
水产养殖用抗菌药物药效试验技术指导原则
一、概述

水产养殖用抗菌药物药效试验用于评价抗菌药物防治水产动物目标适应症的效果和发现可能存在的不良反应，以确定药物的有效性和给药方案。
本指导原则适用于水产养殖用抗菌药物的药效试验，仅代表目前对水产养殖用抗菌药物药效试验研究的一般性认识，旨在为水产养殖用抗菌药物药效试验研究者和药品注册申请人制订、实施与监督药效临床试验方案提供技术指导和参考。
二、试验设计原则
试验应遵循《兽药临床试验质量管理规范》（GCP）的规定。
试验设计应遵循“随机、对照、重复”的基本原则。随机，即按机遇原则进行分组、取样和试验；对照，进行试验研究必须设立对照组，通过对照来鉴别处理因素与非处理因素之间的差异，抵消或减少试验误差；重复，即实验要有足够的样本含量，有重复的例数和平行操作，且试验结果要有重现性。此外还应考虑均衡原则，均衡就是使对照组与试验组中的非处理因素尽量达到均衡一致，使处理因素的试验效应能更真实地反映出来。

不同的抗菌药物作用机制不同，各有特点，本指导原则不可能涵盖水产养殖用抗菌药物药效试验研究的全部实际情况，当进行药效试验研究时应结合受试药物的自身特点、受试动物及其感染疾病的种类，遵循“具体问题具体分析”的原则，根据实际情况确定药效试验的内容和顺序。 
三、基本内容

（一）环境条件

每个试验水体应能保持环境稳定，不受外界环境变化或污染的影响，且相对独立。试验水体必须能满足水产动物的生理要求，单位试验水体体积一般不小于100L，放养密度应控制在不影响受试动物正常生理活动的范围。

试验用水的水质应符合GB11607《渔业水质标准》要求，自来水应曝气48h以上，天然水应自然沉淀24h再过滤后使用。一般应在以下表格中规定的条件下进行试验，特殊情况下按自然发病水温进行试验。

	水产动物
	水温（℃）
	溶解氧（mg/L）
	pH
	盐度（‰）

	淡水种类
	温水性
	18-28
	≥5.0
	6.5-8.0
	≤5

	
	冷水性
	10-18
	
	
	

	海水种类
	温水性
	20-30
	≥4.0
	7.5-8.5
	15-35

	
	冷水性
	10-18
	
	
	


必要时可采取充气、换水、控温等措施以满足受试动物必要的正常生长条件，试验期间应按要求定期测定并记录水温、pH、溶氧或盐度(海水)等参数，试验用水的排放应符合GCP相关要求。
（二）受试动物
根据试验的具体要求，合理选择相应种类的健康水产动物，受试动物来源于规范的水产养殖生产单位。试验前应在试验环境暂养1~2周。

试验用水产动物数量应满足统计学要求，一般规定每个试验组设3个平行，每个平行的试验动物最低数量：鱼类幼体30尾，成体15尾；虾、蟹、贝、参类幼体（变态后与成体相似的幼体）40只，成体20只；龟、鳖、蛙类幼体（变态后与成体相似的幼体）20只，成体10只。

（三）试验药物

1. 受试药物及来源
受试药物应与拟上市的制剂完全一致，有相应的产品质量标准。受试药物应采用一定规模生产的一个批次样品，产品处方、制备工艺、设备应与最终生产条件一致，并在GMP车间生产。

受试药物需注明其名称、生产厂家、生产批号、含量（或规格）、保存条件，并提供农业农村部认定的检验机构出具的产品检验合格报告。
2. 对照药物及来源
对照药物应当已在我国批准上市，与受试药物作用相似、适应症相同的药物。对照药物由申报单位提供，并提供农业农村部认定的检验机构出具的产品检验合格报告。无符合要求的对照药物时，可选择安慰剂作为对照药物。
（四）疾病模型选择

采用的疾病模型包括人工感染和自然感染两种，可能的情况下，尽量采用人工感染。

1.人工感染

人工感染用的菌种应为具有代表性的标准致病菌种或专业机构鉴定保藏的菌种。如果采用自然感染病例分离的菌株，应详细记录其来源，并应经专业科研或检测机构鉴定方可用于试验。攻毒前需测定其包括受试药物和对照药物（但不限于受试药物和对照药物）在内的最低抑菌浓度（MIC），必要时测定最低杀菌浓度（MBC）。感染前须进行预试验。感染途径可采用注射、浸浴和涂抹病原菌的感染方式。感染量能使80%以上感染动物死亡或出现明显发病症状的剂量。试验菌株经培养后配制成一定浓度的菌液，按照预实验确定感染途径和感染量进行感染。

人工感染也可采用与自然感染水产动物同居进行感染，但应对所用的自然感染水产动物的致病菌进行分离鉴定，以便确诊病原。
人工感染的病例需通过发病过程和临床症状诊断，证明水产动物已感染接种致病菌并发病后才能作为试验病例。通过临床症状不能诊断的，可通过对致病菌的分离鉴定进一步确诊。
2.自然感染

应制订自然感染病例入选条件。通过发病过程、临床症状、病理剖检、致病菌的分离和鉴定以及血清学诊断，确诊为试验所需致病菌感染的发病动物才能作为试验病例，各组试验病例的发病严重程度应基本一致。
（五）试验分组

应采用随机分组原则，试验组数取决于抗菌药物的类型、疾病的特征以及有效剂量的筛选等因素，临床试验一般应满足如下要求：

1. 不感染不给药对照组。

2. 感染不给药对照组。

3. 对照药物组，应按照批准的给药方案给药。

4. 受试药物组，根据受试药物的药代动力学、体外抑菌试验以及剂量筛选的试验结果初步确定的给药剂量，至少设高、中、低三个剂量组，中剂量一般为拟推荐剂量。

如受试药物为复方制剂，应根据组方中各主要成分，分别增设单方药物的推荐剂量对照组。

（六）给药方案
临床试验采用受试药物拟推荐的给药途径，注射给药应标明注射部位。若受试药物有多种给药途径，应该对每种给药途径分别进行试验。根据受试药物特性和药代动力学、体外抑菌试验结果制定合理的给药剂量和间隔时间。
一般要求在感染后个别动物出现症状即开始给药；自然感染病例在病因确诊后开始给药。

（七）观察时间 

结合受试抗菌药物的药效学和药代动力学特性、受试水产动物、药效试验研究方案等确定观察时间点和观察时间。一般要求在停止给药后还应继续观察7天以上。

（八）观察指标

试验期间每天观察和记录各组受试水产动物的发病时间、发病数、死亡时间、死亡数或存活数、症状出现或消失数等，同时注意采食量和行为的观察。对于试验期间死亡的动物进行病理检查和病原分离，以确认受试动物是否因病原菌感染引起，如因其它原因死亡的，统计时应剔除。试验结束后，对存活动物进行病理检查。
四、数据处理与效果评价

（一）数据处理

应根据详细的试验记录，计算各组受试动物发病率或死亡率、有效率和/或治愈率等。其计算公式如下：

发病率（%）=发病动物数/受试动物数×100%；

死亡率（%）=死亡动物数/受试动物数×100%；

有效率（%）=症状好转动物数/发病动物数×100%；

治愈率（%）=症状消失动物数/发病动物数×100%。

（二）效果评价

1. 试验的可靠性：在整个试验中，对照药物组必须有效，感染不给药对照组死亡率≥80%或发病率≥80%，不感染不给药对照组存活率≥95%，否则试验需重做。
2. 试验的有效性：以发病率或死亡率、有效率和/或治愈率进行判断，并将受试药物组间、受试药物组与对照组（包括不感染不给药对照组、对照药物组或感染不给药对照组）进行比较，对结果进行定性和定量的统计分析。常用的生物统计方法有t检验、x2检验、方差分析等，应根据实际情况进行选用。

3. 结论：根据临床症状、病理学变化观察和统计学分析结果，确定受试药物对本适应症的有效剂量及临床推荐剂量；并提出临床应用该药物的注意事项、不良反应等。

五、试验报告

为公正、科学地评价药物的临床疗效，试验报告应包括如下内容：

1. 试验目的；
2. 试验时间与地点；
3. 试验设计者、负责人、参加者及联系电话、电子邮箱；
4. 试验条件：如水温、溶解氧、pH、盐度等；
5. 受试药物需注明药物名称、生产厂家、生产批号、含量（或规格），对照药物还需注明用法用量；
6. 试验动物的品种、来源、体重或体长、年龄、健康状况及检疫情况等；
7. 试验分组、感染方案、给药方案等；
8. 试验观察现象与结果、数据处理与效果评价等；
9. 结论；
10. 参考文献；

11. 试验单位（加盖公章）；
12. 试验应有详细的原始记录，原始资料应归档保存，并注明保存地点、联系人及联系电话。
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