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对虾弧菌病致病菌— 非 01 群霍乱

弧菌的生理学性状及药物感受性
’

郑 国 兴

(东海水产研究所 )

提要 从患 抓弧菌病
”
的养殖对虾眼球及心脏血淋巴液中分离得的病原菌非 01 群霍乱弧

菌
,

进行了其生理性状及药物感受性的试验
。

试验表明
,

其生长的温度范围为 2o 一4 50 0
,

最适

温度为 3 7 ,o ; 能在无盐蛋白膝水中生长
,

食盐浓度在 0
.

6 ee 2
.

。形时生长最旺盛
,

6芳 时生长缓

性
,

6男以上不生长 ; pH 6一10 范围内都能生长
,

p且 8 时生长最好
。

对土霉素
、

氯霉素
、

四环素
、

红霉素
、

庆大霉素
、

卡那霉素高度敏感
,

对磺胺药加 A M P 和吠喃哩酮
、

峡喃妥因敏感 ; 漂白粉

I
PP M

,

场 分钟即可杀灭病原
。

主瓜词 对虾
、

非 01 群霍乱弧菌

1 9 8 3 年 7一 10 月上海市奉贤县对虾养殖场发生了一起当地称为
“

瞎眼病
”

的流行症
,

从病虾溃疡眼球上及心脏血淋巴液中分离到病原菌
,

经生物学性状的测定
,

鉴定为非 01

群霍乱弧菌 V i b r i o e h o l e r a
( n

~
0 1 ) 〔

1二。

该病在 1 9 5 4 年 7一 1 0 月间同一地区也有发现
,

是当地对虾养殖的主要病害之一
。

本文报导分离菌株的生理学性状
,
抗菌素药物感受性及漂白粉对其杀菌效力的试验

结果
,

为控制疾病的蔓延和寻找有效的治疗药物提供科学依据
。

材 料 与 方 法

1
,

生理学性状

本试验及 以下试验所用的非 01 群霍乱弧菌 v j加勿 比 oI 二
, (二二一 01 )是 1 9 8 3年 9一

10 月从上海市奉贤县对虾养殖场垂死的东方对虾 Pe 、
。。 。而。耐心施 K 治hi n uo ye 溃疡的

眼球上及心 脏血淋巴液中分离的山
。

温度
、

食盐浓度和 pH 对细菌生长影响的各项生理

学性状的测定采用 1那蛋白陈水
,

静置培养 2 4 小时后
,

用 了21 型分光光度计 (波长 6 0 0 n m )

分别测量细菌悬液的混浊度
。

2
.

抗菌药物敏感试验

采用纸片扩散法
,

试验用纸片是上海市医学化验所提供 , 培养基是水解酪蛋白琼脂

(含 N
a
Ol l拓 )

,

30
“

C培养 2 4小时后
,

测量抑菌圈的直径
。

本所葛庆华同志帮助进行部份试验
:
沈亚林同志帮助绘图

,

特此感谢
。
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3
.

漂 白粉杀菌效力

称取适量漂白粉 (含有效氯 0 3 % )
,

用少量水调成糊状
,

然后加入已灭菌的生理盐水

中
,

用连续稀释法配制成含漂白粉 2
、
1 、

0
.

5
、

。
.

2 和 。
.

I P P M 的溶液
,

以灭菌生理盐水作

对照
,

在上述各浓度漂白粉溶液和对照的生理盐水中
,

分别加入在 3。℃中培养 18 小时的

非 01 群霍乱弧菌菌液
,

使每毫升液体含细菌 3一 4 X 10
,

个接菌后 1 5
、

3 0 和 60 分钟时分

别采样
,

以涂平板法计算存活的细菌数
。

结 果

l
,

生理学性状

温度对非 01 群霍乱弧菌 ( 9 0 1 3 菌株 ) 生长的影响见图 1
。

细菌生长的温度范 围是

20 一45
,

0
,

最适生长温度是 3。一 42
,

O
,

其中在 37 ,c 中生长最好
,

1 5
,

0 和 50a o时不能生长
。

食盐浓度对非 01 群霍乱弧菌 ( 9 0 13 菌株 )生长的影响见图 2
。

如图所示
,

细菌在无盐

蛋白拣水中生长良好
,

最适生长的食盐浓度是 0
.

5一 2
.

0环
,

细菌在 5%食盐拣水中生长缓

慢
,
6男中不长

。

p且 对非霍乱弧菌 ( 9 0 1 3 菌株 )生长的影响见图 3
。

细菌在 p H S一 10 中都能生长
,

最

适 pH 6一 9
,

其中在 p H S 中生长最好
。

。自叼恤J份八八甘U工”3甘工会二.èuo勺
。。p盆君

公月粤粗寻半州

荟忍。
侧闰

。U亡劝
之,几̀

.a认认认

公思P一毛,帕à̀。ù-。弓ojd理
时一J。ù。“山

(翅劝理)半油居州
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图 1 非 0 1 群霍乱弧菌〔90 招菌株〕
生长与温度的关系

(培养基
: 丈男蛋白膝膝水

,

N a
Ol l万

,

P且 7
.

氏静置培养跳小时 )

梦19 1 T h e 加 l a ti o 创扔 iP 加七w ee n

切卫刃拌m 切扮 s n d ba c切了 ia r e P r记 u毗 i姐

(C o l七u r e m e di u m :

氏 p t叻
。

, a七。 : 1男不N吕〔舰

1男 ; PH 7
.

6: 日毛呈I l in g e n lt u拍 然 h o坟洲 )

1 0
一
5 2 2 3 云 忘 6

N 舀 C盆写

图 2 非 01群霍乱弧菌仁9 015 菌株〕
生长与 Na CI 浓度的关系

培养基 1男蛋白陈陈水
,
F丑 7

.

6
,

30 ℃静置培养 2 4小时
,

乃 9 2 T h e 珑 al 七10刀幽场 悦七W ee n

犯 l玩主妙 名
砚 ba d 泊 r 玩 r e p爪沮 。眺 i on
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.
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图 艺 非霍乱弧菌 [ , 0 13 菌株 ]生长与
pH 的关系

(培养基 1万蛋 白陈水
,

N
a

Cl l 露
,

加℃
,

静置培养 2 4小时 )

F 运3 马
。 r e la t l o刀` h i p be t w ee n P n

a
破 ba c t e r i吕 r e P r叭 u 改 oi 红

(Cu l t u r o
m

e d tu m P e p t o

朋 w a t e r l万 ; N
a G l l 绍 ;

协m p e r a 七u 托 3 0℃乡吕t i l li n g e u ]七u扮 触 li o u r 吕 )

2
.

抗菌药物敏感试验

非 01 群霍乱弧菌对抗菌药物敏感试验的结果见表 1
。

所有试验菌株对土霉素
、

氯霖

素
、

四环素
、

红霉素
、

庆大霉素
、

卡那霉素和新霉素都显示高度敏感 , 所有试验菌株对磺胺

药 十 A M P
,

吠喃哇酮 (痢特灵 ) 和吠喃妥因也显示高度敏感
。

多粘菌素对非霍乱弧菌的抑

制作用因菌株而异
, 9。。 8

、

9 0 3 1 和 9 0 52 菌株呈现高度敏感
,

其余菌株为中度敏感
。

链霉素

对所有试验菌株都是中度敏感
。

非 01 群霍乱弧菌对青霉素 G
甲

万古霉素和杆菌肤耐药
。

3
.

漂 白粉对非 01 群祖乱筑菌的杀菌 效力

漂白粉对非 01 群霍乱弧菌 ( 9 0 1 3菌株 ) 的杀菌效力见表 2
。

细菌在 Z P Pm 和 1 PPm 漂白粉溶液中作用 巧 分钟后 已检 不 出 活 菌
。

在 O
·

S P P诩

溶液中作用 15 分钟后
,

活菌数从每毫升 30 万个以上减少到 1 万 4 千个
,

30 分钟后剩 5 00

个 /毫升
,

60 分钟后也检不出活菌
。

菌数在 O
·

ZP P M 漂白粉溶液中
,

随作用时间的增长

也明显下降
,

作用 15 分钟后
,

菌数降低了约二分之一
,

30 分钟后每毫升的菌数降低到

4 1 0 0 0个
,

60 分钟后菌数只剩下 1 6 0 0 个 /毫升
,

约有 99
.

5终的细菌被致死
。

在 O
.

I PP m

溶液中
,

菌数随作用时间的延长也略有下降
,

但作用 60 分钟后
,

每毫升的活菌数依然有

2 0 万个
。

细菌数在对照的生理盐水中未见减少
。
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表 1非 0 1群崔乱弧苗对抗菌药物的敏感度

T 恤 l eT h 1eS七n 滋 tt vit y o f V t i,
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表 2漂白粉对非 0 1群盆乱弧苗 ( 50 1弓菌株 )的杀菌效力

T a b l eZE 仃邸t o f U姗
hin P go wd e r

on t加 讨 bd 企。 o b la e r
(no u

一 0 1 )

。。

念黯撬
nnn

施药前的细菌 ttt ba 。 , : 。̀ 。 o
`

嘎澄
,

摄
, ,

舞藻
。
暴

e (
。 。 , , , /m , )))

((( p pm ))) b舰 t。 了主昌 H o
.

be fo拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍拍
孔孔孔 p p ly iD g m 户d盛e i n eee 了6分钟钟 丝分钟钟 肋分钟钟

(((((加 d/ m l ))) 么 q 一J a r加了了 h 吕且f h o l l TTT 合 h 0 U rrr

000
.

11111 习谧习
.

(K幻幻 习0 0
,

0 1 111 200
,
(阅旧旧

000
。

22222 170
,
(HX 】】 4 1

,
〕 X ... 1

,
口X台台

000
、

55555 14
、
臼X】】 度旧旧 000

111
.

00000 000 000 000

222
`

00000 000 000 000

对对照 (C
o n 士r a : 七))))) 3即

, }加洲〕〕 3沙
,
( K义... 310

,

仪幻幻

注
:
漂白粉含有效抓 3 0万

。

扩封” 。 h lo r i n e 10 b J。 二 。 h i” 9 p o
w由

r 15 3 0男
·

讨 论

弧菌是对虾养殖池中的正常菌群〔幻 ,

也是对虾体内的正常菌群 〔叼 ,

一旦条件合宜便大

量繁殖
,

引起疾病的流行
,

属条件致病菌￡幻 。
1 9 8 3 和 1 9 8 4 年 7一 10 月

,

上海市奉贤县对

虾养殖场都发现由于非 01 群霍乱弧菌引起的疾病
,

这与奉贤县对虾养殖场的自然环境密

切相关
。

奉贤县对虾养殖场
,

位于杭州湾 口 的北侧
,

由于钱塘江淡水的注入
,

海水盐度低
,

一般约在 6荡一 9编左右
,

非 01 群霍乱弧菌能在淡水中生长
,

最适宜在低盐 (。
.

5一 2环 ) 的

必一一月七。窿

ǎ浓)辞扫限

环境中生长
,

奉贤养殖场的低盐环境正为非 01 群

霍乱弧菌的繁殖提供了最适宜的盐度
。

奉贤养殖

场在对虾养成期间 (5 月底一 n 月初 )的水温一般

在 20
’

C 以上
,

夏季高温时节 (7 月中旬一 9 月 上

旬 ) 水温 日平均一般都大于 3 o0 C
,

有 时竟 高 达

34
O

C 以上
,

高水温也为非 01 群霍乱弧菌生长繁殖

提供了一个最适宜的温度条件
。

养殖 场池 水 的

pH 值都偏于碱性
,

一般 p H 值在 8
.

4一8
.

9 左右
,

有时也可高达 9
.

2 ,

这与非 01 群霍乱弧菌生长所

需的最适 p H 值相吻 口
。

由于奉贤养殖场池水的

温度
,

盐度和 pH 值都处于非 01 群霍乱生长的最

适范围内
,

又 由于养虾期间每日投饵
,

水中有机物

质也十分丰富
,

给非 01 群霍乱弧菌的生长繁殖提

供了 良好的环境条件
,

因此每年 7一 10 月在该地

都引起疾病的流行
, 应引起我们注意

。

国外治疗对虾弧菌病的方法是在饵料中加入

土霉素
,
每公斤对虾 投喂 3 60 m g

。

玩 b iot u 。 (法

国国家海洋开发中心 ) 曾报导每公斤 对虾 投 喂

4 Om g 的土霉素有效
。 1 9 7 5 年 8 月

,

在墨西哥佩

0十es es es - 护es 门. 尸. . 钾. 甲 -产, , 尸

1 0 2 0 50 1帅
漂 白粉浓度 ( p p m 》

B J心 a e h i n g P o
w d e r

图 4 对虾对漂自粉的中间忍受限制

及 9 4 T h e T L m o f b l
e a比 10 9 P o w de

r

ot P e刀及 e i d s h r im P

1
。

T L m Z̀

一
羽 p p也

2
.

T L m 弓 r 一一 一

勿 p pm
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尼亚期科港伺养的青对虾 P .对班感, ℃邪而: 当发生弧菌病时
,

在每公斤饵料中加入吹喃那斯

( F
u r a n : e e )和泰洛星 ( T y l o o i n )

,

有效剂量 1 0 0m g
,

喂养 1 4 天
,

效果显著〔 , 二。

作者对非 0 1群

霍乱弧菌的药敏试验表明
,

土
、

氯
、

四环
、

红
、

卡那
、

庆大
,

新霉素等抗生素
,

磺胺药物 +

AM P
,

吠喃妥因
,

吠喃哇酮等药物对该菌都有明显的抑制作用
。

但考虑上述药物比较昂

贵
,

而且病菌主要存在于患病虾塘的水中
,

通过水与健康虾的接触而传染
。

因此为了控制

疾病的流行
,

对患病虾塘的水质进行消毒灭菌十分重要
。

漂白粉对非 01 群霍乱弧菌的杀

菌效力十分显著
,

但漂白粉对对虾的药浴毒性如何呢 ? 作者为了弄清漂白粉对对虾的药

浴毒性
,

曾做了试验
,

对虾在漂白粉溶液中药浴时的状态及半致死剂量的结果见表 3 和图

4
。

对虾在漂白粉浓度 10 P pm 以下的溶液中未见异常
,

在 20 p p nl 时开始出现烦躁不安
,

浓度达 40 p p m 时完全不能忍受
,

起初狂游乱窜
,

以后行动迟缓
,

进而侧翻
,

试验虾全都在

24 小时内死亡
。

漂白粉溶液对中国对虾 24 小时的半致死剂量是 32 PP] m
.

而病 菌在 O
·

2

p Pm 的漂白粉溶液中已难于生存
,

考虑到饲养池水中有机物的影响
,

对患病虾塘可采用

1 p Pm 漂白粉全池泼洒
,

以达到消灭水中病菌的目的
,

在此浓度下对虾是十分安全的
。

作

表 3 中国对虾在漂白粉溶液中药浴时的状态
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4期 郑国兴 :对虾弧菌病致病菌
-

非 1 0群霍乱弧菌的生理学性状及药物感受性 此9

者在 8 4年 8月对奉贤县养殖场患病虾塘
,

曾采用 I P P M 漂白粉作全池泼酒
,

第二天病虾

显著减少
,

仅在池边发现少量病虾
,
3一4 天后不再找到病虾了

。
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