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ABSTRACT

The innate immune responses of the whiteleg shrimps (Penaeus
vannamei) experimentally challenged with V. parahaemolyticus by
immersion were investigated for a period of 120 h. The results showed
that the lethal dose 50% (LDso) of shrimps (2 - 3 g) challenged
with V. parahaemolyticus was 4.7 x 106 CFU/mL. No significant
differences in immune parameters were observed between the control
and challenged group right after challenge (0 hpi). However, the
total haemocyte count, phenoloxidase activity and respiratory
burstsactivity were decreased in the challenged shrimps after 24
and 48 hpi and significantly different from those in the control
shrimps (P < 0,05). At 72, 96 and 120 hpi, there were no significant
differences in the total haemocyte count, phenoloxidase activity and
respiratory burst activity between two treatments. The observations
of this study showed that the innate immune responses of the white-
leg shrimp were decreased due to the infection by V. parahaemolyticus.
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TOM TAT

Nghién citu dap ting mién dich tu nhién clia tém thé chan trang (Pe-
naeus vannamei) cdm nhiém béi vi khuan V. parahaemolyticus thong
qua phuong phap ngam dugc thyc hién trong didu kién phong thi
nghiém trong thoi gian 120 gis. Két qua thi nghiém cho thiy chiing
vi khudn V. parehaemolyticus st dung gay cAm nhiém trén tom thé
(2 - 3 g) véi lieu gay chét 50% (LDso) 13 4,7 x 106 CFU/mL. Khong
c6 su khac biét vé cac chi tieu mién dich giita nghiém thitc dbi ching
va nghiém thtc gay nhiém & thdi diém 0 h. Tuy nhién, & thoi diém
24 va 48 h, tdng té bao mau, hoat tinh phenoloxidase va hoat tinh
ctia gbc oxy hoa tu do (respiratory burst) & téom cadm nhiém bdi V.
parahaemolyticus gidm dang ké va khac biét ¢6 y nghia so v6i nhom
déi chitng (P < 0,05). O céc thoi didm thu mau tiép theo (72, 96 va
120 gi%) thi khong cé su khéc bist vé tdng té bao mau, hoat tinh phe-
noloxidase va hoat tinh ctia gbc oxy ho4 tu do gitta hai nghiém thic.
Tt két qua nay c6 thé két luan ring hé théng mién dich tu nhién cia
tom thé bi suy yéu do cAm nhiém vi khudn gay bénh hoai t gan tuy

Email: vovantuan@hcmuaf.edu.vn

1. Dat Van Dé

Tom thé, Penaeus vannamei, 1la mot trong
nhitng loai tom duge nuoi kha phd bién & ving
Western (Menz & Blake, 1980) va chiém khoang
95% tong san lugng tom nudi (Lightner, 2011).
Véi viéc gia tang dién tich nuéi va tham canh
héa din dén sy xuat hién vi lay lan ctia nhiéu
tdc nhan gay bénh nguy hiém (Lightner, 2011),
diic biet 1a benh do vi khudn va virus. Nhitng nam
gan day, nganh nuodi tom trén thé giéi néi chung
va Viét Nam néi rieng dang phai déi mat véi mot
dich bénh méi véi tén goi ban dau 1a hoi chitng
chét sém (early mortality syndrome — EMS) hay
benh hoai tif gan tuy cap tinh (Acute hepatopan-
creas necrosis syndrome — APHND) trén tom thé
chan tring. Kha ning bénh bling phét va lay lan
rat nhanh. Bénh xuét hién dau tién tai Trung
Quobc (2009), sau d6 lay lan nhanh sang Viet Nam
(2010), Malaysia (2011), Thai Lan (2012), Mex-
ico (2014), va Philippines (2015) (Zorriehzahra &
Banaederakhshan, 2015).

cap V. parahaemolyticus.

Hé théng mién dich ctia gidp x4ac néi chung va
clia tom néi rieng thiéu nhitng yéu t6 can thiét
cho dap tng mién dich dac hiéu nhu té bao lym-
pho T, phan tit MHC (major histocompatabil-
ity) vd Ig. Qué trinh dé khing & giap xéac chi
yéu dya vao co ché dap tng mién dich khong dac
higu (mién dich ty nhién), trong dé6 té bao mau
gitt vai trdo quan trong trong qua trinh dap tng
mién dich & gidp xac nhim chéng lai cac tac nhan
gay benh nhu vi khuan, nim, ky sinh tring...
(Bachere & ctv., 2004; Jose & ctv., 2010; Ma-
tozzo & Marin, 2010). Té bao méu & gidp xac
tham gia tryc tiép vio qué trinh nhan dién, thyc
bao, phong tod va san sinh ra cdc hgp chat khang
khuan nhu phenoloxidase, cac gbc oxy hoé tu do
(reactive oxygen intermediates), superoxide dis-
mutase (Song & Hsieh, 1994; Herandez-Loépez &
ctv., 1996; Dantas-Lima & ctv., 2013). Qua trinh
thuc bao 6 gidp xéc, dic biét la tom thé (Pe-
naeus vannamei) doi véi tac nhan vi khuan gay
bénh nhu Vibrio harveyi, Vibrio campbellii da
duge nghién ctu béi téac gid (Vo & ctv., 2015).
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Phuong phép phan tich cac chi tiéu mién dich
da dugc nghién cttu trén tom cang xanh (Macro-
brachium rosenbergii) (Dang & ctv., 2012). Céc
nghién cttu vé qué trinh dap tng mién dich tu
nhién ctia tom thé cdm nhiém béi vi khuan Vib-
rio alginolyticus da duge ghi nhan (Liu & ctv.,
2004; Tseng & Chen, 2004; Hsu & Chen, 2007).
Tuy nhién, c6 rat it nghién citu vé kha nang dap
tng mién dich ty nhién clia tom thé sau khi bi
cAdm nhiém béi tac nhan vi khuan gay bénh hoai
t gan tuy cap tinh (Vibrio parahaemolyticus).
Do dé, muyc tiéu ctia dé tai nhim danh gia kha
ning dip tng mién dich ty nhién clia tom thé
cam nhiém bdi vi khuan gay benh hoai ti gan
tuy cap.

2. Vat Liéu va Phuong Phap Nghién Cdu
2.1. Vat liéu nghién ctu

Tom thé (PL1p), nhap tit Trai sdn xuét tom
giéng sach benh ctia cong ty Viet Uc, dude nuoi
trong hé théng tuan hoan tai Trai thuc nghiem
Thuy san — Khoa Thuy san, Truong Dai hoc Nong
Lam TP.HCM. Tom dudc cho &n 2 lan/ngay véi
5% trong lugng than. Nhiét do nudc trong bé
duge duy tri & mic 27 + 1°C, pH 7,5 - 8,0, do
méan 12 + 1 g/L, do kiéem > 80 mg/L, ammonia
téng < 0,5 mg/L, va nitrite < 0,15 mg/L. Tom
v6i trong luong tit 2 - 3 g sé duge chon dé tién
hanh thi nghiém.

Vi khuan Vibrio parahaemolyticus gay bénh
hoai tit gan tuy cap (EMS/APHND) dugc phan
lap, dinh danh va giit gidng (-80°C) tai phong
thi nghiém Bénh hoc Thuy sdn, Khoa Thuy san,
truong Dai hoc Nong Lam TP.HCM.

2.2. Phuong phap nghién ctu
2.2.1. Vi khudn va diéu kién nudi ciy

Vi khuan Vibrio parahaemolyticus duge phuc
hoi trén moi trudng TCBS (Thiosulfate Citrate
Bile Salt), bd sung 1% NaCl, & nhiet do 28°C
trong 24 gid. Chon mot khuan lac cdy thuan sang
moi trudng TSA (Tryptic Soya Agar), bd sung
1% NaCl, & nhiét do 28°C trong 24 gid. Sau d6
chon mot khudn lac riéng 1é tang sinh trong moi
trusng TSB (Tryptic Soya Broth), bo sung 1%
NaCl, & nhiet do 30°C trong 7 gid véi s6 vong
lic 150 vong/phit. Mat do vi khuan sé duge xac
dinh bing méy do quang phd & budc séng 610
nm, sau do sé duge quy ddi dua trén cong thiic

dudng chuan CFU/mL = (11,92 x ODg10 nm —
1,13) x 108 (s6 licu chwa cong bd).

2.2.2. Phuong phap xac dinh LDsg (Lethal Dose
50%) ciia chiing vi khuan V. parahaemolyti-
cus

Thi nghiém x4c dinh gia tri LDsy duge bd tri
theo phuong phap hoan toan ngiu nhién véi bén
nghiém thitc c6 céc lidu gay nhiém chénh léch
nhau 10 1an v mot nghiém thitc déi chiing khong
gay nhiém. Vi khuan sau khi ting sinh trong moi
truong TSB, bd sung 1% NaCl, ¢ nhiét do 30°C
trong 7 gio véi sb vong lic 150 vong/phit. Sau dé
tién hanh gay bénh thyc nghiém bing cach cho
trie tiép huyén phit vi khuan vao bé thi nghiem
50 L (chita 18 L nu6c va 2 L canh vi khuan) dé
dat dugc ndng do pha lodng 10~ 1. Sau dé, lay 2
L nudc tit bé nay cho vao bé thit hai chita 18 L
nuée dé dat ndong do pha loing 1072, Tiép tuc
lam nhu vay cho cho bé tht ba va thit tu dé dat
nong do pha loang 1a 1073 va 10~%. Tom dugc
ngam 2 gid, sau dé rita qua nudc bién véi do mian
12 £+ 1 g/L va sé duge bd tri vao bé thi nghiem
méi chita 20 L nude. Mbi bé duge bd tri 20 tom
(2 - 3 g/con) tuong tng véi mot nong do pha
loang va dugc lap lai 3 1an. Tom & bé ddi chiing
duge ngam trong 20 L nude véi lugng TSB bing
v6i lugng TSB chita huyén phit vi khuan trong bé
thi nghiém. Thi nghiém dugc theo doi trong 10
ngay. Tom c6 biéu hién bénh 1y sé duge thu mau
(gan tuy) cay phan lap trén moi trusng TCBS va
modi trudng chon loc Chromagar Vibrio. Gié tri
LDs( dugce tinh theo cong thitc (Reed & Muench,
1938):

logLD5o = log(ty 1& chét > 50%) + (log(1071)
x pd) =y.

pd = ((ty le chét > 50%) — 50)/((ty le chét >
50%) — (ty l& chét < 50%)).

LDso = 107

Liéu gay chét 50% = (nong do vi khuan trong
huyén phu ban dau) x 10Y.

2.2.3. Thi nghiém xac dinh céc chi tiéu mién dich
trén tom

Thi nghiém xac dinh céc chi tiéu mién dich
duge bd trf ngdu nhién trong hé théng bé com-
posit 50 L (chta 20 L nudc), suc khi lien tuc.
Nhiet do nuéc dao dong tir 27 + 1°C, pH 7,5 —
8,0, do man 12 £ 1 g/L, do kiém > 80 mg/1, am-
monia tong < 0,5 mg/l, va nitrite < 0,15 mg/L.
Tom thé 2 — 3 g dugc bo tri vao bé véi s6 lugng
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10 con/ bé/ thai diém thu mau va duge lap lai 3
lan. Tom sau khi dude bd tri vao bé tiép tuc duge
thuan dudng 2 ngay. Tom sé dudc gay bénh thong
qua phuong phap ngam (dya vao két qua LD50
cia ching vi khuan V. parahaemolyticus). Tom
& nghiém thic déi chiing duge ngam trong 20 L
nuée v6i lugng TSB (Trytic Soya Broth) béng
v6i lugng TSB chita huyén phit vi khuan trong bé
thi nghiém. Sau khi gay cdm nhiém, mau tom sé
dudc thu vao céc thoi diém nhu 0, 24, 48, 72, 96
va 120 gio dé 1lay mau xac dinh céc chi tiéu mién
dich. Méi bé thu ngau nhién 3 con.

2.2.4. Phuong phap phan lap va dinh danh vi
khuén

Vi khuén t@t miu tém bénh sé duge tai phan
lap trén moi truong TCBS va Chromagar Vibrio
(b6 sung 1% NaCl). Thu mau tom bénh, tach
phan gan tuy tom va nghién trong dung dich dém
sPBS (shrimp phosphate buffer saline). Hut 0,1
mL dich nghién cho vao moi truong TCBS (1%
NaCl), tran déu va 1 24 gis ¢ 30°C. Chon khuan
lac riéng 1& cAy thuan trén moi truong TCBS,
TSA va Chromagar Vibrio (1% NaCl). Quan sat
hinh dang, mau sic khuan lac va tién hanh dinh
danh vi khuan bang IDS 14 GRNS (14 phén ting
sinh ho4 dimng dé dinh danh tryc khuan gram am)
ctua Cong ty Nam Khoa.

2.2.5. Phuong phap phan tich cac chi tiéu mién
dich

Céc chi tieu mién dich nhu téng té bao mau,
dinh loai té bao méu (té bao khong hat, té bao
ban hat va té bao hat), kha nang tao ra cic hop
chat khang khuan dua vao tai lieu nghién ciu
cua Song & Hsieh, 1994; Herandez-Lopez & ctv.,
1996; Dantas - Lima & ctv., 2013; Vo & ctv., 2015.

Téng té bao méu: mau tom dudc thu bing
cach dung éng tiém vo trung 1mL cé chia dung
dich chéng dong (marine anticoagulant: 450 mM
NaCl, 100 mM glucose, 30 mM trisodium citrate,
26 mM citric acid, 10 mM EDTA, pH 5.4) véi
ty 1& 1:1 (200 L dung dich chéng dong: 200 uL
mau tom). Mat do té bao mau duge xac dinh
bang budng dém hong cau va quan sat dudi kinh
hién vi (40X).

Téng té bao mau (tb/mL) = tdng té bao dém
dugc trong 4 6 16n x 2500 x hé s6 pha loang
(Hansen, 2000).

Dinh loai té bao mau: qui trinh thyc hién
titu ban, nhuém va dinh loai té bao dugc thuc

hién theo phuong phép ciia Dantas-Lima & ctv.
(2013). Mau tom dugc thu bang 6ng tiem vo
trung (1 mL) c¢6 chita dung dich chéng dong, sau
do dem ly tam véi lyc ly tam 500 xg trong 10
phit & 4°C. Phan dich phia trén dugc loai bd
va phan vién duge ¢ dinh trong dung dich ma-
rine fixative (2% glutaraldehyde + 2% saccha-
rose) trong 30 phit ¢ 4°C. Mau mau dudc trai
lén lam thity tinh, 1am kho, c6 dinh 5 phtt trong
ethanol, rita bang nuéc cit vi nhuém véi hacma-
toxylin va eosin. Quan sat tiéu ban dudi vat kinh
hién vi (100X) va dém tdng 200 té bao (Hrubec
& ctv., 2000).

Dinh loai té bao (tb/mL) = (s6 lugng méi loai
té bao x tdng té bao mau),/200.

2.2.6. Phuong phap xac dinh hoat tinh phenoloxi-
dase (PO)

Hoat tinh phenoloxidase dugc xac dinh dua
theo phuong phap ctia Herandez-Loépez & ctv.
(1996) v6i mot s6 higu chinh. Mau méu sau khi
thu duge ly tam vdi lyc ly tam 500 xg trong 10
phit & 4°C, sau do6 loai bé phan dich phia trén.
Phan vién dugc hoa tan trong 1 mL dung dich
dem cacodylate-citrate (0,01 M sodium cacody-
late, 0,45 M sodium chloride va 0,1 M trisodium
citrate, pH 7,0). Ly tadm mot lan nita & 500
xg trong 10 phiat & 4°C, loai bdé phan dich,
phan vién lai dugc hoa tan véi 200 pL dung
dich dém cacodylate (0,01M sodium cacodylate,
0,45M sodium chloride, 0,01 M calcium chloride
va 0,26 M magnesiumchloride, pH 7,0). 100 uL
mau duge cho vao dia 96 giéng (96-cell culture
plates), cho tiép 50 pL trypsin (1 mg/mL) vao
va U trong 10 phat ¢ nhiét do phong. Sau do,
50 pL L-DOPA (3 mg/mL) duge cho vao va 1
10 phut. Tiép theo, cho 800 uL dung dich dém
cacodylate vao. Doc két qud bing may so mau
quang phd (microplate reader) & budc séng 490
nm. Mau déi chitng gom c6 100 pL mau, 50 pL
dém cacodylate (thay thé trypsin) va 50 uL L-
DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalanine).

2.2.7. Phudng phap xéc dinh hoat tinh gbc oxy hoa
tu do (respiratory burst)

Hoat tinh respiratory burst duge xac dinh theo
phuong phép ctia Song & Hsieh (1994) véi mot
vai hiéu chinh. Mau méau sau khi thu duge ly tam
& 500 xg trong 10 phit & 4°C, loai b6 phan dich
phia trén, sau d6 phan vién duge hoa tan trong 1
mL moi trudng nuoi cay té bao (L-15 medium).
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100 L mAu mau dude cho vao dia 96 giéng va
duge 4 & nhiet do 27-28°C trong 30 phit. Loai
bé phan dich, sau dé cho vio 100 pL zymosan
(0,1% zymosan trong Hanks’ solution minus phe-
nol red, Sigma). U 30 phat & nhict do 27-28°C,
loai bé zymosan, t&é bao mau dudc ria 3 lan
v6i 100 pL dung dich sPBS (shrimp phosphate
buffered saline). Mau dugc nhuom véi 100 pL
dung dich nitroblue tetrazolium chloride (NBT)
(0,3%) trong 30 phut ¢ nhi¢t do phong, roi loai
bé dung dich NBT. Té bao mau sau d6 dugc riia
3 lan v6i 100 uL methanol 70%, dé kho, rdi hoa
tan bang cach them vao 120 puL KOH 2M va 140
uL dimethyl sulphoxide. Mau dudc do bing may
microplate reader & budc song 630 nm.

2.2.8. Phuong phap phan tich théng ke

Tat ca cac sd lieu duge xit 1y bing phan mém
Microsoft Excel thong qua trac nghiém T-test véi
miic ¥ nghia 0,05%.

3. Két Qua va Thao Luan

3.1. Liéu LDso ctia chiing vi khudn V. para-
haemolyticus

Vi khuan Vibrio parahaemolyticus 13 mot trong
nhitng tac nhan vi khuan gay bénh nguy hiém da
xuat hién trong thoi gian qua vi gay thiét hai
nghiém trong cho nganh cong nghiép nudi tom
toan cau (Tran & ctv., 2013; Lee & ctv., 2015).
T két qua thi nghiém, chiing t6i nhan thay ring,
tom duge gay nhiém béi chiing vi khuan V. para-
haemolyticus xuat hién cac triéu chiing bénh nhu
15 do, phan xa cham va mot vai con c¢6 dau hiéu
bé an sau 1 ngay giy nhiém. Tom béat dau chét
sau 2 ngay gay nhiém v s6 lugng tom chét ting
dan dén ngay thtt 10. Phan gan tuy tom bénh
nhat mau, mém va dé v3 khi &n nhe. Két qua
phan lap nhing con tém c6 biéu hién bénh cho
thay, vi khuan cho khuan lac mau xanh trén moi
trudng TCBS va mau tim hoa ca trén moi trudng
Chromagar Vibrio (Hinh 1). Két qua dinh danh
da chitng minh dugc, vi khuan c6 cac dic diém
sinh hod phut hgp véi chiing V. parahaemolyticus.

S6 lugng va ty lé tom chét trung binh & cac
nghiém thifc trong thi nghiem xac dinh lidu gay
chét 50% dong vat thi nghiem (LDsg) duge trinh
bay qua Bang 1. Két qua kiém tra mat do vi
khuan bing may do quang phd & budce séng 610
nm (ODg10 nm) V& quy doi dya trén cong thiic
dudng chuan CFU/mL = (11,92 x ODg10 nm —

Hinh 1. Hinh thai khuén lac Vibrio parahaemolyticus
trén moi truong TCBS va Chromagar Vibrio.

1,13) x 10® cho thay, mat do vi khuan V. para-
haemolyticus trong binh ting sinh gdc dat 7,5
x 108 CFU/ml. Nhu vay, licu gay nhiém & cic
nghiem thie NT 10~1, NT 10-2, NT 10-3, NT
10—, tuong ting véi lidu vi khuan gay nhiém lan
lugt 14 7,5 x 10" CFU/mL, 7,5 x 10° CFU/mL,
7,5 x 10° CFU/mL, 7,5 x 10* CFU/mL. T
két qua nay, chiing toi tinh toan dugc lidu LDsg
(theo phuong phép ciia Reed & Muench, 1938)
ctia chiing vi khuan V. parahaemolyticus 1a 4,7 x
106 CFU/mL.

Cac két qud nghién ctu trudc day cho thay
rang, lidu LD5g clia chiing Vibrio cao hay thap
con tuy thudc vao ching vi khuan, phuong phéap
gay nhiém va kich ¢6 tom. Theo Robertson & ctv.
(1998), lidu LD5p ctia vi khuan V. harveyi trén
tom thé post-larvae khi gay nhiém bing phuong
phép ngam trong 2 giv 1la 5,0 x 106 CFU/mL.
Trong khi lidu LDsq ciia vi khuan V. alginolyti-
cus trén tom st post-larvae 1a 2,5 x 10 CFU/mL
(Thakur & ctv., 2003). Nghién citu gan day cla
Lopez-Leon & ctv. (2016) cho thay, liéu LDsg
clia ching vi khuan gay bénh hoai t& gan tuy
cap trén tom thé Penaeus vannamei (0,1 - 0,5
g) bang phuong phap ngam (trong 72 gio) 1a 6,0
x 10* CFU/mL dén 3,0 x 10° CFU/mL. Trong
thi nghiém nay, tom véi kich ¢ 2 - 3 g duge gay
nhiém bing phuong phap ngam trong 2 gid véi
gia tri LDso dat 4,7 x 10° CFU/mL. Ké qua
chiing t6i thu duge khong c6 sy khac biét dang
ké so v6i cac nghién citu cia Robertson & ctv.
(1998) va Thakur & ctv. (2003), tuy nhién cao
hon so véi két qua nghién ctu clia Lopez-Leon
& ctv. (2016). Su khac biét nay c6 thé la do su
khac biét vé kich ¢& tom, thoi gian giy nhiém va
doc tinh ctia chiing vi khuan V. parahaemolyti-
cus. Két qua cho thay, kha ning dé khang cla
tom nhé déi véi vi khuan V. parahaemolyticus
kém hon so véi tom 16n.
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Bang 1. S6 lugng va ty 1é tom chét & thi nghiem xac dinh LDso

Nghiém thitc  Lan  q§ tom bé tri /lan 1ap lai 9% tom chét SO tom sdng Ty lé chét
(NT) lap lai o cong don cong don cong don (%)
NT 10~ 1 3 20 35 0 100,00
NT 102 3 20 15 9,3 61,64
NT 103 3 20 43 26.3 14,13
NT 104 3 20 1,3 45,0 2,88

3.2. Dap ting mién dich tu nhién ctia tém thé
cam nhidm vi khuédn V. parahaemolyticus

3.2.1. Téng té bao mau va ting loai té bao

Két qua thuc hién tiéu bdn mau va nhudm véi
hematoxylin v eosin cho thay, c6 3 loai té bao
dugc ghi nhan: té bao khong hat (hyaline cells),
t& bao ban hat (semi-granular cells), va té bao
hat (granular cells). Két qua nay phit hgp véi két
qud ciia cac nghién ciu trude dé vé phan loai
té bao mau giap xac (Soderhill & Smith, 1983;
van de Braak & ctv., 1996; Dantas-Lima & ctv.,
2013)(Hinh 2).
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Hinh 2. Hinh thai té bao mau tom thé chan tring (A:
té& bao dugc ¢d dinh trong dung dich marine fixative;
B: té bao dugc nhuém véi hematoxylin va eosin).

Két qua dinh lugng cho thiy khong cé sy khac
biét c6 ¥ nghia théng ké (P > 0,05) vé téng té bao
mau gitta nghiém thitc ddi chiing vA nghiém thic
gay nhiém bdéi vi khuan Vibrio parahaemolyticus
¢ thoi diém 0 gis. Tong té bao mau & nghiem thitc
dbi chiing va nghiém thic gay nhiém lan lugt 1
43,9 + 6,8 x 10° té bao/mL va 41,2 + 8,2 x 10°
té bao/mL. Tong té bao mau & nghiem thitc gay
nhiém gidm 19% (33,4 + 6,1 x 10° t6 bao/mL) va
24% (31,4 £ 5,9 x 10° té bao/mL) sau 24 va 48
gis gay nhiém véi vi khuan V. parahaemolyticus
va khac biét ¢6 ¥ nghia théng ké so v6i nghiem
thiic déi ching (P < 0,05). O céc thoi diém thu
mau tiép theo (72, 96 va 120 gio) thi khong c6 su
khéc biét ¢6 § nghia thong ké vé téng té bao méau
gitta nghiém thic d6i ching va nghieém thic gay

nhiém (Bang 2). Két qua nay tuong ti véi két qua
nghién ciu ctia Hsieh & ctv. (2008) trén tom thé
cam nhiém bdi vi khuan Vibrio alginolyticus. Két
qua dinh loai t& bao cho thiy, khong c6 sy khac
biét c6 ¥ nghia théng ké vé ty lé té bao khong
hat, t& bao ban hat va té bao hat 6 nghiém thic
déi chitng va nghiém thitc gay nhidm & hau hét
céc thoi diém thu mau. Tuy nhien, § thoi diém 24
gid, chung t6i ghi nhan sy khac biét c6 y nghia
théng ké vé ty lé té bao khong hat, té bao ban
hat va té bao hat giita nghiém thitc déi ching va
nghiém thic gay nhiém (P < 0,05). Té bao khong
hat & nhém déi ching chiém ty 1é thap hon nhom
gay nhiém béi vi khuan V. parahaemolyticus (ddi
chiing: 65,6% va nghiém thitc: 78,9%), trong khi
té bao ban hat va té bao hat lai chiém tj 1é cao
hon (té bao ban hat & nhém dbi chiing 1a 22,2%
va nghiém thtc 13 13,3%; té bao hat § nhém doi
chitng 14 14,0% va nghiém thiic 14 7,7% ). Riéng té
bao hat thi sy khac biét c6 ¥ nghia théng ké con
dugc ghi nhan & thoi diém 48 gis (Bang 2). Té bao
hat 6 nghiém thic gay nhiém c¢6 khuynh huéng
giam dan nhung sau dé tang va én dinh tré lai. Su
bién dong nay c6 thé la do co ché dap tng mién
dich ty nhién cta giap xac, va day cing la mot
trong cac chi tieu dé danh gia dap tng mién dich
tu nhién ¢ tom. Theo Johansson & ctv. (2000), té
bao mau cla giap xac gilt vai trd quan trong trong
hé théng mién dich, thic hién cac chitc ning nhu
thuc bao, déng gbi, luu trit va phéong thich pro-
phenoloxidase. Sau khi cAm nhiém bdéi vi khudn
V. parahaemolyticus, hé mién dich ctia tom bi suy
yéu. Diéu d6 ciing dong nghia vé6i sy bién dong
t& bao mau theo chiéu huéng gidm, day ciing 1a
triéu ching binh thudng trong qua trinh dap ing
mién dich ty nhién ctia giap xdc trong trudng
hop nhiém bénh. Két qua nghién citu ctia Hsieh
& ctv. (2008) da chitng minh ring, tong té bao
mau cla tom thé gidm dang ké sau khi bi cdm
nhiém béi vi khuan V. alginolyticus va khac biét
c6 ¥ nghia théng ké so véi nhéom déi chitng. Song
& ctv. (2003) ciing cho thiy ring, tong té bao
méu (bao gdm té bao hat) gidm dang ké sau khi
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tom bi nhiém Taura syndrome virus. O céc thai
diém thu mau nhu 72, 96 va 120 gio, khong c6
sut khac biet vé téng té bao mau va ty lé phan
tram té bao khong hat, té bao ban hat va té bao
hat gitta hai nghiém thitc. Ly giai cho hién tugng
nay cé thé 1a do hé mién dich ctia tom da dan
phuc hoi tré lai. Két qua nghién cttu cia ching
toi ciing gan giéng nhu két qua nghién ciu cla
Hsu & Chen (2007) trén Penaeus vannamei cdm
nhiém béi vi khuan Vibrio alginolyticus.

3.2.2. Hoat tinh ctia Phenoloxidase

Phenoloxidase 14 mot enzyme quan trong trong
hé théng mién dich ty nhién c@a giap xic. En-
zyme nay dugc kich hoat bdi mot lugng nho
cac thanh phan trong vach té bao vi khuan
nhu lipopolysaccharides (LPS) va $-1,3-glucans
t ndm (Perazzolo & ctv., 1997; Sritunyaluck-
sana & ctv., 2000). Khi giap xdc bi mam bénh
tadn cong, enzyme nay sé dudc kich hoat nhim
bat hoat va ngin chan sy lan truyén ciia tic nhan
gay bénh. Do do, dua vao hoat tinh ctia phenolox-
idase, chiing ta c6 thé danh gia dugc qua trinh
dap ting mién dich ty nhién 6 giap xac.

Trong nghién citu nay, hoat tinh ctia phenolox-
idase ¢ nghieém thitc gay nhiém béi vi khuan V.
parahaemolyticus gidm dang ké sau 24 va 48 h
gay nhiém va khac biét c6 ¥ nghia théng ké so
v6i nhém déi ching (P < 0,05), nhung sau do
on dinh dén hét thsi gian thi nghiém (Hinh 3).
Nguyén nhan ctia sy thay déi nay c6 thé la do
hé théng dap ting mién dich ti nhién ctia tom bi
suy yéu. Theo Wang & Chen (2005), hoat tinh
phenoloxidase G tom thé sé tiang khi c6 sy tang
len clia tong té bao mau, bao gom té bao khong
hat va té bao hat. Két qud ndy ciing phit hop
v6i két qua nghien citu ciia Hsieh & ctv. (2008).
Ngoai ra, nghién cttu ciia Le Moullac & Haffner
(2000) ciing cho thay rang, lugng ma hoa enzyme
prophenoloxidase gidm dén 60% khi tom Litope-
naeus stylirostris bi gay stress bdi yéu t6 moi
truong (NH;z). Do d6, ching t6i thiét nghi, sy
suy giam hoat tinh phenoloxidase trong nghién
ctiu nay c6 thé 1a két qua clia sy suy giam lugng
ma hod enzyme prophenoloxidase ¢ tom bi nhiém
vi khuan V. parahaemolyticus.

3.2.3. Hoat tinh Respiratory burst

Hoat tinh ciia gbc oxy hod tu do (respiratory
burst) khong c6 sy khéc bigt c6 § nghia théng
ké (P > 0,05) gitta nghiem thitc ddi ching va
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Hinh 3. Sy thay d8i hoat tinh phenoloxidase sau khi
tom bi cAm nhiém béi vi khudn V. parahaemolyticus.

nghiém thitc gay nhiém béi vi khuan Vibrio para-
haemolyticus & thoi diém 0 h. Tuy nhién, sau 24
va 48 gio gay nhiém, hoat tinh respiratory burst
giam dang ké va khac biét c6 ¥ nghia théng ke
so v6i nhém déi ching (P < 0,05). O nhing thoi
diém thu mau tiép theo, khong c6 su khac biet
vé hoat tinh respiratory burst gitta 2 nghiém thic
(Hinh 4). Sy khac biét nay c6 thé 1a do chiic nang
mién dich ti nhién ctia téom bi suy yéu sau khi
tom bi cAm nhiém vi khuan V. parahaemolyti-
cus. Wang & Chen (2005) da chiing minh rang,
sy gia ting hoat tinh respiratory burst 1a két qua
ciia sy gia ting tong té bao mau, bao gom té bao
khong hat va té bao hat. Tuy nhién, hoat tinh ctia
enzyme NADPH-oxidase (git vai trd quan trong
trong qué trinh gidi phéng oxy hoat hoa super-
oxide anion) gidm & tom bi nhiém bénh, két qua
la hoat tinh ciia respiratory burst cling gidm.

wDbiching WV, parahaemolyticus

r a a q.
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Hinh 4. Sy thay ddi hoat tinh respiratory burst sau
khi tom bi cAm nhiém bdi vi khuan V. parahaemolyti-
cus

4. Két Luan

Téng té bao mau, hoat tinh phenoloxidase va
hoat tinh respiratory burst ctia tom & nhém gay
nhiém béi vi khuan Vibrio parahaemolyticus duge
ghi nhan & thsi diém 24 va 48 gis c6 khuynh
huéng gidm va khac biét c6 ¥ nghia théng ké so
v6i nhém déi ching. O nhitng thoi diém thu mau
tiép theo (72, 96 va 120 gid) thi khong c6 sy khac
biét gita hai nghiém thic. Nhu vay, khd ning
déap tdng mién dich ty nhién ctia tom thé Penaeus
vannamei bi suy yéu sau khi tom bi vi khudn
Vibrio parahaemolyticus tan cong.
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