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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サルモネラ・ボンゴリを検出する方法であって、
　試験される試料、
　培養装置、
　グラム陰性腸内微生物の増殖を促進する栄養培地、
　グラム陽性微生物の増殖を阻害する第１の選択物質、
　サルモネラ・ボンゴリによって第１の検出可能な生成物に変換され得る第１の鑑別指示
薬化合物と、ｐＨ指示薬と、を含む第１の鑑別指示薬システムであって、前記第１の鑑別
指示薬化合物が、メリビオース、２－デオキシ－Ｄ－リボース、マンニトール、Ｌ－アラ
ビノース、ズルシトール、マルトース、Ｌ－ラムノース、トレハロース、Ｄ－キシロース
及びソルビトールからなる群から選択される少なくとも１つの炭水化物である、第１の鑑
別指示薬システム、及び
　β－ガラクトシダーゼ酵素活性によって第２の検出可能な生成物に変換され得る第２の
鑑別指示薬化合物を含む第２の鑑別指示薬システム、を提供することと、
　前記培養装置中で、前記栄養培地、前記第１の選択物質、前記第１の鑑別指示薬システ
ム、及び前記第２の鑑別指示薬システムを前記試料と接触させて、接種済み培養装置を形
成することと、
　前記接種済み培養装置を第１の時間にわたって４０℃よりも高い温度でインキュベート
することと、
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　前記培養装置を観察して前記第１の検出可能な生成物の有無を検出することと、
　前記培養装置を観察して前記第２の検出可能な生成物の有無を検出することと、を含み
、
　前記第１の検出可能な生成物の存在を観察することが、サルモネラ・ボンゴリが前記試
料中に存在する可能性を示し、
　前記第２の検出可能な生成物と並行して前記第１の検出可能な生成物の存在を観察する
ことが、サルモネラ・ボンゴリ以外の微生物が前記試料中に存在することを示す、方法。
【請求項２】
　サルモネラ・ボンゴリによって第３の検出可能な生成物に変換され得る第３の鑑別指示
薬化合物を含む第３の鑑別指示薬システムを有する物品を提供することと、
　前記物品を前記接種済み培養装置と接触させることと、
　第２の時間にわたって前記接種済み培養装置をインキュベートすることと、
　前記培養装置を観察して前記第３の検出可能な生成物を検出することと、を更に含み、
　前記第１の検出可能な生成物と並行して前記第３の検出可能な生成物を観察することが
、前記試料中のサルモネラ・ボンゴリの存在を示す、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　腸内微生物によって第４の検出可能な生成物に変換され得る非鑑別指示薬化合物を提供
することと、
　前記培養装置を観察して前記第４の検出可能な生成物の有無を検出することと、を更に
含み、
　前記培養装置中で、前記栄養培地、前記第１の選択物質、前記第１の鑑別指示薬システ
ム、及び前記第２の鑑別指示薬システムを前記試料と接触させて、接種済み培養装置を形
成することが、前記培養装置中で、前記栄養培地、前記第１の選択物質、前記第１の鑑別
指示薬システム、前記第２の鑑別指示薬システム、及び前記非鑑別指示薬化合物を前記試
料と接触させて、前記接種済み培養装置を形成することを更に含む、請求項２に記載の方
法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、その全容を本明細書に参照によって援用するところの２０１１年１２月２８
日出願の米国仮特許出願第６１／５８０，８６０号に基づく利益を主張するものである。
【背景技術】
【０００２】
　腸内細菌科には、糖類を乳酸及び他の最終産物に発酵することが可能な多くの代謝的に
多様な通性嫌気性細菌が含まれる。この科には、大腸菌、幾つかのサルモネラの亜種、ペ
スト菌（エルシニア・ペスティス（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓ））、幾つかのクレ
ブシエラの種、及び幾つかの赤痢菌の種などの幾つかのよく知られたヒト病原体が含まれ
る。
【０００３】
　サルモネラ属には、ヒトに病気を生じさせることが可能な亜種を含むＳ．エンテリカ（
Ｓ．　ｅｎｔｅｒｉｃａ）及びＳ．ボンゴリ（Ｓ．　ｂｏｎｇｏｒｉ）の２つの種が含ま
れる。一部の病原性サルモネラは、汚染された食品又は飲み物を摂取することによりヒト
に伝染する場合がある。食品試料中のサルモネラ微生物の検出は、試料中に存在するサル
モネラ微生物の数が比較的少ないこと、試料中に近縁の非サルモネラ腸内微生物が比較的
多く存在すること、及び／又は、試料中にサルモネラ微生物の増殖又は検出と干渉し得る
非微生物物質（例えば、食品粒子又は可溶性化学物質）が存在することにより困難となり
得る。
【０００４】
　試料中のサルモネラ微生物を検出し、これを１以上の非サルモネラ微生物から区別する
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ために、様々な選択的及び／又は鑑別的微生物培地が開発されている。一般的にこれらの
培地は、非腸内微生物の増殖を阻害する選択物質を含んでいる。更に、これらの培地の多
くは、サルモネラと非サルモネラ微生物とを区別するために１以上の鑑別指示薬システム
に頼っている。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　試料中のサルモネラ微生物を検出するための各種の微生物培地が存在するにも関わらず
、試料中のサルモネラ微生物を検出するための改良された方法が依然求められている。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　一般的には、本開示はサルモネラ微生物を検出する方法に関する。詳細には本方法は、
陽性鑑別指示薬システム（すなわち、サルモネラ微生物によって検出可能な生成物に変換
される指示薬化合物を含む指示薬システム）、及び陰性鑑別指示薬システム（すなわち、
β－ガラクトシダーゼ酵素活性によって検出可能な生成物に変換され得る、したがってサ
ルモネラ微生物によって検出可能な生成物に変換されない指示薬化合物を含む指示薬シス
テム）を含む選択増殖培地の使用を含む。予期せざることとして、Ｓ．ボンゴリ（Ｓ．　
ｂｏｎｇｏｒｉ）種のメンバーは、４０℃よりも高いインキュベーション温度では第２の
指示薬システムと反応しない。
【０００７】
　一態様では、本開示はサルモネラ微生物を検出する方法を提供する。本方法は、試験さ
れる試料、培養装置、グラム陰性腸内微生物の増殖を促進する栄養培地、グラム陽性微生
物の増殖を阻害する第１の選択物質、サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂ
ｏｎｇｏｒｉ）種の微生物を含むサルモネラ微生物群のメンバーによって第１の検出可能
な生成物に変換され得る第１の鑑別指示薬化合物を含む第１の鑑別指示薬システム、及び
β－ガラクトシダーゼ酵素活性によって第２の検出可能な生成物に変換され得る第２の鑑
別指示薬化合物を含む第２の鑑別指示薬システムを提供することを含み得る。本方法は更
に、培養装置中で、栄養培地、第１の選択物質、第１の鑑別指示薬システム、及び第２の
鑑別指示薬システムを試料と接触させて、接種済み培養装置を形成することと、接種済み
培養装置を第１の時間にわたって４０℃よりも高い温度でインキュベートすることと、培
養装置を観察して第１の検出可能な生成物の有無を検出することと、培養装置を観察して
第２の検出可能な生成物の有無を検出することと、を含んでよく、第１の検出可能な生成
物の存在を観察することが、サルモネラ微生物が試料中に存在する可能性を示し、第２の
検出可能な生成物と並行して第１の検出可能な生成物の存在を観察することが、サルモネ
ラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ）種のβ－ガラクトシダーゼ産生
メンバー以外の微生物が試料中に存在することを示す。
【０００８】
　いずれの実施形態においても、培養装置は、栄養培地、第１の選択物質、第１の鑑別指
示薬システム、及び第２の鑑別指示薬システムがほぼ脱水された形態でその内部に配置さ
れた薄膜培養装置として提供することができる。上記の実施形態のいずれにおいても、第
１の検出可能な生成物が存在しないことを観察することは、試料中にサルモネラ微生物が
存在しないことを示し得る。上記の実施形態のいずれにおいても、栄養培地を観察して第
１の検出可能な生成物の存在を検出することは、培養装置を観察して第１の検出可能な色
を検出することを含み得る。上記の実施形態のいずれにおいても、第１の鑑別指示薬化合
物は酵素基質を含み得る。一部の実施形態では、酵素基質は、カプリレートエステラーゼ
酵素活性を検出するか又はα－ガラクトシダーゼ酵素活性を検出するための酵素基質を含
み得る。一部の実施形態では、酵素基質は、５－ブロモ－６－クロロ－３－インドリルカ
プリレート、４－ニトロフェニルカプリレート、２－ナフチルカプリレート、５－ブロモ
－４－クロロ－３－インドキシル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド、レゾルフィニル－α－
Ｄ－ガラクトピラノシド、及び４－ニトロフェニル－α－Ｄ－ガラクトピラノシドからな
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る群から選択され得る。
【０００９】
　上記の実施形態のいずれにおいても、第１の鑑別指示薬システムは、ｐＨ指示薬と、メ
リビオース、２－デオキシ－Ｄ－リボース、マンニトール、Ｌ－アラビノース、ズルシト
ール、マルトース、Ｌ－ラムノース、トレハロース、Ｄ－キシロース、及びソルビトール
からなる群から選択される少なくとも１つの炭水化物とを含むことができる。
【００１０】
　上記の実施形態のいずれにおいても、第１の検出可能な生成物はほぼ水溶性であってよ
く、第１の検出可能な生成物を観察することは、微生物コロニーに隣接した発色領域を観
察することを含み得る。
【００１１】
　上記の実施形態のいずれにおいても、第２の検出可能な生成物を観察することは、培養
装置を観察して第２の検出可能な色を検出することを含み得る。上記の実施形態のいずれ
においても、第２の鑑別指示薬化合物は、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β
－Ｄ－ガラクトピラノシド、５－ブロモ－３－インドリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド
、５－ブロモ－６－クロロ－３－インドリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、２－ニトロ
フェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、及び４－ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトピ
ラノシドなる群から選択され得る。
【００１２】
　上記の実施形態のいずれにおいても、第１の検出可能な生成物がほぼ水溶性でありかつ
第２の検出可能な生成物がほぼ非水溶性であってもよいか、又は、第１の検出可能な生成
物がほぼ非水溶性でありかつ第２の検出可能な生成物がほぼ水溶性であってもよい。
【００１３】
　上記の実施形態のいずれにおいても、第１の選択物質は、抗生物質、胆汁酸塩、胆汁酸
塩Ｎｏ．３、デオキシコール酸、コール酸、デオキシコール酸、クリスタルバイオレット
、ノボビオシン、ナリジクス酸、ポリミキシンＢ、ストレプトマイシン、メチシリン、セ
フソルジン（ｃｅｆｓｏｌｕｄｉｎ）、又は上記の選択物質の任意の２つ以上の組み合わ
せからなる群から選択される。上記の実施形態のいずれにおいても、培養装置は少なくと
も１つの第２の選択物質を更に含んでよく、少なくとも１つの第２の選択物質は、サルモ
ネラ属のメンバーではない少なくとも１つのグラム陰性腸内微生物の増殖を阻害する。一
部の実施形態では、第２の選択物質は、β－ラクタム系抗生物質、アミノグリコシド系抗
生物質、キノロン系抗生物質、サルファ系抗生物質、ポリミキシン系抗生物質、及び上記
の抗生物質の任意の２つ以上の組み合わせからなる群から選択され得る。一部の実施形態
では、少なくとも１つの第２の選択物質は、ナラジクス酸（ｎａｌａｄｉｘｉｃ　ａｃｉ
ｄ）、ストレプトマイシン及びポリミキシンＢの組み合わせを含む。上記の実施形態のい
ずれにおいても、培養装置をインキュベートすることは、培養装置を、端点を含めて４１
～４４℃の温度でインキュベートすることを含む。
【００１４】
　上記の実施形態のいずれにおいても、本方法は更に、サルモネラ微生物によって第３の
検出可能な生成物に変換され得る第３の鑑別指示薬化合物を含む第３の鑑別指示薬システ
ムを有する物品を提供することと、物品を接種済み培養装置と接触させることと、第２の
時間にわたって接種済み培養装置をインキュベートすることと、培養装置を観察して第３
の検出可能な生成物を検出することと、を含み得る。第１の検出可能な生成物と並行して
第３の検出可能な生成物を観察することは、試料中のサルモネラ微生物の存在を示す。
【００１５】
　上記の実施形態のいずれにおいても、本方法は更に、腸内微生物によって第４の検出可
能な生成物に変換され得る非鑑別指示薬化合物を提供することと、培養装置を観察して第
４の検出可能な生成物の有無を検出することと、を含んでよく、培養装置中で、栄養培地
、第１の選択物質、第１の鑑別指示薬システム、及び第２の鑑別指示薬システムを試料と
接触させて、接種済み培養装置を形成することは、培養装置中で、栄養培地、第１の選択
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物質、第１の鑑別指示薬システム、第２の鑑別指示薬システム、及び非鑑別指示薬化合物
を試料と接触させて、接種済み培養装置を形成することを更に含む。
【００１６】
　上記の実施形態のいずれにおいても、培養装置を観察することは、培養装置を視覚的に
観察することを含み得る。上記の実施形態のいずれにおいても、培養装置を観察すること
は、イメージング装置を使用して培養装置の画像を生成することを含み得る。上記の実施
形態のいずれにおいても、本方法は、処理装置を使用して画像を分析することを更に含み
得る。上記の実施形態のいずれにおいても、本方法は、群に属する微生物によって形成さ
れたコロニーの数を計数することを更に含み得る。
【００１７】
　「好ましい」及び「好ましくは」なる語は、特定の状況下で特定の利益をもたらし得る
本発明の実施形態のことを指す。しかしながら、他の実施形態もまた、同じ又は他の状況
下で、好ましい場合がある。更には、１つ以上の好ましい実施形態の詳細説明は、他の実
施形態が有用ではないことを示唆するものではなく、本発明の範囲から他の実施形態を排
除することを意図するものではない。
【００１８】
　本明細書において使用するところの「サルモネラ微生物」とは、サルモネラ属に属する
あらゆる微生物のことを指す。
【００１９】
　本明細書において使用するところの「鑑別指示薬システム」とは、鑑別指示薬化合物を
検出可能な生成物に変換するそれぞれの能力に基づいて２種類の微生物を区別するために
使用される１以上の化合物のことを指す。場合によっては、例えば、鑑別指示薬化合物（
例えば、２－ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトシダーゼ）は、ある種の微生物によって
、検出可能な生成物（例えば、２－ニトロフェノール）に直接変換され得る。場合によっ
ては、例えば、鑑別指示薬化合物（例えば、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドキシル
－α－Ｄ－ガラクトピラノシド）は、ある種の微生物によって、空気の存在下で反応して
検出可能な生成物（ある種のインジゴ色素）を生成し得る中間生成物に変換され得る。場
合によっては、例えば、鑑別指示薬化合物（例えば、メリビオースなどの発酵性炭水化物
）は、ある種の微生物によって、鑑別指示薬システムの別の成分（例えば、クロロフェノ
ールレッドなどのｐＨ指示薬）と反応してその他の成分に検出可能な色の変化を生じさせ
ることができる検出可能な生成物（例えば、乳酸）に変換され得る。
【００２０】
　本明細書において使用するところの「選択物質」とは、第１の微生物又は第１の微生物
群の増殖を、第２の微生物又は第２の微生物群よりも大きく阻害することにより、阻害の
程度の小さい微生物の増殖に有利に働く化学化合物のことを指す。
【００２１】
　「含む」なる語及びその変化形は、これらの語が、本説明文及び特許請求の範囲におい
て用いられる場合、限定的な意味は有さない。
【００２２】
　本明細書で使用するところの「ａ」、「ａｎ」、「ｔｈｅ」、「少なくとも１つの」、
及び「１つ以上の」は、互換可能に使用される。したがって、例えば微生物と言う場合に
は、「１つ以上の」微生物を意味すると解釈することができる。
【００２３】
　「及び／又は」なる語は、列記される要素のうちの１つ若しくはすべて、又は列記され
る要素のうちの任意の２つ以上の組み合わせを意味する。
【００２４】
　また本明細書では、端点による数値範囲の記載は、その範囲に含まれるすべての数を含
む（例えば、１～５は、１、１．５、２、２．７５、３、３．８０、４、５などを含む）
。
【００２５】
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　上記の本発明の「課題を解決するための手段」は、本発明の開示されるそれぞれの実施
形態、又は本発明のすべての実施を説明することを目的としたものではない。以下の説明
は、例示的な実施形態をより具体的に例示するものである。本出願の全体にわたる幾つか
の箇所で、実施例の一覧によって指針が与えられるが、これらの実施例は異なる組み合わ
せで使用することができる。いずれの場合も、記載されるリストは、あくまで代表的な群
としてのみの役割を果たすものであって排他的なリストとして解釈するべきではない。
【００２６】
　これらの実施形態及び他の実施形態の更なる詳細を、添付の図面及び以下の説明文に記
載する。他の特徴、目的、及び利点は、説明文及び図面、並びに特許請求の範囲から明ら
かとなろう。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】本開示に基づくサルモネラ微生物を検出する方法の一実施形態のブロック図を示
す。
【図２】図１に示される方法の一実施形態と関連した更なる分析ステップ及び必要に応じ
て行われる処理ステップのブロック図を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　サルモネラ属には、サルモネラ・エンテリカ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｃ
ａ）とサルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ）の２つの種が含
まれる。これら２つの種の遺伝的関連性は、フックス（Ｆｏｏｋｅｓ）らによって研究さ
れている（「Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ　Ｐｒｏｖｉｄｅｓ　Ｉｎｓｉｇｈ
ｔｓ　ｉｎｔｏ　ｔｈｅ　Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｅ
」、ＰＬＯｓ　Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ、ｗｗｗ．ｐｌｏｓｐａｔｈｏｇｅｎｓ．ｏｒｇ，２
０１１，ｖｏｌ．７、ａｒｔｉｃｌｅ　ｎｕｍｂｅｒ　ｅ１００２１９１、ｐ　１～１６
、この文献の全体を本明細書に参照により援用する）。Ｓ．エンテリカ（Ｓ．　ｅｎｔｅ
ｒｉｃａ）の亜種は、ヒトに感染して病気を引き起こす能力においてＳ．ボンゴリ（Ｓ．
　ｂｏｎｇｏｒｉ）よりもよく知られているが、Ｓ．ボンゴリ（Ｓ．　ｂｏｎｇｏｒｉ）
もヒト感染症を引き起こすことが示されている。したがって、潜在的な病原性サルモネラ
微生物を検出するように設計される試験は、両方の種を検出することが可能なものでなけ
ればならない。
【００２９】
　本開示は、試料中のサルモネラ微生物を検出するための方法に一般的に関する。詳細に
は、本開示は、特定のβ－ガラクトシダーゼ産生サルモネラ微生物（例えば、Ｓ．ボンゴ
リ（Ｓ．　ｂｏｎｇｏｒｉ）種のメンバー）をβ－ガラクトシダーゼ産生非サルモネラ微
生物（例えば、大腸菌、及び腸内細菌科の他のβ－ガラクトシダーゼ産生メンバー）から
区別することが可能な、増殖に基づいた検出法に関する。本発明の方法では、Ｓ．ボンゴ
リ（Ｓ．　ｂｏｎｇｏｒｉ）微生物を区別するために、複数の鑑別指示試薬を含む選択増
殖培地を、高いインキュベーション温度と組み合わせる。
【００３０】
　増殖に基づいたサルモネラの検出及び識別では一般的に、非サルモネラ微生物の存在下
でサルモネラ菌株を特異的に検出する生化学的反応を利用する必要がある。残念なことに
、従来の検出システムの多くは、サルモネラ微生物を、試料中に存在し得る非サルモネラ
腸内細菌科微生物から区別するのに適当な特異性を与えるものではない。こうした試験は
、非サルモネラ微生物を、試料中に見られるサルモネラ微生物から区別するために更なる
試薬及び手順（例えば、免疫学的又は遺伝子試験）をしばしば必要とする。
【００３１】
　残念なことに、非サルモネラ腸内微生物（例えば、大腸菌型細菌）群を検出するために
一般的に用いられている反応には、すべてのサルモネラ菌株を陰性として区別しないもの
がある。例えば、ｌａｃ＋であり（β－Ｄ－ガラクトシダーゼを産生する）、したがって
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、β－ガラクトシダーゼ酵素の基質（例えば、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル
－β－Ｄ－ガラクトピラノシド）を使用した試験では非サルモネラ微生物から陰性として
区別されないサルモネラ菌株が存在する。本研究者らは、特定のβ－Ｄ－ガラクトシダー
ゼ陽性菌株は、高い温度でインキュベートするとβ－ガラクトシダーゼ酵素基質と反応し
ないことを発見した。更に、こうした高いインキュベーション温度は、幾つかの非サルモ
ネラβ－ガラクトシダーゼ産生微生物の増殖を阻害することができ、かつ／又はそれらの
β－ガラクトシダーゼ酵素活性を検出する能力には大きく影響しない。したがって、本開
示は、サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ）の増殖コロニー
を、他のβ－ガラクトシダーゼ産生腸内微生物のコロニーから区別するための方法を提供
する。
【００３２】
　本開示は、試料中のサルモネラ微生物を検出する方法を提供する。図１は、試料中のサ
ルモネラ微生物を検出する方法１０の一実施形態を示している。
【００３３】
　方法１０は、試験手順の成分を提供するステップ４５を含む。試験手順の成分を提供す
る手順は、試験される試料、培養装置、グラム陰性腸内微生物の増殖を促進する栄養培地
、グラム陽性微生物の増殖を阻害する第１の選択物質、サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍ
ｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ）種の微生物を含むサルモネラ微生物の群のメンバーによ
って第１の検出可能な生成物に変換され得る第１の鑑別指示薬化合物を含む第１の鑑別指
示薬システム、及びβ－ガラクトシダーゼ酵素活性によって第２の検出可能な生成物に変
換され得る第２の鑑別指示薬化合物を含む第２の鑑別指示薬システム、を提供することを
含む。方法１０は、更に、試験手順の成分を接触させて接種済み栄養培地を形成するステ
ップ５０を更に含む。試験手順の成分を接触させて接種済み栄養培地を形成するステップ
は、培養装置内で、栄養培地、選択物質、第１の鑑別指示薬システム、及び第２の鑑別指
示薬システムを試料と接触させて接種済み栄養培地を形成することを含む。方法１０は更
に、接種済み培地を４０℃よりも高い温度で第１の時間にわたってインキュベートするス
テップ５５と、培養装置を観察して第１の検出可能な生成物の有無を検出し、培養装置を
観察して第２の検出可能な生成物の有無を検出するステップ６０とを含む。これらの実施
形態では、第１の検出可能な生成物の存在を観察することは、サルモネラ微生物（例えば
、サルモネラ・エンテリカ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｃａ）及び／又はサル
モネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ））が試料中に存在する可能
性を示す。第２の検出可能な生成物と並行して第１の検出可能な生成物の存在を観察する
ことは、サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ）種のβ－ガラ
クトシダーゼ産生メンバー以外の微生物が試料中に存在することを示す。
【００３４】
　一部の実施形態では、方法１０は、接種済み栄養培地を、サルモネラ微生物によって、
本明細書に述べられるような第３の検出可能な生成物に変換され得る第３の鑑別指示薬化
合物を含む第３の鑑別指示薬システムと接触させる、必要に応じて行われるステップ６５
を更に含んでもよい。
【００３５】
　第３の鑑別指示薬システムは、第１の鑑別指示薬化合物、第２の鑑別指示薬化合物、第
３の鑑別指示薬化合物、又は非鑑別指示薬化合物を、試料及び／又は栄養培地と接触させ
るための、本明細書に述べられる手順を含む様々な手順を用いて、接種済み栄養培地と接
触させることができる。更に、第３の鑑別指示薬システムは、第３の鑑別指示薬システム
を含む物品を接種済み栄養培地と接触させることにより、第１のインキュベーション時間
の後で接種済み栄養培地と接触させることができる。これは、例えば、第３の鑑別指示薬
システムを含むコーティングを有する物品を使用することにより行うことができる。例え
ば、物品は、その全容を参照により本明細書に援用する米国特許第６，０２２，６８２号
に述べられるようなコーティング及び／又はコーティングされた基質を含み得る。
【００３６】
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　第３の鑑別指示薬化合物を含む第３の鑑別指示薬システムを接種済み栄養培地と接触さ
せた後、本方法は、第２の時間にわたってプレートをインキュベートする、必要に応じて
行われるステップ７０を含んでもよい。第２のインキュベーション時間の間に、サルモネ
ラ微生物が存在する場合、サルモネラ微生物は第３の鑑別指示薬化合物を第３の検出可能
な生成物に変換することができる。
【００３７】
　一部の実施形態では、方法１０は、非鑑別指示薬化合物を与える、必要に応じて行われ
るステップ（図に示されていない）を更に含み得る。これらの実施形態では、培養装置内
で、試料、栄養培地、第１の選択物質、第１の鑑別指示薬システム、及び第２の鑑別指示
薬システムを接触させて接種済み培地を形成することは、培養装置内で、試料、栄養培地
、第１の選択物質、第１の鑑別指示薬システム、第２の鑑別指示薬システムを、非鑑別指
示薬化合物と接触させて接種済み培地を形成することを必要に応じて更に含み得る。非鑑
別指示薬化合物は、本明細書に含まれるものを含む任意の適当な方法を用いて、接種済み
培地の他の成分と接触させることができる。
【００３８】
　適当な非鑑別指示薬化合物としては、増殖する微生物によって代謝されるか、又は他の
何らかの方法でこれと反応することで、微生物コロニー又はコロニーに隣接した栄養培地
を発色又は蛍光発光させて可視化、画像化、及び／又は定量化を助け得る第４の検出可能
な生成物を生成する指示薬化合物が挙げられる。非鑑別指示薬及びこれから誘導される第
４の検出可能な生成物は、接種済み培地中に存在する場合に第１の検出可能な生成物又は
第２の検出可能な生成物及び／又は第３の検出可能な生成物の検出を大きく阻害してはな
らない。適当な非鑑別指示薬化合物の非限定的な例としては、トリフェニルテトラゾリウ
ムクロライド、ｐ－トリルテトラゾリウムレッド、テトラゾリウムバイオレット、ベラト
リルテトラゾリウムブルー、及び５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－リン酸二ナ
トリウム塩などの発色性酸化還元指示薬が挙げられる。非鑑別指示薬を接種済み栄養培地
と接触させる実施形態では、培養装置を観察して第１及び／又は第２の検出可能な生成物
の存在を検出することは、培養装置を観察して第４の検出可能な生成物の存在を検出する
ことを更に含み得る。
【００３９】
　本開示の方法で試験される試料としては、サルモネラ微生物を含むことが疑われ得る様
々な試料が挙げられる。特に対象となる試料としては、食品加工又は飲料加工作業におけ
る原材料、処理中の材料、又は最終製品材料が挙げられる。他の適当な試料としては、例
えば、水試料（例えば、表面水、処理水）、環境試料（空気試料；壁、床、配水管、食品
接触表面、処理装置からの表面試料）、及び臨床試料が挙げられる。臨床試料の非限定的
な例としては、消化管試料、直腸試料、及び糞便試料が挙げられる。試験試料としては、
液体、及び液体媒質中に溶解又は懸濁された固体が挙げられる。
【００４０】
　本開示の培養装置には、試料中に存在する微生物を検出する処理中に栄養培地を入れる
ために使用されるあらゆる培養装置が含まれる。特定の好ましい実施形態では、栄養培地
は、微生物の計数を容易にするためのゲル化剤を含む。適当な培養装置の非限定的な例と
しては、ペトリ皿、マルチウェルプレート、チューブ、フラスコ、薄膜培養装置（例えば
、いずれもその全容を本明細書に参照により援用するところの米国特許第４，５６５，７
８３号、同第５，６０１，９９８号、同第５，６８１，７１２号、同第６，２６５，２０
３号、及び同第６，６３８，７５５号に開示される薄膜培養装置）が挙げられる。
【００４１】
　一部の実施形態では、培養装置を提供することは、グラム陰性腸内微生物の増殖を促進
する栄養培地、グラム陽性微生物の増殖を阻害する第１の選択物質、サルモネラ・ボンゴ
リ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ）種の微生物を含むサルモネラ微生物群のメ
ンバーによって第１の検出可能な生成物に変換され得る第１の鑑別指示薬化合物を含む第
１の鑑別指示薬システム、及び／又はβ－ガラクトシダーゼ酵素活性によって第２の検出
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可能な生成物に変換され得る第２の鑑別指示薬化合物を含む第２の鑑別指示薬システムが
入った培養装置を提供することを含む。
【００４２】
　一部の実施形態では、グラム陰性腸内微生物の増殖を促進する栄養培地、グラム陽性微
生物の増殖を阻害する第１の選択物質、サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　
ｂｏｎｇｏｒｉ）種の微生物を含むサルモネラ微生物群のメンバーによって第１の検出可
能な生成物に変換され得る第１の鑑別指示薬化合物を含む第１の鑑別指示薬システム、及
び／又はβ－ガラクトシダーゼ酵素活性によって第２の検出可能な生成物に変換され得る
第２の鑑別指示薬化合物を含む第２の鑑別指示薬システムから選択される少なくとも１つ
の成分は、実質的に脱水された状態で提供される（必要に応じて培養装置内で）。これら
の実施形態では、少なくとも１つの脱水された成分は、試料との接触の前又は間に水性の
液体（例えば、水、緩衝溶液、希釈液、液体試料）によって再水和することができる。
【００４３】
　一部の実施形態では、グラム陰性腸内微生物の増殖を促進する栄養培地、グラム陽性微
生物の増殖を阻害する第１の選択物質、サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　
ｂｏｎｇｏｒｉ）種の微生物を含むサルモネラ微生物群のメンバーによって第１の検出可
能な生成物に変換され得る第１の鑑別指示薬化合物を含む第１の鑑別指示薬システム、及
び／又はβ－ガラクトシダーゼ酵素活性によって第２の検出可能な生成物に変換され得る
第２の鑑別指示薬化合物を含む第２の鑑別指示薬システムから選択される少なくとも１つ
の成分は、成分を培養装置に加える前に試料と混合される（例えば、液体試料中に溶解又
は希釈される）。
【００４４】
　本開示の栄養培地としては、グラム陰性腸内微生物の増殖を促進するあらゆる栄養培地
が挙げられる。各種の適当な栄養培地が当該技術分野において知られている。適当な栄養
培地には、グラム陰性腸内微生物の増殖を促進するための炭素、窒素、及びエネルギーを
与えることができるタンパク質性栄養素（例えば、動物性又は植物性タンパク質の化学的
及び／又は酵素的消化物）が含まれる。栄養培地は、存在する場合に、第１の鑑別指示薬
システム、第２の鑑別指示薬システム、及び／又は第３の鑑別指示薬システムを大きく阻
害しないものであれば、他の栄養素（例えば、ミネラル又は他の成分）を含んでもよい。
【００４５】
　本開示の第１の鑑別指示薬システムは、サルモネラ微生物によって第１の検出可能な生
成物に変換され得る第１の鑑別指示薬化合物を含む。好ましくは、第１の鑑別指示薬化合
物は、サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ）種の微生物を含
むサルモネラ微生物群のメンバーによって第１の検出可能な生成物に変換され得る。第１
の鑑別指示薬化合物もまた、Ｓ．ボンゴリ（Ｓ．　ｂｏｎｇｏｒｉ）以外の種（例えばＳ
．エンテリカ（Ｓ．　ｅｎｔｅｒｉｃａ））に属するサルモネラ微生物によって第１の検
出可能な生成物に変換されることがより好ましい。一部の実施形態では、第１の鑑別指示
薬システムは、培養装置中で増殖することが可能な少なくとも１つの非サルモネラ腸内微
生物によって第１の検出可能な生成物に変換され得る第１の鑑別指示薬化合物を含む。
【００４６】
　一部の実施形態では、第１の鑑別指示薬化合物は、サルモネラ微生物によって（例えば
発酵により）第１の検出可能な生成物（例えば、乳酸などの酸性化合物及び／又は例えば
二酸化炭素などの気体）に変換され得る栄養化合物（例えば炭水化物）である。好ましく
は、第１の鑑別指示薬は、複数のサルモネラ種及び／又は亜種によって第１の検出可能な
生成物に変換される栄養化合物を含む。より好ましくは、第１の鑑別指示薬は、サルモネ
ラ属に属さない多くの微生物種によって第１の検出可能な生成物に変換されない栄養化合
物を含む。更により好ましくは、第１の鑑別指示薬は、非サルモネラ微生物によって第１
の検出可能な生成物に変換されない栄養化合物を含む。適当な第１の鑑別指示薬の非限定
的な例としては、メリビオース、２－デオキシ－Ｄ－リボース、マンニトール、Ｌ－アラ
ビノース、ズルシトール、マルトース、Ｌ－ラムノース、トレハロース、Ｄ－キシロース
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、及びソルビトールからなる群から選択される化合物が挙げられる。
【００４７】
　酸性化合物が第１の検出可能な生成物であるような一部の実施形態では、第１の鑑別指
示薬システムは更にｐＨ指示薬を含んでもよい。細菌によって産生される酸性化合物を検
出するための多くのｐＨ指示薬が当該技術分野において知られている。適当なｐＨ指示薬
の非限定的な例としては、フェノールレッド、クロロフェノールレッド、ニュートラルレ
ッド、ブロモチモールブルー、及びブロモチモールパープルが挙げられる。第１の検出可
能な生成物が気体を含むような一部の実施形態では、こうした気体は、例えば気体を閉じ
込めることによって検出することができる（例えば、気体をブロス培養液中でダーラム管
内に閉じ込める、その全容を参照によって本明細書に援用するところの「ＰＥＴＲＩＦＩ
ＬＭ腸内細菌科カウントプレートの解説ガイド（Ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ　Ｇｕｉ
ｄｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ　Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ　
Ｃｏｕｎｔ　Ｐｌａｔｅ）」に述べられるような薄膜培養装置中においてヒドロゲル中に
ガスを閉じ込めることにより）。
【００４８】
　一部の実施形態では、第１の指示薬化合物は、酵素基質を含み得る。適当な発色性又は
蛍光発生酵素基質が、サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ）
種の微生物を含むサルモネラ微生物群のメンバーにより第１の検出可能な生成物（例えば
着色生成物又は蛍光生成物）に変換（例えば酵素により加水分解）される。好ましくは、
酵素基質は、Ｓ．ボンゴリ（Ｓ．　ｂｏｎｇｏｒｉ）以外の種（例えば、Ｓ．エンテリカ
（Ｓ．　ｅｎｔｅｒｉｃａ））に属するサルモネラ微生物によって第１の検出可能な生成
物に変換される。適当な酵素基質の非限定的な例としては、カプリレートエステラーゼ酵
素活性を検出するか、又はα－ガラクトシダーゼ酵素活性を検出するための酵素基質が挙
げられる。適当な発色性酵素基質としては、例えば５－ブロモ－６－クロロ－３－インド
リルカプリレート、４－ニトロフェニルカプリレート、２－ナフチルカプリレート、５－
ブロモ－４－クロロ－３－インドキシル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド、レゾルフィニル
－α－Ｄ－ガラクトピラノシド、４－ニトロフェニル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド、及
びこれらの組み合わせからなる群から選択される酵素基質が挙げられる。
【００４９】
　本開示の第２の鑑別指示薬システムは、β－ガラクトシダーゼ酵素活性によって第２の
検出可能な生成物に変換され得る第２の鑑別指示薬化合物を含む。したがって、第２の鑑
別指示薬システムは、β－ガラクトシダーゼ酵素活性を生じる微生物と、β－ガラクトシ
ダーゼ酵素活性を生じない微生物とを区別するものである。例えば、多くのサルモネラ菌
はβ－ガラクトシダーゼ酵素活性を生じず、Ａ．ラムバック（Ａ．　Ｒａｍｂａｃｈ）（
本明細書にその全容を参照により援用するところの「Ｎｅｗ　ｐｌａｔｅ　ｍｅｄｉｕｍ
　ｆｏｒ　ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｓａｌｍ
ｏｎｅｌｌａ　ｓｐｐ．Ｆｒｏｍ　Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｓｐｐ．Ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｅｎ
ｔｅｒｉｃ　ｂａｃｔｅｒｉａ」、１９９０，Ａｐｐｌ．Ｅｎｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂ
ｉｏｌ．，ｖｏｌ．５６，ｐｐ．３０１～３０３）により開示されるように、β－ガラク
トシダーゼ酵素活性の指示薬を使用することにより腸内細菌科のラクトースを利用するメ
ンバーから区別することができる。
【００５０】
　しかしながら、一部の報告によれば、幾つかのサルモネラの種（例えば、Ｓ．ボンゴリ
（Ｓ．　ｂｏｎｇｏｒｉ））及び亜種（例えば、Ｓ．エンテリカ・アリゾナエ（Ｓ．　ｅ
ｎｔｅｒｉｃａ　ａｒｉｚｏｎａｅ）及びＳ．エンテリカ・ジアリゾナエ（Ｓ．　ｅｎｔ
ｅｒｉｃａ　ｄｉａｒｉｚｏｎａｅ））からの単離微生物の９０％以上が、β－ガラクト
シダーゼ酵素活性を生じることが判明したことが示されている（例えば、本明細書にその
全容を参照により援用するところのＡ．Ｍ．Ｌｉｔｔｅｌｌ、「Ｐｌａｔｉｎｇ　ｍｅｄ
ｉｕｍ　ｆｏｒ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｎｇ　Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ａｒｉｚｏ
ｎａｅ　ｆｒｏｍ　ｏｔｈｅｒ　Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｅ」、１９７７，Ａｐｐｌ．Ｅｎ
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ｖｉｒｏｎ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ．，ｖｏｌ．３３，ｐｐ．４８５～４８７を参照）。し
たがって、サルモネラ微生物と非サルモネラ微生物とをβ－ガラクトシダーゼ酵素活性に
基づいて区別するように設計された培地及び対応する手順は、試料中にβ－ガラクトシダ
ーゼ産生サルモネラ菌が存在する場合、試料中のサルモネラ微生物の数を誤って過小評価
する可能性がある。本研究者らは、その方法で使用される培地がサルモネラ微生物と非サ
ルモネラ微生物とを区別するうえでβ－ガラクトシダーゼ酵素活性の指示薬に頼ったもの
である場合であっても、幾つかのβ－ガラクトシダーゼ産生サルモネラ微生物を区別する
ことができる方法を期せずして発見したものである。本開示に基づく適当な第２の鑑別指
示薬化合物の非限定的な例としては、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－Ｄ
－ガラクトピラノシド、５－ブロモ－３－インドリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、５
－ブロモ－６－クロロ－３－インドリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、２－ニトロフェ
ニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、４－ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド
がある。一部の実施形態では、第２の鑑別指示薬システムは、ラクトース及びｐＨ指示薬
を含む。
【００５１】
　本開示の方法は、グラム陽性微生物の増殖を阻害する第１の選択物質を使用することに
より、栄養素に対する競合を低減してサルモネラ属のメンバーなどのグラム陰性微生物の
増殖を促進する。適当な第１の選択物質の非限定的な例としては、抗生物質、胆汁酸塩、
胆汁酸塩Ｎｏ．３、コール酸、デオキシコール酸、クリスタルバイオレット、ノボビオシ
ン、又は上記の選択物質の任意の２つ以上の組み合わせからなる群から選択される選択物
質が挙げられる。
【００５２】
　本開示の方法では、必要に応じて、サルモネラ属のメンバーではない少なくとも１つの
グラム陰性腸内微生物の増殖を阻害するための少なくとも１つの第２の選択物質を使用す
ることもできる。一部の実施形態では、第２の選択物質は、少なくとも１つのグラム陽性
微生物の増殖も阻害し得る。有利な点として、第２の選択物質は、第１の選択物質との組
み合わせにより、微生物（グラム陰性及び／又はグラム陽性微生物）を更に阻害すること
により、栄養素に対する競合を低減してサルモネラ微生物の増殖を促進する。更に、少な
くとも１つの第２の選択物質は、それが用いられなければ第１の鑑別化合物及び／又は第
３の鑑別化合物をそれぞれの検出可能な物質に変換するであろう非サルモネラグラム陰性
微生物の増殖をほぼ防止することもできる。したがって第２の選択物質は、非サルモネラ
微生物が潜在的なサルモネラ微生物として解釈される確率を低減することができる。適当
な第２の選択物質の非限定的な例としては、β－ラクタム系抗生物質、アミノグリコシド
系抗生物質、キノロン系抗生物質、サルファ系抗生物質、ポリミキシン系抗生物質、及び
上記の抗生物質の任意の２つ以上の組み合わせからなる群から選択される選択物質が挙げ
られる。一実施形態では、少なくとも１つの第２の選択物質は、ナラジクス酸（ｎａｌａ
ｄｉｘｉｃ　ａｃｉｄ）と、ストレプトマイシンと、ポリミキシンＢとの組み合わせを含
む。好ましくは、栄養培地中の少なくとも１つの第２の選択物質のそれぞれの濃度は、サ
ルモネラ微生物の増殖を許容するように選択される。より好ましくは、栄養培地中の少な
くとも１つの第２の選択物質のそれぞれの濃度は、すべてのサルモネラ微生物の増殖を許
容するように選択される。
【００５３】
　本開示の方法は、培養装置中で、栄養培地、第１の選択物質、第１の鑑別指示薬システ
ム、及び第２の鑑別指示薬システムを試料と接触させて、接種済み培地を形成することを
含む。試料は、培養装置中で、栄養培地、第１の選択物質、第１の鑑別指示薬システム、
及び第２の鑑別指示薬システムと様々な方法のいずれによって接触させてもよい。例えば
、本方法の一実施形態では、栄養培地、第１の選択物質、第１の鑑別指示薬システム、及
び第２の鑑別指示薬システムを、水和された形態（例えば、水和された寒天培地など）の
混合物として培養装置中に入れることができる。この実施形態では、試料（例えば、液体
試料、固体試料、フィルター上に捕捉された液体及び／又は固体試料、液体媒質中に懸濁
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された固体試料）は、例えばピペッティング、スプレッドプレート接種法、及びストリー
クプレート接種法などの当該技術分野では周知の方法によって、混合物中、又は混合物上
に堆積、及び必要に応じて分配することができる。
【００５４】
　代替的な一実施形態では、試料（例えば液体及び／又は固体物質を含む）を、栄養培地
、第１の選択物質、第１の鑑別指示薬システム、及び第２の鑑別指示薬システムを含む液
体混合物（例えば、溶融、強化された液体寒天溶液）と接触させて混合し、次いで混合物
を培養装置に移す。
【００５５】
　別の代替的な実施形態では、成分（例えば、栄養培地、第１の選択物質、第１の鑑別指
示薬システム、及び第２の鑑別指示薬システム）のうちの１つ以上のものを、米国特許第
４，５６５，７８３号、同第５，６０１，９９８号、同第５，６８１，７１２号、同第６
，２６５，２０３号、及び同第６，６３８，７５５号に開示される培養装置と同様の薄膜
培養装置におけるような脱水された形態で培養装置中に配置することができる。この実施
形態では、試料（例えば、水性液体試料、又は水性懸濁媒質中に懸濁させた固体試料）を
例えば培養装置中にピペットで注入することにより、試料を脱水された成分と接触させる
ことができる。この実施形態では、成分のうちの１つ以上のものを、試料を培養装置中に
堆積させる前又は後に試料中に溶解又は懸濁することができる。
【００５６】
　更に別の代替的な実施形態では、成分（例えば、栄養培地、第１の選択物質、第１の鑑
別指示薬システム、及び第２の鑑別指示薬システム）のうちの１つ以上のものを、本明細
書に述べられる薄膜培養装置におけるような脱水された形態で培養装置中に配置すること
ができる。適当な水性液体（例えば、必要に応じて成分の１つ以上を含む滅菌水、滅菌緩
衝溶液）を培養装置中にピペットで注入し、培養装置中のゲル化剤（存在する場合）を再
水和させる。次いで、試料を、培養装置中に成分と接触させて堆積させる（例えば、ピペ
ット注入、ストリーキング、試料を含むメンブレンフィルターを置くことなどにより）こ
とができる。
【００５７】
　各成分（例えば、栄養培地、第１の選択物質、第１の鑑別指示薬システム、及び第２の
鑑別指示薬システム）を培養装置中で試料と接触させることができる様々な他の手順が当
業者には認識されるであろう。
【００５８】
　本開示の方法は、接種済み培養装置を第１の時間にわたってインキュベートすることを
更に含む。接種済み培養装置をインキュベートすることは、高い温度（例えば温度調節さ
れたインキュベーター内で）に装置を保持することを含み得る。接種済み培養装置を高い
温度（例えば２５℃よりも高い温度）でインキュベートすることにより、サルモネラ属の
微生物などの腸内微生物の増殖が促進される。サルモネラ微生物を培養するための多くの
方法では、培養装置を約３７℃（概ねヒトの体温）の環境に置く。しかしながら、この温
度では、サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ）種のメンバー
は、本開示の第２の鑑別指示薬システムを使用して検出可能なβ－Ｄ－ガラクトシダーゼ
酵素活性を生じることが可能である。しかしながら、サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏ
ｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ）の多くは、４０℃よりも高い温度では、増殖することはで
きるが、本開示の第２の鑑別指示薬システムを使用して検出可能なβ－ガラクトシダーゼ
酵素活性は生じない。このため、本開示の方法は、接種済み培養装置を４０℃よりも高い
温度（例えば４１℃以上の温度）で第１の時間にわたってインキュベートすることを含む
。一部の実施形態では、接種済み培養装置をインキュベートすることは、接種済み培養装
置を、端点を含めて４１℃～４４℃の温度でインキュベートすることを含む。一部の実施
形態では、接種済み培養装置をインキュベートすることは、接種済み培養装置を４１℃の
温度でインキュベートすることを含む。一部の実施形態では、接種済み培養装置をインキ
ュベートすることは、接種済み培養装置を４２℃の温度でインキュベートすることを含む
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。一部の実施形態では、接種済み培養装置をインキュベートすることは、接種済み培養装
置を４３℃の温度でインキュベートすることを含む。一部の実施形態では、接種済み培養
装置をインキュベートすることは、接種済み培養装置を４４℃の温度でインキュベートす
ることを含む。
【００５９】
　培養装置は、試料中に存在する腸内微生物の増殖及び分裂を可能とするうえで充分な第
１の時間にわたってインキュベートされる。一般的に、培養装置は約１０時間の第１の時
間にわたってインキュベートされる。一部の実施形態では、培養装置は約１４～約４８時
間の第１の時間にわたってインキュベートされる。一部の実施形態では、培養装置は約１
８～約４８時間の第１の時間にわたってインキュベートされる。一部の実施形態では、培
養装置は約２４～約３６時間の第１の時間にわたってインキュベートされる。好ましい一
実施形態では、培養装置は約２４±２時間にわたってインキュベートされる。
【００６０】
　本開示の方法は、培養装置を観察して第１の検出可能な生成物の有無を検出することを
含む。第１の検出可能な生成物は、サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏ
ｎｇｏｒｉ）種の微生物を含むサルモネラ微生物群のメンバーによって産生される。この
群のメンバーは、第１の鑑別指示薬化合物を（例えば、発酵、代謝活性、酵素活性により
）第１の検出可能な生成物に変換する。一般的には、第１のインキュベート時間の後で栄
養培地を観察する。いずれの実施形態においても、栄養培地を観察して第１の検出可能な
生成物の存在を検出することは、培養装置を観察して第１の検出可能な色を検出すること
を含み得る。一部の実施形態では、第１の検出可能な色は、蛍光（例えば、第１の鑑別指
示薬化合物が４－メチルウンベリフェリル－α－Ｄ－ガラクトピラノシドであるような実
施形態で）によって検出することができる。
【００６１】
　第１の鑑別指示薬システムが発酵性炭水化物及びｐＨ指示薬を含むような実施形態では
、第１の検出可能な色は、炭水化物を１つ以上の酸性生成物に変換することが可能な微生
物のコロニーに近接（すなわち隣接）したｐＨ指示薬と関連した発色領域であってよい。
したがって、酸生成物がコロニー及び／又はコロニーの周囲の栄養培地中に蓄積するにし
たがって、酸性生成物とｐＨ指示薬との相互作用によって生じる発色領域がコロニーに近
接して形成され、場合によってはコロニーも着色する。前記酸領域のサイズは、米国特許
第５，６０１，９９８号に述べられるような栄養培地中の緩衝溶液の使用によって調節す
ることができる。
【００６２】
　第１の鑑別指示薬化合物が発色性酵素基質を含むような実施形態では、第１の検出可能
な色は、微生物コロニーに近接した発色領域であり得る。例えば、発色領域は、微生物酵
素が発色性基質（例えば４－ニトロフェニル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド）と反応する
ことによって生じる水溶性生成物（例えば４－ニトロフェノール）を含み得る。また、発
色領域は、微生物酵素が発色性基質（５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－α－Ｄ
－ガラクトピラノシド）と反応することによって生じる非水溶性生成物（例えばインジゴ
）を含んでもよい。
【００６３】
　本開示の方法は、培養装置を観察して第２の検出可能な生成物の有無を検出することを
含む。第２の検出可能な生成物は、β－ガラクトシダーゼ酵素活性を有する微生物によっ
て産生される。β－ガラクトシダーゼ酵素活性を有する微生物は、第２の鑑別指示薬化合
物を第２の検出可能な生成物に変換する。一般的には、第１のインキュベート時間の後で
栄養培地を観察する。いずれの実施形態においても、栄養培地を観察して第２の検出可能
な生成物の存在を検出することは、培養装置を観察して第２の検出可能な色を検出するこ
とを含み得る。一部の実施形態では、第２の検出可能な色は、光の吸光度又は反射率を観
察することによって検出することができる。一部の実施形態では、第２の検出可能な色は
、蛍光（例えば、第１の鑑別指示薬化合物が４－メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラ
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クトピラノシドであるような実施形態で）によって検出することができる。
【００６４】
　いずれの実施形態においても、第１の検出可能な生成物は第２の検出可能な生成物の検
出を実質的に阻害してはならず（例えば、色マスキング又は蛍光消光により）、第２の検
出可能な生成物は第１の検出可能な生成物の検出を実質的に阻害してはならない（例えば
、色マスキング又は蛍光消光により）点は当業者であれば認識されるところであろう。第
１の検出可能な色及び第２の検出可能な色が蛍光によって検出されるような実施形態では
、第１の検出可能な生成物は第２の検出可能な生成物と異なるフルオロフォアを含むもの
でなければならない点は当業者であれば認識されるところであろう。
【００６５】
　本開示の方法は、培養装置を観察して第１の検出可能な生成物及び／又は第２の検出可
能な生成物を検出することを含む。本方法のいずれの実施形態においても、培養装置を観
察することは、栄養培地、第１の選択物質、第１の鑑別指示薬システム、第２の選択成分
、存在する場合には第２の選択物質、及び存在する場合には第３の鑑別指示薬システムを
含む混合物を観察することを含み得る。本方法のいずれの実施形態においても、培養装置
を観察することは、培養装置を視覚的に観察する（１つ以上の肉眼により）ことを含み得
る。
【００６６】
　これに加えるか又はこれに代えて、本方法のいずれの実施形態においても、培養装置を
観察することは、培養装置を機械的に観察する（例えば、いずれもその全容を参照により
本明細書に援用するところの米国特許第６，２４３，４８６号、同第７，４９６，２２５
号、及び同第７，３５１，５７４号に述べられるイメージングシステムのようなイメージ
ングシステムを使用して）ことを含み得る。この実施形態では、培養装置を観察すること
は、イメージング装置を使用して培養装置の画像を生成することを含み得る。培養装置の
画像を生成すること以外に、本方法は、処理装置を使用して画像を分析することを必要に
応じて含み得る。
【００６７】
　本開示の方法を使用することにより、試料中のサルモネラ微生物を検出し、必要に応じ
て計数することができる。例えば、培養装置中の第１の検出可能な生成物の存在を観察す
ることにより、サルモネラ微生物（例えば、サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌ
ａ　ｂｏｎｇｏｒｉ）種のメンバー及び／又はサルモネラ・エンテリカ（Ｓａｌｍｏｎｅ
ｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｃａ）種のメンバー）が試料中に存在する可能性を示すことができ
る。しかしながら、本開示に基づく方法では、第２の検出可能な生成物と並行して第１の
検出可能な生成物の存在を観察することは、サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌ
ａ　ｂｏｎｇｏｒｉ）種のβ－ガラクトシダーゼ産生メンバー以外の微生物が試料中に存
在することを示す。
【００６８】
　第３の鑑別指示薬化合物は、それから誘導される第３の検出可能な生成物が、第１の鑑
別指示薬システムの第１の検出可能な生成物及び第２の鑑別指示薬システムの第２の検出
可能な生成物から区別可能、好ましくは光学的に区別可能、より好ましくは視覚的に区別
可能であれば、サルモネラ微生物を検出するための任意の適当な指示薬化合物であってよ
い。したがって、一実施形態では、第３の鑑別指示薬システムは、ｐＨ指示薬を、本明細
書に述べられるように、第１の検出可能な生成物（例えば、乳酸などの酸性化合物及び／
又は例えば二酸化炭素などの気体）に変換され得る（例えば発酵により）栄養素（例えば
炭水化物）とともに含むことができる。別の実施形態では、第３の鑑別指示薬システムは
、本明細書に述べられるような発色性酵素基質を含むことができる。更に別の実施形態で
は、第３の鑑別指示薬システムは、本明細書に述べられるような発色性酵素基質であって
よい。本明細書に述べられるいずれの第１の鑑別指示薬システムも、第１及び第２の鑑別
指示薬システム並びに／又は存在する場合には第４の指示薬システムを実質的に阻害せず
、かつこれらから区別可能なものであれば、第３の鑑別指示薬システムとして使用するの
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に適当であり得る。
【００６９】
　有利な点として、第３の鑑別指示薬システムは、試料中のサルモネラ微生物の存在を「
確認する」ための手段として用いることができる。すなわち、培養装置中で第１の検出可
能な生成物の存在が観察された場合、その存在は、試料中にサルモネラ微生物が存在する
可能性を指示するものと考えることができる。しかしながら、第３の検出可能な生成物の
存在が、第１の検出可能な生成物の存在と並行して観察された場合（すなわち、第１及び
第３の検出可能な生成物が同じ細菌コロニーにともなっている場合）、この観察結果は、
試料中にサルモネラ微生物が存在する確率がより高い（例えば有意に高い確率）ことを示
し得るものである。
【００７０】
　接種済み培養装置を第２の時間にわたってインキュベートすることは、装置を高い温度
に保持する（例えば温度調節されたインキュベーター内で）ことを含み得る。接種済み培
養装置を高い温度（例えば、２５℃よりも高いが約４４℃以下の温度）でインキュベート
することにより、腸内微生物（例えばサルモネラ属のメンバー）による第３の鑑別指示薬
化合物の第３の検出可能な生成物への変換を促進することができる。好ましい一実施形態
では、培養装置は、端点を含めて３５℃～４２℃の温度で第２の時間にわたってインキュ
ベートされる。より好ましい一実施形態では、培養装置は、４２℃±１℃の温度（端点を
含む）で第２の時間にわたってインキュベートされる。
【００７１】
　一部の実施形態では、第３の鑑別指示薬システムは、第１のインキュベーション時間の
後に接種済み栄養培地と接触させられる。有利な点として、これにより第３の検出可能な
生成物の検出に要する第２のインキュベーション時間の長さを短縮することができる。す
なわち、一部の実施形態では、第２のインキュベーション時間を１時間～約６時間とする
ことができる。一部の実施形態では、第２のインキュベーション時間を約２時間～約４時
間とすることができる。好ましい一実施形態では、第２のインキュベーション時間を４時
間±１時間である。
【００７２】
　本開示に基づいて用いられる場合、本方法は、試料中のサルモネラ微生物の有無を検出
することができる。図２は、図１に示される方法と関連した幾つかの分析ステップ及び必
要に応じて行われる処理ステップの一実施形態を示している。図１に示されるように、培
養装置を第１の時間にわたってインキュベートした後、培養装置を観察して（ステップ６
０）第１の検出可能な生成物の有無を検出し（ステップ１００）、更に第２の検出可能な
生成物の有無を検出する（ステップ１１０）。第１及び／又は第２の検出可能な生成物は
、本明細書に述べられるようにして検出することができる。
【００７３】
　第１の検出可能な生成物が充分なインキュベーション時間の後で検出されない場合、試
験試料は、ステップ１０５に示されるようにサルモネラ微生物を含まないものと推定され
る。第１の検出可能な生成物が観察された場合、第１の検出可能な生成物と並行した第２
の検出可能な生成物の存在について培養装置を更に観察する（ステップ１１０）。第１の
検出可能な生成物が第２の検出可能な生成物と並行して観察された場合、ステップ１１５
に示されるように、試料はサルモネラ微生物を含まないものと推定される。
【００７４】
　第１の検出可能な生成物が微生物コロニーにともなって観察され、かつ第２の検出可能
な生成物が観察されない場合、又は第２の検出可能な生成物が、微生物コロニーに近接し
た第１の検出可能な生成物と並行して観察されない場合、ステップ１１８に示されるよう
に、試験試料は少なくとも１つのサルモネラ微生物を含むものと推定される。このサルモ
ネラ微生物は、Ｓ．ボンゴリ（Ｓ．　ｂｏｎｇｏｒｉ）種のメンバーであり得るか、又は
Ｓ．エンテリカ（Ｓ．　ｅｎｔｅｒｉｃａ）種の非β－ガラクトシダーゼ産生メンバーで
あり得る。場合により、操作者は、第１の検出可能な生成物を産生している微生物がサル
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モネラ属のメンバーであるか否かを確認したい場合がある。これは、例えば本明細書に開
示されるように、接種済み栄養培地を第３の指示薬システムと接触させる（例えば、第３
の指示薬システムを含む物品を提供し、接種済み栄養培地を物品と接触させることにより
）、必要に応じて行われるステップ６５を行うことによって実現することが可能である。
この必要に応じて行われるステップ６５に続いて、本明細書に述べられるように、接種済
み培養装置を第２の時間にわたってインキュベートする、必要に応じて行われるステップ
７０が行われる。第２のインキュベーション時間の後、本明細書に述べられるように、培
養装置を観察して（ステップ７５）第３の検出可能な生成物の有無を検出する（ステップ
１２０）。第３の検出可能な生成物が観察された場合、ステップ１２５に示されるように
、第１及び第３の検出可能な生成物をともなった微生物コロニーは、サルモネラ属のメン
バー（例えばα－ガラクトシダーゼ産生メンバー）である可能性が高いと結論することが
できる。微生物コロニーが第３の検出可能な生成物を産生しない場合、ステップ１３５に
示されるように、コロニーはサルモネラ属のメンバーではないものと推定される（例えば
、コロニーは非β－ガラクトシダーゼ産生腸内微生物であり得る）。
【００７５】
　いずれの実施形態においても、本方法は、ある群（例えば、サルモネラ微生物からなる
群、β－ガラクトシダーゼ産生微生物からなる群、β－ガラクトシダーゼ産生サルモネラ
からなる群、非β－ガラクトシダーゼ産生サルモネラの群）に属する微生物によって形成
されるコロニーの数を計数することを更に含み得る。計数は、指示薬システム、又は各コ
ロニーが反応する複数の指示薬システムに基づいて、培養装置内の別々の微生物コロニー
を単純に数えることによって行うことができる。
【００７６】
　実施形態
　実施形態１は、サルモネラ微生物を検出する方法であって、
　試験される試料、
　培養装置、
　グラム陰性腸内微生物の増殖を促進する栄養培地、
　グラム陽性微生物の増殖を阻害する第１の選択物質、
　サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ）種の微生物を含むサ
ルモネラ微生物群のメンバーによって第１の検出可能な生成物に変換され得る第１の鑑別
指示薬化合物を含む第１の鑑別指示薬システム、及び
　β－ガラクトシダーゼ酵素活性によって第２の検出可能な生成物に変換され得る第２の
鑑別指示薬化合物を含む第２の鑑別指示薬システム、を提供することと、
　培養装置中で、栄養培地、第１の選択物質、第１の鑑別指示薬システム、及び第２の鑑
別指示薬システムを試料と接触させて、接種済み培養装置を形成することと、
　接種済み培養装置を第１の時間にわたって４０℃よりも高い温度でインキュベートする
ことと、
　培養装置を観察して第１の検出可能な生成物の有無を検出することと、
　培養装置を観察して第２の検出可能な生成物の有無を検出することと、を含み、
　第１の検出可能な生成物の存在を観察することが、サルモネラ微生物が試料中に存在す
る可能性を示し、
　第２の検出可能な生成物と並行して第１の検出可能な生成物の存在を観察することが、
サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ）種のβ－ガラクトシダ
ーゼ産生メンバー以外の微生物が試料中に存在することを示す、方法である。
【００７７】
　実施形態２は、培養装置が、栄養培地、第１の選択物質、第１の鑑別指示薬システム、
及び第２の鑑別指示薬システムがほぼ脱水された形態でその内部に配置された薄膜培養装
置として提供される、実施形態１に記載の方法である。
【００７８】
　実施形態３は、第１の検出可能な生成物が存在しないことを観察することが、試料中に
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サルモネラ微生物が存在しないことを示す、実施形態１又は実施形態２に記載の方法であ
る。
【００７９】
　実施形態４は、栄養培地を観察して第１の検出可能な生成物の存在を検出することが、
培養装置を観察して第１の検出可能な色を検出することを含む、実施形態１～３のいずれ
か１つに記載の方法である。
【００８０】
　実施形態５は、第１の鑑別指示薬化合物が酵素基質を含む、実施形態１～４のいずれか
１つに記載の方法である。
【００８１】
　実施形態６は、酵素基質が、カプリレートエステラーゼ酵素活性を検出するか又はα－
ガラクトシダーゼ酵素活性を検出するための酵素基質を含む、実施形態５に記載の方法で
ある。
【００８２】
　実施形態７は、酵素基質が、５－ブロモ－６－クロロ－３－インドリルカプリレート、
４－ニトロフェニルカプリレート、２－ナフチルカプリレート、５－ブロモ－４－クロロ
－３－インドキシル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド、レゾルフィニル－α－Ｄ－ガラクト
ピラノシド、及び４－ニトロフェニル－α－Ｄ－ガラクトピラノシドからなる群から選択
される、実施形態６に記載の方法である。
【００８３】
　実施形態８は、第１の検出可能な生成物がほぼ非水溶性である、実施形態５～７のいず
れか１つに記載の方法である。
【００８４】
　実施形態９は、第１の鑑別指示薬システムが、ｐＨ指示薬と、メリビオース、２－デオ
キシ－Ｄ－リボース、マンニトール、Ｌ－アラビノース、ズルシトール、マルトース、Ｌ
－ラムノース、トレハロース、Ｄ－キシロース、及びソルビトールからなる群から選択さ
れる少なくとも１つの炭水化物とを含む、実施形態１～６のいずれか１つに記載の方法で
ある。
【００８５】
　実施形態１０は、第１の検出可能な生成物がほぼ水溶性であり、第１の検出可能な生成
物を観察することが、微生物コロニーに隣接した発色領域を観察することを含む、実施形
態１～９のいずれか１つに記載の方法である。
【００８６】
　実施形態１１は、第２の検出可能な生成物を観察することが、培養装置を観察して第２
の検出可能な色を検出することを含む、実施形態１～１０のいずれか１つに記載の方法で
ある。
【００８７】
　実施形態１２は、第２の鑑別指示薬化合物が、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリ
ル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、５－ブロモ－３－インドリル－β－Ｄ－ガラクトピラ
ノシド、５－ブロモ－６－クロロ－３－インドリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、２－
ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、及び４－ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラ
クトピラノシドなる群から選択される、実施形態１～１１のいずれか１つに記載の方法で
ある。
【００８８】
　実施形態１３は、第１の検出可能な生成物がほぼ水溶性でありかつ第２の検出可能な生
成物がほぼ非水溶性であるか、又は、第１の検出可能な生成物がほぼ非水溶性でありかつ
第２の検出可能な生成物がほぼ水溶性である、実施形態１～１２のいずれか１つに記載の
方法である。
【００８９】
　実施形態１４は、第１の選択物質が、抗生物質、胆汁酸塩、胆汁酸塩Ｎｏ．３、デオキ
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シコール酸、コール酸、デオキシコール酸、クリスタルバイオレット、ノボビオシン、ナ
リジクス酸、ポリミキシンＢ、ストレプトマイシン、メチシリン、セフソルジン（ｃｅｆ
ｓｏｌｕｄｉｎ）、又は上記の選択物質の任意の２つ以上の組み合わせからなる群から選
択される、実施形態１～１３のいずれか１つに記載の方法である。
【００９０】
　実施形態１５は、培養装置が少なくとも１つの第２の選択物質を更に含み、少なくとも
１つの第２の選択物質が、サルモネラ属のメンバーではない少なくとも１つのグラム陰性
腸内微生物の増殖を阻害する、実施形態１～１４のいずれか１つに記載の方法である。
【００９１】
　実施形態１６は、第２の選択物質が、β－ラクタム系抗生物質、アミノグリコシド系抗
生物質、キノロン系抗生物質、サルファ系抗生物質、ポリミキシン系抗生物質、及び上記
の抗生物質の任意の２つ以上の組み合わせからなる群から選択される、実施形態１５に記
載の方法である。
【００９２】
　実施形態１７は、少なくとも１つの第２の選択物質が、ナラジクス酸（ｎａｌａｄｉｘ
ｉｃ　ａｃｉｄ）、ストレプトマイシン及びポリミキシンＢの組み合わせを含む、実施形
態１６に記載の方法である。
【００９３】
　実施形態１８は、培養装置をインキュベートすることが、培養装置を、端点を含めて４
１～４４℃の温度でインキュベートすることを含む、実施形態１～１７のいずれか１つに
記載の方法である。
【００９４】
　実施形態１９は、
　サルモネラ微生物によって第３の検出可能な生成物に変換され得る第３の鑑別指示薬化
合物を含む第３の鑑別指示薬システムを有する物品を提供することと、
　物品を接種済み培養装置と接触させることと、
　第２の時間にわたって接種済み培養装置をインキュベートすることと、
　培養装置を観察して第３の検出可能な生成物を検出することと、を更に含み、
　第１の検出可能な生成物と並行して第３の検出可能な生成物を観察することが、試料中
のサルモネラ微生物の存在を示す、実施形態１～１８のいずれか１つに記載の方法である
。
【００９５】
　実施形態２０は、
　腸内微生物によって第４の検出可能な生成物に変換され得る非鑑別指示薬化合物を提供
することと、
　培養装置を観察して第４の検出可能な生成物の有無を検出することと、を更に含み、
　培養装置中で、栄養培地、第１の選択物質、第１の鑑別指示薬システム、及び第２の鑑
別指示薬システムを試料と接触させて、接種済み培養装置を形成することが、培養装置中
で、栄養培地、第１の選択物質、第１の鑑別指示薬システム、第２の鑑別指示薬システム
、及び非鑑別指示薬化合物を試料と接触させて、接種済み培養装置を形成することを更に
含む、実施形態１～１９のいずれか１つに記載の方法である。
【００９６】
　実施形態２１は、培養装置を観察することが、培養装置を視覚的に観察することを含む
、実施形態１～２０のいずれか１つに記載の方法である。
【００９７】
　実施形態２２は、培養装置を観察することが、イメージング装置を使用して培養装置の
画像を生成することを含む、実施形態１～２１のいずれか１つに記載の方法である。
【００９８】
　実施形態２３は、処理装置を使用して画像を分析することを更に含む、実施形態２２に
記載の方法である。
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　実施形態２４は、群に属する微生物によって形成されたコロニーの数を計数することを
更に含む、実施形態１～２３のいずれか１つに記載の方法である。
【実施例】
【０１００】
　本発明の目的及び利点を以下の実施例によって更に説明するが、これらの実施例に記載
される特定の材料及びその量、並びに他の条件及び詳細は、本発明を不要に限定するもの
として解釈されてはならない。特に断らないかぎり、部及び百分率はすべて重量を基準と
したものであり、水はすべて蒸留水であり、分子量はすべて重量平均分子量である。
【０１０１】
　材料。各実施例の調製に用いた材料を表１に示す。
【０１０２】
【表１】

【０１０３】
　各実施例で使用した細菌株を表２に示す。「ＦＳＤ」の後に続く数字により表記された
細菌株は、食品試料又は食品加工環境から単離されたものである。Ｓ．アゴナ（Ｓ．　ａ
ｇｏｎａ）ＦＳＤ　１２２のアイデンティティーはＤＮＡ配列分析によって確認した。「
ＡＴＣＣ」の後に続く数字により表記された細菌株は、アメリカ合衆国培養細胞系統保存
機関（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ）（バージ
ニア州マナサス）より入手した。
【０１０４】
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【表２】

【０１０５】
　実施例１．サルモネラ薄膜培養装置の調製
　本明細書にその全容を参照により援用するところの２０１１年５月２０日出願の米国特
許出願第６１／４８８，４９２号（代理人整理番号６７６７３ＵＳ００２）に述べられる
手順に従って薄膜培養装置を調製した。粉末コーティングされた紙基材の調製に使用した
粉末組成物は、２重量部の２－デオキシ－Ｄ－リボース（２ＤＤＲ、リサーチ・プロダク
ツ・インターナショナル社（Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉ
ｏｎａｌ　Ｃｏｒｐ）イリノイ州マウントプロスペクト）と９８部のグアーガム（Ｍ１５
０グアーＭＥＹＰＲＯＧＡＴガム、メイホール・ケミカル社（Ｍｅｙｈａｌｌ　Ｃｈｅｍ
ｉｃａｌ　ＡＧ））とを混合することにより調製した。粉末コーティングに先立って、Ｔ
ＴＣを含む接着剤で紙をコーティングした。
【０１０６】
　表３に示される材料を容器中で１Ｌの脱イオン水に加えることによってブロスコーティ
ング混合物を調製し、米国特許第６，０２２，６８２号の実施例１に述べられる方法に従
って混合した。
【０１０７】
【表３】

【０１０８】
　０．１ｇのＩＰＴＧ、２．０ｇの尿素、５．０ｇのメリビオース（シグマ社（Ｓｉｇｍ
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硫酸塩、及び０．０００７５ｇのポリミキシンＢ硫酸塩を、５０ｍＬ滅菌遠心チューブ中
で３０ｍＬの滅菌脱イオン水に加え、ボルテックスして混合することによって、選択物質
混合物を調製した。ブロス混合物を約４０℃に冷却し、選択物質混合物を激しく混合しな
がら加えた。２．９ミル（０．０７３ｍｍ）のポリエステルフィルムのコロナ処理面にブ
ロスをコーティングすることによって、カバーフィルムを調製した。
【０１０９】
　米国特許第６，０２２，６８２号に従って、基部部材、中心から直径７．３ｃｍの円を
切り抜くことによってウェルを形成した発泡材スペーサー、及びカバープレートを接着剤
転写テープを使用して互いに接着して、培養装置を組み立てた。各プレートは、プレート
のほぼ中心の円形のウェルにおいて乾燥したブロスでコーティングされた混合物が露出し
た、約１０．３ｃｍ×１０．２ｃｍの大きさのものであった。
【０１１０】
　実施例２．腸内細菌科の異なる株によって産生されるβ－ガラクトシダーゼ活性に対す
るインキュベーション時間の影響
　実施例１に従って培養装置を作製した。各培養装置中の増殖培地を、使用前に１ｍＬの
滅菌バターフィールド緩衝液で水和した。装置に接種する前に各装置を室温で少なくとも
１時間保持することによって、ヒドロゲルを膨潤させた。
【０１１１】
　表２に示された各株の個々の純粋培養物（ＴＳＡ斜面培地上での）からのコロニーを、
１．０ｍＬの緩衝ペプトン水が入った個々の滅菌バイアルに移し、３７℃で２４±２時間
インキュベートして各株の純粋な細菌懸濁液を生成した。このサルモネラ懸濁液をそれぞ
れ、バターフィールド緩衝液で１：１００に希釈した。大腸菌の懸濁液は希釈しなかった
。次いで、それぞれの希釈及び無希釈懸濁液を１０μＬの滅菌プラスチックループでスト
リークすることによって接種した。このようにして、それぞれ異なる細菌をストリークし
た接種済み培養装置のセットを調製した。次いで、この培養装置のセットをプラスチック
バッグに封入し、水浴中に浸漬することによってインキュベートした。各バッグをこの方
法により以下の温度でインキュベートした。すなわち、３９℃、４０℃、４１℃、４２℃
、４３℃、４４℃、及び４５℃。水浴の温度は±０．１℃に調節し、各バッグを２４±２
時間浸漬した。それぞれの細菌の２つの複成物を試験した。インキュベートした培養装置
をバッグから取り出し、観察結果を表４に示した。
【０１１２】
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【表４】

【０１１３】
　これらの結果は、サルモネラ・エンテリカＳ．（血清型）アゴナ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌ
ａ　ｅｎｔｅｒｉｃａ　ｓｅｒｏｖａｒ　ａｇｏｎａ）は、３９℃～４５℃のすべての温
度でβ－ガラクトシダーゼ活性を生じなかったことを示している。これらの結果は、大腸
菌、シトロバクター・フロインディー（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ　ｆｒｅｕｎｄｉｉ）、
サルモネラ・エンテリカ亜種アリゾナエ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｃａ　ｓ
ｕｂｓｐ．　ａｒｉｚｏｎａｅ）、及びサルモネラ・エンテリカ亜種ジアリゾナエ（Ｓａ
ｌｍｏｎｅｌｌａ　ｅｎｔｅｒｉｃａ　ｓｕｂｓｐ．　ｄｉａｒｉｚｏｎａｅ）の試験株
はいずれも、３９℃～４５℃の各温度でβ－ガラクトシダーゼ活性を生じたことを更に示
している。これらの結果は、サルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏ
ｒｉ）の試験株は４０℃以下の温度ではβ－ガラクトシダーゼ活性を生じたが、４０℃よ
りも高い温度ではβ－ガラクトシダーゼ活性を生じなかったことを更に示している。
【０１１４】
　実施例３．サルモネラ微生物の存在を確認するための鑑別指示薬を含む検出物品の使用
　本明細書にその全容を参照によって援用するところの国際特許出願公開第２０１２／０
９２１８１号の実施例１に述べられるようにして検出物品（ディスク）を調製した。
【０１１５】
　推定的な陽性結果（実施例２に述べたようにして培養装置に接種し、インキュベートし
たサルモネラ・ティフィムリウム（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）Ａ
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ＴＣＣ　１４０２８及びサルモネラ・ボンゴリ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｂｏｎｇｏｒｉ
）ＦＳＤ　１２２）を有する薄膜培養装置（実施例１に述べるようにして調製したもの）
を開き、ディスクをゲル表面上に伸ばした（気泡を最小限に抑えるため）。プレートを閉
じ、４２℃で４時間インキュベートした。ディスクをコロニーに隣接した色変化について
分析して、コロニーが検出物品中に存在する指示薬（５－ブロモ－４－クロロ－３－イン
ドリル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド）と反応したかどうかを確認した。赤色又は茶色か
ら青色又は濃青色へのコロニーの色の変化によって、コロニー中のサルモネラ微生物の存
在が示された。試験の結果を表５に示す。
【０１１６】
【表５】

【０１１７】
　本明細書に引用するすべての特許、特許出願及び公開公報、並びに電子的に入手可能な
資料の開示内容の全体を参照により援用する。本出願の開示内容と本明細書に援用される
いずれかの文書の開示内容との間になんらかの矛盾が存在する場合には、本出願の開示内
容が優先するものとする。上記の詳細な説明及び実施例はあくまで理解を助ける明確さの
ために示したものである。これらによって不要な限定が行われるものと理解されるべきで
はない。当業者にとって明らかな変形は「特許請求の範囲」によって定義される本発明の
範囲内に含まれるため、本発明は図示及び記載された厳密な細部に限定されるものではな
い。
【０１１８】
　見出しはいずれも、読者の便宜を図るためのものであり、特に断らないかぎりはその見
出しに続く本文の意味を限定するために使用されるべきではない。
【０１１９】
　本発明の趣旨及び範囲から逸脱することなく様々な改変を行うことが可能である。これ
ら及び他の実施形態は以下の「特許請求の範囲」に含まれる。



(24) JP 6192658 B2 2017.9.6

【図１】 【図２】



(25) JP 6192658 B2 2017.9.6

10

20

フロントページの続き

(72)発明者  ビンスフェルト，　クリスティン　エー．
            アメリカ合衆国，　ミネソタ州，　セント　ポール，　ポスト　オフィス　ボックス　３３４２７
            ，　スリーエム　センター
(72)発明者  マッハ，　パトリック　エー．
            アメリカ合衆国，　ミネソタ州，　セント　ポール，　ポスト　オフィス　ボックス　３３４２７
            ，　スリーエム　センター
(72)発明者  ケルト，　マーラ　エス．
            アメリカ合衆国，　ミネソタ州，　セント　ポール，　ポスト　オフィス　ボックス　３３４２７
            ，　スリーエム　センター
(72)発明者  スタネナス，　アダム　ジェイ．
            アメリカ合衆国，　ミネソタ州，　セント　ポール，　ポスト　オフィス　ボックス　３３４２７
            ，　スリーエム　センター

    審査官  平林　由利子

(56)参考文献  特表２００４－５０１６５４（ＪＰ，Ａ）　　　
              MANAFI M，NEW DEVELOPMENTS IN CHROMOGENIC AND FLUOROGENIC CULTURE MEDIA，INTERNATIONAL
               JOURNAL OF FOOD MICROBIOLOGY，NL，ELSEVIER SCIENCE PUBLISHERS，２０００年　１月　１日
              ，V60 N2-3，P205-218

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｃ１２Ｑ　　　１／００－　３／００　　　　
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＷＰＩＤＳ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

