Khảo sát sự có mặt của các integron ở vi khuẩn Edwardsiella ictaluri gây bệnh gan thận mủ trên cá tra (Pangasianodon hypophthalmus) nuôi thâm canh ở 
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Tóm tắt: Nghiên cứu được thực hiện với mục tiêu khảo sát sự hiện diện và đặc điểm vùng gen cassette của các integron ở vi khuẩn Edwardsiella ictaluri gây bệnh gan thận mủ (GTM) trên cá tra nuôi thâm canh ở Đồng bằng sông Cửu Long (ĐBSCL). Bằng kỹ thuật PCR và giải trình tự gen, kết quả bài báo đã xác định 24/67 (chiếm tỷ lệ 35,82%) chủng vi khuẩn E. ictaluri dương tính với các integron nhóm 1. Trong khi đó, các integron nhóm 2 và 3 thì không được phát hiện ở tất cả các chủng vi khuẩn. Ngoài ra, nghiên cứu cũng đã xác định 7 vùng gen cassette với các kích thước là 0,65 kbp, 0,8 kbp, 0,95 kbp, 1,0 kbp, 1,2 kbp, 1,5 kbp và 2,5 kbp mã hóa cho cho các enzyme dihydrofolate reductase, aminoglycoside adenyltransferase, aminoglycoside N(6')-acetyltransferase và β-lactamase kháng lại nhiều loại kháng sinh khác nhau ở vi khuẩn E. ictaluri. Sự hiện diện của các integron nhóm 1 ở vi khuẩn E. ictaluri cho thấy khả năng vi khuẩn này có thể truyền gen kháng kháng sinh sang các loài vi khuẩn khác trong môi trường tự nhiên. 
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1. Đặt vấn đề

Cá tra (Pangasianodon hypophthalmus) là 1 trong những loài cá da trơn nước ngọt được nuôi phổ biến nhất ở ĐBSCL. Tuy nhiên, do việc thâm canh hóa với mật số nuôi cao đã dẫn đến bệnh xảy ra thường xuyên hơn. Trong số các bệnh thường gặp trên cá tra thì bệnh GTM do vi khuẩn E. ictaluri xuất hiện phổ biến và gây nhiều thiệt hại cho người nuôi (Dung et al., 2008) [1]. Khi bệnh xảy ra, người nuôi thường hay sử dụng kháng sinh để điều trị (Phu et al., 2015) [2]. Tuy nhiên, việc sử dụng kháng sinh không đúng liều lượng và không đúng cách đã dẫn đến hiện tượng kháng thuốc kháng sinh của vi khuẩn (Nguyễn Thiện Nam và ctv., 2010) [3]. Sự kháng thuốc của vi khuẩn đang là mối quan tâm lớn của cộng đồng do vi khuẩn có thể truyền gen kháng thuốc sang các loài vi khuẩn khác bởi yếu tố di truyền vận động được gọi là integron (Davies and Davies, 2010) [4]. Các integron có khả năng nhận biết, bắt giữ 1 hay nhiều gen cassette: thường mang các gen kháng thuốc kháng sinh (Cambray et al., 2010) [5]. Cho đến nay, các nhà khoa học đã phát hiện 5 nhóm integron [5], trong đó các integron nhóm 1 và nhóm 2 xuất hiện phổ biến nhất ở các vi khuẩn Gram âm có kiểu hình đa kháng thuốc kháng sinh và được quan tâm do khả năng phát tán các gen kháng thuốc của chúng trong cùng loài và khác loài vi khuẩn (White et al., 2001) [6]. Hiện tại, đã có nhiều nghiên cứu về tình hình kháng thuốc kháng sinh của vi khuẩn E. ictaluri (Quách Văn Cao Thi và ctv., 2014) [7]. Tuy nhiên, các nghiên cứu về sự hiện diện của các nhóm integron ở vi khuẩn này còn ít thông tin được đề cập đến. Xuất phát từ thực tế trên, nghiên cứu được thực hiện với mục tiêu khảo sát sự hiện diện và xác định đặc điểm vùng gen cassette của các integron ở vi khuẩn E. ictaluri. 

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1 Nguồn vi khuẩn

Tổng số 67 chủng vi khuẩn E. ictaluri sử dụng trong nghiên cứu này được phân lập từ các cơ quan gan, thận và tỳ tạng của cá tra bệnh GTM nuôi thâm canh ở ĐBSCL. Vi khuẩn được phân lập trên môi trường tryptic soy agar (TSA), định danh bằng bộ kít API 20E (BioMerieux, Pháp) và kỹ thuật PCR (Sakai et al., 2009) [8] kết hợp với giải trình tự gen. Các chủng vi khuẩn sau khi phân lập sẽ được thực hiện kháng sinh đồ với 15 loại kháng sinh: amoxicillin (AMO/10µg), ampicillin (AMP/10µg), cefotaxim (CTX/30µg), cefalexin (CEF/30 µg), chloramfenicol (CHL/30µg), florfenicol (FFC/30µg), ciprofloxacin (CIP/5µg), enrofloxacin (ENR/5µg), norfloxacin (NOR/5µg), doxycycline (DOX/30µg), tetracycline (TET/30µg), gentamycin (GEN/10µg), streptomycin (STR/10µg), neomycin (NEO/30µg) và trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT/1,25/23,75 µg) bằng phương pháp đĩa khuếch tán (Bauer et al., 1966) [9] và dựa theo tiêu chuẩn của Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) [10] để xác định tính nhạy và kháng của vi khuẩn đối với các loại kháng sinh.


2.2 Khảo sát sự hiện diện của các integron 

Để xác định các integron nhóm 1, 2 và 3, nghiên cứu sử dụng 3 cặp mồi sau: cặp mồi Int1F/Int1R (Koeleman et al., 2001) [11], RB201/RB202 (Barlow et al., 2004) [12] và Int3F/Int3R (Mazel et al., 2000) [13] mã hóa gen integrase của các integron nhóm 1 (IntI1), nhóm 2 (IntI2) và nhóm 3 (IntI3) với kích thước lần lượt là 160, 393 và 979 bp (Bảng 1). 
2.3 Khảo sát và giải trình tự vùng gen cassette của các integron nhóm 1 và 2

Các chủng vi khuẩn E. ictaluri dương tính với các integron nhóm 1 và 2 sẽ được chọn để xác định vùng gen cassette. Nghiên cứu sử dụng cặp mồi Hep58/Hep59 (Lévesque et al., 1995) [14] và Hep 74/Hep 51 (White et al., 2000) [15] để khuếch đại vùng gen cassette của các integron nhóm 1 và 2 (Bảng 1). 

2.4 Khảo sát vùng 3’-CS (3’-conserved segment) của các integron nhóm 1

Các cặp mồi qac-F/qac-R khuếch đại gen qacEΔ1 (kháng các hợp chất ammonium bậc 4) và cặp mồi Sul1-F/Sul1-R khuếch đại gen sul1 (kháng các kháng sinh nhóm sulfonamide) nằm ở vùng 3’-CS của các integron nhóm 1 được khuếch đại bằng kỹ thuật PCR (Mazel et al., 2000). 

Trình tự các cặp mồi, chu kỳ và điều kiện phản ứng PCR phát hiện các gen trên được trình bày chi tiết ở Bảng 1. Phản ứng PCR được thực hiện trong thể tích 25 μL gồm các thành phần: dung dịch đệm 1X PCR; 2,5 mM MgCl2; 10 mM dNTPs; 2U Taq DNA polymerase; 20 pmol mồi xuôi và 20 pmol mồi ngược; DMSO (1%) và 20-40 ng ADN mẫu. Ngoài ra, sản phẩm PCR của 1 số chủng vi khuẩn dương tính với các nhóm integron, vùng gen cassette, gen qacEΔ1 và gen sul1 được giải trình tự (mẫu gửi ở công ty Macrogen, Hàn Quốc) để xác nhận lại tính chính xác của phản ứng PCR.

Bảng 1. Trình tự nucleotide của các cặp mồi, chu kỳ và điều kiện phản ứng PCR phát hiện các integron nhóm 1, 2 và 3 và các gen liên quan
	Tên mồi
	Trình tự của các cặp mồi (5’→ 3’)
	Kích thước (bp)
	Chu kỳ và điều kiện phản ứng 

	Int1F

Int1R
	CAG TGG ACA TAA GCC TGT TC

CCC GAG GCA TAG ACT GTA
	160
	94oC-30 giây, 55oC-30 giây, 72oC-30 giây (35 chu kỳ).

	RB201

RB202
	GCA AAC GCA AGC ATT CAT TA

ACG GAT ATG CGA CAA AAA GG
	393
	94oC-30 giây, 62oC-30 giây, 72oC-45 giây (30 chu kỳ).

	Int3F

Int3R
	GCC TCC GGC AGC GAC TTT CAG

ACG GAT CTG CCA AAC CTG ACT
	979
	94oC-30 giây, 62oC-30 giây, 72oC-60 giây (30 chu kỳ).

	Hep58

Hep59
	GGC ATC CAA GCA GCA AG  

AAG CAG ACT TGA CCT GA
	Variable*
	94oC-1 phút, 55oC-1 phút, 72oC-5 phút (35 chu kỳ).

	Hep 74

Hep 51
	CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA

GAT GCC ATC GCA AGT ACG AG
	Variable*
	94oC-1 phút, 55oC-1 phút, 72oC-5 phút (35 chu kỳ).

	Qac-F

Qac-R
	GGC TGG CTT TTT CTT GTT ATC G

TGA GCC CCA TAC CTA CAA AGC
	287
	94oC-30 giây, 56oC-30 giây, 72oC-60 giây (30 chu kỳ).

	Sul1-F

Sul1-R
	TGG TGA CGG TGT TCG GCA TTC 

GCG AGG GTT TCC GAG AAG GTG
	789
	94oC-30 giây, 60oC-30 giây, 72oC-30 giây (30 chu kỳ).


 * Kích thước sản phẩm thay đổi tùy thuộc các gen cassette chèn vào.

3. Kết quả và thảo luận

3.1 Sự hiện diện của các integron nhóm 1, 2 và 3 ở vi khuẩn E. ictaluri

Bằng kỹ thuật PCR đã xác định 24/67 (chiếm 35,82%) chủng vi khuẩn E. ictaluri dương tính với gen IntI1 (Hình 1 và Bảng 2). Kết quả giải trình tự và Blast trên ngân hàng Genbank cho thấy gen IntI1 trong nghiên cứu tương đồng 98-100% với gen IntI1 của vi khuẩn Pseudomonas aeruginosa chủng B-2175P/15 (KY171972.1) và vi khuẩn Riemerella anatipestifer (FJ711659.1). Kết quả từ Bảng 2 cho thấy các chủng vi khuẩn E. ictaluri dương tính với các integron nhóm 1 đều có kiểu hình đa kháng với nhiều loại kháng sinh, đặc biệt là 100% các chủng dương tính đều có kiểu hình kháng với SXT. Kết quả này tương tự với báo cáo của nhiều tác giả trước đây (Jacobs and Chenia, 2007 [16]; Lukkana et al., 2012 [17]; Nguyen et al., 2014 [18]) . Ngoài ra, tỷ lệ xuất hiện của các integron nhóm 1 ở vi khuẩn E. ictaluri cao hơn các nghiên cứu đã được báo cáo. Nghiên cứu của Nawaz et al. (2009) [19] cho thấy 14/63 (chiếm 22%) chủng vi khuẩn E. coli phân lập từ các ao trên cá da trơn ở Mỹ dương tính với các integron nhóm 1. Trong khi đó, nghiên cứu của Ndi and Barton (2012) [20] cho thấy 23% số chủng vi khuẩn Pseudomonas spp. phân lập trên cá hồi và trong bùn ở Australia có sự hiện diện của các integron nhóm 1. Vega-Sanchez et al. (2014) [21] đã phát hiện chỉ có 3 loài vi khuẩn Aeromonas allosaccharophila, A.  hydrophila và A. sobria phân lập từ cá hồi (Onchorynchus  mykiss) ở Mexico có các integron nhóm 1 với tỷ lệ là 6,2%. Tuy nhiên, các nghiên cứu khác cho thấy tỷ lệ xuất hiện các integron nhóm 1 cao hơn trong nghiên cứu này. Nghiên cứu của Schmidt et al. (2001a) [22] cho thấy các integron nhóm 1 được tìm thấy ở 26/40 (chiếm 65%) chủng vi khuẩn A. salmonicida phân lập từ cá hồi ở Bắc Mỹ và Bắc Âu. Nghiên cứu của Jacobs and Chenia (2007) cho thấy các chủng vi khuẩn Aeromonas spp. phân lập từ các hệ thống nuôi thủy sản ở Nam Phi có tần số xuất hiện các integron nhóm 1 là 51,3%. Ngoài ra, kết quả nghiên cứu của Lukkana et al. (2012) cho thấy vi khuẩn A. hydrophila phân lập từ cá rô phi (Oreochromis nilotica) nuôi ở Thái Lan có integron nhóm 1 hiện diện là 46% (23/50 chủng)
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Hình 1. Kết quả PCR xác định các gen IntI1 ở vi khuẩn E. ictaluri (M: thang chuẩn 100 bp plus; giếng 1: đối chứng âm; giếng 2-16: thứ tự các chủng vi khuẩn E. ictaluri: 1ED3, 4ED3, 7ED3, 8ED3, 11ED3, 12ED3, 13ED3, 7ED3, 20ED3, 21ED3, 22ED3, 2ED4, 3ED4, 6ED4 và 10ED4.

Trong khi đó, các integron nhóm 2 và 3 không được phát hiện ở tất cả các chủng vi khuẩn E. ictaluri trong nghiên cứu này. Kết quả này phù hợp với nhiều nghiên cứu trước đây cho thấy các integron nhóm 2 và 3 không được phát hiện ở nhiều loài vi khuẩn (Lee et al., 2008 [23]; Nguyen et al., 2014). Cho đến nay, các integron nhóm 2 được tìm thấy chủ yếu ở vi khuẩn E. coli gây bệnh cho người, động vật và hiện diện trên các môi trường tự nhiên (Goldstein et al., 2001 [24]; Kim et al., 2010 [25]). Nghiên cứu của Saenz et al. (2004) [26] cho thấy 4/17 (chiếm 23,53%) chủng vi khuẩn E. coli có nguồn gốc từ người, động vật và thực phẩm có các integron nhóm 2. Trong khi đó, kết quả nghiên cứu của Tajbakhsh et al. (2015) [27] cho thấy chỉ có 10% các chủng vi khuẩn E. coli phân lập từ nước nuôi trồng thủy sản ở Iran có các integron nhóm 2. Cho đến nay, chưa có báo cáo nào về sự hiện diện của các integron nhóm 2 ở vi khuẩn E. ictaluri, kể cả các vi khuẩn khác của giống Edwardsiella. Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Goldstein et al. (2001) cho thấy trong tổng số 59 chủng vi khuẩn Edwardsiella (gồm 11 chủng E. ictaluri và 48 chủng E. tarda) phân lập từ cá da trơn, lương và cá hồi không có sự hiện diện của các integron nhón 2. 
Các integron nhóm 3 được phát hiện lần đầu tiên bởi Arakawa et al. (1995) [28] từ chủng vi khuẩn Serratia marcescens TN9106 kháng carbapenem. Cho đến nay, rất ít loài vi khuẩn được báo cáo là có sự hiện diện của integron nhóm 3 và các integron nhóm này chỉ được báo cáo trên 1 vài loài vi khuẩn như Alcaligenes xylosoxidans (Fluit and Schmitz, 2004) [29], Citrobacter freundii (Tchuinte et al., 2016) [30], E. coli (Kargar et al., 2014) [31], Klebsiella pneumoniae (Correia et al., 2003) [32], P. aeruginosa (Fluit and Schmitz, 2004), Salmonella spp. (Ploy et al., 2003) [33] và Enterobacter cloacae (Barraud et al., 2013) [34]. Nghiên cứu của Jacobs and Chenia (2007) đã xác định 5/37 (chiếm 13.5%) chủng vi khuẩn A. veronii biovar sobria phân lập từ các hệ thống nuôi thủy sản ở Nam Phi dương tính với cả 2 integron nhóm 2 và 3. Barraud et al. (2013) đã xác định các integron nhóm 3 từ vi khuẩn Enterobacter cloacae phân lập từ nước thải bệnh viện ở Pháp. Trong khi đó, kết quả nghiên cứu của các tác giả Ndi and Barton (2011) [35] và Ndi and Barton (2012) thì không phát hiện các integron nhóm 3 ở các loài vi khuẩn thuộc giống Aeromonas như A. hydrophila, A. veronii, A. caviae, A. sobria, A. dhakensis, A. jandaei, A. trota và A. media và các loài vi khuẩn thuộc giống Pseudomonas (P.  aeruginosa, P. fluorescens, P. putida,  P. syringae và Pseudomonas spp.).

Bảng 2. Sự hiện diện các integron nhóm 1 và kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn E. ictaluri
	Chủng 

vi khuẩn
	Kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn
	KT vùng gen cassette (kbp)
	Gen được mã hóa
	Gen qacEΔ1
	Gen Sul1

	1ED3
	CFL-CTX-CHL-FFC-ENR-DOX-TET-NEO-STR-SXT
	1,0
	aadA1
	+
	+

	4ED3
	AMO-AMP-CFL-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-NEO-GEN-SXT
	2,5
	blaVIM-1- aadB- dfrA1
	+
	+

	7ED3
	CFL-CTX-CHL-FFC-ENR-NOR-DOX-TET-NEO-GEN-SXT
	1,2
	dfrA27
	-
	-

	8ED3
	CFL-CHL-FFC-ENR- TET-NEO-STR-SXT
	1,0
	aadA1
	+
	+

	11ED3
	FFC-STR-SXT
	0,65
	dfrA1- OrfC
	-
	-

	12ED3
	CHL-FFC-TET-STR-NEO-SXT
	0,95
	aadA2
	+
	+

	13ED3
	CHL-FFC-DOX-TET-STR-SXT
	0,95
	aadA2
	-
	-

	17ED3
	CFL-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-NEO-STR-GEN-SXT
	2,5
	blaVIM-1- aadB- dfrA1
	+
	+

	20ED3
	AMP-CHL-FFC-ENR-NOR-TET-NEO-STR-SXT
	1,5
	dfrA1-aacA4
	+
	+

	21ED3
	AMP-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-STR-GEN-SXT
	2,5
	blaVIM-1- aadB- dfrA1
	+
	+

	22ED3
	CHL-FFC-CIP-TET-SXT
	0,65
	dfrA1
	-
	-

	2ED4
	AMP-CHL-FFC-TET-STR-GEN-SXT
	0,8
	dfrA7
	-
	-

	3ED4
	CHL-FFC-TET-STR-SXT
	1,2
	dfrA27
	+
	+

	6ED4
	CHL-FFC-TET-STR-SXT
	1,2
	dfrA27
	+
	+

	10ED4
	CHL-FFC-ENR-TET-SXT
	1,2
	dfrA27
	+
	+

	15ED4
	CHL-FFC-TET-STR-SXT
	1,2
	dfrA27
	+
	+

	17ED4
	AMP-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-DOX-TET-STR-SXT
	1,5
	dfrA1-aacA4
	+
	+

	19ED4
	CFL-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-STR-GEN-SXT
	1,5
	dfrA1-aacA4
	-
	-

	25ED4
	CHL-FFC-ENR-NOR-TET-STR-GEN-SXT
	1,0
	aadA1
	+
	+

	26ED4
	CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-NEO-STR-SXT
	1,5
	dfrA1-aacA4
	+
	+

	29ED4
	AMP-CTX-CHL-FFC-CIP-ENR-NOR-TET-NEO-GEN-SXT
	2,5
	blaVIM-1- aadB- dfrA1
	-
	-

	32ED4
	CHL-FFC-CIP-TET-STR-GEN-SXT
	1,2
	dfrA27
	+
	+

	33ED4
	CHL-FFC-TET-NEO-STR-GEN-SXT
	1,2
	dfrA27
	+
	+

	35ED4
	CHL-FFC-ENR-NOR-DOX-TET-SXT
	1,2
	dfrA27
	+
	+


KT: kích thước, +: dương tính, -: âm tính.

3.2 Đặc điểm vùng gen cassette của các chủng E. ictaluri dương tính với integron nhóm 1

Kết quả khảo sát của đề tài cho thấy 7 vùng gen cassette (Hình 2) được khuếch đại ở tất cả 24 chủng vi khuẩn E. ictaluri dương tính với các integron nhóm 1 với các kích thước khoảng 0,65 kbp, 0,8 kbp, 0,95 kbp, 1,0 kbp, 1,2 kbp, 1,5 kbp và 2,5 kbp (Bảng 2). Vùng gen cassette được khuếch đại nhiều nhất trong nghiên cứu này là vùng có kích thước 1,2 kbp (8/24 chủng, chiếm 33,33%), kế đến là 1,5 kbp và 2,5 kbp (4/24 chủng, chiếm 16,67%), 1,0 kbp (3/24 chủng, chiếm 12,5%), 0,65 và 0,95 kbp (2/24 chủng, chiếm 8,33%) và thấp nhất là 0,8 kbp (1/24 chủng, chiếm 4,17%).
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Hình 2. Kết quả PCR xác định vùng gen cassette của các chủng vi khuẩn E. ictaluri dương tính với với các integron nhóm 1 (M: thang chuẩn 100 bp plus; giếng 2, 4, 10 (KT 1,0 kbp): thứ tự các chủng E. ictaluri: 1ED3, 8ED3, 25ED3; giếng 1, 3, 6, 8, 9, 11, 12, 16 (KT 1,2 kbp): thứ tự các chủng E. ictaluri: 7ED3, 3ED4, 10ED4, 5ED4, 32ED4, 33ED4 và 35ED4; giếng 7, 13, 14, 15(KT 2,5 kbp): thứ tự các chủng E. ictaluri: 4ED3, 17ED3, 21ED3 và 29ED4; giếng 5: đối chứng âm).

Các chủng vi khuẩn có vùng gen cassette được khuếch đại với các kích thước khác nhau được chọn để giải trình tự (Bảng 3). Kết quả Blast trên cơ sở dữ liệu NCBI cho thấy vùng gen cassette có kích thước 0,65 kbp mang gen dfrA1, mã hóa enzyme dihydrofolate reductase kháng đối với kháng sinh trimethoprim) tương đồng 99% với gen dfrA1 của vi khuẩn A. jandaei chủng M3 (KR270484.1) và vi khuẩn A. hydrophila chủng A-B12B (KM401409.1). Tương tự, kết quả giải trình tự của các vùng gen cassette khác (0,8 kbp, 0,95 kbp, 1,0 kbp, 1,2 kbp, 1,5 kbp và 2,5 kbp) của vi khuẩn được trình bày ở Bảng 3.   

Bảng 3: Kết quả so sánh trình tự các vùng gen cassette của 2 loài vi khuẩn trên ngân hàng NCBI

	Gen cassette (kbp)
	E. ictaluri
	Gen mã hóa
	Enzyme mã hóa
	Kháng sinh

	0,65
	2/24
	dfrA1
	Dihydrofolate reductase
	Trimethoprim

	0,8
	1/24
	dfrA7
	Dihydrofolate reductase
	Trimethoprim

	0,95
	2/24
	aadA2 
	Aminoglycoside adenyltransferase
	Streptomycin  spectinomycin

	1,0
	3/24
	aadA1
	Aminoglycoside adenyltransferase
	Streptomycin và spectinomycin

	1,2
	8/24
	dfrA27
	Dihydrofolate reductase
	Trimethoprim

	1,5
	4/24
	dfrA1 và aacA4 
	Dihydrofolate reductase và  aminoglycoside N(6')-acetyltransferase
	Trimethoprim và các kháng sinh nhóm aminoglycoside

	2,5
	4/24
	blaVIM-1, aadB và dfrA1
	β-lactamase, aminoglycoside-2'adenyltransferase và dihydrofolate reductase
	β-lactam, nhóm aminoglycoside và trimethoprim


Cho đến nay, có hơn 100 vùng gen cassette khác nhau đã được phát hiện ở các integron và hầu hết chúng đều mã hóa cho kiểu hình kháng thuốc của vi khuẩn (Fluit and Schmitz, 1999 [36]; White et al., 2001; Jacobs and Chenia, 2007). Kết quả nghiên cứu này cho thấy có 7 vùng gen cassette (Bảng 2&3) được tìm thấy ở 24 chủng vi khuẩn E. ictaluri và phần lớn các vùng gen cassette trong nghiên cứu đều mã hóa cho tính kháng kháng sinh trimethoprim (gen dfrA27: 16/54 chủng, gen dfrA1: 5/54 chủng), dfrA7 (1 chủng) và aminoglycoside (gen aadA1: 7/54 chủng, gen aadA2 và aacA4 (8/54 chủng). Kết quả nghiên cứu này phù hợp với các nghiên cứu trước đây cho thấy phần lớn các vùng gen cassette liên kết với integron nhóm 1 của nhiều loài vi khuẩn mang gen kháng với aminoglycoside, sulfonamide và trimethoprim (White et al., 2001; Yan et al., 2010 [37]). Tuy nhiên, sự khác nhau về tỷ lệ xuất hiện cũng như sự kết hợp, sắp xếp của các gen trong vùng gen cassette ở các vi khuẩn cho đến nay vẫn chưa được chứng minh. 

Cho đến nay, ít nhất 40 gen dfr đã được xác định ở các loài vi khuẩn (Roberts et al., 2012) [38]. Trong số đó, các gen dfr như dfrA1, dfrA5, dfrA6, dfrA7, dfrA12, dfrA13, dfrA14, dfrA15, dfrA16, dfrA17, dfrA21, dfrA22, dfrA25 và dfrA27 đã được tìm thấy trên các integron nhóm 1 (Miko et al., 2005 [39]; Peirano et al., 2006 [40]; Agersø et al., 2006 [41]; Sun et al., 2010 [42]; Lukkana et al., 2012; Nguyen et al., 2014). Các gen dfrA1, dfrA7 và dfrA27 được phát hiện ở vi khuẩn E. ictaluri trong nghiên cứu này đều nằm trong vùng gen cassette của các integron nhóm 1. Vùng gen cassette mang gen dfrA1 đã được báo cáo trên nhiều loài vi khuẩn và được cho là vùng gen hiện diện phổ biến nhất ở vi khuẩn (van Essen-Zandbergen et al., 2007 [43]; Vinue et al., 2008 [44]; Shah et al., 2014 [45]). Nghiên cứu của Schmidt et al. (2001a&b) và Miko et al. (2005) cho thấy gen dfrA1 xuất hiện với tỷ lệ cao ở các loài vi khuẩn Aeromonas và Salmonella enterica. Tuy nhiên, nghiên cứu của Jacobs and Chenia (2007) phát hiện chỉ có 2 chủng vi khuẩn trong nghiên cứu có gen dfrA1. Nghiên cứu của Lukkana et al. (2012) cũng cho kết quả tương tự khi chỉ xác định gen dfrA1 trên 3 chủng vi khuẩn A. hydrophila AH146, AH199 và AH173. Vinué et al. (2010) [46] đã xác định gen dfrA1 từ 2 chủng vi khuẩn E. coli phân lập từ máu các bệnh nhân ở 1 bệnh viện của Tây Ban Nha. Nghiên cứu của Saenz et al. (2010) cũng đã xác định gen dfrA1 từ 1 chủng vi khuẩn E. coli (thu thập từ các nguồn khác nhau như từ người, động vật và thực phẩm) trong số 13 chủng dương tính với các integron nhóm 1 nhưng không có vùng 3’-CS. Gần đây, kết quả nghiên cứu của Canal et al. (2016) [47] cũng đã xác định gen dfrA1 ở vi khuẩn E. coli từ nước bề mặt ở Brazil. 

Trong khi đó, gen dfrA27 mặc dù xuất hiện với tỷ lệ cao nhất (16/54 chủng) trong số các gen dfr được phát hiện trong nghiên cứu này nhưng vùng gen cassette chỉ mang gen này được báo cáo lần đầu tên ở vi khuẩn như E. coli (Wei et al., 2009 [48]; Shin et al., 2015 [49]) ở Trung Quốc và Hàn Quốc và V. cholera ở Trung Quốc (Sun et al., 2010). Do đó, các nghiên cứu tiếp theo cần được thực hiện để làm sáng tỏ nguồn gốc cũng như sự hiện diện phổ biến của gen này trong số các gen kháng trimethoprim được phát hiện ở vi khuẩn E. ictaluri trong nghiên cứu này. Tương tự, vùng gen cassette chỉ mang gen dfrA7 được tìm thấy chỉ ở 1 chủng vi khuẩn E. ictaluri. Kết quả nghiên cứu phù hợp với nhiều báo cáo trước đây cho thấy vùng gen cassette mang gen dfrA7 được tìm thấy ở vi khuẩn Salmonella enterica (Miko et al., 2005), E. coli (White et al., 2000; Karczmarczyk et al., 2011 [50]; Mokracka et al., 2012 [51]; Bagré et al., 2017 [52]), Proteus sp. (Shah et al., 2014), Kluyvera sp. và Pantoea sp. (Mokracka et al., 2012), Shigella spp. (Mandomando et al., 2009) [53]. Tuy nhiên, kết quả nghiên cứu của Frank et al. (2007) [54] cho thấy trong số các gen dfr được phát hiện ở các vi khuẩn thuộc họ Enterobacteriaceae (E. coli, K. pneumoniae, Citrobacter freundii, Shigella spp. và Salmonella spp.) thì gen chiếm tỷ lệ cao nhất là dfrA7 (49%), trong khi đó tỷ lệ xuất hiện của gen dfrA1 là 17%.    

Vùng gen cassette chứa 2 gen aadA1 và gen aadA2 đã được tìm thấy trên nhiều loài vi khuẩn khác nhau (Goldstein et al., 2001; Infante et al., 2005 [55]; Kadlec and Schwarz, 2008 [56]; Shaheen et al., 2010 [57]; Vega-Sanchez et al., 2014). Lee et al. (2008) đã tìm thấy gen aadA1 và gen aadA2 ở vi khuẩn Aeromonas spp. từ các mẫu máu và vết thương của bệnh nhân ở Đài Loan. Nghiên cứu của van Essen-Zandbergen et al. (2007) cho kết quả tương tự khi 2 gen aadA1 và gen aadA2 được xác định ở 2 loài vi khuẩn Salmonella spp. và E. coli. Gen aadA2 trong nghiên cứu của Lukkana et al. (2011) được xác định ở 4/14 chủng vi khuẩn A. hydrophila. Canal et al. (2016) cũng đã xác định gen aadA1 ở vi khuẩn E. coli từ nước bề mặt ở Brazil. Kết quả nghiên cứu của Kotlarska et al. (2015) [58] đã xác định 2 gen aadA1 và aadA2 từ các vi khuẩn Gram âm phân lập ở các bệnh viện của Palestin. Cũng trên các vi khuẩn Gram âm có nguồn gốc từ các mẫu nước ở Ba Lan, Koczura et al. (2014) [59] đã xác định gen aadA1 ở các vi khuẩn A. hydrophila, Pasteurella multocida và E. coli. Trong khi đó, 2 vùng gen cassette có kích thước 1,5 và 2,5 mang 2 gen dfrA1-aacA4 (8/54 chủng) hoặc 3 gen blaVIM-1-aadB-dfrA1 (9/54 chủng) trong nghiên cứu này chưa được nhiều nghiên cứu công bố. Cho đến nay, vùng gen cassette blaVIM-1-aadB-dfrA1 chỉ được báo cáo ở vi khuẩn Providencia vermicola từ các bệnh nhân bị tiêu chảy ở Ấn Độ (Rajpara et al., 2015) [60].

3.3 Khảo sát vùng 3’-conserved segment (CS) của các integron nhóm 1  

Kết quả PCR cho thấy 17/24 chủng (chiếm 70,83%) E. ictaluri dương tính với các integron nhóm 1 mang cả 2 gen qacEΔ1 (Hình 3) và gen sul1 (Hình 4). Kết quả giải trình tự cho thấy gen qacEΔ1 trong nghiên cứu tương đồng 99-100% với gen qacEΔ1 của vi khuẩn K. pneumoniae (AB894355.1), P. putida chủng BF25 (KY047415.1), Variovorax sp. chủng BF19 (KY047414.1), Ochrobactrum sp. chủng BF02 (KY047413.1) và vi khuẩn Alcaligenes sp. chủng BF42 (KY047417.1). Tương tự, kết quả giải trình tự gen sul1 cũng cho thấy gen này tương đồng 100% với gen sul1 trên plasmid R388 (X12869.1). Ngoài ra, qua kết quả nghiên cứu cũng cho thấy không có bất kỳ chủng vi khuẩn E. ictaluri chỉ có gen qacEΔ1 hoặc gen sul1. Kết quả nghiên cứu này phù hợp với nhiều báo cáo cho thấy các vi khuẩn dương tính với các integron thì đa phần đều có vùng 3’-CS mang 2 gen qacEΔ1 và gen sul1 (Jacobs and Chenia, 2007; Vinue et al., 2008; Nguyen et al., 2014; Lin et al., 2016 [61]). Trong khi đó, 7/24 (chiếm 29,17%) chủng vi khuẩn còn lại trong nghiên cứu cho thấy vùng 3’-CS mang 2 gen qacEΔ1 và gen sul1 không được khuếch đại (Bảng 2). 

Như vậy, các ingron nhóm 1 không có vùng 3’-CS (được gọi là atypical integron) trong nghiên cứu hiện diện với tỷ lệ thấp hơn các integron nhóm 1 có vùng 3’-CS (được gọi là typical integron). Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Vinué et al. (2008) cho thấy chỉ có 4/26 chủng vi khuẩn E. coli có nguồn gốc từ người dương tính với các integron nhóm 1 không có vùng 3’-CS. Tuy nhiên, nghiên cứu của Sunde et al. (2005) [62] cho thấy các chủng vi khuẩn E. coli phân lập từ thịt và các sản phẩm của thịt lại ở Thụy Điển có các integron nhóm 1 không có gen sul1 chiếm tỷ lệ cao (9/29 chủng dương tính các integron nhóm 1). Trong nghiên cứu của Dung et al. (2009) [63] cho thấy tất cả các chủng vi khuẩn E. ictaluri dương tính với các integron nhóm 1 đều không có vùng 3’-CS. Nghiên cứu của Saenz et al. (2010) [64] cho thấy các chủng vi khuẩn E. coli có nguồn từ người, động vật và thực phẩm cũng không có gen qacEΔ1 và gen sul1.
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Hình 3. A. Kết quả xác định gen qacEΔ1 ở các chủng vi khuẩn E. ictaluri (M: thang chuẩn 1 kbp; giếng 1: đối chứng âm; 2-16: thứ tự các chủng E. ictaluri: 1ED3, 4ED3, 8ED3, 12ED3 và 17ED3, 20ED3, 21ED3, 3ED4, 6ED4, 10ED4, 15ED4, 17ED4, 25ED4, 26ED4 và 32ED4). B. Gen sul1 của các chủng vi khuẩn E. ictaluri (M: thang chuẩn 100 bp plus; giếng 1, 2, 5 và 6: thứ tự các chủng E. ictaluri gồm: 1ED3, 4ED3, 8ED3 và 12ED3; giếng 7: đối chứng âm; giếng 3 và 4: mẫu âm tính).

4. Kết luận và khuyến nghị

4.1 Kết luận 

Nghiên cứu đã xác định sự hiện diện của các integron nhóm 1 ở 24/67 (chiếm 35,82%) chủng vi khuẩn E. ictaluri bằng kỹ thuật PCR và giải trình tự gen. Trong khi đó, các integron nhóm 2 và 3 thì không được phát hiện ở tất cả các chủng vi khuẩn. Ngoài ra, đề tài cũng đã xác định 7 vùng gen cassette khác nhau, mã hóa cho các enzyme dihydrofolate reductase, aminoglycoside adenyltransferase, aminoglycoside N(6')-acetyltransferase và β-lactamase kháng lại nhiều loại kháng sinh ở vi khuẩn E. ictaluri.

4.2 Khuyến nghị

Cần tiếp tục nghiên cứu khả năng tiếp hợp và truyền gen kháng thuốc của vi khuẩn E. ictaluri đối với các loài vi khuẩn gây bệnh trên cá tra và vi khuẩn khác trong môi trường ao nuôi.
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Survey on the presence of integrons in Edwardsiella ictaluri, the causative agent of bacillary necrosis on intensively farmed striped catfish (Pangasianodon hypophthalmus) in the Mekong Delta

Quach Văn Cao Thi1, Huynh Thi Diem Trang2, Tu Thanh Dung2
1Vinh Long Community College, 112A Đinh Tien Hoang, Vinh Long city, Vinh Long province
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Abstract: The purpose of this research was to evaluate the presence of the integrons and characterise the gene cassette regions in E. ictaluri that causes bacillus necrosic of Pangasius on striped catfish (Pangasianodon hypophthalmus) in the Mekong Delta. By using PCR technique and gene sequencing, the finding identified 24/67 (35,82%) class 1 integron-positive E. ictaluri strains. Meanwhile, no class 2 and 3 integrons were detected in the study. Besides, our result also found many different gene cassette regions (0,65 kbp, 0,8 kbp, 0,95 kbp, 1,0 kbp, 1,2 kbp, 1,5 kbp and 2,5 kbp ) encoding to dihydrofolate reductase, aminoglycoside adenyltransferase, aminoglycoside N(6')-acetyltransferase and β-lactamase enzymes resistant to different antibiotics in E. ictaluri. The presence of the mobile genetic elements (class 1 integrons) in E. ictaluri in this research showed the ability that bacteria can transfer antimicrobial resistance genes to other bacteria in the aquatic environment. Therefore, using antibiotics for disease prevention in aquaculture should be managed more strictly. 
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