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Aeromonas salmonicida自 然 凝 集 株 の 血 清 学 的 鑑 別 へ の 特 異 抗 体 感 作

staphylococciを 用 い たcoagglutination testの 応 用

木 村 喬 久 ・吉 水 守

(1983年6月27日 受理)

Coagglutination Test with Antibody-sensitized Staphylococci

 for Rapid Serological Tdentification of Rough
Strains of Aeromonas salmonicida

Takahisa KIMURA* and Mamoru YOSHIMIZU*

The majority of isolates of Aeromonas salmonicida, the causative organism of fish furunculosis,

 from diseased fish are rough, that is auto-agglutinating. Therefore serological identification

 by the slide agglutination test may be difficult to perform.

The application of a coagglutination test, for the serological identification of auto-agglutinate
 A. salmonicida, was studied using staphylococci specifically sensitized with an antibody against

 the bacterium.
This proved to be a simple and rapid method for use in the laboratory and required no special

 apparatus.

The procedure for this method is summarized as follows.

1. A. salmonicida, cultured in nutrient broth, is heated in boiling water for 30min.
2. The supernatant is collected after centrifugation at 4000rpm for 20min. This may be omitted

 if auto-agglutination is recognized at the bottom of the culture tube.
3. One drop of the supernatant and one drop of anti-A. salmonicida antibody sensitized staphy

ococci suspension are mixed on a glass slide and the slide is examined after 30min.

セ ッソウ病 原 因菌Aerornonus salmonicidaは 一 般 に 分

離当初強 い 自然凝 集性 を 示 し,常 法 の 載 せ ガ ラ ス凝 集 反

応に よる血 清 学的 鑑 別 に困 難 を きた す 場 合 が 多 く,こ の

ような こ とか ら ラテ ッ クスや 撫 球 を 用 い た 間 接 凝 集 試

験1,2)やイ ンデ ィアイ ン ク法3)な どの 感 用 が 検 討 され報 告

されてい る。

ところ で著 者 らはStaphylococcus auveusの あ る種 の

株が含有す るprotein Aに 抗 血 清 を感 作 させ た,い わ ゆ

るstaphylococci試 薬 を 用 いたcoagglutination testが

細菌性 腎臓病(BKD)や セ ッ ソ ウ病 の迅 速 且 つ 平 易な 診

断法 として 優れ て い る こ と を 購 らか に し報 告した｡4-6

)本報では 自然 凝 集性 を有 す るA. salmanicidaの 血 清 学

的鑑尉が この特 異抗 体 感 作staphylococciを 用 い た

coagglutination testに よ り,容 易 に 実 施 で き る こ とを 明 ら

かに し得た ので報 告 す る。

実 験材 料 お よび 方法

供試抗血 清感 作staphylococci:抗 血 清 感 作staphy

lococciと して は前 報6)に お い て 調 製 した 抗A . salmoni

cida (ATCC 14174)ウ サ ギ .血清感 作staphylococciお よ

び 正常 ウサ ギ血 清 感 作staphylococciを 本 実 験 に 用 い た 。

供 試 菌:供 試 菌 と して はTable 1に 示 す9株 のA.

 salmonicidaの 他, Aeromonas属 細 菌4株, Vibrio an

guillarumお よびPseudomonas ftuorescens各1株 の 計

Fig. 1. Preparation of A. salnaonieida antigens for

 coagglutination test.
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15株,な らび にTable 2に 示 した1979年 秋,野 村 ・

木 村7)に よ り北 海 道 内 の サ ケ科 魚類 湖 上 主 要 河 川 に おい

て糊 上 中 あ る い は 蓄養 中 の シ ロサ ケOncorhynchus keta,

カ ラ フ トマ スO. gorbuschaよ り分 離 され, A. salmoni

cidaと 同定 され た215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。
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供試菌抗原の調製法:供 試菌抗原の調製法はFig. 1に

示す ごとくで,ま ず普通ブイヨン(Vibrioに はNaC1濃

度を1.5%に 増量)に25℃48時 間培養 した培養液を

抗原一I,次に培養液を100℃30分 間加熱後遠心分離 して

得られた上澄を加熱抽出抗原,抗 原一IIと し,さ らに沈

渣に99倍 量のPBS (wlv)を 加えた懸濁液を調製し,加

熱死菌懸濁液抗原,抗 原一IIIとした。

Coagglutination testの 実施法:前 報6)の 方法により調

製 した抗血清感作staphylococci懸 濁液0.05mlと 供試

抗原液0.05mlを 載せガラス上で混合 し,湿 潤箱に収め

て室温で30分 間反応させ,凝 集の有無を肉眼で観察し

た。

結 果

A. salmonicidaの 自然 凝 集 性 と調 製 法 の 異 な る3種 の

抗 原 を 用 い たcoagglutination test: A. salmonicida 9株,

 Aeromonas属 細 菌4株, V. anguillarumお よびP. fluo

rescens各1株 に つ い て これ ら の 自然 凝 集 性 を 観 察 す る

と共 に,加 熱 死 菌 懸 濁 液,培 養 液 お よび 培 養 液 の 加 熱 抽

出 液 の3種 の抗 原 と抗A. salmonicida血 清 感作sta

phylococciと のcoagglutination testを 行 った結 果 は

Table 1お よびFig. 2～4に 示す如 くで,自 然凝集性の

有無にかかわらず供試菌の加熱死菌懸濁液および培養液

を抗原とした場合, 1～数分の反応時間で明瞭な凝集を

示 し,ま た ブイヨン培養液の加熱抽出液を抗原とした場

合でも凝集粒子は若干小さくなるものの数分の反応時間

で明瞭な凝集を示 し,本 法により自然凝集株の血清学的

Fig. 2. Coagglutination reaction patterns obtained

 with heated cell suspension of A. salmonicida
 (antigen III) strain Iwate, using a staphy
lococcal suspension coupled with anti-A.

 salmonicida ATCC 14174 serum (3). The

 same antigen did not agglutinate with normal
 rabbit serum bound staphylococci (4), and

 neither staphylococcal suspensions aggluti
nated with PBS (1,2).

Table 1. Comparison of auto-agglutination of bacteria used and specificity of coagglutination

 tests using staphylococci sensitized with anti-A. salmonicida ATCC 14174 serum

  Bacteria or bacterial            Auto-                Coagglutination test

   antigens used   agglutination Antigen-III*1 Antigen-1*1 Antigen-II*

Aeromonas hydrophila IAM 1018    一*2     _       _      _

A.punctata IAM 1646         一       一       _       一

A.liquefaciens EFDL           一        一        一

Aeromonas sp.              十十*2      _        _        _

A.salmonicida ATCC 14174         一         十十        十十        十

A.salmonicida NCMB 1102       一       十十      十十      十

A.salmonicida Nagano N-8        一       十十       十十       十

A.salmonicida Nagano N-17       十       十 十       十十       十

A.sa[monicida Hokkaido l mt       十        十十       十}_       一1-

A・salmonicida Hokkaido s M       十       十十       十十       十

A.saimonicida Wakayama       十一{一     十一F     .1一十      十

A.salmonicida lwate      ++   ++   ++    一1-

A.salmonicida subsp.

  masoucida N℃MB 2020       _       十十      十 十      十
Vibrio anguillarum NCMB 6       一       一       一       一

Pseudomonas .fluorescens EFDL      一        一        一        一

*1 See Fig. 1.
*2 +indicates a positive agglutination reaction; - indicates a negative 

reaction.
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Fig. 3. Coagglutination reaction patterns obtained
 with culture broth of A. salmonicida (antigzn 
I) strain Iwate, using a staphylococcal suspen
sion coupled with anti-A. salmonicida ATCC
 14174 serum (3). The same antigen did not

 agglutinate with normal rabbit serum bound
 staphylococci (4), and neither staphylococcal
 suspensions agglutinated with PBS (1, 2).

Fig. 4. Coagglutination reaction patterns obtained

 with neat extract of culture broth of A.

 salmonicida (antigen II) strain lwate, using a
 staphylococcal suspension coupled with

 anti-A. salmonicida ATCC 14174 serum (3).
 The same antigen did not agglutinate with

 normal rabbit serum bound staphylococci (4),
 and neither staphyloccal suspensions agglu
tinated with PBS (1, 2).

Table 2. Serological identification of auto-agglutinate A. salmonicida isolated from the kidney

 of anadromous chum salmon Oncorhynchus keta and pink salmon O. gorbuscha by coagglutina
tion test using staphylococci sensitized with anti A. salmonicida ATCC 14174 serum

        Sampling                                           Positive result                                
Species    Number一  … … 一一 一一一

    Place      Date       of       of   Auto-agglutination Coagglutination test

                                  fish         strain                        Antigen

                                                       Strong  Week  Culture  Heat
                                                                         broth   extract of

                                                                        (Antigen  culture

                                                                           n   broth

                                                                                 (Antigen

                                                                                   II)

Chitose R.   26. Sep.'79  chum salmon    16    16    0    16    16

    〃          9.Oct.  〃         〃            26      25       1      26      26

    〃         12. 〃    〃         〃             7        7        0        6        6

    〃 28.〃 〃 〃 44044

    〃     20.Nov. 〃     〃        1    1    0    1    1

Shibetsu R.     16. Oct.  〃         〃            24       24        0       24       24

Kushiro R.   Ig . 〃  〃      〃         3     2     1     3     3

Tokachi.R.    20. 〃   〃       〃          11      9      2     11     11

Tokushibetsu R . 26, 〃   〃        〃           32       6      26      31      32

    〃         30。Nov.  〃         〃             4        1        3        4        4

Abashiri R.  1 ." "   "     14   13   1  14   14

    〃          g. 〃   〃         〃             6       6       0       6       6

    〃         28. 〃    〃         〃             1        1        0        1        1

Tokushibetsu R . 6. Sep.'79   pink salmon     ]    ]    0     1    ]

    "         26.Oct.  〃         〃            21       0       21       21       21

Shibetsu R.   17 . 〃  〃      〃         22     22     0     22     22

 Tokoro. R.     310. 〃   "        〃            8       0       8       8       8
Abashu・i R.    9 . Nov. 〃      〃         14     13     1     13     13

                 sum                             215       151        64       213       214一一 ..一  ..一一   ...一.                                          .       _._____             .一._._一.一.. 一.一 一. ...一....一一.・  ..一 .一 ..一一. 一



鑑別が可能となった｡
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分 離 当 初 のA. salmonicidaの 組 清 学 的 鑑 別:前 述 の

如 く特 異 抗 体 感 作staphylococciに よ り自然 凝 集栓 の 有

無 に か か わ らずA. salmonieidaの 血 清学 的鑑 別 が 可能 と

な った こ とか ら,湖 上 中 あ るい は蓄 養 中 の シ ロサ ケお よ

び カ ラ フ トマ ス 腎臓 よ り分 離 され, A. salmonicidaと 同

定 され た215株 に つ い て 自然 凝 集姓 の有 無 とそ の程 度 を

観 察 し,そ れ らの ブイ ヨ ン培 養 液 お よび培 養 液 の加 熱 抽

出 液 を 抗 原 と したcoagglutination testを 行 った 結 果 は

Table 2に み られ る如 くで,供 試 した215株 は 程 度 の 差

は あ れす べ て 自然 凝 集 を示 し,常 法 の載 せ ガ ラ スに よ る

凝 集試 験 は 函難 で あ った。 しか し ブ イ ヨ ン培 養 液 を 抗 原

と したcoagglutination testで は供 試 菌215株 の うち2

株 の陰 性 を除 き,反 応 時 間1～ 数 分 で 明 瞭 な 凝 集 を 示 し

血 清学 的 鑑 別 が 可能 と な った 。 培 養 液 の 加 熱 抽 出液 を抗

原 と した場 合 で も凝 集 粒 子 は 若 干 小 さ くな った もの の数

分 の反 応時 間 で 明瞭 な凝 集 が み られ,陽 性 株 は さら に1

株 増 加 して214株 とな った｡

考 察

セッソウ病原囚菌A. salmonicidaは 一般に分離当初

強い自然凝集性を示 し,載 ぜガラス凝集反応による血清

学的鑑別に困難をきたす場合が多い｡そ こで教蜜保存の

A. salmonieidaに ついて自然凝集性を観察すると共に,

ブイヨン培養液,培 養液の加熱抽出液および加熱死菌懸

濁液の3種 の抗原を調製 し,抗A. saUnonicida血 清感

作stapnylococciと のcoagglutination testを 行 ったと

ころ,供 試菌は自然凝集性の有無にかかわらず明瞭な特

異的coagglutinationを 示 し,本 法により自然凝集性の

強い分離当初の函株の血清学的鑑別が可能となった。そ

こで分離当初のA. salmonicida 215株 につし・て自然凝集

性の有無およびその程度を観察すると共に培養液および

培養液の加熱抽出液を抗原としたcoagglutination test

を行 いA. salmorricidaの 血清学的鑑別を試みたところ,

供試菌はすべて自然凝集を示し常法の載せガラス凝集反

応による血清学的鑑別は困難であった｡し かしcoagglu

tination testで は数分間の反応で明瞭な凝集を示 し血清

学的鑑別が可能となった。特に自然凝集を示す菌株の培

養液の加熱抽出液を抗原として用いる場合に は,菌 体は

凝集して管底に凝集塊を成すことから遠心分離操作を省

略 したとしても抗原液中に菌体はほ とんど存在せず自然

凝集と混同する心配がなく,し かも無菌操作を必要 とし

ない点 実験室を倉め環境を汚染する心配がなく最も実

用的な方法と考えられる。

なおA. salmonicidaは 現在までのところ株間では抗

原的に均一であるとされて い るが,抗A. salmonicida

 (ATCC 14174)血 清感作staphylococciと 反応を示さな

い1株 が見出され,こ の株は継代を重ね自然凝集性を示

さなくなった培養菌を用いた載せガラス凝集試験におい

ても前記抗A. salmonicida血 清 との反応が認められず,

今後本菌株の抗原構造について検討を重ねる必要がある

と考え る。

要 約

特 異抗 体 感 作staphylococciを 用 いたcoagglutination

 testに よるA. salmonicida自 然 凝 集殊 の血 清学 的鑑別法

に つ い て検 討 を行 い 次 の 如 き結 論 を得 た 。

供 試 菌 の ブイ ヨ ン培 養 液 の 加熱 抽 出液 を 抗 原 とす る

coagglutination test に よ り自然 凝 集 株 の血 清学 的鑑別

が可 能 で あ っ た。

こ の方 法 は菌 体 を 含 ま な い加 熱 抽 出 抗 原 を用 い るため

轡然 凝 集 と の混 同 が 避 け られ,し か も無 菌操 作 を必要 と

しな い こ とか ら極 め て簡 便 かつ 有 効 な 方法 であ る。
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