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Drug Resistant R + Bacteria in Eel-Cultured Pond
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Abstract

。 f drug-resistant gram-negative becteria were isolated

from the viscera of cultured eels and pond-water. One hundred and two strains

were demonstrated to possess R factor (R"I-). Among the R+ strains there were

23.4% Sulfamonomethoxine (Su) resistant strains, 9.6% Tetracycline (Tc) resistant

strains, 15.49 屆 Chloramphenicol (Cm) resistant strains and 2.9% P-7I38 (NO

resistant strains. The incidences of R + strains in Salmonella, A. hydroPhila and

E. anguillimortifera were 88.95 石 , 20.6% and22.29 區 , respectively. No R+ strains were

detected in Proteus, Hafn 旬 , Alcaliagenes and sevi

(68 of 102) possess 2 (Su, Tc)

becteria.�ral

A total of 748 strains

reslstantTc)(Su, Sm,or 3stramsMost R+

markers.

言

近年來 ,
本省養鰻業突飛猛進 , 年產量已超過二萬公 !頓

, 但由於本省位處亞熱帶 , 水溫終年偏高
, 加上高養殖密度 , 魚池老化 , 給餌之不適當及其他各種不良之環揖圈子 , 常常造成各種疾病之發生
, 尤以細菌性疾病為甚。在疾病之防治上 , 業者每每皆使用抗生素等化學療劑 , 由於業者不諾藥理 ,

叉缺乏對疾病診斷之智識 , 常常濫施藥物 (14)
。除此之外 , 飼料中亦常有添加藥劑以促進生長預防疾

病者。如此 , 大量並長期使用抗生素等化學療劑之結果 , 遂導致抗藥性細菌的大暈產生代叫。抗藥細
菌若具有R 因子 , 則由於細菌之按合作用 , 能將說藥性傳遞給受容菌 (Recipient) , 造成多種抗藥
細菌之產生及廣泛流傳。

本省養鰻池抗襲制菌出現頻度極高 t 叫 , 可能是受到 R 因子及廣泛使用抗菌劑之影響。不管從公

共衛生之立足點 ,
武是養殖鰻魚疾病防治之觀點來看 , 具 R 困子之抗藥細菌之出現情況及其抗藥接態

, 實有究明之必要 , 以利檢討各種抗菌劑之使用。本研究就本省主鰻業者常用之藥物 : 碩胺劑 Sulfa-

monomethoxine (S 心 , 四琨徹素 Tetracycline (TC) 氣 t 敬請!� �Chloramphenicol(Cm) 及 F-7138

(Nf) 四種抗菌劑 , 針對上述之問題加以誠討 , 將所得之結呆在此提出 , 以供參考。

緒

一一一一
* 國立台灣大學理學院動物學研究研

(Departmenat of Zoology, College of Science, N. T. U.)
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材料與方法

1. 抗祟細菌之分離

自1977 年 5 月至 1978 年 3 月間 , 分別自鹿港地區 , 及高雄與屏東地區之養服揚、由鰻盟內職及池
水中分離抗藥細菌、分離之方法及抗菌劑之種類與濃度均與前報 (1-1) 相同 , 分離茵之鑑定及分類係按
Bergey's Manual of Determinative Bacteriology 8th ed (1974) ω為基準。

2. 件進性R 因于之按出

分離菌 R factor 之檢出 , 保以Escherichia coli RC-85nal (methionine requiring, nalidixic
acid-resistant F-derivative of E. coli K-12 , 對於缸 , Tc, Cm 及 Nf 均具敏感性〉為受容菌
。將分離菌與受容菌分別培養於 Penassay broth (Difco) 中、於 37 � C 下培養至吸光度 (OD) 為

0.4 ( 約 4 X 103 cells/ml) , 然後各取等量培養液混合後 , 再於 37 � C 下培養 24 小時 , 再轉種於含
Nalidixic acid 100 μ g/ml 及各該分離菌之抗菌劑〈濃度與上述相同〉之 MacConkey 平板培養基

(Difco) 上 , 於 37
� C 下培養24 小時 , 若分離菌為 Lactose negative, 且菌落之顏色為磚紅 , 則可

判定分離菌為 R+ 菌。若分離菌受容菌同為 Lactose fermentative 時 , 則賓將菌落鈞出接種於 EMB 平

板培養基 (Difco) 上 ; 於 37
� C 下培養 24 小時長出之菌落若表面具有金屬光澤 , 亦可判定比分離菌

為 R+ 菌。其他在 MacConkey 平板培養基上菌落不星磚紅色者或是在 EMB 平根培養基上菌落不

星金屬光澤者皆為 R- 菌。

3.R factor 之抗祟怯標記

受容菌接受R factor 後 , 於 37 � C 下以振盪法培養於 Penassay broth 中至吸光度 (O.D) 為
0.3 時 , 取O.lml 之培養被接種於普通平板培養基上 , 以 Conradi's stick 均句塗抹後 , 將 Streptom-
ycin (Sm), Cm, Tc, Nf, Aminobenzyl-penicillin (ABP), Kanamycin (Km) 及 Su 之藥餅

〈昭和〉放置其上, 於 37
� C 下培養 18-24 小時。取R- 菌棟依向法進行實驗 , 比較二者之抑制範圈 ,

以決定抗藥標記 (Resistance marker) 之樣態 (Pattern) 。此一項目在日本宮崎大學進行。

結
果

1. 拖再等細菌之分離

由含抗菌劑之平板培養基所分離之抗 Su 等四種藥劑之細菌計有 748 祿 , 其中說 Su 者 214 祿 , 抗
Tc 者 2191: 孽 , 抗 Cm 者 175 祿 , 抗 Nf 者 140 緣。按種類可分為 Aeromonas hydroPhila, Edwardsiella

anguillimortifera, Citl 吋 acter freundii, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Hafn 旬 ,

Klebsiella, Proteus, Salmonella, Unidentified Enterobacteriaceae, Alcaligenes, Pseudomonas

及 Unidentifided gram negative strains 等 13 類別 (Table 1) 。其中大腸菌 E. coli 約佔四分之一
(190 榨 ) , 水中常有細商之 A. hydro ρhila 亦達 126 餘 , 數目僅次於E. coli. 除 A. hydro phila 1 立

Pseudomonas 外 , 絕大部份的抗藥細菌都是腸內細菌科的細菌。



-72 一

Table 1. Incidence of R+ resistant strains in medium suplemented with

Sulfamonomethoxine (Su), Tetracycline (Tc), Chloramphenicol

(Cm) or P-7138 (Nf).

Species or genus

Aeromonas hydrophila

Edwardsiella
anguillimortif era

Citrobacter freundii

Enterobacter cloacae

Escherichia coli

Hafnia

Klebsiellia

Proteus

Salmonella

Unidentified
Enterobacteriaceae

Alcaligenes

Pseudomonas

Unidentified strains

Total

2. R factor 苗祥之按出

Su (%)

R + resistant strains selected by 一

Nf (%)

16/58 (27.6)

0/4 (0)

8/21 (38.1)

1/5 (20.0)

10/65 (15.4)

0/7 (0)

0/10 (0)

5/6 (83.3)

4/13 (30.8)

0/9 (0)

6/9 (66.7)

0/7 (0)

Tc (%) Cm (%)

1/12 (9.1)

2/3 (66.7)

0/22 (0)

0/14 (0)

1/46 (2.2)

0/6 (0)

0/6 (0)

。 /4 (0)

4/41 (9.8)

1/6 (16.7)

2/26 (7.7)

1/19 (5.3)

1/47 (2.1)

0/9 (0)

1/7 (14.3)

0/8 (0)

7/8 (87.5)

0/15 (0)

5/16 (31.3)

3/14 (21.4)

3/24 (12.5)

2/12 (16.7)

6/32 (18.8)

0/7 (0)

0/9 (0)

0/3 (0)

4/4 (100)

3/10 (30.0)

0/8 (0) 0/11 (0)

4/21 (19.0) 1/30 (33.3)

0/4 (0) 0/3 (0)

。 /3 (0)

0/24 (0)

0/1 (0)
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26/126 (20.6)

6/27 (22.2)

13/93

4/50

18/190

0/29

1/32

0/11

16/18

7/42

。 /31

11 (84

0/15

(14.0)

(8.0)

(9.5)

(0)

(3.1)

(0)

(88.9)

(16.7)

(0)

(13.1)

(0)

102/748(13.6)

在 748 樣說藥菌中具有R 因于者有 102 蜍 (13.6%) , 其中抗Su 菌雄之214 除中有 50 樣具有 R factor

' 所佔百分率最高
, 達23.4% 0 140 橡抗 Nf 菌據中僅 4 蜍具有 R factor, 僅佔 2.9% ' 其餘抗 Tc 及

Cm 者均在 10% 左右。就細菌種穎而言 , Hafn 缸 , Proteus, Alcaligenes 及 Unidentified strains 等

四類分離菌均未發現R+ 菌緣。 R+ 抗藥菌樣出現率最高者為 Salmone;la 菌 , 達88.9% ' Klebsiella R +

菌之出現率則僅有 3.1% 。魚類蝶件性病原菌 A. hydro Phila 及 E. anguillimortifera 之R+ 抗賽菌之

出現率均達20% 左右 , 而且在 3 棟抗 Nf 之 E. anguillimortif era 中有 2 橡具有 R+ factor, 其餘分

離菌 R+ 之出現率則在 10% 上下。

由池水分離出之 269 蜍鼠藥細菌中有 27 樣具有 R 因子 , 佔 10% ' 由鰻魚內臨分離出來之 479 樣

抗賽細菌中 , 75 祿具有 R 因子 , 佔 15.7 %' 較池水略高。由腸以外的內臨分離出來之抗藥細菌中
, 具有 R 因子者之出現卒 , 以脾臨之 7.7% 最低 , 腎與肝幾無差異 , 前者為 15 佑 , 後者為 14.6

% 。依分離菌之類別而言內戰中具宿 R 因子之抗賽細菌主要為 A .hydro. ρhila, E. anguillimorti-

f era, Salmonella 及 Citt 吋acter 與 Unidentified Enterobacteriaceae 五類。但 Salmonella

及 Citt 吋 acter 二屬之 R+ 菌僅出現於陽中。 Salmonella 之 R+ 菌出現率高達 88.9% ' 水中及
歸中出現的比例略同‘工、了三�{tj 二 ;三 JJ 士二
26.4%� 為 R+ 菌 , 其中由宵臨分離之 12 橡中宿 9 棒具R 困子 , 比例達 75.0% ' 由脾臨分離之 20 綠茵

中僅 1 株 (5 %) 具有R 因于。但是由祂水中分離之 A. hydrophia m 槃菌 54 蜍中 , 僅 7 蜍具有 R 因
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子 (13.0%) , 出現率為內臨之半。另一病原菌 E. anguillimortif era 則與 A. hydrophila 之情形

略布不同 , R+ 菌出現 � 泣肝臟之 33.3% 為最高
, 腸之 30.0% 次之 , 而脾臨則完全無R+ 菌出現。叉 ,

令人注意的是由池水無法分離出 E. anguillimortif era 之拭槃菌 (Table 2) 。

Sm.Cm., Su.Sm.Cm.,

。就細菌種類言 , 以

3. R factor 之抗祟性禱告己祿態 (marker pattern)

102 綠 R+ 抗藥菌之抗藥性樣態共有 8 種 , gp Suo Tc., Su.Cm.,

Su.Sm.Tc., Su.Tc.N 仁 , Su.Cm. Tc., 以及 Su.Sm.Cm. Tc., (Table 3)

Table 3 Drug Resistance pattern of R plasmids isolated from the

viscera of cultured eels and pond-water.

Total
No. of strains fromFTAOnva戶

uwe--.....ap治

-GE--mmiACAW

到

ailsp

hLV

RR

Category of bacteria

6631122165211222731311

臼

....

pond 自water

34OOOOOO250112oolooooL

Eelviscera

32311221402ooo226313lln

...

Su, Tc
Su, Sm, Tc
Su, Sm, Cm
Su, Tc, Nf
Su, Cm
Su, Cm, Tc
Su, Tc, Nf
Su, Sm, Cm, Tc
Su, Tc
Su, Cm, Tc
Su, Sm, Cm, Tc
Su, Tc
Su, Sm, Cm
Su, Sm, Tc
Su, Tc
S\ 且 , Cm
Su, Sm, Tc
Su, Sm, Cm
Su, Tc, Nf
Su, Sm, Cm, Tc
Su, Tc
Su, Sm, Tc
Su, Sm, Cm,

Aeromonas
hydroPhila

Edwardsiella
anguillimortif era

Klebsiella
Salmonella

Escherichia coli

Ente1 吋 acter
cloacae

Citrobacter
fruendii

ZA

司

Jqd

句
孔,
正
U

令
J

nununuti

司
、
d

句

JH

'A

句

JtAta

句

3,A

Tc

Tc

Su, '1'c
Su, Sm, Tc
Su, Sm, Cm,
Su, Tc
Su, Sm, Tc
Su, Sm, Cm

Unidentified
Enterbacteriaceae

Pseudomonas

102

P一7138.

25

Sulfamonomethoxine, Sm: StreptomycIn, Cm: Chloramphenicol, Nf:
Tetracycline, L: 2 strains lost.

77Total

Su:
Tc:
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Klebsiella 茵所具有之標記樣態最少 , 但一種 (Su. Tc.) , 而 E. coli 之標記樣態則多達主種 , 其它長
細商之大部份則在三至四種悶。在供試之 102. 時�R+ 茵柯: 中具有 3 個抗藥標記者有 56 蝶 , 具有 2 個及 4
們杭藥 {�! 記者則幾乎相間 , 各為 22 除及 24t:l� 。文具有 3 個標記之 56 祿R+ 菌中 , 以具有 Suo Sm. Tc.
標態之茵柯: 最多 , 計40 樣 , 佔 71% 。就藥的種類而言 , 所有供試之 R+ 菌祿 , 均有 Su 之標記 , 具Tc
標記者布 891 訟 , 其 Sm 標記者為 74 誅 , 其 Cm 標記者為 39 餘 , 其 Nf 標記者卸僅有 4 棟。而且 Nf
標記僅在 Suo Tc. Nf. 之樣態中出現。

討 論

自從 1959 年 , 日本學者因研究人類病疾而發現R 因子可傳遞抗藥性後 (9) ,
不帶 R 因子之非病原性

茵如 R- 之 E. coli 雖然在疫病的發生上拐幸運了平衡的作用 ,
而間接的減低7 病原住抗藥菌單獨存在

時所造成的損害ω ,
但是因為抗菌劑使用不當等因素所誘發抗藥菌大壘的增加 , 所造成的問題是愈來

愈嚴重。在水產界中也已形成嚴重的問題 , 而受到廣泛的注意 (101 吼叫 14)
0 1973 年 Smi th 氏會著文指

出的 , 長期低劑量的使用抗生素的結果 , 會誘發抗藥菌的產生 ,
比現象在踴內細菌及相關的草蘭民陰

性菌更為常見。 Davis 等ω指出說四氣環素 (Tc) 的質體 , 在R 因子的 Episomal DNA 上的位置
, 緊臨控制細菌性別的位置 , 所以抗 Tc 的菌樣也最容易產生 , Watanabe 等也認為抗 Tc 藥劑之
細菌中 , 撈帶 R 因于的比例特別高 (10)

。本研究所得之結果 , 亦顯示抗 Tc 之菌棟最多 , 高達 219 棟 ,
佔所有抗藥菌784 除之 29.3% ' 與 Watanabe 等之指摘頗為一致。另抗 Su 之菌株亦達 214 雄之多 ,
為28.6% 與抗 Tc 菌之 29.3% 出現率相近。在前報中亦指出抗 Su 菌機之出現率與抗 Tc 菌雄之出
現萃 , 在統計學上二者無顯著之差異 (14)

0 Aoki 等ω研究日本養殖魚類之抗藥菌時 , 也發現抗嘖胺
劑 Sulphanilamide 與抗 Tc 之菌祿 ,

在出現率上二者皆高於他菌 ,
且在統計學上無顯著差異 , 與

本研究所得之結果一致。

在本研究中 , 抗槃商中 R+ 菌出現之比例 , 以沙民桿菌為最高 , 達 88.9% ' 不過沙民捍菌之出現
率相當低 , 所有分離菌之 748 訝: 中僅 18 持為沙民桿菌 , 出現率為2.4% ' 顯示其在抗藥性之故佈上所佔
之位置並不顯著。大腸菌 E. coli 之分離菌樣寫的0, 出現率為 25.4%, 使他菌為高 , 不過其中具有 R
因子之菌祿卸很少 , 僅 18 睞 , 出現率為 9.5% ' 故奧沙民桿菌相間

,
在抗菌世之傳播上所佔之位置並

不顯著 ,
關於此點在前報中己做詳細之討論 , 請參照。魚類病原菌 A. hydrophila 的說藥菌及其 R+

菌槍之出現率皆不低 , 為 16.8% (126/748) 及 20.6% (26/12 旬 ,
而且也魚體分離之抗藥菌樣中

R+ 菌槍之比例為 26.4% (19/72) , 較水中所分離之 13% (7/54) 高出甚多 , Shotts 等∞由觀賞魚
及其飼育水 , 進行 A. hydroPhila 抗藥菌之 R+ 菌分析 ,

亦提出相同之結果。如此唆示以化學療法防
治鰻魚赤賭病的發生 , 必然漸趨困難。另一魚類病原菌 , E. anguillimortifera 的出現率相當低 ,
為 3.6% (27/748) , 但是其R+ 菌的出現率卸相當高 , 為 22.2% (6/27) 0 Aoki 等ω曾指出自魚類
、蛇類水生動物及人類學研分離出的E. 的zguillimortif era 菌中 R+ 商做出現於由魚類所分離之菌橡
中 ,
而且比例高達抗藥茵之半放以上。但是由蛇類及人類所分離之茵柯: 巾從未發現 R+ 菌 , 故鰻魚池

中 E. anguillimortif era 之 R+ 茵蜍比例偏高興就施藥物的關遮住最﹒大 ,
今後有關此點除有待進一步

的暸解外 , 對於鰻病之架物施用麼多加注意。
叉 , Shotts 等 (15)

指出各種抗樂荷中 ,
多蚊帶布二個以上的抗槳 Imj

記 ,
木研究結果 , 亦顯示各

種抗藥菌中所帶布之抗磁 marker 告在 2 個以上 , 以具 3""4 種原志者為最多。不過木研究中所分
離出來之R+ 抗藥茵給中 ,

者 1\ 帶有坑 Su 之標記 , 航 Nt 玩 if辰
,

'Jft 布待逛一一w 究 l月之必要。
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摘 要

由鰻池池水及鰻魚內臨共分離出748 棕抗藥菌 , 計十三類別 ; j

Pseudomonas, Unidentified Gram negative strain 及丸屬腸內細菌 , 其中具有 R 因子者 102 蝶 ,
抗各類藥劑菌樣中 R+ 菌雄之出現牢 , 分別為說 Sulfamonomethoxine 者為23.4% ' 說 Tetracycline

者為 9.6% ' 說 Chloramphenicol 者為 15.4% 及抗 P-7138 者之2.9% 。十三類別之抗藥菌中 , 九類出
現 R+ 菌 , 其中以 Salmonella 之 R+ 菌樣出現率最高 , 達 88.9% ' 其次為 A. hydro phila 及 E.
anguillimortif era' 分別為 20.6% 及 22.2% 0 Hafn 旬 , Proteus, Alcaligenes 及 Unidentified

strains 中無 R+ 菌出現。除 Enterobacter cloacea 外 , 內路分離菌之樣態較由水中分離者為多。文
各種R+ 說藥菌中 , 以帶 2 至 3 個技興標記之菌蜍最多。具 2 個標記者以 Su, Tc 之樣態最多 , 具 3 個

標記者則以缸 , Sm, Tc 之樣態最多。
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