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奥尼罗非鱼无乳链球菌的鉴定、
致病性及药物敏感性研究 *

谭晶晶 陈昌福** 高 宇 刘振兴 王美珍 李革雷

华中农业大学水产学院,武汉430070

摘要 从海南省某水产养殖场患病奥尼罗非鱼(Oreochromisaureus×Oreochromisniloticus)中,分离到

1个编号为LFY-08-23的菌株。经过对分离菌株进行生理生化特性鉴定、Biolog系统鉴定以及利用原核生物

16SrRNA基因通用引物进行16SrRNA基因的克隆及序列分析,结果发现 LFY-08-23菌株与无乳链球菌

(Streptococcusagalactiae)的 生 理 生 化 特 性 相 似,16SrRNA 基 因 克 隆 及 序 列 分 析 结 果 与 S.agalactiae
(EF092913,DQ303183,AF459432)自然构成一个分支,相似性高达99.8%。用分离的S.agalactiaeLFY-08-23
菌株对异育银鲫和斑点叉尾鮰进行人工感染试验,结果表明,当注射菌浓度达到1.0×109cfu/mL时,2种鱼全

部死亡。S.agalactiaeLFY-08-23菌株对头孢氨噻肟、丙氟哌酸、利福平等13种药物高度敏感,对呋喃妥因、新
生霉素、强力霉素等7种药物中度敏感,对卡那霉素、链霉素、磺胺异恶唑等5种药物不敏感。
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  近年来,随着罗非鱼养殖规模逐渐扩大,各种传

染性疾病的发生与危害也呈现上升的趋势,尤其是

链球菌病(Streptococcosis)的大范围流行,对罗非

鱼的养殖造成了严重威胁[1-2]。迄今为止的研究结

果证明,导致罗非鱼链球菌病的病原菌有所不同,但
是,主要致病菌是无乳链球菌(Streptococcusaga-

lactiae)和海豚链球菌(S.iniae),2种致病菌所致疾

病的共同症状是病鱼出现败血症、脑脊膜炎等,并且

根据菌落、菌体形态很难辨别这2种致病菌[3]。笔

者采取菌体形态观察、生理生化鉴定及16SrRNA
基因序列分析等方法,从患病奥尼罗非鱼(Oreo-
chromisaureus×Oreochromisniloticus)中分离、鉴
定了无乳链球菌(S.agalactiae),并对分离的菌株

进行了人工感染和药敏试验,旨在为有效控制奥尼

罗非鱼的链球菌病提供依据。

1 材料与方法

1.1 试 剂

脑心浸液培养基 (BHI)购自美国BD公司;血
琼脂平板购自英国 OXOID;PremixTaq酶、pMD-

18T载体、DNAMarkerDL2000、无DNase/RNase
水购自大连宝生物 (TaKaRa)公 司;胶回收试剂

盒、DH5α感受态细胞购自北京原平皓公司;引物

fD1(5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′),

rD1(5′-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-
3′)由上海生工生物工程技术服务有限公司测序部

合成;微量鉴定管、药敏纸片购自杭州微生物有限公

司。
1.2 病鱼来源及症状观察

海南省琼海市某水产养殖场饲养的奥尼罗非鱼

成鱼出现大批死亡。取该渔场发病鱼塘里濒死的奥

尼罗非鱼观察并记录其症状,剖检典型病鱼记录其

内脏病理变化。
1.3 病原菌分离和纯化

选取具有典型症状的濒死病奥尼罗非鱼,在无

菌条件下从鱼体表溃疡部、鳃丝、肝脏、脾脏、肾脏、
腹水中分离细菌,同时分别在BHI(BD)血琼脂平板

上划线分离细菌。将平板置于28℃培养,待长出菌

落后,挑选优势菌株进一步纯化。
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1.4 菌株形态观察与生理生化特性鉴定

取纯化后的菌落分别接种在普通营养琼脂、

BHI平板和血琼脂平板,28℃培养24h后,观察菌

落特征。取BHI平板培养24h的培养物,革兰氏

染色,OlympusCX41型显微镜观察菌体形态。依

据文献[4-5]进行生理生化特征的测定,包括接触酶

实验、运动性实验、溶血性实验、生长实验、马尿酸钠

水解实验、糖发酵产酸产气实验、淀粉水解实验、吲
哚实验、V-P实验等,对编号为LFY-08-23的分离

菌株进行初步鉴定;并对该菌株进行适宜生长温度、
盐度、pH值的测定。
1.5 Biolog 系统鉴定方法

将纯培养的LFY-08-23划线接种到BHI培养

平板上,28℃在恒温培养箱培养24h,用无菌棉签

蘸取一定量的单菌落细菌至无菌IF-A接种液中,
制成菌悬液,利用浊度仪调整浊度范围在92%~
98%之间,用移液枪将菌悬液转移至BiologGN3培

养板中,每孔接种菌悬液100μL,加盖30℃有氧培

养24h后,经 Microstation仪自动读取细菌鉴定

结果。
1.6 16S rRNA 基因序列鉴定和分析 

将菌株接种在BHI平板中培养24h,直接挑取

1环分离菌株,加入200μL无菌重蒸水,旋涡混匀

后,沸水浴3min,12000r/min离心5min,上清液

作为PCR反应模板,ddH2O作为PCR模板阴性对

照。采用 PCR扩增16SrRNA 引物,其引物fD1
(5′-AGAGTT TGA TCM TGGCTC AG-3′),

rD1(5′-TACGGY TACCTT GTT ACG ACT
T-3′)[6]。PCR反应体系(50μL):25μLPremix
Taq,20mol/L正向和反向引物各0.5μL,2μL基

因组DNA,22μLddH2O。PCR反应条件为:95℃
预变性5min;94℃变性1min,55℃ 退火1min,

72℃延伸2min,30个循环;72℃10min。PCR产

物按DNA凝胶回收试剂盒说明书回收和纯化,将

PCR产物连接到pMD-18T载体上,然后转化大肠

杆菌DH5α感受态细胞,在含有Amp/IPTG/X-Gal
的平板上进行蓝白斑筛选。挑取白斑,扩大培养后

将阳性菌液送上海生工生物工程技术服务有限公司

测序。
1.7 系统发育树的构建

将测定菌株的16SrRNA基因序列在GenBank
中进行Blast搜索和分析,选用ClustalW 法与已知

的链球菌属16SrRNA基因序列进行同源序列分析

比对,并用 MP(maximumparsimony,最大简约法)
构建11个菌种系统发育树,用自展法(Bootstrap)
进行1000次重复,并用一致性指数(consistency
index,CI)衡量分析结果的可靠性。
1.8 菌株毒力测定及其试验鱼

将LFY-08-23菌 株 在 BHI液 中 28 ℃ 培 养

24h,用无菌生理盐水配制成1.0×109、1.0×108、

1.0×107和1.0×106cfu/mL的4种不同浓度的活

菌液。腹腔注射质量70g左右的异育银鲫(Caras-
siusauratusgibelio)和质量100g左右的斑点叉尾

鮰(Ictaluruspunctatus),每组10尾,每尾注射0.3
mL活菌液。对照组则注射相同剂量的0.65%无

菌生理盐水。将试验和对照鱼饲养在水温为28℃
左右的水族箱中,观察试验鱼的发病情况,连续观

察14d。从濒死的试验鱼的肝脏、脾脏、肾脏等部

位再次分离致病菌并进行鉴定。试验鱼在攻毒前

暂养7d,确认无任何疾病症状后用于人工感染

试验。
1.9 药物敏感实验 

取BHI液体28℃下培养24h的菌液100μL
涂布在BHI平板上,贴上药敏纸片,每皿4片,每种

药物2片,经28℃ 培养48h后,测量药敏片周围的

抑菌环直径大小。

2 结果与分析

2.1 菌株形态观察

将分离菌接种在绵羊血琼脂平板上,28℃培养

48h后,可长成直径为0.5~1.0mm的菌落,呈乳

白色、圆形、突起、湿润、边缘整齐、β溶血,有溶血环

出现。该菌在普通营养琼脂平板上生长不良,而在

BHI平板上生长良好。分离纯化后的细菌革兰氏

染色阳性,油镜下可见2~5个菌体互相连接并形成

短链,也有10个以上菌体连接形成长链状的,单个

球形菌体直径为1.0μm。分离菌的适宜生长盐度

为0%~4%,适宜生长温度为15~40℃。
2.2 生理生化特性检测

常规生理生化特性测定结果表明,该菌株接触

酶阴性,无运动性,在10和45℃不生长,在含有

6.5% NaCl的培养基中不生长,β-溶血,不水解淀

粉,水解马尿酸钠。能利用葡萄糖、蕈糖、麦芽糖、蔗
糖、果糖等,不能利用乳糖、棉子糖、阿拉伯糖、七叶

苷、血清菊糖等,V-P实验阴性,吲哚实验阴性。根

据上述特征,该菌可鉴定为链球菌属(表1)。
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表1 LFY-08-23菌株的主要生理生化特征1)

Table1 Themainphysiologicalandbio-chemical

characteristicsoftheLFY-08-23strain

项目

Items
LFY-08-23 项目Items LFY-08-23

革兰氏染色

Gramstain
+

 蕈糖

 Fungi
+

接触酶

Peroxidase
-

 山梨醇

 Sorbitol
-

运动性

Motility
-

 麦芽糖

 Maltose
+

溶血性

Haemolysis β
 棉子糖

 Raffinose
-

45℃下生长

Growthat45℃
-

 葡萄糖

 Dextrose
+

10℃下生长

Growthat10℃
-

 β-半乳糖

 β-Galactose
-

6.5% NaCl下生长

Growthat6.5% NaCl
-

 D-核糖

 D-ribose
+

水解

Hydrolysisof
 阿拉伯糖

 Arabinose
-

 七叶苷Esculin -  蔗糖Sucrose +
 精氨酸 Arginine +  果糖Fructose +

 尿素 Urea -
 血清菊糖

 Seruminulin
-

 马尿酸钠 Hippurate +  木糖 Xylose -
 淀粉Starch - 其他 Others
产酸 Acidfrom  赖氨酸Lysine -
 水杨苷Salicin -  VP -
 甘露醇

 Mannnosidase
-  吲哚Indole -

 乳糖Lactose -
 1)+:阳性Positive;-:阴性 Negative.

2.3 Biolog 系统鉴定

经过Biolog系统鉴定,LFY-08-23菌株对碳源

的利用情况如表2所示。结果表明,LFY-08-23菌

株与S.agalactiae(gpB)最接近,但是,该方法鉴定

结果的可靠性不高。其SIM 值为0.299,DIST值

为4.316。SIM和DIS是2个重要的参数,表示测

试结果与数据库相应的数据的匹配程度。当SIM>
0.75,DIS<5.0时为良好的匹配;SIM 值越接近于

1,鉴定结果的可靠性越高[7]。
2.4 LFY-08-23 菌株的 16S rRNA 基因序列分析

通过对 LFY-08-23菌株的基因组 DNA 进行

PCR反应,得到一段长度序列为1500bp的PCR
扩增产物(图1)。

 M.DL2000DNAmarker;1,2,3.LFY-08-23;4.Negativecon-
trol.

图1 菌株LFY-08-23的PCR扩增产物图谱

Fig.1 ElectrophoresispictureofLFY-08-23
afterPCRamplification

表2 Biolog鉴定结果1)

Table2 ResultsofBiologidentification

反应项目

Reactionitems
结果

Results
反应项目

Reactionitems
结果

Results

A1:水 Water 对照CK E1:p-羟基苯乙酸p-Hydroxyphenylaceticacid N

A2:环糊精α-Cyclodextrin B E2:衣康酸Itaconicacid N

A3:糊精 Dextrin P E3:α-酮丁酸α-Ketobutyricacid N

A4:淀粉 Glycogen P E4:α-酮戊二酸α-Ketoglutaricacid B

A5:吐温40Tween40 N E5:α-酮戊酸α-Ketovalericacid N

A6:吐温80Tween80 N E6:D,L-乳酸D,L-lacticacid N

A7:N-乙酰基-D-半乳糖胺 N-acetyl-D-galactosamine P E7:丙二酸 Malonicacid N

A8:N-乙酰基-D-葡萄糖胺 N-acetyl-D-glucosamine N E8:丙酸Propionicacid N

A9:侧金盏花醇 Adonitol L E9:奎尼酸 Quinicacid N

A10:L-阿拉伯糖L-arabinose P E10:D-葡糖二酸 D-saccharicacid N

A11:D-阿拉伯糖 D-arabitol P E11:癸二酸Sebacicacid N

A12:D-纤维二糖 D-cellobiose N E12:琥珀酸Succinicacid N

B1:赤藻糖醇I-erythritol N F1:溴丁二酸Bromosuccinicacid P

B2:D-果糖 D-fructose N F2:琥珀酰胺酸Succinamicacid N

B3:L-果糖L-fucose N F3:葡糖醛酰胺 Glucuronamide N
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续表 ContinuedfromTable2
反应项目

Reactionitems
结果

Results
反应项目

Reactionitems
结果

Results

B4:D-半乳糖 D-galactose MN F4:L-丙氨酸胺L-alaninamide N

B5:龙胆二糖 Gentiobiose P F5:D-丙氨酸D-alanine N

B6:α-D-葡萄糖α-D-glucose P F6:L-丙氨酸L-alanine N

B7:m-肌醇 m-Inositol P F7:L-丙氨酰甘氨酸L-alanyl-glycine N

B8:α-D-乳糖α-D-lactose N F8:L-天冬酰胺酸L-asparagine N

B9:乳果糖Lactulose N F9:L-天门冬氨酸L-asparticacid N

B10:麦芽糖 Maltose B F10:L-谷氨酸L-glutamicacid N

B11:D-甘露醇 D-mannitol N F11:甘氨酰-L-天门冬氨酸 Glycyl-L-asparticacid N

B12:D-甘露糖 D-mannose N F12:甘氨酰-L-谷氨酸 Glycyl-L-glutamicacid B

C1:D-蜜二糖 D-melibiose P G1:L-组氨酸L-histidine N

C2:β-甲基-D-葡萄糖苷β-methyl-D-glucoside P G2:羟基-L-脯氨酸 Hydroxy-L-proline L

C3:阿洛酮糖 D-psicose P G3:L-亮氨酸L-leucine N

C4:D-棉子糖 D-raffinose P G4:L-鸟氨酸L-ornithine N

C5:L-棉子糖L-rhamnose P G5:L-苯丙氨酸L-phenylalanine L

C6:D-山梨醇 D-sorbitol N G6:L-脯氨酸L-proline N

C7:蔗糖Sucrose N G7:L-焦谷氨酸L-pyroglutamicacid N

C8:D-海藻糖 D-trehalose N G8:D-丝氨酸 D-serine P

C9:松二糖 Turanose P G9:L-丝氨酸L-serine N

C10:木糖醇 Xylitol P G10:L-苏氨酸L-threonine P

C11:甲基丙酮酸 Methylpyruvate N G11:D,L-肉碱 D,L-carnitine N

C12:单甲基琥珀酸 Monomethylsuccinate N G12:γ-氨基丁酸γ-aminobutyricacid P

D1:乙酸 Aceticacid N H1:尿刊酸 Urocanicacid N

D2:顺-乌头酸Cis-aconiticacid L H2:肌苷Inosine N

D3:柠檬酸Citricacid N H3:尿苷 Uridine N

D4:甲酸Formicacid N H4:胸腺嘧啶核苷 Thymidine N

D5:D-乳糖酸内酯D-galactonicacidlactone P H5:苯乙胺Phenyethylamine P

D6:D-半乳糖醛酸D-galacturonicacid B H6:丁二胺Putrescine B

D7:D-葡萄糖酸D-gluconicacid P H7:2-氨基乙醇2-aminoethanol N

D8:D-葡萄糖胺酸 D-glucosaminicacid N H8:2,3-丁二醇2,3-butanediol N

D9:D-葡萄糖酸 D-glucuronicacid L H9:丙三醇 Glycerol N

D10:α-羟基丁酸α-hydroxybutyricacid B H10:D,L-α-磷酸甘油 D,L-α-glycerolphosphate B

D11:β-羟基丁酸β-hydroxybutyricacid B H11:1-磷酸葡萄糖 Glucose-1-phosphate P

D12:γ-羟基丁酸γ-hydroxybutyricacid B H12:6-磷酸葡萄糖 Glucose-6-phosphate N

 1)P:阳性Positive;N:阴性 Negative;MP:正失配 Mismatchedpos;MN:负失配 Mismatchedneg;B:临界值Bordline;L:少于对照组

A1LessthanA1well.

  将LFY-08-23菌株的16SrRNA基因序列提

交到GenBank,在GenBank中进行BLAST搜索并

根据LFY-08-23菌株的16SrRNA序列与已报道

的链球菌属的16SrRNA基因序列进行比较分析,
并构建系统发育树(图2)。从图2可以看出,菌株

LFY-08-23与S.agalactiae(EF092913,DQ303183,

AF459432)自然构成一个分支,相似性高达99.8%,
说明 LFY-08-23菌 株 与 S.agalactiae 亲 缘 关 系

最近。

2.5 分离菌株的致病力

LFY-08-23菌株对异育银鲫和斑点叉尾鮰的感

染结果见表3。由表3可见,分离菌株对2种鱼均

有比较强的致病力。注射菌液浓度为1.0×109

cfu/mL的活菌后,分别于第2天和第3天供试鱼就

全部死亡,死亡前2种鱼均出现不安、狂游的状况。
但是,鱼体却没有出现腹部出血、眼球突出等典型症

状。其他试验组和对照组在观察14d的时间里,无
死鱼出现,也无明显疾病症状。从感染后死鱼的肝
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图2 基于16SrRNA序列的系统发育树

Fig.2 Phylogenetictreebasedon16SribosomalRNAsequences

表3 人工感染试验结果

Table3 Resultsofartificialinfectionexperiment

试验鱼

Fish
菌液浓度/(cfu/mL)
Concentration

剂量/mL
Injectedvolume

试验组/尾

Testgroup

不同时间的死亡数

No.ofdeathatdifferenttime

1d 2d 3d 4d 6d 8d 14d

死亡率/%
Mortality

异育银鲫

Carassiusauratus
gibelio

1.0×106 0.2 10 0 0 0 0 0 0 0 0
1.0×107 0.2 10 0 0 0 0 0 0 0 0
1.0×108 0.2 10 0 0 0 0 0 0 0 0
1.0×109 0.2 10 0 10 0 0 0 0 0 100
生理盐水

Physiologicalsaline
0.2 10 0 0 0 0 0 0 0 0

斑点叉尾鮰

Ictaluruspunctatus

1.0×106 0.3 10 0 0 0 0 0 0 0 0
1.0×107 0.3 10 0 0 0 0 0 0 0 0
1.0×108 0.3 10 0 0 0 0 0 0 0 0
1.0×109 0.3 10 0 0 10 0 0 0 0 100

生理盐水Physiologicalsaline 0.3 10 0 0 0 0 0 0 0 0

脏、脾脏和肾脏中分离得到的JY-12-02和BD-04-12
菌株与原感染菌形态、生化特征完全相同,说明供试

鱼死亡是由于人工攻毒所引起的。
2.6 分离菌株的药物敏感性

LFY-08-23菌株对26种药物的敏感性测定结

果如表4所示。供试菌株对头孢氨噻肟、丙氟哌酸、

利福平、氧氟沙星、先锋必、头孢唑啉、头孢拉啶、头
孢呋肟、洁霉素、红霉素、青霉素、阿莫西林、左氟沙

星等14种药物高度敏感;而对呋喃妥因、新生霉素、
强力霉素、四环素、万古霉素、麦迪霉素、氟苯尼考等

7种药物敏感;对卡那霉素、链霉素、庆大霉素、磺胺

异恶唑、复方新诺明等5种药物不敏感。
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表4 LFY-08-23菌株对药物敏感性的试验结果

Table4 AntibioticsusceptibilitytestofLFY-08-23strain

抗菌药物

Chemotherapeutants
每片含药量

Eachdrugcontent/μg
抑菌圈直径

Diameter/mm
抗菌药物

Chemotherapeutants
每片含药量

Eachdrugcontent/μg
抑菌圈直径

Diameter/mm
呋喃妥因 Nitrofurantoin 300 21 麦迪霉素 Medemycin 30 20
头孢氨噻肟Cefotaxime 30 31 氧氟沙星 Ofloxacin 5 26
卡那霉素 Kanamycin 30 9 氟苯尼考Florfenicol 75 24
丙氟哌酸Ciprofloracin 5 20 红霉素Erythromycin 15 26
新生霉素 Albamycin 30 21 青霉素Penicillin 10 28
强力霉素 Doxycycline 30 22 头孢拉啶Cefazolin 30 26
四环素 Tetracycline 30 19 阿莫西林 Amoxicillin 10 35
万古霉素 Vancomycin 30 18 磺胺异恶唑 Gantrisin 300 6
利福平 Rifampicin 5 25 左氟沙星Levofloxacin 5 24
链霉素Streptomycin 25 8 头孢呋肟Zinacef 30 30
庆大霉素 Gentamicin 10 10 复方新诺明Cotrimoxazole 30 8
先锋必Cefobid 75 35 头孢唑啉 Ampicillin 30 36
洁霉素Jiemycin 2 28 头孢氨苄Cephalexin 10 28

3 讨 论

S.agalactiae和S.inae是引起鱼类链球菌病

的2个主要病原[8-9],由于菌株经常出现表型表达不

稳定,传统的细菌鉴定方法很难将它们区分开来,为
确保鉴定结果的可靠性,本研究采用生理生化和分

子鉴定结合的方法,最终将其确定为S.agalactiae。
同时尝试用Biolog系统对其进行鉴定,其结果与

S.agalactiae最为接近,但是可信度不高,只能作为

一种参考,这可能是因为缺少鉴定为无乳链球菌的

主要碳源利用项目。虽然16SrRNA系统发育分析

已成为目前细菌分类和鉴定的重要手段之一,但是

截止到1996年只测定了3500余种细菌的完整16S
rRNA序列,若没有生化鉴定结果作为佐证,便可能

无法得出正确的结论[10]。
本研究通过形态学、生理生化试验和Biolog系

统将从患病奥尼罗非鱼中分离的LFY-08-23菌株

初步鉴定为链球菌属的S.agalactiae,为进一步验证,
利用了16SrRNA系统发育分析方法,通过测定比较

后发现LFY-08-23菌株在系统发育树上与S.agalac-
tiae 聚 为 一 簇,并 与 S.agalactiae(EF092913,
DQ303183,AF459432)同源性最高,达到99.8%,因
此,将LFY-08-23菌株鉴定为S.agalactiae的结果

应该是可靠的。
可感染链球菌病的鱼类很多[11-14],本文选取异

育银鲫和斑点叉尾鮰作为测定分离菌株致病力的供

试鱼[12],旨在确定本次分离菌株是否具有致病力,
结果表明只有菌液浓度均达到1.0×109cfu/mL,
并且对每尾鱼注射0.3mL才具有致病力,是否因

为S.agalactiae经过一段时间保存之后毒力有所

下降[15],还是因为不同的鱼类对S.agalactiae的敏

感程度有所不同,有待深入研究。因为感染后供试

鱼呈现急性暴发性死亡,且死亡之前狂游不止,却并

未发现突眼、眼膜浑浊,腹部出血等鱼类链球菌病的

典型症状[16-18]。
近年来,南方部分地区人工养殖奥尼罗非鱼产

业发展十分迅速,由于大多实施高密度养殖、天然饲

料缺乏以及水环境恶化等原因,奥尼罗非鱼的链球

菌病问题不断发生,已经造成了重大的经济损失,也
严重制约了罗非鱼养殖业的健康发展。有关链球菌

病的治疗主要还是抗生素防治的手段,但是,依靠药

物防治疾病会使病原体产生耐药性,不利于水产养

殖业的健康发展,因此,开展免疫防治技术研究将成

为今后研究罗非鱼链球菌病的热点[19]。

S.agalactiae是牛乳房炎的常见病原菌[20],同
时也可以感染人类[21]。目前,人兽共患病原已引起

了国内外学者的重视,并成为公共卫生防御的国际

研究热点。因此,对于S.agalactiae尚有进一步深

入研究的必要。
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Identification,PathogenicityandDrugSensitivityofStreptococcusagalactiae
fromHybridTilapia,Oreochromisniloticus×Oreochromisaureus

TANJing-jing CHENChang-fu GAOYu LIUZhen-xing WANGMei-zhen LIGe-lei
CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract Thedominantbacterialstrain,designatedasLFY-08-23,wasisolatedfromthediseased
hybridtilapia,Oreochromisniloticus×OreochromisaureusinHainanProvince.Thebiochemicaland
physiologicalcharacteristicsoftheisolateswerestudiedbyusingconventionalmethodandBiologSys-
tem.ThetestshowedthattheisolateswereGram-positivecocciarranginginchains,catalasenegative,β-
haemolyticon5%sheepbloodagarandserogroupB.Accordingtotheir16SrRNAgenesequenceand
molecularphylogeneticdendrogram,thestrainLFY-08-23wasmostclosetoStreptococcusagalactiae
withasimilarityof99.8%.Thevirulenttestwascarriedoutbyusingthepurecultureofthebacteriaar-
tificiallyinfectedIctaluruspunctatusandCarassiusauratusgibelio.Thetwospeciesofexperimentalfish
alldiedatbacterialconcentrationof1.0×109cfu/mL.Themorphologicalandbiochemicalcharacteristics
ofthere-isolatedbacteriafromtheartificiallyinfecteddiseasedfishwerethesameasthoseoftheorigi-
nalinfectedbacteria.ThesusceptibilitytesttoantibioticsdemonstratedthattheisolatestrainLFY-08-23
wassensitivetomostofthetestedantibiotics,especiallyhighlysensitiveto13kindsofantibiotics,such
asCefotaxime,Ciprofloracin,Rifampicin,andresistantto5antibiotics,suchasKanamycin,Streptomy-
cin,Gantrisin.

Keywords hybridtilapia(Oreochromisniloticus×Oreochromisaureus);Streptococcusagalaciate;

identification;phylogeneticanalysis;artificialinfection;chemotherapeutantsensitivity
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