
採材採材

37℃、18〜24ｈ培養

Api 20E(ID%が80%以上でE.coliとする)

簡易保存性状試験
使⽤するもの

ＬＩＭ培地

試験項⽬

リジン脱炭酸

硫化⽔素産⽣
ガス産⽣

ＴＳＩ培地 分解能

ｲﾝﾄﾞｰﾙ産⽣
運動性

ﾁﾄｸﾛｰﾑﾃﾞｨｽｸ ｵｷｼﾀﾞｰｾﾞ産⽣

Ｙ／Ｙ
－

＋

－

＋or－
＋or－

＋or－

細菌の分離⽅法細菌の分離⽅法〜⼤腸菌の例〜

注：材料を⽩⾦⽿、エー
ゼなどで直接DHLに塗
抹し集落（コロニー）
を作らせる。

分離分離

（同定）必要に応じて実施
以下の⽅法は⼀例

（同定）必要に応じて実施
以下の⽅法は⼀例

上記の⼤腸菌と思われるコロニーを普通寒天に純培養する。

・DHL（Desoxycholate-hydrogen sulfide-lactose）培地：腸内細菌選択⽤分離培地
・TSI（Triple Sugar Iron）培地 ：腸内細菌の鑑別⽤培地
・LIM（Lysine Indole Motility Medium）培地：腸内細菌の鑑別⽤培地
・APi 20E：細菌同定⽤の⽣化学試験キット

DHL寒天培地に集落がで
きるよう塗抹（分離培養）

※塗り⽅例

⼤腸菌と思われるコロニーを確認
(DHLの場合、⾚紫⾊コロニー）



ディスク法：⼀定濃度の薬剤が含まれたディスクを使⽤
し、阻⽌円の⼤きさで測定

濃度勾配ストリップ：濃度段階のついたスティックを使
⽤し、MICを測定

拡散法

寒天平板希釈法 : 薬剤の濃度段階をつけた寒天平板を
使⽤し、MICを測定

微量液体希釈法 ：薬剤の濃度段階をつけた液体培地を
⼊れた96ウエルマイクロプレートを
使⽤し、MICを測定

希釈法

測
定
法

寒天平板希釈法

液体培地希釈法
試験管液体培地希釈法

微量液体希釈法

濃度勾配ストリップ

希
釈
法
︵
定
量
︶

拡
散
法

抗菌剤の感受性試験の⽅法抗菌剤の感受性試験の⽅法

注：各方法の標準的なプロトコールは、以下の機関等が公表している。
・Clinical and Laboratory Standards Institute (米国 CLSI) 
・European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 
・日本化学療法学会

－１２－

ディスク法



・TSB（Trypcase Soy broth）培地：栄養要求性の厳しくない菌の増菌⽤培地。
・McFarland標準濁度液：菌液の濃度調整に⽤いる標準液で、標準液の濁度と⽐較することで菌液の濃度を推定。

ディスク法
試験菌株を選択性のない寒天培地から釣菌し、⽣理⾷塩⽔などに懸濁

⼜は
試験菌株をTSB培地に接種し、２〜６時間培養したものを、⽣理⾷塩
⽔などで菌液濃度を調整
※いずれも濁度は標準濁度液を⽤いてMcFarland 0.5 に調整

調整した菌液をミュラーヒントン
寒天培地上に、滅菌綿棒で均⼀に
塗抹

菌液を塗布した寒天培地を３〜５分間静置

寒天培地上にディスクを置く

菌種に合わせて培養を⾏う

判定

ディスク

60°回転

60°回転

注：ディスクとディスクの間は
24mm以上あける。

阻⽌円直径
注：完全に菌の発育が阻⽌され

ている阻⽌円の直径を、
シャーレの裏側からノギスで
ミリ単位で計測。直径により
耐性か判断。

注：本資料はあくまで参考資料として⼀般的な⽅法を⽰した
ものです。詳細については、それぞれのディスクの添付⽂
書などをご覧下さい。

－１３－



阻止円

MIC
0.19 μg/ml

阻⽌帯の
⼤きさに
よりMIC
がわかる
⽅法

（参考）濃度勾配ストリップ

ディスペンサー

－１４－



微量液体希釈法

⼀夜培養した試験菌株と滅菌⽣理⾷塩⽔を
Mcfarland 1 に調整

薬剤の⼆倍階段希釈系列を作成

各薬剤含有液体培地を各ウェルに分注

菌液を各ウェルに接種

各濃度における菌の
発育によりMICを判定

35℃、16〜20h培養

ミュラーヒントンブイヨンなどに
懸濁液を加えて混和

薬剤濃度 32    16   8     4     2    1   0.5 0.25

（μg/ml）

32
16

8
4

2

1
0.5
0.25

【薬剤濃度（μg/ml）】

菌が発育して⽩く混濁している
＝ 陽性（＋）

8,16,32μg/mlで陰性なので、
最⼩濃度の8μg/mがMICに
なる

菌が発育していないので混濁していない
＝ 陰性（－）

μg/ml
32
16
8

4
2

1
0.5
0.25

あらかじめ各濃度の薬剤が吸着して
いるドライプレート、フローズンプ
レートも市販されています。

注：本資料はあくまで参考資料として⼀般的な⽅法を⽰したも
のです。試験は、CLSI、EUCAST、⽇本化学療法学会な
どの標準プロトコールに準拠してください。

－１５－

96ウエルマイクロプレート



＋ －＋＋

陽性（＋）の判定基準
• ⾁眼的に混濁⼜は直径１mm以上の沈

殿が認められた場合
• 沈殿物の直径が１mm未満であっても、

沈殿塊が２個以上認められた場合

陰性（－）の判定基準
• ⾁眼的に混濁⼜は沈殿が認めれな

い場合
• 沈殿物があっても直径が１mm未満

で１個の場合

結果の判定

必要な機器等 接種・培養

ドライプレートへの菌液の接種

－

プレートを重ねすぎると上下段で培養
温度に差が出てしまうため、4枚以上
重ねて培養しないこと。

左の写真では がMIC値

１

９

８

３

７

６ ５

４

２

10

11

①ドライプレート
②プレート⽤フタ
③リーディングミラー
④チップ
⑤１２連ピペット
⑥マイクロピペット

⑦菌株
⑧トレイ
⑨ＭＨブロス
⑩⽣理⾷塩⽔
⑪濁度調整液

－１６－



MIC A: >128 μg/ml B:128 μg/ml C:64 μg/ml

寒天平板希釈法

試験菌株と精度管理株を⾮選択培地(普通寒天
培地等)で培養（集落ができるように）。

寒天培地で培養した株を
TSB培地（4ml）に接種

35℃、18〜24h 培養

薬剤の調整
薬剤の⼆倍階段希釈系列を作成

薬剤濃度 1280  640  320 160  80    40    20    10     5    2.5
（μg/ml）

培地の調整
上記希釈液２mlとミューラーヒン
トン寒天培地18mlを混和して作成

ミューラーヒントン寒天
培地18ml

希釈液２ml

薬剤濃度 128       64 32 16     8 4  2 1     0.5    0.25
（μg/ml）

菌液を接種

判定

調整した菌液を専⽤
の器具で培地に接種

A A A
C

薬剤濃度 128 μg/ml 64 μg/ml  32 μg/ml

B B

35℃、18〜24ｈ培養 発育した菌

A:＋
B:－
C:－

A:＋
B:＋
C:－

A:＋
B:＋
C:＋

35℃、18〜24h 培養

－１７－

注：本資料はあくまで参考資料として⼀般的な⽅法を⽰したも
のです。試験は、CLSI、EUCAST、⽇本化学療法学会な
どの標準プロトコールに準拠してください。



菌液の希釈・調整

（
～
23
株
）

Sa

5 6 8 9

10 11 12 13 14 15

16 17 18 19 20

24232221

25 26 27

Efs Ec Pa

7

菌株の配置

精度管理株

被
験
株

（4株）

菌液の接種菌液の接種（接種器を使⽤した例）

結果の判定

＋

＋w

判定：＋

【上からの図】 【横からの図】

－

－w

判定：－

【横からの図】【上からの図】 【上からの図】 【上からの図】

①菌液と培地をセットする。
②ミクロプランターを菌液
につける。

③ミクロプランターを培地
に付ける。

④培地を別のものに
替え、①に戻る。

－１８－
培地の薬剤濃度が⾼くなるにつれて、発育できる菌が少なくなっていく

薬剤濃度 高低

同じ菌株群で多数の薬剤を調べる時は、
複数調整する。
5薬剤程度で新しい接種⽤菌液に交換。

菌が⾁眼で確認でき、
菌が隆起して⾒えるもの

菌が⾁眼で確認でない、⼜は、
確認できても菌が隆起して⾒え
ないもの（膜状）

注：ここでは希釈・調整した菌液を96ウェルプレートに⼊れて
培地に接種しています。
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慎重使⽤のために ①
家畜の健康を保ち、感染症を予防することで
抗菌剤の使⽤機会を減らしましょう。

 家畜の健康状態に悪影響を与える飼養環境の改善
 適切なワクチン接種
 適切な飼料の給与及び栄養管理
 飼養衛⽣管理基準（※）の遵守

(※) 衛⽣管理⽅法の詳細については、農林⽔産省「飼養衛⽣管理基準」
をご覧ください。

・また、農⽔省では⾷品の安全性を向上させるために、農場で
実施してほしい対策を「⽣産衛⽣管理ハンドブック（⾁⽤⽜、
⾁⽤鶏、採卵鶏）」としてとりまとめ・公表しています。こ
ちらも併せて御活⽤ください。

 上記の取組の実施状況を定期的に確認し、問題がある場
合には、⽣産者に対し指導しましょう。

 抗菌剤の使⽤について、関係者で情報を共有しましょう。

感染症予防のために、以下の取組が必要です。

薬剤耐性菌の選択の抑制

関係者間の情報共有

感染症の発⽣状況
抗菌剤の使⽤状況
感染症の予防・治療

に関する情報
抗菌剤の注意事項

等

－９－

獣医師

⽣産者

動物⽤医薬品
業者

家畜保健衛⽣所



慎重使⽤のために ②慎重使⽤のために ②

⽣産者からの発病後の経過や措置などに関する聞き取り、
臨床病理検査などによる病原体や病態の鑑別

疫学情報の把握
菌分離などを⾏い、原因菌を検索
分離された原因菌は、感受性試験を実施

 薬剤感受性試験の結果を踏まえて有効な抗菌剤を選択
 第⼀次選択薬は、薬剤感受性試験で感受性を⽰した抗菌剤の

中で、できるだけ抗菌スペクトルの狭い抗菌剤を選択
 フルオロキノロン等は第⼆次選択薬としての使⽤に限定（※）

 承認された⽤法・⽤量、効能・効果、使⽤基準などに基づい
て使⽤

 未承認薬の使⽤、適応外使⽤は原則⾏わない

抗菌剤の選択

抗菌剤の使⽤

 投与後の効果判定を⾏い、必要に応じて抗菌剤を変更
抗菌剤の使⽤後

抗菌剤での治療が必要だと判断された場合

抗菌剤での治療は、菌分離や薬剤感受性試験の
結果に基づいて⾏いましょう。

感染症が発⽣した場合、以下の事項に留意し、適切
な病性把握と診断を⾏いましょう。

感受性試験の⽅法は、
この後のページに紹介
しています。

－１０－

（※）第⼆次選択薬として承認されていている家畜に使⽤される抗菌剤（平成25年12⽉現在） ：
・フルオロキノロン（エンロフロキサシン、オフロキサシン、ノルフロキサシン、オルビフロキ

サシン、マルボフロキサシン、ダノフロキサシン、ジフロキサシン）
・第３世代セファロスポリン（セフチオフル、セフキノム）
・１５員環マクロライド（ツラスロマイシン）
最新のリストは動物医薬品検査所HPをご覧下さい（HP内 ）。

URL:  http://www.maff.go.jp/nval/risk/index.html
第⼆次選択薬 製剤⼀覧 検索


