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5
'

n u cl e a s e a cti vit y
7)

,
r e s ulti n g i n t h e e m is si o n of a

fl u o r e s c e n t si g n al (si n c e t h e r e p o r t e r d y e is n o l o n g e r

s u p p r e s s e d b y t h e q u e n c h e r d y e) . T h u s
,

w it h t h e

i n c r e a s e i n c y cli n g of t h e P C R a m pli丘c a ti o n
,
a st r o n -

g e r fl u o r e s c e n c e c a n b e d et e ct e d
,
a n d s u c h 8 u o r e s c e n-

c e i s r e a d i n r e al ti m e b y a d et e cti o n s y s t e m .

S .
m a r c e s c e n s i n bl o o d s a m pl e s h a s n o t b e e n a s -

s a y e d b y r e al ti m e P C R . I n t his st u d y ,
w e e x a m i n ed

t h e r a p id D N A di a g n o si s of o ut b r e a k - d e ri v e d 5
-

.

m a r c es c e n s i n bl o o d s a m p l e s b y a r e al ti m e ( T a q M a n)

P C R a s s a y .

M A T E R I A L S A N D M二E T H O D S

B a c t e ri al st r ai n s

T h e S .
m a rc e s c e n s s t r a in s u s ed w e r e t h o s e d e ri v ed

fr o m a n o s o c o m i al o u tb r e a k a t a h o s p it al i n T o k y o i n

1 99 9
,

a n d w e r e cl o n ally id e n ti c al
,

a s e vid e n c e d b y

p uls e d -fi eld g el el e ct o r o p h o r e sis
3)

. T h e y w e r e ki n d ly

p r o vid e d b y M iy o k o E n d o h ( T o k y o M e t r o p olit a n

R e s e a r c h L a b o r at o r y of P u blic H e alt h
,
T o k y o) . T h e

P s e u d o m o n a s a e r u g m o s a s t r ain s u s ed w e r e is ol a t ed

f r o m t h e b l o o d of p a ti e n t s w it h s e p ti c a e m i a a t

N ii g at a U ni v e r sit y M e di c a l H o s pit al .

M ed i a a n d b a ct e ri al g r o w t h

F o r b a ct e r i al g r o w t h
,

w e u s ed L B b r o t h ( Dif c o L a b o-

r a t o rie s
,
D e t r oit

,
M ic h .

,
U S A ) a s a li q uid m e di u m

,

w hi c h w a s i n o c u l at e d a n d i n c u b a t e d a t 3 7 ℃ t o a l o g

p h a s e w it h a g it a ti o n . N u t ri e n t a g a r (Eik e n C h e m i c al
,

T o k y o) w a s u s ed a s a s oli d m e di u m .

U F 2 S M 1

( F o r w a rd p ri m e r) (P r o b e)

1 7 3 1 3 7

5
I

- G G C G G C A G G C C T A Å c

E x t r a c ti o n o f D N A

S . m a r c es c e n s c ells
, g r o w n i n L B b r o th

,
w e r e s u s p e n d-

e d i n p h o s p h a t e-b uff e r ed s ali n e (P B S
, p H 7 .4) at 0 .13

0 D 6 ｡ ｡ u n it s ; t hi s c o n c e n t r a ti o n c o r r e s p o n d e d t o 2 ×10
8

C F U / m l . A s e ri e s of 1 0 -f old dil u ti o n s w a s m a d e f r o m

t his b a c t e ri al s u s p e n si o n
,

a n d 10 /J l of e a c h dilu ti o n

w a s m i x e d w it h 20 0 〟1 of bl o o d f r o m h e alt h y a d ult s .

B a ct e ri al D N A w a s p r e p a r e d f r o m th e s e b a ct e ri al

s u s p e n si o n s (r a n gi n g f r o m 1 C F U / m l t o 1 x lO
7

C F U /
m l) u si n g th e Q I A a m p D N A m i ni k it (Q I A g e n

, J a p a n) ,

f oll o w i n g t h e m a n uf a c t u r e r
'

s in st r u c ti o n s . B rie fl y ,
th e

s a m p l e s w e r e s u s p e n d e d i n 1 8 0 〃1 of b uff e r A T L

(f r o m t h e kit) a n d 20 p l of p r o t ei n a s e K (6 00 m A U /
m l) . T h e m i x t u r e s w e r e i n c u b a t ed at 5 6 ℃ f o r 10 m i n .

S u b s e q u e n tly ,
2 0 0 /Jl of b uff e r A L (fr o m th e k it) w a s

a d d e d a n d t h e m i x t u r e s w e r e i n c u b a t e d at 7 2 ℃ f o r 10

m i n . T h e D N A e x t r a c t ed w a s di s s ol v e d i n 2 00 /J l of

T ris - h y d r o chl o rid e
, p H 8 .0 .

T hi s p r o c e d u r e e x t r a ct e d D N A f r o m b ot h b a c t e ri a

i n s e r u m a n d bl o o d c ells
,
i n th e c a s e of bl o o d s a m p le s .

P C R p r l m e r S a n d t h e p r o b e

T h e p ri m e r s
,

U F 2 a n d U R 2
,
h a v e b e e n d e s c rib ed

p r e vi o u sly
8)

. T h e p r o b e (d e si g n a t e d S M l) w a s

d e si g n ed b a s e d o n t h e 1 6 S r R N A g e n e s e q u e n c e of S .

m a r c es c e n s
,

a s sh o w n i n F ig . 1 . T his p r o b e c o n t ai n ed

th e r e p o r t e r d y e F A M (6- c a r b o x y 且u o r e s c ei n) a t t h e

5
'

- e n d a n d t h e q u e n c h e r d y e T A M R A (6 - c a r b o x y
-

t e t r a m et h y lrh o d a m i n e) at t h e 3
'

- e n d .

R e al ti m e ( T a q M a n ) P C R a s s a y

T h e P C R w a s p e rf o r m e d w ith a A B I 77 0 0 s e q u e n c e

tJ R 2

( R e v e r s e p ri m e r)

6 0 9 5 1 1 7

5
'

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

5
'

R e p o Tl e r-T C C C C r G T G C r A C C G C r C G A C r T G- Q u e r t e h e r

F i g . 1 . N u cl e o ti d e p o siti o n f o r t h e p ri m e r s ( U F 2 a n d U R 2) a n d t h e p r o b e (S M l) i n th e 1 6 S

r R N A g e n e s e q u e n c e f o r S .
m a r c e s c e n s ･

T h e S . m a r c e s c e n s 1 6 S r R N A g e n e s e q u e n c e w a s f r o m G e n B a n k A c c e s si o n N u m b e r A J 2 3 3 4 3 1 ･

T h e n u m b e r s o n th e m a p r e p r e s e n t D N A si z e s (i n b a s e p a i r s) ,
a n d c o r r e sp o n d t o th e n u m b e ri n g

o f th e 1 6 S r R N A g e n e s e q u e n c e f r o m th e 5
'

- e n d ( 1) ･ T h e p ri m e r s U F 2 a n d U R 2
8)

a m p lif y a

f r a g m e n t o f 1 0 1 b p s p a n n i n g n u cl e o ti d e s 1 7 t o 1 1 7 o f th e 1 6 S r R N A g e n e ･ T h e T a q M a n p r o b e

( s M l) i s l o c a t e d a t p o siti o n s 3 7 t o 6 0 ( r e v e r s e c o m pl e m e n t) ,
a n d w a s d e sig n e d f o r th i s st u d y ･ T h i s

p r o b e c o n t a i n s t h e r e p o r t e r d y e F A M ( 6- c a rb o x y fl u o r e s c ei n ) a t th e 5
'

- e n d a n d th e q u e n c h e r d y e

T A M R A ( 6- c a r b o x y t e t r a m e t h y l r h o d a m i n e) a t t h e 3
'

- e n d ･
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C y cl e

F i g ･ 2 ･ R e a l ti m e ( T a q M a n) P C R a s s a y o f S . m a r c e s c e n s .

F r e shl y c u l t u r e d S ･ m a r c e s c e n s c ell s s e ri ally dil u t e d i n P B S i n (A) a n d i n bl o o d
f r o m h e a lt h y a d u lt s i n ( B) ･ T h e b a ct e ri a l c o n c e n t r a ti o n s a r e 1 x 1 0

7 C F U / m l f o r ( a) ,

1 ×10 6 C F U/ m l f o r (b) ,
1 ×1 0

5 C F U / m l f o r ( c) ,
1 ×1 0

4

C F U / m l f o r (d) ,
1 ×1 0

3

C F U / m l

f o r ( e) ,
1 × 1 0

2

C F U / m l f o r (f) a n d 5 ×10 1 C F U / m l f o r (g) . N o fl u o r e s c e n c e si g n al s a r e

d et e c t e d i n s a m p l e s c o n t ai ni n g l e s s th a n 5 ×10
1

C F U/ m l . W h e n th e s a m e b a c t e ri a l

c o n c e n t r a ti o n w a s e m pl o y e d
,
th e C T V a l u e s f o r b a c t e ri a l bl o o d s a m p l e s w e r e 2 o r 3

c y cl e s l a t e r t h a n f o r b a c t e ri al P B S s a m p l e s ･ W h e n P . a e r u g i n o s a st r a i n s w e r e

e m p l o y e d in s t e a d o f S . m a r c e s c e n s
,

n o fl u o r e s c e n c e si g n a l s w e r e d e t e c t e d in e ith e r

( A) o r ( B) .

d e t e ct o r ( A p p lie d B i o s y st e m s
,
F o s t e r C it y ,

C A ) ,
f o ト

1 o w l n g t h e m a n u f a c t u r e r
'

s i n st r u c ti o n s . T h e r e a c ti o n

m i x t u r e (5 0 p l) c o n t ain ed 4 00 n M of p ri m e r s
,
80 n M

of t h e p r o b e
,
2 5 /′1 of T a q m a n u n i v e r s al p r e p a r ed

m i x t u r e
,
a n d 2 0 /′1 of th e t e m pl a t e ･ T h e c y cli n g c o n di -

ti o n s w e r e a n in iti al si n g le c y cl e f o r 1 0 m i n a t 9 5 ℃(t o

a c ti v at e A m p li T a q G old) a n d 4 5 c y cl e s of t w o-
t e m p e r a t u r e c y cli n g c o n sis ti n g of 15 s a t 9 5 ℃ (f o r

d e n a t u r a ti o n) a n d 1 m i n a t 6 0 ℃ (f o r a n n e ali n g a n d

p ol y m e ri z a ti o n) . T h e i n t e n sit y of t h e fl u o r e s c e n c e

( △R n) w a s c al c ul a t e d b y s u b t r a c ti n g t h e b a s eli n e

fl u o r e s c e n c e f r o m t h e a ct u al fl u o r e s c e n c e sl g n al d a t a .

T h e th r e sh old c y cle ( C T) w a s d e 血 e d a s t h e c y cl e

n u m b e r a t w h ic h th e r e p o r t e r 臥1 0 r e S C e n C e e x c e e d e d

t h e t h r e s h old v al u e
,

a p a r a m e t e r d e 丘n e d a s 1 0 st a n -

d a r d d e vi a ti o n s a b o v e t h e b a s eli n e fl u o r e s c e n c e . T h e
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M

10 0 b p
- ←

F i g . 3 . A g a r o s e g el el e c t r o p h o r esi s o f P C R p r o d u c t s ･

T h e P C R w a s c o n d u c t e d w it h t h e p ri m e r s U F 2 a n d U R 2
,

th e P C R p r o d u ct s w e r e a n al y z e d b y e l e ct r o p h o r e si s i n 3 %

a g a r o s e g el
,

a n d t h e g el s w e r e s t a i n e d w it h et h idi u m

b r o m i d e . L a n e s : M
,
1 0 0 b p D N A l a dd e r ( m o l e c u l a r si z e

st a n d a r d s); i
,
S . m a r c e s c e n s in P B S ; 2

,
S . m a r c e s c e n s i n

bl o o d ; 3
,
b l o o d w it h o u t b a ct e ri a . T h e e x p e c t e d 1 0 1 b p

f r a g m e n t s i n di c a t e d b y a n a r r o w a r e s e e n i n b o th l a n e s 1

a n d 2

1 o g l ｡ Of th e n u m b e r of t a r g e t s (b a c t e ri a l D N A) ini-

ti all y p r e s e nt w a s p r o p o r ti o n al t o t h e C l
､ a n d c o uld b e

m e a s u r e d w ith a s t a n d a r d c u r v e .

P C R a s s a y a n d s e q u e n ci n g

T h e p ri m e r s
,
U F 2 a n d U R 2

,
a r e d e s c rib ed a b o v e ･

T h e

c y clin g c o n diti o n s w e r e d e n a t u r a ti o n f o r 4 5 s a t 9 4 ℃
,

a n n e ali n g f o r 4 5 s a t 5 5 ℃
,

a n d p oly m e ri z a ti o n f o r 4 5

s a t 72 ℃ (3 0 c y cl e s) . T h e a m p li丘e d P C R p r o d u c t s

w e r e a n aly z e d b y g el el e c t r o p h o r e sis w it h 3 % a g a r-

o s e a n d st ai n e d w it h e t hidi u m b r o m id e . A I OO b p

D N A l a d d e r ( W a k o
,
T o k y o) w a s u s ed a s th e m ol e c u-

l a r si z e st a n d a r d .

T h e D N A s e q u e n c e s of th e a m plifi e d P C R p r o d u ct s

w er e di r e c tl y d e t e r m in e d u si n g t h e T a q d y e d e o x y

t e r m i n a t o r c y cl e s e q u e n c in g kit (A p p li ed B i o s y st e m s
,

F o s t e r Cit y ,
C A ) a n d a 3 7 3 A D N A s e q u e n c e r ( A p p li ed

B i o s y s t e m s) a c c o r di n g t o th e m a n u al ･

R E S IJ I +T S

R e a l ti m e (T a q M a n ) P C R a s s a y

o u t b r e a k - d e ri v ed S . m a r c e s c e n s c ells
,
f r e s hly c ul-

t u r e d i n L B b r o t h
,

w e r e s e ri ally dil u t e d i n P B S a t

di ff e r e n t c o n c e n t r a ti o n s (1 C F U / m l t o l x l O
7

C F U /

4 5

I _ 4 0
U

)

q)

互 3 5
O

て)
-

B 3 0
め

qJ
■ゝ

, a

ト 2 5

2 0

y
= - 1 .4 8 6 2 L n( Ⅹ) 十4 8 .3 2 9

R
2

= o .9 8 5 7

1 0 1 1 0 2 1 0 3
1 0 4

1 0 5
1 0

6
1 0 7

1 0 8

N u m b e r o f S e r r a ti a m a r c e s c e n s c ell s

F i g . 4 . C o r r e l a ti o n b e t w e e n th e C T V al u e s a n d b a c t e ri al

c o n c e n t r a ti o n s (1 o g 1 0) i n S . m a r c e s c e n s bl o o d s a m p l e s .

A li n e a r c o r r e l a ti o n i s o b s e r v e d o v e r t h e r a n g e o f 1 x I O
2

C F U / m l t o l x 1 0
7

C F U / m l ( a si g n i丘c a n t c o ef B ci e n t
,
R

2
-

0 .9 8 5 7) .

m l) . B a c t e ri al D N A w a s th e n e x t r a c t ed f r o m e a c h

d ilu ti o n a n d u s ed f o r t h e r e al ti m e P C R a s s a y (F ig .

2 A) . T y pi c al a m pli丘c a ti o n c u r v e s w e r e o b s e r v e d
,
a n d

t h e m i ni m u m l e v el of b a c t e ri al c o n c e n t r ati o n i n t h e

o rig l n al s u s p e n si o n
,

w hi c h c o uld b e d e t e c t e d b y t h e

r e al ti m e P C R a s s a y ,
w a s d et e r m i n e d t o b e 5 ×10

1

C F U / m l .

N e x t
,
S . m a r c es c e n s c ell s w e r e s u s p e n d e d i n bl o o d

f r o m h e alt h y a d ult s
,
i n s t e a d of P B S . D N A w a s

e x t r a c t e d
,
a n d t h e D N A s ol u ti o n w a s a s s a y e d b y t h e

r e al ti m e P C R (F ig .
2 B) . A g ai n

,
t y pi c al a m p l近c a ti o n

c u r v e s w e r e ob s e r v e d . T h e m i ni m u m l e v el of b a ct e-

ri al c o n c e n t r ati o n i n t h e o r l g l n al s u s p e n si o n
,

w hi c h

c o uld b e d e t e c t e d b y th e r e al ti m e P C R a s s a y ,
w a s

1 x 1 0 2 C F U / m l . W h e n t h e s a m e b a c t e ri al c o n c e n t r a-

ti o n w a s e m p l o y e d
,
t h e C ′

1
､ V al u e f o r t h e b a ct e ri al

s u s p e n si o n i n bl o o d w a s 2 o r 3 c y cl e s l at e r th a n f o r

th e b a c t e ri al s u s p e n si o n in P B S . N o fl u o r e s c e n c e

sig n al w a s d e t e ct e d w h e n b l o o d it s elf ( w ith o u t b a ct e-

ri a) w a s e m p l o y e d .

T h e a m p li丘e d P C R p r o d u c t s w e r e a n aly s ed o n

a g a r o s e g els (F ig . 3) . B o th t h e P B S s a m p l e s a n d b l o o d

s a m p l e s of S . m a r c e s c e n s g a v e a si n gl e b a n d of th e

s a m e si z e ( 10 1 b p) ,
a s sh o w n in Fig . 3 (l a n e s 1 a n d 2) I

T h e s e q u e n c e of th e a m p li丘e d P C R p r o d u ct s w a s

c o n 丘r m e d b y di r e ct s e q u e n ci n g (d at a n ot sh o w n) .

B l o o d it s elf ( w it h o u t b a ct e ri a) g a v e n e g a ti v e r e s u lt s

i n t h e P C R a s s a y . ( Fi g . 3
,
l a n e 3)

p
.

a e r u g m o s a st r ai n s w e r e al s o e m pl o y ed i n t h e

r e al ti m e P C R a s s a y ,
b u t p r o d u c ed n e g a ti v e r e s ult s ･

( F ig . 2)
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Q u a n tit ati v e d et e cti o n of S . m a r c e s c e n s i n bl o o d

s a m p l e s

B y u si n g th e a m plifi c a ti o n c u r v e s f o r S . m a r c es c e n s i n

b l o o d s a m p le s ( a s s h o w n i n F ig . 2 B) ,
t h e C T V al u e s

w e r e p l ot t ed a g ai n st t h e l o g l .
Of t h e S . m a r c es c e n s

c o n c e n t r ati o n . A g o o d li n e a rit y w a s o b s e r v ed o v e r

t h e r a n g e f r o m l x l O 2

C F U / m l t o l x l O
7

C F U / m l

(Fi g . 4) . A si g ni丘c a n t c o e 氏ci e n t of t h e c o r r el ati o n

w a s r e p e a t e dly f o u n d f o r th e C T V al u e s a n d c o n c e n-

t r a ti o n ( R 2
- 0 .9 85 7) .

D I S C tT S S I O N

S . m a r c es c e n s is a n o p p o r t u n is ti c b a c t e ri u m th a t h a s

b e e n li n k ed t o h o s p it a トa c q u ir e d i nf e c ti o n s . T h e

r e s ulti n g b a c t e r e m i a m u s t b e s e ri o u sl y c o n sid e r e d

b e c a u s e t h e m o rt alit y is r e p o rt e dly 3 9-50 %
9

,
1 0)

R e c e n tl y ,
t h r e e l a r g e- s c al e o ut b r e a k s of S . m w c e s-

c e n s i nf e c ti o n s o c c u r e d i n J a p a n i n 1 99 9
,
20 0 0 a n d

2 0 02
,

a n d s e v e r al p a ti e n t s r a p idly d et e ri o r a t ed a n d

di e d w hil e w aiti n g f o r bl o o d c ult u r e r e s ult s
3 , 4)

.

C li ni c all y ,
t h e m o st r a pid m e t h o d of d e t e r m i ni n g

b a ct e r e m i a is g r a m - st ai ni n g ,
b u t th e b l o o d m u s t b e

i n c u b at e d f o r at l e a s t s e v e r al h o u r s t o p r o d u c e t h e

l a r g e n u m b e r s of b a c t e ri a r e q u ir ed f o r d e t e c ti o n
l l)

,

a n d b l o o d c ult u r e s t a k e e v e n m o r e ti m e . N e w e r r a pid

a n d s e n siti v e m e th o d s a r e t h e r ef o r e n e e d e d t o d e t e c t

b a c t e r e m i a c a u s e d b y S . m a rc e s c e n s .

T h e d e t e c ti o n of b a ct e ri al p a t h o g e n s b y P C R b a s e d

o n b a c t e ri al 1 6 S r R N A g e n e a m pli丘c a ti o n h a s b e e n

a c hi e v ed w ith s p e ci m e n s of v a ri o u s b o d y 臥1id s
1 2 , 1 3)

R e c e n tl y ,
s e v e r al i n v e stig a t o r s r e p o r t ed t h at th e r e al

ti m e ( T a q M a n) P C R a s s a y w a s m o r e r a p id a n d s e n si -

ti v e i n d e t e c ti n g b a c t e ri a i n bl o o d s a m p l e s th a n a n

o r di n a r y P C R m et h o d
6

･
8

･
1 4)

. N o a s s a y of S . m a rc e s c e n s

i n bl o o d s a m pl e s b y r e al ti m e ( T a q M a n) P C R h a s

b e e n r e p o r t e d .

I n th is s t u d y ,
o u t b r e a k-d e ri v e d S . m w c es c e n s

st r ai n s w e r e s u s p e n d e d i n bl o o d f r o m h e alth y a d ult s
,

a n d e x a m i n ed u si n g th e r e al ti m e P C R a s s a y . T h e S .

m a r c e s c e n s s t r ai n s i n b l o o d w e r e s u c c e s sf ull y d et e c t -

e d b y r e al ti m e P C R ･ I n a d diti o n
,
a g o o d li n e a rit y w a s

o b s e r v e d w ith th e C T V al u e s a n d b a c t e ri al c o u n t s o v e r

a r a n g e of l x l O
2

C F U / m l t o l x l O
7

C F U / m l .

W h e n t h e s a m e b a ct e ri al c o n c e n t r a ti o n w a s e m
_

p l o y ed
,
th e C T V al u e f o r th e b a ct e r i al s u s p e n si o n i n

b l o o d w a s 2 o r 3 c y cl e s l a t e r t h a n f o r t h e b a c t e ri al

s u s p e n si o n i n P B S i n t h e r e al ti m e P C R a s s a y . A ls o
,

t h e d e t e c ti o n li m it f o r S . m a r ce s c e n s in bl o o d w a s 1 x

1 0 2

C F U / m l
,

w hil e t h a t f o r S
. m w c e s c e n s i n P B S w a s

5 ×1 0
1

C F U / m l . T his w a s d u e t o l e s s e ff e c ti v e D N A

e x t r a cti o n f o r bl o o d s a m pl e s c o m p a r e d w it h t h a t f o r

( A)
石O 1 20 18 0

a
4)
●■

ちの

D N A e 王t r & Ctio n

P C R

(B )

( m jJL)

石0 1 2 0 1 8 0 2 40 2 70

句

白■

&
(A

D N A e xt r & ctio B

P C R

G e l

el o et f O p h o r e sis

( n irL)

F i g . 5 . C o m p a ri s o n o f ti m e a n d st e p s n e e d e d t o c o m p l e t e

th e r e al ti m e ( T a q M a n) P C R a s s a y (A) a n d t h e o r di n a r y

P C R a ss a y ( B) .

P B S s a m p le s .

S a b u i e t al . r e p o r t e d th a t 79 .3 % of bl o o d c ult u r e s

f r o m s e p ti c n e w b o r n s a c c o u n t e d f o r m o r e th a n 1 x 1 0 2

C F U of b a c t e ri a p e r m l
1 5)

. I n c o n t r a st
,
K ell o g g e t al .

p oi n t ed o u t b a c t e r e m i a c a s e s w ith l e s s th a n 10 C F U

of b a ct e ri a p e r m l
1 6)

. T h u s
,

m o r e s e n siti v e m e th o d s

a r e cli ni c all y n e ed e d . T h e r e v e r s e T r a n s c rip t a s e P C R

( R T - P C R) m e t h o d w a s r e p o r t ed a s 1 0 0 ti m e s m o r e

s e n siti v e t h a n t h e o rd in a r y P C R m e th o d f o r d e t e c tin g

t h e 1 6 S r R N A g e n e of T r ep o n e m a
1 7)

. T h e r ef o r e t h e

r e al ti m e (T a q M a n) R T - P C R m e t h o d c a n p o s sib ly
i m p r o v e s e n siti vit y d r a m a ti c ally ,

a n d w e a r e c u r r e n t -

l y t r yi n g t o i m p r o v e it s d e t e cti o n li m it .

I n thi s st u d y ,
w e u s e d S . m a rc e s c e n s a n d P . a e r-

u g in o s a a s t e st b a ct e ri a ･ T h e p ri m e r -

p r o b e s et
,

u s e d

i n t hi s s t u d y , p r o d u c ed n e g a ti v e r e s ult s f o r P . a e r -

u g i n os a b u t p o siti v e r e s ult s f o r S . m w c e s c e n s i n th e

r e al ti m e P C R a s s a y ･ T hi s p ri m e r- p r ob e s e t
,
h o w e v e r

,

als o sh o w e d p o siti v e r e s ult s f o r S . 1iq u ejTa cie n s (d a t a

n o t s h o w n) ･ W e a r e n o w t r y in g t o d e v el o p 5
l

.

m a r ce s c e n s - s p e ci丘c p ri m e r s ･ F o r t hi s
,

w e d e si g n ed

t w o p ri m e r s
,
S M F (5

'
- G G T G A G C T T A A T A C G T T _

C A T C A A T T G) a n d S M R ( 5
'

- G C A G T T C C C A G G_
T T G A G C C)

,
b a s ed o n t h e 1 6 S r R N A g e n e s e q u e n c e

of S ･ m a r c e s c e n s ･ W e w a n t t o u tili z e t his p ri m e r s et

f o r a f u r th e r r e al ti m e P C R a s s a y f o r t h e s p e ci丘c

d et e cti o n of S
･ m a r c e s c e n s in cli n i c al b l o o d s a m p le s .

T h e ti m e r e q ui r e d t o c o m p l et e t h e r e al ti m e ( T a q-
M a n) P C R a s s a y w a s o n ly 3 h o u r s

,
a n d o nl y 2 00 〟1 of

bl o o d s a m pl e w a s n e e d e d
,

m a ki n g it q ui c k e r t h a n th e

o rdi n a r y P C R a s s a y ,
a s s h o w n i n Fi g . 5 . A r e al ti m e

( T a q M a n) P C R a s s a y s h o uld b e u s ef ul i n t h e r a p id

d et e cti o n of b a c t e r e m i a c a u s e d b y S . m a r c e s c e n s .
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1) H ej a zi A
,
A u c k e n H M

,
F al k i n e r F R : E p id e m i ol o g y

a n d s u s c e p tibilit y o f s e r r a ti a m a r c e s c e n s i n a l a rg e

g e n e r al h o s p it a l o v e r a n 8-y e a r p e ri o d . I H o sp I n f e ct

4 5 : 4 2- 4 6
,
2 0 0 0 .

2) H ej a z i A . F al k i n e r F R : S e r r a ti a m a r c e s c e n s . I M e d

M i c r obi o 1 4 6 : 9 0 3- 9 1 2
,
1 9 9 7 .

3) R e p o rt o f t h e st u dy g r o u p f o r di s e a s e o f u n k n o w n

c a u s e . T o k y o : B u r e a u o f P u bli c H e a lt h T o k y o

M et r o p olit a n G o v e r n m e n t 2 0 0 0 . (i n J a p a n e s e)

4) T h e r e p o rt o f n o s o c o m i a l S e r r a ti a m a r c e s c e n s o u t-
b r e a k i n S a k ai cit y . S a k ai cit y g o v e r n m e n t p u b li c

h e a lt h a n d w e lf a r e b u r e a u 2 0 0 0 . (i n J a p a n e s e)

5) M u lli s K
,

F a l o o n a F
,
S c h a r f S

,
S ai k i R

”
H o r n G

,

E rli c h H : S p e ci丘c e n z y m ati c a m p li丘c a ti o n o f D N A

i n v it r o : t h e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c ti o n . C ol d Sp ri n g

H a r b o r Sy m p o si a o n Q u a n tit a ti v e B i o l o g y 5 1 : 2 6 3-

2 7 3
,
1 9 8 6 .

6) L i v a k K J ,
F l o o d S J ,

M a r m a r o ∫,
G i u sti W

,
D e et z K :

0 1i g o n u cl e o tid e s w i th 臥1 0 r e S C e n t d y e s a t o p p o sit e

e n d s p r o v i d e a q u e n c h e d p r o b e s y st e m u s e f u l f o r

d e t e c ti n g P C R p r o d u ct a n d n u cl ei c a ci d h y b ridi z a-

ti o n . P C R M eth o d s A j坤1 4 : 3 5 7- 3 6 2
,
1 9 9 5 .

7) H o ll a n d P M
,
A b r a m s o n R D

,
W a t s o n R

,
G elf a n d D H :

D e t e c ti o n o f s p e c i丘c p oly m e r a s e c h a i n r e a c ti o n

p r o d u ct b y u tili zi n g th e 5
'

一 3
'

e x o n u c l e a s e a cti v ity

o f T h e r m u s a q u a ti c u s D N A p o ly m e r a s e . P r o c N a il

A c a d S ci LIS A 8 8 : 7 2 7 6- 7 2 8 0
,
1 9 9 1 .

8) S e n K
,

A s h e r D : M u lti pl e x P C R f o r d e t e c ti o n o f

E n t e r o b a ct e ri a c e a e i n b l o o d . T r a n sf u si o n 4 1 : 1 3 5 6-

1 3 6 4
,
2 0 0 1 .

9) Y u W L
,

L i n C W
,
W a n g D Y : S e n l a tia m a r c e s c e n s

b a c t e r e m i a : c li n i c a一f e a t u r e s a n d a n ti m i c r o bi a l s u s-
c e p tibiliti e s o f t h e i s o l a t e s . I M i c r o bi o l

,
I m m u n o

l nf e c t 3 1 : 1 7 1- 1 7 9
,
1 9 9 8 .

1 0) W o n g W W
,
W a n g L S

,
C h e n g D L

,
Li p SJ ,

C hi n T D
,

H i n t h o r n D R
,
0

'

C o n n o r M C
,
H u a n g W K : S e r yla ti a

m a r c e s c e n s b a c t e r e m i a . I F o r m o s M e d A s s o c 9 0 : 8 8-

9 3
,
1 9 9 1 .

l l) W il s o n M L : B l o o d c u lt u r e s . I n t r o d u c ti o n C li n L a b

M ed 1 4 : 1- 7
,
1 9 9 4 .

1 2) Z h a n g Y
,
I s a a c m a n D J ,

W a d o w s k y R M
,

R y d q u i sト

W h i t e J ,
P o st J C

,
E h rli c h G D : D e t e c ti o n o f S t r ept o-

c o c c u s p n e u m o n i a e i n w h o l e bl o o d b y P C R . I C li n

M i c r o b z o 1 3 3 : 5 9 6- 6 0 1
,
1 9 9 5 .

1 3) L u JJ ,
P e r n g C L

,
L e e S Y

,
W a n C C : U s e o f P C R w it h

u n i v e r s a l p ri m e r s a n d r e st ri c ti o n e n d o n u cl e a s e

d i g e sti o n s f o r d e t e c ti o n a n d i d e n ti丘c a ti o n o f c o m
-

m o n b a c t e ri a l p a t h o g e n s i n c e r e b r o s pi n a l fl u id . I

C li n M i c 7
,
O bi o 1 3 8 : 2 0 7 6- 2 0 8 0

,
2 0 0 0 .

1 4) S e n K : R a p id i d e n ti fi c a ti o n o f Y e r si n i a e n t e r o c o litic a

i n bl o o d b y t h e 5
'

n u c l e a s e P C R a s s a y . I Cli n /

M i c r o bi o 1 3 8 : 1 9 5 3- 1 9 5 8
,
2 0 0 0 .

1 5) S a b u i T
,
T u d e h o p e D I

,
T il s e M : C l in i c al sig n i fi c a n c e

o f q u a n tit a ti v e b l o o d c u lt u r e s i n n e w b o r n i n f a n t s ･ I

P a ed i a t r C hil d H e a lth 3 5 : 5 7 8- 5 8 1
,
1 9 9 9 _

1 6) K e ll o g g J A
,
M a n z ell a J P

,
B a n k e r t D A : F r e q u e n c y o f

l o w -l e v el b a c t e r e m i a i n c h ild r e n f r o m b i r t h t o 丘ft e e n

y e a r s o f a g e . I C lin M i c r o bi o1 3 8 : 2 1 8 1- 2 1 8 5
,
2 0 0 0 ･

1 7) C e n t u ri o n- L a r a A
,
C a st r o C

,
S h a ff e r J M

,
V a n V o o r-

h i s W C
,

M a r r a C M
,

L u k e h a r t S A : D e t e c ti o n o f

T r ep o n e m a P a llid u m b y a s e n si ti v e r e v e r s e t r a n-

s c rip t a s e P C R . I C li n M i c r o b i o 1 3 5 : 1 3 4 8- 1 3 5 2
,
1 9 9 7 ･


