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Ph¸t hiÖn c¸c gien m
 hãa hemolysin bÒn nhiÖt vµ 
kh«ng bÒn nhiÖt cña Vibrio parahaemolyticus 

b»ng ph−¬ng ph¸p PCR 

NguyÔn Hoµng Uyªn, NguyÔn ChÝ ThuËn,  
NguyÔn ThÞ Thanh Lîi, NguyÔn ThÞ Hång H¹nh 

ViÖn C«ng nghÖ sinh häc 

Vibrio parahaemolyticus lµ vi khuÈn gram 
©m khu tró trong m«i tr−êng tù nhiªn ven biÓn. 
Vi khuÈn nµy cã kh¶ n¨ng g©y thµnh dÞch bÖnh 
víi nhiÒu ®èi t−îng h¶i s¶n nu«i nh− t«m, cua, 
hÇu, ,.. Mét sè chñng cã kh¶ n¨ng g©y bÖnh ë 

ng−ßi [2]. Ph−¬ng ph¸p ph©n lo¹i vi sinh vËt dùa 
theo ®Æc ®iÓm sinh lý vµ chØ tiªu sinh hãa, cã 
thÓ dÔ dµng ph¸t hiÖn V. parahaemolyticus, 
nh−ng kh«ng ph©n biÖt ®−îc c¸c chñng mang 
c¸c gien g©y bÖnh. KÕt qu¶ nghiªn cøu bé gien 
cña V. parahaemolyticus ®O x¸c ®Þnh ®−îc gien 
mO hãa hemolysin kh«ng bÒn nhiÖt (tlh) mO hãa 
protein TLH vµ lµ gien ®Æc hiÖu loµi [8], gien 
mO hãa hemolysin bÒn nhiÖt (tdh) mO hãa 
protein TDH liªn quan ®Õn nguån gèc g©y c¸c 
bÖnh nhiÔm khuÈn, viªm loÐt d¹ dµy cña ng−êi 
[1]. ViÖc øng dông ph−¬ng ph¸p PCR ®Ó x¸c 
®Þnh c¸c gien tlh vµ tdh cña c¸c chñng V. 
parahaemolyticus cho phÐp nhËn diÖn c¸c 
chñng mang gien g©y bÖnh.  

I. ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. Nguyªn liÖu 

MÉu vi khuÈn Vibrio spp. ®−îc ph©n lËp tõ 
t«m só thu ë c¸c ®Çm nu«i bÞ bÖnh (Nam §Þnh, 
H¶i Phßng, Thanh Hãa) cã dÊu hiÖu bÖnh lý t«m 
só râ rµng (vá mÒm, th©n biÕn mµu ®á, vµng..., 
), cã träng l−îng trung b×nh 10-25 g, trong thêi 
gian tõ th¸ng 6-8 n¨m 2001. 

2. Ph−¬ng ph¸p 

a) Ph©n lËp vi khuÈn 

Vi khuÈn ®−îc lµm giµu trong m«i tr−êng 
láng pepton kiÒm (APW) [10 g bactotrypton, 
30g NaCl trong 1 l; pH = 8,5] ë nhiÖt ®é 28oC 

trong 8-16 giê. Ph©n lËp Vibrio spp. trªn m«i 
tr−êng TCBS. §Þnh tªn dùa trªn c¸c ®Æc ®iÓm 
sinh lý sinh hãa b»ng test thö API-20E.  

b) Kü thuËt PCR 

ADN tæng sè cña vi khuÈn ®−îc t¸ch chiÕt 
vµ lµm s¹ch theo Promega [6]. KiÓm tra ®é s¹ch 
trªn gel agaroza 1%, ®Öm TAE 1X. 

CÆp måi Vp tlh-1 dïng ®Ó nh©n gien tlh 
®−îc thiÕt kÕ dùa trªn tr×nh tù gien (tlh) cña V. 
parahaemolyticus No M36437 [8]: tlh-1: 5' - 
AAA GCG GAT TAT GCA GAA GCA CTG - 
3' ; tlh-2: 5'- GCT ACT TTC TAG CAT TTT 
CTC TGC -3'. CÆp måi Vptdh-2 dïng ph¸t hiÖn 
gien tdh ®−îc thiÕt kÕ dùa trªn tr×nh tù gien tdh 
cña V. parahaemolyticus No M10069 [4] : tdh-
1: 5’-GCT TAC AGC TTG GTA TGC C-3’; tdh-
2: 5’-GGA GAT AGA AGA AAC CTT CC-3’. 
Ph¶n øng PCR nh©n gien víi thÓ tÝch lµ 25 µl 
theo chu tr×nh: biÕn tÝnh ADN ë 95°C trong 5 
phót; (50°C - 1’30; 72°C - 2 phót; 95°C - 1 
phót) - 40 chu kú; 72°C - 10 phót, sau ®ã gi÷ ë 
4°C. Multiplex PCR víi sù cã mÆt ®ång thêi 2 
cÆp måi Vptlh-1 vµ Vptdh-2, chu tr×nh nhiÖt 
ph¶n øng t−¬ng tù nh− chu tr×nh nhiÖt cña ph¶n 
øng nh©n ®¬n c¸c gien tlh vµ tdh. 

KiÓm tra s¶n phÈm PCR b»ng ®iÖn di trªn 
gel agaroza 1%, ®Öm TAE 1X. Quan s¸t vµ chôp 
¶nh b»ng GEL-DOC.  

II. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. KÕt qu¶ ph©n lËp vµ ph¸t hiÖn vi khuÈn 
Vibrio spp. 

Tõ xoang tiªu hãa cña t«m bÖnh, ®O ph©n 
lËp ®−îc 35 chñng vi khuÈn Vibrio spp. trªn m«i 
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B¶ng 1 

§Æc ®iÓm sinh lý, sinh hãa cña c¸c chñng vi khuÈn ®· ph©n lËp 

TÝnh chÊt 
ATCC
17803 

Vp.PMI Vp.PM2 Vp.PM3 Vp.PM4 V.PM5 Vp.PM7 Vp.TSI VBT 

Sinh tr−ëng trªn TCBS X X X X X X X X X 

Sinh tr−ëng trªn % NaCl          

8 + + + + + - + + + 

10 + + + + + + + + + 

Sinh tr−ëng t¹i nhiÖt ®é          

4°C + + + + + + + + + 

28oC + + + + + + + + + 

42oC + + + + + + + + + 

Nhuém gram - - - - - - - - - 

Ghi chó: +: d−¬ng tÝnh,  -: ©m tÝnh,  X: khuÈn l¹c mµu xanh. 
 

B¶ng 2 

KÕt qu¶ test thö sinh hãa API 20E 

PhÐp thö Ph¶n øng/enzym 
ATCC 
17803 

Vp.P
MI 

Vp.P
M2 

Vp.P
M3 

Vp.P
M4 

V.PM
5 

Vp.P
M7 

Vp.TSI VBT 

ONPG Beta-galactosidase - - - - - - - - - 

ADH Aginine dihydrolase - - - - - - - - - 

LDC Lysine decarboxydase + + + + + - + + - 

ODC Ornithin decarboxydaza + + + + + + + + + 

CIT Sö dông Citrate + + + + + + + + + 

H2S Sinh H2S - - - - - - - - + 

URE Ureaza - - - - -  - - - 

TDA Trytophan deaminaza      +    

IND Sinh Indon - - - - - + - - - 

VP Sinh acetoni - - - - - + - - - 

GEL Gelatinaza + + + + + - + + + 

GLU Lªn men oxy ho¸ + + + + + - + + - 

MAN Lªn men oxy ho¸ + + + + + - + + - 

INO Lªn men oxy ho¸ - - - - - - - - - 

SOR Lªn men oxy ho¸ - - - - - - - - - 

RNA Lªn men oxy ho¸ + +/- +/- +/- +/- - +/- +/- - 

MEL Lªn men oxy ho¸ - - - - - - - - - 

AMY Lªn men oxy ho¸ - - - - - - - - - 

ARA Lªn men oxy ho¸ - - - - - - + - - 
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tr−êng TCBS. Dùa theo c¸c ®Æc ®iÓm sinh lý, 
sinh hãa vµ test thö API 20E (c¸c b¶ng 1, 2). ®O 
x¸c ®Þnh ®−îc 7 chñng thuéc loµi V. 
parahaemolyticus vµ 28 chñng Vibrio spp. 

2. KÕt qu¶ PCR x¸c ®Þnh c¸c gien tlh vµ tdh 

PCR ®o¹n gien tlh 450 bp víi cÆp måi Vp 
tlh-1 cho kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh víi 7 chñng V. 
parahaemolyticus (ATCC17803; VpPM1; 
VpPM2; VpPM3; VpPM4; VpTSI; VpPM7) vµ 
©m tÝnh víi tÊt c¶ c¸c chñng Vibrio spp. kh¸c 
(V. alginolyticus, V. harveyi, V. anguillarum vµ 
28 chñng kh¸c thuéc nhãm Vibrio spp. (b¶ng 2, 
h×nh 1). Nh− vËy, sö dông gien tlh ®Ó ph¸t hiÖn 
c¸c chñng V. parahaemolyticusph cho kÕt qu¶ 
hoµn toµn phï hîp víi sö dông test API 20E. 

KÕt qu¶ PCR gien tdh sö dông cÆp måi 
Vptdh-2 víi 7 chñng V. parahaemolyticus, chØ 
ph¸t hiÖn cã chñng VpPM4 vµ chñng 
ATCC17803 cho kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh (®−êng 3; 
h×nh 2). Gien tdh cña chñng VpPM4 (®−êng 3; 
h×nh 2) cã ®é dµi gÇn1000 bp, ng¾n h¬n so víi

gien tdh cña chñng chuÈn ATCC17803 (®−êng 
5; h×nh 2). Tuy gien tdh cña chñng VpPM4 cã 
®é dµi ng¾n h¬n, nh−ng cÆp måi Vptdh-2 cña 
gien tdh ®−îc thiÕt kÕ dùa trªn tr×nh tù gien tdh 
cña V. parahaemolyticus No M10069 [ 4] sö 
dông phï hîp. Nghiªn cøu cña c¸c t¸c gi¶ kh¸c 
{5,3} còng t×m ®−îc c¸c gien tdh víi ®é dµi 
kh¸c nhau tõ 721 bp ®Õn 1261 bp. Nh− vËy gien 
tdh cña chñng VpPM4 cã ®é dµi t−¬ng tù víi 
c¸c chñng c«ng bè. B»ng ph−¬ng ph¸p PCR cho 
phÐp ph¸t hiÖn vµ ph©n biÖt ®−îc c¸c chñng 
mang gien tdh g©y bÖnh mµ ph−¬ng ph¸p ph©n 
lo¹i vi sinh vËt kh«ng x¸c ®Þnh ®−îc.  

Multiplex PCR ®o¹n gien tlh vµ gien tdh 
thùc hiÖn víi 2 chñng VpPM4 vµ ATCC17803 
cho kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh víi c¶ hai gien (®−êng 4 
vµ 7; h×nh 2) vµ hoµn toµn phï hîp víi kÕt qu¶ 
PCR riªng tõng gien tlh vµ gien tdh. Nh− vËy cã 
thÓ sö dông ph−¬ng ph¸p multiplex PCR ®Ó 
®ång thêi ph¸t hiÖn ®−îc c¶ hai gien tlh vµ tdh 
trªn bé genom cña V. parahaemolyticus. 

 

  
 

 

H×nh 1. §iÖn di s¶n phÈm PCR ®o¹n gien tlh 

cña V. parahaemolyticus 

 

Ghi chó: 

1. Marker ADN1kb; 2. VpPM1; 3. VpPM2; 

4. VpPM3; 5. VpPM7; 6. VpPM4; 7. VpTSI; 

8. ATCC17803 

H×nh 2. §iÖn di s¶n phÈm multiplexPCR ®o¹n 

gien tlh vµ gien tdh cña V. parahaemolyticus 

 

Ghi chó: 1. Marker ADN1kb; 2. tlh-VpPM4; 

3. tdh-VpPM4; 4. tlh + tdh VpPM4; 

5. tlh-ATCC17803; 6. tdh-ATCC17803; 

7. tlh + tdh- ATCC17803 
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B¶ng 3 

KÕt qu¶ PCR x¸c ®Þnh c¸c gien tlh vµ tdh 

STT Tªn chñng Ký hiÖu Sè l−îng Gien tlh Gien tdh Multilex PCR 

1 V. harveyi HW400 1 - -  

2 V. alginolyticus HW284 1 - -  

3 V. anguillarum HW72 1 - -  

4 V. alginolyticus Va.TSI 1 - -  

5 V. parahaemolyticus ATCC17803 1 + + + 

6 V. parahaemolyticus VpPM1 1 + + + 

7 V. parahaemolyticus  VpPM2 1 - -  

8 V. parahaemolyticus VpPM3 1 + -  

9 V. parahaemolyticus  VpPM4 1 + -  

10 V. parahaemolyticus VpPM6 1 + -  

11 V. parahaemolyticus VpPM7 1 + -  

12 V. parahaemolyticus Vp.TSI 1 + -  

13 Vibrio.sp. V.sp 28    

Tæng céng 40 7 2 2 

 
Ghi chó: HW: Heriot-Watt University; ATCC: Americal Type Culture Collection;  

 TSI: ViÖn nghiªn cøu nu«i trång thñy s¶n I,  
 

III. KÕt luËn 

Sö dông ph−¬ng ph¸p PCR ph¸t hiÖn trong 7 
chñng V. parahaemolyticus ®O ph©n lËp vµ ®Þnh 
tªn theo ph−¬ng ph¸p vi sinh vËt vµ b»ng test 
thö API 20E ®Òu cã gien tlh. Nh− vËy chøng tá 
gien tlh lµ ®Æc hiÖu cho V. parahaemolyticus vµ 
cã thÓ sö dông lµ gien ®Æc hiÖu chØ thÞ cho PCR 
®Ó ph¸t hiÖn V. parahaemolyticus. Víi cÆp måi 
Vp-tdh do chóng t«i thiÕt kÕ lµ phï hîp cho 
PCR gien tdh ®Ó ph¸t hiÖn c¸c chñng cã kh¶ 
n¨ng g©y bÖnh. Ph−¬ng ph¸p multiplex PCR cho 
phÐp ph¸t hiÖn ®ång thêi hai gien tlh vµ tdh, 
®em l¹i kÕt qu¶ chÝnh x¸c, nhanh chãng. Gien 
tdh cña chñng VpPM4 ph©n lËp tõ mÉu t«m só, 
cã kh¸c biÖt vÒ ®é dµi so víi gien tdh cña chñng 
ACTT 17803 v× vËy cÇn thiÕt kh¶o s¸t thªm tÝnh 
®a d¹ng cña gien tdh ë c¸c chñng kh¸c. 
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Detection of the Thermolabile hemolysin (tlh) and 
thermostable drect hemolysin (tdh) gene of 

Vibrio parahaemolyticus by pcr 

Nguyen Hoang Uyen, Nguyen Chi Thuan,  
Nguyen Thi Thanh Loi, Nguyen Thi Hong Hanh 

Summary 

Vibrio parahaemolyticus is a halophytic bacterium found in black tiger shrimp 
culture ponds and is associated with shrimp diseases. All V. parahaemolyticus 
strains carry the thermolablile hemolysin (tlh) that appears to be species 
specificgene. The production of the thermostabile direct hemolysin (tdh) by V. 
parahaemolyticus is associated pathogenically qith the organism and is encoded by 
the tdh gene. The V. parahaemolyticus biochemical indentication method requires 5-
8 days and did not detect the pathogen strains. The PCR and multiplex PCR methods 
which amplify tlh and tdh genes are used to detect various strains of V. 
parahaemolyticus. All 7 isolated V. parahaemolyticus strains are controlledby the 
API 20E showed and by PCR method, show the presemee of the tlh gene, however 
only two strains VpPM4 and ATCC17803 carry the tdh gene. The multiplex PCR 
method is also and successfully to detect these two strains VpPM4 and ATCC17803. 

Ngµy nhËn bµi: 18-6-2002 
C«ng tr×nh ®−îc hç trî vÒ kinh phÝ cña Ch−¬ng tr×nh nghiªn cøu c¬ b¶n 

 


