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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　閉容器に入れられたサンプル中に存在する少なくとも一つの微生物を検出する方法であ
って、次の工程：
　　ａ)前記サンプルを、容器中で、少なくとも一つの培養培地及び検出される微生物を
捕獲できる担体と接触させる工程、
　　ｂ)容器を閉じる工程、
　　ｃ)微生物の増殖を可能にする条件下に、容器を置く工程、
　　ｄ)前記閉容器内において、検出手段を使用して、捕獲担体上に固定された微生物の
存在を検出する工程
を含んでなり、捕獲担体が一ピースの担体である、前記方法。
【請求項２】
　検出を可能にする露呈システムを、工程ａ)中に、容器中で接触させる請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　請求項１～２の何れか一項に記載の方法であって、中間工程ｃ’)前記サンプル、培養
培地、検出される微生物を捕獲できる担体及び潜在する露呈システムによって構成される
混合物の全部又は一部を、この場合主容器と呼ばれる容器から、二次容器と呼ばれる少な
くとも一つの第二の容器に移す工程を含む方法。
【請求項４】



(2) JP 5902159 B2 2016.4.13

10

20

30

40

50

　請求項１～３の何れか一項に記載の方法であって、補足工程ｅ)検出された微生物の検
出を確認する工程を含む方法。
【請求項５】
　請求項４に記載の方法であって、工程ｅ)が、検出工程に使用される検出手段と同一又
は異なる検出手段を使用して達成される方法。
【請求項６】
　請求項１～５の何れか一項に記載の方法であって、検出手段が、電気的検出手段、光学
的検出手段、音波検出手段、熱検出手段、機械的検出手段及び磁気検出手段を含んでなる
群から選択される方法。
【請求項７】
　請求項１～６の何れか一項に記載の方法であって、微生物を捕獲できる担体が検出手段
も構成する方法。
【請求項８】
　請求項１～７の何れか一項に記載の方法であって、微生物の少なくとも一の特異的又は
非特異的結合パートナーが、捕獲担体上に固定される方法。
【請求項９】
　請求項１～８の何れか一項に記載の方法であって、特異的結合パートナーが、抗体、Ｆ
ａｂ断片、Ｆａｂ’断片、組換え又は非組換えファージタンパク質、及びファージを含ん
でなる群から選択される方法。
【請求項１０】
　請求項１～９の何れか一項に記載の方法であって、微生物の検出がリアルタイムで実施
される方法。
【請求項１１】
　請求項１～１０の何れか一項に記載の方法であって、微生物の検出が、前記微生物の増
殖工程後に実施される方法。
【請求項１２】
　請求項１～１１の何れか一項に記載の方法であって、容器が、均質化バッグ、フラスコ
、ボトル又はピルボックスである方法。
【請求項１３】
　請求項１～１２の何れか一項に記載の方法であって、検出手段がデータ分析システムに
接続されている方法。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の方法であって、捕獲担体又は検出手段と、データ分析システムとの
間の接続が、有線接続又は無線接続である方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、一般に、分析、例えば生物学的分析の分野に関する。より具体的には、本発
明は、閉容器内における、集積ブロスに希釈又は懸濁されたサンプル中における微生物の
直接的かつリアルタイム検出のプロセスに関する。
【０００２】
　微生物学的分析は正確な技術を必要とし、それは結果を得る時間が可能な限り短くなけ
ればならない。
【０００３】
　医療分野では、感染の危険性を予想し診断することが必要であり：診断がより早くより
正確であれば、患者の扱いがより効果的になり、伝染の危険性をより最小にする。アプロ
ーチは、動物の健康についても類似である。
【０００４】
　農業食品分野において、問題は同一である。しかしながら、次のことが異なる：
　　・その存在が原料、中間産物、及び市販最終産物において探される病原微生物及びそ
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れらの毒素、
　　・原料から最終産物まで全連鎖に沿った生産プロセスにおいて、品質指標として使用
される非病原微生物、及び
　　・技術的興味の細菌、例えば酵素。
【０００５】
　疑わしいコンタミネーションの迅速で正確な検出は、それらをモニターすることを可能
にし、よって、修正措置を取ることを可能にする。
【０００６】
　技術的には、微生物学分析は、一又は複数のプレ集積及び／又は集積フェーズ、一又は
複数の検出フェーズ、及び一又は複数の微生物計数フェーズを実施しうる。特定の応用、
例えば農業食品微生物学的モニタリングでは、この分野における現行基準を満たすために
確認フェーズも必要とされる。
【０００７】
　現在、集積工程の利用無しでは、大規模の開始サンプル量において標的微生物を検出す
る方法はない。
【０００８】
　プレ集積及び／又は集積フェーズは、選択又は非選択培養培地を使用し、これは、非標
的フローラの増殖を制限する一方で、生物学的又は環境サンプルにおける標的微生物の増
殖を促進することを目的とする。培地はしばしば、無菌のプラスチックバッグタイプ容器
において使用され、そこでは、それらは、探している微生物を再懸濁及び再集積するため
に、食品又は環境サンプルとの接触に置かれる。このフェーズは、例えば、培養培地にお
いて２５グラム(ｇ)～３７５ｇを２２５～３３７５ミリリットル(ｍＬ)に希釈する場合等
、非常に可変でありおそらくは非常に大量のサンプル中において、少なくとも一つの標的
微生物の潜在初期存在を露呈する要件を満たすために必要である。この集積工程の最後に
、標的微生物を検出する工程を実施するために、アリコート(５マイクロリットル(μｌ)
～５ｍＬ)のサンプルを採る。それらの系統的検出を可能にするために、このアリコート
中に十分な量の標的微生物を有することが必要である。
【０００９】
　検出フェーズは歴史的に、探している微生物の代謝特性を実証するために、寒天培地上
における微生物の培養に基づく。特定の酵素基質が一般的に使用される。これらの酵素基
質は一般的に、２つの部分、標的部分とも呼ばれる、露呈される酵素活性に特異的な第一
部分、及びマーカー部分と呼ばれ、一般的に発色団又はフルオロフォアによって構成され
る、マーカーとして作用する第二部分から成る。反応があるかないかによってこれらの基
質を選択することによって、微生物の性質を特徴付けること、又は微生物の異なるグルー
プを区別することが可能である。よって、着色又は蛍光の出現又は消失は、微生物の属又
はタイプを示すだろう。この点において、発色性培地の使用は、探している微生物の同時
の検出及び同定を可能にする。それはプロセスを単純化し、結果を得るための時間を実質
的に低減させる。例として、我々は、出願人のＣｈｒｏｍＩＤ(登録商標)培地を挙げる。
これらの発色性培地は、例えば、大腸菌のベータ-グルクロニダーゼ酵素活性等、探して
いる微生物の特異的代謝特性の検出に基づく。
【００１０】
　イムノアッセイは、検出試験に使用される他の技術を構成する。それらは、探している
微生物の免疫原性特性を利用する。網羅的ではないが、競合又はサンドイッチ-タイプＥ
ＬＩＳＡ(酵素結合免疫吸着アッセイ)技術が挙げられる。
【００１１】
　最後に、探している微生物のゲノム特性に基づく分子生物学技術も、標的微生物を検出
し同定するために用いられる。例として、一般的な増幅技術、例えばＰＣＲ(ポリメラー
ゼ連鎖反応)及びＮＡＳＢＡ(核酸配列ベース増幅)が挙げられ、これは、当業者に知られ
ているリアルタイム検出技術と組み合わせることができる。
【００１２】
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　しかしながら、全てのこれらの技術の使用は、アリコートのホモジネートを回収するた
め及び検出工程を実施するために、プレ集積／集積フェーズの最後にバッグを開くことを
必要とする。
【００１３】
　確認フェーズは、一方で、農業食品分野における微生物学的分析とより具体的に関連が
ある。実際に、上記の方法の結果が陽性である場合、探している病原体の存在を確認する
必要がある。これは、相補的な検査、及び第一分析中に使用されるものと異なる検出原理
の使用を必要とする。上掲の技術は、確認のために任意に使用される。
【００１４】
　従って、サンプル中における微生物の完全で正確な同定は、幾つかの工程：集積、検出
及び確認の連続を必要とする。ルーチン的に使用される検査の標準化は、検出方法の自動
化を可能にしたが、それらの実施は長時間のままである。実際、水準技術の不利益は、こ
れらの工程が逐次的に実施され、多くの、時間のかかる操作を必要とすることであり、こ
れによって、結果を得るために必要な時間に影響する。
【００１５】
　更に、上掲の技術は、アリコートをサンプリングするために、集積バッグの一又は複数
の開口を必要とする。スクリーニングの間、陰性サンプルの数が多いほど(特に農業食品
産業において)、これはより有害となる。従って、扱う人が、検討中にサンプルの陽性／
陰性結果を見るために、容器を再び開く必要がないことが有益である。
【００１６】
　上で検討した技術水準に伴う技術的問題に関し、本発明の本質的目的の一つは、サンプ
ル中、特に食品サンプル中に存在する微生物の検出、同定及び確認のための、単純化され
たプロセスを提供することである。
【００１７】
　本発明の他の目的は、容器に収容されているサンプルの取り扱いを限定し、それによっ
て、サンプルを扱うスタッフ及びサンプル自体双方の、コンタミネーションの危険性を限
定する、微生物の検出、同定及び確認のためのプロセスを提供することである。
【００１８】
　本発明の他の目的は、サンプルの分析に必要な時間を低減させる、微生物の検出及び同
定のためのプロセスを提供することである。
【００１９】
　本発明の他の目的は、集積中にわたる、サンプルの全体積についての、微生物の検出、
同定及び確認のためのプロセスであって、測定感度、及びその特異性さえ明瞭に増加させ
るプロセスを提供することである。
【００２０】
　本発明の他の目的は、サンプル分析の速度を大幅に増加することを可能にするプロセス
を提供することである。
【００２１】
　本発明の他の目的は、複数検出を可能にするプロセスを提供することである。
【００２２】
　本発明の他の目的は、サンプルを取り扱う工程を大幅に減らすことによって分析のトレ
ーサビリティを改善することである。
【００２３】
　これらの目的はとりわけ、本発明によって解消され、それはまず第一に、閉容器に入れ
られたサンプル中に存在する少なくとも一つの微生物を検出するプロセスに関連し、前記
方法は次の工程を本質的に含んでなる：
　　ａ)前記サンプルを、容器内中に、少なくとも一つの培養培地及び検出される微生物
を捕獲できる担体との接触において入れる工程、
　　ｂ)容器を閉じる工程、
　　ｃ)微生物の増殖を可能にする条件下に、容器を置く工程、



(5) JP 5902159 B2 2016.4.13

10

20

30

40

50

　　ｄ)前記閉容器内において、検出手段を使用して、捕獲担体上に固定された微生物の
存在を検出する工程。
【００２４】
　特定の実施態様によると、微生物の存在の検出を可能にする露呈システムが、工程ａ)
中に、容器中に、接触して入れられる。
【００２５】
　露呈システムは、微生物又は前記微生物の結合パートナーとカップリングできる任意の
分子であって、それは、それらの変換特性(特に蛍光、着色、放射活性)によって、前記微
生物の存在を露呈することを可能にする分子であることが理解される。
【００２６】
　他の特定の実施態様によると、発明によるプロセスは、中間工程ｃ’)前記サンプル、
培養培地、検出される微生物を捕獲できる担体及び潜在する露呈システムによって構成さ
れる混合物の全て又は一部を、この場合は主容器と呼ばれる容器から、二次容器と呼ばれ
る少なくとも一つの第二の容器に移すことから本質的になる工程であって、栄養成分及び
選択剤(アドホック)を、前記二次容器に事前に加えることによって、二次集積を潜在的に
実施することが可能である工程を含む。このような二次集積は、標的微生物の集団を、非
標的微生物の集団と比較して増加させ、これは特異性を改善する。
【００２７】
　有利には、微生物の少なくとも一つの特異的又は非特異的結合パートナーが、捕獲担体
に固定される。発明の好ましい実施態様によると、特異的結合パートナーは、抗体、Ｆａ
ｂ断片、Ｆａｂ’断片、組換え又は非組換えファージタンパク質及びファージ又は当業者
によく知られている任意の他のリガンドを含んでなる群から選択される。
【００２８】
　有利には、検出手段は、電気的検出手段、特に電気化学的検出手段、光学的検出手段、
音波検出手段、熱検出手段、機械的検出手段及び磁気的検出手段を含んでなる群から選択
される。
【００２９】
　捕獲担体は、一般的な担体でありうる。特に、我々は、粒子状の、潜在的には磁性の担
体又は一ピースの担体を挙げる。それは単純に、不活性担体、例えばプラスチック又はフ
ァイバーグラスプレートでありうる。次いで、このような捕獲担体は、検出手段に接続さ
れる。捕獲担体は有利には、潜在的には特異的な、結合パートナーで増感されうる。
【００３０】
　あるいは、捕獲担体は、検出手段と一体でありうる。これは、例えば、捕獲担体が電気
化学的バイオセンサー又は光ファイバーで構成されている場合である。
【００３１】
　特定の実施態様によると、同時又は逐次的に検出及び確認の双方を実施するために、検
出手段を組み合わせることを想定することが全く可能である。例えば、電気化学的バイオ
センサーによって、標的微生物の検出を実施することが可能である。標的微生物が特異的
結合パートナーによって固定される場合、検出工程は、この場合、同定工程を構成する。
分析領域でバイオセンサー上に特異的に固定された微生物の、光学的検出装置による光学
分析は、微生物の同定の確認を可能にする。光学的検出装置がラマン分光計である場合、
異なる標的微生物に対応する参照スペクトルのデータベースとの比較によるラマンスペク
トルの分析は、前記微生物の同定の確認を可能にする。
【００３２】
　他の特定の実施態様によると、同じ技術で、検出及び確認を実施することが可能である
。よって、検出手段が光学的手段、例えば自家蛍光測定手段である場合、それは、自家蛍
光の出現によって標的微生物の検出を実施することが特に有益である。応答は、その場合
、イエス(蛍光の存在)又はノー(蛍光の不在)である。蛍光がある場合、異なる標的微生物
に対応する参照スペクトルのデータベースと比較した蛍光シグナルのスペクトル分析は、
前記微生物の同定を可能にし、それによって、前記微生物の存在の検出の確認を可能にす
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る。
【００３３】
　好ましくは、微生物の検出は、リアルタイムで実施される。しかしながら、あるいは、
微生物の検出は、前記微生物の増殖工程後であって、最後に為されうる。
【００３４】
　発明によるプロセスの特定の実施態様によると、容器は均質化バッグである。剛性容器
、例えばフラスコ、ボトル又はピルボックスが同様に使用されるだろう。
【００３５】
　発明によるプロセスの他の特定の実施態様によると、検出手段は、データ分析システム
に接続される。
【００３６】
　有利には、検出手段及びデータ分析装置間の接続は、有線接続又は無線接続である。
【００３７】
　発明はまた、閉容器内に入れられたサンプル中に存在する少なくとも一つの微生物の検
出のための電気化学的バイオセンサーに関する。前記バイオセンサーは担体を含み：
　　・少なくとも一つの検出電極であって、少なくとも一つの電気活性ポリマーで被覆さ
れ、その一末端上には少なくとも一つの一本鎖又は二本鎖オリゴヌクレオチドが固定され
、前記オリゴヌクレオチドの第二の末端は、特異的又は非特異的に検出される微生物の少
なくとも一つの結合パートナーに結合される検出電極；
　　・少なくとも一つの対電極
を含む。
【００３８】
　有利には、電気活性ポリマーは、ポリピロール、ポリアセチレン、ポリアジン、ポリ(
ｐ-フェニレン)、ポリ(ｐ-フェニレンビニレン)、ポリピレン、ポリチオフェン、ポリフ
ラン、ポリセレノフェン、ポリピリダジン、ポリカルバゾール、及びポリアニリンを含ん
でなる群から選択される。
【００３９】
　特定の実施態様によると、電気活性ポリマーは、少なくとも一つの電気化学的メディエ
ーターを含む。このような電気化学的メディエーターは、フェロセン、キノン及びこれら
の誘導体又は当業者によく知られている任意の他のメディエーターを含んでなる群から選
択される。
【００４０】
　他の実施態様によると、電気化学的メディエーターは、培養培地中において遊離形態で
ある。このようなメディエーターは、例えば、フェリシアニド／フェロシアニド対[Ｆｅ(
ＣＮ)６]３－／４－、塩化イリジウム対[ＩｒＣｌ６]３－／４－、又はルテニウムヘキサ
ミン[Ｒｕ(ＮＨ３)６]３＋／２＋でありうる。
【００４１】
　オリゴヌクレオチドと微生物の結合パートナーとの間の結合は、好ましくは、少なくと
も一つのビオチン-ストレプトアビジン又はビオチン-アビジン結合対によって作られる。
【００４２】
　オリゴヌクレオチドが一本鎖の場合、ビオチンは前記ヌクレオチドの３’末端に固定さ
れ、５’末端は、後者が、電気活性ポリマー上に、特に共有結合によって、結合されるこ
とを可能にする。同様にビオチン化された結合パートナーを使用することによって、これ
を、ストレプトアビジン又はアビジンの分子によって、オリゴヌクレオチドの３’末端に
結合することが容易である。
【００４３】
　オリゴヌクレオチドが二本鎖の場合、第一の鎖は、その５’末端によって電気活性ポリ
マーに、特に共有結合によって固定される。第二の鎖は一方、その５’末端でビオチン化
され、これは、同様にビオチン化された結合パートナーが、ストレプトアビジン又はアビ
ジン分子によって固定されることを可能にする。
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【００４４】
　有利には、結合パートナーは、抗体、Ｆａｂ断片、Ｆａｂ’断片、組換え又は非組換え
ファージタンパク質、及びファージを含んでなる群から選択される。
【００４５】
　本発明の目的及び利点は、以下の詳細な説明及び次の通りである添付の図面を踏まえて
、より理解されるだろう。
【図面の簡単な説明】
【００４６】
【図１】図１は、電気化学的バイオセンサーとの組合せにおけるプレ集積及び／又は集積
バッグを描く。
【図２】図２は、電気化学的バイオセンサーの正面図を描く。
【図３】図３Ａは、微生物が存在しない場合の電気化学的センサーの表面の描写である。
図３Ｂは、微生物が存在する場合の電気化学的センサーの表面の描写である。
【図４】図４は、電気化学的バイオセンサーによりプレ集積／集積バッグを分析するため
のシステムの略図である。
【図５】図５は、食品サンプル中における大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７の検出中に得られるイン
ピーダンス分光測定のグラフである。
【図６】図６は、食品サンプル中におけるリステリア・イノキュアの検出中に得られるイ
ンピーダンス分光測定のグラフである。
【図７】図７は、第一の実施態様による、増感捕獲担体によるプレ集積／集積バッグにお
ける光学検出による分析システムの略図である。
【図８】図８は、増感捕獲担体を読むのを可能にするバッグ位置における、図７に描写の
分析システムの略図である。
【図９】図９は、増感捕獲担体の略図である。
【図１０】図１０は、陽性結果を示した分析後の、図８に描写される、増感捕獲担体の略
図である。
【図１１】図１１は、第二の実施態様による、増感捕獲担体によるプレ集積／集積バッグ
における光学検出による分析のシステムの略図である。
【００４７】
　本発明の第一の実施態様によると、微生物の検出又は同定のプロセスは本質的に、一般
的にStomacher(登録商標)バッグと呼ばれる、無菌のプラスチックの均質化バッグを用い
る。このようなバッグは、図１において１０の参照番号が割り当てられている。このバッ
グ１０は、２つのおよそ長方形のプラスチックシート１２及び１４から構成され、培養培
地及び分析されるサンプルを受ける内部空間を定義するために、それらのサイドの３によ
って互いに連結されている。その付属物は、片側によってシート１２及び１４に連結され
ているおよそ長方形のフィルター１６を含み、内部空間を２つに分ける。最後に、バッグ
はバイオセンサー１８を含む。このバイオセンサーは電気化学的バイオセンサーであり、
図２に詳細に描かれている。バイオセンサー１８は、シート１２及び１４の間に挟まれて
おり、検出領域に相当する一部分１８１はバッグ１０の内部空間に見られ、接続領域に相
応する部分はバッグの外側であり、チップをデータ分析装置に接続させる。これを以下に
説明する。
【００４８】
　図２は、電気化学的バイオセンサー１８を詳細に描く。上で説明したように、バイオセ
ンサー１８は、分析領域１８１及び接続領域１８２から構成される。分析領域は、対電極
２２と呼ばれる中心電極の周りに配置される８つの作用電極２０を含む。更に、分析領域
は、対電極２２の周りに開口リングの形態において配置される基準電極２４を有する。こ
れらの電極の全ては、導体トラック２８によって、１０の接続端子２６に独立して連結さ
れている。接続端子は、作用電極と同じ材料で作られている。この材料は、好ましくは金
である。しかしながら、当業者によく知られている任意の他の導電性材料が使用されても
よく、例えば炭素、白金又はダイヤモンドである。電極の担体を構成する材料は、ポリイ
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ミド等のポリマー材料である。しかしながら、当業者に良く知られている均等な特性を有
する任意の他の材料を使用することが考えられ得る。
【００４９】
　図２に提示する電極の構造は、数ある中での単に１つの構造であり、決して本特許出願
によって与えられる保護の範囲を限定しないことが理解されるべきである。
【００５０】
　図３Ａ及び３Ｂは、微生物の存在又は非存在それぞれにおける、顕微鏡レベルでの作用
電極の断面を描く。
【００５１】
　作用電極では、３つの重ね合わせ層が見られる。これらの層の第一３０は、バイオセン
サー担体を構成するポリマー層である。中間層３２は導電性材料の層であり、典型的には
金である。最後に、層３４は、電気活性共役ポリマーの層である。このようなポリマーは
、例えばポリピロールである。このようなポリマーは、それらの導電性及び電気活性特性
について良く知られている。ポリピロールは、特定のピロール環が位置３又は４において
官能基で置換される場合、それらの導電性及びそれらの電気活性特性を維持することも知
られている。このタイプの官能基を持つポリマーは、ＷＯ-Ａ１-９５／２９１９９, Garn
ier等(Synthetic Metals, 100: 89-94,1999) Ho-Hoang等(Synthetic Metals, 62: 277-28
0, 1994)、Ho-Hoang等(J. Mater. Chem., 6 (7), 1107- 1112,1996)、及びKorri-Youssou
fi等(Materials Science and Engineering, CI 5, 265-268,2001)に記載されている。こ
のように、異なる分子を、ポリピロール単量体が持つ官能基にグラフトできる。このよう
に、ＷＯ-Ａ１-９５／２９１９９は、０．８Ｖ／ＥＣＳ以上の電位での電気的酸化によっ
て得られるポリピロールの合成を記載する。電気化学的酸化によるポリピロールの合成は
、電極の表面に電気活性フィルム、より正確には、導電性基質上に自立フィルムの形態の
形成を導く。これは、ポリピロール中にオリゴヌクレオチドを非間接的に固定化する方法
である。ピロール核の位置３において官能基で置換されたピロール単量体を、非置換単量
体の溶液に希釈させ、これは、官能基をそれらの電気的共重合中に、官能単位の鎖中に組
み入れることによって固定化するだろう。第二の工程では、オリゴヌクレオチド、ポリヌ
クレオチド又はペプチド等の抗リガンドを、前駆ポリマーの官能基上に化学的にカップリ
ングさせる。このように得られたポリマーは、その伝導性及び電気活性特性を維持する。
従って、これらのポリマーは、電圧の差異又は電流における変化を測定することによって
、ポリマー上にグラフトされた抗リガンドと特異的に干渉する分析物を検出するために使
用できる。ＷＯ-Ａ１-００／７７５２３はまた、官能基を持つ前駆ポリマー上への、オリ
ゴヌクレオチド等の抗リガンドの化学的カップリングを記載する。
【００５２】
　これはまた、電気的共重合によって、ポリピロール中にオリゴヌクレオチドを直接的に
固定化する方法でありうる。ピロール核の位置３においてオリゴヌクレオチドで置換され
たピロール単量体を、非置換単量体の溶液に希釈させ、これは、官能単位の鎖中に組み入
れることによって、オリゴヌクレオチドを、それらの電気的共重合中に直接的に固定化す
るだろう。
【００５３】
　電気活性ポリマーのこの層上に、二本鎖の核酸３６が、これらの鎖の一つの５’末端に
よってグラフトされ、相補鎖はその５’末端にビオチン分子３８を持ち、ビオチン４２に
も結合する特異的結合パートナー４０への結合が、ストレプトアビジン分子４４によって
可能となる。図３Ａ及び３Ｂに描かれている特異的結合パートナーは、抗体である。それ
は、一又は複数のモノクローナル又はポリクローナル抗体でありうる。それはまた、抗体
断片、例えばＦａｂ又はＦａｂ’２断片、並びに遺伝子修飾又は組換えによって得られ、
特定の微生物に特異的な任意の抗体でありうる。
【００５４】
　あるいは、特異的結合パートナーは、標的微生物に特異的に結合するファージ又は組換
えファージタンパク質でありうる。このようなタンパク質、及び細菌の捕獲のためのそれ
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らの使用が、数ある中で特許ＥＰ-Ｂ-１ ３５６ ０８０に記載されている。
【００５５】
　注意すべきは、図３Ａ及び３Ｂに描写されている構造は数ある中の単に一つの例であり
、決して発明の限定として理解されるべきではない。実際は、バリエーションとして、抗
リガンド分子を、二本鎖の核酸を使用せず電極上に直接的に固定することが考えられる。
【００５６】
　分析を実施するために、均質化バッグに連結された電気化学的バイオセンサーは、分散
サンプル、培養培地及び電気化学的メディエーター、例えばフェリシアニド-フェロシア
ニド対と接触して置かれる。微生物が不在の場合、電子交換は、電気活性共役ポリマーと
反応培地中に存在する前記酸化還元系との間で生じる。これを図３Ａに示す。以下に説明
するように、電子交換は、電流に変換され、ポテンシオスタットを使用して電気化学的分
光法によって測定される。
【００５７】
　サンプルが微生物４４を含む場合、これらは抗リガンド分子４０によって捕獲される。
電極の近傍における微生物の存在は立体障害を引き起こし、これは、電気活性共役ポリマ
ーよって修飾される電極と反応培地中に存在する前記酸化還元系との間の電子流を乱し低
下させる。次いで、この修飾はインピーダンス測定によって測定され、負荷伝達抵抗によ
って特徴付けられ、細菌が捕獲された場合、その抵抗値は増加する（陽性結果）。
【００５８】
　第一の実施態様による分析結果測定システムは、図４に模式的に描かれている。この図
に見られるように、バッグ１０は、そのバイオセンサー１８を用いて、ポテンシオスタッ
ト５０に接続される。この接続は、バイオセンサー１８の接続領域１８２に接続されるコ
ネクタ５２を介してなされる。コネクタ５２は、ポテンシオスタット５０に連結されるケ
ーブル５４によって延長される。ポテンシオスタットは一方で、インピーダンス測定デー
タを記録し分析できるコンピューターシステム５６に連結される。
【００５９】
　微生物の検出の目的のために、均質化バッグ１０は好ましくは、微生物を増殖させるの
に必要な期間、インキュベートされる。このインキュベーションは、２５及び４５℃の間
の温度で、インキュベーターにおいて通常通りに実施されうる。インキュベーション時間
は、サンプル中に存在する微生物の初期量、及び検出される微生物のタイプに依存して、
３～７２時間で変化しうる。
【００６０】
　第一実施態様によると、インピーダンス測定は最後に実施されうる。実際、均質化バッ
グは、微生物の増殖に必要かつ十分だと思われる時間インキュベートされ、次いで、それ
は、インキュベーターから外され、上記のインピーダンス測定システムに接続される。次
いで、インピーダンス測定が実施され、結果が基準インピーダンス値と比較される。この
ようなインピーダンス測定は、一又は複数の作用電極２０が、電気活性共役ポリマー及び
／又は検出される微生物に対する非特異的抗リガンド分子で被覆される限り、可能である
。この／これらの電極でのインピーダンス測定は、基準インピーダンス値を構成する。検
出電極(標的微生物の抗リガンド分子が直接的又は間接的に固定される電極)のインピーダ
ンス値と、基準値との間の差異が、閾値より大きい限り、微生物の検出は有効である。
【００６１】
　第二実施態様によると、点在であり、すなわちインキュベーション中のスポットインピ
ーダンス測定による。この場合、均質化バッグがインキュベーターから外され、測定に必
要な時間、インピーダンス測定システムに接続され、次いで、再度インキュベートされる
。２つの測定の間の間隔は、３０秒～２分の間でありうる。この第二の実施態様は、第一
の実施態様に対する主要な利点として、短いインキュベーション時間後に微生物の存在を
検出する能力を有する。
【００６２】
　最後に、好ましい実施態様である第三の実施態様では、インキュベーターの内部に、バ
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イオセンサーをインピーダンス測定システムに接続する手段を有することが考えられる。
それは、有線又は無線接続システムでありうる。このような実施態様は特に有益であり、
なぜなら、測定を一定間隔で、均質化バッグ内において、後者を取り扱う必要なく実施す
ることを可能にするからである。更に、一定間隔でのインピーダンス測定は、リアルタイ
ムにおける微生物の検出の実施を可能にする。検出が為される時に技術者に警告するコン
ピューターシステムに連結される場合、技術者は、時間にわたって測定を逐次的に実施す
ることからなるワークフローにもはや拘束されない。それらの介入は、微生物がバッグ中
において検出された時のみに必要とされる。
【００６３】
　有線接続手段は、データ伝送を可能にするために、２つの電子装置を互いに接続するこ
とを可能にする任意の手段によって構成される。特に、有線接続手段は、シリアル接続シ
ステム(ＲＳ４８５、ＲＳ２３２標準)、ＵＳＢ接続システム(ユニバーサルシリアルバス)
、ネットワーク接続システム(Ｅｔｈｅｒｎｅｔ)、パラレル接続システム(ＧＰＩＢ)又は
任意のほかの均等な手段でありうる。
【００６４】
　無線接続手段は、電波送信機-受信機である。例えば、それは、Ｗｉ-Ｆｉ(802.11b標準
)、Ｂｌｕｅｔｏｏｔｈ(802.15標準)又はＺｉｇＢｅｅ(802.15.4標準)システムでありう
る。
【００６５】
　代替によると、データ取得手段は、ＲＦＩＤ(無線周波数認識)読取り装置、Ｌａｂｊａ
ｃｋカード又は当業者によく知られている任意の他の手段でありうる。
【００６６】
　発明によるプロセスの代替によると、これは、光学的検出手段によって実施されうる。
この検出手段は、捕獲担体から独立でありうる。これは、例えば、光学的センサー、例え
ばカメラを用いる場合である。あるいは、光学的検出手段及び捕獲担体は一体でありうる
。これは、例えば、光ファイバーであって、その末端が捕獲担体として作用する場合であ
る。
【００６７】
　このような代替は、図７に描かれている。閉均質化バッグ１０は、前述のように、ここ
ではミンチステーキのサンプルによって構成される食品サンプル６０でインキュベートさ
れる。この食品サンプル６０は、露呈システムで実装された培養培地６２に投入される。
任意の適切な手段によってバッグ内に保持された増感捕獲担体６４がまた、均質化バッグ
１０中に配置され、培養培地６２に浸漬される。増感捕獲担体６４は、検出される標的微
生物に特異的な少なくとも一つの結合パートナーによって機能化される。捕獲担体は、特
異的結合パートナーを固定でき、当業者によく知られている任意の担体で構成されうる。
非限定的な例として、適切な捕獲担体は、照射ポリスチレンから製造され得、例えば会社
Nunc/Thermo Scientificによって市販されているもの(Cat. No. 472230)である。このよ
うな捕獲担体は、図９に、参照６４下において模式的に描かれている。有利には、また好
ましい実施態様によると、下部は２つに分けられ得る。参照６４１を持つゾーンは、結合
パートナー(ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、Ｆａｂ’又はＦａｂ’２断片、
ファージタンパク質)の溶液で増感され得るが、上部６４２は何れかの結合パートナーを
含まないままであり、よってネガティブコントロールとして作用する。
【００６８】
　捕獲担体は、少なくとも一つの特異的結合パートナー、例えば抗体、アプタマー、ファ
ージ、組換えファージタンパク質、又は標的細菌の特異的捕獲を可能にする任意の均等な
手段によって機能化される。
【００６９】
　これらの後者は、培養培地中に含まれている露呈システムによって、それらの増殖と同
時に着色されうる。
【００７０】
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　特定の実施例によると、露呈システムは、微生物によるＴＴＣ還元に基づく。増殖と同
時に、ＴＴＣ(その非還元形態では無色)は、前記微生物に取り込まれ、次いで、後者によ
って還元されて、トリフェニル-ホルマザン(赤)に還元され、よって、前記微生物を赤に
着色し、担体上でそれらが露呈されるのを可能にする。
【００７１】
　インキュベーション期間中の、食品サンプル中における微生物の直接的なリアルタイム
検出のプロセスは、増感捕獲担体の光学的読取によって、自動又は非自動に実施される。
インキュベーションは、２５及び４４℃の間の温度で、６～４８時間実施されうる。
【００７２】
　更に、一旦、所定量の着色された染色微生物(この場合、陽性サンプル)が効果的に捕獲
されると、担体の光学的特性への変化が、それらへの赤着色の出現によって起こる(すな
わち、生物学的シグナルの変換)。捕獲担体のこの着色は、眼によって検出可能であるか
、又はカメラ等の読取り機械の使用によって測定可能となる。分析が陽性結果を生じた後
の、捕獲担体が、図１０に模式的に描かれている。示されるように、領域６４１は、特異
的結合パートナー上への標的微生物の固定によって着色を生じる。領域６４２は、ネガテ
ィブコントロールとして作用し、捕獲担体の開始の色のままである。
【００７３】
　読取りを容易にするために、増感捕獲担体がもはや培養培地と接触していないことが好
ましい。この目的のために、例えば、均質化バッグ１０を傾けることが考えられ得、これ
は図８によく描かれている。上述のように、読取りは、再度にスポットベースにおいて、
又はリアルタイムで実施されうる。
【００７４】
　発明によるプロセスの他の代替によると、捕獲担体は、増感粒子によって構成され、す
なわち、検出される微生物に特異的又は非特異的な結合パートナーを持つ。次いで、検出
は好ましくは、インキュベーション期間中の、増感粒子に結合する標的微生物による、増
感粒子のリアルタイム凝集の出現によって実証される。このような実施態様は、文書ＷＯ
-Ａ-２００９／１２２０６９に記載されている。
【００７５】
　特定の実施態様によると、増感粒子は磁性粒子でありうる。この実施態様は本質的には
、集積中の、食品サンプル中における標的微生物(すなわち、大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７)の存
在を、増感磁性粒子の凝集によって、直接的に検出する。検出は、インキュベーション期
間中に、特異的結合パートナー(すなわち、抗大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７組換えファージタン
パク質)を有する増感磁性粒子を、培養培地中に希釈された食品サンプルを有する閉容器
に、浸漬することによって実施される。
【００７６】
　この代替では、増感粒子の凝集の実証を改善するために、主容器(均質化バッグ)内に、
二次の管タイプ容器を使用することが有益でありうる。図１１から分かるように、均質化
バッグ１０は、培養培地６２及びサンプル６０に加えて、管６６を有する。この管６６は
、導管６８によって、均質化バッグ１０に含まれる培養培地６２と流体連結されている。
食品サンプルを有する培養培地６２の一部が、次いで管６６に移され、そこで検出が行わ
れる。このような移動は特に、理想気体の状態方程式(ＰＶ＝ｎＲＴ)に基づき、温度変化
によって達成されうる。このようなプロセスは、文書ＷＯ-Ａ-２００４／０９２４０１に
記載されている。
【００７７】
　磁性粒子が使用される場合、インキュベーション期間の最後での、反応培地を有する二
次容器における読取りは、磁気読取装置を使用して実施される。
【００７８】
　磁気シグナルは、読取り領域の中心で凝集を濃縮する磁場(磁石による)の事前の使用に
よって、増幅できる。
【００７９】
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　磁場の適用はまた、微生物を捕獲した磁性粒子の集合の後、この現象が凝集の形成のト
リガとなる場合、検出限界を改善しうる。実際、微生物濃度が受身凝集のトリガに十分で
ない場合、磁性粒子の集合は(その幾つかは過去に微生物を捕獲しているだろう)は、凝集
を強制されるだろう。更に、このシーケンス(すなわち、磁化及び再懸濁)の反復はまた、
捕獲及び凝集形成の現象を増幅し、よって、分析の感度を増幅する。
【００８０】
　以下に示す実施例は、発明によるプロセスの異なる実施態様及び得られた結果を提示す
ることを目的とする。それらは、決して発明を限定しない。
【００８１】
実施例
実施例１：電気化学的バイオセンサーの分析電極の調製。
試薬：
　過塩素酸リチウム(ＬｉＣｌＯ４)、塩化ナトリウム(ＮａＣｌ)、水酸化ナトリウム(Ｎ
ａＯＨ)、ヘキサシアノ鉄(ＩＩＩ)酸カリウム(Ｋ３Ｆｅ(ＣＮ)６)、ヘキサシアノ鉄(ＩＩ
)酸カリウム三水和物(Ｋ４Ｆｅ(ＣＮ)６；３Ｈ２Ｏ)、Ｔｗｅｅｎ２０、リン酸緩衝液(Ｂ
ＰＳ)、ウシ血清アルブミン(ＢＳＡ)、トリス(ヒドロキシメチル)アミノメタン(ＴＲＩＳ
)、マレイン酸、サケＤＮＡ及びSigma-Aldrichからの５０ＸＤｅｎｈａｒｄｔ。
　洗浄バッファー、ｐＨ７．２は、ＰＢＳ０．０１Ｍ、ＮａＣｌ０．５Ｍ及び０．０５％
Ｔｗｅｅｎである。
　ハイブリダイゼーションバッファーは、ＰＢＳ０．０１Ｍ、ＮａＣｌ０．５Ｍ、２ＸＤ
ｅｎｈａｒｄｔ及び１０μｇ／ｍＬのサケＤＮＡである。
　結合パートナーのグラフト化バッファーは、２４．２３ｇ／ＬのＴＲＩＳ、２３．２ｇ
／Ｌのマレイン酸、６ｇ／Ｌの水酸化ナトリウム及び５ｇ／ＬのＢＳＡから構成されるＴ
ＲＩＳ-ＭＡＬＥＡＴＥ ＢＳＡバッファー、ｐＨ６．２である。
　３-(２-ヒドロキシエチル)ピロール又はＰｙＯＨ及び３-(エタン酸フタルイミド)ピロ
ール又はＰｙＮＨＰはＥＺＵＳ Ｌｙｏｎによって供給される。
　２０ヌクレオチドを有し、５’末端にアミノ基を持つ合成オリゴヌクレオチドを、ＮＨ
Ｐ基の置換によって共有結合的に固定する。
　官能性単量体は次の通りである：
Ｐｙｒ-５’ＴＴＴＴＴＴＴＴＴＴＧＡＡＴＣＣＴＣＡＧＴＴＴＴＴＣＡＡＣＧ３’。
　相補ヌクレオチドは、５’末端にビオチン基を持つ。その配列は次の通りである：５’

ＣＧＴＴＧＡＡＡＡＡＣＴＧＡＧＧＡＴＴＣ３’。
【００８２】
バイオセンサー及び電気化学的検出機器：
　電気化学的検出測定は、Sciences Instrumentsからのコンピューター制御BioLogicポテ
ンシオスタットを使用して実施される。
【００８３】
　使用されるセンサーは、プリント回路板（ＰＣＢ）技術から得られる。電極における金
沈着は、金ベース槽からの電気分解によるガルバニ沈着である。電極は、エポキシ樹脂、
銅、ニッケル及び金多層から成る。
【００８４】
電極の調製：
　電極を洗浄するために、センサーの分析領域を、超音波洗浄機において１分間、１：１
希釈の蒸留水／エタノール溶液に浸す。
【００８５】
　洗浄後、センサーを清潔にし、電気化学的に活性化させる。これを行うために、蒸留水
中における一３０μＬ滴の０．２ＭのＮａＯＨをセンサーの分析領域に沈着させ、電極の
全てを濡らす。センサーをポテンシオスタットに接続し、酸化及び還元における幾つかの
サイクルの電位ジャンプをクロノアンペロメトリーによって生成させる。この工程の目的
は、電極との界面で酸素バブルを生成し、何れかの有機及び／又は無機混入物を除去する
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ことである。次いで、センサーを蒸留水ですすぐ。
【００８６】
　作用電極の表面を、コポリマー電着によって修飾させる。電極の全てをこのように、一
滴の電解重合溶液、１００ｍＭのＰｙＯＨ及び２５μＭのＰｙＯＤＮ(１／４０００濃度
比)及び０．５ＭのＬｉＣＬＯ４で被覆する。次いで、反応を、クロノアンペロメトリー
によって生成される、０．８Ｖ／金疑似基準の定電位の適用によって導電させる。一旦１
１ｍＣ／ｃｍ２の負荷電荷に達したら、重合を中断する。コポリマーが、全ての作用電極
上に同時に形成される。次いで、電極を蒸留水ですすぐ。
【００８７】
　次の工程は本質的にはハイブリダイゼーションである。センサーを、１００ｎＭのビオ
チン化標的ＯＤＮの存在中における一３０μＬ滴の緩衝液で被覆する。ハイブリダイゼー
ションを、３７℃で３０分間実施する。ＰＢＳバッファーでの洗浄工程の後、センサーを
、ＰＢＳバッファー中における１００μｇ／ｍＬのストレプトアビジン溶液に１５分間、
攪拌と共に浸す。次いで、センサーを、ＴＲＩＳ-マレイン酸ＢＳＡバッファー中におけ
る１μｇ／ｍＬの抗リガンド分子の溶液との接触に置くことによって、抗リガンド分子を
固定する。
【００８８】
　次の実施例では、抗リガンド分子は、大腸菌Ｏ１５７の検出のための組換えファージタ
ンパク質か、又はリステリアｓｐｐの検出のためのＦａｂ’断片である。
【００８９】
実施例２：食品サンプル中における大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７の検出
　上掲のように、大腸菌Ｏ１５７に特異的な組換えファージタンパク質で機能化され、均
質化バッグに結合されたバイオセンサーを、食品サンプルでインキュベートする。
【００９０】
　バイオセンサーを有する２つのバッグを、陽性集積調製物でインキュベートする。バイ
オセンサーを有する２つのバッグを、陰性集積調製物でインキュベートし、バイオセンサ
ーを有する２つのバッグを、食品マトリックスのバックグラウンドノイズを測定するため
に、非汚染集積調製物でインキュベートする。
【００９１】
陽性集積調製物
　最小で５％の脂質物質を有する２５ｇの生肉を、フィルターを有するStomacher(登録商
標)に無菌的に入れ、大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７　ＡＴＣＣ４３８８８と接触させる。バッグ
を２－８℃で２４時間置き、株にストレスを与える。
　次いで、４１．５℃で２４時間予熱された２２５ｍＬの緩衝化ペプトン水(bioMerieux 
ref. 42043)、及び５ｍＭのレドックスプローブ[Ｆｅ(ＣＮ)６]３－／４－を、サンプル
に加える。
　５ｍＭのレドックスプローブ[Ｆｅ(ＣＮ)６]３－／４－の存在下における大腸菌Ｏ１５
７：Ｈ７細菌の増殖を、事前に検証した。このレドックスプローブの存在が、培養培地内
の細菌増殖を減速しないことを確認した。
　懸濁液の均質化後、機能化した捕獲担体をStomacher(登録商標)バッグに入れる。
　このプロトコルを、２つの陽性懸濁液を、機能化担体を有する２つのバッグによって検
査するために、反復する。
【００９２】
　２つの陽性懸濁液からのペトリ皿上の計数は、Stomacher(登録商標)バッグにおけるイ
ンキュベーションの前に、生肉の大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７ ＡＴＣＣ４３８８８の０．９２
ＣＦＵ／ｇの平均濃度の評価を可能にする。
【００９３】
　次いで、調製物を４１．５℃で３時間インキュベートする。
【００９４】
陰性集積の調製
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　ネガティブコントロール：同じ生肉バッチ番号から、２５ｇを、フィルターを有するSt
omacher(登録商標)バッグに無菌的に入れ、バチルスセレウスＡＴＣＣ２７５２２との接
触におく。バッグを２－８℃で２４時間置き、株にストレスを与える。
　次いで、４１．５℃で２４時間予熱された２２５ｍＬの緩衝化ペプトン水(bioMerieux 
ref. 42043)、及び５ｍＭのレドックスプローブ[Ｆｅ(ＣＮ)６]３－／４－を、サンプル
に加える。
　懸濁液の均質化後、機能化した捕獲担体をバッグに入れる。
　このプロトコルを、２つの陰性懸濁液を機能化担体を有する２つのバッグによって検査
するために、反復する。
　２つの懸濁液において、Stomacher(登録商標)バッグにおけるインキュベーションの前
の、バチルスセレウスＡＴＣＣ２７５２２によるコンタミネーションの割合は、１．３２
ＣＦＵ／ｇの生肉と評価される(理論的測定)。
【００９５】
　次いで、調製物を４１．５℃で３時間インキュベートする。
【００９６】
　マトリックスによって生成されるバックグラウンドノイズの測定：同じプロトコルを細
菌無しで反復する。次いで、調製物を４１．５℃で６時間インキュベートする。
【００９７】
　この検査の目的は、３時間のインキュベーション／集積後、大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７を検
出可能か検証することである。
【００９８】
得られた結果：
　各バッグについて、インピーダンス測定を、バイオセンサーの洗浄工程無しで、直接的
に実施する。
【００９９】
　１Ｈｚ～１００ｋＨｚの間の周波数スケールにおいて、２００ｍＶで得られるナイキス
トグラフを、図５に示す。
【０１００】
　コンタミネーション無しで、Stomacher(登録商標)バッグにおける生肉調製物の６時間
のインキュベーション後に得られる、及び陰性コンタミネーションを伴う生肉調製物の３
時間のインキュベーション後に得られる電気化学インピーダンススペクトルは、同じ電子
伝達抵抗Ｒｃｔ(半円の直径)を示し、値はそれぞれ１１６及び１１５ｋΩに等しい。
【０１０１】
　このように、電子伝達の抵抗はマトリックスのバックグラウンドノイズに起因し、これ
は、非標的細菌増殖中の電子伝達の抵抗と同一である。
【０１０２】
　大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７(０．９２ＣＦＵ／ｇの生肉)による陽性コンタミネーションを伴
う生肉調製物の３時間の集積後、電子伝達抵抗値は７１９ｋΩであり、すなわち、陰性コ
ンタミネーションで得られるものよりおよそ６倍大きく、大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７の明瞭な
検出を可能にする。
【０１０３】
　全ての均質化バッグで得られる平均Ｒｃｔ値、標準偏差及び変動係数値を、下の表１に
示す。示す値は、インピーダンスシグナルの半円の直径に対応する電荷抵抗のグロス値で
ある。
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【０１０４】
実施例３：食品サンプル中におけるリステリアイノキュアの検出
　上掲のように、リステリアに特異的なＦａｂ’断片で機能化され、均質化バッグに結合
されたバイオセンサーを、食品サンプルでインキュベートする。
【０１０５】
　バイオセンサーを有する一バッグを、陽性集積調製物でインキュベートする。バイオセ
ンサーを有する一バッグを、陰性集積調製物でインキュベートする。
【０１０６】
陽性集積の調製物
　最小で５％の脂質物質を有する２５ｇの生肉を、フィルターを有するStomacher(登録商
標)バッグに無菌的に入れ、リステリアイノキュアＡＴＣＣ３３０９０と接触させる。バ
ッグを２－８℃で２２時間置き、細菌にストレスを与える。
【０１０７】
　次いで、３０℃で１８時間予熱された２２５ｍＬのリステリアＸｐｒｅｓｓブロス(bio
Merieux ref. 42626)、及び５ｍＭのレドックスプローブ[Ｆｅ(ＣＮ)６]３－／４－を、
サンプルに加える。
【０１０８】
　５ｍＭのレドックスプローブ[Ｆｅ(ＣＮ)６]３－／４－の存在下におけるリステリアイ
ノキュア細菌の増殖を、事前に検証した。このように、このレドックスプローブの存在は
、培養培地内の細菌増殖を阻害しないことを確認した。
【０１０９】
　懸濁液の均質化後、２つの機能化捕獲担体をStomacher(登録商標)バッグに入れた。
【０１１０】
　ペトリ皿上の計数は、Stomacher(登録商標)バッグにおけるインキュベーションの前の
、リステリアイノキュアＡＴＣＣ３３０９０濃度を、０．４８ＣＦＵ／ｇの生肉と評価す
ること可能にした。
【０１１１】
　次いで、調製物を３０℃で６時間インキュベートする。
【０１１２】
陰性集積の調製
　ネガティブコントロール：同じ生肉バッチ番号から、２５ｇを、フィルターを有するSt
omacher(登録商標)バッグに無菌的に入れ、黄色ブドウ球菌ＡＴＣＣ６５３８Ｐとの接触
に置いた。バッグを２－８℃で２２時間置いた。
【０１１３】
　次いで、３０℃で１８時間予熱された２２５ｍＬのリステリアＸｐｒｅｓｓブロス(bio
Merieux ref. 42626)、及び５ｍＭのレドックスプローブ[Ｆｅ(ＣＮ)６]３－／４－を、
サンプルに加える。
【０１１４】
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　懸濁液の均質化後、２つの捕獲担体をStomacher(登録商標)バッグに入れた。黄色ブド
ウ球菌ＡＴＣＣ６５３８Ｐ濃度は、Stomacher(登録商標)バッグにおけるインキュベーシ
ョンの前に、４．１０７ＣＦＵ／ｇの生肉である(理論的測定)。
【０１１５】
　次いで、調製物を３０℃で６時間インキュベートする。
【０１１６】
　この検査の目的は、インキュベーション／集積の６時間後に、リステリア属細菌の検出
が可能であるか検証することである。
【０１１７】
得られた結果：
　各バッグについて、インピーダンス測定を、バイオセンサーの洗浄工程無しで、直接的
に実施する。
【０１１８】
　１Ｈｚ～１００ｋＨｚの間の周波数スケールにおいて、２００ｍＶで得られるナイキス
トグラフを、図６に示す。
【０１１９】
　陰性コンタミネーション(４．１０７ＣＦＵ／ｇの黄色ブドウ球菌)を有する均質化バッ
グにおける生肉調製物の６時間のインキュベーション後に得られる電気化学インピーダン
ススペクトルは(図６破線)、電子伝達抵抗値が１３ｋΩであることを示す。
【０１２０】
　リステリアイノキュアＡＴＣＣ３３０９０(インキュベーションの前に０．４８ＣＦＵ
／ｇの生肉)による陽性コンタミネーションを有する生肉調製物の集積の６時間後、電子
伝達抵抗値は４５ｋΩであり、すなわち、陰性コンタミネーションで得られるものよりお
よそ３倍大きい。
【０１２１】
　この結果は、食品サンプルに存在するリステリアイノキュア細菌の存在を、前記サンプ
ルを有する集積培地と接触する電気化学的バイオセンサー上に固定された特異的Ｆａｂ’
断片により、センサーを洗浄する工程無し、シグナル増幅無しで検出することが可能であ
ること明瞭に示す。
【０１２２】
　全ての均質化バッグで得られる平均Ｒｃｔ値、標準偏差及び変動係数値を、下の表２に
示す。示される値は、インピーダンスシグナルの半円の直径に対応するグロス電荷抵抗値
である。

【０１２３】
実施例４：光学的検出について標的微生物に特異的な少なくとも一つの結合パートナーで
増感された捕獲担体の作成
　照射ポリスチレンで作られ、会社Nunc/Thermo Scientific(Cat. No. 472230)によって



(17) JP 5902159 B2 2016.4.13

10

20

30

40

50

市販される、図９及び１０に示す捕獲担体。
【０１２４】
　捕獲担体の増感を、次に示すように、６の工程において実施する：
　　１)ポリスチレン担体を、炭酸バッファー、ｐＨ　９．６中における５μｇ／ｍＬの
ビオチン化ＢＳＡ(ウシ血清アルブミン)溶液中に、３７℃で一晩、浸す；
　　２)次いで、担体を、ＰＢＳバッファーで数秒すすぐ；
　　３)すすいだ後、担体を、ｐＨ７．２のリン酸緩衝液中における１０μｇ／ｍＬのス
トレプトアビジン溶液に、３７℃で２時間、浸す；
　　４)次いで、担体を、ｐＨ９．６の炭酸バッファーで数秒すすぐ；
　　５)次いで、担体を、ｐＨ９．６の炭酸バッファー中における特異的結合パートナー(
１μｇ／ｍＬ～４０μｇ／ｍＬ)の溶液に、３７℃で２時間、浸す；
　　６)最後に、担体を、ｐＨ９．６の炭酸バッファー中におけるＢＳＡの溶液に、３７
℃で２時間、不動態化させる。
【０１２５】
　このように作成された増感担体は、微生物の光学検出に使用されるか、又は後の使用の
ために２－８℃に保存されうる。
【０１２６】
実施例５：増感担体の使用による、食品サンプルにおける大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７の光学的
検出。
　この実験の目的は、上掲に記載し図８に示すような、増感担体の使用により、集積中の
、食品サンプル中における標的細菌大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７の存在を直接的に検出すること
である。
【０１２７】
　以下で詳細に記載するように、検出は、インキュベーション期間中に、抗大腸菌Ｏ１５
７：Ｈ７組換えファージタンパク質を有する増感担体を、反応培地中に１／１０に希釈さ
れた食品サンプルを有する均質化バッグに浸すことによって実施される。
【０１２８】
プロトコル：
工程１：反応培地におけるサンプルの再懸濁
４つのサンプルを次のように調製する：
　　・サンプルＡ：均質化バッグにおいて、５コロニー形成単位(ＣＦＵ)の大腸菌Ｏ１５
７：Ｈ７によって汚染された２５ｇのミンチステーキを、０．０１ｇ／Ｌのバンコマイシ
ン(Sigma, Cat. No. 75423)及び０．３ｇ／ＬのＴＴＣ(bioMerieux, Ref. 04568088)で補
充された、２２５ｍＬのＢＰＷ(bioMerieux, Ref. 42043)に再懸濁させる；
　　・サンプルＢ：均質化バッグにおいて、大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７によって汚染されてい
ない２５ｇのミンチステーキを、０．０１ｇ／Ｌのバンコマイシン及び０．３ｇ／ＬのＴ
ＴＣで補充された、２２５ｍＬのＢＰＷに再懸濁させる；
　　・サンプルＣ：均質化バッグにおいて、５ＣＦＵの大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７によって汚
染された３７５ｇのミンチステーキを、０．０１ｇ／Ｌのバンコマイシン及び０．３ｇ／
ＬのＴＴＣで補充された、３３７５ｍＬのＢＰＷに再懸濁させる；
　　・サンプルＤ：均質化バッグにおいて、大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７によって汚染されてい
ない３７５ｇのミンチステーキを、０．０１ｇ／Ｌのバンコマイシン及び０．３ｇ／Ｌの
ＴＴＣで補充された、３３７５ｍＬのＢＰＷに再懸濁させる；
【０１２９】
　分析を、各サンプルについて３回実施した。
【０１３０】
工程２：インキュベーションの前の均質化バッグへの増感担体の浸漬
　増感捕獲担体を、以下に記載のように、各stomacherバッグ(サンプルＡ、Ｂ、Ｃ及びＤ
)に入れる。次いで、均質化バッグを、閉鎖ピンによって再び閉じ、インキュベーターに
おいて４１．５℃で１６－２４時間インキュベートする。
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工程３：インキュベーション期間後の捕獲担体の読取り
　インキュベーション(４１．５℃で２０時間)の最後であって、サンプル中に存在する全
ての細菌によるＴＴＣの非特異的還元(すなわち、付属フローラ及び標的フローラに属す
る)の後、反応培地は赤色である。最後に、分析したサンプルの陽性又は陰性を露呈する
捕獲担体を観察できるように、均質化バッグを、反応培地から前記捕獲担体を分離するた
めに傾ける。
【０１３２】
　実験計画によると、サンプルＢ及びＤは陽性であり、サンプルＡ及びＣは陰性である。
出願人(ｒｅｆ．３０１２２)によって市販されているＶＩＤＡＳ(登録商標)ＥＣＰＴ方法
によるこれらの同じサンプルの分析は、類似な結果に導き、よって、増感捕獲担体の光学
読取りによって得られる結果を裏付ける。
【０１３３】
　最後に、２０時間のインキュベーション後に達せられる標的レベルは、サンプルＢでお
よそ５．５ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬであり、サンプルＤで３．５ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ
である。
【０１３４】
実施例６：増感担体の使用による環境サンプル中におけるリステリアｓｐｐの光学的検出
　この実験の目的は、増感担体の使用によって、集積中の環境サンプル中におけるリステ
リア属に属する細菌株の存在を、直接検出することである。
【０１３５】
　以下に詳細に記載するように、検出を、インキュベーション期間中に、３つの抗リステ
リアｓｐｐ．組換えファージタンパク質で増感された、図１０に記載のような捕獲担体を
、反応培地中に希釈されたサンプルを有する閉容器中に浸漬することによって実施する。
【０１３６】
プロトコル：
工程１：反応培地中におけるサンプルの再懸濁
　全ての環境サンプルを、以下に詳細に記載する実施例に従い調製する；
【０１３７】
　表面サンプルを採るために使用されるスポンジ(８ｃｍ×３ｃｍ)を二等分に分け、次の
ように処理する：
　　サンプル１：容器(すなわちピルボックス)において、第一の１／２スポンジをリステ
リア属に属する５ＣＦＵの株によって人工的に汚染させ、０．１ｇ／ＬのＴＴＣ(bioMeri
eux, Ref. 04568088)によって補充された４５ｍＬのＬＸ培地(bioMerieux, Ref. 42635)
に再懸濁させる。
　　サンプル２：第二の容器(すなわちピルボックス)において、リステリア属に属する株
によって汚染されていないもう一方の半分を、０．１ｇ／ＬのＴＴＣ(bioMerieux, Ref. 
04568088)によって補充された４５ｍＬのＬＸ培地(bioMerieux, Ref. 42635)に再懸濁さ
せる。
【０１３８】
　サンプル及び人工的に播種された株間の関係を下の表３に提示する。
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【０１３９】
工程２：インキュベーション前の容器(ピルボックス)における増感担体の浸漬
　例えば図９及び１０に記載のような増感担体を、各ピルボックスに入れる。これを行う
ために、ピルボックスの蓋に孔を作り、増感捕獲担体６４が、分析領域(領域６４１及び
６４２)が培養培地に完全に浸漬するまで、強制的に挿入できるようにする。次いで、ピ
ルボックスをそれらのストッパーで密封し、インキュベーターにおいて３０℃で２４－４
８時間インキュベートする。
【０１４０】
工程３：インキュベーション期間の最後での捕獲担体の読取り
　インキュベーション(３０℃で２４－４８時間)の最後であって、サンプル中に存在する
全ての細菌によるＴＴＣの非特異的還元(すなわち、付属フローラ及び標的フローラに属
する)の後、反応培地は赤色である。また、分析したサンプルの陽性又は陰性を露呈する
増感捕獲担体を観察できるように、均質化バッグを、反応培地からサンプルを分離するた
めに傾ける。各サンプルをまた、ＶＩＤＡＳ(登録商標)ＬＩＳ(Ref. 30700)方法によって
分析する。
【０１４１】
　得られた結果を、下の表４に挙げる：

【０１４２】
　増感捕獲担体では、捕獲担体の領域６４１の赤着色及び領域６４２の着色無しが、サン
プルの陽性を示す(図１０を参照)。
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【０１４３】
　実験計画によると、サンプル１は陽性であり、サンプル２は陰性である。ＶＩＤＡＳ 
ＬＩＳ方法によるこれらの同じサンプルの分析は、類似な結果に導き、よって、増感捕獲
担体の光学読取りによって得られる結果を裏付ける。
【０１４４】
実施例７：標的微生物に特異的な少なくとも一つの結合パートナーによって機能化された
(コンジュゲートされた)粒子の作成
　この実施例のために、２タイプのコンジュゲートを、４００ｎｍの直径のラテックス粒
子から作成する。
　・下の工程に従う、特異的結合パートナー(抗大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７組換えファージタ
ンパク質)の吸着による調製：
　　　１．遠心分離による、ＶＥＲＳＯＬ水におけるラテックス粒子(Plain Hidye blue,
 Polymer lab)の洗浄；
　　　２．ホイール撹拌(wheel agitation)を伴う、周囲温度で３時間の、０．５％の固
形分のラテックス粒子の存在下における、ｐＨ７リン酸緩衝液中における１５０μｇ／ｍ
Ｌの特異的結合パートナーの吸着。
　吸着収率は８０％より大きく、従って、吸着後にラテックス粒子を洗浄する必要はない
。
【０１４５】
　・下の工程に従う、特異的結合パートナー(抗Ｏ１５７組換えファージタンパク質)のカ
ップリングによる調製：
　　　１．遠心分離による、ｖｅｒｓｏｌ水におけるラテックス粒子(Carboxylic Hidye,
 Polymer lab)の洗浄；
　　　２．サーモミキサーにおける、３７℃及び７００ｒｐｍで３時間の攪拌による、０
．５％の固形分のラテックス粒子の存在下における、エチル-(Ｎ’，Ｎ’-ジメチルアミ
ノ)プロピルカルボジイミドハイドロクロライド(ＥＤＣ)への、ｐＨ７の２０ｍＭのリン
酸緩衝液中における１２５μｇ／ｍＬのストレプトアビジンのカップリング。
　　　３．非カップリング化ストレプトアビジンを、５０００ｇでの２０分の遠心分離に
よって除去し、残りを、ｐＨ７の２０ｍＭのＴｒｉｓバッファーに採る；
　　　４．１５０μｇ／ｍＬのビオチン化特異的結合パートナー(抗大腸菌Ｏ１５７：Ｈ
７ビオチン化組換えファージタンパク質)の添加、及びホイール撹拌を伴う周囲温度での
３時間のインキュベーション；
　　　５．７０００ｇで１０分間の遠心分離によって過剰結合パートナーを除去し、ｐＨ
７の２０ｍＭのＴｒｉｓバッファーに採る。
【０１４６】
実施例８：液体培地における増感ラテックス粒子の凝集による、食品サンプル中における
大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７の検出。
　この実験の目的は、先の実施例に記載のような増感ブルーラテックス粒子によって、集
積中の食品サンプル中における標的細菌大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７の存在を、直接的に検出す
ることである。
【０１４７】
　以下で詳細に記載するように、検出は、インキュベーション期間中に、抗大腸菌Ｏ１５
７：Ｈ７組換えファージタンパク質を有する増感ブルーラテックス粒子を、集積培地中に
希釈された食品サンプルを収容する閉容器中に浸すことによって実施される。
【０１４８】
プロトコル：
工程１：集積培地中におけるサンプルの再懸濁／希釈
６つのサンプルを次のように調製する：
　　サンプルＡ１：均質化バッグにおいて、５ＣＦＵの大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７によって汚
染された２５ｍＬの低温殺菌(パスチャライゼーション)ミルクを、２２５ｍＬのＢＰＷ(b
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ioMerieux, ref. 42043)に希釈する；
　　サンプルＡ２：均質化バッグにおいて、大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７によって汚染されてい
ない２５ｍＬの低温殺菌ミルクを、２２５ｍＬのＢＰＷに希釈する；
　　サンプルＢ１：均質化バッグにおいて、５ＣＦＵの大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７によって汚
染された２５ｇのサケを、２２５ｍＬのＢＰＷに再懸濁させる；
　　サンプルＢ２：均質化バッグにおいて、大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７によって汚染されてい
ない２５ｇのサケを、２２５ｍＬのＢＰＷに再懸濁させる；
　　サンプルＣ１：均質化バッグにおいて、５ＣＦＵの大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７によって汚
染された２５ｇのサラダを、２２５ｍＬのＢＰＷに再懸濁させる；
　　サンプルＣ２：均質化バッグにおいて、大腸菌Ｏ１５７：Ｈ７によって汚染されてい
ない２５ｇのサラダを、２２５ｍＬのＢＰＷに再懸濁させる；
　３回の反復を、各サンプルについて実施した。
【０１４９】
工程２：インキュベーションより前の、均質化バッグへの反応培地を有する管の挿入
　図１１によると、次いで、反応培地を有する管を均質化バッグに加える。反応培地は、
１００μｌの増感ブルーラテックス粒子、及び１０ｍｇ／Ｌのバンコマイシンで補充され
た１．４ｍＬのＢＰＷから成る。
【０１５０】
　次いで、均質化バッグを閉鎖ピンによって再び閉じ、３-フェーズインキュベーション
のために、プログラム可能なインキュベーターに置く。実際は、均質化バッグから、反応
培地を有する管へのアリコートのサンプル(０．５ｍＬ)の移動は、理想気体の状態方程式
(ｐＶ＝ｎＲＴ)に基づき、文書ＷＯ-Ａ-２００４／０９２４０１に記載されるプロセスに
従って実施される。
【０１５１】
インキュベーション期間は、次の通りに分けられる：
　　フェーズ１：４１．５℃で１６時間；ＢＰＷに希釈された２５ｇのサンプルの集積、
　　フェーズ２：３０℃で１時間；反応培地を有する管への０．５ｍＬのサンプルの移動
、
　　フェーズ３：１．５℃で８時間；０．５ｍＬのアリコートを有する反応培地の集積、
【０１５２】
　実験計画によると、サンプル番号１のサンプルを陽性として、サンプル番号２のサンプ
ルを陰性として決定した。ＶＩＤＡＳ ＥＣＰＴ方法によるこれらの同じサンプルの分析
は、類似な結果に導き、よって、液体培地における増感ラテックス粒子の凝集によって得
られる結果を裏付ける。
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