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Nocardia 属菌臨床分離株を用いた質量分析装置 VITEK MSの同定精度評価および薬剤感受性結果
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質量分析法を用いた Nocardia 属菌の迅速な同定はノカルジア症の診断や治療薬選択に有用だが，VITEK
MSによる本菌の同定精度や適切な菌株の前処理に関する報告は不足している。また，近年ではノカルジア
症の治療薬への耐性化が懸念されていることから，Nocardia 属菌臨床分離株 46株を対象に VITEK MSの
同定精度の評価と薬剤感受性検査を行った。
16S rRNA遺伝子解析結果から 46株中 40株は VITEK MSデータベース収載菌種に該当することが確認
され，40株中 36株（90%）は Direct deposit（DD）で遺伝子解析と同じ菌種に同定された。DDで未同定
の 4株はギ酸による前処理では 1株のみ，VITEK MS Mycobacterium/Nocardia Kitによる前処理では 4
株全て同定された。薬剤感受性検査では 46株は全て linezolid，sulfamethoxazole-trimethoprimに感性であっ
たが，ceftriaxoneに本来感性の Nocardia cyriacigeorgica では 9株中 1株に耐性を認めた。
VITEK MSによる Nocardia 属菌の同定精度は高く，適切な前処理の選択が更なる精度向上に寄与すると

考えられた。また，少数ながら獲得耐性の存在が示唆され，ノカルジア症治療には同定検査と併せて薬剤感
受性検査の必要性が示された。
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序 文
Nocardia 属菌は水中や土壌など自然界に広く存在するグ

ラム陽性好気性放線菌の一つである。本菌による感染症は主
に免疫不全宿主に見られ，特に呼吸器感染症，皮膚軟部組織
感染症，中枢神経感染症の原因菌として重要である１）。Nocar-
dia 属菌は菌種により原発部位や病原性が異なり，Nocardia
brasiliensis や Nocardia otitidiscaviarum は皮膚軟部組織か
ら，Nocardia farcinica や Nocardia cyriacigeorgica，Nocar-
dia nova は肺から分離される頻度が高いことが知られてい
る１）。特に国内でノカルジア症の原因菌として分離頻度の高
い N. farcinica は全身播種や脳病変を合併しやすく，病原性
が強いことが知られている２）。したがって臨床検体から N.
farcinica が検出された場合は，積極的な脳病変の検索を行
うことが極めて重要であり，原発巣の推定や合併症の回避に
おいて正確な菌種同定は重要と考える。また，Nocardia 属
菌 の 正 確 な 菌 種 同 定 は N. otitidiscaviarum に お け る
imipenem（IPM）への自然耐性など１），菌種ごとの薬剤感受
性パターンを踏まえた治療薬選択においても有益であるが，
近年，ノカルジア症の第一選択薬である sulfamethoxazole-
trimethoprim（ST）に耐性を示す株の増加が報告されてお

り３），ノカルジア症の適切な治療には Nocardia 属菌の正確
な菌種同定に加え，薬剤感受性検査の実施が不可欠と考えら
れる。
細 菌 検 査 に お け るMatrix-Assisted Laser Desorption
Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry（MALDI-TOF
MS）を用いた同定は，被験菌のマススペクトルをデータベー
スに照合し菌種を同定する検査技術として活用されており，
微生物同定システムとしてMALDI Biotyper（ブルカージャ
パン株式会社）と VITEK MS（ビオメリュー・ジャパン株
式会社）の 2つが上市されている。被験菌の増殖速度に依存
しない本同定技術は遅発育菌の迅速な同定を可能にし，デー
タベースの拡充とともにその有用性が評価されつつある。No-
cardia 属菌においてもMALDI-TOF MSの同定精度が国内
外の臨床分離株を対象に評価されているが４）５），その報告の多
くはMALDI Biotyperによるものであり，VITEK MSを用
いた Nocardia 属菌の同定精度に関する報告は乏しい。また，
本菌はミコール酸などの細胞壁中の脂肪酸や基生菌糸の形成
などマススペクトル取得に影響を及ぼす可能性のある特徴を
有するため４）６），ギ酸やガラスビーズを用いた前処理が日常的
に行われているが，これら前処理の必要性や最適な前処理の
選択については十分に検証されていない。
そこで，本研究では 2005年から 2023年までの期間に九州
大学病院検査部で分離された Nocardia 属菌 46株を解析対
象に，16S rRNA遺伝子解析結果と VITEK MSによる同定
結果を比較し，VITEK MSの同定精度の評価を行った。ま
た，当院分離株の薬剤感受性検査も同時に施行したためここ
に併せて報告する。
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材料と方法
1．対象
2005年 1月 1日から 2023年 12月 31日までの期間に九州
大学病院検査部細菌検査室にて分離され，マイクロバンク（イ
ワキ株式会社）にてMcFarland3から 4相当で－80℃保存
されていた Nocardia 属菌初代分離株 46株を 16S rRNA遺
伝子解析による同定，VITEK MSによる同定および薬剤感
受性検査に用いた。標準菌株は，VITEK MSによる同定に
は N. brasiliensis ATCC 19296，N. nova ATCC BAA-2227
を用い，薬剤感受性検査には N. nova ATCC BAA-2227，
Staphylococcus aureus ATCC 29213を用いた。
臨床分離株はマイクロバンクにて－80℃保存されていた

ものより，標準菌株は添付文書に記載の方法に準じてそれぞ
れアキュレート羊血液寒天培地（島津ダイアグノスティクス
株式会社）に接種し，35℃，大気条件下で 2回継代した。臨
床 分 離 株，N. brasiliensis ATCC 19296お よ び N. nova
ATCC BAA-2227は 72時 間，S. aureus ATCC 29213は 20
時間培養したコロニーを用いて以降の実験を行った。
2．方法
（1）16S rRNA遺伝子解析による同定
臨床分離株 46株はサンガーシークエンス法による 16S

rRNA遺伝子解析７）を行った。既報の基準８）９）を参考に，EzBio-
Cloud（https://www.ezbiocloud.net/）に登録された基準株
との相同性から菌種あるいは complexレベルでの菌種同定
を行った。16S rRNA遺伝子解析により同定した菌種を
VITEK MSによる Nocardia 属菌の同定精度評価の基準と
した。
（2）VITEK MSによる同定と精度評価
MALDI-TOF MSによる菌種同定には VITEK MSとその

専用解析ソフトである VITEK MS Version3.2（V3.2）が有
するデータベースを用いた。まず，全ての臨床分離株，N.
brasiliensis ATCC 19296および N. nova ATCC BAA-2227
は前処理を行わず，ターゲットスライドに直接少量の菌を塗
布し，MS-CHCAマトリックス試薬（ビオメリュー・ジャパ
ン株式会社）を 1 μL滴下し乾燥後，VITEK MSによる菌種
同定を行った（Direct deposit，DD）。信頼値 99.9で同定さ
れた菌種を採用し，信頼値 99.8以下の場合は全て同定不可
とした。次に，DDにより同定不可となった菌株のみを対象
に，以下に示すギ酸（FA）および VITEK MS Mycobacte-
rium/Nocardia Kit（KIT，ビオメリュー・ジャパン株式会
社）を用いた前処理をそれぞれ行ったのち VITEK MSによ
る再測定を行った。
FA；ターゲットスライド上に塗布した菌に 70%ギ酸（ビ
オメリュー・ジャパン株式会社）を 0.5 μL滴下した。乾燥
したサンプルにMS-CHCAマトリックス試薬を 1 μL滴下し
た。
KIT；VITEK MS Mycobacterium/Nocardia Kitを 用 い

て添付文書のとおり前処理を行った後の溶液 1 μLをター
ゲットスライド上に滴下した。乾燥したサンプルにMS-
CHCAマトリックス試薬を 1 μL滴下した。
VITEK MSの同定精度の確認として，対象菌株数のうち

16S rRNA遺伝子解析により同定された菌種と VITEK MS
により同定された菌種が一致した株数を菌種ごとに算出した。

また，VITEK MSのデータベースに収載されている菌種に
関しては DD，FAおよび KITのそれぞれで 16S rRNA遺伝
子解析により同定された菌種と VITEK MSにより同定され
た菌種が一致した株数を算出した。VITEK MSのデータベー
スでは Nocardia africana と N. nova の鑑別は困難であり，
N. africana /N. nova と併記されるため，16S rRNA遺伝子
解析による同定菌種がどちらか一方と同じ場合は同定一致と
判定した。
（3）薬剤感受性検査
薬剤感受性検査はドライプレート‘栄研’DP1R（DP1R，

栄研化学株式会社），ミュラーヒントンブイヨン‘栄研’（栄
研化学株式会社）を使用し，臨床分離株および N. nova
ATCC BAA-2227は Clinical Laboratory Standards Institute
（CLSI）M24-3rd１０），S. aureus ATCC 29213は CLSI M100-
S29１１）に準じた微量液体希釈法にてMICを測定した。対象薬
剤は DP1Rに含まれる薬剤のうち，CLSI M62-1st１２）で判定基
準のある clavulanic acid/amoxicillin（CVA/AMPC），ceftri-
axone（CTRX），IPM，clarithromycin（CAM），moxifloxacin
（MFLX），minocycline（MINO），tobramycin（TOB），amikacin
（AMK），linezolid（LZD），STの 10薬剤とした。加えて，
複数株を分離した菌種ごとにそれぞれの薬剤に対する感性率
を算出した。

結 果
1．16S rRNA遺伝子解析による同定
16S rRNA遺伝子解析により同定された臨床分離株 46株
の菌種内訳とそれぞれの株数を Table 1に示す。臨床分離株
46株は 14菌種に分けられ，そのうち 40株は VITEK MSの
データベースに収載されている 9菌種に該当した（Table 1，
Isolate（species included in the VITEK MS database））。
2．VITEK MSによる同定と精度評価
N. brasiliensis ATCC 19296および N. nova ATCC BAA-

2227は DD，FAおよび KITの前処理において全て N. brasil-
iensis，N. africana /N. nova と同定された（Table 1，Control
strain）。臨床分離株のうち VITEK MSのデータベースに収
載されている 9菌種 40株において DDによる VITEK MS
の同定菌種が 16S rRNA遺伝子解析結果と一致した株数は，
N. farcinica complex 9株，N. cyriacigeorgica 8株，N. nova
5株，N. africana 4株，N. brasiliensis 4株，N. otitidiscavia-
rum 2株，Nocardia beijingensis 2株，Nocardia wallacei 1
株，Nocardia veterana 1株の合計 36株であり，DDにより
90%の株が正確に同定されていると判断した（Table 1，Iso-
late（species included in the VITEK MS database））。DD
で同定不可と判定された N. farcinica complex 3株および N.
cyriacigeorgica 1株の合計 4株を FAおよび KITでそれぞ
れ前処理を行い，VITEK MSで再度同定を試みたところ，FA
で 16S rRNA遺伝子解析により同定された菌種と一致した
のは N. farcinica complex 1株のみであったが，KITでは 4
株全てが 16S rRNA遺伝子解析結果と一致していた。
VITEK MSデータベースに収載されていない 5菌種 6株
のうち Nocardia aobensis 1株は DD，FAおよび KITの前
処理において全て N. africana /N. nova と同定され，残りの
5株は DD，FAおよび KITのどの方法でも同定不可と判定
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Table　1.　 Comparison of 16S rRNA gene sequencing identification and VITEK MS identification for 46 Nocardia spp. 
isolates.

Species identified by 
16S rRNA gene sequencing

Number of strain/
isolate

Number of strain/isolate correctly identified 
(total number of strain/isolate tested in each preparation)

DD FA KIT
Control strain
N. brasiliensis ATCC 19296  1 1 (1) 1 (1) 1 (1)
N. nova ATCC BAA-2227＊  1 1 (1) 1 (1) 1 (1)
Isolate (species included in the VITEK MS database)
N. farcinica complex＊＊ 12 9 (12) 1 (3) 3 (3)
N. cyriacigeorgica  9 8 (9) 0 (1) 1 (1)
N. nova＊  5 5 (5) - -
N. africana＊  4 4 (4) - -
N. brasiliensis  4 4 (4) - -
N. otitidiscaviarum  2 2 (2) - -
N. beijingensis  2 2 (2) - -
N. wallacei  1 1 (1) - -
N. veterana  1 1 (1) - -
Total 40 36 (40) 1 (4) 4 (4)

Isolate (species not included in the VITEK MS database)
N. thailandica  2 0 (2) 0 (2) 0 (2)
N. aobensis  1 0＊＊＊ (1) 0＊＊＊ (1) 0＊＊＊ (1)
N. puris  1 0 (1) 0 (1) 0 (1)
N. sputorum  1 0 (1) 0 (1) 0 (1)
N. vinacea  1 0 (1) 0 (1) 0 (1)

To identify all isolates by the VITEK MS, the direct deposit (DD) method was performed. Subsequently, unidentified 
ones were prepared with 70% formic acid (FA) and the VITEK MS Mycobacterium/Nocardia Kit (KIT), respectively, 
for further identification.
＊: N. africana and N. nova can not be separately identified by the VITEK MS V3.2.
＊＊: N. farcinica complex includes N. farcinica and N. kroppenstedtii.
＊＊＊: The isolate was identified as N. africana/N. nova.

された（Table 1，Isolate（species not included in the VITEK
MS database））。
3．薬剤感受性検査
臨床分離株 14菌種 46株および N. nova ATCC BAA-

2227，S. aureus ATCC 29213の薬剤感受性結果を Table 2
に示す。N. nova ATCC BAA-2227，S. aureus ATCC 29213
のMICにおいて，既定の薬剤は精度管理範囲内のMICを示
した。臨床分離株 14菌種 46株の薬剤感受性結果を薬剤ごと
に見ると，LZDおよび STはともに 46株中 46株が感性を
示し，それに次いで感性の株の割合が高かった薬剤は AMK
（46株中 45株），IPM（46株中 40株），CTRX（46株中 35
株）であった。一方で，CAM（46株中 16株）やMINO（46
株中 12株）では感性を示す株が少ない傾向にあった。菌種
ごとの感受性率を確認するため，同一菌種（complexを含む）
内で複数の株が分離された 4菌種 36株（N. farcinica com-
plex 12株，N. nova complex 11株，N. cyriacigeorgica 9
株，N. brasiliensis 4株）のみを対象にそれぞれの薬剤に対
する感性率を算出した（Table 3）。4菌種全てにおいてMINO
の感性率が低い傾向にあったが，CVA/AMPCや CAM，TOB
では菌種ごとの感性率に明らかな差異を認めた。

考 察
Nocardia 属菌の菌種同定は従来，形態や生化学的性状に

基づいて行われてきたが，これらの方法は手順が煩雑で長時
間を要することに加え，遺伝子検査による同定結果との乖離
を指摘されている１３）。また，Brown-Elliottら１）や矢沢ら１４）に
より考案された薬剤感受性結果に基づく菌種同定法も活用さ
れてきたが，Nocardia 属菌には現在 80種以上もの菌種が存
在すると言われており１５），それらを薬剤感受性結果だけで鑑
別することは困難を極める。MALDI-TOF MSはデータベー
スに依存するものの，その迅速性や簡便さから遅発育菌であ
る Nocardia 属菌の同定にも有用であることを示す報告１６）が
増えつつある。本研究では Nocardia 属菌の同定精度に関し
て検証が不十分であった VITEK MSを測定機器とし解析を
行ったところ，データベースに収載されている 9菌種 40株
は全て 16S rRNA遺伝子解析結果と一致することが確認さ
れ，VITEK MSによる Nocardia 属菌の同定精度は極めて
高いことが示された。興味深いことに，解析したデータベー
ス収載菌種 40株のうち 36株（90%）は Direct deposit（DD）
によって正確に同定された。本研究同様に Nocardia 属菌を
用いたMALDI-TOF MSの同定精度を評価した文献におい
て，16S rRNA遺伝子解析結果との一致率は 78.4%から
90.0%１７）～１９）との報告があり，これらの結果からも本研究の DD
による Nocarida 属菌の同定精度は高いと考えられ，Nocar-
dia 属菌臨床分離株の多くは前処理を必要としない一般細菌
と同じ手法（DD）を用いることにより日常業務の効率化に
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Table　2.　The minimal inhibitory concentration of 46 Nocardia spp. isolates to the antimicrobials.

Species Num-
ber

MIC (μg/mL) ＊

CVA/
AMPC CTRX IPM CAM MFLX MINO TOB AMK LZD ST

Control strain
S. aureus ATCC 29213  1 ≦2/4 [S] 4 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] ≦0.5 [S] ≦0.5 [S] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
N. nova ATCC BAA-2227  1 8/16 [I] 2 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 2 [I] 2 [I] 8 [I] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
Isolate
N. farcinica complex＊＊  1 ≦2/4 [S] 8 [S] ≦2 [S] ≧16 [R] 2 [I] 2 [I] 8 [I] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]

 2 ≦2/4 [S] 8 [S] ≦2 [S] ≧16 [R] 2 [I] 2 [I] 8 [I] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 3 ≦2/4 [S] 16 [I] ≦2 [S] ≧16 [R] 1 [S] 2 [I] 8 [I] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 4 ≦2/4 [S] 8 [S] ≦2 [S] ≧16 [R] ≦0.5 [S] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] 19/1 [S]
 5 ≦2/4 [S] 8 [S] ≦2 [S] ≧16 [R] ≦0.5 [S] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 6 ≦2/4 [S] 4 [S] ≦2 [S] ≧16 [R] ≦0.5 [S] 1 [S] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 7 ≦2/4 [S] 32 [I] ≦2 [S] ≧16 [R] ≦0.5 [S] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 8 ≦2/4 [S] ≧64 [R] ≦2 [S] ≧16 [R] 2 [I] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 9 ≦2/4 [S] 32 [I] ≦2 [S] ≧16 [R] ≦0.5 [S] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
10 ≦2/4 [S] 32 [I] ≦2 [S] ≧16 [R] ≦0.5 [S] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
11 ≦2/4 [S] ≧64 [R] ≦2 [S] ≧16 [R] ≦0.5 [S] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
12 ≦2/4 [S] 4 [S] ≦2 [S] ≧16 [R] ≦0.5 [S] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]

N. cyriacigeorgica  1 4/8 [S] 2 [S] ≦2 [S] ≧16 [R] 2 [I] 4 [I] ≦1 [S] ≦4 [S] 4 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 2 8/16 [I] 2 [S] ≦2 [S] ≧16 [R] 2 [I] 4 [I] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 3 4/8 [S] 2 [S] ≦2 [S] 8 [R] 4 [R] 2 [I] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 4 4/8 [S] 2 [S] ≦2 [S] ≧16 [R] 4 [R] 2 [I] ≦1 [S] ≦4 [S] 4 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 5 4/8 [S] 4 [S] ≦2 [S] 8 [R] 4 [R] 2 [I] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 6 8/16 [I] ≦1 [S] ≦2 [S] ≧16 [R] 2 [I] 2 [I] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 7 8/16 [I] ≧64 [R] ≦2 [S] ≧16 [R] 4 [R] 2 [I] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 8 8/16 [I] 8 [S] ≦2 [S] ≧16 [R] 1 [S] 2 [I] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 9 4/8 [S] 2 [S] ≦2 [S] ≧16 [R] 4 [R] 4 [I] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]

N. nova  1 ≧16/32 [R] 4 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 2 [I] 1 [S] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 2 ≧16/32 [R] 2 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 2 [I] 1 [S] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 3 ≧16/32 [R] 4 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 4 [R] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 4 8/16 [I] 4 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 2 [I] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 5 ≧16/32 [R] 4 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 4 [R] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]

N. africana  1 ≧16/32 [R] 4 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 2 [I] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 2 8/16 [I] 4 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 4 [R] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 3 ≧16/32 [R] 2 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 1 [S] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 4 8/16 [I] 4 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 2 [I] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]

N. brasiliensis  1 ≦2/4 [S] 16 [I] ≧32 [R] ≧16 [R] 1 [S] 2 [I] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 2 ≦2/4 [S] ≧64 [R] ≧32 [R] ≧16 [R] 1 [S] 1 [S] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 3 ≦2/4 [S] 8 [S] ≧32 [R] ≧16 [R] 1 [S] 2 [I] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 4 ≦2/4 [S] 8 [S] ≧32 [R] ≧16 [R] 1 [S] 2 [I] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]

N. otitidiscaviarum  1 ≧16/32 [R] ≧64 [R] ≧32 [R] ≧16 [R] 2 [I] 1 [S] 4 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 2 ≧16/32 [R] ≧64 [R] ≧32 [R] ≧16 [R] 2 [I] 1 [S] 4 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]

N. beijingensis  1 ≧16/32 [R] ≦1 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 1 [S] 4 [I] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 2 ≧16/32 [R] 4 [S] 4 [S] ≦1 [S] 2 [I] 4 [I] ≦1 [S] ≦4 [S] 8 [S] ≦9.5/0.5 [S]

N. thailandica  1 8/16 [I] 2 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 1 [S] 1 [S] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
 2 ≧16/32 [R] 4 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 1 [S] 1 [S] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]

N. aobensis  1 ≧16/32 [R] 4 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 4 [R] 1 [S] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
N. puris  1 4/8 [S] ≦1 [S] ≦2 [S] ≧16 [R] 2 [I] ≦0.5 [S] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
N. sputorum  1 ≦2/4 [S] 8 [S] ≦2 [S] ≧16 [R] ≦0.5 [S] 1 [S] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
N. veterana  1 8/16 [I] 8 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] 4 [R] 2 [I] ≧16 [R] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
N. vinacea  1 ≧16/32 [R] ≦1 [S] ≦2 [S] ≦1 [S] ≦0.5 [S] 1 [S] ≦1 [S] ≦4 [S] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]
N. wallacei  1 ≦2/4 [S] 2 [S] ≦2 [S] 4 [I] ≦0.5 [S] 2 [I] ≧16 [R] 32 [R] ≦2 [S] ≦9.5/0.5 [S]

＊: Breakpoints are shown from CLSI M62 1st12) and susceptibility category (S, susceptible; I, intermediate; R, resistant) in parentheses.
＊: N. farcinica complex includes N. farcinica and N. kroppenstedtii.
The abbreviations of antimicrobials mean as follows; CVA/AMPC, clavulanic acid/amoxicillin; CTRX, ceftriaxone; IPM, imipenem; CAM, 
clarithromycin; MFLX, moxifloxacin; MINO, minocycline; TOB, tobramycin; AMK, amikacin; LZD, linezolid; ST, sulfamethoxazole-trime-
thoprim.
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Table　3.　The antimicrobial susceptibility rates of N. farcinica complex, N. nova complex, N. cyriacigeorgica and N. brasiliensis.

Species Number 
of isolate

% susceptable＊

CVA/
AMPC CTRX IPM CAM MFLX MINO TOB AMK LZD ST

N. farcinica complex＊＊ 12 100 50 100 0 75 8 0 100 100 100
N. nova complex＊＊＊ 11 0 100 100 100 9 27 0 100 100 100
N. cyriacigeorgica 9 56 89 100 0 11 0 100 100 100 100
N. brasiliensis 4 100 50 0 0 100 25 100 100 100 100
All 36 58 75 89 31 42 14 36 100 100 100

＊: Breakpoints were defined according to CLSI M62 1st12).
＊＊: N. farcinica complex includes N. farcinica and N. kroppenstedtii.
＊＊＊: N. nova complex includes N. aobensis, N. africana, N. nova, N. veterana.
The abbreviations of antimicrobials mean as follows; CVA/AMPC, clavulanic acid/amoxicillin; CTRX, ceftriaxone; IPM, imipen-
em; CAM, clarithromycin; MFLX, moxifloxacin; MINO, minocycline; TOB, tobramycin; AMK, amikacin; LZD, linezolid; ST, sulfa-
methoxazole-trimethoprim.

も繋がることが示唆された。DDで同定不可と判定された 4
株のうち，簡易的なギ酸（FA）による前処理では 1株しか
同定できなかったのに対し，VITEK MS Mycobacterium/
Nocardia Kit（KIT）を用いた前処理は全て正確に同定され
た。この差異の要因には KITによる前処理の最適化の他に，
前処理に用いた菌量の違いが影響したと考えられる。Khot６）

らは培養時間がMALDI-TOF MSによる Nocardia 属菌の同
定に及ぼす影響について検討しており，18-48時間培養した
菌を用いることでより同定率が高まることを報告している。
今回，DDで一部の株が同定されなかった N. farcinica com-
plexと N. cyriacigeorgica について詳細な検討は行っていな
いが，これらの菌種は他の Nocardia 属菌に比べコロニー形
成が速かった傾向にあり，同定に適したマススペクトルが得
られにくい基生菌糸量の比率が増え，より少量の菌塊を採取
し前処理を行った FAでその影響を強く受けたことが考えら
れた。データベース未収載の 5菌種 6株のうち，N. aobensis
1株は DD，FAおよび KITのどの方法でも N. africana /
nova と同定されたが，これは本菌が N. nova complexに含
まれるため VITEK MSでは鑑別困難であったと推測され
る８）。これら VITEK MSによる全ての同定結果を鑑みると，
日常検査において Nocardia 属菌を疑うコロニーを分離した
際は，まず DDによる同定を試み，同定できなかった場合に
は KITによる前処理後に再試行することにより更なる同定
精度の向上に寄与すると考えられた。
ノカルジア症の第一選択薬は STであるが，本剤は皮疹や

腎障害などの副作用が発現しやすいこと，近年では耐性化の
報告２０）もあることから薬剤感受性結果に基づいた抗菌薬の選
択は重要である。また，治療は少なくとも 6ヵ月，免疫不全
者や中枢神経系への播種を認めた場合は 1年以上に及ぶため，
外来での治療を考慮し CVA/AMPCや CAMなどの内服薬
の薬剤感受性結果を報告することは臨床的意義が高いと考え
る。今回検討した Nocardia 属菌臨床分離株において，LZD
および STに耐性を示す株は認められなかったが，その他の
薬剤では菌種により薬剤感受性結果に差が認められた。今回，
検討株数が比較的多く得られた菌種（N. farcinica complex
12株，N. nova complex 11株，N. cyriacigeorgica 9株，N.
brasiliensis 4株）の薬剤感受性検査では，CVA/AMPCに

おいて，N. nova complexは検討した株全て非感性を示し，
他の菌種と異なる薬剤感受性パターンを示した。Nocardia
属菌の β-ラクタム系抗菌薬への耐性機序の一つとしてクラ
ス A型 β-ラクタマーゼの活性が報告されており，CVAなど
の阻害剤により酵素活性が阻害される。しかし，Wallaceら２１）

は N. nova，N. africana が AMPC単剤では誘導されないが，
CVAで誘導される誘導性膜結合ペニシリナーゼ活性を有す
ることを明らかにしており，今回の結果は CVA/AMPCに
対する N. nova complexの自然耐性の一つと考えられた。本
検討における菌種ごとの薬剤感受性パターンは，Lebeaux
ら２２）や Toyokawaら２３）と同様の傾向であったが，Brown-
Elliottら１）や CLSI M62-1st１２）に よ る と，N. cyriacigeorgica
は CTRXに感性が期待されているが，本検討では 9株中 1
株が耐性を示した。McTaggartら２４）による Nocarida 属 149
株の薬剤感受性パターン解析においても，N. cyriacigeorgica
20株中 1株が CTRXに耐性を示したことを報告している。
Nocardia 属菌は抗菌薬への耐性化傾向が強く，近年では β-
ラクタマーゼ以外の酵素活性２５）やプラスミド性耐性遺伝子の
獲得２６）といった薬剤耐性機構が明らかにされつつある。本研
究では既報の薬剤感受性パターンと異なる結果を示した株は
N. cyriacigeorgica 1株のみであり耐性機構の解析には至っ
ていないが，これは Nocardia 属菌においても菌種同定だけ
ではなく薬剤感受性検査まで実施することの重要性を再認識
させる結果であると考えられる。
本研究で使用した Nocardia 属菌臨床分離株は VITEK
MSデータベース V3.2に収載された 16菌種のうち 9菌種の
みの検討であり，今後更なる菌株の収集と解析が必要である。
しかし，本研究の成果は臨床で分離頻度が高い Nocardia 属
菌において VITEK MSは 16S rRNA遺伝子解析と同等の同
定精度を有することを示し，適切な前処理の選択が更なる精
度向上に寄与することが示された。また，Nocardia 属菌は
菌種により薬剤感受性パターンが異なることや，獲得耐性を
示す株の出現も考慮すると同定検査と併せて薬剤感受性検査
も実施することが望まれる。

利益相反：申告すべき利益相反なし。
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Accuracy of Nocardia species identification by the VITEK MS Mass Spectrometer and
Antimicrobial Susceptibilities of the Nocardia Isolates obtained at Kyushu University Hospital

Mai Ohno 1) , Makiko Kiyosuke 1) , Masamune Aihara 1) 2) , Yuka Yamashita 1) , Taeko Hotta 1) , Yuya Kunisaki 1)
1) Department of Clinical Laboratory, Kyushu University Hospital
2) Department of Health Sciences, Graduate School of Medical Sciences, Kyushu University

Rapid identification of Nocardia spp. is helpful for the diagnosis of nocardiosis and the empirical treatment. In the clinical
laboratories, the VITEK MS mass spectrometer is widely used for rapid identification of pathogens. However, the accuracy
of Nocardia spp. identification by VITEK MS and the appropriate pretreatments of Nocardia isolates before VITEK MS
analysis has not been evaluated.
Sulfamethoxazole-trimethoprim (ST) has long been the monotherapy treatment of choice, but resistance to this treatment
has recently emerged. In this study, we confirmed the evaluation of identification performance and drug susceptibility of 46
isolates from Kyushu University Hospital. By 16S rRNA gene sequencing, 40 out of the 46 isolates were determined as the
species listed in the VITEK MS Version 3.2 database. VITEK MS accurately identified thirty-six isolates (90%) by direct de-
posit. The four isolates unidentified by direct deposit were pretreated with 70% formic acid on the target slides and with the
VITEK MS Mycobacterium/Nocardia Kit, respectively, for further VITEK MS identification. While one of the four isolates
was successfully identified by the former pretreatment, the latter pretreatment resulted in the accurate identification of all
four isolates. All the 46 isolates were susceptible to linezolid and ST. One of the nine isolates identified as Nocardia cyria-
cigeorgica , which expected to be susceptible to ceftriaxone, showed resistance to the drug. These findings reveal that
VITEK MS can accurately identify the Nocardia isolates at the species levels and the appropriate pretreatment method in-
creases its identification performance. The presence of acquired resistance, although in small numbers, it was shown that an-
timicrobial susceptibility testing is necessary in addition to identification testing for treatment.


