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TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện nhằm đánh giá khả năng gây bệnh của vi khuẩn Streptococcus agalactiae serotype 

Ia và III trên cá rô phi. Để thực hiện nghiên cứu 10 chủng S. agalactiae phân lập tại miền Bắc năm 2022 được lựa 

chọn ngẫu nhiên để định danh bằng phương pháp sinh hoá, giám định bằng PCR và sử dụng kỹ thuật multiplex PCR 

để xác định kiểu serotype. Kết quả cho thấy trong số 10 chủng vi khuẩn đinh danh được, có 7 chủng thuộc  

S. agalactiae thuộc serotype Ia (ST Ia) và 3 chủng thuộc serotype III (ST III). Kết quả cảm nhiễm trên cá rô phi cho 

từng serotype cho thấy chủng ST III gây chết sớm và nhanh hơn so với serotype Ia, tuy nhiên tỉ lệ chết tích luỹ sau 

14 ngày theo dõi không có sự khác biệt giữa hai serotype. Giá trị LD50 của chủng ST Ia và ST III lần lượt là  

2,5 × 10
4
 CFU/cá và 1,9 × 10

4
 CFU/cá. Kết quả đánh giá triệu chứng, bệnh tích đại thể và biến đổi mô học trên cá 

cảm nhiễm chủng ST Ia và ST III không có sự khác biệt đáng kể. Đây là nghiên cứu đầu tiên xác định sự có mặt của 

serotype Ia và III gây bệnh trên cá rô phi và đánh giá khả năng gây bệnh trong điều kiện thực nghiệm. 

Từ khoá: Streptococcus agalactiae, serotype, đặc điểm bệnh lý, rô phi, Việt Nam. 

Evaluation of the Pathogenicity  
of Streptococcus Agalactiae Serotype Ia and III in Tilapia under Experimental Challenges  

ABSTRACT 

The study was conducted to evaluate the pathogenicity of Streptococcus agalactiae serotypes Ia and III causing 

disease in tilapia. A total of 10 isolates of suspected S. agalactiae retrieved from diseased tilapia in northern Vietnam 

in 2022 were used for identification by biochemical method and by PCR assays and serotyping by multiplex PCR. 

The results revealed that of 10 identified isolates of S. agalactiae seven isolates belongedto serotype III (ST III) and 

three others belonged to serotype Ia (ST Ia). The experimental challenges on tilapia of the representative of each 

serotype showed that fish infected with the ST III isolates caused early and faster death than those of the ST Ia 

isolates. However, there existed no significant difference in the cumulative mortalities of 14 dpi between the two 

serotypes. The LD50 of the ST Ia and ST III isolates were at 2.5 × 10
4
 and 1.9 × 10

4
 CFU/fish, respectively. The 

clinical signs and gross and histopathological lesions of experimentally infected fish between serotype Ia or III were 

also similar. The circulation of S. agalactiae ST Ia and ST III in Vietnam was reported for the first time in this study 

and their pathogenicity was characterized in laboratory scale. 

Keywords: Streptococcus agalactiae, serotype, pathogenicity, tilapia, Vietnam. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Streptococcus agalactiae là vi khuèn thuûc 

nhóm B Streptococci (GBSs), gây bệnh trên câ 

đûng vêt thþy sinh và đûng vêt trên cän (Evans 

& cs., 2008). Tuy đã đāČc biết đến tĂ låu nhāng 
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tác nhân gây bệnh này vén đang đāČc quan tâm 

nghiên cău và đāČc coi là bệnh rçt nguy hiểm 

đøi vĉi các đøi tāČng nuôi thþy sân, đặc biệt là 

cá rô phi do bệnh gây chết trên diện rûng và tî lệ 

chết rçt cao (Zhang & cs., 2013; Zhang & cs., 

2018). Bùng phát bệnh do S. agalactiae trên cá 

rö phi đã đāČc báo cáo Ċ hæu hết các nāĉc nuôi 

cá rô phi thế giĉi, đặc biệt Ċ nhąng nāĉc nuôi cá 

rô phi chþ lĆc nhā Trung Quøc, Israel, 

Thailand, Indonesia, Brazil (Mian & cs., 2009; 

Suanyuk & cs., 2008; Zhang & cs., 2008). Tî lệ 

chết ghi nhên đāČc lên đến 70% sau thĈi gian 

ngín nhiễm bệnh, bệnh bùng phát mänh khi 

nhiệt đû möi trāĈng nuöi tëng cao trên 30°C 

(Najiah & cs., 2012).  

Vi khuèn S. agalactiae đāČc phân thành các 

kiểu serotype khác nhau dĆa trên cçu trúc 

polysaccharide (CPS) cþa lĉp vó capsule (Imperi 

& cs., 2010; Poyart & cs., 2007). Theo đò 10 

nhóm serotype riêng biệt đã đāČc nhên däng 

bao g÷m Ia, Ib và tĂ II - IX. Múi serotype cò đặc 

tính đûc lĆc và khâ nëng gåy bệnh khác nhau 

(Imperi & cs., 2010). Cho đến nay, 5 kiểu 

serotype đã đāČc xác đðnh trên các chþng  

S. agalactiae gây bệnh trên đûng vêt thþy sân, 

bao g÷m Ia, Ib, III, IX và IV (Li & cs., 2013; 

Zhang & cs., 2018; Delannoy & cs., 2021). Trong 

đò serotype Ia và III gåy bệnh trên nhiều loài ký 

chþ bao g÷m câ trên ngāĈi và trên cá, trong đò 

chþng ST 283 thuûc serotype III đāČc cho là có 

khâ nëng gåy bệnh trên ngāĈi khi sĄ dĀng sân 

phèm thuỷ sân nhiễm bệnh (Barkham & cs. 

2019). Chþng serotype Ib đã gåy bệnh trên 

nhiều loài cá nāĉc ngõt và nāĉc mặn trên thế 

giĉi (Rosinski-Chupin & cs., 2013). Trong khi 

đò, serotype IV trāĉc đåy chî gây bệnh trên 

ngāĈi, đã læn đæu tiên đāČc phát hiện gây bệnh 

trên cá rô phi Ċ Nam Phi nëm 2021 (Delannoy & 

cs., 2021). Măc đû lāu hành và chiếm āu thế cþa 

các serotype gây bệnh trên cá rô phi có sĆ khác 

nhau giąa các khu vĆc nuôi. Các thông tin về 

kiểu serotype đang lāu hành Ċ các hệ thøng nuôi 

và đặc điểm đûc lĆc cþa vi khuèn là nền tâng 

quan trõng trong quá trình phát triển, lĆa chõn 

loäi vacxin phù hČp và xây dĆng đāČc phāćng 

pháp phòng và kiểm soát bệnh phù hČp. 

Täi Việt Nam, vi khuèn S. agalactiae đāČc 

phát hiện gây bệnh trên cá rô phi nuôi Ċ mût sø 

tînh miền Bíc tĂ nëm 2009. Các cöng bø chính 

thăc về tác nhân gây bệnh này sau đò đāČc thĆc 

hiện bĊi các nhóm tác giâ Đặng Thð Hoàng 

Oanh & Nguyễn Thanh Phāćng (2012) Ċ Tiền 

Giang; Trāćng Đình Hoài & cs. (2014) Ċ mût sø 

khu vĆc nuôi miền Bíc và Nguyễn Ngõc Phāĉc 

& cs. (2019) Ċ mût sø vùng nuôi täi ThĂa Thiên 

Huế. Tuy nhiên, hæu hết các nghiên cău chî Ċ 

măc nhên diện biểu hiện bệnh và đðnh danh tác 

nhân gây bệnh bìng phāćng pháp sinh hoá mà 

chāa cêp nhên các phāćng pháp đðnh danh mĉi, 

cÿng nhā chāa khai thác các khía cänh khác cþa 

bệnh. Thông tin về sĆ lāu hành cþa serotype, 

đûc lĆc và khâ nëng gåy bệnh cþa các serotype 

đang lāu hành Ċ Việt Nam, đặc biệt là khu vĆc 

miền Bíc hiện nay rçt hän chế. Nghiên cău này 

nhìm bāĉc đæu xác đðnh các serotype cþa vi 

khuèn S. agalactiae đang lāu hành và gåy bệnh 

cho cá rô phi täi mût sø vùng nuôi täi miền Bíc, 

đ÷ng thĈi đánh giá và so sánh đûc lĆc giąa các 

serotype trong điều kiện thĆc nghiệm. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu  

Chþng vi khuèn S. agalactiae phân lêp tĂ 

cá rô phi; Cá rô phi khóe phĀc vĀ thí nghiệm 

câm nhiễm, các trang thiết bð, dĀng cĀ, hóa chçt 

phĀc vĀ nuôi cçy phĀc h÷i, đðnh danh, xác đðnh 

kiểu serotype và câm nhiễm vi khuèn. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Nuôi cấy phục hồi và giám định vi 

khuẩn 

Chõn ngéu nhiên 10 chþng vi khuèn 

Streptococcus agalactiae đāČc lāu gią trong 

glyceron Ċ điều kiện -80°C. Đåy là các chþng vi 

khuèn phân lêp đāČc tĂ cá rô phi nhiễm S. 

agalactiae thu Ċ mût sø träi nuôi miền Bíc nëm 

2022 täi Hõc viện Nông nghiệp Việt Nam. Vi 

khuèn đāČc nuôi cçy phĀc h÷i trên möi trāĈng 

TSA (Tryptic Soy Agar, Merck, Đăc) và giám 

đðnh läi bìng phāćng pháp sinh hòa và PCR. 

Hình däng vi khuèn đāČc quan sát dāĉi kính 

hiển vi sau nhuûm gram, tính di đûng cþa vi 

khuèn đāČc soi tāći dāĉi kính hiển vi; các phép 
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thĄ catalase, oxidase đāČc thĆc hiện theo hāĉng 

dén cþa Gagnon & cs. (1959) và Hugh & Leifson 

(1953). Mût sø đặc tính sinh hòa khác đāČc đánh 

giá bìng bû kit thĄ API 20 Strep (Biomerieux, 

Pháp) theo hāĉng dén cþa nhà sân xuçt, kết 

quâ đāČc đõc sau 24h thĄ.  

Các chþng vi khuèn sau đðnh danh thành 

công bìng phāćng pháp sinh hoá đāČc tách chiết 

DNA để giám đðnh bìng kỹ thuêt PCR. DNA 

cþa vi khuèn thuæn đāČc tách bìng bû kít 

Instagen Matrix (Bio-rad, Mỹ) theo hāĉng dén 

cþa nhà sân xuçt. Quá trình giám đðnh PCR vi 

khuèn S. agalactiae sĄ dĀng primer đặc hiệu, 

xác đðnh sĆ có mặt cþa gene đích Cfb vĉi trình 

tĆ đoän m÷i xuôi F:AAGCGTGTATTCCAG 

ATTTCCT và m÷i ngāČc R:CAGTAATCAAGCC 

CAGCAA, kích cċ vüng gen đích là 474bp (Li & 

cs., 2010). Hún dðch cho cho phân ăng PCR có 

thể tích tùng 20µl bao g÷m 10µl GoTaq® Green 

Master Mix (Promega, UK), 1,5µl múi primer 

xuöi và ngāČc (n÷ng đû 10µm), 3µl méu DNA vi 

khuèn, 4µl nāĉc tách DNA. Đøi chăng dāćng là 

chþng chuèn quøc tế S. agalactiae ATCC 51487, 

đøi chăng âm là méu không DNA. Chu trình 

nhiệt đāČc thiết đặt theo hāĉng dén cþa (Li & 

cs., 2010).  

Sân phèm khuếch đäi DNA đāČc phân tích 

trên máy điện di sĄ dĀng bân gel chăa 1,3% 

agarose đāČc nhuûm bìng dung dðch Redsafe 

(Intron, Hàn Quøc). Hình ânh điện di bân  

gel đāČc chĀp bìng thiết bð analytikjena 

(Upland, USA). 

 2.2.2. Xác định kiểu serotype 

Quá trình xác đðnh kiểu serotype đāČc thĆc 

hiện trên tçt câ các chþng S. agalactiae đã đāČc 

đðnh danh thành công, sĄ dĀng phāćng pháp 

phát hiện các cĀm gene cps bìng kỹ thuêt PCR 

multiplex (PCR đa m÷i) theo phāćng pháp cþa 

Imperi & cs. (2010) vĉi mût sø điều chînh (Bâng 

1). Trong nghiên cău, 5 kiểu serotype đã đāČc 

phát hiện gây bệnh trên cá rô phi bao g÷m ST 

Ia, ST III, ST Ib, ST IV và ST IX đāČc têp trung 

nghiên cău sĄ dĀng các đoän m÷i đặc hiệu 

khuếch đäi 4 gene cps: cpsL (cpsL-F, cpsL-R), 

cpsG (cpsG-F, cpsG-R, cpsG-2-3-6-R), cpsJ 

(cpsJ-2-4-F, cpsJ-4-R, cpsJ-Ib-F, cpsJ-Ib-R) và 

cpsI (cpsI-Ia-6-7-F, cpsI-7-9-F, cpsI-9-R). Các 

serotype còn läi (ST II, ST V, ST VI, ST VII, ST 

VIII) cÿng đāČc kiểm tra để xác đðnh khâ nëng 

xuçt hiện kiểu serotype khác sĄ dĀng các đoän 

m÷i khuếch đäi các gene cpsL (cpsL-F, cpsL-R), 

cpsN (cpsN-5-F, cpsN-5-R), cpsG (cpsG-F, 

cpsG-R, cpsG-2-3-6-R), cpsI (cpsI-Ia-6-7-F, 

cpsI-6-R, cpsI-7-R), cpsJ (cpsJ-8-F, cpsJ-8-R). 

Hún dðch thĆc hiện phân ăng PCR đa m÷i 

xác đðnh sĆ có mặt cþa 5 kiểu serotype ST Ia, 

ST III, ST Ib, ST IV và ST IX có tùng thể tích là 

35µl, bao g÷m 3µl DNA vi khuèn, 10µl GoTaq® 

Green Master Mix (Promega, UK), 1,5µl (10µm) 

múi đoän m÷i trong sø 12 đoän m÷i (Biorad, 

USA) và 4µl nāĉc tách DNA. DNA đāČc khuếch 

đäi vĉi chu trình nhiệt đāČc mô tâ trong bâng 1. 

ThĆc hiện tāćng tĆ vĉi hún dðch phân ăng xác 

đðnh các serotype còn läi. 

Quá trình điện di đāČc thĆc hiện tāćng tĆ 

nhā trong mĀc 2.2.1. Chþng vi khuèn đāČc xác 

đðnh thuûc mût trong sø các serotype khi xuçt 

hiện các väch band tāćng ăng theo mô tâ cþa 

Imperi & cs., (2010) trong bâng 2. 

2.2.3. Phương pháp câm nhiễm 

Chuẩn bị vi khuẩn: TĂ múi kiểu serotype 

xác đðnh đāČc, lĆa chõn ngéu nhiên 01 chþng vi 

khuèn đäi diện để thĆc hiện thí nghiệm câm 

nhiễm bìng phāćng pháp tiêm nhìm so sánh 

khâ nëng gåy bệnh trên cá rô phi. Vi khuèn 

đāČc nuöi tëng sinh trong möi trāĈng TSB 

(Tryptic Soy Broth, Merck, Đăc) Ċ 28°C trong 

36h. Mêt đû vi khuèn sau nuôi cçy đāČc điều 

chînh về khoâng 1 × 108 CFU/ml bìng phāćng 

pháp đo mêt đû quang (OD600), kết hČp chang 

cçy trên đïa thäch. Dðch khuèn sau đò đāČc pha 

loãng täo thành dãy n÷ng đû tĂ 1 × 102 đến  

1 × 108 CFU/ml để tiêm câm nhiễm cho cá. 

Chuẩn bị cá rô phi thí nghiệm: Cá rô phi 

khóe mänh (n = 480), khøi lāČng 25-30 g/con 

đāČc sĄ dĀng cho quá trình câm nhiễm. Cá đāČc 

vên chuyển kín tĂ träi giøng về phòng thí 

nghiệm và đāČc nuôi thuæn Ċ bể thể tích 1 m3 

trong thĈi gian 1 tuæn trāĉc khi tiêm câm 

nhiễm. Bể nuöi đāČc bø trí sĀc khí vĂa phâi và 

đâm bâo các yếu tø möi trāĈng trong khoâng 

phù hČp cho cá sinh trāĊng. Cá đāČc cho ën cám 

công nghiệp 2 læn/ngày và theo dõi săc khóe 

trong suøt thĈi gian nuôi thuæn. Trāĉc khi đāa 
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vào câm nhiễm, bít ngéu nhiên 5 con cá để 

kiểm tra, đánh giá låm sàng, các triệu chăng và 

bệnh tích bçt thāĈng. Mût sø méu cá đāČc lĆa 

chõn ngéu nhiên để nuôi cçy, phân lêp vi khuèn 

tĂ gan, thên, lách. Cá đāa vào thí nghiệm câm 

nhiễm đâm bâo không có biểu hiện bệnh lý bçt 

thāĈng và không có vi khuèn phát triển sau 

nuôi cçy. 

Thiết kế hệ thống và tiến hành thí nghiệm: 

Đøi vĉi múi chþng vi khuèn, bø trí thí nghiệm 

hoàn toàn ngéu nhiên vĉi 7 lô tiêm dðch vi khuèn 

Ċ các n÷ng đû tĂ 1 × 102 đến 1 × 108 CFU/ml và 1 

lö đøi chăng tiêm PBS. Vĉi múi n÷ng đû vi khuèn, 

tiến hành tiêm 10 con vĉi lāČng 0,1ml dðch 

khuèn/cá vào xoang bĀng cá và đāČc nuôi theo 

dõi trong các bể có thể tích 120 lít. Múi n÷ng đû 

tiêm đāČc bø trí lặp läi 3 læn (Hình 1). 

Cá sau tiêm đāČc nuôi theo dõi 14 ngày Ċ 

điều kiện nhiệt đû phù hČp (33 ± 1C) vĉi khâ 

nëng gåy bệnh cþa vi khuèn S. agalactiae. Các 

yếu tø möi trāĈng đāČc duy trì đâm bâo giøng 

nhau Ċ các bể thí nghiệm và trong khoâng phù 

hČp vĉi sĆ phát triển bình thāĈng cþa cá rô phi 

(pH 7-7,5; NO2= 0 mg/l, NH3<0,01 mg/l). Sø 

lāČng cá chết hàng ngày đāČc ghi chép và theo 

dôi để xác đðnh tî lệ chết tích lÿy sau câm 

nhiễm. Cá nhiễm bệnh đāČc quan sát biểu hiện 

bệnh và giâi phéu để xác đðnh các triệu chăng, 

bệnh tích. Đûc lĆc và khâ nëng gåy bệnh cþa các 

chþng vi khuèn thuûc các serotype khác nhau 

đāČc đánh giá dĆa trên so sánh giá trð LD50, tî lệ 

chết tích luỹ sau 14 ngày câm nhiễm và biến đùi 

mô bệnh hõc. 

Phương pháp xác định liều gây chết 50% 

(LD50) 

Liều gây chết 50% cá thí nghiệm (LD50, 

lethal dose) đāČc xác đðnh theo công thăc cþa 

Reed & Muench (1938) nhā sau: 

 LD50 = 10(a – x) 

Trong đò:  

a: N÷ng đû vi khuèn gây chết cá thí nghiệm 

vĉi tî lệ cên trên 50%; 

 x = (Pa – 50)/(Pa – Pu). 

 Pa, Pu: Tî lệ cá chết cên trên và cên dāĉi 

cþa ngāċng chết 50%. 

Bâng 1. Trình tự mồi sử dụng để xác định kiểu serotype  

của vi khuẩn S. agalactiae trong nghiên cứu (theo Imperi & cs., 2010) 

Genes Trình tự mồi (5’  3’) Chu trình nhiệt 

cpsI-Ia-6-7-F GAATTGATAACTTTTGTGGATTGCGATGA (i) 94C, 5 phút 

Bước 1 1 (ii) 

95C, 1 phút  

54C, 1 phút  

72C, 2 phút  

25 chu kỳ  

Bước 2 (iii)  

95C, 1 phút  

56C, 1 phút  

72C, 2 phút  

25 chu kỳ 

Bước 3 (iv)  

72C, 10 phút  

 

cpsI-6-R CAATTCTGTCGGACTATCCTGATG 

cpsI-7-R TGTCGCTTCCACACTGAGTGTTGA 

cpsL-F CAATCCTAAGTATTTTCGGTTCATT 

cpsL-R TAGGAACATGTTCATTAACATAGC 

cpsG-F ACATGAACAGCAGTTCAACCGT 

cpsG-R ATGCTCTCCAAACTGTTCTTGT 

cpsG-2-3-6-R TCCATCTACATCTTCAATCCAAGC 

cpsN-5-F ATGCAACCAAGTGATTATCATGTA 

cpsN-5-R CTCTTCACTCTTTAGTGTAGGTAT 

cpsJ-8-F TATTTGGGAGGTAATCAAGAGACA 

cpsJ-8-R GTTTGGAGCATTCAAGATAACTCT 

cpsJ-2-4-F CATTTATTGATTCAGACGATTACATTGA 

cpsJ-2-R CCTCTTTCTCTAAAATATTCCAACC 

cpsJ-4-R CCTCAGGATATTTACGAATTCTGTA 

cpsI-7-9-F CTGTAATTGGAGGAATGTGGATCG 

cpsI-9-R AATCATCTTCATAATTTATCTCCCATT 

cpsJ-Ib-F GCAATTCTTAACAGAATATTCAGTTG 

cpsJ-Ib-R GCGTTTCTTTATCACATACTCTTG 
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Bâng 2. Kích cỡ (bp) sân phẩm khuếch đại DNA  

trong phân ứng PCR tương ứng với từng kiểu serotype vi khuẩn S. agalactiae  

(Imperi & cs. 2010) 

Ia Ib II III IV V VI VII VIII IX 

688bp 
(cpsL) 

688bp 
(cpsL) 

688bp 
(cpsL) 

688bp 
(cpsL) 

688bp 
(cpsL) 

688bp 
(cpsL) 

688bp 
(cpsL) 

688bp 
(cpsL) 

688bp 
(cpsL) 

688bp 
(cpsL) 

 621bp 
(cpsJ) 

         

     582bp 
(cpsN) 

     

    538bp 
(cpsJ) 

      

  465bp 
(cpsJ) 

   470bp 
 (cpsI) 

    

        438bp 
(cpsJ) 

  

   352bp 
(cpsG) 

  352bp  
(cpsG) 

    

272bp 
(cpsG) 

272bp 
(cpsG) 

272bp 
(cpsG) 

 272bp 
(cpsG) 

272bp 
(cpsG) 

 272bp 
(cpsG) 

 272bp 
(cpsG) 

         229bp 
(cpsI) 

       179bp 
(cpsI) 

   

 

 Hình 1. Sơ đồ bố trí thí nghiệm câm nhiễm cho 1 chủng vi khuẩn 

2.2.4. Nghiên cứu mô bệnh học 

TĂ múi lô thì nghiệm câm nhiễm, tiến hành 

thu ngéu nhiên 03 méu cá có dçu hiệu bệnh đặc 

trāng, cñn søng Ċ tĂng n÷ng đû câm nhiễm và Ċ 

lö đøi chăng. Các méu mö đāČc thu g÷m g÷m 

não, gan, lách, thên và ruût đāČc thu để làm 

tiêu bân mô hõc. Quá trình xĄ lý méu mô bệnh 

đāČc thĆc hiện theo hāĉng dén cþa Morrison & 

cs. (2007). Méu đāČc cø đðnh trong buffer 

formalin 10% (pH 6,8-7,2), sau đò đāČc đýc 

parafin, cít thành các tiêu bân cò đû dày < 5µm, 

nhuûm bìng thuøc nhuûm hematoxylin và eosin 

(H&E). Biến đùi mô bệnh hõc trên các tiêu bân 

đāČc đánh giá và so sánh sĄ dĀng kính hiển vi 

quang hõc.  
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2.2.5. Xử lý số liệu 

Sø liệu về tî lệ chết tích luỹ cþa cá trong 

quá trình câm nhiễm đāČc phân tích thøng kê 

mô tâ trên phæn mềm Excel 2013 vĉi các giá trð 

Ċ däng giá trð trung bình ± SD. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Nuôi cấy phục hồi và định danh  

vi khuẩn 

Tçt câ 10 chþng vi khuèn nuôi cçy phĀc h÷i 

đều phát triển tøt trên thäch TSA. Đåy là mût 

sø chþng vi khuèn phân lêp tĂ méu cá rô phi có 

biểu hiện l÷i mít, xuçt huyết đặc trāng do 

nhiễm S. agalactiae thu Ċ mût sø träi nuôi miền 

Bíc nëm 2022. Các chþng vi khuèn thuæn có các 

đặc điểm hình thái, sinh hoá tāćng đ÷ng nhau. 

Khuèn läc vi khuèn có màu tríng, hình tròn, 

kích cċ nhó, khoâng 0,1-0,5mm, phát triển sau 

36h nuôi cçy. Vi khuèn thuæn thuûc nhóm 

Gram (+), hình cæu vĉi đāĈng kính khoâng  

0,5-1µm, liên kết vĉi nhau thành cặp hoặc däng 

chuúi ngín, khöng di đûng (Hình 2). 

Mût sø đặc tính sinh hoá khác cþa các 

chþng vi khuèn khi thĄ bìng kit API 20 Strep 

đāČc thể hiện trong bâng 3. Các đặc điểm hình 

thái, sinh hoá cþa các chþng vi khuèn phân lêp 

đāČc trong nghiên cău đều tāćng đ÷ng vĉi kết 

quâ ghi nhên đāČc đøi vĉi chþng chuèn  

S. agalactiae ATCC 51487. MāĈi chþng vi 

khuèn phát triển sau nuôi cçy phĀc h÷i đều 

đāČc đðnh danh là Streptococcus agalactiae khi 

tra cău kết quâ đặc tính sinh hoá trên hệ thøng 

đðnh danh APIweb. 

Kết quâ giám đðnh bìng PCR cho thçy 10 

chþng vi khuèn đều dāćng tính vĉi đoän gene 

đặc hiệu xác đðnh loài S. agalactiae. Điện di sân 

phèm khuếch đäi DNA cho väch band Ċ vð trí 

474bp, trùng vĉi väch band cþa chþng đøi chăng 

dāćng S. agalactiae ATCC 51487 (Hình 3).  

Kết quâ giám đðnh PCR khîng đðnh 10 chþng 

này là S. agalactiae. 

3.2. Kết quâ xác định serotype của  

S. agalactiae 

Kết quâ xác đðnh kiểu serotype bìng kỹ 

thuêt multiplex PCR cho thçy, 10 chþng  

S. agalactiae thuûc hai serotype Ia và III, trong 

đò serotype Ia chiếm āu thế vĉi 7/10 và chî có 

3/10 chþng thuûc serotype III. Không có 

serotype nào khác đāČc phát hiện ngoài hai kiểu 

Ia và III. Trên bân gel điện di sân phèm khuếch 

đäi, serotype Ia xuçt hiện hai band 688bp và 

272bp, trong khi serotype III xuçt hiện hai väch 

band: 688bp và 352bp (Hình 4). 

Nhā vêy sć bû cho thçy S. agalactiae gây 

bệnh trên cá rô phi Ċ Ċ mût sø träi nuôi miền 

Bíc lāu hành ít nhçt hai kiểu serotype là ST Ia 

và ST III. Hai serotype này cÿng đāČc công bø 

gây bệnh trên cá rô phi nuôi Ċ mût sø nāĉc nhā 

Thái Lan, Trung Quøc, Brazil, Malaysia 

(Kannika & cs., 2017; Kayansamruaj & cs., 

2019; Li & cs., 2014; Syuhada & cs., 2020). Tuy 

nhiên, măc đû lāu hành tĂng serotype có sĆ 

khác biệt giąa các nāĉc. Serotype Ia lāu hành 

chiếm Ċ các hệ thøng nuôi cá rô phi täi Trung 

Quøc gæn đåy (Zhang & cs., 2018), täi Thái Lan 

(Kannika & cs., 2017), Indonesia (Zhang & cs., 

2013). Trong khi đò, kiểu ST III chiếm āu thế Ċ 

Malaysia (89%) (Syuhada & cs., 2020), nhāng 

chiếm tî lệ thçp Ċ Thái Lan (Kannika & cs., 

2017) và Trung Quøc (Li & cs., 2013). Ngoài 

hai kiểu serotype này, mût sø serotype khác 

cÿng đāČc ghi nhên nhiễm trên cá rô phi Ċ 

nhiều nāĉc khác, mà chāa phát hiện trong sø 

các chþng nghiên cău. Ví dĀ, kiểu Ib lāu hành 

chiếm āu thế Ċ các vùng nuôi täi Brazil (Godoy 

& cs., 2013), kiểu ST IV gæn đåy đāČc phát 

hiện Ċ North Africa (Delannoy & cs., 2021) và 

kiểu IX đã cò mặt Ċ hệ thøng nuôi täi Trung 

Quøc (Zhang & cs., 2018). Trong nghiên cău 

này, trong sø lāČng 10 chþng S. agalactiae 

phân lêp täi miền Bíc cho thçy serotype Ia 

chiếm āu thế, khác biệt so vĉi kiểu serotype 

chiếm āu thế đang lāu hành và gåy bệnh trên 

nhiều loài cá có vây nuôi Ċ khu vĆc sông 

Mekong là serotype III (Sirimanapong & cs. 

2023). Tuy nhiên cæn có nhąng nghiên cău vĉi 

sø lāČng chþng lĉn hćn, vüng thu méu rûng 

hćn để đánh giá toàn diện về măc đû lāu hành 

cþa các serotype khác nhau đang lāu hành và 

gây bệnh trên cá rô phi Ċ Việt Nam. 
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Hình 2. Vi khuẩn thuần phát triển khi được nuôi cấy phục hồi trên thạch TSA (A)  

và hình dạng vi khuẩn khi nhuộm Gram (B) 

Bâng 3. Đặc tính hình thái và sinh hoá của vi khuẩn phân lập từ mẫu cá rô phi 

Chỉ tiêu hình thái, sinh hoá 
Kết quả thử 

(10 chủng vi khuẩn phân lập từ cá rô phi) 
Chủng chuẩn  

S. agalactiae ATCC 51487 

Gram (+) (+) 

Di động - - 

Hình dạng Liên cầu Liên cầu 

VP (Voges Proskauer) + + 

HIP (HIPpuric acid) + + 

ESC (ESCulin) - - 

PYRA (PYRrolidonyl Arylamidase) - - 

GAL (-GALactosidase) - - 

GUR (-GlUcuRonidase) - - 

GAL (-GALactosidase) - - 

PAL (ALkaline Phosphatase) + + 

LAP (Leucine AminoPeptidase) + + 

ADH (Arginine DiHydrolase) + + 

RIB (RIBose) + + 

ARA (ARAbinose) - - 

MAN (MANnitol) - - 

SOR (SORbitol) - - 

LAC (LACtose) - - 

TRE (TREhalose) + + 

INU (INUlin) - - 

RAF (RAFfinose) - - 

AMD (AmiDon) - - 

GLYG (GLYcoGen) - - 

Tán huyết  2/10 chủng - 

Tán huyết  8/10 chủng + 
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Ghi chú: M: Marker (100-1.500bp, Cleaver Scientific, UK), giếng 1-10: 10 chủng vi khuẩn nuôi cấy phục hồi 

phân lập từ cá nhiễm S. agalactiae trong nghiên cứu; N: Đối chứng âm; P: Đối chứng dương. 

Hình 3. Kết quâ giám định PCR định danh vi khuẩn S. agalactiae 

 

Ghi chú: M: Marker (100-1.500bp, Cleaver Scientific, UK); 1-7: Chủng serotype Ia (vạch band 688 và 272bp);  

8-10: Chủng serotype III (vạch band 688 và 352 bp); N: Đối chứng âm. 

Hình 4. Ảnh điện di sân sân phẩm khuếch đại DNA  

xác định serotype 10 chủng vi khuẩn S. agalactiae 

3.3. So sánh kết quâ câm nhiễm của  

S. agalactiae serotype Ia và III 

Đøi vĉi lô tiêm chþng ST Ia, sau 24 giĈ, chî 

xuçt hiện cá chết Ċ hai lô tiêm n÷ng đû cao nhçt 

(107 và 106 CFU/cá), vĉi tî lệ tāćng ăng là 33,3% 

và 6,7%, các bể tiêm n÷ng đû thçp hćn, cá bít 

đæu chết sau 2-3 ngày tiêm (Hình 5, Hình 6A). Tî 

lệ cá chết tëng nhanh sau 4-5 ngày, chết hoàn 

toàn Ċ lô tiêm 107 và 106 CFU/cá vào khoâng 8-12 

ngày sau tiêm, các lô còn läi có tî lệ chết tĂ  

16,7-63,3% sau sau 14 ngày tiêm.  

Đøi vĉi chþng ST III, khi sĄ dĀng mêt đû 

tiêm cao nhçt (107 CFU/cá), cá chết rçt nhanh 

sau tiêm 8-10h, tî lệ chết lên tĉi 56,7% ngay sau 

24h tiêm và chết hoàn toàn sau 5 ngày câm 

nhiễm (Hình 5, Hình 6B). Các lô tiêm mêt đû vi 

khuèn thçp hćn (106, 105 và 104, 103 CFU/cá), đều 

có tĂ 10-26,7% cá chết sau 24 h tiêm, tî lệ chết 

tëng dæn và đät măc tāćng ăng 100%; 66,7%, 

43,3% và 33,3% sau 14 ngày tiêm. Lô tiêm  

102 CFU/cá, cá chết sau 4 ngày tiêm và tî lệ chết 

là 13,3% sau 14 ngày theo dõi, trong khi n÷ng đû 

tiêm 101 CFU/cá, không gây chết cá thí nghiệm. 
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Hình 5. Tỉ lệ chết của cá sau 24h tiêm bằng chủng vi khuẩn ST Ia và ST III  

 

Hình 6. Kết quâ theo dõi tỉ lệ chết tích luỹ  

của cá rô phi sau tiêm câm nhiễm bằng chủng ST Ia (A) và chủng ST III (B) 

Kết quâ phân tích liều gây chết LD50 cho 

thçy Giá trð LD50 cþa chþng ST Ia và ST III læn 

lāČt là 2,5 × 104 CFU/cá và 1,9 × 104 CFU/cá. 

Sau 14 ngày tiêm, tî lệ chết tích luỹ cþa Ċ các 

n÷ng đû tiêm giąa hai chþng vi khuèn serotype 

Ia và III không có sĆ khác biệt cò ý nghïa thøng 

kê (t test, P = 0,3506). 

Kết quâ câm nhiễm cho thçy mặc dù chþng 

vi khuèn ST Ia và ST III gây chết trên cá rô phi 

vĉi xu hāĉng khác nhau, đặc biệt là khâ nëng 

gây chết nhanh trong ngày đæu câm nhiễm cþa 

serotype ST III so vĉi ST Ia (Hình 5), nhāng tî 

lệ chết tích luỹ không có sĆ khác biệt khi kết 

thúc thí nghiệm. Theo Syuhada & cs. (2020), vi 

khuèn ST III mang nhiều gene đûc lĆc mã hoá 

cho khâ nëng gín bám cþa vi khuèn hćn so vĉi 

chþng ST Ia. Khâ nëng này cò thể giúp chþng 

ST III gín bám tøt hćn và xåm nhêp vào các cć 

quan trong cć thể cá nhanh hćn so vĉi chþng Ia 

ngay sau khi tiêm, tĂ đò gåy chết sĉm và vĉi tî 

lệ cao hćn trong giai đoän đæu sau tiêm. Tuy 

nhiên, tî lệ chết tích luỹ sau 14 ngày tiêm không 

có sĆ khác biệt cò ý nghïa thøng kê giąa hai 

chþng vi khuèn, thể hiện khâ nëng gåy chết 

không có sĆ khác biệt lĉn giąa chþng vi khuèn 

ST Ia và ST III. Kết quâ này phù hČp vĉi nhên 

đðnh cþa các tác giâ trāĉc, khi cho rìng khâ 

nëng gåy bệnh cþa vi khuèn S. agalactiae trên 

cá rô phi không phĀc thuûc vào kiểu serotype 

(Mian & cs., 2009; Suanyuk & cs., 2008). Tuy 

nhiên nghiên cău cþa Suwannasang & cs. (2014) 

không ghi nhên kết quâ theo cüng xu hāĉng này 

khi báo cáo serotype Ia cò đûc lĆc cao hćn so vĉi 

serotype III. Ở loài cá khác, nhóm tác giâ Kim & 

cs. (2015) chăng minh rìng trên cá zebrafish, 

chþng ST III gây tî lệ chết cao hćn so vĉi chþng 
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ST Ia. Điều đò cho thçy rìng măc đû đûc lĆc cþa 

S. agalactiae có thể khöng đāČc quyết đðnh bĊi 

serotype mà phĀ thuûc vào mût sø yếu tø khác 

nhā sĆ mén câm cþa cá vĉi tác nhân gây bệnh, 

kích cċ cá câm nhiễm, điều kiện möi trāĈng.  

3.4. Đặc điểm bệnh lý của cá câm nhiễm 

So sánh các đặc điểm bệnh lý cþa cá nhiễm 

bệnh sau câm nhiễm cho thçy ngoäi trĂ hiện 

tāČng chết nhanh Ċ các lô gây nhiễm chþng 

serotype III so vĉi serotype Ia, không có sĆ khác 

biệt đáng kể nào về triệu chăng và bệnh tích cþa 

cá khi đāČc câm nhiễm Ċ cùng các n÷ng đû vi 

khuèn giąa hai serotype trên. Ở nhąng lô cá 

nhiễm bệnh nặng, cá đều có mít l÷i, đĀc và xuçt 

huyết rçt rô, các cć quan nûi täng xuçt huyết 

nặng, gan, thên, lách sāng, tích nhiều dðch trong 

xoang bĀng (Hình 7). Mô thên, lách, não, gan đều 

có sĆ xâm nhêp liên cæu khuèn vĉi mêt đû cao. 

Để so sánh biến đùi mô bệnh hõc trên cá 

nhiễm serotype III hoặc serotype Ia, bû tiêu bân 

mô bệnh cþa cá đāČc câm nhiễm Ċ cùng n÷ng đû 

tiêm 105 CFU/cá đāČc sĄ dĀng để đánh giá và so 

sánh biến đùi mô bệnh hõc cþa cá câm nhiễm 

bĊi hai serotype này do Ċ n÷ng đû tiêm này hæu 

hết cá nhiễm bệnh đều có triệu chăng, bệnh tích 

đặc trāng cþa bệnh. Kết quâ cÿng đāČc so sánh 

vĉi biểu hiện mô Ċ cá khoẻ mänh thu tĂ lö đøi 

chăng tiêm PBS (Hình 7). Kết quâ phân tích mô 

hõc cho thçy các méu mö đều cò đặc điểm mô 

bệnh đặc trāng nhçt là xuçt hiện khøi viêm lan 

toâ, trung tế bào gây viêm và xâm nhiễm vi 

khuèn, kèm theo hiện tāČng tĀ huyết và xuçt 

huyết Ċ nhiều hệ cć quan. Nhìn chung, khöng cò 

sĆ khác biệt về măc đû tùn thāćng mö hõc Ċ các 

hệ cć quan khi câm nhiễm bìng hai chþng khuèn 

S. agalactiae serotype Ia hoặc III (Hình 8). 

Lách cá bệnh có hiện tāČng tĀ huyết trong 

mäch máu, xuçt hiện trung tåm đäi thĆc bào 

síc tø, têp trung bäch cæu chăa vi khuèn và các 

däng tế bào gây viêm khác gæn vùng hoäi tĄ, 

xuçt huyết, vùng rìa khøi lách têp trung vêt 

chçt däng sČi, các sân phèm tĂ quá trình hoäi tĄ 

tế bào (Hình 9A, B). Thên cá nhiễm bệnh có dçu 

hiệu xuçt huyết, tĀ huyết, thoái hóa và mçt cçu 

trúc øng thên, viêm cæu thên, viêm tế bào kẽ, 

têp trung tế bào gây viêm, bäch cæu đćn nhån 

chăa vi khuèn xung quanh vùng xuçt huyết, 

hoäi tĄ (Hình 9C, D). Gan cá nhiễm bệnh có 

hiện tāČng tĀ huyết, xuçt huyết, mût sø vùng 

gan bð thoái hóa, mçt cçu trúc tế bào, têp trung 

bäch cæu đćn nhån và vi khuèn Ċ vùng xuçt 

huyết, hoäi tĄ. Mö gan cÿng cò nhąng vùng bð 

thoái hoá mċ (Hình 9E-H). Cá nhiễm  

S. agalactiae có thành ruût móng, xuçt huyết, 

kèm theo các khøi viêm, mût sø vùng lĉp biểu bì 

tách ra khói các lĉp tế bào ruût (Hình 9I, K). 

Hiện tāČng xuçt huyết và tĀ huyết não cÿng 

đều quan sát đāČc trên cá nhiễm serotype Ia và 

III (Hình 9L, M). Nhā vêy, về cć bân biến đùi 

mô hõc cþa cá câm nhiễm serotype ST Ia và ST 

III có sĆ tāćng đ÷ng cao. 

  

Ghi chú: A, D: Cá nhiễm bệnh có mắt lồi, xuất huyết (mũi tên); B, E: Bụng nhiều dịch (mũi tên liền), nội quan 

sưng, xuất huyết (mũi tên đứt); C, F: Liên cầu khuẩn tập trung nhiều trong mô thận cá (mũi tên). 

Hình 7. Triệu chứng, bệnh tích và sự xâm nhiễm vi khuẩn  

trong mô lách cá câm nhiễm bằng chủng ST Ia (A-C) và chủng ST III (D-F) 
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Ghi chú: A: Mô lách; B: Mô thận; C, D: Mô gan; E: Mô ruột; F: Mô não; độ phóng đại x40. 

Hình 8. Biểu hiện trên mô cá rô phi ở lô đối chứng tiêm PBS 

Trong nghiên cău, đặc trāng biến đùi mô 

bệnh Ċ cá câm nhiễm bệnh tāćng đ÷ng vĉi các 

đặc điểm mô bệnh hõc cþa cá rô phi nhiễm  

S. agalactiae đāČc báo cáo trāĉc đåy (Asencios & 

cs., 2016, Trāćng Đình Hoài & cs., 2014). Vi 

khuèn S. agalactiae đāČc biết đến vĉi khâ nëng 

søng sòt và nhån lên trong đäi thĆc bào cá rô 

phi tĂ đò hän chế đāČc các tác đûng cþa hệ miễn 

dðch (Cao & cs., 2022; Wang cs., 2017). Đäi thĆc 

bào mang vi khuèn đāČc coi là vêt mang mæm 

bệnh trong hệ tuæn hoàn đến các cć quan trong 

cć thể cá, vāČt qua đāČc rào cân cþa hệ miễn 

dðch để xâm nhêp và gây bệnh Ċ não cá, gây ra 

các triệu chăng Ċ hệ thæn kinh nhā bći xoáy øc 

và viêm màng não (Cao & cs., 2022; Zlotkin & 

cs., 2003). Vi khuèn bám và nhân lên Ċ mô liên 

kết các hệ cć quan gåy thoái hòa, nếu nặng có 

thể gây ra hoäi tĄ các mô bào (Cao & cs., 2022; 

Soto & cs., 2015). 

4. KẾT LUẬN 

Kết quâ nghiên cău này cho thçy sć bû  

S. agalactiae gây bệnh trên cá rô phi mût sø träi 

nuôi miền Bíc đang lāu hành ít nhçt hai 

serotype là ST Ia và ST III. Ngoài đặc điểm gây 

chết nhanh và sĉm hćn trên cá thí nghiệm cþa 

chþng ST III, không có sĆ khác biệt lĉn về đûc lĆc 
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và khâ nëng gåy bệnh cþa serotype ST Ia và ST 

III thöng qua đánh giá khâ nëng gåy bệnh, tî lệ 

chết, đặc điểm lâm sàng, bệnh tích vi thể và đäi 

thể. Nghiên cău này bāĉc đæu đánh giá đûc lĆc 

và khâ nëng gåy bệnh cþa S. agalactiae thuûc hai 

serotype Ia và III trong điều kiện thí nghiệm. 

 

Ghi chú: A, B: Lách cá có bị xuất huyết lách (mũi tên dài), tập trung tế bào bây viêm, đại thực bào mang vi 

khuẩn, (mũi tên ngắn), trung tâm đại thực bào (* vàng); C, D: Thận cá bị xuất huyết (mũi tên dài), nhiều vùng 

viêm tập trung đại thực bào, tế bào gây viêm và vi khuẩn (mũi tên ngắn, hình ovan), một số ống thận bị thoái 

hóa (*); E, F: Gan cá bị xuất huyết, tụ huyết (mũi tên dài); G, H: Xuất huyết gan (mũi tên ngắn), thoái hóa mỡ 

(đầu mũi tên); I, K: Ruột xuất huyết (mũi tên dài), tập trung tế bào gây viêm (mũi tên ngắn); L, M: Não xung 

huyết và xuất huyết (mũi tên đỏ) và sự hiện diện của nhiều cầu khuẩn (mũi tên xanh). 

Hình 9. Biến đổi mô bệnh trên cá câm nhiễm chủng vi khuẩn ST Ia (A, C, E, G, I, L)  

và chủng ST III (B, D, F, H, K, M) ở nồng độ 105 CFU/cá 
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