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齐口裂腹鱼无乳链球菌的分离鉴定及其感染的病理损伤
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四川农业大学 动物医学院, 四川 雅安 625014
摘要: 2012–2013年四川齐口裂腹鱼(Schizothorax prenanti)养殖场流行一种临床特征为突眼、体表出血和神经症状的传染病, 在肝、肾涂片检查中发现链状G+球菌。从自然发病齐口裂腹鱼分离到2株形态与涂片检查一致的G+球菌(DML120817, YZH130830), 其在脑心浸液培养基(BHI)平板上28℃培养48 h, 形成白色圆形、表面光滑、边缘整齐的针尖大小菌落。经人工感染实验证实分离菌株为该病的病原菌。根据分离菌株的形态学和生理生化检测结果初步判定其为无乳链球菌(Streptococcus agalactiae); 16S rRNA基因序列分析表明, 2分离株 (GenBank登录号分别为KF773744和KF761304) 与GenBank中无乳链球菌(S. agalactiae)16S rDNA序列同源性达96.5%以上。在以分离菌16S rDNA序列 (GenBank登录号分别为KF773744和KF761304) 及其GenBank中同源性较高的链球菌16S rDNA序列构建的系统发育树上, 分离菌与无乳链球菌聚为一族; 同时在基于无乳链球菌cfb基因进行的特异性PCR检测中, 分离菌均为阳性, 进而鉴定2株分离菌为无乳链球菌。2株无乳链球菌对强力霉素、阿莫西林、先锋霉素V、氧氟沙星和左氧氟沙星等均敏感, 但在新霉素与丁胺卡拉霉素上存在差异。病理学观察发现, 无乳链球菌感染齐口裂腹鱼对多组织器官都造成明显的病理损伤, 尤其是肝、肾、脑的损伤较为严重, 表现为明显的变性、坏死以及炎症细胞浸润, 且细菌侵入肝、肾、脾以及神经元细胞内, 导致线粒体、内质网等细胞器损伤。
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无乳链球菌(Streptococcus agalactiae), 也称B群链球菌(Group B streptococcus, GBS), 是一种广泛分布于自然界的G+链状球菌。无乳链球菌不仅是人兽共患的病原菌, 同时也是水生动物的一种重要致病菌。该菌在人体内能导致败血症、脑膜炎和肺炎[1], 生殖道和软组织感染等[2]; 在家畜则是牛乳腺炎的重要病原菌[3], 同时在猫、狗、骆驼、马、猪和家兔均有无乳链球菌感染致病的报道[4–5]。在水生动物, 国内外学者相继从大底鳉(Fundulus grandis)[6]、海鲷(Sparus auratus)[7]、鲻(Liza klunzingeri)[7]、银鲳(Pampus argenteus)[8]、罗非鱼(Oreochromis niloticus)[9–10]、金鲳(Trachi​notus blochii)[11]、淡红墨头鱼(Garra rufa)[12]和宝石斑鱼(Scortum barcoo)[13]等分离到该菌。但在齐口裂腹鱼还未见无乳链球菌感染的报道。

齐口裂腹鱼(Schizothorax prenanti), 俗称雅鱼, 属鲤形目, 鲤科(Cyprinidae), 裂腹鱼亚科(Schizothoracinae), 裂腹鱼属(Schizothorax), 分布于长江上游、大渡河、岷江、青衣江、金沙江及乌江下游等水域。齐口裂腹鱼因具有肉质细嫩, 营养丰富, 味道鲜美等特点, 而备受广大消费者青睐。近10年来, 齐口裂腹鱼作为一种新兴的水产养殖种类在四川、贵州和重庆等快速发展, 并逐渐形成具有地方优势特色的产业。但随着养殖规模与养殖密度的不断提高, 疾病对该产业发展的影响也越来越明显, 如小瓜虫病、斜管虫病、绦虫病及气单胞菌感染等已较为普遍[14], 尤其是近年来在主要养殖区流行的一种以突眼、体表出血以及神经症状为临床特征的传染病具有发病率和死亡率高的特点, 给齐口裂腹鱼养殖造成较为严重的损害。本研究从自然感染发病鱼体内分离并鉴定了其病原为无乳链球菌, 同时进行了药物敏感性检测及其感染的病理损伤研究, 以期为该病的治疗与致病机制探讨提供参考。

1  材料与方法

1.1  材料

病鱼: 采自四川雅安汉源湖与青衣江齐口裂腹鱼网箱养殖场具有明显临床症状, 体质量0.2~ 1.2 kg; 健康雅鱼来自四川农业大学雅鱼繁殖基地, 体质量50~70 g; 无乳链球菌(S. agalactiae)标准菌株ATCC51487购于美国菌种保藏中心; 脑心浸液培养基(BHI)购自北京欣经科生物技术有限公司; MH培养基购于杭州微生物试剂有限公司; 细菌DNA提取试剂盒、PCR产物纯化试剂盒等购自宝生物工程(大连)有限公司; 药敏试纸购自杭州天和微生物试剂有限公司; 细菌生化微量鉴定管购自杭州微生物试剂有限公司。

1.2  剖解及寄生虫和涂片检查

对病鱼进行剖解观察, 将鳃丝、体表溃疡处、消化道的内含物、体表附着物或黏液等于载玻片上, 压片镜检; 同时取肝、肾和脑等器官组织于洁净载玻片上涂片, 风干后革兰氏染色, 油镜检查。

1.3  病原菌的分离与形态特性观察

无菌条件下, 从病鱼肝、肾取样于普通琼脂平板和BHI平板上划线接种, 28℃恒温培养24~48 h后观察细菌生长状况, 挑取形态大小一致的优势菌落, 进一步划线纯化, 获得纯培养菌株, 并观察细菌菌落与细菌形态特征。

1.4  人工感染试验

将分离菌株DML120817与YZH130830分别接种到BHI平板, 28℃恒温培养48 h, 用0.8%无菌生理盐水洗下, 麦氏比浊法调整细菌浓度为1.0×108、1.0×107、1.0×106 CFU/mL。健康齐口裂腹鱼经实验室暂养7 d后, 腹腔注射0.2 mL/尾, 10尾/组。对照组注射等量的生理盐水。接种后观察鱼的症状和发病死亡情况, 对死亡鱼及时剖检和致病菌的再次分离, 并进行PCR检测(方法参照1.7)。

1.5  生理生化鉴定及药敏试验

各项生理生化指标参照文献[15]进行测定; 药敏试验照文献[16]进行测定。

1.6  16S rRNA基因序列测定与系统发育分析

取对数生长期的新鲜菌液, 离心收集菌体, 用细菌基因组DNA抽提试剂盒提取细菌基因组DNA。采用一对扩增细菌16S rRNA基因的通用引物[17](上游引物: 5′-AGAGTTTGATCCTG GCTCAG-3′; 下游引物: 5′-TACG GCTACCTTGT TACGAC-3′)PCR扩增16S rRNA基因, 预期扩增片段大小为1 500 bp。PCR反应体系: 12.5 μL mix, 8.5 μL ddH2O, 2 μL primer, 2 μL模版DNA。循环条件: 94℃5 min; 94℃1 min, 54℃1min, 72℃1min, 共30个循环; 72℃10 min。1%的琼脂糖凝胶电泳检测PCR扩增产物的大小。PCR产物经DNA纯化试剂盒纯化后, 送生工生物工程(上海)有限公司测序。将分离菌株的16S rRNA基因序列与GenBank中已知核酸序列进行 Blast 分析, 调出与该序列相关性较高的核酸序列, 采用DNA star软件的Multiple Sequence Aligment程序进行多序列比对, 用MEGA5.0构建系统发育树。

1.7  S. agalactiae cfb基因的PCR检测

参照王均等[18]的方法, 设计合成一对特异性扩增S. agalactiae cfb基因的引物(上游引物:  5′-AAGTACATGCTGATCAAGT-3′; 下游引物: 5′-TCTTGATCAACTTGTTGTAC-3′), 对S. agala​ct​​iae cfb基因进行检测, 预期扩增片段大小为600 bp。PCR反应体系: 12.5 μLmix, 8.5 μL ddH2O, 2 μL primer, 2 μL模版DNA。循环条件: 94℃5 min; 94℃1 min, 48℃1 min, 72℃1 min, 共30个循环; 72℃5 min。取5 μL扩增产物, 1%的琼脂糖凝胶电泳, 于凝胶成像系统观察PCR扩增结果。
1.8  病理学观察

1.8.1  组织病理学观察  取患病鱼的眼球、心、肝、肾、脾、脑、鳃和肌肉等组织, 10%的中性福尔马林固定, 石蜡包埋, 常规切片, HE染色, 中性树胶封片, 光学显微镜下观察并照相记录。

1.8.2  超微病理学观察  取症状明显病鱼的肝、脾、肾、脑组织, 2.5%的戊二醛固定。乙醇梯度脱水, 环氧树脂包埋, 超薄切片, 醋酸铀及柠檬酸铅染色, 透射电镜观察。

2  结果与分析
2.1  剖解及寄生虫和涂片检查

病鱼表现为单侧或双侧眼球突出, 角膜浑浊, 眼球周边充血、出血(图1A), 口腔、下颌、腹部和鳃盖出血, 部分病鱼颅顶部出现褪色、坏死灶, 尾柄上出现疖疮(图1B)。剖解见部分鱼腹腔内积有淡红色腹水, 肠腔内无食物, 肝淤血, 肿大发黄, 质地变脆; 脾肿大, 呈紫黑色(图1C); 肾肿大, 出血; 脑肿胀, 脑膜充血; 鳃肿胀, 部分病鱼的鳃丝轻度腐烂。寄生虫检查未观察到镜检出寄生虫。肝、脾、肾和脑组织涂片, 革兰氏染色镜检发现这些组织内有多量链状或成对排列的G+球菌(图1D)。
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图1  患病齐口裂腹鱼临床特征

A. 眼球突出, 周边充血、出血; B. 尾柄上出现疖疮; C. 肝淤血, 出血, 脾肿大呈紫黑色; D. 肝涂片中大量链状G+细菌.
Fig. 1  Clinical signs of diseased Schizothorax prenanti
A. Bilateral exophthalmia with accumulation of purulent and hemorrhagic fluid around the eyes; B. An abscess appeared in the caudal peduncle; C. Congestion and hemorrhage in liver, splenomegalia with congestion; D. Many Gram-positive, chain-
forming coccus appeared in liver smear.

2.2  病原菌的分离与形态特性观察

分别从两发病区的病鱼体内分离到2株优势菌(DML120817, YZH130830), 其在普通营养琼脂平板上生长不良, 在BHI平板28℃培养48 h, 形成白色、表面光滑、针尖大小、微隆起、边缘整齐圆形菌落; 菌体为链状或成对排列的的G+球菌, 与组织涂片检测到的菌体形态一致。

2.3  人工感染试验

注射菌液1.0×108、1.0×107 CFU/mL浓度组齐口裂腹鱼在接种感染第2天表现为游动不正常、打转, 口腔、下颌、鳍条基部和鳃盖出血, 体色发黑, 眼眶出血, 部分鱼眼球突出; 在接种感染第3天开始出现死亡。注射菌液1.0×106浓度组在接种感染第5天开始出现死亡和类似症状。空白对照组鱼未见异常(表1)。从人工感染发病死亡的齐口裂腹鱼体内再次分离细菌, 获得与分离株菌株形态特征一致的菌落; 并进行无乳链球菌特异性PCR检测, 均为阳性。

表1  分离菌株人工感染结果

Tab. 1  Artificial infection results of the isolated strains

	菌株strain
	注射浓度/ (CFU·mL–1) bacteria concentration

	
	1.0×108
	1.0×107
	1.0×106
	对照control

	DML120817
	10/10
	10/10
	7/10
	0/10

	YZH130830
	10/10
	10/10
	8/10
	0/10


注: 表中数据为实验鱼死亡数/总数(尾).
Note: Data in table 1 mean the fish numbers of death/total(ind).
2.4  生理生化特征及药敏试验

2分离菌株的生理生化特征见表2, 其与无乳链球菌(S. agalactiae)ATCC51487生理生化特性基本一致。药物敏感性试验结果显示, 2分离株对强力霉素、阿莫西林、先锋霉素V、氧氟沙星和左氧氟沙星等抗菌药物均敏感, 但在新霉素、氟苯尼考与丁胺卡拉霉素上存在一定差异。

2.5  16S rRNA基因序列测定与系统发育分析

采用扩增细菌16S rRNA基因通用引物, 扩增出2分离菌株(DML120817与YZH130830) 16S rRNA基因1 500 bp大小的预期片段, 经纯化测序后, 登陆GenBank (登录号KF773744, KF76​1304), BLAST比对显示2分离菌株与GenBank中的无乳链球菌(S.agalactiae)的16S rRNA基因同源性最高。在以分离菌16S rDNA序列及其GenBank中同源性较高的水生动物链球菌属细菌
表2  从自然发病鱼分离的 2菌株的生理生化特性

Tab. 2  Biochemical and physiological characteristics of 2 isolated strains from diseased fish

	项目item
	菌株 stain

	
	DML120817
	YZH130830
	S. agalatiae ATCC5148

	生长 growth
	
	
	

	10℃
	－
	－
	－

	45℃
	－
	－
	－

	6%NaCl
	－
	－
	－

	水解 hydrolysis of
	
	
	

	七叶灵esculin
	－
	－
	－

	精氨酸arginine
	+
	+
	+

	尿素 urea
	－
	－
	－

	产酸 acid from
	
	
	

	乳糖lactose
	－
	－
	－

	菊糖 inulin
	－
	－
	－

	棉籽糖 raffinose
	－
	－
	－

	山梨醇 sorbitol
	－
	－
	－

	阿拉伯糖 arabinose
	－
	－
	－

	甘露醇 mannitol
	－
	－
	－

	核糖 ribose
	+
	+
	+

	水杨苷 ribose
	－
	－
	－

	海藻糖 trehalose
	+
	+
	+

	V-P试验 V-P test
	－
	－
	－

	CAMP 试验 CAMP test
	+
	+
	+


注: “+”阳性反应; “－”阴性反应.

Note: “+” positive; “－” negative.
16S rDNA序列构建的系统发育树上(图2), 2分离菌与无乳链球菌聚为一族, 与来源与其他水生动物的无乳链球菌同源性达96.5%以上。

2.6  S. agalactiae cfb基因的PCR检测

针对S. agalactiae cfb基因的PCR扩增产物, 经1%琼脂糖凝胶电泳(图3), 发现从2分离株和无乳链球菌ATCC的基因组DNA中均特异性扩增出大小约为600 bp条带, 与预期大小一致。结合形态学和生理生化特性、16S rRNA基因序列分析及S. agalactiae cfb基因检测结果, 鉴定两2分离菌株为无乳链球菌(S. agalactiae)。
2.7  组织病理学观察

病鱼肝细胞肿胀、空泡变性, 形成局灶性坏死(图4A), 多量中性白细胞、巨噬细胞与淋巴细胞等炎症细胞浸润。脾严重充血、出血, 红细胞弥漫于整个脾组织中, 脾髓内淋巴细胞数量减少, 中性白细胞与巨噬细胞浸润, 网状内皮细胞增生(图4B)。肾小管上皮细胞变性、坏死; 肾间质内大量巨噬细胞与中性白细胞浸润, 大量红细胞积聚, 拟淋巴造血组织减少(图4C)。心肌变性、出血, 心外膜疏松、增厚, 大量炎症细胞浸润(图4D)。
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图2  基于2分离菌株16S rRNA基因序列与其他同源性较高的链球菌属

分叉处数值表示1 000 次重复抽样所得到的置信度百分比, 标尺长度表明每个位点发生0.05次置换.
Fig. 2  Phylogenetic tree generated by using MEGA5.0 based alignment for 16S rDNA sequence of 2 isolates and other related species in Streptococcus genus 
The values at the forks indicate the percentage of trees in which this brouping occurred after bootstrapping the data(1 000replicates). The scale bar shows the number of substitutions per site.
[image: image3.png]



图3  分离菌株与S. agalactiae ATCC51487 cfb基因的PCR扩增产物电泳图谱

M: DNA分子质量标准; 1: 阴性对照; 2: 无乳链球菌阳性对照; 3: DML120817; 4: YZH130830.
Fig. 3  The electrophoresis of cfb gene PCR amplification of isolates and ATCC 51487 strain

M: DL2000 DNA marker; 1: negative control; 2: positive bacterial strain of S. agalactiae; 3: DML120817; 4: YZH130830.

肌肉坏死、溶解(图4E)。脑膜增厚, 充血, 出血, 巨噬细胞与中性白细胞浸润(图4F); 脑水肿, 基质内出现大量空泡, 神经元细胞肿胀, 固缩, 毛细血管淤血, 小胶质细胞增生(图4G)。部分鱼鳃小片上皮增生, 坏死, 炎性细胞浸润(图4H)。眼球脉络膜出血, 中性白细胞浸润, 眼前房内蓄积多量红细胞(图4I)。
2.8  超微病理观察

电子显微镜下发现, 大量球状的无乳链球菌侵入肝细胞、肾小管上皮细胞、淋巴细胞与脑内, 部分细菌见荚膜形成, 被侵袭细胞的线粒体肿胀、嵴断裂、溶解、内质网扩张, 甚至细胞器结
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图4  感染无乳链球菌齐口裂腹鱼的病理组织学损伤(HE)

A: 肝细胞空泡变性, 坏死(*), 形成局灶性坏死(箭头). B: 脾出血, 淋巴细胞减少(箭头), 巨噬细胞浸润(短箭头). C: 肾小管上皮细胞变性、坏死(箭头); 肾间质出血(*), 巨噬细胞(红色短箭头)与中性白细胞浸润(短箭头). D: 心外膜增厚, 大量炎症细胞浸润(短箭头). E: 肌纤维肉坏死、溶解(箭头). F: 脑膜充血, 出血(箭头). G: 脑水肿, 基质内出现大量空泡(箭头), 神经元细胞肿胀, 固缩(短箭头). H: 鳃小片上皮增生, 坏死(箭头), 炎性细胞浸润. I: 眼前房内蓄积多量红细胞, 箭头: 红细胞. 标尺=50 μm. 
Fig. 4  Pathohistological lesions of Schizothorax prenanti infected by Streptococcus agalactiae (HE)

A: Vacuolar degeneration and necrosis of hepatocytes (asterisk), focal necrosis (arrow). B: Lymphocytes depletion, hemorrhage showed in the spleen (arrow), macrophages infiltration (arrow). C: Necrosis and degeneration of renal tubular epithelial cells (arrow), hemorrhage appeared in kidney (asterisk), macrophages (arrow) and neutrophils (arrow) infiltration. D: Incrassation of epicardium showed in heart with inflammatory cells infiltration (arrow). E: Necrosis and myolysis of myofiber appeared in the muscle (arrow). F: Hyperemia and hemorrhage of meninges showed in the brain with neutrophils infiltration(arrow). G: Vacuolus showed in matrix(arrow), neurons swelling showed in the brain(arrow). H: Hyperplasia and necrosis of gill lamellae epithelial cells appeared in the gill with inflammatory cells infiltration(arrow). I: A lot of erythrocytes showed in camera bulbi anterior. arrow:
erythrocyte. Bar=50 μm.
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图5  感染无乳链球菌齐口裂腹鱼的超微病理学损伤

A: 大量细菌入侵肝细胞, 致核膜、细胞器破坏(箭头); B: 细菌入侵肾小管上皮细胞, 致细胞器破坏(*), 部分细菌见荚膜(短箭头); C: 脾巨噬细胞内见多量细菌, 部分细菌处分裂状态(短箭头), 线粒体肿胀, 嵴断裂, 溶解(箭头). 标尺=2 μm.
Fig. 5  Electron microscopic observation of Schizothorax prenanti infected with S. agalactiae
A: Many bacteria invaded in hepatocytes, causing damages to karyotheca and organelles(arrow); B: Many bacteria invaded in renal tubular epithelial cell(asterisk), one of which showing bacterial capsule (arrow), causing damages to organelles; C: Many bacteria showed in macrophage of the spleen, one of which was splitting (arrow), and mitochondria was swollen with lysis of caritas
and disintegration (arrow). Bar=2 μm.
构完全破坏、溶解, 细胞膜破裂溶解。脑内胶质细胞增生, 核膜扩张, 神经纤维髓鞘变性、溶解。在肝毛细血管内, 肝、脾和肾间质的巨噬细胞内见多量菌体, 且一些菌体处于分裂状态。

3  讨论

自1958年Hoshina等[19]首次报道日本养殖虹鳟的链球菌病以来, 链球菌病已成为全球性的严重危害多种鱼类, 尤其对温水性与热带鱼类危害[20–21]。目前发现的鱼类链球菌病主要病原菌有海豚链球菌(S. iniae)[22]、无乳链球菌(S. agalac​tiae)[6–9]、停乳链球菌(S. dysgalactiae)[23]和鲇链球菌(S. ictal​uri sp. nov.)[24]等。在中国已有海豚链球菌感染斑点叉尾[image: image6.png]


[25]、无乳链球菌感染罗非鱼[16]和停乳链球菌感染西伯利亚鲟[23]的报道, 其中无乳链球菌感染已成为严重危害中国罗非鱼养殖的重要疾病[16]。本研究从临床特征表现为突眼、体表出血和神经症状的自然发病齐口裂腹鱼体内分离并鉴定其病原为无乳链球菌, 证实了无乳链球菌在自然情况下能感染齐口裂腹鱼, 其为一种危害齐口裂腹鱼的新病原。Al-Marzouk等[26]的研究发现无乳链球菌的毒力感染与温度密切相关, 一般自然感染发病水温均在26℃以上[20], 因此, 无乳链球菌主要危害温水性和热带鱼类[9, 20, 27]。齐口裂腹鱼是中国特有的一种冷水性鱼类, 适宜水温为15~22℃, 本研究中却发现无乳链球菌在26℃以下能自然感染齐口裂腹鱼并引起大量死亡, 究其原因是否是与该菌株的遗传学差异有关, 还需要进一步采用ERIC-PCR和 MLST等分子生物学方法开展该菌株与其他鱼源、牛源和人源无乳链球菌的差异化研究, 以深入了解无乳链球菌的多样性, 同时也为阐明该菌的感染特性提供参考。研究发现无乳链球菌感染鱼类主要表现败血症以及神经系统损伤[9, 10, 28–29]。本研究中观察到齐口裂腹鱼感染无乳链球菌也主要表现为多组织、器官变性、坏死和出血的败血症病理变化, 同时由于脑的损伤, 出现神经症状等临床表现与无乳链球菌感染罗非鱼的病理损伤与临床表现相似。无乳链球菌的致病机制目前还未完全清楚, 但无乳链球菌荚膜多糖(capsular polysaccharides, CPs)在其致病机制中有重要的作用, 它能阻止补体介导调理吞噬[30]使菌体成功逃避宿主特异性免疫[31], 提高其逃避宿主防御的能力并促进定殖和播散。研究中感染鱼组织器官的电镜观察发现, 巨噬细胞内吞噬有多量菌体, 但这些菌体并没有被清除, 有的甚至还处于分裂的状态, 表明菌体逃避了巨噬细胞的吞噬消除作用, 菌体成功逃避吞噬细胞的杀伤后, 通过血液或淋巴组织在宿主体内形成全身性播散, 致多组织、器官的损伤, 引发感染鱼多器官功能障碍或衰竭而死亡。同时无乳链球菌具有嗜神经性并且能穿透血脑屏障[10, 32], 所以临床表现有神经症状, 组织病理观察到脑基质有大量神经胶质细胞增生、浸润。

本研究发现, 无乳链球菌两分离株对多种常用抗菌药物均敏感, 且在实际处理中采用敏感药物强力霉素与阿莫西林内服较为有效控制了疫情。药敏试验中2012年分离菌株DML120817均对新霉素和氟苯尼考敏感, 而2013年分离菌株YZH130830对新霉素耐药和氟苯尼考则中度敏感, 表明由于抗菌药物的使用, 病原菌的药物敏感性在发生改变, 故在临床上抗菌药物的使用中应根据药物敏感性试验结果选择用药。但由于抗生素和化学药物长期使用带来的病原菌耐药性, 药物残留, 环境污染等负面影响已逐渐受到人们的关注[33], 同时, 无乳链球菌是一种人-鱼-畜共患的病原菌, Evans等[34]发现一些鱼源的无乳链球菌分离株也能致人的感染, 若水产上出现大量耐药菌株将对人类健康也构成极大的威胁, 因此, 今后在鱼类无乳链球菌病害的防治中, 研究方向应放在疫苗与中药等更为安全、环保的防控措施上。另外, 无乳链球菌是一种条件性致病的革兰阳性球菌, 广泛分布于自然界, 在水体与底泥中能较长时间存活, 其感染鱼类往往与水质、养殖密度和应激等有关; 且当鱼体感染后能通过污染的水体快速传播到同一水体中的其他鱼类[28], 因此, 在对鱼类无乳链球菌病防御的同时还应注重水质、底质改良、保持适宜的养殖密度等环节。
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Isolation, identification and pathogenicity of Streptococcus agalactiae from Schizothorax prenanti
YU Zehui, ZHANG Jia, GENG Yi, DENG Mengling, WANG Kaiyu, HUANG Xiaoli, CHEN Defang, WANG Jun

College of Veterinary Medicine, Sichuan Agricultural University, Ya’an, 625014, China
Abstract: In 2012-2013, a serious infectious disease characterized by exophthalmia, hemorrhage, and neurological symptoms emerged in Schizothorax prenanti farms in Sichuan Province. A Gram-positive, chain-forming coccus was found in liver and kidney smears. Two strains of Gram-positive, chain-forming cocci were isolated from the diseased fish. The colonies had a smooth-surface and were white, circular, regular and pin-head sized after incubation at 28℃ for 48 h on brain heart infusion (BHI). Artificial infection proved that the isolates were the pathogen of the disease. It was primarily identified to be Streptococcus agalactiae according to morphological, physiological and biochemical characteristics. Furthermore, a 16S rRNA gene sequence analysis by BLAST in GenBank indicated that the two isolates showed high levels of similarity to S. agalactiae (more than 96.5%). A phylogenetic tree was constructed comparing the 16S rDNA sequences of both isolates (GenBank accession number KF773744 and KF761304) to other related bacterial species in the GenBank database. In the phylogenetic tree the two isolates and other S. agalactiae strains constituted a branch. In addition, the two isolates were positive in a specific PCR detection of S. agalactiae based on the cfb gene. Based on the phenotypic characteristics, phylogenetic analysis of the 16S rRNA gene, and specific PCR detection, both isolates were identified as S. agalactiae. The sensitivity results showed that both strains were sensitive to doxycycline, amoxicillin, cephalothin V, ofloxacin and levofloxacin, but showed some difference in sensitivity to neomycin and amikacin. Histopathologically, the S. agalactiae infection could cause serious pathological changes in multi-organs and tissues, especially in liver, kidney and brain. The main pathologic lesions were degeneration, necrosis and infiltration of the inflammation cells. Electron microscopical examination found that bacteria could invade hepatocytes, renal cells and neurons, causing destruction of mitochondria and endoplasmic reticulum.
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