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BỘ GIÁO DỤC VÀ ĐÀO TẠO
TRƯỜNG ĐẠI HỌC MỞ HÀ NỘI
THÔNG TIN KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

1. Thông tin chung

- Tên đề tài: Nghiên cứu tạo các chủng vi khuẩn Vibrio paraheamolyticus nhược độc bằng kỹ thuật đột biến phục vụ chế tạo vắc xin phòng bệnh lở loét xuất huyết trên cá biển nuôi.

- Mã số: B2016-MHN-02

- Chủ nhiệm đề tài: ThS: Nguyễn Thị Thu Hiền

- Tổ chức chủ trì: Trường Đại học Mở Hà Nội

- Thời gian thực hiện: Từ tháng 1 năm 2016 đến tháng 12 năm 2017

2. Mục tiêu: Tạo được chủng vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus nhược độc an toàn và có khả năng tạo kháng thể bảo hộ trên 60% cá biển nuôi đối với bệnh lở loét xuất huyết.
3. Tính mới và sáng  tạo:

Hiện nay, người nuôi cá biển chủ yếu sử dụng các loại hóa chất, kháng sinh để chữa bệnh cho cá nuôi nhưng kết quả trị bệnh còn thấp. Phương pháp phòng bệnh tốt nhất cho cá là sử dụng vắc xin, đây là công cụ chủ động không thể thiếu trong quản lý dịch bệnh.  Ở Việt Nam, tình hình nghiên cứu về miễn dịch và vắc xin cho cá vẫn còn khá mới mẻ, các nghiên cứu chủ yếu tập trung trên các đối tượng cá nước ngọt.

Với định hướng sản xuất vắc xuất nhược độc, chủng đột biến được tạo ra dựa trên cơ chế tác động của kháng sinh vào vi khuẩn. Rifamycin khóa vào liên kết phosphodiester gây ức chế quá trình tổng hợp mRNA của vi khuẩn vì vậy làm hạn chế quá trình nhân đôi của vi khuẩn cũng như hoạt động tổng hợp các protein chức năng, protein độc tố của chúng. Các chủng vi khuẩn kháng rifamycin có liên quan mật thiết tới việc giảm độc lực. Thành công của  nghiên cứu góp phần đáng kể khắc phục việc sử dụng kháng sinh để trị bệnh, tránh được hiện tượng nhờn thuốc, tăng giá trị và năng suốt của sản phẩm cá biển nuôi.
4. Kết quả nghiên cứu:

	Stt
	Nội dung
	Số lượng
	Kết quả

	1
	Chủng vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus
	7 chủng
	- Từ 23 mẫu cá mắc bệnh lở loét xuất huyết, phân lập được 7 chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus kí hiệu: A3.3, A3.13, LBT6, HH3.30, HH3.34, N18.1.1, N20.M2(2).

- Đặc điểm hình thái khuẩn lạc trên môi trường TCBS: màu xanh đậm, tròn đều, bóng, kích thước từ 2- 3 mm.
- Đặc tính sinh hóa: có khả năng di động, lên men đường glucose, không lên men đường lactose, không sinh H2S, không sinh gas trên môi trường Kligler Iron Agar, sinh indole, dương tính với catalase và gây dung huyết kiểu β.



	2


	Chủng

Vibrio parahaemolyticus nhược độc


	1 chủng
	- Từ chủng tự nhiên LBT6 tạo ra dòng vi khuẩn đột biến bằng tác nhân kháng sinh rifampicin và tia UV, kí hiệu: L4650

- Dòng vi khuẩn đột biến L4650 có sự sai khác trong trình tự gen toxR và tlh so với chủng gốc LBT6.

- Độc lực dòng đột biến L4650 giảm đáng kể so với chủng tự nhiên LBT6.

- Kháng thể bảo hộ đạt 70-80% cá sau khi công cường độc. Mật độ vi khuẩn nhược độc thích hợp để bảo vệ cá với vi khuẩn V.paraheamolyticus có độc lực cao là 107 CFU/ml. 
- Mức độ an toàn của dòng vi khuẩn đột biến, tỷ lệ cá chết sau khi gây nhiễm là: 6%, cá chết sau gây nhiễm 3-7 ngày và không có các biểu hiện lâm sàng và đại thể như cá mắc bệnh lở loét xuất huyết.

	3
	Quy trình tạo chủng Vibrio parahaemolyticus nhược độc
	1 quy trình
	Chi tiết, có độ tin cậy cao

	4
	Đào tạo sau đại học
	1Thạc sỹ
	Bảo vệ thành công năm 2017

	5
	Bài báo
	02


	Đăng trên tạp chí khoa học Viện Đại học Mở Hà Nội


5. Sản phẩm:

	Stt
	Tên sản phẩm
	Số lượng
	Yêu cầu khoa học

	1
	Chủng vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus
	3-5 chủng
	-Chủng vi khuẩn V.parahaemolyticus có khả năng gây bệnh lở loét xuất huyết ở cá biển (cá mú, cá hồng, cá giò)

- Có tính đại diện kháng nguyên

	2


	Chủng

Vibrio parahaemolyticus nhược độc


	1 chủng
	· Độc lực giảm so với chủng tự nhiên

· An toàn trên cá

· Có khả năng tạo kháng thể bảo hộ đạt trên 60% cá biển nuôi đối với bệnh lở loét, xuất huyết

	3
	Quy trình tạo chủng Vibrio parahaemolyticus nhược độc
	1 quy trình
	Chi tiết, có độ tin cậy cao

	4
	Đào tạo sau đại học
	1 Thạc sỹ
	Bảo vệ thành công 

	5
	Bài báo
	02


	Đăng trên tạp chí chuyên nghành


6. Phương thức chuyển giao, địa chỉ ứng dụng, tác động và lợi ích mang lại của kết quả nghiên cứu:
- Phương thức chuyển giao: Hợp tác cùng công ty TNHH thiết bị B.D.E chuyển giao chủng giống cho các công ty sản xuất vắc-xin theo phương thức trọn gói hoặc bán chủng giống theo mẻ sản xuất vắc-xin.

- Địa chỉ ứng dụng: Nhà máy Vắc-xin, Công ty cổ phần Công nghệ và PTNT (RTD).

- Lợi ích:

Góp phần nâng cao chất lượng đào tạo và nâng cao chất lượng nhân lực khoa học công nghệ. Đề tài đào tạo thành công kỹ sư, thạc sỹ thuộc chuyên ngành Công nghệ sinh học, thủy sản.

Kết quả của đề tài bước đầu là cơ sở phục vụ cho việc nghiên cứu chế tạo vắc-xin góp phần khống chế dịch bệnh trên cá biển tại Viêt Nam.

Góp phần phát triển bền vững nền kinh tế thủy sản, nghề nuôi cá biển và bình ổn xã hội.
                                                                                  Hà Nội,  Ngày 10 tháng  1 năm 2019
        Tổ chức chủ trì
        Chủ nhiệm đề tài
 (ký, họ và tên, đóng dấu)
  (ký, họ và tên)
                                                                                          Nguyễn Thị Thu Hiền
MINISTRY OF EDUCATION AND TRAINING

         HANOI OPEN UNIVERSITY
INFORMATION ON RESEARCH RESULTS

1. General information:

Project title: Study the attenuated virulent Vibrio paraheamolyticus strains formation by mutation method for the purpose of vaccine production for hemorrhagic ulcer disease in farmed marine fish

Code number: B2016-MHN-02

Coordinator: Msc. Nguyễn Thị Thu Hiền

Implementing institution: Hanoi Open University

Duration: from January 2016 to December 2017

2. Objective(s): Formulation of attenuated and safe V. Paraheamolyticus strains that produced antibody protecting over 60 % farmed marine fish against hemorrhagic ulcer disease.

3. Creativeness and innovativeness:


Nowadays, Fishmen uses mainly chemicals and antibiotics for fish diseases treatment, but the results obtained are quite low. The best preventive method for fish is using vaccines which is an indispensable tool for disease management. In Vietnam, researchs on immunity and vaccines for fish remain relatively new and focusing on freshwater fish. 


With the orientation of attenuated vaccines production, the mutant strains were created based on the mechanism of antibiotic action on bacteria. Rifamycin blocks the phosphodiester link causing bacterial mRNA synthesis inhibition, thus limiting bacterial replication as well as the synthesis of their functional proteins and vỉulent proteins. Rifamycin-resistant strains are closely associated with virulence reduction. The success of this study has significantly contributed to the use of antibiotics to treat diseases, to prevent drug-induced accidents, to increase the value and functionality of marine fish products.


4. Research results:

	No.
	Content
	Quantity
	Results

	1
	Bacterial strain Vibrio parahaemolyticus
	7 strains
	- From 23 hemorrhagic ulcer fish samples, 7 V. parahaemolyticus strains encoded: A3.3, A3.13, LBT6, HH3.30, HH3.34, N18.1.1, N20.M2(2) were isolated.

- Morphological characteristic of colonies on TCBS medium: dark green, rounded, glossy,  2- 3 mm diameter.

- Biochemical characteristics: motility (+), glucose fermenting (+), lactose fermenting (-), H2S production (-), gas production on Kligler Iron Agar (-), indole production (+), catalase (+) and causing (dung huyết) β type

	2


	Attenuated strain

Vibrio parahaemolyticus 


	1 strain
	- From the wild strain LBT6 we obtained the mutant strain by antibiotic (rifanpicine) and UV factor, encoded: L4650

- The mutant strain L4650 has the difference in gene sequence in toxR and tlh - the virulence was significantly reduced in compare with the wild type LBT6.

- The survival rates after virulence inoculation of the attenuated strain reached 70-80%. The attenuated strain dose for fish protection against highly virulent V. parahaemolyticus was 107 CFU/ml.
- Remarkable safty level: the fish mortality after 3-7 days of inoculation was 6% and dead fish showed no clinical manifestation of hemorrhagic ulcer disease

	3
	Attenuated strain Vibrio parahaemolyticus formation protocol
	1 protocol
	Detailed, high reliability

	4
	Post-graduated formation
	1 Master of Science
	Master thesis defense in 2017

	5
	Publication
	02


	Journal of Science, Hanoi Ubiversity of Science and Technology


5. Products:

	No.
	Product name
	Quantity
	Scientific requirements

	1
	Vibrio parahaemolyticus strain
	     3-5 strains
	- V.parahaemolyticus strain causing the hemorrhagic ulcer disease in marine fish (Groupers, Lutjanus sanguineus, Cobia)

- High antigen representativity

	2


	Attenuated train

Vibrio parahaemolyticus 


	1 strain
	· Virulence reduced in compare with the wild strain.

· Safe for fish

· Production of antibody protecting over 60% of farmed marine fish against hemorrhagic ulcer disease.

	3
	Attenuated strain Vibrio parahaemolyticus formation protocol
	1 protocol
	Detailed, high reliability

	4
	Post-graduated formation
	1 Master of Science
	Master thesis defense in 2017

	5
	Publication
	02


	Accepted in Journal of Speciality


6. Transfer alternatives, application institutions, impacts and benefits of research results:
-Transfer alternatives: Collaboration with The B.D.E. Equipment Ltd Company, transferring the strain to the vaccines production companies full or partial pagkage

- Application institution: Vaccines Enteprise, Technology and Agriculture Development JSC (RTD).

- Benefits: 
            Contribution in improvement of formation quality and human resources quality in science and technology. Contribution in formation of engineers and master in Aquaculture Biotechnology Speciality.

          The results obtained in the project contribute to the reseach and production of vaccines against diseases in marine fish in Vietnam

          Contribute to sustainable development of fishery economy, marine fish farming and social stabilization.
                                                                                                 Ha Noi city,                         
          Implementing institution       
       Cordinator
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