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特異抗体感作 staphylococ口を用いた coagglutination
testのセソソウ病迅速診断への応用について*

木村荷久・占水 ¥j:** 

(町HII58 'r 3 ) J 2 U':1PI') 

Coagglutination Test with Antibody-Sensitized Staphylococci 

for Rapid and Simple Serological Diagnosis 

of Fish Furunculosis 

Takahisa KIMURA and Mamoru YOSHIMIZU 

Lαb. Microbiol.， F~αc. Fish.， Hokkαιdo Univ.， Hαkodate. Hokkαido， J，α:pan 

(Received March 2， 1983) 

The application of a coagglutination test using staphylococci sensItized、V】thspecific antibody 
for the diagnosis offurunculosis causing by A. sαlmonicidαin salmonids was studied 
This test proved to be a simple， rapid and reliable diagnostic procedure of furunculosis in the 

白eldas well as in thεlaboratory without any special apparatuR 

The procedure of this method is summarized as follows; 

1) Furuncle or kidney sample from diseased fish is homogenized with nine volurnes of PBS. 
and heated in a boiling water for 3日mm

2) The supernatant is collected after centrifugation at 4000 rpm for 20 min. This may be 
omitted if a centrifuge is unavailable 

3) One drop of the supernatant and one drop of anit.A. sαlmonicidαantibody-sensitized sta 
phylococci suspension are mixed on a glass slide and incubate at room ternperature. The results 

is read after 30 and 60 min 

4) If positive results was observed by rneans of the coag区lutinationtest， the existence of A 
sαlmonicidαin the same samples which were employed on the coagglutination test should be re 
confirmed by using a conventional cultural procedure 

fllJ様(本村・.水。 1981) において Stα:phylococcus

、}αure闘のある穐の株が~告する protein Aに抗血治を

感fiさせtc.いわゆるはaphylococci.A薬(局断}υ

をJ1Jc、た coagglutinationtestによる制椅ゲl腎1最前

(BKD) 除、川崎抗原の験J十IrJ、か， BKD円迅辿 11./川尻砧

な会断話、として俺れた JJä であることを!日j らかにLtc~

本研究で"己円 coagglutinationtestによる Aero

monαs sαlmonicid，α抗原検illの，[能什につL、て横Jを
(Jい，本法が七ノソウ耐の迅速，，~断世、の っとしても允

公主用に供しうることを明らかにL件たので知也 FるJ

* 本研究山一郎ftll{{fll 55月比日本水戸J''.(:2<イト 1'k
会におL て発夫した。

帥 lti毎迅大?水r!(-"{:;'Iiíj牧 '1 物下，，~I小

実験材料および方法

供試 Staph，μ'ococcusaureus: Protein A 什イ1Stα 

phylococcus aureus とLてliiiYfil1I片手 ED、f{ARD and 

LARSON (1974) の(~;'，乞事"!，'， L， ATCC 12958(Co、NAN
I町")味合用いた)

供試抗血清 J凡Jfrlir'Jとし亡 1I家製の.J-/tAeromonαs 

sαZmonicid.α 京兎lnl泊(抗 Aト3，ATCC 14174)， liL 

BKD家兎JulNf(抗 OKD.3，Otobe株)およ己、抗 Vibrio

αnguillarum京兎rfiLi/i(jA V-6， NCMB 6)を! また

川田市ti~j として lJ 常京 zι血'"を i共ぷした。

供試菌 I!モE式的としては Table1にd，-HI家製Vi.血
iI~:iこ対比、ーする 3 r有株の他 23株の.f.{t占有WJAI有を加えた

26 r株を供品:L.後述のJilJ、によりk!LJ!jt"i'if周製Lて主験に
供LたU
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Table 1. List of the stnun employed 安定化 staphylococciの調製法及び抗血清感作法

Aeromonas sαlmonicidα(Ar-3) ATCC 14174 
Vibrio anguiUαrum (V-6) NCMB 6 

BKD bacterium strain Otobe (0-1) 

Aeromonαs hydrophilα IAM 1018 
Aeromonαs punctαtαIAM  1646 
Aeromonas liquefiαciens EFDL 

Aeromonas sαlmonicidαNCMB  1102 
Aeromonα88αlmonicidαNagano (M-8) 
AeromonαSSαlmonicidαNagano (N-17) 
Aeromon町四lmon日idαHokkaido(1M) 
AeromonαS8αlmonicida Hokkaido (5M) 
Aeromonα88αlmonicidαWakayama 
Aeromonα88αlmonoicida Iwate 
Aeromonα88αlmonicidαsubsp. mαsoucidα 

NCMB 2020 
Aeromonas pseudosαlmonicidαNo.l 
Vibrio metschnikovii IAM 1039 

Vibrio tyれogenes IA島{1080 

Vibrio piscium var.japonics TUF 
VibrioαnguillαNCMB8白8
Vibrioαnguillarum NCMB 829 
Vibrioαnguillarum KA Y-2 
BKD bacterium strain Erimo (E-6) 

Escherichiαcoli 0.6 
Pseudon叩 nαsfluorescens EFDL 

Micrococcus lysodeikticus 
Bαcillus subtilis NRRL 558 

Table 2. List of the自8hemployed 

Sampling Number C'.. 
of自sh- ð~;.c~es 

offish Place Date employed U.L 

Iwate Nov. '79 28 coho 
salmon*~ 

Gifu Dec. '79 12 amagoま1

Tokyo Dec司 '79 30 yama旧制

Laboratory*1 Mar. '80 10 rainbow 
trout古品

*J Artificially infected by intramuscular in 
jection 

官 Oncorhynchuskisutch. 
ド Oncorhynchusrhodurus 
削 Oncorhynchusmα'sou. 
*;， Sαlmo gairdneri 

供試魚 Table 2 に~J、すセゾゾウ州の光生がHI 雪ちさ

れた品:J1fmより知fFhに1111111L tc吋ケ4ト(r，主f!3H70 J己

およひ官!il'川遡 lカラフス肝臓よ 'J分離された A

sαlmonicidαNo.561株(l'f村・本村， 1981)を的l勾内

に1.2x 10~ cellsf陀四接椅L，弊死凶 11リもしくは凶伶の

ニンマス (5，αlmogαirdneri)10 t己をIJt，ALたU

Staphylococciの'kiEイヒおよび百定化staphylococciの

tAJ(ni8;，f;ii'u、も前部H民 EDWARDand LARSON (1974) 

のI.f~:1，'にi'lった。
供試菌抗原の調製法 1Jt"J:1利ttl以内，JI，I製にはまず IJI

式的を ì~通貨;丈l白地 (Vibrio には NaCli~1主会 1.5% に

j刊hUに 25-C48 時 It~JJ;'; il.t後 III均什i止し亡その 991，'¥

Mの PBS，pH 7.2 (wlv) 合加えた懸淵r止をI>I，~製L.

100 C 30分!日l加州!-t:.i主心分脱して何られた I.i琶をIJII仙

北h山抗1))(，沈慨した向体内 10~，も (wlv) PBS懸湖故金，1m

Hタピ l伺 ~:i~jAr!いとし たl

供試魚の腎肢および君、部抽出抗原町調製法 iJl、，，};./.(1

の肝臓およ J 出剖~l!hlll .fAI~j~O)I"I，'，j製は加1片 dlli'l¥によリ rJっ

た。すなわち腎臓お上び忠l出のlfi:il¥.をf'I'1，:1¥'1叩f，Ij:， 4 '，'j 

Mあるいは 91:':1止の PBSを1111え 100Cで 30分1，'¥JlJlI

H後;)!'L'分離 (40001"1転， 20分) してf!J~) j tた|泣治

生時臓あるいは，'.!'.部111抽nhW1JUJi(とLた。

Coagglutination testの実施法 liiJ史hのhi1J:'よ

り，}，¥I製Lたi/(lfItdi凶作 staphylococ口忠消波 O.05ml

とi共ぷ抗「血液 0.05mlを載せカソス|にてi1t:n-Lì1j~;I\'1 1î1 

L収めてi.~出で 30 分 60 分!iiJ以応させ， coagglutina-

tlOnの有無'ど肉以的に観察Ltc，
腎臓および阜、部からの原因菌分離法 セゾソウi1iill;t

附向 A.sαlmonicidα 円分離にはiJ!~，A.V\ の内臓と，'.!'，郎会

，j担に TSA山地(BBL)を閉してiJった。すなわち件Jく
を 70%アルコ ルでii'j存権， r1臓からの向の分献の場

合以拒，:ii的。こIHHUL，減繭バスにて切りいを入れた判中

央部に1'1金1¥を同人 L，他}j也品iの場介もメスャこ CiJ日l郎

を切i用LてI'li長ヰをjiイ1ノヘ L，JllこTSAJijJ也、nなに;t叫
L， 20 Cで 51111111日長した- ，，"，'1したコロー につい

ては制色色占の広'1能士刊'Nした後， 1((1"正仏ゼカラス敗

にとり Jj)型rY)f.tJ白本て貯{札止とし1)1)述のM:Ar-3ウサキ

1(Il ;8~o':.~l'r staphylococciを111¥、た coagglutinationt田 t

;:'J、組LL A. sαlmonicidαの鑑引をiJコた}

結果

感作 staphylococciの反応特異性 抗 Jfll;"j\~l/f 

staphylococciの反応1¥~~刊について Table 1にぶし

た ((I， fl~1珂述刺仰の 'Jllt!\死 I有~，iijd1:抗原およ 0~fJII?-!': Jl IJII\::jL

!日を111¥、亡 coagglutinationtest を rJ ったれI ， ~~aTablo 

3になられる刻lくで!レ iJtの以"もメHし、ずるH叶lのJA

I¥itとのみ!ぇ止、LIVJ般な作民tlが観察されたり

Coagglutination testによるセッソウ病診断結果

Table 2に江、し た{ヅ J ウ的のJl" 1 がHi. t，~ ~れたサケ I1
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Table 3. Speci自cityof coagglutination tcsts using staphylococci sen::;itized with specific 

antibodies for each three bacterial pathogens 

Antisera used to sensitize staphyloC'occi 

Anti Anti Anti 

Bacterial antigen uscd Aeromonas Vihrio BKD 「οntrolま1
sαlmonicidααnguillαbacterium 
Ar-3 V-6 0-1 

a*~ 合

Aeromonαs salmonicida ATCC 14174， - 削+刷

Ar-3 

Vibrioαnguillarum NC:¥.1B 6， V-6 

BKD bacterium strain Otobe. 0-1 

Aeromonαs hydrophil，αIAM 1018 
A.punc向的 IAM1646 
A. liquefaciens EFDL 
A. salmonicidαNCMB 1102 

A. sαlmonicidαNagano N-8 
A. salmonicidαNagano N-17 

A. sαlmonicidαHokkaido 1M 
A. sαlmonic d.αHokkaido 5M 
A. salmonicid，αWakayama 
A. sαlmonicida lwate 
A. salmonicidαsubsp. mαsoucιdα 

NCMB 2020 
.A..pseudosαlmonicidα1¥0.1 

Vibrio metsch削 koviiIAM 1039 
V. tyrogenes IAM 1080 
V. piscium var. jα:ponics T{)F 
Iαnguillαrum NCMB 828 

V. anguillarum NCMB 829 
V. anguillαrum KAY-2 
BKD bacterium strain Erimo E-6 
Escherichiαcoli 0-6 
Pseudomonαs fluorescens EFDL 
Micrococcus lysodeikticus 
Bαcillus subtilis NRRL 558 

似 Normalrabbit serum 

→ T 

十

合 Heatedcell suspension antigen; heated in PBS at 100 C for ;~O min， after centrifuging the pellet 
resuspended in PBS 

台 Heatextracted antigen by PBS at 100 C for 30 min 
料一 indicatesa positive agglutination reaction，】ndicatesa ne宮ativcreaction 

((，虹l:~nlij-{fm ， 3 Hi 70 ft.およο人 I感情Jど験に円(され
た ン J ス 101己につ~ ，-: 1IÍ..1 、の ff棋による肉m~rY)"t' lt;í ，

肝臓あるL は也ぷよりの A.salmonicidα円仕離による

き断およU腎iil:あるいは也市の加片付r!Hi-白を抗日?とし た

coagglutination testによる i占断士↓試み比較検，，-1をiJっ

たカ'.その討，~日 Table 4 ;こぶ -:--ÚII くて。千円注0)加 l .f~

行~!Hì伐 0.:~A!};( としてJlI\ た coagglutination testによ

る陽科卒;工附凶雨円分離正よる防n本を 100 とLt.:):J)j
h いずれのか，Jfflifも 55.....79%，に閣まり!千f臓をIIlc

fこん込 "ζ; ヒ川(:)~I川内ij師、こに心計百Iはか上)促.tl!-:..I九'"

をノJ、Ltc l かし ι ト提出i-I~t'， な Illc 、り11.~I\il~1!I'， If% ':C: lh 
11;:としたWj(，にはヤくい!万力b!i.討iをd、した

考察

いJ~\ ~た 3 川円 liL.(EtiJ;'~ト ('1 stal】hylococci :~;'é J. l~C 

J l ~ . .J比f心t九11;(とσ〉久"くにいれ'I':i:"/J、l， I~J 1:(，( lr.円以円ウ

dめられたことか〉このJii)、ヵ、 A.salmonicidαJAi¥、

の政:1:. -Jな"ちつノノソ桁へのlι111ヵ、IIJIitてある
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Table 4. Comparison of coagglutination test， clinical signs， and isolation of A. salmonicidα 
for diagnosis of furnuculosis 

Number of specimens with positive dia符noses

Fish Source of Date Number Clinical 
Isolation of Coa耳glutination

speClmens 日peClmens offish slgn A. salmonicida test*l 

Kidney Furuncle Kidney*~ Furuncle*~ 

Coho lwate Nov. '79 28 23 19 15 
salmon糾
Amago制 Gifu Dec. '79 12 6 11 6 
Yamabe剖 Tokyo Dec. '79 30 17 28 21 

Rainbow Laboratory*' Mar. '80 10 10 10 10 10 
trout制

制 Staphylococcisensitized with antiserum a日ainstA.SαlmonicidαATCC 14174 
*~ Heat extracted antigen by PBS (1: 9) at 100 C for 30 min 

*:1 Oncorhynchus kisutch 
制 Oncorhynchusrhodurus 
古川 Oncorhynchus mαSOU. 
Salmo gαirdneri 
*T Artificially infected by intramuscu1ar injection 
官、 indicatesno data 

ことが矧摂されたーふニでヒノソ，jj内の光'1か1;[われた ;J ，長f(，の IJ!叫におし、て l~ ，ノリ)Iijのjsjtかつ l'>)J t.:: ，，~ 

3 tふ1打倒的。しλf(，およひ人 l感染f引をえ-l'>1に1M臓あるし、 断が"1能となり BKD内，，'，lfJil，HJ1分 ):111;こiJI:L -)る

;エ也川かりの町、 [)~(fJの分離およひ 1 ，I ，j 副I織の lmtM1JI!:Ji伎を }jil、であることがiりlりかとなったり

抗問1とした coa宮glutinationtestをfil.、 l~ y ソヮ相

の告削る:ぷふそのれ'.県を比較検問Jしたか， fJし"A，¥Uの肝臓 謝辞

を険ft判事|と LUみ1ftには原|刈向の什離による )){JJJ、よ イ伽:it(j) J_~~ i j にあたり!こ l品JJ(c，たfした<Itd，])u人

りI::JI.札'.rlお乞〆J、したが1忠却を:1i!1t材料とし た場{i~.t ，"{水/I(乍t目的'1物'j:"，Y)-I<ヤ *;~I r'lÌ f.!: リJI <ll l.，川ルfリ| の〆'1

coagglutination test でもMてFの!JX:仏1，イワリオll，こち ニ i止に以μなる，IHl をよ寸令、また広川 jとに JJ~ jI'(，iのII{{仰

のように'i'f臓と止1 品:ては険HH~ に，'， 1 の"は"められる 55 '11主的州司;JUlHr iJ rJ Jè I~r 先 f ，， ['I'什d よひ 111 科 156 1 11止

ものの，肝臓のbll叫hllll]i(.zを111，、ても間としてのみ肝[，こ よI111til 1 乍。f'it'llifIIJ 1lJJ~の一品によって (j われた i ここ

は光社比111かl1r1ii3であると与えられる、 Lかl明らかに に，;L21て，m，Gをkrる
l ノノ'7fl句円山中町I，:~"l:がよtめられる州 f(t，，Á川で rt ，ト主

配m抗原として止!品:のりIl!.:¥hhiH泌をJ司製rることかより
中ましく! こ町 )JiJ により l~'(~\の羽場にお v てわ j' ，\‘

1-2川11¥1のJ:J川11¥j-(-1 ノノリ州内耐'1:な z注目断が1:[能と

Jうえめれ，ノドJの'):1111'1か附"されたJ

要約

竹'RIiL忠f'Fstaphylococic士用いた coagglutination

test ;..:.よる A 悶lmonicicdαlAI~;tの検 11: ，竹にヒゾノ

川内【，;;:陶Iへの1[:)11について検，;.)をわい?次O)MII主計思を

i!!tニ。

Coagglutination testに111し、たVUfili，'j凶作 staphy

10四 CCliζlijjll立なば比特担刊をノ了、 L，州，((J，O)，山，"HiあるL

:Jc肝臓の川州I11山枇を検丘}I J liL i~íl とし と11れることによ
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