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ABSTRACT

The purpose of this study was to assess the susceptibility of whiteleg
shrimp (Litopenaeus vannamei) to Vibrio parahaemolyticus, a causative
agent of acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND), at different
culture temperatures. Experimental shrimp (1.5 + 0.13 g/shrimp) were
randomly stocked with the density of 30 shrimp/tank (150L in volume)
containing 15ppt seawater and constant aeration. Temperatures in
experimental tanks (by a group of 12 tanks) were adjusted to 28 <C, 30 <C,
32C and 34<C. Three days after being acclimated to different
temperatures, shrimp from three tanks at each temperature were
immersion challenged with V. parahaemolyticus. After 14 days post
challenge, shrimp at 34 C were more susceptible to V. parahaemolyticus
with significantly higher cumulative mortality (96.7 + 2.9%) compared to
thoese at lower temperature (P<0.05). There was no significant difference
in the mortality rate between the groups exposed to 30 C and 32 <C.

TOM TAT

Muc dich ciia nghién cieu ndy la nham danh gid tinh man cam cua tom the
chin trang (Litopenaeus vannamei) véi vi  khudan  Vibrio
parahaemolyticus, tdc nhdn gdy bénh hoai tir gan tuy cdp tinh (AHPND),
o nhiét do moi truwong nuoi khac nhau. Tom thi nghiém (1,5 + 0,13 g /con)
duoe bé tri ngdu nhién véi mdt dé 30 con / bé (thé tich 150 L), trong diéu
kién moi truong nudc man 15 ppt va suc khi lién tuc. Nhiét do trong cdc
bé thi nghiém (g(;m 12 bé) dwoc diéu chinh ¢ 28 C, 30 T, 32 C va 34 C.
Tém duoe thuan dwéng trong ba ngay dé thich nghi véi cdc mirc nhiét do
thi nghiém. Sau dé, ba bé tém ¢ méi mirc nhiét dé dwoc gdy cam nhiém
v6i V. parahaemolyticus. Sau 14 ngay cam nhiém, tém nudi & nhiét d¢
34.°C dé man cam véi vi khudn V. parahaemolyticus va c6 ty 1é chét tich
lity cao hon déang ké (96,7 + 2,9%) so véi tém nudi & cdc mirc nhiét do
thép hon (P <0,05). Khéng c6 sw khdc biét dang ké vé ty 1é chét giira cdc
nhom tém thi nghiém nuéi o 30 °C va 32 <C.

Trich dan: Trin Luwu Khoang, Ngo Chi Nguyén, Truong Qudc Phu va Bang Thi Hoang Oanh, 2020. Anh
hudng cua nhiét d6 1én sy man cam ciia tom thé chan tring (thopenaeus vannamel) v6i vi khuin
Vibrio parahaemolyticus. Tap chi Khoa hoc Trudng Pai hoc Can Tho. 56(S6 chuyén dé: Thiy

san)(1): 38-44.
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1 GIOI THIEU

Trong nhitng nam gan day, nghé nudi tom thé
chan trang tang nhanh vé san lugng va dién tich nudi
g6p phan tang lgi nhuan cho ngudi nudi, ning cao
kim ngach xuat khau. Tuy nhién, sy gia ting nhanh
chong vé dién tich nudi va mic d6 tham canh hoa
ngay cang cao da lam cho moéi trueong bi suy thoai.
Hién nay, tinh trang bién d6i khi hau lam cho nhiét
d6 nudce tang (Delorenzo, 2015) gay anh huéng dén
hoat dong trao dbi chat, tang truong va sinh 1y cua
t6m, dong thoi tac dong 1én cac chi tiéu moi trudng
nude ao nudi tom, gy bién dong dén mat do vi sinh
vat trong nudc, khi nhiét do tang, su phat trién cua
nhom vi khuan Vibrio s& ting va gy bénh cho tom
(DePaola et al., 2003).

Trong s cac bénh nguy hiém & t6m nudi, bénh
hoai tir gan tuy cdp tinh (AHPND) do vi khuan
Vibrio parahaemolyticus gay ra (Tran et al., 2013)
1a bénh gay nhiéu thiét hai cho nguoi nudi tom do
bénh lay lan nhanh va ty I¢ gay chét cao (Pang Thi
Hoang Oanh va Nguyén Thanh Phuong, 2012). Tuy
nhién, két qua nghién cau vé anh huong cua nhiét
do 1én sy man cam cua tém thé chan trang VGi Vi
khuan V. parahaemolyticus con han ché. Trong
nghién ciru nay, két qua vé anh huong cua nhiét do
1én sy man cam cua tom thé chan trang cam nhiém
vi khuan V. parahaemolyticus dugc trinh bay nham
b6 sung thong tin khoa hoc 1am co sé cho viéc quan
1y bénh trong nudi tom thé chan tréng.

2 PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1 Hé théng thi nghiém

Thi nghiém dugc thyc hién tai trai thuc nghiém,
Khoa Thuy san, Truong Dai hoc Can Tho. Tém
dugc bb tri trong bé nhya (thé tich 150 L) duoc rira
sach, khir triing bang chlorine va phoi kho trudc khi
sir dung. Nudc dung thi nghiém c6 d6 man 15%o
dugc khir tring bang chlorine (30 ppm) va suc khi
lién tuc dé loai bo chlorine truéc khi bd tri thi
nghiém va trong subt thoi gian thi nghiém.

2.2 Tom thi nghiém

Tém thé chan tring PL15 dugc wong trong hé
thong tuan hoan dén khi tom dat kich ¢& trung binh
1,5+ 0,13 g/con rdi bé tri thi nghiém. Trudc khi bd
tri, tom dwoc kiém tra bing phuwong phap PCR xéc
dinh  4m tinh v6i WSSV, MBV va V.
parahaemolyticus. Sau khi bd tri vao cac bé thi
nghiém, tom dugc thuan dudng 3 ngay rdi mai tién
hanh thi nghiém.
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2.3 Chuén bj vi khuén va giy cam nhiém

Chung vi khuan V. parahaemolyticus gy bénh
hoai tir gan tuy cip tinh thudc bo suu tap vi khuan
cia Khoa Thuy san, Truong Dai hoc Can Tho. Sau
khi l4y ra tir ta -80°C, vi khuan dugc nudi trong moi
truong nutrient broth (NB, Merck) c¢6 bo sung 1,5%
NaCl (NB"), u ¢ 28°C trong 18 gio. Sau do, vi khuan
dugc ciy sang dia tryptic soy agar (TSA, Merck) co
bo sung 1,5% NaCl (TSA*) va tiép tuc & & 28°C
trong 18 gio. Ghi nhan mau sic va hinh dang khuan
lac, nhuém Gram dé kiém tra tinh thuan cua vi
khuan. Khuan lac vi khuan thuan dwoc nudi ting
sinh trong moi truong NB* ¢ 28°C. Sau d6, mat do
vi khuan duoc do va xac dinh bang may so mau
quang phé & budc séng 610 nm.

2.4 BO tri va theo di thi nghiém

Thi nghiém dugc b tri ngéu nhién véi 24 bé
nhya c6 chira nude 2/3 thé tich bé (100L) va c6 suc
khi lién tyc. TOm duoc bd tri vai mat do 30 tom/bé.
Thi nghiém gdm 2 nhom (nhém khong cam nhigm
va nhém cam nhiém véi vi khuin V.
parahaemolyticus). Mai nhém gom 4 nghiém thuc
(NT), mdi NT lap lai 3 Ian twong ing véi cac nhiét
d6 28°C, 30°C, 32°C va 34°C (NT1, NT3, NT5 va
NT7 cho nhém khong cam nhiém; NT2, NT4, NT6
va NT8 cho nhom cam nhiém).

Tém duoc gay cam nhiém bang cach ngam trong
dung dich vi khuan (mat d6 108 CFU/mlI) trong 15
phiit. Sau d6 cho tom va dung dich vi khuan vao bé
thi nghiém (Tran et al., 2013). Sau 2 ngay cam
nhiém, siphon day bé va thay 50% lugng nudc trong
bé. sau do6 siphon day bé 2 ngay/lan, mdi lan thay
30% lugng nudc trong bé cho dén khi két thuc thi
nghiém.

Thi nghiém dugc theo ddi trong thoi gian 14
ngay sau cam nhidm. Tém dwoc cho an 4 ldn/ngay,
theo nhu cau bang thirc an Grobest trong sut thoi
gian thi nghiém 14 ngay. Nhiét d6 duoc giir 6n dinh
bing dung cu ning nhiét (heater). Cac chi tiéu moi
truong duoc do hang ngay, gom pH, NHa/NH*,
ham lugng oxy hoa tan (DO) (do béang cac bo test
SERA, burc) va nhiét d (do bang nhiét ké). Biéu
hién bénh 1y cua tom va s tom chét duoc ghi nhan
hang ngay. Mau nuéc (1 mau/bé) va mau tom G
con/bé) & duge thu vao ngay thir hai sau cam nhiém
(thu trude khi thay nudc) dé dém mat do vi khuan V.
parahaemolyticus trong nudc va trong gan tuy tom
trén moéi truong CHROMagar theo phuong phap
dém khuan lac (Huys, 2003).
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2.5 Phwong phap mo hoc

Mau t6m thi nghiém (3 t6m/bé) dwoc thu vao
ngdy 3 sau cam nhiém (s tdm thu mau phan tich mé
hoc khong tinh vao ti 1 tom chét tich liy) dé cd dinh
khéi gan tuy trong dung dich Davidson's AFA trong
khoang 48 gio, sau do6 chuyén sang con 70°
(Lightner, 1996). Mau sau khi cit tia dinh huéng,
dugc it Iy qua céc giai doan khir nuée véi cac nong
d6 con tang dan, lam trong bang xylen, sau do
tam trong paraffin va sap ong néng chay. Mau
duoc dem duc khdi, cit 14t, dan 1én lame va nhuom
v6i thudc nhuom haematocyline va eosin
(H&E). Tiéu ban dugc quan sat dudi kinh hién vi
Vi cac vat kinh khac nhau va chup hinh ti€u ban dac
trung.

2.6 Xirly sb ligu

Sy khac biét vé ti 16 tom chét tich liy giita cac
nghiém thic thi nghiém dwoc xir 1y thong ké
ANOVA mét nhén t6 (& mirc y nghia P<0,05) bang
phan mém SPSS 16.

3 KET QUA VA THAO LUAN

3.1 Cac chi tiéu méi trwomng nwéc trong qua
trinh thi nghiém

Trong thoi gian thi nghiém, cac chi tiéu moéi
truong nude duge duy tri ¢ mic thich hop cho sy
sinh trudng va phat trién binh thuong cua tom thé
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chan tring. Ham lugng DO dao dong tir 4 - 6 mg/L.
Do kiém dao dong ¢ mirc 120 - 140mg CaCOs/L.
Theo Nguyén Thanh Phwong va Tran Ngoc Hai
(2004), d6 kiém t6t nhét cho tom thé chan tring phat
trién 1a 80 - 120mg CaCOa/L, d6 kiém & cac nghiém
thic thi nghiém dao dong trong khoang thich hgp
cho tom thé chén trang sinh truong va phat trién. Do
pH dao dong trong khoang 7,5 — 8,5 thich hop cho
nudi tém thé chan tring (Nguyén Thanh Phuong va
Tran Ngoc Hai, 2004). Ham lwong NH4/NHs dao
dong trong khoang 0,5 - 1/0,0009 - 0,02mg/L. 6
man dugc duy tri & 15%o.

Trong sudt qua trinh thi nghiém, nhiét d6 & mdi
nghiém thic dugce duy tri (dao dong trong khoang
+0,2 °C) dé tranh su chénh léch nhiét do trong tirng
nghiém thirc. Theo Boyd and Bartholomew (2002),
chénh 1éch nhiét do trong ngay khong qué 5°C 14 ti
wu cho su phat trién cua tom. Tém s& an it hon va
phat trién cham hon khi nudi & nhiét do thap. Khi
nhiét d ting cao (34°C), tom sé& an nhiéu hon, ting
truong rat nhanh nhung khong thuong xuyén va
chung s& yéu di.

3.2 Mit dd vi khuin V. parahaemolyticus
trong gan tuy tém sau khi cam nhiém

Két qua kiém tra mau nudc va mau tom & cac bé
cam nhidm déu c6 xut hién cac khuan lac mau tim,
hinh tron, 16i, duong kinh 2 - 3 mm khi phat trién
trén moéi truong CHROMagar (Hinh 1).

Hinh 1: Khuin lac caa V. parahaemolyticus trén méi truong CHROMagar

A. Miu nwéc B. Miu gan tuy

Mat d6 vi khuan V. parahaemolyticus trong
nudce va gan tuy ti 1€ thuan véi nhiét @6 thi nghiém
(6 nghiém thtc nhiét do cao, mat do vi khuéan ciing
cao) (Hinh 2). O nhiét do 28°C, mat do V.
parahaemolyticus trong nudc la 13,3+1,2 (x109)
CFU/ml va trong gan tuy la 3,3+1,1 (x10%) CFU/ml.
Tuy nhién, ¢ nhiét do 30°C; 32°C va 34°C mat do
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V. parahaemolyticus tuong Ung trong nudc la
26,7+1,2 (x10%) CFU/ml; 33,3+1,2 (x10%) CFU/mI
va 46,7+7,3 (x10%) CFU/ml va trong gan tuy la
4,7+1,1 (x10% CFU/ml; 5,3+1,5 (x10%) CFU/ml va
7,3+1,5 (x10%) CFU/mI. O céc nghiém thirc khong
cam nhiém, khong c6 khuan lac mau tim ca cua vi
khuan V. parahaemolyticus trong cac mau nuéc va
MAau gan tuy tom.
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Hinh 2: Mit dd vi khuan V. parahaemolyticus tir mAu nwéc va gan tuy tém thi nghiém sau 2 ngay cam nhiém

Két qua cho thidy ¢ cac nghiém thirc c6 cam
nhiém, vi khuan V. parahaemolyticus da xam nhap
vao gan tuy tom. Theo DePaola et al. (2003), su phat
trién ciia nhom vi khuan Vibrio trong d6 ¢ V.
parahaemolyticus ting ti 1é thuan véi nhiét do, nén
chiing s& ting mat d6 va dé gay bénh cho tom.
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3.3 Diu higu bénh ly

0 cac nghiém thirc 28°C, 30°C, 32°C va 34°C
va cam nhiém V. parahaemolyticus (NT2, NT4,
NT6 va NT8), tom biu hién bénh sau 12 gio véi déu
hiéu boi 1o do, hoat dong kém, rudt rdng hoac chia
thirc an khong lién tuc, khbi gan tuy cua tom nhat
mau va teo (Hinh 3B/b; 3D/d; 3F/f; 3 H/h).

Hinh 3: (A/a; C/c; E/e; G/g): Déau hiéu bén ngoai va gan tuy tém & cac nghiém thirc 28°C, 30°C, 32°C
va 34°C khéong cam nhiém (NT1, NT3, NT5 va NT7) gan tuy va tom binh thwong; (B/b; D/d; F/f; H/h):
DAu hi¢u bén ngoai va gan tuy cia tdém & cac nghiém thirc nhiét do 28°C, 30°C, 32°C va 34°C va cam
nhiém V. parahaemolyticus (NT2, NT4, NT6 va NT8) c6 gan tuy teo/nhat mau, rugt réng
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Céc dau hiéu ghi nhan (Hinh 3B/b; D/d; F/f; H/h)
tuong ty nhu mé ta cua Lightner et al. (2012) va
Flegel et al. (2012) vé cac dau hiéu bénh 1y cua tom
khi mic bénh hoai tir gan tuyy cdp tinh do V.
parahaemolyticus. Tom & cic nghiém thirc c6 nhiét
d6 28°C, 30°C, 32°C va 34°C va khong cam nhidm
vi khuén V. parahaemolyticus (NT1, NT3, NT5 va
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NT7) c6 mau sic tuoi sang, phan ung nhay véi tiéng
dong, khoi gan tuy binh thuong, rugt day thic an
(Hinh 3A/a; 3C/c; 3E/e; 3 G/g).

3.4 Mo bénh hec
Két qua phan tich mé bénh hoc cho thiy ¢ cac

nghiém thirc khong cam nhidm, gan tuy vai cac ng
gan tuy binh thuong (Hinh 4A/a).

Hinh 4: M6 gan tuy cia tom thi nghiém (10X va 40X)

AJa nghiém thirc khong cam nhiém ; B/b nghiém
thie cam nhiém, nhiét 46 34°C. Miii tén chi cac té
bao gan tuy thoai hoa va roi vao 1ong dng, cac té bao
mau tap trung quanh cac cum vi khuan trong ving
hoai tir. C/c nghiém thirc cam nhiém, nhiét ¢ 30°C
va 32°C. PAu miii tén chi su bong troc va biét hoa
cac té bao biéu mo gan tuy it hon
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O nghiém thtrc thi nghiém 34 °C va cam nhidm
vi khuan V. parahaemolyticus, gan tuy tom c6
nhitng bién d6i md bénh hoc, dic trung 1a éng gan
tuy teo, giam sb luong B, R va F (Hinh 4B/b), té bao
gan tuy thoai héa bong troc roi vao long 6ng va té
bao mau xuét hién quanh cic cum vi khuan trong
vung bi hoai tir (Hinh 4B/b).
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Tuy nhién, & cac nghiém thtrc thi nghiém 30°C
va 32°C, cam nhiém vi khuan V. parahaemolyticus,
hién tuong bong tréc cac té bao biéu mé gan tuy it
hon. Chiéu cao biéu mé mic du cb giam so Vi
nghiém thirc khong cam nhiém, su biét hoa té bao it
hon (chi yéu 12 it té bao B), cac té bao mau ciing tap
trung it hon (Hinh 4C/c).

Lightner et al. (2012) va Flegel (2012) mo ta chi
tiét dac diém mo bénh hoc dic trung cua bénh hoai
tr gan tuy cép tinh 1a sy thoai hoa cap tinh ciia gan
tuy, kém theo su giam hoat dong cua té bao E, roi
loan chirc nang cuia cac té bao B, F va R, dé thiy
nhiing té bao c6 nhan trwong to, cac té bao bi bong
troc va roi vao 1ong dng gan tuy va giai doan cudi 1a
s tap trung cua cac té bao mau & gitra dng gan tuy
va nhiém khuan thi cdp kém theo hién twong
melanin hoa.
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3.5 Til¢ tdm chét tich lity

Két qua thi nghiém cho thay, ty I& tom chét cao
nhat & NT8 (nhiét d6 34°C va cam nhiém V.
parahaemolyticus) véi ty 1& phan trdm tom chét tich
lity sau 14 ngay cam nhiém la 96,7 + 2.9 cao hon ¢
¥ nghia théng ké (P<0,05) so vdi tat ca cac nghiém
thirc con lai (Hinh 5).

Ty 1& tom chét tich liiy & cac nghiém thuc 1a
NT2, NT4 va NT6 (nhiét do 28°C, 30°C, 32°C va
cam nhiém V. parahaemolyticus) 1an luot 1a 48,3%;
56,7% va 58,3%. Tuy nhién, ti 1& tdm chét tich Iiy
gitra NT4 va NT6 (nhiét do 30°C, 32°C va cam
nhiém V. parahaemolyticus) lai khong khac biét c6
¥ nghia thdng ké (P>0,05), nhung lai cao hon NT2
(nhiét @6 28°C va cam nhiém V. parahaemolyticus)
(P<0,05) (Hinh 5).
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110%

——NT4

——NT5 NT6 ——NT7 —¥— NT8

100%

90%

80%
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Tilg chét tich liy
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10% 4

0% -

Ngay sau cam nhiém

Hinh 5: Ty I¢ tdm chét tich liiy & cac nghiém thirc sau 14 ngay thi nghiém

NT1, NT3, NT5 va NT7: khong cam nhiém, twong ¥ng Vdi cdc nhiét dé 28 C, 30 T, 32 C va 34 <. NT2, NT4, NT6 va
NT8: cam nhiem vi khudn V. parahaemolyticus, tuwong iing véi cdc nhiét do 28 <C, 30 C, 32 «C va 34 <C.

V. parahaemolyticus 1a loai vi khuan phd bién &
moi trudng nude vung cura séng va ven bién. Vi
khuan nay cling song ¢ duong tiu hoa tom va gy
bénh khi hé thong mién dich cia tém yéu di hoic
khi mat d6 ctaa chung ¢ duong tiéu hoa cia tom cao
(Khimmakthong and Sukkarun, 2017). Ty I¢ tom
nhiém AHPND thudng cao & céc trai nudi tom co
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dd man cao va trong mua khoé khi nhiét d§ ting
(Oanh et al., 2018). Nhiing thay ddi cia cac yéu to
mdi truong nudce nhu pH, d6 man, oxy va nhiét do
¢6 thé anh huong dén dap tng phan ung mién dich
cua giap xac (Le Moullac and Haffner, 2000). Trong
s6 cac yéu tb nay, nhiét o 1a mot trong s6 cac yéu
t6 moi truong cd anh huong dén sy bién dong mat
d6 cua V. parahaemolyticus (DePaola et al., 2003;
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Lovell, 2017). Cac nghién ctru trudc ddy cho thay
nhiét d6 c6 mdi tuong quan thuan véi tong mat do
V. parahaemolyticus va V. parahaemolyticus c6 kha
nang gdy bénh (Johnson et al., 2012; Lopez-
Hernandez et al., 2015). Két qua ghi nhan dugc tir
nghién ctru nay cho thay nhiét do c6 anh huong dén
Sy MAan cam cua tom thé chan trang véi vi khuan V.
parahaemolyticus, & nhiét do nudc tir 30°C tré 1én,
mat do vi khuan V. parahaemolyticus tang lam ti I¢
tom chét ting.

4 KET LUAN

Nhiét d6 anh huéng dén sy man cam cia tom thé
chan tring voi vi khuan V. parahaemolyticus, &
nhiét d6 nudc tir 30°C tro 1én, mat do vi khuan V.
parahaemolyticus (gdy AHNPD) tang lam ti l1€ tom
chét tiang.

Can tiép tuc nghién ctru anh huong cua nhiét do
két hop vai mot s6 chi tiéu moi truong khac nhu pH
va d6 man 1én sy man cam cua tom thé chan trang
véi vi khuan V. parahaemolyticus.
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