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ABSTRACT

The ability to stimulate specific immune response in stripped catfish
(Pangasianodon hypophthalmus) of Edwardsiella ictaluri bacterial
strain mutated chondroitinase (CH) gene was studied. Antibody
generated by group soaked with mutated bacteria at a density of
2,1x10° CFU/mL was significant higher (p<0.05) compared to groups
soaking at a density of 2,1x10°, 2,1x10° CFU/mL and control groups.
The relative percentage survival (RPS) value was 39%. Significant
higher antibody was generated in group soaked with mutated bacteria

for 30 minutes compared to group that were soaked 20, 10 minutes and

control groups. The obtained RPS value was 29.5%. There was no
structural change in liver and kidney of fish in groups soaking with
mutated bacteria but necrosis in many parts of liver and kidney of
moribund fish after injection with pathogenic strain.

TOM TAT

Kha nang kich thich mién dich dic hiéu khang bénh gan thdn mu o cd
tra (Pangasianodon hypophthalmus) cia ching vi khudn Edwardsiella
ictaluri dot bién gen chondroitinase (CH) dwoc thir nghiem. Ham luong
khang thé duwoc tgo ra khi ngdm cd voi mdt do vi khuan dot bién gen
CH la 2, 1x10° CFU/mL cao hon ¢é ¥y nghia (p<0,05) so vdi cdc mdt do
ngam 2,1x10" va 2,1x10° CFU/mL va nghiém thitc doi chimg. Ti ¢ bdo
hé twong doi (RPS) dat dwoc la 39%. Ham luong khdng thé tao ra khi
ngdm cd véi vi khudn dot bién trong 30 phit nhiéu hon so véi ngam 20
phiit, 10 phiit va nghiém thire doi chimg. Ti Ié sinh ton twong déi (RPS)
dat duoc la 29.5%. Khong co sw bién doi cau tric ¢ gan va than ca o
tat ca cac nghiém thirc ngam véi vi khudn dot bién va nghiém thirc doi
chitng trueéc khi gdy cam nhiém véi vi khudn E. ictaluri khéng dot bién.
Tuy nhién, Sau khi gdy cam nhiém, cd & cac nghiém thire déu cé gan va
thdn bi xudt huyét, xung huyét va hoqi tir.

1 GIOI THIEU

Trong nhitng nim gan diy nghé nudi ca tra
O nudc ta phat trién rat nhanh. Tuy nhién, do sy

phat trién thiéu quy hoach, khong dong bo da
lam nay sinh nhiéu vin dé gy anh huong dén
ning sudt va chit lugng ca nudi nhu sy suy
thodi va 6 nhiém méi trudng va dich bénh xay
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ra thuong xuyén (Bui Quang Té va ctv., 2004).
Theo Ly Thi Thanh Loan et al. (2007) thi tin
sudt xuét hién bénh & cac tinh dong bang song
Ctru Long nhu bénh dém tring trén gan, than
(con goi 1a bénh mu gan hay bénh gan than mu)
13 52,8%; bénh xuat huyét 1a 42,5%; bénh phu
dau/ pht miét 12 20,70% va bénh vang da la
21,60%. Trong d6 bénh gan than mu do vi
khudn Edwardsiella ictaluri giy ra di gy thiét
hai nghiém trong cho ngudi nudi c4 tra.

Khi dich bénh xdy ra nguoi nudi thuong st
dung cac loai khang sinh vdi liéu lugng tuy ¥ dé
diéu tri dan dén hién tuong khang thudc va ton
lwu chat khang sinh trong san pham thily san,
khoéng dam bao chét luwgng v¢ sinh an toan thuc
pham, anh huéng dén sirc khoé nguoi tiéu ding
va xuat khau (Bui Quang T& va crv., 2004). Bé
han ché st dung thube khang sinh thi viéc
nghién ctru, phat trién cac phuong phap phong
bénh hi€u qua nhu st dung chiét chat tr thao
duoc va vic-xin 12 rat can thiét. O Viét Nam da
c6 mot vai loai vic-xin phong bénh & ca duogc
san xudt va dua vao s dung. Tuy nhién, cac
san pham véc-xin phan 16n dugc st dung bang
phuong phép tiém nén dé gay soc ca va khé ap
dung v&i ao nudi ca mat do cao. Nghién ctu vé
mién dich dic hiéu va vic-xin cho c4 tra 13 mot
linh vgc con mdi mé. Hién nay, k¥ thudt gy
dot bién gen dang duogc st dung kha phd bién
dé tao chung vi khuan nhuoc doc c6 kha ning
kich thich sinh khang thé mién dich dic hiéu
mo ra huéng tng dung méi vé vic-xin trong
nuéi thiry san cé thé st dung bang phwong phap
ngam va cho an. Trong nghién cuu nay, kha
nang kich thich mién dich dic hiéu khang bénh
gan than mu do vi khudn E. ictaluri trén ca
tra bang vi khuin E. ictaluri dot bién gen
Chonroitinase dugc thir nghiém nham 1am co s&
cho viéc st dung vic-xin nhuoc ddc phong
bénh & ca tra.

2 PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1 Vi khuin giy cam nhiém

_Chung vi khuin E. ictaluri chua gy dot
bieén (AG) va chung E. ictaluri dot bién gen
Chorontinase (CH) (do Vién Nghién ctu Nuoi

trong Thay san III cung cép). Vi khuan duoc
nuoi ting sinh trong moi truong tryptone soya
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broth (TSB, Merck) tur 24 - 30 gio, ly tam 4000
vong/phiit trong 3 phut, rira 2 1an bang dung
dich 0,85% NaCl tiét trung va xac dinh mat d¢
bang may so mau quang phd & budc soéng 590
nm két hop v6i phuong phap dém s6 khuan lac
(CFU/ml) phat trién trén moi trudng tryptone
soya agar (TSA, Merck).

2.2 Ci va h¢ thong thi nghi¢m

Ca tra thi nghiém c6 trong lugng 8-10g/con,
khoe manh dugc bd tri ngiu nhién 30 con/bé
(thé tich 110 L) chira nudc 2/3 thé tich bé co
suc khi va thuan hoa vai ngay cho quen véi moi
truong thi nghi€ém. Ca dugc cho an theo nhu
cau. Thay nudc 2 ngay/lan (20-30%) va ghi
nhan nhiét d6 va pH cua bé thi nghiém. Trudc
khi tién hanh thi nghiém, 10 con ca duogc chon
ngiu nhién dé kiém tra xac dinh ca khong
nhiém ky sinh tring va vi khuén.

2.3 Xac dinh LDs ciia chiing vi khuin
E. ictaluri (AG) chwa gay dgt bien bang
phuong phap tiém

Thi nghiém xac dinh LDs, cua ching vi
khudn E. ictaluri chua gy dot bién dugc bd tri
v6i 7 nghiém thirc gdm co6: ddi chimg khong
tiém; tiém nude mudi sinh 1y; tiém vi khuan véi
mat do tir 107 CFU/mL. Mbi nghiém thic lap
lai 3 1an v6i mat do 30 ca/bé. Céa thi nghiém
dugc tiém (0,1mL vi khuén/cé) tai géc vi nguc.
Sau khi tiém, biéu hién cua c4 duogc theo ddi
lién tyc trong 14 ngay. Nhirng ca c6 ddu hiéu 1o
do, boi 16i kém linh hoat duoc thu dé giai ph?iu
quan sat ddu hiéu bénh mu gan va tai phan lap
vi khuan tur gan, than va ty tang. Néng do vi
khuan gy chét 50% ca thi nghiém (LDs,) duoc
xac dinh theo cong thiic cia Reed va Muench
(1938).

2.4 Xac dinh khé ning giy bénh mi gan cia
chiing E. ictaluri 4ot bién gen CH bang
phuong phap ngim

Thi nghiém dwoc b tri ngdu nhién véi 6
nghiém thirc gém: d6i ching khéng ngam;
ngadm nudc mudi sinh 1y; ngdm véi mat do vi
khuan tir 10°* CFU/mL. Mbi nghiém thic lip
lai 3 14n voi mét do 30 ca/bé. Ca duoc ngam
trong dung dich vi khuan 30 phit sau d6 bd tri
ra cac bé. Sau khi ngam, biéu hién cua ca duge
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theo ddi trong 14 ngay. Nhimng ca c6 dau hiéu
16 do, boi 10i kém linh hoat duoc thu dé giai
phiu quan sat dau hiéu bénh mii gan va tai phan
1ap vi khuén tir than.

2.5 Xac dinh nong d9 thich hgp ngam vi
khuan E. ictaluri Aot bién gen CH

Thi nghiém dugc bd tri v6i cac nghiém thirc
gdm co: (1) ngdm mat do 2,1x10° CFU/mL; (2)
dbi chimg khong ngim; (3) ngdm mét do
2,1x10" CFU/mL; (4): d6i ching khong ngam;
(5) ngdm mat do vi khuédn 2,1x10° CFU/mL va
(6) d6i chimg khong ngdm. M&i nghiém thirc
lap lai 3 lan v6i mat d6 30 ca/bé. Ca thi nghiém
dugc ngam trong dung dich vi khuén E. ictaluri
dot bién gen trong 30 phut sau d6 bd tri ra cac
bé. Sau khi ngam 2 tuan, ca dugc tiém vi khuan
chua gy dot bién (liéu LDs,) cho nghiém thuc
thi nghiém va nghiém thic ddi chimg. Biéu
hién cua c4, dau hiéu bénh 1y va ti 1& chét duoc
theo ddi trong subt qua trinh thi nghiém. Mau
mo gan, than, ty tang va mau méau c4 (khoang
0,3 - 0,6 mL/ca) dugc thu hang tuan sau khi
ngam dé danh gia tac dong ciia vi khudn dot
bién gen 1én mo té bao va danh gia kha ning
sinh khang thé cta ca. Ca ciing duoc thu miu
than dé xac dinh tinh trang nhidm E. ictaluri
bang phwong phap PCR (Ping Thi Hoang Oanh
va Pang Thuy Mai Thy, 2009). Ti I¢ sinh tdn
tuong ddi (relative survival rate — RPS) duoc
tinh theo cong thiic cua Ellis (1998).

2.6 Xac dinh thoi gian thich hep ngim vi
khuan E. ictaluri djt bién gen CH

Thi nghiém duoc bd tri v6i cac nghiém thirc:
(1) ngdm 30 phut; (2) d6i chimg khéng ngam;
(3) ngam 20 phit; (4) dbi chimg khong ngam;
(5) ngdm 10 phut va (6) d6i chuing khong
ngam. Méi nghiém thtc 1ap lai 3 14an v&i mat do
30 ca/bé. Ca thi nghiém duoc ngam véi vi
khuén E. ictaluri dot bién gen, sau do bd tri ra
bé. Sau khi ngam 2 tuan, ca & cac nghiém thirc
duoc tiém vi khuan chua giy dot bién (lidu
LDsp). Sau d6 theo ddi, ghi nhan biéu hién cua
c4, ddu hiéu bénh 1y va ti 1& chét trong vong 6
tuan. Hang tuan sau khi ngdm, thu mau mo gan,
than, ty tang ca dé danh gia tic dong cua vi
khuan dot bién lén md té bao. Miu méu
(khoang 0,3 - 0,6 mL/c4) dugc thu dé xac dinh
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ham lugng khang thé. Mau than duoc thu dé
xac dinh tinh trang nhidm E. ictaluri bang
phuong phap PCR.
2.7 Phan tng ngung két mién dich

Mau méu (3 con ca/nghiém thirc) duge thu
vao cdc tuan thtr 1, 2, 3, 4, 5, 6 va 7 sau khi
ngdm ca v6i vi khuan dot bién gen CH dé xac
dinh ham lugng khang thé theo phwong phap
ctia Roberson (1990). Hiéu gia khang thé 1a tan
s6 xuat hién khang thé (trong d6 0: ndng do
huyét thanh khong pha loang; 1-10 1a ndng do
huyét thanh pha lodng twong ung Y%, Y, 1/8,
1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256, 1/512, 1/1024) &
d6 pha lodng cao nhit c6 hién twong ngung két.
Hiéu gi4 khang thé trung binh 1a s6 trung binh
hiéu gia khang thé trong cing mot nghiém thirc.
2.8 Phwong phap mé hoc

MAau mo gan, than va ty tang cia ca duoc
thu twong ty nhu mau mau va cb dinh trong
dung dich formol trung tinh. Mau duoc xur 1y
qua cac giai doan: loai nudc, 1am trong miu va
tam paraffin. Sau do mau dugc dbc khdi, cét
véi d6 day tir 4 — 6 um va nhuém Haematoxylin
va Eosin. Tiéu ban dugc quan sat dudi kinh
hién vi lan luot & do phong dai 10x, 40x va
100x va chup hinh tiéu ban déc trung.

2.9 Xirly s6 liéu

Sb liéu thi nghiém cam nhiém va sb lidu
huyét thanh dwoc xur 1y thong ké bang phan
mém Statistica va Excel.

3 KET QUA VA THAO LUAN

3.1 Péc luc ciia chiing E. ictaluri @9t bién
gen CH

Thi nghiém duoc tién hanh bang cach ngam
c4 tra khoe voi 4 ndng do vi khudn mang gen
dot bién (10>-10° CFU/mL). Sau 14 ngay theo
ddi, tit ca cac nghiém thirc thi nghiém déu
khong xudt hién ca chét, do an toan khi ngam vi
khudn mang gen dot bién 1a 100%. Vi khuin
dugc xem nhu khong cé doc luc khi co gia tri
LDs, > 10° CFU/mL (Esteve ef al., 1993). Két
qua trén chimg t6 chung vi khuan E. ictaluri dot
bién gen chondroitinase khong con doc luc va
pht hop dé sir dung dé thi nghiém xac dinh kha
ning kich thich mién dich dic hiéu & c4 tra.
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3.2 LDS50 caa ching vi khuén E. ictaluri
khong dot bién

Ca ¢ thi nghiém nay duogc ti€ém chung vi
khuén khong dot bién véi cac néng do lan luot
tir 10°-10" CFU/mL. Sau 14 ngay thi nghiém, &
nghiém thtrc tiém 10" CFU/mL ca chét 100%,
ca chét it nhit (7%) o nghiém thuc tiém
10° CFU/mL va khong c6 ca chét & nghiém
thirc khong tiém va nghiém thac ti€ém nudc
mubi sinh 1y. Gia tri LDs, xac dinh duoc 1a
4x10° CFU/mL.

3.3 Xac dinh nong dj ngam vi khuén
E. ictaluri Aot bieén gen CH

Ca thi nghi¢ém dugc ngdm véi 3 mat do vi
khuan dot bién gen CH la 10° 107 va 10°
CFU/mL. Hai tuan sau khi ngam, ca duoc gay
cam nhiém (liéu LDso) v6i ching vi khuan
khong dot bién (AG). Két qua (Hinh 1) cho
thdy ca ¢ nghiém thuc ngam vi khuan dot bién
gen voi mat do 10 CFU/mL va cam nhiém véi
vi khuin khong dot bién (NT 1) ¢6 ti 1& ca chét
thap nhat (39,6%) dat gia tri RPS 1a 39%. O
nghiém thirc ngadm vi khuan dot bién gen CH
v6i mat do 10" CFU/mL va gdy cam nhiém véi
vi khuén khong d6t bién (NT 3) ca chét véi ti
1€ 1a 55,6% dat gia tri RPS la 16,6%. Con &
nghiém thtrc ngdm vi khuan mang gen dot bién
v6i mat d6 10° CFU/mL va gay cam nhiém véi
vi khuén khong dot bién (NT 5) ca chét véi ti 18
12 60%. Trong khi d6 ca & cac nghiém thic ddi
chting khong ngdm vi khuan d6t bién gen va
gdy cam nhiém véi vi khuan khong dot bién
(NT 2, 4 va 6) ca chét v6i cac ti 1& chét lan
luot 1a: 65; 66,6 va 58,7%. Két qua cho thiy
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khi ngdm véi mét d6 vi khudn dot bién la
10® CFU/mL thi c4 dugc bao ho t6t hon (39%)
so v&i mat @6 10" CFU/mL. Con khi ngam véi
mat d6 10° CFU/mL thi c4 khong dugc bao ho.

Wise va Terhune (2001) thtr nghiém nhung
cd nheo My vé6i vdc-xin RE-33 (vi khuan
E. ictaluri bat hoat) & 3 mat do 2,5x10°, 2,5x
10° va 2,4x10" CFU/mL thi ¢ mat do 2,4x
10" CFU/mL cho ti 1& séng 37,9% sau khi
gdy nhidm v6i vi khudn E. ictaluri (5,5x
10° CFU/mL). Trong khi d6, két qua nghién
clru viac-xin phong bénh nhiém khudn cho ca
(tra, basa, mu, gid va hong my) nudi cong
nghiép cua Vién Nghién ciru Nudi tréng Thiy
san I cho thiy khi tiém vic-xin bat hoat bang
formaline (mat d6 3x10° CFU/mL) c6 chit bo
trg aluminum vao ngay 1 va 14, sau do gay
nhiém vao ngay 21 thi kha ning bao ho mién
dich & 2LDs,, 20LDs, va 80LDs, lan luot la
97%, 93% va 71%. Két qua nghién ciu cia
ching ti cho thiy RPS c6 gia tri 1a 39%, c6 thé
do mat d6 vi khuan sir dung trong nghién ctru
thap hon (2,1x10* CFU/mL < 3x10° CFU/mL),
khong c6 str dung chat b trg va thuc hién bang
phuong phap ngam. L& Hung Diing (2007) bao
céo rang vic-xin bat hoat vi khuan E. ictaluri
v6i 0,4% formaline két hop voi chit bd tro 1a
Montanide ISA 70M-PG khong kich thich mién
dich, con véc-xin két hop voi chit bd trg 1a
phén chua thi tao dap g mién dich cho ca tra
& nong do 1a 3x10° CFU/mL. Pham Cong
Thanh (2010) khi tiém nhéc vi khuan E. ictaluri
bét hoat trén ca tra thi nhan thay luong khang
thé ting 1én dang ké so vai tiém lan dau.

Hinh 1: Ti 1§ c4 chét sau cim
nhiém & thi nghiém xac dinh
nong do ngam vi khuan dot
bién

NTI: 10° CFU/mL; NT3: 107

CFU/mL, NT5: 10° CFU/mL; NT2,
4, 6: khong ngdm

% ca chét

——NT 1
—=—NT 2
NT 3
NT 4
—*—NT 5
——NT 6

Ngay sau cam nhiém
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Két qua ciing tuong ty nhu cac thi nghiém
trén c4 nheo My va 1 s6 loai ca xuong khéc 1a
khang thé gia tang khi duoc kich thich lan 2
(Hanson et al., 1999). Trong nghién clru nay ca
duogc ngdm véi vi khuan dot bién mot lan vao
ngdy thir nhat sau d6 gdy cam nhidm vao ngay
14. Mic du vay, két qua cho thdy vi khuan dot
bién gen CH c6 kha ning kich thich mién dich
dic hiéu & c4 tra thé hién qua ham luong khang
thé dugc tao ra va chimg minh sy dé khang cua
co thé khi cam nhiém vi khuan c6 doc luc thong
qua hiéu gia khang thé. Két qua ¢ hinh 2 cho
thdy hiéu gia khang thé cua c4 thi nghiém khac
nhau theo tun thu miu va mat do ngam. Theo
Thune et al. (1997) nhitng ca thé khoe sng
trong moi truong sach bénh s€ cé hiéu gia
khang thé bang 0. Tuy nhién, trong nghién ctru
ndy, ca truée khi ngdm vi khuan dot bién co
hiéu gia khang thé dao dong tir 0,56 — 0,89. Két
qua ndy tuong tu voi bio cdo cia Nguyén
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Hoang Nhat Uyén (2012) khi khao sat & ao nu6i
tham canh c4 tra khoe thi ham luong khang thé
ludén duy tri 6 muc 0,5 = 0,8. Trong diéu kién
thi nghiém ngudn nuéc duge dam bao khong
nhiém vi khuan E. ictaluri nhung do cé thi
nghiém duoc nudi trong ao sir dung ngudn nudc
tu nhién nén khoé tranh su tiép xtic cua ca véi vi
khudn trong ngudén nudc. Cho nén trude khi
chuyén vé phong thi nghiém c4 c6 thé da nhiém
vi khuan E. ictaluri & mat d6 thip hodc c6 doc
luc yéu. Tuy nhién, sy khac biét vé hiéu gia
khang thé cua ca gilta cac nghiém thuc thi
nghiém khéng c6 ¥ nghia thng ké (p<0,05).
Biéu d6 hinh 2 cho thy c4 ¢ nghiém thiic 1 ¢6
hiéu gia khang thé ting vao tuan thir 2 sau khi
ngam vi khuén dot bién gen CH (2,44 + 0,52)
khac biét co y nghia thdng ké (p<0,05) so véi
hiéu gia khang thé cia ca ¢ nghiém thuc 3,
nghiém thirc 5 va nghiém thuc ddi ching.

Hinh 2: Biéu d hi¢u gia

—o—NT 1

khang thé trung binh cua
thi nghiém xac dinh nong

—8—NT 2

dd ngam vi khuén dot bién
gen

NT 3
NT 4

NT 1: mdt d¢ ngdam 10°
CFU/mL; NT 3: mdt doé ngam

HGKTtb

—%—NT 5

10" CFU/mL, NT 5: mdt d¢
ngdm 10° CFU/mL; NT 2, 4, 6:
khong ngam

——NT 6

Hiéu gia khang thé cua ca & nghiém thic 1
ting cao vao tuan thir 4 (4,22 + 2,69) va co
nhimg ca thé c6 hiéu gia khang thé dat t6i 6.
Trong khi d6, nghiém thirc 3, 5 va nghiém thtc
dbi chung vao tuan 4 hiéu gia khang thé dao
dong tir (2,44 — 2,67). Theo Nguyén Hoang
Nhat Uyén (1012) c4 tra sau giai doan nhiém
bénh E. ictaluri ngoai ty nhién c6 hi€u gia
khang thé khoang 3,21 + 1,5 va sau d6 giam
vao thang thir 3 (1,23 = 0,86). Con ca tra khi
tiém védc-xin ALPHA JECT Panga 1 trong
phong thi nghiém sau 7 ngay hiéu gia khang thé
tang tir 0 1€n 3,5 £+ 2, sau d6 tang cao sau khi
gy nhidm 1 tuan dat mirc hiéu gi khang thé 1a
10,5+0,3.

Ngay sau khi ngam
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Hiéu gia khang thé ghi nhan tir thi nghiém
xac dinh nong d6 ngdm cua ching t6i ¢ thé
giai thich do trudc d6 ca da tiép xtc véi vi
khuén mang gen dot bién tao duge khang thé
nén khi gy cam nhiém tao su hinh thanh khang
thé tht phat, dic diém cua khang thé thir phat 1a
luén cao hon nguyén phat va duy tri 1au hon.
Theo Nguyén Thi Mong Hoang va ctv. (2009)
khi tiém vi khudn bt hoat thi dap Gmg mién
dich nhanh va manh néu duoc tiém nhic véi
lidu 3x10° tbvk/0,2mL, c4 duoc tiém nhic cé ti
1¢ bao hd cao nhat (75%) so véi cac lidu 10°,
107 va 10* CFU/mL va so vé6i ca khong duoc
tiém nhic. Trong nghién ctru nay, hiéu gia
khang thé & cac nghiém thirc 3, 5 va ddi chimg
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bit dau ting vao tudn 4 va ting cao vao cic
tuan tiép theo. Cac nghiém thirc ndy c6 ham
luong khang thé ting vao tuan thir 4 c¢6 thé do
tuan tht 3 sau khi gdy cam nhiém nhiing c4 con
séng di chéng d& dugc véi mam bénh va da
sinh ra khang thé. Két qua trén phu hop véi
nghién ctu cia Vinitnantharat va Plumb (1993)
cho thiy nhiing c4 séng sot sau khi tiép xuc véi
mam bénh c¢6 ham luong khang thé cao va bao
vé dugc co thé khang lai vi khuén E. ictaluri.
Két qua nay ciing cho thdy mat d6 10° CFU/mL
1a thich hop dé ngdm vi khuan mang gen CH
dot bién vi sau 1 tudn da kich thich duoc hé
thong mién dich cia c4 tao ra khang thé chong
lai vi khuan gdy bénh du ham luong khang thé
tao ra khong nhidu va ti 18 bao ho khong cao
(39%). Shoemaker ez al. (1999) danh gia hiéu
qua su dung Vac xin séng E. ictaluri trén ca
nheo & 7 ngay tudi, két qua cho thiy vic-xin co
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hiéu qua phong bénh do vi khuan E. ictaluri
gdy ra cho c4 da tron giai doan 7 ngay tudi
voi ti 1€ séng va tinh an toan tu 58,4 - 77,5%.
So véi midt d0 ngdm vi khuidn dot bién la
10 CFU/mL thi hai mat d6 ngam 10° va
10’ CFU/mL khong kich thich dwgc hé mién
dich cua ca tra tao ra nhiéu khang thé. Nguyén
nhan ¢6 thé do vi khuan chua nhiém hodc d3
nhiém véi mat d6 khong da manh dé kich thich
hé théng mién dich tao ra khang thé.

3.4 Xac dinh thoi gian ngam vi khuin
E. ictaluri Aot bién gen CH

Thi nghiém xac dinh thoi gian ngam vi
khuin d6t bién duoc bd tri cung mdt mat do
ngam (10° CFU/mL) v6i 3 thoi gian ngam 1a 30
phut, 20 phat, 10 phat va 3 nghiém thirc ddi
chimg khong ngam vi khuan dot bién (Hinh 3).

Hinh 3: Ti I¢ ca chét sau cam
nhiém cia thi nghiém xac
dinh thoi gian ngam vi khuan

——NT 1
. —m—NT?2
NT 3

dot bién

NT 4
—x—NT 5

NT1: 30 phut; NT3: 20 phut, NT5:
10 phut; NT2, 4, 6: khong ngdm

% ca chét

—e—NT 6

Biéu do hinh 3 cho thdy c4 & nghiém thirc
ngam 30 phat v6i vi khuan dot bién gen va gay
cam nhiém véi vi khuan khong dot bién (NT 1)
o ti 1& ca chét thép nhit (49.2%) dat gia tri
RPS 1a 29,5%. O nghiém thirc ‘ngam 20 phut
v6i vi khuan mang gen dot bién va giy cam
nhiém véi vi khuin khong 3ot bién (NT 3) ca
chét voi ti 18 1a 61,9% dat gia trj RPS 1a 11,3%.
Con & nghiém thirc ngdm 10 phut véi vi khuan
mang gen dot bién va gdy cam nhiém véi vi
khudn khong dot bién (NT 5) ca chét vai ti 18 1a
63,4% dat gié tri RPS 1a (4,8%). Trong khi do
ca & cac nghiém thirc d6i ching khong ngam vi
khuan mang gen dot bién va gdy cam nhiém véi
vi khuan khong dot bién (NT 2, 4 va 6) ca chét
v6i céc ti 18 chét 1an lugt 1a: 60; 69,8 va 66,6%.
Nhu véy, thoi gian ngdm vi khudn mang gen
d6t bién anh hudong dén kha ning xam nhép cua

Ngay sau cam nhiém

vi }(huén dé‘kich thich co thé tao ra khang ‘thé
chong lai mam bénh. Két qua ciing chi ra rang
thoi gian 30 phut 1a thich hop hon 10 va 20
phut d€ ngdm vi khuan mang gen d6t bién voi
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hé s6 bao hd 29,5%. Nakanishi va Ototake
(1997) két luan rang thoi gian ngam khang
nguyén cang lau cang kich thich co thé dap tng
tao mién dich cang manh. O thi nghiém nay gi4
tri RPS cua nghiém thirc ngadm ca vi khuéan dot
bién trong 30 phut 1a 29,5% nho hon gia tri
RPS (39%) & nghiém thuc tuong ty cia thi
nghi¢ém xac dinh mat do ngam thich hop.
Nguyén nhan c6 thé do sy chénh léch ndng do
ngam giita 2 thi nghiém. O thi nghiém xac dinh
mat do thich hop, cad dugc ngdm véi mat do vi
khuan 14 2,1x10* CFU/mL nhung & thi nghiém
thoi gian mat do 1a 0,6x10° CFU/mL.
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) ——NT1
Hinh 4:‘Hiéuv gia lfhén%thé ' o = NT 2
trung binh cua thi nghiém xac g
dinh thoi gian ngam vi khuan A NT3
dot bieén @) NT 4
NTI: 30 phiit; NT3: 20 phuit, NT5: = —*—NT5
10 phut; NT 2, 4, 6: khong ngam —e—NT6
Ngay sau khi ngadm

Vao tudn thtt 3, & nghiém thirc ngdm 30 dot bién co hién tuong ndi du, boi 10 do va
phut v6i vi khuan dot bien (NT 1) co6 hiéu gia chét. Mot so ca bi xuat huyét ¢ da, vay, mang
khang thé tang (2,56 £ 1,78) va khac biét co y tai nhat, ndi quan c6 mau nhat, mét s6 ca cé
nghia thong ké (p<0,05) véi nghiém thuc 3, 5 dich trong xoang bung. Gan, than va ty tang
va nghiém thuac doi chung (Hinh 4). O céc c6 nhi€u dom trang (duong kinh 1-2 mm)
nghiém thic nay hiéu gid khang thé bat dau (Hinh 5). Mot s0 cd bénh co thén sung to va
tang vao tuan tha 4 nhung van thap so voi nhiin. Dau hiéu bénh 1y ctia ca cdm nhiem
nghiém thire 1. Két qua nay ciing tuong ty nhu tuong tu nhu mo ta cia Ferguson et al. (2001).

két qué cua thi nghiém xac dinh mat d¢ ngam
thich hop 1a chi c6 nghiém thirc ngdm mat do
10® CFU/ml trong 30 phiit 1a c¢6 hiéu gia khang 3.6.1 Bién d6i mé hoc ciia cd ngdm vi khudn
thé ting, cac nghiém thirc con lai hiéu gia E. ictaluri djt bién gen CH

khang thé chi ting sau khi gdy cam nhiém 1
tuan. Két qua nay ciing pht hop vdi ti 16 ca chét
sau khi cam nhiém. Nguyén Hitu Thinh va ctv.
(2009) ngam vi khuan béat hoat noéng do tir
5,5x10%° FU/mL vd¢i thoi gian ngam 13 30 phut
cho thdy vic-xin c6 hiéu qua va phuong phap
ngam két hop cho an thi hidu qua cao hon.

3.6 Bién doi vé mo hoc

Ca ngam voi vi khuén dot bién khong co su
bién ddi cAu trac md hoc & 3 co quan: gan, than
va ty tang. Diéu nay co thé giai thich khi vi
khuan E. ictaluri dot bién gen CH xdm nhap
vao co thé ca kich thich tao khang thé nhung
khong lam anh huong dén céu tric moé va
khong lam ca chét. Ca 3 ndéng d6 ngim vi

3.5 Déuohiéu bénh Iy ciia c4 cAm nhiém vi khudn E. ictaluri mang gen dot bién déu khong
khuan E. ictaluri xuat hién c4 chét trong 2 tuan sau khi ngam.
C4 cam nhiém vi khuan E. ictaluri khong
]
A . B

clia ca tra cam nhiém vi . ' :

khuén E. ictaluri

A: Bén ngoai. B: Bén trong
(miii tén chi dom trang trén
gan, thdn va ty tang)
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3.6.2 Bién doi mé hoc cua cda cam nhiém vi
khuan E. ictaluri khong dot bién
M0 thén ca bi nhi€ém E. ictaluri bi bién doi &
da s6 mau quan sat. Cau truc tiéu cau than bién
doi, t€ bao bi€u mod cau tao nén Oong than bi vo
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tao xoang rong Giai doan nay, ong than va tiéu
cau than gan nhu bién mét, quan cau than sung
huyet phinh to va v& ra (Hinh 6). So vdi thén,
cau truc mé gan bién d6i cham hon, lién két cdu
trac té bao pha hity, dao tuy va tinh mach gan
xung huyét, té bao xuat huyét.

Hinh 6: Than c4 cam nhiém vi khuan E. ictaluri

A. Than ca khoe. B. Than ca bénh (mili tén chi vung bi bién déi céu tric va tao khoang tréng). C. Nhuom Giemsa (mili tén

chi thdy ¢6 vi khudn ton tai trong té bao)

3.7 Phat hién E. ictaluri tir than ca thi
nghiém bang phwong phap PCR

Mau ca duge thu vao lac ngdm vi khuan dot
bién gen, ca chét sau gdy cam nhiém 48 va 72
gio va ca song ké tir ngay thir 8 sau khi gay cam
nhiém dé phat hién vi khuan E. ictaluri biang
PCR. Két qua 1a tat ca cac mau ca bénh déu
hién vach 407bp, ca truéc khi gdy cam nhiém
(miu thin ca & NT1, ngdm vi khuan dot bién
10® CFU/mL) cho két qua duong tinh chimg to
¢6 sy hién dién cia vi khuan dot bién gen trong
co thé ca nhung khong lam ca chét. O cac
nghiém thic con lai déu khong phat hién
E. ictaluri. Két qua nay ciing phi hop véi két
qua phan tich khang thé cho thy kich thich
dugc c4 sinh khang thé vao tuan thir 2 trong khi
cac nghiém thuc khac khong tao dugc khang
thé. Tuong ty ¢ thi nghiém xac dinh néng do
ngdm nhitng ca bénh déu hién vach 407bp
nhung cé ¢ ca cac nghiém thic trudc va sau khi
gy nhiém 8 ngay khong hién vach 407bp.

4 KET LUAN

Ngam ca tra véi vi khuan E. ictaluri dot bién
gen CH ¢ mat d¢ 2,1x10® CFU/mL dat ti 1& sinh
ton twong ddi 1a 39%. Thoi gian ngdm la 30
phat dat ti 1¢ sinh ton twong doi 1a 29,5%. Hiéu
gia khang thé bat dau ting vao tuan thir 2 (2,44

221

+0,52) sau khi ngdm vi khuén dot bién gen CH
(mat d6 2,1x10® CFU/mL trong 30 phut) va tlep
tuc tang vao cac tuan sau (tuan thir ba dén tuan
thir 6). Khong co sy bién doi cu trac cia ca
ngam vi khuan E. ictaluri d6t bién gen CH
nhung c6 sy bién dbi ciu tric & gan va than &
c4 cam nhiém v6i vi khuan E. ictaluri khong
dot bién.

LOI CAM TA

Nghién ctru nay dugc thyc hién tir ngudn
kinh phi dé tai “Nghién ctru tao dong vi khuan
Edwardsiella ictaluri nhugc doc dung lam
vaccine phong bénh gan thin mu cd Tra
(Pangasianodon hypophthalmus) bang ky thuat
gdy dot bién gen” thudc chuong trinh Cong
nghé Sinh hoc Ung dung trong Thuy san do Bo
Nong nghiép va Phat trién Nong thon tai tro.
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