牙

念珠菌(C.lusitaniae)、乐克索念珠菌(C.lyxosophila)、木兰念珠菌(C.magnoliae)、麦牙

糖念珠菌(C.maltosa)、海洋念珠菌(C.maris)、滨海念珠菌(C.maritima)、口津念珠菌

(C.melibiosica)、璞膜念珠菌(C.membranifaciens)、肠系膜念珠菌(C.mesenterica)、美

索萨念珠菌(C.methanosorbosa)、米氏念珠菌(C.milleri)、莫格念珠菌(C.mogii)、莫塔那

念珠菌(C.montana)、穆戈米念珠菌(C.multigemmis)、穆萨念珠菌(C.musae)、纳登念珠菌

(C.naeodendra)、那他念珠菌(C.natalensis)、奈莫念珠菌(C.nemodendra)、挪威念珠菌

(C.norvegensis)、诺维吉念珠菌(C.norvegica)、奥丁瓦念珠菌(C.odintsovae)、橄榄念珠

菌(C.oleophila)、奥里戈念珠菌(C.oregonensis)、卵形念珠菌(C.ovalis)、抗草甘膦念珠

菌(C .pa l m i o l e o p h i l a)、帕鲁迪格念珠菌(C .pa l ud i g e n a)、近平滑念珠菌

(C.parapsilosis)、近皱褶念珠菌(C.pararugosa)、薄膜念珠菌(C.pelliculosa)、盾状念

珠菌(C.peltata)、裴休斯念珠菌(C.petrohuensis)、匹纳丽念珠菌(C.pignaliae)、松木层

念珠菌(C.pini)、杨树念珠菌(C.populi)、拟间型念珠菌(C.pseudointermedia)、拟郞比可

念珠菌(C.pseudolambica)、嗜冷念珠菌(C.psychrophila)、铁红念珠菌(C.pulcherrima)、

桔念珠菌(C.quercitrusa)、栎柱念珠菌(C.quercuum)、瑞氏念珠菌(C.railenensis)、拉考

夫念珠菌(C.reukaufii)、鹬虻念珠菌(C.rhagii)、粗壮念珠菌(C.robusta)、皱膜念珠菌

(C.rugopelliculosa)、皱褶念珠菌(C.rugosa)、萨托安念珠菌(C.saitoana)、清酒念珠菌

(C.sake)、赛丽达念珠菌(C.salida)、萨地念珠菌(C.salmanticensis)、圣塔玛丽埃念珠菌

(C.santamariae)、散本司念珠菌(C.santjacobensis)、萨沃尼卡念珠菌(C.savonica)、沙

塔夫念珠菌(C .schatavii)、瑟曲恩丝念珠菌(C .sequanensis)、休哈塔念珠菌

(C.shehatae)、休哈塔念珠菌因赛托变种(C.shehatae  var.Insectosa)、休哈塔念珠菌利

诺萨变种(C .shehatae  var .lignosa)、休哈塔念珠菌休哈塔变种(C .shehatae 

var.shehatae)、马肠念珠菌(C.silvae)、林木念珠菌(C.silvanorum)、丝瓦替卡念珠菌

(C.silvatica)、丝维库念珠菌(C.silvicultrix)、马铃薯念珠菌(C.solani)、索诺拉念珠

菌(C .sonorensis)、索非瑞纳念珠菌(C .sophiae‑reginae)、索伯非那念珠菌

(C.sorbophila)、蝇粪念珠菌(C.sorbosa)、山梨木糖念珠菌(C.sorboxylosa)、斯潘多维念

珠菌(C.spandovensis)、星形念珠菌(C.stellata)、萨菲念珠菌(C.succiphila)、司西念珠

菌(C.suecica)、坦扎瓦丝念珠菌(C.tanzawaensis)、塔佩念珠菌(C.tapae)、埃切念珠菌

(C .techellsii)、纤细念珠菌(C .tenuis)、托雷斯念珠菌(C .torresii)、热带念珠菌

(C.tropicalis)、特苏奇亚念珠菌(C.tsuchiyae)、产朊念珠菌(C.utilis)、瓦辛尼念珠菌

(C.vaccinii)、瓦尔维亚念珠菌(C.valdiviana)、粗状念珠菌(C.valida)、范德念珠菌

(C.vanderwaltii)、瓦尔念珠菌(C.vartiovaarae)、耐盐念珠菌(C.versatilis)、糖尿念珠

菌(C.vini)、维斯念珠菌(C.viswanathii)、魏氏念珠菌(C.wickerhamii)、赞斯托念珠菌

(C.xestobii)和涎沫念珠菌(C.zeylanoides)。

[0315] 对耐甲氧西林金黄色葡萄球菌(MRSA)菌株具有特异性的治疗性抗体(如

AurograbTM)也可以在捕获或指示表面上使用。同样地，对热休克蛋白HSP90具有特异性的治

疗性单克隆抗体(mab)MyograbTM(依芬古单抗(Efungumab))可以用于检测白色念珠菌。

[0316] 本发明所公开的SERS活性指示剂粒子可以与许多其它可以存在于培养环境中的

光学活性物质区分开来，这些光学活性物质如用于支持生长的培养基的组分、全血、SPS抗
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凝剂、食品颗粒和添加剂。此外，特异性SERS活性指示剂粒子展现必要的信号强度以允许检

测少量的细菌细胞。另外，多种SERS活性指示剂粒子，各自具有独特的SERS特征图，允许血

液培养样品针对可以通常在哺乳动物(例如人)血液中发现的多个微生物(例如，二十个)中

的任一者进行询查。在这些实施方案中，每种特定微生物的检测可以同时进行，这在本文中

被称作“多重试验”。

[0317] 根据一个实施方案，例如血液培养，本发明所公开的多重试验的主要目标包括：凝

固酶阴性葡萄球菌、金黄色葡萄球菌、粪肠球菌、大肠杆菌、肺炎克雷伯菌、屎肠球菌、草绿

色链球菌(Viridans  group  Streptococci)、绿脓假单胞菌、肺炎链球菌、阴沟肠杆菌、粘质

沙雷氏菌、鲍曼不动杆菌、奇异变形杆菌、无乳链球菌、产酸克雷伯菌、产气肠杆菌、嗜麦芽

寡养单胞菌、弗氏柠檬酸杆菌、化脓链球菌和鸟肠球菌。在一些实施方案中，这多个目标可

以通过本发明所公开的多重试验同时检测。

[0318] IV.代表性培养基

[0319] 适合与本发明的实施方案一起使用的代表性培养基紧接着在下文中提供。本领域

的一般技术人员将认识到，本发明所公开的配方可以作修改以满足特定的性能需求。另外，

取决于特定应用，这些配方中可以安置有CO2、O2、N2和其组合，以形成适合于需氧、厌氧或微

量需氧的生长的环境。任选地，一些培养基含有吸附剂以从培养基中分离(即，去除)干扰

物，如抗生素，或可以存在于受试者的血液样品中的免疫元素，或在培养期间产生的代谢

物。参看例如美国专利号5 ,624 ,814，其以全文引用的方式并入本文中。举例来说，

BDBACTECTM  Media  Plus  Anaerobic/F、BD  BACTECTM  Plus  Aerobic/F和BD  BACTECTM  PEDS 

Plus/F，其中每一个可获自Becton ,Dickinson ,and  Company(Franklin  Lakes ,New 

Jersey)，全部含有用于分离抗生素的树脂，这些抗生素以其它方式可以抑制血液培养基中

的微生物生长。树脂的直径基本上大于血液的任何组分并且比血液中所发现的哺乳动物细

胞更坚硬。培养吸收剂的另一个实例是用于选择性地培养食品和环境样品中的沙门氏菌的

各种连四硫酸盐肉汤配方中所发现的沉淀碳酸钙(1％‑2.5％w/v)。碳酸钙颗粒中和了通过

使沙门氏菌生长而还原连四硫酸盐所产生的硫酸。

[0320] A.BD  BACTECTM  Myco/F溶解培养小瓶

[0321] BD  BACTECTM  Myco/F溶解培养小瓶支持需氧微生物的生长和检测。更具体地说，BD 

BACTECTM  Myco/F溶解培养小瓶是将要用作需氧血液培养基的辅助物的非选择性培养基用

于从血液样本中回收分枝杆菌以及从血液和无菌体液中回收酵母和真菌。

[0322] 结核分枝杆菌(MTB)和除结核分枝杆菌之外的分枝杆菌(MOTT)，尤其是鸟分枝杆

菌复合群(MAC)，变得复兴起来。从1985年到1992年，MTB病例的数目据报道增加了18％。在

1981年与1987年之间，AIDS病例监控指示，5.5％的AIDS患者具有播散性非结核分枝杆菌感

染，例如MAC。截止1990年，播散性非结核分枝杆菌感染的病例增加已经导致7.6％的累计发

病率。自20世纪80年代早期以来，真菌血症的发病率也稳步地增加。这些增加加强了对用于

真菌血症和结核菌血症的有效诊断程序的需要。

[0323] 本发明所公开的配方的组分可以包括(但不限于)提供用于分枝杆菌和真菌的特

定菌株的铁源的柠檬酸铁铵或等价物、皂角苷或等价的血液溶解剂，以及用以提供营养补

充物的特定蛋白质和糖。

[0324] B.BD  BACTECTM  12B分枝杆菌培养小瓶Middlebrook  7H12
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[0325] 定性的BACTECTM  12B分枝杆菌培养基可以用于从临床样本、唾液、胃液、尿液、组

织、粘液脓性样本、其它体液和其它呼吸道分泌物中培养和回收分枝杆菌，区分结核分枝杆

菌复合群与其它分枝杆菌，以及结核分枝杆菌的药物敏感性测试。

[0326] C.BACTECTM  LYTIC/10  Anaerobic/F培养小瓶

[0327] BACTECTM  LYTIC/10  Anaerobic/F  BACTECTM  LYTIC/10  Anaerobic/F培养基还适

用于本发明的实施方案。

[0328] D.BACTECTM  Plus  Aerobic/F*和Plus  Anaerobic/F*培养小瓶大豆酪蛋

[0329] 白消化肉汤

[0330] BACTECTM  Plus  Aerobic/F和Plus  Anaerobic/F培养基提供了用于从血液中培养

和回收微生物(细菌和酵母)的定性程序并且已经过配制以允许添加多达10mL的血液。添加

这些更大的样品体积使得总检测率更高和检测时间更早。

[0331] E.BD  BACTECTM  Standard  Anaerobic/F培养小瓶大豆酪蛋白消化

[0332] BD  BACTECTM  Standard  Anaerobic/F培养小瓶大豆酪蛋白消化肉汤提供了用于从

血液中培养和回收厌氧微生物的定性程序。

[0333] F.BD  BACTECTM  PEDS  PLUSTM/F培养小瓶

[0334] BACTECTM培养小瓶类型PEDS  PLUSTM/F(含CO2的富集大豆酪蛋白消化肉汤)意图与

需氧培养一起使用并且提供了从体积一般小于3mL的儿科和其它血液样本中培养和回收需

氧微生物(主要是细菌和酵母)。

[0335] G.Standard/10  Aerobic/F培养小瓶

[0336] BACTECTM  Standard/10  Aerobic/F培养小瓶(含CO2的富集大豆酪蛋白消化肉汤)

意图用于需氧血液培养中并且提供了从血液中培养和回收需氧微生物(细菌和酵母)。

[0337] H.BacT/ALERTTM培养小瓶

[0338] BacT/ALERTTM  FAN、BacT/ALERTTM  FN和BacT/ALERTTM  SN培养小瓶(bioMérieux,

Durham,NC)意图用于厌氧血液培养中并且提供了从血液中培养和回收厌氧微生物(细菌和

酵母)。

[0339] I.选择性大肠杆菌培养基

[0340] 具有丙酮酸盐(mBPWp)和吖啶黄‑头孢磺啶‑万古霉素(Acriflavin‑Cefsulodin‑

Vancomycin；ACV)补充物的改良缓冲蛋白胨水是由FDA细菌学分析手册(Bacteriological 

Analytical  Manual；BAM)指定的用于富集样品以供检测致泻性大肠杆菌的培养基。

[0341] J.选择性李斯特菌培养基

[0342] Frasier肉汤基础和Fraser肉汤补充物用于选择性地富集和检测李斯特菌种。

USDA微生物实验室指南(Microbiological  Laboratory  Guidebook；MLG)推荐在测试红肉、

家禽、鸡蛋和环境样品中的单核细胞增生性李斯特菌(L.monocytogenes)时使用Fraser肉

汤(USDAMLG第8.07章，修订8/3/09)。

[0343] K.选择性沙门氏菌培养基

[0344] 连四硫酸盐基础肉汤Hajna是经设计用于选择性富集沙门氏菌的培养基。连四硫

酸盐是通过在正要富集之前添加碘和碘化钾来产生。US D A微生物实验室手册

(Microbiological  Laboratory  Manual)规定这种肉汤用于选择性富集肉类、家禽、巴氏杀

菌蛋和鲶鱼产品中的沙门氏菌(USDA  MLG第4.05章，1/20/11修订)。
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[0345] L.沙门氏菌培养基

[0346] 除了上文所列的培养基以外，存在若干种在本领域中通常已知的肉汤来培养或维

持沙门氏菌，包括(但不限于)脑心浸液肉汤、亮绿磺胺增菌液(BD  DifcoTM)、改良亮绿肉汤

(BD  DifcoTM)、缓冲蛋白胨水(BDDifcoTM)、缓冲蛋白胨酪蛋白水(BD  DifcoTM)、Dey‑Engly肉

汤(BDDifcoTM)、EE肉汤Mossel增菌液(BD  DifcoTM)、革兰氏阴性肉汤(BDDifcoTM)、革兰氏阴

性肉汤Hajna(BD  DifcoTM)、乳糖肉汤(BDDifcoTM)、Letheen肉汤(BD  DifcoTM)、赖氨酸脱羧

酶肉汤、M肉汤(BDDifcoTM)、丙二酸盐肉汤(BD  DifcoTM)、MR‑VP肉汤、营养肉汤、沙门氏菌一

步法肉汤(Oxoid)、酚红碳水化合物肉汤(BD  BBLTM)、氰化钾肉汤、紫色碳水化合物肉汤(BD 

BBL T M)、 沙门氏菌初级培养基(SDIX)、含补充物的

SELECTTM沙门氏菌初级培养基(SDIX)、 SELECTTM沙门氏菌二级培养基

(SDIX)、氯化镁孔雀绿培养基(Rappaport‑Vassiliadis  Medium)、改良氯化镁孔雀绿培养

基、氯化镁孔雀绿R10肉汤(BD  DifcoTM)、氯化镁孔雀绿沙门氏菌(RVS)大豆肉汤(BD 

DifcoTM)、氯化镁孔雀绿大豆蛋白胨肉汤、亚硒酸盐肉汤(BD  DifcoTM)、亚硒酸盐F肉汤(BD 

BBLTM)、亚硒酸盐胱氨酸肉汤(BD  DifcoTM)、连四硫酸盐肉汤、连四硫酸盐(Hajna)肉汤、胰

蛋白胨肉汤、胰化酪蛋白大豆肉汤、含硫酸亚铁的胰化酪蛋白大豆肉汤、通用前增菌肉汤、

不含柠檬酸铁铵的通用前增菌肉汤，以及尿素肉汤。

[0347] M.李斯特菌培养基

[0348] 除了上文所列的培养基以外，存在若干种在本领域中通常已知的肉汤来培养或维

持李斯特菌，包括(但不限于)脑心浸液(BHI)肉汤、缓冲李斯特菌增菌肉汤(BLEB)、营养肉

汤、紫色碳水化合物发酵肉汤基础(M13015)(含有葡萄糖、七叶苷、麦芽糖、鼠李糖、甘露糖醇

和木糖的0.5％溶液)、SIM培养基、含0.6％酵母提取物的胰化酪蛋白大豆肉汤、胰蛋白胨肉

汤、改良佛蒙特大学(UVM)肉汤、吗啉丙磺酸缓冲李斯特菌增菌肉汤(MOPS‑BLEB)、Demi‑

Frasier、Fraser肉汤、李斯特菌增菌肉汤(BD  DifcoTM,Oxoid)、李斯特菌One肉汤(Oxoid)、

含补充物的 李斯特菌培养基(SDIX)，以及 李斯特菌

F.A.S.T.TM培养基(SDIX)。

[0349] V.代表性样品

[0350] 存在于受测试的样品中的一种或多种微生物的量可以用浓度表示。浓度可以表示

为定性值，例如阴性或阳性型结果，例如“是”或“否”的应答，这指示了微生物的存在或不存

在，或表示为定量值。此外，培养样品中给定微生物的浓度可以用相对量或绝对量报道，例

如“定量值”。

[0351] 微生物的量(即，浓度)可以等于零，这指示了所探寻的特定分析物不存在或特定

分析物的浓度低于试验的检测限。所测量的量可以是信号，例如SERS信号，而没有任何另外

的测量或操作。或者，所测量的量可以表示为特定微生物的测量值与另一种化合物(包括

(但不限于)标准微生物或另一种微生物)的测量值的差异、百分比或比率。差异可以是负

的，这指示了所测量的微生物的量减少。量还可以表示为在不同时间点测量的微生物本身

的差异或比率。微生物的量可以直接从所产生的信号确定，或所产生的信号可以用于算法

中，其中这种算法经设计以将所产生的信号的值与样品中微生物的量相关联。如上文所论

述，本发明的实施方案可与能够实时测量一种或多种微生物的浓度的装置一起使用。
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具体实施方式

[0352] 已经包括了以下实施例以向本领域的一般技术人员提供指导来实施本发明所公

开的主题的代表性实施方案。鉴于本公开和本领域中的一般技术水平，技术人员可以了解，

以下实施例意图仅仅是示例性的并且在不脱离本发明所公开的主题的范围的情况下可以

采用众多变化、修改和变更。以下实施例是作为说明并且不是作为限制而提供。

[0353] 实施例1

[0354] SERS  HNW试剂对大肠杆菌的检测时间的影响

[0355] 图54示出了比较在有和没有适合用于本发明的多个实施方案中的SERS  HNW试剂

的情况下血液培养样品的大肠杆菌生长的检测时间的实验的结果。

[0356] 在这个实施例中，通过用70％乙醇洗涤使未偶联的SERS活性指示剂粒子(SERS 

440标签)和未偶联的磁性捕获粒子( 珠粒)灭菌。然后，将经灭菌的SERS活性指示

剂粒子和磁性捕获粒子添加到用大肠杆菌接种的BACTECTM  Standard/10  Aerobic/F培养基

瓶中。比较有和没有HNW试验试剂的瓶中用BACTECTM  9050传感器检测的大肠杆菌生长的检

测时间。包括没有大肠杆菌但有和没有HNW试验试剂的BACTECTM瓶作为阴性对照。可以看出，

BACTECTM检测时间不受这个实验中SERS活性指示剂粒子和磁性粒子的存在所影响。因此，

SERS  HNW试验试剂不会显著影响微生物生长的能力。

[0357] 实施例2

[0358] 重复团化与微生物生长相容

[0359] 图55示出了在实验过程中监测鼠伤寒沙门氏菌生长以确定团化是否负面影响生

物体生长的实验的结果。

[0360] 在这个实施例中，在42℃下在含补充物的SDIX沙门氏菌选择性初级培养基中的过

夜培养物中使鼠伤寒沙门氏菌(S.Typhimurium)(ATCC  14028)生长。以1:100稀释到SDIX沙

门氏菌二级培养基中。通过在营养琼脂板上进行板计数来确定二级培养基中的起始接种量

是1.8×107cfu/ml。然后，将经接种的二级培养基放到多个管中，全部含有偶联到SDIX沙门

氏菌抗体的SERS标签和磁性粒子。将管放置在系统150(参看图24)中用于在42℃下生长期

间进行监测。在生长期间每隔0.5小时使管团化并进行询查。在这个实验中，在1个、3个、6

个、9个和11个团化和读出周期之后从仪器中移出管。通过将稀释液涂到营养琼脂板上来对

这些管进行计数。可以看出，鼠伤寒沙门氏菌的生长不会由于SERS标签和磁性粒子的存在

而受损，也不会由于重复团化和用激光询查团块而受损。

[0361] 实施例3

[0362] 调整团化频率的影响

[0363] 在检查重复团化对微生物生长和试验性能的影响的实验中，从BD  BBLTM营养琼脂

划线板中拣选肯塔基沙门氏菌(Salmonella  Kentucky)(ATCC  9263)的单一集落，并且在42

℃下在含60μL噬菌体补充物的6mL  SDIX 沙门氏菌SELECTTM初级培养基中

培养过夜。在初级培养之后，制备5mL二级培养基，其由90％二级和10％初级SDIX

沙门氏菌SELECTTM培养基组成。平行地，制备初级培养物到初级培养基中

的1:100稀释液，并且将125μL的那种稀释液接种到含有5mL二级培养基、16μL  SERS标签和

20μL磁性珠粒的BD  MGITTM管中。从初级培养物的最终浓度所得的1:4000稀释液得到2.5×
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105CFU/mL的近似接种浓度。然后，将管放到两个基于圆盘传送带的系统(参看例如图24)之

一中，用于在42℃下以约1Hz的线性搅动速度搅动24小时。除了读出频率之外的所有实验参

数在两个仪器之间都保持相同。每个仪器的读出频率被设定为5或2次读出/小时。

[0364] 图56示出了来自实验的代表性数据集。示出了来自两个系统的数据，其中强度轴

按比例绘制以供比较。(注意，由于光学效率的差异而不应比较在仪器之间标签权重的绝对

强度。)生长曲线的形状几乎相同，这指示了团块形成、测量和分散的周期数增加不会阻碍

生长或检测。唯一显著的差异在于具有更高频率读出的曲线在生长动力学上提供了更好的

分辨率。

[0365] 实施例4

[0366] 样品管和磁体的相对运动的影响

[0367] 可重现的团块形成是获得可重现的试验信号的关键步骤。这个实施例涉及两种用

以形成团块的不同方式。在第一种(固定磁体)中，磁体保持固定在适当位置，而管在磁体上

方移动搅动行程的全程。在图49中所示的第二种优选配置(耦合)中，磁体连同管一起移动。

在一系列实验中，SERS标签共价连接到甲苯磺酰基活化的磁性粒子以形成SERS‑磁性珠粒

预复合物(PC)。预复合的珠粒是通过经由SERS表面上的硫醇(‑SH)基团与磁性粒子表面上

的甲苯磺酰基(Tos)基团反应使SERS粒子共价连接到 M‑280甲苯磺酰基活

化的磁性粒子来制备。PC充当团块形成测试的模型系统，其中可以询查团块的SERS信号。针

对固定磁体和耦合几何学来比较在水中以及在沙门氏菌的商业二级培养基(SDIX

沙门氏菌SELECTTM)中PC的团块形成。使用平坦底床系统配置(参看例如

图25)来进行这些测试。

[0368] 图57示出了在用固定磁体团化之后水中PC的图像。通过以0.5Hz的搅动频率和

25mm的行程使管在固定条形磁体上方移动来将水中的PC团化1.5分钟。停止搅动，并且在移

动条形磁体远离管之前使磁体保持30秒。如图57中所示，形成单一团块。这个图像突出了用

磁体拖曳磁性复合物通过水的能力。

[0369] 相比之下，图58A和58B示出了使用固定磁体和两种不同的搅动频率在SDIX沙门氏

菌二级培养基中的PC团块形成。通过以2Hz(21A)或0.5Hz(21B)的搅动频率和25mm的行程使

管在固定条形磁体上方移动来将SDIX二级培养基中的PC团化3分钟。停止搅动，并且在移动

条形磁体远离管之前使磁体保持30秒。如图58A中所示，将磁性复合物的两个团块牵引到管

的底部，位于管与磁体之间相对运动的界限处。对于较缓慢的搅动(图58B)来说，在沿着连

接团块的不明确线的磁体行进的结尾处形成两个团块。由于使用密集的、可重现放置的团

块最佳地获得可重现的SERS信号，因此图58A和58B突出了固定磁体配置的缺点，其似乎不

能拖曳磁性珠粒通过SDIX沙门氏菌二级培养基，这可能归因于这种培养基中所存在的固体

颗粒。

[0370] 图59A示出了使用耦合磁体配置的一个优选实施方案。通过以1.5Hz的搅动频率和

25mm的行程移动与条形磁体耦合的管来将SDIX沙门氏菌二级培养基中的PC团化1.5分钟。

停止搅动，并且在移动条形磁体远离管之前使磁体保持30秒。在条形磁体接触样品管的地

方形成单一的密集团块。与使用固定磁体配置形成的团块相比，如图59A中所示，使用耦合

磁体形成的团块更加紧实和密集。图59B示出了使用耦合磁体的类似实验，其仅使用0.8Hz
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的搅动频率。尽管形成单一团块，但沉降的培养基干扰了牵引密集团块的能力，如在团块的

中心处散开的粒子所证实。

[0371] 图57‑59中所说明的结果示出，对于25mm的行程来说，固定磁体团化方法未能在

SDIX沙门氏菌二级培养基存在下使用多种搅动频率形成单一的密集团块。这种培养基含有

固体颗粒，这些固体颗粒迅速地沉降并且干扰了磁体沿着管的底部拖曳磁性复合物的能

力。尽管快速搅动将阻止固体培养基沉降，但在管与磁体之间相对运动的界限处形成两个

团块。随着搅动缓慢停止，这些团块不能被拖曳通过培养基以形成单一团块。因为磁性复合

物可以被拖曳通过水，所以固定磁体方法可以用于使水中的PC团化。

[0372] 耦合磁体团化方法在SDIX沙门氏菌二级培养基存在下以多种搅动频率形成单一

的密集团块。磁体与管耦合用于团化不需要磁性复合物沿着管的底部拖曳，因为其被牵引

到公共点以形成单一团块。

[0373] 使用耦合磁体，快速搅动与缓慢搅动相比形成更密集的团块。这可能是归因于使

用缓慢搅动而沉降并且干扰团块形成的固体培养基。使用快速搅动，固体悬浮于溶液中并

且磁性复合物可以被牵引到团块中而受培养基的干扰较小。

[0374] 实施例5

[0375] 人血液中的白色念珠菌的单重检测

[0376] 图60示出了检测和鉴别用于单重形式的血液培养样品(加标血液)内的微生物的

一个实施例。在这个实验中，在30℃下于振荡培养中在来自单一集落的沙氏葡萄糖肉汤

(Sabouraud  Dextrose  Broth)中的过夜培养物中使白色念珠菌(Candida  albicans)(ATCC 

10231)生长。将培养物稀释并且以3cfu/ml或0cfu/ml接种到人血液中作为阴性对照。将阳

性和阴性样品接种到没有检测试剂的BACTECTM  Std  10  Aerobic/F瓶中以及含有BACTECTM 

Std  10  Aerobic/F培养基和检测试剂(与Virostat  6411抗白色念珠菌抗体偶联的SERS标

签和磁性粒子)的管中。总血液与培养基的比率是1:8。将接种物涂在BBLTM  CHROMagarTM上

用于计数。将检测管插入到圆盘传送带系统150(参看图24)中，并且将BACTECTM瓶插入到

BACTECTM  FX仪器中用于在35℃下生长期间进行实时监测。在18小时检测阳性SERS管，并且

BACTECTM瓶在30小时呈阳性。SERS信号提供了在BACTECTMFX用于人血液中的这个单重试验

之前至少12小时的检测和ID。

[0377] 实施例6

[0378] 以4重试验形式检测白色念珠菌

[0379] 图61示出了检测和鉴别用于多重形式的血液培养样品(加标血液)内的微生物的

一个实施例。在用于检测白色念珠菌、大肠杆菌0157、肺炎克雷伯菌和金黄色葡萄球菌的这

个4重试验中，具有四种不同的拉曼报道体的SERS标签各自偶联到针对四种生物体之一的

抗体。(偶联到SERS标签Virostat  6411多克隆抗白色念珠菌、Biodesign  MAV119‑499单克

隆抗大肠杆菌O157:H7、Biodesign  C55573M单克隆抗葡萄球菌和Santa  Cruz 

Biotechnology  sc‑80861单克隆抗肺炎克雷伯菌的抗体)。所有四种SERS标签类型连同与

针对四种微生物的捕获抗体偶联的磁性珠粒一起都存在于试验混合物中。存在于试验中的

磁性珠粒是由 抗大肠杆菌0157磁性粒子(Life  Technologies目录号710‑03)、偶

联到Virostat  6411多克隆抗白色念珠菌的 M280珠粒、与Biodesign  C55573M单
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克隆抗葡萄球菌偶联的 M280珠粒以及与Affinity  Bioreagents  PA1‑7226多克

隆抗肺炎克雷伯菌偶联的 M280珠粒组成的磁性珠粒的汇集物。

[0380] 在图61中所描绘的实验中，在30℃下于振荡培养中在来自单一集落的沙氏葡萄糖

肉汤中的过夜培养物中使白色念珠菌(ATCC  10231)生长。将培养物稀释并且以3cfu/ml或

0cfu/ml接种到人血液中作为阴性对照。将阳性和阴性样品接种到BACTECTM
  Std  10 

Aerobic/F瓶以及含有BACTECTM  Std  10  Aerobic/F培养基与检测试剂的样品管中。最终样

品中血液与培养基的比率是1:8。将白色念珠菌接种物涂在BBLTM  CHROMagarTM上用于计数。

将含有SERS试剂的样品管插入到圆盘传送带系统(参看图24)中，而将没有检测试剂的

BACTECTM瓶插入到BACTECTM  FX仪器中用于在35℃下生长期间进行实时监测。

[0381] 在16.6小时用SERS检测白色念珠菌，而BACTECTM气体传感器在28小时得到阳性检

测。此外，用SERS检测是通过将微生物鉴别为白色念珠菌来实现，而BACTECTM仪器没有提供

鉴别信息。如图61中可见，以多重形式用SERS检测白色念珠菌没有引起来自其它(非白色念

珠菌)SERS标签的明显SERS信号。

[0382] 实施例7

[0383] 兔血液中的大肠杆菌和表皮葡萄球菌共感染的检测

[0384] 图62示出了用于模型共感染的血液培养样品(加标血液)内的微生物的多重检测

和鉴别的一个实施例。在37℃下于振荡培养中在来自单一集落的BD营养肉汤中的过夜培养

物中使大肠杆菌O157:H7(ATCC700728)和表皮葡萄球菌(ATCC  55133)独立地生长。将培养

物稀释并且以2.6cfu/ml(对于大肠杆菌O157:H7)和12.5cfu/ml(对于表皮葡萄球菌)共接

种到兔血液中。将阳性和阴性样品接种到BACTECTM  Std  10  Aerobic/F瓶(没有SERS试剂)以

及实施例6中所描述的含有BACTECTM  Std  10  Aerobic/F培养基和检测试剂的管中。(偶联到

Virostat  6411、Biodesign  MAV119‑499、Biodesign  C55573M和Santa  Cruz 

Biotechnology  sc‑80861的SERS标签，以及偶联到Virostat  6411、Biodesign  C55573M和

Affinity  Bioreagents  PA1‑7226的 抗大肠杆菌O157磁性粒子和 M280

粒子。)在BACTECTM培养基中以1:8稀释血液。将接种物涂在BBLTM  CHROMagarTM上用于计数。

将含有SERS试剂的检测管插入到圆盘传送带系统150(参看图24)中，而将没有SERS试剂的

BACTECTM瓶插入到BACTECTM  FX仪器中用于在35℃下生长期间进行实时监测。在7.9小时用

SERS检测和鉴别大肠杆菌O157:H7，而在11 .4小时用SERS检测和鉴别表皮葡萄球菌。

BACTECTM瓶在10.4小时呈阳性，但没有提供鉴别水平。

[0385] 实施例8

[0386] 在含有颗粒的样品中的实时SERS检测

[0387] 在这个实施例中，将大肠杆菌O157:H7(ATCC  700728)从甘油储备液解冻并且接种

到以1:8的比率稀释于BACTECTM
  Plus  Aerobic/F培养基中的兔血液中。BACTECTM

  Plus 

Aerobic/F培养基含有树脂粒子(17％w/v)以增强生物体的回收而不需要特殊处理。通过板

计数对经接种的血液加上培养基进行计数以确认5cfu/ml的接种量。将样品放在含有SERS

和磁性珠粒偶联物(Biodesign  MAV119‑499和G5V119‑500抗体)的三个重复管中。将检测管

插入到圆盘传送带系统150(参看图24)中用于在35℃下生长期间进行实时监测。结果示于

图63中。圆盘传送带系统能够在树脂存在下有效地形成和询查团块。
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[0388] 实施例9

[0389] 在大体积中的检测

[0390] 在团化期间提供的搅动允许有效地捕获磁性珠粒，甚至是在大样品体积中或在低

磁性珠粒浓度下。

[0391] 在一个实施例中，在SERS和磁性粒子试剂的体积保持恒定下进行试验，同时改变

样品体积以获得一定范围的试剂浓度。在针对大样品体积作修改的基于圆盘传送带的试验

系统(参看例如图24)上的50mL  FalconTM管中测试5、10、20、30、40和50mL的兔血液于

BDBACTECTM  Standard  10  Aerobic/F血液培养基中的1:10稀释液的样品。将大肠杆菌O157

从冷冻储备液中解冻并且以104cfu/mL加标到每个样品中。在六天的过程中，一式三份测试

每个体积，其中每天仅测试给定体积的一个样品。

[0392] 在每个管中，通过在795μL的1:10血液与培养基中将125μLSERS标签与80μL磁性粒

子组合来形成通常用于5mL样品的主混物。将所得1mL主混物添加到每个测试样品中。使用

与Biodesign  MAV119‑499抗大肠杆菌抗体偶联的SERS标签，以及来自Life  TechnologiesTM

的 抗大肠杆菌O157(710‑04)磁性粒子。

[0393] 在35℃下将样品放在基于圆盘传送带的试验系统(参看例如图24)中，其中团化60

秒，入射激光功率是50mW，CCD积分时间是5秒，摇杆以约0.5转/秒操作，并且读出频率是5

次/小时。

[0394] 每个体积的代表性样品的结果示于图64中。尽管信号强度在较低试剂浓度下减

小，但系统能够甚至在比标准低10倍的浓度下有效地形成团块并检测生长。可以看出，这个

试验有效地检测多种体积的生长。

[0395] 实施例10

[0396] 在圆盘传送带系统中使用快速搅动未能团化

[0397] 在圆盘传送带系统(参看例如图24)中，在形成磁性团块的同时搅动样品以确保来

自全流体体积的磁性复合物通过局部化磁场。相机在激光询查期间捕获团块的图像以监测

整个试验中的团块形成。

[0398] 图65A示出了107CFU/mL鼠伤寒沙门氏菌(ATCC  14028)在圆盘传送带系统150(参

看图24)中以快速搅动频率二次富集的几小时内未能形成团块的一个实施例。在42℃下在

含补充物的SDIX 沙门氏菌SELECTTM一级培养基中将鼠伤寒沙门氏菌

(ATCC  14028)培养过夜。将用SDIX沙门氏菌二级培养基以1:100稀释的培养物接种到偶联

有磁性粒子和SERS标签的二级容器中，并且放到圆盘传送带系统150中。通过在营养琼脂板

上进行板计数来确定二级培养基中的起始接种量是1×107CFU/mL。仪器每小时读出2次，团

化30秒，并且在2Hz下以25mm的行程搅动。图65A示出了在二次富集期间带有在多个时间捕

获的图像的所得SERS曲线。第一个团块图像含有黄色圆圈以突出应形成团块的区域。这个

图示出，截止2小时团块的尺寸生长并且接近3小时的二次富集时间未能形成。

[0399] 对于极高负荷的沙门氏菌来说，团块变得特别大，这是因为团块中存在许多病原

体。当搅动太快时，磁场不能克服流体动力学，并且团块未能形成。

[0400] 图65B示出了在阴性样品(培养基中经偶联的磁性珠粒和经偶联的SERS标签)的二

次富集期间的SERS曲线和对应的图像。这个数据示出了在试验期间持续低的拉曼信号和一
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致的团块尺寸。

[0401] 通过在107CFU/mL鼠伤寒沙门氏菌(ATCC  14028)的二次富集期间将搅动频率减缓

到1Hz，在整个试验中持续形成团块。在42℃下在含补充物的SDIX 沙门氏

菌SELECTTM一级培养基中将鼠伤寒沙门氏菌(ATCC  14028)培养过夜。将用SDIX沙门氏菌二

级培养基以1:100稀释的培养物接种到偶联有磁性粒子和SERS标签的二级容器中，并且放

到圆盘传送带系统150中。通过在营养琼脂板上进行板计数来确定二级培养基中的起始接

种量是1×107CFU/mL。仪器每小时读出2次，团化30秒，并且在1Hz下以25mm的行程搅动。图

65C示出了在二次富集期间带有在多个时间捕获的图像的所得SERS曲线。第一个团块图像

含有黄色圆圈以突出应形成团块的区域。图65C示出，团块在整个实验中得以保持。图66通

过叠加来自2Hz和1Hz搅动速率的SERS曲线(分别是图65A和65C)来示出搅动速率对团块持

续性的影响。在较缓慢的搅动下，与快速搅动的时候相比，信号衰减慢得多并且峰宽得多。

此外，通过在线相机对团块的实时监测指示，快速搅动的信号损失是由于团块的不存在，而

对于缓慢搅动来说，团块始终形成。团块在2Hz搅动下接近3小时未能形成，但使用1Hz搅动

始终存在。在高生物体负荷下团块的持续形成使得SERS信号的持续性更长。如果例如在样

品添加到检测试剂中的时间与样品放到仪器中的时间之间有延迟，那么SERS信号的这种持

续性可能是有利的。

[0402] 实施例11

[0403] 在夹心免疫试验中使用团块的视觉检查来确定经靶向的病原体的存在

[0404] 在这个实施例中，描述了根据本发明的一个实施方案用于检测微生物样品内的微

生物的方法，其可以消除对激光器、光学装置和分光计的需要。这种方法涉及使用相机在读

出期间捕获图像以监测在SERS‑HNW试验的过程中团块的形成。

[0405] 在实施例11中所描述和图65A、65B和65C中所示的实验中，微生物的存在引起团块

的尺寸生长(图65A和65C)。相比之下，当微生物不存在时，团块尺寸和SERS信号都保持稳

定。在不存在经靶向的病原体的情况下，不能形成夹心，这导致没有拉曼信号并且团块尺寸

没有增大。图67示出了在圆盘传送带系统(参看例如图24)中在二次富集3小时之后与阳性

样品的团块尺寸相比阴性样品的团块尺寸。这个图示出了与阴性样品相比阳性样品形成更

大的团块。

[0406] 在含有经偶联的SERS标签和磁性珠粒以及经靶向的病原体的样品的二次富集期

间，图像显示团块尺寸增大，并且在一些情况下随着试验进行而团块未能形成。团块尺寸的

生长和/或团块的消失是经靶向的病原体存在的指示。在含有经偶联的SERS标签和磁性珠

粒并且没有病原体的样品读出期间捕获的图像显示团块尺寸没有变化并且没有团块消失。

使用图像分析监测团块尺寸可以呈现一种检测试验中的微生物的方法。这种检测方法可以

单独使用或与另一种检测方法联合使用。

[0407] 实施例12

[0408] 在食品样品中培养期间大肠杆菌0157:H7的实时检测

[0409] 图68A、68B和68C示出了使用用于检测经消化的碎牛肉、菠菜清洗物和牛乳固体中

的大肠杆菌0157的圆盘传送带系统(参看例如图24)获取的代表性数据。

[0410] 根据USDA微生物实验室指南(MLG第5章)制备生碎牛肉。在兜袋中使用225ml含新

生霉素(Novobiocin)的mTSB稀释25g碎牛肉样品。然后，在Seward  400中消
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化每个兜袋2分钟。将经消化的碎牛肉的5ml等分试样转移到含有SERS标签和磁性粒子偶联

物的管中。在37℃下于振荡培养中在来自单一集落的营养肉汤中的过夜培养物中使大肠杆

菌O157:H7(ATCC  43888)生长。将培养物于营养肉汤中连续稀释到约102‑104。将0.05ml等分

试样添加到每个阳性管中，并且将营养肉汤的0.05ml等分试样添加到阴性对照管中。

[0411] 根据FDA细菌学分析手册(BAM第4A章)制备菠菜清洗物样品。将等重量的巴特菲尔

德磷酸盐缓冲液(Butterfield 's  phosphate  buffer)添加到可再密封的塑料袋中的菠菜

叶中，并且用手搅动5分钟。然后，将菠菜清洗物添加到等体积的双强度(×2)mBPWp中。在37

℃下于振荡培养中在来自单一集落的营养肉汤中的过夜培养物中使大肠杆菌O157:H7

(ATCC  43888)生长。将培养物连续稀释并且以103或0cfu/ml的浓度接种到菠菜清洗物+(×

2)mBPWp中。将这些样品的5ml等分试样添加到含有SERS标签和磁性粒子偶联物的管中。

[0412] 根据FDA细菌学分析手册(BAM第4A章)制备牛乳样品。使全牛乳以10,000×g离心

10分钟。倒掉上清液层，并且使沉淀再悬浮于原始牛乳体积的1.125倍的mBPWp中。在37℃下

于振荡培养中在来自单一集落的营养肉汤中的过夜培养物中使大肠杆菌O157:H7(ATCC 

43888)生长。将培养物于营养肉汤中稀释到5000cfu/ml。将经稀释的大肠杆菌O157:H7培养

物或营养肉汤(阴性对照)的50ul等分试样添加到再悬浮的牛乳培养物加试验试剂的5ml管

中。

[0413] 将所有接种物涂在BD  BBLTM  CHROMagarTM板上用于计数。将管插入到圆盘传送带

系统中用于在35℃下生长8小时期间进行实时监测。

[0414] 实施例13

[0415] 在食品样品中培养期间沙门氏菌的实时检测

[0416] 图69示出了在碎牛肉加培养基中实时生长期间检测热应激肠炎沙门氏菌(ATCC 

13076)的一个实施例。在37℃下于振荡培养中在来自单一集落的营养肉汤中的过夜培养物

中使肠炎沙门氏菌生长。将培养物于营养肉汤中以1:100稀释并且在54℃下热应激20分钟。

将热应激样品于营养肉汤中进一步稀释到200cfu/ml。用肠炎沙门氏菌的经稀释的热应激

培养物的1ml等分试样接种生碎牛肉的两个25g样品。将接种物涂在营养琼脂板上用于计

数。将经接种的碎牛肉样品在兜袋中用手按摩2分钟以充分地混合接种物。将225ml含补充

物的SDIX 沙门氏菌SELECTTM初级培养基添加到兜袋中的经接种样品中。用

225ml含补充物的SDIX 沙门氏菌SELECTTM初级培养基中的25g生碎牛肉来

制备阴性对照样品。然后，在Seward 400中消化每个兜袋2分钟。然后，将兜

袋放在42℃孵育箱中约22小时。然后，将经富集的初级培养物的100ul样品添加到含有

4.5ml  SDIX沙门氏菌二级培养基、0.4ml  SDIX 沙门氏菌SELECTTM初级培

养基和试验试剂的管中。然后，将管插入到圆盘传送带系统(参看图24)中用于在42℃下生

长8小时期间进行实时监测。在约2小时内检测到阳性样品，而阴性样品得到平坦的检测曲

线。

[0417] 实施例14

[0418] 环境样品中的李斯特菌的检测

[0419] 图70示出了在不锈钢试样上检测单核细胞增生性李斯特菌(ATCC  19115)。在30℃

下于振荡培养中在来自单一集落的脑心浸液肉汤中的过夜培养物中使单核细胞增生性李
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斯特菌(ATCC  19115)生长。将培养物于PBS+5％牛乳中稀释到5×104或0cfu/ml。将0.1ml等

分试样放在1"×1"不锈钢试样上并且使其风干过夜。第二天，将用D/E中和肉汤湿润的棉签

在表面上擦几次。然后，将棉签添加到管中5ml含补充物、SERS标签和磁性粒子的SDIX李斯

特菌培养基中。然后，将管插入到圆盘传送带系统(参看图24)中用于在30℃下生长期间进

行实时监测。在约19小时与27小时之间检测到阳性样品，而阴性样品得到平坦的检测曲线。

[0420] 实施例15

[0421] 使用平坦底床系统检测沙门氏菌

[0422] 在这个实施例中，使用线性搅动和平坦底床系统(参看例如图25)来检测沙门氏

菌。在42℃下在含补充物的SDIX 沙门氏菌SELECTTM初级培养基中的过夜

培养物中使鼠伤寒沙门氏菌(ATCC  14028)和肠炎沙门氏菌(ATCC  13076)独立地生长。将每

个菌株以1:100稀释到独立的SDIX沙门氏菌二级培养基批次中。通过在营养琼脂板上进行

板计数来确定二级培养基中每个菌株的起始接种量是1×107CFU/mL。将每个菌株一式两份

接种到含有与抗沙门氏菌抗体(Virostat  0701)偶联的SERS标签和磁性粒子的管中。将这

些管连同两个阴性样品(SDIX二级培养基以及经偶联的SERS标签和磁性粒子而没有沙门氏

菌)一起放在仪器中用于在42℃下二次富集期间进行监测。

[0423] 这个实施例中所用的系统是平坦底床配置(参看例如图25)。在这种配置中，通过

沿着管轴进行线性往复运动来搅动，这可以在整个试验中针对不同频率和型态而程序化。

每个周期由以下阶段组成：混合、预先团块分散、团化、读出和分散。这个实施例中所用的磁

体配置是N极面向样品的单一条形磁体。一旦形成团块，就移动条形磁体远离样品以允许读

出。图71示出了用于每个阶段的搅动频率和行程。实验运作约19小时，其中每隔约20分钟重

复周期。

[0424] 预先团块分散阶段意图在团化之前使沉降的固体再悬浮于SDIX二级培养基中。从

培养基中沉降的固体据知干扰磁性复合物的团化。在搅动期间使单一条形磁体与管接触，

并且团化样品60秒。停止搅动5秒，并且移动磁体远离样品管以允许光学发动机询查每个团

块。相机还捕获每个团块的图像。恢复搅动以分散团块并且周期重复。

[0425] 图72示出了在鼠伤寒沙门氏菌(ATCC  14028)、肠炎沙门氏菌(S.Enteriditis)

(ATCC  13076)和阴性样品的二次富集期间的SERS曲线。可以看出，SERS曲线是平滑的并且

可以容易地与阴性区分开来。图73示出了在鼠伤寒沙门氏菌的二次富集期间在多个时间形

成的团块的图像。可以看出，使用平坦底床仪器在整个试验中持续形成圆的密集团块。

[0426] 实施例16

[0427] 线性搅动对比摇摆搅动

[0428] 在这个实施例中，在两个圆盘传送带系统(参看例如图24)上使用不同的搅动方法

运作相同的沙门氏菌试验：沿着管轴进行线性往复运动和摇摆振荡。在42℃下在含补充物

的SDIX 沙门氏菌SELECTTM初级培养基中的过夜培养物中使肠炎沙门氏菌

(ATCC13076)和肯塔基沙门氏菌(ATCC  9263)独立地生长。将每个菌株以1:100稀释到独立

的SDIX沙门氏菌二级培养基批次中。通过在营养琼脂板上进行板计数来确定二级培养基中

每个菌株的起始接种量是1×107CFU/mL。将每个菌株一式两份接种到含有与来自Virostat

(0701)的抗沙门氏菌抗体偶联的SERS标签和磁性粒子的管中。将这些管放在圆盘传送带系
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统中用于在42℃下二次富集期间进行监测。每个仪器每小时读出2次，团化30秒，并且在1Hz

下搅动。

[0429] 图74示出了在肠炎沙门氏菌和肯塔基沙门氏菌的二次富集期间从摇摆搅动和线

性搅动圆盘传送带系统获得的SERS曲线。可以看出，使用两种方法都获得了良好的结果。

[0430] 在这个实施例中，线性搅动得到优于摇摆运动的一些优点。与摇摆相比使用线性

搅动的团化性能更好，这是因为使用线性搅动在读出头的中心始终形成团块。摇摆搅动系

统不会绕着摇臂对称地振荡，这使得管轮偏向于向前运动。这种不对称的流体运动使得团

块上的流体力偏向于管的前侧。归因于与摇摆搅动相比的机械简易性，线性搅动是优选的

搅动方法。

[0431] 实施例17

[0432] 实时免洗试验与后续样品处理的相容性

[0433] 在这个实施例中，测试基于SERS的实时试验与样品处理测试的相容性，这些样品

处理测试通常在用常规气体传感器检测阳性血液培养样品之后进行。这些测试可以用于从

阳性血液培养瓶当中提供生物体鉴别。这些测试包括标准管凝固酶试验、乳胶凝集试验、革

兰氏染色、产色培养基显色、手动抗生素敏感性测试以及对涂板培养物的抗真菌抑制。

[0434] 标准管凝固酶试验是通过从划线板独立地选择金黄色葡萄球菌或表皮葡萄球菌

的几个集落并且使其乳化到BACTECTM培养基中来进行。将有或没有SERS试剂(在试验浓度

下)的经乳化细菌的50μl样品添加到500μl  EDTA兔血浆中并且在37℃下孵育。有和没有

SERS试剂的金黄色葡萄球菌样品都在4小时内使血浆凝固(图75)。表皮葡萄球菌样品不会

在4小时内使兔血浆凝固。因此，SERS试剂的存在不会阻碍经由凝固酶活性区分金黄色葡萄

球菌与表皮葡萄球菌的能力，甚至是在相对高的SERS试剂浓度下。

[0435] 还针对由SERS试验粒子引起的任何干扰来评估用于金黄色葡萄球菌鉴别的乳胶

凝集测试。如上文所描述来制备有和没有SERS试剂(在试验浓度下)的金黄色葡萄球菌和表

皮葡萄球菌样品。然后，将一滴BD  BBLTM  StaphyloslideTM测试乳胶添加到试验卡片中，也

添加一滴对照乳胶。向每种类型的乳胶中添加10μl的以下样品：1)带有SERS试剂的表皮葡

萄球菌，2)没有SERS试剂的表皮葡萄球菌，3)带有SERS试剂的金黄色葡萄球菌，以及4)没有

SERS试剂的金黄色葡萄球菌。将溶液混合并且摇摆约20秒。图76示出了具有表皮葡萄球菌

(左侧卡片)和8型金黄色葡萄球菌(右侧卡片)的卡片。将带有SERS试剂的细菌样品添加到

顶行中，而将没有SERS试剂的样品添加到底行中。结果对于有和没有试剂的样品来说是相

同的，其中只有金黄色葡萄球菌样品显示凝集。只有显示凝集的样品是有和没有SERS试剂

的金黄色葡萄球菌样品，这证明了SERS试剂不会阻碍在金黄色葡萄球菌存在下的乳胶凝

集，不会误凝集对照乳胶，并且不会在表皮葡萄球菌存在下误凝集测试乳胶。

[0436] 还使用试验试剂进行革兰氏染色作为下游处理相容性的测试。将缓冲液中的SERS

标签和磁性粒子添加到含有金黄色葡萄球菌ATCC25923(革兰氏阳性球菌)和大肠杆菌ATCC 

25922(革兰氏阴性杆菌)的BD  BBL对照革兰氏载片中，并且使用如临床中通常使用的100X

油浸物镜成像。图77示出了没有对照生物体的磁性粒子和SERS标签。磁性粒子以大的棕色

球体形式明显可见。磁性粒子在颜色和尺寸方面也是均匀的，这有效地充当显微镜法的内

部尺寸标准(约3μm)。直径为0.1‑0.2μm的SERS标签不可见。图78示出了以100X成像的在金

黄色葡萄球菌(紫色球菌)与大肠杆菌(粉红色杆菌)的混合物存在下的磁性粒子。磁性粒子
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明显未被染色并且可容易地与这个图像中的微生物相区分。

[0437] CHROMagarTM产色培养基允许用固体培养基中显现的单色来鉴别、区分和分离单一

病原体。将来自含有SERS试剂的8型金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌的过夜血液培养物的

样品划线到CHROMagarTM板上。所获得的结果(图79)指示，SERS试剂不会影响获得单一集落

的能力并且不会阻碍种类特异性CHROMagarTM显色，其中金黄色葡萄球菌在左侧示出并且表

皮葡萄球菌在右侧示出。正如预期，当划线在BD  BBLTM  CHROMagarTM金黄色葡萄球菌板上

时，金黄色葡萄球菌集落是紫红色的，而表皮葡萄球菌集落是白色的。

[0438] 在SERS试剂存在下还测试了使用琼脂纸锭扩散法(BDSensi‑discTM)的手动抗生素

测试。将具有SERS试剂的大肠杆菌O157的过夜血液培养物划线在BD  BBLTM  Mueller  Hinton 

II琼脂板上，并且将三个BD  BBLTM  Sensi‑discTM测试纸锭放在顶部，并且使培养物在37℃

下生长过夜。第二天，测量抑制区(图80)(mm)，并且与Sensi‑discTM区直径解释性图表相比

较用于确定敏感性、抑制性或耐药性分离株。图80示出了氨比西林‑10(Ampicillin‑10)(左

上方)、左氧氟沙星‑5(Levofloxacin‑5)(右上方)、万古霉素‑30(底部)。区直径测量值在带

有试剂的大肠杆菌培养物与没有试剂的培养物之间不会变化超过1‑2mm(图81)。使用其它

血液培养细菌和酵母重复这个过程(表82)，其显示了使用纸锭扩散法确定微生物的抗生素

敏感性的能力不受SERS试剂的存在所影响。

[0439] 为了测试酵母，使用Nystatin  TaxoTM纸锭。这些纸锭并不用于敏感性测试，但用于

从具有细菌和酵母的样本中区分和分离细菌。因此，测试稍微不同的方法。将带有和没有

SERS试剂的大肠杆菌和白色念珠菌的混合血液培养物划线到TSA  II板上。将Nystatin 

TaxoTM纸锭放在顶部，并且使培养物在37℃下生长过夜。在带有(图83的左侧图像)和没有

(图83的右侧图像)试验试剂的两种样品中，白色念珠菌生长的Nystatin抑制得到经分离的

大肠杆菌集落的区域。

[0440] 实施例18

[0441] 搅动频率和团化时间对团块形成的影响

[0442] 这个实施例涉及使用其中管耦合到磁体的配置进行团化(参看例如图49)以使得

磁体与管一起移动并且在整个搅动中与管保持处于相同的相对位置。在一系列实验中，将

SERS标签共价连接到甲苯磺酰基活化的磁性粒子以形成SERS‑磁性珠粒预复合物(PC)。预

复合的珠粒是通过经由SERS表面上的硫醇(‑SH)基团与磁性粒子表面上的甲苯磺酰基

(Tos)基团反应使SERS粒子共价连接到 M‑280甲苯磺酰基活化的磁性粒子

来制备。PC充当团块形成测试的模型系统，其中可以询查团块的SERS信号。在这个实施例

中，使用多种搅动频率和团化时间来比较沙门氏菌(SDIX 沙门氏菌

SELECTTM)的商业二级培养基中PC的团块形成。使用具有N极面向管的单一条形磁体(参看例

如图52)的平坦底床系统配置(参看例如图25)来进行这些测试。

[0443] 图84示出了使用三种不同的搅动频率和三种不同的团化时间使用SDIX沙门氏菌

二级培养基中的PC形成的团块的图像的表格。通过在不同的搅动频率下以50mm的行程(振

幅)搅动与条形磁体耦合的管来团化SDIX二级培养基中的PC。停止搅动，并且在移动条形磁

体远离管之前使磁体保持5秒。一旦移动条形磁体远离管，就捕获团块的图像。

[0444] 如图84中所示，快速搅动与缓慢搅动相比形成更密集的团块。这可能是归因于使
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用缓慢搅动而沉降并且干扰团块形成的固体培养基。使用快速搅动，固体悬浮于溶液中并

且磁性复合物可以被牵引到团块中而受培养基的干扰较小。使用0.7Hz搅动频率以30、60和

90秒团化时间形成的团块中可见，沉降的培养基干扰了牵引密集团块的能力，如散开的团

块所证实。

[0445] 实施例19

[0446] 搅动频率对团块分散的影响

[0447] 这个实施例涉及测量使用多种搅动行程(振幅)和频率完全分散团块所需的时间。

在每种情况下，使用其中管耦合到磁体的配置形成团块(参看例如图49)以使得磁体与管一

起移动并且在整个搅动中与管保持处于相同的相对位置。这个实施例中所用的磁体是N极

面向样品管的单一条形磁体，例如图52中所示。

[0448] 在这个实施例中，在每个测试之前用手振荡管以充分混合培养基(SDIX

沙门氏菌SELECTTM)和PC。将样品加载到平坦底床仪器中，并且通过以

1.8Hz和25mm行程搅动90秒来形成团块。停止搅动，并且在移动条形磁体远离管之前使磁体

保持5秒。在独立的测试中使用多种搅动频率和行程来分散团块。通过视觉检查来监测团块

分散，并且测量完全分散团块所需的时间。带有星号的数据指示没有观测到沉降的培养基。

[0449] 如图85中所示，快速搅动与缓慢搅动相比在更短的时间内分散团块。而且，对于给

定的搅动频率来说，团块以更长的搅动行程更快速地分散。基于这个实施例中的观测结果，

二级培养基中的固体培养基在高于2.5Hz的搅动频率下以25mm行程并且在高于1.5Hz的搅

动频率下以50mm行程保持悬浮于溶液中。

[0450] 实施例20

[0451] 在食品存在下荧光HNW试验可行性测试

[0452] 这个实施例展示了与使用近红外(“NIR”)荧光粒子替代SERS标签的培养联合进行

均质免洗试验的可行性。在这个实施例中，使用合并有硅烷‑NIR染料偶联物(为了提供荧光

信号)和硫醇化硅烷(为了提供用于抗体偶联的化学把柄)的经修改的Stober生长技术来制

造荧光二氧化硅纳米粒子。粒子通过透射电子显微镜法(“TEM”)、UV/Vis消光光谱法和荧光

光谱法来表征，并且发现其为相对单分散的和明亮的。图96说明了NIR荧光二氧化硅纳米粒

子的TEM图像(比例尺是200nm)，而图97说明了NIR荧光纳米粒子(OD  0.5)的荧光光谱和标

准ES/HB  SERS标签(OD  1.2)的拉曼光谱。使用标准偶联方案将荧光纳米粒子与李斯特菌Ab

偶联，这种方案经过修改以说明荧光纳米粒子浓度、表面积和质量相对于SERS标签的差异。

在李斯特菌HNW试验中在圆盘传送带系统150(参看图24)上使用菠菜和甘蓝的10％w/v掺合

样品来测试经偶联的荧光二氧化硅纳米粒子。使用具有菠菜和甘蓝样品的SERS标签来进行

对照测试。

[0453] 荧光标签能够成功地检测两种食品样品中的李斯特菌。图98描绘了使用NIR荧光

纳米粒子标签和SERS标签收集的菠菜资料，而图99描绘了使用NIR荧光纳米粒子标签和

SERS标签收集的甘蓝资料。发现荧光标签的信号和背景都高于SERS标签，然而，在约4:1的

相对高的信号与背景的比率下检测是成功的。

[0454] 尽管已经出于清楚理解的目的经由说明和实施例相当详细地描述了前述主题，但

本领域的技术人员应了解，可以在随附权利要求书和其等价物的范畴内实施某些变化和修

改。
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[0455] 所有公布、专利申请、专利和其它参考文献都以引用的方式并入本文中，引用的程

度如同每个个别的公布、专利申请、专利和其它参考文献特定地和个别地指示以引用的方

式并入一样。应了解，尽管本文中参考许多专利申请、专利和其它参考文献，但这种参考并

不承认这些文献中的任一者形成本领域中的公共常识的一部分。

[0456] 前面的描述意图示范本发明的各种实施方案。本领域的技术人员应了解，在不脱

离随附权利要求书中所定义的本发明的范围和精神的情况下可以对所公开的实施方案作

出各种变化和修改。

[0457] 本发明的具体实施方案包括：

[0458] 1.一种用于检测样品中的一种或多种微生物的方法，所述方法包括：

[0459] (a)提供疑似含有一种或多种微生物的样品；

[0460] (b)将所述样品安置在试验小瓶中，其中所述试验小瓶在内部安置有能够支持微

生物生长以形成培养样品的培养基和包含与对所述一种或多种微生物具有亲和力的至少

一种特异性结合成员缔合的一种或多种指示剂粒子的试剂；以及与对所述一种或多种微生

物具有亲和力的至少一种特异性结合成员缔合的一种或多种磁性捕获粒子，其中与所述指

示剂粒子缔合的所述结合成员和与所述磁性捕获粒子缔合的所述结合成员可以是相同的

或不同的；

[0461] (c)如果所述一种或多种微生物存在于所述样品中，那么孵育所述培养样品一段

预定的时间以形成磁性捕获粒子‑微生物‑指示剂粒子复合物；

[0462] (d)搅动所述试验小瓶；

[0463] (e)使所述磁性捕获粒子‑微生物‑指示剂粒子复合物暴露于磁场以诱导所述复合

物迁移到所述试验小瓶的局部区域；

[0464] (f)光学询查所述试验小瓶的所述局部区域以诱导所述指示剂粒子产生可检测信

号来检测所述样品中的所述一种或多种微生物；

[0465] (g)分散所述磁性捕获粒子‑微生物‑指示剂粒子复合物；以及

[0466] (h)重复步骤(c)‑(g)一次或多次。

[0467] 2 .根据具体实施方案1所述的方法，其中重复步骤(c)‑(g)以规律的时间间隔发

生。

[0468] 3.根据具体实施方案1所述的方法，其中步骤(c)和(d)同时发生。

[0469] 4.根据具体实施方案1所述的方法，其中步骤(e)形成包含磁性捕获粒子‑微生物‑

指示剂粒子复合物的团块。

[0470] 5.根据具体实施方案4所述的方法，其中所述团块是使用视觉或光学手段可检测

的。

[0471] 6.根据具体实施方案1所述的方法，其中所述样品包括血液样品。

[0472] 7.根据具体实施方案1所述的方法，其中所述样品包括食品样品。

[0473] 8.根据具体实施方案1所述的方法，其中所述样品包括环境样品。

[0474] 9.根据具体实施方案1所述的方法，其中所述样品包括农业样品。

[0475] 10.根据具体实施方案1所述的方法，其中将所述样品安置在试验小瓶中包括从器

皿中连同任选的培养基一起转移所需量的所述样品，其中所述器皿包括：

[0476] 容器，其用于在内部接收培养样品，所述容器具有开口端和封闭端；
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[0477] 盖子，其被配置成以流体密封连接方式啮合所述容器的所述开口端；

[0478] 筐体，其耦合到所述盖子并且包括至少一个储集器，所述筐体被安置在所述容器

的所述开口端与所述封闭端之间，所述储集器被配置成在内部容纳一定体积的培养样品；

以及

[0479] 至少一个针组件，其与所述盖子啮合，所述针组件包括在所述储集器内延伸的针，

[0480] 其中所述针被配置成选择性地抽取所述储集器中所含的样品，并且其中所述针被

进一步配置成啮合小瓶用于以生物防护方式将所述样品从所述储集器转移到所述小瓶。

[0481] 11.根据具体实施方案1所述的方法，其中将所述样品安置在试验小瓶中包括以生

物防护方式从其中不存在所述磁性粒子和指示剂粒子的器皿中连同任选的培养基一起提

取所述样品。

[0482] 12.一种用于计量所需量的样品的器皿，所述器皿包括：

[0483] 容器，其用于在内部接收样品，所述容器具有开口端和封闭端；

[0484] 盖子，其被配置成以流体密封连接方式啮合所述容器的所述开口端；

[0485] 筐体，其耦合到所述盖子并且包括至少一个储集器，所述筐体被安置在所述容器

的所述开口端与所述封闭端之间，所述储集器被配置成在内部容纳一定体积的样品；以及

[0486] 至少一个针组件，其与所述盖子啮合，所述针组件包括在所述储集器内延伸的针，

[0487] 其中所述针被配置成选择性地抽取所述储集器中所含的样品，并且其中所述针被

进一步配置成啮合小瓶用于以生物防护方式将所述样品从所述储集器转移到所述小瓶。

[0488] 13.根据具体实施方案12所述的器皿，其中所述容器是由对可见光辐射透明的材

料构造。

[0489] 14.根据具体实施方案12所述的器皿，其中所述筐体界定第一储集器和第二储集

器，并且其中所述盖子界定具有在所述第一储集器内延伸的第一针的第一针组件和具有在

所述第二储集器内延伸的第二针的第二针组件。

[0490] 15.根据具体实施方案14所述的器皿，其中所述第一针和所述第一储集器被配置

成以供与第一种类型的试验一起使用，其中所述第二针和所述第二储集器被配置成以供与

第二种类型的试验一起使用，并且第一种类型的试验不同于所述第二种类型的试验。

[0491] 16.根据具体实施方案15所述的器皿，其中所述第一储集器被配置成容纳约5mL，

并且其中所述第二储集器被配置成容纳约100μL。

[0492] 17.根据具体实施方案12所述的器皿，其中所述筐体界定被配置成帮助流体通过

所述筐体排出的肋条。

[0493] 18.根据具体实施方案12所述的器皿，其进一步包括在所述至少一个储集器上方

的顶部空间以使得当所述容器倾斜时所述样品能够容易地进入所述至少一个储集器。

[0494] 19.根据具体实施方案18所述的器皿，其中所述筐体界定至少一个孔，其中所述孔

被配置成使得在所述容器被返回到直立位置之后过量样品能够排入到所述容器中。

[0495] 20.根据具体实施方案12所述的器皿，其中所述盖子界定排气口用于允许任何无

害的气态副产物从所述容器中逸出以防止所述容器内的压力积累。

[0496] 21 .根据具体实施方案12所述的器皿，其进一步包括从所述盖子的底表面延伸的

排气柱，其中所述排气柱界定通过其的开口用于接收和啮合过滤器以过滤退出所述容器的

气态副产物。
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[0497] 22.根据具体实施方案12所述的器皿，其进一步包括从所述盖子的底表面向外延

伸的第一啮合柱和从所述筐体的上表面向外延伸的第二啮合柱，其中所述第一啮合柱被配

置成与所述第二啮合柱对齐并啮合。

[0498] 23.根据具体实施方案12所述的器皿，其中所述盖子界定至少一个被配置成允许

搭配所述小瓶的特定顶帽的键控开口。

[0499] 24.根据具体实施方案12所述的器皿，其中所述针包括罩盖所述针的保护套管，其

中所述保护套管被配置成随着所述小瓶被向下推并且与所述针啮合而被压缩，并且其中所

述保护套管被配置成随着所述小瓶离开与所述针的啮合而返回其罩盖所述针的原始形状

以能够进行所述生物防护方式的转移。

[0500] 25.根据具体实施方案12所述的器皿，其中所述盖子进一步包括至少一个回退特

征以防止在没有另外脱离所述回退特征的情况下拧松所述盖子。

[0501] 26.一种与用于计量所需量的样品的容器一起使用的盖子组件，所述盖子组件包

括：

[0502] 盖子，其被配置成以流体密封连接方式啮合容器的所述开口端，所述盖子任选地

含有垫圈；

[0503] 筐体，其耦合到所述盖子并且包括至少一个储集器，所述储集器被配置成在内部

容纳一定体积的样品；以及

[0504] 至少一个针组件，其与所述盖子啮合，所述针组件包括在所述储集器内延伸的针，

[0505] 其中所述针被配置成啮合小瓶用于以生物防护方式将样品从所述储集器转移到

所述小瓶。

[0506] 27.根据具体实施方案26所述的盖子组件，其中所述筐体界定第一储集器和第二

储集器，并且其中所述盖子界定具有在所述第一储集器内延伸的第一针的第一针组件和具

有在所述第二储集器内延伸的第二针的第二针组件。

[0507] 28.根据具体实施方案27所述的盖子组件，其中所述第一针和所述第一储集器被

配置成以供与第一种类型的试验一起使用，其中所述第二针和所述第二储集器被配置成以

供与第二种类型的试验一起使用，并且第一种类型的试验不同于所述第二种类型的试验。

[0508] 29.根据具体实施方案28所述的盖子组件，其中所述第一储集器被配置成容纳约

5mL，并且其中所述第二储集器被配置成容纳约100μL。

[0509] 30.根据具体实施方案26所述的盖子组件，其中所述筐体界定被配置成帮助流体

通过所述筐体排出的肋条。

[0510] 31 .根据具体实施方案26所述的盖子组件，其中所述盖子界定排气口用于允许任

何无害的气态副产物逸出。

[0511] 32.根据具体实施方案26所述的盖子组件，其进一步包括从所述盖子的底表面延

伸的排气柱，其中所述排气柱界定通过其的开口用于接收和啮合过滤器以过滤气态副产

物。

[0512] 33.根据具体实施方案26所述的盖子组件，其进一步包括从所述盖子的底表面向

外延伸的第一啮合柱和从所述筐体的上表面向外延伸的第二啮合柱，其中所述第一啮合柱

被配置成与所述第二啮合柱对齐并啮合。

[0513] 34.根据具体实施方案26所述的盖子组件，其中所述盖子界定至少一个被配置成
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允许搭配小瓶的特定顶帽的键控开口。

[0514] 35.根据具体实施方案26所述的盖子组件，其中所述针包括罩盖所述针的保护套

管，其中所述保护套管被配置成随着小瓶被向下推并且与所述针啮合而被压缩，并且其中

所述保护套管被配置成随着小瓶离开与所述针的啮合而返回其罩盖所述针的原始形状以

能够进行所述生物防护方式的转移。

[0515] 36.根据具体实施方案26所述的盖子组件，其中所述盖子进一步包括至少一个回

退特征以防止在没有另外脱离所述回退特征的情况下拧松所述盖子。

[0516] 37.一种检测小瓶，其用于以生物防护方式将样品从储集器转移到所述小瓶，其中

所述检测小瓶包括：

[0517] 主体，其具有开口；以及

[0518] 顶帽，其用于啮合所述主体并且密封所述开口，其中所述顶帽包括被配置成保持

内部真空的塞子并且任选地包括吸收垫，其中所述顶帽界定被配置成在器皿的盖子的键控

开口内配合的多个肋条。

[0519] 38.根据具体实施方案37所述的检测小瓶，其中所述主体沿着长度界定恒定的壁

厚以增强团化和光学分析。

[0520] 39.一种检测小瓶，其用于以生物防护方式从储集器转移样品，其中所述检测小瓶

包括：

[0521] 主体，其具有开口；以及

[0522] 顶帽，其用于啮合所述主体并且密封所述开口，其中所述顶帽包括被配置成保持

内部真空的塞子并且任选地包括吸收垫，其中所述顶帽可以被配置成配合指定的转移口。

[0523] 40.根据具体实施方案39所述的检测小瓶，其中所述主体沿着长度界定恒定的壁

厚以增强团化和光学分析。

[0524] 41.一种注射器，其用于以生物防护方式将样品从储集器转移到所述注射器，其中

所述注射器包括：

[0525] 主体；

[0526] 把柄；

[0527] 柱塞杆，其耦合到所述把柄；

[0528] 顶帽；

[0529] 柱塞，其耦合到所述柱塞杆的末端并且被配置成在所述主体内纵向位移；

[0530] 隔片；以及

[0531] 密封件。

[0532] 42.一种用于自动处理多个含有培养样品的管的系统，所述系统包括：

[0533] 孵育箱，其用于在内部接收多个样品管，所述孵育箱被配置成在预定温度下孵育

所述样品管；

[0534] 第一平移装置，其耦合到所述样品管并且被配置成移动所述样品管用于搅动所述

样品管，所述第一平移装置被进一步配置成将所述样品管从所述孵育箱移动到检测区并且

搅动所述检测区内的所述样品管；

[0535] 磁体组件，其被配置成将磁场施加到所述检测区内的所述多个样品管；

[0536] 光学装置，其被配置成询查所述检测区内的所述多个样品管中的每一个用于检测
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一种或多种微生物；以及

[0537] 第二平移装置，其耦合到所述光学装置并且被配置成移动所述检测区内的所述光

学装置用于询查所述样品管中的每一个。

[0538] 43.根据具体实施方案42所述的系统，其中所述磁体组件被配置成绕枢轴转动远

离所述样品管以用所述光学装置询查。

[0539] 44.根据具体实施方案42所述的系统，其中所述系统界定可以在不同温度下操作

的多个高温区，其中每个高温区被配置成含有一个或多个孵育箱。

[0540] 45.根据具体实施方案42所述的系统，其进一步包括至少一个被配置成加热所述

孵育箱的加热元件。

[0541] 46.根据具体实施方案42所述的系统，其中所述孵育箱被配置成接收用于固持多

个样品管的托盘。

[0542] 47.根据具体实施方案46所述的系统，其中所述第一平移装置被配置成沿着所述

孵育箱的轴水平地振荡所述托盘。

[0543] 48.根据具体实施方案42所述的系统，其中所述磁体组件包括一对间隔开的纵向

磁体，并且其中所述光学装置包括在所述对的纵向磁体之间延伸的读出头。
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