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摘 要 � � � � 年下半年福建省龙海市许多养鱼场发生一起以出血为主的家养鱼暴发性传染病
,

对其进行了病原分

离鉴定
。

通过常规细菌学鉴定和应用 � � � 全自动鉴定系统
,

从濒死的维鱼和罗非鱼的实质性脏器中各分离出 � 株

迟 缓爱德华氏菌 �� 流。心、“翻 白心�� 同时还从鳞鱼中分离出 � 株弗氏构椽酸杆菌 �� ��� �’� ,� �� ��
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。

用这

些菌人 「感染小鼠和健康鱼
�

表明这些菌对小鼠有极强的毒力
�

对鱼表现出与自然发病鱼类似的病症
�

并回收到

与接种菌一致的细菌
。

选择敏感性高的环丙沙星
、

氟呱酸
、

菌必治交叉使用
,

同时搞好周围环境卫生
�

有效地控

制 �
一

病情
。
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迟缓爱德华氏菌是肠杆菌科爱德华氏菌属中唯

一感染 /\致泻和其它疾病的细菌
,

也能引起贝类
、

两

栖类
、

爬行类
、

鸟类
、

哺乳动物等多种动物的感染
,

是一种重要的人兽共患病原
。

随着我国水产养殖业

的 日益发达
,

该病的危害也 日显突出
,

近几年相继

报道发病的有鳗鲡
、

牛蛙
、

中华鳖
、

牙虾等[l
‘一 5」

。

2 0 0 3

年下半年以来
,

由于持续高温少雨
,

福建省闽南一

带养殖场出现
一

种以出血为主的家养淡水鱼鱼病
,

该病发病急
、

死亡率高
,

是 一种急性暴发性传染病
。

9 月中旬
,

福建省龙海市许多淡水养鱼场同时暴发

此病
,

以鳃盖骨附近
、

腹壁
、

鳍和肛门 口 出血最为

严重
,

死亡率很高
,

其中一家养殖近 10 万 k g 的养

鱼场
,

每天死亡的鱼达 500 k g
,

到送样化验时已经

死 亡 1 万多 kg
,

并有加速死亡的迹象
,

损失惨重
。

经

实验室化验
,

从濒死的鳞鱼和罗非鱼的实质性脏器

中 各分离 出 l 株迟缓爱德华 氏菌 (E dt ,)a l.d .cl el la

收稿 日期
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八, ,
一

故
、
)

.

同时还从鲤鱼中分离出 1 株弗氏构株酸杆

菌 (‘
、
, z 厂 ‘,乃a 〔、。,

一

fl

,

e
: 、, Z

d
, ,

)
。

现将研究结果报告 如下
。

材料与方 法

1.1 鉴定仪器和试验材料

自动微生物检测系统 (V IT E K
一

J R 3 。) 为美国

B ioM E R IE U X 公 司制 造
,

鉴 定板 为 美国 进 口 的

J1 3ZK 革兰氏阴性菌种鉴定卡 (G N I); 培养基
、

微

量生化管和新药敏试纸为浙江省杭州天和微生物试

剂有限公司的产品 ; 试验鱼采 自厦门市集美区某健

康养鱼场
,

罗非鱼
、

鳞鱼各 40 尾
,

每尾体重约 40 一

70 。
。

试验前饲养观察 Z d
,

证实健康无异常后用于

感染试验 ; 试验小鼠来 自本局实验动物饲养室
,

2 。

只
,

N H 纯系
,

每 只重 20一咒 g
,

饲喂 7 d 无异常后

进行动物毒力试验
。

1

.

2 患病鱼发病情况

2003 年 9 月 仁旬
,

福建省龙海市许多养鱼场饲

养的罗非鱼
、

醚鱼
、

彩虹绸等相继发病
,

发病期间

用土霉素等抗生素治疗
,

但没有收到预期的效果
。

此

次饲养鱼发病急
、

死 亡率高
,

某一发病严重的饲养

场
一

天死亡鱼高达 50 0 多 k g
,

给养殖户造成巨大的

经济损失
。

发病鱼主要临床症状和剖检病理变化为
:

鳞鱼头部
、

眼球周围
、

鳃盖骨
、

前腹鳍
、

腹部
、

肛

门等处严重出血
,

肝脏肿大
、

坏死
、

质地变脆
、

腐

烂
,

腹腔腹壁与内脏器官粘连
;黑罗非鱼眼球突出

,

肛门肿大
,

胆肿大
,

肝变性坏死
,

脾肿大充血
,

有

些还有纤维素性炎症
,

致使腹壁与内脏粘连
; 彩虹

绸头部
、

鳃盖骨
、

尾部
、

各鳍条严重出血
,

肛门突

出
.
肝脾肿大出血

,

肝变性坏死
、

呈大理石花纹状
,

肠道出血
,

体表严重出血
,

鱼鳞脱落
,

尾部至尾鳍

严重出血
,

肝肿大
、

质地变脆
,

部分鱼眼球突出
、

浑

浊
。

大部分发病鱼临死前有转圈的神经症状
。

1

,

3 养殖鱼病原分离和组织研磨液的提取

取 3 个临近发病养鱼场的濒死罗非鱼
、

鳞鱼和

彩虹绸
,

用酒精消毒体表后无菌操作取病鱼的肝组

织
,

接种于普通营养肉汤
,

37 C 培养 2理h
,

肉汤呈

均匀浑浊
,

然后将此含菌肉汤分别接种 D H I
J
琼脂

平板和普通营养琼脂平板
,

37 C 培养 24 h 后
,

可见

彩虹绸和罗非鱼在 D H L 琼脂平板长出梭形的浅棕

色菌落和不产 H
ZS 圆形的灰 白色菌落

,

普通营养琼

脂平板产乳 白色的两株大小菌落
,

较大菌落定为

F.J o 39 12 1
,

较小菌落定为 FJ (〕3 9 1 2 2 ;维鱼在 D H L 琼

脂平 板长 出中问产 H 多 的红 色菌落 和中间产 I迅S

的灰日 色菌落
,

普通营养琼脂平板产乳白色
一

大

小两种菌落
,

较大菌落定为 F Jo 39123
,

较小菌落定

为 FJ03 91 2斗
。

同时将接种后的肝组织研磨
、

匀浆
,

5 () 。o :
·

m ill

一 ‘

离心 10 m ill
,

取上清液过滤除菌
,

用

于病毒感染试验和电镜观察
。

1

.

左 分离菌常规鉴定

挑取上述分离的 1 株细菌
,

进行染色镜检
,

同

时接种普通营养琼脂平板进行纯培养
,

3 7 C 培养 24

}:后接种于三糖铁琼脂 (T SI )
、

赖氨酸
、 一

甘露醇及邻

硝基吠喃半乳糖普 (O N P G ) 1 支管
,

3 7 C 培养 24

l飞16
,

7 」
。

1

.

5 分离菌鉴定系统鉴定

将 上述分离的 4 株细菌接种 f 普通营养琼脂平

饭
.
进行纯培养后用 自动微生物检测系统 (V l l- E K

-

.
!R 3。) 和美国进 日 JI 32 K 革兰 氏阴性菌种 鉴定 长

(( 妥N l) 进行鉴定
。

1

.

6 病毒感染试验

取 1
.
3 中的肝脏研磨除菌滤液

,

用无菌生理盐

水 稀 释 5 倍 后 加 入 双 抗 (青
、

链 霉 素 500

IU
·

m l
一’

)

,

置 4 C 冰箱过夜
,

然后腹腔注射健康罗

非鱼和鳝鱼各 4 尾
,

每尾 0
.
5 m l

,

同时对照组注射

无菌生理盐水
。

随时观察和记录试验鱼发病及死亡

情况
。

1

.

7 细菌毒力试验

将 仁述 4 株菌株接种普通营养肉汤
,

37 C 培养

18 h ,

然后腹腔注射小白鼠
,

各 在只
,

每只剂量为 。
,

3

m 1( 细菌浓度大约为 2
.
1只 10

,

个
·

m l

一 ’
)
;对照组注

射无菌 肉汤
,

4 只
,

每只 。
.
3 m l

:
随时观察和记录小

白鼠发病及死亡情况
。

1

.

8 细菌致病性试验

将 曰上4 株菌株接种于普通营养肉汤
,

37 C 培

养 24 h
,

然后腹腔接种鳞鱼和罗非鱼
,

每尾剂量为

0
.
5 m l( 细菌浓度大约为 2

.
1汉 10

9
个

·

m l

一 ’
)

,

对照

组接种元菌肉汤
。

随时观察和记录试验鱼发病及死

亡情况
。

1

.

9 细菌药敏试验

将上述细菌肉汤培养液分别均匀涂抹在普通营

养琼脂平板
_
L

,

然后将药敏片按七孔梅花型均匀粘

贴于营养琼脂平板上
,

37 C 培养 2理一 48 h
,

用厘米

直尺测量药敏纸片的抑菌圈直径大小
。

2 结果与分析
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2
.
1 分离菌培养特性 板进行纯培养时 FJ o 39122 变为不产 H 多 圆形的灰

从不同养鱼场的罗非鱼
、

维鱼和彩虹绸肝中分 白色菌落
,

F J
o 3 9 1 2 3 为中间产 H

ZS 的红色菌落
。

由

离到 4 株细菌 (即 FJo3912 1
、

F J
o s 9 1 2 2

、

F J
o 3 9 1 2 3 于 F Jo3 9一2 1 对鱼和小白鼠无致病性

,

所以病原菌为

和 F Jo 39124 )
,

选取单个菌落用普通营养琼脂平板 F J0 39 12 2
、

F J
o 3 9 1 2 3 和 FJo39 124

。

进行纯培养
,

发现其中有 2 株细菌 (即 FJo 39122 和 2
.
2 分离菌菌体形态和分离菌四管法检测结果

FJ O39124) 生长缓慢
,

37 C 培养 24 ~ 48 h 才长成直 经革兰 氏染色镜检
,

3 株病原菌均为革兰 氏阴

径 。
.
5 ~ 1

.
0 m n :的圆形

,

呈灰白色
、

湿润
、

表面光 性无荚膜无芽胞短杆菌
。

分离菌检测结果见表 1
。

滑隆起的小菌落
,

F J
0 3

91 21 为梭形的灰白色菌落
,

2

.

3 鉴定系统测定结果

FJ o39123 为 37 c 培养 2花 h 较大的圆形
,

呈灰白色
、

自动微生物检测系统 (v IT E K
一

J R 3
0) 检测的结

湿润
、

微隆起的菌落
。

D H L 琼脂平板培养
,

F J
o 3 9 1 2 1 果与四管法鉴定结果一致

,

即 FJo3 912 2
、

F J
o 3 9 1 2 4

为梭形的浅棕色菌落
,

F
J

o 3 9 1 2 2 和 F J0 39 124 为中 为迟缓爱德华氏菌 (野生型 )
,

FJ
0 3 9 1 2 3 为弗氏构椽

间产 H 多 圆形的灰白色菌落
,

但再用 D H L 琼脂平 酸杆菌
,

F J
o 3 9 1

21 为不确定菌
。

检测结果见表 2
。

表 l 四管法检测分离菌结果

Table 1 D eteetion of iso.ated baeteria in the diagnos tie m ethod 一
“
F
o . r

l

’

。映
s ”

L M A

菌 株 1
’

底 S 斜 H :S 甘露醉 O N P G
赖氨酸 动 力

判 定

+一十++++

十十

F J ()39 12 1

F J 03 9 12 2

F了03 9 12 3

F J()39 1 2 4

,

+

十

+

十

斗
-

不能确定

迟缓爱德华 氏菌

弗氏构除酸杆菌

迟缓爱德华 氏菌

表 2 4 个分离菌株的 V IT E K
一

J R 30 系统检测结果
rl’a b l

e

2
T h

e
d

e
t

e
e

t i
o n

r e
s
“
l t
s o

f 4 1
5 0 皿a te d b a e te r ia str a in s in V IT E K

一

J R 3 0 s

ys
t e m

特 性
菌 株

特 性
菌 株

F j039121 F J039122 F J039123 F J039124 F J039]21 FJ039122 F J039123

+

F J039124

十十+十十+十十+十++

+十

十十一一+十一+十

十一一十

十十

十+

葡萄糖发酵

葡萄糖氧化

阳性生 长控制

蛋白月东3t)00

多漆杆 菌素

苯丙氨酸

植物尿母

阿拉伯糖

福寿背醇

丙二酸盐

植物蜜糖

七叶树素

麦芽糖

甘露醇

鼠李搪

木质糖

构椽酸

香豆酸

精氨酸

醋硫胺

硫化氢

赖氨酸

山梨醇

O N PG

鸟氨酸

氧化酶

尿素

肌醇

乳糖

蔗糖

+一一++十

2
.
4 分离菌毒力和致病性试验结果

接种分离菌 FJo39122
、

F J
o 3 9 1 2 3 和 FJo 39 124

的小白鼠在 2通 h 内相继死亡
,

剖检从死亡鼠肝内分

离到与接种菌一致的细菌
,

说明这 3 株细菌的毒力

较强
,

而接种 FJ039121 和对照组小白鼠连续观察

15 d 仍然健活
,

说明 FJ o 391 21 无致病力
。

而接种鱼
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连续观察 10 d
,

急性死亡的症状和病变不明显
,

发

病较缓的症状和病变较明显
,

有的头部
、

眼球周围

出血
,

有的鳃盖骨
、

前腹鳍出血
,

有的腹部
、

肛门

严重出血
,

有的以上症状全有
,

还有的仍然存活
。

剖

检死亡鱼
,

可 见有的肝脏呈土黄色
,

有的肝有坏死

和出血点
,

还有的腹水严重
,

并从死亡鱼肝中分离

到与接种菌一致的细菌
,

而对照组和 FJ O 39121 组鱼

均健活
。

鳝鱼全部死亡
,

说明鳞鱼对这些细菌的敏

感性较强
。

3 株细菌
,

以弗氏构椽酸杆菌的毒力最

强
,

而 FJ 0 3912 4迟缓爱德华 氏菌毒力较 FJ o3 9122

迟缓爱德华氏菌强 (表 3)
。

2 5 病毒感染试验和电镜观察

用濒死鱼内脏组织研磨除菌滤液接种健康鱼
,

连续观察 2 周
,

试验组和对照组鱼均未发现异常
。

将

3 个鱼场的 3 种濒死鱼内脏组织研磨除菌滤液
,

共 9

份样进行了电镜负染观察
,

未见病毒颗粒
。

说明这

次 鱼发病死亡主要是 由于细菌感染和环境因素引

起
,

而不是由病毒引起
。

2. 6 致病菌药敏试验

F Jo 39122
、

F J
o 3 9 1 2 3 和 F Jo 39124 三株病原菌

对抗菌药物的敏感性大体一致
。

它们对环丙沙星
、

氟

呱酸
、

菌必治
、

卡那霉素
、

先锋必敏感性较高
,

对

链霉素
、

复方新诺明
、

新霉素
、

痢特灵次之
,

而对

新生霉素
、

利福平和青霉素则敏感性较低 (表 4)
。

表 3 分离菌的致病力试验

T ab.e 3 Pa止h o g e n ic e X p e r im e n ts o f is 0 la te d b a c te r ia s tra in s

接种鱼数
(尾)

死亡鱼数 〔尾)

接 种细菌 鱼种
第 l d 第 Z d 第 3 d 第 里〔

1

气d 后仍健活

(尾)

死亡鱼总数

(尾)

死亡率
‘写)

FJ‘13 9 1 2 1

F J O 3 9 1 2 2

鳞鱼

罗非鱼

鳞 鱼

罗非 鱼

鳞 鱼

罗非鱼

鳞鱼

罗非鱼

鳞鱼

罗非鱼

鲤鱼

罗非鱼

100

50

F J又) 3 9 1 2 3
1 0 0

I匀

F j
() 3 9 ] 2 1

1 0 0

5 0

F J〔)3 9 ] 2 3 + F J 0 3 9 1 2 4

0 4 1 0 0

1 3 7 5

4 0 0

肉汤对照组

表 4 3 个分离菌株对抗菌药物的敏感性

Table 4 The sensit云, 诬ty o f 3 is o la te d b a e te r ia s tr a in s to a n tib io tic s

仁那霍 素

先锋必

全「霉 素

硬 方新诺明

新毒素

链霉素

丁胺 长那

1
.

2
.

O

2
.

2
.

2
.

l

先锋 v

痢特灵

氨节青霉 素

利福平

新生霉素

青霉 素

抑抑制直径(
eol)))

约约 石 一
-

一

—
—_

___

FFFJ039122 FJ039123 FJ039124



第 理期 孔繁德等
:
福建家养淡水鱼暴发 传染 病的细 菌分离鉴定与防 治

2 17

2
.
7 治疗

选用环丙沙星
、

氟呱酸和菌必治交叉拌在饲料

中投喂 ; 同时
,

一 方面对养鱼场周围的猪场下水道

进行改道排污
,

不直接排到养鱼场
,

另一方面用清

洁山泉水同时加入 消毒灵逐步更换鱼场的水
。

这些

养鱼场的鱼的病情很快得到控制
,

连续饲喂 1 周
,

鱼

场存活的鱼基本康复
。

3 小结 与讨论

3.1 根据病鱼临床剖检
、

细菌分离鉴定
、

药敏试验
、

毒力和致病性回归试验和防治试验等
,

证明这次家

养淡水鱼暴发的急性传染性病原是 由迟缓爱德华氏

菌和弗氏拘稼酸杆菌共同感染引起的
。

而且均从同

一只濒死彩虹绸
、

罗非鱼体内分离到弗氏构椽酸杆

菌和从同 一只濒死维鱼体内同时分离到迟缓爱德华

氏菌和弗氏构徐酸杆菌
。

3

.

2 E

.

t “ ,
一

d

a

和 C
.
介。‘, , d

, ,

是
一

种分布广泛的肠

道菌
,

很多研究者认为
‘

它们是
一

种条件致病菌
,

只

有 当动物生理功能紊乱或水质恶化 时才 会诱发疾

病阁
。

2 0 0 3 年下半年福建省经历了几十年未遇的旱

灾
,

持续高温少雨
,

加 卜福建省龙海市养鱼场周围

养猪场较多
.
污水未经处理直接排到养鱼场

,

造成

水质污染严重
,

而且养鱼场养殖鱼的密度较高
,

因

此龙海市许多养鱼场出现 了这种以出血为主
、

发病

急
、

死亡率高的急性暴发性传染病
。

说明本次饲养

鱼大面积发病死 亡除 了 E
.
, a

rd
。 和 c. fr eu

, ,
dl

,

的

致病作用外
,

还与环境持续高温少雨
、

饲养密度高
、

水体受猪粪污染
、

鱼机体抗病力降低等多种因素的

综合作用有关
。

3

.

3 目前
,

关于 E
.l、

一

d

“

和 C
.
介。扭d

, ,

的致病机

理的研究尚处于起步阶段
,

E

.

匆心
a 已报道的一些

致病相关因子有血凝素
、

溶血素
、

载铁体
、

粘附素

和侵袭素等
。

国内外许多研究报告指明 E
.
,
a) 讨

‘2

的

重要致病因子是能产生溶血素
,

而 H os h ina叫认为

乙 ta rd 。 起致病作用的主要为内毒素
。

U l l
ah 等亡‘。,

报道 E
.
la 厂d

a
能产生外毒素

,

该毒素能使兔皮肤发

生坏死 ;s u ;。r a p t o 等仁“ J报道感染日本鳗和 比目鱼的

E
.
,
u)

一

d

“

同时存在内毒素和外毒素
;葛艳等〔’习对 28

株 E
.
勿rd’

,

的 溶 血 性 进 行 了 检 测
,

结 果 提 示

E
.
, ‘, ,材。

能产生两种类型溶血素
,

即细胞结合型溶

血素和胞外溶血素
,

并推测溶血素是
一种不耐热蛋

白样物质
.
但 E

.l* 口“ 究竟有几种溶血素
,

产生何

利
‘

幸容血素
,

是否有菌株特异 比
,

有待进 一步研究 ;高

大庆等L
‘3

一

‘弓
j认为 石

.
1。

rd
。 至少存在两种溶血素

,

其

济血活性受环境影响表现不同
,

同时还发现新的溶

血素相关基因以单拷贝形式存在于一部分 石
.
扭

,
一

da

菌染色体 仁
,

这部分 E
.
,。

一

d

。

菌表型既有溶血
,

也

有不溶血
。

而且存在溶血相关基因且
.
有溶血表型的

E
.f。 ,

一

d

。

株大都对人致病
。

葛艳等翻6J同时还对 绍 株

艺
.
勿

,
一

d’l 胞外产物 (E C P ) 的致病性进行 J
’

研究
,

证

实 E C P 的细胞毒性与动物致病性平行
,

说明是一 种

毒 力 因 子
.
并 可 能 是 不 耐 热 蛋 白样 物 质

。

而

C
.
为

。 l‘, ,
d

, ,

中某些菌株对引起腹泻 可能有作用
,

通

过动物实验证明它具有较强的毒力
,

本研究也证明

了 这 点
,

因 此 对 此 细 菌 不 容 忽 视比
一洲

。

但

C
.
为。

, , ,

价
,

可能的毒力因子未见报道
,

值得进 一步

研究
。

3

.

4 迟缓爱德华氏菌病是 一种慢性病
,

长年均可发

生
,

具有病程长
、

潜伏期长的特点
,

引起的总死 亡

率不太高
,

但死 亡时间长
,

累积死亡率较高
。

若遇

上天气等环境因子剧烈变化
,

则易引起暴发性死亡
。

动物致病性试验也证明 了这
一

点
,

试验结果表明
,

用

腹腔注射迟缓爱德华 氏菌对小鳞鱼的致病力较强
,

而小罗非鱼则敏感性较低一些
。

要预防和控制疾病

的发生
,

首先要选质量有保证的饲料和干净的水质
,

其次要尽量保持周围环境的卫生
,

避免外来污染物

质带入感染鱼场
。

在气温变化剧烈的季节
,

注意提

高养鱼场水位
,

以保持水温相对恒定
。

3

.

5 虽然使用抗生素有效地控制 了这次病情
,

但多

次使用同类抗菌素药物容易引起鱼类病原菌产生耐

药性
, 一

导致防治无效口」
。

此外
,

抗生素在鱼体内残

留
,

以及对水环境造成的直接污染
,

在国际上早成

了公共卫生上所关注的重大问题
。

抗生素残留也越

来越成为各国之间贸易技术壁垒的有利武器
。

应尽

早通过改善周围环境卫生
,

重在预防来避免鱼体发

病
,

这对人类赖以生存的整个生态环境的保护至关

重要
。

为此开发高效疫苗成 r 当务之急
,

E

.
l。材“ 的

疫苗 目前还处于研究阶段
,

过去多侧重于全菌疫苗
,

而提取细菌的有效成分是当今疫苗研究的热点
。

黄

新新t
之2 之3」等研究 了E

.
Ia 厂
峨

,

的 o M P 沙卜膜蛋 白) 的

免疫学特性
,

结果由它诱导产生的抗体具有很强的

杀菌活性和提供相当程度的小白鼠被动保护
。

因此

O M P 作为重要的有效保护性抗原
.
已在许 多其它

细菌中得到证实
,

并
一

致看好它作为亚单位疫苗的

潜力
,

这对保护生态环境也具有重要意义
。

而熊清

明等如二研究表明
,

E C P 、胞外产物 ) 对同源及异源
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菌株的攻击均有不同程度的保护力
,

显示 E C P 也为

E
.
Iu ,

一

汰
,

的重要保护性抗原
。

3

.

6 石
.
la 心
a 为人兽共患菌

,

可在脑膜炎
、

腹膜炎
、

败血症
、

菌血症等相应标本中检出
,

近年来国外该

菌引起腹泻 日渐增多
,

特别是在发展中国家和热带

地区
,

而国内大多为零星报道
。

虽然该菌为条件致

病菌
,

但对动物仍具有较强的致病性
,

对 人也有导

致死 亡的报道仁2幻
。

因此
,

加强对该菌的预防和检测

具有重要的公共卫生意义
。
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