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TÓM TẮT
Nghiên cứu được thực hiện nhằm xác định khả năng lây nhiễm của vi bào tử trùng Enterocytozoon 

hepatopanaei (EHP) trên tôm thẻ chân trắng. Kết quả kiểm tra bằng phương pháp RT-PCR cho thấy EHP có 
khả năng lây nhiễm trong điều kiện nuôi nhốt chung giữa tôm bệnh và tôm khỏe. EHP trong nguồn nước có 
mật độ 2 × 105 bào tử/lít và trong thức ăn có 2 × 105 bào tử/gram thức ăn sau 14 ngày thí nghiệm. Tôm thí 
nghiệm nhiễm EHP biểu hiện một số dấu hiệu bệnh lý đặc trưng như tôm bỏ ăn, mềm vỏ, còi cọc, gan tụy tôm 
teo dai, ruột rỗng, ít thức ăn hoặc ruột ngắt quãng, phân tôm bị xoắn lò xo, xuất hiện bọt khí, có chứa dịch màu 
vàng nhạt đến vàng nâu và nâu đỏ. Phân tích mô bệnh học các mẫu tôm gây nhiễm EHP cho thấy, ống gan tuỵ 
mất cấu trúc hình sao; giảm số lượng tế bào B, R; tế bào biểu mô bong tróc, rơi vào lòng ống và các tế bào máu 
tập trung xung quanh các ống gan tụy; đồng thời phát hiện cấu trúc plasmodium và các bào tử EHP trưởng 
thành trong tế bào chất tế bào biểu mô.
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ

Enterocytozoon hepatopenaei (EHP) là vi bào 
tử trùng microsporidian kí sinh nội bào bắt buộc 
thuộc họ Enterocytozoonidae được mô tả và phát 
hiện lần đầu tiên tại �ái Lan, sau đó bùng phát 
trên tôm sú (Penaeus monodon), tôm thẻ chân 
trắng (Litopenaeus vannamei) nuôi trên nhiều nước 
châu Á và châu Mỹ Latin. Ở nước ta, EHP được tìm 
thấy trên tôm sú bệnh phân trắng vào năm 2009 
và hiện nay đã trở thành một trong những bệnh 
truyền nhiễm phổ biến, ảnh hưởng nghiêm trọng 
đến nghề nuôi tôm (Cục �ú y, 2021). EHP không 
gây chết cấp tính với tỉ lệ cao cho tôm nuôi trong 
ao, tuy nhiên chúng kí sinh trong gan tụy tôm, sử 
dụng dinh dưỡng, năng lượng dự trữ trong gan tuỵ 
khiến tôm nuôi không đủ dinh dưỡng cho sự tăng 
trưởng và lột xác. Tôm nhiễm EHP thường có biểu 
hiện còi cọc, chậm lớn và phân đàn. Trong một số 
nghiên cứu còn cho thấy, EHP liên quan đến bệnh 
phân trắng trên tôm (�itamadee et al., 2016). �eo 
nhận định của Aranguren và cộng tác viên (2017) 
khi gan tụy tôm bị yếu tố ban đầu làm tổn thương 
sẽ tạo điều kiện cho các Vibrio cơ hội gây bệnh.

Bào tử EHP nhiễm trên tôm bệnh được thải 

ra môi trường theo đường phân, sau đó tồn tại 
trong nguồn nước, bùn và lây nhiễm cho các cá 
thể khác trong ao. Khả năng lây nhiễm của EHP 
đã được xác định trong một số nghiên cứu tại Ấn 
Độ, Mỹ, �ái Lan với kết quả xác nhận về khả 
năng lây truyền bệnh của EHP từ việc nuôi nhốt 
chung, nuôi trong nguồn nước nhiễm EHP, ăn 
nhau (Kesavan Karthikeyan and Raja Sudhakaran, 
2018). Ở Việt Nam, khả năng lan truyền theo chiều 
dọc của EHP từ tôm bố mẹ sang tôm được chứng 
minh bởi Hung Vu-Khac và cộng tác viên (2018). 
Việc nghiên cứu về cơ chế và con đường lan truyền 
bệnh là rất cần thiết trong đặc điểm gây bệnh, lan 
truyền bệnh và xác định khả năng chịu đựng/đề 
kháng của các dòng tôm nuôi. Tuy nhiên, cho đến 
nay các nghiên cứu về sự lây nhiễm EHP trên tôm 
thẻ chân trắng ở nước ta vẫn còn nhiều hạn chế. 
Do đó, để cung cấp thêm thông tin khoa học về 
khả năng lây truyền bệnh của EHP trên tôm thẻ 
chân trắng nuôi tại nước ta, nhằm góp phần xây 
dựng quy trình phòng bệnh EHP trong ao nuôi 
nên “Nghiên cứu khả năng lây nhiễm của vi bào 
tử trùng Enterocytozoon hepatopanaei trên tôm 
thẻ chân trắng (Litopennaeus vannamei)” được 
thực hiện.
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II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Vật liệu nghiên cứu
Nguồn tôm thí nghiệm: Tôm thẻ chân trắng 

sạch bệnh, trọng lượng 10 - 12 gram, sản xuất từ 
Bộ môn Kỹ thuật nuôi Hải sản, Khoa �uỷ sản, Đại 
học Cần �ơ.

Nguồn tôm bệnh: Tôm thẻ chân trắng 
(Litopennaeus vannamei) tại tỉnh Sóc Trăng, Trà 
Vinh, có dấu hiệu đặc trưng của tôm bệnh chậm 
lớn do EHP và được kiểm tra nhiễm EHP bằng 
phương pháp PCR. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu

2.2.1. Chuẩn bị dịch EHP
Dung dịch EHP được chuẩn bị theo phương 

pháp của Hung Nam Mai và cộng tác viên (2020). 
Gan tụy (HP) tôm bị nhiễm EHP được thu và cân 
trọng lượng, sau đó nghiền trong nước dung dịch 
đệm phosphate 1X (PBS) pH 7,4, tiếp tục pha loãng 
với dung dịch nước muối vô trùng 2% theo tỉ lệ 1 : 
4 bằng và ly tâm ở tốc độ 2.200 vòng/phút trong 1 
phút. �u lấy phần dung dịch phía trên và xác định 
mật độ EHP ban đầu trên buồng đếm Neubauer 
theo phương pháp của Munlongwongsiri và cộng 
tác viên (2021).

2.2.2. �í nghiệm khả năng lây nhiễm của EHP
Bố trí thí nghiệm: Xác định khả năng lây nhiễm 

EHP bao gồm 4 nghiệm thức, mỗi nghiệm thức lặp lại 
3 lần, bao gồm (1) đối chứng âm (không cảm nhiễm 
EHP), (2) nuôi nhốt chung với tôm nhiễm bệnh theo 
tỉ lệ tôm bệnh: tôm khỏe (1 : 10), (3) nguồn nước bổ 
sung EHP mật độ 3,25 × 105 bào tử/L và (4) thức ăn 
nhiễm trộn EHP mật độ 0,5 × 105 bào tử/gram, tôm 
được bố trí trong bể nhựa (60 L), các dụng cụ được 
khử trùng bằng chlorine. Bố trí hoàn toàn ngẫu 
nhiên mật độ bố trí 40 tôm/bể.

�eo dõi thí nghiệm: �í nghiệm được theo 
dõi trong thời gian 14 ngày. Trong quá trình thí 
nghiệm tôm được cho ăn theo nhu cầu, tần suất  
4 lần/ngày trong suốt thời gian thí nghiệm. Các bể 
thí nghiệm được theo dõi hàng ngày ghi nhận tỉ lệ 
chết, quan sát dấu hiệu bệnh lý và kiểm tra một số 
chỉ tiêu môi trường (nhiệt độ, oxy hoà tan, pH, độ 
kiềm-kH, NO2, NH4/NH3

+). 
Mẫu được thu vào ngày 7 và 14 cho xác định sự 

lây nhiễm EHP trên tôm bằng phương pháp RT-PCR. 

Kết thúc thí nghiệm, thu tất cả các mẫu tôm trong 
bể thực hiện phân tích mô học và RT-PCR.

2.2.3. Phương pháp tiêu bản phết kính mẫu tươi 
Kính phết mô gan tụy được thực hiện với một 

ít mẫu gan tụy quét nhẹ và đều lên lame sạch. Để 
khô tự nhiên, sau đó cố định lame bằng dung dịch 
methanol trong 1 phút, nhuộm Wright và Giemsa 
theo phương pháp của Humason (1979). Quan sát 
và đọc kết quả dưới kính hiển vi ở vật kính 100X.

2.2.4. Phương pháp mô học
Các mẫu tôm được cố định trong dung dịch 

Davidson’s trong 24 giờ và sau đó tiến hành phân 
tích mô học thông qua các bước tỉa mẫu, xử lý 
mẫu, đúc khối, cắt mòng và nhuộm mẫu với thuốc 
nhuộm Hematoxylin và Eosin. Kết quả mô học 
được đọc dựa theo nghiên cứu của Caro và cộng 
tác viên (2021) nhằm đánh giá mức độ và giai đoạn 
tác động của EHP lên mô gan tuỵ tôm thẻ chân 
trắng sau cảm nhiễm. 

2.2.5. Phương pháp RT-PCR
Mẫu gan và ruột tôm được thu và trữ trong 

dung dịch ethanol 100% (Merck) để tiến hành cố 
định và vận chuyển đến nơi phân tích sự hiện diện 
của EHP bằng phương pháp Real-time PCR tại 
Phòng chẩn đoán xét nghiệm bệnh tôm, Chi cục 
Chăn nuôi và �ú y tỉnh Cà Mau. 

2.2.6. Phương pháp kiểm tra môi trường nước
Nhiệt độ nước các bể thí nghiệm được đo bằng 

nhiệt kế; các chỉ tiêu pH, độ kiềm, NH3/NH4
+ và 

NO2
- được kiểm tra bằng bộ KIT SERA (Đức) theo 

hướng dẫn của Nhà sản xuất.

2.2.7. Xử lý số liệu 
Số liệu được xử lý theo tỷ lệ (%) phân tích từ 

phần mềm Excel. Tỷ lệ tôm chết được tính dưới 
dạng tích lũy. 

2.3. �ời gian và địa điểm nghiên cứu

Nghiên cứu được thực hiện từ tháng 5 đến 
tháng 6 năm 2021 tại Khoa �ủy sản, Trường Đại 
học Cần �ơ.

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Chất lượng nước 

Trong suốt quá trình thí nghiệm nhiệt độ luôn 
dao động ở mức 28 - 30oC, pH từ 7 - 8, độ kiềm 
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nằm trong khoảng 100 - 125 mg CaCO3/L và không 
ghi nhận có sự xuất hiện của NH3/NH4

+ cùng với 
NO 2

-. Khi so sánh với các chỉ tiêu môi trường nuôi 
tôm của Chanratchakool và cộng tác viên (1995) 
cho thấy, các chỉ tiêu của môi trường thí nghiệm 
nằm trong ngưỡng thích hợp cho sự sinh trưởng 
và phát triển của tôm, do đó không làm ảnh hưởng 
đến tôm trong quá trình thí nghiệm. 

3.2. Khả năng lây nhiễm của E. hepatopenaei trên 
tôm thẻ chân trắng (L. vannamei)

Phương pháp RT-PCR được sử dụng để kiểm 
định khả năng lây nhiễm của EHP ở các thời điểm 

ngày 7 và 14 sau bố trí. Ở nghiệm thức đối chứng 
âm, các mẫu thu đều cho kết quả âm tính ở cả hai 
lần thu mẫu, thể hiện tính ổn định của hệ thống 
thí nghiệm và không có sự nhiễm chéo giữa các 
nghiệm thức. Kết quả âm tính với EHP cũng được 
ghi nhận ở các nghiệm thức ở lần thu mẫu ở ngày 
07, tuy nhiên sau đó được phát hiện trên các mẫu 
tôm ở tất cả các nghiệm thức lây nhiễm trong lần 
thu mẫu ở ngày 14 (Bảng 1). Qua nghiên cứu cho 
thấy EHP có khả năng lây nhiễm trong quá trình 
nuôi nhốt chung, bào tử EHP có trong nguồn nước 
và cho ăn thức ăn bổ sung bào tử EHP. 

Bảng 1. Kết quả kiểm tra PCR sau 7 ngày và 14 ngày cảm nhiễm

Nghiệm thức
Kết quả PCR  sau cảm nhiễm

7 (ngày) 14 (ngày)

NT1 (đối chứng âm) (-) (-)

NT2 (EHP + thức ăn) (-) (+)

NT3 (EHP + nước) (-) (+)

NT4 (nuôi nhốt chung) (-) (+)

Hình 1. Gan tụy và ruột tôm thẻ chân trắng (L. vannamei) trong thí nghiệm cảm nhiễm EHP sau 14 ngày 
Ghi chú: (A) Tôm nghiệm thức đối chứng, gan tụy màu nâu đậm và ruột đầy thức ăn, (B) gan tụy tôm màu nâu 

đậm, ruột rỗng thức ăn chứa dịch nâu vàng đoạn nối với gan tụy, (C) gan tụy tôm có màu xanh rêu và teo dai, ruột 
chứa dịch nâu đỏ không liên tục và (D) gan tụy tôm nhạt màu và teo dai, phần ruột trước có chứa bọt khí, ruột giữa và 
ruột sau xoắn lò xo và đứt quãng.
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Kết quả từ nghiệm thức cảm nhiễm bằng 
phương pháp nuôi nhốt chung đồng nhất với 
nghiên cứu của Salachan và Sritunyalucksana 
(2017) về chứng minh lây truyền theo chiều ngang 
của EHP giữa tôm nhiễm bệnh và tôm khỏe trong 
điều kiện nuôi nhốt chung với khả năng lấy nhiễm 
EHP được xác định sau 14 ngày thí nghiệm. Các 
bào tử EHP theo phân của tôm bệnh được thải ra 
môi trường nước, tiếp xúc và gây nhiễm lên tôm 
khỏe được nuôi chung trong bể (Chaijarasphong 
et al., 2020). �eo Hung Nam Mai và cộng tác viên 
(2020), rất khó để có sự đồng nhất về thời gian lây 
nhiễm của EHP khi thực hiện bằng phương pháp 
này do sự khác biệt về mật độ bào tử EHP có trong 
nước tại thời điểm gây cảm nhiễm và giai đoạn tôm 
cảm nhiễm. Mật độ bào tử càng cao, thời gian lây 
nhiễm của EHP trên tôm sẽ càng nhanh. Điều này 
được thể hiện rõ khi thời gian phát hiện lây nhiễm 
EHP ở nghiệm thức bổ sung bào tử trực tiếp vào 
nước ở mật độ 3,25 × 105  bào tử/L là ở ngày 14, 
trong khi Pattarayingsakul và cộng tác viên (2022) 
cảm nhiễm tôm thẻ chân trắng giai đoạn PL-12 ở 
mật độ bào tử cao hơn 106  bào tử/L, thời gian phát 
hiện lây nhiễm chỉ sau 4 ngày cảm nhiễm. 

Qua nghiên cứu cũng đã chứng minh được EHP 
còn có thể lây nhiễm thông qua nguồn thức ăn được 
bổ sung bào tử EHP sau 14 ngày. Munkongwongsiri 
và cộng tác viên (2021) nghiên cứu tính lây nhiễm 
của EHP cũng ghi nhận kết quả tương tự khi cho 
ăn ở liều 2 × 105 CFU/g. Tuy nhiên, sự lây nhiễm 
không xảy ra khi cho tôm ăn mẫu thức ăn đã nhiễm 
EHP mà chỉ xảy ra khi cho ăn thức ăn được bổ sung 
dung dịch bào tử.

3.3. Khả năng gây bệnh của EHP trên tôm thẻ 
chân trắng

3.3.1. Dấu hiệu bệnh lý và tỉ lệ chết
Dấu hiệu bệnh lý được phát hiện trên tôm sau 

10 ngày thí nghiệm với các biểu hiện ban đầu tôm 
ít bơi lội, phản ứng chậm với tiếng động, giảm 
hoặc bỏ ăn khi so với đối chứng. Sau 14 ngày thí 
nghiệm, nghiên cứu đã ghi nhận được một số bệnh 
lý đặc trưng trên tôm ở tất cả các nghiệm thức 
lây nhiễm như bỏ ăn, mềm vỏ, còi cọc, mất đi độ 
sáng, bắt xuất hiện nhiều điểm sắc tố. Khối gan tụy 
tôm chuyển sang màu nâu nhạt, nhũn, xanh rêu, 
trắng sữa hoặc teo dai, đường ruột tôm thường 
rỗng, chứa ít thức ăn hoặc ruột ngắt quãng, phân 

tôm bị xoắn lò xo, xuất hiện bọt khí, có chứa dịch 
màu vàng nhạt đến vàng nâu và nâu đỏ (Hình 1). 
Các dấu hiệu ghi nhận được tương tự với mô tả 
của Kathy và cộng tác viên (2016) với các mức độ 
biểu hiện khác nhau, tuy nhiên quan sát rõ nhất ở 
các mẫu tôm ở nghiệm thức lây nhiễm EHP bằng 
phương pháp nuôi nhốt chung giữa tôm bệnh và 
tôm khỏe. �eo Newman (2015) và Suresh và cộng 
tác viên (2018), EHP sử dụng dinh dưỡng của tôm 
cản trở quá trình tiêu hóa và hấp thu dưỡng chất 
làm tôm chậm phát triển, tuy tôm không chết ngay 
nhưng tôm sẽ dễ mẫn cảm với vi khuẩn Vibrio spp. 
dẫn đến chết. Có thể nhận thấy các dấu hiệu đặc 
trưng nhất của tôm nhiễm EHP là chậm phát triển, 
dẫn đến sự thay đổi về kích thước sau 14 ngày do 
chúng sử dụng dinh dưỡng và năng lượng trong 
gan tụy (Suresh et al., 2018). Tuy nhiên, không có 
trường hợp tôm chết nào được ghi nhận trong suốt 
thời gian thí nghiệm. 

3.3.2. Kết quả mô học tôm thẻ chân trắng cảm 
nhiễm EHP

Phân tích mô học được thực hiện nhằm quan 
sát, đánh giá mức độ biến đổi trên mô gan tụy tôm 
thẻ chân trắng ở mức độ tế bào trong các nghiệm 
thức bố trí sau thí nghiệm. Kết quả phân tích cho 
thấy các ống gan tụy ở nghiệm thức đối chứng âm 
hoàn toàn bình thường với cấu trúc “hình sao” đặc 
trưng, hiện diện đầy đủ của các tế bào biểu mô gan 
tụy bao gồm B (không bào lớn), tế bào R (không 
bào nhỏ) và tế bào F (Hình 2A). 

Ở các nghiệm thức thí nghiệm lây nhiễm EHP 
đều cho thấy có sự khác biệt về biến đổi cấu trúc, 
cũng như sự ảnh hưởng của EHP ở mức độ tế bào 
với một số biểu hiện mô bệnh học đặc trưng như 
ống gan tuỵ mất cấu trúc hình sao, giảm số lượng tế 
bào B, R, tế bào biểu mô bong tróc rơi vào lòng ống 
và sự tập trung của các tế bào máu xung quanh các 
ống gan tụy (Hình 2B). �eo Rajendran và cộng 
tác viên (2016), khi tôm nhiễm EHP cấp tính, các 
biểu hiện như bong tróc lòng ống gan tuỵ hay việc 
tích tụ các tế bào trong lòng ống cũng là một dấu 
hiệu điển hình, cho thấy mức độ nhiễm trùng EHP 
nghiêm trọng ở một số tế bào biểu mô ống gan tuỵ 
bị hoại tử. Kết quả này còn cho thấy thời gian ủ 
bệnh khá dài của vi bào tử trùng EHP trên tôm thẻ 
chân trắng, khi sau 14 ngày cảm nhiễm việc quan 
sát được các thể nhiễm EHP dày đặc dưới dạng bào 
nang có thể cho thấy đây là giai đoạn cuối G2 và 
đầu G3 (Hình 2C). Caro và cộng tác viên (2021) 



Tạp chí Khoa học và Công nghệ Nông nghiệp Việt Nam - Số 02(135)/2022 

130

phân chia các hình thái nhiễm EHP trên tôm thẻ 
chân trắng bao gồm nhiễm dưới dạng các bào nang, 
plasmodium, hay ở dạng bào tử trưởng thành ở tế 
bào chất. Kết quả mô bệnh học này tương tự với 
kết quả ghi nhận việc nhiễm EHP ở mức độ G1, G2 
và giai đoạn cận G3 khi nuôi tôm ở độ mặn 15 ppt 
(Caro et al., 2021). Ngoài ra, một số vùng trên gan 
tụy tôm ghi nhận tập trung các cụm bào tử EHP 
(Hình 2D). Các bào tử trưởng thành có cấu trúc 
ưa acid nằm trong tế bào chất của các ống, tế bào 
biểu mô gan tụy và có thể quan sát tồn tại tự do bên 
trong các lòng ống gan tụy, thường được bao quanh 
bởi các tế bào máu (Narayanan Biju et al., 2016). 

IV. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ

4.1. Kết luận
EHP có khả năng lây truyền sang tôm thẻ chân 

trắng thông qua điều kiện nuôi nhốt chung, nước 
nhiễm bào tử EHP và thức ăn trộn dung dịch bào 
tử EHP.

Sau 10 ngày thí nghiệm, tôm nhiễm bào tử EHP 
có biểu hiện một số dấu hiêu bệnh lý và dấu hiệu 
mô bệnh học đặc trưng của tôm bệnh chậm lớn 
do EHP trong ao nuôi. Không có trường hợp tôm 
chết ở tất cả các nghiệm thức trong suốt thời gian 
thí nghiệm.

4.2. Đề nghị
Xác định một số yếu tố ảnh hưởng đến khả 

năng lây nhiễm của EHP trên tôm thẻ chân trắng.
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Study on infection possibility of Enterocytozoon hepatopanaei
in white shrimp (Litopennaeus vannamei)

Truong Minh Ut, Le Minh Khoi,  
Nguyen Trong Nghia, Tu �anh Dung

Abstract
�e study was carried out to determine the infectivity of Enterocytozoon hepatopanaei (EHP) microspores in white 
leg shrimp. �e tested results by the RT-PCR method showed that EHP was capable of infecting the general condition 
of the diseased shrimp and healthy shrimp. EHP in water had a density of 2 × 105 spores/liter and in feed with 2 × 
105 spores/gram of feed a�er 14 days of experiment. Experimental shrimp infected with EHP showed some typical 
pathological signs such as anorexia, so� shell, stunted growth, atrophy of the hepatopancreas, empty intestines, 
little food or broken intestines, twisted faeces, gas bubbles appearing, containing a pale yellow to yellow-brown and 
red-brown �uid. Histopathological analysis of shrimp samples infected with EHP showed that the hepatopancreas 
tubules lost their stellate structure; reduce the number of B and R cells; epithelial cells slough o�, fall into the lumen, 
and blood cells gather around the hepatopancreatic tubules; simultaneously detected plasmodium structures and 
mature EHP spores in the epithelial cell cytoplasm.
Keywords: White leg shrimp, Enterocytozoon hepatopenaei, infection
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