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HUYỆN ĐỨC TRỌNG TỈNH LÂM ĐỒNG 
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1 Trường Đại học Nông Lâm, Đại học Huế, 102 Phùng Hưng, Huế, Việt Nam  

2 Trạm Thú y Gio Linh, QL 1A, Gio Linh, Quảng Trị, Việt Nam 
3 Hiệp Thạnh, Đức Trọng, Lâm Đồng, Việt Nam 

Tóm tắt. Vi khuẩn Salmonella có khả năng sản sinh nội độc tố mạnh và là nguyên nhân gây viêm ruột và 

bệnh tiêu chảy ở bò. Nghiên cứu đã phân lập được 38 chủng vi khuẩn Salmonella từ 74 mẫu phân bê sữa bị 

tiêu chảy. Kết quả PCR xác định gene độc tố của vi khuẩn Salmonella cho thấy 12 chủng vi khuẩn có gene 

mã hóa độc tố, 8 chủng dương tính với gene quy định độc tố đường ruột Stn (Salmonella enterotoxin) và 8 

chủng vi khuẩn mang yếu tố xâm nhập InvA (Invasion A). Đặc biệt, 4 chủng vi khuẩn đồng thời mang cả 

yếu tố xâm nhập InvA và độc tố đường ruột Stn. 8/12 chủng vi khuẩn Salmonella có độc lực mạnh – giết chết 

toàn bộ chuột thí nghiệm trong 24–36 giờ. Vi khuẩn Salmonella mẫn cảm cao đối với gentamycin và 

enrofloxacin, mẫn cảm trung bình đối với amoxicillin, doxycycline và ceftiofur và kháng hoàn toàn đối với 

oxytetracyclin. 

Từ khóa: Salmonella, tiêu chảy, bê sữa, Đức Trọng, mẫn cảm kháng sinh 

1 Đặt vấn đề 

Hội chứng tiêu chảy ở gia súc nói chung và ở bê, nghé nói riêng là một hiện tượng bệnh lý 

rất phức tạp. Sự tác động tổng hợp của nhiều nguyên nhân, bao gồm các nhân tố điều kiện ngoại 

cảnh bất lợi gây ra các stress cho cơ thể như: chăm sóc, quản lý kém, thời tiết... và do bản thân 

con vật tạo điều kiện thuận lợi cho các vi sinh vật gây bệnh xâm nhập vào vật chủ. Đặc biệt là các 

vi sinh vật gây bệnh ở đường tiêu hoá, dẫn tới sự nhiễm khuẩn và loạn khuẩn như: E. coli, 

Salmonella, Klebsiella, Staphylococcus, Streptococcus... Tỷ lệ lưu hành của từng mầm bệnh và tỷ lệ 

mắc bệnh có thể khác nhau tùy theo vị trí địa lý của các trang trại, việc quản lý trang trại và quy 

mô đàn. Theo Cho và Yoon, tính chất đa yếu tố của hội chứng tiêu chảy làm cho việc kiểm soát 

khó có hiệu quả [9]. Tiêu chảy truyền nhiễm là nguyên nhân quan trọng nhất gây bệnh và tử vong 

ở bê sữa trên toàn thế giới. Tỷ lệ tử vong ở bê sơ sinh trong tháng tuổi đầu tiên là hơn 80% tổng 

tỷ lệ tử vong ở bê [8]. Theo Lê Minh Chí thì ở bê, nghé, 70–80% tổn thất trong thời kỳ nuôi dưỡng 

và 80–90% trong số đó là hậu quả của bệnh tiêu chảy gây ra [1]. Về vai trò của vi sinh khuẩn nói 

chung và Salmonella nói riêng trong Hội chứng tiêu chảy, Nguyễn Quang Tuyên, Nguyễn Văn 
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Quang và Phạm Hồng Ngân đều khẳng định Salmonella là tác nhân chủ yếu gây nên bệnh tiêu 

chảy ở bê nghé với tỷ lệ phân lập trên 40% [3, 4, 7]. Cùng với đó, số lượng vi khuẩn Salmonella/gam 

phân ở bê bị tiêu chảy cũng cao gấp khoảng hai lần so với bê không bị tiêu chảy [2, 4]. Nguyễn 

Văn Quang và cs. cho biết khi bê bị tiêu chảy, số lượng vi khuẩn Salmonella có thể tăng lên gấp 

đôi [4]. Võ Thành Thìn và cs. công bố những chủng vi khuẩn Salmonella mang gene quy định yếu 

tố xâm nhiễm (InvA – Invasion A) và độc tố đường ruột (Stn – Salmonella enterotoxin) có khả năng 

gây bệnh trên động vật thí nghiệm và gây bệnh trên bê [6].  

Lâm Đồng là tỉnh có khí hậu mát mẻ, thích hợp cho phát triển chăn nuôi bò sữa. Bên cạnh 

đó, các mô hình gia trại chăn nuôi bê theo hướng thịt cũng được người chăn nuôi đầu tư để phát 

triển kinh tế. Thương hàn là bệnh khá phổ biến và gây tổn hại kinh tế lớn cho người chăn nuôi 

bò. Việc dùng thuốc kháng sinh để điều trị bệnh tiêu chảy là việc làm phổ biến từ trước đến nay. 

Tuy nhiên, do vi khuẩn Salmonella có khả năng sản sinh nội độc tố và tính kháng thuốc mạnh, nên 

việc sử dụng kháng sinh không phù hợp sẽ làm cho việc điều trị không có tác dụng, gây tiêu chảy 

kéo dài, bê suy nhược và chết.  

Nghiên cứu này xác định vai trò gây bệnh và tính mẫn cảm kháng sinh của vi khuẩn 

Salmonella phân lập từ bê sữa bị tiêu chảy, để từ đó có cơ sở trong phòng, trị bệnh phù hợp trên 

đàn bê ở huyện Đức Trọng, tỉnh Lâm Đồng.  

2 Vật liệu và phương pháp 

2.1 Vật liệu 

 Mẫu phân bê ở giai đoạn bú sữa bị bệnh tiêu chảy được thu lấy trực tiếp từ trực tràng 

(trước khi điều trị) thông qua tampon vô trùng, sau đó được bảo quản ở 4 °C và vận chuyển về 

phòng thí nghiệm Vi trùng, Khoa Chăn nuôi – Thú y, Trường Đại học Nông Lâm, Đại học Huế, 

để tiến hành xét nghiệm. 

 Các hóa chất gồm môi trường SS-agar, Mueller Hinton, LB broth được mua từ hãng Merck; 

giấy tẩm kháng sinh được mua từ Công ty TNHH Dịch vụ và Thương mại Nam Khoa và Công 

ty TNHH Bioanalyse, Thổ Nhĩ Kỳ. Chuột nhắt trắng được mua từ Viện vắc xin Nha Trang. Các 

hóa chất sinh phẩm và thiết bị cho phản ứng PCR được mua từ Công ty Bio-rad. 

2.2 Phương pháp 

Phân lập và giám định vi khuẩn Salmonella 

  Mẫu bệnh phẩm được ria trực tiếp trên môi trường SS agar, ủ ở 37 °C trong 24 giờ; chọn 

khuẩn lạc không màu có chấm đen ở giữa để kiểm tra hình thái và tính chất sinh hóa. 
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Xác định gene độc tố ở các chủng Salmonella phân lập được 

DNA của các chủng vi khuẩn Salmonella được tách bằng phương pháp sốc nhiệt: dùng              

500 µL canh khuẩn ly tâm ở tốc độ 5.000 vòng/phút. Loại bỏ nước mặt và rửa vi khuẩn hai lần 

bằng dung dịch đệm PBS (Phosphate Buffered Saline), cho thêm 200 µL nước cất hai lần để tái 

huyền phù; sau đó đun sôi cách thủy; sau 5 phút găm vào đá lạnh và ủ trong 20 phút. Tiến hành 

ly tâm ở tốc độ 15.000 vòng/phút trong 10 phút để thu dịch nổi chứa DNA. DNA sẽ được làm 

khuôn cho phản ứng xác định gene mã hóa độc tố độc tố Stn và yếu tố xâm nhập InvA. 

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 trong máy luân nhiệt với chu trình nhiệt biến tính.  

Sản phẩm PCR được kiểm tra bằng kỹ thuật điện di trên gel agarose 1% trong đệm TAE 

1X (40 mM Tris-HCl, 20 mM acetic acid, 1 mM EDTA) ở 100 V trong 35 phút. Gel sau khi điện di 

 

Bảng 1. Thành phần nucleotide các mồi dùng trong phản ứng PCR xác định gene mã hóa độc tố của vi 

khuẩn Salmonella 

Salmonella 

InvA. F TTGTTACGGCTATTTTGACCA 521 bp 

[10] InvA. R CTGACTGCTACCTTGCTGATG 

Stn. F CTTTGGTCGTAAAATAAG GCG 
260 bp [11] 

Stn. R TGCCCAAAGCAGAGAGATTC 

 

Bảng 2. Chu trình nhiệt cho PCR xác định gene mã hóa độc tố 

Nhiệt độ, °C 
Thời gian, giây Chu kỳ 

InvA và Stn 

95  300 1 

95 45 
 

30 chu kỳ 
50 45 

72 45 

72 600  

4 Nhiệt độ bảo quản 
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được nhuộm bằng ethidium bromide nồng độ 0,5 μg/mL trong thời gian 15–30 phút trên máy lắc 

nhẹ. Gel được quan sát và chụp ảnh bằng máy GelDoc (Bio-rad). 

Xác định độc lực của chủng vi khuẩn Salmonella  

 Tiến hành tiêm 0,2 mL canh khuẩn (OD600 = 1,2) Salmonella mang gene độc tố vào phúc 

mạc chuột nhắt trắng (18–20 g). Tiêm mỗi chủng vi khuẩn cho ba cá thể chuột. Theo dõi thời gian 

chết và số lượng chuột chết để đánh giá độc lực (chỉ đánh giá những con chuột chết sau khi tiêm 

4 giờ). Chủng độc là chủng gây chết động vật thí nghiệm ở tỷ lệ cao và thời gian ngắn. Căn cứ 

vào số lượng chuột chết, giờ chuột chết bình quân 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 với kháng sinh  

Xác định tính mẫn cảm với kháng sinh với một số chủng Salmonella có độc lực cao bằng 

phương pháp khuếch tán kháng sinh trên thạch.  

Sử dụng 0,2 mL canh khuẩn nuôi cấy đạt nồng độ 106 CFU/ml và dàn đều trên mặt thạch 

Mueller Hinton bằng tampon vô trùng. Dùng kẹp vô trùng đặt khoanh giấy kháng sinh và ấn 

nhẹ giấy xuống đảm bảo khoanh giấy hoàn toàn tiếp xúc với mặt thạch. Để úp các đĩa thạch vào 

tủ ấm ở 37 °C. Đọc kết quả sau 18–24 giờ bằng cách đo đường kính vòng vô khuẩn và so sánh với 

bảng chuẩn để tính độ nhạy cảm và kháng kháng sinh của vi khuẩn. 

Căn cứ vào đường kính vòng vô khuẩn, nhà sản xuất đưa ra các tiêu chí đánh giá như trình 

bày ở Bảng 3. Nếu đường kính vòng vô khuẩn lớn hơn hoặc bằng đường kính tiêu chuẩn thì kết 

luận vi khuẩn mẫn cảm với kháng sinh. Ngược lại, vi khuẩn đã kháng với kháng sinh. 

Xử lý số liệu 

Các kết quả nghiên cứu được xử lý thống kê bằng phần mềm Excel 2007. 

Bảng 3. Tiêu chuẩn của các loại kháng sinh theo quy định của nhà sản xuất 

Kháng sinh Nhà sản xuất Đường kính tiêu chuẩn (mm) 

Amoxicillin (10 µg) 
Công ty TNHH Dịch vụ và 

Thương mại Nam Khoa 

12–22 

Gentamycin (30 µg) 19–26 

Doxycyline (10 µg) 18–24 

Ceftiofur (30 µg) 
Công ty TNHH 

Bioanalyse, Thổ Nhĩ Kỳ 

24 

Oxytetracycline (30 µg) 24 

Enrofloxacin (10 µg) 24 
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3 Kết quả 

3.1 Kết quả phân lập vi khuẩn Salmonella từ mẫu bệnh phẩm 

Từ 74 mẫu phân bê sữa tiêu chảy thu thập được tại huyện Đức Trọng, tỉnh Lâm Đồng, tiến 

hành phân lập vi khuẩn trên môi trường SS-agar. Kết quả đã có 38 chủng vi khuẩn Salmonella, 

chiếm tỷ lệ 51,35% (38/74). Theo Nguyễn Quang Tuyên, tỷ lệ nhiễm Salmonella trong hội chứng 

tiêu chảy ở bê nghé tại các tỉnh phía bắc là 61,95% [7]. Năm 2004 , khi nghiên cứu tại các tỉnh Nam 

Trung Bộ, Nguyễn Văn Quang cho rằng 40,54% bò, bê tiêu chảy là do Salmonella [4]. Phạm Hồng 

Ngân phân lập được Salmonella với tỷ lệ 61,35% từ các mẫu phân bê tiêu chảy [3]. Có sự sai khác 

này, theo chúng tôi, có thể là do độ tuổi nghiên cứu, giống bê, phương thức chăn nuôi và nguồn 

sữa cho bê uống không giống nhau.  

 3.2 Giám định một số đặc tính sinh vật học của vi khuẩn Salmonella 

Kết quả giám định cho thấy, tất cả các chủng vi khuẩn phân lập được đều đồng nhất một 

số tính nhất như: bắt màu Gram âm; âm tính với phản ứng sinh indol; không lên men đường 

lactose; lên men glucose; không phân giải ure; di động (Bảng 4). 35/38 chủng (92,11%) vi khuẩn 

Salmonella sinh H2S và 3/38 chủng (7,89%) vi khuẩn Salmonella không sinh H2S. Kết quả này là 

hoàn toàn phù hợp với đặc tính của vi khuẩn Salmonella đã được các tác giả mô tả trước đó. 

3.3 Xác định sự có mặt của các gene độc của vi khuẩn Salmonella 

Độc tố độc đường ruột Stn và yếu tố xâm nhập InvA là hai yếu tố quyết định độc lực của 

vi khuẩn Salmonella. Vì vậy, sự có mặt của gene mã hóa của các loại độc tố trong vi khuẩn là một 

chỉ tiêu để đánh xác định khả năng gây bệnh của chủng vi khuẩn. 

Bảng 4. Kết quả giám định một số đặc tính sinh vật học của các chủng Salmonella phân lập từ phân bê 

TT Thử nghiệm 

Kết quả giám định 

Số chủng 

kiểm tra 

Số chủng 

dương tính 

Tỷ lệ 

(%) 

Số chủng 

âm tính 

Tỷ lệ 

(%) 

1 
Tính chất bắt màu 

Gram âm 
38 38 100 38 0 

2 Sản sinh indol 38 0 0 38 100 

3 Lên men lactose 38 0 0 38 100 

4 Lên men glucose 38 38 100 0 0 

5 Sản sinh H2S 38 35 92,11 3 7,89 

6 Phân giải ure 38 0 0 38 100 

7 Khả năng di động 38 38 100 0 0 
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Kết quả PCR xác định gene mã hóa độc tố của vi khuẩn Salmonella cho thấy 12 chủng vi 

khuẩn có gene mã hóa độc tố, trong đó 8 chủng (21,05%) dương tính với gene quy định độc tố 

đường ruột Stn và 8 chủng (21,05%) vi khuẩn mang yếu tố xâm nhập InvA (Hình 1, Bảng 5). Đặc 

biệt, có 4 chủng vi khuẩn đồng thời mang yếu tố xâm nhập InvA và độc tố đường ruột Stn 

(10,53%). Tỷ lệ phát hiện gene độc tố của vi khuẩn Salmonella trong nghiên cứu này thấp hơn tỷ 

lệ trong nghiên cứu của Võ Thanh Thìn và cs. là 45,45% (25/55) vi khuẩn Salmonella xét nghiệm 

mang độc tố đường ruột trong khi đó với độc tố InvA là 34,55% (19/55) [6]. Tỷ lệ phân lập 

Salmonella khá cao, nhưng kết quả kiểm tra gene độc lại thấp. Điều này cho thấy, đối với vi khuẩn 

Salmonella, ngoài những nhóm mang gene sản sinh độc tố có khả năng gây bệnh, thì kể cả khi 

không mang gen độc tố, nhưng khi gặp những điều kiện bất lợi, động vật có sức đề kháng giảm 

và nhóm lợi khuẩn giảm. Trong điều kiện bất lợi, các nhóm vi khuẩn đường ruột sinh sôi với số 

lượng lớn và bám lên bề mặt ruột, gây rối loạn trao đổi nước và điện giải, dẫn đến tiêu chảy. Vì 

 

1, 2: Các mẫu DNA vi khuẩn Salmonella được PCR bằng cặp mồi InvA 

3: DNA marker (Al2000, Aidlab, Trung Quốc) 

4, 5: Các mẫu DNA vi khuẩn Salmonella được PCR bằng cặp mồi Stn 

Hình 1. Kết quả PCR xác định gene mã hóa độc tố của vi khuẩn Salmonella 

Bảng 5. Kết quả PCR xác định gene mã hóa độc tố ở vi khuẩnSalmonella 

Số mẫu 

kiểm tra 

Số mẫu 

dương tính 

Tỷ lệ 

(%) 

Số chủng vi khuẩn mang gene mã hóa độc tố  

Stn 
Tỷ lệ 

(%) 
InvA 

Tỷ lệ 

(%) 
Stn + InvA Tỷ lệ (%) 

38 12 31,58 8 21,05 8 21,05 4 10,53 
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vậy, cần thiết lập hệ vi sinh vật có lợi trong đường ruột để lấn át khả năng tăng sinh về số lượng 

của các nhóm vi khuẩn cơ hội như E. coli và Salmonella. 

3.4 Xác định độc lực của các chủng vi khuẩn Salmonella mang gene độc tố 

Tất cả tám mẫu Salmonella dương tính với gene độc đều được sử dụng để tiến hành tiêm 

truyền vào động vật thí nghiệm nhằm xác định độc lực của mầm bệnh Salmonella. Nhóm đối 

chứng sử dụng hai chủng vi khuẩn âm tính với các gene độc. Chủng vi khuẩn phân lập được bồi 

dưỡng trong môi trường LB tại 37 °C và lắc ở tốc độ 200 vòng/phút trong 16 giờ. Chuẩn độ mật 

độ vi khuẩn (OD600  = 1,2) ở bước sóng 600 nm. Tiến hành tiêm vào xoang phúc mạc chuột nhắt 

trắng (18–20 g), mỗi chủng vi khuẩn tiêm cho ba cá thể chuột. Theo dõi thời gian chết và số lượng 

chuột chết để đánh giá độc lực. 

 Trong số 12 chủng Salmonellla phân lập được, 8 chủng vi khuẩn có độc lực mạnh, giết chết 

toàn bộ chuột thí nghiệm; 2 chủng vi khuẩn có độc lực yếu, chỉ làm chết 1/3 chuột thí nghiệm và 

2 chủng vi khuẩn không làm chết chuột. Trong tám chủng vi khuẩn độc lực mạnh, bốn chủng có 

độc lực rất mạnh giết chết chuột thí nghiệm trong 24 giờ và bốn chủng giết chết chuột thí nghiệm 

25–36 giờ (Bảng 6). Kết quả nghiên cứu này cũng tương đồng với kết quả của Võ Thành Thìn và 

cs. khi kiểm tra độc lực của Salmonella cho thấy 8/10 chủng có khả năng giết chết 100% chuột thí 

nghiệm, 2/10 chủng giết chết 50% chuột thí nghiệm, thời gian làm chết chuột là 12–36 giờ [6]. Kết 

quả mổ khám chuột bị chết do tiêm vi khuẩn Salmonella cho thấy phúc mạc, tim, phổi chuột vẫn 

bình thường, nhưng gan xung huyết và hoại tử nặng, dạ dày và ruột phình to, đầy hơi. 

3.5 Xác định tính mẫn cảm kháng sinh của một số chủng vi khuẩn Salmonella mang gene 

độc tố 

Những chủng vi khuẩn phân lập được có độc lực cao được kiểm tra tính mẫn cảm kháng 

sinh (Bảng 7). 

Kết quả phân tích tính mẫn cảm kháng sinh trên 8 chủng vi khuẩn Salmonella mang gene 

độc tố có độc lực cao cho thấy vi khuẩn Salmonella mẫn cảm cao (87,5–100%) với gentamycin và 

Bảng 6. Kết quả kiểm tra độc lực vi khuẩn Salmonella mang gene độc tố 

Số 

chủng 

kiểm 

tra 

Số chủng giết chết chuột Số chủng không 

giết chết chuột 

Thời 

gian 

chuột 

chết 

(giờ) 

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 

(%) 

12 
4 33,33 0 

0 

0 

0 

0 

2 

0 

16,67 
2 16,67 

8-24 
+ 

4 33,33 25-36 

Tổng 8 66,66 0 0 2 16,67 2 16,67   
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enrofloxacin; mẫn cảm trung bình với amoxicillin, doxycycline và ceftiofur và đề kháng hoàn 

toàn với oxytetracycline. Nghiên cứu của Nguyễn Văn Sửu đã cho biết tình trạng kháng kháng 

sinh ngày càng gia tăng của các chủng Salmonellaphân lập được từ gia súc mắc bệnh [5].  

4 Kết luận 

Từ 74 mẫu phân bê sữa bị bệnh tiêu chảy nuôi tại Đức Trọng, Lâm Đồng đã phân lập được 

38 chủng Salmonella mang đầy đủ các đặc tính sinh vật, hóa học của vi khuẩn như các tài liệu đã 

mô tả. 12 chủng vi khuẩn có gene mã hóa độc tố, trong đó 8 chủng mang gene Stn và 8 chủng 

mang gene InvA. 4/12 chủng vi khuẩn đồng thời mang yếu tố xâm nhập InvA và độc tố đường 

ruột Stn. Vi khuẩn Salmonella phân lập được đều có độc lực mạnh và giết chết toàn bộ chuột thí 

nghiệm trong 24–36 giờ. Những chủng Salmonella mang độc lực có khả năng gây tiêu chảy, mẫn 

cảm cao đối với gentamycin và enrofloxacin, mẫn cảm trung bình đối với amoxicillin, doxycycline 

và ceftiofur, trong khi đó kháng hoàn toàn đối với oxytetracycline.  
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TOXICITY AND ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF 

SALMONELLA SPP. STRAINS ISOLATED FROM DIARRHOEIC 

DAIRY CALVES IN DUC TRONG DISTRICT, LAM DONG 

PROVINCE 

Nguyen Xuan Hoa1*, Pham Dang Tuan2 , Le Tran Hoan1, Le Quoc Viet1, Le Van Phuoc1, 

Nguyen Duc Danh, Phan Vu Hai1 

1 University of Agriculture and Forestry, Hue University, 102 Phung Hung St., Hue, Vietnam 
2 Veterinary Station, Gio Linh, Quang Tri, Vietnam 

3 Hiep Thanh, Duc Trong, Lam Dong, Vietnam 

Abstract. Salmonella has a strong ability to produce endotoxins, which is the cause of enteritis leading to cow 

diarrhea. In 74 diarrhoeic calf samples, the Salmonella infection rate is 51.35%. The PCR result of the 

identified toxin gene of Salmonella shows that 12 bacteria strains have a gene encoding the toxin; 8 strains 

are positive for the gene responsible for Salmonella enterotoxin, and 8 strains have the invasion factor. 

Especially, four strains of bacteria have both the invasion factor and the enterotoxin. Eight strains of 

Salmonella are highly virulent, killing all mice within 24–36 hours. Salmonella is highly sensitive to 

gentamycin and enrofloxacin, moderately susceptible to amoxicillin, doxycycline, and ceftiofur, and 

completely resistant to oxytetracycline. 

Keywords: Salmonella spp., diarrhea, Duc Trong, antimicrobial, antibiotic 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


