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養殖淚水長腳大轍感染酵母菌之研究

劉正義徐榮彬

國立中興大學獸醫學研究所

從 1991 年元月至 1993 年 3 月 ,
於高雄及屏東地區之養殖淡水長腳大蝦 ,

發現感染

酵母菌病例﹒病例發生時間從 10 月至次年的 5 月止 ,
尤以 12 月至次年 2 月的低水溫期

感染率最高 . {I占總病例 68% ; 而6 月至 9 月之高水溫期則無痛倒發生﹒感染病蝦以成蝦

為主佔 75%. 其次是中蝦 23% ﹒幼蝦 2% .而蝦苗則無病倒﹒痛蝦外觀呈黃褐色 ,
肝臨

腺撞脹
,
全身肌肉及血淋巴液呈白濁﹒組織病理學被查可見肝膜腺盲管上皮細胞星空泡

化 (Vacuolization) .肝膜腺盲管間實實狀隙中含有大量國球形酵母茵茵塊 , 菌塊被覆一

層薄膜 ; 肉眼病變區肌肉組融可見局部變性或壞死娃 ,
並且於全身血淋液中皆可見出芽

的酵母萬﹒各別病例各組織臟器合酵母茵量試驗 ,
顯示肌肉、血淋巴液、肝膜腺、餌等

組識之含茵量平均值分別為 : 1 X 108 CFUlgm 、 3 x 1010 CFUlgm 、 2x 108 CFU/gm 、

2x105 CFUlgm. 選取酵母菌株 Debaryomyces hansenii 行淡水畏腳大蝦之肌肉接種試

驗
,
分 15.C 、 20.C 、 25.C 及 30.C 等四組 ,

結果 15.C 及 20.C 組死亡率 100% .而 30.C

組皆存活 ; 病死蝦隻其痛徵與野外病例所見相似 ,
且經分離培養可回收接種之酵母菌﹒

前

本省養殖淡水長腳大蝦主要集中於高屏地區 ,
自從 1987 年以來 ,

養殖業者發現冬季

蝦隻成長緩慢死亡率明顯增加。近年來疫情有擴大之勢 ,
業者蒙受重大損失 ,

其中以成蝦
的死亡率最高 ,

病蝦呈現游動緩慢 ,
靠岸 , 體色呈黃褐色 ,

食慾減退或廢絕 , 剖檢可見血
淋液和肌肉白濁 ,

肝膜腺腫脹 ,
病蝦經病理學診斷係為病原酵母菌感染症 (Yeast infec-

tion) .且全身組織臟器皆可分離到酵母菌。感染陸生動物之酵母菌 ,
主要以念珠茵

(Candida sp.) 為主 ,
感染部位通常在消化道及產道之粘膜 ,

通常並不引起明顯之病害 ,

然而 ,
一旦宿主健康情形不良或緊迫時 ,

則此潛在病原將嚴重侵害粘膜組織 , 甚至可侵入
血流並波及其他器官 (Ca 吋 er 1986) 。而水生動物之體表粘液中雖然可分離到酵母菌
(Morris 1975) ,

但其病原性並不確定。有關蝦類感染病原酵母菌尚欠缺艾獻報告。本艾係
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徐榮彬﹒劉正羲

淡水長腳大蝦感染酵母菌之首次病例報告
, 並擬就其疫惰 , 病蝦之病理學特徵 ' 及其病原

性加以研討。

材 料 與 方 法

疫學調查與採樣 :

( 一〉採樣

本試驗採自高屏地區八個淡水長腳大蝦養殖場作定點定時採樣
, 但於發病期間則全面

採樣。藉以掌握感染酵母菌之疫情資料檢體自現場採集回來後
, 即行剖檢、微生物分離、

組織困定包埋處理及切片。

( 二 ) 特定感染養殖池之水質理化研蜥
以屏東縣康姓蝦池為試驗池

, 於 1 月份及 8 月份
, 分別定點採取距池邊兩公尺的池

底水樣
, 採集水樣包括健康池 (A 池 ) 及感染池 (B 池 ) , 然後進行下列水質理化學分

析
, 包括 :

1 、物理分析 :

(1) 酸鹼值 (pH 值 ) : 以 Suntex pH meter 測定。

(2) 溶氧 (DO) : 以 Suntex DO meter 測定。

(3) 水色 : 於養殖場現場觀察測定。

(4) 透明度 : 以直徑 25 em 白色 Seehie disk 測定。

(5) 水溫 : 於養殖場現場用溫度測定儀測定 ( 水溫測定以每月上、中、下旬各

測 5 日
, 再求其平均值 ) 。

2 、化學分析 :

(1) 氯態氮 (NH4-N) : 採用 Phenolhypoehlorite 法 , 以 HITACHI-2000 分光

光度計測吸光值。

(2) 亞硝酸氮 (N02-N) : 採用 Wood-Armstrong-Riehard 法 , 以 HIT ACHI-

2000 分光光度計測吸光值。

- 、一 酵母茵之分離鑑定

從八個淡水長腳大蝦養殖池中
, 隨機採樣 100 尾蝦隻 ' 選取游動緩慢

, 體色黃褐肌

肉呈白濁之病蝦 , 經解剖檢查後 , 分別從肝膜腺、肌肉及血淋巴液等釣菌畫線培養於血液
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養殖淡水長腳大蝦感染酵母菌之研究

培養基 ( 含 5% 脫纖維血 ) , 及 YM 培養基 (DIFCO) , 於25
�

C 培養 48 小時 , 選取疑
似酵母菌落 ,

先經革蘭氏染色鏡檢為陽性酵母菌 ,
然後予以純化增菌培養及鑑定。叉 ,

新

鮮未固定病材 , 各取其 1 公克肌肉、血淋巴液、肝膜腺、總等組織 ,
經研磨後用生理鹽水

做 10 倍稀釋計算每公克組織中的含菌量。

-、 病理學槍查
( 一 ) 病材以 Davison's solution 固定處理 24 小時以上 , 經脫水 , 石蠟浸潤 , 包埋 ,

切片 , 再以蘇木紫及伊紅 (Haematoxyline & Eosin; H & E ) 染色 , 並佐以
Periodic Acid-Schiff (PAS) 、 Grocotl's methenamine silver nitrate (GMS) 及

Masson's Trichrome 等特殊染色 , 以光學顯微鏡檢查組織病理變化及酵母菌分

( 二 )

佈情形。

電子顯微鏡觀察

穿透式電子顯徵鏡 ( TEM) :

1 、將野外新鮮病材 , 取肝膜腺、肌肉等組織 , 直接放入 2.5% 戊二醒磷酸緩衝

溶液 (Glutaraldehyde/0.1 M Phosphate bu 俏。 (GA) 中 4 �

C 固定二小時。
2 、取出組織整修至 0.5xO.5 mm3 大小 , 再更換新的 GA '

4.C 固定 4 小時以
上。

3 、用 0.1 M pH 7.3 Phosphate buffer (PB) 清洗三次 , 每次 5 分鐘。
4 、以 1 % Osmium tetroxide 做後由定 1 小時 , 然後用 PB 清洗三次 , 每次 5

分鐘。 . �

5 、使用 30% 、 50% 、 70% 、 90% 、 95% 、 100% 、 100% 、 100% 酒精脫水 , 每
次 10 分鐘。

6 、以 Spurr 置換 100% 酒精。

7 、以新鮮的 100% Spurr 當包埋劑 , 將組織放入 Beem capsules 中置於 70.C

烘箱 , 8 至 24 小時即可完全聚合硬化。

8 、粗切放於玻片上 , 以 1 % Toluidine blue 染色 , 先用光學顯微鏡觀察。
9 、超薄切片置於 Grid 上進行醋酸錦臨及檸檬酸鉛雙重染色。

10 、使用日立牌 H- 的0 型穿透式電子顯微鏡觀察 , 拍照。

掃描式電子顯微鏡 (SEM) :
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1 、病材的採樣和前處理 , 與 TEM 1-5 項相同 , 組織可整修至 5 x 5 mm3 。

2 、經酒精脫水後 , 以 Isoamyl acetate 溶液置換三次 , 每次 20 分鐘 ,
再以液

態二氧化碳作臨界點乾燥 (CPD) 。

3 、乾燥後之樣品 , 置於雙面膠之載體上 , 行真空黃金被覆 (Coating) 。

4 、使用掃描式電子顯微鏡觀察 , 拍照。

動物接種試驗

( 一 ) 供試驗淡水長腳大蝦 :

淡水長腳大蝦購自屏東某養殖場 , 該場未曾有過酵母菌疫惰 ,
蝦隻大小重量為 15-24

公克 , 購回蝦隻先於實驗室中飼養一週 ' 並且隨機採樣
, 經組織塗抹片染色鏡檢及細菌培

養 ,
證明未感染者 , 才供接種試驗。

( 二 ) 供試菌株及製備菌液 :

從野外病例所分離到之酵母菌株 , 選取其中一株經鑑定為 Debaryomyces

hansenii (PT-68) , 供為試驗接種菌株。菌株先畫線培養於 YM Agar 上 , 於 25.C 培養

箱中培養 3 天以自金耳釣取少數菌落 , 於滅菌生理食鹽水中 , 做成 4x105 CFU/ml 的菌

四、

�

液。

( 三 ) 試驗分組及接種 :

以上述備妥之菌液 0.3 ml 接種於淡水長腳大蝦的肌肉內 , 並分別飼養於 15.C 、

20.C 、 25.C 、 30.C 等四組恆溫水槽中每組 10 隻 , 於接種後十天內 , 觀察其死亡情形 , 並

做病原菌分離及病理學檢查。

果

疫學調查分析

調查養殖淡水長腳大蝦感染酵母菌之疫情地區 , 包括高屏地區的 8 個養殖場 , 調查結

果顯示感染酵母菌之病例主要集中於冬季 , 其中以 1 月份所佔的病例數最高 , 佔全年總病
例的 33% , 其次依序為 12 月 (20%) 、 2 月 (15%) 、 11 月 (13%) 、 10 月 (8%) 、 3 月

(7%) 、 4 月 (3%) 、 5 月 (1%) , 而 6 、 7 、 8 、 9 等四個月 , 則未蒐集到酵母菌感染病例
( 圖 1.) 。若以蝦隻的大小做分析 , 則 20 公克以上的大蝦感染率最高 , 佔 75% ' 其次是

中蝦 23% ' 再次是幼蝦 2% ' 而蝦苗則無病例發現。感染酵母菌發病蝦池不分新池或舊
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養殖淡水長腳大蝦感染酵母菌之研究
、

池 , 皆會發生。感染酵母菌蝦隻食慾減退或廢絕 ,
靠岸

, 游動緩慢 , 體色呈黃褐色 , 兩三
日後陸續死亡 , 尤其於寒流過後一週內死亡最為嚴重。特定感染池之水質理化學分析結果

如表 1. 所示。

1992 年 1 月及 8 月屏東某淡水長腳大蝦池之水質比較
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4
、一 酵母菌之分離及鑑定結果

從罹病淡水長腳大蝦之肝膜腺、肌肉及血淋巴液 , 分別釣菌董線培養於血液培養基
( 含 5% 脫織維血 ) , 及 YM 培養基 , 於 25

�

C 培養 48 小時 , 可見直徑約 0.5 -1 mm '
表面平滑 , 周邊全緣圓形隆起的乳白色菌落。革蘭氏染色陽性 , 出芽生殖之精圓形菌。所

分離到之酵母菌株 ,
高雄縣有 28 株 ( KS-1 至 KS-28) , 屏東縣有 87 株 ( PT-1 至

PT-87) ,
共 115 分離株。根據無性生殖特徵、抱子特徵、培養生化特性及無任何菌絲或

偽茵絲產生等資料 , 輔以酵母菌電腦程式 , 及酵母菌染色體電詠圖譜 , 所分離株鑑定結果

可歸屬於 Debaryomyces hansenii 及 Metschnikowia bicuspidata 兩種酵母菌 ( 有關分離

、酵母菌株之鑑定, 將男文鼓表 ) 。新鮮病蝦各組織之含酵母菌量試驗 , 結果肌肉、 1 淋巴

波、肝膜腺、總等組織含菌量之平均值分別為 1 X 108 CFU/gm 、 3x 1010 CFU/gm 、

2x 109 CFU/gm 、 2x 105 CFU/gm ( 圖 2.) 。
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圖 2. 從 50 尾野外感染酵母菌之淡水畏腳大蝦
, 計算各組織臟器中的含菌量。

三、病理學檢驗結果
( 一 ) 自然感染病蝦之肉眼特徵 :

從野外所採集感染酵母菌之病蝦觀察發現 , 病蝦外觀呈黃褐色 , 頭胸節與腹節交接處

明顯腫脹混濁 , 眼球輕微混濁白化。病蝦一般活力減退 , 容易於運輸過程中死亡。剖檢可
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＼r 養殖淡水長腳大蝦感染酵母菌之研究

見血淋巴液增加 , 並且呈白濁樣 , 肝膜腺腫脹呈淡黃色 , 全身肌肉里白色混濁 ( 圖

3. ) 。組織臟器塗抹片染色鏡檢 , 可見革蘭氏陽性酵母菌 ( 圖 4.) 。

圖 3. 野外感染酵母菌病蝦。剖檢可見肝膜腺睡脹及肌肉白濁。 (A): 正常蝦 ,

(B) 及 (c) : 病蝦。

國 4.
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組織病理學變化 :

1 、肝膜腺 : 肝膜腺管柱狀上皮細胞星空泡變性 (Vacuolation degeneration) ,

管腔縮小或阻塞 , 實狀隙 (Sinusoid) 中充滿酵母菌塊 ( 圖 5.) 。菌塊被

一層薄膜所包里成圓形 , 此層薄膜於 H&E 染色
, 酵母菌塊呈粉紅色 ;

PAS 染色 , 酵母菌塊呈梅紅色 ; Masson's Trichrome 染色 , 酵母菌塊呈

淺紅色 ; GMS 染色 , 酵母菌塊呈黑色 ; 而菌塊薄膜與組織同顏色。

2 、表皮 : 表皮層細胞水腫變 4怪
, 其間有大量酵母菌聚集。

3 、肌肉 '. 再克氏變性 (Zenker's degeneration)
, 肌肉組織橫紋消失呈粉紅色

均質樣 , 局部性肌肉壞死溶解 , 壞死區內舍大量酵母菌。
4 、心臟 : 心肌亦呈等克氏變性

, 心腔內有大量酵母菌體。

5 、總 : 初級及次極總薄板細胞水腫變性
, 總薄披血管中有大量酵母菌塊。

6 、眼球 : 於晶狀體層和視網膜層交接處含酵母菌。

( 二 )

.

5. 野外感染酵母菌病蝦肝膜腺。腺管桂狀上皮細胞空泡變性 (v) , 實狀隙中充滿

圓球形黑色酵母菌塊 ( 的。 GMS. X 1 00.

一位一
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( 三 )

國

圖

養殖淡水長腳大蝦感染酵母菌之研究

描式及穿透式電子顯微鏡下之病變

1 、肝膜腺 : 肝膜腺管上皮細胞空泡化 ,
空泡化之上皮細胞 ,

胞器溶解消失 ,

實狀隙中充滿酵母菌 ,
其菌塊被一層薄膜包里成國球形 ,

此薄膜之厚度為
5 μ rn ( 圖 6. 、圖 7.) 。

2 、肌肉 : 肌纖維間散佈酵母菌 ,
部份肌肉組織壞死溶解 ( 圖 8.) 。

6.
.

野外感染酵母菌病蝦肝膜腺。以穿透式電子顯微鏡 (TEM) 觀察 ,
空泡化的上皮

細胞之胞器溶解消失 (v) 0 Bar =100 μ rn.

7.

5 urn. Bar= 40 μ rn.
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徐榮彬﹒劉正羲

.
.‘

野外感染酵母菌病蝦肌肉。以掃瞄式電子顯微鏡 (SEM) 觀察 , 肌肉織維壞死

溶解 (N) 其間有出芽酵母菌 (y) 。

8.圖

動物接種試驗結果

動物試驗分 15
�

C 、 20 �

C 、 25 �

C 、及 30
�

C 等四組 , 每組 10 隻淡水長腳大蝦
,
以 0.3

ml ( 4x 105 CFU/ml) 菌液接種於肌肉 , 觀察 10 天 , 結果 15
�

C 組、 20
�

C 組死亡

100% ,25 �

C 組死亡 40% ' 而 30
�

C 組及對照組皆存活 ( 表 2.) 。所有接種死亡蝦隻 ,

經組織病理切片鏡檢 , 肝膜腺上皮細胞輕微空泡變性 , 肌肉組織輕微玻璃樣變性 , 全身各

組織臟器皆可發現到酵母菌 , 組織經釣菌培養於 YM Agar' 可回收到同樣之酵母菌。

四、

Debaryomyces hansenii 分離株在不同水溫下對淡水長腳大蝦之接種試驗結果

死亡率天數亡死使種接

倒
一
叫

1098765432接種蝦數

33210

100

40

o
2

2

1

410

10

10

接種劑量 0.3ml

(CFUlml)

4X105

4X105

4X105

4X 105

攝菌蕪餾水

2.

組

JJ�

15
�

C

20
�

C

25
�

C

30
�

C

對照粗

衰

o10

註 : 供肌肉接種淡水畏腳大蝦 (Macrobrachium rosenber: 的體量為 15-24 gm.

f ＼
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養殖淡水長腳大蝦感染酵母菌之研究

討論

本試驗係針對危害高屏地區淡水長腳大蝦之肌肉白濁症 , 探討其病因、病徵、病原之

特性
, 以期能找出其防治之道。疫學分析顯示淡水長腳大蝦感染酵母菌之病例主要集中於

冬季 ? 其中以 1 月份所佔的病例數最高 , 佔全年總病例的 33% ' 而夏季 6 、 7 、 8 、 9 等四

個月 , 則未蒐集到酵母菌感染病例。按淡水長腳大蝦最適合飼養溫度為 22
�

C-35
�

C'

18 �

C 以下則停止攝食 , 15 �

C 以下則有休克凍斃之危 ( 高屏地區冬季之平均水溫為 1TC

-21
�C) 。另外從水質分析結果得知 , 發病池與健康池之水質 , 並無明顯差異 , 而且冬季

與夏季之水質除了水溫有明顯差異外 , 其他差異甚少。因此較低水溫顯然不適宜此類蝦

種之生長 , 也較有緊迫 (St 向ss) 之鷹 , 而易於感染病原 , 包括病原酵母菌。

病蝦之各組織臟器 , 大都可分離到酵母菌 , 其中以血淋巴液中之含菌量最高 ,
達 1010

CFU/gm
' 可見本病為酵母菌菌血症

, 酵母菌隨循環散佈並侵犯全身各組織臟器。

正常淡水長腳大蝦肌肉呈半透明樣 , 在顯微鏡下可見明暗交替構成的橫紋 , 而當感染

酵母菌時 , 則發生肌肉白濁 , 通常由蝦隻外表即可分辨 , 組織病理切片下可見肌肉組織有

不同層度之變性或壞死 , 並且有大量酵母菌滋生。 Lightner (1977) 提出微袍子蟲症 , 及細

菌感染也會造成蝦隻肌肉白濁病變。 Nash et al. (198 η曾報告 , 在集約養殖系統中 ,
由

於特發性肌肉壞死使後期幼苗死亡率突增至60% ' 其症狀為肌肉呈乳白色
, 不透明混濁。

所以 , 只憑肉眼觀查蝦隻的病變 , 無法診斷出蝦隻是感染酵母菌、微袍子蟲或其他細菌。

正常蝦隻的肝膜腺呈盲管構造 , 管腔內有微絨毛 (Microvilli) , 跟管上皮細胞可分為具

有大核的 F 細胞 , 真有大空泡的 B 細胞 , 和具有小核的 R 細胞 , 腺管與腺管之間為實狀

隙 (Sinus soid) , 為血淋巴循環所經之處 (Thomas and Lightner 1988) 。野外感染酵母菌

之病蝦 ,
肝膜腺腺管上皮細胞呈嚴重空泡變性 , 並且管腔縮小或阻塞 ,

實狀隙中充滿酵母

菌塊。 Brock and Brooks (1990) 認為養殖淡水長腳大蝦 , 經長期飼餵不足或肌餓 , 將造

成全身橫紋肌白濁及肝膜腺萎縮 , 萎縮之肝膜腺腺管上皮細胞充滿脂肪性空泡化細胞
(lipid vacuolation) 。本研究所見之野外感染病蝦亦呈現食慾減退或廢絕 , 惟其病變比
Brock and Brooks (1990) 所述嚴重 , 因之 , 野外感染酵母菌病蝦所呈現之病變與酵母菌

感染應有直接之關係。

Lightner and Redman (1985) 指出 , 肝膜腺是脖藏胡蘿蔔素 (Carotene) 的主要部

位 , 若肝膜腺受到傷害則胡蘿蔔素釋出 , 經由血液循環散佈至全身 , 致使病蝦變為紅色 ,

本研究所見蝦隻肝膜腺雖受到傷害 , 但未見蝦體變為紅色。病蝦肝膜腺寶狀隙中之酵母菌
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塊里圓球狀 , 圓球狀菌塊被一層薄膜所包里 , 組織經 GMS 染色鏡檢 , 菌塊呈黑色 , 其外
膜與週團組織同為淺綠色 ; 若經 PAS 染色

, 則藺塊呈梅紅色 , 其外膜與週團組織同為淺
紅色 ,

由此推論肝膜腺實狀隙中之酵母菌塊外膜 , 可能為蝦隻所分泌 , 用來阻止病原菌之

擴散 , 此功能有如陸生動物遭受化膜菌感染時 , 於壞死組織外圍所形成之膜療膜類似

μones et a/. 1983) 。但是除肝膜腺外 , 其他組織中所見之酵母菌皆呈散佈菌體 , 無外膜
包里 , 其原因有待進一步探討。

動物試驗分惜。c 、 20 �

C 、 25 �

C 、及 30
�

C 等四組。結果惜。C 組於第 4 天開始死亡 ,

至第 8 天全部死亡 , 20 �

C 組於第 5 天開始死亡 , 至第 10 天全部死亡 , 25 �

C 組於第 8 天

開始死亡 , 至第 10 天 1G 死亡 40% ' 而已
ooe 組皆存活 , 健人工接種試驗所引發之組織病

變不如野外自然感染病變明顯。此試驗所得到之結果 , 與野外病例集中於冬季低水溫期之

疫情完全吻合 , 證明了所分離之酵母菌確實具病原性 , 且該酵母菌之毒力或病原性與溫度

有關 (Hsu et a/.) 。此外 , 在適宜淡水長腳大蝦生存之水溫下 , 蝦體之抗病力強 , 也不易感
染酵母菌而致病。

誌

本研究承行政院農委會計畫 (82 科技 -2.11- 漁 -05 (6) ) 補助 , 及屏東縣家畜疾病防治

所魚病室同仁之協助 , 在此一併致謝。
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Studies on Yeast Infection in Cultured Giant Freshwater

Prawn (Macrobrachium rosenbergii)

Cheng-I LiuJung-Pin Hsu

Department of Vetrinary Medicine, National Chung-Hsing University

�

A total of 115 yeasts strains were cultured 企om giant freshwater prawn, Macrobrachium
rosenbergii, during January 1991 to March 1993 詛 Kaoshiung-Pingtung areas of Taiwan. τ'he
disease outbreaks occurred mostly in cool season from October to May, especially, 企om Decem-
ber to Febru 訂y. No isolates was obtained in high temperature months 合om June to September.
τ'he mobidityrates in different age groups were found as 75%, 23%, 2% and 0% in adult, middle
size, juvenile, and larvae, respectively. The major gross lesions of infected prawns showed
fulvous-colored in general appearance, swollen hepatopancreas, milky muscle and hemolymph.

、

Microscopically, the hepatop 組creas appeared vacuolization of tubular epithelial cells and accu-
mulations of yeast clumps in sinusoid which were encapsulated with a thin membrane. Zenker's
degeneration and necrosis were found in the affected muscles. Budding of yeasts presented here
and there within the hemolymph vessels throughout the whole body�

← The data of yeast cell con-
centrations in tissues were shown as 3 X 1010, 2 X 109, 1 X 108 and 2 X IOs CFU/gm, 姐

hemolymph, hepatopancreas, muscle and gill, respectively. τ'he giant freshwater prawns exper-
imentally inoculated (Lm.) with the isolated yeast, Debaryomyces hansenii, 且 different
temperature groups resulted 100% mortalities 血的。C and 20"C groups, where as no mortalities
found in 30"C group. All the diseased prawns were proven to be caused by the 旭oculated yeast
by the disease pa 的em and re 也olation of the yeast.
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