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提要   采用表观分类学及分子生物学方法, 对从大菱鲆细菌性败血感染症的病 (死 )鱼中分

离到的相应病原菌, 进行了形态特征、理化特性等较系统的鉴定及代表菌株 DNA中 G +

Cmo%l 的测定;同时,择代表菌株进行了 16S rRNA基因的分子鉴定,测定了 16S rRNA基因序

列、分析了相关细菌相应序列的同源性、构建了系统发生树。结果表明, 所检 30株菌均为利

斯顿氏菌属 ( ListonellaM acDone ll and Co lw ell 1986)的鳗利斯顿氏菌 [ L1angu illarum ( Bergeman

1909)M acDone ll and Co lw ell 1986] ,择 S010610-1株、S010610-3株及 S010623-1株作为代表菌

株进行的 16S rRNA基因序列测定, 不包括引物结合区,所扩增的 16S rRNA基因序列长度,

S010610-1株为 1466bp( GenBank登录号: AY963630)、S010610-3株为 1416bp( G enB ank登录

号: AY963631)、S010623-1株为 1424bp( GenBank登录号: AY963632), 与 GenBank数据库中

弧菌属细菌的同源性在 97% ) 99%。
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  随着大菱鲆在我国北方养殖的大面积发展,

病害问题已成为当前产业持续、健康、稳定发展

的重要课题而受到养殖界的特别关注。2001年,

作者对山东某海水鱼养殖场大菱鲆 ( 2) 3月龄 )

所发生的呈败血症感染的病例进行了检验。病

鱼表现摄食减少、反应迟钝; 检验两批次送检的

共 20尾发病濒死及刚刚死亡大菱鲆, 发现均表

现有不同程度的口部、鳍及腹面出血, 有的存在

鳍条裂开并呈不同程度的腐烂状, 剖检见肝肿胀

并均有不同程度的出血、充血或贫血、脾及肾稍

肿胀, 有的在肌肉有不同程度的出血点或小斑,

均呈败血症病变;有的存在不同程度的呈半透明

状 (个别的血样 )的腹水。

经对病原检验表明为利斯顿氏菌属 (L istonella

M acDonell and Co lw e ll 1986 )的鳗利斯顿氏菌

[L 1anguillarum ( Bergeman 1909 ) M acDonell and

Co lw e ll 1986]所引起的感染。鉴于该菌为鱼类一

种常见且重要的病原菌,为丰富其生物学性状、

分子生物学及致病作用等方面的内容,作者对所

分离做纯培养的 30株菌进行了形态特征、菌落

特征、理化特性、不同菌株的感染试验等方面的

检验, 同时择代表菌株进行了 16S rRNA基因序

列测定与系统发育学分析,旨在能为对该菌的有

效检验及进一步研究等提供参考。

1 材料与方法
111 供试菌株及其来源

取上述 15尾大菱鲆的病变组织肝、脾、肾及

腹水为材料, 用普通营养琼脂及含 7%兔血营养

琼脂平板做细菌分离,置 28e 培养 24h和 48h检

查。结果出现了两种情况, 一是在 15尾鱼的被
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检组织材料中均分离到了数量不等但均为大量、

几乎均呈纯培养状的同种细菌的菌落 (记作 A

菌 ) ;二是在第二批次检验 10尾鱼的各被检组织

中除均分离到 A菌外, 还同时分离到在分布数量

上与 A菌差异不明显 (在有的鱼各被检组织中明

显多于 A菌 )、亦均呈纯培养状的另一种菌落 (记

作 B菌 )。从每尾鱼各取分离菌落 2个分别移接

于普通营养琼脂斜面 ( 28e 培养 24h)做成纯培养

后供鉴定用,如此 15尾鱼的共做纯培养 30株,各

菌株按顺序依次编号: 第一批次 5尾的 10株为

S010610-1至 S010610-10(均为 A菌 ), 第二批次

10尾的 20株 ( A菌、B菌各 10株 )为 S010623-1

至 S010623-20, 如此属于 A菌的共 20株、B菌的

共 10株。

112 形态与菌落特征检查

取上述 30株纯培养菌, 分别移接于普通营

养琼脂斜面置 28e 培养 18h, 制备涂片标本进行

革兰氏染色做形态特征检查; 各菌株分别划线接

种于普通营养琼脂、血液营养琼脂 (分别为含 7%

家兔脱纤血及含 7%绵羊脱纤血的营养琼脂 )、疖

疮病琼脂 ( FA )、庆大霉素琼脂、硫代硫酸钠柠檬

酸钠胆酸钠蔗糖琼脂 ( TCBS)、R im ler-Shotts培养

基 ( RS)及 2216E海水培养基 ( 2216E )等 7种不

同培养基平板, 置 28e 培养 24h和 48h,分别检查

生长情况及菌落特征。

113 电子显微镜观察细菌形态

择上述 30株纯培养菌的代表菌株 ( S010610-1、

S010610-3、S010623-1) , 分别接种于半固体培养

基,置 28e 培养 24h后,取菌悬浮于无菌蒸馏水

中制备成淡菌悬液作为供试菌液, 取此菌液 1滴

于经 Formvar膜包被的铜网上, 静置 1m in左右后

吸除菌液,再以 015% 磷钨酸水溶液同样加 1滴

于铜网上负染 1m in左右, 吸除染液并待自然干

燥后,置 JEM-100CX透射电子显微镜下检查形态

特征与鞭毛形成情况。

114 理化特性检查

取上述 30株纯培养菌, 分别接种于细菌理

化特性鉴定用培养基中, 按常规进行氧化酶、接

触酶、糖 (醇及苷 )类代谢、H2 S、吲哚、MR、V-P试

验、硝酸盐还原、OF试验、枸橼酸盐利用 ( Smi -

mons)等较系统的理化特性测定 (东秀珠等, 2001)。

115 16S rRNA 基因序列测定与系统发育

学分析

11 511 PCR模板 DNA的制备  择代表菌株

S010610-1、S010610-3及 S010623-1,分别接种于

LB肉汤中 28e 培养 16h, 按小量细菌基因组

DNA抽提试剂盒 (上海华舜生物工程有限公司

产,批号 204-L)所述方法提取 DNA作为 PCR模

板 DNA。

11512 16S rRNA基因序列的 PCR扩增与测序

  16S rRNA基因 PCR扩增的两个引物分别为

27F(正向引物 ) : 5c-AGA GTT TGA TC( C /A) TGG

CTC AG-3c(对应于 E1coli 16S rRNA基因的第

8) 27个碱基位置 )、1492R (反向引物 ) : 5c-GGT

TAC CTT GTT ACG ACT T-3c(对应于 E 1coli 16S
rRNA基因的第 1492) 1510个碱基位置 ) (M artin

et al, 1998)。在 20Ll反应体系中含有: 无菌蒸馏

水 1414L ,l 1 @ PCR 缓冲液 2L ,l 115m mo l/L

M gC l2 116L ,l 4 @ dNTP 混合物 014L ,l 引物各
012L ,l 215U /Ll的 Taq DNA聚合酶 012L ,l模板
DNA 1Ll。PCR反应条件为: 95e 预变性 3m in、接

94e 变性 1m in、55e 复性 1m in、72e 延伸 2m in,

30个循环后 72e 温育 6m in。 PCR扩增产物经

DNA纯化系统 (W izard PCR Preps, Promega)纯化

后,由上海博亚生物工程技术公司使用 3730测序

仪进行基因序列测定。

11513 16S rRNA基因序列系统发育树的构建  
 分别对供试 3个菌株的 16S rRNA基因序列通

过 NCB I的 B last检索系统 ( http: / /www. ncb.in lm.

nih. gov /B last / )进行序列同源性分析, 并使用

C lustalX118软件与从 G enB ank数据库中获得的

序列相似性较高的菌株的序列进行多序列匹配

排列 (M ultip leA lignm ents) ,采用邻接法 ( neighbor

joining method)获得分支系统树, 并通过 Boo tstrap

法 ( 1000次重复 )检验。

116 菌种的归类判定

以经上述表型性状鉴定结果, 主要依据

/ Bergeyps M a-nua l of Determ inat ive B acterio lo-

gy19th ed10 (H olt et al, 1994) , / BergeypsM anual o f

Systemat ic Bacteriology0 (K rieg et al, 1984), / Bac-
terial F ish Pathogens: D isease of Farmed andW ild

F ish0 ( Austin et al, 1999)及有关资料, 并结合细

菌发育学分析的结果,进行分离菌的种属判定。

117 致病性测定

择上述分离鉴定的代表菌株 ( S010610-1、

S010610-3、S010623-1) , 分别接种于普通营养肉

汤中 28e 培养 18h调成 9 @ 10
8
CFU /m l作为供试

菌液, 分别经腹腔接种感染体长 20cm左右的健
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康大菱鲆及牙鲆, 每株菌各感染 6尾, 剂量为

013m l/尾 (感染接种前养殖观察 5天且健康供

试 ) ,同时设立仅用同剂量、同批无菌营养肉汤接

种的对照, 均隔离养殖于试验水簇箱内, 每天观

察发病与死亡情况。以被感染鱼出现同自然病

例样的病变、从病死鱼重新分离回收到原感染菌

作为供试菌株的病原性判定指标。

2 结果
211 形态特征

30株菌的形态一致, 均为革兰氏染色阴性、

杆状 (多数稍弯曲 )、两端钝圆或稍尖、散在 (个别

成双 )、无芽孢、大小多在 ( 013) 017 ) Lm @
( 110) 212) Lm 的细菌; 代表菌株 ( S010610-1、

S010610-3及 S010623-1)经 EM 负染色标本检

查,菌体均为着生极端单鞭毛。

212 菌落特征

在供试 12种培养基上,供试 30株菌中 A菌

( 20株 )、B菌的生长情况和菌落特征存在一定的

差异, A菌 20株的表现一致、B菌 10株的表现一

致。且 A菌 ( 20株 )和 B菌 ( 10株 )在普通营养

琼脂、血液琼脂上的菌落特征均与前述相应直接

从病变组织材料中分离的一致, 仅是使用绵羊血

液的 B-溶血均不如使用家兔血液的效果明显。

21211 普通营养琼脂   A菌 20株培养 24h检

查菌落呈圆形光滑、边缘整齐、较隆起、浅橘黄

色、不透明、直径多在 110mm左右, 48h直径多在

118mm左右、橘黄色更明显, 生长丰盛。B菌 10

株培养 24h检查菌落较扁平、较透明闪光、直径

多在 018mm左右, 48h多在 115mm左右, 余特征

同 A菌的但比 A菌的湿润度高,生长丰盛。

21212 血液营养琼脂   A菌 20株基本同在普

通营养琼脂上的菌落特征, B-溶血、24h直径多在

112mm左右、48h多在 210mm左右,生长丰盛。 B

菌 10株的 B-溶血环较 A菌的狭窄且不如 A菌的

透明度高, 余特征同 A菌的但比 A菌的湿润度

高,生长丰盛。

21213 庆大霉素琼脂   A菌 20株 24h检查形

成圆形光滑、稍隆起、边缘整齐、灰褐色 (中心色

重 )的菌落, 直径多在 112mm左右, 48h直径多在

210mm左右, 仔细观察可见有浅灰褐色色素呈水

溶性渗于培养基中; 生长丰盛但均于划线接种的

起始点涂布处形成菌苔及邻近处形成单菌落, 连

续划线的远距离处不易生长出菌落。 B菌 10株

与 A菌的基本相同,仅是表现的更显湿润。

21214 TCBS  A菌 20株 24h检查形成圆形

光滑、边缘整齐、较隆起、黄色、直径多在 013mm

左右的小菌落, 48h多在 112) 115mm; 生长较丰
盛但均易于划线起始的涂布处生长且于邻近处

形成单菌落, 远离划线起始部处不易生长出菌

落,菌落黏稠不易乳化,菌落周围培养基轻微下陷

(菌落长入培养基中 ) ,刮下菌落后可见长入培养基

中留下黄色菌落痕迹。B菌 10株基本同 A菌的。

21215 FA   A菌 20株 24h检查形成圆形光

滑、边缘整齐、较隆起、浅橘黄色、不透明的菌落,

直径多在 016mm左右, 48h多在 118mm左右, 生

长较丰盛。B菌 10株 24h检查形成较透明、直径

多在 013mm 左右的小菌落, 48h多在 112mm左

右, 其他特征基本同 A菌的。

21216 RS  A菌 20株的菌落圆形光滑、边缘

整齐、隆起、孤立菌落黄色 (菌落密集处及菌苔处

多呈黄绿色 ), 培养 24h直径多在 018mm左右、
48h多在 112) 115mm,刮下菌落呈稍黏些、块状

不易涂开、留下黄色菌落痕迹, 生长中度。 B菌

10株为稍隆起、黄色的菌落 (菌苔处亦黄色 ), 其

他特征基本同 A菌的。

21217 2216E  A菌 20株的菌落圆形光滑、边

缘整齐、稍隆起、半透明状、浅橘黄色, 24h检查直

径多在 015mm左右、48h多在 118mm左右, 生长

中度。 B菌 10株培养 24h检查直径多在 014mm、
48h多在 115mm左右, 其他特征基本同 A菌的。

213 理化性状

30株供试菌中, 28株对 O /129 ( 10Lg及

150Lg)敏感, 2株 ( A 菌中来自同一尾鱼的

S010610-3和 S010610-4)具有抗性; 海藻糖试验

表现为 A菌 20株阳性, B菌 10株阴性; 余所测项

目 30株均表现一致 (表 1)。

表 1 30株分离菌的理化特性

Tab11 Physio log ical and biochem ica l

charac teristics o f 30 strains

项  目   结果 项  目   结果

37e 生长 + 明胶液化 +

氧化酶 + 枸橼酸盐利用 +

接触酶 + 葡萄糖:产酸 +

产 H 2 S - 葡萄糖:产气 -

O-F试验 F 山梨醇 +

动力 + 蜜二糖 -
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续表

项  目   结果 项  目   结果

棉子糖 -

菊糖 -

水扬苷 -

吐温 80 +

硝酸盐还原 +

半乳糖 +

蛋白酶 +

DNA酶 +

蔗糖 +

鼠李糖 -

肌醇 -

甲基红 +

V-P试验 +

阿拉伯糖 +

甘露醇 +

吲哚 +

七叶苷利用 -

苯丙氨酸脱氨酶 -

卵磷脂酶 -

尿素酶 -

IPA ( SIM ) -

阿拉伯醇 -

乙酰胺酶 -

淀粉酶 +

糊精 +

卫茅醇 -

甘油 +

N aC l中生长: 0% -

N aC l中生长: 1% +

N aC l中生长: 6% -

麦芽糖 +

丙二酸盐利用 -

醋酸盐利用 +

木糖 -

木糖醇 -

苦杏仁苷 -

松三糖 -

山梨糖 -

侧金盏花醇 -

酒石酸盐利用 -

黏液酸利用 -

B-半乳糖苷酶 +

A-甲基-D-葡糖苷 -

乳糖 -

精氨酸双水解酶 +

赤藓醇 -

甘露糖 +

果糖 +

松二糖 -

G + Cmo%l 501 3

注: +示阳性, -示阴性, F示发酵型。G + Cm o%l 为

中国典型培养物保藏中心对 S010610-1株的测定结果

214 16S rRNA基因序列与系统发育学

S010610-1株、S010610-3株、S010623-1株作

为代表菌株进行的 16S rRNA基因序列测定, 不

包括引物结合区, 所扩增的 16S rRNA基因序列

长度, S010610-1株为 1466bp ( GenBank登录号:

AY963630)、S010610-3株为 1416bp ( GenBank登

录号: AY963631)、S010623-1株为 1424bp ( Gen-

Bank 登录号: AY963632 )。将 S010610-1 株、

S010610-3株及 S010623-1株的 16S rRNA基因序

列在国际互联网上进行同源性检索,结果其与弧

菌属细菌的 16S rRNA基因序列自然聚类, 且与

鳗弧菌聚为一个分支。在检索出的弧菌属细菌

序列中, S010610-1株、S010610-3株及 S010623-1

株与它们的同源性分别在 97%和 99%。选取了

其中部分弧菌属菌株的 16S rRNA基因序列进行

了系统发育学分析,其系统发育树如图 1所示。

图 1 16S rRNA基因序列分析聚类图

F ig1 1 Dendrogram o f 16S rRNA gene sequences

图中 AY911391) AF388389为菌株在 NCB I的登录号

215 菌种分类定名

30株菌对所测项目内容的结果基本一致, 属

于同种细菌。根据表型特征及系统发育学分析

的结果, 判定为利斯顿氏菌属 ( L istonella Mac-

Done ll and Co lw ell 1986 ) 的 鳗利 斯 顿氏 菌

[L 1anguillarum ( Bergeman 1909 ) M acDonell and

Co lw e ll 1986]。

216 致病作用

用 S010610-1株、S010610-3株及 S010623-1
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株按 117中所述感染健康大菱鲆及牙鲆, 均能导

致发病与死亡并出现同自然病例的败血症病变,

具体如表 2所示。对照的大菱鲆、牙鲆各 6尾,在

12天观察期内均健活;感染发病但未死亡的大菱

鲆共 5尾、牙鲆共 1尾有逐渐耐过趋势, 并于 12

天观察期内未死亡。

表 2 分离菌对大菱鲆及牙鲆的感染试验结果

Tab1 2 Resu lts o f artificia l in fection o f the iso lates to tu rbo t and flounder

供试菌株 鱼种类 尾数 注射剂量 死亡数 病变情况

S010610-1 大菱鲆 6 013 4 均有肝、脾肿胀等病变, 2尾存在血样腹水且肝脏贫血

牙鲆 6 013 6 均有肝、脾肿胀, 2尾肝出血, 3尾肾肿胀 ( 1尾有出血 ), 2尾有腹水

S010610-3 大菱鲆 6 013 3 均有肝、脾肿胀等病变, 1尾存在腹水

牙鲆 6 013 5 均有肝、脾肿胀, 1尾肝出血, 2尾肾肿胀并出血, 3尾有腹水

S010623-1 大菱鲆 6 013 6 均有肝、脾肿胀等病变, 4尾存在腹水 ( 2尾为血样 )、肝脏质脆

牙鲆 6 013 6 均有肝、脾肿胀, 3尾肝出血, 3尾肾肿胀并出血, 4尾有腹水

  取上述每个菌株感染死亡大菱鲆及牙鲆各 3

尾的肝脏, 直接做抹片经革兰氏染色镜检, 结果

均发现有大量在形态特征上表现同自然感染病

例中的革兰氏染色阴性细菌。同时,用其以普通

营养琼脂、含 7%兔血营养琼脂做细菌分离 ( 28e

培养 48h) ,结果均分离到大量纯一的同前面所述

的原感染菌的菌落, 取每个菌株感染不同种鱼各

2尾的分离菌各 1个菌落做纯培养 (移接于普通

营养琼脂斜面 28e 培养 24h)共 12株进行形态及

理化特性的复核鉴定,结果与原感染菌完全一致。

3 讨论
鳗弧菌是弧菌属细菌中较早的成员, 现该菌

已归入利斯顿氏菌属, 为鳗利斯顿氏菌。目前已

经揭示的大菱鲆细菌性病原主要有弧菌属 ( Vibrio

Pac in i 1954 )的解藻朊酸弧菌 ( V1alginolyticus )、
鳗弧菌 ( V1anguillarum )、海弧菌 ( V1p elagius)、灿
烂弧菌 ( V1sp lendidus )等 ( Angulo et al, 1992; Aus-

t in et al, 1993; Grisez et al, 1996; O lsson et al,

1996, 1998; Lupian i et al, 1996); 此外, 有记述副

乳房链球菌 ( S trep tococcus parauberis ) ( Domenech

et al, 1996)、肠球菌 (Enterococcus sp1) ( Toranzo et
al, 1995)、杀鲑气单胞菌 (A eromonas salmonicida )

( B ergh et a l, 1997)、病鳝假单胞菌 (P seudomonas

anguillisep tica ) ( Berthe et al, 1995 )、液化沙雷氏

菌 ( Serratia liquefaciensia ) ( V igneulle et al, 1995)、

大菱鲆金黄杆菌 ( Chryseobacterium scophthalmum )

(M udarris et al, 1994)等均可引起大菱鲆的感染

发病。已知该菌作为水产养殖动物的病原菌早

已被确认, 现已知其能引起世界范围内的硬头

鳟、大马哈鱼、大菱鲆、香鱼、鳗鱼、太平洋鲑、

鱼、竹荚鱼、真鲷、鲈鱼、鲽鱼、鳕鱼、鲐鱼、各种热

带淡水鱼以及虾、蟹、牡蛎、文蛤、鲍等 50多种淡

水、海水鱼类及其他水产养殖动物发生相应的

/弧菌病0,是水产养殖动物中较为常见且重要的
病原菌,同时也是相对研究较早、较多和较深入

的水产养殖动物病原细菌 (陈师勇等, 2004)。本

次从大菱鲆呈败血感染病例中的检出,进一步表

明了该菌在水生境的广泛分布和在水产养殖动

物的强致病作用。

本实验中经对 30株纯培养菌的表型性状及

系统发育学的鉴定, 表明其均为鳗利斯顿氏菌。

但其中来自于第一批次检验同一尾鱼的 2株表

现了对 O /129的抗性, 来自于第二批次检验 10

尾鱼中均存在海藻糖阴性菌株 (即 B菌 10株 ),

此 10株对纤维二糖反应虽阳性但迟缓。这一结

果提示,尽管记载鳗利斯顿氏菌对 O /129是敏感

的、海藻糖反应是阳性的, 但在实践中应对分离

的野生菌株在这些性状上予以注意。

通过有规律地在自然病 (死 )大菱鲆病变组

织中发现细菌、分离到几乎呈纯培养状态且大量

的同一种细菌、并表现在形态特征上与自然病

(死 )大菱鲆病变组织中的相一致、人工感染试验

能复制同自然感染病例的发病死亡及病变并能

回收到原感染菌等, 表明本次所检大菱鲆病例为

由鳗利斯顿氏菌所引起的感染。病鱼仅表现为

前述的一般性症状及败血症感染病变,未见其存

在相应的特征性具有诊断价值的眼观症状与病

变。因此认为, 对于该感染症的有效诊断, 是对
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细菌的准确分离与鉴定。在对分离菌鉴定时, 除

了常规的形态、理化性状等表观性状 ( phenotypic

in fo rmations)外,最好进行 16S rRNA基因序列测

定与系统发育学分析等的分子分类学测定, 以准

确判定其分类位置, 本次对 O /129抗性、海藻糖

阴性鳗利斯顿氏菌的检出更能表明分子分类方

法的意义。
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IDENTIFICATION OF PATHOGEN LISTONELLA ANGUILLARUM

ISOLATED FROM TURBOT SCOPHTHALMUSMAXIMUS

ZHANG X iao-Jun, CHEN Cu-i Zhen, FANG H a,i ZHAN W en-B in,

JIN X iao-M in, WANG Xiu-Yun

(Departm ent of Animal Science, H ebeiN orm al University of S cience and T echnology, Qinhuangdao, 066600)

(Laboratory of Pathology and Immunology of Aquatic An ima ls, theK ey Laboratory ofM ar iculture, M inistry of Education,

Ocean University of China, Qingdao, 266003)

Abstract  Turbo t( Scoph thalmusmax imus L. ) is a fish spec ies in h igh econom ic value aquacultured w idely

in northern China. How ever, cases of ep izootic d iseases o f turbot w ere reported in grow ing number due to

pathogenic bacteria infect ions often causing frequent mass mortality resu lted from h igh density stocking. For

allev iating the problem in search for the so lut ion, some infected moribund turbo ts w ere co llected from a farm

in La izhou, Shandong Prov ince, Ju ly 2001, from which pathogen ic bacteriaw ere iso la ted. In this paper, the

iso lation and characterization of the bacteria are described and identif ied inmorphology, physio logy, bioche-

m istry and b io inform ics. Representative stra ins( S010610-1, S010610-3 and S010623-1) were selected formo lec-

u lar identif ication by partial 16S rRNA gene sequencing and a mo lecu lar phy logenetic tree w as constructed.

30 strains w ere exam ined and found to be qu ite consistent in morpho logy, being Gram-negat ive and

rod-shaped, sing le or paired w ith round ends, no endospores, and sized( 013) 017) Lm @ ( 110) 212) Lm. A

sing le po lar flage llum w as revea led on the electron icm icrog raphs of negative ly stained strains, and the mo%l

G+ C of theDNA was 5013. Themo lecular ident ification of the 16S rRNA gene identified the stra ins as genus

L istonella. The sequenced 16S rRNA gene of strain S010610-1 ( GenBank accession No. AY963630 ) is

1466bp in length, that of strain S010610-3( No. AY963631) is 1416bp, and that of strain S010623-1 ( No.

AY963632) is 1424bp. They shared h igh sim ilar ity at 97% ) 99% to that o fListonella.

A rtif icial infected flounder and turbo t show ed apparent ly identica l syndrome to that of natural ones.

Sm ears of the liver from artif ic ially in fected dead fish w ereG ram-sta ined, show ing many G ram-negative rods.

The iso lates areL. anguillarum o fL istonella, indicated in mo rphology, physio logy and b io in form ics, and

partial 16S rRNA gene sequencing.

K ey words  Turbo tScophthalmusmaximus, L istonella anguillarum, Identif ication, Phy logenetic ana lysis


