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Linh vire k¥ thuit dwoe dé cap

Giéi phap hitu ich thudc linh vuc cong nghé sinh hoc, cu thé 13 dé cap dén ching
vi khudn Edwardsiella ictaluri (E. ictaluri) 46t bién gen wzz va gen aroA4 va vacxin phong
bénh gan thin mii cho c4 tra chira chiing vi khuén nay.

Tinh trang ky thuat cia giii phap hifu ich

D4 biét, viéc phong ngira bénh gan thin ma do vi khudn E. ictaluri gy ra trén ca
tra dugc thuc hién bang viée st dung thube héa hoc hay khang sinh. Diéu nay din dén vi
khuén E. ictaluri c6 kha ning khang mét sb khang sinh nhur Oxytetracyclin, Axit oxolinic,
Sulphonamit, Bactrim (100%), Colistin (97,9%), Florphenicol (42,5%), Amoxicilin
(40,4%), Tetracyclin (31,9%), Doxycyclin (27,7%). Ngoai ra, viéc ton dur dur luong khéng
sinh trong sin phdm c4 tra xuét khiu ciing 14 mét rao can dbi véi xuét khiu ca tra Viét
Nam va anh hudng sirc khée nguoi sir dung cac san phdm tir c4. Pong thoi, viée sir dung
khang sinh khong duoc kiém soét chit ché gdy 6 nhiém moi truong nudc.

D4 biét dén vacxin phong bénh gan than ma do vi khudn E. ictaluri gidyratrénca
tra hién nay 1a vacxin bét hoat hodc vacxin nhuoc ddc. Nhuoc diém cia vacxin bat hoat 1a
doi héi phai san xuit mot luong 16n té bao, ddng thoi, du c¢6 hiéu qua trong viéc kich thich
sinh khang thé nhung hiéu qua tao d4p g mién dich qua trung gian té bao khéng cao.
Mic khac, vacxin bat hoat déi héi phai tiém cho c4. Pay 13 didu khong thé thuc hién dugc
doi voi c4 bot.

Hién nay, thé gidi cling da ¢6 cac loai vacxin nhuge doc chira vi khudn E. ictaluri
dot bién gen arod, purd, gen chon A, B,C. Cic loai vacxin nay c6 thé sir dung trén c4 bot
bang phuong phap ngim.

Hién nay, tai Trung tim CNSH TP. HCM d4 duoc cép bing doc quyén sang ché sb
14407 vé “Chuing vi khuin Edwardsiella ictaluri giam déc luc mang gen wzz dot bién va
vacxin chira chiing vi khun nay”. Vacxin chira chiing vi khuan E. ictaluri 6t bién gen
wzz (vacxin WzM) c6 thé sir dung trén céc giai doan cia ca. Tuy nhién, qué trinh thir
nghiém trén mét s6 chiing vi khudn Edwardsiella ictaluri hoang dai ddc luc cao cho thay
hiéu qué bdo vé clia vacxin WzM chua cao.

Hién nay, trén thé giéi van chira nghién ciru tao ching vi khuln E. ictaluri 46t bién

ca hai gen wzz va aroA va vacxin chira chimg vi khuan nay.
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Ban chit k§ thuét ciia giai phap hiru ich

Muc dich ciia giai phap hitu ich la khic phuc duge nhuge diém ciia cic loai vacxin
bit hoat, nhuoc doc da biét. Bé dat duoc muc dich d6, giai phap hiru ich dé xuit tao ching
vi khudn E. ictaluri 3ot bién ca hai gen wzz va arod (chiing WzLM-AroM) va vacxin chia
chiing vi khudn nay (vacxin WzLM-AroM) c6 d6 an toan, c¢6 kha ning gy dap tmg mién
dich cao trén c4 tra dé phong bénh gan thin mu. Vacxin WzLM-AroM c6 thé duge st
dung dudi dang ti€ém, ngam hodc cho &an.

M@ ta viin tit cac hinh vé

Hinh 1. K&t qua dién di san pham PCR trén gel agaroza 1,2% ctia ADN b6 gen vi
khuan E. ictaluri. Trong d6, & hinh A Giéng 1: thang ADN 1000 bp; Giéng 2: san phim
khuéch dai v6i ciip mdi FUwzz/RUwzz; Giéng 3: d6i chimg 4m. O hinh 1B Giéng 1: san
phdm khuéch dai v6i ciip moi FDwzz/RDwzz, Giéng 2: d6i chimg 4m; Giéng 3: thang
ADN 1000 bp.

Hinh 2. Két qua dién di san phdm PCR khuéch dai gen khang khang sinh kanamicin
trén gel agaroza 1,2%. Trong d6, Giéng 1: Thang ADN 1000 bp; giéng 2: San phim
khuéch dai v6i cap mdi FKm va RKm; Giéng 3: d6i chimg 4m.

Hinh 3. Két qua dién di san phdm cit pJET1.2 mang gen wzz d6t bién bing Kpnl
va Sacl trén gel agaroza 1,2%. Trong d6, giéng 1: Thang ADN 1000 bp; Giéng 2: d6i
chimg 4m pJET1.2::UKDwzz chua cit; Giéng 3: Vecto pJET1.2 mang gen wzz d6t bién
cit bang Kpnl va Sacl

Hinh 4. Két qua dién di san phdm pGP704 mang gen wzz dot bién cit bing enzym
Kpnl va Sacl trén gel agaroza 1%. Trong d6, Giéng 1: Thang ADN giéng 2: d6i chimg 4m
vecto khong cét; Giéng 3: Vecto cit bang Kpnl va Sacl.

Hinh 5. Két qua dién di trén gel agaroza 1,0% ca san phAm PCR khuén lac sau khi
tiép hop duogc khuéch dai tir cip mdi FKm va RKm (hinh A); FUwzz va RDwzz (hinh B).
Trong d6: & hinh (A); 1: Thang ADN; 2-5: san phdm PCR ciia 4 khudn lac E. ictaluri sau
khi tiép hop; 6: E.coli SM10\ pir chitra pGP704 mang gen wzz dét bién; 7: E. ictaluri 5H;
8: d6i chimg 4m. O hinh (B); 1: Thang ADN; 2-5: san phdm PCR cia 4 khuén lac E.
ictaluri sau khi tiép hop; 6: E. ictaluri 5H; 7- d6i chimg 4m.

Hinh 6. Két qua dién di san phdm PCR khuén Iac sau khi bién nap vecto pCP20
vao chiing @6t bién wzz bing cip mdi FUwzz/RDwzz. Trong d6, 1: Thang ADN 1kb; 2
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khuln lac E. ictaluri d6t bién wzz sau khi bién nap; 3, d6i chimg E. ictaluri d6t bién wzz
chua bién nap pCP20; 4, dbi chimg ching E. ictaluri hoang dai; 4: d6i chimg am.

Hinh 7. Két qua dién di san phdm PCR trén gel agaroza 1,2% cita ADN b gen vi
khuln E. ictaluri. Trong d6, & hinh A Giéng 1: thang ADN 1000 bp; Giéng 2: san phim
khuéch dai v6i cap mdi Fhypo/Rhypo; Giéng 3: san phAdm khuéch dai véi cip moi
Feyki/Reyki.

Hinh 8. Két qua dién di san phdm cat pJET1.2 mang gen aroA4 dot bién bang EcoRI
va Sall trén gel agaroza 1,2%. Trong d6, giéng 1: dbi chimg am pJET1.2::cyki-K-hypo
chua cit; Giéng 2: Vecto pJET1.2 mang gen aroA dot bién cit bing EcoRl va Sall; Giéng
3: Thang ADN 10600 bp.

Hinh 9. K&t qua dién di san phdm pGP704 mang gen aro4 dot bién cét bing enzym
Bglll trén gel agaroza 1%. Trong d6, Giéng 1: Thang AND; Giéng 2: Vecto cit bing Bglll
Giéng 3: d6i chimg am vecto khéng cht.

Hinh 10. Két qué dién di trén gel agaroza 1,0% clia san pham PCR khuan lac sau
khi tiép hop duoc khuéch dai tir ciip médi Feyki/Rhypo (hinh A); FaroEI1 va RaroEI1 (hinh
B); FKim va RKm (hinh C). Trong d6, 1: Thang ADN (20 kb), 2-7: san phim PCR ciia 6
khun lac E. ictaluri sau khi tiép hop; 8: E.coli SM10A pir chira pGP704 mang gen aroA
dot bién, 9: E. ictaluri 5H; 10: d6i chimg am.

Hinh 11. Két qué dién di san phim PCR khuén lac sau khi bién nap vecto pCP20
vao chiing dot bién wzz va arod bang cip mdi FUwzz/RDwzz (hinh A) va Feyki/Rhypo
(hinh B). Trong d6, 1: Thang ADN 1kb; 2 khun lac E. ictaluri dot bién wzz va aroA sau
khi bién nap; 3, dbi chiing E. ictaluri 0t bién wzz va aroA chua bién nap pCP20; 4, d6i
chimg ching E. ictaluri hoang dai; 5: d6i chimg am.

Hinh 12. C4u tric vecto pCAMBIA 1300 mang gen khang khang sinh kanamicin.

Hinh 13. C4u triic vecto pGP704.

Hinh 14. Cu triic vecto pCP20.

Hinh 15 12 Biéu dd 1 thé hién ty 1& c4 chét tich luy theo ngay ciia thir nghiém d4nh
gia doc lyc chiing WzLM béng phuong phap ngdm.

Hinh 16 12 Biéu d 2 thé hién ty 18 ca chét trung binh cia thir nghiém danh gia doc
luc chiing WzLM bang phuong phap ngdm.

Hinh 17 12 Biéu db 3 thé hién tj 18 ¢4 chét tich lu§ theo ngay clia thir nghiém danh
gi4 dde luc chiing WzLM-AroM bing phuong phap ngim.
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Hinh 18 12 Biéu d6 4 thé hién ty 16 c4 chét trung binh ctia thi nghiém danh gia doc
Iwc chiing WzLM-AroM bang phurong phéap ngam.

Hinh 19 12 Biéu dd 5 thé hién ty 18 c4 chét tich lu¥ theo ngay ciia thir nghiém danh
gi4 hiéu qua bao vé chiing WzLM-AroM béng phuong phap ngdm mét 1an trén c4 gidng.

Hinh 20 14 Biéu d6 6 thé hién ty 16 c4 chét trung binh ciia thir nghiém déanh gi4 hiéu
qua bao vé chiing WzLM-AroM bing phurong phap ngam mét I3n trén c4 giéng.

Hinh 21 1a Biéu db 7 thé hién ty 1& ¢4 chét tich lu§ theo ngay cta thir nghiém dénh
gig hiéu qua bao vé chiing WzLM-AroM bing phuong phap ngdm két hop trén c4 bdt, ca
gidng.

Hinh 22 13 Biéu dd 8 thé hién t¥ 18 c4 chét trung binh ciia thir nghiém d4nh gia hiéu
qué bao vé ching WzLM-AroM bing phuong phap ngdm két hop trén ca bét, ca gibng.

M@ ta chi tiét giai phap hiru ich

Trong pham vi ciia giai phap hitu ich, ching vi khuén E. ictaluri d6t bién ca hai
gen wzz va aroA (ching WzLM-AroM) va vacxin phong bénh gan thdn mu trén ca tra
chira chiing vi khudn nay (vacxin WzLM-AroM) s& duoc boc 16 16 rang & ddy thong qua
cac phuong phap thuc hién gidi phéap hitu ich.

Hién nay, viéc tao ching nhugc doc thuong duge thuc hién theo hudng tao ra cac
d6t bién bing tac nhan vét Iy (nhiét d9, tia UV), héa hoc (hoa chét, khang sinh), hodc bang
phirong phap sinh hoc phan tir (bt hoat gen). Trong d6, phuong phap bat hoat gen dugc
sir dung dé bét hoat cic gen ddc tinh hofic c4c gen can thiét cho qua4 trinh sinh dudng cia
vi khuén trong vat chi. Céc ching vi khudn nay van c6 thé kich thich hé thong mién dich
cta véat chi theo con dudng giy bénh cia ching hoang dai nhung khong di doc luc dé
lam chét vat chu. Vi vay, bat hoat gen 14 mét phwong phap rat hiru dung trong viéc tao
ching vi khudn ddt bién nhugc doc.

Chidu dai ciia khang nguyén O anh hudng dén cach vi khudn Gram am tuong tac
véi cac protein bd thé cia hé mién dich tu nhién. Khang nguyén O cang dai s& ngin chin
bd thé tiép can véi bé mat té bao dé ly giai vi khudn. Nhimg chiing d6t bién bi mit hoan
toan khang nguyén O d& dang bi tiéu diét bai bd thé hon so véi chiing hoang dai. Do do,
chiéu dai khang nguyén O c6 déng vai trd quan trong trong doc tinh cta vi khuin. Chiéu
dai khang nguyén O duge didu hoa béi gen wzz. Nghién clru & cic loai vi khuin Gram 4m
khéc nhu E. coli, Samonella, Yersinia... cho thiy khi chiing vi khudn ddt bién gen wzz thi

khang nguyén O s& phén bb chidu dai chudi mdt cach ngiu nhién va c6 doc tinh thap hon
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so voi chiing hoang dai (Franco va cong sy, 1998; Murray va cong su, 2003; Faridmoayer
va cong sy, 2007; Kintz va cdng su, 2008; Najdenski va cong su, 2008). Ddi véi vi khudn
E. ictaluri, khéng nguyén O dugc chimg minh 14 mét khang nguyén manh va 12 yéu 6 gdy
d6c quan trong. Vi vy, viéc loai bo toan bd gen wzz s&€ 1am gidm kha néng gy doc cua vi
khuan E. ictaluri.

Ngoai ra, gen aro ¢6 vai tro chi dao trong quy trinh sinh téng hop cac amino acid
nhan thom (shikimate pathway). Cac vi khuén khi ¢6 nhimg sai 1éch 6n dinh trong gen aro
s& bi mét doc tinh do khéng tao dugc chorismate, san phAm cudi ctia shikimate pathway.
Chorismate 13 tién chit dua vao con dudng tong hop cubi san xuét cac amino axit nhan
thom nhur folat, menaquinon, ubiquinon va ca-techolate siderophores (Pittard 1996). Vi
khuln dot bién gen aro can duoc cung cap chorismate hogic cac chét chuyén hoéa trung
gian nhu 3-Dihydroxybenzoic (DHB) acid, p-aminoben-OIC acid (PABA), va p-
hydroxybenzoic (HB) acid d& san xuét cac san phdm thiét yéu trén. Vi chorismate, DHB,
PABA, va HB khong hoic chi ton tai & nong do thdp ctia cac mo6 dong vat c6 xuong sbng,
nén cac ching dot bién vAn gift nguyén doc luc cin thiét d& xAm nhép va gdy nhiém bénh
nhung bi han ché kha niing sinh san trong vit chi.

Gen muc tiéu phd bién nhit duoc quan tAm 13 arod, mi héa enzym 5-
enolpyruvoylshikimate-3-phosphate synthaza. Céc trinh tu gen aro4 cia mét s6 tac nhan
gdy bénh gram (-) d& duoc cong b, va dét bién gen arod da chimg minh I4 c6 hiéu qua
trong Umg dung vaccine.

Vi vay, trong gidi phép hitu ich nay ching tdi dé& nghi viéc dot bien ca hai gen wzz
va aroA dé 1am giam doc luc ctia ching E. ictaluri.

Ching E. ictaluri 3ot bién c hai gen wzz va aroA theo giai phép hiru ich 1a nhuge
do6e. Vacxin chira ching vi khuén ndy theo giéi‘phép hitu ich c6 kha niang phong ngira bénh
gan thén mu trén c4 fra.

Theo mét phuong 4n, giai phap hira ich d xuét chiing vi khudn E. ictaluri mang
dot bién ca hai gen wzz va arod, trong d6 gen wzz dugc loai bé hoan toan. Chung vi khuén
theo giai phap hiru ich dugc tao ra bang cach bét hoat gen wzz va aroA theo phuong phap
t4i tb hop tuong ddng. Cu thé, qua trinh tao chiing vi khuin theo gidi phap hitu ich duoc
thure hién theo cac bude sau:

i. Tao chiing vi khuén E. ictaluri mang d6t bién gen wzz

a. Tao dong té bao E. coli SM10 1 pir mang vecto chita gen wzz dft bién
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Chuing vi khuén Edwardsiella ictaluri ding cho nghién ciru ndy la phén 18p va xac
dinh doc luc bai phong Cong nghé sinh hoc Thuy san, Trung tdm Cong nghé sinh hoc TP.
Hb Chi Minh tir c tra bi bénh gan than mu & tinh Tién Giang

Chuing vi khuan Escherichia coli DH50. (E. coli DH5a) dugc cung cap bdi hing
Invitrogen, Hoa Ky. E. coli DH5a 1a ching duoc cai tién tir chiing E. coli ty nhién, c6
nhimg thiéu hyt ding dé bién nap va nhén nhanh s6 hrong ban sao vecto hodic cosmid.
Diay 13 mot ching rét tot dé 1am vat chi bao tén va nhén ban vecto.

Chuing vi khuén Escherichia coli SM10 Apir (E. coli SM10 Apir) dugc cung clp
bai hang Biomedal, Ty Ban Nha. E. coli SM10 Apir la ching dugc cai tién tir ching E.
coli tur nhién, ¢6 chira gen pir ma héa cho protein 1L chn thiét cho su nhén Ién ciia vecto
pGP704.

Vecto pGP704 (ting bdi dai hoc Harvard) c6 chira gen Amp®, da duoc loai bé diém
khéi dAu clia su sao chép oriEl, ¢6 chira diém khéi ddu sao chép REK (0riR6K). pGP704
khong nhan 1&€n dugc trong té bao binh thudng ma doi héi t& bao co chira gen pir ma hoa
cho protein II.

Vecto pCP20 (dugc ting bdi dai hoc Yale) co chira gen md héa cho enzym FLP
recombinaza — loai enzym cé chirc nang thuc hién qua trinh tai t hop twong dong. Pay 1a
loai vecto chuyén dung d& bét hoat gen bang phuong phap tai t8 hop tuong ddng. Qua
trinh t4i ban cia vecto pCP20 nhay cam va&i nhiét 4§, do do6 ¢b thé d€ dang loai bé n6 ra
khoi t& bao da bién nap bang cach nudi ciy & 42°C.

Cac doan mdi str dung;
F2A serC: 5°- TCTGGTTCTGGCCGAATATGGACTC - 3°
R2A serC: 5°- CGTAATCAAACCAACACCGGGTATT - 37
WF1: 5>-GTCGACATGGTGAGTCAAAATCCGATGC-3’
WR1: 5-GAATTCTCAGATCCGTGCACGACG-¥’
FUwzz: 5° — AAGGTACCGTACCCTGATCGGCTTTACC -3
RUwzz: 5> —= AAGGATCCGGTTTTCCCTTTATGGCCGA -3’
FDwzz: 5° — AAGGATCCGGATCGGCGGTAACAAAAGA -3
RDwzz: 5° — AAGAGCTCACCGGAATTCGCTGGTAAAA -3’
FUwzz: 5° — AAGGTACCGTACCCTGATCGGCTTITACC - 37
RDwzz: 5" — AATCTAGAACCGGAATTCGCTGGTAAAA -3
FOwzz: 5° — CAACGCCTTTAATATGGTGGAC -3
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ROwzz: 5" — GTCCAAAAACGGGTAGGCTG -3

FFRTK : 5 -
AAGGATCCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAA
CTTCCCAGCCAGCCAA -3°

RFRTK : 5°-
AAGGATCCAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACT
TCCTAAAACAATTCATCCAGT -3°

Tir trinh tu gen wzz (AF110153) cta E. ictaluri (NC_012779) dugc néu trong SED
ID Ne:1 (dai 1038 bp), cac cip mbéi WFI/WRI1, FUwzz/RUwzz, FDwzz/RDwzz dugc thiét
ké dé khuyéch dai 14n luot cac doan ADN bao gbm: gen wzz, doan truée gen wzz {Uwzz)
duogc néu trong SED ID No:2 (dai 460 bp) va doan sau gen wzz (Dwzz) dugc néu trong
SED ID No:3 (dai 368 bp).

Céc doan gen wzz (SED ID No:1), Uwzz (SED ID No:2) va Dwzz (SED ID No:3)
dugc chén vao trong vecto ’pJ ET1.2 d4u bang (Fermentas, Hoa Ky), bién nap va nhan dong
trong E. coli DH5« va gidi trinh tu. Ngoai ra, trinh tu m& hoa gen khang khang sinh
kanamicin tir vecto pCambia duge néu trong SED ID No:4 (dai 1219 bp) ciing duogc
khuyéch dai va nhan dong trong té bao E. coli DH5ar va giai trinh ty. Tuy nhién, clip mdi
dung trong PCR trinh tir gen khang khang sinh kanamicin dugc b6 sung thém trinh tir FRT
cho san khim khuyéch dai 12 doan gen khang kanamicin c6 doan FRT & hai ddu (FRTK)
v6i tdng kich thude 1325 bp (SED ID No:5). Pay 14 vi tri nhan biét ciia enzym tai t6 hop
Flippaza (FLP), dugc sir dung vi muc dich loai bo gen khang sinh sau khi da tao duogc
chiing E. ictaluri 6t bién.

Cac thao tac cit nbi gen duoc tién hanh dé tao trinh tir gen wzz @6t bién véi thir tu
“doan trudc gen wzz — gen khang khang sinh kanamicin — doan sau gen wzz”. Trinh ty gen
d6t bién nay duoc chén vao vecto GP704, bién nap vao E. coli SM10 A pir. Vecto GP704
da duoc loai bé diém khéi dau ciia sir sao chép (oriE1) nhung mang diém khéi dau cioa su
sao chép R6K (oriR6K), khong nhan 1én duogc trong té bo binh thuong ma doi hoi phai
co protein IT mé hoa tir gen pir, hién dién trong E. coli SM10 A pir.

b. Tiép hop E. ictaluri véi E. coli SM10 ), pir mang vecto chira gen wzz djt bién

Gen bién dbi chuyén vao vecto pGP704, bién nap véo E. coli SM10 A pir. Tron chung
E. coli SM10 1 pir v6i E. ictaluri hoang dai, chuyén 1én mang dé thuc hién phan tng lai,

sau khi lai, gen bién ddi c6 thé x4c nhép vao bd gen nhidm sic thé bing t4i tb hop trong
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ddng ma c6 sy trao dbi chéo gifra gen trén vecto va gen tuong tmg trén nhiém sic thé. Su
chon loc nay trén méi trudng LB ¢é chira khang sinh kanamicin va colistin. Vi vecto
pGP704 khéng tir nhan 1én dugc trong chiing nhén E. ictaluri nén tht c& cac khuén lac E.
ictaluri moc trén moi truong c6 chira khang sinh d& ¢6 gen dot bién.

X4c dinh kidu gen va kidu hinh cta ching mang gen dot bién. Thiét ké cac cip méi
dé kiém tra céc chiing E. ictaluri dot bién gen wzz va E. ictaluri hoang dai véi cac ciip mbi
FOwzz/ROwzz, FUwzz va RDwzz v6i san phdm khuyéch dai tuong tmg khoéng 2400 bp
va 1936 bp dbi véi chiing hoang dai. Nguoc lai thi chiing dot bién c6 kich thude san pham
khuyéch dai 16n hon I4n luot 14 2649 va 2169 bp. D6i v6i cap mdi F1 pGP704 va R1
pGP704 thi ca hai déu cho két qua am tinh. Dbi vi cip mdi WF1 va WR1 cho san phim
1050 bp v6i chiing hoang dai va khong cho két qua v6i ching dot bién. P6i véi cip moi
FFRTK va RFRTK cho sén phim 1325 bp d6i véi ching dot bién nhung khong cho két
qué véi chiing hoang dai. Méi trudng nubi cAy 14 méi trudng LB rin chira khéng sinh thich
hop, kanamicin va colistin. Vi vecto pGP704 khong tur nhén 1én dugc trong ching nhén
E. ictaluri va E. coli khong moc trén mdi truong c6 khang sinh colistin nén cac khuén lac
E. ictaluri moc trén mdi trudong ¢6 chira kanamicin 1a cac chiing c6 chira gen khing
kanamicin duogc tai t& hop tuong dong vao vi tri gen wzz d3 bi loai bo.

c. Loai b6 gen khang kanamicin ra khéi by gen ciia vi khuin E. ictaluri

Sau khi d3 xéc dinh ching E. ictaluri d6t bién gen wzz (chiing WzLM), chiing t0i
tién hanh bién nap vecto pCP20 vao chiing WzLM véi muc dich st dung vecto ndy loai
gen khang khang sinh kanamicin khéi b gen cta vi khuén. Vecto pCP20 c6 chira gen ma
héa cho enzym FLP. Enzym nay kich hoat hé thdng tai t& hop fuong dbng nhan biét hai
doan FRT duoc thiét ké twong ddng nguoc chiéu trong doan FRTK dén dén viéc doan
ADN m3 héa gen khang khang sinh kanamicin ndm gitta hai doan FRT duoc loai bd. Cac
khuén lac sau khi bién nap moc trén méi trudng duge PCR kiém tra bang phuong phap
PCR. Két qua dién di cho théy tit ca cic khuén lac duogc kiém tra ngiu nhién déu c6 mot
vach duy nhét tuong duong 886 bp, kich thudc san pham du kién khi gen muyc tiéu khang
khang sinh kanamicin d& dugc loai bo. Trong khi kich thuée khuyéch dai ctia chiing dot
bién trudce khi loai bé gen khang sinh bi bit hoat vi mét di tdan by gen wzz va khong thé
kidm soat duoc qué trinh sinh tdng hop khéng nguyén O.
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Dic diém cta ching vi khudn E. ictaluri dot bién gen wzz theo gii phap hitu ich la
gen wzz bi bat hoat nén qu4 trinh sinh téng hop khang nguyén O bi ri loan. Diéu nay 13
cho chiing bi giam kha niing giy ddc trén c4 tra (chiing nhugc doc).

Hién tai, chung vi khuén E. ictaluri nhugce doc dot bién gen wzz sau khi duoc tao
thanh s& duoc bao quan trong mdi trudng Brain Heart Infusion (mo6i truong BHI) ¢ bb
sung glycerol 10% va trit trong ti lanh séu -80°C tai Trung tAm Cong nghé sinh hoc TP.
Hb Chi Minh véi sb hiéu luu gitr 02.

Sau khi tao duoc ching vi khudn E. ictaluri dot bién gen wzz (chiing WzLM), tién
hanh qu4 trinh thir nghiém doc luc cta ching vi khuén nay nhu sau:

Quy trinh thi nghiém duoc bd tri hién theo bang 1 va thuc hién tai phong Cong
nghé sinh hoc Thily san, Trung tdm Cong nghé sinh hoc TP. Hb Chi Minh.

Tén chi Chiing hoang dai SH Chiing WzLM
én chiin
s Ca 10g/con Ca 10g/con

Thit nghiém djc lwe
(6 cac nong d6 vi Ngam | 10%, 106, 107 CFU/mL | 105, 105, 107 CFU/mL
khuén khéc nhau)

A4 - A P — A Py AV
Ot bién gen wzz con cao. Viv

10t gen aroA.

20~

2. Tao chiing vi khuén E. ictaluri mang d6t bién gen wzz va aroA
a. Tao dong € bae E. coli SM10 1 pir mang vecto chira gen aro4 djt bién
Cac ching vi khudn va vecto: tuong tu nhu trén (1.3)
Céc doan moi st dung;
F2A serC: 5°- TCTGGTTCTGGCCGAATATGGACTC - 3°
R2A serC: 5°- CGTAATCAAACCAACACCGGGTATT -3°
FaroElL: 5° — CCACCTTACGCAGCTCACTG -3’
RaroEL 5° — AGCGGCGAGATTAATCTGC -3°
Fcyki: 5° - AA GAATTC AGTGTTGCCGACGGTTTC - 3°
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Reyki: 5 - AA GGATCC GCCGCATTAGGATTTTATCTG - 3°
Fhypo: 5° - AA GGATCC GCTAAATCACTCCTGC -3’
Rhypo: 5> - AA GTCGAC TTTTTTATCAGAGTTTGGGATC -3’
FFRTK: 5" -
AAGGATCCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAA
CTTCCCAGCCAGCCAA -3°
RFRTK : 5°-
AAGGATCCAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACT
TCCTAAAACAATTCATCCAGT -3°

Trinh tir gen aroAd cta E. ictaluri duoc néu trong SED ID No:6 dai 1287 bp, cac
cap moi Feyki/Reyki, Fhypo/Rhypo dugc thiét k& dé khuyét dai 1an luot cac doan AND
bao gdm: gen aroA, doan trudc gen aroA (cyki) duge néu trong SED ID No:7 dai 603 bp
va doan sau gen aroA (hypo) dugc néu trong SED ID No:8 dai 550 bp.

Tuong tir voi gen aroA, céc thao tac cét ndi gen dugc tién hanh dé tao trinh tu gen aro4 dot
bién véi thir tir “doan trudc gen aro4 — gen khang khang sinh kanamicin — doan sau gen aro4”.
Trinh ti gen d6t bién ndy duoc chén vao vector GP704, bién nap vao E. coli SM10 A pir.

b. Tiép hop E. ictaluri djt bién gen wzz (WzLM) véi E. coli SM10 A pir mang
vecto chira gen aroA dot bién

Tién hanh tiép hop tirong tir nhur gen wzz

Thiét ké cac cip mdi dé kiém tra cac ching E. ictaluri 46t bién gen arod va E. ictaluri
hoang dai v6i cac cip moi Feyki/Rhypo va FaroEl/ RaroEI voi san phdm khuyéch dai tuong
{mg khoang 2455 va 1030 bp d6i véi ching hoang dai. Nguoc lai thi chiing dot bién c6
kich thuéc san phim khuyéch dai 14n luot 12 2493 bp va 4m tinh. Dbi véi ciip moi F1
pGP704 va R1 pGP704 thi c4 hai d&u cho két qua am tinh. Déi v6i cip mdi FFRTK va
RFRTK cho san phdm 1325 bp dbi voi chimg dot bién nhimg khong cho két qua véi ching
hoang dai. Méi truong nudi ciy 1a moi truong LB rin chita khéng sinh thich hop,
kanamicin va colistin. Vi vecto pGP704 khong tr nhan 1én dugc trong chung nhén E.
ictaluri va E. coli khdng moc trén méi trudng c6 khang sinh colistin nén cac khuén lac E.
ictaluri moc trén moi trudng co chira kanamicin 14 céc chiing c6 chita gen khang
kanamicin duoc tai td hop trong ddng vao vi tri gen aro4 d4 bi loai bo.

¢. Loai b6 gen khdng kanamicin ra khéi b gen cia vi khuin E. ictaluri 46t

bién gen wzz va aroA

10
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Tuong tu véi loai gen khang kanamycin cla gen wzz, ching to1 tién hanh bién nap
vecto pCP20 vao ching vi khudn E. ictaluri 30t bién gen wzz va aroAd v6i muc dich sir
dung vecto nay loai gen khang khéng sinh kanamicin khéi b gen cta vi khuén.

Két qua dién di cho thdy tAt ca cac khudn lac duoc kiém tra ngfu nhién déu c6 mot
vach duy nhit twrong duong 1194 bp, kich thuéc san phédm du kién khi gen muc tiéu khéng
khang sinh kanamicin d3 dirge loai bé. Trong khi kich thuoe khuyéch dai cia chiing dot
bién trude khi loai b gen khang sinh bi bat hoat vi mét di toan bo gen aro4 va khong tao
duoc chorismate, san phdm cudi clia con dudng shikimate.

Dic didm cua chimg vi khuln E. ictaluri d6t bién gen wzz va aroA theo giai phap
hitu ich 14 gen wzz vi aroA bi bt hoat nén qua trinh sinh tong hop khang nguyén O bi rdi
loan, va khong tao dugc chorismate, san pham cubdi coa sinh tdng hop cic amino acid nhan
thom (shikimate pathway). Piéu nay 13 cho chiing bi gidm kha néng gy doc trén c4 tra
(chiing nhuge doc).

Hién tai, chiong vi khudn E. ictaluri nhugc doc dot bién gen wzz va aroA sau khi
duoc tao thanh s& duoc bao quén trong mdi trudng Brain Heart Infusion (m6i truong BHI)
c6 bd sung glycerol 10% va trit trong i lanh sfu -80°C tai Trung tAm Cong nghé sinh hoc
TP. H6 Chi Minh véi s6 hiéu luu giit 02.

Sau khi tao dugc ching vi khudn E. ictaluri dot bién gen wzz va aroA (ching

WzLM-AroA), tién hanh qu4 trinh thir nghiém ddc luc clia chiing vi khudn ndy nhu sau:

Chiing hoang dai 5SH | Chiing WzLM-AroA

Tén chiin
e Ca 10g/con Ca 10g/con

Thir nghi€ém déc lwe
(& cac ndng do vi Ngam | 105 106,107 CFU/mL | 105,10 107 CFU/mL
khuén khdc nhau)

Két qua thir nghiém cho thdy, ca chét & nghiém thic ngm E. ictaluri mang dot
bién gen wzz va aroA (chiing WzLM-AroA) 14 0% (10° - 107CFU/ ml). Trong khi, ty 1€ ca
chét & cac 16 ngdm ching E. ictaluri hoang dai (ching SH) 1an luot 1a 36% (10°CFU/ ml),
78% (10°CFU/ ml), 100% (10°’CFU/ ml). Chiing WzLM-AroA c6 doc luc thap hon (nhugc

doc) so véi ching SH va hoan toan an toan cho ca.

11
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Theo mét phuong 4n khéc, gidi phap hitu ich dé xuét vacxin phong bénh gan than
mu cho cé tra chira ching vi khudn E. ictaluri mang dot bién gen wzz va aroA (vacxin
WzlLM-AroA)

Cach thirc tao vacxin chira chiing vi Khuén E. ictaluri mang ddt bién gen wzz
va aroA (vacxin WzLM-AroA)

Chiing WzL.M-AroA dugc cAy ria trén méi truong BHI c6 bd sung colistin (20 pg/
ml), mudi & nhiét d6 28°C, irong 48-72h. Sau d6 14y mét s6 khuén lac don moc riéng 1€ dem
PCR v6i mdi FUwzz/RDwzz va Feyki/Rhypo dé khing dinh chinh x4c chiing cén sit dung.

C4y 1 khudn lac chiing WzLM-AroA vao 5 ml BHI léng, nubi cAy qua dém & diéu
kién lic 250 vong/phit & 28 °C, trong 16h.

Chy chuyén tiép 1 ml dich nudi ciy vao 100 ml BHI léng. Nubi cay lic 18h diéu
kién ¢ 250 vong/phitt & 28 °C.

Chuyén dich ciy vao cac falcon 50 ml lanh. Ngm trong d4 lanh 10 phut.

Ly tam thu sinh khéi & 4000 veng/phit trong 15phut & 2 °C, loai bé dich ndi.

Huyén phu cin trong 100 ml NaCl 0,9% & 2°C dé tao dich vacxin WzLM-AroA
huyén phii ¢6 ndng d6 tuong duong 10° CFU/ mL.

Vacxin WzLM-AroA co thé str dung ngay hodc bao quan & 2°C t6i da trong vong
24h trude st dung.

Thanh phin vacxin chira ching vi khuén E. ictaluri mang d6t bién gen wzz va
aroA (vacxin WzLM-AroM)

Vacxin WzLM-AroA chtra ching vi khuén E. ictaluri mang dot bién gen wzz va
aroA (ching WzLM-AroA) dugc hoa tan trong dung dich NaCl 0,9% & nong d6 vi khuan
10° CFU/ ml.

Dic diém Iy ho4 ciia vacxin WzLM-AroA

Vacxin & dang léng, mau tring duc.

Cach thire sir dung vacxin WzLM-AroA

Vacxin c6 thé str dung cho c4 tra & dang ngdm. Cu thé nhur sau:

- Tirdich vacxin ban d4u c6 ndng d6 vi khudn 10° CFU/ ml, pha loéing 1072 trong

nude sach 24 — 26°C dé dat ndng d6 vi khuan 107 CFU/ml.

- Ngém ¢4 trong vong 30 phut & 24 - 26°C.

- Vétcara vatha lai trong bé nubi binh thuong.

12
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Vi du thwe hién gidi phap hiru ich

Céc vi du dudi day chi nhdm minh hoa c4c phuong 4n thure hién giai phap hiru ich
ma khéng 1am han ché pham vi yéu cAu bao hd ciia gidi phap hir ich.
Vi du 1: Tao dong t€ bao E. coli SM10 1 pir mang vecto chira gen wzz djt bién.

Viéc tao dong té bao E. coli SM10 A pir mang vecto chira gen wzz dot bién duoc thuc
hién theo thit tir 3 burde chinh sau ddy: tao dong E. coli DH50 mang vecto chira doan trudce
Uwzz va doan sau Dwzz ciia gen wzz, tao dong E. coli DH5a mang vecto chira doan FRTK
(gen khang khang sinh Kanamicin mang trinh tr FRT), tao dong té bao E. coli SM10 A pir
mang vecto chira trinh tu Uwzz — FRTK — Dwzz (catxet gen wzz 46t bién).

% Tao dong E.coli DH50 mang vecto chita doan trude Uwzz va doan sau Dwzz ciia gen wzz
Khuyéch dai hai doan 476 bp (Uwzz) va 384 bp (Dwzz) tuong {mg voi hai doan trude

va sau cla gen wz voi cip mdl dic hieu (FUwzz 5 -

AAGGTACCGTACCCTGATCGGCTTITACC - 3 wva RUwzz 5 -
AAGGATCCGGTTTTCCCTTTATGGCCGA - 3% FDwzz: = % -
AAGGATCCGGATCGGCGGTAACAAAAGA - 3 va RDwzzz 5 -

AAGAGCTCACCGGAATTCGCTGGTAAAA — 3°) tir 02ug ADN tdng sb clia ching E.
ictaluri 5H, 1 U tag Dream, 1 mM MgCl, 2,5 pl dém 10x Dream, 0,2 mM dNTP, con lai bd
sung nurde vo tring cho thé tich phan tmg 14 25 pl. Phén tmg dugc thuc hién theo chuong trinh
gia nhiét gdm 95°C: 4 phat, 30 chu ky (95°C: 45 gidy, 54°C: 1 phut, 72°C: 30 gidy), 72°C: 10
phit, sau d6 gitr miu & 4°C). Két qué dién di sén phim PCR duoc thé hién & Hinh 1.

- N&i truc tiép san phdm PCR hai doan Uwzz va Dwzz vao vecto pJET1.2 dau bang ADN
T4 ligaza. San phdm ciia phan (mg nbi duge bién nap vao té bao E. coli DH5a kha nap.
Cac budc chuin bi t& bao E. coli DH5a kha nap nhu sau: nudi cdy qua dém 1 khuén lac E.
coli vao 5 ml méi trudong LB 16ng & diéu kién l4c 250 vong/phut - 37°C; cay chuyén 1 ml
dich nudi cdy vio 100 ml méi trudng LB long va lic 250 vong/phut - 37°C cho dén khi
gia tri OD600nm khoédng 0.4, chuyén dich nudi ciy vao cic falcon 50 ml lanh 5— 10 phut,
Iy tim thu sinh khéi té bao & 3000 vong/phiit trong 7 phut - 4°C, bd dich ndi, huyén phu
sinh khéi té bao trong 10 ml dung dich CaCl» 0,1 M lanh, ly tdm sinh khdi 2700 vong/phut
trong 5 phut - 4°C, bé dich ndi, huyén phti sinh khéi trong 2 ml dung dich CaCl 0,1 M,
chia luong nhé 100 pl vao éng 1,5 ml. Phan {mg bién nap phan g ndi vao t& bao E. coli
DHS5a kha nap duge thuc hién nhu sau: trén déu 10ul phan tmg ndi vao 100 pl té bao E.

coli DH5a. kha nap, giit trong bé d4 10 phiit, chuyén nhanh dich té bao trén vao bé 6n nhiét

13
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42°C trong 2 phut, nhanh chong chuyén dich & bao vao bé da trong 1 — 2 phut, cho vao
250 pl mdi truong LB, nudi cy lic & 37°C - 1 gid, 14y 100 pl dich nudi cay tréi trén moi
trromg LB aga chira ampicillin (50 pg/ ml), G 37°C. Sau 16h, thu dugc céc dong E. coli
DH5a chira vecto pJET1.2 dau bang t4i t6 hop lan luot mang doan Uwzz va Dwzz.

% Tao dong E.coli DH5a mang vecto chira doan gen khang khang sinh kanamicin
— Dara vao trinh tir gen Km® tir AF234296 ciia ngn hang gen (NCBI), chiing 16 thiét ké cap
mdi FKm/RKm c¢6 gin trinh tw BamHI va FRT (108 bp) vi muc dich loai bd gen khang sinh
Kanamicin sau khi tao thanh cong ching dot bién (FKm: 5-
AAGGATCCGAAGTTCCTATACTTTCTAGAGAATAGGAACTTCGGAATAGGAACT
TCCCAGCCAGCCAA 3 va RKm : 5-
AAGGATCCAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTC
CTAAAACAATTCATCCAGT -3°). Vi vay, chidu dai cia sin phdm khuyéch dai tuong img
ciia cip mbi FKm/RKm 13 mot doan trinh tir (FRTK) 1325 bp gbm 1219 bp gen Km® va 106 bp
FRT. Khuyéch dai trinh tw FRTK bang ciip mdi FKm/RKm tir 0,2ug ADN vecto ho pPCAMPIA,
1 U tag Dream, 1 mM MgCh, 2,5 ul dém 10x Dream, 0,2 mM dNTP, con lai bd sung nurée vo
trimng cho thé tich phan (mg 13 25 pl. Phan tmg dugc thyc hién theo chuong frinh gia nhiét gdm
95°C: 4 phut, 30 chu ky (95°C: 45 gidy, 60°C: 1 pht, 72°C: 1 phit 15 gidy), 72°C: 10 phut,
sau d6 gitt mau & 4°C). Két qué dién di san phdm PCR duoc thé hién & Hinh 2.
— N tryre tiép san phm PCR doan FRTK vao vecto pJET1.2 dAu bang bing ADN T4 ligaza.
San phdm cia phan tmg nbi duoc bién nap vao té bao E. coli DH5a kha nap. Céac budce chun
bi t& bao E. coli DH5a kha nap bing CaCl, 0,1 M tuong ty nhu & budc tao dong hai doan
Uwzz va Dwzz d4 trinh bay. San phdm ndi dugc bién nap vao t€ bao E. coli DH50 khé nap
duoc thye hién nhu sau: trdn déu 10pl phan img ndi vao 100ul t€ bao E. coli DH50 kha nap,
gift trong bé d4 10 phut, chuyén nhanh dich t bao trén vao bé 6n nhiét 42°C trong 2 phut,
nhanh chéng chuyén dich té bao vio bé da trong 1 — 2 phutt, cho vao 250 ul méi truong LB,
nubi cdy Hic & 37°C - 1 gity, 1y 100ul dich nudi cly trdi trén mdi trudng LB aga china
ampicillin (50 pg/ ml) va kanamicin (50 pg/ ml), & 37°C. Sau 16h, thu dugc cac dong E. coli
DH50, chira vecto pJET1.2 dAu bing ti t6 hop 14n luot mang doan FRTK.

%+ Tao dong té bao E. coli SM10 A pir mang vecto chira trinh ty Uwzz — FRTK — Dwzz

(gen wzz d0t bién)

14
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Vi muc dich tao catxet gen wzz dot bién bao gbm doan trudc Uwzz, doan sau Dwzz
va gen khang khang sinh kanamicin FRTK, céc vecto pJET1.2 d4u bang tai to hop mang
céc rinh tw twong tmg dugc thao téc theo thir fr sau:

- Tao vecto pJET1.2 du bang tai t6 hop mang ca hai trinh tw Uwzz — Dwzz: vecto
pJET1.2 dAu bing t4i t& hop mang riéng biét trinh tw Uwzz va Dwzz dugc cit dong thoi
bing enzym gi6i han BamHI va Notl. San phim cit dugc dién di trén gel agaroza 1% va
tinh sach doan vecto pJET1.2 du bang mang Uwzz m& vong véa doan Dwzz. N6i hai san
pham tinh sach nay véi ti 1€ 1/3 (vecto chita Uwzz /doan Dwzz) béng enzym ADN T4
ligaza. San pham ndi duge bién nap vio E. coli DH5a kha nap véi cc bude tién hanh nhu
d5 md tA & trén. Sinh khdi sau khi bién nap dugc trai trén dia LB aga chira ampicillin (50
g/ ml), & 37°C. Sau 16h, thu duge cac dong E. coli DHSa. chira vecto pJET1.2 dau bang
t4i t8 hop 14n lugt mang ca hai trinh tu Uwzz — Dwzz.

- Tao vecto pJET1.2 dau bang tai 8 hop mang trinh tir Uwzz — FRTK — Dwzz (gen wzz
dot bién): vecto pJET1.2 d4u bing tai t6 hop mang ca hai trinh tw Uwzz - Dwzz va vecto
pJET1.2 dau bing mang FRTK duoc cit @dng thoi bing enzym giGi han BamHL San phim
cht duge dién di trén gel agaroza 1% va tinh sach doan vecto pJET1.2 dau bing mang
Uwzz - Dwzz mé vong va doan FRTK. Nbi hai san phdm tinh sach nay vdi ti 18 1/3 (vecto
chtra Uwzz - Dwzz/doan FRTK) bang enzym ADN T4 ligaza. San phém néi dugc bién nap
vao E. coli DH50 kha nap véi cac bude tién hanh nhu 43 mé t & trén. Sinh khéi sau khi
bién nap duoc trai trén dia LB aga chira ampicillin (50 pg/ ml) va kanamicin (50 pg/ ml),
1 37°C. Sau 16h, thu duoc cac dong E. coli DH5a chira vecto pJET1 .2 du bang téi t6 hop
mang catxet gen wzz 4ot bién. Sur hién dién ciia catxet trong vecto nay duoc kiém tra bing
phuong phap dién di phan ing cét vecto v6i enzym cit gidi han Kpnl va Sacl & Hinh 3.

- Tao vecto pGP704 tai t6 hop mang trinh ty Uwzz — FRTK — Dwzz (catxet gen wzz 4ot
bién): Pé thyc hién tiép hop, gen dot bién cén duoc chuyén sang plamid c6 kha ning di
dong tir chiing cho sang ching nhin. Ngoai ra, vecto di dong nay can phai c6 dic tinh chi
tdn tai trong mot loai t& bao nhat dinh nhd vao mét hé thong ma t€ bao ching nhén nhu E.
ictaluri khong chira yéu t6 tuong tu. Vecto pGP704 c6 chira gen khang Ampicillin, khong
c6 diém khéi dau cha su sao chép (oriEl) nhung mang diém khéi dau ciia su sao chép
R6K (oriR6K). Vecto nay thude loai vecto tir hity khong nhén 1én dugc trong t& bao binh
thudng ma doi héi phai co protein IT ma héa tir gen pir. Vi vy, vecto pJET1.2 d4u bang

mang catxet chita gen wzz dot bién va vecto pGP704 duoc cit bing enzym cit gidi han
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Kpnl va Sacl. San pham cit dugc dién di trén gel agaroza 1% va vecto pGP704 va doan
catxet gen wzz dot bién duoc tinh sach. N6i hai san phdm tinh sach nay véi ti 16 1/3 (vecto
pGP704/ catxet gen wzz dot bién) bing enzym ADN T4 ligaza. San phdm ndi duoc bién
nap vao E. coli SM10 1 pir kha nap véi cac budce tién hanh nhu 3 md ta ddi v6i phuong
phap bién nap E. coli DH50.. Sinh khéi sau khi bién nap duogc trai trén dia LB aga chira
ampicillin (50 pg/ ml) va kanamicin (50 pg/ ml), 4 37°C. Sau 16h, thu dugce cac dong E.
coli SM10 1 pir chira vecto pGP704 tai t& hop 1n hrot mang catxet gen wzz dot bién. Su
hién dién ciia catxet gen wzz ddt bién trong vecto pGP704 duogc khing dinh bang phirong
phép dién di phan tmg cit vecto véi enzym cit giéi han Kpnl va Sacl & Hinh 4.

Vi du 2: Tiép hop E. ictaluri véi E. coli SM10 ) pir mang vecto chira gen wzz ddt bién.

Muc tiéu ctia tiép hop nham tao diéu kién cho vecto pGP704 mang gen wzz dot bién

duoc chuyén tir E. coli SM10 A pir (chiing cho) vao E. ictaluri (ching nhan). Tron ching
E. coli SM10 A pir mang gen wzz bién ddi hién dién trén vecto pGP704 va E. ictaluri hoang
dai AG, chuyén 1én mang dé thuc hién phan tng lai. Sau khi lai, gen bién dbi c6 thé xac
nhap vao bd gen nhiém sic thé bing tai td hop tuvong ddng ma 6 su trao dbi chéo giira
gen trén vecto va gen tuong (mg trén nhiém sic thé. Sy chon loc ndy trén mdi truong BHI
c6 chira khang sinh kanamicin va colistin. Vi vecto pGP704 khong tu nhan 1én dugc trong
chiing nhén E. ictaluri nén tit ca cic khudn lac E. ictaluri moc trén moi trudng c6 chia
khang sinh d3 c6 gen dot bién. Quy trinh thi nghiém duoc thire hién cy thé nhu sau:

- Nu01 chung nhén E. ictaluri hoang dai (ching 5H) trén méi truong BHI 1ong ¢6
bd sung 5 ml MgSO4 (10 mM), 2mg albumin huyét thanh bo (BSA)/ ml, 10pg
ADNazal/ ml.

—  Nudi ching cho E. coli SM10 Apir mang vecto pGP704 mang gen wzz dot bién

- Tron ching 5H véi E. coli SM10 Apir 1an luot theo ti 18 10:1

- Chovao 5 ml MgSO4 (10 mM), 2 mg albumin huyét thanh bo (BSA)/ ml va 10
g ADNaza I/ mi

- Chuyén 2-3 ml dung dich tron 1én mang lai cellulo axetat (kich thudc 18 loc
0,45 pm, duong kinh mang 33 mm; hing Millipore)

- Dt mang lai 1€n trén m6i trudng BHI aga, phi 1én 5 mm aga va 4 28°C trong 4h.

- Huyén pht vi khun trong trén mdi trudng BHI 16ng ¢6 bd sung 5 ml MgSO4 (10
mM), 2 mg albumin huyét thanh bd (bovine serum albumin - BSAY ml va 10 pg
ADNaza I/ ml
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- Votex 10 gidy
— Pha logng, trai dia va chon loc E. ictaluri dot bién trén moéi trudng BHI —
kanamicin (50 pg/ ml) va colistin (50 pg/ mi), 1 28°C trong 72h.
% Kiém tra kiéu gen ctia chung E. ictaluri dot bién bing phuong phap PCR

Céc cip mdi duoc thiét k& nhim phéan biét cic ching E. ictaluri 4ot bién gen wzz
va E. ictaluri hoang dai 5H gbm céc cip mbi FUwzz/RDwzz, WF1/WR1 va FKm/RKm.
Khuén lac moc trén méi trudng BHI — kanamicin (50 pg/ ml) va colistin (50 pg/ ml) dugc
dém sb luong va lya chon ngiu nhién dé ly trich ADN tbng sb. Thuc hién phan img PCR
kidm tra c4c ADN khuén lac nay v6i 1an Iuot timg cp mdi FUwzz/RDwzz, WF1/WR1 va
FKm/RKm. Mbi phan (mg gdm 0,51 ADN khuén lac ly trich, 0,2mM mdimdiloai1 U
taq Dream, 1 mM MgCla, 2,5 pl dém 10x Dream, 0,2 mM dNTP, con lai bd sung nudc v
trung cho thé tich phan tmg 14 25 pl. Phan tmg v6i cip moi FUwzz/RDwzz duoc thuc hién
theo chuong trinh gia nhiét gdm 95°C: 4 phit, 30 chu ky (95°C: 45 gidy, 59°C: 1 phut,
72°C; 2 phiit 30 gidy), 72°C: 10 phit, sau do git mau & 4°C). Phan ng voi cip moi
WF1/WR1 dugc thuc hién theo chuong trinh gia nhiét gdm 95°C: 4 phut, 30 chu ky (95°C:
45 gifly, 56°C: 1 phit, 72°C: 2 phat 15 gidy), 72°C: 10 phit, sau d6 gitr mau & 4°C). Phan
{mg voi cip mbi FKm/RKm duoc thuc hién theo chuong trinh gia nhiét gdm 95°C: 4 phu,
30 chu ki (95°C: 45 gidy, 60°C: 1 phit, 72°C: 1 phut 15 gidy), 72°C: 10 phut, sau do gilt
mau & 4°C). Theo Iy thuyét, cip mdi FUwzz/RDwzz cho san phm PCR kich thuéc 2169
dbi vi ching E. ictaluri dot bién va 1936 d6i v6i ching E. ictaluri hoang dai, c3p mbi
WF1/WR1 khong tao san pham PCR ddi v6i chung E. ictaluri dot bién gen wzz va tao san
pham PCR kich thuéc 1050 bp dbi v6i ching E. ictaluri hoang dai, cap mdi FKm/RKm
chi tao san phim PCR c6 kich thuéc 1325 bp dbi vdi ching E. ictaluri ddt bién va khong
¢6 san phAm déi v6i ching hoang dai. Két qua dién di san pham PCR kiém tra duoc thé
hién & Hinh 5.
Vi du 3: Loai bd gen khdng kanamicin ra khéi bj gen cia vi khuén E. ictaluri.

Viéc loai gen khang khang sinh khoi chiing d6t bién st dung két hop nhiéu phuong

phap theo céac budce nhu sau:

- Nudi cac ching E. ictaluri 46t bién gen wzz va dung PCR dé xac dinh chiing

d6t bién cén sir dung.

- Nubi E.coli DH50. @& thu nhan va tach vecto pCP20.
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- bién bién nap vecto pCP20 vao t4 bao E. ictaluri d6t bién gen wzz kha nap dé
loai gen khang khéang sinh kanamicin.
- Loai pCP20 khoi té bao E. ictaluri bing nhiét.
Céc bude sau khi hoan thanh cAn dugc kiém tra bing phuong phap PCR va xem
két qua bing phuong phap dién di.

& Chuén bi chiing dot bién E. ictaluri 6t bién gen wzz:
Chung E. ictaluri d6t bién gen wzz dugc cly ria trén mdi trudng BHI c6 bd sung
kanamicin (50 pg/ ml) va colistin (50 pg/ ml), nudi ¢ nhi€t 4o 28°C, trong 48-72h.
Sau d6 1Ay mot sé khuén lac don moc riéng I1é dem PCR véi mdi FUwzz/RDwzz
va FKm/RKm dé khing dinh ching cén sir dung,

% Chuéan bi vecto pCP20:

Lay chiing E.coli DH50 c6 chira vecto pCP20, cAy ria trén moi trudng LB ¢o6 bd
sung ampicillin, nudi & nhiét 6 28°C trong 24h. Tiép tuc chy khuén lac don vao 5mi LB
c6 ampicillin, nudi & diéu kién nhiét do 28°C, lic 250 vong/phut trong 16h. Dich nudi cly
duoc tién hanh tinh sach va thu nhén vecto pCP20 theo protocol cuia b6 kit Miniprep
(QIAGEN). San phém vecto pCP20 tinh sach c6 kich thudc 9,4kb.

< Dién bién nap vecto pCP20 vao t& bao E. ictaluri 0t bién gen wzz kha nap:
Chuén bi té bao kha nap E. ictaluri dt bién gen wzz
- Céy 1 khuén lac E. ictaluri vao 5 ml BHI 16ng, nubi céy quadém ¢ didu kién lic

250 vong/phut & 28 °C, trong 16h.

- Chy chuyén tiép 1 ml dich nudi cdy vao 100 ml BHI 1éng. Nudi cAy lic 18h diéu
kién Iic 250 vong/phit & 28 °C.

- Chuyén dich ciy vao cac falcon 50 mi lanh. Ngém trong da tanh 10 phut.

— Ly tam thu sinh khéi & 4000 vong/phit trong 15phiit & 2 °C, loai b6 dich nbi.

— Huyén phu sinh khéi trong 50 ml nu6c lanh, ly tm 4000 vong/phit trong 15 phiit

&2°C, loai dich ndi.

— Huyén phu sinh khi trong 50 ml glycerol lanh 10%, ly tim 4000 vong/phi,
15ph, 2°C, loai dich néi. Sau d6 thire hién budce nay 1 14n nira.
— Huyén phu sinh khi trong 2 ml glycerol lanh 10%. Sau d6 chia 100 mi dich té

bao vao mbi 6ng 1,5 ml.

Bién nap vecto pCP20 vao E. ictaluri Aot bién gen wzz khé nap

- Trdn 100 ng vecto pCP20 vao 100 mi té bao E. ictaluri kha nap, 0 trén da 20 phit.
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- Chuyén toan bo dich té€ bao vao cuvetie lanh.

- Dit cuvette vao may dién bién nap, chinh may & mirc 2500V, nhan bit dau.

- Sau dé cho ngay 1 ml BHI vao cuvette, trfn déu va chuyén dich € bao sang 1
éng méi. Nudi cdy ldc 100 vong/phut, 28 °C, 45 pht.

- Trai dich té bao trén BHI-ampicillin-colistin. U & 28°C trong 48-72h.

Kiém tra kiéu gen E. ictaluri 46t bién gen wzz sau bién nap bing PCR véi mdi chuyén biét

- St dung ciip mdi FUwzz/RDwzz dé tién hanh phan tmg PCR véi khuén lac E.
ictaluri d6t bién gen wzz sau bién nap. Thanh phan phan tmg PCR gbm 0,5pl
ADN khuén lac ly trich, 0,2mM mdi mbi loai, 1 U tag Dream, 1 mM MgCl, 2,5
ul d&m 10x Dream, 0,2 mM dNTP, con lai bd sung nudc vd tring cho thé tich
phan tmg 12 25 pl. Chuong trinh gia nhiét gdm 95°C: 4 phiit, 30 chu ky (95°C: 45
gidy, 59°C: 1 phat, 72°C: 2 phiit 15 gidy), 72°C: 10 phut, sau do giir mau & 4°C).

- Theo Iy thuyét, san phim PCR ¢6 céc kich thudc nhur sau: 1936 bp (£ ictaluri
hoang dai), 2169 bp (E. ictaluri 46t bién gen wzz mang gen khang khang sinh
Kanamicin) va 886 bp (476Uwzz + 384Dwzz + 26FRT = 886 bp, E. ictaluri 46t
bién gen wzz d4 loai bo gen khang khang sinh Kanamicin). Két qua dién di san
phdm PCR dugc thé hién ¢ Hinh 6.

< Loai bd pCP20
Veeto pCP20 14 loai vecto nhay cam v6i nhiét 46 do vay chingtaco thé dung phuong
phap 1 nhiét dé loai pCP20.

- Céy ting sinh khuén lac don E. ictaluri 36t bién gen wzz 43 duoc bién nap thanh
cong vao 5 ml BHI-colistin, cAy lic qua dém & nhiét 46 28°C trong 16h, 250
vong/phut.

~ Tirdich cAy tang sinh, tién hanh loai pCP20 béing cch @ dich nudi cy & nhiét do
42°C trong 30phut.

- Sau d6 pha long miu roi trii trén moi truong BHI ¢6 bd sung colistin, & & nhiét
do6 28°C.

Vi du 4: Thi¥ nghiém ddc lye ching vi khuin E. ictaluri d0t bién gen wzz (chiing
WzLM) trén c4 tra.
% Phuong phdp ngdm

Ca gibng 3 thang tudi, 20con/bé. Tir nong d6 dich vi khuén 10° CFU/ml ban dau,
pha lodng 102, 103, 10* trong NaCl 0,9% dé dat nong d6 107, 105, 10° CFU/ml. C4 duoc
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tién hanh ngam & cac ndng d6 105, 105, 107 CFU/ ml (d0i v6i ching WzLM, ching AGUD,
1a chiing dot bién gen wzz duoc tao ra tlr ngudn ching hoang dai dugc phan 18p ¢ An
Giang va chiing SH, ddng thoi 1 dbi chimg (+)). C4 tir céc be duge v6t ra x6 va ngdm voi
lwong vi khuéan tuong Umg theo nghiém thirc trong thoi gian 30 phit, nhiét 4o 24 — 26°C.
C4 & nghiém thuc dbi chimg duoc ngdm trong nude. Khi du thoi gian ngém, ¢ duge vot
ra khéi x6 va tha tré lai vao bé mubi. Thi nghiém duoc 1ap lai 3 Ian. Sau 14 ngdy quan sét,
ca chét & nghiém thic ngdm ching WzLM 12 10% (10°CFU/ml), 37% (10° CFU/ml) va
95% (107CFU/ ml). Ty 1& c4 chét & céc 16 déi chimg (+) Ian luot 12 30% (10°CFU/ ml),
65% (105CFU/ ml), 100% (10’CFU/ ml. S6 liéu c4 chét gitta cac 16 ching WzLM va chiing
5H duoc thé hién & Bang 3 va duoc dénh gié so sanh & Bidu 48 1 va Bidu do 2.

Bang 3. Bang ty 1€ ca chét trong thir nghiém danh gid doc lwc chiing WzLM bing

phwong phip ngdm
| WzLM | WzLM | WzLM SH 5H SH
Nghiém ~
thi 105CFU/ | 10°CFU/ | 10’CFU/ | 10CFU/ | 10°CFU/ | 10’CFU/ | DC ()
e
ml ml ml ml mli mli
TV 1€
chét 10% 37% 95% 30% 65% 100% 0%
(7o)

Can cir vao k&t qua ngam, ty 1& ca chét ciia ching WzLM thap hon so v6i ching
hoang dai SH khi ngdm cling ndng d6 (10°CFU/ ml - 10’CFU/ ml). Tuy nhién, ty 1¢ chét
ctia ching d6t bién WzLM con rét cao. Vi vy, huong d8 xuét tao thém dbt bién gen aro4
dé tao chiing c6 kha niing nhuoc doc.

Ngoai ra, liéu gdy chét 50% cua chiing WzLM 1a LDso = 6 x 10° CFU/ml va cua
5H trong thir nghiém dugc xéac dinh la LDso = 2,69 x 10° CFU/ml.

Vi du 5: Tao dong té bao E. coli SM10 A pir mang vecto chira gen aroA djt bién.
% Tao dong E.coli DH50 mang vecto chira doan trudc Cyki va doan sau Hypo cua
gen aroA
- Khuyéch dai hai doan 610 bp (Cyki) va 558 bp (Hypo) tuong tmg v&i hai doan truée va

sau cia gen wzz v6i cip mdi dic hiéu (Feykic 50 - AA GAATIC

AGTGTTGCCGACGGTTTC - 3 v& Reykii 5 - AA  GGATCC
GCCGCATTAGGATTTTATCTG - 3, Fhypo: 5 - AA GGATCC
GCTAAATCACTCCTGC - 3va Rhypo: 5 - AA GTCGAC
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TTTTTTATCAGAGTTTGGGATC - 3°) tir 0,2ug ADN tong s6 cta ching E. ictaluri
5H, 1 U tag Dream, 1 mM MgClp, 2,5 pl @&m 10x Dream, 0,2 mM dNTP, con lai bb sung
nuwde vo trimg cho thé tich phan (mg 1a 25 pl. Phén tmg duoc thue hién theo chuong &rinh
gia nhiét gdm 95°C: 4 phut, 30 chu ky (95°C: 45 gidy, 58°C: 1 phut, 72°C: 30 gidy), 72°C:
10 phut, sau d6 gitt mAu & 4°C). Két qua dién di san pham PCR dugc thé hién & Hinh 7.
- Nbi truc tiép san phdm PCR hai doan Cyki va Hypo vao vecto pJET1.2 d4u bing bing
ADN T4 ligaza. San phdm cta phan tmg néi dugc bién nap vao té bao E. coli DH50 kha
nap. Céc budc chuln bi té bao E. coli DH5a kha nap nhu trinh bay & phan tao Uwzz va
Dwzz ciia gen wzz. Phan tmg bién nap phéan g nbi vao té bao E. coli DH5a kha nap
duoe thuc hién nhu sau: rdn déu 10pl phén Gng ndi vao 100 ul & bao E. coli DHS5a kha
nap, gitr trong bé d4 10 phit, chuyén nhanh dich té bao trén vao bé Sn nhiét 42°C trong 2
phut, nhanh chéng chuyén dich t& bao vao bé da trong 1 — 2 phut, cho vao 250 ul moi
trudmg LB, nudi cy lc & 37°C - 1 gid, Ay 100 pl dich nudi cAy trai trén mdi trudng LB
aga chira ampicillin (50 pg/ ml), & 37°C. Sau 16h, thu duoc cac dong E. coli DHSa chira
vecto pJET1.2 d4u bing tai t hop 14n lgt mang doan Cyki va Hypo.

< Tao dong E.coli DH5a mang vecto chira doan gen khang khang sinh kanamicin

% Tao dong té bao E. coli SM10 A pir mang vecto chira trinh tur Cyki— FRTK — Hypo

(gen aroA dot bién)
Vi muc dich tao catxet gen arod 46t bién bao gém doan truge Cyki, doan sau

Hypo va gen khang khing sinh kanamicin FRTK, céc vecto pJET1.2 d4u bang tai t6 hop
mang céc trinh ty twong img dugc thao tic theo thir tir sau:
- Tao vecto pJET1.2 du bing tai t6 hop mang ca hai trinh tr Cyki — Hypo: vecto
pJET1.2 diu bing tai t6 hop mang riéng biét trinh tw Cyki va Hypo duoc cit dong thoi
béng enzym giGi han BamHI va Xbal. San pham cét dugc dién di trén gel agaroza 1% va
tinh sach doan vecto pJET1.2 du bing mang Cyki m& vong va doan Hypo. N&i hai san
phém tinh sach nay véi ti 1€ 1/3 (vecto chira Cyki /doan Hypo) bing enzym ADN T4
ligaza. San phém ndi duoc bién nap vao E. coli DH50 kha nap véi cac budc tién hanh nhu
43 mb ta & trén. Sinh khéi sau khi bién nap dugc trai trén dia LB aga chira ampicillin (50
ug/ mi), i 37°C. Sau 16h, thu dugc cac dong E. coli DH5a chira vecto pJET1.2 dau bing
t4i t& hop 14n luot mang ¢4 hai trinh ty Cyki — Hypo.
- Tao vecto pJET1.2 dAu bing t4i t& hop mang trinh tr Cyki — FRTK — Hypo (gen aro4
d6t bién): vecto pJET1.2 dAu bing tai 6 hop mang ca hai trinh tir Cyki - Hypo va vecto
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pJET1.2 dau bang mang FRTK dugc cit ddng thoi bang enzym gidi han BamHI. San phdm
cat duoc dién di trén gel agaroza 1% va tinh sach doan vecto pJET1.2 d4u bang mang Cyki -
Hypo m& vong va doan FRTK. Néi hai san phAm tinh sach ndy véi ti I€ 1/3 (vecto chira Cyki
- Hypo/doan FRTK) bing enzym ADN T4 ligaza. San phim ndi duoc bién nap vao E. coli
DH50, kha nap véi cac budc tién hanh nhwr d3 mé ta & trén. Sinh khéi sau khi bién nap duoc
trai trén dia LB aga chira ampicillin (50 pg/ ml) va kanamicin (50 pg/ ml), i 37°C. Sau 16h,
thu duoc céc dong E. coli DH5a chira vecto pJET1.2 d4u bang tai t hop mang catxet gen
aroA @6t bién. Sy hién dién clia catxet trong vecto nay dugc kiém tra bang phuong phép dién
di phén tmg cit vecto v6i enzym cit giéi han EcoR 1 va Sall & Hinh 8.
—  Tao vecto pGP704 thi td hop mang trinh tu Cyki — FRTK — Hypo (caftxet gen aro4 dot
bién): D& thuc hién tiép hop, gen dot bién cin dugc chuyén sang plamid c6 khé ning di
dong tir chiing cho sang chiing nhan. Ngodi ra, vecto di dong nay cAn phai c6 dic tinh chi
thn tai trong mdt loai t& bao nhét dinh nho vio mdt hé théng ma € bao ching nhén nhu E.
ictaluri khong chira yéu td tuong ty. Vecto pGP704 c6 chira gen khang Ampicillin, khong
c6 diém khoi dau chia sur sao chép (oriE1) nhung mang diém khoi dau cia su sao chép R6K
(oriR6K). Vecto nay thudc loai vecto tir hity khong nhén 1én dugce trong t& bao binh thuong
ma doi héi phai co protein IT ma hoa tir gen pir. Vi vay, vecto pJET1.2 d4u bang mang
catxet chira gen arod d6t bién va vecto pGP704 duoc cét bing enzym cit giéi han BgllL
San phdm cit duoc dién di trén gel agaroza 1% va vecto pGP704 va doan catxet gen wzz
d6t bién duge tinh sach. N6i hai san phim tinh sach nay vdi ti 18 1/3 (vecto pGP704/ catxet
gen aroA dot bién) bing enzym ADN T4 ligaza. San phdm nbi duoc bién nap vao E. coli
SM10 4 pir kh nap véi céc buéc tién hanh nhw d8 mé t4 d6i v6i phurong phap bién nap E.
coli DH50. Sinh khéi sau khi bién nap duoc tréi trén dia LB aga chira ampicillin (50 pg/ ml)
va kanamicin (50 pg/ ml), G 37°C. Sau 16h, thu dugc cac dong E. coli SM10 4 pir chira
vecto pGP704 tai tb hop l4n luot mang catxet gen arod dot bién. Su hién dién cta catxet
gen aroA ddt bién trong vecto pGP704 dugc khing dinh bing phuong phap dién di phén
g cit vecto véi enzym cit giéi han Bglll & Hinh 9.
Vi du 6: Tiép hop E. ictaluri dot bién gen wzz v6i E. coli SM10 ) pir mang vecto chira
gen aroA djt bién.

Thugc hién tiép hop tuong ty nhu Gbi v6i gen wzz

% Kiém tra kiéu gen ciia chiing E. ictaluri 46t bién bang phuong phap PCR
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Céc cip mbi duge thiét ké nhim phan biét cac ching E. ictaluri 4ot bién gen wzz
va arod va E. ictaluri hoang dai 5H gém cic cip mdi Feyki/Rhypo, FaroEI/RaroEI va
FKm/RKm. Khuan lac moc trén méi trudng BHI — kanamicin (50 ug/ ml) va colistin (50
ug/ ml) duge dém s luong va lua chon nghu nhién dé ly trich ADN tong 6. Thuc hién
phan tmg PCR kiém tra c4c ADN khufn lac ndy véi lan luot timg cp mdi Feyki/Rhypo,
FaroEI/RaroEI va FKm/RKm. M&i phan tmg gbm 0,5ul ADN khuén lac ly trich, 0,2mM
mdi mbi loai 1 U tag Dream, 1 mM MgCh, 2,5 pl dém 10x Dream, 0,2 mM dNTP, con
lai bd sung nuéc vo trung cho thé tich phan tmg la 25 pl. Phan tmg véi cdp moi
Feyki/Rhypo dugc thuc hién theo chuong trinh gia nhi€t gbm 95°C: 4 phit, 30 chu ky
(95°C: 45 gidy, 58°C: 1 phit, 72°C: 2 phat 30 gidy), 72°C: 10 phitt, sau 46 gitr mau &
4°C). Phan tmg véi cip mdi FaroEI/RaroEI dugc thyc hién theo chuong trinh gia nhiét
gbm 95°C: 4 phut, 30 chu ky (95°C: 45 gidy, 51°C: 1 phiit, 72°C: 2 phit 15 gidy), 72°C:
10 phat, sau dé giir mau & 4°C). Phan {mg véi cip mdi FKm/RKm dugc thuc hién theo
chuong trinh gia nhiét gdm 95°C: 4 phut, 30 chu ky (95°C: 45 gidy, 60°C: 1 phut, 72°C:
| phit 15 gidy), 72°C: 10 phit, sau d6 giit miu & 4°C). Theo Iy thuyét, cip moi
Feyki/Rhypo cho san phdm PCR kich thutc 2493 véi ching E. ictaluri 46t bién va 2455
v6i chung E. ictaluri hoang dai, cdp mdi FaroEl/RaroEI khong tao san phdm PCR dbi véi
ching E. ictaluri ddt bién va tao san phdm PCR kich thuéc 1030 bp doi v6i ching E.
ictaluri hoang dai, cip mdi FKm/RKm chi tao san phim PCR c6 kich thuéc 1325 bp dbi
v6i ching E. ictaluri dot bién va khong ¢6 san phim d6i v6i ching hoang dai. Két qua
dién di san phdm PCR kiém tra duoc thé hién ¢ Hinh 10.

Vi du 7: Loai b6 gen khang kanamicin ra khéi bd gen ciia vi khuén E. ictaluri.
Viéc loai gen khang khang sinh khéi ching dot bién sir dung két hop nhiéu phuong
phap theo cac budc nhu sau:

- Nubi cac ching E. ictaluri a6t bién gen wzz va aroA, dung PCR dé x4c dinh

ching dot bién cin sir dung,

- Nubi E.coli DH50. dé thu nhan va tach vecto pCP20.

- Pién bién nap vecto pCP20 vao té bao E. ictaluri 46t bién gen wzz va aroA kha

nap dé loai gen khang khéng sinh kanamicin.

- Loai pCP20 khéi t& bao E. ictaluri bing nhiét.

Céc bude sau khi hoan thanh cin duoc kidm tra bing phuong phap PCR va xem két

qua bing phuong phap dién di.
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% ChuAn bi ching d6t bién E. ictaluri dot bién gen wzz va aroA:
Chung E. ictaluri 46t bién gen wzz va aroA dugc cAy ria trén moi truong BHI ¢
bd sung kanamicin (50 pg/ ml) va colistin (50 pg/ ml), nubi & nhiét d6 28°C, trong
48-72h. Sau d6 ldy mot sb khudn lac don moc riéng 1& dem PCR vdi mdi
FUwzz/RDwzz, Feyki/Fhypo va FKm/RKm dé khing dinh chiing cén sir dung.
& Chuén bi vecto pCP20: tirong tu nhur mé 14 trén
<% Dién bién nap vecto pCP20 vao té bao E. ictaluri 36t bién gen wzz va aroA kha
nap:
Chuén bi t& bao kha nap E. ictaluri 4ot bién gen wzz va aroA: tuong tu cic budc
chuén bi t& bao kha nap E. ictaluri dot bién gen wzz
Bién nap vecto pCP20 vao E. ictaluri 4ot bién gen wzz va aroA kha nap: tuong tu cac
buée bién nap vecto pCP20 vao E. ictaluri 36t bién gen wzz
Kiém tra kidu gen E. ictaluri dot bién gen wzz va aroA sau bién nap biang PCR véi mdi
chuyén biét

_ St dung cip mdi FUwzz/RDwzz va Feyki/Fhypo dé tién hanh phan tmg PCR véi
khuén lac E. ictaluri 6t bién gen wzz va arod sau bién nap. Thanh phén phan
tmg PCR gdm 0,511 ADN khun lac ly trich, 0,2mM mdi mbi loai, 1 U tag Dream,
1 mM MgCly, 2,5 pl dém 10x Dream, 0,2 mM dNTP, con lai bd sung nuéc vo
tring cho thé tich phéan tmg la 25 pl. Chuong trinh gia nhiét dbi voi cip mdi
Feyki/Fhypo gém 95°C: 4 phut, 30 chu ky (95°C: 45 gidy, 58°C: 1 phut, 72°C: 2
phut 15 gidy), 72°C: 10 phut, sau do gitt mau & 4°C).

—  Theo Iy thuyét, san phAm PCR v6i cdp mdi FUwzz/RDwzz c6 céc kich thuée nhu
sau: 1936 bp (E. ictaluri hoang dai), 2169 bp (E. ictaluri a0t bién gen wzz mang
gen khang khang sinh Kanamicin) va 886 bp (476Uwzz + 384Dwzz + 26FRT =
886 bp, E. ictaluri 4ot bién gen wzz d4 loai b6 gen khang khéang sinh Kanamicin),
v6i cip mdi Feyki/Fhypo cé cic kich thude nhur sau: 2455 bp (E. ictaluri hoang
dai), 2493 bp (E. ictaluri dot bién gen wzz va aroA mang gen khang khang sinh
Kanamicin) va 1194 bp (610Cyki + 558Hypo + 26FRT = 1194 bp, E. ictaluri 40t
bién gen wzz va aroA4 4 loai bé gen khang khang sinh Kanamicin). Két qua dién
di sén ;3%‘;&;3 PCR duoc thé hién & Hinh 11.

% Loai b6 pCP20
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Vecto pCP20 13 loai vecto nhay cam vai nhiét d6 do vay chung ta ¢6 thé dung phuong
phap U nhiét d& loai pCP20. Thyc hién twong tr cac budce loai bé pCP20 trén chiing E.
ictaluri @0t bién gen wzz.

Vi du 8: Thir nghiém ddc lyc chiing vi khuin E. ictaluri 4t bién gen wzz va aroA
(chiing WzLM-AroM) trén ca tra.

C4 gibng 3 thang tndi, 15con/bé. Tir néng d6 dich vi khuan 10° CFU/ml ban déu,
pha loging 1072, 1073, 10 trong NaCl 0,9% dé dat ndng do 107, 105, 10° CFU/ml. C4 duoc
tién hanh ngAm & cac ndng do 103, 106, 107 CFU/ ml (ddi v6i ching WzLM-AroM va
chiing SH, ddng thoi 1a dbi chimg (+)). C4 tir céc bé dugc vot raxd va ngdm v6i lueng vi
khudn tuong (mg theo nghiém thirc trong thoi gian 30 phat, nhiét 46 24 — 26°C. Ca &
nghiém thirc d6i chimg duoc ngdm trong nude. Khi du thoi gian ngdm, ca dugc vot ra
khoi x6 va tha trd lai vao bé nudi. Thi nghiém duoc 14p lai 3 14n. Sau 14 ngay quan sat, ca
chét & nghiém thirc ngam ching WzLM-AroM 12 0% (10° - 107CFU/ ml). Ty [6ca chét &
cc 16 dbi chimg (+) 14n luot 13 36% (105CFU/ mi), 78% (10°CFU/ ml), 100% (107CFU/
ml. S6 lidu ca chét giita cac 16 ching WzLM va chiing SH dugc thé hién & Bang 4 va duge
d4nh gia so sanh & Bidu db 3 va Biéu dd 4.

Bang 4. Bang ty 1€ ca chét trong thir nghiém dinh gid doc lwe ching WzLM-AroM

bing phwong phip ngim
WzLM- WzLM- WzlLM- SH 5H SH
Nghiém ~
i AroM AroM AroM 10°CFU/ | 10°CFU/ | 10'CFU/ | BC ()
we
10°CFU/ ml | 10°CFU/ ml | 10’CFU/ ml ml ml ml
Ty e
chét 0% 0% 0% 36% 78% 100% 0%
(%)

Dua vao két qua trén ta thay, ching dot bién WzLM-AroM hoan toan khong gy
chét c4 va an toan trén ca va lidu gy chét 50% ciia ching SH [ LDso =4 x 10° CFU/ml.
Vi viy, trong céc thir nghiém tiép theo chiing SH s& duoc sir dung & ndng do trén dé cong
doc trong thir nghiém hiéu qua bao ve.

Vi du 9: Thir nghiém hiéu qua bao v¢ ciia vacxin chira ching vi khuin E. ictaluri ot
bién gen wzz va aroA (vacxin WzLM-AroM) dbi v6i bénh gan than mi trén cd tra

Tién hanh thé nghiém hiu qua bdo vé clia vacxin WzLM-AroM trén ca gidng 3
thang tudi bang phuong phap ngdm mot 14n va ngdm két hop trén hai giai doan c4 bot va

ca giong
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Thir nghiém ngdm vacxin mot 14n trén c4 giéng

C4 duoc bd tri 15con/bé va ngdm véi vacxin WzLM-AroM & cac ndng do pha loding
105CFU/ ml, 10’CFU/ ml va nghiém thirc ngm v&i vacxin WzM (chiing dot bién gen wzz
dugc tao ra tir ngudn 1 chiing hoang dai AG va duoc cip bing doc quyén sang ché sb 14407
cAp ngay 04/8/2015) & ndng do 10’CFU/ ml trong 30 phut, & 26-28°C. Riéng nghiém thirc
dbi chimg (+) va (-) durge ngdm trong nudc & thoi gian va nhiét do twong tw. Thi nghiém
duoc lap lai 3 1an. Sau 14 ngay theo d&i. C4 céc 16 48 ngdm vacxin WzLM-AroM, WzM va
16 déi chimg (+) duoc cong doc bing cach ngdm véi ching SH & nong dd 10°CFU/ ml trong
30 pht, & 26-28°C. L6 dbi chimg (-) duge ngim trong nude. Ca duoc theo doi tiép trong
14 ngay va ghi nhan sb luong chét. Két qua nhan dugc thé hién trong Bang S, Biéu d6 5 va
biéu d 6.
Bang 5. Bang ty 1€ cd chét va hiéu qua bio vé (RPS) trong thir nghi¢m danh gia hiéu

qué béo v ciia vacxin WzLM-AroM trén c4 giong

Vacxin WzLM- Vacxin
Vacxin WzLM-
Nghiém AroM WwzM
AroM PCH) | BC()
thire Ngam 10CFU/ 10°CFU/
Ngim 10°CFU/ ml
mi mi
Ty Ié
chét 71 33 51 91 0
(%)
RPS
22 63 - -
(%) 44

Dua vao bidu db 5 va bidu dd 6, nhom thuc hién nhén thay: ca ngdm vacxin WzLM-
AroM nbng d6 107 CFU/ ml ¢6 t§ 1& chét thép hon c4 ngdm vacxin WzM cung nong do.
DPng thoi hidu qué bao v& RPS cia vackin WzLM-AroM 1an luot 14 22% (10% CFU/ml)
va 63% (107 CFU/ml), trong khi hiéu quéa bao vé RPS cta vacxin WzM 13 44% (107 CFU/
ml). Vdy, danh gia so bd vacxin WzLM-AroM ¢6 doc luc thép, an toan cho ca va c¢6 hiéu
qué bao vé trong dbi cao 63% (khi ngam néng 46 107 CFU/ ml trén ca gibng 3 thang tubi).

% Thir nghiém ngdm vacxin trén c4 bot va cé giong
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Hiéu qua bao vé ctia vacxin WzLM-AroM trén ca Tra giéng duogc khao sat bang
phuong phép ngdm lan 1 & giai doan c4 bot va ngdm 14n 2 & giai doan c4 gidng v sau d6
¢4 duge cdng ddc v6i ching hoang dai SH (Bang 6).

Bang 6. B6 tri thi nghiém hiéu qua bio vé ciia vacxin WzlLM-AroM

B M4t d6 vacxin WzLM-AroM (CFU/ml) dung Mt d6 chiing hoang dai
thh;im déngdmca Tra | 5H (CFU/ml) di}ng} aé
Giai doan ca bot Giai doan c4 giong cong doc ca Tra giong
NT1 107 107 LDso
NT2 197 khéng ngdm LDso
NT3 khong ngam 107 LDso
NT4 khong ngém khong ngam LDso
NTS khong ngim khdng ngim khong ngdm

Phwong phap ngim lan 1 trén ca bt

C4 bot sau khi nd khoang 4 gid vin con noéin hoan dugc vét ra x6 ¢6 suc khi, va
duge ngm vacxin WzLM-AroM v6i ndng 36 10’CFU/ml trong thoi gian 30 phit, nhiét
d6 24-26°C, mat do c4 3000 con/bé. Sau thoi gian ngdm, c4 bot dugc tha tro lai bé
composite 500 lit dé nubi theo doi trong 21 ngay. Ghi nhan ty 1€ song ctia ¢4 bot 1én huong
& tht ca cac nghiém thirc.
Phwong phap ngim lan 2 trén ca giong

C4 huong duoc tiép tuc nudi 1én thanh ca gidng trong cac bé composit 500 lit cho
dén khi c4 khoang 3 thang, ca duoc vt vao bé composit 60 lit dé thudn dudng trong vong
1 tudn, tién hanh ngam ching dét bién 1in WzLM-AroM lan 2 véi mat 46 107 CFU/ml,
trong thoi gian 30 phit, nhiét do 24 — 26 °C. Mat do ca thir nghiém 1a 30 con/bé. Sau thoi
gian ngm, c4 giéng duoc tha vao bé va nubi theo di trong 14 ngay, ghi nhén s6 c4 chét
va cac biéu hién triéu chimg,
Cong doc v6i chiing hoang dai SH

Sau 21 ngay ngdm vacxin WzLM-AroM trén ca gibng, tién hanh cong doc & vdi
chiing hoang dai SH (béng 6). Ca gidng dugc vot ra x4 va ngdm voi ching hoang dai &
ndng 36 LDso, trong thoi gian 30 phut, nhiét 46 24 — 26 °C. Sau thoi gian ngdm, vot catry
lai bé va tién hanh theo d&i trong 14 ngay, ghi nhén s6 ca chét, cac bidu hién tridu chimg
va xae dinh hidu qua bao vé thong qua hé sO ty 18 song tuong ddi RPS (Ralative percentage

survival) cia Amend (1981) theo cong thirc:
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RPS (%) = [1 — tj 16 c4 chét do chiing thir nghiém/ty 1é ca chét & nghiém thuc d6i chimg
(+)] x 100.

Két qua nhan duoc thé hién trong Bang 7, Biéu d6 7 va Biéu do 8.
Bang 7. Ty 1€ ca chét va hiéu qua bao vé (RPS) trong thir nghiém dinh gia hi¢u qua

bao vé ctia vacxin WzLM-AroM trén c4 giong

Nghiém thirc Loai ¢4 TY 1é chét (%) RPS (%)
ciia c4 gidng
NTI1 Ca gidng c6 xir Iy vacxin 6,67 87
ca bdt, ca gidng va cong
ddc
NT2 C4 gibng co xir Iy vacxin 21,67 59

¢4 bot va cong doc

NT3 C4 gidng c6 xir Iy vacxin 18,33 65,6

ca giong va cdng doc

NT4 C4 gidng khéng xtt Iy 53,33 -

vacxin va cong ddc

NT5 C4 gibng khong xtr ly 0 -

vacxin va khong cong doc

Vacxin WzLM-AroM khi ngdm v&i ¢4 & ¢4 hai giai doan ca bft vaca gidng (NT1)
cho hiéu qué bao vé cao nhat véi RPS 12 87%, trong khi chi ngém & giai doan ca bot (NT2)
va c4 gibng (NT3) thi hiéu qua bao vé dat duoc thip hon vi RPS lan luot 12 59%, 65.6%

Két qua nay cho thdy vacxin WzLM-AroM déu cho hiéu qua bdo vé ca gidng tru6e
sur xAm nhiém cta chiing E. ictaluri hoang dai ké ca khi ngdm c4 & timg giai doan phat
trién clia c4 (c4 bot hodc c4 gidng) hay ca hai giai doan.

Hiéu qua co thé dat dwge ciia giai phap hiru ich

Chung E.ictaluri 46t bién gen wzz va arod (ching WzLM-AroM) theo giai phap
hitu ich va vacxin chtra ching vi khudn nay (vacxin WzLM-AroM) c6 thé sir dung dé 1am
giam téc hai ca bénh gan thn mi xubng mic thép nhét ¢6 the. Ching WzLM-AroM
duoe sit dung lam vacxin & ndng d6 gbc 10° CFU/ ml, néng d6 sir dung 107 CFU/ ml. Hé
sb bao vé bang phuong phap ngim dat 60% ngay trong 14n ngdm déu tién. Vi vay, ching
vi khuén E.ictaluri 36t bién gen wzz va aroA duge sir dung lam vacxin nhugce déc phong

bénh gan than mii cho ¢4 tra.
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Yéu ciu bio ho
1. Ching vi khuin Edwardsiella ictaluri mang gen dot bién wzz va arod 1an lugt co

trinh tu néu trong SEQ ID No:1 va SEQ ID No:6.

2. Vacxin phong bénh gan thin mu cho c4 tra chtra chung vi khuén theo diém 1 dugc

hoa tan trong dung dich NaCl 0,9% & ndéng d6 10° CFU/ml.
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Hinh 1

4066 bp —
366 bp—>

(A) (B)

Hinh 2
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Hinh 3

2500 bp
2000 bp—

Hinh 4
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Hinh 5

1000 bp—>

{A)

(B)



4254 33/46

Hinh 6

2660 b

1000 bp

Hinh 7
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Hinh 8

3000 bp
2000 bp

Hinh 9

5000 bp____|
4000 bp
3000 bp—
2000 bp
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Hinh 10

3000 bp
2500 bp

(A)

1000 bp
750 bp

(B)

1500 bp
1000 bp

(O)
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Hinh 11

(A) (B)
Hinh 12.
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Hinh 13
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Ty 18 chét

Hinh 15
Bidu dd 1. Ty 1& c4 chét tich luy theo ngdy cla thir nghiém dénh gia doc luc ching WzLM
bang phuong phap ngim
100+
-— \WzLM 10°
80- = \WzLM 10°
- WzLM 10’
60+ ~+ 5H 10°
40- —- 5H 10°
-©- 5H 10’
204 - DC()
0-
0
Hinh 16
Bidu db 2. Ty 18 c4 chét trung binh clia thir nghiém dénh gia doc luc ching WzLM bing
phuong phép ngim
150+
1004 =
1]
Qe
5. 50+
= g

s 8 8 § & &

N NN IS NI ¢

&;@ R §~ NI\ g
Nghiém thire
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Hinh 17
Bidu dd 3. Ty 16 c4 chét tich lu§ theo ngay ctia thir nghiém danh gia dc luc ching WzLM-
AroM bang phuong phap ngédm

100-
-e- \WzLM-AroM 10°
80- - \WzLM-AroM 10°
—— WzLM-AroM 10’
N 60- = 5H10°
£ 404 ~- 5H10°
@ -6~ 5H 10’
& 20 8 DC(-)
0' T .-I
0 5 10 15
Ngay
Hinh 18
Biéu db 4. TY 16 ¢4 chét trung binh ctia thir nghiém dénh gia doc luc ching WzLM-AroM
bing phuong phap ngdm
1504
S
3
|
1]
@
5
=
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Hinh 19
Bidu dd 5. T 16 c4 chét tich lu§ theo ngay ciia thir nghiém dénh gia hiu qué bdo vé chung

WzLM-AroM bang phuwrong phap ngim mdt 14n trén c4 gibng

100
-~ \WzLM-AroM 10°
S 80- = WzLM-AroM 10’
% -+ \WzM 10
S 60 - DC (+)
Qe
i~ -~ DC ()
= 40
m-
0" ] ] ’
0 5 10 15
Ngay
Hinh 20

Bidu dd 6. Ty 1& c4 chét trung binh ciia thir nghiém danh gi hiéu qua bao vé ching WzLM-
AroM bing phuong phap ngdm mot 14n trén c4 gidng

150-
S 100-
”‘g Iﬁll
=
Q =1
<@ W__ﬁ
= S0k
% s e
s I S ‘
Q- it Essss ! %i ‘
% 4 4
&) 3 S N D
B B LS 8
%)
S &S &7
¥ ¥
NN
&
Nghiém thirc
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Hinh 21
Bidu db 7. Ty 16 c4 chét tich luy theo ngay cuia thir nghiém dénh gid hiéu qua bdo v€ ching

WzLM-AroM bing phuong phap ngdm két hop trén c4 bot, ¢4 gidng

80+
-o— NT1
< - NT2
:E 60- —— NT3
S - NT4
5 40- -~ NT5
20-
0- —&—
0 5 10 15
Ngay
Hinh 22

Biéu dd 8. Ty 16 c4 chét trung binh cua thir nghiém danh gia hiéu qua bao vé chung

WzLM-AroM bing phuong phép ngdm két hop trén ca bot, ca gidng

80+

60-
<
& 40 —_
=
5] PRSSSN
<De
:— 20_ -
H l.l I.l

G" T |

N S &
AR SR R

Nghiém thire

41



4254 42146

DANH MUC TRINH TU
<110> TRUNG TAM CONG NGHE SINH HOC THANH PHO HO CHI MINH

<120> Chiung vi khudn Edwardsiella ictaluri dot bién gen wzz va aroA va

vacxin chtta ching vi khudn nay

<210> 1

<211> 1038

<212> ADN

<213> Edwardsiella ictaluri

<400> 1

1 atggtgagtc aaaatccgat gcccgtggag aatgagetgg atgtccgggg gctgtgtcegt
51 gcgctgtgge acggtaagec ctgggtegtt ggcacggeag cgctgtttge ggcgetggacyg
121 ctgggcgtct ctctgctgat gccgcagaaa tggagcgcgg cggcgatcac tgcgagcccg
181 ggcgttaacc gtctgggtag ctactactcc cagcagcagt ttttacgcaa tcttgcgcag
241 ctgagtgcge ccagcggcgce ggcggegceag ggcagcatceg ctgatgaggc gtatgccgag
301 ttcacgacac agctggcctc ctatgacacg cggcgcgagt titggcigeg tagcccectat
361 tatcagcgtc ataaagaggg'gagtgcacag gcggatgcegg cgctgctgga tgagctgatt
421 aatcagatcg tctttacgcc gggggaggcg acgaagcaca gcgatgacag cattcgceccett
481 accgccgacg gcgccgcgca ggctaaccag ctgctgegec agtacgttge ctttgcecgec
541 catcgtgcca gcgecaatct gaatgegtct ctgcaggggg CCLgggegge ccgcagcacce
601 tttctgaagg cgcaggtaaa acgtcaggag gcggtggcac aggcgatcta tcagcegtgag
661 ttaaacggcc tggagcaggg gctgaagatt gccgcgcagc aggggattac ccgcagcatg
721 gcaacgacgg cgcaggccga cttgccctat gccgagetgt ttatgctggg acagccgatg
781 ctgcgcgege gtctggagge actgegcegece gttgggecat cctatgacat tgactatgac
841 cggaatcggg cgatgctcac gaccctgagc gtcgggcecgg ttttggacgc ggcgtttcag
901 ccctatcgct atctgcgtac gccggaggag ccggtgaagc gcgatagtcec gcgccgactce
961 tttatgatgg taatgtgggg cgccattggt gcgctgcttg gcgccggtat tgcactttcc

1021 cgtcgtgcac ggatctga

<210> 2
<211> 450
<212> ADN

1
<213> Edwardsiella ictaluri
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<400> 2

1 gtaccctgat
atccgatgaa
ccattatgta
ttcatcacct
tggcggcegat
ccatgatggc
ggcgcgtggce
tacatgtcta

<210> 3
368
ADN

<211>
<212>
<213>

<400> 3

1 ggatcggcgg
tcctgaageg
tgcccegegte
tcaaatcgag
tacctgcecgg
gctggttcac
aattccggt

<210> 4
<211> 1219
<212> ADN

Edwardsiella ic

4254

cggctttacc gttatctgga

ccecggtgacg gegcet

[{]

Lge

[te]
2

tcggcgectg cgcaaaggga
gattatgcgc gctggtttta
gttgctggcg gcgattgggy
actgttcttg cttgcttttg
gcgtatggtg aagcgcttta

acggccctag tcggccataa

I

taacaaaaga agaatgatac
atcaaaatgg cccccttggt
tgcgtcaccg cccagcaccg
cccgattacg atctgaacat
attctggagg ggctcaagcec

ggcgatacca ccaccacgct

ttttgctgga
ttatcgcgat
tgagtccctt
cctccegceca
ttctgggtga
ccctctatgg
agcgccegcect

agggaaaacc

agtgaaagtg
gcatgcgctyg
ggagatgttg
tatgcgtccg
catcctggcece

ggcggcecage

gagcacccag
accgctgatg
ttctccagat
ggcgtttgtc
gatctggctg
ttactgtatc

gcgtcgtaaa

ttaaccgtcet
gccgecgacyg
gatcaggtgc
ggacaggatc
gagttccgac

ctggeggeat

gggcgcgggc
gatatgatcg
cgccagcata
ctgattacgc
cctgaatatg
aagcgcgegt

tcgacaggca

ttggcacgcg
ccgegtttga
tggggctatt
tgagcgatat
ccgacgtagt

tttaccageg

<213>

<400>

6l
121
181
241
301

Vecto pCAMBIA 1300

4

ctaaaacaat
cagtaagtca
gacgcagaag
gccacttact
gacaagttcc

aaatggagtyg

tcatccagta
aaaaatagct

gcaatgtcat

ttgccatett f

tctteggget ¢

tcticticce

aaatataata

cgacatactg

ttttattttc
ttcttceecg

tcccaatcag
atatcctccc
cttctcccaa
cccaggtcege
tacagctcgc

gccagatcgt

gcttgatccc
tgatcgaccg
gatcaataaa
cgtgggaaaa
gcggatcttt

tattcagtaa
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121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

gtaatccaat
gatggagtga
ttcatctteca
ccagcecatca
tagcatcatg
catttttaaa
tccttcegta
tctecatttta
gaagctaatt
taccagaaaa

gagccgattt

1 catgcectaccc

cgaatagcat
cgtcccggac

ggagctgttyg

5

1325

ADN
Escherichi

5

ggatccagtt

1 attcatccag

caaaaaatag
aggcaatgtc
ctttgcecatce
cctcticgag
tgtcttctte
attcggctaa
gaaagagcct
catactctte
catgccgrc

tgtecttttc

titataacaag

tcggctaagce
aagagcctga
tactcttcecg
tgcecgtteaa
tcecttttece
tataggtttt
tcttttacge
gccatttatt
ataacaagac
cagctttttce

tgaaaccgceg

tcecgegagat

cggtaacatg
tgatgggctg
gctggcetgg

a coli DHS5¢o

cctattccga
taaaatataa
ctcgacatac
ataccacttg
tttcacaaag
cttttcegte
ccagttttcg
gcggctgtcet
gatgcactcc

cgagcaaagg

gcagcggtat
ataacaagac

acgaactcca
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ggctgtctaa
tgcactccge
agcaaaggac
agtgcaggac
gttccacatc
cattttctcc
agcggtattt
atttccttec
gaactccaat
aaagttgttt
gtgatcacag

agcaaagtct

cctgtatcga

agttcctatt
tattttattt
tgttcttcce
tccgcecectge
atgttgectgt
tttaaaaaat
caatccacat
aagctattcg
gcatacagct
acgccatcgg

SDLADE S S 8

gctattcgta
atacagctcg
gccatcggee
ctttggaaca
ataggtggtc
caccagctta
ttcgatcagt
tcttttctac
tcactgttcc
tcaaagttgg
gcagcaacgc
tCcaaacccgg
gccgcecttac

gtggtgattt

ctctagaaag
tcteccaatc
cgatatcctc
cgcttctccce

ctcccaggtc

cggccagatc
tatagggaca
cgataatcett

cctcactcat

tccoctttata
tatatacctt

gttttttcaa

tagggacaat
ataatctttt
tcactcatga
ggcagctttce
cctttatacc
tataccttag
tttttcaatt
agtatttaaa
ttgcattcta
cgtataacat
tctgtcatcg
cagcttagtt
aacggctctc

tgtgccgagce

tataggaact
aggctigatc
cctgatcgac
aagatcaata
gcecgtgggaa
gcgeggatet
gttattcagt
atccgatatg
ttcagggctt

agc

aggagac

o

tccggtgat
ttgcattcta

taaaacctta
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ccgatatgtc
cagggctttg
gcagattgct
cttccageca
ggctgtccgt
caggagacat
ccggtgatat
gataccccaa
aaaccttaaa
agtatcgacg
ttacaatcaa
gccgttcette
ccgctgacgce

tgccggtcgg

tcctaaaaca
cccagtaagt
cggacgcaga
aagccactta
aagacaagtt

taaatggag
aagtaatcca
tcgatggagt
tgttcatctt
ctccagcececat
catagcatca
gtcattttta
attccttceg
attctcattt
aaaccttaaa

aataccagaa

44



961
1021
1081

[
)
[T
[

[y
N
O
[y

1261
1321

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

aacagctttt
tttgaaaccg
ccteccgegag
atcggtaaca
actgatgggc
tggctggctg

gatcc

6
1287
ADN

Edwardsiella ictaluri

6

gtgacagcgt
gcagcgcetgt
gtgcgccgcet
ctgctcctgg
gatgtgcgcet

1 tgccgcacceco

acgctgtttc
gggctacgcg
ctggtgaccg
ccgceccgtac
tccagccagt
atcaccattc
cgggcgtteg
caggtctatc
tttctggceceg
agcatgcagg
tgggggaatyg
aatgcgatcc
acgactctgce
gccagtgage
gagccgeoc

atgtgttttt

accgcaaaaa

tcaaagttgt
cggtgatcac
atcatccegtyg
tgagcaaagt
tgcctgtatce
ggaagttcct

tcaacaaaaa
ttgcccagea
ttagcggcga
cagcgcaggc
acatgctcga
gctgcgaggt
tgggcaatgc
atgtgatcct
ccctgegtea
gtctgcacgg
ttctgaccgce
tgggagagct
gcgtggaggt
aggctccgag
gcgcagcgat
gggatattca
actatatcgc
ccgatgcgge
gcaatattta
tgcgtaaggt
cgcagetgea
cactggtggce

cctttecccga
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tttcaaagtt
aggcagcaac
tttcaaacece
ctgccgectt
gagtggtgat
attccgaagt

cggtacaaaa
ggagtgattt
gattaatctg
ccgcggcgta
tgcccttaag
gcagggactc
cggcacggcyg
gaccggggag
gggcggtgcg
cggttttaac
gctgctgatg
ggtttccaag
ggagaatcac
cgactatctg
cgccggeggat
ctttgccgat
ctgcacccgg
gatgaccatc

I P,
CaatTTggogy

ggcgtataac
gctctgtcat

ggcagctta

w2
u2

sH]

Q

iCaacggcet

[t

tttgtgccga
tcctattcete

0

gcatgtcgt
cceggcetcega
acgcggctgce
gcgetgggeg
gggg9g9gacgc
atgcgcccgce
ccgcgcatga
caggttgact
ggcggagaga
gcggcegecga
ccctatatcg
gcgtatcgee
gtcgaaggag
accgtccggg
gtgctggaaa

gatagcctge

L7~ 1 0% U 5

atagtatcga

cgttacaatc

gctgccggtce
tagaaagtat

caggaagcgc
ccgecctgac
aaagcgtttc
ataacctgct
tgcgctatca
tgagcgeceea
tggcggceggce
aggagcgtcc
atctggagag
tcagegttga
tggcggcaga
ccattacgct
atttcgtggt
atgcatcctc
tgaccggaat
aaatgggggc
acggcatcga

cgctgittge
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cggagccgat
aacatgctac
tccgaatage
gcocgicccag
ggggagctgt
aggaacttcg

ggccatgatg
gttacaaccc
caaccgcgcece
cgacagcgac
gctgtcggac
cggcgogetyg
gctcagcctg
gatcgcgcat
cgatggctat
cggcteggtc
ggagacccgt
ggcgatgatg
gcgggggggy
ggcgtegtac
tgggcgcecac
gcaggtcgaa
tatggatatg
caaagggccyg
ggcggcaatyg
tctgegeatt
ccgcatggec
ccceggttat

tcecgegctaa
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1381 gccgcattag gattttatct gtaaagccgg cgtagacgta cgccggettt

<210> 7

<211>
<212>
<213>

602
ADN

<400> 7

61
121
181

agtgttgccg
ccgcagatcg
cgcctettet
aatcgcaccg
tcctttacct
tgtctcctct
ggcctcgcetyg
tattatacgc
acggcgaaag
atcggatagce
gc

<210> 8

<211>
<212>

<213>

550
ADN

<400> 8

61
121
181
241
301
361
421
481
541

gctaaatcac
tatttttgta
tacagagata
gccaacgtcg
aaatgcctgce
gtaatcaaac
gactggttta
agagtgagta
cagaaccaga

tgataazaaaa

acggtttccg
ccctcggcgg
gaatcgatat
gagtcgagta
gcgcecgetygg
ctattggaac
gacccgcegec
tgtcaccggg
ccgcagagcg

aaaaagccgg

tcctgctggg
ccgtttttagt
ccaataaatc
atttaccgcc
tgtatgaaaa

caacaccggqg

attctgactce ¢

tgcaacttica

gacagccgtt

Edwardsiella ictaluri

tgcggatcgce
cgtcaaagcg
taacctgatyg
aatgccagcce
gcccatctac
ctccgaccct
attccccaac
cgaactgtta
gacgaacccc

cgtacgtcta

Edwardsiella ictaluri

caaacagcgce
tgaacgctgt
tatgcccccce
cgtgccgtat
ttgtttgcecg

cgtactgaca
cacatccagg
gtgcagcgcee
aagggcctgt
ggtaatgacc
gtggatcgga
acgctcageg
cccttgaagg
aaacgattgce

cgccggcettt

tgccatcatg
cactatgcga
atttttatat
tgctggggaa
tcgecggget

atgcgttgaa

2

titggctcaa

gttacggtat

W

fcaccgatg

tcecteeectt
tgcgccgceca
gccagcegceca
gccagcegcect
gggactatcg
aaaacatgtt
acaggcgtgg
tgagggttgce
ctgcactgca

acagataaaa

gccgegette
cgceccacea
caccccaccg
caactccagt
ggggcgagag
tggcatcatc
caaggcaagg
ccggggagtce

ggcagactga

ccaggatcac
gcggaaccaa
gcacgcggta
tgcacagcegt
ccgtcattgt
ggggaatagc
aatacgccgg
gggaaaactg
gggcggtgcea
tcctaatgeg

ctgttaaggg
gcgecttetce
gctgatgccc
ggaagcagca
caggcgggcec
agcittgatt
caaagtaaag
catattcggce

tCcccaaactce
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