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ABSTRACT 

The study tested two PCR procedures: (i) colony PCR procedure allows 
detection of luminous bacteria on black tiger shrimp (Vibrio harveyi) 
directly from the colony without DNA extraction stage. The first process 
uses primers F6, R4 designed from vhh gene, a specific gene of V. harveyi. 
Electrophoresis results gave a band of 159 bp, positive for V. harveyi; (ii) 
Another colony PCR procedure detect streptococcosis on red tilapia 
(Streptococcus agalactiae) directly from the colony without DNA 
extraction stage. The process uses primers F1, IMOD designed from 16S 
rRNA, gene sequences specific for S. agalactiae. Electrophoresis results 
gave a band of 220 bp, positive for S. agalactiae. The total amplification 
time was about 3 hours.  

TÓM TẮT 

Nghiên cứu thử nghiệm hai qui trình: (i) qui trình PCR khuẩn lạc cho phép 
phát hiện vi khuẩn gây bệnh phát sáng trên tôm sú (V. harveyi) trực tiếp từ 
khuẩn lạc không qua giai đoạn tách chiết ADN. Qui trình sử dụng đoạn 
mồi F6, R4 trong đoạn gen vhh, đoạn gen này được xem là đặc hiệu cho V. 
harveyi. Kết quả điện di cho vạch 159 bp, vạch dương tính với V. harveyi; 
(ii) qui trình PCR khuẩn lạc phát hiện vi khuẩn gây bệnh phù mắt xuất 
huyết trên cá điêu hồng (S. agalactiae) trực tiếp từ khuẩn lạc không qua 
giai đoạn tách chiết ADN. Qui trình sử dụng đoạn mồi F1, IMOD thiết kế 
từ trình tự gen 16S rRNA đặc hiệu cho S. agalactiae. Kết quả điện di cho 
vạch 220 bp, vạch dương tính với S. agalactiae. Qui trình có tổng thời 
gian khuếch đại khoảng 3 giờ.  

 

1 GIỚI THIỆU 

Việt Nam là một trong những quốc gia có nhiều 
tiềm năng về thủy sản cả về lĩnh vực khai thác và 
nuôi trồng. Đồng bằng sông Cửu Long được biết 
đến là vùng cung cấp thủy sản lớn nhất nước, đa 
dạng về hình thức nuôi và có hơn 1.200.000 ha 
nuôi thủy sản chiếm khoảng 60% tổng diện tích 
nuôi cả nước; là một trong những khu vực có thế 
mạnh về nuôi tôm, nuôi cá đã có từ rất lâu đời. 
Tôm sú (Penaeus monodon), cá tra (Pangasius 

hypophthalmus), cá điêu hồng (Oreochromis sp), 
cá rô đồng (Anabas testudineus)… là đối tượng 
nuôi chính của vùng, là sản phẩm có giá trị kinh tế 
cao. Tuy nhiên, việc gia tăng mật độ nuôi trong mô 
hình nuôi thủy sản hiện nay đã gây nên những tác 
động xấu đến môi trường, dịch bệnh xảy ra thường 
xuyên và gây thiệt hại cho nhiều cho người nuôi. 
Bên cạnh các tác nhân nấm, ký sinh trùng, virus… 
thì tác nhân vi khuẩn đã và đang gây thiệt hại lớn 
đến năng suất ở các mô hình nuôi tôm, cá. Cụ thể, 
các bệnh vi khuẩn thường gặp ở các vùng nuôi 
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thủy sản bao gồm: bệnh hoại tử gan tụy cấp tính 
trên tôm do Vibrio parahaemolyticus (Loc Tran et 
al., 2013), bệnh phát sáng trên tôm do V. harveyi 
(Pass et al., 1987; Lavilla-Pitogo et al., 1990), 
bệnh gan thận mủ trên cá tra do Edwardsiella 
ictaluri (Crumlish et al., 2002), bệnh xuất huyết 
phù mắt trên cá điêu hồng do S. agalactiae (Đặng 
Thị Hoàng Oanh và Nguyễn Thanh Phương, 2012) 
và bệnh đen thân trên cá rô đồng do Streptococcus 
iniae gây ra (Tu Thanh Dung et al., 2013)... Vì thế, 
việc phòng và trị bệnh vi khuẩn gây ra cho các đối 
tượng nuôi thủy sản đang được quan tâm chú 
trọng, cụ thể là nghiên cứu tìm ra các phương pháp 
xét nghiệm nhanh, chính xác để góp phần cho công 
tác quản lý dịch bệnh vi khuẩn được thực hiện có 
hiệu quả. 

Phương pháp phổ biến dùng để định danh vi 
khuẩn gây bệnh trên các đối tượng nuôi thủy sản là 
phương pháp sinh hóa truyền thống hoặc sử dụng 
bộ kit API20E/API20 Strep (BioMerieux). Tuy 
nhiên, các phương pháp này cần nhiều thời gian 
cho phân lập, nuôi cấy và định danh vi khuẩn. Thời 
gian sử dụng cho phương pháp này thường kéo dài 
khoảng 4 – 5 ngày nên không đáp ứng được cho 
yêu cầu chẩn đoán bệnh hiện nay. 

Gần đây, một trong những phương pháp sinh 
học phân tử giúp rút ngắn thời gian phát hiện vi 
khuẩn đã được phát triển; trong đó phổ biến và dễ 
áp dụng là phương pháp PCR. Phương pháp PCR 
hiện nay được ứng dụng rộng rãi trong ngành nuôi 
trồng thủy sản nhằm kiểm tra chất lượng giống, 
chẩn đoán một số bệnh tôm, cá... Phương pháp cho 
kết quả nhanh và đáng tin cậy. Phương pháp PCR 
khuẩn lạc (Colony PCR) là một loại biến thể của 
phương pháp PCR có khả năng phát hiện, định 
danh vi khuẩn gây bệnh trực tiếp từ khuẩn lạc mà 
không qua giai đoạn chiết tách ADN hay kiểm tra 
sinh hóa. Do vậy, qui trình PCR khuẩn lạc giúp 
phát hiện vi khuẩn trong thời gian ngắn, chính xác 
tác nhân gây bệnh nhờ vào tính đặc hiệu của qui 
trình. Trên cơ sở đó, nghiên cứu “Ứng dụng qui 
trình PCR khuẩn lạc (colony PCR) định danh các 
vi khuẩn gây bệnh thường gặp trên cá, tôm nuôi” 
được thực hiện. Nghiên cứu được khảo sát thực 
hiện với đại diện vi khuẩn V. harveyi gây bệnh phát 
sáng trên tôm và S. agalactiae gây bệnh phù mắt, 
xuất huyết ở cá điêu hồng.  

2 PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1 Vật liệu nghiên cứu 

Mẫu vật dùng cho nghiên cứu bao gồm các 
nguồn: (i) Mẫu vi khuẩn đã được định danh là vi 

khuẩn S. agalactiae (mã số SaS.3) từ bộ sưu tập 
của Khoa Thủy sản; (ii) Mẫu vi khuẩn đã được 
định danh là vi khuẩn V. harveyi (mã số T2007-05) 
từ bộ sưu tập của Khoa Thủy sản. 

2.2 Phương pháp nghiên cứu  

Phục hồi và nuôi tăng sinh vi khuẩn 

Vi khuẩn V. harveyi được phục hồi trên môi 
trường Nutrient agar (1,5% NaCl) ở nhiệt độ 28oC. 
Sau 24 giờ quan sát hình dạng, màu sắc khuẩn lạc 
và nhuộm gram để kiểm tra tính thuần của vi 
khuẩn. Sau đó vi khuẩn được nuôi tăng sinh trong 
môi trường lỏng NB trong vòng 24 giờ. Ngoài ra, 
kiểm tra một số đặc điểm sinh lý, sinh hóa cơ bản 
của chủng vi khuẩn V. harveyi thí nghiệm. 

Vi khuẩn S. agalactiae được phục hồi trên môi 
trường Brain heart infusion agar ở nhiệt độ 37oC. 
Sau 36 - 48 giờ quan sát hình dạng, màu sắc khuẩn 
lạc và nhuộm gram để kiểm tra tính thuần của vi 
khuẩn. Sau đó vi khuẩn được nuôi tăng sinh trong 
môi trường lỏng BHIB trong vòng 48 giờ. Ngoài 
ra, kiểm tra một số đặc điểm sinh lý, sinh hóa cơ 
bản của chủng vi khuẩn S. agalactiae thí nghiệm. 

Chiết tách ADN của vi khuẩn (V. harveyi, S. 
agalactiae): Nuôi tăng sinh vi khuẩn (16 - 48 giờ) 
trong 5ml NB (có bổ sung 1,5% NaCl đối với V. 
harveyi). Lấy 1,5 ml dung dịch vi khuẩn ly tâm 
5.000 vòng/phút trong 5 phút ở 4oC rút bỏ phần 
dịch nổi, rửa viên kết tủa với 500 µl nước muối 
0,9% NaCl và tiếp tục ly tâm, loại bỏ phần dịch 
nổi. Cho vào 100 µl nước cất tiệt trùng và ủ ở 
100oC trong 10 phút. Ly tâm 12.000 vòng/phút 
trong 10 phút và lấy phần dịch nổi sử dụng cho 
phản ứng PCR (Pang et al., 2006).   

Qui trình PCR khuẩn lạc phát hiện V. 
harveyi: Vi khuẩn V. harveyi được cấy lên môi 
trường thạch NA (1,5% NaCl) ủ 28oC trong vòng 
24 giờ. Sử dụng trực tiếp vi khuẩn mọc trên đĩa 
thạch cho vào thành phần phản ứng PCR với trình 
tự 2 đoạn mồi dùng khuếch đại V. harveyi bao 
gồm: F6: 5’-TGGATGTAAATGAGTTTGG-3’ và 
R4: 5’-CGTTACGATTATTTGATAG- 3’ (Sun et 
al., 2009). Qui trình được thực hiện với điều kiện 
phản ứng: 1X PCR buffer; 1,5 mM MgCl2; 200µM 
dNTPs; 1U Taq DNA polymerase; 10 pmol mồi 
F6, 10 pmol mồi R4; 1 khuẩn lạc vi khuẩn cần xác 
định là V. harveyi. Tổng thể tích của phản ứng là 
20 µl. Điều kiện phản ứng: 94ºC trong 4 phút, tiếp 
theo 94ºC trong 40 giây, 52ºC trong 1 phút, 72ºC 
trong 30 giây chu kỳ này được lặp lại 30 lần, cuối 
cùng 72ºC trong 7 phút.  
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Qui trình PCR khuẩn lạc phát hiện S. 
agalactiae: Vi khuẩn S. agalactiae được cấy lên 
môi trường thạch BHIA ủ 37oC trong vòng 48 giờ. 
Sử dụng trực tiếp vi khuẩn mọc trên đĩa thạch cho 
vào thành phần phản ứng PCR với trình tự 2 đoạn 
mồi dùng khuếch đại S. agalactiae bao gồm: F1 (5’ 
GAG TTT GAT CAT GGG TCA G 3’) VÀ IMOD 
(5’ ACC AAC ATG TGT TAA TTA CTC 3’) 
(Channarong et al., 2012). Qui trình được thực 
hiện với điều kiện phản ứng: 1X PCR buffer; 2 
mM MgCl2; 200 µM dNTPs; 10 pmol mồi F1 và 
10 pmol mồi IMOD; 1U Taq ADN polymerase; 1 
khuẩn lạc vi khuẩn cần xác định là S. agalactiae. 
Tổng thể tích của phản ứng là 25 µl. Điều kiện 
phản ứng: 95oC trong 5 phút; tiếp theo 95oC trong 
60 giây, 58oC trong 60 giây, 72oC trong 60 giây 
chu kỳ này được lặp lại 35 lần; cuối cùng là 72oC 
trong 7 phút.  

Điện di: Sản phẩm PCR được điện di bằng gel 
agarose (1,5%) có chứa 0,5 µl EtBr (ethidium 
bromide) trong dung dịch 0,5X TAE (Tri-acetate-
EDTA) ở 90V, đọc kết quả bằng bàn đọc UV.    

Đọc kết quả: : Kích thước sản phẩm PCR được 
xác định dựa vào thang ADN 100bp (hay 1kb plus) 
với: (i) V. harveyi có vạch sản phẩm 159 bp; (ii) S. 

agalactiae có vạch sản phẩm 220 bp.                                            

3 KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Qui trình PCR khuẩn lạc phát hiện vi 
khuẩn phát sáng V. harveyi  

Chủng vi khuẩn phát sáng V. harveyi (mã số 
T2007-05) được phục hồi trên môi trường NA (có 
bổ sung 1,5 % NaCl). Chủng vi khuẩn được cấy 
kiểm tra trên môi trường TCBS, môi trường phát 
quang và đồng thời kiểm tra một số chỉ tiêu sinh 
hóa cơ bản (Bảng 1, Hình 1). 

Bảng 1: Một số đặc điểm sinh hóa chủng vi 
khuẩn T2007-05 

Chỉ tiêu                             T2007-05 
Nhuộm Gram                    âm 
Hình dạng                         que ngắn 
Di động                             + 
Catalase          + 
Oxidase + 
O/F                                    +/+ 
môi trường TCBS            Mọc khuẩn lạc xanh  
Môi trường phát quang     Vi khuẩn phát quang 
O/129 (150 µg)                 +  

    + :  kết quả phản ứng là dương tính 

 
Hình 1: Hình khuẩn lạc và các phản ứng sinh hóa của chủng vi khuẩn thử nghiệm               

(A) V. harveyi trên NA+, (B) trên TCBS, (C) trên môi trường phát quang, (D) hình nhuộm Gram, (E) O/129 (E), (F) O/F. 

 

 

A B C

  O              F 

D E F
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Hình 2: Kết quả điện di sản phẩm PCR phát hiện Vibrio harveyi 

Giếng M: thang ADN 100bp 
Giếng 1: mẫu T2007-05 

Các kết quả phản ứng sinh hóa trên cho thấy 
chủng vi khuẩn T2007-05 có các đặc điểm sinh hóa 
của giống Vibrio, do vậy được chọn để thực hiện 
quy trình PCR khuẩn lạc phát hiện V. harveyi. 

Kết quả điện di sản phẩm PCR (Hình 2) với 
vạch sáng có trọng lượng phân tử 159bp cho thấy 
khả năng phát hiện vi khuẩn V. harveyi của qui 
trình PCR khuẩn lạc với cặp mồi F4, R6 (Sun et 
al., 2009). Kết quả này hoàn toàn phù hợp với kết 
quả của Sun et al. (2009). Sản phẩm PCR ở giếng 1 
hiện vạch rất rõ và sáng qua đó cho thấy khả năng 
sử dụng qui trình PCR khuẩn lạc trong việc định 

danh vi khuẩn V. harveyi. 

3.2 Qui trình PCR khuẩn lạc phát hiện vi 
khuẩn Streptococcus agalactiae  

Vi khuẩn S. agalactiae được phục hồi trên môi 
trường BHIA sau 48 giờ ủ ở nhiệt độ 37oC (Hình 
3A). Kết quả kiểm tra một số chỉ tiêu hình thái, vi 
khuẩn tạo khuẩn lạc tròn nhỏ, màu trắng đục, nhỏ li 
ti. Chủng vi khuẩn có các đặc điểm: Gram dương, 
hình cầu kết chuỗi (Hình 3B), không di động, âm 
tính với Oxidase và Catalase. Vi khuẩn này được 
sử dụng cho phản ứng PCR khuẩn lạc định danh S. 
agalactiae. 

 
Hình 3: Vi khuẩn S. agalactiae sử dụng trong nghiên cứu. (A) Hình vi khuẩn S. agalactiae trên môi 

trường BHIA; (B) Kết quả nhuộm Gram vi khuẩn S. agalactiae (100X) 

159 bp 

500 bp 

100 bp 

200 bp 

1000 bp 
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Một khuẩn lạc của chủng vi khuẩn SaS3 được 
cho trực tiếp vào thành phần hóa chất trình bày 
mục 2.2 và phản ứng PCR khuẩn lạc được thực 
hiện với điều kiện phản ứng trình bày ở mục 2.2. 
Kết quả của quy trình PCR khuẩn lạc định danh vi 
khuẩn S. agalactiae được ghi nhận qua Hình 4. 

 
Hình 4: Kết quả điện di sản phẩm PCR phát 

hiện S. agalactiae   

Giếng 1: thang ADN 100 bp, giếng 2: mẫu vi khuẩn 
SaS3  

Kết quả điện di Hình 4 cho thấy giếng số 2 có 
hiện vạch sản phẩm PCR ở vị trí 220 bp, vạch sản 
phẩm của S. agalactiae với mồi F1/IMOD. Kết quả 
này hoàn toàn phù hợp với kết quả của Channarong 
et al. (2012). Sản phẩm PCR ở giếng 2 hiện vạch 
rất rõ và sáng, không có sản phẩm không đặc hiệu, 
qua đó cho thấy khả năng sử dụng qui trình PCR 
khuẩn lạc trong việc định danh vi khuẩn S. 
agalactiae.  

Kết quả ghi nhận từ hai qui trình cho thấy khả 
năng ứng dụng của qui trình PCR khuẩn lạc trong 
việc phát hiện vi khuẩn V. harveyi và S. agalactiae. 
Định danh chính xác tên loài vi khuẩn gây bệnh 
với phương pháp PCR khuẩn lạc không qua giai 
đoạn kiểm tra với các phản ứng sinh hóa. Fukui và 
Sawabe (2007) cũng đã sử dụng qui trình PCR 
khuẩn lạc giúp định danh vi khuẩn V. harveyi mà 
không cần tách chiết ADN, hoặc sự hỗ trợ của các 
xét nghiệm sinh hóa. Bên cạnh đó, Fukui và 
Sawabe (2007) đã ghi nhận độ đặc hiệu và nhanh 
chóng của phép thử là đủ tin cậy và có thể giúp dự 

đoán sự bùng phát gây chết hàng loạt do V. harveyi 
trong nuôi trồng thủy sản. 

Như vậy, có thể tiếp tục thử nghiệm ứng dụng 
qui trình PCR khuẩn lạc trong phát hiện các vi 
khuẩn gây bệnh cho động vật thủy sản khác 
(Edwardsiella ictaluri gây bệnh gan thận mủ ở cá 
tra, Aeromonas hydrophila gây bệnh xuất huyết ở 
cá tra và Streptococcus iniae gây bệnh đen thân 
trên cá rô đồng). 

4 KẾT LUẬN  

Qui trình PCR khuẩn lạc cho phép phát hiện, 
định danh chính xác vi khuẩn V. harveyi gây bệnh 
phát sáng trên tôm, vi khuẩn S. agalactiae gây 
bệnh phù mắt xuất huyết trên cá điêu hồng.  
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