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病害 直是困扰我国养蛙业发展的一个 重要因素。国内已有学者相继报道了腹水病川、脑膜
蛊[2-3J、自内障病川、肝肿大病[5]及爱德华民菌病[0]等牛蛙疾病o 1998年 7 月至9月，我省各主要养蛙
地区暴发 种新的流行性蛙病，该病有发病面广、传染性 强、死亡率高的特点。 病蛙症状表现为厌 食或
停 食，皮肤失去光津，体表常出现点状愤癌斑，少数较大病蛙腹部膨胀。 解剖可见高少量腹水，呈梭红
色g肝充血呈紫色或失血呈白色;胃充血，内无食，多暗红色粘液，时有少量血凝块;肠充血呈紫红色或失
血为白色，内有大量除样物。 多数病蛙的脂肪体上有明显的出血点。 如是幼蛙发病，则脂肪体多为烧红
色。我们对该病进行了病原的分离和防治技术的研究，确定该病由温和气单胞菌引起。 现将研究结果
作一报道。

1 材料和方法

1.1 病蛙及供试健康蛙来源

患病蛙来自湖州德清县下舍镇的一家个体养蛙场。试验用健康蛙由湖州练市锦森特种水产养殖场
提供，蛙的体重为25 - 30.，该场近年来 直没有宜生该病。

1.2 病原菌分离

按常规细菌分离方法，对病蛙的肝、肺和脂肪体等显症部位作细菌分离和纯化培养，纯化后的菌株
作生化试验和致病性等试验。

1.3 动物回归攻毒试验

(1)组织滤液感染试验。取患病蛙的肝、脾、肺、肠 等显症组织，匀辈后，以生理盐* 1.10稀释，
4αXk/min离心30min，取上清液，梯级过滤，最后用灭菌的 0.22μ滤纸过滤 除菌， 除菌液加入8田
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单位/mL的庆大霉素，4'1::冰箱过夜，得无菌被(琼脂培养证实无菌生长)。 以此液时30g左右的健康蛙进
行腿部肌肉注射攻毒，每只 0.2mL，S只蛙一组，另设一组注射无菌生理盐水作对照，于水簇缸中饲养，
观察发病情况。 水簇缸大小为1∞cmx曲cm X 50cm，内盛少量水，斜放，使缸底213 有水，投放少量水
草，7K温为24-26吧，气温为22-30吧，每隔12h察看，收集死蛙(下同)。

(2)细菌感染试验。 将纯化所得的菌株在平艇上培养，经32'1:: 24h生长，挑取菌落到无菌生理盐水
中，制成细菌悬液，调整菌液浓度到MCFl号营。 以该浓度菌液对健康蛙果用肌肉注射、腹腔注射、皮下
注射、菌液浸泡和口灌菌液等方式进行攻毒，攻毒组用蛙5只，规格为25-30笆，观察发病情况。 同时设
对照组。

(3)再感染试验。取人工感染后发病的频死蛙，按1.2项所述进行细菌分离 ，挑取生长特征与所感
蛊菌株相一致的菌落，培弄后再对健康蛙进行攻毒试验，方法 同细菌感染试验，观察发病情况。

1.4 病原菌的生长特性与鉴定

来用APIATB系统进行菌种鉴定。

1.5 药敏试验

垂照廖延雄['J所述方法，果用纸片法作 药敏试验。

1.6 生产性防治试验

结合养殖生产需求，我们试制了专用药物一"蛙病宁5号" 选择发病较重，病症较为典型的养殖
场进行 药物防治试验，观察防治效果。

2 结果

2.1 病原菌分离

取患病蛙的肝、肺和脂肪体在普通营养琼脂平板上划线，经32飞培养 24h后，各平板上均有菌落生
长，菌带数量$且纯，挑取单 菌落作纯化培捍后，获 98隅3(肝)、姐刷刷肺)和98隅各(脂肪体)3个茵
株。

2.2 回归感染试验

(1)组织滤液感染试验 。 以除菌组织液对健康蛙作肌肉注射后，饲养观察12d，蛙活动均为正常，表
明该病由病毒引起的可能性不大。

(2)菌液感染试验。 将 98酬3，98棚4、姐回5三个菌株用生理盐水制成菌液，浓度为3x 时巾，对
健康蛙作肌注攻毒试验，对照组注射生进盐水，注射剂量为0.2mL。 结果显示，试验组蛙在一周内1回%
E病死亡，其症状表现与自然发病基本相同。 对照握全部存活。 表明 3个菌棒均为致病菌。

(3)致病菌毒为试验。 选取 980903 菌株，对健康蛙作肌肉注射、腹腔注射、皮下注射、口灌和创伤浸
浴等多选径感染攻毒试验，同时进行肌注梯度攻毒，以测定病原菌的毒力。 结果显示，除口服方式外，其
他各种感染逮径均能使牛蛙发病并导致死亡，且对蛙有较强的致病性。 该菌液对健康蛙肌注的半致死
剂量为7.6x101叫1sJindc 对病蛙作细菌分离，均可获得与 98酬3 相 同特征的菌落(纯化后得 姐阴3

A菌株)。
(4)再感染试验。 以98棚3-A菌株对健康蛙再 进行肌注攻毒，仍可复制出相 同病症，井引起蛙盎

病死亡。

2.3 病原菌特性

98值四、98阻剧和姐阳三 个菌株具有相同的生长特性。 菌株在普通琼脂培燕汗板上生长良好，
经32'1::恒温培养24h后，菌落大小约为1.5 - 2.0rrun，圆形、隆起、湿润、边缘略显不规则、不透明、肉汤培
养基中悬浮生长，繁殖速度较快，半固体中生长良好，穿剌线呈绒毛状，运动活泼，在液体和半固体表面
可形成一层白色的菌膜:氧化酶阳性、OF宜酵、产 气、0/129 耐药、需血:革兰氏染色阴性，菌体呈短杆状。
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垂照CYZ-9V鉴定革统，对3个菌株进行生化反应试验， 其结果完全 致，表明为同一种细菌[则。
选择9歇脚3 菌株，果用APIA四鉴定罩统中的API 却E鉴定试条对其进行进一步的鉴定(见表

I)。 表中，生化谱为7247124;鉴定结果为 温和 气单胞菌;鉴定%(%;d) =99.7。 根据上述试验结果，可
以确定，引盎蛙病的病原菌为温和气单胞菌。

表1 "酣阳菌橡在API-1ØE试条巾的生化且应结果
T由.1 The b恤........"嘱..'"费则例)3曲回mw始h API- 20E system 
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2.4 药敏试验

按照事延雄['J所述方法，用纸片法对跚跚3菌株进行药敏试验。结果垂明，该菌椎对氟碾酸、 环丙
沙星、氧霉素、 四环章、链霉素、 先锋必等高度敏感，对新霉素、荆特员、红霉素、强力霉素且氨基糖球类药
物呈中度敏感 ;对林可霉素、 青霉素、 乙耽螺旋霉素、苯瞠青霉素等则表现出耐药。

2.5 生产性防治初步试验

1 998年9月中旬，浙江省某地两个蛙场幼蛙暴发 温和气单胞菌病，出现大批死亡。
两个场的基本情况是俨场共有9个蛙池，放养 10 -却g的幼蛙阴阳只，用药治疗前日病死曲"回

只;2#场有4个蛙池，放养幼蛙约5{朋只，用药前日死蛙数 30只左右。对此，试验中果用了不阔的防治
方法，取得以下结果。

l'场蛙池用10 X 10-6蛙鳖康和2 X 10-6的蛙消安联合消毒，每天1次，连用3 d;同时结合投喂药物，
将 "蛙病宁5号"拌入黄粉虫投饲，投食量控制在原水平的80 %，每天1 次。4d为 -个疗程。H后，1' 
场不再高死蛙，蛙的吃食量也恢复到发病前的水平，病情得到控制。 后再投药一个疗程，以防止病情复
宜。一月 后回访，没再虫病。

2'场蛙池的水体消毒方法与l'场完全相同，投饲 也 样，但将药物改为环丙沙皇原粉，给药量为
每公斤蛙每天-唱唱，连用削。4d后，蛙仍有大批死亡，与用药前相比元明显减少，蛙的日摄食量仅为主
病前的2/5"
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