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(57) Sang ché dé cap dén khang thé duogc tach ra tir 10ng do trimg do ga mai dé duoc ciy
khang nguyén dbi véi hoi ching tom chét som va virut gy hoi chimg ddm tring, va cong
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Linh vuc k§ thuét dwoc dé cip

Sang ché d& cap dén khang thé d6i vé6i virut gy hoi chimg tom chét s6m va hoi chimg
ddm tring, va viéc st dung ctia né. Cu thé hon, sang ché d& cap dén khang thé duoc tach ra tir
long do tring do ga mai dé dugc cly khang nguyén ddi véi virut gay hdi chimg tom chét som
va hoi chung d6m tring, va cong nghé img dung chiing.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Hién nay, gia ting nhanh méi quan tAm trén toan thé gi6i trong viéc cai thién thoi quen
an udng dé ngin ngira cdc bénh & nguoi 16n. Do d6, nhu ciu vé san phim thity san da dugc
tang 1én mot cach 6n dinh, vi thé tang nhanh san lwgng thiy san nudi trng. Vi thé, cong nghiép
nudi trdng thity san da trd thanh cong cu kinh té chinh & nhiéu nudc, va sy xudt hién dich bénh
& thily san nudi c6 tdc dong lén dén su phét trién kinh té.

Khuén phay bacillus va virut gy hoi chimg dém tring dugc biét dén 12 nguyén nhan
chinh gy bénh & tom, trong sb céc thiy san nudi tréng. Khuén phdy bacillus (gibng Vibrio) 1
bacillus gram am, c6 mdt roi phéan cuc hodc, & mot s6 loai, hai hozic nhiéu roi phan cuc & mot
dAu cua n6 va dich chuyén mét cach tich cuc, va thé gay bénh tidu biéu clia né 1a Vibrio
cholerae, gy bénh dich ta. C6 Vibrio parahaemolyticus, duge goi la khuén phdy gy viém
rudt, Vibrio harveyi, va Vibrio anguillarum, gy ra bénh ¢ tdm. Khi tom bi nhiém bacillus néu
trén, chiing chét trong vong tir 24 dén 72 gio.

Virut gdy hdi ching dém tring (WSSV) la dang bao gdm phin gén gidng dudi, vo
protein gidng que, va v bao. Khi tom bi nhiém virut gy hoi ching ddm tring, cac d6m tring
xuét hién trén giap, phan phy, va 16p biéu bi ctia tom, gan tuy chuyén mau dé, va ching chét
trong 3 dén 5 ngay sau khi nhiém.

Do d6, khang thé noan hoang (IgY) dang ndi 1&n nhu mot trong céc bién phap dé ngan
nglra va chita cac bénh & tdm. Khang thé noan hoang la dang mién dich chti dong st dung hé

mién dich cta loai chim. Khang thé mién dich c6 duoc nhd mién dich chi dong cua ga me
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duge chuyén vao long do cla trimg, vi thé mién dich dugc truyén sang con. Khéng thé nodn
hoang da duoc chimg minh 1& hitu hiéu trong viéc ngén ngira va chita bénh trong cac nghién
ctru khac nhau. Da duoc bao céo réng, khi khang thé nodn hoang duogc st dung ¢ néng do cao,
tac dung diéu tri bénh ctia né ¢6 thé dugc mong doi 13 gin nhu giéng tic dung cua khang sinh.
Hon nita, do khang thé nodn hoang thu dugc tir trimg, 1a thuc phém toan phén, khang thé noan
hoang c6 thé 14 cht rét hitu ich ma khong c6 bat ky lo ling gi vé do an toan,

Tai liéu vu tién
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2. Giai phép k¥ thuat

Pé hoan thanh muc dich trén, sang ché dé xuét phuong phap san xuét khang thé dé ngin
ngira tom chét. Phuong phap nay bao gdm c4c budc (a) tao mién dich cho ga méi dé bang cach
cho ga mai dé nay cdy khang nguyén bao gdm khuin phéy bacillus (gibng Vibrio) va protein
tai t6 hop cta virut gay hdi chimg d6m tring (WSSV), 1a sinh vat gdy ra hdi chimg tom chét
som, (b) khién cho ga méi dé da duoc tao midn dich c6 thé dé trimg, va () tach khang thé nay
khoi long do cia trung dugc dé ra.

Sang ché con d& xuét phuong phép san xuét khang thé dé ngan ngira tdm chét. Phuong
phép nay bao g0m cac budc (a) tao mién dich cho ga méi dé bang cach cho ga mai dé nay cay
khang nguyén bao gdm khuén phéy bacillus (gibéng Vibrio) va protein tai t6 hop cua virut gay
hoi chimg dém tring (WSSV), 1a sinh vat gdy ra hdi chimg tom chét sém, va protein tai t& hop
cta vi trf quyét dinh khang nguyén clia protein mang ngoai cia khuén phiy bacillus, (b) khién
cho ga mai dé da dugc tao mién dich c6 thé dé trimg, va (c) tach khang thé nay ra khoi long do
cua trung dugc dé ra.

Khuin phdy bacillus c¢6 thé bao gém Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi, va
Vibrio anguillarum.

Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi, va Vibrio anguillarum c6 thé dugc tron & ty
16 bing 0,5 dén 1,5: 0,5 dén 1,5 : 0,3 dén 1,0, tdt hon 12 0,7 &én 1,3 :0,7 dén 1,3 : 0,4 dén 0.7,
vatéthonnitala 1,0: 1,0 : 0,5.

Protein t&i t hop ctia virut gdy hi ching ddm tréng co thé 1a VP28.

Protein t4i td hop ctia vi tri quyét dinh khéng nguyén clia protein mang ngoai cua khuan
phay bacillus c6 thé 1a OmpW (protein mang ngoai W cta Vibrio parahaemolyticus) va OmpK
(protein mang ngoai K ctia Vibrio harveyi).

Theo sang ché, OmpW va OmpK ¢ thé dugc biéu hién dudi dang VIW va VbK, tuong
ung.

Sang ché con dé xuét khang thé dé ngin ngira tom chét, duoc tach ra tir long do trimg

do ga mai dé ra sau khi ga méi d¢ ndy duoc cdy khang nguyén bao gdm Vibrio
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parahaemolyticus, Vibrio harveyi, Vibrio anguillarum, va protein tai t hop ctia virut gdy hoi
chimg ddm tring (WSSV).

Sang ché con dé xuét ché pham ding d& ngan ngira hodc chita hdi chimg tom chét sém.
Ché phdm nay chira khang thé dugc tach ra tir 1ong d6 trimg do ga mai dé ra sau khi ga mai dé
nay dugc cdy khéng nguyén bao gdm Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi, Vibrio
anguillarum, va protein tai t hop ciia virut gdy hoi chimg d6m tring (WSSV).

Sang ché con dé xuét ché phim ding dé ngin ngira hodc chira hoi chimg d6m tring &
t6m. Ché phadm nay chira khang thé duoc tach ra tir 1ong do trimg do ga méi dé ra sau khi ga
méi dé nay duoc cdy khang nguyén bao gdm Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi, Vibrio
anguillarum, va protein tai t6 hop ciia virut gdy hoi ching ddm tring (WSSV).

Sang ché con dé xuét thirc &n hodc phu gia thirc &n cho tom chira khang thé dugc tach
ra tir long d6 trimg do ga mai dé ra sau khi ga mdi d¢ nay dugc céy khang nguyén bao gom
Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi, Vibrio anguillarum, va protein tai t6 hop cua virut
gy hoi chimg dom trdng (WSSV).

Thire #n ho#ic phu gia thire dn cho tom c6 thé duoc st dung dé ngin ngira hodc chita
hdi chimg tdm chét sém va hoi chimg dém trdng & tom.

Sang ché con @ xuét phuong phap ngin ngira cac bénh & tom. Phuong phap nay bao
gdm budc didu tri cho tom bang cich st dung ché phim ding dé ngan nglra hodc chira hoi
chiing tom chét s6m, bao gdbm khéng thé duoc tach ra tir 1ong do trimg do ga méi d¢é ra sau khi
ga mai dé nay duogc cdy khang nguyén bao gdm Vibrio parahaemolyticus, Vibrio harveyi,
Vibrio anguillarum, va protein tai t6 hop cua virut gdy hoi chimg d6m tring (WSSV).

Sang ché con & xuét phuong phép nudi tom. Phuong phép nay bao gdm budc cho tdm
&n thirc &in hodc phu gia thirc dn cho tom bao gdm khéng thé dugc tach ra tir 1ong do trimg do
ga mai dé ra sau khi ga mai dé nay dugc cay khang nguyén bao gdm Vibrio parahaemolyticus,
Vibrio harveyi, Vibrio anguillarum, va protein tai t6 hop cua virut gdy hoi ching ddm tring
(WSSV).

Theo sang ché, khang thé dugc tach ra tir 1ong d6 trimg thu duoc tir ga mai dé duoc tao
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mién dich bang cach cho ga méi dé nay cdy khang nguyén d5i v6i hoi chimg tém chét sém va
hoi chimg dém tréng, nho d6 hitu ich lam ché phdm dé ngin ngira tdm chét va thire an hoic
phu gia thurc an.

Ngoai ra, khang thé theo sang ché c¢6 tac dung hiép ddng (nang cao) do sy cAu thanh
cta khang nguyén d5i v6i khudn phdy bacillus va virut gdy hdi ching ddm tring, 13 sinh vat
gdy ra hdi chimg tom chét sém, vi thé biéu hién do chudn khéng thé cao hon so v6i do chuin
cua khang thé chi dbi véi bét ky mot trong khudn phay bacillus hogc virut gdy hdi chimg ddém
tring. Do d6, khang thé c6 tac dung tuyét voi dén viéc ngin ngira hogc chita hdi chimg tom
chét sém va hdi chung dém tréng, va dugc tao ra nhd sir dung ga mai de, vi thé c6 do 6n dinh
tuyét voi va dugc tao ra trong ddi dé dang.

M6 ta viin tit cac hinh vé

Céc muc dich néu trén va muc dich khac, cac dac diém va wu diém cua sang ché s&
duoc hiéu 13 rang hon tir phén mo ta chi tiét sau day két hop véi cac hinh v& di kém, trong do:

Fig. 1 hién thi két qua thu dugc bang cach kiém tra sy biéu hién ctia protein tai tb hop
VP28 ciia virut gdy hoi chimg dém tring (WSSV) bang céch sir dung SDS-PAGE va thdm
t4ch mién dich (A: két qua SDS-PAGE, B: két qua tham tach mién dich, lan 1: tru6c khi cam
g IPTG, lan 2: sau khi cam tng IPTG, va M: chi thi protein);

Fig.21aso dd bt chude ctia pET-32a(+) OmpW plasmit;

Fig. 31aso d6 bét chude ctia pET-32a(+) OmpK plasmit;

Fig. 4 hién thi két qua thu dugc bang cach kiém tra sy bidu hién cta protein téi to hop
OmpW (V1W) cua vi tri quyét dinh khéng nguyén cla protein mang ngoai cua Vibrio
parahaemolyticus bing cach sit dung SDS-PAGE va tham tach mién dich (A: két qua SDS-
PAGE, B: két qua thAm tach mién dich, lan 1: truéc khi cam Gng vecto pET-32a (+) ban
diu BL21 (DE3) stt dung IPTG, lan 2: sau khi cam {mg vecto pET-32a (+) ban dau BL21
(DE3) str dung IPTG 1,0mM, lan 3: trude khi cam tng OmpW + vecto pET-32a(+)_BL21
(DE3) st dung IPTG, lan 4: sau khi cam tmg OmpW + vecto pET-

32a(+) OmpW_BL21(DE3) stt dung IPTG 1,0mM, va M: chi thi protein);
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Fig. 5 hién thi két qua thu duoc bang cach kiém tra su biéu hién cua protein tai td hop
OmpK (VbK) ctia vi tri quyét dinh khéng nguyén cta protein mang ngoai clia Vibrio harveyi
bing cich sit dung SDS-PAGE va thim tach mién dich (A: két qua SDS-PAGE, B: két qua
thAm tach mién dich, 1an 1: trude khi cdm tng vecto pET-32a(+)_BL21 (DE3) st dung IPTG
1,0mM, lan 2: sau khi cdm {mg vecto pET-32a(+) OmpW_BL21 (DE3) st dung IPTG
1,0mM, va M: chi thi protein);

Fig. 6 hién thi két qua thu dugc bang cach kiém tra do chuén cia khang thé noan hoang
duoc tao ra dbi véi V1 (Vibrio parahaemolyticus) sau khi tiém vécxin cho mdi nhém, trong d6
truc hoanh chi tudn cdy (vi du: 1-1 la tudn thit nhat ctia 1dn cdy thir nhét) va truc tung chi do
chuén cta khang thé noin hoang;

Fig. 7 hién thi két qua thu dugc bang cach kiém tra d§ chudn ctia khang thé noan hoang
duoctaora d6i véi Vb (Vibrio harveyi) sau khi tiém vacxin cho mdi nhém;

Fig. 8 hién thi két qué thu dugc bang cach kiém tra do chuén coa khang thé noan hoang
duoctaora dbivéi Va (Vibrio anguillarum) sau khi ti€m vacxin cho mdi nhom;

Fig. 9 hién thi két qua thu duge bang cach kiém tra d6 chudn ctia khéang thé noan hoang
duoc tao ra dbi véi WSSV VP28 (protein tai t6 hop ca virut gy hdi chimg d6m tréng) sau khi
tiém vacxin cho mdi nhom;

Fig. 10 hién thi két qua SDS-PAGE va thim tach mién dich cia IgY;

Fig. 11 hién thi két qua thu dugc bang cach kiém tra 4i luc gin két ddi v6i khang nguyén
bing cach str dung SDS-PAGE va thAm tach mién dich (1: Vibrio anguillarum, 2: Vibrio
harveyi, 3: Vibrio parahaemolyticus, 4: WSSV VP28, va M: chi thi protein);

Fig. 12 hién thi két qua thu duoc bang cach kiém tra téc dung tc ché sinh truong dén
V1 (Vibrio parahaemolyticus) sau khi ti€m vacxin cho mdi nhém, trong d6 truc hoanh chi thoi
gian sau cdy va truc tung chi gié trj OD;

Fig. 13 hién thi két qua thu dugc bang cach kiém tra tic dung trc ché sinh trudng dén
Vb (Vibrio harveyi) sau khi ti€m vécxin cho mdi nhém; va

Fig. 14 hién thi két qua thu duoc bang c4ch kiém tra téc dung tc ché sinh trudng dén
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Va (Vibrio anguillarum) sau khi tiém vécxin cho mdi nhém.
M ta chi tiét sang ché

Sau day, sdng ché dugc md ta chi tiét hon ¢6 tham khao cac vi du. Cac muc dich, ddc
didm va vu diém cta sang ché s& dugce hiéu mot cach dé dang thong qua céc vi du sau. Sang
ché khéng chi gi6i han & cac vi du dugc mo ta trong phan mb ta ndy, ma cb thé duoc cu thé
héa & cac dang khac nhau. Céc vi du dugc néu trong phén mo t4 ndy dugc & xuét sao cho céc
y trdng clia sang ché c6 thé duoc truyén thu mot cach day du dén nguoi c6 hiéu biét trung binh
trong linh vyc lién quan dén sang ché. Do d6, sang ché khong nén bi han ché boi cac vi du sau.
Vi du thir nghi€ém 1: San xuét khang thé dé ngan ngira tom chét
1-1. San xuit khang nguyén déi v6i hoi ching chét sém (EMS)

D& tao ra khang nguyén, Vibrio parahaemolyticus KCTC 2471, Vibrio harveyi KCTC
12724, va Vibrio anguillarum KCTC 2711BP dugc phan b va nudi cdy bang cach sit dung
dung dich dau nanh tryptic (T'SB) chira NaCl 3% trong thiét bi 0 lic & 120 vong/phut & nhiét
d0 37°C trong 20 gio. Sau khi dung dich trong mdi truong duge nudi cay nay dugc dua vao ly
tAm & 6000 vong/phit (10 phat, 4°C), cac vién dugc gom va dugc rira hai 14n bing PBS dé tir
d6 san xuét ra 50ml hon dich. Gia tri hép thu dugc diéu chinh va dugc c¢b dinh dén 0,3 b%mg
cach st dung quang phd ké & OD bang 600nm. 37% formaldehyt, dua trén tdng thé tich, dugc
bd sung vao d6 va dugc bét hoat & nhiét do phong trong 24 giv, va chét thu duoc dugc st dung
dudi dang khang nguyén dé tao mién dich.
1-2. San xuét protein téi td hop cia virut gdy hoi chimg d6m tréng

Dé str dung VP28, 12 protein tai t6 hop ciia virut gdy hoi chimg dém tring, dudi dang
khéng nguyén, méi trudng LB (dung dich lysogeny) dugc san xult va dugc vo tring, va
ampixilin dugc bd sung vao d6 & ndéng do bang 50ug/ml, tr d6 tao ra ché phdm. Cum
Escherichia colitai td hop biéu hién protein VP28 (ngan hang gen: DQ007315.1) cia virut gdy
hdi chiing dém tréng dugc céy-phét d2 tir 6 nudi cdy trén dia thach LB mot ngdy trude khi
cdy dugc chudn bi v6i luong 13 1% lugng moi truong LB, va sau d6 bude cay duoc thuc hién.

Escherichia coli BL21 (DE3) dugc sir dung d8 san xuét ra protein VP28 tai t6 hop, 1a protein
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v cla virut gay hdi ching d6m tréng (WSSV). Vecto biéu hién duoc san xuét bang cach st
dung budc thét vecto pET30a (+) ¢6 gen khoi dau T7 va gen VP28, va dugc st dung dé bién
nap Escherichia coli. Escherichia coli dugc phét 1én mdi trudng dia LB (dia thach Luria-
Bertani) ma ampixilin (50pg/ml) duoc bd sung, vi thé dam bao cac cum duoc bién nap. 15ml
mdi truong 16ng LB ma ampixilin duge bd sung dugce ciy véi cée cum nay, tir do tién hanh lic
nudi cdy & nhiét d6 37°C trong 16 gid. 15ml dung dich mdi truong nudi cly dugc nudi ciy cap
hai trong 1,5L mdi trudng 1ong LB mdéi ma ampixilin duge bd sung, va mat do quang (OD)
duge do & budce song bang 600nm bang cach sir dung quang phd ké. Khi mét d quang (OD)
14 0,6, isopropyl B-D-1-thiogalactopyranosit (IPTG) duoc bd sung & néng do cudi cing bang
1,0mM, vi thé gy ra biéu hién gen.

Sau khi budc nuéi cdy bd sung duge tién hanh trong 6 gi¢ sau khi bd sung IPTG, bude
ly tdm duoc tién hanh & 6.000 vong/phut trong 30 pht dé tir d6 thu goni céc té bao. Cac té bao
duoc biéu hién qui mirc bang IPTG duogc tai tao huyén phi trong chit dém phan giai t& bao
(Tris 50mM-HCI (d6 pH = 8,0), EDTA 1mM, NaCl 100mM) va dugc khudy v6i 1mg/ml
lysozym va 10pg/ml DNaza, duge b sung vao do trong thiét bi 1 lic (200 vong/phit, 37°C)
trong 1 gio. Sau 1 gio, cac t& bao duoc dua vao dé nghién bang séng m str dung thiét bi nghién
bang séng am, sau d6 12 ly tAm (6.000 vong/phut, 30 phut), tir d6 thu gom cac vién. Quy trinh
néu trén duoc 1dp lai mot 14n bang cach st dung lysozym. Cac vién thu dugc bang cach sir dung
lysozym dugc dua vao nghién bing séng m tiép mot lan trong chét dém ure (Tris-HCI 100mM
(d6 pH = 8,0), EDTA 5mM, ure 2M, Triton X-100 2%) sir dung thiét bi nghién bang séng am,
tir 6 thu gom protein. Quy trinh thdm tach duge tién hanh bang cach stt dung PBS (nuée mubi
dém phosphat) dé tir d6 loai bo ure, va protein da duoc thu gom cudi cing dugc kiém tra béing
cach st dung SDS-PAGE. Trong SDS-PAGE, gel SDS-PAGE 10% duoc st dung.

Viéc liéu protein co dugc biéu hién hay khong duoc kiém tra hon nita béng cach st
dung thdm tach midn dich. Thém tach mién dich dugc tién hanh theo phuong phap d& biét. IgG
khéng dau do His, dugc pha loang &ty 1¢ béng 1 : 1000, duge st dung lam khéng thé thr nhat

trong thtr nghiém nay, va HRP khéng IgG & chudt nhét, duoc pha lodng & ty 16 bang 1 : 5000,

-0



36966

duogc sir dung lam khéng thé thir hai.

Tir két qua thu duge bang cach kiém tra xem protein ¢ dugc biéu hién hay khong, su
biéu hién qua mitc cua protein & 12 kda dugc quan sat. Viéc liéu protein c6 dugc biéu hién hay
khong duoc kiém tra dbi voi 6x-His, duoc gin vao dich protein tai t6 hop bang cach st dung
thdm tach mi&n dich, va két qua 13, protein dugc biéu hién & kich ¢& protein mong mudn (Fig.
D).

1-3. San xuét protein tai t hop clia protein mang ngoai clia khuén phay bacillus

OmpW va OmpK, tirc 14, protein tai t6 hop clia protein epitop, 13 thé quyét dinh khéng
nguyén cua phén protein mang ngoai cta Vibrio parahaemolyticus va Vibrio harveyi, 1a cac
khéang nguyén chinh ctia hi chimg chét sém, duoc san xult ra bang cach str dung cac phuong
phéap duoc biét cong khai trong YUAN Ye, WANG Xiuli, GUO Sheping, QIU Xuemei et al.,
Gene cloning and prokaryotic expression of recombinant outer membrane protein from Vibrio
parahaemolyticus, Chinese Journal of Oceanology and Limnology, Vol. 29, No. 5, P. 952-957,
2011 va trong Li Ninggiu, Bai Junjie, Wu Shugin, Fu Xiaozhe, Lao Haihua, Ye Xing, Shi
Cunbin et al., An outer membrane protein, OmpK, is an effective vaccine candidate for Vibrio
harveyi in Orange-spotted grouper (Epinephelus coioides), Fish & Shellfish Immunology, 25,
829-833, 2008.

Dé biéu hién protein tai t6 hgp OmpW va OmpK, dong v tinh TA dugc dua vao aé
tach dong duoc cho phén tmg véi enzym giéi han BamH I va Xho I dé tir d6 chi thu dugce cac
gen duoc xen vao. Su gén két véi vecto pET32a(+) (#69015-3CN), dugc san xuét boi cong ty
Novagen, dugc tién hanh dé tir d6 thu dugc dong vo tinh téi t6 hop (Fig. 2 va 3). Do vecto
pET32a(+) ¢ gen khai diu T7 & dau N cia nd, protein trong img v6i gen ngoai lai dugc xen
vao ¢6 thé dugc biéu hién qué mirc. Thé His, trong d6 sau gdc histidin dugc 13p lai sau gen khoi
d4u T7, c6 mit trong do, va co thé duoc sir dung dé phét hién ra protein tai t6 hop. Dong vo
tfnh t4i t& hop da dwoc san xuét ra dugc bién nap thanh té bao canh tranh BL21 (DE3) (#69450-
3CN, Novagen) dé tir d6 thu dugc mdt cum don lé. 3ml moi truong long LB duoc cdy bang

cum don 1€ nay, sau d6 nuoi cy lic & nhiét do 37°C trong 16 gid. S0ml moi truong long LB
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duge cAy thém bang dung dich moi trurdng nudi céy, sau d6 nudi cy lic & nhiét do 37°C. Mic
d6 hép thu (A600) dugc do mdi gidr st dung quang phd ké, va viéc nudi cly dugc tién hanh
cho dén khi mirc d6 hp thu dat tir 0,5 dén 0,6. D& str dung gen khoi dau T7 ciia hé thong biéu
hién, isopropyl-p-D-thio-galactopyranosit (IPTG; Sigma, USA) dugc bd sung dén ndng do
cubi cing bang 1mM, sau d6 nudi cdy. Sau d6, 10ml dung dich mdi truong nudi cy thu dugc,
va chi ¢6 céc té bao vi tring thu dugc bang céach st dung k¥ thuét ly tim ¢ 12.000 vong/phut
trong 10 phut. Cc té bao vi trimg thu dugre dwge xi Iy bang 1ml chat dém phén giai (NaHPOx
50mM, NaCl 300mM) d tir d6 dugc téi tao huyén phi. 100pg/ml lysozym sau d6 duogc b
sung dé tir d6 tién hanh phan g & nhiét d6 25°C trong 30 phut. Sau do, budce phan gidi dugc
thuc hién st dung thiét bi nghién bang song am. Tiép a6, phén tan va phén khong tan dugc tach
stt dung k¥ thuét ly tim & 18.000 vong/phit trong 30 phut. Viée liéu protein c6 duoc biéu hién
trong phan khong tan hay khong dugc kiém tra st dung SDS-PAGE (Fig. 4 va 5).

Dé khuéch dai gen ctia OmpW (protein mang ngoai W), 1a protein t41 t6 hop ctia vi tri
quyét dinh khédng nguyén ctia protein mang ngoai ciia Vibrio parahaemolyticus, doan mdi dugc
téng hop c6 lién quan dén OmpW (chiing zj2003; s6 gia nhap ngan hang gen: DQ425109.1)
duge ding ky tai ngan hang gen. Viéc so sanh v6i trinh ty cta dong vo tinh tai t6 hop dugc san
xudt ra béng cach st dung doan mdi néu trén duge tién hanh, dan dén su déng nhét 99%. Vi
thé, ching BL21 (DE3) duogc bién nap véi gen ti t6 hop pET-32a OmpW duoc xir Iy bing
cach st dung IPTG 1,0mM va dugc nudi cy trong 4 gidy, ma thich hop d8 san xuét protein t4i
t6 hop OmpW (Fig. 4).

Hon nita, dé khuéch dai gen ctia OmpK (protein mang ngoai K), 1a protein tai t6 hop
cua vi trf quyét dinh khéng nguyén cua protein mang ngoai cia Vibrio harveyi, doan mdi duoc
san xuét ra c6 lién quan dén OmpK (sb gia nhap ngAn hang gen: AY332563.1) dugc dang ky
tai ngén hang gen. Doan moi ndy duge khuéch dai bang cach st dung PCR d8 tir d6 kiém tra
trinh tw. Viéc so sanh véi trinh ty theo ngan hang gen duoc tién hanh, dan dén d6 dong nhét
trinh tir bing 98%. Khi chimg BL21 (DE3) dugc bién nap bang céch sir dung dong vo tinh tai

tb hop pET-32a OmpK, thi vigc xtt Iy béng céch str dung IPTG 1,0mM duoc tién hanh, sau d6
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nudi cdy trong 4 gio. Két qua 13, protein tai t6 hop OmpK dugc san xuét ra mot cach hiéu qua
(Fig. ).
1-4. San xuét vicxin dé cdy cho ga mai dé @8 san xuét ra khang thé noan hoang (IgY)

Vat chtra vécxin, np kin bang cao su, PBS (1x), sang, nhip gip, xi lanh, dng dung tich
50ml, 6ng pipet dung tich 20pl, chép dung tich 20pl, va cbc mo 1am bang chét déo (500ml,
1000ml) dugc chuin b & cAy cho ga méi dé. Viécxin trong d6 khang nguyén dugc san xuét ra
theo vi du thir nghiém 1-1 dén 1-3 dugc tron duoc san Xuét ra nhu sau.

Déu bb tro dugc dit trong bé nude duge lam dm dén 37 + 1°C dé duoc 1am 4m trong
15 dén 20 phut. 0,1% cta dung dich formaldehyt 37% duoc b sung vao nudc cét vo tring dé
tr d6 vo trung thiét b déng nhét, nude dugc loai bé khéi d6, va etanol 70% duoc phun trén do
8 tir d6 1am kho thiét bi ddng nhit. Khang nguyén dugc san xuét ra theo vi du thir nghiém 1-
1 dén 1-3 & trang thai dugc cap dong dugc 14y ra & nhiét do phong, va cac khang nguyén da
duoc trén dugc san xuéit ra theo cAu tao duoc thé hién trong bang 1 dudi ddy. Etanol 70% dugc
phun trén c4c khdng nguyén da dugc tron va sau do cac khéang nguyén nay duoc loc trong trang
th&i vo khuan bang cach str dung sang da gia nhi¢t. Khi cac khang nguyén duoc trn, PBS v6
tring dugc bd sung trong truong hop khi thé tich cudi ciing ctia khang nguyén 1a khong du.
Céc khang nguyén da dugc tron va dAu bb trg duoc trdn, va thiét bi déng nhét duoc van hanh
trong 25 phut dé tir d6 san xuét ra vicxin dé cdy cho gi méi dé. Trong chu tao cia khang nguyén
chira trong vécxin trong bang 1, vécxin chi chira protein tai t6 hop cia virut gy hoi chimg dém
tring duoc chi dinh 1 vi du so sanh 1, vécxin chi chira khudn phay bacillus, 12 sinh vét gy ra
hoi chimg tom chét sém, dugc chi dinh 1a vi du so séanh 2, vacxin chira khang nguyén da duge
tron cua khuén phdy bacillus va protein tai t6 hop clia virut gy hoi chimg d6m tring duoc tron
& cung ty 1& duge chi dinh 1a Vidu 1, va vacxin chira khang nguyén da dugc tron cta khuan
phéy bacillus va protein tai t6 hop cua virut gdy hoi ching d6m tring va OmpW (VIW) va
OmpK (VbK), 1a protein tai t6 hop cia vi tri quyét dinh khang nguyén clia protein mang ngoai

ctia khuén phéy bacillus duoc tron o ty 1€ béng 1:1:0,5:1:0,5:0,5 duge chi dinh la vidu 2.
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Béng 1
Nhém CAu tao ciia khang nguyén chira trong vacxin

Vidusosanh 1 | WSSV VP28

Vidusosanh?2 | V1, Vb,Va, VPE1 (1:1:1:1)

Vidul V1, Vb, Va+ WSSV VP28(1:1:1:1)

Vidu?2 V1, Vb, Va+ WSSV VP28 + VIW + VbK (1:1:0,5:1:0,5:0,5)

- V1: Vibrio parahaemolyticus, V'b: Vibrio harveyi, Va: Vibrio anguillarum, WSSV:

virut gy hoi chimg ddm tréng, V1W: protein ti t6 hop clia protein mang ngodi cta Vibrio
parahaemolyticus (OmpW), VDK protein tai t6 hop clia protein mang ngoai ctia Vibrio harveyi
(OmpK)
1-5. Kha nang mién dich & ga mai dé

Ga mai dé 16ng nau Hylin 22 tudn tudi duge cdy 1ml vicxin dugce san xuét ra theo vi du
thtr nghiém 1-4 trong co ngyc cua no.
1-6. Gom mau long do

Ddi vé6i cac mau long do, trimg do ga mai dé dugce tao mién dich dugc thu gom hang
ngay. Nhitng qua trimg da duoc thu gom dugc ghi ngay va 14y méu trong khoang thoi gian 7
ngdy, va thir nghiém v& do chuén duge tién hanh trong moi tudn. D& thu duge cac mAu dé kiém
tra d0 chuén trong mdi tuan, ndm long d6 dugc gom ngiu nhién trong mdi tudn va dugc tach
ra, DW (nuéc da khit ion) vo tring & trong luong nhiéu hon 10 1an trong lwong cua long do
duoc tron v6i nhau, va hdn hop thu duge duoc dit trong 6ng dung tich 50ml va gitt trong ti
cap dong trong 24 gid. Sau 24 gio, hén hop niy duge hoa tan trong nude néng & nhiét do 37°C,
dung dich thu dugc dugc dua vao ly tm & nhiét do 4°C va 3.500 vong/phut trong 30 phut, va
phén dich ndi trén bé mat thu dugc va duge cét gilt lam mau dé phan tich do chuin.
Vi du thir nghiém 2: Phép do do chuan cta khang thé nodn hoang
2-1. Tach OMP (protein mang ngoai) cia khang nguyén EMS

Sau khi qué trinh nudi ciy khuan phéy bacillus, 1a khang nguyén ctia hdi chimg chét
sém (EMS), dugc hoan thanh, dung dich méi truong nudi cdy bacillus dugc chuyén sang bng

ly tAm va dugc dwa vao ly tim & nhi¢t d 4°C va 9.000 vong/phut trong 30 phut. Phan dich ndi

-13-



36966

trén bé mat dugc loai bo, 6ng ly tdm duogc rira hai lan béng PBS, va bacillus dugc tao hdn dich
trong 500ml chét dém HEPES 10nM (Gibco BRL, USA), sau do ly tdm va rira mot lan. Sau
khi ly tam, phén dich néi trén bé mit dugc loai bo, vién dugc tao hén dich trong 300ml chat
dém HEPES 10nM, va buéc phén tan duoc tién hanh véi cac lrong bang 30ml mdi phan, sau
d6 nghién bang song 4m, d6 d6 gdy ra hién tuong phén gidi khang nguyén. Phén dich ndi trén
b miit duoc dua vao ly tim & nhiét do 4°C va 8.000 vong/phit trong 30 phut, phan dich ndi
trén bé mat duoc tach, va vién duoc loai bo. N-lauroyl sarcosin 1% (SIGMA USA) duoc bd
sung vao phan dich ndi trén bé mit da dugc tach va sau d6 dé yén & nhiét do phong trong 10
phiit, sau d6 ly tm & nhiét d§ 4°C va 15.000 vong/pht trong 50 phit. Phan dich ndi trén bé
mit dugce loai bo, vién dugce tao lai hdn dich trong 50ml chéit dém HEPES 10nM dé loai bo
chét tdy rira, va bude ly tim dugc tién hanh & nhiét d§ 4°C va 15.000 vong/phut trong 50 phut.
Sau khi ly tam, phén dich ndi trén bé mat duoc loai bo va vién (OMP) dugc tao hdn dich trong
25ml chit @&m HEPES 10nM. Sau khi céc vién duoc tao hdn dich, cac vién nay duoc ng}ﬁén
bing séng 4m va duge loc dén kich ¢ bang 0,45um, va formalin va thimerosal dugc bd sung
vao d6. Protein dugc dinh luong, va budce gidm sat bing ELISA dugc tién hanh bang cach st
dung huyét thanh tiéu chuin dé kiém tra tinh khang nguyén ctia khang nguyén OMP.

2-2. Kiém tra d chudn ctia khang thé noan hoang bang cach str dung ELISA (thtr nghiém hép
thu mién dich lién két enzym)

D6 chuén ciia khang thé nodn hoang cu thé trong s cac long d6 trimg dugc do bing
cach 4p dung phuong phép ELISA khong truc tiép. Trudc tién, khang thé noén hoang dugc
pha loang trong chét dém phu cacbonat & ndng do duge x4c dinh tir trude d6i véi timg khang
nguyén, duoc ap dung trén dia polystyren c6 96 giéng v&i lugng 100ul mdi giéng, va duoc dé
yén qua dém & nhiét do 4°C hozc ¢ nhi¢t 4o 37°C trong 1 gio. Sau khi rira bang cach str dung
PBS-T (nu¢c mubi dém phosphat, Tween 20 0,05%, do pH = 7,4), budc phong bé duoc tién
hanh bing céch st dung cht dém PBS chira BSA 2% (albumin huyét thanh bo) & nhiét do
37°C trong 1 gidy, sau d6 rira theo phuong phap dugc md ta trén day. Nhom déi chimg am,

nhém dbi chimg duong, va miu long d6 déu dugc pha loang hai lan, va moi nhom dugce bd
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sung v6i luong 100ul vao giéng va dé yén & nhiét do 37°C trong 1 gio. Sau 1 gid, budc rira
duge tién hanh ba 1an, khang thé thtr hai (khang & ga: Sigma, M¥) dugc pha loang dén Iugng
thich hop trong PBS va dugc phan tan véi luong bang 100ul vao ting giéng, sau d6 phan tmg
& nhiét @6 37°C trong 1 gio. Sau khi rira ba lan, 100ul dung dich TMB (3,3°,5,5’-
tetrametylbenzidin) dugc phéan tan dudi dang co chét vao timg giéng va dugc cho phan Gng &
nhiét d6 phong trong khoang 10 phut. 100pl H2SO4 1,6N 1am dung dich ngimg duoc phan tan
dé tir d6 ngimg phan (mg, va muc dd hép thu cta timg giéng dugc do bang cach sir dung bd
doc ELISA & budc song bang 450nm va dugc biéu hién duéi dang gia tri ELISA. Céc gia tri
da do dugc ctia long do, duge xtr ly bing cach nhan doi gia tri trung binh clia cac mau am, dugc
thay thé vao cac két qua da do duge, tr d6 thé hién do chuin cua dit liéu phan tich.

Tir cc két qua thir nghiém nay, nhu dugc thé hién trén Fig. 6 dén Fig, 9, d0 chuén IgY
ctia bakiéu khudn phy bacillus va protein tai t6 hop ctia virut gy hdi chimg ddm tring (WSSV
VP28) duoc kiém tra d6i véi mdi nhom. Trong trudong hop vi du so sanh 1, do chuin khéng thé
khong thu dugc dbi vai cac khang nguyén khac véi khang nguyén WSSV VP28, Trong truong
hop vi du so sanh 2, d0 chudn ting tir tir theo tudn d6i véi mbi khang nguyén ngoai trir khang
nguyén WSSV VP28, va do chuén sau 1an cdy tht ba dugc tang 1én dén 6.400. Trong truong
hopvidu 1, do chuén ctia khang nguyén dich ting mot cach 4n dinh trong mdi tuan ciy, nhung
sy tang d6 chuén khong vuot qué can trén trung binh 1a 6.400. Trong truong hop vi du 2, do
chuén cua tét ca cac khang nguyén dugc 1am tang trong mbi tudn dén 12.800 hoac nhidu hon
tinh theo trung binh, va khoang thoi gian ma d chun ting 1én duoc duy tri 14u hon so véi
khoéng thoi gian & cac nhom khac. Két qua nay cho thdy rang do chuén ctia khang nguyén theo
vi du 2 cao hon mot cach dang ké so v6i do chuén ctia vi du so sanh 1 va 2, chi bao gdm béatky
mot trong sd khang nguyén cua khudn phdy bacillus va khang nguyén ctia protein tai t6 hop
cua virut gdy hoi chung ddm tréng.

Vi dy thir nghiém 3: Téach khing thé noén hoang theo sy xtt ly amoni sulfat
Viée tach va tinh ché dugc thyc hién bang cach st dung phuong phép amoni sulfat dé

tach mot cach tinh khiét protein khang thé nodin hoang cu thé dugc san xuét ra. Trimg c6 do
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chudn cao dugc gom, long tring trimg va diém hop duogc loai bo bing cach st dung thiét bi
tach long d6, mang tring duoc loai bo bang cach st dung gidy loc Whatman s6 1, va chi co
long d6 trimg dugc tich vao cbe mo. Luong long do da duge tach duge do, va nude cAt nguyén
chét dugc bd sung véi lugng nhiéu gp 4 14n khéi luong cta long do. Sau khi khudy trong 1
gio, do pH dugc didu chinh dén 5 bang cach sir dung HCl 1M. Dung dich long d6 nay dugc
cét giit trong ti dong lanh cryo & nhiét do -70°C trong mot ngay. Dung dich long do duoc ldy
ra & nhiét do phong va duoc 1am néng chay trong khodng mot ngay, va phéan dich ndi trén bé
mit thu dugc bang cach ly tim (9.000 vong/phit, 4°C) trong 10 phit va dugc loc bang gidy loc
bang cach st dung bom chén khong d tir d6 thyc hién viéc didu ché. Thé tich ciia phan dich
ndi trén bé mat di duogce loc duge do, va amoni sulfat dugc b6 sung timg chit mot trong diéu
kién d4 lanh dé tir d6 hoa tan dii phin dich ndi trén bé mit. Dung dich dugc xtr ly bing amoni
sulfat duge dé qua dém & nhiét do 4°C va sau d6 dugc dua vao ly tam trong 30 phut (9.000
vong/phit, 4°C), tir d6 gom cac vién. Céc vién ndy dugc tao lai hdn dich trong 1x chit dém
PBS dé tir 6 gom mAu. Thé tich cia phén dich ndi trén bé mat dugc do, va amoni sulfat duge
bd sung thém dé tir &6 gom céc vién va phan dich ndi trén b& mat. Do tinh khiét tich-tinh ché
cua khang thé nodn hoang cu thé duoc kidm tra bang céch st dung SDS-PAGE va thdm tach
mién dich, SDS-PAGE va thim téch mién dich duogc thuc hién trong céc dicu kién giéng nhu
trong vi dy thir nghiém 1-2.

Trong két qua thir nghiém nay, phén chudi ning (70 kda) va chubi nhe (21 kda), 12 cac
dac tinh cua khéng thé IgY, dugc quan sat k¥, va protein khang thé nodn hoang dugc x4c nhan
qua tham tach mién dich (Fig. 10).

Vi du thtr nghiém 4: Kiém tra 4i luc gin két véi khang nguyén

Pé kiém tra 4i luc gin két clia khang thé nodn hoang da dugc san xuét ra v6i khang
nguyén, lugng dugce xéac dinh trude clia khang nguyén duoc tao hdn dich trong PBS, 5 xthube
nhuém mau dugc bd sung, budc dién di dugc tién hanh, budc chuyén vao mang dugc tién
hanh, budc chin dugc tién hanh bing cach st dung sita khong béo 5%, budc rira bing PBS-T

duoc tién hanh, khang thé IgY duge xtrly & ndng do biang 2ug/ml va sau d6 dé yén qua dém &
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nhiét d6 4°C, va budc rira béng PBS-T duoc tién hanh. Budc pha loang theo ty 1€ 1 : 20000
duoc tién hanh bang cach sit dung HRP khang IgG ga, sau do xu Iy. Két qua nay sau d6 dugc
kiém tra bing cach sir dung co chit HRP (peroxidaza hoi hai ma).

Tir két qua cuia thir nghiém nay, duoc xéc nhan rang khang thé nodn hoang duoc gin
két v6i vi tri cu thé ciia mdi khéng nguyén bang cach st dung khang thé noan hoang (Fig. 11).
Vi du thir nghiém 3: Kiém tra mtrc d0 e ché su sinh trudng cua mam khang nguyén EMS

Dé kiém tra hiéu qua rc ché su sinh truong khi mam khang nguyén EMS dugc xtr Iy
bing khang thé nodn hoang, mam khang nguyén & ndng do bang 1 x 10° cfu/ml duge xir Iy
béang khang thé nodin hoang ¢ ndng do bang 10mg/ml mot cach twong tw, va muc do hép thu
duogc do 6 OD b?mg 600nm cho dén 0, 3, 6, 9, 12, 24, va 36 gio, tir d6 kiém tra tac dung theo
ché phdm khéang nguyén. Truong hop khi mam khang nguyén EMS khoéng duoc xtt Iy duge
chi dinh 1a nhém dbi chimg dé thuc hién thir nghiém nay.

Trong két qua ctia thir nghiém nay, trong trudng hop vi du so sanh 1, duong cong sinh
truéng 1 gidng nhu dudng cong sinh trudng cua nhom d6i chimg do khang nguyén ddi voi
EMS khong c6 mit. Trong trudng hop vi du so sanh 2, sy sinh truéng ctia mam khang nguyén
dugc giam nhe 3 dén 9 git sau khi nudi ciy mam khéng nguyén, nhung sau d6, dudng cong
sinh truéng dudng nhur c6 mo hinh giéng nhu nhém d6i chimg. Trong trudong hop vi du 1, hiéu
qua tc ché su sinh trudng cla mam khang nguyén dugc thé hién cho dén 3 dén 9 gid. Trong
trwomg hop vi du 2, céc dudng cong sinh trudng gita 3 va 9 gity d6i v6i tAt ca cac mam khang
nguyén la thip cling v6i gid tri OD thip so véi cac gia tri OD cua tht ca cac nhom thit nghiém
khdc, va gia tri OD cho dén 36 gio cudi cling 12 thép hon so véi gié tri OD ctia cic nhom khac.
Do d6, nhu duge thé hién trong thit nghiém d6 chudn khang thé, do chuén khang thé cao dugc
duy tri, vi thé cai thién luc gin két dbi v6i khang nguyén (Fig. 12 dén Fig. 14).

Vi du thir nghiém 6: Kiém tra tac dung ctia khang thé nodn hoang dén virut gy hoi chimg ddm
tring

D4 kiém tra tAc dung clia khang thé nodn hoang dén virut gy hdi chimg ddm tréng

(WSSV), thir nghiém cay xAm chiém duge tién hanh. Au tring 40 ngay tudi cuia tom cang tring
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duoc cho dn IgY trong 14 ngay trong nude bién dugce loc (46 man 30%o) trong mdi trudng ua
khi & nhiét do 25°C. Tém dugc cho lay nhiém WSSV qua dudng miéng. Theo thir nghiém so
bd, do mirc do tom chét dat 50 dén 70% vao ngay 4, dé kiém soat viéc ny, mot con tom nhiém
WSSV dugc cho #n véi lugng khoang 10% trong Iugng cua nd d6i v6i mdi nhém. Mire do
chét tich liiy duoc ghi lai hing ngay trong 96 gid, va cac két qua duge biéu hién dudi dang mirc
do chét (%). Hon nita, nhém tdm thir nghiém khong bi lay nhiém WSSV dugc chi dinh 1a
nhém déi ching binh thuong va nhém tom thir nghiém b 1ay nhiém WSSV duge chi dinh la
nhém déi chimg duong dé tién hanh thir nghiém nay.

Trong két qua cla thir nghiém nay, trong trudng hop vi du so sanh 1, 12 nhom thtr
nghiém chi chira khdng nguyén 461 v6i WSSV, mue do chét giam di khoang 11% so véinhém
déi chtng duong. Trong trudng hop vi du so sanh 2, trong do khong ¢0 khang nguyén dbi voi
WSSV, mtc do chét 14 68,75%. Trong truong hop vidu 1 va 2, co chu tao khang nguyén phirc
tap, mtrc do chét giam tir khoang 15 dén 28,75% so v6i nhom d6i chimg duong. Trong cac
nhém khang nguyén, vi du 2 cho thdy mirc do chét bang 41,25% ma 1a gia tri thap nhét trong
s6 tht ca cac nhom thir nghiém, va dugc xéac nhan réng td hop cia cc khang nguyén trong vi

du 2 thich hop nhit @2 lam vicxin dé ngin ngira tom chét (bang 2).

Bang 2
Kiém tra tac dung cua IgY trén WSSV (cly XAm chiém)
z S6 Sé Sé S6 Téng

Nhom 50 ) lwong | luong | luong | luong 50

\ luong Licu n s n o Miuic do
thu thit luon tom tom tom tom lugng chét (%)
nghiém nghiém ME | chétsau | chétsau | chétsau | chét sau tom

i 24 giy |48giy |72giv | 96gi0 | chét

Nhém 1 0 0 0 1 1
doi
chiing - 1,25%
binh 2 0 0 0 0 0
thuong
Nhom 1 3 1 13 14 31
doi o
chimg |2 Pe 1 2 13 10 25 70,00%
duong
Vi duso|l 19g |1 0 9 12 22 58,75%
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sanh 1 2 1 3 10 11 25

T AL S T N 0
P U R A N H— S
Vidu2 ; 19¢g (1) g 2 2 }Z 41,25%

Trong khi sang ché dugc thé hién va duoc md té cu thé c6 tham khao cac phuong an cu
thé ciia n6, ngudi c6 hiéu biét trung binh trong linh vyc k¥ thuat ndy s& hiéu ring cac phuong
an cu thé nay chi 1a cac phuong én dugc wu tién va pham vi clia sang ché khong bi gi6i han &
dé. Do d6, pham vi thuc té cua sang ché s& duge xac dinh bang cac diém yéu cau bao ho di

kém va céc dang twong duong ctia chung.
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YEU CAUBAO HQ
1. Phuong phép sén xuét khéng thé long do trimg dé ngan nglra tom chét, trong d6 phuong
phép nay bao gdm cac budc:

(a) tao mién dich cho ga mai d¢ bang cach cho ga méi dé nay cdy khang nguyén chtra
khudn phiy bacillus (gidng Vibrio), 14 tc nhan gay hoi chimg tom chét sém, protein tai tb hop
cua virut gdy hoi ching dbm tring (WSSV), va protein ti t6 hop ctia vi tri quyét dinh khang
nguyén cua protein mang ngoai ciia khuén phay bacillus véi ty 18 12 2,5:1:1;

(b) khién cho ga mai d¢ da dugc tao mién dich ¢ thé dé trimg; va

(¢) tach khang thé niy khoi 1ong do cua trimg dugc dé ra,

trong d6 trong budc (a), khuan phay bacillus chtta Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
harveyi, va Vibrio anguillarum duge tron v6i ty 1814.0,7 @én 1,3:0,7 dén 1,3 : 0.4 dén 0,7,

trong d6 trong budc (a), protein tai t6 hop cia virut gdy hoi chimg ddm tring 12 VP28,
va

trong d6 protein tai t hop ctia i tri quyét dinh khéng nguyén ctia protein mang ngoai
cia khudn phiy bacillus 1a OmpW (protein mang ngoai W co ngudn gbc tir Vibrio

parahaemolyticus) va OmpK (protein mang ngoai K ¢6 ngudn gbc tir Vibrio harveyi).
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 6
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 9
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Fig. 10
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Fig. 11
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Fig. 13
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