KHOA HOC CONG NGHE

ANH HUONG CUA MOT sO YEU TO MOI TRUONG DEN
KHA NANG GAY BENH CUA TILAPIA LAKE VIRUS (TILV)
VA BONG HOC BAI THAI VIRUS O CA NHIEM BENH
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TOM TAT

Nghién ctru dugc thuc hién nham danh gia mic do man cam ctia ca ro phi giai doan wong giong
doi voi Tilapia Lake virus, danh gia sy anh hudng cia nhiét 3o va do man doi voi kha niang gay
bénh, dong thoi xac dinh dong hoc bai thai virus. Sau khi gay nhiém 17 ngay, ty 1é t& vong tich
lity ctia ca bot, ca huong, ca giong dat cuc dai; sau 21 ngay, ty 1é tr vong tich liy trung binh cta ca
& cac do tudi nay lan luot 1a 100%, 96,5% va 74%. O diéu kién nhiét do la 22°C, 25°C, 27°C, 30°C,
32°C va @6 man 1a 3 ppt, 5 ppt, ty 1é song sét clia c4 giong sau 30 ngay thi nghiém & nguong nhiét
do 22°C va 32°C giam 2,2-2,3 lan so v6i cac nguong nhiét do 1a 25°C, 27°C, 30°C; stress nhiét do da
lam suy gidm kha nang chéng chiu ctia ca doéi véi tac nhan gay bénh. Pong hoc bai thai cia
chung TiLV ND38 tir c4 nhiém bénh vao moi truong nuodc dugc xac dinh trong 30 ngay, ARN cta
virus duoc phat hién bing RT-qPCR sau khi gay nhiém 3-16 ngay; néng do6 virus cao nhat duoc
phat hién trong khoang 6-8 ngdy sau gay nhiém, voi gia tri log10 tuong tmg 1a 4,35, 5,15 va 4,8
(twong duong voi 2,26 x 104 1,41 x 105, 6,28 x 10° ban sao ARN/Iit nudc); sau d6 mat do virus
giam dan va & dudi nguong duoc phat hién thay tir ngay thit 17 sau khi gay nhiém. Cac két qua
thu duoc budc dau 1a can ctr dé xac dinh dac diém dich té ctia bénh, tir @6 tién hanh cac nghién
cttu nhiam dua ra cac giai phap phong bénh phu hop.

Tit khoa: Tilapia Lake virus, cd ro phi, man cam, nhiét do, do man, gy nhiém, bai thai virus.

1. DAT VAN BE

Bénh do Tilapia Lake virus (TiLV) con duoc
goi la bénh viém gan hop bao & ca ro6 phi
(Syncytial Hepatitis of Tilapia - SHT) 1a bénh mdi
duoc phat hién tir nam 2013, 2014 & Ecuador va
Israel [1, 2]. Trong ty nhién, bénh nay la can
nguyén gay tir vong & ca r6 phi lén dén 9,2 - 90%,
ca giong va ca con dé bi anh huéng bdi virus hon
ca l6n [1, 3, 4, 5]. Khong giong nhu cac bénh do
virus khac & ca ro phi, TiLV duong nhu dang lan
truyén rong rai va do d6 cé thé cé mat & nhiéu
quoéc gia mac du chua duoc bdo cao [4]. V6i nhan
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dinh do, FAO (2017) da du bao vé su lay lan cta
bénh do virus ndy & 43 qudc gia trén toan thé gioi,
trong do6 co6 Viet Nam [6].

O Viét Nam, can ctt vao canh bao cia FAO,
ngay 3/10/2017, B6 Nong nghiép va PTNT da
phoi hop voi FAO t6 chitc Hoi nghi phong, chong
bénh do TiLV gy ra trén ca ro phi, hoi nghi da
khang dinh nguy co xuat hién, luu hanh TiLV tai
mot so tinh nudi ca ro phi 1a rat cao [7]. Sau do, dé
chit dong tng phé nguy co dich bénh do TiLV
bung phat, han ché t6i da tac dong tiéu cuc dén
tinh hinh san xuat, nuoi ca ro phi tiéu thu trong
nudc va xuat khdu, ngay 20/10/2017, Bo6 Nong
nghiép va PTNT da c6 van ban chi dao vé viéc ap
dung cac bién phap cap bach phong, chéng dich
bénh méi do TiLV gay ra trén ca ro phi [8].

Nam 2022, da phan lap duoc TiLV trong mau
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¢4 ro phi tr nhién va buoc dau xac dinh duoc LDy,
ctia chting virus nay trén ca giong 1a 10**" [9]. Dé
c6 co s khoa hoc trong cong tac giam sat bénh,
nghién cttu nay duoc thuc hién nham xac dinh anh
huong cta tudi ca, nhiét do, do0 man cta moi
truong dén kha niang gay bénh ctia TiLV va danh
gia su bai thai virus tir ca ro phi nhiém bénh.

2. B0I TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. Dai tugng nghién ctiu

Ca ro phi van (Oreochromis niloticus) & cac
giai doan wong giong, sach bénh duoc dit mua tai
Trung tam Quéc gia Giong thiy san mién Bac.

Chung TiLV ND38 phan lap tir mau cé ro phi
tu nhién, duoc luu gitr tai Phong thi nghiém Cong
nghé sinh hoc, Truong Pai hoc Mé Ha Noi.

2.2. Phuong phap nghién ctu
2.2.1. Phuong phap nuoi cay t€ bao

Dong té bao E-11 (Sigma, Aldrich) duoc nuoi
cdy trong moi truong Leibovitz L15 b sung 10%
huyét thanh bao thai be, 0,1% L-glutamine-
penicillin —streptomycin (Invitrogen). T€ bao duoc
nudi trong chai nhua c6 nat vin dung tich 25 cm?
cho dén khi té bao moc thanh mot 16p réi thuc
hién nuéi cdy ching TiLV ND38. Nuoi té€ bao &
28°C, hang ngay bé sung moi truong nudi ciy té
bao va quan sat hiéu tng huy hoai té bao
(cytopathic effects - CPE).

2.2.2. Phuong phap kiém tra mo bénh hoc

Mau gan, lach c4 nhiém TiLV duoc cit thanh
cac lat c6 do day 3-5 pm bang thiét bi cét lanh roi
duoc c6 dinh lén phién kinh bang con tuyét doi
97% trong 20 giay. Nhuom mau bang dung dich
hematoxylin va eosin. Mau bénh phidm duoc quan
sat bang kinh hién vi quang hoc & do phong dai
40x.

2.2.3. Phuong phap RT-qPCR

Trong s6 10 phan doan cta b gen ctia TiLV,
phan doan 9 duoc bao cao 1a co ty lé dong nhat
twong doi cao (97,44 - 99,15%) & cac chiing TiLV co
nguédn goc khac nhau [10]. Cac doan mdi st dung

bao gom TiLV-F (5-CTAGAC AAT GTT TTC GAT
CCA G-3), TiLV-R (5-TTC TGT GTC AGT AAT
CTT GAC AG-3) va mau do TiLV-P (5-6-FAM-
TGC CGC CGC AGC ACA AGC TCC A-BHQ-1-3)
[11]. Thanh phan trong 20 ul ctia phan tng TiLV
RT-qPCR bao gém 0,9 pM ctia mbi mdi TiLV-F,
TiLV-R, 0,25 pM TiLV-P 1X, 4 pl mau ARN cuda
TiLV, 5 ul RT-qPCR mix 4x, 8 ul nu6c cip phan tix
(molecular-grade water). Chu trinh nhiét bao gém
sao chép nguoc & 50°C trong 10 phut, budc bién
tinh ban dau & 95°C trong 1 phut, 40 chu ky 95°C
trong 10 giay va 58°C trong 30 giay.

234 Pdnh gid anh hudng cia do man cam
clia ca doi voi TiLV ¢ giai doan uong giong

Ca ¢ giai doan ca bot (0,5 - 0,7 cm), ca huong
(2,0-2,5 cm), ca giong (5 -6 cm) duoc bo tri ngau
nhién vao cac bé nhua dung tich 500 lit, méi bé
200 con, nhiet do duy tri & nguong t6i uu cho ca ro
phi 1a 27 - 30°C, ca cho an thitc an phu hop, theo
nhu ciu. Ca duwoc gay nhiém voéi TiLV bing
phuong phap ngam, liéu 2 LDs,/ml, méi ml dich
virus duoc gay nhiém cho 10 con c4, thoi gian gay
nhiém 120 phat, trong cung diéu kién nhiet do,
trong cac bé co suc khi. Theo doi thi nghiém trong
vong 21 ngay, hang ngay vét bo so ca chét dé kiém
tra ngau nhién TiLV bing RT-PCR va mé bénh
hoc, dong thoi, xac dinh ty 1é chét tich liy. Bé doi
chtmg am duoc nuoi voi diéu kién nhw trén nhung
khong gay nhiém v6i TiLV.

2.3.5. Danh gid dnh huong cua nhiét do, do
man doi vor kha nang gdy bénh cua TiLV

Ca giong duoc bo tri ngau nhién trong cac bé
duoc duy tri & cac muc nhiet do 22°C, 25°C, 27°C,
30°C, 32°C, nhiét do duoc theo doi hang ngay va
diéu chinh theo cac muic da thiét 1ap cho thi
nghiém; d6 min 1a 3 ppt va 5 ppt, cac bé thi
nghiém déu c6 heé thong loc nudc tuan hoan va suc
khi va cho an 2 1an/ngay tuy theo nhu cau an cta
c4, thuc an thira duoc vot ra khoi bé sau khi cho an
sau 30 phut. Nuoéi thuan ca trong bé trong 10 ngay
dé thich nghi véi cac diéu kién thi nghiém. Ca
trong cac bé thi nghiém duoc gay nhiém voi diéu
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kién nhue mo ta & muc 2.2.4. Thoi gian theo doi thi
nghiém 1a 30 ngay, hing ngay, vot bd so ca chét dé
kiém tra ngau nhién TiLV bang phuong phap RT-
PCR, moé bénh hoc va tinh toan ty 1é s6ng sét sau
moi ngay.

3. KET QUA NGHIEN CUU VA THAO LUAN

3.1. Két qua xac dinh mirc 46 min cam clia ca
r6 phi & cac giai doan ca bot, ca huong, ci giong
voi TiILV

Nghién cttu ctia Roy va cs (2021) vé mic do
man cam vé6i TiLV & cac nhéom ca c6 khéi luong 5
g, 25 g, 65 g cho két qua la nhom ca 5 g c6 ty 1 tir
vong cao hon, cac dau hiéu lam sang tram trong

100.00

=
=
= 80,00
=
=
- 60,00

40.00

H
HA W

20.00 - X
T 1

_{
L
v
&
-
Fi-

i s < . .
0.00 P :xl_ B Gui. e e ——t +
> 3 4 s 6 7 8

hon so voi ca co khoi luong 25 g va 65 g [12]. Bao
cao ctia Kumar va cs (2018) vé két qua diéu tra &
mot 6 dich nhiém TiLV ty nhién cho thdy, ca r6 phi
c6 khoi luong 10 g c6 ty 1é tir vong 1a 80%, trong khi
d6 ca ro phi c6 khai luong 120 g ¢6 ty 1é tir vong 1a
50% [13]. Nhu vay, cac cong bo ké trén déu da dua
ra két qua rang ca ro phi cé khoi luong nhé man
cam hon v6i TiLV so voéi ca c6 khéi lugng 16n hon.
T nhing phan tich nay, da lea chon ca r6 phi &
cac giai doan ca bot, ca huong, ca gidng dé thuc
hién x4ac dinh mic d6 man cam d6i véi ching TiLV
ND38 da duoc phan lap. Két qua duoc thé hién
trong hinh 1.
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Hinh 1. Ty 1é tit vong tich lity ciia ca thi nghiém sau khi gay nhiém véi chiing TiLV ND38

Sau 2 ngay gay nhiém TiLV, c4 & ca 3 nhom thi
nghiém déu bat dau xuat hién cac dau hiéu lam
sang nhu tho o, chan 4n, van dong giam, nam tap
trung dudi day bé. Sau 3 ngay, cac dau hiéu lam
sang nghiém trong hon, bao gom 16i mat, xuat
huyét da, bong vay, thi€u mau, x6i mon vay va
truéng bung. S6 luong ca tir vong hang ngay tang
manh tir ngay th 3-10 sau khi gay nhiém, sau do6
giam dan, ty lé t& vong tich liy dat cuc dai sau 17
ngay gay nhiém. Khi két thuc thi nghiém, ty le t&
vong tich liy trung binh ctia ca bot, ca huong, ca
giong lan luot 1a 100%, 96,5% va 74% (Hinh 1).
Khong c6 truong hop tit vong hodc dau hiéu nhiém
TiLV nao duoc ghi nhan & ca & bé doi ching am &
ca 3 nhom tudi tai bat ky thoi diém nao trong qua
trinh nghién ctu.

Theo bao cdo cua Behera va cs (2021), ca ro
phi gay bénh thuc nghiém véi TiLV cé ty 1é tt vong
cao, trén 50% [14], trong khi d6, Nicholson va cs
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(2020) dua ra két qua, trong diéu kien lay nhiém tu
nhién, TiLV cé thé gay ra ty lé tt vong tit 5 - 90%
tuy thuoc vao nhiéu yéu to, c6 thé do dong nhiém
v0i cac tac nhan gay bénh khac hoac lién quan dén
an toan sinh hoc trang trai [15]. So sanh véi cac sO
lieu da cong bo trude day, két qua nghién ctru nay
buéc dau khang dinh ring, ching TiLV ND38 gay
ty 1é chét cao cho ca ¢ giai doan wong giong.

Kiém tra mo bénh hoc ctia gan va lach ca tir
vong sau khi gay nhiém chung TiLV ND38 cho
thdy, bénh tich xuat hién trong gan va than ca c6
cac dic diém dién hinh cta bénh do TiLV gay ra
v6i sy hinh thanh cac hop bao trong gan va cac
trung tam dai thuc bao hic t6 (melanomacrophage
center) & lach (Hinh 2). Két qua nay phu hop véi
bao cao ctia del-Pozo va cs (2016) vé sy hinh thanh
cac hop bao trong gan va su gia tang caic MMC &
lach ctia ca nhiém TiLV [16].
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Hinh 2. Hinh 4nh mé6 bénh hoc clia c4 gay nhiém TiLV ND38
Ghi chi: A: gan cd nhiém TiLV voi cdc hop bao chita 4-10 t€ bao, B: lich c4 nhiém TiLV vdi sur gia
tang cac MMC.
3.2. Anh huéng ctia nhiét @ va @6 min dén  két hop ctia nhiét do va do man dén kha nang gay
kha nang lay nhiém ctia TiLV bénh cta TiLV & ca ro phi giong. Két qua duoc
Dé d@anh gia mirc @60 anh hudng cta TiLV d6i  trinh bay trong céac hinh 3-8.
véi ca ro phi nuoéi tha, da xac dinh sy anh huong
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Hinh 3. Ty 1é s6ng s6t ctia ca nhiém TiLV Hinh 4. Ty 1 s6ng sét ctia ca nhiém TiLV
& diéu kién 22°C, @6 min 3 ppt (1) va 5 ppt (2) & diéu kién 25°C, d6 min 3 ppt (3) va 5 ppt (4)
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Hinh 5. Ty 1é s6ng so6t cia ca nhiém TiLV

& diéu kién 27°C, d6 min 3 ppt (5) va 5 ppt (6)
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Hinh 7. Ty lé song sot ctia ca nhiém TiLV
& diéu kien 33°C, @6 min 3 ppt (9) va 5 ppt (10)
Két qua thi nghiém chi ra rang, cac nong do
mudi 30 ppt va 50 ppt khong anh huéng nhiéu dén
kha ning nhiém bénh & ca thi nghiém, trong khi
d6, nhiet do lai c6 anh hudng dang ké dén ty lé
nhiém beénh. O diéu kién 22°C, cA man cam hon ca
doi voi TiLV so voi cac muc nhieét do thi nghiém
con lai, ty 1& ca song sét sau 30 ngay thi nghiém
tuong tng v6i do man 30 ppt va 50 ppt 1a 11,5% va
11%, trong khi d6, & cac diéu kién 27°C va 30°C, ty
1é c4 song sot dat 25,5%, 26% va 27%, 26,5%; & diéu
kieén 32°C, ty 1é c4 song sot ciing gidm manh, con
16,5% va 14,5% (Hinh 8). Két thdac qua trinh thi
nghiém, ty 1é c4 song sot & cac mirc nhiét do 1a
22°C va 32°C, giam 2,2-2,3 lan so v6i & cac mic
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Hinh 6. Ty 1 s6ng sét ctia ca nhiém TiLV
& diéu kién 30°C, do min 3 ppt (7) va 5 ppt (8)

35.00 m3ppt m5 ppt
30.00 s
25.00
20.00 [
15.00

10.00

5.00

22 25 27 30 32

m3ppt 11.50 20.00 2550 27.00 16.50
m5ppt 11.00 1900 26.00 26.50 14.50

Hinh 8. Ty 1& song sot ciia ca nhiém TiLV sau 30
ngay & cac diéu kién thi nghiém
25°C, 27°C va 30°C. Diéu nay co thé dugc giai thich
boi tac dong cuia stress nhiét d6 da lam suy giam
kha nang chéng chiu cta ca déi voi tac nhan gay
bénh.

Cac két qua thu duoc trong thi nghiém nay
tuong tw voi cong bo cta Diegane va cs (2007),
theo do ca ro phi noéi chung va ca ré phi van noi
rieng thich nghi tot nhat & trong khoang nhiét do
tir 23-31°C, muc nhiét do6 cao hon hoic thap hon &
nguong nhiét do thich nghi déu gay su suy giam
clia cac yéu to mién dich khong dac hiéu nhu tdng
s6 té bao bach cau, hoat dong dai thuc bao, chi so
dai thuce bao, hoat tinh lysozyme [17].
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Trong qua trinh theo déi, ca & tat ca cac bé thi
nghiém déu bat dau chét & ngay tht hai, sau do
tang dan va dat muc cao nhat & ngay thit 812, s6
luong ca chét trong khoang thoi gian nay chiém
khoang 20%/ngay & cac bé thi nghiém; sau do, so
luong ca chét gidam manh ké tir ngay th 16 voi ty
lé con 1-2%/ngay.

6.00
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3.3. Pong hoc bai thai virus

Két qua nghién ctru dong hoc bai thai TiLV &
ca thi nghiém duoc thuc hién bang phuong phap
RT-gPCR v6i mau nudéc nudi ca duoc trinh bay
trong hinh 9.

Ngay

Hinh 9. Két qua kiém tra bai thai virus & ca gay nhiém véi TiLV

Két qua trong hinh 9 cho thay, virus duoc bai
thai trong khoang thoi gian tir ngay thit 3 dén ngay
thir 16 sau khi gay nhiém. Nong do virus cao nhat
duoc phat hién trong khoang 6 - 8 ngay sau gay
nhiém véi log10 1a 4,35, 5,15 va 4,8 (twong duong
voi 2,26 x 10, 1,41 x 10°, 6,28 x 10°ban sao ARN/Iit
nuoc); sau d6 mat do virus gidm dan va & dudi
nguong duoc phat hién thay tir ngay thit 17 sau khi
gay nhiém.

C6 nhiéu nghién ciu truoc day vé dong hoc
bai thai virus & cad nhiém bénh. Nghién ctiu cta
Daniel va cs (2022) vé dong hoc bai thai virus gay
bénh hoai t&¢ co quan tao mau (Infectious
Hematopoietic Necrosis Virus -IHNV) & c4 hoéi
Chinook da chi ra rang, ca bai thai virus sau 2-3
ngay nhiém bénh, sau d6 mat do virus gidm nhanh
duéi nguong phat hién sau 7 ngay gay nhiém,
cuong do bai thai virus phu thudc vao ching gay
bénh va muia mac bénh [18]. Déi véi TiLV, nghién
ctru ctia Taengphu va cs (2021) da bao cdo vé nong
do TiLV trong mau nudc & cac 1ong nuoéi trén song
va ao ¢6 ca nhiém bénh tu nhién, tai luong virus
tuong tmg 8,5 x 10° - 2,79 x 10* ban sao ARN/Ilit

nuéc va 4,29 x 10% 3,53 x 10°ban sao ARN/lit nuéc
[19]; mau nudc c6 tai luong virus cao hon duoc
quan sat thdy trong cac 6 bénh dang bung phat. So
vOi cac cong bo truoc day, két qua thu duoc vé
dong luc hoc bai thai virus cta ca nhiém TiLV
trong nghién ctru nay cho thdy, duong nhu ching
TiLV ND38 bai thai cham hon so véi IHNV; cuong
do bai thai cua ching virus nay & ci ré6 phi gay
nhiém cao hon so véi ca nhiém bénh trong diéu
kién ty nhién.
4. KET LUAN VA KIEN NGHI

Nghién ctru nay da xac dinh duoc mitc d6 man
cam cla ca ro phi & giai doan wong giéng doi voi
TiLV, anh huéng ctia nhiét do va do man dén muc
d6 man cam cua ca giong doi voi virus nay; dong
thoi xac dinh duoc dong hoc cta qua trinh bai thai
virus tir cd gay nhiém ching TiLV Nb38. Tuy
nhién, can tiép tuc nghién ctu vé dich té bénh, tir
d6 @é xuat cac gidi phap phong bénh phu hop.
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IMPACT OF SOME ENVIRONMENTAL FACTORS FOR THE PATHOGENICITY BY
TILAPIA LAKE VIRUS AND SHEDDING KINETIC FROM INFECTED FISH

Pham Thi Tam!, Le Minh Hai?, Nguyen Thi Thu Hien'

Bui Thi Hai Hoa!, Nguyen Thi Trung®

!Hanoi Open University

“Vinh University

*Vietnam Academy of Science and Technology
Summary

This study was conducted to evaluate the susceptibility of tilapia in the nursery stage to tilapia
lake virus, to assess the influence of temperature and salinity on pathogenicity, and to determine
kinetics of virus shedding. After 17 dpi, the cumulative mortality of juvenli, fry and fingerlings
reached the maximum, after 21 dpi, the average cumulative mortality of fry, fry, and fingerlings,
respectively, was 100%, 96.5% and 74%. At the temperature conditions of 22°C, 25°C, 27°C, 30°C,
32°C and salinity of 3 ppt and 5ppt, the survival rate of fingerlings after 30 dpi at the temperature
threshold of 22°C and 32°C decreased by 2.2-2.3 times compared with the temperature thresholds
of 25°C, 27°C and 30°C, temperature stress has reduced the resistance able of fish to pathogens.
The shedding kinetics of strain TiLV ND38 from infected fish into the aquatic environment was
determined in 30 days, by RT-qPCR, viral ARN was detected during 3-16 dpi; the highest viral
concentrations were detected between 6-8 dpi with log10 value of 4.35, 5.15 and 4.8 (equipvalent
to 2,26 x 10%, 1,41 x 105, 6,28 x 10° ARN copies/litter of water), respectively. From 17 dpi, the
virus load gradually decreased and was below the detection threshold. The obtained results are
initially the basis for determining the epidemiology of the disease, from which to continue to
research and propose appropriate prevention solutions.

Keywords: 7ilapia Lake virus, tilapia, susceptibility, temperature, salinity, infected, virus
shedding.
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