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ABSTRACT

Early mortality syndrome/acute hepatopancreatic necrosis
(EMS/AHPND) was first detected in China in 2009. The disease
spread rapidly to neighboring countries and emerged in almost major
shrimp-producing regions in the world, including Vietnam. The disease
has caused serious damage to the global shrimp industry and so far, there
is no effective cure. In order to understand the current status of AHPND,
and then to introduce effective prevention and detection measures, we
collected data and shrimp samples in some provinces in the Mekong Delta
to analyze and isolate the pathogenic strains. The results of our study
conducted from 2014 - 2018 in four provinces (Ben Tre, Long An, Bac
Lieu, Kien Giang) showed that AHPND damaged from 2.0 to 57.2% of the
total shrimp farming area. In addition, we isolated 10 AHPND-positive
strains via culturing and PCR. The results of representative sequencing of
three strains LA1, LA5, and LA8 showed that they were 100% similarity
with the previously published strain XN89. These isolated strains are used
as a collection for further studies on the origin and mechanism of the
disease by whole genome sequencing.
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TÓM TẮT

Hội chứng chết sớm/hoại tử gan tụy cấp (EMS/AHPND) là bệnh trên
tôm được phát hiện đầu tiên ở Trung Quốc năm 2009. Sau đó, bệnh lây
lan nhanh chóng ra các nước lân cận và hiện đã có mặt tại hầu hết các
vùng sản xuất tôm chính trên thế giới, trong đó có Việt Nam. Bệnh gây
ra thiệt hại nghiêm trọng cho ngành tôm toàn cầu và cho đến nay vẫn
chưa có phương pháp chữa bệnh hiệu quả. Để nắm rõ thực trạng bệnh
AHPND từ đó đưa ra các biện pháp phát hiện và phòng ngừa hiệu quả
thì chúng tôi đã thu thập dữ liệu thực tế ở một số tỉnh thuộc Đồng bằng
sông Cửu Long để phân tích cũng như thu thập mẫu tôm để phân lập
chủng vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus gây bệnh. Nghiên cứu từ năm
2014 - 2018 ở bốn tỉnh Bến Tre, Long An, Bạc Liêu, Kiên Giang cho thấy
diện tích thiệt hại của AHPND dao động trong khoảng 2,0 - 57,2% tổng
diện tích nuôi tôm. Ngoài ra, chúng tôi cũng phân lập được 10 chủng
dương tính với AHPND thông qua nuôi cấy và PCR. Kết quả giải trình
tự đại diện ba chủng LA1, LA5, và LA8 cho thấy có độ tương đồng 100%
với chủng gây bệnh XN89 đã được công bố trước đây. Các chủng phân
lập này sẽ được sử dụng để tạo bộ sưu tập chủng gây bệnh nhằm nghiên
cứu sâu hơn cơ chế và nguồn gốc bệnh thông qua giải trình tự toàn bộ bộ
gen.

1. Đặt Vấn Đề

Ngành công nghiệp nuôi tôm có giá trị không
nhỏ trong thị trường nuôi trồng thủy sản của
thế giới và cả ở Việt Nam. Ước tính trong năm
2019, sản lượng tôm của Việt Nam đạt khoảng
700 nghìn tấn chiếm khoảng 15% thế giới về tổng
sản lượng tôm và đứng hai thế giới kể từ 2016 cho
đến nay theo thống kê của The Global Aquacul-
ture Alliance (Anderson & ctv., 2019). Diện tích
tôm nuôi nước lợ cả năm 2018 đạt 712,7 nghìn ha
chiếm 64,4% diện tích nuôi trồng thủy sản của
Việt Nam. Khu vực nuôi tôm chủ yếu là Đồng
bằng sông Cửu Long (ĐBSCL), chiếm đến 80,61%
sản lượng và chiếm 91% diện tích nuôi tôm của

cả nước.
Với quy mô nuôi tôm công nghiệp mật độ cao

và dinh dưỡng nhiều, tôm rất dễ bị bệnh nếu
quản lý mầm bệnh không tốt. Đặc biệt, trong số
đó bệnh hoại tử gan tụy cấp (AHPND) với tốc
độ lây lan nhanh và gây ra thiệt hại kinh tế trầm
trọng. Bệnh AHPND lần đầu được ghi nhận ở
Trung Quốc vào năm 2009 sau đó lan ra châu Á
và các nước ở khu vực khác: Việt Nam (2010),
Malaysia (2011), Thái Lan (2012), Mexico (2013)
và Philippines (2015) (Flegel & ctv., 2012; Soto-
Rodriguez & ctv., 2015). Hoại tử gan tụy cấp đã
gây thiệt hại nặng cho ngành nuôi tôm châu Á lên
đến 1 tỷ USD vào năm 2013 theo ước tính của
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Liên minh nuôi trồng thủy sản toàn cầu. Bệnh
AHPND có thể xuất hiện và gây chết cho tôm
trong vòng 45 ngày sau khi thả, tỉ lệ chết có thể
lên đến 100% sau khi nhiễm bệnh (GAA, 2013).

Ở Việt Nam, bệnh xảy ra hầu hết các tháng
trong năm, nhưng tập trung nhiều từ tháng 3
đến tháng 8 dương lịch hằng năm. Triệu chứng
của tôm bệnh thường bỏ ăn, tấp mé, có gan tụy
nhạt màu. Quan sát mô học, các tế bào gan tụy
có đầy đủ các đặc tính hoại tử như các tế bào
bị bong tróc, tập trung rất nhiều tế bào máu ở
xung quanh và khoảng gian giữa ống gan tụy bị
tổn thương và xảy ra nhiễm khuẩn thứ cấp nặng ở
gian đoạn cuối. Vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus
(V.p) là nguyên nhân gây bệnh hoại tử gan tụy
cấp ở tôm. Yang & ctv. (2014) phát hiện plasmid
mới trên loài này, đặt tên là pVA1 kích thước
khoảng 69 kb gồm hai gen độc tố của bệnh gen
pirAvp (336 bp) và pirBvp (1317 bp) nằm trong
vùng có kích thước 3,5 kb được bao bởi các vùng
lặp đảo của trình tự mã hóa chuyển vị. Plasmid
pVA1 đã được chứng minh là nguồn duy nhất sinh
ra độc tố ToxAB gây chết các tế bào gan tụy đặc
điểm của bệnh AHPND (Lee & ctv., 2015).

Sau hiểu biết về gen độc tố và plasmid pVA1,
hàng loạt các công bố sau đó báo cáo rằng còn
có các loài khác V. p thuộc họ Vibrio khác gây
ra bệnh AHPND như một loài giống với V. har-
veyi, V. campbellii, V. owensii và V. punensis
(Kondo & ctv., 2015; Liu & ctv., 2015; Restrepo
& ctv., 2018), cũng như cung cấp bằng chứng về
chuyển gen ngang giữa chủng V. campbellii gây
bệnh AHPND sang chủng V. owensii không gây
bệnh AHPND và trở thành chủng gây chết tôm
(Dong & ctv., 2019).

Hiện nay, có nhiều phản ứng thiết kế để phát
hiện bệnh AHPND như PCR, PCR định lượng
dùng mẫu dò TaqMan (Han & ctv., 2015) và
kỹ thuật khuếch đại đẳng nhiệt qua trung gian
cấu trúc kẹp tóc (LAMP) (Kongrueng & ctv.,
2015) được thiết kế để phát hiện bệnh AHPND.
Trong đó, phương pháp AP3 khuếch đại gen
toxA (Sirikharin & ctv., 2014) và phương pháp
multiplex-PCR phát hiện cùng lúc toxA, toxB
bằng cặp mồi VpPirA-284 và VpPirB-392 được
sử dụng phổ biến nhất trong chuẩn đoán bệnh
EMS/AHPND (Devadas & ctv., 2019).

Với tốc độ lây lan và thiệt hại kinh tế gây ra
bởi AHPND, tuy nhiên dữ liệu về tình hình dịch
bệnh này trên vùng ĐBSCL chỉ mới cập nhật đến
năm 2017 và chỉ ở mức có hay không có dịch ở
các tỉnh. Đánh giá thực trạng bệnh trên tôm các

tỉnh với mục tiêu cung cấp thông tin và cái nhìn
chính xác về mức độ nguy hiểm của AHPND để
có các biện pháp đề phòng, xét nghiệm và chữa
trị phù hợp là những gì bài báo sẽ thực hiện.
Chúng tôi thực hiện thống kê mô tả trên bộ dữ
liệu về tình hình bệnh AHPND trên tôm của bốn
tỉnh Long An, Bến Tre, Bạc Liêu, và Kiên Giang
cho thấy mức độ nhiễm và lượng thiệt hại bởi
bệnh trên quy mô nuôi tôm từng tỉnh. Cùng với
đó, đánh giá mức độ nhiễm bệnh trong 150 mẫu
tôm đã thu thập được từ Long An, Bến Tre, Bạc
Liêu, Kiên Giang bằng phương pháp phân lập
chủng vi sinh và xác nhận đồng thời sự hiện diện
của vector pVA1 và gen mã hóa toxA gây bệnh
AHPND bằng kỹ thuật PCR.

2. Vật Liệu và Phương Pháp Nghiên Cứu

2.1. Thu thập mẫu tôm thẻ chân trắng và
thông tin chung về tình hình sản lượng
tôm và thiệt hại do AHPND trên các tỉnh

Thông tin tình hình sản lượng tôm và thiệt hại
do AHPND trên các tỉnh và hộ nuôi được thu
thập và tổng hợp bởi các chuyên viên của Chi
cục Chăn nuôi và Thú y của bốn tỉnh Long An,
Bến Tre, Bạc Liêu, và Kiên Giang dưới dạng báo
cáo hiện trạng nuôi trồng thủy sản, trong đó có
phiếu điều tra soạn sẵn gồm ba phần: i) Ngày thả
nuôi và thông tin phát hiện dấu hiệu bệnh, ii) Đặc
điểm ao nuôi, iii) Xét nghiệm AHPND trên tôm
giống và việc dùng kháng sinh khi nuôi và iv) Ước
tính doanh thu và thiệt hại. Các phiếu điều tra
này sẽ được dùng khảo sát hộ nuôi tôm khi thu
mẫu tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus vannamei).

2.2. Phương pháp thống kê mô tả

Phương pháp thống kê mô tả với các giá trị
tổng, kết hợp với phần trăm để mô tả thông tin
chung của hộ nuôi, thực trạng của mô hình nuôi
tôm. Vai trò của tôm nuôi cũng như tác động của
dịch bệnh trên tôm nuôi đối với kinh tế hộ cũng
được trình bày theo cách này.

2.3. Phương pháp phân lập, nuôi cấy và định
danh chủng vi khuẩn gây AHPND bằng
PCR

Các mẫu từ cá thể tôm tôm thẻ chân trắng
(Litopenaeus vannamei) ở Long An, Bến Tre, Bạc
Liêu và Kiên Giang được thu thập từ 150 ao thuộc
các hộ nuôi thâm canh tôm xuất hiệu các dấu hiệu
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lâm sàng của bệnh AHPND được nghiền nát đầu
và tăng sinh qua đêm trong môi trường Tryptic
Soy Broth (TSB) có bổ sung 1,5% NaCl. Dịch
tăng sinh sau đó được pha loãng liên tiếp bậc 10
tới 10−3 rồi trải 50 µL dịch pha loãng lên môi
trường Hicrome� Vibrio agar và để tăng sinh ở
37oC qua đêm. Chọn 5-10 khuẩn lạc dự tuyển
có màu xanh ngọc lam đem thực hiện multiplex
PCR với cặp mồi AP2 và mồi AP3 để xác định
tương ứng chủng có vector (pVA1) và gen (toxA)
gây bệnh. Khuẩn lạc cho kết quả dương tính sẽ
được hoạt hóa trong TSB có bổ sung 1,5% NaCl
qua đêm để tiến hành bảo quản với glycerol nhằm
chuẩn bị cho giải trình tự mã hóa độc tố toxA,
toxB gây AHPND trên tôm.

2.4. Giải trình tự hai gen mã hóa độc tố toxA
và toxB

Khuẩn lạc cho kết quả dương tính cặp mồi AP3
từ ống trữ chủng chứa glycerol 20% sẽ được hoạt
hóa bằng cách thêm vào ống nghiệm chứa 5 mL
TSB có bổ sung 1,5% NaCl lắc ở 37oC qua đêm
và thực hiện PCR thu gen giải trình tự. Để thu
được trình tự mã hóa đồng thời độc tố toxA và
toxB, chúng tôi thiết kế cặp mồi GMIF3-4 (Bảng
1) nằm bên ngoài vùng gen mã hóa tương ứng cho
toxA và toxB về phía thượng nguồn và hạ nguồn.
Sản phẩm PCR từ cặp mồi này (1806 bp) được
gửi giải trình tự tại công ty KTest, Việt Nam
bằng kỹ thuật Sanger. Kết quả trình tự được xử
lý bằng phần mềm BioEdit phiên bản 7.2 và sắp
giống cột bằng Clustal Omega (EMBL-EBI, UK).
Các trình tự sau khi sắp gióng cột được chú giải
và công bố trên Ngân hàng gen.

3. Kết Quả và Thảo Luận

3.1. Thông tin chung về tình hình sản lượng
tôm và thiệt hại do AHPND trên các tỉnh
và hộ nuôi

Từ năm 2014 đến năm 2018, bốn tỉnh thuộc
ĐBSCL gồm Long An, Bến Tre, Bạc Liêu và
Kiên Giang có tổng diện tích nuôi tôm trung
bình trong bốn năm lần lượt là: 6.600, 35.000,
135.319, 123.859 ha và về mặt tổng sản lượng tôm
là: 11.500, 55.900, 126.358, 73.390 tấn (Bảng 2).
Tỉ lệ diện tích tôm nuôi luôn chiếm một tỉ lệ cao
trên tổng diện tích nuôi trồng thủy sản của bốn
tỉnh (thấp nhất là Kiên Giang với 50,38% và cao
nhất là Bạc Liêu với 96,94%) (Bảng 3). Cùng với
tỉ lệ này, bốn tỉnh này tỉnh đang xu hướng chuyển
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Bảng 2. Kết quả nuôi tôm ở bốn tỉnh Bến Tre, Long An, Bạc Liêu, Kiên Giang trung bình
của năm 2014 - 2018∗

Tỉnh Bến Tre Long An Bạc Liêu Kiên Giang
Diện tích nuôi trồng thủy sản (ha) 46,7 10,0 134,7 215,9
Sản lượng nuôi trồng thủy sản (tấn) 256,6 42,1 203,5 199,1
Diện tích nuôi tôm (ha) 35,2 6,4 130,8 108,3
Sản lượng tôm (tấn) 52,5 1,8 54,5 59,8
Diện tích thiệt hại do AHPND (ha) 354,0 21,0 16,2 26,4

∗Nguồn: Nguyen (2019); Nguyen (2019); Tien (2019); Tran (2019).

Bảng 3. Kết quả nuôi tôm có ảnh hưởng của AHPND trung bình ở bốn tỉnh Long
An, Bến Tre, Bạc Liêu, và Kiên Giang qua các năm∗

Thời gian 2014 2015 2016 2017 2018
Diện tích nuôi trồng thủy sản (ha) 89,1 97,6 103,2 142,0 110,4
Sản lượng nuôi trồng thủy sản (tấn) 159,4 166,6 171,4 236,2 191,5
Diện tích nuôi tôm (ha) 64,5 67,5 69,8 96,4 75,2
Sản lượng tôm (tấn) 54,9 54,0 56,9 64,0 66,8
Diện tích thiệt hại do AHPND (ha) 4,2 6,1 39,9 2,0 1,5
Tỉ lệ diện tích thiệt hại (%) 6,5 9,0 57,2 2,1 2,0

∗Nguồn: Nguyen (2019); Nguyen (2019); Tien (2019); Tran (2019).

Hình 1. Biểu đồ ảnh hưởng của AHPND qua các năm của bốn tỉnh.

dịch từ nuôi tôm sú (Penaeus monodon) dần sang
nuôi tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus vannamei)
giống như xu hướng thế giới. Xu hướng này được
thúc đẩy vào khoảng năm 2000, tôm thẻ chân
trắng với ưu thế ngưỡng chịu mặn rộng và các
thông số môi trường tốt được giới thiệu là loài
thay thế tôm sú sau đợt tàn phá nặng nề bởi
dịch bệnh virus trước đó. Nhưng thực sự tôm thẻ
chân trắng có ít bệnh hơn tôm sú hay không thì
vẫn chưa được làm rõ, bởi mầm bệnh nguy hiểm
của loại tôm này luôn tồn tại tiềm ẩn trong môi

trường như các loài thuộc chi Vibrio (Sanathku-
mar & ctv., 2014).

3.2. Tình hình dịch bệnh AHPND trên tôm
nuôi 4 tỉnh Long An, Bến Tre, Bạc Liêu,
và Kiên Giang từ năm 2014 đến năm 2018

Bốn tỉnh Long An, Bến Tre, Bạc Liêu, và Kiên
Giang có diện tích thiệt hại của AHPND dao
động trong khoảng 2,0 - 57,2% tổng diện tích nuôi
tôm trong giai đoạn 2014 - 2018. Tỉ lệ thiệt hại
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Bảng 4. Kết quả điều tra hộ nuôi trung bình ở các tỉnh khảo sát

Nội dung điều tra
Kết quả

Long An Bến Tre Bạc Liêu Kiên Giang
Số ngày nuôi đến khi phát hiện dấu
hiệu bệnh (ngày)

49 42 32 47

Xét nghiệm AHPND trên tôm giống 100%
Tổn thất ao nuôi (đồng) 24.564.710,0 40.833.333,0 26.620.690,0 36.037.037,0

tập trung vào hai tỉnh Bạc Liêu và Kiên Giang,
cũng là hai tỉnh có diện tích nuôi tôm lớn.

Từ Hình 1 cho thấy mức độ thiệt hại do bệnh
AHPND từ năm 2014 - 2018 lập đỉnh vào năm
2016 và có xu hướng giảm dần sau đó. Qua đó
cho thấy rằng việc phòng ngừa và ngăn chặn dịch
bệnh AHPND đã và đang rất được người dân
và các cấp chính quyền địa phương quan tâm.
Người nông dân đã tiếp cận được với các phương
pháp phòng ngừa dịch bệnh và có đầu tư ao nuôi,
các phương pháp phát hiện bệnh cũng được triển
khai. Vì thế, diện tích thiệt hại do AHPND có xu
hướng giảm trong năm 2017 - 2018.

3.3. Thông tin chung về tình hình nuôi tôm và
thiệt hại do AHPND trên các hộ nuôi

Hầu hết các hộ nuôi tôm được khảo sát ở Long
An, Bến Tre, Bạc Liêu, Kiên Giang có mức độ
đầu tư ao nuôi chưa thể cách ly hoàn toàn mầm
bệnh là đa số mới chỉ có lưới xung quanh, có dụng
cụ riêng cho từng ao, có lót bạt bờ và một số ít
lót hoàn toàn hoặc đầu tư kỹ càng hơn. Tất cả
hộ nuôi không thực hiện xét nghiệm lại do tốn
chi phí và thời gian, dù đã xét AHPND trên tôm
giống trước khi thả nuôi. Số ngày nuôi đến khi
phát hiện bệnh của các tỉnh từ 32 - 49 ngày là
phát hiện dấu hiệu bệnh trong vòng 45 ngày sau
khi thả nuôi và tổn thất trên một ao nuôi trong
khoảng 24 đến 36 triệu (GAA, 2013). Trong đó,
Bạc Liêu có số ngày nuôi đến khi phát hiện dấu
hiệu bệnh ngắn nhất là 32 ngày, ngược lại, Long
An có số ngày dài nhất là 49 ngày nhưng do có
quy mô nuôi tôm trung bình nhỏ nhất nên có thể
là lý do cho việc có tổn thất ao nuôi ít nhất (Bảng
4).

3.4. Phân lập chủng AHPND trên tôm nuôi
(Litopenaeus vannamei) của bốn tỉnh Tây
Nam Bộ

Tổng số 10 chủng V. parahaemolyticus dương
tính với AHPND trong 150 mẫu tôm (Litope-
naeus vannamei) đã được phân lập. Tỉ lệ mẫu

tôm dương tính với AHPND trong các mẫu thu
thập được là 6,7% (Bảng 5). Đại diện ba chủng

Bảng 5. Tần suất xuất hiện của V. parahaemolyticus
gây bệnh hoại tử gan tụy cấp (AHPND) của bốn tỉnh
trong năm 2018 - 2020

Tỉnh
Mẫu có khuẩn

lạc dương
tính AHPND

Mẫu nghi ngờ
bệnh

Long An 6 50
Bến Tre 4 40
Bạc Liêu 0 30
Kiên Giang 0 30
Tổng mẫu 10 150
Tần suất
xuất hiện 6,7%

Bảng 6. Thông tin gen mã hóa độc tố toxA và toxB
từ một số chủng V. parahaemolyticus gây bệnh hoại
tử gan tụy cấp (AHPND) đại diện phân lập được

Tên chủng Gen Mã số đăng ký trên
ngân hàng gen

LA1 ToxA MW355905
ToxB MW355906

LA5 ToxA MW355907
ToxB MW355908

LA8 ToxA MW355909
ToxB MW355910

dương tính đặc trưng về gen của AHPND (dương
tính với plasmid và gen toxA) được gửi giải trình
tự cả gen toxA và toxB (Hình 2). Các kết quả về
trình tự này được công bố trên ngân hàng gen
với các thông tin và mã số tương ứng (Bảng 6).
Kết quả giải trình tự đại diện cho ba chủng LA1,
LA5, LA8 được thể hiện trong Hình 3 cho thấy
các chủng này có độ tương đồng cao với chủng
XN89 là chủng gây bệnh AHPND đã được công
bố trên Ngân hàng gen. Để tìm hiểu rõ hơn về
nguồn gốc bệnh và cơ chế lây lan của bệnh AH-
PND thông qua chuyển gen, giải trình tự toàn
bộ plasmid chứa gen toxA/toxB từ những chủng
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Hình 2. Kết quả PCR kiểm tra đại diện ba chủng
dương tính với bệnh hoại tử gan tụy cấp (AHPND)
đã phân lập với các cặp mồi AP3 và AP2. Các ký
hiệu M, Thang 1 kb; giếng 1 đến 3, kết quả đại diện
cho các chủng dương tính AHPND; (-), chứng âm.

Hình 3. Kết quả giải trình tự đại diện của chủng
LA1.

dương tính đã phân lập là một điều cần thiết.

4. Kết Luận

Các tỉnh thuộc ĐBSCL là những khu vực nuôi
tôm chủ yếu của cả nước tuy nhiên vẫn còn bị
thiệt hại do AHPND qua mỗi năm. Diện tích nuôi
tôm luôn chiếm ở mức cao trong diện tích nuôi
trông thủy sản ở bốn tỉnh.

Dịch bệnh APHND luôn xuất hiện qua các năm
với đỉnh điểm gây thiệt hại nặng vào năm 2016.
Sau đó diện tích bị bệnh suy giảm về mức gần
như lúc đầu và diện tích nuôi tôm có tăng dù cho
đợt ảnh hưởng nặng 2016.

Nhờ vào ý thức của các hộ dân khi bệnh càng
ngày càng phổ biến hơn thì mức độ thiệt hại có
giảm nhẹ từ năm 2017 - 2018. Dù có thực hiện
xét hiện con giống nhưng các thành phần khác
của ao nuôi và các giai đoạn sau chưa được quan
tâm xét nghiệm bệnh AHPND, cũng như là mức
độ đầu tư ao nuôi chưa đủ cách ly với mầm bệnh
hiệu quả.

Chúng tôi cũng đã phân lập được 10 chủng
dương tính với độc tố toxA thông qua nuôi cấy
và PCR cũng như lần đầu tiên công bố trình tự
các gen mã hóa cho hai độc tố toxA và toxB từ
các một số chủng đại diện trên Ngân hàng gen.
Dự kiến, chúng tôi sẽ phân lập thêm chủng dương
tính mới tiến hành giải trình tự toàn bộ plasmid
chứa gen toxA/toxB để tìm hiểu rõ hơn về nguồn
gốc bệnh và cơ chế lây lan của bệnh AHPND
thông qua chuyển gen.
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