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TÓM TẮT 

Phương pháp PCR điện di gel dải nồng độ biến tính (PCR –DGGE) đang được ứng dụng 
trong thời gian gần đây ở nhiều phòng thí nghiệm trên thế giới để nghiên cứu hệ vi sinh vật trong 
thực phẩm. Trong công trình này PCR – DGGE được dùng để đánh giá sự đa dạng vi khuẩn 
trong nem chua và đặc biệt quan tâm tới chủng vi khuẩn hay gặp nhằm góp phần nghiên cứu 
chọn, tạo chủng khởi động cho sản xuất nem chua có chất lượng tốt và an toàn. DNA tổng số 
được tách chiết trực tiếp từ 10 mẫu nem chua, tiếp đó PCR của vùng biến đổi V3 16S rDNA 
được sử dụng cho phân tích DGGE. Kết quả phân tích cho thấy, trên điện di đồ DGGE nem chua 
Hà Nội và Thanh Hóa xuất hiện 53 băng khác nhau liên quan đến các loài vi sinh vật trong nem 
chua. Sau đó, 53 băng này được cắt, tinh sạch, xác định trình tự và so sánh với trình tự đã biết 
trong ngân hàng gen EMBL. Kết quả đã chỉ ra hầu hết vi khuẩn trong nem chua Hà Nội và 
Thanh Hóa là vi khuẩn lactic trong đó có các chi là Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, 
Leuconostoc, Vagococcus, Enterococcus, Weissella chỉ có hai chi Macrococcus, Psychrobacter 
không thuộc vi khuẩn lactic. Kết quả cũng chỉ ra rằng trong các chi vi khuẩn lactic thì 
Lactobacillus có số lượng lớn nhất, chúng có vai trò đặc biệt quan trọng trong tạo hương, 
bacteriocin để đảm bảo chất lượng cũng như trong việc bảo quản nem chua.  

Từ khóa: PCR điện di gel dải nồng độ biến tính, 16S rDNA, V3.   

1. MỞ ĐẦU 

Một trong những phương pháp phân tích vi sinh vật không phụ thuộc vào nuôi cấy là 
phương pháp điện di gel dải nồng độ biến tính (PCR – DGGE) sản phẩm PCR vùng biến đổi (V) 
của 16S rDNA từ DNA tổng số. Phương pháp này đang được ứng dụng trong thời gian gần đây 
ở nhiều phòng thí nghiệm trên thế giới để nghiên cứu thành phần loài và xác định tính chất của 
hệ vi sinh vật trong thực phẩm [1, 2, 3, 4, 5]. Trong nghiên cứu vi sinh vật việc xác định loài là 
bước quan trọng để có thể biết được các đặc tính cũng như các ứng dụng của chúng. Nhiều năm 
qua bằng phương pháp phân loại truyền thống, các loài vi sinh vật được phân loại dựa trên các 
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đặc điểm hình thái, sinh lí, sinh hóa. Tuy nhiên, các phương pháp này có hạn chế vì hầu hết các 
loài vi sinh vật không dễ dàng được phân lập và nuôi cấy. Theo ước tính chỉ có khoảng hơn 1% 
các vi sinh vật có thể nuôi cấy được [6].Trong những năm gần đây, nhờ sự phát triển của các 
phương pháp mới, tiên tiến việc xác định các loài vi sinh vật trở lên hiệu quả và nhanh chóng. 
Một trong các phương pháp đó là PCR- DGGE đã được sử dụng để quan sát động thái của vi 
khuẩn trong quá trình lên men bánh mỳ ở Mexicô [7, 1], lên men xúc xích Ý [8, 9], phomat [10, 
11, 12, 13]. Hơn thế nữa, DGGE cho phép phân tích đồng thời nhiều mẫu và so sánh quần thể vi 
sinh vật dựa vào sự khác nhau về địa lí [14]. Nem chua là sản phẩm thịt lên men cổ truyền của 
Việt Nam được chế biến chủ yếu từ thịt lợn nạc cùng với một số gia vị và phụ gia. Bản chất của 
quá trình lên men là sự chuyển hóa đường thành axít lactic nhờ hoạt động của nhóm vi khuẩn tự 
nhiên. Nem chua cung cấp cho cơ thể một lượng lớn vi khuẩn lactic có lợi giúp ổn định hệ vi 
sinh vật đường ruột và kích thích tiêu hóa. Nem chua có mặt ở hầu khắp các tỉnh thành trong cả 
nước, tùy theo vùng miền có thể khác nhau đôi chút về công thức, loại gia vị, nhưng nhìn chung 
vẫn được chế biến theo một quy trình khá thống nhất. Mục đích của nghiên cứu này là sử dụng 
phương pháp PCR- DGGE để phân tích vùng biến đổi V3 16S rDNA  cho việc đánh giá sự đa 
dạng vi khuẩn trong nem chua và đặc biệt quan tâm tới chủng vi khuẩn hay gặp nhằm góp phần 
nghiên cứu chọn, tạo chủng khởi động cho sản xuất nem chua có chất lượng tốt và an toàn.  

2. VẬT LI ỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật li ệu nghiên cứu  

 10 mẫu nem chua được thu thập tại các hộ gia đình ở hai thành phố Hà Nội và Thanh Hóa. 
Các mẫu nem chua đã lên men hai ngày, bắt đầu được bán trên thị trường. Các mẫu ký hiệu 
DP4, DP5, DP6, DP7 là nem chua được thu thập tại các hộ gia đình ở làng Phùng – Hà Nội, 
DV4, DV5, DV6 là mẫu được thu thập tại các hộ gia đình ở làng Vẽ- Hà Nội, và DH5, DH6, 
DH7 mẫu được thu thập tại Thanh Hóa. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Chuẩn bị mẫu thực phẩm 

 Để tách chiết DNA tổng số, mỗi mẫu nem chua cân 25 gram cho vào túi vô trùng, thêm 
225 ml dung dịch MRD (Maximum recovery diluent, CM0733) đồng hóa bằng máy Stomacher 
lab-blender trong 2 phút. Sau khi đồng hóa, từ mỗi mẫu lấy 50 ml ly tâm ở tốc độ 13000 v/p tại  
4 oC trong 10 phút, loại bỏ  dịch nổi, toàn bộ tế bào thu được  rửa với dung dịch đệm 1× TE 
(10 mM Tris base, 1 mM EDTA) và bảo quản ở - 20 oC.  

2.2.2. Phương pháp tách chiết DNA tổng số 

Tách chiết DNA tổng số được thực hiện như mô tả của Pitcher và cs [15], tế bào hòa tan 
trong 150 µl dung dịch lysozyme [5 mg lysozyme (28262, SERVA, Heidelberg, Germany) trong 
130 µl 1× TE và 20 µL dung dịch mutanolysin (5000 U /ml) (Sigma Aldrich)] ở 37 °C trong 1 
giờ. Để tăng cường phân giải tế bào, 500 µl dung dịch GES (Guanidium – thiocyanate – EDTA – 
sarkosyl) được bổ sung vào, hỗn hợp này được để trong đá 10 phút, thỉnh thoảng lắc đều. Sau đó 
thêm 250 µl NH4Ac (7,5 M), lắc đều và tiếp tục để trong đá 10 phút để tăng cường kết tủa 
protein, bổ sung 500 µl chloroform/iso – amylalcohol (24/1),  lắc nhẹ và ly tâm ở tốc độ 13000 
v/p trong 20 phút. Kết quả tạo thành 3 lớp: lớp trên cùng là axít nucleic lớp thứ hai là protein và 
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lớp thứ 3 là chloroform. Lấy 700 µl của lớp trên cùng chuyển sang ống Eppendorf mới, thêm 
378 µl isopropanol lạnh, axít nucleic sẽ kết tủa. Axít nucleic được tách bằng ly tâm tốc độ 13000 
v/p trong 10 phút và rửa 2 lần với 150 µl dung dịch ethanol lạnh 70 % để loại bỏ isopropanol và 
tiếp tục ly tâm với tốc độ 13000 v/p trong 1 phút loại bỏ ethanol. Axít nucleic được làm khô và 
sau đó hòa tan trong 100 µl dung dịch đệm TE để 24 giờ ở 4 oC, thêm 5 µL RNase (250 mg/ml) 
(34390, SERVA) giữ ở 37 oC trong 1 giờ để loại bỏ RNA. Kiểm tra chất lượng và độ tinh sạch 
của DNA tổng số bằng cách lấy 5 µL DNA tổng số trộn với 2 µL loading dye (4 g sucrose và 
2,5 mg bromophenol blue hòa tan trong 6 mL đệm TE) chạy điện di trên 1 % w/v agarose trong 
45 phút ở điện thế 75 V.  

2.2.3. Phương pháp khuếch đại PCR cho DGGE  

Mồi xuôi 357f (5′-CCTACGGGAGGCAGCAG-3′) và mồi ngược 518r (5′-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3′) (Sigma Aldrich) được dùng để nhân một đoạn khoảng 194 bp 
vùng biến đổi V3 của 16S rDNA [16]. Kẹp GC (GC clamp) (5′ -
GCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGG -3′) [17] được bổ sung vào 
mồi 375f để tránh các mạch kép DNA duỗi xoắn hoàn toàn thành mạch đơn trong DGGE [18]. 
Các phản ứng được tiến hành với DNA không pha loãng [17] và chương trình chạy touchdown 
PCR [19] được sử dụng máy MyCyclerTM thermocycler (Bio- Rad, California, USA). 50 µL 
PCR gồm 6 µL của 10x PCR buffer (15mM MgCl2), 2,5 µl bovine serum albumin, 2,5 µL 
deoxynucleoside triphosphates (2mM của mỗi loại dNTP), 2 µL của mỗi mồi (5 µM), 0,25 µL 
Taq polymerase (5U/µl), 33,75 µL nước cất  thanh trùng  và 1 µl của dung dịch ADN.   

Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng cách lấy 5 µl sản phẩm với 2 µl của loading dye, điện di trên 
gel agarose 1 % ở 75 V trong 45 phút, marker  sử dụng là SmartLadder, Eurogentec, Searing, 
của Bỉ.    

2.2.4. Phương pháp phân tích DGGE 

Sản phẩm PCR được phân tích trên gel DGGE dựa trên mô tả của Muyzer và các cộng sự 
[20] theo đó gel polyacrylamide có kích thước (160 x 160 x 1mm) bao gồm 8 % (v/v) 
polyacryalmide (National Diagnostics, Atlanta,) trong dung dịch đệm 1xTAE (Bio-Rad), và sử 
dụng nồng độ biến tính là từ 35 % - 60 %. Điện di thực hiện trong 16 giờ ở 60 °C, dòng điện 70 
V, dung dịch đệm 1x TAE. Gel nhuộm bằng thuốc nhuộm SYBR gold trong 30 phút và mẫu 
được chụp bằng máy Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad, Eke, Belgium).   

Marker được thiết kế bao gồm sản phẩm nhân lên của vùng biến đổi V3 16S rDNA từ 9 chủng 
được lấy từ phòng thí nghiệm BCCM/LMG Bacteria Collection, Ghent University, Belgium. 
Trong  mỗi gel thì marker này được lặp lại từ 2 đến 3 lần để các băng thu được có thể được 
chuẩn hóa nhờ sử dụng chương trình Bionumeric version 5.1 (Applied Maths).  

2.2.5. Phương pháp xác định trình tự V3 16S rDNA 

Các băng đại diện được lấy khỏi gel acrylamide bằng cách dùng đầu típ cắm vào gel và lấy 
một ít băng đó cho vào ống Eppendorf có 40 µl 1× TE buffer để hòa tan DNA qua đêm ở 4 oC. 
DNA  tách chiết từ các băng sẽ được nhân lên như miêu tả ở phần 2.2.3, nhưng chỉ khác là mồi 
357f (không có kẹp GC) được sử dụng và xác định trình tự [21]. Trình tự ADN này sẽ được so 
sánh với ngân hàng trình tự nucleotide quốc tế (EMBL) nhờ sử dụng chương trình Blast để xác 
định loài có mối liên quan gần nhất. 



 
 

Nguyễn Thị Lâm Đoàn, Van Hoorde Koenraad, Cnockaert Margo, Lê Thanh Bình, Vandamme Peter  

160 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Sản phẩm PCR vùng biến đổi V3 16S rDNA của 10 mẫu   

Sản phẩm PCR vùng biến đổi V3 16S rDNA của DNA tổng số tách chiết từ 10 mẫu nem 
chua được chạy điện di trên gel agarose 1 % và kết quả thể hiện ở Hình 1. Kết quả điện di sản 
phẩm PCR đã thu 10 băng rất đậm khoảng 200 bp tương ứng với kích thước của đoạn V3 16S 
rDNA [16]. Các băng này đều có cùng kích thước giống nhau nhưng chỉ khác nhau về trình tự. 
Kết quả ở Hình 1 cho thấy tách chiết DNA tổng số và nhân lên vùng biến đổi vùng V3 16S 
rDNA của 10 mẫu  nem chua là tốt.                                     

            

 

Hình 1. Sản phẩm PCR vùng biến đổi V3 16S rDNA của 10 mẫu trên gel agarose 1%. 

3.2. Gel DGGE sản phẩm PCR vùng biến đổi V3 16S rDNA của 10 mẫu nem chua  

Những loài vi khuẩn khác nhau có cùng kích thước vùng biến đổi V3 16S rDNA nhưng  
khác nhau về thành phần base pair có thể nhận biết sự khác biệt của chúng bởi PCR – DGGE. 
Do đó việc phân tích sản phẩm PCR vùng biến đổi V3 16S rDNA đã được sử dụng để xác định 
loài vi khuẩn trong thực phẩm [11, 4, 5] mỗi loài sẽ có vị trí những băng khác nhau trên gel 
DGGE, và sản phẩm PCR vùng biến đổi V3 16 S rDNA của 10 mẫu sẽ được tách biệt trên gel 
DGGE (Hình 2a, b). 

M   S1    S2     S3    S4     S5      S6     S7     S8     M   S9    S10 

 

M. Marker 
S1.DP4 S6.DV5 
S2.DP5 S7.DV6 
S3.DP6 S8.DH5 
S4.DP7 S9.DH6 
S5.DV4 S10.DH7 
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Hình 2a, b. Gel DGGE vùng biến đổi V3 16S rDNA của quần thể vi khuẩn từ 10 mẫu nem chua. 

      Kết quả phân tích DGGE vùng biến đổi V3 16S rDNA cho thấy 10 mẫu nem chua cho 
một loạt các băng khác nhau liên quan đến các loài vi khuẩn đại diện trong mẫu (Hình 2a,b). 
Như vậy, nem chua Hà Nội và Thanh Hóa có thành phần hệ vi khuẩn rất đa dạng. Theo đánh giá 
sơ bộ, có đến vài chục loài vi khuẩn có mặt trong nem chua. Việc xác định chính xác các loài 
này có thể đạt được bởi cắt, tinh sạch và giải trình tự các băng đó.  

Từ gel DGGE vùng biến đổi V3 16S rDNA của 10 mẫu nem chua các băng đại diện được 
cắt như sau:  mẫu nem chua DP4 (9 băng được cắt kí hiệu 1, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10), DP5 (2 băng 
được cắt kí hiệu 2,11),  DP6 (8 băng được cắt kí hiệu 14, 15, 16 , 17, 18, 19, 20, 21), DV4 (5 
băng được cắt kí hiệu 23, 24, 25, 27, 28), DV5 (5 băng được cắt kí hiệu  34,35, 36, 37, 38 ), 
DV6 (2 băng được cắt kí hiệu 31,33), DH5 (7 băng được cắt kí hiệu 39, 40, 41, 42, 43, 45, 53), 
DH6 (7 băng được cắt kí hiệu băng 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52), DH7 (8 băng được cắt kí hiệu 54, 
55, 56, 57, 58, 59, 60, 61). Hình 2a cho thấy các băng trong mẫu  DP7 có các băng giống với các 
băng trong mẫu DP6. Do đó không tiến hành cắt băng trong mẫu nem chua DP7. Như vậy, từ gel 
DGGE vùng biến đổi V3 16S rDNA của 10 mẫu nem chua cắt được 53 băng .   

3.3. Gel DGGE của sản phẩm PCR vùng biến đổi V3 16S rDNA của 53 băng 

Trước khi xác định trình tự vùng biến đổi V3 16S rDNA, để có thể xác định chính xác vị ví 
của các băng trong các mẫu nem chua đã được cắt từ gel DGGE vùng biến đổi V3 16S rDNA có 
trùng với vị trí của chúng trong gel DGGE vùng biến đổi V3 16S rDNA ban đầu của 10 mẫu 
nem chua hay không, 53 băng được cắt từ gel DGGE vùng biến đổi V3 16S rDNA ban đầu của 
10 mẫu nem chua sẽ được khuếch đại lại vùng V3 16S rDNA như miêu tả trong phần 2.23. Kết 
quả khuếch đại được kiểm tra trên gel agarose 1 % cho thấy 53 băng này cũng có kích thước là 
200 bp (Hình 3 a.b.c.d) tương ứng với kích thước của vùng biến đổi V3 16S rDNA [16]. 

  

 M     S1      S2        S3     S4      S5       M                                          M     S6      S7      S8     S9      S10     M 
 

a      b 

M. Marker 
S1.DP4 S6.DV5 
S2.DP5 S7.DV6 
S3.DP6 S8.DH5 
S4.DP7 S9.DH6 
S5.DV4 S10.DH7 
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Sản phẩm PCR vùng biến đổi V3 16S rDNA này được chạy điện di trên gel DGGE như mô tả 
trong phần 2.2.4.  Kết quả phân tích gel DGGE vùng biến đổi V3 16S rDNA cho thấy 53 băng 
này (Hình 4 a.b.c.d) đều có vị trí như vị trí của chúng trong gel  DGGE vùng biến đổi V3 16S 
rDNA ban đầu (Hình 2a.b).  

 

Hình 3a.b.c. d. Sản phẩm PCR  vùng biến đổi V3 16S rDNA của 53 băng trên gel agarose 1 %. 
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Hình 4a. Gel DGGE của 53 băng được cắt từ gel DGGE vùng biến đổi V3 16S rDNA ban đầu của 
10 mẫu nem chua. 
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b                                                                        c 

Hình 4.b.c. Gel DGGE của 53 băng được cắt từ gel DGGE vùng biến đổi V3 16S rDNA ban đầu của                    
10 mẫu nem chua. 

3.4. Giải trình t ự DNA vùng biến đổi V3 16S rDNA của 53 băng và xác định loài  

Để có thể nắm rõ hơn thành phần loài vi khuẩn trong 10 mẫu nem chua, 53 băng được 
cắt từ gel DGGE vùng biến đổi V3 16S rDNA (ở Hình 4a. b. c). 53 băng này được tinh sạch và 
khuếch đại như miêu tả trong phần 2.2.3 chỉ khác là lúc này sẽ sử dụng mồi 375f không có kẹp 
GC (GC clamp) (5′ -GCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGG -3′). Sản 
phẩm PCR vùng biến đổi V3 16S rDNA được tinh sạch và giải trình tự để xác định loài. Trình tự 
vùng biến đổi V3 16S rDNA này được so sánh với ngân hàng trình tự nucleotide quốc tế 
(EMBL) bằng chương trình BLAST để xác định các loài có mối liên quan gần nhất. Kết quả 
trình bày ở Bảng 1. 

Phân tích vùng biến đổi V3 16S rDNA bởi DGGE cho thấy quẩn thể vi khuẩn sinh 
trưởng trong các mẫu nem chua chủ yếu là vi khuẩn lactic với 48  trong số 53 băng (chiếm tới 
90,6 %), bao gồm các chi Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Vagococcus, 
Enterococcus, Weissella. Trong các chi lactic thì Lactobacillus có số lượng lớn nhất với 31 băng 
trong số 48 băng (chiếm 64,6 %), chúng có vai trò thủy phân protein của thịt trong quá trình lên 
men quyết định tính chất cơ lí và chất lượng cảm quan của nem chua. Kết quả này cũng tương tự 
của Fadda và cộng sự [22] cho rằng một số loài Lactobacillus phân lập từ xúc xích lên men có 
khả năng sinh trưởng tốt trong môi trường thịt và thủy phân tốt protein. Ngoài ra, kết quả ở Bảng 
1 cũng cho thấy trong số các loài thuộc Lactobacillus thì loài Lb. plantarum chiếm tỷ lệ cao 
nhất. Lb. plantarum vừa có khả năng sinh axít mạnh, vừa có khả năng sinh enzyme thủy phân tốt 
protein [23]. Do đó loài Lb. plantarum thường được tuyển chọn để sản xuất giống khởi động cho 
thực phẩm lên men. Ngoài ra, trong chi   Lactobacillus còn có các loài Lb. brevis, Lb. pentosus, 
Lb. fermentum, chi Pediococcus có P. Pentosaceu và  P. acidilactici và loài Lactococcus lactis 
cũng thường được sử dụng làm giống khởi động cho các sản phẩm thịt lên men [24]. Các loài 
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này không chỉ tạo ra axít lactic mà còn tạo ra chất kháng khuẩn sinh học bacteriocin giúp cho 
các sản phẩm thịt lên men kéo dài thời gian sử dụng. Đã có những công bố phát hiện bacteriocin 
(pediocin) được tổng hợp từ loài P. acidilactici làm giảm số lượng của Listeria monocytogenes 
của thịt tươi [25].  

Ngoài ra, kết quả còn chỉ ra trong nem chua có loài Lb. helveticus, đây là loài tạo axít mạnh làm 
phomai chín, lần đầu tiên được tìm thấy từ  phomat của Thụy Sỹ [26] và loài Lb. mindensis có 
tác dụng đối với chất lượng của bột trong quá trình sản xuất bánh mỳ [27]. Chi Macrococcus, 
tiêu biểu là loài Macrococcus caseolyticus cũng được phát hiện trong nem chua Hà Nội và 
Thanh Hóa. Chi này có mối quan hệ gần nhất với chi Staphylococcus, nhưng các loài thuộc chi 
Macrococccus không gây  bệnh cho người và động vật và chúng thường được phân lập trên da 
của động vật hoặc từ thực phẩm như sữa và thịt [3].Cuối cùng là sự hiện diện của chi 
Psychrobacter trong nem chua. Chi này trước đây chỉ thường được tìm thấy trong nguồn thực 
phẩm khác nhau như gia cầm, cá và các sản phẩm thịt [28]. 

Bảng 1. Xác định loài của  53 băng trong 10 mẫu nem chua. 

Băng Loài có mối quan hệ gần nhất  % ID Accession no. 

Band 4 Lb. plantarum  97 GU292429.1 

Band 11 Lb. plantarum  99 GU292429.1 

Band 31 Lb. plantarum  98 GU292429.1 

Band 41 Lb. plantarum  98 GU292429.1 

Band 2 Lb. plantarum  98 GU292429.1 

Band 23 Lb. plantarum  97 GU138591.1 

Band 53 Lb. plantarum  93 GU292429.1 

Band 1 Lb. plantarum  92 GU292429.1 

Band 38 Lb. mindensis   98 GU138543.1 

Band 9 Lb. mindensis   98 GU138543.1 

Band 21 Lb. mindensis   98 GU138543.1 

Band 28 Lb. mindensis   98 GU138543.1 

Band 60 Lb. mindensis   98 GU138543.1 

Band 15 Lb. mindensis   98 GU138543.1 

Band 14 Lb. helveticus   100 GU138588.1 

Band 16 Lb. helveticus   97 GU138588.1 

Band 17 Lb. helveticus   100 GU138581.1 

Band 18 Lb. helveticus   100 GU138578.1 

Band 36 Lb. helveticus   100 GU138588.1 

Band 33 Lb. helveticus   99 GU138588.1 

Band 27 Lb. helveticus   100 GU138581.1 

Band 34 Lb. fermentum  98 GU213430.1 

Band 42 Lb. fermentum  98 GU213430.1 

Band 6 Lb.brevis  100 GU295951.1 
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Band 47 Lb.brevis  97 GU295951.1 

Band 45 Lb. acidipiscis   98 AB326356.1 

Band 61 Lb. acidipiscis   96 AB326356.1 

Band 20 Lb. crispatus  94 FJ557001.1 

Band 37 Lb. acidophilus  94 FJ557000.1 

Band 39 Lb.pentosus  99 GU253891.1 

Band 59 Lb.salivarius  98 AB425937.1 

Band 25 Lc. lactic  98 FJ851688.1 

Band 10 Lc. lactis  98 FJ851688.1 

Band 56 Lc. lactis  99 FJ851688.1 

Band 51 Lc. lactis  97 CP001834.1 

Band 57 Lc. lactis  97 FJ429979.1 

Band 40 Lc. garvieae   98 GQ850376.1 

Band 3 Lc. garvieae   99 GQ850376.1 

Band 55 Lc. garvieae   94 GQ850376.1 

Band 43 P.pentosaceus   100 AB481102.1 

Band 8 P.pentosaceus   100 AB481102.1 

Band 52 P.acidilactici  98 GU222445.1 

Band 5 Leuc. citreum   99 GU138585.1 

Band 24 Leuc. fallax   97 EU439432.1 

Band 35 Leuc. fallax   97 EU439432.1 

Band 49 Vagococcus fluvialis  99 GQ337040.1 

Band 50 E. termitis   98 AM039968.1 

Band 54 W. cibaria   98 FJ429988.1 

Band 7 Macrococcus caseolyticus  100 GU197537.1 

Band 48 Macrococcus caseolyticus  96 GU197537.1 

Band 58 Macrococcus caseolyticus  98 GU197537.1 

Band 19 Macrococcus caseolyticus  97 GU197537.1 

Band 46 Psychrobacter faecalis  100 FJ542330.1 

4. KẾT LUẬN 

Bằng kỹ thuật PCR- DGGE  đã xác định được hệ vi khuẩn trong nem chua Hà Nội và 
Thanh Hóa bao gồm 9 chi, trong đó có 7 chi thuộc vi khuẩn lactic là Lactobacillus, Lactococcus, 
Pediococcus, Leuconostoc, Vagococcus, Enterococcus, Weissle. Đây là những nhóm phổ biến và 
quan trọng  đặc biệt là Lactobacillus  đóng vai trò chủ yếu trong quá trình phân hủy protein, 
lipid của thịt, sinh axít và tổng hợp bacteriocin ... Để hình thành các hợp chất tạo hương vị đặc 
trưng cho nem chua và góp phần kéo dài thời gian sử dụng. Hai chi Macrococcus và 
Psychrobacter cũng phát hiện có trong hai loại sản phẩm nem chua của Hà Nội và Thanh Hóa.  
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ABSTRACT 

STUDYING ON BACTERIAL COMMUNITY IN FERMENTED FOODS BY USING 
POLYMERASE CHAIN REACTION DENATURING GRADIENT GEL 

ELECTROPHORESIS (PCR - DGGE)  

Nguyen Thi Lam Doan1*, Van Hoorde Koenraad3, Cnockaert Margo3, Le Thanh Binh2, 
Vandamme Peter3 

1Faculty of Food Science and Technology, VNUA, Trauquy - Gialam, Hanoi, Vietnam 
2Institute of Biotechnology, VAST, 18 Hoang Quoc Viet, Hanoi, Vietnam 

3Department of Biochemistry and Microbiology, Gent University, K.L. Ledeganckstraat 35,                  
B-9000 Gent, Belgium 

*Email:  nlddoan@yahoo.com 

Polymerase chain reaction denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE) 
fingerprinting was recently introduced into food microbiology. PCR – DGGE were used to 
investigate bacterial communities developed in Hanoi and Thanhhoa nem chua. Total microbial 
DNAs were extracted directly from 10 nem chua samples. PCR of V3 16S rDNAs were 
subjected to DGGE analysis. The results have showed that 10 nem chua samples have different 
bands involved to microbial species in nem chua. 53 bands were collected. Then, these bands 
were cut, purified, sequenced and compared to known sequence database in EMBL bank. The 
results indicated that there are mostly belong to lactic acid bacteria  such as genus Lactobacillus, 
Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Vagococcus, Enterococcus, Weissella, remains only 
two as Macrococcus and Psychrobacter found in  Hanoi and Thanhhoa nem chua. The results 
also indicated Lactobacillus are mainly member in nem chua  and  they play especially 
important role in producing specfic aroma, bacteriocin to improve the quality and preservation  
of nem chua as well. 

Keywords: PCR-DGGE, 16S rDNA, V3. 


