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近年，自動同定機器や質量分析法の普及にともない，菌種の同定が迅速に行われるようになっ
てきた。これらの同定法は，多くの集落の中から検査者が選定した菌株に対して適用されるが，
臨床検体中には複数の菌種や薬剤耐性菌が混在している場合があり，複数の菌種あるいはク
ローンの集落から起炎菌や薬剤耐性菌を適切に選定して同定や感受性試験を実施できるかの根
本的な問題はまだ解決されていない。今回われわれは，グラム陰性桿菌の菌種を集落の色調で
識別できると同時に extended-spectrum β-lactamase（ESBL）産生菌の有無を培養翌日に判定
できるクロモアガーオリエンタシオン（CHO）�ESBL分画培地（関東化学）の特長を活用して
迅速かつ効率的な簡易同定法を考案し，その基礎的な評価と日常検査における前向き検討を実
施した。基礎的検討に用いたATCC標準株ほか既知の 87 菌株の同定精度は 97.7％（85�87）で
あった。前向き検討では 207 検体から分離された 264 菌株の同定精度は 98.6％（260�264）で
質量分析法の 93.1％（246�264）と比較して優れていた。ESBL産生菌と判定された 20 菌株は，
全てESBL分画に発育を認めた。同定にかかる費用は従来法に比較して約 62％削減できた。
簡易同定法は，培養翌日に菌種の推定とESBL産生菌の有無を同時に把握することができる
ため，日常検査の効率化のみならず，迅速な治療抗菌薬の選択や医療関連感染対策においても
有用である。
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用対効果

序 文
近年，extended-spectrum β-lactamase（ESBL）産
生菌やカルバペネマーゼ産生菌等の各種耐性菌が医療

施設関連感染症の原因菌として問題となっている。特
に，ESBL産生菌は経年的に検出率が上昇し，さらに
は院内感染事例も散見され１）２），腸内細菌科の菌種にお
ける薬剤耐性菌検査がこれまで以上に重要度を増して
きている３）４）。また，尿路感染症や腹腔内感染症では，
複数の腸内細菌科の菌種が起炎菌となるケースも多
い。したがって，様々な薬剤感受性の表現型を持つ菌
が混在した場合でも，それらを見落とすことなく識別
して確実に検出する必要がある。とりわけ，ESBL産
生菌の有無を迅速に判定することは，患者の治療およ
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Table　1.　Modified algorithm for presumptive identification of Gram-negative bacilli isolated from clinical specimens

Colony color
OIML SIM

Acylamidase Expected isolate(s)
INDa) ODCb) LDCc) IPA H2S

Purplish pink ＋ Escherichia coli

Metalic blue

－ － ＋ Klebsiella pneumoniae
＋ － ＋ Klebsiella oxytoca

＋ or － － － Citrobacter freundii
＋ ＋ － Citrobacter koseri
－ ＋ ＋ Enterobacter aerogenes
－ ＋ － Enterobacter cloacae

Aqua blue Serratia marcescens

Brown

－ ＋ － ＋ ＋ Proteus mirabilis
－ － － ＋ ＋ Proteus penneri
＋ － － ＋ ＋ Proteus vulgaris
＋ － － ＋ － Providencia sp.
＋ ＋ － ＋ － Morganella morganii

Yellow-green ＋ Pseudomonas aeruginosa
Other colors Requirement for confirmation of identification

a): spot indole test, b): ornithine decarboxylase, c): lysine decarboxylase

び感染対策上も有用であると考える。
2013 年に上市された，クロモアガーオリエンタシ
オン（CHO）�ESBL分画培地（関東化学株式会社）は，
CHOの非選択分画と，ESBL産生菌のスクリーニン
グに優れたCHOを基礎培地とするクロモアガー
ESBL分画（ESBL分画）の 2分画で構成されている。
すなわち，本分画培地のみで薬剤感性菌と耐性菌を識
別できるだけでなく，菌種の推定とESBL産生菌の
有無を同時に判定することができる。さらには，大楠
が過去に報告５）した発色基質培地と生化学的性状を用
いるアルゴリズムとCHO�ESBL分画培地を組み合わ
せることによって，日常検査の効率化に繋がると考え
た。
そこで今回，早期の菌種の報告および薬剤耐性菌検
出の効率化を目的として，様々な薬剤耐性菌を使用
し，CHO�ESBL分画培地の基礎的な検討・評価を行っ
た。さらには，大楠のアルゴリズム５）に改良を加えた
グラム陰性桿菌の簡易同定法を構築し，日常検査にお
いて本分画培地を用いた検査法の同定精度と費用対効
果を含めてその有用性を前向きに検討した。

材料と方法
＜簡易同定法の構築＞
CHROMagar Orientation 培地（日本ベクトン・
ディッキンソン）に発育した集落の色調と簡易的な生
化学的性状の組み合わせで菌種を同定する大楠のアル

ゴリズム５）を一部改良し，簡易同定法を構築した（Ta-
ble 1，Fig. 1）。菌種の鑑別に用いた生化学的性状は，
スポットインドール反応（IND），オルニチン脱炭酸
反応（ODC），リジン脱炭酸反応（LDC），IPA反応
（IPA），硫化水素産生性（H2S）およびアシルアミダー
ゼ産生（ACE）の 6種類である。INDは DMACAイ
ンドール試薬（日本ベクトン・ディッキンソン）を，
ODC，LDCは OIML培地（栄研化学），IPA，H2S は
SIM培地（栄研化学），ACEはアセトアミド培地（栄
研化学）を使用した。改良を加えた点は，次の 3つで
ある。まず，Proteus sp., Morganella sp., Providencia
sp．の鑑別を行うために SIM培地を追加した。次に，
大楠のアルゴリズム５）では緑膿菌を鑑別するために抗
血清を使用していたが，代わりにアセトアミド培地を
使用した。そして，当院における分離頻度や集落の色
調を考慮し，Salmonella sp．のアルゴリズムを削除し
た。
＜基礎的検討＞
1．CHO�ESBL分画培地の発育支持能の評価
Escherichia coli（ATCC 25922）および当院で分離

されたESBL産生 E. coli（CTX-M-1 group），ESBL
産生 Klebsiella pneumoniae（ATCC 51983，SHV-5）
を用いて，CHO�ESBL分画培地の発育支持能につい
て検討した。最初に滅菌生理食塩水でMcFarland No.
0.5 の濃度に調整した菌液を原液とし，10－1から 10－7

まで段階希釈した。そして，それぞれの希釈系列の菌
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Fig.　1.　Bacterial colonies on CHROMagar Orientation medium

液を用いてMiles & Misra 法６）で評価および判定を
行った。なお，比較対照の培地には，トリプチケース
ソイ寒天培地（日本ベクトン・ディッキンソン）を使
用した。

2．既存菌株を用いた本分画培地の発育能および簡
易同定法の同定精度の評価

腸内細菌科のATCC標準株（E. coli ATCC 25922，
K. pneumoniae ATCC 13883，Klebsiella oxytoca
ATCC 13182，Proteus mirabilis ATCC 7002，Proteus
vulgaris ATCC 13315，Enterobacter cloacae ATCC
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Table　2.　List of strains and resistance group for the ini-
tial phase of this study

Bacteria Resistance gene 
(ESBL, PABL, MBL)

No. of 
strains

Escherichia coli

－  4
TEM group  1
SHV group  2

CTX-M-1 group  4
CTX-M-2 group  2
CTX-M-9 group  7

CMY-2  3
IMP-1 group  1

Klebsiella pneumoniae

－  4
CTX-M-1 group  4
CTX-M-2 group  3
CTX-M-9 group  5

CMY-8  2
DHA-1  3

Klebsiella oxytoca －  4

Proteus mirabilis
－  4

CTX-M-2 group  4
CTX-M-9 group  1

Proteus vulgaris －  3
Proteus penneri －  1

Serratia marcescens －  4
IMP-1 group  1

Citrobacter freundii －  3
IMP-1 group  1

Citrobacter koseri －  3

Enterobacter cloacae －  4
VIM-2 group  1

Enterobacter aerogenes －  3
Morganella morganii －  3
Providencia rettgeri －  2

Total 87

23355，Enterobacter aerogenes ATCC 13048，Citro-
bacter freundii ATCC 8090，Citrobacter koseri
ATCC 10786，Serratia marcescens ATCC 8100，Mor-
ganella morganii NRBC 3168）11 株，当院で分離さ
れた cefpodoxime のMICが 1 μg�ml 以下の腸内細菌
科の菌 31 株およびESBL産生菌（CTX-M型）13 株，
近畿耐性菌研究会より分与を受けたESBL産生菌
（TEM 型，SHV 型，CTX-M 型）１） 20 株，plasmid-
mediated AmpC β-lactamase（PABL）産生菌（CMY
型，DHA型）７） 8 株，metallo β-lactamase（MBL）産

生菌（IMP型，VIM型）８） 4 株の計 87 株を用いて，
McFarland No. 0.5 の濃度にてCHO�ESBL分画培地
に塗布し，発育の可否を調査した。なお，当院で分離
されたESBL産生菌は，cefpodoxime のMICが 2 μg�
ml 以 上 を 示 し，amoxicillin-clavulanate，cefpodox-
ime，ceftazidime，cefotaxime および cefpirome を用
いた double-disk synergy test（DDST）９）で陽性を示
し，かつ PCR法１０）１１）にて耐性遺伝子の保有を確認した
菌株を用いた。検討に用いた菌株を菌種別，耐性因子
別に整理しTable 2 に示した。
＜前向き検討＞
1．対象検体および培養・同定検査
2013 年 8 月 1日から 9月 30 日および 12 月 1 日か
ら 12 月 31 日までの計 3ヶ月間に当院検査部に提出さ
れた検体のうち，グラム染色でグラム陰性桿菌が有意
に認められた 207 検体に対して，日常検査に使用する
培地とは別に本分画培地を追加した。207 検体中，全
例でグラム陰性桿菌の発育を認め，コロニーの性状の
違いにより分離された 264 株を対象として検討を行っ
た。
臨床検体をCHO�ESBL分画培地に塗布し，35℃，
好気条件下で 18～24 時間培養した。本分画培地に発
育した集落の同定は，簡易同定法および従来法を用い
て実施した。従来法はマイクロスキャンNeg EN
Combo1J（SIEMENS）を使用した。簡易同定法と従
来法とで菌名が異なる場合には，アピ 20E（シスメッ
クス・ビオメリュー）または 16S rDNA解析で精査
した。そして，従来法および追加解析の結果を基準と
して，簡易同定法の菌種の同定精度を検討した。
一方，ESBL分画培地に集落が発育し，腸内細菌科
の菌種と判定された菌株は，DDST法と ESBL�AmpC
鑑別ディスク（関東化学）を用いて耐性因子の確認試
験を実施した。
3．簡易同定法と質量分析法との菌種の同定精度の
比較・検討

分離された 264 菌株をMALDI Biotyper（Bruker
Daltonics）を使用してセルスメア法で測定し，菌種
の同定を行った。菌種レベルの確定は Score＞2.0 と
し，それより低いスコアを示した場合は，エタノール・
ギ酸抽出法にて再度測定した。
4．ESBL産生 E. coli と ESBL非産生 E. coli が同時
検出された検体における釣菌確率の評価

ESBL産生 E. coli と ESBL非産生 E. coli の 2 株が
同時検出された 1検体において，非選択分画とESBL
分画のそれぞれからランダムに集落を釣菌し，前述と
同様にESBL産生の確認試験を実施した。また，Iijima
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Table　3.　Accuracy of the Modified algorithm

Isolated bacteria No. of 
isolates

Identification 
accuracy

Escherichia coli 91/91  100%
Klebsiella pneumoniae 49/49  100%
Klebsiella oxytoca 10/10  100%
Citrobacter freundii  9/10   90%
Citrobacter koseri 1/1  100%
Enterobacter aerogenes 1/1  100%
Enterobacter cloacae 11/14 78.6%
Serratia marcescens 7/7  100%
Proteus mirabilis 8/8  100%
Proteus penneri 2/2  100%
Proteus vulgaris 1/1  100%
Providencia sp. 2/2  100%
Morganella morganii 4/4  100%
Pseudomonas aeruginosa 43/43  100%
Other spices※ 21/21  100%

Total 260/264 98.5%
※Other spices (No. of isolates): Acinetobacter bauman-
nii/haemolyticus (8), Stenotrophomonas maltophilia (6), 
Barkhorderia cepacia (2), Pseudomonas fluorescens/pu-
tida (2), Acinetobacter lwoffii (1), Chryseobacterium in-
dologenes (1), Providencia rettgeri (1)

らの方法１２）［D＝1－（1－P）n］を用いて，ESBL産生 E.
coli の釣菌確率を算出して比較した。
5．費用対効果の検証
検討期間中，菌種の同定のみにかかった費用を算出
し，簡易同定法と従来法の同定費用を比較検討した。
菌種の同定にかかった費用は，従来法では同定に使用
したキットの価格（定価），簡易同定法においては，
CHO�ESBL分画培地，生化学的性状に使用した試験
管培地の価格（定価）を算出した。なお，スポットイ
ンドール試薬は，1回に使用した価格が 1円以下のた
め，同定費用から除外した。また，検査に要した時間
当たりの人件費は同定費用に含まれていない。

結 果
＜基礎的検討＞
1．Miles & Misra 法による培地の発育支持能試験
今回使用した菌株（E. coli ATCC 25922，ESBL産
生 E. coli，ESBL産生 K. pneumoniae）において，非
選択分画およびESBL分画（E. coli ATCC 25922 は
除く）ともに良好な発育を認めた。トリプチケースソ
イ寒天培地と比較した場合，各々の希釈系列の発育に
おける差異は認められなかった。

2．既存菌株を用いた本分画培地の発育能および簡
易同定法の評価

ATCC標準株および cefpodoxime のMICが 1 μg�
ml 以下を示す当院分離株において，すべての菌株で
非選択分画に発育を認め，ESBL分画では発育を認め
なかった。また，ESBL産生菌，PABL産生菌および
MBL産生菌においては，すべての菌株で非選択分画
に発育を認め，PABL産生菌の 1株（CMY-2 型）を
除く 44 株は ESBL分画にも発育を認めた。
簡易同定法の同定精度は 97.7％（85�87 株）であっ
た。P. vulgaris の 1 株が通常（茶色）とは異なる緑
色の集落色調を呈したため同定できなかった。しか
し，培地背景が褐色であり，IPA反応陽性菌である
ことは推測可能であった。
また，MBL産生 E. coli の 1 株は，スポットインドー
ル試験は陽性であったが，通常（ピンク色）とは異な
る緑色の集落色調を示したため同定できなかった。そ
の他，本培地において微小集落を示したESBL産生 E.
coli が 1 株存在したが，簡易同定法による同定は可能
であった。上記の結果から，ESBL分画における耐性
菌（ESBL産生菌，PABL産生菌，MBL産生菌）検
出の特異度は 100％であった。
＜前向き検討＞
1．簡易同定法の同定精度
簡易同定法を用いた菌種の同定精度をTable 3 に示
した。菌種の同定精度は 98.5％（260�264 株）であっ
た。その菌種の内訳は E. coli 100％（91�91 株），K.
pneumonia 100％（49�49 株），P. aeruginosa 100％（43�
43 株），K. oxytoca 100％（10�10 株），C. freundii 90％
（9�10 株），C. koseri 100％（1�1 株），E. aerogenes
100％（1�1 株），E. cloacae 78.6％（11�14 株），S. marces-
cens 100％（7�7 株），P. mirabilis 100％（8�8 株），P.
penneri 100％（2�2 株），P. vulgaris 100％（1�1 株），
Providencia sp. 100％（2�2 株），Morganella morganii
100％（4�4 株），その他の菌種 100％（21�21 株）で
あった。同定できなかった C. freundii の 1 株は，従
来法と追加試験によりAeromonas hydrophila group
と同定された。また，E. cloacae の 3 株は，そのうち
2株が Enterobacter mori，1 株が Citrobacter braakii
と同定された。C. braakii は Citrobacter 属の中で唯
一ODCが陽性であるため，E. cloacae と誤同定され
た。
2．簡易同定法と質量分析装置の菌種別の同定精度
の比較

簡易同定法を用いた菌種別の同定精度は 98.6％
（260�264 株）であったのに対し，質量分析装置を用
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Table　4.　Comparison of the identification accuracy of modified algorithm and MALDI-TOF 
MS: A prospective study of 264 isolates

Organism (No. of isolates)
No. (%) of isolates correctly identified

Modified algorithm MALDI-TOF MS
Escherichia coli (91) 91 (100) 91 (100)
Klebsiella pneumoniae (49) 49 (100) 49 (100)
Klebsiella oxytoca (10) 10 (100) 10 (100)
Citrobacter freundii (9) 9 (100) 9 (100)
Citrobacter koseri (1) 1 (100) 1 (100)
Enterobacter aerogenes (1) 1 (100) 1 (100)
Enterobacter cloacae (11) 11 (100) 4 (36)
Serratia marcescens (7) 7 (100) 7 (100)
Proteus mirabilis (8) 8 (100) 8 (100)
Proteus penneri (2) 2 (100) 0 (0)
Proteus vulgaris (1) 1 (100) 0 (0)
Providencia sp. (3) 3 (100) 3 (100)
Morganella morganii (4) 4 (100) 4 (100)
Pseudomonas aeruginosa (43) 43 (100) 43 (100)
Acinetobacter baumannii/haemolyticus (8) 8 (100) 7 (87.5)
Stenotrophomonas maltophilia (6) 6 (100) 6 (100)
Acinetobacter lwoffii (1) 1 (100) 0 (0)
Barkhorderia cepacia (2) 2 (100) 2 (100)
Pseudomonas fluorescens/putida (2) 2 (100) 0 (0)
Enterobacter mori (2) 0 (0) 0 (0)
Aeromonas hydrophila group (1) 0 (0) 1 (100)
Citrobacter braakii (1) 0 (0) 0 (0)
Chryseobacterium indologenes (1) 1 (100) 0 (0)

Total (264) 260 (98.6) 246 (93.1)

Table　5.　Characterization of ESBL producers and ABL 
producing bacteria detected on CHO/ESBL 
media

Organism
No. of isolates

Recovered ESBLa) ABLb)

Escherichia coli 18 18
Klebsiella oxytoca  1  1
Citrobacter freundii  2 2
Enterobacter aerogenes  1 1
Proteus mirabilis  1  1
Enterobacter mori  1 1

Total 24 20 4
a): extended spectrum β-lactamase
b): AmpC β-lactamase

いた菌種別の同定精度は 93.1％（246�264 株）と，簡
易同定法の同定精度の方が高かった。その菌種別の比
較をTable 4 に示した。質量分析法は，E. cloacae が

36％（4�11 株），P. penneri が 0％（0�2 株）と 低 い
同定精度であった。
3．薬剤耐性菌の鑑別状況
ESBL分画に集落の発育を認めたのは 54 株であっ
た。そのうち 24 株は腸内細菌科の菌種と判定された
（Table 5）。その菌種と株数の内訳は，E. coli 18 株，
C. freundii 2 株，K. oxytoca 1 株，E. aerogenes 1 株，
P. mirabilis 1 株，E. mori 1 株であった。このうち，
ESBL産生菌と判定されたのが 20 株で，残りの 4株
は，AmpC β-lactamase（ABL）産生菌と判定された。
従来法にてESBL産生菌と判定された株は，全て
ESBL分画に発育を認めた。また，複数の菌種が混在
し，かつESBL産生菌の菌量が少ない検体において
も，ESBL産生菌を見逃すことなく釣菌可能であった
（Fig. 2）。
4．非選択分画とESBL分画におけるESBL産生菌
の釣菌確率

検体中のESBL産生 E. coli の 存在率は 5.6％で
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Fig.　2.　An isolated case of ESBL-producing E. coli in 
urine specimen from patient with polymicrobial 
urinary-tract infection

Table　6.　Comparison of non-selective area with ESBL area in detection ratio of ESBL E. coli

Area No. of Examined colonies No. of ESBL colonies ESBL ratio (%) Detection ratio (%)＊

Non-selective area 18 1 5.6  25
ESBL area  6 6 100 100

＊It is assumed that five colonies were examined at a time.

Table　7.　Comparison of modified algorithm with Microscan panel in cost required for identification

Item (cost per test)
Microscan NENC1J (n＝264) Modified algorithm (n＝264)
No. of tests Total cost (yen) No. of tests Total cost (yen)

Microscan NENC1J (1,000 yen) 264 264,000  25 25,000
CHROMagar Orientation/ESBL medium (280 yen) － － 207 57,960
OIML medium (108 yen) － － 102 11,016
SIM medium (80 yen) － －  17  1,360
Acylamidase medium (100 yen) － －  43  4,300

Total 264,000 99,636

あった。釣菌数を 5コロニーと仮定した場合の非選択
分画におけるESBL産生菌の釣菌確率は 25％であっ
た。一方，ESBL分画では 100％の確率でESBL産生
菌を釣菌できた（Table 6）。
5．費用対効果の検証
検討対象となった 264 株について，簡易同定法と従
来法の同定費用を算出した（Table 7）。なお，従来法
については同定と薬剤感受性検査を同時に測定できる
プレートを使用したが，費用の算出に関しては同定パ
ネルを使用したと仮定して，同定にかかった費用のみ

を算出した。簡易同定法を用いた検査法は従来法と比
べて，約 62％の費用を削減できた。

考 察
臨床微生物検査において起炎菌を迅速かつ正確に同
定することはきわめて重要である。同定キットや自動
同定機器そして近年では質量分析法などの技術革新に
よって確かに菌種の同定が迅速に行われるようになっ
たのは事実である。しかしながら，これらの同定法は
すべて培養後に多くの集落のなかから選定された菌株
に対して適用される。細菌感染症では，複数の菌種や
薬剤耐性菌が原因となる場合もあり，これら複数のク
ローンあるいは複数菌種の菌株から起炎菌や薬剤耐性
菌を取りこぼすことなく選定して同定や感受性試験を
実施するといった根本的な問題はまだ解決に至ってい
ない。すなわち，培地に発育した複数菌あるいは複数
クローンが混在している場合に集落の形状だけを頼り
に検査対象とすべき集落を選定することは検査の正確
度にも大きな影響を与える。また，1枚の培地で，菌
種の同定と薬剤耐性菌の鑑別を行うことは困難を極め
る。これらの背景を鑑み，今回われわれは，集落の色
調によるグラム陰性桿菌の識別とESBL産生菌の有
無を培養後すぐに判定できるCHO�ESBL分画培地を
用いた迅速かつ効率的な検査法を考案して，その検
討・評価を実施した。
はじめに，本分画培地の基礎的な評価のために ce-
fpodoxime のMICが 1 μg�ml 以下を示す当院分離株
を用いて発育支持能を検討した。耐性因子を有さない
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菌株のすべてにおいて非選択分画にて良好な発育を認
め，ESBL分画における非特異的な発育は認めなかっ
た。次に，各種耐性菌を用いた検討では，ABL産生
菌の 1株を除いたすべての株がESBL分画にて発育
を認めた。しかし，ESBL産生菌のみならず，ABL
産生菌やMBL産生菌も発育するため，ESBL産生菌
か否かの判定には確認試験を必要とする。なお，基礎
的検討における簡易同定法の菌種の同定精度は 97.7％
と良好な結果を示した。簡易同定できなかった 2菌株
の集落はいずれも緑色を呈しており，簡易同定法に当
てはまらない色調であった。しかし，このような場合
は従来法で同定するという手順になっているため，実
際には誤同定とはならない。
日常検査における前向き検討での簡易同定法の同定
精度は 98.6％であった。千葉県こども病院で検討さ
れた大楠のアルゴリズム５）の同定精度は 98.7％と報告
されており，ほぼ同様の結果を示した。今回われわれ
の提案した簡易同定法は，大楠の報告５）で課題に挙げ
られた Proteus，Morganella，Providencia（P-M-P）
グループについて，OIML培地と SIM培地を追加す
ることでこれらの菌群でも鑑別同定ができるように改
良を加えた。したがって，大楠のアルゴリズム５）は腸
内細菌科（Salmonella 属は除外）の 12 菌種を簡易同
定できるのに対して，今回われわれが構築した簡易同
定法は 14 菌種を鑑別することができるため，日常検
査における実用性がより高まった。
さらには，簡易同定法と質量分析装置を用いた菌種
の同定精度を比較したところ，簡易同定法が 98.6％
（260�264 株）であったのに対して，質量分析法は
93.1％（246�264 株）であった。実際，腸内細菌科の
鑑別は 16S rDNA解析においても難しいケースが多
く，むしろ生化学的性状に基づいた同定法の方が有用
である場合も少なくない１３）。特に Enterobacter sp．の
菌種の同定は質量分析法では困難であることが本検討
で実証された。一方，本分画培地を用いた簡易同定法
は，菌種鑑別のキーとなる生化学的性状を含有してい
ることが，質量分析法を用いた同定よりも高い同定精
度が得られた要因であったと考える。よって，近年，
日常検査において質量分析法が普及していくなかに
あって，本分画培地と簡易同定法を用いた菌種の同定
は，設備投資や汎用性の側面から鑑みても依然として
利用価値が高いことが示唆された。
ESBL産生菌のスクリーニングに関する検討では，
従来法でESBL産生菌と判定された 20 株，全てが
ESBL分画での発育を認め，基礎的検討の結果と同
様，スクリーニング培地としての使用に適していると

考えられた。しかし，ABL産生菌 4株も ESBL分画
で発育を認めた。この 4株はいずれも染色体性にABL
遺伝子を保有している菌種であるため１４），確認試験の
結果を踏まえABL遺伝子の過剰発現によるものであ
ると判断した。したがって，本分画培地はESBL産
生菌のみを発育支持しているわけではないが，第 3世
代セファロスポリン系抗菌薬に対して耐性を持つ菌に
対する選択性は高いと推察された。菌種によって発育
する集落の色調が異なるため，ESBL産生菌か否かを
推定することができ，日常検査に本分画培地を用いる
ことは十分可能である。つまり，ESBL産生菌は一般
的に E. coli の占める割合が最も高く１），集落の色調は
ピンク色である。一方，染色体性にABL遺伝子を保
有する Citrobacter 属菌や Enterobacter 属菌は青色
を呈することから菌種の推定のみならず，その耐性機
序も想定できるので本分画培地を日常検査に用いる有
用性は高い。
ESBL産生の E. coli と ESBL非産生の E. coli が同
時に分離された検体を用いた非選択分画とESBL分
画におけるESBL産生菌の釣菌確率の調査では，非
選択分画における釣菌確率が 25％であったのに対
し，ESBL分画では 100％であった。本事例のように，
少量の薬剤耐性菌が混在している場合に見逃すことな
く釣菌が可能である。また，薬剤感性菌と耐性菌が同
時に存在していた場合でも，その両方を同一の培地で
鑑別できることから，薬剤感受性試験の実施において
も非常に意義が高い。
現在，同定検査と薬剤感受性検査を同一のプレート
にて測定しているが，今後の質量分析装置の普及に伴
い，両検査を別々に実施する施設が増加していくこと
が予想される。質量分析装置を用いた菌種の同定法
は，集落を形成後，かつ単一な集落が得られて初めて
検査を実施することができる。しかし，複数菌混在し
ているケースにおいて，検査を実施する集落の選定に
は経験を要する。また，質量分析装置で耐性菌を鑑別
する検討１５）１６）が行われているが，日常検査での実用化
にはまだ時間がかかるであろう。一方で，本分画培地
を用いた場合は，集落を形成する段階で菌種によって
集落の色調が異なるため，初心者でも集落の選定が容
易である。さらには，複数菌混在しているケースにお
いても，培養翌日に一目で菌種やESBL産生菌の有
無を判定することができるため，経験年数の浅い技師
でも見逃すことなく検査を実施することが可能であ
る。
今回のわれわれの検討では，同定にかかった費用を
従来法と比較して約 62％減少させることができた。
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大楠の報告５）でも，アルゴリズムを用いた検討期間中
の同定コストは，生化学的性状に基づいた同定検査
キットを使用した従来法と比較し，約 70％減少した
ことを示している。一方，質量分析法は装置自体の価
格が約 3千万円で，さらに保守点検の費用を含めると
高額となるため，導入できる施設は限られる。したがっ
て，費用対効果と簡易同定法の高い同定精度および特
殊な機器を必要としないことを踏まえると，今回考案
した検査法は様々な施設における日常検査の選択肢の
1つとして検討に値するであろう。
今回われわれが注目したCHO�ESBL分画培地は，
集落形成の段階で菌種により色調が異なるため，培養
翌日に菌種の推定が可能であり，さらには，ESBL分
画における発育の有無により薬剤耐性菌の存在を把握
することができる。よって，これらの情報を培養の翌
日に得られることが，本分画培地の最大の利点であ
る。また，多くの薬剤耐性菌は確認試験の実施のため
に最終報告まで 3～4日を要している。しかし，CHO�
ESBL分画培地と簡易同定法を用いた場合の最終報告
までの時間は，2～3日となり，早期の結果報告に非
常に有益である。すなわち，本手法を含む迅速な検査
を活用することによって，適正な抗菌薬治療に必要な
情報を検査室からいち早く提供することが可能とな
り，ひいては早期の感染対策実施に寄与できるものと
考える。
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Accuracy and Cost-Effectiveness of the CHROMagar Orientation�ESBL medium for
Identification and Detection of Extended-Spectrum β-Lactamase (ESBL)-Producing

Gram-Negative Bacilli in Comparison to Conventional Methodology
and Mass Spectrometry
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Automated microbiology systems for identification including mass spectrometry are already in widespread use
in clinical microbiology. In recent years, advances in technology has allowed laboratorians to select from among
the colonies isolated on various media and rapidly identify organisms; however, as clinical specimens often contain
a mix of genera, species and clones often possessing resistance markers for antimicrobial agents, the selection of
the appropriate colonies from mixed culture for identification and antimicrobial susceptibility testing remains a
challenge in clinical microbiology. We evaluated the performance of CHROMagar Orientation (CHO)�ESBL me-
dium which differentiates Gram-negative bacteria based on pigmentation and detection of extended spectrum β-
lactamase (ESBL) producing organisms following overnight incubation. In the initial phase of the study, using
ATCC isolates and previously identified clinical isolates, we showed 97.7％ (85�87) agreement between CHO�
ESBL and conventional methodology. In the prospective study, of the 264 isolates recovered from 207 clinical
specimens there was 98.5％ agreement (260�264) between CHO�ESBL and conventional methodology which was
superior to selection of colonies for mass spectrometry which identified 93.1％ (246�264) of the isolates. Of the 20
isolates confirmed to be ESBL-producers, all were detected by the CHO�ESBL differential medium. Operating
cost using CHO�ESBL was shown to decrease 62％ in comparison to conventional methodology. As CHO�ESBL
allows the laboratorian to presumptively identify isolates as well as detect ESBL-producers simulataneously fol-
lowing overnight incubation, this significantly improves workflow thereby supporting earlier selection of the ap-
propriate antimicrobial therapy and implementation of infection control measures.


