(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

(19) Cong hoa xa hgi chi nghia Viét Nam (VN) (11)
CUC SO HU'U TRI TUE
1-0034991

(51 A23L 1/30; A61K 35/74; A23K 1/18 (13) B

(21) 1-2013-03772 (22) 30/04/2012
(86) PCT/US2012/035841 30/04/2012 (87) W02012/149549 01/11/2012
(30) 61/480,622 29/04/2011 US
(45) 27/03/2023 420 (43) 25/02/2014 311A
(73) AUBURN UNIVERSITY (US)
570 Devall Drive, Auburn, AL 36832, United States of America
(72) TERHUNE Jeffery (US); LILES Mark (US); KLOEPPER Joseph (US).
(74) Cong ty Luat TNHH Pham va Lién danh (PHAM & ASSOCIATES)

(54) CHE PHAM THUC AN DUNG CHO BDONG VAT THUY SINH
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vat thuy sinh chtra chung Bacillus tao bao tu.
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Linh vire k§y thuét dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén ché pham va phuong phép diéu tri hodc ngan nglra bénh &
dong vat thiy sinh nhu ca nudi (vi dy, ca da tron hodc ca r6 phi) va céc loai gidp xac
(vi du, t6m). Cu thé, sang ché dé cap dén ché phdm va phuong phép bao gbm hoic sir
dung cac chung Bacillus tao bao tir dé diéu tri hodc ngian nglra cdc bénh nhu bénh
nhi®m trung huyét duong rudt & dong vat thity sinh nhu c4 nuéi (vi dy, ca da tron hodc

ca r6 phi) va cac loai giap xac (vi du, tom).

Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Gén day, ngudi ta rat chu y téi viée sir dung céac ché pham sinh hoc dé cai thién
strc khde va dinh dudng dong vat. Ung dung vi khudn c6 loi trong nubi trong thily san
13 budc tiép theo ctia viéc ing dung chiing 1am thudc cho con ngudi va trong canh tac
néng nghiép (Fuller and Turvey 1971; Roach and Tannock 1980; Fuller 1987
Smoragiewicz et al. 1993; Fuller 1997), trong d6 céac vi sinh vat nay thuong duoc dung
lam chét bd sung séng trong thirc n (Fuller 1997). P4 c6 bao céo vé hiéu qua c6 lgi
d6i v6i vat chii v& dinh dudmng, mién dich, va/hodc lién quan dén su loai trir canh tranh
theo d6 cac mim bénh tiém ning bi loai trir trong dudng tiéu héa (Smoragiewicz et al.
1993). P thdy rang cac ché pham sinh hoc nay c6 tic dung trong viéc phong trir cac
bénh lay nhiém khac nhau trong ngh& nuéi trong thity san bao gdm bénh nhot gay ra
b&i A. salmonicida & c& hdi ciu vdng (Irianto and Austin 2002), bénh ndm thiy mi gy
ra boi Saprolegnia parasitica & ca chinh vay ngan Anguilla australis (Lategan et al.
2004), bénh dém tring gy ra boi Edwardsiella tarda & c4 chinh chau Au Anguilla
anguilla (Chang and Liu 2002), bénh ciu khuén va bénh lién ciu khuén gay ra lan luot
b&i Lactococcus garvieae va Streptococcus iniae & cé hdi cau vong (Brunt and Austin
2005), va bénh gay ra boi Vibrio anguillarum & cé tuyét Pai Tay Duong (Gildberg and
Mikkelsen 1998). Vi khudn duoc sir dung cho cic ché phim sinh hoc nay bao gdm

Enterococcus spp., Aeromonas spp., Vibrio spp., va vi khuén axit lactic (Gildberg and
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Mikkelsen 1998; Chang and Liu 2002; Irianto and Austin 2002; Lategan et al. 2004;
Brunt and Austin 2005). Phén 16n loi khuin duogc phan 1ap tir rudt cia dong vat nudi
trdng thiy san (Gildberg and Mikkelsen 1998; Irianto and Austin 2002; Lategan et al.
2004; Brunt and Austin 2005). M6t sb vi khudn duoc phan l4p tir noi séng ciia dong
vét nubi trong thiy san ciing c6 hoat tinh lgi khudn (Rengpipat et al. 1998). Hoat tinh
khang khuin d6i v6i mAm bénh cu thé duge ding 1am chuin co ban @ chon loc loi
khuén tiém ning (Rengpipat ez al. 1998; Irianto and Austin 2002). B suu tip ching vi
khuin duoc st dung trong nghién ctru nay c6 ngudn gde tir cac nghién ciru trude day
v& vi khuén trong dét c6 thé ding dé phong trir sinh hoc cic bénh & thuc vét va kha
ning thic diy sinh truong thyuc vat cia ching (Kloepper et al. 2004), cling nhur céc
mdi truong nudi cdy vi khuin thu dwge tir miu rudt ca da tron dugc xac dinh trong

nghién ctru nay.

Ban chit k§ thuat cia sang ché

Sang ché d& xuat ché phim diét vi sinh vét c6 thé tiéu diét hodc Gic ché sy sinh
trudng ca vi khudn. Ché phim nay c6 thé tiéu diét hoic trc ché su sinh truéng cia vi
khuén gdy bénh nhu vi khuén lién quan dén bénh nhidm tring huyét dudng rut. Ché
phim nay chtra ching Bacillus tao bao tir véi lugng hitu higu dé tiéu diét hodc G ché
su sinh trudng cua vi khuén nhu vi khudn lién quan dén bénh nhidm trung huyét duong
rudt. Theo mot sb phuong 4n, ché phdm theo sang ché dugc didu ché dudi dang ché
pham thirc dn cho dong vat thily sinh nhu ¢ nudi (vi du, ¢4 da tron hodc c4 r6 phi) va
cac loai giap xac (vi dy, tom). Theo cac phuong 4n khac, ché phim theo sang ché c6
thé duogc didu ché dé dung cho méi trudng trong d6 dong vat thuy sinh sdng hoidc dugc
nudi trdng.

Tét hon, néu ché phdm nay chira chiing tao bao tit thude gidng Bacillus c6 mét
d6 it nhét 13 khoang 10* CFU/g thic an hodc trong mdi ml nude. Tt hon, néu ching
tao bao tir thudc gidng Bacillus c6 mit trong ché phim v&i mat do it nhat 1 khoang
10° CFU/g thitc an hodc trong mdi ml nuéc. Con t6t hon nita néu ching tao bao tir
thudc gidng Bacillus c6 mit trong ché phim véi mat & it nhét 13 khoang 10° CFU/g

thitc &n hodc trong mdi ml nuée hodc it nhét 1a khoang 107 CFU/g thirc 4n hoic trong
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mdi ml nude. Mat d6 thich hop c6 thé nim trong khoang tir 10* dén 10" CFU/g thirc n
hodc trong mbi ml nuée hodc cac khoang phu trong do.

Ché phim nay c6 thé chira mot ching thudc gidng Bacillus. Theo cach khac,
ché phim nay c6 thé chira hdn hop cua cac ching thudc gidng Bacillus.

Ché phim nay thudng chira ching tao bao tir thudc gidng Bacillus véi lugng
hitu hiéu dé tiéu diét hoic trc ché su sinh trudng ctia mot hodc nhiéu vi sinh vt giy
bénh. Vi du, vi khuin giy bénh co thé duge chon tir nhém bao gdm Aeromonas
hydrophila, Edwardsiella ictaluri, Edwardsiella tarda, F lavobacterium culumnare,
Streptococcus iniae, va Yersinia ruckeri. N&m gy bénh c6 thé bao gém nim trimg
Saprolegnia.

Ché phim theo sing ché chira ching Bacillus tao bao tir. Ché phim nay c6 thé
chira cac chét khac dé tiéu diét hoic ngin nglra su sinh trudng ciia cac vi sinh vat gay
bénh. Theo mét s phuong 4n, ché phim nay con chia thé thuc khuin giy nhiém E.
ictaluri (vi du, ¢eiAU). Ché pham theo sang ché ¢ thé chira cac chit khang sinh nhu
sulfadimetoxin, ormetoprim, va/hodc florfenical. Ché phém theo sang ché con co thé
chira vi khuén yéu 1am tac nhan vacxin (vi dy, chung E. ictaluri nhuge doc).

Sang ché ciing mo ta phuong phéap diéu tri hodc ngin nglra bénh & dong vat bao
gbm buéc cho ding ché phim theo sang ché. Vi dy, phuong phap nay cé thé bao gdbm
budce cho dong vat thity sinh nhu ¢4 nudi (vi du, ca da tron hodc cé rd phi) va cac loai
gidp xac (vi du, tom) dung ché phdm thic in bao gdm ching Bacillus tao bao tu.
Phuong phap ndy con co thé bao gdm budc dua vao mdi trudong dong vat thily sinh
nhu c4 nudi (vi dy, ca da tron hodc c4 rd phi) va cac loai gidp xac (vi dy, tom) dang
sdng va/hodc duge nudi trdng ché phdm diét vi sinh vat theo sang ché. Phuong phap
nay c6 thé duoc st dung dé diéu tri hoic ngin nglra cic bénh nhu bénh nhiém tring
huyét dudng rudt. Phuong phép nay co thé duoc st dung dé didu tri hoic ngin ngla
nhidm khuén & dong vt thiy sinh nhu c4 nudi (vi dy, ca da tron hodc ¢4 rd phi) va cac
loai giap xac (vi dy, tom) gy ra boi cac vi sinh vét gy bénh nhu loai Aeromonas
hydrophila, Edwardsiella ictaluri, Edwardsiella tarda, Flavobacterium culumnare,

Streptococcus iniae, Yersinia ruckeri, Vibrio va/hodc nam trimg Saprolegnia.
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MO ta vit tat cac hinh vé

Fig. 1 minh hoa anh chup hién vi v6i d6 phong dai 10 lin 16p phi aga mém
chimg minh sy e ché sinh truéng chung A. hydrophila ML09-119 (phia bén phai) béi
chung Bacillus AP102 (phia bén trai).

Fig. 2. minh hoa s lugng trung binh ctia chung Bacillus tinh theo CFU/g rudt
c4 da tron, sau khi cho an thirc an c6 bd sung va khong c6 bb sung Bacillus (n=3 con
cho mbi chiing Bacillus).

Fig. 3 minh hoa ty 1€ tir vong hang ngay tich tu cta c4 da tron nho phoi nhiém
v6i ESC duoc #n hodc khong duoc an thirc dn ¢6 bd sung Bacillus.

Fig. 4. minh hoa ndng d6 cia chung Bacillus CFUs/g trong rudt ca da tron sau
khi cho #n thiic &n c6 bd sung va khéng c6 bd sung Bacillus (n=3 con cho mdi ching
Bacillus).

Fig. 5. minh hoa ty 1€ tir vong hing ngay tich tu trung binh cta (A) c4 da tron
trong hé tinh dugc thay d6i nudce 20-30 phut hing ngay va (B) c4 da tron trong hé c6
nuée chay qua hang ngay 5-7 gid, hodc (C) ca da tron soc van trong hé tinh duoc thay
déi nudce 20-30 phut hing ngay, dugc cho an thic dn c6 bd sung va khéng c6 bd sung
ching Bacillus va dugc gay nhiém bing E. ictaluri. TAt ca cac gi4 tri 12 gia tri trung
binh ciia bén 1an thuc hién cho mdi xu ly. Xir Iy: (o) ddi ching, (e) AP79, (V)
AP193L, (») ABO1, (m) AP143, va () AP254L.

MO t4 chi tiét sang ché

Sang ché d& xut ché phdm diét vi sinh vat. Ché pham diét vi sinh vat theo sang
ché c6 thé dugc md ta b%lng cach st dung mot s6 dinh nghia nhur dugc dé cap dudi
day.

Tru khi ¢6 quy dinh khac hodc duge chi dinh trong ndi dung ban mo ta, thuat
nglt “mot” nghia 13 “mot hodc nhiéu.” Ngoai ra, cic danh tir s6 it nhu “ching
Bacillus” cin dugc hidu 12 “mét hodc nhiéu ching Bacillus,” trit khi ¢6 quy dinh khéc
hodc dugc chi dinh trong ndi dung ban mo ta.

Khi dugc st dung trong ban md ta nay, nguoi co hiéu biét trung binh trong linh

99 ¢C 299 ¢¢

vue ky thuat ndy s& hicu “khoang”, “xap xi,” “vé co ban 13,” va “dang ké” va s&€ thay
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d6i & mirc nhét dinh trong ngft canh cac thuét ngit ndy duge sir dung. Néu muc dich sit
dung thuit ngir 13 khong rd rang d6i v6i ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc
k¥ thuat nay thi trong ngit canh thut ngir duoc sir dung, “khoing” va “Xép xi” s€ ¢cd
nghia 13 cdng hoac trir <10% gia tri cu thé va “vé co ban 13” va “dang ké” s& c6 nghia
14 cong hodc trir >10% gid tri cu thé.

Khi duoc st dung trong ban mé ta nay, thudt ngit “chira” cé nghia gidng nhu
thuét ngir “bao gdm.”

Ché pham va phuong phap theo séng ché bao gdm hoic sir dung cac ching tao
bao tir thudc gidng Bacillus. Gidng Bacillus khi dugce st dung trong ban md ta nay
dung d& chi giéng vi khuin Gram dwong, hinh que 1a céc chi thugc Nganh Firmicutes.
Trong céc didu kién moi truong nghiém ngit, vi khuan Bacillus tao ra ndi bao tir hinh
biu duc ¢6 thé khong hoat dong trong khoang thoi gian dai. Vi khudn Bacillus c6 thé
duge xac dinh dic diém va xac dinh dua trén trinh ty nucleotit ciia 16S rARN ctia
chiing hodc manh cta ching (vi dy, trinh ty nucleotit cia manh 16S rARN hodc rADN
c6 khoang 1000 nt, 1100 nt, 1200 nt, 1300 nt, 1400 nt, hodc 1500 nt). Vi khuin
Bacillus ¢6 thé bao gém, nhung khong chi giéi han &, B. acidiceler, B. acidicola, B.
acidiproducens, B. aeolius, B. aerius, B. aerophilus, B. agaradhaerens, B. aidingensis,
B. akibai, B. alcalophilus, B. algicola, B. alkalinitrilicus, B. alkalisediminis, B.
alkalitelluris, B. altitudinis, B. alveayuensis, B. amyloliquefaciens, B. anthracis, B.
aquimaris, B. arsenicus, B. aryabhattai, B. asahii, B. atrophaeus, B. aurantiacus,
azotoformans, B. badius, B. barbaricus, B. bataviensis, B. beijingensis,
benzoevorans, B. beveridgei, B. bogoriensis, B. boroniphilus, B. butanolivorans,

canaveralius, B. carboniphilus, B. cecembensis, B. cellulosilyticus, B. cereus,

W W W W

- chagannorensis, B. chungangensis, B. cibi, B. circulans, B. clarkii, B. clausii,
coagulans, B. coahuilenis, B. cohnii, B. decisifrondis, B. decolorationis, B. drentensis,
B. farraginis, B. fastidiosus, B. firmus, B. flexus, B. foraminis, B. fordii, B. fortis, B.
fumarioli, B. funiculus, B. galactosidilyticus, B. galliciensis, B. gelatini, B. gibsonii, B.
ginsengi, B. ginsengihumi, B. graminis, B. halmapalus, B. halochares, B. halodurans,
B. hemicellulosilyticus, B. herbertsteinensis, B. horikoshi, B. horneckiae, B. horti, B.

humi, B. hwajinpoensis, B. idriensis, B. indicus, B. infantis, B. infernus, B. isabeliae,
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B. isronensis, B. jeotgali, B. koreensis, B. korlenis, B. kribbensis, B. krulwichiae, B.
lehensis, B. lentus, B. licheniformis, B. litoralis, B. locisalis, B. luciferensis, B.
luteolus, B. macauensis, B. macyae, B. mannanilyticus, B. marisflavi, B. marmarensis,
B. massiliensis, B. megaterium, B. methanolicus, B. methylotrophicus, B. mojavensis,
B. muralis, B. murimartini, B. mycoides, B. nanhaiensis, B. nanhaiisediminis, B.
nealsonii, B. neizhouensis, B. niabensis, B. niacini, B. novalis, B. oceanisediminis, B.
odysseyi, B. okhensis, B. okuhidensis, B. oleronius, B. oshimensis, B. panaciterrae, B.
patagoniensis, B. persepolenis, B. plakortidis, B. pochebnensis, B. polygoni, B.
pseudoalcaliphilus,vB. pseudofirmus, B. pseudomycoides, B. psychrosaccharolyticus,
B. pumilus, B. gingdaonensis, B. rigui, B. ruris, B. safensis, B. salarius, B. saliphilus,
B. schlegelii, B. selenatarsenatis, B. selenitireducens, B. seohaeanensis, B.
shackletonii, B. siamensis, B. simplex, B. siralis, B. smithii, B. soli, B. solisalsi, B.
sonorensis, B. sporothermodurans, B. stratosphericus, B. subterraneus, B. subtilis, B.
taeansis, B. tequilenis, B. thermantarcticus, B. thermoamylovorans, B. thermocloacae,
B. thermolactis, B. thioparans, B. thuringiensis, B. tripoxylicola, B. tusciae, B.
vallismortis, B. vedderi, B. vietnamensis, B. vireti B. wakoensis, B.
weihenstephanensis, B. xiaoxiensis, va hdn hop hodc t6 hop ctia chung.

Ché phidm va phuong phép theo séng ché c6 thé bao gdm hoic st dung B.
subtilis hodc loai Bacillus c6 lién quan mat thiét vi B. subtilis. Mot phan trinh tu ciia
- NH.259 rADN ribosom 16S cua ching B. subtilis (S6 hidu lru gitt GenBank
EU627171,1) duoc d& xuét trong ban mé ta nay 12 SEQ ID NO:1. Loai Bacillus c6 lién
quan mat thiét v6i B. subrilis c6 thé duge xac dinh 13 cac lodi bao gdm trinh tu 168
rADN bao gdm SEQ ID NO:1 hoic bao gdm trinh tw 16S rADN c6 it nhét khoang
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% trinh tr twong dong vé&i
SEQ ID NO:1.

Ché phim va phuong phép theo sang ché ¢6 thé bao gdbm hoic sir dung B.
amyloliquefaciens hodc loai Bacillus c6 li€én quan mat thiét véi B. amyloliquefaciens.
Mot phan trinh tur ctia Chilli-1 TADN ribosom 168 cta ching B. amyloliquefaciens (S6
hiéu lru gitt GenBank HQ021420,1) dugc dé xuét trong ban mod ta nay 1a SEQ ID

NO:2. Loai Bacillus c¢6 lién quan mét thiét véi B. amyloliquefaciens c¢6 thé dwogc xac
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dinh 13 cac loai bao gom trinh ty 16S rADN bao gdbm SEQ ID NO:2 hodc bao gbdm
trinh tw 16S rADN c6 it nhat khoang 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, hodc 99% trinh ty twrong ddng véi SEQ ID NO:2.

Ché phdm va phuong phap theo sang ché ¢ thé bao gébm hoic st dung loai
Bacillus c6 16S rADN c6 lién quan mat thiét vé6i trinh tu lién tmg d3 chon véi ching
Bacillus spp.. Trinh ty lién tng v6i ching Bacillus spp. duge dé xuét 1a SEQ ID NO:3.
Ché pham va phuong phap theo sang ché c6 thé bao gdm hoic sir dung lodi Bacillus
bao gdm trinh tw 16S rADN bao gém SEQ ID NO:3 hodc bao gbm trinh tr 16S tADN
c6 it nhat khoang 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hoac 99% trinh
tu twong ddng véi SEQ ID NO:3. |

“Ty 18 phin trim twong ddng vé trinh tu” ¢ thé duoc xac dinh bang cach sap
thing hang hai trinh tu c6 chidu dai twong duong bang cich st dung Cong cu tim kiém
lién két cuc bd co ban (the Basic Local Alignment Search Tool - BLAST) san ¢ trén
website ctia Trung tim Thoéng tin Cong nghé sinh hoc qudc gia (the National Center
for Biotechnology Information - NCBI) (trc 12 “bl2seq” nhu md ta trong Tatiana A.
Tatusova, Thomas L. Madden (1999), "trinh tu Blast 2- cong cu méi dé so sanh
protein va trinh tu nucleotits", FEMS Microbiol Lett. 174:247-250, duoc dua vao ban
mo ta bing cach vién din). Vi dy, ty 1& phan tram twong ddng vé trinh tu gitta SEQ ID
NO:1, SEQ ID NO:2, hoic SEQ ID NO:3 ¢6 thé dugc xéc dinh bing cach sdp thang
hang hai trinh tu nay bang cach sir dung phin mém BLAST truc tuyén duogc cung cap
& website cua NCBL

“Ty I8 phan trim twong ddng vé trinh tu” gifta hai trinh tu deoxyribonucleotit
ciing c6 thé dugc xé4c dinh bang cach str dung md hinh khoang cach 2 thong s6 Kimura
hidu chinh cho nhidu dinh, c6 tinh dén ty 18 thay thé dong hoan va déo hoén, trong khi
vin dam bao ring tn suit xuat hién 4 nucleotit 1a gidng nhau va ty 1€ thay thé khong
thay d6i giita cac vi trf (Nei va Kumar, 2000) nhu dugc bd sung trong MEGA 4
(Tamura K, Dudley I, Nei M & Kumar S (2007) phan mém MEGA4: Phén tich di
truyén hoc tién hoa phan tir (MEGA) phién ban 4.0. Molecular Biology and Evolution
24:1596-1599), tét hon néu 1a phién ban 4.0.2 hoac phién ban méi hon. Khoang mo
khe va diém phat m¢ rong duoc dat lan luot 13 15 va 6,66. Cac khe ho dau cubi khong
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bi phat. Diém chuyén trinh ty phén k¥ tr& dugc dat dén 30. Diém déanh gia trong luong
ddng hoan 12 35 dugc dat dén 0,5, 12 diém can bang gitta diém cp ghép doi khop va
khong khép hoan toan. Ma tran trong luong ADN duoc sir dung 12 ma trén danh gia
IUB trong dé x va n khép véi ky hiéu IUB khong 16 rang bét ky, va tit ca cac diém
khép 1a 1,9, va tht ca cac diém khong khép 1a O.

chung Bacillus thich hop cho ché pham va phuong phép theo sing ché bao gdm
ching duogc dé cap trong phan Vi du thuc hién sang ché duéi day. Cac ching thich hgp
nay bao gdm, nhung khong chi gi¢i han 6, ching Bacillus subtilis ABO1, va chung
Bacillus amyloliquefaciens AP79, AP143, AP193L, va AP254L, dugc luu gilt tai
Phong Néng nghiép My ngay 27/04/2012, v6i s6 hidu luu gifr 1an Iuot 1a NRRL B-
50745, NRRL B-50741, NRRL B-50742, va NRRL B-50743, va NRRL B-50745.

chung Bacillus theo sing ché c6 hoat tinh khang sinh véi nhidu mm bénh vi
khudn khéc nhau ciia dong vt thity sinh nhw ¢4 nuéi (vi duy, ca da tron hodc ca rd phi)
va cac loai giap x4c (vi du, tdm) bao gdm cic lodi vi khuin Edwardsiella nhu
Edwardsiella ictaluri. Theo mot sb phuong én, thé thuc khuin dwgc boc 16 hodc cac
bién thé ciia chiing c¢6 thé dugc st dung trong cac phuong phap dé tiéu diét hodc ngin
ngtra sy sinh trudng cua vi khuén giy bénh hoic nim cua dong vat thiy sinh nhu ca
nudbi (vi duy, ca da tron hodc ca ré phi) va cac loai giap xac (vi du, tdm). Cu thé,
phuong phép nay co thé duoc sir dung dé phong trir hoic ngin ngira nhiém khuén hozc
xam 14n c4 da tron (vi du, Ictaluri punctatus Rafinesque) gy ra boi vi khuén gy bénh
ho#ic nAm hodc xam 14n méi trudng trong d6 ca da tron sdng hodc duge nudi trong (vi
du, a0 nudi trong thity san). Cac phuong phap theo sang ché ciing c6 thé duoc sir dung
- dé phat hién sy c6 mat cua vi khuén trong mau (vi du, mau thu dugc tir dong vat thuy
sinh bi nhiém nhu c4 nudi (vi dy, ca da tron hodc ca rd phi) va cac loai giap xac (vi du,
t6m), hodc miu duge phéan lap tr méi truong trong d6 dong vat thuy sinh nhu cd nudi
(vi du, c4 da tron hodc ca rd phi) va cac loai gidp xéac (vi dy, tom) séng hoic dugce nudi
trong).

Sang ché ciing d& xuat phuong phép sir dung ching Bacillus theo séang ché dé
loai bo vi khuan gy bénh hoic nim ra khoi méi trudmg hodc thiét bi dugce st dung dé

nudi trong dong vit thity sinh nhu ¢ nudi (vi du, ca da tron hogc cé 16 phi) va céc loai
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giap xac (vi du, tom), nho d6 1am gidm kha néng co thé x4m nhap cta vi khuin hoic
nAm vao dong vét thity sinh nhu c4 nudi (vi du, ca da tron hodc c4 16 phi) va cac loai
gidp xéac (vi du, tom). v

Sang ché ciing dé xuat phuong phap sir dung ching Bacillus theo sang ché dé
diéu tri hodc ngan ngira cac bénh gdy ra bai vi khuén hodc ndm gay bénh (vi du, diéu
tri hodc ngin ngira bénh nhiém tring huyét dudng rudt cua ca da tron (ESC)). Theo
cac phurong an khéc nira, dé phong ngira hodc {rc ché su sinh truéng ciia vi khuan hodc
nidm giy bénh hoic d2 loai bod vi khuin hoic ndm giy bénh, chung Bacillus theo sang
ché ¢6 thé duoc dua vao moéi trudong (vi du, ao) hodc thiét bi, hodc ching Bacillus theo
sang ché c6 thé duge dung cho dong vat thity sinh nhur ca nu6i (vi dy, ca da tron hodc
c4 16 phi) va cac loai gidp xac (vi du, tom).

Thuat ngir “ca da tron” dung d2 chi c4 thudc gidng Ictaluri. C4 da tron ¢6 thé
bao gdm loai Ictaluri punctatus Rafinesque.

chung Bacillus tao bao tir theo sang ché c6 thé duge sit dung dé tiu diét hodic
ngin nglra sy sinh trudéng cia vi khuén hodc ndm gay bénh cho dong vét thity sinh nhu
c4 nudi (vi du, ca da tron hodc ca r6 phi) va cac loai gidp xac (vi dy, tdm). “Vi khuin
gy bénh” c6 thé bao gdm, nhung khéng chi gii han O, loai 4. hydrophila, E. ictaluri,
E. tarda, F. culumnare, Streptococcus iniae, F. culumnare, Yersinia ruckert, va Vibrio.
“NAm gay bénh" c¢6 thé bao gdm, nhung khong chi gi6i han 0, nam trimg Saprolegnia.

chung Bacillus tao bao tir theo sang ché c6 thé duoc ding vai chit bd sung dé
tiéu diét hoic ngin ngira sy sinh trudéng cua vi khuén hodc ndm giy bénh. Chat bd
sung ¢ thé bao gém céc chét khang sinh nhu sulfadimetoxin va ormetoprim, chung vi
khudn nhuge doc (vi du, ching E. ictaluri nhuge doc), florfenical, va thé thuc khuin.
Thé thuc khuén ¢ thé bao gém thé thuc khuin c6 tén goi 12 geiAU, dugce luu giff trong
B0 suu tdp moi truong nudi céy M3 (ATCC), dat tai 10801 University Boulevard,
Manassas, Va., 20110-2209, USA, ngay 15 thang 09 ndm 2009 v6i s6 truy cap PTA-
10342.

Thuét ngit “mau” duge ding trong ban mo ta nay theo nghia rong nhét cuia né.
Mau c6 thé bao gém mau sinh hoc tir dong vat (vi du, mau sinh hoc thu duge tir dong

vét thily sinh nhu ca nuéi (vi dy, c4 da tron hodc ca r6 phi) va céc loai giap xac (vi du,
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t6m)) hodic mAu liy tir méi trudmg (vi du, mAu nude tir a0 hode mAu bé mit duge thim
tir 48 chira hoic thiét bi).

Mo ta chi tiét cac phwong an thye hién

Céc phuong 4n sau nhim minh hoa va khéng du dinh gi6i han d6i tuong yéu
cau bao ho.

Phuong 4n 1. Ché phim thirc in bao gdm mot hogic nhidu chung tao bao tir
thudc giéng Bacillus.

Phuong 4n 2. Ché pham theo phwong 4n 1, trong d6 chung tao bao tir thude
gidng Bacillus 13 Bacillus subtilis hoac loai Bacillus bao gdm trinh tw 16S rADN bao
¢dm SEQ ID NO:1 hodc bao gdm trinh tu 16S rADN c6 it nhat khoang 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% trinhr‘u,r trong dong véi SEQ ID
NO:1.

Phuong 4n 3. Ché phdm theo phuong 4n 1, trong d6 chung tao bao tir thude
gidng Bacillus 13 Bacillus amyloliquefaciens hoac loai Bacillus bao gdm trinh trr 16S
rADN bao gdm SEQ ID NO:2 hoic bao gdm trinh tu 16S rADN c6 it nhét khoang
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, hodc 99% trinh tu twong dong véi
SEQ ID NO:2.

Phuong 4n 4. Ché phim theo phuong 4n 1, trong d6 chung tao bao tir thude
gibng Bacillus 1a loai Bacillus bao gdm trinh tw 16S rADN bao gom SEQ ID NO:3
hoédc bao gém trinh tu 16S rADN c6 it nhét khoang 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, hodc 99% trinh ty tuong ddng véi SEQ ID NO:3.

Phuong 4n 5. Ché pham theo phwong 4n 1, trong d6 chung tao bao tir thuge
gidng Bacillus 13 ching duge chon tir nhém bao gébm ABO1, AP79, AP143, AP193L,
AP254L, duoc luu gifr tai Phong Nong nghiép My vao ngay 27/4/2012, véi s6 hiéu lru
giit 1an lugt 1a NRRL B-50745, NRRL B-50741, NRRL B-50742, NRRL B-50743, va
NRRL B-50744.

Phuong 4n 6. Ché pham theo phuong én bat ky trong sb6 cac phuwong 4n néu
trén, trong d6 ché phdm thirc in 12 ché phim thirc an cho dong vat thiy sinh nhu ca

nudi (vi du, ca da tron hodc ¢4 rd phi) va cac loai giap xac (vi dy, tom).
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Phuong 4n 7. Ché phim theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu
trén, trong d6 chung tao bao tir thude giéng Bacillus ¢6 mat trong ché phém v61 mat do
it nhét 1a khoang 10* CFU/g thirc an. |

Phwong 4n 8. Ché phim theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuong 4n néu

trén, trong d6 chung tao bao tir thudc gidng Bacillus ¢6 mjt trong ché phim véi mat do
it nhét 1a khoang 10° CFU/g thirc 4n.

Phuong 4n 8. Ché phim theo phuong 4n bat ky trong sd cac phuwong 4n néu
trén, trong d6 chung tao bao tir thudc gidng Bacillus c6 mit trong ché ph'flm v61 mat do
it nht 12 khoang 10° CFU/g thirc 4n.

Phuong an 10. Ché phém theo phuong an bét ky trong sb cac phuong 4n néu
trén, bao gdbm mot chiing thude gidng Bacillus. }

Phwong 4n 11. Ché phim theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong an néu
trén, bao gdm hdn hop cua cac chiing thude gidng Bacillus.

Phuong 4an 12. Ché phim theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu
trén, trong d6 ching tao bao tir thudc gidng Bacillus trc ché su sinh truéng ctia mot
hodc nhidu vi khudn dugc chon tir nhém bao gdm Aeromonas hydrophila,
Edwardsiella ictaluri, Edwardsiella tarda, Flavobacterium culumnare, Sireptococcus
iniae, va Yersinia ruckeri.

Phwong 4n 13. Ché phim theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu
trén, trong d6 chung tao bao tir thude gidng Bacillus {rc ché sy sinh truéng clia nAm
trimg Saprolegnia.

Phuong 4n 14. Ché pham theo phuong 4n bét ky trong sb cac phuong an néu
trén, con bao gdm thé thuc khuan gay nhiém E. ictaluri.

Phuong 4n 15. Ché phim theo phuong 4n 14, trong d6 thé thuc khuin 12 geiAU.

Phuong 4n 16. Ché pham theo phuong 4n bét ky trong sd cac phuong 4n néu
trén, con bao gdm chat dugc chon tir nhém bao gdm sulfadimetoxin, ormetoprim, va
florfenical.

Phuong 4n 17. Ché pham theo phuong 4n bét ky trong s6 cac phuong an néu
trén, con bao gdm ching E. ictaluri nhuoc ddc.

Phuong 4n 18. Ché pham theo phuong dn bét ky trong sb cac phuong an néu
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trén, trong d6 ching tao bao tir thudc giéng Bacillus man cam v6i mot hodc nhiéu chét
khéang sinh chon tir nhém bao gbm carbenicillin, ampicillin, spectinomycin, oxacillin,
vancomycin, cephalothin, novobiocin, sulfadiazine, amikacin, erytromyxin, neomyxin,
penicillin, chloramphenicol, sulfametoxazol, norfloxacin, gentamicin va ciprofloxacin.

Phuong an 19. Phuong phap didu tri hodc ngin nglra bénh & dong vat bao gdm
budce cho dong vét ding ché pham thtic in theo phuong 4n bat ky trong s cac phuong
an néu trén.

Phuong an 20. Phuong phép theo phwong an 19, trong d6 dong vat 1a dong vat
thily sinh nhu ¢4 nuéi (vi du, c4 da tron hodc ca r6 phi) va cic loai giap xac (vi du,
tom).

Phuong 4n 21. Phuong phap theo phuong an 19 hodc 20, trong d6 bénh can
didu tri 12 bénh nhiém tring huyét dudng rudt.

Phuong 4n 22. Ché phim diét vi sinh vat dugc didu ché dé dung cho moi truong
thiy sinh va chira lvgng hiru hiéu ciia chung tao bao tir thude gibng Bacillus dé diéu tri
hodc ngin ngira bénh nhiém tring huyét duong ruot.

Phuong an 23. Ché phim theo phuong 4n 22, trong d6 méi truong thuy sinh la
mdi trudng trong d6 déng vat thily sinh nhu ca nudi (vi du, ca da tron hodc cé rd phi)
va cac loai gidp xac (vi du, tom) dugc nudi trong. |

Phuong an 24. Phuong phap didu tri hodc ngan ngira bénh nhiém trung huyét
dudng rudt & dong vat thity sinh nhu ¢4 nudi (vi du, ca da tron hodc ca r6 phi) va cac
loai giap xac (vi du, tdm) bao gdm budc dua ché phim theo phuong 4n 22 vao méi
trudmg trong d6 déng vat thily sinh nhu c4 nudi (vi du, ca da tron hodc ca r6 phi) va

céc loai giap xac (vi du, tdm) duoc nudi trong.

Vi du thye hién sang ché

Céc vi du sau nhdm minh hoa va khéng du dinh gi6i han d6i twong yéu cau bao
ho.

Vidu 1 - Phong trir sinh hoc bénh ca da tron

Giéi thigu

Nghién ctru dugc dé xuét dé nhiam tim ra phuong phép c6 kha ning cao trong
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viéc cai thién tinh bén virng véi moi trudong va kha ning kinh té trong san xuit kinh
doanh ca da tron (Ictalurus punctatus) 6 Déng Nam MF. Bénh nhi®m tring huyét
duodng rudt cua ca da tron (ESC), gdy ra boi Edwardsiella ictaluri, va cac mam bénh vi
khudn va nidm khac (vi du, Aeromonas hydrophila, Flavobacterium culumnare, va
Saprolegnia spp.) gay ra thiét hai hang triéu d6 la cho nganh cong nghi€p ca da tron
hing nim. D8i v6i nha san xuat nudi trdng thily san, viéc st dung cac vi sinh vat c6 loi
dé phong trir sinh hoc bénh ¢6 cac wu diém mong dgi 12 1) chi phi ding thip, 2) khong
gly tac dong bét lgi cho cac vi khudn khac, moéi trudng, hodc ngudi tiéu dung, va 3)
két hop strc manh gitra chién luoc phong trir sinh hoc va chién lugc phong trir bénh
hién hanh.

Nghién ctru nay vé co ban s& mang lai lgi ich cho nha san xuét nuéi tréng c4 da
tron bang cach cung cip cho ho mét chién luge khac dé phong trir mam bénh tic dong
dén ca da tron, do d6 tao diéu kién thuan loi cho viéc san xuit hiéu qua hon va tac
dong c6 loi d@én doi séng kinh té cho ngudi nudi trong thity san & cac bang nong thon
phia Pong Nam. Hon nira, bang cach giam hoic loai bo viéc phai xur ly bang chét
khang sinh (hoic huia chit khac) ao nudi trdng thity san, kiém soat sinh hoc c6 thé 1am
giam cac tac dong xAu dén moéi trudng san xuit nudi trdng thiy san. Mong mudn c6
duoc cong nghé than thién mdi truong va hiéu qua vé chi phé véi muc tidu cudi cung
1a tmg dung cac chat kiém soét sinh hoc d8 giam ty 1é mic va mic do nghiém trong
ctia bénh trong ao nudi trong thiy san.

Nudi tréng ca da tron song da tré thinh mot trong nhitg nganh coéng nghi¢p
san xuat dong vét thanh cong nhéat & Bac My trong 30 ndm qua, va hién 1a nganh cong
nghiép nudi tréng thiy san 16n nhét & My. Trong nam 2009, hon 210 triéu kg ca da
tron duge xir Iy chiém hon 360 trigu USD trong tdng doanh s§ bon hang tai hd nuéi.
Hon 90% tit ca ca da tron dugc san xuat & Alabama, Arkansas, Louisiana va
Mississippi va chii yéu dugc trong & ao dAt khac nhau c6 kich thuéc tir 2 dén 10 ha
(USDA, Part I: Reference of Fingerling Catfish Health and Production Practices in the
United States, 2003; USDA, Part II: Reference of Foodsize Catfish Health and
Production Practices in the United States, 2003). Ngudi nudi tréng c4 da tron thudng

bao quan c4 & mat do cao va sit dung hé nudi cay trong d6 cic dicu kién moi trudong co
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thé thay dbi rit nhanh. Nhitng didu kién bat loi niy cang gy bit loi cho c4, tao diéu
kién thuén loi cho s khai du va 14y lan ciia cac bénh cé da tron khic nhau. Két qua 1a
nhidu bénh d6 xuét hién va trd thanh dai dich trong nganh cong nghiép ca da tron.
Bénh truyén nhiém dic hitu quan trong nhét 13 ESC, din dén ton that hon 78% tat ca
cac hoat dong véi dich duge bao cao trong 42% céic ao san xuat ca 1am thirc in
(USDA, Part I: Reference of Fingerling Catfish Health and Production Practices in the
United States, 2003; USDA, Part II: Reference of Foodsize Catfish Health and
Production Practices in the United States, 2003). Su két hop ctia gia thirc &n ting lén
cung ty 16 mac bénh cao cang gy kho khan vé kinh té cho c4c nha san xuét ca da tron
song.

E. ictaluri 13 vi khudn Gram am, hinh que diic hiéu vat chu cao dbi véi ca da
tron (Plumb, 1999). Tac ddong kinh té cia loai vi khuin nay trong nganh cung nghiép
c6 tra d6 tang 1én dang ké tir khi dugc mo ta 1an dau tién nhu 13 tAc nhan cia ESC nam
1981 (Hawke et al., 1981). Ngay nay, nguoi ta udc tinh rang chi phé ESC trong nganh
ca da tron gy thiét hai co trirc tiép trong khoang tir 20$ dén $ 30,000,000 hang nim
(Delbos et al., 2001). Nhi2m trung huyét duong rudt xay ra dudi cac hdnh thire clp
tinh, phu cAp tinh, mén tinh & c4 da tron (Hawke ez al., 1981). Cé bi méc ESC 1o do va
thuomg boi chim, xodn 6¢ thit thwong & bé mit ciia nude. Khi bénh tién trién thi xuét
huyét va lodt xuét hién doc hai v8y va lung cua co. G ¢6 bi bénh mén tinh, mot ton
thwong md c6 thé phat trién trén dinh dAu, tao cho bénh c6 ton goi chung la ‘bénh 16
trén dau’.

A. hydrophila cling 12 mgt tac nhan gay bénh cia vi khuidn Gram dm, c6 pham
vi vat cha réng hon so véi E. ictaluri bang cach gy ra nhiém trung huyét do xuét
huyét & tat ca cac loai ca nudc ngot trén toan thé gi6i (Cipriano et al., 1984; Ford et
al., 1991). Thiét hai do nhiém khudn 4. hydrophila thudng c6 mirc 6 nhé hon nhidu
so v6i nhing thiét hai do E. ictaluri géy ra va n6 thuong dugc xem la tac nhan gay
bénh tht phot lién quan dén cing thang, x 1y hodc nhiém trung co hdi (Plumb, 1999);
Tuy nhion, dai dich 10y nhidm A. hydrophila nam 2009 gifta cdc nha san xuét ca da
tron Alabama chua timg c6 trong dgc tinh cua nd va phé bién nhanh ching trong kiém

soat sinh hoc cac ao mang bénh c4 da tron (Terhune, Liles, et al., manuscript in
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preparation). Cac dich bénh cua ching A. hydrophila méi d6 dugc ghi nhan trén 48
trang trai & Toy Alabama va gy ra thiét hai u6c tinh 3,8 tri€u pao ¢0, loai co6 kich
thude vé co ban ¢6 thé thu hoach duoc véi dau vao chi phé san xuit d6 duge tinh toon
(W. Hemstreet, personal communication, Alabama Fish Farming Center, Greensboro,
AL).

C4 da tron non d& bj ESC va cac mim bénh khéc. Sy bung nd dich thudng bat
diu vao cudi thong tom hozc thong chon khi nhiét d6 nudc giam tr nhiét d¢ mua he
cao diém dén khoang nhiét do c6 loi cho sy phat trién cua E. Ictaluri (22-28°C). Mot
khi c4 d6 séng sit sau nhiém tryng ban dau, ¢ c6 thé tré non mién dich véi bénh
truyén nhiém sau d6 do phan (mg boi hé mién dich mic phai (Klesius, 1992). Thung
thudng ao duge quan ly dé san xuit c6 co kich thudc dung lam thic an duge tha lai
bing cach 14y gibng nhicu 1An trong subt chu ky san xuét dé cho phép thu hoach lién
tuc trong ao. Do do, ao san xuét c4 ding lam thirc n thuong chia hon hop ciia c6 & dd
tudi va tonh trang mién dich khac nhau. Hau hét cac ca trudong thanh trong mdt 20 nudi
c4 dung lam thirc dn do6 trai qua mot dich bénh va mién dich vé&i cin bénh nay nhung
mdt ty 18 trong sé ching s& mang cac chét nay (Klesius, PH 1992). V& viy, khi co
gidng duoc tha vao ao thi ca ding lam thic an tiép xyc véi céc chat ndy trong mdi
trudng ao nudi s& 1am cho chiing d€ thanh dich bénh (Wise et al., 1998).

N3 lyc ban dau dé kiém soat ESC, 4. hydrophila, va vi khuin gy bénh khéc
dua trén viéc cho an thtc an chira thudc khang sinh. Trong 20 nim qua, chi c6 thude
khang sinh duge dén nhén ciia Cuc Quan Iy thuc phdm va duge phim My (FDA) kiém
soat nhiém trung ESC va Aeromonas lan luwot 13 Rometd (ormethoprim-
sulfamethoxine) and Terramycind (oxytetracycline). FDA gin day d6 phd duyét viéc
sit dung Aquaflor d (florfenical) cho dich ESC va ni hién dang dugc Schering Plough
Corp. ban trén thi trudong (Gaunt ef al., 2003; Gaunt et al., 2004). Tuy nhién, thirc dn
dang thudc 13 dat va thudng c6 hidu qua thap trong tng dung thyc té thwong mai do co
bi bénh c6 thé khong an da lugng thire in thuéc dé loai bé nhidm khudn ra khoi quan
thé dugc xur 1y. Ngoai ra, Aquaflor chi c6 thé dugc dung véi thite &n thd y chi dinh can
d& xéc dinh vi khudn va duge ghi don béi bac si tha y duge cip phép, diéu nay c6 thé

tiép tuc tr& hoon viée tién hanh céc hanh dong x Iy ding dén. Viée sir dung ndi hap
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chit khéng sinh ciing d6 din dén su phat trién tinh khang cta vi khun (Khoo, 2001).
Céc didu tra gin day v& a0 nudi ca tra & Stoneville, MS d6 cho thdy su hién dién cua
plasmit trong thé phdn 1ap ctia bénh A. ictaluri gy ra tinh khang v&i Aquaflor d 24.
HAu hét cac nha san xuét d6 két hop viéc st dung cac tmg dung thuc té€ ché do
cho #n nghidm ngit trong quo trdnh bung phot ESC dé giam ty 1¢ tir vong. Tuy nhion,
v6i viée lam giam dAu vao cua thirc an thi sy ting truong cla co bi gidm syt, anh
huéng nghiém trong dén lgi nhuan cua nha san xuat (Wise et al., 1998). Gan day,
ching E. ictaluri séng, nhugc doc da dugc phat trién nham muc dich chﬁng ngira va
cho théy d3 bao vé mot cach han ché sy nhan giéng ca da tron khi dugc ching ngura &
10 ngay tudi, trong ci diéu kién thir nghiém va thudng mai (Lim et al., 2003;
Shoemaker et al., 1999; Wise et al., 1998; Wise et al., 2001). Tuy nhién, vacxin nay da
khong dugc ngudi nudi trdng c4 da tron chap nhan mét cach rong rai vi bénh thudng
x4y ra & cac quan thé cac dd dugc ching ngira va cac chi phé tra trude c6 thé quo cao.
Mic du c6 cac chién Iuge kiém soat khac nhau duge st dung phong ngira bénh
c4 da tron nhung thiét hai d4ng ké vAn cfin x4y ra do c4c tac nhan gy bénh, phuong
phap tiép can bd sung khac c6 thé duge tiép nhan béi cac nha san xuat ¢ da tron. Mot
chit phong trir sinh hoc ¢6 hiéu qua cn phai c6 hiéu luc tdt, chi phé rat thép, hoat tinh
khang khuan manh, khong gay tac dong xAu dén méi trudong, va ly tuéng 1a s& cho
phop kinh doanh cé tra dudi dang san phim sinh truéng hitu co. Chét phong trir sinh

hoc gan day d6 dugc xéac dinh boi cac toc gia song ché nay

Ly do va tim quan trong

MSbi déng vat 1a mot vat chu cho mgt hé sinh thoi vi sinh vat phire tap, véi
nhidu méi trudng sdng cta vi sinh vat duy nhét trén va trong mdi dong vat. Cong dong
vi khuén phtrc tap nay cé thé bao vé chdng lai bénh tat va trg giyp trong viéc trao d6i
cac chét dinh dudng can thiét. Vi sinh vat c6 loi dang dugc khai thac nhu chét ching
ngira trong ca ndng nghiép va nudi trdng thuy san, dé vc ché tac nhan gy bénh va ting
cuong strc khoe va sy phat trién cta cdy trong va dong vat. Nghién ctru dugce d& xuét

nay s& phat trién cac ching vi khuin Bacillus dé sit dung trong nudi tréng thity san, dé
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1) ngan ngira bénh do mam bénh vi khudn va nim, 2) thac ddy tng dung thuc t€ nuoi
trdng thity san bén vitng, va 3) 1am loi cho doi sbng kinh té cia nha san xuit nudi

trdng thily sin & bang Alabama.

D3 chimg minh duoc ring viéc st dung bién phap phong trir sinh hoc dé ngan
ngira va phong trir cac bénh gy thiét hai cho ndng nghi¢p di 1am gidm nhu cau vé hoa
cht trir dich hai va cc chét khang sinh trong san xuét cdy lwong thuc (Kloepper et al.,
2004; Lewis et al., 1997; Zehnder et al., 2001). Viéc st dung trén toan thé gidi cac doc
t6 trir dich ciia vi khuan Bacillus thuringiensis (Bt) dé thay thé cho thudc trir sau 1a
mdt trong nhiing vi du vé kha ning ctia cac vi sinh vat ¢ loi va cac san phdm tu nhién
dé 1am loi cho su an toan thuc phém, giam bot sy phu thude vao viée xtr ly béng héa
chit, va thiic ddy san xuit bén viing vé kinh té va méi truong ( Sanchis , 2008). Nhu
trong noéng nghi¢p, nudi tréng thiy san dya vao he¢ théng doéc canh mat dd cao, cung
chp didu kién Iy twong cho su phét trién cia vi sinh vat gdy bénh. Viée diéu tri bénh
cho ca va dong vat giap xac dugce nudi trong trang trai bing chit khang sinh din dén
tan sudt ngdy cang ting cla céc mAm bénh khéang thubc khang sinh c6 thé duogc dua
vao quin thé ngudi, va lam gidm gi4 tri thi truong cho nong dan budc phai phu thude
vao phuong phéap phong trir dich bénh bing hiia hoc t6n kom. Do nhu cau tang d6i véi
ngudn protein dong vat c6 chét lugng trong thé ky 21, véi mirc suy gidm ngudn co tur
nhidn c6 thé xay ra, c6 nhu cau x6 héi vé cac phuong phap bén vimg va hiéu qua vé6i
moi truong cod thé duoc dua vao mg dung thuc té nuéi trong thuy san (Harlander,
2002; Serageldin, 1999).

Céc tac gia sang ché da chimg minh dugc hiéu qué cta vi khuén c6 lgi, cac chi
tao bao tir thude giéng Bacillus, ¢6 tac dung lam chét phong trir sinh hoc trong viéc
ngin nglra bénh & thuc vat do mAm bénh vi khuin hoic ndm (Kloepper et al., “Theory
and applications of rhizobacteria for transplant production and yield enhancement”,
2004; Kloepper et al., “Induced systemic resistance and promotion of plant growth by
Bacillus spp.”, 2004; Kokalis-Burelle et al., 2003). Trong mét sb truong hop, cling da
phat hién ra ring ching Bacillus thic diy mot cach manh mé sy sinh trudng cia cdy

trdng va lam ting muc 4o hép thu cac chét dinh dudng trong d4t cta thuc vat (Enebak
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et al., 1998; Kloepper et al., 2004; Kokalis-Burelle ef al., 2003). Bao tir ciia Bacillus
c6 thé dugc ap dung cho céc hat gidng hoic ré cua thyc vat din dén 1am giam dang ké
 céc triéu chimg bénh va ty 18 tir vong khi thuc vét tiép xic véi mdm bénh. Viée thu
gom trén pham vi rong ching Bacillus phong trir sinh hoc c6 thé str dung dé chéng lai
mam bénh thuc vat (n=160), cing v&i mdi trueong nudi ciy Bacillus dugc phan 13p tir
chét ddng nhét ruét ca da tron (n=17), dugc thir nghiém vé hoat tinh phong trir sinh
hoc d@bi v6i nhém thir nghiém bay mam bénh 1& nguyén nhén chinh cta bénh trong
nudi trong thily san va that thoat v& kinh té trén toan thé giéi (vi du, Fig. 1). Dic biét,
mdi thé phan 14p vi khuan dugc thit nghiém v& hoat tinh dbi v6i mam bénh vi khuan 4.
hydrophila, E. ictaluri, E. tarda, F. culumnare, Streptococcus iniae, F. culumnare,
Vibrio harveyi, Yersinia ruckeri, va nam trimg Saprolegnia. Ngoai by suu tip ching
BacilZus nay, ching hitu hiéu nhit @& s dung trong nudi trdng thiy san (n=21) da
duge xac dinh dua vao muc tc ché in vitro ciia chiing d6i véi su phat trién mam bénh.
21 ching vi khudn Bacillus d6 dugc thir nghiém vé kha ning ton tai va phat trién ctia
ching trong rudt cua ca da tron, bang cach phun bao tir Bacillus riéng vao thirc dn ciia
c4 da tron (~ 106 CFU/g thtc an), cho c4 da tron gidng an thirc &n c6 bd sung vi khuin
Bacillus trong mdt tuan, sau d6 cho #n thirc &n ndy thudng xuyén trong ba ngay, va sau
d6 giét chung va uéc tinh sé lwong vi khuén Bacillus trong mdi g mu rudt (Fig. 2).
Nhiéu ching trong s cac ching vi khuén Bacillus dat con sé cao (> 108 CFU/g rudt)
cho thiy rang ching d6 xAm chiém thanh céng vao dudng rudt-da day cua ca da tron,
trong khi d6 bay chung c6 murc vi khuén Bacillus twong tw nhu nhém kiém chimg (tir
cac qu?m thé ruot). Kiém tra lién tuc s& xac dinh trinh tu gen 16S rRNA cuia céac khuin
lac Bacillus dai dién thu hdi tir rudt co tra, khing dinh ring ddy 1a nhimg ching do
dugc dua vao co thé dong vat qua nguén thirc an duge bd sung.

“Céc tai Bacillus” dugc didu ché bing cach chon loc mot sb chung Bacillus va
dua bao tir Bacillus nay vao thirc an cia cé da tron bing khoang 10° CFU cho mbi
ching/g thirc an. Thac &n ¢ bd sung Bacillus dugc ca da tron gidng (n=15 cho mdi
thing, 5 thing cho mdi nhém xtr 1y) an trong hai ngay trude khi gay nhiém bang cach
tha 2 x 10° CFU/ml ching E. ictaluri S97, va sau d6 ghi lai ty 1¢ tr vong theo thoi

gian. Quan sat dugc ty 1€ tir vong giam dang ké d6i v6i nhém ca da tron dugce n thic
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in ¢6 bd sung Bacillus so v6i nhém d6i ching (Fig. 3). Thir nghiém nay di ching
minh dugc ring bao tir Bacillus dugc dua vao thire n cia ca da tron c6 kha nang lam
giam bénh va ty 1€ tir vong & m6 hinh bénh trong bé nudi c6 kidm soat. Cling trong dé
xuat ndy, cac nha khoa hoc sé& thir nghiém ching Bacillus phong trir sinh hoc dé phong
trir bénh & ca da tron, thyc hién cac thir nghiém quan trong dé phéat trién cac chung
Bacillus nay cho ung dung phong trir sinh hoc.

Mac du véi trién vong cua vi sinh vt loi khuén c6 loi cho phong trir dich bénh,
linh vuc khoa hoc nay van bi han ché do thiéu sy chit ch& vé mit khoa hoc trong viéc
danh gid mot s6 ché phém sinh hoc duge dé xuét, va cin phai danh gia mét cach hé
théng nhidu tac nhan sinh hoc c6 thé c6 hiéu qua va dat dugc phé duyét quy dinh. Cac
thir nghiém duoc dé cap trong ban mo ta ndy sé& 1) xac dinh ching vi khuan Bacillus cu
thé ¢6 thé duoc sir dl_mg dé phong trir dich bénh thong qua ing dung vao thirc an ca da
tron séng, 2) hoan thanh trinh ty bd gen dbi v6i ching vi khudn Bacillus cu thé cho
thdy htra hen tot nhét trong phong ngira dich bénh, 3) xac dinh cAu tric ciia khang sinh
duge san xuét boi mdi ching vi khuén Bacillus, 4) thuc hién nghién ciru hiéu qua véi
lidu lurong ly tudng va dit thoi gian cho viée dung vi khuan Bacillus, va 5) danh gia
st khoe ca da tron sau khi cho #n 1au dai thirc n ¢6 bd sung Bacillus. Trong nghién
clru ndy, cac chung vi khuan Bacillus dugc lya chon thong qua dénh gia hop Iy hiéu
qua twong ddi cia ching trong phong ngira dich bénh, va cho cac tiéu chi cy thé trén

day 1 rit quan trong dé sir dung thanh cong trong san xuét c4 da tron song.

Phuong phap

Tht nghiém loi ich twong d6i ctia mdi ching Bacillus trong phong trir ESC.
Nhiém khudn thir nghiém c6 kiém soat trong bé nudi s& dugc sir dung dé danh gia
phong trir sinh hoc vi khudn ddi v6i mdi ching vi khuan dic hi¢u. Mot sd bién sé& dugc
danh gia khi thit 1ap tac dung bao vé ciia cic mdi trudng nudi cdy vi khuan ddi voi
hoat tinh phong trir sinh hoc twong tng cua ching. Do viéc bdo quan 1au ngoai mdi
trudng c6 thé 13 yéu ciu di véi img dung thuong mai, vi khuan tao thanh ndi bao tir
trong gibng Bacillus &3 duge chon dé danh gia vé kha ning phong trir sinh hoc cua

ching. Trong s6 15 méi trudng nudi cdy Bacillus 1) biéu hién hoat tinh Grc ché manh
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d6i véi nhidu mim bénh trong nudi trong thiy san (vi dy, Fig. 1), va 2) c¢6 thé séng sot
va sao chép trong rudt ca da tron (Fig. 2), chung s& duogc sang loc mot cach riéng r& dé
xac dinh chung hiru hiéu nhét vé tac dung bao vé in vivo @i véi ESC trong bé nudi
gy nhiém. M6i méi trudng nudi cAy Bacillus s& dugce sinh trudng trén mdi truong tao
bao tir trong 48 gid va sau do cac té bao vi khudn s& duoc loai b bang gac bong v
tring va tao huyén phil trong nuéc v tring trong 6ng hinh nén dung tich 50 ml. Sau
khi rtra hai 13n bing nudc vé tring, huyén phu chira bao tir s& dwogc thir nghiém vé don
vi tao thanh khuén lac (CFU) séng, va sau dé dugc sir dung dé phu thic dn cta cé da
tron v6i khoang 107 vi khudn CFU/g thirc &n bing cach phun huyén phu chira bao tir &
lidu lwong 8% (thé tich/khdi lugng). Thirc an duge phi vi khuén s& dugc lam khd
trude khi cho c4 da tron dn. Thirc dn dugc phu bao tir Bacillus s& duge bao quan & 4°C
tru6e khi cho #n va da du doan duge rang thirc in nay sé on dinh cao trong khoéng
thoi gian bao quan lau dai (nhiéu thang) do su tao thanh ndi bao tir.

Danh gid ching Bacillus don 1& trong viéc ngin ngra ESC trong bé nudi gay
nhiém c6 kiém soat. Trong c4c thir nghiém gy nhiém nay, bdn bé nudi cho mdi ching
Bacillus, hoic nhém dbi chimg, v6i 15 ¢4 da tron nhé khong chita mdm bénh dic hiéu
cho mdi bé nudi s& duoc st dung. Mot tudn trude khi gy nhiém, thic #n cia c4 da
tron dugc phu bang chung Bacillus dac hiéu s& dugc cho ca da tron nhé &n no mot lan
mdi ngay, voi thing dbi chimg tiép nhan cac t& bao vi khun tiét tring (bang cach
hép), hoic khong bd sung vi khuin. Ddi v6i thir nghiém gay nhiém, mdi trudong nudi
ciy E. ictaluri pha log 13 khoang 10° CFU trong mdi ml s& duge bd sung vao bé nubi
trong didu kién tinh. Mtrc sdng st cua ca s& duge kiém tra hing ngay vdi ty 18 séng
s6t cudi trong mdi xir Iy dugc sir dung dé danh gia kha ning ngin nglra su phat trién
ESC ciia mdi chung Bacillus. Thing d6i chimg s& .tié'p nhan thirc 4n cé bd sung vi
khuén séng nhung s& khong tiép nhén E. ictaluri d& x4c nhan rang khong c6 tac dong
bét loi cia Bacillus dén kha ning sdng sét clia ca da tron.

X4c dinh dac diém hop chit khang sinh dugc san xuét bang mdi ching Bacillus.
d3 phat hién ra ring mdi ching Bacillus san xut chit khang sinh tiét hop chét trc ché
vio moi truong sinh truéng cia chung. Dich ndi bé mit khong chira t€ bao clia ching

Bacillus sinh truong trong moi truong t81 thidu M9, hodc trong médi trudng phirc hop
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canh thit dau twong tripxin, c6 hoat tinh khang sinh dbi v6i mam bénh trude d6 duoc
thir nghiém trong thir nghiém sinh hoc trén co s t€ bao (vi du, Fig.1). X4c dinh hop
chét khang sinh dugc sén xuit bing ching Bacillus s& rAt quan trong dé phé chuén
dang ky cudi cling vé viée st dung cac chiing nay, riéng 1& hoac két hop, dé phong trir
bénh.

Tinh ché mot phan chat khang sinh bang séic ky long (LC). Trudc tién, cac hop
chét s& duge tinh ché bang cach sir dung LC pha dao va loai trir kich ¢& va dugc thir
nghiém sir dung cic thir nghiém sinh hoc dugc bdc 1§ trong ban md ta nay. Cac hop
chit duge tinh ché mot phan s& phoi nhiém véi phin chiét hitu co khic nhau va cac
phin tach pha dé x4c dinh cac didu kién dé chiét nhanh ra khoi méi truong di tiéu hao.
Sau khi x4c dinh céc diéu kién nay, viéc tinh ché s& tién hanh bang cach sir dung chi s6
luu C18 d3 x4c dinh 13 budc tinh ché 'cuéi'. Tiéu chi nay s& cb ging dé dat dugc vise
tinh ché nhanh hop chét ¢6 hoat tinh sinh hoc, gi6i han viéc tinh ché & quy trinh ba
giai doan khi c6 thé.

Nhiéu con dudng tdng hop thude tao ra nhiéu hon mét san phim. Ngoai cac
hop chét bét hoat, ching c6 thé bao gdm céc chit khang sinh lién quan vé mat hoa hoc
két hop thay ddi hoat luc va phd hoat tinh. Vi dy, vi khu4n san xuét epothilone, ing
vién chét chéng ung thu, tiét epothilone tuong tu vé mat héa hoc A, B, va D vao mbi
truong cua nd (Tang et al. 2000). Xay ra ddng thdi cac phan tir gibng thubc nhu cac
phén tir ¢6 thé dugc tich bang LC duéi dang nhiéu pic hoat tinh giita cic phan doan.
Buée tinh ché mot phﬁn LC ban diu sé& tach cac hoat chat va xac dinh dic diém timg
phd hoat tinh khéng sinh cua hop chit riéng ré. Vigc tinh ché cac hop phan riéng ré
dén ddng nhat s& 1am ting manh trién vong phan tich quang phd khéi xudi dong (MS)
thanh cong. ‘

Ba dang phéan tir khang sinh c6 thé thu duogc: peptit nhé, phan tir hitu co, hodc
lipit. Sic ky loai trir kich ¢& va C18 ¢6 thé s& tach cac nhom ndy. Viéc gitt lai trén C18
khong thanh céng c6 thd doi hoi phai thir b sung hoa chét; tuy nhién, trong cic sang
loc ban ddu cac chét khang sinh Bacillus, cac tic gia sang ché vu tién cac hoat chat UV
duoc xem 13 don phén tan trong tinh ché ban du. Viéc thay dbi hé dung moi va pH s&

duoc st dung dé ting cudng viée tach hon hop phirc, trong khi cac thir nghiém sinh

-2



34991

hoc dugc dé cip trong ban mo ta ndy cung cAp cong cu manh dé theo ddi tinh nguyén
ven cua cac phan ti. Céc hoat chét c6 thé duoc tinh ché dinh luong s& duge phéan tich
vé théng tin cu tric boi LC/MS. Nhidu rao0 can ti®m ning c6 thé can tré viéc tinh ché
hop chét. M6t s6 hoat tinh sinh hoc 1a do nhidu phan tir duéi don vi c6 thé 1am mét
hoat tinh khi cac hop phan dugc tich bang sic ky (vi du, violacein). Ngoai ra, solvat
hoéa va cac xir 1y khac trong qué trinh sic ky long co thé gy bét hoat mot sb phan tir.
Pé thiy r6 giira hai tity chon nay, cac phan doan sic ky khac nhau c6 thé duoc két hop
va thir nghiém vé su phuc hdi cua hoat tinh.

X4c dinh dic tinh héa hoc cua cac hoat chét. X4c dinh dic tinh hoa hoc cia cac
hoat chét s& duogc thir bang cach sir dung sdc ky ban méng va phn tich MS. Sic ky
ban méng (TLC) s& dugc su dung lam tiéu chuén ré dé nghién ctru tinh ddng nhat cua
hop chét cubi (vi dy, theo ddi bang UV, hoa than axit sulfuric) va chirc héa hoc (vi du,
tinh phan g ninhydrin hodc phan tng axetyl hda) dbi voi cac chat khang sinh duge
san xuét bang chung Bacillus. Cac thir nghiém hoéa hoc ban diu nay s& dit nén tang
cho phan tich phirc hgp nhu MS va NMR. Cac diéu kién LC/MS cling s& cho phép pha
v& su tre ché ion tiém ning bat ky 6 thé c6 mit trong hdn hop miu. Cac thir nghiém
LC/MS khac nita cling s& c6 gia tri trong viéc sang loc ti€u chudn tinh ché. Cac thir
nghiém khéi chinh xac va LC/MS/MS s& dugc thuc hién & sép x8p cac hop chat vao
cac nhom tuong tu vé mit ciu trac. Dit liéu cAu trac tir mot vong LC/MS/MS thuong
khong da dé xdc dinh ddy di cdu tric phan tir. Tuy nhién, dit lidu c6 thé dugc 1am
khép véi céc gia tri trong tai liéu d2 x4c dinh cac hop chét duge mo ta trude d6. Ngay
ca dit lidu cAu triic khong hoan chinh c6 thé dugc dimg dé dy doan do tan va d6 on
dinh, va x4c dinh phan ti luong cé thé tao ra dung dich & céc n@)ng d6 mol da biét.
Kha ning dé didu ché ndng do da biét ciia cac hop chit khéng sinh 1 quan trong dé
xac dinh hoat lyc va tinh gay doc té bao. Céc phan tich cAu triac héa hoc s& duge thuc
hién. Dit liéu LC/MS so bd s& nhim x4c dinh cAu tric phéan tir hoat dong. Viéc chiét va
phén tich héa hoc dé tim ra cAu tric cua phén tir san phim 14 cac quy trinh twong déi
dét. Dé tiét kiém ngan sach dy 4n, c4c phan tich cu trac hoéa hoc hoan chinh s& dugc
thue hién chi véi s lugng nhé (vi dy, <6) céc hop chét khang sinh c6 hoat tinh cao da

qua dugc cac danh gi trude d6, va trong Gng véi ching Bacillus dugc xac dinh vi co
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hoat tinh phong trir sinh hoc dang ké. img vién phan tir trién vong tir mdi nhém twong
tur v& mit cAu tric s& dugc xac dinh dic diém tiép bang cach sir dung bd hoan chinh k¥
thuat kinh quang phé (UV-vis, UV-vis-NIR, FT-IR, FT-Raman, GC-FTIR, Raman
cdng huong, va quang phé NMR). Trong pha ban dAu, thir nghiém "H va BCNMR (&
d6 giau tu nhién) mot kich thuéc va thir nghiém NMR 'H-"C (6 do giau tr nhién)
nhiéu kich thuéc phd twong tac di hat nhan qua mét lién két (Heteronucléar Single
Quantum Coherence - HSQC) s& duoc thuc hién dé phan loai cac hop chét. Phan tich
NMR day du ciing c6 thé duoc thuc hién.

Hoat lyc twong dbi xac dinh dugc cua cic hgp chét khang sinh d6i v6i mam
bénh khac nhau. Dt liéu hoat luc tuyét d6i va tuong dbi c6 thé duge st dung dé Xép
loai cac hop chit vé kha niang ding 1am céc chit khang sinh ctia chiing. Mbi mam
bénh vi khudn va nim dugc thir nghiém truge d6 (n=7, xem trén day) s& phoi nhiém
v6i chudi pha lodng ctia hop chét khang sinh da tinh ché dé xac dinh cac ndéng d¢ tc
ché i thidu (MIC). Cac hop chét da tinh ché va dit liéu phan tir lugng tir phan tich cdu
triic LC/MS s& duge sit dung dé hoa tan cac hop chit dén ndng d da biét. Cac diéu
kién va moi truong thir nghiém chét khang sinh chuén (canh thit Mueller-Hinton dugc
didu chinh bing cation, khi thich hop) s& dugc st dung dé danh gid hoat luc chat
khang sinh. Tém lai, cic mdi trudong nudi cdy vi khuén trong pha sinh trudng log s&
duoc ching ngira véi khoang rong cua ndng d6 chit khang sinh, ba 14n, va trc ché sinh
truong s& duge xéc dinh di voi dbi chimg 4m tinh (dung méi hogc chat dém dwgc sir
dung cho hop chit khang sinh). Pong hoc sinh truong s& dugc xac dinh cho mdi vi
khuén loai dé tinh todn MICs, (50% trc ché sinh truéng), va mitc d§ hiéu nghiém cua
mdi hop chét s& so véi cac hop chit khang sinh da biét khac. d6i ching duong tinh s&
bao gém cac chat khang sinh thudc cac nhém khac nhau véi hoat lyc da duge xac dinh
trudce do.

Sép xép trinh tw by gen clia ching phong trir sinh hoc Bacillus hiru hiéu nhét.
Chung Bacillus duge xac dinh bang cac thir nghiém trong ban md ta nay c6 thé dugc
sdp xép trinh tu. Thong tin trinh tw ADN thu duoc cb th8 dugc st dung dé bat dau hé
théng do dic hiéu chiing trén co s ADN dé theo dai su chuyén dong ctia ching c6 loi

dugc dua vao trong mdi truong. Ngoai ra, xur Iy nay s€ thu dugc ban tém tat di truyén
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hoc mé rong vé con dudng sinh tong hop lién quan dén tong hop san phdm tur nhién va
chi ra kha ning trao dbi chat va enzym ctia mdi ching, dé c6 thé sir dung trong twong
lai cac trinh tu bd gen nay dé thir nghiém vé su biéu hién toan bd gen Bacillus va dé
tang cudng sinh tong hop khang vi khuén trong qua trinh phong trir sinh hoc.

Sép xép trinh tu bd gen va tip hop cia chung Bacillus. Kich thirée b gen cia
mdi ching Bacillus twong lai s& duge ude tinh bang dién di gel truong xung (PFGE).
Da sb cac bd gen Bacillus c6 kich thudce nim trong khoang tir 4 dén 7 Mbp, vi thé sir
dung phuong phap sip xép trinh tur thé hé tiép theo c6 thé tao ra mot cach d& dang 50
l4n vung trang lip cia bd gen Bacillus. Phuong phap két hop sir dung ca 454 giai
trinh tu cho > 30 1dn ving tring lp sép xép trinh ty bo gen (chidu dai doc ~500 Bp),
va > 50 1an ving tring lap sip xép trinh tw by gen bang cach sir dung phuong phap sap
xép trinh ty Illumina (chiéu dai doc ~70 bp cip dAu tan) 13 chuén t6i wu cho sip xép
trinh tu bd gen vi khudn mét lan nita. Moi trudng nudi céy Bacillus s& dugc sinh
tredng trén quy mo 16n (500 ml) d2 chiét ADN, va ADN bd gen s& dugc diéu ché
dudi dang thu vién phu duge ma vach va sép xép trinh tu. Bﬁng cach st dung mét dinh
dang 3 tAm 454, s& thu duoc mic sép xép trinh tu d4 cho mdt bd gen Bacillus. Trinh
tu bd gen nay s€ dugc tap hop vao bd gen lién k&. Sinh tin hoc ph?m mém hép buu
kién, CLC Bio Genome Workbench s& dugc sir dung dé thuc hién chi thich va tap hop
b gen mot 14n nita hidu suét cao. Cu thé, phan tich b gen sé cd gfmg dé x4c dinh con
dudng di truyén lién quan dén tdng hop chét khang sinh, va quét by gen lam can ctr
cho gen bét ky c6 kha ning lién quan dén viéc sinh bénh (vi du, hemolyzin, ddc ).
Danh muc c4c khung doc m& (ORF) du doan s& dugce xac dinh bang cach sir dung mo
hinh Markov 4n nhdm vao bd gen Bacillus dugc sip xép trinh tr hoan chinh khic. Dit
liéu v& Bacillus ORF s& so véi dit liéu GenBank nr/nt nho céc tra ciu thuit toan
BLAST, va cha thich so b dugc tao ra theo két qua GenBank cao nhét cho mbi ORF
trong tng. bd gen Bacillus hoan chinh (hodc gan hoan chinh) s& 12 ngudn cé gia tri
cho ééc thir nghiém khai thac gen va biéu hién gen dé hd trg cac co hoi tai trg & khu
vuc xa.

Tao ra thé dot bién Bacillus thiéu hut kha ning tbng hop chit khang sinh. Dé
xé4c dinh gen dic hiéu can cho tbng hop chét khang sinh, hé gen nhdy Mariner (Wilson
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et al., 2007) s€ dugc st dung d& gay dot bién gen nhay mot cach ngiu nhién ching
Bacillus (n=3) s& dugc chon dé sip xép trinh tw b gen hoan chinh. Thé d6t bién
Bacillus Tn s& ma héa tinh khang spectinomycin, va mdi khuin lac d6t bién s& duoc
pht bang aga mém (0,7%) chira m6i trudng nudi cay pha log cta E. ictaluri. Mbi thé
d6t bién thibu hut ving @e ché s& dugc chon dé nghién ciru tiép. C6 thé s& sang loc rat
nhanh muoi nghin thé dot bién vé hién tuong mét chirc ning theo cich nay, thu dugc
b suru tap hoan chinh v& thé dot bién thiéu hut chit khang sinh. Mdi thé dt bién nay
s& duge so sanh bing phan tich thim Southern bing cach sir dung dau do huéng dich
cat xét gen nhay, nho do chira thé d6t bién c6 doan cai xen gen nhay trong cung locut
gen (hodc ngay lién ké). M&i thé dot bién khac thu&ng s& duge thir nghiém vé panen
mam bénh vi khudn va nidm rong hon d3 mo ta trén day, dé x4c dinh néu hién tugng
mét chirc nang dbi v6i chat khang sinh trc ché su sinh trudong cua E. ictaluri 1a thiéu
hut tuong tw déi véi mAm bénh khac. N6 c6 thé 13 truong hop ching Bacillus 6 thé
biéu hién nhiéu chét khang sinh, trong d6 trudng hop mim bénh khac nhau c6 thé
dugc str dung cho sang loc so bd dé xac dinh thé dot bién mét chtrc ning thiéu hut
chirc nang téng hop chét khang sinh.

Dé x4c dinh gen can cho qua trinh tdng hop chat khang sinh, ADN bd gen cia
thé dot bién khac thuong s& duge chiét va dugc str dung 1am khudn cho PCR dao béng
cach st dung doan mdi bén trong cat xét gen nhay d2 x4c dinh gen Bacillus 1ién ké véi
vi trf ctia doan cai xen gen nhay. Trinh tw ADN sé& so voi trinh ty bd gen Bacillus hoan
chinh (12 bd gen tham chiéu) d& chi ra vi tri twong d6i ciia mdi doan cai xen gen nhay
trong bd gen. Pay s& 1a thong tin quan trong d2 hidu duoc con dudng di truyén lién
quan dén viéc tdng hop chét khang sinh c6 thé mang lai kha ning sinh trudng hodc
sbng s6t cta E. ictaluri va cac mim bénh khac. Nh sir dung nhiéu ching Bacillus dé
phong trir sinh hoc, hién dang sir dung ché phim nhiéu thudc, nh 6 lam giam kha
ning xay ra mam bénh khang thubc. Ciing quan tim dén thir nghiém thé dot bién
Bacillus thiéu hut chitc ning tdng hop chit khang sinh c6 bi nhuge doc trong hoat tinh
phong trir sinh hoc ctia né so vdi ching bb me kiéu dai ctia né hay khong.

Phat trién ché pham t6i wu ctia chung Bacillus dé phong trir sinh hoc bénh. Viéc
lra chon ching Bacillus t6i wu, hodc hdn hop ching, dé phong trlr sinh hoc bénh c6
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thé duoc thong tin boi nhiéu ngudn dit liu thuc nghiém khéc nhau. Nghién ctru duge
d& xuét ndy s& xac dinh chung Bacillus va cac didu kién t6i vu dé phong trir ESC.

Phu thudc lidu hrong Bacillus. Trong céc thir nghiém d3u tién dé dénh gia kha
ning phong trir bénh in vivo mdi ching, bén chung Bacillus t6t nhat duge xac dinh
trén day khi ngin ngira nhiém khuan E. ictaluri va tir vong s& dugc sir dung dé xac
dinh lidu luong t6t nhit d& dua vao thic in & ding. Viéc tao ra bao tir Bacillus va
thitc 3n s& duge thuc hién nhu d3 mé ta trén day; tuy nhién, s6 luong bao tir duoc dua
vao trong thic an s€ dugc thay ddi. Liéu luong s& bao gém 10%, 10°, 10°, hoac 107
CFU/g thirc an cong véi xu ly d6i chtmg. Ca s& dugc dua vao bé nudi gay nhiém (nhu
da mo ta trén day) dugc chia thanh cac xi ly (véi ndm bé nubi gibng nhau cho mdi lidu
lugng) va cho an thic an da xur ly hing ngay d no, két hop cho an thirc an da xu Iy
lién tuc trong 2 tuan. Ca s& dugc gy nhiém trong diéu kién tha chim tinh nhu d& mo ta
trén day. Ca s& khong dugc cho dn vao ngay gay nhiém, nhung s& lai tiép tuc n mot
ngdy sau gdy nhiém va tiép tuc trong sudt nghién ciru gay nhiém bang thirc an xtr ly
dugc chi dinh. Ty 1€ tr vong s& duoc kidm tra trong it nhit 21 ngay. Mdi ching
Bacillus s& dugc danh gia mot cach riéng ré.

Bacillus d didu tri du phong hoic ctru chita. Trong chudi thir nghiém thir hai,
ching Bacillus s& dugc thir nghiém ddi véi kha niang phong ngtra va/hodc kha nang
loai bé cac nhiém khudn dang phat trién. C4c thir nghiém nay s& duoc thuc hign qua
thay d6i thoi gian ma tai d6 bao tir duge ca an ban dAu lién quan dén thoi gian giy
nhiém. D61 véi mdi chiung Bacillus duge xac dinh va sit dung trén day, bdn thoi diém
ban dau s& duoc danh gia cong v6i nhom dbi chtmg. C4 s& dugc cap vao bé nudi gay
nhidm nhu d3 mé ta trén ddy va chi dinh mot cich ngau nhién vao mot trong nim
nhém xtt 1y: 1) thirc an c6 bé sung Bacillus bét dau 1 tuln trude khi gay nhiém, 2) thirc
in c¢6 bd sung Bacillus bat dau 3 ngay trude khi giy nhim, 3) thtrc an c6 bd sung
Bacillus khoi ddu 1 ngdy sau gy nhiém, 4) thie an c6 bd sung Bacillus khéi diu ngay
tir vong lién quan dn E. ictaluri thi nhét (dwa trén cc dau hiéu 1am sang va hanh vi),
va 5) thirc an ddi chimg. T4t ca cac nhom xir ly s& duge cho an thirc an c6 bb sung
Bacillus trong sudt thir nghiém véi lugng thirc dn duge cho an no. Céc trinh tu didu

ché thirc an va gy nhiém s& dugc tién hanh nhu d3 mé ta trén day.
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Sinh truéng va bénh hoc lién quan dén viéc dung Bacillus. Tinh theo liéu Iuong
cia Bacillus dugc x4c dinh trén day, ca da tron s& dugc dua vao thir nghiém dac tinh
sinh truong véi ting ching trong s6 bdn chung vi khuan duge xac dinh t5t nhét va lidu
luong t6t nhat twong tmg ctia chung. Thirc an s& duge didu ché nhu duge mo ta trudce
6 v6i lidu luong Bacillus thich hgp. C4 treong thanh (~5 g mi con) s& duge dém, can
chung, va dua vao bé nuoi va chi dinh mot cach ngiu nhién nhém xir ly thirc an da
chon v6i bdn bé nuéi gibng nhau cho mdi 14n xir Iy, 16 con c4 cho médi thung gidng
nhau. C4 s& duge cho dn mdt 1an hing ngdy véi khodng 4-5% trong lugng co thé (gan
no; tinh theo trong luong ban dau) véi thirc &n da didu ché. Thuc an s& dugc can hang
ngdy. Mdi hai tuan trong tim tudn, tit ca ca s& duogc loai bo khoi thung cdn chung va
trong lugng dugc st dung dé didu chinh luong thire #n duge dé xuét. & tun bdn va
tam, bon con ca tir mdi thung s& duge loai bo khoi mdi thing. Phan rudt yéu hon sé
duoc loai b va duge st dung dé danh gia sd lwong sinh vat Bacillus mong mudn
(CFU/g) sbng & mo. M9 cé con lai s& dugc bao quan trong dung dich formalin dém
trung tinh 10% dé danh gia md bénh hoc. Trong lugng cudi cta ca s& duge st dung dé
x4c dinh céc tac dong dén dic tinh sinh trudng va tdc d6 chuyén héa thirc an.

Két hop céc ching Bacillus khac nhau (“cée tai”) @ phong trir sinh hoc ESC.
Str dung moi ching Bacillus, & lidu lwong ly tudng clia nd, trong moi hdn hop c6 thé
dé danh gia mbi “cdc tai” Bacillus vé kha nang ciia né trong viéc kiém soat bénh ESC.
Thitc &n xtt ly s& duge diéu ché nhu duge md ta trude do véi lidu lwong bao tir bang
nhau cia tr mot dén bdn ching Bacillus. C4 cac thr nghiém gay nhiém s& duoc tién
hanh nhu d3 mé t& trén ddy, sir dung nim bé nuoi giéng nhau cho mdi xtr Iy che tai véi
15 con c4 cho mdi sao chép. Tiép theo, ca s& duge cho an thire an xir ly thich hop
trong mot tuln trudc khi gdy nhiém va sau do sau gy nhiém lién tuc trong khoang
thoi gian thir nghiém.

Vi du 2 - X4c dinh ching Bacillus @& phong trlr sinh hoc mam bénh ca da tron.

Trong Vi du 2 sau, nghién ctru dugc d& xuit va duoc hoan thanh trong Vi du 1
dugc thuc hién va duge sao chép tiép.

Tém tat

chung Bacillus dugc chon va duoc danh gia dé phong trir sinh hoc bénh & ca da
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tron. ching Bacillus duge phan 1ép tir d4t hodc rudt ca da tron va dugc sang loc vé
kha nang chdng lai ciia ching v6i Edwardsiella ictaluri va Aeromonas hydrophila. 21
ching dugc chon va hoat tinh dbi khang cua chung d6i v&i mam bénh duéi nude khac
cling dugc thir nghiém. Ty 1€ sbéng sot ctia moi chung Bacillus & rudt ca da tron duge
xac dinh, va nim ching Bacillus c6 phé hoat tinh khang khuén t6t nhét va ty 1& séng
s6t trong rudt dwgc danh gia tiép vé hoat tinh bao vé ciia ching d6i véi E. ictaluri gy
nhiém trong bé nuéi gidng nhau. Hai chung Bacillus mang lai l¢i ich déng ké trong
viéc 1am gidm ty 1€ tr vong cua ca da tron (P < 0,05). Thir nghiém gay nhiém twong tu
duoc tién hanh & Viét nam véi bbn trong sb6 nam ching Bacillus cling c¢6 tac dung bao
vé dbi véi E. ictaluri & ca da tron soc van. Nghién cru an toan & 3 trong s6 cac ching
duoc chon da khong cho thdy sy c6 mit ciia cac plasmit va tinh khang cac chét khang
sinh quan trong vé mit 14m sang. Chung Bacillus ¢6 1¢i v6i ca da tron khi duge dung
lam chét bd sung thirc in dé phong ngira cac bénh gy ra boi E. ictaluri. Ching
Bacillus dugc chon trong nghién ctu nay c6 tng dung tiém ning trong nghé nuoi
trong thily san cling nhu 1 mot giai phap thay thé hiéu qua vé& chi phi trong viéc sit
dung céc hop chat khang vi khuén hién nay.

Gidi thiéu

Nghé nubi trong thity san cé da tron, Ictalurus punctatus, da tré thanh mot trong
nhitng nganh céng nghiép san xuit dong vat thanh cong nhét & Bic My trong 30 nim
qua va hién 1a nganh coéng nghiép nudi trdng thiy san 16n nhit & M§. Hon 90% toan
bo c4 da tron dugce tao ra & My dugc nudi tréng & Alabama, Arkansas, Louisiana, va
Mississippi va cht yéu dugc sinh truéng & céc ao bing d4t nim trong khodng tir 2 dén
10 ha (USDA 2003a, 2003b). Ngudi nudi trong ca da tron thudng bao quan c4 v6i mét
d9 cao.

Diu vao thirc an cao duoc di lidn v6i méi truong nudi cly ca mat do cao kich
thich qua trinh tang sinh cua vi khuén co hoi (Austin ef al. 1995). Ngoai ra, mat do ca
cao va thay dbi nhiét do va thanh phan héa hoc ciia ao nudi trong thay san mot cach
nhanh chéng cang giy kho khan cho c4, tao cac didu kién thu4n loi cho sy tAn cong va
lan tran cta bénh. Nhiém trung huyét duong rudt clia ca da tron (ESC), do vi khuén

Gram 8m Edwardsiella ictaluri (Hawke 1979) gdy ra, 1a bénh 18y nhiém dic hitu quan

-20-



34991

trong nhit trong nganh cung nghiép nubi trong thity san c6 da tron séng (Hawke va
Khoo 2004). D6 ¢6 boo coo ton that do ESC gy ra hon 78% toan bd hoat dong véi
dich duogc bio céo trong 42% ao nudi ca da tron, v6i thiét hai kinh t& nim trong
khoang tir $ 20 dén $ 30,000,000 hang nim (Wagner et al. 2002; USDA 2003a,
2003Db).

Mam bénh quan trong khic & c4 da tron 12 Aeromonas hydrophila, 13 tic nhan
gdy bénh co ban cta bénh nhifm tring méu do Aeromonad di dong (MAS)
(Harikrishnan et al. 2003) va co thé 14y nhifm cho nhiéu loai c4 bao gdm c4 ro phi, ca
da tron, c4 vang, c4 chép, va ca chinh (Pridgeon et al. 2011). Nam 2009 va 2010, 4.
hydrophila dugc xac dinh 1a tic nhan gdy bénh cua bénh lay truyén & ca da tron nudi,
dan dén ty 1& tir vong cao hon so v6i thong thudng d6i véi MAS véi hon 5 triéu pao
fhét thoat tir c4 da tron cho nganh cong nghiép ca da tron thuong mai & Alabama.
Chung A. hydrophila (vi dy, ching AL09-119) dugc phan lap tir ca bi bénh trong qua
trinh 1ay truyén ndy 1a rat doc hai trong thir nghiém gay nhidm bénh trong bé nubi so
v6i ching A. hydrophila tham chiéu (Pridgeon et al. 2011).

Pangasianodon hypophthalmus Sauvage, thuong dugc goi la ca da tron soc
vén, 12 c4 da tron ty nhién & ving chau thé Mé kong cla Viét nam. Thi phan nudi
trong P. hypophthalmus dugc ghi lai c6 tdc do sinh trudng cao nhét theo thé tich so véi
mat hang nudi trong thiry san khac bét ky trén toan ciu trong thap ky qua (Phan ef al.
2009; Phuong and Oanh 2009). Thi phin nay gidi thich cho san luong lan lugt 1a
687.000 va 1.094.879 tAn vio nim 2007 va 2008, san luong nim 2008 chiém 1én dén
34% téng san luong nudi tréng thity san & Viét nam, qudc gia dimg thir 5 vé san xuit
nuéi trdng thiy san trén toan cau (De Silva et al. 2010). Hon thé nita, hon 90% ca da
tron dugc nudi tréng duogc xtt 1y va xuit khdu dén hon 100 qudc gia trén toan ciu
(Phuong and Oanh 2009). Bénh hoai tir hinh quen cua Pangasius spp. (BNP), cling
oAy ra béi E. ictaluri, 1a bénh gay thiét hai dang k& vé mit kinh t& cho nganh céng
nghiép nudi trdng thiry san c4 da tron soc vin & ving chau thd Mé kong, c6 thé gay ra
ty 1€ tir vong 50-90% va xay ra & 98% khu nudi trong (Phan et al. 2009).

Hoa tri ligu bang viéc ding qua dudng miéng cac chét khang sinh trong thirc in

c4 1a phuong phap di€u tri pho bién nhéat doi véi cac bénh ve vi khuan; tuy nhién, viée
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str dung cac chét khang sinh trong nghé nudi trong thity san c6 thé dua vao cac rii ro
tidm tang cho strc khoe cong ddng va cho mdi trudng boi sy xuét hién ciia vi sinh vat
khang thuéc va du lugng khang sinh (Johnson 1991; DePaola et al. 1995; Plumb ez al.
1995). Hon thé nita, cac vi sinh vt hoi sinh binh thuong trong dudng tiéu héa, gop
- phin mang lai sttc khoe va chit dinh dudng ciia ¢4, bi Gic ché bdi viée hoa tri ligu qua
duong miéng (Gerald and Jane 1966; Sugita et al. 1990). Pé didu chinh trudng hop
nay, da tap trung hon vao cai tién viéc quan Iy thong qua mirc dinh dudng t6t hon, chét
lugng nude duge cai thién, mat do ct gifr thép hon, va viéc st dung vacxin va chét
kich thich mién dich khéng dic hiéu (Austin and Austin 1999). RAt it nghién ctru da
duroc tién hinh d& nghién ctru loi khuén dé 1am gism nhe cac bénh 14y nhiém & c4 da
tron, va khong co nghién ctu nao duge bao cdo st dung dung truc tiép trong thirc an.
Queiroz and Boyd (1998) da tmg dung san phém lgi khuan thuong mai, Biostart, chira
rat it loai Bacillus spp., cho nuéc ao ca da tron va da ching minh dugc rang mirc séng
sét va san luong thyc cua ca duge xu ly bang Bacillus spp. 1én hon dang ké so véi
mAu d6i chimg. Tuy nhién, vi khuin duoc st dung trong trong nghién ciru truge day
khong dugc phan 1ap ddc hi¢u dé sir dung cho c4 da tron ciing khong phai 13 hoat tinh
khang khuin ciia ching d6i véi mam bénh quan trong cla ca da tron duge xac dinh
dic diém.

Trong nghién ctru nay, thu gom trén pham vi rong chiing Bacillus (n=160) duoc
phén lap tu dat va chiing tir ru6t ctia ca da tron (n=17) dugc thir nghiém vé hoat tinh
khéng khuén in vitro d6i véi ching E. ictaluri duge phan lap tir ca da tron bi bénh, 4.
hydrophila, va cac mAm bénh vi khuén va nim khéc cia ca da tron. Chung Bacillus da
cho thdy do khang sinh hiéu qua dugc danh gia d6i voi mitc séng sét tuong tmg cia
chiing trong rudt cla ca da tron. Hoat tinh phong trr sinh hoc cia chiing Bacillus tbt
nhét khi duge bd sung vao thirc &n dugc nghién ciru bang cach str dung nghién ctru gy
nhiém bénh ca da tron soc van va ca da tron trong hé bé nudi. Po an toan cua ching
Bacillus dugce chon cling duge danh gia vé su ¢6 mit cia cac plasmit va tinh khang céc
chét khang sinh.

Vit liéu va phuong phép

Ching vi khudn. Ching E. ictaluri $97-773 duge sit dung @& sang loc so bd déi
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voi d0 khang sinh Bacillus va dbi véi cac thir nghiém giy nhiém ESC vi ching nay
gdy bénh cao ddi véi c4 da tron va d dugc sir dung trede d6 trong nghién ctru gly
nhiém & Phong thi nghiém bénh ¢ hop tac Dong Nam (Southeastern Cooperative Fish
Desease Laboratory - SCFDL), Auburn University. Chung E. ictaluri R-4383, chung
E. ictaluri Alg-08-200, Edwardsiella tarda, Streptococcus iniae, Yersinia ruckeri,
Flavobacterium culumnare, va Saprolegnia ferax 14y tir bo suu tap thé phan lap gay
bénh & SCFDL. E. ictaluri NLF33 dugc phan 1ap tir c4 da tron bi bénh soc van & Viét
nam. Aeromonas hydrophila A1.09-119 dugc phéan 14p tir c4 da tron bi bénh MAS nam
2009. Ching Bacillus (n=160) trong dAt da chon loc duoc cung cip boi phong thi
nghiém cia Tién sy Joseph Kloepper (Department of Entomology and Plant
Pathology, Auburn University). Bacillus subtilis 1E17 thu dugc tir Trung tdm luu trir
di truyén Bacillus.

Phan l4p ching Bacillus spp. tir rudt cla ca da tron va danh gia hoat tinh khang
khuén.

C4 da tron khoe manh (7-10 cm) dwoc giét bang cach cho dung qué lidu MS-
222, va rudt dugce léy ra & trang thai nguyén ven cta ching. Khoang 1,0 g du¢c lam
ddng nhat trong 9,0 ml dung dich nuéc mudi vo tring (0,9% khdi lugng/thé tich).
Dung dich pha loang chudi 10 14n duge didu ché dén 10°® trong nudce mudi sach, va 0,1
ml duge trai trén bé mit cia ba dia gidng nhau chira aga dau twong trypton (TSA) Kkét
hop u & 28°C trong 48 h (Irianto and Austin 2002). Cac khuén lac giéng Bacillus duge
chon ra ngau nhién, dugc tinh ché bé‘mg cach cdy thanh vach cac khuén lac d4 phan lap
trén moi trudong sach, va duge kidm tra v& kha nang tc ché véi su sinh trudng cla E.
ictaluri bang cach st dung phuong phép aga mém hai 16p (Jack et al. 1996). Déi véi
16p phii aga mém, thé phén 13p vi khuén dugc sinh trudng trong Sml canh thit dau
trong trypton (TSB) trong 24 gid ¢ 30°C. Sau do, thé tich 5 ul dugc cham lén ba dia
gidng nhau chira TSA va dugc 0 thém trong 24 h. Aga mém (0,7% khdi lugng/thé tich
aga) duoc didu ché bang TSB dugc 1am néng chay va duoc lam ngudi dén 37°C va
gieo mam véi nguyén liéu nudi chy cta chung E. ictaluri S97-773 pha log dé dat duoc
6 duc nhe (ttc 12 107 t& bao/ml). Huyén phi té bao vi khuin trong aga mém dugc rét

ngay lén cac dia TSA va dugc u trong 24 gio & 30°C va sau do6 ghi lai su c6 mat cua
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ving trong trong qua trinh sinh trueéng cia dam E. ictaluri (theo mm) lam bang chimg
vé sy tc ché sinh truéng. Moi truong nudi cdy duoc xem 13 tc ché E. ictaluri duge
x4c dinh dic diém bing cach nhudm Gram va sap xép trinh tr gen 16S rARN bing
cach st dung bd doan mdi ‘vi khuén hanh tinh’ 27F va 1492R (Weisburg et al. 1991).
Trinh ty 16S rARN lién tGng dugc tao ra bing cach st dung Chromas Pro
(Technelysium Pty Ltd., Queensland, Australia), va mdi trinh tu duoc so sanh véi dir
liéu nucleotit GenBank khéng thira bing BLASTn. Chung Bacillus spp. dugc bdo quan
dong lanh & -80°C. Chung Bacillus trong d4t d3 chon (n=160) duoc thir nghiém vé
hoat tinh khang khuén déi vé6i E. ictaluri bang cach sir dung cting phuong phap.

50 ching Bacillus ¢ hoat tinh d6i khang d6i v6i E. ictaluri $97-773 dugc thir
nghiém vé hoat tinh trc ché cua ching ddi v6i chung E. ictaluri khac (E. ictaluri R-
483, E. ictaluri Alg-08-200). Ching Bacillus da thé hién hoat tinh khang khuin d6i véi
tat ca ba chung E. ictaluri dugc danh gia tiép v& hoat tinh trc ché clia ching d6i véi sur
sinh trudng cia ching 4. hydrophila AL09-119. 21 chung Bacillus da thé hién hoat
tinh khang khuin déng ké dbi v6i ca E. ictaluri va A. hydrophila duge thir nghiém vé
hoat tinh cua chung d6i véi mot s6 mam bénh ca da tron khac bao gdm Edwardsiella
tarda, Streptococcus iniae, Yersinia ruckeri, Saprolegnia ferax bang phuong phap phu
aga mém di mb ta trén day.

Hoat tinh khang khudn d6i v6i thir nghiém Flavobacterium culumnare bing
phuong phap khuéch tin k¥ aga. Péi v6i thir nghiém khuéch tan k¥, chung Bacillus
duge sinh trudong trong Sml TSB trong 48h & 30°C. Sau khi ly tdm & tbc d6 3.600
vong/phut trong 10 phut, dich ndi trén bé mit nudi ciy duge loc qua mang loc 0,2 um.
Sau do, 200 ul dich ndi bé mat di tiét tring béng mang loc duogc bd sung vao 15 tron
(c6 duong kinh khoang 20 mm) dugc tao ra trong dia aga (Farmer 2004) moéi truong
sinh truéng F. culumnare (FCGM). Sau khi dich néi bé mat duoc hép thu vao moi
trrong aga, moi truong nudi cidy F. culumnare pha log sinh trudng trong canh thit
FCGM duoc trai déu 1én dia bé'lng cach sir dung gac boéng vo trung. Cac dia duoc u
trong 48 h 6 30°C.

ching Bacillus AP79, AP143, AP193L, AP254L, va ABOI ciing duoc thir
nghiém vé hoat tinh khéng khudn in vitro cta ching d6i véi E. ictaluri NLF33, tac
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nhin giy bénh BNP & ca da tron sqc vin. Mbi trudng nudi cdy canh thit cia E. ictaluri
duge didu chinh dén mat do 10° CFU/mL v dugc thdm déu 1én céc dia TSA. Ba 16
duoc dii tir dia aga va 50 uL 10° CFU/mL dich ndi bé mit khong chira té bao Bacillus
(48 h nudi ciy trong TSB) duge bd sung vao mdi 16. Ving trc ché dugc do sau 24 gid
1 & 30°C.

Sé&p xép trinh trr by gen Bacillus. ADN bd gen cua chung Bacillus dugc chiét ra
khéi 500 ml méi trudng nudi cdy sinh truéng trong TSB bang cach st dung kit phan
lap ADN b gen Promega (Madison, WI). Hi¢u suét va d6 tinh khiét cia ADN bo gen
duge uéc tinh bang cach s dung phd quang k& Nanodrop (Thermo Scientific,
Wilmington, DE), va khoang 7 microgam ADN bd gen Bacillus dugc chuyén dén
Lucigen Corporation (Middleton, WI) dé tao ra thu vién phu dugc mé vach cho 454
giai trinh tu véi titan chemistry. Céac thu vién phu Bacillus dugc ma vach duoc sép
xép trinh tir tai Phong thi nghiém dich vu bd gen ctia Hudson Alpha (Huntsville, AL)
bang cach sir dung b sip xép trinh tir b gen Roche 454 FLX (Branford, CT) v6i hai
bd gen Bacillus cho mdi mot nira dia 454 (chung AP143 va AP 254L) hodc ba bd gen
Bacillus cho mbi dia 454 hoan chinh (chung AP18, AP193L, va ching khac khong
dugec md ta trong nghién ciru nay). Trinh tu bd gen dugc nhip vao CLC by gen ics
Workbench (Cambridge, MA), loc dinh tinh ¢ mrc nghi€ém ngét 0,01, va thu thap mot
1in nita bing céch st dung b thiét 1ap thu thap c6 phan doan chidu dai = 0,5 va mirc
twong tw = 0,8. Viéc chon loc trinh tu bd gen lién k& (contig) 16n hon 10 kb dugc
chuyén vao tap tin dd dinh dang FASTA, va mdi contig so véi dit liéu nr GenBank
bang BLASTn. Ngoai ra, cac khung doc mo (ORF) trén moi contig dugc du doan bing
GeneMark.hmm cho chuong trinh sinh vat chua cé nhéan dién hinh, st dung m6 hinh
tim kiém ORF B. subtilis. ORF da du doan cho mdi bo gen Bacillus so voi trinh tue
trong dir liéu nr & GenBank bing BLASTn va BLASTx. Ty 1& phin tram turong dong
ciia bd gen Bacillus trinh tu so v6i bd gen Bacillus da biét trong dit liéu GenBank
dwoc uéc tinh bang cach chira két qua BLAST cua tat ca cac contig 16n hon 10 kb
cling nhau va danh gi4 ty 1 phdn tram tuwong ddng tich tu dbi véi tat ca cac contig doi
v6i b gen Bacillus dac hiéu cho ving bo gen dugc sip thang hang tuong tmg chia

cho téng s6 cac cip bazo dd sap xep trinh tu trong cc contig nay. Bang cach nay, viée
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dinh danh cho mdi chung trong sb cac Bacillus d3 duoc sép Xép trinh tr dugce xac dinh
va duoc chi ra trong Bang 1, v6i% gia tri twong ddng 16n hon 70% chi dinh cua lién
két loai. | |

Didu ché bao ti Bacillus va thirc dn ¢6 bd sung bio tir. Bao tit Bacillus dugc
didu ché bang phuong phap dugec md ta boi Kenny va Couch (1981) véi mot sb cai
bién. Ching Bacillus dugc sinh trudng trong TSB & 30°C qua dém. Sau d6 canh thit
duoc trai 16n aga chita ché phim bao tir (pepton 3,3g/l, dich chiét bot thit bo 1,0g/1,
NaCl 5,0g/l, K,HPO, 2,0g/l, KCI 1,0g/1, MgSO, - TH,O 0,25g/1, MnSO,4 0,01g/l,
lactoza 5g/1, aga 15 g/l) bang gack bong vo trung va duge i ¢ 28°C trong khoang thoi
gian tir 5 dén 7 ngy. bé thli gom bao tir, 5 ml nude cht vo tring dugc bb sung vao dia
va bao tr dugc tao huyén phu trong nude bang cach sir dung vong cdy. Huyén phu
chira bao tir sau d6 duoge 1 & 85°C trong 15 phut d& tidu diét cac té bao sinh dudng.
Ndng d cua huyén phii chira bao tir duge xac dinh bang cach pha lodng chudi va trai
1én TSA. Nong d cudi ctia huyén phu chira bao tir dugce thao tac bang tay bang nudc
vo tring dén 1,25 x 10" CFU/ml cho thir nghiém ty 1& sdng sét trong rudt va 10°
CFU/ml cho thir nghidm gay nhiém ESC. D& diéu ché thirc n c6 b sung bao tir, 80
ml huyén phu chira bao tir dugc phun 1én 1000 g thirc 4n c4 dang vién tron chim chdm
dang c6 trén thi trudong (2 mm, 40% protein, Zeigler, Gardners, PA) bé‘mg cach st dung
binh phun bom da tiét tring bang etanol va chét tiy tring dé dat duoc khoing 8% thé
tich/khéi lwong huyén phil chita bao tir. Sau d6, thirc an duge trén déu véi 30 ml dau
c4. Thirc an déi chimg chi duge bd sung dau ca.

CAy va dinh luong Bacillus spp. trong rudt clia ca da tron. Ca da tron gidng (7-
10cm) duge phan bd vio 22 thung dung tich 60 L, mdi thung chira 15 L nuéc va ba
con ca. Ca duge dé doi trong mot tudn truéce khi thir nghiém. Thitc an cua c4 da tron
dugce bd sung trong cic mé riéng bang 21 ching Bacillus da cho thay hoat tinh khéang
khuén t6t v&i ca E. ictaluri va A. hydrophila bang cach st dung phuong phép {mg
dung bao tir dugc mo ta trude do. MB&i thirc dn ¢6 bd sung ching Bacillus (~10° CFU/g
thirc &n) dugc dua vao mdt thung nude. Ca duge cho an mot 1an hing ngiy bang thirc
in c6 bd sung bao tir hoic thic dn d6i chung trong 1 tuin, va sau khi tAt ca cac con c4

da tiép nhan thirc an d6i ching trong 3 ngay. Mot thung dugc s dung lam d6i ching
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va tiép nhan thirc 4n ca khong duge xit Iy trong khoang thoi gian thir nghiém. Ty 1€
cho an hing ngay 13 3% tong trong lugng co thé.

Vao cudi thir nghiém, tit ca cac con c4 dugc giét bang cach cho dung qua liéu
MS-222. Rubt dugc iy ra, can 1én, va sau d6 duge lam dong nhét trong 2 ml dung
dich nude mudi vé tring (0,9% khéi lwong/thé tich). MAu dd duge lam ddng nhét sau
d6 duge pha lodng theo chudi trong dung dich nude mubi vo tring va trai 1én TSA va
dugce u ¢ 28°C trong 48h. Ba khuin lac dai dién c6 hinh thai hoc giéng nhau nhu
chung Bacillus d3 dung dugce nhat mét cach ngau nhién ra khoi dia, dugc tinh ché trén
cac dia méi va dugce xac dinh bang sép xép trinh tir gen 16S rARN nhu mé ta trude d6
va so sénh véi trinh tw gen 16S rARN d4 biét tir mdi ching Bacillus. Di v6i nhém déi
chimg va nhom xur 1y, chi hinh thai hoc khuén lac khac biét trong mg v6i hinh théi
hoc khuén lac cia ching Bacillus dugc bd sung duoc ghi lai. Sb lugng c6 thé nuéi céy
duoc cho mdi ching Bacillus dugc thu hdi tir rudt duge xéac dinh 1a CFU/g mau ruot.

Nghién ciru gay nhiém bé nuéi. Nam chung Bacillus (ABO1, AP143, AP193L,
AP254L, va AP79) duoc chon dé danh gia tiép trong thir nghiém gy nhiém bé nudi
bang ching E. ictaluri $97-773. Nghién ciru bao gém nim nhém duge xt ly bing
Bacillus va mdt nhém d6i chimg véi bén bé nudi gidng nhau. Tung bé nudi gidng
nhau dugc cép 25 ca da troﬁ gidng can ning khoang 13 g. C4 dugc 1am quen véi thirc
an kho thuong phim trong 1 tuan. C4 tir m6i nhoém x1t 1y sau d6 duge cho dn ché do an
thir nghiém duoc bd sung bao tir cta ching Bacillus (8 x107 CFU/g) & ty 18 cho 4n
hing ngay 13 2,5% fw/bw (trong luong thirc dn/trong lugng co thé) trong hai tudn. Ca
trong nhém dbi chimg chi tiép nhan thirc an binh thudng.

C4 dugc gay nhidém bang cach tha trong 45 phut vao 10 L nude chita E. ictaluri
S97-773. Tét ca cac con ca trong cing nhém dugce tha trong mot d6 chira. Nong d6 cta
E. ictaluri $97-773 duoc xac dinh 12 4,5 x 10° CFU/ml. Piéu kién giy nhiém déi v6i
nhém d6i chimg 13 giéng nhu céc xt 1y khéc chi khac 12 méi trudng BHI dugc bd sung
vao thay vi mdi trudng nudi cdy E. ictaluri. Ty 1& tir vong duge theo ddi trong giai
doan 21 ngay, va ca chét dugc phau tich va su c¢6 mat cia E. ictaluri dugc xac nhan
bang xét nghiém vi sinh gac chita than va gan trén TSA. Tinh d6ng nhat cia E. ictaluri
d3 thu hdi duge x4c nhin bang phén tich sinh hoa.
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Ca duogc nudi trong hé tai tudn hoan trong giai doan 1am quen. Khi bt diu cho
&n Bacillus va trong subt pha gdy nhiém, hé tinh dugce dua vao trao d6i nurde 20-30
phat hing ngay. Bo loc sinh hoc x6p va loai bo hang ngay chit thai/chit khong an
dugc duge dwa vao dé phong trir cac vAn @& c6 thé xay ra lién quan dén chét luong
nuée. Nhiét do nude duge gitt & 26 + 2°C. Trong subt pha tinh, hé cap nhiét budng
trung tAm két hop v6i bd cap nhiét nude bé nudi c6 thé ngdm chim duoc dugc st dung
dé kiém soat nhiét do nuéc theo yéu cau, va hé cép nhiét nudc dugce st dung dé kiém
so4t nhiét d§ cia nude dau vao trong qué trinh trao d6i nuée.

Thir nghiém gay nhiém khac st dung c4 da tron duoc tién hanh véi lidu luong
thip hon cta E. ictaluri va cac didu kién qua dong chay. Trong thir nghiém gdy nhiém
ndy, bao gdm nam nhém duge xt ly bang Bacillus (AP79, AP143, AP193L, va ABO1)
va mot nhom dbi chimg véi bdn bé nudi gibng nhau. Mbi bé nuéi duge cip 20 ca da
tron giéng (~12 g). Liéu luong thap hon cia E. ictaluri S97-773 (8 x 10° CFU/ml)
duge st dung dé gy nhiém cé va bit diu ngay sau khi gy nhiém bé nuéi dugce xuc
trong khoang thoi gian tir 5 dén 8 gid mdi ngay. Tht ca cac didu kién trong giy nhiém
nay 1 gibng nhu trong thir nghiém gay nhiém trude d6. Ty 18 tir vong dugc kiém tra
trong giai doan 21 ngay sau khi giy nhiém, va su ¢6 mit cla E. ictaluri trong ca chét
duoc x4c nhan nhu duge md ta trudce do.

Thir nghiém gy nhi®m b sung dugc tién hanh dé danh gi tic dung bao vé cua
bén chung Bacillus (AP79, AP193L, AP254L, va ABO1) d6i vé6i E. ictaluri cho c4 da
tron soc van. Nghién ctru ndy bao gém nam xtur Iy véi bbn thing gidng nhau. Mbi
thung dugc cép 18 c4 da tron soc van (~14g). Ca da tron soc van duoc cho an thic n
c¢6 bd sung bao tir Bacillus (~10" CFU/g thirc in) va thitc in d6i chimg trong 2 tuan va
¢4 dugc chuyén dén thing dung tich 80 L d& gy nhiém bé bang E. ictaluri NLF33. Ca
dugc tha trong 30 phut trong bé nuobi tinh, dugc xuc khi & lidu luong ~10% CFU/mL
dén dich khoang 70% ty 1& tir vong trong nhém d6i chimg. Ché d6 an thir nghiém va
ddi chimg duoc dé xuét trong sudt pha gdy nhiém. Viéc ghi lai ty 1€ tir vong va xac
nhéan E. ictaluri trong c4 chét dwoc tién hanh nhu trén day.

Phan tich plasmit. Plasmit ADN duoc chiét ra khoi ching Bacillus AP79,
AP193L, va ABOI1, bing phuong phép rira giai bang kiém (Birnboim va Doly 1979).
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Bacillus subtilis 1E17 chira plasmit pC194 duoc sur dung lam mau dbi chimg duong
tinh. ADN da chiét dugc phén tich bang hé dién di trudng xung Chef-DR II (Bio-Rad,
Hercules, CA). Thoi gian xung dao ddng trong khoang tir 1 dén 15 gidy trong 15 gid &
6 V/em. Gel dugc nhudém bang ethidi bromua va quan sat bang truc quan sir dung hé
théng tai liéu gel Alphalmager HP (ProteinSimple, Santa Clara, CA).

Phan tich tinh khang chét khang sinh. D6 nhay cam cta chang Bacillus AP79,
AP193L, va ABO1 véi carbenicillin, ampicillin, spectinomycin, oxacillin, vancomycin,
cephalothin, novobiocin, sulfadiazine, amikacin, erytromyxin, neomyxin, penicillin,
chloramphenicol, sulfametoxazol, norfloxacin, gentamicin va ciprofloxacin dugc xac
dinh bang thir righiém khuéch tan dia sau cac phuong phéap duge dua ra boi Uy ban
qudc gia vé Tiéu chuin Phong thi nghiém 1am sang (National Committee for Clinical
Laboratory Standards (CLSI 2012)). M6i truong nudi cAy pha log cia mdi ching dugc
pha lodng dn ndng do nim trong khoang tir 1 x 10% @én 2 x 10® CFU/ml (McFarlva
chuén 0,5). Nguyén liéu nudi ciy sau d6 dugc gieo mam 1én dia aga Mueller-Hinton
bing cach st dung que cdy bong. Cac dia da thdm chét khang sinh (BD Biosciences)
duoc dit 1én cac dia da gieo mdm ndy, va dudng kinh cla ving Gc ché sinh truéng
dugce do sau 18 h 1 & 37°C. Cac thir nghiém duoc thuc hién 1ap lai 3 1an va duong kinh
trung binh cia ving trc ché dugc tinh toan.

Théng ké. Thiét k& ngiu nhién hoan chinh dugc st dung trong nghién ctru ndy.
Dit liéu dugc biéu thi duéi dang gia tri trung binh + sai s6 chudn (SE). Dit lidu gay
nhidm duoc phan tich phuong sai trong SAS 9.2. Sy sai khac gifta cac gia tri trung
binh duge thir nghiém bang thir nghiém khoang Tukey va duge xem 1a ¢ ¥ nghia khi
thu duoc cac gia tri xac suét 1a < 0,05.

Két qua

Xéc dinh ddc diém thé phan 13p Bacillus. M&i ching Bacillus dwgc phan 13p tir
d4t hoic rudt c4 da tron c6 hoat tinh e ché véi ca E. ictaluri va A. hydrophila ¢6 kha
ning su tao thanh ndi bao tu. Mb&i mdi trudong nudi cly Bacillus tinh khiét duogc
ribotyp, chi ra rang phén 16n ching Bacillus 1a thugc nhém B. subtilis (bao gbém B.
amyloliquefaciens), v6i hai chung cua B. pumilus cling trong bd suu tap. Do thé phan

14p B. subtilis hodc B. amyloliquefaciens khong thé dugc biét héa mot cach chéc chin
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trén co so& dit liéu trinh trr gen sinh héa hoac 16S rARN, trong mot sb truong hgp dir
licu trinh tw bd gen 1a sin co (tc 13, d6i véi ching AP18, AP143, AP193L, va
AP254L) va dugc st dung dé phén loai phat sinh loai. P4i v6i moi cac ching ndy, ty
18 tuong ddng > 80% déi v6i phdn 16n chung b gen Bacillus ¢6 quan hé mat thiét,
cung cip bang ching rd rang vé lién két phat sinh loai. Trong s6 cac ching dugc chon
d8 sép xép trinh tur by gen, chi c6 duy nhét ching AP193L dugc chon trén co s& tinh
d6i khang cua n6 v6i mam bénh trong nudi trong thiy san va hiéu qua trong viéc lam
giam ty 1& tir vong do ESC. Chu thich day @ ciia cac bo gen nay nam ngoai pham vi
clia nghién ciru ndy, nhung céc trinh tu bd gen nay dua ra danh gia myc tiéu sy phat
sinh 10ai va chi ra con dudng sinh téng hop gia dinh cho tdng hop khang vi khuén c6
thé ¢6 lién quan dén phong trir sinh hoc mAm bénh c4 da tron (dit liéu khong dugc the
hién).

Hoat tinh khang khuan cua ching Bacillus. Chung Bacillus AB01 dugc phan
1ap tir rudt c4 da tron thé hién hoat tinh khang khuén dang ké ddi v6i E. ictaluri. Trong
sé ching Bacillus trong d4t da duge chon, 50 ching c6 tinh d6i khang dang ké véi E.
ictaluri. Toan by 50 ching Bacillus cfing thé hién hoat tinh Gc ché ddi véi E. ictaluri
R-4383 va E. ictaluri Alg-08-200. Tong 21 ching Bacilllus ¢6 hoat tinh khang sinh
tiém ning vdi ca E. ictaluri va A. hydrophila (vi du, Fig. 1). 21 ching Bacillus da chon
duoc thir nghiém vé hoat tinh cta ching d6i v6i nhidu mim bénh trong nudi tréng
thiy san. T4t ca cac ching déu d6i khang v&i nhidu mam bénh ca da tron, bao gbm vi
khuin Gram Am va Gram duong, va nim tring Saprolegnia. chung Bacillus ABOI,
AP193L, AP219, vi AP301 thé hién hoat tinh khang khuin d6i véi tit cd cic mam
bénh duoc thir nghiém (Bang 1). Ngoai ra, tAt ca nam chung Bacillus dugc thir nghiém
(AP79, AP143, AP193L, AP254L, va ABO1) thé hién hoat tinh d6i khéng dang ké déi
voi E. ictaluri NLF33.

Mirc sbéng s6t va tén hru ciia chiing Bacillus trong rudt cia ca da tron. Vi khuén
d3 ding da duoc thu hdi tir rudt. Quan sat duge hon 10’ CFU/g duoc dua vao Bacillus
quan sat dugc trong rudt dbi voi ching ABO1, AP76, AP77, AP79, AP143, va
AP254L (Fig. 4). Déi v6i ching AP18, AP280, va AP303, s6 lugng dém cua vi khuén

thu hdi duoc 12 twong dbi thap, va ching duge loai ra khoi trong nghién ciru tiép theo.
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21 chiing Bacillus khong thu hdi dugc tir nhom dbi chimg. Trong tht c4 cac trudng hop
trinh tur gen 16S rARN dugc xac dinh fir cac khuén lac dai dién khép véi trinh ty gen
16S rARN tir chiing Bacillus tuong tng dugc bd sung vao thirc #n cua ca da tron. Déi
véi moét sé ching Bacillus quan st duge cd ) lugng CFU/g rudt 16n (vi du, chung
ABO1 va AP76), chi cac khuén lac quan sit dugc & ty 1& pha lodng 10 va 107 twong
trng v6i hinh thai hoc khuan lac Bacillus twong tmg.

Nghién ciru gdy nhiém. Trong thir nghiém giy nhi®m thir nhit, ty 1& tir vong
trung binh ciia nhom ddi ching 12 98,0%. Cac nhém xir Iy cta ching Bacillus AP143
hoic ABO1 thé hién ty 1¢ tir vong giam déng ké so v6i nhém d6i chimg (P<0,05), véi
ty 18 tr vong lan luot 13 83,1%, 84,8%, va 79,6% véi cac ching nay. Khong c6 sai
khac dang ké gitra hai chung nay. Cac nhém xur ly ctia chung Bacillus AP79, AP193L,
hodc AP254L (véi ty 1€ tir vong lan luot 12 89,0%, 95,0%, va 93,7%) da khong cho
thdy su sai khac dang ké so véi nhém dbi chimg (Fig. SA, Bang 2). Déi véi thir
nghiém gy nhiém thir hai, 41,3% ca chét trong nhém ddi chimg. Ty 1& tir vong trong
cac nhom xu 1y dao dong trong khoang tir 35,0% dén 46,3% va quan sat dugc khong
c6 su sai khac dang ké gitta cac nhom bét ky trong s6 cac nhém xtr Iy va cac nhoém dbi
chimg (Fig. 5B, Bang 2).

Trong thir nghiém giy nhiém c4 da tron soc van, nhom xtr ly duge in thic in
c6 bd sung bao tir ciia ching AP79 ¢6 ty 1€ tir vong tich tu (9,7%) va khac dang ké so
v6&i nhém dbi chimg (P<0,05). Nhém xt¢ Iy duoc dn thirc an co bd sung ching AP193L
dat 30,6% ty 1€ tr vong; tuy nhién, can chd y rang phin 16n ty 1& tir vong dugc ghi lai
trong mot thing nudc vao ngay gy nhiém th 4. C4 da tron dugc cho dn ching
AP254L va ABO1 ¢6 ty 18 tir vong lan Iuot 1a 54,2% vi 56,9%, trong khi nhém dbi
chimng ¢6 ty 1€ t vong 1a 70,8% (Fig. 5C, Bang 2).

Nghién ctru plasmit va tinh khing chit khéng sinh. Phén tich v& ham lugng
ADN plasmit @i véi ching Bacillus da chon duge tién hanh bing PFGE, va tac gia
sang ché da khoéng quan st duge sy c6 mit cua plasmit bét ky trong bén ching nay
nhung nhém dbi chimg dwong tinh d& cho thdy su c6 mit cia plasmit pC194 (dir liéu
khong duoc thé hién). Panh gia d6 nhay chét khang sinh di x4c dinh dugc rang tat ca

bén ching ndy d&u min cam véi tat ca cac chat khang sinh trong so cac chat khang
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sinh dugc thir nghiém & mitc d§ khac nhau. Chung déu min cam cao véi carbenicillin,
cephalothin, sulfametoxazone va ciprofloxacin (dudng kinh cua vung trc ché > 25mm).
Ampicillin, penicillin, vancomycin, novobiocin, amikacin, erytromyxin, neomyxin,
chloramphenicol, norfloxacin va gentamicin ciing trc ché sinh truéng ciia ching mot
cach hiéu qua (vung Uc ché 20-25 mm), trong khi d6 spectinomycin, oxacillin,
sulfadiazine thé hién sy e ché nhe (ving trc ché 15-20 mm). Bén ching nay thé hién
mirc khang sinh twong ty nhau, v6i sy thay dbi vé dudng kinh ving e ché trong bdn
chung thip hon 10% duong kinh trung binh véi mdi chét khang sinh dugc thir nghiém.

Thao luan

Cac két qua ctia nghién ctru nay chira rang chung dic hiéu trong nhém Bacillus
subtilis c6 tridn vong @ phong trr bénh trong nghé nudi trong thiy san c4 da tron.
Trong nghién ctru trude ddy, viée ing dung méi truong nudi cly Bacillus vao nudc ao
d3 1am cai thién mirc séng sét cla ca va hiéu suét (Queiroz and Boyd 1998). Tuy
nhién, méi trudng nudi cdy Bacillus duge sit dung trong nghién ciru sau d6 da khong
danh gia duoc vé tinh dbi khang véi E. ictaluri hodc mam bénh khac trong nudi trong
thuy san. Hon thé nita, kha ning ctia méi trudng nudi cAy Bacillus tr thuong phim nay
d8 1am giam ty 18 tir vong hoic céc triéu chimg bénh do ESC khong dugc danh gia va
phirc tap do nhiém khuin c4 da tron bénh mang ting sinh trong sudt giai doan thir
nghiém. Nghién ciru nay la nghién ctru dAu tién dé chon loc lgi khuin dé phong trir
ESC vA mAm bénh khac & cé da tron va d& danh gia vé hiu qua phong trir sinh hoc
ctia chung qua viéc dung thirc n. Bacillus spp. dugc sir dung trong nghién ctru nay vi
chung c6 thé duoc 4p dung & dang bao tir, do do tao diéu kién thuan lgi cho viéc bao
quan va su dung dé dang, va nhidu ching trong sb cac chung Bacillus d3 dugc nghién
ciu trude d6 vé kha ning cia ching dé d6i khang v6i mam bénh vi khuan va/hoic
nam cua thuc vat (Kloepper et al. 2004).

Gatesoupe (1999) da két ludn rang loi khuan cho nudi trdng thuy san can ddi
khang v&i mAm bénh, xAm l4n rudt, va lam tang tinh khang ciia vat chi v6i mam bénh.
Loi khuén 1y tuéng cin dugc chon bang cach xem xét toan b ba tiéu chuén. Tuy

nhién, kho dé danh gia ching lgi khuan tiém nang doi véi tiéu chuan thir hai va thir ba
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trén sé luong 16n tmg vién vi khudn. Do d6, hoat tinh khang khuan in vitro 1a tiéu
chudn co ban ma qua d6 sé lugng 16n ching duge dénh gid, voi tng vién ching vi
khuén khong thé hién hoat tinh d6i khang bi loai bo ra khoi nghién ctru tiép theo. Muc
dich co ban cta du 4n nghién ctru nay 13 nhdm x4c dinh ching vi khuén c6 thé dugc ap
dung dé phong ngira E. ictaluri, A. hydrophila, va cac vi khuan khac va madm bénh
nim trimg cta c4 da tron. Do mam bénh vi khuén E. ictaluri va A. hydrophila chiu
trach nhiém cho phe‘in 16n ty 1€ tir vong hién quan sat dugc trong nudi trong thity san c4
da tron, kha nang trc ché su sinh truéng cia hai mam bénh nay cia chung Bacillus 1a
cuc ky quan trong va chi c6 ching c6 khd nang rc ché c4 hai mam bénh nay méi duoc
chon d8 thir nghiém trong nghién ciru gdy nhiém bénh thuy sinh.

Kha ning ctia ching lgi khudn xam 14n va sbng sét trong hodc trén vat chu cla
n6 cling 1@1 mdt tidu chudn quan trong d& chon loc ching. Tuy nhién, trong nhiéu
trudng hop loi khuan khéng thé xam l4n vinh vién trong dudng da diy-rudt non ma
thay vao d6 13 dat dén trang thai tam thoi kéo dai (Robertson 2000; Irianto and Austin
2002). Tham chi vi khudn tam thdi c6 thé c¢6 hiéu qua trong viéc lam trung gian phong
trir sinh hoc bénh néu cac té bao dugc dua vao nhan tao qua thirc an lién tuc hodc ban
lién tuc (Gournier-Chateau et al. 1994; Gatesoupe 1999;). Mirc quan thé cao ctia mot
sd chfmg Bacillus duge thu hoi tir rudt ca da tron ba ngdy sau khi cho dn thirc an ¢6 bd
sung bao tir Bacillus. Ddi véi ching Bacillus ¢6 s6 lwong 16 trong rudt, cac khuan lac
c6 hinh thai hoc gidng nhu ching Bacillus dugc dung chiém wu thé cac dia TSA, va
ribotyp ciia cac khudn lac dai dién khing dinh mirc trong ddng ctia ching nhu chung
Bacillus dugc dung. Trong nghién ctu trude day v& su tdn luu cua thé thuc khuén dic
hiéu E. ictaluri trong rudt cua ca da tron, quan sat dugc réng 72 gio sau khi dn thé thuc
khuan khéng thé do dugc trong mAu rudt (Carrias 2011). Diéu nay cho thiy rang hat
tro bat ky s& dugc thai ra khéi rudt c4 da tron trong vong 72 gio sau khi &n va chung vi
khuin do duoc sau khung thoi gian nay s& c6 mitc tdn luu trong rudt nhét dinh. Xét
rang mirc quan thé vi khuén & rudt phai suy giam sau khi ngiing an ché d6 an chira bao
ttr, mirc t6i da cua ching Bacillus CFU/g m6 rudt dat dugc trong subt phéac dd cho an
¢6 thé cao hon. Mitc quin thé vi khuan & day (10°-107 CFU/g déi véi phan 16n ching)

12 mc thong thuong vdi cac nghién ctu truée diy lién quan dén ca (Juborn et al.
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1997; Gildberg and Mikkelsen 1998; Robertson et al. 2000; Irianto and Austin 2002).
Nhitng két qua niy ching t6 rang mot s6 ching Bacillus duge danh gia trong nghién
ctru nay c6 thé tiép tuc ton tai trong c4 da tron duong da day-rudt non trong it nhét ba
ngay. Tuy nhién, & diém nay mirc ton hru va kha ning xAm 14n niém mac rudt 1a chua
biét d6i voi mbi ching. Thir nghiém chi tiét hon danh gia sy x4m chiém va/hodc ton
lru cia chung Bacillus dic hiéu trong rudt ca da tron s€ dugc tién hanh d gitp hiéu
vé co ché phong trir sinh hoc ctia chiing Bacillus va chi dan khoang thoi gian va tinh
toan thoi gian an Bacillus. Cac nghién ctru trong twong lai ciing s€ kiém tra sy tac
dong ctia mdi chung Bacillus dén hé vi sinh vat dudng rudt va sttc khoe va sinh truong
clia c4 khi khong c6 mat ciia mam bénh trong nudi trong thity san.

Trong mdt trong sd cc nghién ctru gy nhiém ESC, quan sat dugc ty 1€ tir vong
rat cao (98,0%) trong nhém déi chimg, c6 thé ¢6 anh huéng dén mitc do bao vé c6 thé
duoc tao ra bsi chung Bacillus. Theo ly tudng, giy nhiém bénh thily sinh s& dan dén ty
1& tir vong nim trong khodng tir 60% dén 70%, kich thich chinh x4c hon sy phat trién
tw nhién cia ESC. Ty 18 tir vong cao c6 thé 13 hau qua cta viéc duy tri hé tinh trong
qué trinh gay nhiém, trong d6 E. ictaluri tiép tuc ton tai trong thung trong thém mot
khoang thoi gian nita. Mac du quan sat duoc ty 1€ tir vong cao hon trong gy nhiém
nay, hai ching Bacillus (AP143 va ABO1) da tao ra dugc sy bao vé dang ké cho ca da
tron. Luu ¥ quan trong 12 hai gy nhiém ndy da cho thiy tac dung bao vé d6i v6i ching
Bacillus 1a trong hé tinh véi 20-30 phut trao dbi nudc hing ngay, trong khi gay nhiém
khong c6 hi€u qua dang ké duoc tién hanh trong hé dugc xuc trong 5-8 gid mdi ngay
sau khi gy nhiém. Diéu nay cho thiy ring moi truong gidng ao hon trong d6 loi
khuén dugc duy tri trong nuéce, va c6 kha nang 13 da va mang cla c4, c6 thé ¢6 loi hon
déi v6i phong trir sinh hoc hiéu qua bénh. Ngoai ra, ¢6 1& & liéu luong E. ictaluri thap
hon ma c4 da tron thudng dugce tiép xyc véi ao nudi trdng thay san thi mic do kiém
soat sinh hoc dugc tao ra boi cac chung vi khuin Bacillus s& 16n hon.

Nghién ciru gay nhiém véi ca da tron soc vin d3 cho thiy mirc tir vong do E.
ictaluri gidm dbi voi tht ca cac ching Bacillus, dac biét 1a v6i viée sir dung chung
AP79 1am giam ty 1€ tir vong chi con 9,7% so véi mirc tir vong la 70,8% cta nhom dbi

chtng. Piéu tha vi 13 hoat tinh phong trir sinh hoc tuwong d6i cia ching Bacillus duge
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thir nghiém 12 khéc nhau & hai loai c4 da tron. Diu ndy c6 thé phan 4nh sy khic nhau
c6 ¥ nghia sinh hoc trong tuong tac gifra ching Bacillus va vat chu twong tmg cua
chiing. Ngoai ra, co thé 1a su tuong tac khac thudng ba bén gitra vat chu, mam bénh,
va loi khudn c6 thé bi anh huéng bai cac yéu t6 mdi trudng. RS rang 1a can nghién ciru
tiép @& hiéu duogc su tic dong 14n nhau phirc tap gifta vat chu, mam bénh va ching
Bacillus 1oi khuan, va cach xir Iy méi truong dé dat duge dugc mirc phong trir sinh hoc
bénh t6i wu. Cic nghién ciru tiép sit dung md hinh bénh thily sinh véi cac diéu kién
tinh cin dwoc tién hanh dé t4i wu héa cac thong sé quan trong d6i v6i gdy nhiém nhu
lidu lugng va tinh toan thdi gian v6i chung Bacillus thue hién tét nhét, véi cic nghién
ctru sau d6 trong pham vi ao dé danh gia hidu qua phong trir sinh hoc trong hé sinh thai
a0 nudi trong thuy san.

Mot trong nhitmg yéu ciu an toan d6i voi vi khuén séng dugc con ngudi tiéu thy
truc tiép d6 1a phai khong c6 kha nang khang bét ky v6i cac chit khang sinh quan
trong vé& mit 1am sang (Sorokulova 2008). Mac du ching Bacillus dugc st dung trong
nghién ctru ndy khong phai cho con nguoi tiéu thy tryc tiép, nhung ching c6 thé dugc
tiéu thy mot cach tinh cd, vi cdc vét chi cia chung dugc nudi tréng dé 1am thuc phém.
Do viy, viéc phén tich tinh khang chit khang sinh & ching loi khuan va phén biét tinh
khang tu nhién, 14 mdt trong nhitng dic trung phenotyp cla cac loai, va kha nang
khang (e 13, ¢6 thé chuyén dugc), di lién v&i su xuét hién cia plasmit. Ngoai ra, viéc
sinh ra bénh va doc t trong rudt c6 lién quan mat thiét véi cac plasmit (Pannucci et al.
2002). Tat ca cac ching Bacillus dugc chon d2u khong mang plasmit bt ky, va mdi
ching nay min cam véi phd rong cac chat khang sinh dugc thtt nghiém, dam bao
chung khong c6 kha nang chuyén mét cach lién hop plasmit bét ky c6 thé tao ra tinh
khang chit khang sinh.

Sy hiéu biét vé& cac qua trinh trao ddi chét thtr cAp dugc thé hién bang moi
chung Bacillus ¢ thé cai thién viéc chon loc hop 1y ching va ching “cOc tai” dé ting
cudong hiéu qua phong trir sinh hoc d6i v6i mAm bénh trong nudi trong thity san.
Chung Bacillus vé&i profin khang sinh trong tu v6i mam bénh nudi tréng thily san va
mAm bénh thuc vét c6 thé duge nhom lai véi nhau (Kloepper e al. 2004). Hop chat

khang vi khuin dugc san xuat bang céc ching tir cic nhém khéng sinh khac nhau can
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phai khac nhau. Cé 1€ 1a su két hop cia cac ching tir cic nhém khang sinh khac nhau
s& cung cip muc kiém soat sinh hoc 16n hon d6i v6i bénh do san xuit nhidu hop chit
khang sinh tac ddng béi cac co ché khac nhau. D6 quan sat duge cac hop chét khang
khuén c6 thé khuéch tan c6 lién quan rd rang trong hoat tinh d61 khang trong 16p phu
aga mém va trong cic thir nghiém khuéch tan. TAm quan trong twong d6i ciia cac chat
chuyén héa thir cip ddi véi kiém soat sinh hoc in vivo 13 chira biét so véi co ché canh
tranh va/hodc canh tranh loai trir & c6 cla cac chét d6i khang mam bénh. Nghién ctru
trong tuong lai s& diéu tra sy déng gdp twong d6i cua cac hop chit khang sinh cu thé
cho céc hoat dong kidm soat sinh hoc ciia mét s ching vi khuén Bacillus.

Tém lai, bd suu tap cac ching vi khuan Bacillus d6 dugc xac dinh 12 d6i khang
v6i tac nhan gy bénh chinh cia ca da tron va c6 lgi cho ca ca da tron song va ¢ tra
khi dung vao thirc dn dé phong trir 1an Jugt ESC va BNP. Nhimng vi khuén nay c6 kha
ning tmg dung trong nudi trong thity san nhu 12 mét giai phap thay thé hiéu qua trong
viéc str dung cac hop chit khang khuin hién nayf :

Ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vyuc k¥ thuft nay s& d& dang hiéu ring
viéc thay dbi cac thay thé va cac cai bién c6 thé duoc thuc hién d6i v6i dbi tuong duge
boc 10 trong ban mé ta nay ma khong nam ngoai ndi dung hoic pham vi sang ché.
Sang ché duoc mé ta bang cach minh hoa trong ban mé ta nay c6 thé dugc tmg dung
thuc té mot cach thich hop khi khdng c6 mit cia yéu t6 hodc cac yéu t8, d4u hiéu hoic
cac déu hiéu khong duge boc 16 cu thé trong ban mo ta nay. Cac thuét ngit va dién dat
da duoc str dung duoc dung 1am thuét nglt md ta va khong giéi han pham vi cua sang
ché, va khong du dinh st dung céc thuat ngir va dién dat nay dé loai trir cac dang
tuong duong bat ky cua dAu hiéu dugc thé hién va duge md ta hodc céc phén cua
chiing, nhung cin phai hiéu rang cac cai bién khac nhau ciing nim trong pham vi ctia
sang ché. Do viy, cin phai hidu ring mic du sang ché di dugc minh hoa bing cac
phuong 4n cu thé va cac dau hiéu tuy y, cai bién va/hodc thay ddi vé cac khai niém
dugce boc 16 trong ban mo ta nay co thé dugc ding boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh
trong linh vyc k¥ thudt nay, va cac cai bién va céc thay dbi nhu vay duge xem 12 nim
trong pham vi cia sang ché.

Trich dAn mét sb tai liéu tham khdo patent va phi patent dugc thuc hién trong
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ban mo ta nay. Cac tai liéu tham khdo dugc trich din dugc dua vao bang cach tham
khao dén toan bd nodi dung ciia chiing. Trong trudng hop cé su khong théng nhét gitra
dinh nghia cia thuat ngit trong phin md ta so v6i dinh nghia cta thuét ngit trong tai
liéu tham khao dugc trich dan thi thuét ngi can dugc giai thich dua trén dinh nghia

trong phan mo ta.
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Bang 2. Ty 18 tir vong (%) (= SE) ciia nhém ca duge tiép nhan thic &n ¢ bd
sung ching Bacillus khac nhau hodc thirc an dbi chimg va dugc giy nhiém bing E.

ictaluri (n=4).

o e Gay nhiém
GAy nhiém ca da  Giy nhiem Ca da ]
Ca da tron sgoc

Xir ly trom trom .
van
io 5.A iz 5.B
(Fig 5.A) (Fig 5.B) (Fig 5.0)
Déi chimg 98,0 +1,16° 413 +5.91° 70,8 + 7,31°
ABO1 84,8 + 1,95 37,5+ 9,46 56,9 + 6,56™
' Khong xac dinh
AP143 83,1 +2,88% 433+14,81° sRaca
duoc
AP193L 95,0 + 3,00 35,0+5,40° 30,6 + 23,73%
Khéng xac dinh
AP254L 93,7 +2,79% 8 : 54,2+ 11,43%
duoc
AP79 89,0 + 2,74%° 46,3+5,15* 9.7 + 6,56°

Céc gia tri c6 nghia trong cing mot cdt c6 chi sO chi cai trén khong khac nhau dang

ké (P> 0,05) dugc x4c dinh bang thir nghiém Tukey.
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YEU CAU BAO HOQ

1. Ché pham thirc in ding cho dong vat thiy sinh chira ching Bacillus tao bao tir,
trong d6 chung Bacillus tao bao tir 12 loai Bacillus c6 trinh tu 16S rADN bao 2dm SEQ
ID NO:1 hodc 2 hodc bao gdm trinh tir 16S rADN c6 miic twong ddng it nhat 13
khoang 99% véi céac trinh tu néu trong SEQ ID NO:1 hodc 2, va trohg dé chung
Bacillus tao bao tir ¢c6 mat véi mat do it nhét 12 khoang 10* CFU/ g thirc an.

2. Ché phim theo diém 1, trong d6 chung Bacillus tao bao tir man cam véi mot
hoic nhidu chét khang sinh chon tr nhém bao gdm carbenicillin, ampicillin,
spectinomycin, oxacillin, vancomycin, cephalothin, novobiocin, sulfadiazine,
amikacin, erytromyxin, neomyxin, penicillin, chloramphenicol, sulfametdxazol,

norfloxacin, gentamicin va ciprofloxacin.

3. Ché phim theo diém 1, trong d6 chiing Bacillus tao bao tir dugce chon tir nhém
'~ bao gdm chimg duoc huu gift v6i céc s6 truy nhap 1a NRRL B-50741, NRRL B-50742,
NRRL B-50743, NRRL B-50744, va NRRL B-50745.

4. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phim thirc an 1a ché phém thirc an cho ca
nuoi.

5. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phim nay bao gdm mét chiing Bacillus.

6. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phdm nay bao gdm hén hop clia céc
chung.

7. Ché pham theo diém 1, trong d6 ching Bacillus tao bao tir {rc ché su sinh
truong cia mot hodc nhidu vi khudn dwgc chon tir nhém bao gébm Aeromonas
hydrophila, Edwardsiella ictaluri, Edwardsiella tarda, Flavobacterium culumnare,

Streptococcus iniae, va Yersinia ruckeri.
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8. Ché phém theo diém 1, trong d6 chung Bacillus tao bao tir e ché sy sinh

treéng clia ndm tring Saprolegnia.

9. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phim nay con bao gdm thé thuc khuin gay
nhiém E. ictaluri.

10.  Ché phim theo diém 9, trong d6 thé thuc khuén 13 $eiAU.

11.  Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phim nay con bao gdbm chét duwoc chon tir

nhém bao gém sulfadimetoxin, ormetoprim, va florfenical.

12.  Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phdm nay con bao gdbm ching E. ictaluri
nhuogc ddc.
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<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<160> 3
<170>
<210> 1
<211>

<212>
<213>

ADN
<400> 1

tgctatacat
gggtgagtaa
taataccgga
cttacagatg
gatgcgtagc
cctacgggag
cgcgtgagtg
gttcaaatag
agcagccgcg
cgcaggcggt
aaactgggga
gtagagatgt
ggagcgaaag

tgagtgctaa

1124

Mark

5171-00321

US 61/480,622
2011-04-29

gcaagtcgag
cacgtgggta
tggttgtttg
gacccgcggce
cgacctgaga
gcagcagtag
atgaaggttt
ggcggcacct
gtaatacgta
ttcttaagtc
acttgagtgc
ggaggaacac
cgtggggagce

gtgttagggg
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PatentIn phién bdn 3.5

Bacillus subtilis

cggacagatg
acctgcctgt
aaccgcatgg
gcattagcta

gggtgatcgg

ggaatcttcc

‘tcggatcgta

tgacggtacc
ggtggcaagc
tgatgtgaaa
agaagaggag
cagtggcgaa
gaacaggatt

gtttccgceccce

ggagcttgct
aagactggga
ttcagacata
gttggtgagg
ccacactggg
gcaatggacg
aagctctgtt
taaccagaaa
gttgtccgga
gccccecggcet
agtggaattc
ggcgactctc
agataccctg

cttagtgctg

-67-

Ché phdm thtc &n dung cho déng vat thuay sinh

ccctgatgtt
taactccggg
aaaggtggct
taacggctca
actgagacac
aaagtctgac
gttagggaag
gccacggcta
attattgggc
caaccgggga
cacgtgtagc
tggtctgtaa
gtagtccacg

cagctaacgc

agcggeggac
aaaccggggc
tcggctacca
ccaaggcgac
ggcccagact
ggagcaacgc
aacaagtgcc
actacgtgcc
gtaaagggct
gggtcattgg
ggtgaaatgc
ctgacgctga
ccgtaaacga

attaagcact
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ccgectgggg
gcggtggagc
tctgacatcc
tcgtcagetce
ttgccagcat
<210> 2

<211>

<212>
<213>

ADN
<400> 2

gatcctggcect
tgggagcttg
gtaagactgg
ggttcagaca
tagttggtga
ggccacactg
ccgcaatgga
taaagctctg
cctaaccaga
gcgttgtccg
aacccccggg
agagtggaat
aaggcgactc
ttagataccc
cccttagtge
aaactcaaag
caacgcgaag

ccttcggggg

1577

agtacggtcg
atgtggttta
tagagatagg
gtgtcgtgag

tcagttggca

caggacgaac
ctccctgatg
gataactccg
taaaaggtgg
ggtaacggct
ggactgagac
cgaaagtctg
ttgttaggga
aagccacggc
gaattattgg
ctcaaccggg
tccacgtgta
tctgttctgt
tggtagtcca
tgcagctaac
gaattgacgg
aaccttacca

cagagtgaca

caagactgaa
attcgaagca
acgtcccctt
atgttgggta

ctctaaggtg

Bacillus amyloliquefaciens

gctggeggeg
ttagcggcgg
ggaaaccggg
cttcggctac
caccaaggcg
acggcccaga
acggagcaac
agaacaagtg
taactacgtg
gcgtaaaggg
gagggtcatt
gcggtgaaat
aactgacgct
cgccgtaaac
gcattaagca
gggcccgcac
ggtcttgaca

ggtggtgcat
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actcaaagga
acgcgagaac
cgggggcaga
agtcccgcac

actgccggtg

tgcctaatac
acgggtgagt
gctaataccg
cacttacaga
acgatgcgta
ctcctacggg
gccgcgtgag
ccgttcaaat
ccagagccgc
ctcgcaagcg
ggaaaccgag
gcgtagagat
gagagagcga
gatgagtgct
ctccgectgg
aagcggtgga
tcctctgaca

ggttgtcgtc
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attgacgggg
cttaccaggt
gtgacagtgg
gagcgcaccc

acga

atgcaagtcg
aacacgtggg
gatggttgtc
tggacccgcg
gccgacctga
aggcagcagt
tgatgaaggt
agggcggcac
gggtaatacg
ttttcttaag
gaacttgagt
gtggaggaac
agcgtgggga
aagtgttagg
ggagtacggt
gcatgtggtt
atcctagaga

agctcgtgtc

gcccgcacaa
cttgacatcc
tgcatggttg

ttgatcttag

agcggacaga
taacctgcct
tgaaccgcat
gcgcattagce
gagggtgatc
agggaatctt
tttcggatcg
cttgacggta
taggtggcaa
tctgatgtga
gcagaagagg
accagtggcg
gcgaacagaa
gggtttccgce
cgcaagactg
taattcgaag
taggacgtcc

gtgagatgtt
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gggttaagtc
tctaaggtga
cccttatgac
gaggttaagc
cgtgaagctg
ccttgtacac
cctttatgga
agccgtatcg
accttgggtc
<210> 3

<211> 722
<212> ADN

<213>

<220>
<223>

<400> 3
acacttagca

ccacgctttc
cctccacatc
caagttcccc
aagaaaccgc
attaccgcgg
ccgccectatt
ttcatcactc
gctgcctcce
ggtcggctac
gggtccatct
aaccatccgg

tt

ccgcaacgag
ctgccggtga
ctgggctaca
caatcccaca
gaatcgctag
accgcccgtce
gccagccgcec
gaaggtgcgg

ttataac

Nhéan tao

ctcatcggtt
gctcctcagce
tctacgcatt
agtttccaat
ctgcgagccc
ctgctggcac
tgaacggcac
acgcggegtt
gtaggagtct
gcatcgtcgce
gtaagtggta

tattagcccc

cgcaaccctt
caaaccggag
cacgtgctac
aatctgttct
taatcgcgga
acaccacgag
gaaggtggga

ctggatcacc

tacggcgtgg
gtcagttaca
tcaccgctac
gaccctcccce
tttacgccca
gtagttagcc
ttgttcttcc
gctccgtcag
gggccgtgtce
cttggtgagc
gccgaagcca

ggtttccecgg
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gatcttagtt
gaaggtgggg
aatggacaga
cagttcggat
tcagcatgcc
agtttgtaac
cagatgattg

tcctttctaa

Trinh tu lién Ung cho Bacillus spp.

actaccaggg
gaccagagag
acgtggaatt
ggttgagccg
ataattccgg
gtggctttct
ctaacaacag
actttcgtcc
tcagtcccag
cgttacctca
ccttttatgt

atgttatccc
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gccagcattc
atgacgtcaa
acaaagggca
cgcagtctgce
gcggtgaata
acccgaagtc
gggtgaagtc

ggattttaac

16S rDNA

tatctaatcc
tcgccttcge
ccactctcct
ggggctttca
acaacgcttg
ggttaggtac
agctttacga
attgcggaag
tgtggccgat
ccaactagct
ctgaaccatg

catgtcttag

agttgggcac
atcatcatgc
gcgaaaccgc
aactcgactg
cgttcccggg
ggtgaggtaa
gtaacaaggt

ggaatataag

tgttcgctcc
cactggtgtt
cttctgcact
catcagactt
ccacctacgt
cgtcaaggtg
tccgaaaacc
attccctact
caccctctca
agtgcgccgc
cggttcaaac

cagggcaggg

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1577
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