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本講義の内容

 院内感染対策上重要な微⽣物

 感染症の検査診断法と注意点
免疫学的抗原検査（POCT）
遺伝⼦検査（核酸増幅検査）
薬剤耐性菌の検査

 薬剤耐性菌の疫学



院内感染対策上重要な微⽣物
微⽣物感染症

SARS-CoV-2
インフルエンザウイルス A型，B型
パラインフルエンザウイルス
RSウイルス
肺炎マイコプラズマ
結核菌群

呼吸器感染症

アデノウイルス眼感染症
ノロウイルス
ロタウイルス
アデノウイルス

腸管感染症

MRSA
Clostridioides difficile
VRE
ESBL産⽣腸内細菌⽬細菌
カルバペネマーゼ産⽣菌（NDM，IMPなど）
CRE／CPE，MDRP，MDRA

薬剤耐性菌感染症



感染症の検査診断法

抗体検査遺伝⼦検査免疫学的
抗原検査培養検査塗抹検査特徴

イムノクロマト法
EIA，CLIA，
CLEIA，ELISA，
FIA

核酸増幅法
マイクロアレイ法

イムノクロマト法
ラテックス凝集法
EIA

検体・⽬的菌
別検査
抗酸菌検査

Gram染⾊
抗酸菌染⾊
など

主な検査の種類
または原理

速い（院内検査）
1時間〜1⽇
外注検査2〜5⽇

速い（院内検査）
1時間〜1⽇
外注検査 2〜5⽇

速い（院内検査）
1時間以内
外注検査2〜5⽇

遅い
1⽇以上

速い
1時間以内

迅速性
（検体提出から
結果報告まで）

抗体出現の最適時
期であれば⽐較的
⾼い

⾼い⽐較的⾼い⾼い低い感度

⽐較的⾼い
交差反応に注意⾼い⽐較的⾼い

交差反応に注意⾼い低い特異度

⽐較的安価⾼価⾼価⽐較的安価安価検査コスト

普通普通普通⾼い⾼い検査に要求
される熟練度

院内または外注検査で可能な検査を対象（特殊，専⾨または研究機関による検査は除く）．



検査法別にみた微⽣物の最低検出感度
最低検出感度

（検体1 mL／1スワブあたり）検査法

≧105 CFU
≧104 CFU

Gram染⾊
直接塗抹
遠⼼沈渣を塗抹

≧104 CFU
≧103 CFU

抗酸性染⾊
Ziehl-Neelsen染⾊
蛍光染⾊

≧104〜5 CFU/PFU免疫学的抗原検査

≧10〜102 CFU核酸増幅検査

≧102 CFU
≧1〜10 CFU

培養検査
直接分離培養
増菌培養



感染症POCTが可能な微⽣物・トキシン
細菌ウイルス

レジオネラ菌
肺炎球菌
肺炎マイコプラズマ
百⽇咳菌
A群溶⾎性レンサ球菌

クロストリジオイデス・ディフィシル
（トキシン）
腸管出⾎性⼤腸菌O157
ベロ毒素
ヘリコバクター・ピロリ

細菌性髄膜炎起因菌︓インフルエンザ菌，
肺炎球菌，B群溶⾎性レンサ球菌，髄膜炎菌

アデノウイルス
インフルエンザウイルスA・B
RSウイルス
ヒトメタニューモウイルス
SARS-CoV-2

単純ヘルペスウイルス
⽔痘・帯状疱疹ウイルス

ノロウイルス
ロタウイルス

B型肝炎ウイルス（HBV）
C型肝炎ウイルス（HCV）
ヒト免疫不全ウイルス（HIV）



インフルエンザウイルス A，B型検査キット



抗原検査における偽陰性の要因と注意点

反応特異性
⾎清型や抗原性により，反応しない場合がある
Leginonella pneumophila ⾎清型（1〜15），他の菌種
インフルエンザウイルス，ノロウイルス
Neisseria menigitidis（地理的に流⾏の⾎清型が異なる）
Streptococcus pneumoniae（ワクチン導⼊以降，⾎清型が変化）
→ 症状，疫学（流⾏状況）を参考に解釈

採取時期
病巣中の病原体量が少ない発症初期（インフルエンザ）
急性期を過ぎた場合，治療開始後

採取部位
インフルエンザは⿐咽頭検体が推奨，咽頭は検出率が低い
→ 臨床検査部⾨からの情報提供が重要



抗原定性検査キットによるSARS-CoV-2
陽性例

検査が正しく⾏われた
ことを⽰すライン
検査が正しく⾏われた
ことを⽰すライン

SARS-CoV-2が存在する
ことを⽰すライン
SARS-CoV-2が存在する
ことを⽰すライン



感度／特異度（95%CI）報告／サンプル／例数症状の有無／
発症からの週数

感度 72.0％ （63.7 - 79.0）
特異度 99.5％ （98.5 – 99.8）37報告

15,530サンプル 4,410例

感染確定例
有症状者

感度 58.1％ （40.2 - 74.1）
特異度 98.9% （93.6 – 99.8）

無症状者

感度 78.3% （71.1 - 84.1）26報告
5,769サンプル 2,320例発症1週間以内

感度 51.0% （40.8 - 61.0）22報告
935サンプル 692例発症2週⽬

Cochraneレビューによる抗原定性検査の評価
Dinnes J et al. Cochrane COVID-19 Diagnostic Test Accuracy Group. Rapid, point-of-care 

antigen and molecular-based tests for diagnosis of SARS-CoV-2 infection.
Cochrane Database of Systematic Reviews 2021, Issue 3. Art. No.: CD013705.

DOI: 10.1002/14651858.CD013705.pub2.

感度（95%CI）報告／例数RT-PCR Ct値
感度 94.5％ （91.0 - 96.7）
感度 40.7％ （31.8 - 50.3）

22報告 2,613例
36報告 2,632例

≦25
>25



新型コロナウイルス感染症（COVID-19）病原体検査の指針
第6版 2022年12⽉22⽇

検体と検査の組み合わせウイルス量症状／接触の有無
⿐咽頭（⿐腔） → 核酸増幅 抗原定量 抗原定性
唾液 → 核酸増幅 抗原定量多い有症状

発症〜9⽇⽬以内
⿐咽頭（⿐腔） → 核酸増幅 抗原定量

抗原定性（核酸増幅／抗原定量による確認）少ない発症〜10⽇⽬以降

⿐咽頭（⿐腔） → 核酸増幅 抗原定量 抗原定性
唾液 → 核酸増幅 抗原定量多い︖濃厚接触者

有症状
⿐咽頭（⿐腔） → 核酸増幅 抗原定量
抗原定性（感染拡⼤地域の医療機関，⾼齢者施設等で幅広く検査
する場合，必要に応じて核酸増幅／抗原定量で確認）
唾液 → 核酸増幅 抗原定量

少ない無症状



Ct値34以上はウイルスが
培養されない
Ct値34以上はウイルスが
培養されない

Rt-PCRによるSARS-CoV-2 RNA量と培養陽性率との関係
La Scola et al: Viral RNA load as determined by cell culture as a management tool 

for discharge of SARS-CoV-2 patients from infectious disease wards.
Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2020; 39: 1059-1061.



コバスTaqMan MTBによる検体からの結核菌群検出
Yang Y-C, et al. J Clin Microbiol 2011; 49: 797-801.

 結核菌群検出の感度 91.5%，特異度 98.7%



Xpert MTB/RIFによる結核菌群の検査
Boehme CC, et al. N Engl J Med 2010: 363: 1005-1015.



M. tuberculosisおよびM. avium/intracellulare
検出例における検査法別陽性率の⽐較

順天堂医院
（%）

陽
性
率



⾃動抗酸菌培養装置
BD バクテックMGIT 960

⽇本ベクトン・ディッキンソン

BD バクテックMGIT 320
⽇本ベクトン・ディッキンソン

MGIT︓Mycobacterium 
Growth Indicator Tube



抗酸菌培養陽性と陰性のMGITチューブ

陽性 陰性

紫外線ランプ



誘発痰の繰り返し検査による累積陽性率と意義
Al Zahrani, K. et al.: Int. J. Tuberc. Lung Dis., 5: 855-860, 2001  



Clostridioides difficile検査のフローチャート
Clostridioides difficile感染症診療ガイドライン2022（2023年）

Bristol stool scale
5以上の下痢便

菌の存在（GDH抗原／培養陽性）＋トキシン陽性が感染（CDI）診断の根拠
核酸増幅検査によるトキシン陽性は臨床評価と総合して評価



院内感染対策上重要な薬剤耐性菌
耐性判定薬耐性機序，遺伝⼦耐性菌（略語）

オキサシリン
セフォキシチン

PBPの変異（PBP 2ʼ獲得）
mecA

メチシリン耐性⻩⾊ブドウ球菌
methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus（MRSA）

バンコマイシン
ペンタペプチドの変異
D-Ala-D-Lactate，D-Ala-D-Serine
vanA，vanB

バンコマイシン耐性エンテロコッカス
vancomycin-resistant Enterococcus
（VRE）

イミペネム，アミカシン，
シプロフロキサシン

β-ラクタマーゼ（カルバペネマーゼ）
産⽣，アミノグリコシド修飾，DNA
ジャイレース変異

多剤耐性緑膿菌
multidrug-resistant Pseudomonas 
aeruginosa（MDRP）

イミペネム，アミカシン，
シプロフロキサシン

β-ラクタマーゼ（カルバペネマーゼ）
産⽣，アミノグリコシド修飾，DNA
ジャイレース変異

多剤耐性アシネトバクター
multidrug-resistant Acinetobacter
（MDRA）

β-ラクタム系薬全体クラスA β-ラクタマーゼのアミノ酸変
異による基質拡張

基質拡張型β-ラクタマーゼ産⽣菌
extended-spectrum β-lactamase
（ESBL）-producing organism

カルバペネム系薬
カルバペネマーゼの産⽣
クラスB メタロ-β-ラクタマーゼ
クラスA KPC型β-ラクタマーゼ
クラスD OXA型β-ラクタマーゼ

カルバペネマーゼ産⽣菌
carbapenemase-producing organism

カルバペネマーゼ産⽣腸内細菌⽬細菌
carbapenemase-producing organism
（CPE）

カルバペネム系薬
セファマイシン

カルバペネマーゼの産⽣，
抗菌薬透過性低下

カルバペネマーゼ耐性腸内細菌⽬細菌
carbapenem-resistant Enterobacterales
（CRE）



⻩⾊ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）
（ヒツジ⾎液寒天培地）



⾃動細菌同定・薬剤感受性検査装置

MicroScan
WalkAway
96Plus
Beckman 
Coulter Inc.

VITEK 2
bioMérieux
Ind. 

BD Phoenix M50
Becton, Dickinson 
and Company

RUISUS S4
Nissui
Pharmaceutical
Co.



Staphylococcus属菌のメチシリン耐性の検査
CLSI 2023

オキサシリン
ディスク

オキサシリン
MIC*

セフォキシチン
ディスク

セフォキシチン
MIC菌種

設定なし≧4 μg/mL≦21 mm≧8 μg/mLS. aureus
S. lugdunensis

≦17 mm≧1 μg/mL≦24 mm設定なしS. epidermidis

≦17 mm≧1 μg/mL設定なし設定なしS. pseudintermedius
S. schleiferi

設定なし≧1 μg/mL≦24 mm設定なしその他の
Staphylococcus spp.

• 外来性ペニシリン結合タンパク PBP2ʼ（国外はPBP2a）を保有しているかを調べる
表現型による検査は，セフォキシチンまたはオキサシリン感受性検査が推奨

*微量液体希釈法オキサシリン感受性測定は2%NaCl添加CAMHBで検査．
培養温度︓35℃を超えないよう注意（メチシリン耐性が⾒逃される可能性がある）．
培養時間︓ディスク拡散法は24時間，微量液体希釈法ではオキサシリンは24時間．
メチシリン耐性（オキサシリンまたはセフォキシチン
耐性）と判定された場合，全てのβ-ラクタム系薬の感
受性結果をR（耐性）へ変換する。



成⼈におけるStaphylococcus aureusの保菌部位

⼀般成⼈
⿐ 27%
咽頭 10〜20%
頸部 10%
胸部⽪膚 15%
腋窩 8%
腹部⽪膚 15%
前腕 20%
⼿ 27%
会陰部 22%
腟 5%
⾜⾸ 10%

保菌者
⿐ 100%
咽頭 25〜50%
胸部⽪膚 45%
腋窩 19%
腹部⽪膚 40%
前腕 45%
⼿ 90%
会陰部 60%
⾜⾸ 10%

Weidenmaier C et al. Trend in Microbiol 2012; 20(5): 243-250 



MRSA保菌患者の保菌期間

1年後の平均保菌率
48.8%

1年後の平均保菌率
48.8%

4年後の平均保菌率
21.2%

4年後の平均保菌率
21.2%

Rovicsek, A. et al., Clin. Infect. Dis., 48: 910-913, 2009



MRSA選択培地

CHROMagar MRSA OPAブドウ球菌寒天培地



全検体※からのMRSAとMSSA検出数の推移
順天堂医院

（⼈） （%）

※サーベイランス検査は除く

2021年
順天堂医院 ⼊院 29.2% 外来 18.6%
JANIS      ⼊院 46.0% 外来 30.2%

2021年
順天堂医院 ⼊院 29.2% 外来 18.6%
JANIS      ⼊院 46.0% 外来 30.2%



Staphylococcus属菌とEnterococcus属菌の
グリコペプチド系薬耐性の検査 CLSI 2023

微量液体希釈法（μg/mL）ディスク拡散法（mm）
グリコペプチド菌種

RISRIS

≧164-8≦2設定なし設定なし設定なしバンコマイシン
S. aureus

≧3216≦8設定なし設定なし設定なしテイコプラニン

≧328-16≦4設定なし設定なし設定なしバンコマイシン他の
Staphylococcus 
spp. ≧3216≦8設定なし設定なし設定なしテイコプラニン

≧328-16≦4≦1415-16≧17バンコマイシン
Enterococcus spp.

≧3216≦8≦1011-13≧14テイコプラニン

培養時間︓バンコマイシンは24時間フルに培養．

• Staphylococcus属菌では，ペプチドグリカン前駆体の合成亢進によるヘテロ耐性を
調べる

• Enterococcus属では，バンコマイシン耐性遺伝⼦van遺伝⼦の保有を調べる



バンコマイシン耐性Enterococcus（VRE）特徴

主な保有菌種テイコプラニン
MIC（μg/mL）

バンコマイシン
MIC（μg/mL）由来van遺伝⼦

E. faecium
E. faecalis≧16≧64プラスミドVanA

E. faecium
E. faecalis0.5〜14〜1,024プラスミド

染⾊体vanB

E. gallinarum
E. casseliflavus0.5〜14〜32染⾊体vanC

E. faecalis464染⾊体︖vanD

E. faecalis0.516染⾊体︖vane

E. faecalis感性16染⾊体vanG

• 感染対策上はvanA，vanB遺伝⼦保有のVREの拡散が重要



バンコマイシン耐性Enterococcus（VRE）の検査
VanB型VRE（Enterococcus faecium）

2

4

8

16

2

4

8

16

VCM VCM

バンコマイシン加エンテロコッコセル
寒天培地上のコロニー

24時間培養
4 μg/mL

48時間培養
16 μg/mL



β-ラクタマーゼのAmbler分類

Class A: ペニシリナーゼ
基質拡張型β-ラクタマーゼ（ESBL）
CTX-M，TEM，SHV
KPC型カルバペネマーゼ

セリン-β-ラクタマーゼ
Class D︓ オキサシリナーゼ
OXA型カルバペネマーゼ

Class C︓ セファロスポリナーゼ
AmpC β-ラクタマーゼ

メタロ-β-ラクタマーゼ Class B︓ カルバペネマーゼ
（MBL） IMP，VIM，NDM



WHOの地理的区分とESBL産⽣菌の腸管内保菌状況
Karanika S, et al. Clin Infect Dis 2016; 63: 310-318.



⽇本におけるESBL産⽣菌の年次推移（⼊院）
厚⽣労働省 院内感染対策サーベイランス（JANIS）データからの推計

⽶国CLSIによるCTXの中間および耐性ブレイクポイント（μg/mL）
2014年まで︓I 16〜32，R ≧64    2015年以降︓I 2，R ≧4
⽶国CLSIによるCTXの中間および耐性ブレイクポイント（μg/mL）
2014年まで︓I 16〜32，R ≧64    2015年以降︓I 2，R ≧4



CLSI標準法によるESBLsの確認試験
CTX-M-45型 Escherichia coli

CAZ

CAZ/
CVA

CTX

CTX/
CVA

CPDX

CPDX
/CVA

ESBLはクラブラン
酸で阻害（阻⽌円が
復活）される特徴で
検出



ESBL産⽣菌の選択培地
chromID ESBL （ビオメリュー）



WHO Publishes List of Bacteria for which 
New Antibiotics are Urgently Needed

27 Feb. 2017 News Release Geneva, WHO



カルバペネマーゼ産⽣緑膿菌のタイプと地域別の流⾏状況
Botelho J et al. Drug Resistance Update 2019; 44: 26-47.

⽇本
IMP型 NDM型



感染症法によるカルバペネム耐性腸内細菌⽬細菌
（CRE）の定義

1．検査⽅法（アまたはイのいずれかに該当）
ア MEPMのMIC値が2μg/ml以上
イ IPMのMIC値が2μg/ml以上，かつ

CMZのMIC値が64μg/ml以上
2．届出基準

⾎液，腹⽔，胸⽔，髄液その他の通常無菌的で
あるべき検体からの分離例
喀痰，膿，尿，その他の通常無菌的ではない検体
から分離され，医師が起炎菌と判断したもの

CREとカルバぺネマーゼ産⽣腸内細菌⽬細菌（CPE）はイコールではない。
→ カルバペネマーゼ以外の耐性メカニズムによる耐性も存在するため



CLSIによるカルバパネマーゼ産⽣のスクリーニング検査法
Modified Carbapenem Inactivation Method (mCIM)

改良カルバペネム不活化法
カルバペネマーゼ検出の感度99%以上，特異度99%以上

検出可能なカルバペネマーゼ︓KPC，NDM，VIM，IMP，IMI
，SPM，SME，OXA
イミペネム（IPM）またはメロペネム（MEPM）のMICが

2〜4 μg/mL以上（中間または耐性）の場合に検査
全ての種類の

カルバペネ
マーゼが陽性
にならない
OXA型の⼀部-232など）



IMP-1 group MBL産⽣ Pseudomonas aeruginosa
メルカプト酢酸ナトリウム（SMA）による阻害試験

CAZ

CAZ

IPM

IPM

SMA

IMP型はメルカプト
酢酸ナトリウムで阻
害（阻⽌円が復活）
される特徴で検出



Performance for Detecting CPE from
Surveillance Culture by Selective Agar Media

Segarra C et al : New Microbe New Infect 26: 42-48, 2018



NG-Test CARBA 5
A Simple Immunochromatography Assay Kit for Detecting of 

Major Carbapenemases from Clinical Isolates

IMP，NDM，VIM，
KPC，OXA型カル
バペネマーゼの同
定が15分で可能



感染症法による
多剤耐性緑膿菌（Multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa : MDRP）と
多剤耐性アシネトバクター（multidrug-resistant Acinetobacter︓MDRA）
の判定基準

下記3系統の薬剤全てに耐性（AMKは中間）を⽰した場合

*CLSI標準法によるAMKの耐性ブレイクポイントは≧64 μg/mL．

薬剤 希釈法 ディスク法

IPM ≧16 μg/ml ≦13 mm
AMK ≧32 μg/ml ≦14 mm
CPFX ≧4 μg/ml ≦15 mm



多剤耐性緑膿菌（MDRP）検出患者数の推移
順天堂医院

患者数



P. aeruginosa に対するIPMとMEPM感性率の推移
順天堂医院

JANIS 2021年

IPM    79.9%

JANIS 2021年 ⼊院
MEPM 84.9%
IPM    79.9%

（%）



カルバペネムと広域ペニシリン使⽤⽇数の推移（DOT）
順天堂医院

DOT



核酸抽出
(一部項目のみ)

・逆転写反応
・PCR反応

ハイブリダイゼー
ション

シグナル検出

プロセッサー

レポート

リーダー

マイクロアレイ法（Verigeneシステム）による
⾎液培養検査のワークフロー

日立ハイテクノロジーズの許可を得て転載



Verigeneシステムにより⾎液培養陽性ボトルから
検出可能な菌種・薬剤耐性遺伝⼦

Gram-Positive BC Test BC-GN Test
Staphylococcus aureus Escherichia coli/Shigella  spp.
Staphylococcus epidermidis Klebsiella pneumoniae
Staphylococcus lugdunensis Klebsiella oxytoca
Streptococcus pneumoniae Serratia marcescens
Streptococcus pyogenes Enterobacter  spp.
Streptococcus agalactiae Citrobacter spp.
Streptococcus anginosus  group Proteus spp.
Enterococcus faecalis Pseudomonas aeruginosa
Enterococcus faecium Acinetobacter  spp.
Staphylococcus  spp. CTX-M
Streptococcus spp. IMP
Micrococcus spp. VIM
Listeria  spp. NDM
mecA KPC
vanA，vanB OXA



細菌の遺伝⼦型別法

キット
試薬

検査の
容易さ型別能型別法

なしやや
煩雑中RFLP（Restriction Fragment Length 

Polymorphism）法

なしやや
煩雑中Rep-PCR法（Repetitive-PCR）（RAPD法）

⼀部の
菌種容易中〜⾼PCR-based Open-reading frame Typing

（POT）法

⼀部の
菌種煩雑⾼パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE:

Pulsed-Field Gel Electrophoresis）法

なしやや
煩雑⾼MLST（Multi-Locus Sequence Typing）法



MBL産⽣Pseudomonas aeruginosa 陽性患者の
病棟内共有スペースの環境調査

遺伝⼦型別（POT法） 浴室3か所からの分離株と
患者由来3株は
POT型が同⼀
浴室を介した⽔平伝播と

解釈

MBL産⽣菌
検出か所

P. aeruginosa
検出か所採取か所採取場所

245イス
123排⽔⼝
022浴室⽤ストレッチャー
013浴槽
033浴室内その他
033洗⾯台
31219合計



本講義のまとめ
 免疫学的抗原検査（POCT）

有症状期の検出感度は核酸増幅検査と同程度
適切なタイミング，適切な部位から採取 →偽陰性を回避

 遺伝⼦検査（核酸増幅検査）
検出感度は培養検査より低い（結核菌群など）
診断⽬的に使⽤，治療の評価には使⽤できない
陽性の結果は臨床評価を加えて解釈

 薬剤耐性菌の検査
薬剤感受性検査で検出，サーベイランスで監視
腸管保菌の薬剤耐性菌は，積極的監視培養が必要

 薬剤耐性菌の疫学
減少傾向︓MRSA，MDRP，MDRA
低頻度だが着実に増加︓VRE，カルバペネマーゼ産⽣菌
ESBL︓横ばい


