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【 背景 】

微生物臨床研究にPCR法が応用されて久しいが、臨床検査

 ルーチンで使用されるケースは少ない。原因として、その煩雑

 な手技・時間がかかる点や従来法(培養法)で感受性試験を実

 施し、遺伝子検出法で全て実施不可な点が挙げられる。

【 目的 】

血流感染症〔polymicrobial nosocomial bloodstream 

infections (BSIs) 〕の細菌・真菌検査は血液培養法で行われ

 ている。

 
前培養なしでBSIsの代表的なグラム陰性，陽性細菌

 と真菌をSeegene社の血流感染症検査キットおよび島津製作

 所の電気泳動装置による感染症微生物検査システムを用いて

 検出を行った。それらの性能評価と考え方を検討した。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
微生物臨床研究にPCR法が応用されて久しくなりますが、

臨床検査ルーチンで使用されるケースは少ないのが現状です。

原因として、その煩雑な手技・時間がかかる点や、従来法の

培養法で感受性試験を実施し、遺伝子検出で同試験が出来ない

点があります。



血流感染症の細菌・真菌検査は血液培養法で行われています。

前培養なしで血流感染症の代表的なグラム陰性菌、陽性細菌と

真菌をSeegene社のキットと島津製作所の電気泳動装置による

感染症微生物検査システムを用いて検出しました。



【 対象 】

<腫瘍・血液内科>

Febreil neutropenia(好中球減少症)で38℃以上の発熱

 あるいは肺炎症状を呈した症例

<小児科>

外来熱発症例

白血球数、CRPを全症例で、エンドトキシン、β－Dグルカン、

 プロカルシトニンを一部症例で測定し、これらを参考にして血流

 感染発症時期の患者とした。

⇒

 
腫瘍・血液内科

 
33例、小児科

 
54例 合計 87例

血液を1mL採血し、病原体遺伝子の確定を行った。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
腫瘍血液内科では好中球減少症で38℃の発熱あるいは

肺炎症状を呈した症例、小児科では外来熱発症例を

対象としました。

また、WBC数、CRPを全症例で、エンドトキシン、

β-Dグルカン、PCTを一部症例で測定し、これらを参考に

血流感染症発症時期の患者としました。



Specimen 
collection 
(Blood 1ml)

Nucleic acid 
isolation  

(Magtration® system)

Multiplex PCR 
amplification 

(Seeplex® Sepsis kits, 
thermal cycler)

Automated  
electrophoresis 
of PCR samples  

(MultiNA®) 

A procedure for molecular detection in patient blood(1)

Seeplex® Sepsis 
Kits (Seegene Inc. )

Thermal cycler 
(ABI 9700) 

Magtration® 6GC 
system

(Precision System 
Science co. ltd)

Microchip 
electrophoresis 

MCE-202 MultiNA® 
(SHIMADZU Corp.)

Collection with 
EDTA anti- 
coagulation and 
informed consent 
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
方法をこちらに示しました。 EDTAを抗凝固剤として1ml採血を行います。

次にマグトレーションシステムにより核酸を抽出し、これを鋳型に

Seegene社キットによりマルチプレックスPCRを行います。

マイクロチップ電気泳動装置マルチナにてPCR産物を泳動し、

その結果より微生物遺伝子検出の判定を行います。



A procedure for molecular detection in patient blood(2)

<DPO technology>

Zirconia beads beating before nucleic 
acid  isolation with Magtration system

Blood 
lysis

Addition of 
magnetic 
particles DNA 

separation
Magnetic 

separation

Washing Elution

<Magtration system>

Sample Loading

HV － HV －

HV －

HV ＋

Electrophoresis

HV －

HV ＋

HV ＋

HV ＋

<Microchip electrophoresis>

Sample

Fill & Apply
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
方法における原理を示します。

まず血液をジルコニアビーズにて菌体破砕を行った後に

磁性体による核酸抽出を行います。

Seegene社独自のDPO技術では、プライマー中央の

ループ構造の左右で5’側は鋳型との安定した結合を、

3’側は鋳型特異性を認識し、高感度と高特異性の両者を

実現します。

マイクロチップ上のひとつのウエルにサンプルをロード

し、電圧をかけた方向に移動していき、さらに3方から電圧を

かけてこちらへ泳動させて、星印で蛍光を検出します。



Results of ID-5 kit detection in patients with superinfection
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Pseudomonas aeruginosa 
Internal control

Upper marker

Electropherogram

Acinetobacter baumannii

Stenotrophomonas maltophilia 
Proteus mirabilis 

Escherichia coli 

Size 
small

50

54

62

PC

Gel-image
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▶
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50 54 62 PC

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
遺伝子検出例として、重複感染の症例を示します。

グラム陰性菌標的キットの検出結果で、蛍光強度を縦軸に、

泳動したサイズを横軸に左が小さいサイズ、右が大きいものを

ピークとして示します。また、この数値をもとにゲル電気泳動と

同じイメージにしたものが右の図です。

この3名では、E.coliを始めとして4種のグラム陰性菌の重複感染が

みられました。



結果1: 血液から検出された

微生物遺伝子(一覧)
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全検体

 
87例

陽性

 

59例
 

(67.8%)

小児科

 

36/54例 (66.7%)

腫瘍・血液内科

 

28/33例 (84.8%)

検出微生物(上位5種)
Streptococcus species

Steno. Maltophilia

E. coli

Acinetobacter baumannii

Staphylo. epidermidis

Kit名(標的) 検出微生物名 検出数

ID-1
(真菌)

Aspergius fumigatus 1
Candida tropicalis 1
Candida glabrata 1
Candida krusei 1

ID-1 Total 4

ID-2
(ブドウ球菌)

Staphylococcus epidermidis 8
Staphylococcus species 7
Staphylococcus haemolyticus 3
Staphylococcus aureus 2

ID-2 Total 20

ID-3
(連鎖球菌)

Streptococcus species 26
Streptococcus mitis 7

ID-3 Total 33

ID-4
(グラム陰性菌)

Serratia marcescens 2
Enterobacter aerogenes 1

ID-4 Total 3

ID-5
(グラム陰性菌)

Stenotrophomonas maltophilia 26
Escherichia coli 18
Acinetobacter baumannii 15
Proteus mirabilis 5

ID-5 Total 64

DR
(薬剤耐性遺伝子)

mecA 8

vanB 4

DR Total 12

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
検出した微生物遺伝子をキット別に表にまとめました。

全体として59例で何らかの遺伝子を検出、患者別では、

小児科で36例、腫瘍・血液内科で28例を検出し、

検出微生物の上位5種をオレンジで示しています。

ID-5で多く、ID-1, ID-4では検出例が少ない結果となりました。
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結果2: 検査値と遺伝子検出との比較

<WBC: 0.1 ～ 38.6 X103 /ul ave. 9.6>

WBC 遺伝子検出例 / 症例数

A : 0.1 ～ 2.0 18/22 (81.8%)

B : 2.1 ～ 9.8 19/29 (65.5%)

C : 10.5～ 33.4 23/36 (63.9%)

<CRP: 0.1 ～ 33.4 mg/dl ave. 6.4>

CRP 遺伝子検出例 / 症例数

A : 0.1 ～ 0.5 7/12 (58.3%)

B : 0.6 ～ 7.0 27/42 (64.3%)

C : 7.1 ～ 33.4 26/33 (78.8%)

プレゼンター
プレゼンテーションのノート
測定したWBC数およびCRP値と比較を行いました。

WBCで3群に分けてみたところ、2000以下の少ない場合に

多く検出された傾向がありますが、腫瘍・血液内科で陽性例が

多い影響と思われます。

CRPでは、7.1以上で陽性例が多い傾向が見られ、感染症の

重症化と関連することが示唆されました。





A time course for molecular detection of same patient blood
Patient: AML, Pneumoniae

Collection (Detction-1) (Detction-2) (Detection-3) 

A: 12/11 Streptococcus spp. ------

B: 12/12 E. coli ------

C: 12/15 Streptococcus spp. ------

D: 12/19 Streptococcus spp. P. mirabilis A. baumannii

E: 12/25 A. baumannii S. maltophilia Aspergillus fumigatus

A, C, D :  Streptococcus spp.

A B C D E     PC

Gel-image    
<ID-3: Streptococcus >

Gel-image <ID-5: Gram 
negative bacteria 2 >

B : Escherichia coli
D : Proteus mirabilis
E : Stenotrophomonas maltophilia
D, E : Acinetobacter baumannii

A B C D E     PC A B C D E     PC

Gel-image                        
<ID-1: Fungi>

E :  Aspergillus fumigatus
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
急性骨髄性白血病患者の複数ポイント

において遺伝子検出を行った例です。

熱発時に連鎖球菌グラム陰性菌、

グラム陰性菌と真菌の重複感染が

見られました。





【 まとめ 】

1) 本システムにて簡便に血流感染症における微生物遺伝子

 検出が実施可能であった。

2) 真菌およびグラム陰性菌群の検出感度が低い傾向がみら

 れた。プライマー配列の精査が必要と思われた。

3) CRP値が7.1以上で遺伝子検出陽性例が増える傾向がみ

 られ、重症化との関連が示唆された。

4) 今後、同一患者の複数ポイントで遺伝子検出を実施し、臨

 床症状との比較により、臨床的な意義について検証する必

 要があると思われた。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
まとめです。

本システムにて簡便に血流感染症における微生物遺伝子検出が可能でした。

真菌およびグラム陰性菌群の検出感度が低い傾向がみられ、プライマー配列の

精査が必要と思われました。

CRP値7.1以上で遺伝子検出陽性例が増える傾向がみられ、重症化との

関連が示唆されました。

今後、同一患者の複数ポイントで遺伝子検出を実施し、臨床症状との比較により、

臨床的意義について検証する必要があると思われました。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
本研究における検体採取でご協力頂きました

慈恵医大柏病院検査部、腫瘍・血液内科、

小児科、臨床医学研究所の皆様方深謝します。

また、本研究は、慈恵医大、Seegene社、㈱

島津製作所　3者の共同研究として行われたものです。
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