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陳

將 Edwardsiella tarda 及 Aeromonas hydrophila 分別培養於 Brain heart infusion
agar 廣底燒瓶培養基 , 於 3TC 培養 18 小時後以 PBS 將菌苔況下集菌。將其濃度調製成
E. trada 及 A. hydrophila 茵液各含 4-5X 1010 CFU/ml , 添加 0.3% 福馬林不活化處理。
三類不活化菌波等量混合後 , 再添加 1/10 量之 Aluminum hydroxide gel 為佐劑調製成混
合茵茵。

研製之茵茵以小白鼠及成鰻各 10 隻 ( 尾 ) 之安全試驗均無不良反應。以小白鼠之兔疫試
驗結果 , 對 E. tarda, A. hydrophila 二者之單獨及混合菌液攻擊之結果 , 其防禦指數 (Pro-
tective index) 分別為 101.9. (87.1) 101.92 (83.10) 及 102.06 (114.8) 顯示效果尚稱滿意。

對成鰻一次兔疫注射後其抗 E. tarda 之凝集抗體價惕性者達 48.6% ' 最高可達 I : 1,280 , 但
以 1:80-1 :320 者居多。抗 A. hydrophila 抗體償賜姓達 51.4%

' 最高達 1 :帥 , 而以 1:20
-1:40 者較多 , 顯示本茵茵對鰻魚愛德華民病及赤餾病之防治具有實用之價值。

一
位司

水產動物和陸上家畜禽同樣會受到病原徵生物之感染與為害 , 其主要病原徵生物可卦為細菌、病毒
、寄生蟲與微菌等。除病原徵生物外'71< 質之良否對於水產動物之養殖影響很大亦不容忽視。細菌性病

原之感染 , 在鰻魚及給魚等方面以愛德華民菌及產氣單胞菌最為常見 , 為害亦較大 , ( 郭等 1986
, 黃及

劉 1986, !<uge et aI, 1992), 。此等病原徵生物雖可用化學藥品或抗生素等抗菌物價加以防治 , ( 劉及

馮 1983 , 劉及主 1986, Aoki et aI, 1989) , 惟長期使用抗菌物質之結果 , 除使細菌產生說藥性而降低
肪治教果外 , 對於藥物之殘留亦為消費者所關注 , 因此如何開發生物製劑來預防水產動物之疾病 , 也就
如同陸上動物同等重要 , 為苦等努力工作探討之目標。 ( 陳等 1988 , 楠田等 1987 , 捕田及平 1990,
kawahara et aI, 1990, Muroga 及 Egusa 1969, 陳及郭 1986) 。

在鰻魚之愛德華民病與產氣單胞菌引起赤緝病之單獨或混合感染預防之研究 , 已有多位學者專家提
出報告 , 接宋及郭 (1977), Song & Kou (1981) 之報告稱 E. anguillimortif erum 之加熱死菌與福

馬林死菌抗原 , 腹腔三次免疫鰻魚後 , 第 2 至第 6 星期抗體產生故價最高 , 免疫性之維持以福馬林死菌
苗較佳。且添加 A. hydr� ρ hila 抗原後對 E. tarda 之抗體產生有加強之作用 (Song & Kou 1981)

黨浴方式亦可使饅魚產生良好免疫故果 (Song et aI, 1982), Salati et aI, (1983, 1984, 1987, 1991)

及 Salati & Kusuda (1985, 1986) , 使用 E. tarda 抗原來免疫鰻魚在抗原卦析 , 抗體反應及抗體
力價測定等jJ 苗 , 獲有相當程度之進展。

陳等 (1991 ) 以愛德華民菌苗肌肉注射及藥浴
,

方式免疫鰻魚後 , 其抗體力價測定之結果 , 證實二者
均可產生良好之免疫反應 , 但以肌肉注射者抗體價較高。然而在愛德華民菌與產氣單胞菌混合菌苗之研
製與實用性方面 , 尚待吾人種續努力。本研究乃在混合菌苗之研製 ' 其對試驗動物之安全性

,
小白鼠僕

式測試肪禦力價及成鰻一次免疫後 , 抗體之評估提出報告。

前
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材料與方法

一、試驗材料

1. 使用菌蜍

Edwardsiella tarda A TCC 15469 及 F-l 株。

Aeromonus hydrophila A TCC-5 及畫北株。

2. 使用培聲基

SS agar 與 BHI Broth 及 Agar 等。

3. 怯試動物

健康小白鼠體重在 13-15 公克及成鰻每尾體重在 220-250 公克。

4. 茵茵之謂製

將 E. tarda 及 A. hydrophila ?t 別培養於 Brain heart infusIon 'agar (BHIA) 於 37
�C

18 小時後集菌 , 經濃度調製使 E. tarda 及 A. hydrophila 二類各舍是 -5XI0IO CFU/ml, 然後等

量混合後添加 1/10 量之 AI-gel 為佐劑調製而成。

5. 拉體測定用抗原之製備

(1) E. tarda 抗原 :

使用加熱 121
�C 一小時之洗褲菌體抗原 (0 抗原 ) , 抗原濃度為 5xl011 CFU/mlo

(2) A. hydrophilla 抗原 :

使用福馬林不活化 , 其濃度為 5XI011 CFU/ml 。即所謂 FKC 抗原。

二、試驗方法

1. 小自凰免使力價測定

將研製之混合菌古以 PBS 付 10 倍稀釋後 , 各免疫注射 0.5ml 於小白鼠腹腔 , 二週後分別以 E.
tarda. A. hydrophila 及二者之混合菌被作攻擊試驗 , 並以對照組作 5 天之觀察比較記錄 , 以求取各
試驗組及對照組之防禦力價。

2. 成體芝免疫誼驗及抗體單 IJ 定

肛) 將成績分為三組 , 一組使用肌肉注射 , 各注射 1.0'ml 分三個部位注射 , 一組使用灑合餌料口服
免疫 ( 使用菌苗再添加 1/10 量之 1.5% Bentonite 作為保護劑 ) , 每週口服免疫二次 , 連續 3 週。

另一組不免疫為對照組。
(2) 採血並測定抗體價 :
注射免疫組免疫後四週 ' 自心臟動脈球揉血

, 分離血清 , .並以試管凝集反應方法測定其血清中抗體
價 , 惟使用抗原係以前述製備抗原再 50 倍稀釋者供試。口服茵茵免疫組及對照組亦以相同方法同時測

定之。

結 果

安企試驗成蜻

小自風之皮下肌肉及成鰻之肌肉注射, 供試之試驗動物均無不良之接種反應 , 耐過健存 , 詳如
Table 1 0
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Table 1. Results of Safety Test of E. tarda and A. hydrophila Combined
Bacterin in Various Experimental Animals

Mouse

Mouse

10

Route & dose
inoculated

0.5 ml SC.

0.1 ml 1M.

1. 0 ml 1M.

ResultsAnimal No. of tested

10

Survived

Survived

Eel 10 Survived

SC.:Remarks: 1M:
Subcutaneous
Intramuscular

小白鼠之力價試驗成績

免疫小白鼠以愛德華民菌(E. tarda) , 產氣單胞菌 (A. hydrophila) 及二者之混合菌波攻擊之結

果其防禦指數得知 , 本混合菌苗對前述菌株三種不同菌液攻擊之前禦指數 (Protective index) 分別為
Log 101.94 (87.1) , Log 101.92 (83.17) 及 Log 102. 的 (114.8) 顯示免疫妓果尚稱滿意。詳細如 Table

2 、 3 、及 4 所示。

Table 2. Results of e 由 cacy test of E. tarda and A. hydroPhila combined
bacterin challenge with E. tarda in mice

Group
Dose and route Sur�!��� 伽 r challenge with di 仇 rent

concentration of organisms (%)

109 1010vaccination
LDso PI**

4.5x106 107 108

Experiment
10-1 dilution

0.5 ml IP*
10/10
(100)

10/10
(100)

10/10
(100)

4/10
(40)

0/5
(0) 4.5x108.83

‘﹒

Control nu
、

.',

可

inu
'/
月
4

旬

,,t

r

6/10
(60)

。 /10
(0)

。 /10
(0)

0/10
(0) 4.5x106.89

log 101.94

(87.1)

Remarks: Challenge with 0.2 ml IP each mouse were performed at 2 weeks after
immunization.
IP: * Intraperitoneal inoculation

PI**: Protection index.

Ta bie 3. Results of e 伍 cacy test of E. tarda and
bacterin challenge with A. hydro. ρ Zfila in

Survival after challenge with differentDose and route concentration of organisms ( 其G)

1011

AUen-bmOCGF',..','MMhford引
v',

hep
」A.m

Group
vaccination 2X107 108 109 1010

LDso PI

一一一 -

-Mmu

10/10
(100)

10/10
(100)

1/10
(10)

。 /10
(0)

0/10
(0) 2x107.63

log 101.92
(83.17)

Experiment 10/10
(100)

10/10
(100)

0/5
(0) 2x109.ss

Control �/10
(20)

0/10
(0)
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Results of efficacy test of E. tarda and A. hydrophila combined
bacterin challenge with both organisms mixed suspension in mice

陳一 28 一

Table 4.

PILDso

Su 立起且是但也 ith
三

fferent

1.3 X 107 108 109 1010 1011

10-1 dilution
0.5 ml IP

Group

。 /5
(0)

0/10
(0)

10/10
(100)

10/10
(100)

10/10
(100)

vaccination

log102.06
(114.8)

1.3x1O9.5

1.3x107. “0/10
(0)

。 /10
(0)

。 /10
(0)

0/10
(0)

9/10
(90)

Experiment

Control

對免疫 n\ 鰻之抗體測定成績

免疫注射方式免疫之成鰻, 採血分離血清後 , 以試管凝集反應試驗測定抗愛德華民菌抗體陽性者達
48.6� 在 (17/35 尾 ) , 最高抗體價達 1: 1,280 , 但以 1: 80-320 者居多。

抗產氣單胞菌說體陽性者達 51.4% (18/35 尾 ) , 高者可達 1:80 但以 1: 20-40 者居多。而茵茵

混合餌料口服者則均未能以此方法測出抗體價 , 詳如 Fig. 1 及 2 所示。

.
可』

論

由本試驗成績得知, 水產動物之免疫 , 雖可參考陸上動物使用生物製劑 , 以注射藥浴或噴霧等芳式
免疫使其產生抗體 , 並利用抗體檢出方法加以測定其血中力價之高低。

陳等 (1991) 使用 Edwardsiella tarda 菌苗肌肉注射免疫鰻魚 , 自免疫後第 2-16 週均可測出其

免疫凝集抗體價 , 最高可達 1:1,280, 而以第 5-12 遇之抗體價為最高。藥浴組免疫者 , 抗體之產生則
偏低 , 但仍以第 5-12 週之抗體價較高。惟以注射方法免疫鰻魚在大量養殖及實際應用推廣方面不易實

行 , 僅能在人工試盤上做基礎研究。

討

國 Total of 35 eels were used for 1M vaccination.

囝 Total of 17 eels we 閃 U削 for oral vaccination
with meal.

口 Total of 12 eels were u則 for control.
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圓 Total of 35 eels were used for 1M .vaccinati ∞ .
國 To 叫 of 17 eels were used for oral vaccination

with meal.

口 Total of 12 eels were used for control.
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Fig. 2. Anti-Aeromonas hydrophila agglutinin titer of eels immunized with

combination bacterin of E. tarda and A. hydrophila.

至於混合餌料口服免疫 , 雖可能是惟一比較可行之方法 , 但在本試驗中 , 未能測出其免疫抗體價。
Song (1974) 用 Aeromonas hydrophila 抗原經口服免疫饅魚 , 攘報告雖具有低度的保護作用 , 但
在口服兩個月內血液中都無法測出凝集抗體債。由筆者等之本次試驗及 Song 之報告 , 口服免疫組未
能測出抗體價 , 推測其原因 , 可能是在水族箱中攝食餌料及所含抗原不足 , 或根本就不攝食 , 因此無法
完成免疫反應。

筆者等在鬧後實驗室之研究探討中 , 曾使用胃管直接將 E. tarda 及 A. hydroPhila 之混合菌苗
, 添加於餌料灌入胃內 , 並在省水產試驗所臺西卦所 , 共同作揖合菌苗添加餌料之小型免疫試驗中 , 於
臼服克疫後四週採血 , 分離血清 ,- 均可測出凝集抗體價 , 最高者抗 E. trada 可達 1:640 , 抗 A.

hydrophila 者可達 1: 1,280 ( 尚未發表資料 ) 0 Fryer et al. (1976) 將不活化之 Vibrio anguillarum

菌苗 , 冷凍乾燥後添加百分之一於餌料中 , 餵餌 chinook Salmon 或 Coho Salmon, 連續 15 天
, 結果證明菌苗對 Salmon 確有保護作用。由此可知抗原量達刺激誘發免疫反應者仍可產生抗體反應

。可見菌苗混合餌料口服免疫深具實用價值, 值得加以深入探討 , 研究與推廣應用。
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Edwardsiella

cultured in brain

bacterial cells were

Aeromonas hydrophila (A. hydro ρ hila) were
agar plate at 37 � C for 18 hrs. respectively. The

washed with phosphate buffered saline (PBS-).

Then the concentration was adjusted to 4 一 5 X 1010 CFU Iml. after bacterial suspension

was inactivated with 0.3% Formalin. An equal volume of the suspensions of E. tarda

10% volume of the Aluminum hydroxide

trada (E.

heart infusion

harvested and

tarda) and

and A. hydrophila were combined.

gel (33 mg/m!) was added as adjuvant.

As "for the safety test'of the 'combined bacterin. the admin'istl;ations of 0.5 ml

each to 10 mice subcutaneously and 1.0 ml each to 10 eels intramascularly were made.

No side reaction was observed,. In the potency test the mice were challenged with E.
tarda. A. hydrophila and its combination the protection index

(83.1) and 102.06 (114.8), respectively were obtained.

Forty eight percent (17135) of the eels showed positive agglutination titer against

E. tarda. when 1.0ml each was inoculated 1M. The titer ranged from 1:80 to 1:320,

with a maximum of 1:1,280. The figue for A. hydrophila 51.4% (18 月 5). But the titer

ranged rather low. in between 1:20 and 1: 鉤 , with a maximum of 1 :80. It indicated

that the combination bacterin has practical values for the control of both Edward-

siellosis and Red fin disease of eel.

Finally.

es of


