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ABSTRACT

This research was conducted to develop a duplex PCR assay that could
simultaneously detect Streptococcus agalactiae and Streptococcus iniae,
two causative agents of Streptococcosis on both of freshwater and
brackishwater fish. The duplex-PCR amplified partial lactate oxidase (IctO)
and 16s rRNA genes of S. iniae and S. agalactiae at 870 bp and 220 bp,
respectively. Results showed that (i) the PCR reaction consists of the
following components 1 X PCR buffer; 2 mM MgCl,; 250 uM dNTPs, 10
pm F1 and IMOD primers; 5 pm LOX-1 and LOX-2 primers, 1,0 U Taq
polymerase, 1 ul S. agalactiae extracted DNA; 1 ul S. iniae extracted DNA,
total reaction volume of 25 ul and (ii) the PCR cycle consists of 95°C for 5
min, followed by 35 cycles of 95°C for 1 min, 57°C for 1 min, 72°C for 1
min, and a final elongate step at 72°C for 7 min. The detection limits of the
duplex PCR were in the range of 10° cfu/ml and 10° cfu/ml for S. agalactiae
and S. iniae, respectively. The duplex PCR did not produce any specific
amplification products when tested against Edwardsiella ictaluri,
Aeromonas hydrophila, Vibrio harveyi va Vibrio parahaemolyticus.

TOM TAT

Nghién ciru thwe hién nham phdt trién quy trinh duplex PCR phat hién dong
thoi hai lodi vi khudn S. agalactiae va S. iniae gdy Streptococcosis trén cd
miee ngot va man. Quy trinh khuéch dai san pham diea trén cdc gen lactate
oxidase (IctO) va 16s rRNA cua S. iniae va S. agalactiae twong ung tai 870
bp va 220 bp. Nghién ciru xdc dinh dwoc: (i) thanh phan héa chdt phan iimg
bao gom: 1 X PCR buffer; 2 mM MgCl,; 250 uM dNTPs; 10 pm moi F1; 10
pm moi IMOD; 5 pm moi LOX-1; 5 pm méi LOX-2; 1,0 U Tag polymerase;
1 uL DNA S. agalactiae chiét tach; 1 uL DNA S. iniae chiét tach, tong thé
tich phan vng la 25 uL va (ii) chu ky nhiét cho phdan vung duplex PCR: 95°C
trong 5 phit, tiép theo 35 chu ky: 95°C trong 1 phut, 57°C trong 1 phit,
72°C trong 1 phiit va cuéi ciing 72°C trong 7 phiit. Pé nhay cia quy trinh
dige xdc dinh doi véi S. agalactiae la 10° cfu/mL va S. iniae la 10° cfu/mL.
Qui trinh duplex PCR khéng khuéch dai san pham ddc hiéu khi kiém tra véi
Edwardsiella ictaluri, Aeromonas hydrophila, Vibrio harveyi va Vibrio
parahaemolyticus.

Trich din: Trin Thi Tuyét Hoa, Nguyén Trang Huyén va Hong Mong Huyen 2016. Phat hién nhanh
Streptococcus agalactiae va Streptococcus inige tir mau mo ca bang k¥ thuat duplex PCR. Tap
chi Khoa hoc Truong Pai hoc Can Tho. 46b: 111-117.
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1 GIOI THIEU

DPong bang song Ciru Long dugc biét dén la
ving nudi trong thuy san 16n nhit Viét Nam. Bén
canh dbi tegng nudi chu Ilyc nhu cd tra
(Pangasianodon hypophthalmus), nhom ca diéu
hdng (Oreochromis sp.), ca 16 ddng (Anabas
testudineus), ca chém (Lates calcarifer) ... ciing
dang dugc nguoi dan lya chon nudi trong nhiing
nam gin ddy. V6i nhom loai ca nay, bénh do vi
khudn Streptococcus agalactiae va Streptococcus
iniae 1a bénh thuong gap trong qua trinh nudi
(Pham Héng Quan va ctv., 2013). Bénh do S.
agalactiae gy ra pho bién hlen nay nhu bénh phu
mét va xudt huyét trén ca diéu hong (Pang Thi
Hoang Oanh va Nguyén Thanh Phuong, 2012a),
bénh xuét huyét trén ca r6 dong (Pang Thi Hoang
Oanh va ctv., 2012b), bénh xuat huyét trén ca 10
phi (Pham Hong Quan va ctv., 2013), bénh xuét
huyét trén c4 kéo nudi & Bac Liéu (Nguyén Thu
Dung va bang Thi Hoang Oanh, 2013). Tuong tu,
bénh do S. iniae da dugc cac nha nghién ctiru ghi
nhén trén it nhat 27 loai c4 nudi va ca tu nhién véi
ty 18 chét c6 kha nang gay ra dao dong 50% - 90%
(Agnew and Barnes, 2007). Ngoai ra, S. iniae dugc
xac dinh 13 tac nhan gdy bénh xuit huyét trén ca
chém nuéi & Viing Tau (Nguyén Bao Trung va ctv.,
2013), bénh den than trén ca r6 déng nudi & Hau
Giang (Tir Thanh Dung va ctv., 2013) vdi ti 1& chét
trén 50% gay thiét hai kinh t& cho nguoi nudi. Do
vay, viéc phat hién sém tac nhan giy cac bénh nay
trén ca trong qua trinh nudi 1a diéu can thiét.

Hién nay, phuong phap pho bién dung dé phat
hién vi khuan S. agalactiae va S. iniae trén ca bao
gdm phuong phap sinh hoéa truyén théng hodc st
dung bd kit API 20Strep (BioMerieux), phuong
phap polymerase chain reaction (PCR). Trong do,
phuong phap PCR, ddc biét la phuong phap PCR
da mdi co thé dap ung nhu cau thyc t& bao gdm
phat hién nhanh, don gian va cho két qua chinh xac
tac nhan gy bénh.

Phit trién qui trinh PCR da moi phat hién dong
thoi vi khuan S. iniae va S. agalactiae tryc tiép tir
mau ca bi nhiém khuan nham phat hién chinh Xac
vi khuan gay bénh trong thoi gian ngan, gép phan
quan trong trong nghién ctru phong va tri bénh cho
ca, han ché rai ro do dich bénh xdy ra trong qua
trinh nuoi ca & vung nudc ngot, 19, man.

2 PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1 Vit liéu nghién ctru

Mau vat dung cho nghién ctru bao gom: (i) cac
chung vi khuan S. agalactiae, S. iniae va mau
DNA chiét tach tir cac loai vi khuén: Edwardsiella
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ictaluri, Aeromonas hydrophila, Vibrio
paNVahaemolyticus, Vibrio harveyi tir b0 suu tap
mau vat cua Khoa Thuy san, Truong Dai hoc Can
Tho; (ii)) Ca rd dong (trong luong 200 g/con) co
du hiéu bénh (xudt huyét, gan c6 doém trang, mit
duc, den than) thu tir ao nudi dé sir dung kiém tra
kha nang tng dung qui trinh.

2.2 Phuong phap nghién ctru

2.2.1 Chiét tach DNA

Vi khuan dugc nudi ting sinh (24-48 gid) trong
mdi trudng Brain heart infusion broth (BHIB - cé
hodc khong c6 b6 sung NaCl 0,85%) & nhiét do
32°C. Thé tich khoang 1,5 ml dung dich vi khuan
sau khi nudi tang sinh dugc chuyén sang 6ng
eppendorf méi ¢6 chira sdn 100 pl dung dich TE
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0). Hon hop
dun néng & 95°C trong 15 phut roi 1am lanh nhanh
trong nudc da. Sau do6 ly tam 14.000 vong/phut
trong 2 phut dé tach DNA va trit ¢ -20°C cho dén
khi su dung (Bartie ef al., 2006).

Chiét tach DNA tr mo than ca dugc thuc hién
bao gdm cac budc: nghién nhuyén mau than trong
100 pl PBS, thém 10 pl lyzozyme (10 mg/ml), u
mau & 37°C trong 30 phiit. Sau d6, mau dugc thém
vao 10 pl Chelex - 100 resin, tiép tuc @ mau &
56°C trong 10 phut. Tiép theo thém vao 200 pl
Trixton X-10 va 4 100°C trong 10 phat. Lam lanh
mau trong nudc da, ly tam 12.000 vong/phut trong
3 phut. Sau d6 rat dich ndi trit & 4°C cho dén khi
sit dung (Buller, 2004 ¢ diéu chinh béi Tran Thi
Tuyét Hoa va ctv., 2014).

Ham luong DNA chiét tach dugc xac dinh bing
phuong phap so mau quang phd ¢ budc séng 260
nm, 280 nm va chat lugng DNA chiét tach duogc
danh gia qua ti 1€ 260/280 nm.

2.2.2  Phuong phdp PCR phat hién vi khuan
S. agalactiae

Phuong phap PCR phat hién vi khuan S
agalactiae dugc thyc hién theo qui trinh bao gdm:
(i) Thanh phan héa chit tham gia phan tng bao
gom: 1X PCR buffer; 2 mM MgCI2; 250 uM
dNTPs; 10 pm mdi F1; 10 pm méi IMOD; 1 U Taq
polymerase; 1 pl DNA chiét tach. (ii) Diéu kién
phan tng: 95°C trong 5 phut, tiép theo 30 chu ky
gdm: 95°C trong 1 phut, 58°C trong 1 phuat, 72°C
trong 1 phat va cudi cing 72°C trong 7 phut. San
phém khuéch dai dic hiéu ¢ vi tri 220 bp
(Channarong et al., 2012 ¢ diéu chinh boi Tran
Thi Tuyét Hoa va ctv., 2014). Trinh ty mdi sir dung
cho phan ung bao gom: F1 (5> GAG TTT GAT
CAT GGG TCA G 3°); IMOD (5> ACC AAC ATG
TGT TAA TTA CTC 3’) (Channarong et al.,
2012); LOX-1 (5’- AAG GGG AAA TCG CAA
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GTG CC -3’); LOX-2 (5’- ATA TCT GAT TGG
GCC GTC TAA -3°) (Mata et al., 2004).

2.2.3 Phirong phdp PCR phat hién vi khudn 8.
iniae

Phuong phap PCR phat hién vi khuin S. iniae
duoc thyc hién theo qui trinh cia Mata et al
(2004) (c6 diéu chinh boi Ngé Minh Phuong,
2014). Thanh phan hoa chit tham gia phan tmg bao
gdm: 1X PCR buffer; 2 mM MgCly; 250 uM
dNTPs; 5 pm mdi LOX-1; 5 pm mdi LOX-2; 0,75
U Taq polymerase; 1 ul DNA chiét tach. Diéu kién
phan tmg: 95°C trong 5 phut, tiép theo 35 chu ky
gdém: 95°C trong 1 phit, 52°C trong 1 phut, 72°C
trong 1 phat va cudi cing 72°C trong 7 phut. San
pham khuéch dai dac hiéu & vi tri 870 bp.

2.2.4  Phuong phdp duplex PCR phat hién dong
thoi vi khudn S. agalactiae va vi khudn S. iniae

Quy trinh duplex PCR phat hién S. agalactiae
va S inige Vv6i cic cip moi Fl/ IMOD
(Channarong et al., 2012), LOX-1/LOX-2 (Mata et
al., 2004). Thanh phan héa chat tham gia phan tmg
du kién bao gdm: 1X PCR buffer; 2 mM MgCly;
250 pM dNTPs; 10 pm mdi F1; 10 pm mdi IMOD;
5 pm mdi LOX-1; 5 pm mdi LOX-2; 2,5 U Taq
polymerase; 1 ul DNA S. agalactiae chiét tach; 1
ul DNA S. iniae chiét tach. Diéu kién phan tung du
kién bao gdm: 95°C trong 5 phut, tiép theo 30 chu
ky: 95°C trong 1 phut, 54°C trong 1 phut, 72°C
trong 1 phit va cudi cung 72°C trong 7 phut. San
pham khuéch dai ddc higu hién vach & vi tri 220 bp
cho S. agalactiae va 870 bp cho S. iniae.

Chufm héa quy trinh: Céc chi tiéu chuan hoa
gdém nong d6 Taq DNA polymerase, nong d6 moi,

nhiét d6 gin mdi va sé chu ky nhiét.
M (+) () 1

220bp
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2.2.5 Xdc dinh do nhay cua phan vng duplex
PCR phat hién S. agalactiae va S. iniae

Do nhay cua phan tng duplex PCR phat hi¢n S.
agalactiae va S. iniae dugc thyuc hién véi cic mau
vi khudn & cic muc pha lodng lan lugt tir 107
xudng 10° cfu/ml. Cac mau DNA sau khi pha lodng
dugc chiét tach, khuéch dai v6i nong do hoa chat,
chu ky nhiét nhu qui trinh d3 dugc chuan hoa va
sau do6 dién di vai gel agarose 1,5%. D9 nhay cua
qui trinh PCR 1a giéi han thip nhit (mat do vi
khuén thip nhit) ma qui trinh PCR c6 thé khuéch
dai va phat hién dugc vach san pham.

2.2.6 Xdc dinh tinh dac hiéu cua phan ung
duplex PCR phat hién S. agalactiae va S. iniae

Tinh dac hiéu cia phan ung duplex PCR duogc
thue hién voi 4 loai vi khuin thudong dugc phat
hién trén cac ddi twong nudi thuy san nudc ngot va
lo man bao gdm: E. ictaluri, A. hydrophila, V.
parahaemolyticus va V. harveyi v6i thanh phan hoa
chat va chu ky nhiét cia phan tmg duplex PCR sau
khi chuan hoa.

3 KET QUA VA THAO LUAN

3.1 Chuén héa quy trinh duplex PCR phit
hién dong thoi hai loai vi khuan S. agalactiae va
S. iniae

Trudc khi st dung cho qui trinh chuan hoa, hai
chung vi khuan S. agalactiae va S. iniae dugc kiém
tra dédc tinh hinh thai, tai dinh danh véi phuong
phap PCR. Chung S. agalactiae tao khuan lac tron,
l(“)i, mau kem, kich thudc 1 mm va ching vi khuén
S. iniae tao khuan lac tron, nho, duong kinh 1-2
mm. Ca hai chung vi khuén du cho két qua hinh
cau, Gram duong (Hinh 1).

M () (+) 1

870bp

B

Hinh 1: Hinh khuén lac, két qua nhudm Gram va két qua PCR cia hai chiing vi khuén nghién ctru S.
agalactiae (A) va S. iniae (B)

Két qua dién di san pham PCR ghi nhan (i)
vach 220 bp dac hi€u cho S. agalactiae (Giéng 1-
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Hinh 1A), va (i) vach 870 bp déc trung cho S.
iniae (Giéng 1- Hinh 1B). Do d6, hai chung vi
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khuén S. agalactiae va S. iniae nay dugc chon dé
sir dung cho viéc chuin héa quy trinh duplex PCR.
DNA cua vi khuan dugc chiét tach theo quy trinh
dugc trinh bay & muyc 2.2.1. Két qua ndng d6 DNA
chiét tach dwoc trinh bay trong Bang 1, véi nong
d6 DNA du dé sir dung cho qué trinh thir nghiém
qui trinh.

Béng 1: Nong do DNA ciia hai mAu vi khuan sir
dung trong nghién ciru

Miu Giatrido & Nong do DNA
260 nm (ug/ ml)

S. agalactiae 0,207 1.035

S. iniae 0,217 1.085

870bp
S /50bp

250bp
220bp

Hinh 2: Két qua dién di sain pham PCR phat
hién dong thoi S. agalactiae va S. iniae

Giéng M: Thang DNA 1kb plus, giéng 1:Mdu vi khudn S.
agalactiae va S. iniae

Quy trinh duplex PCR phat hién ddng thoi S.
agalactiae va S. iniae dugc thyc hién véi thanh
phﬁn héa chat va diéu kién chu ky nhiét nhu muyc
2.2.3 va 2.2.4. Két qua dién di san pham PCR hién
vach & vi tri 220 bp déc hi€u cho vi khuén S.
agalactiae va 870 bp dic hiéu cho vi khuén S. iniae
(Hinh 2). Tuy nhién, dé giam chi phi cho qui trinh,
tiép tuc diéu chinh cac thanh phan trong phan tmg
nhung van duy tri tinh 6n dinh va d6 nhay cua qui
trinh.

3.2 Khaio sat nong do Taq DNA polymerase

Phan tng duplex PCR dugc thyc hién v6i thanh
phin hoa chat twong tw muyc 2.2.4, diéu chinh ndng
d6 Taq DNA polymerase tir 2,5 U/phan tg xubng
1,5 va 1 U/phan tmg. Két qua ghi nhan & hinh 3A
cho thdy, ¢ tat ca cac lan toi wu déu cho két qua
dién di hién vach san pham 220 bp dic hiéu cho S.
agalactiae va 870 bp dac hi¢u cho S. iniae. Khi
giam noéng do Taq DNA polymerase tir 2,5 U
xudng 1,0 U cho két qua tot, vach san pham van
sang, rd nét va khong xut hién vach san pham phu
(Giéng 3-Hinh 3A). Do vay, két qua ghi nhan nong

114

Phan B: Néng nghiép, Thity san va Cong nghé Sinh hoc: 46 (2016): 111-117

d6 Tag DNA 1.0 U la thich hgp cho phan tng
duplex PCR. Taq DNA polymerase 1 thanh phan
hoa chét quan trong trong phan tng PCR. Nong do
Taq DNA polymerase qua cao (trén 4 UI/100 pl) sé
tao ra cic vach san phdm khong dic hiéu (Saiki,
1989 trich dan boi Romalde et al., 2009). Nong do
Taq DNA polymerase dugc chon sau khi ti wu 1a
1,0 U, ndng d6 nay cao hon so voi nghién ciru cia
Channarong et al. (2012) 1a 0,75 U, tuy nhién van
nam trong gi6i han cho pheép va khi dién di, vach
san pham van sang va rd nét.

3.3 Khao sat ndng dd mdi

Quy trinh tiép tuc dugc chuan hoéa ndng d6 moi
F1/IMOD (giam nong do méi F1/IMOD tir 10pm
xudng 5 pm/phan tmg). Két qua dién di cho vach
san pham & vi tri 870 bp nhung rat md, khong hién
vach 220 bp, cho thiy nong d6 mdi 5 pm khong du
dé cho qua trinh khuéch dai t6i wu (Giéng 1- Hinh
3C). Do vay, két qua ghi nhan ndng do 10 pm thich
hop cho phan tmg. Trong phan tmg PCR, nong d6
mdi can phal dué6i 1 uM, nong do mdi qua cao co
thé cho két qua khong dic hiéu (Quyen Dinh Thi
va Nong Van Hai, 2008). Khi giam nong do moi
F1/IMOD xudng con 5 pm cho két qua dién di mo,
chi hién vach san pham 870 bp cho S. iniae, cho
thdy ndng do nay khong du cung cap cho phan tng.
Két qua twong tu nghién ctru cia Duong Thanh
Long (2013) véi ndng d6 mdi F1/IMOD 1a 5 pm
khong dii cung cip cho phan ung, ting 10 pm cho
két qua vach san phim sang hon va khong tao ra
san phém khong dac hiéu.

Hinh 3:
phat hién 8. agalactiae va S. iniae

Két qua dién di sian phAm duplex PCR

A. Nong dé Taq DNA giam tir 2,5 U xuéng 1,5 Uva 1 U.
B. Néng dg moi F1/ IMOD gidm xudng 5 pm/ phdn iimg.
Gié’nrg M: Thang DNA 1kb plus, A.giéng 1: MdNu DZ\{A
khuéch dai vdi nong dé Taq DNA 2,5 U, giéng 2: nong

dé Taq 1,5 Uvagzeng3 nong dé Taq 1 U; B. Giéng I:
Nong do cap moi F1/ IMOD 5 pm/ phdn iimg
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3.4 Khio sat nhiét d9 gin mdi

Khéo sat nhiét do gin mdi & cac mirc khac
nhau, két qua ghi nhan: (i) vach dic hiéu & vi tri
870 bp cho mau khuéch dai S. iniae & cac nhiét do
gan moi tir 59°C dén 54,1°C (Giéng 1-5. Hinh 4A)
va (ii) vach dic hiéu & vi tri 220 bp cho maiu
khuéch dai S. agalactiae & cac nhiét do tir 59°C
dén 51,7°C (Giéng 1-7. Hinh 4A). Két qua cho thay
vach san phém nhat dan khi nhiét do gén moi giam
dan tir 59°C xudng 52,7°C, khong con thdy vach
san phém dac trung cua S. iniae & nhiét d6 51,7°C,
51°C (Giéng 6,7,8-Hinh 4A) va cta S. agalactiae &
nhiét d6 51°C (Giéng 8-Hinh 4A). Vach san phim
rd nét va sang nhét khi nhiét do gén mdi & 57,6°C
(Giéng sb 2- Hinh 4A). Két qua cho thdy 57°C 1a
mirc nhiét d6 gin moi phu hop cho phan tng
duplex PCR.

Nhiét d6 gin moi thich hgp cho phan ung
duplex PCR phai dam bdo thich hgp cho ca hai
doan mdi, v6i nhiét do 57°C thi hoan toan phu hop
va vach san pham sau khi dién di rat sing va 1o nét
so v&i cac muc nhiét do con lai. Khi nhiét d6 qua
thép, moi s& bit cap voi cac trinh ty khac trinh ty
muc tiéu, giam hiéu sudt san pham dic hiéu. Két
qua nay tuong tu voi nghién ciru Akkarawit et al.
(2012), nhiét d6 gin mdi 58°C cho phan tng
mPCR phat hién dong thoi ba loai vi khuan S.
agalactiae, S. iniae va Lactococcus garvieae.
Tuong ty, Duong Thanh Long (2013) khao sat
nhiét d6 gdn moi cua F1/IMOD (60°C-50°C), khi
nhiét ¢ gan moi giam vach san pham s& mo dan
dén khi khong hién vach.

3.5 Khao sat so lrgng chu ky nhiét

Sau khi t6i wu cic thanh phan phan tng va
nhiét d6 gin moi, phan tmg duplex PCR tiép tuc
dugc khao sat chi tiéu sd lugng chu ky nhiét. S&
luwong chu ky nhiét duogc ting tr 30 chu ky 1én 35
chu ky. Két qua dién di & hinh 4B cho thiy vach
san pham & 35 chu ky (Giéng 1- Hinh 4B) sang
hon rét nhiéu lan so v6i 30 chu ky (Giéng 2- Hinh
4B). Theo Tran Thi X6 va Nguyén Thi Lan (2005)
s6 luong chu ky cho mét phan tng PCR thong
thuong trong khoang tir 30 dén 40 chu ky. Boi vi
phan tng dién bién theo hai giai doan; ¢ giai doan
dau, sb luong ban sao tang theo cap sb nhan va dén
mot gidi han ndo d6 thi s6 lugng ban sao giam,
hiéu qua khuéch dai giam. Do vay, ) luwong 35 chu
ky nhiét dugc sit dung cho phan tng duplex PCR
phat hién S. agalactiae va S. iniae 1a phii hgp, van
con trong gidi han cho phép.
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Hinh 4: Két qué dién di séin phim PCR Kkhio sit
diéu kién phéan ung duplex PCR

A. Khao sat nhiét do gdn méi. B Khdo sat s6 luong chu
ky nhiét tw 30 lén 35 chu ky

A.Giéng M: thang DNA 1kb plus, giéng 1: 59°C, giéng 2:
58,6°C, giéng 3: 57,6°C, giéng 4: 56,2°C, giéng
5:54,1°C, giéng 6: 52,7°C, giéng 7: 51,7°C, giéng 8:
51°C. B.Giéng M: Thang DNA 1kb plus, giéng 1: 35 chu
kp, giéng 2: 30 chu ky

3.6 Két qua xac dinh dd nhay cho phan @ng
duplex PCR

Quy trinh duplex PCR sau khi chuin héa xac
dinh thanh phan phan ung, diéu kién chu ky nhiét
cho phép phat hién ddng thoi S. agalactiae va S.
iniae, tiép tuc dugc xac dinh do nhay. Két qua dién
di cho thdy quy trinh c¢6 thé phat hién dwoc vi
khuédn S. agalactiae véi mat d6 vi khuan thap nhét
1a 10° cfu/ml (Giéng s6 7-Hinh 5), vach DNA xuit
hién rat 15 cho cic mat do vi khuéan thu nghiém.
D6i voi vi khuan S. iniae, mat do vi khuén thap
nhét phat hién 1a 10° cfu/ml (Giéng s6 5, Hinh 5).
Tuy nhién, d6i v6i S. iniae khi mat do vi khuén 103
cfu/ml thi vach san pham sang hon so v6i mat do
vi khuan 10* cfu/ml. Tir két qua trén cho thiy quy
trinh ¢6 do nhay phat hién S. agalactiae cao hon S.
iniae. D6 nhay cua phan tung d6i v6i S. agalactiae
1a 10° cfu/mL. Két qua nay cao hon so v6i nghién
clru cua Martinez et al. (2001) khi phat hién vi
khuén Streptococcus agalactiae v6i d6 nhay ¢ mat
dd 10% cfu/mL slra. P nhay cua quy trinh phat
hién S. iniae 1a 10° cfu/ml, tuy nhién két qua nay
thap hon so véi nghién ctru Mata er al. (2004) va
Fadaeifard et al. (2012) khi phat hién S. iniae gay
bénh trén ca hoi.
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Hinh 5: Két qua dién di xac dinh do nhay ciia
phan ung duplex PCR phat hién S. agalactiae va
S. iniae

GlengM thang DNA 100bp, gleng (-): doi ching dam,

giéng (+): doi chirng dwong, giéngl- 7: vi khudn & mdt
do 107

3.7 Két qua xac dinh tinh dic hi¢u cho
phan tng duplex PCR

Tinh dac hiéu cua phan tng duplex PCR phat
hién S. agalactiae va S. iniae dugc kiém tra véi 4
loai vi khuan thudng dwoc phat hién trén cac dbi
twgng nudi thuy san nhu E. ictaluri, A. hydrophila,
V. parahaemolyticus va V. harveyi. Két qua cho
thdy san phém dién di chi hién vach 220 bp va 870
bp (Giéng s0 1-Hinh 6) dac hiéu cho S. agalactiae
va S. iniae, tat ca cac mau con lai (Giéng 2-5- Hinh
6) déu khong xuét hién vach, ching to cip mdi
F1/IMOD déac hiéu cho gen 16S rRNA cua S.
agalactiae va cap mdi LOX-1/LOX-2 dic hiéu cho
gen [ctO cta S. iniae. Két qua nay tuong tu véi cac
nghién ctru khac Jafar et al. (2009), Channarong et
al. (2012), Duong Thanh Long (2013) va Ngb
Minh Phuong (2014) khi khao sat tinh déc hiéu cua
cap mdi F1/ IMOD phat hién S. agalactiae va
LOX-1/ LOX-2 phat hién S. iniae.

Céc két qua ghi nhan dugc cho thdy cac cap
mdi FI/IMOD va LOX-1/LOX-2 ¢6 tinh chuyén
biét cao khi s dung phat hién nhom vi khuan S.
agalactiae va S. iniae.

_Ngoai ra, quy trinh ciing dugc thir nghiém voi 5
méu c4 16 dong voi cac dau hiéu bénh 1y cta bénh
Streptococcosis bao gdbm xuét huyét, gan c6 dom
tréng, mit duc, den than thu tr ao nudi & Co Do,
thanh phb Can Tho.

Két qua qui trinh duplex-PCR cho cic san
pham khuéch dai ¢ mirc 220bp. Két qua dién di &
Hinh 7 cho thay: gleng 6 (doi chimg 4m) khong
hién vach san pham, giéng 7 (ddi chimg dwong —
cho két qua duong tinh voi S. agalactiae va S.
iniae, giéng 1 — giéng 5 mau card dong bénh, trong
d6 c6 miu ca sb 2 va sb 4 cho két qua duong tinh
v6i S. agalactiae & mirc 220bp. Cac két qua ghi
nhan duoc cho thiy kha ning phat hién cac tac
nhan gay bénh Streptococcosis ¢ ca.
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Hinh 6: Két qua dién di sian phiam PCR kiém tra
tinh dac hiéu cia quy trinh

Giéng 1: Mdu vi khudn S. agalactiae va S. iniae, giéng
2: E. ictaluri, giéng 3: A. hydrophila, giéng 4: V.
harveyi, giéng 5: V. parahaemolyticus va giéng M: thang
DNA 1kb plus

Hinh 7: Két qua dién di san phim PCR kiém tra
tinh Wng dung cia quy trinh

Giéng 1 -5 Mau DNA chiét tach tiv m,d~u cd réﬁéng

bénh, gieng 6: mau doi chimg am, giéng 7: mau doi

ching duong va gieng M: thang DNA 100bp

4 KET LUAN

Két qua budc dau ghi nhan kha ning s dung
t6t ctia qui trinh duplex-PCR trong viéc phat hién
ddng thoi S. agalactiae va S. iniae tir mdu DNA
chiét tich va mau ca bénh. Qui trinh c¢6 d6 nhay la:
(i) 10° cfu/ml twong tmg cho vi khuan S. agalactiae
va (ii) 10° cfu/ml twong tng cho vi khuan S. iniae.
Qui trinh duplex PCR dugc phat trién phii hop voi
didu kién thuc té véi cac thay dbi vé& thanh phan
ho4 chat tham gia phan tng va chu ky nhiét cua
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phan Gng. Nhu vay, qui trinh duplex PCR phat hién
S. agalactiae va S. iniae vira duoc toi wu co thé
ung dung trong viéc phat hién nhom tac nhan gay
bénh Streptococcosis trén ca nuoi.
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