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TÓM TẮT


Kết quả áp dụng thử nghiệm quy trình xác định vi khuẩn VTEC với 100 mẫu thịt tươi tại chợ và 15 mẫu tại lò mổ cho tỷ lệ dương tính với vi khuẩn VTEC lần lượt là 32% và 6.7%. Tuy nhiên, các kết quả của phản ứng huyết thanh học cho thấy: không một chủng nào trong số các chủng VTEC phân lập được thuộc nhóm O157: H7.
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SUMMARY


Application of a established protocol for detection of VTEC bacteria in 100 fresh meat samples from markets and 15 swab-carcase samples from slaughterhouses, the prevalence of VTEC positive samples are 32% and 6.7%, respectively. However,  results of serological tests showed that no obtained isolates belongs to group O157: H7.
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1. Đặt vấn đề:


Verotoxigenic E. coli (VTEC) là khái niệm dùng để chỉ nhóm các vi khuẩn E. coli có khả năng sản sinh ra độc tố Verotoxin hoặc Shiga-like toxin. Nhìn chung, khả năng tiết ra độc tố Verotoxin là một trong các yếu tố độc lực quan trọng của VTEC. VTEC có khả năng sản sinh ra 2 loại độc tố Verotoxin chính là VT1 và VT2. Ngoài ra, một yếu tố độc lực khác cũng đóng vai trò quan trọng, đó là yếu tố intimin – một loại protein màng ngoài (OMP) giúp vi khuẩn bám dính và xâm nhập vào các tế bào biểu mô (A/E) (Hanna, 1997) .
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Ở rất nhiều quốc gia, VTEC là tác nhân gây bệnh tiêu chảy rất hay gặp ở người (Wachsmuth, 1994). Ví dụ, ở Đức, VTEC được phân lập từ trẻ em bị tiêu chảy là nguyên nhân vi khuẩn thường gặp đứng thứ 2, sau Salmonella (Huppertz và cs, 1996) và ở Áo, VTEC là nguyên nhân thường gặp thứ 3, sau Salmonella và Campylobacter (Allerberger và cs, 1996), trong đó E. coli O157: H7 là nhóm đại diện điển hình nhất. Ở động vật, VTEC là nguyên nhân gây ra chứng viêm ruột xuất huyết và tiêu chảy ở bò, gây phù đầu ở lợn (Lingood and Thompson, 1987; Schoonderwoerd và cs, 1988). 

Việc xác định chính xác vi khuẩn thuộc nhóm này là rất cần thiết nhằm hạn chế khả năng gây bệnh của chúng thông qua thức ăn có nguồn gốc động vật. Hiểu biết về các đặc tính của vi khuẩn Verotoxigenic E.coli (VTEC) ở các loài động vật nuôi (bò, lợn…) làm thực phẩm cho con người hoặc trong các loại thực phẩm cho con người có ý nghĩa quan trọng  trong việc đưa ra các hệ thống cảnh báo sớm và tiến hành các biện pháp phòng chống bệnh thích hợp. Nhiều công trình nghiên cứu đã được thực hiện và công bố ở hầu khắp các quốc gia trên thế giới. Tuy nhiên, một công trình tương tự ở Việt Nam vẫn chưa được tiến hành. 


Năm 2010, trong phạm vi nghiên cứu của đề tài cấp cơ sở tại Viện Thú y, một quy trình xác định thịt tươi bị nhiễm vi khuẩn VTEC (có sử dụng phương pháp PCR) đã được xây dựng nên. 


Trong khuôn khổ của nghiên cứu này, chúng tôi đã tiến hành áp dụng thử nghiệm quy trình trên để xác định vi khuẩn VTEC trong các mẫu thịt tươi.

------------------------------------------------------------------------------------
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II. Nguyên liệu và phương pháp

2.1. Nguyên liệu

- Mẫu thịt các loại (bò, lợn, gà) được mua ngẫu nhiên tại các chợ và lò mổ trên địa bàn Hà Nội

- Các môi trường thông thường và đặc hiệu dùng để nuôi cấy và giám định vi khuẩn VTEC 

- Các hóa chất, sinh phẩm cho phản ứng PCR

- Các chủng vi khuẩn đối chứng dương và âm cho phản ứng PCR

- Các kháng huyết thanh đa giá và đơn giá dùng để xác định kháng nguyên O của vi khuẩn E. coli

2.2. Phương pháp

- Mẫu thịt tươi (khoảng 100g) bày bán tại các chợ trên địa bàn Hà Nội được lấy theo phương pháp ngẫu nhiên vào các buổi sáng (7 giờ). 

- Mẫu lau thân thịt của lợn tại lò mổ được lấy theo phương pháp dùng gạc vô trùng lau 4 vị trí (cổ, lưng, bụng và mông) 

- Quy trình xác định vi khuẩn VTEC trong mẫu thịt tươi đã được thiết lập tại Bộ môn Vi trùng, Viện Thú y (Đề tài cấp cơ sở năm 2010)

- Phương pháp xác định serotyp kháng nguyên O của vi khuẩn E. coli bằng ngưng kết nhanh trên phiến kính với 9 nhóm huyết thanh đa giá (gồm 50 loại huyết thanh O đơn giá) như đã được mô tả bởi Sojka và cs (1965).

III. Kết quả và thảo luận 

3.1. Xác định vi khuẩn VTEC có  trong các mẫu thịt thu thập từ các chợ và lò mổ

Quy trình trên đã được áp dụng để xác định sự có mặt của VTEC có trong các mẫu thịt và lò mổ tại khu vực quanh Hà Nội. Kết quả được trình bày ở bảng 1.

Bảng 1: Tỷ lệ phân lập vi khuẩn VTEC từ các mẫu thịt

	Loại thịt
	Nguồn gốc

	
	Chợ 
	Lò mổ

	
	Số mẫu dương tính
	Tỷ lệ %
	Số mẫu dương tính
	Tỷ lệ %

	Thịt lợn (n=50)
	14/35
	40.0
	1/15
	6.7

	Thịt bò (n=35)
	8/35
	22.9
	0
	0

	Thịt gà (n=30)
	10/30
	33.3
	0
	0

	Tổng số
	32/100
	32.0
	1/15
	6.7


Tổng cộng đã phân lập được 32 chủng VTEC từ 100 mẫu thịt lấy tại các chợ (chiếm tỷ lệ 32%) và 15 mẫu lau thân thịt lấy từ các lò mổ (chiếm tỷ lệ 6.7%). Các chủng này đã được xác định là VTEC do: i) Có mang các tính chất sinh hóa đặc trưng của vi khuẩn E. coli; ii) Có mang ít nhất 1 trong số 3 loại gen (VT1, VT2 và eae) bằng phản ứng PCR.
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Ghi chú: Hàng trên: M: 100 bp marker. Giếng 1: FD635 (VT1/VT2/eae). Giếng 2: FD523 (VT1/VT2). Giếng 3, 4, 6, 8, 9, 10, 11: Chủng phân lập (âm tính). Giếng 5, 7, 12, 13, 14 và 15: Chủng phân lập (VT1). Hàng dưới: M: 100 bp marker. Giếng 1, 4, 6: Chủng phân lập (VT1/VT2). Giếng 2, 10, 11, 12: Chủng phân lập (âm tính).  Giếng 3, 5, 7, 8, 9, 13 và 15: Chủng phân lập (VT1). 

Trong các mẫu thịt lấy từ chợ: Tỷ lệ phân lập được VTEC từ thịt lợn chiếm tỷ lệ cao hơn hẳn (40%) so với từ thịt gà (33.3%) và thịt bò (22.9%). Sự chênh lệch này chỉ có ý nghĩa thống kê rõ rệt (P<0.05) giữa thịt lợn và thịt bò. Hay nói cách khác, tỷ lệ thịt lợn bị nhiễm với VTEC là cao hơn hẳn so với thịt bò.

Trong số 15 mẫu thu thập từ lò mổ: Chỉ có 1 mẫu dương tính, chiếm tỷ lệ 6.7%.


Đến nay, vẫn chưa có một công trình nghiên cứu nào công bố về tỷ lệ nhiễm VTEC trên thịt tại Việt Nam, ngoài một nghiên cứu của Vu-Khac H và cs (2008) trên 568 mẫu phân trâu, bò và dê khỏe nuôi tại các trại thuộc các tỉnh miền Trung Việt Nam đã xác định được tỷ lệ nhiễm VTEC ở trâu là 27%, bò là 23% và dê là 38.5%. Tuy nhiên, các tỷ lệ trong nghiên cứu này hoàn toàn chưa mang ‎ý nghĩa khảo sát do dung lượng  mẫu điều tra chưa nhiều, mà chỉ mang tính chất bước đầu áp dụng thử nghiệm phương pháp PCR dùng để xác định nhanh vi khuẩn VTEC với các  mẫu thịt tươi. 

3.2. Kết quả xác định serotyp của các chủng vi khuẩn VTEC phân lập được


Kết quả xác định serotyp của các chủng vi khuẩn phân lập được với 9 nhóm huyết thanh O đa giá (gồm 50 loại huyết thanh O đơn giá) được trình bày ở bảng 2. 


Bảng.2: Kết quả xác định serotyp của các chủng VTEC phân lập được

	Nguồn gốc chủng STEC
	Kết quả 

	
	Serotyp
	Số chủng dương tính
	Tỷ lệ (%)

	Chợ
	Thịt lợn (n=14)
	O1
	2
	14.3

	
	
	O8
	2
	14.3

	
	
	O18
	1
	7.1

	
	
	O103
	1
	7.1

	
	
	O143
	2
	14.3

	
	
	O148
	1
	7.1

	
	
	O159
	1
	7.1

	
	
	O166
	2
	14.3

	
	
	KXĐ
	2
	14.3

	
	Thịt bò (n=8)
	O8
	6
	75.0

	
	
	O125
	2
	25.0

	
	Thịt gà (n=10)
	O1
	2
	20.0

	
	
	O15
	2
	20.0

	
	
	O28ae
	1
	10.0

	
	
	O152
	2
	20.0

	
	
	O158
	1
	10.0

	
	
	O169
	2
	20.0

	Lò mổ
	Thịt lợn (n=1)
	O103
	1
	100.0


Ghi chú: 
KXĐ: Không xác định với 9 nhóm huyết thanh đa giá


Kết quả xác định serotyp kháng nguyên O của 33 chủng VTEC phân lập được cho thấy các chủng VTEC thuộc về 14 loại kháng nguyên O khác nhau, nhưng không có chủng nào được xác định là thuộc nhóm O157, O111 hay O26 - là 3 trong số các serotyp đã được xác định là thường gây ra các vụ ngộ độc và một số các chứng bệnh khác trên người như viêm ruột xuất huyết (HC – Haemorrhagic colitis), huyết niệu (HUS – Haemolytic ureamic syndrome) và ban xuất huyết giảm tiểu cầu (TTP – Thrombotic thrombocytopenic purpura) do ăn phải thực phẩm bị ô nhiễm. 


Các kết quả nuôi cấy và giám định đặc tính sinh hóa của 32 chủng vi khuẩn VTEC, đặc biệt là trên môi trường CT-SMAC cũng đã một lần nữa khẳng định các kết quả này là hoàn toàn phù hợp.


Tuy nhiên, điều đáng lưu ‎ý ở đây là 2 loại serotyp O8 và O103 đều đã được phát hiện thấy ở một tỷ lệ nhất định trong số các chủng có nguồn gốc từ thịt lợn và thịt bò. Chúng thuộc trong số 8 loại serotyp các serotyp thường gây tiêu chảy xuất huyết ở bò và có khả năng lây sang người, đó là các serotype O5, 8, 20, 26, 103, 111, 118, 145 và có mang một hoặc cả hai loại độc tố VT1, VT2 (Source: http://www.ecl-lab.ca).


Vu-Khac H và cs (2008) cũng đã cho thấy: chỉ có 9/173 chủng VTEC (chiếm 5%) từ phân của loài nhai lại (trâu, bò, dê) nuôi tại các tỉnh miền Trung Việt Nam thuộc về 5 serotyp là O26, O91, O121, O145 và O157.

IV. Kết luận:


Từ các kết quả nghiên cứu trên, có thể rút ra một số kết luận sau:

- Có thể sử dụng quy trình xác định thịt tươi bị nhiễm vi khuẩn VTEC đã được xây dựng để xác định thịt tươi có bị nhiễm vi khuẩn VTEC hay không

- Kết quả áp dụng thử nghiệm quy trình với 100 mẫu thịt tại chợ và 15 mẫu tại lò mổ cho tỷ lệ dương tính với vi khuẩn VTEC lần lượt là 32% và 6.7%. Tuy nhiên, không một chủng nào trong số các chủng VTEC phân lập được thuộc nhóm O157: H7.
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