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冷水 病 菌171αvoわα01θ〃〃〃2一ρ⑤y凶rρρ乃11醐

(Bernardetα α∠,1996)は 、冷 水病 の原 因 菌とし

て知られ てお り、治 療 には投 薬 が行われ てきた

(Nematollahiθ101.,2003)。 しかし、過度 の投 薬

は、しばしば薬 剤 耐 性菌の 出現(Bruunθ1磁,

2000)や 、魚 体 や環 境へ の薬 の残 留(Cabello,

2006)が 問題 となる。そのため、投薬 治療 に代 わ

る有 効な手段 として、最近 注 目されているの が

加 温処 理 である。これ までの研 究で 、著 者 らは

28℃ のMCY液 体培 地 および滅 菌地 下水 中で

は、冷水病 菌 は2卜1以 内でコロニー 形成 能 が消

失 することを明 らかにした(Sugaharaθ1紘,投 稿

中)。 しか し、28℃ に保 置された冷 水病 菌がコロ

ニー 形成 能を失 ったとしても、冷 水病 菌 が死滅

したとは言い切 れず 、冷水 病菌 が再 び増殖 状

態 へ戻 り、病 原性 を発 揮す る可能性 は否 定でき

ない。

そこで本研 究 では、様 々な温度 での冷水病

菌の生理状 態 を、コロニー形 成 能 、細胞 膜 の構

造 安定性 およびアユへの病原 性 から評価 し、加

温処 理 の有 効性 を検 証 した。

材料および方法

冷 水病 菌株PHO424を 試験 に用 いた。菌株 を

MCY液 体培 地(0.2%ト リプトン、0.05%酵 母 エ

キス、0.02%肉 エキス、0.02%酢 酸ナ トリウム 三

水 和物 、0.02%塩 化 カル シウム ニ水 和物 、pH

7.2)に 接 種 し、15℃ で24時 間振 とう培 養(160

rpm)し たものを前培 養液 として実 験 に供 した。

様 々な温.度にお ける冷水病 菌の生残 は、滅

菌地 下水 を用 いて調 べた。滅 菌 地 ド水が15

mL入 ったL字 型 試験 管 に菌 の濃度 が108

CFU/mLに なるように冷水病 菌 を接 種 した。L字

型 試験 管 を温度 勾配 培養 装 置 にセットし、15、

23、28お よび33℃ で10日 間 振とう(30rpm)し

た。1試 験 区 当たり2本 の試験 管 を使 用 した。経

時 的 に各試験 管 内の試 料を 一定 量採取 し、総

菌数 は直接 計数 法(Porter&Feig,1980)、 コロ

ニー数 はドロツプ 法(Hoben&Somasegaran ,

1982)で 求 めた。液体培 地 を用いた生菌 数の計

数 はmostprobablenumber(MPN)法(Roweθ1

01.,1977)で 求 めた。冷水 病菌 の生死 は 、細胞

膜の構 造 安定性 を指標 として細 菌の生死 を判

定す るLIVE/DEADBacLightBacterialViability

Kit(MolecularProbes)を 用 いて評価 した。

滅 菌地 ド水 に保 置された冷水 病 菌の病 原性

は、アユへ の攻撃 試験 により評価 した。15、23、

28お よび33℃ で1、2お よび3日 間晒 され た冷

水 病 菌液20μLを 、1試 験 区 当たり25尾 のアユ

(平均 体重4.3g)の 腹腔 内 に注射 し、2週 間後

のアユ の死 亡率を比 較 した。

結果および考察

滅 菌地 ド水 に保置された冷水病菌の総 菌数、
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種(Vatsosθ1α1.,2002)、 動物 体 内へ の接 種

(Magarihose1α1.,1994)な どにより蘇 生す る・f

能性 が指摘 されている。本研 究では 、液 体培 地

へ の接 種 とアユへ の感 染実験 によ!ってVBNC

冷 水病 菌が蘇 生す るかを調 べた。滅 菌地 ド水

中で保 置 した冷水 病 菌の 生 菌数 を、MCY液 体

培 地を用 いたMPN法 で計数 したところ、MCY

寒 天培 地を用 いたコロニーカウントとほぼ同様

の値を示 した(図1)。 コロニー カウントで検 出さ

れなかったVBNC冷 水 病菌 は 、MPN法 でも検

出され なかった(図1)。 このことから、VBNC冷

水病 菌 は液体培 地 へ接 種 しても増殖 状 態へ 移

行 しないことが 明らかとなった。

次に、滅 一菌地 一下水 に保 置 され た冷水 病 一菌を

アユに接種 して病原 性の有 無 を調 べ たところ、

15℃ お よび23℃ に保畳 された冷zk病 菌 は、注

射 されたアユの多 くが冷水病 に感 染 して死 亡 し

た(図2)。 しかし、28°Cお よび33°Cで 保 畳され

た冷水 病 菌を注射され たアユには、冷水 病 によ

る死 亡は認 められなかった。このことか ら、たとえ

細 胞膜 の構 造安 定性 が保たれていたとしても、

コロニー形成 能 を失ったVBNC状 態 の冷水 病

菌 には、アユへ の病原 性 がない ど考えられた。こ

のことは、28℃ の加 温 処理 は 、冷 水病 の治療 お

よび再 発防 止に非 常 に有効 であることを示 して

いる。
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