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TÓM TẮT 

Nghiên cứu này được thực hiện nhằm mục đích xác định một số yếu tố độc lực và khả năng gây bệnh gây bệnh 
hoại tử gan tụy cấp (Acute Hepatopancreatic Nerosis Disease - AHPND) của vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus trên 
tôm chân trắng nuôi tại Thừa Thiên Huế. Trong nghiên cứu này, 8 chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus đã được 
phân lập từ tôm chân trắng bị bệnh có triệu chứng điển hình của AHPND như gan tụy teo nhỏ, nhạt màu, tôm bị 
mềm vỏ, ruột rỗng và xuất hiện các đốm đen trong khối gan tụy. Các chủng vi khuẩn được định danh là  
V. parahaemolyticus bằng kit API 20E (BioMerieux). Bốn trong 8 chủng vi khuẩn phân lập được xác định gây bệnh 
AHPND bằng kit IQ Plus™ AHPND/EMS Plasmid Kit. Kết quả kháo sát các yếu tố độc lực cho thấy khả năng di động 
của các chủng gây bệnh AHPND, cũng như khả năng sản sinh caseinase, phospholipase, haemolysin cao hơn so 
với chủng vi khuẩn không mang gen độc lực. Kết quả gây bệnh thực nghiệm cho thấy liều gây chết 50% (LD50) của 
các chủng vi khuẩn gây bệnh AHPND phân lập được là 105 cfu/mL. Ngược lại, tôm không có triệu chứng lâm sàng 
và không xảy ra tỷ lệ chết ở nghiệm thức cảm nhiễm chủng vi khuẩn không mang gen độc lực. Kết quả nghiên cứu 
cho thấy các yếu tố độc lực có liên quan chặt chẽ đến khả năng gây bệnh hoại tử gan tuỵ cấp của vi khuẩn  
V. parahaemolyticus trên tôm. 

Từ khoá: Vibrio parahaemolyticus, độc lực vi khuẩn, tôm chân trắng, hoại tử gan tụy cấp, AHPND. 

Study on the Virulence Factors of Vibrio parahaemolyticus Caused Acute 
Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND)  

in Farmed White Leg Shrimp (Litopenaeus vanamei) in Thua Thien Hue Province  

ABSTRACT 

The aim of this study was to identified the virulence factors and the pathogenesis of Vibrio parahaemolyticus in 
farmed white leg shrimp in Thua Thien Hue province. In this study, 8 isolates of V. parahaemolyticus was recovered from 
diseased white leg shrimp that showed typical clinical signs of AHPND such as pale-to-white hepatopancreas (HP), 
significant atrophy of the HP, softshells, guts with discontinuous, or no contents, black spots or streaks visible within the 
HP. The bacteria were identified as V. parahaemolyticus by using API 20E kit (BioMerieux). Four of 8 isolates have been 
detected that caused AHPND by using IQ Plus™ AHPND/EMS Plasmid Kit. Data of this study showed that the production 
of caseinase, phospholipase, haemolysin and mobility of these isolates were significantly stronger than others. The LD50 
of isolate that caused AHPND was 105 cfu/mL. By contrast, experimental shrimp were healthy without any clinical signs 
and no mortality was observed in the treatment immersed in the isolate lacking toxin genes. This study showed strong 
relationship between virulence factors and pathogenesis of V. parahaemoliticus caused AHPND in shrimp.  

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, white shrimp, virulence factor, Acute hepatopancreatic nerosis disease, AHPND. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ  

Mục tiêu phát triển NTTS của chính phủ 

Việt Nam đến năm 2020 với tổng diện tích nuôi 

trồng đạt 1.200.000ha và tổng sản lượng thuỷ 

sản nuôi trồng nước mặn, lợ đạt 1.408.000 tấn. 

Trong đó, diện tích nuôi tôm chân trắng là 

60.000ha và sản lượng đạt 310.000 tấn (Tổng 
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cục Thuỷ sản, 2012). Tuy nhiên, dịch bệnh trong 

NTTS đang là thách thức lớn hiện nay cho sự 

phát triển bền vững ngành thuỷ sản.  

Thiệt hại do vi khuẩn Vibrio gây ra vẫn tiếp 

tục gia tăng trong những năm gần đây trên 

nhiều đối tượng nuôi trồng thuỷ sản, trong đó V. 

parahaemolyticus được xem là tác nhân chính 

gây ra nhiều dịch bệnh trên tôm nuôi và là tác 

nhân chính gây ra bệnh hoại tử gan tụy cấp 

(Acute Hepatopancreatic Nerosis Disease - 

AHPND) hay còn gọi là Hội chứng chết sớm 

(Early Mortality Syndrome - EMS) trên tôm 

nuôi trong giai đoạn dưới 1 tháng tuổi (Lightner 

& cs., 2012) gây thiệt hại lớn cho nghề nuôi tôm 

ở Việt Nam và trên thế giới. Tuy vậy, không 

phải tất cả các dòng V. parahaemolyticus đều có 

khả năng gây bệnh EMS trên tôm mà chỉ có một 

số dòng có độc lực gây ra (Loc & cs., 2013). 

Nghiên cứu trên toàn bộ hệ gen giữa các chủng 

vi khuẩn V. parahaemolyticus gây bệnh 

AHPND và không gây bệnh AHPND, các nhà 

khoa học đã xác định các chủng vi khuẩn gây 

bệnh AHPND có mang plasmid chứa gen độc lực 

Pir gồm gen PirA và PirB (Kondo & cs., 2014; 

Lo & cs., 2014; Tinwongger & cs., 2014; 

Lightner, 2014; Lee & cs., 2014; Tinwongger & 

cs., 2014; Yang & cs., 2014; Kondo & cs., 2015; 

Han, 2016). Các gen PirA/B mã hoá hai loại 

protein độc tố có kích thước proteins lần lượt là 

12,7kDa và 50,1kDa. Plasmid có thể chuyển 

thông tin di truyền từ vi khuẩn này sang vi 

khuẩn khác dẫn đến hiện tượng độc lực được 

kích hoạt và sản sinh độc tố khiến dịch bệnh 

AHPND lan rộng trong nghành công nghiệp 

nuôi tôm trên thế giới (Corteel, 2016). AHPND 

đã gây ra hiện tượng tôm nuôi chết hàng loạt tại 

một số nước có sản lượng tôm nuôi lớn như 

Trung Quốc (2009), Việt Nam (2010), Malaysia 

(2011), Thái Lan (2012) (FAO, 2013), Mexico 

(2013) (De Schryver & cs., 2014; Zorriehzahra & 

Banaederakhshan, 2015). Tại Việt nam, 

AHPND ảnh hưởng đến hầu hết các vùng nuôi 

tôm trên cả nước với tổng diện tích tôm nuôi bị 

ảnh hưởng khoảng 28.000ha vào năm 2012. 

Theo báo cáo của Chi cục Thú y, mặc dù diện 

tích vùng nuôi tôm bị ảnh hưởng bởi AHPND 

giảm từ năm 2012 đến năm 2016, số lượng vùng 

nuôi bị ảnh hưởng tăng từ 192 xã lên 299 xã 

(Cục Thú y, 2014; 2015; 2016). 

Vì vậy, việc phân lập và khảo sát độc lực 

các chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus trên 

tôm chân trắng tại Thừa Thiên Huế sẽ cung cấp 

cơ sở khoa học cho các nghiên cứu sâu hơn về 

phòng và trị bệnh hoại tử gan tụy cấp trên tôm 

và cho các bệnh do Vibrio gây ra trên các đối 

tượng nuôi thuỷ sản khác. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Thu và phân lập vi khuẩn từ tôm chân 

trắng 

Mẫu tôm chân trắng với các dấu hiệu bệnh 

lý điển hình như dạt bờ, gan tụy nhạt màu, teo 

nhỏ, ruột màu trắng nhạt không có thức ăn được 

thu từ các ao nuôi tại xã Điền Hương, huyện 

Phong Điền và xã Phú Thuận huyện Phú Vang 

từ tháng 2 đến tháng 9 năm 2019.  

Dùng cồn 70 khử trùng mặt ngoài cơ thể 

tôm, rồi dùng dao mổ tiệt trùng rạch một đường 

trên khối gan tụy. Sử dụng que cấy nhựa vô 

trùng lấy mẫu bệnh phẩm từ khối gan tụy và 

cấy lên đĩa môi trường Thiosulfate Citrate Bile 

Salts Sucrose (TCBS) Agar (HiMedia, Ấn Độ. 

Đĩa cấy được ủ ở 28°C trong 24 giờ. Các khuẩn 

lạc phát triển trên môi trường TCBS Agar được 

ghi nhận về màu sắc, hình dạng và kích thước, 

sau đó các khuẩn lạc màu xanh được cấy chuyền 

sang môi trường CHROMagar. Các chủng vi 

khuẩn phân lập trên môi trường CHROMagar 

giữ ở -80°C trong môi trường 15% glycerol để 

dùng cho các thí nghiệm tiếp theo.  

2.2. Định danh vi khuẩn 

2.2.1. Xác định một số chỉ tiêu về hình thái, 

sinh lý, sinh hoá 

Hình dạng của vi khuẩn được xác định bằng 

phương pháp nhuộm Gram. Đặc điểm sinh lý và 

sinh hóa được xác định dựa theo cẩm nang của 

Cowan và Steels (Barrow & Feltham, 1993) và 

sử dụng kit API 20E (BioMerieux, Pháp). Chủng 

V. parahaemolyticus STIR0012014 từ Đại  

học Stirling, Vương quốc Anh được sử dụng để 

so sánh. 
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2.2.2. Định danh vi khuẩn bằng môi trường 

phân lập đặc trưng CHROMagarTM Vibrio  

Các khuẩn lạc phát triển trên môi trường 

TCBS, được lựa chọn để cấy chuyền sang môi 

trường CHROMagarTM Vibrio (CHROMagar 

Microbiology, Pháp) để xác định màu sắc, hình 

dạng và được định danh theo hướng dẫn của 

nhà sản xuất.  

2.3. Khảo sát các yếu tố độc lực của vi 

khuẩn trong điều kiện in vitro 

2.3.1. Sàng lọc các chủng V. parahaemolyticus 

gây bệnh hoại tử gan tụy cấp  

Các chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus 

tạo khuẩn lạc màu tím hoa cà trên môi trường 

CHROMagar được sàng lọc có khả năng gây 

bệnh hoại tử gan tụy cấp bằng bộ test IQ Plus™ 

AHPND/EMS Plasmid Kit trên máy PCR Pockit 

Express (GeneReach Biotechnology 

Corporation, Đài Loan) theo hướng dẫn sản 

phẩm của nhà sản xuất dùng để xác định các 

chủng V. parahaemolyticus có mang 

AHPND/EMS plasmid chứa gen PirA và PirB 

phá huỷ khối gan tụy tôm. 

2.3.2. Khả năng di động của vi khuẩn 

Tính di động của vi khuẩn được thực hiện 

trên đĩa pestri nhựa có chứa môi trường Trypto-

casein soy broth (TSB) và 0,3% agar (Natral & 

cs., 2011). 10µL huyền phù vi khuẩn (ở mật độ 

106 cfu/mL) được nhỏ ở giữa đĩa thạch và đường 

kính di động của vi khuẩn được đo sau 24h (giờ) 

ủ ở 28C. 

2.3.3. Hoạt tính thuỷ phân của enzyme: 

caseinase, haemolysin và phospholipase 

Tất cả các thí nghiệm được thực hiện theo 

hướng dẫn của Natrah & cs. (2011). 

Hoạt tính thuỷ phân của enzyme caseinase, 

phospholipase và hoạt tính dung huyết được 

thực hiện bằng cách nhỏ 10µL huyền phù vi 

khuẩn lần lượt lên môi trường Tryptone casein 

soy agar (TSA) có chứa 4% bột sữa tách béo 

(Woolworths, Úc) hoặc môi trường TSA có bổ 

sung 1% egg yolk emulsion (Sigma-Alrich) hoặc 

đĩa thạch máu (5% máu cừu). Các đĩa thạch thí 

nghiệm ủ ở 28C, xác định đường kính khuẩn 

lạc và vòng thuỷ phân sau 48-72 giờ. Các thí 

nghiệm được bố trí với 6 lần lặp lại cho mỗi hoạt 

tính nghiên cứu. 

 

2.3.4. Xác định khả năng tan máu tôm trên 

môi trường Rose-Bengal 

Khả năng gây bệnh của các chủng vi khuẩn 

phân lập được xác định dựa trên hoạt động thủy 

phân tế bào máu tôm trên môi trường Rose-

Bengal (Chang & cs., 2000). Cho 1mL máu tôm 

vào 15mL Rose Bengal agar (Himedia, Ấn Độ) 

đã được hấp tiệt trùng và để nguội 45-50C, lắc 

nhẹ sau đó cấy vi khuẩn Vibrio, ủ ở nhiệt độ 

28C trong 24 giờ. Khi không có sự xuất hiện 

của các vòng dung huyết (mất màu đỏ của môi 

trường) xung quanh khuẩn lạc chứng tỏ vi 

khuẩn không có khả năng dung giải các tế bào 

máu tôm. 

2.4. Xác định khả năng gây bệnh trong  

điều kiện in vivo và liều gây chết 50% tôm 

cảm nhiễm 

Bố trí thí nghiệm: Thí nghiệm được bố trí 

trong bể nhựa (80L) đã được khử trùng. Sau đó 

cấp nước mặn 20‰ vào khoảng 2/3 thể tích và 

sục khí liên tục.  

Tôm thí nghiệm: Tôm chân trắng có trọng 

lượng 2-2,5 g/con, kích cỡ đồng đều, màu sắc 

tươi sáng, và đã được kiểm dịch không mang 

mầm bệnh AHPND, bệnh đốm trắng (White 

spot disease- WSD), bệnh đầu vàng (Yellow 

head diseases- YHD) tại Trạm xá Thú y, Chi 

cục Chăn nuôi và Thú y Thừa Thiên Huế. Trước 

khi tiến hành thí nghiệm, 10 con tôm được chọn 

ngẫu nhiên để kiểm tra vi khuẩn bằng cách lấy 

mẫu gan tụy cấy trực tiếp trên môi trường TSA 

(có bổ sung 2% NaCl) và môi trường TCBS.  

Chuẩn bị vi khuẩn: chủng vi khuẩn  

V. parahaemolyticus TTH010101001 được phân 

lập từ các ao nuôi ở huyện Phong Điền (chủng 

gây bệnh AHPND) và chủng vi khuẩn 

TTH020201001 (chủng không gây bệnh 

AHPND) phân lập từ ao nuôi tôm ở xã Phú 

Thuận được dùng để nghiên cứu khả năng gây 
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bệnh và liều gây chết LD50. Vi khuẩn được nuôi 

tăng sinh 24 giờ ở 28C trong môi trường TSB 

(có bổ sung 2% NaCl), sau đó ly tâm và rửa 2 

lần bằng dung dịch NaCl 0,85%. Mật độ vi 

khuẩn được xác định bằng máy so màu quang 

phổ (bước sóng 600 nm) kết hợp với đếm số 

khuẩn lạc trên môi trường TSA+ 2% NaCl. Thí 

nghiệm xác định giá trị LD50 được bố trí trên 7 

nghiệm thức bao gồm: 6 nghiệm thức thí 

nghiệm (tôm được ngâm với một trong sáu mật 

độ các chủng vi khuẩn trên từ 1 × 108 đến  

1 × 103 cfu/mL trong 60 phút) và 1 nghiệm thức 

đối chứng (tôm được ngâm với nước muối sinh lý 

(0,85% NaCl) vô trùng trong 30 phút). Mật độ 

nuôi 20 con/bể. Tôm sau khi cảm nhiễm được 

nuôi với hệ thống nước chảy tốc độ 14 L/phút, 

nhiệt độ 28-30C. Cho ăn hằng ngày với khối 

lượng tương đương 2% trọng lượng thân bằng 

thức ăn CP (Việt Nam). Sục khí liên tục 24 

giờ/ngày. Tỷ lệ chết được theo dõi trong 14 ngày. 

Giá trị LD50 được xác định theo phương pháp 

của Reed & Muench (1938).  

Dựa vào số lượng tôm chết ở các nghiệm 

thức để tính LD50 theo công thức sau: 

LD50 = 10a-x 

Trong đó: a là số luỹ thừa mà tại đó vi 

khuẩn gây tôm chết thấp nhất (trên 50%) 

x được tính dựa vào công thức: x = (Pa – 

50)/(Pa – Pu) 

Với: Pa là tỷ lệ chết cận trên và Pu là tỷ lệ 

chết cận dưới của liều gây chết 50%. 

2.5. Xử lý số liệu 

Số liệu thí nghiệm được xử lý bằng phần 

mềm Exel 2016 để tính giá trị trung bình và độ 

lẹch chuẩn. Phân tích ANOVA một nhân tố 

trong phân mềm SPSS 20.0 để so sách các giá 

trị trung bình ở mức p <0.05 bằng phép  

thử Duncan . 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quả nuôi cấy, phân lập vi khuẩn  

V. parahaemolyticus trên tôm chân trắng 

Vibrio thường gây tác hại lớn cho tôm ở giai 

đoạn nuôi dưới 30 ngày tuổi, có trường hợp gây 

chết 100%, ở giai đoạn sau 30 ngày tuổi, Vibrio 

chỉ gây chết tôm khi các yếu tố môi trường trong 

ao nuôi không tốt hay biến động lớn do mưa hay 

sự biến động của tảo (Loc Tran & cs., 2013; 

Flegel, 2012), chính vì vậy, trong nghiên cứu 

này tập trung nghiên cứu độc lực của vi khuẩn 

V. parahaemolyticus trên tôm chân trắng giai 

đoạn 30-40 ngày tuổi. 

Ba mươi (30) mẫu tôm với dấu hiệu mềm 

vỏ, gan tôm nhạt màu được thu từ 5 ao thuộc xã 

Điền Hương và Phú Thuận với chiều dài và 

trọng lượng được thể hiện ở bảng 1. 

Kết quả phân lập vi khuẩn từ 30 mẫu tôm 

bệnh trên môi trường TCBS cho 2 dạng khuẩn 

lạc với màu sắc khác nhau: khuẩn lạc vàng và 

khuẩn lạc xanh. Tuy nhiên, khi cấy 30 chủng 

này lên môi trường CHROMagar thì chỉ có 8/30 

chủng cho khuẩn lạc có màu tím hoa cà và kết 

quả định danh bằng kit API 20E (BioMerieux) 

cho kết luận 8 chủng này là  

V. parahaemolyticus. Không thấy có sự xuất 

hiện các khuẩn lạc màu khác. Điều này cho thấy 

không phân lập được V. alginolyticus hay  

V. vulnificus/Vibrio cholera trong mẫu tôm bị 

bệnh gan tụy ở Thừa Thiên Huế. 

Bảng 1. Kích thước (chiều dài, và trọng lượng) của mẫu tôm ở các đợt thu mẫu 

Đợt 
 thu mẫu 

Thời gian  
thu mẫu 

Địa điểm 
thu mẫu 

Giai đoạn 
(ngày tuổi) 

Số lượng 
Chiều dài (cm) 

(TB ± SD) 
Trọng lượng(g) 

(TB ± SD) 

1 12/3/2019 Điền Hương Postarvae (30-35) 06 5,4 ± 0,8 2,2 ± 0,8 

  Phú Thuận  04 5,5 ± 0,7 2,6 ± 0,6 

2 12/7/2019 Điền Hương Postarvae (30-35) 05 4,6 ± 0,6 2,1± 0,5 

  Phú Thuận  04 6,5 ± 0,7 3,3 ± 0,4 

3 13/8/2019 Điền Hương Tôm thương phẩm (40) 06 9,6 ± 0,8 6,6 ± 0,4 

  Phú Thuận 05 10,2 ± 0,7 8,3 ± 0,3 
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3.2. Đặc điểm sinh hoá các chủng vi khuẩn 

V. parahamolyticus phân lập được  

Các chủng vi khuẩn V. parahamolyticus 

phân lập khá đồng nhất về đặc điểm sinh hoá 

(Bảng 2) và trùng với đặc điểm sinh hoá của 

chủng đối chứng STIR0012014. Các chủng vi 

khuẩn này đều có khả năng di động, cho phản 

ứng dương tính với Oxidase, Lysine 

Decarboxylase, Glucose, Indol, có khả năng khử 

Nitrate thành Nitrite và đều tạo khuẩn lạc có 

màu xanh trên môi trường TCBS và màu tím 

hoa cà trên môi trường CHROMagar. 

3.3. Kết quả khảo sát các yếu tố độc lực của 

các chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus 

phân lập được trong điều kiện in vitro 

Kết quả sàng lọc các chủng  

V. parahamolyticus phân lập được có khả năng 

gây bệnh hoại tử gan tụy cấp trên tôm bằng bộ 

test IQ Plus™ AHPND/EMS Plasmid Kit được 

thể hiện ở bảng 3 và hình 1. 

Trong 8 chủng V. parahaemolyticus phân 

lập được chỉ có 4 chủng TTH010101001, 

TTH010201003, TTH010202003, TTH010103002 

là có khả năng gây bệnh AHPND (Hình 1). Hai 

chủng V. parahaemolyticus TTH020201001 và 

TTH020202001 không gây bệnh AHPND trên 

tôm nuôi. 

Một số yếu tố độc lực như khả năng sản 

sinh các loại enzyme (caseinase, phospholipase), 

khả năng di động, hoạt tính dung huyết trên các 

loại môi trường thạch máu của các chủng vi 

khuẩn được trình bày ở bảng 4. 

Kết quả khảo sát một số yếu tố độc lực của 8 

chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus phân lập 

được cho thấy 4 chủng vi khuẩn TTH010101001, 

TTH010201003, TTH010202003, TTH010103002 

là những chủng mang gen độc lực trên plasmid 

có khả năng phá huỷ gan tụy tôm đều sản sinh 

caseinae (Hình 3A), phospholipase, di động (Hình 

3B) và khả năng tan huyết (Hình 4A) cao hơn các 

chủng còn lại (P <0,05) (Bảng 5), chứng tỏ độc lực 

của các chủng này cao hơn các chủng còn lại. 

 Bảng 2. Đặc điểm sinh hóa của các chủng V. parahaemolyticus phân lập được  

từ mẫu tôm bệnh và chủng STIR0012014 (Đại học Stirling, Vương quốc Anh)  

được sử dụng làm kết quả so sánh 

STT Chỉ tiêu hình thái, sinh lý, sinh hoá 
V. parahaemolyticus 

STIR0012014 

Tỷ lệ % chủng vi khuẩn phân lập 

Dương tính Âm tính 

1  Gram - 100 0 

2 Hình dạng Que ngắn Que ngắn 

3 Phát triển trên TCBS Xanh 100 

4 Phát triển CHROMagar Tím 100 0 

5 Di động + 100  

6 Oxidase + 100  

7 Lysine Decarboxylase + 100  

8 Glucose + 87,5 12,5 

9 Nitrate thành Nitrite + 87,5 12,5 

10 ONPG -  100 

11 Sinh Urease -   100 

12 Phenyl Alanine Deaminase -  100 

13 Citrate -  100 

14 Esculine -  100 

15 H2S -  100 

16 Indol + 100 0 

17 Voges - Proskauer -    100 

18 Sử dụng Malonate - 12,5 87,5 

Ghi chú: (+): phản ứng dương tính; (-) phản ứng âm tính. 



Bảng 3. K

Địa điểm thu m

Điền Hương

Phú Thuận

Ghi chú: 

(*): Chủng đ

Ghi chú: 

3: chủng TTH010202003, 

Hình 1. K

Bảng 4. M

Chủng

TTH010101001

TTH010201003

TTH010301001

TTH010202003

TTH010103002

TTH010203001

TTH020201001

TTH020202001

Ghi chú: Giá tr

(P <0,05); (* ) ch

ng 3. Kết quả sàng l

m thu mẫu Đợt thu m

n Hương 

n 

Ghi chú: (+): kết quả 

ng độc lực. 

Ghi chú: (+): dương tính; (

ng TTH010202003, 

Hình 1. Kết quả xác đ

AHPND/EMS Plasmid Kit tr

ng 4. Một số yếu t

ng 
Caseinase

TTH010101001
*
 22,0

a
 ± 1,0

TTH010201003
*
 22,0

a
 ± 0,6

TTH010301001 18,0
b
 ± 0,5

TTH010202003
*
 23,0

a
 ± 1,0

TTH010103002
*
 22,0

a
 ± 0,6

TTH010203001 17,0
b
 ± 0,4

TTH020201001 17,0
b
 ± 1,0

TTH020202001 18,0
b
 ± 0,4

Ghi chú: Giá trị trung bình trong 

(* ) chủng gây b

sàng lọc các ch

t thu mẫu Chủ

1 TTH010101001

TTH010201003

TTH010301001

2 TTH010202003

3 TTH010103002

TTH010203001

1 TTH020201001

2 TTH020202001

 dương tính- 

dương tính; (-): âm tính; 1: ch

ng TTH010202003, 4: chủng TTH010103002, 5: đ

xác định gen (

AHPND/EMS Plasmid Kit tr

u tố độc lực c

Đư

Caseinase Phospholipase

± 1,0 17,0
c
 ± 0,5

± 0,6 18,0
c
 ± 0,6

± 0,5 16,0
d
 ± 0,5

± 1,0 19,0
c
 ± 0,5

± 0,6 19,0
c
 ± 0,6

± 0,4 16,0
d
 ± 0,5

± 1,0 15,0
d
 ± 0,5

± 0,4 16,0
d
 ± 0,5

trung bình trong cùng m

ng gây bệnh AHPND

Nguy

c các chủng vi khu

trên bằng phương pháp PCR 

ủng vi khuẩn 

TTH010101001
* 

TH010201003
* 

TTH010301001 

TTH010202003
* 

TTH010103002
* 

TTH010203001 

TTH020201001 

TTH020202001 

 gây bệnh AHPND; (

): âm tính; 1: chủng 

ng TTH010103002, 5: đ

nh gen (PirA và PirB)

AHPND/EMS Plasmid Kit tr

c của các ch

trong thí nghi

Đường kính vùng ho

Phospholipase Di độ

± 0,5 37,0
e
 ± 0,5

± 0,6 37,0
e
 ± 0,5

± 0,5 31,0
f
 ± 0,3

± 0,5 37,0
e
 ± 0,5

± 0,6 37,0
e
 ± 0,5

± 0,5 31,0
f
 ± 0,3

± 0,5 30,0
f
 ± 0,5

± 0,5 32,0
f
 ± 0,3

ùng một cột vớ

nh AHPND. 

1  2  

Nguyễn Ngọc Phư

ng vi khuẩn V. parahaemolyticus

ng phương pháp PCR 

Kết quả định danh trên môi trư

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

nh AHPND; (-): kế

ng TTH010101001, 2: ch

ng TTH010103002, 5: đối ch

PirA và PirB) gây ho

AHPND/EMS Plasmid Kit trên m

a các chủng vi khu

thí nghiệm 

ng kính vùng hoạt động (mm) (

ộng Tan huy

± 0,5 

± 0,5 

± 0,3 

± 0,5 

± 0,5 

± 0,3 

± 0,5 

± 0,3 

ới các chữ cái khác nhau là sai khác có ý nghĩa v

 3  4 

c Phước, Nguyễn Th

V. parahaemolyticus

ng phương pháp PCR  

nh danh trên môi trư

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus

ết quả âm tính tính 

TTH010101001, 2: chủng TTH010201003, 

i chứng âm. 

gây hoại tử gan t

n máy PCR cầm tay Pockit

ng vi khuẩn V. parahaemolyticus

 in vitro 

ng (mm) (giá trị trung bình 

Tan huyết trên thạch máu c

17,0
g
 ± 0,5 

18,0
g
 ± 0,6 

15,0
h
 ± 0,5 

19,0
g
 ± 0,5 

18,0
g
 ± 0,6 

15,0
h
 ± 0,5 

15,0
h
 ± 0,5 

16,0
h
 ± 0,5 

cái khác nhau là sai khác có ý nghĩa v

4  5 

n Thị Xuân Hồ

V. parahaemolyticus gây b

 

nh danh trên môi trường CHROMagar

V. parahaemolyticus 

V. parahaemolyticus 

V. parahaemolyticus 

V. parahaemolyticus 

V. parahaemolyticus 

V. parahaemolyticus 

V. parahaemolyticus 

V. parahaemolyticus 

âm tính tính - không gây b

ng TTH010201003, 

gan tụy bằng b

m tay Pockit

V. parahaemolyticus

trung bình ± độ lệch chu

ch máu cừu Tan máu tôm

cái khác nhau là sai khác có ý nghĩa v

ồng, Nguyễn Công Chung

gây bệnh hoại t

ng CHROMagar Gây bệnh AHPND

không gây bệnh AHPND

 

ng TTH010201003,  

ng bộ test IQ Plus

m tay Pockit 

V. parahaemolyticus phân l

ch chuẩn) 

Tan máu tôm trên Rose

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

(-) 

cái khác nhau là sai khác có ý nghĩa về m

n Công Chung 
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i tử cấp 

nh AHPND 

+ 

+ 

- 

+ 

+ 

- 

- 

- 

nh AHPND;  

test IQ Plus™ 

phân lập được 

trên Rose- Bengal 

ặt thống kê 
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Vi khu

chuyển chuyên hoá cao nh

tử nhỏ. Đ

trường tự

và giải phóng enzyme ra bên ngoài. 

hai loại enzyme ngo

phân cắt các phân

cho vi khu

ngoại bào này có s

Loại khác là nh

độc lực và có liên quan đ

nhưng bả

gây bệnh đư

loại khác chưa đư

Enzyme đư

gây bệnh tương tác v

nhau của mô kí ch

phần tạo ra đ

phần vào quá trình gây b

mô của ký ch

dịch của ký ch

Một s

geletinase…

của nhiề

Aeromonas…

điểm bệnh lý c

này gây ra (Woo & cs., 2011).

Trong khi đó, kh

một thuộc tính lâu đ

liên hệ 

(chemotaxis) 

gradient c

u độc lực của m
ắng (Litopenaeus va

và di động (B) c

Vi khuẩn đã phát tri

n chuyên hoá cao nh

. Để sử dụng các phân t

ự nhiên của sinh v

i phóng enzyme ra bên ngoài. 

i enzyme ngo

t các phân tử

cho vi khuẩn có thể 

i bào này có sự

i khác là những enzyme ngo

c và có liên quan đ

ản thân chúng r

nh được biết rõ v

i khác chưa đư

Enzyme được sản sinh ra b

nh tương tác v

a mô kí chủ

o ra độc lực. Các enzyme kh

n vào quá trình gây b

a ký chủ hoặc vô hi

a ký chủ (Holder, 2018).

t số enzyme 

geletinase… là những y

ều vi khuẩ

Aeromonas… và liên quan tr

nh lý của nhữ

này gây ra (Woo & cs., 2011).

Trong khi đó, kh

c tính lâu đ

 chặt chẽ

xis) - khả

gradient của một hoá ch

a một số chủng vi khu
Litopenaeus vannamei)

Hình 3. Kh

ng (B) của ch

n đã phát triển các h

n chuyên hoá cao nhằm hấ

ng các phân tử

a sinh vật, vi khu

i phóng enzyme ra bên ngoài. 

i enzyme ngoại bào. Một lo

ử có trọng lư

 hấp thu đư

ự chuyên bi

ng enzyme ngoạ

c và có liên quan đến khả 

n thân chúng rất ít độ

t rõ với hyaluronidase, còn các 

i khác chưa được chứng minh đ

n sinh ra bởi m

nh tương tác với các thành ph

ủ nhiễm bệ

c. Các enzyme kh

n vào quá trình gây bệnh bằng cách phá hu

c vô hiệu hoá các cơ ch

(Holder, 2018). 

 ngoại bào như caseinase, 

ng yếu tố độc l

ẩn gây bệnh như 

à liên quan trực ti

ững bệnh do nhóm vi khu

này gây ra (Woo & cs., 2011). 

Trong khi đó, khả năng di đ

c tính lâu đời của vi khu

ẽ với hoá hư

ả năng định hư

t hoá chất nhấ

ng vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus
) nuôi tại Thừa Thiên Hu

Hình 3. Khả năng s

a chủng vi khu

n các hệ thống v

ấp thu các phân 

ử lớn trong môi 

t, vi khuẩn tổng h

i phóng enzyme ra bên ngoài. Vi khuẩ

t loại dùng cho 

ng lượng lớn để giúp 

p thu được. Các enzyme 

chuyên biệt cơ chất l

ại bào có vai trò 

 năng gây bệ

ộc tính. Vai

i hyaluronidase, còn các 

ng minh đầy đ

i một số vi khu

i các thành phần khác 

ệnh, vì vậy góp 

c. Các enzyme khác vẫn góp 

ng cách phá hu

u hoá các cơ chế mi

i bào như caseinase, 

c lực quan tr

nh như Vi

c tiếp đến đ

nh do nhóm vi khu

năng di động được cho là 

a vi khuẩn. Nó có m

i hoá hướng đ

nh hướng theo 

ất định. Sự 

Vibrio parahaemolyticus
a Thiên Huế 

năng sản sinh caseinase (A) 

ng vi khuẩn V. parahaemolyticus

ng vận 

p thu các phân 

n trong môi 

ng hợp 

ẩn có 

i dùng cho 

giúp 

Các enzyme 

t lớn. 

i bào có vai trò 

ệnh, 

c tính. Vai trò 

i hyaluronidase, còn các 

y đủ. 

vi khuẩn 

n khác 

y góp 

n góp 

ng cách phá huỷ 

miễn 

i bào như caseinase, 

c quan trọng 

Vibio, 

n đặc 

nh do nhóm vi khuẩn 

c cho là 

n. Nó có mối 

ng động 

ng theo 

 kết 

hợp

khu

Tiên mao đóng vai trò như công c

khu

trong giai đo

(Josenhans & Suerbaum, 2002). Các ch

khu

đều có kh

không gây b

bệnh đóng vai trò quan tr

đầu c

của tôm nuôi. 

phospholipase c

AHPND trong nghiên c

chủ

có th

màng t

công vào ký ch

Phospholipase t

dạng c

năng thu

của phospholipid v

như ho

béo. Ho

đượ

bệnh c

vi khu

hội ch

mô trên di

Tuy nhiên cho đ

phospholipase trong đi

đượ

 A  

Vibrio parahaemolyticus gây bệ

n sinh caseinase (A) 

V. parahaemolyticus

p giữa di động và hoá hư

khuẩn phát hi

Tiên mao đóng vai trò như công c

khuẩn tiếp cận và bám vào b

ong giai đoạ

(Josenhans & Suerbaum, 2002). Các ch

khuẩn gây bệnh AHPND trong nghiên c

u có khả năng di đ

không gây bệnh. S

nh đóng vai trò quan tr

u của quá trình gây nhi

a tôm nuôi.  

Bên cạnh đó, kh

phospholipase c

AHPND trong nghiên c

ủng không gây b

có thể liên quan đ

màng tế bào giúp các ch

công vào ký ch

Phospholipase t

ng của các enzyme lipolytic có chung kh

năng thuỷ phân m

a phospholipid v

như hoạt động thu

béo. Hoạt tính phospholipase c

ợc chứng minh có liên quan 

nh của nhiều vi khu

vi khuẩn Gram (+) và Gram (

i chứng bệnh 

mô trên diện r

Tuy nhiên cho đ

phospholipase trong đi

ợc làm rõ. Nhi

ệnh hoại tử gan t

n sinh caseinase (A)  

V. parahaemolyticus TTH010101001

ng và hoá hư

n phát hiện và tiếp c

Tiên mao đóng vai trò như công c

n và bám vào b

ạn đầu của quá trình kí sinh 

(Josenhans & Suerbaum, 2002). Các ch

nh AHPND trong nghiên c

năng di động m

nh. Sự di độ

nh đóng vai trò quan tr

a quá trình gây nhiễ

 

nh đó, kh

phospholipase của các chủng vi khu

AHPND trong nghiên cứu này cũng cao hơn các 

ng không gây bệnh cho th

liên quan đến quá trì

bào giúp các chủ

công vào ký chủ (Istivan & Coloe

Phospholipase tạo thành m

a các enzyme lipolytic có chung kh

phân một hoặc nhi

a phospholipid với phosph

ng thuỷ phân acyl thành các a

t tính phospholipase c

ng minh có liên quan 

u vi khuẩn khác nhau bao g

n Gram (+) và Gram (

nh khác nhau như s

n rộng gây hi

Tuy nhiên cho đến nay, cơ ch

phospholipase trong điều ki

c làm rõ. Nhiều nghiên c

 B  

gan tụy cấp (AHPND) trên

 

TTH010101001 

ng và hoá hướng động cho phép vi 

p cận chất dinh dư

Tiên mao đóng vai trò như công c
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3.4. Khả năng gây bệnh của các chủng  

vi khuẩn phân lập được trong điều kiện  

in vivo 

Sau 14 ngày cảm nhiễm, chủng vi khuẩn 

TTH020201001 (không mang gen gây bệnh hoại 

tử gan tụy cấp) không gây ra tỷ lệ chết ở bất kỳ 

nghiệm thức nào. Tôm không có dấu hiệu bệnh 

lý, sau khi kết thúc thí nghiệm không tái phân 

lập được vi khuẩn V. parahaemolyticus từ khối 

gan tụy của tôm ở các nghiệm thức thí nghiệm 

hay đối chứng. 

Trong khi đó, tỷ lệ chết ở các nghiệm thức 

ngâm chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus 

TTH010101001 (mang gen gây bệnh hoại tử gan 

tụy cấp) phụ thuộc vào nồng độ vi khuẩn đưa 

vào ban đầu và được thể hiện ở hình 5. 

Gây bệnh thực nghiệm bằng phương pháp 

ngâm không gây căng thẳng cho tôm như 

phương pháp tiêm và giống với điều kiện thực 

tế, tuy nhiên diễn biến bệnh lý sẽ chậm hơn 

(Ngoc Phuoc & cs., 2020). Trong nghiên cứu này, 

tôm thể hiện bệnh lý sau 3 ngày cảm nhiễm và 

tỷ lệ chết chấm dứt sau 9 ngày cảm nhiễm. Tôm 

bị bệnh có dấu hiệu bệnh lý điển hình của bệnh 

hoại tử gan tụy cấp như tôm bị mềm vỏ, khối 

gan tụy teo và nhạt màu, ruột không có thức ăn. 

Vi khuẩn tái phân lập từ mẫu gan tụy được 

định danh là V. parahaemolyticus bằng kit API 

20E. Như vậy, kết quả thử nghiệm khả năng 

gây bệnh trên tôm của chủng TTH010101001 

thoã mản định đề Kock về xác định tác nhân 

gây bệnh (Ngoc Phuoc & cs., 2020). Từ kết quả 

số lượng tôm chết ở các thí nghiệm, liều gây  

chết 50% (LD50) của chủng TTH010101001 là 

105 cfu/mL.  

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cứu đã phân lập được 8 chủng vi 

khuẩn V. parahaemolyticus trên mẫu tôm chân 

trắng bị bệnh tại Thừa Thiên Huế. Các chủng vi 

khuẩn phân lập được khá đồng nhất về mặt 

sinh hoá. Có 4/8 chủng V. parahaemolyticus 

mang gen gây bệnh hội chứng gan tụy cấp, các 

chủng này có khả năng di động, hoạt động thuỷ 

phân của các enzyme như caseinase, 

phospholipase, haemolysin mạnh hơn các chủng 

không mang gen gây bệnh. Kết quả gây bệnh 

thực nghiệm cho thấy chủng không mang gen độc 

lực không gây bệnh trên tôm. Trong khi đó, 

chủng mang gen độc lực gây bệnh trên tôm sau 3 

ngày cảm nhiễm với dấu hiệu bệnh lý đặc trưng 

của bệnh hoại tử gan tụy cấp ngoài tự nhiên. Giá 

trị LD50 của chủng V. parahaemolyticus mang 

gen độc lực là 105 cfu/mL.  
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