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 Aeromonas salmonicida was isolated from diseased 

yamame (Oncorhynchus masou) at 15, 20, and 25•Ž. Ten 

colonies were taken from each of ten isolates and were 

subcultured at the corresponding temperatures. Colonies 

incubated at 15 and 20•Ž showed strong auto-agglutination 

but 40% of colonies incubated at 25•Ž didn't clearly show 

auto-agglutination. It was also observed that strains isolat

ed from diseased iwana (Salvelinus leucomaenis) at 20•Ž 

and subcultured at 25•Ž showed weak or no agglutination. 

These observations strongly suggested that A. salmonicida 

should be isolated and subcultured at 15•Ž or 20•Ž in 

order to retain their auto-agglutinability.
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せっそう病の原因菌Aeromonas salmonicidaは 分離当

初強 い自発凝集性 を示す ことが古 くか ら知 られてお

り1),自発凝集性と菌体表面蛋白質のA-layer及 び病原性

との関連についても検討がなされている2)｡前 報3)に お

いて,山 形県下のせっそう病魚から分離 したA. salmoni

cidaは,分 離当初から自発凝集性が認められないか弱い

株が多く,こ れ らの株は自発凝集性の強い株が有する

A-layer蛋 白が 存 在 しな い こ とを報 告 した｡

現在,一 般 に はA. salmonicidaの 分 離 培 養 は20～25℃

で 行 わ れ て お り,山 形 県 内 水 面 水 産 試 験 場 に お い て も

1989年 か ら1991年 ま で,本 菌 の 分 離 培 養 を25℃ で

行 って い た｡こ の間,明 らか にせ っそ う病 の 症 状 を呈 し

て い た病 魚(イ ワナSalvelinus leucomaenis,ヤ マ メOnc

orhynchus masou,カ ワ マ スS. fontinalis,ニ ジマ スO.

 mykiss)か ら分 離 したA. salmonicida 56株 の 中 で,自 発

凝 集 性 陽 性 を示 した 株 はわ ず か8株 に す ぎな か った｡し

か し,分 離 培 養 温 度 を20℃ と した1992年 及 び1993年

に分 離 した47株 は,分 離 魚 種,魚 体 重,地 域 に関 係 な く

全 て明 瞭 な 自発 凝 集 性 を 示 した｡

A. salmonicidaの 毒 力 及 び 自発 凝 集 性 の発 現 に培 養 温

度 が影 響 を 及 ぼ す こ と が 報 告 され て い る こ と(Ishiguro

 et al.2))か ら,本 報 で は,上 記 分 離 培 養 温 度 の変 化 がA.

 salmonicidaの 自発 凝 集 性 の発 現 に影 響 を 及 ぼ した の か

否 か を 確 認 す るた め 実験 を行 った の で そ の結 果 を報 告 す

る｡

材料および方法

実験1:1993年6月 にヤマメせっそう病魚10尾(平 均体

重65g)の 腎臓を個体別に1白 金耳量 トリプトソーヤ寒

天培地(以 下TSA,日 水製薬)に 塗抹 し,15,20,25℃ の

3温 度で培養 した｡出 現 したコロニーの中から培養温度

ごとに1尾 にっ き1株 計30株 を選出 し,前 報3)と同様,

グラム陰性短桿菌,非 運動性,チ トクローム･オ キシ

ダーゼ陽性,褐 色色素産生,抗A. salmonicida血 清によ

る凝集性を確認 してA. salmonicidaと 同定した｡こ のよ

うにして得 られたA. salmonicida 30株 を分離時と同じ温

度でTSA平 板 に播 き,1株 にっき10個 のコロニーを選

び,総 計300個 のコロニーを得て,そ の自発凝集性を載

せガラス凝集反応(ス ライド凝集反応)に より判定 した｡

実験2:1993年9月 にイワナせっそう病魚5尾(平 均体

重42g)の 腎臓を個体別にTSA平 板 に塗抹後,20℃ で

培養 した｡実 験1と 同様1尾 から1株 を選び,A. salmo

nicidaで あることを確認後,得 られたA. salmonicida 5株

をTSA平 板 に播き,1株 につ き10個 のコロニーを選び

計50個 のコロニーを得た｡1コ ロニーにっき2本 のブレ

インハートインヒュージョンブロス(以 下BHIブ ロス,

日水製薬)に 接種 して,一 方を20℃,も う一方を25℃

の2温 度で継代培養 した｡こ のようにして得 られた50

本 ずつ計100本 のBHIブ ロスについて,ブ ロスの濁度

か ら自発凝集性を判定した｡す なわち,菌 の増殖を確認

後,滅 菌スポイ トで一度攪拌 して室温に1日 放置 し,ブ
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ロス全体が明瞭に澄んでいるものを自発凝集性(+),や

や濁 りがあり判定困難なものを(±),懸 濁 したままのも

のを(-)と した｡

結果および考察

実験1:Table 1に ス ライ ド凝集反応の結果を示 した｡

15℃及 び20℃ で分離 し,同 温度で継代培養 した場合

は,そ れぞれ供試10株 か ら得た100コ ロニー全てに明

瞭な自発凝集性が観察された｡し かし,25℃ で分離 し同

温度で継代培養した場合は,100コ ロニーのうち陽性と

判断されたものは60個,陰 性 と判定されたコロニーは2

個 であり,残 りの38コ ロニーは自発凝集性が明瞭では

なく,判 定が困難であった｡し かし,凝 集の強弱の程度

は多様で,本 法では明確な判別は困難であった｡

Table 1. Slide auto-agglutination using 100 colonies 

from 10 strains of A. salmonicida isolated 

from diseased yamame (Oncorhynchus masou) 

and subcultured at 15, 20 and 25•Ž.

Table 2. Auto-agglutination in BHI broth using 50 col

onies from 5 strains of A. salmonicida isolated 

from diseased iwana (Salvelinus leucomaenis) 

at 20•Ž and subcultured at 20 or 25•Ž

実験2:ス ライ ド凝集反応による判定では,自 発凝集性

の程度を明確に区別することが困難であったことから,

イワナ病魚か ら分離 したA. salmonicida 5株 を対象に,

BHIブ ロスの濁度による判定を行った結果をTable 2に

示 した｡20℃ で分離 し20℃ で継代培養 して得たコロ

ニーを接種 したブロスでは,50本 の うち陰性と判定され

たものは1本 にす ぎなかったが,25℃ で継代 したもの

は50本 のうち35本 が陰性となり,そ の他に判定困難な

ものが12本 出現 した｡

ブロスの濁度による判定においても凝集の強弱の程度

は多様であったが,ス ライド凝集反応による判定に比較

して,自 発凝集性陽性と自発凝集性の弱い検体の区別は

容易であった｡ま た実験2で は病魚からの分離培養温度

を20℃ だけとし,継 代培養温度を20℃と25℃ の2温

度としたが20℃ で分離 したA. salmonicidaを25℃ で

継代 した場合に自発凝集性が陰性あるいは弱い検体の出

現が多 くなる傾向が認められた｡

Ishiguro et al.2)は22℃ を越える温度でA. salmonicida

を培 養するとA-layer消 失株を選択することになると報

告 しており,本 試験の結果はそれを支持するものであっ

た｡こ れ らの ことか ら,山 形県 において1989年 か ら

1991年 に分離 したA. salmonicidaに 自発凝集性陰性株が

高い頻度で出現 した理由は,分 離培養を25℃ で行った

ことに起因 していたと考えられる｡現 在,多 くの研究機

関でA. salmonicidaは20～25℃ で培養されている｡今

回の結果から,病 魚からA. salmonicidaを 分離する場合,

培養温度を20℃ あるいはそれ以下 とし,同 じ温度で継

代培養する必要のあることが示された｡
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