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TÓM�TẮT�
Bệnh�tiêu�chảy�ở�bê�giai�đoạn�bú�sữa�do�vi�khuẩn�(��FROL�là�nguyên�nhân�chính�gây�tổn�thất�kinh�tế�cho�

người�chăn�nuôi.�74�mẫu�phân�bê�sữa�bị�bệnh�tiêu�chảy�đã�được�thu�thập�tại�huyện�Đức�Trọng,�tỉnh�Lâm�
Đồng�để�xác�định�vai�trò�gây�bệnh�và�tính�mẫn�cảm�kháng�sinh�của�vi�khuẩn�(��FROL.�Kết�quả�đã�phân�lập�
được�73�chủng�vi�khuẩn�(��FROL�gây�bệnh�tiêu�chảy�ở�bê�sữa.�Sử�dụng�kỹ�thuật�PCR�để�kiểm�tra�gen�độc�
từ�những�chủng�(��FROL�phân�lập�đã�phát�hiện�được�15�chủng�có�mang�gen�mã�hóa�độc�tố;�trong�đó�13/15�
chủng�mang�gen�mã�hóa�độc�tố�bám�dính�(HDH)�(17,80%),�3/15�chủng�mang�gen�mã�hóa�độc�tố�Shiga�(Sxt2��
(4,10%)�và�1/15�chủng�mang�cả�2�gen�mã�hóa�độc�tố�trên�(1,37%).�10/15�chủng�vi�khuẩn�có�độc�lực�cao,�
giết�chết�100%�chuột�thí�nghiệm�trong�khoảng�thời�gian�6�đến�20�giờ.�Các�chủng�(��FROL�độc�lực�cao�rất�mẫn�
cảm�với�enroÀoxacin�(90%),�gentamicin�(80%)�và�ceftiofur�(80%);�trong�khi�đó�đề�kháng�với�amoxicillin,�
doxycyclin,�oxytetracyclin�với�tỷ�lệ�lần�lượt�là�50,�70�và�90%.�Kết�quả�nghiên�cứu�cho�thấy�vi�khuẩn�(��FROL�
mang�gen�độc�là�tác�nhân�gây�nên�bệnh�tiêu�chảy�ở�bê�sữa,�vì�vậy�cần�định�kỳ�kiểm�tra�tính�mẫn�cảm�kháng�
sinh�của�vi�khuẩn�(��FROL�để�nâng�cao�hiệu�quả�điều�trị�và�hạn�chế�kháng�kháng�sinh�của�vi�khuẩn.

Từ�khóa:�Mẫn�cảm�kháng�sinh,�bê�sữa,�tiêu�chảy��(��FROL�
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LVRODWHG�IURP�GLDUUKHLF�GDLU\�FDOYHV
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/DP�'RQJ�SURYLQFH�IRU�GHWHUPLQLQJ�WKH�SDWKRJHQLFLW\�DQG�DQWLELRWLF�VXVFHSWLELOLW\�RI�(��FROL��7KH�VWXGLHG�
UHVXOWV�VKRZHG�WKDW�WKH�ELRFKHPLFDO�FKDUDFWHULVWLFV�RI����LVRODWHG�VWUDLQV�RI�(��FROL�ZHUH�IXOO\�VLPLODU�WR�
WKH�GHVFULSWLRQV�LQ�WKH�UHIHUHQFH�SXEOLFDWLRQV��%\�XVLQJ�3&5�WHFKQLTXH�WR�FKHFN�IRU�WR[LF�JHQHV�RI�WKH�
LVRODWHG�(��FROL�VWUDLQV��WKHUH�ZHUH����VWUDLQV�FDUULHG�WR[LF�JHQHV��RI�ZKLFK�������(��FROL�VWUDLQV�FDUULHG�
HDH�JHQH����������������VWUDLQV�FDUULHG�6W[��JHQH���������������(��FROL�VWUDLQV�FDUULHG�ERWK�HDH�DQG�6W[��
JHQHV����������������VWUDLQV�FDUULHG�KLJK�YLUXOHQFH��NLOOHG������RI�WKH�H[SHULPHQWDO�PLFH�ZLWKLQ���WR����
KRXUV��+LJKO\�YLUXOHQW�(��FROL�VWUDLQV�ZHUH�H[WUHPHO\�VXVFHSWLEOH�WR�HQURIOR[DFLQ��������JHQWDPLFLQ�������
DQG�FHIWLRIXU��������EXW�UHVLVWDQW�WR�DPR[LFLOOLQ��GR[\F\FOLQ�DQG�R[\WHWUDF\FOLQ�ZLWK�WKH�UDWLR�RI��������DQG�
�����UHVSHFWLYHO\��7KH�VWXGLHG�UHVXOWV�DOVR�UHYHDOHG�WKDW��(��FROL�VWUDLQV�FDUU\LQJ�WR[LF�JHQHV�ZHUH�WKH�
FDXVDWLYH�DJHQWV�RI�GLDUUKHD�LQ�WKH�GDLU\�FDOYHV��WKHUHIRUH�LW�LV�QHFHVVDU\�WR�SHULRGLFDOO\�WHVW�WKH�DQWLELRWLF�
VXVFHSWLELOLW\�RI�WKH�(��FROL�WR�LPSURYH�WKH�WUHDWPHQW�HIIHFWLYHQHVV�DQG�OLPLW�DQWLELRWLF�UHVLVWDQFH�

.H\ZRUGV��$QWLELRWLF�VXVFHSWLELOLW\��GDLU\�FDOYHV��GLDUUKHD��(��FROL�

1.�Trường�Đại�học�Nông�Lâm�Huế
2.�Trạm�Chăn�nuôi�và�Thú�y�huyện�Vĩnh�Linh,�tỉnh�Quảng�Trị

I.�ĐẶT�VẤN�ĐỀ
Bệnh�tiêu�chảy�ở�bê�giai�đoạn�bú�sữa�do�vi

khuẩn�(��FROL�gây� ra� rất�phổ�biến�ở� các� trại� chăn�
nuôi.�Vi�khuẩn�(��FROL� thường� ký� sinh� trong� ruột�
già�của�động�vật�và�nó�duy�trì�một�số�lượng�nhất�
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định�cân�bằng�với�các�hệ�vi�sinh�vật�có� lợi�trong�
đường� ruột.�Vì�vậy,�khi� sức�đề�kháng�của�cơ� thể�
giảm�do�các� tác�nhân�thời�tiết� khí�hậu,�biến�động�
do�tách�nhập�đàn,�thức�ăn,�nước�uống;�số�lượng�của�
(�� FROL� tăng� nhanh,� sản� sinh�độc� tố,� gây� rối� loạn�
trao�đổi�nước�và�các�chất�điện�giải,�gây�ra�tiêu�chảy�
(Lê�Minh�Chí,�1995).�Nghiên�cứu�về�độc�lực�của�
vi�khuẩn�(��FROL�phân�lập�từ�bê�tiêu�chảy�cho�thấy�
hai� loại�độc� tố� chịu�nhiệt� và� không� chịu�nhiệt� là�
thành�phần�chính�của�enterotoxin�(Smith,�1963).�Từ�
lâu�việc�dùng�thuốc�kháng�sinh�được�xem�như�biện�
pháp�hữu�hiệu� trong�điều�trị�bệnh,�tuy�nhiên�lạm�
dụng�kháng� sinh� trong� phòng,� trị� dẫn� đến� kháng�
thuốc�tràn�lan� làm�cho�hiệu�quả�điều� trị�giảm,�cá�
biệt� có�nhiều�trường�hợp�điều� trị�không�khỏi�dẫn�
đến�tử�vong�ở�bê�(Phạm�Ngọc�Thạch,�1998;�Nguyễn�
Bá�Hiên,�2001).�Nghiên�cứu�của�Bùi�Thị�Ba�và�cs.�
(2012)� cho�thấy�chủng�vi�khuẩn�(��FROL�gây�bệnh�
tiêu�chảy�trên�bò�thường�mang�gen�sản�sinh�độc�tố�
Shiga�(Sxt2)�và�yếu�tố�bám�dính�(HDH).�Lâm�Đồng�
là�một� tỉnh�đầu� tư�phát� triển�mạnh� chăn� nuôi� bò�
sữa,�bê�sữa;�tuy�vậy�bệnh�tiêu�chảy�ở�bê� sữa�vẫn�
xảy�ra�phổ�biến�và�gây�thiệt�hại�lớn�cho�người�chăn�
nuôi�do�thiếu�cơ�sở�khoa�học�cho�việc�phòng�và�trị�
bệnh.�Mục�tiêu�của�nghiên�cứu�nhằm�xác�định�vai�
trò�của�vi�khuẩn�(��FROL�trong�bệnh�tiêu�chảy�ở�bê�
sữa�và�lựa�chọn�được�kháng�sinh�mẫn�cảm�để�phục�
vụ�cho�công�tác�điều�trị�bệnh�tiêu�chảy�trên�bê�sữa�
tại�huyện�Đức�Trọng,�tỉnh�Lâm�Đồng.

II.�NỘI�DUNG�VÀ�PHƯƠNG�PHÁP�
NGHIÊN�CỨU
2.1.�Nội�dung�nghiên�cứu

-�Phân�lập�vi�khuẩn�(��FROL�trong�các�mẫu�phân�
bê�giai�đoạn�bú�sữa�bị�tiêu�chảy

-�Giám�định�một� số�đặc� tính�sinh�học�của�vi�
khuẩn�(��FROL

-�Xác�định�gen�độc�ở�các�chủng�vi�khuẩn�phân�
lập�được

-�Xác�định�độc� lực�của� các�chủng�vi�khuẩn�(��
FROL�mang�gen�độc�tố

-� Xác� định� tính� mẫn� cảm� kháng� sinh� của�
những�chủng�vi�khuẩn�(��FROL�mang�gen�độc�phân�
lập�được.

2.2.�Phương�pháp�nghiên�cứu

-�Phương�pháp�thu�mẫu�bệnh�phẩm

Khảo�sát�trên�21�gia�trại�chăn�nuôi�bê�sữa�(quy�
mô�nuôi�3�đến�10�con)�tại�huyện�Đức�Trọng,�tỉnh�
Lâm�Đồng�từ�tháng�3�đến�tháng�9�năm�2019;�thu�
thập�mẫu�phân�bê�bị�bệnh�tiêu�chảy.�Thu�mẫu�phân�
ở�trực�tràng�mỗi�con�3�-�5g�cho�vào�trong�túi�nilon�
vô�trùng,�bảo�quản�ở�4oC�và�vận�chuyển�về�phân�
tích�tại�Phòng�thí�nghiệm�Vi�trùng-Truyền�nhiễm,�
Khoa� Chăn� nuôi-Thú� y,� Trường� Đại� học� Nông�
Lâm�Huế.

-� Phương� pháp� phân� lập� vi� khuẩn� E.� coli�
trong�phân�bê

Sử� dụng� phương� pháp� phân� lập� vi� khuẩn�
thường�quy�bằng�cách�ria�cấy�mẫu�trên�môi�trường�
thạch�đĩa�EMB�(Eosin�methylene�blue�agar),�sau�
đó�ủ�37�oC/24�giờ,�chọn�những�khuẩn�lạc�có�màu�
xanh�mạ�ánh�kim.

-�Giám�định�các�đặc�tính�sinh�vật�và�hóa�học�
của�vi�khuẩn�E.�coli

Tiến�hành�xác�định�đặc�tính�sinh�vật,�hóa�học�
của�vi�khuẩn�(��FROL�trên�các�môi�trường�sinh�hóa�
theo�mô�tả�của�Nguyễn�Như�Thanh�và�cs.�(2006).

-�Sử�dụng�phương�pháp�PCR�truyền�thống�để�
phát�hiện�gen�độc�ở�các�chủng�vi�khuẩn�E.�coli�
phân�lập�được

Mẫu�DNA�của�vi�khuẩn�(��FROL�phân�lập�từ�mẫu�
phân�bê�được�tách�bằng�phương�pháp�sốc�nhiệt;�
lấy�0,5�ml�dung�dịch�canh�khuẩn�nuôi�cấy�sau�12�
giờ�ở�37�oC,�ly�tâm,�gạn�rửa�2�lần�bằng�dung�dịch�
PBS� (pH=7,2),� tái� huyền� phù� với� 0,2� ml� H2O,�
đun�cách�thủy�100oC/5�phút,�cho�vào�đá� lạnh�và�
ủ�trong�20�phút.�Tiến�hành�ly�tâm�ở�tốc�độ�10.000�
vòng/phút�trong�10�phút.�Loại�bỏ�cặn�và�thu�dịch�
nổi�chứa�DNA�sẽ�được�làm�khuôn�cho�phản�ứng�
xác�định�gen�mã�hóa�độc�tố�Stx2�(Shiga�toxin�2),�
HDH�(intimin).

Thành�phần�phản�ứng�PCR�bao�gồm:�6,25�µl�
2x�Go�taq�green�master�mix�(Promega);�0,5�µl�mồi�
xuôi� (10� pmol/µl);� 0,5� µl�mồi� ngược� (10� pmol/
µl);� 2�µl�DNA�khuôn�mẫu�và�3,25� µl� nước� tinh�
khiết.�PCR�được�thực�hiện�với�chu�trình�luân�nhiệt�
như�sau:�95ºC�trong�5�phút,�30�chu�kỳ�của�95ºC�
trong�45�giây,�53oC�trong�45�giây,�72oC�trong�10�
phút.�Sản�phẩm�PCR�được�điện�di�trong�agarose�
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Bảng�1.�Thành�phần�nucleotide�các�primer�dùng�trong�phản�ứng�PCR�

Tên�primer Trình�tự�nucleotide Sản�phẩm�PCR�(TLTK)
Stx2-F �¶-ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG-3¶ 587�bp

(Cebula�và�cs.,�1995)Stx2-R �¶-GCGTCATCGTATACACAGGAGC-3¶

eae-F �¶-CTTTGACGGTAGTTCACTGGACTTC-3¶ 166�bp
(Douglas�và�cs.,�2012)eae-R �¶-GAAGACGTTATAGCCCAACATATTTTCAGG-3¶

Bảng�2.�Kháng�sinh�sử�dụng�trong�nghiên�cứu

Kháng�sinh Nhà�sản�xuất Đường�kính�tiêu�chuẩn�(mm)
Amoxicillin�(10�µg)

Công�ty�TNHH�Dịch�vụ�và�Thương�
mại�Nam�Khoa

�����
Gentamicin�(30�µg) �����
Doxycyclin�(10�µg) �����
Ceftiofur�(30�µg)

Công�ty�TNHH�Bioanalyse�
(Thổ�Nhĩ�Kỳ)

��
Oxytetracyclin�(30�µg) ��
EnroÀoxacin�(10�µg) ��

1%�trong�đệm�TAE�1X�(40�mM�Tris-HCl,�20�mM�
acetic�acid,�1�mM�EDTA)�ở�100V�trong�30�phút.�
Gel� sau�khi�điện� di�được�nhuộm�bằng�Ethidium�
bromide�(0,5�μg/ml)�trong�15-30�phút�trên�máy�lắc�
nhẹ.� Sản� phẩm� được� hiển� thị� và� chụp� ảnh� bằng�
máy�GelDoc�(Biorad).

-�Tiêm�truyền�động�vật�thí�nghiệm�để�xác�định�
độc�lực�của�các�chủng�vi�khuẩn�E.�coli�mang�gen�
mã�hóa�độc�tố

Chuẩn�bị�canh�khuẩn:�Chủng�vi�khuẩn�(��FROL�
mang� gen� độc� phân� lập� được� được� bồi� dưỡng�
trong�môi� trường�LB�ở�37oC,� lắc�200�vòng/phút�
trong� 16� giờ.� Tiến� hành� tiêm� 0,2ml� canh� khuẩn�
(��FROL� đã�được�chuẩn�độ�OD600=�1,2�vào�xoang�
phúc�mạc�chuột�nhắt�trắng�(18-20g),�mỗi�chủng�vi�

khuẩn�tiêm�cho�3�cá�thể�chuột.�Theo�dõi�thời�gian�
chết�và�số�lượng�chuột�chết�để�đánh�giá�độc�lực�
của�vi�khuẩn.�Mổ�khám�và�phân�lập�vi�khuẩn�từ�
gan�của�chuột�bị�chết.

-� Xác� định� tính�mẫn� cảm� kháng� sinh� bằng�
phương�pháp�khuếch�tán�trên�thạch

�Sử�dụng�các�đĩa�giấy�tẩm�kháng�sinh�để�đánh�
giá� tính�mẫn�cảm�kháng�sinh�bằng�phương�pháp�
khuếch�tán�trên�thạch�Mueller�Hinton�theo�mô�tả�
của�Quinn�và�cs.�(1994).�Đánh�giá�tính�mẫn�cảm�
dựa� vào� đường� kính� vòng� vô� khuẩn� tiêu� chuẩn�
của�Công�ty�TNHH�Dịch�vụ�và�Thương�mại�Nam�
Khoa,�và�Công�ty�TNHH�Bioanalyse,�Thổ�Nhĩ�Kỳ�
cung�cấp�(bảng�2).

Nếu�vòng�vô�khuẩn�≥�đường�kính�tiêu�chuẩn,�
vi�khuẩn�mẫn�cảm�(MC)�với�kháng�sinh.�Nếu�vòng�
vô�khuẩn�≤�đường�kính� tiêu� chuẩn,�vi�khuẩn� đã�
kháng�(K)�với�kháng�sinh.

III.�KẾT�QUẢ�VÀ�THẢO�LUẬN
3.1.�Kết�quả�phân�lập�vi�khuẩn�E.�coli�trong�các�
mẫu�phân

Chúng� tôi� đã� thu� thập� được� 74�mẫu� phân�

bê�bị�bệnh�tiêu�chảy� từ�21�hộ�chăn�nuôi�được�
chẩn�đoán� lâm�sàng�nghi�nhiễm�(��FROL� (phân�
trắng)� tại� huyện�Đức� Trọng,� tỉnh� Lâm�Đồng,�
và� phân� lập� được� 73� chủng� vi� khuẩn�(�� FROL��
Kết�quả�này�cho�thấy�vi�khuẩn�(��FROL�tồn�tại�ở�
hầu�hết�các�mẫu�phân�bê�bị�tiêu�chảy�(98,65%).�
Kết�quả�của�chúng�tôi�phù�hợp�với�nghiên�cứu�
của�Nguyễn�Bá�Hiên�và�Trần�Thị� Lan�Hương�
(2001),�Nguyễn�Văn�Quang�và�cs.�(2002),�các�
tác� giả� này� đã� xác� định� (�� FROL� là� vi� khuẩn�
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thường�xuyên� có�mặt� trong�phân�của� trâu,� bò�
khỏe�mạnh�và� tiêu� chảy�với� kết�quả� phân� lập�
được� là� 100%.�Từ� các� kết� quả� trên� cho� thấy�
vi�khuẩn�(��FROL� luôn�tồn�tại� trong�đường� tiêu�
hoá,� chúng� có� khả�năng� gây� bệnh� cho�bê� khi�
điều�kiện�bất� lợi� như� thay� đổi�pH�đường� tiêu�
hóa,�có�các�yếu�tố�stress,�bị�lạnh,�ăn�uống�kém;�
khi� đó� vi� khuẩn�(�� FROL� phát� triển� mạnh,� phá�
vỡ�cân� bằng� hệ�vi� sinh� vật� đường� ruột� và� trở�
thành� vai� trò� chính,� đồng� thời� tiếp� nhận� các�
yếu�tố�gây�bệnh�được�di�truyền�bằng�Plasmid.�
Điều�này�cho�thấy�vi�khuẩn�(��FROL�đóng�vai�trò�

quan�trọng�trong�bệnh�tiêu�chảy�ở�bê.�Mặc�dù�
tỷ�lệ�phân�lập�cao,�để�khẳng�định�các�chủng�vi�
khuẩn� phân� lập�được� có� phải� là� tác� nhân� gây�
bệnh� tiêu� chảy� hay� không� cần� phải� kiểm� tra�
gen�độc�và�độc�lực�trên�động�vật�thí�nghiệm.

3.2.�Kết�quả�giám�định�một�số�đặc�tính�sinh�vật�
và�hóa�học�của�vi�khuẩn�E.�coli

Kết�quả�giám�định�một�số�đặc�tính�sinh�vật�và�
hóa�học�của�tất�cả�các�chủng�vi�khuẩn�(��FROL�phân�
lập�được�được�trình�bày�trong�bảng�3.

Bảng�3.�Kết�quả�giám�định�một�số�đặc�tính�sinh�học��của�các�chủng�E.�coli�phân�lập�được

77 Thử�nghiệm Số�chủng�kiểm�
tra

Số�chủng�dương�
tính Tỷ�lệ�(%)

� Tính�chất�bắt�màu�Gram�âm �� �� ���
� Sản�sinh�indol �� �� ���
� Lên�men�lactose �� �� ���
� Lên�men�glucose �� �� ���
� Sản�sinh�H�6 �� � 0,00
� Phân�giải�ure �� � 0,00
� Khả�năng�di�động �� �� ���

Kết�quả�từ�bảng�3�cho�thấy:�tất�cả�các�chủng�(��
FROL�phân� lập�được� là�vi�khuẩn�bắt�màu�Gram�âm�
(màu�hồng);� có� dạng� hình� que� nhỏ,� hai� đầu� tròn,�
đứng�riêng�lẻ,�đôi�khi�xếp�thành�chuỗi�ngắn.�Cả�73�
chủng�này�đều�có�khả�năng�sinh�indol,�lên�men�đường�
glucose�và�lactose,�có�khả�năng�di�động�(100%).�Tuy�
nhiên,�vi�khuẩn�không�sinh�H2S�và�không�phân�giải�
ure�(âm�tính�100%).�Kết�quả�giám�định�đặc�tính�sinh�
học�của�chúng�tôi�phù�hợp�với�kết�quả�giám�định�đặc�
tính�của�vi�khuẩn�(��FROL�mà�nhiều�tác�giả�đã�công�
bố�(Nguyễn�Như�Thanh,�1997;�Quinn�và�cs.,�1994).�

Như�vậy,�các�chủng�vi�khuẩn�phân�lập�được�đều�thể�
hiện�các�đặc� tính�sinh�học�đặc� trưng�của�giống� vi�
khuẩn�(��FROL��

3.3.�Kết� quả�giám�định�các� gen�độc� tố�của� vi�
khuẩn�E.�coli

Trong�các�loại�độc�tố�của�vi�khuẩn�(��FROL�gây�
bệnh�ở�bò,�độc�tố�mã�hóa�từ�gen�Stx2,�HDH�là�các�
loại�độc�tố�phổ�biến�nhất.�Do�vậy,�việc�phát�hiện�
gen�mã�hóa�của�các�loại�độc�tố�trong�vi�khuẩn�như�
là�một�chỉ�thị�về�khả�năng�gây�bệnh�của�vi�khuẩn.

Bảng�4.�Kết�quả�PCR�xác�định�gen�mã�hóa�độc�tố�ở�vi�khuẩn�E.�coli�(n=73)

Gen�độc�tố Số�chủng�dương�tính Tỷ�lệ�(%)
Stx2 � 4,10
eae �� 17,81

Stx2�+�eae � 1,37

Kết� quả� kiểm� tra� gen� mã� hóa� độc� tố� ở�
bảng�4�cho�thấy,�trong�73�chủng�(��FROL�phân�

lập�được�có�15�chủng�mang�gen�mã�hóa�độc�
tố,�trong�đó�13�chủng�mang�gen�mã�hóa�độc�
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Bảng�5.�Kết�quả�kiểm�tra�độc�lực�của�vi�khuẩn�E.�coli�mang�gen�độc�tố�(n=15)

Thời�gian�
chuột�chết�
(giờ�chết�
sau�tiêm)

Số�chủng�giết�chết�chuột Số�chủng�không�
giết�chết�chuột Phân�

lập�lại�vi�
khuẩn

Giết�3/3�chuột Giết�2/3�chuột Giết�1/3�chuột
Số�

chủng Tỷ�lệ�(%) Số�
chủng

Tỷ�lệ�
(%)

Số�
chủng

Tỷ�lệ�
(%)

Số�
chủng

Tỷ�lệ�
(%)

���� � 53,33
� 0,00

� 13,33
� 13,33

�
����� � 13,33 � 6,67 �
Tổng 10 66,67 0 0,00 3 20,00 2 13,33

tố�HDH�(17,81%),�3�chủng�mang�gen�mã�hóa�
độc� tố� Sxt2� (4,10%)� và� 1� chủng�mang� cả�2�
gen�mã� hóa� độc� tố� (1,37%).�Bùi�Thị�Ba� và�
cs.�(2012)�khi�t iến�hành�xác�định�một�số�độc�
tố� Shiga� trên� 34� chủng� vi� khuẩn�(�� FROL� đã�
phát�hiện�thấy�27�chủng�(79,41%)�mang�gen�
Stx1�và�29� chủng� (85,35%)�mang�gen�Stx2,�

trong� đó� có� 22� chủng� (64,71%)� mang� cả� 2�
gen� Stx1� và� Stx2.� Kết� quả� nghiên� cứu� của�
Nguyễn� Đại� Lâm� và� cs.� (2014)� cho� thấy,�
trong� 118� chủng� STEC� có� 52� chủng� mang�
gen�Stx1,�58�chủng�mang�gen�Stx2,�8�chủng�
mang�đồng�thời�2�gen�Stx1�và�Stx2,�6�chủng�
mang�gen�HDH.

Hình�1.�Hình�ảnh�điện�di�sản�phẩm�PCR�xác�định�gen�mã�hóa�độc�tố�của�vi�khuẩn�E.�coli
Giếng�1-3:�các�mẫu�DNA�vi�khuẩn�E.�coli�được�khuếch�đại�bằng�mồi�eae
Giếng�4:�DNA�marker�(100,�250,�500,�750,�1000,�2000�bp)
Giếng�5-7:�các�mẫu�DNA�vi�khuẩn�E.�coli�được�khuếch�đại�bằng�mồi�Stx2

3.4.�Kết�quả�xác�định�độc�lực�của�các�chủng�vi�
khuẩn�E.�coli�mang�gen�độc�tố

Vi�khuẩn�nếu�mang�gen�mã�hóa�độc�tố�nhưng�

không�biểu�hiện�thì�sẽ�không�có�độc�tính�thật�sự.�Vì�
vậy�các�chủng�mang�gen�độc�sẽ�được�tiêm�truyền�
cho�động�vật�thí�nghiệm�để�đánh�giá�độc�lực.�

Kết�quả�kiểm� tra� thể�hiện�ở�bảng�5� cho� thấy�
trong� 15� chủng� vi� khuẩn� (�� FROL�mang� gen� độc�
tố�được�phân� lập�từ�phân�bê,�10�chủng�vi�khuẩn�
có�độc�lực�mạnh�do�có�khả�năng�gây�chết�100%�
chuột� thí� nghiệm;� 3� chủng� vi� khuẩn� có� độc� lực�
yếu,�không�gây�chết�quá�50%�chuột� thí�nghiệm.�
Trong� 10� chủng� vi� khuẩn� có� độc� lực�mạnh� giết�

chết�100%�chuột�thí�nghiệm,�có�8�chủng�(53,33%)�
giết�chết� chuột� trong� khoảng� thời� gian� 8-24� giờ�
sau�tiêm�và�2�chủng�vi�khuẩn�giết�chết�100%�chuột�
thí�nghiệm�trong�thời�gian�sau�24�giờ.�

Tiến�hành�mổ�khám�chuột�chết�do�gây�nhiễm�
(��FROL�nhận�thấy�hầu�hết�gan�bị�sung�huyết,�sưng�
to;� thận,� lách� tím� bầm;� ruột� viêm,� sinh� hơi.� Lấy�
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máu� tim,� gan� chuột� chết� tái� phân� lập� trên� môi�
trường�EMB�thu�được�vi�khuẩn�(��FROL�thuần�khiết.�
Theo�Nguyễn�Văn�Sửu�(2005),�hầu�hết�các�chủng�
vi�khuẩn�(��FROL�phân�lập�được�từ�bê,�nghé�bị�tiêu�
chảy�đều�có�độc�lực�cao,�gây�chết�75,79%�số�chuột�
trong�24�giờ�sau�khi�tiêm.�Trong�đó�các�chủng�(��
FROL�phân�lập�từ�phủ�tạng�của�bê,�nghé�chết�do�tiêu�
chảy�có�độc�lực�rất�mạnh,�gây�chết�100%�số�chuột�
trong�vòng�8�giờ�sau�tiêm.�Còn�các�chủng�phân�lập�
từ�phân�có�độc�lực�thấp�hơn,�chỉ�gây�chết�80%�số�
chuột�sau�tiêm�cho�tới�7�ngày.�Phạm�Quang�Phúc�
(2003)�khi�xác�định�độc� lực� của�vi�khuẩn�(��FROL�
phân� lập� từ� bê,� nghé� bị� tiêu� chảy� cho� kết�quả� là�
74,00%.� Như� vậy,� độc� lực� của� 10� chủng�(�� FROL�
chúng�tôi�kiểm�tra�cao�hơn�so�với�các�kết�quả�trước�

đó.�Điều�này�càng�khẳng�định�vi�khuẩn�(��FROL�là�
nguyên� nhân�quan� trọng� gây� ra�bệnh� tiêu�chảy� ở�
bê�trên�địa�bàn�huyện�Đức�Trọng,�tỉnh�Lâm�Đồng.

3.5.�Kết�quả�xác�định�tính�mẫn�cảm�kháng�sinh�
của�một� số� chủng� vi� khuẩn�E.� coli�mang� gen�
độc�tố

Vi�khuẩn�đề�kháng�kháng�sinh�là�nguyên�nhân�
dẫn�đến�điều� trị�bệnh�kém�hiệu�quả,�cá�biệt�một�
số�trường�hợp�dẫn�đến�chết.�Chọn�những�chủng�vi�
khuẩn�(��FROL�có�độc�lực�cao,�giết�chết�100%�chuột�
thí�nghiệm� tiến�hành�kiểm�tra� tính�mẫn�cảm�với�
một�số�kháng�sinh�được�phép�sử�dụng�trong�thú�y,�
kết�quả�thể�hiện�qua�bảng�6.

Bảng�6.�Kết�quả�đánh�giá�tính�mẫn�cảm�kháng�sinh�của�vi�khuẩn�E.�coli

77 Kháng�sinh Số�chủng�
kiểm�tra

Mẫn�cảm Kháng
n Tỷ�lệ�(%) n Tỷ�lệ�(%)

� Amoxicillin �� � �� � ��
� Gentamicin �� � �� � ��
� Doxycyclin �� � �� � ��
� Ceftiofur �� � �� � ��
� Oxytetracyclin �� � �� � ��
� EnroÀoxacin �� � �� � ��

Kết� quả� nghiên� cứu� tính� mẫn� cảm� kháng� sinh�
của�vi�khuẩn�(��FROL�có�độc�lực�cao�phân�lập�được�từ�
phân�bê�cho�thấy�vi�khuẩn�có�độ�mẫn�cảm�cao�với�
các�loại�kháng�sinh�như�enroÀoxacin�(90%),�tiếp�đến�
gentamicin�và�ceftiofur�(80%);�trong�khi�đó�đề�kháng�
cao�với�oxytetracyclin�(90%),�tiếp�theo�là�doxycyclin,�
có�3�chủng�mẫn�cảm�và�7�(70%)�chủng�kháng.�Đối�
với� loại� kháng� sinh� amoxicillin,� trong� 10� chủng�vi�
khuẩn�(��FROL�kiểm�tra�có�5�(50%)�chủng�mẫn�cảm�và�
5�(50%)�chủng�kháng�với�kháng�sinh�này.�

Faibrother�(1992)�khi�thử�11�loại�kháng�sinh�và�
sulfamid�với�các�chủng�(��FROL�phân�lập�từ�gia�súc�
tiêu�chảy�cho�biết�khả�năng�kháng�kháng� sinh�của�
vi�khuẩn�(��FROL�tăng�dần�trên�cùng�một�loại�kháng�
sinh�theo�thời�gian.�Nghiên�cứu�của�Nguyễn�Bá�Hiên�
và�Trần�Thị�Lan�Hương�(2001)�cho�biết�có�85%�số�
chủng�vi�khuẩn�(��FROL�mẫn�cảm�với�neomycin�và�ba�
loại� kháng� sinh� ampicillin,� sulfonamide,� penicillin�
hoàn� toàn� bị� vi� khuẩn� này� kháng� lại.�Các� tác� giả�

Phạm�Khắc�Hiếu�và�Bùi�Thị�Tho�(1996)�cho�biết�(��
FROL�kháng�hoàn�toàn�với�penicillin,�sulfonamide�và�
kháng�ít�nhất�với�neomycin,�furazolidon�(hiện�nay�đã�
cấm�sử�dụng)�(tỷ�lệ�kháng�chỉ�có�17,57%�và�12,70%).�

�Từ�các�nghiên�cứu�của�nhiều�tác�giả,�chúng�tôi�
nhận�thấy�khả�năng�kháng�thuốc�của�vi�khuẩn�(��FROL�
là�khá�phổ�biến,�tính�kháng�thuốc�này�có�sự�khác�nhau�
ở�mỗi�vùng,�mỗi�thời�điểm,�mỗi�loài�động�vật,�nhưng�
đều�có�chiều�hướng�ngày�càng� tăng� lên�về�tỷ� lệ�và�
chủng�loại�thuốc�bị�kháng.�Vì�vậy,�cần�phải�sử�dụng�
kháng�sinh�trong�chăn�nuôi�thú�y�một�cách�hợp�lý�để�
ngăn�chặn�hiện�tượng�kháng�thuốc�này,�đảm�bảo�cho�
sự�phát�triển�chăn�nuôi�bền�vững.�Với�kết�quả�nghiên�
cứu� trên,� khuyến� cáo� trong� điều� trị� bệnh� tiêu� chảy�
do�(��FROL�gây� ra� trên�bê�tại�huyện�Đức�Trọng,�tỉnh�
Lâm�Đồng�là�có�thể�dùng�1�trong�3�loại�kháng�sinh�
là�enroÀoxacin�(tỷ�lệ�mẫn�cảm�của�(��FROL�là�90%),�
gentamicin�và�ceftiofur�(tỷ�lệ�mẫn�cảm�là�80%).�
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IV.�KẾT�LUẬN
-�Tỷ�lệ�phân�lập�được�vi�khuẩn�(��FROL� từ�các�

mẫu�phân�bê�sữa�bị�bệnh�tiêu�chảy�là�98,65%.

-Tỷ� lệ� chủng� vi� khuẩn�(�� FROL�phân� lập� được�
mang�gen�độc�tố�(eae,�Sxt2)�là�20,55%.�

-�Vi�khuẩn�(��FROL�mang�gen�độc�phân�lập�được�
có�độc�lực�cao�trên�chuột�nhắt�trắng.�

-�Nên�sử�dụng�các�loại�kháng�sinh�có�tính�mẫn�
cảm�cao�như�enroÀoxacin,�gentamicin�và�ceftiofur�
để�điều�trị�bệnh�tiêu�chảy�bê�sữa�do�(��FROL�trên�địa�
bàn�huyện�Đức�Trọng,�tỉnh�Lâm�Đồng.
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