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牛蛙爱德华氏菌病病原菌的

鉴定和致病因素的研究

肖克宇 黄志坚 金燮理 舒新华 陈可毅 江为民
(湖南农业大学水产系

,

长沙 4 1 0 128)

摘 要 从患爱德华氏菌病的牛蛙肌肉
、

肝
、

肾
、

血液和腹水中分离到 8 株细菌
,

根据其形态

和生理生化特性鉴定为野生型迟钝爱德华氏菌
。

人工感染实验均为该病的病原菌
,

毒素检测试验表

明
,

致病因素主要是内毒素而不是外毒素
。

分离菌株的主要特性为杆状
、

革兰 氏阴性
、

周生鞭毛
、

兼

性厌氧
。

接触酶
、

甲基红试验和硝酸盐还原均为阳性
。

在三糖铁琼脂上产 玩s
。

氧化酶
、

丙二酸盐

利用
、
V

.

P试验
、

明胶液化
、

尿素酶
。

苯丙氨酸脱氨酶为阴性
。

分解葡萄糖
、

甘露糖
、

麦芽糖
,

产酸产

气
,

不利用甘露醇
、

蔗糖和阿拉伯糖
。

关键词 牛蛙
,

爱德华氏菌病
,

迟钝爱德华氏菌
,

致病性
,

生物学特性

牛蛙在人工养殖过程中
,

细菌性疾病对其危害最为严重
,

国内已先后报道 了由嗜水气单胞

菌引起的红腿病 [严爱莲等 19 89 ]
、

腹水病【贺 路等 199 5」以及脑膜炎脓毒性黄杆菌引起的疾

病 [陈耀明 1994 ]
。

近几年内
,

湖南省一些牛蛙养殖场流行一种新的传染病
,

患病蛙大量死亡
,

造成了较大的经济损失
。

1993 年 9 月 一 199 4 年 1 月
,

长沙市郊区某牛蛙养殖场流行该病
,

病

蛙主要表现为腹部滕胀
,

皮肤充血或点状出血
,

肝
、

肾肿大
、

充血或出血
、

坏死
。

我们对其进行

了较系统的研究
,

确诊为爱德华 氏菌病
。

本文主要报道该病原菌的分离
、

致病力和生物学特性

等结果
。

1 材料和方法

病原菌检定

1
.

1
.

1 病原菌分离

先后 2 次从病蛙场各取病蛙 5 只
,

以无菌法从肝
、

肾
、

心血
、

腹水和红皮下肌 肉取材
,

在营

养琼脂平板上划线接种
,

于 28 ℃恒温箱中培养 36 小时
,

选取单个菌落进行纯化
,

用于鉴定和人

工感染等试验
。

1
.

1
.

2 病原菌鉴定

按中国科学 院微生 物研究 所细 菌分类组仁19 78 」
、

林万 明 〔19 85 年 中译本」和韩 文瑜等

[ 199 2 ]所述方法进行
,

根据伯杰氏细菌鉴定手册第九版的分类方法鉴定到种和型
。

1
.

1
.

3 致病力检测

试验牛蛙来源于湖南农业大学实验农场牛蛙养殖专业户
,

部分购于市场
。

供试蛙在水族

收稿 日期 : 1卯5 一 10 一
以
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箱 中饲养 2 天无异常后分组进行感染试验
,

试验期 间水温控制在要求范围之内
。

将分离菌接

种于营养琼脂培养基
,

28 ℃培养 18 小时后用无菌生理盐水配制成各感染组所需菌悬液
,

并测

定其浓度
,

按下述方法作感染试验
。

注射感染
:
将一定浓度 的菌液经腹腔注射

、

皮下注射和肌肉注射途径分别接种试验牛蛙
,

并按 R ee d M o en eh 法计算皮下注射和肌肉注射的半致死量
。

浸浴感染
:
将供试牛蛙用两种方式浸浴

。

一种是在 牛蛙后肢皮肤上人为创伤后放人菌液

浸浴 ;另一种是将未损伤皮肤的牛蛙作同样浸浴
。

浸浴的菌液浓度均为 1 x 10a 个 / 1llL
,

浸浴时

间为 24 h
,

然后移人清水中饲养
。

口服感染
:
采用两种方式进行

。

一种是将膨化饵料浸沽菌液后人工喂人 口腔 ; 另一种是用

接磨 口针头的注射器将菌液注人 口腔
。

病原菌回收与重复感染
:
将注射感染致死牛蛙重新分离病原菌

,

再将其接种健康牛蛙
,

以

证实病原性
。

1
.

2 致病因素检测

1
.

2
.

1 实验感染病蛙血清中内毒素检测

从人工感染后有典型症状的濒危蛙心脏采血分离血清
,

然后将血清经酸化法预处理 [韩文

瑜 l卯2」后
,

测定内毒素
,

赏试剂和标准内毒素 由湛江中美生物有限公司出品
,

赏试剂 的灵 敏

度为 0
.

2 5 E[ 刀 n il
。

测定是采用单次试验管在 37 土 l℃水浴中进行
。

1
.

2
.

2 菌体破碎物的致病性检测

按孙其焕等〔199 1] 方法进行
。

将供试分离菌在普通营养琼脂平板上培养 24 h
,

用无菌生理

盐水洗下
,

制成浓菌液
,

加人经清洗后干热灭菌的铝钮土 (A 103 )
,

在研钵中用力研磨 35 ~ 离

心处理两次 (每次 巧~
,

转速为 3 以X ) r/ 而
n
)

,

取其上清液皮下注射健康牛蛙 (体重 30
一
50 9

,

每只 O
.

SlllL )
,

放人水族箱中饲养观察
,

水温 24
一
26 ℃

。

1
.

2
.

3 病原菌产外毒素的检测

将 E C9 3 5 菌株接种在普通肉汤中培养 24 h
,

用细菌滤器除去菌体
,

取滤液作无菌检验
,

并

将其皮下注射健康牛蛙 (体重 30
一
印g )

,

每只 0
.

2 一 l
mL

,

接种蛙饲养于 24
一
26 ℃水族箱中

,

及

时观察和记录发病和死亡情况
。

2 结果

2
.

1

2
.

1
.

1

病原菌检定

病原菌分离

用 10 只病蛙的肝
、

腹水
、

心血
、

肌肉和 肾等组织接种的平板上均长有较多细菌
,

其菌落形

态特征基本一致
,

纯化后从中选取 8 株细菌用于鉴定和致病力测定等试验
。

2
.

1
.

2 病原菌鉴定

从长沙市郊区病牛蛙分离到的 8 株细菌和 自人工感染致死蛙 回收的菌株
,

其形态和生理

生化特性完全一致
,

均为革兰氏阴性
、

有周鞭毛的杆菌
,

菌体大小为 (0
.

5 一
l) 腼

x
(l

一 2 )阳
,

无英膜和芽胞
。

在普通营养琼脂平板上 28 ℃恒温培养 24 h
,

形成 圆形
、

凸起
、

边缘整 齐
、

灰 白

色
、

湿润
、

表面光滑
、

半透明的菌落
.

菌落大小为 0
.

5 一 1内
1 。

所有菌株都是兼性厌氧菌
,

生长
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PH 范围为 5
.

5 一 9
.

0
,

在 4 一 10 ℃能生长
,

最适生长温度为 25
一
32 ℃

,

犯℃不生长
,

在无 N aC I和

0
.

5 % N aCI 的陈水 中生长 良好
,

N aC I含量达 5 % 以上时就不能生长
,

在三糖铁培养基上生 长
,

产生 玩S
,

能在麦康克琼脂和 5
.

5 琼脂上生长
。

接触酶
、

硝酸盐还原
、

M
.

R 试验为阳性
。

氧化

酶
、

苯丙氨酸脱氨酶
、

尿酶
、

脂酶
、

石蕊牛奶
、

V
.

P试验均为阴性
。

不分解尿素和淀粉
,

不液化明

胶
,

不能利用酒石酸盐和丙二酸盐
。

分解葡萄糖
、

果糖
、

半乳糖
、

甘露糖
、

麦芽糖
,

产酸产气
,

对

多数糖类不利用
,

符合野生型迟钝爱德华氏菌的性状
。

2
.

1
.

3 致病力检测

用 8 株分离菌经腹腔注射感染
,

均能使健康牛蛙发病并全部死亡 (表 1 )
。

用 曰为3 5 菌株

再经肌肉注射
、

皮下注射
、

口服和浸浴途径感染的牛蛙也都不同程度地发病和死亡
,

见表 2 -

5
,

测得肌肉注射和皮下注射的 L D印分别为 1
.

6 x l护和 Z x l护
。

从各种感染途径致死蛙的体

内均再分离到原接种菌
。

将 a 为4 7 菌株致死蛙体内分离到的 D 岌沁7 1 菌再经肌肉注射和皮下

注射作重复感染试验
,

试验蛙的死亡率达 100 %
,

具有爱德华氏菌病的典型症状(表 6 )
。

表 1 分离菌腹腔注射感染试验

T ab le l 公讲比ne n ts o f in 肠币o n 初th 七粗I助目 str 川璐 by 加恤卿对to 仪川 坷仪枷n
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注 :
栏 目下阿拉伯数字代表当天的死亡蛙数

。 ”
#

” : 蛙腹部严重朦胀
,

口腔内有粘液
,

腹部
、

腿部充血或 出血
,

肝肿 大
,

出

血或有坏死灶
,

肾充血
、

出血
,

胃肠充血或出血
,

有粘液 ; ”柑
” :
腹部朦胀

,

体表或肢部有轻度发红
,

肝
、

肾肿大充血或出血
,

胃

肠有粘液充血或出血 ; ”料
” :
腹部朦胀

,

肝
、

肾
、

胃和肠轻度充血或出血 ; ” + ” :
腹部轻度朦胀

,

胃肠内有粘液

T a bl e Z

表 Z E〔乡35 菌株肌肉注射感染试验
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(个八
11 L )
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死亡数及病症表现

100100100100田400
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0 /5

0000

实验感染病蛙血清中内毒素检测
: 4 只病蛙中有 2 只的血清为阳性

,

而另 2 只为阴性
。

菌体破碎物的致病性检测
: 用 E C9 3 5 菌株破碎物注射 5 只健康牛蛙

,

55 小时内全部死亡
,
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症状表现和活菌感染的基本相同
。

病菌产外毒素的检测
: 用液体培养物的除菌滤液注射的 5 只试验蛙

,

经 14 天观察
,

未发生

死亡
。

表 3 E 0 35 菌株皮下注射感染试验

T a悦e 3 TI 祀 e xl 珍ri
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t of in 肠币on 勿 功吮吐叻曰哭巧 叫伙柱o n 初th th e st 川心11 E C9 35
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.
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.
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.
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0
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1 2 3 4 5 6 7 (% )
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表 4 E〔兮35 菌株口服感染试验

T目比e 4 n 犯 e xl 珍d m e n t or 肋山改ti o n by fe ed in g 初U l tbe st 拍in E〔, 35

口服方法
感染菌液

(个 / 只 )

1
.

5 x l夕
3

.

O x l护

1
.

s x l护
3

.

o x l护

生理盐水

蛙体重 水温

(℃ )
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18 ~ 2 2
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表 S E。35 菌株浸泡感染试验

T司日e s n 犯 e 月坪内曲en t of in 伪币on by U祀 滋川的n E O 刀5

分 组
菌液浓度

(个 / 功L )

蛙体重 病蛙经过天数
、

死亡数及病症表现 死亡数
试验数

死亡率

( % )( g ) 1 2 3 4 5 6 7
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1 x l护
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1 x l护
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表 6 E O ”71 菌株重复感染试验

Th
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感染途径

腹腔注射

皮下注射

对 照
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蛙体重

( g )

4D
~
功

4O
·
功

幻
、 印
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11沙o州吧曰
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20
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~

24
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~ 2 4 0 0 0 0 0 0 0

3 小结与讨论

本研究从病蛙分离到的所有供试菌株的形态
、

生理生化特性完全一致
,

按伯杰氏细菌鉴定

手册〔R 川
11e r
等 19砚〕方法分类

,

它们均属爱德华氏菌属 (及Z切口几众汾lla )的迟钝爱德华 氏菌野生
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型 (E
.

ta r
由 被d ty pe )

。

人工感染试验证实该菌是牛蛙爱德华 氏菌病的致病菌
。

大量资料表明
,

迟钝爱德华氏菌是很多水产动物的致病菌
,

w al m bay shi 和 E gu sa
[ 19 73 」报

道 E
.

ta碗 是鳗鲡肝 肾病的病原菌
,

瓦tao 等〔19 80 〕
、

Yas a n目g a 等【1982 」和 S

~
等【1984 〕分别

证实该菌能引起非螂 (sa ro the ro 面n ni 奴如 )
、

黄尾颐 (se 而么 Q流
n
o此ro 以七ta )和锦鲤 (咖

ri n。

m , 如)的爱德华氏菌病
。

我 国韩先朴等「1989 」研究了鳗鲡爱德华氏病菌
,

所分离的致病菌能

利用蔗糖
、

迅速利用纤维二糖
,

鸟氨酸脱竣酶阴性等
,

不同于爱德华 氏菌属已有的三个种
,

而定

名为福建爱德华氏菌(及枷
。

rds ic ua 血向
n e秘is) 新种

。

王国良等【1993 」从该病分离的病菌鉴定为

浙江爱德华氏菌新种 (五甘
“
拼山 icl 么 幼呀记nge ns is sP

.

no
v
)
。

卢全章等【1 9多姜」鉴定广东潮洲鳗鲡肝

肾病的致病菌主要是迟钝爱德华氏菌
,

部分病例是 由该菌和运动性嗜水气单胞菌引起的并发

症
。

迄今
,

国内外无牛蛙爱德华氏菌病及其病原 的记载
。

本研究的分离菌与迟钝爱德华氏菌

野生型的性 状符合
,

虽 然在 KC N 肉汤 中能生长而略有差 异
,

但 Ku su da 等〔19 7 7」从梨齿绸

(C~ sea B

~
)分离的 E 浦口“阮与我们的结果一致

。

此外
,

U lah 等【1 983 」认为迟钝爱德华

氏菌能产生外毒素
,

但本试验未检出这种毒素
。

这是否是实验误差还是菌株不同所致
,

有待进

一步研究
。

不过
,

构成牛蛙爱德华氏菌致病力的主要因素可能不是外毒素而是内毒素
,

因为菌

体破碎液 的致死率达 100 %
,

实验病蛙血清中内毒素阳性检出率也达 50 %
,

虽然另有部分蛙未

检出该毒素
,

但这可能是酸化处理时未彻底破坏血清中的抑制物或选用鳖试剂 的灵敏度过低

所致
。

关于本病致病菌的来源及感染途径
,

R 叮叱r
等〔19料〕认为迟钝爱德华氏菌是一 种条件性

致病菌
,

v刃五te 等 [ 19 7 3」证实该菌在很多水产动物 的肠道 内和饲养水体中均正常存 在
,

并从蛙

的肠道内分离到
。

对于鱼类
,

该病原菌主要是经肠道或皮肤病灶侵人 引起疾病〔陈奖励等

1 99 3」
。

我们认为牛蛙爱德华氏菌病的发生也莫不与此相关
。

在发病蛙场
,

我们 了解 到养殖者

经常在饵料 中添加抗菌药物
,

并每隔几天用与养殖水温差很大的井水 冲冼牛蛙
,

这势必扰乱蛙

肠道及体表的正常菌群
,

导致蛙体不适和受伤
,

为爱德华氏菌的侵人创造了条件
。

本次人工感

染试验也表明
,

用高浓度菌液经 口服和浸浴都能使健康牛蛙发生较典型 的爱德华氏菌病
,

因

此
,

皮肤和消化道可能是该菌的主要感染途径
,

在预防本病时
,

应防止爱德华 氏菌在肠道和水

体内的过度增殖
,

提高蛙体抵抗力和保护体表的完整性
。
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