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Tóm tắt 
Chi Clostridium là các  trực khuẩn Gram dương, sinh bào tử. Hầu hết các loài vi 

khuẩn Clostridia spp. thường xuất hiện trong đất, nước, xác thực vật, xác động vật, và  
đóng một phần quan trọng trong các quá trình phân huỷ các chất trong tự nhiên. Thực 
phẩm tươi  có nguồn gốc động vật và thực vật có nhiều khả năng bị nhiễm bào tử hoặc tế 
bào sinh dưỡng thuộc chi Clostridium. Kết quả nghiên cứu ghi nhận tỉ lệ mẫu nhiễm thịt 
tươi và rau ăn lá thu thập tại các chợ thuộc Quận Đống Đa, Hà Đông, Hoàng Mai nhiễm 
Clostridium perfringens (C. perfringens) là 26,67% (n = 150) và 26,82% (n = 220). Tỉ lệ 
mẫu thịt và rau nhiễm Clostridium difficile (C. Difficile) là rất thấp với 6,0% (n = 150) và 
0,9% (n = 220) mẫu thịt tươi và mẫu rau ăn lá tương ứng. Các phản ứng khuếch đại gen 
cho thấy sự hiện diện của gen cpa trong tất cả các chủng C. perfringens và phát hiện 2 
chủng C. difficile mang gen tcdA. 

Từ khóa: Clostridium perfringens và Clostridium difficile, gen cpa, gen tcdA. 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Các mầm bệnh truyền qua thực phẩm là một thách thức lớn đối với sức khỏe cộng 

đồng trên toàn thế giới. Trong số các loài vi khuẩn truyền qua thực phẩm thì các vi khuẩn 
thuộc chi Clostridium gây bệnh thông qua việc sản xuất các độc tố tác động lên đường tiêu 
hóa gây tiêu chảy và co thắt. Cũng giống như một số loài vi khuẩn khác, vi khuẩn thuộc 
chi Clostridium thường xuất hiện trong đất, nước, xác thực vật, xác động vật, do đó thực 
phẩm có nguồn gốc động vật hoặc thực vật có khả năng cao bị nhiễm Clostridium sp. từ 
môi trường sống. Ngoài ra, thực phẩm có thể bị ô nhiễm tại môi trường, trong quá trình chế 
biến hoặc trong các giai đoạn khác trong chuỗi sản xuất thực phẩm do lây nhiễm chéo. Yếu 
tố chính gây nhiễm Clostridium vào thực phẩm có nguồn gốc động vật là do nhiễm trong 
quá trình giết mổ và chế biến. Cây trồng bị nhiễm Clostridium thường do ô nhiễm đất, quá 
trình rửa và làm sạch không đúng qui trình. Ngoài ra, việc không tuân thủ các quy định về 
bảo quản sản phẩm riêng biệt có thể gây nhiễm chéo giữa các nguồn nguyên liệu thực 
phẩm thô với nhau. 

Trong các loài vi khuẩn thuộc chi Clostridium thì C. perfringens và C. difficile có 
khả năng gây bệnh lên đường tiêu hóa đã được phân lập từ đất, nước và thực phẩm bao 
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gồm thịt và rau ăn lá làm dấy lên lo ngại thực phẩm có thể là nguồn lây nhiễm tiềm ẩn gây 
bệnh cho con người. Các báo cáo cho thấy C. perfringens là một trong các loài vi khuẩn 
gây ra các vụ ngộ độc thực phẩm trên người và trong các báo cáo gần đây cũng đã chỉ ra sự 
hiện diện của C. perfringens mang gen gây độc trên các mẫu thực phẩm như thịt tươi và 
rau ăn sống. 

Rau và thịt là nguồn thực phẩm phổ biến trong cuộc sống hằng ngày của người Việt 
Nam. Theo báo cáo của Ngân hàng thế giới vào năm 2017, tỉ lệ tiêu thụ rau tại Việt Nam là 
0.4 kg rau mỗi ngày trên người và tỉ lệ tiêu thụ rau tại Hà Nội là 2.800 tấn mỗi ngày [1]. 
Theo Niên giám thống kê năm 2019, sản lượng giết mổ và bán ra của gia cầm, thịt lợn tại 
Hà Nội là 1.302,5 và 3.328,8 nghìn tấn [2]. Từ đó cho thấy rau và thịt là nguồn tiêu thụ 
chính cho nhu cầu ăn uống hằng ngày của người dân Hà Nội. Cũng như các loại thực phẩm 
khác, thịt và rau là nguồn chứa vi sinh vật gây bệnh, và có thể lây nhiễm lên người qua con 
đường tiêu thụ thực phẩm. Vi khuẩn C. perfringens và C. difficile đã được phát hiện hiện 
diện trong các loài thực phẩm. Tuy nhiên cho đến nay chưa có báo cáo nào về thực trạng 
nhiễm vi khuẩn C. perfringens và C. difficile trong rau củ quả và sản phẩm thịt được tiêu 
thụ tại Hà Nội để cung cấp dữ liệu về thực trạng thực phẩm nhiễm vi khuẩn C. perfringens 
và C. difficile tại Hà Nội cũng như Việt Nam. 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành xác định sự lưu hành vi khuẩn                       
C. perfringens và C. perfringens mang gen cpa, tcdA trong thịt tươi và rau ăn lá. 

2. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Đối tượng nghiên cứu 

150 mẫu thịt (bò, lợn, gà) và 220 mẫu rau ăn lá (rau xà lách, rau cải, rau thơm và bắp 
cải) được thu thập tại các chợ trên địa bàn 3 quận nội thành Hà Nội, gồm Đống Đa, Hoàng 
Mai, Hà Đông trong năm 2022, từ 6h sáng đến 8h sáng. Các mẫu được bảo quản mẫu tại ở 
nhiệt độ 4 - 8°C, vận chuyển ngay về phòng thí nghiệm và được phân tích trong ngày.  
2.2. Hóa chất, chủng chuẩn 

2.2.1. Hóa chất và dụng cụ 

Nghiên cứu sử dụng các hóa chất chính sau: Đệm peptone (BD, Mỹ), Thạch TSC 
(Merck, Đức), Thạch Chromagar C. difficile (Chromagar, Pháp), BHI broth (Merck, Đức), 
Kháng sinh (D-cycloserin, cefoxitin, taurocholate - Sigma, Đức), Hỗn hợp dùng trong 
khuếch đại PCR master mix 2x (Thermo); Thang ADN kích thước từ 50 bp đến 1.000 bp 
(Thermo), Agarose điện di ADN (Thermo), Đệm tải mẫu 6x (Thermo), Thuốc nhuộm 
ADN (Intron), Đệm TAE 1X (Thermo), Đĩa petri vô trùng (Corning, Mỹ), Que cấy vô 
trùng (Biologix, Mỹ).  
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2.2.2. Chủng chuẩn 

Nghiên cứu sử dụng chủng chuẩn C. perfringens ATCC 13214 cho quá trình định 
lượng C. perfringens, chủng C. perfringens phân lập từ mẫu ngộ độc có ký hiệu V.95 cho 
quá trình khuếch đại gen cpa, và chủng chủng C. difficile có nguồn gốc từ viện Vệ sinh 
Dịch tễ Trung ương, có ký hiệu V.96 cho quá trình khuếch đại gen tcdA. Các chủng này đã 
được định danh bằng kỹ thuật ion hóa theo cơ chế giải hấp phụ sử dụng nguồn laser với sự 
trợ giúp của chất nền (MALDI TOF) và kỹ thuật giải trình tự gen xác định loài và xác định 
gen gây độc trước khi tiến hành thử nghiệm.  
2.3. Thiết bị 

Nghiên cứu sử dụng các thiết bị chính sau: Nồi hấp (Hymaraya, Nhật), Tủ ấm 
(Memert, Đức), Tủ an toàn sinh học cấp 2 (Bio II, Anh), Máy đồng nhất mẫu (Anh), Máy 
PCR (Biorad), Máy điện di, Máy giải trình tự Sanger (Thermo).  
2.4. Phương pháp nghiên cứu 

2.4.1. Định lượng vi khuẩn C. perfringens 

Sử dụng phương pháp nuôi cấy vi sinh truyền thống theo TCVN 4991:2005 [3]: Cân 
10 g mẫu trong 90 mL đệm peptone được huyền phù 10-1, tạo các huyền phù pha loãng           
10-2,10-3, 10-4... Hút 1 mL dịch huyền phù cho vào đĩa petri, tiến hành tại các độ pha loãng 
liên tiếp. Đổ 15 mL thạch TSC (có kháng sinh D-cycloserin) vào đĩa. Để đông, ủ 37°C/18 - 
22h. Đếm các khuẩn lạc điển hình màu đen, thử khẳng định sinh hóa sử dụng môi trường 
nitrat để thử tính di động và môi trường lactose-gelatin. Các phép thử khẳng định sinh hóa 
bao gồm: tính di động, chuyển hóa nitrat thành nitrit, lên men đường lactose, hóa lỏng 
gelatin. Tính di động và chuyển hóa nitrat thành nitrit: Cấy đâm sâu từng khuẩn lạc đã 
chọn sang môi trường nitrat để thử tính di động.Ủ trong các điều kiện kỵ khí ở 37°C trong 
24 h. Kiểm tra ống môi trường nitrat để thử tính di động đối với loại mọc dọc theo đường 
cấy đâm sâu. Tính di động là bằng chứng phát triển lan rộng vào môi trường cách xa 
đường cấy đâm sâu. Kiểm tra sự có mặt của nitrit bằng cách bổ sung 0,2 - 0,5 mL thuốc 
thử phát hiện nitrit cho vào từng ống môi trường nitrat để thử tính di động. Cấy từng khuẩn 
lạc đã chọn vào môi trường lactose-gelatin vừa mới khử khí. Ủ trong các điều kiện kỵ khí 
ở 37°C trong 24 h. Kiểm tra các ống nghiệm đựng môi trường lactose-gelatin về việc sinh 
khí và có xuất hiện màu vàng (do hình thành acid) cho thấy sự lên men lactose. Làm lạnh 
các ống 1 h ở 5°C và kiểm tra sự hóa lỏng gelatin. Nếu môi trường đã đông đặc thì ủ lại 
thêm 24 h để kiểm tra lại sự hóa lỏng gelatin. Các vi khuẩn sinh ra các khuẩn lạc màu đen 
trong môi trường TSC mà không di động, thường khử nitrat thành nitrit, sinh acid và sinh 
khí từ lactose và hoá lỏng gelatin trong vòng 48 h được coi là C.perfringens và tính kết quả 
theo TCVN 6404:2016 [4]. 
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2.4.2. Phát hiện C. difficile 

25 g mỗi mẫu được đồng nhất trong 75 mL môi trường BHI (bổ sung 8 µg 
cefoxitin/mL, 250 µg cycloserine/mL và 0,1% taurocholate), trong 37°C/72h trong điều 
kiện kị khí. Dung dịch sau tăng sinh được cấy trên môi trường Chromagar agar                          
C. difficile, các khuẩn lạc phát quang được xác định là C. difficile [5-7], khẳng định song 
song cùng kỹ thuật MALDI TOF [9].  
2.4.3. Xác định vi khuẩn C. perfringens và C. difficile mang gen sinh độc tố 

Xác định vi khuẩn C. perfringens mang gen cpa bằng kỹ thuật PCR dựa trên độ dài 
đoạn gen khuếch đại. Sử dụng cặp mồi đã được công bố bởi tác giả Mohiuddin và cộng sự 
vào năm 2020 [9].  Chạy phản ứng PCR với trình tự mồi cpa-F (5’-
GCTAATGTTACTGCCGTTGA) và cpa-R (5’- CCTCTGATACATCGTGTAAG -3’), 
cho sản phẩm khuếch đại 324 bp. Chu trình phản ứng PCR: Biến tính DNA: 94°C/10 phút; 
40 chu kỳ: Biến tính DNA 94°C/45s, gắn mồi 55°C/90s; kéo dài chuỗi 72°C/90s; và giai 
đoạn ổn định 72°C/10 phút. Điện di sản phẩm khuếch đại trên gel 2%.  
2.4.4. Xác định vi khuẩn C. difficile mang gen tcdA 

Xác định vi khuẩn C. difficile mang gen tcdA bằng kỹ thuật PCR dựa trên độ dài 
đoạn gen khuếch đại. Sử dụng cặp mồi đã được công bố bởi tác giả Lemee và cộng sự vào 
năm 2004 [10]. Chạy phản ứng PCR với trình tự mồi tcdA-F (5’- 
AGATTCCTATATTTACATGACAATAT) và tcdA-R (GTATCAGGCATAAAGTAATATACTTT), 
cho sản phẩm khuếch đại 369 bp. Chu trình phản ứng PCR: biến tính DNA: 95°C/3 phút; 
40 chu kỳ:  biến tính DNA 95°C/30s, gắn mồi 55°C/30s; kéo dài chuỗi 72°C/30s; và giai 
đoạn ổn định 72°C/10 phút. Điện di sản phẩm khuếch đại trên gel 2%. 

3. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN 

3.1. Sự lưu hành Vi khuẩn C. perfringens mang gen cpa trong thịt tươi và rau ăn lá 
3.1.1. Sự lưu hành vi khuẩn C. perfringens trong thịt tươi và rau ăn lá 

150 mẫu thịt tươi và 220 mẫu rau được bán tại các chợ thuộc 03 quận nội thành Hà 
Nội trong năm 2022 được tiến hành phân tích và định lượng C. perfringens. Các khuẩn lạc 
màu đen trên môi trường TSC (Hình 1) được tiến hành thử sinh hóa và khẳng định                 
C. perfringens (Hình 2), cho thấy tỉ lệ mẫu nhiễm C. perfringens là 26,67 và 26,82% tương 
ứng ở mẫu thịt tươi và mẫu rau ăn lá. 



Tạ Thị Yến, Ninh Thị Hạnh, Vũ Thị Hải Hà… Nguyễn Thành Trung 

 87 Tạp chí Kiểm nghiệm và An toàn thực phẩm - tập 6, số 1, 2023 

 
Hình 1. Vi khuẩn C. perfringens trên thạch TSC 

A) Vi khuẩn C. perfringens phân lập từ mẫu thịt gà, tại nồng độ pha loãng 10-3                
trên môi trường TSC 

B) Vi khuẩn C. perfringens ATCC 13124 
 

 

 

 

 

 

 

Hình 2. Kết quả thử Sinh hóa của vi khuẩn C. perfringens 
A) Đối chứng âm: A1, môi trường di động; A2: môi trường lactose-gelatin 

B) B1: C. perfringens ATCC 13124; B2, C. perfringens ATCC 13124 lên men đường 
lactose chuyển môi trường sang màu vàng và hóa lỏng gelatin  

C và D) Vi khuẩn Clostridium perfringens phân lập từ mẫu. C1, D1: di động và 
chuyển hóa Nitrat thành Nitrit tạo thành màu đỏ; C2, D2: lên men đường lactose 

chuyển môi trường sang màu vàng và hóa lỏng gelatin 
Kết quả phân tích cho thấy tỉ lệ mẫu nhiễm C. perfringens trên thịt tươi là 75,56; 

53,33 và 35,56% tương ứng tại Quận Đống Đa, Hoàng Mai, Hà Đông (Hình 3). Kết quả 
nghiên cứu cho thấy tỉ lệ thịt nhiễm C. perfringens tương đồng giữa các loại thịt gà, thịt bò 
và thịt lợn là từ 24 - 28%. Trong 4 loại rau đã được thu thập thì cho thấy rau thơm (rau mùi 
ta, rau mùi tàu, diếp cá, ngổ, húng chó) cho tỉ lệ nhiễm C. perfringens là cao nhất với 
43,64%, tiếp đến là rau cải với 36,36% và rau xà lách với 27,27% và không ghi nhận               
C. perfringens trong mẫu rau bắp cải (Hình 3). 

A1 B1 A2 B2 C1 D1 C2 D2 
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Hình 3. Tỉ lệ mẫu nhiệm C. perfringens trên các nền mẫu thực phẩm 

Kết quả nghiên cứu có sự tương đồng về sự hiện diện của vi khuẩn C. perfringens 
với các nghiên cứu của các tác giả khác trên thế giới trong thịt và sản phẩm thịt, tuy khác 
nhau về tỉ lệ nhiễm. Bước đầu kết quả nghiên cứu của chúng tôi về sự lưu hành của                 
C. perfringens cho thấy ghi nhận được tỉ lệ cao hơn một số báo cáo đã thực hiện tại một số 
nước trên thế giới. Viện Môi trường và Y tế công cộng năm 2011 của Hà Lan công bố tỉ lệ 
mẫu nhiễm C. perfringens là 7% trong thịt và sản phẩm thịt (n = 167) và 14% trong rau 
thơm và gia vị (n = 2890) [11]. Trong một nghiên cứu khác được thực hiện bởi Hu và cộng 
sự và (2018) trên đối tượng thịt gà, bò, lợn, vịt (n = 232) cho thấy tỉ lệ dương tính là 12,9% 
[12]. Bendary và cộng sự trong nghiên cứu thực hiện tại Egyp trên các mẫu thu thập tại 
siêu thị công bố năm 2022 đã ghi nhận 12,6% thịt gà (n = 150) và 10% (n = 150) thịt bò 
nhiễm C. perfringens [13].  

Mặt khác, kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho tỉ lệ dương tính C. perfringens thấp 
hơn các nghiên cứu khác đã công bố trong thịt và sản phẩm thịt. Miki và cộng sự (2008) 
cho thấy tỉ lệ thịt tươi nhiễm C. perfringens là 71% (n = 200) tại Nhật Bản [14]. Nghiên 
cứu của Guran và cộng sự thực hiện năm 2011 tại Thổ Nhĩ Kỳ cho thấy sự hiện diên của  
C. perfringens cao trong thịt gà, với 66% ức gà (n = 50), 94% cánh gà (n = 50), 80% đùi gà 
và má đùi (n = 50), 66% đùi gà (n = 50) nhiễm C. perfringens [15]. Nghiên cứu của 
Chukwu và cộng sự tại Nigeria năm 2016 cho thấy C. perfringens hiện diện thường xuyên 
nhất trong các sản phẩm thực phẩm (29/50) ở Bang Lagos. Nhóm hàng thực phẩm gồm rau 
(56%) và các sản phẩm thịt (34%) nhiễm C. perfringens [16]. Một nghiên cứu khác trên 
thịt bò đã cắt thành miếng tại lò mổ được thực hiện bởi Jiang và cộng sự vào năm 2019 tại 
tỉnh Thiểm Tây Trung Quốc, cho thấy tỉ lệ nhiễm C. perfringens là 38,2% (n = 165) [17]. 
Trong một nghiên cứu khác được thực hiện bởi Issimov và cộng sự năm 2021 tại Miền Tây 
Kazakhstan cho thấy tỉ lệ dương tính của C. perfringens trên thịt là 50% (n = 40) và mật độ 
vi khuẩn được định lượng có giá trị trung bình là 2 × 104 CFU/g [18]. Sự ô nhiễm                      
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C. perfringens trong sản phẩm thịt tươi có thể xảy ra trong quá trình giết mổ, vận chuyển 
và bảo quản.  

Trên đối tượng thực phẩm khác là các loại rau (rau ăn lá và rau khô) cũng cho thấy 
sự hiện diện của C. perfringens như nghiên cứu của chủng tôi. Azimirad và cộng sự năm 
2021 công bố tỉ lệ mẫu rau ăn lá nhiễm C. perfringens  là 21,2% (n = 274) 2019 tại 21 
quận của thủ đô Tehran, Iran [19]. Cũng trong một nghiên cứu khác được thực hiện tại Iran 
trên đối tượng là rau khô trong năm 2021, Ghourchian và cộng sự báo cáo 9,3% (n = 140) 
nhiễm C. perfringens [20]. Nghiên cứu của Hashimoto và cộng sự về sự hiện diện của                      
C. perfringens trong đất bám trên bề mặt củ khoai tây thu thập từ 6 vùng của 14 tỉnh tại Nhật 
Bản, cho thấy 25/30 mẫu chứa C. perfringens [21]. Nghiên cứu này của Hashimoto và cộng sự 
cũng có thể được xem như là một minh chứng khoa học lý giải cho nguyên nhân các mẫu rau 
nhiễm vi khuẩn C. perfringens; Các loại rau có thể bị lây nhiễm vi khuẩn C. perfringens từ đất 
trồng.  

Sự nhiễm các vi khuẩn C. perfringens trên rau ăn lá được xác định có thể do lây 
nhiễm trong quá trình trồng trọt bắt nguồn từ nguồn nước tưới và đất, và là nguyên nhân 
thường thấy tại các nước đang phát triển là rau có thể được rửa tại nguồn nước ô nhiễm 
trước khi phân phối ra thị trường. Trong sản xuất nông nghiệp, rau nhiễm các vi sinh vật 
gây bệnh có thể liên quan tới quá trình sử dụng nước ao và nước sông để rửa rau, cách thức 
xử lý rau của người trồng rau và lưu trữ rau ở những nơi bị ô nhiễm. Thông tin có sẵn về 
hàm lượng vi khuẩn trong nước rửa cũng như rau và sự ô nhiễm sản phẩm thực vật bởi 
mầm bệnh của con người là một thực tế đã biết. Sự lây truyền vi khuẩn từ đất và nguồn 
nước lên rau  là con đường lý giải cho sự nhiễm khuẩn C. perfringens trong rau ăn lá thu 
thập trên địa bàn Hà Nội với tỉ lệ 26,82%. 

Phép thử định lượng cho thấy số lượng vi khuẩn C. perfringens tính theo giá trị log 
dao động từ 2,70 - 4,48 CFU/g thịt gà, từ 2,30 - 4,26 CFU/g thịt lợn, từ 2,56 - 4,30 CFU/g 
thịt bò, từ 1,70 - 2,91 CFU/g xà lách, từ 1,90 - 2,81 CFU/g rau cải, từ 2,20 - 3,51 CFU/g 
rau thơm theo Bảng 1. 

Bảng 1. Mật độ C. perfringens (log CFU) trong từng loại thực phẩm 
Thực phẩm/mật độ 

C. perfringens  
(log CFU/g) 

Gà Lợn Bò Xà lách Rau cải Rau thơm 

Nhỏ nhất 2,70 2,30 2,56 1,70 1,90 2,20 

Lớn nhất 4,48 4,26 4,30 2,91 2,81 3,51 

 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi về mật độ C. perfringens trong mẫu rau và mẫu 
thịt tương đồng với các nghiên cứu khác. Báo cáo được công bố năm 2017 bởi French 
Agency for Food, Environmental and Occupational Health & Safety (ANSES) [22] cho 
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thấy sự mật độ C. perfringens trong mẫu rau dao động từ 2,56 - 2,97 log CFU. Trong một 
nghiên cứu khác được thực hiện bởi Bendary và cộng sự cho thấy số lượng C. perfringens 
trong các mẫu thịt dương tính vượt quá 102 CFU/g với các giá trị trung bình là 4,08 và 2,09 
log CFU trong các mẫu thịt gà và thịt bò được kiểm tra [13]. Issimov và cộng sự năm 2021 
đã ghi nhận và mật độ vi khuẩn C. perfringens được định lượng có giá trị trung bình là 2 × 
104 CFU/g tại Miền Tây Kazakhstan [18].  

Kết quả nghiên cứu cho thấy C. perfringens có mặt trong thịt tươi và rau ăn lá lưu 
hành tại các chợ; Điều này có thể xảy ra do C. perfringens tồn tại trong đường tiêu hóa của 
con người và động vật, được bài tiết quả đường thải và lây nhiễm lên thịt tươi qua quá trình 
giết mổ. Cũng như rau ăn lá có thể lây nhiễm C. perfringens qua quá trình trồng trọt từ đất 
và nước tưới. Tuy nhiên do vi khuẩn C. perfringens có thể bị tiêu diệt khi đun nóng tại 
nhiệt độ 74°C và các bào tử sinh ra bởi C. perfringens có thể bị làm biến dạng khi xử lý tại 
nhiệt độ trên 80°C/30 phút [23], do đó các thực phẩm có nguồn gốc từ thịt và sản phẩm 
thịt, rau ăn lá (rau cải) khi được nấu chín đã có thể ngăn ngừa sự lây truyền của vi khuẩn từ 
thực phẩm lên người. Còn đối với các sản phẩm được tiêu thụ không qua chế biến sẵn như 
rau thơm, xà lách có mật độ C. perfringens tính theo log từ 1,70 - 2,91 CFU/g, mật độ này 
thấp hơn nhiều với nồng độ vi khuẩn được công bố là có khả năng gây ngộ độc thực phẩm 
trên người là 106 CFU/g thức ăn. Do đó, có thể thấy rằng C. perfringens lưu hành trên thịt 
tươi và rau ăn là là 26% nhưng có thể chưa gây nguy hiểm cũng như ảnh hưởng tới người 
tiêu thụ các sản phẩm này. Điều này cũng trùng hợp với các báo cáo ngộ độc ghi nhận tại 
Việt Nam năm 2022, chưa ghi nhận vụ ngộ độc nào do C. perfringens gây ra. 
3.1.2. Sự lưu hành của vi khuẩn C. perfringens mang gen cpa mã hóa protein độc tố alpha 

Tất cả 109 khuẩn lạc C. perfringens sau khi định danh được tiến hành phản ứng PCR 
khuếch đại gen cpa mã hóa protein CPA. Kết quả khuếch đại gen chỉ cho thấy sự hiện diện 
của gen cpa mã hóa protein độc tố alpha trong 109 khuẩn lạc đã thu thập (Hình 4). Kết quả 
của nghiên cứu cho thấy 100% chủng C. perfringens mang gen cpa mã hóa độc tố alpha, 
tương đồng với các nghiên đã được thực hiện bởi các nghiên cứu tại nhiều nước trên thế 
giới [24-25]. 

Năm 2020 tác giả Nguyễn Thị Thắm và cộng sự thực hiện nghiên cứu về sự hiện 
diện của C. perfringens mang gen sinh độc tố trên đường tiêu hoá của đà điểu tại Việt Nam 
vào năm 2020 cho thấy 116 chủng C. perfringens phân lập được từ 318 mẫu phân và 105 
cơ quan tiêu hóa. Trong số 80 dòng phân lập từ mẫu phân, 33 dòng phân lập từ đà điểu 
khỏe mạnh và 47 dòng phân lập từ đà điểu bị bệnh. Kết quả multiplex PCR cho thấy tất cả 
116 chủng Clostridium perfringens từ đà điểu khỏe mạnh và bị rối loạn đường ruột đều 
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mang gen mã hóa độc tố alpha (cpa) [26]. Điều này cho thấy sự hiện diện nguy cơ con 
người có thể tiếp xúc mầm bệnh C. perfringens mang gen sinh độc tố alpha. 

 

 
 

Hình 4. Đoạn khuếch đại gen cpa (324 bp) M: thang DNA 50 bp 
HM5, HM6, HM12, HM20: Mẫu thu thập tại quận Hoàng Mai 
B: Thành phần phản ứng PCR không bao gồm DNA vi khuẩn 

P: Chủng đối chứng Clostridium perfringens 
N: Chủng đối chứng âm Clostridium difficile 

Sự hiện diện của gen cpa mã hóa độc tố alpha trong tất cả các chủng C. perfringens 
được phân lập từ người bệnh cho thấy rằng độc tố alpha đóng vai trò quan trọng trong việc 
gây nhiễm trùng các vi khuẩn này. Một số nghiên cứu đã chỉ ra rằng độc tố alpha là yếu tố 
quyết định độc lực chính trong các trường hợp hoại tử khí và độc tố này có thể đóng một 
vai trò trong một số bệnh khác ở động vật và con người như bệnh Crohn ở người và viêm 
ruột hoại tử ở gia cầm. Độc tố alpha là nguyên nhân gây ra bệnh hoại tử cơ ở người khi vết 
thương hở của người bệnh tiếp xúc với lượng lớn C. perfringens mang độc tố. Do đó, kết 
quả nghiên cứu này cũng là một cảnh báo đối với các nhà nông cần tránh sự tiếp xúc giữa 
vết thương hở và các nguồn chứa vi khuẩn như đất, nước tưới, cây trồng, nước thải làm 
tăng nguy cơ bị hoại tử cơ và nhiễm trùng nghiêm trọng. 
3.2. Sự lưu hành Vi khuẩn C. difficile mang gen tcdA sinh độc tố trong thịt tươi và rau 
ăn lá 
3.2.1. Sự lưu hành vi khuẩn C. difficile trong thịt tươi và rau ăn lá 

150 mẫu thịt tươi và 220 mẫu rau được bán tại các chợ thuộc 3 quận Nội Thành Hà 
Nội trong năm 2022 được tiến hành phân tích phát hiện C. difficile. Các khuẩn lạc phát 
quang trên môi trường thạch Chromagar C. difficile được khẳng định là C. difficile                
(Hình 5). Kết quả cho thấy tỉ lệ mẫu nhiễm C. difficile là rất thấp trên mẫu thịt tươi và mẫu 
rau ăn lá tương ứng là 6,00 và 0,9%. Vi khuẩn C. difficile được tìm thấy trong cả 3 loại thịt 
gà, lợn, bò và 2 loại rau ăn lá là rau cải và rau xà lách (Hình 6) và các khuẩn lạc phát quang 
phân lập từ các mẫu này đều cho kết quả tương đồng 99,9% với C. difficile bằng kỹ thuật 
MALDI TOF. 
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Hình 5. Vi khuẩn C. difficile trên thạch Chromagar C. difficile 

A) Vi khuẩn C. difficile phân lập từ mẫu 
B) Chủng C. difficile đối chứng dương 

 
Hình 6. Tỉ lệ mẫu thực phẩm nhiễm C. difficile 

Kết quả ghi nhận về tỉ lệ nhiễm Clostridium trong mẫu thịt và mẫu rau trong nghiên 
cứu này thấp hơn một số nghiên cứu khác trên thế giới. Theo báo cáo tổng hợp của 
Rodriguez và cộng sự năm 2016 cho thấy sự ô nhiễm Clostridium đã được phát hiện trong 
các loại sản phẩm thực phẩm khác nhau tại tại một số nước trên thế giới (châu Âu, Hoa kỳ, 
Úc và châu Phi) bao gồm hải sản, rau và thịt, với tỷ lệ nhiễm từ 2.9 - 66.7% và bào tử của 
Clostridium cũng được tìm thấy trong các loại thịt từ 0 - 15% [27]. Rodriguez-Palacios và 
cộng sự (2009), ghi nhận sự hiện diện của vi khuẩn Clostridium từ thịt bò xay và sườn bò ở 
Canada, cho thấy việc nhiễm Clostridium trong thịt, và cũng đưa ra giả thuyết về mối liên 
hệ dịch tễ có thể xảy ra giữa sự phổ biến của C. difficile trên động vật sử dụng làm thực 
phẩm, một số loại thực phẩm và con người [28]. Cũng trong một nghiên cứu khác được 
thực hiện bởi Hawken và cộng sự năm 2013 trên đối tượng thịt lợn cũng cho thấy 
Clostridium được phát hiện trong tổng số 3 trong số 20 thân thịt (15%) sau khi giết mổ 
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[29]. Nghiên cứu được thực hiện bởi Bouttier và cộng sự từ năm 2007 - 2008 ghi nhận 
1.9% mẫu thịt bò nhiễm Clostridium (n = 105) [30]. Nghiên cứu bởi Rodriguez-Palacios và 
cộng sự năm 2011 cho thấy không có mẫu thịt bò nào nhiễm Clostridium [31]. 

Rodriguez-Palacios và Lejeune (2013) báo cáo rằng nấu thức ăn ở nhiệt độ tối thiểu 
96°C trong 15 phút tạo ra tác dụng ức chế bào tử Clostridium [31]. Tuy nhiên, trái cây và 
rau quả thường được chế biến dưới nhiệt độ này và do đó có thể là vật trung gian truyền 
bệnh tiềm ẩn cho con người. Nguồn ô nhiễm của những loại trái cây và rau quả có thể là do 
sử dụng phân hữu cơ có chứa bào tử Clostridium, hoặc tưới hoặc rửa bằng nước bị ô nhiễm 
[28]. Do đó với kết quả nghiên cứu cho thấy sự hiện diện của Clostridium trong mẫu rau 
cải và rau xà lách cho thấy cần phải có sự kiểm soát nghiêm ngặt nguồn nước tưới để làm 
giảm sự lây nhiễm Clostridium lên các loại rau ăn lá được tiêu thụ trực tiếp, qua đó làm 
giảm nguy cơ lây nhiễm lên người tiêu thụ. 
3.2.2. Sự lưu hành Vi khuẩn C. difficile mang gen tcdA mã hóa độc tố TcdA 

Kết quả khuếch đại gen tcdA cho thấy 2 mẫu nhiễm vi khuẩn C. difficile mang gen 
tcdA (n = 11) chiếm 18,19%, trong đó sản phẩm khuếch đại đặc hiệu là 369 bp và xuất hiện 
sản phẩm phụ là 110 bp (Hình 7). Và chủng đối chứng dương thu được từ mẫu bệnh phẩm 
cũng cho thấy sự hiện diện của sản phẩm khuếch đại đặc hiệu và sản phẩm phụ. Cặp mồi 
khuếch đại gen tcdA cho phép nhân bản đoạn gen có kích thước 110 bp đối với các chủng 
C. difficile bị đột biến mất đoạn ADN trong trình tự lặp ở đầu 3’ của gen tcdA. Đây có thể 
là sản phẩm tạo ra do sự bắt cặp không đặc hiệu của mồi xuôi hoặc mồi ngược với trình tự 
ADN lặp nằm trong đoạn gen tcdA. 

 

 
Hình 7. Đoạn khuếch đại gen tcdA (369 bp) M: thang DNA 50 bp 

HM40, HM45: Mẫu thu thập tại quận Hoàng Mai 
Đ2, Đ3, Đ11, Đ13: Mẫu thu thập tại quận Đống Đa 

H3, H28, H30, H61, H70: Mẫu thu thập tại quận Hà Đông 
B: Thành phần phản ứng PCR không bao gồm DNA vi khuẩn 

N: Chủng đối chứng Clostridium perfringens 
P: Chủng đối chứng Clostridium difficile 
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Để khẳng định lại kết quả về việc 02 chủng vi khuẩn C. difficile đã phân lập là các 
chủng C. difficile bị đột biến mất đoạn ADN trong trình tự lặp ở đầu 3’ của gen tcdA và khi 
khuếch đại bởi cặp mồi tcdA sẽ cho sản phẩm PCR là đoạn gen có kích thước 369 bp; 
chúng tôi tiến hành nhân dòng plasmid và thực hiện lại phản ứng khuếch đại gen. Kết quả 
cho thấy cả 2 chủng trên đều cho sản phẩm với đoạn gen đích có kích thước 369 bp (Hình 8). 

 
 

Hình 8. Đoạn khuếch đại gen tcdA (369 bp)M: thang DNA 50 bp 
HM40, HM45: Sản phẩm nhân bản gen từ sản phẩm khuếch đại gen tcdA 

B: Thành phần phản ứng PCR không bao gồm DNA vi khuẩn 
P: Chủng đối chứng C. difficile 

Hai mẫu nhiễm C. difficile mang gen tcdA bao gồm 1 mẫu thịt gà (n = 150 mẫu thịt, 
n = 50 thịt gà) và 1 mẫu rau xà lách (n = 220 mẫu rau; n = 55 mẫu rau xà lách) được thu 
thập tại Quận Hoàng Mai. Kết quả nghiên cứu cho thấy tỉ lệ thấp mẫu thịt và mẫu rau 
nhiễm C. difficile mang gen tcdA, chiếm 18,19% (n = 11).  

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cho thấy tỉ lệ lưu hành thấp của các chủng                     
C. difficile mang gen tcdA mã hóa protein độc tố trong thịt tươi và rau ăn lá, và không có 
chủng C. difficile nào mang gen tcdB mã hóa protein độc tố được ghi nhận trong nghiên 
cứu này. Kết quả này tương đồng với nghiên cứu tại một số nước trên thế giới. Nghiên cứu 
của Rahimi và cộng sự năm 2014 báo cáo tỉ lệ thấp mẫu thịt nhiễm vi khuẩn C. difficile 
mang gen tcdA 1,67% (n = 660) [32]. Nghiên cứu của Muratoglu (2020) ghi nhận 2.67% 
mẫu thịt tươi nhiễm vi khuẩn C. difficile mang gen tcdA [33]. Bên cạnh đó, kết quả nghiên 
cứu của chúng tôi thấp hơn rất nhiều các báo cáo đã được công bố tại một số nước. 
Kheratman vàcộng sự năm 2017 đã ghi nhận 26,6% mẫu thịt bò (n = 30) nhiễm vi khuẩn 
C. difficile mang gen tcdA [34].  

Các bằng chứng khoa học chứng minh độc tố TcdA tạo ra tổn thương lan rộng tại 
niêm mạc cho phép TcdB tác động đến các tế bào biểu mô, và TcdB là yếu tố độc lực 
chính của C. difficile, các triệu chứng bệnh do C. difficile được tìm thấy tại các bệnh nhân 
bị nhiễm các chủng C. difficile mang độc tố tcdB và không sản sinh độc tố TcdA [31]. Từ 
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đó có thể thấy với tỉ lệ phát hiện 01 mẫu/ 150 mẫu thịt và 01 mẫu rau xà lách/ 220 mẫu rau 
chứa C. perfringens  mang gen tcdA và không mang gen tcdB, thì chưa hiện diện nguy cơ 
về C. difficile gây bệnh truyền qua thực phẩm trên thịt và rau ăn lá tại các chợ truyền 
thống.  

4. KẾT LUẬN 
Tỉ lệ mẫu nhiễm thịt tươi và rau ăn lá nhiễm C. perfringens là 26,67% (n = 150) và 

26,82% (n = 220). Mật độ vi khuẩn C. perfringens trên thịt tính theo giá trị log dao động từ 
2,56 - 4,30 CFU/g. Mật độ vi khuẩn C. perfringens trên rau tính theo giá trị log dao động 
từ 1,70 - 3,51 CFU/g. Mẫu thực phẩm nhiễm C. difficile là rất thấp với 6,00% (n = 150) và 
0,9% (n = 220) mẫu thịt tươi và mẫu rau ăn lá tương ứng. 100% chủng C. perfringens 
mang gen cpa mã hóa độc tố alpha. Hai mẫu thực phẩm (thịt gà, rau xà lách) nhiễm vi 
khuẩn C. difficile mang gen tcdA (n = 11) chiếm 18,19%. 
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Prevalence of Clostridium perfringens and Clostridium difficile carrying cpa, 
tcdA toxin genes in raw meat and leafy vegetables 
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Abstract 
The genus Clostridium is a Gram-positive, spore-forming bacterium. Most species of 

Clostridium spp. usually are found in soil, water, dead plants, animal carcasses, and play 
an important role in the decomposition of substances in nature. Raw meat and fresh 
vegetable are more likely to be contaminated with spores or vegetative cells of the genus 
Clostridium. The study results showed that the percentage of samples contaminated with 
raw meat and leafy vegetables collected at markets in Dong Da, Ha Dong and Hoang Mai 
districts infected with C. perfringens was 26.67% (n = 150) and 26.82% (n = 220). The 
percentage of raw meat and leafy vegetable samples contaminated with C. difficile was 
very low with 6.00% (n = 150) and 0.9% (n = 220), respectively. Gene amplification 
reactions revealed the presence of cpa toxin gene in all C. perfringens strains and detected 
02 C. difficile strains carrying the tcdA gene. 

Keywords: C. perfringens and C. difficile, cpa gene, tcdA gene.


