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TÓMTẮT
Đã tiến hành phân lập và định danh vi khuẩn HPHUHOOD D D SHV IHU (RA) từ bệnh phẩm của 408 con

vịt ở các độ tuổi khác nhau có triệu chứng bệnh nhiễm trùng huyết. Kết quả nghiên cứu cho thấy tỷ lệ vịt
bị mắc bệnh nhiễm trùng huyết do vi khuẩn RA gây ra trung bình là 35,04%. Tỷ lệ vịt nhiễm vi khuẩn
RA giảm dần theo độ tuổi, trong đó vịt dưới 8 tuần tuổi có tỷ lệ dương tính với RA là cao nhất (47,37%).
Kết quả giải trình tự nucleotide gen V U 1 cho thấy tất cả các chủng vi khuẩn RA phân lập được đều
thuộc loài HPHUHOOD D D SHV IHU

Từ khóa: Vi khuẩn Riemerella anatipestifer, nhiễm trùng huyết, vịt.

5HVXOW RI LVRODWL J LHPH H D DQD L HV L H EDFWHULD IURP GXFN VSHFLPH V
LWK V PSWRPV RI VHSWLFHPLD GLVHDVH

R KDQK KLQ DQ DQ XDQ H LQK DL

800 5
,Q WKLV VWXG H H H SH H 5 EDFWHULD ZDV LVRODWHG DQG LGHQWLILHG IURP WKH VSHFLPHQV

RI GXFNV DW GLIIHUHQW DJHV ZLWK V PSWRPV RI VHSWLFHPLD GLVHDVH 7KH VWXGLHG UHVXOWV VKRZHG WKDW
WKH SHUFHQWDJH RI GXFNV VXIIHULQJ ZLWK VHSWLFHPLD GLVHDVH FDXVHG E 5 ZDV RQ DYHUDJH
7KH LQIHFWLRQ UDWH RI GXFNV ZLWK 5 EDFWHULD GHFUHDVHG JUDGXDOO E DJH LQ ZKLFK WKH GXFNV XQGHU
ZHHNV SUHVHQWHG WKH KLJKHVW SRVLWLYH UDWH ZLWK 5 EDFWHULD 7KH UHVXOW RI DQDO LQJ

VHTXHQFH RI WKH 6 1 JHQH UHYHDOHG WKDW DOO RI WKH LVRODWHG 5 EDFWHULD VWUDLQV EHORQJHG WR
H H H SH H VSHFLHV

.H R H H H SH H VHSWLFHPLD GXFN

I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Nhiễm trùng huyết do vi khuẩn HPHUHOOD

D D SHV IHU (RA) là bệnh truyền nhiễm trên vịt
nuôi, ngỗng, gà tây vàmột số loài gia cầmkhác.Bệnh
được phát hiện lần đầu tiên trên vịt vào năm 1932 tại
New York (Mỹ) và được gọi với các tên khác nhau
như bệnh mới trên vịt (new duck disease), nhiễm
trùng huyết ở vịt (duck septicemia) (Ruiz và Sandhu,
2013). Bệnh thường xảy ra ở thể cấp tính hoặc nhiễm
trùng huyết mạn tính (chronic septicemia) với triệu
chứng đặc trưng là tiêu chảy phân xanh, rối loạn thị
giác, chảy nước mũi, ho, nhảy mũi, còi cọc, viêm
hoại tử da vùng sau khớp gối, sưng phù đầu - cổ,
ngoẹo cổ, rung đầu - cổ, viêm khớp, vịt đi lại khó
khăn, dễ bị kích động, 2 chân duỗi ra như bơi (Li và
cs., 2011). Sau khi xâm nhập vào cơ thể, vi khuẩn
vào máu và gây nên tình trạng nhiễm trùng máu,

rối loạn đông máu, rối loạn tuần hoàn, hô hấp, viêm
màng não mủ, viêm quanh gan, viêm màng ngoài
bao tim, túi khí. Gia cầm mắc bệnh bị suy gan, suy
thận và các nội tạng khác của cơ thể làm cho gia cầm
chết rất nhanh. Đối với gia cầm đẻ trứng, vi khuẩn
RAgây viêm vòi trứng, giảm đẻ và ảnh hưởng rất lớn
đến chất lượng trứng (Chikuba và cs., 2016).

Ở nước ta, bệnh do RA gây nhiễm trùng huyết
trên vịt chưa được nghiên cứu và đánh giá một
cách đầy đủ. Các ổ dịch lẻ tẻ vẫn thường xuyên
xảy ra ở các trang trại chăn nuôi vịt, gây thiệt hại
đáng kể cho người chăn nuôi. Bùi Hữu Dũng và
cs (2016) khi xác định sự hiện diện của vi khuẩn
RA từ những vịt bị nhiễm trùng huyết tại một số
tỉnh phía Nam bằng phương pháp PCR cho biết có
25/37 trại và 41/76 mẫu dương tính với RA, tương
ứng với 67,57% và 53,94%. Gần đây, Lý Thị Liên
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Khai và cs. (2018) đã phân lập vi khuẩn RA trên
150 mẫu bệnh phẩm vịt nghi mắc bệnh nhiễm
trùng huyết tại Bến Tre cho thấy có 76 mẫu dương
tính, chiếm tỷ lệ 50,6%. Đây là 2 nghiên cứu đầu
tiên công bố về tình hình bệnh nhiễm trùng huyết
do vi khuẩn RAgây ra trên vịt tại Việt Nam. Trong
nghiên cứu này, chúng tôi tiến hành phân lập và
định danh vi khuẩn RA gây bệnh nhiễm trùng
huyết trên vịt tại một số tỉnh đại diện cho cả ba
miền gồm Thái Bình, Thanh Hóa, Bình Định và
Long An.

II. NỘI DUNG, NGUYÊN LIỆU VÀ
PHƯƠNG PHÁPNGHIÊN CỨU
2.1. Nội dung nghiên cứu

- Phân lập vi khuẩn RA từ vịt có triệu chứng
nghi mắc bệnh nhiễm trùng huyết

- Định danh các chủng vi khuẩn RA phân lập
được từ vịt mắc bệnh nhiễm trùng huyết.

2.2. Nguyên liệu nghiên cứu

- Mẫu bệnh phẩm của vịt có triệu chứng nghi
mắc bệnh nhiễm trùng huyết gồm: tim/ máu tim,
gan, lách, phổi.

- Môi trường nuôi cấy phân lập vi khuẩn RA:
thạchmáu, thạch chocolate, thạchMacConkey, BHI.

- Mồi và sinh phẩm sử dụng trong phản ứng
PCR khuếch đại gen V U 1 để định danh vi
khuẩn RA.

2.3. Phương pháp nghiên cứu

2.3.1. Phương pháp phân lập vi khuẩn RA từ
mẫu bệnh phẩm

- Phương pháp lấy mẫu: mẫu được thu thập theo
QCVN 01-83:2011/BNNPTNT (Quy chuẩn kỹ thuật
quốc gia về bệnh động vật –Yêu cầu chung lấy mẫu
bệnh phẩm, bảo quản và vận chuyển) tại các tỉnh
Thái Bình, Thanh Hóa, Bình Định, Long An. Mỗi
tỉnh chọn 2 huyện, mỗi huyện chọn 2 xã, mỗi xã tối
thiểu 2 trại hoặc hộ chăn nuôi. Mẫu bệnh phẩm là
máu tim/ tim, phổi, gan, lách của vịt có triệu chứng
bệnh nhiễm trùng huyết do RA. Mẫu được đựng
trong túi nylon vô trùng, bảo quản 2 – 80C và chuyển
về phòng thí nghiệm trong vòng 24 giờ.

- Phương pháp phân lập: vi khuẩn RA được

phân lập dựa theo TCVN 8400-40:2016: mẫu
bệnh phẩm được ria cấy lên môi trường gồm
BHI, thạch máu, thạch Chocolate. Ủ 37oC trong
24 - 48 giờ. Chọn các khuẩn lạc nghi RA để cấy
chuyển vào môi trường thạch máu và BHI, ủ 37oC
trong 24 - 48 giờ để xác định hình thái vi khuẩn,
kiểm tra đặc tính sinh hóa bằng bộ kit API 20NE
(BioMérieux), định danh vi khuẩn bằng phương
pháp PCR và giải trình tự gen V U 1 . Chủng vi
khuẩn RA chọn lọc được bảo quản ở -80oC trong
dung dịch glycerol 30%.

2.3.2. Phương pháp định danh vi khuẩn RA
Vi khuẩn RAđược định danh bằng phương pháp

PCR và giải trình tự gen V U 1 , sử dụng cặp mồi
đặc hiệu F-5’-CAGCTTAACGTAGAACTGC-3’/
R-5’-TCGAGATTTG-CATCACTTCG-3’ (Tsai và
cs., 2005), chiều dài đoạn gen được khuếch đại là
662 bp. Trình tự nucleotide trên gen V U 1 được
giải mã tại Công ty TNHH thương mại, sản xuất và
dịch vụ Nam Khoa (Tp. Hồ Chí Minh). Chuỗi gen
được xử lý bằng phần mềm BioEdit (phiên bản
7.2.5). Trình tự nucleotide của gen V U 1 được
so sánh với trình tự nucleotide của gen V U 1 của
các chủng RA tham chiếu trên Genbank bằng phần
mềmBLAST. Kết quả định danh các chủngRAphân
lập được dựa vào mức độ tương đồng nucleotide trên
gen V U 1 với trình tự nucleotide của các chủng
RA tham chiếu đã được đăng tải trên Genbank. Xây
dựng cây phả hệ bằng phần mềm Mega (phiên bản
6.06), sử dụng phương pháp Neighbor-joining và
bootstrap với 1.000 lặp lại.

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1. Kết quả phân lập vi khuẩn RA từ vịt có
triệu chứng nghi mắc bệnh

Để phân lập được vi khuẩn RA, chúng tôi đã tiến
hành ria cấy mẫu bệnh phẩm như tim, máu tim, gan,
láchvàphổivịtnghimắcbệnh trêncác loạimôi trường
chocolate, thạchmáu, ủ 37 oC từ 24 - 48 giờ. Chọn các
khuẩn lạc điển hình nghi RA: trên môi trường thạch
máu vi khuẩnRAhình thành các khuẩn lạc không gây
dung huyết có đường kính khoảng 1 - 2 mm, tròn lồi,
trắng trong, rìa gọn, nhầy, hơi ướt. Hình dạng, kích
thước và đặc điểm của khuẩn lạc RA trên môi trường
chocolate cũng tương tự như trên môi trường thạch
máu, tuy nhiên trên môi trường chocolate, khuẩn lạc
cómàu trắng xám (hình 1).
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Bảng 1. Kết quả phân lập vi khuẩn RA từ vịt có triệu chứng nghi mắc bệnh

Địa điểm Số vịt xét nghiệm
(con)

Số vịt dương tính
(con) Tỷ lệ dương tính (%)

Thái Bình 96 40 41,66

Thanh Hóa 96 38 39,58

Long An 120 40 33,33

Bình Định 96 25 26,04

Tổng hợp 408 143 35,04

Hình 1. Khuẩn lạc RA trên môi trường thạch chocolate (A) và thạch máu (B)

A B

Tiến hành phân lập vi khuẩn RA từ 408
mẫu bệnh phẩm vịt ở các lứa tuổi khác nhau
có triệu chứng nghi mắc bệnh nhiễm trùng

huyết tại các tỉnh Thái Bình, Thanh Hóa, Bình
Định và Long An. Kết quả được trình bày ở
bảng 1.

Kết quảở bảng1 cho thấy, trong tổng số 408vịt có
triệu chứng nghi mắc bệnh đã phân lập được vi khuẩn
RA từ 143 vịt, chiếm tỷ lệ 35,04%. Trong đó, tỷ lệ
dương tính với vi khuẩn RA của vịt có triệu chứng
nghi mắc bệnh ở tỉnh Thái Bình và Thanh Hóa cao
hơn các tỉnh khác, lần lượt là 41,66% và 39,58%.
Hai tỉnh có tỷ lệ vịt bệnh dương tính với RA thấp
hơn là Bình Định (26,04%) và Long An (33,33%).
Theo Ruiz và Sandhu (2013), khi vịt nhiễm một số
loại vi khuẩn như DV H UHOOD P O RF GD, HPHUHOOD

D D SHV IHU, 2U REDF HU P U R UDF HDOH hay
VF HU F D FRO gây nhiễm trùng huyết, bại huyết

với các triệu chứng và bệnh tích giống nhau, rất khó
phân biệt về mặt lâm sàng. Do đó, kết quả phân lập vi
khuẩn RAở các nghiên cứu khác nhau với thời điểm,
địa điểm, đối tượng khác nhau sẽ cho tỷ lệ khác nhau.
Nghiên cứu của Lý Thị Liên Khai và cs. (2018) cho
biết, khi tiến hành phân lập vi khuẩn RA từ 150 vịt
nghi mắc bệnh nhiễm trùng huyết cho thấy có 76/150
mẫu dương tính, chiếm tỷ lệ 50,7%. Tại Đan Mạch,

bệnh xuất hiện trên vịt với tỷ lệ nhiễm là 80% (Ryll và
cs., 2001). Tại Ấn Độ, bệnh xảy ra trên vịt năm 2008
với tỷ lệ nhiễmRAtrongđàn là 40%, tỷ lệ chết là 75%
(Priya và cs., 2008). Năm 2012, bệnh xuất hiện trên
vịt ở Trung Quốc với 26/56 đàn nhiễm bệnh (Wang
và cs., 2012).TheoDeif và cs. (2015), bệnh được phát
hiện trên vịt ở Ai Cập vào năm 2014 với tỷ lệ nhiễm
trung bình là 16,7%.Việc chẩn đoán bệnh do RAgây
ra rất khó phân biệt về mặt lâm sàng. Vì vậy, để chẩn
đoán chính xác ca bệnh cần dựa vào kết quả phân lập
vi khuẩn trong mẫu bệnh phẩm. Trong nghiên cứu
này, chúng tôi chỉ tập trung phân lập vi khuẩn RA, do
đó kết quả này chỉ phản ánh được rằng, trong số vịt có
triệu chứng của bệnh nhiễm trùng huyết thì trung bình
35,04% gây ra bởi vi khuẩn RA. Các chủng vi khuẩn
này được lưu giữ cho các nghiên cứu tiếp theo.

3.2. Kết quả phân tích tỷ lệ dương tính với vi
khuẩn RA theo độ tuổi của vịt có triệu chứng
nghi mắc bệnh

Để xác định tỷ lệ mắc bệnh nhiễm trùng huyết
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do RA theo lứa tuổi của vịt, chúng tôi tiến hành
phân tích tỷ lệ nhiễm RA trên vịt có triệu chứng
mắc bệnh theo 3 nhóm tuổi khác nhau (≤ 8 tuần,

>8 – 21 tuần� và > 21 tuần tuổi). So sánh tỷ lệ
dương tính với vi khuẩn RA của 3 nhóm vịt trên,
kết quả được trình bày ở bảng 2.

Bảng 2. Tỷ lệ vịt mắc bệnh nhiễm trùng huyết do RA theo độ tuổi

Địa điểm
≤ 8 tuần tuổi >8 – 21 tuần tuổi > 21 tuần tuổi

(n) (+) (%) (n) (+) (%) (n) (+) (%)
Thanh Hóa 32 15 46,88 32 13 40,63 32 10 31,25
Thái Bình 31 �� 61,29 33 �� 33,33 32 10 31,25
Bình Định 30 �� 40,00 32 � 28,13 34 4 11,76
Long An 40 �� 42,50 40 14 35,00 40 � 22,50
Tổng hợp 133 63 47,37 137 47 34,31 138 33 23,91

Ghi chú: (n) - số mẫu kiểm tra; (+) - số mẫu dương tính; (%) - tỷ lệ dương tính

Phân tích tỷ lệ mắc bệnh nhiễm trùng huyết do
RA theo độ tuổi của vịt chúng tôi thấy rằng, vịt
ở các độ tuổi khác nhau đều có thể mắc bệnh do
RA với các tỷ lệ khác nhau (bảng 2). Vịt ở nhóm
tuổi ≤ 8 tuần có tỷ lệ dương tính với RA cao nhất
(47,37%) và 2 nhóm tuổi còn lại > 8 – 21 tuần tuổi
và > 21 tuần tuổi có tỷ lệ dương tính với RAlần lượt
là 34,31% và 23,91%. Sự khác nhau về tỷ lệ mắc
bệnh do vi khuẩn RAở các nhóm tuổi là có ý nghĩa
về mặt thống kê (p < 0,05). Kết quả nghiên cứu này
phù hợp vớimột số nghiên cứu khác về độ tuổi mắc
bệnh trên vịt. Theo Phonvisay và cs. (2017), bệnh
xuất hiện tại các trang trại nuôi vịt ở nam Đài Loan
với tỷ lệ chết cao, chủ yếu ở vịt con. Như vậy, kết
quả phân lập vi khuẩn RA từ vịt ở các lứa tuổi khác
nhau cho thấy tỷ lệ vịt mắc bệnh do vi khuẩn RA
giảm dần theo độ tuổi.

3.3. Kết quả định danh các chủng vi khuẩn RA
phân lập được

Tất cả 143 chủng vi khuẩn RA sau khi được
phân lập đều được giám định lại bằng phản ứng
PCR và giải trình tự nucleotide gen V U 1 . Kết
quả giám định bằng PCR cho thấy tất cả các chủng
RA phân lập được đều cho phản ứng PCR dương
tính, chiều dài đoạn gen khuếch đại được tương
đương với chiều dài đoạn gen đích của cặp mồi
đặc hiệu được sử dụng (hình 2).

Trong nghiên cứu này chúng tôi đã sử dụng cặp
mồi khuếch đại gen V U 1 của vi khuẩn RA theo
Tsai và cs. (2005). Đây là cặp mồi có tính đặc hiệu

cao, có thể phát hiện tất cả 18/18 chủng RA phân
lập được trên thực địa tại Đài Loan và 10 chủng RA
tham chiếu.

Hình 2. Sản phẩm PCR khuếch đại gen
16S rRNA trên agarose 1,5%

(Giếng M: thang chuẩn DNA 100bp; giếng ĐC+:
mẫu đối chứng dương; các giếng từ 1 - 8: mẫu phân
lập; giếng ĐC-: mẫu đối chứng âm)

Ngoài ra, cặp mồi này cũng cho thấy có khả năng
phân biệt được vi khuẩn RAvà một số loài vi khuẩn
khác như DV H UHOOD P O RF GD, 2U REDF HU P

U R UDF HDOH hay FRO Như vậy, kết quả kiểm
tra bằng phương pháp PCR bước đầu cho thấy, tất cả
các chủng phân lập được trong nghiên cứu này của
chúng tôi là vi khuẩn RA.

Hơn nữa, kết quả giải trình tự nucleotide trên
gen 6 U 1 của các chủng vi khuẩn RA phân
lập được cho thấy chiều dài đoạn gen giải trình tự
được là 638 bp. Các trình tự nucleotide trên gen
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6 U 1 không có bất kỳ sự sai khác nào giữa
các chủng phân lập được. Kết quả tra cứu bằng
phần mềm BLAST cũng cho thấy tất cả các chuỗi
nucleotide trên gen 6 U 1 của các chủng RA
phân lập được hoàn toàn tương đồng với gen 6

U 1 của vi khuẩn RAđã được công bố trên Ngân
hàng gen. Kết quả so sánh trình tự nucleotide
trên gen 6 U 1 giữa các chủng RA phân lập
đại diện cho các vùng nghiên cứu và chủng tham
chiếu được thể hiện ở hình 3.

Hình 3. Trình tự nucleotide trên gen 16S rRNA của các chủng RA
(RA 11845: chủng RA tham chiếu ATCC 11845; RABD1, RABD2, RALA2, RALA3, RATH1, RATH2,
RATB1, RATB2: các chủng RA phân lập từ bệnh phẩm vịt đại diện cho các vùng nghiên cứu)

Khi phân tích cây phả hệ cho thấy, tất
cả các chủng RA phân lập được trên vịt
mắc bệnh tại Việt Nam đều cùng nhóm
với chủng vi khuẩn RA tham chiếu (chủng
ATCC 11845). Trong khi đó, các giống
vi khuẩn có nguồn gốc di truyền gần gũi
với RA như Pasteurella gallinarum hay

2U REDF HU P U R UDF HDOH thuộc
những nhóm hoàn toàn khác. Kết quả này đã
khẳng định rằng, các chủng vi khuẩn chúng
tôi phân lập được trên vịt có triệu chứng của
bệnh nhiễm trùng huyết là đều thuộc loài

HPHUHOOD D D SHV IHU.

Hình 4. Quan hệ di truyền của các chủng RA phận lập trên vịt tại Việt Nam
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IV. KẾT LUẬN
- Đã phân lập và định danh được vi khuẩn RA

từ vịt có triệu chứng nghi mắc bệnh nhiễm trùng
huyết. Tỷ lệ vịt có triệu chứng nghi mắc bệnh
dương tính với vi khuẩn RA trung bình là 35,04%.

- Tỷ lệ vịt mắc bệnh nhiễm trùng huyết do vi
khuẩn RA giảm dần theo độ tuổi: vịt ≤ 8 tuần tuổi
là 47,37%; > 8 – 21 tuần tuổi là�34,31%; > 21 tuần
tuổi là 23,91%.

- Trình tự nucleotide của gen 6 U 1 của các
chủng RA phân lập được hoàn toàn tương đồng
với gen 6 U 1 của vi khuẩn RA đã được công
bố trên Ngân hàng gen.

Lời cảm ơn: Xin chân thành cảm ơn cán bộ
thú y tại Chi cục Chăn nuôi – Thú y các tỉnh Thái
Bình, Thanh Hóa, Bình Định và Long An đã giúp
đỡ nhóm nghiên cứu thu thập mẫu bệnh phẩm vịt
nghi mắc bệnh nhiễm trùng huyết.
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