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TÓMTẮT
Chúng tôi thu thập 497 mẫu phân gà (231 mẫu từ gà nghi mắc bệnh viêm ruột hoại tử và 266 mẫu

từ gà khỏe) để phân lập vi khuẩn ORVW LGL P S I LQJ QV. Kết quả nghiên cứu cho thấy tỷ lệ vi khuẩn
S I LQJ QV phân lập được ở gà nghi mắc bệnh là 58% và ở gà khỏe mạnh là 24,06%. Kết quả xác

định type độc tố bằng phản ứng Multiplex-PCR cho thấy 198 chủng S I LQJ QV phân lập từ gà
bệnh và gà khỏe đều thuộc typeA. Trong số 134 chủng phân lập từ gà bệnh, 39 (29,10%) chủng mang
gen Q W , 3 (2,24%) chủng mang gen FS và 1 (0,74%) chủng mang gen Q W và FS . Tỷ lệ các chủng
mang gen Q W , FS trong 64 chủng phân lập từ gà khỏe lần lượt là 26,57% (17/64) và 1,56% (1/64).
Khi gây nhiễm cho gà 28 ngày tuổi bằng các chủng S I LQJ QV phân lập từ thực địa, gà biểu hiện
các triệu chứng, bệnh tích như một số tài liệu trước đây đã mô tả.

Từ khóa: ORVW LGL P S I LQJ QV, type độc tố, gen độc lực, gây nhiễm, gà.
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ

Bệnh viêm ruột hoại tử (VRHT) ở gà được
Parish mô tả lần đầu tiên vào năm 1961 tại Anh
(Parish, 1961), là một trong những tác nhân gây
thiệt hại kinh tế lớn đối với chăn nuôi gà (Ficken và

cs., 1997).NguyênnhângâybệnhVRHTởgàđược
xác định là do vi khuẩn ORVW LGL P S I LQJ QV
S I LQJ QV là trực khuẩn yếm khí, gram dương, có
khảnănghình thànhnhabào,đượcchia thành5 type
(toxinotype) làA, B, C, D, E căn cứ vào sự sản sinh
ra các loại độc tố: TypeA sinh độc tố alpha; type B
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sinh độc tố alpha, beta, epsilon; type C sinh độc tố
alpha, beta; typeDsinhđộc tố alpha, epsilon; typeE
sinh độc tố alpha, iota. Vi khuẩn S I LQJ QV sản
sinh nhiều loại độc tố gây ra các thể bệnh khác nhau
như bệnh nhiễm độc độc tố máu (enterotoxemia),
bệnh hoại thư sinh hơi (gas gangrene), bệnh viêm
ruột hoại tử (necrotic enteritis)… Bệnh VRHT ở
gà chủ yếu do vi khuẩn S I LQJ QV type A gây
ra; một số ít bệnh VRHT ở gà do type C gây ra
(Kalender, 2005; Cooper và Songer, 2009).

Những nghiên cứu trước đây cho rằng độc
tố alpha là nguyên nhân chính gây bệnh VRHT
ở gà (Songer, 1996). Những năm gần đây, bằng
thực nghiệm gây đột biến gen mã hóa độc tố
alpha, một số nghiên cứu đã chứng minh rằng
độc tố alpha không phải là độc tố chính gây
bệnh VRHT, các tác giả đã phát hiện một loại
độc tố mới, độc tố Q W là tác nhân chính gây
ra các bệnh tích điển hình của bệnh VRHT ở gà
(Keyburn và cs., 2008, 2010, 2013).

Bệnh VRHT do vi khuẩn S I LQJ QV là bệnh
gâynhiều thiệt hại về kinh tế đối với chăn nuôi gà tại
nước ta, tuy nhiên có rất ít nghiên cứu về bệnh này
được công bố.Xuất phát từ thực tế đó, chúng tôi tiến
hành đề tài: “Phân lập, xác định các yếu tố độc lực
của vi khuẩnClostridium perfringens trên gà”.

II. NỘI DUNG, NGUYÊN LIỆU VÀ
PHƯƠNG PHÁPNGHIÊN CỨU

2.1. Nội dung nghiên cứu

Phân lập, xác định tỷ lệ nhiễm vi khuẩn
S I LQJ QV trong phân gà khỏe và gà nghi mắc
bệnh VRHT.

Xác định một số đặc tính sinh vật hoá học của
các chủng vi khuẩn S I LQJ QV phân lập được.

Xác định type độc tố, yếu tố độc lực và khả
năng gây bệnh của các chủng S I LQJ QV
phân lập được.

�����Nguyên liệu�nghiên cứu

2.2.1. Mẫu phân

Lấy từ trực tràng của gà nghi mắc bệnhVRHT
và gà khỏe mạnh

2.2.2. Các loại môi trường nuôi cấy phân lập

Fluid thioglycolate; Egg yolk agar; TSC agar;
SPS agar, Litmus milk, các loại đường đơn:
glucose, lactose, sucrose, maltose

Các loại hoá chất vàmôi trường thông thường
trong phòng thí nghiệm.

2.2.3. Các sinh phẩm dùng cho phản ứng PCR

Taq DNApolymerase, dNTPs, agarose, DNA
ladder, TBE buffer, ethidium bromide.

Các cặp mồi xác định gen độc tố (bảng 1).

Bảng 1. Trình tự nucleotide của các cặp mồi để xác định gen độc tố

STT Gen Mồi Trình tự các cặp mồi
(5’-3’)

Kích thư�c sản
phẩm PCR TLTK

� D
Cpa-F
Cpa-R

GCTAATGTTACTGCCGTTGA
CCTCTGATACATCGTGTAAG 324 bp

Songer và
Dawn (1999)

2 E
Cpb-F
Cpb-R

GCGAATATGCTGAATCATCTA
GCAGGAACATTAGTATATCTTC 196 bp

3 Etx-F
Etx-R

GCGGTGATATCCATCTATTC
CCACTTACTTGTCCTACTAAC 655 bp

4 ,
IA-F
IA-R

ACTACTCTCAGACAAGACAG
CTTTCCTTCTATTACTATACG 446 bp

� H
Cpe-F
Cpe-R

GGAGATGGTTGGATATTAGG
GGACCAGCAGTTGTAGATA 233 bp

6 E
Cpb-F
Cpb-R

AGATTTTAAATATGATCCTAACC
CAATACCCTTCACCAAATACTC 567 bp

� 1H
NetB-F
NetB-R

GCTGGTGCTGGAATAAATGC
TCGCCATTGAGTAGTTTGGG 384�bp Tolooe và

cs. (2011)
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2.2.4. Động vật thí nghiệm

*à con 28 ngày tuổi.

2.3. Phương pháp nghiên cứu

Phân lập và giám định các đặc tính sinh
vật hoá học của vi khuẩn S I LQJ QV theo
phương pháp của Quinn và cs. (2004) và sử
dụng hệ thống định danh vi khuẩn Vitek2, tại
phòng thí nghiệm Phân viện Thú y miền Trung.

Phương pháp đếm số vi khuẩn S I LQJ QV:
Đếm số vi khuẩn S I LQJ QV trong 1 gram
phân theo phương pháp pha loãng và cấy láng
trên môi trường thạch TSC.

Xác định type độc tố bằng phản ứng
Multiplex-PCR theo phương pháp của Songer
và Dawn (1999).

Kiểm tra độc lực các chủng S I LQJ QV
phân lập được trên gà theo mô tả của Olkowski
và cs. (2006).

Xử lý số liệu sử dụng phần mềm Excel 2007.

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1.Kết quả phân lập vi khuẩn C. perfringens�
từ gà

Từ năm 2016 đến năm 2019, chúng tôi
đã thu thập 497 mẫu phân gà để phân lập vi
khuẩn C. perpringens, trong đó có 266 mẫu
phân từ gà khỏe mạnh và 231 mẫu phân từ gà
nghi mắc bệnh VRHT. Kết quả cho thấy tỷ lệ
phân lập được vi khuẩn S I LQJ QV ở mẫu
phân gà nghi mắc bệnh là 58%, trong khi đó
ở gà khỏe mạnh là 24,06% (bảng 2).

Bảng 2. Kết quả phân lập vi khuẩn C. perfringens trên gà khỏe mạnh
và gà nghi mắc bệnh

Mẫu Số mẫu
phân lập

Số mẫu
dương tính

Tỷ lệ
��� Số lượng CFU/gram phân

Phân gà khỏe mạnh 266 64 24,06 ����4

Phân gà nghi mắc bệnh 231 134 58,00 !���6

Tổng cộng 497 198 39,83

Ghi chú: CFU: Colony form units – đơn vị hình thành khuẩn lạc

Kết quả này phù hợp với nghiên cứu
của Shahdadnejad và cs. (2016) tại Iran với
50/122 mẫu phân của gà nghi mắc bệnhVRHT
phân lập được vi khuẩn S I LQJ QV Tuy
nhiên, kết quả của chúng tôi cao hơn so với
kết quả của Kalender (2005) khi tác giả này
xét nghiệm 160 mẫu phân gà khỏe mạnh từ
Thổ Nhĩ Kỳ chỉ có 5% mẫu dương tính với

S I LQJ QV. Nguyên nhân do tác giả này
lấy mẫu từ các trang trại gà dùng thức ăn
có bổ sung kháng sinh nên tỷ lệ phân lập
được vi khuẩn thấp hơn. Song song với phân
lập vi khuẩn C. perfringens, chúng tôi tiến
hành đếm số lượng vi khuẩn. Kết quả cho
thấy số lượng vi khuẩn ở gà khỏe mạnh là

<10� CFU/g và ở gà nghi mắc bệnh là >106

CFU/g. Kết quả của chúng tôi phù hợp với
kết quả của Shojadoost và cs. (2012), nhóm
tác giả này nhận thấy số lượng vi khuẩn
S I LQJ QV trong mẫu phân của gà khỏe
mạnh khoảng 102 -104 CFU/g trong khi đó ở
gà bị bệnh là 107 - 109 CFU/g.

3.2. Kết quả xác định các đặc tính sinh vật,
hóa học của vi khuẩn C. perfringens phân lập
trên gà

Sau khi phân lập chúng tôi chọn 114 chủng
đại diện để kiểm tra các đặc tính sinh hóa
theo phương pháp của Quinn và cs. (2004)
(bảng 3).
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Bảng 3. Kết quả kiểm tra các đặc tính sinh hóa của các chủng vi khuẩn C. perfringens
phân lập được trên gà

STT Tính chất Số chủng
kiểm tra

Số chủng
dương tính

Tỷ lệ
���

� Gram 114 114 ���
2 Di động 114 � �
3 Indole 114 � �
4 Urease 114 � �
� Glucose 114 114 ���
6 Lactose 114 114 ���
� Maltose 114 114 ���
� Sucrose 114 114 ���
�� Sinh hơi 114 114 ���
�� Mannitol 114 � �
12 Egg yolk (vòng trắng sữa do sản sinh Lecithinase) 114 114 ���
13 Litmus milk (vón cục) 114 114 ���
14 Thạch TSC (khuẩn lạc tròn đen) 114 114 ���
�� Dung huyết trên thạch máu 114 114 ���
16 OF-Test (lên men và oxi hóa) 114 114 ���
�� Camp-Test (tăng khả năng dung huyết) 114 114 ���
�� Khả năng làm dung giải gelatin 114 114 ���

Bảng 4. Kết quả xác định type độc tố của các chủng vi khuẩn C. perfringens phân lập từ gà

Nguồn gốc
chủng

Số chủng
kiểm tra

Type A Type B Type C Type D Type E
n+ � n+ � n+ � n+ � n+ �

Phân gà khỏe 64 64 ��� � � � � � � � �
Phân gà bệnh 134 134 ��� � � � � � �

Tổng số 198 198 100 � � � � � � � �

Kết quả cho thấy các chủng phân lập được
mang đầy đủ các đặc tính như các tài liệu đãmô tả.

3.3. Kết quả xác định type độc tố của các
chủng C. perfringens phân lập từ gà

Sau khi kiểm tra các đặc tính sinh hóa,
chúng tôi tiến hành xác định type độc tố của
các chủng vi khuẩn� S I LQJ QV phân lập
được. Kết quả được trình bày ở bảng 4.

Kết quả cho thấy tất cả các chủng phân lập
được từ gà nghi bị bệnh và gà khỏe đều thuộc
typeA.Kết quả của chúng tôi phù hợp với nghiên
cứu trước đây của Park và cs. (2015), nhóm tác
giả này xác định type độc tố của 88 chủng
S I LQJ QV từ gà bị VRHT và 50 chủng phân
lập từ gà khỏe mạnh bằng Multiplex-PCR và

tất cả các chủng đều thuộc type A. Trong một
nghiên cứu khác của Nauerby và cs. (2003), khi
phân tích 279 chủng phân lập từ gà bệnh và gà
khỏe mạnh thì tất cả 279 chủng đều thuộc type
A, điều này chứng tỏ type A là type lưu hành
chính trên gà.
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3.4. Kết quả xác định các gen độc tố của các
chủng C. perfringens phân lập từ gà

Kết quả xác định các gen độc tố của các
chủng S I LQJ QV�được trình bày ở�bảng 5.

Bảng 5. Kết quả xác định gen mã hóa enterotoxin, beta 2 toxin và netB toxin

Nguồn gốc
chủng

Số chủng
kiểm tra

Cpa cpe Cpb2 netB netB, cpe,
Cpa�

n+ � n+ � n+ � n+ � n+ �
Phân gà khỏe 64 64 ��� � 1,56 � � �� 26,56 � �
Phân gà bệnh 134 134 ��� 3 2,38 � � 39 29,01 � 0,74

Tổng số 198 198 100 4 2,29 � � 65 29,82 1 0,46

Hình 2. Kết quả điện di sản phẩm PCR xác định gen mã hóa độc tố netB
Giếng M: Marker, 100 bp; giếng (+): Đối chứng dương; giếng (-): Đối chứng âm; giếng 1-15: Các
chủng C. perfringens dương tính với gen netB.

Độc tố alpha được xem là một trong những yếu
tố độc lực của các chủng S S LQJ QV�gây bệnh
VRHT trên gia cầm (Timbermont và cs., 2011).
Trong nghiên cứu này, chúng tôi nhận thấy tất cả
các chủngphân lập đượcđềumanggen S .Tương
tự như kết quả của chúng tôi, nhóm nghiên cứu
HeikinheimovàKorkeala (2005) từ PhầnLan, Park
và cs. (2012) từ Hàn Quốc đều phát hiện 100% các
chủng S I LQJ QV phân lập từ gà khỏe mạnh và

gà bị bệnh đều mang gen này. Gần đây, độc tố Q W
(necrotic enteritis toxinB) đượcnhiều nhómnghiên
cứu xem là độc tố chính gây bệnh VRHT trên gà.
Nghiên cứu của Keyburn và cs. (2013) cho thấy,
khi loại bỏ gen Q W thì chủng S I LQJ QV không
còn khả năng gây bệnh, ngược lại chủngmang gen
Q W hoặc độc tố của chúng khi gây nhiễm cho gà
thì xuất hiện triệu chứng, bệnh tích điển hình của
bệnhVRHT. Trong nghiên cứu này, chúng tôi nhận

Hình 1. Kết quả điện di sản phẩm Multiplex-PCR
M: Marker, 100 bp; giếng 1-4: Đối chứng dương (giếng 1: Type A; giếng 2: Type B; giếng 3: Type
C; giếng 4: Type D); giếng 5: Đối chứng âm; giếng 6 - 17: Các chủng vi khuẩn C. perfringens phân
lập từ gà.
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thấy gen độc tố Q W �được tìm thấy ở cả các chủng�
S I LQJ QV phân lập từ gà khỏe mạnh (17/64)

và gà bị bệnh (39/134). Kết quả của chúng tôi có
sự sai khác so với Park và cs. (2015) tại Hàn Quốc.
Nhóm tác giả này nhận thấy gen độc tố Q W �được
tìm thấy nhiều hơn ở gà bị chết do VRHT (47,1%)
so với gà khỏemạnh (4%).Tuy nhiên, nhóm tác giả
này phân lập từ gà chết do bệnh VRHT nên tỷ lệ
chủng S I LQJ QV cao hơn so với chúng tôi.Mặt
khác, không phải tất cả các chủng S I LQJ QV
phân lập từ gà khỏe mạnh mang gen Q W đều sản
sinh độc tố. Nhóm nghiên cứu của Abildgaard và
cs. (2010) khi kiểm tra khả năng sản sinh độc tố
của các chủng S I LQJ QVmang gen Q W phân
lập từ gà khỏe mạnh và gà ốm, kết quả cho thấy
chỉ có 4/14 chủng mang gen Q W phân lập từ gà
khỏe có khả năng sản sinh độc tố netB, trong khi đó
12/13 chủng mang gen Q W phân lập từ gà ốm có
khảnăng sản sinhđộc tố.Điềuđó chứng tỏ rằng cần
một cơ chế khác để các chủng S I LQJ QVmang

gen Q W sản sinh độc tố. Một trong những độc tố
quan trọng của vi khuẩn S I LQJ QV� là độc tố
đường ruột (Enterotoxin),độc tố này chỉ chiếm tỷ lệ
rất nhỏ trong các chủngvi khuẩnnày.Labbe (2000),
Engstrom và cs. (2003) cho rằng, gen độc tố FS
chỉ chiếm khoảng < 5% trên tổng số các chủng
S I LQJ QV phân lập được trên toàn cầu. Nhận xét
này cũng phù hợp với nghiên cứucủa chúng tôi, chỉ
có 3/134 chủng phân lập từ gà bệnh và 1/64 chủng
phân lập từ gà khỏe mang gen FS . Ngoài ra chúng
tôi tìm thấy 1 chủng phân lập từ gà bị bệnh mang
đồng thời 2 gen độc tố Q W �và�FS

���. Kết quả kiểm tra khả năng gây bệnh

Sau khi kiểm tra các gen độc tố, chúng tôi
chọn 3 chủng S I LQJ QV mang gen độc tố
phân lập từ gà bị bệnh gây nhiễm cho gà như mô
tả của Olkowski và cs. (2006). Mỗi chủng gây
nhiễm cho 10 gà con 28 ngày tuổi, kết quả được
trình bày ở bảng 6.

Bảng 6. Kết quả kiểm tra khả năng gây bệnh của vi khuẩn phân lập được trên gà

Chủng vi
khuẩn

Yếu tố
độc lực

Số gà
gây nhiễm

(con)

Liều gây
nhiễm

(CFU/con)

Đường
gây nhiễm

Số gà
bị bệnh

Số
gà chết

Biểu hiện sau khi
gây nhiễm

CG36 D
H

�� 5 x 10� Đường
uống

� � Gà ăn ít, lông xù,
tiêu chảy, phân màu
nâu, lười vận động

CG69 D
1H

�� 5 x 10� Đường
uống

� � Gà ăn ít, lông xù,
tiêu chảy, phân màu
nâu, lười vận động

CG83 D
1H H

�� 5 x 10� Đường
uống

� � Gà ăn ít, lông xù,
tiêu chảy, phân màu
nâu, lười vận động

Gà đối chứng � 10 ml môi
trường

Đường
uống

� � Bình thường

Bảng 6 cho thấy 7/10 gà tiêm chủng CG36
mang gen S �và�FS có biểu hiện triệu chứng
bệnh và 3 con không phát bệnh. Ở nhóm gà gây
nhiễm với chủng CG69 mang gen S �và�netB,
9/10 con phát bệnh trong đó có 1 con chết ở ngày
thứ 3. Ở nhóm gà gây nhiễm với chủng CG83
mang đồng thời 3 gen độc tố, có 8 gà phát bệnh
trong đó 1 con chết ở ngày thứ 3. Sau 3 ngày,

tiến hành mổ khám những gà có triệu chứng tiêu
chảy để kiểm tra bệnh tích, thấy niêm mạc ruột
xuất huyết, có những vết loét điển hình tại ruột
non, gan sưng ở tất cả gà được mổ khám. Tất
cả những gà phát bệnh đều phân lập lại được vi
khuẩn S I LQJ QV�gây nhiễm ban đầu thông
qua kiểm tra các gen độc tố bằng phản ứng PCR.
Kết quả của chúng tôi phù hợp với kết quả gây
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nhiễm của Olkowski và cs.�(2006)�và Keyburn
và cs.�(2012). Hai nhóm tác giả trên cũng nhận
thấy khi gây nhiễm thực nghiệm cho gà bằng
các chủng vi khuẩn S I LQJ QV phân lập từ
gà bị bệnh VRHT thì gà cũng có các bệnh tích
như xuất huyết niêm mạc ruột, các vết loét điển
hình trên ruột non, gan sưng to và rất ít khi thấy

các điểm hoại tử như ngoài thực địa. Nghiên
cứu này của chúng tôi có 2 chủng gây chết gà,
mỗi chủng gây chết 1 gà, có thể 2 chủng này
mang đồng thời 2 và 3 gen độc tố nên độc lực
cao hơn so với các chủng mà hai nhóm trên sử
dụng để gây bệnh thực nghiệm (Shojadoost và
cs., 2012).

Hình 3. Bệnh tích gà sau khi gây nhiễm C. perfringens
1: Gà tiêu chảy; 2: Ruột non viêm, xung huyết (mũi tên xanh), loét và xuất huyết (mũi tên đỏ), gan
viêm và hoại tử (mũi tên đen)

IV. KẾT LUẬN
Tỷ lệ nhiễm vi khuẩn S I LQJ QV ở gà

nghi mắc bệnh viêm ruột hoại tử là 58% và ở gà
khỏe mạnh là 24,06%.

Phân lập được 198 chủng S I LQJ QV từ
497 mẫu phân gà khỏe mạnh và gà bị bệnh. Các
chủng đều mang các đặc tính sinh hóa như đã
mô tả trước đây, đều thuộc type A.

Trong số 134 chủng phân lập từ gà bệnh, 39
(29,10%) chủng mang gen Q W , 3 chủng mang
gen FS và 1 chủng mang gen Q W và FS . Tỷ lệ
các chủng mang gen Q W , FS trong 64 chủng
phân lập từ gà khỏe lần lượt là 26,57% (17/64)
và 1,56% (1/64).

Khi gây nhiễm cho gà 28 ngày tuổi bằng các
chủng S I LQJ QV phân lập từ thực địa, gà
biểu hiện các triệu chứng, bệnh tích như một số
tài liệu trước đây đã mô tả.
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