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鳗鲡赤鳍病病原菌的分离鉴定和

耐药性的研究
�

陈会 波 林阳东 翁燕玲 王 励
�汕头大学

, � ��  ! ∀ � �汕头鳗鱼养殖研究所
, � �� � � � �

提 要

从汕头地区 � 个养鳗场的患赤鳍病的病鳗中均分离到病原菌是嗜水气单胞菌��
。阳。 口。 。 ,

勺办�� 形�� �� �� ��
,

��
�‘“”

�� �
,

将有毒力的 �� 株病原菌对养鳗场常用抗菌齐」进行耐药性试验
,

结果表明
, � 种抗菌剂的 � �叭 ���

, 。

和耐药率分别是 � 土霉素 � � �
�

�傀 � � 从 ��
�

�绍 � �� 和

� �
�

�肠 �氯霉素 � � �
�

� 拼� � � �
、
� �

�

�拼� � � � 和 � �
�

� 肠 �复方磺胺甲基嗯哇�� ��� �� � �� � 口� � � � �

”� � , �
、
� �  � � � � 拼� � ”� 和 斗�

�

�� �痢特灵 � �
�

夕拜� � � �
、
� �

�

�户� � � � 和 � ,
�

� 呱
。
� 种被测抗菌

剂的平均 � �� 分别是对照敏感菌株的 � � �
·

� ,
�� �

·

� ,

�� 和 � 阮 � 倍
。

上述试验结果显示了由

于滥用药物的严重后果

关键词 嗜水气单胞菌
,

鳗鲡
,

赤鳍病

汕头地区鳗鲡 �� 材
“
���

� �� �� 耐
‘� � �� � ��� � � � ���  ! �

�� 养殖业已有 �� 多年的

历史
,

近年来得到迅速的发展
,

已经成为出口创汇的重点产业之一
。

但由于来用高密度养

殖方法
,

而又缺乏防治病害的科学措施
,

也未对鳗鲡病原菌进行较深人的研究
,

以致鳗鲡

的发病率和经济损失 日趋严重
。

赤鳍病是鳗鲡的一种常见病
,

目前治疗赤鳍病的药物有
、

土霉素
、

氯霉素
、

吠喃类和磺胺类等药物
,

由于多年反复使用这些药物
,

使病原菌产生了耐

药性
,

严重影响药效并使成鳗增加药物残留量
,

降低了产品质量
。

国外报道过鳗鲡赤鳍

病图 ,

为了更好地诊断和防治鳗鲡赤鳍病
,

评价 目前常用药物的疗效和筛选较安全
、

有效

的代替药物
,

对本地区鳗鲡赤鳍病病原菌进行分离
、

鉴定和耐药性研究是很有必要的
。

材 料 与 方 法

�� �� 年 �一 � 月先后从汕头地区 苏个养鳗场获取赤鳍病症状明显的活病鳗 � � 尾
。

试验药物 土霉素
,

华北制药厂生 产
,

粉剂 � 氯霉素
,

浙江温州制药厂
,

针剂 �复方磺胺

甲基异嗯哩
,

天心制药厂
,

针剂 �痢特灵
,

华北制药厂
,

粉剂
。

病原菌的分离 用 �� 关酒精擦洗病鱼体表
,

以无菌操作切开腹腔
,

取少量致病组织

放入盛有适量无菌生理盐水和玻璃珠的三角烧瓶中
,

置摇床摇动 � � � ��
,

作平板划线后于

�
本文承蒙中国科学院水生生物研究所潘金培研究员审阅

,

特此致谢
。

� � � � 年 � 月 � � 日收到
。
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�� ℃ 培养 �� 一 � ��
,

选取典型菌落接种斜面
。

将培养好的斜面再次纯化后
,

采用真空干燥

贮存备用
。

分离培养基 � 胰蛋白陈 � ��
,

牛 肉膏 殆
,

氯化钠 殆
,

琼脂 � ��
,

水 � � �� � �
, � �

�
�

�一�
�

� ,

巧 磅高压灭菌 �� � ��
,

冷却至 �� ℃倾注平板或摆成斜面
,

经确证无菌后贮于 �℃

冰箱备用
。

毒力试验 采用腹腔注射法
,

将试验菌接种斜面
,

于 �� ℃ 培养 �� 一 � ��
,

用无菌生理

盐水洗下纯培养物并稀释成含菌量为 � � �护个 � � � 的菌悬液�活菌计数法 �
,

吸取菌悬液

�� � 注入 � 个月龄 �体重 � �� 一 � � � � � 的健康成鳗的腹腔内 �试验鳗在注射或浸泡前置

水族箱观察 � � 以确证无病 �
,

然后移人水温为 肠一 �� ℃ 水族箱中观察
。

浸 泡 法 是 用

相同浓度的菌悬液浸泡鳗鲡 � � � ��
,

务使鳗体浸人菌液内
,

然后移人 �� 一 �� ℃ 的水族箱

中观察
。

形态观察和生理生化试验 采用毒力试验中症状明显的 �
一

�� 和 � 一
� � 两株 菌 的

�� 一� �� 培养物
,

按报道方法进行革兰氏染色
、

鞭毛染色等 形 态 观察和 生 理 生 化试

验
以一‘,��

�耐药性试验 采用两倍稀释法测定各株病原菌对 � 种供试药物的最低抑菌浓度
,

同

时测定中国科学院微生物研究所保存的嗜水气单胞菌 � ��
�

� � � 菌株的 ��� 作对照
。

除

复方磺胺 甲基异嗯哇采用无陈肉汤培养基外
,

其他药物均用普通肉汤培养
。

土霉素和痢

特灵粉剂配制后应过滤除菌
。

结 果

�� 毒力试验

从 �� 尾病鳗中分离的菌株经毒力试验有明显毒力的病原菌共 � � 株
,

表 � 列出 �� 株

病原菌的毒力试验结果
。

主要症状是 � 鳗鲡感染 � � 后
,

臀鳍局部充血
,

运动缓慢
,

不时

排出粘液性粪便 � �� 后各鳍的充血明显扩大
,

症状加重 � �一 � �
,

臀鳍
、

胸鳍和背鳍明显充

图 � 人工感染病原菌的鳗鲡赤鳍病症状

� ��
�

� � �� �� � � � � � � � � � � � ��� � �� � � � � � � � � � � � � � � ���‘� ���� �� �� � �� �

�� � � �� � � � � �
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血
,

肛门红肿
,

体表充血
,

腹部尤其明显
,

背部及两侧体表呈现斑纹状
,

解剖可见肠胃道红

肿充血
,

肝
�

脏局部淤血
,

部分鱼胆汁溢出胆囊
,

部分症状严重者死亡 �图 ��

表 � �� 株病原菌对健康成鳗毒力试验结果

� � �
�

� � � � �� ��� � � � � � � � 一� � � �� � � � �  ! � � � � �� �� � �� �

菌菌
�

株株 鳗鱼数数 发病程度度
‘

备 注注
��� � � � �� ‘‘ � � � � � ��� �� ‘�� � � � �

�
··

� �� � � � ���

����� � � � ������������������������������������������

腹腹腹腹 注注 浸 泡泡泡
������� � � � � �� � ��� �� � � � � �� �����

�������� �� � � �� �������

一一

人
一
。工工 ��� 干十 � 十 � ��� � � 十十 十十 �� 表示有明显症状并死

���

���
一
� ��� ��� 十 � ��� 十 十 十十 十表示有明显症状但木死亡亡

���
一
� ��� ��� 十 十 十 � 十��� � 十 十十 一表示无症状

, 无死亡亡

俄俄
二

1777 333 十 + +++ 十 十 十十十

人人
一
3 888 333

+ +
;
十十 十十十 + 十 十+ 十+++++

AAA
一
3 999 333

十 十 十十 十+++
+ + 十十十

AAA
一

5 牛牛 333 十 + 十十 + 十 十十十

AAA 一
5 555 33333 十 + +++++AAA

尸
7 333 333 十 + +++ 十 + 十十十

一一
_

八
一

科科 333 十 + +++ 十+ 十干 + +
_____

对对照照 333 +十 十十 十十十十十

CCC
o n t r o lllllllllll

2. 细菌培养形态及生理生化特性

病原菌 ls 一20 h 培养物为单个或成双的短杆菌
,

直径 0
.
, 一0

.
7那m ,

长 1
.
0一2.2 环 m

,

中轴直
,

两端圆形
,
极生单鞭毛(图 劝

。

革兰氏染色阴性
,
琼脂平板菌落圆形

,

中央微凸
,

表面光滑
,

边缘整齐
,

略带乳白色
,

培养 24 h 菌落直径为 1一1. 3m m
,

48
h 后增至4一sm m

。

琼脂斜面生长丰满
,

线形
,

扁平突起
,

表面光滑
、

湿润
,

边缘整齐
,

略带乳白色
。

半固体培养

霏巍巍蒸:;:寥蔫默裁
⋯

蕊哭

图 2 鳗鲡赤鳍病病原菌的极生单鞭毛
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含 7
.
5多 氯化钠营养液中不生长;对弧菌素(o/129)不敏感 ;不产生水溶性褐色素;不发酵

甜醇
、

鼠李糖
、

木糖
、

肌醇
、

阿东醇
、

丙二酸盐
、

粘酸盐
、

蜜三糖
、

纤维二糖
、

乳糖和山梨醇;果

胶酶
、

D N A 和 R N A 酶
,

吐温 80 脂酶
、

连四硫酸还原酶
、

氧化酶和过氧化氢酶阳性 ;水解

淀粉 ;液化
一

明胶 ;赖氨酸脱竣酶
、

鸟氨酸脱梭酶
、

色氨酶和苯丙氨酸脱氨基酶和腺酶试验阴

性 ;发酵半乳糖
、

水扬营
、

蔗糖
、

甘露醇
、

海藻糖
、

甘油和糊精 ;不降解肌醇
、

丙二酸盐
、

粘酸

盐和 D 一酒石酸盐 ;O N P N
、

叫睬和 V 一 P 试验阳性 ;水解七叶昔; 在 K C N 培养基中能生

长;能利用 L 一组氨酸
、

L
一
精氨酸和 L

一 阿拉伯糖 ; 能从半胧氨酸产生 H ZS 气体; 能以 D -

核糖
、
D

一

半乳糖
、

D
一

葡萄糖
、

D
一

麦芽糖
、

D
一

海藻糖
、

D
一

葡萄糖酸盐
、

唬拍酸盐
、

延胡索酸

盐
、

D L
一

甘油酸盐
、

甘油
、
D

一

甘露醇
、

L

一

天门冬氨酸盐和 L 一

谷氨酸盐作唯一的碳源
。

表 2 和表 3 总结了 A 一

01 菌株部分生理生化特性
,

并与运动气单胞菌群和嗜水气单

胞菌模式种的特征进行比较
。

根据病原菌的形态
、

毒力试验和生理生化特性
,

对照伯杰

氏分类系统细菌学手册的部分内容
,

证实分离到的病原菌是嗜水气单胞菌 (A
。; 口m 口

na
,

h y d r ‘,
P h i l

a

(
C h

e s t e r

)
S t a 示er)

〔41 0

表 Z A 一
0 1 菌株与运动气单胞菌群特性的比较

T ab
. 2 C om Parision of the eha raeteristies 5train A 一

0 1 a n
d m

o t
i l

e A e r o 勿
o n a s sP e e ie s灵一

⋯
特 性
C h araeteristics

氧化酶

硝酸盐还原亚硝酸

赖氨酸脱梭酶

鸟氨酸脱装酶

精氨酸脱氢酶

色氨酸苯丙氨酸脱氨 基酶

豚酶

水解淀粉
、

明胶 ,
D N A 和 R N A

吐温 80 脂酶
sim m on , s 柠檬酸盐琼脂

C h risten “e n ’s 柠檬酸盐琼脂

无N aCI 的蛋白膝水中生长

O N P N 试验

发酵麦芽糖
、

半乳糖和 海藻塘

发酵纤维二糖
、

乳塘和山梨醇

发酵卫予醇
、

鼠李糖和肌醇

木糖
、

蜜三糖和阿东醇

降解丙二酸
、

粘酸盐和 D 一

酒石酸盐

发酵甘油

连四硫酸盐还原酶

运动气单胞菌群
M o tile A ero解o n

a s s P ec ie s
A

一
0 1 菌株

Star左n A 一
0 1

十

{

」

十

+
一

}

十

d } 一

十

十

十

十

十

十

十
‘

十
以

十

十

+

十

味阳性 ( P
。5

i
t
i
v e

)
; 一阴性 (Ne

gativ e);d 部分菌株阳性
, 部分阴性 (p

ositive in som e strains w hile n e-

g ativ‘, i
n o t

h
e r s

)
; b 有异常菌株 ( W i

th abn orm al strains)

3
.
耐药性试验

将 87 株病原菌对土霉素
、

氯霉素
、

复方磺胺 甲基异嗯哇和痢特灵的最低抑菌浓度的

数据进行归纳整理 (表 4)
。

总结了 , 个养鳗场病原菌对 4 种常用药物耐药性的数据 (表
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5)
,

并与敏感菌作了比较
,

结果表明各养鳗场赤鳍病病原菌耐药性已十分严重
。

表 3

T ab
.
3 C om p ari, i

o n

A
一
0 1 菌株与 A

.
h y d r o p h 旅a 模式菌株特性的比较

of the eharacteristies of strain A 一 0 主 a n d ty p e str A
.
h夕d r oP 无玄la

特 性
C h araeteristies

运动性

液体培养基中形成单鞭毛

液体培养基中形成丛生鞭毛

成对
、

链状
、

成簇的球杆菌

单个
、

成对的杆菌
、

产生水溶性的褐色素
_

在 37 ℃ 肉汤培养基中

在含 l% 陈水中产生吼噪

水解七叶昔

在 K C N 培养基中

利用 L 一

组氨酸和 L 一

精氨酸

利用 L 一 阿拉伯糖

发酵水杨昔

发酵蔗搪
一

发酵甘露塘

降解肌醇
V
.
P 反应

从半胧氨酸产生 H 25

从葡萄糖产气

T y p

黔豪黔ff.(篡溉
, , 。 A

一
0 1

S
t r a

i
n

菌株
A 一

0 1

aln甲|士
‘

|

!

|

l

|

l|
|l
|
|

|

+

}

+

十 1 十

十

十

+

十

+

十

十

十

+

十

+

十

+

十

十

十

+

十

十

+

讨 论

1. 从病原菌对 4 种抗菌剂耐药性研究结果分析
,

病原菌对常用抗菌剂耐药性发展已

十分严重
。

耐药率范围从 42
.
5一90

.
9多

,

平均总耐药率为 69
.
4多

。

从表 5 来看
,

4 种抗菌

剂似乎失去了治疗作用
。

但病原菌对上述药物耐药程度相差较大
,

氯霉素的总耐药率达

90 .7 多
,

M
I C

g。

是 500 群g
/ m l

,

是对照菌的 打7 倍
,

似应停止使用
。

土霉素的 M IC , 。

是

250声g
/ m l, 在大多数养鳗场没有疗效

。

表 4 结果表明
,

4 种药物在各养鳗场差别也较大
,

有的药物效果较好
,

有的较差
。

值得注意的是
,

复方磺胺甲基异嗯噢的耐药率看上去似乎

较低
,

但因耐药指标定得高
,

M
lc 的平均值太高

,

在正常投药量远远达不到抑菌浓度
,

因

此疗效仍然不佳
。

2. 毒力试验中使用的菌悬液浓度为 1 x 10
,

个/m l
,

这个数据是经过实验后确定的
。

因为菌悬液的浓度太高
,

毒力太大
,

腹注或浸泡后常使鳗鲡在 1d 左右时间死亡
,

外部症

状表现不典型
,

而浓度太低
,

且发病时间较长
,

症状表现不典型
,

并且延长了试验时间
。

只

有采用适当的浓度
,

才能获得较理想的实验结果
。

3

·

自然界耐药菌的起源是基因自发突变的结果
,

它与抗菌药物的使用没有关系
,

但在

同一地点长时间反复使用抗菌药物
,

使敏感菌株被抑制而耐药菌却大量繁殖
,

加上耐药质

粒具有传染性
,

高密度鳗鲡养殖是耐药基因传播的良好环境
,

因而使水产用药很容易出现
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严重的耐药性
。

因此合理用药
,

有计划地交替使用药物
,

筛选多种水产用药
,

发展免疫诊

断
,

免疫防治的新技术新方法可能是解决鳗鲡病原菌耐药性病害的有效途径
。
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