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Tóm tắt – Sự phát triển bền vững của
ngành nuôi trồng thủy sản đóng vai trò
rất quan trọng đối với an ninh lương thực
toàn cầu và phúc lợi kinh tế. Tuy nhiên, sự
phát triển đa dạng của các nhóm vi khuẩn
gây bệnh đang đặt ra một thách thức lớn
cho sự phát triển các phương pháp kiểm
soát sinh học bền vững. Những tiến bộ gần
đây trong công nghệ giải trình tự bộ gen
kết hợp với kĩ thuật sinh tin học đang trở
thành một công cụ hiệu quả ứng dụng cho
các nghiên cứu về bệnh thủy sản. Do đó,
việc sử dụng các phương pháp so sánh bộ
gen thường quy sẽ cung cấp thông tin đa
dạng về sự phát sinh loài và xu hướng tiến
hóa có thể của các tác nhân vi sinh gây
bệnh thủy sản, làm sáng tỏ các cơ chế gây
bệnh, cũng như khảo sát các cơ chế lây
truyền mầm bệnh qua các thang dịch tễ
học. Trong phân tích này, chúng tôi tổng
hợp các kết quả và ứng dụng các phương
pháp so sánh genome thao tác trên dữ liệu
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vi khuẩn gây bệnh thủy sản, bao gồm chi
Vibrio và Edwardsiella với mục tiêu hướng
đến các phương pháp phân tích hiện đại
trong kiểm soát bệnh do vi khuẩn trong
nuôi trồng thủy sản ở Việt Nam. Cụ thể,
việc thực hiện so sánh bộ gen của các
nhóm vi khuẩn gây bệnh thủy sản có thể:
(i) xác định lại các chủng vi khuẩn trước
đây đã định danh sai với độ chính xác cao
và phát hiện các phân lập mới có liên quan
đến độc lực gây chết cao; (ii) phát triển
phương pháp thường quy pan-PCR dựa
vào biomarkers có khả năng nhận diện
chính xác các phân lập từ mẫu lâm sàng;
và cuối cùng (iii) phục vụ cho các nghiên
cứu vaccine theo công nghệ vaccine đảo
ngược hướng tới phòng ngừa nhiều bệnh
trên động vật thủy sản.

Từ khóa: bệnh thủy sản, dịch tễ
học, genome, kháng kháng sinh,
phylogenomics.

Abstract – The sustainability of aqua-
culture industry is critical both for
global food security and economic wel-
fare. However, the massive wealth of
pathogenic bacteria poses a key chal-
lenge to the development of a sustain-
able bio-control method. Recent advances
in genome sequencing study combined
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with pan-genome analysis can be an
efficacious management applied to nu-
merous aquatic pathogens. Thus, routine
comparative genome analyses of aquatic
pathogens will deduce the phylogenomic
diversity and possible evolutionary trends
of aquatic bacterial pathogen strains,
elucidate the mechanisms of pathogen-
esis, as well as estimate patterns of
pathogen transmission across epidemio-
logical scales. This study also reviews
comparative pan-genome analysis with a
particular focus on controlling aquatic
diseases, especially for: (i) re-identifying
the previously misidentified strain with
high accuracy and discovering novel iso-
lates that may be associated with high rate
of fish mortalities, (ii) developing rou-
tine pan-PCR based on highly informative
identified genetic targets that are capable
of distinguishing all the clinical isolates,
and finally (iii) studying the multivalent
vaccine following reverse vaccinology to-
wards the prevention of numerous aquatic
animal diseases.

Keywords: antibiotic resistance,
epidemiology, aquaculture diseases,
genome, phylogenomics.

I. DỮ LIỆU TRÌNH TỰ BỘ GEN

PHÂN LẬP TỪ VI KHUẨN THỦY SẢN

Theo các báo cáo gần đây, các nhóm
vi khuẩn gây bệnh được phân lập từ môi
trường thủy sản đang thu hút sự tham gia
của các nghiên cứu sinh tin học. Hai nhóm
vi khuẩn gây bệnh chính đã được xác định
là nguyên nhân gây bệnh cho động vật
thủy sản. Các nhóm vi khuẩn Gram âm
gồm Aeromonas, Edwardsiella, Flavobac-
terium, Francisella, Photobacterium, Pis-
cirickettsia, Pseudomonas, Tenacibacu-

lum, Vibrio, Weisella và Yersinia. Đây là
tác nhân gây bệnh chính đến ngành nuôi
trồng thủy sản. Các vi khuẩn Gram dương
thường được tìm thấy trong bệnh thủy sản
bao gồm các chi: Lactococcus, Streptococ-
cus và Renibacterium salmoninarum, một
thành viên của họ Micrococcaceae [1], [2].
Tác nhân gây bệnh của những vi khuẩn gây
bệnh này được mô tả trong các nghiên cứu
tổng quan gần đây [3], [4]. Khả năng gây
bệnh do vi khuẩn tồn tại trong môi trường
nước độc lập với vật chủ, đặc biệt, khi
nhiệt độ nước tăng. Các vi khuẩn không
triệu chứng này là một phần của hệ vi sinh
vật bình thường (sự cân bằng hệ vi sinh
vật) và có thể xảy ra ở các loài cá nuôi.
Điều này dẫn đến việc theo dõi và quản
lí dịch bệnh rất phức tạp. Hơn nữa, hầu
hết các mối đe dọa và thách thức đối với
sức khỏe và an ninh quốc gia là do các
vi khuẩn gây bệnh kháng kháng sinh gây
ra. Do đó, các hợp chất kháng khuẩn mới
cần phải thường xuyên được thay thế trong
quá trình phát triển hóa trị liệu. Vì vậy, các
chiến lược bền vững để kiểm soát nhiễm
do vi khuẩn cần tập trung vào cả việc giảm
thiểu sự lây lan và tránh các điều kiện
kích hoạt quá trình chuyển đổi gây mất cân
bằng hệ sinh vật [5]. Các phương pháp kết
hợp trong quản lí hoặc tăng cường để bảo
vệ các vật chủ dưới nước cần ưu tiên phát
triển. Ví dụ, việc sử dụng các hợp chất/yếu
tố ức chế sự biểu hiện gene độc lực hoặc
làm gián đoạn các con đường dẫn truyền
tín hiệu của tác nhân gây bệnh sẽ là liệu
pháp bền vững tương lai [6]. Do đó, những
hiểu biết sâu sắc về độc lực và cơ chế phân
tử của tác nhân có khả năng gây bệnh là
thông tin rất quan trọng.

Việc công bố dữ liệu trình tự bộ gen vi
khuẩn có nguồn gốc từ thủy sản đã tạo
ra một cuộc cách mạng và đóng một vai
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trò quan trọng trong việc kiểm soát sự lây
lan của bệnh truyền nhiễm cũng như phát
triển các phương pháp điều trị vi khuẩn
kháng kháng sinh. Trình tự bộ gen đã cho
phép xác định nhanh chóng và chính xác
các tác nhân gây bệnh như A. salmonicida
subsp. salmonicida [7], E. tarda [8] và V.
anguillarum [9], cũng như cung cấp những
hiểu biết sâu sắc về các con đường tiến
hóa và thích nghi với vật chủ. Ngoài ra,
các công cụ so sánh bộ gen có thể phân
biệt mức độ đa dạng của vi khuẩn phân lập
từ các nguồn gốc khác nhau [10]. Do đó,
sự phát triển của công cụ tin sinh học góp
phần quan trọng vào nghiên cứu phân loại,
ví dụ Aeromonas và Vibrio là một chi đặc
biệt thách thức về mặt phân loại với nhiều
tác nhân gây bệnh thủy sản [11], [12].

II. SO SÁNH BỘ GEN CỦA CÁC

LOÀI THUỘC CHI VIBRIO

Holm et al. [13] gần đây đã giải trình tự
bộ gen cho 07 chủng Vibrio anguillarum,
một loại vi khuẩn gây bệnh tụ huyết trùng
(hay Vibriosis) ở các loài thủy sản biển,
bao gồm cá, động vật thân mềm và giáp
xác [14]. Loài gây bệnh này chứa các
cụm gen lặp lại (VAR: Vibrio anguillarum
repeats) rất đa dạng. Các cụm gen này hầu
hết có chức năng không rõ, nhưng cũng
giống như vi khuẩn gây bệnh tả Vibrio
cholera, chúng có thể tham gia vào quá
trình biến đổi cơ chất hoặc tương tác với
các yếu tố độc lực và biến đổi DNA [15].

Để làm sáng tỏ các đặc điểm gây bệnh
của A. veronii 17ISAe, các đồng nghiệp
của chúng tôi gần đây đã tiến hành so sánh
bộ gen của chủng 17ISAe [16]. Chủng này
được phân lập từ cá cảnh bị bệnh nhập
khẩu và mang các gen kháng kháng sinh
(ARG). Các gen này được phân lập bằng

cách sử dụng bộ định danh gen kháng
thuốc thông qua cơ sở dữ liệu về các gen
kháng kháng sinh và phân tích chú giải gen
độc lực dựa trên cơ sở dữ liệu các yếu tố
độc lực (VFDB). Nghiên cứu chỉ ra rằng,
chủng 17ISAe được xác định là nguồn lây
truyền ARG nguy hiểm cho các loài vi
khuẩn “bản địa” vì chúng mang các ARG
khác nhau như class 1 integrons, class 1
transposons và các gen độc lực tích hợp
vào bộ gen của chúng. Rõ ràng, độc lực
và đặc điểm kiểu gen không phải lúc nào
cũng liên quan đến đặc điểm kiểu hình
của các loài gây bệnh như V. anguillarumis
[17].

Độc lực ở V. anguillarumis được định
nghĩa là “đa yếu tố” vì nó không thể được
quy cho một hoặc một vài yếu tố độc lực
[18]. Không có sự khác biệt về số lượng
gen mã hóa các sản phẩm liên quan đến
hệ thống “virulence, disease and defence”
trong phân tích RAST, một công cụ chú
giải chức năng gen, được phát hiện ra
các chủng vi khuẩn gây độc hoặc không
độc lực của 15 loài Vibrio anguillarum.
Tuy nhiên, một số khác biệt được tìm
thấy khi so sánh bộ gen của các chủng
V. anguillarum, bao gồm các gen mã hóa
cho các sản phẩm của hệ thống bơm đẩy
đa kháng thuốc (43 – 47 trong số 65 –
73 gen thuộc về “độc lực, gây bệnh và hệ
phòng thủ”) và các gen thuộc hệ thống
phụ “toxins and super antigens”. Những
gen này phù hợp với các phát hiện liên
quan đến sự kháng kháng sinh phổ rộng
của các chủng V. anguillarum [14]. Việc
so sánh bộ gen cho thấy rằng, cả hai
chủng V. anguillarum độc lực (CNEVA
NB11008 avir, VIB113 vir và JLL143 vir)
và không độc lực (VIB12avir) đều mang
các gen liên quan đến việc hấp thu và sử
dụng nhân heme. Do đó, sự hiện diện của
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các gen độc lực đặc hiệu có thể không
giải thích cho độc lực ở một số chủng V.
anguillarum [18]. So sánh bộ gen có vai
trò rất quan trọng trong việc làm sáng tỏ
sự hiện diện/vắng mặt của các gen trong
các chủng phân tích. Cách tiếp cận này
cũng có thể giúp phân biệt giữa các đặc
điểm kiểu hình và kiểu gen của các chủng
gây bệnh, cho phép hiểu sâu hơn về cơ
chế độc lực và sự biểu hiện của các gen
tương ứng thông qua phiên mã, di truyền
học biểu sinh về sự tương tác giữa vật chủ
và tác nhân gây bệnh hoặc hiểu rõ vùng
khởi động của chúng.

III. ỨNG DỤNG SO SÁNH BỘ GEN

EDWARSIELLA: PHÁT HIỆN NHANH

VÀ SẢN XUẤT VACCINE
Dựa trên kết quả phân tách các nhóm

gen trong phân tích pan-genome (như
Hình 1), các chú thích chức năng gen mục
tiêu có thể được phân tích riêng với cơ
sở dữ liệu về độc lực (Virulence Factors
Database – VFDB), nhóm chức năng gen
(Clusters of Orthologous Groups – COG),
con đường chuyển hóa (Kyoto Encyclope-
dia of Genes and Genomes – KEGG) và
kháng kháng sinh (Antibiotic Resistance
Genes Database – ARGB). Ngoài ra, các
nhóm gen phân tách có thể được sử dụng
cho các phân tích về cấu trúc protein sản
phẩm như bề mặt tế bào (SEP), bao gồm
các protein màng ngoài và protein ngoại
bào. Các gen dự đoán này đóng vai trò là
vaccine ứng cử viên trong mô hình động
vật (được gọi là vaccine đảo ngược) [19].
Trong nuôi trồng thủy sản, SEPs từ tác
nhân gây bệnh bao gồm một số yếu tố độc
lực chính đóng vai trò quan trọng trong
quá trình phát sinh bệnh của vi khuẩn
và phản ứng miễn dịch của vật chủ. Ví

dụ, sự biểu hiện của esa1 từ Edwardsiella
tarda, một kháng nguyên bề mặt giống
D15, trong mô hình cá bơn Nhật Bản kích
thích sự biểu hiện của một loạt gen liên
quan đến cả khả năng miễn dịch tự nhiên
và đặc hiệu, cũng như tăng cao khả năng
sống của cá và tạo ra các kháng thể đặc
hiệu trong huyết thanh [20], [21]. Tiêm
vaccine có thành phần SEPs có tác dụng
bảo vệ chống lại nhiễm A. hydrophila
[22], [23], Flavobacterium columnare
[24], [25], Pseudomonas putida [26], và
Edwardsiellosis [27] - [29]. Nghiên cứu
gần đây của Zeng et al. [30] đã triển khai
kết hợp so sánh hệ gen để sàng lọc các gen
SEPs từ 17 chủng Leptospira đại diện cho
các kiểu huyết thanh dịch tễ từ khắp nơi
trên thế giới. Kết quả xác định được 118
kháng nguyên ứng viên mới cùng với một
số kháng nguyên protein màng ngoài và
lipoprotein đã biết. Với sự gia tăng nhanh
chóng về số lượng trình tự bộ gen của các
tác nhân gây bệnh thủy sản, chúng sẽ cho
phép các nhà nghiên cứu phát triển các quy
trình kiểm soát nhiễm khuẩn nhằm phản
ứng nhanh với dịch bệnh. Cụ thể, so sánh
hệ gen kết hợp thực hiện công nghệ phát
triển vaccine là một xu hướng tiềm năng
để nghiên cứu vi khuẩn gây bệnh thủy sản,
cải thiện hiệu quả phòng bệnh của các
vaccine trên cá nuôi thông qua việc phản
ứng chéo với các kiểu huyết thanh khác
nhau của tác nhân gây bệnh và ngăn chặn
sự bùng phát dịch bệnh khi kết hợp thực
hiện phân tích bộ gen.
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Hình 1: Hình biểu diễn kết quả so sánh

hệ gen của các loài trong chi Edwardsiella

(A) và các gene lõi tách ra từ kết quả phân

tích so sánh hệ gen (B)

Hơn nữa, việc phân tích sự đa hình của
các gen phân tán giữa các chủng khảo
sát (ví dụ Edwardsiella, Hình 1) sẽ cung
cấp thông tin rất có giá trị về các biện
pháp kiểm soát đặc hiệu của loài đối với
bệnh. Ví dụ, sự hiện diện/vắng mặt của gen
(khung trắng trong Hình 2A) có thể chỉ
ra những dữ liệu phân tử cho các phương
pháp định danh chính xác tác nhân gây
bệnh, đặc biệt trong phân biệt các loài mới
(E. tarda [31], [32]). Trong các phân tích
tiếp theo, sự kết hợp giữa định danh theo
kiểu hình, kiểu huyết thanh bằng kháng
huyết thanh và sự khác biệt về các gen
thành phần bằng các phân tích bổ sung như
phân tích KEGG/COG, VFDB, ARG và
hệ thống RAST sẽ giúp tìm ra những hiểu
biết mới về sự tiến hóa của quá trình phát
sinh bệnh cũng như khảo sát các mục tiêu
đặc hiệu trong phát triển thuốc theo loài
gây bệnh. Cuối cùng, một phương pháp
PCR thường quy sử dụng các mục tiêu di
truyền tính phân biệt cao (pan-PCR) được
xác định qua phân tích tính đa hình của
gen phân tán [33]. Đây sẽ là một công cụ
thường xuyên và hiệu quả trong phòng thí
nghiệm chẩn đoán bệnh thủy sản.
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