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TOM TAT

Vi khuén Vibrio dugc xac dinh 14 nguyén nhan gay bénh hoai tir gan tuy cip tinh trén tom (AHPND). Bénh nay
thuong xuat hién ¢ tom su va tom thé khoang 20 - 30 ngay sau khi tha gidng, ti 18 chét c6 thé 1én dén 100% &
nhitng ao nhiém ning, nguoi dan thudng phai xir Iy bang cach xa bo ao nudi. Bénh AHPND 1a mot trong nhiing
mdi lo ngai 16n ciia nganh nudi tom trén toan thé gisi. Hai gene Pird va PirB cua cac ching vi khuan Vibrio spp.
chiu trach nhiém chinh trong gdy ra bénh hoai tir gan tuy cap tinh trén tom. Trong nghién ciru ndy, sau khi chén
gene PirAd vio vector pQE30 va tién hanh bién nap thanh cong vao té bao E. coli M15. Dé tién t6i biéu hiéu co
hidu quéa gene Pird trong chung E. coli M15, nhiém vy dau tién 1a nghién clru tim ra dugc cac diéu kién nubi céy
phu hop cho qua trinh sinh truong cua chung E. coli M15 mang plasmid tai t6 hop POE30/Pird. Ching t6i da t6i
uu hoa diéu kién sinh truong cua chung E. coli MI15 tai t6 hop v& moi truong nudi cay, ty 1¢ tiép giéng ban dau,
toc do lac Két qua thu dugc cho thiy, chung E. coli M15 tai t6 hop sinh trudng tot trong mdi truong LB voi ty 1&
tiép giéng ban dau 1a 4%V va tdc d6 1ic 250 vong/phit.

Tir khéa: Bénh hoai tir gan tuy cap tinh (AHPND), E. coli M15 tai t6 hop, gene Pird, sinh trudng ciia E. coli M15.

MO PAU

Bénh hoai t& gan tuy cAp tinh (Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease - AHPND) la mét bénh trén tém do vi
khuan Vibrio gay ra. Bénh nay xuét hién & tébm st va tdm thé khoang 20 - 30 ngay sau khi tha gibng c6 thé dan
dén ty lé tdm chét Ien dén 100% va gay nhirng tdn that kinh té dang ké cho nghé nuéi tém, khi nhiém bénh tém
c6 d4u hiéu & dd, bd &n, gan tuy teo va cé mau sac nhot nhat, kém theo dé 1a nhitng d4u hiéu khac nhw mém
v8, sAm mau va cé ddm trén vé dau ngwc, phan tich mé hoc thi cho thy bénh anh hwéng chd yéu & gan tuy clia
tom (Lightner et al., 2012).

Bénh AHPND I&n dau tién dwoc phat hién & Trung Québc vao ndm 2009 va lan truyén khap Béng Nam A, nhu:
Thai Lan, Viét Nam, Malaysia va Philippines (Leafio, Mohan, 2012; Lightner et al., 2013). Pén nam 2013, can
bénh nay da xay ra & Mexico va & chau My Latinh tir ndm 2013 va ndm 2015 (Han et al., 2015). O Viét Nam ndm
2010, bénh AHPND dwoc ghi nhan & cac tinh nhw Ninh Thuan (16 ha), Soc Trang (1,719 ha), Bac Liéu (346 ha)
va Ca Mau (3,493 ha) (Hien et al., 2016). Sau d6, bénh nay tiép tuc xay ra va lan réng dén 19 tinh thanh nam
2012, 22 tinh thanh ndm 2015, 25 tinh thanh ndm 2017 vé&i dién tich nudi tdm bi nhiém bénh 1an lwot twong tng
la 28.005 ha, 9.284 ha va 6.793 ha, 1am giam dang ké san lwgng t6m nudi clia Viét Nam (Hien et al., 2016; Dang
etal., 2018).

Tac nhan chinh gay bénh AHPND trén tom dwoc xac dinh 1a do cac chdng vi khudn Vibrio, nhw: Vibrio
parahaemolyticus (Tran et al., 2013; Nguy&n Van Khanh et al., 2019), V. campbellii (Han et al., 2017), V. harveyi
(Kondo et al., 2015), V. owensii 1a tac nhan gay bénh AHPND (Liu et al., 2018). Cac chdng vi khuan nay déu cé
cha hai gene PirA va PirB ma hoa cho protein déc t6 nhi phan PirAB, dwoc chivng minh 1a yéu té doc luc cla
bénh nay (Han et al., 2015). Viéc san xuét protein PirA va PirB theo con dwdng tai t6 hop khong chi la nguyén
lidu khang nguyén cho cac nghién clru phat trién cac ché phdm phong tri bénh ma con s dung cho muc dich
chan doan va cac nghién ctu khac. Vat chu E. coli dwgc st dung phé bién trong tdng hop protein tai té hop do
¢6 nhiéu wu diém nhu dé nudi cdy, sinh trwdng nhanh, cac dac diém di truyén dwoc nghién ctvu day da, cé nhiéu
loai vector tao dong, d& dang thu nhan protein muc tiéu (Kaur et al., 2018). Khi mé6t hé théng biéu hién ti wu thiét
lap, dé& tang san lwong trong san xuét protein tai td hop c6 thé dwoc ting cwdng bang cach tang nang suét tdng
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hop protein trén mdi té bao trén mét don vi thoi gian (nang suét cu thé) hodc bang cach tang mat do té bao trén
moi don vi thoi gian (nang suat té bao) (Vaz et al., 2011).

Trong bai b&o nay, ching t6i trinh bay két qué khao sat anh hwéng ciia méi trwéng nudi cay, ty 1é tiép gibng ban
dau, tc d6 lac dén sy sinh trwdng cla ching vi khuan E. coli M15 mang plasmid tai t& hop pQE30/PirA dé xac
dinh mét sb yéu té thich hop cho sw sinh trwdng clia chiing E. coli M15 tai t6 hogp nham tang néng suét té bao
trong qua trinh san xuét protein tai t hop PirA.

NGUYEN VAT LIEU VA PHUONG PHAP
Vat liéu nghién ciru
- Chiing E. coli M15 (Qiagen, Burc) tai td hop mang vector biéu hién pQE30 (Qiagen, Birc) chiva gen PirA dwoc

phan lap tlr ching Vibrio parahaemolyticus K5 gay bénh AHPND trén tém thé chan trdng (Nguyén Van Khanh et
al., 2019).

- Mot sb hoéa chét chi yéu dwoc sl dung trong nghién clru: tryptone (Biobasic, My), peptone (Biobasic, My),
Yeast Extract (Biobasic, My), NaCl (Merck, Bic), KCI (Merck, Bic), MgClz (Merck, Birc), MgSO4 (Merck, Birc),
KoHPOs (Merck, Buc); KHoPO4 (Merck, Buc), glycerol (Merck, Bic), Ampicillin (Biobasic, My), Kanamycin
(Biobasic, My).

B6 tri thi nghiém

Céc thi nghiém dwoc bé tri trong cac 6ng nghiém loai 30 mL, trong d6 chira 05 mL méi treong duoc khao sat, cé
bd sung ampicillin 100 pg/mL va kanamycin 50 ug/mL, méi nghiém thirc 1&p lai 03 1an. Gjéng vi, khuén E. coli M15
tai td hop da dwoc hoat héa sau 12 gi® nudi trong moi treeorng LB, & nhiét do phong va toc do lac 180 vong/phut.

* Thi nghiém 01: Anh hwéng cta cac méi trrong nudi cdy dén sw sinh triréng cua té bao E. coli tai té hop

Chung t6i tién hanh khao sat 04 moi truong: LB (Sambrook, Russell, 2001) SOB (Hanahan, 1983); TB
(Sambrook, Russell, 2001) va YJ (Yang et al., 2008). Giong vi khuén E. coli M15 tai t& hop duoc cap vao moi ong
nghiém véi ty Ié tiép gidong 10%V, dwoc nudi trong ta lac nudi cay vi sinh vat & nhiét d phong, téc do lac 180
vong/phdt.

* Thi nghiém 02: Anh huwéng cua ty 1é tiép giéng ban ddu dén sw sinh truréng cua té bao E. coli tai té hop

Thi nghiém nay duwoc tién hanh véi 08 ty 16 thé tich tiép gibng khac nhau lan luot 1a 0,1%, 0,5%, 1%, 2%, 3%,
4%, 5% va 10%. Méi treong nudi cay thich hop da khao sat & thi nghiém 01. Giéng vi khuan E. coli M15 tai t6
hop duwgc cap vao moi 6ng nghiém theo ty 1€ phan tram thé tich & cac nghiém thire thi nghiém, dwoc nuéi trong
td lac nudi cay vi sinh vat & nhiét dé phong, toc do lac 180 vong/phut.

* Thi nghiém 03: Anh huéng cua téc do Idc dén sw sinh trudng cia té bao E. coli téi té hop

Chung i tién hanh khao sat voi 03 téc d6 1ac khac nhau: 150, 200 va 250 vong/phit. Mai trwong nudi cay va ty
I& tiép gibng ban diu chon tir thi nghiém 1 va 2. Vi khuan dwoc nudi trong ta lac nudi cay vi sinh vat & nhiét
do phong.

Theo dbi, thu thap sé liéu va cac chi tiéu nghién ctru

- Xé4c dinh méat do té bao: duoc thwe hién gian tiép théng qua do mat dd quang ctia dich huyé&n phu nudi vi khuan
& bwédc séng 600nm (ODgoonm) trén may quang phd hai chum tia U-2910 (HITACHI, Nhat Ban).

- X4y dung dwong cong sinh trirdng: Trong qua trinh nuoi géy, mat dd t& bao dwoc xac dinh sau mdi 2 gid nudi.
Tién hanh xay dwng duwong cong sinh trwdng bang phan meém Microsoft Excel 2013.

Phan tich va xt ly s6 liéu

Céac sb liéu dugc x& ly bang phan mém Minitab version 16.2.0 va Microsoft Excel 2013 dé tinh gia tri trung binh,
dd léch chuan, phan tich ANOVA mét yéu to dé so sanh sy sai khac cia cac nghiém thirc.

KET QUA VA THAO LUAN

Anh hwéng cia méi trvdng nudi ciy dén s sinh trwéng cuia chiing E. coli M15 tai td hop

M&i loai t& bao vi khuan khac nhau sé& cé mdt méi trwdng thich hgp nhét cho sy sinh trwdng. Trong nghién clru
nay, chdng t6i da tién hanh nudi cdy ching E. coli M15 tai td hop mang gene ma héa khang nguyén PirA trén 04
moi trwéng khac nhau (LB, SOB, TB va YJ) trong cung diéu kién ty Ié tiép giébng 10%, sinh trwdng & nhiét do
phong va téc d6 I&c 180 vong/phut. K&t qua thi nghiém dwoc trinh bay & Hinh 1 va Bang 1.
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Hinh 1. Pwong cong sinh trwdng chia chiing E. coli M15 tai td hop & cac méi trwdng khac nhau

Bang 1. Mat dd té bao E. Coli M15 tai td hop & cac méi trwng nudi cay khac nhau

Méi trwong LB SOB B YJ

Mat do té bao ban dau (ODsgonm) 0,316% £ 0,050 0,320% £ 0,050 0,303*+ 0,029 0,303%+ 0,058

Mat do té bao cuc dai sau 18 gi®y

% 6,133+ 0,012 2,527¢ + 0,006 4,423+ 0,006 3,647°+0,015
nudi cay (ODgoonm)

Chu thich: Céc gié tri trén cting mot hang cé céc ki tw (a,b,c, ...) khéc nhau thé hién suw khéc biét c6 y nghia théng ké (p < 0,05).

V&i cung ty 18 tiép giéng ban dau 10%V (ODsoonm = 0,303 - 0,320), sau thdi gian nudi ching téi nhan thay: trong
02 gi®r nudi cay dau & cac méi trwdng dinh dwdng khac nhau té bao E. coli M15 téi t6 hop dang & pha thich nghi,
& giai doan nay mat do té bao & cac méi trudng nudi khac nhau khéng nhidu. Tuy nhién, t&r 04 gid nubi cay tré di
mat do t& bao gika cac mdi twerng nudi bat diu thé hién sw khac biét, mat d6 té bao E. coli M15 tai té hop tang
nhanh nhat & méi truéng LB, tiép dén 1a moi trwdng TB va méi trwdng YJ, cham nhét 1a & mai trwdng SOB. O ca
04 mdi trwérng nudi cy mat do té bao E. coli déu dat cuc dai sau 18 gid nudi cy. Trong do6, méi trwdng LB dat
mat do cuc dai cao nhét 13 ODesoonm = 6,133, tiép dén 1a méi trwdng TB va mai trwdng YJ véi mat dd cuc dai lan
lwot 1a ODeoonm = 4,423 va ODgoonm = 3,647, dat mat d6 cuc dai thdp nhét 14 & mai trung SOB v&i ODgoonm =
2,527. Két qua phan tich phwong sai cho thdy mat d6 cuwc dai cia té bao E. coli M15 tai td hop gitra cac mdi
truéng LB, SOB, TB va YJ sai khac c6 y nghia théng ké& (p < 0,05). Trong cac mai trwéng LB, TB va YJ ching
E. coli M15 tai t6 hop déu co6 pha can bang tr 14 - 18 gid, riéng & méi trwdng SOB pha can bang dién ra tir 16 - 18 gi®
nudi cay. Sau 18 gid nudi cdy, & ca 04 mai trwong khao sat t& bao E. coli M15 tai td hop bwéc vao pha tir vong.

Két qua nghién ctru clia ching t6i phii hop v&i két qud nghién ctru clia Duwong Thu Hwong va ddng tac gia
(2016) cho thdy méi trweng LB cho lwong protein IL-3 tdng hop nhiéu nhat va én dinh, mat d6 té bao thu duwoc
cao nhét (ODsoonm = 1,08) (Dwong Thu Hwong et al., 2016). Theo Binh Thij Bich Lan va ddng tac gia (2016), khi
khao sat toc do sinh trwdng cla chiing E. coli BL21 tai t& hop mang gen ma hoéa khang nguyén 3-1E trén cac méi
truorng khéc nhau (LB, TB, SOC, SOB va YJ) cho thay sau 11 gid nudi cdy, mat do t& bao E. coli dat cao nhat &
moi truong LB (ODgoonm = 2,952) (Pinh Thi Bich Lan et al., 2016). LB la méi trwéng co ban cho sw bidu hién
protein ngoai lai, d& chuan bj, cung cp day du cac peptide, axit amin thiét yéu, cac vitamin va muéi natri cho sy
sinh trwéng cua vi khuan (Dwong Thu Hwong et al., 2016).

Nhw vay, thanh phan va ham lwong cac chét trong cac méi trwéng nudi cdy khac nhau da anh huéng dén sw
sinh trwdng va mat do cwc dai cla ching E. coli M15 tai t& hop mang gene ma héa khang nguyén PirA. Trong
d6, chiing E. coli M15 tai t& hop sinh trwdng tdt nhat & méi trwéng LB nén méi trwéng nay sé dwoc stiv dung cho
céac nghién ctu tiép theo.

Anh hwéng cua ty 18 tiép gidng ban dau dén sw sinh trwdng cta chiing E. coli M15 tai té hop

Ngoai yéu té méi trwong dinh dwdng adnh hwéng truc tiép téi sw phat trién cta vi khuén thi ty 18 tiép giébng ban
dau cling la yéu t6 can duoc xac dinh d& ddm bao cho qua trinh sinh trwéng dién ra hiéu qua, vi mat d6 vi khuén
anh hwéng truc tiép t&i sw canh tranh trong nhu cu dinh duéng, oxy. Khi mat do té bao trong binh nudi cay qua
cao hodc qua thap déu 1am cho té bao sinh trudng kém (Narayanaswamy, 1994). Mat do ban dau thap c6 thé
da&n dén kéo dai pha sinh trwdng log, trong khi dé néu mat dé té bao ban dau cao hon cé thé nhanh chéng dan
dén pha t& vong (Ling et al., 2008). K&t qua nghién ctvu anh hwdng cia ty 1& tiép gidng ban dau téi sw sinh
trwdng va phat trién ctia ching E. coli M15 tai t hop dwoc thé hién & Hinh 2 va Bang 2.
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Hinh 2. Pwéng cong sinh trwdng cua chiing E. coli M15 tai té hop & cac ty 1é tiép gidng ban dau khac nhau

Bang 2. Mat dé té bao E. coli M15 tai td hop & cac ty Ié tiép gidng khac nhau

Ty Ié tiép Mat do té bao ban dau  Mat d6 té bao cwc dai sau 16
gidng (%V) (ODsoonm) gi® nudi cy (ODsoonm)
0,1 0,0032° £ 0,0005 2,2267° £ 0,0153
0,5 0,0158° £+ 0,0025 3,1400¢ + 0,0361
1 0,0317¢° £ 0,0050 3,8967° + 0,0586
2 0,0633% + 0,0100 4,1800° + 0,0300
3 0,0950% + 0,0151 4,2600° + 0,0557
4 0,1267" + 0,0201 4,9900° + 0,0624
5 0,1583° + 0,0252 4,9667° + 0,0777
10 0,3200% £ 0,0500 4,3167° + 0,0252

Chu thich: Céc gié tri trén cting mot cét cé céc ki tw (a,b,c, ...) khéc nhau thé hién sw khac biét c6 y nghia théng ké (p < 0,05).

Ké&t qua nghién clru cho thdy, & cac nghiém thirc thi nghiém chiing E. coli M15 tai té hop dat mat 6 cuc dai sau
16 gid nudi cdy. Mat dd cuc dai tai pha can bang clia t& bao E. coli M15 tai td hop nudi & ty 1& tiép gibng ban dau
4% dat cao nhat (ODegonm = 4,99) sai khac cé y nghia so v&i cac nghiém thirc co ty 1é tiép gibng ban dau 0,1%,
0,5%, 1%, 2%, 3%, 10% (p < 0,05), nhwng khéng sai khac c6 y nghia théng ké v&i nghiém thire co ty 18 tiép gibng
ban dau 5% (ODesoonm = 4,9667) (p > 0,05). Mat dd cwc dai cla té bao E. coli M15 tai td hop & cac nghiém thirc cé
ty 1& tiép giébng ban dau 2% (ODeoonm = 4,18), 3% (ODgoonm = 4,26) va 10% (ODesoonm = 4,3167) khéng c6 sy sai
khac vé mat thdng ké (p > 0,05). Mat dd cuc dai cta t& bao E. coli M15 tai t6 hop & cac nghiém thirc 0,1%
(ODégoonm = 2,2267), 0,5% (ODgoonm = 3,14) va 1% (ODsoonm = 3,8967) sai khac cé y nghia théng ké véi nhau ciing
nhw v&i cac nghiém thive con lai (p<0,05).

O cac 16 mat do té bao E. coli M15 tai t& hop ban dau cang cao, sé lwong té bao c6 co hoi phat trién qua pha log
nhidu hon so v&i cac 16 mat d6 thap, sé lwgng t& bao cang ting nhanh hon vi thé dat mat d6 cuc dai Ién hon.
Nhwng & mat do t& bao E. coli M15 tai td hop cang cao, sw canh tranh vé chét dinh dwéng, oxy cla cac té bao vi
khuan cang nhiéu lam han ché qua trinh hd hép, trao ddi chat, dan dén téc d6 tang trudng va mat dod cuc dai cla
vi khuan & cac 16 ¢ mat do ban diu cao sé thap hon so véi cac 16 cé mat dd thap.

Nhw vay, trong ciing méi truéng LB cac ty Ié tiép gidng khac nhau da cé anh hwdng khac nhau dép kha nang
sinh trwdng clia chfmg'E. coli M1‘5 tai té hop. Vi muc'dich’thu dwoc lwong sinh khoi té bao nhiéu nhat trong mot
mé nuoéi thi ty 1é tiép giong ban dau 4% cho hiéu qua tot nhat.

Anh hwéng cua téc do lac dén dén sw sinh trwdng chia ching E. coli M15 tai té hop

Tbc dd lac anh hwéng nhidu dén sinh trwéng t& bao do anh hwéng dén qua trinh cung cap oxy va chét dinh
duéng. Ham lwong oxy trong méi tréng nudi cdy déng vai trd quan trong trong qua trinh trao déi chat ctia té bao
vi khuén. Mai trwdng 16ng duoc tron déu sé ting tdc d hoa tan cla oxy, ddng thdi tao diéu kién dé dang cho té
bao hap thu chét dinh dwéng. Téc dd sinh trwdng cla té bao sé ting khi tbc do Iac tang trong mét pham vi thich
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hop. Tuy nhién, khi téc do lac qua cao sé& dan dén sy (rc ché sinh trivdng cua té bao vi khuan do té bao bi bién
dang gay nén hién twong tw phan lam chét té bao (Narayanaswamy, 1994; Ziv, 2000).

Trong nghién ctru nay, chang E. coli M15 tai tb hop dugc nudi cdy trong méi treong LB va ty 18 tiép gibng ban
dau 4%V dwoc khdo sat & cac mirc toc d6 lac 150, 200 va 250 vong/phut. Két qua thi nghiém dwoc trinh bay &
Hinh 3 va Bang 3.
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Hinh 3. Pwong cong sinh trwdng ciia chiing E. coli M15 tai td hop & cac téc do lac khac nhau

Bang 3. Mt s6 chi tiéu vé sinh trwdng chia chiing E. coli M15 tai td hop & cac téc do lac khac nhau

Téc dd lac 150 vong/phat 200 vong/phut 250 vong/phut

Mat d6 t& bao ban dau (ODéoorm) 0,1878% £ 0,0148 0,1767% £ 0,0100 0,1900°% £ 0,0087

Mat do t& bao cuc dai (ODsoonm) 3,0189°+ 0.1104 4,7578° + 0.0578 5,6500° £ 0.1624
Thoi gian E. coli dat mat d6 cyc dai (gid) 10 12 14

Chu thich: Céc gié tri trén cting mot hang cé céc ki tw (a,b,c, ...) khéc nhau thé hién suw khéc biét c6 y nghia théng ké (p < 0,05).

T div liéu thi nghiém & Hinh 3 va Bang 3 cho thdy cé su khac nhau vé théi gian dé chiing E. coli M15 tai té hop
dat cwc dai & cac toc d6 lac khac nhau, cu thé: O cac 16 thi nghiém vai tbe dd 1ac 150 vong/phat (10 gid sau khi
nudi cay), 200 vong/phut (12 gi®» sau khi nudi cay) va 250 vong/phat (14 gid sau khi nuéi cay). Mat do cuc dai té
bao vi khuén 1&6n nhét [a & nghiém thirc véi tbc d6 Iac 250 vong/phat (ODggonm = 5,65), tiép dén la nghiém thirc
v6i tbc d6 1&c 150 vong/phit (ODgoonm = 4,7578) va dat thap nhét & nghiém thirc véi te d6 1&c 100 vong/phut
(ODeoonm =3,0189). Két qua phan tich phwong sai cho thdy muwc dd cuc dai clia E. coli M15 tai t6 hop & cac
nghiém thirc sai khac c6 y nghia théng ké (p < 0,05).

Nhin chung, kha nang sinh trwdng cla ching E. coli M15 mang plasmid tai t& hgp pQE30/PirA chiu anh hwéng
dang ké bai doi tbc do6 lac. Toc dd I&c 250 vong/phut cho kha nadng sinh trwdng ctia ching E. coli M15 tai tb hop
t6t nhat.

KET LUAN

Qua nghién ciru anh hwéng ctia mét sd yéu tb anh hudng dén sinh trwdng ctia ching E. coli M15 mang plasmid
tai td hop pQE30/PirA cho théy chiing E. coli M15 tai t& hop sinh trwdng tét nhat trong méi trwdng LB véi mat do
té bao cuc dai dat ODeoonm = 6,133 sau 18 gid nudi cay; ty 1é thé tich tiép gibng ban dau 1a 4%V cho hiéu qua
nudi cay cao nhat véi mat do té bao dat cuwc dai sau 16 gio nudi cay (ODeoonm = 4,99) va tbc do 1&c 250 vong/phat
cho hiéu qua cao nhét sau 14 gi& nudi cdy mat do t& bao dat cuc dai la ODgoonm = 5,65.

Loi cAm on: Nghién ciru nay dwoc tai tro tir Bé Giao duc va Pado tao qua dé tai khoa hoc va cong nghé cdp B¢ (ma 56
CT2018-DHH-04).
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SUMMARY

Vibrio has been defined as a cause of Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND). This disease often
occur in Litopenaeus vannamei and Penaeus monodon about 20 - 30 days after stocking, the mortality is able to
be up 100% in the severe infected ponds, people have to handle by discharging ponds. AHPND is one of the
major concerns of shrimp farming worldwide. The both Pir4 and PirB genes of Vibrio spp. strains are mainly
responsible for causing AHPND in shrimp. In this study, after inserting Pird gene into pQE30 vector and
successfully transformed pQFE30/Pir4 recombinant plasmid into E. coli M15 cells. In order to reach an effective
expression of Pird gene in E. coli M15 cells, first task is to find out suitable culture conditions for the growth of
E. coli M15 strain bringing pQFE30/Pir4 recombinant plasmid. We optimized culture conditions of the E. coli
M15 strain including nutrient media, initial seeding rate and shaking speed. The results showed that the E. coli
M15 strain grew well in LB medium with initial seeding rate of 4%V and shaking speed of 250 rpm.

Keywords: Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND), E. coli M15 recombinant strain, PirdA gene,
growth of E. coli M15.
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