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VI TRi PHAN LOAI VA BOC LUC CUA CAC CHUNG
STREPTOCOCUS INIAE PHAN LAP TU CA CHEM NUOI TAI KHANH HOA

Ding Thanh Hién, Hira Viét Cwong, Vii Khic Hing
Phdn vien Thu y mién Trung

TOM TAT

Tir 163 mau ca bénh nghi nhiém Streptococcus, chung toi da phan lap duoc 142 chung vi khuan, duoc
xac dinh 13 S. iniae bang phu(mg phép PCR. Két qua giai trinh ty gen /6S rRNA cua 3 chung S. iniae
phan 1ap tai Khanh Hoa nam 2018, 2019 va 2020 cho thay cac chung vi khuén ndy c6 mirc tuong dong 1a
98,42% - 99.86% so véi cac chung S. iniae trén GenBank. Két qua kiém tra 3/3 chung S. iniae phan lap
nay déu €06 doc luc cao, gy chét ca trong khoang thoi gian 24-72 gio. Tir két qua xac dinh nhung dac tinh
twong dong cua Streptococcus trén ca ch&m nudi ¢ tinh Khanh Hoa, chung toi co the su dung cac chung
vi khudn phan 1ap dugc nay cho nhitng nghién ciru tiép theo vé nghlen clru san xuét vacxin phong bénh
S. iniae trén ca chém.

Tur khoa: Phan 1ap, hinh thai, doc luc, S. iniae, ca chém (Lates calcarifer).

Classification position and virulence of Streptococus iniae strains isolated
from seabass raising in Khanh Hoa province

Dang Thanh Hien, Hua Viet Cuong, Vu Khac Hung
SUMMARY

From 163 seabass samples suspecting Streptococcus infection, we identified 142 bacterial strains,
they were determined to be Streptococcus iniae by using PCR method. The result of sequencing
16S rRNA gene of three S. iniae isolated strains in Khanh Hoa in 2018, 2019 and 2020 showed that
similarity level of these bacteria strains was 98.42% - 99.86% compared to S. iniae in the GenBank.
The 3/3 isolated strains carried high virulence, killed 100% the experimental fish (Lates calcarifer)
within 24-72 hours. This studied result can be used for further researchs on developing vaccines
against S. iniae in seabass.

Keywords: Isolation, morphology, virulence, S. iniae, sea bass (Lates calcarifer).

Mot s6 nghién ctru gan day da tim thay it nhat
27 loi ca nudi va tu nhién dd nhiém bénh do vi
khuan S. iniae (Agnew va Barnes, 2007). S. iniae
lan dan tién duogc phat hién vao nam 1976 trén ca
heo nudc ngot Amazaon (Inia geoffrensis) ¢ San
Francisco va New York, sau d6 1an lugt duoc tim
thdy & cac nudc Israel, Uc va My trén ca ca nudc
ngot va ca nudc méan (Bromage et al., 1999). Trén

I. PAT VAN PE

Gié tri thuong pham cao, thi truong tiéu thy
rong 16n va 1a loai phan bd rong, dé nudi, toc do
tang truong nhanh da [am cho cd chém trd thanh
mot trong nhiing dédi tugng dugc lya chon dé phat
trién nudi chinh cho nganh nuéi tréng thuy san.
Tuy nhién, nghé nudi ca bién ndi chung va ca

ch&m noi riéng & nhiéu nudc trén thé gidi cling
nhu Viét Nam dang phai d6i mat v6i nhitng thach
thirc khong nho tir dich bénh. Trong sé d6, dich
bénh xut huyét do vi khuan Streptococcus giy ra
anh huong nghiém trong dén nganh cong nghiép ca
chém, trong do6 su sut giam san lugng, trung binh
tir 8-15%, d6i khi c6 thé 1én dén 70% (Bromage et
al., 1999). Trong nhém vi khuén nay, S. iniae gy
bénh trén nhidu loai ca nude ngot va ca nudc man.
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ca chém Lates calcarifer, bénh do S. iniae duoc
béo céo 1an dau tién vao nam 1999 tai Uc, sau do
bénh tiép tuc xuat hién trén c4 chém nudi tai Uc
nam 2006, tai Thai Lan nam 2010, va dén nim
2013 bénh lan dau tién duoc bao céo tai Viét Nam
(Truong Thi Hoa va cs., 2018) véi ty 18 gay chét
cao, gy ton that kinh té nghiém trong. C4 bénh
bi xudt huyét trén da, mat 10i duc va xuét huyét,
xoang bung tich dich, ndo xuét huyét.
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Vi vay, nghién ctru dac diém sinh hoc cua céac
chung S. iniae phan ldp dugc trén cd chém, két
hop véi xac dinh vi tri phén loai dga vao trinh tu
rDNA 168 va doc luc cua vi khudn nay 14 co so
khoa hoc quan trong dé c6 chung giéng chuén cho
cac nghién ctru va phat trién vacxin phong bénh
hidu qua gitip phat trién nghé nudi ca chém tai Viét
Nam trong tuong lai.

II. NOI DUNG, NGUYEN LIEU VA
PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Thoi gian va dia diém nghién ciru

Mau c4 ch&m nghi nhiém Streptococcus tai
Cam Ranh, Nha Trang va Ninh Hoa, tinh Khanh
Hoa tir thang 8 nam 2018 dén thang 12 ndm 2020.
Nghién ctru dugce thuc hién tai Phong thi nghiém
bo mdén Cong ngh¢ sinh hoc, Phan vién Tha y
mién Trung.

2.2. Noi dung nghién ctru
- Phén 1ap vi khuan tir c4 chdm nghi nhiém
Streptococcus tai Cam Ranh, Nha Trang va Ninh Hoa

- Pinh danh va xé4c dinh ty 1& nhiém S. iniae
bang phan img PCR

- Phan tich pha h¢ S. iniae phan lap

- Xac dinh doc lyc cua cac chung S. iniae phan
lap duogc.
2.3. Nguyén liéu

- C4 ch&m nghi méc bénh do Streptococcus tix
cac trai nuoi tai Cam Ranh, Nha Trang va Ninh
Hoa, tinh Khanh Hoa

- Méi truong nudi cdy phan lap vi khuén
Streptococcus: TSA, TSB, Thach mau,...

- Mdi va céc san pham tng dung trong phan
ung PCR (bang 1).

2.4. Phwong phap nghién ctru
2.4.1. Phén lgp vi khudn

Phuong phap ldy mau: MAiu ca nghi
nhiém Streptococcus dugc thu thap, bdo
quan trong thung lanh 2-8°C va chuyén vé
phong thi nghiém bd moén Coéng nghé sinh
hoc, Phan vién Tha y mién Trung trong ngay
dé phan tich.

Phuong phap phan 1ap vi khuan: Mau bénh
pham (gan, lach, ndo) dugc ria cdy mau 1én moi
truong thach mau va TSA bd sung thém 1,5%
NaCl; nudi cdy vi khuan & 28°C trong vong 24
- 48h. Vi khuén dugc kiém tra cac dic diém vé
hinh thai, nhu¢m gram va cac dac tinh sinh ly
sinh hoa ddc trung cia vi khuan S. iniae (Saleh
vacs., 2017).

Céc chung vi khudn sau khi phan lap va dugc
lam thuan s€ duogc bao quan ¢ nhiét do -80°C trong
moi truong TSB bo sung 30% glycerol.

2.4.2. Phwong phadp dinh danh S. iniae

Céac chung vi khuan sau khi dugc phén lap,
lam thuén va chon loc so bd qua cac dac diém
hinh thai, sinh 1y s& dugc dinh danh bang phan
ung PCR véi cap mdi dic hiéu, trinh tu cap mdi
dugc trinh bay bang 1 va thanh phan phan tng
duogc thé hién ¢ bang 2 (Saleh va cs., 2017). Chu
trinh nhiét cho phan tmg gdm giai doan bién tinh
ban dau ¢ 94°C trong 5 phut, sau d6 1a 30 chu
ky gom bién tinh ¢ 94°C trong 30 gidy, bat cip
moi & 55°C trong 30 gidy va tong hop ¢ 72°C
trong 30 gidy. Giai doan kéo dai ¢ 72°C trong 7
phut. San pham ciia phan tng PCR duoc dién di
trén gel agarose 1,2% trong dung dich TBE (Tris-
base, EDTA, acid boric), gel sau dé6 dugc nhuém
bang ethidium bromide, két qua duoc doc bang
hé théng may doc gel.

Bang 1. Cap méi str dung trong phan (rng PCR

Tén cip mdi Trinh tw méi (5’-3) Gen dich K'(cbhp;’“ Tai liéu tham khao
16F27 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16S rRNA 1.500 Bayane va cs. (2006)
16R1522 AAGGAGGTGATCCAGCCGCA
Sin-1b CTAGAGTACACATGTAGCTAAG 16S rRNA 300 Saleh va cs. (2017)
Sin-2b GGATTTTCCACTCCCATTAC
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Bang 2. Thanh phan cua phan &vng PCR

Thanh phan phan &ng Thé tich (ul)

Nuwoc (free RNA) 9,5

2X Reaction 12,5

(2x My Taqg Mix, Bioline)

Mbi xubi 0,5

Mbi ngwoc 0,5

DNA 2
Téng 25

2.4.3. Gidi trinh tw va phdn tich dic diém di
truyén vi khudn S. iniae

Vi khuén S. iniae dugc khuéch dai va giai trinh tu
gen 16S rRNA st dung cap mdi 16F27 va 16R1522
(Bayane va cs., 2006), chiéu dai doan gen khuéch
dai 1.500bp. Trinh tu nucleotide trén gen /6S rRNA
duoc giai ma va xir Iy bang phan mém BioEdit
(phién ban 7.2.5). Trinh tu gen /6S rRNA dugc so
sanh voi trinh ty nucleotide gen /6S ¥rRNA cua cac
chiing S. iniae tham chiéu trén GenBank bang phan
mém Blast. Phan tich pha hé béng phz‘in mém Mega
(phién ban 10.1.8) dya trén phuong phap Maximum
likehood. D6 tin cdy duogc kiém tra bang boostrap
voi 1000 1an Lp lai.

2.4.4. Xdc dinh déc lwc vi khuin

Ca thi nghiém c6 chiéu dai tir 7 — 10 cm, khéi
lugng tir 10 — 15 g/con khoe manh va dugc kiém tra
khéng nhiém ky sinh tring, vi khuan bang phuong
phap nhudm soi troi mang va nhuém gram ndi quan.
Ca dugc nudi trong hé théng bé nhya chira nude bién
va dugc cung cép oxy. Nhiét do ciia bé trong thoi
gian thi nghiém 14 khoang 28°C. Tit ca c duoc nudi
trong diéu kién thi nghiém 14 ngay dé quen véi moi
truong trudc khi tién hanh thi nghiém.

Chon 1 khuan lac vi khudn S. iniae trén moi
truong TSA ¢6 bd sung 1,5% NaCl nudi ciy ting
sinh trong 20 mL TSB (Tryptone Soya Broth) bo
sung 1,5% NaCl; u lic & nhiét do 28°C trong 24 gio.
Tién hanh ly tim 3000 vong/phut trong 4 phut, loai
bo phan dung dich ndi va thu phan vi khuan, sau do
b6 sung PBS tao dung dich huyén phui véi gia trj OD
(Optical Density) & budc song 610 nm bang 1. Lay
dich huyén phu nay tién hanh pha lodng tir 102 dén
107 va xéc dinh mat d¢ vi khuan.
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Thi nghiém duoc b tr trong hé théng bé nhua,
mdi bé ¢6 thé tich 80L chira 50L nude bién sach co
suc khi. Bo tri 1 nghiém thirc véi 1 ching vi khuén,
mdi nghiém thirc bd tri 1 bé voi 10 ca chém. Tiém
0,1 mL dich huyén phu mdi chung vi khuan véi mat
do 10° CFU/mL vao xoang bung cta cd. Nghiém
thirc ddi ching tiém 0,1 mL nuéc mudi sinh Iy. Ca
thi nghlem va dbi chlmg dugc theo doi trong 7 ngay
va c4 chét dugc md kham va phan 1ap lai vi khuin
tr ndo, gan va than ca trén moi truong thach mau
va TSA b6 sung thém 1,5% NaCl. Nhing ching vi
khuan gy chét ca trong 3 ngay dugc xem la nhitng
ching c6 doc lyc (Truong Thi Hoa va cs., 2018).

III. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua phan lap vi khuin Streptococcus
iniae tlr ¢4 nghi mac bénh

Chiing toi da tién hanh thu 163 mau ca nghi ngd
nhiém Streptococcus spp. ¢o cac dau hiéu bénh ly
dac trung nhur than den, mét ca 101 va duc, xuét huyét
& cac gbc vdy va xuong nip mang, ca mét thing
bang, boi 16i khong binh thuong. Két qua & bang 3
cho théy, tong s6 163 mau ca chém c6 triéu chimg
nghi méc bénh do Streptococcus spp., ¢6 142 mau
xuét hién vi khuan thuan sau 24 - 36 h 0 & nhiét d§
28°C. Vi khuan phan 1ap duoc déu 1a cac té bao vi
khuan gram duong, dang chum, chudi hodc don cau
(hinh 2). Co quan dich chiing t6i sir dung dé phan 1ap
vi khuén chu yéu 14 ndo, than, lach; méi truong phan
1ap 12 TSA c6 bd sung thém 5% mau tho trong diéu
kién hiéu khi 28°C sau 48 g10 Phuong phap nay da
duoc nhiéu tac gia str dung dé phan 1ap vi khuan S.
iniae dem lai hi¢u qua phan lap cao. Figueiredo va
cs. (2012) da phan lap vi khuan S. iniae tir mau nio,
than ca nghi nhiém trén mdi truong dinh dudng co
b sung 5% mau, 28°C, 72 gid. Hosam va cs. (2017)
cling phan 18p S. iniae tr gan, than, lach, mang ca
trén moi truong TSA.

Tir 142 mau ca phan lap dugc Streplococcus
spp-, chung t6i nhan thay ty 1& xuat huyét nap mang,
xuét huyét da va ty 1& den than 1a 100%; ty 1¢ mat
16 tir 69,2% dén 91,7%; va v& mét chiém ty 16 thip
chi khoang tir 8,3 dén 23,1% (bang 3). Diéu nay
phtt hop v6i nhan dinh cuia mét s tac gia khéc trén
thé gidi vé dic diém bénh do S. iniae gay ra trén ca.
Nghién ctru ciia Bromage va cs. (1999) da ghi nhan
nhiing biéu hién bénh S. iniae gy ra trén ca chém la
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than ca chuyén den, ca c6 ca ddu vét xut huyét lan
rong, 1o loét, mit cé 16i duc. Theo Rahmatuttalh va
cs. (2017), ca 16 phi bi bénh xuét huyét do vi khuan

A

S. iniae gay ra cling c¢6 cac dau hiéu nhu trén. Dau
hiéu xuat huyéet va mat 161 duc dugc xem la dau hiéu
bénh ly déc trung gy ra boi loai vi khuan nay.

B

Hinh 1. Sw khdc nhau giira ca khée va ca bénh
A: Ca khoe (trén) co than trang va ca bénh (dwoi) co than den, B: Cd khoe (trén) co gan
mau do twoi va ca bénh (dwdi) xuat huyet gan.

Bang 3. Két qua phan lap vi khuan S. iniae tir ca nghi mac bénh

Triéu chirng thé hién trén ca nghi nhiém

£ . Sé ca - LU .
vi khuan S. iniae

Dia diém Soca dwong tinh Tylé r r
x xét nghiém dwong tinh e a . . Xuét Xuét

thu mau (con) % Mat16i V& mat Den than PR p
(con) (%) (%) (%) (%) huyét nip huyét
¢ ° ° mang (%) da (%)

Cam Ranh 40 35 87,5 69,2 23,1 100 100 100

Nha Trang 57 47 82,4 85,7 14,3 100 100 100

Ninh Hoa 66 60 90,9 91,7 8,3 100 100 100

Téng céng 163 142 87,1 82,6 15,2 100 100 100

Sau khi phan lap, cac chung vi khuén duoc xéac
dinh dac tinh sinh hoa theo céc tai liéu nghién ctu
tlr trude vé dic tinh sinh héa cta vi khuén S. iniae
trén thé gidi nhu Pier va Madin (1976), Brenner
va cs. (2005), Hosam va cs. (2017). Cac vi khuan
chiing t6i phan 1ap dugc déu co cic dic tinh sinh

hoéa co ban nhu: Gram duong, catalase am, oxydase
am. Vi khuan phat trién t6t trén moéi truong TSA
¢6 bd sung thém 5% mau tho trong diéu kién hiéu
khi 28°C sau 24h-48h, khuén lac nho, ¢ mau tring
duc, bé mit tron lang va vi khuan c6 kha niang dung
huyét dang B trén moi truong thach mau (hinh 2A).

Hinh 2. Hinh théi vi khuan S. iniae
A: Hinh thai khudn lac S. iniae trén moi truong thach mau co bo sung thém 5% mau, B: S. iniae
sau khi nhuom gram va soi duoi kinh hién vi do phong dai 100X
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3.2. Két qua dinh danh vi khuén

I B

5 WENNP 12

Hinh 3. Sdn pham PCR khuéch dai gen

dac hiéu S. iniae trén gel agarose 1,2%
M: Thang do, N: DPéi ching dm, P: Poi chirmg
dwong, 1-3: Mdu

Tit ca 142 chung vi khuan sau khi dugc phan lap
déu duoc giam dinh bang phan ing PCR sir dung
cac cap moi dic hiéu. Két qua giam dinh PCR cho
thay 142/142 ching vi khuan (100%) duoc x4c dinh
14 S. iniae. Cac ching duong tinh ¢ chiéu dai doan
gen khuéch dai twong duong véi chiéu dai doan gen
dich cua cap moi ddc hiéu duoc sit dung, cac bang
vach déu dic hiéu (300bp) (hinh 3). Sasibha va cs.

(2014) ciing str dung cip mdi dic hidu nay nhan 1én
doan gen 300bp dé xac dinh ty 1¢ nhidm S. iniae
trén ca 16 phi phan 1ap tai Thai Lan tor nam 2003-
2011. Phuong phap nay ciing duoc nhiéu tac gia st
dung d& dinh danh vi khuan S. iniae (Hosam va cs.,
2017; Bin Park va cs., 2016).

3.3. Két qua giai trinh ty

Tu 142 chung vi khuén phan 18p duogc, ching t6i
lya chon 3 ching ¢6 hinh thai dac trung, kha nang
sinh trudng phat trién tot, duogc phan lap trong 3 ndm
2018 dén 2020 dé giai trinh ty va phan tich ciy pha
hé gen 165 rRNA. Gen 16S rRNA dugc nhan 1én doan
gen co kich thudce 1.500bp voi cip mdi 16F27 va
16R1522 (Bayane va cs., 2006). Két qua giai trinh tur
168 rRNA ca 3 ching vi khuan phan 1ap tir ¢4 chém
cho thdy ca 3 chung vi khuan phan 1ap tai Khanh
Hoa trong 3 nam 2018, 2019 va 2020 tuong déng
99,86% va cac ching phan 1ap tuong dong 98,42%
- 99,86% véi cac ching vi khuén S.iniae tham chiéu
ATCC 29178 va chiing cong bo trén Ngan hang Gen.

Khi phan tich cay pha hé gen /6S rRNA cho thay
chung S. iniae phan lap dugc trén ca chém cung
nhém véi ching vi khuan S. iniae trén Ngan hang
Gen. Trong khi d6, chung c6 ngudn gbe di truyén
gan giii v6i S. agalactiae va S. dysagalactiae thudc
nhém hoan toan khac (hinh 4).

CP032400.1_Streptococcus iniaestrain YMO11 South Korea 2015
HMO053435.1_Streptococcus iniae strain DGX01 China 2010

L

CP032401.1_Streptococcus iniae strain GX005 South Korea 2015
J VCPO017952.1_Streptococcus iniae strain 89353 Taiwan 2016
|_|‘ KJ162338.1_Streptococcus iniaestrain Ab131025 China 2014
CP022392.1_Streptococcus iniae strain QM A 0248 Australia 2017
MW97766.1_Streptococcus iniae strain IR-Vac-S.i-2020 Iran 2021
MH095992.1_Streptococcus iniae strain VN2397 Viét Nam 2018
FJ870987.1_Streptococcus iniae strain SF2 Iran 2009
KY930338.1 Streptococcusiniae strain ZLP160615 China 2017
NR 025148.1 Streptococcusiniae strain ATCC 29178 US 1976

LC378582.1 Streptococcusiniae CU/KSC4 Thailand 2018
AF335573.1 Streptococcusiniae strain Dan 1 Isarael 2001

» Streptococcusiniae 2019
» Streptococcus iniae 2020
» Streptococcus iniae 2018

NR 027517.1_Streptococcus dysgalactiae strain ATCC 43078
KU561093.1_Streptococcus agalactiae strain ATCC 51487

0.04

Hinh 4. Cay pha hé gen 16S rRNA cua 3 ching vi khuan S. iniae phan Iap
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3.4. Két qua xac dinh ddc lye cia cac chiing
S. iniae phan lap

Tiém 0,1 mL dich huyén phtt mdi ching vi khuén
voi mat do 10° CFU/mL vao xoang bung cta ca. Ca
thi nghiém bt d4u xay ra hién twong chét sau khi tiém
vi khuén vao xoang bung 20h. S lugng c4 chét ting
manh vao ngay thir 2, dén ngay thur 3 thi 100% ca
thi nghiém chét. Déu hiéu bénh Iy ctia ca thi nghiém
cling thé hién tuong tur nhur ca nhiém & ngoai tur nhién.
C4 hép hdi thuong chuyén mau den sam va boi 16i bat
thudng. Tuy nhién van c6 mot s6 ca thi nghiém chét
ma khong thé hién dau hiéu bénh ly. Két qua phan lap
vi khuan tir ¢4 thi nghiém da thu duoc vi khuan thuan
khiét & ndo, gan va than c4. Khong c¢6 bt ky hién
twong chét ndo xay ra & cac nghiém thire dbi chimg.

IV. KET LUAN

- Ty 1¢ phan lap S. iniae tir ca chém nghi mic
bénh 1a 87,1%.

- 100% vi khuén S. iniae phan 1ap duoc dinh
danh bang phan tng PCR st dung cap moi dac hiéu.

- Két qua so sanh trinh tu gen 768 cua 3 ching
S. iniae phan 18p tai Khanh Hoa trong ndm 2018;
2019 va 2020 twong dong 99,86% va céc ching
phan lap tuong dong 98,42% - 99,86% véi cac
chung vi khuén S. inige tham chiéu ATCC 29178
va chung cong bé trén Ngan hang Gen.

- 3/3 chung S. iniae phan lap gay chét 100%
ca trong khoang thoi gian 24-72 gio. 3 chung S.
iniae phan 1ap c6 doc luc cao 1a ngudn gen quy
cho cong tac nghién ctru va 1a ching gidng phuc
vu phat trién vacxin phong bénh S. iniae trén ca
chém trong nudc.
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