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TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện với mục tiêu xác định các đặc điểm bệnh học 

cảm nhiễm kép (coinfection/super infection/concurrent infection/dual infection 

hay mixed infection) và cơ chế đa kháng thuốc của 2 loài vi khuẩn 

Edwardsiella ictaluri và Aeromonas hydrophila gây bệnh trên cá tra nuôi thâm 

canh ở Đồng bằng sông Cửu Long (ĐBSCL). Bằng các kỹ thuật sinh hóa 

truyền thống (bao gồm bộ kít API 20E) và sinh học phân tử (PCR và giải trình 

tự gen), đề tài đã phân lập và định danh được 141 chủng vi khuẩn (gồm 67 

chủng vi khuẩn E. ictaluri và 74 chủng vi khuẩn A. hydrophila) từ các mẫu cá 

tra bệnh gan thận mủ (GTM) và bệnh xuất huyết (XH). Trong số các chủng vi 

khuẩn phân lập được thì có 22/67 (chiếm 32,84%) chủng E. ictaluri và 22/74 

(chiếm 29,73%) chủng A. hydrophila có nguồn gốc từ cá tra nhiễm kép 2 loại 

bệnh này. Kết quả giải trình tự gen cho thấy các chủng vi khuẩn E. ictaluri và 

A. hydrophila phân lập có tỷ lệ tương đồng với các chủng vi khuẩn E. ictaluri 

và A. hydrophila trên ngân hàng GenBank dao động từ 99-100% và 98-100%. 

 Kết quả thí nghiệm xác định độc lực và khả năng gây bệnh của các chủng 

vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila với mật số tiêm vi khuẩn từ 102 đến 106 

CFU/cá cho thấy cá tra sau khi cảm nhiễm có dấu hiệu biểu hiện bệnh đặc 

trưng của 2 loài vi khuẩn. Các đốm trắng nhỏ li ti xuất hiện trên các cơ quan 

như gan, thận và tỳ tạng của cá tra cảm nhiễm với vi khuẩn E. ictaluri; trong 

khi đó các dấu hiệu của bệnh XH do vi khuẩn A. hydrophila gồm mắt lồi, các 

đốm XH xuất hiện quanh các vây, miệng, hậu môn và trong xoang bụng cá 

bệnh thường có dịch màu hồng. Qua kết quả thí nghiệm cũng đã xác định 

được độc lực và liều gây chết LD50 của 4 chủng vi khuẩn E. ictaluri 1ED3, 

3ED3, 8ED3 và 10ED3 lần lượt là 1,58x104, 1,23x105, 1,67x104 và 1,19x105 

CFU/mL, trong khi độc lực và liều gây chết LD50 của 4 chủng vi khuẩn A. 

hydrophila 1A3, 2A3, 4A3 và 5A3 lần lượt là 1,47x104, 2,37x103, 1,29x103 và 

1,52 x104 CFU/mL.  

 Hai chủng 1ED3 và 4A3 có độc lực cao nhất trong thí nghiệm trên được 

chọn gây cảm nhiễm kép trên cá tra bằng phương pháp ngâm và tiêm. Kết quả 

thí nghiệm cho thấy việc cảm nhiễm kết hợp 2 chủng vi khuẩn này đã làm gia 

tăng độc lực gây bệnh của vi khuẩn. Bệnh bộc phát mạnh với tỷ lệ cá chết ở 

các nghiệm thức (NT) nhiễm kép (tỷ lệ cá chết tích lũy dao động từ 80% đến 

93,33%) cao hơn có ý nghĩa thống kê (P< 0,05) so với phương pháp cảm 

nhiễm đơn. Thời gian vi khuẩn gây cá chết trong NT ngâm kép là 12 giờ, sớm 

hơn so với NT ngâm đơn 2 chủng 1ED3 và 4A3 lần lượt là 96 giờ và 36 giờ. 

Cá nhiễm kép trong nghiên cứu có các dấu hiệu bệnh tương tự với các dấu 

hiệu bệnh của cá nhiễm kép ngoài tự nhiên và chủ yếu là các dấu hiệu kết hợp 

của 2 loại bệnh này. Cá nhiễm kép thường có các dấu hiệu như mắt lồi, các 

đốm XH xuất hiện quanh các vây, miệng, hậu môn, dịch màu hồng trong 

xoang bụng và các đốm trắng nhỏ li ti xuất hiện trên các cơ quan như gan, thận 
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và tỳ tạng. Ngoài ra, kết quả nhuộm Haematoxylin và Eosin (H&E) cho thấy 

có sự biến đổi cấu trúc tế bào và vùng mô của các cơ quan như gan, thận và tỳ 

tạng với các hiện tượng thường xuất hiện như sung huyết, XH và hoại tử mất 

cấu trúc. Tuy nhiên, cấu trúc tế bào và vùng mô ở các mẫu da-cơ và mang của 

cá nhiễm kép không hoặc ít bị biến đổi trong thời gian theo dõi thí nghiệm.    

Kết quả thực hiện kháng sinh đồ trên 67 chủng E. ictaluri và 74 chủng A. 

hydrophila cho thấy vi khuẩn E. ictaluri đã kháng hầu hết các kháng sinh với 

tỷ lệ cao như chloramphenicol (94,03%), florfenicol (94,03%), tetracycline 

(92,54%), streptomycin (74,63%), enrofloxacin (71,64%), gentamicin 

(46,27%) và norfloxacin (46,27%). Trong khi đó, vi khuẩn A. hydrophila 

kháng hoàn toàn và kháng cao với với các kháng sinh như ampicillin (100%), 

amoxicillin (100%), cefalexin (100%), tetracycline (90,54%), florfenicol 

(60,81%) và neomycin (54,05%). Đặc biệt, qua kết quả nghiên cứu cho thấy 

tất cả các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila phân lập được đều thể 

hiện tính đa kháng với nhiều loại thuốc kháng sinh. Ngoài ra, kết quả luận án 

cũng cho thấy các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila trong nghiên 

cứu thường xuyên tiếp xúc với kháng sinh trong môi trường nuôi cá tra với chỉ 

số đa kháng (MAR) ở các địa điểm thu mẫu đều lớn hơn 0,2.  

Nghiên cứu đã xác định các yếu tố di truyền liên quan đến cơ chế đa 

kháng thuốc của vi khuẩn như sự hiện diện của các integron nhóm 1 ở 2 loài vi 

khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri với tỷ lệ lần lượt là 51,35% và 35,82%. Sử 

dụng kỹ thuật PCR và giải trình tự gen, luận án đã xác định nhiều vùng gen 

cassette mã hóa cho các enzyme dihydrofolate reductase, aminoglycoside 

adenyltransferase, aminoglycoside N(6')-acetyltransferase và β-lactamase 

kháng lại nhiều loại kháng sinh khác nhau ở 2 loài vi khuẩn A. hydrophila và 

E. ictaluri. Ngoài ra, sự hiện diện của các gen kháng tetracyline như tetA, 

tetB,, tetC, tetG, tetK và tetS đã được phát hiện ở 2 loài vi khuẩn A. 

hydrophila và E. ictaluri với tỷ lệ lần lượt là 82,5%, 8,75%, 31,25%, 33,75%, 

8,75% và 7,5%; trong khi tần số xuất hiện các gen kháng florfenicol là 72,5% 

và 87,5%. Bên cạnh đó, kết quả nghiên cứu cho thấy vi khuẩn A. hydrophila 

và E. ictaluri có khả năng truyền gen kháng thuốc của chúng sang vi khuẩn E. 

coli trong môi trường ao nuôi cá tra. Tuy nhiên, giữa các chủng vi khuẩn A. 

hydrophila và E. ictaluri không có khả năng tiếp hợp và truyền gen kháng 

thuốc cho nhau.     

Từ khóa: Aeromonas hydrophila, cá tra, Edwardsiella ictaluri, integron, sự 

kháng thuốc.  
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SUMMARY 

 This study was carried out to determine the experimentally pathological 

characteristics of coinfected fish and identify the molecular elements related to 

mechanism of multiple antimicrobial resistance in E. ictaluri and A. 

hydrophila cause diseases on intensively cultured striped catfish in the 

Mekong Delta. By using conventional biochemical tests (including the API 

20E identification kit) and molecular biology techniques (PCR and gene 

sequencing), total of 141 strains of E. ictaluri and A. hydrophila from bacillary 

necrosis of Pangasius and hemorrhagic infected fish samples were isolated 

and identified. In which, there were 67 E. ictaluri and 74 A. hydrophila strains. 

Among these, there were 22/67 (32.84%) strains of E. ictaluri and 22/74 

(29.73%) strains of A. hydrophila recovered from fish samples infected by 

both diseases. The gene sequencing results showed that the similarity of 

isolated bacterial sequence with the reference sequences in the GenBank 

ranged from 99 to 100% for E. ictaluri and from 98 to 100% for A. hydrophila 

strains. 

The virulence and pathogenicity of E. ictaluri and A. hydrophila strains 

were evaluated by intraperitoneal injection with 0.1 mL/fish at bacterial 

densities from 102 to 106 CFU/fish. The results showed that the moribund fish 

displayed typical clinical signs of single bacterial infection. Tiny white spots 

appeared on internal organs such as livers, kidneys and spleens of fish exposed 

to E. ictaluri. Meanwhile, the exophthalmic eyes and petechial spots appeared 

around the fins, mouth, anus and pinkish fluid in abdominal cavity were also 

recorded in hemorrhagic disease infected fish by A. hydrophila. The virulence 

and LD50 values of four strains of E. ictaluri (1ED3, 3ED3, 8ED3 and 10ED3) 

were 1.58x104, 1.23x105, 1.67x104, and 1.19x105 CFU/mL, respectively; while 

the virulence and LD50 values of four strains of A. hydrophila (1A3, 2A3, 4A3 

and 5A3) were 1.47x104, 2.37x103, 1.29x103 and 1.52x104 CFU/mL, 

respectively.  

 Two isolates (1ED3 and 4A3) with the highest virulence were chosen to 

conduct coinfection experiments by immersion and injection methods. The 

results indicated that concurrent infection of two bacterial species significantly 

increased the virulence of bacteria, compared to single bacterial infection. 

Severe disease outbreak with high mortality was also observed in dual-

infection experiment (cumulative mortality percentage in concurrent infection 

test ranged from 80% to 93.33%), which were statistically significantly higher 

than single injection. The duration that caused fish mortality in the mixed 

infection test using immersion method was 12 hours which was shorter than 

single infection by separate immersion of 1ED3 (96 hours) and 4A3 (36 

hours). The clinical and gross signs of experimentally co-infected fish were 

similar to those of natural co-infected fish. The typical signs of diseased fish 

included bulging eyes, petechial hemorrhages around the fins, mouth, anus, 
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and pinkish fluid in abdominal cavity and tiny white spots in the internal 

organs such as livers, kidneys, and spleens. Additionally, Haematoxylin and 

Eosin (H&E) staining results also showed histopathological changes in tissues 

of organs such as the livers, kidneys and spleens with the phenomenon of 

congestion, hemorrhage and structural lose necrosis. However, the structural 

changes strongly took place in the liver, kidney and spleen tissues, whereas 

muscles-skins and gills of infected fish were significantly not or less affected 

through the whole experiment. 

The antimicrobial susceptibility testing results of 67 strains of E. ictaluri 

and 74 strains of A. hydrophila displayed that most of E. ictaluri strains were 

relatively highly resistant to chloramphenicol (94.03%), florfenicol (94.03%), 

tetracycline (92.54%), streptomycin (74.63%), enrofloxacin (71.64%), 

gentamicin (46.27%) and norfloxacin (46.27%). Meanwhile, A. hydrophila 

was relatively high resistant to tetracycline (90.54%), florfenicol (60.81%) and 

neomycin (54.05%) and completely resistant to ampicillin, amoxicillin, 

cefalexin and trimethoprim/sulfamethoxazole. Particularly, all of two bacterial 

strains in this study expressed multiple drug resistance. Besides, this research 

found that the bacterial strains frequently exposed to antibiotics had the MAR 

index (multiple antibiotic resistance) greater than 0.2 in all sampling sites. 

This study detected genetic elements related to the mechanisms of multi-

drug resistance of E. ictaluri and A. hydrophila such as the presence of class 1 

integrons with the ratio of 51.35% and 35.82%, respectively. Using PCR 

technique and gene sequencing, the study identified many different gene 

cassette regions encoding to dihydrofolate reductase, aminoglycoside 

adenyltransferase, aminoglycoside N(6')-acetyltransferase and β-lactamase 

enzymes resistant to different antibiotics in both bacterial species. 

Furthermore, this research found the presence of tetracycline resistance genes 

such as tetA, tetB, tetC, tetG, tetK and tetS of two bacterial species with the 

ratio of 82.5%, 8.75%, 31.25%, 33.75%, 8.75% and 7.5%, respectively; while 

the frequency of occurrence of florfenicol resistance gene in A. hydrophila and 

E. ictaluri was 72.5% and 87.5%, respectively. Besides, this study 

demonstrated that A. hydrophila and E. ictaluri strains were capable of 

transferring their resistance genes into E. coli collected from catfish aquatic 

environment. However, conjugation and transferability of drug resistance 

genes between A. hydrophila and E. ictaluri were not found in this research.  

Keywords: Aeromonas hydrophila, antibiotic resistance, Edwardsiella 

ictaluri, integron, striped catfish. 
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Chương I. GIỚI THIỆU 

1.1 Tính cấp thiết của luận án 

Cá tra (Pangasianodon hypophthalmus) là 1 trong những loài cá da trơn 

nước ngọt có giá trị kinh tế cao được nuôi phổ biến ở ĐBSCL (Phan et al., 

2009). Tuy nhiên, trong những năm gần đây, việc sản xuất và tiêu thụ cá tra 

đang phải đối mặt với nhiều khó khăn và thách thức do giá cả bấp bênh, thị 

trường xuất khẩu không ổn định và việc thâm canh hóa với mật số nuôi cao đã 

làm cho bệnh trên cá xảy ra thường xuyên hơn (Dung et al., 2008; Le and 

Cheong, 2010). Nhiều tác nhân gây bệnh (chủ yếu là các bệnh do vi khuẩn và 

ký sinh trùng (KST) xuất hiện trên cá tra nuôi ở ĐBSCL đã được báo cáo 

(Crumlish et al., 2002; Dung et al., 2008; Nguyễn Thị Thu Hằng và ctv., 2008; 

Ly et al., 2009; Nguyễn Thị Thu Hằng và Đặng Thị Hoàng Oanh, 2012; Từ 

Thanh Dung và ctv., 2012). Đặc biệt, các kết quả nghiên cứu gần đây đã xác 

định 2 loài vi khuẩn gây bệnh phổ biến và gây thiệt hại lớn cho nghề nuôi cá 

tra là bệnh GTM do vi khuẩn E. ictaluri (Crumlish et al., 2002; Từ Thanh 

Dung và ctv., 2004) và bệnh XH do vi khuẩn A. hydrophila (Ly et al., 2009; 

Crumlish et al., 2010). Đây là 2 bệnh có thể xảy ra trên cá tra ở tất cả các giai 

đoạn nuôi với tỷ lệ hao hụt có thể lên đến 90% (Từ Thanh Dung và ctv., 2015).  

 Cho đến nay, kháng sinh vẫn là giải pháp chủ yếu để kiểm soát 2 bệnh 

này. Tuy nhiên, việc sử dụng quá nhiều thuốc kháng sinh (Nguyễn Chính, 

2005; Nguyễn Quốc Thịnh và ctv., 2014; Phu et al., 2015) là 1 thách thức 

không nhỏ đang đặt ra cho nghề nuôi cá tra ở ĐBSCL do nhiều báo cáo cho 

thấy việc tồn dư của kháng sinh trong thực phẩm và vấn đề kháng thuốc của vi 

khuẩn (Cabello, 2006; Sarter et al., 2007; Akinbowale et al., 2007). Các 

nghiên cứu gần đây cho thấy 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila gây 

bệnh trên cá tra đã kháng với nhiều loại kháng sinh sử dụng trong nuôi trồng 

thủy sản (NTTS) (Crumlish et al., 2002; Dung et al., 2008; Từ Thanh Dung và 

ctv., 2010). Ngoài ra, vi khuẩn kháng thuốc có thể là nguồn để truyền và phát 

tán các gen kháng thuốc của chúng cho các loài vi khuẩn khác (van Elsas and 

Bailey, 2002; Heuer et al., 2009; Aminov, 2011; Marshall and Levy, 2011; 

Van Meervenne et al., 2012), đặc biệt là các loài vi khuẩn có tiềm năng, nguy 

cơ gây bệnh cho con người như vi khuẩn Escherichia coli, Aeromonas sp. và 

Pseudomonas sp. (DePaola et al., 1995; Dung et al., 2009; Nguyen et al., 

2014). Điều này có thể ảnh hưởng trực tiếp hoặc gián tiếp đến sức khỏe người 

tiêu dùng.  

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6V78-461X83B-1&_user=794998&_coverDate=07%2F03%2F2002&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&view=c&_acct=C000043466&_version=1&_urlVersion=0&_userid=794998&md5=20587ecb576a354f6a9037b3617ffed1#bib22#b
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 Bên cạnh đó, người nuôi còn sử dụng kết hợp nhiều loại kháng sinh (Phu 

et al., 2015) để điều trị bệnh trên cá tra dẫn đến hiện tượng đa kháng thuốc 

(multi-drug resistance/multiple antibiotic resistance) của vi khuẩn (kháng ít 

nhất 2 hoặc 3 loại kháng sinh trở lên) (McPhearson et al., 1991; DePaola et 

al., 1995; Sarter et al., 2007). Kết quả nghiên cứu của Dung et al. (2008) đã 

xác định 73% vi khuẩn E. ictaluri phân lập từ cá tra bệnh biểu hiện sự đa 

kháng thuốc. Trong khi đó, nghiên cứu của Phạm Thanh Hương và ctv. (2010) 

cho thấy có đến 96% vi khuẩn E. ictaluri và 23% vi khuẩn A. hydrophila thể 

hiện sự đa kháng. Hậu quả của trình trạng vi khuẩn đa kháng thuốc dẫn đến 

việc điều trị trở nên khó khăn và kém hiệu quả do liều lượng kháng sinh sử 

dụng tăng và thời gian điều trị kéo dài hơn (Phu et al., 2015). 

 Đặc biệt, trong vài năm trở lại đây hiện tượng nhiễm kép xuất hiện rất 

phổ biến trên các động vật thủy sản (ĐVTS): vật chủ bị nhiễm 2 hay nhiều tác 

nhân gây bệnh khác nhau và mỗi tác nhân cùng ảnh hưởng có hại đến vật chủ 

(Bakaletz, 2004; Kotob et al., 2016). Trên cá tra nuôi ở ĐBSCL thì hiện tượng 

nhiễm kép 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila đã gây nhiều thiệt hại 

và tổn thất cho người nuôi do tỷ lệ cá chết cao đã được Crumlish and Dung 

(2002) ghi nhận. Kết quả nghiên cứu của Nusbaum and Morrison (2002) cho 

thấy cá nheo Mỹ (Ictalurus punctatus, Rafinesque) khi bị nhiễm vi khuẩn A. 

hydrophila chưa biểu hiện bệnh nhưng bệnh sẽ bộc phát mạnh khi cá nhiễm 

thêm vi khuẩn E. ictaluri. Hiện nay, việc chẩn đoán bệnh trên cá của người 

nuôi chủ yếu dựa vào các dấu hiệu biểu hiện lâm sàng thường hay xuất hiện 

hoặc gửi mẫu xét nghiệm. Điều này không thể đáp ứng được yêu cầu điều trị 

khi bệnh bùng phát do phải mất thời gian xét nghiệm hoặc do việc chẩn đoán 

sai tác nhân gây bệnh vì các dấu hiệu bệnh ngoài tự nhiên thường giống nhau 

có thể do 1 hoặc nhiều tác nhân cùng gây bệnh.  

 Do đó, để ngành nuôi cá tra thâm canh ở ĐBSCL phát triển bền vững thì 

việc tìm ra các giải pháp kiểm soát, quản lý dịch bệnh và cuối cùng là đưa ra 

các biện pháp hiệu quả trong việc phòng và trị đối với 2 loài vi khuẩn E. 

ictaluri và A. hydrophila trên cá tra là rất cần thiết. Để thực hiện được điều đó, 

trước hết cần phải có những kiến thức về đặc điểm bệnh học do 2 loài vi khuẩn 

này cùng gây bệnh trên cá tra. Ngoài ra, cơ chế đa kháng thuốc của 2 loài vi 

khuẩn cũng cần được làm sáng tỏ nhằm quản lý và sử dụng kháng sinh hiệu 

quả và an toàn hơn. Cho đến nay, việc nghiên cứu các đặc điểm bệnh học 

nhiễm đơn và hiện tượng kháng thuốc của 2 loài vi khuẩn trên đã được thực 

hiện bởi nhiều tác giả (Ferguson et al., 2001; Đặng Thị Hoàng Oanh và 

Nguyễn Thanh Phương, 2009; Đặng Thuỵ Mai Thy và Đặng Thị Hoàng Oanh, 

2010; Nguyễn Thiện Nam và ctv., 2010). Tuy nhiên, các thông tin về bệnh học 
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cá tra nhiễm kép và các đặc điểm phân tử liên quan đến cơ chế đa kháng thuốc 

của 2 loài vi khuẩn trên chưa được nghiên cứu ở nước ta. Xuất phát từ thực tế 

trên, đề tài: “Nghiên cứu đặc điểm bệnh học và cơ chế đa kháng thuốc của 

hai loài vi khuẩn Edwardsiella ictaluri và Aeromonas hydrophila gây bệnh 

trên cá tra (Pangasianodon hypophthalmus) nuôi thâm canh ở Đồng bằng 

sông Cửu Long” được thực hiện. 

1.2 Mục tiêu của luận án 

 Xác định được 1 số đặc điểm bệnh học cảm nhiễm kép 2 loài vi khuẩn E. 

ictaluri và A. hydrophila gây bệnh trên cá tra nuôi thâm canh ở ĐBSCL nhằm 

làm cơ sở cho việc phát hiện và chẩn đoán bệnh. 

Xác định được cơ chế đa kháng thuốc của 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và 

A. hydrophila nhằm mục đích kiểm soát, quản lý và sử dụng kháng sinh hiệu 

quả trên các ao nuôi cá tra ở ĐBSCL. 

1.3 Nội dung nghiên cứu 

Để đạt được 2 mục tiêu trên, nghiên cứu đã thực hiện các nội dung sau: 

 Phân lập và định danh vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila gây bệnh 

GTM và XH trên cá tra nuôi thâm canh ở 1 số tỉnh ĐBSCL. Ngoài ra, đề tài 

còn phân lập các chủng vi khuẩn E. coli từ ruột và nước ao nuôi cá tra để khảo 

sát khả năng tiếp hợp và truyền gen kháng thuốc của 2 loài vi khuẩn E. ictaluri 

và A. hydrophila đối với vi khuẩn này. 

Nghiên cứu 1 số đặc điểm bệnh học (dấu hiệu biểu hiện bệnh, thời gian 

vi khuẩn gây bệnh, tỷ lệ cá chết và các đặc điểm mô bệnh học) cảm nhiễm kép 

2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila. 

Khảo sát tính nhạy cảm kháng sinh và hiện tượng đa kháng thuốc của các 

chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila phân lập từ cá tra bệnh. 

 Nghiên cứu các đặc điểm phân tử liên quan đến cơ chế đa kháng thuốc 

của vi khuẩn như xác định sự hiện diện các integron nhóm 1, 2 và 3; sự hiện 

diện của các plasmid kháng thuốc và xác định 1 số gen kháng thuốc kháng 

sinh ở 2 loài vi khuẩn này.  

Khảo sát khả năng tiếp hợp và trao đổi gen kháng thuốc của 2 loài vi 

khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila với vi khuẩn E. coli cũng như khả năng tiếp 

hợp và trao đổi gen kháng thuốc của 2 loài vi khuẩn này với nhau.  

1.4 Phạm vi nghiên cứu và giới hạn của luận án 

Nghiên cứu chỉ phân lập các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila 

từ các cơ quan gan, thận và tỳ tạng của cá tra bệnh GTM và XH hoặc cá nhiễm 

kép 2 bệnh này ở 1 số tỉnh có diện tích và sản lượng nuôi thâm canh lớn của 
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vùng ĐBSCL mà không phân lập 2 loài vi khuẩn này từ môi trường ao nuôi cá 

tra (nước và bùn). 

Đề tài chỉ khảo sát độc lực của 4 chủng vi khuẩn E. ictaluri và 4 chủng vi 

khuẩn A. hydrophila đại diện cho các chủng vi khuẩn được phân lập ở các 

vùng nuôi cá tra khác nhau của ĐBSCL có số lượng cá nhiễm bệnh và tỷ lệ 

chết cao và chỉ thực hiện thí nghiệm cảm nhiễm kép trên 2 chủng có độc lực 

cao nhất. Thêm vào đó, luận án chỉ khảo sát sự hiện diện của các integron 

nhóm 1, 2 và 3 (liên quan đến kiểu hình kháng thuốc kháng sinh của vi khuẩn) 

mà không xác định các integron nhóm 4 và 5 do các intergron nhóm 4 và 5 

không phổ biến như các integron nhóm 1, 2 và 3. 

Ngoài ra, nghiên cứu chỉ xác định sự hiện diện của các gen kháng 

tetracycline và florfenicol (đây là 2 trong số nhiều loại kháng sinh được sử 

dụng phổ biến trước đây cũng như ở thời điểm hiện tại trong các ao nuôi cá tra 

ở ĐBSCL).  

1.5 Những đóng góp mới của luận án  

 Luận án góp phần cung cấp các thông tin quan trọng về các đặc điểm 

bệnh học của việc nhiễm kép 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila trên 

cá tra nuôi ở ĐBSCL như thời gian vi khuẩn gây bệnh, tỷ lệ cá chết và các đặc 

điểm bệnh học ở mức đại thể và vi thể như các dấu hiệu biểu hiện bệnh (bên 

ngoài và bên trong) và các biến đổi về mặt mô bệnh học của 1 số cơ quan cá 

bệnh. 

Cung cấp các thông tin mới về tính nhạy cảm kháng sinh, đặc biệt là hiện 

trạng đa kháng thuốc của 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila gây bệnh 

trên cá tra nuôi ở ĐBSCL. Ngoài ra, luận án còn cung cấp các thông tin liên 

quan đến khả năng kháng thuốc kháng sinh của 2 loài vi khuẩn trên ở mức độ 

phân tử như xác định 1 số gen kháng tetracycline (tetA, tetB, tetC, tetG, tetK 

và tetS),  florfenicol và sulfonamide (sul1, sul2 và sul3) mà các nghiên cứu 

trước đây chủ yếu tập trung vào kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn. 

Luận án góp phần làm sáng tỏ cơ chế đa kháng thuốc ở mức phân tử của 

2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila như xác định sự hiện diện của các 

plasmid kháng thuốc, các integron nhóm 1 cũng như xác định được các vùng 

gen cassette của vi khuẩn mã hóa cho các gen kháng thuốc khác nhau mà các 

nghiên cứu trước đây trong và ngoài nước chưa đề cập đến. Ngoài ra, kết quả 

nghiên cứu của luận án cho thấy 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila có 

khả năng tiếp hợp và truyền gen kháng thuốc cho vi khuẩn vi khuẩn E. coli 

thông qua các plasmid và integron. Tuy nhiên, giữa 2 loài vi khuẩn này thì 

không có khả năng tiếp hợp và trao đổi gen kháng thuốc với nhau.    
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1.6 Ý nghĩa thực tiễn của luận án 

Nghiên cứu đặc điểm bệnh học cảm nhiễm kép 2 loài vi khuẩn này là cơ 

sở và tiền đề cho các nghiên cứu tiếp theo trong việc tìm ra các giải pháp kiểm 

soát, quản lý dịch bệnh và cuối cùng là đưa ra các biện pháp phòng trị bệnh 

GTM và bệnh XH trên cá tra hiệu quả và an toàn. Đặc biệt, kết quả của nghiên 

cứu này là cơ sở khoa học để ứng dụng công nghệ cao cho việc sản xuất 

vaccine đa giá có thể phòng cùng lúc 2 loại vi khuẩn nguy hiểm này trên cá tra 

trong tương lai. 

Các thông tin về tính nhạy cảm kháng sinh và hiện trạng đa kháng thuốc 

của 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila gây bệnh trên cá tra giúp người 

nuôi cá có thể lựa chọn kháng sinh thích hợp trong việc điều trị bệnh do 2 loài 

vi khuẩn này 1 cách hiệu quả và sẽ tiết kiệm được chi phí điều trị, góp phần 

nâng cao thu nhập cho người nuôi. 

Việc làm sáng tỏ bản chất phân tử của cơ chế đa kháng thuốc, hiện tượng 

kháng thuốc kháng sinh được truyền qua integron và plasmid của vi khuẩn, 

khả năng tiếp hợp và truyền gen kháng thuốc của 2 loài vi khuẩn này với vi 

khuẩn E. coli và giữa 2 loài vi khuẩn này với nhau sẽ giúp cho các nhà khoa 

học và cơ quan quản lý thuốc kháng sinh có các giải pháp tương lai để ngăn 

chặn và kiểm soát sự bùng phát mạnh mẽ hiện tượng kháng thuốc của vi 

khuẩn hiện nay nhằm hướng đến việc sản xuất cá tra an toàn và bền vững. 
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Chương II. LƯỢC KHẢO TÀI LIỆU 

 

2.1 Tình hình sản xuất và tiêu thụ cá tra nuôi ở ĐBSCL 

Nghề nuôi cá tra thương phẩm ở ĐBSCL bắt đầu xuất hiện từ những năm 

của thập niên 1950 với quy mô nhỏ và cá nuôi chủ yếu là dựa vào nguồn cá 

giống sẵn có trong tự nhiên (Nguyễn Thanh Phương và ctv., 2015). Tuy nhiên, 

từ cuối thập niên 1990 nghề nuôi cá tra đã phát triển vượt bậc do sự thành 

công trong việc sản xuất giống nhân tạo loài cá này cùng với các hệ thống và 

phương pháp nuôi đa dạng như từ nuôi đăng quầng, nuôi bè cho đến nuôi 

trong ao đất (Phan et al., 2009). Theo báo cáo của Phan et al. (2009) thì cá tra 

đạt sản lượng kỷ lục 683 nghìn tấn với giá trị xuất khẩu hơn 645 triệu đô la 

Mỹ vào năm 2007, đến năm 2010 thì sản lượng cá tra là 1.141.000 tấn và đạt 

kim ngạch xuất khẩu khoảng 1,4 tỉ đô la Mỹ (De Silva and Phuong, 2011). 

Trong 10 năm, từ năm 1997 đến 2007 được xem là giai đoạn hoàng kim của 

nghề nuôi cá tra với diện tích nuôi tăng 8 lần (từ 1.250 ha lên hơn 9.000 ha), 

sản lượng cá tra thương phẩm tăng 45 lần (từ 22.500 tấn lên hơn 1.200.000 

tấn) và giá trị xuất khẩu tăng 50 lần (từ 19,7 triệu đô la Mỹ lên đến 979.036 

triệu đô la Mỹ) (Phuong and Oanh, 2010). Hình 2.1 trình bày chi tiết sản 

lượng và kim ngạch xuất khẩu cá tra của ĐBSCL giai đoạn 1997-2014.  

Một trong những nguyên nhân làm diện tích và sản lượng cá tra ở 

ĐBSCL tăng cao là do chúng có khả năng thích nghi tốt với điều kiện môi 

trường, khí hậu khắc nghiệt và đặc biệt chúng là loài cá rất thích hợp sinh 

trưởng của vùng này (Đỗ Thị Thanh Hương và ctv., 2015). Ngoài ra, cá tra có 

thịt ngon và được ưa chuộng bởi người tiêu dùng của nhiều nước trên thế giới. 

Hiện tại, cá tra đã được nuôi thâm canh ở hầu hết các tỉnh ở ĐBSCL, trong đó 

An Giang, Đồng Tháp và Cần Thơ là các tỉnh có diện tích và sản lượng cá tra 

lớn nhất của vùng (Phan et al., 2009). Theo báo cáo thì phần lớn (trên 90%) 

sản lượng cá tra nuôi ở nước ta được chế biến và xuất khẩu (De Silva and 

Phuong, 2011). Hiện tại, cá tra nước ta đã được xuất khẩu sang hơn 180 quốc 

gia và vùng lãnh thổ trên thế giới (Nguyễn Thanh Phương và ctv., 2015). 

Trong những năm gần đây, việc sản xuất và tiêu thụ cá tra ở ĐBSCL mặc dù 

gặp nhiều khó khăn do giá nguyên liệu giảm nhưng diện tích và sản lượng cá 

tra vẫn duy trì ở mức cao, theo đó diện tích nuôi hiện nay khoảng 5.100 ha, 

sản lượng nuôi dao động từ 1,1-1,2 triệu tấn/năm và kim ngạch xuất khẩu đạt 

khoảng 1,8 tỉ đô la Mỹ /năm (Nguyễn Thanh Phương và ctv., 2015).  
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Hình 2.1: Sản lượng và kim ngạch xuất khẩu cá tra của ĐBSCL giai đoạn 

1997-2014 (Nguyễn Thanh Phương và ctv., 2015). 

2.2 Một số bệnh thường gặp trên cá tra nuôi thâm canh ở ĐBSCL 

2.2.1 Bệnh do KST 

Các bệnh do KST gây ra cũng thường hay xuất hiện trên cá tra nuôi ở 

ĐBSCL (Dung et al., 2008). Trên cá tra, KST thường hay ký sinh trên da, vây, 

mang, hốc mũi và xoang miệng của cá làm cho cá khó thở, bỏ ăn, sinh trưởng 

chậm và sức đề kháng giảm (Nguyễn Thị Thu Hằng và ctv., 2008). Ở giai 

đoạn cá bột và cá hương nếu nuôi mật độ dày, cơ thể cá còn non nên thường 

có cường độ và tỷ lệ cảm nhiễm cao và gây thiệt hại lớn cho sản xuất (Dung et 

al., 2008; Nguyễn Thị Thu Hằng và Đặng Thị Hoàng Oanh, 2012). Kết quả 

điều tra của Phan et al. (2009) cho thấy trên 80% cá tra nhiễm KST trong quá 

trình nuôi (Hình 2.2). Nghiên cứu của Nguyễn Thị Thu Hằng và ctv. (2008) đã 

xác định 19 loài KST (gồm 13 loài nội ký sinh và 6 loài ngoại ký sinh) xuất 

hiện trên các hệ thống nuôi cá tra nuôi thâm canh ở An Giang, trong khi đó kết 

quả điều tra về thành phần KST trên cá tra ở Đồng Tháp của Vũ Đặng Hạ 

Quyên và ctv. (2014) đã xác định 9 loài KST (gồm 7 loài nội ký sinh và 2 loài 

ngoại ký sinh).  

Nhìn chung, qua các kết quả nghiên cứu trên cho thấy các loại KST phổ 

biến được tìm thấy trên cá tra nuôi ở ĐBSCL gồm nhóm thích bào tử trùng 

Myxozoa (Myxobolus và Henneguya); vi bào tử trùng (Microsporidium); trùng 

bánh xe hay trùng mặt trời (Trichodina); trùng quả dưa (Ichthyophthirius), sán 

lá 16 móc (Dactylogyrus), trùng loa kèn (Apiosoma), trùng roi (Trypanosoma), 

trùng lông (Balantidium) và nhóm Epistylis (Dung et al., 2008; Nguyễn Thị 

Thu Hằng và Đặng Thị Hoàng Oanh, 2012; Phu et al., 2015). Gần đây, nghiên 
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cứu của Nguyễn Thị Thu Hằng và Đặng Thị Hoàng Oanh (2016) cũng đã xác 

định vi bào tử trùng là tác nhân gây bệnh “gạo” trên cá tra.  

 

Hình 2.2: Các loại bệnh phổ biến trên cá tra nuôi ở ĐBSCL (Phan et al., 

2009). 

2.2.2 Bệnh do tác nhân vi khuẩn  

2.2.2.1 Bệnh GTM do vi khuẩn E. ictaluri  

a. Phân loại và đặc điểm sinh học của vi khuẩn E. ictaluri  

Vi khuẩn E. ictaluri thuộc giống Edwardsiella, họ Enterbacteriaceae, bộ 

Enterobacteriales, lớp Gammaproteobacteria và ngành Proteobacteria 

(Abbott and Janda, 2006). Giống Edwardsiella lần đầu tiên được mô tả vào 

năm 1965 bởi Ewing et al. (1965). Trong giống này, ngoài vi khuẩn E. ictaluri 

còn có 2 loài khác là E. hoshinae và E. tarda (Sakazaki, 2001). Cho đến nay, 

nhiều báo cáo cho thấy 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và E. tarda là các tác nhân 

gây bệnh nguy hiểm cho nhiều loài cá và ảnh hưởng nghiêm trọng cho ngành 

công nghiệp NTTS của nhiều nước trên thế giới (Crumlish et al., 2002; Yuasa 

et al., 2003; Yamada and Wakabayashi, 1999; Sakai et al., 2009; Shetty et al., 

2014). Trong khi đó, vi khuẩn E. hoshinae được báo cáo là chỉ gây bệnh trên 

các loài bò sát và chim (Grimont et al., 1980).  

E. ictaluri thuộc nhóm vi khuẩn Gram âm, hình que, kích thước biến đổi 

từ 1,2-1,5 x 0,4-0,6 µm (Waltman et al., 1986; Ye et al., 2009). Vi khuẩn E. 

ictaluri có thể phát triển trên các môi trường dinh dưỡng khác nhau như môi 

trường MacConkey agar (MCK), tryptic soy agar (TSA), brain heart infusion 

agar (BHIA) và thioglycollate (THIO) (Shotts and Waltman, 1990). Vi khuẩn 

phát triển chậm trên các môi trường như TSA hay BHIA, sau 48 giờ cấy 
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khuẩn lạc có dạng hình tròn, kích thước tương đối nhỏ (đường kính dao động 

từ 1-2 mm). Vi khuẩn có khả năng di động yếu, không sinh bào tử, yếm khí 

tùy tiện, lên men trong môi trường glucose, phản ứng catalase dương tính, âm 

tính trong phản ứng oxidase (Bảng 2.1). Chúng phát triển tốt ở 28oC và tăng 

trưởng chậm hoặc không tăng trưởng ở 37oC (Hawke et al., 1981; Waltman et 

al., 1986). Nhìn chung, vi khuẩn E. ictaluri có 1 số đặc điểm sinh hóa giống 

với vi khuẩn E. tarda. Tuy nhiên, vi khuẩn E. ictaluri cho phản ứng indole và 

H2S âm tính, trong khi vi khuẩn E. tarda cho phản ứng dương tính với indole 

và H2S (Abbott and Janda, 2006).  

Bảng 2.1: Một số đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa của vi khuẩn E. 

ictaluri 

TT Chỉ tiêu Đặc điểm* TT Chỉ tiêu Đặc điểm* 

1 Gram - 11 Nitrate + 

2 Hình dạng Que 12 Phản ứng VP - 

3 Di động + 13 Thủy phân gelatin - 

4 Oxidase - 14 Sinh indole - 

5 Catalase + 15 Sinh H2S - 

6 Phản ứng O/F +/+ 16 Glucose + 

7 Arginine - 17 Xylose - 

8 Lysine + 18 Arabinose - 

9 Ornithine + 19 Sucrose - 

10 Citrate - 20 Manitol - 
-: âm tính; +: dương tính; O/F (oxidation/fermentation): phản ứng oxid hóa và lên men đường 

glucose; VP: Voges-Proskauer (phản ứng sinh acetoin); * được tổng hợp từ Hawke et al. (1981) và  

Waltman et al. (1986).     

b. Phổ loài cảm nhiễm của vi khuẩn E. ictaluri 

Vi khuẩn E. ictaluri lần đầu tiên được phân lập bởi Hawke vào năm 1979 

trên cá nheo Mỹ nhiễm bệnh ESC (Enteric Septicemia of Catfish: nhiễm trùng 

máu” (Hawke, 1979). Tuy nhiên, đến năm 1981 tác nhân gây bệnh này mới 

được định danh là vi khuẩn E. ictaluri (Hawke et al., 1981). Bệnh ESC ảnh 

hưởng trên 60% các trại nuôi và hàng năm thiệt hại cho ngành công nghiệp 

nuôi cá da trơn ở Mỹ hàng chục triệu đô la Mỹ (Wagner et al., 2002; 

Shoemaker et al., 2009). Trên cá tra, bệnh GTM hay bệnh BNP (Bacillary 

Necrosis of Pangasius) do vi khuẩn E. ictaluri còn được gọi là bệnh mủ gan, 

bệnh trắng gan hay bệnh ung thư gan. Vi khuẩn E. ictaluri chủ yếu xuất hiện 

trên cá tra (thỉnh thoảng xuất hiện trên cá basa) và gây chết cá với tỷ lệ rất cao 

(Crumlish et al., 2002; Nguyễn Quốc Thịnh và ctv., 2004; Từ Thanh Dung và 

ctv., 2015), đặc biệt bệnh gây hao hụt lớn ở giai đoạn cá giống (tỷ lệ chết có 

thể lên đến 90%) và trên cá tra nuôi thương phẩm (tỷ lệ chết có thể lên đến 

50%) (Nguyễn Hữu Thịnh và Trương Thanh Loan, 2007). Theo Phan et al. 

(2009) thì bệnh xuất hiện trên tất cả các giai đoạn phát triển của cá, thường 
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bùng phát mạnh mẽ vào mùa lũ và cao điểm vào tháng 6 và 7 (Hình 2.2). Tuy 

nhiên, trong những năm gần đây thì bệnh này xuất hiện trên cá tra hầu như 

quanh năm. Trong 1 vụ nuôi, bệnh GTM có thể xuất hiện từ 3-5 lần (Từ Thanh 

Dung và ctv., 2015).  

Cho đến nay, ngoài cá nheo và cá tra Việt thì vi khuẩn E. ictaluri được 

báo cáo là xâm nhiễm và gây bệnh trên nhiều loài cá da trơn khác như cá nheo 

nâu (Silurus glanis) ở Châu Âu và Mỹ (Hawke et al., 1981; Plumb and Hilge, 

1987; Iwanowicz et al., 2006), cá nheo trắng (Ameiurus catus) ở Mỹ (Hawke 

et al., 1981), cá trê trắng (Clarius batrachus) ở Thái Lan (Kasornchandra, 

1987), cá Noturus gyrinus ở Mỹ (Klesius et al., 2003), cá tra ở Indonesia và 

Thái Lan (Yuasa et al., 2003; Dong et al., 2015). Gần đây, vi khuẩn E. ictaluri 

được báo cáo là xuất hiện và gây bệnh đốm đỏ (red sores) trên cá Bò đen 

(Pelteobagrus fulvidraco) (Ye et al., 2009; Liu et al., 2010; Yi et al., 2010) và 

cá Silurus soldatovi meridionalis ở Trung Quốc (Geng and Wang, 2013), cá 

lai (hybrid catfish) của loài Clarias macrocephalus (Gunther) và Clarias 

gariepinus (Burchell) ở Thái Lan (Suanyuk et al., 2014). Ngoài ra, các loài cá 

khác cũng được ghi nhận sự xâm nhiễm của vi khuẩn này như cá hồi vân 

(Oncorhynchus myliss) ở Thổ Nhĩ Kỳ (Keskin et al., 2004), cá ayu 

(Plecoglossus altivelis) ở Nhật (Sakai et al., 2008; Hassan et al., 2012), cá rô 

phi vằn (Oreochromis niloticus) ở Basseterre, St. Kitts (Soto et al., 2012) và 

cá ngựa vằn (Danio rerio) ở Mỹ (Petrie-Hansen, 2007; Hawke et al., 2013). 

c. Đường lây truyền và dấu hiệu bệnh do vi khuẩn E. ictaluri 

Nhiều nghiên cứu cho thấy vi khuẩn E. ictaluri có thể xâm nhiễm vào vật 

chủ qua nhiều con đường khác nhau. Nghiên cứu của Morrison and Plumb 

(1994) cho thấy mũi là con đường để vi khuẩn E. ictaluri xâm nhiễm vào cá, 

trong khi các nghiên cứu khác cho thấy vi khuẩn E. ictaluri xâm nhiễm vào cá 

qua mang và đường tiêu hóa (Miyazaki and Plumb, 1985; Shotts et al., 1986; 

Newton et al., 1989; Baldwin and Newton, 1993; Klesius, 1994; Nusbaum and 

Morrison, 1996). Bên cạnh đó, kết quả nghiên cứu gần đây của Dung et al. 

(2012) và Pirarat et al. (2016) cho thấy hệ tiêu hóa và mang có thể là đường 

xâm nhập của vi khuẩn E. ictaluri vào cơ thể cá tra. 

Mô tả về đặc điểm của cá bệnh ESC do vi khuẩn E. ictaluri trên cá nheo 

Mỹ đã được nhiều tác giả nghiên cứu. Nhìn chung, cá bệnh ESC thường xuất 

hiện các vết loét đỏ và trắng nhỏ, các đốm xuất huyết (petechial haemorrhage) 

quanh miệng, các vây, mặt bụng hoặc mặt bên (ventral and lateral surface), 

mang nhạt và trương phình, mắt lồi và bụng trương (Areechon and Plumb 

1983; Jacrboe  et al., 1984; Hawke et al., 1998). Cá bệnh ESC trên cá nheo 

thường có 2 dạng: cấp tính (acute form) và mãn tính (chronic form) (Newton 
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et al., 1989). Ở dạng cấp tính, cá thường chết nhanh (2 ngày sau khi nhiễm vi 

khuẩn), tỷ lệ cá chết cao với các dấu hiệu bệnh gồm viêm ruột (enteritis) và 

nhiễm trùng huyết (septicemia), trong khi viêm não và màng não 

(meningoencephalitis) với các vết thương ở đầu (được gọi là “hole in the 

head”) là đặc điểm bệnh ESC ở dạng mãn tính (Miyazaki and Plumb 1985; 

Shotts et al., 1986; Newton et al., 1989).  

Ở Việt Nam, bệnh GTM được ghi nhận xuất hiện trên cá tra nuôi ở 

ĐBSCL vào cuối năm 1998 (Ferguson et al., 2001; Crumlish et al., 2002). Cá 

bệnh có dấu hiệu bệnh lý bên ngoài là cá gầy và mắt hơi lồi. Trường hợp bệnh 

nặng cá bỏ ăn và bơi lờ đờ trên mặt nước (Dung et al., 2012; Pirarat et al., 

2016). Tuy nhiên, các dấu hiệu bệnh bên ngoài của cá thường không rõ ràng 

(Dung et al., 2008). Khi giải phẩu bên trong cá xuất hiện nhiều đốm trắng đục 

kích cở 1-3 mm trên gan, thận và tỳ tạng (Ferguson et al., 2001). Ngoài ra, ở 

giai đoạn đầu mới nhiễm bệnh, những đốm trắng được ghi nhận là chỉ xuất 

hiện trên thận hoặc tỳ tạng của cá (Dung et al., 2008).  

d. Khả năng gây bệnh và độc lực của vi khuẩn E. ictaluri 

 Khả năng gây bệnh và độc lực của vi khuẩn E. ictaluri đã được nhiều tác 

giả trên thế giới nghiên cứu. Nhìn chung, hầu hết các nghiên cứu đều cho thấy 

các chủng vi khuẩn khác nhau sẽ có khả năng gây bệnh và độc lực khác nhau. 

Nghiên cứu về độc lực của vi khuẩn E. ictaluri gây bệnh GTM trên cá tra của 

Đặng Thị Hoàng Oanh và Nguyễn Thanh Phương (2009) cho thấy độc lực của 

các chủng vi khuẩn thí nghiệm cao nhất là <102 CFU/mL và thấp nhất là 106 

CFU/mL. Gần đây, thí nghiệm cảm nhiễm vi khuẩn E. ictaluri trên cá tra của 

Đặng Thuỵ Mai Thy và Đặng Thị Hoàng Oanh (2010) cũng cho thấy chủng E. 

ictaluri Ei1 gây chết cá với tỷ lệ cao nhất (100%) ở mật số <102 CFU/mL, 

trong khi đó chủng E. ictaluri Ei4 ở mật số 6,4x105 CFU/mL gây chết với tỷ lệ 

thấp nhất (53%).  

 Bên cạnh đó, các nghiên cứu khác cho thấy thời gian và tỷ lệ cá chết đều 

khác nhau trên các loài cá khác nhau khi gây cảm nhiễm với vi khuẩn E. 

ictaluri. Chẳng hạn, thí nghiệm của Plumb and Sanchez (1983) cho thấy cá 

nheo chết 100% trong 10 ngày sau khi cảm nhiễm với vi khuẩn E. ictaluri ở 

mật số vi khuẩn là 1,5x103 CFU/mL. Baxa et al. (1990) gây cảm nhiễm vi 

khuẩn E. ictaluri với các loài cá khác nhau bằng phương pháp ngâm ở nồng độ 

1x108 CFU/mL. Kết quả sau 14 ngày thí nghiệm cho thấy vi khuẩn đã gây chết 

cá nheo với tỷ lệ là 32%, cá hồi trắng là 75% và cá vược sọc là 5% nhưng vi 

khuẩn không gây chết ở cá tầm trắng. Tương tự, cá nheo khi ngâm với vi 

khuẩn E. ictaluri ở mật độ 1x 107 CFU/mL trong thời gian một giờ cho thấy 
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sau 5-20 ngày thí nghiệm, cá bị chết với tỷ lệ là 28% (Klesius and Sealey, 

1995). Gần đây, Crumlish et al. (2010) tiến hành cảm nhiễm trên cá tra bằng 

phương pháp tiêm và ngâm với vi khuẩn E. ictaluri ở nồng độ vi khuẩn lần 

lượt là 1x106 và 1x108 CFU/mL. Kết quả cho thấy sau 12 ngày thí nghiệm tỷ 

lệ cá chết ở phương pháp tiêm là 95%, còn ở phương pháp ngâm là 80%.  

 e. Các biến đổi về mô học của cá nhiễm bệnh do vi khuẩn E. ictaluri  

Cho đến nay, các biến đổi về cấu trúc mô học khi nhiễm vi khuẩn E. 

ictaluri đã được mô tả và báo cáo trên 1 số loài cá. Nhìn chung, các nghiên 

cứu đều cho thấy hiện tượng hoại tử các nội quan là biến đổi xuất hiện phổ 

biến khi cá nhiễm vi khuẩn E. ictaluri (Jarboe et al., 1984; Miyazaki and 

Plumb, 1985; Crumlish et al., 2010; Từ Thanh Dung, 2011). Trên cá nheo Mỹ, 

kết quả nghiên cứu của Areechon and Plumb (1983) cho thấy gan, thận, tỳ 

tạng và tế bào tuyến tụy bị hoại tử khi cá được tiêm vi khuẩn E. ictaluri. 

Nghiên cứu của Sakai et al. (2008) cho thấy cấu trúc mô gan, thận và tỳ tạng 

của cá ayu (Plecoglossus altivelis) ở Nhật bị biến đổi khi nhiễm vi khuẩn E. 

ictaluri. Ngoài ra, kết quả nghiên cứu này còn cho thấy màng ngoài của tỳ 

tạng bị hoại tử và nhiều vùng tế bào gan của cá bị chết. Trên cá tra, các nghiên 

cứu về cấu trúc mô học khi bị bệnh GTM do vi khuẩn E. ictaluri cũng được 

thực hiện nhiều từ khi bệnh này xuất hiện trên cá tra ở nước ta (Ferguson et 

al., 2001; Từ Thanh Dung, 2011; Pirarat et al., 2016). Nghiên cứu của Nguyễn 

Quốc Thịnh và ctv. (2004) cho thấy nhiều thay đổi về cấu trúc, đặc biệt là gan, 

thận và tỳ tạng có hiện tượng sung huyết, XH và hoại tử xuất hiện ở các vùng 

chức năng của các cơ quan kể trên. Ngoài ra, ở cá bệnh có hiện tượng dính lại 

của các tia mang nhưng không tìm thấy các biến đổi ở cơ và tim của cá bệnh. 

Tuy nhiên, trong nghiên cứu của Ferguson et al. (2001) cho thấy ngoài hiện 

tượng hoại tử ở gan, thận và tỳ tạng thì vi khuẩn E. ictaluri còn gây hoại tử 

trên cơ của cá. Các đặc điểm về mô học cá tra nhiễm vi khuẩn E. ictaluri cũng 

được mô tả và báo cáo tương tự qua các nghiên cứu của Đặng Thị Hoàng 

Oanh và Nguyễn Thanh Phương (2009), Đặng Thụy Mai Thy và Đặng Thị 

Hoàng Oanh (2010). Nhìn chung, qua kết quả nghiên cứu của các tác giả này 

cho thấy khi bị nhiễm vi khuẩn E. ictaluri thì các cơ quan như gan, thận và tỳ 

tạng thường dễ bị thay đổi và các biểu hiện thường gặp là sung huyết, XH và 

hoại tử. Trong khi đó, các cơ quan như mang, da-cơ ít hay không bị biến đổi.  

2.2.2.2 Bệnh XH do vi khuẩn A. hydrophila  

a. Phân loại và đặc điểm sinh học của vi khuẩn A. hydrophila 

Vi khuẩn A. hydrophila thuộc giống Aeromonas, họ Aeromonadaceae, bộ 

Aeromonadales, lớp Gamma proteobacteria và ngành Proteobacteria (Janda 
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and Abbott, 2010). Cho đến nay, có ít nhất 26 loài trong giống này đã được 

báo cáo (Beaz-Hidalgo  et  al.,  2013; http://www.bacterio.net). Các loài vi 

khuẩn trong giống Aeromonas được chia thành 2 nhóm: nhóm các loài 

Aeromonas ưa lạnh (psychrophilic) và nhóm các loài Aeromonas ưa nhiệt 

trung bình (mesophilic). Nhóm ưu lạnh phát triển tốt nhất ở 15-20oC hoặc ở 

nhiệt độ thấp hơn: 0-5oC (Aberoum and  Jooyandeh, 2010), không có tiêm 

mao và không di động, phổ biến là loài A. salmonicida gây bệnh nhọt 

(furunculosis) và nhiễm trùng máu (septicaemia) trên nhiều loài cá, đặc biệt 

gây bệnh trên các loài cá hồi (Lee et al., 2002; Nomura et al., 2002; Lund and 

Mikkelsen, 2004; Kim et al., 2011b; Beaz-Hidalgo et al., 2013; Dallaire-

Dufresne et al., 2014). Trong khi đó, các loài Aeromonas ưa nhiệt trung bình 

(phổ biến là các loài A. hydrophila, A. caviae và A. sorbia) có thể phát triển tốt 

nhất ở 35-37oC hoặc có khả năng phát triển nhiệt độ cao hơn (40-45oC) nhưng 

nhìn chung các loài vi khuẩn thuộc nhóm này sẽ không phát triển ở nhiệt độ 

dưới 10oC (Aberoum and  Jooyandeh, 2010) và là các vi khuẩn có khả năng di 

động (Korbsrisate et al., 2002; Lai et al., 2007; Parker and Shaw, 2011).  

A. hydrophila thuộc nhóm vi khuẩn Gram âm, có hình que ngắn với kích 

thước dao động từ 0,8-1,0 x 1,0-3,5 μm (Austin and Austin, 2007). Vi khuẩn 

A. hydrophila thường phát triển rất nhanh trên các môi trường dinh dưỡng. 

Chúng phát triển tốt ở nhiệt độ 28-30oC. Sau 18-24 giờ cấy trên các môi 

trường TSA, BHIA hoặc môi trường GSP (Glutamate Starch Phenol Red 

Agar), khuẩn lạc vi khuẩn có dạng tròn, to (đường kính 2-3 mm), màu vàng 

kem (Austin and Austin, 2007; Phạm Thanh Hương, 2010). Vi khuẩn A. 

hydrophila có khả năng di động, yếm khí tuỳ tiện, phản ứng dương tính với 

oxidase, catalase, Voges-Proskauer, lysine, arginine và ornithine (Janda and 

Abbott, 2010) (Bảng 2.2). Chúng có khả năng lên men các môi trường đường 

và sinh khí từ glucose nhưng không có khả năng tạo khí H2S (Austin and 

Austin, 2007; Janda and Abbott, 2010).  

b. Phổ loài cảm nhiễm của vi khuẩn A. hydrophila 

Vi khuẩn A. hydrophila được xem là tác nhân gây bệnh cho nhiều động 

vật dưới nước và trên cạn (Janda and Abbott, 2010). Nhiều báo cáo cho thấy 

sự hiện diện của vi khuẩn gây bệnh này trên cá, lưỡng cư và bò sát (Vivas et 

al., 2004), đặc biệt là chúng còn gây bệnh cho con người (Janda and Abbott, 

2010). Ngoài ra, vi khuẩn A. hydrophila còn được tìm thấy trên nhiều loại thực 

phẩm mà chúng sản sinh nhiều độc tố (toxin) gây độc như các exotoxin 

(haemolysin và enterotoxin), cytotoxin và các độc tố khác (Yucel et al., 2005; 

Daskalov, 2006). Cho đến nay, ngoài cá nheo Mỹ thì vi khuẩn A. hydrophila 

còn được phân lập trên 1 số loài cá da trơn khác như cá trê trắng (Clarias 
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batrachus) (Ashiru et al., 2011) và cá trê phi (Clarias gariepinus) ở Malaysia 

(Laith and Najiah, 2013), cá Heteropneustes fossilis ở Bangladesh (Sarkar and 

Rashid, 2012). Ngoài ra, vi khuẩn A. hydrophila còn được tìm thấy trên các 

loài cá khác như cá rô phi vằn (Oreochromis niloticus) ở Ai Cập (Noor El 

Deen et al., 2014), cá rằm Puntius sp. ở Ấn Độ (Mohanty et al., 2008), cá Koi 

Carrassius auratus và cá chép (Cyprinus carpio) ở Ấn Độ (Citarasu et al., 

2011), cá bơn (Paralichthys lethostigma) ở Mỹ (Pridgeon et al., 2014), cá 

Pacu Piaractus mesopotamicus ở Brazil (Carraschi et al., 2012), các loài cá 

chép như cá trắm cỏ (Ctenopharyngodon idellus) ở Trung Quốc (Zheng et al., 

2012), cá trôi (Labeo rohita), cá catla (Catla catla) và cá trôi trắng (Cirrhinus 

cirrhosus) (Sarkar and  Rashid, 2012) và cá rô đồng (Anabas testudineus) 

(Sarkar and  Rashid, 2012) ở Bangladesh. Ở Việt Nam, vi khuẩn A. hydrophila 

cho đến nay không chỉ gây bệnh trên cá tra mà các nhà khoa học còn phân lập 

được vi khuẩn trên cá basa, cá bống tượng, cá trê lai và ếch (Đặng Thị Hoàng 

Oanh, 2006), cá rô đồng (Anabas testudineus) (Đặng Thụy Mai Thy và ctv., 

2012), lươn đồng (Monopterus albus) (Đặng Thị Hoàng Oanh và Nguyễn Đức 

Hiền, 2012), cá thát lát còm (Chitala Chitala Hamilton, 1822) (Trần Thị Mỹ 

Hân, 2013) và gần đây nhất là trên cá lóc (Duc et al., 2013).  

Bảng 2.2: Một số đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa của vi khuẩn A. 

hydrophila 

TT Chỉ tiêu Đặc điểm* TT Chỉ tiêu Đặc điểm* 

1 Gram - 13 Sinh H2S + 

2 Hình dạng Que ngắn 14 Urease - 

3 Di động + 15 Indole + 

4 Phát triển ở 37oC + 16 Phản ứng VP + 

5 Oxidase + 17 Thủy phân gelatin + 

6 Catalase + 18 Thủy phân aesculin + 

7 Phản ứng O/F +/+ 19 Glucose + 

8 β-galactosidase + 20 Mannitol + 

9 Arginine dihydrolase + 21 Inositol - 

10 
Lysine 

decarboxylase 

v 
22 Sorbitol 

v 

11 
Ornithine 

decarboxylase 

- 
23 Sucrose 

+ 

12 Simmon’s citrate v 24 Arabinose + 
-: âm tính; +: dương tính và v (variable reaction): phản ứng thay đổi; VP: Voges-Proskauer (phản 

ứng sinh acetoin); * được tổng hợp bởi Inglish et al. (1993).   

c. Đường lây truyền và dấu hiệu bệnh do vi khuẩn A. hydrophila 

Cho đến nay chưa có bất kỳ công trình nghiên cứu nào cho thấy vi khuẩn 

A. hydrophila xâm nhiễm vào vật chủ qua con đường nào là chủ yếu mặc dù 

đây là loài vi khuẩn gây bệnh trên nhiều loài cá và đã được nghiên cứu nhiều. 

Tuy nhiên, nhiều nghiên cứu khác cho thấy các vi khuẩn thuộc giống 
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Aeromonas như vi khuẩn A. salmonicida có thể xâm nhiễm vào vật chủ qua 

mang, da và các vết thương (Hình 2.3) hoặc qua đường tiêu hóa (Hodgkinson 

et al., 1987, Svendsen et al., 1999; Janda and Abbott, 2010). Bệnh nhiễm 

trùng huyết do nhóm Aeromonas di động (motile aeromonad septicemia, 

MAS) (Harikrishnan et al., 2003) hay còn được biết đến với tên gọi khác bệnh 

nhiễm trùng XH (haemorrhagic septicemia) do nhóm vi khuẩn A. hydrophila, 

A. caviae và A. sorbia đã được báo cáo ở nhiều nước trên thế giới (Camus et 

al., 1998; Zhang et al., 2016). Ngoài ra, vi khuẩn A. hydrophila cũng đã phân 

lập được từ các loài cá bị hội chứng hội chứng lở loét (epizootic ulcerative 

syndrome, EUS) (Pathiratne et al., 1994; Lio-Po et al., 1998; Harikrishnan et  

al., 2003; Mastan and Qureshi, 2001). Cá bệnh MAS thường có các triệu 

chứng như sưng phồng của các mô (tissue swelling), phù (dropsy), xuất hiện 

các đốm đỏ/XH (red sores), hoại tử (necrosis), lở loét (ulceration) và nhiễm 

trùng XH (haemorrhagic septicaemia) (Karunasagar  et  al.,  1989; Aguilar et 

al., 1997; Azad et al., 2001).  

Trên cá nheo Mỹ, bệnh MAS do vi khuẩn A. hydrophila được báo cáo là 

bùng phát mạnh vào năm 2009 ở Tây Alabama (Pridgeon and Klesius, 2011; 

Pridgeon et al., 2013). Hiện tại, bệnh này đã lây lan sang các vùng nuôi cá 

nheo khác như Đông Mississippi và Arkansas (Hanson et al., 2014) và gây 

thiệt hại cho ngành nuôi cá nheo Mỹ trên 1,3 triệu tấn cá thương phẩm, tương 

đương khoảng 3 tỉ đô la (Pridgeon and Klesius, 2011; Pridgeon et al., 2013). 

Các dấu hiệu bên ngoài của các bệnh MAS gồm các vây đỏ (reddened fins), 

viêm ở hậu môn, XH khắp trên da, mắt lồi (exophthalmia) và phình bụng 

(abdominal swelling). Một dấu hiệu khác cũng thường xuất hiện ở cá da trơn 

bệnh MAS là XH ở mắt (iridial haemorrhage). Các dấu hiệu bên trong gồm 

xoang bụng chứa dịch màu đỏ (bloody ascite), xuất huyết trên ruột, tỳ tạng và 

thận sưng, nhũn (swollen friable kidney and spleen) (Zhang et al., 2016).    

Trên cá tra, vi khuẩn A. hydrophila gây bệnh XH còn được gọi là bệnh 

đốm đỏ, bệnh đỏ mỏ đỏ kỳ hoặc bệnh nhiễm trùng máu (Từ Thanh Dung và 

ctv., 2015). Đây là 1 trong những bệnh xuất hiện tần số cao nhất trên cá tra ở 

ĐBSCL (Hình 2.2). Bệnh xuất hiện hầu như quanh năm, đặc biệt là khi cá bị 

sốc và môi trường ao nuôi không đảm bảo (Từ Thanh Dung và ctv., 2015). 

Bệnh XH trên cá tra thường có các biểu hiện đặc trưng như xuất hiện các đốm 

XH (petechial haemorrhage) ở da, tập trung nhiều ở gốc vây, xung quanh 

miệng, hầu và hậu môn. Bên cạnh đó, cá bệnh XH có bụng phình to, bên trong 

chứa dịch màu vàng hoặc màu hồng. Các nội tạng như bóng hơi, ruột và tuyến 

sinh dục cũng có hiện tượng XH. Ngoài ra, cá bệnh XH còn ghi nhận được các 



 

                                   16 

dấu hiệu khác như gan tái nhạt, thận và tỳ tạng sưng to, mềm nhũn và có màu 

đỏ sậm (Ly et al., 2009; Crumlish et al., 2010; Từ Thanh Dung và ctv., 2015).  

 

 

 

 

 

Hình 2.3: Sơ đồ minh họa quá trình xâm nhiễm của vi khuẩn Aeromonas 

vào vật chủ qua vết thương (Janda and Abbott, 2010). 

d. Khả năng gây bệnh và độc lực của vi khuẩn A. hydrophila  

Cho đến nay, nhiều nghiên cứu về khả năng gây bệnh và độc lực của vi 

khuẩn A. hydrophila trên cá đã được công bố (Azad et al., 2001; Rahman et 

al., 2000; Nusbaum and Morrison, 2002; Crumlish et al., 2010). Thí nghiệm 

cảm nhiễm trên cá nheo Mỹ (Ictalurus punctatus) của Figueirredo and Plumb 

(1977) cho thấy các chủng vi khuẩn A. hydrophila phân lập từ cá bệnh sẽ có 

độc lực (giá trị LD50 là 6,4x104 CFU/mL) cao hơn những chủng A. hydrophila 

phân lập từ môi trường bên ngoài (LD50 là 1,5x108 CFU/mL). Tương tự, thí 

nghiệm trên cá chình (Anguilla anguilla) cũng thu được giá trị LD50 khá cao 

(105,4-107,2 CFU/mL) (Esteve et al., 1993). Ngoài ra, Sirirat et al. (1999) cũng 

đã xác định được độc lực của các chủng A. hydrophila khi cảm nhiễm trên cá 

trê giống với giá trị LD50 cao nhất là khoảng 105 CFU/mL sau 18 giờ cảm 

nhiễm. Qua các nghiên cứu này cho thấy các chủng vi khuẩn A. hydrophila 

phân lập khác nhau sẽ có độc lực khác nhau và độc lực của chúng cũng khác 

nhau trên các loài cá khác nhau được gây cảm nhiễm. 

Giai đoạn 1: Vi khuẩn tấn công 

(attachment) và định cư 

(colonization) trên vết thương. 

Giai đoạn 2: Quá trình nhân lên 

(replication) và giải phóng các 

enzyme protease của vi khuẩn. 

Giai đoạn 3: Quá trình xâm 

nhiễm (invasion) và phá hủy 

các mô bên trong vật chủ. 

Da 

Da 

Da 
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Ngoài ra, nhiều nghiên cứu khác còn cho thấy vi khuẩn A. hydrophila khi 

kết hợp với các vi khuẩn khác sẽ làm tăng độc lực gây bệnh trên cá được cảm 

nhiễm. Chẳng hạn, nghiên cứu của Nusbaum and Morrison (2002) cho thấy cá 

nheo sẽ bộc phát bệnh mạnh và các dấu hiệu lâm sàng của bệnh do vi khuẩn E. 

ictaluri sẽ trở nên rõ ràng hơn khi có sự xuất hiện và hiện diện của vi khuẩn A. 

hydrophila. Nghiên cứu của Đặng Thụy Mai Thy và ctv. (2012) cũng cho thấy 

khi tiêm kết hợp 2 loài vi khuẩn A. hydrophila và Streptococcus sp. trên cá rô 

đồng thì tỷ lệ chết của cá sẽ tăng lên đáng kể (90%) so với nghiệm thức tiêm 

riêng biệt từng chủng vi khuẩn (25% và 45%). Thí nghiệm gây cảm nhiễm kết 

hợp 2 loài vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri bằng phương pháp ngâm và 

tiêm của Crumlish et al. (2010) trên cá tra cũng cho kết quả tương tự. Trong cả 

2 phương pháp được thực hiện thì tỷ lệ cá chết ở NT chỉ ngâm/tiêm A. 

hydrophila hoặc E. ictaluri luôn thấp hơn đáng kể so với NT tiêm kết hợp 2 

loài vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri, cụ thể tỷ lệ cá chết tích lũy ở NT chỉ 

ngâm vi khuẩn A. hydrophila (10%) hoặc E. ictaluri (80%) thấp hơn NT ngâm 

kép là 95%.  

e. Các biến đổi về mô học của cá nhiễm bệnh do vi khuẩn A. 

hydrophila   

Cho đến nay, các kết quả nghiên cứu biến đổi về mô học của cá tra bệnh 

XH do vi khuẩn A. hydrophila vẫn còn hạn chế. Tuy nhiên, các biến đổi về mô 

học trên các loài cá khác thì được nhiều tác giả trong nước và trên thế giới 

công bố. Nghiên cứu mô bệnh học cá trê phi (C. gariepinus, Burchell) nhiễm 

vi khuẩn A. hydrophila của Laith and Najiah (2013) cho thấy da bị hoại tử, sự 

tăng sinh (hyperplasia) và dính lại của các sợi mang thứ cấp, đồng thời có sự 

thoái hóa các không bào ở gan. Báo cáo của Noor El Deen et al. (2014) cho 

thấy hầu hết các nội quan cá rô phi vằn (O. niloticus) như gan, thận và tỳ tạng 

bị hoại tử, phản ứng viêm (inflammatory reaction) cùng với hiện tượng 

hemosiderosis khi nhiễm vi khuẩn A. hydrophila. Nghiên cứu mô bệnh học ở 

cá thát lát còm (Chitala chitala) nhiễm vi khuẩn A. hydrophila của Đặng Thụy 

Mai Thy và ctv. (2014) cho thấy mang, gan, thận, tỳ tạng và cơ cho thấy nhiều 

cụm vi khuẩn được tìm thấy trong mô mang, gan, thận và tỳ tạng và các cơ 

quan này có biểu hiện sung huyết, XH và hoại tử ở nhiều vùng mô. Hiện 

tượng mất cấu trúc và hoại tử ở các ống thận cũng được ghi nhận trong nghiên 

cứu này. Ngoài ra, mô da cơ bị XH và cấu trúc giữa các sợi cơ rời rạc. Mô 

mang có hiện tượng trương phồng dính lại của các sợi mang thứ cấp, vi khuẩn 

trong sợi mang sơ cấp và có hiện tượng sung huyết. Nghiên cứu khác trên cá 

rô đầu vuông (Anabas testudineus) của Đặng Thụy Mai Thy và ctv. (2012) cho 

thấy mô gan, thận và tỳ tạng cá bệnh ở các NT tiêm vi khuẩn A. hydrophila có 
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các hiện tượng như sung huyết, XH và hoại tử với các mức độ biến đổi khác 

nhau phụ thuộc thời gian gây cảm nhiễm. Tuy nhiên, cấu trúc của gan biến đổi 

chậm hơn thận và tỳ tạng. Gần đây, kết quả phân tích mô bệnh học cá lóc 

(Channa striata) bệnh XH trong nghiên cứu của Nguyễn Thị Ngọc Huyền và 

Đặng Thị Hoàng Oanh (2016) cho thấy nhiều vùng mô của các cơ quan gan, 

thận và tỳ tạng bị thay đổi cấu trúc, có hiện tượng XH và sung huyết. Bên 

cạnh đó, mô cơ bị hoại tử nhẹ và mô mang có hiện tượng sợi mang thứ cấp 

dính lại với nhau. 

2.2.2.3 Bệnh trắng đuôi do vi khuẩn F. columnare  

Vi khuẩn F. columnare gây bệnh trắng đuôi thỉnh thoảng cũng xuất hiện 

trên cá tra nuôi (Từ Thanh Dung và ctv., 2012, Trần Nguyễn Diễm Tú và 

Đặng Thị Hoàng Oanh, 2012) nhưng với tần số thấp hơn 2 loài vi khuẩn trên. 

Tuy nhiên, khi bệnh này xuất hiện cũng gây hao hụt rất cao trong ao ương 

nuôi cá tra thâm canh ở ĐBSCL. Cá tra bệnh trắng đuôi có biểu hiện đặc trưng 

như cá mất nhớt, có vệt trắng trên thân, đuôi bị ăn mòn, mang xám nhạt (Từ 

Thanh Dung và ctv., 2012). Bệnh xảy ra chủ yếu trên cá tra ở giai đoạn nhỏ và 

tỷ lệ chết rất cao trong vài ngày nhiễm bệnh, đặc biệt sau khi vận chuyển cá về 

thả nuôi. Bệnh diễn ra thường xuyên trong năm nhưng mạnh nhất vào thời 

điểm nhiệt độ tăng cao. 

2.2.3 Bệnh do vi nấm 

Vi nấm cũng là 1 trong những tác nhân thường hay xuất hiện và gây bệnh 

trên ĐVTS (Yanong, 2003; Khoa and Hatai, 2005). Cá tra nuôi nhiễm vi nấm 

khó nhận biết bằng mắt thường và thường xảy ra sau thời gian nuôi 3-5 tháng 

(Từ Thanh Dung và ctv., 2015). Nghiên cứu của Phạm Minh Đức và ctv. 

(2013) cho thấy nấm Fusarium sp. gây bệnh trên cá tra nuôi thương phẩm có 

dấu hiệu bệnh lý là cá thường bơi lờ đờ, bỏ ăn, bụng trương to, bên trong nội 

quan thấy bóng hơi trương to, mềm, có màu vàng sẫm và có dịch vàng. Nhìn 

chung, các kết quả nghiên cứu gần đây cho thấy vi nấm gây bệnh trên cá tra 

cũng rất đa dạng về thành phần giống loài. Nghiên cứu của Duc et al. (2016) 

đã phân lập được 2 nhóm vi nấm bậc thấp thuộc nhóm nấm thủy mi là Achlya 

spp. và Saprolegnia spp. trên cá tra ở giai đoạn trứng và cá bột. Ngoài ra, 

nhóm nấm bậc cao Fusarium spp. xuất hiện trên cá tra bệnh trương bong bóng 

hơi (swollen swim bladder) cũng được báo cáo bởi Duc et al. (2015). Nghiên 

cứu mới nhất của Đặng Thụy Mai Thy và ctv. (2016) cho thấy 5 giống nấm 

gồm Aspergillus sp., Fusarium sp., Achlya sp., Saprolegnia sp. và Mucor sp. 

đã được xác định nhiễm trên cá tra giống. 



 

                                   19 

2.2.4 Các bệnh không truyền nhiễm 

Ngoài KST, vi khuẩn và vi nấm thì 1 số bệnh không truyền nhiễm (non-

infectious diseases) cũng xuất hiện với tần số tương đối thấp trên cá tra nuôi ở 

ĐBSCL như hội chứng vàng da (yellow fillet syndrome) và bệnh trắng gan 

trắng mang (pale gill and liver syndrome) (Đặng Thị Hoàng Oanh, 2011; Luu 

Thi Thanh Truc, 2013; Phu et al., 2015). Tuy nhiên, cho đến nay các nhà khoa 

học vẫn chưa xác định chính xác tác nhân gây hội chứng vàng da (Luu Thi 

Thanh Truc, 2013) cũng như bệnh trắng gan trắng mang. Theo Dung et al. 

(2008) thì những hội chứng này có thể liên quan đến chế độ dinh dưỡng hoặc 

ảnh hưởng của các yếu tố môi trường như chất lượng nước và hàm lượng oxy 

hòa tan trong nước.  

2.3 Các nghiên cứu độc lực vi khuẩn nhiễm kép 

Cho đến nay, trên thế giới có nhiều nghiên cứu và báo cáo về hiện tượng 

nhiễm kép của vi khuẩn trên ĐVTS (Crumlish et al., 2010; Karlsen et al., 

2014; Dong et al., 2015). Nhìn chung, các nghiên cứu đều cho thấy hiện tượng 

nhiễm kép có thể có mối tương tác hiệp lực (synergistic) hoặc đối kháng 

(antagonistic) khi các vi khuẩn gây bệnh cùng xuất hiện trên vật chủ (Kotob et 

al., 2016). Nghiên cứu của Nusbaum and Morrison (2002) cho thấy cho thấy 

cá nheo Mỹ (Ictalurus punctatus, Rafinesque) khi bị nhiễm vi khuẩn A. 

hydrophila chưa biểu hiện bệnh nhưng bệnh sẽ bộc phát mạnh khi cá nhiễm 

thêm vi khuẩn E. ictaluri. Nghiên cứu của Đặng Thụy Mai Thy và ctv. (2012) 

cho thấy cá rô khi được tiêm kép 2 loài vi khuẩn A. hydrophila (chủng A11-

02) và Streptococcus sp. (chủng S11-01) đã làm cá chết với tỷ lệ là 90%, cao 

hơn so với cá chỉ được tiêm A. hydrophila hoặc Streptococcus sp. với tỷ lệ 

chết lần lượt là 25% và 45%. Ngoài ra, qua kết quả nghiên cứu cũng cho thấy 

thời gian cá chết ở NT tiêm kép xuất hiện sớm hơn so với phương pháp tiêm 

đơn. Tương tự, kết quả cảm nhiễm kép 2 loài vi khuẩn A. hydrophila và E. 

ictaluri bằng phương pháp tiêm và ngâm trên cá tra của Crumlish et al. (2010) 

cho thấy trong cả 2 phương pháp được thực hiện thì tỷ lệ cá chết ở NT chỉ 

tiêm/ngâm vi khuẩn A. hydrophila hoặc E. ictaluri luôn thấp hơn đáng kể so 

với NT tiêm/ngâm kết hợp 2 loài vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri. Nghiên 

cứu của Loch et al. (2012) cho thấy vi khuẩn Aeromonas spp. di động (được 

xem như là tác nhân gây bệnh cơ hội) hiện diện với số lượng lớn trên cá hồi 

chinook/cá hồi vua (Oncorhynchus tshawytscha) nhưng chúng tương tác hiệp 

lực với vi khuẩn Renibacterium salmoninarum gây bệnh BKD (Bacterial 

Kidney Disease) đã làm tăng tỷ lệ chết cá. Gần đây, nghiên cứu của Dong et 

al. (2015) cho thấy tỷ lệ cá chết tích lũy ở NT ngâm hay tiêm kép 2 loài vi 

https://www.google.com.vn/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=14&ved=0ahUKEwjW_d71wKfTAhVFoZQKHeVZDl4QFgh6MA0&url=https%3A%2F%2Fwww.fws.gov%2Fpacific%2Ffisheries%2Ffishhealth%2Fdocuments%2Fbluebook%2Fcdr_pdfs%2Findexed%2Fb3_05.pdf&usg=AFQjCNFyD26W5ZYEGq2wox6nWGl0vRGT-g&cad=rja
https://www.google.com.vn/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=14&ved=0ahUKEwjW_d71wKfTAhVFoZQKHeVZDl4QFgh6MA0&url=https%3A%2F%2Fwww.fws.gov%2Fpacific%2Ffisheries%2Ffishhealth%2Fdocuments%2Fbluebook%2Fcdr_pdfs%2Findexed%2Fb3_05.pdf&usg=AFQjCNFyD26W5ZYEGq2wox6nWGl0vRGT-g&cad=rja
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khuẩn F. columnare và E. ictaluri trên cá tra ở Thái Land cao hơn có ý nghĩa 

thống kê (P<0,05) so với NT ngâm/tiêm đơn F. columnare hay  E. ictaluri. 

Tuy nhiên, nghiên cứu của Karlsen et al. (2014) cho thấy việc nhiễm kép vi 

khuẩn Moritella viscosa và Aliivibrio wodanis phân lập từ cá hồi Đại Tây 

dương (Salmo salar) bị hội chứng lở loét mùa đông (Winter Ulcer Syndrome) 

(Lunder et al., 1995) có tác dụng đối kháng (antagonistic) không làm tăng tỷ lệ 

chết cá nếu so sánh với việc cá chỉ nhiễm M. viscosa. Vi khuẩn A. wodanis 

cạnh tranh dinh dưỡng, nơi ở cũng như tiết chất ức chế bacteriocin để ức chế 

quá trình sinh trưởng của vi khuẩn M. viscosa làm giảm độc lực M. viscosa 

(Karlsen et al., 2014; Hjerde et al., 2015). 

2.4 Các biện pháp kiểm soát bệnh do vi khuẩn trên cá tra nuôi ở 

ĐBSCL 

Cho đến nay, việc kiểm soát các loại bệnh do vi khuẩn gây ra trên cá tra 

chủ yếu vẫn dựa vào kháng sinh (Nguyễn Chính, 2005; Nguyễn Quốc Thịnh 

và ctv., 2014). Kết quả điều tra gần đây nhất của Phu et al. (2015) cho thấy có 

24 loại kháng sinh khác nhau được sử dụng trong ao nuôi cá tra, trong đó các 

kháng sinh như enrofloxacin, florfenicol, doxycycline, amoxicillin và cefalexin 

đang được người nuôi sử dụng nhiều. Ngoài ra, qua kết quả điều tra trên cũng 

cho thấy hầu hết các kháng sinh thường được sử dụng kết hợp với nhau để xử 

lý, trong đó 2 kháng sinh sulfamethoxazole và trimethoprim được sử dụng 

nhiều nhất. Tuy nhiên, hiệu quả điều trị của các kháng sinh không cao do vi 

khuẩn đã kháng hầu hết với các loại kháng sinh này. Hiện tại, vaccine 

ALPHAJECT Panga 1 phòng bệnh GTM cho cá tra do công ty PHARMAQ 

sản xuất đã được Cục Thú Y-Bộ Nông Nghiệp và Phát triển nông thôn Việt 

Nam (BNN-PTNT) cấp phép lưu hành vào ngày 10/04/2013 

(www.vietfish.org). Kết quả thử nghiệm vaccine phòng bệnh E. ictaluri cho cá 

tra của Từ Thanh Dung (2011) cho thấy việc tiêm vaccine trên là an toàn 

và không gây ảnh hưởng đến sinh trưởng của cá tra trong 

ao nuôi thương phẩm. Ngoài ra, vaccine còn kích thích hình thành 

miễn dịch đặc hiệu chống lại vi khuẩn E. ictaluri và bảo hộ được cá khi bệnh 

xảy ra trong thời gian thí nghiệm (www.vietfish.org). Tuy nhiên, vaccine vẫn 

chưa được sử dụng phổ biến do giá tương đối cao, mất nhiều công lao động do 

phải tiêm cho cá và người nuôi vẫn còn hoài nghi về hiệu quả của nó (Phu et 

al., 2015). Trong khi đó, việc nghiên cứu và sản xuất vaccine phòng bệnh XH 

trên cá tra ở nước ta cho đến nay vẫn còn hạn chế và chưa có nhiều thông tin. 

Hiện nay, do việc ứng dụng các vaccine đơn giá cũng như đa giá phòng bệnh 

GTM và XH chưa được phổ biến, trong khi việc sử dụng kháng sinh đang phải 

đối mặt với nhiều khó khăn thì các nghiên cứu và ứng dụng chất kích thích 

http://www.vietfish.org/
http://www.vietfish.org/
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miễn dịch (immunostimulant) trên ĐVTS ngày càng được quan tâm (Nya and 

Austin, 2009; Mohomad et al., 2010; Nya and Austin, 2010; Mastan, 2015; 

Baba et al., 2016). Nghiên cứu gần đây của Bùi Thị Bích Hằng và ctv. (2015) 

cho thấy việc bổ sung vitamin C ở mức 500-1000mg/kg thức ăn đã kích thích 

gia tăng 1 số chỉ tiêu miễn dịch không đặc hiệu và tăng khả năng kháng vi 

khuẩn của cá tra đối với vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri. Do đó, tỷ lệ cá 

chết giảm ở các NT có bổ sung vitamin C vào thức ăn so với NT đối chứng 

không có bổ sung vitamin C. Ngoài ra, việc phân lập và tuyển chọn vi khuẩn 

có tiềm năng sản suất chế phẩm sinh học phòng bệnh trên cá tra và các ĐVTS 

khác cũng được thực hiện bởi nhiều tác giả trong và ngoài nước (Ran et al., 

2012; Nguyễn Thành Tâm và ctv., 2014; Trần Thị Ngọc Phương và Đặng Thị 

Hoàng Oanh, 2016; Ngô Thị Ngọc Trân và ctv., 2016). Kết quả nghiên cứu 

của Nguyễn Văn Thành và Nguyễn Ngọc Trai (2012) cho thấy vi khuẩn 

Lactobacillus sp. phân lập từ ruột cá tra và cá rô phi có tác dụng ức chế vi 

khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila gây bệnh trên cá tra. Nhìn chung, hầu hết 

các nghiên cứu về lĩnh vực này vẫn chỉ dừng ở giai đoạn phân lập, tuyển chọn 

vi khuẩn hoặc thử nghiệm ở phòng thí nghiệm mà chưa được ứng dụng thực tế 

ngoài ao nuôi 1 cách rộng rãi.  

2.5 Kháng sinh và cơ chế tác động của kháng sinh 

2.5.1 Kháng sinh và sự kháng thuốc của vi khuẩn 

 Theo Prescott et al. (2000) thì kháng sinh (antibiotic) là 1 hợp chất được 

sản xuất bởi sinh vật mà ở nồng độ thấp có thể ức chế hoặc giết chết sinh vật 

khác. Thuật ngữ kháng sinh đôi khi được sử dụng với tên gọi khác là chất 

kháng khuẩn (antimicrobial agents). Kháng sinh có thể là các chất tự nhiên, 

bán tổng hợp hoặc là các chất hoàn toàn tổng hợp nhưng chúng gây ít hoặc 

không làm tổn thương tế bào chủ (Prescott et al., 2000; Walsh, 2003). Các 

kháng sinh có tác dụng làm ngừng sự sinh trưởng của vi khuẩn hoặc nấm được 

gọi là chất kiềm khuẩn (bacteriostatic agents) hoặc giết chết chúng, gọi là chất 

diệt khuẩn (bactericidal agents) (Walsh, 2003).  

Cho đến nay, nhiều loại kháng sinh mới được sản xuất và ra đời nhằm 

đáp ứng các nhu cầu khác nhau của con người. Trong lĩnh vực NTTS và thú y, 

1 số lượng lớn thuốc kháng sinh được sử dụng thường xuyên như trị bệnh, 

phòng bệnh và thậm chí kháng sinh được dùng như là chất kích thích tăng 

trưởng (growth promotion) (Teuber, 2001; Marshall and Levy, 2011). Nhìn 

chung, hầu hết các nước phát triển như Mỹ, Canada, Thụy Sỹ và các quốc gia 

là thành viên của châu Âu hiện nay đang có khuynh hướng giảm sử dụng hay 

sử dụng rất ít kháng sinh trong NTTS (Burka et al., 1997; Lillehaug et al., 

2003). Trong khi đó, khoảng 90% việc sản xuất thủy sản ở các quốc gia đang 
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phát triển sử dụng kháng sinh phổ biến vào trong việc phòng và kiểm soát 

mầm bệnh (Bondad-Reantaso et al., 2005). Theo Defoirdt et al. (2011) có 

khoảng 500-600 tấn kháng sinh được sử dụng ở các trại nuôi tôm ở Thái Lan 

vào năm 1994. Ngoài ra, tác giả còn nhấn mạnh có sự khác biệt rất lớn về 

lượng kháng sinh được sử dụng ở các quốc gia khác nhau trên thế giới (Bảng 

2.3).  

Song song với việc sử dụng 1 lượng lớn kháng sinh để kiểm soát mầm 

bệnh thì việc xuất hiện các chủng vi khuẩn kháng thuốc đang ngày 1 gia tăng 

(Wegener, 2003; Serrano, 2005; Marshall and Levy, 2011). Cho đến nay, 

nhiều loại vi khuẩn kháng với các loại thuốc kháng sinh khác nhau đã được 

báo cáo (White et al., 2000; Cloeckaert et al., 2000, 2001; Schmidt et al., 

2001a; Miranda and Zemelman, 2002; Miranda et al., 2003). Nhìn chung, sự 

kháng thuốc của vi khuẩn trong thời gian qua diễn ra rất nhanh. Nguyên nhân 

của hiện tượng này là do áp lực chọn lọc của kháng sinh từ môi trường sống 

của vi khuẩn. Theo Burridge et al. (2010) và Cabello et al. (2013) thì có 

khoảng 75-80% kháng sinh được phóng thích vào trong môi trường qua thức 

ăn. Do đó, vi khuẩn phải gia tăng sự kháng thuốc để tồn tại và thích nghi với 

môi trường chứa hàm lượng cao của kháng sinh. Ngoài ra, sự trao đổi của các 

gen kháng thuốc giữa các vi khuẩn với nhau trong các môi trường cũng là 

nguyên nhân làm cho sự kháng thuốc của vi khuẩn trở nên nhanh chóng 

(Wegener, 2003; Cabello, 2006; Heuer et al., 2009; Marshall and Levy, 2011).  

Bảng 2.3: Ước tính lượng kháng sinh sử dụng trong NTTS ở các quốc gia trên 

thế giới   

Quốc gia Ước tính lượng kháng sinh 

sử dụng (g/tấn sản xuất) 

Tác giả 

Thụy Sỹ 1 Lunestad et al. (2005) 

Thụy Điển 2 Turnidge and Paterson (2007) 

Hy Lạp 100 Rigos et al. (2004) 

Canada 156 Fraser et al. (2004) 

Chile 200 Bravo et al. (2005) 

Việt Nam 700 Van (2005) 

Các số liệu trong Bảng 2.3 được tổng hợp bởi Smith (2008). 

2.5.2 Cơ chế tác động của kháng sinh 

Nhìn chung, các loại thuốc kháng sinh khác nhau sẽ có cơ chế tác động 

khác nhau lên tế bào vi khuẩn (Prescott et al., 2000; Walsh, 2003). Tuy nhiên, 

theo Tenover (2006); Levy and Marshall (2004) thì kháng sinh tác động lên tế 

bào vi khuẩn theo 1 số cơ chế (Hình 2.4) chủ yếu sau: (1) can thiệp vào quá 

trình tổng hợp vách tế bào (nhóm β-lactam: penicillin, ampicillin, amoxicillin, 

cephalosporin, monobactams; nhóm glycopeptide: vancomycin, teicoplanin), 

(2) ức chế sinh tổng hợp protein (nhóm macrolide, chloramphenicol, 
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clindamycin, quinupristin-dalfoppristin, linezolid), (3) can thiệp vào quá trình 

tổng hợp acid nucleic (nhóm flouroquinolone và rifampin) và (4) ức chế quá 

trình biến dưỡng acid folic (nhóm sulfonamide, trimethoprim và nhóm đồng 

phân của acid folic). Ngoài ra, (5) kháng sinh có thể phá hủy cấu trúc màng tế 

bào vi khuẩn Gram âm (các kháng sinh polymyxin và daptomycin). 

2.5.3 Cơ chế kháng thuốc của vi khuẩn  

Vi khuẩn kháng thuốc thường được thực hiện qua 2 cơ chế: đề kháng tự 

nhiên (intrinsic/innate resistance) hoặc đề kháng thu nhận (acquired 

resistance). 

2.5.3.1 Đề kháng tự nhiên  

 Đề kháng tự nhiên là do bản chất bẩm sinh hay có sẵn của vi khuẩn, tức 

là tình trạng 1 giống hoặc 1 loài vi khuẩn kháng với 1 loại kháng sinh nào đó 

mà không có bất kỳ biến đổi về cấu trúc di truyền của chúng (Hình 2.5). Điều 

này có thể do vi khuẩn thiếu vị trí đích cho tác động của kháng sinh. Chẳng 

hạn, vi khuẩn Pseudomonas spp. và Mycoplasma đề kháng tự nhiên với các 

kháng sinh nhóm β-lactam (Hancock, 1998; Livermore, 2002; Hatha et al., 

2005; Allen  et al., 2010), vi khuẩn thuộc giống Edwardsiella (gồm E. ictaluri 

và E. tarda) kháng tự nhiên với colistin (Muyembe et al., 1973; Waltman et 

al., 1986). Ngoài ra, sự đề kháng tự nhiên của vi khuẩn có thể do thành tế bào 

của chúng không cho kháng sinh thấm qua. Vi khuẩn Gram âm đề kháng tự 

nhiên với kháng sinh nhóm glycopeptide vì phân tử thuốc quá lớn nên không 

thể xuyên qua màng tế bào vi khuẩn. 

 

 

Hình 2.4: Các nhóm kháng sinh và cơ chế tác động của chúng lên tế bào vi 

khuẩn (Bbosa et al., 2014). 
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2.5.3.2 Đề kháng thu nhận  

 Đề kháng thu nhận hay kháng đáp ứng là trường hợp vi khuẩn trước đây 

nhạy cảm với kháng sinh nhưng sau 1 thời gian tiếp xúc với kháng sinh đó làm 

cho chúng trở nên kháng. Đề kháng thu nhận có thể là kết quả của sự thay đổi 

trong hệ thống gen bởi quá trình đột biến hoặc do sự du nhập gen mã hóa tính 

kháng thuốc từ bên ngoài qua quá trình chuyển gen ngang (horizontal gene 

transfer, HGT) (Rowe-Magnus et al., 1999; Sykes, 2010). Nhìn chung, vi 

khuẩn có thể kháng với bất kỳ kháng sinh qua 3 cơ chế chủ yếu sau (Hình 

2.6): (1) sản xuất enzyme làm bất hoạt hoặc biến đổi kháng sinh (enzymatic 

inactivation or modification of the drug); (2) đẩy kháng sinh ra ngoài tế bào 

bằng hệ thống bơm protein (efflux pump) trước khi kháng sinh đến vị trí đích 

(decreased cell permeability and/or increased efflux from the cell surface); (3) 

thay đổi điểm tiếp nhận làm giảm sự gắn kết của kháng sinh với điểm tiếp 

nhận; giảm hấp thu kháng sinh vào tế bào vi khuẩn (alteration/modification of 

its targets) (Tenover, 2006; Kunz  and  Brook, 2010). 

 

 

Hình 2.5: Cơ chế đề kháng tự nhiên của vi khuẩn (Blair et al., 2015). 

2.6 Sự kháng thuốc của vi khuẩn trong NTTS 

Việc sử dụng thường xuyên và liên tục kháng sinh trong NTTS với mục 

đích phòng trị bệnh và bổ sung vào trong thức ăn với 1 liều lượng thấp như là 

chất kích thích tăng trưởng đã tạo ra áp lực chọn lọc và dẫn đến hiện tượng 

kháng thuốc của vi khuẩn (Kerry et al., 1995; Marshall and Levy, 2011). Cho 

đến nay, trên thế giới có nhiều báo cáo về vi khuẩn kháng thuốc trên các loài 

ĐVTS như cá nheo Mỹ (Waltman and Shotts, 1986; Stock and Wiedemann, 

2001), trên các loài cá vây (fin fish) (Starliper et al., 1993; Son et al., 1997; 

Ho et al., 2000; Schmidt et al., 2000; Mirand and Zemelman; 2002; Michel et 
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al., 2003; Hatha et al., 2005; Akinbowale et al., 2006, 2007), lươn (Alcaide et 

al., 2005), động vật có vỏ (shellfish) (Ho et al., 2000) và thậm chí là trong các 

môi trường nuôi thủy sản (Petersen et al., 2000; Tendencia and de la Pena, 

2001; Chelossi et al., 2003; Kim et al., 2004). Ở Việt Nam, nhiều báo cáo cho 

thấy sự hiện diện của vi khuẩn kháng thuốc trong các hệ thống nuôi thủy sản 

như E. coli, Pseudomanas spp. và Aeromonas spp. và các loài vi khuẩn khác 

(Đặng Thị Hoàng Oanh và ctv., 2005; Sarter et al., 2007; Nguyen et al., 2012; 

Trần Thị Mỹ Hân, 2013). 

 

 

Hình 2.6: Cơ chế kháng thuốc của vi khuẩn (Bbosa et al., 2014).  
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với enrofloxacin, gentamicin và doxycycline. Báo cáo của Stock and 

Wiedemann (2001) cho thấy các vi khuẩn thuộc giống Edwardsiella, kể cả vi 
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gần đây vi khuẩn E. ictaluti đã bắt đầu kháng với nhóm kháng sinh này 

(Akinbowale et al., 2007).  

Ở ĐBSCL, sự kháng thuốc của vi khuẩn E. ictaluri trên cá tra cũng được 

nhiều tác giả nghiên cứu. Crumlish et al. (2002) đã tiến hành kiểm tra kháng 

sinh đồ vi khuẩn E. ictaluri phân lập từ cá tra nuôi ở tỉnh An Giang và Cần 

Thơ. Kết quả cho thấy vi khuẩn E. ictaluri phân lập trên cá tra ở tỉnh An 

Giang chỉ kháng với oxolinic acid trong khi vi khuẩn được phân lập từ Cần 

Thơ thì kháng với oxytetracyline và sulfonamide. Nghiên cứu của Từ Thanh 

Dung và ctv. (2004) cho thấy vi khuẩn E. ictaluri phân lập từ cá tra bệnh tại 

An Giang, Cần Thơ, Đồng Tháp và Vĩnh Long cũng kháng với oxytetracyline, 

oxolinic acid và sulfonamide. Tuy nhiên, đến năm 2008, ngoài 2 loại kháng 

sinh oxytetracyline và sulfonamide thì vi khuẩn này đã kháng thêm với 

streptomycin, trimethoprim, flumequine và enrofloxacin (Dung et al., 2008). 

Điểm nổi bật trong nghiên cứu này là đã xác định có trên 73% chủng vi khuẩn 

E. ictaluri biểu hiện sự đa  kháng thuốc. Gần đây nhất, theo kết quả nghiên 

cứu của Nguyễn Thiện Nam và ctv. (2010) cho thấy hầu hết vi khuẩn E. 

ictaluri kháng với streptomycin, chloramphenicol (95%), florfenicol, 

enrofloxacin (77,5%) và doxycycline (67,5%). Đặc biệt, nghiên cứu này đã 

xác định 97,5% chủng vi khuẩn biểu hiện sự đa kháng thuốc. Tuy nhiên, 

nghiên cứu của Phạm Thanh Hương và ctv. (2010) cho thấy có đến 96% các 

chủng vi khuẩn E. ictaluri thể hiện sự đa kháng thuốc. 

2.6.2 Sự kháng thuốc của vi khuẩn A. hydrophila 

Tương tự, nhiều nghiên cứu về sự kháng thuốc của vi khuẩn A. 

hydrophila trên thế giới đã được thực hiện (Guz and Kozinska, 2004; 

Akinbowale et al., 2007; Ashiru et al., 2011; Tipmongkolsilp et al., 2012). 

Đặc biệt, các nghiên cứu gần đây cho thấy hiện tượng đa kháng thuốc của vi 

khuẩn này đã xuất hiện ở nhiều nơi trên thế giới (Akibowale et al., 2006, 

2007; Kaskhedilar and Chhabra, 2010; Stratev et al., 2013). Trên cá nheo Mỹ, 

vi khuẩn A. hydrophila đã kháng với nhiều loại kháng sinh như ampicillin, 

chloramphenicol, streptomycin, sulfonamide, tetracycline, nitrofuran và 

oxytetracycline (Aoki, 1988; DePaola et al., 1988). Các nghiên cứu khác cũng 

cho thấy vi khuẩn A. hydrophila đã kháng với các loại thuốc kháng sinh như 

chloramphenicol, terramycin, ampicillin, amoxicillin, sulfamethoxazole, 

cefalexin, oxytetracycline, oxolinc acid và erythromycin (McPheason et al., 

1991; Akibowale et al., 2006; Akinbowale et al., 2007; Vivekanandhan et al., 

2002).  

Ở nước ta, sự kháng thuốc kháng sinh của vi khuẩn A. hydrophila cũng 

được các nhà khoa học quan tâm và nghiên cứu, đặc biệt là vi khuẩn gây bệnh 

http://vi.wikipedia.org/wiki/Sulfonamide_(thu%E1%BB%91c)
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trên cá tra ở ĐBSCL. Nghiên cứu của Crumlish et al. (2007) cho thấy vi khuẩn 

này đã kháng thêm với oxytetracycline, erythromycin và acid oxolinic. Nghiên 

cứu của Phạm Thanh Hương và ctv. (2010) với kết quả là các chủng A. 

hydrophila phân lập trên cá tra tại Cần Thơ, Đồng Tháp và Sóc Trăng đã 

kháng cao với trimethoprim/sulfamethoxazole, streptomycin, đặc biệt trong 

nghiên cứu này cho thấy có đến 23% vi khuẩn A. hydrophila thể hiện sự đa 

kháng. Ngoài ra, nghiên cứu gần đây của Trần Thị Mỹ Hân (2013) cho thấy 

các chủng vi khuẩn A. hydrophila phân lập trên cá thát lát còm (Chitala 

Chitala Hamilton, 1822) đã kháng với ampicillin, cefazolin, colistin và 

streptomycin. 

2.7 Hiện tượng và cơ chế đa kháng thuốc của vi khuẩn 

Việc sử dụng thường xuyên các loại kháng sinh để điều trị bệnh cho 

người cũng như trong lĩnh vực thú y và NTTS đã làm cho vi khuẩn không chỉ 

kháng với 1 loại kháng sinh mà còn làm cho chúng có khả năng kháng cùng 

lúc với nhiều loại kháng sinh (Akinbowale et al., 2007). Nhìn chung, hiện 

tượng đa kháng thuốc đang trở nên phổ biến ở vi khuẩn Gram âm và Gram 

dương (White et al., 2001; Alekshun and Levy, 2007) và gây khó khăn cho 

việc điều trị bệnh (Alekshun and Levy, 2007; Nikaido, 2009). Cho đến nay, 

ngoài vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri thì hiện tượng đa kháng thuốc 

cũng được báo cáo ở nhiều loài vi khuẩn khác như Acinetobacter baumannii, 

P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, Enterococcus faecium, Staphylococcus 

aureus, Mycobacterium tuberculosis, Salmonella enterica  serovar  

typhimurium, Shigella dysenteriae, Stenotrophomonas và Burkholderia 

(Alekshun and Levy, 2007; Džidic et al., 2008; Giedraitienė et al., 2011).  

Nhìn chung, sự đa kháng thuốc của vi khuẩn có thể được thực hiện thông 

qua 2 cơ chế chủ yếu: cơ chế thu nhận (acquired mechanism) và cơ chế tự 

nhiên (intrinsic mechanism). Cơ chế thu nhận là do sự hiện diện của các gen 

kháng thuốc khác nhau (mỗi gen mã hóa tính kháng đối với 1 kháng sinh) trên 

cùng bộ gen vi khuẩn (multiple antibiotic resistance genes). Cơ chế này 

thường liên quan đến sự đột biến ở những gen mục tiêu của kháng sinh và sự 

truyền gen kháng thuốc thông qua các plasmid, thực khuẩn thể 

(bacteriophage), gen nhảy (transposon) và các integron (Alekshun and Levy, 

2007). Sự truyền gen kháng thuốc thông qua các yếu tố di truyền vận động 

như plasmid, transposon và integron được cho là cơ chế phổ biến nhất trong sự 

đa kháng thuốc của vi khuẩn xảy ra trong môi trường (Davies, 1994; White et 

al., 2001; Alekshun and Levy, 2007). Trong khi đó, ở cơ chế tự nhiên 

(intrinsic mechanism) thì vi khuẩn đa kháng thuốc được thực hiện nhờ hệ 

thống bơm thoát dòng (multidrug efflux pumps) (Alekshun and Levy, 2007; 
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Nikaido, 2009). Hiện nay, ít nhất 5 họ protein (Hình 2.7) liên quan đến hệ 

thống bơm thoát dòng đã được báo cáo, gồm họ RND (resistance nodulation 

division), họ MFS (major facilitator superfamily), họ SMR (staphylococcal 

multiresistance), họ MATE (multidrug and toxic compound extrusion) và siêu 

họ ABC (ATP binding cassette) (Piddock, 2006).  

 

Hình 2.7: Các hệ thống bơm đa kháng của vi khuẩn (Piddock, 2006). 

2.8 Các yếu tố di truyền vận động liên quan đến sự kháng thuốc của 

vi khuẩn 

2.8.1 Plasmid  

   Plasmid là các phân tử ADN mạch đôi, dạng vòng hoặc thẳng 

(circular/linear double-stranded DNA) nằm ngoài ADN nhiễm sắc thể của vi 

khuẩn. Chúng có thể tự nhân lên độc lập với tế bào chủ (extra-chromosomal 

DNA self-replicating genetic element) do có vị trí khởi đầu sao chép (ori hay 

origin of replication) (Leplae et al., 2004; Frost et al., 2005). Các plasmid 

thường có kích thước từ vài kilobase pairs (kbp) đến vài trăm kbp (Waters, 

1999). Trong 1 tế bào vi khuẩn có thể có từ 1 đến nhiều loại plasmid khác 

nhau và mỗi loại có thể có nhiều bản sao trong tế bào. Nhìn chung, các 

plasmid đóng vai trò quan trọng đến việc phát tán của các gen kháng kháng 

sinh do chúng mang các gen kháng kháng sinh (các R-plasmid, resistance 

plasmid) và trên plasmid có chứa gen tra (transfer gene) giúp cho plasmid có 

thể di chuyển từ vi khuẩn này sang vi khuẩn khác trong cùng 1 loài hoặc khác 

loài với nhau (Hình 2.8). Tuy nhiên, ngày nay các plasmid được xem là nhân 

tố quan trọng gây nên hiện tượng đa kháng thuốc ở vi khuẩn do chúng mang 

Họ MATE 

MFS 

Họ SMR 

Họ RND 

Siêu họ  ABC 

Màng tế bào 

Tế bào chất 

http://vi.wikipedia.org/wiki/DNA
https://vi.wikipedia.org/w/index.php?title=Origin_of_replication&action=edit&redlink=1
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các gen mã hóa cho việc kháng lại nhiều loại kháng sinh như β-lactam, 

macrolide, aminoglycoside, tetracycline, trimethoprim/sulfamethoxazole và 

phenicol (Nikaido, 2009). Thêm vào đó, các yếu tố di truyền vận động khác 

như gen nhảy (transposon), đoạn xen/đoạn chèn (insertion sequence) và các 

integron mang các gen kháng thuốc thường định vị trên các plasmid nên việc 

phát tán và truyền gen kháng thuốc của vi khuẩn có thể xảy ra ở tần suất cao 

(Waters, 1999; Cambray et al., 2010).  

 

Hình 2.8: Sự trao đổi gen kháng thuốc qua plasmid ở vi khuẩn (Levy and 

Marshall, 2004). 

2.8.2 Các integron 

 Stokes and Hall (1989) lần đầu tiên đã phát hiện và mô tả các yếu tố di 

truyền vận động, được gọi là integron có khả năng thu nhận gen (gene capture 

system) ở nhiều loài vi khuẩn. Các integron có khả năng nhận biết, bắt giữ 1 

hay nhiều gen cassette (gen cassette thường là các gen mã hóa sự đề kháng với 

kháng sinh) (Cambray et al., 2010). Do integron có khả năng thu giữ 1 hay 

nhiều gen cassette, các vi khuẩn mang integron thường có hiện tượng đa 

kháng thuốc (Collis and Hall, 1992; Collis and Hall, 1995). Các integron 

thường hiện diện phổ biến ở vi khuẩn Gram âm, đặc biệt là ở các loài vi khuẩn 

thuộc họ Enterobacteriaceae (White et al., 2001). 

 Cấu trúc chung của các integron bao gồm 1 vùng chức năng (functional 

platform, vùng bảo tồn 5’-CS: 5’-conserved segment): mang các thành phần 

cần thiết cho hệ thống hoạt động và 1 vùng biến đổi (variable region) chứa 

Sự đột biến 

Nhiễm sắc thể 

Gen nhảy 
Thực khuẩn thể 

ADN tự do 
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nhiều gen cassette mã hóa tính kháng kháng sinh (Hình 2.9). Vùng chức năng 

của integron gồm có 3 vị trí quan trọng: vị trí mang gen tổng hợp enzyme 

tyrosine recombinase (IntI gene) có chức năng xúc tác quá trình cắt và định 

hướng sự gắn vào integron của các gen cassette (Stokes and Hall, 1989), điểm 

gắn vào của gen cassette ở 1 vị trí chuyên biệt được gọi là attI (Collis et al., 

1993) và 1 promotor (Pc). Các integron bản thân chúng không thể di chuyển 

nhưng chúng thường gắn với các yếu tố di truyền vận động khác như các gen 

nhảy (transposon) hoặc các plasmid tiếp hợp (conjugative plasmid), nhờ đó mà 

chúng có thể phát tán gen kháng thuốc trong cùng 1 loài (intraspecies) và giữa 

các loài với nhau (interspecies) (Davies and Davies, 2010). 

 

Hình 2.9: Cấu trúc chung của các integron và cơ chế thu nhận các gen 

cassette của integron (Davies, 2008). 

 Các integron được chia làm 2 loại: loại liên kết với các yếu tố di truyền 

vận động như gen nhảy hoặc các plasmid tiếp hợp, gọi là các integron di động 

(mobile integron/MIs) và loại nằm trên nhiễm sắc thể, gọi là integron nhiễm 

sắc thể (chromosomal integron-CIs hoặc super-integron). Các integron nhiễm 

sắc thể thường không liên quan đến kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn 

(Cambray et al., 2010). Các integron di động được chia thành nhiều nhóm 

khác nhau dựa trên trình tự amino acid của các gen integrase tương ứng, các 

gen này thường tương đồng từ 45-58% (Rowe-Magmus et al., 2002). Cho đến 

nay, các nhà khoa học trên thế giới đã phát hiện được ít nhất 5 nhóm integron 

di động, trong số đó thì các integron nhóm 1 và nhóm 2 là những integron hiện 

diện phổ biến ở các vi khuẩn có kiểu hình đa kháng thuốc và chúng thu hút sự 
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quan tâm của các nhà khoa học do có khả năng phát tán các gen kháng thuốc 

có thể xảy ra trong cùng 1 loài và giữa các loài với nhau (White et al., 2001).  

2.8.2.1 Các integron nhóm 1 

 Cấu trúc chung của các integron nhóm 1 (class 1 integrons) gồm vùng 

5’-CS và 3’-CS bị chia cắt bởi vùng biến đổi chứa 1 hoặc nhiều gen cassette 

(Rodríguez et al., 2006) (Hình 2.10). Vùng 5’-CS là vùng chức năng chứa 

gene integrase (intI1), điểm tiếp hợp (attI1) và 1 promoter (Pc) cho phép gen 

cassette gắn vào attI1 ở 1 hướng thích hợp. Vùng 3’-CS của các integron 

nhóm 1 bao gồm gen qacEΔ1 (qacEΔ1 gane) mã hóa tính kháng đối với các 

hợp chất ammonia bậc 4 (quaternary ammonium compounds) và gen sul1 

(sul1 gene) mã hóa gen kháng với kháng sinh nhóm sulfonamide và 2 khung 

đọc mở: orf5 và orf6 (open reading frame) (Partridge et al., 2009). Các 

integron nhóm 1 thường hiện diện phổ biến ở vi khuẩn đa kháng thuốc và 

được phát hiện ở nhiều loài vi khuẩn Gram âm như Acinetobacter, 

Aeromonas, Alcaligenes, Burkholderia, Campylobacter, Citrobacter, 

Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, 

Shigella và Vibrio (Fluit and Schmitz, 2004).  

 

Hình 2.10: Cấu trúc chung của các integron nhóm 1 (Aleskshun and Levy, 

2007). 

2.8.2.2 Các integron nhóm 2 

Các integron nhóm 2 (class 2 integron) thường liên kết với tranposon Tn7 

(Collis and Hall, 1995). Integron nhóm 2 không chứa gen sul1 nhưng nó chứa 

các gen có vai trò thúc đẩy sự chuyển vị của Tn7 (Radstrom et al., 1994; 

Recchia and Hall, 1995). Theo Hansson et al. (2002) thì gen integrase của 

integron nhóm 2 (IntI2) có tỷ lệ tương đồng với gen integrase của integron 

nhóm 1 là 46%. Các integron nhóm 2 thường xuất hiện ở các vi khuẩn thuộc 

họ Enterobacteriaceae, đặc biệt là ở vi khuẩn E. coli (White et al., 2001; 

Crespo et al., 2005; Machado et al., 2005; Pan et al., 2006). Integron nhóm 2 

thường chứa các gen ereA (kháng với erythromycin); catB2 (kháng 

chloramphenicol), aadB (kháng gentamicin, tobramycin và kanamycin), dfr 
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(kháng trimethoprim), sat (kháng streptothrycin) và estX (mã hóa cho esterase 

giả định) (Partridge et al., 2009). 

2.8.2.3 Các integron nhóm 3, 4 và 5 

Ngoài các integron nhóm 1 và 2 thì các integron nhóm 3, 4 và 5 cũng 

được phát hiện ở vi khuẩn. Tuy nhiên, chỉ 1 số ít các nghiên cứu về các 

integron nhóm này được báo cáo. Các integron nhóm 3 lần đầu tiên được phát 

hiện bởi Arakawa et al. (1995) từ các chủng vi khuẩn Serratia marcescens 

kháng carbapenem. Trong khi, các integron nhóm 4 và 5 đã được báo cáo từ 1 

số loài Vibrio kháng với trimethoprim (Hochhut et al., 2001; Cambray et al., 

2010). 

2.8.2.4 Các gen cassette 

Gen cassette là những yếu tố di truyền vận động nhỏ nhất và không có 

khả năng sao chép, thường chỉ chứa 1 gen đơn và 1 điểm tái tổ hợp (attC) hay 

còn gọi là 59-be (59-base element) (Labbate et al., 2009). Hầu hết các gen 

cassette không có promoter (vùng khởi động) nên hoạt động của chúng phụ 

thuộc vào promoter (Pc) của integron mà chúng chèn vào (Cambray et al., 

2010). Do đó, nó không thể tự nhân đôi ở trạng thái tự do. Nhiều gen cassette 

có thể chèn vào cùng 1 integron nên gây ra hiện tượng đa kháng (Partridge et 

al., 2009). Hiện nay, theo báo cáo của các nhà khoa học thì có hơn 130 gen 

cassette khác nhau đã được xác định (Fluit and Schmitz, 2004; Partridge et al., 

2009). Trong đó,  có hơn 80 gen cassette khác nhau từ integron nhóm 1 đã 

được phát hiện và chúng thường mã hóa cho sự đề kháng với các kháng sinh 

như aminoglycoside, chloramphenicol, trimethoprim, streptothricin, rifampin, 

erythromycin, fosfomycin, lincomycin, các hợp chất amino bậc 4 và các kháng 

sinh thuộc nhóm β – lactam (Rowe-Magmus and Mazel, 2002; Fluit and 

Schmitz, 2004). 

2.9 Hiện tượng trao đổi gen kháng thuốc giữa các loài vi khuẩn trong 

tự nhiên 

2.9.1 Các quá trình tiếp hợp và trao đổi gen kháng thuốc của vi 

khuẩn 

Sự trao đổi vật liệu di truyền của vi khuẩn có thể diễn ra qua 2 hình thức, 

đó là quá trình chuyển gen ngang (lateral hoặc horizontal gene transfer, 

LGT/HTG) và chuyển gen thẳng (vertical gene transfer hoặc vertical 

evolution) (Hình 2.11). Quá trình chuyển gen thẳng là do vi khuẩn ban đầu 

không có gen kháng thuốc nhưng sau đó bị đột biến có gen kháng thuốc và khi 

vi khuẩn có gen này thì chúng có thể truyền trực tiếp gen kháng thuốc của 

chúng cho các thế hệ con cháu của chúng qua quá trình tái bản ADN (DNA 

replication) (Madhavan and Murali, 2011).  
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Trong khi đó, sự chuyển gen ngang là quá trình mà vật liệu di truyền có 

thể trao đổi giữa các vi khuẩn trong cùng 1 loài hoặc khác loài với nhau 

(Dröge  et al., 1999). Quá trình này giữ vai trò rất quan trọng trong việc phát 

tán các gen kháng thuốc giữa các vi khuẩn trong tự nhiên (de la Cruz  and 

Davies, 2000). Cho đến nay, có ít nhất 3 cơ chế liên quan quá trình chuyển gen 

ngang của vi khuẩn đã được phát hiện, đó là quá trình biến nạp 

(transformation), tải nạp (transduction) và tiếp hợp (conjugation). Biến nạp là 

1 trong những hình thức chuyển gen ngang lần đầu tiên được phát hiện bởi 

Griffith ở vi khuẩn Streptococcus pneumoniae (Griffith, 1928), còn tải nạp do 

các thực khuẩn thể (phage) thì ít được biết đến. Trong khi đó, tiếp hợp được 

xem là 1 trong những cơ chế phổ biến nhất để vi khuẩn để trao đổi vật chất di 

truyền (Mazel and Davies, 1999; Norman  et al., 2009).  

 

Hình 2.11: Các quá trình chuyển gen ngang ở vi khuẩn (Furuya and Lowy, 

2006). 

2.9.2 Các kết quả nghiên cứu liên quan đến khả năng truyền gen 

kháng thuốc giữa nhóm vi khuẩn gây bệnh ở ĐVTS và vi khuẩn E. coli 

Cho đến nay, trên thế giới đã nhiều nghiên cứu chứng minh nhiều loài vi 

khuẩn có thể tiếp hợp và chuyển gen kháng thuốc của chúng cho vi khuẩn E. 

coli (Kruse and Sorum, 1994; Agersø and Sandvang, 2005; Cabello, 2006; 

Van et al., 2007; Heuer et al., 2009; Xu et al., 2011; Marshall and Levy, 2011; 

Tremblay et al., 2011). Trong lĩnh vực thủy sản, nhiều nghiên cứu cho thấy 

các vi khuẩn gây bệnh trên cá như Aeromonas spp., E. ictaluri, Pseudomonas 

spp. có thể chuyển gen kháng thuốc của chúng sang vi khuẩn E. coli (Sorum 

and Sunde, 2001; Sorum and L’Abee, 2002; Sorum et al., 2003; Dung et al., 

2009; Nguyen et al. , 2014). Kết quả nghiên cứu của Son et al. (1997) cho 

https://en.wikipedia.org/wiki/Streptococcus_pneumoniae
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thấy trong số các chủng vi khuẩn A. hydrophila AH4, AH5, AH9, AH10, 

AH11 và AH19 phân lập từ cá rô phi đen/cá rô phi cỏ (Telapia mossambica) 

gây bệnh loét da (skin ulcer) ở Malaysia được chọn thí nghiệm tiếp hợp thì chỉ 

có chủng AH11 có thể chuyển các plamid có ích thước 6,2 kbp và 63,4 kbp 

(kháng ampicillin and tetracycline) sang vi khuẩn E. coli K12. Nghiên cứu của 

Schmidt et al. (2001a) cho thấy 17/40 chủng thuộc nhóm Aeromonas di động 

kháng oxytetracycline thu thập từ các trại nuôi cá hồi ở Đan Mạch đã chuyển 

các plasmid lớn của chúng (110 kbp và 160 kbp) sang vi khuẩn E. coli 

CSH26Rf. Nghiên cứu khác của Schmidt et al. (2001b) cũng cho thấy 15/16 

chủng A. salmonicida gây bệnh nhọt (furunculosis) trên cá hồi ở Bắc Âu và 

Bắc Mỹ có thể chuyển các R-plasmid của chúng sang vi khuẩn E. coli 

CSH26Rf. Kết quả tiếp hợp của Yoo et al. (2003) ghi nhận vi khuẩn Vibrio 

damsela JE1 có thể chuyển các R-plasmid mang các gen kháng 

chloramphenicol và tetracycline sang vi khuẩn E. coli K-12 HB101. Nghiên 

cứu của Furushita et al. (2003) chúng minh các chủng vi khuẩn 

Photobacterium, Vibrio, Pseudomonas, Alteromonas, Citrobacter và 

Salmonella spp., phân lập từ 3 địa điểm nuôi cá loài cá như cam sọc vàng 

(Seriola lalandi), cá cam Nhật Bản (Seriola quinqueradiata), cá cam sọc 

(Seriola dumerili) và cá  ngừ vây xanh Đại Tây dương (Thunnus thynnus) đã 

chuyển các gen tetB, tetY hoặc tetD sang vi khuẩn E. coli HB-101 sau khi tiếp 

hợp. Vi khuẩn A. salmonicida gây bệnh trên cá hồi mang R-plasmid (pRAS1, 

kích thước 45 kbp) kháng tetracycline, trimethoprim và sulfonamide có thể 

chuyển sang vi khuẩn E. coli (Sorum et al., 2003). Lần đầu tiên trong nghiên 

cứu của Agerso et al. (2007) chứng minh gen tetE nằm trên plasmid có kích 

thước 150 kpb của vi khuẩn Aeromonas spp. phân lập từ cá nuôi ở Đan Mạch 

có thể chuyển sang vi khuẩn E. coli. Ở Úc, nghiên cứu của Akinbowale et al. 

(2007) cho thấy 5/12 chủng vi khuẩn kháng oxytetracycline (gồm 4 chủng 

Aeromonas WA12, WA13, WA14 và WA15 và 1 chủng Vibrio QV5) có thể 

chuyển R-plasmid (mang các gen kháng tetracycline: tetA, tetD và tetM) của 

chúng sang vi khuẩn E. coli (từ gà heo và người). Tuy nhiên, không phải tất cả 

các gen này cùng được chuyển từ vi khuẩn cho sang vi khuẩn nhận. Chẳng 

hạn, 2 chủng A. hydrophila WA12 và WA14 mang các gen tetD, tetE và tetM 

nhưng chỉ có tetD và tetM hoặc chỉ riêng tetM chuyển sang chủng vi khuẩn 

nhận, trong khi đó chủng A. hydrophila WA13 mang gen tetA và tetM chỉ 

chuyển tetA sang vi khuẩn nhận. Đặc biệt, qua kết quả tiếp hợp của nghiên 

cứu này cũng cho thấy bên cạnh gen kháng tetracycline thì các gen kháng 

thuốc kháng sinh khác như cephalothin, chloramphenicol, trimethoprim, 

sulphamethoxazole, sulphonamide và trimethoprim/sulphamethoxazole cũng 

được đồng vận chuyển (co-transfer) sang vi khuẩn nhận. Trên cá tra, kết quả 
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nghiên cứu của Dung et al. (2009) cho thấy các chủng vi khuẩn E. ictaluri 

mang plasmid không tương hợp (IncK) có thể chuyển sang vi khuẩn E. coli. 

Kết quả nghiên cứu của Shah et al. (2014) cho thấy trong số 9 chủng vi khuẩn 

được chọn để khảo sát khả năng tiếp hợp thì 2 chủng Marinobacter litoralis và 

Stenotrophomonas maltophilia có nguồn gốc từ địa điểm nuôi cá hồi có thể 

chuyển cả 2 gen tetA và sul2 sang vi khuẩn E. coli.  

2.10 Sự kháng tetracycline của vi khuẩn 

2.10.1 Tổng quan về kháng sinh nhóm tetracycline 

Tetracycline thuộc nhóm kháng sinh phổ rộng (broad-spectrum), có hoạt 

tính ức chế nhiều loài vi khuẩn Gram âm và Gram dương hiếu khí và kỵ khí 

(Roberts, 2003). Xét về mặt dược lý, các kháng sinh thuộc nhóm này có thể 

chia là 2 thế hệ: thế hệ 1 gồm các kháng sinh có nguồn gốc tự nhiên 

(tetracycline, oxytetracycline, chlortetracycline và demeclocycline); thế hệ 2 

gồm các kháng sinh có nguồn gốc bán tổng hợp (doxycycline và minocycline) 

(Chopra et al., 1992; Chopra and Roberts, 2001; Prescott, 2000). 

Chlortetracycline là loại kháng sinh thuộc nhóm tetracycline lần đầu tiên được 

phát hiện vào 1948 từ loài Streptomyces aureofaciens (Chopra et al., 1992; 

Chopra and Roberts, 2001). Nhìn chung, các kháng sinh nhóm tetracycline có 

cấu trúc hóa học giống nhau, chúng chỉ khác nhau ở các gốc R.          

2.10.2 Cơ chế hoạt động của kháng sinh nhóm tetracycline  

Nhìn chung, tất cả các kháng sinh nhóm tetracycline có cơ chế hoạt động 

là ức chế quá trình tổng hợp protein của tế bào vi khuẩn (Hình 2.12) (Speer et 

al., 1992; Chopra and Roberts, 2001). Sau khi khuếch tán vào bên trong tế bào 

vi khuẩn, kháng sinh tetracycline sẽ gắn vào các thụ thể (receptor) trên tiểu 

đơn vị 30S của ribosome vi khuẩn làm cho các tRNA vận chuyển acid amin 

không thể gắn vào điểm A (A site) trên ribosome nên chuỗi peptide không thể 

kéo dài, vì vậy quá trình tổng hợp protein không thể xảy ra (Chopra and 

Roberts, 2001).  

2.10.3 Cơ chế kháng tetracycline của vi khuẩn 

Trước giữa thập niên 1950, hầu hết các vi khuẩn đều nhạy với 

tetracycline (van Hoek et al., 2011). Ngày nay, do các kháng sinh nhóm 

tetracycline có độc tính và chi phí thấp (van Hoek et al., 2011) nên thường 

được sử dụng rộng rãi trong NTTS để kiểm soát các nguồn bệnh, trong đó 

oxytetracycline thường được sử dụng ở hầu hết các nước có ngành công 

nghiệp nuôi cá (Sorum et al., 1992; Miranda et al., 2003). Do đó, nhiều nghiên 

cứu đã phát hiện nhiều loài vi khuẩn kháng tetracycline gây bệnh trên cá đã 

xuất hiện trong NTTS (DePaola et al., 1988; Schmidt et al., 2001a; Miranda et 

al., 2003). Ngày nay, vi khuẩn kháng tetracycline đã xuất hiện thường xuyên 
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hơn, đặc biệt là nhóm vi khuẩn thuộc họ Enterobacteriaceae (Chopra and 

Roberts, 2001). 

 

Hình 2.12: Cơ chế hoạt động của các kháng sinh thuộc nhóm tetracycline 

(www.antibiotics-info.org/tetracycline.html). 

Theo Zakeri and Wright (2008) thì hiện nay đã có 4 cơ chế kháng đáp 

ứng tetracycline (acquired tetracycline) (Hình 2.13) của vi khuẩn đã được phát 

hiện: (1) vi khuẩn giảm nồng độ của tetracycline trong tế bào bằng hệ thống 

bơm thải (efflux pumps) (Roberts, 1996), (2) phá vỡ sự tương tác giữa 

ribosome-tetracycline bằng các protein bảo vệ ribosome (RPPs-ribosomal 

protection proteins) (Roberts, 1996), (3) bất hoạt kháng sinh bởi enzyme 

(enzymatic inactivation) thông qua quá trình gọi là monohydroxylation (Yang 

et al., 2004) và (4) cơ chế sau cùng là thay đổi vị trí đích (target site) tác dụng 

của kháng sinh bằng đột biến vùng 16S rRNA (Ross et al., 1998). Trong số 

các cơ chế trên thì 2 cơ chế kháng tetracycline qua các protein bảo vệ 

ribosome và hệ thống bơm thải là phổ biến và thường gặp nhất ở vi khuẩn 

(Chopra and Roberts, 2001).  

 

Hình 2.13: Các cơ chế kháng tetracycline ở vi khuẩn (Zakeri and Wright, 

2008). 

Bảo vệ ribosome 

Bất hoạt bởi enzyme 

Hệ thống bơm thải 

Thay đổi mục tiêu 

Chuỗi polypeptide 

Điểm A Điểm P 

mARN 
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Cho đến nay, có khoảng 45 gen kháng đáp ứng tetracycline khác nhau đã 

được xác định, gồm 40 gen tet (kháng tetracycline), 3 gen otr (kháng 

oxytetracycline) và 1 gen tcr (Roberts, 1996, 2005; Brown et al., 2008). Trong 

số các gen này, có 29 gen mã hóa cho hệ thống bơm thải (gồm 26 gen tet, 2 

gen otr và 1 gen tcr), 12 gen mã hóa cho các protein bảo vệ ribosome (11 gen 

tet và 1 gen otr), 3 gen tet liên quan cơ chế bất hoạt kháng sinh bằng enzyme 

(Bảng 2.4). Tuy nhiên, cho đến nay cơ chế kháng tetracycline của gen tetU 

vẫn chưa được sáng tỏ. Các gen mã hóa tính kháng tetracycline thường nằm 

trên các yếu tố di truyền vận động (mobile genetic element) như các plasmid 

hoặc gen nhảy (transposon) (Speer et al., 1992).   

Bảng 2.4: Các gen kháng đáp ứng tetracycline 

Cơ chế Gen 

Efflux pumps (bơm đẩy) tetA, tetA(P), tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetH, tetJ, 

tetK, tetL, tetV, tetY, tetZ, tet30, tet31, tet33, tet35, 

tet38, tet39, tet40, tet41, tet42, tet43, tet45, tet46, 

otrB, otrC và tcr. 

Ribosomal protection 

(protein bảo vệ) 

tetB (P), tetM, tetO, tetQ, tetS, tetT, tetW, tet32, 

tet36, tet44, tet và otrA. 

Enzymatic inactivation 

(bất hoạt bởi enzyme) 

tetX, tet34 và tet37. 

 

Unknown (chưa biết) tetU 

Roberts et al. (2012) 

2.11 Sự kháng florfenicol của vi khuẩn 

2.11.1 Tổng quan về kháng sinh nhóm phenicol  

 Phenicol thuộc nhóm kháng sinh phổ rộng, bao gồm các loại như 

chloramphenicol (C11H12Cl2N2O5), thiamphenicol (C12H15Cl2N2O5S), 

florfenicol (C12H14Cl2NO4SF) và florphenicol amine (C10H14Cl2NO3SF). Các 

kháng sinh thuộc nhóm phenicol có hoạt tính kháng khuẩn rất mạnh, có tác 

dụng đối với cả vi khuẩn Gram âm và Gram dương (Schwarz et al., 2004). 

Nhìn chung, các kháng sinh nhóm này có cấu trúc hóa học tương tự nhau, chỉ 

khác nhau ở gốc R. 

Chloramphenicol đã được sử dụng phổ biến trong chăn nuôi thú ý mãi 

cho đến khi độc tính của nó được phát hiện. Do đó, hiện nay chloramphenicol 

đã bị cấm sử dụng trong lĩnh vực thú y và trong NTTS. Florfenicol là dẫn xuất 

của chloramphenicol với nhóm p-methyl sulfonyl và fluorine thay thế cho 

nhóm p-nitro và hydroxyl trong cấu trúc của chloramphenicol. Florfenicol 

được ứng dụng rộng rãi trong ngành thú y và được sử dụng trong NTTS ở 

châu Á từ những thập niên 1980 (Keyes et al., 2000). Ở Châu Âu, florfenicol 

được sử dụng để trị bệnh truyền nhiễm đường hô hấp ở gia súc vào năm 1995 

và trên heo vào năm 2000. Ở Mỹ, nó cũng được Cơ Quan quản lý Dược và 
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Thực phẩm (Food and Drug Administration) cho phép sử dụng vào năm 1996 

để điều trị các nguồn bệnh trên đường hô hấp của bò và sử dụng trong NTTS 

(Fernandez-Alcarcon et al., 2010).  

2.11.2 Cơ chế hoạt động của kháng sinh nhóm phenicol 

Ở Việt Nam, chloramphenicol cùng với kháng sinh enrofloxacin (thuộc 

nhóm quinolone) hiện đang bị cấm sử dụng trong NTTS. Tuy nhiên, 

florfenicol thì vẫn được phép sử dụng trong NTTS ở nước ta (Thông tư số 

03/2012/TT-BNNPTNT). Tương tự như chloramphenicol, cơ chế hoạt động 

của của florfenicol là gắn vào tiểu đơn vị 50S của ribosome và ức chế enzym 

peptidyl transferase. Do đó ngăn cản việc chuyển các acid amin từ phân tử 

tRNA đến chuỗi peptide của protein đang tổng hợp làm ức chế quá trình sinh 

tổng hợp protein của vi khuẩn (Schwarz et al., 2004). 

2.11.3 Cơ chế kháng florfenicol của vi khuẩn 

Việc sử dụng florfenicol trong thú y và NTTS trong thời gian qua đã làm 

xuất hiện nhiều loài vi khuẩn khác nhau trở nên kháng florfenicol như 

Klebsiella pneumoniae (Cloeckaert et al., 2001), Escherichia coli (Keyes et 

al., 2000; Cloeckaert et al., 2000; White et al., 2000), Vibrio cholerae 

(Hochhut et al., 2001). Kết quả nghiên cứu về hiện tượng kháng thuốc của vi 

khuẩn E. ictaluri trên cá tra của Nguyễn Thiện Nam và ctv. (2010) cũng cho 

thấy 77,5% vi khuẩn kháng với florfenicol. 

Cho đến nay, cơ chế kháng florfenicol của vi khuẩn vẫn chưa được làm 

sáng tỏ. Tuy nhiên, các nhà khoa học đã xác định được 2 cơ chế có thể dẫn 

đến việc kháng chloramphenicol và florfenicol của vi khuẩn, đó là sự bất hoạt 

chloramphenicol bằng enzyme bởi quá trình gọi là acetyl hóa (acetylation) 

thông qua các chloramphenicol acetyltransferase khác nhau (Murray and 

Shaw, 1997) và do các bơm (chloramphenicol exporter) có tác dụng đẩy 

chloramphenicol và florfenicol ra khỏi tế bào vi khuẩn (Schwarz et al., 2004). 

Gần đây, gen floR được xem là gen giúp vi khuẩn đề kháng lại với 

chloramphenicol và florfenicol (Schwarz et al., 2004). Gen này mã hóa cho 

protein màng, protein này hoạt động như cái bơm để đẩy chloramphenicol và 

florfenicol từ bên trong tế bào vi khuẩn ra ngoài. Vì thế, không đủ lượng 

kháng sinh cần thiết để thể hiện hoạt tính đối với vi khuẩn (Kim and Aoki, 

1996).  

 

 

 



 

                                   39 

Chương III. PHƯƠNG TIỆN VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

3.1 Nội dung nghiên cứu 

Để đạt được các mục tiêu đề ra, đề tài thực hiện các nội dung của luận án 

theo sơ đồ mô tả (Hình 3.1) như sau: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.1: Sơ đồ minh họa các nội dung nghiên cứu chính của luận án.  

3.2 Phương tiện nghiên cứu 

3.2.1 Thời gian và địa điểm thí nghiệm 

Thời gian: các thí nghiệm của luận án được thực hiện trong thời gian từ 

tháng 01/2013 đến tháng 04/2016.  

Địa điểm thực hiện: đề tài được thực hiện tại phòng Sinh học Phân tử 

(Viện NC&PT Công nghệ Sinh học) và các phòng Thí nghiệm của Bộ môn 

Bệnh học Thuỷ sản (Khoa Thuỷ sản), trường Đại học Cần Thơ (ĐHCT). 

3.2.2 Dụng cụ và thiết bị thí nghiệm 

Tủ cấy vi sinh vật Totelstar AV-100 (Tây Ban Nha), tủ ủ vi sinh vật 

Incucell 55 (Đức), máy ly tâm Biofuge pico Heraus D-37520 Osterode (Đức), 

bộ điện di một chiều BioRad (Mỹ), máy đọc và chụp hình gel Bio-Rad 

Mẫu cá tra bệnh (GTM và XH) và mẫu nước ao nuôi ở ĐBSCL 
 

Phân lập và định danh vi khuẩn E. ictaluri, A. hydrophila và E. coli 
 

Nghiên cứu các 

đặc điểm bệnh 

học cảm nhiễm 

kép 2 loài vi 

khuẩn E. ictaluri 

và A. hydrophila 

trên cá tra. 

Khảo sát tính nhạy 

cảm kháng sinh 

của các chủng vi 

khuẩn E. ictaluri và 

A. hydrophila. 

Xác định độc lực 

và giá trị LD50 

của các chủng vi 

khuẩn E. ictaluri 

và A. hydrophila.  

Xác định cơ chế đa kháng 

thuốc của 2 loài vi khuẩn 

E. ictaluri và A. ydrophila: 

- Xác định các integron 

nhóm 1, 2 và 3. 

- Các plasmid kháng 

thuốc. 

- Các gen kháng thuốc 

kháng sinh. 

- Thí nghiệm tiếp hợp vi 

khuẩn. 
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Universal HoodII (Mỹ), máy PCR Perkin Elmer 9700 (Mỹ), kính hiển vi 

Olympus CHT (Nhật), máy đo pH để bàn (Eutech, Singapore), máy đúc khối 

Microm EC 350 (Đức), máy xử lý mẫu mô Tissue processing Microm STP 

120 (Đức) và máy cắt mô microtome PR 50 (Nhật) và các dụng cụ khác.  

3.2.3 Môi trường và hóa chất thí nghiệm 

* Môi trường và hóa chất phân lập, nuôi cấy và trữ  vi khuẩn: 

Môi trường TSA (Merck, Đức) hoặc BHI (Merck, Đức), GSP (Merck, 

Đức) dùng để phân lập vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila.  

Môi trường MCK (Merck, Đức) dùng để phân lập và nuôi cấy vi khuẩn 

E. coli và thực hiện thí nghiệm tiếp hợp. 

Môi trường BHIB (Merck, Đức) hoặc TSB (tryptic soya broth, Merck, 

Đức) dùng để nhân sinh khối vi khuẩn.  

* Hóa chất dùng để khảo sát các đặc điểm sinh lý và sinh hóa của vi 

khuẩn: 

Que thử oxidase (Oxidase Test Strips, Merck, Đức) dùng để kiểm tra 

hoạt tính oxidase của vi khuẩn. 

Hydrogen peroxide (H2O2, Merck, Đức) dùng để kiểm tra hoạt tính 

catalase của vi khuẩn. 

Môi trường BA (blood agar, có bổ sung 5% máu cừu) (Merck, Đức) dùng 

để kiểm tra khả năng tan huyết (hemolytic activity) của vi khuẩn. 

Môi trường oxidation/fermentation (môi trường O/F, Merck, Đức) dùng 

để kiểm tra khả năng lên men và oxid hóa đường glucose của vi khuẩn. 

Bộ kít nhuộm Gram (Merck, Đức) vi khuẩn gồm các dung dịch: crystal 

violet (dung dịch I), iodine (dung dịch II), cồn: aceton (dung dịch III), safranin 

(dung dịch IV). Thành phần và cách chuẩn bị các dung dịch được trình bày chi 

tiết ở Phụ lục A1. 

Bộ kít thương mại API 20E kit (BioMerieux, Pháp) định danh nhanh các 

vi khuẩn E. ictaluri, A. hydrophila và E. coli sau khi phân lập. 

* Hóa chất dùng để trích và trữ ADN vi khuẩn: Tris (hydroxymethyl) 

aminomethane hydrochloride (Tris–HCl, Himedia, Ấn Độ), 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, Sigma, Mỹ), sodium dodecyl sulfate 

(SDS, Merck, Đức), isoamylalcohol (Merck, Đức), ethanol (Merck, Đức), 

chloroform (Merck, Đức), cetyl trimethyl ammonium bromide (CTAB, 

Himedia, Ấn Độ), proteinase K (Fermentas, Mỹ), dung dịch TE (pH 8,0): Tris-

HCl (10 mM) và EDTA (1mM). 
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* Hóa chất dùng để trích ADN vi khuẩn từ mẫu mô: sử dụng bộ kít thương 

mại DNeasy Blood&Tissue Kit (Qiagen, Mỹ) để trích ADN vi khuẩn từ mẫu 

mô cá được cảm nhiễm 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila.  

* Hóa chất dùng để thực hiện phản ứng PCR: PCR Amplification Buffer 

GL Plus (PCR buffer, LifeTechnologies, Ấn Độ), MgCl2 25 mM (Fermentas, 

Mỹ), deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs) gồm: dATP (100 mM), dTTP 

(100 mM), dCTP (100 mM) và dGTP (100 mM) (Fermentas, Mỹ), Taq DNA-

polymerase (Fermentas, Mỹ), dimethyl sulfoxide (DMSO, Merck, Đức).  

Các loại mồi (primer) dùng để nhận diện vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila; xác định các integron nhóm 1, 2 và 3; các gen kháng tetracycline 

(tet gene): tetA, tetB, tetC, tetD, tetE, tetG, tetK, tetL, tetM, tetO, tetS và tet34 

và gen kháng florfenicol (floR gene) do công ty Integrated DNA Technologies 

(IDT, Mỹ) tổng hợp. 

* Hóa chất điện di sản phẩm PCR: agarose (Merk, Đức), Tris-borate-

acetate-EDTA (5X TBE Buffer: Tris base (0,445 M), boric acid (0,445 M) và 

EDTA (12,5 mM) (Fermentas, Mỹ), loading dye/loading buffer (Fermentas, 

Mỹ), ethidium bromide (EtBr, Merck, Đức) hoặc SafeView (Merck, Đức), các 

thang chuẩn ADN gồm 100 bp, 100 bp plus, 1 kbp (Fermentas, Mỹ) và thang 

chuẩn HyperLadderTM 1 kbp (Bioline, Anh) dùng để xác định kích thước các 

sản phẩm PCR và kích thước plasmid ở 2 loài vi khuẩn. 

* Hóa chất dùng để nhuộm mẫu phết kính (nhuộm Wright-Giemsa): 

Dung dịch Wright gồm: bột Wright và methanol (Merck, Đức).  

Dung dịch Giemsa gồm: bột Giemsa, glycerol và methanol (Merck, 

Đức).  

Dung dịch pH 6,2-6,8 gồm: monobacsic sodium phosphate (NaH2PO4), 

dibasic sodium phosphate (Na2HPO4, Merck, Đức).  

Dung dịch pH 6,2 gồm: acid citric (C6H8O7), Na2PO4.7H2O (Merck, 

Đức).  

Thành phần, nồng độ và cách pha dung dịch dung dịch Wright, Giemsa, 

pH 6,2-6,8 và dung dịch pH 6,2 được trình bày chi tiết ở Phụ lục A2. 

* Hóa chất dùng để xử lý và nhuộm mẫu mô: 

Xylene, sáp ong, paraffin (Merck, Đức). 

Dung dịch formol trung tính (Neutral buffered formalin, NBF) gồm: 

formol, NaH2PO4, Na2HPO4 (Merck, Đức).  

Dung dịch Harris’s haematoxyline gồm: haematoxyline, alcohol, 

potassium alum, mercuric oxide, glacial acetic acid  (Merck, Đức).  

https://www.google.com.vn/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CBsQFjAA&url=https%3A%2F%2Fwww.idtdna.com%2F&ei=GvJCVYuFLoLFmAWSyICwCg&usg=AFQjCNESjwGNVxM0MwXMe_4csmLzoz3Qlw&cad=rja
https://www.google.com.vn/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0CBsQFjAA&url=https%3A%2F%2Fwww.idtdna.com%2F&ei=GvJCVYuFLoLFmAWSyICwCg&usg=AFQjCNESjwGNVxM0MwXMe_4csmLzoz3Qlw&cad=rja
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Dung dịch Eosin gồm: Eosin, Phloxine, ethanol, glacial acetic acid 

(Merck, Đức).  

Dung dịch potassium acetate: potassium acetate (Merck, Đức) và nước 

cất.  

Thành phần, nồng độ và cách pha các dung dịch NBF, Harris’s 

haematoxyline, Eosin và dung dịch potassium acetate được trình bày chi tiết ở 

Phụ lục A3.  

* Các kháng sinh đĩa dùng để thực hiện kháng sinh đồ: amoxicillin 

(AMO/10 µg), ampicillin (AMP/10 µg), cefotaxime (CTX/30 µg), cefalexin 

(CFL/30 µg), chloramphenicol (CHL/30 µg), florfenicol (FFC/30 µg), 

ciprofloxacin (CIP/5 µg), enrofloxacin (ENR/5 µg), norfloxacin (NOR/5 µg), 

doxycycline (DOX/30 µg), tetracycline (TET/30 µg), gentamicin (GEN/10 

µg), streptomycin (STR/10 µg), neomycin (NEO/30 µg) và 

trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT/1,25/23,75 µg). Tất cả các loại kháng 

sinh trên được mua từ hãng Oxoid của Anh. 

* Hóa chất dùng để trích ADN plasmid vi khuẩn: bộ kít trích plasmid vi 

khuẩn: ISOLATE II Plasmid Mini Kit (Bioline, Anh).  

3.2.4 Vật liệu thí nghiệm 

Mẫu cá tra nhiễm bệnh GTM và bệnh XH thu thập từ các ao nuôi ở 1 số 

tỉnh ĐBSCL dùng để phân lập vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila. Ngoài ra, 

1 số mẫu cá bệnh và mẫu nước ao nuôi cá tra cũng được thu thập để phân lập 

vi khuẩn E. coli dùng trong các thí nghiệm tiếp hợp.  

Cá tra giống (trọng lượng khoảng 12-20 g) dùng để thực hiện các thí 

nghiệm cảm nhiễm, gồm cảm nhiễm đơn và cảm nhiễm kép 2 loài vi khuẩn E. 

ictaluri và A. hydrophila. Cá được mua từ trại cá tra giống ở Hồng Ngự - 

Đồng Tháp và được thuần dưỡng ở trại thí nghiệm cảm nhiễm của khoa Thủy 

sản, ĐHCT. 

Chủng vi khuẩn E. coli ATCC 25922 dùng để làm đối chứng phương 

pháp thực hiện kháng sinh đồ.   

3.3 Phương pháp nghiên cứu 

3.3.1 Địa điểm và phương pháp thu mẫu cá tra bệnh 

Cá tra có biểu hiện bệnh GTM (cá bệnh có các đốm trắng nhỏ li ti trên 

gan, thận và tỳ tạng) và bệnh XH (XH ở vùng mắt, xung quanh miệng, hậu 

môn và ở các vây hoặc có dịch bên trong xoang bụng) hoặc có dấu hiệu nhiễm 

kép 2 loại bệnh trên được thu ở các ao nuôi cá tra. Mẫu cá bệnh được thu ở các 

tỉnh của ĐBSCL như An Giang, Đồng Tháp, Tp. Cần Thơ, Vĩnh Long, Bến 
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Tre, Trà Vinh và Tiền Giang (Hình 3.2). Mỗi ao nuôi thu từ 3-4 cá bệnh với 

trọng lượng cá dao động từ 22 đến 700 g/con. Để phân lập vi khuẩn E. 

ictaluri, nghiên cứu đã thu 125 mẫu cá tra (gồm 90 mẫu cá có dấu hiệu bệnh 

GTM và 35 mẫu cá nhiễm kép bệnh GTM và XH) và 130 mẫu cá bệnh (gồm 

95 mẫu cá bệnh XH và 35 mẫu cá nhiễm kép bệnh GTM và XH) để phân lập 

vi khuẩn A. hydrophila. Ngoài ra, trong quá trình thu mẫu phân lập 2 loài vi 

khuẩn trên có kết hợp thu mẫu nước ao nuôi cá tra để phân lập vi khuẩn E. coli 

(mẫu nước được thu bằng cách ở mỗi ao nuôi chọn 1-2 vị trí và cho nước vào 

chai nhựa tiệt trùng). Thông tin về số mẫu cũng như địa điểm thu mẫu được 

trình bày chi tiết ở Phụ lục B và Phụ lục J1, J2 và J3. Mẫu cá có thể được giải 

phẩu, cấy vi khuẩn trực tiếp tại địa điểm thu mẫu hoặc được cho vào trong 

thùng đá (có sục khí) và mang về phòng thí nghiệm để tiến hành công tác phân 

lập vi khuẩn. Mẫu cá bệnh được thu ở các thời điểm khác nhau trong vụ nuôi 

cho đến khi phân lập được số chủng vi khuẩn cần thiết cho thí nghiệm (phân 

lập được 120 chủng, gồm 60 chủng vi khuẩn E. ictaluri và 60 chủng vi khuẩn 

A. hydrophila).  

 

Hình 3.2: Các địa điểm thu mẫu cá tra công nghiệp ở vùng ĐBSCL (  : 

địa điểm thu mẫu). 

3.3.2 Phân lập và định danh vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila 

3.3.2.1 Phân lập vi khuẩn  

 Vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila được phân lập từ các cơ quan như 

gan, thận và tỳ tạng của cá tra bệnh dựa theo tài liệu hướng dẫn của Frerich 

and Millar (1993). Các bước phân lập được thực hiện như sau: 
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 a) Phân lập vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila 

Lau sạch chất nhầy trên da cá và sử dụng cồn 70º tiệt trùng bên ngoài cơ 

thể cá. Dùng kéo tiệt trùng tiến hành giải phẫu cá. Dùng dao mổ rạch 1 đường 

nhỏ trên thận (hoặc gan và tỳ tạng). Đặt que cấy đã tiệt trùng vào nơi vừa rạch, 

xoay nhẹ để lấy mẫu bệnh phẩm và cấy lên môi trường TSA. Sau đó, các đĩa 

được ủ trong tủ ủ từ 36-48 giờ ở 28oC. Tiến hành cấy chuyển nhiều lần các 

khuẩn lạc nghi ngờ trên môi trường TSA và kiểm tra độ ròng (thuần) của các 

chủng vi khuẩn phân lập trên kính hiển vi quang học. Các chủng vi khuẩn sau 

khi tách khuẩn lạc thuần sẽ được trữ trong trong môi trường BHIB (brain heart 

infusion broth) chứa glycerol 20% ở nhiệt độ -80oC. Trong khi đó, các bước 

phân lập vi khuẩn A. hydrophila được thực hiện tương tự như phân lập vi 

khuẩn E. ictaluri. Vi khuẩn A. hydrophila cũng được phân lập trên môi trường 

TSA từ các cơ quan như gan, thận và tỳ tạng của cá tra bệnh. Tuy nhiên, thời 

gian ủ vi khuẩn từ 18-36 giờ ở 28oC. 

 b) Phân lập vi khuẩn E. coli 

Nghiên cứu sử dụng các mẫu cá bệnh (n=10) và mẫu nước ao nuôi cá tra 

(n=10) để phân lập vi khuẩn E. coli trên môi trường MCK dựa theo phương 

pháp của Samuel et al. (2011) bằng cách cấy ria trực tiếp mẫu ruột cá và mẫu 

nước lên môi trường phân lập (trường hợp cần thiết có thể pha loãng mẫu). 

Sau đó, các đĩa được ủ ở nhiệt độ 37oC trong thời gian khoảng 24 giờ. Sau 24 

giờ ủ, khuẩn lạc vi khuẩn E. coli có màu tím, tiến hành giai đoạn cấy chuyền 

và trữ glycerol mẫu vi khuẩn thuần để sử dụng cho các thí nghiệm sau.  

Các đặc điểm về hình thái, sinh lý và sinh hóa cơ bản của vi khuẩn E. 

coli được kiểm tra và thực hiện tương tự như A. hydrophila và E. ictaluri được 

trình bày trong mục 3.3.2.2a&b. Đối với vi khuẩn E. coli thì nghiên cứu không 

sử dụng kỹ thuật sinh học phân tử mà chỉ sử dụng bộ kít API 20E để định 

danh vi khuẩn do chúng được phân lập trên môi trường chuyên biệt và khuẩn 

lạc vi khuẩn cũng có màu sắc đặc trưng (Zinnah et al., 2007). Các chủng vi 

khuẩn sau khi phân lập sẽ được kiểm tra kháng sinh đồ (phương pháp thực 

hiện tương tự mục 3.3.5.1) với 15 loại kháng sinh (mục 3.3.5.1) nhằm chọn 

được chủng vi khuẩn cần thiết cho các thí nghiệm tiếp hợp. Ngoài ra, vi khuẩn 

được chọn để tiếp hợp cũng được kiểm tra sự hiện diện của các integron nhóm 

1, 2 và 3, các gen kháng sulfonamide (sul1, sul2 và sul3), gen kháng 

tetracycline, florfenicol và các plasmid (phương pháp thực hiện tương tự các 

mục 3.3.6.1, 3.3.6.3 và 3.3.6.4).      
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3.3.2.2 Phương pháp định danh vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila 

 a) Kiểm tra các đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa của 2 loài vi 

khuẩn 

 Tất cả các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila sau khi tách khuẩn 

lạc thuần sẽ được kiểm tra các đặc điểm về hình thái, sinh lý và sinh hóa cơ 

bản như hình dạng, màu sắc, kích thước khuẩn lạc, hình dạng tế bào (được xác 

định bằng phương pháp nhuộm Gram (Phụ lục C1), khả năng chuyển động 

(Phụ lục C2), các phản ứng oxidase, catalase, phản ứng O/F (Phụ lục C3) và 

khả năng tan huyết của vi khuẩn (Phụ lục C4). Các chỉ tiêu này được thực hiện 

theo cẩm nang của Cowan và Steel (Barrow and Feltham, 1993) và tài liệu 

hướng dẫn của Buller (2004). Ngoài ra, các đặc điểm sinh hóa quan trọng khác 

của 2 loài vi khuẩn (gồm 6 chủng E. ictaluri và 6 chủng A. hydrophila) cũng 

được kiểm tra bằng bộ kít thương mại API 20E (Phụ lục C5) nhằm mục đích 

định danh vi khuẩn được chính xác. Bên cạnh đó, 1 số chủng vi khuẩn (gồm 4 

chủng E. ictaluri và 4 chủng A. hydrophila được chọn để cảm nhiễm) còn 

được gửi chụp ảnh dưới kính hiển vi điện tử quét (Scanning Electron 

Microscope, SEM) tại phòng Thí nghiệm Chuyên sâu của trường ĐHCT. Mẫu 

vi khuẩn sau khi được làm thuần sẽ được cố định trên lam kính giống như 

cách chuẩn bị tiêu bản trong phương pháp nhuộm Gram vi khuẩn (Phụ lục C1) 

hoặc có thể gửi các đĩa cấy có khuẩn lạc thuần để chụp SEM. 

 b) Định danh vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila bằng kỹ thuật 

PCR và giải trình tự 

Tất cả các chủng vi khuẩn E. ictaluri (n=67) và A. hydrophila (n=74) sau 

khi phân lập sẽ được định danh bằng kỹ thuật PCR. Vi khuẩn dùng để trích 

ADN được nuôi trong môi trường TSB hoặc môi trường BHIB, ủ qua đêm ở 

nhiệt độ phòng trên máy lắc (110 vòng/phút). Sau đó, tiến hành trích ADN vi 

khuẩn theo phương pháp của Neumamn et al. (1992). Các bước thực hiện 

được trình bày chi tiết ở Phụ lục D. ADN ly trích từ 2 loài vi khuẩn sẽ được 

trữ ở nhiệt độ -20oC trước khi sử dụng.   

Sử dụng cặp mồi Edi-F: 5’CAG ATG AGC GGA TTT CAC AG 3’ và 

Edi-R: 5’ CGC GCA ATT AAC ATA GAG CC3’ (Sakai et al., 2009) để 

khuếch đại vùng đầu nguồn (upstream region) của gen bám dính (fimbrial 

gene) ở vi khuẩn E. ictaluri với kích thước là 470 bp. Phản ứng PCR được 

thực hiện trong thể tích 25 μL gồm các thành phần sau: dung dịch đệm 1X 

PCR; 2,5 mM MgCl2; 10 mM dNTPs; 2U Taq DNA polymerase; 20 pmol mồi 

xuôi (Edi-F); 20 pmol mồi ngược (Edi-R); DMSO (1%) và 20-40 ng ADN 

mẫu. Chu kỳ và các điều kiện thực hiện phản ứng PCR dựa theo qui trình của 

Sakai et al. (2009) có cải biên và hiệu chỉnh gồm các bước sau: biến tính ban 
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đầu ở 95oC trong 5 phút. Sau đó thực hiện 40 chu kỳ gồm biến tính ở 94oC 

trong 30 giây, gắn mồi ở 65oC trong 30 giây, kéo dài ở 72oC trong 60 giây và 

giai đoạn kéo dài sau cùng ở 72oC trong 10 phút. Trong khi đó, cặp mồi 

AeroFd: 5’CCA AGG GGT CTG TGG CGA CA 3’ và AeroRs: 5’ TTT CAC 

CGG TAA CAG GAT TG 3’ (Pollard et al., 1990) được sử dụng để khuếch 

đại vùng đặc hiệu trên gen aerolysin của vi khuẩn A. hydrophila với kích 

thước là 209 bp. Thể tích và thành phần phản ứng PCR dùng để định danh vi 

khuẩn A. hydrophila gồm dung dịch đệm 1X PCR; 2,5 mM MgCl2; 10 mM 

dNTPs; 2U Taq DNA polymerase; 20 pmol mồi xuôi (AeroFd); 20 pmol mồi 

ngược (AeroRs); DMSO (1%) và 20-40 ng ADN mẫu. Tuy nhiên, chu kỳ và 

các điều kiện thực hiện phản ứng PCR dựa theo qui trình của Pollard et al. 

(1990) có cải biên và hiệu chỉnh gồm các bước sau: biến tính ban đầu ở 95oC 

trong 4 phút. Sau đó thực hiện 30 chu kỳ gồm giai đoạn biến tính ban đầu ở 

95oC trong 30 giây, gắn mồi ở 60oC trong 45 giây, kéo dài ở 72oC trong 30 

giây và kéo dài sau cùng ở 72oC trong 10 phút.  

Sản phẩm PCR sau khi khuếch đại được điện di trên gel agarose 1,5% 

trong dung dịch đệm TBE 1X ở 95V với thời gian từ 30-45 phút. Kết quả điện 

di được đọc và chụp gel trên máy BioRad UV 2000 (Hoa Kỳ). Căn cứ vào 

thang ADN chuẩn 100 bp hoặc 100 bp plus để xác định kích thước đoạn ADN 

của vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila cần xác định. Chọn 1 số chủng vi 

khuẩn E. ictaluri (n=12) và A. hydrophila (n=12) đại diện cho 1 số tỉnh ở 

ĐBSCL để giải trình tự tại công ty Macrogen, Hàn Quốc 

(www.macrogen.com). Kết quả giải trình tự các chủng vi khuẩn được so sánh 

độ tương đồng với các trình tự trên cơ sở dữ liệu NCBI (National Center for 

Biotechnology Information)(www.ncbi.nlm.nih.gov) bằng chương trình 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) để định danh chúng kết hợp với 

kết quả khảo sát các đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa truyền thống và bộ 

kít API 20E. 

3.3.3 Xác định độc lực của các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila 

3.3.3.1 Chuẩn bị thí nghiệm 

Cá tra giống: cá dùng để thí nghiệm có trọng lượng khoảng 12-20 g/con. 

Cá mua về được nuôi thuần dưỡng khoảng 1-2 tuần trong bể nhựa có thể tích 

khoảng 500-1000 L có sục khí và cho ăn hằng ngày theo nhu cầu. Trước khi 

bố trí thí nghiệm, bắt ngẫu nhiên 10-15 cá để kiểm tra vi khuẩn (thực hiện 

tương tự như mục 3.3.2.1) và KST (thực hiện theo tài liệu hướng dẫn của Hà 

Ký và Bùi Quang Tề (2007) và Noga (2010), chi tiết được trình bày ở Phụ lục 

E) nhằm lựa chọn được cá khỏe và không nhiễm bệnh.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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 3.3.3.2 Chuẩn bị vi khuẩn gây cảm nhiễm  

Bốn chủng vi khuẩn E. ictaluri (1ED3, 3ED3, 8ED3 và 10ED3) và 4 

chủng vi khuẩn A. hydrophila (1A3, 2A3, 4A3 và 5A3) đại diện cho 1 số tỉnh 

nuôi khác nhau ở ĐBSCL và nguồn gốc vi khuẩn phân lập trên cá nhiễm bệnh 

(Bảng 3.1) được chọn để xác định độc lực và khả năng gây bệnh của chúng 

trên cá tra. Trước khi tiến hành thí nghiệm, các chủng vi khuẩn được phục hồi 

(nếu trữ bằng glycerol) trên môi trường TSA, kiểm tra lại độ thuần và các chỉ 

tiêu cơ bản như nhuộm Gram, hoạt tính oxidase và catalase, phản ứng O/F và 

các đặc điểm sinh lý, sinh hóa bằng bộ kít API 20E (kết quả này không trình 

bày lại trong luận án). Sau đó, vi khuẩn được phục hồi độc lực bằng cách tiêm 

vi khuẩn cho cá từ 2-3 lần (số liệu này không trình bày trong luận án này).  

Bảng 3.1: Thông tin các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila được 

chọn thí nghiệm cảm nhiễm. 

TT Chủng vi khuẩn Nguồn gốc Mẫu cá tra bệnh 

1 1ED3* Tp. Cần Thơ Cá bệnh GTM 

2 3ED3 Trà Vinh Cá bệnh GTM và XH 

3 8ED3 Đồng Tháp Cá bệnh GTM và XH 

5 10ED3 Vĩnh Long Cá bệnh GTM 

5 1A3 Trà Vinh Cá bệnh GTM và XH 

6 2A3 Vĩnh Long Cá bệnh XH 

7 4A3* Đồng Tháp  Cá bệnh GTM và XH 

8 5A3 Tp. Cần Thơ Cá bệnh XH 
* Các chủng vi khuẩn được chọn bố trí thí nghiệm cảm nhiễm kép. 

Sau khi phục hồi độc lực, vi khuẩn được nuôi tăng sinh trong 20-25 mL 

môi trường BHIB và ủ qua đêm ở nhiệt độ phòng trên máy lắc 110 vòng/phút. 

Vi khuẩn được ly tâm 4.000-6.000 vòng/phút trong 10 phút ở 4oC để thu sinh 

khối tế bào. Sau đó, vi khuẩn được rửa qua nước muối sinh lý (NaCl 0,85%) 3 

lần và đo mật số bằng máy so màu quang phổ ở bước sóng 610 nm (OD = 

1±0,1 tương ứng với mật số của vi khuẩn E. ictaluri là 109 CFU/mL, còn đối 

với vi khuẩn A. hydrophila là 108 CFU/mL) (Crumlish et al., 2010). Dịch vi 

khuẩn sau đó được pha loãng thành các mật số 102, 103, 104, 105 và 106 

CFU/mL để tiêm cho cá.  

3.3.3.3 Bố trí thí nghiệm  

Thí nghiệm xác định độc lực của các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên với 42 nghiệm thức (NT), bao 

gồm: 40 NT tiêm vi khuẩn (mỗi chủng vi khuẩn tiêm 5 nồng độ: 102, 103, 104, 

105 và 106 CFU/cá) và 2 NT đối chứng (NT tiêm và không tiêm nước muối 

sinh lý NaCl 0,85%). Mỗi NT lặp lại 3 lần với mật độ 10 con/bể và cá thí 

nghiệm được tiêm 0,1 mL dung dịch vi khuẩn/cá ở xoang bụng. Như vậy, tổng 

số cá được sử dụng để bố trí thí nghiệm là 1260 con.  
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3.3.3.4 Cách xác định liều gây chết 50% cá thí nghiệm 

Liều gây chết 50% cá thí nghiệm (LD50, lethal dose) của 2 loại vi khuẩn 

trong thí nghiệm được xác định theo công thức của Reed and Muench (1938) 

như sau: LD50 = 10a-pxd với pd = (L% - 50%)/(L% - H%), trong đó a: số lũy 

thừa mà tại đó vi khuẩn gây chết cá thấp nhất (trên 50%); H: tỷ lệ cá chết cao 

nhất (dưới 50%) và L: tỷ lệ cá chết thấp nhất (trên 50%). 

3.3.4 Nghiên cứu đặc điểm bệnh học cảm nhiễm kép 2 loài vi khuẩn 

E. ictaluri và A. hydrophila trên cá tra 

3.3.4.1 Bố trí thí nghiệm cảm nhiễm kép 2 loại vi khuẩn trên cá tra  

Từ kết quả của các thí nghiệm cảm nhiễm đơn, 2 chủng vi khuẩn 1ED3 

và 4A3 có độc lực cao nhất với giá trị LD50 lần lượt là 1,58x104 và 1,29x103 

CFU/mL được chọn để gây cảm nhiễm kép trên cá tra. Các bước tiến hành thí 

nghiệm cảm nhiễm kép được thực hiện tương tự như phương pháp cảm nhiễm 

đơn. Thí nghiệm cảm nhiễm kép được thực hiện qua 2 phương pháp ngâm và 

tiêm vi khuẩn (Hình 3.3). Trong phương pháp ngâm, thí nghiệm được bố trí 

hoàn toàn ngẫu nhiên với 5 NT (mỗi NT được lặp lại 3 lần với mật số 10 

con/bể) gồm: 2 NT đối chứng (ngâm và không ngâm cá tra trong dung dịch 

nước muối sinh lý NaCl 0,85%), 3 NT ngâm (2 NT ngâm đơn và 1 NT ngâm 

kép) cá trong dung dịch chứa 2 chủng vi khuẩn 1ED3 và 4A3 với mật số lần 

lượt là 106 và 105 CFU/mL (Hình 3.3). Thời gian ngâm cá tra trong dung dịch 

vi khuẩn ở các NT trên khoảng 30-60 phút. Sau đó, cá sẽ được phân phối vào 

các xô nhựa (60 L) có sục khí để theo dõi thí nghiệm.  

Trong khi đó, ở phương pháp tiêm thì thí nghiệm cũng được bố trí hoàn 

toàn ngẫu nhiên với 7 NT (mỗi NT cũng được lặp lại 3 lần với mật số 10 

con/bể) gồm: 2 NT đối chứng tiêm và không tiêm nước muối sinh lý NaCl 

0,85% (cá ở NT tiêm nước muối sinh lý được tiêm 2 lần) và 5 NT tiêm vi 

khuẩn ở các thời điểm tiêm khác nhau (bao gồm 1 NT tiêm vi khuẩn A. 

hydrophila trước 12 giờ tiêm vi khuẩn E. ictaluri, 1 NT tiêm cùng lúc vi 

khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri và 3 NT tiêm vi khuẩn A. hydrophila sau 

24, 48 và 72 giờ tiêm vi khuẩn E. ictaluri). Mật số vi khuẩn A. hydrophila 

(chủng 4A3) và E. ictaluri (chủng 1ED3) sử dụng trong tất cả các NT tiêm 

trên là 103 và 104 CFU/cá. Như vậy, tổng số NT trong thí nghiệm cảm nhiễm 

kép của 2 phương pháp ngâm và tiêm là 12 NT và số cá sử dụng để bố trí thí 

nghiệm là 360.  

3.3.4.2 Các chỉ tiêu theo dõi thí nghiệm cảm nhiễm đơn và kép 

Sau khi gây cảm nhiễm biểu hiện của cá ở tất cả các NT nhiễm đơn và 

kép được theo dõi liên tục trong 14 ngày (thời gian quan sát này dựa theo các 

thí nghiệm cảm nhiễm trên 2 loài vi khuẩn này đã được thực hiện bởi các 
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nghiên cứu trước đây). Tất cả cá vừa mới chết hoặc có dấu hiệu lờ đờ, bơi lội 

kém linh hoạt được thu lấy để ghi nhận thời gian vi khuẩn gây bệnh, dấu hiệu 

biểu hiện bệnh (bên ngoài và bên trong cơ thể), tỷ lệ cá chết, tái phân lập và 

định danh vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila, thực hiện phết kính mẫu tươi 

(nhuộm Wright-Giemsa) với số mẫu là n=180 và thu mẫu mô (nhuộm 

Haematoxylin và Eosin, H&E) ở 5 cơ quan cá bệnh là mô da-cơ, mang, gan, 

thận và tỳ tạng với số mẫu là n=180 (cá ở các NT cảm nhiễm đơn không thu 

mẫu mô và 1 số mẫu cá bệnh (n= 120) được thực hiện phết kính mẫu tươi). 

Ngoài ra, các chỉ tiêu môi trường như nhiệt độ và pH cũng được theo dõi 2 

lần/ngày (buổi sáng lúc 6 giờ và buổi chiều lúc 5 giờ) trong 14 ngày sau khi 

cảm nhiễm vi khuẩn (đo trực tiếp bằng máy đo pH để bàn) tại địa điểm cảm 

nhiễm vi khuẩn).  

a) Phương pháp tái phân lập và định danh vi khuẩn  

Tất cả cá lờ đờ hoặc vừa mới chết ở các NT thí nghiệm (bao gồm NT đối 

chứng) đều được giải phẩu để tái phân lập vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila từ các cơ quan như gan, thận và tỳ tạng của cá sau khi cảm nhiễm 

(phương pháp thực hiện tương tự mục 3.3.2.1a). Các đặc điểm về hình thái, 

sinh lý và sinh hóa; việc tái định danh vi khuẩn bằng bộ kít API 20E và kỹ 

thuật PCR được thực hiện tương tự mục 3.3.2.2a&b. Mẫu ADN vi khuẩn được 

sử dụng trong phản ứng PCR gồm mẫu ADN được trích từ khuẩn lạc vi khuẩn 

tái phân lập từ cá bệnh và từ mô gan hoặc thận cá (bao gồm cá nhiễm đơn và 

kép) sau khi cảm nhiễm. Phương pháp trích ADN từ khuẩn lạc vi khuẩn thì 

được thực hiện tương tự mục 3.3.2.2b (Phụ lục D), trong khi ADN vi khuẩn 

trích từ mẫu mô thì được thực hiện bằng bộ kít thương mại DNeasy 

Blood&Tissue Kit (Qiagen, Mỹ). Qui trình thực hiện dựa theo hướng dẫn của 

nhà sản xuất và được trình bày chi tiết ở Phụ lục F.  

Vi khuẩn sau khi cảm nhiễm từ các các mẫu mô sẽ được phát hiện bằng 

kỹ thuật duplex-PCR dựa theo phương pháp của Panangala et al. (2007) và Lê 

Hữu Thôi và ctv. (2010) có hiệu chỉnh và bổ sung. Đối với phương pháp 

duplex-PCR phát hiện đồng thời 2 loài vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri 

thì được thực hiện tương tự như kỹ thuật PCR sử dụng trong phần định danh 

vi khuẩn ở mục 3.3.2.2b. Tuy nhiên, điểm khác biệt trong phương pháp 

duplex-PCR là sử dụng cùng lúc 2 cặp mồi và 2 mẫu ADN của vi khuẩn để 

phát hiện vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri thay vì kỹ thuật PCR thường 

chỉ sử dụng duy nhất 1 cặp mồi và 1 mẫu ADN của vi khuẩn khi thực hiện 

phản ứng khuếch đại đoạn gen cần tìm. Phản ứng duplex-PCR cũng được thực 

hiện trong thể tích 25 hoặc 50 μL với các thành phần sau dịch đệm 1X PCR; 

2,5 mM MgCl2; 20 mM dNTPs; 2U Taq DNA polymerase; 20 pmol mồi xuôi 
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(Edi-F và AeroFd); 20 pmol mồi ngược (Edi-R và AeroRs); DMSO (1%) và 

ADN mẫu vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila. Chu kỳ và các điều kiện thực 

hiện phản ứng duplex-PCR gồm các bước sau: biến tính ban đầu ở 95oC trong 

4-5 phút. Sau đó thực hiện 30-35 chu kỳ gồm giai đoạn biến tính ban đầu ở 

95oC trong 30 giây, gắn mồi ở 60oC-62oC trong 45 giây, kéo dài ở 72oC trong 

30 giây đến 1 phút và kéo dài sau cùng ở 72oC trong 10 phút.  

b) Phương pháp phết kính mẫu tươi  

Dùng dao cắt 1 phần nhỏ mẫu da-cơ, mang, gan, thận và tỳ tạng cá và 

phết nhẹ lên lame sạch. Để khô tự nhiên, sau đó cố định lame bằng dung dịch 

methanol trong 1 phút và nhuộm Wright-Giemsa theo phương pháp của 

Chinabut (1991). Cho lame mẫu vào dung dịch Wright trong 3-5 phút. Chuyển 

mẫu sang dung dịch pH 6,2-6,8 từ 5-6 phút. Sau đó cho vào dung dịch Giemsa 

trong 20-30 phút. Tiếp tục cho mẫu vào dung dịch pH 6,2 từ 15-30 phút. Rửa 

sạch mẫu bằng nước cất, để khô tự nhiên. Quan sát và đọc kết quả dưới kính 

hiển vi ở vật kính 100X. 

 c) Phương pháp mô học 

Các mẫu da-cơ, mang, gan, thận và tỳ tạng của cá lờ đờ từ các NT cảm 

nhiễm kép và cá từ NT đối chứng được thu và cố định trong dung dịch formol 

trung tính 10% (NBF, neutral buffered formalin). Sau 24 giờ, tiến hành rửa và 

trữ mẫu trong cồn 70% cho đến khi phân tích mô học. Các bước cắt và nhuộm 

mô được trình bày chi tiết ở Phụ lục G. Mẫu được xử lý qua 3 giai đoạn: loại 

nước, làm trong mẫu và tẩm paraffin. Sau đó mẫu được đúc khối, cắt lát với 

độ dày từ 4-6 μm và nhuộm H&E (Ferguson, 2006). Tiêu bản được quan sát 

dưới kính hiển vi quang học lần lượt ở 10X, 20X, 40X và 100X. Sau cùng, đọc 

kết quả và chụp hình tiêu bản đặc trưng ở độ phóng đại thích hợp. 
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Hình 3.3: Sơ đồ minh họa phương pháp bố trí thí nghiệm cảm nhiễm đơn và cảm nhiễm kép các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila trên cá tra. 

Chuẩn bị cá giống 

Cá khoẻ: 12-20 g/con 
Chuẩn bị vi khuẩn cảm nhiễm 

 

 

Bể thí nghiệm  

(xô nhựa 60 lít) 

Bố trí thí nghiệm cảm nhiễm đơn 
 

4 chủng vi khuẩn A. hydrophila Đối chứng 4 chủng vi khuẩn E. ictaluri 

Chủng vi khuẩn có độc lực cao nhất  

102 

CFU/cá 

103 

CFU/cá 
104 

CFU/cá 
105 

CFU/cá 
103 

CFU/cá 

104 

CFU/cá 
105 CFU/cá 106 

CFU/cá 
102 

CFU/cá 

Đối chứng Đối chứng 

NaCl  0,85% 

106 CFU/cá 

Chủng vi khuẩn có độc lực cao nhất 

Thí nghiệm cảm nhiễm kép 

Quan sát thí nghiệm: thời gian vi khuẩn gây bệnh, dấu hiệu bệnh lý, tỷ lệ cá chết, đặc điểm mô bệnh học, tái phân lập và định danh vi khuẩn. 

Đối 

chứng  

 

Tiêm 

cùng lúc 

4A3 và 

1ED3 

 

Tiêm 4A3 

sau 24 giờ 

tiêm 1ED3 

 

Tiêm 4A3 

sau 72 giờ 

tiêm  1ED3 

 

 

Tiêm 4A3 

sau 48 giờ 

tiêm  1ED3 

Đối 

chứng 

NaCl 

0,85% 

 

1ED3 (106  

CFU/mL)  

 

1ED3 (106  

CFU/mL) + 

4A3 (105 

CFU/mL) 

 

Đối 

chứng 

 

Đối 

chứng 

NaCl 

0,85% 

 

Tiêm 

1ED3 sau 

12 giờ tiêm 

4A3 

Cảm nhiễm kép bằng phương pháp ngâm 
 

Cảm nhiễm kép bằng phương pháp tiêm 
 

4A3 

(105 

CFU/

mL) 
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3.3.5 Xác định tính nhạy cảm kháng sinh của các chủng vi khuẩn E. 

ictaluri và vi khuẩn A. hydrophila 

3.3.5.1 Phương pháp thực hiện kháng sinh đồ 

 Tính nhạy cảm kháng sinh của vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila được 

xác định bằng phương pháp đĩa khuếch tán (disk diffusion assay) của Kirby-

Bauer (Bauer et al., 1966) trên môi trường thạch TSA/MHA dựa theo tiêu chuẩn 

của Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Trong nghiên cứu 

này, 15 loại kháng sinh được chọn để thực hiện kháng sinh đồ với tất cả các 

chủng của 2 loài vi khuẩn trên gồm: amoxicillin (AMO/10 µg), ampicillin 

(AMP/10 µg), cefotaxime (CTX/30 µg), cefalexin (CFL/30 µg), chloramphenicol 

(CHL/30 µg), florfenicol (FFC/30 µg), ciprofloxacin (CIP/5 µg), enrofloxacin 

(ENR/5 µg), norfloxacin (NOR/5 µg), doxycycline (DOX/30 µg), tetracycline 

(TET/30 µg), gentamicin (GEN/10 µg), streptomycin (STR/10 µg), neomycin 

(NEO/30 µg) và trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT/1,25/23,75 µg) (Oxoid, 

Anh). Các bước tiến hành thí nghiệm như sau: 

Chuẩn bị dịch huyền phù vi khuẩn: dùng que cấy tiệt trùng lấy khuẩn lạc cho 

vào ống nghiệm chứa 5 mL nước muối sinh lý NaCl 0,85% đã tiệt trùng. Trộn 

đều và so sánh độ đục với ống McFarland số 3 (9,7 mL H2SO4 1% và 0,3 mL 1% 

BaCl2). Nếu độ đục ngang bằng với ống chuẩn McFarland thì mật số vi khuẩn 

trong ống nghiệm khoảng 9x108 CFU/mL. Dùng pipet tiệt trùng hút lần lượt 0,1 

mL dung dịch vi khuẩn cho lên môi trường thạch TSA và trãi đều vi khuẩn đến 

vừa khô. Để yên khoảng 1 phút rồi dùng pel tiệt trùng lấy đĩa kháng sinh đặt vào 

đĩa petri sao cho khoảng cách giữa 2 tâm của đĩa thuốc kháng sinh khoảng 24 mm 

và khoảng cách giữa tâm đĩa kháng sinh với mép đĩa petri khoảng 10-15 mm. Mỗi 

đĩa thạch dán tối đa 6 đĩa kháng sinh. Sau khi hoàn tất việc dán đĩa thuốc kháng 

sinh thì đặt đĩa vào tủ ấm ở 28-30ºC. 

Đọc kết quả: sau 24-48 giờ, trên bề mặt đĩa thạch xuất hiện các vòng tròn 

không có vi khuẩn phát triển (vòng vô khuẩn). Đo đường kính vòng vô khuẩn và 

dựa theo tiêu chuẩn của Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) 

để xác định tính kháng (resistant, R), nhạy trung bình (intermediate, I) và nhạy 

cảm (susceptible, S) của vi khuẩn đối với các loại kháng sinh (Phụ lục H).  

3.3.5.2 Chỉ số đa kháng MAR (multiple antibiotic resistance index) 

Chỉ số đa kháng của 2 loài vi khuẩn ở các tỉnh được xác định dựa trên công 

thức của Krumperman (1983). Công thức xác định chỉ số đa kháng (MAR) được 

tính như sau: MAR = X/(Y x Z), trong đó: X = tổng số kháng sinh vi khuẩn 
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kháng ở mỗi tỉnh; Y = tổng số kháng sinh sử dụng trong nghiên cứu và Z = tổng 

số chủng vi khuẩn ở mỗi tỉnh. Giá trị MAR > 0,2 cho thấy kháng sinh được sử 

dụng thường xuyên, còn giá trị MAR ≤ 0,2 cho thấy kháng sinh ít hoặc không bao 

giờ được sử dụng trong ao nuôi cá tra. 

3.3.6 Xác định các đặc điểm phân tử liên quan đến sự đa kháng thuốc ở 

2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila 

3.3.6.1 Khảo sát sự hiện diện của các integron nhóm 1, 2 và 3  

 Các integron nhóm 1, 2 và 3 ở 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila 

trong nghiên cứu này được xác định bằng 3 cặp mồi sau: cặp mồi Int1F/Int1R 

(Koeleman et al., 2001) mã hóa cho gen integrase của các integron 1 (IntI1), cặp 

mồi RB201/RB202 (Barlow et al., 2004) mã hóa gen integrase của các integron 2 

(IntI2) và cặp mồi Int3F/Int3R (Mazel et al., 2000) mã hóa gen integrase của các 

integron 3 (IntI3) (Bảng 3.2 và Hình 3.4). Thành phần phản ứng PCR chung để 

phát hiện 3 nhóm integron trên gồm: dịch đệm 1X PCR; 2,5 mM MgCl2; 20 mM 

dNTPs; 2U Taq DNA polymerase; 10 pmol mồi xuôi (Int1F/RB201/Int3F); 10 

pmol mồi ngược (Int1R/RB202/Int3R); DMSO (1%) và 20-40 ng ADN mẫu vi 

khuẩn E. ictaluri/A. hydrophila. Chu kỳ và các điều kiện khuếch đại các gen 

IntI1, IntI2 và IntI3 được thực hiện như Bảng 3.2. Sản phẩm PCR được khuếch 

đại với cặp mồi Int1F/Int1R, RB201/RB202 và Int3F/Int3R có kích thước lần lượt 

là 160, 393 và 979 bp. Việc xác định các integron nhóm 1, 2 và 3 được thực hiện 

ở vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila với số chủng lần lượt là n= 67 và n= 74. 

Ngoài ra, gen integrase của các integron 1 cũng được xác nhận lại bằng giải trình 

tự gen với số mẫu được chọn là n= 6 (gồm 3 mẫu từ vi khuẩn E. ictaluri và 3 mẫu 

từ vi khuẩn A. hydrophila), trong khi đó các gen integrase của các integron 2 và 3 

âm tính nên không có sản phẩm PCR để gửi mẫu giải trình tự.   

3.3.6.2 Khảo sát và giải trình tự vùng gen cassette của các integron 

nhóm 1 và 2 

Để khuếch đại vùng gen cassette của các integron nhóm 1, nghiên cứu sử 

dụng cặp mồi Hep58/Hep59 của Lévesque et al. (1995). Trong khi đó, cặp mồi 

Hep 74/Hep 51 (White et al., 2000) được sử dụng để khuếch đại vùng gen 

cassette của các integron nhóm 2. Trình tự nucleotide của 2 cặp mồi, chu kỳ và 

các điều kiện thực hiện phản ứng PCR được trình bày chi tiết ở Bảng 3.2. Vị trí 

khuếch đại các vùng gen cassette trên các integron nhóm 1 và 2 được thể hiện ở 

Hình 3.4. Thành phần phản ứng PCR chung để phát hiện vùng gen cassette của 

các integron nhóm 1 và 2 trên gồm: dịch đệm 1X PCR; 2,5 mM MgCl2; 20 mM 

dNTPs; 2U Taq DNA polymerase; 20 pmol mồi xuôi (Hep58/Hep 74); 20 pmol 



 

                                        54 

mồi ngược (Hep59/Hep 51); DMSO (1%) và ADN mẫu vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila. Tất cả các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila dương tính với 

các integron nhóm 1 và 2 sẽ được chọn để khảo sát vùng gen cassette, trong khi 

đó vùng gen cassette của các integron nhóm 3 thì cho đến nay chưa có tài liệu nào 

đề cập đến). Ngoài ra, tất cả sản phẩm PCR khuếch đại vùng gen cassette (n= 54) 

sẽ được giải trình tự và so sánh với trình tự trên ngân hàng NCBI để xác định sự 

hiện diện của các gen cassette chèn vào các integron nhóm 1 và 2.  

3.3.6.3 Khảo sát vùng 3’-CS của các integron nhóm 1 

Các cặp mồi qac-F/qac-R khuếch đại gen qacEΔ1 và cặp mồi Sul1-F/Sul1-R 

khuếch đại gen sul1 nằm ở vùng 3’-CS của các integron nhóm 1 được khuếch đại 

bằng kỹ thuật PCR (Mazel et al., 2000). Ngoài ra, các gen kháng sulfonamide 

khác như gen sul2 (liên kết vùng 3’-CS của các integron nhóm 1) (Maynard et al., 

2003) và gen sul3 (thường liên kết với các integron nhóm 1 mà không có vùng 3’-

CS) (Perreten and Boerlin, 2003) cũng được khảo sát trong nghiên cứu này (Bảng 

3.2). Trình tự nucleotide và chu kỳ thực hiện phản ứng PCR của các cặp mồi trên 

được trình bày chi tiết ở Bảng 3.2. Thành phần phản ứng PCR chung để phát hiện 

các gen qacEΔ1, sul1, sul2 và sul3 gồm: dịch đệm 1X PCR; 2,5 mM MgCl2; 20 

mM dNTPs; 2U Taq DNA polymerase; 10-20 pmol mồi xuôi (qac-F/Sul1-F/ 

Sul2-F/Sul3-F); 10-20 pmol mồi ngược (qac-R/Sul1-R/ Sul2-R/Sul3-R); DMSO 

(1%) và ADN mẫu vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila. Tất cả các chủng vi 

khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila dương tính với các integron nhóm 1 (n=62) sẽ 

được chọn để khảo sát gen qacEΔ1, gen sul1 và gen sul2. Trong khi đó, các gen 

sul3 chỉ được khảo sát từ các chủng vi khuẩn dương tính với các integron nhóm 1 

mà không có vùng 3’-CS (n=20). Ngoài ra, sản phẩm PCR của các gen này cũng 

được xác nhận lại bằng giải trình tự với số lượng như sau: gen qacEΔ1 4 mẫu (2 

mẫu từ vi khuẩn E. ictaluri và 2 mẫu từ vi khuẩn A. hydrophila), gen sul1 4 mẫu 

(2 mẫu từ vi khuẩn E. ictaluri và 2 mẫu từ vi khuẩn A. hydrophila), gen sul2 4 

mẫu (2 mẫu từ vi khuẩn E. ictaluri và 2 mẫu từ vi khuẩn A. hydrophila) và gen 

sul3 4 mẫu (2 mẫu từ vi khuẩn E. ictaluri và 2 mẫu từ vi khuẩn A. hydrophila). 

3.3.6.4 Sự hiện diện của các plasmid kháng thuốc ở vi khuẩn E. ictaluri 

và A. hydrophila 

Các ADN plasmid của vi khuẩn E. ictaluri (n= 24) và A. hydrophila (n= 38) 

dương tính với các integron nhóm 1 được trích bằng bộ kít thương mại ISOLATE 

II Plasmid Mini Kit (Bioline, Anh). Các bước thực hiện dựa theo hướng dẫn của 

nhà sản xuất (Phụ lục I). ADN plasmid của vi khuẩn sau khi ly trích sẽ được điện 

di trên gel agarose 0,7% trong thời gian 3-4 giờ. Dựa vào thang chuẩn 
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HyperLadderTM 1kb (kích thước dao động từ 0,2 kbp đến 10 kbp) để ước lượng 

kích thước các ADN plasmid vi khuẩn trong nghiên cứu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 3.4: Sơ đồ minh họa vị trí khuếch đại 1 số gen trên các integron nhóm 

1 và 2. 

3.3.6.5 Khảo sát sự hiện diện của 1 số gen kháng thuốc ở 2 loài vi khuẩn 

Mười hai loại gen kháng tetracycline (tet gene, bao gồm tetA, tetB, tetC, 

tetD, tetE, tetG, tetK, tetL, tetM, tetO, tetS và tet34) đại diện cho các cơ chế 

kháng tetracycline khác nhau của vi khuẩn được sử dụng trong nghiên cứu này để 

xác định sự hiện diện của các gen kháng tetracycline từ các chủng vi khuẩn E. 

ictaluri và A. hydrophila. Nghiên cứu chọn ngẫu nhiên 40 chủng vi khuẩn A. 

hydrophila (gồm 38 chủng dương tính với các integron nhóm 1) và 40 chủng E. 

ictaluri (bao gồm 24 chủng dương tính với các integron nhóm 1) có kiểu hình 

kháng tetracyline để xác định các gen kháng tetracycline. Bên cạnh đó, 1 số gen 

tet của 2 loài vi khuẩn sau khi thực hiện PCR được xác nhận lại bằng cách giải 

trình với số lượng như sau: gen tetA (n=4), tetB (n=4), tetC (n=4), tetG (n=4), 

tetK (n=4) và tetS (n=4). Mỗi loại gen tet trên được chọn từ 2 chủng vi khuẩn E. 

ictaluri và A. hydrophila khi có kết quả dương tính. Ngoài ra, đề tài cũng xác 

định sự hiện diện của các gen kháng florfenicol (floR gene) thuộc nhóm phenicol 

ở 2 loài vi khuẩn E. ictaluri (n= 40) và A. hydrophila (n= 40). Một số chủng vi 

khuẩn dương tính với gen floR (E. ictaluri, n= 2 và A. hydrophila, n= 2) cũng 

được chọn để giải trình tự nhằm xác nhận lại tính chính xác của kết quả PCR. 

Bảng 3.3 và Bảng 3.4 trình bày trình tự các đoạn mồi, điều kiện phản ứng PCR và 

  IntI1 Gen cassette sul1 qacE∆1 orf5 

IntI2  Gen cassette   

Hep58 

Hep59 
Sul1R 

Sul1F 

Qac-R 

Qac-F 

Int1F 

Int1R 

 

Vùng kích thước biến đổi 

(variable region) 

RB202 

Vùng 3’-CS Vùng 5’-CS  

attI 

attC 

RB201 Hep74 

Hep51 

Vùng 5’-CS Vùng kích thước biến đổi 

attI2 

attC 
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thành phần phản ứng PCR chung dùng để xác định 1 số gen kháng tetracycline và 

florfenicol của vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila. Do trong nội dung nghiên 

cứu này có nhiều gen tet cần xác định nên không trình bày chi tiết thành phần 

phản ứng PCR cho từng gen.  

3.3.6.6 Khảo sát khả năng tiếp hợp và truyền gen kháng thuốc của vi khuẩn 

E. ictaluri và A. hydrophila với vi khuẩn E. coli 

 Hai chủng vi khuẩn E. ictaluri (chủng 1ED3 và 2ED4) và 2 chủng A. 

hydrophila (chủng 1A3 và 1A4) được chọn từ các chủng vi khuẩn có kiểu hình 

kháng tetracycline đóng vai trò như là chủng cho (donor) gen kháng thuốc để 

thực hiện thí nghiệm tiếp hợp với vi khuẩn E. coli (chủng ECR2 và ECR8) nhạy 

với kháng sinh tetracycline đóng vai trò như chủng nhận (recipient) gen kháng 

thuốc. Thí nghiệm khảo sát khả năng tiếp hợp và trao đổi gen kháng thuốc giữa 2 

loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila với vi khuẩn E. coli được thực hiện 

trong môi trường lỏng dựa theo phương pháp của các tác giả Sorum et al. (2003) 

và Van et al. (2007), có hiệu chỉnh. Các bước tiến hành thí nghiệm như sau: tăng 

sinh chủng vi khuẩn cho gen kháng thuốc và chủng vi khuẩn nhận gen kháng 

thuốc trên môi trường BHIB (riêng chủng vi khuẩn kháng thuốc nuôi trong môi 

trường có bổ sung kháng sinh thích hợp) và ủ qua đêm. Sau đó, hút 1 mL môi 

trường nuôi vi khuẩn cho gen kháng thuốc trộn với 1 mL môi trường nuôi chủng 

vi khuẩn nhận gen kháng thuốc trong 10 mL môi trường nuôi, ủ từ 12-24 giờ. Sau 

đó, pha loãng hỗn hợp vi khuẩn thành các nồng độ 101 đến 106, ở mỗi nồng độ 

hút 100 mL trãi lên đĩa môi trường MCK được bổ sung kháng sinh tetracycline 

(16 µg/mL) như là 1 chỉ thị chọn lọc vi khuẩn sau khi tiếp hợp. Các khuẩn lạc vi 

khuẩn E. coli nhận gen kháng thuốc sau khi tiếp hợp (transconjugant) được chọn 

lọc từ môi trường có bổ sung kháng sinh tetracycline sẽ được kiểm tra lại kháng 

sinh đồ, sự hiện diện của các plasmid, các integron nhóm 1 và các gen kháng 

thuốc kháng sinh. 

3.3.6.7 Nghiên cứu khả năng tiếp hợp và truyền gen kháng thuốc giữa vi 

khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila 

Tương tự, khả năng tiếp hợp và truyền gen kháng thuốc giữa các chủng vi khuẩn 

E. ictaluri và A. hydrophila cũng được thực hiện trong môi trường lỏng theo 

phương pháp trình bày như trên. Trong thí nghiệm này, chọn 3 chủng A. 

hydrophila (27A3, 6A4 và 20A4) nhạy với tetracycline cho tiếp hợp lần lượt với 

2 chủng E. ictaluri (chủng 1ED3 và 2ED4) kháng với tetracycline, ngược lại 2 

chủng E. ictaluri (chủng 9ED3 và 11ED3) nhạy với tetracycline cho tiếp hợp lần 

lượt với 2 chủng A. hydrophila (chủng 1A3 và 2A4) kháng với tetracycline.
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Bảng 3.2: Trình tự các cặp mồi dùng để phát hiện các integron nhóm 1, 2 và 3 

Tên mồi Gen mục tiêu Trình tự mồi (5’→ 3’) Kích 

thước (bp) 

Chu kỳ và điều kiện phản ứng  Tác giả 

Int1F 

Int1R 

integron 1 CAG TGG ACA TAA GCC TGT TC 

CCC GAG GCA TAG ACT GTA 
160 

94oC-30 giây, 55oC-30 giây, 72oC-

30 giây (35 chu kỳ) 

Koeleman et al. (2001) 

RB201 

RB202 

integron 2 GCA AAC GCA AGC ATT CAT TA 

ACG GAT ATG CGA CAA AAA GG 
393 

94oC-30 giây, 62oC-30 giây, 72oC-

45 giây (30 chu kỳ) 

Barlow et al. (2004) 

Int3F 

Int3R 

integron 3 GCC TCC GGC AGC GAC TTT CAG 

ACG GAT CTG CCA AAC CTG ACT 
979 

94oC-30 giây, 62oC-30 giây, 72oC-

60 giây (30 chu kỳ) 

Mazel et al. (2000) 

Hep58 

Hep59 

array class 1 GGC ATC CAA GCA GCA AG   

AAG CAG ACT TGA CCT GA 
Variable* 

94oC-1 phút, 55oC-1 phút, 72oC-5 

phút (35 chu kỳ) 

Lévesque et al. (1995) 

Hep 74 

Hep 51 

array class 2 CGGGATCCCGGACGGCATGCACGAT

TTGTA 

GAT GCC ATC GCA AGT ACG AG 

Variable* 

94oC-1 phút, 55oC-1 phút, 72oC-5 

phút (35 chu kỳ) 

White et al. (2000) 

Qac-F 

Qac-R 

Gen qacEΔ1 GGC TGG CTT TTT CTT GTT ATC G 

TGA GCC CCA TAC CTA CAA AGC 
287 

94oC-30 giây, 56oC-30 giây, 72oC-

60 giây (30 chu kỳ) 

Mazel et al. (2000) 

Sul1-F 

Sul1-R 

Sul1 TGG TGA CGG TGT TCG GCA TTC  

GCG AGG GTT TCC GAG AAG GTG 
789 

94oC-30 giây, 60oC-30 giây, 72oC-

30 giây (30 chu kỳ) 

Mazel et al. (2000) 

Sul2-F 

Sul2-R 

Sul2 CGG CAT CGT CAA CAT AAC C 

GTG TGC GGA TGA AGT CAG 
722 

94oC-1 phút, 50oC-1 phút, 72oC-5 

phút (35 chu kỳ) 

Maynard et al. (2003) 

Sul3-F 

Sul3-R 

Sul3 GAG CAA GAT TTT TGG AAT CG 

CAT CTG CAG CTA ACC TAG GGC 

TTT GGA 

790 

94oC-1 phút, 55oC-1 phút, 72oC-5 

phút (30 chu kỳ) 

Perreten and Boerlin 

(2003) 

 * Kích thước sản phẩm thay đổi tùy thuộc các gen cassette chèn vào.
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Bảng 3.3: Các đoạn mồi và điều kiện phản ứng PCR xác định các gen kháng tetracycline và florfenicol ở vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila 

Tên mồi Gen 

mục tiêu 

Trình tự mồi (5’→ 3’) Kích thước 

(bp) 

Điều kiện và chu kỳ phản 

ứng PCR 

Tác giả 

tetA (F) 

tetA (R) 

tetA GTA ATT CTG AGC ACT GTC GC 

CTG CCT GGA CAA CAT TGC TT 

957 95oC-30 giây, 62oC-30 giây, 

72oC-45 giây (23 chu kỳ). 

Schmidt et al. (2001a) 

tetB (F) 

tetB (R) 

tetB 

 

CTC AGT ATT CCA AGC CTT TG 

CTA AGC ACT TGT CTC CTG TT 
436 

95oC-30 giây, 59oC-30 giây, 

72oC-20 giây (25 chu kỳ). 

Schmidt et al. (2001a) 

tetC (F) 

tetC (R) 

tetC 

 

TCT AAC AAT GCG CTC ATC GT 

GGT TGA AGG CTC TCA AGG GC 
589 

95oC-30 giây, 62oC-30 giây, 

72oC-30 giây (30 chu kỳ). 

Schmidt et al. (2001a) 

tetD (F) 

tetD (R) 

tetD 

 

ATT ACA CTG CTG GAC GCG AT 

CTG ATC AGC AGA CAG ATT GC 
1.124 

95oC-30 giây, 59oC-30 giây, 

72oC-20 giây (25 chu kỳ) 

Schmidt et al. (2001a) 

tetE (F) 

tetE (R) 

tetE 

 

GTG ATG ATG GCA CTG GTC AT 

CTC TGC TGT ACA TCG CTC TT 
1.268 

95oC-30 giây, 62oC-30 giây, 

72oC-45 giây (23 chu kỳ). 

Schmidt et al. (2001a) 

tetG (F) 

tetG (R) 

tetG TTC AAG CCG GCT TGG AGA G 

TTG TTT GAG AGC ATT GCC TGC 

645 95oC-1 phút, 56oC-1 phút, 

72oC-2 phút (30 chu kỳ). 

Stanton and Humphrey (2003) 

tetK (F) 

tetK (R) 

tetK TTA GGT GAA GGG TTA GGT CC 

GCA AAC TCA TTC CAG AAG CA 
718 

95oC-1 phút, 55oC-1 phút, 

72oC-1,30 phút (25 chu kỳ). 

Aarestrup et al. (2000) 

tetL (F) 

tetL (R) 

tetL 

 

CAT TTG GTC TTA TTG GAT CG 

ATT ACA CTT CCG ATT TCG G 
488 

95oC-1 phút, 55oC-1 phút, 

72oC-1,30 phút (25 chu kỳ). 

Aarestrup et al. (2000) 

tetM (F) 

tetM (R) 

tetM 

 

GTT AAA TAG TGT TCT TGG AG 

CTA AGA TAT GGC TCT AAC AA 
657 

95oC-30 giây, 55oC-30 giây, 

72oC-1,30 phút (30 chu kỳ). 

Aarestrup et al. (2000) 

tetO (F) 

tetO (R) 

tetO 

 

GAT GGC ATA CAG GCA CAG AC 

CAA TAT CAC CAG AGC AGG CT 
614 

95oC-1 phút, 60oC-1 phút, 

72oC-1,30 phút (25 chu kỳ). 

Aarestrup et al. (2000) 

tetS (F) 

tetS (R) 

tetS 

 

TGG AAC GCC AGA GAG GTA TT 

 ACA TAG ACA AGC CGT TGA CC 
660 

95oC-30 giây, 55oC-30 giây, 

72oC-1,30 phút (30 chu kỳ). 

Aarestrup et al. (2000) 

tet34 (F) 

tet34 (R) 

tet34 

 
ATG AAA ACG AAC GCT AAT TAA CCA 

ACA TAG AGA TCG ATG CTA GTA CTA 
465 

95oC-1 phút, 56oC-1 phút, 

72oC-2 phút (30 chu kỳ). 

Midranda et al. (2003) 

floRF 

floRR 

floR TCA CGG GCC ACG CTG TAT C 

CGC CGT CAT TCT TCA CCT TC 215 
96oC-15 giây, 52oC-30 giây, 

70oC-1 phút (30 chu kỳ). 

Bolton et al. (1999);  

Fernández-Alarcón et al. (2010) 
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3.3.7 Thành phần chung cho các phản ứng PCR trong nghiên cứu 

Thành phần các hóa chất chung thực hiện phản ứng PCR để định danh vi 

khuẩn, khảo sát các integron nhóm 1, 2 và 3, các gen kháng tetracycline và 

florfenicol của 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila được trình bày ở Bảng 

3.4.  

Bảng 3.4: Thành phần các hóa chất chung để thực hiện phản ứng PCR 

TT Thành phần Nồng độ thực hiện  Thể tích 

1 Nước cất - 11,75 

2 Dung dịch đệm PCR 1X 2,5 

3 MgCl2  2,5 mM 2,0 

4 dNTPs  10-20 mM 4,0 

5 Mồi xuôi  10-20 pmol 1,0 

6 Mồi ngược 10-20 pmol 1,0 

7 Taq ADN polymerase 1,5-2,5U Taq 0,25 

8 DMSO 1% 0,5 

9 ADN mẫu 20-60 ng 2,0 

 Tổng - 25 µL 

3.3.8 Phương pháp phân tích và xử lý số liệu 

Tỷ lệ tương đồng của các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila phân 

lập từ cá tra bệnh gan thận mủ và xuất huyết được so sánh với các chủng trên 

ngân hàng GenBank bằng chương trình BLAST 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).  

Các số liệu và đồ thị trong thí nghiệm được nhập và xử lý bằng phần mềm 

Microsoft Excel 2010. Sử dụng phương pháp thống kê mô tả để tính toán các giá 

trị trung bình và tỷ lệ % vi khuẩn kháng, nhạy và nhạy trung bình. Sự khác biệt về 

độc lực gây bệnh trên cá tra của các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila 

trong các NT thí nghiệm cảm nhiễm đơn và cảm nhiễm kép được phân tích 

ANOVA bằng phần mềm SPSS 11.5 ở mức ý nghĩa 5%. 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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Chương IV. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

4.1 Kết quả phân lập và định danh vi khuẩn  

4.1.1 Kết quả phân lập và định danh vi khuẩn E. ictaluri 

4.1.1.1 Kết quả phân lập vi khuẩn E. ictaluri 

Từ 125 mẫu cá tra bệnh (gồm 90 mẫu cá bệnh GTM và 35 mẫu cá có dấu 

hiệu 2 loại bệnh GTM và bệnh XH) thu ở 50 ao nuôi cá tra thâm canh ở 1 số tỉnh 

ĐBSCL (Phụ lục B), đề tài đã phân lập được 67 chủng vi khuẩn E. ictaluri trên 

môi trường TSA, gồm 15 chủng ở Đồng Tháp (chiếm 22,39%), 7 chủng ở An 

Giang (chiếm 10,45%), 8 chủng ở Tp. Cần Thơ (chiếm 11,94%), 8 chủng ở Vĩnh 

Long (chiếm 11,94%), 12 chủng ở Tiền Giang (chiếm 17,91%), 8 chủng ở Trà 

Vinh (chiếm 11,94%) và 9 chủng ở Bến Tre (chiếm 13,43%). Nhìn chung, hầu 

hết các chủng vi khuẩn đều được phân lập từ các cơ quan như gan (30/67 chủng, 

chiếm 44,78%), thận (19/67 chủng, chiếm 28,36%) và tỳ tạng (18/67 chủng, 

chiếm 26,87%) của cá tra nhiễm bệnh (Bảng 4.1). Ngoài ra, trong số 67 vi khuẩn 

E. ictaluri phân lập được thì có 45/67 (chiếm 67,16%) chủng phân lập từ cá tra 

bệnh GTM và 22/67 (chiếm 32,84%) chủng phân lập từ cá tra nhiễm kép 2 bệnh 

GTM và bệnh XH. Kết quả phân lập và nguồn gốc của các chủng vi khuẩn E. 

ictaluri được trình bày chi tiết ở Phụ lục J1.   

Bảng 4.1: Số chủng vi khuẩn E. ictaluri phân lập từ cá tra bệnh GTM hoặc cá 

nhiễm kép bệnh XH và GTM ở 1 số tỉnh ĐBSCL 

TT 

Địa điểm thu 

mẫu 

 

Số mẫu 

cá (con) 

Số chủng  

E. ictaluri Cơ quan phân lập* 

2013 2014 

1 Đồng Tháp 24  5  10  Gan (6), thận (4), tỳ tạng (5) 

2 An Giang 14 5 2  Gan (1), thận (3), tỳ tạng (3) 

3 Tp. Cần Thơ 14  2 6  Gan (5), thận (2), tỳ tạng (1) 

4 Vĩnh Long 14  4  4 Gan (3), thận (2), tỳ tạng (3) 

5 Tiền Giang 22  8  4  Gan (7), thận (2), tỳ tạng (3) 

6 Trà Vinh 20  2  6  Gan (4), thận (3), tỳ tạng (1) 

7 Bến Tre 17 4  5  Gan (4), thận (3), tỳ tạng (2) 

 Tổng 125  30  37  Gan (30), thận (19), tỳ tạng (18) 
* Các số trong dấu ngoặc là số chủng vi khuẩn E. ictaluri phân lập từ cơ quan cá bệnh GTM  và cá nhiễm 

kép 2 bệnh GTM và XH. 

4.1.1.2 Đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa các chủng vi khuẩn E. 

ictaluri phân lập được 

Kết quả kiểm tra các đặc điểm về hình thái, sinh lý và sinh hóa cơ bản của vi 

khuẩn cho thấy sau 36-48 giờ phát triển trên môi trường TSA, khuẩn lạc của tất 

cả các chủng vi khuẩn E. ictaluri phân lập được đều có màu trắng đục, hơi tròn, 
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độ nổi mô, đa phần khuẩn lạc vi khuẩn nhỏ li ti (đường kính thường <1,0 mm) 

(Hình 4.1A). Kết quả nhuộm Gram và chụp SEM cho thấy vi khuẩn thuộc nhóm 

Gram âm và có dạng hình que dài (Hình 4.1B&C). Vi khuẩn E. ictaluri có khả 

năng di động nhưng di động yếu. Vi khuẩn cho phản ứng oxidase âm tính, 

catalase dương tính, có khả năng oxid hóa và lên men đường glucose trong cả 2 

điều kiện hiếu khí và yếm khí (Hình 4.1D). Tất cả các chủng vi khuẩn có thể phát 

triển trên môi trường có nồng độ muối từ 0,5 đến 1,5% nhưng không thể phát 

triển ở nồng độ muối 2% trở lên. Ngoài ra, kết quả khảo sát hoạt tính tan huyết 

của vi khuẩn cho thấy 57/64 chủng vi khuẩn phân lập được (chiếm 89,06%) có 

khả năng tan huyết dạng β trên môi trường thạch máu (BA) có bổ sung 5% máu 

cừu và 7/64 (chiếm 10,94%) chủng vi khuẩn còn lại không gây tan huyết trên môi 

trường thạch máu (tan huyết dạng γ). 

  

                    

Hình 4.1: Đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa cơ bản của các chủng vi khuẩn 

E. ictaluri phân lập từ cá tra bệnh GTM ở ĐBSCL. 

A. Khuẩn lạc vi khuẩn E. ictaluri phát triển trên môi trường TSA sau 48 giờ ủ ở 28oC. B. Ảnh nhuộm 

Gram vi khuẩn (100X). C. Ảnh chụp vi khuẩn E. ictaluri (chủng 1ED3) dưới kính hiển vi điện tử quét (độ 

phóng đại 6.000X). D. Kết quả phản ứng oxid hóa và lên men đường glucose. 

Như vậy, các đặc điểm về hình thái khuẩn lạc, sinh lý và sinh hóa cơ bản của 

67 chủng vi khuẩn phân lập được trong nghiên cứu này phù hợp với đặc điểm của 

A 
 

B 

C D 
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vi khuẩn E. ictaluri đã được nghiên cứu bởi nhiều tác giả trong và ngoài nước 

(Waltman et al., 1986; Yuasa et al., 2003; Từ Thanh Dung và ctv., 2004; Nguyễn 

Hữu Thịnh và Trương Thanh Loan, 2007; Crumlish et al., 2010). Tuy nhiên, 1 số 

nghiên cứu cho thấy vi khuẩn E. ictaluri sẽ có hình dạng và màu sắc khác nhau 

khi chúng phát triển trên các môi trường dinh dưỡng khác nhau. Kết quả nghiên 

cứu của Nguyễn Hữu Thịnh và Trương Thanh Loan (2007) cho thấy trên môi 

trường BHI ủ ở 30oC sau 24 giờ thì khuẩn lạc vi khuẩn trong suốt và nhỏ li ti. Tuy 

nhiên, khuẩn lạc sẽ phát triển rõ hơn, có màu trắng hơi trong, lồi, tròn với đường 

kính là 0,5-2 mm sau 48 giờ ủ. Theo Trần Thị Thanh Huyền và ctv. (2011) khuẩn 

lạc vi khuẩn E. ictaluri phân lập trên môi trường chọn lọc EIM (Edwardsiella 

ictaluri medium) sẽ có màu xanh, tròn đều và đường kính 0,2-0,5 mm. Trong khi 

đó, kết quả phân lập của Dung et al. (2008) cho thấy trên môi trường TSA khuẩn 

lạc vi khuẩn E. ictaluri có màu trắng đục, không có nhân, rìa có dạng không đồng 

nhất.  

4.1.1.3 Định danh các chủng vi khuẩn E. ictaluri phân lập được 

Nghhiên cứu tiến hành định danh 6 chủng vi khuẩn E. ictaluri bằng bộ kít 

API 20E (Hình 4.2). Kết quả định danh vi khuẩn E. ictaluri bằng bộ kít API 20E 

cùng với các đặc điểm về hình thái khuẩn lạc, sinh hóa vi khuẩn được trình bày 

chi tiết ở Bảng 4.2. Qua kết quả từ Bảng 4.2 và Hình 4.2 cho thấy 6 chủng vi 

khuẩn kiểm tra đa phần (17/20 chỉ tiêu) cho phản ứng âm tính với các chỉ tiêu 

như orthonitrophenyl galactosidase, arginine, ornithine, citrate, H2S, urease, 

tryptophane deaminase, indole, gelatin, mannitol, inositol, sorbitol, rhamnose, 

saccharose, melibiose, amygdalin và arabinose. Trong khi đó, các chủng vi khuẩn 

chỉ cho 3/20 phản ứng dương tính với lysine, Voges-Proskauer và glucose.  

 

ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP 

- - + - - - - - - + 

GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA 

- + - - - - - - - - 

Hình 4.2: Kết quả định danh vi khuẩn E. ictaluri phân lập được bằng bộ kít 

API 20E. 
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Qua kết quả Hình 4.2 cho thấy 6 chủng vi khuẩn kiểm tra đều không sinh 

H2S và indole. Đây là 2 chỉ tiêu sinh hóa quan trọng để phân biệt 2 loài vi khuẩn 

E. ictaluri và E. tarda của giống Edwardsiella, trong khi vi khuẩn E. tarda cho 

phản ứng dương tính với indole và H2S thì vi khuẩn E. ictaluri cho phản ứng 

indole và H2S âm tính (Abbott and Janda, 2010). Như vậy, các đặc điểm sinh lý 

và sinh hóa của các chủng vi khuẩn phân lập được trong nghiên cứu phù hợp với 

các đặc điểm vi khuẩn E. ictaluri đã được mô tả trước đây của nhiều tác giả trong 

và ngoài nước (Shotts and Walman, 1986; Waltman et al., 1986; Crumlish et al., 

2002; Keskin et al., 2004; Nguyễn Quốc Thịnh và Từ Thanh Dung, 2004; 

Nguyễn Hữu Thịnh và Trương Thanh Loan, 2007). Nhìn chung, các đặc điểm về 

hình thái, sinh lý và sinh hóa của các chủng vi khuẩn E. ictaluri được phân lập từ 

các vùng địa lý khác nhau trong các nghiên cứu trước đây và trong nghiên cứu 

này rất đồng dạng, hầu như không có sự khác biệt giữa các chủng khi được kiểm 

tra (Waltman et al., 1986; Yuasa et al., 2003; Panangala et al., 2006; Bartie et al., 

2012).  

Ngoài ra, để chính xác thì tất cả các chủng vi khuẩn còn được định danh 

bằng kỹ thuật PCR. Kết quả cho thấy vùng đầu nguồn của gen bám dính của 

67/67 (100%) chủng vi khuẩn E. ictaluri phân lập đã được khuếch đại với vạch 

ADN (DNA band) xuất hiện ở kích thước khoảng 470 bp (Hình 4.3). Như vậy, 

kết quả PCR phù hợp với báo cáo của Sakai et al. (2009). Bên cạnh đó, sản phẩm 

PCR sau khi được khuếch đại được giải trình tự và so sánh với các trình tự của vi 

khuẩn E. ictaluri trên cơ sở dữ liệu NCBI. Kết quả cho thấy 12 chủng vi khuẩn 

giải trình tự trong nghiên cứu (Phụ lục K1) có tỷ lệ tương đồng cao từ 99-100% 

(giá trị kỳ vọng (E value) = 0) với các chủng vi khuẩn E. ictaluri trên ngân hàng 

GenBank là E. ictaluri chủng FPC1092 (AB469961.1), E. ictaluri chủng T3-3 

(KR080261.1), E. ictaluri chủng T2-2 (KR080260.1), E. ictaluri chủng T2-1 

(KR080259.1), E. ictaluri chủng T1-3 (KR080258.1), E. ictaluri chủng T1-2 

(KR080257.1), E. ictaluri chủng T1-1 (KR080256.1), E. ictaluri chủng 93-146 

(CP001600.2), E. ictaluri chủng JCM 1680 (AB469968.1) và E. ictaluri chủng 

JF0284 (AB469967.1).  

 

 

 

 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_231291790
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/231291790?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PVA4FTF1015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/923023004?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=PVA4FTF1015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/923023003?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=PVA4FTF1015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/923023002?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=PVA4FTF1015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/923023001?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=PVA4FTF1015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/923023000?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=PVA4FTF1015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/923022999?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=PVA4FTF1015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/409033099?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=PVA4FTF1015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_231291821
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/231291821?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=PVA4FTF1015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_231291813
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/231291813?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=PVA4FTF1015
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Bảng 4.2: Kết quả kiểm tra các đặc điểm về hình thái, sinh hóa và định danh vi 

khuẩn E. ictaluri bằng bộ kít API 20E 

Các đặc điểm vi 

khuẩn  

1ED3 3ED3 8ED3 10ED3 1ED4 6ED4 Chủng  

E. ictaluri* 

tham khảo 

Gram - - - - - - - 

Hình dạng Que 

dài 

Que 

dài 

Que 

dài 

Que 

dài 

Que 

dài 

Que 

dài 

Que dài 

Di động Yếu Yếu Yếu Yếu Yếu Yếu Yếu 

Oxidase - - - - - - - 

Catalase + + + + + + + 

Phản ứng O/F +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ 

Phát triển trên 

môi trường 

NaCl**: 

       

0,5%  +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

1% ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

1,5% + + + + + + + 

2% - - - - - - - 

Khả năng tan 

huyết 

β β β β γ β β 

ONPG - - - - - - - 

Arginine - - - - - - - 

Lysine + + + + + + + 

Ornithine - - - - - - - 

Citrate - - - - - - - 

Sinh H2S - - - - - - - 

Urea - - - - - - - 

Tryptophane 

deaminase 

- - -  - - - 

Sinh Indol - - - - - - - 

Voges-Proskauer + + + + + + + 

Gelatin - - - - - - - 

Glucose + + + + + + + 

Mannitol - - - - - - - 

Inositol - - - - - - - 

Sorbitol - - - - - - - 

Rhamnose - - - - - - - 

Saccharose - - - - - - - 

Melibiose - - - - - - - 

Amygdalin - - - - - - - 

Arabinose - - - - - - - 
ONPG: Ortho-nitrophenyl galactosidase   +: dương tính      -: âm tính 

* Các đặc điểm vi khuẩn E. ictaluri được tổng hợp từ các nghiên cứu của Hawke et al. (1981); Waltman 

et al. (1986); ** Khả năng phát triển của vi khuẩn trên môi trường có các nồng độ muối khác nhau: +++: 

phát triến rất tốt, ++: phát triển tốt, +: yếu và -: không phát triến. 
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Cho đến nay, việc sử dụng kỹ thuật PCR để định danh vi khuẩn E. ictaluri 

đã được báo cáo bởi nhiều tác giả trong và ngoài nước (Williams and Lawrence, 

2009; Lê Hữu Thôi và ctv., 2010), Trần Nguyễn Diễm Tú và Đặng Thị Hoàng 

Oanh, 2012). Crumlish et al. (2002) đã sử dụng kỹ thuật PCR để phát hiện vùng 

đặc hiệu trên vùng gen 16S rRNA của vi khuẩn E. ictaluri với kích thước sản 

phẩm là 500 bp. Tương tự, Yuasa et al. (2003) cũng phát hiện vi khuẩn E. ictaluri 

với sản phẩm PCR là 530 bp. Đặc biệt, thời gian gần đây, Panangala et al. (2007) 

đã công bố nghiên cứu cho thấy việc sử dụng kỹ thuật PCR đa mồi (multiplex 

PCR, mPCR) có thể phát hiện đồng thời 3 loài vi khuẩn gây bệnh trên cá nheo 

Mỹ là E. ictaluri, A. hydrophila và F. columnare. Ở Việt Nam, các tác giả Đặng 

Thị Hoàng Oanh và Đặng Thụy Mai Thy (2009), Đặng Thị Hoàng Oanh và 

Nguyễn Trúc Phương (2010), Lê Hữu Thôi và ctv. (2010) đã sử dụng cặp mồi 

EiFd-1 và EiRs-1 khuếch đại vùng đặc hiệu trên đoạn gen 16S rRNA có kích 

thước 407 bp để phát hiện vi khuẩn E. ictaluri. Trong khi đó, Trần Thị Thanh 

Huyền và ctv. (2011) đã thiết kế đoạn mồi để khuếch đại đoạn gen eip 18 có kích 

thước khoảng 480 bp đặc trưng của vi khuẩn E. ictaluri.  

  

Hình 4.3: Phổ điện di ADN của các chủng vi khuẩn E. ictaluri phân lập được 

bằng kỹ thuật PCR. 

M: thang chuẩn 100 bp và 100 bp plus; giếng 1-13: các chủng vi khuẩn E. ictaluri được kiểm tra theo thứ 

tự là 1ED3, 2ED3, 3ED3, 4ED3, 5ED3, 6ED3, 7ED3, 8ED3, 9ED3, 10ED3, 11ED3, 12ED3, 13ED3; 

giếng 15-30: thứ tự các mẫu là 14ED3, 15ED3, 16ED3, 17ED3, 18ED3, 19ED3, 20ED3, 21ED3, 22ED3, 

23ED3, 24ED3, 25ED3, 26ED3, 27ED3, 28ED3, 29ED3; giếng 14: đối chứng âm. 

 4.1.2 Kết quả phân lập và định danh vi khuẩn A. hydrophila 

4.1.2.1 Kết quả phân lập vi khuẩn A. hydrophila 

Tương tự, từ các cơ quan gan, thận và tỳ tạng của 130 mẫu cá tra nhiễm 

bệnh (gồm 95 mẫu cá bệnh XH và 35 mẫu có dấu hiệu nhiễm kép 2 loại bệnh XH 

và bệnh GTM) thu ở 1 số tỉnh ĐBSCL (Phụ lục B), tổng số 74 chủng vi khuẩn A. 

hydrophila đã được phân lập trên môi trường TSA, gồm: 10 chủng ở Đồng Tháp 

(chiếm 13,51%), 8 chủng ở An Giang (chiếm 10,81%), 8 chủng ở Tp. Cần Thơ 

(chiếm 10,81%), 15 chủng ở Vĩnh Long (chiếm 20,27%), 12 chủng ở Tiền Giang 

(chiếm 16,22%), 8 chủng ở Trà Vinh (chiếm 10,81%) và 13 chủng ở Bến Tre 

(chiếm 17,57%). Nhìn chung, hầu hết các chủng vi khuẩn đều được phân lập từ 

các cơ quan như gan (38/74 chủng, chiếm 51,35%), thận (20/74 chủng, chiếm 

M  1    2   3   4   5   6   7   8    9  10  11 12 13 14   M  15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27  28 29 30  

 470 bp 
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27,03%) và tỳ tạng (16/74 chủng, chiếm 21,62%) của cá bệnh (Bảng 4.3). Ngoài 

ra, trong số 74 chủng vi khuẩn A. hydrophila phân lập được thì có 52/74 (chiếm 

70,27%) chủng được phân lập từ cá tra bệnh XH và 22/74 (chiếm 29,73%) chủng 

phân lập từ cá tra nhiễm kép 2 bệnh XH và bệnh GTM. Kết quả phân lập và 

nguồn gốc của các chủng vi khuẩn A. hydrophila được trình bày chi tiết ở Phụ lục 

J2. 

Bảng 4.3: Số chủng vi khuẩn A. hydrophila phân lập từ cá tra bệnh XH hoặc cá 

nhiễm kép 2 bệnh XH và GTM ở 1 số tỉnh ĐBSCL 

TT Địa điểm 

thu mẫu 

 

Số mẫu 

cá (con) 

Số chủng 

A. hydrophila Cơ quan phân lập* 

2013 2014 

1 Đồng Tháp 20 5 5 Gan (6), thận (1), tỳ tạng (3) 

2 An Giang 14 4 4 Gan (5), thận (2), tỳ tạng (1) 

3 Tp. Cần Thơ 16 5 3  Gan (4), thận (3), tỳ tạng (1) 

4 Vĩnh Long 18 9  6 Gan (6), thận (3), tỳ tạng (6) 

5 Tiền Giang 25 7 5 Gan (6), thận (5), tỳ tạng (1) 

6 Trà Vinh 21 4 4  Gan (5), thận (3) 

7 Bến Tre 16 7 6 Gan (6), thận (3), tỳ tạng (4) 

 Tổng 130 41 33 Gan (38), thận (20), tỳ tạng (16) 
* Các số trong dấu ngoặc là số chủng vi khuẩn A. hydrophila phân lập từ cơ quan cá bệnh XH và cá 

nhiễm kép 2 bệnh GTM và XH. 

4.1.2.2 Đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa của các chủng vi khuẩn 

A. hydrophila phân lập được 

Tương tự, các chủng vi khuẩn A. hydrophila sau khi phân lập cũng được 

kiểm tra các đặc điểm về hình thái, sinh lý và sinh hóa cơ bản trước khi định danh 

bằng bộ kít API 20E. Kết quả cho thấy so với vi khuẩn E. ictaluri có thời gian 

phát triển tương đối chậm trên môi trường TSA (36-48 giờ) thì vi khuẩn A. 

hydrophila phát triển nhanh hơn. Sau 18-36 giờ có thể quan sát khuẩn lạc của 

chúng phát triển trên môi trường TSA với khuẩn lạc có dạng tròn (đường kính 1-3 

mm), độ nổi hơi lồi, màu vàng nhạt đến màu vàng kem (Hình 4.4A). Tương tự vi 

khuẩn E. ictaluri, vi khuẩn A. hydrophila cũng thuộc nhóm Gram âm (Hình 

4.4B). Tuy nhiên, vi khuẩn có dạng hình que ngắn (Hình 4.4C) và chúng có khả 

năng di động mạnh. Ngoài ra, vi khuẩn cho phản ứng dương tính với oxidase và 

catalase, có khả năng lên men đường glucose trong cả 2 điều kiện hiếu khí và 

yếm khí (Hình 4.4D). Tất cả các chủng vi khuẩn có thể phát triển trên môi trường 

có nồng độ muối từ 1 đến 4%, ở nồng độ muối 5% thì có 8/74 (chiếm 10,81%) 

nhưng ở nồng độ muối 6% trở lên thì không có chủng vi khuẩn nào phát triển. 

Ngoài ra, kết quả khảo sát hoạt tính tan huyết của vi khuẩn cho thấy 71/74 (chiếm 

94,59%) chủng vi khuẩn phân lập có khả năng tan huyết dạng β trên môi trường 
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thạch máu (BA) có bổ sung 5% máu cừu và 3/74 (chiếm 4,05%) chủng vi khuẩn 

còn lại không gây tán huyết trên môi trường thạch máu (tan huyết dạng γ). 

  

                  

Hình 4.4: Đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa cơ bản của các chủng vi khuẩn 

A. hydrophila phân lập được từ cá tra bệnh XH ở ĐBSCL. 

A. Khuẩn lạc vi khuẩn A. hydrophila phát triển trên môi trường TSA sau 24 giờ. B. Ảnh nhuộm Gram vi 

khuẩn (100X). C. Ảnh chụp vi khuẩn A. hydrophila (chủng 4A3) dưới kính hiển điện tử quét (độ phóng đại 

6.000X). D. Kết quả phản ứng oxid hóa và lên men đường glucose. 

Vi khuẩn A. hydrophila được xem là tác nhân gây bệnh cho nhiều loài cá 

khác nhau trên thế giới (Newman, 1993). Đặc biệt, vi khuẩn A. hydrophila được 

xác định là tác nhân gây bùng phát bệnh MAS trên cá nheo Mỹ (Pridgeon and 

Klesius, 2011; Pridgeon et al., 2013). Trên cá tra thì bệnh XH do vi khuẩn A. 

hydrophila từ lâu đã được nhiều tác giả đề cập đến. Như vậy, kết quả khảo sát các 

đặc điểm về hình thái khuẩn lạc, sinh lý và sinh hóa cơ bản của các chủng vi 

khuẩn A. hydrophila phân lập được từ cá nhiễm bệnh XH hoặc nhiễm kép trong 

nghiên cứu này tương tự với các đặc điểm về hình thái khuẩn lạc, sinh lý và sinh 

hóa cơ bản của các chủng vi khuẩn A. hydrophila trong các báo cáo trước đây của 

Ly et al., 2009; Crumlish et al., 2010), Đặng Thị Hoàng Oanh và Nguyễn Đức 

Hiền (2012) và Trần Thị Mỹ Hân (2013).  

 

A B 

C D 
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4.1.2.3 Định danh các chủng vi khuẩn A. hydrophila phân lập được 

Sáu chủng vi khuẩn được chọn để định danh bằng bộ kít API 20E (Hình 

4.5). Kết quả định danh vi khuẩn A. hydrophila bằng bộ kít API 20E cũng như 

dựa vào các đặc điểm về hình thái, sinh lý và sinh hóa khác được trình bày ở 

Bảng 4.4. Qua kết quả Bảng 4.4 và Hình 4.5 cho thấy tất cả các chủng vi khuẩn 

kiểm tra đều cho phản ứng âm tính với các chỉ tiêu như ornithine, citrate, H2S, 

urease, tryptophane deaminase, indole, inositol, sorbitol, rhamnose, melibiose và 

arabinose. Trong khi đó, vi khuẩn cho các phản ứng dương tính gồm: 

orthonitrophenyl galactosidase, arginine, lysine, Voges-Proskauer, gelatin, 

glucose, mannitol, saccharose và amygdalin.  

 

ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP 

+ + + - - - - - - + 

GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA 

+ + + - - - + - + - 

Hình 4.5: Kết quả định danh vi khuẩn A. hydrophila phân lập được bằng bộ kít 

API 20E. 

Như vậy, vi khuẩn A. hydrophila trong nghiên cứu này có các đặc điểm sinh 

hóa tương tự với vi khuẩn A. hydrophila phân lập từ cá tra bệnh XH của Ly et al. 

(2009) và Crumlish et al. (2010), lươn đồng bệnh XH của Đặng Thị Hoàng Oanh 

và Nguyễn Đức Hiền (2012) và trên cá thát lát còm của Đặng Thụy Mai Thy và 

ctv. (2014). Tuy nhiên, các đặc điểm vi khuẩn A. hydrophila trong nghiên cứu này 

có 1 số đặc điểm khác với vi khuẩn A. hydrophila gây bệnh MAS trên cá nheo 

Mỹ của Pridgeon and Klesius (2011). Kết quả định danh 3 chủng vi khuẩn A. 

hydrophila bằng bộ kít API 20E trong nghiên cứu của Pridgeon and Klesius 

(2011) cho kết quả dương tính với citrate, indole, inositol, saccharose và 

arabinose, trong khi đó 6 chủng vi khuẩn A. hydrophila trong nghiên cứu này cho 

kết quả âm tính. Ngược lại, các chỉ tiêu như lysine decarboxylase và amygdalin 

của 3 chủng vi khuẩn A. hydrophila trong nghiên cứu của Pridgeon and Klesius 

(2011) âm tính thì 6 chủng vi khuẩn A. hydrophila trong nghiên cứu này lại cho 

kết quả dương tính. 
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Bảng 4.4: Kết quả kiểm tra các đặc điểm về hình thái, sinh hóa và định danh vi 

khuẩn A. hydrophila phân lập được 

Các đặc điểm 

vi khuẩn 
1A3 2A3 4A3 5A3 2A4 7A4 

Chủng A. 

hydrophila* 

tham khảo 

Gram - - - - - - - 

Hình dạng Que 

ngắn 

Que 

ngắn 

Que 

ngắn 

Que 

ngắn 

Que ngắn Que 

ngắn 

Que ngắn 

Di động Chuyển 

động 

Chuyển 

động 

Chuyển 

động 

Chuyển 

động 

Chuyển 

động 

Chuyển 

động 

Chuyển động 

Oxidase + + + + + + + 

Catalase + + + + + + + 

Phản ứng O/F +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ +/+ 

Phát triển trên 

môi trường 

NaCl** 

       

1% +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

2% +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

3% +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 

4% ++ ++ ++ + ++ + ++ 

5% + - + - + - + 

6% - - - - - - - 

Khả năng tan 

huyết 

β β β β β β β 

ONPG + + + + + + + 

Arginine + + + + + + + 

Lysine + + + + + + - 

Ornithine - - - - - - - 

Citrate - - - - - - +  

Sinh H2S - - - - - - -  

Urease - - - - - - - 

Tryptophane 

deaminase 

- - - - - - - 

Sinh Indol - - - - - - + 

Voges-

Proskauer 

+ + + + + + + 

Gelatin + + + + + + + 

Glucose + + + + + + + 

Mannitol + + + + + + + 

Inositol - - - - - - + 

Sorbitol - - - - - - - 

Rhamnose - - - - - - - 

Saccharose + + + + + + + 

Melibiose - - - - - - - 

Amygdalin + + + + + + - 

Arabinose - - - - - - + 

ONPG: Orthnitrophenyl galactosidase   +: dương tính      -: âm tính 

* Các đặc điểm vi khuẩn A. hydrophila được tổng hợp từ nghiên cứu của Pridgeon and Klesius (2011); ** 

Khả năng phát triển của vi khuẩn trên môi trường có các nồng độ muối khác nhau: +++: phát triến rất 

tốt, ++: phát triển tốt, +: yếu và -: không phát triến. 
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Bên cạnh đó, để xác định chính xác thì nghiên cứu cũng sử dụng kỹ thuật 

PCR để định danh các chủng vi khuẩn A. hydrophila phân lập được. Kết quả cho 

thấy tất cả các chủng vi khuẩn kiểm tra (74/74 chủng) đều khuếch đại được gen 

aerolysin đặc hiệu của vi khuẩn A. hydrophila với vạch ADN xuất hiện ở kích 

thước 209 bp (Hình 4.6). Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Pollard et al. 

(1990). Bên cạnh đó, kết quả giải trình tự sản phẩm PCR và so sánh trên cơ sở dữ 

liệu NCBI cho thấy 12 chủng vi khuẩn được chọn giải trình tự trong nghiên cứu 

(Phụ lục K2) có tỷ lệ tương đồng cao từ 98-99% (giá trị kỳ vọng rất thấp) với các 

chủng vi khuẩn A. hydrophila trên ngân hàng GenBank gồm: A. hydrophila chủng 

ZC1 (FJ608555.1), A. hydrophila chủng AH14 (EU650663.1), A. hydrophila chủng 

YBH090730L (GU169708.1), A. hydrophila chủng wp3 (FJ608554.1), A. 

hydrophila chủng XS91-4-1 (DQ186611.1), A. hydrophila chủng BZ (EF450824.1), 

A. hydrophila chủng NNX7 (JX502748.1), A. hydrophila chủng AH119SB-W30 

(EU159682.1) và A. hydrophila chủng AH75SB-W43 (EU159683.1). 

 

Hình 4.6: Phổ điện di ADN của các chủng vi khuẩn A. hydrophila phân lập được 

bằng kỹ thuật PCR. 

M: thang chuẩn 100 bp và 100 bp plus; giếng 1: đối chứng âm; giếng 2-15: các chủng vi khuẩn A. 

hydrophila được kiểm tra theo thứ tự là 1A3, 2A3, 3A3, 4A3, 5A3, 6A3, 7A3, 8A3, 9A3, 10A3, 11A3, 12A3, 

13A3, 14A3; giếng 17-25 và 27-32 thứ tự các mẫu là 15A5, 16A3, 17A3, 18A3, 19A3, 20A3, 21A3, 22A3, 

23A3, 24A3, 25A3, 26A3, 27A3, 28A3, 29A3; giếng 16, 26 là các mẫu âm tính.    

Cho đến nay, việc sử dụng kỹ thuật PCR khuếch đại gen aerolysin của vi 

khuẩn A. hydrophila gây bệnh trên các loài cá hoặc trong môi trường nước đã 

được nhiều tác giả trong và ngoài nước thực hiện (Pollard et al., 1990; Singh et 

al., 2008; Umesha et al., 2011; Trần Nguyễn Diễm Tú và Đặng Thị Hoàng Oanh 

2012; Lê Hữu Thôi và ctv., 2010). Sử dụng kỹ thuật mPCR, Panangala et al. 

(2007) đã phát hiện đồng thời vi khuẩn A. hydrophila cùng với vi khuẩn E. 

ictaluri và F. columnare gây bệnh trên cá nheo Mỹ. Nguyễn Hà Giang và ctv. 

(2010) cũng đã nghiên cứu thành công quy trình PCR chẩn đoán vi khuẩn A. 

hydrophila từ thận cá tra bệnh XH với độ nhạy và tính đặc hiệu tương đối cao. 

 M  1   2    3  4   5   6  7   8   9  10  11 12 13 14 15 16   M 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32  

209 bp 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224038385?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PVHFHY9T014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/187438559?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=PVCS10SU014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302124410?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=PVHFHY9T014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/224038383?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=PVHFHY9T014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/75766674?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=PVHFHY9T014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/148841075?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=27&RID=PVHFHY9T014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/409691987?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=47&RID=PVJ4HC0001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158144801?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=48&RID=PVJ4HC0001R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_158144802
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158144802?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=49&RID=PVJC0ETX015
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4.1.3 Kết quả phân lập và định danh vi khuẩn E. coli 

Từ mẫu nước ao nuôi (n=10) và từ mẫu cá tra bệnh (n=10), đề tài đã phân 

lập được 30 chủng vi khuẩn E. coli (Phụ lục J3A) trên môi trường MKC. Do vi 

khuẩn E. coli trong nghiên cứu này chỉ sử dụng trong các thí nghiệm tiếp hợp với 

vi khuẩn A. hydophila và E. ictaluri (mục 3.3.6.4a) nên phần này chỉ trình bày 

tóm tắt kết quả phân lập, định danh và kết quả thực hiện kháng sinh đồ (kết quả 

chi tiết được trình bày ở Phụ lục J3A). Nhìn chung, khuẩn lạc vi khuẩn E. coli 

phát triển trên môi trường MKC có màu tím đặc trưng (Hình 4.7A) sau 18-24 giờ 

ủ ở 37oC (đường kính dao động từ 1-2 mm). Phần lớn khuẩn lạc có dạng tròn, bìa 

nguyên và độ nổi mô (1 số ít có độ nổi hơi lài). Kết quả nhuộm Gram (n=10) và 

chụp SEM (n=2) cho thấy vi khuẩn thuộc nhóm Gram âm, hình que ngắn (Hình 

4.7B&C). Tất cả chủng vi khuẩn phân lập được đều cho phản ứng oxidase âm 

tính, catalase dương tính, có khả năng oxid hóa và lên men đường glucose trong 

cả 2 điều kiện hiếu khí và yếm khí (Hình 4.7D). Ngoài ra, tất cả các chủng vi 

khuẩn E. coli phân lập được trong nghiên cứu đều có khả năng di động.  

Bên cạnh đó, nghiên cứu sử dụng bộ kít API 20E (Hình 4.7E) để định danh 

2 chủng vi khuẩn E. coli ECR2 và ECR4 (do đây là 2 chủng có kiểu hình nhạy với 

tất cả 15 kháng sinh được chọn trong thí nghiệm tiếp hợp). Kết quả từ Hình 4.7E 

cho thấy các chủng vi khuẩn E. coli cho phản ứng dương tính với 

orthonitrophenyl galactosidase, arginine, lysine, ornithine, citrate, tryptophane 

deaminase, indole, Voges-Proskauer, mannitol, sorbitol, rhamnose, melibiose và 

arabinose. Vi khuẩn cho phản ứng âm tính với H2S, urease, gelatin, glucose, 

inositol, saccharose và amygdalin. Như vậy, các chủng vi khuẩn phân lập được có 

các đặc điểm về hình thái khuẩn lạc, sinh lý và sinh hóa tương tự với vi khuẩn E. 

coli trong mô tả của các tác giả Zinnah et al. (2007), Soliman et al. (2010) và 

Chakravarty et al. (2015). Kết quả kiểm tra 1 số đặc điểm hình thái, sinh lý, sinh 

hóa và định danh vi khuẩn khác bằng bộ kít API 20E được trình bày ở Phụ lục 

J3B. Ngoài ra, kết quả thực hiện kháng sinh đồ cho thấy nhiều chủng vi khuẩn E. 

coli cũng đã kháng với nhiều loại kháng sinh (Phụ lục J3A), trong đó có 2 chủng 

ECR2 và ECR4 có kiểu hình nhạy với tất cả 15 kháng sinh (Phụ lục J3A) được 

chọn để sử dụng trong thí nghiệm tiếp hợp (nội dung này được đề cập ở mục 4.8).   
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ONPG ADH LDC ODC CIT H2S URE TDA IND VP 

+ + + + + - - + + + 

GEL GLU MAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA 

- - + - + + - + - + 

Hình 4.7: Các đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa của vi khuẩn E. coli 

phân lập được từ ruột và nước ao nuôi cá tra ở Đồng Tháp. 

A. Khuẩn lạc vi khuẩn E. coli (chủng ECR2) sau 24 giờ ủ ở 37oC. B. Ảnh nhuộm Gram vi khuẩn (100X). 

C. Ảnh chụp dưới kính hiển vi điện tử quét (độ phóng đại 2.700X). D. Phản ứng oxid hóa và lên men 

đường glucose. E. Kết quả định danh chủng vi khuẩn E. coli ECR2 bằng bộ kít API 20E.  

4.2 Kết quả cảm nhiễm cá tra với vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila 

4.2.1 Kết quả cảm nhiễm cá tra với các chủng vi khuẩn E. ictaluri  

4.2.1.1 Kết quả tái phân lập và định danh vi khuẩn 

Cá lờ đờ hoặc vừa mới chết được sử dụng để tái phân lập và định danh vi 

khuẩn E. ictaluri sau khi cảm nhiễm. Kết quả cho thấy các chủng vi khuẩn E. 

ictaluri sau khi cảm nhiễm đều được phân lập từ các cơ quan như gan, thận và tỳ 

A B 

C D 

E 
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tạng của cá bệnh. Kết quả kiểm tra các đặc điểm về hình thái, sinh lý và sinh hóa 

của vi khuẩn phân lập được từ cá bệnh sau khi cảm nhiễm hoàn toàn giống với 

các đặc điểm của chủng vi khuẩn trước khi tiến hành thí nghiệm, cụ thể khuẩn lạc 

vi khuẩn đều có màu trắng đục, nhỏ li ti khi cấy lên môi trường TSA sau 36-48 

giờ (Hình 4.8A). Vi khuẩn có hình que dài, Gram âm (Hình 4.8B), di động yếu, 

cho phản ứng oxidase âm tính và catalase dương tính. Kết quả định danh lại bằng 

bộ kít API 20E (Hình 4.8C) cũng cho thấy 4 chủng vi khuẩn E. ictaluri sau khi 

gây cảm nhiễm đều cho phản ứng âm tính với các chỉ tiêu: orthonitrophenyl 

galactosidase, arginine, ornithine, citrate, H2S, urease, tryptophane deaminase, 

indole, gelatin, mannitol, inositol, sorbitol, rhamnose, saccharose, melibiose, 

amygdalin và arabinose; phản ứng dương tính với lysine, Voges-Proskauer và 

glucose. Bên cạnh đó, ADN được ly trích từ 1 số mẫu gan, thận và mẫu vi khuẩn 

sau khi tái phân lập của cá sau cảm nhiễm cũng cho kết quả dương tính với vạch 

ADN xuất hiện ở vị trí 470 bp (Hình 4.8D) khi được kiểm tra bằng kỹ thuật PCR. 

Như vậy, các kết quả cảm nhiễm trên đã thỏa mãn định đề Koch (Koch’s 

postulates).  

  

   

Hình 4.8: Kết quả tái phân lập và định danh vi khuẩn E. ictaluri sau khi cảm 

nhiễm trên cá tra. 

A. Khuẩn lạc vi khuẩn E. ictaluri (chủng 8ED3) phát triển trên môi trường TSA sau 48 giờ. B. Ảnh nhuộm 

Gram (100X) vi khuẩn E. ictaluri (chủng 8ED3). C. Kết quả tái định danh vi khuẩn bằng bộ kít API 20E. 

D. Kết quả tái định danh vi khuẩn bằng kỹ thuật PCR (M: thang chuẩn 100 bp plus; giếng 1: mẫu mô thận 

cá ở NT đối chứng; các giếng 2, 3, 4 và 5: mẫu ADN trích từ vi khuẩn và giếng 6, 7: mẫu ADN được trích 

từ thận và gan cá bệnh). 

 

M    1    2   3    4    5    6    7  

470 bp C D 

A B 
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4.2.1.2 Dấu hiệu bệnh lý của cá bệnh 

Quan sát thí nghiệm cho thấy cá tra ở 2 NT đối chứng (tiêm và không tiêm 

nước muối sinh lý) vẫn hoạt động bình thường, không có cá chết trong suốt quá 

trình thí nghiệm. Cá không có dấu hiệu nhiễm bệnh bệnh GTM khi quan sát bên 

ngoài và bên trong cơ thể (Hình 4.9A&B), đặc biệt là không phát hiện vi khuẩn 

phát triển khi cấy trên môi trường phân lập. Tuy nhiên, cá ở các NT cảm nhiễm vi 

khuẩn E. ictaluri thường có hiện tượng bơi lờ đờ và xoay tròn trước khi chết 

(Dung et al., 2012). Tất cả cá bệnh ở các NT thí nghiệm đều có các dấu hiệu bệnh 

lý bên ngoài và bên trong giống nhau. Các dấu hiệu đặc trưng của bệnh GTM 

gồm các đốm trắng nhỏ li ti xuất hiện trên gan, thận và tỳ tạng (Hình 4.9D). 

Trường hợp bệnh nặng, nội tạng của 1 số cá bệnh có hiện tượng trương phồng, 

nhũn và có dịch trong xoang bụng (Hình 4.9D). Tuy nhiên, cá chết ở thời gian 

đầu (thường ở ngày 2 và 3) sau khi cảm nhiễm thì các đốm trắng xuất hiện trên 

các cơ quan nội tạng của cá chưa được rõ (thường xuất hiện trên thận và tỳ tạng). 

Ngoài ra, qua thí nghiệm cảm nhiễm còn cho thấy các dấu hiệu biểu hiện bệnh 

bên ngoài của hầu hết cá cảm nhiễm thì không khác biệt so với cá ở NT đối 

chứng (Hình 4.9C), ngoại trừ 1 số cá bệnh có màu sắc hơi nhợt nhạt và xuất hiện 

các điểm xuất huyết trên các vây và xung quanh hậu môn. Như vậy, các dấu hiệu 

bệnh lý của cá tra sau khi cảm nhiễm vi khuẩn E. ictaluri tượng tự như mô tả của 

Ferguson  et al. (2001), Từ Thanh Dung và ctv. (2004), Đặng Thị Hoàng Oanh và 

Nguyễn Thanh Phương (2009), Yuasa et al. (2003), Crumlish et al. (2010) và 

Dung et al. (2012). Tuy nhiên, các dấu hiệu biểu hiện bệnh bên ngoài của cá tra 

sau khi nhiễm vi khuẩn E. ictaluri trong nghiên cứu này không giống với các biểu 

hiện trên cá nheo Mỹ. Cụ thể, cá tra bệnh GTM thường có da và mang hơi nhợt so 

với cá khỏe (ngoại trừ 1 số ít trường hợp cá bệnh nặng thì mới xuất hiện xuất 

huyết ở trên các vây và xung quanh hậu môn) (Dung et al., 2012), cá không có 

các đốm xuất huyết xuất hiện rõ ràng như trên cá nheo Mỹ (Jacrboe et al., 1984; 

Hawke et al., 1998). Một điểm khác biệt nữa là trên các nội quan như gan, thận 

và tỳ tạng của cá tra bệnh GTM luôn xuất hiện các đốm trắng nhỏ li ti (Ferguson  

et al., 2001); Crumlish et al., 2010; Dung et al., 2012), trong khi các cơ quan này 

trên cá nheo Mỹ bệnh ESC thì không được ghi nhận mà thay vào đó là các dấu 

hiệu thường gặp như bụng phình to, chứa nhiều dịch do gan, thận và tỳ tạng 

trương phồng, sung huyết và xuất huyết ruột (Jacrboe et al., 1984; Blazer et al., 

1985; Miyazaki and Plumb, 1985). 
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Hình 4.9: Dấu hiệu biểu hiện bệnh GTM của cá tra cảm nhiễm với vi khuẩn 

E. ictaluri chủng 1ED3. 

A&B. Cá tra ở NT đối chứng (tiêm nước muối sinh lý). C. Biểu hiện bên ngoài của cá tra cảm nhiễm với 

chủng 1ED3. D. Dấu hiệu bên trong của cá tra cảm nhiễm với chủng 1ED3: cá bệnh GTM với các đốm 

trắng nhỏ li ti trên gan, thận và tỳ tạng (mũi tên). 

4.2.1.3 Độc lực và khả năng gây bệnh của các chủng vi khuẩn E. ictaluri 

Độc lực và khả năng gây bệnh của vi khuẩn E. ictaluri được xác định qua thí 

nghiệm cảm nhiễm trên cá tra giống với 4 chủng: 1ED3, 3ED3, 8ED3 và 10ED3 

ở 5 mật số tiêm vi khuẩn là 102, 103, 104, 105 và 106 CFU/cá. Qua kết quả thí 

nghiệm cho thấy các chủng vi khuẩn E. ictaluri khác nhau đều gây chết cá ở ngày 

thứ 2 sau khi cảm nhiễm, sau đó cá chết tập trung ở ngày thứ 3 đến ngày thứ 7 

(thường chết cao nhất ở ngày 4-5), cá ngừng chết ở ngày thứ 10 cho đến khi kết 

thúc thí nghiệm (Hình 4.10). Trong khi đó, ở NT đối chứng (tiêm và không tiêm 

nước muối sinh lý) thì không có cá nào chết trong suốt thời gian theo dõi thí 

nghiệm. Kết quả phân tích cho thấy tỷ lệ cá chết tích lũy ở các nồng độ tiêm vi 

khuẩn khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức ý nghĩa 5% (P<0,05). Thời gian và tỷ 

lệ cá chết tích lũy của các chủng vi khuẩn được trình bày chi tiết ở Phụ lục L1. 

Ngoài ra, kết quả thí nghiệm cũng cho thấy tất cả các chủng vi khuẩn đều gây 

chết cá với tỷ lệ cao (trên 80%), trong đó chủng 1ED3 gây chết cá ở tỷ lệ cao nhất 

(96,67%), kế đến là 2 chủng 8ED3 và 10ED3 với cùng tỷ lệ gây chết là 90% và 

cá chết thấp nhất ở chủng 3ED3 (83,33%). Như vậy, qua các thí nghiệm của 

nghiên cứu này cho thấy vi khuẩn E. ictaluri khác nhau sẽ có thời gian và tỷ lệ cá 

chết khác nhau trên các loài cá khác nhau khi gây cảm nhiễm với chúng. Thí 

nghiệm của Plumb and Sanchez (1983) cho thấy cá nheo chết 100% trong 10 

A 

D C 

B 
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ngày sau khi cảm nhiễm với vi khuẩn E. ictaluri ở mật số vi khuẩn là 1,5x103 

CFU/mL. Baxa et al. (1990) gây cảm nhiễm vi khuẩn E. ictaluri với các loài cá 

khác nhau bằng phương pháp ngâm ở nồng độ 1x108 CFU/mL. Kết quả sau 14 

ngày thí nghiệm cho thấy vi khuẩn đã gây chết cá nheo với tỷ lệ là 32%, cá hồi 

trắng là 75% và cá vược sọc là 5% nhưng vi khuẩn không gây chết ở cá tầm 

trắng. Tương tự, cá nheo khi ngâm với vi khuẩn E. ictaluri ở mật độ 1x 107 

CFU/mL trong thời gian 1 giờ cho thấy sau 5-20 ngày thí nghiệm, cá bị chết với 

tỷ lệ là 28% (Klesius and Sealey, 1995). Gần đây, Crumlish et al. (2010) tiến 

hành cảm nhiễm trên cá tra bằng phương pháp tiêm và ngâm với vi khuẩn E. 

ictaluri ở nồng độ vi khuẩn lần lượt là 1x106 và 1x108 CFU/mL. Kết quả cho thấy 

sau 12 ngày thí nghiệm tỷ lệ cá chết ở phương pháp tiêm là 95%, còn ở phương 

pháp ngâm là 80%.  
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Hình 4.10: Tỷ lệ (%) cá tra chết tích lũy theo thời gian cảm nhiễm của 4 

chủng vi khuẩn E. ictaluri. 

 Như vậy, qua kết quả thí nghiệm cảm nhiễm cho thấy cả 4 chủng vi khuẩn 

E. ictaluri được chọn đều có độc lực và khả năng gây bệnh trên cá tra. Đề tài đã 

xác định được giá trị LD50 của 4 chủng vi khuẩn E. ictaluri 1ED3, 3ED3, 8ED3 

và 10ED3 lần lượt là 1,67x104, 1,23x105, 1,58x104 và 1,19x105 CFU/mL (Bảng 

4.5), trong đó chủng 1ED3 có độc lực cao nhất (LD50 = 1,58x104 CFU/mL), kế đến 
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là chủng 8ED3 (LD50 = 1,67x104 CFU/mL) và thấp nhất là chủng 3ED3 (LD50 = 

1,23x105 CFU/mL).  

Bảng 4.5: Giá trị LD50 của các chủng E. ictaluri cảm nhiễm trên cá tra  

Chủng 

vi khuẩn 

Mật độ tiêm vi khuẩn 

(CFU/mL) 

Tỷ lệ (%) cá chết tích lũy  LD50 

(CFU/mL) 

1ED3* 102, 103, 104, 105, 106 20; 36,67; 43,33; 76,67; 96,67 1,58x104 

3ED3 102, 103, 104, 105, 106 23,33; 33,33; 40; 46,67; 83,33 1,23x105 

8ED3 102, 103, 104, 105, 106 6,67; 26,67; 43,33; 73,33; 90 1,67x104 

10ED3 102, 103, 104, 105, 106 26,67; 33,33; 40; 46,67; 90 1,19x105 
Chủng vi khuẩn có đánh * là chủng được chọn gây cảm nhiễm kép trên cá tra. 

Khả năng gây bệnh và độc lực của vi khuẩn E. ictaluri đã được nhiều tác giả 

trên thế giới nghiên cứu (Petrie-Hanson et al., 2007; Sakai et al., 2008; Ye et al., 

2009; Suanyuk et al., 2014). Nhìn chung, hầu hết các nghiên cứu trước đây và 

trong nghiên cứu này đều cho thấy các chủng vi khuẩn khác nhau sẽ có khả năng 

gây bệnh và độc lực gây bệnh khác nhau trên các loài cá. Thí nghiệm của Plumb 

and Hilge (1987) trên cá da trơn Châu Âu (Silurus glanis) cho thấy ở mật độ tiêm 

2.27×105 CFU/cá đã gây chết 100% cá thí nghiệm và đã xác định giá trị LD50 là 

7,1 x 104 CFU/cá. Trong khi đó, nghiên cứu của Ye et al. (2009) cho thấy chủng 

vi khuẩn  E. ictaluri LH51 đã gây chết 100% cá cá bò đen khi ngâm và tiêm với 

mật số vi khuẩn lần lượt là 1,2 x 106 CFU/mL và 2,0×105 CFU/cá. Nghiên cứu về 

độc lực của vi khuẩn E. ictaluri gây bệnh trên cá tra ở ĐBSCL của Đặng Thị 

Hoàng Oanh và Nguyễn Thanh Phương (2009) cho thấy các chủng vi khuẩn thí 

nghiệm có độc lực cao nhất là <102 CFU/mL và thấp nhất là 106 CFU/mL. Tuy 

nhiên, trong nghiên cứu này đã xác định chủng E. ictaluri có độc lực cao nhất là 

103 CFU/mL và thấp nhất là 104 CFU/mL. Kết quả này cho thấy vi khuẩn trong 

thí nghiệm có độc lực rất cao (gây chết cá trên 80%) so với các nghiên cứu trước 

đây. Thí nghiệm cảm nhiễm vi khuẩn E. ictaluri trên cá tra của Đặng Thuỵ Mai 

Thy và Đặng Thị Hoàng Oanh (2010) cũng cho thấy chủng E. ictaluri Ei1 gây 

chết cá với tỷ lệ cao nhất (100%) ở mật số <102 CFU/mL, trong khi đó chủng E. 

ictaluri Ei4 ở mật số 6,4x105 CFU/mL gây chết với tỷ lệ thấp nhất (53%). Kết 

quả nghiên cứu của Liu et al. (2010) ở Trung Quốc cho thấy chủng vi khuẩn E. 

ictaluri  HSN-1 có thể gây chết 100% cá thí nghiệm, trong khi chủng HAS-1 thì 

chỉ gây chết cá cao nhất là 62,5%. Ngoài ra, kết quả của thí nghiệm này cũng đã 

xác định chủng E. ictaluri  HAS-1 có giá trị LD50 là 0,2x 104,7 CFU/mL. Trong 

khi đó, nghiên cứu của Geng and Wang (2013) cho thấy 2 chủng vi khuẩn  E. 

ictaluri LW101 và LW102 đều có độc lực gây bệnh trên cá Silurus soldatovi 

meridionalis ở Trung Quốc. Tỷ lệ các chết tích lũy đối với chủng LW101 là 
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100%, 95%, 60%, và 15% tương ứng với nồng độ tiêm vi khuẩn lần lượt là 1,0 x 

107; 1,0 x 106; 1,0 x 105 và 1,0 x 104 CFU/cá, đối với chủng LW102 thì tỷ lệ cá 

chết tích lũy lần lượt là 100%, 100%, 65% và 10%. Ngoài ra, thí nghiệm cảm 

nhiễm bằng phương pháp tiêm và ngâm của Suanyuk et al. (2014) trên oài cá da 

trơn lai giữa 2 loài Clarias macrocephalus (Gunther) và Clarias gariepinus 

(Burchell) ở Thái Lan với vi khuẩn E. ictaluri cho thấy vi khuẩn gây chết cá với 

tỷ lệ dao động từ 23% đến 100% sau 14 ngày cảm nhiễm. Kết quả thí nghiệm này 

cũng đã xác định độc lực của vi khuẩn trong phương pháp ngâm ở 168 giờ với giá 

trị LD50 là 6,92 x 107 CFU/mL, đối với phương pháp tiêm ở 96 giờ là 1,58 x 106 

CFU/cá.   

 4.2.2 Kết quả cảm nhiễm các chủng vi khuẩn A. hydrophila  

4.2.2.1 Kết quả tái phân lập và định danh vi khuẩn 

Các chủng vi khuẩn được phân lập từ cá sau khi cảm nhiễm vi khuẩn A. 

hydrophila đều có màu vàng kem, tròn khi cấy lên môi trường TSA/GSP (Hình 

4.11A&B). Bên cạnh đó, khi kiểm tra các đặc điểm về sinh lý và sinh hóa cho 

thấy vi khuẩn có hình que ngắn, Gram âm (Hình 4.11C), di động, cho phản ứng 

oxidase và catalase dương tính. Kết quả định danh lại bằng bộ kít API 20E (Hình 

4.11D) cũng cho thấy 4 chủng vi khuẩn A. hydrophila tái phân lập từ cá bệnh sau 

khi gây cảm nhiễm đều cho phản ứng âm tính với các chỉ tiêu: ornithine, citrate, 

H2S, urease, tryptophane deaminase, indole, inositol, sorbitol, rhamnose, 

melibiose và arabinose; phản ứng dương tính với orthonitrophenyl galactosidase, 

arginine, lysine, Voges-Proskauer, gelatin, glucose, mannitol, saccharose và 

amygdalin. Bên cạnh đó, ADN được ly trích từ 1 số mẫu gan, thận và mẫu vi 

khuẩn sau khi tái phân lập vi khuẩn của cá sau cảm nhiễm cũng cho kết quả 

dương tính với vạch ADN xuất hiện ở vị trí 209 bp (Hình 4.11E) khi được kiểm 

tra bằng kỹ thuật PCR. Như vậy, các kết quả cảm nhiễm trên đã thỏa mãn định đề 

Koch (Koch’s postulates).  

4.2.2.2 Dấu hiệu bệnh lý của cá bệnh 

Kết quả cảm nhiễm cho thấy tất cả cá bệnh ở các NT tiêm 4 chủng vi khuẩn 

A. hydrophila đều có dấu hiệu bệnh lý đặc trưng của bệnh XH (Hình 4.12C&D). 

Các dấu hiệu bên ngoài cá bệnh gồm mắt cá hơi lồi, trên da cá xuất hiện các đốm 

XH nhưng thường tập trung nhiều ở xung quanh miệng, mắt, ở các vây và hậu 

môn (Hình 4.12C). Đặc biệt, bên trong xoang bụng có dịch màu hồng (Hình 

4.12D) và các cơ quan nội tạng cá bệnh như gan, thận và tỳ tạng thường có hiện 

tượng XH, phình to và nhũn. Trong khi đó, cá ở 2 NT đối chứng (tiêm và không 

tiêm nước muối sinh lý) thì vẫn hoạt động bình thường, cá không có dấu hiệu của 

bệnh XH khi quan sát bên ngoài và bên trong cơ thể, đặc biệt là không phát hiện 
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vi khuẩn phát triển trên môi trường phân lập cũng như KST khi được kiểm tra 

(Hình 4.12A&B). Như vậy, các dấu hiệu bệnh lý của cá tra sau khi cảm nhiễm vi 

khuẩn A. hydrophila tượng tự như mô tả của Dung et al. (2008), Ly et al. (2009) 

và Crumlish et al. (2010). Kết quả cảm nhiễm vi khuẩn A. hydrophila trên cá 

nheo xanh/lục (blue catfish, Ictalurus furcatus) của Li et al. (2013) cũng có các 

dấu hiệu biểu hiện bệnh bên ngoài như xuất huyết và mắt lồi tương tự với vi 

khuẩn A. hydrophila cảm nhiễm trên cá tra trong nghiên cứu này.  

                                                                            

         

Hình 4.11: Kết quả tái phân lập và định danh vi khuẩn A. hydrophila. 
A&B. Khuẩn lạc vi khuẩn A. hydrophila phát triển trên môi trường TSA và GSP sau 24 giờ. C. Ảnh nhuộm 

Gram vi khuẩn (100X). D. Kết quả tái định danh vi khuẩn bằng bộ kít API 20E. E. Kết quả tái định danh 

vi khuẩn bằng kỹ thuật PCR (M: thang chuẩn 100 bp; giếng 1, 2 và 3: mẫu ADN trích từ vi khuẩn; giếng 4 

và 5: mẫu ADN được trích từ thận và tỳ tạng cá bệnh; giến 6 và 7: mẫu mô thận và gan cá khỏe ở NT đối 

chứng). 

4.2.2.3 Độc lực và khả năng gây bệnh của các chủng vi khuẩn A. 

hydrophila  

Tương tự, độc lực và khả năng gây bệnh của 4 chủng vi khuẩn A. 

hydrophila: 1A3, 2A3, 4A3 và 5A3 cũng được xác định qua thí nghiệm cảm 

nhiễm trên cá ở 5 mật độ tiêm vi khuẩn là 102, 103, 104, 105 và 106 CFU/cá. Kết 

quả thí nghiệm cho thấy tất cả các chủng vi khuẩn trong thí nghiệm đều có độc 

lực và khả năng gây bệnh cá với tỷ lệ chết rất cao (trên 90%), trong đó các chủng 

1A3, 4A3 và 5A3 có tỷ lệ cá chết cao nhất (100%), thấp nhất là chủng 2A3 

(93,33%). Kết quả phân tích cho thấy tỷ lệ cá chết tích lũy ở các nồng độ tiêm vi 

khuẩn khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức ý nghĩa 5% (P<0,05). Ngoài ra, qua 

kết quả thí nghiệm còn cho thấy các chủng vi khuẩn A. hydrophila đều gây chết 

cá rất sớm (6 giờ sau khi cảm nhiễm), cá chết tập trung ở thời điểm 24 đến 48 giờ 

A 

209 bp 

E 
D 

B 

M    1  2   3   4   5    6   7  

C 
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sau khi cảm nhiễm (thường chết cao nhất ở thời điểm 24 giờ), cá ngừng chết ở 

thời gian 60-72 giờ cho đến khi kết thúc thí nghiệm (Hình 4.13). Thời gian và tỷ 

lệ cá chết tích lũy của các chủng vi khuẩn được trình bày chi tiết ở Phụ lục L2. 

Như vậy, qua các kết quả của nghiên cứu này cho thấy các chủng vi khuẩn A. 

hydrophila khác nhau sẽ có độc lực và thời gian gây bệnh khác nhau trên các loài 

cá khi chúng xâm nhiễm. Kết quả cảm nhiễm vi khuẩn A. hydrophila trên cá nheo 

Mỹ của Pridgeon and Klesius (2011) cho thấy 3 chủng vi khuẩn trong thí nghiệm 

cũng gây chết cá rất sớm (6 giờ) và cá chết nhiều ở thời điểm 24 giờ sau cảm 

nhiễm. Trong khi đó, ở NT đối chứng (tiêm và không tiêm nước muối sinh lý) thì 

không có cá nào chết trong suốt thời gian theo dõi thí nghiệm. Trong khi đó, kết 

quả cảm nhiễm vi khuẩn A. hydrophila trên cá nheo xanh của Li et al. (2013) cho 

thấy vi khuẩn gây chết cá sau 24 giờ. 

  

  

Hình 4.12: Dấu hiệu biểu hiện bệnh XH của cá tra cảm nhiễm với vi khuẩn 

A. hydrophila chủng 4A3. 

 A&B. Cá tra ở NT đối chứng (tiêm nước muối sinh lý) với dấu hiệu bên ngoài và bên trong cơ thể bình 

thường. C. Cá tra cảm nhiễm với chủng 4A3: cá bệnh với dấu hiệu XH ở các vây, vùng mắt (mũi tên). D.  

Bên trong xoang cơ thể chứa nhiều chất dịch màu đỏ (mũi tên).  

A B 

C D 
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Hình 4.13: Tỷ lệ (%) cá chết tích lũy theo thời gian của cá tra cảm nhiễm với 

các chủng vi khuẩn A. hydrophila. 

Tóm lại, qua kết quả thí nghiệm cảm nhiễm cho thấy các chủng vi khuẩn A. 

hydrophila được chọn có độc lực và khả năng gây bệnh trên cá tra. Qua kết quả 

của đề tài đã xác định được giá trị LD50 của 4 chủng vi khuẩn 1A3, 2A3, 4A3 và 

5A3 lần lượt là 1,47x104, 2,37x103, 1,29x103 và 1,52 x104 CFU/mL (Bảng 4.6), 

trong đó chủng 4A3 có độc lực cao nhất (LD50 = 1,29x103 CFU/mL), kế đến là 

chủng 2A3 (LD50 = 2,37x103 CFU/mL) và thấp nhất là chủng 5A3 (LD50 = 1,52 x104 

CFU/mL).  

Bảng 4.6: Giá trị LD50 của các chủng vi khuẩn A. hydrophila cảm nhiễm trên cá 

tra  

Chủng 

vi khuẩn 

Mật độ tiêm vi khuẩn 

(CFU/mL) 

Tỷ lệ (%) cá chết tích lũy   LD50 

(CFU/mL) 

1A3 102, 103, 104, 105, 106 23,33; 30; 43,33; 83,33; 100 1,47x104 

2A3 102, 103, 104, 105, 106 30; 40; 66,67; 83,33; 93,33 2,37x103 

4A3* 102, 103, 104, 105, 106 33,33; 46,67; 76,67; 93,33; 100 1,29x103 

5A3 102, 103, 104, 105, 106 26,67; 33,33; 43,33; 80; 100 1,52 x104 
Chủng vi khuẩn có đánh * là chủng được chọn gây cảm nhiễm kết hợp trên cá tra. 

Cho đến nay, nhiều nghiên cứu về khả năng gây bệnh và độc lực của vi 

khuẩn A. hydrophila trên các loài cá trên thế giới đã được công bố (Azad et al., 

2001; Rahman et al., 2001; Nusbaum and Morrison, 2002; Crumlish et al., 2010). 

Nhìn chung, giá trị độc lực và giá trị LD50 của 4 chủng vi khuẩn A. hydrpphila 
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trong nghiên cứu này cao hơn các nghiên cứu đã được báo cáo. Thí nghiệm cảm 

nhiễm trên cá nheo Mỹ (Ictalurus punctatus) của Figueirredo and Plumb (1977) 

cho thấy các chủng vi khuẩn A. hydrophila phân lập từ cá bệnh có độc lực (giá trị 

LD50 là 6,4x104 CFU/mL) mạnh hơn các chủng A. hydrophila phân lập từ môi 

trường bên ngoài (LD50 là 1,5x108 CFU/mL). Tương tự, thí nghiệm trên cá chình 

(Anguilla anguilla) cũng thu được giá trị LD50 khá cao (105,4-107,2 CFU/mL) 

(Esteve et al., 1993). Ngoài ra, Sirirat et al. (1999) cũng đã xác định được độc lực 

của các chủng A. hydrophila khi cảm nhiễm trên cá trê giống với giá trị LD50 cao 

nhất là khoảng 105 CFU/mL sau 18 giờ cảm nhiễm. Báo cáo Pridgeon and 

Klesius (2011) cho thấy 3/4 chủng vi khuẩn A. hydrophila gây cảm nhiễm trên cá 

nheo Mỹ có độc lực tương đối cao, trong đó độc lực của chủng AL09-71 cao nhất 

với giá trị LD50 = 1,1 x 105 CFU/mL, kế đến là chủng AL09-73 (LD50 = 1,3 x 105 

CFU/mL) và sau cùng là chủng AL09-72 (LD50 = 1,9 x 105 CFU/mL) nhưng các 

giá trị này nếu so với giá trị LD50 của 4 chủng vi khuẩn A. hydrophila trong 

nghiên cứu này thì vẫn thấp hơn.  

Bên cạnh đó, các chủng vi khuẩn A. hydrophila trong nghiên cứu này cũng 

có độc lực cao hơn các chủng vi khuẩn E. ictaluri khi cảm nhiễm trên cá tra. Kết 

quả này có thể là do vi khuẩn thuộc giống Aeromonas nói chung và vi khuẩn A. 

hydrophila nói riêng có nhiều gen độc lực khác nhau so với vi khuẩn E. ictaluri. 

Nhiều nghiên cứu đã xác định các gen độc lực ở vi khuẩn Aeromonas mã hóa cho 

các protein gây độc như haemolysin, aerolysin, serine protease, enterotoxins (gồm 

các gen hlyA, aerA, ahpA, alt và ast) (Chacon et al., 2002; Aguilera-Arreola et 

al., 2003; Nawaz et al., 2010; Sharma and Kumar, 2012). và các chủng vi khuẩn 

Aeromonas có những gen trên được chứng minh là những chủng có độc lực cao 

(Biscardi et al., 2002; Sha et al., 2002; Zhu et al., 2006; Li et al., 2011; Zheng et 

al., 2012; Oliveira et al., 2012). Ngoài ra, độc lực của vi khuẩn Aeromonas còn 

liên quan đến các plasmid (Borrego et al., 1991;  Hanes et al., 1993; Vadivelu et 

al., 1995). Kết quả nghiên cứu của Majumdar et al. (2007) cho thấy plasmid của 

vi khuẩn A. hydrophila khi bị xử lý (làm mất đi plasmid bằng ethidium bromide ở 

nồng độ 30 µg/mL) đã làm cho vi khuẩn không thể gây bệnh UDS (ulcerative 

disease syndrome) trên cá trê trắng (C. Batrachus) ở Ấn Độ. Trong khi đó, ở vi 

khuẩn E. ictaluri thì cho đến nay các nghiên cứu về gen độc lực của vi khuẩn này 

vẫn còn hạn chế. Nghiên cứu của William and Lawrence (2005) đã xác định 2 

gen hemolysin eihA  và eihB của vi khuẩn E. ictaluri. Trong các nghiên cứu của 

Waltman et al. (1985) và Stanley et al. (1994) đã chứng minh chủng vi khuẩn có 

enzyme chondroitinase (enzyme này có chức năng phân hủy chondroitin sulfate, 

thành phần chính trong sụn) sẽ có độc lực mạnh hơn các chủng vi khuẩn không có 
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hoạt tính chondroitinase. Ngoài ra, các nhân tố khác liên quan độc lực vi khuẩn E. 

ictaluri cũng đã được báo cáo như các chuỗi O-polysaccharide (Lawrence et al., 

2001&2003), hoạt tính urease (Booth et al., 2006), hệ thống TTSS (type III 

secretion systems) (Thune et al., 2007). Trong nghiên này, ngoài gen aerolysin 

được xác định ở vi khuẩn A. hydrophila và gen bám dính ở vi khuẩn E. ictaluri 

thì các gen độc lực trên ở 2 loài vi khuẩn này không được thực hiện. Do đó, các 

nghiên cứu tiếp theo cần được thực hiện để xác định các gen độc lực và vai trò 

của plasmid liên quan đến quá trình gây bệnh của 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila nhằm làm sáng tỏ vấn đề trên. 

4.3 Đặc điểm bệnh học cảm nhiễm kép 2 loài vi khuẩn A. hydrophila và 

E. ictaluri trên cá tra  

4.3.1 Kết quả tái phân lập và định danh vi khuẩn  

Nhìn chung, tất cả cá có dấu hiệu biểu hiện kết hợp của bệnh GTM và XH 

sau khi nhiễm kép (Hình 4.14A) ở các NT đều phân lập được 2 loài vi khuẩn E. 

ictaluri và A. hydrophila trên môi trường TSA (Hình 4.14B và Bảng 4.7). Ngoài 

ra, cá có biểu hiện bệnh GTM hoặc XH ở phương pháp ngâm thì chỉ phân lập 

được hoặc vi khuẩn E. ictaluri hoặc A. hydrophila (Bảng 4.7). Trong khi đó, 1 số 

cá ở các NT tiêm có dấu hiệu bệnh GTM hoặc XH thì phân lập được cả 2 loại vi 

khuẩn trên, ngoại trừ 1 số cá bệnh GTM ở NT TK3 không phân lập được vi 

khuẩn A. hydrophila (Bảng 4.7) do vi khuẩn A. hydrophila tiêm sau vi khuẩn E. 

ictalluri. Cá chết ở 2 NT đối chứng thì không có dấu hiệu biểu hiện của bệnh 

GTM cũng như bệnh XH và cũng không phân lập được vi khuẩn.  

Bảng 4.7: Số lượng cá chết tích lũy và kết quả phân lập vi khuẩn trong thí nghiệm 

cảm nhiễm kép bằng phương pháp ngâm và tiêm 

NT 

Cá chết biểu hiện bệnh 

GTM 

Cá chết biểu hiện bệnh XH Cá chết biểu hiện bệnh 

GTM+XH 

Số 

cá 

E*. 

ictaluri 

A*. 

hydrophila 
Số cá 

A*. 

hydrophila 

E*.  

ictaluri 
Số cá 

E. ictaluri + A. 

hydrophila* 

NK3 4/28 4/4 0/4 9/28 9/9 0/9 15/28 15/15 

TK1  1/25 1/1 0 16/25 16/16 5/16 8/25 8/8 

TK2    3/24 3/3 2/3 9/24 9/9 3/9 12/24 12/12 

TK3      4/26 4/4 0 5/26 5/5 1/5 17/26 17/17 

TK4 8/28 8/8 1/8 3/28 3/3 2/3 17/28 17/17 

TK5 7/29 7/7 2/6 1/29 1/1 1/1 21/29 21/21 

* Kết quả tái phân lập vi khuẩn sau cảm nhiễm. NK3: Ngâm cá tra với chủng 1ED3 (106 CFU/mL) + 

chủng 4A3 (105 CFU/mL). TK1: Tiêm vi khuẩn A. hydrophila trước khi tiêm vi khuẩn E. ictaluri 12 giờ. 

TK2: Tiêm cùng lúc vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri. TK3: Tiêm vi khuẩn A. hydrophila sau khi tiêm 

vi khuẩn E. ictaluri 24 giờ. TK4: Tiêm vi khuẩn A. hydrophila sau khi tiêm vi khuẩn E. ictaluri 48 giờ. 

TK5: Tiêm vi khuẩn A. hydrophila sau khi tiêm vi khuẩn E. ictaluri 72 giờ. 
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Hai chủng vi khuẩn 1ED3 và 4A3 sau khi được phân lập và làm thuần từ cá 

tra nhiễm kép cũng được kiểm tra các đặc điểm về hình thái, sinh lý và sinh hóa 

theo các phương pháp sinh hóa và bằng bộ kít API 20E đã trình bày ở trên. Kết 

quả cho thấy 2 chủng vi khuẩn có đặc điểm hoàn toàn giống với chủng vi khuẩn 

được sử dụng để cảm nhiễm cá (kết quả kiểm tra không được trình bày lại trong 

phần này). Ngoài ra, 1 số mẫu mô gan/thận của cá nhiễm kép đều cho kết quả 

dương tính với 2 loài vi khuẩn khi được kiểm tra bằng kỹ thuật duplex-PCR với 

sự xuất hiện 2 vạch ADN ở kích thước 209 bp và 470 bp (Hình 4.14C).   

4.3.2 Dấu hiệu bệnh lý của cá bệnh 

4.3.2.1 Dấu hiệu bên ngoài 

Cá bệnh sau khi cảm nhiễm kép 2 chủng vi khuẩn A. hydrophila (4A3) và E. 

ictaluri (1ED3) bằng phương pháp ngâm và tiêm có các dấu hiệu chung như cá 

sắp chết nổi lờ đờ trên mặt nước; nhào lộn và xoay tròn, ngửa bụng, thả trôi theo 

dòng nước rồi chìm xuống đáy và cá chết thường có da hơi nhợt nhạt so với cá 

bình thường. Bên cạnh đó, mang cá bệnh đa số đều chuyển sang màu đỏ nhạt so 

với cá khỏe mạnh (màu đỏ đậm). Quan sát biểu hiện bên ngoài của cá bệnh do 

nhiễm kép thường có các dấu hiệu như mắt cá hơi lồi (Hình 4.15A); các vây 

thường có dấu hiệu XH (Hình 4.15A); XH bên ngoài cơ thể: các đốm XH xuất 

hiện rải rác trên cơ thể cá, tập trung ở vùng bụng, ở các vây, xung quanh hậu 

môn, miệng hoặc XH mắt, đặc biệt 1 số trường hợp hiện tượng XH xuất hiện 

khắp cơ thể của cá bệnh (Hình 4.15B).  

4.3.2.2 Dấu hiệu bên trong 

Giải phẩu và quan sát nội quan cá sau khi cảm nhiễm kép ở 2 phương pháp 

ngâm và tiêm cho thấy xoang bụng của cá thường có chứa dịch lỏng màu hồng 

hay màu đỏ (Hình 4.16A). Ở giai đoạn đầu mới nhiễm bệnh thì những đốm trắng 

(do vi khuẩn E. ictaluri) chưa xuất hiện, xuất hiện chưa rõ hay chỉ xuất hiện trên 

thận hoặc tỳ tạng của cá. Các trường hợp cá bệnh nặng thì gan, thận và tỳ tạng cá 

bệnh thường phình to, mềm và nhũn (Hình 4.16A&B) và xuất hiện những đốm 

trắng (đường kính 1-2 mm) phân bố khắp ở các cơ quan này. Kết quả quan sát thí 

nghiệm ghi nhận đối với phương pháp ngâm thì hầu hết các dấu hiệu của cá 

nhiễm kép biểu hiện rõ hơn so với cá được cảm nhiễm bằng phương pháp tiêm 

nhưng nhìn chung cá bệnh ở 2 phương pháp ngâm và tiêm đều có dấu hiệu tương 

tự nhau.   
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Hình 4.14: Kết quả tái phân lập và định danh 2 loài vi khuẩn A. hydrophila 

và E. ictaluri sau khi cảm nhiễm kết hợp trên cá tra. 
A. Cá tra nhiễm kép vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila ở NT ngâm. B. Khuẩn lạc vi khuẩn E. ictaluri và 

A. hydrophila phân lập từ cá tra nhiễm kép phát triển trên môi trường TSA sau 48 giờ. C. Kết quả kiểm 

tra sự hiện diện của vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila từ mô gan/thận cá nhiễm kép được phát hiện 

bằng kỹ thuật PCR (M: thang chuẩn 100 bp; giếng 1: mẫu mô cá đối chứng; giếng 2 và 3 mẫu thận cá 

bệnh XH và GTM; giếng 4, 5 và 6: mẫu thận cá nhiễm kép bằng phương pháp tiêm; giếng 7-22: kết quả 

kiểm tra mẫu mô thận/gan cá nhiễm kép ở phương pháp ngâm; giếng 11 và 14 mẫu mô thận cho kết quả 

âm tính). 

  

Hình 4.15: Các dấu hiệu bên ngoài của cá bệnh do nhiễm kép 2 chủng vi 

khuẩn A. hydrophila (4A3) và E. ictaluri (1ED3). 
A. XH xuất hiện trên rải rác trên thân, ở vùng đầu, mắt, các vây và hậu môn cá bệnh (cá ở NT tiêm vi 

khuẩn A. hydrophila sau 24 giờ tiêm E. ictaluri). B. Nhiều điểm XH xuất hiện khắp trên cơ thể cá (cá ở NT 

ngâm). 
 

B A 

470 bp 

 209 bp 

A B 

C 

M   1    2    3    4     5    6             M   7   8    9   10  11  12 13  14  15 16  17 18  19  20  21  22 
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Hình 4.16: Dấu hiệu bên trong cá cảm nhiễm kép 2 chủng vi khuẩn A. 

hydrophila (4A3) và E. ictaluri (1ED3). 
A. Gan, tỳ tạng phình to; thận bị nhũn và xong bụng chứa nhiều dịch màu hồng (mũi tên). B. Gan, thận và 

tỳ tạng nhũn, hoại tử và tiết nhiều chất dịch trong xoang bụng (mũi tên). 

4.3.3 Khả năng gây bệnh khi gây cảm nhiễm kép 2 loài vi khuẩn 

4.3.3.1 Kết quả cảm nhiễm bằng phương pháp ngâm 

Nhìn chung, qua kết quả thí nghiệm cho thấy việc kết hợp 2 loài vi khuẩn E. 

ictaluri và A. hydrophila đã gia tăng độc lực gây bệnh của vi khuẩn với thời gian 

bệnh xuất hiện sớm hơn so với phương pháp nhiễm đơn (Hình 4.17). Cụ thể, thời 

gian gây bệnh của NT nhiễm kép là 12 giờ, trong khi ở NT ngâm chủng 1ED3 và 

4A3 thì thời gian vi khuẩn bắt đầu gây chết cá lần lượt là 96 giờ và 36 giờ. Bên 

cạnh đó, tỷ lệ cá chết tích lũy ở NT nhiễm kép cũng cao hơn (93,33%) so với 2 

NT nhiễm đơn, đối với chủng 1ED3 là 66,67% và chủng 4A3 là 60% (Hình 4.17). 

Kết quả phân tích cho thấy tỷ lệ cá chết tích lũy ở các NT ngâm kép 2 loài vi 

A 

B 
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khuẩn khác biệt có ý nghĩa thống kê ở mức ý nghĩa 5% (P<0,05) so với NT ngâm 

đơn (Phụ lục M). Ở NT đối chứng (cá ngâm nước muối sinh lý) đều có cá chết. 

Tuy nhiên, kết quả quan sát cho thấy cá chết không có dấu hiệu bệnh của 2 loài vi 

khuẩn và kết quả tái phân lập cũng không có vi khuẩn. Tỷ lệ cá chết tích lũy theo 

thời gian sau cảm nhiễm kết hợp 2 loài vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri bằng 

phương pháp ngâm được trình bày chi tiết ở Phụ lục N. 
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Hình 4.17: Tỷ lệ (%) cá chết tích lũy qua các ngày cảm nhiễm kết hợp 2 loài 

vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila trên cá tra bằng phương pháp ngâm. 

NK1: Ngâm cá tra với chủng 1ED3 (106 CFU/mL). NK2: Ngâm cá tra với chủng 4A3 (105 CFU/mL). 

NK3: Ngâm cá tra với chủng 1ED3 (106 CFU/mL) + chủng 4A3 (105 CFU/mL). NK4: Đối chứng ngâm  

nước muối sinh lý NaCl 0,85%. NK5: Đối chứng không ngâm  nước muối sinh lý NaCl 0,85%. 

4.3.3.2 Kết quả cảm nhiễm bằng phương pháp tiêm 

Kết quả thí nghiệm cho thấy việc cảm nhiễm kép bằng phương pháp tiêm 

cũng làm tăng độc lực của vi khuẩn với tỷ lệ cá chết cao hơn so với phương pháp 

tiêm đơn (Hình 4.18). Qua kết quả ở Hình 4.18 cho thấy sau 7 ngày tiêm vi khuẩn 

thì cá cảm nhiễm ở 2 NT TK4 và TK5 có tỷ lệ cá chết tích lũy cao nhất lần lượt là 

96,67% và 93,33%, kế đến là NT TK3 (86,67%) và TK1 (83,33%) và thấp nhất là 

NT TK2 (80%). Bên cạnh đó, kết quả của thí nghiệm còn cho thấy cá chết mạnh 

ở các NT sau khi tiêm vi khuẩn A. hydrophila, trong đó cá chết tập trung và nhiều 

nhất là từ ngày thứ 2 đến ngày thứ 5 (đặc biệt ở các NT tiêm vi khuẩn A. 

hydrophila sau khi tiêm E. ictaluri 48 và 72 giờ), sau đó cá chết giảm dần và từ 

ngày thứ 7 trở đi không thấy xuất hiện cá chết cho đến khi kết thúc thí nghiệm. 

Tuy nhiên, kết quả phân tích cho thấy tỷ lệ cá chết tích lũy giữa các NT khác biệt 

không có ý nghĩa thống kê (P>0,005) (Phụ lục O). Trong khi đó, cá ở 2 NT đối 

chứng tiêm và không tiêm nước muối sinh lý đều hoạt động bình thường cho đến 
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khi kết thúc thí nghiệm, ngoại trừ có 1 cá chết ở NT tiêm nước muối sinh lý. Tuy 

nhiên, không phân lập được vi khuẩn từ cá chết và cá chết cũng không có các 

biểu hiện của bệnh GTM hoặc XH. Ngoài ra, các chỉ tiêu môi trường như nhiệt độ 

và pH không có sự thay đổi đáng kể. Như vậy, cá chết có thể do nguyên nhân 

khác. Tỷ lệ cá chết tích lũy theo thời gian sau khi cảm nhiễm kết hợp 2 loài vi 

khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri bằng phương pháp tiêm được trình bày chi tiết 

trong Phụ lục P. 
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Hình 4.18: Tỷ lệ cá (%) cá chết tích lũy qua các ngày cảm nhiễm kết hợp 2 

loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila trên cá tra bằng phương pháp tiêm. 

TK1: Tiêm vi khuẩn A. hydrophila trước khi tiêm vi khuẩn E. ictaluri 12 giờ. TK2: Tiêm cùng lúc vi khuẩn 

A. hydrophila và E. ictaluri. TK3: Tiêm vi khuẩn A. hydrophila sau khi tiêm vi khuẩn E. ictaluri 24 giờ. 

TK4: Tiêm vi khuẩn A. hydrophila sau khi tiêm vi khuẩn E. ictaluri 48 giờ. TK5: Tiêm vi khuẩn A. 

hydrophila sau khi tiêm vi khuẩn E. ictaluri 72 giờ. TK6: Đối chứng tiêm nước muối sinh lý NaCl 0,85%. 

TK7: Đối chứng không tiêm nước muối sinh lý NaCl 0,85%. TĐ4A3: Tiêm cá tra với chủng 4A3 ở mật số 

103  CFU/cá. TĐ1ED3: Tiêm cá tra với chủng 1ED3 ở mật số 104 CFU/cá. 

Như vậy, qua các NT thí nghiệm trên cho thấy việc cảm nhiễm kép 2 loài vi 

khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila đã làm tăng độc lực gây bệnh của 2 loài vi 

khuẩn so với phương pháp cảm nhiễm đơn. Điều này dẫn đến kết quả bệnh trên 

cá tra bộc phát mạnh và tỷ lệ cá chết cao. Đó là lý do giải thích tại sao cá ngoài ao 

nuôi tự nhiên lại chết nhanh và có tỷ lệ chết cao sau khi nhiễm cùng lúc 2 loài vi 

khuẩn này. Như vậy, tác dụng hiệp lực của 2 loài vi khuẩn nhiễm kép trong 

nghiên cứu này phù hợp với kết quả nghiên cứu trước đây của nhiều tác giả. 

Nghiên cứu của Dong et al. (2015) cho thấy tỷ lệ cá chết tích lũy ở NT ngâm hay 

tiêm kép 2 loài vi khuẩn F. columnare và E. ictaluri trên cá tra ở Thái Land cao 

hơn có ý nghĩa thống kê (P<0,05) so với NT ngâm/tiêm đơn F. columnare hay E. 

ictaluri. Ngoài ra, nhiều nghiên cứu khác còn cho thấy vi khuẩn A. hydrophila khi 
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cảm nhiễm kết hợp với các vi khuẩn khác sẽ làm tăng độc lực gây bệnh trên cá 

được cảm nhiễm. Kết quả nghiên cứu của Nusbaum and Morrison (2002) cho 

thấy cá nheo sẽ bộc phát bệnh mạnh và các dấu hiệu lâm sàng của bệnh do vi 

khuẩn E. ictaluri sẽ trở nên rõ ràng hơn khi có sự xuất hiện và hiện diện của vi 

khuẩn A. hydrophila. Nghiên cứu của Đặng Thụy Mai Thy và ctv. (2012) cũng 

cho thấy khi tiêm kết hợp 2 loài vi khuẩn A. hydrophila và Streptococcus sp. trên 

cá rô đồng thì tỷ lệ chết của cá sẽ tăng lên đáng kể (90%) so với NT tiêm riêng 

biệt từng chủng vi khuẩn (25% và 45%). Thí nghiệm gây cảm nhiễm kết hợp 2 

loài vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri bằng phương pháp ngâm và tiêm của 

Crumlish et al. (2010) trên cá tra cũng cho kết quả tương tự. Trong cả 2 phương 

pháp được thực hiện thì tỷ lệ cá chết ở NT chỉ tiêm A. hydrophila hoặc E. ictaluri 

luôn thấp hơn đáng kể so với NT tiêm kết hợp 2 loài vi khuẩn A. hydrophila và E. 

ictaluri. 

 Trong quá trình thí nghiệm cảm nhiễm thì nhiệt độ và pH của nước được 

duy trì ổn định ở các thí nghiệm cảm nhiễm đơn (Phụ lục Q1) và cảm nhiễm kép 

(Phụ lục Q2). Nhìn chung, các giá trị này hầu như không có sự biến động lớn 

(nhiệt độ dao động trong khoảng 28±2oC và pH = 7,8±3). Điều này cho thấy các 

yếu tố của môi trường bên ngoài không ảnh hưởng đến sự thay đổi nhiệt độ và pH 

của môi trường nước nên có thể khẳng định cá chết ở các NT là do vi khuẩn cảm 

nhiễm gây ra. Mặt khác, ở nhiệt độ và pH của nước như trên là điều kiện thích 

hợp để vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila sinh trưởng và phát triển nên làm 

tăng tỷ lệ chết của cá thí nghiệm. Theo Plumb and Vininantharat (1989) thì vi 

khuẩn E. ictaluri phát triển tốt ở nhiệt độ 28-30oC và pH là 7,0-7,5. Trong khi đó, 

vi khuẩn A. hydrophila thuộc nhóm vi khuẩn ưa nhiệt độ trung bình, có thể phát 

triển tốt ở nhiệt độ 37oC. Nhiều nghiên cứu cho thấy vi khuẩn A. hydrophila có 

thể phát triển tốt nhất ở nhiệt độ dao động từ 20-35oC (Popoff, 1984; Palumbo et 

al., 1985), trong khi giá trị pH không ảnh hưởng lên sự tăng trưởng của chúng 

(Sautour  et al., 2003). 

 Trong thí nghiệm cảm nhiễm xác định độc lực của vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila, các chủng vi khuẩn A. hydrophila mặc dù có mật số vi khuẩn tiêm 

cho cá tra thấp hơn so với vi khuẩn E. ictaluri nhưng có thời gian gây bệnh trên 

cá tra sớm hơn (thường sau 6 giờ so với 24 giờ ở vi khuẩn E. ictaluri) và tỷ lệ gây 

chết cá cũng cao hơn (trung bình 81,9% so với 77,8% ở vi khuẩn E. ictaluri). Tuy 

nhiên, trong nghiên cứu của Crumlish et al. (2010) cho thấy tỷ lệ cá chết ở các 

NT tiêm vi khuẩn A. hydrophila (kể cả phương pháp ngâm vi khuẩn) lại thấp hơn 

so với các NT tiêm vi khuẩn E. ictaluri nhưng thời gian vi khuẩn A. hydrophila 
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gây bệnh là ngày 2 so với ngày 4 ở vi khuẩn E. ictaluri. Như vậy, thời gian gây 

bệnh của vi khuẩn A. hydrophila sớm hơn vi khuẩn E. ictaluri do độc lực của 

chúng mạnh hơn vi khuẩn E. ictaluri.  

  Trong các thí nghiệm cảm nhiễm kết hợp 2 loại vi khuẩn hoặc cảm nhiễm 

riêng từng loại vi khuẩn cho thấy cá tra cảm nhiễm nhân tạo có các dấu hiệu của 

bệnh gan thận mủ và bệnh xuất huyết giống với các đặc điểm cá nhiễm bệnh 

ngoài tự nhiên. Vì vậy, các kết quả của cảm nhiễm trong nghiên cứu này đã thỏa 

mãn định đề Koch. Nghiên cứu của Crumlish et al. (2010) cho thấy vi khuẩn E. 

ictaluri chỉ được phân lập từ cá ở các NT có tiêm vi khuẩn này, trong khi vi 

khuẩn A. hydrophila không chỉ thu được từ cá có tiếp xúc với vi khuẩn này mà 

còn phân lập được từ cá ở các NT chỉ tiêm vi khuẩn E. ictaluri. Kết quả tương tự 

cũng được báo cáo trong nghiên cứu của Nusbaum and Morrison (2002). Tuy 

nhiên, trong nghiên cứu này thì chỉ phân lập được vi khuẩn A. hydrophila từ cá 

được cảm nhiễm hay tiếp xúc với khuẩn này (gồm nhiễm đơn và nhiễm kết hợp) 

mà không thu được vi khuẩn từ các NT chỉ gây cảm nhiễm vi khuẩn E. ictaluri.  

Trong nghiên cứu này, việc tiêm cùng lúc 2 loài vi khuẩn trên cá tra đã làm 

cho cá có tỷ lệ chết thấp hơn so với các NT tiêm vi khuẩn A. hydrophila trước và 

sau khi tiêm vi khuẩn E. ictaluri. Điều này có thể là do sự cạnh tranh giữa vi 

khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila nên chúng làm giảm độc lực của nhau. Còn ở 

các NT tiêm vi khuẩn A. hydrophila sau khi tiêm vi khuẩn E. ictaluri có tỷ lệ cá 

chết là do khi cá bị nhiễm một loại bệnh thì độc lực của bệnh đó sẽ tác động lên 

cá. Nhưng sau đó, cá này lại nhiễm tiếp tục 1 bệnh khác thì lúc này độc lực do vi 

khuẩn nhiễm trước và nhiễm sau sẽ đồng thời tác động lên cá làm cho cá chết 

cao. Mặt khác, vi khuẩn A. hydrophila là tác nhân cơ hội (Crumlish et al., 2010) 

thường gây bệnh khi vật chủ có hệ miễn dịch bị suy yếu hoặc bị stress (Roberts, 

1993). Do đó, khi vi khuẩn E. ictaluri xâm nhiễm vào cá tra trước thì có thể 

chúng đã làm suy giảm 1 phần khả năng miễn dịch của cá tra, tạo điều kiện cho vi 

khuẩn A. hydrophila phát triển và làm bùng phát dịch bệnh. Nghiên cứu của 

Nusbaum and Morrison (2002); Crumlish et al. (2010); Đặng Thụy Mai Thy và 

ctv. (2012) cũng cho kết quả tương tự, khi có sự hiện diện của 2 loài vi khuẩn sẽ 

làm gia tăng độc lực gây bệnh của chúng lên vật chủ sẽ bộc phát và sẽ làm cho 

bệnh phát triển mạnh hơn.   

4.3.4 Kết quả quan sát mẫu bằng phết kính tiêu bản tươi 

Quan sát mẫu phết kính tiêu bản tươi (nhuộm Wright-Giemsa) của cá bệnh ở 

các NT nhiễm kép cho thấy trên vùng mô phết kính đều xuất hiện 2 dạng vi 

khuẩn hình que: dạng que ngắn (A. hydrophila) và dạng que dài, mảnh (E. 
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ictaluri) nằm rải rác hay tập trung thành từng cụm trên các vùng mô phết kính của 

các cơ quan như mang, gan thận, tỳ tạng và mô da-cơ (Hình 4.19B). Trong khi ở 

NT đối chứng thì không có vi khuẩn hiện diện trên vùng phết kính vào ngày thu 

mẫu cuối cùng (Hình 4.19A).  

Vi khuẩn thường xuất hiện nhiều ở các cơ quan gan, thận và tỳ tạng, trong 

khi mô da-cơ và mang thì vi khuẩn thường xuất hiện ít hơn. Đối với NT ngâm thì 

tất cả cá biểu hiện 2 bệnh đều xuất hiện cả 2 loài vi khuẩn trên vùng mô. Tuy 

nhiên, ở các mẫu chỉ biểu hiện bệnh GTM hoặc XH thì trên vùng mô thường cũng 

chỉ xuất hiện vi khuẩn E. ictaluri hoặc A. hydrophila. Trong khi đó, kết quả phết 

kính ở NT tiêm cho thấy ở NT tiêm vi khuẩn A. hydrophila trước thì trên vùng 

mô chỉ có vi khuẩn A. hydrophila, trong khi ở NT chưa tiêm vi khuẩn A. 

hydrophila thì mẫu cá phết kính chỉ có sự xuất hiện của vi khuẩn E. ictaluri, riêng 

NT tiêm cùng lúc 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila thì có cả 2 loài vi 

khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila. Tuy nhiên, 1 số trường hợp cá ở các NT tiêm 

lại có hiện diện cả 2 loài vi khuẩn trên vùng mô mặc dù biểu hiện bệnh chỉ 1 

trong 2 bệnh trên. Ngoài ra, ở thời gian ban đầu thí nghiệm thì vi khuẩn xuất hiện 

ít hơn ở thời gian càng về cuối thí nghiệm. Nhiều mẫu phết kính cho thấy vi 

khuẩn bao quanh tế bào hồng cầu (Hình 4.19C) và chúng tấn công phá vỡ màng 

tế bào hồng cầu (Hình 4.19D). Bên cạnh đó, quan sát trên mô thận phết kính cho 

thấy nhiều tế bào vi khuẩn bao quanh các tế bào bạch cầu (Hình 4.19E). Đặc biệt, 

hiện tượng thực bào vi khuẩn của các đại thực bào (Hình 4.19F) cũng tham gia 

vào hệ thống miễn dịch của cơ thể, chống lại các tác nhân gây bệnh.  

4.3.5 Biến đổi cấu trúc mô của 1 số cơ quan cá bệnh 

4.3.5.1 Biến đổi cấu trúc mô da-cơ 

Cấu trúc mô da-cơ cá tra gồm lớp biểu bì bên ngoài, kế đến là lớp tế bào hắc 

tố, lớp hạ bì và lớp cơ (Hình 4.20A). Da cá có chức năng bảo vệ cơ thể không bị 

tổn thương và là hàng rào vật lý ngăn chặn các tác nhân gây bệnh. Qua khảo sát 

mô da-cơ của cá bệnh khi gây cảm nhiễm kép 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila ở các NT cho thấy cấu trúc mô ít biến đổi so với mô cá khỏe mặc dù 

kết quả phết kính sau khi thu mẫu cá cảm nhiễm 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila nhuộm Giemsa cho thấy có 2 dạng vi khuẩn hình que ngắn và que dài 

hiện diện trên vùng mô da-cơ của cá bệnh. Các biến đổi trên mô da-cơ cá nhiễm 

kép thường là hiện tượng XH trên các bó cơ (Hình 4.20B). Ngoài ra, ở 1 số mẫu 

mô cá bệnh cũng có hiện tượng các bó cơ liên kết rời rạc (Hình 4.20C) và xuất 

hiện vùng cơ bị biến đổi cấu trúc và hoại tử (Hình 4.20D). Theo Hybiya (1982) 

thì mô da-cơ ít bị ảnh hưởng trực tiếp bởi vi khuẩn là do cấu trúc cơ quan này khá 
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rắn chắc và không giữ vai trò quan trọng trong quá trình tạo máu và không trực 

tiếp tham gia vào hệ miễn dịch của cơ thể. Vì vậy, ít có khả năng tiếp xúc và ít bị 

tấn công bởi vi khuẩn.  

  

   

  

Hình 4.19: Các mẫu phết kính cá nhiễm kép 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila (Wright-Giemsa, 100X).  
A. Mẫu thận cá khỏe: a: hồng cầu, b: bạch cầu đơn nhân và c: tế bào lympho. B. Sự phân bố của vi khuẩn 

E. ictaluri và A. hydrophila trên mô tỳ tạng (100X) sau 12 giờ. C. Vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila 

bao quanh hồng cầu ở thận cá tra (100X) sau 12 giờ ( a: vi khuẩn A. hydrophila, b: vi khuẩn E. ictaluri). 

D. Màng tế bào hồng cầu bị vi khuẩn phá vỡ (mũi tên) sau 24 giờ (100X). E. Các vi khuẩn bao quanh các 

bạch cầu trên mô thận (mũi tên) sau 48 giờ (100X). F. Đại thực bào vi khuẩn ở thận (mũi tên) sau 24 giờ 

(100X). 
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Hình 4.20: Đặc điểm mô da-cơ cá tra nhiễm kép (H&E).  
A. Da-cơ cá khỏe (20X), a: lớp biểu bì, b: lớp hạ bì, c: lớp cơ. B. Các bó cơ bị XH sau 96 giờ (20X). C. 

Cấu trúc các bó cơ rời rạc sau 120 giờ (20X). D. Vùng cơ bị biến đổi cấu trúc và hoại tử sau 120 giờ 

(20X). 

4.3.5.2 Biến đổi cấu trúc mô mang 

Mang cá tra gồm 2 bộ nằm ở 2 bên đầu, mỗi bộ có 4 cung mang và mỗi cung 

mang có 2 lá mang. Lá mang có màu đỏ và được cấu tạo bởi nhiều sợi mang sơ 

cấp và trên sợi mang sơ cấp có nhiều sợi mang thứ cấp sắp xếp theo hình lông 

chim (Hình 4.21A). Qua khảo sát mô mang cá bệnh nhiễm kép 2 loài vi khuẩn E. 

ictaluri và A. hydrophila ở các NT của 2 phương pháp ngâm và tiêm cho thấy cấu 

trúc mô mang có những biến đổi như động mạch ra vào mang bị sung huyết và 

XH (Hình 4.21B); sợi mang sơ cấp và thứ cấp có hiện tượng sung huyết và XH, 

đặc biệt sự phình to và dính lại của nhiều sợi mang sơ cấp và thứ cấp (Hình 

4.21C). Trong khi đó, ở NT đối chứng thì cấu trúc mang không có sự biến đổi 

trong thời gian theo dõi thí nghiệm.  

Hiện tượng sợi mang thứ cấp bị dính lại với nhau, sưng viêm và cấu trúc bị 

phá vỡ có thể là do khi vi khuẩn tấn công sẽ tạo nên phản ứng miễn dịch làm các 

tế bào ở mang sưng lên và khi các tế bào sưng càng to thì sẽ dẫn đến sự tiếp xúc 

a 

b 

c 

A B 

C D 
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giữa các sợi mang này cùng với dịch viêm sẽ tạo nên sự dính lại của các sợi 

mang. Sự dính lại của các sợi mang làm giảm khả năng hô hấp của mang do giảm 

diện tích tiếp xúc với nước và có thể do mất chức năng ở các vùng sợi mang bị 

dính lại và hoại tử (Robert, 1989). Do đó, cá bệnh thường có biểu hiện thiếu oxy 

và thường lờ đờ trên mặt nước. Tuy nhiên, sự biến đổi của mang chỉ xuất hiện 

trên 1 số mẫu ở các NT qua các ngày thu mẫu, có thể do mang không giữ vai trò 

quan trọng trong quá trình tạo máu nên ít bị phá hủy bởi vi khuẩn gây bệnh. 

4.3.5.3 Biến đổi cấu trúc mô thận 

Thận cá gồm có 2 phần: thận trước và thận sau. Thận trước không được cấu 

tạo bởi các ống thận và tiểu cầu thận như ở thận sau mà được cấu tạo chủ yếu bởi 

các mô kẽ và cũng có các trung tâm đại thực bào sắc tố nằm rải rác như ở thận 

sau. Trong khi đó, thận sau được cấu tạo bởi 2 phần chính là tiểu cầu thận và các 

ống thận. Ngoài ra, trên thận sau còn có các mạch máu, các mô liên kết và đan 

xen giữa các ống thận là các tế bào kẽ hay mô kẽ và các trung tâm đại thực bào 

sắc tố (Hình 4.22A). Kết quả quan sát mô thận cá bệnh nhiễm kép cho thấy cấu 

trúc mô có những biến đổi như quản cầu thận XH, sưng to và kéo dài; tĩnh mạch 

và tiểu cầu thận sung huyết và XH, cấu trúc thận mất cấu trúc, hoại tử nhiều vùng 

trên thận và ở các ống thận (Hình 4.22C). Trong khi đó, cấu trúc mô ở NT đối 

chứng thì không có sự biến đổi (Hình 4.22A). Hiện tượng sung huyết được xem 

là phản ứng đầu tiên của cơ thể đối với tác nhân gây bệnh do kích thích đặc biệt 

làm cho mao mạch nở ra một lượng máu lớn hơn bình thường được đưa đến gần ổ 

viêm. Khi những vùng sung huyết dưới ảnh hưởng của độc tố vi khuẩn, các mao 

mạch máu bị vỡ hoặc tính thẩm thấu của mao mạch tăng lên, làm cho các tế bào 

máu trong vùng sung huyết thoát ra xen lẫn với các tế bào máu cơ quan sẽ gây ra 

hiện tượng XH. Hiện tượng sung huyết và XH kéo dài sẽ làm cho mô thận sưng 

viêm mất cấu trúc và dẫn đến hoại tử (Roberts, 1979; Ferguson, 1989). Bên cạnh 

các hiện tượng đã quan sát ở trên thì các đại thực bào sắc tố cũng được tìm thấy 

trên mô thận cá bệnh (Hình 4.22D). Từ đó, làm thận mất đi những chức năng 

quan trọng của thận như điều hòa áp suất thẩm thấu, bài tiết các sản phẩm của quá 

trình biến dưỡng như NH3, urê, các muối hóa trị 2, sản xuất hồng cầu cũng như 

tiết hormone điều hòa các quá trình sinh lý của cơ thể kết hợp với những yếu tố 

khác làm cho cá chết. 
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Hình 4.21: Đặc điểm mô mang cá tra nhiễm kép (H&E).  
A. Mang cá tra khỏe (20X). a: Sợi mang sơ cấp, b: sợi mang thứ cấp. B. XH ở động mạch ra và mang thứ 

cấp (mũi tên) sau 36 giờ (20X). C. Sợ mang sơ cấpvà thứ cấp phình to (mũi tên) và sự tiếp xúc của các sợ 

mang thứ cấp sau 48 giờ (10X). D. Vùng nhiều sợi mang thứ cấp dính lại với nhau (vòng tròn) sau 48 giờ 

(20X). 

4.3.5.4 Biến đổi cấu trúc mô tỳ tạng 

Tỳ tạng được bao bọc bởi lớp tế bào biểu mô lát đơn và mô liên kết. Cấu tạo 

của tỳ tạng gồm 2 phần chính là tủy đỏ và tủy trắng. Tủy trắng nằm bên trong bắt 

màu sậm hơn phần tủy đỏ, tủy đỏ tạo thành mạng lưới bao quanh tủy trắng. Ngoài 

tủy đỏ và tủy trắng, tỳ tạng còn có sự hiện diện của trung tâm đại thực bào sắc tố, 

có màu vàng nâu hoặc nâu đen, đóng vai trò kho lưu trữ những tế bào phá hủy, 

mảnh vụn kháng nguyên (Ferguson, 2006). Qua khảo sát mô tỳ tạng cá bệnh cho 

thấy cấu trúc mô tỳ tạng có những vùng bị hoại tử mất cấu trúc (Hình 4.23B). 

Không tìm thấy sự biến đổi cấu trúc tỳ tạng ở NT đối chứng. Đặc biệt, nhiều 

trung tâm đại thực bào sắc tố màu vàng nâu xuất hiện trên mô tỳ tạng (Hình 

4.23A).  
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Hình 4.22: Đặc điểm mô thận cá tra nhiễm kép (H&E).  
A. Thận cá khỏe (20X). a: tiểu cầu thận; b: ống thận; c: trung tâm đại thực bào sắc tố. B. Ống thận hoại 

tử sau 96 giờ (40X). C. Nhiều vùng thận bị hoại tử  và XH sau 72 giờ (20X). D. Vùng mô thận hoại tử và 

biến đổi cấu trúc sau sau 96 giờ (20X). E. Thận trước hoại tử (N) và trung tâm đại thực bào sắc tố (mũi 

tên) sau 72 giờ (20X). F. Thận sau hoại tử, tiểu cầu thận thận sung huyết và XH sau 120 giờ (20X). 
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Hình 4.23: Đặc điểm mô tỳ tạng cá tra nhiễm kép (H&E).  
A. Tỳ tạng cá tra xuất hiện nhiều trung tâm đại thực bào sắc tố (mũi tên) sau 48 giờ (20X). B. Tỳ tạng bị 

biến đổi cấu trúc (vòng tròn) và xuất hiện nhiều trung tâm đại thực bào sắc tố (mũi tên) sau 96 giờ (10X). 

C. Vùng mô tỳ tạng bị sung huyết, XH (a) và hoại tử (b) sau 72 giờ (20X). D. Vùng mô tỳ tạng bị hoại tử, 

XH và xuất hiện nhiều trung tâm đại thực bào sắc tố (mũi tên) sau 96 giờ (20X). 

4.3.5.5 Biến đổi cấu trúc mô gan 

Gan cá tra có chức năng tiêu hóa thức ăn và điều hòa hàm lượng đường 

trong máu cá. Gan được cấu tạo từ các tế bào gan có hình đa giác, bên trong có 

nhân hình cầu, các tế bào gan sắp xếp theo hướng lan tỏa từ tĩnh mạch trung tâm. 

Giữa các tế bào gan là các xoang mao mạch. Ngoài ra, trên mô gan còn có các 

tĩnh mạch, động mạch, trung tâm đại thực bào sắc tố và các đảo tụy (Hình 4.24A). 

Kết quả quan sát tiêu bản mô gan cá bệnh cảm nhiễm kép cho thấy mô bệnh xuất 

hiện 1 số biến đổi như liên kết cấu trúc tế bào bị phá hủy, nhiều vùng tế bào gan 

bị sung huyết, XH và hoại tử mất cấu trúc (Hình 4.24B, C&D). Không tìm thấy 

sự biến đổi cấu trúc gan ở NT đối chứng (Hình 4.24A). Tuy nhiên, hiện tượng 

hoại tử dạng hạt và hoại tử hóa lỏng không xảy ra ở gan cá cảm nhiễm. Theo 

Ferguson (1989) những tổn thương diễn ra toàn bộ tổ chức gan làm cho gan 

không còn chức năng khử độc, lọc máu, chuyển hóa protein, lipid, glucid, tiết 

mật. Từ đó, các độc lực của vi khuẩn không được loại bỏ sẽ tích lũy trong cơ thể 

và làm giảm khả năng đề kháng với mầm bệnh kết hợp với các điều kiện bất lợi 
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khác làm cá chết. Nhìn chung, cấu trúc mô gan cá bệnh ở NT ngâm vi khuẩn có 

nhiều biến đổi hơn so với cá bệnh ở các NT tiêm vi khuẩn. 

  

  

Hình 4.24: Đặc điểm mô gan cá tra cá nhiễm kép (H&E). 
A. Gan cá khỏe (20X): vùng tế bào gan (a), mao mạch (b), đảo tụy (c) và trung tâm đại thực bào sắc tố (d) 

(20X) (mũi tên). B. Vùng mô gan bị XH (a) và biến đổi cấu trúc (b) sau 72 giờ (20X). C. Vùng mô gan bị 

biến đổi cấu trúc hình thành nhiều không bào (vòng tròn) sau 48 giờ (20X). D. Vi khuẩn tấn công tế bào 

gan (mũi tên) và hình thành vùng hoại tử và thay đổi cấu trúc mô gan (a) sau 96 giờ (20X).   

4. 4 Tính nhạy cảm kháng sinh của vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila 

4.4.1 Sự kháng thuốc của vi khuẩn của vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila 

Nghiên cứu đã thực hiện kháng sinh đồ trên 67 chủng vi khuẩn E. ictaluri  

với 15 loại kháng sinh (Hình 4.25). Tính nhạy cảm kháng sinh của vi khuẩn đối 

với từng loại kháng sinh được trình bày chi tiết ở Phụ lục R1. 

 Qua Hình 4.26 cho thấy tất cả các chủng vi khuẩn E. ictaluri kiểm tra đều 

kháng với các loại kháng sinh, không có chủng vi khuẩn nào trong số 67 chủng E. 

ictaluri còn nhạy với 15 loại kháng sinh. Trong đó, vi khuẩn kháng hoàn toàn với 

SXT (100%), kháng cao với các kháng sinh nhóm fenicol (kháng với CHL và 

FFC là 94,03%), TET (92,54%), STR (74,63%), ENR (71,64%), GEN (46,27%) 

và NOR (46,27%). Trong khi đó, vi khuẩn có tỷ lệ kháng dưới 50% đối với các 
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kháng sinh nhóm β-lactam (CTX, CFL, AMP và AMO) với tỷ lệ kháng dao động 

từ 22-43%. Như vậy, qua các kết quả này cũng đồng nghĩa với việc vi khuẩn còn 

nhạy tương đối cao với các kháng sinh thuộc nhóm β-lactam như AMO (77,61%), 

AMP (70,15%), CFL (61,19%) và CTX (56,72%), các kháng sinh nhạy dưới 50% 

gồm DOX (47,76%), CIP (35,82) và nhạy thấp nhất là TET (2,99%).   

  

Hình 4.25: Kết quả thực hiện kháng sinh đồ vi khuẩn E. ictaluri. 
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Hình 4.26: Tỷ lệ (%) các chủng vi khuẩn E. ictaluri nhạy cảm với các kháng sinh. 

AMO: amoxicillin, AMP: ampicillin, CFL: cefalexin, CTX: cefotaxime, CHL: chloramphenicol, FFC: 

florfenicol, CIP: ciprofloxacin, ENR: enrofloxacin, NOR: norfloxacin, DOX: doxycycline, TET: 

tetracycline, NEO: neomycin, STR: streptomycin, GEN: gentamicin và SXT: 

trimethoprim/sulfamethoxazole. 

Trong khi đó, tính nhạy cảm kháng sinh của 74 chủng vi khuẩn A. 

hydrophila cũng được thực hiện kháng sinh đồ với 15 loại kháng sinh (Hình 

4.27). Kết quả thực hiện kháng sinh đồ đối với các chủng A. hydrophila thì được 

trình bày chi tiết ở Phụ lục R2.  
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Hình 4.27: Kết quả thực hiện kháng sinh đồ vi khuẩn A. hydrophila. 

Kết quả thực hiện kháng sinh đồ các chủng vi khuẩn A. hydrophila (Hình 

4.28) cho thấy vi khuẩn đã kháng hoàn toàn với STX (100%) và các kháng sinh 

nhóm β-lactam (ngoại trừ CTX) như AMO, AMP và CFL (100%), kháng cao với 

với các kháng sinh như TET (90,54%), FFC (60,81) và NEO (54,05%). Các 

kháng sinh có tỷ lệ kháng dưới 50% gồm ENR, STR, NOR, CTX, CIP và DOX 

(tỷ lệ kháng dao động từ 10-47%. Qua Hình 4.28 cũng cho thấy vi khuẩn A. 

hydrophila còn nhạy cao với các kháng sinh như DOX (89,19%), kế đến là CIP 

(81,08%), CTX (78,38%), NOR (72,97%), STR (63,51%), ENR (52,70%). Các 

kháng sinh NEO, GEN, FFC và CHL có tỷ lệ nhạy dưới 50% (dao động từ 36-

45%) và thấp nhất là TET (6,76%).    
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Hình 4.28: Tỷ lệ (%) các chủng vi khuẩn A. hydrophila kháng, nhạy với các loại 

kháng sinh. 

AMO: amoxicillin, AMP: ampicillin, CFL: cefalexin, CTX: cefotaxime, CHL: chloramphenicol, FFC: 

florfenicol, CIP: ciprofloxacin, ENR: enrofloxacin, NOR: norfloxacin, DOX: doxycycline, TET: 

tetracycline, NEO: neomycin, STR: streptomycin, GEN: gentamicin và SXT: 

trimethoprim/sulfamethoxazole. 

 Như vậy, qua các kết quả trên cho thấy các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila có tỷ lệ kháng cao với STX (100%), kế đến là TET (91,54%), FFC 
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(77,42%) và CHL (68,64%) (Hình 4.29). Trong khi vi khuẩn A. hydrophila kháng 

hoàn toàn với AMP, AMO và CFL (100%) thì vi khuẩn E. ictaluri còn nhạy tương 

đối cao với các kháng sinh này. Ngược lại, đối với các kháng sinh CIP, ENR, 

NOR, STR và GEN thì vi khuẩn E. ictaluri có tỷ lệ kháng cao hơn so với vi khuẩn 

A. hydrophila (Hình 4.29). 
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Hình 4.29: Tỷ lệ (%) kháng thuốc của 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila đối với các loại kháng sinh. 

AMO: amoxicillin, AMP: ampicillin, CFL: cefalexin, CTX: cefotaxime, CHL: chloramphenicol, FFC: 

florfenicol, CIP: ciprofloxacin, ENR: enrofloxacin, NOR: norfloxacin, DOX: doxycycline, TET: 

tetracycline, NEO: neomycin, STR: streptomycin, GEN: gentamicin và SXT: 

trimethoprim/sulfamethoxazole. 

Trong những năm gần đây, sự kháng thuốc của vi khuẩn trong ngành công 

nghiệp NTTS đã được báo cáo ở nhiều quốc gia trên thế giới (Miranda and 

Zemelman, 2002; Guz and Kozinska, 2004; Akinbowale et al., 2007; 

Tipmongkolsilp et al., 2012; Stratev et al., 2013). Kết quả của nghiên cứu này 

cho thấy toàn bộ 74 chủng vi khuẩn A. hydrophila và 67 chủng vi khuẩn E. 

ictaluri kháng hoàn toàn với kháng sinh SXT (Hình 4.29). Đây là kháng sinh phổ 

rộng có tác dụng ức chế sự tổng hợp acid folic của vi khuẩn (Prescott, 2000). 

Trong NTTS, SXT được sử dụng rộng rãi để điều trị các bệnh do vi khuẩn Gram 

âm gây ra ở nhiều nước trên thế giới (Serrano, 2005). Theo Sarter et al. (2007) thì 

có 61% vi khuẩn Gram âm phân lập từ cá da trơn kháng với SXT. Nghiên cứu của 

Akinbowale et al. (2007) cho thấy chỉ có 1/129 chủng vi khuẩn Pseudomonas 

spp. phân lập từ 9 vùng nuôi cá hồi ở Australia kháng với SXT. Tuy nhiên, theo 
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nghiên cứu của Nguyen et al. (2014) thì có đến 93% vi khuẩn Pseudomonas spp. 

và 72% vi khuẩn Aeromonas spp. phân lập từ nước ao nuôi nuôi cá tra ở Việt 

Nam kháng với kháng sinh này. Trong khi đó, có đến 83,3% vi khuẩn E. tarda 

phân lập từ cá nước ngọt ở Malaysia kháng với SXT (Wei et al., 2011). Nghiên 

cứu của Dung et al. (2008) cho thấy 71% vi khuẩn E. ictaluri gây bệnh trên cá tra 

đã  kháng với kháng sinh này và trong báo cáo của Phạm Thanh Hương (2010) thì 

tỷ lệ này đã tăng lên 100%. Qua kết quả của nghiên cứu này cho thấy người nuôi 

cá tra ở ĐBSCL không nên sử dụng kháng sinh này để trị bệnh GTM và XH. 

 Đối với các kháng sinh nhóm β-lactam thì kết quả nghiên cứu của đề tài cho 

thấy 100% vi khuẩn A. hydrophila kháng với AMP, AMO và CFL. Vi khuẩn A. 

hydrophila có tỷ lệ kháng cao với các kháng sinh nhóm β-lactam là do tế bào của 

chúng enzyme β-lactamase có tác dụng phá vỡ vòng β-lactam nên làm thuốc mất 

tác dụng (Wen-Chen et al., 1998). Tuy nhiên, vi khuẩn vẫn còn nhạy cao với 

kháng sinh thuộc nhóm này là CTX (78,38%). Kết quả này có thể do CTX là 

kháng sinh thuộc thế hệ thứ 3 của nhóm cephalosporin được nghiên cứu để chống 

lại tác động phân hủy enzyme β-lactamase của vi khuẩn (Treves-Brown, 2000). 

Trong khi đó, vi khuẩn E. ictaluri trong nghiên cứu này vẫn còn nhạy cao với các 

kháng sinh thuộc nhóm β-lactam như AMO (77,61%), AMP (70,15%), CFL 

(61,19%) và CTX (56,72%). Tuy nhiên, tỷ lệ nhạy với của vi khuẩn E. ictaluri 

trong nghiên cứu đối với các kháng sinh nhóm này đã giảm so với các nghiên cứu 

trước đây, cụ thể nghiên cứu của Dung et al. (2008) cho thấy 100% vi khuẩn E. 

ictaluri nhạy với AMO và AMP. Tiếp theo, tỷ lệ nhạy của vi khuẩn E. ictaluri với 

AMP, AMO và CFL trong nghiên cứu của Dung et al. (2009); Phạm Thanh 

Hương và ctv. (2010) lần lượt là 85,7%, 84,1% và 86,5%. Vì vậy, có thể sử dụng 

CTX để điều trị bệnh XH do vi khuẩn A. hydrophila và các kháng sinh AMO và 

AMP để trị bệnh GTM trên cá tra trong trường hợp cần thiết. 

 Nghiên cứu cũng tìm thấy sự kháng thuốc của vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila đối với kháng sinh thuộc nhóm phenicol là CHL và FFC. CHL là 

kháng sinh bị cấm sử dụng trong chăn nuôi và NTTS ở nhiều nước trên thế giới 

(Noga, 2010), bao gồm ở Việt Nam (Thông tư số 03/2012/TTBNNPTNT, BNN-

PTNT) do chúng là nguyên nhân gây thoái hóa tủy xương (Dowling, 2006). Mặc 

dù đã bị cấm sử dụng trong NTTS từ năm 2005 nhưng kết quả của nghiên cứu 

này cho thấy vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila vẫn kháng cao với CHL với tỷ 

lệ lần lượt là 95,52% và 63,51%, cao hơn so với báo cáo trước đây của Dung et 

al. (2009) là 73% và 4,92%. Do đó, các nghiên cứu tiếp theo cần được thực hiện 

để làm sáng tỏ vấn đề này. Hiện tượng kháng CHL cũng được phát hiện ở vi 
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khuẩn E. coli, Aeromonas spp. và Pseudomonas spp. trong nghiên cứu của 

Nguyen (2012) với tỷ lệ vi khuẩn kháng lần lượt là 30%, 25% và 89%. Trong khi 

đó, tỷ lệ vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila kháng với FFC cũng ở mức cao 

(95,52% và 62,16%). Kết quả này cũng cao hơn so với nghiên cứu trước đây của 

Dung et al. (2009) là 73% và 4,92%. Trong thời gian qua, FFC được sử dụng 

rộng rãi trong chăn nuôi và NTTS ở Việt Nam và nhiều nước trên thế giới 

(Dowling, 2006). Điều này đã dẫn đến sự xuất hiện nhiều loài vi khuẩn khác nhau 

trở nên kháng với FFC như Klebsiella pneumoniae (Cloeckaert et al., 2001), E. 

coli (Keyes et al., 2000; Cloeckaert et al., 2000; White et al., 2000), V. cholerae 

(Hochhut et al., 2001).  

 Đối với các kháng sinh nhóm quinolone, nghiên cứu cho thấy cả 2 loài vi 

khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila đều kháng với các kháng sinh thuộc nhóm này. 

Trong khi vi khuẩn A. hydrophila còn nhạy tương đối cao với CIP, NOR và ENR 

(dao động từ 52-81%) thì vi khuẩn E. ictaluri kháng tương đối cao ENR, NOR và 

CIP (dao động từ 52-94%). Các nghiên cứu trước đây cho thấy tỷ lệ kháng của vi 

khuẩn đối với các kháng sinh nhóm quinolone thường thấp hơn 25% (Miranda 

and Zemelman, 2001, 2002; Akinbowale et al., 2006). Tuy nhiên, trong nghiên 

cứu này thì 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila đều có tỷ lệ kháng trên 

30%. Tương tự CHL, ENR cũng nằm trong danh mục cấm sử dụng trong NTTS 

của BNN-PTNT. ENR là dẫn xuất của quinolone được sử dụng để chống lại vi 

khuẩn A. salmonicida (Bowser et al., 1990) và cũng rất hiệu quả để điều trị bệnh 

do các loài vi khuẩn khác gây ra trên cá (Mashima and Lewbart, 2000, trích dẫn 

bởi Noga, 2010). Các nghiên cứu trước đây cho thấy vi khuẩn E. ictaluri vẫn 

nhạy với kháng sinh này (Dung et al., 2008). Tuy nhiên, trong nghiên cứu của 

Phạm Thanh Hương (2010) thì vi khuẩn này đã kháng cao với ENR (74,5%). 

Hiện tại, ngoài ENR đã bị cấm sử dụng thì 2 kháng sinh CIP và NOR cũng nằm 

trong danh sách các kháng sinh hạn chế sử dụng trong NTTS của BNN-PTNT. 

Do đó, cần thận trọng và trong những trường hợp thật cần thiết mới sử dụng các 

kháng sinh nhóm quinolone.    

 Các kháng sinh thuộc nhóm tetracycline đã được sử dụng rộng rãi trong 

NTTS ở nhiều nước trên thế giới, trong đó có Việt Nam (Serrano, 2005). Do đó, 

sự xuất hiện các chủng vi khuẩn kháng với kháng sinh đã được nhiều tác giả báo 

cáo (DePaola et al., 1988; Schmidt et al., 2001a&b; Miranda and Zemelman, 

2002; Miranda et al., 2003; Akinbowale et al., 2007; Kim et al., 2011a). Nghiên 

cứu này cũng cho thấy vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila đều kháng cao với 

TET (trên 90%). Tuy nhiên, trong khi vi khuẩn E. ictaluri đã kháng trên 50% với 
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DOX thì vi khuẩn A. hydrophila còn nhạy tương đối cao với DOX với tỷ lệ kháng 

dưới 50%. Kết quả này cho thấy vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila đều đã 

giảm tính nhạy với DOX mặc dù DOX là kháng sinh thuộc thế hệ mới nhất của 

nhóm tetracycline. Theo Roberts (1996) thì vi khuẩn kháng đáp ứng với các 

kháng sinh nhóm tetracycline qua 2 cơ chế chủ yếu: qua các protein bảo vệ 

ribosome (RPPs-ribosomal protection proteins) và hệ thống bơm thải tetracycline 

phụ thuộc năng lượng (energy-dependent efflux pumps). Đây được xem là 2 cơ 

chế phổ biến và thường gặp nhất ở vi khuẩn (Chopra and Roberts, 2001).  

 Trong nghiên cứu này, vi khuẩn E. ictaluri đã thể hiện tính kháng tương đối 

cao với các kháng sinh GEN, NEO và STR thuộc nhóm aminoglycoside (tỷ lệ 

kháng dao động từ 52-91%). Trong khi đó, vi khuẩn A. hydrophila còn nhạy với 

các kháng sinh như STR (tỷ lệ kháng dưới 50%), NEO và GEN (tỷ lệ nhạy 

45,95%). Ngoài ra, qua kết quả của nghiên cứu này cũng cho thấy vi khuẩn E. 

ictaluri có tỷ lệ kháng STR cao hơn vi khuẩn A. hydrophila. Nghiên cứu của 

Nguyen et al. (2014) cũng cho thấy tỷ lệ kháng của các vi khuẩn Aeromonas spp. 

và Pseudomonas spp. phân lập từ các ao nuôi cá tra đối với STR cũng cao hơn 

các kháng sinh khác của nhóm aminoglycoside như GEN, NEO và kanamycin. 

Một trong những lý do vi khuẩn thường có tỷ lệ kháng STR cao hơn các kháng 

sinh còn lại của nhóm là do STR chỉ có 1 điểm gắn duy nhất trên ribosome, trong 

khi các kháng sinh còn lại có nhiều điểm gắn (Livermore, 2005).  

4.4.2 Sự đa kháng thuốc của vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila 

Đối với vi khuẩn E. ictaluri, qua kết quả thực hiện kháng sinh đồ cho thấy 

không có chủng vi khuẩn nào kháng chỉ 1 hoặc 2 loại kháng sinh cũng như không 

có chủng nào kháng toàn bộ 15 loại kháng sinh được kiểm tra (Hình 4.30). Nhìn 

chung, hầu hết các chủng vi khuẩn đều kháng từ 3 loại kháng sinh trở lên, trong 

đó số chủng vi khuẩn kháng với 7 loại kháng sinh chiếm tỷ lệ cao nhất (16,42%), 

kế đến là 8 loại kháng sinh (13,43%), kháng 5, 6 và 11 loại kháng sinh chiếm tỷ 

lệ 11,94% và thấp nhất là kháng với 4 và 14 loại kháng sinh (1,49%). 

Trong khi đó, qua kết quả thực hiện kháng sinh đồ của 74 chủng A. 

hydrophila cho thấy chỉ có 1/74 (chiếm tỷ lệ 1,49%) chủng còn nhạy với 11 loại 

kháng sinh, không có chủng vi khuẩn nào kháng chỉ 1, 2 và 3 loại kháng sinh 

cũng như kháng từ 14 và 15 loại kháng sinh (Hình 4.31). Nhìn chung, qua Hình 

4.31 cho thấy các chủng vi khuẩn kháng từ 4 đến 8 loại kháng sinh trở lên chiếm 

đa số, trong đó số chủng vi khuẩn kháng với 7, 10 và 11 loại kháng sinh chiếm tỷ 

lệ cao nhất (16,22%), kế đến là kháng với 9 loại kháng sinh với tỷ lệ là 12,16%, 
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kháng 8 và 5 với cùng tỷ lệ là 9,46% và thấp nhất là kháng với 4, 13 và 12 loại 

kháng sinh với tỷ lệ lần lượt là 1,35%, 4,05% và 5,41% (Hình 4.31). 
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Hình 4.30: Tỷ lệ (%) vi khuẩn E. ictaluri đa kháng thuốc. 
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Hình 4.31: Tỷ lệ (%) vi khuẩn A. hydrophila đa kháng thuốc. 

Như vậy, qua kết quả của nghiên cứu này cho thấy 100% vi khuẩn E. 

ictaluri và A. hydrophila đều thể hiện sự đa kháng thuốc (kháng từ 3 loại kháng 

sinh trở lên) (Hình 4.32). Nghiên cứu của Dung et al. (2008) cũng cho thấy 73% 

vi khuẩn E. ictaluri phân lập từ cá tra ở ĐBSCL đa kháng thuốc. Trong khi đó, 

nghiên cứu của Phạm Thanh Hương (2010) cho thấy có đến 96% vi khuẩn E. 
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ictaluri đa kháng thuốc. Gần đây, nghiên cứu của Nguyen et al. (2014) cũng ghi 

nhận 92,4% vi khuẩn Aeromonas spp. phân lập từ môi trường ao nuôi cá tra ở 

ĐBSCL đa kháng thuốc, trong đó vi khuẩn kháng nhiều nhất là 14 loại kháng sinh 

(tỷ lệ 2,2%).  
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Hình 4.32: Tỷ lệ (%) vi khuẩn đa kháng thuốc ở 2 loài vi khuẩn E. ictaluri 

và A. hydrophila. 

4.4.3 Các kiểu hình đa kháng thuốc phổ biến của vi khuẩn E. ictaluri và 

A. hydrophila 

Với 15 loại kháng sinh được kiểm tra, nghiên cứu đã xác định 54 kiểu hình 

đa kháng khác nhau từ 67 chủng vi khuẩn E. ictaluri. Qua kết quả từ Bảng 4.8 

cho thấy có 12 loại kiểu hình đa kháng phổ biến của vi khuẩn E. ictaluri, trong đó 

vi khuẩn có kiểu hình đa kháng là CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-NEO-STR-

GEN-SXT và AMO-AMP-CFL-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-NEO-

STR-GEN-SXT chiếm tỷ lệ cao nhất (5,56%). Tương tự, vi khuẩn A. hydrophila 

cũng có rất nhiều kiểu hình đa kháng khác nhau (51 kiểu hình đa kháng) được xác 

định từ 74 chủng vi khuẩn A. hydrophila khi thực hiện kháng sinh đồ. Kết quả 

tổng hợp từ Bảng 4.9 cho thấy có 12 loại kiểu hình đa kháng phổ biến của vi 

khuẩn A. hydrophila, trong đó vi khuẩn có kiểu hình đa kháng AMP-AMO-CFL-

TET-SXT chiếm tỷ lệ cao nhất (13,73%), kế đến là kiểu hình AMP-AMO-CFL-

CHL-FFC-TET-SXT (11,76%) và AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-ENR-TET-NEO-STR-

GEN-SXT (5,88%).  
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Bảng 4.8: Các kiểu hình đa kháng phổ biến của vi khuẩn E. ictaluri  

Kiểu hình đa kháng thuốc của vi khuẩn Số 

chủng  

Tỷ lệ 

(%) 

CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-STR-GEN-SXT 2 3,70 

CHL-FFC-ENR-NOR-TET-NEO-STR-GEN-SXT 2 3,70 

CHL-FFC-CIP-ENR-DOX-TET-NEO-STR-GEN-SXT 2 3,70 

CFL-CHL-FFC-ENR-NOR-TET-NEO-STR-GEN-SXT 2 3,70 

CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-NEO-STR-GEN-SXT 3 5,56 

AMP-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-NEO-STR-GEN-SXT 2 3,70 

CFL-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-NEO-STR-GEN-SXT 2 3,70 

CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-NEO-STR-GEN-SXT 2 3,70 

AMO-AMP-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-STR-GEN-SXT 2 3,70 

AMO-AMP-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-NEO-STR-GEN-SXT 2 3,70 

AMP-CFL-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-NEO-STR-GEN-

SXT 
2 3,70 

AMO-AMP-CFL-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-STR-GEN-

SXT 
3 5,56 

AMO: amoxicillin, AMP: ampicillin, CFL: cefalexin, CTX: cefotaxime, CHL: chloramphenicol, FFC: 

florfenicol, CIP: ciprofloxacin, ENR: enrofloxacin, NOR: norfloxacin, DOX: doxycycline, TET: 

tetracycline, NEO: neomycin, STR: streptomycin, GEN: gentamicin và SXT: 

trimethoprim/sulfamethoxazole. 

Bảng 4.9: Các kiểu hình đa kháng phổ biến của vi khuẩn A. hydrophila 

Kiểu hình đa kháng thuốc của vi khuẩn Số chủng 

vi khuẩn 

Tỷ lệ 

(%) 

AMP-AMO-CFL-TET-SXT 7 13,73 

AMP-AMO-CFL-TET-NEO-SXT 2 3,92 

AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT 2 3,92 

AMP-AMO-CFL-TET-NEO-STR-SXT 2 3,92 

AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-SXT 6 11,76 

AMP-AMO-CFL-ENR-TET-NEO-GEN-SXT 2 3,92 

AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-ENR-TET-SXT 2 3,92 

AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-NEO-GEN-SXT 2 3,92 

AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-ENR-TET-NEO- GEN-SXT 2 3,92 

AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-ENR-TET-NEO-STR-GEN-SXT 3 5,88 

AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-NOR-TET- NEO-STR-GEN-SXT 2 3,92 

AMP-AMO-CFL-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-SXT 2 3,92 

AMO: amoxicillin, AMP: ampicillin, CFL: cefalexin, CTX: cefotaxime, CHL: chloramphenicol, FFC: 

florfenicol, CIP: ciprofloxacin, ENR: enrofloxacin, NOR: norfloxacin, DOX: doxycycline, TET: 

tetracycline, NEO: neomycin, STR: streptomycin, GEN: gentamicin và SXT: 

trimethoprim/sulfamethoxazole. 

4.4.4 Chỉ số đa kháng thuốc MAR của vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila 

Kết quả nghiên cứu cho thấy chỉ số MAR của vi khuẩn E. ictaluri ở các tỉnh 

đều lớn hơn 0,2 (trung bình là 0,56), thấp nhất là 0,43 ở Trà Vinh và cao nhất là 

0,65 ở Tp. Cần Thơ (Bảng 4.10). Tương tự, chỉ số đa kháng thuốc MAR của vi 



 

                                        108 

khuẩn A. hydrophila ở các tỉnh cũng đều lớn hơn 0,2 (trung bình là 0,50), thấp 

nhất là 0,45 ở Vĩnh Long và cao nhất là 0,59 ở Đồng Tháp (Bảng 4.10). Như vậy, 

chỉ số MAR của 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila trong nghiên cứu phù 

hợp với kết quả nghiên cứu trước đây của các tác giả (Sarter et al., 2007; Matyar 

et al., 2008; Matyar et al., 2010; Su et al., 2011). Nghiên cứu của Miranda and 

Zemelman (2002) cho thấy chỉ số MAR của các chủng vi khuẩn phân lập từ cá 

hồi Chile có giá trị dao động từ 0,38 đến 0,48. Kết quả nghiên cứu của Jacobs and 

Chenia (2007) cho thấy chỉ số MAR của các chủng vi khuẩn Aeromonas spp. dao 

động từ 0,12 đến 0,59. Nghiên cứu của Wei et al. (2011) cho thấy chỉ số MAR 

của các chủng vi khuẩn E. tarda phân lập từ cá loài cá nuôi như C. gariepinus, 
Oreochromis sp., Monopterus albus và Trichogaster pectoralis ở Malaysia là 

0,43, trong khi chỉ số này ở các vi khuẩn phân lập từ các loài cá hoang dã là 0,15. 

Kết quả nghiên cứu của Shah et al. (2012) cho thấy chỉ số MAR của hệ vi khuẩn 

thu thập từ các mẫu nước, bùn đáy ao, từ cá bệnh và cá khỏe của các ao nuôi cá 

chép ở Pakistan and Tanzania dao động từ 0,2 đến 0,1. Trong khi đó, báo cáo của 

Laith and Najiah (2013) cho thấy các chủng vi khuẩn A. hydrophia đa kháng 

kháng có chỉ số MAR dao động từ 0,1 đến 0,5. ở ĐBSCL, ngghiên cứu của 

Nguyen et al. (2014) trên các chủng vi khuẩn Pseudomonas spp. và Aeromonas 

spp. phân lập từ môi trường ao nuôi cá tra cũng có chỉ số đa kháng là 0,457 và 

0,293. Gần đây, chỉ số MAR của các vi khuẩn gây bệnh trên cá hồi nuôi ở Thổ 

Nhĩ Kỳ cũng được xác định là dao động từ 0,2 đến 0,6 (Türe and Alp, 2016).  

Bảng 4.10: Chỉ số đa kháng MAR của vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila ở 1 

số tỉnh ĐBSCL  

Vi khuẩn Đồng 

Tháp 

An 

Giang 

Tp. Cần 

Thơ 

Vĩnh 

Long 

Tiền 

Giang 

Trà 

Vinh 

Bến 

Tre 

Trung 

bình 

E. ictaluri 0,50 0,63 0,65 0,63 0,50 0,43 0,56 0,56 

A. hydrophila 0,59 0,58 0,47 0,45 0,46 0,46 0,47 0,50 

Như vậy, chỉ số đa kháng thuốc của vi khuẩn E. ictaluri trong nghiên cứu 

này ở các tỉnh thường cao hơn chỉ số đa kháng thuốc của vi khuẩn A. hydrophila 

với giá trị trung bình lần lượt là 0,56 và 0,50 (Bảng 4.10 và Hình 4.33). Kết quả 

này cho thấy các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila được phân lập từ 

nơi có việc sử dụng kháng sinh nhiều và thường xuyên trong ao nuôi cá tra. Điều 

này phù hợp với các điều tra về tình hình sử dụng kháng sinh trong các ao nuôi cá 

tra ở ĐBSCL của các tác giả trước đây (Trương Quốc Phú và Trần Kim Tính, 

2012; Nguyễn Quốc Thịnh và ctv., 2014). Theo Nguyễn Chính (2005) thì có đến 

97% người nuôi cá bè và 62,5% người nuôi ao sử dụng thuốc và hoá chất trong 
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phòng và trị bệnh cá và các loại kháng sinh được sử dụng rộng rãi là ENR, CIP, 

AMO và AMP. Nghiên cứu của Lê Minh Long và ctv. (2014) cho thấy có 19 loại 

sản phẩm có chứa kháng sinh được sử dụng trong ao nuôi cá tra ở Đồng Tháp. 

Trong số đó thì kháng sinh cấm ENR được sử dụng nhiều nhất và các kháng sinh 

khác được sử dụng rộng rãi là AMO, trimethoprim, CIP, oxytetracycline và FFC. 

Trong khi đó, kết quả điều tra của Phu et al. (2015) cho thấy có 24 loại kháng 

sinh khác nhau được sử dụng trong ao nuôi cá và hầu hết các kháng sinh thường 

được kết hợp với nhau để phòng và trị bệnh trên cá tra ở ĐBSCL. Đều này cho 

thấy vi khuẩn trong môi trường ở các ao nuôi cá tra ở ĐBSCL đang phải chịu áp 

lực rất lớn của hàm lượng kháng sinh cao. Đây là lý do giải thích tại sao chỉ số đa 

kháng thuốc của 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila phân lập trong 

nghiên cứu có chỉ số đa kháng thuốc đều lớn hơn 0,2.  
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Hình 4.33: So sánh chỉ số đa kháng MAR của vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila ở 1 số tỉnh ĐBSCL. 

4.5 Sự hiện diện các integron nhóm 1, 2 và 3 ở vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila  

4.5.1 Sự hiện diện các integron nhóm 1, 2 và 3  

Integron là yếu tố di truyền vận động có vai trò quan trọng trong việc phát 

tán các gen kháng thuốc của vi khuẩn Gram âm, đặc biệt là chúng hiện diện phổ 

biến ở các vi khuẩn thuộc họ Enterobacteriaceae (Fluit and Schmitz, 1999). Cho 

đến nay, các integron đã được tìm thấy ở các loài vi khuẩn gây bệnh ở người, gia 

súc, gia cầm và các các loài vi khuẩn hiện diện trong các môi trường tự nhiên 

(Iversen et al., 2003; Martinez, 2009; Barlow et al., 2004; Vasilakopoulou et al. 
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2009; Yang et al., 2010; Odumosu et al., 2013; Koczura et al., 2014). Trong lĩnh 

vực NTTS, nhiều báo cáo cho thấy sự hiện diện của các integron nhóm 1 ở các 

loài vi khuẩn kháng thuốc (Gorbach, 2001; Teuber, 2001; Cabello, 2006; Nawaz 

et al., 2009; Burridge et al., 2010). Trong nghiên cứu này, bằng kỹ thuật PCR đã 

xác định được 62/141 (43,97%) chủng vi khuẩn dương tính với gen IntI1 với kích 

thước sản phẩm PCR được khuếch đại là 160 bp (Hình 4.34). Trong số 62 chủng 

vi khuẩn dương tính với gen IntI1 thì có 24/67 (chiếm 35,82%) chủng vi khuẩn E. 

ictaluri (Bảng 4.11) và 38/74 (chiếm 51,35%) chủng vi khuẩn A. hydrophila 

(Bảng 4.12). Sản phẩm PCR của 1 số chủng dương tính với gen IntI1 (chọn 3 

mẫu từ vi khuẩn E. ictaluri và 3 mẫu từ vi khuẩn A. hydrophila) để giải trình tự 

nhằm xác nhận tính chính xác của phản ứng PCR (Phụ lục S1). Kết quả Blast trên 

cơ sở dữ liệu NCBI cho thấy các gen IntI1 ở 2 loài vi khuẩn tương đồng 98-100% 

với gen IntI1 của vi khuẩn P. aeruginosa chủng B-2175P/15 (KY171972.1) và vi 

khuẩn Riemerella anatipestifer (FJ711659.1). Nhìn chung, qua kết quả nghiên 

cứu này cho thấy tỷ lệ xuất hiện các integron nhóm 1 ở 2 loài vi khuẩn E. ictaluri 

và A. hydrophila cao hơn các nghiên cứu đã được báo cáo. Kết quả này có thể là 

do việc sử dụng kháng sinh trong NTTS không được kiểm soát và quản lý chặt 

chẽ nên dẫn đến hiện tượng kháng thuốc của vi khuẩn ngày càng tăng. Kết quả 

nghiên cứu của Nawaz et al. (2009) cho thấy 14/63 (chiếm 22%) chủng vi khuẩn 

E. coli phân lập từ các ao trên cá da trơn ở Mỹ có sự hiện của các integron nhóm 

1. Các chủng vi khuẩn A. veronii phân lập từ cá da trơn trong nghiên cứu của 

Nawaz et al. (2010) có tỷ lệ xuất hiện các integron nhóm 1 là 48%, cao hơn tỷ lệ 

này ở vi khuẩn E. ictaluri nhưng thấp hơn vi khuẩn A. hydrophila trong nghiên 

cứu này. Trong khi đó, nghiên cứu của Ndi and Barton (2012) cho thấy 23% số 

chủng vi khuẩn Pseudomonas spp. phân lập trên cá hồi và trong bùn ở Australia 

có sự hiện diện của các integron nhóm 1. Vega-Sanchez et al. (2014) đã phát hiện 

chỉ có 3 loài vi khuẩn A. allosaccharophila, A.  hydrophila và A. sobria phân lập 

từ cá hồi (Onchorynchus  mykiss) ở Mexico có các integron nhóm 1 với tỷ lệ là 

6,2%. Nghiên cứu của Koczura et al. (2014) cho thấy các vi khuẩn Gram âm như 

E. coli, K. pneumoniae, Pasteurella multocida và A. hydrophila thu thập ở 1 công 

viên của Ba Lan có các integron nhóm 1 hiện điện với tỷ lệ là 76,47% (13/17 

chủng). Báo cáo của Kotlarska et al. (2015) cho thấy tỷ lệ integron nhóm 1 hiện 

diện ở vi khuẩn E. coli phân lập từ nhà máy xử lý nước thải ở Ba Lan là 32,06%. 

Trong khi đó, các nghiên cứu khác cho thấy tỷ lệ xuất hiện các integron nhóm 1 

cao hơn trong nghiên cứu này. Schmidt et al. (2001a) cho thấy các integron nhóm 

1 được tìm thấy ở 26/40 (chiếm 65%) chủng vi khuẩn A. salmonicida phân lập từ 

cá hồi ở Bắc Mỹ và Bắc Âu. Nghiên cứu của Jacobs and Chenia (2007) cho thấy 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1173707839?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=GRWWKA3T01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_225353257
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225353257?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=GRYAPCGS015
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các chủng vi khuẩn Aeromonas spp. phân lập từ các hệ thống nuôi thủy sản ở 

Nam Phi có tần số xuất hiện các integron nhóm 1 là 51,3% cao hơn vi khuẩn E. 

ictaluri. Tương tự, kết quả nghiên cứu của Lukkana et al. (2012) cho thấy vi 

khuẩn A. hydrophila phân lập từ cá rô phi (Oreochromis nilotica) nuôi ở Thái Lan 

có integron nhóm 1 hiện diện là 46% (23/50 chủng).    

 

Hình 4.34: Kết quả PCR xác định các gen IntI1 ở vi khuẩn A. hydrophila và 

E. ictaluri. 
M: thang chuẩn 100 bp plus; giếng 1: đối chứng âm; giếng 2-16: thứ tự vi khuẩn A. hydrophila: 1A3, 2A3, 

3A3, 6A3, 7A3, 10A3, 11A3, 14A3, 17A3, 19A3, 20A3, 23A3, 28A3, 31A3 và 34A3; giếng 17-23: thứ tự vi 

khuẩn E. ictaluri: 1ED3, 4ED3, 7ED3, 8ED3, 11ED3, 12ED3 và 13ED3. 

Ngoài ra, qua kết quả nghiên cứu của đề tài cũng cho thấy tỷ lệ hiện diện các 

integron nhóm 1 của các chủng vi khuẩn E. ictaluri thấp hơn so với các chủng vi 

khuẩn A. hydrophila (Hình 4.35). A. hydrophila là loài vi khuẩn gây bệnh cho 

nhiều loài ĐVTS và phân bố rộng rãi trên thế giới (Pathiratne et al., 1994; Lio-Po 

et al., 1998; Vivas et al., 2004). Sự hiện diện của các integron nhóm 1 ở giống 

Aeromonas trong NTTS được báo cáo ở nhiều quốc gia trên thế giới như Hà Lan, 

Na Uy, Scotland, Pháp, Nhật, Nam Phi và Mỹ (Jacobs and Chenia, 2007; Nawaz 

et al., 2010; Kadlec et al., 2011; Ndi and Barton, 2011). Trong nghiên cứu này, 

các integron nhóm 1 được tìm thấy ở vi khuẩn A. hydrophila gây bệnh XH trên cá 

tra với tỷ lệ là 51,35%. Nghiên cứu của L’abée-Lund and Sørum (2001) đã phát 

hiện các integron nhóm 1 trên vi khuẩn A. salmonicida với tỷ lệ là 55,3%. Đồng 

thời, các integron nhóm này cũng đã được báo cáo ở vi khuẩn A. hydrophila gây 

bệnh trên cá rô phi ở Thái Lan với tỷ lệ là 46% (Lukkana et al., 2011) và trên cá 

chép ở Mexico là 43,5% (Sarria-Guzmán et al., 2014). Trong khi đó, sự hiện diện 

của các integron nhóm 1 trên vi khuẩn E. ictaluri thì hầu như ít được đề cập đến 

mặc dù các loài vi khuẩn thuộc giống Edwardsiella cũng là tác nhân gây bệnh 

nghiêm trọng cho nhiều động vật trong NTTS (Hawke et al., 1981; Yussua et al., 

2003, Crumlish et al., 2002). Qua khảo sát cho thấy vi khuẩn E. ictaluri gây bệnh 

GTM trên cá tra trong nghiên cứu này có tần xuất hiện diện các integron nhóm 1 

là 35,82%. Như vậy, tỷ lệ các integron nhóm 1 ở vi khuẩn E. ictaluri thấp hơn so 

với vi khuẩn A. hydrophila (Hình 4.32). Tuy nhiên, trong nghiên cứu của 

Goldstein et al. (2001) thì không phát hiện các integron nhóm 1 và 2 ở vi khuẩn 

E. ictaluri và E. tarda phân lập từ cá da trơn, lươn và cá hồi.  

M    1    2     3     4    5    6    7     8    9   10   11   12  13   14  15   16     M  17   18  19 20  21  22  23     

160 bp 
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Bảng 4.11: Sự hiện diện các integron nhóm 1 và kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn E. ictaluri 

TT Chủng 

vi khuẩn 

Kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn Số lượng 

plasmid 

Gen IntI1 Kích thước vùng 

gen cassette (kbp) 

Gen được mã 

hóa 

Gen 

qacEΔ1 

Gen 

Sul1 

Gen 

Sul2 

Gen 

Sul3 

1 1ED3 CFL-CTX-CHL-FFC-ENR-DOX-TET-NEO-

STR-SXT 

 2 + 1,0 aadA1 + + - “ 

2 4ED3 AMO-AMP-CFL-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-

NOR-DOX-TET-NEO-GEN-SXT 

2 + 2,5 blaVIM-1- 

aadB- dfrA1 

+ + - “ 

3 7ED3 CFL-CTX-CHL-FFC-ENR-NOR-DOX-TET-

NEO-GEN-SXT 

2 + 1,2 dfrA27 - - “ + 

4 8ED3 CFL-CHL-FFC-ENR- TET-NEO-STR-SXT 2 + 1,0 aadA1 + + + “ 

5 11ED3 FFC-STR-SXT 2 + 0,65 dfrA1- OrfC - - “ “ 

6 12ED3 CHL-FFC-TET-STR-NEO-SXT 2 + 0,95 aadA2 + + +  

7 13ED3 CHL-FFC-DOX-TET-STR-SXT 2 + 0,95 aadA2 - - “ “ 

8 17ED3 CFL-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-

NEO-STR-GEN-SXT 

2 + 2,5 blaVIM-1- 

aadB- dfrA1 

+ + - “ 

9 20ED3 AMP-CHL-FFC- ENR-NOR- TET-NEO-S-

SXT 

2 + 1,5 dfrA1-aacA4 + + + “ 

10 21ED3 AMP-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-

STR-GEN-SXT 

2 + 2,5 blaVIM-1- 

aadB- dfrA1 

+ + + “ 

11 22ED3 CHL-FFC-CIP-TET-SXT 2 + 0,65 dfrA1 - - “ + 

12 2ED4 AMP-CHL-FFC-TET-STR-GEN-SXT 2 + 0,8 dfrA7 - - “ + 

13 3ED4 CHL-FFC-TET-STR-SXT 2 + 1,2 dfrA27 + + - “ 

14 6ED4 CHL-FFC-TET-STR-SXT 2 + 1,2 dfrA27 + + + “ 

15 10ED4 CHL-FFC-ENR-TET-SXT 2 + 1,2 dfrA27 + + + “ 

16 15ED4 CHL-FFC-TET-STR-SXT 2 + 1,2 dfrA27 + + + “ 

17 17ED4 AMP-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-

STR-SXT 

2 + 1,5 dfrA1-aacA4 + + - “ 

18 19ED4 CFL-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-

STR-GEN-SXT 

2 + 1,5 dfrA1-aacA4 - - “ “ 

19 25ED4 CHL-FFC-ENR-NOR-TET-STR-GEN-SXT 2 + 1,0 aadA1 + + - “ 

20 26ED4 CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-NEO-STR- 2 + 1,5 dfrA1-aacA4 + + - “ 
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TT Chủng 

vi khuẩn 

Kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn Số lượng 

plasmid 

Gen IntI1 Kích thước vùng 

gen cassette (kbp) 

Gen được mã 

hóa 

Gen 

qacEΔ1 

Gen 

Sul1 

Gen 

Sul2 

Gen 

Sul3 

SXT 

21 29ED4 AMP-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-

NEO-GEN-SXT 

2 + 2,5 blaVIM-1- 

aadB- dfrA1 

- - “ + 

22 32ED4 CHL-FFC-CIP-TET-STR-GEN-SXT 2 + 1,2 dfrA27 + + - “ 

23 33ED4 CHL-FFC-TET-NEO-STR-GEN-SXT 2 + 1,2 dfrA27 + + - “ 

24 35ED4 CHL-FFC- ENR-NOR-DOX-TET-SXT 2 + 1,2 dfrA27 + + - “ 

+: dương tính, -: âm tính, “: không thực hiện phản ứng PCR để phát hiện gen kháng sulfonamide ở chủng vi khuẩn tương ứng.    

 

Bảng 4.12: Sự hiện diện các integron nhóm 1 và kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn của vi khuẩn A. hydrophila  

TT Chủng vi 

khuẩn 

Kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn Số lượng 

plasmid 

Gen 

IntI1 

Kích thước vùng 

gen cassette (kbp) 

Gen được mã hóa Gen 

qacEΔ1 

Gen 

Sul1 

Gen 

Sul2 

Gen 

Sul3 

1 1A3 AMP-AMO-CFL-CTX-CHL-FFC-

TET-SXT 

3 + 1,2 dfrA27 - - “ + 

2 2A3 AMP-AMO-CFL-TET-NEO-SXT 2 + 1,2 dfrA27 + + + “ 

3 3A3 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-

NEO-SXT 

3 + -  + + - “ 

4 6A3 AMP-AMO-CFL- TET-NEO-SXT 1 + 0,95 aadA2 + + - “ 

5 7A3 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-

SXT 

2 + -  - -  + 

6 10A3 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC- TET-

NEO-SXT 

2 + -  + + + “ 

7 11A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT 3 + 0,95 aadA2 + + + “ 

8 14A3 AMP-AMO-CFL- CHL-FFC-CIP-

ENR-NOR-DOX-TET-NEO-GEN-

SXT 

3 + 2,5 blaVIM-1- aadB- dhfrA1 + + - “ 

9 17A3 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-

NEO-SXT 

2 + 2,5 blaVIM-1- aadB- dhfrA1 + + - “ 

10 19A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT 2 + -  - - “ + 

11 20A3 AMP-AMO-CFL-CHL-TET-STR-

SXT  

1 + 0,95 aadA2 + + - “ 
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TT Chủng vi 

khuẩn 

Kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn Số lượng 

plasmid 

Gen 

IntI1 

Kích thước vùng 

gen cassette (kbp) 

Gen được mã hóa Gen 

qacEΔ1 

Gen 

Sul1 

Gen 

Sul2 

Gen 

Sul3 

12 23A3 AMP-AMO-CFL-CHL-TET-SXT 4 + 0,95 aadA2 + + - “ 

13 25A3 AMP-AMO-CFL-FFC-SXT 3 + -  - -  + 

14 28A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT 2 + 0,95 aadA2  + + + “ 

15 31A3 AMP-AMO-CFL- TET-SXT 2 + 0,65 dfrA1 + + + “ 

16 34A3 AMP-AMO-CFL-CHL- CIP-ENR-

NOR-TET-NEO-GEN-SXT 

2 + 2,5 blaVIM-1- aadB- dhfrA1 - - “ “ 

17 37A3 AMP-AMO-CFL-FFC-ENR-DOX-

TET-SXT 

2 + 1,2 dfrA27 - - “ “ 

18 38A3 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-NOR-

TET-SXT 

2 + 1,5 dfrA1-aacA4 + + + “ 

19 39A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT 2 + 0,95 aadA2 + + - “ 

20 40A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-NEO-

SXT 

2 + -  + + - “ 

21 1A4 AMP-AMO-CFL-TET-SXT 2 + -  - - “ “ 

22 2A4 AMP-AMO-CFL-CTX-FFC-TET-

NEO-STR-GEN-SXT 

3 + 2,5 blaVIM-1- aadB- dhfrA1 + + + “ 

23 5A4 AMP-AMO-CFL-TET-NEO-SXT 2 + 1,0 aadA1 + + + “ 

24 9A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-ENR-

NOR-TET-NEO-SXT 

2 + -  + + - “ 

25 10A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-ENR-

TET-NEO-SXT 

4 + 1,2 dfrA27 + + - “ 

26 13A4 AMP-AMP-CFL-TET-NEO-SXT 2 + 0,65 dfrA1 - - “ + 

27 17A4 AMP-AMP-CFL-CHL-FFC-TET-

NEO-SXT 

3 + 1,2 dfrA27 - - “ + 

28 18A4 AMP-AMO-CFL-NEO-SXT 4 + 0,65 dfrA1 - - “ “ 

29 22A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-

NEO-SXT 

1 + 1,0 aadA1 - - “ + 

30 23A4 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT 1 + 1,0 aadA1 + + - “ 

31 25A4 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-NEO-

GEN-SXT 

4 + 1,2 dfrA27 + + - “ 

32 26A4 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT 1 + 1,0 aadA1 + + + “ 

33 28A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET- 1 + 1,5 dfrA1-aacA4 + + - “ 
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TT Chủng vi 

khuẩn 

Kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn Số lượng 

plasmid 

Gen 

IntI1 

Kích thước vùng 

gen cassette (kbp) 

Gen được mã hóa Gen 

qacEΔ1 

Gen 

Sul1 

Gen 

Sul2 

Gen 

Sul3 

NEO-STR-NEO-SXT 

34 29A4 AMP-AMO-CFL-FFC-DOX-TET-

NEO-SXT 

2 + 1,5 dfrA1-aacA4 + + + “ 

35 30A4 AMP-AMO-CFL-CIP-NOR-TET-

NEO-STR-GEN-SXT 

2 + 1,2 dfrA27 - - “ “ 

36 31A4 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-NEO-

GEN-SXT 

3 + 1,2 dfrA27 - - “ “ 

37 32A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-NOR- 

TET-NEO-STR-GEN-SXT 

2 + 2,5 blaVIM-1- aadB- dhfrA1 + + + “ 

38 33A4 AMP-AMO-CFL-TET-NEO-STR-

GEN-SXT 

2 + 1,5 dfrA1-aacA4 - - “ + 

+: dương tính; -: âm tín; “: không thực hiện phản ứng PCR để phát hiện gen kháng sulfonamide ở chủng vi khuẩn tương ứng. 
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Hình 4.35: Tỷ lệ (%) xuất hiện các các integron nhóm 1 ở 2 loài vi khuẩn A. 

hydrophila và E. ictaluri. 

Trong khi đó, các integron nhóm 2 và 3 không được phát hiện ở tất cả các 

chủng của 2 loài vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri. Kết quả này phù hợp với 

nhiều nghiên cứu trước đây cho thấy nhiều loài vi khuẩn cũng không có sự xuất 

hiện của các integron nhóm 2 và 3 (Lee et al., 2008; Lukkana et al., 2012; 

Nguyen et al., 2014; Deng et al., 2016). Các integron nhóm 2 hiện diện phổ biến 

ở các vi khuẩn thuộc họ Enterobacteriaceae và thường liên kết với các 

transposon Tn7 (Cambray et al., 2010). Hiện tại, các integron nhóm 2 được tìm 

thấy chủ yếu ở vi khuẩn E. coli gây bệnh cho người, động vật và hiện diện trên 

các môi trường tự nhiên (Goldstein et al., 2001; White et al., 2001; Kim et al., 

2010). Nghiên cứu của Saenz et al. (2004) cho thấy 4/17 chủng (chiếm 23,53%) 

E. coli có nguồn gốc từ con người, động vật và thực phẩm có các integron nhóm 

2. Kết quả nghiên cứu của Tajbakhsh et al. (2015) cho thấy chỉ có 10% các chủng 

vi khuẩn E. coli phân lập từ nước nuôi trồng thủy sản ở Iran có các integron nhóm 

2. Trong lĩnh vực NTTS, cho đến nay chưa có báo cáo nào về sự hiện diện của 

các integron nhóm 2 ở vi khuẩn E. ictaluri, kể cả các vi khuẩn khác của giống 

Edwardsiella. Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Goldstein et al. (2001) 

cho thấy trong tổng số 59 chủng vi khuẩn Edwardsiella (gồm 11 chủng E. ictaluri 

và 48 chủng E. tarda) phân lập từ cá da trơn, lương và cá hồi không có sự hiện 

diện của các integron nhón 2. Trong khi đó, sự hiện diện của các integron nhóm 2 

ở nhóm vi khuẩn Aeromonas nói chung và ở vi khuẩn A. hydrophila chế nói riêng 

cũng còn rất hạn chế. Kết quả nghiên cứu của Jacobs and Chenia (2007) cho thấy 

27% (10/37) chủng vi khuẩn Aeromonas spp. phân lập từ các hệ thống nuôi thủy 

sản ở Nam Phi mang các integron nhóm 2. Đặc biệt, kết quả nghiên cứu còn cho 
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thấy 1 chủng vi khuẩn A. salmonicida và 4 chủng A. veronii biovar sobria mang 

cùng lúc integron nhóm 1 và 2. Trong khi đó, chỉ có 2/82 (chiếm 2% ) chủng vi 

khuẩn E. coli được khảo sát trong nghiên cứu của Shaheen et al. (2010) cho kết 

quả dương tính với các integron nhóm 2. Nawaz et al. (2010) thì không phát hiện 

các integron nhóm 2 đối với các chủng vi khuẩn A. veronii phân lập từ cá da trơn 

ở Mỹ, trong khi các chủng vi khuẩn này dương tính với integron nhóm 1 là 48%. 

Kết quả tương tự được tìm thấy trong báo cáo của Ndi and Barton (2011) khi 

Aeromonas spp. phân lập từ cá hồi ở Úc không có integron nhóm 2 (90 chủng). 

Nghiên cứu của Nguyen et al. (2014) cho thấy sự hiện diện của các integron 

nhóm 1 ở vi khuẩn Aeromonas spp. phân lập từ môi trường ao nuôi cá tra ở 

ĐBSCL là 28,3% (15/53 chủng) nhưng không có bất kỳ integron nhóm 2 nào 

được phát hiện trong báo cáo này. Trong khi đó, kết quả khảo sát sự hiện diện của 

các integron nhóm 1 và 2 ở vi khuẩn E. coli gây bệnh đường ruột 

(enteropathogenic) của Memariani et al. (2014) cho thấy chỉ có 2/42 chủng 

(4.8%) có integron nhóm 2, trong khi các integron nhóm 1 là 57,1% (24/42 

chủng). Gần đây, Deng et al. (2016) đã phân lập và xác định các integron nhóm 1, 

2 và 3 ở 122 chủng vi khuẩn Aeromonas spp. (A. hydrophila, A. veronii, A. 

caviae, A. sobria, A. dhakensis, A. jandaei, A. trota và A. media) gây bệnh trên 

các loài ĐVTS như cá, cá cảnh, tôm, rùa và lưỡng cư. Kết quả cho thấy chỉ có 22 

(chiếm 19,6%) chủng vi khuẩn dương tính với các integron nhóm 1, trong khi các 

integron nhóm 2 và 3 thì không được phát hiện.  

Các integron nhóm 3 được phát hiện lần đầu tiên bởi Arakawa et al. (1995) 

từ chủng vi khuẩn Serratia marcescens TN9106 kháng carbapenem. Cho đến nay, 

rất ít loài vi khuẩn được báo cáo là có sự hiện diện của integron nhóm 3 và các 

integron nhóm này chỉ được báo cáo trên 1 vài loài vi khuẩn như Alcaligenes 

xylosoxidans (Fluit and Schmitz, 2004), Citrobacter freundii (Tchuinte et al., 

2016), E. coli (Kargar et al., 2014), Klebsiella pneumoniae (Correia et al., 2003; 

Fluit and Schmitz, 2004), P. aeruginosa (Fluit and Schmitz, 2004), P. putida 

(Fluit and Schmitz, 2004), Salmonella spp. (Ploy et al., 2003) và Enterobacter 

cloacae (Barraud et al., 2013). Nghiên cứu của Jacobs and Chenia (2007) đã xác 

định 5/37 (chiếm 13.5%) chủng vi khuẩn A. veronii biovar sobria phân lập từ các 

hệ thống nuôi thủy sản ở Nam Phi dương tính với cả 2 integron nhóm 2 và 3. Xu 

et al. (2007) lần đầu tiên phát hiện các integron nhóm 3 từ 2 chủng vi khuẩn 

Delftia acidovorans C17 và D. tsuruhatensis A90. Tương tự, Barraud et al. 

(2013) đã xác định các integron nhóm 3 từ vi khuẩn Enterobacter cloacae phân 

lập từ nước thải bệnh viện ở Pháp. Trong khi đó, kết quả nghiên cứu của các tác 



 

                                        118 

giả Ndi and Barton (2011), Ndi and Barton (2012), Deng et al. (2016) thì không 

phát hiện các integron nhóm 3 ở các loài vi khuẩn thuộc giống Aeromonas như A. 

hydrophila, A. veronii, A. caviae, A. sobria, A. dhakensis, A. jandaei, A. trota và 

A. media và các loài vi khuẩn thuộc giống Pseudomonas (P.  aeruginosa, P. 

fluorescens, P. putida,  P. syringae và Pseudomonas spp.). 

4.5.2 Đặc điểm vùng gen cassette của các chủng E. ictaluri và A. 

hydrophila dương tính với integron nhóm 1 

Các gen cassette nằm giữa vùng 5’-CS và 3’-CS của các integron nhóm 1 và 

có kích thước thay đổi tùy thuộc vào các gen kháng thuốc chèn vào. Trong nghiên 

cứu này, đặc điểm vùng gen cassette của các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila dương tính với các integron nhóm 1 cũng được xác định bằng kỹ thuật 

PCR và giải trình tự. Kết quả khảo sát của đề tài cho thấy vùng gen cassette được 

khuếch đại ở tất cả 24 chủng vi khuẩn E. ictaluri dương tính với các integron 

nhóm 1 (Hình 4.36) với các kích thước khoảng 0,65 kbp, 0,8 kbp, 0,95 kbp, 1,0 

kbp, 1,2 kbp, 1,5 kbp và 2,5 kbp (Bảng 4.13). Vùng gen cassette được khuếch đại 

nhiều nhất trong nghiên cứu này là vùng có kích thước 1,2 kbp (8/24 chủng, 

chiếm 33,33%), kế đến là 1,5 và 2,5 kbp (4/24 chủng, chiếm 16,67%), 1,0 kbp 

(3/24 chủng, chiếm 12,5%), 0,65 và 0,95 kbp (2/24 chủng, chiếm 8,33%) và thấp 

nhất là 0,8 kbp (1/24 chủng, chiếm 4,17%). 

 

Hình 4.36: Vùng gen cassette của các chủng vi khuẩn E. ictaluri dương tính 

với các integron nhóm 1. 
M: thang chuẩn 100 bp plus; giếng 2,4, 10 (KT 1,0 kbp): thứ tự các chủng E. ictaluri: 1ED3, 8ED3, 

25ED3; giếng 1,3,6, 8, 9, 11,12,16 (KT 1,2 kbp): thứ tự các chủng E. ictaluri: 7ED3,3ED4, 10ED4, 

15ED4,32ED4, 33ED4 và 35ED4; giếng 7, 13, 14, 15(KT 2,5 kbp): thứ tự các chủng E. ictaluri: 4ED3, 

17ED3, 21ED3 và 29ED4; giếng 5: đối chứng âm. 

Trong khi đó, chỉ có 30/38 (chiếm 78,94%) chủng vi khuẩn A. hydrophila 

dương tính với các integron nhóm 1 khuếch đại được vùng gen cassette (Hình 

4.37) với các kích thước khoảng 0,65 kbp, 0,95 kbp, 1,0 kbp, 1,2 kbp, 1,5 kbp và 

2,5 kbp (Bảng 4.13). Như vậy, tỷ lệ các chủng vi khuẩn không có vùng gen 

cassette được khuếch đại chiếm tỷ lệ tương đối cao trong nghiên cứu này (8/38 

chủng âm tính, chiếm 21,05%). Vùng gen cassette được khuếch đại nhiều nhất 

M    1     2     3     4     5     6    7      8    9   10    11   12   13   14   15   16   

1,2 kbp 

 2,5 kbp 

1,0 kbp 
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trong nghiên cứu này là vùng có kích thước 1,2 kbp (8/30 chủng, chiếm 26,67%), 

kế đến là vùng 0,95 kbp (6/30 chủng, chiếm 20%), vùng 2,5 kbp (5/30 chủng, 

chiếm 16,67%), vùng 1,0 và 1,5 kbp (4/30 chủng, chiếm 13,33%) và thấp nhất là 

vùng có kích thước 0,65 kbp (3/30, chiếm 10%). 

Các chủng vi khuẩn có vùng gen cassette được khuếch đại với các kích 

thước khác nhau được chọn để giải trình tự (Bảng 4.13). Kết quả Blast trên cơ sở 

dữ liệu NCBI cho thấy vùng gen cassette có kích thước 0,65 kbp mang gen dfrA1 

(kết quả giải trình tự được trình bày ở Phụ lục S2A), mã hóa enzyme 

dihydrofolate reductase kháng đối với kháng sinh trimethoprim) tương đồng 99% 

với gen dfrA1 của vi khuẩn A. jandaei chủng M3 (KR270484.1) và vi khuẩn A. 

hydrophila chủng A-B12B (KM401409.1).   

 

Hình 4.37: Vùng gen cassette của các chủng vi khuẩn A. hydrophila dương 

tính với các integron nhóm 1. 
M: thang chuẩn 100 bp; giếng 2, 4, 6, 7 ,8 và 12 (KT 0,95 kbp): 6A3, 11A3, 20A3, 23A3, 28A3 và 39A3; 

giếng 3, 11, 14,15 (KT 2,5 kbp): 14A3, 17A3, 34A3 và 2A4.  

Vùng gen cassette có kích thước 0,8 kbp mang gen dfrA7 (Phụ lục S2B) 

cũng là gen mã hóa enzyme dihydrofolate reductase kháng đối với kháng sinh 

trimethoprim tương đồng 99-100% với gen dfrA7 của vi khuẩn S. enterica chủng 

S16699 (KM823525.1), E. coli chủng APp10411 (KF914306.1) và vi khuẩn S. 

flexneri (AF139109.1).  

Vùng gen cassette có kích thước 0,95 kbp mang gen aadA2 (Phụ lục S2C) 

mã hóa enzyme aminoglycoside adenyltransferase kháng đối với kháng sinh 

streptomycin và spectinomycin tương đồng 99-100% với gen aadA2 của vi khuẩn 

P. aeruginosa chủng M-B10D (KJ723459.1), P. putida chủng BF25 

(KY047415.1) và vi khuẩn Campylobacter jejuni chủng CIT134C (AF530636.1). 

Vùng gen cassette có kích thước 1,0 kbp mang gen aadA1 (Phụ lục S2D) 

cũng mã hóa enzyme aminoglycoside adenyltransferase kháng đối với kháng sinh 

streptomycin và spectinomycin tương đồng 99% với gen aadA1 của vi khuẩn A. 

M   1    2    3    4    5    6    7    8    9   10  11  12  13  14  15  16   

2,5 kbp 

0,95 kbp 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_936294578
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/936294578?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=18&RID=GRZ9ATMR015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_723217939
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_723217939
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/723217939?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=GRZ9ATMR015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_751372777
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_751372777
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/751372777?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=GRZP6RMG015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_701224698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/701224698?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=GRZP6RMG015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_5107041
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_5107041
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/5107041?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GRZP6RMG015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636632026
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/636632026?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=37&RID=GS00DVK5015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1114668145
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1114668145?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=GS00DVK5015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_22324681
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/22324681?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GS00DVK5015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_351214255
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media chủng ER.1.5 (FJ460176.2 ) và vi khuẩn V. cholerae chủng TJVC95528 

(GQ214171.1),  

Vùng gen cassette có kích thước 1,2 kbp mang gen dfrA27 (Phụ lục S2E) 

cũng là gen mã hóa enzyme dihydrofolate reductase kháng đối với kháng sinh 

trimethoprim tương đồng 99-100% với gen dfrA27 của vi khuẩn K. pneumoniae 

chủng Kp1 (FJ459817.1), E. coli chủng NF901916 (HQ880264.1) và Aeromonas 

sp. chủng VIICFP4 (HQ386839.1). 

Vùng gen cassette có kích thước 1,5 kbp thì mang gen 2 gen dfrA1 và aacA4 

(Phụ lục S2G) mã hóa enzyme dihydrofolate reductase và aminoglycoside N(6')-

acetyltransferase kháng đối với kháng sinh trimethoprim và các kháng sinh nhóm 

aminoglycoside tương đồng 99-100% với vùng gen dfrA1-aacA4 của vi khuẩn E. 

coli chủng i2-3 (KY114596.1) và vi khuẩn E. coli chủng i1-8 (KY114592.1).  

Trong khi đó, vùng gen cassette có kích thước 2,5 kbp mang 3 gen blaVIM-

1, aadB và dfrA1 (Phụ lục S2F) mã hóa lần lượt cho các enzyme β-lactamase, 

aminoglycoside-2'adenyltransferase và dihydrofolate reductase kháng đối với 

kháng sinh các kháng sinh nhóm β-lactam, nhóm aminoglycoside và 

trimethoprim tương đồng 99% với vùng gen blaVIM-1-aadB-dfrA1 của vi khuẩn 

Providencia vermicola chủng NBA-2365 (KC709652.1).  

Cho đến nay, có hơn 100 vùng gen cassette khác nhau đã được phát hiện ở 

các integron và hầu hết chúng đều mã hóa cho kiểu hình kháng thuốc của vi 

khuẩn (Fluit and Schmitz, 1999; White et al., 2001; Jacobs and Chenia, 2007). 

Kết quả nghiên cứu này cho thấy có 7 vùng gen cassette (Bảng 4.13) được tìm 

thấy ở 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila và phần lớn các vùng gen 

cassette trong nghiên cứu đều mã hóa cho tính kháng kháng sinh trimethoprim 

(gen dfrA27: 16/54 chủng, gen dfrA1: 5/54 chủng, dfrA7: 1 chủng) và 

aminoglycoside (gen aadA1 (7/54 chủng), gen aadA2 và aacA4: 8/54 chủng). Kết 

quả nghiên cứu này phù hợp với các nghiên cứu trước đây cho thấy phần lớn các 

vùng gen cassette liên kết với integron nhóm 1 của nhiều loài vi khuẩn mang gen 

kháng với aminoglycoside, sulfonamide và trimethoprim (White et al., 2001; Yan 

et al., 2010). Tuy nhiên, sự khác nhau về tỷ lệ xuất hiện cũng như sự kết hợp, sắp 

xếp của các gen trong vùng gen cassette ở các vi khuẩn cho đến nay vẫn chưa 

được chứng minh. Do đó, các nghiên cứu tiếp theo cần được thực hiện để làm 

sáng tỏ vấn đề này.   

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_351214255
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/351214255?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=38&RID=GS0C071A015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_247663513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/247663513?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=39&RID=GS0C071A015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_221857899
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_221857899
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/221857899?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=47&RID=GS166UPU015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_330885959
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/330885959?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=GS0WPDUU015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_335356378
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_335356378
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/335356378?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=30&RID=GS166UPU015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1148884811
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1148884811
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1148884811?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=GS1GKVFC01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1148884799
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1148884799?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GS1GKVFC01R
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_459936647
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/459936647?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GS4S388J015
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Bảng 4.13: Kết quả so sánh trình tự các vùng gen cassette của 2 loài vi khuẩn trên 

ngân hàng NCBI 

TT Gen 

cassette 

(kbp) 

E. 

ictaluri 

A. 

hydrophila 

Gen mã 

hóa 

Enzyme mã hóa Kháng sinh 

1 0,65 2/24 3/30 dfrA1 Dihydrofolate reductase Trimethoprim 

2 0,8 1/24 0 dfrA7 Dihydrofolate reductase Trimethoprim 

3 0,95 2/24 6/30 aadA2  Aminoglycoside 

adenyltransferase 

Streptomycin  

spectinomycin 

4 1,0 3/24 4/30 aadA1 Aminoglycoside 

adenyltransferase 

Streptomycin và 

spectinomycin 

5 1,2 8/24 8/30 dfrA27 Dihydrofolate reductase Trimethoprim 

6 1,5 4/24 4/30 dfrA1 và 

aacA4  

Dihydrofolate reductase và  

aminoglycoside N(6')-

acetyltransferase 

Trimethoprim và các 

kháng sinh nhóm 

aminoglycoside 

7 2,5 4/24 5/30 blaVIM-

1, aadB 

và dfrA1 

β-lactamase, 

aminoglycoside-

2'adenyltransferase và 

dihydrofolate reductase 

β-lactam, nhóm 

aminoglycoside và 

trimethoprim 

Cho đến nay, ít nhất 40 gen dfr đã được xác định ở các loài vi khuẩn 

(Roberts et al., 2012). Trong số đó, các gen dfr như dfrA1, dfrA5, dfrA6, dfrA7, 

dfrA12, dfrA13, dfrA14, dfrA15, dfrA16, dfrA17, dfrA21, dfrA22, dfrA25 và 

dfrA27 đã được tìm thấy trên các integron nhóm 1 (Miko et al., 2005; Peirano et 

al., 2006; Agersø et al., 2006; Sun et al., 2010; Lukkana et al., 2012; Nguyen et 

al., 2014). Các gen dfrA1, dfrA7 và dfrA27 được phát hiện ở 2 loài vi khuẩn E. 

ictaluri và A. hydrophila trong nghiên cứu này đều nằm trong vùng gen cassette 

của các integron nhóm 1. Vùng gen cassette mang gen dfrA1 đã được báo cáo trên 

nhiều loài vi khuẩn và được cho là vùng gen hiện diện phổ biến nhất ở vi khuẩn 

(van Essen-Zandbergen et al., 2007; Vinue et al., 2008; Shah et al., 2012). 

Nghiên cứu của Schmidt et al. (2001a&b) và Miko et al. (2005) cho thấy gen 

dfrA1 xuất hiện với tỷ lệ cao ở các loài vi khuẩn Aeromonas và Salmonella 

enterica. Tuy nhiên, nghiên cứu của Jacobs and Chenia (2007) cũng chỉ phát hiện 

chỉ có 2 chủng vi khuẩn trong nghiên cứu có gen dfrA1, thấp hơn trong nghiên 

cứu này (5/54 chủng dương tính với integron nhóm 1). Nghiên cứu của Lukkana 

et al. (2012) cũng cho kết quả tương tự khi chỉ xác định gen dfrA1 trên 3 chủng vi 
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khuẩn A. hydrophila AH146, AH199 và AH173. Vinué et al. (2010) đã xác định 

gen dfrA1 từ 2 chủng vi khuẩn E. coli phân lập từ máu các bệnh nhân ở 1 bệnh 

viện của Tây Ban Nha. Nghiên cứu của Saenz et al. (2010) cũng đã xác định gen 

dfrA1 từ 1 chủng vi khuẩn E. coli (thu thập từ các nguồn khác nhau như từ người, 

động vật và thực phẩm) trong số 13 chủng dương tính với các integron nhóm 1 

nhưng không có vùng 3’-CS. Gần đây, kết quả nghiên cứu của Canal et al. (2016) 

cũng đã xác định gen dfrA1 ở vi khuẩn E. coli từ nước bề mặt ở Brazil. Trong khi 

đó, gen dfrA27 mặc dù xuất hiện với tỷ lệ cao nhất (16/54 chủng) trong số các 

gen dfr được phát hiện trong nghiên cứu này nhưng vùng gen cassette chỉ mang 

gen này được báo cáo lần đầu tên ở vi khuẩn như E. coli (Wei et al., 2009; Shin et 

al., 2015) ở Trung Quốc và Hàn Quốc và V. cholera ở Trung Quốc (Sun et al., 

2010). Do đó, các nghiên cứu tiếp theo cần được thực hiện để làm sáng tỏ nguồn 

gốc cũng như sự hiện diện phổ biến của gen này trong số các gen kháng 

trimethoprim được phát hiện ở 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila trong 

nghiên cứu này. Tương tự, vùng gen cassette chỉ mang gen dfrA7 được tìm thấy 

chỉ ở 1 chủng vi khuẩn E. ictaluri. Kết quả nghiên cứu phù hợp với nhiều báo cáo 

trước đây cho thấy vùng gen cassette mang gen dfrA7 được tìm thấy ở vi khuẩn 

Salmonella enterica (Miko et al., 2005), E. coli (White et al., 2000; 

Karczmarczyk et al., 2011; Mokracka et al., 2012; Bagré et al., 2017), Proteus 

sp. (Shah et al., 2012), Kluyvera sp. và Pantoea sp. (Mokracka et al., 2012), 

Shigella spp. (Navia et al., 2005; Mandomando et al., 2009). Tuy nhiên, kết quả 

nghiên cứu của Frank et al. (2007) cho thấy trong số các gen dfr được phát hiện ở 

các vi khuẩn thuộc họ Enterobacteriaceae (E. coli, K. pneumoniae, Citrobacter 

freundii, Shigella spp. và Salmonella spp.) thì gen chiếm tỷ lệ cao nhất dfrA7 

(49%), trong khi đó tỷ lệ xuất hiện của gen dfrA1 là 17%.     

Vùng gen cassette chứa 2 gen aadA1 và gen aadA2 đã được tìm thấy trên 

nhiều loài vi khuẩn khác nhau (Goldstein et al., 2001; Infante et al., 2005; Pan et 

al., 2006; Kadlec and Schwarz, 2008; Vinue et al., 2008; Shaheen et al., 2010; 

Vega-Sanchez et al., 2014; Deng et al., 2016). Lee et al. (2008) đã tìm thấy gen 

aadA1 và gen aadA2 ở vi khuẩn Aeromonas spp. từ các mẫu máu và vết thương 

của bệnh nhân ở Đài Loan. Nghiên cứu của van Essen-Zandbergen et al. (2007) 

cho kết quả tương tự khi 2 gen aadA1 và gen aadA2 được xác định ở 2 loài vi 

khuẩn Salmonella spp. và E. coli. Gen aadA2 trong nghiên cứu của Lukkana et al. 

(2011) được xác định ở 4/14 chủng A. hydrophila. Canal et al. (2016) cũng đã xác 

định gen aadA1 ở vi khuẩn E. coli từ nước bề mặt ở Brazil. Kết quả nghiên cứu 

của Hussein et al. (2009) và Kotlarska et al. (2015) đã xác định 2 gen aadA1 và 
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aadA2 từ các vi khuẩn Gram âm phân lập ở các bệnh viện của Palestin. Cũng trên 

các vi khuẩn Gram âm có nguồn gốc từ các mẫu nước ở Ba Lan, Koczura et al. 

(2014) đã xác định gen aadA1 ở các vi khuẩn A. hydrophila, Pasteurella 

multocida và E. coli. Trong khi đó, 2 vùng gen cassette có kích thước 1,5 và 2,5 

mang 2 gen dfrA1-aacA4 (8/54 chủng) hoặc 3 gen blaVIM-1-aadB-dfrA1 (9/54 

chủng) trong nghiên cứu này chưa được nhiều nghiên cứu công bố. Cho đến nay, 

vùng gen cassette blaVIM-1-aadB-dfrA1 chỉ được báo cáo ở vi khuẩn 

Providencia vermicola từ các bệnh nhân bị tiêu chảy ở Ấn Độ (Rajpara et al., 

2015). 

4.5.3 Khảo sát vùng 3’-conserved segment (CS) của các integron nhóm 1   

Vùng 3’-conserved segment (3’-CS) của các integron nhóm 1 chứa 2 gen: 

gen qacEΔ1 (qacEΔ1 gene) và gen sul1 (sul1 gene) lần lượt mã hóa cho việc 

kháng các hợp chất ammonium bậc bốn (quaternary ammonium compound) và 

các kháng sinh sulfonamide (White et al., 2001; Mazel, 2006). Kết quả PCR cho 

thấy 41/62 chủng (chiếm 66,13%) vi khuẩn dương tính với các integron nhóm 1 

mang cả 2 gen qacEΔ1 và gen sul1, bao gồm 17/24 chủng (chiếm 70,83%) E. 

ictaluri và 24/38 chủng (chiếm 63,16%) A. hydrophila (Hình 4.38&39). Kết quả 

giải trình tự để xác nhận lại tính chính xác của phản ứng PCR (Phụ lục S3) cho 

thấy gen qacEΔ1 trong nghiên cứu tương đồng 99-100% với gen qacEΔ1 của vi 

khuẩn K. pneumoniae (AB894355.1), P. putida chủng BF25 (KY047415.1), 

Variovorax sp. chủng BF19 (KY047414.1), Ochrobactrum sp. chủng 

BF02 (KY047413.1) và vi khuẩn Alcaligenes sp. chủng BF42 (KY047417.1). 

Tương tự, kết quả giải trình tự gen sul1 (Phụ lục S4) cũng cho thấy gen này tương 

đồng 100% với gen sul1 trên plasmid R388 (X12869.1). Ngoài ra, qua kết quả 

nghiên cứu cũng cho thấy không có bất kỳ chủng vi khuẩn thuộc 2 loài vi khuẩn 

chỉ có gen qacEΔ1 hoặc gen sul1. Kết quả nghiên cứu này phù hợp với nhiều báo 

cáo cho thấy các vi khuẩn dương tính với các integron thì đa phần đều có vùng 

3’-CS mang 2 gen qacEΔ1 và gen sul1 (Antunes et al., 2005; Jacobs and Chenia, 

2007; Vinue et al., 2008; Nguyen et al., 2014; Lin et al., 2016; Deng et al., 2016). 

Trong khi đó, 21/62 chủng (chiếm 33,87%) vi khuẩn còn lại trong nghiên cứu cho 

thấy vùng 3’-CS mang 2 gen qacEΔ1 và gen sul1 không được khuếch đại (Bảng 

4.11&12). Như vậy, các ingron nhóm 1 không có vùng 3’-CS (được gọi là 

atypical integron) trong nghiên cứu hiện diện với tỷ lệ thấp hơn các integron 

nhóm 1 có vùng 3’-CS (được gọi là typical integron). Kết quả này phù hợp với 

nghiên cứu của Vinué et al. (2008) cho thấy chỉ có 4/26 chủng vi khuẩn E. coli có 

nguồn gốc từ người dương tính với các integron nhóm 1 không có vùng 3’-CS. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/568336104?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GWDWVS5M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1114668145?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=56&RID=GWEAX3AH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1114668140?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=57&RID=GWEAX3AH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1114668135?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=58&RID=GWEAX3AH014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1159589104?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=54&RID=GWEX46NT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/45795?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=GZ3A3BX0014
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Tuy nhiên, nghiên cứu của Sunde et al. (2005) cho thấy các chủng vi khuẩn E. 

coli phân lập từ thịt và các sản phẩm của thịt lại ở Thụy Điển có các integron 

nhóm 1 không có gen sul1 chiếm tỷ lệ cao (9/29 chủng dương tính các integron 

nhóm 1). Trong nghiên cứu của Dung et al. (2009) cho thấy tất cả các chủng vi 

khuẩn E. ictaluri dương tính với các integron nhóm 1 đều không có vùng 3’-CS. 

Nghiên cứu của Saenz et al. (2010) cho thấy các chủng vi khuẩn E. coli có nguồn 

từ người, động vật và thực phẩm cũng không có gen qacEΔ1 và gen sul1. 

Bên cạnh gốc đó, ngoài các gen sul1 thì nghiên cứu cũng xác định được 

18/41 chủng vi khuẩn mang gen sul2 (Bảng 4.11&12 và Hình 4.40) trên 2 loài vi 

khuẩn, bao gồm 7 gen sul2 ở vi khuẩn E. ictaluri và 11 gen sul2 ở vi khuẩn A. 

hydrophila. Kết quả giải trình tự cho thấy các gen sul2 (Phụ lục S5) trong nghiên 

cứu tương đồng 99% với gen sul2 của vi khuẩn V. cholerae MO10 (NG 

051852.1), P. multocida pCCK154 (NG 048114.1), Mannheimia varigena 

pMVSCS1 (NG 048109.1), Campylobacter jejuni subsp. jejuni chủng CJ042 

(KU603661.1), K. pneumoniae subsp. pneumoniae chủng KP188 (KU603645.1) 

và vi khuẩn P. multocida pVM111 (NG 048112.1). Trong khi đó, kết quả PCR đã 

phát hiện được 12 gen sul3 trong tổng số 21 chủng vi khuẩn không có vùng 3’-CS 

(4 gen sul3 ở vi khuẩn E. ictaluri và 8 gen sul3 ở vi khuẩn A. hydrophila (Bảng 

4.11&12 và Hình 4.41). Kết quả giải trình tự cho thấy các gen sul3 (Phụ lục S5) 

trong nghiên cứu tương đồng 99% với gen sul3 của vi khuẩn E. coli pVP440 

(AJ459418.2), E. coli chủng P528.10.99.C4 ( FJ196388.1) và E. coli chủng 

P328.10.99.C2 (FJ196386.1). Các kháng sinh sulfonamide từ lâu đã được sử dụng 

nên nhiều vi khuẩn khác nhau kháng với kháng sinh nhóm này đã được báo cáo 

(Guerra et al., 2004; Hoa et al., 2008; Soufi et al., 2011). Cho đến nay, 3 gen 

sul1, sul2 và sul3 liên quan cơ chế kháng sulfonamide đã được xác định (Enne et 

al., 2002; Petersen and Dalsgaard, 2003; Adesoji et al., 2017). Kết quả của 

nghiên cứu này cho thấy hầu hết các chủng vi khuẩn kháng sulfonamide đều 

mang 1 trong 3 gen sul1, sul2 hoặc sul3. Trong đó, gen sul1 thường được phát 

hiện với tỷ lệ cao hơn 2 gen sul2 và sul3 là do gen này là 1 phần trong cấu trúc 

của các integron nhóm 1 (Carattoli, 2001). Kết quả này phù hợp với nghiên cứu 

của Hoa et al. (2008) cho thấy tỷ lệ gen sul1 từ các ao nuôi tôm, kênh trong thành 

phố và các ao nuôi cá ở Việt Nam và 1 số nước châu Á lần lượt là 92%, 72% và 

43%, trong khi gen sul2 (51%, 19% và 20%) và sul3 (14%, 6% và 8%). Tuy 

nhiên, trong nghiên cứu của Infante et al. (2005) cho thấy gen sul2 chiếm tỷ lệ 

cao (15/20 chủng, chiếm 75%), kế đến là gen sul1 (7/20, chiếm 35%) và sul3 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1103700022?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=63&RID=GWFRX6JR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1103700022?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=63&RID=GWFRX6JR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502283?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=89&RID=GWFRX6JR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502278?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=91&RID=GWFRX6JR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1028663844?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=95&RID=GWFRX6JR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1028663812?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=96&RID=GWFRX6JR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502281?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=90&RID=GWFRX6JR014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/24527979?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=23&RID=GWG9THD7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/214027209?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=46&RID=GWG9THD7014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/214027195?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=48&RID=GWG9THD7014
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(1/20 chủng, chiếm 5%) ở vi khuẩn E. coli được phân lập từ phân trẻ con ở 

Bolivia và Peru. 

Cho đến nay, gen sul2 đã được tìm thấy trên nhiều loài vi khuẩn kháng 

sulfonamide trên thế giới và tỷ lệ xuất hiện của gen sul2 thường thấp hơn gen 

sul1. Kết quả nghiên cứu của Adesoji et al. (2017) cho thấy gen sul2 được xác 

định với tỷ lệ là 27,8% trong tổng số 162 chủng vi khuẩn kháng sulfamethoxazole 

thu thập từ các hệ thống phân phối nước uống ở Tây Nam Nigeria, trong khi chỉ 

có 21,16% vi khuẩn cho kết quả dương tính với gen sul1. Tương tự, nghiên cứu 

của Frank et al. (2007) đã xác định được gen sul2 ở 72/78 chủng vi khuẩn thuộc 

họ Enterobacteriaceae (E. coli, K. pneumoniae, C. freundii, Shigella spp. và 

Salmonella spp.) gây bệnh cho người ở Pháp, trong khi gen sul1 được tìm thấy ở 

67/78 chủng. Trong khi đó, kể từ khi gen sul3 lần đầu tiên được phát hiện trên 

plasmid tiếp hợp pVP440 (kich thướt 54 kbp) ở vi khuẩn E. coli gây bệnh trên 

heo ở Thụy sỹ (Perreten and Patrick Boerlin, 2003) thì cho đến nay các báo cáo 

thông tin về sự hiện diện của gen này trên các loài vi khuẩn còn hạn chế. Grape et 

al. (2003) đã xác định gen sul3 từ 2 chủng vi khuẩn E. coli kháng sulfonamide ở 

Thủy Điển. Guerra et al. (2004) lần đầu tiên đã phát hiện gen sul3 ở vi khuẩn các 

chủng vi khuẩn Salmonella phân lập từ các loài thú nuôi và các nguồn thực phẩm 

khác nhau ở Đức. Tương tự, Infante et al. (2005) lần đầu tiên phát hiện gen sul3 

của vi khuẩn E. coli ở Bolivia và Peru. Nghiên cứu của Arabi et al. (2015) cho 

thấy 3 chủng vi khuẩn E. coli phân lập tù các bệnh viện ở Iran mang gen sul3. 

Trong khi đó, kết quả nghiên cứu của Adesoji et al. (2017) cho thấy không có 

chủng vi khuẩn nào có gen sul3 trong tổng số 162/168 chủng vi khuẩn có kiểu 

hình đa kháng thuốc kháng sulfamethoxazole từ các hệ thống phân phối nước 

uống ở Tây Nam Nigeria. Ngoài ra, qua kết quả từ Bảng 4.11&4.12 cũng cho 

thấy có 18 chủng vi khuẩn mang cả 2 gen sul1 và sul2, trong đó vi khuẩn E. 

ictaluri có 7 chủng và A. hydrophila có 11 chủng. Kết quả nghiên cứu này phù 

hợp với báo cáo của Hammerum et al. (2006), Frank et al. (2007), Kashif et al. 

(2013) và Adesoji et al. (2017) cho thấy sự hiện diện đồng thời của 2 gen sul1 và 

sul2 hoặc nhiều hơn 2 gen kháng sulfonamide trên 1 số loài vi khuẩn. Nghiên cứu 

không tìm thấy chủng vi khuẩn mang gen sul1 và sul3 cũng như chủng vi khuẩn 

mang cả 2 gen sul2 và sul3.  
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Hình 4.38: Gen qacEΔ1 của các chủng vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri. 

M: thang chuẩn 1 kbp; giếng 1: đối chứng âm; 2-16: thứ tự các chủng A. hydrophila và E. ictaluri: 2A3, 

3A3, 6A3, 10A3, 11A3, 14A3, A7A3, 20A3, 23A3, 1ED3, 4ED3, 8ED3, 12ED3, 17ED3 và 20ED3. 

 

Hình 4.39: Gen sul1 của các chủng vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri.  
M: thang chuẩn 100 bp plus; giếng 1, 2, 5 và 6: thứ tự các chủng E. ictaluri gồm: 1ED3, 4ED3, 8ED3 và 

12ED3; giếng 9, 11, 16, 17, 19-23: thứ tự các chủng A. hydrophila gồm: 2A3, 3A3, 6A3, 10A3, 11A3, 

14A3, 20A3, 23A3 và 28A3. Giếng 7&8: đối chứng âm; giếng 3, 4, 10, 12, 13, 14 và 15: mẫu âm tính. 

  

Hình 4.40: Gen sul2 của các chủng vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri.  
M: thang chuẩn 100 bp; giếng 1: đối chứng âm; giếng 2-13: thứ tự các chủng A. hydrophila và E. 

ictaluri: 8ED3, 12ED3, 20ED3, 21ED3, 6ED4, 10ED4, 15ED4, 2A3, 10A3, 11A3, 28A3, 31A3. 

 
Hình 4.41: Gen sul3 của các chủng vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri. 

M: thang chuẩn 100 bp plus; giếng 1: đối chứng âm; giếng 5, 6, 7, 9 và 10: mẫu âm tính; giếng 2-14: thứ 

tự các chủng A. hydrophila và E. ictaluri: 1A3, 7A3, 9A3, 33A4, 7ED3, 22ED3, 2ED4 và 29ED4. 

4.6 Sự hiện diện của các gen kháng florfenicol và tetracycline ở 2 loài vi 

khuẩn  

4.6.1 Sự hiện diện của các gen kháng tetracycline ở vi khuẩn E. ictaluri 

và A. hydrophila 

Kết quả điện di cho thấy các gen kháng tetracycline như tetA, tetB, tetC, 

tetG, tetK và tetS đã được phát hiện ở 2 loài vi khuẩn trên (Bảng 4.14). Trong số 

các gen tet được phát hiện thì gen tetA (Hình 4.42) chiếm tỷ lệ cao nhất (66/80 

M    1     2     3    4     5    6    7     8     9   10    11   12  13  14   15   16 

M   1   2   3  4   5   6   7    M   8     9  10   11  12  13  14 15 16   17 18   19  20  21  22  23 

 789 bp 

 287 bp 

 790 bp 

 722 bp 

 M    1   2    3    4   5    6    7    8   9   10  11  12  13  14 

M    1  2    3    4   5    6   7    8  9    10  11 12 13  
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chủng, chiếm 82,5%, gồm 35/40 chủng vi khuẩn A. hydrophila và 31/40 chủng E. 

ictaluri); kế đến là các gen tetG (Hình 4.42) (27/80 chủng, chiếm 33,75%, gồm 

14/40 chủng vi khuẩn A. hydrophila và 13/40 chủng E. ictaluri); gen tetC (Hình 

4.41) (25/80 chủng, chiếm 31,25%, gồm 11/40 chủng vi khuẩn A. hydrophila và 

14/40 chủng E. ictaluri); tetK (Hình 4.43) (7/80 chủng, chiếm 8,75%, gồm 4/40 

chủng vi khuẩn A. hydrophila và 3/40 chủng E. ictaluri) và tetB (Hình 4.40) (7/80 

chủng, chiếm 8,75%, gồm 5/40 chủng vi khuẩn A. hydrophila và 2/40 chủng E. 

ictaluri) và thấp nhất là tetS (Hình 4.44) (6/80 chủng, chiếm 7,5%, gồm 2/40 

chủng vi khuẩn A. hydrophila và 4/40 chủng E. ictaluri). Như vậy, các gen tetD, 

tetE, tetL, tetM, tetO và tet34 không được phát hiện ở các chủng A. hydrophila và 

E. ictaluri trong nghiên cứu này.  

           

Hình 4.42: Phổ điện di sản phẩm PCR của gen tetA ở các chủng vi khuẩn A. 

hydrophila và E. ictaluri. 
M: thang chuẩn 100 bp plus và 100 bp; giếng 1-16 thứ tự các chủng vi khuẩn E. ictaluri kiểm tra: 1ED3, 

2ED3, 3E3, 4ED3, 8E3, 10ED3, 11ED3, 13ED3, 17ED3, 20ED3, 21ED3, 22ED3, 24ED3, 25ED3 và 

28DE3; giếng 17-31 thứ tự các chủng vi khuẩn A. hydrophila kiểm tra: 1A3, 3A3, 6A3, 7A3, 10A3, 11A3, 

14A3, 17A3, 19A3, 25A3, 28A3, 37A3, 38A3, 39A3 và 40A3; giếng 7: mẫu vi khuẩn âm tính với tetA 

(chủng 7E3) và giếng 32: đối chứng âm. 

 

 
Hình 4.43: Phổ điện di sản phẩm PCR của gen tetB ở các chủng vi khuẩn A. 

hydrophila và E. ictaluri 
M: thang chuẩn 100 bp plus; giếng 1: đối chứng âm; giếng 2-8 thứ tự các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila kiểm tra lần lượt là 3ED3, 13ED3, 1A3, 25A3, 39A3, 9A4 và 25A4.  

  
Hình 4.44: Phổ điện di sản phẩm PCR của gen tetC ở các chủng vi khuẩn A. 

hydrophila và E. ictaluri 
M: thang chuẩn 100 bp; giếng 1-14 thứ tự các chủng vi khuẩn E. ictaluri kiểm tra: 1ED3, 5ED3, 7ED3, 

20ED3, 26ED3, 28ED3, 15ED4, 28ED4, 31ED4, 35ED4 và 37ED4; giếng 16-28 thứ tự các chủng vi 

khuẩn A. hydrophila kiểm tra: 2A3, 4A3,17A3, 25A3, 28A3, 38A3, 1A4, 10A4, 26A4, 32A4 và 33A4; giếng 

9, 26 và 27: mẫu âm tính và giếng 15: mẫu đối chứng âm. 

957 bp 

16 15 14 13 12 11 10 9   8  7   6   5   4   3  2   1  M  M 17 18  19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32   

 M   1   2   3    4   5    6  7   8    9   10 11 12  13 14 15     M 16 1718 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28   

    589 bp 

  436 bp 

 M        1       2       3       4       5       6        7       8   
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Hình 4.45: Phổ điện di sản phẩm PCR của gen tetG ở các chủng vi khuẩn A. 

hydrophila và E. ictaluri. 
M: thang chuẩn 100 bp; giếng 1-15 thứ tự các chủng vi khuẩn A. hydrophila kiểm tra: 2A3, 4A3, 6A3, 

17A3, 23A3, 28A3, 34A3, 39A3, 5A4, 18A4, 29A4, 31A4 và 33A4; giếng 16-31 thứ tự các chủng vi khuẩn 

E. ictaluri kiểm tra: 2ED3, 4ED3, 6ED3, 8ED3, 16ED3, 2ED4, 3ED4, 14ED4, 19ED4, 27ED4, 29ED4, 

31E4 và 33ED4; giếng 15 và 16: đối chứng âm; giếng 28 và 29: mẫu âm tính.  

 
Hình 4.46: Phổ điện di sản phẩm PCR của gen tetK ở các chủng vi khuẩn A. 

hydrophila và E. ictaluri. 
M: thang chuẩn 100 bp plus; giếng 1: đối chứng âm; giếng 7, 8, 9, 12, 13, 15, và 16: thứ tự các chủng vi 

khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri: 3A3, 5A3, 17A4, 30A4, 25ED3, 28ED4 và 30ED4; giếng 2, 3, 4, 5, 6, 

10, 11 và 14: các mẫu âm tính.  

 
Hình 4.47: Phổ điện di sản phẩm PCR của gen tetS ở các chủng vi khuẩn A. 

hydrophila và E. ictaluri. 
M: thang chuẩn 100 bp; giếng 1: đối chứng âm; giếng 3-8 thứ tự các chủng vi khuẩn A. hydrophila và E. 

ictaluri lần lượt là 5A3, 22A4, 16ED3, 25ED3, 19ED4, 28ED4 và 30ED4; giếng 2: mẫu âm tính. 

 

Đặc biệt, qua kết quả tổng hợp từ Bảng 4.14 cho thấy 1 số chủng vi khuẩn A. 

hydrophila và E. ictaluri có nhiều hơn 1 gen tet trong bộ gen của chúng, cụ thể 

đối với các chủng vi khuẩn E. ictaluri thì có 7 chủng mang 2 gen tetA-C, 9 chủng 

mang 2 gen tetA-G, 2 chủng mang 2 gen tetA-B, 3 chủng mang 2 gen tetG-S, 2 

chủng mang 2 gen tetC-G, 2 chủng mang 2 gen tetK-S và 1 chủng mang 3 gen 

tetA-G-S (Bảng 14). Đối với các chủng vi khuẩn A. hydrophila thì các chủng 

mang gen như sau: 4 chủng mang 2 gen tetA-B, 8 chủng mang 2 gen tetA-C, 10 

chủng mang 2 gen tetA-G, 4 chủng mang 2 gen tetA-K, 1 chủng mang 2 gen 

tetA-S, 1 chủng mang 2 gen tetB-C, 5 chủng mang 2 gen tetC-G và 3 chủng mang 

3 gen tetA-C-G (Bảng 4.14).  

         15 14  13  12 11 10  9  8  7  6  5 4 3 2  1  M    M 16  17  18  19  20  21  22  23  24  25  26 27 28 29 30 31 

  645 bp 

M   1   2   3   4   5   6   7   8    9  10 11 12  13 14 15  16     

  718 bp 

 M     1       2     3      4      5      6      7      8     

  660 bp 
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Bảng 4.14: Sự hiện diện các gen kháng florfenicol và tetracycline ở các chủng vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila. 

TT Chủng 

vi khuẩn 

Kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn  Gen 

IntI1 

Gen 

floR 

tet

A 

tet

B 

tet

C 

tet

D 

tet

E 

tet

G 

tet

K 

tet

L 

tet

M 

tet

O 

tet

S 

tet

34 

1 1ED3 CFL-CTX-CHL-FFC-ENR-DOX-TET-NEO-STR-

SXT 

+ + + - + - - - - - - - - - 

2 2ED3 AMO-CHL-FFC-ENR-TET-NEO-STR-GEN-SXT - - + - - - - + - - - - - - 

3 3ED3 CTX-FFC-ENR-TET-STR-GEN-SXT - + + + - - - - - - - - - - 

4 4ED3 AMO-AMP-CFL-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-

DOX-TET-NEO-GEN-SXT 

+ + + - - - - + - - - - - - 

5 5ED3 CFL-CTX-CHL-FFC-ENR-DOX-TET-NEO-STR-

SXT 

- + - - + - - - - - - - - - 

6 6ED3 AMP-CFL-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-STR-

GEN-SXT 

- + - - - - - + - - - - - - 

7 7ED3 CFL-CTX-CHL-FFC-ENR-NOR-DOX-TET-NEO-

GEN-SXT 

+ + + - + - -  - - - - - - 

8 8ED3 CFL-CHL-FFC-ENR-TET-NEO-STR-SXT + - + - - - - + - - - - - - 

9 11ED3 FFC-STR-SXT + + + - - - - - - - - - - - 

10 12ED3 CHL-FFC-TET-STR-NEO-SXT + + + - - - - - - - - - - - 

11 13ED3 CHL-FFC-DOX-TET-STR-SXT + + + + - - - - - - - - - - 

12 16ED3 AMO-AMP-CTX-FFC-CIP-ENR-DOX-NEO-

STR-GEN-SXT 

- + - - - - - + - - - - + - 

13 17ED3 CFL-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-NEO-

STR-GEN-SXT 

+ + + - - - - - - - - - - - 

14 20ED3 AMP-CHL-FFC- ENR-NOR-TET-NEO-S-SXT + - + - + - -  - - - - - - 

15 21ED3 AMP-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-STR-

GEN-SXT 

+ + + - - - - - - - - - - - 

16 22ED3 CHL-FFC-CIP-TET-SXT + + + - - - - - - - - - - - 

17 24ED3 AMO-CFL-CHL-FFC-ENR-STR-SXT - + + - - - - - - - - - - - 

18 25ED3 AMO-AMP-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-

STR-GEN-SXT 

- + - - - - - - + - - - + - 

19 26ED3 CFL-CHL-FFC-ENR-NOR-TET-STR-SXT - + - - + - - - - - - - - - 
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TT Chủng 
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tet

M 

tet

O 
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S 
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34 

20 28ED3 CHL-FFC-ENR-TET-STR-NEO-SXT - + + - + - - - - - - - - - 

21 30ED3 CTX-CHL-FFC-ENR-NOR-TET-STR-SXT - + + - - - - - - - - - - - 

22 2ED4 AMP-CHL-FFC-TET-STR-GEN-SXT + - + - - - - + - - - - - - 

23 3ED4 CHL-FFC-TET-STR-SXT + + + - - - - + - - - - - - 

24 6ED4 CHL-FFC-TET-STR-SXT + + + - - - - - - - - - - - 

25 10ED4 CHL-FFC-ENR-TET-SXT + + + - - - - - - - - - - - 

26 14ED4 CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-SXT - + + - - - - + - - - - - - 

27 15ED4 CHL-FFC-TET-STR-SXT + + + - + - - - - - - - - - 

28 17ED4 AMP-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-STR-

SXT 

+ + + - - - - - - - - - - - 

29 19ED4 CFL-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-STR-

GEN-SXT 

+ + + - - - - + - - - - + - 

30 25ED4 CHL-FFC-ENR-NOR-TET-STR-GEN-SXT + - + - - - - - - - - - - - 

31 26ED4 CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-NEO-STR-SXT + + + - - - - - - - - - - - 

32 27 ED4 AMP-CTX-CHL-FFC- CIP-ENR-NOR-TET-GEN-

SXT 

- + - - + - - + - - - - - - 

33 28 ED4 CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-STR-GEN-SXT - + - - - -   + - - - + - 

34 29ED4 AMP-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-NEO-

GEN-SXT 

+ + + - - - - + - - - - - - 

35 30 ED4 AMO-CFL-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-

NEO-GEN-SXT 

- + - - - - -  + - - - + - 

36 31 ED4 AMO-CTX-CHL-FFC-ENR-TET-NEO-GEN-SXT - - - - + - - + - - - - - - 

37 32ED4 CHL-FFC-CIP-TET-STR-GEN-SXT + + + - - - -  - - - - - - 

38 33ED4 CHL-FFC-TET-NEO-STR-GEN-SXT + + + - - - - + - - - - - - 

39 35ED4 CHL-FFC- ENR-NOR-DOX-TET-SXT - + + - + - - - - - - - - - 

40 37ED4 CHL-FFC-CIP-TET-STR-SXT - + + - + - - - - - - - - - 

41 1A3 AMP-AMO-CFL-CTX-CHL-FFC-TET-SXT + + + + - - - - - - - - - - 

42 2A3 AMP-AMO-CFL-TET-NEO-SXT + - - - + - - + - - - - - - 

43 3A3 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-NEO-SXT + + + - - - -  + - - - - - 



 

                                                                                                                                                  131 

TT Chủng 

vi khuẩn 

Kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn  Gen 

IntI1 

Gen 

floR 

tet

A 

tet

B 

tet

C 

tet

D 

tet

E 

tet

G 

tet

K 

tet

L 

tet

M 

tet

O 

tet

S 

tet

34 

44 4A3 AMP-AML-CL-TE-CN-SXT - - - - + - - + - - - - - - 

45 5A3 AMP-AML-CL-C-FFC-TE-CN-SXT - + - - - - -  + - - - + - 

46 6A3 AMP-AMO-CFL- TET-NEO-SXT + - + - - - - + - - - - - - 

47 7A3 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-SXT + + + - - - -  - - - - - - 

48 10A3 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC- TET-NEO-SXT + + + - - - - + - - - - - - 

49 11A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT + + + - - - -  - - - - - - 

50 14A3 AMP-AMO-CFL- CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-

DOX-TET-NEO-GEN-SXT 

+ + + - - - - - - - - - - - 

51 17A3 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-NEO-SXT + + - - + - - + - - - - - - 

52 19A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT + + + - - - - - - - - - - - 

53 20A3 AMP-AMO-CFL-CHL-TET-STR-SXT  + - + - - - - - - - - - - - 

54 23A3 AMP-AMO-CFL-CHL-TET-SXT + - + - - - - + - - - - - - 

55 25A3 AMP-AMO-CFL-FFC-SXT + + + + + - - - - - - - - - 

56 28A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT + + + - + - - + - - - - - - 

57 31A3 AMP-AMO-CFL- TET-SXT + - + - - - - - - - - - - - 

58 34A4 AMP-AMO-CFL-CHL-CIP-ENR-NOR-TET-

NEO-GEN-SXT 

+ - + - - - - + - - - - - - 

59 37A4 AMP-AMO-CFL-FFC-ENR-DOX-TET-SXT + + + - - - - - - - - - - - 

60 38A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-NOR-TET-SXT + + +  + - - - - - - - - - 

61 39A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT + + - + - - - + - - - - - - 

62 40A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-NEO-SXT + + + - - - - - - - - - - - 

63 1A4 AMP-AMO-CFL-TET-SXT + - + - + - - - - - - - - - 

64 2A4 AMP-AMO-CFL-CTX-FFC-TET-NEO-STR-

GEN-SXT 

+ + + - - - - - - - - - - - 

65 5A4 AMP-AMO-CFL-TET-NEO-SXT + - + - - - - + - - - - - - 

66 9A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-ENR-NOR-TET-

NEO-SXT 

+ + + + - - - - - - - - - - 

67 10A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-ENR-TET-NEO-SXT + + + - + - - - - - - - - - 

68 13A4 AMP-AMP-CFL-TET-NEO-SXT + - + - - - - - - - - - - - 
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69 17A4 AMP-AMP-CFL-CHL-FFC-TET-NEO-SXT + + + - - - - - + - - - - - 

70 18A4 AMP-AMO-CFL-NEO-SXT + - + - - - - + - - - - - - 

71 22A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-NEO-SXT + + + - - - - - - - - - + - 

72 23A4 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT + + + - - - - - - - - - - - 

73 25A4 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-NEO-GEN-SXT + + + + - - - - - - - - - - 

74 26A4 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT + + + - + - - - - - - - - - 

75 28A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-NEO-STR-

NEO-SXT 

+ + + - - - - - - - - - - - 

76 29A4 AMP-AMO-CFL-FFC-DOX-TET-NEO-SXT + + + - - - - + - - - - - - 

77 30A4 AMP-AMO-CFL-CIP-NOR-TET-NEO-STR-GEN-

SXT 

+ - + - - - - - + - - - - - 

78 31A4 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-NEO-GEN-SXT + + + - - - - + - - - - - - 

79 32A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-NOR- TET-NEO-

STR-GEN-SXT 

+ + + - + - - - - - - - - - 

80 33A4 AMP-AMO-CFL-TET-NEO-STR-GEN-SXT + - + - + - - + - - - - - - 
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Ngoài ra, để xác định lại tính chính xác của phản ứng PCR thì nghiên cứu 

chọn 1 số mẫu dương tính với các tetA, tetB, tetC, tetG, tetK và tetS từ 2 loài vi 

khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila để giải trình tự (Phụ lục S7). Kết quả Blast trên 

cơ sở dữ liệu NCBI cho thấy trình tự của các gen tetA (Phụ lục S7A) trong nghiên 

cứu tương đồng 98-99% với gen tetA gen của vi khuẩn V. cholerae V21 (NG 

048155.1) và P. aeruginosa RP4 (NG 048148.1). Gen tetB (Phụ lục S7B) tương 

đồng 98-99% với gen tetB của vi khuẩn Clostridium perfringens (AY304476.1). 

Gen tetC (Phụ lục S7C) tương đồng 98-100% với gen tetC của vi khuẩn Yersinia 

ruckeri chủng Y9 (KY001929.1), Chlamydia suis R27 (NG048178.1), A. 

salmonicida pRAS3.2 (NG 048177.1), S. enterica subsp. enterica serovar 

Typhimurium R46 (NG 048175.1) và vi khuẩn Francisella tularensis LVS pOM1 

(NG 048174.1). Gen tetG (Phụ lục S7D) tương đồng 96-100% với gen tetG của vi 

khuẩn Pseudomonas sp. plasmid pPSTG1 (AF133139.1), Brevundimonas sp. PB-

P1-8 (DQ910312.1) và vi khuẩn Ochrobactrum sp. LM2-P1-53 (EF055280.1). 

Gen tetK (Phụ lục S7E) tương đồng 98-99% với gen tetK của vi khuẩn S. aureus 

pT181  (NG 048200.1), Nocardia seriolae (AB511891.1), Mycobacterium 

fortuitum (S74032.1), Prevotella intermedia chủng 345.2M (KX034800.1), S. 

hominis (KX098501.1), S. xylosus (KX098500.1), S. epidermidis ( KX098499.1) 

và vi khuẩn S. lugdunensis ( KX098498.1) và gen tetS (Phụ lục S7F) tương đồng 

99-100% với gen tetS của vi khuẩn Lactococcus garvieae pKL0018 (NG 

048277.1), Streptococcus thermophilus E2 (NG 048276.1), Streptococcus 

intermedius (NG 048275.1), Lactococcus lactis subsp. lactis K214 pK214 (NG 

048274.1), Listeria monocytogenes (NG 048273.1) và vi khuẩn Enterococcus 

faecalis chủng WBH16 (JN980097.1). 

TET thuộc nhóm kháng sinh phổ rộng, được sử dụng phổ biến trong lĩnh 

vực thú ý và NTTS ở nhiều nước trên thế giới, bao gồm Việt Nam để kiểm soát 

các nguồn bệnh do vi khuẩn (Smith et al., 1994; Schwarz et al., 2001; Miranda et 

al., 2003). Do đó, nhiều nghiên cứu cho thấy vi khuẩn đã kháng với nhiều loại 

kháng sinh nhóm này (Boerlin et al., 2005; Costa et al., 2008; Van et al., 2007, 

2008). Nhiều gen tet mã hóa cho các loại protein tham gia vào các cơ chế đề 

kháng tetracycline của vi khuẩn đã được xác định. Hiện tại, có hơn 40 gen kháng 

TET đã được xác định và giải trình tự (Chopra et al., 2001; Roberts, 2005; Brown 

et al., 2008). Tuy nhiên, 3 trong số các gen kháng TET thường gặp nhất là tetA, 

tetB và tetC (Roberts, 2005).  

Ở vi khuẩn E. ictaluri, các thông tin về gen kháng TET của vi khuẩn này 

trên thế giới và ở Việt Nam còn rất hạn chế. Trong nghiên cứu này, các gen tetA, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1067909210?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=GU9RVNRT015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1067909210?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=3&RID=GU9RVNRT015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502311?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=GU9RVNRT015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/32815050?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GUAKXUSC015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1120595591?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=59&RID=GUBS4NR001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502333?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=80&RID=GUBS4NR001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502332?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=81&RID=GUBS4NR001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502330?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=82&RID=GUBS4NR001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502329?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=83&RID=GUBS4NR001R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4585568?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=GUCCPEG5014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502349?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=62&RID=GUD3YH8P014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/252972519?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=66&RID=GUD3YH8P014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/693736?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=71&RID=GUD3YH8P014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1025017440?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=72&RID=GUD3YH8P014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1124070642?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=73&RID=GUD3YH8P014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1124070640?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=74&RID=GUD3YH8P014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1124070637?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=75&RID=GUD3YH8P014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1124070635?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=76&RID=GUD3YH8P014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502426?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=GUFFZUKP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502426?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=4&RID=GUFFZUKP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502425?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=GUFFZUKP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502424?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=6&RID=GUFFZUKP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502423?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=7&RID=GUFFZUKP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502423?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=7&RID=GUFFZUKP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502422?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=8&RID=GUFFZUKP014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/380040898?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=13&RID=GUFFZUKP014
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tetB, tetC, tetG, tetK và tetS đã được phát hiện ở 2 loài vi khuẩn trên (Bảng 4.14). 

Trong số các gen tet được phát hiện thì tetA chiếm tỷ lệ cao nhất (82,5%). Sự 

hiện diện của gen tetA mã hóa cho cơ chế bơm đẩy trong cơ chế kháng TET của 

vi khuẩn đã được nhiều tác giả báo cáo (Miranda et al., 2003; Dang et al., 2007; 

Balassiano et al., 2007; Agersɵ and Sandvang, 2005; Chenia and Vietze, 2012). 

Nghiên cứu của Dung et al. (2009) cũng chỉ phát hiện được gen tetA trong số 8 

chủng vi khuẩn E. ictaluri kháng tetracycline phân lập từ cá tra bệnh gan thận mủ 

ở ĐBSCL. Đặc biệt, gen tetA trong nghiên cứu trên là gen nằm trên plasmid 

không tương hợp nhóm K (incK). Ở Úc, nghiên cứu của Akinbowale et al. (2007) 

cho thấy vi khuẩn E. tarda cũng có mang các gen tetA và tetM. Trong khi đó, 

nghiên cứu của Jun et al. (2004) cho thấy ngoài tetB và tetG thì tetA và tetD là 2 

kiểu gen xuất hiện nhiều nhất ở vi khuẩn E. tarda phân lập từ các trại nuôi cá ở 

Hàn Quốc với tỷ lệ lần lượt là 55% và 45% và đây là 2 tet luôn luôn hiện diện 

trên các plasmid di động (mobile plasmid). Tương tự với nghiên cứu này, Sun et 

al. (2009) cũng phát hiện tetA ở vi khuẩn E. tarda nằm trên plasmid tiếp hợp 

(conjugative plasmid) và chúng có thể truyền sang vi khuẩn Pseudomonas sp. và 

E. coli.  

Theo Boerlin et al. (2005) thì đa số các chủng vi khuẩn E. coli phân lập từ 

heo tiêu chảy tại Canada có mang các gen kháng tetracycline với tỷ lệ như sau 

tetA (89%), tetB (12%) và tetC (1%). Ngoài ra, các gen tetA, tetB và tetC cũng 

được tìm thấy ở các chủng vi khuẩn E. coli được phân lập từ các nguồn khác như 

chó, mèo (Costa et al., 2008) và trên cá (Van et al., 2008). Tuy nhiên, gen tetA 

trên vi khuẩn Aeromonas trong NTTS còn ít công trình nghiên cứu (Jacobs and 

Chenia, 2007; Akinbowale et al., 2007), đặc biệt là trên cá tra nuôi ở Việt Nam. Ở 

Mỹ, nghiên cứu của DePaola et al. (1988) cho thấy 35% vi khuẩn A. hydrophila 

kháng oxytetracycline mang tetA. Tương tự nghiên cứu này, nghiên cứu của 

Akinbowale et al. (2007) ở Úc cũng cho thấy các vi khuẩn Aeromonas sp., A. 

hydrophila, A. veronii spp. sobria và A. hydrophila spp. dhakensis cũng mang 

gen tetA. Trên cá hồi ở Đan Mạch, các vi khuẩn thuộc giống Aeromonas được 

phân lập cũng có sự hiện diện của gen tetA hoặc gen tetE (Schmidt et al., 2001a).     

Trong nghiên cứu này, kết quả khảo sát bước đầu cho thấy các gen tet như 

tetD, tetE, tetL, tetM, tetO và tet34 không được phát hiện ở các chủng A. 

hydrophila và E. ictaluri kháng TET được kiểm tra. Tuy nhiên, nhiều nghiên cứu 

cho thấy sự đa dạng và phong phú của các gen này trên nhiều loài vi khuẩn trong 

tự nhiên (Aarestrup et al., 2000; Chee-Sanford et al., 2001; Schmidt et al., 2001a; 

Jun et al., 2004; Dang et al., 2007; Chenia and Vietze, 2012; Ryu et al., 2012). 
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Nghiên cứu của DePaola et al. (1988) đã xác định gen tetD hoặc tetE từ các loài 

vi khuẩn Gram âm trên cá da trơn kháng với TET. Theo Furushita et al. (2003) và 

Nawaz et al. (2006, 2008) thì phần lớn các vi khuẩn kháng TET phân lập từ cá 

thu (tuna) và cá da trơn chứa gen tetB. Các gen tetB, tetD, tetE hoặc tetM còn 

được tìm thấy trên vi khuẩn Vibrio phân lập từ nước nuôi hải sản ở Trung Quốc 

(Dang et al., 2009). Tương tự, nghiên cứu của Nawaz et al. (2012) cho thấy vi 

khuẩn Klebsiella spp. phân lập từ tôm nhập khẩu của Thái Lan mang nhiều gen 

tetB (92%) hơn so với gen tetD (43%). Nghiên cứu sự đa dạng của các gen kháng 

tetracycline trên vi khuẩn từ các nguồn NTTS ở Úc của Akinbowale et al. (2007) 

cho thấy gen tetM hiện diện phổ biến nhất (50%), kế đến là các gen tetE, tetA và 

tetD với tỷ lệ xuất hiện lần lượt là 45%, 35% và 15%.    

4.6.2 Sự hiện diện của các gen kháng florfenicol ở vi khuẩn E. ictaluri và 

A. hydrophila 

Sự hiện diện của các gen kháng florfenicol (floR gene) ở vi khuẩn E. ictaluri 

và A. hydrophila cũng được xác định bằng kỹ thuật PCR với cặp mồi đặc hiệu 

được trình bày ở Bảng 3.3. Kết quả điện di cho thấy 100% (29/29) chủng vi 

khuẩn A. hydrophila có kiểu hình kháng florfenicol cho phản ứng dương tính với 

gen floR khi xuất hiện vạch ADN ở kích thước là 215 bp (Hình 4.48). Trong khi 

đó, các chủng vi khuẩn nhạy với florfenicol (11/40 chủng, chiếm 27,50%) thì 

không phát hiện sản phẩm PCR sau khi điện di trên gel agarose. Đối với các 

chủng vi khuẩn E. ictaluri thì qua kết quả PCR cho thấy tỷ lệ vi khuẩn có sự hiện 

diện các gen floR (Hình 4.48) cao hơn vi khuẩn A. hydrophila với 35/40 chủng 

dương tính (chiếm tỷ lệ 87,5%). Theo Singer et al. (2004) thì có mối tương quan 

giữa kiểu hình và kiểu gen kháng florfenicol ở vi khuẩn E. coli. Tuy nhiên, kết 

quả của nghiên cứu này cho thấy có 5/40 chủng vi khuẩn E. ictaluri kháng với 

florfenicol nhưng cho kết quả âm tính với gen floR trong phản ứng PCR. Kết quả 

này có thể giải thích là ngoài gen floR đã biết thì có thể ở các chủng vi khuẩn 

trong nghiên cứu này mang gen kháng florfenicol khác. Cho đến nay, ngoài gen 

floR thì 2 gen kháng florfenicol khác là cfr và fexA đã được phát hiện ở vi khuẩn 

Staphylococcus lentus và S. sciuri (Schwarz et al., 2000; Kehrenberg and 

Schwarz, 2004). Do đó, các nghiên cứu tiếp theo cần thực hiện để làm sáng tỏ vấn 

đề này. Tương tự, các chủng E. ictaluri nhạy với florfenicol thì gen floR không 

được khuếch đại bằng kỹ thuật PCR. Ngoài ra, để xác định lại tính chính xác của 

phản ứng PCR thì nghiên cứu chọn 2 mẫu dương tính với gen floR từ vi khuẩn E. 

ictaluri và A. hydrophila để giải trình tự (Phụ lục S8). Kết quả Blast trên cơ sở dữ 

liệu NCBI cho thấy trình tự của các gen floR trong nghiên cứu tương đồng 98-
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99% với gen floR của vi khuẩn E. coli AR060302 (NG 047878.1), Pasteurella 

multocida pCCK1900 (NG 047873.1), K. pneumoniae R55 (NG 047865.1), V. 

cholerae MO10 (NG 047864.1), Bordetella bronchiseptica (NG 047873.1) và 

Bibersteinia trehalosi pCCK13698 (NG 047871.1). 

  

Hình 4.48: Phổ điện di sản phẩm PCR của gen kháng florfenicol ở vi khuẩn E. 

ictaluri và A. hydrophila. 
M: thang chuẩn 100 bp plus; giếng 1-15: thứ tự các  chủng vi khuẩn E. ictaluri: 1ED3, 3ED3, 4ED3, 

5ED3, 6ED3, 7ED3, 12ED3, 13ED3, 16ED3, 17ED3, 22ED3, 24ED3, 25ED3, 26ED3, 28ED3 và 30ED3. 

Giếng 16-31: thứ tự các chủng vi khuẩn A. hydrophila: 1A3, 3A3, 5A3, 7A3, 10A3, 11A3, 14A3, 17A3, 

19A3, 25A3, 28A3, 37A3, 38A3, 39A3 và 40A3. 

Cho đến nay, gen floR ít được nghiên cứu trong NTTS và trên các môi 

trường tự nhiên (Dang et al., 2007). Hiện tại, hầu hết các nghiên cứu về gen floR 

đều tập trung vào vi khuẩn E. coli và 1 số vi khuẩn khác (Kim and Aoki, 1996; 

Briggs and Fratamico, 1999; Bolton et al., 1999; Keyes et al., 2000; Doublet et 

al., 2005; Blickwede and Schwarz, 2004; Kuo et al., 2009; Kadlec et al., 2008; 

Fernández-Alarcón et al. (2010). Lần đầu tiên trong nghiên cứu này, gen floR 

được tìm thấy ở vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri gây bệnh trên cá tra ở 

ĐBSCL. Tuy nhiên, sự hiện diện của gen floR ở A. hydrophila thấp hơn vi khuẩn 

E. ictaluri (Bảng 4.14). Nghiên cứu gần đây của Dang et al. (2007) trên vi khuẩn 

thuộc các loài Vibrio và Pseudoalteromos kháng oxytetracycline từ môi trường 

nuôi hải sản ở Trung Quốc, tác giả đã tìm thấy sự hiện diện của các gen floR ở 1 

số chủng của 2 loài vi khuẩn này. Nghiên cứu của Gordon et al. (2008) cũng tìm 

thấy gen floR ở vi khuẩn A. bestiarum và gen này liên kết với các gen kháng TET. 

Một nghiên cứu khác gần đây của Fernández-Alarcón et al. (2010) cũng phát hiện 

gen floR từ nhiều loài vi khuẩn hình que, Gram âm khác nhau phân lập từ các trại 

nuôi cá hồi nước ngọt ở Chile. Nghiên cứu của Türe and Alp (2016) cũng đã xác 

định gen floR ở vi khuẩn Vibrio fluvialis và Lactococcus garvieae gây bệnh trên 

cá hồi ở Thổ Nhĩ Kỳ. 

4.7 Sự hiện diện của các plasmid ở vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila  

4.7.1 Sự hiện diện của các plasmid ở vi khuẩn E. ictaluri 

24 chủng vi khuẩn E. ictaluri dương tính với các integron nhóm 1 cũng được 

khảo sát sự hiện diện của các plasmid. Kết quả điện di cho thấy 20/24 chủng 

215 bp 

M   1   2   3  4   5   6   7   8   9  10  11  12 13 14 15    M 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1035502061
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502061?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=45&RID=GU81GFM0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502056?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=48&RID=GU81GFM0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502048?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=53&RID=GU81GFM0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502047?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=54&RID=GU81GFM0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502056?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=48&RID=GU81GFM0015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1035502054?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=49&RID=GU81GFM0015
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(chiếm 83,33%) trong tế bào của chúng đều có 2 plasmid với kích thước khoảng 4 

kbp và 5 kbp (Hình 4.49) và chỉ có 4/24 (chiếm 16,67%) chủng trong tế bào của 

chúng cũng có 2 plasmid nhưng với kích thước lớn hơn, khoảng 5 kbp và 6 kbp 

(Hình 4.49). Số lượng và kích thước của các plasmid ở các chủng vi khuẩn E. 

ictaluri được trình bày chi tiết ở Bảng 4.15. 

 

Hình 4.49: Kết quả điện di plasmid các chủng vi khuẩn E. ictaluri. 

M: thang chuẩn HyperLadderTM 1kb; giếng 1-11: thứ tự các chủng E. ictaluri là 1ED3, 4ED3, 7ED3, 

8ED3, 11ED3, 12ED3, 13ED3, 17ED3, 20ED3, 21ED3 và 22ED3. 

 Nghiên cứu plasmid của vi khuẩn E. ictaluri đã được 1 số tác giả đề cập 

trước đây (Speyerer and Boyle, 1987; Newton et al., 1988; Reid and Boyle, 1989; 

Lobb et al., 1993; Bartie et al., 2012). Nhìn chung, hầu hết các báo cáo cho thấy 

vi khuẩn E. ictaluri thường có plasmid có kích thước nhỏ hơn 10 kbp (Abbott and 

Janda, 2006). Kết quả khảo sát các chủng vi khuẩn E. ictaluri trong nghiên cứu 

này cũng cho thấy kích thước plasmid vi khuẩn dao động từ 4-6 kbp và đa số các 

chủng phân lập có 2 plasmid trong tế bào của chúng (Lobb and Rhoades, 1987; 

Fernandez et al., 2001). Nghiên cứu của Hawke et al. (2013) cho thấy vi khuẩn E. 

ictaluri phân lập từ cá ngựa vằn (Danio rerio) 3,5 và 4,0 kbp (6 chủng) và 4,0-4,5 

kbp (7 chủng). Tương tự, kết quả nghiên cứu của Suanyuk et al. (2014) cho thấy 

các chủng vi khuẩn E. ictaluri phân lập từ loài cá lai giữa loài Clarias 

macrocephalus (Gunther) và Clarias gariepinus (Burchell) cũng có 2 plamid với 

kích thước là 4,0 kbp và 5,6 kbp trong tế bào của chúng.  

4.7.2 Sự hiện diện của các plasmid ở vi khuẩn A. hydrophila  

Tương tự, kết quả điện di plasmid của 38 chủng vi khuẩn A. hydrophila 

dương tính với các integron nhóm 1 cho thấy đa phần các chủng vi khuẩn A. 

hydrophila được kiểm tra có 2 plasmid trong tế bào của chúng (20/38 chủng, 

chiếm 52,63%) (Bảng 4.16 và Hình 4.50), kế đến là các chủng có 3 plasmid trong 

tế bào (8/38 chủng, chiếm 21,05%), có 6/38 chủng (chiếm 15,79%) có 1 plasmid 

và 4/38 chủng (chiếm 10,53%) có 4 plasmid trong tế bào (Bảng 4.16 và Hình 

4.50). Ngoài ra, qua Hình 4.50 cho thấy hầu hết các chủng A. hydrophila trong 

nghiên cứu đều có plasmid với kích thước lớn hơn 10 kbp. Tuy nhiên, cũng có 1 

số chủng vi khuẩn như 3A3, 23A3, 10A4, 18A4, 25A4 có kích thước rất nhỏ với 
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trọng lượng khoảng 2,5 kbp và 4 kbp (Hình 4.50). Số lượng và kích thước của các 

plasmid ở các chủng vi khuẩn A. hydrophila được trình bày chi tiết ở Bảng 4.16. 

Bảng 4.15: Số lượng và kích thước plasmid ở các chủng vi khuẩn E. ictaluri 

Chủng 

vi khuẩn 
Kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn 

Số 

lượng  
~4 

kbp 

~5 

kbp 

~6 

kbp 

1ED3 CFL-CTX-CHL-FFC-ENR-DOX-TET-NEO-

STR-SXT 

 2  X X 

4ED3 AMO-AMP-CFL-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-

NOR-DOX-TET-NEO-GEN-SXT 

2 X X  

7ED3 CFL-CTX-CHL-FFC-ENR-NOR-DOX-TET-

NEO-GEN-SXT 

2 X X  

8ED3 CFL-CHL-FFC-ENR- TET-NEO-STR-SXT 2 X X  

11ED3 FFC-STR-SXT 2 X X  

12ED3 CHL-FFC-TET-STR-NEO-SXT 2 X X  

13ED3 CHL-FFC-DOX-TET-STR-SXT 2 X X  

17ED3 CFL-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-

NEO-STR-GEN-SXT 

2 X X  

20ED3 AMP-CHL-FFC- ENR-NOR- TET-NEO-S-

SXT 

2 X X  

21ED3 AMP-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-

STR-GEN-SXT 

2 X X  

22ED3 CHL-FFC-CIP-TET-SXT 2  X X 

2ED4 AMP-CHL-FFC-TET-STR-GEN-SXT 2 X X  

3ED4 CHL-FFC-TET-STR-SXT 2 X X  

6ED4 CHL-FFC-TET-STR-SXT 2 X X  

10ED4 CHL-FFC-ENR-TET-SXT 2 X X  

15ED4 CHL-FFC-TET-STR-SXT 2 X X  

17ED4 AMP-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-

STR-SXT 

2 X X  

19ED4 CFL-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-

STR-GEN-SXT 

2 X X  

25ED4 CHL-FFC-ENR-NOR-TET-STR-GEN-SXT 2 X X  

26ED4 CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-NEO-STR-

SXT 

2 X X  

29ED4 AMP-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-

NEO-GEN-SXT 

2  X X 

32ED4 CHL-FFC-CIP-TET-STR-GEN-SXT 2  X X 

33ED4 CHL-FFC-TET-NEO-STR-GEN-SXT 2 X X  

35ED4 CHL-FFC- ENR-NOR-DOX-TET-SXT 2 X X  
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Hình 4.50: Kết quả điện di plasmid các chủng vi khuẩn A. hydrophila. 

M: thang chuẩn HyperLadderTM 1kb; giếng 2-11: thứ tự các chủng A. hydrophila là 1A3, 2A3, 3A3, 

6A3, 7A3, 10A3, 11A3, 14A3, 17A3 và 19A3; giếng 1: đối chứng âm.  

 Như vậy, qua các kết quả trên cho thấy kích thước plasmid của các chủng vi 

khuẩn A. hydrophila trong nghiên cứu phù hợp với các nghiên cứu trước đây của 

nhiều tác giả (Shome et al., 2001; Majumdar et al., 2007; Younes et al., 2015). 

Tuy nhiên, kích thước plasmid của các chủng vi khuẩn A. hydrophila trong 

nghiên cứu này thì nhỏ hơn so với kích thước của các plasmid đã được báo cáo 

trước đây. Majumdar et al. (2006) đã phân lập các chủng vi khuẩn A. hydrophila 

từ cá trê (Clarias batrachus) ở Ấn Độ bị hội chứng lở loét (ulcerative disease 

syndrome, UDS) có plasmid trong tế bào với kích thước là 21 kbp. Ngoài ra, 

chủng A. hydrophila 646 cũng mang 2 plasmid có kính thước nhỏ là 1,5 và 1,9 

kbp. Kết quả phân lập vi khuẩn A. hydrophila từ các mẫu nước của Abulhamd 

(2009) cho thấy vi khuẩn có plasmid lớn hơn với kích thước dao động từ 1,5 kbp 

đến 16,0 kbp. Tương tự, nghiên cứu của Das et al. (2009) cho thấy các chủng vi 

khuẩn Aeromonas phân lập từ cá Katla (Catla catla), Mrigel (Cirrhinus mrigala) 

and Punti (Puntius sp.) bị bệnh lở loét (epizootic ulcerative syndrome, EUS) ở Ấn 

Độ có plasmid dao động từ 23 đến 64 kbp, trong đó phổ biến là các plasmid có 

kích thước 23 kbp. Nghiên cứu của Zaky et al. (2010) cho thấy hầu hết các chủng 

A. hydrophila phân lập ở Ai Cập có kích thước nhỏ hơn 2,2-4,0 kbp. Tương tự, 

nghiên cứu của Ngoci et al. (2012) cho thấy hầu hết các chủng vi khuẩn A. 

hydrophila đa kháng thuốc phân lập ở Kenya có kích thước là 21 kbp. Nghiên 

cứu của Tipmongkolsilp et al. (2012) đã phát hiện plasmid pR148 đa kháng thuốc 

từ cá rô phi O. niloticus ở Thái Lan có kích thước rất lớn (165 kbp). Báo cáo của 

Younes et al. (2015) cho thấy các chủng A. hydrophila phân lập từ  cá rô phi O. 

niloticus có 3 plasmid với kích thước là 2,7 kbp, 5,8 kbp và 14 kbp. 
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Bảng 4.16: Số lượng và kích thước plasmid ở các chủng vi khuẩn A. hydrophila 

Chủng  

vi khuẩn 

Kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn Số 

lượng 

2-4 

kbp 

5-8 

kbp 

>10 

kpb 

1A3 AMP-AMO-CFL-CTX-CHL-FFC-TET-SXT 3  X X 

2A3 AMP-AMO-CFL-TET-NEO-SXT 2  X X 

3A3 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-NEO-SXT 3 X X  

6A3 AMP-AMO-CFL- TET-NEO-SXT 1   X 

7A3 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-SXT 2  X X 

10A3 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC- TET-NEO-SXT 2  X X 

11A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT 3  X X 

14A3 AMP-AMO-CFL- CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-

NEO-GEN-SXT 

3  X X 

17A3 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-NEO-SXT 2  X X 

19A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT 2  X X 

20A3 AMP-AMO-CFL-CHL-TET-STR-SXT  1   X 

23A3 AMP-AMO-CFL-CHL-TET-SXT 4 X X X 

25A3 AMP-AMO-CFL-FFC-SXT 3  X X 

28A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT 2  X  

31A3 AMP-AMO-CFL- TET-SXT 2  X  

34A3 AMP-AMO-CFL-CHL- CIP-ENR-NOR-TET-NEO-GEN-

SXT 

2  X X 

37A3 AMP-AMO-CFL-FFC-ENR-DOX-TET-SXT 2  X X 

38A3 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-NOR-TET-SXT 2  X X 

39A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT 2  X X 

40A3 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-NEO-SXT 2  X X 

1A4 AMP-AMO-CFL-TET-SXT 2  X X 

2A4 AMP-AMO-CFL-CTX-FFC-TET-NEO-STR-GEN-SXT 3  X X 

5A4 AMP-AMO-CFL-TET-NEO-SXT 2  X X 

9A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-ENR-NOR-TET-NEO-SXT 2  X X 

10A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-ENR-TET-NEO-SXT 4 X X X 

13A4 AMP-AMP-CFL-TET-NEO-SXT 2  X X 

17A4 AMP-AMP-CFL-CHL-FFC-TET-NEO-SXT 3  X X 

18A4 AMP-AMO-CFL-NEO-SXT 4 X X X 

22A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-NEO-SXT 1   X 

23A4 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT 1  X  

25A4 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-NEO-GEN-SXT 4 X X X 

26A4 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-SXT 1  X  

28A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-TET-NEO-STR-NEO-SXT 1  X  

29A4 AMP-AMO-CFL-FFC-DOX-TET-NEO-SXT 2  X X 

30A4 AMP-AMO-CFL-CIP-NOR-TET-NEO-STR-GEN-SXT 2  X X 

31A4 AMP-AMO-CFL-FFC-TET-NEO-GEN-SXT 3  X X 

32A4 AMP-AMO-CFL-CHL-FFC-NOR-TET-NEO-STR-GEN-

SXT 

2  X X 

33A4 AMP-AMO-CFL-TET-NEO-STR-GEN-SXT 2  X X 
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4.8 Kết quả thí nghiệm khảo sát khả năng tiếp hợp và trao đổi gen 

kháng thuốc của các vi khuẩn 

Kết quả thí nghiệm cho thấy 2 chủng vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri 

được chọn khảo sát có khả năng tiếp hợp và truyền gen kháng thuốc sang vi 

khuẩn E. coli (Hình 4.51A). Kết quả kiểm tra kháng sinh đồ 2 chủng E. coli nhận 

gen kháng thuốc sau khi tiếp hợp cho thấy 2 chủng này kháng với các kháng sinh 

từ vi khuẩn cho gen kháng thuốc (Bảng 4.17). Ngoài ra, 2 chủng vi khuẩn nhận 

gen kháng thuốc sau khi tiếp hợp được kiểm tra sự hiện diện của các plasmid và 

integron nhóm 1. Kết quả cho thấy vi khuẩn cho kết quả dương tính với integron 

nhóm 1 (Hình 4.51E&F) và xuất hiện các plasmid từ vi khuẩn cho gen kháng 

thuốc (Hình 4.51C&D).  

Trong khi đó, kết quả thí nghiệm tiếp hợp giữa các chủng vi khuẩn E. 

ictaluri và A. hydrophila cho thấy giữa các chủng vi khuẩn A. hydrophila và E. 

ictaluri không có khả năng tiếp hợp và truyền gen kháng thuốc cho nhau. Các 

chủng nhận gen kháng thuốc sau khi tiếp hợp không thể phát triển trên môi 

trường chọn lọc (có bổ sung kháng sinh TET) mà chỉ có vi khuẩn cho gen kháng 

thuốc phát triển. Ngoài ra, kết quả PCR kiểm tra các gen tet thì vi khuẩn nhận gen 

kháng thuốc cũng cho kết quả âm tính. Nghiên cứu của Bello-López et al. (2012) 

cho thấy có nhiều yếu tố ảnh hưởng đến quá trình tiếp hợp như giữa tế bào cho và 

nhận không nhận biết nhau (cell recognition), sự không tương hợp giữa chúng 

(incompatibility), hiện tượng loại trừ bề mặt (surface exclusion) và  quá trình cắt 

giới hạn giới của ADN đến xãy ra trong tế bào nhận (restriction of incoming 

DNA). Do đó các nghiên cứu tiếp theo cần được thực hiện hiện để làm sáng tỏ 

vấn đề này. 

Theo Nikaido (2009) thì các plasmid được xem là nhân tố quan trọng dẫn 

đến hiện tượng đa kháng thuốc ở vi khuẩn do chúng mang các gen mã hóa cho 

việc kháng lại nhiều loại kháng sinh như β-lactam, macrolide, aminoglycoside, 

TET, SXT và phenicol. Hiện tượng kháng thuốc thông qua plasmid (plasmid-

mediated antibiotic resistance) lần đầu tiên được phát hiện trên vi khuẩn A. 

salmonicida (Aoki et al., 1971a) và vi khuẩn A. liquefaciens (hiện tại được phân 

loại lại là loài A. hydrophila (Aoki et al., 1971b) gây bệnh trên cá. Nhiều nghiên 

cứu sau đó cũng đã phát hiện hiện tượng này ở nhiều loài vi khuẩn gây bệnh khác 

như vi khuẩn E. tarda (Aoki and Kitao, 1981), vi khuẩn V. anguillarum (Aoki et 

al., 1987), vi khuẩn Salmonella enterica (Carattoli, 2003), vi khuẩn E. coli và 

Klebsiella pneumoniae (Lina et al., 2007) và vi khuẩn Shigella sonnei (Chang et 

al., 2011). Nghiên cứu của Saitanu et al. (1994) đã phát hiện các R-plasmid của vi 
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khuẩn A. hydrophila phân lập từ 1 loài cá ở Thái Lan đã kháng lại kháng sinh 

CHL, sulfamonomethoxine và TET. Gần đây, nghiên cứu của Tipmongkolsilp et 

al. (2012) cũng đã tìm thấy R-plasmid đa kháng AMP, CHL, SXT và TET của vi 

khuẩn A. hydrophila phân lập trên cá rô phi ở Thái Lan. 

    

                                    

                                     

Hình 4.51: Kết quả tiếp hợp giữa vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri với vi 

khuẩn E. coli. 

A. Kết quả tiếp hợp giữa vi khuẩn A. hydrophila (chủng 1A3) và vi khuẩn E. coli (chủng ECR2) trên môi 

trường MacConkey có kháng sinh chọn lọc. B. Kết quả kiểm tra kháng sinh đồ của chủng vi khuẩn E. coli 

nhận gen kháng thuốc (transconjugant) sau khi tiếp hợp. C. Kết quả kiểm tra plasmid chủng cho (chủng 

1ED3 ở giếng 2) và chủng nhận E. coli ECR2 sau khi tiếp hợp (giếng 3); giếng 1: chủng E. coli ECR2 

trước khi tiếp hợp. D. Kết quả kiểm tra plasmid chủng cho (chủng 1A3 ở giếng 2) và chủng nhận E. coli 

ECR2 sau khi tiếp hợp (giếng 3); giếng 1: chủng E. coli ECR2 trước khi tiếp hợp. E&F. Kết quả kiểm tra 

sự hiện diện của các integron nhóm 1 của chủng vi khuẩn E. coli ECR2 nhận gen kháng thuốc sau khi khi 

tiếp hợp. 
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Bảng 4.17: Kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn nhận gen kháng thuốc sau khi 

tiếp hợp 

Chủng 

cho 

Kiểu hình kháng 

thuốc chủng cho 

Kiểu hình kháng 

thuốc chủng nhận 

Kiểu hình kháng thuốc chủng 

nhận sau khi tiếp hợp 

1ED3 CFL, CTX, CHL, 

FFC, ENR, DOX, 

TET, NEO, STR, 

SXT 

ECR2: nhạy với 15 

loại. 

CFL, CTX, CHL, FFC, ENR, 

DOX, TET, NEO, STR, SXT 

1ED3 ECR8: nhạy với 15 

loại. 

CFL, CTX, CHL, FFC, ENR, 

DOX, TET, NEO, STR, SXT 

2ED4 AMP, CHL, FFC, 

TET, STR, NEO, 

SXT 

ECR2: nhạy với 15 

loại. 

AMP, CHL, FFC, TET, STR, 

NEO, SXT 

2ED4 ECR8: nhạy với 15 

loại.  

AMP, CHL, FFC, TET, STR, 

NEO, SXT 

1A3 AMP, AMO, CFL, 

CTX, CHL, FFC, 

TET, SXT 

ECR2: nhạy với 15 

loại. 

AMP, AMO, CFL, CTX, 

CHL, FFC, TET, SXT 

1A3 ECR8: nhạy với 15 

loại. 

AMP, AMO, CFL, CTX, 

CHL, FFC, TET, SXT 

1A4 AMP, AMO, CFL, 

TET, SXT 

ECR2: nhạy với 15 

loại. 

AMP, AMO, CFL, TET, 

SXT 

1A4 ECR8: nhạy với 15 

loại. 

AMP, AMO, CFL, TET, 

SXT 

Trong khi đó, hiện tượng kháng thuốc qua plasmid ở vi khuẩn E. ictaluri 

phân lập từ cá nheo Mỹ được phát hiện lần đầu tiên vào đầu những năm 1990 

(Starliper et al., 1993). Plasmid này có kích thước khoảng 55 kbp và mang gen 

kháng kháng sinh TET, OXY, STR, trimethoprim và SXT. Gần đây, 1 chủng vi 

khuẩn E. ictaluri kháng FFC phân lập từ cá nheo Mỹ mang plasmid IncA/C 

(không tương hợp) với kích thước khoảng 150 kbp (Welch et al., 2009). Ngoài ra, 

plasmid IncA/C còn được xác định ở vi khuẩn A. hydrophila (Aoki et al., 1971b; 

Fricke et al., 2009). Ở Việt Nam, lần đầu tiên phát hiện vi khuẩn E. ictaluri gây 

bệnh gan thận mủ trên cá tra có plasmid IncK (kích thước khoảng 140 kbp) chứa 

gen kháng TET, STR, trimethoprim và sulfonamide (Dung et al., 2009). Trong 

khi đó, cho đến nay vẫn chưa có nghiên cứu nào về hiện tượng kháng thuốc qua 

plasmid ở vi khuẩn A. hydrophila gây bệnh XH trên cá tra ở Việt Nam được công 

bố. Đặc biệt, tình trạng kháng thuốc sẽ trở nên nghiêm trọng khi giữa các vi 

khuẩn cùng loài và khác loài trong môi trường có khả năng tiếp hợp, trao đổi gen 

kháng thuốc qua các yếu tố di truyền vận động như plasmid và integron (Kruse et 

al., 1994; Nguyen et al., 2014). Nhiều nghiên cứu đã xác định có sự trao đổi 

plasmid kháng thuốc kháng sinh trên 1 số loài vi khuẩn gây bệnh trên cá ở cả môi 

trường nước biển và nước ngọt như Vibrio anguillarum, V. salmonicida, A. 

salmonicida, A. hydrophila và E. tarda (Aoki and Takahashi, 1987; Depaola et 

al., 1988). Kết quả tiếp hợp trong nghiên cứu này cũng cho thấy 2 loài vi khuẩn 

E. ictaluri và A. hydrophila có thể truyền gen kháng thuốc của chúng cho vi 
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khuẩn E. coli qua các plasmid và integron. Kết quả nghiên cứu của Das et al. 

(2009) cho thấy các plamid từ 11 chủng vi khuẩn Aeromonas phân lập từ cá Katla 

(Catla catla), Mrigel (Cirrhinus mrigala) và Punti (Puntius sp.) bị bệnh lở loét 

(epizootic ulcerative syndrome, EUS) ở Ấn Độ đã truyền các gen kháng thuốc 

ampicillin, erythromycin và chloramphenicol sang vi khuẩn E. coli DH5α.   
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Chương V. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 

5.1 Kết luận 

Đề tài đã phân lập và định danh được 67 chủng vi khuẩn E. ictaluri và 74 

chủng A. hydrophila từ các mẫu cá tra bệnh gan thận mủ và xuất huyết ở ĐBSCL 

tra dựa trên các đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa truyền thống và sinh học 

phân tử (PCR và giải trình tự gen). Kết quả giải trình tự gen cho thấy các chủng 

vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila phân lập có tỷ lệ tương đồng với các chủng 

vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila trên ngân hàng GenBank dao động từ 99-

100% và 98-100%. 

  Việc cảm nhiễm kép 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila bằng 

phương pháp ngâm và tiêm đã làm tăng độc lực vi khuẩn với thời gian bệnh xuất 

hiện sớm và tỷ lệ cá chết cũng cao hơn so với NT chỉ tiêm hoặc ngâm đơn. Cá 

nhiễm kép có dấu hiệu bệnh kết hợp của 2 loại bệnh GTM và bệnh XH với các 

biểu hiện thường gặp là XH bên ngoài cơ thể và các đốm trắng nhỏ li ti trên các 

nội quan gan, thận và tỳ tạng. Cấu trúc tế bào và vùng mô các cơ quan cá nhiễm 

kép như gan, thận và tỳ tạng thường xuất hiện các hiện tượng như sung huyết, XH 

và hoại tử mất cấu trúc.  

 Vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila trong nghiên cứu đã giảm tính nhạy và 

đa kháng đối với nhiều loại kháng sinh được sử dụng phổ biến trong NTTS. Các 

chủng vi khuẩn E. ictaluri còn nhạy tương đối cao với 2 kháng sinh AMP và 

AMO với tỷ lệ lần lượt là 77,61% và 70,15%, trong khi tỷ lệ nhạy của vi khuẩn A. 

hydrophila đối với CTX, CIP và DOX lần lượt là 78,38%, 81,08% và 89,19%. 

Ngoài ra, vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila trong nghiên cứu này thường 

xuyên tiếp xúc với kháng sinh trong môi trường nuôi cá tra với chỉ số MAR ở các 

tỉnh đều lớn hơn 0,2.  

Luận án đã xác định các đặc điểm phân tử liên quan đến cơ chế đa kháng 

thuốc của 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila như sự hiện diện các 

integron nhóm 1, các plamid kháng thuốc, các gen kháng tetracycline, 

sulfonamide và florfenicol. Đặc biệt, nghiên cứu đã phát hiện và giải trình tự 7 

vùng gen casstte mã hóa cho các enzyme kháng với nhiều loại kháng sinh khác 

nhau ở 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila. Ngoài ra, kết quả nghiên cứu 

của đề tài cho thấy vi khuẩn A. hydrophila và E. ictaluri có thể tiếp hợp và truyền 

gen kháng thuốc cho vi khuẩn E. coli trong môi trường ao nuôi cá tra thông qua 

các plamid và integron. Tuy nhiên, giữa 2 loài vi khuẩn này không xảy ra quá 

trình tiếp hợp và truyền gen kháng thuốc cho nhau.  
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5.2 Đề nghị 

Cần xác định thêm các gen độc lực của 2 loài vi khuẩn E. ictaluri và A. 

hydrophila gây bệnh trên cá tra nuôi ở ĐBSCL. 

 Cần tiếp tục nghiên cứu khả năng tiếp hợp và truyền gen kháng thuốc giữa 2 

loài vi khuẩn E. ictaluri và A. hydrophila trên nhiều chủng vi khuẩn để có kết 

luận đầy đủ và chính xác hơn về khả năng này của 2 loài vi khuẩn. 

Cần tiếp tục nghiên cứu các gen kháng thuốc khác trên 2 loài vi khuẩn E. 

ictaluri và vi khuẩn A. hydrophila như gen kháng kháng sinh nhóm β-lactam, 

quinolone và aminoglycoside. 
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PHỤ LỤC 

 
PHỤ LỤC A: THÀNH PHẦN VÀ CÁCH CHUẨN BỊ CÁC DUNG DỊCH THÍ 

NGHIỆM  

A1. Thành phần và cách chuẩn bị dung dịch nhuộm Gram    

* Dung dịch 1:   

- Crystal violet                            2 g    

- Ethanol (95%)                          20 mL    

- Ammonium oxalate                  0,8 g    

- Nước cất                                   80 mL    

- Hoà tan crystal violet trong ethanol, ammonium oxalate trong nước cất.    

- Trộn 2 dung dịch lại, để yên sau 24 giờ, sau đó tiến hành lọc.    

* Dung dịch 2:   

- Iodine                                        1 g    

- Potassium iodide                       2 g    

- Nước cất                                    300 mL   

- Hoà tan potassium iodide trong 20 mL nước cất. Cho thêm iodine vào để yên qua 

đêm. Sau đó cho thêm thể tích nước còn lại.    

* Dung dịch 3:   

- Pha dung dịch theo tỷ lệ 95% ethanol : 5% acetone.    

* Dung dịch 4:   

- Safranin                                     0,25 g    

- Ethanol (95%)                           10 mL  

- Nước cất                                    90 mL    

- Hoà tan safranin trong ethanol, sau đó cho lượng nước cất vào.  

A2. Thành phần và cách chuẩn bị dung dịch nhuộm Wright-Giemsa 

- Dung dịch Wright: hòa tan 1g Wright trong 600 mL methanol, khuấy liên tục trong 

đêm.  

- Dung dịch Giemsa: hòa tan 3,8 g Giemsa trong 25 mL glycerol và ủ ở 60o trong 2 

giờ. Sau đó cho thêm vào 75 mL methanol. Dung dịch nhuộm sẽ được pha loãng từ dung 

dịch gốc 10 lần bằng nước cất. 

- Dung dịch pH 6,5: hòa tan 27,6 g monobacsic sodium phosphate trong 1000 mL 

nước cất. Hòa tan 53,6 g dibasic sodium phosphate trong 1000 mL nước cất. Tiến hành pha 

loãng 68 mL dung dịch 6 g monobacsic sodium phosphate với 32 mL dung dịch dibasic 

sodium phosphate. 

- Dung dịch pH 6,2: hòa tan 19,212 g acid citric trong 1000 mL nước cất. Hòa tan 

53,628 g Na2PO4.7H2O trong 100 mL nước cất. Trộn 6,78 mL dung dịch đầu với 13,22 mL 

của dung dịch sau. 

A3. Thành phần và cách chuẩn bị dung dịch cố định và nhuộm mẫu mô 

* Dung dịch formol trung tính NBF: 

 - Formol   100 mL 

    - NaH2PO4  4 g 

    - NaH2PO4  6,5 g 

    - Nước cất  900 mL 

* Dung dịch cố định Buoin’s 

    - Acid picric quá bão hòa 750 mL 

    - Formol  125 mL 

    - Glacial acetic acid 50 mL 

* Harris’s haematoxyline  

    - Haematoxyline  5 g 
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    - 100% alcohol  50 mL 

    - Potassium alum 50 g 

    - Nước cất  1 L 

    - Mercuric oxide  2,5 g 

    - Glacial acetic acid 40 mL 

* Eosin/ Phloxine 

    - Stock Eosin (1% Eosin Y trong nước) 100 mL 

   - Stock Phloxine (1% Phloxine B trong nước) 10 mL 

    - 95% ethanol   780 mL 

    - Glacial acetic acid 4 mL 

* Acid/Alcohol 

    - Alcohol 70%  990 mL 

   - Hydrochloric acid 10 mL 

* 2% Potassium acetate 

   - Potassium acetate   20 g 

   - Nước cất  1 L 

PHỤ LỤC B: THÔNG TIN MẪU CÁ TRA BỆNH THU THẬP Ở 1 SỐ TỈNH ĐBSCL 

DÙNG ĐỂ PHÂN LẬP VI KHUẨN E. ictaluri và A. hydrophila   

TT Địa điểm  

thu mẫu 

Thời gian Số ao Số mẫu cá tra nhiễm bệnh (con) 

GTM XH GTM+XH 

1 Đồng Tháp* 2013-2014 10 17 13 7 

2 An Giang 2013-2014 6 10 10 4 

3 Tp. Cần Thơ 2013-2014 5 12 14 2 

5 Vĩnh Long 2013-2014 7 11 15 3 

5 Tiền Giang 2013-2014 7 12 15 10 

6 Trà Vinh 2013-2014 7 14 15 6 

7 Bến Tre 2013-2014 8 14 13 3 

Tổng cộng: 50 90 95 35 

* Tỉnh thu mẫu cá và nước ao nuôi cá tra để phân lập vi khuẩn E. coli trong thí nghiệm tiếp 

hợp. 

PHỤ LỤC C: CÁC PHƯƠNG PHÁP KIỂM TRA CÁC ĐẶC ĐIỂM SINH LÝ VÀ 

SINH HÓA CỦA VI KHUẨN 

C1. Phương pháp nhuộm Gram vi khuẩn 

Chuẩn bị tiêu bản: Nhỏ một giọt nước cất lên lam kính, dùng que cấy nhặt một ít vi 

khuẩn trải đều lên giọt nước cất. Để khô ở nhiệt độ phòng sau đó hơ lướt lam trên ngọn lửa 

đèn cồn để cố định vi khuẩn trên lam.  

Các bước thực hiện:  

1. Nhỏ dung dịch Crystal violet (dung dịch I ) lên lam. Để 1 phút.  

2. Rửa bằng nước cho hết màu tím trên lam (khoảng 2 giây), để khô.  

3. Nhỏ dung dịch Iodine (dung dịch II) lên lam, để khoảng 1 phút.  

3. Lật nghiêng lam kính cho hết dung dịch Iodine trên lam.  

4. Dùng dung dịch cồn: aceton (dung dịch III) để tẩy màu bằng cách nghiêng lam kính 

rồi nhỏ từ từ dung dịch III cho đến khi giọt nước cuối trên lam không còn màu tím. Rửa và 

để khô.  

5. Nhỏ dung dịch Safranin (dung dịch IV) lên lam, để khoảng 2 phút. Rửa và ể khô ở 

nhiệt độ phòng. Quan sát ở vật kính 100X. 

Đọc kết quả:  

Vi khuẩn Gram dương (G+) có màu tím xanh.  
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Vi khuẩn Gram âm (G-) có màu hồng đỏ.  

C2. Phương pháp kiểm tra tính di động của vi khuẩn 

Sự di động của vi khuẩn có thể quan sát bằng phương pháp giọt treo ở vật kính 40X. 

Các bước thực hiện như sau:  

1. Cho vaseline lên 4 góc của lamelle và đặt ngửa lamelle trên bàn.  

2. Cho một giọt nước lên lame.  

3. Tiệt trùng que cấy, lấy một ít vi khuẩn cho lên lame hòa vào nước.  

4. Dùng  lame đặt nhẹ nhàng  lên  lamelle  sao  cho  lame không  chạm vào giọt  

nước chứa vi khuẩn.  

5. Cẩn thận lật thật nhanh lame để giọt nước được treo ngược trên lamelle  

6. Đặt lam lên kính hiển vi quan sát tính di động của vi khuẩn ở vật kính 40X. 

C3. Phương pháp kiểm tra các hoạt tính oxidase, catalase và phản ứng O/F 

* Phản ứng Oxidase  

- Chạm nhẹ que thử vào một khuẩn lạc trên đĩa agar. 

- Quan sát que thử trong 30 giây và ghi nhận sự thay đổi màu sắc. 

- Đọc kết quả: que thử chuyển màu xanh đậm cho phản ứng oxidase dương tính (+) và 

không chuyển màu âm tính (-). 

* Phản ứng Catalase 

- Nhỏ một giọt dung dịch 3% H2O2 lên lame. 

- Dùng que cấy tiệt trùng lấy một ít vi khuẩn cho vào dung dịch 3% H2O2. 

- Đọc kết quả: vi khuẩn cho phản ứng catalase dương tính (+) sẽ gây hiện tượng sủi 

bọt trong dung dịch 3% H2O2; ngược lại, âm tính (-). 

* Khả năng lên men và oxy hóa đường glucose (O-F test)  

- Chuẩn bị 2 ống nghiệm chứa môi trường O-F đã tiệt trùng. 

- Lấy một ít vi khuẩn trên đĩa agar và cấy thẳng vào 2 ống nghiệm.  

- Phủ lên một trong 2 ống nghiệm dầu paraffin và để vào tủ ấm ở 28-30oC. 

- Kiểm tra hằng ngày đến 7 ngày. So sánh màu của 2 ống nghiệm và ghi nhận kết quả 

như bảng dưới đây. 

- Đọc kết quả: 

Ống tiếp xúc với không khí Ống phủ dầu paraffin Kết quả 

Xanh lá cây Xanh lá cây Không phản ứng với glucose 

Xanh lơ ở phần trên Xanh lá cây Phản ứng kiềm tính 

Vàng Xanh lá cây Phản ứng oxy hóa 

Vàng Vàng Phản ứng lên men 

C4. Khả năng tan huyết (hemolytic activity) của vi khuẩn 

- Cấy vi khuẩn lên môi trường BA (có bổ sung máu cừu), sau đó ủ trong thời gian từ 

24-48 giờ tùy theo loài vi khuẩn ở 28-30oC. Tiến hành đọc kết quả như sau: 

- Tan huyết dạng α (tan huyết không hoàn toàn): vi khuẩn làm thay đổi màu sắc môi 

trường nhưng tán huyết không đầy đủ hoặc tán huyết một phần. 

- Tan huyết dạng β (tan huyết hoàn toàn/đầy đủ): vi khuẩn làm xuất hiện 1 khu vực 

sáng trên môi trường. 

- Tan huyết dạng γ: vi khuẩn không gây ra hiện tượng tán huyết, môi trường hơi 

chuyển màu. 

C5. Phương pháp định danh vi khuẩn bằng bộ kít API 20E 

- Cho một ít nước vào khay nhựa của bộ kit để giữ ẩm trong quá trình ủ vi khuẩn 

trong tủ ấm. 

- Dùng que cấy lấy một ít khuẩn lạc cho vào 5 mL nước muối sinh lý (0,85% NaCl) 

hoặc nước cất đã triệt trùng, lắc đều. 

- Dùng pipet triệt trùng hút vi khuẩn cho vào các giếng của bộ kít. 

- Cho dầu khoáng vô trùng vào các giếng LDH , ODC, ADC, H2S và URE. 
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- Ủ trong tủ ấm trong 18-24 giờ ở 28 -30oC tùy theo loài vi khuẩn.  

- Đọc kết quả: cho thuốc thử thích hợp vào các giếng và quan sát hiện 

tượng để xác định phản ứng dương tính hay âm tính theo hướng dẫn của nhà sản 

xuất.   

    + Cho một giọt FeCl3 vào giếng TDA. 

    + Cho một giọt thuốc thử VP1, sau đó cho tiếp một giọt VP2 vào giếng VP. 

   + Cho một giọt thuốc thử JAME vào giếng IND. 

CÁCH ĐỌC KẾT QUẢ KÍT API 20E 

Chỉ tiêu Chất nền Âm tính Dương tính 

ONPG Ortho-nitrophenyl galactosidase Không màu Vàng 

ADH Arginine Vàng Đỏ/cam 

LDC Lysine Vàng Cam 

ODC Ornithine Vàng Đỏ 

CIT Sodium citrate Vàng Xanh/xanh lá 

H2S Sodium thiosulphate Không màu Đen 

URE Urea Vàng Đỏ/cam 

TDA Tryptophane Vàng Nâu sậm 

IND Tryptophane Vàng Đỏ (2 phút) 

VP Sodium pyruvate Không màu Hồng/Đỏ (10 giây) 

GEL Gelatin Kết tủa đen Màu đen hòa tan 

GLU Glucose Xanh/Xanh lá Vàng 

MAN Mannitol Xanh/ Xanh lá Vàng 

INO Inositol Xanh/Xanh lá Vàng 

SOR Sorbitol Xanh/Xanh lá Vàng 

RHA Rhamnose Xanh/Xanh lá Vàng 

SAC Sucrose Xanh/Xanh lá Vàng 

MEL Melibiose Xanh/Xanh lá Vàng 

AMY Amygdalin Xanh/Xanh lá Vàng 

ARA Arabinose Xanh/Xanh lá Vàng 

PHỤ LỤC D: PHƯƠNG PHÁP TRÍCH ADN VI KHUẨN 

- Hút 2 mL dịch nuôi vi khuẩn từ ống nghiệm nuôi cấy cho vào ống eppendorf  2 mL. 

- Ly tâm các ống eppendorf trên ở 13.000 vòng trong 5 phút. Sau đó loại bỏ phần 

nước. 

- Hút 250 μL dung dịch TE pH = 8,0 cho vào các ống tuýp trên. 

- Thêm tiếp vào 50 μL dung dịch SDS 10% để hòa tan ADN. 

- Tiếp theo thêm 5 μL proteinase K (10 mg/mL) để tách protein khỏi ADN. 

- Đem ủ ở 65oC trong 20 phút, 5 phút đảo ngược các ống tuýp 1 lần. 

- Thêm vào 400 μL CTAB 10% 0,7M NaCl. 

- Đem ủ ở 65oC trong 20 phút. 

- Thêm vào 600 μL chloroform: isoamylalcohol để tủa protein và tạo màng ngăn giữa 

ADN và protein. 

- Đem ly tâm ở 12.000 vòng trong 10 phút. 

- Chuyển phần dịch trong phía trên sang các ống eppendorf 2 mL mới. 

- Thêm vào 1 mL isopropanol để tủa ADN, trộn đều. Giữ ống eppendorf ở -20oC, ít 

nhất 30 phút. 

- Sau đó ly tâm ở 13.000 vòng trong 10 phút và loại bỏ phần nước. 

- ADN được rửa với 1 ml ethanol 70% (2 lần). Mỗi lần rửa sẽ đem ly tâm ở 12.000 

vòng trong 5 phút. 

- Đem ly tâm chân không trong 15 - 20 phút ở 4oC để loại bỏ hết ethanol. 
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- Hòa tan trong 100 μL dung dịch đệm TE và trữ ADN ở -20oC cho đến khi sử dụng. 

PHỤ LỤC E: PHƯƠNG PHÁP KIỂM TRA KÝ SINH TRÙNG 

Đối với ngoại KST thì được thực hiện bằng cách dùng lame cạo lấy nhớt ở nhiều vị trí 

khác nhau trên cơ thể cá: da, vây,… Sau đó gạt nhẹ nhớt cạo được lên một lame khác, nhỏ 

lên đó 1 hoặc 2 giọt nước sạch rồi dàn mỏng lớp nhớt trên lame, đậy lamelle lên và quan sát 

dưới kính hiển vi. Đối với nội KST bằng cách cạo dịch nhầy trong ruột cá, ép tiêu bản tươi 

rồi quan sát dưới kính hiển vi ở độ phóng đại thích hợp.  

PHỤ LỤC F: QUI TRÌNH TRÍCH ADN MẪU MÔ BẰNG BỘ KÍT DNEASY MINI 

SPIN COLUMN KIT 

Quy trình trích AND từ mẫu mô cá bằng bộ kít DNeasy Mini spin column gồm các 

bước sau: 

1. Cắt nhỏ khoảng 25 mg mẫu mô (10 mg mẫu thận), cho vào trong tube 1,5 mL. Cho 

vào tube 180 µL dung dịch đệm ATL. 

2. Thêm 20 µL proteinase K. Trộn đều bằng vortex và ủ ở 56oC cho đến khi mẫu mô 

được phân giải hoàn toàn (chú ý vortex thường xuyên để mẫu được phân tán đều). 

3. Thêm tiếp 200 µL Buffer AL, trộn đều. Sau đó, thêm 200 µL ethanol (96–100%) và 

trộn đều. 

4. Chuyển hỗn hợp ở bước 3 vào DNeasy Mini spin column được đặt trên cột thu 2 ml 

(collection tube). Ly tâm ≥6.000 x  g (8.000 rpm) khoảng 1 phút. Loại bỏ phần nước và tube 

thu. 

5. Đặt DNeasy Mini spin column trên tube thu mới, thêm 500 µL buffer AW1 và ly 

tâm khoảng 1 phút ở ≥6.000 x g (8.000 rpm). Loại bỏ phần nước và tube thu. 

6. Đặt DNeasy Mini spin column trên tube thu mới, thêm 500 µL buffer AW2 và ly 

tâm khoảng 1 phút ở 20.000 x g (14.000 rpm).  

7. Đặt DNeasy Mini spin column trên tube 1,5 hay 2,0 mL và cho 200 µL Buffer AE 

trực tiếp vào trong cột. Để ở nhiệt độ phòng trong 1 phút, sau đó ly tâm khoảng 1 phút ở 

≥6.000 x g (8.000 rpm).   

PHỤ LỤC G: PHƯƠNG PHÁP NHUỘM HEMATOXYLINE-EOSIN 

- Cố định mẫu trong dung dịch formol trung tính 10% trong 24 giờ, tiến hành rửa dưới  

vòi nước 2 giờ. Sau đó chuyển sang cồn 70% để bảo quản và xử lý mẫu. 

 - Cắt tỉa và định hướng mẫu cho mẫu đạt kích cỡ phù hợp. Sau đó, đưa mẫu vào 

catsset và tiến hành xử lý. 

 - Qui trình xử lý: qui trình xử lý mẫu được thực hiện trên máy Tisue processing 

Microm STP 120 gồm các giai đoạn: loại nước, làm trong mẫu và tẩm paraffin. Quá trình 

loại nước được thực hiện bằng cách cho mẫu qua nhiều dung dịch cồn với nồng độ gia tăng 

từ 70% đến 100%. Thời gian khử nước phụ thuộc vào độ dày của mẫu mô. Làm ngấm vào 

trong mẫu mô trong dung môi trung gian (xylen) có thể hòa tan được cồn và paraffin. Sau 

khi làm trong, mẫu mô sẽ được ngấm paraffin nóng chảy (57-60ºC).  

 - Đúc khối: mục đích của việc đúc khuôn là làm cho mẫu mô nằm trong khối rắn để 

cắt lát mỏng.  

 - Cắt và dán mẫu lên lame: sử dụng máy microtome để cắt mẫu, lát cắt có độ dày từ 4-

6 µm. 

 - Nhuộm mẫu (Harris's Haematoxylin&Eosin). 

  - Dán lamelle vào lame: để đảm bảo mẫu được giữ lâu và tăng tính chiết quang của 

mẫu, dùng keo Enterlan phủ lên mẫu và dán lamelle lên mẫu. Nhỏ một giọt keo lên mẫu, đặt 

lamelle nghiêng 45o và tiếp xúc với giọt keo, hạ lamelle xuống từ từ để tránh bọt khí. 

- Đọc kết quả: tiêu bản được quan sát dưới kính hiển vi ở vật kính 10X để quan sát 

tổng quát tiêu bản nếu tiêu bản đẹp đạt yêu cầu có nhân bắt màu tím xanh của Hematoxylin, 

phần còn lại bắt màu hồng Eosin. Các tiêu bản đẹp sẽ được quan sát lần lượt ở độ phóng đại 

40X và 100X (nhỏ giọt dầu) và chụp hình tiêu bản đặc trưng. 
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PHỤ LỤC H: TIÊU CHUẨN SO SÁNH KẾT QUẢ ĐƯỜNG KÍNH VÔ KHUẨN VỚI 

CLSI, 2012 

Tên kháng sinh Hàm 

lượng (µg) 

Chuẩn đường kính vô trùng (mm) 

Kháng (R) Trung bình (I) Nhạy (S) 

Nhóm β- Lactam 

Amoxicillin 

Ampicillin 

Cefotaxime 

Cefalexin 

Nhóm fenicol 

Chloramphenicol 

Florfenicol 

Nhóm quinolone 

Ciprofloxacin 

Enrofloxacin  

Norfloxacin 

Nhóm tetracycline  

Doxycyline 

Tetracycline 

Nhóm aminoglycoside 

Gentamycin 

Streptomycin  

Neomycin 

Nhóm khác 

Trimethorim+sulfamethoxazole 

 

10 

10 

30 

30 

 

30 

30 

 

5 

5 

5 

 

30 

30 

 

10 

10 

30 

 

1,25/23,75 

 

≤13 

≤13 

≤22 

≤16 

 

≤12 

≤16 

 

≤15 

≤16 

≤12 

 

≤12 

≤14 

 

≤12 

≤11 

≤12 

 

≤10 

 

14-16 

14-17 

23-25 

17-19 

 

13-17 

17-19 

 

16-20 

17-22 

13-16 

 

13-15 

15-18 

 

13-14 

12-14 

13-16 

 

11-15 

 

≥17 

≥18 

≥26 

≥20 

 

≥18 

≥20 

 

≥21 

≥23 

≥17 

 

≥16 

≥19 

 

≥15 

≥15 

≥17 

 

≥16 

Clinical and Laboratory Standards Institute (2012) 

PHỤ LỤC I: PHƯƠNG PHÁP TRÍCH ADN PLASMID VI KHUẨN 

 Các bước thực hiện trích AND plasmid vi khuẩn bằng bộ kít ISOLATE II Plasmid 

Mini Kit: 

 1. Nuôi vi khuẩn trong 2-5 mL môi trường BHIB có chứa kháng sinh thích hợp. 

 2. Ly tâm thu sinh khối tế bào ở 13.000 vòng/phút trong thời gian 1 phút. 

 3. Thêm 250 µL dung dịch Resuspension Buffer P1. 

 4. Thêm 250 µL dung dịch Lysis Buffer P2, đảo nhẹ tuýp từ 6-8 lần. Ủ ở nhiệt độ 

phòng khoảng 5 phút. 

 5. Thêm 250 µL dung dịch Neutralization Buffer B3, trộn đều bằng cách đảo nhẹ tuýp 

từ 6-8 lần. 

 6. Ly tâm 13.000 vòng/phút trong thời gian 5 phút. 

 7. Hút 750 µL dịch nổi cho qua cột Isolate II Plasmid Mini Spin column được đặt trên 

Collection Tube. 

 8. Thêm 500 µL dung dịch Wash Buffer PW1 được làm nóng 50oC và ly tâm 13.000 

vòng/phút trong thời gian 1 phút. 

 9. Thêm 600 µL dung dịch Wash Buffer PW2, ly tâm 13.000 vòng/phút trong thời 

gian 1 phút. Bỏ dịch qua cột. 

 10. Ly tâm 13.000 vòng/phút trong thời gian 2 phút để loại hết ethanol. 

 11. Thêm 500 µL dung dịch Elution Buffer P, ủ ở nhiệt độ phòng khoảng 1 phút. Ly 

tâm 13.000 vòng/phút trong thời gian 1 phút. Thu lấy dịch qua cột.  

 12. Plasmid được bảo quản ở -20oC cho đến khi sử dụng. 

 



 

                                                                                                                                            181 

PHỤ LỤC J: NGUỒN GỐC CÁC CHỦNG VI KHUẨN E. ictaluri VÀ A. hydrophila PHÂN LẬP TỪ CÁ TRA BỆNH GAN THẬN MỦ VÀ 

XUẤT HUYẾT Ở ĐBSCL 

J1. Kết quả phân lập vi khuẩn E. ictaluri 

TT 
Chủng vi 

khuẩn 
Địa điểm thu mẫu Thời gian 

Trọng lượng 

cá (g/con) 
Dấu hiệu cá bệnh 

Cơ quan 

phân lập 

1 1ED3 Thới Thuận, Thốt Nốt, Tp. Cần Thơ 2013 95 Gan thận mủ Gan 

2 2ED3 Thạnh An, Ô Môn, Tp. Cần Thơ 2013 110 Gan thận mủ Gan 

3 3ED3 Phú Cần, Tiểu Cần, Trà Vinh 2013 116 Gan thận mủ, xuất huyết Thận sau 

4 4ED3 An Nhơn, Châu Thành, Đồng Tháp 2013 84 Gan thận mủ Gan 

5 5ED3 An Nhơn, Châu Thành, Đồng Tháp 2013 92 Gan thận mủ Thận sau 

6 6ED3 Mỹ Thuận, Mỹ Hòa Hưng, Tp. Long Xuyên, An Giang 2013 68 Gan thận mủ Tỳ tạng 

7 7ED3 Phú Bình, Vĩnh Bình, Chợ Lách, Bến Tre 2013 145 Gan thận mủ Gan 

8 8ED3 An Hiệp, Châu Thành, Đồng Tháp 2013 145 Gan thận mủ, xuất huyết Tỳ tạng 

9 9ED3 Hòa Khánh, Cái Bè, Tiền Giang 2013 230 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

10 10ED3 Mỹ An, Mang Thít, Vĩnh Long 2013 154 Gan thận mủ Thận sau 

11 11ED3 Thị trấn Cái Bè, Cái Bè, Tiền Giang 2013 139 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

12 12ED3 Tp. Cao Lãnh, Đồng Tháp 2013 49 Gan thận mủ Tỳ tạng 

13 13ED3 Hòa Hưng, Cái Bè, Tiền Giang 2013 87 Gan thận mủ Gan 

14 14ED3 Hưng Mỹ, Châu Thành, Trà Vinh 2013 65 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

15 15ED3 Vĩnh Bình, Chợ Lách, Bến Tre 2013 276 Gan thận mủ Tỳ tạng 

16 16ED3 Chợ Mới, An Giang 2013 55 Gan thận mủ Thận sau 

17 17ED3 Thị trấn Cái Bè, Cái Bè, Tiền Giang 2013 197 Gan thận mủ Thận trước 

18 18ED3 Quới An, Vũng Liêm, Vĩnh Long 2013 67 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

19 19ED3 Thanh Bình, Vũng Liêm, Vĩnh Long 2013 86 Gan thận mủ Tỳ tạng 

20 20ED3 Thanh Bình, Vũng Liêm, Vĩnh Long 2013 311 Gan thận mủ Gan 

21 21ED3 Phú Túc, Châu Thành, Bến Tre 2013 98 Gan thận mủ Thận trước 

22 22ED3 Chợ Mới, An Giang 2013 103 Gan thận mủ Gan 

23 23ED3 An Phước, Châu Thành, Bến Tre 2013 90 Gan thận mủ Thận sau 

24 24ED3 Mỹ Thới, Tp. Long Xuyên, An Giang 2013 109 Gan thận mủ Thận sau 

25 25ED3 Tân Phong, Cai Lậy, Tiền Giang 2013 110 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

26 26ED3 Mỹ Hòa Hưng, Tp. Long Xuyên, An Giang 2013 73 Gan thận mủ Tỳ tạng 

27 27ED3 Châu Thành, Tiền Giang 2013 31 Gan thận mủ Gan 

28 28ED3 Thị trấn Cái Bè, Cái Bè, Tiền Giang 2013 56 Gan thận mủ, xuất huyết Tỳ tạng 
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TT 
Chủng vi 

khuẩn 
Địa điểm thu mẫu Thời gian 

Trọng lượng 

cá (g/con) 
Dấu hiệu cá bệnh 

Cơ quan 

phân lập 

29 29ED3 An Nhơn, Châu Thành, Đồng Tháp 2013 132 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

30 30ED3 Hòa Khánh, Cái Bè, Tiền Giang 2013 102 Gan thận mủ, xuất huyết Thận 

31 1ED4 Hòa Ninh, Châu Thành, Trà Vinh 2014 83 Gan thận mủ Gan 

32 2ED4 Phong Thạnh, Cầu Kè, Trà Vinh 2014 79 Gan thận mủ, xuất huyết Thận sau 

33 3ED4 Hưng Mỹ, Châu Thành, Trà Vinh 2014 195 Gan thận mủ Thận 

34 4ED4 Hưng Mỹ, Châu Thành, Trà Vinh 2014 54 Gan thận mủ Gan 

35 5ED4 Sơn Phú, Giồng Trôm, Bến Tre 2014 221 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

36 6ED4 Phú Phụng, Chợ Lách, Bến Tre 2014 104 Gan thận mủ Tỳ tạng 

37 7ED4 Sa Đéc, Đồng Tháp 2014 43 Gan thận mủ Gan 

38 8ED4 Sa Đéc, Đồng Tháp 2014 52 Gan thận mủ Thận sau 

39 9ED4 Bình Thạnh, Cao Lãnh, Đồng Tháp 2014 79 Gan thận mủ Tỳ tạng 

40 10ED4 Tân Phong, Cai Lậy, Tiền Giang 2014 87 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

41 11ED4 Thị xã Hồng Ngự, Hồng Ngự, Đồng Tháp 2014 83 Gan thận mủ Thận sau 

42 12ED4 Phú Thuận A, Hồng Ngự, Đồng Tháp 2014 69 Gan thận mủ Tỳ tạng 

43 13ED4 Tân Phong, Cai Lậy, Tiền Giang 2014 67 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

44 14ED4 Hòa Khánh, Cái Bè, Tiền Giang 2014 55 Gan thận mủ Tỳ tạng 

45 15ED4 Hòa Khánh, Cái Bè, Tiền Giang 2014 234 Gan thận mủ Tỳ tạng 

46 16ED4 An Hiệp, Châu Thành, Đồng Tháp 2014 121 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

47 17ED4 Thạnh Quới, Vĩnh Thạnh, Tp. Cần Thơ 2014 359 Gan thận mủ Gan 

48 18ED4 Thạnh Mỹ, Vĩnh Thạnh, Tp. Cần Thơ 2014 178 Gan thận mủ Thận trước 

49 19ED4 Thạnh Mỹ, Vĩnh Thạnh, Tp. Cần Thơ 2014 98 Gan thận mủ, xuất huyết Tỳ tạng 

50 20ED4 Thới Thuận, Thốt Nốt, Tp. Cần Thơ 2014 39 Gan thận mủ Thận trước 

51 21ED4 Thuận An, Thốt Nốt, Tp. Cần Thơ 2014 22 Gan thận mủ Gan 

52 22ED4 Thuận An, Thốt Nốt, Tp. Cần Thơ 2014 75 Gan thận mủ Gan 

53 23ED4 An Hiệp, Châu Thành, Đồng Tháp 2014 45 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

54 24ED4 An Bình, Long Hồ, Vĩnh Long 2014 56 Gan thận mủ Gan 

55 25ED4 An Bình, Long Hồ, Vĩnh Long 2014 700 Gan thận mủ Tỳ tạng 

56 26ED4 Tp. Vĩnh Long, Vĩnh Long 2014 137 Gan thận mủ Tỳ tạng 

57 27ED4 Mỹ An, Mang Thít, Vĩnh Long 2014 156 Gan thận mủ Thận sau 

58 28ED4 Tân Thành, Lai Vung, Đồng Tháp 2014 74 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

59 29ED4 Mỹ Hòa Hưng, Tp. Long Xuyên, An Giang 2014 56 Gan thận mủ, xuất huyết Thận sau 
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TT 
Chủng vi 

khuẩn 
Địa điểm thu mẫu Thời gian 

Trọng lượng 

cá (g/con) 
Dấu hiệu cá bệnh 

Cơ quan 

phân lập 

60 30ED4 Mỹ Hòa Hưng,Tp. Long Xuyên, An Giang 2014 224 Gan thận mủ, xuất huyết Tỳ tạng 

61 31ED4 Tân Thiềng, Chợ Lách, Bến Tre 2014 654 Gan thận mủ Thận sau 

62 32ED4 Phú Phụng, Chợ Lách, Bến Tre 2014 567 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

63 33ED4 Phú Túc, Châu Thành, Bến Tre 2014 78 Gan thận mủ Gan 

64 34ED4 Bình Thạnh, Cao Lãnh, Đồng Tháp 2014 112 Gan thận mủ Tỳ tạng 

65 35ED4 Mỹ Xương, Cao Lãnh, Đồng Tháp 2014 135 Gan thận mủ Thận sau 

66 36ED4 Thị trấn Tiểu Cần, Tiểu Cần, Trà Vinh 2014 378 Gan thận mủ, xuất huyết Tỳ tạng 

67 37ED4 Phú Cần, Tiểu Cần, Trà Vinh 2014 82 Gan thận mủ Gan 

 

J2. Kết quả phân lập vi khuẩn A. hydrophila 

TT 
Chủng vi 

khuẩn 
Địa điểm thu mẫu Thời gian 

Trọng lượng 

cá (g/con) 
Dấu hiệu cá bệnh 

Cơ quan 

phân lập 

1 1A3 Phú Cần, Tiểu Cần, Trà Vinh 2013 116 Gan thận mủ, xuất huyết Thận sau 

2 2A3 Lục Sĩ Thành, Trà Ôn, Vĩnh Long 2013 110 Xuất huyết  Gan 

3 3A3 Thị trấn Tiểu Cần, Tiểu Cần, Trà Vinh 2013 209 Xuất huyết Gan 

4 4A3 Xã An Hiệp, Châu Thành, Đồng Tháp 2013 145 Gan thận mủ, xuất huyết Tỳ tạng 

5 5A3 Thới Thuận, Thốt Nốt, Tp. Cần Thơ 2013 58 Xuất huyết  Thận trước 

6 6A3 Hòa Khánh, Cái Bè, Tiền Giang 2013 230 Gan thận mủ, xuất huyết Gan  

7 7A3 Thị trấn Cái Bè, Cái Bè, Tiền Giang 2013 139 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

8 8A3 Hưng Mỹ, Châu Thành, Trà Vinh 2013 65 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

9 9A3 Thạnh An, Ô Môn, Tp. Cần Thơ 2013 230 Xuất huyết Gan 

10 10A3 Quới An, Vũng Liêm, Vĩnh Long 2013 67 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

11 11A3 Thanh Bình, Vũng Liêm, Vĩnh Long 2013 139 Xuất huyết Tỳ tạng 

12 12A3 Tân Phong, Cai Lậy, Tiền Giang 2013 110 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

13 13A3 An Nhơn, Châu Thành, Đồng Tháp 2013 87 Xuất huyết  Gan 

14 14A3 An Nhơn, Châu Thành, Đồng Tháp 2013 65 Xuất huyết  Gan 

15 15A3 Thị trấn Cái Bè, Cái Bè, Tiền Giang 2013 56 Gan thận mủ, xuất huyết Thận 

16 16A3 Thạnh Mỹ, Vĩnh Thạnh, Tp. Cần Thơ 2013 155 Xuất huyết  Tỳ tạng 

17 17A3 Mỹ Hòa Hưng, Tp. Long Xuyên, An Giang 2013 97 Xuất huyết  Gan 

18 18A3 Thạnh An, Ô Môn, Tp. Cần Thơ 2013 67 Xuất huyết Thận sau 

19 19A3 Phú Cần, Tiểu Cần, Trà Vinh 2013 78 Xuất huyết  Thận sau 
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TT 
Chủng vi 

khuẩn 
Địa điểm thu mẫu Thời gian 

Trọng lượng 

cá (g/con) 
Dấu hiệu cá bệnh 

Cơ quan 

phân lập 

20 20A3 Mỹ An, Mang Thít, Vĩnh Long 2013 111 Xuất huyết  Tỳ tạng 

21 21A3 Mỹ Thới, Tp. Long Xuyên, An Giang 2013 79 Xuất huyết  Gan 

22 22A3 An Hiệp, Châu Thành, Bến Tre 2013 49 Xuất huyết  Thận sau 

23 23A3 Phú Túc, Châu Thành, Bến Tre 2013 92 Xuất huyết  Gan 

24 24A3 An Bình, Long Hồ, Vĩnh Long 2013 311 Xuất huyết  Thận sau 

25 25A3 Mỹ Hòa Hưng, Tp. Long Xuyên, An Giang 2013 65 Xuất huyết  Gan 

26 26A3 Hòa Lộc, Tam Bình, Vĩnh Long 2013 56 Xuất huyết  Tỳ tạng 

27 27A3 Vĩnh Bình, Chợ Lách, Bến Tre 2013 31 Xuất huyết  Gan 

28 28A3 Ngũ Hiệp, Cai Lậy, Tiền Giang 2013 49 Xuất huyết  Tỳ tạng 

29 29A3 Mỹ Hòa Hưng, Tp. Long Xuyên, An Giang 2013 109 Xuất huyết  Tỳ tạng 

30 30A3 Thới Thuận, Thốt Nốt, Tp. Cần Thơ 2013 107 Xuất huyết  Thận sau 

31 31A3 Vĩnh Bình, Chợ Lách, Bến Tre 2013 83 Xuất huyết  Tỳ tạng 

32 32A3 Tân Phong, Cai Lậy, Tiền Giang 2013 56 Xuất huyết Thận sau 

33 33A3 Mỹ An, Mang Thít, Vĩnh Long 2013 195 Xuất huyết  Gan 

34 34A3 An Phước, Châu Thành, Bến Tre 2013 68 Xuất huyết  Thận trước 

35 35A3 An Nhơn, Châu Thành, Đồng Tháp 2013 132 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

36 36A3 An Bình, Long Hồ, Vĩnh Long 2013 109 Xuất huyết  Tỳ tạng 

37 37A3 Vĩnh Bình, Chợ Lách, Bến Tre 2013 43 Xuất huyết  Gan 

38 38A3 Bình Thạnh, Cao Lãnh, Đồng Tháp 2013 58 Xuất huyết Thận trước 

39 39A3 Vĩnh Bình, Chợ Lách, Bến Tre 2013 79 Xuất huyết  Tỳ tạng 

40 40A3 Hòa Khánh, Cái Bè, Tiền Giang 2013 102 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

41 41A3 Chánh An, Mang Thít, Vĩnh Long 2013 46 Xuất huyết  Gan 

42 1A4 Phong Thạnh, Cầu Kè, Trà Vinh 2014 79 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

43 2A4 Mỹ Thới, Tp. Long Xuyên, An Giang 2014 87 Xuất huyết  Thận sau 

44 3A4 Hòa Hưng, Cái Bè, Tiền Giang 2014 58 Xuất huyết Gan 

45 4A4 Sơn Phú, Giồng Trôm, Bến Tre 2014 221 Gan thận mủ, xuất huyết Thận sau 

46 5A4 Thuận An, Thốt Nốt, Tp. Cần Thơ 2014 121 Xuất huyết  Gan 

47 6A4 Mỹ An, Mang Thít, Vĩnh Long 2014 256 Xuất huyết  Gan 

48 7A4 Tân Phong, Cai Lậy,  Tiền Giang 2014 87 Gan thận mủ, xuất huyết Thận sau 

49 8A4 Tân Thiềng, Chợ Lách, Bến Tre 2014 68 Xuất huyết  Tỳ tạng 

50 9A4 Thị trấn Cái Bè, Cái Bè, Tiền Giang 2014 39 Xuất huyết Thận sau 
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TT 
Chủng vi 

khuẩn 
Địa điểm thu mẫu Thời gian 

Trọng lượng 

cá (g/con) 
Dấu hiệu cá bệnh 

Cơ quan 

phân lập 

51 10A4 Thới An, Ô Môn, Tp. Cần Thơ 2014 37 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

52 11A4 Tân Phong, Cai Lậy, Tiền Giang 2014 67 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

53 12A4 An Bình, Long Hồ, Vĩnh Long 2014 45 Xuất huyết  Tỳ tạng 

54 13A4 Châu Hưng, Bình Đại, Bến Tre 2014 94 Xuất huyết Gan 

55 14A4 Ngũ Hiệp, Cai Lậy, Tiền Giang 2014 67 Xuất huyết  Thận sau 

56 15A4 Mỹ An, Mang Thít, Vĩnh Long 2014 237 Xuất huyết  Thận sau 

57 16A4 Long Hòa, Bình Đại, Bến Tre 2014 567 Xuất huyết  Gan 

58 17A4 Lục Sĩ Thành, Trà Ôn, Vĩnh Long 2014 79 Xuất huyết  Tỳ tạng 

59 18A4 Đức Mỹ, Càn Long, Trà Vinh 2014 56 Xuất huyết  Gan 

60 19A4 Hòa Lộc, Tam Bình, Vĩnh Long 2014 211 Xuất huyết  Gan 

61 20A4 Hòa Lộc, Tam Bình, Vĩnh Long 2014 97 Xuất huyết Thận sau 

62 21A4 Phong Thạnh, Cầu Kè, Trà Vinh 2014 67 Xuất huyết  Gan 

63 22A4 An Hiệp, Châu Thành, Đồng Tháp 2014 121 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

64 23A4 Phú Phụng, Chợ Lách, Bến Tre 2014 212 Xuất huyết  Tỳ tạng 

65 24A4 An Hiệp, Châu Thành, Đồng Tháp 2014 580 Xuất huyết  Tỳ tạng 

66 25A4 Mỹ Hòa Hưng, Tp. Long Xuyên, An Giang 2014 700 Xuất huyết  Gan 

67 26A4 Phú Phụng, Chợ Lách, Bến Tre 2014 567 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

68 27A4 Thạnh Mỹ, Vĩnh Thạnh, Tp. Cần Thơ 2014 98 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

69 28A4 Thị trấn Tiểu Cần, Tiểu Cần, Trà Vinh 2014 378 Gan thận mủ, xuất huyết  Thận sau 

70 29A4 An Hiệp, Châu Thành, Đồng Tháp 2014 45 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

71 30A4 Tân Thành, Lai Vung, Đồng Tháp 2014 74 Gan thận mủ, xuất huyết Tỳ tạng 

72 31A4 An Nhơn, Châu Thành, Đồng Tháp 2014 96 Xuất huyết Gan 

73 32A4 Mỹ Hòa Hưng, Tp. Long Xuyên, An Giang 2014 56 Gan thận mủ, xuất huyết Gan 

74 33A4 Mỹ Hòa Hưng, Tp. Long Xuyên, An Giang 2014 224 Gan thận mủ, xuất huyết Thận sau 
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J3A. Kết quả kiểm tra 1 số đặc điểm hình thái, sinh lý, sinh hóa và định danh vi khuẩn E. coli bằng bộ kít API 20E 

 

Kết quả khảo sát hoạt tính catalase, oxidase, nhuộm Gram, chụp ảnh SEM, phản ứng O/F và định danh bằng bộ kít API 20E (từ trái sang phải). 

 

  
 

 
 

 

J3B. Kết quả phân lập và thực hiện kháng sinh đồ các chủng vi khuẩn E. coli  

Vi 

khuẩn 

Nguồn 

gốc 

Địa điểm* AMO AMP CFL CTX CHL FFC CIP ENR NOR DOX TET NEO STR GEN SXT 

ECR1 Ruột Châu Thành 0 (R) 0 (R) 12 

(R) 
30 (S) 0 (R) 9 (R) 17 (I) 25 (S) 0 (R) 25 (S) 0 (R) 10 (R) 16 (S) 16 (S) 8 (R) 

ECR2 Nước Cao Lãnh S (30) S (22) 24 (S) 30 (S) 24 (S) 30 (S) 18 (I) 26 (S) 30 (S) 18 (S) 28 (S) 17 (S) 15 (S) 19 (S) 30 (S) 

ECR3 Ruột Châu Thành 0 (R) 0 (R) 17 (I) 16 (R) 9 (R) 13 (R) 28 (S) 30 (S) 21 (I) 11 (R) 18 (I) 17 (S) 0 (R) 10 (R) 14 (I) 

ECR4 Ruột Cao Lãnh 0 (R) 0 (R) 0 (R) 23 (I) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 12 (R) 0 (R) 10 (R) 0 (R) 9 (R) 0 (R) 12 (R) 12 (I) 

ECR5 Nước Châu Thành S (30) S (22) 24 (S) 31 (S) 33 (S) 36 (S) 32 (S) 30 (S) 28 (S) 27 (S) 0 (R) 17 (S) 20 (S) 23 (S) 20 (S) 

ECR6 Ruột Cao Lãnh 0 (R) 0 (R) 0 (R) 33 (S) 13 (I) 11 (R) 21 (S) 10 (R) 0 (R) 23 (S) 0 (R) 20 (S) 20 (S) 21 (S) 14 (I) 

ECR7 Nước Châu Thành 0 (R) 0 (R) 0 (R) 17 (R) 10 (R) 12 (R) 22 (S) 14 (R) 0 (R) 12 (R) 0 (R) 0 (R) 20 (S) 20 (S) 0 (R) 

ECR8 Ruột Cao Lãnh S (28) S (25) 24 (S) 30 (S) 31 (S) 35 (S) 26 (S) 29 (S) 26 (S) 27 (S) 30 (S) 18 (S) 18 (S) 18 (S) 20 (S) 
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Vi 

khuẩn 

Nguồn 

gốc 

Địa điểm* AMO AMP CFL CTX CHL FFC CIP ENR NOR DOX TET NEO STR GEN SXT 

ECR9 Nước Châu Thành 0 (R) 0 (R) 0 (R) 16 (R) 13 (I) 11 (R) 22 (S) 22 (I) 21 (I) 10 (R) 0 (R) 17 (S) 0 (R) 12 (R) 15 (I) 

ECR10 Ruột Cao Lãnh 0 (R) 0 (R) 0 (R) 35 (S) 31 (S) 35 (S) 30 (S) 28 (S) 27 (S) 27 (S) 0 (R) 18 (S) 19 (S) 21 (S) 0 (R) 

ECR11 Ruột Châu Thành S (30) S (22) 26 (S) 20 (R) 11 (R) 11 (R) 18 (I) 13 (R) 12 (R) 0 (R) 0 (R) 9 (R) 12 (I) 19 (S) 0 (R) 

ECR12 Nước Cao Lãnh 0 (R) 0 (R) 0 (R) 33 (S) 0 (R) 33 (S) 32 (S) 29 (S) 27 (S) 26 (S) 0 (R) 10 (R) 0 (R) 19 (S) 0 (R) 

ECR13 Ruột Châu Thành 0 (R) 0 (R) 24 (S) 21 (R) 30 (S) 32 (S) 27 (S) 26 (S) 26 (S) 27 (S) 0 (R) 9 (R) 10 (R) 10 (R) 0 (R) 

ECR14 Ruột Cao Lãnh 0 (R) 0 (R) 17 (I) 25 (I) 12 (R) 11 (R) 30 (S) 14 (R) 0 (R) 10 (R) 0 (R) 20 (S) 7 (R) 19 (S) 0 (R) 

ECR15 Ruột Châu Thành S (28) S (25) 12 R) 24 (I) 31 (S) 12 (R) 30 (S) 14 (R) 28 (S) 27 (S) 15 (I) 19 (S) 14 (I) 20 (S) 0 (R) 

ECR16 Nước Cao Lãnh 0 (R) 0 (R) 24 (S) 32 (S) 14 (I) 12 (R) 27 (S) 26 (S) 25 (S) 0 (R) 0 (R) 18 (S) 16 (S) 18 (S) 0 (R) 

ECR17 Nước Châu Thành 0 (R) 0 (R) 13 R) 32 (S) 32 (S) 32 (S) 24 (S) 24 (S) 12 (R) 30 (S) 30 (S) 19 (S) 10 (R) 19 (S) 0 (R) 

ECR18 Nước Cao Lãnh 0 (R) 0 (R) 10 R) 20 (R) 20 (S) 16 (R) 0 (R) 30 (S) 10 (R) 24 (S) 0 (R) 18 (S) 20 (S) 11 (R) 0 (R) 

ECR19 Nước Châu Thành 0 (R) 0 (R) 24 (S) 10 (R) 12 (R) 10 (R) 17 (I) 14 (R) 12 (R) 0 (R) 0 (R) 10 (R) 11 (R) 12 (R) 0 (R) 

ECR20 Ruột Cao Lãnh 0 (R) 0 (R) 13 R) 36 (S) 35 (S) 35 (S) 29 (S) 28 (S) 26 (S) 0 (R) 0 (R) 9 (R) 13 (I) 18 (S) 0 (R) 

ECR21 Ruột Châu Thành 0 (R) 0 (R) 13 R) 24 (I) 30 (S) 32 (S) 27 (S) 26 (S) 26 (S) 27 (S) 0 (R) 10 (R) 19 (S) 21 (S) 0 (R) 

ECR22 Nước Cao Lãnh S (30) S (22) 14 R) 33 (S) 32 (S) 26 (S) 30 (S) 30 (S) 27 (S) 29 (S) 0 (R) 10 (R) 19 (S) 22 (S) 20 (S) 

ECR23 Ruột Châu Thành 0 (R) 0 (R) 24 (S) 0 (R) 33 (S) 34 (S) 30 (S) 26 (S) 27 (S) 28 (S) 0 (R) 0 (I) 18 (S) 20 (S) 26 (S) 

ECR24 Nước Cao Lãnh 0 (R) 0 (R) 0 (R) 27 (S) 11 (R) 30 (S) 14 (R) 16 (R) 10 (R) 0 (R) 0 (R) 10 (R) 19 (S) 0 (R) 0 (R) 

ECR25 Ruột Châu Thành 0 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 9 (R) 13 (R) 25 (S) 30 (S) 12 (R) 0 (R) 0 (R) 9 (R) 10 (R) 12 (R) 0 (R) 

ECR26 Ruột Cao Lãnh S (30) S (22) 26 (S) 30 (S) 12 (R) 10 (R) 27 (S) 21 (I) 23 (S) 21 (S) 0 (R) 18 (S) 20 (S) 11 (R) 25 (S) 

ECR27 Ruột Châu Thành 0 (R) 0 (R) 14  R) 22 (R) 14 (I) 12 (R) 19 (I) 13 (R) 12 (R) 0 (R) 0 (R) 0 (R) 17 (S) 19 (S) 0 (R) 

ECR28 Ruột Cao Lãnh 0 (R) 0 (R) 14 R) 20 (R) 12 (R) 11 (R) 12 (R) 14 (R) 11 (R) 22 (S) 0 (R) 20 (S) 17 (S) 19 (S) 23 (S) 

ECR29 Nước Châu Thành 0 (R) 0 (R) 18 (I) 25 (I) 13 (I) 13 (R) 15 (R) 26 (S) 25 (S) 22 (S) 0 (R) 0 (R) 19 (S) 20 (S) 0 (R) 

ECR30 Nước Cao Lãnh 0 (R) 0 (R) 18 (I) 20 (R) 14 (I) 12 (R) 12 (R) 26 (S) 24 (S) 23 (S) 0 (R) 0 (R) 19 (S) 16 (S) 25 (S) 
* Mẫu nước và cá tra thu ở các vùng nuôi cá tra ở tỉnh Đồng Tháp 
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PHỤ LỤC K: KẾT QUẢ GIẢI TRÌNH TỰ MỘT SỐ CHỦNG VI KHUẨN E. ictaluri 

VÀ A. hydrophila 

K1. Kết quả giải trình tự các chủng E. ictaluri  

Chủng 1ED3  

TTTCTTGATAGCATGCGGCACCATCTGCGCTGAGTGAGTGGCTAGATAGGGCGC

AAAAGACTAGAAACGCTCTCATTTCCCCTAAGCGGAATACCTCTTTTCACTTTCC

GCAACCATATTCATAGAGCAATTTTCTTGGGTGACAATAATATCATACAAATAA

AATAACGATGTAAGATAATGAATTAATTTATTTTTTGTATTTAATCAACATCCAC

CAAATGGAATTATCTTTAAAATTAATCAATTATTTATTTTTTATCACTTTTATTGG

TTTTACTGTTTCCCATGGGACAATTATTCTCTGCGCAAGCTTTTACATTAATAAA

AATAAATATCCTTATTATAATATAAGCAAGTAGACATATGTCTTGAAAATATAT

TTAATGTTGCGATTTGCATGGCTCTATGAAATGGCGCGTACCTCCTATGGTAGGG

GGGCCCCCCCTCCCCCCCCGCGCGGTCGCTTTTGGTGCGTTTCCCAAGAGACAG

GTCTAAGCCGAATGCGGTCTGCCCCTACTACTTTAAAGTGGTCGACCTCCATTAG

ACA 

K2. Kết quả giải trình tự các chủng A. hydrophila 

Chủng 1A3 

CAGAGCGTTAAAAGTAATATTGTCAATATGATGGGCCAGTGGCAAATAAGCGGT

CTGGCCAACGGCTGGGTAATAATGGGACCGGGTTATAATGGTGAAATAAAACCT

GGCTCGGCGTCCAATACCTGGTGTTACCGGGTCAATCCTGTTACCGGTGAAAAC

TGCCTTGGGGTCCGTC 

PHỤ LỤC L: KẾT QUẢ CẢM NHIỄM CÁC CHỦNG VI KHUẨN E. ictaluri VÀ A. 

hydrophila TRÊN CÁ TRA 

L1. Kết quả cảm nhiễm các chủng E. ictaluri 

Số cá tra chết cảm nhiễm với chủng 1ED3 

Giờ 102  

CFU/cá 

103 CFU/cá 104 

CFU/cá 

105  

CFU/cá 

106  

CFU/cá 

ĐC NaCl 

0,85% 
ĐC 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2 3 1 0 0 0 0 0 0 

72 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 1 4 3 3 0 0 0 0 0 0 

96 0 0 0 1 0 1 1 0 1 4 2 4 7 7 4 0 0 0 0 0 0 

120 1 0 0 2 0 1 1 1 3 5 5 8 9 8 5 0 0 0 0 0 0 

144 2 2 0 3 1 1 2 1 4 7 5 10 9 10 6 0 0 0 0 0 0 

168 3 2 1 3 2 3 4 3 6 7 6 10 10 10 7 0 0 0 0 0 0 

192 3 2 1 3 2 3 4 3 6 7 6 10 10 10 9 0 0 0 0 0 0 

216 3 2 1 4 2 3 4 3 6 7 6 10 10 10 9 0 0 0 0 0 0 

240 3 2 1 4 3 3 4 3 6 7 6 10 10 10 9 0 0 0 0 0 0 

264 3 2 1 4 4 3 4 3 6 7 6 10 10 10 9 0 0 0 0 0 0 

288 3 2 1 4 4 3 4 3 6 7 6 10 10 10 9 0 0 0 0 0 0 

312 3 2 1 4 4 3 4 3 6 7 6 10 10 10 9 0 0 0 0 0 0 

336 3 2 1 4 4 3 4 3 6 7 6 10 10 10 9 0 0 0 0 0 0 
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Số cá tra chết cảm nhiễm với chủng 3ED3 
Giờ 102  

CFU/cá 

103 CFU/cá 104 

CFU/cá 

105  

CFU/cá 

106  

CFU/cá 

ĐC NaCl 

0,85% 
ĐC 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

72 0 0 0 0 0 0 0 1 0 3 0 0 3 2 4 0 0 0 0 0 0 

96 0 0 1 1 0 0 1 1 0 3 1 0 5 3 9 0 0 0 0 0 0 

120 1 0 1 2 1 0 2 3 1 4 2 3 6 6 9 0 0 0 0 0 0 

144 2 1 2 2 1 0 4 4 1 4 2 4 6 6 10 0 0 0 0 0 0 

168 2 3 2 4 2 1 4 4 2 6 2 4 7 6 10 0 0 0 0 0 0 

192 2 3 2 4 3 1 4 4 2 6 3 4 7 6 10 0 0 0 0 0 0 

216 2 3 2 6 3 1 5 4 3 7 3 4 8 7 10 0 0 0 0 0 0 

240 2 3 2 6 3 1 5 4 3 7 3 4 8 7 10 0 0 0 0 0 0 

264 2 3 2 6 3 1 5 4 3 7 3 4 8 7 10 0 0 0 0 0 0 

288 2 3 2 6 3 1 5 4 3 7 3 4 8 7 10 0 0 0 0 0 0 

312 2 3 2 6 3 1 5 4 3 7 3 4 8 7 10 0 0 0 0 0 0 

336 2 3 2 6 3 1 5 4 3 7 3 4 8 7 10 0 0 0 0 0 0 

 

Số cá tra chết cảm nhiễm với chủng 8ED3 
Giờ 102  

CFU/cá 

103 CFU/cá 104 

CFU/cá 

105  

CFU/cá 

106  

CFU/cá 

ĐC NaCl 

0,85% 
ĐC 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 

72 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 2 3 2 0 0 0 0 0 0 

96 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 2 4 3 3 0 0 0 0 0 0 

120 0 1 0 0 1 0 3 3 4 3 4 5 6 4 8 0 0 0 0 0 0 

144 1 0 1 1 2 0 4 3 5 5 6 7 7 5 8 0 0 0 0 0 0 

168 1 0 1 1 2 1 5 3 5 6 7 9 8 5 8 0 0 0 0 0 0 

192 1 0 1 2 3 2 5 3 5 6 7 9 8 7 8 0 0 0 0 0 0 

216 1 0 1 3 3 2 5 3 5 6 7 9 10 7 9 0 0 0 0 0 0 

240 1 0 1 3 3 2 5 3 5 6 7 9 11 7 9 0 0 0 0 0 0 

264 1 0 1 3 3 2 5 3 5 6 7 9 11 7 9 0 0 0 0 0 0 

288 1 0 1 3 3 2 5 3 5 6 7 9 11 7 9 0 0 0 0 0 0 

312 1 0 1 3 3 2 5 3 5 6 7 9 11 7 9 0 0 0 0 0 0 

336 1 0 1 3 3 2 5 3 5 6 7 9 11 7 9 0 0 0 0 0 0 
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Số cá tra chết cảm nhiễm với chủng 10ED3 

 
Giờ 102  

CFU/cá 

103 CFU/cá 104 

CFU/cá 

105  

CFU/cá 

106  

CFU/cá 

ĐC NaCl 

0,85% 
ĐC 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

24 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 1 0 0 0 0 0 0 

72 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 2 1 4 2 2 0 0 0 0 0 0 

96 0 0 0 1 0 0 0 3 0 2 2 1 4 5 5 0 0 0 0 0 0 

120 2 0 0 2 2 0 1 3 1 4 4 3 6 6 8 0 0 0 0 0 0 

144 2 1 2 3 2 2 2 4 3 5 4 4 7 7 10 0 0 0 0 0 0 

168 3 1 2 3 3 2 2 4 4 5 5 4 8 7 11 0 0 0 0 0 0 

192 4 2 2 4 3 2 2 4 4 5 5 4 8 7 11 0 0 0 0 0 0 

216 4 2 2 4 3 2 2 4 4 5 5 4 8 7 11 0 0 0 0 0 0 

240 4 2 2 5 3 2 4 4 4 5 5 4 9 7 11 0 0 0 0 0 0 

264 4 2 2 5 3 2 4 4 4 5 5 4 9 7 11 0 0 0 0 0 0 

288 4 2 2 5 3 2 4 4 4 5 5 4 9 7 11 0 0 0 0 0 0 

312 4 2 2 5 3 2 4 4 4 5 5 4 9 7 11 0 0 0 0 0 0 

336 4 2 2 5 3 2 4 4 4 5 5 4 9 7 11 0 0 0 0 0 0 

L2. Kết quả cảm nhiễm các chủng A. hydrophila  

Số cá tra chết cảm nhiễm với chủng 1A3 
Giờ 102  

CFU/cá 

103 CFU/cá 104 

CFU/cá 

105  

CFU/cá 

106  

CFU/cá 

ĐC NaCl 

0,85% 
ĐC 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

12 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2 2 0 2 3 3 0 0 0 0 0 0 

18 0 0 0 1 0 0 3 1 2 4 3 2 5 5 7 0 0 0 0 0 0 

24 0 0 1 2 2 0 4 3 3 7 5 3 8 7 7 0 0 0 0 0 0 

30 0 0 2 2 2 1 6 3 3 7 5 4 9 9 10 0 0 0 0 0 0 

36 1 0 2 3 2 2 6 4 3 8 7 6 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

42 1 0 2 3 3 2 6 4 3 8 9 6 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

48 1 1 2 4 3 2 6 4 3 9 9 7 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

54 1 1 2 4 3 2 6 4 3 9 9 7 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

60 2 1 4 4 3 2 6 4 3 9 9 7 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

72 2 1 4 4 3 2 6 4 3 9 9 7 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

96 2 1 4 4 3 2 6 4 3 9 9 7 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

120 2 1 4 4 3 2 6 4 3 9 9 7 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

336 2 1 4 4 3 2 6 4 3 9 9 7 10 10 10 0 0 0 0 0 0 
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Số cá tra chết cảm nhiễm với chủng 2A3 

 
Giờ 102  

CFU/cá 

103 CFU/cá 104 

CFU/cá 

105  

CFU/cá 

106  

CFU/cá 

ĐC NaCl 

0,85% 
ĐC 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

12 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 2 1 3 1 1 0 0 0 0 0 0 

18 0 0 0 1 2 0 2 2 1 2 4 2 5 3 1 0 0 0 0 0 0 

24 0 0 0 1 2 1 3 3 2 3 4 3 7 5 4 0 0 0 0 0 0 

30 0 0 0 2 3 1 4 3 3 5 6 4 7 5 5 0 0 0 0 0 0 

36 1 1 0 2 3 2 4 3 4 6 7 5 9 7 7 0 0 0 0 0 0 

42 1 1 1 3 3 2 5 4 5 8 8 7 9 9 8 0 0 0 0 0 0 

48 2 1 2 4 4 4 7 5 8 9 8 8 10 9 9 0 0 0 0 0 0 

54 2 1 2 4 4 4 7 5 8 9 8 8 10 9 9 0 0 0 0 0 0 

60 2 2 2 4 4 4 7 5 8 9 8 8 10 9 9 0 0 0 0 0 0 

72 3 2 2 4 4 4 7 5 8 9 8 8 10 9 9 0 0 0 0 0 0 

96 3 3 3 4 4 4 7 5 8 9 8 8 10 9 9 0 0 0 0 0 0 

120 3 3 3 4 4 4 7 5 8 9 8 8 10 9 9 0 0 0 0 0 0 

336 3 3 3 4 4 4 7 5 8 9 8 8 10 9 9 0 0 0 0 0 0 

Số cá tra chết cảm nhiễm với chủng 4A3 

 
Giờ 102  

CFU/cá 

103 CFU/cá 104 

CFU/cá 

105  

CFU/cá 

106  

CFU/cá 

ĐC NaCl 

0,85% 
ĐC 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 0 0 0 0 0 

12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2 3 1 0 0 0 0 0 0 

18 0 0 0 1 0 0 1 1 0 2 1 3 4 4 2 0 0 0 0 0 0 

24 0 0 1 1 1 0 2 2 1 5 3 4 6 5 5 0 0 0 0 0 0 

30 0 0 1 1 1 0 3 2 2 6 5 4 7 6 5 0 0 0 0 0 0 

36 1 1 2 2 2 1 5 5 4 7 8 6 8 8 7 0 0 0 0 0 0 

42 2 1 3 3 2 1 6 5 4 8 8 7 9 8 8 0 0 0 0 0 0 

48 3 2 3 5 4 2 7 6 7 9 9 8 10 10 8 0 0 0 0 0 0 

54 3 2 3 5 4 3 7 6 8 9 9 8 10 10 9 0 0 0 0 0 0 

60 4 3 3 6 5 3 8 7 8 9 10 9 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

72 4 3 3 6 5 3 8 7 8 9 10 9 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

96 4 3 3 6 5 3 8 7 8 9 10 9 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

120 4 3 3 6 5 3 8 7 8 9 10 9 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

336 4 3 3 6 5 3 8 7 8 9 10 9 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

 

 

 

 

 

 

 



 

                                      192 

Số cá tra chết cảm nhiễm với chủng 5A3 

 
Giờ 102  

CFU/cá 

103 CFU/cá 104 

CFU/cá 

105  

CFU/cá 

106  

CFU/cá 

ĐC NaCl 

0,85% 
ĐC 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

L 

1 

L 

2 

L 

3 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

12 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 3 2 1 0 0 0 0 0 0 

18 0 0 0 0 0 1 1 2 2 3 2 2 6 4 3 0 0 0 0 0 0 

24 1 0 0 0 0 1 2 3 3 5 3 3 8 6 4 0 0 0 0 0 0 

30 1 1 0 1 0 2 2 3 4 5 5 3 8 8 4 0 0 0 0 0 0 

36 2 1 1 2 1 3 3 4 4 7 6 5 9 8 7 0 0 0 0 0 0 

42 2 1 1 2 2 3 4 5 4 8 7 5 10 8 7 0 0 0 0 0 0 

48 3 2 2 3 2 3 4 5 4 9 7 6 10 10 8 0 0 0 0 0 0 

54 3 2 2 3 2 3 4 5 4 9 7 6 10 10 9 0 0 0 0 0 0 

60 4 2 2 3 3 3 4 5 4 9 8 7 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

72 4 2 2 4 3 3 4 5 4 9 8 7 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

96 4 2 2 4 3 3 4 5 4 9 8 7 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

120 4 2 2 4 3 3 4 5 4 9 8 7 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

336 4 2 2 4 3 3 4 5 4 9 8 7 10 10 10 0 0 0 0 0 0 

PHỤ LỤC M: KẾT QUẢ PHÂN TÍCH THỐNG KÊ TỈ LỆ CHẾT TÍCH LŨY THÍ 

NGHIỆM CẢM NHIỄM KÉP BẰNG PHƯƠNG PHÁP NGÂM 

ANOVA 

Ti le ca chet tich luy  

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 1716,917 3 572,306 858,458 ,000 

Within Groups 5,333 8 ,667     

Total 1722,250 11       

 Multiple Comparisons 

Dependent Variable: Ti le ca chet tich luy  

Tukey HSD  

(I) 

NT 

(J) 

NT 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 
Lower Bound Upper Bound 

1 2 -6,33(*) ,667 ,000 -8,47 -4,20 

3 20,33(*) ,667 ,000 18,20 22,47 

4 20,33(*) ,667 ,000 18,20 22,47 

2 1 6,33(*) ,667 ,000 4,20 8,47 

3 26,67(*) ,667 ,000 24,53 28,80 

4 26,67(*) ,667 ,000 24,53 28,80 

3 1 -20,33(*) ,667 ,000 -22,47 -18,20 

2 -26,67(*) ,667 ,000 -28,80 -24,53 

4 ,00 ,667 1,000 -2,13 2,13 

4 1 -20,33(*) ,667 ,000 -22,47 -18,20 

2 -26,67(*) ,667 ,000 -28,80 -24,53 

3 ,00 ,667 1,000 -2,13 2,13 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
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PHỤ LỤC N: KẾT QUẢ CẢM NHIỄM ĐƠN VÀ CẢM NHIỄM KÉP 2 CHỦNG VI KHUẨN A. hydrophila (4A3) VÀ E. ictaluri (1ED3) 

TRÊN CÁ TRA BẰNG PHƯƠNG PHÁP NGÂM 

Thời 

gian 

6 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 132 144 156 168 180 192 216 240 264 288 312 336 

NK1 

L1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 3 5 7 8 9 9 9 9 9 9 9 9 

L2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 3 4 4 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

L3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 3 4 4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

Tổng 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3 7 10 16 18 19 20 20 20 20 20 20 20 20 
NK2 

L1 0 0 0 0 2 3 3 3 4 5 6 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 7 

L2 0 0 0 1 2 2 3 4 5 5 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 6 

L3 0 0 0 1 1 3 3 4 4 4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

Tổng 0 0 0 2 5 8 9 11 13 14 17 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 
NK3 

L1 0 0 0 1 3 4 4 5 6 6 7 8 8 8 9 10 10 10 10 10 10 10 10 

L2 0 1 2 3 4 6 6 6 6 7 7 7 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 

L3 0 0 2 3 4 5 6 8 8 9 9 9 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 

Tổng 0 1 4 7 11 15 16 19 20 22 23 24 26 26 27 28 28 28 28 28 28 28 28 

NK4 

L1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

L2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 

L3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Tổng 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 

NK5 

L1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

L2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

L3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 

Tổng 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 

NK1: Ngâm cá tra với chủng 1ED3 (106 CFU/mL)     NK2: Ngâm cá tra với chủng 4A3 (105 CFU/mL)  NK3: Ngâm cá tra với chủng 1ED3 (106 CFU/mL) 

+ chủng 4A3 (105 CFU/mL). NK4: Đối chứng ngâm  nước muối sinh lý NaCl 0,85% và NK5: Đối chứng không ngâm  nước muối sinh lý NaCl 0,85%. 
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PHỤ LỤC O: KẾT QUẢ PHÂN TÍCH THỐNG KÊ TỈ LỆ CHẾT TÍCH LŨY THÍ 

NGHIỆM CẢM NHIỄM KÉP BẰNG PHƯƠNG PHÁP TIÊM 

ANOVA 

Ti le ca chet tich luy  

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 2934,000 6 489,000 789,923 ,000 

Within Groups 8,667 14 ,619     

Total 2942,667 20       

Multiple Comparisons 

Dependent Variable: Ti le ca chet tich luy  

Tukey HSD 

(I) 

NT 

(J) 

NT 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

1 2 -2,00 ,642 ,085 -4,19 ,19 

  3 -4,67(*) ,642 ,000 -6,86 -2,47 

  4 -7,67(*) ,642 ,000 -9,86 -5,47 

  5 -8,67(*) ,642 ,000 -10,86 -6,47 

  6 20,67(*) ,642 ,000 18,47 22,86 

  7 21,00(*) ,642 ,000 18,81 23,19 

2 1 2,00 ,642 ,085 -,19 4,19 

  3 -2,67(*) ,642 ,013 -4,86 -,47 

  4 -5,67(*) ,642 ,000 -7,86 -3,47 

  5 -6,67(*) ,642 ,000 -8,86 -4,47 

  6 22,67(*) ,642 ,000 20,47 24,86 

  7 23,00(*) ,642 ,000 20,81 25,19 

3 1 4,67(*) ,642 ,000 2,47 6,86 

  2 2,67(*) ,642 ,013 ,47 4,86 

  4 -3,00(*) ,642 ,005 -5,19 -,81 

  5 -4,00(*) ,642 ,000 -6,19 -1,81 

  6 25,33(*) ,642 ,000 23,14 27,53 

  7 25,67(*) ,642 ,000 23,47 27,86 

4 1 7,67(*) ,642 ,000 5,47 9,86 

  2 5,67(*) ,642 ,000 3,47 7,86 

  3 3,00(*) ,642 ,005 ,81 5,19 

  5 -1,00 ,642 ,709 -3,19 1,19 

  6 28,33(*) ,642 ,000 26,14 30,53 

  7 28,67(*) ,642 ,000 26,47 30,86 

5 1 8,67(*) ,642 ,000 6,47 10,86 

  2 6,67(*) ,642 ,000 4,47 8,86 

  3 4,00(*) ,642 ,000 1,81 6,19 

  4 1,00 ,642 ,709 -1,19 3,19 

  6 29,33(*) ,642 ,000 27,14 31,53 

  7 29,67(*) ,642 ,000 27,47 31,86 

6 1 -20,67(*) ,642 ,000 -22,86 -18,47 

  2 -22,67(*) ,642 ,000 -24,86 -20,47 
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(I) 

NT 

(J) 

NT 

Mean 

Difference (I-J) Std. Error Sig. 

95% Confidence Interval 

Lower Bound Upper Bound 

  3 -25,33(*) ,642 ,000 -27,53 -23,14 

  4 -28,33(*) ,642 ,000 -30,53 -26,14 

  5 -29,33(*) ,642 ,000 -31,53 -27,14 

  7 ,33 ,642 ,998 -1,86 2,53 

7 1 -21,00(*) ,642 ,000 -23,19 -18,81 

  2 -23,00(*) ,642 ,000 -25,19 -20,81 

  3 -25,67(*) ,642 ,000 -27,86 -23,47 

  4 -28,67(*) ,642 ,000 -30,86 -26,47 

  5 -29,67(*) ,642 ,000 -31,86 -27,47 

 6 -,33 ,642 ,998 -2,53 1,86 

* The mean difference is significant at the .05 level. 
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PHỤ LỤC P: KẾT QUẢ CẢM NHIỄM KÉP 2 CHỦNG A. hydrophila VÀ E. ictaluri TRÊN CÁ TRA BẰNG PHƯƠNG PHÁP TIÊM 

 

Thời 

gian 

TK1 TK2 TK3 TK4 TK5 TK6 TK7 

L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3 L1 L2 L3 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

12 0 0 1 1 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

24 2 1 2 4 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0  0 0 0 0 0 0 

36 2 2 3 4 5 5 2 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

48 4 3 5 7 7 6 3 4 3 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

60 5 5 7 8 7 6 5 6 5 4 5 4 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

72 8 7 8 8 8 7 8 7 7 7 7 6 1 1 2 0 0 0 0 0 0 

84 8 7 8 8 8 7 9 8 7 8 7 7 3 4 4 0 0 0 0 0 0 

96 8 8 8 8 8 8 9 9 7 9 8 9 5 5 6 0 0 0 0 0 0 

108 8 8 8 8 8 8 9 9 8 9 8 9 8 7 7 0 0 0 0 0 0 

120 8 9 8 8 8 8 9 9 8 9 8 9 9 8 9 0 0 0 0 0 0 

132 8 9 8 8 8 8 9 9 8 10 8 9 10 8 9 0 0 0 0 0 0 

144 8 9 8 8 8 8 9 9 8 10 9 9 10 9 9 0 0 0 0 0 0 

156 8 9 8 8 8 8 9 9 8 10 9 9 10 10 9 0 0 0 0 0 0 

168 8 9 8 8 8 8 9 9 8 10 9 9 10 10 9 1 0 0 0 0 0 

336 8 9 8 8 8 8 9 9 8 10 9 9 10 10 9 1 0 0 0 0 0 

Tổng 25 24 26 28 29 1 0 

TK1: Tiêm vi khuẩn A. hydrophila trước khi tiêm vi khuẩn E. ictaluri 12 giờ. 

TK2: Tiêm cùng lúc vi khuẩn A. hdrohpila và E. ictaluri.   

TK3: Tiêm vi khuẩn A. hdrohpila sau khi tiêm vi khuẩn E. ictaluri 24 giờ.   

TK4: Tiêm vi khuẩn A. hdrohpila sau khi tiêm vi khuẩn E. ictaluri 48 giờ. 

TK5: Tiêm vi khuẩn A. hdrohpila sau khi tiêm vi khuẩn E. ictaluri 72 giờ. 

TK6: Đối chứng tiêm nước muối sinh lý NaCl 0,85%.        

TK7: Đối chứng không tiêm nước muối sinh lý. 
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PHỤ LỤC Q: GIÁ TRỊ pH VÀ NHIỆT ĐỘ TRONG CÁC THÍ NGHIỆM 

CẢM NHIỄM 

Q1. Giá trị pH và nhiệt độ trong các thí nghiệm cảm nhiễm đơn 

Ngày 
pH Nhiệt độ 

6 giờ 18 giờ 6 giờ 18 giờ 

Ngày 0* 7,28 7,28 27,8 28,2 

Ngày 1 7,34 7,56 27,3 27,9 

Ngày 2 7,05 7,35 27,5 28.1 

Ngày 3 7,45 7,56 27,2 27,6 

Ngày 4 7,33 7,62 28,2 28,8 

Ngày 5 7,57 7,60 28,4 28,9 

Ngày 6 7,44 7,55 27,7 28,4 

Ngày 7 7,38 7,53 27,8 28,5 

Ngày 8 7,25 7,48 28,3 28,7 

Ngày 9 7,35 7,68 27,4 28,1 

Ngày 10 7,57 7,69 28,2 28,7 

Ngày 11 7,44 7,52 27,8 28,0 

Ngày 12 7,23 7,59 26,8 27,3 

Ngày 13 7,43 7,67 27,8 28,6 

Ngày 14 7,58 7,69 28,3 28,8 

*Giá trị pH và nhiệt độ được đo trước khi tiêm cá. 

Q2. Giá trị pH và nhiệt độ trong các thí nghiệm cảm nhiễm kép 

Ngày 
pH Nhiệt độ 

6 giờ 18 giờ 6 giờ 18 giờ 

Ngày 0* 7,20 7,20 27,9 28,4 

Ngày 1 7,34 7,57 27,5 28,5 

Ngày 2 7,04 7,65 27,4 28.0 

Ngày 3 7,04 7,55 27,2 27,5 

Ngày 4 7,65 7,74 28,4 29,8 

Ngày 5 7,57 7,60 27,6 28,9 

Ngày 6 7,43 7,57 27,5 28,7 

Ngày 7 7,39 7,54 27,8 28,2 

Ngày 8 7,74 7,87 27,5 28,7 

Ngày 9 7,35 7,68 27,3 28,3 

Ngày 10 7,57 7,69 27,8 28,6 

Ngày 11 7,65 7,67 27,8 28,3 

Ngày 12 7,60 7,64 27,7 28,3 

Ngày 13 7,63 7,67 27,8 28,6 

Ngày 14 7,58 7,44 27,5 28,6 

*Giá trị pH và nhiệt độ được đo trước khi tiêm/ngâm cá. 
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PHỤ LỤC R: KẾT QUẢ THỰC HIỆN KHÁNG SINH ĐỒ VI KHUẨN E. ictaluri VÀ A. hydrophila 

R1. Kết quả thực hiện kháng sinh đồ 67 chủng vi khuẩn E. ictaluri 

Vi 

khuẩn 
Địa điểm AMO AMP CFL CTX CHL FFC CIP ENR NOR DOX TET NEO STR GEN SXT 

1ED3 Tp. Cần Thơ S (25) S (22)  R (11) R (0) R(8) R (0) S (25) R (0) S (17) R (0) R (10) R (0) R (0) S (19) R (0) 

2ED3 Tp. Cần Thơ R (12) S (20) S (22) S (30) R (6) R (13) I (20) R (16) S (17) S (18) R (9) R (12) R (8) R (12) R (0) 

3ED3 Trà Vinh S (32) S (22) I (18)    R (22) S (32) R (14) S (22) R (14) S (19) S (16) R (9) S (16) R (0) R (12) R (0) 

4ED3 Đồng Tháp R (12) R (12) R (12) R (13) R (8) R (8) R (0) R (0) R (0) R (10) R (7) R (12) I (12) R (12) R (0) 

5ED3 Đồng Tháp S (26) S (19) R (10)  R (0) R (8) R (0) I (20) R (15) I (13) R (11) R (18) R (12) R (0) S (18) R (0) 

6ED3 An Giang I (16) R (13) R (13) I (24) R (8) R (16) R (12) R (0) R (0) I (13) R (8) S (16) R (0) R (10) R (0) 

7ED3 Bến Tre S (24) I (14) R (0) R (0) R (7) R (8) I (16) R (12) R (0) R (11) R (7) R (0) R (0) R (0) R (0) 

8ED3 Đồng Tháp S (35) S (26) R (13) S (30) R (9) R (10) S (25) R (16)  S (20) S (17) R (8) R (12)  R (0) I (13) R (0) 

9ED3 Tiền Giang S (23) S (20) S (20) R (21) R (8) S (32) S (30) S (30) S (19) S (16) S (32) S (30) S (20) S (27) R (0) 

10ED3 Vĩnh Long I (16) R (12) S (21) I (25) R (7) R (8) R (12) R (10) R (11) R (12) R (0) S (16) R (6) R (11) R (0) 

11ED3 Tiền Giang S (25) S (25) S (24) S (26) S (18) R (7) S (29) S (25) S (22) S (20) S (30) S (23) R (0) S (22) R (0) 

12ED3 Đồng Tháp S (39) S (29) S (20) I (24) R (5) R (14) S (25) I (19) I (16) S (16) R (8) S (16) R (0) R (12) R (0) 

13ED3 Tiền Giang S (35) S (32) S (20)  I (25) R (7) R (7) S (27) S (24) I (16) R 912) R (0) S (25) R (0) I (13) R (0) 

14ED3 Trà Vinh S (36) S (30) I (19)  R (20) R (7) R (7) I (20) I (19) I (16) S (19) R (7) S (20) S (25) I (14) R (0) 

15ED3 Bến Tre S (20) S (30) S (20) S (40) R (10) R (0) S (24) R (15) I (13) I (15) R (9) R (12) R (0) R (11) R (0) 

16ED3 An Giang R (8) R (0) I (18) R (14) I (13) R (9) R (9) R (10) I (16) R (12) I (16) R (0) R (11) R (0) R (0) 

17ED3 Tiền Giang S (28) S (32) R (16) S (40) R (9) R (0) R (13) R (9) R (12) R (10) R (0) R (0) R (10) R (12) R (0) 

18ED3 Vĩnh Long S (18) S (32) S (22) R (20) R (9) R (8) R (12) R 911) S (32) S (27) R (8) S (30) S (25) S (24) R (0) 

19ED3 Vĩnh Long R (12) R (12) R (15) R (20) R (9) R (9) I (20) R (15) R (0) S (16) R (0) R (8) R (11) S (20) R (0) 

20ED3 Vĩnh Long S (20) R (12) S (22) S (30) R (7) R (7) I (20) R (14) R (12) S (24) R (8) R (11) R (0) I (16) R (0) 

21ED3 Bến Tre I (16) R (12) S (21) I (25) R (8) R (7) R (12) R (10) R (11) R (12) R (0) S (16) R (6) R (11) R (0) 

22ED3 An Giang S (25) S (24) S (25) S (26) R (10) R (8) R (14) S (24) I (16) I (15)  R (5) S (15) S (15) S (20) R (0) 

23ED3 Bến Tre S (35) S (18) R (16) S (35) R (8) R (6) S (28) R (16) R (0) S (18) I (15) R (12) R (0) I (12) R (0) 

24ED3 An Giang R (10) S (20) R (15) I (25) R (9) R (8) I (20) R (14) I (13) I (13) I (16) S (15) R (0) I (15) R (0) 

25ED3 Tiền Giang R (8) R (0) S (22) R (22) R (8) R (7) R (15) R (9) R (10) S (16) R (8) I (13) R (7) R (12) R (0) 

26ED3 An Giang S (30) S (20) R (12) S (30) R (10) R (9) S (22) R (16) R (10) S (25) R (10) S (20) R (0) S (20) R (0) 

27ED3 Tiền Giang R (7) R (0) R (12) S (42) R (8) R (8) I (17) R (12) R (12) S (20) R (9) S (17) R (0) S (17) R (0) 

28ED3 Tiền Giang R (10) R (0) S (25) R (22) R (0) R (9) R (15)  R (11) R (11) S (18) R (0) R (10) R (0) R (11) R (0) 
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Vi 

khuẩn 
Địa điểm AMO AMP CFL CTX CHL FFC CIP ENR NOR DOX TET NEO STR GEN SXT 

29ED3 Đồng Tháp S (22) S (31) S (30) I (24) R (0) R (0) S (26) R (14) I (14) I (15) R (0) I (13) R (0) R (12) R (0) 

30ED3 Tiền Giang S (33) S (30) S (20) R (22) R (0) R (0) I (20) R (13) R (11) I (15) R (9) I (13) R (0) I (14) R (0) 

1ED4 Trà Vinh S (35) S (32) S (20) S (40) R (6) R (14) I (16) R (12) S (17) S (18) R (6) I (13) I (14) R (11) R (0) 

2ED4 Trà Vinh S (32) R (0) I (19) S (28) R (4) R (12) S (27) I (18) S (18) S (16) R (12) I (14) R (0) R (0) R (0) 

3ED4 Trà Vinh S (29) S (28) S (30) S (38) R (0) R (10) I (16) I (17) I (14) I (14) R (8) I (14) R (0) I (14) R (0) 

4ED4 Trà Vinh S (28) S (26) S (20) S (28) R (0) S (22) R (0) R (0) R (8) I (14) R (6) I (14) I (12) I (13) R (0) 

5ED4 Bến Tre S (38) S (25) S (24) S (42) R (6) R (10) S (23) R (11) R (12) S (18) R (11) S (15) R (0) R (12) R (0) 

6ED4 Bến Tre S (37) S (24) I (19) S (30) R (8) R (12) S (28) I (19) S (18) S (17) R (9) S (15) R (0) I (14) R (0) 

7ED4 Đồng Tháp S (36) S (30) S (22) S (50) R (0) R (0) S (30) I (20) S (18) S (22) R (6) R (12) R (10) I (14) R (0) 

8ED4 Đồng Tháp S (29) S (26) I (18) S (42) R (0) R (7) S (22) R (16) I (14) S (17) R (9) R (12) R (0) I (13) R (0) 

9ED4 Đồng Tháp S (28) S (30) S (21) S (40) R (6) R (6) S (28) I (20) I (16) S (17) R (8) I (14) S (20) I (14) R (0) 

10ED4 Tiền Giang S (28) S (29) S (21) S (39) R (9) R (6) I (16) R (0) I (14) I (14) R (0) S (17) I (13) I (15) R (0) 

11ED4 Đồng Tháp S (40) S (30) S (26) S (44) R (0) R (13) S (28) I (17) S (19) S (20) R (10) S (16) R (0) I (16) R (0) 

12ED4 Đồng Tháp S (32) S (18) S (23) S (34) R (6) R (9) S (25) I (20) I (13) S (19) R (9) R (12) R (0) R (11) R (0) 

13ED4 Tiền Giang S (30) S (22) S (22) S (41) R (0) R (8) S (24) I (22) I (14) S (19) R (9) R (12) R (0) S (18) R (0) 

14ED4 Tiền Giang S (28) S (20) S (22) S (36) R (6) R (9) R (14) R (0) R (0) I (13) R (0) I (14) I (12) I (13) R (0) 

15ED4 Tiền Giang S (28) S (28) S (22) S (38) R (7) R (12) S (24) I (18) I (14) S (19) R (10) I (14) R (0) I (14) R (0) 

16ED4 Đồng Tháp S (40) S (26) S (32) S (44) S (30) R (0) S (22) R (0) R (0) I (13) R (8) S (15) I (12) I (15) R (0) 

17ED4 Tp. Cần Thơ S (44) R (0) I (17) S (28) R (8) R (12) R (10) R (0) R (0) R (12) R (7) R (12) R (0) I (16) R (0) 

18ED4 Tp. Cần Thơ S (34) R (0) S (20) S (30) R (6) R (0) R (0) R (0) I (14) I (14) R (8) R (10) I (14) I (13) R (0) 

19ED4 Tp. Cần Thơ S (38) I (16) R (12) R (20) R (6) R (10) R (0) R (0) R (0) I (15) R (6) S (16) R (0) R (12) R (0) 

20ED4 Tp. Cần Thơ I (15) I (15) I (18) R (18) R (0) S (21) R (0) R (0) I (15) S (30) R (0) R (0) R (11) R (12) R (0) 

21ED4 Tp. Cần Thơ S (24) S (25) R (16) R (22) R (0) I (17) R (0) R (0) R (11) I (14) R (0) S (15) I (12) I (14) R (0) 

22ED4 Tp. Cần Thơ R (12)  S (28) R (0) R (0) R (9)  R (14) S (22) R (12) I (14) R (8) R (0) R (0) R (11) R (9) R (0) 

23ED4 Đồng Tháp R (0) S (30) S (27) R (16) R (6) R (6) R (0) R (0) R (9) R (0) R (0) I (14) R (8) I (13) R (0) 

24ED4 Vĩnh Long S (34) R (0) S (34) S (46) R (6) R (0) I (20) R (12) R (0) S (17) R (9) R (11) R (0) R (0) R (0) 

25ED4 Vĩnh Long S (30) S (24) S (25) S (40) R (0) R (8) I (17) R (8) R (10) I (13) R (6) I (14) R (0) R (12) R (0) 

26ED4 Vĩnh Long S (40) S (30) S (30) S (44) R (0) R (10) R (0) R (0) R (0) S (20) R (8) R (12) R (0) I (13) R (0) 

27ED4 Vĩnh Long S (40) R (0) S (24) R (0) R (0) R (10) R (14) R (0) R (0) I (14) R (6) S (15) I (12) R (12) R (0) 



 

                                                                                                                                                            200 

Vi 

khuẩn 
Địa điểm AMO AMP CFL CTX CHL FFC CIP ENR NOR DOX TET NEO STR GEN SXT 

28ED4 Đồng Tháp S (37) S (20) S (21) I (24) R (6) R (8) R (14) R (0) R (8) I (14) R (6) I (14) R (10) R (12) R (0) 

29ED4 An Giang S (26) R (10) I (18) R (19) R (8) R (10) R (0) R (0) R (12) I (13) R (0) R (12) I (10) R (12) R (0) 

30ED4 An Giang R (0) S (22) R (10) S (28) R (6) R (0) R (0) R (0) R (0) R (10) R (0) R (10) R (10) R (6) R (0) 

31ED4 Bến Tre S (30) R (0) S (32) R (0) R (8) R (6) S (28) R (15) I (14) S (16) R (7)  R (12) R (0) R (10) R (0) 

32ED4 Bến Tre S (30) S (23) S (24) S (34) R (6) R (11) R (12) I (18) I (16) S (9) R (19) S (15) R (0) R (6) R (0) 

33ED4 Bến Tre S (34) S (25) S (24) S (35) R (0) R (8) I (17) I (21) S (24) I (14) R (9) R (12) R (0) R (12) R (0) 

34ED4 Đồng Tháp S (34) S (30) S (24) S (40) R (0) R (6) R (13) I (21) S (19) I (15) R (10) I (14) R (0) I (14) R (0) 

35ED4 Đồng Tháp S (34) S (25) S (21) S (32) R (0) R (0) I (20) R (6) R (8) R (11) R (0) S (17) S (15) S (17) R (0) 

36ED4 Trà Vinh S (30) S (23) I (19) S (24) R (6) R (6) R (15) R (0) R (12) R (11) R (0) I (14) I (14) R (12) R (0) 

37ED4 Trà Vinh S (30) S (24) S (26) S (36) R (0) R (6) R (14) I (19) I (15) S (19) R (11) S (15) R (0) I9 (13)  R (0) 

R2. Kết quả thực hiện kháng sinh đồ 74 chủng vi khuẩn A. hydrophila 
Vi 

khuẩn 
Địa điểm AMO AML CFL CTX CHL FFC CIP ENR NOR DOX TET NEO STR GEN SXT 

1A3 Trà Vinh R (0) R (0) R (0) R (15) R (11) R (9) S (25) S (23) S (20) S (20) R (9) S (17) I (13) I (14) R (0) 

2A3 Vĩnh Long R (0) R (0) R (0) S (37) S (30) S (35) S (28) S (27) S (26) S (25) R (12) R (10) S (15) S (19) R (0) 

3A3 Trà Vinh R (0) R (0) R (0) S (38) R (11) R (12) S (28) S (27) I (16) S (24) R (9) R (11) I (14) I (14) R (0) 

4A3 Đồng Tháp R (0) R (0) R (0) S (35) S (32) S (35) S (30) S (28) S (28) S (25) R (13) R (11) I (13) S (19) R (0) 

5A3 Tp. Cần Thơ R (0) R (0) R (0) S (35) R (11) R (11) S (24) I (21) S (20) S (22) R (8) R (10) I (14) I (13) R (0) 

6A3 Tiền Giang R (0) R (0) R (0) S (35) S (30) S (35) S (21) S (29) S (26) S (24) R (11) R (8) I (13) S (19) R (0) 

7A3 Tiền Giang R (0) R (0) R (0) S (30) R (12) R (9) S (24) S (23) S (21) S (19) R (9) S (17) I (13) I (14) R (0) 

8A3 Trà Vinh R (0) R (0) R (0) I (25)  R (11) S (34) S (30) S (28) S (26) S (24) R (8) R (11) S (15) S (18) R (0) 

9A3 Tp. Cần Thơ R (0) R (0) R (0) S (35) S (31) S (35) S (30) S (30) S (27)  S (24) R (13) R (8) S (16) S (17) R (0) 

10A3 Vĩnh Long R (0) R (0) R (0) S (30) R (11) R (9) S (26) S (25) S (21) S (17) R (9) R (12) S (16) I (13) R (0) 

11A3 Vĩnh Long R (0) R (0) R (0) S (30) I (14) R (9) I (17) S (25) S (22) S (25) R (9) S (16) S (16) I (14) R (0) 

12A3 Tiền Giang R (0) R (0) R (0) S (30) R (11) R (9) R (10) R (16) R (10) R (8) R (8) R (8) R (10) R (11) R (0) 

13A3 Đồng Tháp R (0) R (0) R (0) R (16) R (9) R (13) S (28) S (30) S (21) R (12) I (18) S (17) I (12) S (17) R (0) 

14A3 Đồng Tháp R (0) R (0) R (0) I (23) R (0) R (0) R (0) R (0) R (0) R (0) R (0) R (12) I (13) R (12) R (0) 

15A3 Tiền Giang R (0) R (0) R (0) S (31) S (33) S (36) S (32) S (30) S (28) S (27) R (13) S (17) S (20) S (23) R (0) 

16A3 Tp. Cần Thơ R (0) R (0) R (0) S (31) I (13) R (11) S (21) I (19) I (16) S (23) R (11) S (20) S (20) S (21) R (0) 

17A3 An Giang R (0) R (0) R (0) S (30) R (10) R (12) S (22) I (20) I (15) S (25) R (10) R (12) S (20) S (20) R (0) 
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Vi 

khuẩn 
Địa điểm AMO AML CFL CTX CHL FFC CIP ENR NOR DOX TET NEO STR GEN SXT 

18A3 Tp. Cần Thơ R (0) R (0) R (0) S (30) R (11) R (11) S (26) S (25) S (22) S (23) R (9) S (18) S (18) S (18) R (0) 

19A3 Trà Vinh R (0) R (0) R (0) S (26) I (13) R (11) S (22) I (22) S (21) S (24) R (10) S (17) S (15) S (17) R (0) 

20A3 Vĩnh Long R (0) R (0) R (0) S (30) R (11) S (36) S (22) S (30) S (27) S (25) R (10) S (20) R (10) S (20) R (0) 

21A3 An Giang R (0) R (0) R (0) R (20) R (11) R (11) I (18) I (17) I (13) S (18) R (9) S (16) S (15) S (19) R (0) 

22A3 Bến Tre  R (0) R (0) R (0) S (33) R (0) S (33) S (32) S (29) S (27) S (26) R (12) S (16) R (0) S (19) R (0) 

23A3 Bến Tre R (0) R (0) R (0) S (33) R (0)  S (36) S (22) S (25) S (21) S (25) R (9) S (18) S (18) I (13) R (0) 

24A3 Vĩnh Long R (0) R (0) R (0) S (30) R (12) R (11) S (30) S (29) S (20) S (21) R (11) S (20) S (18) S (19) R (0) 

25A3 An Giang  R (0) R (0) R (0) S (35) S (31) R (12)  S (30) S (29) S (28) S (27) I (15) S (19) S (15) S (20) R (0) 

26A3 Vĩnh Long  R (0) R (0) R (0) S (32) I (14)  R (12) S (27) S (26) S (25) S (21) R (10) S (19) S (15) S (20) R (0) 

27A3 Bến Tre R (0) R (0) R (0) S (32) S (32) S (32) S (24) S (24) S (20) S (30) S (30) S (19) S (18) S (19) R (0) 

28A3 Tiền Giang  R (0) R (0) R (0) S (36) S (20) R (16) S (30) S (30) S (20) S (24) R (8) S (18) S (20) S (17) R (0) 

29A3 An Giang R (0) R (0) R (0) R (10) R (12) R (10) I (17) R (15) R (11) S (17) R (0) S (17) R (11)  I (14) R (0) 

30A3 Tp. Cần Thơ R (0) R (0) R (0) S (36) S (35) S (35) S (29) S (28) S (26) R (10) R (9) S (16) S (16) S (18) R (0) 

31A3 Bến Tre R (0) R (0) R (0) S (31) S (30) S (32) S (27) S (26) S (26) S (26) R (27) S (17) S (16) S (19) R (0) 

32A3 Tiền Giang R (0) R (0) R (0) S (33) S (32) S (26) S (30) S (30) S (27) S (29) R (13) S (16) S (19) S (22) R (0) 

33A3 Vĩnh Long R (0) R (0) R (0) S (30) S (33) S (34) S (30) S (26) S (27) S (28) R (13) S (16) S (18) S (20) R (0) 

34A3 Bến Tre R (0) R (0) R (0) S (27) R (11) S (30) R (14) R (14) R (11) S (16) R (0) R (12) S (19) R (10) R (0) 

35A3 Đồng Tháp R (0) R (0) R (0) R (0) R (9) R (13) S (25) S (34) I (16) S (20) R (8) R (8) R (10) R (11) R (0) 

36A3 Vĩnh Long R (0) R (0) R (0) S (30) R (12) R (10) S (27) S (23) S (23) S (21) R (9) S (18) S (20) S (18) R (0) 

37A3 Bến Tre R (0) R (0) R (0) S (29) I (14) R (12) I (19) R (12) S (17) R (10) R (9) S (17) S (17) S (19) R (0) 

38A3 Đồng Tháp R (0) R (0) R (0) S (29) R (12) R (11) S (27) S (25) R (12)     S (22) R (9) S (20) S (17) S (19) R (0) 

39A3 Bến Tre R (0) R (0) R (0) S (30) I (13) R (13) S (27) S (26) S (25) S (22) R (10) S (17)   S (19) S (20) R (0) 

40A3 Tiền Giang R (0) R (0) R (0) S (29) I (14) R (12) S (25) S (26) S (24) S (23) R (9) R (12) S (19) I (14) R (0) 

41A3 Vĩnh Long R (0) R (0) R (0) S (30) R (12) R (11) S (26) S (25) S (25) S (24) R (10) S (19) S (18) S (20) R (0) 

1A4 Trà Vinh  R (0) R (0) R (0) S (34) S (30) S (33) S (27) S (26) S (25) S (27) R (10) S (17) S (17) S (20) R (0) 

2A4 An Giang R (0) R (0) R (0) R (12)   R (0) R (0)  S (25) S (28) S (18) I (13) R (0) R (0) R (11) R (16) R (0) 

3A4 Tiền Giang R (0) R (0) R (0) S (34) S (32) S (25) S (30) S (29) S (27) S (25) R (0) S (19) S (20) S (22) R (0) 

4A4 Bến Tre R (0) R (0) R (0) S (37) R (12) R (8) S (24) I (21) S (21) S (23) R (8) S (17) S (15) S (17) R (0) 

5A4 Tp. Cần Thơ R (0) R (0) R (0) S (31) S (30) S (36) S (27) I (17) S (24) S (27) R (13) R (15) S (19) S (21) R (0) 
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Vi 

khuẩn 
Địa điểm AMO AML CFL CTX CHL FFC CIP ENR NOR DOX TET NEO STR GEN SXT 

6A4 Vĩnh Long R (0) R (0) R (0) I (24) R (7) R (11) S (25) S (28) S (20) S (25) S (20) R (11) I (12) I (15) R (0) 

7A4 Tiền Giang R (0) R (0) R (0) S (32)  S (30) R (0)  S (22) I (20) S (17) S (20) R (10) R (10)   I (12) I (14) R (0) 

8A4 Bến Tre R (0) R (0) R (0) S (28) I (13) R (12) S (22) I (22) S (23) S (20) R (11) R (15) I (12) I (14) R (0) 

9A4 Tiền Giang R (0) R (0) R (0) S (30) R (12) R (13) S (21) R (0) R (0) S (17) R (10) R (15) I (14) I (16) R (0) 

10A4 Tp. Cần Thơ R (0) R (0) R (0) I (24) R (11) R (10) S (26) R (0) I (15) S (19) R (9) R (15) I (13) I (15) R (0) 

11A4 Tiền Giang R (0) R (0) R (0) S (30) I (13) S (20) S (22) R (0) R (10) S (16) R (11) R (15) R (11) S (12) R (0) 

12A4 Vĩnh Long R (0) R (0) R (0) S (30) R (10) I (19) I (19) S (27) S (20) S (22) R (10) S (16) I (12) I (15) R (0) 

13A4 Bến Tre R (0) R (0) R (0) S (27) S (25) S (25) S (24) I (22) S (24) S (22) R (12) R (11) I (14) I (14) R (0) 

14A4 Tiền Giang R (0) R (0) R (0) S (30) R (12) R (13) S (25) R (0) S (24) S (21) R (12) R (15) I (14) I (15) R (0) 

15A4 Vĩnh Long R (0) R (0) R (0) S (30) S (27) S (42) I (20) S (24) R (3) S (18) R (13) R (12) S (22) I (14) R (0) 

16A4 Bến Tre R (0) R (0) R (0) R (22) I (15) R (9) S (23) I (20) S (24) S (20) R (9) R (15) S (19) R (11) R (0) 

17A4 Vĩnh Long R (0) R (0) R (0) S (27) R (11) R (12) S (24) I (17) S (27) S (17) R (12) R (13) S (21) I (14) R (0) 

18A4 Trà Vinh R (0) R (0) R (0) S (26) S (23) S (42) I (19) I (22) S (23) S (21) S (40) R (13) S (21) I (13) R (0) 

19A4 Vĩnh Long R (0) R (0) R (0) S (30) S (25) S (40) S (22) R (0) S (32) S (20) R (14) R (14) S (21) R (12) R (0) 

20A4 Vĩnh Long R (0) R (0) R (0) S (30) R (12) S (30) S (22) R (13) I (13) S (20) S (24)  R (14) S (19) R (12) R (0) 

21A4 Trà Vinh R (0) R (0) R (0) S (30) S (27) S (41) S (21) I (17) S (31) S (21) R (13) R (13) S (22) R (12) R (0) 

22A4 Đồng Tháp R (0) R (0) R (0) I (24) R (11) R (11) S (25) S (28) S (25) I (14) R (10) R (14) S (21) I (14) R (0) 

23A4 Bến Tre R (0) R (0) R (0) S (32) I (15) R (11) S (25) I (17) S (30) S (17) R (10) S (16) S (21) I (14) R (0) 

24A4 Đồng Tháp R (0) R (0) R (0) I (25) R (11) R (12) R (13) I (22) S (21) S (18) R (11) R (14) S (22) I (14) R (0) 

25A4 An Giang R (0) R (0) R (0) S (27) I (14) R (11) S (27) I (18) S (17) S (18) R (12) R (12) S (15) R (12) R (0) 

26A4 Bến Tre R (0) R (0) R (0) S (30) I (15) R (9) I (17) I (17) S (17) S (18) R (10) S (20) I (13) I (15) R (0) 

27A4 Tp. Cần Thơ R (0) R (0) R (0) S (30) S (30) S (30) S (23) I (22) S (22) S (21) S (26) R (12) R (10) R (12) R (0) 

28A4 Trà Vinh R (0) R (0) R (0) S (27) R (6) R (8) S (24) I (22) I (15) I (15) R (9) R (14) R (10) R (10) R (0) 

29A4 Đồng Tháp R (0) R (0) R (0) S (33) I (15) R (9) S (25) S (25) S (18) R (12) R (9) R (15) I (12) I (15) R (0) 

30A4 Đồng Tháp R (0) R (0) R (0) S (33) I (15) S (30) R (15) I (19) R (2) S (20) R (11) R (12) R (11) R (12) R (0) 

31A4 Đồng Tháp R (0) R (0) R (0) S (30) S (25) R (10) S (24) I (18) I (16) S (22) R (10) R (14) S (16) R (12) R (0) 

32A4 An Giang R (0) R (0) R (0) S (28) R (12) R (8) S (25) S (23) R (9) S (19) R (10) R (14) R (11) R (12) R (0) 

33A4 An Giang R (0) R (0) R (0) I (24) S (25)  S (32) S (27) I (22) S (31) S (22) R (10) R (14) R (11) R (12) R (0) 

33A4 An Giang R (0) R (0) R (0) I (24) S (25)  S (32) S (27) I (22) S (31) S (22) R (10) R (14) R (11) R (12) R (0) 
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PHỤ LỤC S: KẾT QUẢ GIẢI TRÌNH TỰ CÁC GEN Ở 2 LOÀI VI KHUẨN E. 

ictaluri VÀ A. hydrophila 

S1. Kết quả giải trình tự các IntI1 

ACTTGGTTAGGCAGTTAGCGTATGGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAAACCTTTG

ACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGAC

TGTTTTTTTGTACAGTCTATGCCTCGGGA 

S2. Kết quả giải trình tự các vùng gen cassette 

S2A. Gen cassette dfrA1 (0,65 kbp) 

GCTGCATTGGTGATGTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGG

GCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAACCTCTGAGGAAGAATTGTGAAACTATC

ACTAATGGTAGCTATATCGAAGAATGGAGTTATCGGGAATGGCCCTGATATT

CCATGGAGTGCCAAAGGTGAACAGCTCCTGTTTAAAGCTATTACCTATAACC

AATGGCTGTTGGTTGGACGCAAGACTTTTGAATCAATGGGAGCATTACCCAA

CCGAAAGTATGCGGTCGTAACACGTTCAAGTTTTACATCTGACAATGAGAAC

GTATTGATCTTTCCATCAATTAAAGATGCTTTAACCAACCTAAAGAAAATAA

CGGATCATGTCATTGTTTCAGGTGGTGGGGAGATATACAAAAGCCTGATCGA

TCAAGTAGATACACTACATATATCTACAATAGACATCGAGCCGGAAGGTGA

TGTTTACTTTCCTGAAATCCCCAGCAATTTTAGG 

S2B. Gen cassette Dfr7 (0,8 kbp) 

GTTTCGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCA

GCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGCCATTACGGGGGTTGAATTGAA

AATTTCATTGATTTCTGCAACGTCAGAAAATGGCGTAATCGGTAATGGCCCT

GATATCCCATGGTCAGCAAAAGGTGAGCAGTTACTCTTTAAAGCGCTCACAT

ATAATCAGTGGCTCCTTGTTGGAAGGAAAACATTTGACTCTATGGGTGTTCT

TCCAAATCGAAAATATGCAGTAGTGTCGAGGAAAGGAATTTCAAGCTCAAA

TGAAAATGTATTAGTCTTTCCTTCAATAGAAATCGCTTTGCAAGAACTATCG

AAAATTACAGATCATTTATATGTCTCTGGTGGCGGTCAAATCTACAATAGTC

TTATTGAAAAAGCAGATATAATTCATTTGTCTACTGTTCACGTTGAGGTTGA

AGGTGATATCAATTTTCCTAAAATTCCAGAGAATTTCAATTTGGTTTTTGAGC

AGTTTTTTTTGTCTAATATAAATTACACATATCAGATTTGGAAAAAAGGCTA

ACAAGTCGTTCCAGCACCAGTCGCTGCGCTCCTTGGACAGTTTTTAAGTCGC

GGTTTTATGGTTTTGCTGCGCAAAAGTATTCCATAAAACCACAACTTAAAAA

CTGCCGCTGAACTCGGCGTTAGATGC 

S2C. Gen cassette aadA2 (0,95 kbp) 

GGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGG

AGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAGAC

ATCATGAGGGTAGCGGTGACCATCGAAATTTCGAACCGACTATCAGAGGTG

CTAAGCGTCATTGAGCGCCATCTGGAATCAACGTTGCTGGCCGTGCATTTGT

ACGGCTCCGCAGAGGATGGCGGCCTGAAGCCATACAGCGATATTGATTTGTT

GGTTACTGTGGCCGTAAAGCTTGATGAAACGACGCGGCGAGCATTGCTCAAT

GACCTTATGGAGGCTTCGGCTTTCCCTGGCGAGAGCGAGACGCTCCGCGCTA

TAGAAGTCACCCTTGTCGTGCATGACGACATCATCCCGTGGCGTTATCCGGC

TAAGCGCGAGCTGCAATTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCGGG

TATCTTCGAGCCAGCCATGATCGACATTGATCTAGCTATCCTGCTTACAAAA

GCAAGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCGGCAGCGGAGGAATTCTTT

GACCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTCGAGGCGCTGAGGGAAACCTTGAAG

CTATGGAACTCGCAGCCCGACTGGGCCGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTT

ACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAATAACCGGCAAAATCGCGCCGAAG
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GATGTCGCTGCCGACTGGGCAATAAAACGCCTACCTGCCCAGTATCAGCCCG

TCTTACTTGAAGCTAAGCAAGCTTATCTGGGACAAAAAGAAGATCACTTGGC

CTCACGCGCAGATCACTTGGAAGAACTTATTCGCTTTGTGAAAGGCGAGATC

ATCAAGTCAGTTGGTAAATGATGTCTAACAATTCGTTCAAGCCGACCGCGCT

ACGCGCGGCGGCTTAACTCCGGCGTTAGATGCACTAAGCACATAATTGCTC 

ACAGCCAAACTATCAGGTCAAGTCTGCTT 

S2D. Gen cassette aadA1 (1,0 kbp) 

GTGCTGCGCAAAAACCCAGAACCACGGCCAGGAATGCCCGGCGCGCGG 

ATACTTCCGCTCAAGGGCGTCGGGAAGCGCAACGCCGCTGCGGCCCTCGGC

CTGGTCCTTCAGCCACCATGCCCGTGCACGCGACAGCTGCTCGCGCAGGCTG

GGTGCCAAGCTCTCGGGTAACATCAAGGCCCGATCCTTGGAGCCCTTGCCCT

CCCGCACGATGATCGTGCCGTGATCGAAATCCAGATCCTTGACCCGCAGTTG

CAAACCCTCACTGATCCGCATGCCCGTTCCATACAGAAGCTGGGCGAACAA

ACGATGCTCGCCTTCCAGAAAACCGAGGATGCGAACCACTTCATCCGGGGTC

AGCACCACCGGCAAGCGCCGCGACGGCCGAGGTCTTCCGATCTCCTGAAGC

CAGGGCAGATCCGTGCACAGCACCTTGCCGTAGAAGAACAGCAAGGCCGCC

AATGCCTGACGATGCGTGGAGACCGAAACCTTGCGCTCGTTCGCCAGCCAG

GACAGAAATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACAC

CGTGGAAACGGATGAAGGCACGAACCCAGTGGACATAAGCCTGTTCGGTTC

GTAAGCTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTT

GACCGAACGCAGCGGTGGTAACGGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTAT

GACTGTTTTTTTGGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGC

GTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTTATGGAGCAGCAACGATGTTACGCA

GCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGAT

CGCCGAAGTATCG 

S2E. Gen cassette dfrA27 (1,2 kbp) 

TCCCAACAATTAAGGGTCTTAAAATGGTAAAAGATTGGATTCCCATCTCTCA

TGATAATTACAAGCAGGTGCAAGGACCGTTCTATCATGGAACCAAAGCCAA

TTTGGCGATTGGTGACTTGCTAACCACAGGGTTCATCTCTCATTTCGAGGAC

GGTCGTATTCTTAAGCACATCTACTTTTCAGCCTTGATGGAGCCAGCAGTTTG

GGGAGCTGAACTTGCTATGTCACTGTCTGGCCTCGAGGGTCGCGGCTACATA

TACATAGTTGAGCCAACAGGACCGTTCGAAGACGATCCGAATCTTACGAAC

AAAAGATTTCCCGGTAATCCAACACAGTCCTATAGAACCTGCGAACCCTTGA

GAATTGTTGGCGTTGTTGAAGACTGGGAGGGGCATCCTGTTGAATTAATAAG

GGGAATGTTGGATTCGTTGGAGGACTTAAAGCGCCGTGGTTTACACGTCATT

GAAGACTAGTCCTTTGCATAACAAAGCCATCAAACCGGACGCCAGAGATTC

CGCGCCTGTTGCGCATGGCTTCGCCATTTTATGCGCAATAGGCGCGCCACCC

TGTCGCCGTTTATGGCGGCGTTAACCCAAAGGAGTATCGTGAAAATATCACT

AATGGCTGCAAAAGCAAGAAATGGGGTTATTGGCTGCGGCTCGGATATCCC

GTGGAACGCTAAAGGTGAGCAGCTGCTTTTTAAAGCAATAACTTACAATCAA

TGGCTCTTAGTCGGCCGTAAAACATTTGAGGCAATGGGGGCTCTCCCAAATA

GAAAGTATGCAGTTGTCAGCCGCTCAGGATCGGTAGCTACTAACGATGATGT

GGTTGTGTTTCCATCTATAGAAGCAGCAATGAGGGAGCTAAAGACTCTTACG

AACCATGTTGTTGTTTCTGGTGGTGGAGAGATCTACAAGAGTCTGATCGCCC

ATGCCGACACGCTACATATCTCGACAATAGATTCCGAGCCAGAGGGCAATG

TTTTCTTTCCGGAAATCCCCAAAGAGTTCAATGTGGTGTTCGAGCAGGAATT 

TCATTCAAATATAAATTATCGCTATCAAATCTGGCAAAGGGGTTAACCATCC

AAGCCATCGGACACATTT 
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S2F. Gen cassette dfrA1-aacA4 (1,5 kbp) 

GCGATGCTCTATGAGTGGCTAAATCGATCTCATATCGTCGAGTGGTGGGGCG

GAGAAGAAGCACGCCCGACACTTGCTGACGTACAGGAACAGTACTTGCCAA

GCGTTTTAGCGCAAGAGTCCGTCACTCCATACATTGCAATGCTGAATGGAGA

GCCGATTGGGTATGCCCAGTCGTACGTTGCTCTTGGAAGCGGGGACGGATGG

TGGGAAGAAGAAACCGATCCAGGAGTACGCGGAATAGACCAGTCACTGGCG

AATGCATCACAACTGGGCAAAGGCTTGGGAACCAAGCTGGTTCGAGCACTG

GTTGAGTTGCTGTTCAATGATCCCGAGGTCACCAAGATCCAAACGGACCCGT

CGCCGAGCAACTTGCGAGCGATCCGATGCTACGAGAAAGCGGGGTTTGAGA

GGCAAGGTACCGTACCCCCCCCAGATGGTCCATCCGTGTACGTGGTTCAAAC

ACGCCATGCATTCGAGCGAACACGCAGTGATGCCTAACCCTTCCATCAAGGG

GGCGGTCGTGAAACTATCACTAATGGTAGCTATATCGAAGAATGGAGTTATC

GGGAATGGCCCTGATATTCCATGGAGTGCCAAAGGTGAACAGCTCCTGTTTA

AAGCTATTACCTATAACCAATGGCTGTTGGTTGGACGCAAGACTTTTGAATC

AATGGGAGCATTACCCAACCGAAAGTATGCGGTCGTAACACGTTCGAAGTG 

TGTACATCTGACAATGAGGAACGTTAGGGATCTTTCATCAATTAAAGATGCT

TTAACCAACCTAAAGAAAATAACGGATCATGTCATTGTTTCAGGTGGTGGGG

AGATATACAAAAGCCTGATCGATCAAGTAGATACACTACATATATCTACAAT

AGACATCGAGCCGGAAGGTGATGTTTACTTTCGTGAAATCCCCAGCAATTTT

AGGCCAGTTTTTACCCAAGACTTCGCCTCTAACATAAATTATAGTTACCAAA

TCTGGCAAAAGGGTTAACAAGTGGCAGCAACGGATTCGCAAACCTGTCACG

CCTTTTGTACCAAAAGCCGCGCCAGGTTTGCGATCCGCTGTGCCAGGCGTTA

TGCAAAATGGTGAGTACAAAAAATTGACAACCGGCATTCAGTTTTTGAGAG

AGGCCAAAAAACATGGTCTAGTTGATAACTTAGCCGATCGTGGTTTTAAACA

CTTGAAGGGGTTGTATTTTTATCGCTTTTATGGGTAAGGTATTCATCAATTAA

TCTTGGGTTCAGCTTCATACGGTGAAAACTTAACATTTGATATAACATGTATT

TTTGATGAGATAGATTCACGTTATGTCCGTAATTTTCCCATTAATGTCCCACT

CCTATGTGGTGGCGGGTTTGGTGATGAATATTTCACTCCAGAGTTATGGGAA

ATAGCGACATTGGACAATGT 

S2G. Gen cassette blaVIM-1-aadB-dfrA1 (2,5 kbp) 

TTCCGGTCGGAGAGGTCCGGCTTTACCAGATTGCTGATGGTGTTTGGTCGCA

TATCGCAACGCAGTCGTTTGATGGCGCGGTCTACCCATCCAATGGTCTCATT

GTCCGTGATGGTGATGAGTTGCTTTTGATTGATACAGCGTGGGGTGCGAAAA

ACACAGCGGCCCTTCTCGCGGAGATTGAGAAGCAAATTGGACTTCCCGTAAC

GCGTGCAGTCTCCACGCACTTTCATGACGACCGCGTCGGCGGCGTTGATGTC

CTTCGGAAGGCTGGAGTGGCAACGTACGCATCACCGTCGACACGCCGGCTA

GCCGAGGCAGAGGGGAACGAGATTCCCACGCACTCTCTAGAAGGACTCTCA

TCGAGCGGGGACGCAGTGCGCTTCGGTCCAGTAGAGCTCTTCTATCCCGGTG

CTGCGCATTCGACCGACAATCTGGTTGTATACGTCCCGTCAGCGAACGTGCT

ATACGGTGGTTGTGCCGTTCTTGCGTTGTCACGCACGTCTGCGGGGAACGTG

GCCGATGCCGATCTGGCTGAATGGCCCACCTCCGTTGAGCGGATTCAAAAAC

ACTACCCGGAAGCAGAGGTCGTCATTCCCGGGCACGGTCTACCGGGCGGTCT

AGACTTGCTCCAGCACACAGCGAACGTTGTCACAGCACACAAAAATCGCTC 

AGTCGCCGAGTAGCAGATGCGGCATAACAAATCGTTGGAGAGGGACTTTTG

CTACGCAGGCTGCGCCTGCTCCGCAAAAGCCCCTCAACCCAAGCGTTAGGCC

GCATGGACACAACGCAGGTCACATTGATACACAAAATTCTAGCTGCGGCAG

ATGAGCGAAATCTGCCGCTCTGGATCGGTGGGGGCTGGGCGATCGATGCAC

GGCTAGGGCGTGTAACACGCAAGCACGATGATATTGATCTGACGTTTCCCGG
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CGAGAGGCGCGGCGAGCTCGAGGCAATAGTTGAAATGCTCGGCGGGCGCGT

CATGGAGGAGTTGGACTATGGATTCTTAGCGGAGATCGGGGATGAGTTACTT

GACTGCGAACCTGCTTGGTGGGCAGACGAAGCGTATGAAATCGCGGAGGCT

CCGCAGGGCTCGTGCCCAGAGGCGGCTGAGGGCGTCATCGCCGGGCGGCCA

GTCCGTTGTAACAGCTGGGAGGCGATCATCTGGGATTACTTTTACTATGCCG

ATGAAGTACCACCAGTGGACTGGCCTACAAAGCACATAGAGTCCTACAGGC

TCGCATGCACCTCACTCGGGGCGGAAAAGGTTGAGGTCTTGCGTGCCGCTTT

CAGGTCGCGATATGCGGCCTAACAATTCGTCCAAGCCGACGCCGCTTCGCGG

CGCGGCTTAACTCAGGTGTTAACCTCTGAGGAAGAATTGTGAAACTATCACT

AATGGTAGCTATATCGAAGAATGGAGTTATCGGGAATGGCCCTGATATTCCA

TGGAGTGCCAAAGGTGAACAGCTCCTGTTTAAAGCTATTACCTATAACCAAT

GGCTGTTGGTTGGACGCAAGACTTTTGAATCAATGGGAGCATTACCCAACCG

AAAGTATGCGGTCGTAACACGTTCAAGTTTTACATCTGACAATGAGAACGTA

TTGATCTTTCCATCAATTAAAGATGCTTTAACCAACCTAAAGAAAATAACGG

ATCATGTCATTGTTTCAGGTGGTGGGGAGATATACAAAAGCCTGATCGATCA

AGTAGATACACTACATATATCTACAATAGACATCGAGCCGGAAGGTGATGTT

TACTTTCCTGAAATCCCCAGCAATTTTAGGCCAGTTTTTACCCAAGACTTCGC

CTCTAACATAAATTATAGTTACCAAATCTGGCAAAAGGGTTAACAAGTGGCA 

GCAACGGATTTGCAAACCTGTCACGCCTTTTGTACCAAAAGCCGCGCCAGGT

TTGCGATCCCGCTGTGCCAGGCGTTAAGGCTACATGAAAATCGTACATTACG

AAGCGAATGCACCATGGATAGGAAGAATGAAATGCCCAAACCCAAAGTGTG

GGAAGGAAACTCCTGCCTGGCAATCGAGCGGCATGAGCGACAGTTGCCCGC

ATTT 
S3. Kết quả giải trình tự các gen qacEΔ1 

TCGCACATCCGCATTAAATCTAGCGAGGGCTTTACTAAGCTTGCCCCTTCCG

CCGTTGTCATAATCGGTTATGGCATCGCATTTTATTTTCTTTCTCTGGTTCTGA

AATCCATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGT

CATAATTACAGCCATTGCCTGGTTGCTTCATGGGCAAAAGCTTGATGCGTGG

GGCTTTGTAGGTATGGGGCTCAAAA 
S4. Kết quả giải trình tự các gen Sul1  

GTCGTTCGAGCGGACTGCCCTCGGCAAGCCTCGGTCAGCCGCTCAACTTCAA

CGTTAGATGCACTAAGCACATAATTGCTCACAGCCAAACTATCAGGTCAAGT

CTGCTTTTATTATTTTTAAGCGTGCATAATAAGCCCTACACAAATTGGGAGA

TATATCATGAAAGGCTGGCTTTTTCTTGTTATCGCAATAGTTGGCGAAGTAA

TCGCAACATCCGCATTAAAATCTAGCGAGGGCTTTACTAAGCTTGCCCCTTC

CGCCGTTGTCATAATCGGTTATGGCATCGCATTTTATTTTCTTTCTCTGGTTCT

GAAATCCATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTC

GTCATAATTACAGCCATTGCCTGGTTGCTTCATGGGCAAAAGCTTGATGCGT

GGGGCTTTGTAGGTATGGGGCTCATAATTGCTGCCTTTTTGCTCGCCCGATCC

CCATCGTGGAAGTCGCTGCGGAGGCCGACGCCATGGTGACGGTGTTCGGCA

TTCTGAATCTCACCGAGGACTCCTTCTTCGATGAGAGCCGGCGGCTAGACCC

CGCCGGCGCTGTCACCGCGGCGATCGAAATGCTGCGAGTCGGATCAGACGT

CGTGGATGTCGGACCGGCCGCCAGCCATCCGGACGCGAGGCCTGTATCGCC

GGCCGATGAGATCAGACGTATTGCGCCGCTCTTAGACGCCCTGTCCGATCAG

ATGCACCGTGTTTCAA 

S5. Kết quả giải trình tự các gen Sul2 

GGGCAATGCGGATGGAGCGGTATCTGGCGCCAGACGCAGCCATTGCG

CAGGCGCGTAAGCTGATGGCCGAGGGGGCAGATGTGATCGACCTCGG
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TCCGGCATCCAGCAATCCCGACGCCGCGCCTGTTTCGTCCGACACAGA

AATCGCGCGTATCGCGCCGGTGCTGGACGCGCTCAAGGCAGATGGCA

TTCCCGTCTCGCTCGACAGTTATCAACCCGCGACGCAAGCCTATGCCT

TGTCGCGTGGTGTGGCCTATCTCAATGATATTCGCGGTTTTCCAGACG

CTGCGTTCTATCCGCAATTGGCGAAATCATCTGCCAAACTCGTCGTTA

TGCATTCGGTGCAAGACGGGCAGGCAGATCGGCGCGAGGCACCCGCT

GGCGACATCATGGATCACATTGCGGCGTTCTTTGACGCGCGCATCGCG

GCGCTGACGGGTGCCGGTATCAAACGCAACCGCCTTGTCCTTGATCCC

GGCATGGGGTTTTTTCTGGGGGCTGCTCCCGAAACCTCGCTCTCGGTG

CTGGCGCGGTTCGATGAATTGCGGCTGCGCTTCGATTTGCCGGTGCTT

CTGTCTGTTTCGCGCAAATCCTTTCTGCGCGCGCTCACAGGCCGTGGTC

CGGGGGATGTCGGGGCCGCGACACTCGCTGCAGAGCTTGCCGCCGCC

GCAGGTGGAGCTGACTCACCCCCCAAACAAAT 
S6. Kết quả giải trình tự các gen Sul3 

AAACGGCTGCGCTGGTACTGGCGTAACCCTTCCGATCTTTGCCCGTGGCACA

TGGATGAAACCTACGTGAAGGTCAATGGCCGCTGGGCGTATCTGTACCGGG

CCGTCGACAGCCGGGGCCGCACTGTCGATTTTTATCTCTCCTCCCGTCGTAAC

AGCAAAGCTGCATACCGGTTTCTGGGTAAAATCCTCAACAACGTGAAGAAG

TGGCAGATCCCGCGATTCATCAACACGGATAAAGCGCCCGCCTATGGTCGCG

CGCTTGCTCTGCTCAAACGCGAAGGCCGGTGCCCGTCTGACGTTGAACACCG

ACAGATTAAGTACCGGAACAACGTGATTGAATGCGATCATGGCAAACTGAA

ACGGATAATCGGCGCCACGCTGGGATTTAAATCCATGAAGACGGCTTACGC

CACCATCAAAGGTATTGAGGTGATGCGTGCACTACGCAAAGGCCAGGCCTC

AGCATTTTATTATGGTGATCCCCTGGGCGAAATGCGCCTGGTAAGCAGAGTT

TTTGAAATGTAAGGCCTTTGAATAAGACAAAAGGCTGCCTCATCGCTAACTT

TGCAACAGTGCCCATTTATGAATGTTCCTGTTATGGCTTATGTTCAAGAAAG

CATTGCCCCTGAAATGATGGGCAAGGTGTTTTCCCTTTTGATGACCGCCATG 

ACTCTTTCTATGCCGATAGGCTTACTTGTTGCAGGTCCGGTTGTTGAGGTTAT

AGGTGTTAATACATGGTTTTTCTGGTCTGGTGTTGCGTTGATAGTAAACGCTG

TTCTCTGCCGCATTCTGACACGACGCTATGACAAAGTAACAATGAAACCGCA

AGTGGACTGAAAAAAGGACCGGGTTGATGATAATTTGTAGTGGTGAGCTTCT 

S7. Kết quả giải trình tự các gen kháng tetracycline 

S7A. TetA 

NNNNNTNCGGCTGGCTGATTATGCCGGTGCTGCCGGGCCTCCTGCGCGATCT

GGTTCACTCGAACGACGTCACCGCCCACTATGGCATTCTGCTGGCGCTGTAT

GCGTTGGTGCAATTTGCCTGCGCACCTGTGCTGGGCGCGCTGTCGGATCGTT

TCGGGCGGCGGCCAATCTTGCTCGTCTCGCTGGCCGGCGCCACTGTCGACTA

CGCCATCATGGCGACAGCGCCTTTCCTTTGGGTTCTCTATATCGGGCGGATC

GTGGCCGGCATCACCGGGGCGACTGGGGCGGTAGCCGGCGCTTATATTGCC

GATATCACTGATGGCGATGAGCGCGCGCGGCACTTCGGCTTCATGAGCGCCT

GTTTCGGGTTCGGGATGGTCGCGGGACCTGTGCTCGGTGGGCTGATGGGCGG

TTTCTCCCCCCACGCTCCGTTCTTCGCCGCGGCAGCCTTGAACGGCCTCAATT

TCCTGACGGGCTGTTTCCTTTTGCCGGAGTCGCACAAAGGCGAACGCCGGCC

GTTACGCCGGGAGGCTCTCAACCCGCTCGCTTCGTTCCGGTGGGCCCGGGGC

ATGACCGTCGTCGCCGCCCTGATGGCGGTCTTCTTCATCATGCAACTTGTCG

GACAGGTGCCGGCCGCGCTTTGGGTCATTTTCGGCGAGGATCGCTTTCACTG

GGACGCGACCACGATCGGCATTTCGCTTGCCGCATTTGGCATTCTGCATTCA
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CTCGCCCAGGCAATGATCACCGGCCCTGTAGCCGCCCGGCTCGGCGAAAGG

CGGGCACTCATGCTCGGAATGATTGCCGACGGCACAGGCTACATCCTGCTTG

CCTTCGCGACACGGGGATGGATGGCGTTCCCGATCATGGTCCTGCTTGCTTC

GGGTGGCATCGGAATGCCGGCGCTGCAAGCAATGTTGTACCAGGCAGAA 
S7B. TetB 

GAATACCATAGGTGTCACATTTCTAAAATCTGCTGGAGTGCTGGCTGGACTA

AAAAATTCACCACAGCTAAGAGTGACTTTTACATCTGTAACCTCCCATCCAA

ATAATCCTTGTTTACTTGTCTTAATAACTGCTTCTTCAATTGCATTTTGAAAA

GATTTTGGCAATGACCCTACTGAAACATTAGAAATATACCTAAGACCTTCGC

CTCTCCCTGCTGGTTCTATTTCTAAGCCTACTGTCGCCCAAAATGGATTTAAG

TCTTCCTGCATATGCATTATTGACGCTCCAAAACCTTTAGGTGTTTCCTTATA

GATAGTCTCAATATTCGAAAACTCTACTTTTATTCCATATAAATCATCTAACA

TGGAACTTAGTATTTCCATTTGAACTTCACCGAATAAGTTGACATAAATTTCT

TTATCTATGTCATTCATCTCTAATTCTAGTAGTGGATCTTCCTCTGCANGTAA

TGTTAATGCTTTAAATAGCTCTGGATTTTTTTCTTTATCAATTGCAGAAATTG

TTGGTTTTAATGCTGGGTTAGCATAGATATATTTTTAATTTTATCATTTGAAA

TTCCAATAACATCTCCCACTTGGAAACTKGTAAGTCCATATAAAATACCTAT

ATCCCCKGCTTCTATCCTCTGKGCTTCAACAACTCCCCCATTTTCTAACCTAT

TAAT 

S7C. TetC 
ACCCGTTCTCGGAGCACTGTCCGACCGCTTTGGCCGCCGCCCAGTCCTGCTC

GCTTCGCTACTTGGAGCCACTATCGACTACGCGATCATGGCGACCACACCCG

TCCTGTGGATCCGGCCCATTGGCTGCCTCCCACACTTGGATATGCCTCCTCGG

AGCCTTATAGAATTGTTTATAAGACTTGCGCATTATTTGACCTCCAATGCGA

ACAAAGGGAAACCGCTGTGGTCTCCCTTTAGTGAGTTCAATTAATTATCCAC

GGTCAGAAGTGACCAGTTCGTTCTTCTCCCACCAACGCTTAAGGTCGAACGA

AGGGCAAGCCTTCGGCGCCACCTCATGATGGGCGCGAAGCACAGCGCCTTC

GTACTTAGCCAGCAGTGTGACAAGCAGTGAGCGAAGGGATTGCATTTGGGC

TGGCGTAAAGTTAGCGTCGAACTTACCTTTATCGTCGATACCACCAACAAGG

CAGACGCCGATAGAGTTGTGGTTGTAACCCTTAGCGTGAGAGCCTACAGCCA

TCTCATCTCGTCCTGCCTCCACAGTACCGTCTCGCTTGATGATAAAGTGGTAT

CCCACATCGAGCCAACCCTGCTCTTTGTGCCACTGGCGAATCTCACGGACAC

CAACATTCTGACTTGGCTTGGTAGCCGAGCAGTGAACAAAGATTGCGTCAGT
S7D. TetG 

CCATAATGCGGTTCTGTCGGTCGAGTGCCGGCATGATACGCGCGCCATCGCG

ATAAGAGAGCAACGCCTTTCTGAAACTCAGGGCGTTTTCTTTCAGGAATACC 

CGCCAATCCTCGTTCTCTTCGGGCAACGAGCGCGTATGACGTTCCGTCAACA

TCGCCTCGGCAAGCGCATCAAGCAGCGCGCGTTTGCTCGGAAAATGCCAGT

AAAGCGCGGGCTGCTGAACCCTAAGGCGTTCAGCGAGCTTTCGCGTCGTCAG

GCTGTCCATGCCAACCTCGTTCAGCAGCTCCAGTGCCGCCGCGATCACGGTG

CCCTTGTCCAGTTTTGTCATTCACGTTCCTTCGCCAGCGCTTGACAATTTATC

ACTGATAAGTTTAATGTCCACATCCTTATCGTTGATAAAGTCCGCTCGCGTTT

GAGCGGCGCTGGAGTTTCAGGTGCGCAGCTCTGCCATCATTGCCCTGCTGAT

CGTCGGTCTCGACGCCATAGGACTCGGCCTCATAATGCCGGTCCTTCCGACG

CTTCTGCGCGAGCTTGTGCCGGCAGAGCAGGTCGCTGGTCACTATGGTGCTT

TGCTGTCGCTCTATGCGTTGATGCAGGTCGTCTGCGCCCCTCTACTTGGGCAA

TTTTCAGATGGTTACGGTCGGCGTCCGGTGCTTCTGGCTTCTCTTGCGGGGGC

CGCAGTCGATTACACGATTATGGCATCAGCGCCGGTCTTATGGGTGCTGTAT
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ATTGGCCGGCTCATTTCTGGCATCACGGGAGCAACCGGAGCTGTAGCTGCCT

CAACCATTGCCGATTCGACAGGGGAAGGGTCTCGCGCACGCTGGTTCGGCTA

CATGGGAGCCTGTTATGGGACAGGCATGATTGCCGGGCCAGCACTTGGTGG

CATGCTCGGTGGTATTTCTGCTCATGCTCCGTTTATCGCCGCTGCCCTTCTAA

ACGGC 
S7E. TetK 

AGTAGCTGGTTTTATATCAATGGTGCCTTATATGATGAAAACTATTTATCAT 

GTAAATGTAGCGACAATAGGTAATAGTGTTATTTTTCCTGGAACCATGAGTG

TTATTGTTTTTGGTTATTTTGGTGGTTTTTTAGTGGATAGAAAAGGATCATTA

TTTGTTTTTATTTTAGGATCATTGTCTATCTCTATAAGTTTTTTAACTATTGCA

TTTTTTGTTGAGTTTAGTATGTGGTTGACTACTTTTATGTTTATATTTGTTATG

GGCGAATTATCTTTTACTAAAACAGTTATATCAAAAATAGTATCAAGTAGTC

TTTCTGAAGAAGAAGTTGCTTCTGGAATGAGTTTGCTAAATTTCACAAGTTTT

TTATCAGAGGGAACAGGTATAGCAATTGTAGGAGGTTTATTGTCACTACAAT

TGATTAATCGTAAACTAGTTCTGGAATTTATAAATTATTCTTCTGGAGTGTAT

AGTAATATTCTGTAGCCATGGCTAACCTTATTATTTAAGTTGTCTTTTGACGA

TTATTGTATTTAAAACGTTCTGAAAAGCAGTTTGAATAGTTATATTATATTTT

GGTTTAGAACTATGAGTGGCTAGCATTTTGCCACTCATTTTTTGCGTTAGCAA

AAACAGGTTTAAGCCTCGCAGAGCACACGTATTAACGACTTATTAAAAATA

AGTCTAGTGTGTTAGACTTAAACTATTAAATACACATAAAACCTTTGTGCTT

AGGAGTGATTTTTATATGTCTTATTCCATTGTTAGAGTTTCAAAAGTTAAATC

TGGAACAAATACAACGGGCATACAAAAACATGTTCAAAGAGAAAATAATAA

TTATGAAAATGAAGATATAGACCATAGTAAAACTTAC 
S7F. TetS 

ATGTTTTTGGAACGCCAGAGAGGTATTACTATTCAGACCGCAATAACATCTT

TTCAACGGGAAAATGTTAAAGTAAATATTGTAGATACTCCTGGACACATGGA

TTTTTTGGCAGATGTATACCGTTCATTATCTGTTTTGGATGGAGCTATTTTGC

TAATCTCTGCAAAAGATGGAGTACAGTCACAAACTCGTATACTATTCCATGC

ACTTAGAAAGATGAACATACCTATAATATTTTTTATTAACAAAATTGATCAA

AATGGAATAAATTTGCCAGATGTTTATCAAGATATTAAGGACAAACTTTCTG

ACGACATCATAATTAAGCAGACTGTGAATCTAAATTTGAAACCTTATGTAAT

AGATTATACTGAACCAGAACAATGGGAGACAGTAATTGTGGGAAATGATTA

TTTATTAGAAAAATATACCATTGGGAAAACATTGAATATTGCAGAACTTGAA

AAGGAGGAAAACGAAAGAATTCAAAGTTGCTCCTTATATCCTGTTTATCACG

GAAGTGCAAAGAATAATATTGGAATTAAACAACTTATAGAGGTAATTACTA

GCAAATTATTTTCACCCACACAACTCAATTCAGATAAACTTTGTGGAAATGT

TTTTAAAGTAGAATATTCAGATGATGGTCAACGGCTTGTCTATG 

S8. Kết quả giải trình tự các gen kháng florfenicol 
AAGATTTGCACCGCCCATGTCCGACATGCTGACTATCAGGCTTTGAACGCAGAA

GTAGAACGCGACCGCTGATCCCGCGATGTCGTCGAACTCTGCCAAAGCGCCGTT

CGCGGTAACGGACACCGTGAAGACAATACCGACCGCGACAACCCACATCGGTA

GGATGAAGGTGAAGAATGACGGCGA 


