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類藥物之感受性試驗Fluoroquinolone蝦類弧菌對

劉正義 1王英拚 2
陳明輝

1,2 何素鵬 1

l 國立中興大學獸醫學系
2 台中市家畜疾病防治所

* 王清賢 l

本試驗研究目的在於利用平較瓊脂連續稀釋法 , 檢測 31 株分離自草蝦及班節蝦養殖池

弧菌對數種 fluoroquinolone 類抗菌齊j 之感受性。試驗結果顯示 31 株蝦顯 Vibrio spp, 分

離株對各種抗菌劑之感受以 PDl27391 (PDl27) 感受性最高
, PDl31628 (PDl31) 次之、

Enrofloxacin (ENR) 再次之 , Sarafloxacin (SAR) 、 PDl24816 ( PDl24) 再次之 ,

Norfloxacin ( NOR) 再次之 , Fleroxacin ( FLE ) 、 Difloxacin ( DIF ) 再次之 ,

Oxolinic acid ( OA ) 再次之 , Sulfadimethoxine + ormetroprim (SO) 再次之 ,

Nalidixicacid ( NA) 更次之 , 而以 Oxytetractckube (OCT) 感受性最差。同時自實驗

結果得知部分蝦頓弧菌分離株對抗菌劑具有抗藥性
, 抗藥菌株百分比以抗OTC 最高 (

19.5%) .抗NA 次之 ( 6.45% ) 。然而對 fluoroquinolone 藥物則未梭出抗藥性之菌株 o

-=
當.

E 司

由於本省蝦類採高密度集約養殖 , 極易造成病害 ; 一般以細菌性疾病居多 ( 廖等 , 1985)
, 其中以弧菌感染症最為頻繁 ( 蔣等 , 1992; 鄭 , 1989) , 常使養殖業者遭受非常大之經濟損
失。利用抗菌劑來控制細菌性疾病 , 被認為是最經濟、最有效之方法。現今尚未制訂水產動物
、用藥物使用規範, 而養殖業者缺乏正確藥物使用知識 , 濫用抗菌劑不僅無法控制疾病 , 同時也
造成病原菌產生抗藥性。 ( 陳等 , 1978 : Aoki et a1

"

1977) , 亦為人類帶來公共衛生之後遺
症 (Aoki et a1

"

1981) 。

Fluoroquinolone 是一種抗菌範圍及抗菌活性極佳之新型抗菌劑 , 能更有效地控制各種水
生動物之細菌性疾病 ( 王等 , 1993 : Bragg et a1

"

1988; Mohney et a1
"

1992) , 且抗菌活
愷優於第一代 quinolone 類抗菌劑如 Nalidixic acid 、 Oxolinic acid (Bowser et a1

"

1991 :
Endo et a1" 1973 : Inglis et a1" 1991) 0 Martinsen 等 ( 1992) 指出新型 Fl uoroq uinolone

( 如 Sarafloxacin 及 Enrofloxacin ) 對鱷魚前瘖病 A. Sa1moniclda 抗活菌性 , 優於
Oxytertracyc1ine 及第一次 quinolone ( 如 Oxolinic acid 及 Flumequine)

, 且對 Oxolinic acid

有抗藥性之 A. Sa1moniclda 菌株能有效地抑制。

本實驗之目的 , 在於探討新型 fluoroquinolone 藥物對養殖蝦類 Vibno spp 分離株之抗菌活性
, 並與目前普遍使用之抗菌劑作比較 , 以提供養殖業者日後使用此類藥物防治本病時之參考。
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材料與方法
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供試菌株之分離與鑑定

依West 等 ( 1983) 之方法 , 自斑節蝦及草蝦養殖池進行扔'bro spp. 之分離 , 並依 Bergey's

Man ual af Systematic Bacterialagy (Krieg et al., 1984) 做為菌株之生化性狀特性鑑溺票

準。分離株及本實驗室所保存之菌株 , 總共有 31 株蝦類弧菌株
, 以供本實驗使用。

-‘

抗菌 �1

本研究所使用之抗菌劑有十二種 , 可分為三大類 , 第一類為具戴基之中 inalane 抗菌劑 :

Korflaxacin (NOR) (Sigma Chemical Ca., USA)
, Diflaxacin (DIF) 、 Saraflaxacin (SAR)

(Abbatt Lab. USA) ; Fleraxacin (FLE) (Haffmann-La Rache, Inc. USA)
, Enraflaxacin

(EKR) (Mabay Corp, 'USA) , PD124816 (PD124) 、 PD127391 (PD127) 、 PD131628 . (PD131)

(Parke-Davis, Pharmaceut. USA) 。第二類為不會氣基之 quinalane 抗菌劑 : Nalidixic acid

(KA) 及 Oxalinic acid (OA) (Sigma Chemical Ca., USA) 。第三類為非 quinaline 抗菌劑

Oxytetracycline (OTC) (Sigma Chemical Ca., USA)
, Sulfadimethaxine+armetaprim (SO)

(Haffmann-La Rache, Inc. USA)

抗菌劑標準液之製備及稀釋

本試驗係參考劉等 ( 1992 ) 之方法 , 將抗菌劑以溶媒 (IN N aOH) 溶解後 , 以蒸餾水十倍稀

釋製作標準抗菌液 (1000 mcg/ml)
, 然後以滅菌的蒸餾水做連續兩倍稀釋系列 : 以 1 : 9 比

例和己滅菌含 1.5% NaCl Mueller Hintan Agar (Difca) 混合凝固後
, 去凝結水供實驗使用。

細菌接種、培養及判定

本試驗方法係參考察等 ( 1993) 之平板瓊脂連續稀釋方法 , 來測定各抗菌劑對蝦穎的brio

spp 分離株之抗菌效力 , 將欲檢測菌株培養於含 1.5% N aCl tryticase say braty (TS brath,

Difca) 經 25 �

C' 18小時增菌後 , 利用含 1.5% N aCl 蒸餾水調整其濃度為 108 cfu/ml ( 約為

MacFarland 0.5) , 再以 O.OlmL 之標準白金耳釣 105,,-, 106 cfu 菌量 , 接種在含有各種不同濃度

藥劑的平板瓊脂 Mueller Hintan Agar 培養血 ( 含 1.5% NaC!) 。在 25
�C 中培養 24 小時後 , 判

定各抗菌劑之最低抑菌濃度。

抗藥性菌株之判定標準

當菌株對抗菌劑之感受性超過在 25 mcg/ml 以上 , 則認定為該菌株對該抗菌劑有抗藥性。
( 陳等 , 1978; 劉等 , 1992; 王等 , 1994)

et

統計分析

本試驗所使用之統計學方法 , 乃是使用 Wilcaxan singed-rank test (Bhattacharyya

al., 1977) 法來檢定兩族群是否有顯著差異性。

結 果
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31 株蝦類的brio spp. 分離株對各種抗菌劑之感受試驗結果 ( 表一 ) 顯示 , 利用 Wilcoxon

signed-rank test 法分析菌株族群 MIC 值 , 細菌對抗菌劑之感受住順序為 : OCT< NA < SO<

OA 、 DIF 、 FLE < NOR < PD124 、 SAR < ENR < PD131 < PD127 。各抗菌劑對 31 株蝦類分離株
以MICso 值評估得知 PD127 (0.025 mcg/ml) ; PD131 (0.1 mcg/ml) :ENR (0.05 mcg/ml):

PD124 、 SAR 和 NOR (0.2 mcg/ml) ; FLE 、 DIF 和 OA (0.05 mcg/ml) ; SO 、 NA 和 OTC (3.12

mcg/ml) 。

同時由測定結果得知 NA 、 OTC 之MIC 值分佈很廣 , 顯示可能抗藥性菌株已逐漸產生。各
種抗菌劑具有抗藥性之菌株百分比 ( 表一 ) , 以 OTC 最高 (19.5%) ; NA 次之 ( 6.45% ) 。然

而對具有氣基 q uinolo'1e 藥物具有抗藥性之菌株百分比皆為 O 。

抗菌劑

OTC

SO

NA

OA

ENR

NOR

PD127

PD131

DIF

SAR

PD124

FLE

表一

MIC 範圖 A

(mcg/ml)

0.39 一 >1001

0.1 - 50g

0.78 一 > 100g

0.05- 6.25h

0.0125- 0.78c

0.025- 1.56e

0.003125- 0.2a

0.00625 一 0.39b

0.06- 6.25f

0.025-1.56d

0.0125- 0.78d

0.05-1.56f

蝦類弧菌分離株對數種抗菌之敏感性試驗結果

MICsoB

(mcg/ml)
MICgo C

(mcg/ml)

3.12

3.12

50

12.5

3.12

0.2

0.05

12.5

0.78

0.39

0.2

0.025

0.78

0.2

0.1 0.39

0.39 0.78

0.390.2

0.2

0.39

0.78

1.56

A. 不同字母表示兩族群 MIC 值其有顯著差異 (Wilcoxon signed-rank test)

B. MICso; 可抑制 50% 測試菌株之最小濃度

MICgO ; 可抑制 90% 測試菌株之最小濃度c.

討 :4
E閥

抗藥菌株
( % )

19.5 (6/31)

(0/31)

6.45(2/31)

(0/31)

(0/31)

(0/31)

(0/31)

(0/31)

(0/31)

(0/31)

(0/31)

(0/31)

O

O

O

O

O

。

O

O

O

O

, p<0.05

本研究結果顯示蝦類扔 'brio spp. 對所有 quinolone 抗菌劑感受性價於非 quinolone 類抗菌劑
( OTC ) ; 並且 fluoroquinolone 類藥物對蝦類弧菌分離株之抗菌活性較不含戴基之 q uinolone

佳。此結果與其他學者專家做的研究結果一致 ( 王等 , 1994 : Bowers et al., 1990; Masecar

et al'J 1990 : Palmer et al., 1992) 一致。此一現象大部分學者認為其最有可能之原因 ,
quinolone 類藥物其機制在於抑制細菌之 DN A gyrase (Smith et al

'J
1988) , 然而
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fluoroquinolone 類藥物困在第 6 個碳上增加了氣基
, 可增強對 DN A gyrase 之抑制效力 (

Domagala. 1994) , 故其藥效較不合氣基之 quinolone 抗菌劑為佳。

各種 fluoroquinolone 類藥物對蝦類弧茵分離蝶抗菌活性比較
, PD127 、 PD131 、 ENR 、

PD124 價於 DIF 友 SAR ' DIF 及 SAR 叉優於 i\OR 及合三個觀基之 quinolone
( FLE ) 。所以

quinolone 抗菌活性不受氣基多寡而影響
, 此一結果與 Domagala 等 ( 1994) 之研究結果一致 ,

可能原因為其在結構上 R1 位置之替代物活性不同所致。

本研究結果顯示 fl uoroq uinolone 對蝦類弧菌分離株抗菌活性較王等
( 1995) fluoroquino I

one 對魚類弧菌分離株抗菌活性差
, 可能原因為最近幾年蝦類疾病引起大量死亡 , 養殖業者濫

用藥物使得細菌對藥物感受愷逐漸降低。雖然 fl uoroq uinolone 藥物抗菌活性佳
, 且抗藥性突變

產生之機車非常低 ( 小於 10-9 ) 但被證實仍然具有完全交叉抗藥性 (Austin et a1 ., 1981) ‘

'

故使用 fluoroquinolone 類藥物
, 仍須正確使用本類藥物。為了防範藥物濫用及殘留 , 制訂水產

動物用藥品使用規範
, 已是刻不容緩。
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