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øNG DôNG Kü THUËT PCR PHôC Vô KIÓM  §ÞNH SALMONELLA 
TRONG  N¦íC MÆT ¤ NHIÔM 

Lª §øc M¹nh, NguyÔn ThÞ H−¬ng Giang  

ViÖn C«ng nghiÖp Thùc phÈm, 301-NguyÔn Tr·i, Thanh Xu©n, Hµ Néi 

 

1. Tãm t¾t 

VÊn ®Ò « nhiÔm n−íc mÆt, ®Æc biÖt lµ « nhiÔm bëi n−íc th¶i cña c¸c nhµ m¸y vµ 
n−íc th¶i sinh ho¹t ®ang lµ vÊn ®Ò bøc xóc t¹i ViÖt Nam. Khu hÖ vi sinh vËt n−íc « 
nhiÔm rÊt ®a d¹ng vÒ chñng lo¹i vµ g©y nhiÒu khã kh¨n cho viÖc ®¸nh gi¸ c¸c chØ tiªu 
vi sinh vËt. Víi Salmonella, c¸c kü thuËt vi sinh th−êng quy cho tû lÖ d−¬ng tÝnh gi¶ 
cao do nhiÒu vi sinh vËt cã thÓ cïng thÓ hiÖn nh÷ng tÝnh nh− Salmonella khi ®¸nh gi¸.  
Bµi b¸o ®Ò cËp vµ so s¸nh kÕt qu¶ kiÓm ®Þnh chØ tiªu Salmonella theo kü thuËt th−êng 
quy vµ PCR. KÕt qu¶ cho thÊy kü thuËt PCR cã thÓ ®−îc øng dông h÷u hiÖu vµ cho ®é 
®Æc hiÖu cao h¬n khi kiÓm ®Þnh chØ tiªu Salmonella trong khu hÖ phøc t¹p. Tuy nhiªn, 
sù cÈn träng lµ cÇn thiÕt khi ®¸nh gi¸ kÕt qu¶ thu nhËn ®−îc do kh¶ n¨ng d−¬ng tÝnh 
gi¶ vÉn hiÖn h÷u vµ sù cã mÆt cña khu hÖ vi sinh vËt ®a d¹ng cã thÓ lµm gi¶m ®é nh¹y 
cña ph−¬ng ph¸p. Trong tr−êng hîp nghi vÊn, PCR cã thÓ ®−îc sö dông nh− test kh¼ng 
®Þnh Salmonella. 

Tõ khãa:  N−íc mÆt, « nhiÔm, vi sinh vËt, Salmonella, PCR 

2. Më ®Çu 

HiÖn nay vÊn ®Ò « nhiÔm s«ng ngßi, ao hå, ®Æc biÖt lµ « nhiÔm bëi n−íc th¶i cña 
c¸c nhµ m¸y vµ n−íc th¶i sinh ho¹t ®ang lµ vÊn ®Ò bøc xóc t¹i ViÖt Nam. ¤ nhiÔm tõ 
n−íc th¶i kh«ng chØ ¶nh h−ëng tíi søc kháe céng ®ång mµ cßn ¶nh h−ëng trùc tiÕp ®Õn 
s¶n xuÊt, ®Æc biÖt t¹i c¸c nhµ m¸y s¶n xuÊt vµ chÕ biÕn thùc phÈm.  §Ó ®¶m b¶o m«i 
tr−êng s¶n xuÊt s¹ch c¸c th«ng sè vÖ sinh cÇn ®−îc quan t©m, trong ®ã cã c¸c th«ng sè 
vÒ chÊt l−îng n−íc tr−íc vµ sau xö lý.  Mét nhãm vi sinh vËt ®−îc quan t©m nhiÒu lµ 
Salmonella do kh¶ n¨ng g©y bÖnh cho ng−êi vµ vËt nu«i.  Salmonella lµ trùc khuÈn 
Gram ©m, kÝch th−íc trung b×nh 3,0×0,5µm, cã nhiÒu tiªm mao xung quanh th©n (trõ 
S. gallinarum vµ S. pullorum g©y bÖnh ë gµ vÞt). Gièng nh− c¸c vi khuÈn ®−êng ruét 
kh¸c, Salmonella thuéc nhãm hiÕu kþ khÝ tuú tiÖn.  VÒ tÝnh chÊt sinh lý, Salmonella 
kh«ng lªn men ®−êng lactoza nh−ng lªn men ®−êng glucoza vµ sinh h¬i, sö dông ®−îc 
citrat ë m«i tr−êng Simmons, catalaza (+), oxidaza (+), lysin decacboxylaza (+), ONPG 
(+), ureaza (-), RM (+), VP(-), H2S (+) [2]. Dùa trªn cÊu tróc kh¸ng nguyªn, Salmonella 
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®−îc chia thµnh c¸c nhãm vµ c¸c typ huyÕt thanh kh¸c nhau. Ng−êi ta ®· t×m ®−îc gÇn 
70 yÕu tè kh¸ng nguyªn O ë Salmonella. KÕt hîp víi kh¸ng nguyªn H cã mÆt ë hÇu hÕt 
Salmonella, cã thÓ thu ®−îc trªn 1500 typ huyÕt thanh.  Kh¸ng nguyªn K chØ cã ë S. 
typhi vµ S. paratyphi [2]. Salmonella typhi vµ S.paratyphi lµ t¸c nh©n g©y bÖnh th−¬ng 
hµn [1].  

Khu hÖ vi sinh vËt n−íc mÆt « nhiÔm rÊt ®a d¹ng vÒ chñng lo¹i vµ g©y khã kh¨n 
cho viÖc ®¸nh gi¸ c¸c chØ tiªu vi sinh vËt.  Víi Salmonella, c¸c kü thuËt vi sinh th−êng 
quy cho tû lÖ d−¬ng tÝnh gi¶ cao do nhiÒu vi sinh vËt cã thÓ cïng thÓ hiÖn nh÷ng tÝnh 
nh− Salmonella khi ®¸nh gi¸.  Bµi b¸o nµy ®Ò cËp tíi viÖc øng dông kü thuËt sinh häc 
ph©n tö nh»m n©ng cao ®é chÝnh x¸c cña c¸c xÐt nghiÖm vÖ sinh m«i tr−êng vµ chÊt 
l−îng n−íc. 

3. Nguyªn vËt liÖu vµ ph−¬ng ph¸p 

3.1. MÉu ph©n tÝch 

MÉu n−íc mÆt ®−îc lÊy ë hå, ao thuéc  nhiÒu ®Þa ®iÓm kh¸c nhau cña thµnh phè 
Hµ Néi (B¶ng 1). C¸c mÉu ®−îc l−u tr÷ ®Çy kÝn trong èng 50 ml vµ b¶o qu¶n trong ®iÒu 
kiÖn l¹nh (trong ®¸) cho tíi khi ph©n tÝch vi sinh (sau 3h).   

 

B¶ng 1. Danh s¸ch mÉu n−íc mÆt « nhiÔm trªn ®Þa bµn Hµ Néi sö dông trong nghiªn cøu 

MÉu §Þa ®iÓm lÊy mÉu 

1 Hå Lµng Phïng Khoan, (hå 1) 

2 Hå Lµng Phïng Khoan , (hå 3) 

3 Hå ë gÇn nhµ m¸y bãng ®Ìn phÝch n−íc R¹ng §«ng 

4 S«ng Kim Giang 

5 Hå Linh §µm (hå 1) 

6 Hå Linh §µm (hå 2) 

7 Hå Linh §µm (hå 3) 

8 S«ng T« LÞch (®o¹n §¹i Kim) 

9 N−íc Cèng §Þnh C«ng 

10 Hå §Þnh C«ng (hå 2) 

11 Hå §Þnh C«ng (hå 3) 

12 S«ng T« LÞch (®o¹n CÇu Míi) 
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3.2. X¸c ®Þnh Salmonella trong n−íc mÆt « nhiÔm b»ng ph−¬ng ph¸p  
  th−êng quy 

Ph−¬ng ph¸p x¸c ®Þnh Salmonella th−êng quy bao gåm c¸c b−íc t¨ng sinh, t¨ng 
sinh chän läc, ph©n lËp vµ nhËn diÖn.  ë b−íc t¨ng sinh, 25 ml mÉu ®−îc chuyÓn vµo tói 
PE v« trïng sau ®ã bæ sung 225 ml dung dÞch BPW, ®ång nhÊt mÉu vµ ñ ë 37°C.  B−íc 
t¨ng sinh chän läc ®−îc thùc hiÖn sau 18 - 24 giê b»ng c¸ch chuyÓn 0,1ml dÞch t¨ng 
sinh ®· trén ®Òu sang 10 ml m«i tr−êng t¨ng sinh Rappapport-Vassliadis (RV). Sau ®ã, 
chóng ®−îc ñ ë 42 ± 0,2°C  trong 12 -24 giê.  TiÕp theo, c¸c khuÈn l¹c ®¬n ®−îc ph©n lËp 
b»ng que cÊy tõ m«i tr−êng t¨ng sinh chän läc lªn ®Üa m«i tr−êng chän läc ph©n biÖt 
®Æc tr−ng cho Salmonella (MLCB [3]). TÊt c¶ c¸c ®Üa m«i tr−êng sau khi cÊy ®−îc ñ ë 
37°C trong 22 - 24 giê.  Trªn m«i tr−êng MLCB khuÈn l¹c Salmonella cã mµu ®en.  C¸c 
khuÈn l¹c cã ®Æc ®iÓm nh− trªn ®−îc kh¼ng ®Þnh b»ng c¸c thö nghiÖm sinh ho¸ trªn 
m«i tr−êng TSI vµ LIM. M«i tr−êng TSI cã thÓ x¸c ®Þnh ®−îc kh¶ n¨ng lªn men cña c¸c 
lo¹i ®−êng glucoza, lactoza, sucroza vµ kh¶ n¨ng sinh khÝ H2S. M«i tr−êng LIM x¸c 
®Þnh kh¶ n¨ng ph¶n øng lysin, Indol, kh¶ n¨ng dÞch chuyÓn. Ngoµi ra, ®Ó so s¸nh 
ph−¬ng ph¸p, trong nghiªn cøu nµy, c¸c khuÈn l¹c còng ®−îc kiÓm tra b»ng kü thuËt 
PCR. 

3.3. X¸c ®Þnh Salmonella trong n−íc mÆt « nhiÔm b»ng kü thuËt PCR 

Trong ph−¬ng ph¸p nµy, mÉu phÈm ®−îc lµm giµu kh«ng chän läc, sau ®ã sinh 
khèi vi sinh vËt ®−îc sö dông lµm khu«n cho PCR sö dông cÆp måi ®Æc hiÖu cho 
Salmonella. T−¬ng tù nh− trªn, hÖ vi sinh vËt ®−îc lµm giµu b»ng c¸ch chuyÓn 25ml 
mÉu sang tói PE v« trïng, bæ sung 225 ml dung dÞch BPW, ®ång nhÊt mÉu vµ ñ ë 37°C 
trong 18 - 24 giê.  V× Salmonella lµ vi khuÈn Gram ©m, cã thµnh tÕ bµo t−¬ng ®èi máng 
do vËy cã thÓ dÔ dµng bÞ ph¸ hñy khi ®un s«i ë 100°C trong 15 phót. Canh tr−êng ®un 
s«i ®−îc dïng trùc tiÕp lµm khu«n cho ph¶n øng PCR. Tr−êng hîp kh«ng tiÕn hµnh 
ph¶n øng ngay, ADN khu«n ®−îc b¶o qu¶n trong tñ -20°C. C¸c måi Salm3 (5’-
GCTGCGCGCGAACGGCG AAG-3’) vµ Salm4 (5’-TCCCGGCAGAGTTCCCATT-3’) ®−îc 
sö dông.  Hai måi nµy sÏ nh©n mét ®o¹n 389 cÆp baz¬ cña phÇn b¶o thñ trong gen 
invA, mét gen quan träng cña Salmonella spp. cho qu¸ tr×nh x©m nhiÔm tÕ bµo (inv= 
invasive) [5]. CÆp måi nµy ®· ®−îc c¸c nhµ khoa häc Italia sö dông tr−íc ®ã ®Ó ph¸t 
hiÖn Salmonella spp.[5].  Chu tr×nh nhiÖt cña ph¶n øng PCR bao gåm b−íc biÕn tÝnh ë 
95°C trong 2 phót kÕ tiÕp lµ 35 chu kú nhiÖt (94°C - 40 gi©y, 62°C- 40 gi©y, 72°C- 40 
gi©y) vµ b−íc hoµn thiÖn ë 72°C trong 7 phót.  S¶n phÈm PCR ®−îc ph©n t¸ch trªn gel 
agarose 1,5% víi dung dÞch ®Öm lµ 1×TAE ë hiÖu ®iÖn thÕ 100V vµ c−êng ®é dßng ®iÖn 
80mA. Gel sau ®ã ®−îc nhuém b»ng dung dÞch ethidium bromide 0,5 mg/l vµ quan s¸t 
d−íi ¸nh s¸ng cùc tÝm. 
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4. KÕt qu¶ vµ bµn luËn 

4.1. So s¸nh kÕt qu¶ kiÓm  ®Þnh Salmonella th−êng quy vµ b»ng PCR ®èi   
   víi mÉu phÈm 

C¸c mÉu n−íc mÆt bÞ « nhiÔm (B¶ng 1) ®−îc ph©n tÝch ®ång thêi b»ng kü thuËt 
kiÓm ®Þnh Salmonella th−êng quy vµ b»ng ph−¬ng ph¸p PCR nh− ®· tr×nh bµy ë trªn.  
KÕt qu¶ ®−îc tr×nh bµy trong B¶ng 2.  TÊt c¶ 12 mÉu ph©n tÝch ®Òu cho kÕt qu¶ d−¬ng 
tÝnh khi lµm giµu b»ng RV, tuy nhiªn chØ cã 4 mÉu cho kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh trªn MLCB.  
§iÒu nµy phÇn nµo cho thÊy sù phøc t¹p cña hÖ vi sinh vËt n−íc mÆt bÞ « nhiÔm.  
Th«ng th−êng, trong kiÓm ®Þnh thùc phÈm, tÇn suÊt d−¬ng tÝnh víi RV t−¬ng ®èi thÊp 
vµ nh÷ng mÉu d−¬ng tÝnh víi RV ®· thÓ hiÖn nguy c¬ cao.  ChØ nh÷ng khuÈn l¹c cho 
kÕt qu¶ d−¬ng tÝnh trªn MLCB míi ®−îc ph©n tÝch tiÕp b»ng TSI vµ LIM nh− kü thuËt 
ph©n tÝch Salmonella th−êng quy yªu cÇu.  KÕt qu¶ kiÓm tra b»ng TSI vµ LIM trïng 
khíp víi kÕt qu¶ mµ m«i tr−êng MLCB ®em l¹i.  Nh− vËy, theo ph©n tÝch th−êng quy 
cã thÓ kÕt luËn cã 4 mÉu d−¬ng tÝnh víi Salmonella, ®ã lµ c¸c mÉu 3, 7, 8 vµ 12.   

Ngoµi kü thuËt th−êng quy, c¸c mÉu n−íc còng ®−îc ph©n tÝch ®ång thêi b»ng kü 
thuËt PCR.  KÕt qu¶ kiÓm ®Þnh b»ng PCR cho thÊy cã 3 mÉu n−íc d−¬ng tÝnh víi 
Salmonella vµ trïng víi kÕt qu¶ theo ®¸nh gi¸ th−êng quy (H×nh 1, B¶ng 2).  Kh¸c biÖt 
duy nhÊt lµ mÉu  sè 3 cho kÕt qu¶ ©m tÝnh khi x¸c ®Þnh b»ng PCR nh−ng d−¬ng tÝnh 
víi ®¸nh gi¸ th−êng quy.  §iÒu nµy cho thÊy ®é t−¬ng ®ång cao gi÷a hai ph−¬ng ph¸p.  
Th«ng th−êng ph−¬ng ph¸p PCR ®−îc ®¸nh gi¸ lµ cã ®é tin cËy cao h¬n [4, 5] vµ nh− 
vËy ph©n tÝch b»ng PCR sÏ gi¶m thiÓu ®−îc sè l−îng d−¬ng tÝnh gi¶. Nh÷ng mÉu 
nhiÔm Salmonella lµ nh÷ng mÉu n−íc tõ Hå Linh §µm, S«ng T« LÞch (®o¹n §¹i Kim), 
s«ng T« LÞch (®o¹n CÇu Míi).   

 

H×nh 1. S¶n phÈm PCR sö dông måi Salm3 vµ Salm4 ®èi víi c¸c mÉu n−íc mÆt bÞ « nhiÔm  
sau khi lµm giµu kh«ng chän läc. M- thang ADN chuÈn (1Kb, Invitrogen); C - Chñng Salmonella 

chuÈn; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,  10, 11, 12 - c¸c mÉu n−íc ë c¸c vïng kh¸c nhau;  
N - s¶n phÈm PCR kh«ng cã ADN khu«n 
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B¶ng 2. KÕt qu¶ ph©n tÝch Salmonella cña c¸c mÉu n−íc mÆt « nhiÔm  
ë nhiÒu vïng kh¸c nhau thuéc ®Þa bµn Hµ Néi 

Ph−¬ng ph¸p vi sinh 

TSI LIM 

MÉu 
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KÕt luËn theo 
kü thuËt vi 

sinh 

KÕt luËn theo 
PCR 

1 + - nd nd nd nd nd nd nd - - 

2 + - nd nd nd nd nd nd nd - - 

3 + + + - - + + - + Salmonella - 

4 + - nd nd nd nd nd nd nd - - 

5 + - nd nd nd nd nd nd nd - - 

6 + - nd nd nd nd nd nd nd - - 

7 + + + - - + + - + Salmonella Salmonella 

8 + + + - - + + - + Salmonella Salmonella 

9 + - nd nd nd nd nd nd nd - - 

10 + - nd nd nd nd nd nd nd - - 

11 + - nd nd nd nd nd nd nd - - 

12 + + + - - + + - + Salmonella Salmonella 

 
Chó thÝch: “nd” - kh«ng tiÕn hµnh kiÓm tra; “-“ – ©m tÝnh; “+” – D−¬ng tÝnh 

4.2. Kh¶ n¨ng sö dông ph−¬ng ph¸p PCR trong test kh¼ng ®Þnh Salmonella 

øng dông PCR trong ph©n tÝch n−íc mÆt « nhiÔm còng kh«ng ph¶i hoµn toµn 
kh«ng cã sai sè.  Mét sè mÉu phÈm ®em l¹i nh÷ng b¨ng kh«ng ®Æc hiÖu vµ cã thÓ ¶nh 
h−ëng tíi kÕt qu¶ ®¸nh gi¸ (H×nh 1, b¨ng 2, 3, 11).  Sù cã mÆt cña nh÷ng b¨ng nµy vÒ 
lý thuyÕt cã thÓ lµm gi¶m ®é nh¹y cña ph−¬ng ph¸p (c¹nh tranh khu«n trong PCR) vµ 
thËm chÝ lµ d−¬ng tÝnh gi¶ (nÕu s¶n phÈm kh«ng ®Æc hiÖu cã cïng kÝch th−íc víi s¶n 
phÈm ®Ých).  Trong tr−êng hîp nghi vÊn cã thÓ tiÕn hµnh lµm giµu chän läc vµ ¸p dông 
kü thuËt PCR ®Ó kh¼ng ®Þnh nh÷ng khuÈn l¹c nghi ngê. Nh»m kiÓm tra kh¶ n¨ng 
kh¼ng ®Þnh cña ph−¬ng ph¸p PCR chóng t«i tiÕn hµnh thö nghiÖm mét lo¹t nh÷ng 
khuÈn l¹c d−¬ng tÝnh trªn m«i tr−êng MLCB vµ sau ®ã kiÓm tra ®ång thêi b»ng TSI, 
LIM vµ b»ng kü thuËt PCR. §Ó thùc hiÖn ®iÒu nµy, 9 khuÈn l¹c mÇu ®en cã h×nh th¸i 
t−¬ng ®èi kh¸c nhau trªn m«i tr−êng MLCB cña mÉu sè 8 ®−îc kiÓm tra. KÕt qu¶ kiÓm 
tra sinh hãa cña 9 khuÈn l¹c ®Òu ®−a ®Õn kÕt qu¶ t−¬ng ®ång víi chñng chuÈn vµ cã 
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thÓ kÕt luËn lµ Salmonella (B¶ng 3). Tuy nhiªn chØ cã 5 khuÈn l¹c ®−îc kh¼ng ®Þnh lµ 
Salmonella b»ng PCR.  KÕt qu¶ thö nghiÖm víi khuÈn l¹c tá ra ®Æc hiÖu h¬n nhiÒu so 
víi khi ®¸nh gi¸ c¶ khu hÖ (H×nh 2, H×nh 1). Nh− vËy, trong tr−êng hîp nghi vÊn, kü 
thuËt PCR tá ra rÊt h÷u hiÖu trong test kh¼ng ®Þnh Salmonella. 

 

B¶ng 3. KÕt qu¶ test sinh hãa cña c¸c khuÈn l¹c nghi ngê vµ kh¼ng ®Þnh b»ng PCR 
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 KÕt luËn theo 
test sinh hãa 

KÕt luËn theo 
PCR 

1 + - - + + - + Salmonella Salmonella 

2 + - - + + - + Salmonella - 

3 + - - + + - + Salmonella - 

4 + - - + + - + Salmonella Salmonella 

5 + - - + + - + Salmonella - 

6 + - - + + - + Salmonella Salmonella 

7 + - - + + - + Salmonella Salmonella 

8 + - - + + - + Salmonella - 

9 + - - + + - + Salmonella Salmonella 

 

H×nh 2. S¶n phÈm PCR sö dông cÆp måi Salm3 vµ Salm4 tõ 9 khuÈn l¹c nghi ngê Salmonella d−¬ng 
tÝnh (t¹o s¾c tè ®en trªn MLCB). M - thang ADN chuÈn (1Kb, Invitrogen); C - Chñng Salmonella 

chuÈn; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 - c¸c khuÈn l¹c nghi ngê 
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5. KÕt luËn 

Kü thuËt PCR cã thÓ ®−îc øng dông h÷u hiÖu vµ cho ®é ®Æc hiÖu cao h¬n so víi kü 
thuËt vi sinh th−êng quy trong kiÓm ®Þnh chØ tiªu Salmonella cña khu hÖ phøc t¹p nh− 
n−íc mÆt « nhiÔm. Tuy nhiªn, sù cÈn träng lµ cÇn thiÕt khi ®¸nh gi¸ kÕt qu¶ thu nhËn 
®−îc do kh¶ n¨ng d−¬ng tÝnh gi¶ vÉn hiÖn h÷u vµ sù cã mÆt cña khu hÖ vi sinh vËt ®a 
d¹ng cã thÓ lµm gi¶m ®é nh¹y cña ph−¬ng ph¸p. Trong tr−êng hîp nghi vÊn, PCR cã 
thÓ ®−îc sö dông nh− test kh¼ng ®Þnh Salmonella. 

Lêi c¶m ¬n: Nghiªn cøu nµy nhËn ®−îc sù hç trî cña ch−¬ng tr×nh KHCN träng 
®iÓm cÊp nhµ n−íc trong khu«n khæ ®Ò tµi KC.04.21. T¸c gi¶ xin c¶m ¬n TS. Vò Nguyªn 
Thµnh (ViÖn C«ng nghiÖp Thùc phÈm) v× nh÷ng gãp ý trong qu¸ tr×nh thùc hiÖn. 
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APPLICATION OF PCR TECHNIQUE FOR DETECTION OF 
SALMONELLA  IN POLLUTED SURFACE WATER 

Le Duc Manh, Nguyen Thi Huong Giang 

Food Industries Research Institute, 301-Nguyen Trai, Thanh Xuan, Hanoi 

Pollution of surface water by municipal wastewater and liquid waste from 
manufacturing plants is of great concern in Vietnam. Complex microbial ecosystem in 
polluted surface water makes it difficult to assess microbiological parameters.  
Salmonella testing using standard microbiological procedure often results in false 
positive.  In this study, Salmonella testing using PCR technique was compared with 
traditional method. It was demonstrated that PCR offers some advantages over the 
traditional technique, namely higher selectivity and faster performance. It was noted, 
however, the interpretation of data should be accompanied with caution since false 
positive and template competition could not be eliminated. PCR was found very useful 
as a confirmatory tool during analysis of ambiguous samples. 



øng dông kü thuËt PCR phôc vô kiÓm ®Þnh... 
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