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之因子鰻線感染水徽菌 Sa ρ rolegnia ferax

郭光雄*郭上卿

Conditions for the Artificial Infection of Saprolegnia ferax in Elver

Shang-Ching Kuo and Guang-Hsiung Kou*

of saprolegniasis of elver are

was invariably isolated

Abstract

�s is tan t

infection and accumulative mortality rates in various test conditions were decreased

by the supplement of chloramphenicol in the aquarium.

It is suggested that S. ferax is a secondary invader to damaged or necrotic'

tissues on the elver.
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, 水溫聽降時 , 養殖鰻極易受水徹菌侵襲 , 而造成重大之損失 ,
尤以喂線為

甚。比國鰻線與成服不同 ) 求政菌之菌絲容易侵入鰻總之處下組織
, 而侵犯體內重要器官 , 故一且連‘

受寄生 , 極易死亡 U) 。叉 , 每年由沿岸水頭前捕獲之鰻線皆不敷養 !喂業之需求
, 而由日本、韓國及關

島等地進口為數頂多之鰻苗。同時鰻苗之飼養皆在冬末春初之際
, 時值氣溫變化多端 , 永敏病流行之

季節。因此肪治鰻線水徹病發生之研究
, 為相當重要的課題。

Egu 閱 (1965 a, b) (2,3), 以健康的體為材料 , 使之與水徹菌Saprolegnia parasitica 接觸
, 仍無

法感染水徹病 , 若經Aeromonas hydroPhila 之肌肉注射
, 再使之與S. parasitica 接 i睛

, 則易受感染。

翠年 (1966)
(
吟 , 他用鰻線為材料 , 以直接及問接的方法 , 使之與 S. ρarasitica 接駒

, 亦均無法使
鰻線感染水徹病。叉

, Neish (1977) 叫由 sockeye salmon 病魚身上分離出 Saprolegnia spp. , 同

時認為水徽菌為機會性寄生菌 (Opportunistic parasite) 。由簡 (1979) 的之報告 , 知本省養殖鰻之

水徹病主要是由 Saprolegnia 屬
*- 徹菌研引起的

, 因此 i璟解 Sa ρ rolegnia 麗水徹菌的豆豆染機制 , 尤

其是其可能之感染誘因 , 為防止本省水徹病之發生 , 不可缺失之步諜。本研究以股線為材料 , 進行本
撮菌之感染實驗 , 槍討其感操誘因 , 主主將訝得之結果在此提出 , 以供求 f滋病防治之參考。

緒
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鬥 7拉徵茵之分離典鐘定

至養鰻泄採集外觀看水徹菌寄生之病鰻 (Fig 1.) , 取其菌絲接種於 Sabround dextrose agar
d

上 , 在 22
� C 下培養 24 至 48 小時後 , 割取一塊長有菌絲之 Sabround dextrose agar 放入無菌蒸餾水

中 , 同時投入煮沸遇 , 去設立E 麻種于 (Hemp seed) , 以誘導游袍子 (Zoospore) 的蒼生。此步

驟分為二組進行 , 一組之培養溫度為 22 � -24 � C, 隨時鏡檢其游祖賽 (Zoosporangium) 之形態及
游袍子的釋放情形 , 做為屬之鑑定。另一組之溫度為 5 � -lO0C , 刺激其產生藏卵器 (Oogonium)

及藏精器 (Antheridium) , 由其形狀、構造 , 做為種之鑑定。

仁才人工成品實按

由病鰻體表分離出之水徽菌蝶 , 先進行吳郭魚之感串起實驗。吳郭魚之體長篇 5-8 公分 , 將其尾
部兩側鱗Jf 用攝于拔去數斤 , 蓄養於泳箱中 , 每隔 2-4 天 gp 投入經24-48 小時培養 , 滿佈具有游袍
子囊菌絲之亞麻種于。

選取對吳郭魚有感接力之菌棒 , 做為進行餵轅感染實驗之材料。將健康鰻鶴分成 13 組 , 每組 9-
11 尾 , 各組供試魚均先經過處理後 , 才進行感草鞋實驗 , 其處理方式分別詳述如下 :
第一組 : 為對照姐 , 與其他各組之實驗同時進行 , 即將外觀健康之鰻鸝放聲於水箱內 , 同時加入

水徵菌。

第二組 : 於鰻鶴背部肌肉 , 注射微量說菌遇之 0.85% NaCI 後 , 放聲於� 箱內 ,
同時加入� 徽

菌。本組與第一組間為進行注射細菌之各組實驗時之對照組。

第三組 : 在鰻鶴之背部讀尾部 , 用解剖刀割一傷口後 , 放養於� 箱內 , 同時加入水徹菌。
第四組 : 於鰻糗背部肌肉 , 注射徵量之 Edwardsiella anguillimortifera 菌液。 X 108 cells!

m!) 後 , 放聲於冰箱內 , 並加入水徵菌。
第五組 : 在鰻鸝之背部 , 用解剖刀割一倡口 , 於儷口處塗上徵置之細菌 E. angtlillimortilera 後

, 放養於水箱內 , 同時加入� 徹商。
第六組 : 在鰻鶴立背部 , 用解剖刀割一信口後 , 在 Flexibacter columnar is 菌液 (4x 108cells!

ml) 中漫十分鐘 , 再放聲於水箱內 , 同時加入水微菌。
第七組 : 鰻續在 F. columnaris 菌液中漫十分鐘後 , 放聲於� 箱內 , 同時加入水徹菌。
第九組 : 鰻跟在 F. colum η aris 菌液中漫十分鐘後 , 放聲於� 箱的蓄養一天 , 第二天再加入水

徹菌。

第九組 : 於鰻糗背部肌肉 , 注射微量之 E. anguillimor,tifera 後 , 放聲於水箱內蓄養一天 , 第
二天加入氯擻素 (Chloramphenicol) , 使蓄養水中之濃度為 45ppm , 同時加入水徵
菌。

第十組 : 於鰻鸝背部肌肉 , 注射徵量之 E. anguillimortifera 菌液後 , 放聲於2f( 箱內 ,
同時加

入水徹菌蓄蓋一天 , 第二天再加入氧徹素 ( 45ppm) 。

第十一組 : 在鰻鶴立背部或尾部 , 用解剖刀割一倡口後 , 放聲於2f( 箱內蓄養一天 , 第二天再加入氯
擻素 ( 45ppm) 及水徹菌。

第十二組 : 在鰻鶴立背部武尾部 , 用解剖刀割一侮口後 , 放養於水箱內 , 同時加入2f( 徵菌蓄養一天
, 第二天再加入氯儼素 (45ppm) 。

第十三組 : 在鰻鶴立背部武尾部 , 用解剖刀割一傷口後 , 放養於� 箱內 , 同時加入 2f( 徹菌及鏈擻素
(Streptomycin sulfate, 100ppm) 。
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各組實驗均在 l6
� , 18 � C 下進行 , 鰻線之體長約 6 公分 , 實驗期間為 10 天 , 期間內不換水 , 木

給餌 ,
同時每隔 2-4 天 I3P 加入長有水徽菌之亞麻種子數拉。

病鰻線之組織觀察

人工感染實驗之鰻線中 , 經由肉眼觀察 , 可辨認體表已感、東水徹菌菌絲者 , 選取其剛死亡武瀕臨
死亡者 , 整隻固定於 Bouin's so In 中 , 做成切斤 , 以 Hematoxylin-eosin 染色

, 再以顯微鏡觀察
之。

回

果結

7拉徵茵之分離與盤定

水徽菌接種於含有亞麻種于的蒸餾水中, 在 22
� C 下經 2�-48 小時後 , 即可見游袍子聾成紡

種形 (Fusiform) 武棍棒狀 (Clavate) (Fig.2) , 並可於成熟者之囊內觀察到游袍子 , 其游袍子
之釋放方式是由蠶的頂端閉口 , 游袍子一個個由此游出 (Saprolegnoid) (Fig. 旬 , 偶爾可觀察到
游祖于囊側端閉口之現象 (Lateral exit papilla) (Fig. 旬 , 空游于包于賽之更新為內部出芽法

(Internal proliferation) (Fig. 的。另有厚膜袍子 (Chlamydospore, gemma) 在菌絲的頂端

或中間處形成 , 形狀不規則 (Fig. 旬 , 能耐惡劈環境 , 但在環境良好的情況下 , 可發芽形成游袍子
囊 , 產生游福于。

在 22 � C 下培養之水徹菌 , 菌絲生長雖然比較迅速 , 但無藏卵器產生。在 50-10 � C 下培養之

水徽菌 , 菌絲生長則較接慢 , 但經 48 小時培養 , 即可觀察到藏卵器 (Fig. 7) 其形狀為球形武倒梨形
, 內有一至數個木等之卵袍子 (Oospore) 。自游祖于之釋放方式及藏卵器之形狀 , 依 Seymour (

1970)'7) , 個井和江草 (1976) 的及簡 (1979) 的之報告 , 本實驗所使用之水徹菌可鑑定為Saprolegnia

H

ferax �

人工成品實按

前λ組實驗(Table I) 中 , 即實驗期間內 , 蓄養水中未投入任何抗生素者 , 健康鰻線及經注射
口

T 的 Ie I. Mortality and infection rates of healthy and injuried elvers
treated by different microorganisms.

Infection rate

0 (0/10)**
0 (0/10)

90 (9/10)
80 (8/10)
10 (I/10)

80 (8/10)

44 (4 月〉

80 (8/10)

. Mortality rate

0 (0/10)*
0 (0/10)

90 (9/10)
80 (8/10)
20 (2/10)

90 (9/10)

56 (5/9)

90 (9/10)

Treat'hlents

healthy elver+fungus

0.85% NaCl injection+fungus
injuried elver (A.I.)***+fungus

E. anguillimortifera injection+fungus
injuried elver (A. I.) +smeared with E.
anguillimortif era + fungus

injuried elver (A. I.) +immersed in F.
columnaris suspension for 10 mins + fungus

immersed in F. columnaris suspension
for 10 mins+fungus
immersed in F. columnaris suspension
for 10 mins+fungus (2nd day)

Group

,
且
呵

,
血
句

JA
峙

,
、J

7

6

8

no. of dead fish/no. of experimental fish
no. of infected fish/no. of experimental fish
Artificial iujnry.....******
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0.85% NaCI 之鰻線均無法被水徽菌感染 , 而割傷組 ( 第三組 ) , 割傷後再浸遇 F. columnaris 菌

液組 ( 第六組〉及浸 F. columnaris 菌液組 ( 第九組〉等三組的鰻線累積死亡率均體達 90% '
若以肉眼可觀察到鰻線體表感染菌絲者為基準 ,

貝目前者之感染率為 90 佑 , 後二者為 809 臣。另 , 注射
E. anguillimortifera 菌液組之鰻線累積死亡率較低 , 為 80% ' 感染率亦為 80% 。浸F. columna1 白

菌液組之第七組及第八組中 ,
第七組在第一天即加入水徹菌 ,

第八組在第二天才加入水徽菌 , 結果第
八組之累積死亡率較高 , 為90% ' 感染率亦較高為 80 佑。

後主組實驗 (Table 宜〉中 , 卸責驗期間內 ,
蓄養水中 , 投入抗生素。注射 E. anguillimorti-

fera 菌語言之第九組及第十組均加入氯徹素 ,
第九組是第二夫才加入水微菌 , 第十組則於第一天部加

入水微菌 , 前者之累積死亡率較高 , 為 30 佑 , 後者較低為 10%, 感染率則均為 0%; 另 , 書H:革之各組

Table II. Mortality and infection rates of healthy and injuried elvers
treated by different microorganisms and antibiotics.

Group Treatments
民1ortality rate Infection rate

1 st day 2nd day

9 E. anguillimortifera injection

E. anguillimortifera injection

45ppm CP+fungus

45ppm CP

10 (1/10)*

30 (3/10)

0 (0/10)**

0(0/10)10

11

+ fungus

injuried elver (A.I.)*** 45ppm CP+fungus

injuried elver (A. I.) +fungus 45ppm CP

injuriedelver (A. I.)

+fungus+l00ppm S

50 (5/10)

45 (5/11)

56 (5/9)

20 (2/10)

18 (2/11)

33 (3/9)

12

13

CP: chloramphenicol, S: streptomycin sulfate

*: no. of dead fish/no. of experimental fish
料 : no. of infected fish/no. of experimental fish

***: Articial injury

( 第十一、十二、十三組 ) , 亦分別加入氣徹黨武鏈徽素 ,
其累積死亡率均較第九、十組之死亡率高

, 為 50% 、 45% 、 56% 感染率亦較高 , 為20% 、 18% 、 33%
' 其中第十一、十二組

, 雖加入水徹菌之
時聞不同 , 但累積死亡率及感染率均無明顯之差異。

同 病綾線之組織觀察

在鰻線體表蒼生水徹菌菌絲處 , 有細胞增生 (Proliferation) 及組胞溶解 (Lysis) 之現象 (Fig.

8. 的 , 同時亦可觀察到水徽菌之菌絲穿入肌肉 (Fig. 10,11) , 有的甚至深入肌肉內部 , 靠近結締
組織 (Fig. 12) C

討 論

Hoshina (196 。于 9) 曾對鰻魚之水徹病加以研究 , 由養鰻池中分離出十三種屬於 Saprolegniaceae

科之徽菌 , 發現僅有四種具有感染性 , 其中包括 Saprolegnia parasitca 及 S. ferax, 但由病鰻體

上則僅分離到 S.. ρarasitica
, 而未分離到 s. ferax 。鍾 (1973)U �)

由患水徽病之鰻融體素及養鰻袖

之池水分離出 S. feraxoNeish (1977) 的在患水徽病之桂魚身上亦分離出 Sa ρ rolegnia spp. 。著

者分離到之水徵菌的游抱于釋放方式 , 為一個個由拍于麗之閉口排出游走 , 此間為 Saprolegnia 屬

之特徵 E η , 同時其職卵器之形狀� 球形武倒梨形且生長旺盛。 Seymour (1970Y η指出 S. ferax
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之職卵器壁通常都有凹入之孔隙 (Pit) , 只有極少數的不具有 , 本質驗研分離的水徽菌之藏卵揖雖
在高倍顯徵鏡下 , 亦無法觀察到壁上的孔隙 , 但依其藏卵器之形狀及生長情形 , 著者認為仍應列為
S. ferax (6 凡吟。

由人工感染實驗結果 (Table I) 顯示健康之鰻線及經 0.85% NaCl 注射之鰻線
, 都無法被水

撒菌感染 , 而經機械世故壤有外噶或細菌 (E. anguillimortifera 武 F. columnaris) 處理之鰻線

容易受7.K 徽菌感染 , 其累積率及感染率均高 , 此誘使水徵菌之祖子能蒼生於受到外傷武組菌感染之皮
膚 , 進而感染魚體。在先經 F. columnaris 菌液處理的實驗中

, 一組是第一天由加入水徹菌 ? 一組

是第二夫才加入水徹菌 , 結果第二天加入水徹菌者之累積死亡率及感染率均較高 , 此可能是第二天才
加入水徹菌組 , 因鰻線受 F. columnaris 感染後之時間較長

, 其體內生理及體素皮膚已發生變化 , 在
此情況下水徹菌之拍子較易蒼生、發芽 , 關於此點仍有待進一步的究明。 Egu 閱 (1965a , b)

(2,3)
提出

在成體中 , 水徵菌億二次感、東 (Secondary infection) 盟于 , 而細菌 (A. hydrophila) 為初次感樂
(Primary infection) 因于 ; 江草 ( 1966)<4) 文提出引起腰鰻受水徹菌感染之三個可能原因 : (1) 體內

器官受 Aeromonas 感染。 (2) 皮膚受細菌感染。 (3) 誘因不明 , 可能與細菌無關 , 而為寄生虫之外部寄
生或其他特殊生理障礙。 Willoughby (1970)

(
向稱魚類受水徹菌感染前之時期為 "Pre-fungal

stage" , 此一時期內魚體體素具可被游砲于蒼生、發芽之條件。 Wolke (1975 于
12) 亦認為水徹菌常為

二次侵讀者 , 即魚體受到機械佳外儷武初次性的細菌、寄生虫、滴遇性病毒的感染 , 使得組織壞死後
, 水徵菌再感染之。另 Willoughby (1972)< 均提出魚體之黏液具有抗徽菌之作用

, 若魚體表皮發生
病變受到破壞 , 血液循環受阻 , 粘液之產生真常 , 則易受水徹菌寄生 , 這些論點與本研究之結果頗為
一致。

著者在感染實驗中加入抗生素 , 則鰻線之累積死亡率及感染率均顯著下降。其中注射 E. angui-

llimortif era 菌波之各組與割傷之各組受 7.K 徹菌之感染情形不同 , 後者之累積死亡率及感染率均較前
者高 , 此可能是氯徹素抑制了 E. anguillimortifera 之生長

, 使其無法感染魚體 , 造成魚體皮膚及生
理上之異常 , 故水徽菌立于包于無法寄生 ; 而被割傷之鰻線雖因投入抗生素可讀少傷口按細菌侵襲 , 但
館口四周之組織囡割噶而發生變化 , 仍易受水徹菌之寄生。 Egusa ( 1965 心的提到加入抗生素

Dihyrostreptomycin 於出現罹患 7.K 種病病魚的池水中 , 可抑制 7.K 徹病之傳播。鍾 (1973)00) 指出使

用抗生素 Streptomycin 時
,
可誠低患 7.K 徽病鰻線的死亡率

, 此均與本實驗之結果一致 , 亦即抗生素
抑制7 細菌對魚體之侵害 , 因而提高魚體對水徹菌之抵抗力。

江草 (1966)<4) 指出訪鰻在頭胸部受到水撒菌之寄生時 , 菌絲會侵入腦、心臘、血管、肝鵬及其
他主要器官 , 造成極大的影響 � Nolard- Titttigner (1973)

(14) 認為水撮病為內部寄生症 , 菌柯:侵入

脊髓及血管 , 此為魚體死亡之直接原因。 Neish (1977) 切文指出水徽菌菌絲會穿過表皮、真皮進入

肌肉 , 但被侵入之組織並無炎性反廳 (Inflammatory response) 產生 , 且祖識之構造具體農者無異
。本實驗之組織觀裝 , 水撤菌寄生之表皮細胞有增生及被溶解之現象 , 而菌絲雖侵入肌肉武內晦 , 但
組織構造並無任何異常 , 亦即無炎性反應。此點與 t 、�eish ( 1977) ω之指摘一致 , 至於魚體之致死
機制 , 則有待進一步之探討。

摘
要

由罹患水徹茵鰻線之體妻分離出、�aprolegnia ferax 。人主感提買早蜜之結果
, 顯示水微茁無法思

主是健康之鰻線, 但若經割傷皮膚或接種 E. anguillimortif era 或設 F. columnaris 菌液
,
則極易

受到感染。各感染實驗中 , 若投入氯徹素 , 則鰻線之累積死亡率及感染均下降。因此推節水微菌為二
次感染因子 , 其袍子能著生於受到外傷及細菌感染之皮膚。
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Fig. I: Elver infected with Saprolegnia[erax. Fig. 2: Zoo sporangium
zoospore, ISOX

and released

Fig. 3: Zoospore discharged in saprolegnoid
form, 300X

F 站 . 4: Zoo sporangium
papilla, 600 X

with a lateral exit
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Fig. 5: Gemmae in different shape, lSOX Fig. 6: Internal proliferation, the develop-
ment of secondary zoosporangium
within a previously emptied primary
one,300X



,
可

r

e
"

.
- 98 一

.

"

,

、‘

-7

8: Cell proliferation of-epidermis in the
infected site, H&E, 60X

Fig.
7: Oogonia of 丘 fer, 帥 .150XFig.

F 當

..

cells and
site, H&E,

9: Fungal hyphae, lyzed
debris in the infected
150X

Fig. 12: Penetration of the hyphae-like
structure into the inner part of
muscle tissue, H&E, 600X

10,Fig.ofmagnificationFig. 11: Higher
600X


