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細菌を接種した血小板製剤における3種類の細菌検出システムの評価

杉浦さよ子 高橋 勲 井上千加子 髙栁 美行 神谷 忠

【背景】本邦における濃厚血小板製剤（PC）はすべて単一ドナー由来のアフェレーシス血小板（SDPs）で，有効
期限は細菌増殖の可能性を考え 72 時間としている．一方，海外では細菌スクリーニング検査を実施し，血小板製剤
の有効期限を 5日間から 7日間に延長している国もある．培養法のBacT�ALERT®と eBDS®，および菌のDNA
特異染色法を用いた ScansystemTMについて，細菌接種血小板製剤における検出時間と感度を比較検討し，その操作
性について考察を加えた．
【対象および方法】12例の採取直後の白血球低減SDPs（10単位）に，Serratia liquefaciens，Staphylococcus epidermidis，

Bacillus cereus，Propionibacterium acnesを各 10cfu�mlの濃度で接種（各 n＝3）し，20～24℃で振盪保存した．検体
を 24 時間ごとに採取し，3種類の検出装置で陽性判定されるまで最長 7日間検討した．
【結果】Serratia liquefaciensを接種した 3例中 1例で，採血後 24 時間で採取した検体は 3機種ともに false-negative
を示した．好気性菌の検出感度は，BacT�ALERT®と eBDS®でほぼ同等であった（≦10cfu�ml）．嫌気性菌 Propio-

nibacterium acnesは 3機種中，BacT�ALERT®の嫌気性ボトルでのみ検出できたが，3.2 日を要した．ScansystemTM

は，最短 70 分で検出できるため増殖の速い菌の検出には優れていた．
【考察】細菌スクリーニングは，輸血による細菌感染症低減に有効な手段であるが，検体採取時期によっては検出
できないことに留意しなければならない．また細菌検出装置を導入した場合，血小板製剤は現行より 1日もしくは
2日以上供給開始が遅れることが予想され，有効期限の延長が必須である．細菌スクリーニング実施にあたっては，
高い血小板機能をより長期に保存できるよう合わせて検討が必要であろう．
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はじめに
現在の日本の血小板製剤（以下 PC）はすべて，単一

ドナーから成分採血装置を用いて採取された single do-
nor apheresis platelets（SDPs）である．血液製剤によ
る細菌感染症の多くは，穿刺部の皮膚常在菌や供血者
由来細菌が採血時に極少量混入し，保存期間中に増殖
して引き起こされる．PCの細菌汚染による輸血副作用
を減少させるための方策として，皮膚消毒の徹底やSDPs
にすることの他に，初流血除去法の採用や細菌検出装
置の使用１）２）があげられている．今回，検出原理の異な
る3種類の細菌検出装置について検討を行なった．BacT�
AL ERT® 3D（bioMerieux，UK）は，培養により菌が
産生する炭酸ガス量に比例して変化する培養ボトルセ
ンサーの色調を，連続モニタリングし結果を自動判定
する３）４）．eBDS®（川澄化学工業株式会社，東京）は，固
形 培 地（Trypticase soy Broth，Sodium Polyanethol
Sulfonate）を含んだ閉鎖系サンプリングセット（以下

パウチ）に検体を採取し，20～24 時間の培養後，オキ
シジェンアナライザーで菌の酸素消費量を測定する５）６）．
ScansystemTM（Hemosystem，France）はキット中に
含まれるモノクローナル抗体CD9により凝集させた血
小板をフィルター除去後，菌をDNA特異蛍光色素で染
色し，蛍光顕微鏡下で目視判定する７）８）．細菌汚染 PC
に類似した条件とするため，採取後 2～3時間の白血球
低減 10 単位 PCに細菌を接種し，24 時間ごとに採取し
た検体を用いて 3機種の検出時間と感度を測定した．

材料及び方法
1．対象
当研究に同意の得られた健常男性 12 名より，成分採

血装置を用いて 10 単位 PCを採取した．感度試験は，
採血後 60～72 時間以内の減損 PCを用いて検討した．

2．細菌検出システムの比較評価
1）細菌接種法
各 PCバッグからScansystemTMの希釈用（菌未接種）
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として50mlを子バッグに分取後，対数増殖期にある Ser-

ratia liquefaciens（S. liquefaciens，ATCC27592），Staphy-

lococcus epidermidis（S. epidermidis，ATCC49134），Ba-

cillus cereus（B. cereus，ATCC10876），Propionibacterium

acnes（P. acnes，ATCC6919）を生食で各10 colony form-
ing units（cfu）�mlの濃度に調整して PCバッグに接種
した（各 n＝3）．菌接種 PCおよび分取した子バッグは

試験終了まで20～24℃で振盪保存した．検体採取はday
0（菌接種直後）～day 7 に無菌的に行なった．感度試
験は，上記 4種の細菌を生食で 102，103，104cfu�ml

の濃度に調整後，採取後 60～72 時間以内の PCに接種
して検討した（各 n＝1）．
2）菌増殖数の測定
バッグから無菌的に 1～5mlを採取後，希釈法により

Fig. 1 Proliferation of bacteria inoculated at 10 cfu/ml immediately after collection of PC.
(1) S. liquefaciens; (2) S. epidermidis; (3) B. cereus; (4) P. acnes

Table 1 Detection of S. liquefaciens spiked in PC by BacT/ALERT, eBDS and Scansystem

754321Day/0 Sample
 No.

NTNTNTNT5.812.016.3BPA1BacT/ALERT
(hr)※1 NTNTNTNT5.812.516.6BPN

NTNTNT3.68.8(－)※216.8BPA2
NTNTNT3.68.8(－)16.8BPN
(－)(－)(－)(－)(－)(－)17.3BPA3
(－)(－)(－)(－)(－)(－)17.8BPN

NTNTNTNTFail
(0)

Fail
(0)

Fail※3
(0)

1eBDS
(Percent oxygen)

NTNTNTFail
(0)

Fail
(0)

Pass
(17.7)

Fail
(0)

2

 Pass
(17.2)

 Pass
(17.6)

Pass
(15.4)

Pass
(17.7)

Pass
(14.1)

Pass※3
(16.9)

Fail
(0)

3

NTNTNTNTPositive
(100)

Positive※4
(71.7)

NT1Scansystem
(Positivity rate)

NTNTNTPositive
(100)

Positive
(77.7)

Negative※4
(1)

NT2

Negative
(0)

NTNegative
(0)

Negative
(0)

Negative
(0)

Negative
(0)

NT3

※1: Detection time　※2: Negative during 7 days incubation
※3: Fail ≦Oxygen 9.4%＜Pass 
※4: Negative＜20% ≦ Positive
NT: Not tested
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寒天培地上に播種し（P. acnesは培地混和法），37℃で
培養した．好気性菌は 24 時間後に，P. acnesは嫌気性
菌簡易培養システム（アネロメイト J，日水）を用いて
72 時間後に，各寒天培地に出現したコロニー数から算
定した．
3）細菌検出システムの測定方法
3機種とも各マニュアルに準じて測定した．
①BacT�ALERT® 3D
採取直後および菌接種後のPC各 5mlを好気性菌ボト

ル（Blood Product Aerobic：BPA）と嫌気性菌ボトル
（Blood Product Anaerobic：BPN）へクリーンベンチ内
で接種し，装置に装着した．37℃振盪培養で最長 7
日間培養した．
② eBDS®

PCバッグとサンプリングパウチを無菌回路接続装置
（TSCD：TERUMO sterile connection device）で接合
後，落差を利用してパウチチューブ内の空気（約 7ml）
と PCをパウチの規定線まで（2～3ml）入れ，チューブ
シーラー（TERUMO）でシール後バッグを切り離した．
パウチは 35℃振盪機付きインキュベーター内で 24 時
間培養後，1パウチずつオキシジェンアナライザーで気
体中酸素濃度（ベースライン平均 20.9％）を測定した．
判定は酸素濃度 9.4％以上を PASS（陰性），それ以下
をFAIL（陽性）で表示される．
③ ScansystemTM

sampling deviceはPC3検体を各3mlずつプールして
総量 9mlとし，そのうちの 3mlを用いて検出する方式
のため，細菌接種PCと子バッグに分取しておいた菌接
種前の PC2 検体を各 3mlずつプール後使用した．検体
を platelet kit 付属の注射器内で 40 分間室温で振盪後
（CD9 による PC凝集反応），血小板凝集塊を 5µm filter
で除去した．20 分～2時間室温で静置後（血小板 par-
ticleの可溶化と菌のDNA特異蛍光色素染色反応の促進），
0.4µm black membrane 上に吸引吸着させ solid-phase
laser scanning cytometer を用い，蛍光顕微鏡下で蛍光
強度，大きさ，形状から菌の有無を目視判定した．感
度試験にはbackgroundを低減するquenching dyeを用
い，モニターに表示される蛍光スポットを専用カウン
ターで順次移動させながら，蛍光顕微鏡下で細菌が 1
cfu でも検出されたスポットを陽性，未検出スポットを
陰性とし，50 カ所カウントした．細菌が検出されたス
ポット数を顕鏡した総スポット数で除した割合が 20％
以上で Positive と判定される．

結 果
1．PCの菌増殖動態
PC中での接種細菌の増殖動態を図1に示した．S. lique-

faciensは用いた PCにより菌の増殖が異なった．1例目
は day 1，2 例目は day 2 に増殖を開始し，day 3 以降は
ほぼ同様に 109cfu�mlまで増殖した．しかし，3例目は
day 1 で菌が検出されず，その後も day 7 まで増殖しな
かった．S. epidermidisは 3例ともday 2以降に菌の増殖
が認められ，day 7までほぼ同じ増殖動態を示し107cfu�
mlまで増殖した．B. cereusは検討した 4菌種の中で最
も増殖が速かった．P. acnesは 3例とも day 7 まで菌の
増殖は認められなかった．

2．細菌検出時間（表 1～表 4）
day 0（菌接種直後）の結果は，好気性菌3菌種でBacT�

ALERT®とeBDS®において陽性を示し，P. acnesもBacT�
ALERT®の BPNボトルで陽性判定されたことから，す
べての菌が確実に接種されたことを示す．S. liquefaciens

は用いた PC sample により検出結果が異なるため個別

Table 2 Detection of S. epidermidis spiked in PC by BacT/ALERT, eBDS and Scansystem

74321      Day/0 
Mean±SD（n＝3）

NTNT13.0±1.315.2±0.919.6±2.120.2±0.2BPABacT/ALERT
hr※1 NTNT13.2±1.716.5±0.919.7±1.721.2±0.8BPN

NTNTFail
(0.62±0.07)

Fail
(0.64±0.07)

Fail
(0.88±0.29)

Fail※2
(1.14±0.04)

eBDS
(Percent oxygen)

Positive
(100±0)

Positive
(49.6±19.1)

Positive※3
(45.0±5.2)

Negative
(2.1±0.6)

Negative※3
(0)

NTScansystem
(Positivity rate)

※1: Detection time
※2: Fail ≦Oxygen 9.4%
※3: Negative＜20% ≦Positive
NT: Not tested

Table 3 Detection of B. cereus spiked in PC by BacT/ 
ALERT, eBDS and Scansystem

21Day/0 
Mean±SD (n＝3)

NT4.8±08.4±0.3BPABacT/ALERT
hr※1 NT4.9±0.29.5±0.6BPN

NTFail
(0.5±0)

Fail※2
(0.5±0.06)

eBDS
(Percent oxygen)

Positive
(100±0)

Positive※3
(100±0)

NT Scansystem
(Positivity rate)
※1: Detection time
※2: Fail ≦Oxygen 9.4%
※3: 20% ≦Positive
NT: Not tested



38 Japanese Journal of Transfusion and Cell Therapy, Vol. 53. No. 1

に示した．また，S. epidermidis，B. cereus，P. acnesは
PC間に差が無く各々平均で示した．
1）S. liquefaciens

day 1 以降，3検出法ともに検出できたのは 1例目の
みであった．2例目は day 2 で BacT�ALERT®（BPA
と BPN，各 8.8 時間），eBDS®（Fail，0％），ScansystemTM

（77.7％）で検出できたものの，day 1 で 3 機種ともに検
出できず false negative と判定された．3例目は 3方法
とも day 7 まで検出できなかった（表 1）．
2）S. epidermidis

BacT�ALERT®は day 1～day 3 の す べ て でBPA
（19.6～13.0 時間），BPN（19.7～13.2 時間）の両ボトル
で検出できた．保存日数の経過とともに検出時間が短
縮されたが，S. liquefaciensと B. cereusに比べ検出時間
を要した．eBDS®も day 1～day 3 で検出でき酸素濃度
は日数経過とともに低下した（0.88～0.62％）．Scansys-
temTMで菌が検出できたのは day 3（45％）以降であっ
た（表 2）．
3）B. cereus

day 1 で BacT�ALERT®は BPA 4.8 時間，BPN 4.9
時間で検出され，eBDS®も Fail（0.5％）であった．Scan-
systemTMは陽性率100％で約70分で検出できた（表3）．

4）P. acnes

BacT�ALERT®のBPAボトルでは嫌気性菌の検出は
できないが，BPNボトルで，day 1～day 3 すべてで検
出できたものの 3日以上を要した．eBDS®と Scansys-
temTMは day 7 まで検出できなかった（表 4）．

3．感度試験
菌接種濃度102～104cfu�mlで比較した結果を表5に示

した．
1）BacT�ALERT®

102～104cfu�mlの全濃度で，好気性菌 S. liquefaciens，
S. epidermidis，B. cereus（BPA，BPNの両ボトルで 24
時間以内）と嫌気性菌 P. acnes（BPNのみで 3日以内）
のすべてが検出できた．
2）eBDS®

102～104cfu�mlの全濃度で S. liquefaciens，S. epider-

midis，B. cereusが検出できたが，P. acnesは 104cfu�ml

でも検出できなかった．
3）ScansystemTM

102 cfu�ml ではS. liquefaciens， S. epidermidis， B.

cereus，P. acnesのすべてが検出できなかった．103cfu�
mlで S. liquefaciens，B. cereus，P. acnesが検出でき，S.

epidermidisは 104cfu�mlで検出できた．

Table 4 Detection of P. acnes spiked in PC by BacT/ALERT, eBDS and Scansystem

754321Day/0 
Mean±SD (n＝3)

NTNTNT(－)(－)(－)(－)※2BPABacT/ALERT
day※1 NTNTNT3.20±0.093.13±0.093.17±0.173.19±0.51BPN

Pass
(18.4±0.35)

 Pass
(18.9±0.36)

 Pass
(17.9±0.49)

Pass
(17.2±0.52)

Pass
(15.9±0.53)

Pass
(16.0±0.95)

Pass※3
(15.7±1.75)

eBDS
(Percent oxygen)

Negative
(0)

Negative
(0)

Negative
(0.7±1.2)

Negative
(0)

Negative
(0)

Negative※4
(0.5±0.8)

NT Scansystem
(Positivity rate)
※1: Detection time　※2: Negative during 7 days incubation
※3: Oxygen 9.4%＜Pass
※4: Negative＜20%
NT: Not tested

Table 5 Sensitivity of three bacteria detection systems

Scansystem※3
(Positivity rate)

eBDS※2
(Percent oxygen)

BacT/ALERT
(Detection time)

cfu/mlcfu/mlcfu/ml

104103102104103102
104103102

BPNBPABPNBPABPNBPA

＋
(100%)

＋
(50%)

－
(5%)

＋
(0%)

＋
(0%)

＋
(0%)

＋
(9.2hr)

＋
(8.7hr)

＋
(10.8hr)

＋
(10.1hr)

＋
(12hr)

＋
(11.3hr)

S. liquefaciens

＋
(100%)

－
(17%)

－
(4%)

＋
(0.62%)

＋
(0.68%)

＋
(0.54%)

＋
(12.5hr)

＋
(10.8hr)

＋
(15.2hr)

＋
(13.2hr)

＋
(16.8hr)

＋
(15.6hr)

S. epidermidis

＋
(100%)

＋
(29%)

－
(7%)

＋
(0.45%)

＋
(0.56%)

＋
(0.54%)

＋
(7.5hr)

＋
(6.5hr)

＋
(9.4hr)

＋
(8.2hr)

＋
(10.4hr)

＋
(9.2hr)

B. cereus

＋
(100%)

＋
(41%)

－
(6%)

－
(16.32%)

－
(16.3%)

－
(16.01%)

＋
(2.3d)

－
(7d)※1

＋
(2.8d)

－
(7d)※1

＋
(2.9d)

－
(7d)※1

P. acnes

※1: Max test time
※2: Positive≦Oxygen 9.4%＜Negative
※3: Negative＜20%≦Positive
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ScansystemTMで陽性判定した細菌の蛍光顕微鏡写真
を図 2に示した．

考 察
培養法による細菌検出システムであるBacT�ALERT®

と eBDS®は欧米で細菌スクリーニング検査としての使
用が報告されている５）９）．今回，本邦において初めて検
討の機会を得た ScansystemTMも併せ，3機種の細菌検
出能力の比較を行なった．
細菌スクリーニング検査は，採血後 24 時間前後で検

体が採取されることが多い．今回の検討でPCに S. lique-

faciensを接種し，採取後 24 時間でサンプリングした 1
例で，3検出法ともに false-negative を示した．培養法
による細菌スクリーニング検査を採用している施設の
報告で，te Boekhorest ら１０）はスクリーニング検査陰性
のPCから B. cereusによる重篤な輸血感染症2例を報告
している．Larsen ら１１）はスクリーニング検査後に期限
切れとなった PCを再度培養して，Bacillus spp.，S. epi-

dermidisを検出し，false-negative が起こりうるとして
いる．細菌スクリーニング検査は輸血による細菌感染
症低減に寄与すると考えられるが，どのような細菌検
出装置を用いても，検体採取の時期によっては検出で

Fig. 2 Microphotographic appearance of bacteria and particles on a black membrane at a 
500×original magnification.
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きないことが起こりうると考えられる．BacT�ALERT®

を用いて PC出荷後も培養を継続した場合，輸血後に陽
性判定されることがある．これまでの報告で，輸血後
に細菌陽性が判明したPCを輸血された患者は，臨床的
に明らかな輸血副作用を示さなかったとするものが多
い１０）１１）．しかし，BacT�ALE RT®によるスクリーニング
を実施する場合は，PC出荷後陽性判定時の医療機関と
の連絡法やその後の対処法をあらかじめ設定し，輸血
同意書等に記載して患者に説明しておくことが必要と
思われる．
細菌スクリーニング検査では，検出対象菌種の範囲

についても検討が必要である．これまでの報告１２）と同様
に今回の検討でも，PC中では P. acnesの増殖は認めな
かった．また，P. acnesはBacT�ALE RT®嫌気性（BPN）
ボトルでのみ検出され，10cfu�mlを接種した PCで平
均 3.2 日を要し，出荷前の検出は困難となる可能性が高
い．P. acnesの臨床的意義は議論があるが，細菌スクリー
ニングの対象を好気性菌として eBDS®の採用やBacT�
ALE RT®の好気性（BPA）ボトルのみを使用し，嫌気
性菌を対象外としている施設もある１１）１３）．
検出感度はBacT�ALE RT®と eBDS®は 1cfu�ml６）１４）１５）

との報告がある．一方，ScansystemTMは，われわれの
結果でB. cereusは103cfu�mlで陽性率29％，S. epidermidis

は 104cfu�mlで 100％であったが，Schmidt ら１６）は新し
い解析ソフトと quenching dye を用いて background
低減により感度を向上させ，B. cereusは 50cfu�ml（real
number 3cfu�ml）で陽性率 40％，S. epidermidisは 400
cfu�ml（real number 119cfu�ml）で 26％としている．
さらなる解析ソフトの向上とbackground particleの低
減が期待される．
3機種の操作性はそれぞれ長所と短所が確認された．

BacT�ALE RT®は，ボトルへの接種にはクリーンベン
チの整備と無菌的操作が必要となるが，ボトルを装置
に装着後は自動判定結果を待つのみで管理は容易であ
る．eBDS®は，操作を作業室で行なうことができ，好
気性菌の検出能力はBacT�ALE RT®とほぼ同等で操作
も容易であるが，多検体管理ができるよう改良が望ま
れる．培養法 2機種はともに，検体接種後数時間～24
時間の培養時間が必要となるのに対し，ScansystemTM

は最短70分で判定結果が得られる利点を持つ．Scansys-
temTMの一連の操作は作業室で可能なものの，操作はや
や複雑で，細菌の蛍光退色時間も数秒と早く，蛍光顕
微鏡下での目視判定に熟練と迅速性を要する．
今後，検体採取時期を採血後 24 時間と設定して細菌

スクリーニングを導入した場合，PCは現行より 1日も
しくは 2日以上，供給開始が遅れることになり有効期
限の延長が必須となる．血小板機能は 7日以上の保存
が可能とされているが，保存日数に従い機能の低下や

サイトカイン，免疫装飾因子等の蓄積が報告されてい
る１７）～１９）．細菌スクリーニングの実施にあたっては，高い
血小板機能をより長期に保存できるようあわせて検討
が必要であろう．
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Abstract:

Background: In Japan, all platelet products are provided as single donor apheresis platelets (SDPs), and the storage
period is limited to a maximum of 72 hours due to the possibility of bacterial contamination. In several countries, how-
ever, extension of storage to 5 to 7 days has been implemented with routine bacterial testing. Two culture methods,
BacT�ALERT® and eBDS®, and one direct bacterial detection method, ScansystemTM, were studied to evaluate their perform-
ance and detection sensitivity for contaminated platelets.
Study design and methods: Twelve freshly collected leukocyte-reduced SDPs were spiked with one of four bacteria
species, Serratia liquefaciens, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus, Propionibacterium acnes (each n＝3), at a concentra-
tion of 10 colony forming units (cfu)�ml. After inoculation, SDPswere stored for 7 days under standard conditions. Sam-
ples were taken every 24 hours until positive results with each detection system were obtained.
Results: One sample spiked with Serratia liquefaciens and obtained at 24 hours showed false-negative results with all
detection systems. Detection sensitivity of aerobic bacterial species was almost the same between BacT�ALERT®

and eBDS® (≦10 cfu�mL). Only anaerobic culture bottles with the BacT�ALERT® system detected Propionibacterium acnes, but
the mean detection time was 3.2 days. As the total test time for ScansystemTM is 70 minutes, it showed an advantage for the de-
tection of rapidly growing bacteria.
Conclusion: Although bacterial screening methods effectively contribute to reducing transfusion-transmitted infec-
tions, attention should be paid to possible false-negative results, and their dependence on sampling time. With imple-
mentation of bacterial testing, it is essential for platelet shelf-life extension because platelet products will have to be
held inventory one or twomore days . Strategies tomaintain high platelet efficacy for longer periods should be consid-
ered at the same time.
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