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摘要
: 1熨灭i一 2(X X) 年从不同来源的病鳖和病鳗体内共分离到四株产生棕色色素的细菌

,

经细菌常规鉴定法和

编码鉴定法确定为温和气单胞菌
。

进一步对细菌的产生色素特性
、

毒力因子和致病性进行检测
,

结果显示
:

(l)

四株细菌均能产生水溶性棕色色素
,

但在有氧培养条件下细菌产生色素的速度随培养基种类不同而不同
,

依

次为普通琼脂平板 > 肉汤培养基 > 琼脂半固体高层管
。

而在厌氧培养条件下细菌不能产生色素
。

(2)四株细

菌均能产生外毒素及胞外蛋白酶二种毒力因子
,

毒素溶血价为 l :
16 或 1: 32

。

(3)四株细菌肉汤培养液对小白

鼠及本种动物均有致死性
,

为致病性温和气单胞菌
。
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199 6 年至 2 0 汉〕年作者先后从病鳖
、

病鳗体内分离到四株产生棕色色素的细菌
。

通过细菌常规鉴定

法和编码鉴定法鉴定
,

确定它们为温和气单胞菌
,

并对细菌的产生色素特性
、

致病性和毒力因子进行了

进一步研究
。
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1 材料与方法

1
.

1 材料

普通琼脂培养基
、

兔血琼脂
、

10 % 脱脂乳蔗糖蛋 白脉琼脂
、

刚果红琼脂等培养基均按文献「1」配制
。

小白鼠购 自安医大动物中心
,

雏鳖
、

仔鳗由送检单位提供
。

兔抗嗜水气单胞菌抗体由本教研室 自制
。

细菌微量生化发酵管购自杭州微生物试剂厂
。

革兰氏阴性杆菌七位编码鉴定盒购 自哈尔滨海峡贸易公司
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 细菌分离

无菌采取病鳖或病鳗的肝脏等脏器划线接种普通琼脂平板分离细菌并加以纯化留作以后实验用
。

1
.

2
.

2 细菌鉴定

对纯化后的细菌分别采用常规鉴定法 (形态学检查
、

培养特性
、

生化特性和抗原性测定 )和细菌编码

鉴定法进行系统鉴定
。

1
.

2
.

3 细菌产生色素特性的测定

四株细菌分别接种普通琼脂平板
、

普通肉汤和普通琼脂半固体高层培养管
,

28 ℃静置需氧培养数

天
,

观察色素产生情况
。

另外
,

将四株细菌穿刺接种普通琼脂半固体高层培养管
,

并塞上胶塞进行厌氧

培养
,

观察色素产生情况
。

1
.

2
.

4 细菌毒力因子的检测

1正C 毒素检测
: 四株细菌接种兔血平板

,

28 ℃培养 2 4 h
,

观察菌落周围有无无色透 明溶血环
。

出

现溶血环者判为产毒阳性
,

进一步采用微量板法川测定细菌培养物离心上清液的溶血价
,

并 以此来表示

毒素的相对含量
。

细菌蛋白酶的检测
: 四株细菌分别接种普通肉汤

,

28 ℃培养 24 h 后划线接种 ro % 脱脂乳蔗糖蛋 白陈

琼脂平板
,

28 ℃培养 24
一 4 8h

,

观察菌落周围有无透明蛋 白溶解环
,

有溶解环者判为蛋白酶阳性阁
。

细菌 S 蛋白的检测
: 四株细菌分别接种普通 肉汤

,

28 ℃培养 24 h 后划线接种刚果红琼脂平板
,

28 ℃

培养 72 h
,

菌落呈黑红色者表示菌株可产生 S 蛋白
,

判为阳性 ;菌落呈浅红色或桔红色表示菌株不产生 S

蛋白
,

判为阴性闭
。

1
.

2
.

5 细菌致病性测定

四株细菌的 28 ℃培养 18 h 的 肉汤 培养液 (浓 度为 3 x l护个
·

m L
一 ‘

)分别腹 腔注 射小 白鼠
,

每只

0
.

2 1刀L
,

每组 3 只
,

观察小 白鼠发病死亡情况
。

另外细菌人工 回归雏鳖和仔鳗
,

观察其发病死亡情况
。

动物死亡后剖检取肝再次分离细菌
。

2 结果

2
.

1 产生棕色色素的细菌分离结果

199 6 年
一 2 (X刃 年从不同来源 的病鳖和病鳗

体内分离到四株产生棕色色素细菌(表 1)
。

2
.

2 产生棕色色素细菌的鉴定结果

表 1 菌株来源

1泊b
.

1 5 扣. 以沼 of tbe h 玫te d日 s坛曲哈

菌株编号 分离时间(年
一月 ) 地点

1)尧汉i一 12

1卯8 一 08

199 8 一 的

2(X X) 一 仍

分离脏器

肝脏
,

腹水

肝脏
,

肾脏

肝脏
,

肾脏

肝脏
,

肾脏

2122乙Z4

四株分离细菌均为革兰氏阴性小杆菌
,

无荚膜
、

无芽胞
、

有动力
。

在普通琼脂平板上形成圆形
,

表面

凸起
、

湿润
、

中等大小菌落并产生水溶性淡褐色一棕色色素
,

随培养时间延长
,

培养基颜色逐渐加深
。

采

用微量生化发酵管法测定的细菌生化特性结果(表 2) 显示 四株细菌均发酵葡萄糖产酸产气
,

氧化酶及

触酶阳性
,

能在无盐陈水中生长
,

肌醇阴性
,

尿素阴性
,

液化明胶
,

还原硝酸盐
。

并且分离菌能与兔抗气
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单胞菌抗体发生凝集反应
,

即完全符合文献「5」中对气单胞菌属的描述
。

由于分离菌在 37 ℃生长 良好
,

有动力
,

因而可排除气单胞菌属中的嗜冷菌群
,

应归为嗜温菌群
。

又根据马子行同报道的嗜温气单胞菌
“

种
”

鉴定八项指标
:
精氨酸脱竣酶 阳性

、

赖氨酸脱梭酶阳性
、

鸟氨酸脱竣酶 阴性
、

V P 阳性
、

七 叶昔 阳性
、

甘露醇阳性
、

蔗糖阳性
、

阿拉伯糖阴性
,

将 四株细菌确定为温和气单胞菌
。

从表 3 可见细菌编码鉴定法

的结果是这四株细菌的鉴定编码均为 32 4 7 124
,

查国际科学数据委员会 (CO D A T A )认定的《革兰氏阴性

杆菌新编码鉴定手册》图
,

检索菌名为温和气单胞菌
,

即与细菌常规鉴定方法的结果一致
。

表 2 分离菌的生化特性

1油b
.

2 Bi侧山。垃c 目 d . n r加垃范岛 of is月 , t初 怕时
P对习 劝r 面璐

生化项目 生化项目 2 1 乙 乙 斟
氧化酶

触酶

尿酶

精氨酸脱狡酶

赖氨酸脱竣酶

鸟氨酸脱竣酶

葡萄糖

乳糖

麦芽糖

甘露醇

蔗糖

阿拉伯糖

鼠李糖

木糖

蜜二糖

犷
习习 十

+

e

0

+ 0

e

十

曰

山梨醇

肌醇

七叶昔

水杨素

苦仁杏贰

甲基红试验

维 一
培试验

叼}噪试验

硫化氢试验

柠檬酸盐利用试验

硝酸盐还原试验

明胶液化试验

3 7 ℃生长试验

无盐陈水生长试验

半乳糖昔酶

注 : 十 : 阳性 ; 一 :

阴性 ; O ;
产酸产气

。

表 3 细菌编码鉴定法结果

T ab
。

3 T b e m 】

湘ri ai 训P ” 6偏四6 n n fo r i, 祠匀诊州 卜祀寸甲对川 成r 心珑

化氧酶试验拉伯阿糖发酵苦杏仁贰发酵蜜二糖发酵
蔗糖发酵

鼠李糖发酵山梨醇发酵
肌发醇酵

露醇甘发酵葡萄糖发酵
明胶液化试验

维验培试噪试叫验

叫噪丙酮酸试验

尿试酶验
硫化氢试验

柠檬酸盐利用氨鸟酸脱浚赖 酶氨酸脱竣酶
精氨双酸水解酶

,乳糖半营酶

1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4 1 2 4

+ 十 一 一 十 一 一 一 十 十 十 十 + 一 一 一 + 一 一 一 十

3 2 4 7 1 2 4

温和气单胞菌 (很好鉴定
,

% id 二95
.

1
,

T 二 0
.

82 )

2
.

3 细菌在不同培养基上产生色素情况

细菌在不同培养基上 28 ℃静置需氧培养产生色素的时间
、

培养基颜色变化过程见表 4
。

但细菌在

普通琼脂半固体高层培养管中进行厌氧培养时
,

它们不产生色素
。

2
.

4 细菌毒力因子的检测结果

四株细菌均能产生毒素及蛋 白酶二种毒力因子
,

毒素溶血价达 1 : 16 或 1 :
32

。

但未检测到 S 蛋 白

(表 5)
。

2
.

5 细菌的致病性

小白鼠和雏鳖
,

仔鳗在接种细菌培养液后 24 h 内
,

全部发病死亡并从肝脏中分离到相应的细菌
。
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表 4 细菌在不同培养基上产生色素的情况

Tab .4 l b e P婚. 田t 户侧加“月 by b 沈te ri al st n 幼璐 加. 地肠奴d in 山晚re . t m ed iu m

培养时间 普通琼脂平板 普通肉汤 普通琼脂半固体高层管

1/2 平板着浅褐色
,

菌落无色
。

3 /4 平板着浅褐色
,

菌落无色
。

整个平板及菌落均呈棕色
。

整个平板及菌落均呈黑色
。

菌液混浊
,

无色
。

菌液上层略着色
。

同铭b
o

菌液上层呈褐色
,

菌液下层无色
。

菌液全部变成棕色
。

细菌扩散生长
,

培养基无色
。

培养基上部略呈浅褐色
。

培养基着色部位增多
,

颜色加深
。

培养基着色部位增多
,

颜色呈棕色
。

培养基着色部位进一步增多颜色呈棕色
。

培养基全部呈棕色
。

瑜48h72hgdsdlZd

3 讨论

199 6 年至 2以X) 年从不同来 源的病 鳖及病鳗体

内共分离到四株产生棕色色素的细菌
。

经鉴定它们

均为革兰氏阴性小杆菌
,

发酵葡萄糖产酸产气
,

氧化

酶及触酶阳性
,

能在无盐膝水 中生长
,

肌醇阴性
,

尿

素阴性
,

液化明胶
,

还原硝酸盐
,

能与兔抗气单胞菌

飞泊b
。

5

菌株

表 5 分离菌的毒力因子

T b e 访n d e以 白d o 邝 of i, 日时州 h 玫抚d 川 劝旧血招

毒素及其溶血价 蛋白酶 S 蛋白

+ ,

十 ,

+ ,

l

+ ,

l

: 16

: 32

212223双

抗体发生凝集反应
。

即完全符合《伯杰氏细菌鉴定手册》中对气单胞菌属的描述困
。

气单胞菌属细菌根

据其生长温度范围等不同分二群
: 一是嗜温菌群

,

生长温度范围为 0 一
40 ℃

,

有动力
,

对多种动物具有致

病性
,

目前有嗜水气单胞菌
、

温和气单胞菌等 9 个种 ; 另一群为嗜冷菌群
,

5 一 35 ℃生长
,

37 ℃不生长
,

无

动力
,

仅对鱼类致病
,

其中某些亚种可产生棕色色素
。

本试验中分离的四株细菌虽然可产生棕色色素
,

但由于它们在 37 ℃生长良好
,

有动力
,

因此仍应归于嗜温菌群
。

进一步采用细菌常规鉴定法和编码鉴

定法将分离菌鉴定为温和气单胞菌
。

199 8 年
,

王广和等厄
8〕也从病鳗体内分离到能产生棕色色素的嗜温

气单胞菌
,

表明嗜温菌群中某些菌种也具有产生色素能力
,

在临床上做细菌鉴定中应注意与产棕色色素

的嗜冷气单胞菌加以区别
。

试验中分离鉴定的四株细菌均具有产生水溶性棕色色素的特性
,

但在有氧培养条件下细菌产生色

素的速度随培养基种类不同而不同
,

依次为普通琼脂平板 > 肉汤培养基 > 琼脂半固体高层管
,

并且随培

养时间延长
,

培养基颜色逐渐加深
。

若将琼脂半固体高层管的棉塞换为胶塞
,

细菌进行厌氧培养
,

则它

们不产生色素
。

说明该四株细菌需在有氧条件下才能产生色素
,

氧气量越多
,

色素产生速度越快
。

目前
,

已研究清楚嗜水气单胞菌在生长繁殖过程中产生的外毒素
、

胞外蛋白酶和 S 蛋白是构成该菌

的重要毒力 因子
。

温和气单胞菌是否也产生这些毒力因子? 国内尚未见报道
。

本实验采用 了嗜水气单

胞菌毒力因子的检测方法对所分离到的四株产色素温和气单胞菌进行检测
,

结果显示它们均能产生外

毒素和胞外蛋白酶二种毒力因子
,

动物试验也显示出它们对小 白鼠和本种动物均具有较强致死性
,

说明

这四株温和气单胞菌与嗜水气单胞菌一样具有毒力
,

是引起水产动物细菌性疫病的重要病原体
。
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