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要 旨

環境汚染菌 に よ る病院感染 に お い て , そ の 感染に関わ っ た最終的な汚染器具や医療行為は特定

さ れた例があるが
,

そ れ に至る汚染源や伝播経路が明らか に された例 は極め て少な い
･

こ の よ う

な こ と は病院感染対策上重要 で あり, 感染管理看護師 (I C N ) も病院感染対策 チ
ー ム の

一 員と し

て協力す る こ とが期待さ れる
.

そ こ で , 環境汚染菌 の 代表的存在で ある セ ラ チ ア 菌16 菌株を対象

と し て 伝播経路追求法と して 有用なR a n d o m a m plifi e d p oly m o r p hi c D N A p o ly m e r a s e ch ai n

r e a cti o n ( R A P D - P C R) 法, P ul s ed fi eld g el el e ct r o p h o r e si s ( P F G E) 法とI n f r e q u e n t r e st ri cti o n

sit e P C R (I R S - P C R ) 法 の 3 つ の 方法を
, 看護分野 へ の 導入 の 視点か ら, 主と して 簡便性と識

別精度 の 点か ら比較検討した. そ の 結果 , 供試1 6 菌株は, 最多 で15 タ イ プ ( R A P D - P C R 法,
プ

ラ イ マ
ー 1 ) , 最少 で 7 タ イ プ ( R A P D I P C R 法 ,

プ ラ イ マ
ー 3 ) に識別され た･ R A P D - P C R

( プ ラ イ マ
ー 1 ) とP F G E 法 ( 13 タ イ プ) の 問で 識別精度で は大きな差は無か っ た も の の

, 検査

に要す る時間で は両法間に大きな差があ っ た ( 前者 2 日と後者 7 日) ･ ま た
, 手技 の 簡便性 で も,

制限酵素処理や複雑な電気泳動を必要と しな い点で 前者 に有利性が認め られた
･

こ れら の こ とか

ら, 少なくとも セ ラ≠ァ 菌に よ る病院感染流行発生時, そ の 対策構築 に協力するI C N の 立場か ら,

汚染源 ･ 伝播経路追求をと して R A P D - P C R ( プ ラ イ マ ー 1 ) を採用する こ とが推奨された･

キ ー

ワ
ー ド

セ ラ チ ア 菌, 分子疫学, 環境汚染, 感染看護

l はじめに

今日 の 日本 の 医療現場で 最も多く遭遇し
, 臨床

的に も問題とされ る院内 ( 病院) 感染 の 原因菌 は

メ チ シ リ ン 耐性 ブ ド ウ球菌 ( M R S A ) で あ る が
,

こ れ に対 し
, 最近数年間 に我が 国で セ ラ チ ア 菌 に

ょ る特異な集団院内感染事例が連続して発生した
.

一

般 に は耳慣れ な い こ の 細菌 に よ る感染症 は , 覗

代 の 医療体制 の 盲点, 問題点を突 い た極め て 示唆

的な事件 で あ っ たと い える
1)

.

セ ラ チ ア 菌 は グ ラ ム 陰性短梓菌で あり , 元来赤

色 の 色素p r o digi o si n を産生 し,
ペ ニ シ リ ン 系や

第 一 世代 セ フ ァ ロ ス ポ リ ン 系抗生物質 に感受性が

低 い と い う特性を示す 2 ･
3 )

. 正常宿主 に対する病

原性 は極め て 低く , 最初 は 河川 や 泥 中か ら分離 さ

れ る非病原性細菌と み な さ れ て い た が
,

1 9 6 0 年代

に入り ヒ ト の 病原体とし て認識され る よ う に な っ

た
1 )

. 益井ら は血液分離菌 の 動向を調 べ
,

グ ラ ム
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陰性菌 で は大腸菌が減少傾向を示 し,
セ ラ チ ア 菌

が増加傾向 に あると報告 して い る
4)

. 能登ら の 菌

血症例 の 報告で も, グ ラ ム 陰性菌 の 中で は セ ラ チ

ア 菌が多い
5)

.
こ の こ とからも, セ ラ チ ア菌ゐ院

内感染症 に お ける重要度 は増して き て い る こ とが

指摘され て い る
6)

.
セ ラ チ ア 菌は10 菌種 に分類さ

れ る が
, 臨床的 に最も多くみ られ る の は S e r r a ti a

m a r c e s c e n s で あり, 問題とな る感染症 は呼吸器 ,

尿路, 血流 ( 菌血症/ 敗血症) など の 感染症 で あ

る
1 , 7 )

. そ の 感染源と して は, 洗画台, 食物, 花,

植物,
ス ポ ン ジ

, 接着 テ ー プ, 蒸留水, 手洗い用

消毒液, ひ げそ り の ブ ラ シ と石鹸,
コ ン タ ク ト レ

ン ズ の 洗浄溶液, 採血管, 採尿管,
レ ス ビ レ ー ク ー

機器, 間欠的陽圧呼吸 (IP P B) 機器,
ネ ブ ラ イ

ザ ー

, 静脈 カ テ
ー

テ ル
, 動脈圧 モ ニ タ ー

, 気管支

鏡, 注射液, 血祭製剤, 輸血, 生理食塩水 ボ ト ル
,

ネ イ ル ブ ラ シ
, 吸入機具, 搾乳器,

そ し て石鹸な

どが報告され て い る
4 )

.
こ れら は病院等 で 日常に

みられ, 使用頻度も高 い も の で ある こ と は注目す

べ き こ と で ある
.

最近
, 東京, 大阪, 愛知 の 病院で セ ラ チ ア 菌病

院感染 の 事例が相次 い で 報告さ れ て き た
8)

. 調査

に よ れ ば点滴 ラ イ ン の 最終的感染源は ヘ パ リ ン 液

あ る い は ア ル コ ー

ル 綿で あ る とさ れ て い る . しか

し
,

セ ラ チ ア 菌感染 の 源と して , ど こ か で こ の 菌

が増殖 して い る場所が存在して い た に違い な い
.

病院感染 に お い て
,

そ の 感染 に関わ っ た最終的な

汚染器具ある い は医療行為 は上記 の よ う に特定さ

れ て き た例があ る
.

しか しながら
,

は と ん ど の 場

令, 最初 の 汚染源から どの ような経路を経て , こ

の 菌が伝播して きた の かが明らか に され て お らず,

感染源 ･ 伝播経路 の 追求 は, こ の よう に慢性的 に

繰り返して 起こ る病院感染 の 再発防止 の ため に も

重要 で あ る と考え る
8)

. そ の 方法として 従来 よ り
,

色素産生性, 血清型,
バ ク テ リ オ シ ン ( マ ル セ ッ

シ ン) 型 ,
フ ァ

ー ジ型
, 薬剤感受性 パ タ ー ン な ど

の 生物型別 に よ る分析が主流を 占め て き た
7)

. 感

染源 ･ 伝播経路追求 の 原理 は , 個々 の 菌株を識別

す る こ と に あ る が, こ れ ら の 方法 は識別精度 の 上

で 難点があ っ た
.

そ の 欠点を補うも の として , 遺

伝子塩基配列 の 相違識別 に基づ く分子疫学的手法

の 有用性が立証 さ れ て き て い る
9

-

10 )

ー2 8 -

近年全国 の 病院に病院感染対策 の た め に
, 医師 ･

看護師 ･ 薬剤師 ･ 検査技師 ･ 事務系職員な どか ら

なる感染予防委員会が設置され て きた
.

こ れら の

構成メ ン バ ー

の 中で も
, 患者 に接す る機会が多く

現場に精通し て い る看護師 に は, 感染予防 に関す

る全て の 活動 に お い て 中心的な役割を担う こ とが

求め られ て い る
. ま た, 新たな検査技術 の 導入が

単 に検査技師 へ の 負担増と な っ て は
, 役割分担 の

不均衡を生むばかりか医療チ ー ム の 機能 は半減 し

て しま う で あ ろう .
こ の 点 を考慮し て 2 001 年よ

り発足 した日本 の I C N ( 感染管理認定看護師)

の 教育課程 に は
, 実践能力を高め る た め に分子疫

学を含め た微生物実習 ･ 演習が組み込まれ て い

る
12 )

.
こ の よ うな背景 の もと

, 感染源 ･ 伝播経路

の 追求 に有用とされ て い る分子疫学的手法を看護

領域 の 視点から追求する こ と は意義あるも の と考

え, 本研究 で は セ ラ チ ア 菌を対象と して
, 分子疫

学的手法で あ るR a n d o m A m p lifi ed P o ly m o r p h ic

D N A P oly m e r a s e C h ai n R e a c ti o n ( R A P D -

P C R ) 法 , P u l s e d F i eld G el El e ct r o p h o r e si s

( P F G E ) 法と I n f r e q u e n t R e s t ri cti o n Sit e P C R

(I R S - P C R ) 法 の 3 つ の 方法を, 看護分野 へ の

導入 の 視点から
, 主と して簡便性と識別精度 の 点

から比較検討 した
.

ll 研究材料と方法

1 供試セ ラ チ ア菌とそ の 培養

セ ラ チ ア 菌 は
, 新潟大学農学部仲川洋治先生 よ

り分与を受けた臨床材料由来 の 計 1 6 株を用い た
.

供試菌株 は ミ ュ
ー ラ ー

･ ヒ ン ト ン ･ ブ ロ ー

ス

( M H B
,

D I F C O) を液体培地 に 接種 し, 3 7 ℃ で

一

晩培養して 使用した. 得られ た新鮮培養液 の
一

部は
,

そ の1 m l に80 % グリ セ ロ - ル2 50 F L lを加え -

8 0
o

C で 凍結保存し た
.

ま た
, M H B に寒天 ( A g a r

N o ble , D if c o) を1 . 5 % に加え た 寒天培地を コ ロ

ニ ー 選択 に用 い た.

2 セ ラ チ ア菌か ら の D N A の 抽出

寒天培地 で
一

晩培養 し た菌か ら
,

1 コ ロ ニ
ー

を
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選択し
,
滅菌楊枝 の 先端で釣菌し

,
マ イ ク ロ チ ュ

ー

ブ に入 っ た p r o t ei n a s e K ( P K ) b u ff e r ( P K ,

1 4 4 〟 g / m l) 5 00 〝1 に 接種 し
,

50 ℃ 数時間 に て

溶菌 さ せ た. そ の 後 , 約100 FL l の フ ェ ノ
ー ル ･ ク

ロ ロ ホ ル ム ･ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル 混合液 ( 25 :

2 4 : 1) を加え
,

ボ ル テ ッ ク ス 後遠心 (1 200 回転,

2 0 分間) し
,

上宿を新 し い マ イ ク ロ チ ュ
ー ブ に移

した
. 採取した上清 の 1/ 10 倍量 の 3 M 酢酸 ナ ト

リ ウ ム と 2 . 5 倍量 の 100 % エ タ ノ
ー

ル ( E t O H ) を

加え, 充分混和 し - 80
o

C で 30 分以 上放置した .

そ の 後, 遠心 (12 00 回転, 20 分) し
,

上宿を捨て
,

100 % E t O H 200 fJ l を加え
, 同様 に混和後遠心

し, 上宿を除 い た. そ の 後,
T ri s - E D T A ( T E)

b u ff e r ( 10 m M γri s - H C l p H 8 .0
,

1 m M E D T A
,

p H 8 .0) 50 /J l に溶か し, 4
o

C で 保存し た . そ の

う ち の 1 〟1 を用 い て 核酸 の 濃度測定を行 い
,

そ

の 結果を基に
,

D N A 濃度が 1 〟 g/ m l に なる よ う

調製 し た
.

3 R A P D - P C R 法

抽出され た D N A を用 い て P C R 反応を行 っ た.

P C R に 用 い た ラ ン ダム プ ラ イ マ ー は
, 既幸馴こ

,

基づ き下記 の よ う に設定 した
13 )

.

P ri m e r 1 : 5
し
G C G A T C C C C A - 3

■

P ri m e r 2 : 5 し C C G C A G C C A A - 3
'

P ri m e r 3 : 5
.

1 C C C G G G A T A A - 3
-

P C R の 条件 は , 初回 の み94 ℃ 5 分で 熱変性 を

行 い
, 続 け て変性9 4

o

C l 分,
ア ニ

ー

リ ン グ39
o

C

l 分, 伸長7 2
o

C 2 分を3 0 サ イ ク ル 行 い
,

72
o

C 7 分

の 後,
4

o

C で 保存 した . 反応終了後, サ ン プ ル

10 FL l を1 . 5 % ア ガ ロ - ス ゲ ル に て電気泳動し,
エ

チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色後 ト ラ ン ス イ ル ミ ネ 一 夕 ー

で増幅産物 の バ ン ドを確認 し写真撮影し た
.

4 P F G E 法
1 4 )

物理的な D N A の 切断を避 け る た め, 操作 は細

菌を ア ガ ロ -

ス ゲ ル 内に包埋 して 行 っ た. 約109

c ol o n y f o r m i n g u nit s( C F U) / m l に調製 した菌液

を1 .2 % 低融点 ア ガ ロ -

ス ゲ ル 内に固め た ブ ロ
ッ

ク を用 い
,

エ ッ ベ ン ド ル フ チ ュ
ー ブ内で 溶菌操作

及び制限酵素 に よ る D N A の 切断を行 っ た. 溶菌

の た め
,

チ ュ
ー ブに ア ク ロ モ ペ プ チ ク

ー ゼ ( 5 m g/

表 1 パ ル ス フ ィ
ー

ル ドゲル 電気泳動法試薬
一

覧

1) W a s hi n g
･

s o l .

1 5 m M N a C l
,
1 m M E D T A( p H 8 .0)

2) P e t tI V s o l .

1 0 m M γri s- H C l( p H 8 .0) ,
1 M N a C 1

3) L y si s s o l .

1 0 m M γris- H C l( p H 8 .0) ,
1 M N a C l

,
1 00 m M E D T A( p H 8 .0)

0 .5 % s o di u m la u r o yl s a r c o si n e
,
2

.0 d e o x y c h ol a t e
,
0 .5 % B rij-58

4) 1 .2 % L M T ア ガ ロ
-

ス ゲ ル

P e t t Ⅳ s o l . に て 溶解

5) E S s ol .

0 .5 M E D T A( p H 8 .0) ,
1 .0 % s o di u m l a u r o yl s a r c o si n e

6) P ef a bl o c s ol .

0 .3 6 m g/ m l: T E b u ff e r で 溶 かす

7) T E b u ff e r .

10 m M γri s- H C l(p H 8 .0) ,
1 m M E D T A ( p H 8 ,0)

8) 酵素液 (楊枝調整)
滅菌蒸留水 45 〃1

,
10 × 酵素用b u ff e r 5 〟1 , 制限酵素S p e I 5 U

9) 1 .0% ア ガ ロ
- ス ゲ ル

0 .5 × T B E に て 溶解

1 0) 10 × T B E

I M T r i s a s e , 1 M b o ri c a cid
,
2 0 m M E D T A( p H 8 .0)

l l) エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド水溶液
0 .5 × T B E l l に エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド50 〟1 を加 え る
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m l : L y si s 液 で 溶か す) 400 /∠1 とリ ゾス タ フ ィ

ン ( T a k a r a) 20 〟1 を加え
,
3 7

o

C で
一 晩作用さ せ

た
. 翌日 P K 液 (0 .5 m g/ m l E S 液で 溶かす)

800 p l の 入 っ た新し い エ ッ
ベ ン ド ル フ チ ュ

ー ブに

ブ ロ
ッ ク を移し, さ ら に50

o

C で 一 晩放置した. 港

菌操作後, 新し い エ
ッ

ペ ン ド ル フ チ ュ
ー ブを用 い

P ef a bl o c に て P K を不活化 し, さ ら に ブ ロ
ッ ク を

を T E b u ff e r で 洗浄後 , 制限酵素液 ( S p e I :

B o e b ri n g e r M a n n h ei m ) 50 〟1 を加え, 37
o

C で
一

晩反応さ せ D N A の 切断を行 っ た. 酵素処理が終

わ っ た時点で 1 .0 % 低融点 ア ガ ロ - ス ゲ ル に ブ ロ ッ

ク を埋め込み , 隙間 に は 0 . 5 % 同 ア ガ ロ - ス ゲ ル

を少量注ぎ4
o

C で 固化 した
.

パ ル ス フ ィ
ー ル ド電

気泳動装置 の 泳動槽 に ×0 .5 γri s - b o r a t e E D T A

( T B E ) b u ff e r を入れ , 冷却循環装置 で 泳動温度

を1 0
o

C に した後,
ゲ ル を沈め

,

パ ル ス タ イ ム 3 -

80 秒 , 電圧200 V で 23 時間泳動 した. 泳動終了後

エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド 染色液 で 染色 し
,

× 0 .5

T B E b u ff e r で脱色し, 観察 ･ 撮影した. 尚, 本

法に使用 した試薬 は表 1 に 一 覧 した.

5 旧S - P C R 法

I R S - P C R 法は M a z u r e k ら の 方法
15

,
16)

を
一 部改

変 して行 っ た
.

こ の 方法原理を図1 に示した.

本方法 に特有なも の として ア ダプ タ ー があ る が ,

そ れら の 0 1ig o n u cl e o tid e s の 配列 は以下 の 通り で

ある .

A H l : 5
-

- A G A A C T G A C C T C G A C T C G C A G

G - 3
'

A H 2 : 5
'

- T G C G A G T - 3
'

A X l : 5
-

- P O 4 C T A G T A C T G G C A G A C

T C T - 3
'

A X 2 : 5
し G C C A G T A - 3

'

P X : 5
■

- A G A G T C T G C C A G T A C T A G A - 3
'

制限酵素 H h a I の ア ダ プ タ ー ( A H ) は
,

A H l

と A H 2 か らな っ て おり, 各l o p m o l/ 〟1 に な る よ

うT E b u ff e r に 溶か し
,

1 時間以上か け て80
o

C か

ら4 ℃ に冷や し た . 制限酵素Ⅹb a I の ア ダプ タ
ー

( A X ) は A X l と A X 2 か ら な っ て お り ,

.

A H と 同

様 に処理 し た
.

こ れら の ア ダプ タ ー は使用す るま

で - 20
o

C で保存 した
. 実施 に あたり , ま ず抽出

D N A を, 10 U の H h a I と15 U の Ⅹb a I を用い て3 7
o

C

l 時間 で切断し, そ の 後, R a pid D N A lig a ti o n

kit ( B o e b ri n g e r M a n n h ei m ) を用 い , A H と

A X を常温30 分で結合 (1ig a ti o n) した. そ の 後,

再編成され た D N A 断片を再 びH h a I
,

Ⅹb a I を

用 い て切断した
. 続 い て

,
プ ラ イ マ ー と して A H l

とP X を用い て P C R 反応を行 っ た
.

P C R の 条件 は,

初回 の み9 5
o

C 5 分 の 熱変性を行い , 続けて変性9 4
o

C

l 分,
ア ニ

ー

リ ン グ60
o

C 1 .5 分 , 伸長72
o

C 1 .5 分

を40 サ イ ク ル 行 い
,

さ ら に2
o

C 7 分放置 の 後,
4

o

C

で 保存した. 反応終了後 ,
サ ン プ ル1 0 〝1 を3 .0 %

ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て電気泳動し, P F G E 法同様 に

増幅産物 の バ ン ドを確認し
, 写真撮影した.

‖ 結果

1 R A P D - P C R 法に よる セ ラ チ ア 菌分離菌株の

識別

(1) プ ラ イ マ
ー

1

プ ラ イ マ ー 1 を用い たR A P D - P C R 法 の パ タ
ー

ン を図2 に 示した. 検出された バ ン ド数は菌株 に

よ り6 - 13 本に分布 し
,

そ れ ら の 泳動度か ら, 16

菌株 は 15 タ イ プ に分類され
,

タ イ プ A - 0 とした.

6 本 バ ン ド の タ イ プ に は 4 菌株が属したが
,

2 菌

株は バ ン ドが同 一 位置 に検出され た た め, タ イ プ

A - C の 3 タ イ プ に分類 し た
.

7 本 バ ン ド が検出

さ れた 1 菌株 は タ イ プ D と した
.

8 本 バ ン ドが検

出さ れた 3 菌株 は各々 独自 の バ ン ド パ タ ー ン を示

し
,

そ れ ぞれ タ イ プ E - G と し た
. 9 本 バ ン ド が

検出された 2 菌株も バ ン ド の 位置は互 い に異なり,

そ れぞれ タ イ プ H と タ イ プ Ⅰ と した.
10 本 バ ン ド

が検出されたも の に は 4 菌株あ っ たが,
そ の 内の

2 菌株 は バ ン ド が 同 一 位置 に検出さ れ た
.

そ の 他

は各々独自の バ ン ド パ タ ー ン を示 し
,

そ れ ぞ れ タ

イ プ J - M と した
.

1 3 本 バ ン ドが検出さ れ た 1 菌

株 は タ イ プ N とした. 複数株が属し た も の は タ イ

プ M の み で あ っ た .

- 30 -
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(2) プ ラ イ マ ー 2

プ ラ イ マ ー 2 を用 い た R A P D - P C R の パ タ ー ン

を図3 に示 した
. 検出され た バ ン ド数は菌株 に よ

り 6 - 1 5 本 に分布し, そ れら の 泳動度か ら, 16 菌

株は13 タ イ プ に 分類 で き, タ イ プ A - M と命名し

た. 6 本 バ ン ドが検出さ れ た5 菌株 の う ち, 3 菌

株 の バ ン ド は同 一 位置 に検出さ れ タ イ プ A - C と

した . 7 本 バ ン ド が検出さ れた 1 菌株 はタ イ プD

と した
.
8 本 バ ン ドが検出され たも の に 2 菌株が

あ っ た が
,

そ の バ ン ド の 位置 は互 い に異な り ,
そ

れぞ れ タ イ プ E , タ イ プ F と した . 9 本 バ ン ド が

検出 さ れ た 1 菌株 は タ イ プ G と した. 10 本 バ ン ド

が検出 さ れた 2 菌株 は , 各々 バ ン ド の 位置が異な

り ,
そ れぞ れ タ イ プH , タ イ プⅠ と した. 1 3 本 バ

ン ド が検出され た 1 菌株 は タ イ プJ と した . 1 4 本

バ ン ドが検出さ れた3 菌株 の うち
,

2 菌株 の バ ン

ド は 同
一 パ タ ー ン を示し 2 タ イ プ に まとめ られ

,

タ イ プ K とタ イ プL と した. 15 本 バ ン ド が検出さ

図 1
.

1 R S - P C R の 方法原理 ( 文献1 5 より)

- 3 1 -
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A

菌株番号 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 l l 1 2 15
r

=4131

B

菌株番号 M 7 1 0 5

二
二

〓

f

l

H
l

6 ー982ー 115132416143ー

I J

タ イ プ名 A B C D E F G H I J K L M N

l + l ] ] I [
バ ン ド数 6 7 8 9 1 0

A : ト ラ ン ス イ ル ミネ 一 夕 -

で の 観秦 によ るR A P D -

P C R パ タ ー ン

B : 供試由来セ ラチ ア 菌 の R A P D
-

P C R パ タ ー ン の 模式 図

図2 ｡ R A P D - P C R 法 に よ る 菌株 の 識別 ( プ ライ マ ー 1 )
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A

菌株番号 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 l l 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6

B

菌株番号 M 4 5 1 6 1 3

旦■⊆⊆⊆■■れ

タイ プ名

バ ン ド数

2 982日
リ5ー7 3ユー6ー4ー0ー

二

≡

≡
l

二

l l

A B C D E F G H I J K L M

J i ∪ ∪ 卜
6 7 8 9 1 0 1 3 1 4 1 5

A : トラ ン ス イ ル ミ ネ 一 夕 - で の 観察 によ るR A P D - P C R パ タ ー ン

B : 供試 セ ラ チア 菌 の R A P D
-

P C R パ タ ー

ン の 模式図

図3 ｡ R A P D - P C R 法 に よ る 菌株 の 識 別 ( プ ライ マ
ー 2 )
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れ た1 菌株 は タ イ プ M と した . 複数株が属したも

の は タ イ プC お よ び タ イ プ K の 2 タ イ プ で あ っ た
.

(3) プ ラ イ マ ー 3

プ ラ イ マ ー 3 を用い たR A P D - P C R の パ タ
ー

ン

を図4 に 示した . 検出さ れた バ ン ド数 は菌株 に よ

り 1 - 5 本 に分布 し, そ れ ら の 泳動度か ら
,

1 6 菌

株は7 タ イ プ ( タイ プ タ イ プA - G) に分類 で き

た . 1 本 バ ン ド が検出され たタ イ プ A に は5 菌株

が属し た . 2 本 バ ン ドが検出さ れた の は 7 菌株 で
,

そ の うち同じ位置 に バ ン ド が検出さ れた6 菌株を

タ イ プB , そ の 他 をタ イ プC と した . 3 本 バ ン ド

が検出さ れた 2 菌株 の バ ン ド の 位置は互い に 異な

り ,
タ イ プD と タ イ プ E と した . 5 本 バ ン ド が検

出され た 2 菌株も各々異な る バ ン ド パ タ
ー

ン を示

し,
そ れ ぞれ タ イ プ F , タ イ プ G と した . 複数株

が属 したも の は タ イ プ A と タ イ プ B の 2 タ イ プ で

あ っ た .

2
.

P F G E 法に よるR e st ri cti o n fl a g m e n t l e n g t h

p oly m o r p hi s m ( R F L P) の検出

各 セ ラ チ ア 菌 16 株 の ゲ ノ ム を制限酵素 S p e I で

切断し て 得 られ たD N A 断片 の P F G E 後 の 検出 パ

タ
ー

ン は , 切断片 の 塩基長 に依存し て菌株 に 固有

表2 P A P D - P C R 法, P F G E 法,

の はし ご状を呈した . 撮影 した写真を基に 図5 の

よ う に , 生じ たD N A 断片 の うち菌株 の 識別 に適

する明瞭な バ ン ド6 本に着目し て Ⅰ - IV グ ル
ー プ

と大別 し, 更に特定 の グ ル
ー

プ を設定し タ イ ピ ン

グを行 っ た
.

そ の 結果, Ⅰ で 4 タ イ プ ( Ⅰ 一1 -

4 ) , Ⅱ は 1 タ イ プ , Ⅲ は 3 タ イ プ ( Ⅲ- 1 - 3 ) ,

Ⅳ は 3 タ イ プ ( Ⅳ - 1 - 3 ) ,
Ⅴ と Ⅵ は そ れぞれ

1 タ イ プ の 計13 タ イ プ に分類され た
. 全く同

一

の

p F L P を示 した の は Ⅲ - 3 の み ( 4 株) で あり , 残

り の12 タ イ プ に は各1 株 の みが分布 した
.

3 旧S - P C R 法に よる菌分離菌株 の識別

得られ たI R S - P C R パ タ ー ン は図6 に 示し た
.

検出さ れた バ ン ド数 は1 - 4 本に分布し
,

そ れ ら

の 泳動度か ら
,

16 菌株 は9 タ イ プ に分類 で き
,

タ

イ プ A - Ⅰと した
.

1 本 バ ン ド が検出された 1 菌株

は タ イ プ A と した .
2 本 バ ン ド が検出され た2 菌

株 は同
一

の バ ン ド パ タ
ー

ン を示し, タ イ プ B とし

た . そ の うち同じ位置 に バ ン ド が検出された 6 菌

株をタ イ プ B , そ の 他を タ イ プC と した
. 3 本 バ

ン ドが検出さ れた 5 菌株 の うち , 2 菌株 は同じ位

置に バ ン ド が検出さ れ タ イ プC , タ イ プ D と タ イ

プ E の 3 タ イ プ に 分類した . 4 本 バ ン ドが検出さ

れ た8 菌株 の うち
,

2 菌株と 4 菌株が そ れぞれ同

旧S -

P C R 法に よる遺伝子型別

遺伝子型名

株 産生

番号 色素 プ ラ イ マ ー 1 プ ライ マ
ー 2 プ ラ イ マ

ー

3
P E G E 法 I R S - P C R 法

-

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

ど ク

ク

ン

赤

赤

赤

無

赤

赤

赤

無

赤

赤

無

赤
ン

赤

*

*

H

M

M

J

C

D

A

F

G

B

O

E

I

L

N

E

*

**

ぴ

D

M

A

B

ぴ

E

H

I

J

L

G

ぴ
.E

d

F

E

A *

A
*

B * *

E

B
* *

A
*

G

B
* *

A
*

A
*

D

C

F
*

*

*

*

*

*

B

B

B

*

*

*

*

1

3

3

4

2

3

3

1

3

3

ー

2

2

2

一

Ⅴ

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

Ⅵ

Ⅲ

Ⅲ

Ⅲ

-

Ⅲ

Ⅲ

Ⅲ

-

Ⅳ

-

Ⅱ

Ⅳ

Ⅳ

-

C

D
*

D
*

B
* *

A
*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

G

G

D

G

F

I

H

G

E

B

F

型別数 13 7

*

,

* *

,

* * *
: そ れ ぞ れ 同 じ遺伝子型 を示す .
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B

菌株番号 M 1 2 6 9 1 0

タ イ プ名

バ ン ド数

l J

A

し ｣

1

3 5 8 1 4 1 5 1 1 2 1 1 4 1 3 7

し .
｣

B C D E F G

し ｣ l ｣

3 5

A : トラ ン ス イ ル ミ ネ 一 夕 - で の観 察に よ るR A P D
-

P C R パ タ ー ン

B : 舞境 由来セ ラチ ア 菌 の R A P D
-

P C R パ タ ー ン の 模式 図

図4 . R A P D - P C R 法 に よ る 菌株 の 識別 ( プ ラ イ マ ー 3)
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A 菌株番 号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6

B

菌株番号

H iiZ5

Ⅱ - う

Ⅲ
→

■≡i】

Ⅳ

Ⅴ →

Ⅵ
→

9 1 5 1 1 5 1 2 1 6 3 4 7 8 1 3 1 4 1 0 2 1 6

Ⅱ

Ⅲ - 1

Ⅲ
-

2

Ⅲ- 3

1 2

1

6

3 , 4 , 7 , 8

3

4

0

6

1

1

1

2

1

ー

2

3

一

一

一

Ⅳ

Ⅳ

Ⅳ

Ⅴ

Ⅵ

A : トラ ン ス イ ル ミネ
一 夕 -

で の 観察 に よるR F L P パ タ ー ン

B : P F G E に よるD N A 断片泳動パ タ ー ン に基 づ く R F L P の タイ ピ ン グ

図5 . P F G E 法 に よ る 菌株 の 識 別
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A

菌株番 号 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 l l 1 2 1 3 1 4 1 5 1

B

菌抹香 号 M 5 4 1 5 1 2 3 8 1 4 1 0 1 6 6 7 9 1 3 1 2 1 1

タ イ プ名 A

Lヱ｣

バ ン ド数 1 2

C D E F G H I

A : トラ ン ス イ ル ミネ
一 夕 -

で の 観察に よるI R S - P C R パ タ ー ン

B : 供試由来セ ラチ ア 菌 のI R S - P C R パ タ ー ン の 模式 図

図6 . I R S - P C R 法 に よ る菌株 の 報別
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-

の バ ン ド パ タ ー ン を示 し, タ イ プ F と タ イ プ G

と した. また, そ の 他異な る バ ン ド の 位置を呈し

た 2 菌株を タ イ プ H と タ イ プⅠと した, 複数株が

属 したも の はタイ プB , タイ プ D , タイ プ F およ

びタ イ プ G の 4 タ イ プ で あ っ た .

4 3 方法により識別された菌株 の相互 関係

上記 の よう に, R A P D - P C R 法 の プ ラ イ マ ー 1
,

2 お よ び3 で
, それぞれ 15 , 13 お よ び7 タ イ プ に

識別さ れた . ま た, P F G E 法とI R S - P C R 法で そ

れぞ れ 13 お よ び9 タ イ プ に 識別さ れ た
.

こ れ ら

3 方法 に よ る識別 の相互関係を表 2 に示した.

lV 考察

本研究 は , セ ラ チ ア 菌16 株を対象 に , 分子疫学

的手法 ( R A P D - P C R 法, P F G E 法,
I R S - P C R

法) を用 い
, 分子疫学的手法 の 有用性を検証す る

こ とを目的と して菌株問 の 識別精度を, 同時に看

護分野 へ の 導入 の 視点から簡便性 に つ い て も比較

検討した.

セ ラ チ ア 菌に よ る病院感染 の 発生要因と して
,

第 一 に患者自身 の 保菌から感染が引き起 こ され る

内因感染, 第二 に他 の 患者から の 直接的あ る い は

医療従事者から間接的に起 こ る交差感染,
そ して

第三 に汚染され た病院環境や医療機器な どから発

症す る外因感染 の3 つ が主なも の と し て 挙げられ

て い る
2) ･

17 )
. 医療従事者お よ び医療機器 の 関与す

る感染 に つ い て は, 適切な対策 に よ っ て あ る程度

の 予防は可能 で あるが
, 患者間で起 こ る 直接的な

交差感染で は
,

とき に集団発生を引き起こ すと い っ

た危険性が高 い こ とが指摘され て い る
18 )

. 交差感

染や外因感染を防ぐた め に は, 抗生物質, 消毒薬

の 適切な使用 は無論 の こ と
,

さら に感染源お よ び

伝播経路を知 る た め の 有効 な疫学調査 が必要と な

る
.

こ の こ と は
, 感染源推定部位から最終的な患

者に い た る ま で に介在し た全て の 材料から分離さ

れたす べ て の 菌を識別す る こ とを意味して い る
.

感染源や伝播経路 の 特定 の た め の 方法と して の 分

子疫学的手法 は技術的 ･ 経済的な制約 は あ る が
,

優れた再現性と識別能を有 した方法 で あり
,

ア ウ

ト ブ レ イ ク 時 の 感染経路 の 追求法と して 非常 に高

い 有用性が認め られ て い る
19 )

.
ま た

,

一 度基礎技

術を修得して しまえば原理的に分析精度 に及ぼす

熟練度 の 影響は少な い
.

こ の こ と は , 看護師など

初JL ､者 へ の 普及 に は重要な要素で あ る . 実際, 坐

物型別 に依存した従来法 に比 べ 効率良く, しか も

高感度に細菌を型別で きる よ う に な っ て きた
19 ) - 2 1)

こ れ ら の 手法は全て 微生物 に存在する遺伝子を解

析するも の で あり , 原理的に セ ラ チ ア 菌 の みな ら

ず他菌種, 真菌あ る い は ウ イ ル ス な ど多く の 微生

物 に適応で き る利点が あ る
18 )

.

今回行 っ たR A P D - P C R 法と は
,

ラ ン ダ ム に設

定さ れた プ ラ イ マ
ー が ラ ン ダ ム に基質D N A 上 に

結合し, 結果的 に ラ ン ダ ム に増幅された産物同士

を比較 ･ 観察 ･ 解析すると い う点に最大 の 特徴が

あ る . 標的D N A 部位を特異的 に検出す る通常 の

P C R 法で は
, 限られ たD N A 塩基配列 の 有無 ･ 異

同を調 べ る の に対 し て
,

R A P D 法 で は む し ろ 全

D N A 配列 の 違 い を, よ り鋭敏 に 検出しう る点で

根本的 に異な っ て い る
20 )

.
そ の た め

, 通常 の P C R

法で は5 5
o

C 近辺 の ア ニ ーリ ン グ の 温度を設定す る

が , 対照的 に R A P D 法で は な る べ く穏和な条件 ,

すなわち36 - 39
o

C 程度 の 温度 に設定して い る
.

そ

の 結果,
55

o

C 位 の ア ニ ーリ ン グ の 温度で は,
プ ラ

イ マ ー の 塩基配列が完全 に
一

致 しな い 限り基質

D N A に結合 しないが, 穏和な温度条件 で ア ニ ー

リ ン グ反応を行うと
,

プ ラ イ マ ー の 塩基配列が基

質 D N A と 一 部 一 致す る だ けで 基質D N A の 両鎖 に

ラ ン ダ ム に結合で き る
.

そ の 他 の 解離反応や伸長

反応 の 温度は通常 の P C R 法と同じ で ある
20 )

. 今回

の 実験で は3 種 の プ ラ イ マ ー を用 い たが
, 各プ ラ

イ マ
ー

に お い て , 使用し た セ ラ チ ア 菌1 6 菌株 は そ

れぞれ1 5 タ イ プ , 13 タ イ プ お よ び 7 タ イ プ に 識別

する こ とが で き た. プ ラ イ マ
ー

3 は 7 タ イ プ で あ

り , 識別能 は劣 っ た が
, 他 の2 種 の プ ラ イ マ ー に

お い て は 識別精度 の 点に お い て 充分満足で き る結

果が得られ た
.

R A P D - P C R 法 の 利点 は
, ①1 0 -

1 6 塩基長 の プ ラ イ マ ー を1 種類 の み で可能, ② そ

の 配列 は全く ラ ン ダ ム に 選ばれ る の で , 標的遺伝

子 の 配列を知る必要が な い
, ③多検体を

一 度に扱

う こ とが で き る , ④手技が簡便で あ る
, ⑤基本的

に
, 遺伝子増幅装置 ･ 電気泳動装置 ･ P C R 用試
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薬類さえ あれば よ い の で経済的で あ る , ⑥宿主 の

各種制限お よ び修飾作用 に依存しな い
, ⑦迅速性

に優れ て い る ( 本研究 で は2 日間で 実施) ,
と い

う こ と に集約で き た.

一 方 で
, 諸条件 に よ り再現

性が不安定 で あ る こ と,
プ ラ イ マ ー や プ ロ グ ラ ム

などを菌種 ごと に設定 し直さね ばならな い こ とが

R A P D 法 の 欠点とし て 指摘さ れ て い るが
20 )

,
条件

を固定すれば同じ結果が再現性 よ く得られ る の で,

R A P D 法 の 持 っ 利点 に 比 べ れば大 きな 問題 で は

な い と い え よ う.

識別精度が高 い こ とが報告され て い るR F L P に

ょ る タ イ ピ ン グをP F G E に よ る パ タ ー ン 分析も検

討 した. P F G E は適当な制限酵素で 切断され た染

色体D N A を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電気泳動法 に よ り比

較し
, 菌株同士 の 類似性を明らか に す る方法で あ

る
. 通常 の 電気泳動 で は

,

一 定方向の 単 一 な電場

を負荷する こ と に よ り ,
D N A は長く伸 びた状態

で ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中を移動 し
,

ゲ ル マ ト リ ッ ク ス

分子 の ふ る い 効果 に より分離され る . しかし, ゲ

ル マ ト リ ッ ク ス の ポ ア サ イ ズ よ り大き い20 k b 以

上 の 巨大D N A に は分子 ふ る い 効果が働か な い た

め分離は で きな い
.

ゲ ノ ム サ イ ズ の 小さ い D N A

ウ イ ル ス で は , 切断さ れ た D N A は サ イ ズ は 小さ

く数 も少な い た め, 通常 の 電気泳動分離が可能 で

あ る
.

一 方,
ゲ ノ ム サ イ ズ の 大き い

一 般細菌, 抗

酸菌 , 真菌な どで は 切断D N A の 数が圧倒的 に 多

く な る た め , 通常 の ア ガ ロ -

ス ･ ゲ ル 電気泳動 で

分離され た D N A 断片 の R F L P を肉眼 で 解析 し株

問 の 異同を識別す る こ とば困難で あ る . 10 - 30 程

度 の D N A 断片 の R F L P が解析す る こ とが理 想的

で あ る とさ れ て い る
.

そ の ため
, 対象とす る菌 の

G + C % を参考 に切断 サ イ ト の 少な い 制限酵素を

選択 し
, 用 い る電気泳動 は大き な サ イ ズ の D N A

断片を分離 で き る も の で あ る こ とが必要で ある
.

D N A 断片 の サ イ ズ が大き い ( メ ガb a s e p ai r に及

ぶ こ と もあ る) た め に , 通常 の 電気泳動 で は分離

は不可能 で
,

P F G E 装置 と い う大き な サ イ ズ の

D N A を分離す る た め の 特殊な装置が必要 で ある .

こ の 装置で は, 異な る 2 方向 の 電場を交互 に負荷

す る ( パ ル ス) た め
,

D N A は そ の 都度方向転換

を受け る こ と に な る . 巨大な D N A は どを方向転

換に長 い 時間を要し
, 相対的 に移動距離が短くな

り ,
D N A の 大き さ に依存 し て分離が可能と な る

22' - 25 )

.

こ の 方法 は は と ん ど全て の 病原細菌 , 抗

酸菌お よ び真菌 に適応され
,

分子疫学 の 手法 の 中

で も最も よ く用 い られる も の の
一

つ で ある
17 )

･
セ

ラ チ ア 菌で 通常用 い られ る制限酵素 はS p e I と

Ⅹb a I で あり
26 )

- 2 8 )
, 本研究で はS p e I を用 い て行 っ

た. そ の 結果,
セ ラ チ ア菌16 菌株 は13 タ イ プ に分

類され た.
プ ラ イ マ ー 2 を用 い たR A P D I P C R 法

よ り識別能 は劣る結果とな っ たが , P F G E 法 の バ

ン ド は鮮明 で , 濃淡 もあま り な い た め
, 解析 は

R A P D - P C R 法よ り簡便 で あ っ た . 最近 で は
一

般

的に行われ る菌種 に つ い て は
,

すで に試薬 キ ッ ト

( G e n e P a t h 試薬 キ ッ ト) が各種発売され て お り,

泳動条件リ ス ト も キ ッ ト に 添付さ れ て い る
2 5 )

･
し

か し
,

設備 に費用がかか る こ と
, 検査を実施す る

の に約 1 週間もかかる こ と
,

ア ガ ロ - ス ブ ロ ッ ク

を操作する ため に 技術 の 熟達が必要 で ある こ と等

か ら実施機関が限られ て おり ,
P F G E 装置 の 設置

はあま り進ん で い な い の が現状で あ る
25 )

. ま た
,

大量 の D N A を要す る
, 検体数が多く扱えな い

,

処理行程が複雑 で あ る, 制限酵素活性が宿主 の 各

種修飾機構 に影響をうけ る等多く の 欠点もあ る こ

とがあ げられ て い る
25 )

.

こ れ に対 し, 少 し複雑 に な る が ,
D N A を 2 種

類 の 制限酵素 で 切断 した後,
P C R を行う方法が

I R S - P C R 法で あ る .
こ の 方法 で は

,
まず初 め に

頻度 の 低 い 塩基配列 を切断す る制限酵素Ⅹb a I

( 認識部位 : T / C T A G A) と , 頻度 の 高 い 塩基配

列を切断する制限酵素H h a I ( 認識部位 : G C G / C)

を用 い て D N A を切断す る . 次に ,
そ の 切断断片

の 端 に
,

二 つ の ア ダ プ タ ー ( A X ,
A H ) を結合

さ せ る .
二 つ の ア ダ プ タ ー は

,
共 に長短 二 つ の

olig o n u cl e o tid e か ら な っ て い る が , 短 い

oli g o n u cl e o tid e は, そ の 後 の 結合 に は関与 しな

い
.

H h a I の ア ダ プ タ
ー

,
A H 中 の 長 い

o li g o n u cl e o tid e ( A H l) は H h a I に よ っ て 切断

され た断片 の 5 末端 に結合する .
X b a I の ア ダプ

タ ー A X 中 の 長 い 0 1i g o n u cl e otid e ( A X l) は
,

切断断片 の 3 末端 に結合す る た め に リ ン 酸化 さ れ

る が
,

A H 2 は リ ン 酸化 して い な い た め
,

切断断

片に は 結合 しな い
.

P C R の 間,
Ⅹb a I の ア ダ プ

タ ー に プ ラ イ マ
ー P X が結合 し

,
こ の プ ラ イ マ ー
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セ ラ チ ア 菌 の 分子疫学

の 伸長が プ ラ イ マ ー

A H l の 結合部位を形成す る
.

こ れ に よ り ,
P C R の 間, Ⅹb a I -

H b a I 断片 の

特異的 な増幅が可能と な る
15 '

.
こ の 方法 で は ,

P F G E 法に比 べ て 迅速性と再現性 に優れ, 低 コ ス

ト
, 手技も簡便 で あると共 に識別能 はP F G E 法に

も匹敵すると い われて い る
1 5 ) ･

1 6 )
. ま た

,
I R S - P C R 法

で は は と ん ど全て の 有機体 に対し
, 同じ制限酵素,

ア ダ プ タ ー

, プ ラ イ マ ー

,
そ し て P C R コ ン デ ィ

シ ョ ン で 適用可能 で あ る
. 実際今回 の ア ダ プ タ ー

や実験条件 は
, 他 の 多く の 菌種 に も使用され て い

る
15 ･ 16 ･ 2 9 - 3 1 )

. 今回 の 結果 で は
,

セ ラ チ ア 菌16 菌株

は 9 タ イ プ に 識別され, 迅速性
, 簡便性 に関 して

はP F G E 法に比 して 格段 に優れ て い る が, 識別能

と し て は 他 の 2 法 よ り劣る結果とな っ た
. 既報

14 ,

15
･
2 9 -

3 1 )
よ る と

, 泳動ゲ ル に は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド

ゲ ル を用 い る の が通常で あ る が
, 今回 の 実験 で は

バ ン ドが検出さ れなか っ た ため
,

ア ガ ロ -

ス ゲ ル

で代用した. こ の こ とが結果 に影響を及ぼ し て い

る こ と も考え られた
. 更なる改良 の 結果 ,

I R S -

P C R 法がP F G E 法に匹敵す る識別能を示せ ば, 分

子疫学的手法 の 中で も , 感染源 ･ 伝播経路追求を

行う際に は非常 に有益な方法と な る可能性が考え

られ た
.

R A P D - P C R 法, P F G E 法, I R S - P C R 法 の 3

方法 で識別 した結果を総合すると, 今回使用 した

1 6 菌株 は全て異なる菌株で あ る こ とが示唆された

( 例えば
,

R A P D - P C R 法 の プ ラ イ マ ー 1 で M タ

イ プ に 属した 2 株は他法 で は別 タ イ プ に解離し て

い た) . こ の こ とか ら, 1 6 菌株全 て が違う タ イ プ

に識別さ れ た場合を識別精度100 % とす る と
,

こ

れ ら の 方法 の うち最も高い識別精度を示した の は
,

R A P D - P C R 法 の プ ラ イ マ ー

1 で93 .8 %
, 最 も低

か っ た の は R A P D - P C R 法 の プ ラ イ マ ー 3 で 43 .7 %

と い う値が得 られ た
. 識別精度が最も優れ て い る

と い われ て い るP F G E 法で も
, 異 なる制限酵素を

用 い る と , 同じ泳動 パ タ ー

ン を示し た も の で も異

な る結果が で る こ とが あ る こ とが報告さ れ て い

る
22 )

. 従 っ て
, ど の 方法 に お い て も, 感染源 ･ 伝

播経路追求を行う場合 は
,

一 つ の 方法 の み で は な

く
,

い く っ かを組み合わ せ る こ と に よ り よ り正確

な情報が得られ る も の と考え られ る . 実際 の 感染

源 ･ 伝播経路 の 追求 へ の 応用と して
,

I C N の 協力

- 4 0 -

を加味し こ とを想定す る と, 検査部 の 方か ら情報

が得 られ る間に
, I C N が迅速な A P D - P C R 法で

情報を得く おく など の 協力体制 の 確立も可能と考

え られ た
.

疫学 マ ー カ ー

は , 菌株間 の 識別能 に優れ
, 再現

性が あ る も の が理想的で ある. また
, 多く の 検体

を扱う こ とか ら
, 簡便, 迅速か っ 安価 で検出され

るも の が求め られる . 今回研究 に用 い た3 法 の 特

徴に つ い て は表 3 に示し た . 本研究で は
,

プ ラ イ

マ ー 1 を用 い たR A P D - P C R 法が最も詳細 に菌株

を識別す る こ とが で き た. 同じR A P D - P C R 法で

あ っ て も,
プ ラ イ マ ー 3 に お い て は菌株間 の 識別

は困難で あ っ たが
,

プ ラ イ マ ー

の 選定さえ適切 で

あれば, R A P D - P C R 法で も非常 に高い識別精度

が得られ る と考え る
. R A P D - P C R 法 の 解析能力

は
一

般的 に 至適化さ れ た プ ラ イ マ ー

を用 い て も

20 - 30 型程度 の 多型性 に とどま り, そ の 少なさか

ら
, 多く の 場合 ス ク リ - ニ

.
ン グ目的 の 解析法とし

て考えられ て い る が
32 )

, 他 の 2 法に比 べ て安価 で
,

迅速性 に優れ て い る上に
, 技術的 に も非常 に簡便

で あ っ た こ とか ら プ ロ ト コ ー

ル を マ ニ ュ ア ル 化 し

たも の が あれば跡L ､者で も簡単 に行う こ とが で き,

看護 へ の 導入 は難しく な い と考え る ( 実際, 3 法

の プ ロ ト コ ー

ル を作成し, 今後成書化を予定し て

い る) .

病院感染が疑われ た場合, そ の 感染源 ･ 伝播経

路 の 追求を全て 検査技師 に委任 して い て は
, 検査

部 の 業務 は飽和状態 に な っ て しま い
, 役割分担 の

不均衡を生むばかりか医療 チ ー

ム の 機能 は半減し

て しま う こ ととを危倶す る も の で あ る . 限られ た

マ ン パ ワ
ー で い か に最良 の 感染管理 を行え る かが

課題で あ る
. 今回 の 研究 は

,
こ れら の 業務をす べ

て I C N が 引き受 ける こ とを提案し たも の で は な

く
,

I C N と検査部と の 協力を強調 ･ 推奨し た も の

で あ る
. 感染源 ･ 伝播経路を追求す る際に,

一

概

に全て を検査部に任せ る の で は なく ,
チ ー ム と し

て 取り組む こ と で
,

よ り効率的な対応が期待 で き

る
. ま た

,
デ ー タ の 読み方など, 基本的事項を修

得 して おく こ と ば非常 に重要で あ る と思 われ る .

更に
,

そ の 結果を目に見え る 形で 表示すれ ば
, 柄

棟全体 の 感染管理 へ の 意識 の 向上 に つ なが る相乗

効果もあ る と考え る
.
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高度化 し
, 専門化す る医療 の な か で

, 国民 の ヘ

ル ス ケ ア ニ
ー ズ は多様化し, 保健医療福祉分野 に

おけ る看護職 の 役割は大きく , そ の 活動範囲 は拡

大 して い る . I C N へ の 期待も大きく
, 専門的知識

に加え高度な技術 の 修得 に よ り効果的な感染管理

の 実践が看護 の 質 の 向上 に つ なが る とされ
,

そ の

中で も分子疫学的手法 の 実際 の 理解 は演習も含め

特に重要視され て い る
12 , 33 )

. 精度 の 高 い 疫学情報

が得られ る - 従 っ て
,

よ り適格な予防対策が講じ

られ る - 分子疫学的手法が感染看護 の 分野 に積極

的に導入され て い く こ と に期待し た い
. 感染管理

先進国 で ある 欧米 のIC P/I C N の 育成 に学 び っ っ

I C N の 育成途上 に あ る我が国に お い て は
,

こ の よ

うな視点 は
, 今後益 々必要と考え て い る

.

V 結論

供試 セ ラ チ ア 菌 16 菌株 に つ い て
, 分子疫学的

手法 ( R A P D - P C R 法
,

P F G E 法,
I R S - P C R 法)

に よ る 遺伝子 タ イ ピ ン グを行 い 以下 の 結果を得た
.

1 R A P D - P C R 法 の プ ラ イ マ ー 1
,

2 お よ び 3 で
,

そ れぞれ1 5
,

13 お よ び 7 タ イ プ に 識別され た. ま

た
,

P F G E 法とI R S - P C R 法で そ れぞれ13 お よ び

9 タ イ プ に 識別され た
.

こ れ ら の 結果を総合す る

と
, 今回使用 した1 6 菌株 は

,
元来全 て 異な る菌株

で あ る こ とが示唆され た .

2 16 菌株がす べ て 識別され た場合を1 00 % の 識

別精度と したとき, 3 方法 の う ち最も高 い 識別精

度を示 した の は R A P D - P C R 法 の プ ラ イ マ
ー

1 で

9 3 .8 %
, 最 も低か っ た の はR A P D - P C R 法 の プ ラ

イ マ ー 3 で 43 . 7 % で あ っ た
.

3 R A P D - P C R 法 の 識別精度 は プ ラ イ マ ー

の 選

定が キ ー ポ イ ン ト で あり, 適切な プ ラ イ マ ー

を用

い れば非常 に高 い 識別精度を得られる こ とが示唆

さ れた.

4 R A P D - P C R 法 は , 他 2 法 に比 べ
, 所要時間

の 短か さ に加え
, 技術上 の 簡便さ

, 経済性か ら
,

看護分野 - の 導入 に有力な 方法で あ る と考え られ
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た .

5 実際の 感染源 ･ 伝播経路 の追求 へ の応用とし

て
,

IC N の 協力を加味し こ と を想定す る と
, 検査

部 の方 か ら情報が得 られ る間 に
, IC N が迅速 な

A P D - P C R 法で 情報 を得く おく な ど の 協力体制

の 確立も可能と考えられた.
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