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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.

TOM TAT

Nghien ciru thir nghiém hai qui trinh: (i) qui trinh PCR khudn lac cho phép
phat hién vi khudn gdy bénh phat sang trén tom su (V. harveyi) truc tiép tir
khudn lac khéng qua giai doan tach chiét ADN. Qui trinh sir dung doan
moi F6, R4 trong doan gen vhh, doan gen nay dwoc xem la dac hiéu cho V.
harveyi. Két qua dién di cho vach 159 bp, vach duong tinh voi V. harveyi;

(ii) qui trinh PCR khudn lac phat hién vi khuan gdy bénh phit mat xudt
huyét trén ca diéu hong (S. agalactiae) truc tiép tir khuan lac khong qua
giai doan tach chiét ADN. Qui trinh sir dung doan moi FI1, IMOD thiét ké
tir trinh tw gen 16S rRNA ddc hiéu cho S. agalactiae. Két qua dién di cho
vach 220 bp, vach dwong tinh véi S. agalactiae. Qui trinh c6 tong thoi
gian khuéch dai khodng 3 gio-

1 GIOI THIEU

hypophthalmus), ca diéu héng (Oreochromis sp),
ca r6 dong (Anabas testudineus)... 1la doi tuong

Viét Nam la mot trong nhitng quc gia c6 nhiéu
tiém nang vé thuy san ca vé linh vuc khai thac va
nudi trong. Pong bang song Cuu Long dugce biét
dén 1a vung cung cap thiy san 16n nhat nuéc, da
dang v& hinh thirc nudi va c6 hon 1.200.000 ha
nudi thiy san chiém khoang 60% tong dién tich
nudi ca nudc; 1a mdt trong nhitng khu vuc co thé
manh v& nudi t6m, nudi ca di co tir rat lau doi.
Tom su (Penaeus monodon), cé tra (Pangasius

nuéi chinh cta ving, 13 san phim c6 gia tri kinh té
cao. Tuy nhién, viéc gia ting mat d¢ nudi trong mod
hinh nuoi thiy san hién nay da gay nén nhitng tac
dong x4u dén moi truong, dich bénh xay ra thudng
xuyén va gay thiét hai cho nhiéu cho nguoi nudi.
Bén canh cic tac nhan nim, ky sinh trung, virus...
thi tac nhan vi khuan di va dang gay thiét hai 16n
dén nang suit & cac mo hinh nudi tom, ca. Cu thé,
cac bénh vi khuin thuong gip ¢ cac ving nudi
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thity san bao gdm: bénh hoai tir gan tuy cép tinh
trén tom do Vibrio parahaemolyticus (Loc Tran et
al., 2013), bénh phat sang trén tom do V. harveyi
(Pass et al., 1987; Lavilla-Pitogo et al, 1990),
bénh gan than mu trén ca tra do Edwardsiella
ictaluri (Crumlish et al., 2002), bénh xuét huyét
phii mét trén ca diéu hong do S. agalactiae (Dang
Thi Hoang Oanh va Nguyén Thanh Phuong, 2012)
va bénh den than trén c4 r6 dong do Streptococcus
iniae gy ra (Tu Thanh Dung et al., 2013)... Vi thé,
viéc phong va tri bénh vi khuin gy ra cho cac ddi
tuong nudi thuy san dang dugc quan tdm cha
trong, cu thé 1 nghién ciru tim ra cac phuong phap
xét nghiém nhanh, chinh x4c dé gop phan cho cong
tac quan 1y dich bénh vi khuan duoc thuc hién ¢
hi¢u qua.

Phuong phap phd bién dung dé dinh danh vi
khuan gay bénh trén cac ddi twong nudi thiy san 1a
phuong phap sinh hoa truyén théng hodc str dung
bo kit API20E/API20 Strep (BioMerieux). Tuy
nhién, cdc phuong phdp nay can nhiéu thoi gian
cho phan lap, nuéi cdy va dinh danh vi khuan. Thoi
gian st dung cho phuong phap nay thuong kéo dai
khoang 4 — 5 ngay nén khong dap ung dugc cho
yéu cau chin doan bénh hién nay.

Gan day, mot trong nhimg phuong phap sinh
hoc phan tir giap rat ngan thoi gian phat hién vi
khudn da duoc phat trién; trong d6 phd bién va dé
ap dung la phuong phap PCR. Phuong phap PCR
hién nay duogc ung dung rong rai trong nganh nudi
trong thuy san nham kiém tra chit luong gidng,
chan doan mot sé bénh tom, c4... Phuong phap cho
két qua nhanh va dang tin cdy. Phuong phap PCR
khuédn lac (Colony PCR) 1a mot loai bién thé cua
phuong phap PCR c6 kha ndng phat hién, dinh
danh vi khuan gdy bénh truc tiép tr khuén lac ma
khong qua giai doan chiét tich ADN hay kiém tra
sinh hoa. Do véy, qui trinh PCR khuan lac giup
phat hién vi khuan trong thoi gian ngén, chinh xac
tac nhan gdy bénh nho vao tinh dac hiéu cua qui
trinh. Trén co s¢ d6, nghién ciru “Ung dung qui
trinh PCR khuén lac (colony PCR) dinh danh cac
vi khuin gy bénh thuong gip trén c4, tom nudi”
duoc thyc hién. Nghién ctru dugc khao sat thuc
hién v6i dai dién vi khuan V. harveyi gay bénh phat
sang trén tom va S. agalactiae gy bénh phu mit,
xuét huyét & ca diéu hong.

2 PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1 Vit liéu nghién ciru

Mﬁu vat dung cho nghién ciu bao gdm cac
ngudn: (i) Mau vi khuan da dugc dinh danh la vi

S6 chuyén dé: Thuy san (2014)(2): 1-6

khuéan S. agalactiae (md s6 SaS.3) tir b suu tap
cia Khoa Thuy san; (ii) Mau vi khudn da duoc
dinh danh 1 vi khuan V. harveyi (ma sé T2007-05)
ttr bo suu tap ciia Khoa Thuy san.

2.2 Phwong phap nghién ciu
Phuc héi va nudi tang sinh vi khudn

Vi khuan V. harveyi dwoc phuc hdi trén moi
truong Nutrient agar (1,5% NaCl) ¢ nhiét do 28°C.
Sau 24 gid quan sat hinh dang, mau sic khuén lac
va nhuém gram dé kiém tra tinh thuan cua vi
khuan. Sau d6 vi khuin dwoc nudi tang sinh trong
moi trudong long NB trong vong 24 gio. Ngodi ra,
kiém tra mot s6 ddc diém sinh 1y, sinh hoa co ban
ctia chung vi khuan V. harveyi thi nghiém.

Vi khuén 8. agalactiae duge phuc hdi trén moéi
truong Brain heart infusion agar ¢ nhiét do 37°C.
Sau 36 - 48 gio' quan sat hinh dang, mau sic khudn
lac va nhudm gram dé kiém tra tinh thuan cua vi
khuan. Sau d6 vi khuin dwoc nudi tang sinh trong
moi truorng long BHIB trong vong 48 gio. Ngoai
ra, kiém tra mot s6 dic diém sinh 1y, sinh hoa co
ban ctia chung vi khuan S. agalactiae thi nghiém.

Chiét tich ADN ciia vi khudn (V. harveyi, S.
agalactiae): Nuoi ting sinh vi khuan (16 - 48 gio)
trong 5ml NB (c6 bd sung 1,5% NaCl ddi véi V.
harveyi). Liy 1,5 ml dung dich vi khuén ly tim
5.000 vong/phut trong 5 phut & 4°C rit bo phan
dich ndi, rira vién két tua v6i 500 pl nude mudi
0,9% NaCl va tiép tuc ly tdm, loai bo phan dich
nbi. Cho vao 100 pl nudc cit tiét trang va u &
100°C trong 10 phat. Ly tam 12.000 vong/phit
trong 10 phtt va lay phan dich ndi st dung cho
phan tng PCR (Pang et al., 2006).

Qui trinh PCR khuin lac phdt hién V.
harveyi: Vi khuan V. harveyi dugc cdy l1én moi
truong thach NA (1,5% NaCl) u 28°C trong vong
24 gid. St dung truc tlep vi khuén moc trén dia
thach cho vao thanh phin phan tmg PCR véi trinh
tuy 2 doan mdi dung khuéch dai V. harveyi bao
gdm: F6: 5°-TGGATGTAAATGAGTTTGG-3’ va
R4: 5>-CGTTACGATTATTTGATAG- 3° (Sun et
al., 2009). Qui trinh dugc thyc hién véi diéu kién
phan tmg: 1X PCR buffer; 1,5 mM MgCl,; 200uM
dNTPs; 1U Taq DNA polymerase; 10 pmol moi
F6, 10 pmol moi R4; 1 khuén lac vi khuan can xac
dinh 1& V. harveyi. Tong thé tich ciia phan tmg la
20 ul. Diéu kién phan tmg: 94°C trong 4 phut, tiép
theo 94°C trong 40 giay, 52°C trong 1 phut, 72°C
trong 30 gidy chu ky nay dwoc lip lai 30 lan, cudi
cung 72°C trong 7 pht.
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Qui trinh PCR khuin lac phdt hi¢n S.
agalactiae: Vi khuan S. agalactiae dugc cay lén
moi truong thach BHIA G 37°C trong vong 48 gio.
Str dung tryc tiép vi khudn moc trén dia thach cho
vao thanh phan phan tmg PCR véi trinh ty 2 doan
mdi dung khuéch dai S. agalactiae bao gdm: F1 (5°
GAG TTT GAT CAT GGG TCA G 3’) VA IMOD
(5 ACC AAC ATG TGT TAA TTA CTC 3)
(Channarong et al., 2012). Qui trinh dugc thuc
hién véi diéu kién phan tng: 1X PCR buffer; 2
mM MgCly; 200 uM dNTPs; 10 pmol mdi FI va
10 pmol mdi IMOD; 1U Taq ADN polymerase; 1
khuan lac vi khuan can xac dinh 1a S. agalactiae.
Téng thé tich ciia phan ung 1a 25 pl. Piéu kién
phan tmg: 95°C trong 5 phut; tiép theo 95°C trong
60 gidy, 58°C trong 60 gidy, 72°C trong 60 giay
chu ky nay duoc lap lai 35 lan; cudi cung la 72°C
trong 7 phut.

Di¢n di: San pham PCR dugc dién di bang gel
agarose (1,5%) co6 chtra 0,5 pl EtBr (ethidium
bromide) trong dung dich 0,5X TAE (Tri-acetate-
EDTA) & 90V, doc két qua bang ban doc UV.

Doc két qud: : Kich thude san pham PCR dugc
xéc dinh dya vao thang ADN 100bp (hay 1kb plus)
véi: (1) V. harveyi co vach san pham 159 bp; (ii) S.
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agalactiae c6 vach san pham 220 bp.
3 KET QUA VA THAO LUAN

3.1 Qui trinh PCR khuin lac phat hié¢n vi
khuan phat sang V. harveyi

Ching vi khuén phat sang V. harveyi (md sd
T2007-05) dwoc phuc hdi trén moi truong NA (co
b6 sung 1,5 % NaCl). Ching vi khuan dugc ciy
kiém tra trén méi truong TCBS, mdi truong phat
quang va dong thoi kiém tra mot sb chi tiéu sinh
hoéa co ban (Bang 1, Hinh 1).

Bang 1: Mot s6 dic diém sinh hoéa ching vi
khuan T2007-05

Chi tiéu T2007-05
Nhuém Gram am

Hinh dang que ngin

Di dong +

Catalase +

Oxidase +

O/F +/+

mdi truong TCBS Moc khuén lac xanh
Moi truong phat quang

Vi khuén phét quang
0/129 (150 pg) +

+ - két qud phan tng la dwong tinh

Hinh 1: Hinh khuin lac va cic phén tng sinh héa ciia chiing vi khuan thir nghiém

(4) V. harveyi trén NA+, (B) trén TCBS, (C) trén méi triecong phdt quang, (D) hinh nhuém Gram, (E) O/129 (E), (F) O/F.
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1000 bp

200 bp

100 bp

Hinh 2: Két qua dién di sian phim PCR phat hi¢n Vibrio harveyi

Giéng M: thang ADN 100bp
Gieng 1: mau T2007-05

Céc két qua phan mg sinh hoa trén cho thdy
chung vi khuan T2007-05 c6 cac dic diém sinh hoa
cua giéng Vibrio, do vay dugc chon dé thuc hién
quy trinh PCR khuén lac phat hién V. harveyi.

Két qua dién di san pham PCR (Hinh 2) véi
vach sang co trong lugng phén tir 159bp cho thay
kha ning phat hién vi khuan V. harveyi ctia qui
trinh PCR khuan lac v&i cap moi F4, R6 (Sun et
al., 2009). Két qua nay hoan toan phu hop véi két
qué cua Sun ef al. (2009). San phim PCR ¢ giéng 1
hién vach rat 15 va sang qua d6 cho thiy kha ning
sir dung qui trinh PCR khuén lac trong viéc dinh

danh vi khuén V. harveyi.

3.2 Qui trinh PCR khuin lac phat hié¢n vi
khuén Streptococcus agalactiae

Vi khuén 8. agalactiae dugc phuc hdi trén moi
truong BHIA sau 48 gio 4 ¢ nhiét 46 37°C (Hinh
3A). Két qua kiém tra mot s chi tiéu hinh thai, vi
khuén tao khuén lac tron nho, mau tréng duc, nho li
ti. Chung vi khuén c6 cac dic diém: Gram duong,
hinh cau két chudi (Hinh 3B), khong di dong, am
tinh v6i Oxidase va Catalase. Vi khudn nay dugc
st dung cho phan g PCR khuén lac dinh danh S.
agalactiae
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Hinh 3: Vi khuén S. agalactiae siv dung trong nghién ctru. (A) Hinh vi khuin S. agalactiae trén moi
trweong BHIA; (B) Két qua nhudm Gram vi khuén S. agalactiae (100X)

4
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Mot khuan lac ctia chung vi khuan SaS3 duoc
cho tryc tiép vao thanh phan hoa chét trinh bay
muc 2.2 va phan tng PCR khudn lac duogc thuc
hién v6i diéu kién phan tGng trinh bay & muc 2.2.
Két qua ciia quy trinh PCR khuén lac dinh danh vi
khuén S. agalactiae duge ghi nhan qua Hinh 4.

200 bp 220 bp

Hinh 4: Két qua dién di san phim PCR phat
hién 8. agalactiae

Giéng 1: thang ADN 100 bp, giéng 2: mau vi khudn
SaS3

Két qua dién di Hinh 4 cho thiy giéng s6 2 c6
hién vach san phém PCR & vi tri 220 bp, vach san
phim cua S. agalactiae véi mdi F1/IMOD. Két qua
nay hoan toan phu hop vai két qua ciia Channarong
et al. (2012). San pham PCR & giéng 2 hién vach
rat rd va sang, khong c6 san pham khong dic hiéu,
qua d6 cho thdy kha ning sir dung qui trinh PCR
khuin lac trong viéc dinh danh vi khuin S
agalactiae.

Két qua ghi nhan tir hai qui trinh cho thiy kha
ning tng dung ciia qui trinh PCR khuén lac trong
viée phat hién vi khuan V. harveyi va S. agalactiae.
Dinh danh chinh x4c tén loai vi khudn giy bénh
v6i phuong phap PCR khudn lac khong qua giai
doan kiém tra véi cac phan tmg sinh hoa. Fukui va
Sawabe (2007) cling da st dung qui trinh PCR
khuan lac giup dinh danh vi khuan V. harveyi ma
khong can tach chiét ADN, hodc su hd trg cta cac
xét nghiém sinh hoa. Bén canh d6, Fukui va
Sawabe (2007) da ghi nhan d§ dac hiéu va nhanh
chong ctia phép thir 1a du tin cay va c6 thé giup du
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doan sy bung phat gay chét hang loat do V. harveyi
trong nudi trong thuy san.

Nhu vay, c6 thé tiép tuc thir nghiém tng dung
qui trinh PCR khudn lac trong phéat hién cac vi
khuan gdy bénh cho dong vat thiy san khac
(Edwardsiella ictaluri gay bénh gan than mu & ca
tra, Aeromonas hydrophila giy bénh xuat huyét ¢
ca tra va Streptococcus iniae gdy bénh den than
trén ca ré dong).

4 KET LUAN

Qui trinh PCR khuén lac cho phép phat hién,
dinh danh chinh xac vi khuin V. harveyi gy bénh
phat sang trén tom, vi khuin S. agalactiae giy
bénh pht mét xudt huyét trén ca diéu hong.

LOI CAM TA
Téc gia xin cam on sinh vién Bui Thi Ngan, 16p
Bénh hoc Thuy san K35 va hoc vién Duong Thanh

Long, 16p cao hoc thiy san K20 da tham gia qua
trinh phan tich mau dung trong nghién ctru.
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