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MO DAU

Ngay nay, nho sy ¢6 mit ciia nhiéu khang sinh c6 tac dung diét khuan
manh nén da gop phan giai quyét duoc nhiéu bénh nhiém tring méc phai. Tuy
nhién ty 1& dé khang khang sinh cta vi khuan dang ngdy cang tang cao (6 My:
khoang 70%). Theo wdc tinh ciia cac Trung tdm kiém soat bénh (Centers for
Disease Control - CDC) cua My, hang nam & My c6 khoang 90 000 ca tu
vong/ 2 triéu ca mac bénh nhiém trung [1].

Su khang thudc cta nhiéu loai vi khuan ngdy cang gia ting dang 1a moi
lo ngai mang tinh toan cau. Nhiéu khang sinh ma con ngudi tim ra nay khong
con cong hi¢u trong viéc diéu tri. Nhiéu khang sinh chi xuat hién va st dung
trong mot thoi gian ngin bi khang, trong khi viéc nghién ciru tim ra nhiing
loai khang sinh m&i khong thé thuc hién trong thoi gian ngin, nhét 13 tim ra
nhimng loai khang sinh diéu tri vi khuan khang khang sinh. Vi vdy, nhu cau
khan cép 1a can c6 nhimng thudc khang vi sinh vat méi dé kiém soat nhing can
bénh mot cach co hidu qua [2]. Chinh vi vy, ngoai nhiing khang sinh tong
hop, khang sinh ban tong hop, khang sinh tu nhién dang c6 mit trén thi
truong thi nganh cong nghiép duoc pham dang tim kiém nhiing chat khang vi
sinh vat tir nhitng ngudn goc khac vira co hiéu luc cao, vira c6 hoat phd rong
ma lai than thién véi méi truong.

Céc vi khuan cong sinh vé6i tuyén triung ky sinh gdy bénh véi con tring
(Entomopathogenic Nematodes - EPN) dang 1a d6i twong nghién ctru méi cta
cac nha khoa hoc vé kha nang diét con tring giy hai va kha ning sinh khang
sinh khi chiing c6 kha nang ngan chan cac vi sinh vat khac xadm nhép vao xac
chét con trung vét cha. Nhiéu nghién ctiru da cho thiy san pham trao ddi chat
thtr cAp ctia cac vi khuan cong sinh c6 kha ning khang vi sinh vét hoat pho
rong, ngan chan su phat trién cua vi khuan, ndm va cac té bao ung thu [6,15].

Viét Nam la dat nude c6 vung khi hau nhiét dé1 gié mua, néng am,

mua nhiéu nén tuyén tring ky sinh gy bénh con tring c6 tinh da dang kha
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cao. Hién nay, khoang hon 40 chung EPN da dugc phén lap tir cac vung sinh
thai khac nhau cta Viét Nam [3,8] va ddy ciing 13 nguén cung cip vi khuin
cong sinh c6 ¥ nghia khoa hoc khong chi & Viét Nam ma con c6 y nghia trén
thé gidi trong viéc nghién ctru cac chat khang sinh méi phuc vu cho con
nguoi, dong vat, thuc vat.

O Viét Nam da c6 nhiéu nghién cuu vé tuyén trung rat c¢o gia tri v a co
¥ nghia khoa hoc trong xac dinh hinh thai, da dang loai nhung chua c6 nhiéu
nghién cuu vé vi khuan ¢ong sinh voi tuyén trung va cac san pham trao d6i
chat ctia chung. Chinh vi vay, chiing t6i Iya chon dé tai

Phén lap, tuyén chon chiing vi khuan céng sinh véi tuyén trung ky
sinh gay bénh con trung Steinernema sp.TP3 & Tam P&o, Vinh Phuc cé
kha ning khang khuin, khiang nam.

Voi muc tiéu:

- Phan 1ap vi khuan cong sinh tir tuyén trung Steinernema sp.TD3 &
Tam Dao, Vinh Phuc.

- Thir nghiém kha niang khang vi sinh vat kiém dinh cta cac ching vi
khuan phan 1ap duoc.

- Xac dinh mot s6 anh hudng cua diéu kién nudi cdy 1én kha ning
khang vi sinh vat kiém dinh ciia cac chung vi khuan cong sinh.

- Tach chiét hoat chat va thir kha nang khang vi sinh vat kiém dinh.

- Pinh loai vi khuan cong sinh véi tuyén tring Steinernema sp.TD3 bang
phuong phap sinh hoc phan tir trén co s& phan tich doan gen 16S rDNA.
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Chuong I
TONG QUAN TAI LIEU

1.1. Khai quat chung vé tuyén trung ky sinh gy bénh cén trung

Tuyén trung ky sinh gay bénh con tring 14 loai giun tron (Nematodes)
c6 ich, ky sinh & mot sb loai con trung c6 hai- lam suy yéu hoic giét chét
nhitng con tring ndy, nhung lai rat an toan d6i voi ngudi, dong vat va thuc
vat [3].

Trong sd hang nghin loai tuyén tring ky sinh ¢ con trung thi chi c6
nhom Entomopathogenic nematodes (EPN) c6 kha nang vura ky sinh vira gay
bénh cho con trung, gébm 2 gidng Steinernema va Heterorhabditis (giéng
Steinernema  thudoc ho Steinernematidae va Heterorhabditis thudc ho
Heterorhabditidae ctiia nganh giun tron.

Mic du cac loai tuyén trung ky sinh giy bénh con tring thudc giong
Steinernema va Heterorhabditis 1a nhimng loai ky sinh bét budc & con tring
nhung ching lai c6 mot pha chuyén hoa ton tai bén ngoai vat chii con trung,
(thudong 1a moi trudng dat). Do 1a Au trang tudi 3, con goi 1a Au tring xam
nhiém (infective juveniles - 1Js), 1 giai doan dic biét trong vong doi phat
trién cia nhom tuyén tring nay. O giai doan nay, IJs khong can dinh dudng
nhung chung lai c¢6 kha ning ton tai 1au dai trong moi truong dét, khi chua
gip vat chi. Day 1a giai doan 4u tring nim cho trong dat va sin sang xam
nhap vao vat chi thich hop dé ky sinh, giy bénh.

Khi tim duoc vét chu thich hop, IJs xAm nhap vao co thé con tring qua
cac 16 mo ty nhién nhu miéng, hau mon hoic 16 thd hoic mot sb dang 1Js
duogc trang bi mau kitin dang stng ¢6 thé duc thung thanh co thé cén trung tai
mot noi xung yéu 14 ranh gidi gilta cac dot co thé dé xam nhap. Sau khi vao
co thé vat chi, IJs nhanh chéng xam nhdp vao xoang mau, tai day vi khuan

cong sinh duoc giai phong. Nho moi trudng thich hop 13 huyét tuong vat ch,
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vi khuén cong sinh nhan nhanh $6 luong va tao ra doc td gay chét vat chu
trong vong 24 -48h [3].

1.1.1. Tuyén trung ky sinh gy bénh con tring Steinernema

Tuyén trung Steinernema sinh san theo kiéu phan tinh nho giao phdi
gitta duc va céi, trirmg con cai dugc thu tinh béi tinh trung cua con duc. biéu
nay cling ¢ nghia 1a dé sinh san duoc trong co thé con trang vét chu, tuyén
tring can xam nhap ca 1Js duc va 1Js cai, dé chung phat trién thanh ca duc va
cai truong thanh, cho phép chiing c6 diéu kién ghép d6i trong vat chu.

O giai doan dau, con cai dé tring vao co thé con trung va tring nd
thanh 4u trung thé hé 1. Cac 4u tring ctia thé hé 1 khong phat tin ra ngoai ma
& lai bén trong xac chét co thé vat chu dé dinh dudng bing chinh cic mo cua
con trung vat chil va phat trién nhanh chong dat dén giai doan trudng thanh
thé hé 2. Trong truong hop xac chét vat chil van con ngudn thic in, thé hé 2
tiép tuc giao phdi va tiép tuc phat trién qua thé hé 3, tham chi ca thé hé 4 bén
trong co thé vat chii. Cudi cung, khi ngudn dinh dudng da hét, thé hé cudi
clng trong xac chét con tring ding lai & pha 4u triung tudi 2. Cac du tring nay
bat dau chui ra khoi xac chét con tring va phat tan ra moi trudng bén ngoai va
tr¢ thanh IJs (tudi 3) va tir day chung tiép tuc mot chu ky phat trién méi véi
con trung vat chi maoi.

1.1.2. Tuyén trang ky sinh gay bénh con triing Heterorhabditis

Khong gidng v&i cac loai Steineinema, ¢ cac loai tuyén tring
Heterorhabditis, 1Js khi x&m nhap vao co thé con tring phat trién thanh con
cai ludong tinh (Hermaphroditis). Con céai nay c6 kha ndng san sinh ra tinh
tring cung véi trimg va ty thy tinh dé sinh san. Tir thé hé 2 trd vé sau, 1Js méi
phat trién thanh con trudng thanh phan tinh duc cai va sinh san bang hinh
thire giao phdi. Giai doan dau ciia con cai ca ludng tinh va phan tinh, ching

dé trang (oviparous) nhung & giai doan sau khi con cai vé gia chung dé tring
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thai (oviviparous); lac nay au tring né ra bén trong co thé con me va sir dung
co thé me lam ngudn thirc an dé phat trién thanh au trung tudi 2, bién con cai
thanh boc chira au trung tudi 2. Khi ph4 v& thanh co thé con me chui ra ngoai
tr& thanh 4u tring cam nhiém (tudi 3) ching van giir lai vo cutin cta 4u tring
tudi 2 [3].

1.2. Vi khuan cong sinh véi tuyén tring EPN

Mbi au trung xAm nhiém cua tuyén trung EPN (infective juveniles —1Js)
mang trong rudt cua chung mét loai vi khuan cong sinh chuyén hoa va ching
déu gay bénh cho con trung khi xdm nhap vao mau. Cac nghién ctru trong 20
nam qua tir tuyén tring EPN cho thay vi khuan Xenorhabdus cong sinh trong
rudt cia 4u trung cam nhiém cia Steinernema, con voi cac loai giong
Heterorhabditis thi vi khuan cong sinh thudc gidng Photorhabdus [15].

1.2.1. Vi khudn Xenorhabdus

Xenorhabdus 13 tryc khudn Gram am, khong sinh bao tir, hinh que, ky khi
khong bét budc. Chung sinh trudng ¢ nhiét 4o tbi wu 12 28°C; mot sd chung c6
khé ning phat trién & 40°C.

Xenorhabdus khac véi cac chi khac cua ho Enterobacteriaceae 1a co
kich thuéc té bao 16n 0,3 — 2 X 2 — 10 um. Lén men dudng glucose sinh acid
(khong sinh khi) va mot sb duong khac it 1én men. Phan ung catalase am tinh
va khong c6 kha ning chuyén nitrat thanh nitrit. Pa sd cac chung c6
deoxyribonuclease (DNase) va protease dwong tinh. Xenorhabdus c6 moi
quan hé mat thiét voi tuyén tring ky sinh gdy bénh con trung gidng
Steinernema va c6 dic tinh mién dich.

O Is cua cac loai  Steinernema spp., VKCS niam trong mét cai boc o
phan truoc cua rudt, phia sau thuc quan. Cac to hop tuyén trung va vi khuan

nay co tinh chuyén héa khé cao: moi loai tuyén trung c6 thé to hop véi maot s6
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loai vi khuan, nhung moi loai vi khuan chi t6 hop v mot loai tuyén trung

nhat dinh (bang 1.1) [33].

Bang 1.1. Mdi quan hé giira tuyén triung va vi khuin cdng sinh

TT EPN VKCS Tai liéu tham khao
1 | Steinernema Flavimonas Elawad et al., 1998
abbasi oryzihabitans
2 | S. affine X. bovienii Akhurst & Boemare, 1990
3 | S. apuliae X. kozodoii Tailliez et al., 2006
4 | S.arenarium X. kozodoii Tailliez et al., 2006
5 | S. bicornutum X. budapestensis Tailliez et al., 2006
6 | S. carpocapsae X. nematophila Akhurst & Boemare, 1990
7 | S. ceratophorum X. budapestensis Tailliez et al., 2006
8 | S. cubanum X. poinarii Tailliez et al., 2006
9 | S. diaprepesi X. doucetiae Fischer-Le Saux et al., 1998
10 | S. feltiae X. bovienii Akhurst & Boemare, 1990
11 | S. glaseri X. bovienii Akhurst & Boemare, 1990
12 | S. hermaphroditum | X. griffiniae Tailliez et al., 2006
13 | S. intermedium X. bovienii Poinar, 1990
14 | S. karii X. hominickii Tailliez et al., 2006
15 | S. kraussei X. bovienii Akhurst & Boemare, 1990
16 | S. kushidai X. japonica Nishimura et al., 1994
17 | S. longicaudum X. ehlershii Tailliez et al., 2006
18 | S. monticolum X. hominickii Fischer-Le Saux et al., 1998
19 | S. puertiricense X. romanii Tailliez et al., 2006
20 | S. rarum X. szentirmaii Tailliez et al., 2006
21 | S. riobravis X. cabanillasii Tailliez et al., 2006
22 | S. scapterisci X. innexi Fischer-Le Saux et al., 1998
23 | S. scarabaei X. koppenhoeferi Tailliez et al., 2006
24 | S. siamkayali X. stockiae Tailliez et al., 2006
25 | S. thermophilum X. indica Somvanshi et al., 2006
26 | S. weiseri X. bovienii Tailliez et al., 2006
27 | Heterorhabditis Photorhabdus Poinar, 1990
bacteriophora luminescens

N
oo

H. megidis

P. luminescens

Poinar et al., 1987
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Bang 1.1 cho thdy X. bovienii c6 quan hé cong sinh véi 4 loai
Steinernema, trong khi X. poinarii véi 2 loai, con 3 loai vi khuan
Xenorhabdus khac chi c6 quan hé cong sinh véi duy nhét 1 loai Steinernema.
Piéu d6 cho thiy tinh chuyén héa cua t6 hop tuyén tring - vi khuan nhung
cling c6 tinh da dang kha cao.

1.2.2. Vi khudn Photorhabdus

Photorhabdus c6 kich thude 0,5 -2 x 1- 10 um, Gram am, khong sinh
bao tir va di dong bang 16ng rung. H6 hap ki khi khong bit budc, nhiét do toi
ru 12 28°C; mot sb chung phat trién ¢ 37- 38°C. Photorhabdus c6 phan tmg
catalase duong tinh nhung khéng khir nitrat (chi yéu am tinh voi mot sé loai
thudc ho Enterobacteriaceae). Photorhabdus 1én men glucose sinh axit, khong
sinh khi va cling c¢6 kha nang Ién men duong Fructose, D- mannose, maltose,
ribose, va N — acetylglucosamine sinh axit, 1én men glycerol yéu.

IJs cua cac loai tuyén trung  Heterorhabditis spp., thi vi khudn cong
sinh nim dai rac theo chiéu dai cua ru6t , nhung chu yéu van la o nua truoc
ctia ong rudt. Hau hét cac loai vi khuan giéng Photorhabdus c6 kha ning tao
sang huynh quang sinh hoc [8].

1.2.3. Sw chuyén pha cia vi khudn cgéng sinh

Su bién doi pha 1a mot dac diém phé bién cua vi khuan, do6 1a su thay
d6i dao nghich cho phép vi khuan tranh duoc hang rao mién dich cia con
trung vat chu hodc su nhiém cua thue khuén thé. Su bién doi pha cling Xuat
hién & cac loai vi khuan giéng Xenorhabdus va Photorhabdus.

Sy bién ddi pha trong Xenorhabdus dugc mé ta nhu 1a sy di hinh 2
dang khuan lac trén méi trudong agar, cac khuan lac nay khac nhau vé mau
vién khuan lac cua ching [22,26,31].

Su bién d6i pha trong Xenorhabdus da duoc nghién ctru kha day du &

X. nematophilus va xac dinh dugc cac dic trung chinh cta su bién d6i pha
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trong loai nay [19]. Pic trung cua pha I 13 nhuém mau duong vién xanh (xanh
bromothymol va dé congo) va san sinh cac chat khang sinh, lecithinese [26],
thé vui protein va tua vién [16]. O pha II hoic khong c6 nhitng dic trung nhu
& pha I hodc c6 nhitng biéu hién rat yéu. Céc té bao pha I 16n hon va da hinh
hon & pha II [26].

Céc nghién ctru gan ddy cho thiy vai tro ctia pha I 13 san sinh cac chat
khang khuan, khang nim nham trc ché céc vi sinh vat khac xam nhap vao xac
chét con trung, do d6 han ché su canh tranh cac chit dinh dudng, danh nguén
dinh dudng cho tuyén tring. Ngoai ra, bang cach thity phan con tring bang hé
enzyme protease, lipase,... pha I c6 kha niang chuyén héa co chat thanh céc
san pham phu hop hon cho tuyén tring ting trudng va sinh san. Su xuat hién
ctia hién tugng ndy trong cic vi khuan cong sinh cua tuyén trung EPN rat
manh mé& cho thay rang n6 13 mot yéu t6 quan trong trong mdi tuong quan
giita tuyén tring, vi khuan va con tring vat chi. Tuy nhién, giai doan bién thé
(pha II) chwa c6 nhitng nghién ctru 13 rang vé chirc ning cta ching trong to
hop tuyén tring - vi khuan - con tring vat chi [3].

Pha I va pha II c¢6 thé dugc duy tri nhu nhitng dong thuan chung bang
k¥ thudt nhan dong thong thuong [16].

1.3. Mbi quan hé twong tac giwa tuyén trung va vi khuan ¢cong sinh

Quan hé cong sinh 1a mot mbi quan hé sinh thai cuc ky pho bién trong
cac quan x3 sinh vat trong sinh giéi. N6 dong vai trd quan trong trong viéc
hop thanh cac dang sdng chinh trén Trai dat va tao ra su da dang sinh hoc vo
cung phong pha nay.

T6 hop tuyén tring — vi khuan cdng sinh twong tac voi nhau, mdi bén
déu thuc hién nhiing nhi€ém vy, chirc nang riéng dé sinh ton va phat trién
nhung lai gitip bén kia dé ton tai, t hop nay khong thé tach roi va ton tai doc

1ap trong moi trudong tu nhién dugc.
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