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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　内側表面及び外側表面を有する第１の基材と、
　前記第１の基材の内側に形成され、酸素低減系を構成する乾燥した有効量の酵素成分と
、冷水溶解性ゲル化剤とを含む第１のドライコーティング層と、
　内側表面及び外側表面を有する第２の基材と、
　前記第２の基材の内側に形成され、前記酸素低減系を構成する乾燥した有効量の酵素基
質成分と、冷水溶解性ゲル化剤とを含む第２のドライコーティング層と、
　前記第１のドライコーティング層及び前記第２のドライコーティング層の対向する表面
間に配置された増殖領域と
を備える、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスであって、
　前記冷水溶解性ゲル化剤は、グアーガムのみからなり、
　前記第１の基材及び前記第２の基材が、気体状酸素に対して不透過性である、
　前記内蔵型嫌気性環境生成培養デバイス。
【請求項２】
　試料中の微生物を検出する方法であって、
　請求項１に記載の内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの増殖領域に、水性液体である微
生物を含有する試料を接触させることと、
　前記内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを用いて、前記微生物のコロニーの形成を可能
にするのに十分な期間、前記微生物を培養することと、
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　前記微生物のコロニーを検出することと、を含む、前記方法。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
［関連出願の相互参照］
　本出願は、２０１３年１０月２４日に出願された米国特許仮出願第６１／８９５，１７
０号の優先権を主張するものであり、その開示全体が参照により本明細書に組み込まれる
。
【０００２】
［背景］
　多数の細菌は酸素に対して感受性があり、酸素存在下では増殖しない。このような嫌気
性微生物の生存率を測定することは、種々の環境において有用であり得る。例えば、嫌気
性微生物が食品加工施設及び／又は包装施設に存在するかどうかを測定することが重要で
あり得る。医療環境にて嫌気性微生物の存在を測定すること、例えば、診断検査で病原菌
の存在を測定することもまた重要であり得る。別の例として、水処理施設では試料水を試
験し、このような微生物の有無を決定している。
【０００３】
　微生物培養に利用できる種々のデバイスが提供されている。例えば、微生物は長きにわ
たりペトリ皿を使用して培養されてきた。当技術分野において既知の通り、ペトリ皿とは
寒天及び栄養素などの微生物増殖に好適な培地を入れた浅い平底の円形皿である。しかし
、寒天培地の使用には手間と時間を要する。例えば、寒天培地は試料の添加前に殺菌、溶
解、冷却を必要とする。
【０００４】
　加えて、ペトリ皿を使用した嫌気性微生物の培養に好適な環境を得ることが困難な場合
がある。嫌気性微生物は酸素存在下では繁殖しないため、このような微生物を増殖させる
には物理的かつ化学的に煩雑な手法が必要となることがある。典型的には、酸素透過に対
する物理的障壁を付与するため、このようなデバイスを修正、すなわち成形又は設計変更
する必要がある。
【０００５】
　それ以外に、嫌気性培養デバイスに組み込んだ化学薬剤を使用して酸素を除去する手法
が開発されている。一般に、このようなデバイスは、ゲル又は栄養培地に組み込まれた還
元剤又は無菌膜片を含む。加えて、米国特許第３，３３８，７９４号は、酸素不透過性フ
ィルム層とそのフィルム間にある栄養培地とから形成され、還元性化合物を含む嫌気性菌
培養デバイスについて記載している。
【０００６】
　しかし、これらのデバイス及びその他のデバイスでは、費用が高額であり、簡単に使い
捨てすることができない。また、これらのデバイスは組み立て及び／又は使用に手間がか
かる場合がある。好気性環境において嫌気性微生物を培養するための簡易なデバイスの製
造が試みられているが、依然として嫌気性培養デバイスの改善が必要とされている。
【０００７】
［概要］
　広くは、本開示は試料中の微生物の検出、及び所望により計数に関する。特に、本開示
は、微耐気性（microaerotolerant）、微好気性、又は偏性嫌気性微生物の増殖及び検出
に関する。現在では、この増殖及び検出を、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを使用し
て実施できることが知られている。
【０００８】
　本明細書に開示される本発明の培養デバイス及び方法は、酸素を含有する（例えば、通
常の大気中酸素を含有する）環境で微生物を培養する場合であっても、微耐気性、微好気
性、又は偏性嫌気性微生物（例えば、細菌、酵母菌）の増殖、検出、及び鑑別を提供する
。このデバイスでは、嫌気性微生物の培養に典型的に必要とされる、特別な培養設備及び
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試薬（例えば、嫌気ジャー、使い捨て嫌気菌用袋、パラジウム触媒、嫌気性グローブボッ
クス）を不要とする点で有利である。加えて、本方法は、個々のコロニーから産生される
二酸化炭素ガスの検出を可能にし、それによって純粋培養の単離に要する付加的な培養時
間と、ガス産生を検出するための発酵管とを不要にすることにより、細菌の鑑別を提供す
る。更に本開示は、試料中の微耐気性、微好気性、又は偏性嫌気性菌の計数に関する。微
耐気性、微好気性、及び偏性嫌気性微生物は、増殖及び再生時に酸素還元環境を要すると
いう共通の性質を有する。
【０００９】
　一態様では、本開示は、試料中の微生物を検出する方法を提供する。本方法は、内蔵型
嫌気性環境生成培養デバイスの増殖領域を所定量の水性液体と接触させることであって、
増殖領域が、増殖領域を所定量と接触させる工程以前に、乾燥した冷水溶解性ゲル化剤と
、酵素を介在した酸素低減系（oxygen depletion system）である実質的に乾燥した有効
量の酵素成分とを含む。本方法は更に増殖領域を試料と接触させることと、微生物のコロ
ニーの形成を可能にするのに十分な期間、培養デバイスを培養することと、微生物のコロ
ニーを検出することとを含み得る。
【００１０】
　別の態様において、本開示は試料中の微生物を検出する方法を提供する。本方法は、内
蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの増殖領域を所定量の水性液体と接触させることを含み
、増殖領域が、増殖領域を所定量と接触させる工程以前に、冷水溶解性ゲル化剤を含む。
本方法は更に、酵素を介在した酸素低減系である有効量の酵素成分を付着させることと、
増殖領域を試料と接触させることと、微生物のコロニーの形成を可能にするのに十分な期
間、培養デバイスを培養することと、微生物のコロニーを検出することとを含み得る。い
ずれの実施形態でも、本方法は更に、酵素を介在した酸素低減系である有効量の酵素基質
成分を増殖領域に付着させることを含み得る。
【００１１】
　更に別の態様において、本開示は試料中の微生物を検出する方法を提供する。本方法は
、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの増殖領域を所定量の水性液体と接触させることを
含み、増殖領域が、増殖領域を所定量と接触させる工程以前に、冷水溶解性ゲル化剤を含
む。本方法は更に、酵素を介在した酸素低減系である有効量の酵素基質成分を付着させる
ことと、増殖領域を試料と接触させることと、微生物のコロニーの形成を可能にするのに
十分な期間、培養デバイスを培養することと、微生物のコロニーを検出することとを含み
得る。いずれの実施形態でも、本方法は更に、酵素を介在した酸素低減系である有効量の
酵素成分を増殖領域に付着させることを含み得る。
【００１２】
　更に別の態様では、本開示は、微生物のコロニーを計数するための培養デバイスを提供
する。培養デバイスは、対向する内側表面及び外側表面を有する第１の基材と、対向する
内側表面及び外側表面を有する第２の基材と、前記第１及び第２の基材の内側表面間に配
置された増殖領域と、酵素を介在した酸素低減系である実質的に乾燥した第１の有効量の
酵素成分と、酵素を介在した酸素低減系である実質的に乾燥した第２の有効量の酵素基質
成分と、増殖領域内に配置される乾燥した冷水溶解性ゲル化剤を含み得る。第１の有効量
は、増殖領域の第１のコーティング内に配置され得る。第２の有効量は、増殖領域の第２
のコーティング内に配置され得る。第１の基材及び第２の基材は、気体状酸素に対して実
質的に不透過性であり得る。
【００１３】
　更に別の態様では、本開示は、嫌気性微生物を培養するための培養デバイスを作製する
方法を提供する。本方法は、第１のコーティングを第１の基材の一部に付着させることで
あって、第１のコーティングが、液体と、酵素を介在した酸素低減系である有効量の酵素
成分とを含む液体混合物を使用して形成されることと、第１のコーティングを乾燥させる
ことと、第２のコーティングを第２の基材上に付着させることであって、第２のコーティ
ングが、酵素を介在した酸素低減系の酵素基質成分を含むことと、第１のコーティングが
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第２のコーティングに対面するように、かつ第１の基材と第２の基材との間に配置された
増殖領域が第１のコーティングの一部及び第２のコーティングの一部と重なり合うように
、第１の基材を第２の基材と隣接して位置決めすることと、を含む。
【００１４】
　「好ましい」及び「好ましくは」という語は、特定の状況下で、特定の効果をもたらし
うる本発明の実施形態を指す。しかしながら、同一又は他の環境下では、他の実施形態が
好まれる場合もある。更に、１つ又は２つ以上の好ましい実施形態の詳細説明は、他の実
施形態が有用でないことを示すものではなく、また、本発明の範囲内から他の実施形態を
排除することを意図するものでもない。
【００１５】
　用語「含む」及びこの変形は、説明及び請求項においてこれらの用語が現れる箇所で制
限する意味を持たない。
【００１６】
　本明細書で使用するとき、「ａ」、「ａｎ」、「ｔｈｅ」、「少なくとも１つの」及び
「１つ又は２つ以上の」は、互換可能に使用される。したがって、例えば、栄養素は、「
１つ又は２つ以上の」栄養素を意味するように、解釈され得る。
【００１７】
　用語「及び／又は」は、列挙した要素の１つ又は全て、あるいは列挙した要素の任意の
２つ以上の組み合わせを意味する。
【００１８】
　また本明細書において、端点による数の範囲の列挙には、その範囲内に包含される全て
の数（例えば１～５には、１、１．５、２、２．７５、３、３．８０、４、５、など）が
包含される。
【００１９】
　本発明の上記概要は、本発明のそれぞれ開示された実施形態又は全ての実施を説明する
ことを意図したものではない。以下の説明は、例示的実施形態をより詳細に例証する。本
出願の全体を通じて幾つかの箇所で、実施例のリスト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。
【００２０】
　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、その説明と図面、及び「特許請求の範囲」から明
らかとなろう。
【図面の簡単な説明】
【００２１】
【図１】本開示による内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの一実施形態の、部分的に切り
欠いた上面図である。
【図２】本開示による内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの代替的な実施形態の上面図で
ある。
【図３】図２の培養デバイスの断面図であり、ここに示す培養デバイスでは、培養デバイ
スの増殖領域に液体及び／又は試料を付着させるために第１の基材１２と第２の基材１８
とが分離されている。
【図４】培養デバイスでの酸素濃度対時間のグラフを示し、その一部はその中に酵素を介
在した酸素低減系が与えられたものである。
【図５】複数の内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスでの酸素濃度対時間のグラフを示し、
培養デバイスには種々の有効量の酸素基質が与えられた。
【００２２】
［詳細な説明］
　本開示のいずれかの実施形態を詳細に説明する前に、本発明は、以下の説明に記載され
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るか、又は以下の図面に例示される構成の詳細及び構成要素の配置に、その適用が限定さ
れないことを理解されたい。本発明は、他の実施形態が可能であり、様々な態様で実施又
は実行することができる。また、本明細書で使用される専門語句及び専門用語は説明を目
的としたものであり、発明を限定するものとして見なされるべきものではない点は理解さ
れるべきである。「含む（including）」、「備える・含む（comprising）」、又は「有
する（having）」、及びこれらの変化形は、その後に列記される要素及びそれらの均等物
、並びに更なる要素を包含することを意味する。別段の指定又は限定がない限り、用語「
接続された」及び「結合された」並びにその変化形は、広義で使用され、直接的及び間接
的な接続及び結合の両方を包含する。更に、「接続される」及び「結合される」は、物理
的又は機械的な接続又は結合に限定されない。他の実施形態が利用されてもよく、本開示
の範囲から逸脱することなく、構造的又は論理的な変更がなされてもよいことが理解され
るべきである。更に、例えば、「前側」、「背側」、「上部」、「下部」、などの用語は
、要素の互いの関係を記載するためにのみ使用され、器具の特定の配向を述べる、又は器
具に必要である若しくは要求される配向を指示すること若しくは暗示すること、あるいは
本明細書に記載される本発明が、使用においてどのように使用され、取り付けられ、表示
され、若しくは設置されるかを特定すること、を決して意味しない。
【００２３】
　本開示は、一般に、試料中の微生物の検出及び所望により計数に関する。特に、本開示
は、微耐気性、微好気性、又は偏性嫌気性微生物の増殖と検出に関する。現在では、こう
した増殖及び検出を、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを使用して実施できることが知
られている。
【００２４】
　現在では、乾燥性の再水和可能な、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを作製できるこ
とが知られている。培養デバイスは、有効量の実質的に乾燥した酵素成分と実質的に乾燥
した酵素基質成分とを含み、各成分は培養デバイスの増殖区域に配置され、所定量の水溶
液中で再水和可能であり、再水和時に、成分が酸素消費反応に関与できる。更に、現在で
は酸素消費反応が微耐気性微生物、微好気性微生物、又は偏性嫌気性微生物の増殖を促進
するに足る酸素を消費できることが知られている。更に、培養デバイスが少なくとも約８
日間は酸素低減環境を維持できる嫌気性環境下に培養デバイスが保持され、上述の微生物
の増殖を促進することができる。
【００２５】
　対象となる細菌種は、例えば、血液、唾液、接眼レンズ液、滑液、脳脊髄液、膿汁、汗
、排出物、尿、粘液、粘膜組織（例えば、頬、歯肉、鼻、眼球、気管、気管支、胃腸、直
腸、尿道、尿管、膣、頸部、及び子宮粘膜）、母乳、糞便、又は同等物等の生理的液体の
ような任意の源に由来することができる試験試料内で分析することができる。更に、試験
試料は、例えば、傷、皮膚、前鼻孔、鼻咽頭腔、鼻腔、前鼻前庭、頭皮、爪、外耳、中耳
、口、直腸、膣、腋窩、会陰、肛門、又は他の同様の身体部位に由来することができる。
【００２６】
　生理学的な流体に加えて、他の検査試料には、他の液体並びに液体媒体中に溶解又は懸
濁した固体が含まれてもよい。対象となる試料としては、プロセス流、水、食品、食材、
飲料、土壌、植物又はその他の植生、空気、表面（例えば、製造工場、病院、診療所、又
は家庭内の壁、床、設備、器具）などが挙げられ得る。
【００２７】
　増殖するために酸素分圧の低減環境を必要とする細菌（すなわち微好気性菌）及び／又
は許容する細菌（すなわち、耐気性細菌）の非限定的例としては、ヘリコバクター・ピロ
リ、カンピロバクター種（例えば、カンピロバクター・ジェジュニ、カンピロバクター・
コリ、カンピロバクター・フェタス）、ストレプトコッカス・インターメディウス、スト
レプトコッカス・サンギス、ストレプトコッカス・コンステラータス、ゲメラ・モルビロ
ルム、ラクトバチルス種、及びストレプトコッカス－ピオゲネスが挙げられる。
【００２８】
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　嫌気性菌は本質的に偏在性を持つ。嫌気性菌は、偏性嫌気性であり得、あるいは通性嫌
気性でもあり得る。偏性嫌気性菌の非限定的例としては、放射菌種、クロストリジウム種
（例えば、ウェルシュ菌、クロストリジウム・テタニ、クロストリジウム・スポロゲネス
、ボツリヌス菌、クロストリジウム・ディフィシル、クロストリジウム・ブチリカム、ク
ロストリジウム・アセトブチリカム）、乳酸菌（例えば、ラクトバチルス種、ロイコノス
トック種、ペディオコッカス種、ラクトコッカス種）、バクテロイデス種（例えば、バク
テロイデス・フラジリス）、及びペプトストレプトコッカス種（例えば、ペプトストレプ
トコッカス・ミクロス、ペプトストレプトコッカス・マグナス、ペプトストレプトコッカ
ス・アサッカロリチカス、ペプトストレプトコッカス・アネロビウス、ペプトストレプト
コッカス・テトラディウス）が挙げられる。通性嫌気性菌の非限定的例としては、腸内細
菌（例えば、大腸菌）、サルモネラ種、シトロバクター・フロインデイ、黄色ブドウ球菌
、及びリステリア種（例えばリステリア・モノサイトゲネス）が挙げられる。
【００２９】
　酵母菌種の多くが通性嫌気性であり、酵母種の一部が偏性嫌気性であるため、本開示の
内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスは、酵母菌微生物の増殖及び検出にも有用であること
が企図される。
【００３０】
　一態様では、本開示は、酸素低減環境で微生物を培養及び検出するための培養デバイス
を提供する。図１に関して、本開示の内蔵型嫌気性環境生成培養デバイス１０は、耐水性
の第１の基材１２、耐水性の第２の基材１８、及び第１の基材１２と第２の基材１８との
間に配置される増殖領域４５を含む。第１の基材１２は、内側表面１４及び内側表面の反
対側となる外側表面１６を有する。第２の基材１８は、内側表面２０及び内側表面の反対
側となる外側表面２２を有する。いずれの実施形態でも、第１の基材１２の内側表面１４
は、第２の基材１８の内側表面２０と対面関係に配置される。
【００３１】
　第１の基材１２の内側表面１４には、第１のドライコーティング３０が配置される。第
１のドライコーティング３０は、少なくとも第１の基材１２の内側表面１４にある増殖領
域４５に固着され、増殖領域全体を覆う。第１のドライコーティング３０は、乾燥した冷
水溶解性ゲル化剤と、酵素を介在した酸素低減系の成分とを含む。いずれの実施形態でも
、第１のコーティング中の成分は、酵素を介在した酸素低減系である実質的に乾燥した第
１の有効量の酵素基質成分を含む。あるいは、いずれの実施形態でも、第１のコーティン
グ中の成分は、酸素を利用する反応中に酵素成分と反応できる実質的に乾燥した第２の有
効量の酵素基質を含む。第１のドライコーティング３０は、第１の基材１２の内側表面１
４全体を覆うことができるが、培養デバイス１０の増殖領域４５のうち少なくとも第１の
部分４０の範囲に限定される、内側表面１４の少なくとも一部を覆うことが好ましい。増
殖領域４５とは培養デバイス１０の内部部分であり、デバイスに試料が接種される間、及
び試料中に微生物が存在する場合はそれが増殖及び検出される間、試料を保持する。
【００３２】
　図１に図示した実施形態では、第１のドライコーティング３０は第１の基材１２の内側
表面１４のほぼ全体を覆っている。したがって、増殖領域は、第１の基材１２と第２の基
材１８との間の培養デバイス１０内であれば、どの位置とも接触可能であり得る。増殖領
域は周辺端部５０から離れた位置にあることが好ましい。
【００３３】
　増殖領域４５は、第１の基材１２の内側表面（内側表面１４）と第２の基材１８の内側
表面（内側表面２０）との間に配置される容積であると定義され、その容積は第１のドラ
イコーティング３０及び／又は第２のドライコーティング（以下で説明）の少なくとも一
部を包含する。したがって、水性液体が増殖領域に分配されるとき、水性液体は第１のド
ライコーティング３０及び／又は第２のドライコーティングの少なくとも一部と流体接触
する。増殖領域４５の厚さは、例えば、培養デバイスに付着した水性液体（図示せず）の
容積、試料（図示せず）に付随する固体（例えば、浮遊微粒子及び／若しくはメンブレン
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フィルター）の有無、並びに／又は存在する場合は培養デバイス１０内のスペーサー手段
（以下で説明）に応じて変化してよい。
【００３４】
　第１の基材１２は、好ましくは、水を吸着しない又は水による影響を受けない材料（例
えばポリエステル、ポリプロピレン、又はポリスチレン）製の比較的剛性の耐水フィルム
である。第１の基材１２は、実質的に気体状酸素を透過しない材料を使用して作製される
ことが好ましい。第１の基材１２の好適な材料の非限定的例は、少なくとも約１５μｍ～
少なくとも約１８０μｍ厚のポリエステルフィルム、少なくとも約１００μｍ～少なくと
も約２００μｍ厚のポリプロピレンフィルム、少なくとも約３００μｍ～約３８０μｍ厚
のポリスチレンフィルムが挙げられる。その他の好適な第１の基材としては、エチレンビ
ニルアルコール共重合フィルム、ポリビニルアルコールフィルム、及びポリ塩化ビニリデ
ンフィルムが挙げられる。第１の基材１２は、第１の基材を通してコロニーを観察するこ
とが望ましい場合には透明とすることができる。
【００３５】
　第２の基材１８は、第１の基材１２の内側表面１４を覆い、増殖領域４５の範囲を限定
し、所望により輸送、貯蔵、培養、及び／又はコロニー計数中に増殖領域を観察するため
に使用される。第２の基材１８は、好ましくは、水を吸着しない又は水による悪影響を受
けない材料（例えば、ポリエステル、ポリプロピレン、又はポリスチレン）製の比較的剛
性の耐水フィルムである。第２の基材１８は、培養デバイス１０を開口しなくても容易に
コロニーを計数するために透明であることが好ましく、微生物及び水蒸気を実質的に浸透
させないことが好ましい。
【００３６】
　概して、第２の基材は、第１の基材１２の作製に使用される材料から作製することがで
きる。第２の基材１８は、実質的に気体状酸素を透過しない材料を使用して作製されるこ
とが好ましい。第１の基材１２の好適な材料の非限定的例は、少なくとも約１５μｍ～少
なくとも約１８０μｍ厚のポリエステルフィルム、少なくとも約１００μｍ～少なくとも
約２００μｍ厚のポリプロピレンフィルム、少なくとも約３００μｍ～約３８０μｍ厚の
ポリスチレンフィルムが挙げられる。その他の好適な第１の基材としては、エチレンビニ
ルアルコール共重合フィルム、ポリビニルアルコールフィルム、及びポリ塩化ビニリデン
フィルムが挙げられる。図１に示すように、第２の基材１８はヒンジ状形態で（例えば、
両面接着テープを使用して）、第１の基材１２及び第２の基材１８のそれぞれの内側表面
の片端部に沿って結合することができる。
【００３７】
　当業者であれば、所定の種類のポリマーフィルムを通る酸素ガスの透過性を、ポリマー
フィルムの厚さを増加させることにより減少させ得ることが理解されよう。いずれの実施
形態でも、本開示の第１の基材及び第２の基材は、気体状酸素を実質的に透過しない好適
な厚さを有するポリマーフィルムである。
【００３８】
　好ましくは、第１のコーティング３０が乾燥粉末及び乾燥粉末凝集体を主成分とする場
合、第１のコーティングは、第１の基材１２の内側表面１４の少なくとも一部分上に配置
される接着剤層３２上に配置される。第１のドライコーティング３０は、複合処理、接着
剤コーティング処理、及び液体コーティング処理、並びに／又は例えば、参照によりその
全体が本明細書に全て組み込まれる米国特許第４，５６５，７８３号、第５，０８９，４
１３号、第５，２３２，８３８号に記載のドライコーティング処理を使用して、第１の基
材１２上、又は所望の接着剤層３２上に堆積され得る。
【００３９】
　第１のドライコーティング３０に関して、冷水復元性があり、ゲル化剤の冷水ゲル化特
性を実質的に妨害せず、嫌気性微生物の増殖をサポートする栄養素又は栄養培地を所望に
よりコーティングに含むことができる。培養デバイスに使用するのに好適な具体的な栄養
素（複数可）は、デバイス内で増殖させる微生物によって異なるが、当業者であれば選択
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は容易である。概して、このような栄養素は冷水溶解性である。細菌の増殖をサポートす
る好適な栄養素は当業者に既知であり、酵母抽出物、ペプトン、糖類、好適な塩などが挙
げられるが、これらに限定されない。いずれの実施形態でも、第１のドライコーティング
は、別の微生物又は微生物群よりも、特定の嫌気性微生物又は微生物群の増殖を促進する
選択的試剤（例えば、栄養素、抗生物質、及びこれらの組み合わせ）を更に含み得る。当
業者は、それ以外の種々の配合物が使用可能であり、それによって本発明の範囲が損なわ
れないことを理解されるであろう。
【００４０】
　第１のドライコーティング３０に使用するのに好適なゲル化剤としては、冷水溶解性の
天然及び合成ゲル化剤が挙げられる。アルギン、カルボキシメチルセルロース、タラガム
、ヒドロキシエチルセルロース、グアーガム、ローカストビーンガム、キサンタンガムな
どの天然ゲル化剤、並びにポリアクリルアミド、ポリウレタン、ポリエチレンオキシド、
ポリビニルアルコール、及びこれらの組み合わせなどの合成ゲル化剤が概して好適である
。適切なゲル化剤は、本開示並びに米国特許第４，５６５，７８３号、第５，０８９，４
１３号、及び第５，２３２，８３８号の開示で教示される内容にしたがって選択すること
ができる。好ましいゲル化剤としては、グアーガム、ローカストビーンガム、及びキサン
タンガムが挙げられる。これらゲル化剤は個々に有用であるが、互いに組み合わせること
が好ましい。
【００４１】
　本開示の培養デバイスは、その中に配置された、酵素を介在した酸素低減系のうち少な
くとも１つの実質的な乾燥成分を含む。本明細書に記載するように、少なくとも１つの乾
燥成分は、試料材料が培養デバイスの増殖領域に導入（例えば、接種）される前、その間
、又はその後に水性液体にて水和される。通常、試料材料及び／又は水性液体は、周囲条
件（すなわち好気ガス環境）にて培養デバイスの増殖領域に導入される。よって、好気的
状況下で増殖領域に試料が接種された後、培養デバイスの増殖領域内の水性液体は、第１
の溶存酸素濃度を含む。培養デバイス中の酵素を介在した酸素低減系は、増殖領域内の水
性液体中の第１の溶存酸素濃度を、第１の溶存酸素濃度よりも実質的に低い第２の溶存酸
素濃度へと低減させるように機能する。このように接種後の培養デバイスの増殖領域内の
溶存酸素濃度が低減されることで、培養デバイス中の嫌気性又は微好気性微生物の増殖が
促進される。
【００４２】
　いずれの実施形態でも、少なくとも１種の乾燥成分は酵素成分を含む。酵素成分は、酸
素（例えば水性培地中の溶存酸素）を利用する反応中で、酵素基質と反応することができ
る。使用時に、本開示の酵素を介在した酸素低減系は、第１の有効量の酵素成分と第２の
有効量の酵素基質成分とを含む。本開示にしたがって培養デバイスの増殖領域中の水性液
体と流体連通されると、第１の有効量と第２の有効量が反応して、水性液体中の第１の溶
存酸素濃度が、第１の溶存酸素濃度よりも実質的に低い第２の溶存酸素濃度へと低減され
、第２の溶存酸素濃度が、嫌気性微生物又は微好気性微生物の増殖を促進するのに十分な
低さになる。
【００４３】
　いずれの実施形態でも、第１の有効量と第２の有効量は、酵素成分と酵素基質成分とが
培養デバイスの増殖領域内の所定量の水性液体中で流体接触されてから約１２０分以内に
、第１の溶存酸素濃度から第２の溶存酸素濃度への低減が生じるように選択される。いず
れの実施形態でも、第１の有効量と第２の有効量は、酵素成分と酵素基質成分とが培養デ
バイスの増殖領域内の所定量の水性液体中で流体接触されてから約６０分以内に、第１の
溶存酸素濃度から第２の溶存酸素濃度への低減が生じるように選択される。いずれの実施
形態でも、第１の有効量と第２の有効量は、酵素成分と酵素基質成分とが培養デバイスの
増殖領域内の所定量の水性液体中で流体接触されてから約３０分以内に、第１の溶存酸素
濃度から第２の溶存酸素濃度への低減が生じるように選択される。
【００４４】
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　具体的な酵素又は反応に固有である温度範囲内であれば、多くの酵素触媒による反応速
度は、一般に反応温度と相関することは当業者に理解されよう。いずれの実施形態でも、
第１の溶存酸素濃度から第２の溶存酸素濃度への低減は、周囲温度（例えば約２３℃）か
ら約４２℃までの温度で生じる。よって、本開示による方法のいずれの実施形態でも、酵
素成分と酵素基質成分とが培養デバイスの増殖領域内の所定容積の水性液体中で流体接触
されてから約１２０分以内、約６０分以内、又は約３０分以内に、第１の溶存酸素濃度か
ら第２の溶存酸素濃度への低減を生じさせるために、培養デバイスを高温（すなわち周囲
温度以上）で培養する必要がない。
【００４５】
　多数の酸化還元酵素を介在した酸素消費反応が知られており、例えば、ペルオキシダー
ゼ、グルコースオキシダーゼ、ラッカーゼ、チロシナーゼ、及びアスコルビン酸オキシダ
ーゼなどによって触媒される反応が挙げられる。ただし、酸化還元酵素の一部（例えばペ
ルオキシダーゼ）は、相対的に不安定で、かつ比較的低い水中濃度で微生物（例えば、特
に一部の嫌気性微生物）に対して有毒性のある酵素基質（例えば過酸化水素）と反応する
。加えて、酸化還元酵素の一部（例えばグルコースオキシダーゼ）は酸素と反応し、微生
物に対して有毒である反応生成物（例えば過酸化水素）を生成する。いずれの実施形態で
も、過酸化水素の蓄積度を低減させるために、カタラーゼ又はその他の過酸化物を消費す
る酵素を反応に付加することができる。したがって、本開示による好適な酵素を介在した
酸素低減系は、培養デバイスの増殖領域内に有効量で存在すると、嫌気性微生物の増殖を
実質的に抑制せずに、嫌気性微生物の増殖に好適な状況下で嫌気性微生物と流体連通する
ことができる酵素基質を利用する。同様に、本開示による好適な酵素を介在した酸素低減
系は、培養デバイスの増殖領域内に各々の有効量が存在し、同時に低酸素環境又は嫌気性
局所環境を生成するだけの酸素を消費するとき、嫌気性微生物の増殖を実質的に抑制せず
に、嫌気性微生物に好適な状況下で嫌気性微生物と流体連通できる量と種類の反応生成物
を産出する酵素及び酵素基質を利用する。
【００４６】
　微生物の培養に好適な時間内に本開示の培養デバイスの増殖領域から除去される酸素量
は、とりわけ酵素成分及び酵素基質成分の量（すなわち活性）に依存することを当業者で
あれば理解されるであろう。本明細書で提示された実験結果は、酸素低減反応に関与する
ために使用可能な酵素基質成分の量と、増殖領域から除去される酸素の比率及び限度との
間に相関性があることを示している。したがって、本開示による酵素を介在した酸素低減
系の成分量を調整することにより、微耐気性微生物の培養、微好気性微生物の培養、又は
偏性嫌気性微生物の培養に適した培養デバイスを構成することができる。
【００４７】
　本開示による好適な酵素を介在した酸素低減系の非限定的例として、アスコルビン酸オ
キシダーゼとその対応する酵素基質（例えばＬ－アスコルビン酸）を含有する系、及びラ
ッカーゼとその対応する酵素基質（例えばｐ－ジフェノール又は２，６－ジメトキシフェ
ノール）を含有する系が挙げられる。
【００４８】
　再び図を参照すると、いずれの実施形態でも、培養デバイス１０は所望により、第２の
基材１８の内側表面２０上に配置される第２のドライコーティング（図２に示す）を含み
得る。第２のドライコーティングは、乾燥した冷水溶解性ゲル化剤及び／又は酵素を介在
した酸素低減系の成分を含んでよい。いずれの実施形態でも、第２のコーティング中の成
分は、酵素を介在した酸素低減系である実質的に乾燥した第１の有効量の酵素成分を含む
。あるいは、いずれの実施形態でも、第２のコーティング中の成分は、酸素を利用する反
応中に酵素成分と反応できる実質的に乾燥した第２の有効量の酵素基質成分を含む。第２
のドライコーティングに使用する好適なゲル化剤として、好適な第１のドライコーティン
グとして上記に示したゲル化剤が挙げられる。
【００４９】
　図２は、本開示による別の実施形態である培養デバイス１０’を示す。図１のデバイス



(10) JP 6938151 B2 2021.9.22

10

20

30

40

50

１０と同様、培養デバイス１０’は、耐水性の第１の基材１２、耐水性の第２の基材１８
、及び第１の基材１２と第２の基材１８との間に配置される増殖領域４５を含む。第１の
基材１２は、内側表面１４及び内側表面の反対側となる外側表面１６を有する。第２の基
材１８は、内側表面２０及び内側表面の反対側となる外側表面２２を有する。いずれの実
施形態でも、第１の基材１２の内側表面１４は、第２の基材１８の内側表面２０と対面関
係に配置される。加えて、第１のドライコーティング３０は、第１の基材１２の内側表面
１４の少なくとも一部分４０上に配置される。所望により、接着剤層３２は、第１のドラ
イコーティング３０の少なくとも一部分と、第１の基材１２との間に配置される。
【００５０】
　第２の基材１８はコーティングを含まなくてもよく、あるいは、例えば図２に示すよう
に第１の基材１２と対面する内側表面２０上を感圧接着剤の層（例えば接着剤３７）でコ
ーティングされていてもよい。いずれの実施形態でも、接着剤層３７の一部分を使用して
、第２の基材１８を、第１の基材１２の少なくとも一部分又はそこに配置されたコーティ
ング（例えば第１のドライコーティング３０）と容易に密着させることができる。付加的
に又は代替的に、接着剤層３７の一部分を本明細書に記載された第２のドライコーティン
グ３５を用いてコーティングすることができる。
【００５１】
　第２の基材１８上に配置される接着剤３７は、第１の基材１２上に配置される接着剤層
３２と同一であっても異なっていてもよい。加えて、第２の基材１８上に配置される第２
のドライコーティング３５は、第１の基材１２上に配置される第１のドライコーティング
３０と同一であっても異なっていてもよい。第２の基材１８上のコーティングは、第１の
基材と対面する表面全体を覆うことができるが、培養デバイス１０’の増殖領域４５のう
ち少なくとも一部分４１を画定する、内側表面２０の少なくとも一部を覆うことが好まし
い。このようにコーティングされた第２の基材は、第１の乾燥組成物だけに組み込むこと
が可能な量よりも多量のゲル化剤をデバイスに供給することが望まれるときに特に好まし
い。
【００５２】
　好ましくは、第２のドライコーティング３５が乾燥粉末又は乾燥粉末凝集体を主成分と
する場合、第２のコーティングは、第２の基材１８の内側表面２０のうち少なくとも一部
分上に配置される接着剤層３７上に配置される。第２のドライコーティング３５は、複合
処理、接着剤コーティング処理、及び液体コーティング処理、及び／又は例えば米国特許
第４，５６５，７８３号、第５，０８９，４１３号、第５，２３２，８３８号に記載のド
ライコーティング処理を使用して、第２の基材１８上、又は所望の接着剤層３７上に堆積
され得る。
【００５３】
　第２のドライコーティング３５に関して、冷水復元性があり、ゲル化剤の冷水ゲル化特
性を実質的に妨害せず、嫌気性微生物の増殖をサポートする栄養素又は栄養培地を所望に
よりコーティングに含むことができる。培養デバイスに使用するのに好適な具体的な栄養
素（複数可）は、デバイス内で増殖させる微生物によって異なるが、当業者であれば選択
は容易である。概して、このような栄養素は冷水溶解性である。いずれの実施形態でも、
第２のドライコーティング３５は、他の微生物又は微生物群よりも、特定の嫌気性微生物
又は微生物群の増殖を促進する選択的試剤（例えば、栄養素、抗生物質、及びこれらの組
み合わせ）を更に含み得る。
【００５４】
　培養デバイス１０’は、第１の基材１２と第２の基材１８との間に配置されるスペーサ
ー手段を更に含み、これは、培養デバイス１０’の増殖領域４５の位置と厚さの両方を画
定し、増殖領域４５内に水性試料を閉じ込める役割を果たすウェルを形成する。スペーサ
ー手段は、円形孔４８を画定するスペーサー４６として図２に例示されている。孔４８の
壁によって、所定の寸法及び形状のウェルが形成され、培養デバイス１０の増殖領域４５
の厚さを画定する。スペーサー４６は、増殖領域の寸法及び培養デバイス内に配置される
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試料の容積に応じて、所望の容積、例えば、１ｍＬ、２ｍＬ、又は３ｍＬのウェルを形成
するのに十分な厚みにすべきである。任意の実施形態では、スペーサー４６は、独立気泡
ポリエチレンフォームで作製されるが、疎水性（非湿潤性）であり、微生物に対し不活性
であり、滅菌可能である任意の材料を使用できる。いずれの実施形態でも、スペーサー手
段を第１の基材又は第２の基材と（例えば感圧接着剤を介して）直接結合することができ
る。付加的に又は代替的に、スペーサー手段を第１の基材又は第２の基材に（例えば感圧
接着剤を介して）間接的に結合することができる（例えば、第１又は第２の基材上に各々
コーティングされる第１又は第２のドライコーティングにスペーサー手段を結合できる）
。
【００５５】
　図２に図示した実施形態では、培養デバイス１０’は、第１の基材１２の内側表面１４
上の増殖領域４５内に配置される第１のドライコーティング３０、及び第２の基材１８の
内側表面２０上の増殖領域内に配置される第２のドライコーティング３５を含む。第１の
ドライコーティング３０は、酵素を介在した酸素低減系である第１の有効量の成分（例え
ば酵素成分）を含み、第２のドライコーティング３５は、酵素を介在した酸素低減系であ
る第２の有効量の別の成分（例えば酵素成分に対応する酵素基質）を含む。よって、水性
液体（例えば、水、水性緩衝液、水性栄養培地、水を含有する試料）を培養デバイスの増
殖領域に導入すると、第１の有効量と第２の有効量とが流体連通するように配置され、系
がコーティング及び水性液体中に存在する酸素と反応することにより、培養デバイスの増
殖領域内の酸素が消費されて、微好気性微生物又は嫌気性微生物の増殖を促進する環境が
生成される。
【００５６】
　図２及び図３に図示した実施形態では、第１のドライコーティング３０が、第１の基材
１２の内側表面１４のほぼ全体を覆うが、スペーサー４６内の円形孔４８によって露出さ
れる部分４０のみ接触可能となる。したがって、培養デバイス１０’の増殖領域４５は、
円形孔４８の領域、及び第１の基材１２と第２の基材１８とが互いに近傍に位置するとき
に円形孔４８と重なり合う第１のドライコーティング３０及び第２のドライコーティング
３５の一部分（それぞれ４０と４１）によって画定される。本実施形態では、増殖領域は
周辺端部５０から離れて位置し、増殖領域４５と外部環境（例えば、空気）との間の連通
はスペーサー４６によって実質的に遮断される。
【００５７】
　所望により、本開示の培養デバイスは、培養デバイス中の酸素を示す手段を更に含む。
好ましくは、この手段は、デバイス中に存在する酸素の量（例えば、所定の閾値量又は相
対量）を示すことができる。この手段は、酵素を介在した酸素低減系が培養デバイスの増
殖領域内の酸素を、微好気性微生物又は嫌気性微生物の増殖を促進する濃度まで適切に低
減させたかどうか、あるいは低減させた時点を示せる点で有利である。培養デバイス内の
酸素検出手段は、当技術分野において既知であり、例えば、レドックス色素（例えば、メ
チレンブルー）及び酸素消光性蛍光色素が挙げられる。
【００５８】
　この手段は、デバイス内部の酸素不存在を示す発光化合物であり得る。好適な酸素指示
薬は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる米国特許第６，６８９，４３８号（
Ｋｅｎｎｅｄｙ　ｅｔ　ａｌ．）に開示されている。本開示の培養デバイス用の指示薬と
して適切な発光化合物は、酸素によって消光される発光を呈する。より正確には、指示薬
は、酸素濃度と反比例する放出によって、励起周波数に晒されると発光する。指示薬はコ
ーティング、ラミネート加工、又はデバイス内の別の層若しくは別の層の一部分と押出成
形されていてよい。このような層は、増殖領域内に配置されてよく、所望により１つ又は
２つ以上の他の酸素透過層によって増殖領域と分離される。酸素を示す好適な化合物とし
ては、オクタエチルポルフィリン、テトラフェニルポルフィリン、テトラベンゾポルフィ
リン、クロリン、又はバクテリオクロリンの金属誘導体が挙げられる。その他の好適な化
合物としては、パラジウムコプロポルフィリン（ＰｄＣＰＰ）、白金及びパラジウムのオ
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クタエチルポルフィリン（ＰｔＯＥＰ、ＰｄＯＥＰ）、白金及びパラジウムのテトラフェ
ニルポルフィリン（ＰｔＴＰＰ、ＰｄＴＰＰ）、カンファーキノン（ＣＱ）、並びにエリ
トロシンＢ（ＥＢ）などのキサンテン系色素が挙げられる。その他の好適な化合物として
は、２，２’－ビピリジン、１，１０－フェナントロリン、４，７－ジフェニル－１，１
０－フェナントロリンなどの配位子を有するルテニウム、オスミウム、及びイリジウム錯
体が挙げられる。これらの好適な例としては、トリ（４，７，－ジフェニル－１，１０－
フェナントロリン）ルテニウム（ＩＩ）パークロレート、トリ（２，２’－ビピリジン）
ルテニウム（ＩＩ）パークロレート、トリ（１，１０－フェナントロリン）ルテニウム（
ＩＩ）パークロレートなどが挙げられる。
【００５９】
　酵素触媒による反応速度が、反応の行われる環境のｐＨに影響される場合があることを
当業者であれば理解されるだろう。更に、本開示の培養デバイス中での微好気性微生物又
は嫌気性微生物の増殖が、微生物が培養される環境のｐＨによって影響される場合がある
ことも当業者であれば理解されるだろう。酸素を消費する酵素反応を促進しつつ、微生物
の増殖も促進するように、増殖領域のｐＨを事前に選択できることが知られている。いず
れの実施形態でも、緩衝剤を少なくとも１種のドライコーティングに組み込むことによっ
て、及び／又は緩衝水溶液を用いてプレートに接種することによって増殖領域のｐＨを制
御することができる。
【００６０】
　使用時、本開示のデバイスの増殖領域は、互いに流体連通される、酵素を介在した酸素
低減系である第１の有効量の一成分（例えば、酵素成分）、及び酵素を介在した酸素低減
系である第２の有効量の別の成分（例えば、酵素成分に対応する酵素基質）を含む。通常
、系による酸素低減の最大容量は、増殖領域内の酵素基質量によって決定される。水和し
た増殖領域中の溶存酸素のほぼ全てと反応するのに十分な量の酵素基質があることが好ま
しい。水和した増殖領域中に通常存在すると思われるよりも多くの溶存酸素と反応するの
に十分な量の酵素基質がある方が好ましい。
【００６１】
　いずれの実施形態でも、増殖領域を、水性液体の容積１ｍＬで水和されるように寸法設
定することができる。水は、１ミリリットルあたり約０．５４μモルの溶存酸素を含む。
したがって、第１のドライコーティング及び／又は第２のドライコーティングは、約２２
℃～約４２℃にて１２０分以下の間に０．５４μモルの酸素を消費するだけの酵素基質を
少なくとも含むことが好ましい。第１のドライコーティング及び／又は第２のドライコー
ティングは、約２２℃～約４２℃にて１２０分以下の間に０．５４μモル超の酸素を消費
するだけの酵素基質を少なくとも含むことがより好ましい。
【００６２】
　いずれの実施形態でも、第１のドライコーティング及び／又は第２のドライコーティン
グは、任意の数の他の成分、例えば、色素（例えば、ｐＨ指示薬）、架橋剤、試薬（例え
ば、発色性若しくは蛍光性の酵素基質などの選択的試薬若しくは指示薬）、又は上述の成
分の２種以上の組み合わせを含み得る。例えば、一部の用途では、微生物増殖の指示薬（
例えば、ｐＨ指示薬、発色性酵素基質、レドックス色素）を第１の及び／若しくは第２の
ドライコーティング内、又はドライコーティングを堆積させる接着剤中に組み込むことが
望ましい。好適な色素には、微生物の増殖により代謝され又は微生物の増殖により反応し
て、コロニーを着色し又は蛍光させて可視化を容易にするものが挙げられる。このような
色素として、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関連する色素、並
びに５－ブロモ－４－クロロインドリルホスフェートの二ナトリウム塩が挙げられる。そ
の他の好適な色素としては、微生物の増殖中にｐＨの変化を感知するもの、例えばニュー
トラルレッドが挙げられる。
【００６３】
　一部の用途では、水溶液を用いて再溶解されたとき、画線接種が可能である硬さのヒド
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ロゲルが生じるようにドライコーティングを形成することが好ましい。画線可能な培地を
形成させるため、ゲル化剤を含有する１つ又は２つ以上のドライコーティングに有効量の
好適な架橋剤を組み込むことができる。好適な架橋剤は、意図される微生物の増殖に実質
的な影響を与えないものである。架橋剤の好適な種類及び量は、当業者により容易に選択
される。例えば、グアーガムについては、四ホウ酸カリウム、アルミニウム塩、又はカル
シウム塩などの架橋剤が好適であり、有効量、例えば、ドライコーティングの約１．０重
量％未満を添加することができる。
【００６４】
　少なくとも１つのドライコーティングは、ある種の微生物学的試験を行うために必要な
試薬を任意に含み得る。例えば、抗生物質感受性試験を実施するため、抗生物質を含有さ
せることができる。微生物を同定するため、特定種の微生物が存在すると色が変化する鑑
別試薬を含有させることができる。
【００６５】
　本発明の培養デバイスは、種々の技術を使用して作製することができる。一般に、デバ
イスは、手作業によって、又は本明細書並びに米国特許第４，５６５，７８３号、５，０
８９，４１３号、及び第５，２３２，８３８号に記載されているような通常の実験設備を
用いて作製することができる。
【００６６】
　本開示の培養デバイスの第１のドライコーティング及び／又は第２のドライコーティン
グは、接着性粉末培地を包含し得る。接着性粉末培地は、第１及び／又は第２の基材の内
側表面の増殖領域のうち少なくとも一部分に接着剤層（それぞれ層３２又は層３７）を最
初に形成することにより作製され凝固される。接着剤は好ましくは感圧性で、水に不溶性
で、かつデバイス内で培養される微生物の増殖を実質的に阻害しないものである。好まし
くは、接着層３２又は層３７はまた、湿潤させたときに微生物のコロニーを視認するのに
十分透明である。
【００６７】
　好適な感圧接着剤の非限定例は、モル比９０／１０の２－メチルブチルアクリレート／
アクリル酸の共重合体である。使用することができる他の好ましい感圧接着剤としては、
モル比９５／５又は９４／６のイソオクチルアクリレート／アクリル酸、及びシリコーン
ゴムが挙げられる。水への露出時に白化（例えば、不透明化）する接着剤は、あまり好ま
しくないが、不透明な第１の基材と共に、又はコロニーの視認が必要とされない場合には
使用することができる。高溶融性基剤上に低溶融性基剤がコーティングされた熱活性接着
剤、及び／又は粘着液などの水活性接着剤も知られており、本発明で使用することができ
る。コロニーの視認を容易にする目的で上記の通り指示薬試剤を組み込むとき、概して、
粉末よりも接着剤又はブロスコーティング混合物内に指示薬試剤を組み込むことが好まし
い。
【００６８】
　接着剤を（例えば、ナイフコーターを使用して）第１の基材又は第２の基材の上面にコ
ーティングして接着剤層を形成するが、この厚みは、接着剤に付着された乾燥粉末又は凝
集粉末の平均粒径未満であることが好ましい。概して、粒子を基材（例えば、本明細書に
記載する第１又は第２の基材）に接着させるのに十分だが、粒子が接着剤に完全に埋没し
ない程度の接着剤をコーティングする。概して、厚さ約５μｍ～約１２μｍの接着層が好
適である。
【００６９】
　接着性粉末培地を形成するため、冷水溶解性粉末の層（例えば、冷水溶解性ゲル化剤）
、所望により、栄養素、選択的試薬、酵素を介在した酸素低減系である成分、又は上述の
粉末の２種類以上の組み合わせが、培養デバイスの増殖領域の少なくとも一部分に配置さ
れる接着剤層に実質的に均一に付着される。
【００７０】
　好ましくは、第１のドライコーティング及び／又は第２のドライコーティング内にゲル
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化剤を含有させるとき、ゲル化剤は、所定量の、例えば１～３ｍＬの水又は水性試料が増
殖領域に配置されると、好適な粘度、例えば、ブルックフィールドモデルのＬ　ＶＦ粘度
計を使用して２５℃にて６０ｒｐｍで測定したときに約１５００ｃｐｓ以上を有する、ヒ
ドロゲルを形成するような量で含まれる。この粘度のヒドロゲルは、培養中のデバイスの
簡便な取り扱い及び積み重ねを可能にし、その培地に特異的なコロニー形成をもたらす。
例えば、０．０２５ｇ～０．０５０ｇの粉末グアーガムを、２０．３ｃｍ２の表面領域を
覆って実質的に均一に広げることで、１～３ｍｌの水性サンプルにより溶解させたときに
、十分な粘性の培地がもたらされる。単位面積当たりのコーティング重量を制御するため
に、粉末粒径が使用され得る。例えば、１００メッシュのグアーガムが使用される条件下
では、重量が約０．０５ｇ／２０．３ｃｍ２になるようコーティングされ、４００メッシ
ュのグアーガムが使用される条件下では、重量が約０．０２５ｇ／２０．３ｃｍ２になる
ようコーティングされる。
【００７１】
　いずれの実施形態でも、第１のドライコーティング又は第２のドライコーティングは、
微生物の増殖を促進する１種又は２種以上の栄養素を含み得る。コーティングが粉末又は
粉末凝集体から本質的になるとき、ゲル化剤と、接着される粉末培地中の栄養素との好ま
しい比は、デバイスで増殖させる具体的な微生物により決定される。しかしながら、汎用
目的では、約４：１～約５：１（重量を基準とした合計栄養素に対する合計ゲル化剤）の
比率が好ましい。実質的に均一な層の適用に好適な任意の手段によって、接着される粉末
培地中の粉末を、接着剤層（接着剤層３２及び／又は接着剤層３７）に適用することがで
きる。粉末の層を適用するための好適な方法として、シェーカー型デバイスの使用、又は
粉末コーターの使用が挙げられる。
【００７２】
　ドライコーティング、すなわち第１のドライコーティング及び／又は第２のドライコー
ティングを形成する別の好ましい方法は、液体コーティング方法である。この方法では、
ゲル化剤を含む液体混合物（例えば、水溶液混合物）、酵素を介在した酸素低減系の成分
（例えば、酵素成分）、並びに所望により栄養素、選択的試薬、及び／又は指示薬試剤を
調製する。液体混合物は、第１の基材又は第２の基材に（例えば、ナイフコーターを使用
して）コーティングされ、実質的に、液体のほぼ全てを（例えば、フラッシュ蒸着により
）除去して実質的に乾燥した（例えば、実質的に水を含まない）コーティングを生成する
。ゲル化剤は、基材へのコーティングを容易にする目的で、液体混合物を増粘する役割を
果たすことができる。実用目的では、ゲル化剤の量は、実際に培地を基材上にコーティン
グできない程度まで、混合物が増粘される量よりも少ないことが好ましい。コーティング
混合物は、概して自己接着して基材になり、基材と培地との間には接着剤層は必要とされ
ない。
【００７３】
　いずれの実施形態でも、第１のドライコーティングと第２のドライコーティングとを、
類似の処理により調製（すなわち、両方を粉末コーティング処理又は液体コーティング処
理のいずれかにより調製）してもよい。あるいは、いずれの実施形態でも、ドライコーテ
ィングのどちらか（例えば、第１のドライコーティング）が、液体コーティング処理を使
用してコーティングされ、別のドライコーティング（例えば、第２のドライコーティング
）が粉末コーティング処理を使用してコーティングされる。加えて、第１のドライコーテ
ィング及び第２のドライコーティングは、同一栄養素又は異なる栄養素を含んでよい。
【００７４】
　いずれの実施形態でも、本開示の培養デバイスは、ゲル化剤及び酵素を介在した酸素低
減系の酵素成分を含むドライコーティング（例えば、第１のドライコーティング）を有す
る一方の基材（例えば、第１の基材）と、ゲル化剤及び／又は酵素を介在した酸素低減系
の酵素基質成分を含むドライコーティング（例えば、第２のドライコーティング）を有す
る他方の基材（例えば、第２の基材）とを含む。好ましくは、第１のドライコーティング
は、液体コーティング処理を使用してコーティングされ、第２のドライコーティングは、
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粉末コーティング処理を使用してコーティングされる。
【００７５】
　本開示の培養デバイスを使用する場合、存在する微生物のコロニーの正確な計数が望ま
れる場合がある。したがって、いずれの実施形態でも、本開示の培養デバイスは、第１の
基材、又はその代わりに第２の基材にグリッドパターンを含んでよい。グリッドパターン
は正方形のグリッドパターン、例えば米国特許第４，５６５，７８３号に開示されるよう
な正方形のグリッドパターンを含んでよい。例えば印刷手段のような任意の好適な処理に
よって、第１又は第２の基材上にグリッドパターンを形成してもよい。
【００７６】
　酵素を介在した酸素低減系を、本明細書に参考により組み込まれる米国特許第６，３３
１，４２９号に記載されたものと類似した培地にも使用できることが企図される。培地は
、本明細書で開示する培養デバイス内に配置する場合、又はその代わりに本明細書で開示
する好適な第１と第２の基材の間に配置する場合、微好気性微生物又は偏性嫌気性微生物
の培養方法に使用することができる。
【００７７】
　別の態様において、本開示は、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを作製する方法を提
供する。本方法は、第１のコーティングを第１の基材の一部に堆積させることであって、
この第１のコーティングが、液体と、酵素を介在した酸素低減系である有効量の酵素成分
とを含む液体混合物を使用して形成されることと、コーティングを乾燥させることと、第
１のコーティングが第２のコーティングに対面するように、かつ第１の基材と第２の基材
との間に配置された増殖領域が第１のコーティングの一部及び第２のコーティングの一部
と重なり合うように、第１の基材を第２の基材と隣接して位置決めすることと、を含む。
【００７８】
　第１のコーティングの酵素成分は、酵素基質及び酸素との反応により生成物を形成でき
る酵素である。反応は水性混合物内で起り、その結果、本明細書に記載するような水性混
合物から酸素が局所的に低減される。所望により、本方法のいずれの実施形態でも、接着
剤層は、第１のコーティングと第１の基材との間の第１の基材上に配置されてよい。所望
により、本方法のいずれの実施形態でも、第１のコーティングは、本明細書に記載したよ
うな、栄養素又は栄養培地、選択的試剤、指示薬試剤、架橋剤、色素、又は上述の任意の
２つ以上の組み合わせを更に含んでよい。第１のコーティングの組成物は、有効量の酵素
成分（例えば、アスコルビン酸オキシダーゼ）が第１の基材により画定される増殖領域の
第１の部分全体に分布（例えば、均一に分布）するように調整される。
【００７９】
　本方法のいずれの実施形態でも、所望により本方法は、第２の基材上に第２のコーティ
ングを形成することを更に含む。第２のコーティングは、酵素を介在した酸素低減系の酵
素基質成分を含み、水性培地中で酵素成分及び酸素との反応により生成物を形成できる。
所望により、本方法のいずれの実施形態でも、接着剤層は、第２のコーティングと第２の
基材との間の第２の基材上に配置されてよい。いずれの実施形態でも、第２のコーティン
グは、第２の基材に付着された接着剤層上に配置される、実質的に乾燥した粉末又は粉末
凝集体を含む。第２のコーティングの組成物は、有効量の酵素基質成分（例えば、アスコ
ルビン酸ナトリウム）が第２の基材により画定される増殖領域の第２の部分全体に分布（
例えば、均一に分布）するように調整される。
【００８０】
　本方法のいずれの実施形態でも、液体混合物の形成に使用した液体は水性液体を含む。
いずれの実施形態でも、液体混合物の形成に使用した液体は有機液体を含む。本方法のい
ずれの実施形態でも、第１のコーティングの形成に使用した液体混合物は冷水溶解性ゲル
化剤を更に含む。
【００８１】
　本方法のいずれの実施形態でも、第１のコーティングを第１の基材の一部分上に堆積さ
せることは、所定量の水性液体中で酵素成分とゲル化剤とを混合させてコーティング混合
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物を形成することと、第１の基材上にコーティング混合物をコーティングすることと、を
含む。いずれの実施形態でも、本明細書に記載されたように、第１の基材上にコーティン
グ混合物をコーティングすることは、第１の基材上に配置された接着剤層上にコーティン
グ混合物をコーティングすることを含み得る。
【００８２】
　第１のコーティングの乾燥は、当該技術分野において既知である多数のプロセスによっ
て実行することができる。コーティングは、例えば、その全体が参照により本明細書に組
み込まれる米国特許第５，６０１，９９８号に記載のプロセスにしたがって、オーブン（
例えば、重力式オーブン、対流式オーブン）で乾燥させることができる。好ましくは、第
１のコーティングは実質的に水を含まない状態になるまで乾燥される。本明細書で使用さ
れる「実質的に乾燥」、「実質的に水を含まない」などのフレーズは、いったんそれが周
囲環境と平衡化できるようになると、およそ、脱水コーティングの含水量以下の含水量を
有するコーティングを指す。
【００８３】
　第１のコーティングが第２のコーティングに対面するように、かつ第１の基材と第２の
基材との間に配置された増殖領域が第１のコーティングの一部及び第２のコーティングの
一部と重なり合うように、第２の基材に隣接する第１の基材を配置することは、種々の方
法で実施することができる。第１及び第２のコーティングの一部分が互いに重なり合うよ
うに、第１及び第２の基材を互いに隣接して配置する好適な方法の代表的な例を、図１～
図３に示す。この重なり合った配置では、操作者が第１及び第２の基材間に水性液体を付
着させると、第１のコーティングと第２のコーティング（存在する場合）とが流体連通下
に置かれることがわかる。
【００８４】
　更に別の態様では、本開示は、試料中のクロストリジウム・ディフィシルのコロニー形
成単位を計数するための培養デバイスを提供する。上記で記載したように培養デバイスは
、対向する内側表面及び外側表面を有する第１の基材と、対向する内側表面及び外側表面
を有する第２の基材と、両基材間に配置された増殖領域とを含む。培養デバイスは、酵素
を介在した酸素低減系の実質的に乾燥した第１の有効量の酵素成分であって、第１の有効
量が増殖領域の第１のコーティング内に配置される、成分と、酵素を介在した酸素低減系
の実質的に乾燥した第２の有効量の酵素基質成分であって、第２の有効量が増殖領域の第
２のコーティング内に配置される、成分と、増殖領域内に配置される有効量の実質的に乾
燥した栄養素組成物と、を更に含む。いずれの実施形態でも、栄養素組成物が、難培養性
微生物の増殖を促進する、栄養素混合物（例えば、ブレインハートインフュージョン及び
／又は酵母抽出物）を含む。いずれの実施形態でも、培養デバイスは、有効量の少なくと
も１種の実質的に乾燥した選択的試剤（例えば、タウロコール酸ナトリウムなどの胆汁塩
、例えば、セフォキシチン及びサイクロセリンなどの１種又は２種以上の抗生物質）を更
に含み、所定量の水性液体で水和されると、クロストリジウム・ディフィシルの増殖を実
質的に可能にし、クロストリジウム・ディフィシル以外の微生物、例えば、大腸菌、黄色
ブドウ球菌、クロストリジウム・スポロゲネス、ウェルシュ菌、バクテロイデス・フラジ
リス、プレボテラ・メラニノゲニカ、フソバクテリウム種、及びペプトストレプトコッカ
ス・アネロビウスなどの増殖を実質的に阻害する。所望により、培養デバイスは、増殖領
域内に配置される有効量の実質的に乾燥した還元剤（例えば、チオグリコール酸ナトリウ
ム及び／又はＬ－システイン）を更に含む。
【００８５】
　更に別の態様では、本開示は、微生物を検出する方法を提供する。いずれの実施形態で
も、本方法は、本開示の内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを使用する。培養デバイスは
、対向する内側表面及び外側表面を有する第１の基材と、対向する内側表面及び外側表面
を有する第２の基材と、第１及び第２の基材の内側表面間に配置された増殖領域と、酵素
を介在した酸素低減系の実質的に乾燥した有効量の酵素成分であって、第１の有効量が増
殖領域に配置される、成分と、増殖領域内に配置される実質的に乾燥した冷水溶解性ゲル
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化剤と、を含み、第１の基材及び第２の基材は、気体状酸素に対して実質的に不透過性で
あり得る。所望により、培養デバイスは、酵素を介在した酸素低減系の実質的に乾燥した
有効量の酵素基質成分であって、第２の有効量が増殖領域に配置される、成分を更に含む
。好適な実施形態では、培養デバイスは、増殖領域の外周部を画定するスペーサーを更に
含む。
【００８６】
　本方法のいずれの実施形態でも、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの増殖領域内に配
置される、実質的に乾燥した冷水溶解性ゲル化剤は所定量の水性液体にて水和され、ｉ）
酵素を介在した酸素低減系の成分との反応を促進し、かつｉｉ）微生物の増殖を促進する
ための水性環境を提供する。本明細書に記載したように、培養デバイス内の冷水溶解性ゲ
ル化剤は、試料がデバイス内に付着される前、試料がデバイスに付着されている間、及び
／又は試料がデバイス中に付着された後、水和され得る。
【００８７】
　いずれの実施形態でも、培養デバイスでの水和及び／又は接種に使用される所定量の水
性液体は、約１ミリリットルである。いずれの実施形態でも、培養デバイスでの水和及び
／又は接種に使用される所定量の水性液体は、約２ミリリットルである。いずれの実施形
態でも、培養デバイスでの水和及び／又は接種に使用される所定量の水性液体は、約３ミ
リリットルである。いずれの実施形態でも、培養デバイスでの水和及び／又は接種に使用
される所定量の水性液体は、約４ミリリットルである。いずれの実施形態でも、培養デバ
イスでの水和及び／又は接種に使用される所定量の水性液体は、約５ミリリットルである
。いずれの実施形態でも、培養デバイスでの水和及び／又は接種に使用される所定量の水
性液体は、約１０ミリリットルである。いずれの実施形態でも、培養デバイスの増殖領域
の水和に使用される水性液体は領域全体に分布し、結果的に増殖領域の２０．３ｃｍ２あ
たり約１ミリリットルの液体となる。
【００８８】
　いずれの実施形態でも、培養デバイスの増殖領域内の有効量の酵素基質成分（例えば、
Ｌ－アスコルビン酸又はその塩）は、増殖領域に付着させる所与の量の水性液体を基準に
して選択することができる。例えば、所定量が約１ミリリットルの場合、増殖領域内に配
置又は付着させる有効量の酵素基質成分（例えば、Ｌ－アスコルビン酸又はその塩）は、
（微好気性又は微耐気性微生物を培養する環境を生成するためには）約３マイクロモル～
約４．５マイクロモル、（偏性嫌気性微生物を培養する環境を生成するためには）７マイ
クロモル～約３０マイクロモルであり得る。例えば、所定量が約２ミリリットルの場合、
増殖領域内に配置又は付着させる有効量の酵素基質成分（例えば、Ｌ－アスコルビン酸又
はその塩）は、（微好気性又は微耐気性微生物を培養する環境を生成するためには）約６
マイクロモル～約９マイクロモル、（偏性嫌気性微生物を培養する環境を生成するために
は）１４マイクロモル～約６０マイクロモルであり得る。所与の酵素を介在した酸素低減
系に適した酵素基質のマイクロモル数は、特定の酵素成分によって触媒される反応中に、
酵素基質成分のマイクロモル数あたり、何マイクロモル数の酸素が消費されるかに応じて
変化し得ることが、当業者であれば理解されるであろう。
【００８９】
　いずれの実施形態でも、所定量の水性液体は、所定領域（例えば、図２の培養デバイス
１０’のスペーサー４６内の孔４８によって画定される領域）を有する増殖領域内に分布
する。したがって、第１又は第２の基材上に酵素基質成分をコーティングする場合、培養
デバイスの増殖領域内の有効量の酵素基質成分（例えば、Ｌ－アスコルビン酸又はその塩
）は、増殖領域の所定領域に基づいて選択され得る。例えば、増殖領域の所定領域が、約
２インチ（約５．１ｃｍ）の直径を有する円によって画定される場合、増殖領域内に配置
された又は付着された有効量の酵素基質成分（例えば、Ｌ－アスコルビン酸又はその塩）
は、（増殖領域が液体１ｍＬで水和されるときに微好気性又は微耐気性微生物を培養する
環境を生成するためには）約０．１５マイクロモル／ｃｍ２～約０．２２マイクロモル／
ｃｍ２、（増殖領域が液体１ｍＬで水和されるときに偏性嫌気性微生物を培養する環境を
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生成するためには）０．３５マイクロモル／ｃｍ２～約１．５マイクロモル／ｃｍ２であ
り得る。
【００９０】
　通常、培養デバイスは、略水平面に配置され、かつ第１の基材及び第２の基材を分離す
る（例えば、上部基材を引き上げる）ことにより、増殖領域が水和及び／又は接種される
間、培養デバイスの増殖領域と接触可能となる。本培養デバイスは、好気性環境（すなわ
ち、空気中）で水和及び／接種が可能である点で有利である。通常、デバイスの水和に使
用される水性液体（試験する試料材料を含む場合がある）は、第１と第２の基材間の増殖
領域上にピペットで移される。所定量の水性液体を増殖領域に付着させた後、培養デバイ
スを閉じる。所望により、ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ培養デバイスの接種に使用されるものと類
似した、水平又は凹状のスプレッダーを使用して、培養デバイス内の所定領域全体に水性
液体を分布させることができる。
【００９１】
　培養デバイスが水和された後、酵素を介在した酸素低減系の酵素成分及び酵素基質成分
が、増殖領域内に存在する（一方の基材の増殖領域内の実質的に乾燥した第１の組成物に
酵素成分が存在し、他方の基材の増殖領域内の実質的に乾燥した第２の組成物に酵素基質
成分が存在する）場合、増殖領域の水和は、酵素成分を酵素基質成分と水性流体連通下に
置くことを含む。
【００９２】
　流体連通下に置かれると、第１の組成物、第２の組成物、及び水性液体は第１の濃度の
溶存酸素を含む混合物を形成する。いずれの実施形態でも、溶存酸素の第１の濃度は、偏
性嫌気性微生物、微好気性微生物、及び／又は微耐気性微生物の増殖を実質的に阻害する
濃度であってよい。これらの実施形態では、両成分が水性流体連通下に置かれると、酵素
と、酵素基質並びにコーティング及び／又は水性流体中に溶解された酸素との反応が開始
され、それによって増殖領域内の溶存酸素の第１の濃度が、第１の濃度より低い第２の濃
度（例えば、第１の濃度の少なくとも約５０％未満、少なくとも約６０％未満、少なくと
も約７０％未満、少なくとも約８０％未満、少なくとも約９０％未満、少なくとも約９５
％未満、少なくとも約９８％未満、少なくとも約９９％未満）まで低減される。
【００９３】
　いずれの実施形態でも、溶存酸素の第１の濃度を溶存酸素の第２の濃度まで低減させる
ことは、溶存酸素を微耐気性微生物の増殖をサポートするのに十分な低さの第２の濃度に
まで低減させることを含み得る。いずれの実施形態でも、溶存酸素の第１の濃度を溶存酸
素の第２の濃度まで低減させることは、溶存酸素を微好気性微生物の増殖をサポートする
のに十分な低さの第２の濃度にまで低減させることを含み得る。いずれの実施形態でも、
溶存酸素の第１の濃度を溶存酸素の第２の濃度まで低減させることは、溶存酸素を偏性嫌
気性微生物の増殖をサポートするのに十分な低さの第２の濃度にまで低減させることを含
み得る。
【００９４】
　いずれの実施形態でも、溶存酸素の第１の濃度を溶存酸素の第２の濃度まで低減させる
ことは、溶存酸素を、混合物の形成後、約１２０分以内に第２の濃度まで低減させること
を含み得る。いずれの実施形態でも、溶存酸素の第１の濃度を溶存酸素の第２の濃度まで
低減させることは、溶存酸素を、混合物の形成後、約９０分以内に第２の濃度まで低減さ
せることを含み得る。いずれの実施形態でも、溶存酸素の第１の濃度を溶存酸素の第２の
濃度まで低減させることは、溶存酸素を、混合物の形成後、約６０分以内に第２の濃度ま
で低減させることを含み得る。いずれの実施形態でも、溶存酸素の第１の濃度を溶存酸素
の第２の濃度まで低減させることは、溶存酸素を、混合物の形成後、約４５分以内に第２
の濃度まで低減させることを含み得る。いずれの実施形態でも、溶存酸素の第１の濃度を
溶存酸素の第２の濃度まで低減させることは、溶存酸素を、混合物の形成後、約３０分以
内に第２の濃度まで低減させることを含み得る。
【００９５】
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　いずれの実施形態でも、培養デバイスの水和に使用される水性液体は、水（例えば、無
菌脱イオン水、生体緩衝液、無菌栄養培地）を含み、所望により、１種又は２種以上の添
加剤を含んでよい。１種又は２種以上の添加剤は、本方法の種々の機能を実現することが
できる。例えば、いずれの実施形態でも、１種又は２種以上の添加剤が、デバイス中で培
養される嫌気性、微好気性、又は微耐気性微生物の増殖をサポートする栄養素又は栄養培
地を含んでよい。このような栄養素又は栄養培地は当該技術分野で周知されており、培養
する具体的な微生物に応じて選択してよい。栄養素又は栄養培地は、酵素を介在した酸素
低減系によって実質的に阻害されるものではない。これは、本明細書に記載したような酸
素センサーを使用して容易に試験することができる。
【００９６】
　代替的に又は付加的に、いずれの実施形態でも、添加剤は、酵素を介在した酸素低減系
の実質的に乾燥した酵素基質成分（例えば、Ｌ－アスコルビン酸、Ｌ－アスコルビン酸の
金属塩、ヒドロキノン、例えば２，５－ジクロロヒドロキノン、Ｄ－エリスロアスコルビ
ン酸、クロロヒドロキノン）の有効量のうち少なくとも一部（又は全部）を占める。よっ
て、培養デバイスは、酵素を介在した酸素低減系の実質的に乾燥した有効量の酵素成分は
含み得るが、酵素を介在した酸素低減系である有効量の酵素基質成分は含まない可能性が
ある。これら実施形態では、酵素基質成分は、培養デバイスの水和に使用される水性流体
中の添加剤である。よって、水性液体を増殖領域内に付着させると、培養デバイス中に存
在する実質的に乾燥した酵素成分が、水性流体中に存在する酵素基質成分と水性流体連通
され、それによって、酵素と、酵素基質成分並びにコーティング及び／又は水性液体中に
溶解した酸素との反応が開始される。この反応は、培養デバイスの増殖領域から酸素を低
減させる。
【００９７】
　代替的に又は付加的に、いずれの実施形態でも、添加剤は、少なくとも１種の他の微生
物よりも１つの微生物の増殖に有利となる１種又は２種以上の選択的試剤（例えば、抗生
物質、塩）を含む。一実施形態において、選択的試剤は、クロストリジウム・ディフィシ
ルの増殖に有利である。代替的に又は付加的に、いずれの実施形態でも、添加剤は、微生
物の存在を検出するための指示試薬（例えば、ｐＨ指示薬、レドックス指示薬、発色性酵
素基質、蛍光性酵素基質）を含む。微生物の検出に有用である選択的試剤及び指示試薬を
当業者は理解されるであろう。選択的試剤又は指示薬は、酵素を介在した酸素低減系によ
って実質的に阻害されるものではない。これは、本明細書に記載したように、酸素センサ
ーを使用して容易に試験することができる。培養デバイスの水和に使用する溶液に１種又
は２種以上の選択的試剤及び／又は指示薬を添加することにより、特定の栄養培地（例え
ば、多種の微生物を増殖させるための一般的な栄養培地）を含む特定の培養デバイスを、
種々の具体的な微生物又は微生物群を培養するために使用できる点で有利である。
【００９８】
　試料材料をデバイス内に配置する前に培養デバイスを水和させる場合は、デバイスを再
度開いて培養材料を接種する前に、所望により冷水溶解性ゲル化剤を水和させ、数分間か
ら約３０分以上かけて（例えば、室温で）ゲルを形成することができる。ゲル化剤が水和
されゲルを形成するまでの期間、酵素を介在した酸素低減系の成分が全て存在する場合、
この成分によって、本明細書に記載したように、水和されたゲル化剤中の溶存酸素の濃度
が第１の濃度から、微耐気性、微好気性、条件的嫌気性、又は偏性嫌気性微生物の増殖を
促進する第２の濃度へと低減される。
【００９９】
　培養デバイスの増殖領域の水和前後に、当技術分野において既知である種々の方法で試
料材料を増殖領域と接触させることができる。いずれの実施形態でも、試料材料は増殖領
域内に試料材料を付着させることにより増殖領域と接触される。例えば、これは、ピペッ
ト操作、試料材料の採取に用いたスワブによる増殖領域への接触（例えば、スワブによる
表面塗抹）、白金耳又はニードルによる増殖領域への接触（例えば、画線平板法）、ある
いは試料採取具（例えば、スワブ、スポンジ、又はメンブレンフィルター）を増殖領域に
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直接配置させ、培養デバイスを閉め直すことにより行うことができる。試料を付着させ、
（培養デバイス中に目視可能な気泡が混入しないように注意して）培養デバイスを再び閉
じた後、酵素を介在した酸素低減系は増殖領域の溶存酸素の低減を再開する。
【０１００】
　いずれの実施形態でも、培養デバイスの増殖領域が水和され、ゲル化剤がゲルを形成し
た後は、培養デバイスをコンタクトプレート（例えば、ロダックプレート）として使用す
ることができる。このようにしてゲルが形成された後、培養デバイスの第１及び第２の基
材を分離して、増殖領域内の水和ゲルを露出させる。水和ゲルを試料となる表面と接触さ
せ、培養デバイス中に目視可能な気泡が混入しないように注意して培養デバイスを再度閉
じる。コンタクトプレート操作を好気性環境内で実施でき、培養デバイスを再度閉じた後
は、酵素を介在した酸素低減系によって培養デバイス中に酸素還元環境を再構築できる点
で有利である。
【０１０１】
　本方法のいずれの実施形態でも、増殖領域を試料と接触（接種）させて閉じた後、培養
デバイスを一定時間（例えば、所定の期間）培養する。培養状況（例えば、培養温度）は
、当業者に周知のように、微耐気性、微好気性、条件的嫌気性、又は偏性嫌気性の細菌の
増殖率に影響を与える可能性があり、検出される細菌の種類に影響する場合もある。例え
ば、低温での培養（例えば、約２５℃）では、低温細菌が検出されやすくなる。高温での
培養（例えば、約３０℃、約３２℃、約３５℃、約３７℃）では、ある種の微耐気性、微
好気性、条件的嫌気性、又は偏性嫌気性微生物の急速な増殖を促す場合がある。
【０１０２】
　いくつかの実施形態では、培養デバイスは、少なくとも約１６時間、少なくとも約１８
時間、少なくとも約２４時間、又は少なくとも約４８時間の間培養され得る。いくつかの
実施形態では、培養デバイスは、約２４時間以下、約４８時間以下、又は約７２時間以下
の間培養され得る。ある種の実施形態では、培養デバイスは、約２４時間～約４８時間培
養される。いずれの実施形態でも、培養デバイスは、増殖領域内で増殖する嫌気性微生物
を検出又は計数する前に、約７２時間、約９６時間、約１２０時間、約７日間、又は約８
日間の間培養でき、その間、その中で酸素還元環境を維持することができる。いずれの実
施形態でも、微生物のコロニーの形成が可能になるまで一定時間にわたり培養デバイスを
培養することは、好気ガス環境中で一定期間にわたり培養デバイスを培養することを含む
。
【０１０３】
　本方法では、接種済み培養デバイスを培養した後、微生物のコロニーを検出することを
更に含む。微生物のコロニーは、当技術分野において既知である種々の手法によって培養
デバイス内で検出することができる。好適な培養期間後、観察可能なコロニーの不在、増
殖指示薬（例えば、ｐＨ指示薬、発色性酵素基質、ＴＴＣなどのレドックス指示薬、蛍光
性酵素基質）内での変化の不在、及び増殖培地内の発酵性炭化水素の代謝に付随する気泡
の不在によって、培養デバイス中の微生物の不存在を検出できる。
【０１０４】
　微生物のコロニーに付随する酸性区域は、目視及び／又は撮像装置の使用により検出す
ることができる。例えば、培地がｐＨ指示薬としてブロムクレゾールパープルを含む方法
では、培地はほぼ中性ｐＨ時には紫色又は灰色の外観を示す。微生物が増殖して、培地内
の炭化水素（例えば、グルコース）を発酵させるにつれ、ブロムクレゾールパープル指示
薬は、増殖している細菌コロニー近傍で黄変する。例えば、培地がｐＨ指示薬としてクロ
ロフェノールレッドを含む方法では、培地はほぼ中性ｐＨ時には赤色又は紫色の外観を示
す。微生物が培地内の炭化水素を発酵させるにつれ、クロロフェノールレッド指示薬は、
増殖している微生物のコロニー近傍で黄変する。
【０１０５】
　微生物のコロニーに付随して増殖領域に気泡が存在する場合、これを目視及び／又は撮
像装置の使用により検出することができる。目視可能なコロニー及び／又は微生物のコロ
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ニー近傍の領域内でｐＨ指示薬の色変化により検出可能である酸性域に、気泡を伴う場合
がある。気泡は、例えば、炭化水素の嫌気発酵により生成される二酸化炭素を含む場合が
ある。一部の微生物は、硫酸イオンの還元によって硫化水素（Ｈ２Ｓ）ガスを生成するこ
ともある。硫化水素は培養デバイス中に存在する金属イオン（例えば、Ｆｅイオン）と反
応して、硫酸を還元する細菌コロニー近傍で不溶性の黒い沈殿物（例えば、ＦｅＳ）を生
成し得る。よって、いずれの実施形態でも、本開示の第１のコーティング又は第２のコー
ティングは、硫化水素と反応して不溶性の有色沈殿物を生成し得る金属塩を含んでよい。
【０１０６】
　本方法の上記いずれの実施形態でも、培養デバイスは、増殖領域を所定量と接触させる
工程以前は、酵素を介在した酸素低減系の実質的に乾燥した有効量の酵素成分を含まない
増殖領域を有してよい。これら実施形態で、本方法は、酵素を介在した酸素低減系である
有効量の酵素基質成分を増殖領域に付着させる工程を更に含む。酵素成分は、乾燥形態又
は液体形態で分配され得る。いずれの実施形態でも、酵素成分は、試料を増殖領域に付着
させる前に、液体試料と混合させることができる。いずれの実施形態でも、本方法は、酵
素を介在した酸素低減系の実質的に乾燥した有効量の酵素基質成分を増殖領域に付着させ
ることを更に含む。
【０１０７】
　上記実施形態のいずれにおいても、本方法は、培養デバイスの像を得る工程を更に含み
得る。これらの実施形態では、微生物の有無を検出する工程は、培養デバイスの画像を表
示する、印刷する、又は分析することを含む。撮像システムは撮像装置を含み、また、プ
ロセッサを含んでもよい。いくつかの実施形態において、撮像装置は、ラインスキャナ又
はエリアスキャナ（例えば、カメラ）を含み得る。撮像装置は、単色の（例えば、白黒）
又は多色の（例えば、色付き）スキャナを含み得る。有利には、単色の撮像システムは、
より解像度の高い画像を準備することができ、結果の精度を向上させる及び／又は培養デ
バイス内の微生物の存在を検出するのに必要な時間を低減することが可能である。
【０１０８】
　いくつかの実施形態において、撮像システムは、照明システムを更に含む。照明システ
ムは、少なくとも１つの広域スペクトル可視光（例えば、「白色」光）源を含み得る。い
くつかの実施形態において、照明システムは、少なくとも１つの狭スペクトル可視光源（
例えば、例えば、赤色光、緑色光、又は青色光といった比較的狭帯域幅の可視光を放射す
る発光ダイオード）を含み得る。特定の実施形態において、照明システムは、発光ピーク
が事前選択された波長（例えば、約５２５ｎｍ）である狭スペクトル可視光源（例えば、
発光ダイオード）を含み得る。
【０１０９】
　画像は、培養デバイスの増殖領域内の成分（例えば、微生物のコロニー、増殖培地、及
び指示薬）によって反射された光から得ることができ、あるいは画像は培養デバイスの増
殖領域内の成分を透過した光から得ることができる。好適な撮像システム及び対応する照
明システムは、例えば、国際公開ＷＯ　２００５／０２４０４７、並びに米国特許出願公
開第２００４／０１０１９５４号及び同第２００４／０１０２９０３号に記載されており
、当該文献のそれぞれは参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。好適な画像シス
テムの非限定例としては、３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮ）から入手可能
なＰＥＴＲＩＦＩＬＭ　Ｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ（ＰＰＲ）、Ｓｐｉｒａｌ　Ｂｉｏｔ
ｅｃｈ（Ｎｏｒｗｏｏｄ，ＭＡ）から入手可能なＰＥＴＲＩＳＣＡＮ　Ｃｏｌｏｎｙ　Ｃ
ｏｕｎｔｅｒ、並びに、Ｓｙｎｂｉｏｓｉｓ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｕ．Ｋ．）から入手
可能なＰＲＯＴＯＣＯＬ及びＡＣＯＬＹＴＥプレートスキャナーが挙げられる。
【０１１０】
　いくつかの実施形態において、画像を得ることは、波長バイアス画像（wavelength-bia
sedimage）を得ることを含む。例えば、撮像システムは、撮像装置が収集した光にバイア
スをかけるバイアス・フィルターを含み得る。フィルタエレメントは当該技術分野におい
て既知であり、「カットオフ」フィルター（即ち、ある特定の波長より大きい又は小さい
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のいずれかの光波長を通すことができるフィルター）及び「バンドパス」フィルター（即
ち、ある特定の上限値と下限値との間の光波長を通すことができるフィルター）の両方を
包含する。バイアス・フィルターは、照明光源と培養デバイスとの間に配置することがで
きる。あるいは又はこれに加えて、バイアス・フィルターは、培養デバイスと撮像装置と
の間に配置することができる。
【０１１１】
　典型的な実施形態
　実施形態Ａは、試料中の微生物を検出する方法であって、本方法は、
　内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの増殖領域を所定量の水性液体と接触させることで
あって、増殖領域が、増殖領域を所定量と接触させる前に、乾燥した冷水溶解性ゲル化剤
を含むことと、
　酵素を介在した酸素低減系の、有効量の酵素成分を増殖領域に付着させることと、
　増殖領域を試料と接触させることと、
　微生物のコロニーの形成を可能にするのに十分な期間、培養デバイスを培養することと
、
　微生物のコロニーを検出することと、を含む。
【０１１２】
　実施形態Ｂは、実施形態Ａの方法であって、酵素を介在した酸素低減系の、有効量の酵
素基質成分を増殖領域に付着させることを更に含む。
【０１１３】
　実施形態Ｃは、試料中の微生物を検出する方法であって、本方法は、
　内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの増殖領域を所定量の水性液体と接触させることで
あって、増殖領域が、増殖領域を所定量と接触させる工程以前に、乾燥した冷水溶解性ゲ
ル化剤と、酵素を介在した酸素低減系の、実質的に乾燥した有効量の酵素成分とを含むこ
とと、
　増殖領域を試料と接触させることと、
　微生物のコロニーの形成を可能にするのに十分な期間、培養デバイスを培養することと
、
　微生物のコロニーを検出することと、を含む。
【０１１４】
　実施形態Ｄは、試料中の微生物を検出する方法であって、本方法は、
　内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの増殖領域を所定量の水性液体と接触させることで
あって、増殖領域が、増殖領域を所定量と接触させる前に、乾燥した冷水溶解性ゲル化剤
を含むことと、
　酵素を介在した酸素低減系の、有効量の酵素基質成分を増殖領域に付着させることと、
　増殖領域を試料と接触させることと、
　微生物のコロニーの形成を可能にするのに十分な期間、培養デバイスを培養することと
、
　微生物のコロニーを検出することと、を含む。
【０１１５】
　実施形態Ｅは、実施形態Ｄの方法であって、酵素を介在した酸素低減系の、有効量の酵
素成分を増殖領域に付着させることを含む。
【０１１６】
　実施形態Ｆは、実施形態Ａ～Ｃのいずれか１つの方法であって、培養デバイスの増殖領
域が酵素を介在した酸素低減系の実質的に乾燥した有効量の酵素基質成分を更に含む。
【０１１７】
　実施形態Ｇは、前述の実施形態のいずれか１つの方法であって、増殖領域を水性液体と
接触させることが増殖領域を試料と接触させることを含む。
【０１１８】
　実施形態Ｈは、前述の実施形態のいずれか１つの方法であって、増殖領域を試料と接触
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させる工程が増殖領域を所定量の水性液体と接触させる工程とが同時ではない。
【０１１９】
　実施形態Ｉは、実施形態Ｈの方法であって、増殖領域を所定量の水性液体と接触させる
工程後に、増殖領域を試料と接触させる工程が存在する。
【０１２０】
　実施形態Ｊは、実施形態Ｈの方法であって、増殖領域を所定量の水性液体と接触させる
工程前に、増殖領域を試料と接触させる工程が存在する。
【０１２１】
　実施形態Ｋは、前述の実施形態のいずれか１つの方法であって、増殖領域を試料に接触
させること又は増殖領域を所定量の水性液体と接触させることが、試料又は所定量の水性
液体中に添加剤を提供することを含む。
【０１２２】
　実施形態Ｌは、実施形態Ｋの方法であって、添加剤は微生物の増殖を検出するための有
効量の選択的試剤又は指示薬を含む。
【０１２３】
　実施形態Ｍは、実施形態Ｌの方法であって、有効量の選択的試剤が、培養デバイス中の
クロストリジウム・ディフィシル微生物の発芽及び増殖を実質的に可能にし、有効量の選
択的試剤が、大腸菌、黄色ブドウ球菌、クロストリジウム・スポロゲネス、ウェルシュ菌
、バクテロイデス・フラジリス、プレボテラ・メラニノゲニカ、フソバクテリウム種、及
び／又はペプトストレプトコッカス・アネロビウスの増殖を実質的に阻害する。
【０１２４】
　実施形態Ｎは、前述の実施形態のいずれか１つの方法であって、微生物のコロニーの形
成を可能にするのに十分な期間にわたり培養デバイスを培養することが、好気ガス環境中
で一定期間にわたり培養デバイスを培養することを含む。
【０１２５】
　実施形態Ｏは、前述の実施形態のいずれか１つの方法であって、第１の乾燥組成物が培
養デバイスの第１の基材上にコーティングされ、第２の乾燥組成物が培養デバイスの第２
の基材上にコーティングされている。
【０１２６】
　実施形態Ｐは、実施形態Ａ～Ｏのうちいずれか１つの方法であって、
　第１の組成物、第２の組成物、及び水性液体が培養デバイスの増殖領域内で流体連通下
に置かれるとき、それらが第１の濃度の溶存酸素を含む水性混合物を形成し、
　液体混合物の形成後、デバイスが約１２０分以下の間好気性環境に維持され、溶存酸素
の第１の濃度が、酵素を介在した酸素低減系によって、微耐気性微生物の増殖を実質的に
阻害しない第２の濃度の溶存酸素まで低減される。
【０１２７】
　実施形態Ｑは、実施形態Ａ～Ｏのうちいずれか１つの方法であって、
　第１の組成物、第２の組成物、及び水性液体が培養デバイスの増殖領域内で流体連通下
に置かれるとき、それらが第１の濃度の溶存酸素を含む水性混合物を形成し、
　液体混合物の形成後、デバイスが約１２０分以下の間好気性環境に維持され、溶存酸素
の第１の濃度が、酵素を介在した酸素低減系によって、微好気性微生物の増殖を実質的に
阻害しない第２の濃度の溶存酸素まで低減される。
【０１２８】
　実施形態Ｒは、実施形態Ａ～Ｏのうちいずれか１つの方法であって、
　第１の組成物、第２の組成物、及び水性液体が培養デバイスの増殖領域内で流体連通下
に置かれるとき、それらが第１の濃度の溶存酸素を含む水性混合物を形成し、
　液体混合物の形成後、デバイスが約１２０分以下の間好気性環境に維持され、溶存酸素
の第１の濃度が、酵素を介在した酸素低減系によって、偏性嫌気性微生物の増殖を実質的
に阻害しない第２の濃度の溶存酸素まで低減される。
【０１２９】



(24) JP 6938151 B2 2021.9.22

10

20

30

40

50

　実施形態Ｓは、前述の実施形態のいずれか１つの方法であって、微生物のコロニーを検
出する工程が、カンピロバクター微生物のコロニーを検出することを含む。
【０１３０】
　実施形態Ｔは、実施形態Ａ～Ｒのいずれか１つの方法であって、微生物のコロニーの検
出がグルコースを乳酸に発酵させる微生物のコロニー検出を含む。
【０１３１】
　実施形態Ｕは、微生物のコロニーを計数するための培養デバイスであって、本デバイス
は、
　対向する内側表面及び外側表面を有する第１の基材と、
　対向する内側表面及び外側表面を有する第２の基材と、
　第１及び第２の基材の内側表面間に配置された増殖領域と、
　酵素を介在した酸素低減系の、実質的に乾燥した第１の有効量の酵素成分であって、第
１の有効量が増殖領域の第１のコーティング内に配置される、酵素成分と、
　酵素を介在した酸素低減系の、実質的に乾燥した第２の有効量の酵素基質成分であって
、第２の有効量が増殖領域の第２のコーティング内に配置される、酵素基質成分と、
　増殖領域に配置される乾燥した冷水溶解性のゲル化剤と、を含み、
　第１の基材及び第２の基材は、気体状酸素に対して実質的に不透過性であり得る。
【０１３２】
　実施形態Ｖは、実施形態Ｕの培養デバイスであって、有効量の酵素成分と酵素基質成分
を所定量の水性液体を使用して、増殖領域内で流体連通させると、酵素成分と酵素基質成
分とが反応して、水性液体中の第１の溶存酸素濃度を、第１の溶存酸素濃度より実質的に
低い第２の溶存酸素濃度へと低減できる。
【０１３３】
　実施形態Ｗは、実施形態Ｖの培養デバイスであって、所定量の水性液体中で第１の有効
量と第２の有効量が流体連通されてから６０分以内に、第１の溶存酸素濃度から第２の溶
存酸素濃度への低減が生じるように有効量の酵素成分と酵素基質成分とが選択される。
【０１３４】
　実施形態Ｘは、実施形態Ｓ～Ｕのいずれか１つの培養デバイスであって、第１の基材と
第２の基材との間に配置されたスペーサーを更に含み、このスペーサーが培養デバイス内
の増殖領域の外周部を画定する。
【０１３５】
　実施形態Ｙは、実施形態Ｕ～Ｘのいずれか１つの培養デバイスであって、微生物の増殖
を促進する栄養素を更に含む。
【０１３６】
　実施形態Ｚは、実施形態Ｙの培養デバイスであって、栄養素はクロストリジウム・ディ
フィシル微生物の増殖を促進する。
【０１３７】
　実施形態ＡＡは、実施形態Ｚの培養デバイスであって、有効量の選択的試剤を更に含み
、増殖領域が所定量の水性液体によって再溶解されると、有効量の選択的試剤が培養デバ
イス中のクロストリジウム・ディフィシル微生物の発芽及び増殖を実質的に可能にし、有
効量の選択的試剤が、大腸菌、黄色ブドウ球菌、クロストリジウム・スポロゲネス、ウェ
ルシュ菌、バクテロイデス・フラジリス、プレボテラ・メラニノゲニカ、フソバクテリウ
ム種、及び／又はペプトストレプトコッカス・アネロビウスの増殖を実質的に阻害する。
【０１３８】
　実施形態ＡＢは、実施形態Ｕ～Ｙのいずれか１つの培養デバイスであって、栄養素がカ
ンピロバクター微生物の増殖を促進する。
【０１３９】
　実施形態ＡＣは、実施形態ＡＡの培養デバイスであって、有効量の選択的試剤を更に含
み、増殖領域が所定量の水性液体によって再溶解されると、有効量の選択的試剤が培養デ
バイス中のカンピロバクター微生物の発芽及び増殖を実質的に可能にし、有効量の選択的
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試剤が、カンピロバクター微生物以外の増殖を実質的に阻害する。
【０１４０】
　実施形態ＡＤは、実施形態Ｕ～Ｙのいずれか１つの培養デバイスであって、栄養素が乳
酸産出微生物の増殖を促進する。
【０１４１】
　実施形態ＡＥは、実施形態Ｕ～ＡＤのいずれか１つの方法であって、指示薬試剤を更に
含む。
【０１４２】
　実施形態ＡＦは、実施形態Ｕ～ＡＥのいずれか１つの方法であって、有効量の還元剤を
更に含む。
【０１４３】
　実施形態ＡＧは、実施形態Ｕ～ＡＦのいずれか１つの培養デバイスであって、酵素成分
がアスコルビン酸オキシダーゼを含む。
【０１４４】
　実施形態ＡＨは、実施形態ＡＧの培養デバイスであって、酵素基質成分がＬ－アスコル
ビン酸又はその塩を含む。
【０１４５】
　実施形態ＡＩは、実施形態ＡＨの培養デバイスであって、増殖領域中の第１のコーティ
ングに配置されたＬ－アスコルビン酸又はその塩の第２の有効量が、約１．５マイクロモ
ル／１０ｃｍ２～約１５マイクロモル／１０ｃｍ２ｃｍである。
【０１４６】
　実施形態ＡＪは、嫌気性微生物を培養する培養デバイスを作製する方法であって、本方
法は、
　第１のコーティングを第１の基材の一部に付着させることであって、第１のコーティン
グが、酵素を介在した酸素低減系の酵素成分を含む液体混合物を使用して形成されること
と、
　第１のコーティングを乾燥させることと、
　第２のコーティングを第２の基材上に付着させることであって、第２のコーティングが
酵素を介在した酸素低減系の酵素基質成分を含むことと、
　第１のコーティングが第２のコーティングに対面するように、かつ第１の基材と第２の
基材との間に配置された増殖領域が第１のコーティングの一部及び第２のコーティングの
一部と重なり合うように、第１の基材を第２の基材と隣接して配置することと、を含む。
【０１４７】
　実施形態ＡＫは、実施形態ＡＪの方法であって、液体が水を含む。
【０１４８】
　実施形態ＡＬは、実施形態ＡＪの方法であって、液体が有機液体を含む。
【０１４９】
　実施形態ＡＭは、実施形態ＡＪ～ＡＬのうちいずれか１つの方法であって、液体混合物
が冷水溶解性ゲル化剤を更に含む。
【０１５０】
　実施形態ＡＮは、実施形態ＡＫに従属するような実施形態ＡＭの方法であって、第１の
コーティングを第１の基材の一部分に付着させることが、
　所定量の液体中で酵素成分とゲル化剤とを混合させてコーティング混合物を形成するこ
とと、
　コーティング混合物を第１の基材上にコーティングすることと、を含む。
【０１５１】
　本発明の目的及び利点は、以下の実施例によって更に例示されるが、これらの実施例に
おいて列挙された特定の材料及びその量は、他の諸条件及び詳細と同様に、本発明を過度
に制限するものと解釈されるべきではない。
【実施例】
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【０１５２】
【表１】

【０１５３】
　実施例１．内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの作製及び使用
　図２及び図３に示す培養デバイス１０’と同様の内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを
作成した。第１の基材は、５ミル（０．１２７ｍｍ）厚のポリエステルフィルム（ＭＥＬ
ＩＮＥＸ等級３７７二軸延伸ポリエステル（ＰＥＴ）フィルム、ＤｕＰｏｎｔ　Ｔｅｉｊ
ｉｎ（Ｃｈｅｓｔｅｒ，ＶＡ）から入手）からなるものであった。第２の基材は、透明ポ
リエステル（ＰＥＴ）フィルム（０．０７３ｍｍ厚）からなるものであった。栄養素（表
２に一覧記載）、ポリビニルアルコール（ＰＶＡ）、及びグアーガムを含む粉末を脱イオ
ン水中で攪拌し、３％（ｗ／ｗ）の栄養素、１０％（ｗ／ｖ）のＰＶＡ、及び０．３％（
ｗ／ｖ）のグアーガムを含む実質的に均一な混合物を得た。本混合物を米国特許第４，５
６５，７８３号に記載されているように第１の基材上にナイフコーティングし、対流式オ
ーブン内で２１０°Ｆ（９８．９℃）で７～８分の間、乾燥させた。栄養素層は、０．１
５０ｇ／２４ｉｎ２（１．０ｍｇ／ｃｍ２）の目標コーティング重量（乾燥後）が得られ
る厚さにナイフコーティングする。乾燥後、ポリスチレン発泡体のスペーサー（約０．０
３８ｃｍ厚、密度約１９．３ｋｇ／ｍ３）を、第１の基材上の乾燥したコーティングに感
応接着剤（９８重量％のイソオクチルアクリレートと２重量％のアクリル酸との共重合体
）の薄層を介して接着させた。スペーサーは直径２インチ（５．１ｃｍ）の円形開口部を
含み、この開口部は図２に図示されたスペーサー内の孔を画定するものであった。第２の
基材を両面接着テープを使用して片端部に沿って第１の基材に付着させ、このデバイスを
図２に示したものと同様の約３”（７．６ｃｍ）×４”（１０．１ｃｍ）の長方形に切断
した。
【０１５４】
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【表２】

【０１５５】
　テトラゾリウム塩（２，３，５－トリフェニルテトラゾリウムクロライド（ＴＴＣ）、
最終濃度＝２０μｇ／ｍＬ）、Ｌ－アスコルビン酸（最終濃度＝１ｍｇ／ｍＬ）、及びア
スコルビン酸オキシダーゼ（最終濃度＝４単位／ｍＬ）を水性希釈剤（バターフィールド
緩衝液）に添加した。得られた溶液を濾過滅菌した。水中のクロストリジウム・スポロゲ
ネスＡＴＣＣ＃３５８４胞子保存株を水性希釈物で順次希釈して、ミリリットルあたりの
細菌数が約１０、１００、及び１０００である最終懸濁液を得た。各懸濁液の１ミリリッ
トル部を使用して、３Ｍ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ　Ａｅｒｏｂｉｃ　Ｃｏｕｎｔ（ＰＡＣ）
プレート（３Ｍ　Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮ）及び本実施例にしたがって作
製した培養デバイスに接種した。ＰＡＣプレートを、ガス発生袋（gas sachet）（Ｂｅｃ
ｔｏｎ，Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｆｒａｎｋｌｉｎ（Ｌａｋｅｓ
，ＮＪ）から入手したＧＡＳＰＡＫ　ＥＺ　Ａｎａｅｒｏｂｅ　Ｃｏｎｔａｉｎｅｒ　Ｓ
ｙｓｔｅｍ　Ｓａｃｈｅｔｓ）を使用して嫌気性雰囲気を生成した嫌気性チャンバ内で培
養した。実施例１の培養デバイスを好気性（周囲）雰囲気を有するインキュベータ内で培
養した。
【０１５６】
　実施例１のＰＡＣプレート及び培養デバイスを３７℃で２４時間培養し、細菌コロニー
の出現を観察した。ＰＡＣプレートの全てと、実施例１にしたがって作製した培養デバイ
ス全てに赤色のコロニーが観察された。各プレート及び培養デバイスで観察されたコロニ
ー数は、各プレートに接種された対応する懸濁液内の概算の細菌数とほぼ整合性があった
。
【０１５７】
　実施例２～３．酸素指示薬を含む内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの作製及び使用
　３Ｍ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ　Ａｅｒｏｂｉｃ　Ｃｏｕｎｔ（ＰＡＣ）プレートを３Ｍ　
Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮ）から入手した。プレートを開いて、表３に列挙
した成分を含有する無菌バターフィールド緩衝液１ミリリットルを、製造業者のマニュア
ルにしたがって各プレートの増殖領域に付着させ、プレートを培養した。プレートを閉じ
る前に、少なくとも１つの酸素センサー（Ｐｌａｎａｒ　Ｏｘｙｇｅｎ　Ｓｅｎｓｏｒ、
５ｍｍ径、部品番号２００００００２３、Ｐｒｅｓｅｎｓ　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　Ｓｅｎ
ｓｉｎｇ　ＧｍｎＨ（Ｒｅｇｅｎｓｂｕｒｇ，ＤＥ）から入手）を水和された増殖領域に
置き、上部フィルム（すなわち、第２の基材）を底部フィルム（すなわち、第１の基材）
まで下げ、ＰＡＣプレートの製造業者から提供されたスプレッダーの凹状側を使用して溶
液をデバイス内の円形領域全体に広げた。
【０１５８】



(28) JP 6938151 B2 2021.9.22

10

20

30

40

【表３】

【０１５９】
　培養デバイスを閉じた後、販売業者から供給された酸素測定用ソフトウェア付属のＯＸ
Ｙ－ＭＩＮＩ光ファイバーマイクロセンサー（Ｐｒｅｓｅｎｓ　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ　Ｓ
ｅｎｓｉｎｇ）を使用して、センサーからの蛍光を観察した。培養デバイスを室温（約２
２℃）で培養した。培養デバイスを閉じてから３０秒間隔でデータを収集した。結果を図
４に示す。
【０１６０】
　図４は、酵素を介在した酸素低減系（すなわち、アスコルビン酸ナトリウム及びアスコ
ルビン酸オキシダーゼ）を与えたプレートでは、デバイスの増殖領域内の酸素の濃度が、
デバイスを閉じてから５０分以内に、空気飽和した対照例の少なくとも約２５％以下まで
低減したことを示す。理論に束縛されるものではないが、酵素を介在した酸素低減系は、
初期の段階で、実施例２及び３の培養デバイスに酸素が再侵入するよりも速い速度で、Ｐ
ＥＴＲＩＦＩＬＭプレートの接種に使用された液体から酸素を除去したと考えられる。し
かし、時間の経過とともに、酸素の再侵入（例えば、ある程度の酸素透過性を持つＰＥＴ
ＲＩＦＩＬＭプレートのカバーシートからの拡散による）は、最終的に、酵素反応の消費
速度を上回り、比較的高濃度の酸素がデバイスに戻る結果となった。理論に束縛されるも
のではないが、ＰＶＡが実施例３のデバイスへの酸素の再侵入を遅らせたと思われる。し
かしながら、これらの実施例は、嫌気性及び／又は微好気性微生物の検出可能な増殖をな
し得るだけの期間、培養デバイスから酸素を除去できることを示している。
【０１６１】
　実施例４～６．ＰＥＴの第２の基材及び実質的に乾燥した酵素を含む内蔵型嫌気性環境
生成培養デバイスの作製及び使用
　内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを、以下の点を除き、実施例１の記載と同様に作製
した。１）第２の基材の内側表面を、基本的に米国特許第４，５６５，７８３号の実施例
１に記載されているように接着剤層を用いて最初にコーティングした後、更に接着剤層を
グアーガムで粉末コーティングした。２）液体コーティング混合物は、実施例１に記載し
た栄養素（３０ｇ／Ｌ）、粉末グアーガム（１２ｇ／Ｌ）、及び４０００Ｕ／Ｌのアスコ
ルビン酸オキシダーゼからなるものであった。
【０１６２】
　得られた培養デバイスを、表４に示す各濃度のアスコルビン酸ナトリウムを含有する１
ミリリットルのバターフィールド緩衝液を用いて水和した。培養デバイスの水和後、酸素
センサーを培養デバイス内に置き、デバイスを閉じて、ＰＡＣプレートの製造業者から提
供されたスプレッダーの平面側を使用して、スペーサーによって画定される円形の増殖領
域全体に液体を広げた。酸素センサーは実施例２～３に記載した各培養デバイスの増殖領
域に置いた。培養デバイスの増殖領域の酸素飽和度を、実施例２～３に記載したように測
定して記録した。
【０１６３】
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【表４】

【０１６４】
　図５は、培養デバイス水和後の最初の５０分間に記録された実施例４～６の酸素濃度を
示す。図５には示されていないが、データは約８日間にわたって収集した。実施例４～６
それぞれの代表的な培養デバイスは、水和後、少なくとも約８日目まで、嫌気性を維持し
た（すなわち、増殖領域内に検出可能な酸素を有しなかった）。
【０１６５】
　実施例７～１２．実質的に乾燥した酵素及び種々の量の実質的に乾燥した酵素基質を含
む内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの作製及び使用
　第２の基材上の接着剤層のコーティングに使用した粉末に、種々の量のアスコルビン酸
ナトリウム粉末を含有させたことを除いて、実施例４～６と同様に培養デバイスを作製し
た。各粉末混合物中のアスコルビン酸ナトリウムの濃度を表５に示す。
【０１６６】

【表５】

【０１６７】
　培養デバイスを開いて、１ミリリットルの無菌バターフィールド緩衝液を実施例４～６
に記載した各デバイスの増殖領域に付着させた。これらの実施例では、この水性液体にア
スコルビン酸ナトリウム又はアスコルビン酸オキシダーゼを含有しなかった。液体をデバ
イスの増殖領域に付着させた後、酸素センサーを実施例２及び３に記載したように、各培
養デバイスの増殖領域に置いた。培養デバイスの増殖領域の酸素飽和度を、実施例２～３
に記載したように測定して記録した。水和された培養デバイスの増殖領域での初期（すな
わち、培養デバイスを水和した後の最初の１～１５分間）の酸素消費率を算出し、データ
を表６に示した。
【０１６８】
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【表６】

　１－この培養デバイスでは、水和後２４時間以内にＯ２が０％に到達しなかった。２４
時間以内に酸素の完全な除去は達成されなかったが、各培養デバイスはデバイスの増殖領
域内での微好気性菌又は菌類の増殖をサポートし得る、安定した低酸素濃度を得た。
【０１６９】
　表６に示すデータは、最大６％（ｗ／ｗ）のアスコルビン酸ナトリウムを有する粉末コ
ーティングされた第２の基材を含む培養デバイスでは、酸素基質（アスコルビン酸ナトリ
ウム）の量と水和された培養デバイス内の酸素消費率との間に、ほぼ比例関係があること
を示している。更にデータから、実施例７及び実施例８のＯ２濃度が、それぞれ初期濃度
の約５０％と７５％で平衡状態を示したことが明らかになった。
【０１７０】
　実施例１３．内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスで観察された酸素消費率にゲル化剤が
与える効果
　表７に示すように、（第１の基材に適用される）液体コーティング混合物の調製に使用
したゲル化剤を表７に示すように変更した点を除いて、培養デバイスを実施例１１（上記
）にしたがって作製した。加えて、１２ｇ／Ｌの粉末グアーガムを用いて対照培養デバイ
スを作製したが、液体コーティング混合物中にアスコルビン酸オキシダーゼ（酵素）は一
切含有しなかった。
【０１７１】

【表７】

【０１７２】
　培養デバイスを開いて、１ミリリットルの無菌バターフィールド緩衝液を実施例４～６
に記載した各デバイスの増殖領域に付着させた。本実施例では、この水性液体にアスコル
ビン酸ナトリウム又はアスコルビン酸オキシダーゼを含有しなかった。液体をデバイスの
増殖領域に付着させた後、酸素センサーを実施例２及び３に記載したように、各培養デバ
イスの増殖領域に置いた。実施例２及び３の記載と同様に、培養デバイスの増殖領域の酸
素飽和度を測定して記録した。水和された培養デバイスの増殖領域の初期酸素消費率は、
実施例７～１２の記載と同様に算出した。算出された酸素消費率を表８に示す。
【０１７３】
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【表８】

【０１７４】
　表８のデータから、アスコルビン酸オキシダーゼを含有しない培養デバイスは酸素消費
率が比較的低いように見えるが、グアーガムのみが冷水溶解性ゲル化剤に含まれる培養デ
バイスよりも酸素消費率は４倍以上も高くなったことがわかる。ＰＶＡ－５６及びＰＶＡ
－４７を含有する培養デバイスは、アスコルビン酸オキシダーゼ酵素を欠いた培養デバイ
スよりもわずかに酸素消費率が高い。
【０１７５】
　実施例１４．酵素をコーティングして乾燥させた培養デバイスと、水和培地の成分とし
て酵素を添加した培養デバイスとの酸素消費率の比較
　一方のセットの培養デバイス（「セットＥ」）を実施例１１に上述したように作製した
。（第１の基材に適用される）液体コーティング混合物がアスコルビン酸オキシダーゼを
含まない点を除き、同様に別のセット（「セットＦ」）を作製した。
【０１７６】
　培養デバイスを開いて、１ミリリットルの無菌バターフィールド緩衝液を実施例４～６
に記載した各デバイスの増殖領域に付着させた。本実施例では、「セットＥ」培養デバイ
スの接種に使用した水性液体に、アスコルビン酸ナトリウム又はアスコルビン酸オキシダ
ーゼを含有しなかった。ただし、「セットＦ」培養デバイスの接種に使用した水性液体に
は、アスコルビン酸オキシダーゼ（濃度４単位／ｍＬ）を含有した。液体をデバイスの増
殖領域に付着させた後、酸素センサーを実施例２及び３に記載したように、各培養デバイ
スの増殖領域に置いた。実施例２及び３の記載と同様に、培養デバイスの増殖領域の酸素
飽和度を測定して記録した。水和された培養デバイスの増殖領域の初期酸素消費率は、実
施例７～１２の記載と同様に算出した。算出された酸素消費率を表９に示す。
【０１７７】
【表９】

【０１７８】
　表９のデータは、酵素（アスコルビン酸オキシダーゼ）及び酵素基質（アスコルビン酸
ナトリウム）をデバイス内に実質的な乾燥形態でコーティングすることができ、かつ好適
な液体と接触させると、再水和して酸素消費反応に関与できることを示している。
【０１７９】
　実施例１５～１６．内蔵型嫌気性環境生成培養デバイス及び使用方法
　以下の点を除き、上記実施例１２にしたがって内蔵型嫌気培養デバイスを作製した。１
）実施例１５及び１６のいずれも、液体コーティング混合物に表１０に示す成分を含有し
た。２）実施例１６では、第２の基材のコーティングに使用した接着剤（乾燥したコーテ
ィング重量は０．２３０ｇ／２４ｉｎ２（１．４９ｍｇ／ｃｍ２））は、０．０４％（ｗ
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／ｗ）のＡＬＤＯＬ　５１５アセテートを含有していた。３）実施例１５及び１６のいず
れでも、第１の基材に適用された液体コーティング混合物のコーティング重量（乾燥後）
は、約０．２５７ｇ／２４ｉｎ２（１．６６ｍｇ／ｃｍ２）であった。
【０１８０】
　水中のクロストリジウム・スポロゲネス胞子保存株ＡＴＣＣ＃３５８４をバターフィー
ルド緩衝液で順次希釈して、１ミリリットルあたりの細菌数が約１０～約１００の最終懸
濁液を得た。各懸濁液からの１ミリリットル分取を、個々の培養デバイスの増殖領域に置
き、ＰＡＣプレートの製造業者から提供されたスプレッダーの平面側を使用して、懸濁液
を増殖領域全体に広げた。増殖対照として、各懸濁液からの１ミリリットル分取を、個々
のＰＡＣプレートの接種にも使用した。懸濁液を、ＰＡＣプレートの製造業者から提供さ
れたスプレッダーの凹状側を使用して、増殖領域の円形約５ｃｍ以内に広げた。実施例１
５及び１６の培養デバイスを、３７℃の周囲空気中で約２４時間培養した。接種済みＰＡ
Ｃプレートを嫌気ジャーに入れ、３７℃で約２４時間培養した。
【０１８１】

【表１０】

【０１８２】
　培養後、ＡＬＤＯＬ　５１５を含有する培養デバイス（実施例１６）を紫外線下で観察
した。デバイスの増殖領域内に、明るく蛍光するクロストリジウム・スポロゲネス菌のコ
ロニーを観察した。
【０１８３】
　培養後、Ｎａ２ＳＯ３を含有する接種済み培養デバイス全て（実施例１６）の増殖領域
が、コロニーの周囲に灰色の沈殿物を持つ特徴的な灰黒色のコロニーを有した。これはク
ロストリジウム・スポロゲネス菌による硫化水素の増殖及び産出を示す。加えて、灰黒色
のコロニー近傍に気泡も観察されたが、これは更にガス状の硫化水素の産出を示す。
【０１８４】
　培養後、接種済み増殖対照例は全て、ＰＡＣプレートの増殖領域内で増殖しているクロ
ストリジウム・スポロゲネスの特徴的な赤色のコロニーを有した。実施例１５及び実施例
１６の培養デバイスで観察されたコロニー数は、嫌気培養されたＰＡＣプレート内で観察
されたコロニー数の約０．５ｌｏｇ　ＣＦＵ内であった。
【０１８５】
　実施例１７．内蔵型嫌気性環境生成培養デバイス開口後の嫌気性環境の再生
　以下の点を除き、実施例１２にしたがって内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを作製し
た。１）粉末栄養素混合物（実施例１に記載）を使用して液体コーティング混合物を作成
する代わりに、無水のラクトバチルスＭＲＳ栄養素（１１０ｇ／Ｌ）を使用した。２）第
２の基材のコーティングに使用した接着剤（乾燥時のコーティング重量は０．２１０ｇ／
２４ｉｎ２（１．３６ｍｇ／ｃｍ２））に、０．１３７５％（ｗ／ｗ）の２，３，５－ト
リフェニルテトラゾリウムクロライドを含有していた。３）液体コーティング混合物中の
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グアーガムの濃度を、１２ｇ／Ｌではなく１４ｇ／Ｌにした。
【０１８６】
　２ミリリットルのバターフィールド緩衝液を２つの培養デバイスの増殖領域に入れた。
４つの酸素センサーを第１の培養デバイス（「Ｇ」）の増殖領域内に置き、両方の培養デ
バイスを閉じ、実施例２に記載したように、両方の培養デバイスの増殖領域全体に液体を
広げた。両方の培養デバイスを室温（約２２℃）の周囲酸素レベル環境に置き、実施例２
に記載したように培養デバイスＧの増殖領域内の酸素の濃度を測定して記録した。４５分
経過後、１分未満の間、第２の培養デバイス（「Ｈ」）を開き、４つの酸素センサーを増
殖領域内に置いた。培養デバイスＨを再び閉じて（すなわち、第１及び第２の基材を、そ
の間に挟まれた水和された増殖領域と互いが接触するように戻して）、実施例２に記載し
たように増殖領域内の酸素の濃度を測定して記録した。酸素センサーを中に置いて再び閉
じたときに、培養デバイスＨ中に気泡が混入しないように注意した。両方の培養デバイス
の各センサーの酸素濃度データの典型的な部分を表１１に示す。
【０１８７】

【表１１】

　１－培養デバイスＨの時間「０」は、中に配置された酸素センサーを有するデバイスを
再び閉じた直後に発生したことを意味する。理論に束縛されるものではないが、プレート
を開いたときの培養デバイスＨの酸素含有量は４０％未満であった（培養デバイスＧの４
０分時点を参照）が、培養デバイスが再び閉じるまでの短時間で酸素濃度が増加した可能
性が高いと想定される。
【０１８８】
　データは、デバイスが緩衝液で水和されてから４０分以内に酸素の半分超が培養デバイ
スから除去され、約１００分以内（デバイスＧのセンサーからのデータを参照）に全酸素
が除去されたことを示す。更にデータから、水和後４５分で培養デバイスを開くと、増殖
領域内の酸素濃度がデバイスの初期酸素量の約７５％まで再び増加していることがわかる
。しかし、開いた培養デバイスを再び閉じた後、酵素を介在した酸素低減系が、増殖領域
から酸素を除去し続け、培養デバイス内の嫌気性環境を再構築できることをデータは更に
示している。したがって、酸素低減系の活性後は、（例えば、培地上に接種材料を画線す
るため、又は試料材料を含むメンブレンフィルターを培地に配置するために）酸素存在下
で培養デバイスを開いても、嫌気性環境を再構築することができる。
【０１８９】
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　実施例１８．内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの画線平板培養法での使用
　実施例１７にしたがって、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを作製した。同一の栄養
素培地組成物を有するが、酸素低減系の成分を欠く対照デバイスも作製した。嫌気性環境
内のラクトバチルスＭＲＳブロス中で２４～４８時間、ラクトバチルス・ブレビス、ラク
トバチルス・プランタルム、ラクトバチルス・パラカゼイ、ペディオコッカス・アシディ
ラクティシ、ペディオコッカス・ダムノーサス、及びペディオコッカス・デクストリニク
スを個別に増殖させることにより、嫌気性微生物の培養液を調製した。培養デバイスを実
施例１７に記載されたバターフィールド緩衝液２ミリリットルで水和した。水和後約３０
分で、個々の水和済み培養デバイスを開き、増殖領域内の培地を一方の培養液を白金耳量
（loopful）で画線接種した。気泡が混入しないように注意して培養デバイスを再び閉じ
、３７℃で最大７日間、好気的に培養した。対照デバイスを同様に水和し、白金耳量の培
養液で画線接種した。対照デバイスを嫌気チャンバ内で３７℃で培養した。２４～４８時
間の培養後、培養デバイス内でコロニーを通常通り観察した。
【０１９０】
　培養後、全培養デバイス及び全対照デバイスの増殖領域に、各微生物のコロニーが典型
的な画線平板の増殖パターンで観察された。
【０１９１】
　実施例１９．内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスのメンブレンフィルター培養法での使
用
　実施例１７にしたがって、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを作製した。同一の栄養
素培地組成物を有するが、酸素低減系の成分を欠く対照デバイスも作製した。実施例１８
で調製した嫌気性微生物の微生物培養液を無菌緩衝液で、ミリリットルあたり約１０培養
物形成単位（culture-forming units）（ＣＦＵ）まで順次希釈した。実施例１７に記載
されたように、２ミリリットルのバターフィールド緩衝液で培養デバイスを水和した。
【０１９２】
　約１０ｍＬの希釈培養液を個々の無菌メンブレンフィルター（Ｐａｌｌ　Ｃｏｒｐｏｒ
ａｔｉｏｎ（Ｐｏｒｔ　Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ，ＮＹ）から入手した０．２μｍ　ＳＵＰ
ＯＲＥメンブレンフィルター）を通して濾過した。水和後約３０分で個々の水和済み培養
デバイスを開き、希釈済み培養液を濾過したフィルターのうち１つを増殖領域内の培地に
置いた。培養デバイス内のメンブレンフィルターと培地との間に気泡が混入しないように
注意した。気泡が混入しないように注意して培養デバイスを再び閉じ、３７℃で最大７日
間、好気的に培養した。対照デバイスを同様に水和し、希釈済み培養液を濾過したフィル
ターメンブレンのうちの１つを接種した。対照デバイスを嫌気チャンバ内で３７℃で培養
した。２４～４８時間の培養後、培養デバイス内でコロニーを通常通り観察した。
【０１９３】
　培養後、各微生物のコロニーが、全培養デバイス及び全対照デバイスの増殖領域に付着
させたメンブレンフィルター上で観察された。フィルター上の各生物のコロニー数は、対
照デバイスと比較したとき、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスについても同様であった
。
【０１９４】
　実施例２０．クロストリジウム・ディフィシルを培養する選択的培地を含む内蔵型嫌気
性環境生成培養デバイスの作製及び使用
　内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを、以下の点を除き、実施例１の記載と同様に作製
した。１）第２の基材の内側表面を、基本的に米国特許第４，５６５，７８３号の実施例
１に記載されているように、接着剤層を用いて最初にコーティングした後、更に接着剤層
を９０％（ｗ／ｗ）のグアーガム及び１０％（ｗ／ｗ）のアスコルビン酸ナトリウムを含
む混合物を用いて粉末コーティングした。２）第２の基材のコーティングに使用された接
着剤は、接着剤１グラムあたり０．４ｍｇのＡＬＤＯＬ　５１５アセテートを含有し、１
．８４ｍｇ／ｃｍ２のコーティング重量で第２の基材上にコーティングされた（コーティ
ング重量は１１５°Ｆ（４６℃）で５分間、コーティングを乾燥させた後に測定した）。
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コーティング混合物は、第１の基材上にコーティング重量２．００ｍｇ／ｃｍ２でナイフ
コーティングした（コーティング重量は２１０°Ｆ（９８．９℃）で８分間、コーティン
グを乾燥させた後に測定した）。
【０１９５】
　液体コーティング混合物がセフォキシチン又はサイクロセリンを含まない点を除いて、
「対照」デバイスを同様に作製した。デバイス全てに、実施例１に記載したような発泡体
のスペーサーを組み込んだ。
【０１９６】
【表１２】

【０１９７】
　クロストリジウム・ディフィシルＡＴＣＣ　４３５９８、大腸菌ＡＴＣＣ　２５９２２
、黄色ブドウ球菌ＡＴＣＣ　４３５９８、及びクロストリジウム・スポロゲネスの個々の
懸濁液をバターフィールド緩衝液にて調製した。懸濁液をバターフィールド緩衝液で希釈
して、１ミリリットルあたり約１０コロニー形成単位（ＣＦＵ）及び１ミリリットルあた
り１００ＣＦＵを含有する（生物個体の）最終懸濁液を得た。各懸濁液１ミリリットルを
使用して、本実施例にしたがって作製された個々の培養デバイスに接種した。培養デバイ
スは、第２の基材を持ち上げて増殖領域を露出させ、第１の基材の増殖領域に１ミリリッ
トルの懸濁液を滴下し、第２の基材を懸濁液及び発泡体のスペーサーと接触するまで静か
に下ろし、閉じたデバイス上で平坦なプラスチック製スプレッダーを静かに押して発泡体
のスペーサーの開口部全体に懸濁液を広げることにより接種した。
【０１９８】
　全ての培養デバイスを３７℃のインキュベータ内に置き、好気性環境内で約４８時間培
養させた。インキュベータからデバイスを取り出して、緑色光（すなわち、約５３０ｎｍ
のピーク放出波長を有するＬＥＤからの光）を照光しながら検査し、微生物のコロニーが
存在するかどうかを判定した（コロニーを取り巻く蛍光性ハローによって示される。これ
はコロニー内の微生物によってＡＬＤＯＬ　５１５アセテートが加水分解されたことを表
す）。５９０ｎｍ以上をカットオフする高域透過性の赤色フィルターを使用して、蛍光性
のコロニーを観察及び／又は撮像した。定性的な結果を表１３に示す。この結果は、試験
された微生物の全てが対照デバイス内で増殖できることを示している。これは、デバイス
が条件的嫌気性微生物（例えば、大腸菌及び黄色ブドウ球菌）の増殖、並びに偏性嫌気性
微生物（例えば、クロストリジウム・スポロゲネス及びクロストリジウム・ディフィシル
）の増殖をサポートしたことを示す。しかし、セフォキシチン及びサイクロセリンを含有
したデバイス内では、クロストリジウム・ディフィシル微生物のみが増殖でき、このデバ
イスがクロストリジウム・ディフィシル微生物に対して選択性を有することを示す。
【０１９９】
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【表１３】

【０２００】
　実施例２１．３種類の培養環境内でのクロストリジウム・ディフィシル増殖の定量的比
較
　実施例２０に記載したように、セフォキシチン及びサイクロセリンを含有する内蔵型嫌
気性環境生成培養デバイスを作成した。
【０２０１】
　２種類の寒天培地（カタログ番号Ｒ０１０４０の嫌気性血液寒天平板、カタログ番号Ｒ
０１２６６の馬血液を含むサイクロセリン・セフォキシチン・フルクトース寒天平板）を
Ｒｅｍｅｌ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ（Ｌｅｎｅｘａ，ＫＳ）から
入手した。
【０２０２】
　バターフィールド緩衝液にて胞子（クロストリジウム・ディフィシルＡＴＣＣ　４３５
９８）の懸濁液を作成した。懸濁液の第１の部（すなわち、熱処理（ＨＴ）部）を２０分
間８０℃に維持し、第２の部（すなわち、非処理（ＮＴ）部）を周囲温度に維持した。
【０２０３】
　ＨＴ及びＮＴの懸濁液をバターフィールド緩衝液で希釈し、希釈した懸濁液の１００ミ
リリットル分取を用い、各種類の寒天平板の表面に無菌スプレッダーを使用して接種した
。接種後、活性化すると嫌気性環境を生成する袋を入れた嫌気ジャーに寒天平板を置いた
。嫌気ジャーを密閉して、好気性雰囲気を有する３７℃のインキュベータに入れた。
【０２０４】
　希釈用マイクロピペットを使用して、希釈済み懸濁液の１００マイクロリットル分取を
１ミリリットル容量に希釈し、これをセフォキシチン及びサイクロセリンを含む内蔵型嫌
気性環境生成培養デバイスの接種に使用した。接種後、培養デバイスを３７℃の好気性雰
囲気であるインキュベータに入れた。
【０２０５】
　接種済みの寒天ペトリプレート及び接種済みの内蔵型嫌気性環境生成培養デバイス全て
を４８時間培養した。培養後、各プレート又はデバイス内の細菌コロニーを計数した。コ
ロニー数を希釈倍数で乗算し、元の懸濁液中の胞子数を算出した。算出データを表１４に
示す。
【０２０６】
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【表１４】

　１－内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの記録結果は、２つの同一培養デバイスから得
たコロニー数の平均である。
【０２０７】
　この結果は、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイス内のクロストリジウム・ディフィシル
コロニーの回復及び増殖が、嫌気性雰囲気内で培養されたサイクロセリン・セフォキシチ
ン・フルクトース寒天平板でのクロストリジウム・ディフィシルコロニーの回復及び増殖
と同等であったことを示す。加えて、この結果は、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイス内
のクロストリジウム・ディフィシルコロニーの回復及び増殖が、嫌気性雰囲気内で培養さ
れた嫌気性血液寒天平板でのクロストリジウム・ディフィシルコロニーの回復及び増殖を
上回っていたことを示す。
【０２０８】
　実施例２２．乳酸産出細菌を培養するための内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの作製
及び使用
　図２及び図３に示す培養デバイス１０’と同様の内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを
作成した。第１の基材は、５ミル（０．１２７ｍｍ）厚のポリエステルフィルム（ＭＥＬ
ＩＮＥＸ等級３７７二軸延伸ポリエステル（ＰＥＴ）フィルム、ＤｕＰｏｎｔ　Ｔｅｉｊ
ｉｎ（Ｃｈｅｓｔｅｒ，ＶＡ）から入手）からなるものであった。表１５に列挙した成分
を脱イオン水（１Ｌ）に添加し、混合物を攪拌した。次いで、攪拌した混合物に水酸化ナ
トリウム（１Ｎ）を添加して、ｐＨを約６．５に調整した。次に、グアーガム（１４ｇ）
を添加して、実質的に均一な混和物を得るまで攪拌を続けた。本混合物を米国特許第４，
５６５，７８３号に記載されているように第１の基材上にナイフコーティングし、対流式
オーブン内で２１０°Ｆ（９８．９℃）で７～８分の間、乾燥させた。コーティング重量
（乾燥後）は、０．４ｇ／２４ｉｎ２（２．６ｍｇ／ｃｍ２）であった。乾燥後、ポリス
チレン発泡体のスペーサー（約０．０３８ｃｍ厚、密度約１９．３ｋｇ／ｍ３）を、第１
の基材上の乾燥したコーティングに感応接着剤（９８重量％のイソオクチルアクリレート
と２重量％のアクリル酸との共重合体）の薄層を介して接着させた。スペーサーは、図２
に図示した２インチ（５．１ｃｍ）径の円形開口部を含んでいた。円形開口部はデバイス
の増殖領域を画定するものであった。
【０２０９】
　第２の基材は、透明ポリエステル（ＰＥＴ）フィルム（０．０７３ｍｍ厚）からなるも
のであった。第２の基材の内側表面を、実施例４～６の記載と同じ第２の基材の接着剤に
ＴＴＣを含有する第１のコーティング配合物を用いてコーティングした。この構造物の乾
燥後のコーティング重量は、０．２ｇ／２４ｉｎ２（１．３ｍｇ／ｃｍ２）であり、乾燥
後のコーティング中のＴＴＣ濃度は、約０．０２ｍｇ／ｉｎ２（０．００３ｍｇ／ｃｍ２

）であった。次に、第２の基材の接着剤層を、（０．０１％のＣＡＢ－Ｏ－ＳＩＬ溶融シ
リカを事前に混合した）グアー（９０％　ｗ／ｗ）とアスコルビン酸ナトリウム（１０％
　ｗ／ｗ）との均一混合物で粉末コーティングした。
【０２１０】
　第２の基材を両面接着テープを使用して片端部に沿って第１の基材に付着させ、作成し
たデバイスを図２に示したものと同様に円形開口部がデバイスのほぼ中心に位置するよう
に約３”（７．６ｃｍ）×４”（１０．１ｃｍ）の長方形に切断した。第２の基材は、内
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蔵型嫌気性環境生成培養デバイス用のカバーシートとしての役割を果たした。
【０２１１】
　内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスに、細菌株セットＡ（表１６）から選択した単一の
微生物試料を接種した。各試料の懸濁液をバターフィールド緩衝液で希釈して、約１００
ＣＦＵ／ｍＬ（希釈液Ａ）、１０００ＣＦＵ／ｍＬ（希釈液Ｂ）、及び１００００ＣＦＵ
／ｍＬ（希釈液Ｃ）を含有する（生物個体の）最終懸濁液を得た。各懸濁液１ミリリット
ルを使用して、本実施例にしたがって作製された個々の培養デバイスに接種した。培養デ
バイスは、第２の基材を持ち上げて増殖領域を露出させ、第１の基材の増殖領域に１ミリ
リットルの懸濁液を滴下し、第２の基材を懸濁液及び発泡体のスペーサーと接触するまで
静かに下ろし、閉じたデバイス上で平坦なプラスチック製スプレッダーを静かに押して発
泡体のスペーサーの開口部全体に懸濁液を広げることにより接種した。
【０２１２】
　接種後、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを３２℃の好気性インキュベータ内で６０
時間培養した。２４時間及び６０時間経過時に、各培養デバイス内の赤色の細菌コロニー
を目視検査により計数した。結果を表１７及び１８に示す。
【０２１３】
【表１５】

【０２１４】
【表１６】

【０２１５】
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【表１７】

　＊ＴＮＴＣ＝測定不能多数
【０２１６】
【表１８】

　＊ＴＮＴＣ＝測定不能多数
【０２１７】
　実施例２３．乳酸産出細菌を培養するための内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの作製
及び使用
　表１５に列挙した成分を脱イオン水（１Ｌ）に添加して混合物を攪拌した後、更に攪拌
した混合物に水酸化ナトリウム（１Ｎ）を添加して、ｐＨを約５．４（実施例２２ではｐ
Ｈ６．５）に調整した点を除いて、実施例２２の記載と同一の内蔵型嫌気性環境生成培養
デバイスを作製した。
【０２１８】
　内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスに、細菌株セットＡ（表１６）から選択した単一の
微生物試料を接種した。各試料の懸濁液をバターフィールド緩衝液で希釈して、約１００
ＣＦＵ／ｍＬ（希釈液Ａ）、１０ＣＦＵ／ｍＬ（希釈液Ｄ）、及び１ＣＦＵ／ｍＬ（希釈
液Ｅ）を含有する（生物個体の）最終懸濁液を得た。各懸濁液１ミリリットルを使用して
、本実施例にしたがって作製された個々の培養デバイスに接種した。培養デバイスは、第
２の基材を持ち上げて増殖領域を露出させ、第１の基材の増殖領域に１ミリリットルの懸
濁液を滴下し、第２の基材を懸濁液及び発泡体のスペーサーと接触するまで静かに下ろし
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、閉じたデバイス上で平坦なプラスチック製スプレッダーを静かに押して発泡体のスペー
サーの開口部全体に懸濁液を広げることにより接種した。
【０２１９】
　接種後、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを３２℃の好気性インキュベータ内で７２
時間培養した。７２時間経過時に、赤色の細菌コロニーの存在（陽性）又は赤色の細菌コ
ロニーの非存在（陰性）について、培養デバイスを評価した。ロイコノストック・メセン
テロイデス亜種デキストラニカム及びロイコノストック・メセンテロイデス亜種メセンテ
ロイデスを接種したデバイスについては、コロニーに付随する気泡も観察した。結果を表
１９に示す。
【０２２０】
【表１９】

【０２２１】
　実施例２４．乳酸産出細菌を培養するための内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの作製
及び使用
　表１５に列挙したブロモクレゾールグリーンｐＨ指示薬をクロロフェノールレッド（０
．５ｇ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ製）に置き換えた点を除いて、実施例２２の記載と
同一の内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを作製した。内蔵型嫌気性環境生成培養デバイ
スに、ロイコノストック・メセンテロイデス亜種デキストラニカム又はロイコノストック
・メセンテロイデス亜種メセンテロイデスのうちいずれかの単一微生物試料を接種した。
各試料の懸濁液をバターフィールド緩衝液で希釈して、約１００ＣＦＵ／ｍＬを含有する
（生物個体の）最終懸濁液を得た。実施例２２に記載したように接種を実施し、デバイス
を３２℃の好気性インキュベータ内で４８時間培養した。培養後に、培養デバイスの細菌
コロニーについて目視で評価した。気泡を伴うコロニー（赤色）が全ての培養デバイス内
に認められた。
【０２２２】
　実施例２５．乳酸産出細菌を培養するための内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの作製
及び使用
　表１５に列挙したブロモクレゾールグリーンｐＨ指示薬をクロロフェノールレッド（０
．２５ｇ）に置き換えた点を除いて、実施例２４の記載と同一の内蔵型嫌気性環境生成培
養デバイスを作製した。内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスに、ロイコノストック・メセ
ンテロイデス亜種デキストラニカム又はロイコノストック・メセンテロイデス亜種メセン
テロイデスのうちいずれかの単一微生物試料を接種した。各試料の懸濁液をバターフィー
ルド緩衝液で希釈して、約１００ＣＦＵ／ｍＬを含有する（生物個体の）最終懸濁液を得
た。実施例２２に記載したように接種を実施し、デバイスを３２℃の好気性インキュベー
タ内で４８時間培養した。培養後に、培養デバイスの細菌コロニーについて目視で評価し
た。気泡を伴うコロニー（赤色）が全ての培養デバイス内に認められた。
【０２２３】
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　実施例２６．乳酸産出細菌を培養するための内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの作製
及び使用
　次の２点を除いて、実施例２２の記載と同一の内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを作
製した。まず、表１５に列挙したブロモクレゾールグリーンｐＨ指示薬をクロロフェノー
ルレッド（０．５ｇ）に置き換えた。次に、表１５に列挙した成分を脱イオン水（１Ｌ）
に添加して混合物を攪拌した後、攪拌された混合物に水酸化ナトリウム（１Ｎ）を更に添
加して、ｐＨを約５．４（実施例２２ではｐＨ　６．５）に調整した。内蔵型嫌気性環境
生成培養デバイスに、ロイコノストック・メセンテロイデス亜種デキストラニカム又はロ
イコノストック・メセンテロイデス亜種メセンテロイデスのうちいずれかの単一微生物試
料を接種した。各試料の懸濁液をバターフィールド緩衝液で希釈して、約１００ＣＦＵ／
ｍＬを含有する（生物個体の）最終懸濁液を得た。実施例２２に記載したように接種を実
施し、次いでデバイスを３２℃の好気性インキュベータ内で４８時間培養した。培養後に
、培養デバイスの細菌コロニーについて目視で評価した。気泡を伴うコロニー（赤色）が
全ての培養デバイス内に認められた。
【０２２４】
　実施例２７．乳酸産出細菌を培養するための内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスの作製
及び使用
　次の２点を除いて、実施例２２の記載と同一の内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを作
製した。まず、表１５に列挙したブロモクレゾールグリーンｐＨ指示薬をクロロフェノー
ルレッド（０．２５ｇ）に置き換えた。次に、表１５に列挙した成分を脱イオン水（１Ｌ
）に添加して混合物を攪拌した後、攪拌された混合物に水酸化ナトリウム（１Ｎ）を更に
添加して、ｐＨを約５．４（実施例２２ではｐＨ　６．５）に調整した。内蔵型嫌気性環
境生成培養デバイスに、ロイコノストック・メセンテロイデス亜種デキストラニカム又は
ロイコノストック・メセンテロイデス亜種メセンテロイデスのうちいずれかの単一微生物
試料を接種した。各試料の懸濁液をバターフィールド緩衝液で希釈して、約１００ＣＦＵ
／ｍＬを含有する（生物個体の）最終懸濁液を得た。実施例２２に記載したように接種を
実施し、デバイスを３２℃の好気性インキュベータ内で４８時間培養した。培養後に、培
養デバイスの細菌コロニーについて目視で評価した。気泡を伴うコロニー（赤色）が全て
の培養デバイス内に認められた。
【０２２５】
　実施例２８．カンピロバクター菌を培養するための内蔵型微好気性環境生成培養デバイ
スの作製及び使用
　図２及び図３に示す培養デバイス１０’と同様の内蔵型微好気性環境生成培養デバイス
を作成した。第１の基材は、５ミル（０．１２７ｍｍ）厚のポリエステルフィルム（ＭＥ
ＬＩＮＥＸ等級３７７二軸延伸ポリエステル（ＰＥＴ）フィルム、ＤｕＰｏｎｔ　Ｔｅｉ
ｊｉｎ（Ｃｈｅｓｔｅｒ，ＶＡ）から入手）からなるものであった。表２０に列挙した成
分を脱イオン水（１Ｌ）に添加し、混合物を攪拌した。次に、グアーガム（１４ｇ）を添
加して、実質的に均一な混和物を得るまで攪拌を続けた。本混合物を米国特許第４，５６
５，７８３号に記載されているように第１の基材上にナイフコーティングし、対流式オー
ブン内で２１０°Ｆ（９８．９℃）で７～８分の間、乾燥させた。コーティング重量（乾
燥後）は、０．２５ｇ／２４ｉｎ２（１．６ｍｇ／ｃｍ２）であった。乾燥後、ポリスチ
レン発泡体のスペーサー（約０．０３８ｃｍ厚、密度約１９．３ｋｇ／ｍ３）を、第１の
基材上の乾燥したコーティングに感応接着剤（９８重量％のイソオクチルアクリレートと
２重量％のアクリル酸との共重合体）の薄層を介して接着させた。スペーサーは、図２に
図示した２インチ（５．１ｃｍ）径の円形開口部を含んでいた。円形開口部はデバイスの
増殖領域を画定するものであった。
【０２２６】
　第２の基材は、透明ポリエステル（ＰＥＴ）フィルム（０．０７３ｍｍ厚）からなるも
のであった。第２の基材の内側表面を、実施例４～６の記載と同じ第２の基材の接着剤に
ＴＴＣを含有する第１のコーティング配合物を用いてコーティングした。この構造物の乾
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燥後のコーティング重量は、０．２ｇ／２４ｉｎ２（１．３ｍｇ／ｃｍ２）であり、乾燥
後のコーティング中のＴＴＣ濃度は、約０．０２ｍｇ／ｉｎ２（０．００３ｍｇ／ｃｍ２

）であった。次に、第２の基材の接着剤層を、（０．０１％のＣＡＢ－Ｏ－ＳＩＬ溶融シ
リカと事前に混合した）グアー（９７．５％　ｗ／ｗ）とアスコルビン酸ナトリウム（２
．５％　ｗ／ｗ）との均一混合物で粉末コーティングした。
【０２２７】
　第２の基材を両面接着テープを使用して片端部に沿って第１の基材に付着させ、作成し
たデバイスを図２に示したものと同様に円形開口部がデバイスのほぼ中心に位置するよう
に約３”（７．６ｃｍ）×４”（１０．１ｃｍ）の長方形に切断した。第２の基材は、内
蔵型微好気性環境生成培養デバイス用のカバーシートとしての役割を果たした。
【０２２８】
　カンピロバクター・ジェジュニＡＴＣＣ　２９４２８及びカンピロバクター・ジェジュ
ニＡＴＣＣ　３３２９１の個々の懸濁液をバターフィールド緩衝液にて調製した。懸濁液
をバターフィールド緩衝液で順次希釈して、約１０～１００のＣＦＵ数となる濃度を有す
る（生物個体の）最終懸濁液を得た。各懸濁液１ミリリットルを使用して、本実施例にし
たがって作製された個々の培養デバイスに接種した。培養デバイスは、第２の基材を持ち
上げて増殖領域を露出させ、第１の基材の増殖領域に１ミリリットルの懸濁液を滴下し、
第２の基材を懸濁液及び発泡体のスペーサーと接触するまで静かに下ろし、閉じたデバイ
ス上で平坦なプラスチック製スプレッダーを静かに押して発泡体のスペーサーの開口部全
体に懸濁液を広げることにより接種した。
【０２２９】
　接種後、内蔵型嫌気性環境生成培養デバイスを４１．５℃の好気性インキュベータ内で
４８時間培養した。接種に続いて、各培養デバイス内の赤色の細菌コロニーを目視検査に
より計数した。計数したコロニー数（複製２つの平均値）を希釈倍数で乗算し、元の懸濁
液での細胞数（ＣＦＵ／ｍＬ）を算出した。算出データを表２１に示す。
【０２３０】
　比較参照として、カンピロバクター・ジェジュニＡＴＣＣ　２９４２８及びカンピロバ
クター・ジェジュニＡＴＣＣ　３３２９１の個々の懸濁液を寒天平板にも接種した。寒天
平板をカンピロバクター血液無添加選択培地（ＣＢＦＳＭ）（カタログ番号Ｃ０３－１０
２、Ａｌｐｈａ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ，ＭＤ）製）を使用して
調製した。ＣＢＦＳＭ（４４．５ｇ）を１Ｌの精製水にて逐次懸濁させ、１分間沸騰させ
て培地を溶解させた。１２１℃で１５分間、高温蒸気滅菌し、４５～５０℃まで冷却した
。次に、冷却した培地（１５～２０ｍＬ）を無菌ペトリ皿に注入した。順次希釈された試
料のうち１００マイクロリットル分取を寒天平板に塗抹した。接種済みプレートを、培養
期間を通じて微好気性雰囲気を与えるガス発生袋（Ｂｅｃｔｏｎ，Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　
ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ）から入手したＧＡＳＰ
ＡＫ　ＥＺ　Ｃａｍｐｙ　Ｃｏｎｔａｉｎｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍ　Ｓａｃｈｅｔｓ）と共に
嫌気性チャンバ内に置いた。上記の条件下で、寒天平板を４１．５℃で４８時間培養した
。各寒天平板上の計数したコロニー数（複製２つの平均値）を希釈倍数で乗算し、元の懸
濁液での細胞数（ＣＦＵ／ｍＬ）を算出した。算出データを表２１に示す。
【０２３１】
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【表２０】

【０２３２】
【表２１】

【０２３３】
　実施例２９．カンピロバクター菌を培養するための内蔵型微好気性環境生成培養デバイ
スの作製及び使用
　（表２０に示す成分の代わりに）表２２に列挙した成分を使用して、第１の基材上のコ
ーティングを調製し、乾燥後のコーティング重量が０．２６ｇ／２４ｉｎ２（１．７ｍｇ
／ｃｍ２）であったことを除いて、実施例２８の記載と同一の内蔵型微好気性環境生成培
養デバイスを作製した。
【０２３４】
　カンピロバクター・ジェジュニＡＴＣＣ　２９４２８、カンピロバクター・ジェジュニ
ＡＴＣＣ　３３２９１、カンピロバクター・コリＡＴＣＣ　３３５５９、及びカンピロバ
クター・コリＡＴＣＣ　４３４７６の個々の懸濁液をバターフィールド緩衝液中で調製し
た。懸濁液をバターフィールド緩衝液で順次希釈して、約１０～１００のＣＦＵ数となる
濃度を有する（生物個体の）最終懸濁液を得た。各懸濁液１ミリリットルを使用して、実
施例２８にしたがって作製された個々の培養デバイスを培養した。培養デバイスは、第２
の基材を持ち上げて増殖領域を露出させ、第１の基材の増殖領域に１ミリリットルの懸濁
液を滴下し、第２の基材を懸濁液及び発泡体のスペーサーと接触するまで静かに下ろし、
閉じたデバイス上で平坦なプラスチック製スプレッダーを静かに押して発泡体のスペーサ
ーの開口部全体に懸濁液を広げることにより接種した。
【０２３５】
　接種後、内蔵型微好気性環境生成培養デバイスを４１．５℃の好気性インキュベータ内
で４８時間培養した。接種に続いて、各培養デバイス内の赤色の細菌コロニーを目視検査
により計数した。計数したコロニー数（複製２つの平均値）を希釈倍数で乗算し、元の懸
濁液での細胞数（ＣＦＵ／ｍＬ）を算出した。算出データを表２３に示す。
【０２３６】
　比較参照として、ＣＢＦＳＭ寒天平板（上記記載）に、カンピロバクター・ジェジュニ
ＡＴＣＣ　２９４２８、カンピロバクター・ジェジュニＡＴＣＣ　３３２９１、カンピロ
バクター・コリＡＴＣＣ　３３５５９、及びカンピロバクター・コリＡＴＣＣ　４３４７
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６の懸濁液を接種して（プレートあたり１微生物）、実施例２８に記載した方法にしたが
って処理した。各寒天平板上の計数したコロニー数（複製２つの平均値）を希釈倍数で乗
算し、元の懸濁液での細胞数（ＣＦＵ／ｍＬ）を算出した。算出データを表２３に示す。
【０２３７】
【表２２】

【０２３８】
【表２３】

【０２３９】
　本明細書に引用する全ての特許、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参照により本明細書
に組み込まれるいずれかの文書の開示内容（複数可）との間になんらかの矛盾が存在する
場合には、本出願の開示内容を優先するものとする。上術の詳細な説明及び実施例はあく
まで理解を助けるために示したものである。したがってこれらによって不要な限定をする
ものと理解されるべきではない。本発明は、図示及び説明された厳密な詳細に限定される
ものではなく、当業者には明らかな変形例は特許請求の範囲によって定義された本発明に
含まれるものとする。
【０２４０】
　全ての見出しは読者の便宜のためのものであって、特に断らない限り、見出しの後に続
く文面の意味を限定するために使用されるものではない。
【０２４１】
　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内である。
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