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鰻魚愛德華民病之人工接種試驗及
其致拷機制之研討

STUDIES ON PATHOGENESIS OF EDW ARDSIELLOSIS

IN EXPERIMENT ALL Y -INFECTED EELS

簡 茂 成 . 劉 正 義

Abstract

Studies on pathog,enesis of Edwardsiellosis were perform�d in ells ex�erimenta
�

infected with Edwardsiella tarda, by means of bathing or oral method under different

conditions. The presence of typical histopathological lesions and the

concentration of the bacteria in internal organs of these inoculated eels at subsequent

intervals after infections had been conducted to measure the pathogenesis of the disease.

In the bathing group (water contained E. tarda 106 CFU/ml). There were no dea

th terminated during the bathing period in both subgrouqs of skin-intact and skin-cu�-

ting eels. only small amount of E. tarda were isolated from some

without showing histopathological lesions. While in the subgroup of a

skin-cutting and intramuscular injection (E. tarda 106 CFU /m 刀 , all the experimental

eels died beginning from 12 hrs after 1. M. injection and showed an extensive

distribution and high concentration of the E. tarda.

concentration of E. tarda (10' CFU/ml) had less mortality

distribution and

organs of the e

combination of

tissue

The eels inoculated with lower

but showed typical lesions

of Edwardsiellosis.

The oral inoculation was performed to each eel by introducing the commeircal f

mixed with E. tarda (106 CFU/ml) once per day for several days. The mortality of thc

eels (15-20 g in body weight per eel) was 25%. No mortality was noticed

in larger eels (70-80g in body weight per eel). Four days after inoculation, the bacteria

could be reisolated from blood and sevi

distribution of the pathogens in these inoculated

eels. Besides, the typical lesions of Edwardsiellosis found in parenchymatous organs.

the small intestine also showed the figures of catarrhal to fibrinous enteritis in most of

the inoculated small eels. Although without mortality, varing degrees of histopathologic 且 l

less extensive distribution and lower concentration of the E. tarda were

inoculated

�ral

out a bacteriemia status and a wide

lesions and

noticed in the larger eels.

The results of this experiment presume that oral route might be the most important

portal enterence of E. tarda to cause Edwardsiellosis than other infection route. It is

also assumed that young eels are more susceptible to E. tarda infection than older oneS.
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一的一問魚愛德華民病之人工接種試驗及其致病機制之研討

音回

愛德華民病 (Edwardsiellosi 吟 , 是養殖服重要的細菌疾病 , 攘林等 1977 對臺灣養殖眼疾病之

統計分析報告中指出 , 愛德華民病單獨發生或與赤描病 (Aeromonas hYdrophila) 混合感染病例 ,

佔所有引致鰻魚死亡的疾病的37% ' 高居首位
( 林等 ,1983; 林等 ,1977) 。在日本 , 江草 1976 亦報告

, 愛德華民病是日本養殖鰻最重要的細菌性疾病之一 (Egusa,1976) 。本病之病原菌由 Sakazaki 和
Murata 在 1959 年首先發現 , 而後陸讀由 Hoshina

, Ewing' 及 Wakabayashi 及 Egusa 等研究

並證實 Edwardsiella tarda 乃引致愛德華民病之主因。

有關本病及其病原菌之研究報告很多 , 特別是關於細菌之分離、鑑定、治療。及許多血清學研究
和螢光說體診斷等方面 , 已有良好之研究成果 ; 惟其致病機制及組織病理學方面之研究則較欠缺。保

科1962 及伊藤 1979 等臆測體表之傷口及胃腸道為其可能之感染東途徑。 Roberts (Roberts, 1978) ,

則認為其可能之感染途徑是白皮膚潰楊開始 , 自外向內入侵造成腹膜炎後再投及內臟器官。劉與蔡 19

80 自病理變化推測 ,
病原菌可能係在於胃腸道之機會性細菌 ,

當宿主囡外在囡素使抵抗力減弱時
, 而

沒則撞機經門脈循環及體循環〈菌血症期〉進入肝臟及腎蹦等實質器官 , 再增殖且破壞實質細胞 ,
引

起壞死仕。壞死仕破潰而皇腹膜炎 ,
並技及體軀而顯現外表之潰傷病徵。愛德華民病之致病機制可能

不如想像中之單純 , 水環境中錯綜擅雜之理、化及生物因素可能係其外在之素因 (predisposition)

' 而鰻體先天及後夫之抵抗力亦與感染是否引致典型之病變有關。本研究係以人工感染 jJ 式 , 採用較
接近自然感染之不同{條件及經體表和胃腸道等不同途徑接種本病病原菌。經感染後不同時間自體內各

器官分離並測定細菌數 , 並以器官之組織病理變化來暸解病原菌對鰻體之危害 , 以探討服魚愛德華民
病病原之致病機制。

緒

材料與 15 法

甘、供試鰻魚 :
購自麗港地區某蓋鰻場 , 大小為每尾體重70�80g 及 15 ♂ 20g 三種 , 飼養在80. x 60. x 50.cm 大

並附有打氣裝置之塑膠水槽中。試驗前由供試鰻隨機取樣自尾靜服抽血 , 分離血清 ,
依 Gibbs 等方

法 (Gibbs,1969) 行快速平被凝集試驗 , 證明為未曾感染魚後 , 先行放置七天 ,
並曾用 Nitrofurazone

2ppm 或 Formaldehyde 20ppm 於第三夫琵浴 24 小時 , 而做為本實驗之供試腰。在整個試驗期間 ,

有有供試鰻均無餵飼。
j

斗、供試菌株 :

以麗港地區養鰻池之愛德華民病自然感柴病例所分離之菌蝶 , 經生化鑑定鴛Edwardsiella tar-
da 後 ,

用 Nutrient agar (Difco) 保存
, 標號 H A C-29, 做為供試菌株。試驗前將本菌抹用

Tryptose soy (TS) broth (Difco) 於 37 �C .2 判、時培養後 ,
其發育濃度為 1.0xl09CFU/ml,

並用供試鰻 (70.�80.g1 尾〉行人工腹腔接種 , 並重覆接種及罔收三次 , 且其 LDso 之濃度為 104 _sC

FU Iml 0

吋供試菌波之製備 :
用 HAC-29 菌株於 37 � C 在 T S broth 中培蓋 24/J 、時後 , 用濃菌之生理鹽水 (O.85%NaCI)

市釋成 106CFU 1m I 濃度之菌液 , 做為試驗中菌浴及肌肉接種等用途。而肌肉接種組叉區分成高濃度
(lO6CFU Iml) 及再以生� 鹽水利? 釋之低濃度 (lO4CFU Iml) 組。口服菌被依每 5mllO6CFUjml

濃度菌液混以 Ig 鰻用紛狀完全飼料 ,
以胃導管行人主口服接種。每次試驗所用之菌波皆為新調高E 之荷

液 ,
以維持所需之固定濃度。

的、供試菌波之接種試驗 :
總數324 尾 (70 80g I 尾 196 尾 ; 日 �20g1 尾 128 尾〉供試股質施菌浴 (A 組〉及經口 (B 組〉二種
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人工感 � 試驗 ( 見表一〉。茵浴組是以70 公升水量含有E. tarda'iJ'it 度 lOUCFU jml 之菌被實行-菌浴t的前
, 並區分為三個處哩分組。 A-a 為單純菌浴分組 , 依試驗般大小再分兩小組 , A-a-l 之試驗股民 70

�80gj 尾 , A-a-2 則為 IS-20gj 尾。 A-b 組之試驗 ffI.':r, 為 7C�8Cgj 尾
,
前; 在茵浴前以冰塊 !fv1l�NJ

紋 , 再自肛門後方之左側體表以刀斤訓傷皮膚至肌肉冊。第三分組 (A-C) 組亦為 70�80g j 尾
,

""
除皮膚割傷外 , 並以 lOUCFUjml (A 一C-l) lC4CFUjml (A-C-2) 菌波濃度各注射於背 i]i � i' J

' 再拖於菌浴。各分組及小組皆有等數目及大小之鯉魚為照組。對照組除菌浴外其他處盟與試驗訊科 i

l司 , 惟A-C 對照組係 ).:J T S broth 肌肉注射。

經口接種組 , 則依供試股分B-1 (70�80gj 尾〉及 B-2 (1S�20gj 尾〉二分組。亦先用冰挽麻

醉後 , 自假魚、口中拍入貓之導尿管 Cat catheter (Johnson; 3 FC) 而做為胃導管 ,
灌入含有飼料

之菌液 I.Sml, 每日一間 , 共進行五夭 , 對照組則以 T S broth 1. Sml 取代菌液。所有菌浴及經 I']
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Table 1. Inoculation and Sampling Schedule

Sampling
. .‘

Number of eeslGroup and subqroup

Eels died during16 (16)

1..9
缸

,Ett
a

test or termination32 (32)

by necropsy at 1/2,

1,2,3,4,5,7,10,14, ......16 (16)bA

30 days post(Bathing method)

inoculation.18 (18)

12

rJI
、FLV 24 (24)

24 (24)B

32 (32)

a : (a-1:70-80g in body weight per eel,a-2:15-20g in body weight per eel.)
b: Skin cutting before bathing.

c: Intramuscular injection with 106CFU/ml(C-I)&104CFU/ml(c-2).
B: (B-1:70-80g in body weight per eel, B-2:15-20g in body weight per eel.)

*: Number in parenthesis is number of control eels in the respective subgroup.

(Oral inoculation)

接種之供試腰 , 皆自感染後開始觀察 , 並於接種後 12 小時、 1 夫、 2 夫、 3 夫、 4 夫、 5 天、 7 天、 143 三等

各解 fftJ 二尾並採樣行各項實驗。試驗中若供試鰻死亡亦即刻解剖及實驗
, 試驗結束〈接種後30 夫〉所

有供試鰻亦行剖檢及採樣實驗。

的、試驗鰻內臟器官之 E. tarda 分離、鑑定及菌數測定 :
當試驗服解剖時 ( 包括對照組〉或試驗期間提死之鰻魚

, 以70% 酒精棉花擦拭魚體表面 ,
對 !闊的

腔 , 以 =戚菌之白金耳自 !川、屑、肝臟釣茵並培養於 MacConkey agar 上
, 為測定向臟器官所分離之

細菌數 , 將每尾試驗服依無菌操作法量取肝臟、腎麟、及胃腸道各O. 站 , 阱轍。 .3g 及靜脈血O.Sml
(

解告 I] 前自尾靜脈採血〉。各臟器分別用被菌過之研僻研碎後 , 加入 9 倍量之戚菌生理鹽水 (0.8S%NaCI

) , 混合均勻 , 便成組織乳劑 , 然後再以生理鹽水以 10 倍稀釋法
, 將之精釋達 10-10 階段 , 各稀釋被

以徵量分注器 (micropipet) 吸取O.Olml , 泊於 MacConkey agar 上並培養於 37
� C, 24 小時後

計算茵落數
, 為鑑定菌落 ,

即將上述之可以菌落配合其對 Cytochrome oxidase 之反應
, 以確定其

屬於昀內細菌科後 , 有接種於 T 缸
, SIM 及 Lysine decarboxylase broth 上 , 若細菌有 glucose

酪阱
,
旱運動性

,
並產生 Indole, 及 Lysine decarboxylase' 且由 Urase Test 捌知不利用 ure 且



服魚愛德華民病之人工接種試驗及其致病機制之研討 -71 一

後
, 則可初步判定為 E. tarda. 其餘生化佳狀之鑑定依常法進行。

川、肉眼及組織病理學按查 :

各試驗組探樣行細菌分離及組織病理學樟查前 , 先行外表及內部肉眼病理學按查並記錄可疑之病
蟹。供組織病理學等幢查之標本係採自肝、腎、1月、心臟、胃、小腸、大腸、肥、接種部位皮膚及肌
肉以及具有可視的肉眼病變之組織器官。採樣標本固定於10% Buffer Formaldehyde 溶液中至少二

日以上 ,
再裡石臘包埋及切斤步驟

, 以蘇木紫一伊缸 (Hemotoxylin-Eosin stain ;H & E) 染色

後鏡檢。

結 果

甘、單純菌浴組 (A-a 組〉

試驗組 (A-a-1 及A-a 一2) 和對僻、組之所有試驗鰻在整個試驗期間均無死亡情形。試驗組於

荷浴後 12 小時 , 可在試驗鰻之胃腸道及把部分離出 E. tarda. 其細菌濃度為 10�-3CFU/ml .但其

除臟器及血液中均不見本菌 , 直到菌浴後第 5 天 (A-a-1) 及第7 天 (A-a 一2) .才在押、腎及肝

臟等分離出少量 E. tarda 。對照組則無分離出任何 E. tarda 0 ( 見表二〉。

在肉眼上 , 除少數試驗鰻外觀呈胸及腹指輕度充血外 , 所有內臟器官 , 包括鯉部皆無任何病徵 ,

所有積體鏡下亦無特徵病變。惟少數試驗鰻則可在總絲見輕度之上皮細胞增加及粘連 (Fusio 吟 , 但
不見炎症反應現象。

口、皮膚割傷菌浴組 (A-b 組〉

本組之試驗鰻在試驗期問亦無死亡情形。試驗組之細菌數測定與單純菌浴組相蝕 , 於菌浴後 12 小

時可在胃腸道及帥部分離出本菌 , 且維持整個試驗過程之 E. tarda 濃度 101-3CFU/ml 。其他器官

泣括血液則菌浴後第 3 天可於牌職 (lOlCFU/ml) 和血液 (lO�CFU /ml) 及第 5天腎臟 (lO�CFU /
ml) 第 10 天肝醋。 01CFU/mI) 分離到 E. tarud 0 ( 見表三〉。

試驗鰻於皮膚割傷部位並無更進一步惡化而按及附近肌肉組織現象。體表割傷後 5 日以上之供試

假其傷口已進行癒合 , 已呈現癒合現象者則可在傷害處見肉芽組織增生現象。鏡下臉皮膚書 I) 傷部位外
,
其他臟器皆無任何病娃。

門、皮膚割傷、肌肉接種及菌浴組 (C 一1;106CFU/ml;C 一2;104CFU/ml)
, 高濃組 (A-C-1) 自接種後第2 天開始有 4 尾試驗鰻死亡喝第 3 天死亡§尾 , 第 4 5 頁各死亡

2 尾 , 至第 6 夫全部死亡。低濃組 (A 一C-2) 則自接種後第 7 天有 3 尾死亡 , 第 9 天 2 尾 , 第 10 、

11 夫各 1 尾 , 第 16 夫最後 1 尾死亡。在細菌數測定上 ( 見衰四〉高濃組 (A 一C-1) 於接種後 12 小時
,
在血液及牌臟所測得的 E. tarda 菌數最高 , 連 109-10CFU/ml. 依序為腎臟 108CFU/ml. 肝臨

107CFU /ml .以胃腸道最低為 10:ICFU/ml 惟在.試驗喂,死亡前 , 肺、腎之細菌數目有略為增多而血液
之細菌數有下降之趨勢。低濃組 (A 一C-2) 之情形在接種後 12 小時以牌臟測得 E. tarda 菌數最多

為 103CFU/ml .而後各器官除仰和胃腸道外
,
細菌數有逐漸上升之趨勢 , 至第 7 天後腎、仰之細菌

已增殖連108CFU/ml. 第 10 天後甚至高達 1O1OCFU/ml, 而肝、血波亦維持在107-9CFU/ml 間。

本組試驗鰻在接種後 12 小時已有近半數星體表肉眼病變 , 且聽乎所有試驗鰻都有活力降退 ,
行勁

九E 接或靜吐不動之現象 , 死亡之鰻魚在肛門周圍、胸腹的、甚至在較幹部體表可見明顯之充出血 ( 岡
1) , 但並無體表之泊鳴病擻 ,

告 IJ 驗後 , 高濃組之內臟器官 , 尤其是艸及腎臟以明顯之充血為特徵。

低濃組則除充血外 , 於接種後第 9 夫在月 r,\' 、府及肝路可見犬小不等之多發性壞死熙。而在第 11 天
, 有

1 尾於肝臨表面可見己破泊之液化壞死州 , 並渡及腹腔引致纖維素性股膜炎〈國 2 ) 。組織病理學

偵查以實質器官肝、特及開臨皇鹿死病變為特徵。在
1J'i1' 騙

, 血污 (Sinusoids) 明顯擴張
,
聚集大量

rfIl 液 ,
使得造血細胞數目相對減少 , 已旱按濃縮及接破裂之造血細胞散佈其間 , 或部分區域則有局部

咬死托 ,
此外尚可見纖維素性滲出物堆積於小血管外之 iF1\E 鬆組織 ( 國 3) 。肝臟星期著及大小相當一



-72 一 的茂躍﹒劉芷在

致之壞死的. , 壞死仕中可見細胞之核濃縮、核破裂及核溶解 , 但無炎症細胞泣洞其間 , 也無其他之滲
出肢。除壞死 1-1: 外 , 其他之肝細胞無異常變化。 ,:

可臟之造血組織之病變與在 1月臟所見大致相同 ,
ιJ' 也

血細胞之壞死為主徵。惟在特小管可見中皮之急性細胞 !臣月K (Acute ce1lular swe1ling) 的變性 1

袋 , 部分行小管腔內堆積少量之脫落細胞碎斤 ( 圖 5)

低濃組有依接種感接後時間之煜長而早漸進性病蜜之趨勢。接種後四天 t), 內之試驗般無肉眼前

, 而顯徵鏡下亦僅少數可見輕徵之實質細胞壞死變化。但第五日以後則病變逐漸明頭 ,
其肉眼與鏡下

變化與高濃組大致相同 , 但炎症反應更為顯著。在仰臟 , 尚可見具有細胞有:11 造作用意義之 Melano-

macroph age centers 顯著增加 ,
在肝臨則部分壞死仕己皇明顯之 nr! 揚 (Abscess) 並圍以結締組織外

服〈圖 4) , 破泊之脈癌造成腹膜炎 , 病變部肝被膜覆以一層纖維素性化膽性炎症層 , 大量之菌揖散
佈其間 , 其他肝細胞也可見程度不一之脂肪變性 , 以及少數病倒有肝細胞萎縮、分離及許多晴伊紅性
圓形球滴樣之小體充滿血質或血"H 與肝細胞之間。在腎顱 , 則壞死仕十分顯著 , 不僅間質 ,

腎小管

Organ
Days

1/2

10

14

Or!!an
Days

10

14

Table 2. Di�tribution and concentration of E. tarda in eels after.bathing- r

in wa'ter contained lO6CFU/ml of E. tardd.

Spleen Batbing
waterLiver Gill BloodKidney G-I tract

1

-"b--

VH//

-bf--

**2.00/3.00 5.95/3.953.95/2.60

4.30/4.602.70/2.85 1.48/2.78

2.60/1.30 3.70/4.602 2.95/2.60

3 3.60/2.781.60/3.70 3.70/3.85

5 1. 30/- 2.85/2.601. 60/- 2.85/3.70 2.60/- 2.48/2.70

7 -/2.90 3.60/1.90 2.95/2.95 1. 70/ 1. 302.30/-

1.48/- 1.60/1.00 2.78/2.48 2.95/1. 70-/1. 70 2.70/1.48

1.48/- 3.70/2.602.70/1.483.85/2.78 3.48/2.85

* No E.tarda was isolated.

** Presented in IOgl 日

iJ:/ $ a-l/ a-2 (70-80g/15-20g in body weight)

Table 3. Distribution and concentration of E. tarda in eels after skin cutting
and bathing in water contained lO6CFU Iml of E. tarda

Spleen Bathing
waterLiver G-I tract Gill BloodKidney

- * 2.78 4.703.70

1 3.30 3.954.60

2 5.602.48 2.49

3 **1.85 2.78 3.00 2.90 3.70

5 1.30 2.481.852.90

7 3.78 1.902.85

1. 70 3.902090 1. 701. 48 2.60 2.60

1. 7. 3.70 1. 782.48 3.48

* No E. tarda was isolated.

** Presented in IOglO ﹒
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Table 4. Distribution and concentration of E. tarda in eels after skin cutting,

intramuscular inoculation and bathing in water contained lO6CFUfml

E. tarda.

Organ
Days

1/2

Spleen

1

9.48/3.85
ii'$

9.60/4.00

Liver

*7.70/1.30

7.30/2.85

8.48/4.48

8.30/3.78

8.60/5.70

8.78/5.78

8.85/

/6.95

/6.90

/7.95

/6.00

/6.70

/5.48

Kidney

8.78/2.60

9.48/3.48

10.30/5.78

9.70/4.30

9.78/5.95

9.70/5.70

9.48/

/8.95

/10.85

/10.90

/10.48

/10.78

/ 8.30

G-Itract

3.48/2.95

3.85/2.48

4.48/2.60

3.60/1.30

2.95/3.78

4.95/2.48

4.85/

/2.85

/4.48

/1.30

/3.78

/2.85

/2.95

Gill

4.48/2.30

3.85/3.78

3.95/2.48

4.30/1.85

4.60/3.70

3.95/3.60

4.48/

/2.00

/3.00

/2.78

/2.95

/4.30

/3.70

Blood

10.70/2.78

10.70/1.67

9.95/3.78

10.30/4.85

9.60/6.78

8.70/5.95

7.00/

/6.30

/7.95

/7.70

/7.48

/6.60

/4.30

* Presented in loglo
U$ c-1/c-2 甘冒 106CFU/ml E. tarda $=104CFU/ml E. tarda)

Organ
Days

1/2

10

13

14

16

2 9.30/5.90

Liver

*

Kidney

-/-

-/ 咱

- / 2.60

- / 3.70

2.30/ 1. 48 2.85 / 3.60

/2.60 /2.95

G- Itract

5.85/4.30

2.48/5.70

3.95/5.95

3.70/4.78

4.70/5.48

3.78/2.90

1. 90/ 1. 00

2.60/3.00

/2.78

1.61/2.70

/2.90

Gill

':'1-
...

-/-

1.30/-

-/2.30

2.85/-

1.30/3.00

* No E.tarda was isolated.

* 但 Presented in log 10.

主 /$ B心 /B-2 (70-80g/15 明20g in boody weight per eel)

3 10.70/6.30

4 10.48/6.70

5 10.00/7.78

6 10.70/

7 / 8.48

9 /10.60

10 /10.70

11 / 9.85

14 / 9.60

16 / 7.48

前面 ig
water

5.85/3.60

4.70/2.48

5.48/1.90

5.00/3.70

4.70/2.30

5.60/3.78

4.48/

/3.60

/2.85

/1.30

/1.00

/2.70

/1.78

Table 5. Distribution and' concentration of E. tarda. in eels after oral

inodulation with lO6CFU fml of E. tarda.

Spleen

1
-",

司
,',ll',,

-L
裙
帶"

2

3

4 **- / 2.90

5 白 /3.85

7 1. 78 / -

-/-

1.90/4.95

/3.30

司 /-
-/-

2.48/3.85

/3.00

Blood

2.90/2.85

r',

2.70/2.95

Bathing
water

4.48/-

-/2.78

-/- 3.60/4.48

-/2.30

-/2.853.85/2.70

-/2.48 2.95/1.60

-/2.70

/3.78 /-

-/-

峙
,,J

No. of eel
died

%

%

4/0

5/0

2/0

2/0

1/0

/3

/2

/0

No. of
eel died

%

。 /0

0;0

。/0

%

%

。 /0

0/2

。 /2

0/1

。/3
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被改及。

甘、經口接種組 (B-1; 70�80g/ 尾 ; B-2: 15 ♂ 20g/ 尾〉

中服組 (B-1) 及其對照組在兩試驗過程中均無死亡 ; 但幼艘組 (B-2) 則在接種後第 10 天及 13

夫各死亡 2 尾 .14 天 1 尾 .16 夫3 尾
, 但其對照組則無死亡情形。在細菌數測定方面兩分組之對照直

未測出本菌
, 但試驗組則在接種後 12 小時

, 於胃腸道可分離出 104 吋 CFU/m1 E. tarda. 但幼 b

(B-2) 在接種後第 4 夫及中鰻組 (B-1) 在第 7 天可在部分內臨器官及血液中分離出 E. tarda (

見表五〉

試驗組不管鰻魚、大小 (B-1 及B一2 組〉在外觀上均無體表病徵 , 但幼鰻組自接種後第 10 天於少

數 , 特別是斃死鰻見有肝臨之局部壞死位。組織學犧查發現中鰻組在第 5 及第 10 天所解割的三尾試驗

鰻見有輕徵的腸卡他 , 但其他器官均不見任何病挂。而幼鰻組則自第 7 夫起 , 包括 8 尾斃死鰻在內的

13 尾試驗腰 , 在肝、開及腎臨皆有如同前述 (A-C 組〉的特徵性鏡下病簣
, 但程度上較為輕徵。比

外
, 在腸管 , 特別是小腸前端 , 有部份試驗鰻星輕飯之卡他住腸炎或中等世之纖維素性撞死住腸 '"

腸絨毛上皮脫落
, 部分腸腺壞死以及被覆以纖維素性炎症滲出物 ( 圖;6 ) 句本試驗組或對照組雖叮叮‘

導管注入混以飼料之菌被或 T S broth. 惟並無引致胃粘膜之病變。
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Fig. 1. Eels. One day after intramuscular injection with E. tarda (106 CFU/ml) and

bathing in water contained with the same concentration of E. tarda. Showing
petechial hemorrhage in body surfaces and marked hyperemia in ventral fins.

Fig. 2. Eel. 11 days after intramuscular injection

Note multifocal ulcers (ruptured abscesses)

muscle of the ventral wall.

with E. tarda (106 CFU/mI).

with peritonitis involving the

Fig. 3. Spleen. 5 days after intramuscular injection with E. tarda 仇恨 CFU/ml) and

bathing in water contained with the same concentration of E. tarda. Marked

foacl necrosis was noticed in the parenchyma. The trabecula was widened
by distinct edematous nuid rich in fibrin. x160. H & E.

Fig. 4. Kidney. Intamuscular injection with E. tarda (106 CFU/ml) and bathing

in water contained with E. tarda (106 CFU/ ml).Marked hyperplasia of
Melanomacrophage centers. xlOO. H & E.

Fig. 5. Kidney. Orally inoculated with E. tarda (106 CFU/mI). Acute swelling and

hyaline degeneration of the renal tubules. The interstitium (hematopoietic

tissue) also showed mild necrotizing chang. x160. H & E.

Fig. 6. Intestine. Orally inoculated with E. tarda (106 CFU/ml). Catarrhal enteritis.

Mucus secretion was �evidently found in most villi. A few of the villi

underwent necrotizing change. The intestinal lumen contained some tissue
debris mingled with mucus. x250. H & E.

討 論

有關魚額的細菌感染試驗
, 一股都揉用腹腔或肌肉內注射以探討接種細菌之病原性。惟欲探討其

致病機制 , 則必讀便接種感、集慷件體量符合自然發病狀態。本試驗以不同探件之浸浴法及經口接種乃
期能較客觀的探討本病鰻魚之致病機制。

本病之自然感染病例常在外觀上看到體表之潰湯病徵 Roberts (Roberts. 1978) 認為其感染途

擇是白皮膚開始 , 自外向內侵入所造成。保科 1962 則認為體表之傷口為其可能之感染途徑之一
, 且

\1ayer(�ayer.1973) 報告本菌侵犯臆魚 (Channel catfish) 會造肢體側肌肉組織腐爛之現象。本試 L

;是由單純菌浴組及皮膚割傷後菌浴組發現所有之試驗鰻在整個試驗期間皆無任何危害情形。細菌數測
定方面 , 因菌浴量保持較穩定之細胞數 , 所以其胃腸道及服部在試驗過程中皆保持平均 10�-:! CFU/ml

之 E. tarda 濃度。但是試驗鰻在肝、腎及脾臟等實質器官則只少數且不規則的按分離出少量之細菌

。所有試驗鰻並無本病之特徵病變 , 即使皮膚割傷部位亦無更進一步惡化現象。割傷復第 5 天起反而

有癒合情形。

本試驗之肌肉接種後菌浴組額現最嚴重之危害。以106CFU/mlE. tarda 濃度肌肉注射組在 12 小

薄後之細菌數以肺、腎、血液等較高 ,
肝臟次之

,
而以胃腸道最少 ,

此興 Kusuda 及 Ishihara 1981 所

唆試驗結果相同。所有試驗鰻皆在接種後第 6 夫死亡 ,
體內器官之菌數高達 108CFU /ml 左右且實質器

有旱壞死仕 ,
可以判定係死於敗血症 ,

但是斃死鰻並無如同自然感染病 171J 之體表潰窮
,

病仕。若降低攻
tt霍濃度為 104CFU/ml ,

則試驗般可在肝臟見有典型之多發性壞死仕 ' 且破潰並技及隨墮及鄰近之肌
肉層。但是肌肉接種部位及割傷部位均不見有任何潰傷及進一步惡化情形 , 且經由血波至 Ifr- 、 WIT 及特

騙後犬量增殖並破壞實質細胞現象。根攘 U1lah 及 Arai 1983 之報告 ,
本菌有三種皮膚

,

型毒素
( dermatotoxin) 係具有致病住之外毒素 (exotoxin) 對魚類皮膚有強親合性可引致皮膚壞死。是

否本試驗接種細菌並不具有皮膚型毒素而有其他毒素則需進一步研究芳能確定。然而綜合菌浴各組之

有理學變化及細菌數測定結果 , 則己顯示本病在鰻魚並非徑由體表及其傷口為感染途徑w 可定論。
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在經口接種組方面 , 幼 1日組 (15�20g/ 尾〉於接種後第 10 夫開始至實驗結束共有 8 尾試驗服死亡
, 死亡率為25% ' 中股組

(70�80g/ 尾〉則無死亡 , 故幼股組對經口接種本菌之感受性比中 WJ, 組 I"

而比較其細菌數
, 雖然皆於接種後 12 小時可在胃腸道有平均 104-LCFU/ml 之E. 的 rda 濃度 ,

且土

組在接種後第 4 天於WNm益及血液中分離出本菌
, 並陸輯於肝、腎出現細菌 ; 但中股僅能在第 77(}

臟及血液中分離出本菌 , 其臟器之出現率及菌數均比幼股組少且較不規則。在病理變化方面 , 中 ",

隊接種後第 5 天及第 10 天所解 tJJJ 的二尾試驗鰻有輕度之腸卡他外
, 其他器官均無病變 ,

但幼股組包抗

8 尾斃死恨 , 共有 13 尾呈現肝、腎及且可之壞死仕
, 且其病變程度與細菌數多存有正性相關。保科 1962

、伊藤 1979 , Ishihara 及 Kusuda 1981 等用飼料混合菌浴經口餵食服苗 (Elver 吟 ,
分別有 17,%

, 39.4% 及50% 的死亡率 , Ishihara 並認為較大之鰻魚對本菌之抵抗力較強 , 故致病住有年齡之差異
,
唯其判定標準是以死亡率來決定其感染與否

, 並不以病理變化來證明其致病性。這些證攘顯示 ,,1
、

[但對 E. tarda 之感受性強 , 較易感染本菌而造成重大危害 , 此與自帶足染病例可見幼鰻有災難 !

危害是一致的。 ( 劉、蔡 1980) -. �
、

反 i叮等 1964 研究絕食服腸內之細菌消長情形
, 指出勝內之細菌數會因絕食而漸減。 Iida 等 1984

,
則認為鰻魚腸內之細菌叢 (flora) 比例與餵飼之餌料有絕對之相關性 , 不同之動物性餌料或是一

般完全飼料
, 改變使用時皆會引致腸內各細菌比例之變化。經口接種組與菌浴組之試驗艘雖然在接位

後 12 小時皆可在胃腸道出現細菌
, 但是經口組是直接灌入含有飼料之菌液 , 不僅細菌濃度高而且因有

飼料存在
, 有利於改變腸內正常細菌叢之平衡關係。因此可能導致腸道代謝異常 , 並破壞腸粘膜而引

致腸炎病蟹
, 並且有較高濃度之細菌數進入肝臟及其他實質器官以引致該器官之病蟹。觀之一般市

經驗的鰻魚養殖戶遇夫氣突變、換池前後、或是要長程運職時
, 皆會停止餵飼 , 以減少鰻病發生未

死 , 實有其科學之憑接。
Iida 等 1983 研究包括鰻魚等 5 種魚類之血清性質 , 認為血清中制菌或教菌之能力對 Vibrio

凶。nguillarum 及 E. tarda 二種細菌數教果最差。另 Ullah 及 Arai 1983 報告 E. tarda 兼具

有 adhensins 及對就宿主肪禦系統之某種 slimes 物質
, 可能和其致病力有關。此外本菌可能具宿

多種毒素及 hemolysin' 因此會破壞實質器官引致壞死垃。因此
, 若由本試驗各組之細菌分佈、細

菌數及病變推翻
, E. tarda 雖具病原性 , 但致病力與鰻魚體內細菌濃度有絕對關係 , 且自然發生 Ji'J

例係極自胃腸道感染
, 特別是飽食的情況下之鰻魚對於本菌之感受性較高 , 更有利於本菌之增殖 7

播及危害。經自胃腸道之途徑再經鬥脈及體循環
, 而在具親合性之實質器官增殖 ' 以聽壤實質器官

,

再因嚴重之實質器官如肝之破潰導致腹膜炎而混及鄰近肌肉層
, 更進而穿孔而星體衰之潰蕩垃 ' 可能

是自然感書長病例之感染途徑及其致病機制。

以人工接種試驗探討本病之致病機制難免有人為因素會影響試驗結果
, 例如選擇之菌株毒力之強

弱 , 感染芳式之差異 , 試驗鰻大小及抵拉力強弱等。本試驗選取之菌株經由三次鰻魚活體接種而提高
其致病力

, 供試腰以血清擬集反應以證明並無感染過本菌 , 且用胃導管以避免因經口接種菌量差異 ,

以及應用冰塊臨醉以減少因麻醉劑影響細菌數捌定等
, 均在在刻意減少人為之差 , 並期能在較接近自

然感染方式下客觀、精確地探討本病之致病機制。惟養殖鰻自然發生病例尚存有許許多多外在素困詔

如水環境中之理、化、生物學因素之影響
, 這些都無法以人工接種試驗于以克服 ,

因此
, 自然感操 1Ji3

17tl 典人主接種試驗之結果總有一些差異的。

'
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要

利用菌裕及經口感染途徑配以不同條件組合實施鰻魚之 Edwardsiella tarda 人工接種試驗
;

並以接種後不同時間 , 在體內各器官所呈現之組織病變 , 細菌分佈相及細菌數以研討鰻魚愛德華氏 :fr'}

Edwardsiellosis 之致病機制。

在菌格方面 , 於 106 CFU/ml E. tarda 菌浴濃度下 , 單純菌浴組和皮膚割傷後菌浴組之試弘

摘
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均無死亡 ,
雖可於少數服器分離到少量細菌

, 但各臟器皆無任何本病典型病徵。惟行皮膚割傷並肌肉
注射後菌浴組 ,

可於接種後12 小時後於體內各器官分離到高量細菌
, 且劑量愈、高死亡率愈大 , 以病變

而言
, 注射較低濃度 (104 CFU Iml) 之菌液比較高濃度 ( 106CFU Iml ) 旱現 ,顯著的本病典型病變

。

經口接種係利用胃導管灌入混有飼料之 106 CFU/ml 濃度菌液 , 在中鰻組 (70 80g I 尾〉並無
九亡 , 且其蹄器細菌分佈及菌數皆比幼鰻組 (15 ♂ 20g1 尾〉少且較不姐則 , 亦無明顯之病理變化 ; 但

幼股組則有 25% 之死亡率 , 且在接種後第 4 夫可陸續在血液及各臨器中分離出本菌 , 並可見腸卡他住
至纖維素性腸炎以及肝、腎及脾臟等實質器官呈現本病典型之壞死病變等。

從各項試驗結果顯示本病之自然感染途徑可能以經口感染為主要 , 雖然自體表傷口亦可能感染 ,

但需大量細菌於感染部位增殖以達一定菌量方可引致病害。文鰻魚有年齡愈小對 E. tarda 之感受住

愈高之現象。
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