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ABSTRACT

The study was conducted to evaluate the susceptibility of striped catfish
(Pangasianodon hypophthalmus) to Edwardsiella ictaluri, a causative
agent of Bacillary necrosis disease, at different salinities. Experimental
striped catfish (25 + 0.8 g/fish) were randomly stocked at the density of
20 fish/tank (60L in volume) containing freshwater (Oppt) and constant
aeration. Salinities in experimental tanks (by a group of 18 tanks) were
adjusted to 3, 5, 8, 11 and 14ppt. Seven days after being acclimated to
different salinities, fish were challenged by injecting with E. ictaluri. After
14 days of post challenge, fish in salinities of 11 and 14ppt were more
susceptible to E. ictaluri with significantly higher cumulative mortality
compared to fish in lower salinities (P<0.05). There was no significant
difference among groups exposed to salinities of 0, 3, 5 and 8ppt.

TOM TAT

Thi nghiém duwoc tién hanh d@é danh gid tinh man cam cia cd tra
(Pangasianodon hypophthalmus) véi vi khudn Edwardsiella ictaluri, mgt
tac nhan gdy bénh gan than mu, ¢ cac do man khdac nhau. Ca tra thi
nghiém (25 + 0,8 g/con) dwoc bo tri ngau nhién véi mdt dé 20 con/bé (thé
tich 60 L) chira mieée (Oppt) va suc khi lién tuc. P man trong cdc bé thi
nghiém (gom 18 bé) duoc diéu chinh ¢ 3, 5, 8, 11 va 14 ppt. Cd duwoc
thudn dwdng 7 ngay dé thich nghi véi cdc dé man khac nhau, sau dé dwoc
gdy cam nhiém bang phirong phdp tiém liéu LDso véi vi khudn E. ictaluri.
Sau 14 ngay cam nhiém, ci 6 @6 man 11 va 14 ppt dé man cam véi vi
khudn E. ictaluri va cé 1y 1é chét tich lity cao hon ¢é ¥ nghia so véi cd ¢
cde d¢ man thap hon (P <0,05). Khéng c6 s khdc biét dang ké gitta cac
nhom cda thi nghiém o 0, 3, 5 va Sppt.

Trich dan: Ta Cam Tu, Truong Quédc Phu va bang Thi Hoang Oanh, 202Q. Anh hudng cta d man 1én sy
man cam cua cé tra (Pangasianodon hypophthalmus) véi vi khuan Edwardsiella ictaluri. Tap chi
Khoa hoc Truong Pai hoc Can Tho. 56(S6 chuyén dé: Thiy san)(1): 45-51.

1 GIOI THIEU

T ndm 2000, ca tra da tr¢ thanh mét trong
nhimg doi trong nudi chu luc ¢ nudc ta. Bang cach
ap dung nhiing tién bo vé khoa hoc va ky thuat vao

thuc té san xuat, san lugng c4 tra da khong ngimng
duogc nang 1én va dat gia tri xuat khau 1a 1,4 ti USD
vao nam 2010 (De Silva and Phuong, 2011). Tuy
nhién, nhitng nim gan day nghé nudi ca tra da phai
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d6i mat voi khong it khé khan nhu con gidng kém
chat lwong, méi trudng suy thoai, bénh xay ra nhiéu
lam anh huong khong nho dén san lwong nudi.
Trong sb nhitng mam bénh nguy hiém thuong gap o
¢4 tra nudi, vi khuan Edwardsiella ictaluri gay bénh
gan than mu 1a mét trong nhitng tac nhan dang chu
¥ nhat. Bénh xay ra quanh ndm ¢ tat ca cac Ita tudi
clia ca (Pang Thi Hoang Oanh va Nguyén Thanh
Phuong, 2009). Bénh do E. ictaluri da gay thiét hai
rat I6n cho nganh cong nghiép nudi ca da tron & My
va Trung Qudc (Arias et al., 2003; Ye et al., 2009).
Vao cubi nam 1998, Viét Nam lan dau tién phat hién
vi khuan E. ictaluri gy bénh cé tra vao nim 1998
(Ferguson et al., 2001), ti Ié c4 tra chét do bénh nay
c6 thé 1én dén 60-80% (Crumlish et al., 2002).

Trong nhitng nim gan déy, tac dong cua bién doi
khi hau, xAm nhap man da gy anh huong dén san
XUit nong nghiép (trong d6 c6 nudi trong thiy san)
o nudc ta. Viét Nam duoc dy bao la mot trong nam
nuéc bi anh huong nang né nhat do myc nudc bién
dang (Dasgupta et al., 2007). Vi tinh trang bién ddi
khi hdu va xam nhap man kéo dai, da c6 khong it
nhitng nghién ctu vé sy anh huéng cua dé man tac
dong 1én dbi twgng nudi thuy san, tuy nhién nghién
cttu sy anh huéng cia do man dén bénh thay san
nhét 1a bénh gan than mu & ca tra con han ché. Trong
nghién ciru nay, két qua vé anh huong cia d6 man
lén sy man cam cua ca tra (Pangasianodon
hypophthalmus) cam nhiém vi khuan E. ictaluri
dugc trinh bay nham bd sung thong tin 1am co s&
khoa hoc cho viéc quan ly bénh trong nuoi ca tra.

2 PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1 Hé thong thi nghiém

Thi nghiém dugc thyc hién tai trai thuc nghiém,
B6 moén Bénh hoc Thuy san, Khoa Thuy san,
Truong Pai hoc Can Tho. Ca duoc bé tri trong bé
nhya c6 thé tich 60 L. Cac bé nhya dwoc rira sach va
khir tring bang chlorine rdi phoi khé trudc khi sir
dung. Ngudn nuéc sir dung 12 nude may dung trong
sinh hoat va syc khi lién tuc trong sudt qua trinh thi
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nghiém. Cac dung cu dugc khfr trang bang chlorine
(200 ppm) trude va sau khi két thuc thi nghiém.

2.2 C thi nghiém

Cé tra dugc chon lam thi nghiém c6 trong luong
25 + 0,8g/con va duoc nudi dudng trong bé co thé
tich 1m3, ¢4 khoe, mau sic twoi sang, phan tng linh
hoat. Trugc khi tién hanh bé tri thi nghiém, 10 con
ca duoc chon ngiu nhién kiém dé tra ky sinh tring
va phén 1ap vi khuan tir than dé xac dinh c4 khong
nhiém hai loai mam bénh nay.

2.3 Chuén bi vi khuin va giy cam nhiém

Chung E. ictaluri CAF258 thudc b suu tap cua
Khoa Thuy san, truong Pai hoc Can Tho dwoc sir
dung dé gay cam nhidm. Vi khuan duoc phuc hoi
trén moi truong tryptic soya agar (TSA, Merck) va
gitr ¢ 28 °C trong 24- 48 gio, sau do quan sat mau
sc, hinh thai khuan lac va nhuém Gram dé xac dinh
tinh thuan. Vi khuan dugc nudi trong moi truong
tryptic soya broth (TSB, Merck) trén may lac véi toc
do 150 vong/phut trong 24-48 gio. Sau do, cho
huyén dich vi khuan vao 6ng eppendorf tiét trung va
ly tam 7500 vong/phut trong 5 phat. Sau khi ly tam,
phan méi trurong dwoc loai bo va vi khuan duoc rira
3 lan bang nudc mudi sinh 1y (0,85% NaCl) tiét
trung. M4t do vi khuan duoc xac dinh bang may so
mau quang phé & busc song 610 nm két hop véi
phuong phap dém s khuan lac trén méi truong
TSA.

2.4 BO tri va theo di thi nghiém

Thi nghiém cam nhiém thim do liéu gy chét
50% (LDso) c4 thi nghi¢m

Thi nghiém duoc b tri hoan toan ngau nhién (s6
lwong 10 con/bé va dé vai ngay cho ca quen véi moi
truong trong bé) véi 6 nghiém thirc cam nhidm vi
khuan E. ictaluri v&i mat do vi khuén khi tiém tur
102-107 CFU/con va nghiém thic dbi chimg tiém
nuéc mudi sinh 1y (0,85% NaCl) (Hinh 1). C4 dugc
gdy cam nhiém bang cach tiém (0,1 ml/con) & goc
Vi nguc.
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Hinh 1: So d b tri thi nghiém thim do liéu LDso

Sau khi tiém vi khuén, biéu hién cua ca duoc
theo dai trong 14 ngay. Nhiing ca 1o do, boi 161 kém
linh hoat duoc thu dé giai phau quan sat diu hiéu
bénh ly déc trung cta bénh gan than ma. Gia tri LDsg
duoc xac dinh theo cong thirc ciia Reed va Muench
(1938): LDso= 10*P9 (Trong do: p.d = (L%-50/L%-
H%); a: s liiy thira ma tai d6 vi khuan gay chét ca
thip nhit nhung trén 50%; H%: ty Ié ca chét cao
nhat nhung dudi 50%:; L%: ty 18 c4 chét thap nhat
nhung trén 50%). Liéu LDso duoc st dung dé giy
cam nhiém & thi nghiém danh gia anh huéng ciia do
man 1én sy man cam cua ca tra véi vi khuan E.
ictaluri gay bénh gan than mu.

Thi nghiém xac dinh anh hwéng cia d§ man
1én sw man cam cua ca tra véi vi khuan E. ictaluri
gay bénh gan than mi

Cé duoc b tri ngau nhién vao bé 60 L véi mat
d6 20 con/bé, sau d6 tién hanh thudn d6 man bang
cach tang 2%o/bé/ngay cho toi khi dat cac do man
cua thi nghiém. Téng céng c6 6 nghiém thac véi 3
1an Iap lai, trong d6 c6 1 nghiém thirc dbi ching 1a
0%o va 5 nghiém thirc bé tri ca trong bé voi cac do
man lan luot 1 3%o, 5%o, 8%o, 11%o va 14%,. Ca sau
khi thuan d6 man ca dugc gay cam nhidm vi khuan
E. ictaluri voi liéu LDso va theo ddi trong 14 ngay.

Céc chi tiéu theo ddi sau cam nhiém gom co: (1)
ghi nhan cac hoat dong cua ca va sb ca chét; (2) mod
kham, quan st va ghi nhan diu hiéu bénh bén ngoai
va bén trong co thé cua nhitng con ¢6 biéu hién bénh
Iy; (3) tai phan 1ap vi khuan cam nhidm trén moi
truong TSA bang cach chon ngiu nhién 1 con cé
bénh/bé, sau d6 nhuom Gram xac dinh tinh thuén va
dinh danh bang phuwong phap PCR bing doan mdi
dac hiéu cua vi khuan E. ictaluri.
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2.5 Phuwong phép tai phin lap va tii dinh
danh vi khuan

Tai phén 1ap vi khuan

Quan sat va ghi nhan dau hiéu bénh 1y bén ngoai.
Dung kéo tiét trung giai phau c4, quan sat va ghi
nhan dau hiéu bénh 1y bén trong. Dung dao tiét tring
rach 1 dudng nho & than sau, dat que cy tiét tring
vao noi vira rach, xoay nhe dé ldy mau bénh pham
va cy trén moi truong TSA. Dia cdy duoc dé o
28°C, sau 24-48 gio ghi nhan mau sic, hinh dang
khu‘én lac va tién hanh tich rong dén khi dat dia cay
thuan.

Phwong phap PCR phat hién E. ictaluri

Phuong phap chiét tach DNA: Vi khuan dugc
nudi tang sinh (48 gio ¢ 28°C) trong 5 ml moi
truong TSB sau d6 chuyén 750 pl dung dich vi
khuan sang 6ng eppendorf mai va cho vao 50 pl
dung dich TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH
8.0). Hon hop duge dun néng & 95°C trong 15 phut
rdi duoc 1am lanh nhanh. Ly tdm 2 phit véi van tbc
14.000 vong/phit dé tach dung dich DNA va bao
quan ¢ -20°C cho dén khi sir dung.

Phat hién E.ictaluri bang phwong phap PCR:
Qui trinh PCR phat hién E. ictaluri dugc thuc hién
dua theo qui trinh cua Panangala et al. (2007) (co
diéu chinh theo Dang Thi Hoang Oanh va Nguyén
Trac Phuong, 2010) gom 1X dung dich dém 5X;
1,5mM MgCly; 200 uM dNTPs; 2,5U1 TagDNA
polymerase; 0,4 uM mdi xuéi (EiFd-1); 0,4 uM mdi
nguoc (EiRs-1) va mau DNA chiét tach tir vi khuan
E. ictaluri. Diéu kién phan tng: 95°C trong 4 phut,
sau d6 thuc hién 95°C trong 30 gidy, 55°C trong 45
gidy, 72°C trong 30 gidy. Lap lai chu ky trong 30
1an, cudi cung 72°trong 10 phut.
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bién di va doc két qua: San pham PCR duoc
dién di trén gel 1% agarose (Promega, M¥) trong
dung dich dém TAE 0,5X (10 mM Tris; 5 mM
acetate; 0,1 mM EDTA). Két qua dién di dugc ghi
nhan bang ban doc UV. Cin cir vao thang DNA
chuan dé xac dinh trong lugng phan tir. San pham
khuéch dai dac hiéu véi DNA cua vi khuan E.
ictaluri 1a 407 bp.

2.6 Phwong phap xir 1y s liéu

Su khac biét vé ti 1¢ chét tich liy giita cac
nghiém thic thi nghiém dwoc xir 1y thong ké
ANOVA 1 nhan t6 (6 mic y nghia P<0,05) bang
phan mém SPSS 16.
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3 KET QUA VA THAO LUAN
3.1 Liéu gy chét50% (LDso) ca thi
nghiém

Cé cam nhiém c6 d4u hiéu bénh 1y dic trung cua
bénh gan than ma (Hinh 4C va 4D). Sau ba ngay
cam nhiém ca bat dau chét & nghiém thic tiém 107
CFU/con, sém nhit so véi cac nghiém thirc con lai
(Hinh 2). O nghiém thic tiém 10° CFU/con cé bat
dau chét vao ngay thir 4, nghiém thirc tiém 10%
CFU/con vao ngay thit 7 va nghiém thirc tiém 10°
CFU/con vao ngay thtr 8 sau cam nhiém.
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Hinh 2: Biéu db ti ¢ ca chét tich liiy cia cac nghiém thirc sau 14 ngay cam nhiém

Sau 14 ngay cam nhiém, ti I& chét tich Iy & cac
nghiém thirc tiém 104, 10°, 10° va 107 CFU/con lan
luot 1a 20%, 30%, 80% va 100%, cac nghiém thic
con lai va nghiém thire d6i chimg tiém nudc mudi
thi khong c6 ca chét trong sudt qua trinh tién hanh
thi nghiém. Gia tri LDsp x4c dinh dwoc 1a 4,5 x 10°
CFU/ml. Bing Thi Hoang Oanh va Nguyén Thanh
Phuong (2009) xac dinh gia tri LDsy cia chung vi
khuan E. ictaluri CAF-06-02 va CAF-06-03 & ca tra
1a 1,4 x 10° CFU/ml va 0,54 x 10° CFU/ml.

3.2 Anh hwéng cia d min 1én sy man cam
ciia ¢4 tra véi vi khuén E. ictaluri

Thuén héa dé min
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D6 man trong bé thi nghiém duoc thuan héa cho
c4 bang cach ting 2%o mdi ngay cho dén khi dat
duoc do man cin thi nghiém, day dugc xem la cach
thuan hoa d6 man 1y tuéng cho c4 vi it lam anh
hudng dén sic khoe ca (Nguyén Chi Lam, 2010).
Sau thoi gian thuan do méan va nudi dudng ca trong
bay ngay, thi ghi nhan khong co ca chét & tit ca cac
nghiém thtc.

Thoi diém xuat hién bénh va ti 1§ chét tich liy

Sau 14 ngay thi nghiém, tit ca cac nghiém thirc
cam nhiém vi khuan déu ghi nhan c6 ca chét va co
dau hiéu bénh 1y dic trung ciia bénh gan than mu.
Thoi gian xuét hién bénh va ti 18 ca chét khac nhau
& cac nghiém thac (Hinh 3 va Bang 1).
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Hinh 3: Biéu db ti ¢ ca chét tich liiy (%) sau 14 ngay cam nhiém vi khuin E. ictaluri

Sau 14 ngay cam nhiém, ti 1¢ chét tich liy ¢
nghiém thirc c6 do man 0% 1a 51,7+5,8% thap nhat
S0 V&i cac nghiém thirc ¢6 d6 min cao hon (dao
dong tir 65,0+5,0 dén 91,7+2,9%). C4 & hai nghiém
thire d6 man 11%o va 14%o co ti 18 chét tich liy cao
(88,3+2,9% va 91,7+2,9%) va khac biét vé ti Ié ca
chét giita hai d6 man nay khong c6 ¥ nghia théng ké
(P>0,05) nhung khac biét c6 ¥ nghia théng ké véi
cac nghiém thic con lai (P<0,05).

Bang 1: Ti lé ca chét tich liy (%) caa cac nghigm
thirc sau 14 ngay cam nhiém

Ti 18 ca chét tich liy (%)

Nghiém thirc

Do man 0%eo 51,7+5,82
D6 min 3%o 65,0+5,02
Do man 5%o 70,0+0,12
D6 min 8%o 76,7+5,82
D06 man 11%o 83,3+2,9°
D06 man 14%o 91,7+2,9°

ab: sé liu trong cung mot Cot ¢d ky tu khdc nhau thé
hién su khac biét co y nghia thong ké (P<0,05)

Nhitng nghién ctru dugc thuc hién trudc day cho
thiy 6 man c6 anh hudng dén cac chi tiéu sinh 1y,
sinh héa, toc do tang truong, ti 1¢ séng va kha ning
didu hoa 4p suit tham thau (ASTT) cua ca tra.
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Huong et al. (2008), nghién cuu vé d6 man anh
huong 1én su diéu hoa ion cua c4 tra cho biét diém
dang truong cua ca la 12%o, ca khong thé diéu hoa
ASTT & d6 man >18%o va ca s& chét & d6 man 21%o.
Ca s& diéu hoa Na*, K* va CI" 6n dinh theo thoi gian
va ting theo sy gia ting cua do man. Nguyén Loan
Thao (2013) cho rang ca giam ti 1¢ song dang ké khi
d6 man tang hon 14%o. va sy tang trudéng giam ro rét
S0 VGi mdi trudng nuéc co6 do man thip hon. Theo
Schmitz et al. (2016), d6 man kich thich mot s6 chirc
nang mién dich & ca tra nhung viéc tiép xuc 1au dai
Vi tinh trang ting tham thiu qua muc s& dan dén
phan tng viém qua mirc trong qué trinh nhiém vi
khuan va gay chét ca.
3.3 Diu hiéu bénh ly

Sau 3 ngay cam nhidm véi vi khuan E. ictaluri,
quan sat va ghi nhan dugc cé boi 16 do, nguaa bung
trén mat nude sau d6 chét va chim xudng day. Bén
ngoai co thé ca c6 nhitng biéu hién nhur mang nhat
mau, hau mén sung, xuat huyét & cac gdc vi va hau
mon (Hinh 4A va 4B). Tién hanh gidl phdu cé thi
thay trén gan, than, ty tang c6 nhiéu dém tron, nho,
mau tring duc, gan c6 mau sac nhot nhat, than sung,
c6 dich long trong xoang ndi quan (Hinh 4C va 4D).
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Hinh 4: D4u hi¢u bénh Iy bén ngoai va bén trong ciia ca cam nhiém

Tdp 56, S6 chuyén dé: Thuy san (2020)(1): 45-51

(A): xudt huyét & cdc goc vi; (B): xudt huyét ¢ hdu mén; (C): dém trdng & trén thin va 6 tang, chira xudt hién trén gan

(miii tén); (D): dom trdng trén gan, thdn, i tang (mili tén).

D4u hiéu bénh 1y ciia ca gy cam nhidm vi khuan
E. ictaluri giéng nhu dau hiéu bénh 1y ciia ca nhiém
vi khuan E. ictaluri ngoai tu nhién (Ferguson et al.,
2001) va ca gay cam nhiém vi khuin E. ictaluri
trong diéu kién phong thi nghiém cua Dang Thi
Hoang Oanh va Nguyén Thanh Phuong (2009).

3.4 Taiphan lap va dinh danh vi khuin tir
ca cam nhiém

Vi khuan tai phan 14p tir than ca bénh phat trién
trén moi truong TSA sau 36 gio ¢ nhiét 46 28°C co

L.

khuin lac mau tring duc, tron, 15i, kich thudc
khoang 1,5 mm. Vi khuin Gram am, hinh que,
dwong tinh v6i cap mdi dic hiéu cua vi khuan E.
ictaluri (Hinh 5).

Dic diém nay giéng véi mo ta cua nhiéu tac gia
khi phan 1ap vi khuan E. ictaluri gay bénh ¢ c4 tra
(Crumlish et al., 2002; Pang Thi Hoang Oanh va
Nguyén Trac Phuong, 2010).

Hinh 5: Vi khuén E. ictaluri tai phan 14p tir than ca cam nhiém

(A) Khudn lac trén méi trrong TSA (sau 48 gio), (B) Vi khudn Gram dm, hinh que (100X), (C) gen dac hiéu cua E.

ictaluri ¢ vi khudn tdi phdn Iap tir thdn cd cam nhiém.

4 KET LUAN

Do man c6 anh hudéng dén sy man cam cua ca
tra (co 25 + 0,8g/con) véi vi khuan E. ictaluri gy

bénh gan than mu, & d&6 man 11%. va 14%o cé tra dé
mac bénh va chét vai ti 1€ cao. Anh hudng cua do
man két hop vai mot so chi ti€éu moi truong khac



Tap chi Khoa hoc Trirong Pai hoc Can Tho

nhu pH va nhiét do 1én sy man cam cua cé tra vdi Vi
khuan E. ictaluri can duoc tiép tuc nghién cuu.
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Dé tai dugc tai trg boi Dy an Hop tac Ky thuat
“Tang cuong nang lyc truong Dai hoc Can Tho
thanh truong XUét sic vé dao tao, nghién ctru khoa
hoc va chuyen giao céng nghé” cia Co quan Hop
tac Quéc té Nhat Ban (JICA).
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