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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Received:  06/01/2025 The study investigated the virulence of Vibrio parahaemolyticus 

bacteria causing disease in whiteleg shrimp as an important scientific 

basis for further studies on the immune response and resistance of 

shrimp to V. parahaemolyticus bacteria. The results of the virulence 

survey of 9 strains of V. parahaemolyticus bacteria isolated from 

diseased whiteleg shrimp samples identified 4 strains (CAB16002, 

CAB19003, CAB25001, and CED12020) carrying 2 toxin genes, pirAvp 

and pirBvp. All 4 strains produced exotoxin enzymes hemolysin, 

phospholipase, and lipase. Of which, the strongest activity of exotoxin 

enzymes was found in V. parahaemolyticus strain CED12020. The 

bacterial strain V. parahaemolyticus CED12020 causes disease and 

death in whiteleg shrimp at cell densities from 104 cfu ml-1 to 107 cfu 

ml-1 with a mortality rate of 14.17-100%. The LD50 value of V. 

parahaemolyticus CED12020 on whiteleg shrimp (5-6 g/individual) 

was determined to be 3.0×105 cfu ml-1. 
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  06/01/2025 Nghiên cứu điều tra độc lực vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus gây 

bệnh trên tôm thẻ chân trắng làm cơ sở khoa học quan trọng cho các 

nghiên cứu tiếp theo về đáp ứng miễn dịch và sức đề kháng của tôm đối 

với vi khuẩn V. parahaemolyticus. Kết quả khảo sát độc lực của 9 

chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus được phân lập trên mẫu tôm thẻ 

chân trắng bị bệnh đã xác định được 4 chủng (CAB16002, CAB19003, 

CAB25001, CED12020) mang 2 gen độc tố pirAvp và pirBvp. Cả 4 

chủng đều sinh enzyme ngoại độc tố hemolysin, phospholipase và 

lipase. Trong đó, hoạt động của các enzyme ngoại độc tố mạnh nhất 

được tìm thấy ở chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus CED12020. 

Chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus CED12020 gây bệnh và gây chết 

tôm thẻ chân trắng ở mật độ tế bào từ 104 cfu/ml đến 107 cfu/ml với tỷ 

lệ gây chết tôm từ 14,17-100%. Giá trị LD50 của vi khuẩn V. 

parahaemolyticus CED12020 trên tôm thẻ chân trắng (5-6 g/con) được 

xác định là 3,0×105 cfu/ml. 
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1. Giới thiệu 

Vibrio parahaemolyticus là một loại vi khuẩn biển hình que, cong, ưa mặn, không tạo bào tử, 

Gram âm. Chúng có khả năng sống linh hoạt như một sinh vật tự do hoặc ký sinh trên động vật 

phù du, cá, động vật có vỏ và tôm. Vi khuẩn V. parahaemolyticus được xác định là một trong 

những tác nhân gây bệnh nguy hiểm trên tôm, đặc biệt là bệnh hoại tử gan tụy cấp (AHPND), 

trước đây được gọi là hội chứng chết sớm (EMS) [1]. AHPND đã gây thiệt hại kinh tế lên tới 

hàng tỷ đô la kể từ năm 2010, khi lần đầu tiên được phát hiện ở Trung Quốc và Việt Nam [2]. Kể 

từ khi xuất hiện, nó đã lây lan nhanh chóng và các trường hợp đã được báo cáo ở Malaysia 

(2010), Thái Lan (2011), Mexico (2013), Philippines (2014), các nước Nam Mỹ (2014-2016), 

Bangladesh (2017), Hoa Kỳ (2017), Đài Loan (2018), Hàn Quốc (2019) và Nhật Bản (2020) [3] - 

[5]. Tuy nhiên, không phải tất cả các chủng V. parahaemolyticus đều gây bệnh, chỉ những chủng 

sản sinh ra protein độc tố PirA, PirB, mới có thể gây ra bệnh AHPND [6] - [8]. 

Sự lây lan toàn cầu của vi khuẩn V. parahaemolyticus trên tôm làm nổi bật tầm quan trọng của 

việc xác định các yếu tố độc lực và tác động của chúng lên vật chủ. Các chủng vi khuẩn V. 

parahaemolyticus có thể thích nghi và tồn tại trong nhiều môi trường khác nhau và khả năng gây 

bệnh cho vật chủ cũng khác nhau tùy loài [9]. Vi khuẩn V. parahaemolyticus có rất nhiều yếu tố 

liên quan đến độc lực, trong đó hoạt động của các enzym ngoại bào là một trong những yếu tố 

độc lực quan trọng của vi khuẩn V. parahaemolyticus, có liên quan đến khả năng gây bệnh [9]. 

Hemolysin là các yếu tố liên quan đến độc lực đầu tiên được xác định ở vi khuẩn V. 

parahaemolyticus, đây là ngoại độc tố làm phân giải tế bào hồng cầu và giải phóng hemoglobin. 

Một số enzyme ngoại bào khác như phospholipase và lipase là những yếu tố độc lực quan trọng 

và phổ biến ở vi khuẩn V. parahaemolyticus, có liên quan trực tiếp đến đặc điểm bệnh lý của 

những bệnh do vi khuẩn này gây ra [10].  

Nghiên cứu này tiến hành điều tra độc lực của các chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus gây 

bệnh trên tôm thẻ chân trắng (cỡ từ 5-6 g/con), thông qua việc xác định gen độc tố, hoạt động của 

một số enzyme ngoại bào độc lực và điều tra độc lực của chúng trên tôm thẻ chân trắng. Nghiên 

cứu sẽ là cơ sở khoa học đầu tiên quan trọng, phục vụ cho các nghiên cứu tiếp theo về đáp ứng 

miễn dịch và sức đề kháng của tôm thẻ chân trắng đối với vi khuẩn V. parahaemolyticus. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

Chín chủng vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus ký hiệu là CAB16002, CAB19003, CAB20002, 

CAB21001, CAB22001, CAB25001, CAB28002, CED12020 và CAB30002 được phân lập trên mẫu 

tôm thẻ chân trắng bị bệnh từ bộ chủng sưu tập của Viện nghiên cứu Nuôi trồng Thủy sản I (Ria1). 

Tôm thí nghiệm là tôm thẻ chân trắng khỏe mạnh, có trọng lượng từ 5-6 g/con (trung bình 

5,32 ± 0,02 g/con). Trước khi thử nghiệm, tôm được nuôi 01 tuần tại phòng thí nghiệm ướt thuộc 

Ria1, đồng thời được kiểm tra để xác nhận rằng chúng không mắc các bệnh: bệnh đốm trắng 

(WSD), bệnh đầu vàng (YHD), bệnh đỏ đuôi (TSV), bệnh hoại tử dưới vỏ và cơ quan tạo máu 

(IHHNV) và bệnh hoại tử gan tụy cấp (AHPNS). 

2.2. Khảo sát độc lực của các chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus  

2.2.1. Sàng lọc các chủng V. parahaemolyticus mang gen độc tố pirAvp, pirBvp 

Gen độc tố của 9 chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus được xác định thông qua sự có mặt của 

gen mã hóa protein độc tính pirAvp dựa trên cặp mồi đặc hiệu VpPirA-284 và gen pirBvp dựa trên 

cặp mồi VpPirB-392 [11]. Trình tự các cặp mồi được trình bày tại Bảng 1.  

Thành phần phản ứng Multiplex PCR được thiết lập dựa trên Kit HS Master Mix 2× (Meridian 

Bioscience, Đức); với thể tích 25µl gồm 12,5µl MyTaq Mix 2×; 0,6µl mồi 10µM mỗi loại; 2µl 

DNA khuôn (~ 100ng) và 8,1µl H2O đề ion. Chu trình nhiệt cho phản ứng PCR như sau: 94°C 
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trong 3 phút; sau đó là 35 chu kỳ (94°C trong 30 giây, 60°C trong 30 giây, 72°C trong 30 phút); 

cuối cùng ở 72°C trong 7 phút. Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng điện di gel agarose 1,5% với 

thang DNA chuẩn 50bp (Hyper LadderTM 50 bp - Bioline, Mỹ). 

Bảng 1. Trình tự 02 cặp mồi sử dụng 

Gen Tên mồi Trình tự mồi (5’-3’) Kích thước (bp) 

pirAvp 
VpPirA-284F 

VpPirA-284R 

5’-TGACTATTCTCACGATTGGACTG-3’ 

5’- CACGACTAGCGCCATTGTTA-3’ 
284 

pirBvp 
VpPirB-392F 

VpPirB-392R 

5’-TGATGAAGTGATGGGTGCTC-3’ 

5’- TGTAAGCGCCGTTTAACTCA-3’ 
392 

2.2.2. Đánh giá hoạt tính một số enzyme độc lực (hemolysin, phospholipase và lipase) của các 

chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus 

Các chủng vi khuẩn xác định mang gen độc tố pirAvp, pirBvp được sử dụng để xét nghiệm hoạt 

tính phospholipase, lipase và hemolysin. Hoạt tính của các enzyme được xác định theo phương 

pháp của Liu và cộng sự [12], Zhang và Austin [13], Austin và cộng sự [14] với một số sửa đổi. 

Vi khuẩn được nuôi cấy tăng sinh trong 24 giờ với mật độ tế bào đạt 106 cfu/ml để sử dụng cho 

các xét nghiệm, mỗi xét nghiệm được thực hiện ít nhất 3 lần, cụ thể: 

Hoạt tính hemolysin được xác định bằng cách nhỏ 10 µl huyền phù vi khuẩn vào giữa đĩa 

thạch chứa môi trường Tryptone casein Soy Agar -TSA (Himedia, Ấn Độ), có bổ sung 5% máu 

cừu. Đọc kết quả đường kính vòng tan huyết (mm) sau 2 ngày ở 28 oC. 

Hoạt tính của phospholipase được xác định bằng cách nhỏ 10 µl huyền phù vi khuẩn vào giữa 

đĩa thạch chứa môi trường TSA (Himedia, Ấn Độ) có bổ sung 1% Egg yolk emulsion (Himedia, 

Ấn Độ). Đọc kết quả đường kính vòng thủy phân (mm) sau 2-4 ngày ở 28 °C. 

Hoạt tính của lipase được xác định bằng cách nhỏ 10 µl huyền phù vi khuẩn vào giữa đĩa 

thạch chứa môi trường TSA (Himedia-Ấn Độ) có bổ sung 1% Tween 80. Đọc kết quả đường 

kính vòng thủy phân (mm) sau 2-4 ngày ở 28oC.  

2.3. Điều tra độc lực vi khuẩn V. parahaemolyticus trên tôm thẻ chân trắng 

Vi khuẩn được sử dụng là chủng V. parahaemolyticus CED12020 mang gen độc tố (pirAvp, 

pirBvp) và có hoạt độ cao của các enzym ngoại bào độc lực. Vi khuẩn được nuôi cấy tăng sinh 

trong 24 giờ ở 28oC trong 3 L môi trường Nutrient broth (Merck, Đức) có bổ sung 2% NaCl. Mật 

độ tế bào vi khuẩn (2,2×108 cfu/ml) đã được xác định bằng máy so màu ở OD 610 nm và kết hợp 

với đếm khuẩn lạc trên đĩa thạch. Thí nghiệm điều tra độc lực vi khuẩn V. parahemolyticus trên 

tôm thẻ chân trắng được thực hiện với 4 nghiệm thức về mật độ tế bào vi khuẩn (2,2×107; 

2,2×106; 2,2×105 và 2,2×104 cfu/ml) và 01 nghiệm thức đối chứng (không bị gây nhiễm vi khuẩn 

V. parahemolyticus). Thí nghiệm được thực hiện ngẫu nhiên hoàn toàn trong 15 bể có thể tích 

200 L, mỗi nghiệm thức được thực hiện trong 3 bể tương ứng với 3 lần lặp.  

Tôm bị gây nhiễm bởi V. parahaemolyticus bằng phương pháp ngâm [15]. Cho 01 L huyền 

phù vi khuẩn (2,2×108 cfu/ml) vào xô nhựa chứa 9 L nước (độ mặn 18 ‰) để đạt được nồng độ 

vi khuẩn là 2,2×107 cfu/ml. Sau đó lấy 1 L nước từ xô này cho vào xô thứ 2 chứa 9 L nước để đạt 

nồng độ vi khuẩn 2,2×106 cfu/ml. Tiếp tục làm như vậy cho xô thứ 3 và thứ 4 để đạt được nồng độ 

vi khuẩn 2,2× 05 cfu/ml và 2,2×104 cfu/ml. Mỗi nồng độ vi khuẩn được thực hiện trong 3 xô, tương 

ứng với 3 lần lặp. Sau đó tôm được thả vào từng xô, mỗi xô thả 40 con (cỡ 5,32 ± 0,02 g/con), 

ngâm trong 2 tiếng có sục khí. Tôm trong các xô đối chứng được ngâm trong 10 L nước có độ mặn 

18 ‰. Sau 2 giờ ngâm trong huyền phù vi khuẩn ở các mật độ khác nhau, tôm được rửa qua nước 

sạch có độ mặn 18 ‰ và được bố trí hoàn toàn ngẫu nhiên vào các bể thí nghiệm có thể tích 200 

L/bể. Thí nghiệm được theo dõi trong 15 ngày, ghi nhận các dấu hiệu bệnh lý và tỷ lệ chết tích lũy. 

Tôm có biểu hiện bệnh lý được thu mẫu 3 con/bể để phân lập và tái định danh vi khuẩn V. 

parahaemolyticus bằng phản ứng sinh hóa kit API 20E (bioMérieux, Pháp) và PCR dựa trên cặp 
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mồi VpPirB-392 [11]. Độc lực của vi khuẩn V. parahaemolyticus trên tôm thẻ chân trắng được xác 

định qua giá trị LD50. Giá trị LD50 được tính toán theo công thức của Reed & Muench [16]: 

y = logLD50 = log (nồng độ thấp nhất gây chết > 50%) - (log10 × pd). 

pd = (tỷ lệ chết thấp nhất > 50% - 50) / (tỷ lệ chết thấp nhất > 50% - tỷ lệ chết cao nhất < 50%).   

LD50 = (hệ số của nồng độ vi khuẩn trong huyền phù ban đầu) x 10y.  

2.4. Phương pháp xử lý số liệu  

Số liệu được xử lý bằng phương pháp phân tích phương sai ANOVA 1 nhân tố trên phần mềm 

Minitab 16, theo phép thử Turkey để so sánh sự khác nhau giữa các nghiệm thức, sự khác nhau được 

xem là có ý nghĩa khi p < 0,05. Kết quả được trình bày dưới dạng giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Kết quả khảo sát yếu tố độc lực của các chủng vi khuẩn  

3.1.1. Sàng lọc các chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus mang gen độc tố pirAvp, pirBvp 

Sự có mặt của các gen mã hóa protein độc tính pirAvp, pirBvp dựa trên các cặp mồi đặc hiệu 

cho đoạn chỉ thị của các gen pirAvp (284 bp) và pirBvp (392 bp) [17] đã xác định được 4/9 chủng 

V. parahaemolyticus chứa gen độc tố pirAvp, pirBvp trên plasmid, bao gồm các chủng CAB16002, 

CAB19003, CAB25001 và CED12020 (Hình 1, Bảng 2).  

 

Hình 1. Kết quả điện di sản phẩm PCR mẫu vi khuẩn 
Ghi chú: Giếng M: Ladder 50bp (Hyper LadderTM 50 bp-Bioline, Mỹ); Giếng 1-9: Mẫu DNA vi khuẩn V. 

parahaemolyticus phân tích theo thứ tự: CAB20002, CAB16002, CAB19003, CAB21001, CAB25001, CAB22001, 

CED12020, CAB28002, CAB30002; Giếng (-): Đối chứng âm; Giếng (+): Đối chứng dương. 

Bảng 2. Kết quả phân tích gen độc lực các chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus 

Chủng vi khuẩn 
Kết quả tách chiết DNA Gen độc lực 

Nồng độ (ng/μl) OD260/280 OD260/230 PirA PirB 

CAB20002 545,2 1,85 2,14 (-) (-) 

CAB16002 47,8 1,92 2,10 (+) (+) 

CAB19003 463,5 2,03 2,05 (+) (+) 

CAB21001 323,1 1,94 2,02 (-) (-) 

CAB25001 621,4 1,99 2,04 (+) (+) 

CAB22001 333,6 1,98 2,08 (-) (-) 

CED12020 182,1 1,92 2,02 (+) (+) 

CAB28002 505,2 1,84 1,99 (-) (-) 

CAB30002 636,5 1,92 1,98 (-) (-) 

Độc tố PirA, PirB là hai protein từ nuôi cấy vi khuẩn V. parahaemolyticus đã được xác định là 

tương tự với các độc tố diệt côn trùng nhị phân đã biết là protein liên quan đến côn trùng A và B của 

Photorhabdus [14]. Độc tố PirA, PirB tiết ra bởi vi khuẩn V. parahaemolyticus cư trú chính là thủ 

phạm gây ra bệnh hội chứng gan tụy cấp trên tôm [6]-[8], [14]. Các gen tương ứng của chúng là 

pirAvp và pirBvp nằm trên một plasmid có kích thước lớn (69 -70 kb). Trên plasmid, gen pirAvp và 

pirBvp nằm trên vùng nucleotide với kích thước khoảng 3,5kb với hai lần lặp đảo ngược của chuỗi mã 

hóa transposase 1kb [17]. Gen pirAvp và pirBvp mã hóa cho protein có kích thước khoảng 13 và 50 

kDa [17]. Sự kết hợp của cả hai protein độc tính PirA và PirB là cần thiết để gây ra các dấu hiệu bệnh 
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điển hình trên tôm. Vai trò của từng protein riêng lẻ trong quá trình sinh bệnh vẫn chưa được mô tả 

đầy đủ [6]. 04 chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus (CAB16002, CAB19003, CAB25001, 

CED12020) được xác định mang cả 2 gen mã hóa protein PirA và PirB, chứng tỏ 4 chủng vi khuẩn 

này có độc tố, có khả năng gây bệnh trên tôm. Do vậy, 04 chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus 

(CAB16002, CAB19003, CAB25001, CED12020) được lựa chọn để khảo sát hoạt tính của một số 

enzyme độc lực. 

3.1.2. Hoạt tính một số enzyme độc lực (hemolysin, phospholipase và lipase) của vi khuẩn V. 

parahaemolyticus  

Hoạt tính hemolysin: Kết quả xác định vùng hoạt động của hemolysin cho thấy, có sự khác nhau 

có ý nghĩa về hoạt độ hemolysin của các chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus (p < 0,05). Chủng 

CED12020 có hoạt động hemolysin cao nhất, đường kính vòng tan huyết đạt 22,33 ± 0,58 mm. 

Không có sự sai khác về hoạt động hemolysin đối với các chủng CAB16002 (15,33 ± 1,15 mm), 

CAB19003 (12,33 ± 1,53 mm) và CAB25001 (14,67 ± 1,15 mm) (Hình 2a). Kết quả này tương 

đồng với các kết quả của Broberg và cộng sự (2011) [17], Lingzhi và cộng sự (2019) [18], Marieke 

và cộng sự (2023) [10], hemolysin là loại độc tố phổ biến nhất ở các loài Vibrio gây bệnh. Vi khuẩn 

V. parahaemolyticus có thể sản xuất 3 loại hemolysin tan máu trực tiếp chịu nhiệt (TDH), tan máu 

liên quan đến TDH (TRH) và tan máu không bền nhiệt (TLH) được mã hóa lần lượt bởi các gen 

tdh, trh và tlh. Hemolysin tan máu chịu nhiệt được coi là các yếu tố gây bệnh chính. Hemolysin tác 

động trực tiếp lên các tế bào hồng cầu và có hoạt tính tan máu, hoạt tính độc tố ruột, độc tính tim và 

độc tính tế bào [18]. Quá trình tan máu của hemolysin được trung gian bởi các thụ thể. Hemolysin 

liên kết chặt chẽ với màng tế bào hồng cầu, phá hủy màng tế bào và màng lysosome theo cách phụ 

thuộc vào nhiệt độ [18].  

Hoạt tính phospholipase: Hoạt độ phospholipase khác nhau có ý nghĩa giữa các chủng vi 

khuẩn V. parahaemolyticus thử nghiệm (p < 0,05). Phospholipase được quan sát thấy cao nhất ở 

chủng CED12020 (19,67 ± 0,58 mm) và CAB19003 (18,67 ± 0,58 mm), thấp nhất ở chủng 

CAB16002 (10,67 ± 0,58 mm) (Hình 2b). Phospholipase là một trong số enzyme có trong màng 

ngoài của vi khuẩn Gram âm trong đó có vi khuẩn V. parahaemolyticus, có khả năng tham gia 

vào các quá trình phá vỡ màng, xảy ra trong quá trình xâm nhập tế bào vật chủ và sinh bệnh của 

vi khuẩn [19]. Phospholipase tạo thành một phân nhóm đa dạng của các enzym lipolytic có khả 

năng thủy phân một hoặc nhiều liên kết ester của phospholipid với phosphodiesterese [20]. 

Phospholipid là đại diện cho các thành phần hóa học chính của lớp vỏ tế bào vật chủ [19]. Do đó, 

hoạt độ phospholipase cao hơn ở chủng CV21002 và CV17003 cho thấy khả năng có thể phá hủy 

phospholipid của lớp vỏ tế bào và xâm nhập vào tế bào vật chủ mạnh hơn so với 02 chủng V. 

paraheamolyticus còn lại. 

   
(a) (b) (c) 

Hình 2. Hoạt tính hemolysin, phospholipasse, lipase của các chủng V. parahaemolyticus 

Hoạt tính lipase: Kết quả cho thấy, cả 4 chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus thử nghiệm đều 

có hoạt tính lipase, kết quả này tương đồng với nghiên cứu của Costa và cộng sự (2013) cho rằng 

lipase là một yếu tố độc lực phổ biến của V. parahaemolyticus [21]. Trong 4 chủng vi khuẩn V. 

parahaemolyticus thử nghiệm, hoạt động lipase cao nhất được tìm thấy ở chủng CED12020 

(21,67 ± 1,15 mm) (p < 0,05). Không có sự khác biệt đáng kể nào (p > 0,05) về hoạt động lipase 
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giữa các chủng CAB16002 (13,33 ± 1,53 mm), CAB19003 (14,00 ± 1,00) và CAB25001 (15,00 

± 1,00) (Hình 2c). Enzym ngoại bào này đóng vai trò quan trọng trong việc gây tổn thương mô 

vật chủ, tạo điều kiện cho mầm bệnh tiếp nhận chất dinh dưỡng và xâm nhập mô [10]. Việc giảm 

hoạt động của lipase có khả năng làm giảm độc lực của vi khuẩn V. parahaemolyticus [10].  

3.2. Độc lực vi khuẩn V. parahaemolyticus gây bệnh trên tôm thẻ chân trắng 

Chủng CED12020 có độc lực mạnh nhất được lựa chọn để gây nhiễm trên tôm thẻ chân trắng. 

Kết quả sau 15 ngày thí nghiệm cho thấy, mật độ tế bào vi khuẩn gây nhiễm ảnh hưởng đến tỷ lệ 

chết của tôm (p < 0,05). Mật độ tế bào vi khuẩn ở 107 cfu/ml gây chết tôm lớn nhất với tỷ lệ 

100%, tỷ lệ tôm chết thấp nhất ở mật độ tế bào 104 cfu/ml với tỷ lệ 14,17% (Hình 3). Kết quả này 

phù hợp với nhiều nghiên cứu đã chứng minh rằng tỷ lệ chết của tôm phụ thuộc vào mật độ tế 

bào vi khuẩn cảm nhiễm [20], [22], [23]. 

     

Hình 3. Tỷ lệ chết tích lũy của tôm thẻ chân trắng bị gây nhiễm bởi V. parahaeolyticus 

  

Hình 4. Kết quả phản ứng sinh hóa kit API 20E và điện di sản phẩm PCR vi khuẩn phân lập trên tôm biểu 

hiện bệnh sau khi gây nhiễm V. parahemolyticus CED12020 
Ghi chú: Giếng M: Ladder 100bp, Giếng (+): Đối chứng dương, Giếng (-): Đối chứng âm, Giếng 1, 2, 3, 4: Mẫu DNA 

của vi khuẩn phân lập trên tôm biểu hiện bệnh ở các nghiệm thức theo thứ tự 104, 105, 106, 107 cfu/ml 

Sau 1 ngày gây nhiễm, tôm xuất hiện các triệu chứng bơi lờ đờ, phản xạ chậm, bỏ ăn và bắt 

đầu có hiện tượng chết ở mật độ 107 cfu/ml. Tôm chết nhiều nhất vào ngày thứ 2 ở tất cả các mật 

độ vi khuẩn gây nhiễm, các ngày tiếp theo tôm chết rải rác và dừng chết ở ngày thứ 7. Trong khi 

đó, ở nghiệm thức đối chứng, không có hiện tượng tôm bị chết, tôm khỏe mạnh và hoạt động 

bình thường cho đến khi kết thúc thí nghiệm. Đối với tôm có biểu hiện bệnh ở các nghiệm thức bị 

gây nhiễm, phần gan tụy tôm sưng và dễ tổn thương khi ấn nhẹ. Kết quả phân lập vi khuẩn trên 

mẫu tôm bị bệnh cho thấy, vi khuẩn mọc khuẩn lạc màu xanh trên môi trường TCBS. Kết quả 

định danh các chủng vi khuẩn bằng kit API 20E và PCR đã xác định vi khuẩn là chủng V. 
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parahemolyticus (Hình 4). Điều này cho thấy, trong quá trình thí nghiệm, tôm không bị ảnh 

hưởng bởi các yếu tố khác, tôm chết là do bị gây nhiễm bởi vi khuẩn V. parahaemolyticus. Vi 

khuẩn V. parahaemolyticus khi tiếp xúc với tôm thẻ chân trắng đã lây lan rất nhanh đến gan tụy 

và ruột tôm, chúng lây lan nhanh chóng bằng cách sử dụng gan tụy tôm làm mô đích, sự lan rộng 

mạnh nhất của vi khuẩn V. parahemolyticus được tìm thấy sau 6-12h tiếp xúc, sau đó độc tố của 

chúng gây tổn thương và làm chết tôm ở các thời điểm tiếp theo [23].  

Từ kết quả thu được về tỷ lệ tôm chết ở các mật độ vi khuẩn gây nhiễm, tính toán theo công 

thức của Reed và Muench [16], xác định giá trị LD50
 của vi khuẩn V. parahemolyticus CED12020 

trên tôm thẻ chân trắng cỡ 5,32 ± 0,02 g/con là 3,0×105 cfu/ml (Bảng 3). 

Bảng 3. Xác định giá trị LD50 của V. parahaemolyticus trên tôm thẻ chân trắng 

Thông số 
Mật độ tế bào V. parahaemolyticus gây nhiễm (cfu/ml) 

2,2×104 2,2×105 2,2×106 2,2×107 

Tỷ lệ chết (%) 14,17±1,44d 46,67±1,44c 71,67±3,82b 100±0,00a 

pd (71,67 - 50) / (71,67 - 46,67) = 0,87 

y log 106 - (log10 × pd) = 5,13 

LD50 2,2 × 105,13 = 3,0×105 

Theo nhiều nghiên cứu, mật độ vi khuẩn V. parahaemolyticus cần thiết để gây nhiễm trùng ở 

tôm thẻ chân trắng rất cao, lên tới 103 đến 108 cfu/ml. Giá trị LD50 của chúng trên tôm thẻ chân 

trắng cũng thay đổi tùy theo chủng vi khuẩn, đường lây nhiễm, thời gian lây nhiễm, kích cỡ tôm, 

mức độ căng thẳng và hệ thống miễn dịch của tôm [1], [24], [25]. Nghiên cứu của Lopez và cộng 

sự [26] xác định giá trị LD50 của vi khuẩn V. parahaemolyticus gây bệnh gan tụy cấp trên tôm thẻ 

chân trắng cỡ 0,1-0,5 g/con bằng phương pháp ngâm trong 72 giờ là 6,0×104-3,0×105 cfu/ml. Một 

nghiên cứu khác của Võ Văn Tuấn và cộng sự [22], xác định giá trị LD50 của vi khuẩn V. 

parahaemolyticus trên tôm thẻ chân trắng cỡ 2-3g/con, bằng phương pháp ngâm trong 2 giờ là 

4,7×106 cfu/ml. Nghiên cứu của Nguyễn Ngọc Phước và cộng sự [20] cho thấy, giá trị LD50 của vi 

khuẩn V. parahaemolyticus gây nhiễm bằng ngâm tôm thẻ chân trắng cỡ 2-2,5 g/con trong 60 phút 

là 105 cfu/ml. Tác giả cho rằng khả năng đề kháng của tôm cỡ nhỏ đối với vi khuẩn V. 

parahaemolyticus kém hơn so với tôm cỡ lớn. Tuy nhiên, trong nghiên cứu này, kích thước tôm thí 

nghiệm có cỡ lớn hơn (5-6g/con) nhưng giá trị LD50 của chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus 

CED12020 vẫn đạt 3,0×105 cfu/ml. Sự khác biệt này có thể do thời gian gây nhiễm và độc tính của 

chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus thử nghiệm. 

4. Kết luận 

Điều tra độc lực của 9 chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus được phân lập trên mẫu tôm thẻ 

chân trắng bị bệnh từ bộ chủng sưu tập của Ria1 đã xác định được 4 chủng (CAB16002, 

CAB19003, CAB25001, CED12020) mang cả 2 gen độc tố pirAvp và pirBvp. Cả 4 chủng đều sinh 

enzyme ngoại độc tố hemolysin, phospholipase và lipase. Trong đó, hoạt động của các enzyme 

ngoại độc tố mạnh nhất được tìm thấy ở chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus CED12020. Chủng vi 

khuẩn V. parahaemolyticus CED12020 gây bệnh và gây chết tôm thẻ chân trắng ở mật độ tế bào từ 

104 cfu/ml đến 107 cfu/ml với tỷ lệ gây chết tôm từ 14,17-100%. Giá trị LD50 của vi khuẩn V. 

parahaemolyticus CED12020 trên tôm thẻ chân trắng cỡ 5-6 g/con được xác định là 3,0×105 cfu/ml. 
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