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一般細菌お よび酵母様真菌に対する感受性試験のMIC判 定には
,凝 集法(日 本化学療法学会),濁 度

法(NCCFLS,日 本医真菌学会),酸 化還元反応呈色色素法などが用いられている。一般 に,MIC判 定で

はその自動化や判定値の客観性が求められ,そ れぞれの方法に利点があるものの,問 題点も指摘 されて

いる。今回,我 々は感受性試験のMIC判 定法の一つである凝集法に注 目し,画 像処理技術を用いて,

凝集性 を有する菌について菌発育に伴 う凝集沈殿塊を調べ菌発育終末点の判定を試みたところ,い くつ

かの問題点 を解決することができた。 この方法を用いることにより,自 動化 はもちろん,凝 集法の欠点

であった主観性を排除して客観的に結果を検討でき,凝 集法におけるMIC判 定の応用範囲拡大の可能

性が示唆 されたので報告する。今回,凝 集性の強いATCC株 の3菌 種を,日 本医真菌学会提案の抗真

菌剤感受性試験法に準拠 して作成された検査用マイクロプレー トである 「酵母様真菌FP」 を利用 して,

37℃ で48時 間培養 した後,凝 集法と濁度法により菌発育終末点を判定 した。さらに,プ レー トウェル

底面の凝集沈殿塊像をパソコンに取 り込み,画 像処理 により凝集沈殿塊の面積と個数を判定 し,日 本化

学療法学会より提案されたMIC判 定法にそって菌発育終末点を判定 したところ,本 方法による菌発育

終末点は,目 視による凝集法によって得 られた菌発育終末点 とほ とんど一致し,濁 度法による菌発育終

末点とも近い値であった。この結果,凝 集性を有する菌であって も画像処理法を用いることにより,菌

の発育陽性判定を客観的に判定できる可能性が示唆 された。本方法を濁度法 と併用することにより,信

頼性の高いMIC自 動判定システムの構築が可能であろう。

Key words:image processing, MIC, endpoint, microdilution, yeast

一 般細 菌 にお い ては
,1990年 に 日本 化学 療 法学 会抗 菌 薬

感受性 測定 法検 討 委 員会 報告1)に よ り微 量 液体 希釈 法 に よ る

MIC判 定 の標準 化 が 行 われ た 。 一方 酵母 様 真 菌 に対 す る抗

真 菌剤 薬剤 感受性 試験 の標準 化へ の 試み も進 ん でい る。 これ

らの試 み へ の 第 一 歩 と して は,National Committee for

Clinical Laboratory Standard (NCCLLS)に よ る1982年 の

抗 真 菌剤 薬 剤感 受 性 試験 の実 態 調 査結 果 を踏 まえ た,1992

年 の標準 化勧 告 案M27-Pが 挙 げ られ る2)。さらに1995年,

NCCLSはM27-Pを 改 訂 し,よ り実 用 化 へ と 向 け た

M27-Tを 提 案 してい る3)。 また,1995年 に は国 内 にお いて

も,M-27Pに 準 拠 しなが ら改 良 を加 えた感 受性 試 験 法が 日

本 医真菌 学会 か ら提 案 され た4)。

M27-Pはmacrodilution法 で あ った が,そ の 後提 案 され

たM27-Tや 日本 医真 菌 学 会提 案 の 試験 法で は,現 場 の検 査

室で も応用 の き くmicrodilution法 であ った。 しか しなが ら,

この微 量 液体希 釈 法 であ っ て も,よ り簡便 に抗 真 菌剤 薬剤 感

受性試験ができる薬剤固着型マイクロプレー トの安定供給

と,MIC決 定のための簡便で客観的な菌発育終末点の測定

法の確立という問題点が浮かび上がってきた。最近,日 本医

真菌学会提案の試験法に準 じた試験試薬として,薬 剤固着型

マイクロプレー トが開発され,こ れを用いた比較試験におけ

る結果は日本医真菌学会試験法と高い一致性を示した5}。
一般細菌のMIC判 定法としては

,日 本化学療法学会

による,凝 集沈殿塊 の大 きさと個数を肉眼的に確認す

る方法がある1)。また,酵 母様真菌のMIC判 定法では

濁度法,す なわち菌が発育 した液体培地を振盪攪拌 し,

目視またはマ イクロプ レー トリーダーを用いて濁度を

調べてMIC値 を判定する方法がある4,6)。さらに,酸 化

還元反応呈色色素 を用 いて,菌 発育の状態を色調で判

定 しようとする方法 もあ り7～9),標準法との互換性や再

現性の高さが確認されている。

我々はより簡便で客観的な菌発育終末点の判定方法を開発
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中で あ るが,目 視法 の応 用範 囲拡 大の可 能性 を追 求す るた め,

画像処 理技 術 を導入 して菌発 育終 末点 の判読 を試 み た。 今 回,

菌凝集 性 の強 いATCC株3菌 種 を薬 剤 固着型 マ イク ロプ レ

ー トに接種 培 養 し
,ウ ェル底 面 の顕微 鏡画像 をパ ソコ ンに取

り込 み,凝 集 沈殿塊 の個 数 と面積 を求 め た。そ の個数 と面 積

値 を,目 視法 と濁 度法 に も とつ いて判 読 した菌発 育終 末点 と

比較 し,画 像処 理法 によ るMIC判 定 の可能 性 を検討 した。

1. 材 料 と 方 法

試 験 菌 株 の 薬 剤 感 受 性 測 定 に は,手 技 に よ る 誤 差 を

極 力 避 け る た め,薬 剤 感 受 性 測 定 用 マ イ ク ロ プ レー ト

で あ る 「酵 母 様 真 菌FP」(栄 研 化 学)を 利 用 し た 。 こ

の マ イ ク ロ プ レー トは 日本 医 真 菌 学 会 提 案 の 標 準 試 験

法 で あ る微 量 液 体 希 釈 法 に準 拠 し て作 製 さ れ た も の で,

96穴 の 各 ウ ェ ル に は,RPMI1640培 地 で10段 階 に希

釈 さ れ た5種 の 薬 剤 が 凍 結 さ れ,-20℃ で 冷 凍 保 存 さ

れ た もの で あ る 。 薬 剤 の 種 類 とそ の 濃 度 は,ア ム ホ テ

リ シ ン(amphotericin B;AMPH-B): 0.03, 0.06, 0.125,

0.25,0.5,1,2,4,8,16μg/ml,フ ル シ トシ ン(flucyto-

sine; 5-FFC)と フ ル コ ナ ゾ ー ル(fluconazole; F-FLCZ):

0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64μg/ml,イ トラ コ

ナ ゾ ー ル(itraconazole; ITZ): 0.015, 0.03, 0.06, 0.125,

0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8μg/ml,ミ コナ ゾー ル(miconazole;

MCZ): 0.06, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32μg/ml

と な っ て い る。

測 定 菌 に は,凝 集 性 が 強 く,今 回 入 手 の 機 会 を 得 た

ATCC株 のcandida parapsilosis (ATCC 90019),

candida glabrata (ATCC 90030), candida krusei

(ATCC 6258)の3菌 種 を 用 い た 。 接 種 菌 は,生 理 食

塩 水 に 接 種 真 菌 を 入 れ トー マ 血 球 計 算 板 で 菌 数 を 算 定

し た 後,ウ ェ ル 内 の 最 終 接 種 菌 濃 度 が1×103CFFU/ml

に な る よ う に 分 注 し た 。 今 回 は,移 動 に よ る 沈 殿 凝 集

塊 の 変 形 を 避 け る た め,菌 を接 種 し た マ イ ク ロ プ レー

トを 顕 微 鏡 上 の 細 胞 培 養 用 恒 温 器 に 入 れ た の で,培 養

温 度 は37℃ で48時 間培 養 し た。

1) 肉 眼 に よ る 菌 発 育 終 末 点 の 判 定(以 下 目視 法)

日本 化 学 療 法 学 会 抗 菌 薬 感 受 性 測 定 法 検 討 委 員 会 報

告1)の 一 般 細 菌 の た め の 発 育 陽 性 の 判 定 法 で あ る,「 直

径1mm以 上 の 凝 集 沈 殿 塊 ま た は1mm以 下 で あ っ て も2

個 以 上 の 凝 集 沈 殿 塊 が 認 め ら れ た 場 合 は 発 育 陽性 とす

る 」 と い う判 定 法 に も とづ き,マ イ ク ロ プ レ ー トウ ェ

ル 底 面 か らの 目 視 に よ り,発 育 陽 性 が 認 め られ な か っ

た希 釈 濃 度 の 最 小 濃 度 を菌 発 育 終 末 点 と判 定 した 。

2) 濁 度 に よ る菌 発 育 終 末 点 の 判 定(以 下 濁 度 法)

マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー(MTP-32,CORONA

ELECTRIC)を 使 用 して 波 長630nmの 光 を用 い て 各

ウ ェ ル の 濁 度 を測 定 し た 。0.2×(PC-NC)+NCで 計 算

さ れ た 値 を 基 準 値 と し て,発 育 コ ン トロ ー ル の80%

阻 止 濃 度(IC80法4))以 上 の 発 育 が 認 め られ た 場 合,す

な わ ち 基 準 値 よ り高 い 値 の ウ ェ ル を 発 育 陽 性 と し,菌

発育 を阻止 した濃度の中で最小の希釈濃度を菌発育終

末点 とした。ただし,PCは ポジティブコントロール,

NCは ネガティブコ ントロールにおける濁度の値であ

り,測 定直前にプレー トミキサー(EM-33, TAITEC)

で1分 間振盪攪拌した。

3) 画像処理 による菌発育終末点の判定(以 下画像処

理法)

画像処理による凝集沈殿塊面積の測定は,48時 間培

養後のマイ クロプ レー トを,顕 微鏡用 ビデオ カメラ

(IFF-8500, Ikegami;コ ネクター レンズ ×2.5)を 取 り付

けた倒立顕微鏡(IMT-2,オ リンパス;対 物 レンズ ×1)

に装着 したウェルスキャナー(WS-RAX-C-P,第 一精

密)に セ ッ トし,ウ ェルを一穴ずつ移動 させ ながら,

各ウェルの顕微鏡画像 デー タをパ ソコン(Macintosh

Performa 5220, Apple computer)にTIFF方 式を用い

てグレースケールで取 り込んだ。一画面の大 きさ縦7.8

mm,横10.5mmの 解像度を,そ れぞれ240 dot, 320

dotに 設定したので,一 画面を構成する76,800個 の各

一点(ピ クセル)が 占める面積は1 .066×10-3mm2で

ある。また,各 点の濃淡は256階 調(8ビ ット)で 表

わした。

ウェルスキ ャナーの設定移動距離 と実際の移動距離

のずれによ りウェル周辺部に濃淡のむらができた。こ

の影響 を避け,か つ正規化 を考慮 し,ウ ェル中央部の

面積10mm2に 相 当する円内を測定範囲とした。この

中央測定範囲円内の画像データに閾値170で2値 化処

理 を施 し,凝 集沈殿塊の面積 と個数を測定 した。その

後,日 本化学療法学会抗菌薬感受性測定法検討委員会

報告1)の発育陽性判定法に準拠 して菌発育終末点を判定

した。すなわち,「直径1mm以 上の沈殿塊」を 「面積

0.7854mm2(=737ピ クセル)以 上の沈殿塊」に読み

替えた。もう一つの条件である 「1mm以 下であっても

2個 以上の沈殿塊が認められた場合は発育陽性 とする」

については,画 像処理で凝集沈殿塊個数を簡単に測定

できるので,こ の条件 にもとついた。結果,画 像処理

による菌発育終末点判定では,「 面積0.785mm2以 上の

凝集沈殿塊 またはそれ以下の面積であっても2個 以上

の凝集沈殿塊が認め られた場合は発育 陽性」 とし,陽

性が認め られなかった希釈系列の中で,も っとも低い

薬剤濃度を菌発育終末点 とした。

各判定は同一プレー トを用いて行った。判定順序は,

まず 目視法で、続 いて画像デー タの取 り込みを行って

か ら濁度法で判定 し、その後画像処理法で判定 した。

なお 、 ウェル スキ ャナ ーの移 動命 令 は、パ ソコ ン

(PC-9801VM, NEC)のRS-232Cポ ー トを通 じ自作

ソフ トで制御 し、画像 の取 り込 みや処 理 はAdobe

PhotoshopとNIH Imageを 用いた。

11. 結 果

C.parapsilosis (ATCC 90019)を 「酵母様真菌FP」
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(a) (b) (c)
Fig. 1. Image of colonies of Candida parapsilosis in a microplate well contain-

ing amphotericin B at 1 it g/ml, obtained by a microcomputer and light 
microscope. The microplate for antifungal susceptibility testing was incu-
bated for 48 hours at 37t. 

(a) Colonies of C. parapsilosis (bottom view), (b) Image processing of 
parts of colonies which were cut into a circle (10 mm2) at the center of the 
microplate well, (c) The area of the colonies was processed to a black tone 
(area of colonies, 1.33 mm2; number of colonies, 92)

に接 種 し,AMPH-Bの1μg/mlの 薬 剤 希 釈 濃 度 で48

時 間 培 養 し た 後 に パ ソ コ ンへ 取 り込 ん だ 画 像 をFig.1

(a)に 示 し た 。 画 像 ほ ぼ 中 央 に シ ャー レ様 に 見 え る の

が プ レー トの ウ ェ ル 底 面 の 画 像 で あ る 。 次 に 、 こ の ウ

ェ ル の 中 央 部 に 面 積10mm2と な る よ う に凝 集 沈 殿 塊

測 定 範 囲 円 を設 定 し(Fig.1(b)),閾 値 を170と して

2値 化 処 理 を 行 っ た(Fig.1(c))。 この2値 化 画 像 の

黒 い 部 分 が 凝 集 沈 殿 塊 部 分 で あ り,こ の 画 像 か ら求 め

た凝 集沈 殿 塊 面 積 は1.33mm2,個 数 は92個 で あ っ た 。

こ の デ ー タ よ り,凝 集 沈 殿 塊 の 個 数 は2個 以 上 か つ 面

積 は0.785mm2以 上 な の で,発 育 は 陽性 と判 定 され た。

同 様 に,C.parapsilosis(ATCC 90019)の

AMPH-Bの 各 薬 剤 希 釈 濃 度 系 列(0.03,0.06,0.125,

Fig. 2. Areas of colonies of Candida parapsilo-
sis which were measured by image process-
ing after 48 hours of incubation at 37 t 
versus the concentration of amphotericin 
B. The endpoint read by the image process-
ing method was 2 pg/m1 (endpoint: 2 iigl 
ml by the visual method and 1 fig/m1 by 
the spectrophotometric method).

0.25,0,5,1,2,4,8,16μg/ml)に 対 す る凝 集 沈 殿 塊 面

積 を測 定 した結 果 をFig.2に 示 した 。0.25μglml以 下

の 濃 度 で は,測 定 範 囲 円 内 全 域 の10mm2に 菌 が 凝 集

沈 殿 し て い た 。 ま た,0.5μg/mlと1μg/mlの 薬 剤 濃

度 で の 凝 集 沈 殿 塊 面 積 は そ れ ぞ れ4.08mm2,1.33mm2

で あ っ た が,2μg!ml以 上 の薬 剤 濃 度 で は,0。785mm2

以 上 また は2個 以 上 の 凝 集 沈 殿 塊 は測 定 で きな か っ た 。

こ の 測 定 値 よ り,画 像 処 理 法 で 判 定 し た 菌 発 育 終 末 点

は2μg/mlで あ っ た。 また,本 系 列 の 画 像 デ ー タ をパ

ソ コ ン に取 り込 む 直 前 に,目 視 法 に よ り判 定 した 菌 発

育 終 末 点 は2μg/mlで あ っ た。 さ らに,画 像 取 り込 み

直 後 に マ イ ク ロ プ レ ー トリ ー ダ ー で 濁 度 を測 定 し た 結

果 をFig.3に 示 した 。 この 濁 度 デ ー タか らIc、 。法 で 判

定 した 菌 発 育 終 末 点 値 は,IC8。 法 の 基 準 値 が0.0668と

算 出 さ れ た の で1μglmlで あ っ た 。 こ れ らの 結 果,画

像 処 理 法 か ら判 定 し た 菌 発 育 終 末 点 は 目視 法 の 値 と一

Fig. 3. Turbidity of the microplate wells read by a 
microplate reader versus the concentration of 
amphotericin B against Candida parapsilosis after 
48 hours of incubation at 37 t. The endpoint deter-
mined with the spectrophotometer was 1,ug/ml.
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Table 1. Comparison of broth microdilution determined endpoints of five antifungal agents against three

reference strains determined by three methods

致 し,濁 度法から判定 した菌発育終末点 とも近かった。

C.parapsilosis(ATCC90019)を 含め,C.glabra-

ta(ATCC90030), C.krusei(ATCC 6258)の3菌1種

を抗真菌剤感受性検査用プ レー トにそれぞれ接種 し,

37℃48時 間培養後に濁度法,目 視法,画 像処理法か

ら,AMPH-B, 5-FC, FLCZ, ITZ, MCZの 各薬剤に

対する菌発育終末点を判定 した結果をTable 1に 示 し

た。 目視法 と画像処理法か ら判定された菌発育終末点

は1つ を除 きすべて一致 した。 また濁度法か ら判定さ

れた菌発育終末点 は,目 視法や画像処理法により判定

された菌発育終末点 とほとんどが同 じ結果で,差 のあ

ったもので も薬剤希釈系列で1管 以内の差であった。

III. 考 察

病院 などの検査室 にお いて,臨 床株 を対象 とした

MIC値 を判定する場合,目 視法や濁度法などが広 く用

いられている。 しかし,凝 集性 を有する菌のMIC判 定

において,目 視法ではその熟練度や主観性による誤差

が,濁 度法では振盪攪拌す るとい う作業な どのため,

誤差が生 じる可能性がある。それ らに比べ,画 像処理

法(Figs.1,2)に よる発育陽性判定では,日 本化学療

法学会抗菌薬感受性測定法検討委員会報告1)の判定法に

準拠 した基準をパ ソコンに設定す ることで,そ の基準

と測定データの比較をパ ソコンが厳密 に行うので,安

定 した客観的な菌発育終末点が得 られ,か つ,目 視法

による菌発育終末点 とほぼ一致した(Table 1)。

目視法 による菌発育終末点判定は短時間で終了 した

が,画 像処理法による菌発育終末点判定では,1画 像デ

ー タ(200kbyte以 上)の 取 り込みに20秒 ほどを費や

すので,必 要 なデー タを取 り込むのには数十分が必要

であった。取 り込みの時間については今後改善の必要

があ る。 しか しなが ら,目 視法では凝集沈殿塊の直径

が1mm前 後のため判定が微妙な場合や,確 認で きな

いような小 さい凝集沈殿塊 な どが存在 した場合で も,

画像処理法では問題 なく判定できた。 また今回は,画

像の二値化処理における閾値 を170に 設定 したが,顕

微鏡光源の種類や ビデオカメラの感度によっては,調

整する必要があるだろう。

目視法 と画像処理法で判定 した菌発育終末点がほぼ

完全 な一致を見たのは,目 と機器 という違いはあるが,

それぞれ 日本化学療法学会抗菌薬感受性測定法検討委

員会報告1)の判定法 と,同 基準に準拠 した方法で求めて

いるか らであろう。 このことは,今 回我々が用いた画

像処理法により,目 視による菌発育陽性判定を忠実に

実行で きる機器 システムが構築で きることを意味 して

いる。

しか し,濁 度に よる菌発育終末点は、その判定法が

根本的に異なるため,目 視法や画像処理法の値 とは少

し差違を生じた(Table1)。 ウェルの中の菌と薬剤の希

釈液 を考 えた場合,濁 度に影響をおよぼすい くつかの

要因が考 えられる。それは,薬 剤や培地 自身が持つ色

や,薬 剤の影響による菌の膜構造変化に伴 う光学的異

方性変化やウェル部の湾曲による屈折光変化 などであ

る。 しか も,こ れ らの要因は取 り除くことが不可能で

あ り,そ の量 を判定することも難 しい。 また,濁 度測

定の直前にはプ レー トを振盪攪拌するが,凝 集の速い

菌では濁度測定途中に凝集沈殿が進むので,こ の要因

も目視法や画像処理法 との結果に違いを与えると考え

られる。ここではデータを示 さないが,我 々の測定に

おいても,同 じプレー トで濁度法か ら菌発育終末点を

判定 した結果,振 盪攪拌方法や測定スピー ドを変える

ことにより菌発育終末点の値に違いが出た。濁度法に

よる菌発育終末点判定では,こ れ らのことを考慮 し,

判定結果は十分検討する必要がある。

今回,凝 集性 を有する菌であっても,そ の凝集沈殿

塊 の面積 と個数 を画像処理で測定す ることにより,菌

発育陽性 を自動的 ・客観的に判定できるとい う画像処

理法の有効性が示された。本方法により,凝 集法にお

けるMIC判 定の応用範囲拡大の可能性 も示唆された。

ただ し,使 用 システムの制限か ら培養温度が37℃ で

あった り,入 手菌株などの問題により,十 分なMICと

AMPH-B: amphotericin B, 5-FC: flucytosine, FLCZ: fluconazole, ITZ: itraconazole, MCZ: miconazole

(unit: ƒÊg/ml)
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の議論 には至 らなかった。今後は,培 養温度を含めて

本システムに改良を加え,一 連の処理をさらに自動化

したり,十 分発育 していないため肉眼では確認で きな

い凝集沈殿塊 を画像処理法で測定するなど,判 定時間

の効率化や省力化を図っていきたい。
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Determination of endpoints of five antifungal agents obtained by image processing 

on the broth microdilution method 

Toshihiko Ogihara1), Yuji Takamoto2), Akiyoshi Shibata3), Chizuru Numata1), 

Masayuki Kobayashi4) and Harushige Kanno5) 
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 The susceptibilities of Candida parapsilosis (ATCC 90019) , Candida glabrata (ATCC 90030) 

and Candida krusei (ATCC 6258) to five antifungal agents (amphotericin B, flucytosine, flucona-

zole, itraconazole and miconazole) were investigated by the frozen microplate method of antifun-

gal susceptibility testing. The testing microplate was designed according to the method proposed 

by the Japanese Society for Medical Mycology. This method is similar to M27-T proposed by the 

National Committee for Clinical Laboratory Standards. The endpoints of the five antifungal agents 

against three reference strains in the microplate were determined by the usual visual and spec- 

trophotometric methods. The microplate was incubated for 48 hours in air at 37•Ž . Areas and 

numbers of colonies at the bottom of the microplate well were determined by a microcomputer 

and the endpoints of the agents against the reference strains were also determined by image pro- 

cessing. The endpoints obtained by image processing were almost the same as the values obtained 

by the visual method and similar to the values obtained by the spectrophotometric method. These 

results suggest that it is possible to determine the endpoint by image processing automatically 

and objectively.


