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TÓM TẮT 

 Chúng tôi áp dụng phương pháp phân tách hút bám miễn dịch để kiểm tra tỷ lệ nhiễm vi 

khuẩn E. coli O157:H7 trên 800 mẫu phân trâu, bò khỏe mạnh thu thập tại 3 tỉnh Phú Yên, Khánh 

Hòa và Ninh Thuận. Kết quả cho thấy, tỷ lệ nhiễm E. coli O157:H7 của trâu, bò ở 3 tỉnh này lần 

lượt là 2,2%; 3,5% và 4,5%. Tất cả các chủng E. coli O157:H7 phân lập  đều mang các đặc tính 

sinh vật, hóa học như các tài liệu đã mô tả. Khi kiểm tra khả năng mẫn cảm của các chủng vi 

khuẩn E. coli O157:H7 phân lập được với 22 loại kháng sinh khác nhau chúng tôi nhận thấy, vi 

khuẩn E. coli O157:H7 mẫn cảm nhất nhất với Amikacin, Cefotacime, Cefepime, Cefoperazone, 

Gentamicin và Polymycin B (với 100% số chủng E. coli mẫn cảm); mẫn cảm thấp nhất với 

Clindamycin, Erythromycin và Oxacillin (với tỷ lệ kháng thuốc 100%). Tại Việt Nam, đây là 

nghiên cứu đầu tiên áp dụng kỹ thuật phân lập vi khuẩn E. coli O157:H7 đặc hiệu (phương pháp 

phân tách hút bám miễn dịch – IMS).  

Từ khóa: Trâu, bò, E. coli O157:H7, Tỷ lệ nhiễm, Kháng kháng sinh 
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Summary 

We have used the technique immune magnetic separation (IMS) to examine the prevalence 

of E. coli O157:H7 infection in 800 samples from apparently healthy cattle kept in 3 provinces of 

Phu Yen, Khanh Hoa and Ninh Thuan. The results indicated that the E. coli O175:H7 infection in 

the three provinces were 2,2%; 3,5% and 4,5%, respectively. All the E. coli O157:H7 isolates 

owned properties as having been described elsewhere. Examination the antibiotic resistance to 22 

different drugs, the E. coli O157:H7 were found susceptible to Amikacin, Cefotacime, Cefepime, 

Cefoperazone, Gentamicin and Polymycin B (100% of the isolates) and resistant to Clindamycin, 

Erythromycin and Oxacillin (100% of the isolates). In Vietnam, this is the first study using the 

IMS to isolate the bacterium O157:H7.  
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Vi khuẩn E. coli O157:H7 là một trong trong những tác nhân chính gây ra các vụ ngộ độc 

thực phẩm ở người. Theo thống kê của Bộ Nông nghiệp Mỹ (USDA - U.S. Department of 

Agriculture), số vụ ngộ độc thực phẩm do vi khuẩn này gây ra đứng thứ 3 sau các nguyên nhân 

do Campylobacter và Samonella (Griffin, 1995). Vi khuẩn E. coli O157:H7 thường gây một số 

hội chứng nguy hiểm ở người như viêm kết tràng xuất huyết (hemorrhagic colitis), urê huyết 

(hemolytic uremic syndrome). Bệnh do E. coli O157:H7 xảy ra ở mọi lứa tuổi, đối với trẻ sơ sinh 

thường có biểu hiện viêm thận cấp và thiếu máu do xuất huyết và có tỷ lệ chết từ 5 – 10%. Đối  
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với người già có biểu hiện triệu chứng huyết khối (thrombotic thrombocytopenic purpura), tỷ lệ 

chết có thể lên đến 50% (Su và Brandt, 1995).  

Bò được xem là vật mang vi khuẩn E. coli O157:H7 gây bệnh cho người với tỷ lệ mang  

E. coli O157:H7 trong đàn khoảng 1,3 – 9,5%. Các nghiên cứu gần đây cho thấy, một số loại vật 

nuôi khác như trâu, dê và cừu cũng là vật mang khuẩn và thường thải E. coli O157:H7 ra ngoài 

môi trường (Seker và cộng sự, 2010). Người có thể bị nhiễm vi khuẩn E. coli O157:H7 thông qua 

nhiều con đường khác nhau như sử dụng thực phẩm, rau xanh, nước uống bị nhiễm vi khuẩn; tiếp 

xúc trực tiếp với động vật mang vi khuẩn, làm việc trong môi trường có vi khuẩn,... Tại Việt 

Nam, do đặc điểm chăn nuôi chủ yếu theo hình thức chăn nuôi hộ gia đình và người dân hàng 

ngày tiếp xúc trực tiếp với vật nuôi nên nguy cơ bị lây nhiễm E. coli O157:H7 từ vật nuôi là rất 

cao. 

Vi khuẩn E. coli O157:H7 đã được nghiên cứu rất kỹ ở các nước tiên tiến, tuy nhiên ở Việt 

Nam chưa có những nghiên cứu toàn diện về vi khuẩn này. Vì vậy, chúng tôi đã áp dụng phương 

pháp phân tách hút bám miễn dịch đặc hiệu và phản ứng Multiplex PCR để phân lập và giám 

định E. coli O157:H7, từ đó xác định tỷ lệ nhiễm và đánh giá được nguy cơ lây nhiễm từ vật nuôi 

mang khuẩn sang người. 

 

II. NỘI DUNG, NGUYÊN LIỆU VÀ PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Nội dung nghiên cứu 

- Phân lập vi khuẩn E. coli O157:H7 từ mẫu phân trâu, bò khỏe mạnh tại một số tỉnh Nam 

Trung Bộ. Xác định tỷ lệ nhiễm vi khuẩn E. coli O157:H7 trên trâu, bò khỏe mạnh. 

- Xác định một số đặc điểm sinh vật, hoá học của các chủng E. coli O157:H7 đã phân lập . 

- Xác định khả năng kháng kháng sinh của một số chủng vi khuẩn E. coli O157:H7 đã phân 

lập . 

2.2. Nguyên liệu 

- Các mẫu phân trâu, bò khỏe mạnh thu thập từ 3 tỉnh Phú Yên, Khánh Hòa và Ninh Thuận. 

- Các loại môi trường, hóa chất dùng để phân lập vi khuẩn E. coli O157:H7. 

- Các loại hóa chất, sinh phẩm dùng cho phản ứng PCR; chủng đối chứng dương E29 

(O157:H7
+
) do Bộ môn nghiên cứu vi trùng, Phân viện thú y miền Trung cung cấp. 

- Các đĩa giấy tẩm kháng sinh do công ty Nam Khoa – Thành phố Hồ Chí Minh cung cấp. 

2.3. Phƣơng pháp nghiên cứu 

 Vi khuẩn E. coli O157:H7 được phân lập theo phương pháp phân tách hút bám miễn dịch 

đặc hiệu (Immunomagenic cell Separation – IMS).  

Quy trình phân lập vi khuẩn E. coli O157:H7 như sau: 

1. Chuẩn bị mẫu phân: Cho 2,5 gam phân vào 25 ml môi trường Trypton soy broth, trộn 

đều bằng vortex rồi ủ ấm ở 42
o
C trong tủ ấm lắc với vận tốc 120 vòng/phút trong 6 giờ. 

2. Chuẩn bị dung dịch hút bám miễn dịch và thực hiện phản ứng hút bám miễn dịch 

-. Trộn đều hỗn dịch hạt từ bọc kháng thể O157 bằng vortex, sau đó cho 20µl hỗn dịch hạt 

từ bọc kháng thể vào các ống eppendorf 1,5 ml (chuẩn bị mỗi mẫu phân một ống eppendorf chứa 

hỗn dịch hạt từ bọc kháng thể O157). 

-. Cho 1ml hỗn dịch mẫu phân (đã chuẩn bị ở trên) vào ống eppendorf chứa 20µl hỗn dịch 

hạt từ bọc kháng thể O157 và đậy nắp ống eppendorf, thay đầu típ cho mỗi mẫu. 

-. Trộn đều hỗn dịch (hạt từ bọc kháng thể O157 + hỗn dịch mẫu phân) nhiều lần sau đó đặt 

vào giá có tính chất từ. Để giá có tính chất từ (chứa mẫu) ở nhiệt độ phòng trong vòng 10 phút 

(thỉnh thoảng lắc đều tránh tình trạng các hạt từ tồn đọng tại một chỗ). 

-. Chèn các giá có tính chất từ vào các khay từ để tập trung các hạt từ bọc kháng thể O157 

dồn xuống đáy ống eppendorf. Để cố định ở nhiệt độ phòng trong vòng 5 phút. 

-. Dùng pipet hút bỏ phần nước nổi và vật chất khô phía trên. 

-. Lấy các giá từ ra khỏi khay từ. 
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-. Cho 1ml dung dịch rửa (PBS tween 20) vào các ống eppendorf trên (chứa các hỗn dịch 

hạt từ bọc kháng thể O157 + vi khuẩn). 

- Lặp lại các bước 2.4 đến 2.7. 

- Lặp lại các bước 2.4 đến 2.6. 

-10. Hoàn nguyên phần cặn bằng 100µl dung dịch rửa, làm tan cặn bằng vortex.  

- Ria cấy toàn bộ hỗn dịch trên môi trường CT – SMAC Agar, ủ ở 37
o
C trong 18 – 24 giờ. 

Chọn 2 – 3 khuẩn lạc nghi E. coli và không lên men đường sorbitol. 

- Giám định lại vi khuẩn E. coli O157:H7 bằng phản ứng Multiplex PCR kiểm tra gen sinh 

tổng hợp kháng nguyên O (rfbE) và kháng nguyên flagellar H (fliC) theo Osek (2003). 

Bảng 1. Các cặp mồi sử dụng trong phản ứng Multiplex PCR 

Mồi Trình tự mồi (5’ - 3’) 
Gen 

kiểm tra 

Kích thước sản 

phẩm (bp) 

Tác giả 

nghiên cứu 

PE8-F 

PE8-R 

CGTGATGATGTTGAGTTG 

AGATTGGTTGGCATTACTG 
rfbE 420 Osek, (2003) 

1806-F 

1806-R 

GCTGCAACGGTATGTGAT 

GGCAGCAAGCGGGTTGGT 
fliC 948 Osek, (2003) 

- Giám định một số đặc tính sinh vật hóa học của các chủng vi khuẩn phân lập được theo 

Quinn và cộng sự (1994). 

- Xác định khả năng kháng kháng sinh theo phương pháp thử nghiệm kháng sinh đồ của 

Kirby – Bauer (1966). 

 

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Tỷ lệ nhiễm vi khuẩn E. coli O157:H7 ở trâu, bò khỏe mạnh tại một số tỉnh Nam 

Trung Bộ 

Chúng tôi đã thu thập 800 mẫu phân trâu, bò khoẻ mạnh tại 3 tỉnh Phú Yên, Khánh Hoà 

và Ninh Thuận. Mẫu được bảo quản lạnh và vận chuyển nhanh về phòng thí nghiệm để tiến hành 

phân lập vi khuẩn E. coli O157:H7 theo phương pháp phân tách hút bám miễn dịch đặc hiệu. Sau 

khi chọn được 455 chủng vi khuẩn nghi E. coli và không lên men đường sorbitol, chúng tôi tiến 

hành xác định gen sinh tổng hợp kháng nguyên O157 (rfbE) và kháng nguyên flagellar H7 (fliC) 

của các chủng vi khuẩn này bằng phản ứng Multiplex PCR theo phương pháp của Osek (2003) đã 

mô tả. Kết quả phân lập và giám định vi khuẩn E. coli O157:H7 thể hiện qua tỷ lệ nhiễm E. coli 

O157:H7 trên trâu, bò khỏe mạnh ở 3 tỉnh được trình bày ở bảng 2. 

Bảng 2. Tỷ lệ nhiễm vi khuẩn E. coli O157:H7 ở trâu, bò khỏe mạnh 

Địa điểm Số mẫu phân lập Số mẫu dương tính Tỷ lệ % 

Phú Yên 274 6 2,2 

Khánh Hoà 260 9 3,5 

Ninh Thuận 266 12 4,5 

Tổng 800 27 3,4 

Qua bảng 2 cho thấy, trong 800 mẫu phân trâu, bò khoẻ mạnh được thu thập từ Phú Yên, 

Khánh Hòa và Ninh Thuận có 27 mẫu dương tính với vi khuẩn E. coli O157:H7 (chiếm tỷ lệ 

3,4%). Kết quả của chúng tôi phù hợp với một số nghiên cứu trước đây ở Đan Mạch, Achentina 

và ở Mỹ với tỷ lệ nhiễm E. coli O157:H7 lần lượt là 3,7%; 4,1% và 4,9% (Nielsen và cs, 2002; 

Masana và cộng sự, 2010; Byrne và cs, 2003). Tuy nhiên, kết quả này cao hơn kết quả trước đây 



 29 

của chúng tôi khi nghiên cứu 568 chủng E. coli phân lập từ trâu, bò, dê khỏe mạnh thì chỉ có 3 

chủng phân lập từ dê mang kháng nguyên O157 (Vu-Khac và Nancy, 2008). Sự khác nhau này 

theo chúng tôi là do trong thí nghiệm này chúng tôi sử dụng phương pháp phân tách hút bám 

miễn dịch đặc hiệu. Do đó, xác suất phân lập được vi khuẩn E. coli O157:H7 cao hơn so với 

phương pháp phân lập thường quy. 

 Khi so sánh kết quả nghiên cứu của chúng tôi với những kết quả đã công bố trước đây của 

một số tác giả khác, chúng tôi nhận thấy kết quả này thấp hơn nghiên cứu của Eriksson và cộng 

sự (2005) tại Thụy Điển. Tác giả này đã xác định được 8,9% số bò kiểm tra bị nhiễm vi khuẩn  

E. coli O157:H7. Khi kiểm tra 100 bò sữa tại khu vực ven Hà Nội, Nakasone và cs (2005) đã 

phân lập  E. coli O157:H7 với tỷ lệ 8/100 bò sữa. Sở dĩ có sự sai khác này, theo chúng tôi có thể 

là do sự khác nhau về số lượng mẫu nghiên cứu, phương thức chăn nuôi của từng vùng cũng như 

điều kiện vệ sinh,... Tại Việt Nam, chăn nuôi trâu bò chủ yếu theo hình thức chăn nuôi hộ gia 

đình. Vì vậy, số lượng trâu, bò trong một hộ chăn nuôi rất hạn chế cho nên chúng tôi không so 

sánh tỷ lệ nhiễm giữa các hộ gia đình với tỷ lệ nhiễm ở các trang trại lớn ở nước ngoài.  

Khi xét tỷ lệ nhiễm ở từng địa phương khác nhau chúng tôi nhận thấy, tỷ lệ nhiễm E. coli 

O157:H7 trên trâu bò khỏe mạnh ở Phú Yên, Khánh Hòa và Ninh Thuận lần lượt là 2,2%; 3,5%; 

và 4,5%. Tuy nhiên, sự sai khác về tỷ lệ nhiễm vi khuẩn E. coli O157:H7 ở 3 tỉnh này là không 

có ý nghĩa về mặt thống kê (ở độ tin cậy p = 0,95). Theo chúng tôi, sở dĩ có kết quả này có thể là 

do ở 3 tỉnh này nằm gần nhau về vị trí địa lý và đều thuộc khu vực Nam Trung Bộ nên có đặc 

điểm khí hậu cũng như phương thức chăn nuôi khá giống nhau. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 1. Kết quả điện di sản phẩm Multiplex - PCR xác định gen rfbE và fliC 
 Ghi chú:   giếng 1: marker, giếng 2: đối chứng dương,  

     giếng 3: đối chứng âm, giếng 4, 5, 6, 7: mẫu 

 

3.2. Kết quả kiểm tra một số đặc tính sinh vật, hóa học của vi khuẩn E. coli O157:H7 

Giám định vi khuẩn bằng cách kiểm tra các đặc tính sinh vật, hóa học là phương pháp 

nghiên cứu quan trọng trong suốt quá trình chúng tôi thực hiện đề tài. Dựa vào nguyên lý, mỗi 

loại vi khuẩn có một số đặc tính sinh hóa khác nhau như đặc tính chuyển hóa các loại đường, khả 

năng sinh các hợp chất trung gian,… Với 27 chủng vi khuẩn E. coli O157:H7 đã phân lập được, 

chúng tôi tiến hành giám định các đặc tính sinh hoá của vi khuẩn E. coli theo phương pháp của 

Quinn và cs (1994) với bộ môi trường 3 ống nghiệm (Kligler Iron Agar - KIA, Mannitol Motility, 

Urease Indol) và môi trường đường Sorbitol. Đồng thời các chủng vi khuẩn này được kiểm tra 

hình thái và tính chất bắt màu bằng phương pháp nhuộm Gram, soi dưới kính hiển vi với độ 

1      2      3      4     5      6      7 

 

948 bp 

 

420 bp 

1500 bp 
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phóng đại 1000 lần.  Kết quả kiểm tra một số đặc tính sinh vật, hoá học của vi khuẩn E. coli 

O157:H7 được thể hiện ở bảng 3. 

Bảng  3. Kết quả kiểm tra một số đặc tính sinh vật, hoá học của vi khuẩn E. coli O157:H7 

STT Tính chất Số chủng kiểm tra Số chủng dương tính (+) Tỷ lệ % 

1 Gram (-) 27 27 100 

2 Lactose 27 27 100 

3 Glucose 27 27 100 

4 H2S 27 0 0 

5 Gas 27 27 100 

6 Motility 27 27 100 

7 Mannitol 27 27 100 

8 Urease 27 0 0 

9 Indol 27 27 100 

10 Sorbitol 27 0 0 

 Kết quả nghiên cứu cho thấy: 

 - Các chủng vi khuẩn phân lập  đều có dạng hình que nhỏ, hai đầu tròn, đứng riêng rẽ, đôi 

khi xếp thành chuỗi ngắn và bắt màu Gram âm (màu hồng). Kết quả này phù hợp với các tài liệu 

của một số tác giả đã mô tả về hình thái và tính chất bắt màu vi khuẩn E. coli (Nguyễn Như 

Thanh, 1997; Phạm Hồng Sơn, 2002). 

- Tất cả 27 chủng vi khuẩn phân lập  đều có khả năng lên men các loại đường glucose và 

mannitol với tỷ lệ 100%, không có chủng nào lên men đường sorbitol. 

- Trên môi trường KIA không có chủng nào có khả năng sinh H2S. Tất cả các chủng vi 

khuẩn trên đều có khả năng di động và lên men sinh hơi với tỷ lệ 100%. 

- Các phản ứng indol đều cho kết quả dương tính 100%, các phản ứng urease đều cho kết 

quả âm tính. 

Kết quả giám định đặc tính sinh hóa của chúng tôi phù hợp với kết quả giám định đặc tính 

sinh hóa của vi khuẩn E. coli mà các tác giả khác đã công bố (Quinn và cs, 1994; Nguyễn Như 

Thanh, 1997). Như vậy, 27 chủng vi khuẩn chúng tôi phân lập  từ mẫu phân trâu, bò khỏe mạnh 

được xác định là vi khuẩn E. coli O157:H7.  

 

3.3. Kết quả kiểm tra khả năng kháng kháng sinh của vi khuẩn E. coli O157:H7 

Để đánh giá khả năng kháng kháng sinh của các chủng vi khuẩn E. coli O157:H7 đã phân 

lập được, chúng tôi chọn ra 10 chủng đại diện để tiến hành thử nghiệm kháng sinh đồ theo 

phương pháp của Kirby – Bauer (1966) với các đĩa giấy tẩm kháng sinh do công ty Nam Khoa 

cung cấp. Khả năng đề kháng với kháng sinh của các chủng vi khuẩn kiểm tra được đánh giá 

bằng đường kính vòng vô khuẩn theo bảng tiêu chuẩn của nhà sản xuất. Kết quả kiểm tra khả 

năng kháng kháng sinh của 10 chủng vi khuẩn E. coli O157:H7 được thể hiện ở bảng 4. 
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Bảng 4. Khả năng kháng kháng sinh của vi khuẩn E. coli O157:H7 

TT Loại kháng sinh 
Ký 

hiệu 

Số 

chủng 

kiểm 

tra 

Mẫn cảm 

cao 

Mẫn cảm 

trung bình 

Kháng 

 

(+) % (+) % (+) % 

1 Ampicilin Am 10 6 60 1 10 3 30 

2 Amikacin Ak 10 10 100 0 0 0 0 

3 Amoxillin/clavulanic acid Ac 10 8 80 0 0 2 20 

4 Cefotacime Ct 10 10 100 0 0 0 0 

5 Cephalexin   Cp 10 8 80 0 0 2 20 

6 Clindamycin cL 10 0 0 0 0 10 100 

7 Colistin Co 10 6 60 3 30 1 10 

8 Cefepime Cm 10 10 100 0 0 0 0 

9 Cefoperazone Cf 10 10 100 0 0 0 0 

10 Cloramphenicol Cl 10 5 50 1 10 4 40 

11 Erythromycin Er 10 0 0 0 0 10 100 

12 Gentamicin Ge 10 10 100 0 0 0 0 

13 Kanamycin Kn 10 7 70 0 0 3 30 

14 Neomycin Ne 10 3 30 6 60 1 10 

15 Nalidixic acid Ng 10 8 80 0 0 2 20 

16 Ofloxacin Of 10 9 90 0 0 1 10 

17 Oxacillin Ox 10 0 0 0 0 10 100 

18 Polymycin B Pb 10 10 100 0 0 0 0 

19 Streptomycin Sm 10 5 50 3 30 2 20 

20 Tetracyclin Te 10 7 70 0 0 3 30 

21 Tobramycin Tb 10 9 90 0 0 1 10 

22 Bactrim Bt 10 7 70 0 0 3 30 

Trong đó:  (+): số chủng dương tính, %: tỷ lệ phần trăm 

Việc phát hiện ra kháng sinh đã mở ra một kỷ nguyên mới trong việc điều trị các bệnh 

nhiễm trùng. Tuy nhiên, việc sử dụng kháng sinh lan tràn trong những thập kỷ vừa qua đã dẫn 

đến sự xuất hiện rất nhiều chủng vi khuẩn có khả năng đề kháng với kháng sinh và gây ra nhiều 

khó khăn cho công tác điều trị bệnh. 

Trong nghiên cứu này chúng tôi thấy rằng, hầu hết các loại thuốc kháng sinh được kiểm tra 

ở trên đều có khả năng ức chế sự phát triển của vi khuẩn E. coli O157:H7 trên môi trường 

Mueller Hinton ở mức độ khác nhau. Trong đó, mẫn cảm nhất là Amikacin, Cefotacime, 

Cefepime, Cefoperazone, Gentamicin và Polymycin B với 100% số chủng E. coli mẫn cảm cao; 

mẫn cảm thấp nhất là Clindamycin, Erythromycin và Oxacillin với tỷ lệ kháng thuốc 100%. 
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IV. KẾT LUẬN 

- Tỷ lệ nhiễm vi khuẩn E. coli O157:H7 của trâu, bò khỏe mạnh ở 3 tỉnh Nam Trung Bộ là 

3,4%. Trong đó, tỷ lệ nhiễm ở Phú Yên là 2,2%, Khánh Hoà là 3,5% và ở Ninh Thuận là 4,5%. 

Đây là nguồn lây nhiễm nguy hiểm cho người tiếp xúc trực tiếp và gián tiếp với vật nuôi mang vi 

khuẩn E. coli O157:H7. 

- Các chủng vi khuẩn E. coli O157:H7 phân lập  từ mẫu phân trâu, bò khỏe mạnh mang đầy 

đủ các đặc tính sinh vật hóa học như các tài liệu trước đây đã mô tả. 

- Vi khuẩn E. coli O157:H7 mẫn cảm nhất với Amikacin, Cefotacime, Cefepime, 

Cefoperazone, Gentamicin và Polymycin B (100% số chủng E. coli mẫn cảm cao); mẫn cảm thấp 

nhất với Clindamycin, Erythromycin và Oxacillin (tỷ lệ kháng thuốc 100%). 
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