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抗菌薬選択において迅速かつ正確な薬剤感受性試験は重要であるが，コリスチン（Colistin：CL）の薬剤
感受性試験は未だ課題が多い。本検討では CLの薬剤感受性試験の一つである Colistin Broth Disk Elution
（CBDE）について評価した。対象は 2016年 1月～2019年 12月の期間に提出された各種臨床材料から分離・
同定した Enterobacterales 77株（mcr 保有菌種 6株を含む）とした。微量液体希釈法（Broth microdilution：
BMD）を参照法として，CBDEで得られた CLのMICの±1管差以内の一致率（Essential agreement：EA）
およびカテゴリー一致率（Category agreement：CA）を求めた。CBDEにおいて 28株（36.4%）は中間，49
株（63.6%）は耐性と判定され，EAは 100%（77/77株），CAは 93.5%（72/77株），Very Major Errorは 0%
（0/44株），Major Errorは 15.2%（5/33株）であった。本検討において，CBDEは CLの薬剤感受性を簡便
かつ正確に判定可能であり，抗菌薬選択の一助となり得ることが示唆された。
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序 文
現在，カルバペネム耐性腸内細菌目細菌（Carbapenem-

resistant Enterobacterales：CRE）などの多剤耐性グラム
陰性桿菌の拡散と増加が世界的に懸念されている１）。多剤耐
性グラム陰性桿菌感染症の抗菌薬治療としては高用量のカル
バペネム系やポリペプチド系，テトラサイクリン系抗菌薬ま
たはその併用療法等が行われている。2012年，コリスチン
（Colistin：CL）はWHOにより，多剤耐性グラム陰性桿菌
感染症の増加および薬剤耐性菌に対する抗菌薬の不足を理由
に，ヒト臨床における重要な抗菌薬として位置づけられ，我
が国においても 2015年に再承認された２）。
ポリペプチド系抗菌薬の一つである CLは分子量が大きく，
陽性荷電，疎水性という性質を持つ。CLはグラム陰性菌の
細胞外膜に結合することで膜上の Ca2＋とMg2＋を置換し，リ
ポ多糖体（lipopolysaccharide：LPS）の架橋形成を破壊す
ることで抗菌活性を発揮するとされている２）。従来，CLの
耐性機序としては，主に PmrABと PhoPQから構成される
二成分制御系と呼ばれるタンパクをコードする染色体上の遺
伝子変異による耐性獲得が主であり，菌種を超えて伝播する
可能性は低いと考えられてきた。しかし，2015年に中国で
初めてプラスミド性の CL耐性遺伝子 mcr-1 が報告されて

以降，mcr は現在までに mcr-1 から mcr-10 までのバリア
ントが報告されており，菌種を超えたさらなる拡散が懸念さ
れている３）。
CLSI（Clinical and Laboratory Standards Institute）およ
び EUCAST（The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing）は CLの薬剤感受性試験における合
同勧告として，微量液体希釈法（Broth microdilution：BMD）
を推奨している４）。CLの薬剤感受性試験を実施するにあた
り，陽性荷電を示す CLは，陰性荷電であるプラスチックに
付着することでMHB（Mueller-Hinton Broth）中での真の
CL濃度が下がり，正確な薬剤感受性結果が得られないこと
や，CLの分子量が大きいため寒天培地上で拡散しにくいな
どの問題が指摘されている５）。Simmerらによって考案され
た Colistin Broth Disk Elution（CBDE）は，Enterobacterales
と Pseudomonas aeruginosa における CLの薬剤感受性試験
の暫定的な方法として承認され，BMDとの EA（essential
agreement）は 90%以上，VME（Very major error）やME
（Major error）が低く，結果の解釈が容易であることや低コ
ストで材料の入手が容易にできることから日常検査に適した
方法とされる５）～７）。
今回，BMDを参照法として，CLの薬剤感受性試験の一
つである CBDEについて比較検討を行ったので報告する。

対象と方法
1．対象
2016年 1月～2019年 12月の期間に当院検査・輸血部に提
出された各種臨床検体から CL 2 μg/mL含有選択分離培地
（in house，ミュラーヒントン培地：日本 BD）上に発育し，
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Table　1.　Specific primers for the detection of mcr-1 ～ -9 genes

Genes Primer sequences
Product 
length

 (base pairs) 
References

mcr-1 F: 5’-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3’ 308  8)R: 5’-CTTGGTCGGTCTGTAGGG-3’

mcr-2 F: 5’-TGTTGCTTGTGCCGATTGGA-3’ 566  9)R: 5’-AGATGGTATTGTTGGTTGCTG-3’

mcr-3 F: 5’-AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG-3’ 929 10)R: 5’-AATGGAGATCCCCGTTTTT-3’

mcr-4 F: 5’-TCACTTTCATCACTGCGTTG-3’ 1,116 10)R: 5’-TTGGTCCATGACTACCAATG-3’

mcr-5 F: 5’-ATGCGGTTGTCTGCATTTATC-3’ 1,644 10)R: 5’-TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG-3’

mcr-6 F: 5’-AGCTATGTCAATCCCGTGAT-3’ 252 11)R: 5’-ATTGGCTAGGTTGTCAATC-3’

mcr-7 F: 5’-GCCCTTCTTTTCGTTGTT-3’ 551 11)R: 5’-GGTTGGTCTCTTTCTCGT-3’

mcr-8 F: 5’-TCAACAATTCTACAAAGCGTG-3’ 856 11)R: 5’-AATGCTGCGCGAATCAAG-3’

mcr-9 F: 5’-TTCCCTTTGTTCTGGTTG-3’ 1,011 11)R: 5’-GCAGGTAATAAGTCGGTC-3’
F: forward primer, R: reverse primer

質量分析装置 VITEKⓇ MS（bioMérieux）にて Enterobacter-
ales と同定された 73株（Escherichia coli 17株，Klebsiella
pneumoniae 31株，Enterobacter cloacae complex 20株，
Klebsiella aerogenes 3株，Citrobacter freundii complex 2
株）と mcr-1 保有 E. coli 4株の計 77株を対象とした。
2．CL耐性遺伝子 mcr の検出
mcr-1 保有 E. coli 4株を除く，Enterobacterales 73株を

対象として，polymerase chain reaction（PCR）法を用いた
CL耐性遺伝子 mcr-1～mcr-9 の検出を行った。5%ヒツジ
血液寒天培地（日本 BD）に継代培養したコロニーから，シ
カジーニアスⓇ DNA抽出試薬（関東化学）を用いてテンプ
レート DNAを抽出した。次に，PCR用検体 5.0 μL，TaKaRa
Taq™ Recombinant Taq DNA Polymerase（タカラバイオ）
0.25 μL，特異的 Forwardおよび Reverseプライマー各 25
pmol（Table 1），10×PCR buffer 5.0 μL，dNTP Mixture 4.0
μL，滅菌精製水にて総量 50 μLになるよう調整した。PCR
条件は，各 mcr 遺伝子ごとの至適条件を用いて行った８）～１１）。
PCR産物を 2.0% agarose gel電気泳動法にて CL耐性遺伝子
mcr の増幅を確認した。
3．薬剤感受性試験
3-1．Broth microdilution（BMD）
BMDはフローズンプレート（栄研化学，自施設特注［培
地：Mueller Hinton broth，添加物：Ca＋＋，Mg＋＋）を用い，
添付文書に従い，以下の通り実施した。①5%ヒツジ血液寒
天培地（日本 BD）にて，大気条件下，35℃，18時間培養後，
被検菌のコロニーを 0.45%滅菌食塩水に懸濁し，McFarland
No. 1に調整した。②調整した菌液をさらに 10倍希釈し，接
種用菌液とした。③接種用菌液はフローズンプレートの各
ウェルに 0.0025 mLずつ接種した（最終接種菌量：約 1×105

CFU/ウェル）。④大気条件下で 35℃，18時間培養後，MIC
を判定した。
3-2．Colistin broth disk elution（CBDE）
CBDEは CLSI M100-S30に準拠し，以下の通り実施した

（Figure 1）。①1検体数あたり 10 mLのMHBを入れたガラ
ス試験管（25 mL）を 4本用意した。②それぞれの試験管に
CLディスク（10 μg，栄研化学）を 0，1，2，4枚入れ，ボ
ルテックスミキサーで約 10秒間混和し，30分間ディスク中
の CLを溶出させた。③5%ヒツジ血液寒天培地（日本 BD）
を用いて，大気条件下，35℃，18時間培養後，発育した被
検菌のコロニーを 0.45%滅菌食塩水に懸濁し，McFarland 0.5
に調整後，接種用菌液とした。④②で CLを溶出させた各試
験管に接種用菌液を 50 μL接種し，ボルテックスミキサー
にて混和した（最終接種菌量：7.5×105 CFU/mL）。⑤大気
条件下で 35℃，18時間培養し，MICを判定した。カテゴリー
判定は CLSI M100-S30に準拠し，CL MIC≤2 μg/mLを「中
間（Intermediate：I）」，CL MIC≥4 μg/mLを「耐性（Resis-
tant：R）」と判定した８）。また，CLSI M100-S30では CLの
判定基準に「感性（Susceptible：S）」のカテゴリー基準が
設定されていないため，結果の解釈では「I」を「S」と同様
とし，BMDが「R」で CBDEが「S」の場合を Very major
error（VME），BMDが感性で CBDEが耐性の場合をMajor
error（ME）として VME rate（%）およびME rate（%）を
算出した。また，国際標準化機構（International organization
for Standardization：ISO）20776（2nd edition）において臨
床検査における薬剤感受性装置の性能基準の一つとして設定
されている Biasを求めた１２）。＋1biasは，BMDと CBDEを
比較した際のMICが＋1以上の株数を合計し，＋1管が発生
し得ない「＞4」となった株を除外した株数で，－1biasは，
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Figure　1.　Colistin broth disk elution method
CBDE is performed using four of 10 mL cation-adjusted Mueller-Hinton broth tubes for each isolate. Final concentrations of colistin are  
(a) 0 μg/mL (growth control),  (b) 1 μg/mL,  (c) 2 μg/mL, and (d) 4 μg/mL, respectively. Representative pictures for (A) Pre-cultre, and 
(B) Post-cultre. In this isolate, a colistin MIC is determined as 4 μg/mL.

(a) (b) (c) (d) (a) (b) (c) (d)

for 

BMDと CBDEを比較した際のMICが－1以下の株数を合
計し，－1管が発生し得ない「≦1」となった株を除外した
株数で除することで算出し，＋1biasと－1biasの差を Bias
とした。
3-3．精度管理
内部精度管理は Simnerらの論文に準拠して E. coli

ATCC 25922および P. aeruginosa ATCC 27853を使用し，
試験実施ごとに得られたMICが基準範囲内（E. coli：CL
MIC range 0.25～2.0 μg/mL，P. aeruginosa：CL MIC range
0.5～4 μg/mL）であることを確認した５）。

結 果
1．CL耐性遺伝子 mcr の検出
mcr 特異プライマーを用いた PCRの結果，E. cloacae

complex 2株から mcr-9 が検出されたが，他の菌株からは
いずれの CL耐性遺伝子も検出されなかった。
2．CL薬剤感受性試験
BMDを用いて測定した Enterobacterales 77株における

CLの MICは 33株（42.9%）が MIC≤2 μg/mL（I），44株
（57.1%）がMIC≥4 μg/mL（R）と判定された（Table 2-1）。
菌種別では E. coli が「I」13株，「R」8株［mcr-1 保有 E. coli
は 4株すべてがMIC 2 μg/mL（I）］，K. pneumoniae が「I」
12株，「R」19株，E. cloacae complexが「I」3株，「R」17
株［mcr-9 保有 2株はすべて＞8 μg/mL（R）］，K. aerogenes
と C. freundii complexは 5株すべてが「I」と判定された（Ta-
ble 2-1）。
CBDEを用いて測定した Enterobacterales 77株における
CLのMICは 28株が「I」，49株（63.6%）が「R」と判定さ

れた（Table 2-2）。菌種別では E. coli は「I」8株，「R」13
株［mcr-1 保有 E. coli は 4株すべて 4 μg/mL（R）］，K. pneu-
moniae は「I」12株，「R」19株，E. cloacae complexは「I」
3株，「R」17株［mcr-9 保有株は 2株とも＞4 μg/mL（R）］，
K. aerogenes と C. freundii complexは 5株すべてが「I」と
判定された（Table 2-2）。
BMDを参照法とした場合，CBDEの EAは 100%，CAは
93.5%（72/77株），VMEは 0%，MEは 15.2%（5/33株），Bias
は＋32.5%であった（Table 3）。また，mcr保有菌株の EA
は 100%（6/6株），CAは 33.3%（2/6株）であった（Table
3）。

考 察
本論文は CLの薬剤感受性試験の一つである CBDEにつ

いて，日本国内で検討した最初の報告である。CL耐性菌の
分離は 2000年前後から P. aeruginosa，Acinetobacter bau-
mannii，K. pneumoniae などで報告されていたが，これら
の報告は耐性機序として染色体上の遺伝子変異を確認してい
るもので，伝播・拡散する可能性は低いものと考えられてい
た１３）。しかし，2015年に中国で初めてブタからプラスミド性
CL耐性遺伝子 mcr が検出，さらにはヒト由来 E. coli から
も発見され，現在までに 5大陸 54ヵ国で報告されている８）１４）。
また，日本国内では 2017年に沖縄県で mcr-1 遺伝子保有 E.
coli が初めて分離報告され，以降，様々な地域で mcr-1 遺
伝子保有 Enterobacterales が報告されている１５）。
現在，日本国内の臨床微生物検査室で使用されている自動
薬剤感受性装置や Etest法は CLの薬剤感受性が正確に測定
できないことが問題となっている。Chewらの報告によると
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Table　2.　Results of CL-antimicrobial susceptibility testing

2-1. Broth microdilution (BMD) method

n
MIC (μg/mL)

＜＿1 2 4  8 ＞8
E. coli 17  8 1 4  3  1

mcr-1  4 4

K. pneumoniae 31 12 3  2 14

E. cloacae complex 18  3 15
mcr-9  2  2

K. aerogenes  3  3

C. freundii complex  2  2
Total 77 28 5 7  5 32
2-2. Colistin Broth Disk Elution (CBDE) method

n
MIC (μg/mL)

＜＿1 2 4 ＞4
E. coli 17  8 1  8

mcr-1  4 4
K. pneumoniae 31 12 19

E. cloacae complex 18  3 15
mcr-9  2  2

K. aerogenes  3  2 1

C. freundii complex  2  2
Total 77 27 1 5 44
MIC: minimum inhibitory concentration

Table　3.　Comparison of the results of CBDE for Enterobacterales with those of the reference method (BMD)

n
Agreement with reference MIC No. (%) of isolates

－2 －1 0 ＋1 ＋2 ±1 EA CA VME ME Bias (%)
All isolates 77 0 0 64 13 0 100 72 (93.5) 0 5 (15.2) ＋32.5
E. coli 21 0 0 16  5 0 100 16 (76.2) 0 5 (38.5) ＋52.9

(mcr-1 positive) (4) 0 0  0  4 0 100 0 0 4 (100) ＋100
K. pneumoniae 31 0 0 28  3 0 100 100 0 0 ＋20.0
E. cloacae complex 20 0 0 20  0 0 100 100 0 0 0

(mcr-9 positive) (2) 0 0  2  0 0 100 100 0 0 0
Other Enterobacterales 5 0 0  4  1 0 100 100 0 0 ＋20.0

CBDE: Colistin Broth Disk Elution, BMD: Broth microdilution, EA: Essential agreement, CA: Category agreement, VME: Very major er-
ror, ME: Major error

BMDを参照法とした際の VITEKⓇ2（bioMerieux）の EA
は 93.4%，CA 88.2%，VME 36.0%，MicroScan（ベ ッ ク マ
ン・コールター）の EAは not applicable，CA 88.2%，VME
4%，ME 15.8%，Etest法の EAは 75.0%，CA 92.1%，VME
12.0%，ME 5.9%であり，いずれの検査機器・方法において
も CLSIが推奨する性能基準を満たしていなかった１６）。当院
においても自動薬剤感受性装置 VITEKⓇ2を用いて BMDと
CL薬剤感受性結果の比較を行ったところ，EAは 76.4%（79/
104株），CA 79.8%（83/104株），VME 43.8%（21/48株），
ME 0%（0/56株）であり，Chewらの報告と同様の結果で
あった。また，VITEKⓇ2との比較検討において，E. cloacae
complexは EA 27.3%（6/22株），CA 27.3%（6/22株），VME

94.1%（16/17株），ME 0%（0/5株）を示し，その要因は不
明であるが VITEKⓇ2を用いた CLの薬剤感受性測定には注
意を要することが再確認された。以上のことから，CLの薬
剤感受性試験には自動機器を用いた微量液体希釈法や Etest
法に替わる方法が必要と考えられる。
CBDEは，1973年に嫌気性菌を対象とした薬剤感受性試
験法を基に，CLのMIC測定を目的として考案された方法
である１７）。CLのMICを測定するための薬剤感受性プレート
を作成する必要がなく，一般的な臨床微生物検査室で実施可
能，かつ簡便な方法である。本検討における CBDEの EA
は 100%，CAは 93.5%，VMEは 0%，MEは 15.2%となり，
Routらの研究でも EA 92.5-98.5%，CA 95.7-98.2%，VME 1.1-
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2.6%，ME 0.82-2.6%と同様の結果が得られていた１８）。また，
Simnerらは，CBDEで CA 98%，EA 99%を示し VMEお
よびMEはなかったとしている６）。しかし本研究では，ME
は 15.2%（5/33株）であり，国際標準化機構（International
Organization for Standardization：ISO）20776-2の推奨値で
ある 3%を超えた。その要因として以下の可能性が考えられ
る。本来 E. coli における CLのMIC分布は 0.5 μg/mLを
ピークとし，MIC 2 μg/mL以上を示す菌株は少数である１９）。
しかし，本検討では CL 2 μg/mL含有スクリーニング培地
（in house）上に発育した菌株を対象としたため，ブレイク
ポイント付近のMICを示す菌株が多かったこと，また，
CBDEのMICが BMDと比べ 1管高い値を示した菌株を複
数認め，Biasが＋32.5%と高値傾向を示したことが考えられ
た。CBDEのMICが BMDより 1管高い値を示す要因は不
明であったが，今回の検討株数が少なかったことや，BMD
のプレートの素材はプラスチック，CBDEの試験管の素材
はガラスであったことから，使用する素材の違いが要因の一
つとなる可能性が考えられる。Simnerらの報告では 110株
中 2株が CBDEのMICが BMDより 1管高く同様の結果が
得られていたが，Routらの報告では BMDのMICが CBDE
のMICよりも高く，報告により傾向は異なっていることか
ら，さらなる検討が必要と考えられる。
本研究の制限事項として，まず，現在の CLSIが推奨する

菌株を用いて CBDEの精度管理を実施できなかったことが
挙 げ ら れ る８）。E. coli ATCC 25922お よ び P. aeruginosa
ATCC 27853の CL MICはいずれも CBDEにて下限値以下
のMICを示すことから，現在の CLSI M100では精度管理
菌株は E. coli AR Bank ＃0349（2～4 μg/mL）に変更され
ている。したがって，今後は E. coli AR Bank ＃0349を使
用した精度管理を行う必要がある。次に，本検討は単施設か
つ選択分離上に発育した菌株を用いた検討であるため，菌株
数が少なく菌種に偏りがあり，また，菌種による検討株数に
も差があることが挙げられる。よって，今後の CBDEの性
能評価は菌株数を増やした検討が望まれる。また，今回 E.
cloacae complexから検出された mcr-9 は，下流にセンサー
ヒスチジンキナーゼをコードする qseC と応答制御因子であ
る qseB からなる 2成分制御システムの存在を必要とする。
しかし本研究では CBDEと BMDの比較検討であり，今回
は mcr-9 が検出された菌株に対しての詳細な解析は行って
いない。今後 qseC および qseB の有無を含め，解析を行う
必要があると考えられる。さらに，CBDEは P. aeruginosa
も対象菌種の一つであるが，本検討では Enterobacterales
のみを対象としており，P. aeruginosa に対する CBDEの検
討は行っていない。海外では P. aeruginosa を対象とした
CBDEについて，CA 99.3%，EA 96.6%，VME 0%，ME 0.7%
と，CBDEを用いた P. aeruginosa の CLの薬剤感受性試験
の有用性が報告されている７）。今回の検討の目的は CBDEの
性能評価であったことから BMDで CLに耐性を示し，mcr
が検出されなかった菌株の耐性機序については精査を行わな
かった。今後は，これらの菌株について，染色体性の耐性機
序とされる二成分制御系内のタンパクの遺伝子変異の検索な
ど，より詳細な解析が必要である。
現在，本邦において CLを治療薬として使用することは比

較的少ない２０）。しかし，今後はインバウンド，アウトバウン
ドの増加によって多剤耐性菌が流入・増加し，感染症の治療
薬として CLを使用するケースが増加することが懸念される。
CBDEは迅速，正確，かつ簡便に CLのMICを測定するこ
とが可能であり，日常検査に適した臨床上有用な検査法であ
ると考えられる。
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Evaluation of the clinical usefulness of the colistin broth disk elution as an antimicrobial
susceptibility testing for colistin in Enterobacterales
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A rapid and accurate antimicrobial susceptibility testing (AST) method is required in the antimicrobial stewardship activ-
ity to detect antimicrobial resistant bacteria as soon as possible. In this study, to evaluate the clinical usefulness of colistin
broth disk elution (CBDE), an AST for colistin (CL), we examined seventy-seven isolates of Enterobacterales from various
clinical specimens submitted between January 2016 and December 2019, including 4 isolates of E. coli harboring mcr-1 and 2
isolates of E. cloacae complex harboring mcr-9 , with CBDE. Twenty-eight (36.4%) and 49 (63.6%) isolates were determined as
intermediate, and resistant, respectively, and by using the broth microdilution (BMD) as a reference method, the category
agreement (CA) and essential agreement (EA) of the MIC of CL within±1 tube difference are 93.5% (72/77 isolates) and
100% (77/77 isolates), respectively, we also observed 15.2% (5/33 isolates) of major error, but no very major error. Regarding
six isolates harboring the mcr (4 isolates of E. coli harboring mcr-1 and 2 isolates of E. cloacae complex harboring mcr-9 ),
four were determined as intermediate and two were resistant in BMD, whereas all six isolates were determined as resistant
in CBDE. These results indicate that CBDE is considered as an accurate and rapid method to detect the CL-resistant Entero-
bacterales ., and useful to apply antimicrobial stewardship activity for Enterobacterales .


