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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　撮像装置を使用して、透明なフィルムカバーシートを有する前面と半透明の基板を有す
る後面とを有する薄膜型培養器の第１の画像を生成することであって、
　　前記第１の画像が前記薄膜型培養器の前記前面に照明を与えながら生成され、
　　前記薄膜型培養器が、微生物によって、第１の色により観察可能な第１の生成物に変
換される指示化合物を含み、
　　前記薄膜型培養器が、第１の種類の微生物によって気体に変換されうる栄養成分を含
む、ことと、
　前記撮像装置を使用して、前記薄膜型培養器の第２の画像を生成することであって、前
記第２の画像が前記薄膜型培養器の前記後面に照明を与えながら生成される、ことと、
　前記第１の画像を解析して前記薄膜型培養器内の第１の位置の微生物コロニーを識別す
ることと、
　前記第２の画像を解析して前記薄膜型培養器内の第２の位置の第１の気泡を識別するこ
とと、
　前記第１の位置が前記第２の位置から所定の距離の範囲内にあるかを判定することと、
を含み、
　前記第１の画像が、後面照明に対する前面照明の第１の比で前記薄膜型培養器を照明し
ながら生成され、前記第２の画像が、前記第１の比よりも小さい後面照明に対する前面照
明の第２の比で前記薄膜型培養器を照明しながら生成される、方法。



(2) JP 6366604 B2 2018.8.1

10

20

30

40

50

【請求項２】
　前記第２の画像を解析して第１の気泡を識別することが、前記第１の気泡の周囲の第１
の所定の領域を解析して第２の気泡を検出することを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記第１の気泡のサイズパラメータを第２の気泡のサイズパラメータと比較することを
更に含む、請求項２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、２０１２年１２月２０日出願の米国仮特許出願第６１／７３９，７８９号に
基づく優先権を主張するものであり、当該出願の開示内容の全体を参照によって本明細書
に援用するものである。
【背景技術】
【０００２】
　生物学的安全性は、現代社会における非常に重要な問題となっている。食物又は他の材
料中の生物学的汚染の検査は、食品の開発業者及び販売業者にとって重要かつ、しばしば
義務として課される要求事項となっている。生物学的検査は、例えば医療患者から採取さ
れた血液試料、実験目的で開発された実験室試料、及び他の種類の生物学的試料などの実
験室試料中の細菌又は他の病原体を同定するためにも用いられる。生物学的検査を改良す
る目的、また、生物学的検査プロセスを効率化し、標準化する目的で様々な方法及び装置
を利用することができる。
【０００３】
　様々な培養器がこれまでに開発されている。一例として、ミネソタ州セントポール所在
のスリー・エム社（3M Company）（以下、３Ｍと称する）により開発された培養器がある
。詳細には、この培養器は、３Ｍ社によりＰＥＴＲＩＦＩＬＭプレートの商品名で販売さ
れている。培養器を用いることで、例えば、好気性細菌、大腸菌、大腸菌群、腸内細菌、
酵母、かび、黄色ブドウ球菌、リステリア、カンピロバクター菌を始めとする、食品汚染
と一般的に関連付けられる微生物の速やかな増殖及び検出を促進することができる。ＰＥ
ＴＲＩＦＩＬＭプレート又は他の増殖培地の使用により、食品試料の細菌検査を簡素化す
ることができる。
【０００４】
　培養器を使用して細菌を計数するか又はその存在を確認することによって、（食物検査
の場合には）是正措置を行い、（医療用途の場合には）正しい診断を行うことができる。
他の用途では、培養器を使用することで、実験室試料中の微生物を、例えば実験目的で、
急速に増殖させることができる。
【０００５】
　生物学的スキャンユニットとは、微生物コロニーをスキャン及び／又は計数するために
用いられる装置のことを指す。例えば、食品試料又は実験室試料を培養器上に置き、次い
でプレートをインキュベーションチャンバに挿入することができる。インキュベーション
の後、培養器を生物学的スキャンユニットに入れ、細菌増殖の自動検出及び計数を行うこ
とができる。このようにして、生物学的スキャンユニットは、培養器中の微生物コロニー
の検出及び計数を自動化し、これにより人為的エラーを低減することによって生物学的検
査プロセスを改善するものである。
【０００６】
　一般的には、本開示は、スキャン画像内の物体を区別するための技術に関する。詳細に
は、この技術を使用することで、２枚の基板の間にヘッドスペースを設けずに配置された
培地を含む培養器の画像内に存在するガス産生微生物のコロニーを識別する。更に、この
技術を使用することで、培養器のスキャン画像内のガス産生微生物のコロニーの数を計数
することができる。コロニーを計数するには、培地の入った培養器をスキャンユニットに
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挿入する。培養器を挿入するとスキャンユニットは培養器の画像を生成する。次いで、ス
キャンユニット内で、又はデスクトップコンピュータ、ワークステーションなどの外部の
演算装置によって実行される画像処理及び解析のルーチンを用いてガス産生微生物のコロ
ニーの数を計数又は他の方法で決定することができる。本発明によれば、ガス産生コロニ
ーを区別する方法が述べられる。本方法を用いることで、従来の方法と比較して、スキャ
ンされた画像内の微生物コロニーの自動計数の精度を向上させることができる。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　一態様では、本開示は方法を提供する。この方法は、撮像装置を使用して、透明なフィ
ルムカバーシートを有する前面と半透明の基板を有する後面とを有する薄膜型培養器の第
１の画像を生成することを含みうる。前記第１の画像は培養器の前面に照明を与えながら
生成される。前記培養器は、微生物によって、第１の色により観察可能な第１の生成物に
変換される指示化合物を含む。前記培養器は、第１の種類の微生物によって気体に変換さ
れうる栄養成分を含む。方法は、前記撮像装置を使用して、前記薄膜型培養器の第２の画
像を生成することであって、前記第２の画像が前記培養器の前記後面に照明を与えながら
生成される、ことと、前記第１の画像を解析して前記培養器内の第１の位置の微生物コロ
ニーを識別することと、前記第２の画像を解析して前記培養器内の第２の位置の第１の気
泡を識別することと、前記第１の位置が前記第２の位置から所定の距離の範囲内にあるか
を判定することと、を更に含んでもよい。
【０００８】
　いずれの実施形態においても、前記第１の画像は、後面照明に対する前面照明の第１の
比で培養器を照明しながら生成され、前記第２の画像は、前記第１の比よりも小さい、後
面照明に対する前面照明の第２の比で培養器を照明しながら生成されうる。上記の実施形
態のいずれにおいても、前記第１の気泡は第１の外周を有してよく、前記第２の画像を解
析して気泡を識別することは、前記第１の外周に付随する暗い輪を識別することを含みう
る。上記の実施形態のいずれにおいても、前記第２の画像を解析して第１の気泡を識別す
ることは、前記第１の気泡のサイズパラメータを計算することを含みうる。上記の実施形
態のいずれにおいても、方法は、第１の気泡のサイズパラメータを第２の気泡のサイズパ
ラメータと比較することを更に含みうる。上記の実施形態のいずれにおいても、方法は、
前記第１の画像を使用して前記培養器内の微生物コロニーの数を数えることを更に含みう
る。上記の実施形態のいずれにおいても、方法は、前記第１及び第２の画像を使用して前
記栄養成分を気体に変換しない微生物コロニーの数を数えることを更に含みうる。
【０００９】
　別の態様では、本開示は、コンピュータ可読命令を含むコンピュータ可読媒体を提供す
る。前記コンピュータ可読命令は、プロセッサにより実行されると、前記プロセッサを含
む画像解析システムに、前面と前面の反対側の後面とを有する薄膜型培養器の第１の画像
を解析させることができる。前記第１の画像は培養器の前面に照明を与えながら生成され
る。前記第１の画像を解析することは、前記培養器内の第１の位置の微生物コロニーを識
別することを含む。前記コンピュータ可読命令は、プロセッサにより実行されると、プロ
セッサに薄膜型培養器の第２の画像を更に解析させることができ、前記第２の画像は、前
記培養器の後面に照明を与えながら生成されるものである。前記第２の画像を解析するこ
とは、培養器内の第２の位置の気泡を識別することを含む。前記コンピュータ可読命令は
、プロセッサにより実行されると、プロセッサに、前記第１の位置が前記第２の位置から
所定の距離の範囲内にあるかを更に判定させることができる。
【００１０】
　コンピュータ可読媒体の上記の実施形態のいずれにおいても、前記第２の画像を解析し
て気泡の第２の位置を特定することは、前記気泡の周囲の暗い輪を識別することを含みう
る。上記の実施形態のいずれにおいても、前記コンピュータ可読媒体は、プロセッサによ
り実行されると、システムに、第１の画像を使用して培養器内の微生物コロニーの数を数
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えさせることが可能な命令を更に含む。上記の実施形態のいずれにおいても、前記コンピ
ュータ可読媒体は、プロセッサにより実行されると、システムに、第１及び第２の画像を
使用して培養器内のガス産生微生物のコロニーの数を数えさせることが可能な命令を更に
含む。
【００１１】
　更なる別の態様では、本開示は方法を提供する。この方法は、薄膜型培養器の増殖領域
の画像を解析して気泡を検出することと、複数の前記気泡を分類することと、を含み、前
記複数の気泡を分類することは、前記複数の気泡のそれぞれに関連付けられたサイズパラ
メータに基づいて、それぞれの気泡を第１の群又は第２の群に割り振ることを含みうる。
いずれの実施形態においても、前記気泡を第１の群と第２の群とに分類することは、第１
の気泡のサブセットを第１の非生物由来であることが疑われる気泡群に分類することを含
んでよく、方法は、前記第１の非生物由来であることが疑われる気泡群のサイズパラメー
タ値の上限値を指定することを更に含みうる。いずれの実施形態においても、前記気泡を
第１の群と第２の群とに分類することは、第２の気泡のサブセットを生物由来であること
が疑われる気泡群に分類することを含んでよく、方法は、前記生物由来であることが疑わ
れる気泡群のサイズパラメータ値の下限値を指定することを更に含みうる。
【００１２】
　更なる別の態様では、本開示はコンピュータ可読媒体を提供する。コンピュータ可読媒
体は、プロセッサにより実行されると、前記プロセッサを含む画像解析システムに薄膜型
培養器の増殖領域の画像を解析させて気泡を検出させるとともに複数の前記気泡を分類さ
せるコンピュータ可読命令を含み、前記複数の気泡を分類することは、前記複数の気泡の
それぞれに関連付けられたサイズパラメータに基づいて、それぞれの気泡を第１の群又は
第２の群に割り振ることを含む。いずれの実施形態においても、前記気泡を第１の群と第
２の群とに分類することは、第１の気泡のサブセットを第１の非生物由来であることが疑
われる気泡群に分類することを含んでよく、前記コンピュータ可読命令は更に、プロセッ
サに、前記第１の非生物由来であることが疑われる気泡群のサイズパラメータ値の上限値
を指定させることが可能である。いずれの実施形態においても、前記気泡を第１の群と第
２の群とに分類することは、第２の気泡のサブセットを生物由来であることが疑われる気
泡群に分類することを含んでよく、前記コンピュータ可読命令は更に、プロセッサに、前
記生物由来であることが疑われる気泡群のサイズパラメータ値の下限値を指定させること
が可能である。
【００１３】
　更なる別の態様では、本開示は方法を提供する。この方法は、薄膜型培養器の増殖領域
の画像の第１の領域を解析させて前記第１の領域内の第１の気泡の数を検出することと、
前記画像の第２の領域を解析させて前記第２の領域内の第２の気泡の数を検出することと
、前記第１の気泡の数を前記第２の気泡の数と比較することと、を含みうる。いずれの実
施形態においても、方法は、前記画像の第３の領域を解析して前記第３の領域内の第３の
気泡の数を検出することと、前記第１の気泡の数又は前記第２の気泡の数を前記第３の気
泡の数と比較することと、を含みうる。いずれの実施形態においても、方法は、前記画像
を解析して前記培養器の前記増殖領域内の気泡を検出することと、複数の気泡を分類する
ことと、を更に含んでよく、前記複数の気泡を分類することは、前記複数の気泡のそれぞ
れに関連付けられたサイズパラメータに基づいて、それぞれの気泡を第１の群又は第２の
群に割り振ることを含む。特定の実施形態では、方法は更に、前記第１、第２、又は第３
の領域のいずれかの気泡が、前記第１の群又は前記第２の群のいずれに割り振られるかを
判定することを含みうる。
【００１４】
　更なる別の態様では、本開示はコンピュータ可読媒体を提供する。このコンピュータ可
読媒体は、プロセッサにより実行されると、プロセッサを含む画像解析システムに、薄膜
型培養器の増殖領域の画像の第１の領域を解析させて前記第１の領域内の第１の気泡の数
を検出させ、前記画像の第２の領域を解析させて前記第２の領域内の第２の気泡の数を検
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出させ、前記第１の気泡の数を前記第２の気泡の数と比較させることが可能なコンピュー
タ可読命令を含む。いずれの実施形態においても、前記コンピュータ可読命令は更に、プ
ロセッサに、前記画像の第３の領域を解析させて前記第３の領域内の第３の気泡の数を検
出させ、前記第１の気泡の数又は前記第２の気泡の数を前記第３の気泡の数と比較させる
ことが可能である。いずれの実施形態においても、前記コンピュータ可読命令は更に、プ
ロセッサに、前記画像を分析させて前記培養器の前記増殖領域内の気泡を検出させ、複数
の前記気泡を分類させることが可能であり、前記複数の気泡を分類することは、前記複数
の気泡のそれぞれと関連付けられたサイズパラメータに基づいて、それぞれの気泡を第１
の群又は第２の群に割り振ることを含む。いずれの実施形態においても、前記コンピュー
タ可読命令は更に、プロセッサに、前記第１、第２、又は第３の領域のいずれかの気泡が
、前記第１の群又は前記第２の群のいずれに割り振られるかを判定させることが可能であ
る。
【００１５】
　本発明の異なる態様は多くの利点をもたらしうるものである。例えば、本発明は、培養
器上の微生物コロニーの自動計数の精度を向上させることができる。詳細には、本明細書
に述べられる計数規則は、一般的に生じる、培養器内の微生物コロニーの自動計数の精度
を低下させうる問題を解決しうるものである。
【００１６】
　これらの実施形態及び他の実施形態の更なる詳細を、添付の図面及び以下の説明文に記
載する。他の特徴、目的、及び利点は、説明文及び図面、並びに特許請求の範囲から明ら
かとなろう。
【図面の簡単な説明】
【００１７】
【図１】スキャン装置によって生成される画像の画像解析を行う外部コンピュータに接続
されたスキャン装置を含む例示的なシステムの斜視図である。
【図２】図１に示されるシステムに相当しうる生物学的スキャンシステムのブロック図で
ある。
【図３】微生物培養器の自動解析のプロセスを示すフロー図である。
【図４】本開示に基づく微生物培養器を解析する方法の一実施形態のブロック図である。
【図５】本開示に基づくガス産生微生物のコロニーを区別するための計数規則のフロー図
である。
【図６】薄膜型培養器の一部の白黒画像であり、培養器の後面のみを照明した際に得られ
た画像である。
【図７】図６の薄膜型培養器の一部の白黒画像であり、培養器の前面のみを照明した際に
得られた画像である。
【図８】図６のラインスキャンにおける画素の赤、緑、及び青色成分のそれぞれの相対強
度のグラフである。
【図９】図７のラインスキャンにおける画素の赤、緑、及び青色成分のそれぞれの相対強
度のグラフである。
【図１０Ａ】微生物のガス産生コロニー及び非ガス産生コロニーを示す薄膜型培養器の一
部の白黒画像であり、培養器の後面のみを照明した際に得られた画像である。
【図１０Ｂ】画像の第１のマスク領域を示す図１０Ａの白黒画像である。
【図１０Ｃ】画像の第２のマスク領域を示す図１０Ａの白黒画像である。
【図１０Ｄ】画像の第３のマスク領域を示す図１０Ａの白黒画像である。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　微生物の検出及び計数は、多くの様々な分野において普遍的な問題である。微生物は、
ほとんどすべての食品、水、空気中、及び人が触れる様々な表面及び物質中に存在してい
る。こうした微生物はしばしば有害であり、したがってこれを測定して管理する必要があ
る。
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【００１９】
　物質（例えば、食品、水、環境残渣）中の微生物の存在を検出するために広く用いられ
ている慣例の１つに、適宜調製した、試験しようとする物質の試料を培養器に入れ、微生
物をコロニーに増殖させることがある。このような培地中で培養すると、コロニーは肉眼
に見えるようになり、計数することができるようになる。それぞれの目に見えるコロニー
は１個の元の微生物に対応している。本開示の方法は、微生物のコロニーを増殖及び計数
するためのこうした培養器を使用して行われる。培養器は、個々のコロニーが分離された
状態に維持されるように、基質（例えば、寒天、グアーガム、又はペクチンなどのゲル化
剤）中に分散された水性栄養培地を含んでいる。多くの培養器は、本明細書に述べられる
ような指示化合物を更に含んでいる。本開示に基づくガス産生微生物のコロニーを増殖及
び検出するのに適した培養器としては、２枚の基板の間に配置された培地を有する培養器
が挙げられる。すなわち、培地は、培地と２枚の基板の両方との間にヘッドスペースを設
けずに２枚の基板の間に挟まれる。
【００２０】
　本開示の方法における使用に適した培養器としては、例えば、スリー・エム社（3M Com
pany）によりＰＥＴＲＩＦＩＬＭの商品名で販売される薄膜型培養器が挙げられる。ＰＥ
ＴＲＩＦＩＬＭ薄膜型培養器は、例えば、米国特許第５，３６４，７６６号、同第５，６
０１，９９８号、及び同第５，６８１，７１２号をはじめとする、多くの公報に開示され
ており、これらの全容をいずれも参照によって援用するものである。
【００２１】
　通常の寒天培地及びＰＥＴＲＩＦＩＬＭプレートに使用されている培地をはじめとする
多くの培地は、微生物の存在を示すための指示化合物を含んでいる。指示化合物としては
、例えばｐＨ指示薬、発色酵素基質、及び酸化還元指示薬が挙げられる。指示化合物は、
生成物に直接的又は間接的に変換されると、微生物コロニー及び／又はコロニーの周囲の
培地に色の変化を与える。こうした色の変化は、培地中の微生物コロニーの存在の検出を
しばしば容易にするものであり（例えば、コロニーと培地との間の色のコントラストを高
める）、また、色の変化は、特定の指示化合物と反応する特定のコロニーを、その指示化
合物と反応しない別の微生物コロニーから区別する機能も有しうる。
【００２２】
　微生物を増殖及び区別するための多くの種類の培地は、２種類以上の指示化合物を含ん
でいる。例えば、ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ大腸菌計数プレート中の培地は、水性緩衝液及び／
又は試料で水和される場合、酸化還元指示薬（塩化トリフェニルテトラゾリウム、以下、
「ＴＴＣ」）及び発色酵素基質（５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－Ｄ－グ
ルクロニド、以下、「Ｘ－ｇｌｕｃ」）を含んでいる。ＴＴＣは、微生物細胞と反応して
、グラム陰性菌選択的増殖培地中で増殖する任意の細菌コロニーの細胞塊を染色する赤み
がかった色のホルマザンを生成する。これに対して、Ｘ－ｇｌｕｃは、選択的増殖培地中
で増殖可能であること以外に、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ酵素活性を有する細菌（例えば
、β－Ｄ－ガラクトシダーゼ酵素活性を有する大腸菌株）のみと反応する。Ｘ－ｇｌｕｃ
の加水分解によってインディゴ色素が生成され、コロニーの細胞塊を青く染色するととも
にβ－Ｄ－ガラクトシダーゼ酵素活性を有するコロニーの周囲にそれほど濃くない青色の
輪を形成する。
【００２３】
　本開示の方法を用いることで、複数の指示化合物の１以上との反応に基づいて、またそ
れぞれのガス生成能又はその欠落によって、微生物コロニーを区別することが可能である
と考えられる。微生物コロニーは、１以上の指示化合物と反応して、微生物の存在を示す
呈色又は蛍光生成物を生成することができる。更に、微生物コロニーに付随する気泡の存
在によって、そのコロニーが、培養器中に存在する栄養成分をガス状の最終生成物（例え
ば、二酸化炭素）に代謝することが可能な微生物群に属することが示される。
【００２４】
　したがって、本開示に基づく方法で使用される培養器は、ガス状の最終生成物（例えば
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、二酸化炭素）に変換されうる（例えば、発酵によって）有効量の栄養成分を含むもので
ある。培養器はまた、微生物の活動によって産生され、培養器中に閉じ込められた気泡が
、水和したゲルの一部を実質的に置換することで、光学的に検出可能な空隙が平面状の層
の間に形成されるという特徴的な構造（すなわち、２つのほぼ平面状の層の間に挟み込ま
れた水和したゲル）を有している。いずれの実施形態においても、栄養成分は、例えばグ
ルコース、スクロース、ラクトース、又は上記の炭水化物の任意の２つ以上の組み合わせ
などの炭水化物とすることができる。当業者であれば、微生物の活動によってガス状の最
終生成物に変換され、本開示に基づいてガス産生コロニーを識別するための培地中に使用
することができる様々な栄養成分が認識されるであろう。
【００２５】
　本開示の方法で使用される培地は、１つの種類の微生物の増殖にとって、他の種類の微
生物よりも有利となるようなものを選択することができる。例えば、培地は、特定の微生
物（例えば、グラム陰性菌）の増殖を阻害する、かつ／又は他の微生物の増殖に有利な選
択的成分（例えば、抗生物質、塩化ナトリウム、胆汁塩、クリスタルバイオレットなどの
色素）を含むことができる。当業者であれば、本開示の方法に基づいて使用される培養器
中で特定の微生物の増殖を促進させるために使用することが可能な様々な選択物質が認識
されるであろう。
【００２６】
　本開示の方法に基づけば、試料は、当該技術分野では周知の手順にしたがって調製され
、培養器中に接種され、インキュベートされる。試料の調製では、試料を培養器中の栄養
培地の中（例えば、平板混釈法）又はその表面上（例えば、平板表面塗抹法）に導入する
のに先立って試料から非微生物破片を低減又は除去するために、必要に応じて希釈、酵素
的消化、濾過、及び／又は沈降を行ってもよい。
【００２７】
　試料中に存在することが疑われる微生物の増殖に適した温度での充分なインキュベーシ
ョン時間の後、培養器中の微生物コロニーの画像を撮影するための撮像システムを使用し
、異なる画像解析スキームを適用することによって、微生物コロニーを検出及び計数する
ことができる。培養器中の微生物コロニーを計数及び／又は区別するために使用される撮
像システムの例は、国際公開第ＷＯ　９８／５９３１４号、並びに米国特許第７，２９８
，８８５号、同第８，０９４，９１６号、及び同第７，４９６，２２５号に見ることがで
き、これらの全容を参照により本明細書に援用するものである。培養器中の微生物を検出
及び／又は計数するための画像解析スキームの例は、米国特許第６，０５８，２０９号及
び同第６，２４３，４８６号に見ることができ、これらの全容を参照により本明細書に援
用するものである。
【００２８】
　本開示は、培養器（例えば、薄膜型培養器）の画像内の微生物コロニーを計数するため
の技術に関するものである。この技術を使用することで培養器中の微生物コロニーの自動
計数の精度を高めることができる。本明細書に開示される計数規則は、個別に用いるか、
又は例えば、いずれもそれらの全容を本明細書に参照によって援用するところの国際公開
第ＷＯ　２００５／０６２７４４号、及び２０１２年１２月２０日出願の発明の名称が「
画像内の微生物コロニーを区別するための方法（METHOD OF DIFFERENTIATING MICROBIAL 
COLONIES IN AN IMAGE）」である米国仮特許出願第６１／７３９，７８６号に開示される
計数規則などの他の計数規則と組み合わせて用いることができる。
【００２９】
　本明細書に開示される計数規則は、通常、コンピュータにより実行可能なソフトウェア
の命令として保存され、生物学的スキャンシステム又は画像解析システム内のプロセッサ
（例えば、必要に応じてスキャン装置と接続されるプロセッサ及び画像解析ソフトウェア
）によって実行される。また、これらの規則は、特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ）、フ
ィールドプログラマブルゲートアレイ（ＦＰＧＡ）、又は当該技術分野では周知の各種の
ハードウェア要素などのハードウェア内で実行することもできる。本明細書に述べられる
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規則は、スキャンされる増殖培地に応じて、個別に、又は他の計数規則との任意の組み合
わせとして適用することができる。いずれの場合も、本明細書に述べられる規則を適用す
ることにより、培養器（例えば、薄膜型培養器）上の微生物コロニーの自動計数の精度を
向上させることができる。
【００３０】
　いずれの実施形態においても、本開示の方法では、培養器内の微生物コロニーを検出及
び計数するためのシステムを用いる。培養器内の微生物コロニーを検出及び計数するため
のシステムは、例えば、いずれもその全容を参照によって本明細書に援用するところの国
際公開第ＷＯ　９６／１８７２０号、同第ＷＯ　９６／１８１６７号、同第ＷＯ　２００
５／０６２７４４号に述べられている。
【００３１】
　図１は、培養器内の微生物コロニーを検出及び計数するためのシステム２０の一実施形
態の斜視図を示したものである。システム２０は、外部コンピュータ２２と接続されたス
キャナ２１を有しており、外部コンピュータ２２はスキャナによって生成された画像の画
像解析を行う。外部コンピュータ２２は、例えば、培養器２４の画像解析を行うようにプ
ログラムされたマイクロプロセッサを含みうる。外部コンピュータ２２は、パーソナルコ
ンピュータ（ＰＣ）、デスクトップコンピュータ、ラップトップコンピュータ、手持ち式
コンピュータ、ワークステーション、タブレットパーソナルコンピューティングデバイス
、携帯デバイスなどで構成することができる。例えば、ソフトウェアプログラムを外部コ
ンピュータ２２にロードすることによってスキャナ２１によって生成される培養器２４の
画像の画像解析を容易とすることができる。
【００３２】
　スキャナ２１は、インターフェース２５を介して外部コンピュータ２２と接続されてい
る。インターフェース２５は、例えば、ユニバーサル・シリアル・バス（ＵＳＢ）インタ
ーフェース、ユニバーサル・シリアル・バス２（ＵＳＢ２）インターフェース、ＩＥＥＥ
　１３９４ファイヤーワイヤー（Fire Wire）インターフェース、スモール・コンピュー
タ・システム・インターフェース（Small Computer System Interface）（ＳＣＳＩ）、
アドバンス・テクノロジー・アタッチメント（Advance Technology Attachment）（ＡＴ
Ａ）インターフェース、シリアルＡＴＡインターフェース、ペリフェラルコンポーネント
インターコネクト（ＰＣＩ）インターフェース、従来のシリアル若しくはパラレルインタ
ーフェース、無線接続などを含みうる。
【００３３】
　培養器２４は、培養器２４を識別するために用いられるバーコード又は他の種類の識別
マークなどの標示２９を必用に応じて有してもよい。ＲＦＩＤタグ、光学的に検出可能な
二次元コードなども標示として使用することができる。いずれの場合も、標示２９は、培
養器２４で増殖され試験されている微生物の種類を識別することができる。スキャナ２１
は、培養器２４をスキャナ２１内の第１の位置に引き込んで標示２９の画像を生成し、次
いで培養器２４を第２の位置に引き込んで増殖領域２７の画像を生成するような設計とす
ることができる。このようにして、培養器の標示２９及び増殖領域２７の画像をシステム
２０によって生成することができる。また、１つの画像で標示２９及び増殖領域２７の両
方を撮影することもできる。いずれの場合も、標示２９をスキャンすることで、使用され
ているプレートの種類の識別が容易となることにより、１以上の所望の計数規則を自動的
に適用することができる。
【００３４】
　例として、培養器２４は、スリー・エム社（３Ｍ）よりＰＥＴＲＩＦＩＬＭプレートの
商品名で販売される薄膜型培養器で構成することができる。培養器２４を用いることによ
って、例えば大腸菌、大腸菌群細菌、腸内細菌、サルモネラ菌などを含む、ガス産生微生
物による食品汚染と一般的に関連付けられる微生物の速やかな増殖及び検出を促進するこ
とができる。培養器は、一般に、生物学的増殖並びに細菌の検出及び計数に一般的に使用
される増殖培地の１つの種類を含むものである。しかしながら、本発明は、本明細書で検
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討される他の種類の増殖培地とともに適用することもできる。
【００３５】
　いずれの実施形態においても、薄膜型培養器は、透明なフィルムカバーシートで構成さ
れた前面を有してよく、後面は、例えば、ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ大腸菌／大腸菌群計数プレ
ート、ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ大腸菌群計数プレート、及びＰＥＴＲＩＦＩＬＭ腸内細菌計数
プレートなどの半透明な基質で構成される。理論によって束縛されるものではないが、半
透明なフィルムと透明フィルムとの間に配置された比較的薄い（例えば、厚さ約１～２ｍ
ｍ）培地の組み合わせが、本開示に基づいてガス産生コロニーを区別するうえで有利な光
学的条件を与えるものと考えられる。
【００３６】
　培養器上の微生物コロニーの自動計数の精度を高めるため、本開示の方法の異なる態様
では、画像処理の際に適用することができる規則を確立している。換言すれば、下記によ
り詳しく述べる規則は、撮像装置から直接画像を受信しないシステム２０又は画像解析シ
ステム（図に示されていない）において実行されるコロニー計数アルゴリズムの一部を構
成しうるものである。これらの規則は、スキャンされる増殖培地の種類及び想定されうる
問題に応じて、個別に、又は他の画像解析規則（国際公開第ＷＯ　２００５／０６２７４
４号に述べられる計数規則）との任意の組み合わせとして用いることができる。１以上の
計数規則を適用することで、薄膜型培養器などのような増殖培地上の微生物コロニーの自
動計数の精度が高められることにより、システム２０のような生物学的スキャンシステム
を改良することができる。
【００３７】
　図２は、システム２０（図１）に相当しうる、生物学的スキャンシステム３０のブロッ
ク図である。システム３０は、増殖培地の１以上の画像を生成してプロセッサ３４にその
画像を提供する撮像装置３２を含んでいる。プロセッサ３４はメモリ３６に接続されてい
る。メモリ３６は、撮像装置３２により生成された画像の画像解析を促進する、プロセッ
サにより実行可能な様々なソフトウェア命令を保存する。詳細には、メモリ３６は、培養
器上の微生物コロニーの自動計数の精度を向上させるために画像解析の際に適用される１
以上の計数規則３７を保存する。出力装置３８は、プロセッサ３４が判定した結果を受信
してその結果をユーザに提供する。
【００３８】
　例として、撮像装置３２は、培養器の１以上の画像を生成するための２次元単色カメラ
で構成することができる。異なる照明要素（図に示されていない）を使用して培養器の前
後を照明することができる。例えば、照明要素は培養器を１以上の色で照明することがで
き、培養器の１以上の画像が撮像装置３２によって生成されうる。更に、コントローラ（
図に示されていない）によって、培養器の各画像について、後面照明に対する前面照明の
比を制御することができる。薄膜型培養器の画像を得るために使用することが可能な、必
要に応じて複数の照明色による、前面及び後面の照明を与える撮像装置の非限定的な一例
が、本明細書にその全容を参照によって援用するところの米国特許第８，０９４，９１６
号に述べられている。
【００３９】
　本開示に基づく画像の解析方法では、培養器の少なくとも１つの画像を使用する。必要
に応じて、本方法では、培養器を照明する異なる条件を使用してそれぞれが得られる２個
の画像を用いることによって、ガス産生微生物のコロニーをより正確に区別することがで
きる。第１の画像は、培養器の前面（すなわち、撮像装置に面する培養器の面）を照明し
ながら得ることができる。薄膜型培養器の前面は、透明なカバーシートを有する面である
。第２の画像は、培養器の「後面」を照明しながら得ることができる。薄膜培養器の後面
はカバーシートの反対側の面である。ガス産生微生物のコロニーのプレートを検出するよ
うに構成された多くのＰＥＴＲＩＦＩＬＭ（例えば、ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ大腸菌／大腸菌
群計数プレート、ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ大腸菌群計数プレート、ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ迅速大
腸菌群計数プレート、及びＰＥＴＲＩＦＩＬＭ腸内細菌計数プレート）では、薄膜培養器
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の後面は半透明なポリマーフィルムを有している。
【００４０】
　培養器の「前面」を照明することは、培養器の前面を照明する照明要素から入射する照
明に培養器を曝露することを含みうる。一実施形態では、第１の画像は、培養器の前面を
照明する照明要素から入射する照明の１００％と、培養器の後面を照明する照明要素から
入射する照明の０％とを用いて得ることができる。別の実施形態では、例えば、第１の画
像は、培養器の前面を照明する照明要素から入射する照明の８０％と、培養器の後面を照
明する照明要素から入射する照明の２０％とを用いて得ることができる。後面照明に対す
る前面照明の比は、培養器中の特定の種類の栄養培地に対して最適なコントラストを与え
るように選択することができる。
【００４１】
　本方法のいずれの実施形態においても、第１の画像は、後面照明に対する前面照明の第
１の比（例えば、１００％：０％）で培養器を照明しながら生成され、第２の画像は、前
記第１の比よりも小さい、後面照明に対する前面照明の第２の比（例えば、０％：１００
％）で培養器を照明しながら生成される。いずれの実施形態でも、第１の比は１：１より
も大きくてよい。いずれの実施形態でも、第２の比は１：１よりも小さくてよい。
【００４２】
　注意すべき点として、本明細書で使用するところの「第１の画像」とは、培養器が主と
してプレートの前面からの照明を受光しながら得られる画像のことを指し、本明細書で使
用するところの「第２の画像」とは、培養器が主としてプレートの後面からの照明を受光
しながら得られる画像のことを指すものである。示唆される画像を得る時間的な順序は、
「第１の画像」及び「第２の画像」なる用語の使用が意図するところではない。したがっ
て、培養器の第１の画像は、培養器の第２の画像よりも前又は後で得ることができる。更
に、一方の画像（例えば、それぞれ第１の画像又は第２の画像）を、他方の画像（例えば
、それぞれ第２の画像又は第１の画像）を得た直後に撮像培養器によって得る必要はない
。第１及び第２の画像は、各画像の取得の間の時間に生じる顕著な生物学的変化（例えば
、増殖又は酵素活性）又は物理的変化（例えば、脱水）の可能性を防ぐために充分に近い
時間で得ることが推奨される。したがって、好ましい一実施形態では、第１の画像は、第
２の画像が得られた時間の約３０秒以内に得られる。
【００４３】
　当業者であれば認識されるであろう点として、撮像装置が培養器の前面に面して配置さ
れ、更に照明要素が培養器の前面に照明が向けられるように配置されたシステムでは、撮
像装置によって生成される画像は、培養器及びその内容物から反射される光から実質的に
なることがある。更に、当業者であればやはり認識されるであろう点として、撮像装置が
培養器の前面に面して配置され、更に照明要素が培養器の後面に照明が向けられるように
配置されたシステムでは、撮像装置によって生成される画像は、培養器及びその内容物に
よって透過及び／又は反射される光から実質的になることがある。
【００４４】
　培養器の「後面」を照明することは、培養器の後面を照明する照明要素から入射する照
明に培養器を曝露することを含みうる。一実施形態では、第２の画像は、培養器の後面を
照明する照明要素の１００％と、培養器の前面を照明する照明要素から入射する照明の０
％とを用いて得ることができる。別の実施形態では、第２の画像は、培養器の後面を照明
する照明要素から入射する照明の８０％と、培養器の前面を照明する照明要素から入射す
る照明の２０％とを用いて得ることができる。後面照明に対する前面照明の比は、培養器
中の特定の種類の栄養培地に対して最適なコントラストを与えるように選択することがで
きる。
【００４５】
　本開示の方法のいずれの実施形態においても、後面照明によって得られる画像のみ又は
前面照明によって得られる画像のみを用いることが望ましい場合がある。図６及び７に示
され、また下記に述べられるように、後面照明は、薄膜型培養器内の培地と気泡（例えば
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、気泡の外周）との間の特に高いコントラストを与えることができる。
【００４６】
　これらの画像はプロセッサ３４に提供されるとともにメモリ３６にも保存されうる。い
ずれの場合にも、各画像は、培養器上の細菌の数を決定するために計数規則３７を適用す
ることにより解析される。撮像装置３２の解像度は、約１５５ピクセル／ｃｍとすること
ができる。その場合、画像中の１ｃｍの線は長さ１５５ピクセルである。
【００４７】
　プロセッサ３４は、メモリ３６に保存されたソフトウェアを実行する汎用マイクロプロ
セッサからなるものとすることができる。あるいは、プロセッサ３４は、特定用途向け集
積回路（ＡＳＩＣ）又は他の特定の設計を有するプロセッサからなるものであってもよい
。いずれの場合も、プロセッサ３４は、異なる計数規則３７を実行することによって培養
器上の微生物コロニーの自動計数の精度を高める。
【００４８】
　メモリ３６は、プロセッサ３４により適用される、プロセッサにより実行可能なソフト
ウェア命令を保存するコンピュータ可読媒体の一例である。例として、メモリ３６は、ラ
ンダムアクセスメモリ（ＲＡＭ）、読み出し専用メモリ（ＲＯＭ）、不揮発性ランダムア
クセスメモリ（ＮＶＲＡＭ）、電気的に消去可能なプログラマブル読み出し専用メモリ（
ＥＥＰＲＯＭ）、フラッシュメモリなどで構成することができる。下記に述べるもののよ
うな計数規則３７はメモリ３６に保存され、画像解析に用いられるより大きなソフトウェ
アプログラムの一部を形成することができる。
【００４９】
　出力装置３８は、結果をユーザに対して通信するために用いられるディスプレイ画面を
通常有している。しかしながら、出力装置３８は、プリンタなどの他の種類の装置を含ん
でもよい。出力装置３８は、ディスプレイ（図に示されていない）など、スキャンユニッ
トの一部を構成してもよく、又は外部コンピュータ２２（図１）のディスプレイ画面のよ
うにスキャンユニットに対して外部であってもよい。
【００５０】
　図３は、自動培養器分析のプロセスを示すフロー図である。図３に示されるように、プ
ロセッサ３４は、培養器の１以上の画像を受信する（ステップ４１）。プロセッサ３４は
、メモリ３６から様々なソフトウェアルーチンを呼び出すことによって培養器上の微生物
コロニーを識別する（ステップ４２）。例えば、細菌コロニーは、栄養培地中の１以上の
指示化合物と反応した（すなわち、直接的又は間接的に）後にコロニーが生成する固有の
色に基づいて識別することができる。コロニー認識の他の態様も本明細書において検討す
る。プロセッサ３４により実行されるソフトウェアは、インキュベーションの間にコロニ
ーが増殖した増殖領域の色変化に基づいて、培養器上の増殖領域の識別及び細菌コロニー
の自動計数を可能とする。必要に応じて、プロセッサは、識別された微生物コロニーを計
数するためのルーチンを呼び出すことができる。ガス産生コロニーは、培養器内のガスを
産生しないコロニーの数とは別の数として分離して計数することができる。
【００５１】
　本開示の方法によれば、プロセッサ３４は、１以上の規則を適用することによって増殖
培地上の微生物コロニーの計数の精度を向上させることができる（ステップ４３）。これ
らの規則は、解析される培養器の種類に応じて、個別に適用されうるか、又は異なる規則
の組み合わせを用いることができる。これらの規則は、メモリ３６から個々に呼び出され
うるか、又はより大きな画像解析ソフトウェアプログラムのサブルーチンを構成しうる。
これらの規則は個々に適用するか、又は異なる規則のセットを適用することができる。規
則のセットが用いられる場合、各規則が適用される順序は、１以上の画像を得るためにス
キャンされるプレートの種類に基づいて選択することができる。選択される各規則の適用
順序は最終的な結果に影響しうる。異なる規則のサブセットを任意の順序で適用してもよ
く、選択される規則のサブセットの順序も最終的な結果に影響しうる。
【００５２】
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　図４は、本開示に基づく方法１００の一実施形態を示す。本方法は、培養器の前面を照
明しながら第１の画像を得るステップ５１と、培養器の後面を照明しながら第２の画像を
得るステップ５２と、を含む。培養器の前面及び後面は、本明細書に開示される撮像シス
テムを用いて照明することができる。方法１００は更に、第１の画像を解析して培養器内
の微生物コロニーの位置を特定するステップ５３を含む。方法１００は更に、第２の画像
を解析して培養器内の気泡の位置を特定するステップ５４を含む。
【００５３】
　第２の画像を解析して気泡の位置を特定することは、気泡を、培養器内の培地と区別す
ることが可能な（画像内の）物体として識別することを含みうる。気泡を、培地と区別す
ることが可能な物体として識別することは、ワイス（Weiss）（米国特許第６，３８１，
３５３号）により開示される画像解析法を適用することによって行うことができる。画像
の解析は、ＲＧＢ（赤／緑／青）画像処理アルゴリズムを含みうる。これに代えるか又は
これに加えて、画像の解析は、ＨＳＩ（色相、彩度、及び強度）、ＨＳＬ（色相、彩度、
及び輝度）、ＨＳＶ（色相、彩度、及び明度）アルゴリズム、又はこれらの組み合わせを
含みうる。ガス産生コロニーによって産生される気泡は、薄膜型培養器のカバーシートと
基板との間に配置された培地の一部又は全部をしばしば置換することから、気泡は、周囲
の培地及び／又は微生物コロニーよりも大幅に色の薄い画像内の領域として検出すること
ができる。しかしながら、薄膜型培養器の固有の構成は、画像内の気泡の存在を検出する
代替的な手法を可能とする、すなわち、気泡の周囲の比較的暗い輪の検出を可能とするも
のである。
【００５４】
　理論に束縛されずに言えば、培地と接触する気泡の縁は、気泡全体にわたった光の透過
を可能とするレンズとして機能しうると考えられる。更に、こうした縁は、透過光の像を
反射するミラーとして機能しうる。したがって、培地及びコロニーは通常は着色され、そ
の色は通常は、薄膜型培養器の背面を形成する基板よりも暗いため、培地及び／又はコロ
ニーの透過（又は反射）像は、気泡の比較的明るい色の中央部を囲んだ比較的暗色の輪を
形成する。このような暗い輪は、図６に示され、実施例１に述べられるように、培地と、
また、培地よりも一般的に暗い微生物コロニーと容易に区別することが可能なくっきりし
た色及び／又は輝度変化として検出することが可能である。
【００５５】
　第１及び第２の画像を得ることによって、画像内の物体が少なくとも１つの色の色調で
画定される。したがって、第１及び／又は第２の画像を解析して各画像内の微生物コロニ
ーを識別することは、当該技術分野では周知の画像解析方法にしたがって画像内の物体を
コロニーとして識別することを含む。例えば、ワイス（Weiss）は、物体の大きさ、視認
性、色、表面の質、及び形状を含む１以上の基準に基づいて画像内の物体（例えば微生物
コロニー）を識別するための方法について述べている（本明細書にその全容を参照によっ
て援用する米国特許第６，２４３，４８６号）。上記に述べたように、ＴＴＣを含む指示
化合物と反応する微生物コロニーを検出するための方法は、赤色の色調を検出するように
構成することができ、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－Ｄ－グルクロニド
を含む指示化合物と反応する微生物コロニーを検出するための方法は、青色の色調を検出
するように構成することができる。
【００５６】
　第１及び／又は第２の画像を解析して画像内の微生物コロニーを識別することは、画像
内で検出されたあらゆるコロニーの位置を特定することを含む。培養器内の特定のコロニ
ーの位置を用いてそのコロニーの位置を培養器内の気泡の位置と比較する。特定のコロニ
ー又は気泡の位置は、画像内でＸＹ軸により特定することができる。したがって、好まし
い一実施形態では、第１の画像が得られた後でかつ第２の画像が得られる前に、培養器を
動かすか又は他の方法で扱うことなく、第１及び第２の画像の両方が得られる。また、位
置合わせ指標（例えば、ＰＥＴＲＩＦＩＬＭプレートの２つ以上の隅、又は任意の培養器
上に形成された位置合わせマーク）を用いて各画像を適切に方向付けることによって第１
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及び第２の画像内の物体（例えば、コロニー、気泡）の位置を決定及び比較することもで
きる。
【００５７】
　第１及び第２の画像を解析して培養器内の微生物コロニー及び気泡の位置を特定した後
、方法１００は更に、微生物コロニー及び気泡の位置を比較するステップ５５を含む。位
置を比較することは、特定の微生物コロニーとそのコロニーの近くの１以上の気泡との間
の距離（例えば、ピクセルでの）を計算することを含みうる。この距離を用いることで、
その気泡が特定のコロニーに付随したものであるか否かを判定し、それによりその特定の
コロニーがガス産生微生物のコロニーであると結論づけることができる。
【００５８】
　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ大腸菌／大腸菌群計数プレートと使用するために製造者によって提
供される解釈の手引き書には、気泡が特定のコロニーに付随したものであるか否かの判定
に関する指標が与えられている。一部において、この指標は気泡と微生物コロニーとの近
接度に関連している。一般的に、特定の微生物コロニーと接触している気泡は、そのコロ
ニーに付随している（すなわち、コロニーにより産生された）ものとみなされる。更に、
コロニーの直径の約３倍に等しい距離の範囲内に位置する気泡は、そのコロニーに付随し
ている（すなわち、コロニーにより産生された）ものとみなされる。したがって、本開示
に基づいて、画像（例えば、本明細書に開示される第１の画像又は第２の画像）を解析し
てガス産生微生物の存在又はその位置を特定することは、その画像を解析して１以上の気
泡の存在又はその位置を特定することを含む。いずれかの近接した微生物コロニーに対す
る気泡の位置を用いることで、その気泡がそのコロニーを形成する微生物によって産生さ
れたものであるか否かが判定される。
【００５９】
　画像（例えば、本明細書に開示される第１の画像又は第２の画像）を解析して１以上の
気泡の存在又はその位置を特定することは更に、その画像を解析して画像内の該１以上の
気泡のサイズパラメータ（例えば、半径、直径、及び／又は面積）を決定することを含み
うる。サイズパラメータは、例えば、気泡の半径、直径、又は面積内のピクセルの数を計
算することによって決定することができる。１つの画像内に複数の気泡が観察された場合
、複数の気泡のそれぞれのサイズパラメータを、例えばヒストグラムで比較することがで
きる。こうしたヒストグラムは、画像内に見られる気泡のサイズ（例えば、半径、直径、
又は面積）の分布を示すことができる。更に、ヒストグラムは、気泡のサイズ分布におけ
るギャップも示すことができる。これらのギャップを用いて、非生物由来の気泡を生物由
来の気泡から区別することができる。
【００６０】
　本明細書にその全容を参照により援用するところの国際公開第ＷＯ２０１２／０１２１
０４号は、薄膜型培養器において観察されうる小さな非生物由来の気泡の存在について述
べている。当該出願は、微生物コロニーが成長するにしたがって、微生物コロニーの周囲
の領域内の非生物由来の気泡が縮小又は消失することについて更に開示している。下記に
説明する図６では、非生物由来の気泡及び微生物コロニーの周囲の領域（すなわち、非生
物由来の気泡のない領域）を明確に見ることができる。したがって、本開示の方法のいず
れの実施形態も、コロニーの周囲の領域内の気泡の数を計算することを更に含んでもよい
。コロニーの周囲の領域の面積は、例えばコロニーの面積の約５倍以下でありうる。本方
法は、必要に応じて、微生物コロニーに近接した領域内に観察される気泡の数を、コロニ
ーを含まない培養器内の栄養培地の別の領域（例えば、「コントロール」領域）内に観察
される気泡の数と比較することを含んでもよい。この比較が行われる場合、微生物コロニ
ーに近接した領域内に観察される気泡の数が、コントロール領域内に観察される気泡の数
よりも大幅に少ない場合には、微生物コロニーに近接した第１の気泡の存在は、第１の気
泡のサイズにかかわらず、その微生物コロニーがガス産生微生物のコロニーであることを
示しうる。
【００６１】
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　いずれの実施形態においても、本開示の方法は、第１の気泡のサイズパラメータを第２
の気泡のサイズパラメータと比較することを更に含みうる。画像内に複数の気泡が存在す
る場合、第１の気泡のサイズパラメータを第２の気泡のサイズパラメータと比較すること
は、複数の気泡のそれぞれについてサイズパラメータの値のヒストグラムを作成すること
を含みうる。サイズパラメータの値（例えば、半径、直径、又は面積）の分布は、同様な
サイズを有する気泡の集団を表しうる。これらの集団は１以上の群に分けることができる
。
【００６２】
　このヒストグラムを用いることで、ガス産生微生物によって産生された第１の気泡を、
ガス産生微生物によって産生されたものではない第２の気泡と区別するために用いられる
サイズパラメータ値の閾値（例えば、気泡の半径、直径、又は面積について）又はサイズ
パラメータの範囲を決定することができる。有利な点として、培養器内で観察される複数
の気泡のサイズの比較を用いて、比較的均一なサイズを有する傾向がある非生物由来の気
泡を、非生物由来の気泡よりもしばしば大きい、微生物コロニーによって産生された気泡
と区別することができる。
【００６３】
　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ大腸菌／大腸菌群計数プレートと使用するために製造者によって提
供される解釈の手引き書には、気泡が特定のコロニーに付随したものであるか否かの判定
に関する更なる指標が与えられている。一般的に、ある気泡が特定の微生物コロニーに近
接しており、その気泡の直径が、近接したコロニーの直径に概ね等しいか又はそれよりも
大きい場合、その気泡はそのコロニーに付随する（すなわち、そのコロニーによって産生
された）ものとみなされる。しかしながら、当業者であれば、ガス産生コロニーに付随す
る気泡は、その気泡が付随するガス産生微生物のコロニーよりも小さいサイズパラメータ
の値（例えば、直径）を有しうる場合がある（例えば、試料及び／又は培養器が微生物の
ガス産生を阻害する栄養成分を含む場合）点は認識されるであろう。
【００６４】
　図５は、本開示に基づく、コロニーを複数のコロニーのタイプに区別するための規則を
示したフロー図である。図２に示されるように、プロセッサ３４は、メモリ３６に保存さ
れたソフトウェアを呼び出して第１及び第２の画像内のコロニー及び気泡の位置を特定し
てマッピングする（ステップ６１）。詳細には、プロセッサ３４は、第１の画像を用いて
識別及び位置特定されたコロニーが、第２の画像を用いて識別及び位置特定された気泡に
近接した位置にマッピングされるか否かを判定する（ステップ６２）。第１及び第２の画
像を解析しながら気泡に近接したコロニーが見つかった場合、プロセッサ３４は、その気
泡が、近接するコロニーに付随したものであるか（すなわち、そのコロニーにより産生さ
れたものであるか）否かを判定するための近接計数を適用する。上記に述べたように、気
泡が、コロニーの所定の距離の範囲内（例えば、コロニーの直径の約３倍に相当する範囲
内）にある場合、培養器内のコロニーは、第１のタイプ（例えば、「ガス産生型」、図５
のステップ６３を参照）として数えられる。上記に述べたように、気泡が、コロニーの所
定の距離の範囲内にない（例えば、コロニーの直径の約３倍に相当する範囲よりも離れて
いる）場合、培養器内のコロニーは第２のタイプ（例えば、「非ガス産生型」、図５のス
テップ６４を参照）として数えられる。
【００６５】
　必要に応じて、更なるステップ（図に示されていない）を、図５に示される計数ルール
に追加することができる。更なるステップは、ステップ６１の後でステップ６３又はステ
ップ６４の前の任意の点において、一連のステップに挿入することができる。第１の更な
るステップは、画像内のそれぞれの気泡のマップ位置を気泡のサイズ（例えば、直径又は
面積）と関連付けるものである。第２の更なるステップは、気泡のサイズを所定のサイズ
値（又は所定のサイズ値の範囲）と比較することで特定の気泡のサイズが、所定のサイズ
値よりも小さいか、それよりも大きいか、若しくはそれに等しいかを判定するか、又は特
定の気泡のサイズが所定の範囲内にあるか否かを判定するものである。したがって、これ
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らの更なるステップを含む計数規則は、それぞれの気泡に関連付けられた２つのパラメー
タ（すなわち、気泡のサイズ及び気泡とコロニーとの近接度）を用いることによって、そ
の気泡が微生物の活動にともなうものであるか否かの判定を行う（すなわち、微生物コロ
ニーがガス産生微生物のコロニーとして数えられるべきか否かを判定する）。
【００６６】
　本方法の特定の実施形態では、ある微生物コロニーをガス産生微生物のコロニーとして
識別することは、コロニー中の微生物が属する特定の分類又は群を操作者が同定すること
を可能としうるものである。例えば、培地がグラム陰性腸内細菌の増殖を促す栄養成分及
び選択物質を含み、培地中の発酵性栄養成分がラクトースである場合、その微生物は大腸
菌群細菌として知られる細菌群に属するものとして仮に同定することができる。別の例と
して、培地がグラム陰性腸内細菌の増殖を促す栄養成分及び選択物質を含み、培地中の発
酵性栄養成分がグルコースである場合、その微生物は腸内細菌科として知られる細菌科に
属するものとして仮に同定することができる。
【００６７】
　図６は、薄膜型培養器の増殖領域の一部の白黒画像を示している。この画像は、実施例
１で述べるように、培養器の後面のみを照明した際に得られたものである。増殖領域内に
は複数の微生物コロニー（７１～７３）が存在している。図６には、複数の気泡（８１～
８４）も示されている。気泡８１～８３は、気泡に近接した（すなわち、コロニーの直径
の約３倍以下の距離の範囲内）少なくとも１つの微生物コロニー（例えば、コロニー７１
）よりも大きい面積を有していることが観察される。したがって、本開示の方法によれば
、３個の気泡すべて（気泡８１～８３）が「生物由来の」気泡である（すなわち、これら
は試料中の微生物によって産生されたものである）とみなされる。これに対して、培養器
の増殖領域内の培地全体にわたって多数の非常に小さい気泡８４が分散している。これら
の気泡（すなわち、気泡８４）は、培養器が接種された後、まもなく（すなわち、微生物
のコロニーが培養器中に出現する数時間前に）培養器中に確認されること、また、気泡の
面積（体積）が長時間のインキュベーション後に増大しない（例えば、一般的にこれらの
気泡は典型的な微生物コロニーの直径よりも大幅に小さいままである）ことから、これら
の気泡は、上記に述べたように「非生物由来の」気泡である（すなわち、これらは試料中
の微生物によって産生されたものではない）とみなされる。図６には、培養器の増殖領域
の一部のラインスキャンの経路９０も示されている。経路９０は、気泡８２を含む画像の
一部を横断している。
【００６８】
　気泡の面積を決定するために図６に示される画像のより大きな部分を解析した場合、こ
の画像では、約９０個の非生物由来の気泡（すなわち、気泡８４）の平均の面積は５０ピ
クセル以下であった（すなわち、約５０個のピクセルの面積は比較的小さい非生物由来の
気泡のサイズの上限を表した）。これに対して、図６の２次元的画像における生物由来（
すなわち、微生物の活動にともなう）の気泡８１～８３のそれぞれの個々の面積は、それ
ぞれ約６２５ピクセル、１１２５ピクセル、及び８７５ピクセルであった。したがって、
非生物由来の気泡（すなわち、約５０ピクセル以下の面積を有する気泡）の比較的密な集
団と、生物由来の気泡（すなわち、約５００ピクセル以上の面積を有する気泡）の比較的
疎らな集団との間のサイズのギャップを用いることで、特定の画像内の生物由来の気泡を
指定するために用いることが可能な下方閾値（例えば、約７５ピクセル、約１００ピクセ
ル、約２００ピクセル、又は約２５０ピクセル）を設定することができる。いずれの実施
形態においても、この閾値は、非生物由来の気泡群の最大のサイズパラメータ値の所定の
設定比率（例えば、約１２５％、約２００％、約３００％、約４００％）に基づいて閾値
を決定する動的計算（すなわち、特定の培養器の特定の画像の気泡集団に基づいて計算さ
れる）を用いて設定することができる。
【００６９】
　したがって、本開示の方法に基づけば、気泡を、約５０ピクセル以下の２次元的面積を
有する第１の群、及び約５０ピクセルよりも大きい２次元的面積を有する第２の群の少な
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くとも２つの群に分類することができる。したがって、第１の群に分類された（例えば、
サイズに基づいて）気泡は、非生物由来であることが疑われる気泡（すなわち、恐らく微
生物に付随したものではない）として識別することができる。逆に、第２の群に分類され
た（例えば、サイズに基づいて）気泡は、生物由来であることが疑われる気泡（すなわち
、恐らく微生物に付随したものである）として識別することができる。本方法のいずれの
実施形態においても、第２の群についてサイズの下限値を指定することができる。例えば
、第２の群のサイズの下限値は、非生物由来の気泡の推定されるサイズの上限値よりも少
なくとも５０％大きい、少なくとも１００％大きい、又は少なくとも１５０％大きいサイ
ズパラメータの値とすることができる。本方法によれば、第１の群のサイズの上限値と第
２の群のサイズの下限値との間に含まれるサイズパラメータの値を有する気泡を有する任
意の培養器を、検査技師によって再検討するために必要に応じてフラグ付けすることがで
きる。
【００７０】
　本方法の特定の実施形態では、生物由来であることが疑われる気泡のサイズの上限値を
指定することができる（例えば、コントロール培養器を使用して特定の微生物について生
物由来の気泡の最大のサイズを確立することにより）。これらの実施形態では、第２の群
のサイズの上限値を上回る気泡は第３の群に分類される。第３の群は、例えば、接種時に
培養器に導入された可能性のある比較的大きな非生物由来の気泡を含んでおり、操作者に
よる使用の問題を示唆しうる。画像内でサイズの上限値を上回る気泡が観察された場合、
助言を与えるメッセージが操作者に対して提示されてもよい。
【００７１】
　図７は、図６に示される薄膜型培養器の同じ部分の白黒画像を示したものである。この
画像は、実施例１で述べるように、培養器の前面のみを照明した際に得られたものである
。生物由来の気泡（すなわち、図６の気泡８１～８３）が視認されるが、培養器と生物由
来の気泡との間のコントラストは大幅に低くなっている。更に、図７の画像では、気泡の
外縁は、図６の後面が照明された画像におけるほどには輪郭がはっきりしていない。図７
には、図６に示される増殖領域の一部のラインスキャンの経路９１も示されている。経路
９１は、図６の経路９０と同じピクセルに対応している。
【００７２】
　後面が照明された画像内のコロニーの存在及び位置を特定し、かつ前面が照明された画
像内の微生物コロニーの存在及び位置を特定するため、画像解析アルゴリズムはしばしば
デジタル画像内のピクセルをライン毎に解析し、第１のピクセル又は第１のピクセル群の
色相及び／又は色強度を、第１のピクセルに近接した第２のピクセル又は第１のピクセル
群に近接した第２のピクセル群の色相及び／又は色強度と比較する。この種の比較は、画
像内の微生物コロニー、気泡、又は他の物体の縁を示しうる色及び／又は強度のシフトを
アルゴリズムが認識することを可能にするものである。図８は、図６の後面が照明された
画像内のライン９０に沿ったピクセルからの赤、緑、及び青の透過された色強度のグラフ
を示している。気泡の外周の互いに反対の縁部にともなう暗い輪によって示される、気泡
のはっきりとした境界を、鋭い負のピーク（それぞれＡ及びＢ）としてグラフ内に見るこ
とができる。図９は、図７の前面が照明された画像内のライン９１に沿ったピクセルから
得られた赤、緑、及び青の反射されたピクセル強度のグラフを示している。
【００７３】
　画像を解析して薄膜型培養器内の気泡の存在及び個々のサイズを特定する方法を提供す
る以外に、本開示は、画像を解析して薄膜型培養器内の特定の気泡（例えば、「第１の」
気泡）の２次元的コンテキストを特定する方法も更に提供するものである。第１の気泡の
「２次元的コンテキスト」とは、第１の気泡に近接した所定の領域内の他の気泡の有無の
ことを指す。近接した気泡の存在及びその数を用いることで、第１の気泡が、生物由来で
あることが疑われる（すなわち、恐らくは微生物の活動にともなう）気泡であるか、又は
非生物由来であることが疑われる（すなわち、恐らくは微生物の活動にともなったもので
はない）気泡であるかを判定することができる。
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【００７４】
　例として、図１０Ａは、図６の画像に示される薄膜型培養器のより大きな部分の画像を
示している。図１０Ａでは、微生物コロニー７１、７２、７３、７４、及び７５が、培地
中に存在する発色性指示薬との反応によって明らかである。図１０Ａでは、非生物由来の
気泡８４、並びに生物由来の気泡８１、８２、８３、８５、８６、及び８７も明らかであ
る。一態様では、生物由来の気泡（８１～８３及び８５～８７）は、本明細書に述べられ
るようにそれぞれのサイズ及び／又は微生物コロニーに対する近接度に基づいて生物由来
のものとして識別することができる。別の態様では、生物由来の気泡は、それらの２次元
的コンテキストに基づいて識別することができる。図１０Ａは、非生物由来の気泡は微生
物コロニーを含まない培地の領域にほぼ均一に分散しているが（図１０Ｂを参照）、１以
上の微生物コロニーを含む培地の領域（例えば、図１０Ａの領域１０１、１０２、及び１
０３）内では非生物由来の気泡のサイズが大幅に小さいか、又は非生物由来の気泡がほと
んど存在していないことを示している。この観察された現象を利用して、疑われる特定の
気泡に近接した微生物コロニーを観察することなく、生物由来であることが疑われる気泡
を特定することができる。
【００７５】
　薄膜型培養器の画像内の特定の気泡の２次元的コンテキストを解析するための１つの方
法として、培養器の増殖領域の画像を、それぞれが均一な所定のサイズ及び形状を有する
複数の小区画に分割し、それぞれの小区画内の気泡の数を数えることがある。これは例え
ば、画像解析の分野では周知のマスキング法によって行うことができる。図１０Ｂ～１０
Ｄは、均一なサイズ及び形状のマスク又はフレームによって囲まれた指定領域（それぞれ
領域Ａ１、Ａ２、及びＡ３）を有する図１０Ａの画像を示している。微生物コロニーを含
まない領域Ａ１は、約３４個の比較的小さいほぼ均一に分配された非生物由来の気泡を含
んでいる。これに対して、少なくとも２個の微生物コロニーを含む領域Ａ２（図１０Ｃ）
は、領域Ａ２にほぼ均一に分配されていない、合計で約７個の気泡を含んでいる。更に、
１個の微生物コロニーを含む領域Ａ３（図１０Ｄ）は、合計で約２５個の比較的小さいほ
ぼ均一に分配された非生物由来の気泡を含んでいる。
【００７６】
　本開示の方法によれば、薄膜型培養器の画像を解析することは、複数の領域を解析して
領域内に存在する気泡の数を検出することを含みうる。いずれの実施形態でも、２以上の
領域が重なり合ってもよい。一実施形態では、各領域を解析するために用いられるマスク
は、画像全体にわたってライン毎にラスタースキャンされることで隣り合う領域間の相違
を観察し、これにより、微生物コロニーを含みうる（その画像内の）対象となる特定の領
域を識別することができる。対象となる領域（例えば、図１０Ａの領域１０１、１０２、
及び１０３）は、画像内の他の領域（例えば、同様のサイズを有する領域）に対して対象
となる領域内の気泡の数が少ないことによって識別することができる。
【００７７】
　本開示の方法によれば、画像を解析することは、画像の別の領域に対して大幅に少ない
数の気泡を有する、画像の疑われる領域（例えば、上記の対象となる領域の１以上）を識
別することを更に含んでもよい。これらの場合では、疑われる領域の一部（例えば疑われ
る領域の中央部）における気泡の存在は、微生物の活動にともなう生物由来の気泡の存在
を示しうる。こうした状況が検出された場合、疑われる領域内で検出される気泡のサイズ
によって、疑われる領域内の気泡が生物由来の気泡であることを確認することができる。
疑われる領域内の気泡のサイズが画像の他の領域内で検出された非生物由来の気泡よりも
大きい場合、このことはその気泡が生物由来のものであることを強く示唆する。そのサイ
ズによらず、疑われる領域（すなわち、画像内の培地の他の領域よりも大幅に少ない気泡
を有する画像の領域）内に位置する微生物コロニーに近接した気泡は、生物由来の気泡で
ある可能性があり、その培養器をガス産生微生物について陽性として報告することができ
る。これに代えるか又はこれに加えて、画像を操作者によって再検討を行うためにフラグ
付けすることができる。
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【００７８】
　スキャンシステム及び／又は画像解析システムと薄膜型培養器の画像内の気泡及び／又
は微生物コロニーを区別するための計数規則との使用についてはこれまでに述べられてい
る。このような計数規則をスキャンシステムで使用することによって培養器上の微生物コ
ロニーの自動計数の精度を向上させることができる。
【００７９】
　薄膜型培養器の画像を解析するための上記に述べた技術は、薄膜型培養器に接種された
試料中の微生物の有無を検出するための方法において使用することができる。一態様では
、本方法は、薄膜型培養器の増殖領域の画像を解析して気泡を検出することと、複数の前
記気泡を分類することと、を含み、前記複数の気泡を分類することが、前記複数の気泡の
それぞれに関連付けられたサイズパラメータに基づいて、それぞれの気泡を第１の群又は
第２の群に割り振ることを含む。本明細書に述べられるように、増殖領域の画像を解析し
て気泡を検出することができる。気泡は、サイズパラメータに基づいて分類することがで
き、本明細書に述べられるように各群のサイズの上限値及び／又はサイズの下限値を指定
することができる。いずれの実施形態においても、気泡を第１の群と第２の群とに分類す
ることは、気泡の第１のサブセットを、第１の非生物由来であることが疑われる気泡群に
分類することを含みうる。これらの実施形態では、本方法は更に、本明細書に述べられる
ように、第１の非生物由来であることが疑われる気泡群のサイズパラメータ値の上限値を
指定することを含む。いずれの実施形態においても、気泡を第１の群と第２の群とに分類
することは、気泡の第２のサブセットを、生物由来であることが疑われる気泡群に分類す
ることを含みうる。これらの実施形態では、本方法は更に、本明細書に述べられるように
、生物由来であることが疑われる気泡群のサイズパラメータ値の下限値を指定することを
含む。
【００８０】
　別の態様では、本方法は、薄膜型培養器の増殖領域の画像の第１の領域を解析して前記
第１の領域内の第１の気泡の数を検出することと、前記画像の第２の領域を解析して前記
第２の領域内の第２の気泡の数を検出することと、前記第１の気泡の数を前記第２の気泡
の数とを比較することと、を含む。前記第１及び第２の領域を解析することは、本明細書
に述べられるように前記領域の特定の大きさ及び形状を画定する画像マスクを用いて前記
第１及び第２の領域内の気泡の数を数えることを含みうる。いずれの実施形態においても
、本方法は、前記画像の第３の領域を解析して前記第３の領域内の第３の気泡の数を検出
することと、前記第１の気泡の数又は前記第２の気泡の数を前記第３の気泡の数と比較す
ることと、を含みうる。前記第１の領域、第２の領域、及び／又は第３の領域は互いから
間隔を隔ててもよく、又は前記領域の少なくとも２つが部分的に重なり合ってもよい。
【００８１】
　更なる別の態様では、本明細書に述べられる方法の２以上を１つの方法に組み合わせて
薄膜型培養器内の微生物の有無を検出することができる。例えば、本方法は、薄膜型培養
器の増殖領域の画像の第１の領域を解析して前記第１の領域内の第１の気泡の数を検出す
ることと、前記画像の第２の領域を解析して前記第２の領域内の第２の気泡の数を検出す
ることと、前記第１の気泡の数を前記第２の気泡の数と比較することと、前記画像を解析
して前記培養器の前記増殖領域内の気泡を検出することと、複数の前記気泡を分類するこ
とと、を含んでよく、前記複数の気泡を分類することは、前記複数の気泡のそれぞれに関
連付けられたサイズパラメータに基づいて、それぞれの気泡を第１の群又は第２の群に割
り振ることを含む。特定の実施形態では、本方法は更に、前記第１、第２、又は第３の領
域のいずれかの気泡が、前記第１の群又は前記第２の群のいずれに割り振られるかを判定
することを含みうる。有利な点として、この実施形態では、特定の気泡のサイズは、それ
に近接した気泡の数及びサイズを説明するコンテキストで解析され、これにより、２つの
別々の基準を用いることで特定の気泡が生物由来のものであるか又は非生物由来のもので
あるかが確認される。
【００８２】
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　これらの技術はソフトウェアで実行されるものとして述べられている。その場合、コン
ピュータ可読媒体に、上記に述べた規則の１以上を具体化した、プロセッサにより実行可
能な命令が保存される。例えば、コンピュータ可読媒体としては、ランダムアクセスメモ
リ（ＲＡＭ）、読み出し専用メモリ（ＲＯＭ）、不揮発性ランダムアクセスメモリ（ＮＶ
ＲＡＭ）、電気的に消去可能なプログラマブル読み出し専用メモリ（ＥＥＰＲＯＭ）、フ
ラッシュメモリなどの非一過性コンピュータ可読媒体が挙げられる。コンピュータ可読媒
体には、ソフトウェアを顧客に提供するために用いられるＣＤ－ＲＯＭなどの不揮発性メ
モリも含まれる。また、コンピュータ可読媒体には、例えば、ソフトウェアをインターネ
ットなどのネットワーク上で提供するための電磁搬送波も含まれる。
【００８３】
　しかしながら、同じ技術をハードウェアで実行することも可能である。ハードウェア装
置の例としては、特定用途向け集積回路（ＡＳＩＣ）、フィールドプログラマブルゲート
アレイ（ＦＰＧＡ）、特別に設計されたハードウェア要素、又はこれらの任意の組み合わ
せが挙げられる。更に、本明細書に述べられる技術の１以上を、ハードウェア、ソフトウ
ェア、又はファームウェアで部分的に実行することもできる。
【００８４】
　したがって、本開示は、薄膜型培養器内の微生物の有無を検出するためのコンピュータ
可読命令を含んだコンピュータ可読媒体を提供する。一態様では、コンピュータ可読命令
は、プロセッサにより実行されると、前記プロセッサを含む画像解析システムに、前面と
前面の反対側の後面とを有する薄膜型培養器の第１の画像を解析させ、本明細書に述べら
れるように、前記第１の画像は前記培養器の前記前面に照明を与えながら生成されるもの
である。前記第１の画像を解析することは、前記培養器内の第１の位置の微生物コロニー
を識別することを含む。前記コンピュータ可読命令は、プロセッサにより実行されると、
更に、プロセッサに、薄膜型培養器の第２の画像を解析させ、前記第２の画像は、前記培
養器の前記後面に照明を与えながら生成されるものである。前記第２の画像を解析するこ
とは、本明細書に述べられるように、前記培養器内の第２の位置の気泡を識別することを
含む。前記コンピュータ可読命令は、プロセッサにより実行されると、プロセッサに、前
記第１の位置が前記第２の位置から所定の距離の範囲内にあるかを更に判定させる。
【００８５】
　別の態様では、前記コンピュータ可読命令は、プロセッサにより実行されると、プロセ
ッサを含む画像解析システムに、薄膜型培養器の増殖領域の画像を解析させて気泡を検出
させるとともに複数の気泡を分類させる。前記複数の気泡を分類することは、本明細書に
述べられるように、前記複数の気泡のそれぞれに関連付けられたサイズパラメータに基づ
いて、それぞれの気泡を第１の群又は第２の群に割り振ることを含む。いずれの実施形態
においても、前記気泡を第１の群と第２の群とに分類することは、第１の気泡のサブセッ
トを第１の非生物由来であることが疑われる気泡群に分類することを含んでよく、前記コ
ンピュータ可読命令は更に、プロセッサに、前記第１の非生物由来であることが疑われる
気泡群のサイズパラメータ値の上限値を指定させる。いずれの実施形態においても、前記
気泡を第１の群と第２の群とに分類することは、第２の気泡のサブセットを生物由来であ
ることが疑われる気泡群に分類することを含んでよく、前記コンピュータ可読命令は更に
、プロセッサに、前記生物由来であることが疑われる気泡群のサイズパラメータ値の下限
値を指定させる。
【００８６】
　別の態様では、コンピュータ可読命令は、プロセッサにより実行されると、プロセッサ
を含む画像解析システムに、薄膜型培養器の増殖領域の画像の第１の領域を解析させて前
記第１の領域内の第１の気泡の数を検出させ、前記画像の第２の領域を解析させて前記第
２の領域内の第２の気泡の数を検出させ、前記第１の気泡の数を前記第２の気泡の数と比
較させる。いずれの実施形態においても、前記コンピュータ可読命令は更に、プロセッサ
に、前記画像の第３の領域を解析させて前記第３の領域内の第３の気泡の数を検出させ、
前記第１の気泡の数又は前記第２の気泡の数を前記第３の気泡の数と比較させる。いずれ



(20) JP 6366604 B2 2018.8.1

10

20

30

40

50

の実施形態においても、前記コンピュータ可読命令は更に、プロセッサに、前記画像を分
析させて前記培養器の前記増殖領域内の気泡を検出させ、複数の前記気泡を分類させ、前
記複数の気泡を分類することは、本明細書に述べられるように、前記複数の気泡のそれぞ
れと関連付けられたサイズパラメータに基づいて、それぞれの気泡を第１の群又は第２の
群に割り振ることを含む。特定の実施形態では、前記コンピュータ可読命令は更に、プロ
セッサに、前記第１、第２、又は第３の領域のいずれかの気泡が、前記第１の群又は前記
第２の群のいずれに割り振られるかを判定させる。
【００８７】
　いずれの実施形態においても、コンピュータ可読命令を含むコンピュータ可読媒体は、
本明細書に述べられる方法の２以上を含む命令を含みうる。前記２以上の方法を個別に又
は組み合わせとして用いることでガス産生微生物のコロニーの検出の精度を向上させるこ
とができる。
【００８８】
　実施形態
　実施形態Ａは、
　撮像装置を使用して、透明なフィルムカバーシートを有する前面と半透明の基板を有す
る後面とを有する薄膜型培養器の第１の画像を生成することであって、
　前記第１の画像は前記培養器の前記前面に照明を与えながら生成され、
　前記培養器が、微生物によって、第１の色により観察可能な第１の生成物に変換される
指示化合物を含み、
　前記培養器が、第１の種類の微生物によって気体に変換されうる栄養成分を含む、こと
と、
　前記撮像装置を使用して、前記薄膜型培養器の第２の画像を生成することであって、前
記第２の画像が前記培養器の前記後面に照明を与えながら生成される、ことと、
　前記第１の画像を解析して前記培養器内の第１の位置の微生物コロニーを識別すること
と、
　前記第２の画像を解析して前記培養器内の第２の位置の第１の気泡を識別することと、
　前記第１の位置が前記第２の位置から所定の距離の範囲内にあるかを判定することと、
を含む方法である。
【００８９】
　実施形態Ｂは、前記第１の画像が、後面照明に対する前面照明の第１の比で前記培養器
を照明しながら生成され、前記第２の画像が、前記第１の比よりも小さい、後面照明に対
する前面照明の第２の比で前記培養器を照明しながら生成される、実施形態Ａの方法であ
る。
【００９０】
　実施形態Ｃは、前記第１の比が約１００％：０％である、実施形態Ｂの方法である。
【００９１】
　実施形態Ｄは、前記第２の比が約０％：１００％である、実施形態Ｂ又は実施形態Ｃの
方法である。
【００９２】
　実施形態Ｅは、前記第１の気泡が第１の外周を有し、前記第２の画像を解析して第１の
気泡を識別することが、前記第１の外周に付随する暗い輪を識別することを含む、上記の
実施形態のいずれか１つの方法である。
【００９３】
　実施形態Ｆは、前記第２の画像を解析して第１の気泡を識別することが、前記第１の気
泡のサイズパラメータを計算することを含む、上記の実施形態のいずれか１つの方法であ
る。
【００９４】
　実施形態Ｇは、前記サイズパラメータが半径、直径、又は面積である、実施形態Ｆの方
法である。
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【００９５】
　実施形態Ｈは、前記第２の画像を解析して第１の気泡を識別することが、前記第１の気
泡の周囲の第１の所定の領域を解析して第２の気泡を検出することを含む、上記の実施形
態のいずれか１つの方法である。
【００９６】
　実施形態Ｉは、前記第１の所定の領域が微生物コロニーを含み、前記方法が、前記第１
の所定の領域内の気泡の数を、微生物コロニーを含まない第２の所定の領域内の気泡の数
と比較することを更に含む、実施形態Ｈの方法である。
【００９７】
　実施形態Ｊは、前記第１の気泡のサイズパラメータを第２の気泡のサイズパラメータと
比較することを更に含む、実施形態Ｆ～Ｉのいずれか１つの方法である。
【００９８】
　実施形態Ｋは、前記第１の画像を使用して前記培養器内の微生物コロニーの数を数える
ことを更に含む、上記の実施形態のいずれか１つの方法である。
【００９９】
　実施形態Ｌは、前記第１及び第２の画像を使用して前記栄養成分を気体に変換する微生
物コロニーの数を数えることを更に含む、実施形態Ｋの方法である。
【０１００】
　実施形態Ｍは、前記第１及び第２の画像を使用して前記栄養成分を気体に変換しない微
生物コロニーの数を数えることを更に含む、上記の実施形態のいずれか１つの方法である
。
【０１０１】
　実施形態Ｎは、前記指示化合物がテトラゾリウム色素を含む、上記の実施形態のいずれ
か１つの方法である。
【０１０２】
　実施形態Ｏは、前記栄養成分が炭水化物を含む、上記の実施形態のいずれか１つの方法
である。
【０１０３】
　実施形態Ｐは、前記炭水化物が、グルコース、スクロース、ラクトース、又は上記の炭
水化物の任意の２つ以上の組み合わせからなる群から選択される、実施形態Ｏの方法であ
る。
　実施形態Ｑは、コンピュータ可読命令を含むコンピュータ可読媒体であって、前記コン
ピュータ可読命令が、プロセッサにより実行されると、前記プロセッサを含む画像解析シ
ステムに、
　前面と前記前面の反対側の後面とを有する薄膜型培養器の第１の画像を解析させ、
　前記第１の画像は前記培養器の前記前面に照明を与えながら生成され、
　前記第１の画像を解析することは、前記培養器内の第１の位置の微生物コロニーを識別
することを含み、
　前記薄膜型培養器の第２の画像を解析させ、
　前記第２の画像は前記培養器の前記後面に照明を与えながら生成され、
　前記第２の画像を解析することは、前記培養器内の第２の位置の気泡を識別することを
含み、
　前記第１の位置が前記第２の位置から所定の距離の範囲内にあるかを判定させる、コン
ピュータ可読媒体である。
【０１０４】
　実施形態Ｒは、前記第２の画像を解析して気泡の第２の位置を特定することが、前記気
泡の周囲の暗い輪を識別することを含む、実施形態Ｑのコンピュータ可読媒体である。
【０１０５】
　実施形態Ｓは、コンピュータ可読命令であって、前記プロセッサにより実行されると、
前記システムに、前記第１の画像を使用して前記培養器内の微生物コロニーの数を数えさ
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せるコンピュータ可読命令を更に含む、実施形態Ｑ又は実施形態Ｒのコンピュータ可読媒
体である。
【０１０６】
　実施形態Ｔは、コンピュータ可読命令であって、前記プロセッサにより実行されると、
前記システムに、前記第１及び第２の画像を使用して前記培養器内のガス産生微生物のコ
ロニーの数を数えさせるコンピュータ可読命令を更に含む、実施形態Ｑ又は実施形態Ｒの
コンピュータ可読媒体である。
【０１０７】
　実施形態Ｕは、
　薄膜型培養器の増殖領域の画像を解析して気泡を検出することと、
　複数の前記気泡を分類することと、を含み、前記複数の気泡を分類することが、前記複
数の気泡のそれぞれに関連付けられたサイズパラメータに基づいて、それぞれの気泡を第
１の群又は第２の群に割り振ることを含む、方法である。
【０１０８】
　実施形態Ｖは、前記気泡を第１の群と第２の群とに分類することが、第１の気泡のサブ
セットを第１の非生物由来であることが疑われる気泡群に分類することを含み、前記方法
が、前記第１の非生物由来であることが疑われる気泡群のサイズパラメータ値の上限値を
指定することを更に含む、実施形態Ｔの方法である。
【０１０９】
　実施形態Ｗは、前記気泡を第１の群と第２の群とに分類することが、第２の気泡のサブ
セットを生物由来であることが疑われる気泡群に分類することを含み、前記方法が、前記
生物由来であることが疑われる気泡群のサイズパラメータ値の下限値を指定することを更
に含む、実施形態Ｕ又は実施形態Ｖの方法である。
【０１１０】
　実施形態Ｘは、前記生物由来であることが疑われる気泡群のサイズパラメータ値の下限
値が、前記第１の非生物由来であることが疑われる気泡群のサイズパラメータ値の上限値
よりも少なくとも約２倍大きい、実施形態Ｗの方法である。
【０１１１】
　実施形態Ｙは、コンピュータ可読命令を含むコンピュータ可読媒体であって、前記コン
ピュータ可読命令が、プロセッサにより実行されると、前記プロセッサを含む画像解析シ
ステムに、
　薄膜型培養器の増殖領域の画像を解析させて気泡を検出させ、
　複数の前記気泡を分類させ、前記複数の気泡を分類することが、前記複数の気泡のそれ
ぞれに関連付けられたサイズパラメータに基づいて、それぞれの気泡を第１の群又は第２
の群に割り振ることを含む、コンピュータ可読媒体である。
【０１１２】
　実施形態Ｚは、前記気泡を第１の群と第２の群とに分類することが、第１の気泡のサブ
セットを第１の非生物由来であることが疑われる気泡群に分類することを含み、前記コン
ピュータ可読命令が更に、前記プロセッサに、前記第１の非生物由来であることが疑われ
る気泡群のサイズパラメータ値の上限値を指定させる、実施形態Ｙのコンピュータ可読媒
体である。
【０１１３】
　実施形態ＡＡは、前記気泡を第１の群と第２の群とに分類することが、第２の気泡のサ
ブセットを生物由来であることが疑われる気泡群に分類することを含み、前記コンピュー
タ可読命令が更に、前記プロセッサに、前記生物由来であることが疑われる気泡群のサイ
ズパラメータ値の上限値を指定させる、実施形態Ｚのコンピュータ可読媒体である。
【０１１４】
　実施形態ＢＢは、
　薄膜型培養器の増殖領域の画像の第１の領域を解析して前記第１の領域内の第１の気泡
の数を検出することと、
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　前記画像の第２の領域を解析して前記第２の領域内の第２の気泡の数を検出することと
、
　前記第１の気泡の数を前記第２の気泡の数と比較することと、を含む方法である。
【０１１５】
　実施形態ＣＣは、
　前記画像の第３の領域を解析して前記第３の領域内の第３の気泡の数を検出することと
、
　前記第１の気泡の数又は前記第２の気泡の数を前記第３の気泡の数と比較することと、
を更に含む実施形態ＢＢの方法である。
【０１１６】
　実施形態ＤＤは、
　前記画像を解析して前記培養器の前記増殖領域内の気泡を検出することと、
　複数の前記気泡を分類することと、を含み、前記複数の気泡を分類することが、前記複
数の気泡のそれぞれに関連付けられたサイズパラメータに基づいて、それぞれの気泡を第
１の群又は第２の群に割り振ることを含む、実施形態ＢＢ又は実施形態ＣＣの方法である
。
【０１１７】
　実施形態ＥＥは、
　前記第１、第２、又は第３の領域のいずれかの気泡が、前記第１の群又は前記第２の群
のいずれに割り振られるかを判定することを更に含む、実施形態ＤＤの方法である。
【０１１８】
　実施形態ＦＦは、コンピュータ可読命令を含むコンピュータ可読媒体であって、前記コ
ンピュータ可読命令が、プロセッサにより実行されると、前記プロセッサを含む画像解析
システムに、
　薄膜型培養器の増殖領域の画像の第１の領域を解析させて前記第１の領域内の第１の気
泡の数を検出させ、
　前記画像の第２の領域を解析させて前記第２の領域内の第２の気泡の数を検出させ、
　前記第１の気泡の数を前記第２の気泡の数と比較させる、コンピュータ可読媒体である
。
【０１１９】
　実施形態ＧＧは、前記コンピュータ可読指令が、前記プロセッサに更に、
　前記画像の第３の領域を解析させて前記第３の領域内の第３の気泡の数を検出させ、
　前記第１の気泡の数又は前記第２の気泡の数を前記第３の気泡の数と比較させる、実施
形態ＦＦのコンピュータ可読媒体である。
【０１２０】
　実施形態ＨＨは、前記コンピュータ可読指令が、前記プロセッサに更に、
　前記画像を解析させて前記培養器の前記増殖領域内の気泡を検出させ、
　複数の前記気泡を分類させ、前記複数の気泡を分類することが、前記複数の気泡のそれ
ぞれに関連付けられたサイズパラメータに基づいて、それぞれの気泡を第１の群又は第２
の群に割り振ることを含む、実施形態ＦＦ又は実施形態ＧＧのコンピュータ可読媒体であ
る。
【０１２１】
　実施形態ＩＩは、前記コンピュータ可読命令が、前記プロセッサに更に、前記第１、第
２、又は第３の領域のいずれかの気泡が、前記第１の群又は前記第２の群のいずれに割り
振られるかを判定させる、実施形態ＨＨのコンピュータ可読媒体である。
【実施例】
【０１２２】
　実施例１ガス産生コロニーの検出方法
　トリプチックソイブロス（ＴＳＢ、カタログ番号Ｋ８９）をハーディ・ダイガグノステ
ィクス社（Hardy Diagnostics）（カリフォルニア州サンタマリア）より入手した。細菌
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株として、大腸菌（ＡＴＣＣ　２５９２２）、大腸菌（３Ｍ－ＦＲ４）、サルモネラ・エ
ンテリカ（Salmonella enterica）（ＡＴＣＣ　５１８１２）、及びエンテロバクター・
アムニゲナス（Enterobacter amnigenus）（ＡＴＣＣ　５１８９８）をマイクロバイオロ
ジクス社（ミネソタ州、セントクラウド）より入手した。ＴＳＢの終夜培養物をそれぞれ
の細菌株について調製した。薄膜型培養器（３Ｍ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭ大腸菌／大腸菌群
計数（ＥＣ）プレート）及びバターフィールドリン酸緩衝液を、いずれもスリー・エム社
（3M Company）（ミネソタ州セントポール）より入手した。
【０１２３】
　各株の終夜培養物をバターフィールドリン酸緩衝液中に約２５コロニー形成単位（ＣＦ
Ｕ）／ｍＬとなるように希釈した希釈物を調製した。３Ｍ　ＰＥＴＲＩＦＩＬＭプレート
に、透明フィルムカバーを持ち上げ、１ｍＬの希釈した試料をコーティングされた底フィ
ルムの中心にピペットで加え、カバーシートを再び被せることによって接種した。製造者
（スリー・エム社）（３Ｍ）によって提供された塗抹装置を使用して試料を所望の表面積
（約２０ｃｍ２）に均一に塗抹した。接種したプレートを３５℃で２４時間インキュベー
トした。
【０１２４】
　培養器撮像システムを使用してＰＥＴＲＩＦＩＬＭ培養プレート上のコロニーを画像化
し、識別した。撮像システムは、培養プレートを配置するためのプラットフォームとして
機能する、中心に配置されたガラスプラテン（ホワイトフラッシュオパールガラス）を有
していた。２つの別々の発光ダイオードのセット（各セットは２個の赤色ＬＥＤ、２個の
緑色ＬＥＤ、及び２個の青色ＬＥＤを含む）を使用して各培養プレートを照明した。一方
のセットは、培養プレートの上方かつ左側（長手方向寸法に対して）に配置し、他方のセ
ットは上方かつ右側（培養プレートの長手方向寸法に対して）に配置した。培養器の上に
配置されたＬＥＤ群からの光は、培養器から遠ざかる方向に光拡散反射表面内に向けられ
、光拡散反射表面によってほぼ均一な照明パターンが培養プレートの前面に照射された。
同様に、培養プレートの後面を２つの別々の発光ダイオードのセット（各セットは２個の
赤色ＬＥＤ、２個の緑色ＬＥＤ、及び２個の青色ＬＥＤを含む）を使用して照明した。一
方のセットは、培養プレートの下方かつ左側（長手方向寸法に対して）に配置し、他方の
セットは下方かつ右側（培養プレートの長手方向寸法に対して）に配置した。培養器の下
に配置されたＬＥＤ群からの光は、培養器から遠ざかる方向に光拡散反射表面内に向けら
れ、光拡散反射表面によってほぼ均一な照明パターンがガラスプラテン（上記に述べた）
の後面に照射され、培養プレートの後面に均一な照明パターンを形成した。
【０１２５】
　ＡｐｔｉｎａモデルＭＴ９Ｐ０３１　ＣＭＯＳ撮像センサ（アプティナ・イメージング
社（Aptina Imaging）（カリフォルニア州サンホセ））をプラットフォームの上に直交す
るように配置し、培養プレートの画像を撮影するように位置決めした。撮像センサ及びプ
ラットフォームを、培養プレートがセンサの焦点面内に位置するように調節した。培養プ
レートの前面（透明フィルム面）が撮像センサに面するようにプラットフォーム上で培養
プレートの向きを調節した。黒いカバーを使用して撮像装置を室内光から隔離した。得ら
れた画像において、すべての画像ピクセルのヒストグラムで飽和したピクセルが約１０％
未満となるように画像の露出を選択した。第１の画像は培養プレートの前面からの照明の
みを用いて撮影し、第２の画像は培養プレートの後面からの照明のみを用いて撮影した。
画像は両方とも、培養プレートがプラットフォーム上のまったく同じ位置に維持された状
態で撮影した（すなわち、両方の画像が撮影されるまでプレートをプラットフォームから
動かさなかった）。これにより、対応するＸＹ座標の位置を合わせることによって、２つ
の画像内に同時に存在するコロニーを識別することが可能となる。
【０１２６】
　２つの画像をＩｍａｇｅＰｒｏ　Ｐｌｕｓソフトウェア（メディアサイバネティクス社
（Media Cybernetics）（メリーランド州ロックビル））を使用して解析した。個々のコ
ロニーのサイズを、第１の培養プレート画像（１００％前面照明）から決定した。撮像プ
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って観察される赤、緑、及び青のピクセル強度の変化を解析した。ローカルバックグラウ
ンドに対する強度の変化を規定するピクセル位置を用いて、コロニーの画像の辺縁をマー
クし、コロニーの直径を測定した（直径の距離は、コロニーの辺縁をマークしたピクセル
点間に位置するピクセルの数として報告した）。
【０１２７】
　第２の培養プレート画像を用いて気泡の直径を決定した（１００％後面照明）。撮像プ
ログラムによって、気泡の画像の最も長い寸法を含むピクセルの線に沿って観察されるピ
クセルの色強度の変化を解析した。ＲＧＢ（赤／緑／青）画像処理技術を使用したところ
、緑色のチャンネルが、この培養器で使用した特定の増殖培地中の気泡を識別するうえで
最大のコントラストを与えた。ローカルバックグラウンドの色強度に対するピクセルの色
強度の鋭い低下が見られたピクセル位置を特定し、気泡の周囲に暗い輪を形成する位置と
してマークした。気泡の直径を、２つの特定されたピクセル位置間のピクセルの数を数え
ることによって測定した。
【０１２８】
　次のステップでは、撮像プログラムによって気泡の画像のサイズ及び近接度（第２の培
養プレート画像より得られたもの）を、最も近くのコロニーの画像のサイズ及び位置（第
１の培養プレート画像より得られたもの）と比較し、上記に述べた気泡のサイズ及び近接
度の基準を適用した。この基準によれば、図６の気泡８１、８２及び８３はいずれもコロ
ニー７１に付随するものであり、更に少なくとも気泡８１はコロニー７３に付随するもの
であると結論づけることができる。更に、図６のコロニー７２に付随する生物由来の気泡
は存在しないと結論づけることができる。
【０１２９】
　いずれの場合にも、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。例えば、本明細書に述べられる規則の１つ以上を他の規則とともに、又は
他の規則をともなわずに用い、これらの規則の異なるサブセットを所望の実現形態に応じ
て任意の順序で適用することができる。これらの実施形態及び他の実施形態は以下の特許
請求の範囲に含まれる。
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