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Viện�Thú�y

TÓM�TẮT
<HUVLQLD�HQWHURFROLWLFD�là�vi�khuẩn�gây�ngộ�độc�thực�phẩm�phổ�biến�ở�các�nước�phát�triển,�sau�

&DPS\OREDFWHU�và�Salmonella.�Đây�là�tác�nhân�gây�bệnh�Yerinioisis,�một�bệnh�truyền�lây�giữa�người�
và�động�vật.�Nghiên�cứu�này�nhằm�bước�đầu�xác�định�sự�có�mặt�của�các�gen�độc�lực�trong�các�chủng�
<HUVLQLD�HQWHURFROLWLFD.�20�chủng�<HUVLQLD�HQWHURFROLWLFD�phân�lập�từ�lợn�tại�cơ�sở�giết�mổ�ở�Hà�Nội�
đã�xác�định�được�sự�có�mặt�của�một�số�gen�độc�lực�(ail,�inv,�ystA,�ystB�và�\DG$)�bằng�kỹ�thuật�PCR.�
Kết�quả�là�80%�các�chủng�mang�gen�DLO,�60%�mang�gen�\VW$,�50%�mang�gen�LQY,�45%�mang�gen�
\DG$�và�chỉ�có�10%�mang�gen�ystB.�Kết�quả�nghiên�cứu�cho�thấy�tất�cả�các�chủng�gây�bệnh�không�
nhất�thiết�phải�mang�đầy�đủ�các�gen�độc�lực�và�các�chủng�không�gây�bệnh�cũng�có�sự�hiện�diện�của�
một�số�yếu�tố�độc�lực.

Từ�khóa:�<HUVLQLD�HQWHURFROLWLFD,�PCR,�ail,�inv,�ystA,�ystB,�yadA.

3UHYDOHQFH�RI�YLUXOHQFH�JHQHV�RI�<HUVLQLD�HQWHURFROLWLFD�LVRODWHG�
IURP�SLJ�DW�VODXJKWHUKRXVHV�LQ�+D�1RL

/XX�4X\QK�+XRQJ��7UDQ�7KL�7KX�+DQJ�
�/H�7KL�+RQJ�1KXQJ��1JX\HQ�7KL�7KX�+DQJ

6800$5<
<HUVLQLD� HQWHURFROLWLFD� LV� D� EDFWHULD� FDXVHV� IRRG� SRLVRQLQJ� FRPPRQO\� LQ� WKH� GHYHORSHG�

FRXQWULHV��VWDQGLQJ�DIWHU�&DPS\OREDFWHU�DQG�6DOPRQHOOD��,W�LV�WKH�FDXVDWLYH�DJHQW�RI�\HUVLQLRVLV��
D�]RRQRWLF�GLVHDVH��7KH�SXUSRVH�RI�WKLV�VWXG\�ZDV�WR�LQLWLDOO\�GHWHUPLQH�WKH�SUHVHQFH�RI�YLUXOHQW�
JHQHV�LQ�WKH�<HUVLQLD�HQWHUDWLRLWLFD�VWUDLQV�����VWUDLQV�RI�<HUVLQLD�HQWHURFROLWLFD�LVRODWHG�IURP�SLJV�
DW� WKH�VODXJKWHUKRXVHV� LQ�+D�1RL�ZHUH�GHWHUPLQHG�IRU� WKH�SUHVHQFH�RI�VRPH�YLUXOHQW�JHQHV�
�DLO��LQY��\VW$��\VW%�DQG�\DG$��E\�3&5�WHFKQLTXH��$V�D�UHVXOW������RI�VWUDLQV�FDUULHG�DLO�JHQH��
����RI�VWUDLQV�FDUULHG�\VW$�JHQH������RI�VWUDLQV�FDUULHG�LQY�JHQH������RI�VWUDLQV�FDUULHG�\DG$�
JHQH�DQG�RQO\�����RI�VWUDLQV�FDUULHG�\VW%�JHQH��7KH�VWXGLHG�UHVXOW�DOVR�LQGLFDWHG�WKDW�QRW�DOO�
WKH�SDWKRJHQLF�<HUVLQLD�HQWHURFROLWLFD�VWUDLQV�PXVW�FDUU\�DOO�WKH�YLUXOHQW�JHQHV�DQG�LQ�WKH�QRQ�
SDWKRJHQLF�EDFWHULD�VWUDLQV�DOVR�SUHVHQW�VRPH�YLUXOHQW�IDFWRUV�

.H\ZRUGV��<HUVLQLD�HQWHURFROLWLFD��3&5��DLO��LQY��\VW$��\VW%��\DG$�

I.�ĐẶT�VẤN�ĐỀ
<HUVLQLD�HQWHURFROLWLFD� (<��HQWHURFROLWLFD)� là�

vi�khuẩn�gây�bệnh�đường� tiêu�hóa�phổ�biến�ở�
các�nước�phát�triển,�chỉ�sau�vi�khuẩn�Salmonella�
spp.�và�&DPS\OREDFWHU�spp.�(EFSA,�2007).�Lợn�
được�đánh�giá�là�nguồn�tàng�trữ�chính�của�các�
chủng�<��HQWHURFROLWLFD�gây�bệnh�ở�người,�mặc�
dù� lợn� không� có� các� dấu� hiệu� lâm� sàng� của�

bệnh.�<��HQWHURFROLWLFD�có�trong�khoang�miệng,�
trên� lưỡi,� hạch� amidan,� các� hạch� bạch� huyết,�
trong�ruột� lợn�và� lợn� thường�xuyên�bài� tiết�vi�
khuẩn�này�qua�phân.�Quá� trình�di� chuyển�của�
vi�khuẩn�<��HQWHURFROLWLFD�từ�lợn�sang�người�chủ�
yếu�thông�qua�quá�trình�tiêu�thụ�thực�phẩm,�đặc�
biệt�là�thực�phẩm�không�được�chế�biến�và�bảo�
quản�đảm�bảo�vệ�sinh.
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Hiện� nay,� <�� HQWHURFROLWLFD� được� xác� định�
có�6�biotype�(1A,�1B,�2,�3,�4�và�5)�với�hơn�70�
serotype.�Các�biotype�được�phân�chia�theo�đặc�
tính� gây� bệnh� của� chúng.� Cụ� thể,� biotype� 1A�
được� xem� là� biotype� không� có� khả� năng� gây�
bệnh,�biotype�từ�2�đến�5�là�các�biotype�gây�bệnh�
yếu� và� biotype� 1B� là� biotype� gây� bệnh� nặng.�
Trong� hơn� 70� serotype,� chỉ� có� 11� serotype� có�
liên�quan�đến�bệnh�ở�người�và�phần�lớn�có�thể�
được�truy�nguyên�chỉ�có�3�serotype�phổ�biến�là�
O:3,�O:8�và�O:9�(Bancerz-Kisiel�và�cs.,�2018).�

Nhiều�nghiên�cứu�trên�thế�giới�đã�chỉ�ra�rằng�
các�yếu�tố�độc�lực�của�<��HQWHURFROLWLFD�liên�quan�
đến�một�số�cấu�trúc�nằm�cả�trên�plasmid�và�trên�
nhiễm�sắc�thể.�Các�protein�được�mã�hóa�bởi�các�
gen�này� tạo�điều�kiện�cho�vi�khuẩn�xâm�nhập�
vào�vật�chủ,�lẩn�tránh�các�phản�ứng�miễn�dịch�
và�có�thể�phát�triển�trong�các�điều�kiện�không�
thuận� lợi.�Do� đó,� các� gen� này� thường� là�mục�
tiêu� được� nhắm�đến� của� các� xét� nghiệm�PCR�
và�các�phương�pháp�phân� tử�khác.�Cụ� thể�các�
gen�nhiễm�sắc�thể�như�gen�DLO�(kèm�theo�locus�
xâm�lấn,�làm�trung�gian�xâm�lấn�tế�bào),�gen�LQY�
(gen�xâm�lấn,� trung�gian�xâm�lấn� tế�bào),�gen�
\VW$�(mã�hóa�một�loại�nội�độc�tố�bền�nhiệt),�gen�
ystB�và�\VW&�(mã�hóa�một�số�loại�nội�độc�tố�chủ�
yếu� của�<�� HQWHURFROLWLFD)� và� các� gen� plasmid�
như�\DG$�(mã�hóa�các�protein�liên�quan�đến�quá�
trình�tự�ngưng�kết,�kháng�huyết�thanh�và�tự�bám�
dính),�gen�virF�hoặc�icrF,...

Việc�xác�định�các�gen�độc�lực�và�các�đặc�tính�
sinh� học� của� các� chủng�<�� HQWHURFROLWLFD�phân�
lập�được�là�rất�cần�thiết�để�xác�định�được�khả�
năng� gây� bệnh� cũng� như� điều� tra� các� nguồn,�
phương� thức� lây� truyền�và�phân�bố�địa� lý�của�
chúng.�Thông� tin�này�đóng�vai� trò�quan� trọng�
trong�việc�cung�cấp�các�biện�pháp�kiểm�soát�quá�
trình�giết�mổ�và�có�thể�làm�giảm�nguy�cơ�truyền�
các�vi�khuẩn�gây�bệnh�này�sang�thịt�lợn.

Trong�giai�đoạn�từ�năm�2017�đến�năm�2020,�
chúng� tôi� đã� phân� lập� được� nhiều� chủng� <��
HQWHURFROLWLFD�từ�các�mẫu�thịt�và�mẫu�phủ�tạng�
của� lợn� bán� tại� các� chợ� bán� lẻ� cũng� như� tại�
lò�mổ� trên� địa� bàn� thành�phố�Hà�Nội.�Những�
kết�quả�này�bước�đầu�xác�định�sự�có�mặt�của�

<�� HQWHURFROLWLFD� trong� chuỗi� giá� trị� thịt� lợn�
tại�Hà�Nội� nói� riêng� và�Việt�Nam� nói� chung.�
Tuy�nhiên,�những�kết�quả�trên�mới�dừng� lại�ở�
việc�xác�định�các�đặc�tính�sinh�hóa,�định�danh�
biotype,�serotype�và�khẳng�định�loài�bằng�gen�
16S� rRNA.� Trong� nghiên� cứu� này,� chúng� tôi�
đi�sâu�hơn�vào�việc�xác�định�sự�hiện�diện�của�
các�gen�độc�lực�trong�hệ�gen�của�các�chủng�<��
HQWHURFROLWLFD�phân�lập�được�tại�lò�mổ�ở�Hà�Nội�
bằng�phương�pháp�PCR.�Mục� tiêu� cụ� thể�bao�
gồm�gen�nội�độc�tố�ystA,�ystB;�gen�xâm�lấn�LQY;�
gen�bám�dính�DLO�và�gen�độc�lực�plasmid�\DG$.�

II.�VẬT�LIỆU�VÀ�PHƯƠNG�PHÁP�
NGHIÊN�CỨU
2.1.�Nội�dung�nghiên�cứu

Xác�định�gen�độc�lực�của�20�chủng�vi�khuẩn�
<��HQWHURFROLWLFD�đã�phân�lập�được,�bao�gồm�gen�
nội�độc�tố�ystA,�ystB;�gen�xâm�lấn�LQY;�gen�bám�
dính�DLO�và�gen�độc�lực�plasmid�\DG$.�

2.2.�Vật�liệu�nghiên�cứu

2.2.1.�Mẫu�nghiên�cứu�

Tổng�cộng�có�20�chủng�<��HQWHURFROLWLFD�sử�
dụng� trong�nghiên� cứu�này.�Đây� là� các� chủng�
được�chúng�tôi�phân�lập�từ�các�mẫu�lợn�thu�thập�
tại� lò�mổ� trên�địa�bàn� thành�phố�Hà�Nội�năm�
2019.�Sau�khi�được�kiểm�tra�các�đặc�tính�sinh�
hóa�đặc�trưng,�xác�định�biotype�và�serotype�theo�
TCVN�8127:2009,�khẳng�định�lại�loài�bằng�gen�
16S�rRNA,�các�chủng�được�bảo�quản�ở� -300C�
trong�môi� trường�BHI� bổ� sung� 25%�glycerol.�
Trước� khi� sử� dụng,� các� chủng� được� nuôi� cấy�
qua�đêm�trên�thạch�dinh�dưỡng�ở�30oC.

2.2.2.�Môi�trường�hóa�chất

� Thạch� dinh� dưỡng� (Merck,� Mỹ);� bộ� kit�
Genomic� DNA� Puri¿cation� (Thermo� Fisher,�
Mỹ),� ethanol� absolute� (Merck,� Mỹ),� phusion�
U�multiplex�PCR�Master�mix�(Thermo�Fisher,�
Mỹ),� DNA� gel� loading� dye� (Thermo� Fisher,�
Mỹ),�TopVision�agarose�(Thermo�Fisher,�Mỹ),�
GeneRuler�100�bp�DNA�ladder�(Thermo�Fisher,�
Mỹ),�Redsafe�(Intron,�Hàn�Quốc),�TBE�buffer�
10X� (bio� World,� Mỹ),� UltraPure™� DNase/
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RNase-Free� distilled� water� (Thermo� Fisher,�
Mỹ),�các�cặp�mồi�(Sigma-Aldrich,�Singapore).

2.3.�Phương�pháp�nghiên�cứu

-�Phương�pháp�tách�chiết�DNA:�Sử�dụng�bộ�
kit�Genomic�DNA�puri¿cation�(Thermo�Fisher,�

Mỹ),�thực�hiện�theo�hướng�dẫn�của�nhà�sản�xuất.

-�Phương�pháp�PCR:

+�Trình� tự�nucleotide�các�cặp�mồi� sử�dụng�
trong�nghiên�cứu�được�thể�hiện�ở�bảng�1.�

Bҧng�1.�Trình�tự�nucleotide�các�cặp�mồi

77 Gen Trình�tự�(5’-�3’)
Sҧn�
phẩm�
(bp)

Nhiệt�độ�
bắt�mồi�(oC) Tài�liệu�tham�khҧo

1 DLO
ACTCGATGATAACTGGGGAG

170 55 Nakajima�và�cs.�(1992)
CCCCCAGTAATCCATAAAGG

2 \VW$
AATGCTGTCTTCATTTGGAGCA

145 55 Ibrahim�và�cs.�(1997)
ATCCCAATCACTACTGACTTC

3 \VW%
TGTCAGCATTTATTCTCAACT

180 46 Platt�-�Samoraj�và�cs.�
(2006)GCCGATAATGTATCATCAAG

4 LQY
CTGTGGGGAGAGTGGGGAAGTTTGG

570 60 Rasmussen�và�cs.�(1994)
GAACTGCTTGAATCCCTGAAAACCG

5 \DG$
CTTCAGATACTGGTGTCGCTGT

849 60 Thoerner�và�cs.�(2003)
ATGCCTGACTAGAGCGATATCC

+�Thành�phần�phản�ứng�PCR

Các� phản� ứng� PCR� được� thiết� lập� dựa� theo�
nghiên�cứu�của�Nakajima�và�cs.�(1992),�Rasmussen�
và�cs.�(1994),�Thoerner�và�cs.�(2003),�Ibrahim�và�
cs.� (1997),�Platt-Samoraj�và�cs.� (2006);�và�được�
chuẩn�hóa�cho�phù�hợp�với�điều�kiện�phòng� thí�
nghiệm�tại�Phòng�Thí�nghiệm�tổng�hợp�và�Bảo�tồn�
quỹ�gen,�Viện�Thú�y.

Đối�với�các�cặp�mồi�xác�định�gen�DLO,�\VW$�và�
ystB:�sử�dụng�phản�ứng�PCR�đơn�mồi�(singleplex�
PCR).�Tổng�lượng�phản�ứng�là�50µl/phản�ứng,�
bao�gồm:�25µl�Master�mix,�1µl�mồi�xuôi,�1µl�
mồi�ngược,�1µl�DNA�mẫu�và�lượng�nước�vừa�
đủ.

Đối�với�cặp�mồi�LQY�và�\DG$:�sử�dụng�phản�
ứng�PCR�đa�mồi�(multiplex�PCR).�Tổng�lượng�
phản� ứng� là� 50µl/phản� ứng,� bao� gồm:� 25µl�
Master�mix,�1µl�mồi�xuôi� LQY,�1µl�mồi�ngược�
LQY,�1µl�mồi�xuôi�\DG$,�1µl�mồi�ngược�\DG$,�
2µl�DNA�mẫu�và�lượng�nước�vừa�đủ.

+�Chu�trình�nhiệt

Chu�trình�nhiệt�cho�phản�ứng�multiplex�PCR�
phát�hiện�gen�LQY�và�\DG$:�15�phút�ở�95oC;�35�
chu�kỳ�lặp�lại�gồm�30�giây�ở�nhiệt�độ�94oC,�90�
giây�ở�60oC�và�90�giây�ở�72oC;�cuối�cùng�là�30�
giây�ở�72oC;�giữ�ở�4oC.

Chu�trình�nhiệt�cho�phản�ứng�PCR�phát�hiện�
gen�DLO�là�60�giây�ở�94oC;�25�chu�kỳ�lặp�lại�gồm�
30�giây�ở�nhiệt�độ�94oC,�60�giây�ở�55oC�và�2�phút�
ở�70oC;�cuối�cùng�là�5�phút�ở�70oC;�giữ�ở�4oC.

Chu�trình�nhiệt�cho�phản�ứng�PCR�phát�hiện�
gen�\VW$�là�2�phút�ở�94oC;�30�chu�kỳ�lặp�lại�gồm�30�
giây�ở�nhiệt�độ�94oC,�60�giây�ở�55oC�và�30�giây�ở�
72oC;�cuối�cùng�là�5�phút�ở�72oC;�giữ�ở�4oC.

Chu�trình�nhiệt�cho�phản�ứng�PCR�phát�hiện�
gen�ystB� là� 5� phút�ở�95oC;� 30� chu� kỳ� lặp� lại�
gồm�30�giây�ở�nhiệt�độ�94oC,�30�giây�ở�46oC�
và�60�giây�ở�72oC;�cuối�cùng�là�10�phút�ở�72oC;�
giữ�ở�4oC.
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-�Kỹ� thuật� điện� di� gel� agarose� và� kiểm� tra�
sản�phẩm�PCR:�Sử�dụng�agarose�1,5%,�nhuộm�
với� 2,5µl� Redsafe� (Intron,� Hàn� Quốc),� dung�
dịch�đệm�TBE�1X.�Chạy�điện�di�bằng�dòng�điện�
một� chiều� với� điện� thế� 100V,� cường� độ� dòng�
điện� 100�mA� trong� khoảng� 30-40� phút.� Quan�
sát� kết� quả� trên�máy� Imagequant� las� 500� (GE�
Healthcare�Life�Sciences,�Mỹ).

2.4.�Phương�pháp�xử�lý�số�liệu

Các�số�liệu�được�xử�lý�bằng�phần�mềm�Excel.

III.�KẾT�QUẢ�VÀ�THẢO�LUẬN
3.1.�Kết�quả�xác�định�gen�bám�dính�ail

Gen�DLO�là�gen�mã�hóa�ail�-�một�protein�màng�
ngoài�giúp�thúc�đẩy�sự�gắn�kết�và�xâm�lấn,�luôn�
được�tìm�thấy�trong�các�chủng�<��HQWHURFROLWLFD�
có�khả�năng�gây�bệnh.�Đây�cũng� là�một�trong�
những�gen�thường�được�sử�dụng�làm�gen�đích�
để�phát�hiện�các�chủng�có�khả�năng�gây�bệnh�
và�phân�biệt�nhanh�với�các�chủng�không�có�khả�
năng�gây�bệnh�(Thoerner�và�cs.,�2003).

Bҧng�2.�Kết�quҧ�xác�định�gen�bám�dính�ail

Bioserotype Số�chủng Dương�tính Tỷ�lệ�(%)
1A/O:5 9 5 55,56
1B/O:8 5 5 100
4/O:3 6 6 100

Tổng�số 20 16 ��

Kết�quả�ở�bảng�2�cho�thấy�100%�các�chủng�
thuộc�bioserotype�4/O:3�và�bioserotype�1B/O:8�
đều�mang�gen�bám�dính�DLO.�Điều�này�cũng�phù�
hợp�với�những�tài�liệu�trên�thế�giới�vì�đây�là�2�
bioserotype�đều�có�khả�năng�gây�bệnh.

Những� nghiên� cứu� từ� trước� năm� 2000� đều�
báo�cáo�rằng�có�sự�vắng�mặt�của�gen�DLO�trong�
các�chủng�không�có�khả�năng�gây�bệnh� thuộc�
biotype�1A.�Tuy�nhiên,�một�số�nghiên�cứu�gần�
đây� đã� chỉ� ra� rằng� trong�một� số� chủng� thuộc�

biotype� 1A� cũng� có� thể� phát� hiện� được� sự� có�
mặt�của�gen�DLO�(Falcao�và�cs.,�2006).�

Theo�Cheyne� và� cs.� (2010),� trong� 5� chủng�
thuộc� bioserotype� 1A/O:5� kiểm� tra� có� tới�
3/5� chủng� (60%)� phát� hiện� thấy� gen� DLO.� Kết�
quả� này� cũng� tương� tự� với� kết� quả� nghiên�
cứu�của�chúng� tôi,�khi�có� tới�5/9�chủng� thuộc�
bioserotype�1A/O:5�(55,56%)�được�xác�định�là�
dương�tính�bằng�phương�pháp�PCR.�Qua�đó�có�
thể�khẳng�định,�các�phương�pháp�chỉ�dựa�trên�

Hình�1.�Hình�ảnh�điện�di�kiểm�tra�sự�có�mặt�của�gen�bám�dính�ail�trên�gel�agarose�1,5%�
Lane�1:�Marker�100bp,�lane�2:�Đối�chứng�âm,�lane�3�–�14:�DNA�các�chủng�Y.�enterocolitica�

phân�lập�được
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gen�DLO� là�không�đủ�để�phát�hiện�các�chủng�<��
HQWHURFROLWLFD�có�khả�năng�gây�bệnh�thực�sự.

3.2.�Kết�quả�xác�định�gen�nội�độc�tố�ystA

Các� chủng�<�� HQWHURFROLWLFD�gây� bệnh� nguyên�
phát�được�biết�đến�có�khả�năng�sản�sinh�một�loại�

nội�độc�tố�chịu�nhiệt�là�ystlA.�Các�nghiên�cứu�đã�chỉ�
ra�rằng�\VW$�–�gen�mã�hóa�ystlA�là�một�trong�những�
yếu�tố�độc�lực�chính�của�các�chủng�<��HQWHURFROLWLFD�
gây�bệnh�(Delor�và�cs.,�1990).

Kết� quả� xác� định� gen� \VW$� được� trình� bày�
trên�bảng�3�và�hình�2.

Trong� 20� chủng� sử� dụng� trong� nghiên� cứu�
này,�có�12�chủng�được�xác�định�mang�gen�\VW$,�
chiếm� tỷ� lệ� 60%.� Trong� đó� 100%� các� chủng�
thuộc�bioserotype�4/O:3�đều�mang�gen�\VW$�(6/6�
chủng),�tiếp�theo�là�các�chủng�thuộc�bioserotype�
1A/O:5�(44,4%)�và�cuối�cùng�là�các�chủng�thuộc�
bioserotype�1B/O:8�(40%).

Theo� Sacchini� và� cs.� (2018),� 100%� chủng�
thuộc�bioserotype�4/O:3�phân�lập�từ�lợn�(56/56�
chủng)�đều�mang�gen�\VW$,�tương�tự�với�kết�quả�
nghiên� cứu� của� Stephan� và� cs.� (2013)� tại�Đại�
học�Zurich.

Một� số�nghiên� cứu� trước�đây�đã� chỉ� ra�gen�
\VW$�là�gen�thường�được�phát�hiện�ở�biotype�1B.�

Nghiên�cứu�của�Saberianpour�và�cs.�(2014)�cho�
biết� tỷ� lệ�phát�hiện� các�gen�\VW$� trong� biotype�
1B�là�94,11%.�Tỷ�lệ�này�lên�tới�100%�trong�các�
nghiên�cứu�của�Zheng�và�cs.�(2008).�Tuy�nhiên,�
trong� nghiên� cứu� này,� tỷ� lệ� các� chủng� thuộc�
biotype�1B�được�phát�hiện�mang�gen�\VW$�chỉ�có�
40%,�thấp�hơn�nhiều�so�với�những�kết�quả�trên.�
Nguyên�nhân�có�thể�do�sự�sai�khác�về�nguồn�gốc�
phân�lập,�nơi�phân�lập�và�serotype�của�các�chủng�
kiểm�tra.�Cụ�thể,�trong�nghiên�cứu�của�chúng�tôi,�
chỉ�có�sự�xuất�hiện�của�bioserotype�1B/O:8.

Gen� \VW$� là� gen� được� tìm� thấy� trong� các�
biotype� có�khả�năng�gây�bệnh.�Tuy�vậy� trong�
các� báo� cáo� gần� đây,� gen� \VW$� cũng� đã� được�

Hình�2.�Hình�ảnh�điện�di�kiểm�tra�sự�có�mặt�của�gen�nội�độc�tố�ystA�trên�gel�agarose�1,5%�
Lane�1:�Marker�100bp,�lane�2:�Đối�chứng�âm,�lane�3�–�14:�DNA�các�chủng�Y.�enterocolitica�

phân�lập�được

Bҧng�3.�Kết�quҧ�xác�định�gen�nội�độc�tố�ystA

Bioserotype Số�chủng Dương�tính Tỷ�lệ�(%)
1A/O:5 9 4 44,44
1B/O:8 5 2 40
4/O:3 6 6 100

Tổng�số 20 12 ��
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phát�hiện�có�trong�biotype�1A�với�tỷ�lệ�dao�động�
từ�8,69%�đến�75%�(Saberianpour�và�cs.,�2014;�
Zheng�và�cs.,�2008).�Qua�đó,�có�thể�thấy�có�sự�
phù�hợp�giữa�kết�quả�của�nghiên�cứu�này�với�
các�nghiên�cứu�khác�trên�thế�giới,�mặc�dù�tồn�tại�
sự�khác�biệt�về�các�tỷ�lệ.����

3.3.�Kết�quả�xác�định�gen�nội�độc�tố�ystB

Độc� lực� của� chủng� <�� HQWHURFROLWLFD� thuộc�
các� biotype� gây� bệnh� nguyên� phát,� cụ� thể� là�
thuộc� các�biotype�1B�và� các�biotype� từ�2�đến�
5,�được�xác�định�là�do�sự�hiện�diện�của�các�độc�
tố�plasmid,�các�gen�nhiễm�sắc�thể�liên�quan�đến�
quá�trình�xâm�lấn�như�gen�LQY��gen�DLO�và�gen�nội�
độc�tố�\VW$.� (Delor�và�Cornelis,�1992;�Pierson�
và� Falkow,� 1990).� Trong� khi� đó,� hầu� hết� các�
chủng�trong�biotype�1A�được�xác�định�là�thiếu�
các� dấu� hiệu� độc� lực� trên� (Delor� và�Cornelis,�

1992;� Pierson� và� Falkow,� 1990),� vì� vậy� các�
chủng�thuộc�biotype�này�được�coi�là�không�có�
khả�năng�gây�bệnh.�Tuy�nhiên,�biotype�1A�cũng�
đã�được�xác�định�có�liên�quan�đến�nhiều�ổ�dịch�
tiêu�chảy�(Butt�và�cs.,�1991).�Viêm�ruột-dạ�dày�
gây� ra� bởi� các� chủng� thuộc� biotype� 1A� cũng�
không�thể�phân�biệt�được�với�bệnh�gây�ra�bởi�
các�biotype�gây�bệnh�nguyên�phát�(Burnens�và�
cs.,�1996).�Các�nghiên�cứu�cũng�đã�chỉ�ra�rằng�
ystB�-�gen�mã�hóa�và�sản�xuất�enterotoxin�chịu�
nhiệt�ystlB�là�tác�nhân�chính�gây�bệnh�tiêu�chảy�
do�các�chủng�<��HQWHURFROLWLFD�thuộc�biotype�1A�
gây�ra�(Singh�và�Virdi,�2004).

Chúng�tôi�cũng�đã�tiến�hành�xác�định�sự�có�
mặt�của�gen�ystB�trong�20�chủng�<��HQWHURFROLWLFD�
sử� dụng� trong� nghiên� cứu� này.�Kết� quả� được�
trình�bày�trên�bảng�4�và�hình�3.

Qua�bảng�4,�chúng�tôi�nhận�thấy�chỉ�có�2/20�
chủng�<��HQWHURFROLWLFD�phân�lập�được�có�sự�xuất�
hiện�của�gen�nội�độc�tố�ystB,�chiếm�tỷ�lệ�10%.�

Cả�2�chủng�này�đều�thuộc�bioserotype�1A/O:5.�
Kết�quả�này�tương�tự�với�một�số�kết�quả�nghiên�
cứu�khác�đã�được�công�bố�trên�thế�giới.�Tennant�

Bҧng�4.�Kết�quҧ�xác�định�gen�nội�độc�tố�enterotoxin�ystB

Bioserotype Số�chủng Dương�tính Tỷ�lệ�(%)
1A/O:5 9 2 22,22
1B/O:8 5 0 0
4/O:3 6 0 0

Tổng�số 20 2 10

Hình�3.�Hình�ảnh�điện�di�kiểm�tra�sự�có�mặt�của�gen�nội�độc�tố�ystB�trên�gel�agarose�1,5%
Lane�1:�Marker�100bp,�lane�2:�Đối�chứng�âm,�lane�3�–�14:�DNA�các�chủng�Y.�enterocolitica�

phân�lập�được
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và� cs.� (2003)� cho� biết� 80%� các� chủng� thuộc�
biotype�1A�được�báo�cáo�có�mang�gen�ystB.

Trong�45�chủng�<��HQWHURFROLWLFD�phân�lập�từ�
lợn�nái,�Platt-Samoraj�A�và� cs.� (2006)� cũng�đã�
xác�định�được�có�tới�40/45�chủng�thuộc�biotype�
1A�và�tất�cả�các�chủng�thuộc�biotype�1A�đều�chỉ�
mang�gen�ystB�trong�khi�các�chủng�còn�lại�thuộc�
biotype�4/O:3�mang�cả�gen�DLO�và�gen�\VW$.

3.4.�Kết�quả�xác�định�gen�xâm�lấn�inv

Nhiều�nghiên�cứu�đã�chỉ�ra�rằng:�Sản�phẩm�

của�gen�LQY�-�invasin�đóng�vai�trò�quan�trọng�trong�
việc�thúc�đẩy�sự�xâm�nhập�của�<��HQWHURFROLWLFD�
trong�giai�đoạn�đầu�của�quá�trình�nhiễm�khuẩn,�
chủ�yếu�liên�quan�đến�sự�phát�triển�của�vi�khuẩn�
trong�các�tế�bào�biểu�mô�của�vật�chủ.�Đây�là�một�
trong�những�yếu�tố�độc�lực�không�thể�thiếu�đối�
với�các�chủng�<��HQWHURFROLWLFD�có�khả�năng�gây�
bệnh.�Inv�có�thể�được�tìm�thấy�trong�tất�cả�các�
loài�<HUVLQLD.� 20� chủng� vi� khuẩn� đã� được� xác�
định�gen�LQY�bằng�phản�ứng�PCR�với�sản�phẩm�
dự�kiến�là�570�bp.�Kết�quả�được�trình�bày�trên�
bảng�5�và�hình�4.

Bҧng�5.�Kết�quҧ�xác�định�gen�xâm�lấn�inv�

Bioserotype Số�chủng Dương�tính Tỷ�lệ�(%)
1A/O:5 9 1 11,11
1B/O:8 5 3 60
4/O:3 6 6 100

Tổng�số 20 10 ��

Từ� kết� quả� trên� có� thể� thấy,� 100%� các�
chủng� thuộc� bioserotype� 4/O:3� đều�mang� gen�
LQY,� trong� khi�đó� tỷ� lệ�này�ở� các� chủng� thuộc�
bioserotype� 1B/O:8� là� 60%� và� ở� các� chủng�
thuộc�bioserotype�1A/O:5�chỉ�là�11,11%.�

Năm�2019,�Tavassoli�và�cs.�đã�chỉ� ra� trong�
13�chủng�thuộc�biotype�1B�được�kiểm�tra,�chỉ�

có�6/13�chủng�(46,15%)�phát�hiện�có�mang�gen�
LQY.�Đối�với�các�chủng�thuộc�biotype�1A;�tỷ�lệ�
này�là�60,83%.�Bên�cạnh�đó,�nhiều�nghiên�cứu�
cũng� chỉ� ra� rằng� tỷ� lệ� này� ở� các� chủng� thuộc�
biotype�4�lên�tới�100%�(Sacchini�và�cs.,�2018;�
Zheng�và�cs.,�2008).

Có�thể�thấy,�kết�quả�của�chúng�tôi�có�nhiều�

Hình�4.�Hình�ảnh�điện�di�kiểm�tra�sự�có�mặt�của�gen�xâm�lấn�inv�
và�gen�độc�lực�plasmid�yadA�trên�gel�agarose�1,5%�

Lane�1:�Marker�100bp,�lane�2:�Đối�chứng�âm,�lane�3�–�11:�DNA�các�chủng�Y.�enterocolitica�
phân�lập�được
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điểm� tương�đồng�với� các�nghiên� cứu�đã� công�
bố�trên�thế�giới.�Mặc�dù�tỷ�lệ�phát�hiện�gen�LQY�
trên�các�chủng�thuộc�biotype�1A�còn�thấp�nhưng�
cũng�đã�có�thể�khẳng�định�sự�tồn�tại�của�gen�này�
trong�các�chủng�được�coi�là�không�gây�bệnh�tại�
Hà�Nội�nói�riêng�và�Việt�Nam�nói�chung.

3.5.�Kết�quả�xác�định�gen�độc�lực�plasmid�yadA�

Gen�\DG$�cùng�với�gen�DLO�và�LQY�là�3�gen�mã�
hóa�các�protein�chủ�yếu�tham�gia�vào�quá�trình�
kết�dính�và�xâm�lấn�của�<��HQWHURFROLWLFD.

Kết�quả�xác�định�gen�\DG$�được� trình�bày�
trên�bảng�6�và�hình�4.

Bҧng�6.�Kết�quҧ�xác�định�gen�độc�lực�plasmid�yadA

Bioserotype Số�chủng Dương�tính Tỷ�lệ�(%)
1A/O:5 9 1 11,11
1B/O:8 5 3 60
4/O:3 6 5 83,33

Tổng�số 20 � 45

Một�số�nghiên�cứu�trên�thế�giới�đã�báo�cáo�
rằng,� gen� \DG$� là�một� gen� plasmid� và� không�
có� trong� kiểu� gen� của� biotype� 1A� (Bancerz-
Kisiel�và�cs.,�2018;�Tavassoli�và�cs.,�2019).�Tuy�
nhiên,�Thoerner� và� cs.� (2003)� đã� phát� hiện� ra�
1� trường�hợp�biotype�1A�mang�gen�\DG$.�Kết�
quả�này�cũng�tương�ứng�với�kết�quả�nghiên�cứu�
của�chúng�tôi,�khi�trong�9�chủng�thuộc�biotype�
1A�kiểm�tra�phát�hiện�1�chủng�mang�gen�\DG$.�
Nguyên�nhân�của�sự�sai�khác�này�có�thể�do�các�
chủng� đã� được� phân� lập� từ� những� đối� tượng�
khác�nhau�và�ở�các�khu�vực�địa�lý�khác�biệt.

Với�các�chủng� thuộc�biotype�1B�và�bioype�
4,� tỷ� lệ�phát�hiện�gen�\DG$� tương�ứng�là�60%�
và�83,33%.�Kết�quả�này�phù�hợp�với�các�nghiên�
cứu�trước�đây�mặc�dù�tỷ�lệ�thấp�hơn�(Zheng�và�
cs.,�2008;�Sacchini�và�cs.,�2018).

IV.�KẾT�LUẬN�
Bằng�phản�ứng�PCR,�chúng�tôi�đã�xác�định�

được� rằng� 80%� các� chủng� trong� nghiên� cứu�
mang�gen�DLO,�60%�mang�gen�\VW$,�50%�mang�
gen� LQY,� 45%�mang� gen� \DG$� và� chỉ� có� 10%�
mang�gen�ystB.�

Có� thể� thấy�không�phải�100%�các�gen�độc�
lực�đều�có�ở�các�chủng�có�khả�năng�gây�bệnh�
bao�gồm�cả�chủng�gây�bệnh�yếu�(biotype�2,�3,�4�
và�5)�và�chủng�gây�bệnh�nặng�(biotype�1B).�Bên�
cạnh�đó,�các�chủng�không�có�khả�năng�gây�bệnh�

thuộc�bioserotype�1A/O:5�cũng�được�phát�hiện�
có�mang�các�gen�độc�lực�kể�trên.�

Kết�quả�này�cũng�đặt�ra�nhiều�câu�hỏi�về�cơ�
chế� gây�bệnh� của� các� chủng�<�� HQWHURFROLWLFD,�
sự�tương�tác�của�các�gen�độc�lực�trong�hệ�gen�
của� vi� khuẩn�và� liệu� các� chủng� thuộc�biotype�
1A�có�thực�sự�là�các�chủng�không�có�khả�năng�
gây�bệnh.
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