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TÓM TẮT 

Nghiên cứu cung cấp thông tin về đặc điểm hình thái, sinh lý, sinh hóa và di truyền của 25 chủng vi khuẩn  

S. iniae phân lập từ cá chẽm Lates calcarifer bệnh tại các vùng nuôi ở các tỉnh Khánh Hòa, Kiên Giang, Vũng 

Tàu, Quảng Ninh và Hải Phòng. Các đặc điểm sinh hóa được xác định bằng kít API 20 strep, Slidex Strepto Plus 

(BioMerieux, Pháp), các đặc điểm di truyền bao gồm xác định sự hiện diện của 2 gen mục tiêu định danh loài 

lctO và 16S-23S ITS rDNA và 7 gen mã hóa độc tố bằng các cặp mồi đặc hiệu, thực hiện theo chỉ dẫn của nhà 

sản xuất. Kết quả nghiên cứu ghi nhận về đặc điểm hình thái, S. iniae có tế bào hình cầu, nối dài tạo thành chuỗi, 

thuộc Gram dương, khuẩn lạc 1-1,5 mm, có màu xanh đặc trưng khi nuôi cấy trên ChromAgar Streptococcus. 

Phản ứng sinh hóa ghi nhận S. iniae âm tính với oxidase, catalase, VP, HIP, LDC, Bile ESC và SOR; Dương tính 

ESC, PYRA, LAP và TRE; Biến đổi ở các phản ứng PAL, ADH, RIB, ARA, MAN, LAC, INU, RAF, AMD và 

GLYG. Kiểm tra các kiểu huyết thanh theo nhóm Lancefield ghi nhận các chủng đều âm tính; 22 chủng có kiểu 

dung huyết beta (chiếm 88%), chỉ 3 chủng kiểu anpha (chiếm 12%). Các chủng S. iniae phát triển ở độ mặn 0% 

nhưng không phát triển ở 6,5%; Một số ít chủng S. iniae phát triển ở được ở 10˚C, không phát triển ở 45˚C. Về 

đặc điểm di truyền, 100% chủng dương tính với 2 cặp mồi đặc hiệu Lox(F/R) và SP1/SP1 tương ứng với 2 gen 

mục tiêu lctO và 16S-23S ITS rDNA; có 15/25 chủng có từ 3 gen mã hóa độc tố trở lên và chỉ có 1 chủng SiTH1 

hiện diện 6/7 gen khảo sát. Kết quả của nghiên cứu cung cấp dữ liệu khoa học về đặc điểm sinh học, phương 

pháp định danh dựa trên phân tử và các yếu tố quyết định độc lực của vi khuẩn S. iniae. Tuy nhiên, cần tiếp tục 

xác định khả năng gây bệnh thực nghiệm từ các chủng chứa gen độc tố nhằm chọn lựa chủng thích hợp cho sản 

xuất vaccine phòng bệnh do S. iniae ở cá chẽm. 

Từ khóa: Gen độc tố, Lates calcarifer, lctO, 16S-23S ITS rDNA, Streptococcucs iniae.  

MỞ ĐẦU 

Trên thế giới, bệnh do nhóm vi khuẩn Streptococcus spp. đã và đang gây nguy hiểm cho nhiều loài cá nước lợ, 
mặn và nước ngọt, làm thiệt hại kinh tế cho nghề nuôi thủy sản hàng năm lên đến 150 triệu đô la (Romalde et al., 
2009). Trong đó, loài Streptococcus iniae được  áo cáo là tác nhân gây  ệnh cho ít nhất 27 loài cá nước ngọt và 
cá  iển   15 qu c gia  hác nhau thu c 4 châu l c, g m châu Phi, châu  , châu  c và châu  u (Hossain et al., 
2014;  gnew,  arnes, 2007). Trên cá chẽm Lates calcarifer, bệnh do S. iniae được  áo cáo l n đ u tiên vào năm 
1999 tại  c ( romage et al., 1999), tiếp t c xuất hiện năm 2006 (Creeper,  uller, 2006) và tại Thái  an ghi nhận 
bệnh này trên cá chẽm vào năm 2010 (Suanyu  et al., 2010). Tại Việt Nam, phát hiện S. iniae gây bệnh cho cá 
chẽm nuôi l ng tại Khánh Hòa (Hich et al., 2013), tại Thừa Thiên Huế (Trương Thị Hoa et al., 2018) đã gây thiệt 
hại kinh tế lớn cho người nuôi.  ấu hiệu bệnh l  thường gặp   cá  ệnh là  ơi l i  ất thường   g n mặt nước 
hoặc  ơi xoắn, thân tr  nên sẫm màu hơn, xuất huyết   thân, g c vây, hậu môn, mắt l i, đ c. Giải phẫu n i quan 
thường gặp s  t ch dịch    hoang   ng, gan, thận, lách sưng ph , đôi  hi xuất huyết. Bệnh do S. iniae có thể 
gây ra t  lệ chết lên đến 70    giai đoạn cá chẽm gi ng (Suanyu  et al., 2010; Creeper, Buller, 2006). 

S. iniae thu c nhóm Gram dương, tế  ào h nh c u, đường   nh nh  hơn 2  m, thường gh p với nhau thành 
chu i dài nên được gọi là liên c u  huẩn. Đặc điểm sinh hóa đặc trưng của vi khuẩn này là luôn âm t nh với các 
phản  ng catalase, oxidase, VP và indol, nhạy cảm với bacitracin. Tuy nhiên, nếu chỉ d a vào những phản  ng 
sinh hóa truyền th ng sẽ dễ gây nhằm lẫn trong việc định danh loài vi khuẩn này. Và phương pháp sinh học phân 
tử là giải pháp đáng tin cậy. Trong đó, ngoài việc giải trình t  và định danh bằng gen 16S rDNA, các gen m c tiêu 
mang tính bảo t n cao của loài như gen mã hóa lactate oxidase (lctO) (Mata et al., 2004) và ITS rDNA (16S-23S 
rDNA intergenic spacer region)( Zhou et al.,2011) đã được sử d ng định danh loài S. iniae m t cách nhanh 
chóng. Đây được xem là đặc điểm di truyền mang dấu ấn của loài. 

Bên cạnh đó, đặc điểm di truyền của vi khuẩn S.iniae còn thể hiện   việc mang các gen mã hóa đ c t . S  hiện 
diện của các gen này góp ph n đánh giá  hả năng gây  ệnh của các chủng vi khuẩn S. iniae (Baums et al., 2013; 
Deng et al., 2017). M t s  gen liên quan đến yếu t  đ c l c của vi khuẩn S.iniae và cơ chế gây đ c như: gắn kết, 
xâm nhập và thoát kh i quá trình th c bào (gen simA) (Locke et al., 2008);  c chế khả năng th c bào (gen cpsD, 
cpsA, cpsY) (Locke et al., 2008; Lowe et al., 2007); tạo thành tế bào c ng chắc, tr n kh i peptide kháng khuẩn 
(gen pgmA) (Buchanan et al., 2005); gây tổn thương tế bào (gen sagA, sagB) (Locke et al., 2007; Fuller et al., 2002). 

976 



HỘI NGHỊ KHOA HỌC TOÀN QUỐC VỀ CÔNG NGHỆ SINH HỌC 2024 

Như vậy, vi khuẩn S. iniae ch a yếu t  gây đ c quy định b i các gen với các ch c năng đảm nhiệm các vai trò 
khác nhau nhằm th c hiện quá trình xâm nhiễm và gây bệnh cho cá. 

Với m c tiêu sàng lọc chủng vi khuẩn S. iniae phù hợp cho việc sản xuất vaccine phòng bệnh cho cá chẽm, 
nghiên c u này cung cấp dữ liệu về đặc điểm hình thái, sinh lý, sinh hóa và di truyền của 25 chủng vi khuẩn S. 
iniae phân lập từ cá chẽm bệnh nuôi thương phẩm trên nhiều v ng địa lý khác nhau tại Việt Nam.  

NGUYÊN LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Vi khuẩn nghiên cứu  

Vi khuẩn nghiên c u g m 25 chủng S. iniae có ngu n g c phân lập từ cá chẽm bệnh tại Khánh Hòa, Kiên Giang, 
Vũng Tàu, Quảng Ninh, Hải Phòng, được lưu giữ tại Phòng Công nghệ sinh học và vắc xin thủy sản- Viện Nghiên 
c u Nuôi tr ng Thủy sản III. Tất cả các chủng S. iniae nghiên c u được định danh bằng phương pháp so sánh 
trình t  gen 16S rDNA với các trình t  tham chiếu có sẵn trên GenBank, nhờ công c  nucleotide-BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), tỉ lệ tương đ ng từ 96-100%. 

Chủng chuẩn S. iniae  TCC29178 ( SMZ, Đ c). 

Phƣơng pháp nghiên cứu 

Nghiên cứu đặc điểm sinh thái, sinh lý, sinh hóa vi khuẩn 

Các chủng vi khuẩn được nuôi ph c h i, tăng sinh trong môi trường BHI broth hoặc TSB (bổ sung 1,5% NaCl) 
(Merc , Đ c)    28 – 30 

o
C trong 24-36 h sử d ng cho nghiên c u. Hình thái vi khuẩn được xác định qua tiêu bản 

nhu m Gram dưới kính hiển vi (CX31J, Olympus)   đ  phóng đại 1.000 l n và khuẩn lạc trên các môi trường 
tổng hợp  HI , TS  và môi trường đặc trưng CHROMagar Streptococcus (CHROMagar, Pháp). Các chỉ tiêu sinh 
hóa được xác định bằng b  kít API 20 strep (BioMerieux, Pháp) th c hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất. Các 
đặc điểm cơ  ản khác g m catalase, oxidase, khả năng  hử carboxyl của lysin (LDC) và thủy giải esculine (Bile 
ESC) xác định bằng kít test (Công ty Nam Khoa). Khả năng chịu mu i, chịu nhiệt d a trên tăng sinh của vi khuẩn 
trên môi trường BHI. Khả năng dung huyết của vi khuẩn được khảo sát trên môi trường thạch máu (Blood agar 
base – BA, Difco) bổ sung 1,5 % NaCl và 5 % máu th . Kiểu huyết thanh được xác định bằng phản  ng ngưng 
kết miễn dịch theo phương pháp của Lancefield bằng b  kít Slidex Strepto Plus (BioMerieux, Pháp). Các phản 
 ng được th c hiện đ ng thời với chủng chuẩn  TCC29178 ( SMZ, Đ c) trong c ng điều kiện. 

Phƣơng pháp nghiên cứu đặc điểm di truyền vi khuẩn 

Vi  huẩn sau  hi nuôi tăng sinh được ly tâm   6.000 rmp/10 phút/4
o
C. Thu h i ph n vi  huẩn  ết lắng, tiến hành 

tách chiết  N   ằng     ít GeneJET Genomic DNA Purification (Thermo, Mỹ), các  ước theo hướng dẫn của 
nhà sản xuất, sản phẩm  N  sử d ng cho các phản  ng PCR sau. 

Khảo sát s  hiện diện các đoạn gen đặc trưng của vi khuẩn S. iniae, g m đoạn gen ITS rDNA và lactate oxidase 
(lctO), thông tin chi tiết   Bảng 1. 

Bảng 1. Thông tin các đoạn gen khảo sát và phản ứng PCR 

Gen Tr nh t  m i (5'-3') Phản  ng PCR 
K ch thước 
sản phẩm ( p) 

Ngu n tham 
 hảo 

ITS 

rDNA 

SP1-GAAAATAGGAAAGAGACGCAGTGTC 

SP2- CCTTATTTCCAGTCTTTCGACCTTC 

Tổng thể t ch 25 µ  với vòng lặp 35 
chu  ỳ g m 94

o
C trong 1 phút, 

60
o
C trong 1 phút và 72

o
C trong 1 

phút. Hoàn tất   o dài mạch   
72

o
C trong 5 phút.  

377 
Zhou et al. 
(2011) 

lctO 
LOXF- AAGGGGAAATCGCAAGTGCC; 

LOXR- ATATCTGATTGGGCCGTCTAA 

Tổng thể t ch 25 µ  với vòng lặp 35 
chu  ỳ g m 94

o
C trong 1 phút, 

58
o
C trong 1 phút và 72

o
C trong 1 

phút. Hoàn tất   o dài mạch   
72

o
C trong 5 phút.  

870 
Mata et al. 
(2004) 

Các gen mã hóa protein đ c t  của S. iniae, bao g m simA, pdi, pgm, cpsD, scpI, sagA và cpsA được khảo sát 
bằng phản  ng PCR với các cặp m i tương  ng. Thông tin chi tiết được trình bày   Bảng 2. 
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Bảng 2. Thông tin phản ứng PCR khuếch đại gen mã hóa độc tố 

Điện di sản phẩm PCR  èm theo thang chuẩn 1 K  trên gel agarose 1,5  trong dung dịch đệm T E 1X   110 
Volt trong 20 phút. Đọc  ết quả điện di trên máy soi gel UV,  iểm tra s  có mặt của sản phẩm PCR tương  ng 
với   ch thước sản phẩm.  

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Đặc điểm hình thái, sinh lý, sinh hóa của vi khuẩn S. iniae 

Hình thái vi khuẩn S. iniae qua tiêu bản nhu m Gram cho thấy tế bào bắt màu xanh tím (thu c Gr +), hình c u, 
kết n i thành dạng chu i. Khuẩn lạc vi khuẩn S. iniae trên môi trường ChromAgar Streptococcus có màu xanh 

đặc trưng, h nh tròn, l i,  óng, đường kính từ 1-1,5 mm sau 48 giờ nuôi   nhiệt đ  30
o
C (H nh 1). Đặc điểm sinh 

hóa của 25 chủng S. iniae cho thấy âm tính với oxidase, catalase, VP, HIP, LDC, Bile ESC và SOR;  ương t nh 
với ESC, PYRA, LAP và TRE; Biến đổi   các phản  ng PAL, ADH, RIB, ARA, MAN, LAC, INU, RAF, AMD và 
GLYG. Kiểm tra các kiểu huyết thanh theo nhóm Lancefield A, B, C, D, F, G của 25 chủng S. iniae ghi nhận đều 

âm tính; 22 chủng có kiểu dung huyết beta (chiếm 88%), 3 chủng có kiểu anpha (chiếm 12%). Về khả năng chi  
nhiệt, 25 chủng S. iniae phát triển được khi nuôi cấy   32˚C, m t s  ít phát triển được   10˚C,  hông phát triển   
45˚C. Về khả năng chịu mu i cho thấy 25 chủng S. iniae  phát triển được   đ  mặn 0   nhưng  hông phát triển 
  đ  mặn 6,5  . Đặc điểm hình thái, sinh lý, sinh hóa của 25 chủng vi khuẩn S. iniae so sánh với chủng chuẩn 

 TCC29178 được tổng hợp   Bảng 3. 

  
Hình 1. Đặc điểm hình thái vi khuẩn S. iniae  

(Khuẩn lạc trên môi trường TSA (A); BHIA (B); ChromStrep (C), Gram (D); Dung huyết beta (E)) 
  

Gen Trình t  m i (5
’
-3

’
) 

K ch thước sản 
phẩm (bp) 

Chu trình nhiệt phản  ng 
PCR 

Ngu n tham khảo 

simA 
F- AATTCGCTCAGCAGGTCTTG 

R- AACCATAACCGCGATAGCAC 
994  

Biến tính   94
o
C/ 2 phút; 

30 chu kỳ: 94
o
C/1phút, 

58
o
C/ 1 phút, 72

o
C/ 1 

phút; Hoàn tất kéo dài 
mạch   72

o
C/ 2 phút. 

Baums  et al. (2013) 

Deng  et al. (2017) 

pdi 
F- TTTCGACGACAGCATGATTG 

R- GCTAGCAAGGCCTTCATTTG 
381  

pgm 
F- TATTAGCTGCTCACGGCATC 

R- TTAGGGTCTGCTTTGGCTTG 
713 

cpsD 
F-TGGTGAAGGAAAGTCAACCAC 

R-TCTCCGTAGGAACCGTAAGC 
534  

scpI 
F- GCAACGGGTTGTCAAAAATC 

R- TTAGGGTCTGCTTTGGCTTG 
822 

sagA 
F-AGGAGGTAAGCGTTATGTTAC 

R-AAGAAGTGAATTACTTTGG 
190  

cpsA 
F-ACGCAACTGACGAGTGTGAC  

R- GATCGCGACACCGAACTAAT 
353  

Biến tính   94
o
C/ 5 phút; 

30 chu kỳ: 94
o
C/ 1 phút, 

58
o
C/ 30 giây, 72

o
C/ 40 

giây; Hoàn tất kéo dài 
mạch   72

o
C/10 phút. 

Park et al. (2010) 

A B C D E 
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 ảng 3. Đặc điểm các chủng S. iniae phân lập từ cá chẽm bệnh 

Các phản ứng kiểm tra ATCC 29178 
Tỷ lệ kiểm tra trên 25 chủng (%) 

Dƣơng Âm Hình thái 

Đặc điểm cơ 
 ản 

H nh dạng tế  ào 
Tế  ào c u chu i, rải rác có tế 

 ào hơi ovan 
  

Tế  ào c u chu i, rải rác có 
tế  ào hơi ovan 

Gram + 100   

Kiểu dung huyết Β 88 12 22/25  iểu β; 3/25  iểu α. 

Khuẩn lạc trên 
Chrom Strep 

Xanh lá đậm, l i tròn,  óng, 
đường   nh 1-1,5mm. 

  
Xanh lá đậm, l i tròn,  óng, 

đường   nh 1-1,5mm. 

Khuẩn lạc trên 
TSA 

Trắng đ c, đường   nh 1-1,5 
mm. 

  
Trắng đ c, đường   nh 1-1,5 
mm. 

Oxidase -  100  

Catalase -  100  

LDC -  100  

Bile ESC -  100  

Khả năng  
chịu nhiệt 

10˚C - 20 80  

32˚C + 100   

45˚C -  100  

Khả năng  
chịu mu i 

0 % + 100   

6,5 % -  100  

Đặc điểm sinh 
hóa kiểm tra 

bằng kít API 20 
STREP 

VP -  100  

HIP -  100  

ESC + 100   

PYRA + 100   

αG   -  100  

βGUR - 16 84  

βG   -  100  

PAL - 80 20  

LAP + 100   

ADH + 80 20  

RIB + 88 12  

ARA - 8 92  

MAN + 16 84  

SOR -  100  

LAC - 8 92  

TRE + 100   

INU - 8 92  

RAF - 8 92  

AMD + 84 16  

GLYG - 80 20  

So sánh với các nghiên c u khác về S. iniae phân lập từ cá chẽm bệnh   Huế (Trương Thị Hoa et al., 2018),   
Khánh Hòa (Hich et al., 2013) hay S. iniae phân lập trên cá rô đ ng tại Đ SC  (Từ Thanh Dung et al., 2013) 
cũng cho  ết quả tương t    ph n lớn các phản  ng sinh hóa. M t vài khác biệt về khả năng chịu nhiệt và chịu 
mặn, c  thể, 100% chủng S. iniae phân lập từ cá chẽm tại Huế phát triển được   10

o
C và không phát triển được 

  0  (Trương Thị Hoa et al., 2018); Hay 100% chủng S. iniae phân lập từ cá rô đ ng phát triển được   đ  mặn 
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6,5% (Từ Thanh Dung et al., 2013). Trong khi chủng thu c nghiên c u này phát triển được   0  nhưng  hông 
phát triển   6,5%, nhiệt đ  10

o
C chỉ m t s  ít phát triển, đa s  không phát triển. S  khác biệt này có thể do khác 

biệt về địa lý ngu n g c phân lập và cả ký chủ.  

Theo Lau et al. (2003), Buller (2004) việc định danh S.iniae bằng các b  kít sinh hóa thường nh m lẫn với loài S. 
dysgalactiae subsp. equisimilis do đa s  các đặc điểm sinh hóa của 2 loài vi khuẩn này rất gi ng nhau. Hơn nữa, 
cho đến nay, S. iniae  hông có trong cơ s  dữ liệu định danh của các b  kít API 20 strep hay Rapid ID 32 Strep 
(Lau et al., 2003; Agnew, Barnes, 2007). Chính vì thế, kết hợp th c hiện giải trình t  gen 16S rDNA hoặc khảo 
sát gen đặc hiệu loài S. iniae bằng PCR là giải pháp t i ưu nhằm định danh chính xác loài này.  

Đặc điểm di truyền của vi khuẩn S. iniae 

Kết quả khảo sát gen đặc hiệu định danh S. iniae 

Bên cạnh phương pháp giải trình t  gen 16S rDNA của vi khuẩn S. iniae, phương pháp PCR với cặp m i đặc 
hiệu với đoạn gen m c tiêu ITS rDNA và lctO là hai gen mang tính bảo t n cao giúp cho việc định danh loài 
nhanh và hiệu quả nhất (Mata et al., 2004; Zhou et al., 2011). Kết quả điện di sản phẩm PCR với 2 cặp m i đặc 
hiệu SP1/SP2 và LOXF/LOXR trên mẫu DNA tổng s  của 25 chủng S. iniae nghiên c u cho thấy 100% các 
chủng đều hiện diện hai đoạn gen m c tiêu ITS rDNA và lctO với   ch thước sản phẩm PCR tương  ng khoảng 
377 bp và 870 bp (Hình 2).  

 

Hình 2. Điện di sản phẩm PCR các chủng vi khuẩn với 2 cặp mồi  SP1/SP2 và LoxF/R   
(M. 100bp ladder (Phusagennomics); 1. Chủng chuẩn; 2. SiTH1; 3. SiTH6; 4.SiTH19; 5. SiTH25; -. Mẫu nước cất) 

M t vài nghiên c u trước đây cũng cho  ết quả PCR dương t nh với cặp m i đặc hiệu  oxF/loxR đ i với các 
chủng S. iniae như Creeper,  uller (2006), Suanyuk và đ ng tác giả (2010), Rodkhum và đ ng tác giả (2012). 
Năm 2011, Zhou và đ ng tác giả (2011) đã thiết kế m t cặp m i đặc hiệu d a trên trình t  đoạn gen 16S-23S ITS 
rDNA để định danh nhanh loài S. iniae. Và cặp  m i này chỉ đặc hiệu cho loài S. iniae, không tạo ra sản phẩm 
PCR đ i với DNA của các loài  hác c ng chi như Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae, S. parauberis và m t 
s  loài dễ nh m lẫn như Lactococcus garveiae, Photobacterium damselae subsp. piscicda, Nocardia seriolae, 
Lactococcus lactis, Staphylococcus aureus, Vibrio alguillarum, Aeromonas hydrophila. Từ đó cho thấy hai cặp 

m i đặc hiệu này mang lại hiệu quả cao và đáng tin cậy trong định danh nhanh vi khuẩn S. iniae. 

Kết quả khảo sát gen mã hóa độc tố  

Vi khuẩn S. iniae ch a yếu t  gây đ c quy định b i các gen đảm nhiệm các vai trò khác nhau nhằm th c hiện 
quá trình xâm nhiễm và gây bệnh cho cá. Trong nghiên c u này, khảo sát các gen mã hóa đ c t  trên 25 chủng 
S. iniae phân lập từ cá chẽm bệnh, kết quả minh ch ng s  hiện diện các gen đ c t    Hình 3 và th ng kê t n 
suất phát hiện các gen   các chủng phân lập từ cá nuôi tại các vùng khác nhau thể hiện   Bảng 4. 

Bảng 4. Kết quả khảo sát gen mã hóa độc tố của 25 chủng S. iniae 

Số gen 
phát hiện 

0 gen 1 gen 2 gen 3 gen 4 gen 5 gen 6 gen 7 gen Tổng 

S  chủng  4 5 1 6 4 4 1 0 25 

T  lệ   16 20 4 24 16 16 4 0 100 

Tên 
chủng  

SiTH15; 

SiTH16; 

SiTH20; 

SiTH21 

SiTH17;SiTH18; 

SiTH22;SiTH23; 

SiTH24 

SiTH7 

SiTH5 

SiTH6 
SiTH8 

SiTH9 
SiTH11 
SiTH12 

SiTH10 

SiTH13 
SiTH14 

SiTH19 

SiTH2; 
SiTH3; 
SiTH4; 
SiTH25 

SiTH1   

Ngu n 
g c phân 
lập 

Kiên 
Giang; 

Vũng Tàu 

Kiên Giang; Vũng 
Tàu, Quảng Ninh 

Cam Lâm- 
Khánh Hòa 

Ninh Hòa- 
Cam Lâm- 
Nha Trang- 
Khánh Hòa 

Khánh Hòa; 
Kiên Giang 

Vạn Ninh- 
Khánh Hòa; 
Hải Phòng 

Vạn Ninh- 
Khánh Hòa   
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Hình 3. Kết quả khảo sát các gen mã hóa độc tố ở chủng vi khuẩn S. iniae SiTH1  
(simA (M-like protein SiM): Kết dính, xâm nhập, phát triển; pdi (Peptidoglycan deacetylase): Bảo vệ chống lại sự phân giải 

lysozyme; pgm (Phosphoglucomutase): chống lại enzyme, peptide kháng khuẩn; sagA (Streptolysin S): Tổn thương tế bào vật 
chủ; cpsA, cpsD, scpI (Polysaccharide ngoại bào): Thoát khỏi hiện tượng thực bào). 

Nhiều nghiên c u đã ch ng minh vi khuẩn S.iniae ch a yếu t  gây đ c quy định b i các gen với các ch c năng 
đảm nhiệm các vai trò khác nhau nhằm th c hiện quá trình xâm nhiễm và gây bệnh cho cá. Cơ chế gây đ c thể 
hiện qua các đặc tính do các gen quy định như: Quy t  và kết dính vào tế bào vật chủ, xâm nhập và phát triển 
(M- like protein SiM, simA); Gây tổn thương tế bào vật chủ (gen streptolysin S (sagA; sagB)); Vượt qua hệ th ng 
miễn dịch, thoát kh i hiện tượng th c bào và t n tại trong tế bào miễn dịch (lớp bao nang polysaccharide ngoại 
bào; gen cpsA, cpsY, cpsD); Ch ng lại các enzyme và peptide kháng khuẩn (enzyme phosphoglucomutase 
(pgm); Bất hoạt tín hiệu các phân tử miễn dịch của vật chủ (protease v  tế bào (cepI)); Điều hòa gen đ c l c 
(cpsY) (Locke et al., 2008; Locke et al., 2007; Buchanan et al., 2005). Kết quả   Hình 3 cho thấy s  hiện diện của 
các gen này có   các chủng vi khuẩn S.iniae phân lập trên cá chẽm bệnh tại Việt Nam. 

Về t n suất phát hiện, kết quả khảo sát   Bảng 4 cho thấy, đa s  các chủng có từ 3 gen đ c t  tr  lên (15/25 
chủng) và chỉ có 1 chủng ch a 6/7 gen khảo sát (SiTH1). Chủng ch a s  lượng gen đ c t  càng nhiều có liên 
quan đến khả năng xâm nhập gây bệnh cho cá bằng các cơ chế và m c đ  gây hại cũng  hác nhau. M t chủng 
ch a đa dạng các gen đ c t  luôn là  ng viên t t cho việc sàng lọc tuyển chọn chủng đại diện nghiên c u sản 
xuất vaccine. Xét về ngu n g c phân lập, kết quả   Bảng 4 cho thấy đa s  các chủng ch a gen đ c t  phân lập 
từ cá chẽm bệnh nuôi tại Khánh Hòa, vài chủng tại Kiên Giang, Hải Phòng. Các chủng phân lập từ Vũng Tàu 
không phát hiện gen đ c t . Baums et al. (2013) khảo sát gen đ c t  của chủng S. iniae K288 phân lập từ cá rô 
phi sông Nile (Oreochromis niloticus), cho thấy hiện diện của 6 gen mã hóa đ c t  (simA, scpI, pdi, pgm, cpsD và 
sagA). Tương t , Deng và đ ng tác giả (2017) cũng phát hiện 6 gen mã hóa đ c t  này trên 2 chủng S. iniae 
Ab130920 và S. iniae Ab131025 phân lập từ cá t m Siberian (Acipenser baerii) tại Trung Qu c. Các nghiên c u 

này cũng  hẳng định các chủng ch a đa s  gen đ c t  thường là những chủng có đ c l c cao khi cảm nhiễm 
th c nghiệm trên cá khoẻ.  

KẾT LUẬN 

Vi khuẩn S. iniae thu c Gr +, hình c u, kết n i thành dạng chu i; Khuẩn lạc S. iniae trên môi trường ChromAgar 

Streptococcus có màu xanh đặc trưng, hình tròn, l i,  óng, đường kính từ 1-1,5 mm sau 48 giờ nuôi   nhiệt đ  
30

o
C; S. iniae âm tính với oxidase, catalase, VP, HIP,   C,  ile ESC và SOR;  ương t nh ESC, PYR ,   P và 

TRE; Biến đổi   các phản  ng PAL, ADH, RIB, ARA, MAN, LAC, INU, RAF, AMD và GLYG; Kiểm tra các kiểu 
huyết thanh theo nhóm Lancefield A, B, C, D, F, G, các chủng  S. iniae đều ghi nhận âm tính; 22 chủng có kiểu 
dung huyết beta (chiếm 88%), 3 chủng có kiểu anpha (chiếm 12%); Các chủng  S. iniae phát triển được đ  mặn 
0%, m t s  ít phát triển   10

o
C, trong khi không phát triển được   45˚C, đ  mặn 6,5%. 

100% các chủng S. iniae dương t nh trong phản  ng PCR với 2 cặp m i đặc hiệu  ox(F/R) và SP1/SP1 tương 
 ng với 2 gen m c tiêu lctO và 16S-23S ITS rDNA. Kết quả khảo sát s  hiện diện của 7 gen mã hóa đ c t  cho 

thấy 15/25 chủng có từ 3 gen mã hóa đ c t  tr  lên và chỉ có 1 chủng SiTH1 có 6/7 gen  hảo sát. Kết quả của 
nghiên c u là cơ s  để tuyển chọn chủng đại diện nghiên c u sản xuất vaccine. C n tiếp t c đánh giá  hả năng 
gây  ệnh trên cá  hoẻ   những chủng ch a nhiều gen đ c t  nhằm chọn chủng th ch hợp sản xuất vaccine 
phòng  ệnh cho cá chẽm. 

Lời cảm ơn: Nghiên cứu trên là một phần kết quả thuộc đề tài “Nghiên cứu chế tạo vaccine vô hoạt phòng bệnh do 

Streptococcus iniae ở cá chẽm Lates calcarifer”, do Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn đã cấp kinh phí và Viện nghiên 

cứu nuôi trồng thủy sản III chủ trì thực hiện. Nhóm tác giả xin bày tỏ lòng biết ơn đến sự hỗ trợ kinh phí và cho phép sử 

dụng số liệu thuộc nghiên cứu này. 
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BIOCHEMICAL AND GENETIC CHARACTERISTICS OF STREPTOCOCCUS 
INIAE CAUSING POP-EYE  DISEASE IN SEA BASS LATES CALCARIFER 
(BLOCH, 1790) 

Nguyen Thi Thanh Thuy, Nguyen Thi Que Chi, Le Hong Tuan, Nguyen Van Hung 

Research Institute for Aquaculture No.3 

SUMMARY 

The study provides information on the morphological, physiological, biochemical, and genetic characteristics of 

25 strains of S. iniae isolated from diseased seabass Lates calcarifer in farming areas in provinces of Vietnam 

such as Khanh Hoa, Kien Giang, Vung Tau, Quang Ninh, and Hai Phong. Biochemical characteristics were 

determined using API 20 strep kit, Slidex Strepto Plus (BioMerieux, France); Genetic characteristics included 

determining the presence of 2 target genes lctO and 16S-23S ITS rDNA and 7 genes encoding toxins using 

specific primer pairs, following the manufacturer's instructions. Research results recorded that in terms of 

morphological characteristics, S. iniae has spherical cells, elongated to form chains, is Gram-positive, colonies 

with 1-1.5 mm diameter, and a typical green color on ChromAgar Streptococcus medium. Biochemical reactions 

showed that S. iniae strains were negative for oxidase, catalase, VP, HIP, LDC, Bile ESC and SOR; Positive 

ESC, PYRA, LAP, and TRE; Variabilities in PAL, ADH, RIB, ARA, MAN, LAC, INU, RAF, AMD and GLYG 

reactions. Lancefield serotype testing was negative in all strains; Most strains had a beta hemolytic type (88%), 

some strains had an alpha hemolytic type (12%). S. iniae grew at 0% salinity but not at 6.5%; A few grew at 

10˚C, but do not grew at 45˚C. Regarding genetic characteristics, 100% of strains were positive with 2 specific 

primer pairs Lox(F/R) and SP1/SP1 corresponding to 2 target genes lctO and 16S-23S ITS rDNA; There are 

15/25 strains with more than three toxin-encoding genes and only SiTH1 strain has presented 6/7 surveyed 

genes. The results of the study provides basic scientific data on the biological characteristics, molecular-based 

identification and virulent factors of S. iniae bacteria. Furthermore, it is necessary to continue to determine the 

experimental pathogenicity of strains containing toxin genes in order to select suitable strains for vaccine 

production against S.iniae on seabass. 

Keywords: Toxin-encoding genes, Lates calcarifer, lctO, 16S-23S ITS rDNA, Streptococcucs iniae. 
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