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I. GIỚI THIỆU CHUNG
Vi sinh vật (VSV) trong thực phẩm rất 

đa dạng, bao gồm cả VSV mong muốn (có 
lợi) và VSV không mong muốn. Những VSV 
mong muốn thường có mặt tự nhiên trong 
thực phẩm và được ứng dụng trong công nghệ 
chế biến thực phẩm để sản xuất các sản phẩm 
chế biến từ thịt, sữa chua, pho mát và nhiều 
sản phẩm khác. Bên cạnh đó, trong thực phẩm 
còn có những VSV không mong muốn như 
VSV gây hư hỏng thực phẩm làm ảnh hưởng 
tới chất lượng và giảm thời gian sử dụng, 
đặc biệt nguy hiểm là sự có mặt của một số 
VSV gây bệnh truyền qua thực phẩm có khả 
năng gây hại tới sức khỏe người tiêu dùng. 
Theo thống kê của Tổ chức Y tế thế giới, 
trong số các tác nhân gây bệnh truyền qua 
thực phẩm thì vi khuẩn là tác nhân gây bệnh 
phổ biến nhất trên thế giới, đứng đầu về số ca 
mắc cũng như số ca tử vong (WHO, 2015). 
Trong đó, các vi khuẩn như Escherichia coli, 
Campylobacter spp., Listeria monocytogenes, 
Salmonella spp. và Vibrio spp. là nguyên nhân 
chủ yếu gây bệnh (WHO, 2015). Các vi khuẩn 
gây bệnh này được tìm thấy trong nhiều loại 
thực phẩm khác nhau, nhất là trong thịt và 
hải sản (Gölz et al., 2018; Sugiri et al., 2014; 
Vu et al., 2016). Bệnh truyền qua thực phẩm 
thường liên quan tới thói quen tiêu thụ thực 
phẩm sống hoặc chưa được nấu chín (Law et 
al., 2015).

Tại Việt Nam, theo số liệu báo cáo của 
Cục An toàn thực phẩm, trong 4 năm (2012-
2015) VSV là nguyên nhân phổ biến nhất 
gây ra các vụ ngộ độc thực phẩm (42%), 
trong đó các vụ ngộ độc chủ yếu liên quan 
tới tiêu thụ hải sản. Các vi khuẩn gây ngộ 
độc thực phẩm ở Việt Nam chủ yếu là E. 
coli, Salmonella spp., Campylobacter spp., 
L.  monocytogenes, Streptococcus suis, 
Shigella spp. và Staphylococcus aureus 
(Carrique-Mas và Bryant, 2013; Vo et al., 
2017).

Thực phẩm bị nhiễm khuẩn không những 
ảnh hưởng tới sức khỏe người tiêu dùng 
trong nước mà còn gây ra những thiệt hại lớn 
về kinh tế do chi phí điều trị các ca bệnh, 
cũng như ảnh hưởng tới xuất nhập khẩu nông 
sản, thủy sản và cả du lịch. Do vậy, để giảm 
thiểu nguy cơ đối với sức khỏe người tiêu 
dùng cũng như thiệt hại về kinh tế, việc phát 
hiện các tác nhân gây bệnh truyền qua thực 
phẩm là hết sức cần thiết. Bài tổng quan này 
giúp người đọc có được thông tin cập nhật về 
một số phương pháp phát hiện vi khuẩn gây 
bệnh truyền qua thực phẩm.

II. MỘT SỐ PHƯƠNG PHÁP PHÁT 
HIỆN
2.1. Phương pháp nuôi cấy thường quy
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Các phương pháp phát hiện vi khuẩn gây 
bệnh truyền qua thực phẩm thông thường dựa 
trên việc tăng sinh mẫu trong môi trường không 
chọn lọc/chọn lọc, ria cấy dịch tăng sinh trên các 
môi trường thạch chọn lọc sau đó tiến hành kiểm 
tra đặc tính sinh hóa và phản ứng huyết thanh học 

(Mandal et al., 2011). Một số phương pháp phát 
hiện vi khuẩn gây bệnh truyền qua thực phẩm 
theo tiêu chuẩn ISO được trình bày ở bảng 1.

Phương pháp nuôi cấy vi khuẩn truyền thống 
thường đơn giản và không tốn kém, có thể quan 
sát được đặc điểm mọc của vi khuẩn trên các 
loại môi trường cũng như các đặc tính sinh hóa, 
ngoài ra có thể sử dụng các phương pháp này 
để định lượng vi khuẩn (VD: phương pháp cấy 
láng, rót thạch, phương pháp MPN). Tuy nhiên, 
các phương pháp nuôi cấy thông thường rất tốn 
công vì chúng đòi hỏi phải chuẩn bị môi trường 
nuôi cấy, độ nhạy chưa cao, quy trình phân lập 
và khẳng định tiêu tốn thời gian (5-7 ngày) (Law 
et al., 2015; Mandal et al., 2011). Ngoài ra, các 
vi khuẩn gây bệnh trong thực phẩm khi ở điều 
kiện bất lợi (VD: thay đổi pH, nhiệt độ…) có khả 
năng chuyển sang trạng thái sống nhưng không 
thể nuôi cấy được (VBNC), khi đó phương pháp 
nuôi cấy thông thường không thể phát hiện được 
và cho kết quả âm tính (Law et al., 2015).

Bảng 1. Phân lập và khẳng định vi khuẩn gây bệnh truyền qua thực phẩm  
bằng phương pháp nuôi cấy theo tiêu chuẩn ISO

Vi khuẩn ISO Thời gian cho kết quả (ngày)
Campylobacter ISO 10272 5 - 7
Listeria ISO 11290 5 - 6
Salmonella ISO 6579 4 - 5
Vibrio ISO 21872 5 - 6

Để khắc phục những hạn chế trên, nhiều 
phương pháp phát hiện nhanh với độ nhạy và 
độ đặc hiệu cao đã được phát triển. Các phương 
pháp phát hiện nhanh bao gồm phương pháp 
miễn dịch học, phương pháp sinh học phân tử 
và phương pháp phát hiện dựa vào cảm biến 
sinh học.

2.2. Phương pháp miễn dịch học

Các phương pháp miễn dịch học dựa trên 
sự tương tác giữa kháng nguyên và kháng thể 
đặc hiệu. Mức độ liên kết giữa kháng nguyên 
và kháng thể quyết định độ nhạy và độ đặc 

hiệu của phương pháp miễn dịch. Kháng thể 
được sử dụng có thể là kháng thể đơn dòng 
hoặc đa dòng (Zhao et al., 2014). Kỹ thuật 
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent 
assay) và kỹ thuật sắc ký miễn dịch (Lateral 
Flow Immunoassay - LFA) hiện đã được ứng 
dụng để phát hiện tác nhân gây bệnh truyền 
qua thực phẩm và độc tố của chúng. Kỹ thuật 
ELISA tuy khá nhạy và chính xác, nhưng để 
thực hiện kỹ thuật này cần có thiết bị chuyên 
dụng và đòi hỏi người thực hiện phải được 
đào tạo. Trong khi đó, kỹ thuật LFA sử 
dụng que nhúng hoặc dải sắc ký miễn dịch, 
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cho phép phát hiện nhanh chóng và thao tác 
rất đơn giản (Zhao et al., 2014). Một số kit 

thương mại dựa trên phương pháp miễn dịch 
học được trình bày ở bảng 2.

Bảng 2. Một số kit phát hiện vi khuẩn gây bệnh truyền qua thực phẩm  
bằng phương pháp miễn dịch học

Tác nhân Phương 
pháp Kit thương mại Giới hạn  

phát hiện

Thời gian 
cho kết 

quả (giờ)
Nhà sản xuất

Campylobacter ELISA Campylobacter Antigen 
Detection (In Food)

- - Diagnostic 
Automation

3MTMTecraTM 
Campylobacter Visual 
Immunoassay (VIA)

1 - 5 CFU/25g 42,5  3M

E. coli O157 (bao 
gồm cả O157:H7)

LFA RapidChek® E. coli O157 1 CFU/25g 8 - 18  Romer Labs

Transia® Card E.coli O157 20 - 24  Raisio 
Diagnostics

Reveal® for E. coli 
O157:H7

1 CFU/25g 8 - 20 Neogen

MaxSignal® E. coli O157 
Strip Test Kit

- 14 - 18 Bioo Scientific

ELISA MaxSignal® E. coli O157 
ELISA Test Kit

105 tế bào/ml < 2 Bioo Scientific

3MTMTecraTME. coli O157 
VIA

1 - 5 CFU/25g 20  3M

TRANSIA™ AG EHEC - - BioControl
L. monocytogenes LFA Reveal®2.0 for Listeria 1 CFU 27 - 30 Neogen

ELISA LM ELISA Kỉ - 2 MyBioSource
3MTMTecraTMListeria VIA 1 - 5 CFU/25g 48 3M
TRANSIA™ AG Listeria - 48 BioControl

Salmonella LFA RapidChek® SELECT™ 
Salmonella

- 22 – 24 Romer Labs

Reveal® 2.0 for Salmonella 1 CFU/25g 24 Neogen
MaxSignal® Salmonella 
Strip Test Kit

1 CFU/25g <1  Bioo Scientific

ELISA TRANSIA™ PLATE 
Salmonella Gold

24 BioControl

MaxSignal® Salmonella 
ELISA Test Kit

105 tế bào/ml < 6  Bioo Scientific

3MTMTecraTMSalmonella 
VIA

1 - 5 CFU/25g 42  3M

S. aureus ELISA 3MTMTecraTMStaph aureus 
VIA

1-5 CFU/25g 26 3M

3MTMTecraTMStaph 
Enterotoxin VIA

1 ng 
enterotoxins/ml

< 5 3M

TRANSIA® PLATE 
Staphylococcal 
Enterotoxins

0,25-1ng 
enterotoxins/g

< 2 BioControl
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Phương pháp miễn dịch cho phép phát hiện 
nhanh vi khuẩn gây bệnh truyền qua thực phẩm 
cũng như phát hiện độc tố của chúng. Tuy nhiên, 
phương pháp miễn dịch có độ nhạy và độ đặc 
hiệu thấp hơn so với phương pháp sinh học phân 
tử, không có khả năng phát hiện mầm bệnh/độc 
tố khi lượng mầm bệnh/độc tố không tới ngưỡng 
phát hiện của phương pháp.

2.3. Phương pháp sinh học phân tử

Phương pháp sinh học phân tử dựa trên việc 
phát hiện các đoạn DNA hay RNA đặc hiệu 
của mầm bệnh. Ngoài ra, phương pháp này còn 
phát hiện được cả các gen mã hóa độc tố của 
các vi khuẩn gây bệnh truyền qua thực phẩm 
như Clostridium  botulinum, Vibrio  cholerae, 
Vibrio  parahaemolyticus, S.  aureus và E.  coli 
O157 (Zhao et al., 2014). Một số phương pháp 
sinh học phân tử đã và đang được sử dụng rộng 
rãi như phản ứng PCR đơn (single polymerase 
chain reaction), mPCR (multiplex PCR), 
qPCR (real-time/quantitative polymerase chain 
reaction), kỹ thuật khuếch đại đẳng nhiệt dựa 
trên trình tự acid nucleic (NASBA - nucleic acid 
sequence-based amplification) và LAMP (loop-
mediated isothermal amplification).

Phản ứng PCR hoạt động bằng cách khuếch 
đại một đoạn gen đích cụ thể theo chu trình 
nhiệt, cho phép phát hiện một loại mầm bệnh 
hoặc gen mã hóa độc tố của nó (Mandal et al., 
2011, Zhao et al., 2014). Thành phần của phản 
ứng PCR bao gồm dNTPs, MgCl2, buffer, taq 
polymerase, một cặp mồi và DNA mẫu. mPCR 
hoạt động dựa trên nguyên lý của PCR nhưng 
do sử dụng nhiều cặp mồi nên có khả năng phát 
hiện cùng lúc nhiều loại mầm bệnh, hoặc phát 
hiện đồng thời mầm bệnh và gen độc tố. Yêu 
cầu đối với phản ứng PCR và mPCR là mồi 
phải được thiết kế đặc hiệu, nếu không sẽ thu 
được sản phẩm không phải đoạn gen đích mong 
muốn. Đối với mPCR, một số tương tác giữa 
các cặp mồi có thể xảy ra, vì vậy cần phải xác 
định nồng độ mồi thích hợp (Zhao et al., 2014). 
Ngoài ra, các yếu tố khác cũng cần được điều 
chỉnh để đảm bảo phản ứng mPCR cho kết quả 
như mong muốn, cụ thể như nồng độ buffer, 

cân bằng giữa nồng độ MgCl2 và dNTPs, lượng 
taq polymerase, lượng DNA khuôn mẫu và chu 
trình ủ nhiệt (Markoulatos et al., 2002).

Real-time PCR hay qPCR không yêu cầu 
điện di trên gel để phát hiện sản phẩm PCR. 
qPCR cho phép theo dõi sự hình thành của sản 
phẩm PCR liên tục trong toàn bộ phản ứng bằng 
cách đo tín hiệu huỳnh quang được tạo ra bởi 
các chất nhuộm huỳnh quang bám DNA (SYBR 
Green) hoặc các đầu dò đặc hiệu được đánh 
dấu (TagMan probes), cường độ tín hiệu huỳnh 
quang tỷ lệ thuận với lượng sản phẩm PCR 
(Law et al., 2015). Khác với PCR hay mPCR, 
qPCR không đòi hỏi điện di sản phẩm PCR sau 
khi khuếch đại, do đó thời gian thực hiện ngắn 
hơn, giảm rủi ro ô nhiễm chéo, đồng thời có thể 
tự động hóa và phân tích lượng mẫu lớn (Law 
et al., 2015). Chính những lợi thế này đã dẫn tới 
sự phát triển của các kit qPCR thương mại nhằm 
phát hiện các tác nhân gây bệnh truyền qua thực 
phẩm (bảng 3).

NASBA được Compton phát triển vào đầu 
những năm 90, hoạt động bằng cách khuếch 
đại acid nucleic trong điều kiện đẳng nhiệt 
(Compton, 1991). NASBA thường được sử 
dụng để khuếch đại RNA, trong quá trình phản 
ứng RNA khuôn mẫu được chuyển thành cDNA 
(complementary DNA) nhờ enzyme phiên mã 
ngược (Law et al., 2015). Phản ứng NASBA xảy 
ra ở nhiệt độ khoảng 41°C, sản phẩm khuếch đại 
của phản ứng NASBA được phát hiện bằng cách 
điện di trên gel hoặc enzyme-linked gel assay. 
Để giảm thời gian thao tác, real-time NASBA 
được phát triển với việc sử dụng các đầu dò gắn 
huỳnh quang nhằm phát hiện sự khuếch đại của 
chuỗi RNA đơn (Leone et al., 1998). Ngoài ra, 
real-time NASBA còn có khả năng phát hiện 
mầm bệnh còn sống trong thực phẩm thông qua 
việc khuếch đại mRNA (Simpkins et al., 2000). 
Do vậy real-time NASBA còn được sử dụng để 
phân biệt tế bào vi khuẩn còn sống hay đã chết, 
điều này vô cùng qua trọng khi xác định sự hiện 
diện của vi khuẩn trong thực phẩm, vì chỉ vi 
khuẩn còn sống mới có khả năng gây bệnh cho 
con người.



81

KHOA HỌC KỸ THUẬT THÚ Y TẬP XXVIII SỐ 2 - 2021

Bảng 3. Một số kit phát hiện vi khuẩn gây bệnh truyền qua thực phẩm  
bằng phương pháp sinh học phân tử

Phương pháp Tác nhân Kit thương mại Nhà sản xuất
mPCR E. coli O157:H7 BAX® System PCR assay for E. coli O157:H7 MP Hygena
Realtime-PCR Campylobacter mericon Campylobacter spp Kit QIAGEN

C. butulinum foodproof® Clostridium botulinum Detection LyoKit BIOTECON 
Diagnostics

Listeria

SureTect™ Listeria Species PCR Assay ThermoFisher 
Scientific

foodproof Listeria plus L. monocytogenes Detection 
LyoKit

BIOTECON 
Diagnostics

Salmonella

RapidFinder™ Salmonella Species, Typhimurium 
and Enteritidis Multiplex PCR Kit

ThermoFisher 
Scientific

BAX® System Real-Time PCR Assay for Salmonella Hygena
TaqMan™ Salmonella Enteritidis Detection Kit Applied 

Biosystems
foodproof Salmonella Detection LyoKit BIOTECON 

Diagnostics
Vibrio foodproof Vibrio Detection LyoKit BIOTECON 

Diagnostics
NASBA L. monocytogenes 

Salmonella 
V. cholerae

Nuclisens EasyQ® Basic Kit bioMérieux

LAMP Campylobacter LoopampTMCampylobacter Detection Kit Eiken 
Chemical

Salmonella LoompampTMSalmonella Detection Kit Eiken Chemical

LAMP là phương pháp khuếch đại acid 
nucleic mới, được phát triển bởi Notomi và cs. 
(2000), cho phép phát hiện tác nhân gây bệnh 
truyền qua thực phẩm một cách nhanh chóng 
với độ nhạy và độ đặc hiệu cao. LAMP dựa trên 
quá trình tổng hợp DNA thay thế chuỗi tự xoay 
vòng, được thực hiện bởi một DNA polymerase 
và 4 mồi (2 mồi bên trong và 2 mồi bên ngoài) 
trong điều kiện đẳng nhiệt khoảng 59-65°C 
trong vòng 60 phút. Sản phẩm khuếch đại của 
LAMP có thể được phát hiện bằng cách điện 
di trên gel hoặc sử dụng nhuộm SYBR Green 
I (Zhao et al., 2014). Bên cạnh đó, multiplex 
LAMP hay real-time LAMP cũng đã được phát 
triển để phát hiện một số vi khuẩn gây bệnh 
truyền qua thực phẩm (Law et al., 2015).

2.4. Phương pháp phát hiện dựa vào cảm 
biến sinh học (Biosensor)

Biosensor là một thiết bị phân tích bao gồm 
hai yếu tố chính là bioreceptor (thụ thể sinh học 
nhận ra chất phân tích) và transducer (đầu dò 
chuyển đổi, chuyển năng lượng nhận dạng sinh 
học thành tín hiệu quang hoặc tín hiệu điện). 
Bioreceptor có vai trò nhận biết chất phân tích; 
bioreceptor có thể là enzyme, kháng thể, acid 
nucleic, thụ thể tế bào, kháng thể tái tổ hợp hay 
chất xúc tác tổng hợp. Đầu dò transducer chuyển 
đổi các tương tác sinh học thành tín hiệu có thể 
đo được ví dụ như quang học, điện hóa, từ tính 
hay khối lượng (Zhao et al., 2014). Phương pháp 
sử dụng cảm biến sinh học dễ vận hành và thực 
hiện nhanh do không cần bước tăng sinh mẫu. 
Các cảm biến sinh học gần đây được sử dụng 
để phát hiện tác nhân gây bệnh truyền qua thực 
phẩm là cảm biến sinh học dựa vào quang học, 
điện hóa và khối lượng được tổng hợp ở bảng 4.
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Bảng 4. Một số phương pháp phát hiện vi khuẩn gây bệnh truyền qua thực phẩm  
dựa vào cảm biến sinh học

Phương pháp Tác nhân Giới hạn phát hiện Tài liệu tham khảo
Biosensors 
 quang học

Salmonella 
choleraesuis serotype 
typhimurium, 
L. monocytogenes, 
C. jejuni, 
E. coli O157:H7

4,4x104 CFU/mL (Salmonella)
3,5x103 CFU/mL (L. monocytogenes)
1,1x105 CFU/mL (C. jejuni)
1,4x104 CFU/mL (E. coli O157:H7)

Taylor et al., 2006

E. coli O157:H7 
Yersinia enterocolitica,
Salmonella 
typhimurium, 
L. monocytogenes

104 CFU/ml đối với mỗi loại vi khuẩn Magliulo et al., 2007

C. jejuni 103 CFU/mL Wei et al., 2007
E. coli O157:H7 3x103 CFU/ml Wang et al., 2013

Biosensors  
điện hóa

E. coli, 
L. monocytogenes, 
C. jejuni

50 tế bào/ml (E. coli) 
10 tế bào/ml (L. monocytogenes) 
50 tế bào/ml (C. jejuni)

Chemburu et al., 
2005

E. coli O157:H7 1,6x101-7,23x107 tế bào/ml (không tăng 
sinh) 
8,0x100-8,0x101 tế bào/ml (có tăng sinh)

Varshney et al., 2005

Bacillus cereus 35-88 CFU/ml Pal et al., 2008
L. monocytogenes 103 CFU/mL Kanayeva et al., 2012

Biosensors 
khối lượng

Salmonella 
typhimurium

105-106 tế bào/mL Su và Li, 2005

E. coli O157:H7 23 CFU/mL trong PBS 
53 CFU/mL trong sữa

Shen et al., 2011

III. KẾT LUẬN
Như vậy để phát hiện vi khuẩn gây bệnh 

truyền qua thực phẩm, ngoài phương pháp 
nuôi cấy thông thường, nhiều phương pháp 
phát hiện nhanh đã và đang được phát triển. 
Các phương pháp phát hiện nhanh có nhiều 
ưu điểm như thời gian thực hiện nhanh, 
không mất nhiều công chuẩn bị, đặc biệt 
là có độ nhạy và độ đặc hiệu cao hơn so 
với phương pháp nuôi cấy thông thường. 
Tuy nhiên mỗi phương pháp đều có một 
số nhược điểm riêng. Do đó, hiện nay 
việc phát triển các phương pháp để phát 
hiện mầm bệnh trong thực phẩm mới vẫn 
đang là một thách thức lớn đối với các nhà 
nghiên cứu trong lĩnh vực vệ sinh an toàn 
thực phẩm.
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