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TOM TAT

Nghién cuu duoc thuc hién nham xdc dinh tac nhan vi khudn gay
bénh xudt huyét diwong rudt trén ca léc (Channa striata), tie dé cung
cap nhimg thong tin cho viéc chdn dodn, phong va dléu tri bénh hiéu
qua. Tong cong 250 mau cd loc dge thu véi 200 mdu cd bénh va 50
mau ca khée ¢ Pong Thap tiv thang 12/2022 dén thang 5/2023, ¢6
trong leong khoang 226,5 g va chiéu dai khoang 22,8 cm. Cd loc
bénh xudt huyét duong rugt c6 ddu hiéu bénh Iy dic trung nhu mau
sdc nhot nhat, xudt huyet dang diém rdi rac; rudt bi xudt huyet
chuyén thanh mau hong dén do. Két qua phan ldp, dinh danh vi
khudn va thi nghiém cam nhiém gdy bénh cho thdy, cd léc bi bénh
xudt huyét dieong rudt la do lodi vi khudn Aeromonas veronii gy ra
véi gid tri doc lee LD50 cia 2 ching vi khudn AV9 va AV39 lan leot
la 4,82x105 CFU/mL va 8,36 x105 CFU/mL.

Tir khoa: Aeromonas veronii, bénh xuat huyét, Channa striata

ABSTRACT

This study was to determine the pathogen of bacteria that causes
hemorrhagic intestinal disease in snakehead fish (C. striata) and
to provide information for effective diagnosis, prevention, and
treatment of the disease. A total of 250 samples were collected in
Dong Thap province, from December, 2022 to May, 2023. There
were 200 diseased fish samples and 50 healthy fish samples, in
which diseased fish samples had an average weight of about
226.5g and an average length of about 22.8cm. Snakehead fish
with the intestine hemorrhagic disease had typically pathological
signs of pale color, scattered spot hemorrhage on the body skin;
the intestine were hemorrhagic, which had turned pink or red. The
results of isolation, identification of bacteria and experimental
infections showed that the causative agent of intestine hemorrhagic
disease in snakehead fish was Aeromonas veronii. The
experimental infections recorded that the median lethal dosage
(LD50) of the two bacterial strains AV9 and AV39 were 4.82x1(°
CFU/mL and 8.36 x10° CFU/mL, respectively.

Keywords: Aeromonas veronii,

disease

Channa striata, hemorrhagic




Tap chi Khoa hoc Pai hoc Can Tho

1. GIOI THIEU

Nghé nuéi ca 16¢ den (C. striata) & ving Chéu
DPbc va Hong Nguy bét dau dugc quan tim phat trién
tur gitra thap ky trude nam 1990. Hién nay, loai ca
loc den (Channa striata) la dbi tuong nudi chinh
trong co cAu dan ca 16¢ nudi ¢ ving dong bang song
Cuu Long, san lugng nudi tap trung chu yeu ¢ cac
tinh An Giang, Pong Thap, Can Tho, Tra Vinh va
Kién Giang (Le & Do, 2010).

Cé 16c den 1a loai ca c6 kich thudc 16n, tang
treong nhanh, dwoc chil y nghién ctru va ddy manh
phat trién do d& nudi, kich c¢& 16n, thit thom ngon,
gi4 tri kinh té cao (Nguyen & Duong, 2008). Tuy
nhién, da s6 cac ho nudi ca loc & cac tinh DPBSCL
nudi theo phong trao ty phat, nho I¢ lam phat sinh
rat nhidu van dé can phai quan tim giai quyét, nhét
1a tinh hinh bénh xay ra phuc tap (Le & Do, 2010),
trong d6 bénh do vi khuan 1a pho bién nhat va gay
thiét hai nghiém trong cho nghé nu6i (Nguyen et al.,
2022).

Diéu kién nudi chéat lwong nude va dinh dudng
kém sé& lam bung phat mam bénh trong ao nudi ca
16¢c. Trong nhiéu tic nhan giy bénh nhu ky sinh
trang, nam, vi rat thi mam bénh vi khuin thudng
xuyén gdy ra nhidu dang bénh khac nhau nhu bénh
dém do, xuit huyét, gan than mu, gy thiét hai
nghiém trong cho dan ca. Tur nhitng nam 1985, da
¢6 nhitng bao cdo ghi nhan vé mot bénh nhiém tring
huyét cap tinh do vi khuan giy ra & ca loc C.
maculata nudi ao bung phat ¢ Pai Loan (Tung et
al., 1985). Trong nhling nam vura qua, cac bénh do
vi khuin thudc giéng Aeromonas, Pseudomonas,
Streptococcus, Edwardsiella 3 dugc nhiéu tic gia
ghi nhan la tdc nhan gay bénh nghiém trong trén
nhiéu loai ca 16¢ (Noga, 2010; Pham et al., 2012;
Zheng et al., 2012; Dang & Nguyen, 2016; Nguyen
& Dang, 2017; Tu et al., 2019; Eid et al., 2019;
Zhang et al., 2019; Nguyen et al., 2022). Tuy nhién,
gan day, c4 16c nudi & tinh Pong Thap thuong xay
ra bénh v&i cac dau hiéu bénh 1y nhu cac dém xuat
huyet trén bé mit co thé ca, gan, than nhat mau, xuét
huyét va dic biét 1a rudt ca chuyén mau d6. Nhimng
dau hiéu bénh ly nay khong gidng véi nhitng mé ta
trong nghién ctru cua Pham et al. (2012), Pham et al.
(2013), va vi khuén Aeromonas hydrophila 1a tac
nhén gy bénh xuét huyét trén c4 loc. Trong luc nghé
nudi phat trién nhanh chéng, dién blen dich bénh
ngay cang phuc tap thi viéc hiéu 13 vé cac tac nhén
vi khuan gay bénh xuat huyét cang tré nén cép thiét.
Vi thé, nghién curu dugc thyc hién.
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2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Phuong phap thu miu c4

C4 16c c6 biéu hién bénh, bao gdm xuét huyét
méng/chém trén da, 16 loét da; gan, thén, ty tang va
ruot xuét huyét, d6 bAm duoc nudi trong ao & cac ho
nuodi ca 16c thude huyén H6ng Ngu, Cao Lanh va Sa
Déc thudc tinh Pdng Thap. Ca duoc thu & 25 ao,
mdi ao thu 8 con ¢4 l6¢ ¢6 biéu hién bénh xuat huyét
va 2 con ca khoe. Ca duoc giit song trong thung xp
¢6 suc khi, van chuyén vé phong thi nghiém Khoa
Bénh hoc Thuy san, Truong Thuy san, Truong Dai
hoc Can Tho va tién hanh phén tich mau trong ngay,
hoic c6 thé phan tich mau ca tai hién truong thu mau
(50 mau).

2.2. Phwong phap phan lap vi khuin

Ca dugc phan tich mau theo phuong phap cua
Frerichs and Millar (1993). Quan sat va ghi nhan
dau hi¢u bénh 1y bén ngoai. Dung cdn 70° sat tring
bén ngoai c4, lau sach, mo xoang bung, quan sat va
ghi nhan dau hiéu bén trong. Phéan lap vi khuan bang
cach rach mot duong ¢ gan, rudt, thin va ty tang
bang dao tiét trung, dung que cdy ldy mau bénh
pham tir chd vira rach va cay 1én moi truong TSA
(Tryptone soya agar). Mau cay dugc u ¢ nhiét do
28°C. Sau 24-48 gio, ghi nhan mau Sé,C, hinh dang
khuan lac. Chon nhitng khuan lac roi rac va hinh
dang dic trung dé tach rong, tiép tuc ciy truyén dé
tao dong thuan ching. Pinh danh va luu giit vi
khuan.

2.3. Phuwong phap dinh danh vi khuén

Céc khudn lac dién hinh, chiém da sb duge 1am
thuan. Hinh dang, kich thudc va tinh rong cua vi
khuan dugc xac dinh bang phuong phidp nhudém
Gram. Pic diém sinh 1y sinh hoa cua 60 ching vi
khuan duoc xac dinh theo cam nang ciia Cowan and
Steel’s (Barrow & Feltham, 1993). Viéc dinh danh
6 ching vi khuan dugc thyc hién bang bo kit API
20E. Hai ching tir cdc mau c4 bénh dién hinh nhat
duoc chon, ¢6 dic tinh sinh hoa cua loi rd rét nhét,
dé dinh danh bang phwong phap sinh hoc phan tir va
giai trinh tu gen 16S rDNA.

2.4. Phwong phap sinh hoc phan tir xac dinh

loai vi khuén A. veronii

~ Mudi sau chung vi khuan dién hinh dwoc chon
dé thuc hién quy trinh PCR xac dinh loai vi khuan
A. veronii (phuong phéap cua Li et al. (2020)) nhu
sau:

Cac chung vi khuan sau khi nudi cay thuan

chung dugc cdy vao mdi truong dinh dudng ting
sinh long NB (Nutrient Broth). Viéc ly trich DNA
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b gen cua vi khuédn dugc thuc hién bé‘mg bo kit
(Beijing Solarbio Cable Technology Co., Trung
Qudc) theo hudng dan cta nha san xudt, sau d6 bao
quan & -20°C.

Thanh phan hoa chét tham gia phan img bao gom
(25 pL): 0,5 pL mau (DNA bd gen cua vi khuan);
2,5 uL 10 x PCR Buffer; 0,5 pL 5 U/L TagDNA
polymerase; 2 pL 2mmol/L dNTPs; 10 uM mdi (mbi
loai 0,5 uL) va ddH2O. DNA cua mau A. veronii
chung chuan ATCC 35624 déng vai tro 1a d6i chimg
duong va DNA mau A. hydrophila ATCC 7966
dong vai tro 1a dbi chung am.

Diéu kién phan tng nhu sau: 94°C trong 5 phut;
30 chu ky 94°C trong 30 gidy, 56°C trong 30 giay
va 72°C trong 45 giay; 72°C trong 10 phit va nhiét
d6 cudi cung 12 4°C. Chung vi khuan duoc xé4c dinh
bang phuong phap dién di trén gel agarose 1%. Céc
chung duong tinh dugc xac dinh nho sy hi¢n dién
clia mot san pham dién di co kich thudc 886 bp (st
dung hé théng Gel Documentation - Carestream
health, INC).

Trinh ty mdi tham gia phan tmg bao gém:
P1: 5 GGGATAACTACTGGAAACGGTA 3’
P2: 5 GAAGGCACTCCCGTATCTCTA 3°

San pham PCR sau khi kiém tra, nghién ctru
chon ra 2 mau PCR dai dién cho 2 ching vi khuén
phan 1ap tir ca 16c bénh xuat huyét duong rudt dé
tién hanh giai trinh ty gen. Hai mAu san phim PCR
nay dugc tinh sach bi’mg b6 KIT Isolate II PCR and
Gel (BioLine, M¥) theo huéng dan cta nha san xuat
va dugc giri dén cong ty TNHH Dich vy va Thuong
mai Nam Khoa dé giai trinh ty gen bang phwong
phap giai trinh tw Sanger. Mirc d6 twong dong cia
doan gen cua hai chung vi khuén trong nghién ctru
nay duoc so sanh vdi trinh ty cua cac doan gen dugc
dang ky trén ngan hang gen biang chuong trinh
BLAST (Basic Local Alighment Search Tool) trén
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) dé dinh
danh vi khuén dén loai. Sau do, trinh tu gen cua hai
ching vi khuan phan 13p tir c4 16¢ bénh xuit huyét
duong rudt duge dang ky trén GenBank voi s6 tham
chiéu la OR461523, OR461524.

2.5. Thi nghiém cam nhiém vi khuin trén ca

l6c

2.5.1. Chuan bi thi nghiém

Hé thong bé:

Bé Composite dugc vé sinh ky béng“xé phong va
chlorine 200 ppm, phoi khé. Doi voi bé 1 m? dé trit
ca, nudc duoc cap khoang 2/3 bé, suc khi 1-2 ngay
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trude khi thi nghiém. Bé duoc dat ngoai troi c6 mai
che. DPbi vaoi bé thi nghiém 60L, nudc duoc cép
khoang 40L, suc khi, sir dung ngudn nudc may. Bé
duoc dat trong phong kin, nhiét 46 phong 26-28°C.

Ca thi nghi¢m:

Ca loc glong khoe c6 da sang va phan (g linh
hoat véi tiéng dong duoc chon, ca co khéi lugng
khoang 1042 g/con. C4 mua vé duoc trit trong bé
composite, cd suc khi, cho an thuc an cong nghiép
va cho an theo nhu cdu cta c4, thuin dudng khoang
1-2 tuan trude khi tién hanh thi nghiém.

Vi khuan thi nghiém:
a. Phuc héi vi khudn

Hai ching vi khuan (AV9 va AV39) di dinh
danh duoc chon dé tién hanh thi nghiém cam nhiém.
Vi khuan duoc phuc hdi trén méi truong TSA va u
& 28°C. Sau 24 gid, quan sat hinh dang, mau séic
khuan lac, nhuém Gram kiém tra tinh thuan cua vi
khuén.

b. Chudn bi vi khuan thi nghiém

Nuéi tang sinh vi khuan: Sau khi thu duoc vi
khuén thuan, que cdy tiét trung dwoc dung dé lay
khoang 1-2 khuén lac cho vao chai chtra 30 mL moi
truong BHI-B (Brain Heart Infusion Broth) da tiét
trang, dat 1én may lic 200 vong/phut trong 24 gio.
Sau 24 gio, vi khuan duoc chuyén sang 6ng falcol
50 mL tiét trung va dem ly tdm 4000 vong/phut &
4°C trong 15 phat. Sau khi ly tdm, dung dich phia
trén dugc loai bo va dung nudc muoi sinh ly (NaCl
0,85%) tiét trung dé rira vi khuan (ly tam lap lai 2-3
lan).

Lan ly tim cudi, phan dung dich phia trén dugc
loai bo, tlep tuc cho vao khoang 25 mL dung dich
nudc mudi sinh 1y tiét trung, sau d6 tron mau bang
may vortex. Mat do vi khuan dwoc xac dinh bang
may so mau quang phd v6i bude song 610 nm va
diéu chinh OD twong ung dé xac dinh mat do vi
khuan. OD = 10,1 twong tng v&i mat do vi khuan
14 10° CFU/ml. Sau d6, dung dich vi khuén duogc pha
lodng dén cac ndng do thi nghiém céan thiét. Mat do
vi khuan cua timg nghiém thirc duoc tai khang dinh
bang phuong phap trai dung dich vi khuan trén dia
thach.

2.5.2. BO tri thi nghiém

Ca dugc kiém tra xem c¢6 nhiém ky sinh tring va
vi khuén L hay khong trude khi tién hanh thi nghiém.
Mudi miu ci (trong bé dudng) dugc kiém tra deu
cho két qua khong nhiém ky sinh tring hay mam
bénh vi khudn trong co thé.
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Thi nghiém dwoc bd tri 5 nghiém thic. Ba
nghiém thirc c6 tiém vi khuan véi mat d6 lan luot 1a
103, 105, 10" CFU/mL, 1 nghiém thirc d6i chimg
khong tiém vi khuan va 1 nghiém thirc ddi chimg
tiém nudc mudi sinh Iy. Mbi nghiém thic dugce lap
lai 3 1an v6i mat d ca thi nghiém 1a 10 con/bé. Ca
duoc tiém vi khuan & géc vi bung, ti€ém 0,1 ml/ca
thé, cho an sudt qua trinh thi nghiém. Thoi gian theo
doi 1a 14 ngay.

2.5.3. Phwong phap xdac dinh LD50 (Lethal dose

- nong dé vi khudn gdy chét cd 50%)

Xéc dinh LD50 theo phuong phap cua Reed and
Muench (1938) theo cong thurc:

LD50 = 10 atpd

50%—H%
L%—H%

Trong do: p.d =

a: s Ity thira cuia mét d6 vi khuan gy chét dui
va can 50%; H%: ti 1& chét nho va can 50%; L%: ti
18 chét trén va can 50%.

2.6. Tai phan 1ap va tai dinh danh vi khuin

Mau c4 1 d& clia cac thi nghiém gy cam nhiém
duogc thu, ghi lai thoi gian, ddu hidu bén ngoai va
bén trong co thé mau ca. Vi khuan duoc phén lap &
cac co quan nhu gan, than, ty tang va rudt. Sau 24
gio i ¢ 28-30°C, ta quan sat hinh dang, kich thudc,
mau sic khuan lac trén moi truong TSA, nhudém
Gram, xac dinh hinh dang, kich thudc va kha nang
di dong cua vi khuén. Phan ung oxidase, catalase,
kha nang 1én men va oxy hda Glucose (O/F) dugc
kiém tra.

Vi khudn dwoc dinh danh theo phuong phép cua
Cowan and Steel’s (Barrow & Feltham, 1993). Cac
dic diém vé hinh thai, sinh 1y va sinh hoa cia vi
khuén dugc xac dinh thong qua kiém tra cac chi tiéu
co ban va st dung b kit API 20E (Microbank™,
PRO-LAB Diagnostics, UK).

Dinh danh bang phuong phép sinh hoc phan tir
(PCR) va giai trinh ty doan gen.

2.7. Phwong phap xir Iy s6 liéu

Céc s6 liéu duoc thu thap va xir ly (v& do thi, 1ap
biéu bang, viét bai bao) bang phan mém Microsoft
Excel va Microsoft Word. So sanh thong ké bing
SPSS 16.0. Cay phat sinh loai duoc xay dung theo
phuong phéap Neighbor-Joining Tree, st dung phan
mém MEGA 11. Tét ca cac chudi tham chiéu dugc
lay tir co s& dit liéu GenBank.
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3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Két qua thu miu c4 l6c bénh xuéit huyét
3.1.1. Théng tin vé mau cd léc

Mau ca 16¢ 6 25 ao nudi duogce tién hanh thu, thu
mau ca ¢6 dau hiéu bénh xuat huyéet va ca khoe dé
lam mau doi ching.

Qua 6 thang thu mAu, tir thang 12/2022 dén
thang 05/2023, nghién ciru da thu dugc téng cong
250 mau c4 (200 c4 bénh va 50 c4 khoe) & giai doan
bénh phat trién manh. Phan 16n cac miu ca bénh cd
biéu hién 16 do, bo an va chét, ca co dau hiéu bénh
xut huyét duong rudt.

Két qua thu mau cho thdy, c4 16c nudi tham canh
phat hién bénh trong giai doan tir 30 dén 60 ngay
tudi, nhitng ao nudi c6 dién tich khoang 500 m2, mat
do tha nuoi tir 80 dén 90 con/m% Mau cé 16c thu
duoc co trong luwong dao dong tir 103,0 dén 345,0 g,
trung binh khoang 226,5 g. Chiéu dai trung binh
khoang 22,8 cm, chiéu dai nhé nhit duoc ghi nhén
1a 13,1 cm va cao nhét 1a 33,0 cm.

3.1.2. Ddu hiéu bénh ly cua ca loc bi bénh xudt

huyét

Theo thong tin ghi nhin dugc tr ngudi nuoi,
mirc do thiét hai ciia bénh xuat huyét kha 1on & ca
giai doan ca giéng va thuong pham. Bénh xay ra trén
hau hét cac giai doan ca va co xu hudng gia ting ti
1& nhiém vao thang 1 dén thang 5 hang nam. C4 bénh
thuong chét khoing 1-2%/ngay & giai doan mai
khéi phat. Khi bénh nhidm ning, thoi diém 4-5 ngay
sau khi khoi phat, dan c4 bénh chét tir 10 dén 20
%/ngay néu khong duoc diéu tri kip thoi.

Dau hiéu bénh Iy bén ngodi: Quan sat hoat dong
ctia nhitng c4 bénh trong ao cho thay cé boi 16i cham
chap, 10 do, boi ndi nghiéng, nbi dung trén mit
nudc, tp vao mé ao va thuong an it hoic bo an. Co
thé c4 nhat mau, cac vay nguc, vy hau mon bi rach
hoac tua.

Hinh 1. DAu hi¢u bén ngoai c4 16¢ khée (A), ca
bénh xuat huyet (B)
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6] nhimg miu ca bénh ning, nhimng vét xuit
huyét dang chdm nho, xut hién tir ving hau mén
kéo dai dén ving vay bung. Piém khac biét nhét c6
thé nhén ra dang bénh xuét huyét 1a hién tuong xuét
huyét nhitg dém do nho, rai rac dudi da, miéng,
mit va trén cac vdy, chiém 52% tong sé méu ca
bénh. Con dang xuit huyét v6i cac mang 16n d6 bam
chi ghi nhan khoang 4,5% mau ca thu dugc.

Déu hi¢u bénh Iy bén trong: Quan sat bén trong
xoang bung ciia ca 16¢ bénh xuit huyét cho thay noi
quan xuét huyét va xoang bung c6 chira chat dich
mau do. Cac co quan gan, than, ty tang c6 du hiéu
xudt huyét, chiém 24,5% tong s6 mau ca bénh. Hau
hét cac mau c4 16¢ bénh xuét huyét 6 biéu hién rudt
bi xuat huyét, toan b phan rudt tiép giap da day trai
dai @én hdu méon chuyén thanh mau do, chiém 61,5%
téng s6 mau ca bénh. Ngoai ra, mot s6 mau ca 1oc
cling c¢6 dau hidu gan nhat mau va mém nhiing, ty
tang bam den trong khi rudt thi c6 mau hong do.

Hinh 2. Diu hiéu bén trong c4 léc khée (A), ca
bénh xuat huyét (B, miii tén)

Hinh 3. Gan )‘(llf’lt huyét, ty tang bim den va
rudt dé hong & ca loc bénh (mili tén)
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Hinh 4. Gan nhat, rudt dé bAm & ca léc bénh

3.2. Két qua phan lap va dinh danh vi khuén
3.2.1. Két qua phan ldp vi khudn

Céc chung vi khuan dugc phéan lap tir cic co
quan gan, than, ty tang va rudt trén moi truong TSA.
Sau 24 gio, vi khuén tao thanh nhiing khuén lac
tuong déng nhau v6i hinh dang tron, nho, 161, ria
tron lang, mau kem, duong kinh 0,5-1,0 mm.

Bang 1. Két qua phén 1ap vi khudn tir ¢4 16c bi
bénh xuat huyet duong rujt

lfl‘l’ﬁ‘lll“l;g S6 chiing phanlip Ty 18 (%)
Gan 44 22,8
Thén 42 21,8
Ty tang 19 9,8
Ruot 88 45,6
Tong 193 100,0

Béng 2 cho thiy két qua phan 1ap tir 200 miu c4
bénh thu dugc 193 chung vi khuan. Theo d6, céac
chung vi khuén phén 1ap tr mau bénh phim rudt ca
chiém 45,6%, ké dén 1a gan va than ca voi sé ching
vi khudn chiém lan luot 1a 22,8% va 21,8%, khong
phan 13p dugc vi khuén trén cic mau ca khog.

3.2.2. Két qua dinh danh vi khudn

Céc ching vi khuan thuan dugc kiém tra cac chi
tiéu sinh hda co ban g6m nhuém Gram, oxidase,
catalase, O/F, di dong. Pac diém sinh héa co ban cua
60 chung vi khuan duoc téng hop trong Bang 3.

Két qua kiém tra dic diém sinh hoa co ban cua
60 ching cho thdy dy 1a nhitng chung vi khuan
Gram am, hinh que ngén, duong tinh véi catalase,
oxidase va c6 kha ning 1én men trong ca diéu kién
hiéu khi va yém khi, khang voi 0/129. Vi khuan di
dong manh & 37°C. Ngoai ra, cac chung vi khuén
nay con phét trién thanh nhiing khudn lac c6 mau
vang trén moi truong GSP (Glutamate Starch
Phenol Red Agar) (Hinh 6). Két qua ban du di xac
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dinh vi khuén thudc giéng vi khuan Aeromonas di
dong. Pé dinh danh dén loai, nghién ciru chon ngau
nhién 6 chung vi khuén tiép tuc thir v6i 20 chi tiéu
sinh hoa ciia bg kit API 20E. Két qua cac ching vi
khuéan déu sinh indol, chi sir dung dwong mannitol
va glucose, khong st dung cac loai duong khac.
Pong thoi, cho phan tng duong tinh véi arginine,
VP va phan ting am tinh v6i ornithine va lysine. Tur
két qua API 20E, ta co thé xac dinh cac ching vi
khuén phan lap duoc tir ca 16c bi bénh xudt huyét
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bénh phém & gan, than, ty tang va ca trén co cua ca
nuéi. Céc chi tiéu sinh héa co ban dé phan biét A.
hydrophila, A. caviae, A. sobria va A. veronii gdm
thuy phan asculin, lysine decarboxylation, VP,
indole va gas tur glucose. Nhitng ghi nhan trén cho
thdy két qua sinh héa cua cac chung vi khuin ma
nghién ctru ghi nhan hoan toan phu hgp véi loai 4.
veronii.

Biang 3. Két qua kiém tra cac chi tiéu sinh héa

duong rudt 1a lodi Aeromonas veronii. bang bg ?ﬂt API ZOE, :
Bang 2. Déf diéAm si?h h,()a ’co' b‘:”m ciia \;i khuﬁ:l Chi ph(;l;liglg) Ccz::‘:ﬁ Chm;(ghg:)atl?r
phan lap tir ca 10c bénh xuat huyét tiu trcaléoc ~ ATCC  Cheng et al.
duong ruft AV9 35624 (2016)
Chi tiéu Chiing tir ¢4 16c _Chiing chuin ONPG n n n
Hinh dang que ngan que ngin ADH + + +
Gram - - LDC - - -
Di dong + + ODC - - -
Oxidase + + Clg * - -
Catalase + + Ei{E i i i
O/F + + TDA + ] ]
0/129 Khang Khang IND i i i
Thém vao d6, dua theo phuwong phap dinh danh VP + + +
loai vi khuan cua Bergey's (Breed et al., 1957), cac GEL + + +
ddc diém sinh hoa cua 6 chung vi khuan nay hoan GLU + + +
toan phi hop v6i dic diém sinh héa cua loai 4. MAN + + +
veronii. Mit khac, cac dic diém sinh hoa cua cac INO B B B
chung phén lép dugce cling c6 nhiéu dic tinh tuong SOR B B B
ddng v6i chung A. veronii chuan ATCC 35624 va RHA B - N
cac chung 4. veronii tham khao tir Cheng et al. SAC B + +
(2016). Ngoai ra, dwa vao mo ta vé ddu hiéu bénh ly MEL B B B
bénh do vi khuin A. veronii gay ra trén giéng ca loc AMY B - -
ARA - + +

cua Zheng et al. (2012), Estrada et al. (2019), Wang
et al. (2020) nhu xuat huyét & vay hau mén va co
quan ndi tang, gan nhat mau, rudt viém cé mau do
dam, than, ty tang xuat huyét d6 bam, nhiin, c6 dich
trong xoang bung thi d4u hiéu bénh 1y ma nghién
ctru ghi nhan dugc kha tuong dong.

Ngay cang c6 nhiéu ching A. veronii dugc phan
lap tir ca bénh (Nguyen, 2023). Vi khudn nay khong
tao bao nang, nhiét do thich hgp 1a 28°C, co thé phat
trién & 37°C. Khuén lac trén méi trudng NA ¢6 mau
trdng dén hdng nhat, tron, 161, ria tron. Trén moi
truong dic trung GSP, chiing tao thanh nhitng khuan
lac mau vang, to, tron lang u & 28°C sau 24 gio.
Catalase, oxidase duong tinh. Vi khuan ki khi khong
bat budc, 1én men duong. Vi khuan deromonas spp.
dwong tinh v&i O/F, nitrate dwong tinh, khong thé
phat trién trong méi truong chira 6,5% NaCl va
khang tu nhién véi ampicillin va O/129 (Noga,
2010; Nguyen, 2023). Vi khuan dugc phan lap tir

Ghi chi: Dgc diém sinh héa ciia 6 chimg vi khudn nhuw
nhau voi két qua cua chung AV9 lam dai dién.

Trong nhiing nim gan day loai A. veroni ngay
cang lay nhiém cho cé (Chen et al., 2019). Céc két
qué ghi nhan cta Pei et al. (2021) trén mot s truong
hop ca Micropterus salmoides nhiém A. veronii
cling ¢6 nhimg diém tuong dong trong ddc diém sinh
hoa ciia vi khuan ma nghién ctru ghi nhan duogc. 4.
veronii cling dugc phan lap tir cd bénh va dugc xac
dinh la tdc nhan gay bénh chinh. Céc déu hiéu lam
sang cuia ca bénh 1a xuit huyét trén nép mang va véy,
16 loét trén vay lung va bung, théi vay. Vi khuén
dugc phan 13p 13 vi khuadn Gram 4m, hinh que. Céc
khuén lac c6 mau da bo, md, tron, 16i va mép nguyén
ven. Céac chung vi khuan ciing cho phan tng sinh
héa duong tinh véi citrate, oxidase, lysine
decarboxylase, Voges-Proskauer, indole nhung am
tinh véi arginine.
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Gan day, nghién ctru ciia Chen et al. (2023) da
ghi nhén cac triéu ching 14m sang cua c4 trdm bac
Hypophthalmichthys molitrix bi bénh xuat huyét do
A. veronii 1a chuéng bung, xung huyét hdu mén,
dich xoang bung, gan va ty tang clia c4 bi sung, sim
mau. Cac chung A4. veronii dugc phan 1ap tir ca bénh
ngoai tw nhién nay ciing c6 cac dic diém khuén lac
nhu mau kem, nho, bé mat nhan, md, hoi 16i va ¢6
vién déu trén dia thach. Chung vi khuén nay 1a vi
khuén Gram am, hinh que ngan, khong co bao tir.
Céc dac tinh sinh 1y va sinh hoa cta cac chiing nay
gidng nhu cac chung vi khuin ma nghién ciru phan
lap dwoc. Két qua thuy phan esculin va ornithine
decarboxylase 1a dwong tinh, con két qua arginine
dihydrolase va L-arabitol 1a 4m tinh. Két qua cua
nghién clru nay cling ghi nhan cac chung 4. veronii
duong tinh véi citrate, twong dong véi cac ching vi
khudn A. veronii ma nghién ctru phan lap dugc trén
ca 16c. Tir nhitng ghi nhan trén cho thay, loai vi
khuan 4. veronii &3 c6 sy mé rong phd loai cam
nhiém trén cac dbi twong ca nudi ¢ khip noi trén thé
gioi.

*-r.f,?_;;-.’
ok S

Hinh 5. Khuén lac trén méi trudng GSP (A) va
hinh nhu¢m Gram (B) cia vi khuén phén lap tir
ca loc bénh xuat huyet dwong rudt

3.3. Két qua phén tich PCR va giai trinh tw
gen

Nghién ctru chon ra 16 chung vi khuén phan lap

tir ca 16¢ bénh deé phan tich PCR, sau do6 sur dung san
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pham khuéch dai dé giai trinh ty gen cua cac chung
vi khuén nham xéc dinh chinh xéac tén loai vi khun.
Két qua dién di san phdm PCR ghi nhan miu hién
vach 886 bp, cho két qua duwong tinh vé6i vi khuan A.
veronii, két qua nay tuong tw két qua san pham PCR
ctia Li et al. (2020). San pham PCR duong tinh véi
A. veronii dugc dem di giai trinh ty gen theo phuong
phap cua Sanger.

Hinh 6. Két qua PCR phat hién vi khuén A.
veronii phan 13p tir ca 16¢ bénh

Cdc giéng bao goém: g{é'ng M: thang DNA, giéng —: doi
chimg dm, giéng +: doi chirng dwong; gieng 1-8: thir tw
cdc mau vi khudn phdn lap tir ca loc bénh

Két qua giai trinh ty 2 san phdm PCR cua 2
ching vi khuan AV9 va AV39 phan lap tir ca loc
bénh xuat huyét duong rugt cho thdy, san pham sau
khi khuéch dai co téng cong 886 nucleotit. Trinh tu
nay duoc so sanh vai cac trinh tu gen trén ngan hang
gen bang chwong trinh BLASTN. Két qua so sanh
c4c trinh tu gen cho thiy méu vi khuén phan 1ap tir
¢4 16¢ bi bénh xuét huyét duong rudt tuong déng voi
trinh ty gen cia loai Aderomonas veronii dugc dang
trén ngan hang gen NCBI (mi s6: MF716712.1) véi
mirc d6 twong ddng 1a 99,66%. Trinh tu nay dugc
dang trén ngan hang gen do nhom tac gia Xu et al.
(2017), phéan lap dugc tu nudc ao nudi loai ca
Paramisgurnus dabryanus & Trung Qudc vao nim
2017. Thém vao d6, cac trinh ty gen ciia mau vi
khuén phan 1ap tir c4 16c bi bénh xuét huyét duong
rudt ciing twong ddng vai trinh tw gen cua ching vi
khuan A. veronii chudn ATCC 35624 dugc ding
trén ngan hang gen NCBI (mi sb: X60414.2) vé6i
mirc d6 tuong dong 14 99,1%. Két qua so sanh trinh
tur gen trén ngan hang gen két hop vai nhitng két qua
ctia b kit API 20E cho thdy, c6 thé két luan ring
céc chung vi khuan phan 1ap duoc tir ca 16¢ bi bénh
xudt huyét duong rudt 1a loai Aeromonas veronii.

Trinh ty gen cua 2 ching vi khuan 4. veronii
AV9 va AV39 thu tir ca l6c bi bénh xuit huyét
duong rudt da dugce nghién ctru dang ky trén ngan
hang gen cia NCBI v6i md sb truy cap la:
OR461523, OR461524. Tu 2 phién ban trinh ty nay,
cay phat sinh loai duogc xay dung, sir dung cac chudi
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tham chiéu 14y tir co s& dir liéu GenBank. Cay phat
sinh loai xay dung tir cac trinh tu gen da chirmg minh
trinh ty cta 2 chiing vi khuan 4. veronii thu tir ¢4 loc
bi bénh xuit huyét rudt do (ma sb: OR461523,
OR461524) tach biét rd0 rang vdi cac trinh ty vi
khudn cung loai di dugc bao céo trude d6 va hinh
thanh nhénh don cua riéng nd. Pang chu y, cay phat
sinh loai cho thdy chung vi khuén ma nghién ctru
phén 1ap duoc c6 mbi quan hé tién hoa gin nhat véi
cac chung Aeromonas hydrophila thu tir tom hum
nu6e ngot Procambarus clarkii & Trung Qudc nim
2021 (ma sb: ON203017.1) va céc chiung 4.
hydrophila thu tir ca chinh & Trung Qudc nam 2011
(médu JQ040106.1). Biéu dic biét 1a cac mau gen cua
cac ching vi ’khuén A. veronii khac duoc thu tai
Trung Qudc, An D9, Israel c6 khoang cach tién hoa
kha xa so véi mau gen cua ching vi khuan 4. veronii
thu tai Viét Nam. Thém vao d6, kiéu gen ciia ching
chuan ATCC 35624 (ma sb: X60414.2) ciing c6
khoang cach tién hoa kha xa so v0i cac chung vi
khuén ma nghién ctru thu dugc. Diéu nay c6 thé giai
thich cho két qua c6 phan khac biét khi kiém tra cac
chi tiéu sinh hoa trong bd kit API 20E da dugc trinh
bay ¢ trén.
O Gadziat. Aaromonas s

LEOQO?’H?B 1 A;;:;;;:mn mdlv:rl

KC150866.1 A

nas hydrophila

OP328816.1 Aeromonas schubertii
GQB844302.1 Aeromonas schubertii
0Q154977.1 Aeromonas schubertii

57

MF7167 ona i
JQO40108.1 Aeromonas hydrophila
ON203017.1 Aeromonas hydrophila

K vws;u;il ‘.E‘\;ramomas hydrophila
Hinh 7. Céy phat sinh loai ciia 2 chiing vi khuin
A. veronii nhiém trén ca 16¢ bénh ¢ Pong Thap
(mi s6: OR461523, OR461524)

3.4. Két qua cam nhiém vi khuin A. veronii
3.4.1. Ddu hiéu bénh ly cua ca cam nhiém

Thi nghiém cam nhiém vi khuan A. veronii trén
ca 16¢ dugc thyc hién véi hai ching vi khuén AV9
va AV39. Thi nghiém bd tri 2 nghiém thic dbi
chung va 3 nghiém thic tiém vi khuan ¢ nong do 1a
10%, 105, 107 CFU/ml cho cé lc gidng, trong lugng
¢4 dao dong tir 30 dén 80 g, chiéu dai dao dong tir
14 dén 20 cm.
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Hinh 8. Déu hiéu bénh Iy bén ngoai ciia ca loc
dwoc tiém vi khuén & nghiém thirc ndng d¢ 10°
CFU/ml (B) so v6i ca khoe & nghiém thirc ddi
chirng (khong tiém) (A)

Ruét khong xuat huyét

e ————— T

Ruét xuat huyét
~

Hinh 9. Déu hiéu bénh Iy bén trong ciia ca loc
dwoc tiém vi khuén & nghiém thirc ndng d¢ 107
CFU/ml (B) so véi ci khoe & nghi¢m thirc doi
chirng (khong tiém) (A)

DAu hiéu bénh 1y ctia mau ca 16¢c chét trong thi
nghiém cam nhiém & cac nghiém thirc twong tw nhu
d4u hiéu bénh 1y cé 16¢ bénh xuét huyét duong rugt
thu tir cac ao nudi ca l6c tham canh tai tinh Ddng
Thép. O tit ca 3 nghiém thirc tiém vi khuén, sau khi
tiém 24 gio, c4 cam nhi®m c6 cac ddu hidu bat
thudng nhu boi 16i chdm chap, gidm an va gidm véan
dong, ca thuong boi 16 do trén mét nude. Ca 16c bét
dau chét Vo1 voi cac dau hiéu bénh ly dic trung cua
bénh xuét huyet duong rudt. Nhimg ca thé bénh
nang c6 co the nhat mau, cac vy nguc, vay hdu mén
ciing bi xudt huyét diém rai rac & goc vay. Vay dudi
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bi tua, rach. Ngoai ra, & mot s6 ¢4 con co cac ving
xut huyét diém nho & dudi bung. Nhiing cé chét ¢6
xoang ndi quan chira dich mau hong va xuit huyét
xoang ndi quan. Rudt ciing bi xuat huyét c6 mau
hdng dén d6. Gan nhat mau, ty tang bam den. Than
xuét huyét va mém nhiin.

3.4.2. Gid tri LD50 ciia 2 ching vi khudn A.

veronii gdy cam nhiém

O nghiém thirc khong tiém va tiém nudc mudi
sinh 1y (NaCl 0,85%), ca van trong trang thai on
dinh, khong c6 dau hidu bénh 1y bat thuong, khong
¢6 ¢4 chét (Hinh 11, 12). Két qua Hinh 11 cho thay,
c4 cam nhiém ching AV9 bat ddu chét sau 24 gio ¢
nghiém thirc 107 CFU/mL, ti 1& chét 36,7%. O thoi
diém 84 gio sau cam nhidm, nghiém thic 107
CFU/mL dat mirc ti 1& ca chét cao nhét, 1én dén
96,7%. O nghiém thtrc 10° CFU/mL, dén 120 gio thi
ti 1& ca chét dat mirc cao nhét, khoang 46,7%. Mat
khac, nghiém thirc 105 CFU/ml dat murc ti 1¢ ca chét
cao nhat ¢ thoi diém 132 gid, chét 56,7%. Két qua
so sanh thong ké cho thay ti 1& chét tich liiy cia
nghiém thirc 107 CFU/ml khac biét c6 y nghia thong
ké (p<0,05) so v&i nghiém thirc 10° va 10° CFU/ml.
Trong khi d6, nghiém thirc 105 CFU/ml ¢6 ti 1& chét
tich liiy khac biét khong c6 y nghia théng ké
(p>0,05) so v6i nghiém thirc 103 CFU/ml. Gia tri
LD50 48 gio cta ching AV9 thu dugc co gia tri
LD50 = 4,82x10° CFU/mL.

120
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Hinh 10. Ti I¢ ca chét tich lity (%) theo gio cam
nhiém ciia chiing vi khuin A. veronii AV9

Tuong tw, & thi nghiém cam nhiém chung AV39
c4 bét dau chét vao thoi diém 24 gid & nghiém thirc
107 CFU/mL, ti 1& chét 36,7%. O thoi diém 84 gio,
nghiém thirc 107 CFU/mL c6 ti 18 ca chét cao nhit,
1én dén 96,7%. O nghiém thirc mat d6 vi khudn 10°
CFU/mL can dén 120 gio thi ti 1€ ca chét méi dat
muc cao nhit 12 46,7%. Tuong tu, nghiém thirc 103
CFU/ml ciing dat ti 1& chét cao nhat ¢ 120 gio 1a
56,7%. Két qua so sanh thong ké cho thay, ti 1¢ chét
tich 1ily ctia nghiém thirc 10’ CFU/ml khac biét ¢6 y
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nghia thong ké (p<0,05) so v&i nghiém thirc 10, 10°
CFU/ml. Trong khi d6, nghiém thirc 10° CFU/ml ¢6
ti 1& chét tich lity khac biét khong co ¥ nghia thong
ké (p>0,05) so v&i nghiém thitc 10° CFU/ml. Gia tri
LD50 48 gio cia chung AV39 thu dugc trong thi
nghiém c6 gia tri LD50 = 8,36x10° CFU/mL.
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Hinh 11. Ti l€ ca chét tich liy (%) theo gio cam
nhiém ciia chiing vi khuin A. veronii AV39

C4 bat dau chét & cac nghiém thirc vao thoi diém
24 gidy va dat cao nhét ¢ thoi diém 96-132 gio, sau
d6 ngimg chét. O tit ca cac nghiém thic tiém vi
Kkhudn, ti 18 c4 chét tich lily trung binh & cac ndng do
khong dat 100% sau 132 gio cam nhidm. Riéng dbi
v6i nghiém thire tiém ndng d6 107 CFU/mL, ti 1é ca
chét tich Iy dat 90% ¢ lan lap lai thir nhat va dat
100% o hai 1an 13p lai tiép theo. Hinh cac do thi cho
thy, ca nhiém khuan va chét nhiéu trong khoang
thoi gian tir 36 dén 96 gio, sau d6 giam chét va 6n
dinh trd lai. Gia tri LD50 cua hai ching vi khuén ma
nghién ctru thu dugc cho théy doc luc cao hon so véi
nhing thi nghiém duogc cong b trude day. Theo do,
nghién curu cua Chen et al. (2019) da bao céo vé cac
chung A. veronii phan lap tir c& Carassius auratus
c6 gia tri LD50 ghi nhin duoc ¢ muc 1,31x107
CFU/mL, cao hon gia tri LD50 ma nghién ctru ghi
nhan duoc, ching t6 cac ching vi khuan A. veronii
phén 1ap tr ca loc C. striata cé doc luc cao hon.
Nghién ciru cia Wang et al. (2020) da bao céo vé
cac truong hop ca 16¢c Ophiocephalus argus bi bénh
viém rudt véi cac triéu chimg 1am sang 1 phan rudt
bi viém do6 nghiém trong twong ty nhu nhiing ghi
nhén cua nghién ctru nay trén cé loc C. striata. Gia
tri LD50 cua nghién ctru nay la 2,8x10° CFU/mL
ciing kha twong ddng vai gia tri LD50 trong nghién
ctru nay. Bén canh dé, cac két qua ghi nhan cua Pei
et al. (2021) trén mot sd truong hop ci chém
Micropterus salmoides nhiém A. veronii c6 gia tri
LD50 khi tiém vao mang bung 1a 3,72x10* CFU/ml
va 4,5x10° CFU/mL trén loai c4 Odontobutis
potamophila (Liu et al. (2022)).
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3.4.3. Két qua tdi dinh danh vi khudn

Vi khuén duoc tai phan lap tir mau ca bénh sau
cam nhiém va dugc dinh danh theo phuong phép cia
Frerich and Millar (1993), Cowan and Steel’s
(Barrow & Feltham, 1993) va b kit API 20E. Két
qué phan 13p va dinh danh chung vi khuan gay bénh
trén dan ca l6c cam nhidm c6 céc chi tiéu twong ddng
v6i két qua dinh danh vi khuan truée d6. Hon nita,
cac chung vi khuan nay ciing dugc phan tich PCR
va cho két qua dwong tinh v6i 4. veronii khi thé hién
vach & 886 bp. Tir cac két qua trén co thé két luan
rang nhing ching vi khuan gy bénh trén dan c4 loc
cam nhiém 1 loai vi khudn Aeromonas veronii.

4. KET LUAN

Miu ca loc bénh xuat huyét duong rudt thuong
¢6 trong lugng trung binh khoang 226,5g va chicu
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dai trung binh khoang 22,8cm. D4u hiéu bénh Iy dic
trung cua ca bénh la c6 mau séc nhot nhat, xudt
huyét diém rai rac, dic biét toan bd duong rudt bi
xuat huyét chuyén thanh mau hong dén do.

Tac nhan gdy bénh xuat huyét duong rudt (rudt
d6) & ca léc dwoc xac dinh 1a loai vi khudn
Aeromonas veronii. Thi nghiém ciam nhiém vi
khuan A. veronii bang phuong phap tiém ghi nhan
gi tri doc luc LD50 cta 2 chung vi khudn AV9 va
AV39 lan luot 1a 4,82x105 CFU/mL va 8,36x10°
CFU/mL.
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