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特 異 抗 体 感 作Staphylococciを 用 い たCoagglutination Testに よ る

サ ケ 科 魚 類 の細 菌 性 腎 臓 病(BKD)の 迅 速 診 断 法 に つ い て

木 村 喬 久 ・吉 水 守

(1981年4月27日 受理)

Rapid Method for Detection of Bacterial KidneyjDisease of
Salmonid (BKD) by Coagglutination of Antibody
Sensitized Protein A-Containing Staphylococci*1

Takahisa KIMURA*2 and Mamoru YOSHIMIZU*2

The application of a coagglutination test using staphylococci specifically sensitized with anti
body against the bacterium causing bacterial kidney disease to the diagnosis of this disease in salmo
nids was studied. This method proved to be a simple, rapid and reliable diagnostic test suitable 
for use in the laboratory or field, and requires no special apparatus. It was found to be highly 
specific and more sensitive than the immunodiffusion test. In a study of 758 fish from 24 farms 
suspected in outbreaks of bacterial kidney disease the rate of detection of the disease with the coag
glutination test was as high or higher than the rates obtained by Gram staining or clinical examina
tion.

The procedure of this method is summarized as follows:
1) Kidney sample from diseased fish is homogenized with four to nine volumes of PBS, and 

heated in a boiling water bath for 30 min.
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 anti-BKD antibodysensitized staphylococci 

suspension are mixed on a glass slide and incubated at room temperature. The slide is examined 
after 30, 60 and 120 min.

4) If positive coagglutination is observed, the infected fish should be examined microscopi
cally to confirm the diagnostic results.

サケ科魚類の細菌性腎臓病(BDK)は 古 く1930年 代

にスコ トランドにおいてDee Diseaseと も呼ばれ,ほ

ぼ時を同じくして,米 国においても発見された。1,2)

本病は慢性的な全身的感染症で,他 の細菌性疾病やウ

イルス性疾病にみられるような劇的な養殖魚の斃死はみ

られないが,長 期間にわたって斃1死が継続 し,終 局的に

は大多数の養殖魚を失 う結果となることや,一 旦本病が

発生すると治療がきわめて困難であり,そ の完全な駆逐

も難しいことから,サ ケ科魚類の難病の一つと考え られ

ている。3)その後カナダや最近ではフランスにおいても

本病の発生が報告されている。4-8)従来わが国には本病

の発生例が全く知られていなかつたが,1973年 北海道に

おいて著者らにより初めてその発生が発見 され,9)そ の

後現在までに北海道において計10例 の発生が明らかに

されている。10)また1976年 頃から本州の一部にも本病

の発生が見出されるようにな り,に わかに各方面の注目

をあびるようになってきた。

本病の原因菌は微小な(0,3～0.5μ ×0.5～1.0μ)菲 運

動性のグラム陽性桿菌で,多 くの場合双桿状を呈し,本

菌培養のため開発されたオーダルの培地11)を用いても,

15～ 玉8℃ で約2～3週 間も培養を続けなければ肉眼的

に発育を認めることができない。

このように本病原因菌の培養がきわめて困難である現

時点においては,本 病診断に際 し現場における原因菌の

分離確認は事実上不可能に近いと考えられ,従 来,原 因

菌の存在の確NGは 病魚材料の直接塗抹標本のグラム染色

に頼らざるを得なかつた。しかし腎臓や肝臓から塗抹標

本を作成して観察すると,時 にきわめて多数のメラニン

色素顆粒が混在し,そ の大きさが本病原因菌とよく似て

いることから両者をグラム染色標本上で見分けるために

＊ １本研究の― 部 は昭和54年10月,日 本 水 産 学会 秋 季大 会 にお い て発 表 した
。

*2　北海道大学 水産 学 部微 生 物学 講座 (Lab
.　Microbiol., Fac. Fish., Hokkaido Univ.,　Minato-3, Hakkodate

 O41,Japan)
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は か な りの熱 練 を要 し,ま た他 種 の グ ラム陽 性1菌 との鑑

劉 も不7 であ る。

そ の よ うな ことか ら本 病 の迅 速 な診 断 を 目的 とす る種

々の検 討が な され,病 魚 患 部組 織 ホ モ ゲナイ ズ液 や,病

魚患 部加 熱抽 出 液を 抗 原 とす る ゲル内 沈降 反応 や 螢光 抗

体 法 な どの報 告 がみ られ る評 一切 最 近Staphylococcus

aureusの あ る種 の株(COWAN I型)の 細 胞含 有 特異 蛋

白protein Aが 抗 体蛋 白IgGのFab部 分 す なわ ち反 応

特 異 部分 を遊 離 の ま まFc部 分 を非 特 異的 に吸 着 す る現

象 が 明 らか に され,こ の現象 を 応用 した一 種 の逆 受身 凝

集 反応 であ るcoagglutination test(共 同凝集 試 験)が 肺

炎 双球 菌 や溶 面性streptococciの 血清 型 別, Salmonella

お よびShigellaの 鑑別,さ らにNeiseria gonorrhoeaeや

Haemophilus influenzae感 染症 の迅 速 診断 に応 用 す る試

み が散 見 され るよ うに なっ て きた 。16-20)

本報 で は このcoagglutination testの 魚 病,特 にBKD

診 断へ の応 用 に つい て の検討 を 行いBKDの 簡 易且 つ 迅

速 な 診断 法 の一 つ と して充 分実 用 に供 し得 る方 法 を確 立

し得 た ので報 告 す る。

実験 方 法

供 試　Staphylococcus aureus Protein A含 有Staphy

lococcus aureusと して, EDWARD and LARSONの 報 告17)

を 参照 し,ATCC 12598(COWAN I型)株 を供 試 した 。

供 試抗 面 清　 自家 製 お よびEFDL(米国 東部 魚 病研 究

所)か ら分与 を うけ た抗BKDウ サ ギ血 清(抗AKD-

3,抗OKID-3,抗EFDL-1,抗EFDL-2),自 家製 の

抗.salmonicidaウ サ ギ血 清(抗Ar-3)な らびに 抗V.

Table 1. List of the strain employed

anguillarumウ サ ギ血 清(抗KAY-2)を,ま た対照血

清 と して は正 常 ウサ ギ血 清 を供 試 した。

供試 菌　 供 試 菌 と しては 自家製 抗血 清 に対 応す る4菌

株 の他,魚 病 関連 菌 の 中か ら14菌 株 を選 出 してTable

1に 示 す18菌 株 を供 試 し,後 述 の 方法 によ り抗原を調

製 して実験 に 供 した 。

供試 魚　 Table 2に 示すBKDの 発 生が推察 された飼

育群 よ り無作 為 に抽 出 したサ ケ科 魚類7種758尾 お よび

対照 と して北 海道 立水 産孵 化 場森 支場 にて飼育 中の健康

な ヤ マベ17尾 を実 験 に供 した。 な お一部 の供 試魚は実

験 に供 す る まで 一20℃ に保 存 の後供 し,ま た一部は

著 者 らの指 示 に よ り現 地 で後 に述 べ る方 法 によ り病魚腎

臓 の加 熱抽 出 抗 原を調 製 の後送 付 され た も の を 供 試 し

た 。

安定 化staphylowcciの 調 製法　 安 定化staphylococc

iの 調製 法 はEDWARD and LARSONの 報 告17に 従 つて行

つ た。 すな わ ちStaphylococcus aureus ATCC 12598株

を トリプテ ィケース ソイ ブロ一 スで1夜(18～24hr)培

養 後,集 菌(4000rpm,20 min)し た函体 を, PBSで5

回 洗浄 して0.5%ホ ル ムアル デ ヒ ド(in PBS)に 懸濁 し,

25℃ で3時 間静 置,次 いでPBSで 再 度5回 洗浄後,

PBSで10％ろ％(iv/v)と な る よ うに懸 濁液 を調製 し,8℃

で1時 間加 熱 処理 後,PBSで さ らに3回 洗浄,最 後に

PBSで10%(v/v)と な るよ う再懸 濁 し安定 化staphycocci

を得 た。

抗 血清感 作staphylococciの 調製 法 上 記 の 安 定 化

staphylococci濁 液1.0mlに 抗 血 清0.1mlを 加え,

よ く混合 した 後25℃ で3時 間反応 させ た。 この間30

分 毎 に手 で静 か に振盪,次 いで低 温遠心 分離(5℃,4000

rpm,60 min)を 行 い上 澄を 捨 て,沈 澱 をPBSでos

(v/v)と な る よ う再 懸濁 し,感 作staphylococci懸 濁液

を 得 た 。

供 試 菌抗 原 の調 製法　 供 試菌 抗原 の調 製法はFig. 1に

示 す 如 くで,供 試菌18株 をTable 3に 示 す組成 の培地

に25℃48時 間 お よびBKD)原 因菌 につい てはTable 4

* These were used as antigens for antiserum preparation. Fig. 1. Preparation of antigens.
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Table 2. List of the fish employed

*1 Oncorhynchus nerka .*2 O.tschawytscha.
*3 O . kisutch.*4 Salmo gairdneri.
*5 O . masou.*6 0. rhodurus.
*7 O . keta.

Table 3. Composition of the medium used

Table 4. Composition of the modified MULLER

HINTON agar used for BKD organism
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に示 した改 変 ミュー ラー ヒン トン培 地 を用 いて15℃3

週 間培養 後 集菌 秤 量 し,そ の9倍 量 のPBS(w/v)を 加

えた懸濁 液 を調 し,100℃,30分 加 熱後,遠 心 分離 し

て得 られ た上 澄 を加 熱抽 出抗原,沈 澱 した 菌 体 の10%

(w/v)PBS懸 濁 液 を加 熱 死 菌懸 濁抗 原 と した 。

供試 魚 の 腎臓 抽 出抗原 の調 製法　 供試 魚 の腎 臓抽 出抗

原(病 魚 の場 合 に はBKD菌 抗 原を 含む と推 定 され る)

の調製 は 加熱 抽 出 に よ り行 った 。す なわ ち腎臓 の 重量 を

秤 量,磨 砕後,4倍 量あ るいは9倍 量 のPBSを 加 え,

10O℃ で30分 間加 熱 後遠 心分 離(4000 rpm ,20 min)し

て得 られ た上澄 液 を 腎臓 抽 崖抗原 と した 。

安定 化staphylococciの 抗 体吸 潜能 の測 定　 前述 の安

定 化staphylococci懸 濁 液1.Omlに 抗 血 清 と し て

抗BKD bacterium strain Otobe(抗OKD-3),抗A.

salmonicida(抗Ar-3)お よび 抗 V. anguillarum(抗

KAY-2)ウ サ ギ血 清 を,ま た 対照 と して 正 常 ウサ ギ血

清を 加え 前 記の 方法 で25℃3時 間 感作 させ た 後,遠 心

分 離 して 得 られ たそ れぞ れ の上澄 液 の残 存凝 集 素を 苅応

す る菌 株 の加 熱死 菌 懸濁 抗 原を用 い て常 法 に よ り凝 集素

価 を測 定 し,感 作 前 の凝 集素価 と の 比 率 か ら 安 定 化

staphylococciの 抗 体吸 着 能を 観察 した。

Coagglutination testの 実 施法　 前 述 の方 法 に よ り調 製

した 抗血 清 感作staphylococci懸 濁液0,05m1と 供 試 抗

液0.05mlを 載せ ガ ラス上 にて混 合 し,湿 潤箱 に収 め

室 温 で30分,60分,120分 間 反応 させ, coagglutina

tionの 有 無 を 肉眼的 お よび 低倍 顕微 鏡(×10)に て観察

した 。な お この操作 の 手順 はFig.2に 示 した。

Fig. 2. Flow chart outlinine the coagglutination 

test.

ゲル 内沈 降反 応法　 ゲル 内沈 降反応 は常 法の ミクロォ

ク タ ロニ ー法に よった。 す なわ ち1.5%寒 天PBS溶

液 を ス ライ ドグ ラス上 に約1mmの 厚 さに固 め,パ ン

チ ャーで パ ンチ して 開け た7孔 の うち周囲に抗原,中 央

に 抗血 清 を等 量ず つ満 た し,湿 潤 箱 に収め25℃.で1夜

反 応 させ た 後,斜め 下方撫よ光 線を あて,沈降線

の有 を無とその形を観察 した。

結 果

安 定化staphylococciの抗 体吸 着能　 前述の方 法で調

製 し た.安 定化staphylococciの 抗体吸 看能 を 抗BKD

stxain Otobe(抗OKD-3),抗A. salmonicida(抗Ar-3)

お よび抗V.anguillarum(抗KAY-2)ウ サ ギ血清につ

い て観察 した結 果 はTable 5に 示 す如 くで,供 試 した

抗BKD血 清,抗A. salmonicida血 清 お よび抗V. an

guiUarum血 清 共 に安定 化staphylococci懸 濁液 との反

応 で,抗BKD血 清 お よび 抗A.salmonicida血 清では

96.9～98.4%ま た 抗V.anguillarum血 清 で は75.0%

以 上 の凝集 素価 が 減 少 し,前 述 の 方 法 で 安 定 化 した

staphylococciは 明 らか に非 特 異的 に 抗体 を吸着す る能

力 を有 す る こ とが 観察 され た。

5種 の感 作staphylococciに よる交 叉　　 coagglutination

test抗 血清 とし て 抗BKD(抗AKD-3,抗OKD-3,

抗EFDL-2),抗A.satmonicidaお よび 抗V.anguillarum

ウサ ギ血 清 を,対 照 と して正 常 ウサ ギ血 清 を用 いて感作

したstaphylococciと そ れぞれ 対 応す る菌 株の加熱抽出

抗 原 お よび加 熱 死菌 懸濁 抗原 を用 いた交 叉coagglutina

tion testの 結 果 はTable 6な らびにFig. 3～Fig. 6に 示

す とお りで,加 熱 死菌 懸濁 液 抗原 の場合 は生成凝集物粒

子 が一 般 に大 き く,反応 も速 や か であ り,加 熱抽出抗原

で は粒 子が 小 さ く 反応 に も比較 的長 い時間を 要 する傾

向が み られ た が,充 分 確認 し得 る凝集物 の生成が認めら

れ,そ れ ぞ れ の抗血 清 で感作 したstaphylococciは 対応

す る抗原 とのみ 特異 的 に反応 した。勿 論正常血清 で感作

した場 合 は すぺ て陰 性 の結果 を示 した 。

感 作staphylococciの 反応特 異 性　 とれ らの感作sta

Table 5. Antibody binding ability of stabilized staphylococci

* Kidney disease bacterium; Renibacterium salmoninarum .
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Fig. 3. Coagglutination reaction patterns ob
tained with heated cell suspension of BKD 

  bacterium strain Erimo, using a staphylococcal
 suspension coupled with anti-BKD serum,
 AKD-3 (3). The same cell suspension did not 
  agglutinate with normal rabbit serum binded 
  staphylococci (4), and neither staphylococcal 
  suspension agglutinated with PBS (1,2).

Fig. 5. Coagglutination reaction patterns ob
tained with heated cell suspension of Aero
monas salmonicida ATCC 14174 (Ar-3), using
 a staphylococcal suspension coupled with anti

 A. salmonicida ATCC 14174 serum (3). The
 same cell suspension did not agglutinate with 

  normal rabbit serum binded staphylococci (4), 
  and neither staphylococcal suspension ag

glutinated with PBS (1, 2).

phylococciの 反応 特 異性 に つい て,さ らにTable 1に

示した供試菌 の 加 熱抽 出抗 原 を用 い てcoagglutination

 testを 行つ た結 果 はTable 7に み られ る如 くで,い ず

れの場合 も対 応す る 同種 の抗 原 とのみ 反応 し,明 瞭 な特

異性が観察 され,coagglutination testが 魚 病 診断 に応

用可能なことが推察 された 。

抗原濃度 と反応時 間 の関 係　 Table 2に 示 した供 試魚

の中から千歳試 験池 に おい て飼 育 中 の ヒメマ スBKD病

魚(No, 19),襟 裳 支 場 にて飼 育 中 の マス ノス ケBKD

病魚(No.29)お よび対 照 と して森 支 場 に て飼育 中 の正

常ヤマべ17尾(No.756～773)に っ い て腎 臓 の加熱 抽

Fig. 4. Coagglutination reaction patterns ob
tained with heat extracted antigen of BKD 

   bacterium strain Erimo, using a staphylococcal 
suspension coupled with anti-BKD serum,

 AKD-3 (3). The same extracted antigen did
 not agglutinate with normal rabbit serum
 binded staphylococci (4), and neither staphylo

coccal suspension agglutinated with PBS (1,2).

Fig. 6. Coagglutination reaction patterns ob
tained with heat extracted antigen of Aero
monas salmonicida ATCC 14174 (Ar-3), using
 a staphylococcal suspension coupled with anti
A. salmonicida ATCC 14174 serum (3). The 
same extracted antigen did not agglutinate 
with normal rabbit serum binded staphylococci 
(4), and neither staphylococcal suspension 

   agglutinated with PBS (1, 2).

出抗原を調製し,そ の倍々希釈試料すなわち濃度を種々

に変えた抗原と抗BKD感 作staphylococciと の反応時

間の関係を観察した結果はにTable 8に 示す如くで,い

ずれも抗原濃度が高い場合には30分 間の反応で明瞭な

coagglutinationが 認められた。抗原濃度が低下するに

つれ,陽 性結果を得るまでめ時間が長びく傾向が観察さ

れたが,供 試した病魚試料の場合は反?応時間を2時 間ま

で延長すると病魚腎臓の5×26.～28倍 稀釈までの抗原液

でも明らかに陽性の結果が認められた。また対照として

全 く正常と考えられた森支場のヤマベ,17尾 の腎臓加熱

抽出液を供試したが,い ずれ.あ場合も陰性 の結 果を示
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Table 6. Cross coagglutination tests using staphylococci sensitized with antibody specific for each 

of three bacterial pathogens and antigens prepared from cells of these organisms

*1 Heated in PBS at 100•Ž for 30min. After centrifuging the pellet resuspended in PBS was the cell suspension antigen .

 Supernatant fluid was the beat extract antigen. All test were conducted with each type of antigen and results were identical

 in each cas.
*2 Antiserum provided by National Fisheries Center

, Leetown W. Va, U.S.A.
*3 Antiserum against strain Marimo.

*4 Antiserum against strain Otobe
.

*5 Normal rabbit serum
. 

*6 +indicates a positive agglutination reaction; -indicates a negative reaction
.

Table 7. Specificity of coagglutination tests using staphylococci sensitized with antibody specific 

for each of three bacterial pathogens

*1 Heat extracted antigen by PBS at 100•Ž for 30min . 
*2 Antiserum provided by National Fisheries Center

, Leetown W. Va, U.S.A.
*3 Antiserum against strain Marimo .
*4 Antiserum against strain Otobe .
*5 Normal rabbit serum .
*6 +indicates a positive agglutination reaction; -indicates a negative reaction .
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し,対 照の正 常血清 で感 作 したstaphylococciで もす べ

て陰性の結果を示 した 。

Coagglutination test とゲル 内沈 降反 応 の反 応 感度 の

比較BKD 発生中の千歳試験池,襟 裳支場,香 川県水

試および日魯養魚更別養魚場の4飼 育群の供試魚から調

製した腎臓の加熱抽出抗原を用い,既 報16)のゲル内沈降

Table 8. Effects of concentration of antigen and the time of reaction on the coagglutination test 

for detection of BKD antigen in heat extract of affected salmon kidney

*1 Antiserum provided by National Fisheries Center , Leetown W. Va., U.S.A.
*2 Antiserum against strain Marimo .
*3 Normal rabbit serum .
*4 Oncorhynchus nerka .
*5 Oncorhynchus masou .
*6 + indicates a positive agglutination reaction; - indicates a negative reaction .

Table 9. Comparison of sensitivity of the coagglutination and immunodiffusion tests for detection 

of BKD antigen in heat extract of affected salmon kidney

*1 Heat extracted antigen from kidney of fish randomly sampled from each population; A 1:5 suspension in PBS held at

 100•Ž for 30 min.
*2 Oncorhynchus nerka

.
*3 Oncorhynchus kisutch

.
*4 Japaneas salmon hatcheries or farms

.
*5 Positive specimens]number of specimens tested

.
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反応 と本報のcoagglutination testに よるBKD抗 原検

出感度についての比較を行つたが,Table 9に み られる

ように,い ずれの場合にもcoagglutination testに よる

BKD抗 原検出感度がゲル内沈降反応のそれに較べて高

い傾向を示す結果が得られた。

BKD診 断のための従来法との比較　前述のように原

因菌の分離培養が極めて困難なBKDの 診断には従来病

魚の肉限的診断,病 魚腎臓患部におけるグラム陽性小桿

菌の存在および前記ゲル内沈降反応による抗原物質の存

在の確認などの方法がとられてきた。そこでBKD発 生

中の6養 魚場における病魚試料と対照の森支場の健康ヤ

マベ試料について従来法による診断結果とcoagglutina-

tion testを 応用した診断結果との比較を行い,Table10

に示すような結果を得た。すなわちcoagglutination test

に よるBKDの 検出率は従来法のいずれよりも明らかに

高い傾向を示 し,本 方法が従来法に比しより優れている

ことが示された。

Coagglutination testに よるBKDの 診断結果　そこで

1977年 か ら王1980年にかけて肉眼的診断によりBKDの

発生が考え られた18ヵ 所の飼育魚より無作為に抽出し

た5魚 種672尾 についてcoagglutination testに よる

BKD診 断を行ったが,Table 11に み られる如くいずれ

の飼育池の供試魚からもBKD病 魚が検出され,そ の検

出率は前記同様肉眼的診断法やグラム染色による診断法

よりも高い検出率を示した。この結果より現在までのわ

が 国 に おけ るBKD発 生 地 はFig.7に み られ る如 くと

な り木村 の総 説10)に ある北 海道 内 の10ヵ 所を は じめ,

今 回 の試 験 で 明 らか と な っ た 北 海道,岩 手,新 潟,栃

木,群 馬,長 野,茨 城,山梨,静 岡,香 川 の各道 県合わ

せ て計28ヵ 所 とな った。

考 察

細 菌性 腎臓 病(BKD)原因 菌 は培 養 が極め て困難であ

る こ とか ら従来 そ の診 断 は肉 眼 的所 見 や病魚 腎臓 の グラ

ム染 色 に よ る原因菌 の顕微 鏡 的検 索,さ らには血清学的

手 法 を導 入 しての 病魚 腎臓 患 部の加 熱 抽出抗原 を用いた

ゲル内沈 降 反応 や 螢光 抗体 法 に頼 って きた。 ところで最

近Staphylococcus aureusの あ る種 の株 の含有す るPro-

tein Aが 抗 体蛋 白IgGのFabを 遊 離 の ままFc部 分を

吸着 す る現 象 が明 か に され,こ の現象 を応用 した一種

の逆 受 身 凝集 反応 で あ るcoagglutination testカ 人の細

菌性 疾 病 の迅 速診 断 に応用 され る よ うにな ってぎ た。本

報 で は このcoagglutination testのBKD診 断への応用

の 可能性 につ い て多 数の試 料 を用 いて従 来 の診断法 との

比 較 検討 を行 った。

まず 安 定化 したstaphylococcに 抗血 清を反 応 させる

と反応 後 の血 清 の 凝集素 価 は抗BKD,抗A.satmonicida

お よ び 抗V.anguillarumウ サ ギ血清 ともに75～98%

の減 少を 示し,安 定 化staphylococciは 明 らか に非特異

的 な 吸着 能 を有 す る ことが観 察 され た(Table 5)。さら

Table 10. Comparison of coagglutination test, clinical signs, Gram stain, and immunodiffusion

 tests for detection of bacterial kidney disease

*1 Anti-BKD serum against strain Marimo .
*2 Anti-BKD serum; provided by National Fisheries Center , Leetown, W. Va.,U.S.A.
*3 Oncorhynchus nerka .

*4 0_tschawytscha.

*5 O .kisutch.
*6 Salmo gairdneri .

*7 Oncorhynchus masou.

*8 Indicates no data.
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Table 11. Diagnosis of bacterial kidney diseas by the coagglutination test in natural outbreaks in 

Japan, 1977-1980

*1 Anti-BKD sera; AKD-3
, OKD-3, EFDL-1, or EFDL-2; used to sensitize staphylococci.

*2 Indicates no data .
*3 Oncorhynchus kisutch

.
*4 Salmo gairdneri .
*5 Oncorhynchus rhodurus

.
*6 O

. masou.
*7 O . nerka.
*8 O . keta.

に自家製お よびEFDL分 与 の抗BKD血 清 な らび に 自

家製の抗A.salmomcida,抗V.anguillarum血 清 に よ り

感作 したstaphylococciと これ らに鰐応 す る加 熱 死菌 懸

濁抗原 および加熱抽 出抗 原 との交叉coagglutination test

ではそれぞれ の感作staphylococciは 対 応 す る抗 原 との

み特異的な反応 を示 し(Table 6),さ らに これ らの感 作

staphylococciと 他 の い くつか の 魚 病 関連 菌 よ り調製

した対照 の菌体加 熱抽 出抗 原 とのcoagglutination testで

も反応陽性を示すのは対応する種に属する菌株の抗原の

みであり(Table 7),明 瞭な反応特異性が観察された。

次にこのcoagglutinationtestのBKD診 断への応用

についてBKD病 魚の腎臓から加熱抽出BKD抗 原を調

製 し,そ の濃度を稀釈により種々に変え反応陽性を示す

までの時間と抗原濃度との関係を観察したが,抗 原濃度

が高い場合には30分 以内の反応で明暸な陽性結果が得

られ,ま た抗原濃度が病魚腎臓重量の160倍 か ら500倍
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Fig. 7. Map showing the location of outbreakes of BKD in Japan from 1973 to 1980.
*1 Oncorhynchus masou .*2 Oncorhynchus tschawytscha.
*3 Oncorhynchus gorbuscha .*4 Oncorhynchus nerka.
*5 Salmo gairdneri .*6 Oncorhynchus kisutch.
*7 Oncorhynchus keta .*8 Oncorhynchus rhodurus.

Fig. 8. Flow chart outlinine the coagglutination test for the detection of BKD antigen in salmonid 

fish.
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に稀釈された場合でも,2時 間の反応で明瞭な陽性結果

を示した(Table 8)。さらにBKD発 生群から無作為に

抽出した供試魚の腎臓より調製した加熱抽 出抗 原を用

い,coagglutination testと ゲル内沈降反応によるBKD

検出率の比較を行ったが,い ずれの場合も本方法の方が

高いBKD検 出率を示し(Table 9),従 来法の肉眼的診

断法およびグラム染色法に比べても本方法による検出率

の方が高く(Table 10)BKD診 断法として極めて優れた

方法であることが確認された。

そこで1974年 か ら1980年 にかけBKDの 発生が考

えられた18ヵ 所 の飼育魚より無作為に抽出した5魚 種

672尾 についてcoagglutination testに よるBKD診 断

を行ったが,い ずれの飼育地の供試魚からもBKD病 魚

が検出され,し かも肉眼的診断法やグラム染色による診

断よりも高い検出率を示した(Table 11)。

以上までの検討結果から,特異抗体感作staphylococci

を用いるcoagglutination testに よるBKD診断 法を図

示するとFig.8の 如 くで,本法に は特殊な実験器具は

全く必要とせず,診 断にわずか2～3時 間を要するのみ

でしかも血清量はゲル内沈降反応 な どに比 し1/100～

1/200で 済むことを考え合わせると,BKDの 診断をよ

り正確にかつ迅速簡易化し得たものと考えられる。また

病魚材料の加熱処理試料を郵送することにより遠隔地で

の診断も可能である。

要 約

最近開発された新しい血清学的診断法である特異抗体

感作staphylococciを 用いる coagglutination test(共同

凝集試験)の 魚病診断,特 にサケ科魚類の細菌性腎臓病

(BKD)診 断への応用について検討を行った結果,病 魚

患部加熱抽出液を抗原とするcoaggtutination testに よ

り,本病を現場において2～3時 間の短時間でしかも特

殊な実験装置を全 く必要とせず,迅 速且つ簡易に診断し

得ること,さ らに病魚材料の加熱処理試料を郵送するこ

とにより遠隔地での診断も可能であることを明らかにし

得た。
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