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Vi rút đốm trắng (WSSV) là tác nhân gây bệnh ảnh hưởng nghiêm trọng đến sản lượng tôm nuôi. Mục đích chính của nghiên cứu này nhằm xác định tôm gai (Exopalaemon carinicauda) có phải là vector lan truyền bệnh đốm trắng ở tôm hay không. Áp dụng phương pháp gây nhiễm bằng hình thức ngâm của Chen et al., (2004) và kỹ thuật PCR phân tích WSSV. Kết quả nghiên cứu cho thấy: tôm gai có ADN được nhận dạng giống tôm Exopalaemon carinicauda (100%) với cặp mồi COI. E. carinicauda nhiễm WSSV và WSSV lan truyền từ E. carinicauda sang tôm thẻ sau 5 ngày khi được nuôi trong cùng điều kiện môi trường. E. carinicauda không có biểu hiện bất thường, phản xạ nhanh khi cơ thể nhiễm WSSV. Điều này cho thấy, tôm gai là vector mang WSSV và là nguồn lây nhiễm WSSV cho tôm nuôi trong ao. 

Từ khóa: Tôm gai (Exopalaemon carinicauda), véc tơ truyền bệnh, WSSV
1. Mở đầu

Vi rút đốm trắng (White Spot Syndrome Virus - WSSV), là tác nhân gây ra bệnh đốm trắng ở tôm, ảnh hưởng nghiêm trọng đến nghề nuôi tôm trên thế giới nói chung và ở Việt Nam nói riêng. Tại Việt Nam, WSSV lần đầu tiên gây ra tình trạng tôm nuôi chết hàng loạt ở Bà Rịa - Vũng Tàu (1993) [2] và nhanh chóng lan rộng ra nhiều tỉnh thành trải dài từ Quảng Ninh đến Cà Mau. Năm 2017 bệnh đã xuất hiện tại 281 xã, 84 huyện thuộc 26 tỉnh, thành phố trong cả nước với tổng diện tích nuôi tôm bị bệnh là 5.020 hecta [3]. Đến nay vẫn chưa khống chế và chủ động kiểm soát được dịch bệnh sau 25 năm (1993-2018) kể từ khi bệnh đốm trắng xuất hiện [4], bởi khả năng lây nhiễm vi rút phức tạp cả chiều ngang (thông qua môi trường nước, thức ăn…) và chiều dọc từ tôm bố mẹ truyền sang tôm con [5,6], hơn nữa, vi rút có phổ ký chủ rộng từ các loài thuộc giáp xác (cua, Artemia, Copepod…), chân chèo đến các động vật chân đốt khác [7]. 

Hiện nay, việc kiểm soát WSSV lây truyền theo chiều dọc đã được thực hiện tốt ở các trang trại sản xuất tôm giống trên thế giới cũng như ở Việt Nam thông qua kiểm dịch tôm bố mẹ trước khi cho sinh sản. Tôm bị bệnh đốm trắng xuất hiện ở hộ nuôi chủ yếu do nhiễm bệnh theo chiều ngang, trong đó véc tơ lan truyền bệnh/vật mang đã được đánh giá có vai trò ảnh hưởng quan trọng. Ở Việt Nam nghiên cứu xác định véc tơ truyền bệnh WSSV chưa được quan tâm và mang tính gián đoạn. Nghiên cứu đầu tiên vào năm 1999 đã chỉ ra 3 loài tôm (tôm he - Penaeus indicus, tôm rảo - Etapenaeus ensis, tôm bạc - Metapenaeus lysianassa) ở rừng ngập mặn tỉnh Cà Mau nhiễm WSSV [8]. Vấn đề này được đề cập đến vào năm 2010 (Macrobrachium rosenbergii (tôm càng xanh nước ngọt) nhiễm WSSV [9], năm 2017 (giun cát (Perinereis sp), cáy đỏ (Uca sp) và tôm càng (M. nipponense) nhiễm và lan truyền WSSV cho tôm nuôi [10–12]. Trong khi đó trên thế giới đã công bố trên 150 loài [13]. Như vậy, việc nghiên cứu tìm ra thêm các loài sinh vật mang hay véc tơ truyền WSSV là rất quan trọng và đặc biệt cần thiết ở Việt Nam.

Tôm gai là loài giáp xác phổ biến ở bãi ven cửa sông, nơi nguồn nước cấp cho vùng nuôi tôm tại Nghệ An, Nam Định và Quảng Ninh. Mục đích của nghiên cứu nhằm xác định tôm gai có phải là vector lan truyền bệnh đốm trắng ở tôm hay không. Nghiên cứu có ý nghĩa quan trọng trong việc xác định, nhận biết thêm loài mang WSSV và là cơ sở để kiểm soát mối nguy sinh học tiềm ẩn gây bệnh cho tôm nuôi qua phương thức lây truyền bệnh theo chiều ngang. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1 Vật liệu nghiên cứu chính


Vi rút đốm trắng được tách chiết từ tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus vannamei) bị bệnh do vi rút đốm trắng gây ra được thu mẫu tại Hải Hòa, Quảng Ninh. 


Tôm gai, tên địa phương được người dân trong vùng gọi, tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus vannamei) có cỡ 3-4g/con.

Bể composit cỡ nhỏ (300 L), nước ót, muối tinh, nước ngọt 

2.2 Phương pháp nghiên cứu

Bố trí thí nghiệm theo sơ đồ sau:
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Phương pháp gây nhiễm bằng hình thức ngâm của Chen et al., (2004) [1] và mô tả hình thái học của tôm gai theo Đặng Ngọc Thanh et al., (1980) [14]
· PCR xác định WSSV trong mẫu dịch gây nhiễm và và tôm gai trước gây nhiễm

Xác định vi rút đốm trắng có mặt trong dịch dưới màng lọc 0,45µm trước khi gây nhiễm lên tôm gai. DNA được tách theo quy trình IQ2000 và chạy PCR theo phương pháp của  Khadijah et al., 2003 với cặp mồi 336 có kích thước 160bp:  366-F: 5′–GAG ACG TCG CTC ATC AAA GAT GGG GAA G-3’ 366R: 5′–GAA ACC TGG ACC ATA TTG AAT ACG GCC AG-3′ và chu trình nhiệt   940C (7 phút); 940 C (30 giây); 530 C(30 giây), 720C(40 giây): lặp lại 35 chu kỳ và 720 C (10 phút) và 40C (∞). 

· PCR xác định WSSV trong mẫu tôm gai và tôm thẻ sau gây nhiễm

 Đối với các mẫu tôm gai và tôm thẻ phân tích WSSV bằng PCR sau khi thực hiện cDNA từ mRNA của WSSV (First Strand cDNA Synthesis (Fermentas, Đức). Cụ thể, tách chiết RNA mẫu tôm gai và tôm thẻ bằng bộ kít IQ2000, tổng thể tích tổng hợp cDNA là 20µl được chạy với bốn giai đoạn tương ứng với nhiệt độ và thời gian: ủ ở 250C (5 phút); tiến hành phản ứng ở 370C (60 phút); kết thúc phản ứng ở 700C (5 phút) và bảo quản mẫu trong 40C. Sản phẩm của phản ứng cDNA được PCR với tổng thể tích là 50µl trong chu trình nhiệt cho phản ứng là 940C (5 phút); [940C (30 giây); 530C (30 giây); 720C (40 giây)] - lặp lại 30 chu kỳ; 720C (5 phút) và kết thúc chu kỳ cuối 40C (giữ mẫu).
Định danh tôm gai bằng cặp mồi COI: LCOI490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG, HCO2198 TAAACTTCAGGGTGACCAAA AAATCA và chu trình nhiệt 950C (3 phút); 950 C (30 giây); 560 C(30 giây), 720C(40 giây): lặp lại 35 chu kỳ và 720 C (5 phút) và 40C (∞).
3. Kết quả nghiên cứu và thảo luận

3.1 Mô tả hình thái học và định danh tôm gai bằng sinh học phân tử


Kết quả phân tích hình thái mẫu tôm gai có đặc điểm giống với loài Exopalaemon carinicauda. Đặc điểm chính được ghi nhận như răng trên chủy có 8 răng, 10 răng dưới chủy, có giai đuôi nhọn về giữa và có 2 cặp gai nằm trên rìa của gai đuôi. Đặc điểm phân loại được thể hiện ở các hình dưới sau (Hình 1).
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Mẫu tôm gai được khuyếch đại ADN với cặp mồi COI, kết quả điện di cho thấy hình ảnh sản phẩm có độ dài tương ứng khoảng 700bp (Hình 2A). Sản phẩm PCR đặc hiệu sau khi tinh sạch được giải trình tự và thu được các đỉnh tín hiệu rõ ràng (Hình 2B). Kết quả BLAST tìm kiếm các trình tự tương đồng có trên ngân hàng Genbank cho thấy mẫu tôm gai có tương đồng rất cao với loài Exopalaemon carinicauda với độ tương đồng 99-100% (Hình 2C). Ở độ tượng đồng 99% với 4 mẫu Exopalaemon carinicauda xác định có 7 đột biến điểm (Hình 2D). Kết quả định danh theo hình thái học hoàn toàn trùng khớp với kết quả định danh bằng sinh học phân tử với cặp mồi COI. Kết quả nghiên cứu trùng khớp với nghiên cứu của nhóm tác giả Zhang et al., (2015), ngoài ra nhóm tác giả chỉ ra có thể sử dụng cặp mồi ITS1 [5'-TAACAAGGTTTCCGTAGGTG-3' (ITSF1) và 5'-AGCGAT CCACCATTAGAAGT-3' (ITSR2)] cũng cho kết quả tương tự trong nghiên cứu định danh loài E. carinicauda [16]. Ngoài 2 cặp mồi nêu trên (COI và ITS1) được sử dụng rộng rãi, thì có thể sử dụng cặp mồi jgHCO2198 và jgLCO1490 của nhóm tác giả Geller et al., (2013), cặp mồi này cho phép định danh loài trong phạm vi rộng (các loài thuộc động vật không xương sống trong đó có giáp xác), cặp mồi này cơ bản dựa trên cặp mồi COI của Folmer et al., (1994), ngoại trừ đã thay thế các vị trí bị thoái hóa bằng các nucleotides inosine và chỉnh sửa và bổ sung bốn nucleotide tự nhiên để đạt được kết quả phân tích trong phạm vi rộng các loài động vật thuỷ sinh không xương sống nói chung và nhóm tôm nói riêng [18].
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Hình 2. Kết quả định danh tôm gai bằng sinh học phân tử

(A) Sản phẩm PCR của mẫu tôm gai chạy với cặp mồi COI: ADN của tôm gai được khuyếch đại bởi mồi COI (giếng 2), 500 bp DNA marker (giếng M). (B) Giản đồ giải trình tự gen COI của mẫu tôm gai. (C) Kết quả BLAST trình tự COI của tôm gai. (D) So sánh trình tự gen của tôm gai (C1) với các trình tự tham chiếu; các vị trí có sai khác nucleotide được đóng khung
3.2 Gây nhiễm vi rút đốm trắng lên tôm gai

Ở độ pha loãng 10-2 tương ứng với 1,31x107copy/mL sử dụng gây nhiễm cho tôm gai, kết quả cho thấy ở ngày thứ 5 tôm gai đã có kết quả nhiễm WSSV, sau 25 ngày theo dõi tỷ lệ nhiễm WSSV tích lũy của tôm gai là 100% (Bảng 1). Sử dụng liều gây nhiễm 10-2 hoàn toàn phù hợp với các kết quả nghiên cứu trước đây, với độ pha loãng 10-2-10-7 là liều có thể gây nhiễm cho tôm nuôi, tỷ lệ mẫu có kết quả dương tính với WSSV tương ứng với độ pha loãng và thời gian như sau: 100% mẫu dương tính WSSV độ pha loãng 10-2 (sau 72h) và 10-3 -10-5 (sau 96h) và 10-6-10-7 sau 168h có 25% tôm dương tính với WSSV [19], khi áp dụng phương pháp ngâm độ pha loãng dịch chứa WSSV phổ biến áp dụng ở 10-2-10-3. 
Bảng 1. Kết quả xác định thời gian virus nhân lên trong tế bào tôm gai trong thí nghiệm gây nhiễm

	Loài
	Nhóm
	n
	Thời gian (ngày)
	Tỷ lệ nhiễm tích lũy (%)

	
	
	
	5
	10
	15
	20
	25
	0

	Tôm gai
	Cảm nhiễm
	21
	+
	+
	+
	+
	+
	100

	
	Đối chứng
	14
	-
	-
	-
	-
	-
	0


Ghi chú: (-) kết quả âm tính với WSSV, (+) kết quả dương tính với WSSV

Bên cạnh việc phân tích mẫu với chỉ tiêu WSSV thì các dấu hiệu bệnh lý bằng quan sát cũng được ghi nhận. Tất cả các lô thí nghiệm có kết quả dương tính với WSSV (virus đã nhân lên trong tế bào tôm gai) cũng như lô đối chứng, tôm gai không có sự khác biệt về hoạt động, màu sắc, chúng phản xạ nhanh (khi gõ tay vào thành bể, tôm nhảy lên mặt nước), cơ thể sáng màu, đường ruột đầy thức ăn (Hình 3).

[image: image2.jpg]



Hình 3. Biểu hiện tôm gai nhiễm vi rút đốm trắng trong thí nghiệm
3.3 Lây nhiễm WSSV từ tôm gai sang tôm chân trắng

Thí nghiệm được bố trí nhằm xác định khả năng lan truyền WSSV từ tôm gai sang tôm thẻ khi chúng được nuôi nhốt trong cùng một môi trường nước. Sau 5 ngày gây nhiễm tôm gai có kết quả dương tính với virus đốm trắng 100% trong khi đó tôm chân trắng đạt 41,7% , tỷ lệ này tăng dần theo thời gian ở các ngày thí nghiệm tiếp theo đạt 91,7% (ngày thứ 10) và 100% từ ngày thứ 15 trở về sau. Tuy nhiên, thí nghiệm chỉ kéo dài đến ngày thứ 22 do tôm chân trắng chết hết. Biểu hiện bệnh lý của tôm thẻ nhiễm bệnh được ghi nhận bao gồm yếu, bơi lờ đờ bỏ ăn và chết, biểu hiện bệnh lý trùng hợp với mô tả tôm nhiễm WSSV của Crockford, (2008). Trong khi đó, lô đối chứng cho kết quả phân tích âm tính với WSSV ở cả tôm thẻ và tôm gai (Bảng 2, Hình 4).
Bảng 2. Kết quả phân tích WSSV ở tôm gai và tôm thẻ trong thí nghiệm xác định khả năng lan truyền WSSV

	Thời gian (ngày1)
	Tỷ lệ mẫu dương tính WSSV (%)

	
	Lô cảm nhiễm WSSVV
	Lô đối chứng

	
	Tôm gai 

(n=33)
	Tôm thẻ

(n=33)
	Tôm gai

(n=22)
	Tôm thẻ

(n=22)

	5
	100
	41,7
	0
	0

	10
	100
	91,7
	0
	0

	15
	100
	100
	0
	0

	20
	100
	100
	0
	0

	22
	100
	100
	0
	0

	Tỷ lệ nhiễm tích lũy (%)
	100
	86,6
	0
	0


Ghi chú:  1 thời gian thu mẫu sau khi cảm nhiễm 

[image: image3.png]



Hình 4. WSSV đã được xác định ở các mẫu sau khi tôm được nuôi chung trong cùng môi trường nước với tôm gai mang WSSV theo thời gian

Giếng số 1, 2: tôm thẻ ở ngày thứ 1 và 3, giếng 3, 5, 7 và 8: tôm thẻ lô thí nghiệm ở ngày thứ  5, 10, 15 và 20, giếng 4 và 6: tôm thẻ ở lô đối chứng ngày thứ 10, 15, P-: đối chứng âm, P+: đối chứng dương, Marker 100bp
Kết quả gây nhiễm cho thấy, tỷ lệ tích lũy tôm gai nhiễm WSSV là 100% sau 22 ngày theo dõi thí nghiệm, trong khi đó tôm thẻ nuôi chung có tỷ lệ nhiễm WSSV là 86,6%, bên cạnh đó lô đối chứng cả tôm gai và tôm thẻ đều cho kết quả âm tính với WSSV từ ngày đầu thí nghiệm đến khi kết thúc thí nghiệm (Bảng 2). Trong suốt quá trình thí nghiệm tôm gai không có biểu hiện bất thường, chúng vẫn bắt mồi, hoạt động bình thường dù có kết quả dương tính với virus đốm trắng từ ngày thứ 5 của thí nghiệm (Bảng 2). Đây là nghiên cứu đầu tiên ở Việt Nam chỉ ra tôm gai, loài giáp xác mang và lan truyền WSSV sang tôm thẻ nuôi hay nói khác tôm gai là véc tơ lan truyền bệnh tác nhân WSSV lên tôm thẻ nuôi trong cùng môi trường nuôi nhốt. Kết quả nghiên cứu này hoàn toàn trùng hợp với nghiên cứu trước đây khi chỉ ra E. carinicauda nhiễm WSSV trong cả điều kiện tự nhiên và thí nghiệm [20,21]. Hơn nữa, kết quả nghiên cứu của Duan et al., (2015, 2014) [23] và Wang et al., (2013) [24] đã chỉ ra WSSV không ảnh hưởng đến loài tôm E. carinicauda. Nguyên nhân được xác định WSSV không ảnh hưởng đến tôm gai do bởi 1 loài protein có tên EcCRT cư trú trong mang, gan tụy, cơ, buồng trứng, ruột, dạ dày và mắt, đặc biệt với mức biểu hiện cao nhất trong hemocytes và trong buồng trứng. EcCRT đóng vai trò quan trọng trong việc điều hòa ion Ca2+ trong cơ thể, phân tử ion này có vai trò trong việc đáp ứng miễn dịch tự nhiên với một số tác nhân virus, trong đó có WSSV. Nghiên cứu được thực hiện chỉ ra sau 6h mầm bệnh do WSSV nhiễm lên tôm E. carinicauda thì mức độ/hàm lượng biểu hiện của bản sao EcCRT cả ở bạch cầu và gan tụy E. carinicauda đạt ở mức cao [22–24]. Đây là đặc điểm lợi thế của loài E. carinicauda, do đó chúng được nghiên cứu nuôi phổ biến, có sản lượng thương mại ở Trung Quốc [25,26].
Tôm gai E. carinicauda là loài tôm thích nghi được trong điều kiện môi trường có biên độ giao động nhiệt độ và độ mặn lớn tương ứng từ 2-30‰ và 16-340C, thời gian đạt đến cỡ thành thục ngắn (40-55 ngày), đặc biệt E. carinicauda có đáp ứng miễn dịch với bệnh virus đốm trắng và V. anguillarum, chính vì vậy loài tôm này được đưa vào nuôi mang tính sản phẩm thương mại khá phát triển tại Trung Quốc [25,26].  Ở Việt Nam loài tôm này chưa được nghiên cứu nuôi thương mại, không giống như loài tôm càng (M. nipponense) đã được nghiên cứu nuôi ở môi trường nước ngọt với sản phẩm thương mại, tuy nhiên chúng có đặc điểm chung là xuất hiện rải rác ở vùng nước lợ, kênh cấp nước vào vùng nuôi tôm. Trong quá trình nuôi tôm, đặc biệt nuôi thâm canh việc xuất hiện loài tôm khác ngoài tôm thẻ nuôi là điều tất cả các hộ nuôi không mong muốn do chúng cạnh tranh thức ăn của tôm nuôi, là mối nguy lan truyền bệnh do virus, vi khuẩn. Loài tôm gai xuất hiện trong ao nuôi thường do hộ nuôi chưa nghiêm túc trong việc thực hiện lưới lọc trong quá trình lấy nước vào ao nuôi, do đó trứng và tôm gai con theo đó vào ao, hoặc trước khi nuôi vụ mới hộ nuôi chưa thực hiện nghiêm túc việc cải tạo ao nuôi (nền đáy, bờ bao quanh ao). Một số đặc điểm cơ bản hình thái học của E. carinicauda cần được mô tả và thông tin rộng rãi đến người nuôi/hộ nuôi là cần thiết, là cơ sở để giúp hộ nuôi nhận biết quản lý hạn chế sự xuất hiện của chúng trong ao nuôi.

4. Kết luận
Tôm gai, tên loài tôm được người dân vùng nuôi tôm tập trung tại một số tỉnh phía Bắc (Quảng Ninh, Nam Định và Nghệ An) gọi có ADN được nhận dạng giống tôm Exopalaemon carinicauda (100%) với cặp mồi COI. 
Trong điều kiện thí nghiệm E. carinicauda nhiễm WSSV và WSSV lan truyền từ E. carinicauda sang tôm thẻ sau 5 ngày khi được nuôi trong cùng điều kiện môi trường. E. carinicauda không có biểu hiện bất thường, phản xạ nhanh khi cơ thể nhiễm WSSV.
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 MARINE SHRIMP (EXOPALAEMON CARINICAUDA), VECTORS FOR WHITE SPOT SYNDROME VIRUS TRANSMISSION TO WHITE LEG SHRIMP (LITOPENAEUS VANNAMEI)

Abtract


The white spot syndrome virus (WSSV), the causative agent effect severe damage to production of shrimp. The objective of this study is to identify if the marine shrimp (Exopalaemon carinicauda), is a transmission vector of white spot disease among shrimps. Application of immersion method by Chen et al., (2004) and PCR analysis of WSSV. The results showed that marine shrimp' DNA was identified as Exopalaemon carinicauda (100%) with the COI primer. E. carinicauda infected with WSSV and WSSV transmitted from E. carinicauda to white leg shrimp after 5 days when kept under the same environmental conditions. E. carinicauda has normal expression, rapid reflexes when the body is infected with WSSV. As such, E. carinicauda was a vector transmission of WSSV, a source infection of WSSV to shrimp culture in ponds.

Keywords: Marine shrimp (Exopalaemon carinicauda), disease transmission vector, WSSV
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Chuẩn bị dịch lọc chứa WSSV





ĐV cảm nhiễm nuôi thuần (21 con, 3-4g/con)








1,5g tôm dương tính WSSV+30 mL nước (8‰)





Ly tâm 3000 vòng trong 10 phút (40C)





Thu dịch nổi lọc qua màng lọc 0,45µm.





Bổ sung nước 8‰ để đạt thể tích 1050mL








Rửa lại 3 lần qua nước 8‰





Ngâm 120 phút





Rửa 3 lần qua nước 8‰





Theo dõi, ghi chép biểu hiện của động vật gây nhiễm trong thí nghiệm và thu mẫu phân tích WSSV sau khi gây nhiễm ở các ngày 5, 10, 15, 20 và 25





Ngâm 120 phút





1050mL nước 8‰ không chứa WSSV








ĐV cảm nhiễm nuôi thuần (14 con). Lặp lại 2 lần





Real-time PCR xác định copy WSSV (1,31 x 107 copy/mL 








Chuẩn bị dịch lọc không chứa WSSV (lô ĐC)





Chuẩn bị tương tự lô TN ngoại trừ sử dụng 1,5g tôm âm tính WSSV
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Hình1: Đặc điểm chính tôm gai 


A: Mặt bên vỏ giáp và chủy, có 8 gai trên chủy và 10 gai dưới chủy; B: Chân bò; C: Hai cặp gai rìa trên gai đuôi; D: Gai đuôi thuôn dài ở giữa; 
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