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Received:  31/10/2022 This study was conducted to evaluate the genetic diversity of 

Aeromonas hydrophila isolates collected from striped catfish 

intensively farmed in the Mekong Delta. A total of 26 bacterial 

isolates were obtained from hemorrhagic disease-infected fish. All 

bacterial isolates were identified as A. hydrophila based on their 

morphological characterization, API 20E kit, and molecular biology 

technique. Twelve strains were selected as representatives for 

sequencing the aerolysin gene; these strains had high identities (96.64 

– 100%) compared with reference strains of A. hydrophila on 

Genbank. Besides, these strains were used for analyzing genetic 

diversity. The results indicated that the isolates from Tien Giang and 

Tra Vinh had a close relationship and shared distant similarities with 

the strains from An Giang, Ben Tre, Dong Thap, and Vinh Long 

provinces. The study has found genetic differences between A. 

hydrophila isolates in two main groups representing two ecologically 

different areas of brackish and fresh water in the Mekong Delta. 
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  31/10/2022 Nghiên cứu được thực hiện nhằm đánh giá sự đa dạng di truyền của 

các chủng vi khuẩn Aeromonas hydrophila phân lập từ cá tra nuôi 

thâm canh ở Đồng bằng sông Cửu Long (ĐBSCL). Tổng số 26 chủng 

vi khuẩn được phân lập từ cá tra mắc bệnh xuất huyết. Tất cả các 

chủng vi khuẩn phân lập được định danh là A. hydrophila dựa trên kết 

quả quan sát các đặc điểm hình thái, kết hợp kiểm tra sinh hóa bằng bộ 

kít API 20E và kỹ thuật sinh học phân tử. Mười hai chủng A. 

hydrophila được chọn làm đại diện để giải trình tự đoạn gen aerolysin. 

Kết quả cho thấy, các chủng vi khuẩn phân lập đều có độ tương đồng 

cao từ 96,64 - 100% so với các chủng vi khuẩn A. hydrophila đã được 

công bố trên ngân hàng gen. Ngoài ra, kết quả giải trình tự các chủng 

vi khuẩn này còn được dùng để phân tích sự đa dạng di truyền. Kết quả 

cho thấy, các chủng vi khuẩn ở Tiền Giang và Trà Vinh có mối quan 

hệ di truyền gần gũi với nhau nhưng hình thành nhóm riêng với các 

chủng phân bố ở các tỉnh An Giang, Bến Tre, Đồng Tháp và Vĩnh 

Long. Nghiên cứu đã tìm thấy sự khác biệt di truyền giữa các chủng vi 

khuẩn A. hydrophila ở hai nhóm đại diện cho vùng sinh thái nước lợ và 

nước ngọt ở ĐBSCL. 
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1. Giới thiệu 

Cá tra (Pangasianodon hypophthalmus) là một trong những đối tượng thủy sản nước ngọt 

xuất khẩu chính ở vùng ĐBSCL. Trong thời gian qua, việc mở rộng diện tích và thâm canh hóa 

với mật độ nuôi cao để tăng sản lượng đã tạo điều kiện cho các bệnh nguy hiểm bùng phát mạnh 

mẽ trên đối tượng nuôi này. Trong số đó, bệnh xuất huyết được các nhà khoa học xác định là do 

vi khuẩn A. hydrophila [1]. Sự xuất hiện và bùng phát của bệnh này trong ao nuôi là 1 trong 

những nguyên nhân dẫn đến các tổn thất cho người nuôi [2]. Đây là loài vi khuẩn di động, có 

hình que ngắn, Gram âm và yếm khí tuỳ tiện. Ở Việt Nam, ngoài cá tra thì vi khuẩn này cũng 

được báo cáo là tác nhân gây bệnh xuất huyết trên các loài cá khác như cá thát lát còm (Chitala 

Chitala) [3] và trên lươn đồng (Monopterus albus) [4]. 

Cho đến nay, kháng sinh vẫn là lựa chọn ưu tiên để điều trị bệnh xuất huyết do vi khuẩn A. 

hydrophila trên cá tra. Việc sử dụng thuốc kháng sinh không theo khuyến cáo của nhà sản xuất đã 

gây ra hiện tượng kháng thuốc ở vi khuẩn trong môi trường ao nuôi [5], [6]. Kết quả làm cho hiệu 

quả điều trị thấp và tốn nhiều chi phí hơn. Do đó, xu hướng sử dụng vaccine phòng bệnh trong 

ngành nuôi cá tra là hướng đi mới ở Việt Nam nhằm hạn chế sử dụng kháng sinh, giảm chi phí 

sản xuất và đảm bảo an toàn vệ sinh thực phẩm. Cho đến nay, trên thế giới đã có nhiều nỗ lực để 

tăng cường hiệu quả phòng bệnh của vaccine đối với A. hydrophila trên nhiều loài cá [7]. Ở Việt 

Nam, việc phát triển vaccine phòng bệnh do A. hydrophila đã được nghiên cứu nhưng hiệu quả 

chưa cao. Điều này có thể do tính không đồng nhất về mặt di truyền của các chủng vi khuẩn A. 

hydrophila [8]. Sự biến đổi di truyền của vi khuẩn đã được chứng minh là rất đa dạng và có sự 

khác biệt giữa các vùng địa lý mà chúng sinh sống [9]. Vì vậy, nghiên cứu được thực hiện nhằm 

làm sáng tỏ mối quan hệ di truyền của vi khuẩn A. hydrophila thu thập từ cá tra nhiễm bệnh xuất 

huyết ở 1 số tỉnh của ĐBSCL. Đây là cơ sở khoa học để nghiên cứu sản xuất các loại vaccine 

phòng bệnh xuất huyết trên cá tra. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Nguyên vật liệu  

Thu mẫu cá tra nhiễm bệnh xuất huyết từ các ao nuôi ở ĐBSCL để phân lập vi khuẩn A. 

hydrophila. Cá tra nhiễm bệnh xuất huyết có các dấu hiệu phổ biến như xoang bụng tích dịch, 

bụng trương to, xuất hiện các đốm xuất huyết đỏ trên thân, ở các gốc vây, quanh miệng và hậu 

môn (Hình 1).  

  
Hình 1. Dấu hiệu bên ngoài (a) và bên trong (b) của cá tra nhiễm bệnh xuất huyết 

2.2. Phương pháp phân lập và tách ròng vi khuẩn 

Dựa theo tài liệu của Frerich và Millar (1993) [10] và Buller (2014) [11], vi khuẩn được phân 

lập và tách ròng (thuần) trên thạch TSA từ các cơ quan như gan, thận và tỳ tạng của cá bệnh. 

Trong quá trình phân lập, vi khuẩn được ủ ở 28–30°C trong 24 giờ. Mẫu vi khuẩn ròng sẽ được 

trữ trong môi trường chứa 20% glycerol và giữ ở -80°. 
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2.3. Phương pháp xác định vi khuẩn 

2.3.1. Kiểm tra đặc điểm hình thái, sinh lý và sinh hóa  

Một số đặc điểm của khuẩn lạc, sinh lý và sinh hóa cơ bản như nhuộm Gram, phản ứng 

oxidase, catalase, tính di động và khả năng lên men glucose (phản ứng O/F) của vi khuẩn A. 

hydrophila được kiểm tra theo Cowan và Steel [12] và Buller (2014) [11]. Bên cạnh đó, nghiên 

cứu sử dụng bộ kít API 20E (bioMerieux, Pháp) để định danh vi khuẩn. 

2.3.2. Phương pháp định danh vi khuẩn bằng kỹ thuật PCR 

ADN vi khuẩn được chiết tách dựa theo quy trình của Bartie và cộng sự (2006) [13]. Các 

bước ly trích được thực hiện như sau: hút dịch tăng sinh vi khuẩn cho vào ống nghiệm chứa dung 

dịch TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8,0). Sau đó, đun nóng ở nhiệt độ 95ºC trong thời 

gian 15 phút. Hỗn hợp được làm lạnh trong nước đá và sau cùng, ly tâm hỗn hợp trong thời gian 

2 phút ở tốc độ 14.000 vòng/phút để thu lấy ADN. Sử dụng kỹ thuật PCR để khuếch đại gen 

aerolysin của vi khuẩn bằng cặp mồi có trình tự là AeroFd: 5’-

CCAAGGGGTCTGTGGCGACA-3’ và AeroRs: 5’-TTTCACCGGTAACAGGATTG-3’ [14]. 

Phản ứng PCR được thực hiện với các thành phần gồm: nước cất hai lần (BiH2O), 1X PCR 

Buffer, 1,5 mM MgCl2, 0,5 µl dNTPs (200 µM), 10-20 pmol mồi xuôi, 10-20 pmol mồi ngược, 

2,5 UI Taq DNA polymerase và 20-40 ng mẫu ADN. Chu kỳ nhiệt cho phản ứng PCR được thực 

hiện gồm: giai đoạn biến tính đầu tiên ở 95oC trong thời gian 4 phút, tiếp theo thực hiện biến tính 

ở 95oC trong thời gian 30 giây, bắt mồi ở 60oC trong thời gian 45 giây, kéo dài chuỗi ở 72oC 

trong thời gian 30 giây và giai đoạn kéo dài sau cùng ở nhiệt độ 72oC trong thời gian 10 phút 

[15]. Sản phẩm PCR được khuếch đại và kiểm tra trên gel agarose có kích thước là 209 bp. 

2.4. Phương pháp phân tích đa dạng di truyền 

Mười hai chủng vi khuẩn đại diện được chọn để gửi xác định trình tự nucleotide ở công ty 

Macrogen của Hàn Quốc. Sử dụng chương trình BLASTn để phân tích độ tương đồng (identity) 

trình tự nucleotide chủng vi khuẩn phân lập với trình tự các chủng vi khuẩn A. hydrophila trên 

ngân hàng NCBI (the National Center for Biotechnology Information). Các trình tự ADN sau đó 

được xếp hàng (multialignment) bằng phương pháp CLUSTAL W [16]. Cây phả hệ 

(phylogenetic tree) thể hiện mối quan hệ di truyền giữa các chủng vi khuẩn được xây dựng bằng 

phần mềm MEGAX (Molecular Evolutionary Gentics Analysis) dựa trên thuật toán Neighbour-

joining [17] với giá trị bootstrap là 1.000 lần lặp lại [18]. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Kết quả phân lập và xác định vi khuẩn 

3.1.1. Kết quả phân lập và tách ròng vi khuẩn 

Từ 32 mẫu cá tra nhiễm bệnh xuất huyết thu thập ở 6 tỉnh thuộc vùng ĐBSCL, nghiên cứu 

phân lập được 26 chủng vi khuẩn A. hydrophila. Mười hai chủng vi khuẩn được chọn để phân 

tích đa dạng di truyền có ký hiệu là 1A3, 2A3, 4A3, 5A3, 6A3, 7A3, 10A3, 11A3, 16A3, 18A3, 

19A3, 23A3 và 24A3. 

3.1.2. Đặc điểm vi khuẩn A. hydrophila phân lập  

Kết quả kiểm tra vi khuẩn A. hydrophila phân lập cho thấy khuẩn lạc có dạng tròn với đường 

kính dao động từ 1-3 mm. Trên môi trường TSA, khuẩn lạc có màu vàng nhạt đến màu vàng kem 

(Hình 2a) sau 24 giờ ủ. Vi khuẩn có khả năng di động, cho kết quả Gram âm và có hình que ngắn 

(Hình 2b). Bên cạnh đó, kết quả khảo sát cho thấy 26 chủng vi khuẩn cho hoạt tính oxidase và 

catalase dương tính. Ngoài ra, ở điều kiện hiếu khí và yếm khí thì các chủng vi khuẩn kiểm tra 

đều lên men được đường glucose (Hình 2c). Như vậy, qua kết quả kiểm tra cho thấy, các chủng 
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vi khuẩn được phân lập từ cá tra nhiễm bệnh xuất huyết tương tự với các đặc điểm của vi khuẩn 

A. hydrophila đã được công bố [1], [5]. 

   

Hình 2. Kết quả phân lập vi khuẩn  

(a): Vi khuẩn phân lập có màu vàng khi phát triển trên thạch TSA sau 24 giờ ủ ở 28oC, (b): Vi khuẩn có 

hình que ngắn qua kết quả nhuộm Gram (100X), (c): Phản ứng O/F (màu vàng chỉ vi khuẩn dương tính). 

3.1.3. Kết quả định danh vi khuẩn A. hydrophila bằng bộ kít API 20E 

Kết quả định danh bằng bộ kít API 20E cho thấy các chủng vi khuẩn phân lập có các phản 

ứng tương tự với vi khuẩn A. hydrophila đã được công bố [1], [19]. Vi khuẩn cho phản ứng 

dương tính với Voges-Proskauer, arginine, orthonitrophenyl galactosidase, lysine, gelatin, 

saccharose, glucose, amygdalin và mannitol. Trong khi đó, vi khuẩn cho phản ứng âm tính với 

citrate, ornithine, urease, H2S, tryptophane deaminase, sorbitol, indole, inositol, rhamnose, 

melibiose và arabinose. Tuy nhiên, các chủng vi khuẩn trong nghiên cứu có 1 số phản ứng khác 

với vi khuẩn A. hydrophila gây bệnh nhiễm trùng huyết trên cá nheo Mỹ của Pridgeon và Klesius 

(2011) [20]. Nghiên cứu của Pridgeon và Klesius (2011) [20] cho thấy vi khuẩn A. hydrophila 

dương tính với indole, citrate, saccharose, inositol và arabinose, trong khi vi khuẩn âm tính với 

lysine decarboxylase và amygdalin. Kết quả khác biệt trên có thể do vi khuẩn được phân lập từ 

các môi trường sống khác nhau. 

3.1.4. Định danh vi khuẩn A. hydrophila bằng kỹ thuật sinh học phân tử 

Nghiên cứu sử dụng kỹ thuật để định danh, qua phản ứng PCR cho thấy 26/26 chủng vi khuẩn 

đều khuếch đại được gen aerolysin với kích thước sản phẩm là 209 bp (Hình 3). Gen aerolysin 

được sử dụng để xác định loài A. hydrophila gây bệnh xuất huyết đã được nhiều tác giả thực hiện 

[21]-[23] đối với nhiều động vật thủy sản trên thế giới. Nghiên cứu của Panangala và cộng sự 

(2007) đã sử dụng kỹ thuật PCR đa mồi (multiplex PCR) để phát hiện cùng lúc 3 loài vi khuẩn 

gây bệnh là A. hydrophila, E. ictaluri và F. columnare trên cá nheo Mỹ [15]. Ngoài ra, với kỹ 

thuật PCR, Nguyễn Hà Giang và cộng sự (2010) cũng đã thành công trong việc chẩn đoán loài A. 

hydrophila từ thận cá tra bệnh xuất huyết với độ nhạy và tính đặc hiệu tương đối cao [24]. Kết 

quả giải trình tự của 12 chủng vi khuẩn đại diện cho thấy chúng tương đồng từ 96,64 - 100% với 

vi khuẩn A. hydrophila trên ngân hàng gen. 

 

- M: thang chuẩn ADN 100 bp (Invitrogen) 

- Giếng 4: đối chứng âm 

- Giếng 1, 2, 3, 5, 6, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15 và 16 

lần lượt là các chủng vi khuẩn: 1A3, 2A3, 4A3, 

5A3, 6A3, 7A3, 10A3, 11A3, 16A3, 18A3, 19A3, 

23A3 và 24A3 

Hình 3. Kết quả điện di sản phẩm PCR xác định vi khuẩn A. hydrophila  

3.2. Mối quan hệ di truyền giữa các chủng vi khuẩn A. hydrophila 

Dựa vào 12 trình tự gen của vi khuẩn đại diện và 5 trình tự của vi khuẩn A. hydrophila từ 

ngân hàng dữ liệu NCBI, đề tài đã thiết lập mối quan hệ di truyền giữa các chủng vi khuẩn (Hình 

4). Qua kết quả Hình 3 cho thấy, cây phả hệ phân thành 2 nhóm lớn (cluster). Nhóm I gồm 8 

(a) (b) (c) 

    M   1   2    3    4   5    6   7   8    9   10  11  12 13 14  15  16  
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chủng 24A3, 18A3, 4A3, 5A3, 1A3, 6A3, 23A3 và 7A3, phân bố ở các tỉnh Bến Tre, An Giang, 

Trà Vinh, Đồng Tháp và Vĩnh Long. Trong khi đó, nhóm II gồm 4 chủng 2A3, 10A3, 11A3 và 

19A3, phân bố ở các tỉnh Tiền Giang, Trà Vinh và Vĩnh Long.  

 
Hình 4. Cây phả hệ thể hiện mối quan hệ di truyền của các chủng A. hydrophila  

 

Nhóm I phân thành 2 nhóm Ia và nhóm Ib (Hình 4). Nhóm Ia gồm 5 chủng 24A3, 18A3, 4A3, 

5A3 và 7A3, phân bố ở các tỉnh Đồng Tháp, Bến Tre, Trà Vinh và An Giang, có quan hệ gần với 

loài A. hydrophila AH14 (EU650663.1) trên ngân hàng dữ liệu NCBI. Trong nhóm này, các chủng 

4A3, 5A3 và 18A3 từ Đồng Tháp, An Giang và Trà Vinh có mối quan hệ về mặt di truyền gần gũi 

nhất, đặc biệt là 2 chủng 7A3 và 24A3 ở An Giang và Bến Tre không khác biệt di truyền (Bảng 3). 

Trong khi đó, nhóm Ib gồm 3 chủng 1A3, 6A3 và 23A3 phân bố ở Đồng Tháp, Vĩnh Long và Bến 

Tre. Trong nhóm này, chủng 6A3 ở Đồng Tháp có mối quan hệ di truyền gần nhất với chủng A.  

hydrophila wp3 (GU229024.1) so với chủng 1A3 (Vĩnh Long) và 23A3 ở Bến Tre, chỉ số khác biệt 

0,023. Tuy nhiên, khoảng cách di truyền giữa chủng 6A3 và các chủng còn lại tương đối lớn (0,487 

- 0,505), cho thấy chủng 6A3 khác biệt về mặt di truyền so với các chủng khác. 

Nhóm II gồm 4 chủng: 2A3, 10A3, 11A3 và 19A3 (Hình 4). Trong đó, chủng 2A3 ở Vĩnh 

Long có phần trăm tương đồng 100% so với chủng A. hydrophila ZC1 (FJ608555.1) trên ngân 

hàng dữ liệu tạo thành 1 nhóm riêng biệt và nhóm gồm 3 chủng 10A3, 11A3 và 19A3 phân bố ở 

2 tỉnh Tiền Giang và Trà Vinh đều là các tỉnh có môi trường nước lợ ở ven biển tạo thành một 

nhóm riêng liên kết chặt chẽ và gần gũi về mặt di truyền với mức khác biệt 0%. Ngoài ra, các 

chủng trong nhóm II đều có quan hệ di truyền gần với 1 số chủng A. hydrophila FJ608554.1 và 

GU169708.1 trên ngân hàng dữ liệu ở mức tương đồng 99%. 

Một số nghiên cứu dựa trên đoạn gen aerolysin để đánh giá sự đa dạng di truyền của loài A. 

hydrophila ở những vùng địa lý và trên các vật chủ khác nhau với kết quả là các chủng vi khuẩn 

có mối quan hệ di truyền gần gũi với nhau, mặc dù phân bố ở các nguồn khác nhau [23]. Tương 

tự, Das và cộng sự (2005) [25] đã nghiên cứu sự đa dạng di truyền dựa trên protein của các chủng 

vi khuẩn A. hydrophila thu thập từ cá nước ngọt và cho kết quả có mối quan hệ di truyền giữa các 

chủng có nguồn gốc và vị trí thu mẫu khác nhau. Thêm vào đó, nhiều nghiên cứu trên thế giới đã 

khảo sát sự đa dạng di truyền của vi khuẩn Aeromonas spp. dựa trên các gen khác như gen 16S 
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rRNA, gen gyrB và rpoD [26] và kết quả cho thấy các gen trên là thích hợp để thiết lập mối quan 

hệ di truyền trên các loài vi khuẩn. 

Trong nghiên cứu này, các chủng vi khuẩn A. hydrophila có nguồn gốc từ An Giang, Vĩnh 

Long, Trà Vinh và Đồng Tháp có quan hệ di truyền gần nhau là do điều kiện địa lý và khí hậu ở 

các tỉnh ĐBSCL khá giống nhau. Mặt khác, nhiều hộ sản xuất cá tra thương phẩm chọn cá giống 

từ các cở sở sản xuất giống ngoài tỉnh, nguồn gốc cá tra giống không rõ ràng được cung cấp rộng 

rãi đến các tỉnh khác nhau ở ĐBSCL. Do đó, cá giống có khả năng mang cả mầm bệnh (như A. 

hydrophila) đến nhiều nơi khác nhau và ranh giới địa lý của các chủng vi khuẩn là không thể xác 

định, mầm bệnh được mang đi nhưng vẫn giữ các đặc điểm về di truyền vốn có của nó. Đặc biệt, 

chủng 6A3 ở Đồng Tháp khác biệt nhiều so với các chủng khác có thể do biến đổi di truyền. Đây 

là một yếu tố quan trọng góp phần vào sự đa dạng di truyền trong loài của vi khuẩn A. 

hydrophila. Tuy nhiên, các chủng ở vùng nước lợ và nước ngọt phân bố thành 2 nhóm riêng biệt 

trên giản đồ phả hệ. Kết quả này cho thấy sự khác biệt vùng sinh thái đã ảnh hưởng đến sự đa 

dạng di truyền và tạo nên sự khác biệt di truyền giữa các chủng vi khuẩn A. hydrophila. Điều này 

có thể là do người nuôi chủ yếu sử dụng nguồn nước sông tại vùng phục vụ cho sản xuất cá tra 

nên điều kiện sống của vi khuẩn vùng nước ngọt và nước lợ khác nhau dẫn đến khác biệt di 

truyền các chủng vi khuẩn [27]. Tương tự, nghiên cứu của Trần Ngọc Được và cộng sự (2013) 

[9] cho thấy các chủng vi khuẩn lactic cũng có sự khác biệt di truyền khi phân bố ở các khu vực 

sinh thái khác nhau ở ĐBSCL.  

Kết quả phân tích các chủng A. hydrophila ở ĐBSCL cho thấy sự đa dạng di truyền, quá trình 

thích nghi với môi trường sống và tồn tại đã gây nên sự biến đổi gen và dẫn đến sự không đồng 

nhất về mặt di truyền giữa các chủng vi khuẩn ở môi trường nước lợ và nước ngọt. Camus và 

cộng sự (1998) [28] cho rằng sự đa dạng di truyền giữa các chủng A. hydrophila đã ngăn cản việc 

phát triển các loại vaccine chống lại sự lây nhiễm của vi khuẩn A. hydrophila. Do đó, nhiều nhà 

khoa học đề xuất nên nghiên cứu kháng nguyên chung của các chủng A. hydrophila để sản xuất 

vaccine có hiệu lực và hiệu quả [29]. Tóm lại, phương pháp nghiên cứu trên đoạn gen aerolysin 

có khả năng tìm ra sự đa dạng di truyền hay sự biến đổi gen trong cùng loài của vi khuẩn A. 

hydrophila phân bố trên những vùng sinh thái khác nhau. Tuy nhiên, cần so sánh và kết hợp việc 

nghiên cứu sự biến đổi di truyền của vi khuẩn A. hydrophila trên nhiều đoạn gen khác nhau [30]. 

4. Kết luận 

Nghiên cứu đã phân lập và định danh được 26 chủng vi khuẩn A. hydrophila từ cá tra nhiễm 

bệnh xuất huyết ở ĐBSCL. Các chủng vi khuẩn ở Tiền Giang và Trà Vinh có quan hệ di truyền 

gần nhau nhưng chúng có khoảng cách di truyền xa với các chủng phân bố ở các tỉnh Bến Tre, 

Đồng Tháp, An Giang và Vĩnh Long. Nghiên cứu cho thấy khác biệt di truyền giữa các chủng A. 

hydrophila đại diện cho vùng sinh thái nước lợ và nước ngọt ở ĐBSCL. 
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