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第1章、はじめに

　簡易同定法に関して著者は，1978年にはじめて「植

物病原細菌簡易同定法の試案」を公表し，その後も若

干の改良を加えてきた。このほかに，コンピュータを

利用して行う簡易同定法を新たに開発した。前者の簡

易同定法は二分法検索表に基づいており，後者のコン

ピュータ利用によるものは鑑別表に基づいているの

で，両者は質的に異なる。そこで，両者を区別する必

要から，前者を「簡易同定78」，後者を「簡易同定96」

と称することにする。本マニュアルは「簡易同定96」

の使い方を述べるものであるが，異なる方法によって

得られる結果は，結果の相互検証に役立つと考えられ

るので，「簡易同定78」についても第7章に補足説明

として述べることにした。

　簡易同定法の目的は，比較的簡便・迅速に検査でき

る少数の細菌学的性質を用いて，効率よく同定される

べき菌種を推定することにあるが，ここには二つの問

題がある。一つはどのような細菌学的性質をどのよう

な方法で検査するかということであり，他の一つはそ

の検査結果から菌種をどのような方法で検索するかと

いうことである。

　「簡易同定78」においては，細菌学的性質は通常の

同定で採用されている試験方法を用いて2～4日目に

結果を判定し，二分法で検索している。この方法は，

検索方法が視覚的で理解しやすいという特徴があり，

典型的な株は正しく同定されるが，反面では情報量が

少ないために変異のある株は同定できなかったり，

誤った同定結果に導かれることにもなる。』しかし，

1970年代前半までは，細菌学的性質を調査してもそれ

を検索にどのように利用して同定結果を導くべきかの

方法論が十分確立していなかった時代である。すなわ

ち，多くの場合は宿主に対する病原性から同定結果と

して導かれる菌種を推定し，その後で，補足的に細菌

学的性質を羅列していたに過ぎない。例えば，オキシ

ダーゼ活性陽性のE離痂飾碗膨　（今日のE．
oα縦㎝om　subsp．oα醜oび07α〉が存在したり，アルギニ

ンジヒドロラーゼ活性陽性のPS6紹o脚ηαs耽肋7mα多¢5

（今日のP，鯉崩g麗pv．耽耽遡佛s）が存在するとい
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う結果が導かれた。前者の例は腐敗性をマークに選抜

したために1λ惚響勉繭sの混入を許してしまったもの

であり，後者の例は病原性試験が不十分なために非病

原菌（あるいは後から侵入した二次的病原菌）を真の

病原菌と誤認したことに原因があると推察される。こ

れらは細菌学的性質の検査結果を軽視したために生じ

た事故と言わざるをえない。

　二分法検索表に基づく検索は，同種内の典型的でな

い株を同定する際には，効果的でないことを上に述べ

た。これを解決する方法として，鑑別表を利用して検

索することが考えられる。「簡易同定96」は，陽性率

あるいはプロフィールインデックスで表す鑑別表に基

づく検索方法を採用している。しかし，鑑別表の基に

なるデータは存在しないので，農林水産省微生物ジー

ンバンク所蔵株をはじめ多数の菌株を調査して，自前

のデータベースを作成することとした。その際，調査

すべき細菌学的性質の項目は，調査の簡便性，検索結

果の合理性等を予備試験によって確かめてから決める

こととし，結果として，医学細菌同定キットとして市

販されているAPI20NEと自らが開発したものとを採

用することとした。前者は市販品であり保存も容易で

あるが，やや高価なので，以下に述べるMUC法で予

備的に検査し，5～10株に1回の割合でAPI法で検査

するのが現実的である。

　検索に用いるプログラムと鑑別表のデータを合わせ

ると約460KBの大きさがある。プログラムはパナファ

コム製のACE／Win　V2．0で書いてあり，MS－DOS

6．2／V，MS－Windows　V3．1またはMicrosoft　Windows

95上で動作する。なお，将来はネットワーク上での利

用あるいは他のOSやソフト上でも利用できるように

したいと考えているが，本使用説明書は単体として

ACE／Winで利用する場合を想定したものである。

第2章．調査株データの取り方

1．MUCによる検索のためのデータの取り方

　MUCによる検索のためのデータの取り方について

以下に述べる。調査項目は7種類の炭素源の利用試験

と緑色蛍光色素の産生，集落の色調の有無，40℃下で

の生育，グラム反応である。結果は図一1に示すデー

タシートに記入する。

1）．炭素源利用能の試験

　炭素源の利用試験は，96穴マイクロプレートの各穴

に基礎培地6滴，炭素源2滴，接種菌液1滴の合計9

滴を分注する方法により行う。基礎培地の組成は以下

のとおりである。NH4H2PO41．5g，KCl　O．3g，MgSO4・

7H200．3g，O．5％ブロムチモールブルー（BTB）水

溶液45m4，イーストエキス・ペプトン水6m4，寒天

3g，水1，000m4，pH7．0。滅菌は110℃で10分間オー

トクレーブする。なお，イーストエキス・ペプトン水

はイーストエキス0．5g，ペプトン1g，水100m4であ

る。炭素源溶液は糖質の場合は2．25％，有機酸の場合

は1．35％水溶液とする。供試糖質にはスクロース

　（SUC），トレハロース（TRE），ラクトース（LAC〉，

ソルビトール（SOR〉，イノシトール（INO），ダルシトー

ル（DUL）を，有機酸には酒石酸ナトリウム（TAA）

を用いる。滅菌は110℃で10分問オートクレーブする。

　マイクロプレートヘの分注は以下の方法により行

う。基礎培地を湯煎で溶解後約50℃に冷却し，マイク

ロプレートの各穴に6滴ずつ分注し，次に7種類の炭

素源または対照の滅菌水を列方向に1種類ずつ各2滴

分注し，最後に菌液を行方向に1種類ずつ各1滴分注

する。分注には口部に綿を詰めて滅菌したパスッール

ピペットを用いる。なお，マイクロプレートは操作を

簡便にするために途中に2～3列の空白を設け，1枚

のプレートで8～10種類の細菌を検査する。

　マイクロプレートは26℃で培養し，結果の判定は24

時間培養ごとに3回行い，プレートの下方から光を当

て，糖質においては培地の黄変を，有機酸では培地の

青変を陽性と判定する。

2）．緑色蛍光色素の生産性

　緑色蛍光色素の生産性（FLU）は，市販のキングB

培地（日水製薬または栄研化学製）を用いて作成した

斜面に細菌を移植し，26℃で培養して3日間毎日紫外

線下で観察し，黄緑色蛍光色素の観察されたものを陽

性とする。

3）．集落の色調の有無

　集落の色調の有無（CCL）は，普通寒天あるいはPSA，

PPGA，キングB培地等の培地上に生育した細菌が無

色あるいは白色以外の色調すなわち赤色，黄色，榿色

等の色調を示す場合を陽性とする。

4）．40℃下での生育

　40℃下での生育（TMP）の有無は，ペプトン水また

はYPGS培地（イーストエキス1g，ペプトン5g，

グルコース3g，スクロース3g，NaCl3g，水

1，000m4，pH7．0，15x150mm試験管に5m4分注）に

細菌懸濁液から1白金耳を移植し，正確に40℃に調整

したウオーターバス内に培地部分が完全に浸漬される
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ように静置培養する。結果は3日間毎日透過光線下で

観察し，細菌が生育して培地が混濁したものを陽性と

する。

5〉．グラム反応

　グラム反応（TPH）は，劉のグラム鑑別法で判定す

る。すなわち，3％KOH水溶液の1滴と普通寒天斜

面培養の新鮮な細菌の1白金耳とをスライドグラス上

で混和し，混和液が粘ちょうになって白金耳を持ち上

げると糸を引くようになるものをグラム陰性と判定

し，混和液がいつまでもさらさらして粘ちょう液にな

らず白金耳を持ち上げても糸を引くようにならないも

のをグラム陽性と判定する。

6）．接種用細菌懸濁液の作り方

　普通寒天，PPGAまたはPSAの斜面培地に1～2日

問26℃で培養した細菌を径15mm長さ150mmの試験管に

作成した5m4の滅菌水に懸濁する。濃度はカロリー

メーターを用いて測定し，滅菌水の透過度を100％と

してT610＝55～75％に調整する。これは，吸光度で表

すとA610＝0．13～0．26，平均的細菌における菌数で表

すと約108cfu／m4である。

2．APlによる検索のためのデータの取り方

　APIによる検索のためのデータの取り方について以

下に述べる。AP1に用いるデータは，アピ20NEキッ

ト（製造元：BIO　MERIEUX　S．A．，フランス，輸入

元：日本ビオメリューバイテック株式会社，東京）を

用いて調査する。その調査項目は8種類の生化学的性

状テスト，12項目の利用試験およびオキシダーゼ活性

である。結果は図一2に示すデータシートに記入する。

1〉．アピ20NEキットの試験方法

　アピ20NEキットは合計21項目の細菌学的性状が1

枚のストライプの上で調査できるようになっている。

8種類の生化学的性状テストは硝酸塩の還元（NIT），

インドールの産生（TRP），発酵性試験（FER），アル

ギニンジヒドロラーゼ活性（ADH），ウレアーゼ活性

（URE），β一グルコシダーゼ活性（ESC），ゼラチン

の液化（GEL），β一ガラクトシダーゼ活性（PNG〉で

ある。12項目の利用試験はグルコース（GLU），L一ア

ラビノース（ARA），D一マンノース（MNE），D一マン

ニトール（MAN），N一アセチルーD一グルコサミン（NAG〉，

マルトース（MAL），グルコン酸カリウム（GNT），，r

カプリン酸（CAP），アジピン酸（ADI〉，41一リンゴ酸

（MLT），クエン酸ナトリウム（CIT），酢酸フェニル

（PAC）である。オキシダーゼ活性の有無は炭水化物

の利用試験の終了後にテトラメチルーP一フェニレンジ

アミン試薬を添加して判定する。

　菌液の分注はアピ20NEキットの処方に従って行い，

26℃に培養して，1，2，3日目の反応を測定する。

なお，試薬を添加して調査するNITとTRPは2日目

に行い，オキシダーゼ活性は3日間培養後のグルコー

ス利用試験等のカップ部分を用いて検査する。

2）．接種用細菌懸濁液の作り方

　MUCの場合と同様の方法で作成する。

3、プロフィールインデックスの求め方

　MUCでは11項目の試験を，APIでは21項目の試験

をする。これらの性質が陽性であったか，陰性であっ

たかを簡単に表現する方法として，試験項目を3項目

ずつ区切り，オクタコードの文字列に変換して表す。

　MUCでは検査項目を図一3に示す順に配列し，3

の倍数プラス1の位置が陽性の場合は1点，3の倍数

プラス2の位置が陽性の場合は2点，3の倍数の位置

が陽性の場合は4点を与え，3項目ずつ区切って加算

する。結果として，0000～7773までの数字列が得られ

る。

　APIでは検査項目を図一4に示す順に配列し，3の

倍数プラス1の位置が陽性の場合は1点，3の倍数プ

ラス2の位置が陽性の場合は2点，3の倍数の位置が

陽性の場合は4点を与え，3項目ずつ区切って加算す

る。結果として，0000000～7777777までの数字列が得

られる。
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第3章．検索方法

　MUCまたはAPIで求めた2日目または3日目の細菌学的性質をプロフィールインデックスで入力し，同定侯補と

して，陽性率において近似する菌種，または合致するプロフィールインデックスを持つ菌種を得る。プログラムの

基本構造は図一5に示すとおりである。まず，初期画面が表示されるので，希望する作業を選択する（画面をマウ

スでクリックまたはファンクションキーを押す）。それ以後は画面に表示される質問や指示に従って操作する。

1）初期画面

　第1メニュー画面

　見出し：＜簡易同定・検索専用＞

　F　l：MUC陽性率法検索

F2：MUCプロフィール法検索

F3：API陽性率法検索

F4：APIフ。ロフィール法検索

F6：検索可能菌種群表示

F9：異常時対策

FlO：終了

……MUC陽性率法で検索する。

　　メニュー画面11へ移る。

一一一MUCプロフィールインデックス法で検索する。

　　メニュー画面12へ移る。

一一一API陽性率法で検索する。

　　メニュー画面13へ移る。

一一一APIプロフィールインデックス法で検索する。

　　メニュー画面14へ移る。

一一一一一MUCまたはAPIで検索できる菌種群を表示する。

　　実行プログラムP3へ移る。

一一一一一何らかの事情で異常終了した場合の事後処理として，次回立ち上げ

　　たとき最初に実行する。

　　　（不要な中問表を削除するプログラムが入っている）

　　実行プログラムP4へ移る。

一…一一本作業を終了する。

2）　MUC陽性率法による検索

　第11メニュー画面

　見出し：《検索方法の選択＞

　F1：MUC陽性率法検索開始　　　　一一MUC陽性率法による検索を開始する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実行プログラムP21へ移る。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（実行後はこの画面へ返って来る〉

　F7：MUCプロフィール法検索に変更一一一MUCプロフィールインデックス法による検索に変更する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メニュー画面12へ移る。

　F8：API陽性率法検索に変更　　　　一一一一一API陽性率法による検索に変更する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メニュー画面13へ移る。

　F9：APIプロフィール法検索に変更…一一一APIプロフィールインデックス法による検索に変更する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メニュー画面14へ移る。

　F　lO：戻り　　　　　　　　　　　　一一一一一第1メニュー画面へ戻る。
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3）MUCプロフィールインデックス法による検索

　第12メニュー画面

　見出し：《検索方法の選択＞

　F2：MUCプロフィール法検索開始一一一一一MUCプロフィールインデックス法による検索を開始する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実行プログラムP22へ移る。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（実行後はこの画面へ返って来る）

　F6：MUC陽性率法検索に変更　　　一一一一一MUC陽性率法による検索に変更する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メニュー画面11へ移る。

　F8：API陽性率法検索に変更　　　　…一一一API陽性率法による検索に変更する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メニュー画面13へ移る。

　F9：APIプロフィール法検索に変更一一一一一APIプロフィールインデックス法による検索に変更する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メニュー画面14へ移る。

　F10：戻り　　　　　　　　　　　　一一一一第1メニュー画面へ戻る。

4）　API陽性率法による検索

　第13メニュー画面

　見出し：《検索方法の選択＞

　F3：API陽性率法検索開始　　　　　一一一一一AP1陽性率法による検索を開始する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実行プログラムP23へ移る。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（実行後はこの画面へ返って来る）

　F6：MUC陽性率法検索に変更　　　一…一MUC陽性率法による検索に変更する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メニュー画面11へ移る。

　F7：MUCプロフィール法検索に変更一…一MUCプロフィールインデックス法による検索に変更する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メニュー画面12へ移る。

　F9：APIプロフィール法検索に変更一一一一APIプロフィールインデックス法による検索に変更する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メニュー画面14へ移る。

　F101戻り　　　　　　　　　　　　一一…第1メニュー画面へ戻る。

5）APIプロフィールインデックス法による検索

　第14メニュー画面

　見出し：《検索方法の選択＞

　F4：APIプロフィール法検索開始　　…一一APIプロフィールインデックス法による検索を開始する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　実行プログラムP24へ移る。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（実行後はこの画面へ返って来る）

　F61MUC陽性率法検索に変更　　　一一一一一MUC陽性率法による検索に変更する

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メニュー画面11へ移る。

　F7：MUCプロフィール法検索に変更一一一MUCプロフィールインデックス法による検索に変更する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メニュー画面12へ移る。

　F8：API陽性率法検索に変更　　　　一…一一API陽性率法による検索に変更する。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　メニュー画面13へ移る。

　F　lO：戻り　　　　　　　　　　　　……第1メニュー画面へ戻る。
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6）．実行プログラムP21～P24

　ここでは画面表示に対して取るべき作業について述べ，プログラムの内容は第6章で述べる。

　図一6あるいは図一7に示す画面から以下の6項目のデータを入力する。

　（1）試験番号：4バイト以内の文字。

　（2〉菌株番号：15バイト以内の文字。

　（3）検査年月日：例（96．01．01）のように8バイトで入力する。

　　　なお，前回入力と同じ場合は，キーボードから”＾”記号を入力する。

　（4）検査担当者：4バイト以内の文字。

　　　なお，前回入力と同じ場合は，キーボードから”＾”記号を入力する。

　（5）培養期問：1バイト文字の2または3を入力する。

　　　なお，前回入力と同じ場合は，キーボードから”＾”記号を入力する。また，空白を入力すると2が入力

　　　されたものとみなす。

　（6）プロフィールインデックスを1バイト文字で入力する。MUCの場合は4文字（0000～7773の問），APIの

　　　場合は7文字（0000000～7777777の間）を入力する。なお，各々の検査項目の陽性または陰性の結果は，

　　　プロフィールインデックスから変換して自動的に表示し，入力される。

　検索結果は，まず画面に表示されるので，印刷を希望する場合は所定のキー（F5）を選ぶと，図一8，10（陽

性率法による検索の場合），図一9，11（プロフィールインデックス法による検索の場合）に示すような印刷物が

得られる。

第4章．検索可能菌種群

　MUC，AP1で現在検索出来る菌種群は以下のとおり

である。APIでは分類階級が種および亜種以上または

pathovar以上の分類群に区分されているが，MUCで

はAPIで区分した分類群をさらに区分したものもあ

る。なお，検索可能菌種群はわが国に分布し，ある程

度の菌株が調査されているものに限っている。これは，

わが国での分布が知られていない菌群が同定候補の一

部として表示されると，かえって候補菌種群の絞り込

みを困難にすると予想されるからである。本邦での発

生が報告されていない菌群あるいは分布は知られてい

るものの，まだ十分なデータの蓄積がされていない菌

種群についても，候補に挙がることを期待する場合は，

農業環境技術研究所環境生物部微生物管理科微生物特

性・分類研究室にあるMUCおよびAPI開発用ソフト

の方を利用するように勧める。

1．MUCで検索できる菌種群

Genus．A8名oわαo診6ゲ伽粥

　ノ生．‘％蹴4αof6多zs　bv．1

　．4．護蹴⑳o伽εbv．2

　、4．η伽s

Genusαα乞，必α6孟6γ

　C！．挽歪oんf8’α％ε％sづs　subsp．”厩o死19α鴛6％3fs

Genus　C％πoわα6診εγ伽搬

　C。∫Zαoo％卿o彪鴛s　pv．ooγ瓦歪

Genus　E航痂α

　E．α％α％αS

　E．6α70孟oび07αsubsp．oα名o‘o”o名α

　E．oん那α漉肋痂

　E．o切s伽伽加pv．～oα召

　E．σP吻6砺

　E．h’召7～πooJαpv．獅πZ6‘あα6

　E。池砂㎝1‘伽

Genus　Ps召麗4α鵬o％αs

　P伽47ρρ09佛Is

　P．α乞7飢α6

　Poαη砂勿z瓦

　Po砂αo毎

　P，6¢oho7毎

　Poo7剛8伽α

　Pβκo惚soo俗

　PgZαぬo瓦

　P，9！α4づoκpv．gZα漉o麗SUC－

　P8伽襯α6

　P，椛α塚¢％α瓦s　pv．蹴α㎎初¢α瓦3SUC十

　P，蹴α響伽αZ¢s　pv．剛α讐擁α瓦3SUC－

　Pμα窺α痂

　P。1りs6銘40αZoα麗9α¢6εsubsp．た（刀¢グ（z擁
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　　P．伽配α

　　P．soZα％αo召α7％窺

　　P．εoJα％α08αγ％窺bv．2

　　P．30♂α％αooα7％挽bv．3

　　P．30」α％α06α側％％乞bv．4

　　P．sツ枷卿pv．sツ枷8α6

　　P，sツγづ％8α6pv．α6渉力毎4歪α6

　　P．sツ短物9α8pv．αρ護α孟α

　　P．Slyγ伽8α6pv．碗70伽ηり麗紹αFLU十

　　P，31yγ伽8α6pv．α‘70ρ％η）錫惚αFLU－

　　P，sツ短κ9α6pv．oozo麓4α6彪鴛s

　　P。sy短％8α6pv．8砂面％oα

　　P．sツ悔鴛8α6pv。グαρo㌶πα

　　P。s）碗％gαεpv．Zα6hηm伽¢s　FLU十

　　P．Sly7伽9α召pv．」α61吻卿簾％εFLU－

　　P．sy悔％9α6pv．挽αo％瓦60Zα

　　P．sy短鴛9α召pv．7ηo短

　　P．3y哲％9αo　pv．襯ニソγ物αo

　　P。ツ伽8α6pv．o壇αε

　　P．ツ伽8α8pv．擁αs召o伽Zα

　　P。3yγ吻9α6pv．餌sづFLU－

　　P。sy湘8磁pv．励頗

　　」P．sy短η8αεpv．孟（ηπα渉o

　　P．柳毎切α槻

GenUs　Xα癖hl僻τ伽αs

　　X．oα挽ρos師εpv．oα蹴加3緬s

　　X．6α脱加3緬s　pv．o伽o嬬

　　X．oα7砂6s緬s　pv．痂再

　　X　o僻吻s醜s　pv．9砂6伽召3

　　×6α規ρ6s厩3pv．彫伽9吻搬6勉漉6α6

　　×6α？砂65師3pv・oτy～αε

　　X．oα襯加s醜s　pv．ρ瑠擁

　X．oα蹴ρ6s緬3pv．泥就碗oγ毎

　X6傭吻s師3pv．霞伽伽3

2．APlで検索できる菌種群

　Genus／生9名oわα6陀7伽挽

　　　ノ生．診％規4α6づ2％s

　Genusαα加bα6古召γ

　　　α。編砺9傭襯ssubsp．癬6娠簾繭s

　Genus　Cπ7‘oわαo陀γ伽解

　　　C。加06観喰o伽3pv．oo禰

　Genus　Eγ痂毎α

　　　E．α％α搬s

　　E。oα70渉oη07πsubsp．oα名o孟o”o名α

　　E．o卿3傭肋禰

　　E．ん67配60♂αpv．挽πZ6πづα召

　　E，”3αρ0箆瓦6歪

Genus　Psε％4α肌o鴛αs

　　P．α箆470ゾ）OgOπ歪S

　　P．α∂o襯6

　　P．o鰐o擁卿f

　　P．oε／）αo歪α

　　P．砒死o擁

　　P．oo陥9伽

　　P．伽o惚3㈱s

　　P．8zα伽κ

　　P．8Z麟o瓦pv．81鰯oκ

　　P。8z蹴α6

　　P．蹴α79乞麗α瓦s　pv．挽α78’歪冗α瓦s

　　P．ρzα”‘αγ廊

　　P、Ps副o砒傭9卿3subsp．を吻翻

　　P．加媚α

　　P．so1α％αoθα7％挽

　　P．syγ力¢8α6pv．亀yγ物¢8α召

　　P．3yγ密¢8α6pv．αo瓦％づdづα6

　　P．釘v枷9α召pv．曜伽

　　P．s二y短％8α（3pv．α‘7のり毎71）μ72α

　　P．3ツπ麗8’α2pv．8／夕6力紹α

　　P．sy漉9αεpv．ブα伽z磁

　　P、5ツ悔％9α6pv．Zαoκ勿ソ硯α箆s

　　・P．3ツγ初¢9α6pv．糀αo％Z廊oZα

　　P．3yγfη9α6pv．窺o万

　　P．3yγ伽9αopv．窺oγs伽麗07撚

　　．P．3卿zgα6pv．o膨α6

　　」P．⑤y7窃¢9α6pv．ρんαs60κooZα

　　P．sy短冗8α6pv．オα～）αoづ

　　P．ツづ短ゴがzαηα

Genus　Xα痂hlo彫ω¢αs

　　X卿砂召s緬s　pv．oα観加3擁s

　　X　oα規加3緬s　pv．oα名o舵

　　X．6α蹴勿s緬s　pv．o伽f

　　X　cα襯P召s醜s　pv．8Z夕6伽6s

X6α卿6蜘3pv．蹴α％騨6耀惚磁召

　　X．oα挽／）6s渉短s　pv．oη・8αε

　X．o㈱喫3緬5pv．ρ瓶痂

　X．6α，砂6蕊腐pv．泥部o砿07毎

　X　o伽n加8醜3pv．醗吻¢s

7
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第5章．セットアップ方法

　セットアップは以下の手順で行う。

1）　ACE／Winのインストール

　H．ACE／Winが既にインストールされている場

　　　　合は2）へ進む。

　1－2．ハードディスクドライブにACE／Win　V2．0

　　　　以上をインストールする。

　　　　インストールの方法は，MS－WindowsV3．1

　　　　およびACE／Winの指示に従う。

2）DB名の定義

　1．ACE／Winを起動し，DB定義をクリックする。

　2．DB名：0　（ゼロ）

　　　パス：A二￥

　　　DB形式：リスト形式

　　および

　　　DB名：AMX（本説明で例として使用。ユーザー

　　　希望の文字または数字でよい）

　　　パス：C：￥ACE￥AMX（例として，Cドライブ

　　　にAMXと言う名のディレクトリを作成する）

　　　DB形式：リスト形式

　　を作成する。

3）　「簡易同定96」ソフトの複写

　3－1．　ドライブAに「簡易同定96」のソフトをセッ

　　　トする。

3－2．本ソフトはDB名0に複写されているので，

　　　これをDB名AMXに転写する。

3－3．ファイルーオープンをクリックし，

　　　AT－START／AMXと入力する。

　　　8行目のアポストロフィー（’）を削除（DEL

　　　キーを1回押す）する。

　　　＃D8＝0を＃D8＝AMXに変更する。

　　　ファイルー保存をクリックし，以上の変更を

　　　保存する。

3－4．自分用の自動プログラムに接続し，メニュー

　　　画面から操作出来るようにする場合は，以下

　　　の操作を行う。なお，この操作を行わないと

　　　本ソフトの終了を選択した場合に自動操作は

　　　解除される。

　　　ファイルーオーフoンをクリックし，

　　　AT－END／AMXと入力する。

　　　3行目にアポストロフィー（ヲ）を挿入する。

　　　すなわち’＠自動終了となる。

　　　6行目のアポストロフィー（’）を削除し，

　　　AT－HOJYO／10の代わりに自分用の続けたい

　　　プログラム名とDB名を書き込む。

　　　ファイルー保存をクリックし，以上の変更を

　　　保存する。

第6章．プログラムの構造

実行プログラムの主な作業は以下のとおりである。

1．MUCの陽性率法検索

　　　　（実行プログラムP21の主な作業）

001＄＄表複写M－GEN7　D－KEN

OO2＄＄画面入力M－IN2　D－KEN

OO3＠条件＃B5＝”2”

OO4＄＄表複写M2D－POS　POS6

005＄＄更新＄表処理POε6　M－DF11

006＄＄計算POSS＝（SUC）＊（LAC）＊（TRE）＊（SOR）

　　＊（INO）＊（DUL）＊（TAA）＊（CCL）＊（FLU〉＊（TMP）

　　＊（TPH）　　POS6

007＄＄計算相対比＝POSS／IDCS　POS6

008＄＄分類POS6　POS7　相対比↓学名↑

　　　　　　　　　　（作業内容）

M－GEN7の表を複写してD－KEN表を作る

M－IN2の画面から入力し，データをD－KEN表に蓄える

培養期間（＃B5）が2日の場合に実行する

M2D－POSデータ表を複写してPOS6表を作る

POS6表をM－DFHの指示に従って更新する

M－DF11の作業はB－1を参照

（SUC）～（TPH〉までの11項目の陽性率の積を算出し，

POS6表の（POSS）項目に格納する

006で求めたPOSS値をM2D－POS表から受け継いだ理

論値（IDCS）で除し，結果をPOS6表の（相対比）項目に

格納する

POS6表の項目（相対比〉を降順に，相対比が同・じ場合は
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009鎚表削除POS6

010＠条件終了

011＠条件＃B5＝”3”

Ol2＄＄表複写M3D－POS　POS6

013＄＄更新＄表処理POS6　M－DF　l1

014＄＄計算POSS＝（SUC）＊（LAC）＊（TRE〉＊（SOR）

　　＊（INO）＊（DUL）＊（TAA）＊（CCL）＊（FLU〉＊（TMP）

　　＊（TPH）　　POS6

015＄＄計算相対比＝POSS／IDCS　POS6

016＄＄分類POS6　POS7　相対比↓学名↑

Ol7＄＄表削除POS6

018＠条件終了

019＄＄計算POS7　＃M　l！－SUM（相対比）

020＄＄更新＄表処理POS7　M－DF13

021＄＄帳票印刷POS7　M－P3　＄画面表示

022＠FK定義　F5；印刷開始　F8コ次作業

023＠条件＃FK＝F5
024＄＄帳票印刷POS7　M－P3　＄印刷

025＄＄表削除POS7

026＠条件終了

027＠条件＃FK＃F8

028＄＄表削除POS7

029＠条件終了

030＄＄自動誌実行　AT－Pll

学名のabc順に並べ替え，結果をPOS7表に格納する

不要になった中問表を削除する

003で設定した条件の及ぶ範囲

培養期間（＃B5）が3日の場合に実行する

M3D－POSデータ表を複写してPOS6表を作る

POS6表をM－DFllの指示に従って更新する

M－DF11の作業はB－1を参照

（SUC）～（TPH）までの11項目の陽性率の積を算出し，

POS6表の（POSS）項目に格納する

Ol4で求めたPOSS値をM3D－POS表から受け継いだ理

論値（IDCS）で除し，結果をPOS6表の（相対比）項目に

格納する

POS6表の項目（相対比〉を降順に，相対比が同じ場合は

学名のabc順に並べ替え，結果をPOS7表に格納する

不要になった中問表を削除する

011で設定した条件の及ぶ範囲

POS7表の項目（相対比）を集計し，メモ座標11（＃M11）

に格納する

POS7表をM－DFl3の指示に従って更新する。M－DF13

の作業はB－2を参照

POS7表をM－P3に指定する形式で画面に表示する

ファンクションキーのうち，F5とF8のみが動作する

ように定義する

F5のファンクションキーが選択された場合に実行する

POS7表をM－P3に指定する形式で印刷する

不要になった中間表を削除する

023で設定した条件の及ぶ範囲

F8のファンクションキーが選択された場合に実行する

不要になった中問表を削除する

027で設定した条件の及ぶ範囲

上位階層（AT－P　l1）へ返る

2．MUCのプロフィール法検索

　　　　（実行プログラムP22の主な作業）

001＄＄表複写M－GEN7　D－KEN

OO2＄＄画面入力M－IN2　D－KEN

OO3＠条件＃B5一び2”

OO4錦検索M2D－PRF　PRF1

005＠条件＃M256＝0

006＠メッセージ“該当する菌種はない”

　　　　　　　　　（作業内容）

M－GEN7の表を複写してD－KEN表を作る

M－IN2の画面から入力し，データをD－KEN表に蓄える

培養期間（＃B5〉が2日の場合に実行する

002で入力したプロフィールインデッスに一致するイン

デックスを持つデータをM2D－PRFデータ表から検索

し，PRF1表に格納する

004で…致するデータがなかったときに実行する

画面のメッセージ行に，検索条件に一致するデータがな

かったことを知らせる
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007＄＄自動＄実行AT－Pl2

008＠条件終了

009＄＄分類PRF　l　PRF2　割合↓学名↑

010＠条件終了

011＠条件＃B5＝”3”

Ol2＄＄検索M3D－PRF　PRF1

013＠条件＃M256＝0

014＠メッセージ“該当する菌種はない”

015＄＄自動＄実行AT－P12

016＠条件終了

017＄＄分類PRF　l　PRF2　割合↓学名↑

018＠条件終了

019＄＄表削除PRF1

020＄＄帳票印刷PRF2　M－P4　＄画面表示

021＠FK定義　F5；印刷開始　F8＝次作業

022＠条件＃FK＝F5
023＄＄帳票印刷PRF2　M－P4　＄印刷

024＄＄表削除PRF2

025＠条件終了

026＠条件＃FK＝F8

027＄＄表削除PRF2

028＠条件終了

029＄＄自動＄実行　AT－P！2

上位階層（AT－P12〉へ返る

005で設定した条件の及ぶ範囲

PRF1表の項目（割合）の値が大きい順に並べ替える。割

合が同じ場合は学名のabc順に並べる。結果をPRF2表

に格納する

003で設定した条件の及ぶ範囲

培養期間（＃B5）が3日の場合に実行する

002で入力したプロフィールインデックスに一致するイ

ンデックスを持つデータをM3D－PRFデータ表から検

索し，PRF1表に格納する

012で一致するデータがなかったときに実行する

画面のメッセージ行に，検索条件に一致するデータがな

かったことを知らせる

上位階層（AT－P12）へ返る

013で設定した条件の及ぶ範囲

PRF1表の項目（割合）の値が大きい順に並べ替える。割

合が同じ場合は学名のabc順に並べる。結果をPRF2表

に格納する

011で設定した条件の及ぶ範囲

不要になった中間表を削除する

PRF2表をM－P4に指定する形式で画面に表示する

ファンクションキーのうち，F5とF8のみが動作する

ように定義する

F5のファンクションキーが選択された場合に実行する

PRF2表をM－P4に指定する形式で印刷する

不要になった中間表を削除する

022で設定した条件の及ぶ範囲

F8のファンクションキーが選択された場合に実行する

不要になった中間表を削除する

026で設定した条件の及ぶ範囲

上位階層（AT－P12〉へ返る

3．APIの陽性率法検索

　　　　（実行プログラムP23の主な作業）

001＄＄表複写A－GEN7　D－KEN

OO2＄＄画面入力A－IN2　D－KEN

OO3＠条件＃B5＝”2”

004＄＄表複写A2D－POS　POS6

005＄＄更新＄表処理POS6　A－DF11

006＄＄計算POSS＝（MT）＊（TRP）＊（FER）＊（ADH〉

　　＊（URE）＊（ESC〉＊（GEL）＊（PNG）＊（GLU）＊（ARA）

　　＊（MNE）＊（MAN）＊（NAG）＊（MAL）＊（GNT）＊（CAP）

　　＊（ADI）＊（MLT）＊（CIT）＊（PAC）＊（OXI）　POS6

　　　　　　　　　（作業内容）

A－GEN7の表を複写してD－KEN表を作る

A－IN2の画面から入力し，データをD－KEN表に蓄える

培養期間（＃B5〉が2日の場合に実行する

A2D－POSデータ表を複写してPOS6表を作る

POS6表をA－DF11の指示に従って更新する

A－DF11の作業はB－1を参照

（NIT）～（OXI）までの21項目の陽性率の積を算出し，

POS6表の（POSS）項目に格納する
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007＄＄計算相対比＝POSS／IDCS　POS6

008＄＄分類POS6　POS7　相対比↓学名↑

009＄＄表削除POS6

010＠条件終了

Oll＠条件＃B5＝厚3”

012＄＄表複写A3D－POS　POS6

013＄＄更新＄表処理POS6　A－DF11

014＄＄計算POSS＝（NIT）＊（TRP）＊（FER）＊（ADH〉

　　＊（URE）＊（ESC）＊（GEL〉＊（PNG）＊（GLU）＊（ARA）

　　＊（MNE）＊（MAN）＊（NAG）＊（MAL）＊（GNT）＊（CAP）

　　＊（ADI）＊（MLT）＊（CIT）＊（PAC）＊（OXI）　POS6

015＄＄計算相対比＝POSS／IDCS　POS6

016＄＄分類POS6　POS7　相対比↓学名↑

017＄＄表削除POS6

018＠条件終了

019＄＄計算POS7　＃M　H＝SUM（相対比）

020＄＄更新＄表処理POS7　A－DF13

021＄＄帳票印刷POS7　A－P3　＄画面表示

022＠FK定義　F5＝印刷開始　F8＝次作業

023＠条件＃FK＝F5
024＄＄帳票印刷POS7　A－P3　＄印刷

025＄＄表削除POS7

026＠条件終了

027＠条件＃FK＝F8

028＄＄表削除POS7

029＠条件終了

030＄＄自動＄実行AT－Pl3

006で求めたPOSS値をA2D－POS表から受け継いだ理

論値（IDCS）で除し，結果をPOS6表の（相対比）項目に

格納する

POS6表の項目（相対比）を降順に，相対比が同じ場合は

学名のabc順に並べ替え，結果をPOS7表に格納する

不要になった中間表を削除する

003で設定した条件の及ぶ範囲

培養期間（＃B5）が3日の場合に実行する

A3D－POSデータ表を複写してPOS6表を作る

POS6表をA－DF11の指示に従って更新する

A－DFHの作業はB－1を参照

（NIT）～（OXI）までの21項目の陽性率の積を算出し，

POS6表の（POSS）項目に格納する

014で求めたPOSS値をA3D－POS表から受け継いだ理

論値（IDCS）で除し，結果をPOS6表の（相対比）項目に

格納する

POS6表の項目（相対比）を降順に，相対比が同じ場合は

学名のabc順に並べ替え，結果をPOS7表に格納する

不要になった中間表を削除する

011で設定した条件の及ぶ範囲

POS7表の項目（相対比）を集計し，メモ座標11（＃M　ll）

に格納する

POS7表をA－DF13の指示に従って更新する。A－DF13

の作業はB－2を参照

POS7表をA－P3に指定する形式で画面に表示する

ファンクションキーのうち，F5とF8のみが動作する

ように定義する

F5のファンクションキーが選択された場合に実行する

POS7表をA－P3に指定する形式で印刷する

不要になった中問表を削除する

023で設定した条件の及ぶ範囲

F8のファンクションキーが選択された場合に実行する

不要になった中問表を削除する

027で設定した条件の及ぶ範囲

上位階層（AT－P13）へ返る
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4．APlのプロフィール法検索

　　　　（実行プログラムP24の主な作業）

001＄＄表複写A－GEN7　D－KEN

OO2＄＄画面入力A－IN2　D－KEN

OO3＠条件＃B5＝”2”

004＄＄検索A2D－PRF　PRF1

005＠条件＃M256＝0

006＠メッセージ“該当する菌種はない”

007＄＄自動器実行AT－P14

008＠条件終了

009＄＄分類PRF　l　PRF2　割合↓学名↑

010＠条件終了

Ol1＠条件＃B5＝”3”

012＄＄検索A3D－PRF　PRF1

013＠条件＃M256＝0

014＠メッセージ“該当する菌種はない”

015＄＄自動＄実行AT－P14

016＠条件終了

017＄＄分類PRF　l　PRF2　割合↓学名↑

018＠条件終了

019＄＄表削除PRF1

020＄＄帳票印刷PRF2　A－P4　＄画面表示

021＠FK定義　F5＝印刷開始　F8＝次作業

022＠条件＃FK＝F5
023＄＄帳票印刷PRF2　A－P4　＄印刷

024＄＄表削除PRF2

025＠条件終了

026＠条件＃FK＝F8

027＄＄表削除PRF2

028＠条件終了

029＄＄自動＄実行AT－Pl4

　　　　　　　　　（作業内容）

A－GEN7の表を複写してD－KEN表を作る

A－IN2の画面から入力し，データをD－KEN表に蓄える

培養期間（＃B5）が2日の場合に実行する

002で入力したプロフィールインデックスに一致するイ

ンデックスを持つデータをA2D－PRFデータ表から検

索し，PRF1表に格納する

OO4で一致するデータがなかったときに実行する

画面のメッセージ行に，検索条件に一致するデータがな

かったことを知らせる

上位階層（AT－P14）へ返る

005で設定した条件の及ぶ範囲

PRF1表の項目（割合）の値が大きい順に並べ替える。割

合が同じ場合は学名のabc順に並べる。結果をPRF2表

に格納する

003で設定した条件の及ぶ範囲

培養期問（＃B5）が3日の場合に実行する

002で入力したプロフィールインデックスに一致するイ

ンデックスを持つデータをA3D－PRFデータ表から検

索し，PRF1表に格納する

Ol2で一致するデータがなかったときに実行する

画面のメッセージ行に，検索条件に一致するデータがな

かったことを知らせる

上位階層（AT－P14）へ返る

013で設定した条件の及ぶ範囲

PRF1表の項目（割合）の値が大きい順に並べ替える。割

合が同じ場合は学名のabc順に並べる。結果をPRF2表

に格納する

011で設定した条件の及ぶ範囲

不要になった中問表を削除する

PRF2表をA－P4に指定する形式で画面に表示する

ファンクションキーのうち，F5とF8のみが動作する

ように定義する

F5のファンクションキーが選択された場合に実行する

PRF2表をA－P4に指定する形式で印刷する

不要になった中間表を削除する

022で設定した条件の及ぶ範囲

F8のファンクションキーが選択された場合に実行する

不要になった中問表を削除する

026で設定した条件の及ぶ範囲

上位階層（AT－Pl4）へ返る
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5．検索可能菌種群表示

　　　　（実行プログラムP3の主な作業）

001＠FK定義F2＝API表示　F3＝MUC表示

　　F5＝API印刷　F6＝MUC印刷　F8＝次作業

002＠条件＃FK＝F2
003＄＄帳票印刷　A2D－POS　A－P5　＄画面表示

004＠条件終了

005＠条件＃FK＝F3
006＄＄帳票印刷　M2D－POS　M－P5　＄画面表示

007＠条件終了

008＠条件＃FK＝F5
009＄＄帳票印刷　A2D－POS　A－P5　＄印刷

010＠条件終了

011＠条件＃FK＝F6
012＄＄帳票印刷　M2D－POS　M－P5　＄印刷

013＠条件終了

014＠条件＃FK・＝F8

015＄＄自動＄実行AT－START

O16＠条件終了

017＄＄自動＄実行AT－START

　　　　　　　　　（作業内容）

ファンクションキーのうち，F2，F3，F5，F6，

F8のみが動作するように定義する

F2のファンクションキーが選択された場合に実行する

A2D－POS表をA－P5に指定する形式で画面に表示する

002で設定した条件の及ぶ範囲

F3のファンクションキーが選択された場合に実行する

M2D－POS表をM－P5に指定する形式で画面に表示す

る

OO5で設定した条件の及ぶ範囲

F5のファンクションキーが選択された場合に実行する

A2D－POS表をA－P5に指定する形式で印刷する

OO8で設定した条件の及ぶ範囲

F6のファンクションキーが選択された場合に実行する

M2D－POS表をM－P5に指定する形式で印刷する

011で設定した条件の及ぶ範囲

F8のファンクションキーが選択された場合に実行する

上位階層（AT－START〉へ返る

014で設定した条件の及ぶ範囲

上位階層（AT－START）へ返る

6．異常時対策

　　　　（実行プログラムP4の主な作業）

001＠エラー無視

002＄＄表削除POS6　＄＄表削除POS7

　　＄＄表削除PRF1　＄＄表削除PRF2

003＠エラー有効

004＄＄自動＄実行AT－START

　　　　　　　　　（作業内容）

何らかの異常が発生して自動操作が停止した場合に，作

業中に残されているかもしれない中間表を削除する

エラーが発生しても無視して次の作業を実行する

POS6，POS7，PRF　l，PRF2の表を削除する

エラーが生じたときは自動操作を停止する

上位階層（AT－START）へ返る

7．表処理作業の補助説明

B－1　M－DF11またはA－DF　I1の作業

　　D－KEN表に入力された検査項目のデータが陽性の場合は，POS6表に格納されている陽性率をそのまま使

　用し，同データが陰性の場合は，POS6表に格納されている陽性率を陰性率に置換する。なお，陽性率20％

　は陰性率80％のことである。

B－2　M－DF13またはA－DF13の作業

　　POS7表の項目（相対比）を＃M　llで除し，100倍して（％）表示にする。陽性率の積（項目POSSに格納さ

　れている）が0．1以下のときは「稀」，0。01以下のときは「極稀」と評価し，項目（判定）に格納する。また，

　項目（該当率）の項にデータを格納する。該当率は学名別にかつプロフィールインデックスを同じくする株

　の割合を求めた表から検索するものとする。なお，一致するものがない場合は0．0を格納するものとする。
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MUC陽性率法検索①一

M　U　Cプロフィール法検索②

、　M　U　C陽性率法検索開始

に
　M　U　Cプロフィール法検索に変更（②へ）

　A　P　I陽性率法検索に変更　　　（③へ）

　A　P　Iプロフィール法検索に変更（④へ）

　戻り

AP　I陽性率法検索③

　M　U　C陽性率法検索に変更　　　（①へ）

　M　U　Cプロフィール法検索開始

　A　P　I陽性率法検索に変更　　　（③へ）

　A　P　Iプロフィール法検索に変更（④へ）

一戻り

　A　P　Iプロフィール法検索④

　M　U　C陽性率法検索に変更　　　（①へ）

　M　U　Cプロフィール法検索に変更（②へ）

　A　P　I陽性率法検索開始

　A　P　Iプロフィール法検索に変更（④へ）

L戻り

　検索可能菌種群表示

け異常時対策
i
I
…終了

一「M　U　C陽性率法検索に変更　　　　（①へ）

　　F　　　　M　U　Cプロフィール法検索に変更（②へ）

　　　　A　P　I陽性率法検索に変更　　　（③へ）

　　　　A　P　Iプロフィール法検索開始

　　　　戻り

図一5．プログラムの基本構造の概略

17
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MUCデータ

入力画面

試験番号： 検査年月日

検査担当者：

培養期間：　日

培養温度26℃

SUC　　SOR

TRE　　I　NO

LAC　　DUL

菌株番号：

TAA　　TMP

CCL　　TPH

FLU

フロフイール

　　　↑

0000～7773までの数字

S　U　C：スクロース利用　　S　O　R：ソルビトール利用　T　A　A：L一酒石酸利用　　T　M　P：40℃下での生育

T　R　E：トレハロース利用　I　N　O：イノ．シトール利用　C　C　L：集落の色調　　　T　P　H：劉法によるグラム鑑別

L　A　c：ラクトース利用　　D　u　L：ダルシトール利用　F　L　u：蛍光色素産生　　　　　　（3％K6H耐性）

図一6．M　U　Cデータ入力画面

　A　P　Iデータ　　試験番号：　　　　　　　　　　　検査年月日：　　　　　　　　　培養温度26℃

1
　入力画面　　　　　　　　　　　　　　　　　　検査担当者：

　　　　　　　　菌株番号：　　　　　　　　　　培養期間：　　日

N　I　T　　ADH　　G　E　L　　ARA　　NAG　　CAP　　C　I　T　　プロフィール

TRP　　URE　　PNG　　MNE　　MAL　　ADI　　PAC　　　　　　　　↑

FER　　ESC　　GLU　　MAN　　GNT　　MLT　　OXI　　　　　　　OOOOOOO～7777777

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　までの数字

N　I　T：硝酸塩還元　　　G　E　L：ゼラチン液化　　　　　N　A　G：グルコサミン利用　C　I　T：クエン酸利用

T　R　P：インドール産生　P　N　G：β一ガラクトシダーゼ　M　A　L：マトース利用　　　P　A　C：フェニル酢酸利用

F　E　R：0－F試験　　　G　L　U：グルコース利用　　　G　N　T：グルコン酸利用　　O　X　I：オキシダーゼ活性

A　D　H：アルギニン水解　　　A　R　A：アラビノース利用　C　A　P：カプリン酸利用

U　R　E：ウレアーゼ活性　　M　N　E：マンノース利用　　A　D　I：アジピン酸利用

E　S　C：β一グルコシダーゼ　M　A　N：マンニトール利用　M　L　T：リンゴ酸利用

　　　　　　　　　　　　　　　　　図一7．A　P　Iデータ入力画面



検索条件：

　　試験番号：

　　菌株番号：

パソコンを用いた植物病原細菌同定システム「簡易同定96」の使い方

検査年月日

培養期間：　2日

検査担当者：

プロフィールインデックス：2701

lSOR 1NO DUL TAA CCL FLU TMP TPH

1＋ 十 十 ㎝ 一 一 十 一

19

SUC　TRE

十

検索結果：

可能性値

　（％〉　判定候補菌種

候補菌種内

該当株率（％）

97．9

0．9

0．9

極稀

極稀

Pseudomonas　glumae

Pseudomonas　gladioli　pv．91adioh　SUC－

Pseudomonas　gla（lioli　pv．undetermine（i

93．8

0．0

0．0

図一8．M　U　C陽性率法に基づく検索結果

　2日目に2701のプロフィールインデックスを示す細菌を調査した結果は，以下のことを示している。P．81％蹴α6

に同定される可能性が非常に高い。そして，その候補菌種は，学名を同じくする菌種内の93．8％が2701のプロフィー

ルインデックスを持っていることを表している。また，計算上はP．81⑳痂に同定される可能性も存在するが，そ

の可能性は低く，しかも2701のプロフィールインデックスを持つ株は実在しない。

検索条件：

　　試験番号：

　　菌株番号：

検査年月日

培養期間：　2日

検査担当者：

フoロフィールインデックス：2701

SUC　　TRE　　LAC SOR　　INO　　DUL TAA　　CCL　　FLU TMP　TPH

一　　　　十　　　　一 十　　　　十　　　　十 十　　　　一

検索結果：

候　補　菌　種 該当株率（％〉

Pseudomonas　glumae 93．8

図一9．M　U　Cプロフィールインデックス法に基づく検索結果

　2日目に2701のプロフィールインデックスを示す菌種は，P，glヱ槻α6だけである。また，P．gl雌欄の93．8％の株

がこのプロフィールインデックスを持っている。



20 農業環境技術研究所資料　第19号（1996）

検索条件：

　　試験番号：

　　菌株番号：

検査年月日

培養期間：　2日

検査担当者：

フoロフィールインデックス：1477551

NIT TRP FER ADH URE ESC GEL PNG GLU ARA MNE MAN 葬AG MAL GNT CAP ADI MLT CIT PAC OXl

十 一 一 一 一
⊥
1 十 十 十 十 十 十 十 一 十 十 皿

↓
r 十 一 一

検索結果：

可能性値

　（％）　　　判定　　候　補　菌　種

候補菌種内

該当株率　（％）

48．6

48．6

2．0

0．7

極稀

極稀

Pseudomonas　glumae

Pseudomonas　plantarii

Pseu（lomonas　gladioli　pv．gladioh

Pseudomonas　gladioli　pv．undetermined

39．7

58．3

0．O

O．0

図一10．A　P　I陽性率法に基づく検索結果

　2日目に1477551のプロフィールインデックスを示す細菌を調査した結果は，以下のことを示している。P．gZ％一

襯α6とP。伽彫α痂が同レベルの高い可能性値をもっている。そして，それぞれの候補菌種は，学名を同じくする

菌種内の39．7％あるいは58．3％の株が1477551のプロフィールインデックスを持っていることを表している。また，

計算上はP，gZα伽lfに同定される可能性もあるが，その可能性は低く，しかも1477551のプロフィールインデック

スを持つ株は実在しない。

検索条件：

　　試験番号：

　　菌株番号：

MT TRP FER 、べDH URE ESC GEL P

検査年月日

培養期問：　2日

PNG　G1．U

検査担当者ニ

プロフィールインデックス：1477551

十　　　十　　　十　　　十

1．1 ARA MNE MA暮 N、へG MAL G

十 十 十 十 ㎜ 十

G藷APADI聾｛LT

＋1＋『＋
　ヨ

一CIT　PAC　OX1

十

検索結果：

候　補　菌　種 該当株率（％〉

Pseudomonas　plantarii

Pseudomonas　glumae

58．3

39．7

図一1L　A　P　Iプロフィールインデックス法に基づく検索結果

　2日目に1477551のプロフィールインデックスを示す菌種は，P．μ傭碗¢とP，8Z蹴αεだけである。そして，そ

れらは学名を同じくする菌株のうちの，それぞれ58．3％あるいは39．7％の株が示すプロフィールインデックスで
ある。
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第7章．簡易同定78

　二分法検索表に基づく簡易同定法は，「植物病原細

菌簡易同定法の試案」として1978年にはじめて公表し

た。このものはその後若干の追加・変更を加えており，

今は以下のようになっている。はじめに検索に用いる

データの取り方を述べ，次に検索手順を述べる。

1．培地の調製および検査方法

　検査に用いる主な培地と検査方法は以下のとおりで

ある。検査時期は25～28℃で培養した場合を目安にし

たものである。この温度で著しく生育の悪いものは，

その細菌の生育適温で培養する。判定は原則として所

定の時期における1回だけの検査結果によって行う。

ただし，その時に疑陽性を示したものに限り括弧内に

示す時期に追加検査を行い，その結果が陽性を示した

ものは陽性，疑陽性または陰性を示したものは陰性と

判定する。なお，経時的に観察できるもので所定の時

期以前に明瞭な陽性を示した場合は，その時点で陽性

と判定し，以後の観察を打ち切っても差し支えない。

1）．植物病原性

　植物病原性の有無は接種試験によって判定する。

2）．グラム反応

　［培地］普通寒天培地斜面。

　1検査・判定1移植後20時間，遅くとも48時間以内

の新鮮な培養細菌の1～2白金耳と3％KOH水溶液

の1滴とをスライドグラス上でよく混和する。混和液

が粘ちょうになり白金耳を持ち上げると長く糸をひく

ようになったものをグラム陰性と判定する．混和液が

粘ちょう性を帯びず，白金耳を持ち上げても糸を引か

ないものをグラム陽性と判定する。

3）．緑色蛍光色素の産生

　［培地l　KingB培地（市販品あり）斜面。Difco製

プロテオーゼペプトンNo3：20g，K2HPO4：1．5g，

MgSO4・7H20：1。5g，グリセリン：10m4，寒天：15

g，水：1，000m4，IpH：7．2，高圧滅菌。

　［検査・判定］2日，（4日〉。紫外線下で培地が黄

緑色の蛍光を呈したものを陽性と判定する。

4〉．40℃下での生育

　［培地1ブイヨン等十分に栄養価がありかつ透明に

なる液体培地。寒天培地に生育した新鮮な細菌の1白

金耳を滅菌水10認に懸濁し，その1白金耳を試験培地

に移植し，正確に40℃に調整したウオーターバスに浸

漬して培養する。

　　［検査・判定13日，（5日）。生育の有無は透過光

線下で調べ，培地が混濁したものを陽性と判定する。

5）．アルギニンジヒドロラーゼ活性

　　［培地］ペプトン：1g，NaC1：5g，K2HPO4：0．3

g，L一アルギニン塩酸塩：10g，寒天：3g，フェノー

ルレッド：0．01g，水：1，000m4，pH：7．2。培地を試

験管に分注後，さらに乾熱滅菌した流動パラフィンを

分注（深さ1～2cm）し，高圧滅菌。穿刺培養。

　［検査・判定］4日，（6日）。培地が赤色になった

ものを陽性と判定する。

6）．オキシダーゼ活性

　［培地］普通寒天斜面。

　［検査・判定11％テトラメチルパラフェニレンジ

ァミン2塩酸塩水溶液を滴下して湿らせたろ紙の上

に，1～2日間培養した新鮮な細菌を多量に線状に塗

布する。細菌を塗布後10秒以内に菌苔が濃紫色に染

まったものを陽性と判定する。

7）．集落の色調

　［培地］普通寒天斜面または十分に栄養価のある斜

面培地。

　［検査・判定］3日，（5日）。色素を産生し，集落

が着色したものを陽性と判定する。色素は黄色が多い

が，オレンジ色，ピンク色などもある。

8）．発酵性試験

　1培地］ペプトン：2g，NaCl：5g，K2HPO4：0．3

g，グルコース：10g，寒天：3g，ブロムチモールブルー

：0．03g，水：1，000m4，pH：7．1。培地を試験管に分

注後，さらに乾熱滅菌した流動パラフィンを分注（深

さ1～2em）し，高圧滅菌。穿刺培養。

　［検査・判定］3日，（5日）。培地が黄色になった

ものを陽性と判定する。

9）．炭素源の利用試験（スクロース）

　［培地l　NH4H2PO4：！g，KCl：O。29，MgSO4・7

H20：0．2g，炭素源二10g，ペプトン：1g，ブロムチ

モールブルー：0．05g，水：1，000配，寒天：15g，pH

：7．2，高圧滅菌。斜面に画線する。

　［検査・判定］3日，（5日）。細菌が生育し，培地

が黄色になったものを陽性と判定する。

！0〉．炭素源の利用試験（乳酸，L一酒石酸塩）

　［培地l　NH4H2PO4：1g，KCI　l　O．2g，MgSO4・7

H20：0．2g，炭素源：1．5g，ブロムチモールブルー：

0．05g，水：1，000認，寒天：15g，pH：7．2，高圧滅菌。

斜面に画線する。
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　［検査・判定13日，（5日）。細菌が生育し，培地

が青色になったものを陽性と判定する。

11〉．硝酸塩の還元

　1培地］0．1％KNO3加用普通寒天斜面。

　［検査・判定12日。検査試薬は30％酢酸水にα一

ナフチルアミンを0．5％加えたもの（A液〉と30％酢，

酸水にスルファニル酸を0．3％加えたもの（B液）と

を用いる。試薬A，Bを各0．5m4加える。30分以内に

赤変したものは，硝酸塩の還元は陽性と判定する。30

分後でも変色しないものには微量の亜鉛末を加える。

亜鉛末添加後数分以内に赤変したものは硝酸塩の還元

は陰性，変色しないものは硝酸塩の還元は陽性と判定

する。

12）．3一ケトラクトースの産生

　［培地］酵母エキス：1g，ラクトース：10g，寒天

：20g，水：1，000m4，pH：7．2，高圧滅菌。シャーレ

に分注して平板とし，画線培養する。

　［検査・判定］3日，（5日）。追加検査は別の培養

を用いる。培養上にベネディクト試薬（市販品あり）

を注ぎ，室温下に1時間放置する。集落の周囲に黄色

帯が生じたものを陽性と判定する。

13）．粘ちょうな生育

　［培地］普通寒天，PSA，PPGAなどの斜面。

　［検査・判定13日，（5日）。多量のスライムを生

産して生育するものを陽性と判定する。多量のスライ

ムとは，黄色色素を生産するXα窺ん倣伽αs属細菌と同

様の生育様相を呈するものを指す。

～．検索方法

　概略は図一12に示すとおりである。

　細菌学的性質の検査は何から行ってもよいが，検索

は上流から下流へと進めるものとする。はじめに植物

病原性を調査し，病原性の認められたもののみ検索の

対象とする。なお，図中に記述されている菌種は代表

例であって，例示菌種以外には存在しないというわけ

ではない。また，一般に病原性の試験結果は，多数の

細菌学的性質を調べたのと同等の価値のある情報を提

供するので，病原性（宿主範囲と病徴）から推定され

る菌種と細菌学的性質から推定される菌種とが異なる

場合には，慎重な取扱が必要である。
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