
       Nguyễn X. Mai, Phạm Đ. Chương. HCMCOUJS-Kỹ thuật và Công nghệ, 21(1), 77-93   77 

Định tính vi khuẩn Yersinia enterocolitica gây viêm ruột trên heo nhà 

(Sus scrofa domesticus) bằng Nested PCR 
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An toàn thực phẩm là một vấn đề cấp thiết khi Yersinia 

enterocolitica, tác nhân chính gây bệnh Yersiniosis, lây nhiễm từ 

heo nhà (Sus scrofa domesticus). Tại Hà Nội, tỷ lệ nhiễm khuẩn 

trong thịt heo lên tới 16.67%. Do các phương pháp phát hiện truyền 

thống thường tốn thời gian và kém hiệu quả, nghiên cứu đã áp dụng 

phương pháp Nested PCR để phát hiện Y. enterocolitica nhanh 

chóng và chính xác trên heo. Hai gen đặc hiệu được xác định qua 

phân tích tin sinh học là gen EX-sxy làm mồi ngoài cho chi Yersinia 

và gen sxy làm mồi trong cho loài Y. enterocolitica. Các bộ mồi 

được đánh giá tính đặc hiệu và khả năng khuếch đại trong điều kiện 

in vitro và ex vivo, đồng thời kiểm tra với các vi khuẩn đối chứng 

như Salmonella enterica, Listeria monocytogenes và Bacillus 

cereus. Phản ứng Nested PCR đã khuếch đại thành công các đoạn 

gen mục tiêu. Kết quả điện di cho thấy các vạch sản phẩm có kích 

thước như mong đợi, 1,319bp cho gen EX-sxy và 564bp cho gen 

sxy. Các cặp mồi được chứng minh độ đặc hiệu cao trong cả hai 

điều kiện, không xảy ra khuếch đại chéo với DNA đối chứng. 

Nghiên cứu đã phát triển một phương pháp Nested PCR hiệu quả, 

cung cấp công cụ chẩn đoán sớm và chính xác, góp phần cải thiện 

an toàn thực phẩm và bảo vệ sức khỏe cộng đồng.   

ABSTRACT 

Food safety is an urgent issue as Yersinia enterocolitica, the 

major cause of Yersiniosis, is transmitted from domestic pigs (Sus 

scrofa domesticus). In Hanoi, the prevalence of contamination in 

pork samples has reached 16.67%. Since traditional detection 

methods are often time-consuming and ineffective, this study 

employed the Nested PCR method to enable early and accurate 

identification of Y. enterocolitica in pigs. Two specific genes were 

identified via bioinformatics analysis: the EX-sxy gene as an 

external primer for the genus Yersinia and the sxy gene as an 

internal primer for the species Y. enterocolitica. The primer sets 

were evaluated for specificity and amplification capabilities under 

in vitro and ex vivo conditions, and tested with control bacteria such 

as Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, and Bacillus 
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cereus. The Nested PCR successfully amplified the target gene 

fragments. The electrophoresis results showed bands of the 

expected sizes, 1,319bp for the EX-sxy gene and 564bp for the sxy 

gene. The study developed an efficient Nested PCR method, 

providing a vital tool for early and accurate diagnosis, contributing 

to enhancing food safety measures and protecting public health.  

1. Giới thiệu 

An toàn thực phẩm là một mối quan tâm toàn cầu cấp thiết, đặc biệt trong lĩnh vực chăn 

nuôi, nơi mà các tác nhân gây bệnh từ động vật sang người tiềm ẩn những rủi ro đáng kể đối với 

sức khỏe cộng đồng. Trong số đó, Yersinia enterocolitica nổi bật là nguyên nhân chính gây ra 

nhiễm trùng đường tiêu hóa, được gọi là bệnh Yersiniosis. Bệnh này thường ủ bệnh từ 03 đến 

07 ngày, biểu hiện đa dạng từ nhẹ đến nặng. Các triệu chứng điển hình bao gồm sốt, đau bụng 

và tiêu chảy, trong đó tiêu chảy đôi khi có máu. Mặc dù bệnh thường tự khỏi trong 01 đến 03 

tuần, nhưng ở người lớn có thể bị chẩn đoán nhầm với viêm ruột thừa do các triệu chứng không 

đặc hiệu và có thể dẫn đến các biến chứng nghiêm trọng như viêm khớp hay nhiễm khuẩn huyết 

ở một số trường hợp (Chlebicz & Śliżewska, 2018). Theo Trung tâm Kiểm soát và Phòng ngừa 

Dịch bệnh Hoa Kỳ (CDC), Y. enterocolitica ước tính gây ra khoảng 117,000 ca bệnh, 640 ca 

nhập viện và 35 ca tử vong mỗi năm tại Hoa Kỳ. Tỷ lệ mắc bệnh cao hơn thường được ghi nhận 

ở trẻ em với các đợt bùng phát dịch thường xuyên xảy ra vào những tháng mùa đông 

(Angelovska & ctg., 2023). 

Heo được xác định là vật chủ chính của Y. enterocolitica, mặc dù vi khuẩn này cũng 

phân bố rộng rãi trong môi trường và nhiều loài động vật khác. Đáng chú ý, heo thường không 

biểu hiện triệu chứng bệnh khi mang vi khuẩn và Y. enterocolitica cư trú ở nhiều vị trí trong cơ 

thể heo như lưỡi, amidan, hạch bạch huyết, sau đó được bài tiết qua phân, tạo nguy cơ lây nhiễm 

chéo trong quá trình giết mổ và chế biến thịt (Chlebicz & Śliżewska, 2018). Tại Việt Nam, tình 

hình an toàn thực phẩm đang đối mặt với nhiều thách thức nghiêm trọng với hàng trăm vụ ngộ 

độc thực phẩm được ghi nhận hằng năm, trong đó có sự hiện diện của Y. enterocolitica trong 

chuỗi giá trị thịt heo. Cụ thể, một nghiên cứu tại Hà Nội vào năm 2020 đã điều tra sự lưu hành 

của vi khuẩn này. Từ 120 mẫu thu thập từ 30 con heo tại các lò mổ, 20 chủng Y. enterocolitica 

đã được phân lập, tương ứng với tỷ lệ nhiễm trên thịt heo là 16.67%. Dù tỷ lệ lưu hành này được 

đánh giá ở mức trung bình nhưng đây vẫn là một nguy cơ tiềm ẩn đáng kể gây ngộ độc thực 

phẩm ở người (Luu & ctg., 2020). 

Các phương pháp nuôi cấy thông thường hay phương pháp sinh hóa đã được mô tả trong 

nhiều nghiên cứu để xác định vi khuẩn này. Tuy nhiên, các phương pháp này đều phức tạp, mất 

nhiều thời gian và độ nhạy hạn chế. Vì thế, việc nghiên cứu và phát triển một phương pháp định 

tính mới với thời gian thực hiện nhanh là vô cùng cần thiết (Pal & ctg., 2023). Trong sinh học 

phân tử, kỹ thuật polymerase reaction chain (PCR) là một phương pháp phổ biến và đáng tin 

cậy giúp phát hiện mầm bệnh một cách nhanh chóng với độ chính xác cao. Kỹ thuật này đã phát 

triển mạnh mẽ và hiện có nhiều biến thể khác nhau (Rahman & ctg., 2013). Tuy nhiên, khi áp 

dụng vào các mẫu sinh học phức tạp (như mẫu ruột heo trong nghiên cứu này), PCR thông 

thường thường gặp hai thách thức lớn: (1) giới hạn phát hiện không đủ nhạy để định danh mầm 

bệnh ở nồng độ rất thấp và (2) tính đặc hiệu bị ảnh hưởng do sự hiện diện của các chất ức chế 

và các trình tự DNA không đặc hiệu trong mẫu nền. Để khắc phục những hạn chế này, nghiên 

cứu lựa chọn kỹ thuật Nested PCR. Đây là một biến thể PCR tiên tiến sử dụng hai cặp mồi tuần 

tự (mồi ngoài và mồi trong) qua hai chu kỳ khuếch đại liên tiếp. Cơ chế hai bước này không chỉ 
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loại bỏ hiệu quả các sản phẩm không đặc hiệu và giảm thiểu ảnh hưởng của chất ức chế từ phản 

ứng đầu tiên, mà còn tăng cường đáng kể độ nhạy và tính đặc hiệu. Nhờ ưu điểm này, Nested 

PCR cho phép định danh tác nhân gây bệnh ngay cả ở ngưỡng phát hiện rất thấp, đồng thời rút 

ngắn đáng kể thời gian so với các phương pháp nuôi cấy truyền thống, từ đó củng cố độ tin cậy 

của kết quả chẩn đoán phân tử (Green & Sambrook, 2019; Wanger & ctg., 2017). 

Bên cạnh đó, để tối ưu hóa tính đặc hiệu và liên kết trực tiếp với tiềm năng gây bệnh, 

nghiên cứu tập trung vào việc xác định hai gen mục tiêu: gen EX-sxy đại diện cho chi Yersinia 

(được sử dụng để thiết kế mồi ngoài) và gen sxy đặc hiệu cho loài Y. enterocolitica (được sử 

dụng để thiết kế mồi trong). Theo nhiều nghiên cứu, gen sxy (còn được gọi là tfoX) đóng vai trò 

quan trọng trong việc điều hòa khả năng hấp thụ DNA tự nhiên ở vi khuẩn. Gen này mã hóa 

protein Sxy hỗ trợ yếu tố phiên mã toàn cầu CRP (cAMP Receptor Protein) kích hoạt biểu hiện 

của các gen liên quan đến quá trình vi khuẩn thu nhận các đoạn DNA ngoại lai. Khả năng này 

là một cơ chế quan trọng của chuyển gen ngang, cho phép vi khuẩn thu nhận các đoạn DNA 

ngoại lai, bao gồm cả các yếu tố độc lực hoặc gen kháng kháng sinh từ môi trường, từ đó gia 

tăng khả năng thích nghi và gây bệnh của vi khuẩn. Việc lựa chọn gen sxy là đối tượng phát hiện 

không chỉ đảm bảo độ chính xác trong định danh loài mà còn liên kết trực tiếp với khả năng 

thích nghi và tiềm năng gây bệnh của chủng vi khuẩn Y. enterocolitica (Cameron & ctg., 2008; 

Seitz & Blokesch, 2013a; Seitz & Blokesch, 2013b; Sun & ctg., 2013; Yamamoto & ctg., 2011). 

Nghiên cứu này nhằm mục đích phát triển một phương pháp định tính nhanh, chính xác 

và có độ nhạy cao để phát hiện Y. enterocolitica ở heo bằng kỹ thuật Nested PCR. Để đạt được 

mục tiêu này, các nội dung nghiên cứu chính sẽ bao gồm: nghiên cứu tổng quan về đặc điểm và 

cơ chế gây bệnh của Y. enterocolitica, xác định các gen đặc hiệu của vi khuẩn này và chi Yersinia 

thông qua phân tích tin sinh học, thiết kế bộ mồi ngoài và bộ mồi trong có độ đặc hiệu cao, sau 

đó đánh giá thực nghiệm độ đặc hiệu và độ nhạy của mồi thông qua PCR trong cả điều kiện in 

vitro và ex vivo sử dụng các mẫu ruột heo. Kết quả mong đợi từ nghiên cứu là cung cấp một 

công cụ hiệu quả cho việc xác định sớm và chính xác vi khuẩn Y. enterocolitica, góp phần tăng 

cường các biện pháp an toàn thực phẩm và bảo vệ sức khỏe cộng đồng. 

2. Vật liệu và phương pháp 

2.1. Xác định các gen đặc hiệu cho vi khuẩn Y. enterocolitica 

Trong nghiên cứu này, trình tự bộ gen (genome) của vi khuẩn Y. enterocolitica được 

tìm kiếm trong cơ sở dữ liệu của Trung tâm Thông tin Công nghệ sinh học Quốc gia (National 

Center for Biotechnology Information - NCBI), dựa vào đó lựa chọn những gen có tiềm năng 

làm dấu chuẩn mới, chưa từng được ứng dụng rộng rãi trong các phương pháp PCR định danh 

Y. enterocolitica trước đây. Tính đặc hiệu của các gen này được đánh giá bằng phần mềm 

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) để so sánh các trình tự của Y. enterocolitica với 

các trình tự hiện có trong cơ sở dữ liệu NCBI, từ đó tính toán mức độ tương đồng giữa các 

trình tự. Mục tiêu của quá trình này là xác định những gen có tính đặc hiệu cao, được biểu thị 

bằng giá trị Percent Identity (phần trăm tương đồng) và Query Coverage (độ bao phủ) cao khi 

so sánh với các chủng Y. enterocolitica, đồng thời cho thấy sự khác biệt rõ rệt (giá trị thấp) 

khi đối chiếu với gen của các loài vi khuẩn khác. Khi các trình tự gen đặc hiệu của Y. 

enterocolitica được xác định, chúng sẽ được mở rộng về cả hai phía và đánh giá tính đặc hiệu 

của chúng đối với chi Yersinia. Các thông tin liên quan đến vị trí gen, mã số truy cập vào ngân 

hàng dữ liệu và protein được mã hóa bởi gen đó đều được ghi nhận đầy đủ để phục vụ cho các 

phân tích tiếp theo. 
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2.2. Thiết kế và đánh giá các bộ mồi bằng các phần mềm tin sinh 

Dựa vào các gen đặc hiệu đã tìm được, bộ mồi ngoài đặc hiệu cho chi Yersinia và bộ 

mồi trong đặc hiệu cho loài Y. enterocolitica được thiết kế bằng phần mềm Primer3Plus và được 

điều chỉnh theo các nguyên tắc thiết kế mồi. Độ dài của mồi nên nằm trong khoảng từ 15 đến 

30 nucleotide, trong đó độ dài tối ưu là từ 18 đến 22 nucleotide. Nhiệt độ nóng chảy (Tm) là 

nhiệt độ mà tại đó sợi đôi DNA tách thành hai mạch đơn; nhiệt độ này được duy trì trong khoảng 

55℃ đến 65℃, với sự chênh lệch không quá 2℃ giữa hai mồi, được tính bằng công thức: 

                                           Tm = 4℃  (G + C) + 2℃  (A + T).   (1) 

Nhiệt độ bắt cặp (Ta) là nhiệt độ sử dụng trong phản ứng PCR để mồi có thể gắn vào sợi 

DNA khuôn, giá trị này được tính dựa trên nhiệt độ nóng chảy (Tm) theo công thức: 

                                                      Ta = Tm - 5℃. (2) 

Mật độ GC của mồi nên nằm trong khoảng 40% đến 60%, vì nó ảnh hưởng đến độ ổn 

định và điều kiện bắt cặp. Bên cạnh đó, cần có ít nhất 1 nucleotide G hoặc C ở đầu 3’ của mồi 

(kẹp GC) để đầu 3’ của mồi liên kết mạnh hơn, nhưng trong 5 nucleotide đầu tiên, không nên 

sử dụng quá 3 nucleotide G hoặc C để duy trì đặc tính gắn kết tối ưu. Ngoài ra, cần tránh sự lặp 

lại trong trình tự mồi vì sự lặp lại trình tự đôi (ví dụ: ATATATAT) hay trình tự đơn (ví dụ: 

GGGGG) có thể dẫn đến ghép cặp sai trong quá trình PCR. Để giảm thiểu rủi ro này, mồi chỉ 

nên có tối đa 03 lần lặp lại trong trình tự. Cuối cùng, tính đặc hiệu của các cặp mồi sẽ được đánh 

giá thông qua phần mềm tin sinh Primer-BLAST trên NCBI. 

2.3. Nuôi cấy và tăng sinh vi khuẩn Y. enterocolitica và các vi khuẩn đối chứng 

Vi khuẩn Y. enterocolitica và các vi khuẩn đối chứng (Salmonella enterica, Listeria 

monocytogenes và Bacillus cereus) bảo quản ở -80℃ được hoạt hóa để nuôi cấy và tăng sinh. 

Sau đó, sinh khối của các vi khuẩn này được thu nhận và sử dụng cho quá trình tách chiết và 

tinh sạch genome. Vi khuẩn Y. enterocolitica được nuôi cấy trên môi trường thạch MacConkey 

(Himedia, Ấn Độ), các vi khuẩn đối chứng được nuôi cấy trên môi trường thạch BHI (Brain 

Heart Infusion, Himedia, Ấn Độ), sau đó ủ ở 37℃ trong 24 giờ. Tiếp theo là tăng sinh vi khuẩn 

lần 1, khuẩn lạc đơn được lấy bằng que cấy vòng vô trùng và chuyển vào falcon 15mL có chứa 

10mL môi trường lỏng BHI (Himedia, Ấn Độ), sau đó đặt vào tủ ấm lắc ổn nhiệt với thông số 

lắc 180 vòng/phút, ở 37℃ trong 24 giờ. Đối với tăng sinh lần 2, 1mL dịch tăng sinh lần 1 được 

chuyển vào erlen chứa 100mL môi trường lỏng BHI, các thông số lắc và ủ tương tự như tăng 

sinh lần 1. Môi trường sử dụng cho toàn bộ quá trình đều được khử trùng ở 121℃, 1 atm trong 

15 phút. 

2.4. Tách chiết và tinh sạch genome vi khuẩn từ dịch tăng sinh 

Phương pháp tách chiết acid nucleic (DNA/RNA) sử dụng cột silica là một kỹ thuật 

mang lại hiệu suất thu hồi cao và độ tinh sạch tốt. Nguyên lý dựa trên hoạt động của các muối 

chaotropic như guanidine HCl, guanidine thiocyanate và urea. Các muối này làm mất ổn định 

cấu trúc sinh học và tạo điều kiện thuận lợi cho acid nucleic liên kết với màng silica. Giai đoạn 

đầu tiên của quá trình tinh sạch genome là ly giải tế bào, mẫu vi khuẩn được xử lý bằng dung 

dịch đệm ly giải chứa muối chaotropic và proteinase K nhằm phá vỡ màng tế bào, màng nhân 

của vi khuẩn và biến tính protein, giải phóng acid nucleic. Giai đoạn tiếp theo là gắn kết, trong 

đó ethanol hoặc isopropanol được thêm vào để tạo điều kiện cho acid nucleic liên kết với màng 

silica. Các thành phần không mong muốn như protein, lipopolysaccharide và các tạp chất khác 

sau đó được loại bỏ triệt để thông qua giai đoạn rửa bằng dung dịch đệm chứa nồng độ muối và 
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ethanol cao. Cuối cùng, DNA được rửa giải bằng dung dịch đệm pH kiềm sau khi hoàn thành 

bước làm khô cột để loại bỏ hoàn toàn ethanol - chất gây ức chế PCR còn sót lại. Sự thay đổi 

điều kiện hóa lý này đảo ngược quá trình khử nước, làm DNA tái hydrat hóa và phân ly khỏi bề 

mặt, thu được DNA genome có độ tinh sạch cao (Lorena & ctg., 2023; Vandeventer & ctg., 

2012; Vandeventer & ctg., 2013). 

Tách chiết và tinh sạch thu genome vi khuẩn Y. enterocolitica và các vi khuẩn đối chứng 

(S. enterica, L. monocytogenes và B. cereus) được tiến hành thông qua bộ kit tách chiết theo 

phương pháp cột silica là TopPURE® GENOMIC DNA EXTRACTION KIT (ABT, Việt Nam), 

quy trình được thực hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

2.5. Định lượng DNA sau quá trình tách chiết và tinh sạch 

Việc xác định nồng độ DNA trong mẫu là bước quan trọng để tính toán chính xác lượng 

mồi cần thiết cho các phản ứng PCR, đảm bảo hiệu suất khuếch đại tối ưu và kết quả đáng tin 

cậy. Việc định lượng nồng độ và đánh giá độ tinh sạch của DNA thường được thực hiện bằng 

phương pháp đo mật độ quang (OD) sử dụng máy quang phổ ở các bước sóng đặc trưng, phổ 

biến là 260nm và 280nm. Ở những bước sóng này, DNA hấp thụ ánh sáng mạnh mẽ (Clark & 

Christopher, 2000; Dash & ctg., 2020; Green & Sambrook, 2018). Dựa trên nguyên lý này, nồng 

độ DNA sợi đôi (dsDNA) được tính bằng công thức: 

                                           [dsDNA] = 50 g/mL  OD260nm  K.        (3) 

Trong đó, đối với DNA sợi đôi, một đơn vị mật độ quang ở 260nm tương ứng với nồng 

độ DNA là 50 g/mL và K là hệ số pha loãng của mẫu. Ngoài ra, tỷ lệ hấp thụ ở bước sóng 

260nm so với 280nm, ký hiệu là , được dùng để đánh giá độ tinh sạch của DNA, biểu diễn 

bằng công thức như sau: 

                                                      = OD260nm / OD280nm. (4) 

Tỷ lệ này lý tưởng nằm trong khoảng từ 1.8 đến 2.0, cho thấy DNA có độ tinh khiết cao. 

Nếu tỷ lệ này nhỏ hơn 1.8, mẫu có thể có sự hiện diện của protein hoặc các chất tạp nhiễm khác. 

Ngược lại, nếu tỷ lệ lớn hơn 2.0, mẫu có thể bị nhiễm RNA (Clark & Christopher, 2000). 

2.6. Đánh giá thực nghiệm tính đặc hiệu của các bộ mồi bằng phản ứng PCR 

Để kiểm tra độ đặc hiệu của các cặp mồi được thiết kế, nghiên cứu tiến hành phản ứng 

PCR đơn mồi (Singleplex PCR) sử dụng DNA khuôn từ genome Y. enterocolitica. Trước hết, 

hai loại hỗn hợp mồi sử dụng trong Singplex PCR được chuẩn bị từ dung dịch mồi gốc 100M. 

Cụ thể, mồi xuôi và mồi ngược của bộ mồi ngoài được pha loãng trong nước cất tinh khiết để 

tạo thành hỗn hợp mồi có nồng độ 10M. Tương tự, mồi xuôi và mồi ngược của bộ mồi trong 

cũng được pha loãng trong nước cất tinh khiết để đạt nồng độ 10M. Thành phần phản ứng 

Singleplex PCR gồm 10L dung dịch Mastermix 2X và 2L hỗn hợp mồi 10M (tương ứng 

với bộ mồi ngoài hoặc bộ mồi trong cần đánh giá). Nhằm tối ưu hóa phản ứng PCR, nồng độ 

DNA khuôn được chuẩn hóa ở 100 ng/phản ứng; theo đó, thể tích DNA khuôn và nước cất tinh 

khiết sẽ được điều chỉnh linh hoạt để đạt tổng thể tích phản ứng là 20L. 

Bên cạnh đó, tính đặc hiệu của các bộ mồi này cũng được đánh giá kỹ lưỡng thông qua 

các phản ứng PCR với DNA khuôn từ genome của vi khuẩn đối chứng như S. enterica, L. 

monocytogenes và B. cereus. Mục tiêu là đảm bảo các mồi chỉ gắn kết và khuếch đại chính xác 

đoạn DNA mong muốn trên Y. enterocolitica, tránh tình trạng phản ứng chéo với các loài vi 

khuẩn khác, từ đó nâng cao độ tin cậy của kết quả thu được. Quy trình PCR được kiểm soát bởi 
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chứng nội ngoại sinh (Exogenous Internal Control - Exogenous IC) nhằm đảm bảo chất lượng 

phản ứng và tránh các sai lệch về dương/âm tính giả. Thành phần của phản ứng PCR gồm 10L 

dung dịch Mastermix 2X, 2L hỗn hợp mồi 10M, 1L DNA IC 100 g/mL, thể tích DNA 

khuôn (nồng độ cuối là 100 ng/phản ứng) và nước cất tinh khiết sẽ được điều chỉnh linh hoạt để 

đạt tổng thể tích phản ứng là 20L. 

Đối với cặp mồi ngoài, chu trình nhiệt PCR được thực hiện với biến tính ban đầu ở 

95℃ trong 05 phút, sau đó là 35 chu kỳ luân nhiệt gồm biến tính (95℃, 30 giây), bắt cặp 

(53℃, 30 giây) và kéo dài (72℃, 1 phút), cuối cùng kéo dài sản phẩm ở 72℃ trong 07 phút 

và giữ ở 4℃. Đối với cặp mồi trong, chu trình nhiệt PCR được thực hiện với biến tính ban 

đầu ở 95℃ trong 05 phút, sau đó là 35 chu kỳ luân nhiệt gồm biến tính (95℃, 30 giây), bắt 

cặp (53℃, 30 giây) và kéo dài (72℃, 25 giây), cuối cùng là kéo dài sản phẩm ở 72℃ trong 

07 phút và giữ ở 4℃. 

2.7. In vitro Nested PCR 

Trong in vitro Nested PCR, với phản ứng PCR đầu tiên, hỗn hợp mồi nồng độ 10M 

được chuẩn bị với thành phần gồm mồi xuôi và mồi ngược của bộ mồi ngoài, mồi xuôi và mồi 

ngược của bộ mồi chứng nội ngoại sinh pha loãng trong nước cất tinh khiết. Thành phần phản 

ứng PCR gồm 10L dung dịch Mastermix 2X, 2L hỗn hợp mồi 10M, 1L DNA IC 100 

g/mL, thể tích DNA khuôn (nồng độ cuối là 100 ng/phản ứng) và nước cất tinh khiết sẽ được 

điều chỉnh linh hoạt để đạt tổng thể tích phản ứng là 20L. Trong đó, DNA khuôn là genome vi 

khuẩn Y. enterocolitica. Phản ứng PCR đầu tiên được thực hiện với chu trình nhiệt là biến tính 

ban đầu ở 95℃ trong 05 phút, sau đó là 35 chu kỳ luân nhiệt gồm biến tính (95℃, 30 giây), bắt 

cặp (53℃, 30 giây) và kéo dài (72℃, 01 phút), cuối cùng là kéo dài sản phẩm ở 72℃ trong 07 

phút và giữ ở 4℃. 

Trong quá trình hoàn tất phản ứng PCR đầu tiên, hỗn hợp mồi 10M cho phản ứng PCR 

thứ hai (Nested PCR) được chuẩn bị gồm mồi xuôi và mồi ngược của bộ mồi trong, mồi xuôi 

và mồi ngược của bộ mồi chứng nội ngoại sinh pha loãng trong nước cất tinh khiết. Sau khi 

phản ứng PCR đầu tiên hoàn thành, sản phẩm của phản ứng này sẽ là DNA khuôn cho phản ứng 

PCR thứ hai. Nested PCR được thực hiện với các thành phần phản ứng gồm 10L dung dịch 

Mastermix 2X, 2L hỗn hợp mồi 10M, 0.5 - 1L DNA khuôn và thể tích nước cất tinh khiết 

sẽ được điều chỉnh linh hoạt để đạt tổng thể tích phản ứng là 20L. Chu trình nhiệt của phản 

ứng Nested PCR là biến tính ban đầu ở 95℃ trong 05 phút, sau đó là 35 chu kỳ luân nhiệt gồm 

biến tính (95℃, 30 giây), bắt cặp (53℃, 30 giây) và kéo dài (72℃, 25 giây), cuối cùng là kéo 

dài sản phẩm ở 72℃ trong 07 phút và giữ ở 4℃. 

2.8. Phân tích kết quả bằng phương pháp điện di trên gel agarose 

Genome thu được sau quá trình tinh sạch hoặc các sản phẩm của phản ứng PCR được 

phân tích kết quả bằng phương pháp điện di trên gel agarose. Trong nghiên cứu này, dung dịch 

đệm sử dụng để chạy điện di là Tris-Acetate-EDTA (TAE) có nồng độ là 1X. Dung dịch này 

được pha từ 20mL dung dịch TAE 50X đậm đặc và định mức lên 1L bằng nước cất hai lần. 

Song song đó, gel agarose 1% (w/v) cũng được chuẩn bị bằng cách cân chính xác 1g agarose và 

hòa tan hoàn toàn trong 100mL dung dịch đệm TAE 1X đã pha. Hỗn hợp này được đun nóng 

trong lò vi sóng cho đến khi agarose tan chảy hoàn toàn, sau đó được làm nguội đến khoảng 55 

- 60℃ và đổ vào khuôn gel. Khi gel đã đông đặc lại, nhẹ nhàng gỡ lược ra khỏi khuôn gel và 

chuyển gel vào buồng điện di chứa dung dịch đệm. Đối với chuẩn bị mẫu, thang DNA hoặc các 
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mẫu phân tích (genome vi khuẩn hay sản phẩm PCR) được pha với Gelred 6X theo tỷ lệ thể tích 

5:1, cụ thể là 5L thang chuẩn hoặc mẫu phân tích với 1L Gelred 6X tạo thành tổng thể tích 

6L. Các mẫu được nạp cẩn thận vào các giếng trên gel. Thiết bị điện di được kích hoạt và đặt 

điện áp ở mức 100V trong 20 phút. Sự di chuyển của các vạch màu từ loading dye sẽ giúp theo 

dõi tiến trình chạy điện di. Cuối cùng, sau khi quá trình điện di kết thúc, gel được lấy ra và đặt 

vào buồng tối của hệ thống hình ảnh UVITEC để quan sát và phân tích kết quả (Mesapogu & 

ctg., 2013). 

2.9. Thiết kế thí nghiệm cảm nhiễm trên ruột heo 

Thí nghiệm được thực hiện nhằm đánh giá tính đặc hiệu của các cặp mồi đã thiết kế 

trong điều kiện ex vivo, sử dụng mẫu gây cảm nhiễm là mẫu ruột heo. Mục tiêu chính là thu thập 

mẫu ruột heo đã gây nhiễm với Y. enterocolitica, đồng thời chuẩn bị mẫu đối chứng âm (môi 

trường nuôi cấy vi khuẩn là BHI lỏng) và đối chứng với vi khuẩn khác (B. cereus). Sau khi tách 

chiết và tinh sạch genome từ các mẫu này, chúng sẽ được dùng trong phản ứng Nested PCR để 

xác định độ chính xác của các cặp mồi dưới điều kiện ex vivo. 

Dựa trên nghiên cứu của Dang và cộng sự (2018) và được điều chỉnh phù hợp với mục 

tiêu nghiên cứu, thí nghiệm được thiết kế gồm 04 nghiệm thức gồm mẫu ruột heo không nhiễm, 

mẫu ruột heo ủ trong môi trường BHI lỏng, mẫu ruột heo nhiễm vi khuẩn B. cereus và mẫu ruột 

heo nhiễm vi khuẩn Y. enterocolitica. Các mẫu ruột heo ở từng nghiệm thức được gây nhiễm 

theo các thông số ở Bảng 1. 

Bảng 1 

Các Nghiệm Thức Gây Cảm Nhiễm trên Mẫu Ruột Heo 

Nghiệm thức 1 2 3 4 

Ruột heo 25mg 25mg 25mg 25mg 

Môi trường lỏng BHI - 2mL - - 

Dịch vi khuẩn B. cereus - - 2mL - 

Dịch vi khuẩn Y. enterocolitica - - - 2mL 

Ghi chú. Kết quả phân tích dữ liệu của nhóm nghiên cứu 

Nồng độ vi khuẩn được sử dụng trong thí nghiệm là khoảng 106 CFU/mL. Mỗi nghiệm 

thức được lặp lại ba lần. Sau khi chuẩn bị, các mẫu được ủ ở 37℃ trong 02 giờ. 

2.10. Tách chiết và tinh sạch genome của các nghiệm thức cảm nhiễm 

Genome từ các nghiệm thức cảm nhiễm được thu nhận bằng DNeasy® Blood & Tissue 

Kit (Qiagen, Đức), quy trình thực hiện theo hướng dẫn của nhà sản xuất. 

2.11. ex vivo Nested PCR 

Sau khi thu nhận genone ruột heo của các nghiệm thực thông qua quá trình tinh sạch, kỹ 

thuật Nested PCR được triển khai để phát hiện sự hiện diện của vi khuẩn Y. enterocolitica có 

trong mẫu ruột heo cảm nhiễm. Quy trình này sử dụng chứng nội nội sinh để kiểm soát quá trình 

tách chiết và PCR. 

Với phản ứng PCR đầu tiên, hỗn hợp mồi 10M gồm bộ mồi ngoài và bộ mồi chứng nội 

nội sinh pha loãng trong nước cất tinh khiết được chuẩn bị. Thành phần phản ứng PCR đầu tiên 

gồm 10L dung dịch Mastermix 2X, 2L hỗn hợp mồi 10M đã pha, thể tích DNA khuôn (nồng 
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độ cuối là 100 ng/phản ứng) và nước cất tinh khiết sẽ được điều chỉnh linh hoạt để đạt tổng thể 

tích phản ứng là 20L, trong đó DNA khuôn là genome trích ly từ nghiệm thức cảm nhiễm. Chu 

trình nhiệt của phản ứng gồm biến tính ban đầu ở 95℃ trong 05 phút, sau đó là 35 chu kỳ luân 

nhiệt gồm biến tính (95℃, 30 giây), bắt cặp (53℃, 30 giây) và kéo dài (72℃, 01 phút), cuối 

cùng là kéo dài sản phẩm ở 72℃ trong 07 phút và giữ ở 4℃. 

Trong thời gian chờ phản ứng PCR đầu tiên hoàn tất, chuẩn bị hỗn hợp mồi 10M cho 

phản ứng PCR thứ hai (ex vivo Nested PCR) gồm bộ mồi trong và bộ mồi chứng nội nội sinh 

pha loãng trong nước cất tinh khiết. Tiếp theo, hỗn hợp phản ứng ex vivo Nested PCR được 

chuẩn bị theo thông số tương tự phản ứng PCR đầu tiên, trong đó DNA khuôn là sản phẩm 

của phản ứng đầu tiên. Chu trình nhiệt của phản ứng được thiết lập là biến tính ban đầu ở 95℃ 

trong 05 phút, sau đó là 35 chu kỳ luân nhiệt gồm biến tính (95℃, 30 giây), bắt cặp (53℃, 30 

giây) và kéo dài (72℃, 25 giây), cuối cùng là kéo dài sản phẩm ở 72℃ trong 07 phút và giữ 

ở 4℃. Sau đó, các sản phẩm PCR được phân tích bằng điện di trên gel agarose 1% (w/v) với 

điện áp 100V trong 20 phút. Sau đó kết quả được quan sát và phân tích bằng hệ thống chụp 

gel UVITEC. 

3. Kết quả nghiên cứu và thảo luận 

3.1. Các gen đặc hiệu cho vi khuẩn Y. enterocolitica 

Dựa trên kết quả phân tích từ phần mềm BLAST, gen sxy (mã số truy cập: LR590469.1 

- vùng: 1504282 - 1504917) có giá trị phần trăm tương đồng là 100% và độ bao phủ trên 96% 

khi so sánh với các chủng khác cùng loài, điều này cho thấy mức độ tương đồng cao trong trình 

tự gen sxy giữa các chủng Y. enterocolitica. Đồng thời, trình tự gen sxy của Y. enterocolitica 

không tìm thấy sự tương đồng với trình tự từ các loài vi khuẩn khác không thuộc loài Y. 

enterocolitica. Các kết quả trên chỉ ra rằng gen sxy là đặc trưng cho vi khuẩn Y. enterocolitica. 

Đoạn gen này được chọn làm trình tự gen bên trong, trình tự gen bên ngoài được xác định bằng 

cách mở rộng tìm kiếm ra hai phía của đoạn gen sxy đã chọn, ký hiệu là EX-sxy. Tương tự như 

gen sxy, công cụ BLAST được sử dụng để đánh giá tính đặc hiệu của gen EX-sxy đối với chi 

Yersinia. Kết quả cho thấy trình tự gen EX-sxy thể hiện mức độ tương đồng cao với vi khuẩn 

thuộc chi Yersinia, thể hiện qua các giá trị phần trăm tương đồng trên 99% và độ bao phủ trên 

80%. Ngoài ra, trình tự gen EX-sxy cũng không tìm thấy sự tương đồng với trình tự của các chi 

vi khuẩn khác. Từ các kết quả phân tích này, có thể kết luận rằng gen EX-sxy là đặc hiệu cho 

chi Yersinia. 

3.2. Các bộ mồi được thiết kế và sử dụng trong nghiên cứu 

Các bộ mồi được thiết kế dựa trên trình tự gen EX-sxy và sxy gồm cặp mồi ngoài (YE-

EX-sxy) được thiết kế đặc hiệu cho chi Yersinia và cặp mồi trong (YE-sxy) đặc hiệu cho loài 

Y. enterocolitica. Ngoài ra, toàn bộ quy trình từ tinh sạch genome đến các quá trình PCR đều 

được kiểm soát chặt chẽ bằng cách sử dụng hai cặp mồi chứng nội là Exogenous IC và IC-

SUS; trong đó, cặp mồi IC-SUS được thiết kế để xác nhận nguồn gốc genome sau tinh sạch 

thực sự là từ heo nhà (Sus scrofa domesticus). Các cặp mồi được thiết đáp ứng nhiều tiêu chí 

quan trọng nhằm tối ưu hóa hiệu quả của Nested PCR. Điều này bao gồm việc cân nhắc nhiệt 

độ bắt cặp phù hợp (đồng nhất ở 53℃), đảm bảo sự khác biệt rõ rệt về kích thước sản phẩm 

khuếch đại để thuận tiện cho việc phân tích trên gel điện di và tỷ lệ nucleotide tối ưu. Bên 

cạnh đó, để đảm bảo rằng các mồi thiết kế không liên kết với các loài vi khuẩn khác, phần 

mềm Primer-BLAST được sử dụng để xác nhận tính đặc hiệu của các cặp mồi. Kết quả thiết 

kế mồi được thể hiện trong Bảng 2. 
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Bảng 2 

Trình Tự các Mồi Sử Dụng trong Nghiên Cứu 

Tên mồi Trình tự mồi (5’ – 3’) Ta (℃) 
Kích thước 

sản phẩm (bp) 

Bộ mồi ngoài đặc hiệu cho chi Yersinia 

YE-EX-sxy-FP TTG CCT CAA CCA CAC CAT G 53 
1,319 

YE-EX-sxy-RP CAC AAG TTC ACT GAT AAG GC 53 

Bộ mồi trong đặc hiệu cho loài Yersinia enterocolitica 

YE-sxy-FP CAT TCA ATT AGC TCG CTA CG 53 
564 

YE-sxy-RP CAA GAT AAT GCA GGC TCG G 53 

Bộ mồi chứng nội ngoại sinh 

Exogenous IC-FP ACA TAC TAC AGG TCC AAG TG 53 
102 

Exogenous IC-RP AGG GAG AAC TGG TTC TTG G 53 

Bộ mồi chứng nội nội sinh 

IC-SUS-FP CAC CTA TTT AAG CAT ACG CC 53 
114 

IC-SUS-RP TGT GTT TAT GGA GCT GTG AG 53 

Ghi chú. Kết quả phân tích dữ liệu của nhóm nghiên cứu 

3.3. Kết quả nuôi cấy và tăng sinh vi khuẩn Y. enterocolitica 

Kết quả nuôi cấy Y. enterocolitica trên môi trường thạch MacConkey sau 24 giờ ủ ở 

37℃ thể hiện trong Hình 1 cho thấy các khuẩn lạc tròn, nhỏ, kích thước 01 - 02mm, có màu 

hồng nhạt và hơi gồ lên. Những đặc điểm này tương đồng với mô tả trong nghiên cứu của Barton 

(2011). Sau đó, quá trình tăng sinh được thực hiện hai lần để đạt mật độ vi khuẩn cần thiết cho 

quá trình tách chiết DNA. Sau mỗi lần tăng sinh, dung dịch nuôi cấy đều có độ đục và hình 

thành lớp sinh khối mỏng lắng ở đáy, cho thấy sự phát triển mạnh mẽ của vi khuẩn, khẳng định 

quá trình tăng sinh đã diễn ra thành công. 

Hình 1 

Yersinia Enterocolitica trên Môi Trường Thạch Macconkey sau 24 Giờ Ủ ở 37℃ 

 
Ghi chú. Kết quả phân tích dữ liệu của nhóm nghiên cứu 
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3.4. Kết quả tinh sạch genome vi khuẩn Y. enterocolitica từ dịch tăng sinh 

Dữ liệu điện di trong Hình 2 thể hiện một vạch sáng, to và rõ ràng nằm gần giếng, phía 

trên vạch 10kb của thang chuẩn DNA. Những yếu tố này xác nhận genome vi khuẩn Y. 

enterocolitica sau tinh sạch đạt các tiêu chí cần thiết: kích thước bộ gen lớn phù hợp với kích 

thước gen vi khuẩn, không bị phân mảnh và có hàm lượng DNA đủ nhiều. 

Hình 2 

Kết Quả Điện Di của Quá Trình Tinh Sạch Genome Vi Khuẩn Y. Enterocolitica 

 

Ghi chú. Giếng M: Thang chuẩn DNA 1 kb; Giếng 1: Genome vi khuẩn Y. enterocolitica. Kết quả phân tích dữ 

liệu của nhóm nghiên cứu 

Bên cạnh đó, đo mật độ quang được thực hiện nhằm định lượng chính xác hàm lượng 

DNA, phục vụ cho việc tính toán tối ưu hóa các phản ứng PCR. Nồng độ DNA của genome Y. 

enterocolitica được xác định là 151.5 µg/mL và độ tinh sạch đạt 1.87. Giá trị độ tinh sạch trong 

khoảng 1.8 - 2.0 được coi là lý tưởng cho DNA, cho thấy mẫu đạt độ tinh khiết cao và ít tạp 

nhiễm protein hay các chất khác. Tổng hợp kết quả từ cả hai phương pháp đánh giá, có thể kết 

luận rằng genome Y. enterocolitica thu được có chất lượng cao, hoàn toàn đáp ứng yêu cầu cho 

các thí nghiệm tiếp theo như Singleplex PCR và in vitro Nested PCR. 

3.5. Kết quả đánh giá tính đặc hiệu của các bộ mồi bằng phản ứng PCR 

Kết quả điện di của phản ứng Singleplex PCR được trình bày trong Hình 3 cho thấy sự 

khuếch đại thành công các đoạn gen mục tiêu. Cụ thể, giếng 1 hiển thị vạch DNA có kích thước 

102bp tương ứng với tín hiệu của chứng nội ngoại sinh (Exogenous IC), giếng 2 thể hiện vạch 

DNA 564bp là sản phẩm khuếch đại của gen sxy bằng bộ mồi trong (YE-sxy), giếng 3 xuất hiện 

băng DNA 1,319bp là kết quả khuếch đại của gen EX-sxy bằng bộ mồi ngoài (YE-EX-sxy). Tất 

cả các sản phẩm khuếch đại đều có kích thước chính xác như dự kiến, tạo ra các vạch to, sáng, 

rõ và không bị lẫn các sản phẩm không đặc hiệu hay mồi thừa. 
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Hình 3 

Kết Quả Điện Di của Phản Ứng Singleplex PCR 

 

Ghi chú. Giếng M: Thang chuẩn DNA 100 bp; Giếng 1: Chứng nội ngoại sinh (102bp); Giếng 2: Singleplex PCR 

giữa genome vi khuẩn Y. enterocolitica với cặp mồi khuếch đại gen sxy (564bp); Giếng 3: Singleplex PCR giữa 

genome vi khuẩn Y. enterocolitica với cặp mồi khuếch đại gen EX-sxy (1,319bp). Kết quả phân tích dữ liệu của 

nhóm nghiên cứu 

Phân tích kết quả PCR ở Hình 4, tất cả các giếng từ 1 đến 9 đều hiện diện vạch sáng 

của chứng nội ngoại sinh kích thước 102bp, chứng minh phản ứng PCR đã diễn ra hiệu quả 

và kết quả đáng tin cậy. Khi sử dụng hai cặp mồi YE-EX-sxy và YE-sxy để khuếch đại DNA 

từ các chủng vi khuẩn đối chứng (S. enterica, B. cereus và L. monocytogenes) ở giếng 2 đến 

giếng 7 thì không có bất kỳ vạch sáng nào ngoài vạch IC xuất hiện. Điều này chứng tỏ hai 

cặp mồi được thiết kế có độ đặc hiệu cao, không khuếch đại chéo với DNA của các loài vi 

khuẩn khác. Ngược lại, tại giếng 8 và 9, khi sử dụng DNA từ bộ gen Y. enterocolitica, các 

gen mục tiêu EX-sxy và sxy đã được khuếch đại thành công, tạo ra các vạch sản phẩm có kích 

thước lần lượt là 1,319bp và 564bp. Từ kết quả của phản ứng Singleplex PCR cũng như 

những kết quả này có thể khẳng định tính đặc hiệu và hiệu quả của các cặp mồi đã thiết kế 

cho vi khuẩn Y. enterocolitica. 

Hình 4 

Kết Quả Điện Di của Phản Ứng PCR với các Genome của Vi Khuẩn Đối Chứng 

 
Ghi chú. Giếng M: Thang chuẩn DNA 100bp; Giếng 1: Chứng nội ngoại sinh (102bp); Giếng 2: PCR giữa genome 

vi khuẩn S. enterica với cặp mồi khuếch đại gen EX-sxy; Giếng 3: PCR giữa genome vi khuẩn S. enterica với cặp 

mồi khuếch đại gen sxy; Giếng 4: PCR giữa genome vi khuẩn L. monocytogenes với cặp mồi khuếch đại gen EX-

sxy; Giếng 5: PCR giữa genome vi khuẩn L. monocytogenes với cặp mồi khuếch đại gen sxy; Giếng 6: PCR giữa 

genome vi khuẩn B. cereus với cặp mồi khuếch đại gen EX-sxy; Giếng 7: PCR giữa genome vi khuẩn B. cereus với 

cặp mồi khuếch đại gen sxy; Giếng 8: PCR giữa genome vi khuẩn Y. enterocolitica với cặp mồi khuếch đại gen 

EX-sxy (1,319bp); Giếng 9: PCR giữa genome vi khuẩn Y. enterocolitica với cặp mồi khuếch đại gen sxy (564bp). 

Kết quả phân tích dữ liệu của nhóm nghiên cứu 
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3.6. Kết quả in vitro Nested PCR 

Kết quả điện di của phản ứng in vitro Nested PCR ở Hình 5 cho thấy tại giếng 1 xuất 

hiện một vạch rõ nét, sáng, kích thước 102bp, tương ứng với chứng nội ngoại sinh theo như đã 

thiết kế. Giếng 2 hiển thị vạch sáng kích thước 1,319bp, khớp với sản phẩm khuếch đại của gen 

EX-sxy bằng bộ mồi ngoài (YE-EX-sxy). Ở giếng 3 ghi nhận vạch sáng 564bp, tương ứng với 

sản phẩm khuếch đại gen sxy bởi bộ mồi trong (YE-sxy). Đồng thời, sự hiện diện của băng IC 

102bp tại cả giếng 2 và 3 khẳng định phản ứng PCR đã diễn ra hiệu quả và không có hiện tượng 

ức chế mồi. Như vậy, các sản phẩm khuếch đại trong cả ba phản ứng đều đạt kích thước mong 

đợi và thể hiện các vạch rõ ràng, không lẫn mồi thừa hay sản phẩm không đặc hiệu. 

Hình 5 

Kết Quả Điện Di của Phản Ứng in Vitro Nested PCR 

 
Ghi chú. Giếng M: Thang chuẩn DNA 100bp; Giếng 1: Chứng nội ngoại sinh (102bp); Giếng 2: PCR giữa genome 

vi khuẩn Y. enterocolitica với cặp mồi khuếch đại gen EX-sxy (1,319bp); Giếng 3: in vitro Nested PCR (564bp). 

Kết quả phân tích dữ liệu của nhóm nghiên cứu 

3.7. Kết quả cảm nhiễm trên mẫu ruột heo 

Sau khi xác định hiệu quả phát hiện Y. enterocolitica từ các cặp mồi đã thiết kế trong 

điều kiện in vitro, nghiên cứu mở rộng sang điều kiện ex vivo nhằm mô phỏng tình huống nhiễm 

khuẩn tự nhiên trên vật chủ. Mẫu ruột heo được sử dụng để tiến hành thử nghiệm gây cảm 

nhiễm. Quy trình cảm nhiễm được thực hiện bằng cách ủ mẫu ruột heo trong ống falcon 15mL 

ở 37℃ trong 02 giờ theo các nghiệm thức đã thiết kế. Sau đó, mẫu được lấy ra bằng kẹp, rửa 

sạch với dung dịch muối sinh lý 0.9%, rồi chuyển vào ống eppendorf 1.5mL. Quan sát trong 

suốt quá trình cảm nhiễm không ghi nhận bất kỳ thay đổi đáng kể nào về hình thái của mẫu ruột 

heo trước, trong và sau khi nhiễm (xem Hình 7). 

Hình 6 

Mẫu Ruột Heo được Gây Cảm Nhiễm theo 4 Nghiệm Thức 

 
Ghi chú. 1: Mẫu ruột heo không nhiễm; 2: Mẫu ruột heo ủ trong môi trường BHI lỏng; 3: Mẫu ruột heo nhiễm vi 

khuẩn B. cereus; 4: Mẫu ruột heo nhiễm vi khuẩn Y. enterocolitica. Kết quả phân tích dữ liệu của nhóm nghiên cứu 
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3.8. Kết quả tinh sạch genome từ các nghiệm thức gây cảm nhiễm 

DNA từ các mẫu ruột heo thuộc 4 nghiệm thức được thu thập sau quá trình gây cảm 

nhiễm và tinh sạch bằng bộ kit DNeasy® Blood & Tissue Kit. Kết quả điện di được thể hiện rõ 

ở Hình 7 cho thấy cả 4 giếng đều hiển thị các vạch DNA sáng, lớn và rõ ràng, nằm phía trên 

vạch 1 kb của thang chuẩn DNA và không quan sát thấy dấu hiệu DNA bị phân mảnh. Điều này 

chứng tỏ DNA bộ gen thu được có chất lượng cao, nguyên vẹn và phù hợp để sử dụng làm 

khuôn mẫu cho các phản ứng Nested PCR tiếp theo trong nghiên cứu ex vivo. 

Hình 7 

Kết Quả Điện Di của Quá Trình Tinh Sạch Genome từ các Nghiệm Thức 

 
Ghi chú. Giếng M: Thang chuẩn DNA 1 kb; Giếng 1: Genome mẫu ruột heo không nhiễm; Giếng 2: Genome mẫu 

ruột heo ủ trong môi trường BHI lỏng; Giếng 3: Genome mẫu ruột heo nhiễm vi khuẩn B. cereus; Giếng 4: Genome 

mẫu ruột heo nhiễm vi khuẩn Y. enterocolitica. Kết quả phân tích dữ liệu của nhóm nghiên cứu 

Song song đó, để tối ưu hóa lượng mẫu cho các phản ứng PCR, các genome từ các 

nghiệm thức được xác định nồng độ DNA bằng phương pháp đo mật độ quang. Kết quả cho 

thấy nồng độ và độ tinh sạch của từng nghiệm thức được ghi nhận như sau: nghiệm thức 1 đạt 

174 g/mL với độ tinh sạch 1.90; nghiệm thức 2 đạt 156 g/mL với độ tinh sạch 1.89; nghiệm 

thức 3 đạt 133.5 µg/mL với độ tinh sạch 1.82 và nghiệm thức 4 đạt 57 µg/mL với độ tinh sạch 

1.81. Tất cả các mẫu đều nằm trong khoảng độ tinh sạch đạt yêu cầu lý tưởng cho DNA có độ 

tinh khiết cao. Điều này chỉ ra rằng mức độ tạp nhiễm protein hoặc các hợp chất có khả năng ức 

chế phản ứng là không đáng kể. 

3.9. Kết quả ex vivo Nested PCR trên mẫu ruột heo 

Kết quả Nested PCR ex vivo, sử dụng bộ gen tinh sạch từ các nghiệm thức gây cảm 

nhiễm, được trình bày tại Hình 8. Quan sát cho thấy tất cả các giếng đều có các vạch sáng, rõ 

nét tại vị trí dự kiến. Cụ thể, chứng nội nội sinh (Endogenous IC) đặc hiệu cho heo nhà (Sus 

scrofa domesticus) đều xuất hiện ở tất cả các giếng với kích thước 114bp theo như đã thiết kế. 

Vai trò của Endogenous IC là kiểm soát quy trình tách chiết và tinh sạch DNA từ mẫu ruột heo 

cũng như quá trình phản ứng PCR. Tại các giếng từ 1 đến 6, không có sự xuất hiện của các vạch 

sản phẩm khuếch đại tương ứng với các cặp mồi YE-EX-sxy và YE-sxy. Một số giếng còn xuất 

hiện các vạch mờ nằm thấp hơn vạch IC, cho thấy sự hiện diện của mồi thừa. Điều này có thể 

được giải thích là do sự thiếu vắng khuôn mẫu DNA mục tiêu, ngăn cản các cặp mồi bám vào 

và khuếch đại dẫn đến dư thừa mồi. Ngược lại, tại giếng 7 có một vạch rõ nét kích thước 1,319bp 
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tương ứng với sản phẩm khuếch đại của gen EX-sxy bằng bộ mồi ngoài (YE-EX-sxy). Tương 

tự, tại giếng 8, một vạch kích thước 564 bp xuất hiện, tương ứng với sản phẩm khuếch đại của 

gen sxy bằng bộ mồi trong (YE-sxy). 

Hình 8 

Kết Quả Điện Di của Phản Ứng Ex Vivo Nested PCR 

 

Ghi chú. Giếng M: Thang chuẩn DNA 100bp; Giếng 1: Mẫu ruột heo không nhiễm (PCR lần 1 với cặp mồi khuếch 

đại gen EX-sxy); Giếng 2: Mẫu ruột heo không nhiễm (PCR lần 2 với cặp mồi khuếch đại gen sxy); Giếng 3: Mẫu 

ruột heo ủ trong môi trường BHI lỏng (PCR lần 1 với cặp mồi khuếch đại gen EX-sxy); Giếng 4: Mẫu ruột heo ủ 

trong môi trường BHI lỏng (PCR lần 2 với cặp mồi khuếch đại gen sxy); Giếng 5: Mẫu ruột heo nhiễm vi khuẩn B. 

cereus (PCR lần 1 với cặp mồi khuếch đại gen EX-sxy); Giếng 6: Mẫu ruột heo nhiễm vi khuẩn B. cereus (PCR lần 

2 với cặp mồi khuếch đại gen sxy); Giếng 7: Mẫu ruột heo nhiễm vi khuẩn Y. enterocolitica (PCR lần 1 với cặp 

mồi khuếch đại gen EX-sxy); Giếng 8: Mẫu ruột heo nhiễm vi khuẩn Y. enterocolitica (PCR lần 2 với cặp mồi 

khuếch đại gen sxy). Kết quả phân tích dữ liệu của nhóm nghiên cứu 

Những kết quả trên không chỉ khẳng định phản ứng Nested PCR ex vivo đã được thực 

hiện thành công mà còn xác nhận tính đặc hiệu của hai gen EX-sxy và sxy đối với vi khuẩn Y. 

enterocolitica. Điều này có ý nghĩa quan trọng trong việc phân biệt Y. enterocolitica với bộ gen 

của các vi khuẩn khác có thể đồng thời hiện diện và gây nhiễm trong các mẫu ruột heo, từ đó 

nâng cao độ tin cậy của phương pháp phát hiện. 

4. Kết luận 

Nghiên cứu này đã xác định thành công các gen đặc hiệu EX-sxy và sxy cho Yersinia 

enterocolitica và phát triển một phương pháp Nested PCR hiệu quả để phát hiện vi khuẩn này. 

Các cặp mồi được thiết kế cho gen EX-sxy (1,319bp) và gen sxy (564bp) đã chứng minh tính 

đặc hiệu trong các thử nghiệm in vitro, không khuếch đại với DNA của các chủng vi khuẩn đối 

chứng như Salmonella enterica, Listeria monocytogenes và Bacillus cereus. Mở rộng sang điều 

kiện ex vivo trên mẫu ruột heo nhiễm khuẩn, Nested PCR tiếp tục chứng minh hiệu quả với các 

vạch sáng khuếch đại các gen EX-sxy (1,319bp) và sxy (564bp) chỉ xuất hiện khi có sự hiện diện 

của Y. enterocolitica. Các nghiệm thức đối chứng không ghi nhận tín hiệu khuếch đại mục tiêu. 

Đồng thời, các mồi kiểm soát nội sinh (Exogenous IC 102bp và IC-SUS 114`bp) hoạt động hiệu 

quả, đảm bảo độ tin cậy của quy trình. Như vậy, có thể khẳng định khả năng ứng dụng thực tiễn 

của phương pháp Nested PCR trong việc phát hiện Y. enterocolitica một cách đặc hiệu và hiệu 

quả trong cả điều kiện in vitro và ex vivo. 
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