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Bacterin 疫苗的免疫反應!l.EI 魚苗對 Vibrio anguillarum

龍情林

Vibrio anf(uillarum Bacterin in the VaccinationEvaluation of HIVAX

of Milkfish (Chanos chanos) Fingerlings

The HIV AX Vibrio anguillarum bacterin in the vac 司 nation of milkfish (Chanos

chanos) fingerlings was evaluated and the results are summarized as follows:

I, The bacterin was proven to be safe and effective in the vaccination of milkfish

fingerlings.

2, The optimal concentration on the waterborne infection of

with V. anguillarum was about lOT cells/mI.

3. The infection rate of milkfish fingerlings with V.

Lin Ching-Long

milkfish fingerlings

anguillarum increased if the

temperature is lowered.

4. The immunity of milk fish against V. anguillarum developed as early as. when the

fish weighted 0.38 g and lasted for three months at room temperature.

前

車目魚是本省重要養殖魚類之一﹒屬於廣堪性之溫水魚類
, 分佈於東值的。到西經 100' 之佑的南

北韓 30-40. 之熱帶興r 熱帶海壩 , 所以主要養殖區分你在本省較溫暖的西南部沿海一帶一鑒林、嘉
疆、畫南、高雄、屏東唔縣市﹒其漁產量為單項養殖魚類的首位

, 其養殖面積為 15. 61 口頃
, 年產量

為 28,907 公噸
(1) ,
要增加生涯量

, 其魚苗必需在肪寒設備的越多溝 , 這期間的死亡祿 I, 20 年來平均 15

路以上 , 尤其在民國6 是年高達70 克以上山
, 本分所在64-65 年間麗質

(2 】研究 , 引起此缸斑病的病原菌

為 Vibrio anguillarum ﹒本研究為尋求墊此摘者放的預前方法
, 利用美圈 Tavolek 公司所出品的

a

HIV AX Vibrio anguillarum 疫苗來操討觀目魚苗疫反應的教果﹒

言

材料與方法

一、試驗魚的準備 : 買罔「三點花J 的車目魚苗
, 放在本分所 3.gmx 1. gmxO.3 圓的 7Jc 混池

,
先

薔養著〈究用 10PPmNitrofuran p 目-7138 及 1 ppm methylene 加以免消毒池子 . 24 小時後再放入魚

苗〉﹒死亡的魚隨機取樣﹒做解剖取其 Kidney 畫畫抹在3% Nacl 的TSA agar plate 上三斟確信那些

魚並非死於Vibrio anguillarum 之後再抓取各種大小的試驗魚苗 O. 旬 , 站 , 旬 , 分別飼養 , 以備散

漫泡疫苗﹒

二、疫苗霞抱 : 以HIV AX 疫苗破口創91 過滄海水抱成糧液放在 130t 的白色仰體稿中內加打氣﹒

將試驗魚分成三缸
, 每篇 i 魚數為 100 尾﹒分別為言:驗組、對聞組、負對照租。將每組的魚放入糧油專

用的平底長方形桐 'ff 抱 20 秒鐘有敢問池中飼養觀察一個月
,
每夫按 JlX 並記錄三組的死亡尾數

, 以為

計算 HIVAXge 茵的浸抱安全控訴蹟所需記錄
, 用Chi-square 分析之﹒對照租的糧油被提同量的過滄

海水浸泡20 秒﹒負對照組員 'I 不經費袍的過程﹒以課討比較浸泡過程的安全性﹒
三病原住增強試驗 : V. anguillarum 免在3%Nac1 的 Broth medium 中於28'C 下

, 經 18 小時培

養 , 再轉移到 3%Nac1 的 agar medium
(寒夫平較培養基〉相闊的情況下培養﹒將 plate 上的

young culture 細菌以自金耳接 8mg/1 ωg 魚體重的比2拉伯入0.85 %生理食血水中站成細菌懸浮現賀
,
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經腹腔注射入健康盈目魚﹒再從垂死的經過注射的魚盟的腎臨分離 V. anguillarum 出來 , 如此經 5

次的重復﹒致於估計病原性的增強 , 以混轍5萬材料計其LD60 ﹒

四、攻擊 (challenge) 最適的細菌濃度與溫度試驗 : 將經過增強響力的 Vibrio anguillarum
young culture. 以Gram stain. 活菌觀察確信貝運動佳 t J;l.plate count 計其細菌數後﹒以0.85

Nacl 將菌被請釋成各種不同的濃直
"

.將�� 甸的軍目魚苗 , 宜生在不同濃度的菌液漫泡 30min ﹒完後

移至塑膠構中分別蓄養觀察﹒每天記錄其死亡尾數
, 並鑑定至少兩天以上並非死亡於Vibriosis 才停

止 , 相同的試驗分別在 15.C 、 2S0C 下重種﹒適用致死 60 克以上的試轍魚的細菌濃度為最佳攻擊適當

濃度仙。

五、攻擊試驗 (Challenge test) : 疫苗浸泡後一個月 , 每組抓取 50 尾分成二蟬
, 每罐25 尾

, 故

在廣底盆中漫泡一定菌溶液 30 分 , 內抽打氣 (in incuba tor 中浸泡 . 15.C 溫度下 ) .之後放在 40£ 玻

璃罐中觀察﹒每天觀察死亡情形 J 從死亡魚的腎踮鑑定是否死於 Vibriosis ﹒如此二天以上死亡並非

由於感接Vibriosis 的為 11:.
﹒

No. Fish which died of Vibriosis during test
六、死亡於Vibriosis 的百分率 .

R. P. S (Relative percent survival) = (1 %
%

mortality in vaccin� 戶 dg!ouP -)x 100%
mortality in control group

結 果

1. 嵐目魚苗以HIV AX Vibrio anguillarum 疫苗浸泡20 秒的 safety test ﹒結果可從表 1君出
,

實驗組的死亡率 51.43� 右 , 對照組的死亡率46. 64% ﹒負對照組49.80 克。其漫泡疫苗所造成的損失以

說計學上的"X2" (Chi-square) 來分析其結果是然意義﹒亦說是說其安全佳是可靠的。

2. 病原佳增強試驗結果 , 經過五次的接種分離 , 結果可從表 2 得知
, 其LDso 從 5.48 >; 107 cells/

mt 降至 5.04 x 10'cells/ mt .菌量從第一次的 gmS 降至第五次的4甜 , 由此可證開出V. anguillarum

經 5 次的增強試聽後其對泥轍的致病力增強了近十倍。

3. 攻擊最適菌濃度的試蟻 , 可從表 3i 可知兵攻擊最癌細菌濃度在101cells/mt 以上﹒又在 15
� Cf

攻擊餌室溫下 (25
� C) 攻擊 ,

魚苗感染:Vi anguillarum 的比率從 64. 4% 提升到 90.5%
�

4.� 目魚苗免疫性受魚體重的影響
,
由表 4 可君出昕有的三種不同體型

, 每種其R. P. S 質均在

60� 古以上 , 這誼閉了 30 天的時間足移讓鼠目魚的免疫系統建立起來
, 更進一步的說從 0.3 甸的魚體重

己可感聽說完產生說體﹒而且在室溫下持續3 個月之久。

Table 1. Safety test HIV AX vibrio bacterin conducted on milkfish fingerlings

(Chanos chanos)

Vaccinates Non-
Vaccinated

Controls
Negative
Controls

N Loss % X2 N Loss % X! N LiJSS %

Lot 1

Lot 2

Lot 3

100 4 4.00

67.20

101 7

36.30

6.93

82. 50

1000 498 49.081000 493 49.30 1000 363

436 293 400 330

Total 1自6 790 51.43 0.644 串 1501 700 46. 64 2.401* 1000 498 49.80

water temperature: 21- 鈞。C
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*X'<XI (n 三
1 三

1 叫 1

The differences in loss rates were not statistically significant.

Table 21 The effect of passage through milkfish CChanos chanos) on the virulenc�

of f1ibrio anguillarum (strain No. 760110-WB)

Passage Normal loach

LDso Value

(Cells I ML)

MP 1

MP 2

MP 3

MP 4

MP 5

5.48xl0'

6.13 xl05

1; 26x 10'

2 忌。,2 X 105

5.04xl05

Table 3. Effect of concentration and temperature on the waterborne infection of

milk fish fingerlings (Chanos chanos) with f1ibrio angZlillarum (strain

No. 76011o-WB)

Infection leveP
( CeUs/ML)

No. of

Test fish

Cumulative

Mortality. ( 寫了 Mean

10'
19
20

66 ‘ 7
100 忌。

83 ‘ 4

lOT
20
21

52.6
76.2

64.4

21

59.1

90.5

59.1

90.5
lOT at 25 �C

10'at 15 三C

22

10'
20
20

27.8
5.0

16.4

10.
20
20

30.8
30.0

30.4

Control
20
20

o
o o

Ilnfection performed at room temperature.
,
第 Of fish dead dlle to vibriosis; confirmed by reisolation of V.

from dead fish.

(T 丹 guillc rum

Table 4. effect of bor1" weight on onset of immunity of milkfish (Chrrnos C"f1,1!(J.�)

immunized with HIV AX vibrio bacterin

R.P.S.1
Challenged atl O. 38 g 1-1.5 g 4.0 g
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對 翰

在耳目魚養殖 , 從 4 月初 -10 月底還 7 個月期間為生長收獲期﹒從11 月至璽年 3 月底是越冬期間
,
為休 1.1: 期﹒不過表面是休正期﹒其實是最重要的一嚷 , 因為魚首要集中在具體冬設備的越冬構中蓉
聾 ,

以為來年放聲收成主要的夫型魚苗來源﹒所以追根究底的韓東單自魚養殖的盈虧 ,
全君在起多苦

的蓄養成果如何﹒接估計 , 每企頃越冬魚的收獲量佔 840-1 切。去斤 , 而平均每公頂的產量約2000 公

斤 ,
由此可見保障禮冬觀目魚的重要帥 ,

而在趙冬溝由於高密度的菩賽 .7.f( 質及種種環境的木佳 . HIt

上最主要的寒流來讀連續 4- S天 , 使水溫降至 lS.C 以下 , 造成魚體凍傷 , 因不攝食引致魚體處豆豆 ,

造成;V. anguillarum 種種的有利條件 , 暴發Vibriosis 所引起的大量死亡 , 致使每年平均有 lS% 的死

亡率。故本試驗在攻擊試驗中 lS0C , 2S.C 下的攻擊死亡率明顯差異 , 可證明低溫為造鹿;V. anguill-
arum 菌別致Vibriosis 發生的主因。然由於在寒流來掌聲時 ,

各種撫 :嘿灣內水濫的 11 法 , 在經濟上、實
用上的問難 , 唯有從預防上若芋 , 而自免疫土著芋 , 當是最佳之何法。
雖然具疫苗實泡安全性 (safety) 及造成對 Vibrio anguillarum 的免建成效有令人滿黨的結果

﹒但對於犬量的高密度慢討會所導致的損失 .f1.f. 便是使用了種積用性 9.11 網具 , 仍無法使其降至很低 ,
I廿

問題有待將來再進一步的研究。除此 , 將對於浸袍疫苗的一次魚背最高量的臨界點之探討 , 亦為將來
尊余的問題之一。

在表4; 可知既有的 R. P. S 值均超過60% 以上 ,
所以以免疫方法來防預Vibriosis 發生的有殼的

, 艾由費 4 可知O.38g 的魚體重就可被動免疫建立起免疫系統 , 立fi. 持續有三個月之久 , 看來在實際大
量應用上 , 實最具有期待性的預防方法。

從表3. 可知V. anguillarum 致Vibriosis 的最低濃度在 107cells/ml 以上 , 由此可推斷 m HIV AX

Bacterin 引致產生說體的功敷濃度﹒

摘 竇

J:J.HIV AX Vibrio anguillarum 疫苗對甄目魚做其免疫試驗賞結果有如下 :
L 美國詹森女子去司所出聾的 HIV AX 札 anguillarum Bacterin 來禮炮賣自魚苗 , 真安全誰

在效果均具有確切的可靠性。

2. 以V. anguillarum 活商眾對祖 H 魚苗做啟發禮炮最適細積津民育和需 J07cellc::/mt1 吉布。

3. 降低溫憬 , 可增高 TIi1 日魚苗愚點IV. anguillarum 的頻率。

4. $J. fJ 魚筒稚。 .38 頁夫時就可康生免疫性 , J:t 在室撒下持續 3 個月之久。
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