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TÓM TẮT
Sự	đồng	nhiễm	của	duck	circovirus	(DuCV)	và	parvovirus	có	vai	trò	gây	bệnh	trong	hội	chứng	

rụt	mỏ	và	còi	cọc	(beak	atrophy	and	dwarfism	syndrome	–	BADS)	và	rụng	lông	(feather	shedding	
syndrome	–	FSS)	ở	vịt.	Nghiên	cứu	được	tiến	hành	nhằm	đánh	giá	tình	hình	đồng	nhiễm	cả	hai	loại	
virus	này	trên	đàn	vịt	và	bước	đầu	ứng	dụng	phương	pháp	duplex	polymerase	chain	reaction	(d-PCR)	
trong	chẩn	đoán.	Tổng	số	48	mẫu	gộp	phủ	tạng	được	thu	thập	từ	vịt	có	các	biểu	hiện	lâm	sàng	như	
còi	cọc,	chậm	lớn,	tiêu	chảy,	và	rụng	lông	nuôi	tại	một	số	trang	trại	thuộc	các	huyện	Phú	Xuyên,	Ứng	
Hòa,	Thường	Tín	và	Gia	Lâm	từ	tháng	4	đến	tháng	7	năm	2021.	Kết	quả	nghiên	cứu	cho	thấy,	tỷ	lệ	
mẫu	dương	tính	với	DuCV	theo	trang	trại	và	theo	cá	thể	lần	lượt	là	81,2%	và	54,17%;	với	parvovirus	
là	45,45%	và	27,08%;	và	với	hai	loại	virus	là	36,36%	và	18,75%.	Phương	pháp	d-PCR	lần	đầu	được	
ứng	dụng	để	chẩn	đoán	cùng	lúc	hai	loại	virus	trong	mẫu	bệnh	phẩm	với	độ	nhạy	và	độ	đặc	hiệu	là	
100%	so	với	phương	pháp	PCR	đơn.	Kết	quả	của	nghiên	cứu	này	góp	phần	bổ	sung	thông	tin	về	tình	
hình	nhiễm	DuCV	và/hoặc	parvovirus	ở	vịt,	làm	cơ	sở	cho	việc	xây	dựng	các	biện	pháp	chẩn	đoán	
và	phòng	chống	dịch	bệnh	trên	đàn	vịt.

Từ khóa:	Vịt,	circovirus,	đồng	nhiễm,	parvovirus,	Hà	Nội.

Co-infection of circovirus and parvovirus in ducks farmed in Ha Noi, 2021
Dong Van Hieu, Le Van Phan, Dong Thi Hong Nhung, Lai Thi Lan Huong,

Duong Van Nhiem, Vu Thi Thu Tra, Le Huynh Thanh Phuong, Tran Thi Huong Giang

SUMMARY
Co-infection of duck circovirus (DuCV) and parvovirus plays an important role in beak 

atrophy and dwarfism syndrome (BADS) and feather shedding syndrome (FSS), causing 
economic loss in duck production. This research was conducted to evaluate co-infection of 
the two viruses in the duck flocks and utilize a duplex polymerase chain reaction (d-PCR) 
method in diagnosis. A total of 48 viscera pool tissue samples were collected from clinically 
suspected duck flocks and diseased ducks farmed in Phu Xuyen, Ung Hoa, Thuong Tin, and 
Gia Lam districts of Ha Noi during April to July 2021. The studied results indicated that the 
positive rates for the DuCV genome according to individual sample and farm levels were 
81.82% and 54.17%, respectively; for the parvovirus genome were 45.45% and 27.08%, 
respectively; and for co-infection of the two viral genomes were 36.36% and 18.75%. d-PCR 
method was first optimized and utilized to detect both the DuCV and parvovirus genomes 
in the samples with a high sensitivity (100%) and specificity (100%), compared to single 
conventional PCR method. The finding of this study gains a better understanding of DuCV 
and/or parvovirus, leading to develop diagnostic methods and disease prevention strategies 
in duck farming.  

Keywords: Duck, circovirus, co-infection, parvovirus, Ha Noi City.
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Parvovirus	 thuộc	 nhóm	 các	 virus	 gây	 bệnh	

quan	trọng	đối	với	thủy	cầm	gồm	có	parvovirus	
gây	bệnh	ở	ngỗng	(Goose	parvovirus	–	GPV),	ở	
ngan	 (Muscovy	 duck	 parvovirus	 –	MDPV)	 và	
ở	 vịt	 (Duck	 parvovirus	 –	DPV)	 (Zadori	 et al.,	
1995).	Trong	 đó,	MDPV	 thường	 gây	 bệnh	 với	
các	biểu	hiện	rối	 loạn	chức	năng	vận	động,	 rối	
loạn	tạo	lông,	còi	cọc	và	tử	vong	ở	ngan	3	tuần	
tuổi	 (Le	Gall-Recule	 và	 Jestin,	 1994).	GPV	 có	
khả	năng	gây	bệnh	Derzsy	(Derzsy’s	disease)	chủ	
yếu	ở	vịt	và	ngan	một	tháng	tuổi	với	tỷ	lệ	chết	có	
thể	lên	tới	90%	(Takehara	et al.,	1995).	Gần	đây,	
các	nghiên	cứu	đã	mô	tả	về	một	nhóm	biến	chủng	
GPV	mới	(novel	GPV	-	N-GPV)	có	vai	trò	quan	
trọng	gây	ra	các	ổ	dịch	liên	quan	tới	hội	chứng	lùn	
và	còi	cọc	(Short	beak	and	dwarfism	syndrome	–	
SBDS)	hay	hội	chứng	rụt	mỏ	và	còi	cọc	(Beak	
atrophy	and	dwarfism	syndrome	–	BADS)	ở	vịt	
nuôi	tại	Trung	Quốc	(Chen	et al.,	2015;	Ning	et 
al.,	2017;	Palya	et al.,	2009).	Vịt	mắc	bệnh	do	
N-GPV	 có	 biểu	 hiện	 giảm	 tăng	 trọng,	 lưỡi	 và	
đuôi	nhỏ	hơn	bình	thường,	và	tỷ	lệ	mắc	bệnh	cao	
(Chen	et al.,	2015).	

Một	 yếu	 tố	 gây	 bệnh	khác	 cũng	gây	 ra	 các	
triệu	chứng	tương	tự	parvovirus	trên	vịt	trong	hội	
chứng	SBDS	là	duck	circovirus	(DuCV).	DuCV	
được	báo	cáo	lần	đầu	tiên	trên	đàn	vịt	6	tuần	tuổi	
tại	Đức	 năm	 2003	 (Soike	 et al.,	 2004).	DuCV	
sau	đó	được	báo	 cáo	 tại	một	 số	quốc	gia	 châu	
Âu,	châu	Mỹ	và	châu	Á	(Banda	et al.,	2007;	Cha	
et al.,	2013;	Chen	et al.,	2006;	Fringuelli	et al.,	
2005;	Julian	et al.,	2013;	Wan	et al.,	2011).	Vịt	
nhiễm	DuCV	có	biểu	hiện	chậm	lớn,	rối	loạn	tạo	
lông,	và	còi	cọc	(Soike	et al.,	2004).	DuCV	tấn	
công	và	phá	hủy	hệ	 thống	miễn	dịch,	 từ	đó	vịt	
dễ	bị	nhiễm	kế	phát	các	loại	mầm	bệnh	kế	phát	
khác	như	Staphylococcus aureus (Banda	et al.,	
2007),	Escherichia coli	và/hoặc	virus	gây	bệnh	
viêm	gan	vịt	(duck	hepatitis	virus)	(Zhang	et al.,	
2009),	Riemerella anatipestifer (Bùi	Hữu	Dũng	
et al.,	 2016),	 hoặc	N-GPV	 (Yang	et al.,	 2020).	
DuCV	còn	được	ghi	nhận	 là	một	nguyên	nhân	
gây	ra	chứng	viêm	xơ	cứng	túi	mật	nguyên	phát	
ở	vịt	 (Zhu	et al.,	 2019).	Bên	cạnh	đó,	 sự	đồng	

nhiễm	2	loại	virus	đã	được	báo	cáo	ở	Trung	Quốc	
năm	2015	-	2016	(Li	et al.,	2018).	Hai	loại	virus	
này	còn	được	cho	rằng	có	tác	động	hiệp	đồng	gây	
ra	giảm	tăng	trọng,	còi	cọc	ở	vịt	và	gây	ra	những	
tổn	thương	ở	cơ	quan	phủ	tạng	nặng	hơn	khi	chỉ	
nhiễm	1	trong	2	virus	(Liu	et al.,	2020).

Parvovirus	và	DuCV	ở	vịt	đã	được	ghi	nhận	
và	ảnh	hưởng	tới	chăn	nuôi	vịt	ở	nhiều	nước	trên	
thế	giới	trong	đó	có	Việt	Nam	(Bùi	Hữu	Dũng	
et al.,	2016;	Nguyễn	Thị	Kim	Oanh	et al.,	2020;	
Nguyễn	 Thị	 Thanh	 Hải	 et al.,	 2020;	 Nguyễn	
Văn	Giáp	et al.,	2020).	Nguyễn	Thị	Kim	Oanh	
và	 cs.	 (2020)	đã	phát	 triển	phương	pháp	PCR	
để	chẩn	đoán	bệnh	gây	ra	do	parvovirus	ở	một	
số	 tỉnh	miền	Bắc.	 Sáu	mẫu	 bệnh	 phẩm	 từ	 vịt	
với	các	triệu	chứng	tiêu	chảy,	còi	cọc	nghi	mắc	
bệnh	do	parvovirus.	Kết	quả	sau	đó	đã	xác	định	
5/6	mẫu	dương	 tính	với	parvovirus	bằng	phản	
ứng	PCR.	Kết	quả	phân	tích	một	phần	gen	mã	
hóa	 protein	 không	 cấu	 trúc	 (627	 bp)	 và	 gen	
VP1	 (225	 bp)	 bước	 đầu	 kết	 luận,	 chủng	 gây	
bệnh	trên	đàn	vịt	tại	tỉnh	Hưng	Yên	là	N-GPV.	
Trong	khi	đó,	tỷ	lệ	dương	tính	với	DuCV	biến	
động	từ	6,09%	(39/640)	tại	Bắc	Giang	(Nguyễn	
Thị	Thanh	Hải	et al.,	 2020);	 6,58%	 (5/76)	 tại	
một	 số	 tỉnh	miền	Nam	 (Bùi	Hữu	Dũng	et al.,	
2016).	Tới	nay,	chưa	có	nghiên	cứu	nào	ở	Việt	
Nam	đề	cập	tới	sự	đồng	nhiễm	của	cả	hai	loại	
virus	 này	 trên	 vịt.	 Nghiên	 cứu	 này	 được	 tiến	
hành	nhằm	mục	đích	phát	hiện	sự	có	mặt	đồng	
thời	của	parvovirus	và	DuCV,	và	bước	đầu	ứng	
dụng	phương	pháp	d-PCR	để	xác	định	sự	đồng	
nhiễm	của	2	loại	virus	này	ở	vịt	nuôi	tại	Hà	Nội.	
Kết	quả	của	nghiên	cứu	là	cơ	sở	khoa	học	hữu	
ích	cho	việc	phát	triển	phương	pháp	chẩn	đoán	
và	biện	pháp	phòng	các	bệnh	do	parvovirus	và	
DuCV	ở	vịt.	

II. NỘI DUNG, VẬT LIỆU VÀ 
PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Nội dung

-	Xác	định	DuCV	hoặc/và	parvovirus	bằng	
phương	 pháp	 PCR	 trong	 mẫu	 bệnh	 phẩm	 vịt	
nuôi	tại	một	số	huyện	trên	địa	bàn	Hà	Nội
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-	Bước	đầu	ứng	dụng	kỹ	thuật	duplex	PCR	
(d-PCR)	 trong	 chẩn	 đoán	 DuCV	 hoặc/và	
parvovirus	gây	bệnh	ở	vịt.

2.2. Vật liệu

Tổng	 số	 48	 mẫu	 gộp	 phủ	 tạng	 gồm	 não,	
tim,	phổi,	gan,	lách,	thận,	và	túi	Fabricius	được	
thu	thập	từ	48	vịt	2	-	7	tuần	tuổi	tại	các	huyện	
Thường	Tín,	Ứng	Hòa,	Phú	Xuyên	và	Gia	Lâm	
thuộc	Hà	Nội	trong	thời	gian	từ	tháng	4	tới	tháng	
7	năm	2021.	Tất	cả	các	trang	trại	trong	nghiên	
cứu	này	đều	không	sử	dụng	vacxin	phòng	bệnh	
do	DuCV	và	parvovirus.	Mẫu	được	thu	thập	từ	
vịt	với	các	biểu	hiện	bệnh	như	còi	cọc,	chậm	lớn	
so	với	các	con	khác	trong	đàn,	ủ	rũ,	bỏ	ăn,	rụng	
lông	vùng	cổ.	Mẫu	sau	khi	thu	thập	được	xử	lý	
tại	Bộ	môn	Thú	y	cộng	đồng,	Khoa	Thú	y,	Học	
viện	Nông	nghiệp	Việt	Nam.

Địa	điểm	nghiên	cứu:	Nghiên	cứu	này	được	
thực	hiện	tại	Bộ	môn	Thú	y	cộng	đồng	và	Phòng	
thí	nghiệm	trọng	điểm	công	nghệ	sinh	học	thú	y,	
Khoa	Thú	y,	Học	viện	Nông	nghiệp	Việt	Nam.	

2.3. Phương pháp nghiên cứu

2.3.1. Thu thập và xử lý mẫu

Tổng	số	48	vịt	từ	11	trang	trại	thuộc	các	huyện	
Phú	Xuyên,	Ứng	Hòa,	Thường	Tín,	Gia	Lâm	được	
lựa	chọn	ngẫu	nhiên	 trên	địa	bàn	 thành	phố	Hà	
Nội.	Bệnh	phẩm	là	mẫu	gộp	phủ	tạng	(não,	tim,	
phổi,	 lách,	 ruột,	 và	 túi	Fabricius)	 được	 thu	 thập	
theo	 Quy	 chuẩn	 kỹ	 thuật	 quốc	 gia	 QCVN	 01-
83:2011.	Mẫu	bệnh	phẩm	sau	đó	được	đồng	nhất	
theo	 tỷ	 lệ	 10%	 phosphate-buffed	 saline	 (PBS).	
Hỗn	dịch	đồng	nhất	được	bảo	quản	ở	-80	oC	tới	
khi	sử	dụng.	

2.3.2. Tách DNA và phản ứng PCR đơn xác 
định DuCV hoặc parvovirus

DNA	 tổng	 số	 trong	 mẫu	 đã	 được	 đồng	 nhất	
được	chiết	tách	sử	dụng	kit	thương	mại	Viral	Gene-
spin™	Viral	 DNA/RNA	 Extraction	 (Intron,	 Hàn	
Quốc).	Quy	trình	tách	chiết	theo	hướng	dẫn	của	nhà	
sản	xuất.	DNA	tổng	số	được	hòa	tan	trong	50	µl	và	
được	bảo	quản	ở	-	30	oC	cho	tới	khi	sử	dụng.

Các	 cặp	 mồi	 DuCV-3F/3R	 và	 PV-4F/4R	
(bảng	1)	được	sử	dụng	cho	phản	ứng	PCR	xác	
định	 DuCV	 và	 parvovirus	 genome	 trong	mẫu	
bệnh	phẩm	được	công	bố	trước	đây	(Fringuelli	
et al.,	2005;	Zadori	et al.,	1995).	

Bảng 1. Thông tin các cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu

Tên mồi Trình tự (5’ – 3’) Sản phẩm PCR (bp) Tài liệu tham khảo

DuCV-3F CCCGCCGAA AACAAG TATTA
230 Fringuelli et al. (2005) 

DuCV-3R TCGCTCTTGTACCAATCACG

PV-4F CCAAGCTACAACAACCACAT
539 Zadori et al. (1995)

PV-4R TGAGCGAACATGCTATGGAAGG

Phản	ứng	PCR	được	 thiết	 lập	để	khuếch	đại	
sản	phẩm	PCR	của	DuCV	có	độ	lớn	230	bp.	25	
µl	 hỗn	 dịch	 phản	 ứng	 gồm	 có	 12,5	 µl	 GoTag®	
Green	Master	Mix	(Promega,	Mỹ);	1	µl	mỗi	loại	
mồi	xuôi	và	mồi	ngược	(10	µM)	(bảng	1);	8,5	µl	
nước	 tinh	khiết	và	2	µl	DNA	khuôn	mẫu.	Phản	
ứng	PCR	được	thực	hiện	ở	điều	kiện	95oC	trong	5	
phút;	35	chu	kỳ	gồm	95oC	trong	30	giây,	45oC	(đối	
với	cặp	mồi	DuCV-3F/3R)	hoặc	55oC	(đối	với	cặp	
mồi	PV-4R/4R)	trong	30	giây,	72oC	trong	30	giây,	
và	hoàn	tất	phản	ứng	ở	72oC	trong	10	phút.	Sản	

phẩm	PCR	được	điện	di	trên	thạch	1%	agarose	có	
bổ	 sung	 thuốc	 nhuộm	RedSafe™	Nucleic	Acid	
Staining	Solution	(Intron,	Hàn	Quốc).	Do	đây	là	
nghiên	cứu	tương	đối	mới	đối	với	nhóm	tác	giả,	vì	
vậy	mà	không	có	đối	chứng	dương	của	DuCV	và	
parvovirus	nên	nghiên	cứu	phải	áp	dụng	phương	
pháp	 chạy	PCR	mù	và	xác	định	kết	 quả	dương	
tính	 DuCV	 hoặc	 parvovirus	 bằng	 phương	 pháp	
giải	trình	tự	sản	phẩm	PCR	có	được.	DNA	từ	sản	
phẩm	giải	trình	tự	được	sử	dụng	để	làm	đối	chứng	
dương	trong	các	phản	ứng	PCR	kế	tiếp.	Sản	phẩm	
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PCR	 sau	 đó	 được	 xác	 nhận	 bằng	 phương	 pháp	
giải	trình	tự	gen.	Sản	phẩm	PCR	được	tinh	sạch	
bằng	kit	thương	mại	QIAquick	PCR	Purification	
(QIAgen,	Mỹ)	và	gửi	tới	1st	BASE	(Singapore)	để	
giải	trình	tự	gen.	Loài	parvovirus	được	xác	định	
bằng	phương	pháp	BLAST	trên	GenBank.	

2.3.3. Tiến hành phản ứng duplex PCR 
(d-PCR)

Các	mẫu	dương	tính	và	âm	tính	với	DuCV	hoặc/

và	 parvovirus	 bằng	 phản	ứng	PCR	đơn	 được	 sử	
dụng	cho	việc	bước	đầu	thiết	lập	và	ứng	dụng	phản	
ứng	d-PCR	trong	chẩn	đoán	2	loại	virus	này	ở	vịt.	

Thành	phần	phản	ứng	d-PCR	(bảng	2)	dùng	
để	tối	ưu	hóa	chu	trình	nhiệt	với	quy	trình	như	
sau:		94oC	trong	5	phút;	theo	sau	là	35	chu	kỳ	
gồm	94oC	trong	45	giây,	45oC	-	55oC	trong	30	
giây,	72oC	trong	30	giây;	và	kết	thúc	phản	ứng	ở	
72oC	trong	10	phút.	

Bảng 2. Thành phần và hàm lượng của phản ứng d-PCR

STT Thành phần phản ứng Nồng độ cuối (pM) Hàm lượng (µl)

1 GoTag® Green Master Mix 10

2 DuCV-3F 0,25 1

3 DuCV-3R 0,25 1

4 PV-4F 0,25 1

5 PV-4R 0,25 1

6 Nước tinh khiết (DW) 6

7 DNA  2*

Tổng  20

Ghi chú: Hàm lượng DNA tối thiểu được sử dụng là 250 nanogram/20µl hỗn dịch phản ứng được 
xác định bằng phương pháp quang phổ bằng máy SpectraMax® QuickDrop™ (Molecular Devices, 
LLC.,California, Mỹ).

2.3.4. Xử lý số liệu

Độ	 nhạy,	 độ	 đặc	 hiệu	 và	 hệ	 số	Kappa	 của	
phương	pháp	d-PCR	so	với	phản	ứng	PCR	đơn	
được	xác	định	theo	phương	pháp	đã	được	mô	tả	
trước	 đây	 (Altman	 và	Bland,	 1994;	 Feuerman	
và	Miller,	2008).

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1. Kết quả xác định DuCV và/hoặc 
parvovirus genome bằng phản ứng PCR

Phản	ứng	PCR	được	 tiến	hành	với	một	số	
mẫu	bệnh	phẩm	thu	thập	tại	thực	địa	cho	thấy,	
sản	 phẩm	 PCR	 được	 khuếch	 đại	 chỉ	 có	 duy	
nhất	1	vạch	có	kích	thước	bằng	230	bp,	trong	
khi	đó	giếng	đối	chứng	âm	chỉ	bổ	sung	nước	
tinh	 khiết	 không	 xuất	 hiện	 vạch	 (hình	 1A	 và	

1B).	Như	vậy,	có	thể	sử	dụng	cặp	mồi	DuCV-
3F/3R	để	xác	định	DuCV	genome	 trong	mẫu	
bệnh	phẩm	tại	Việt	Nam	như	nghiên	cứu	trước	
đó	 đã	 xác	 định	 được	 sự	 lưu	 hành	 của	DuCV	
trên	vịt	ở	một	số	tỉnh	phía	Nam	(Bùi	Hữu	Dũng	
et al.,	2016).	Tương	tự	như	vậy,	phản	ứng	PCR	
cũng	 được	 thiết	 lập	 để	 khuếch	 đại	 sản	 phẩm	
có	 kích	 thước	 bằng	 539	 bp	 khi	 sử	 dụng	 cặp	
mồi	PV-4R/4R	để	xác	định	parvovirus	genome	
trong	mẫu	bệnh	phẩm.	Kết	quả	ở	hình	1B	cho	
thấy,	 sản	 phẩm	PCR	với	mẫu	dương	 tính	 chỉ	
có	 duy	 nhất	một	 vạch,	 trong	 khi	 đó	mẫu	 đối	
chứng	âm	thì	không.	Các	mẫu	dương	tính	với	
DuCV	và	parvovirus	đều	được	xác	định	bằng	
phương	pháp	giải	trình	tự	gen.	Kết	quả	BLAST	
(không	thể	hiện)	cho	thấy	các	parvovirus	gây	
bệnh	thuộc	nhóm	GPV.	
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Tỷ	 lệ	 mẫu	 dương	 tính	 với	 DuCV	 và/hoặc	
parvovirus	được	xác	định	bằng	phản	ứng	PCR	
đơn	(bảng	3).	Cụ	thể,	tỷ	lệ	dương	tính	với	DuCV	
ở	các	huyện	thuộc	Hà	Nội	dao	động	từ	30,77%	
(Thường	Tín)	đến	69,23%	(Phú	Xuyên);	 trong	
khi	 tỷ	 lệ	 dương	 tính	 với	 parvovirus	 dao	 động	
từ	0%	(Ứng	Hòa)	đến	46,15%	(Phú	Xuyên).	Tỷ	
lệ	 dương	 tính	 chung	với	DuCV	và	 parvovirus	

lần	 lượt	 là	54,17%	và	27,08%.	Nghiên	cứu	về	
sự	 đồng	 nhiễm	 của	 2	 loại	 virus	 này	 cho	 thấy,	
tỷ	 lệ	mẫu	dương	tính	với	cả	hai	 loại	virus	cao	
nhất	ở	huyện	Phú	Xuyên	 (6/13;	46,15%),	 tiếp	
đến	là	huyện	Gia	Lâm	(2/10,	20%),	Thường	Tín	
(1/13;	 7,69%),	 và	Ứng	Hòa	 (0/12,	 0%).	Tỷ	 lệ	
mẫu	dương	tính	với	cả	hai	loại	virus	tính	chung	
là	18,75%	(bảng	3).	

Bảng 3. Kết quả xác định DuCV hoặc/và parvovirus ở vịt theo địa điểm 
lấy mẫu tại Hà Nội bằng phản ứng PCR đơn

Địa phương Số mẫu 
kiểm tra

DuCV Parvovirus DuCV + Parvovirus

Số mẫu 
dương tính

Tỷ lệ 
(%)

Số mẫu 
dương tính

Tỷ lệ 
(%)

Số mẫu 
dương tính

Tỷ lệ 
(%)

Phú Xuyên 13 9 69,23 6 46,15 6 46,15

Ứng Hòa 12 9 75 0 0 0 0

Thường Tín 13 4 30,77 4 30,77 1 7,69

Gia Lâm 10 4 40 3 30 2 20

Tổng 48 26 54,17 13 27,08 9 18,75

Tỷ	lệ	dương	tính	theo	trang	trại	cũng	được	
đề	cập	trong	nghiên	cứu	này	(bảng	4).	Kết	quả	
cho	 thấy,	 có	 9/11	 (81,82%)	 trang	 trại	 dương	
tính	với	DuCV,	5/11	(45,45%)	trang	trại	dương	
tính	với	parvovirus,	và	4/11	(36,36%)	trang	trại	
có	vịt	dương	tính	với	cả	DuCV	và	parvovirus.	

Tỷ	 lệ	mẫu	 đồng	 nhiễm	DuCV	 và	 parvovirus	
theo	trang	trại	cao	nhất	được	ghi	nhận	tại	huyện	
Phú	Xuyên	 (2/3;	 66,67%),	 kế	 đến	 là	Thường	
Tín	(1/3;	33,33%)	và	Gia	Lâm	(1/1;	33,33%),	
và	 không	 ghi	 nhận	 tại	 huyện	Ứng	Hòa	 (0%)	
(bảng	4).	

Hình 1. Minh họa kết quả PCR phát hiện (A) DuCV và (B) parvovirus ở vịt

Ghi chú: M là thang ADN chuẩn với khoảng cách giữa các vạch là 100 bp, các mẫu thực địa được 
bố trí từ giếng 1 đến giếng 4, 7 đến 10, mẫu đối chứng âm chỉ bổ sung nước tinh khiết được bố trí 
ở giếng số 5 và 6. Vạch sản phẩm PCR đặc hiệu có kích thước 230 và 537 bp được đánh dấu bằng 
mũi tên màu đen. 

(A) (B)
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3.2. Kết quả bước đầu ứng dụng kỹ thuật 
duplex PCR (d-PCR) trong chẩn đoán DuCV 
hoặc/và parvovirus gây bệnh ở vịt

Để	 thiết	 lập	 phản	 ứng	 d-PCR	 phát	 hiện	
DuCV	và/hoặc	parvovirus,	các	mẫu	dương	tính	
với	DuCV	và/hoặc	parvovirus	ở	mục	3.1	được	
sử	 dụng.	Do	 nhiệt	 độ	 gắn	mồi	 của	 2	 cặp	mồi	
DuCV-3F/3R	và	PV-4F/4R	tương	đối	khác	nhau	
lần	lượt	là	45oC	và	55oC.	Chính	vì	vậy,	chúng	tôi	
tiến	hành	tối	ưu	hóa	chu	trình	nhiệt	bằng	cách	
sử	dụng	một	dãy	nhiệt	từ	45oC	tới	55oC.	Kết	quả	
phân	tích	điện	di	sản	phẩm	cho	thấy,	cả	hai	cặp	
mồi	đều	cho	vạch	PCR	rõ	nét	ở	nhiệt	độ	gắn	mồi	
là	55oC	(hình	2).	

Hình 2. Minh họa tối ưu hóa nhiệt độ gắn 
mồi cho phản ứng d-PCR

Ghi chú: M là thang ADN chuẩn với khoảng 
cách giữa các vạch là 100 bp. Mẫu thực địa 
được bố trí theo thang nhiệt gắn mồi của phản 
ứng d-PCR ở các giếng 1, 2, 3, 4, và 5 lần lượt 
là 45oC; 45,9oC; 51,8oC; 54,3oC và 55oC.

Kết	quả	của	phản	ứng	d-PCR	được	minh	họa	
ở	hình	3	cho	thấy,	các	mẫu	thực	địa	được	bố	trí	

từ	giếng	2	 tới	 9	 cho	2	vạch	đặc	hiệu	 sáng	 rõ,	
biểu	thị	dương	tính	với	cả	DuCV	và	parvovirus,	
giếng	11	và	12	 chỉ	 dương	 tính	với	 parvovirus	
hoặc	 DuCV,	 trong	 khi	 giếng	 1	 đối	 chứng	 âm	
không	 xuất	 hiện	 vạch.	 Phản	 ứng	 d-PCR	bước	
đầu	cho	thấy	hiệu	quả	 trong	chẩn	đoán	DuCV	
và/hoặc	 parvovirus	 trong	mẫu	 bệnh	 phẩm	 thu	
thập	được	(hình	3).	

Hình 3. Minh họa kết quả d-PCR phát hiện 
DuCV và/hoặc parvovirus trong mẫu bệnh 

phẩm từ vịt tại thực địa

Ghi chú: M là thang ADN chuẩn với khoảng 
cách giữa các vạch là 100 bp, các mẫu thực địa 
được bố trí từ giếng 2 đến giếng 12, mẫu đối 
chứng chỉ bổ sung nước tinh khiết được bố trí 
ở giếng số 1. Vạch sản phẩm PCR đặc hiệu có 
kích thước 230 bp và/hoặc 537 bp được đánh 
dấu bằng mũi tên màu đen.

Độ	 nhạy	 và	 độ	 đặc	 hiệu	 của	 phản	 ứng	
d-PCR	so	với	PCR	đơn	được	xác	định	dựa	trên	
đánh	giá	 trực	 tiếp	48	mẫu	 thực	địa.	Các	mẫu	
này	 đã	 được	 xác	 định	 dương	 tính	 với	DuCV	
(26),	parvovirus	(13),	và	đồng	nhiễm	DuCV	+	
parvovirus	(9)	(kết	quả	được	trình	bày	ở	phần	
3.1).	 Kết	 quả	 phân	 tích	 cho	 thấy,	 phản	 ứng	

Bảng 4. Kết quả xác định DuCV hoặc/và parvovirus ở vịt theo trang trại tại Hà Nội

Địa phương Số trại 
kiểm tra

DuCV Parvovirus DuCV + Parvovirus
Số trại 

dương tính
Tỷ lệ 
(%)

Số trại 
dương tính

Tỷ lệ 
(%)

Số trại 
dương tính

Tỷ lệ 
(%)

Phú Xuyên 3 2 66,67 2 66,67 2 66,67
Ứng Hòa 2 2 100 0 0 0 0
Thường Tín 3 3 100 2 66,67 1 33,33
Gia Lâm 3 2 66,67 1 33,33 1 33,33

Tổng 11 9 81,82 5 45,45 4 36,36
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d-PCR	có	độ	nhạy	và	độ	đặc	hiệu	đều	là	100%	
so	 với	 phản	ứng	PCR	đơn.	Thêm	vào	 đó,	 hệ	
số	 đồng	 thuận	Kappa	 đo	 được	 là	 1	 (bảng	 5)	

khi	sử	dụng	d-PCR	và	PCR	đơn	để	phát	hiện	
sự	đồng	nhiễm	DuCV	+	parvovirus	trong	mẫu	
bệnh	phẩm	từ	vịt.

Bảng 5. Độ nhạy và độ đặc hiệu của phản ứng d-PCR so với PCR đơn

d-PCR

PCR đơn

 
 

DuCV Parvovirus DuCV + Parvovirus
Số mẫu

+
Số mẫu

-
Số mẫu 

+
Số mẫu 

-
Số mẫu 

+/+
Số mẫu 

-/-
Số mẫu + 26 0 13 0 9 0 Giá trị dự đoán 

dương: 100%
Số mẫu -/- 0 22 0 5 0 39 Giá trị dự đoán 

âm: 100%
 Độ nhạy 

100%
Độ đặc hiệu 

100%
Độ nhạy 

100%
Độ đặc hiệu 

100%
Độ nhạy 

100%
Độ đặc hiệu 

100%
 

Kappa = 1

Ghi chú:  “+”: dương tính, “+/+”: dương tính với DuCV và parvovirus, “-”: âm tính, “-/-‘’: âm 
tính với DuCV hoặc/và parvovirus

Từ	kết	quả	của	nghiên	cứu	này	thấy	rằng,	phản	
ứng	d-PCR	có	 thể	 sử	dụng	để	phát	 hiện	DuCV	
hoặc/và	parvovirus	trong	mẫu	bệnh	phẩm	của	vịt	
nghi	mắc	bệnh	với	độ	nhạy	và	độ	đặc	hiệu	tuyệt	
đối	so	với	phản	ứng	PCR.	Hơn	thế	nữa,	phản	ứng	
d-PCR	có	ưu	thế	về	mặt	thời	gian	và	tính	kinh	tế	
hơn	phản	ứng	PCR	đơn.	Đây	là	nghiên	cứu	bước	
đầu	về	ứng	dụng	phản	ứng	d-PCR	phát	hiện	sự	
đồng	nhiễm	hai	 loại	virus	DuCV	và	parvovirus.	
Trong	 nghiên	 cứu	 này,	 chúng	 tôi	 chưa	 thiết	 lập	
được	giới	hạn	nhận	biết	của	d-PCR	do	những	khó	
khăn	về	phân	lập	và	xác	định	hiệu	giá	của	DuCV.	
Chính	vì	vậy,	để	xác	định	giới	hạn	nhận	biết	của	
phương	pháp	d-PCR,	kỹ	thuật	plasmid	tái	tổ	hợp	
sẽ	được	sử	dụng	trong	những	nghiên	cứu	tiếp	theo	
để	hoàn	thiện	quy	trình	chẩn	đoán	hai	loại	virus	
này	cùng	lúc	trong	mẫu	bệnh	phẩm.	

Những	hiểu	biết	về	tình	hình	nhiễm	của	DuCV	
hoặc	parvovirus	là	cần	thiết	do	khả	năng	gây	bệnh	và	
ảnh	hưởng	tới	năng	suất	chăn	nuôi.	Những	nghiên	
cứu	về	DuCV	cho	thấy,	tỷ	lệ	nhiễm	DuCV	trên	vịt	
đã	được	báo	cáo	với	những	 số	 liệu	khác	nhau	ở	
nhiều	quốc	gia	như	tỷ	lệ	cao	ở	Hungary	chiếm	84%	
(Fringuelli	et al.,	2005),	ở	Trung	Quốc	và	Hàn	Quốc	
lần	lượt	là	33,29%	và	21,8%	(Cha	et al.,	2013;	Wan	

et al.,	2011)	và	ở	Mỹ	là	6,06%	(Banda	et al.,	2007).	
Tỷ	lệ	dương	tính	với	DuCV	trong	nghiên	cứu	hiện	
tại	theo	cá	thể	là	54,17%;	cao	hơn	so	với	các	tỷ	lệ	
nhiễm	DuCV	ở	một	số	tỉnh	miền	Nam	(6,58%)	và	
ở	Bắc	Giang	(6,09%)	(Bùi	Hữu	Dũng	et al.,	2016;	
Nguyễn	Thị	Thanh	Hải	et al.,	2020).	Nguyên	nhân	
của	sự	khác	biệt	này	có	thể	là	do	phương	pháp	lấy	
mẫu	và	dung	lượng	mẫu.	Trong	nghiên	cứu	này,	các	
mẫu	được	lấy	từ	các	trang	trại	được	báo	cáo	tăng	tỷ	
lệ	chết,	vịt	có	biểu	hiện	còi	cọc,	chậm	lớn,	tiêu	chảy,	
rụng	lông	vùng	cổ.	Việc	mở	rộng	vùng	lấy	mẫu	và	
tăng	dung	lượng	mẫu	là	cần	thiết	để	có	cái	nhìn	khái	
quát	hơn	về	tỷ	lệ	nhiễm	DuCV.	Đối	với	parvovirus,	
những	nghiên	cứu	ban	đầu	về	xác	định	sự	hiện	diện	
của	virus	gây	bệnh	này	được	báo	cáo	năm	2020	
(Nguyễn	Thị	Kim	Oanh	et al.,	2020;	Nguyễn	Văn	
Giáp	 et al.,	 2020;	 Trần	Đức	Hoàn	 et al.,	 2020).	
Nguyễn	Văn	Giáp	và	cs.	(2020)	đã	ghi	nhận	một	
số	ổ	dịch	vịt	mắc	bệnh	gây	ra	do	parvovirus	ở	tỉnh	
Hưng	Yên.	Kết	quả	phân	tích	sau	đó	chỉ	ra	vai	trò	
gây	bệnh	của	nhóm	biến	chủng	của	parvovirus	gây	
bệnh	ở	ngỗng	(Nguyễn	Văn	Giáp	et al.,	2020).	Tỷ	
lệ	dương	tính	với	parvovirus	trong	nghiên	cứu	này	
(27,08%)	 thấp	hơn	so	với	báo	cáo	 trước	đây	của	
Trần	Đức	Hoàn	và	cs.	(2020).	
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N-GPV	có	vai	trò	quan	trọng	trong	hội	chứng	
BADS	được	ghi	nhận	lần	đầu	tiên	ở	Trung	Quốc	
năm	2015	(Chen	et al.,	2015).	Năm	2017,	sự	xuất	
hiện	của	các	triệu	chứng	rụng	lông	rất	phổ	biến	ở	các	
đàn	vịt	mắc	hội	chứng	BADS	được	ghi	nhận	ở	miền	
Đông	Trung	Quốc	(Yang	et al.,	2020).	Hội	chứng	
rụng	lông	(feather	shedding	syndrome	–	FSS)	được	
báo	cáo	lần	đầu	năm	2017,	vịt	mắc	hội	chứng	này	
với	tỷ	lệ	dao	động	trong	khoảng	20	–	70%,	tỷ	lệ	tử	
vong	là	40%.	DuCV	và	parvovirus	được	báo	cáo	là	
giữ	vai	trò	quan	trọng	trong	hội	chứng	FSS	(Yang	et 
al.,	2020).	Ở	nghiên	cứu	hiện	tại,	tỷ	lệ	đồng	nhiễm	
2	loại	virus	trên	vịt	là	18,75%;	thấp	hơn	nhiều	so	
với	tỷ	lệ	được	báo	cáo	ở	Trung	Quốc	năm	2015	–	
2016	(108/170;	63,53%)	(Li	et al.,	2018).	Ở	vịt	gây	
nhiễm	thực	nghiệm,	2	loại	virus	có	tác	động	hiệp	
đồng	gây	ra	giảm	tăng	trọng	và	còi	cọc	ở	vịt.	Hơn	
thế	nữa,	các	bệnh	tích	ở	gan,	lách,	túi	Fabricius,	tủy	
xương,	và	tuyến	ức	đều	có	xu	hướng	tăng	nặng	ở	
vịt	đồng	nhiễm	cả	2	loại	virus	hơn	là	chỉ	nhiễm	một	
loại	virus	(Liu	et al.,	2020).	Nghiên	cứu	về	tác	động	
hiệp	đồng	gây	bệnh	của	DuCV	và	parvovirus	ở	vịt	
cần	được	chú	ý	nghiên	cứu	ở	Việt	Nam.

Cả	DuCV	và	parvovirus	đã	được	xác	định	có	khả	
năng	gây	bệnh	và	gây	ra	những	thiệt	hại	kinh	tế	cho	
ngành	chăn	nuôi	vịt	ở	nước	ta	(Bùi	Hữu	Dũng	et al.,	
2016;	Nguyễn	Thị	Kim	Oanh	et al.,	2020;	Nguyễn	
Thị	Thanh	Hải	et al.,	2020;	Nguyễn	Văn	Giáp	et al.,	
2020;	Trần	Đức	Hoàn	et al.,	2020).	Chính	vì	vậy,	
việc	 thiết	 lập	và	ứng	dụng	các	phương	pháp	chẩn	
đoán	vừa	yêu	cầu	chính	xác,	nhanh,	và	tiết	kiệm	trở	
nên	cấp	thiết	hiện	nay.	Phản	ứng	đa	mồi	multiplex	
PCR	đã	được	nghiên	cứu	và	sử	dụng	rộng	rãi	để	xác	
định	cùng	lúc	6	–	7	virus	gây	bệnh	ở	vịt	(Wang	et al.,	
2017;	Yao	et al.,	2019).	Ở	nghiên	cứu	hiện	tại,	chúng	
tôi	đã	lần	đầu	thiết	lập	phản	ứng	d-PCR	để	chẩn	đoán	
cùng	lúc	2	loại	virus	gồm	DuCV	và	parvovirus	trong	
mẫu	bệnh	phẩm	của	vịt.	Đánh	giá	sơ	bộ	trên	các	mẫu	
thực	địa	cho	thấy,	phản	ứng	d-PCR	có	độ	nhạy	và	độ	
đặc	hiệu	đều	là	100%	với	giá	trị	đồng	thuận	Kappa	lý	
tưởng	là	1.	Phản	ứng	d-PCR	có	ưu	thế	giúp	tiết	kiệm	
thời	gian	và	tính	kinh	tế	cao	hơn	phản	ứng	PCR	đơn.	
Chính	vì	vậy,	các	nghiên	cứu	tiếp	theo	cần	tập	trung	
đánh	giá	độ	nhạy	và	độ	đặc	hiệu	dựa	trên	dung	lượng	
mẫu	thực	địa	lớn	hơn.	

IV. KẾT LUẬN
Tỷ	 lệ	 dương	 tính	 theo	 cá	 thể	 với	 DuCV	

(54,17%),	parvovirus	(27,08%),	và	đồng	nhiễm	cả	
2	loại	virus	(18,75%)	đã	được	xác	định	ở	nghiên	
cứu	này.	Trong	khi	đó,	tỷ	lệ	dương	tính	theo	trang	
trại	với	DuCV,	parvovirus	và	với	cả	2	loại	virus	
này	lần	lượt	là	81,82%;	45,45%	và	36,36%.	

Nghiên	 cứu	 này	 bước	 đầu	 ứng	 dụng	 phản	
ứng	 d-PCR	 chẩn	 đoán	 cùng	 lúc	 DuCV	 và	
parvovirus	trên	vịt	với	độ	nhạy	và	độ	đặc	hiệu	
đều	đạt	100%	so	với	phương	pháp	PCR	đơn.	

Lời cảm ơn:	Tập thể tác giả xin chân thành 
cảm ơn dự án Việt – Bỉ năm 2021 đã tài trợ 
nguồn kinh phí cho nghiên cứu này.
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