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Tóm tắt: 

Nghiên cứu “Phát hiện Francisella noatunensis subsp. orientalis trên cá rô phi 

(Oreochromis sp.) nuôi ở miền Bắc Việt Nam” được thực hiện trong tháng 3/2025, 

khi nhiệt độ nước nuôi thủy sản tại miền Bắc phổ biến từ 22 đến 24oC. Cá rô phi và 

cá điêu hồng nuôi tại Bắc Ninh và Hải Dương (trước sáp nhập) ghi nhận các biểu 

hiện bệnh lý như lồi mắt, xuất huyết thân và đốm trắng ở thận, lách. Các dấu hiệu 

này, cùng điều kiện nhiệt độ (22-24oC), phù hợp với các mô tả về bệnh do Francisella 

noatunensis subsp. orientalis (Fno) gây ra. Nghiên cứu đã tiến hành phân lập vi 

khuẩn bằng nuôi cấy trên môi trường modified Thayer-Martin agar và cysteine 

heart agar bổ sung máu bò. Các khuẩn lạc nghi ngờ được kiểm tra bằng kỹ thuật 

duplex PCR với 2 cặp mồi đặc hiệu (F11/R5, FnoF1/FnoR1) và giải trình tự 16S 

rRNA so sánh với các trình tự trong Ngân hàng dữ liệu NCBI bằng công cụ BLAST. 

Kết quả cho thấy, khuẩn lạc đặc trưng của Fno xuất hiện sau 5-7 ngày ủ ở nhiệt độ 

25-26oC; toàn bộ 8/8 mẫu nghi ngờ đều dương tính với Fno bằng duplex PCR, với 

hai băng khuếch đại 1140 và 203 bp. Phân tích trình tự 16S rRNA xác nhận độ tương 

đồng 100% với các chủng Fno tham chiếu, đồng thời thí nghiệm gây nhiễm đã xác 

định Fno trong mô thận và chứng minh khả năng gây chết nhanh trên cá rô phi với 

liều 107-108 CFU/ml. 

Từ khóa: cá rô phi, duplex PCR, Francisella noatunensis subsp. orientalis, giải trình 

tự 16S rRNA. 
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Abstract: 

The study was conducted in March 2025, when water temperatures ranged from 22 

to 24°C. Tilapia and red tilapia cultured in Bac Ninh and Hai Duong (prior to the 

merger) exhibited clinical signs including popeyes, body hemorrhages, and white 

spots in the kidney and spleen. These clinical signs, along with the environmental 

conditions (22-24°C), were consistent with previously reported descriptions of 

infection caused by Francisella noatunensis subsp. orientalis (Fno). The bacterium 

was isolated using culture methods on modified Thayer-Martin agar and cysteine 

heart agar supplemented with bovine haemoglobin. Suspected colonies were further 

analysed using duplex PCR with two specific primer pairs (F11/R5 and 

FnoF1/FnoR1), and 16S rRNA gene sequencing was performed and compared to 

sequences in the NCBI database using the BLAST tool. Results showed that 

characteristic colonies of Fno emerged after 5-7 days of incubation at 25-26°C. All 

08 suspected samples were tested positive for Fno by duplex PCR, displaying two 

distinct amplicons of 1140 and 203 bp. The 16S rRNA sequence analysis confirmed 

100% identity with reference strains of Fno and the challenge experiment confirmed 

the presence of Fno in kidney tissue and demonstrated its rapid lethality in Nile 

tilapia at a dose of 10⁷-10⁸ CFU/ml. 

Keywords: duplex PCR, Francisella noatunensis subsp. orientalis, Tilapia, 16S rRNA 

sequencing. 

Classification numbers: 1.6, 4.5, 4.6 

 

1. Đặt vấn đề 

Trên toàn cầu, sản lượng cá rô phi đã tăng từ 1,87 triệu tấn (năm 2000) lên 6,88 

triệu tấn (năm 2018), trong đó châu Á và châu Phi là hai khu vực sản xuất chính, lần lượt 

chiếm 63,1 và 26,29% tổng sản lượng [1]. Tuy nhiên đến năm 2022, sản lượng cá rô phi 

giảm đạt 5,3 triệu tấn [2]. Các quốc gia sản xuất hàng đầu gồm: Trung Quốc (23,61%), 

Indonesia (18,76%), Ai Cập (17,04%), Bangladesh (5,01%), Brazil (4,94%), Philippines 

(4,67%), Việt Nam (3,78%), Thái Lan (3,40%) và Mexico (2,76%). Chỉ tính riêng Việt 

Nam, năm 2023, sản lượng cá rô phi đạt khoảng 270.000 tấn, tăng 3,8% so với năm 2022, 

với diện tích nuôi khoảng 30.000 ha [3]. Mục tiêu đến năm 2030 là mở rộng diện tích nuôi 

lên 40.000 ha, nâng thể tích lồng nuôi lên 1,8 triệu m³ và đạt sản lượng 400.000 tấn, trong 

đó 45-50% dành cho xuất khẩu [4]. Tuy nhiên trong quá trình nuôi, dịch bệnh là một trong 

số yếu tố ảnh hưởng đến sản lượng cá, trong số đó đã ghi nhận một số tác nhân như 

Streptococus agalactiae, Aeromonas hydrophila, F. columnare, E. ictaluri [5, 6]. 

Vi khuẩn Francisella noatunensis bao gồm hai phân loài: Francisella noatunensis 

subsp. orientalis (Fno) và Francisella noatunensis subsp. noatunensis (Fnn). Đây là vi 

khuẩn gram âm, không di động, có khả năng sống nội bào tùy ý, thuộc họ Francisellaceae 

trong lớp Gammaproteobacteria [7]. Chúng là tác nhân gây bệnh Francisellosis, một bệnh 

u hạt mãn tính ảnh hưởng đến nhiều loài cá nuôi [7]. Phân loài Fno ảnh hưởng đến cá 

nước ấm và đã được báo cáo rộng rãi trong ngành nuôi cá rô phi trên toàn thế giới [8]. 

Các trường hợp nhiễm bệnh đầu tiên được ghi nhận tại Đài Loan (Trung Quốc) năm 1992 

[9], tiếp theo là Hawai năm 1994 [10] và nhiều khu vực khác như Florida, California, 

Nam Carolina (Mỹ) năm 2004 [11], Costa Rica năm 2006 [12], Indonesia năm 2007 [13], 
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Anh năm 2010 [14], Thái Lan năm 2013 [15] và gần đây nhất là Trung Quốc năm 2023 

[16]. Trong khi đó, Fnn chủ yếu gây bệnh trên các loài cá nước lạnh, đặc biệt là cá tuyết 

Đại Tây Dương, với các ca bệnh đã được ghi nhận tại Na Uy [13].  

Tại miền Bắc Việt Nam, trong vài năm gần đây thực tế khi nhóm nghiên cứu thực 

hiện hoạt động quan trắc vùng nuôi cá rô phi tập trung nhận thấy, khi nhiệt độ dao động 

từ 20 đến 26°C, cá rô phi có biểu hiện bệnh lý như lồi mắt, đốm trắng ở thận và lách, kèm 

theo tỷ lệ chết đáng kể. Những dấu hiệu đặc trưng này trùng khớp với các triệu chứng do 

vi khuẩn Fno gây ra ở cá rô phi, đã được nhiều nghiên cứu quốc tế ghi nhận. Do đó, nghiên 

cứu này được thực hiện nhằm xác định sự hiện diện của Fno trên cá rô phi nuôi tại các 

tỉnh phía Bắc Việt Nam. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Thời gian, địa điểm và phương pháp nghiên cứu 

Nghiên cứu được thực hiện vào tháng 3/2025 trên 8 mẫu cá bệnh có biểu hiện bệnh 

lý điển hình, được thu thập tại hai tỉnh Bắc Ninh và Hải Dương. 

Các mẫu được phân tích tại hai phòng thí nghiệm: 1) Trung tâm Quan trắc Môi 

trường và Bệnh thủy sản miền Bắc, Viện Nghiên cứu Nuôi trồng Thủy sản I, 2) Trung 

tâm Công nghệ Thủy sản (VATC) - Công ty Virbac (xã Bình Minh, tỉnh Đồng Nai, Việt 

Nam). 

Mẫu cá rô phi và cá điêu hồng được bảo quản với đá lạnh (nhiệt độ 4-8°C) trong 

suốt quá trình vận chuyển cho đến khi tiến hành phân tích. 

2.2. Phương pháp phân tích mẫu 

- Đối với nuôi cấy phân lập bằng phương pháp truyền thống 

Áp dụng phương pháp của E. Soto và cs (2009) [12], vi khuẩn sẽ được thu tập 

trung từ thận trước, thận sau và lách của mẫu cá rô phi/điêu hồng. Mẫu được cấy lên môi 

trường modified Thayer-Martin agar và môi trường chọn lọc cysteine heart agar có bổ 

sung 2% máu bò (2% bovine haemoglobin). Các đĩa cấy sẽ được ủ ở nhiệt độ 25-26oC 

trong 5-7 ngày. Các chủng Fno nghi ngờ là khuẩn lạc tròn, bờ đều, đường kính <1 mm, 

bề mặt khuẩn lạc nhẵn bóng, màu trắng ngà, phát triển trên đĩa thạch sau 5 ngày ủ, sẽ 

được chọn cấy thuần và được xác nhận có phải là Fno bằng duplex PCR [17]. 

- Đối với phương pháp phân tích sinh học phân tử (duplex PCR)  

Tất cả các khuẩn lạc Fno nghi ngờ, mọc trên đĩa thạch sau 5-7 ngày ủ, được xác 

định loài Fno bằng phương pháp duplex PCR. Các chủng vi khuẩn nghi ngờ Fno được 

tách chiết DNA bằng bộ kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen) theo hướng dẫn của nhà 

sản xuất. Các DNA được chiết xuất này sau đó được định lượng bằng máy quang phổ 

Nanodrop (Maestrogen). DNA chiết xuất được bảo quản trong ống vô trùng ở -20°C cho 

đến khi cần sử dụng. 

Kỹ thuật duplex PCR được áp dụng trong nghiên cứu theo phương pháp của H.T. 

Dong và cs (2016) [17]. Hai cặp mồi F11/R5 và FnoF1/FnoR1 (bảng 1) với gen đích dựa 

trên 16S rDNA đặc hiệu phát hiện Francisella [18] và một trình tự riêng duy nhất từ Fno 

[17] khuếch đại sản phẩm tương ứng 1140 và 203 bp. PCR được thực hiện trong hỗn hợp 

phản ứng 25 µl, chứa 12,5 µl 2X PCRBIO Taq Mix Red (PCR Biosystems, UK), 2,0 µl 
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(0,8 µM) của mỗi mồi F11 và R5, 0,5 µl (0,2 µM) của mỗi mồi FnoF1 và FnoR1, 5,0 µl 

mẫu DNA (150-200 ng) và 2,5 µl nước. Khuếch đại PCR được chạy trên máy luân nhiệt 

S1000 (Bio-Rad) sử dụng điều kiện chu kỳ theo H.T. Dong và cs (2016) [17], chu trình 

nhiệt áp dụng như sau: 94oC (3 phút), [35 chu kỳ (94oC - 30 giây, 60oC -  60 giây, 72oC - 

60 giây], 72oC (5 phút) và 4oC (∞). Sản phẩm PCR được điện di trên thạch agarose 1% 

trong dung dịch 1X TAE và đọc kết quả dưới đèn UV. 

Bảng 1. Trình tự mồi phát hiện Fno bằng duplex PCR. 

Tên mồi Trình tự (5’-3’) Sản phẩm (bp) Tác giả 

F11 TAC CAG TTG GAA ACG ACT GT 

1140 M. Forsman và cs (1994) [18] 

R5 CCT TTC TGA GTT TCG CTC C 

FnoF1 GGCGTAACTCCTTTTAGCTTCC 

203 H.T. Dong và cs (2016) [17] 

FnoR1 TTAGAGGAGCTTGGAAAAGCA 

2.3. Định danh loài bằng giải trình tự 16S rRNA 

Các chủng Fno nghi ngờ được cấy trên đĩa thạch CHAH và gửi đến Công ty TNHH 

Thương mại và Dịch vụ Nam Khoa để giải trình tự 16S rRNA. Kết quả giải trình tự gen 

được so sánh về độ tương đồng trình tự trên cơ sở dữ liệu NCBI bằng chương trình 

BLAST. 

2.4. Phương pháp gây nhiễm chủng Fno phân lập 

Chuẩn bị vi khuẩn: Vi khuẩn được nuôi tăng sinh trong dung dịch canh Tryptic 

Soy Broth bổ sung 1% D-glucose và 0,2% cysteine (MTSB) ở 25-26°C trong 24 giờ. Mật 

độ vi khuẩn sau nuôi cấy được điều chỉnh về khoảng 1×108 CFU/ml bằng phương pháp 

đo mật độ quang (OD600), kết hợp trang cấy trên đĩa thạch, dịch vi khuẩn sau đó được ly 

tâm loại bỏ môi trường TSB, tiếp đến pha loãng vi khuẩn trong dung dịch PBS ở nồng độ 

là 107 và 108 CFU/ml. 

Chuẩn bị cá thí nghiệm: Cá rô phi phản xạ nhanh, sáng màu, kiểm tra âm tính với 

TiLV, ký sinh trùng và Fno (n81), trọng lượng trung bình 9,5 g/con được vận chuyển từ 

trại giống về phòng thí nghiệm. Cá được nuôi thuần ở bể thể tích 1 m3 trong thời gian một 

tuần trước khi tiêm gây nhiễm. Bể nuôi được bố trí sục khí vừa phải và đảm bảo các yếu 

tố môi trường trong khoảng phù hợp cho cá sinh trưởng. Cá được cho ăn cám công nghiệp 

2 lần/ngày và theo dõi sức khỏe trong suốt thời gian nuôi thuần. Trước khi tiến hành cảm 

nhiễm, bắt ngẫu nhiên 5 con cá để kiểm tra, đánh giá lâm sàng và nuôi cấy, phân lập vi 

khuẩn từ thận cá. Tất cả cá sử dụng cho thí nghiệm gây nhiễm đảm bảo không có biểu 

hiện bệnh lý bất thường và không có vi khuẩn phát triển sau nuôi cấy. 

Thí nghiệm được bố trí với 3 lô: Hai lô tiêm dịch vi khuẩn Fno ở hai nồng độ khác 

nhau (10⁷ và 10⁸ CFU/ml) và một lô đối chứng tiêm dung dịch PBS. Với mỗi nồng độ vi 

khuẩn, 9 cá rô phi được tiêm xoang bụng với thể tích 0,1 ml dịch vi khuẩn/cá rô phi. Các 

cá thí nghiệm được nuôi và theo dõi trong các bể có thể tích 150 l. Mỗi nồng độ được bố 

trí lặp lại 3 lần (bảng 2). Sau khi tiêm, cá được nuôi theo dõi ở nhiệt độ 23-25°C, là khoảng 

nhiệt độ thích hợp để vi khuẩn Fno biểu hiện khả năng gây bệnh. Các yếu tố môi trường 

như pH (7,0-7,5) và sục khí liên tục 24/24 giờ được duy trì đồng đều giữa các bể và đảm 
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bảo phù hợp với điều kiện phát triển bình thường của cá rô phi. Số lượng cá chết được ghi 

nhận hằng ngày để tính toán tỷ lệ chết tích lũy sau gây nhiễm. Các cá có biểu hiện bệnh 

được quan sát triệu chứng lâm sàng, trong khi cá chết được mổ khám nhằm phát hiện tổn 

thương bệnh lý và cấy ria mô thận lên môi trường cysteine heart agar bổ sung 2% máu bò 

(CHAH) để tái phân lập và xác nhận lại tác nhân gây bệnh sau gây nhiễm. 

Bảng 2. Thiết kế thí nghiệm gây nhiễm Fno (9 cá/bể, 3 bể/nghiệm thức). 

STT Nghiệm thức 
Nồng độ vi khuẩn 

(CFU/ml) 
Số cá/nghiệm thức 

Phương pháp gây 

nhiễm 

1 Fno liều 1 108 27 

Tiêm xoang bụng 

(0,1 ml/con) 
2 Fno liều 2 107 27 

3 Đối chứng âm PBS 27 

  Tổng cá   81  

2.5. Phương pháp xử lý số liệu 

Tỷ lệ chết tích lũy của cá trong quá trình cảm nhiễm được phân tích thống kê mô 

tả bằng phần mềm Excel 2021, thể hiện dưới dạng giá trị trung bình. 

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Đặc điểm bệnh lý cá nhiễm khuẩn Francisella noatunensis subsp. orientalis 

Nghiên cứu đã thực hiện thu mẫu tại 3 địa điểm thuộc 2 tỉnh Bắc Ninh và Hải 

Dương, tổng cộng 8 mẫu cá, bao gồm 2 cá rô phi và 6 cá điêu hồng với biểu hiện bệnh lý 

rõ rệt. Tại huyện Thuận Thành (Bắc Ninh), 3 mẫu cá điêu hồng có kích cỡ trung bình 

26,3±6,7 g, với các dấu hiệu như mắt lồi, xuất huyết thân, mật sưng và lách xuất hiện 

nhiều đốm trắng (hình 1). Tại huyện Lương Tài (Bắc Ninh), 2 mẫu cá rô phi có kích cỡ 

lớn hơn (80,8±25,3 g) cũng có biểu hiện mắt lồi, xuất huyết gốc vây và lách có nhiều đốm 

trắng. Trong khi đó, tại huyện Nam Sách (Hải Dương), 3 mẫu cá điêu hồng (86,5±42,7 g) 

bị xuất huyết ở nắp mang, mất sắc tố ở vảy và cơ quan thận lách có nhiều đốm trắng (hình 

1). Tại các lồng nuôi cá bị bệnh, tỷ lệ chết được ghi nhận dao động 10-40% với cỡ cá 26-

86 g/con trong điều kiện 22-24oC và có ý nghĩa về mặt dịch tễ (bảng 3). Trên thế giới, 

một số nghiên cứu cũng báo cáo các mức độ tử vong khác nhau do Fno, cụ thể: 75% ở cá 

rô phi cỡ 40-60 g ở 28°C [19], 20-95% trong các trại nuôi cá thương phẩm với trọng lượng 

100-300 g ở nhiệt độ nước 25-30°C [20], 60-80% trong thử nghiệm tiêm vi khuẩn vào cá 

50 g ở 27-29°C [21] và 40-70% trong các ổ dịch tự nhiên ở Mỹ, chủ yếu xảy ra khi cá đạt 

kích cỡ thương phẩm 200-500 g và nhiệt độ nước duy trì ở mức 26-30°C [22]. 

 
(A) 

 

(B) 
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(C) 

 

(D) 

 

(E) 

 
Hình 1. Biểu hiện bệnh lý của cá rô phi/điêu hồng có kết quả dương tính Fno: (A) lồi mắt, 

(B, C) xuất huyết thân, (C, D) đốm trắng ở lách, thận, mật sưng, (D, E) mất sắc tố ở vảy. 

Bảng 3. Thông tin các mẫu thu phân tích trong nghiên cứu. 
Địa điểm thu 

mẫu 

Số 

mẫu 
Loài cá 

Cỡ cá 

(g/con) 
Dấu hiệu bệnh lý 

Tỷ lệ chết tích lũy(*) 

(%) 

Thuận Thành, 

Bắc Ninh 
03 Điêu hồng 26,3±6,7 

Mắt lồi, xuất huyết thân, mật 

sưng, lách nhiều đốm trắng 
10 

Lương Tài, Bắc 

Ninh 
02 Rô phi 80,8±25,3 

Xuất huyết gốc vây, thận và lách 

xuất hiện đốm trắng, mất sắc tố 

ở vảy 

30 

Nam Sách, Hải 

Dương 
03 Điêu hồng 86,5±42,7 

Xuất huyết nắp mang, mất sắc tố 

ở vảy, thận và lách xuất hiện 

đốm trắng 

40 

Ghi chú: Cỡ cá: giá trị trung bình ±SD, tại Bắc Ninh cá rô phi và điêu hồng nuôi ao, tại Hải Dương 
cá điêu hồng nuôi lồng. (*) Tỷ lệ được tính từ khi chủ hộ nuôi phát hiện cá chết có biểu hiện như 
mô tả đến khi cá dừng chết. 

Những biểu hiện bệnh lý ghi nhận được nêu trên phù hợp với các mô tả về triệu 

chứng nhiễm Fno trên cá rô phi tại các quốc gia khác như Đài Loan (Trung Quốc) [9], 

Costa Rica [12] và Thái Lan [15]. Đặc điểm tổn thương dạng đốm trắng ở lách và thận là 

điển hình cho phản ứng viêm u hạt do Fno gây ra [23] và có thể được sử dụng làm tiêu 

chí lâm sàng quan trọng trong chẩn đoán và giám sát dịch bệnh ở các vùng nuôi cá rô phi 

có điều kiện nhiệt độ 20-26oC [16]. 

3.2. Phân tích nuôi cấy vi khuẩn trên môi trường dinh dưỡng 

Từ các mẫu cá nghi nhiễm bệnh, tổ chức thận trước, thận sau và lách được cấy trên 

môi trường dinh dưỡng: modified Thayer-Martin agar và môi trường chọn lọc cysteine 

heart agar có bổ sung 2% máu bò (2% bovine haemoglobin) (CHAH). Sau thời gian ủ từ 

5-7 ngày ở nhiệt độ 26°C, trên môi trường xuất hiện các khuẩn lạc nhỏ, có đặc điểm: 
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Khuẩn lạc tròn nhỏ, bờ đều, đường kính <1 mm, bề mặt khuẩn lạc nhẵn bóng, màu trắng 

ngà (hình 2A), khi nhuộm gram, vi khuẩn bắt màu hồng, dạng trực khuẩn ngắn (hình 2B). 

Thời gian phát triển chậm, chỉ có thể quan sát rõ rệt sau 5 ngày ủ. Những đặc điểm này 

phù hợp với mô tả về sự phát triển của Fno trên môi trường nuôi cấy dinh dưỡng [7, 12]. 

Kết quả này cho thấy, Fno có khả năng phát triển ở điều kiện nước ấm và nhiệt độ trung 

bình trong khoảng 24-26°C, điều kiện phổ biến ở các vùng nuôi cá rô phi ở khu vực miền 

Bắc, Việt Nam vào mùa xuân. Toàn bộ 8 mẫu khuẩn lạc nghi ngờ đã được lựa chọn để 

tiếp tục kiểm tra bằng kỹ thuật duplex PCR nhằm xác định chính xác loài vi khuẩn.  

 

  

Hình 2. Vi khuẩn Francisella noatunensis subsp. Orientalis. (A) Hình thái khuẩn lạc 

trên môi trường CHAH; (B) Hình thái Fno nhuộm gram.  

Kết quả nuôi cấy vi khuẩn cho thấy, Fno có thể được phân lập từ mô thận và lách 

của cá rô phi và cá điêu hồng có biểu hiện bệnh lý lồi mắt, xuất huyết, đốm trắng nội tạng 

(thận lách) trong điều kiện nuôi ở nhiệt độ 26oC, dù đòi hỏi thời gian nuôi cấy dài hơn so 

với các vi khuẩn thông thường. Việc sử dụng môi trường chuyên biệt có bổ sung cysteine 

và máu bò được xác định là cần thiết để tối ưu hóa khả năng phân lập. 

3.3. Phân tích kỹ thuật PCR 

Kết quả phân tích bằng kỹ thuật duplex PCR cho thấy 8/8 khuẩn lạc nghi ngờ nuôi 

cấy từ mô thận, lách tương ứng đều cho kết quả dương tính với Fno. Cụ thể khi điện di 

sản phẩm PCR trên bản gel agarose 1%, 8 mẫu phân tích đều xuất hiện hai vạch khuếch 

đại đặc trưng. Vạch có kích thước khoảng 1140 bp, đại diện cho gen 16S rDNA đặc hiệu 

của chi Francisella, trong khi đó, vạch có kích thước khoảng 203 bp, đặc hiệu cho phân 

loài Fno (hình 3). 

(A) (B) 
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Hình 3. Duplex-PCR các mẫu Fno phân lập từ cá rô phi. Giếng M: thang DNA 100 

bp; giếng 1-3 tương ứng ISN-25/017-25/019 (mẫu thu tại Thuận Thành, Bắc Ninh); giếng 

4-5: ISN-25/020-25/021 (mẫu thu tại Lương Tài, Bắc Ninh); giếng 6-8 tương ứng ISN-

25/022-25/024 (mẫu thu tại Nam sách, Hải Dương); giếng Fn: DNA Fno dương tính 

(VATC); giếng NC: đối chứng âm (nước). 

Sự xuất hiện đồng thời của cả 2 vạch với kích thước lần lượt tương ứng 1140 và 

230 bp trong mẫu phân tích khẳng định các khuẩn lạc mọc trên CHAH là vi khuẩn Fno. 

Kết quả này không chỉ ghi nhận sự hiện diện của Fno trong các mẫu cá rô phi/điêu hồng 

bệnh mà còn là minh chứng về độ đặc hiệu và độ nhạy của phương pháp duplex PCR sử 

dụng 2 cặp mồi F11/R5 và FnoF1/FnoR1, kết quả trùng hợp với báo cáo của H.T. Dong 

và cs (2016) [17] và các nghiên cứu quốc tế khác như của nhóm tác giả S. Duodu và cs 

(2021) [24]. Việc triển khai kỹ thuật duplex PCR có ý nghĩa quan trọng trong việc hỗ trợ 

sàng lọc nhanh cá nhiễm bệnh tại thực địa, đặc biệt khi bệnh chưa biểu hiện rõ dấu hiệu 

lâm sàng. 

3.4. Kết quả giải trình tự 16S rRNA 

Để xác nhận kết quả nuôi cấy vi khuẩn, hai chủng đại diện nghi ngờ (ISN-25/017 

và ISN-25/022) đã được gửi đi giải trình tự gen 16S rRNA. Kết quả phân tích chuỗi trình 

tự thu được so sánh với cơ sở dữ liệu Genbank bằng công cụ BLAST cho thấy: Hai chủng 

nuôi cấy nghi ngờ Fno có độ tương đồng 100% với chủng vi khuẩn Fno đã được công bố 

trước đó (hình 4). Việc sử dụng trình tự 16S rRNA là phương pháp được khuyến cáo rộng 

rãi để định danh chính xác vi khuẩn thuộc chi Francisella [16, 18] và là bước cuối cùng 

cần thiết trong hệ thống chẩn đoán bằng kỹ thuật phân tử. Kết quả giải trình tự đạt được 

trong nghiên cứu này đã củng cố minh chứng vi khuẩn nuôi cấy từ mô lách, thận cá bệnh 

là vi khuẩn Fno.   
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Hình 4. Hình ảnh Blast gen của trình tự có độ tương đồng 100% với với Francisella 

noatunensis subsp. orientalis (Fno). (A) ISN-25/017 - mẫu thu Thuận Thành Bắc Ninh; 

(B) ISN-25/022- mẫu thu Nam Sách, Hải Dương.      

3.5. Kết quả gây nhiễm Fno 

Cá chết bắt đầu xuất hiện sau 24 giờ kể từ khi gây nhiễm vi khuẩn Fno với liều 10⁸ 

CFU/cá (ngày thứ 1) và toàn bộ cá chết (100%) vào ngày thứ 2 sau gây nhiễm. Ở nồng độ 

thấp hơn, hiện tượng cá chết xuất hiện chậm hơn (từ ngày thứ 2) và đạt tỷ lệ chết 100% 

vào ngày thứ 4 sau gây nhiễm (bảng 4). Cá chết có biểu hiện trướng bụng, tích dịch xoang 

bụng và xuất huyết ở vùng nắp mang (hình 5). Không ghi nhận cá chết hoặc biểu hiện bất 

thường ở nhóm đối chứng âm. Tất cả cá rô phi chết sau khi được gây nhiễm vi khuẩn Fno 

đều đã được phân lập thành công vi khuẩn từ cơ quan thận bằng cách nuôi cấy trên môi 

trường thạch CHAH (hình 6). Các khuẩn lạc thu được sau đó được xác nhận là Fno bằng 

phương pháp PCR duplex. 

Bảng 4. Kết quả tỷ lệ chết tích lũy khi gây nhiễm Fno ở cá rô phi.  

Nghiệm thức  Bể 
Số cá chết theo ngày  

(5 ngày theo dõi) 

Tổng số cá 

chết (con) 

Tỷ lệ 

chết (%) 
Ghi chú 

NT1 (tiêm 0,1 ml 

hỗn dịch chứa 108 

cfu/ml) 

T1 4-5-x-x-x 9 

100 

Xuất hiện sau 24 giờ gây 

nhiễm (ngày thứ 1) và chết 

100% ở ngày 2 

T2 4-5-x-x-x 9 

T3 3-6-x-x-x 9 

T4 0-2-7-x-x 9 
100 

T5 0-5-2-2-x 9 

(A) 

(B) 
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NT2 (tiêm 0,1 ml 

hỗn dịch chứa 107 

cfu/ml) 

T6 0-5-4-x-x 9 Xuất hiện sau 48 giờ gây 

nhiễm (ngày thứ 2) và chết 

100% ở ngày 4 

Đối chứng âm 

(PBS) 

T7 0-0-0-0-0 0 

0 
Cá phản khỏe, phản xạ 

nhanh 
T8 0-0-0-0-0 0 

T9 0-0-0-0-0 0 

Ghi chú: n=9 cá/bể, 27 cá/nghiệm thức, x=hết cá trong bể. 

 

   

Hình 5. Biểu hiện cá gây nhiễm sau 24 giờ. (A) Trướng bụng, xuất huyết nắp mang; (B) 

Xoang bụng tích dich; (C) Mật sưng. 

 

  

Hình 6. Vi khuẩn tái phân lập trên cá rô phi gây nhiễm Fno. (A) Khuẩn lạc mọc 

trên môi trường CHAH; (B) Hình thái vi khuẩn gram âm, trực khuẩn ngắn. 

Kết quả cho thấy, liều gây nhiễm từ 10⁷ đến10⁸ CFU/ml gây chết cá rất nhanh, 

ngay cả khi cá mới chỉ xuất hiện các dấu hiệu lâm sàng nhẹ như xuất huyết, mật sưng, 

tích dịch trong khoang bụng và chưa có biểu hiện điển hình là các đốm trắng ở thận và 

lách. Tuy nhiên, vi khuẩn Fno đã hiện diện trong cơ quan thận, được xác nhận thông qua 

kết quả phân lập và phân tích mẫu từ cá thí nghiệm. 

Để thu được cá có biểu hiện triệu chứng bệnh lý điển hình hơn, nghiên cứu cần 

tiến hành gây nhiễm với các nồng độ vi khuẩn thấp hơn. Tuy nhiên, thí nghiệm này đã đạt 

được mục tiêu chính là xác định sự hiện diện của vi khuẩn Fno trên cá rô phi (Oreochromis 

sp.). 

4. Kết luận 

Nghiên cứu bước đầu ghi nhận sự xuất hiện của vi khuẩn Fno trên cá rô phi nuôi 

tại miền Bắc Việt Nam thông qua nuôi cấy vi khuẩn, kỹ thuật duplex-PCR và giải trình 

tự gen 16S rRNA.  

(A) (B) (C) 

(A) (B) 
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Các đặc điểm có liên quan đến bệnh bao gồm nhiệt độ môi trường nuôi trong 

khoảng 22-24oC, cá nhiễm bệnh có dấu hiệu bệnh lý điển hình được ghi nhận lồi mắt, xuất 

huyết, mất sắc tố vảy và đặc biệt u hạt trắng ở thận và lách.    

Thí nghiệm gây nhiễm đã xác định được sự hiện diện của vi khuẩn Fno trong mô 

thận thông qua nuôi cấy và PCR duplex, đồng thời chứng minh khả năng gây chết nhanh 

của vi khuẩn Fno trên cá rô phi với liều tiêm 107-108 CFU/ml. 
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