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摘要: 2006年 6月至 7月, 浙江萧山的部分乌鳢养殖池塘出现大规模死鱼现象, 发病率达 35% , 死亡率 100%。病

死鱼鱼龄多在 18个月左右,体长 30) 35cm。症状主要表现为体表、鳍条充血, 肝、脾、肾等内脏器官出现直径 1)

5mm的乳白色结节。从病鱼的肝脏和肾脏中分离到菌株W 060622, 经光镜、电镜观察, 在形态上均表现为长或短的

分支状杆菌。回归感染试验证实 W 060622即为引起此次乌鳢结节病的病原菌。通过 16S rRNA基因的全序

列测定 , 并与 G enbank中相关序列进行比对, 发现 W 060622与 鱼诺卡氏菌 N o card ia ser iolea JCM 3360T

( Z36925 )的 16S rRNA基因序列相似性达 991 9%。结合菌株回归感染、形态学和生物学特征及 16S rRNA分子鉴

定, 确定W 060622为 鱼诺卡氏菌。
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  乌鳢 (Oph iocephalus argus Cantor)俗称黑鱼、蛇

头鱼, 隶属鲈形目鳢科,是我国广泛分布的肉食性淡

水经济鱼类。随着市场需求的日益扩大, 人工养殖

已从少量混养发展到大规模集中饲养。近两年,在

浙江杭州及绍兴一带, 频现一种养殖乌鳢大规模死

亡的暴发性疾病。患病对象以 2龄鱼为主, 流行季

节在 6) 8月。平均发病率 35% , 发病死亡率高达

100%,经济损失严重。现已证实乌鳢大规模死亡系

鱼诺卡氏菌 (N ocard ia seriolae )引起。

首例报道诺卡氏菌病的是虹彩脂鱼 (H yphesso-

bry con innesi ) , 以后陆续发生在虹鳟 ( Oncorhynchus

m ykiss)
[ 1]
、五条 ( Seriola quinqueradiata )等水产养

殖动物中。鱼类诺卡氏菌病一般表现为体表和内脏

出现结节状肉芽肿。本次发病鱼以肝、脾、肾等内脏

器官出现大量乳白色结节为主要症状, 结节直径

1) 5mm。在鳢科鱼类中, Chen
[ 2]
和 Enr ico

[ 3]
曾分

别报道了斑鳢 ( Channa m aculata )和纹鳢 ( Channa

striata )结节病, 病原菌分别诊断为星状诺卡氏菌

(N 1 asteroides )和多孔分支杆菌 (M ycobacterium P o-

riferae) ,郭琼林
[ 4]
等也报道了乌鳢结节病的类似病

例,病原菌诊断为类立克次氏体 ( R ickettsia- like or-

ganism, RLO)。

本研究主要通过 16S rRNA基因序列相似性分

析, 结合菌株回归感染、形态及生理生化特性等将该

乌鳢病原菌鉴定为 鱼诺卡氏菌。这是国内外首次

在养殖乌鳢中发现诺卡氏菌病
[ 5]
, 也是养殖乌鳢感

染 鱼诺卡氏菌的首次报道。该研究旨在为乌鳢诺

卡氏菌病的有效防控提供理论参考, 且为乌鳢健康

养殖及病害诊治增加新的内容。

1 材料与方法

111 病鱼来源及症状观察  由浙江萧山某乌鳢养

殖场提供 2龄患病乌鳢, 体长 30) 35cm,体重 250)
400g。取濒死病鱼与正常鱼进行体表及内部解剖病

理比较观察,确定该病各病程的典型症状。

112 病原分离  选取具有典型症状的濒死病鱼, 无

菌操作从肝、脾、肾、心等部位分离细菌,分别划线于

胰蛋白胨大豆琼脂 ( T rypt ic soy agar, TSA )、小川

( Ogaw aps med ium, OM )、普通营养琼脂培养基中,

28e 恒温培养 5) 7d后纯化细菌, 分离菌株编号

为W060622。

113 病原形态观察
11311 菌落形态观察  将分离纯化后的细菌培养

物分别划线接种于 TSA和小川培养基中, 28e 恒温

培养 5) 7d后观察菌落形态。

11312 显微镜观察  对分离菌株进行革兰氏染色
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和抗酸染色,于 400倍和 1000倍显微镜下镜检。利

用扦片法观察菌丝形态。取融化并冷却至大约

50e 的 TSA培养基约 20 mL倒平板, 凝固待用。挑

取菌种在平板上划线接种, 将已灭菌的盖玻片以大

约 45b角扦入培养基内 (扦在接种线上 ) ,再将平板

倒置,于 28e 培养 5) 7d。取出盖玻片,于 400倍和

1000倍显微镜下镜检。

11313 电镜观察  用无菌生理盐水洗下 TSA斜面

上的菌苔,稀释并制成菌悬液。吸取一滴菌悬液置

于封口膜上,然后将其覆盖于 200目的涂有聚乙烯

甲醛 ( Formavar-carbon)的铜网上, 放置 5m in。醋酸

铀 ( PTA, pH 615)染色 3) 5m in,干燥, TECNA I 10型

透射电子显微镜观察。

肾脏组织用 215%戊二醛和 1%锇酸双固定,

4%醋酸铀染色 30m in。酒精逐级脱水后, 用 100%

丙酮脱水。无水丙酮与包埋剂渗透组织, 震荡, 包

埋,并置烘箱内于 37e 、45e 和 60e 逐级聚合。修

块,制备 100) 120nm超薄切片,醋酸铀和柠檬酸铅

染色, TECNA I 10型透射电子显微镜观察。

114 回归感染  健康试验乌鳢 80尾, 体重 120)

150 g,体长 20) 25 cm。随机分成 8个试验组, 设置

为注射、口灌、浸泡组及相应的对照组,每组 10尾。

试验用水族箱盛水 35 dm
3
(容积 45cm @ 30cm @

30cm ) ,充气,试验水温 26) 28e 。试验前正常投喂

配合饲料,后停食。暂养 48h,以备试验。

菌株于 TSA斜面 ( 28e )培养 7d, 用 0185%的
无菌生理盐水洗下菌苔,制备成菌悬液,测定浓度为

1116 @ 10
6
CFU ( Colony- form ing un its)用于腹腔注射

和口灌试验;菌种于胰蛋白胨大豆肉汤 ( T ryptic Soy

B ro th, TSB)液体培养基中 ( 28e , 120 r/m in摇床 )生

长 7d,经稀释后测定浓度为 2171 @ 10
6
CFU, 用于浸

泡试验。

腹腔注射菌量为 015 mL。对照组注射等量无

菌生理盐水 ( 0185% )。口灌组灌胃菌量为 110mL。

对照组灌胃等量无菌生理盐水 ( 0185% )。创伤浸

泡组, 镊子刮取健康鱼体表鳞片制造创伤, 然后于

2171 @ 10
6
CFU浓度菌液中浸泡 20m in, 清洗鱼体数

次, 转入普通水体暂养。非创伤浸泡组, 健康鱼于

2171 @ 10
6
CFU浓度菌液中浸泡 20m in, 清洗鱼体数

次,转入普通水体暂养。创伤对照组,创伤制造方式

同上, 转入普通水体暂养。

试验过程中,密切关注试验鱼的活力、水质等。

发现濒死鱼,立即取出解剖, 观察症状, 并在病灶处

用 TSA培养基进行细菌分离。

115 生理生化试验  参照伯杰氏细菌鉴定手册
(第九版 )和中科院微生物研究所放线菌分类组刘

志恒
[ 6]
的相关属、种鉴定内容和方法, 对供试菌株

的酶类产生、水解活性、单一碳源生长及温度和盐度

耐受性等进行研究。

温度耐受性试验: TSA斜面上接种 W060622菌

株, 分别置 35e 、40e 、45e 水浴培养 7) 10d, 观察

其生长情况; TSB试管培养 W060622菌株, 在 50e
水浴中分别处理 2、4、6、8h,转接至 TSA平板培养,

5) 7d后观察其生长情况。

盐度耐受性试验: 配制盐度梯度为 30j、40j、

60j的 TSA培养基,滴加菌液 011 mL于空培养皿

中, 用预热冷却后的液状 TSA倾倒入含菌培养皿,

摇匀。培养 5) 7d后,观察其生长情况。

116 16S rRNA基因的 PCR扩增  基因组 DNA

提取和 PCR扩增参照东秀珠
[ 7 ]
的方法进行。 16S

rRNA基因 PCR扩增引物分别为: P1: 5c-AGAGTTT-

GATCCTGGCTCAG-3c; P2: 5c-TACGGCTACCTTGT-

TACGACTT-3c。分别对应于 E 1coli 16S rRNA基因

的第 8) 27和第 1492) 1514个碱基位置。 25LL反

应体系包括: 1 @ PCR Buffer 215LL, 215mmo l/L M gC l2

2LL, dNTP (各 25Lmol/L ) 012LL, 引 物 P1、P2

( 25Lmo l/L )各 1LL, Taq DNA 聚合酶 ( 5U /LL )

012LL, DNA模板 2LL。 ddH 2O 1611LL。 PCR反应

条件为: 94e 预变性 4m in, 94e 变性 1m in, 47e 复性

1m in, 72e 延伸 2m in, 30个循环, 最后 72e 延伸
5m in。PCR产物的回收纯化采用上海基康生物有

限公司的 DNA快速纯化回收试剂盒。 PCR产物直

接测序, 测序工作由上海基康生物有限公司 AB I

377 DNA自动测序仪完成。测序引物为: P1: 5c-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3c; P2: 5c-TACGGCTAC-

CTTGTTACGACTT-3c; P3: 5c-GTAGGGTGCGAGCGT-

TG-3c。所测序列利用 GenBank数据库中的 BLAST

与邻近种属的 16S rRNA序列进行相似性比较。

2 结  果

211 病鱼症状
自然发病乌鳢开始仅反应迟钝,食欲下降,上浮

水面。随着病情加重,部分鱼体表出现创伤,溃烂出

血, 鳍条有充血现象。大多伴有肛门红肿, 腹部膨

大, 少数病鱼眼球突出。解剖观察发现,膨大的腹腔

内有少量透明或淡黄色液体, 在肝、脾、肾等内脏组

织中出现乳白色或淡黄色结节,直径 1) 5mm(图 1)。

60d内累计死亡率达 35% ( 50万尾中死亡 18万
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尾 )。取结节内物质涂片, 镜检发现大量长或短的

革兰氏阳性分枝状菌体。

图 1 布满乳白色结节的病鱼肾脏

Fig11 Wh ite nodu les in k idney of diseased snak ehead

212 病原形态

21211 菌落形态
对病鱼的病灶部位 (肝、脾、肾 )进行病原分离,

得到纯度一致的单菌落。病原菌在 TSA、小川及普

通营养琼脂培养基上均能生长。但生长缓慢, 需

5) 7d才能长出, 菌落呈淡黄色沙粒状, 粗糙易碎,

边缘不整齐,偶尔在表面形成皱褶 (图 2)。

图 2 病原菌菌落形态

F ig12 G row ing on OM of f ish isolate

21212 菌体显微与亚显微形态

病原菌革兰氏阳性,具有弱抗酸性。基丝发达、

繁茂,呈分枝状, 丝状体长 10) 50 Lm(图 3)。菌体

呈长或短杆状,或细长分枝状, 常断裂成杆状至球状

体,两端膨大成椭球形,直径 012) 016Lm, 长 110)

310Lm,大多成群紧密排列 (图 4)。病鱼组织透射

电镜观察未见病毒颗粒、类立克次体等其他原核生

物体, 发现大量菌体,与分离菌株形态相同, 且菌体

结构特殊,中央或两端有丝状的类核体,胞壁为三层

结构,外围高电子密度层与质膜之间被一低电子密

度层隔开 (图 5)。
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213 回归感染试验
感染试验结果表明 , 分离菌株即为该病的病

原菌, 对乌鳢有较强的致病性, 病程较长, 死亡率

100% (表 1)。其中 ,注射组试验鱼发病最快, 感

染 3d后即出现病死鱼。口灌和浸泡组试验鱼在

感染 7d后开始游动迟缓, 上浮水面, 体表和各鳍

条均有发红或出血症状 , 随后几天出现连续死亡

现象。到第 18天时, 感染组试验鱼全部死亡, 而

对照组无任何症状。发病鱼解剖观察 , 发现肝、

脾、肾部位出现大量乳白色结节, 肾脏充血 , 肿

大, 与自然发病鱼症状基本相似。从病变组织

肝、脾、肾部位均分离到纯度一致的菌株, 菌落形

态、菌体形态及基本生理生化特性与从自然发病

鱼体分离的菌株完全一致。

表 1 健康乌鳢回归感染试验结果

T ab11 Resu lts of experim ental in fections of snakehead w ith iso late

试验组

Group

试验尾数

Num ber

菌悬液浓度

Bacteria d ensity

( cfu / mL)

剂量

Dose

( mL)

感染后死亡数及死亡时间

No1 and t ime of f ish death ( d)

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

死亡尾数

N o1 of fish

d ead

死亡率

M ortal ity

(% )

1注射 10 1116 @ 106 015 1 1 0 1 3 1 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 100

2口灌 10 1116 @ 106 110 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 2 3 0 0 1 1 10 100

3创伤浸泡 10 2171 @ 106 20* 0 0 0 0 0 1 0 1 1 2 0 2 2 1 0 0 10 100

4非创伤浸泡 10 2171 @ 106 20* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 3 1 1 0 10 100

5注射对照 10 生理盐水 015 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

6口灌对照 10 生理盐水 110 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

7创伤对照 10 灭菌淡水 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

8正常 10 灭菌淡水 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

  * 浸泡 20m in Imm ersed 20m in

214 生理生化特性

病原菌生理生化试验结果 (表 2)。病原菌过氧

化氢酶阳性、氧化酶阴性, 产生脲酶, 还原硝酸盐,不

水解酪素、腺嘌呤、黄嘌呤、次黄嘌呤、酪氨酸、弹性

蛋白、淀粉和明胶, 水解七叶灵,能以柠檬酸盐为唯

一碳源生长, 45e 下培养、40j盐度下培养及 50e

处理 8 h后培养均不生长。生理生化特性与诺卡氏

菌属基本一致, 且与其中的 鱼诺卡氏菌 (N 1 seri-

o lea )完全相同。

表 2 患病乌鳢病原菌及参照菌株的生理生化特性

Tab12 Physio log ical and b iolog ical characterist ics of isolateW 060622 from snak ehead and referen ce strains ofN ocard ia

星状诺卡氏菌

N. asteroid es

鼻疽诺卡氏菌

N. farcin ica

杀鲑诺卡氏菌

N. salm onicida

鱼诺卡氏菌

N. seriolae

乌鳢病原菌

Fish isolate

ATCC 19247T ATCC3318 JCM4826T JCM 3360T W 060622

过氧化氢酶 C atalase + + + + +

氧化酶 Oxid ase - - - - -

脲酶 Urea + + + - -

硝酸盐还原 N itrate + + + + +

水解 Decom pos ition of

 七叶灵 Aescu l in + + + + +

 明胶 Gelat in - - - - -

 弹性蛋白 E last in - - - - -

 淀粉 Starch - - - - -

 酪素 C asein - - - - -

 腺嘌呤 Aden ine - - - - -
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续表

星状诺卡氏菌

N. asteroid es

鼻疽诺卡氏菌

N. farcin ica

杀鲑诺卡氏菌

N. salm onicida

鱼诺卡氏菌

N. seriolae

乌鳢病原菌

Fish isolate

ATCC 19247T ATCC3318 JCM4826T JCM 3360T W 060622

 黄嘌呤 Xan th ine - - - - -

 次黄嘌呤 H ypoxanth ine - - - - -

 酪氨酸 Tyrosin e - - + - -

唯一碳原利用 Grow th on so le carbon sources

 甘露醇 M ann itol - - + - -

 阿拉伯糖 Arab inose - + - - -

 山梨醇 Sorb itol - - + - -

 柠檬酸盐 C itrate + - + + +

在 45e 下生长 Grow th at 45e - + - - -

 50e 培养 8h C u lture 8h at 50e + + + - -

 40j NaC l中培养 Cu ltu re in 40j N aC l + + + - -

  注: / + 0阳性; / - 0阴性  Note: / + 0posit ive, / - 0negat ive

215 16S rRNA序列分析

用引物 P1和 P2扩增菌株的 16S rRNA基因,

共 1430个碱基, 其序列在 GenBank中的注册号为:

EF192033。将该序列与 GenBank中相关序列进行

相似性分析。结果表明, 菌株与诺卡氏菌属的菌株

亲缘关系最近, 与 鱼诺卡氏菌 N ocard ia seriolea

JCM 3360
T
( Z36925)的 16S rRNA基因序列相似性达

9919%, 只有两个碱基的差别。据此鉴定该菌株为

鱼诺卡氏菌 (N ocard ia seriolea )。

3 讨  论

引起鱼类患结节病的病原有棒状杆菌 ( Coryne-

bacterium sp1)、分枝杆菌 [ 3]
(M ycobacterium sp1)、诺

卡氏菌
[ 1]

(N ocardia sp1)、巴斯德氏菌 [ 8]
(P asteurella

sp1)、嗜水气单胞菌 [ 9]
(A erom onas sp1 )以及类立克

次氏体 ( R ickettsia- like organism )
[ 4 ]
等, 而引起鳢科

鱼类结节病的病原有诺卡氏菌
[ 2]
、分枝杆菌

[ 3]
及类

立克次氏体
[ 4 ]
。本研究中病鱼肾脏组织的电镜观

察显示,肉芽肿组织中含有大量形态、大小一致的菌

体,而未见病毒颗粒、类立克次体
[ 10, 11 ]

等其他原核

生物体。我们从病 鱼组织中分 离获得菌株

W 060622, 其人工培养菌落特征、个体形态及染色特

征等符合诺卡氏菌的一般特征,可初步确定为诺卡

氏菌引起。

鱼类诺卡氏菌病一般表现为体表和内脏出

现结节状肉芽肿。通过对浙江萧山乌鳢养殖场

的病鱼取样观察以及分离菌株的回归感染试验,

我们发现感染鱼的肝、脾、肾等内脏器官均出现

结节状肉芽肿。本研究中, 病原菌在形态、生长

和生理生化等基本特征与诺卡氏菌属的生物学

特征基本一致。 16S rRNA序列同源性分析结果表

明, 分离菌株与 鱼诺卡氏菌 N ocardia serio lea

JCM 3360
T
( Z36925)的 16S rRNA基因序列相似性达

9919% ,仅有两个碱基的差别, 据此确定该病为乌鳢

诺卡氏菌病,鉴定病原菌为 鱼诺卡氏菌。

诺卡氏菌 (Nocardia sp1 )属于放线菌目, 诺卡氏

菌科 ( Nocard iaceae), 是一类革兰氏阳性丝状杆菌,

广泛分布在土壤、活性污泥、水、动植物和人的组织

中,以腐生为主。一些菌株是人和动物的机会致病

菌。在水产动物中,首例报道诺卡氏菌病的是虹彩

脂鱼
[ 1]
,以后陆续发生在虹鳟

[ 1]
、五条 、斑鳢

[ 2]
、

红鲑鱼、太平洋牡蛎、大口鲈和海鲈
[ 12]
等水产养殖

动物中。诺卡氏菌曾是日本 鱼养殖中最主要的病

原菌之一,也是太平洋牡蛎养殖的主要病原菌,近年

来对我国台湾及大陆水产养殖业影响较大。

鱼诺卡氏菌曾被报道发生在五条 、海鲈
[ 12]

及大黄鱼
[ 13 ]
养殖中, 三者均为海水养殖鱼类, 而在

淡水鱼类病害中 鱼诺卡氏菌的发现尚属首次。诺

卡氏菌在海水中的含量不高, 曾被认为是一种机会

致病菌,当养殖鱼类体质虚弱、免疫力低下时, 通过

呼吸或饵料而感染
[ 14, 16 ]

;诺卡氏菌在淡水中的含量

尚无报道。回归感染试验结果表明,注射、口灌和浸

泡感染都能使试验鱼致病, 这说明在自然情况下该

菌从鱼体损伤部位、消化道或通过鳃进入体内的可
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能性均存在。从发病器官来看,发病最严重的器官

都是与血液循环关系最为密切的器官, 说明该菌很

可能通过血液循环而到达各靶器官, 然后在各组织

器官中固着,逐渐繁殖而形成结节。结合该病的流

行病学资料可以推断, 在自然情况下由于养殖密度

过高、养殖区域水质恶化等环境胁迫导致机体抵抗

力下降,以及乌鳢经过多代人工繁育造成种质退化,

加上流行季节水温适宜病原菌繁殖, 致使诺卡氏菌

可通过水体或者饵料侵入机体引起致病。

在药物防治方面, 目前尚无针对诺卡氏菌的

特效抗菌药物。复方新诺明 ( TM P-SMX )和利福

平 ( R ifamp icin)曾被用于斑鳢星状诺卡氏菌病的

治疗
[ 14]

, 并 取得 了较 好的 效 果。苯 扎氯 铵

( BKC, 即洁尔灭 )应用于水体消毒, 对星状诺卡

氏菌的抑菌效果明显
[ 15 ]
。免疫防治方面, Itano

[ 16]

用 N 1 soli、N 1 f lum inea和 N 1 uniform is作为活疫苗

免疫健康五条 ,发现低毒 N 1 soli免疫五条 后,

鱼体对 N 1 seriolea的抗感染能力明显增强。

诺卡氏菌病主要发生在人类和畜牧业中, 近

几年在水产动物中也有较多报道, 对水产养殖业

造成较大损失。有关水产动物致病诺卡氏菌 (包

括 鱼诺卡氏菌 )对食品安全和人类健康的危害

尚不清楚 ,人鱼共患可能性的研究值得引起人们

的重视。由于鱼类诺卡氏菌病病程较长, 发病前

期无症状或症状不明显, 后期治愈率低, 发病率

和死亡率都较高, 故给该病的早期诊断和防治带

来极大困难。随着分子生物学技术的发展, 病原

菌分子检测技术的突破 , 将为乌鳢诺卡氏菌病的

防治带来新的转机。
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Abstract: Epizootics o fnocard iosis in reared snakehead, Ophiocephalus argus Cantor, occurred in the north part of Zhejiang

Prov ince, China, in recent years. It is a chronic system at ic d isease which bring s ign ificant loss in aquiculture. And an ep-i

zoot ic disease of snakehead, cultured in brackish ponds was investigated by our workgroup in X iaoshan, in Zhejiang P rov-

ince, China, from June to July 2006. The cum ulat ivem ortality w ithin 30d w as 35% ( 180000 out of 500000) and themor-

ta lity w as as h igh as 100% . The clinical s igns, pathogenicm orphology, virulence, b iochem ical characterizat ion, ultrapatho-l

ogy and 16S rRNA gene were observed and analyzed. This is the first study onN ocardia sp. - infected snakehead in aqua-

culture. W e try tom ake it the reference o f prevention and cure on nocardiosis in snakehead and also prov ide new contents

about diseases in snakehead.

T he diseased f ish w ere 18 months oldw ith indiv idual length from 30 to 35 cm, bodyw eight from 250 to 400 g. M ult-i

ple, ivory-white nodules, 1) 5 mm in d iam eter, w ere scattered on several internal organs, especially the liver, spleen and

k idney. G ram-positive rods, often seen as branched fragm ented filam ents, w ere detected in G ram-sta ined sm ears of scrap-

ings of the organ les ions. Bacteria were isolated from the liver and kidney of diseased fish and numberedW 060622. Ex-

permi enta lly induced nocardios is in snakeheads challenged w ith the bacterium isolated from a natural outbreak produced

the same patholog ica l changes as observed in naturally infected fish. In addition, the bacterium was re- iso lated in pure cu-l

ture from challenged an mi als only. These observations confirm the bacterium as the aetiolog ical agent of th is disease in cu-l

tured snakeheads.

T hemorphology o f isolated bacteria from T ryptic soy agar ( TSA ) andOgaw apsm edium ( OM ) were bead-like or long,

slender, filamentous rods both under m icroscope and electron m icroscope. Batches o f bacteria were found in kidney tissue

and cells, whereas, no v irus and other prokaryotesw ere found under electron m icroscope. B iochem ical characterization con-

ta ins enzym e production, decom pos ition, growth on so le carbon sources w ere tested and draw smi ilarities toN ocardia. A -l

most complete sequence o f the 16S rRNA gene of the organism was sequenced to be 1430 bp ( GenBank Accession No.

EF192033) and compared w ith the correlat ive sequences in Genbank database. Itwas found to be highly smi ilarw ith that

of the type strain ofN ocardia seriolae JCM 3360
T
( Z36925) and the smi ilarity reached 99. 9% . Based on the results o f the

expermi enta,l morpho log ical feature, phys io log ica,l b iolog ical properties and 16S rRNA sequence, the pathogenic organism

W 060622 was identified asN ocardia seriolae.

In the expermi ental infection, we found that healthy snakehead could be infected by intraperitoneal ( IP) inject ion, in-

tragastric ( IG ) infect ion and a lso by mi m ersion challenge. Th is indicated that the bacterium colonizes in the fish viaman-i

fo ld routes, such as injured skin, g ill or digestive tract. Lots of nodulesw ere found on the liver, spleen and especially k id-

ney of cha llenged fish wh ich probably reflected that the pathogen m ultiplying related to b lood circu lation.

Ep idem iology and environmental conditions show ed the outbreak m ight associate w ith depressed germ plasm resource

by inbreed ing, water contam inated and unpasteurized diets. T he high density at which fish w ere reared and eutrophication

w ater acted as externa l stressorsm ight decrease the fishps resistance to bacterial in fect ion. These observat ions suggested an

opportun istic ro le ofN ocardia in infected snakeheads.

Because of the great harm of this d isease, no effectual approaches w ere found in early diagnosis and prevention and

cure. So the pathology, mi munology, detection and m edication o f nocardios is in snakehead warrants further investigation.

K ey words: Snakehead; Nocard iosis; Expermi ental infection; 16S rRNA; N ocardia seriolae


