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§é nh¹y vµ ®é ®Æc hiÖu cña PCR ®a måi
x¸c ®Þnh trùc tiÕp Salmonella tõ bÖnh phÈm ph©n

NGUYỄN VŨ TRUNG
Bộ môn Vi sinh Y học, Đại học Y Hà Nội

ĐẶT VẤN ĐỀ
Tiêu chảy là một trong những vấn đề quan trọng về

sức khỏe, đặc biệt đối với trẻ em trên toàn thế giới. Tiêu
chảy chiếm vị trí thứ hai về tỷ lệ tử vong ở trẻ em dưới 5
tuổi do mắc các bệnh nhiễm khuẩn (chỉ sau nhiễm
khuẩn đường hô hấp). Tiêu chảy còn là nguyên nhân
quan trọng gây suy dinh dưỡng, ảnh hưởng đến sự
tăng trưởng và phát triển của trẻ. Salmonella là một căn
nguyên gây tiêu chảy đã được đề cập trong nhiều
nghiên cứu [4, 5]. Salmonella có thể gây bệnh cho
người, động vật hoặc cả cho người và động vật. Một số
loài Salmonella hay gây bệnh thường gặp là S. typhi,
chỉ gây bệnh cho người, là căn nguyên gây bệnh
thương hàn quan trọng nhất. S. paratyphi A, chỉ gây
bệnh cho người, là căn nguyên gây bệnh thương hàn,
tỷ lệ  ở nước ta đứng sau S. typhi. S. paratyphi B, chủ
yếu gây bệnh ở người. Tại các nước châu Âu, tỷ lệ vi
khuẩn này cao hơn ở Việt Nam. S. paratyphi C, vừa có
khả năng gây bệnh thương hàn vừa có khả năng gây
viêm dạ dày-ruột và nhiễm khuẩn huyết. Thường gặp ở
các nước Đông Nam Châu Á. S. typhimurium và S.
enteritidis vừa có khả năng gây bệnh cho người vừa có
khả năng gây bệnh cho động vật. Chúng là nguyên
nhân chủ yếu của bệnh nhiễm khuẩn nhiễm độc thức
ăn do Salmonella. S. choleraesuis là căn nguyên
thường gặp trong nhiễm khuẩn huyết do Salmonella ở
nước ta.

Phương pháp kinh điển xác định các Salmonella
trong các trường hợp chúng gây bệnh tiêu chảy (đặc
biệt trong thương hàn) là cấy máu và/hoặc cấy phân.
Phương pháp định danh kinh điển sử dụng các tính
chất sinh vật hóa học và ngưng kết với kháng huyết
thanh đặc hiệu. Đã có một số nghiên cứu sử dụng kỹ
thuật sinh học phân tử như lai ADN, phản ứng
khuyếch đại gien - Polymerase Chain Reaction (PCR)
[3, 7]. Trong số các phương pháp trên, PCR rất hay
được dùng vì kỹ thuật này có độ nhạy và độ đặc hiệu
rất cao. Tuy nhiên cho tới nay, việc xác định trực tiếp

Salmonella từ phân bằng PCR vẫn chưa được
nghiên cứu nhiều.

Trên lâm sàng, việc xác định nhanh các Salmonella
bằng một kỹ thuật có độ nhạy và độ đặc hiệu cao, sẽ
có ý nghĩa rất quan trọng trong chẩn đoán và lựa chọn
chế độ điều trị thích hợp cho bệnh nhân.

Mục tiêu nghiên cứu :
1. Xác định độ nhạy của PCR đa mồi xác định

Salmonella trực tiếp từ phân.
2. Xác định độ đặc hiệu của PCR đa mồi xác định

Salmonella trực tiếp từ phân.
ĐỐI TƯỢNG, PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
1. Đối tượng nghiên cứu
- Chủng Salmonella typhi VCMM2, 5 chủng

Salmonella typhi (phân lập từ bệnh phẩm của bệnh
nhân), Citrobacter freundii, Proteus vulgaris,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp, E. coli
ATCC 11775 và 5 chủng E. coli ATCC gây tiêu chảy
(EAEC, EHEC, EIEC, EPEC, và ETEC). Các chủng
này (trừ 5 chủng S. typhi từ bệnh nhân) do Đề án
Lưu giữ nguồn gien Vi sinh vật Y học, Bộ môn Vi sinh
vật, Đại học Y Hà Nội cung cấp.

2. Vật liệu
2.1. Vật liệu dùng cho nuôi cấy và xác định vi

khuẩn
- Môi trường dùng trong nuôi cấy và phân lập vi

khuẩn: Sorbitol Mac Conkey (SMAC), Deoxycholate
Citrat Agar (DCA), các loại tube, đĩa  petri, kháng huyết
thanh của một số vi khuẩn đường ruột, bộ hóa chất
xác định vi khuẩn API 20E của Biomerieux (Pháp).

2.2. Sinh phẩm, hoá chất, dụng cụ và máy móc
dùng trong PCR

Trong nghiên cứu này, chúng tôi sử dụng kỹ thuật
PCR đa mồi với các cặp mồi đặc hiệu cho Salmonella
và V. cholerae với mục đich sẽ sử dụng để phát hiện
cùng một lúc hai vi khuẩn này trong bệnh phẩm phân
tiêu chảy.

Tên primer Gen Tài liệu tham
khảo

Trình tự Cỡ sản phẩm

OMPCF
OMPCR

Đặc
trưng
giống

[3, 7] 5'-ATC GCT GAC TTA TGC AAT CG-3'
5'-CGG GTT GCG TTA TAG GTC TG-3'

204 bp

ctxB2
ctxB3

ctxB [6] 5'-GAT ACA CAT AAT AGA ATT AAG GAT G-3'
5'-GGT TGC TTC TCA TCATCG AAC CAC-3'

460 bp

- Dung dịch đệm, nước khử ion, PCR master mix (Epicentre-Đức), thạch Agarose dùng trong điện di



gel (BBL), Ethidium bromide dùng để nhuộm gel, TAE
(Tris Acetate EDTA).

- Máy điều nhiệt tự động GienAmp PCR System
9700 AB (Applied Biosystem, Mỹ), máy ly tâm lạnh
(Beckman),  bộ điện di ngang Horizon58 (Gibco-BRL
của Mỹ), máy soi và chụp gel Geldoc (BioRad Mỹ).

3. Phương pháp nghiên cứu
3.1. Độ nhạy của PCR đa mồi xác định

Salmonella trực tiếp từ phân.
Qui trình tách chiết ADN trực tiếp từ phân
Qui trình dựa trên nghiên cứu của Trung và cộng

sự [1, 2]. Tóm tắt qui trình như sau:
- Bước 1: 200 mg phân được hoà thật đều với 1ml

huyền dịch vi khuẩn có độ đục Macfarland 4 (109 vi
khuẩn/ml) và 2 ml nước cất, lắc đều trên máy lắc.

- Bước 2: Ly tâm huyền dịch phân ở bước 1 với
tốc độ 1000 vòng/phút trong 10 phút cho lắng các
thành phần có kích thước lớn. Lấy nước nổi.

- Bước 3: Nước nổi từ bước 2 được ly tâm tiếp
với tốc độ 2000 vòng/phút trong 10 phút để lắng các
thành phần có kích cỡ trung bình. Lấy nước nổi.

- Bước 4: Nước nổi từ bước 3 được ly tâm tiếp
với tốc độ 4000 vòng/phút trong 10 phút để lắng vi
khuẩn. Loại bỏ nước nổi và lấy cặn.

- Bước 5: Hoà tan cặn với 500 ỡl nước cất, trộn
đều trên máy lắc. Ly tâm với tốc độ 4000 vòng/phút
trong 5 phút.

Lặp lại quá trình rửa cặn này 1-2 lần đến khi nước
nổi không còn màu vàng của phân. Loại bỏ nước nổi

- Bước 6: Hoà tan cặn thu được ở bước 5 vào
300 ỡl nước cất. Đun sôi cách thuỷ 1000C trong 20
phút.

Sau khi đun làm lạnh ngay bằng cách cho ống
Eppendorf vào khay đựng đá vụn.

- Bước 7: Ly tâm lạnh 12000 vòng/phút trong 15
phút, loại bỏ cặn.

Nước nổi chứa ADN dùng làm khuôn mẫu cho
phản ứng PCR. Nếu chưa dùng ngay, nước nổi được
bảo quản ở -200C.

Xác định độ nhạy của hệ thống PCR đa mồi
- Pha chủng Salmonella typhi vào 1 ml nước cất

để có độ đục Macfarland 4.
- Pha loãng 10 lần các huyền dịch chứa 109 vi

khuẩn/ml này để có các nồng độ từ 109, 108 đến 101,
100 vi khuẩn/ml.

- Trộn 1 ml từng huyền dịch vi khuẩn trên với 200
mg phân đã được xác định không có Salmonella gây
tiêu chảy bằng nuôi cấy phân lập và PCR.

- Tách chiết ADN theo qui trình ở 3.1.
- Tiến hành kỹ thuật PCR đa mồi với ADN thu

được sau khi tách chiết.

Các thành phần tham gia phản ứng PCR như sau:
Mỗi phẩn ứng gồm 25 l các thành phần sau: 12,5

l PCR master mix (Epicentre, Canada); 2,5 mM cặp
mồi OMPCF-OMPCR và ctxB2-ctxB3 (Promega, Mỹ),
3 l ADN mẫu. Chu trình nhiệt như sau 950C/2’; 30
chu kỳ: 950C/1', 570C/1’, 720C/2'; một chu kỳ 720C/7',
giữ ở 40C.

- Độ nhạy của phản ứng PCR đa mồi (giới hạn
phát hiện) được xác định là nồng độ vi khuẩn thấp
nhất cho kết quả PCR Dương tính. So sánh với
phương pháp tách chiết bằng bộ kít QIAamp DNA
Stool Mini Kit của hãng QIAGEN (Đức).

3.2. Độ đặc hiệu của PCR đa mồi
- Pha lần lượt các chủng Citrobacter freundii,

Proteus vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
spp, chủng E. coli ATCC 11775, 5 chủng E. coli gây
tiêu chảy vào 1 ml nước cất để có độ đục Macfarland 4
(tương đương với 109 vi khuẩn/ml).

-  Các huyền dịch chứa 109 vi khuẩn/ml được pha
loãng 10 lần để có các nồng độ từ 109, 108 đến 101,
100 vi khuẩn/ml.

- Trộn 1 ml từng huyền dịch vi khuẩn trên với 200
mg phân đã được xác định không có Salmonella.

- Tách chiết ADN theo qui trình 3.1.
- Tiến hành kỹ thuật PCR đa mồi với ADN thu

được sau khi tách chiết.
- Độ đặc hiệu được xác định là tỷ lệ các chủng

Âm tính với PCR đa mồi trên tổng số các chủng được
thử. So sánh với phương pháp tách chiết bằng bộ kít
QIAamp DNA Stool Mini Kit của hãng QIAGEN (Đức).

3.3. Đánh giá chất lượng sản phẩm PCR
Bảng 1. Tiêu chuẩn đánh giá chất lượng sản

phẩm PCR

Tính chất băng ADN trên thạch
điện di

Đánh giá kết
quả

Không có băng ADN (-)
Băng ADN mờ hoặc chấm hạt

thành hàng
(+)

Băng ADN nhỏ hoặc vừa, nhìn rõ (++)
Băng ADN lớn, đậm nhìn rất rõ (+++)

4. Xử lý số liệu
Các số liệu được quản lý và phân tích bằng

chương trình SPSS 12.0
5. Thời gian nghiên cứu
Từ  tháng 1 năm 2007 đến tháng 8 năm 2008.
6. Địa điểm nghiên cứu
- Bộ môn Vi sinh- Trường Đại học Y Hà Nội.
- Khoa Xét nghiệm Viện các bệnh Truyền nhiễm

và Nhiệt đới Quốc gia.
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KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
1. Xác định độ nhạy của PCR đa mồi
Bảng 2. Kết quả độ nhạy của hệ thống PCR đa mồi

Số thứ tự các lần thửNồng độ
vi khuẩn/ml 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

109 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
108 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
107 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
106 +++ +++ ++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++
105 ++ ++ - ++ ++ + - - - -
104 - - - - - - - - - -
103 - - - - - - - - - -
102 - - - - - - - - - -
101 - - - - - - - - - -
100 - - - - - - - - - -

Kết quả ở Bảng trên cho thấy, nhìn chung, PCR
cho kết quả Dương tính ở nồng độ 106 CFU/ml. Độ
lặp lại là 100% qua 10 lần thử.

Một số lần thử cho kết quả Dương tính ở nồng độ
105 CFU/ml. Tiến hành thử với 5 chủng S. typhi phân
lập từ bệnh nhân cho kết quả tương tự. Nếu sử dụng
bộ kit QIAmp, ngưỡng phát hiện là 107VK/ml cho các
lần thử.

2. Xác định độ đặc hiệu của PCR đa mồi
Độ đặc hiệu được xác định là tỷ lệ các chủng Âm

tính với PCR đa mồi trên tổng số các chủng được
thử.

Bảng 3. Độ đặc hiệu của PCR đa mồi

Kết quả
PCR

Tên chủng Số lần
thực
hiện (+) (-)

Độ
đặc
hiệu
(%)

Citrobacter freundii 10 0 10 100%
Proteus vulgaris 10 0 10 100%

Klebsiella
pneumoniae

10 0 10 100%

Enterobacter spp 10 0 10 100%
E. coli 11775 10 0 10 100%

5 chủng E. coli
 không gây tiêu

chảy

50 0 50 100%

Nhận xét  Kết quả ở bảng 3 cho thấy, PCR đa mồi
với các vi khuẩn đường ruột khác đều âm tính. Điều
đó chứng tỏ độ đặc hiệu của hệ thống PCR đa mồi
bằng 100%.

BÀN LUẬN
1. Độ nhạy của PCR đa mồi
Hiện nay, PCR được đánh giá là một kỹ thuật có

độ nhạy và độ đặc hiệu rất cao, gần 100%. Kỹ thuật
có được độ nhạy và độ đặc hiệu cao là do PCR sử
dụng cặp mồi gắn đặc hiệu vào đoạn ADN đích.

Tuy nhiên, khi thực hiện kỹ thuật PCR, người ta
thấy rằng độ nhạy của phản ứng này cũng chính là
giới hạn phát hiện của phản ứng. Giới hạn này chính
là nồng độ của đoạn ADN đích trong hỗn hợp phản
ứng. Một quá trình tách chiết ADN tốt sẽ cho một

dung dịch ADN có chất lượng cao và nồng độ đủ để
phản ứng PCR cho kết quả dương tính.

Theo kết quả của Bảng 2, giới hạn phát hiện của
PCR đa mồi xác định Salmonella trực tiếp từ phân là
106 CFU/ml. Trong khi đó, độ nhạy của phản ứng
PCR với ADN tách chiết trực tiếp từ phân bằng bộ kit
thương phẩm QIAamp là 107 CFU/ml. Kết quả điện di
trên gel đoạn ADN được khuyếch đại có kích thước
phù hợp (so với marker) và không có sự xuất hiện
của các băng không đặc hiệu. Ngoài ra, khi tiến hành
lặp lại 10 lần, thử nghiệm đều cho kết quả tương tự.

Như vậy, ngoài những ưu điểm đơn giản, không
cần các máy móc và trang thiết bị đắt tiền, dễ thực
hiện, kinh tế hơn, mất ít thời gian hơn hệ thống PCR
đa mồi xác định Salmonella sử dụng ADN tách trực
tiếp từ phân bằng qui trình của chúng tôi, có độ nhạy
cao hơn so với PCR đa mồi sử dụng ADN tách trực
tiếp từ phân bằng bộ kít QIAamp. Mặc dù có một số
nghiên cứu sử dụng kỹ thuật PCR phát hiện trực tiếp
Salmonella từ phân [3, 7, 8]. Trong nghiên cứu của
Pathmanathan [8] sử dụng PCR với cặp mồi đặc hiệu
cho gen hilA của S. typhimurium, cho độ nhạy là 105

CFU/ml khi tách triết trực tiếp từ phân. Tuy nhiên,
trong nghiên cứu này, tác giả không đề cập đến độ lặp
lại của thực nghiệm. Trong nghiên cứu của chúng tôi,
độ lặp lại của thực nghiệm là 100% (10/10) lần đều có
kết quả độ nhạy là 106 CFU/ml và 50% (5/5) lần cho độ
nhạy là 105 CFU/ml. Ngoài ra, qui trình của chúng tôi
chỉ mất khoảng 6 h kể cả thời gian chạy PCR, điện di
so với 18h như trong nghiên cứu của Pathamanathan.

2. Xác định độ đặc hiệu của hệ thống PCR đa
mồi

Để đánh giá độ đặc hiệu của hệ thống PCR đa mồi
chúng tôi tiến hành với một số chủng vi khuẩn thuộc
họ vi khuẩn đường ruột. Các chủng này bao gồm:
Citrobacter freundii, Proteus vulgaris, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter spp, chủng E. coli ATCC
11775 và 5 chủng E. coli gây tiêu chảy thuộc các loại
(EAEC, EHEC, EIEC, EPEC, và ETEC). Kết quả
nghiên cứu cho thấy, với tất cả các chủng vi khuẩn
được thử nghiệm, PCR đều cho kết quả âm tính. PCR
đa mồi xác định Salmonella trực tiếp từ phân, hoàn
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toàn đặc hiệu với các Salmonella. Không có hiện
tượng âm tính giả với các vi khuẩn khác trong đường
tiêu hóa.

Thực chất, độ đặc hiệu của phản ứng PCR chính
là độ đặc hiệu của các cặp mồi sử dụng. Cặp mồi
phải  được lựa chọn sao cho có khả năng ghép cặp
tốt với trình tự ở 2 đầu của đoạn ADN đích. Kết quả
xác định độ đặc hiệu ghi nhận được còn cho thấy,
đoạn ADN đích được lựa chọn để khuyếch đại, có
trình tự các nucleotid trong đoạn gien tương đối ổn
định và xuất hiện với tần số cao ở các chủng
Salmonella; nhưng lại không thấy trên ADN của các
chủng vi khuẩn đường ruột khác.

Một nghiên cứu trước đây đã sử dụng cặp mồi
OMPCF và OMPCR xác định các Salmonella [3]. Kết
quả nghiên cứu cho thấy, khi thử với các chủng
Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Hafnia alvei,
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa, Shigella boydii, PCR cho kết quả Âm tính.
Tuy nhiên, kết quả của nghiên cứu được thực hiện với
ADN tách chiết từ các chủng vi khuẩn thuần. Trong
nghiên cứu này, chúng tôi cũng sử dụng cặp mồi nêu
trên, nhưng lại thực hiện với ADN được tách chiết trực
tiếp từ phân. Điều đó có nghĩa là dung dịch ADN tách
chiết được, không chỉ có chứa ADN của các chủng vi
khuẩn mà chúng tôi trộn vào, mà còn có ADN từ nhiều
loại vi khuẩn khác nhau có ở trong  mẫu phân.  Trong
nghiên cứu, tuy chúng tôi trộn những chủng vi khuẩn
đường ruột hay gây bệnh cho người vào phân, nhưng
dung dịch sau khi tách chiết sẽ vừa có ADN của chúng
vừa bao gồm ADN của tất cả các chủng vi khuẩn khác
có mặt trong mẫu phân. Do vậy, khi thực hiện xác định
độ đặc hiệu của PCR trên dung dịch sau tách chiết này,
vô hình dung chúng tôi cũng đã tiến hành thử nghiệm
độ đặc hiệu của PCR với tất cả các chủng vi khuẩn
khác có mặt trong mẫu phân. Hay có thể nói thử nghiệm
của chúng tôi đã rút ngắn được rất nhiều thời gian và
tiết kiệm được nhiều vật liệu và công sức.

KẾT LUẬN
- Độ nhạy của hệ thống PCR đa mồi xác định

Salmonella là 106 CFU/ml, độ lặp lại của thử nghiệm
là 100%.

- Độ đặc hiệu của hệ thống PCR đa mồi xác định
Salmonella trực tiếp từ phân là 100%.

SUMMARY
Multiplex PCR using 2 primer pairs specific to

Salmonella and V. cholerae was able to detect
Salmonella isolates with advantages such as less
time, simple manner and cost-effectiveness as
compared to the commercial kit. The sensitivity was
106 CFU/ml with the reproduction of 100%. The
specificity was almost 100%. The results can be
applied in clinical laboratories for early detection of
Salmonella and it would give good outcome for
diagnosis and treatment for patients with diarrhea.

Keywords: Salmonella, PCR, diarrhea.
TÀI LIỆU THAM KHẢO
1. Nguyễn Vũ Trung , Nguyễn Thị Tuyết Trinh,

2008. Phỏt triển và hoàn thiện qui trỡnh tỏch chiết ADN
xỏc định trực tiếp Escherichia coli gây tiêu chảy bằng
PCR. Nghiờn cứu y học. 56(4): p. 92-97.

2. Nguyễn Vũ Trung, Nguyên Thị Hồng Nhung,
2008. Hoàn thiện kỹ thuật tỏch chiết ADN của Shigella
và EIEC trực tiếp từ phõn. Nghiờn cứu y học. 55(3): p.
104-109.

3. Alvarez, J., et al., 2004. Development of a
multiplex PCR technique for detection and
epidemiological typing of salmonella in human clinical
samples. J Clin Microbiol. 42(4): p. 1734-8.

4. Cabrera, R., et al., 2006. Class 1 Integrons in
Salmonella Strains causing traveler's diarrhea.
Antimicrob Agents Chemother. 50(4): p. 1612-3.

5. Cellai Rustici, M., et al., 2006. Antibiotic
resistance among Salmonella enterica isolates in
Southern European children hospitalized for acute
diarrhea. Eur J Pediatr. 165(8): p. 577-8.

6. Chow, K.H., et al., 2001. Detection of RTX toxin
gene in Vibrio cholerae by PCR. J Clin Microbiol. 39(7):
p. 2594-7.

7. Kwang, J., E.T. Littledike, and J.E. Keen, 1996.
Use of the polymerase chain reaction for Salmonella
detection. Lett Appl Microbiol. 22(1): p. 46-51.

8. Pathmanathan, S.G., et al., 2003. Simple and
rapid detection of Salmonella strains by direct PCR
amplification of the hilA gene. J Med Microbiol. 52(Pt 9):
p. 773-6.


