
GIÁM SÁT HUYẾT THANH HỌC VÀ ĐỊNH TYPE VIRUS GÂY BỆNH 
LỞ MỒM LONG MÓNG TRÊN ĐỊA BÀN TỈNH QUẢNG BÌNH 
BẰNG KỸ THUẬT RT-PCR VÀ ĐỀ XUẤT BIỆN PHÁP PHÒNG BỆNH
A. THÔNG TIN CHUNG VỀ ĐỀ TÀI

1. Tên chủ nhiệm đề tài: TS. Nguyễn Xuân Hòa

2. Cơ quan chủ trì đề tài: Chi cục Thú y Quảng Bình

3. Cấp quản lý đề tài: Cấp tỉnh

4. Tính cấp thiết của đề tài 

Trong những năm gần đây, tình hình dịch bệnh trên gia súc, gia cầm ở nước ta thường xuyên xảy ra như lở mồm long móng gia súc, cúm gia cầm, tai xanh lợn,… Dịch bệnh đã gây thiệt hại kinh tế rất lớn không chỉ cho người chăn nuôi mà còn ảnh hưởng đến ngân sách nhà nước. Bệnh lở mồm long móng (LMLM) là một loại bệnh truyền nhiễm cấp tính ỳ nguy hiểm do virus LMLM (Foot and Mouth Disease Virus) gây ra trên động vật guốc chẵn như lợn, bò, trâu, hươu, dê,... Bệnh lây lan rất nhanh qua nhiều con đường khác nhau như tiếp xúc trực tiếp giữa động vật với nhau hay qua con đường hô hấp, tiêu hóa, sinh dục,... Trong khi diễn biến dịch bệnh LMLM ở nước ta hiện nay đang diễn biến phức tạp, đặc biệt tại Hà Tĩnh đang có sự lưu hành của cả 2 type O và A trong đó type A bắt đầu xuất hiện vào những tháng cuối năm 2013 làm cho công tác phòng, chống bệnh LMLM trở nên khó khăn. Quảng Bình là tỉnh tiếp giáp với Hà Tĩnh và có đường giao thông xuyên suốt chiều dọc tỉnh, và cửa khẩu Lao Bảo, vận chuyển buôn bán gia súc nó làm cho diễn biến dịch LMLM tại đây khá phức tạp.

Để chẩn đoán sự có mặt của của các type virus gây bệnh thì phương pháp chẩn đoán xác định type đóng vai trò hết sức quan trọng. Sử dụng bộ kit RT-PCR để chẩn đoán virus LMLM là một phương pháp mới, nhanh và nhạy và đạt hiệu quả cao trong chẩn đoán. Thực hiện đề tài “Giám sát huyết thanh học, định type virus gây bệnh Lở mồm long móng trên địa bàn tỉnh Quảng Bình bằng kỹ thuật multiplex RT-PCR và đề xuất biện pháp phòng bệnh” nhằm tìm ra những quyết sách đúng đắn cho việc phòng bệnh nâng cao hiệu quả chăn nuôi trâu bò.

5. Mục tiêu của đề tài
- Khảo sát, đánh giá thực trạng tình hình dịch LMLM trên địa bàn tỉnh. Giám sát huyết thanh học và định type virus gây bệnh LMLM nhằm xác định vaccin thích hợp để phòng bệnh cho đàn gia súc trong tỉnh nâng cao hiệu quả tiêm phòng, giảm thiểu thiệt hại kinh tế do bệnh LMLM gây ra đối với người chăn nuôi.

- Thiết lập bản đồ dịch tễ bệnh LMLM trên đàn gia súc và đề xuất giải pháp cảnh báo, phòng chống dịch trên địa bàn tỉnh.

6. Đối tượng, phạm vi nghiên cứu của đề tài
- Đối tượng nghiên cứu: Virus gây bệnh LMLM trên đàn trâu, bò được nuôi tại các hộ thuộc huyện, thành phố, thị xã trên địa bàn tỉnh Quảng Bình. 

- Phạm vi nghiên cứu: Tại các huyện Minh Hóa, Tuyên Hóa, Quảng Trạch, Bố Trạch, Lệ Thủy, Quảng Ninh, TP. Đồng Hới. 

7. Phương pháp nghiên cứu của đề tài
Để giải quyết các mục tiêu và nội dung nghiên cứu nêu trên, đề tài đã sử dụng tổng hợp các phương pháp nghiên cứu sau: 

- Phương pháp điều tra, thu thập thông tin trực tiếp tại các đối tượng nghiên cứu.

- Phương pháp xác xuất thống kê.
- Phương pháp lấy mẫu: theo Thông tư số 14/2011/BYT ngày 01/4/2011 của Bộ Y tế về hướng dẫn chung về lấy mẫu thực phẩm phục vụ thanh tra, kiểm tra chất lượng, vệ sinh an toàn thực phẩm và theo tiêu chuẩn của ngành 10TCN 386-99 của Bộ Nông nghiệp và Phát triển nông thôn.

- Phương pháp phân tích mẫu: Xây dựng phương pháp phân tích dựa trên cơ sở tham khảo các phương pháp thử theo Tiêu chuẩn Việt Nam và phương pháp của AOAC (Mỹ). 
8. Ý nghĩa khoa học và thực tiễn của đề tài
· Kết quả nghiên cứu góp phần nâng cao hiểu biết về một số yếu tố nguy cơ gây phát sinh dịch LMLM trên địa bàn tỉnh Quảng Bình.

· Xác định được yếu tố nguy cơ để chủ động trong công tác phòng dịch.
· Kết quả chẩn đoán, định type virus gây bệnh đóng vai trò quan trọng trong việc lựa chọn vaccine tiêm phòng cho đàn gia súc có hiệu quả cho địa phương.

9. Kinh phí thực hiện đề tài: 499.932.000 đồng

10. Thời gian thực hiện đề tài: 15 tháng (6/2014 - 8/2015)
11. Bố cục đề tài
Ngoài phần mở đầu, kết luận, đề tài được chia làm 4 chương:
- Chương 1: Tổng quan về bệnh lở mồm lông móng.
- Chương 2: Nội dung và phương pháp nghiên cứu.
- Chương 3: Các kết quả đạt được.
- Chương 4: Biện pháp phòng chống dịch bệnh LMLM.
B. NỘI DUNG CƠ BẢN CỦA ĐỀ TÀI

Chương 1
TỔNG QUAN VỀ BỆNH LỞ MỒM LONG MÓNG
1. Căn bệnh

1.1. Giới thiệu chung về bệnh lở mồm long móng


Bệnh LMLM là bệnh truyền nhiễm do virus họ Picronaviridae gây nên. Bệnh có đặc điểm sốt, nổi bọng nước ở niêm mạc miệng, da móng, gờ móng, kẽ móng và trên bầu vú, đầu vú con cái của tất cả các loài thú có móng chẽ, gia súc cũng như thú hoang dã. Bệnh có tính chất dịch lớn, lây lan rất nhanh và rất mạnh gây thiệt hại lớn về kinh tế.

1.2. Phân bố serotype virus LMLM trên thế giới 

Nhìn chung, sự phân bố của các type virus LMLM thường có tính đặc trưng vùng lãnh thổ: Virus LMLM type O, A, C có mặt trên khắp thế giới; type Asia 1 có nguồn gốc châu Á. Các type SAT 1, SAT 2, SAT 3 chỉ có ở châu Phi, hiếm khi thoát ra ngoài (ngoại trừ trường hợp dịch do SAT1 ở Trung Đông năm 1962).
Chưa có những hiểu biết rõ ràng về dịch tễ học type C virus LMLM. Virus LMLM type C xảy ra ít nhất so với các type khác trong khu vực trên thế giới, virus LMLM type này là nguyên nhân gây 8% các vụ dịch xảy ra vào năm 1977-1990 và 1,6% các vụ dịch trong năm 1991-1994.
1.3. Tình hình dịch bệnh LMLM tại Đông Nam Á
Theo tài liệu tổng kết về LMLM của OIE năm 2002 thì trong số 10 nước Đông Nam Á, từ năm 1996-2001 virus type O đã gây ra các ổ dịch LMLM. LMLM là dịch bệnh địa phương phổ biến tại 7 quốc gia (Campuchia, Lào, Malaysia, Myanmar, Phillipines, Thái Lan, Việt Nam) và 3 quốc gia không xuất hiện bệnh (Brunei, Indonesia và Singapore). Một phần của Phillipines được tổ chức Dịch tễ thế giới công nhận là không có bệnh LMLM, cũng tương tự như vậy một phần phía đông của Malaysia giáp với Kalimantan thuộc lãnh thổ Indonesia, từ lâu đã được công nhận là không có bệnh. Nói chung, O, A, Asia 1 là ba type huyết thanh chủ yếu gây bệnh trong vùng Đông Nam Á. 

1.4. Tình hình dịch bệnh lở mồm long móng trong nước

Bệnh LMLM được phát hiện ở nước ta từ gần một thế kỷ nay. Sau đó bệnh lan ra khắp cả ba vùng Bắc, Trung, Nam, bệnh xảy ra ở cả miền núi, trung du, đồng bằng và ven biển. Ở Việt Nam, dịch LMLM được phát hiện lần đầu tiên năm 1898 ở Nha Trang. 

Theo Cục Thú y, từ năm 1920-1922: dịch phát ra lẻ tẻ tại các địa phương trong cả nước, nhưng tại Nam Bộ bệnh ở thể nhẹ với đặc điểm bệnh tích chủ yếu ở miệng.

Từ năm 1938-1940: Bệnh phát ra ở Sơn Tây, Thanh Hoá, và Quảng Ngãi.

Từ năm 1948-1949: Dịch có ở Lai Hoà, Thủ Đức và Tây Nguyên.

Từ năm 1952-1995: Bệnh tiếp tục lan rộng trong cả nước.
Năm 2000, bệnh tiếp tục gia tăng. Bệnh mới xuất hiện tại Yên Bái, Bắc Cạn, Lai Châu ở phía Bắc, Tây Ninh, Trà Vinh ở phía Nam, trong khi đó tại các tỉnh có bệnh từ trước số gia súc mắc bệnh tăng lên nhanh chóng. Đến thời điểm 12/2000, bệnh đã có ở 60/61 tỉnh thành trong cả nước, trừ An Giang báo cáo không có ca bệnh nào được ghi nhận. Tổng số trâu bò mắc bệnh là 351.284 con, chiếm 74,38% tổng số trâu bò bệnh từ đầu ổ dịch, số chết và tiêu huỷ là 15.103 con. Số lợn mắc bệnh là 42.999 con, số chết và tiêu huỷ là 18.937 con. Theo số liệu tổng kết năm 2001 của Cục Thú y đợt dịch LMLM năm 2000 gây thiệt hại tại 60 tỉnh, 439 huyện, 3773 xã; trong đó có 472.273 trâu bò bệnh, 17.431 trâu bò chết và bị tiêu huỷ; 74.800 lợn bệnh, 24.624 lợn chết và tiêu huỷ.

Năm 2002, bệnh LMLM xảy ra ở 26 tỉnh, thành với 10.287 trâu bò mắc bệnh.

Năm 2003, bệnh LMLM xảy ra ở 38 tỉnh, thành phố, trong đó 28 tỉnh có dịch LMLM trâu bò, 28 tỉnh có dịch ở lợn (có 18 tỉnh dịch xảy ra ở cả trâu bò và lợn), với tổng số 20.303 trâu bò, 1.178 dê và 3.533 lợn mắc bệnh. Các tỉnh có số trâu bò mắc bệnh nhiều như: Quảng Trị, Phú Yên, Đắc Lắc, Khánh Hoà, Gia Lai, Hà Giang.

Năm 2004, dịch LMLM xảy ra ở 1.056 xã phường, 328 huyện, thị của 49 tỉnh, thành phố trực thuộc trung ư​ơng, trong đó 47 tỉnh có dịch LMLM trâu bò với 71.736 con mắc, 38 tỉnh có dịch ở lợn với 1.858 con mắc bệnh.

Năm 2005, bệnh LMLM trên trâu, bò xảy ra và tái phát ở 37 tỉnh, 160 huyện, 408 xã làm 28.241 trâu, bò mắc bệnh. Bệnh LMLM ở lợn xảy ra 26 tỉnh, 59 huyện, 98 xã làm 3976 con mắc bệnh. Dịch chủ yếu xảy ra các tỉnh Tây Nguyên và duyên hải miền Trung.

Năm 2006, dịch LMLM xảy ra hầu hết các tỉnh thành trong cả nước, cụ thể trên trâu bò dịch xảy ra ở 47 tỉnh, 283 huyện, 1.410 xã làm 114.015 con mắc bệnh, tiêu huỷ 4.906 con. Trên lợn dịch xảy ra ở 54 tỉnh, 191 huyện, 516 xã làm 44.450 con mắc bệnh, tiêu huỷ được 31.087 con.

Năm 2007, do thực hiện tốt công tác phòng chống bệnh LMLM, nhất là Chương trình quốc gia khống chế và thanh toán bệnh LMLM, các tỉnh vùng khống chế và vùng đệm đã triển khai tiêm phòng vắc xin đúng chủng loại vaccine, kết quả đạt tỷ lệ cao, nên từ cuối tháng 8 đến đầu tháng 11/2007, cả nước không có dịch LMLM xảy ra, đặc biệt là các tỉnh miền núi phía Bắc, Tây Nguyên những năm trước đây dịch xảy ra quanh năm, song từ năm 2007 đến nay vẫn không có dịch xảy ra. 

Năm 2008, Dịch LMLM đã xảy ra tại 122 xã, phường của 43 huyện, quận của 14 tỉnh thành làm 2.408 con trâu, bò và 67 con lợn mắc bệnh. Tổng số gia súc chết và tiêu hủy là 218 trâu, bò và 39 con lợn. Dịch xảy ra chủ yếu trên đàn trâu, bò, tuy nhiên mức độ dịch đã giảm rõ rệt về phạm vi (số tỉnh, huyện, xã) cũng như số lượng gia súc mắc bệnh và giết hủy so với năm 2007. Chủng virus gây bệnh: hầu hết các ổ dịch LMLM năm 2008 xảy ra là do chủng O. Tháng 12/2008 virus chủng A đã xuất hiện tại Nghệ An. 

Năm 2009, dịch đã xảy ra ở 229 xã, phường thuộc 87 huyện, quận của 27 tỉnh, thành phố với tổng số 7.861 con trâu, bò mắc bệnh, 432 con phải tiêu hủy; trên lợn, dịch xảy ra ở 35 xã, phường thuộc 23 huyện, quận của 16 tỉnh, thành phố làm 499 con lợn mắc bệnh LMLM, 429 con phải tiêu hủy. Tháng 9/2009, dịch xảy ra trên quy mô rộng, trong tháng xuất hiện trên 90 ổ dịch, sau đó số ổ dịch giảm dần. Về chủng vrus gây bệnh: hầu hết các ổ dịch LMLM xảy ra trong năm 2009 là do chủng O; chủng A xuất hiện ở các tỉnh Hà Giang, Sơn La, Bắc Giang, Kon Tum và Long An. 

Năm 2010, dịch đã xảy ra ở 297 xã thuộc 103 huyện của 28 tỉnh, thành phố là Bắc Ninh, Hà Giang, Cao Bằng, Bắc Cạn, Tuyên Quang, Lào Cai, Yên Bái, Lạng Sơn, Quảng Ninh, Điện Biên, Lai Châu, Sơn La, Thanh Hóa, Nghệ An, Hà Tĩnh, Quảng Bình, Quảng Ngãi, Phú Yên, Khánh Hòa, Gia Lai, Đắc Lắc, Bình Phước, Bà Rịa Vũng Tàu, Long An, Tiền Giang, Sóc Trăng, Phú Thọ và Thái Nguyên với tổng số 16.333 con trâu, bò mắc bệnh, 419 con trâu bò tiêu. Dịch xảy ra trên quy mô rộng vào tháng 12/2010 với trên 98 ổ dịch và tháng 11/2010 là 56 ổ dịch xuất hiện trong tháng, các tháng khác dịch xảy ra ít hơn và rải rác tại nhiều địa phương. 


Năm 2013, dịch LMLM xảy ra chủ yếu tại các tỉnh miền Trung, riêng Bắc Trung Bộ 4/6 tỉnh có dịch. Dịch LMLM typ O bắt đầu xuất hiện rải rác trong tháng 02/2013 và phát sinh nhiều trong các tháng 3 (22 ổ), tháng 4 (13 ổ), tháng 5 (27 ổ). Dịch LMLM typ A xuất hiện tại Hà Tĩnh vào tháng 3/2013, sau đó bùng phát mạnh vào tháng 8-10/2013 tại một số tỉnh khác.

Dịch LMLM typ O xuất hiện cả trên trâu, bò và lợn, dịch LMLM typ A xuất hiện chủ yếu trên trâu bò.


Giai đoạn 6 tháng đầu năm chủ yếu là do typ O (OPanAsia) gây ra; 6 tháng cuối năm chủ yếu do typ A (ASea-97) (Thanh Hóa, Nghệ An, Hà Tĩnh, Quảng Nam, Phú Yên). Một số địa phương có cả 2 type virus cùng gây bệnh. 


1.5. Tình hình nghiên cứu chẩn đoán và phân lập virus lở mồm long móng ở Việt Nam

Về phương diện chẩn đoán, năm 1984 bằng phản ứng kết hợp bổ thể. Lombard đã phát hiện bệnh ở Nha Trang do type O gây nên. Ngoài việc dựa vào triệu chứng lâm sàng, một số cơ sở chẩn đoán của Cục Thú y (Trung tâm Chẩn đoán quốc gia, Trung tâm Thú y vùng VI thành phố Hồ Chí Minh) đã sử dụng phương pháp ELISA để chẩn đoán, định type virus từ bệnh phẩm là biểu mô mụn nước, đã sử dụng phương pháp ELISA (3ABC) để phát hiện kháng thể của trâu bò bị nhiễm virus LMLM, phân biệt với kháng thể do vaccine LMLM tạo nên. Cho đến thời điểm này, chưa có nhiều nghiên cứu cơ bản về virus gây bệnh LMLM tại Việt Nam.

Về chủng virus gây bệnh: Từ năm 1995 đến cuối năm 2001, Cục Thú y đã xác định chỉ có virus gây bệnh LMLM type O xuất hiện tại Việt Nam và hàng năm đều lấy mẫu gửi Phòng Thí nghiệm Tham chiếu thế giới (Pirbright, Anh) để xác định lại type virus. 

Trong những năm gần đây, Lê Văn Phan và cộng sự đã có những nghiên cứu về đặc tính sinh học phân tử của virus LMLM type O, A và Asia1 phân lập được tại Việt Nam. Tương tự năm 2011 Lê Văn Phan và cộng sự cũng đã phát triển thành công phương pháp One-step multiplex RT-PCR để nhanh chóng chẩn đoán và định type virus gây bệnh LMLM type O, A, Asia 1 đang lưu hành và gây bệnh trên đàn gia súc nuôi tại Việt Nam.

2. Virus gây bệnh LMLM

2.1. Hình thái, cấu trúc của virus LMLM

Virus LMLM là loại virus thuộc nhóm Picornavirus. Kích thước 20-30nm, hình đa diện có 30 mặt đều. Hạt virus chứa 30% acid nucleic, khoảng 8000 nucleotit, đó là một đoạn RNA chuỗi đơn có khối lượng phân tử là 8.6 KiloDalton. Vỏ capsid có 60 đơn vị gọi là capsome, mỗi capsome có 4 loại protein (VP1, VP2, VP3 và VP4) trong đó VP1 có vai trò quan trọng nhất trong việc gây bệnh, cũng như là loại kháng nguyên chính tạo ra kháng thể chống lại bệnh LMLM. Vì thế, người ta đã tiến hành giải mã nucleotit của 1 phần hoặc toàn bộ gen mã hoá VP1 để phân chia chúng ra thành các serotype và các subtype.  
2.2. Phân loại và biến type của virus


Virus LMLM thuộc nhóm Picornavirus có kích thước rất nhỏ. Virus LMLM có 2 đặc tính đặc biệt liên quan đến dịch tễ học, đó là tính có đa type và tính dễ biến đổi kháng nguyên, các type tuy gây ra những triệu chứng, bệnh tích giống nhau, nhưng lại không gây miễn dịch chéo.

* Khả năng đột biến của virus LMLM: Virus LMLM có khả năng đột biến cao. Qua theo dõi nhiều năm người ta quan sát được mức độ đột biến của virus LMLM là 7x10-2 năm. Đây là một trong những yếu tố chính dẫn đến tính đa type và nhiều biến chủng qua hàng nghìn năm tiến hoá.
2.3. Đặc tính của virus LMLM

Bảng 1: Sự tồn tại của virus ngoài môi trường

	Môi trường xung quanh
	Số ngày tồn tại

	Nơi rác rưởi khô
	14 ngày

	Nơi rác rưởi ẩm ướt
	8 ngày


	Nước tiểu
	39 ngày

	Đống phân có bề dày 30cm
	6 ngày

	Mặt đất mùa thu

             mùa hè
	28 ngày

3 ngày

	Cỏ khô ở nhiệt độ 22oC 
	140 ngày

	Nước thải chuồng trại ở nhiệt độ:

17- 21ºC

4-13ºC

37ºC

-30 đến -70ºC
	21 ngày

103 ngày

vài ngày

12 ngày

	Ánh nắng trực tiếp
	1 giờ


(Nguồn: Dịch bệnh LMLM - Hiệp hội Hạt cốc Hoa Kỳ. 7/1997).

Trên bề mặt đất cát, virus tồn tại được 14 ngày. Trên da giày, dép là 80 ngày; trong bột gạo, bột mỳ là 49 ngày; trong rơm rạ, cỏ khô là 15 tuần; trên da bò đưa chế biến (thuộc da) là 4 tuần; trên da bò muối ướt là 90 ngày.  

2.4. Đặc điểm nuôi cấy và lưu giữ virus

Có thể nuôi cấy virus LMLM trên trứng, trên bản động vật, trên môi trường nuôi cấy tế bào.
2.5. Sức đề kháng của virus

Với dung môi hữu cơ: Virus LMLM không có lipid nên chúng có sức đề kháng cao đối với các dung môi hữu cơ như cồn, ête... tuy nhiên, virus LMLM mẫn cảm với ánh sáng mặt trời, axít, formol...
pH: Virus LMLM có thể tồn tại ở pH từ 6,7-9,5 nhưng bền vững nhất ở pH 7,2-7,6, virus LMLM bị vô hoạt rất nhanh ở pH <5 và pH >11.
Với sức nóng: Virus LMLM dễ bị tiêu diệt, ở 30-370C virus LMLM sống được 4-9 ngày, ở 500C virus LMLM nhanh chóng bị bất hoạt, ở 700C virus LMLM chết sau 5-10 phút. Nhìn chung, virus LMLM mẫn cảm với nhiệt độ nhưng không nhạy cảm với độ lạnh.

2.6. Độc lực của virus

Độc lực là khả năng gây bệnh lâm sàng hay mức độ gây bệnh của virus LMLM. Mọi chủng virus LMLM đều được coi là cường độc, mà không có chủng nhược độc. Về mặt lâm sàng, gia súc nhiễm virus LMLM có thể biểu hiện dưới nhiều mức độ khác nhau, từ bệnh rất nghiêm trọng đến dạng lâm sàng thể ẩn.
2.7. Cơ chế sinh bệnh LMLM của virus

Thời kỳ nung bệnh thường từ 1-3 ngày khi gây bệnh thực nghiệm và 2-7 ngày hoặc 11 ngày khi gây bệnh trong tự nhiên.
Virus LMLM xâm nhập vào động vật chủ theo đường hô hấp hoặc theo vết sước trên da, đầu tiên chúng nhân lên với số lượng nhỏ tại nơi xâm nhập.

3. Dịch tễ học bệnh LMLM

3.1. Động vật cảm nhiễm

Virus gây bệnh LMLM gây bệnh tự nhiên ở các loài vật có móng guốc chẵn (trâu, bò, dê, lợn, lạc đà, hươu, bò rừng...). Bò là động vật cảm nhiễm nhất. Bò là một thành phần đóng vai trò quan trọng trong dịch tễ bệnh LMLM bởi sự cảm nhiễm cao và khả năng bài thải virus LMLM ít nhất 4 ngày trước khi xuất hiện những triệu chứng lâm sàng đầu tiên. Mặc dù vậy cừu và dê cũng nhiễm bệnh LMLM nhưng triệu chứng của nó không biểu hiện hoặc có biểu hiện không rõ dưới dạng tiền lâm sàng. Lợn là nguồn tàng trữ mầm bệnh LMLM quan trọng của sự gieo rắc virus LMLM trong không khí. Do vậy lợn được coi là vật chủ cho virus LMLM nhân lên và bò là sự chỉ điểm cho sự có mặt của virus LMLM. Cừu có thể là vật dự trữ bởi vì chúng thường mắc ở thể nhẹ hoặc không xuất hiện triệu chứng lâm sàng, không những thế virus LMLM còn có khả năng gây nhiễm ở động một số loại động vật khác trong cùng một vùng nhiễm bệnh.

3.2. Lứa tuổi

Động vật ở các lứa tuổi đều có thể bị bệnh, súc vật non bị mắc bệnh nặng hơn súc vật trưởng thành. 

3.3. Mùa vụ

Bệnh lây lan quanh năm, nhưng thường xảy ra vào những tháng mưa phùn, ẩm ướt, ánh sáng dịu của mùa đông (từ tháng 12 đến tháng 3).

3.4. Khả năng lây lan

Bệnh LMLM là bệnh lây lan rất mạnh rất nhanh, rất rộng trong một thời gian ngắn. Sự di chuyển virus LMLM trong điều kiện thích hợp có thể là 250km trong không khí.

3.5. Tỷ lệ ốm và chết

Tỷ lệ tử vong ở động vật trưởng thành thấp nhưng tỷ lệ tử vong ở động vật non có thể lên tới 100%, động vật non chết chủ yếu do viêm cơ tim nặng dẫn đến suy tim và chết. Nguyên nhân khác là do gia súc non, sức đề kháng kém nên dễ bị nhiễm kế phát các bệnh khác khi mắc bệnh LMLM. 

3.6. Đường truyền bệnh

Sự lây truyền chính của virus LMLM thông qua đường không khí, sự tiếp xúc trực tiếp và thông qua đường thức ăn nước uống. Nhìn chung virus LMLM xâm nhập thông qua đường hô hấp.

LMLM được lây lan qua các phương thức sau:

- Lây lan trực tiếp: mầm bệnh có xâm nhập do tiếp xúc trực tiếp giữa gia súc có mang mầm bệnh và gia súc cảm nhiễm qua tổn thương ở da.
- Lây lan gián tiếp: mầm bệnh theo thức ăn nước uống xâm nhập vào cơ thể gia súc qua đường tiêu hóa, qua không khí vào đường hô hấp.

4. Triệu chứng bệnh tích bệnh LMLM

Thời kỳ ủ bệnh thông thường từ 2-7 ngày. Sau khi gây bệnh thực nghiệm, các dấu hiệu có thể thấy sớm là trong vòng 12 giờ, còn bình thường là 12-48 giờ. Khi động vật cảm thụ tiếp xúc với động vật mắc bệnh lâm sàng (thời điểm dễ làm lây bệnh là khi các mụn nước vỡ) thì các dấu hiệu lâm sàng thường xuất hiện trong khoảng 3-5 ngày.

5. Phương pháp chẩn đoán bệnh

- Chẩn đoán lâm sàng.
- Chẩn đoán virus học.
- Chẩn đoán huyết thanh học.
- Chẩn đoán bằng kỹ thuật PCR (Polymerase Chain Reaction).
- Phân lập và giám định virus LMLM.
6. Phòng bệnh 

Tăng cường hệ thống thú y từ Trung ương đến địa phương. Theo đó, tăng cường năng lực chẩn đoán và xác định type virus của hai trung tâm chẩn đoán chủ yếu tại Việt Nam là Trung tâm Chẩn đoán Thú y Trung ương và Trung tâm Thú y vùng TP. Hồ Chí Minh. Tại các địa phương: mở các lớp tập huấn đào tạo các thú y viên cơ sở có khả năng phát hiện bệnh, lấy bệnh phẩm đúng quy trình kỹ thuật.

Thực hiện biện pháp tiêm phòng thường niên tại các ổ dịch cũ. Tiêm phòng bao vây các vùng đang bị dịch uy hiếp. 

Tại các vùng xuất hiện dịch cần tăng cường việc khống chế chặt chẽ từng ổ dịch, không để dịch lây lan bằng cách giết, tiêu huỷ cưỡng bức các gia súc ốm chết vì bệnh, sau đó tiêu độc, vệ sinh môi trường. Lập vùng vành đai có bán kính 10 km. Tăng cường công tác kiểm dịch vận chuyển động vật ra vào vùng có dịch, các phương tiện vật dụng chăn nuôi, thức ăn chăn nuôi, không cho lập các lò mổ dể tiêu thụ thịt ra khỏi vùng khống chế...
Giám sát chặt chất lượng vaccine, chủng loại và hiệu lực. 

Tiêu độc, sát trùng triệt để chuồng trại, bãi chăn thả, vật dụng chăn nuôi, phương tiện vận chuyển, môi trường, con người...
Chương 2
NỘI DUNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
1. Nội dung nghiên cứu

1.1. Điều tra tình hình chăn nuôi gia súc và diễn biến dịch LMLM trên địa bàn tỉnh Quảng Bình từ 2010-2014

1.2. Xác định một số yếu tố nguy cơ gây phát sinh và lây lan dịch LMLM trên địa bàn huyện tỉnh Quảng Bình

- Hình thức chăn nuôi: Nuôi hỗn hợp nhiều loại gia súc, gia cầm.
- Tiêm phòng; Yếu tố con người: Thú y viên, người buôn gia súc.

- Nguồn cung cấp giống: Tự cung tự cấp, mua từ nơi khác về không rõ nguồn gốc.
- Vị trí hộ chăn nuôi gần đường giao thông chính (<500m).
- Việc vệ sinh tiêu độc chuồng trại chăn nuôi định kỳ.

1.3. Giám sát huyết thanh học virus LMLM trên địa bàn tỉnh Quảng Bình

1.4. Chẩn đoán và định type virus gây bệnh LMLM trong các mẫu bệnh phẩm thu thập tại Quảng Bình

1.5. Đề xuất các biện pháp phòng, chống dịch LMLM

2. Phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu nghiên cứu
*Hóa chất:


Hóa chất dùng trong tách chiết RNA: nước cất, Trizol (Invitrogen), Chloroform (Merck), Isopropanol (Merck), Ethanol (70o) (Merck), α MEM (Minimum Esential Medium- Gibco).


Hóa chất dùng trong RT-PCR và chạy điện di: Random primer, nước cất, dNTP, 5X Buffer FS, DTT, Enzym, SuperScript III Reverse Transcriptase/ Platinum Taq Mix* (Invitrogen); TBE(Tris-Borate-EDTA), DNA khuôn Agarose (bột); Marker (Invitrogen).


Ngoài ra: cồn 70º, 96º, Chloramin B,…


*Sinh phẩm:
Bảng 2: Trình tự cặp mồi dùng trong chẩn đoán và định type virus LMLM

	Mồi

xuôi/ ngược
	Loại mồi
	Trình tự mồi (5’ – 3’)
	Kích thước (bp)
	Tác giả

	1F/1R
	Đặc hiệu chung
	GCCTGGTCTTTCCAGGTCT
	328
	Reid và cs, 2000 63[]


	
	
	CCAGTCCCCTTCTCAGATC
	
	

	VN-AF/

VN-VP1R
	Đặc hiệu type A
	CTTGCACTCCCTTACACCGCG
	427
	Lê Văn Phan và cs, 2010 51[]


	
	
	CATGTCYTCYTGCATCTGGTT
	
	

	VN-OF/ 
VN-VP1R
	Đặc hiệu type O
	AGATTTGTGAGTDACACCA
	658
	Lê Văn Phan và cs, 2011 52[]



*Dụng cụ: Chày, cối, panh, kéo; Pipette nhựa vô trùng các loại: 1ml, 5ml, 10ml, 20ml, 25ml; Multipipette: 8 kênh; Micropipette: 10µl, 20µl, 200µl, 1000µl;  Ống eppendorf; ống corning 15ml, ống corning 50ml; Găng tay, khẩu tràng, đèn cồn, parafilm (Parafilm M), bông gòn,…

*Thiết bị: Tủ cấy an toàn sinh học cấp 2 (Biohazard Safety Cabinet), JSCB-1200SB;  Máy khuấy từ có gia nhiệt (Velp Scientifica), PC-420D;  Máy ly tâm ống eppendorf (Refrigerated Microcentrifuge); Máy ly tâm Hermle-Z400; Máy trộn (vortex) LaborA (Bioblock Scientific);  Máy PCR System 9700 (GeneAmp) ;  Bộ nguồn điện di EC 105 (APPARATUS); Thiết bị điện di Wide Mini-Sub Cell BT (BIO-RAD); Máy chụp hình gel; Bể ổn nhiệt Polystat (Bioblock Scientific); Nồi hấp tiệt trùng (STURDY), SA-300VF; Kính hiển vi soi ngược (JENCO); Tủ ấm có CO2 (BINDER) và không CO2; Tủ đông sâu -80oC; Bình nitơ bảo quản tế bào (-96oC); Tủ lạnh -20oC; Tủ lạnh 4oC; Máy lắc Rocker 25; Cân phân tích và một số thiết bị khác.
2.2. Thu thập số liệu

Tại Chi cục Thú y Quảng Bình và điều tra thu thập trực tiếp từ hộ chăn nuôi.

2.3. Phương pháp phân tích dịch tễ học

Nghiên cứu cắt ngang kết hợp với nghiên cứu bệnh - chứng đã được tiến hành tại các huyện: Lệ Thủy, Quảng Ninh, Bố Trạch, Quảng Trạch, thị xã Ba Đồn, Tuyên Hóa, Minh Hóa của tỉnh Quảng Bình trong khoảng thời gian từ tháng 9 đến 12 năm 2014.

Chọn lựa các xã trên địa bàn các huyện thị có nguy cơ cao thường xuất hiện LMLM trong năm năm trở lại đây. Lập danh sách tất cả các xã có dịch từ 2009-2013 để chọn lựa nghiên cứu.

Dựa trên nguyên tắc của phương pháp nghiên cứu bệnh - chứng để chọn ra các hộ nghiên cứu: (1) Hộ bệnh là hộ có ít nhất một con trâu, bò dương tính với xét nghiệm huyết thanh học virus LMLM bằng phương pháp ELISA với kháng thể 3ABC; (2) Hộ chứng là hộ có kết quả xét nghiệm âm tính với xét nghiệm như tiến hành như ở hộ bệnh. Các hộ không có gia súc bị bệnh LMLM được chọn một cách ngẫu nhiên dựa vào danh sách hộ chăn nuôi gia súc của huyện và phân bố bắt cặp theo tỷ lệ với hộ có gia súc bị bệnh ở từng xã. Tỷ lệ hộ bệnh/hộ chứng là ½. Điều tra khảo sát trực tiếp 788 hộ chăn nuôi trâu bò trên toàn tỉnh trong đó 263 hộ đã từng có dịch bệnh xẩy ra và 525 lân cận chưa có dịch bệnh xảy ra từ 2010 đến tháng 8 tháng năm 2014. 

Thu mẫu huyết thanh

Cán bộ của Chi cục Thú y Quảng Bình trực tiếp lấy mẫu huyết thanh, mẫu probang và mẫu biểu mô ở những gia súc bệnh. Hàng tháng tổ chức lấy mẫu huyết thanh 160 mẫu/tháng để giám sát sự lưu hành của virus gây bệnh nhiễm tự nhiên bằng phương pháp ELISA 3ABC. Sau khi có kết quả xét nghiệm huyết thanh những gia súc dương tính sẽ được lấy mẫu probang để nghiên cứu bệnh - chứng.  

Mẫu bệnh phẩm thích hợp nhất để chẩn đoán virus LMLM là biểu mô mụn nước sắp vỡ hoặc mới vỡ ở miệng, lưỡi, chân và dịch mụn nước. Tốt nhất lấy bệnh phẩm những con đang sốt, đang có mụn loét và chưa can thiệp phương pháp điều trị. Bệnh phẩm tối thiểu là 3-5g tổ chức tươi như biểu mô và dịch tiết ở các mụn nước chưa vỡ hoặc mới vỡ. Hoặc có thể nạo lấy dịch hầu họng của gia súc ốm. 

Xét nghiệm mẫu

Mẫu sau khi thu thập được chuyển ngay cho Cơ quan Thú y vùng III để tiến hành xét nghiệm phát hiện kháng thể (ở mẫu huyết thanh) bằng phương pháp 3 ABC ELISA. Những trâu, bò dương tính với 3ABC ELISA sẽ được thu mẫu probang để nuôi cấy tế bào và xét nghiệm bằng phương pháp RT-PCR tại Cơ quan Thú y vùng VI.

Thu thập thông tin về các yếu tố nguy cơ
Sử dụng bộ câu hỏi điều tra các yếu tố nguy cơ (gồm: Số lượng, nguồn gốc, cách ly khi mới mua về, hình thức chăn nuôi vệ sinh và tiêu độc khử trùng, tiêm phòng vaccine, cán bộ thú y, tình hình dịch bệnh, mua bán gia súc) để phỏng vấn trên 788 hộ chăn nuôi. Sau khi xem xét phân bố của các biến điều tra ở các hộ có gia súc bị bệnh và hộ không có gia súc bị bệnh LMLM trên đơn vị mẫu là hộ chăn nuôi tính tỷ suất chênh OR (odd ratio)dựa vào bảng tương liên chuẩn như mô tả của Nguyễn Xuân Hòa và sc (2015).

Xử lý số liệu
Sử dụng phần mềm Epical 2000 trong phân tích nghiên cứu bệnh chứng để tính tính tỷ suất chênh OR và P-value. Tỷ số chênh (odds ratio, OR) lớn hơn 1 cho thấy gia súc khi phơi nhiễm với yếu tố nguy cơ có khả năng dương tính huyết thanh học với virus LMLM tăng lên. Ngược lại, nếu OR < 1 cho thấy nguy cơ gia súc dương tính huyết thanh học với virus LMLM giảm đi. OR = 1 cho thấy không có ảnh hưởng của yếu tố nguy cơ lên xác suất gia súc cho kết quả dương tính huyết thanh học với virus LMLM.

*Xử lý số liệu: Sử dụng phần mềm Epical trong phân tích nghiên cứu bệnh chứng để tỉnh tỷ suất chênh OR và P-value.

2.4. Phương pháp thu thập mẫu bệnh phẩm LMLM 

Phương pháp thu thập mẫu theo Kitching và Donaldon:
Mẫu bệnh phẩm thích hợp nhất để chẩn đoán virus LMLM là biểu mô mụn nước sắp vỡ hoặc mới vỡ ở miệng, lưỡi, chân và dịch mụn nước. Tốt nhất lấy bệnh phẩm những con đang sốt, đang có mụn loét và chưa can thiệp phương pháp điều trị. Bệnh phẩm tối thiểu là 3-5g tổ chức tươi như biểu mô và dịch tiết ở các mụn nước chưa vỡ hoặc mới vỡ. Hoặc có thể nạo lấy dịch hầu họng của gia súc ốm.

Cách lấy mẫu: Dùng panh hoặc kéo nhọn đã được sát trùng lấy (cạo) mẫu biểu mô niêm mạc lưỡi, mũi, lợi; biểu mô móng hoặc dịch thể từ mụn nước.
Bảo quản mẫu: Mẫu sau khi lấy đem bảo quản ngay ở 2-40C trong dung dung dịch bảo quản và vận chuyển đến phòng thí nghiệm. Hoặc mẫu được bảo quản ở -20 đến -800C khi chưa dùng.

Bảng 3: Thành phần dung dịch bảo quản mẫu bệnh phẩm

	STT
	Thành phần
	Thể tích (ml)

	1
	Hepes Buffer (Gibco # 15630) - 1%
	5

	2
	Antibiotic (Gibco # 15140)
(Penicillin Streptomycin: 10.000UI)  4%
	20

	3
	Bổ sung vừa đủ môi trường MEM (Gibco # 11095) 1X  để đạt được tổng thể tích 500 ml


2.5. Xử lý mẫu bệnh phẩm

- Dùng kéo cắt mẫu trong ống corning 50ml, một phần mẫu được nghiền nhỏ bằng cối chày sứ, đồng nhất mẫu.

- Bổ sung khoảng 3-5ml môi trường α-MEM (tùy lượng mẫu lấy nhiều hay ít) hòa đều với mẫu, chuyển huyễn dịch này sang ống eppendorf.

- Ống eppendorf chứa huyễn dịch mẫu được ly tâm lạnh (4oC), ở 4.000 vòng/phút trong 10 phút.

- Dùng pipette hút dịch nổi sang ống eppendorf sạch, loại bỏ cặn (Có thể ly tâm lại lần nữa nếu thấy cần thiết).

- Dịch mẫu được bảo quản ở -20oC.

2.6. Phương pháp RT-PCR (Reverse Transcription - Polymerase Chain Reaction) để chẩn đoán và định type virus Lở mồm long móng

*Tách chiết RNA từ bệnh phẩm đã xử lý
- Lấy 250µl mẫu đã xử lý ở trên cho sang ống eppendorf.

- Thêm 600µl dung dịch Trizol, vortex nhẹ, để 2-5 phút.

- Bổ sung 250µl chloroform vào ống, trộn đều.

- Ly tâm huyễn dịch (nhiệt độ 4oC) ở 12.000 vòng/phút trong 10 phút.

- Hút phần dịch trong ở pha trên có chứa RNA vào ống eppendorf mới (thu được khoảng 500µl dịch). 

- Bổ sung 500µl isopropanol để tủa RNA và để ở nhiệt độ phòng trong 10 phút.

- Ly tâm huyễn dịch trên ở 13.000 vòng/phút, 4ºC trong 10 phút và thu tủa RNA.

- Rửa RNA thu được bằng 1ml dd ethanol 70%, ly tâm huyễn dịch 7.000 vòng/phút trong 7 phút và thu cặn RNA.

- Hòa lại RNA trong 20-30µl nước cất vô trùng và bảo quản ở -20oC nếu không dùng ngay.

*Phương pháp One-step RT-RCR
- Nguyên tắc phương pháp RT-PCR: Bước đầu tiên của phản ứng RT-PCR là quá trình phiên mã ngược từ khuôn mẫu mRNA để tạo ra sợi đơn cDNA. Một primer oligodeoxynucleotide sẽ gắn vào mRNA và sau đó chúng sẽ được kéo dài nhờ một enzyme phiên mã ngược có hoạt tính polymerase để tạo thành bản sao cDNA, bản sao này sau đó sẽ được khuếch đại nhờ vào phản ứng PCR ở bước tiếp theo.
Bảng 3: Thành phần phản ứng tạo cDNA

	Thành phần
	Thể tích (µl)

	Nước tinh khiết
	5

	Random primer 10ppm
	1

	dNTP
	1

	RNA (thu được từ mẫu)
	6

	5X Buffer FS
	4

	DTT
	2

	Enzyme
	1

	Tổng thể tích
	20


	Bảng 4: Thành phần phản ứng RT- PCR

Thành phần (cho 1 mẫu)
	Thể tích (µl)

	Nước tinh khiết
	16.25

	10 x Buffer FS
	2.5

	dNTP
	1

	Mồi xuôi (Sense primer) (10 μM)
	1

	Mồi ngược (Anti-sense primer) (10 μM)
	1

	SuperScript III RT/ Platinum Taq Mix*
	0.25

	ARN khuôn
	3

	Tổng thể tích
	25


- Tiến hành: Lấy lượng thành phần như trên cho vào ống eppendorf 0.2ml, trộn đều. Đặt ống eppendorf trên vào máy PCR, với điều kiện nhiệt như sau:

Bảng 5: Chu trình nhiệt của phản ứng RT-PCR
	Hoạt động
	Nhiệt độ
	Thời gian
	Chu kỳ

	Phiên mã ngược
	50oC
	30 phút
	1

	Biến tính
	94oC
	2 phút
	1

	Tháo xoắn
	94oC
	15 giây
	40

	Gắn mồi
	50oC
	30 giây
	

	Kéo dài
	68 oC
	1 phút
	

	Hoàn thành
	68 oC
	5 phút
	1

	Giữ sản phẩm
	4 oC
	∞
	


*Kiểm tra sản phẩm PCR bằng chạy điện di

- Nguyên tắc: Điện di là kỹ thuật tách các phân tử dựa trên điện tích, kích thước của chúng trên gel. Trong phương pháp điện di trên gel, các phân tử DNA có điện tích âm, được kéo qua một lớp gel bán lỏng nhờ một dòng điện về phía cực dương trong buồng điện di.

Thông thường, gel có chứa một phần đường của thạch tinh khiết gọi là agarose, chất này ngoài việc làm gel đồng nhất hơn so với thạch mà nó còn hoạt động như một rây phân tử, làm tách biệt các đoạn dựa trên kích thước của chúng khi trong điện trường.

Các đoạn DNA càng nhỏ sẽ chuyển động càng nhanh và xa hơn so với đoạn lớn. Để xác định kích thước của một đoạn DNA, người ta so sánh khoảng cách nó đã vượt qua so với khoảng cách mà các đoạn DNA tiêu chuẩn (là một tập hợp nhiều đoạn DNA đã biết rõ kích thước - Marker) đi qua.

Để hiện hình các băng DNA trên bản gel, người ta thường sử dụng thuốc nhuộm. Chất này liên kết DNA bằng cách xen vào giữa và kề sát với các cặp bazơ (liên kết nhuộm). Khi chiếu ánh sáng tia UV vào bản gel, các liên kết nhuộm sẽ hấp thụ và phát huỳnh quang, kết quả có thể nhận biết được bằng mắt thường và chụp ảnh được.

- Quy trình: 

Bước 1: Chuẩn bị dung dịch agarose 1% trong 1X TBE buffer, bằng cách cân 0.25g bột agarose cho vào 25ml dung dịch 1X TBE. Đun nóng dung dịch 1% agarose tan trong 2 phút. Để nguội dung dịch tới khoảng 45-50oC. Bổ sung thêm 1.5µl dung dịch thuốc nhuộm Safe view, lắc đều hỗn dịch. Đổ gel vào khuôn đã được cắm lược trước, để yên khoảng 30 phút cho tới khi gel đông lại, tháo lược ra. Đổ dung dịch chạy điện di 1X TBE vào trong khoang điện di có chứa gel agarose vừa đổ sao cho ngập bản gel.

Bước 2: Lấy 2µl loading dye 6x + 8µl sản phẩm PCR, trộn đều.

Bước 3: Tra marker vào giếng đầu của gel, tra đối chứng dương vào giếng tiếp theo, tra hỗn hợp các sản phẩm PCR + loading dye ở trên vào các giếng tiếp, cuối cùng tra đối chứng âm.

Bước 4: Chạy điện di ở 100V trong 30 phút.

Bước 5: Lấy gel ra cho vào máy UV-Transiluminator, nếu xuất hiện băng DNA đúng kích thước kết quả là dương tính, ngược lại là kết quả âm tính. Chụp kết quả lại bằng máy ảnh.
2.7. Cập nhật vẽ bản đồ dịch tễ bệnh LMLM trên địa bàn tỉnh Quảng Bình

- Tạo 1 file Excel dữ liệu về các thông tin: Cách tạo file  excel mới như cách tạo file ở phần mềm Microsoft excel. 

- Để dễ dàng trong quản lý chú ý:

+ Đặt tên file, ngày tháng, năm sao cho khoa học, dễ nhớ và thống nhất sắp đặt vào các thư mục để dễ khai thác và sử dụng trong kho dữ liệu dịch tễ. Tên file, tên thư mục nên đặt ngắn và gắn liền với nội dung. Tên file không quá 8 ký tự.

+ Đặt tên cột trong file dữ liệu là tiếng việt, không dấu, không có khoảng cách, không có các ký hiệu đặc biệt như: Cộng (+), trừ (-),… Tên cột nên để duy nhất 1 hàng, nếu tên cột quá dài và cần phải ghi chi tiết, nên ghi ở dạng ký hiệu và có thêm một sheet “ghichu” để giải thích cho những ký hiệu đó.

+ Thống nhất việc ghi ngày tháng theo đúng: ngày/tháng/năm.
- Cách nhập mã số (code) địa lý để vẽ bản đồ dịch tễ: Để nhập được dữ liệu dịch tễ, bạn cần 2 Sheets trong cùng file Excel. Sheet dịch bệnh và Sheet code địa lý (được cung cấp). Nguyên tắc nhập code như sau:

Bước 1: Sheet dịch bệnh: Xác định xã, huyện, tỉnh nơi có ổ dịch.

Bước 2: Sheet code địa lý: Lọc lấy tỉnh trước, sau đó đến huyện và cuối cùng là xã. Copy toàn bộ phần code của 3 cấp (xã, huyện, tỉnh) rồi Paste sang cột  đã định sẵn ở Sheet dịch bệnh.

Sử dụng máy định vị GPS
Để xác định vị vị trí các ổ dịch, các vị trí liên quan đến dịch bệnh mà chúng ta muốn thể hiện trên bản đồ dịch tễ (hiện nay có nhiều máy điện thoại di động có chức năng định vị vị trí mà không cần máy chuyên định vị GPS). Tất cả các điểm cần phân tích trong công tác phòng chống dịch đều nên được ghi nhận: lò mổ, chợ, điểm mua bán động vật, hố chôn hủy gia súc… Sau đó cập nhật vào cột x, y như bảng trên.

Cách chuyển đổi hệ đơn vị toạ độ định vị (GPS) 

Khi xác định tọa độ, sử dụng thiết bị định vị GPS (hiện nay có thể dùng máy điện thoại để định vị). Mỗi máy có đơn vị đo tọa độ khác nhau; khi sử dụng có thể chuyển đổi chúng thành hệ đơn vị như mong muốn. Hiện nay có 4 hệ đơn vị như sau:

1. Hệ đơn vị theo WGS84 (các thiết bị định vị trên điện thoại di động hay tính theo đơn vị đo này) - Ví dụ: 17.4625oN 106.6258oE. 

2. Hệ đơn vị đo theo độ, phút, giây (Google Map, Google Earth sử dụng đơn vị đo này) - Ví dụ: N 17o27'45" E 106o37'33". 
          3. Hệ đơn vị GPS - Ví dụ: N 17o27.751 E 106o37.553.
          4. Hệ đơn vị UTM - Ví dụ: 48N X 672654 Y 1931458. 

 Để chuyển đổi vào internet đến trang web có tên: GPS Coordinate Converter, Maps and Info tại địa chỉ: http://boulter.com/gps/ 
Cách chuyển đổi như sau:

 - Nhập giá trị toạ độ mà chúng ta có từ thiết bị định vị. Ví dụ:

*A - giá trị toạ độ theo đơn vị đo số 1: 17.4625oN và 106.6258oE. Cách nhập: nhập giá trị sau 17.4625 106.6258

*B - giá trị toạ độ theo đơn vị đo số 2: 17o27'45" N và 106o37'33" E. Cách nhập: nhập giá trị sau: 17o27'45"N 106o37'33"E

- Sau khi nhập xong giá trị, bấm vào nút Convert and Map. 

- Các thông số về toạ độ tương ứng theo từng hệ đơn vị đo sẽ hiển thị ở phía dưới, kèm theo bản đồ định vị ở phía bên phải màn hình. 
Chương 3 
CÁC KẾT QUẢ ĐẠT ĐƯỢC
1. Thực trạng bệnh LMLM trên địa bàn tỉnh Quảng Bình

1.1. Tình hình dịch bệnh LMLM  tại Quảng Bình từ năm 2010-2014
Từ năm 2010 đến nay, trên địa bàn tỉnh Quảng Bình rãi rác xảy ra dịch LMLM ở trâu bò. Qua số liệu báo cáo của Chi cục Thú y tỉnh, năm 2010 và 2011 dịch xảy ra trên 2 huyện; năm 2012 xảy ra trên 4 huyện; năm 2013 xảy ra trên 6 huyện và 2014 xảy ra trên 7 huyện. 

1.2. Tình hình dịch LMLM trên địa bàn tỉnh năm 2014

Năm 2014, dịch bệnh LMLM xảy ra tương đối rộng, diễn biến phức tạp. Dịch xảy ra tại 7/8 huyện bao gồm Lệ Thủy, Quảng Ninh, TP. Đồng Hới, Bố Trạch, Tuyên Hóa, Minh Hóa, TX. Ba Đồn tổng số hộ 65 hộ trên 20 thôn. Trong đó các huyện Lệ Thủy, Quảng Ninh có số gia súc mắc bệnh nhiều nhất. 
Bảng 6: Tình hình dịch LMLM trên địa bàn tỉnh năm 2014

	 TT
	Huyện
	Số thôn có dịch
	Số hộ 

có dịch (hộ)
	Tổng số GS mắc bệnh (con)
	Tỷ lệ gia súc mắc bệnh /tỉnh

(%)
	Trong đó 

(con)

	
	
	
	
	
	
	Trâu
	Bò

	1
	Lệ Thủy
	3
	18
	29
	21,16
	2
	27

	2
	Quảng Ninh
	12
	21
	58
	48,33
	2
	56

	3
	TP. Đồng Hới
	1
	1
	4
	2,91
	0
	4

	4
	Bố Trạch
	1
	3
	7
	5,10
	1
	6

	5
	TX. Ba Đồn
	3
	11
	17
	12,40
	4
	13

	6
	Quảng Trạch
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	7
	Tuyên Hóa
	2
	7
	13
	9,48
	2
	11

	8
	Minh Hóa
	1
	4
	9
	6,56
	1
	8

	Cộng
	23
	65
	137
	100
	12
	125


(Nguồn: Chi cục Thú y)

2. Một số yếu tố nguy cơ dẫn đến dịch bệnh LMLM trên địa bàn tỉnh Quảng Bình

2.1 Một số yếu tố nguy cơ dịch LMLM tại Quảng Bình

Để đánh giá mức độ nguy cơ có ảnh hưởng như thế nào đến quá trình phát sinh và lây lan dịch LMLM, chúng tôi tiến hành điều tra thông qua bảng hỏi, kết quả sau khi phân tích được thể hiện: 

- Yếu tố đóng vai trò quan trọng nhất trong phát dịch bệnh ở Quảng Bình là các hộ gia đình tiếp giáp với các hộ trước đó đã có dịch thì khả năng dịch bệnh xẩy ra ở các hộ này lên đến 63,55 lần so với các hộ ở xa với P < 0,05.  Như vậy vấn đề tiêu độc khử trùng ở những hộ có dịch và các hộ lân cận cần phải được tiến hành đồng thời để hạn chế lây lan mầm bệnh.

- Yếu tố nguy cơ thứ hai là mua thêm trâu, bò không rõ nguồn gốc trước ba tuần tính từ phát dịch. Việc mua thêm trâu, bò không  rõ nguồn có thể những trâu, bò này nó xuất phát từ các vùng có dịch hay nó đang mang mầm bệnh dẫn đến nguy cơ phát dịch cho đàn trâu bò lên 32,27 lần với P < 0,05.  Điều này cho thấy chúng ta cần tìm hiểu nguồn gốc lai lịch, giấy xác nhận tiêm phòng trước khi mua trâu, bò về để nhập đàn.

2.2. Nguyên nhân xảy ra dịch tại Quảng Bình

- Các địa phương chưa thực hiện nghiêm túc chỉ đạo của Thủ tướng Chính Phủ, Bộ Nông nghiệp và PTNT, Cục Thú y, UBND tỉnh.

- Chưa làm tốt công tác tuyên truyền về các chủ trương và biện pháp phòng chống dịch cũng như sự nguy hại của bệnh LMLM. Tư tưởng chủ quan, lơ là, dẫn đến không thực hiện tốt các biện pháp phòng chống dịch.

- Chưa thực hiện nghiêm chỉnh, có hiệu quả các biện pháp kỹ thuật như:

+ Chưa giám sát dịch bệnh đến tận thôn, bản, phát hiện dịch chậm.

+ Tỷ lệ tiêm phòng nhiều địa phương chưa chú trọng đến công tác tiêm phòng ở các vùng đã xảy ra dịch nên không đăng ký vacxin để tiêm phòng hoặc công tác tiêm phòng chưa đúng quy trình hướng dẫn của Chi cục Thú y.

+ Kiểm soát việc nhập lậu gia súc từ các địa phương khác về chưa thực hiện được tốt.

+ Lực lượng thú y ở các huyện, thành phố đang còn thiếu nhiều, nhất là cán bộ thú y cơ sở.

Một số biện pháp cơ bản trong phòng chống dịch bệnh LMLM:
- Hàng năm Chi cục Thú y Quảng Bình tổ chức triển khai các hoạt động giám sát dịch thông qua việc thực hiện triệt để công tác kiểm soát giết mỗ, kiểm tra vệ sinh thú y tại các chợ đầu mối, kiểm dịch động vật ngoại tỉnh, phúc kiểm dịch động vật, sản phẩm động vật nhập vào địa phương dùng làm thực phẩm, giết mỗ hoăc chăn nuôi.

- Kịp thời tham mưu thành lập các chốt chặn, tăng cường lực lượng liện ngành tại các Trạm kiểm dịch Nam, Bắc Quảng Bình, tăng cường hoạt động của đội kiểm dịch lưu động liên ngành của tỉnh tại các tuyến đường giao thông như Quốc lộ 1A, đường Hồ Chí Minh nhánh Đông, nhánh Tây Trường Sơn. 

- Thực hiện có hiệu quả việc triển khai vệ sinh tiêu độc sát trùng môi trường chăn nuôi, bãi chăn thả gia súc mỗi năm 2 đợt theo các văn bản chỉ đạo của Bộ Nông nghiệp và PTNT, Cục Thú y.

- Phối hợp với chính quyền địa phương, các ban ngành liên quan kiểm tra, thanh tra, tuyên truyền các văn bản pháp quy về phòng chống dịch.

- Cộng tác tiêm phòng vaccine LMLM.
3. Giám sát huyết thanh học virus gây bệnh LMLM trên địa bàn tỉnh Quảng Bình

3.1. Mức độ lưu hành của virus LMLM ở cấp độ cá thể 

Thông qua chương trình giám sát huyết thanh bốn tháng cuối năm 2014 để đánh giá mức độ lưu hành của virus LMLM trên địa bàn tỉnh Quảng Bình. 
Bảng 7: Mức độ lưu hành của virus LMLM ở cấp độ cá thể

	       Địa điểm

Phân loại
	Tuyên Hóa
	Minh Hóa
	Quảng Trạch
	TX Ba Đồn
	Bố Trạch
	TP Đồng Hới
	Quảng Ninh
	Lệ   Thủy
	Tổng số

	Số mẫu kiểm tra
	110
	110
	110
	70
	110
	70
	110
	110
	800

	Số mẫu dương tính với 3ABC ELISA
	20
	20
	44
	28
	24
	12
	29
	22
	199

	Tỷ lệ dương tính %
	18,18
	18,18
	40,00
	40,00
	21,82
	17,14
	26,36
	20
	24,87


3.2. Mức độ lưu hành của virus LMLM ở cấp độ xã 

Nghiên cứu được tiến hành trên 8 huyện, thị  thành phố với 70 xã được thu thập mẫu huyết thanh.

Bảng 8: Mức độ lưu hành của virus LMLM ở cấp độ xã

	    Địa điểm

Phân loại
	Tuyên Hóa
	Minh Hóa
	Quảng Trạch
	TX Ba Đồn
	Bố Trạch
	TP Đồng Hới
	Quảng Ninh
	Lệ   Thủy
	Tổng số

	Số xã 

lấy mẫu
	15
	15
	3
	2
	3
	8
	12
	12
	70

	Số xã có mẫu dương tính với 3ABC ELISA
	11
	9
	3
	2
	3
	5
	8
	9
	50

	Tỷ lệ 

dương tính %
	73,33
	60
	100
	100
	100
	62,50
	66,67
	75
	71,42


3.3. Mức độ lưu hành của virus LMLM qua 5 tháng nghiên cứu

Thông qua theo dõi sự lưu hành của virus LMLM trong 4 tháng cuối năm 2014 và tháng 1 năm 2015 bằng cách định kỳ mỗi tháng thu 160 mẫu huyết thanh trên 8 đơn vị hành chính trực thuộc tỉnh Quảng Bình.

3.4. Kết quả kiểm tra mẫu Probang
Bảng 9: Phân bố mẫu Probang thu thập trên địa bàn tỉnh Quảng Bình

	          Địa điểm

PP 

xét nghiệm
	Minh Hóa
	Tuyên Hóa
	Quảng Trạch
	TX Ba Đồn
	Bố Trạch
	TP Đồng Hới
	Quảng Ninh
	Lệ Thủy
	Số mẩu lấy/tháng
	Tổng số mẫu 
dương tính

	RT-PCR (chưa định type)
	7
	0 
	 5
	 4
	 7
	0 
	10 
	0 
	33
	1

	RT-PCR (chưa định type)
	 0
	 0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	RT-PCR (chưa định type)
	0 
	 0
	0 
	 0
	0 
	0 
	0 
	0 
	0
	0

	RT-PCR (chưa định type)
	0 
	3
	1
	4
	7
	0 
	0 
	0 
	15
	0

	RT-PCR (chưa định type)
	 0
	0 
	4
	 
	 0
	 0
	 0
	0 
	4
	1

	RT-PCR (chưa định type)
	6
	7
	0
	6 
	 0
	 0
	11
	 0
	30
	2

	 
	13
	10
	10
	14
	14
	0
	21
	0 
	82
	4


Từ mẫu huyết thanh trâu, bò dương tính với virus LMLM bằng xét nghiệm 3 ABC ELISA, ổ dịch cũ chúng tôi thu được được 82 mẫu Probang tại huyện Quảng Trạch (10 mẫu), TX Ba Đồn (14 mẫu), huyện Bố Trạch (14 mẫu), huyện Quảng Ninh (21 mẫu), huyện Tuyên Hóa (10 mẫu) và huyện Minh Hóa (13 mẫu). Trong số 82 mẫu Probang kiểm tra, chỉ có 4 mẫu (4,88%) cho kết quả dương tính đối với virus LMLM bằng xét nghiệm RT-Realtime – PCR. Hiện tại mẫu dương tính đã được Cơ quan Thú y vùng 3 bảo quản theo quy định để tiến hành nghiên cứu trên tế bào để định type. Kết quả nuôi cấy trên môi trường tế bào để định type của Cơ quan Thú y vùng VI cho thấy có 1 mẫu Probang nuôi cấy virus LMLM phát triển tốt trên môi trường tế bào và virus thuộc type O. 

Sở dĩ mẫu huyết thanh dương tính cao với virus LMLM khi xét nghiệm kháng thể 3 ABC là vì. Hiện tại các vaccine đang dùng trên địa bàn thuộc vào loại vaccine “toàn khuẩn” chưa được tinh sạch protein phi cấu trúc vì vậy khi tiêm vào gia súc cơ thể gia súc cũng sẽ sinh ra kháng thể 3ABC kháng lại protein phi cấu trúc. Đồng thời khi gia súc nhiễm virus LMLM trong tự nhiên, virus sản sinh trong cơ thể sẽ sinh ra các kháng nguyên là các protein phi cấu trúc chúng sẽ kích thích hệ thống miễn dịch sinh ra kháng thể kháng lại protein phi cấu trúc. Và như vậy để khẳng định xem trâu bò nhiễm virus tự nhiên hay không phải lấy mẫu Probang để phát hiện virus có trong nước bọt. Thông qua nghiên cứu cho thấy tỷ lệ mẫu Probang dương tính với virus LMLM rất thấp 4,88%. Mặc dù tỷ lệ lưu hành của virus thấp nhưng chứng tỏ cho thấy virus LMLM vẫn còn lưu hành ngoài tự nhiên nên không được chủ quan cần duy trì và tăng cường công tác tiêm phòng. Vì vậy cần tiêm phòng triệt để để tiêu diệt virus LMLM lưu hành ngoài tự nhiên mới có thể khống chế bệnh LMLM trên địa bàn tỉnh Quảng Bình.

4. Kết quả định type virus gây bệnh

Bảng 10: Kết quả định type mẫu biểu mô trong quá trình nghiên cứu

	         Địa điểm
Nội dung
	Minh Hóa
	Tuyên Hóa
	Quảng Trạch
	TX Ba Đồn
	Bố Trạch
	TP Đồng Hới
	Quảng Ninh
	Lệ Thủy

	Số mẫu 

thu được
	4
	0
	0
	2
	8
	0
	0
	0

	Số mẫu dương tính
	2
	0
	0
	0
	6
	0
	0
	0

	Định type O
	2
	0
	0
	0
	6
	0
	0
	0


Trong quá trình nghiên cứu chúng tôi đã thu thập được 14 mẫu biểu mô bong tróc ở những trâu, bò có biểu hiện bệnh LMLM, trong đó huyện Bố Trạch 8 mẫu và huyện Minh Hóa 4 mẫu, TX Ba Đồn 2 mẫu. Kết quả xét nghiệm bằng kỹ thuật Real time-PCR cho thấy có 8 mẫu dương tính (6 mẫu ở huyện Bố Trạch, 2 mẫu huyện Minh Hóa) với virus LMLM và kết quả định type cho thấy cả 8 mẫu thuộc type O. Thực trạng cho thấy khi phát hiện bệnh xẩy ra trên trâu, bò các chủ hộ chủ động điều trị bằng các chất chua chát (khế, lá ổi, sim) và xanh methylene nên khi nhận được tin báo cán bộ lập tức triển khai lấy mẫu nhưng khi đến nơi hầu hết các tổ chức bông tróc đã chuyển đến giai đoạn khô, không thu được mẫu. 

5. Tác động đối với kinh tế, xã hội và môi trường

- Việc định chính xác type virus gây bệnh sẽ là cơ sở cho việc chọn lựa vaccine phòng bệnh như vậy ở Quảng Bình chỉ có virus gây bệnh LMLM type O nên việc dùng vaccine đa giá là không cần thiết. Điều này sẽ giảm được một phần kinh phí cho công tác phòng chống dịch bệnh, nâng cao hiệu quả chăn nuôi.

- Từ kết quả nghiên cứu của đề tài, nhóm nghiên cứu đề xuất xác định vùng khống chế (34 xã, phường, thị trấn) đáp ứng 4/5 tiêu chí; 45 xã, phường, thị trấn thuộc vùng đệm đáp ứng 3/4 tiêu chí cụ thể như sau: 

· Vùng khống chế: 

+ Xã có ổ dịch củ trong 3 năm 2012-2014.
+ Xã có đường giao thông liên tỉnh, huyện, xã (3/4 xã trở lên).
+ Xã có mật độ chăn nuôi lớn (tổng đàn trâu, bò > 1000 con).
+ Xã có lò giết mổ, người buôn bán (thương lái) trâu, bò.
+ Xã có tỷ lệ tiêm phòng thấp 3 năm 2012-2014 < 50% kế hoạch.
· Vùng đệm:

+ Tiếp giáp với vùng nguy cơ cao.
+ Địa lý cách biệt.
+ Xã có mật độ chăn nuôi thấp (tổng đàn trâu, bò < 1000 con).
+ Chưa từng xảy ra dịch LMLM trong 5 năm gần nhất 2010-2014.
- Với kết quả đã được xác định LMLM trên địa bàn tỉnh Quảng Bình có typ gây bệnh là typ O từ thực tế trên, trong trường hợp tỉnh phải chủ động toàn bộ kinh phí phòng chống dịch bệnh LMLM trên địa bàn nhóm nghiên cứu khuyến cáo tiêm phòng typ O với dự toán hàng năm khoảng 3.830.000.000 đ/năm (Ba tỷ, tám trăm ba mươi triệu đồng) cụ thể:

+ Mua vacxin 100% xã vùng khống chế; 50% xã thuộc vùng đệm:       
150.000 liều/năm x 14.000 đ/liều     =  2.100.000.000đ
+ Hoá chất khử trùng tiêu độc:   
    
1.000.000.000đ

+ Công tiêm phòng: 


   
300.000.000đ

+ Chi phí giám sát sau tiêm phòng:        400.000.000đ

+ Chỉ đạo tiêm phòng: 


30.000.000đ

- So với kế hoạch thực hiện Chương trình quốc gia khống chế bệnh lở mồm long móng gia súc tỉnh Quảng Bình giai đoạn 2011-2015. Ban hành kèm theo Quyết định số 2569/QĐ-UBND ngày 7/10/2011 của UBND tỉnh Quảng Bình. Tổ chức triển khai tiêm phòng đại trà thuộc vùng khống chế, vùng đệm trên địa bàn toàn tỉnh với chi phí: 8.962.500.000 đ/năm (Tám tỷ, chín trăm sáu mươi hai triệu, năm trăm nghìn đồng) trong đó:
· Nguồn Trung ương hỗ trợ mua vacxin vùng khống chế:  

+ 250.000 liều/năm x 23.500 đ/liều  =  
5.875.000.000đ 

· Nguồn địa phương: Tỉnh; Huyện; Xã: 3.087.500.000đ, trong đó:

+ Mua vacxin vùng đệm: 

           587.500.000đ
+ Hoá chất khử trùng tiêu độc: 
           1.000.000.000đ
+ Công tiêm phòng: 

           

1.200.000.000đ
+ Chỉ đạo tiêm phòng: 


100.000.000đ
+ Chi phí giám sát sau tiêm phòng:
   
 200.000.000đ.

Chương 4
BIỆN PHÁP PHÒNG CHỐNG DỊCH BỆNH LỞ MỒM LONG MÓNG
1. Tổ chức triển khai phòng dịch bệnh LMLM tại tỉnh Quảng Bình

1.1. Tổ chức tuyên truyền bệnh LMLM và cách phòng chống 

a. Thông tin tuyên truyền

- Tổ chức tuyên truyền rộng rãi về phương pháp phòng, chống dịch bệnh LMLM trên các phương tiện thông tin đại chúng: Đài Phát thanh - Truyền hình,  Báo Quảng Bình và các kênh phát thanh của huyện, thôn, bản.

- Tuyên truyền, vận động người chăn nuôi trong từng thôn ký cam kết thực hiện “5 không”:  Không dấu dịch; Không mua gia súc mắc bệnh, sản phẩm gia súc mắc bệnh đưa về thôn; Không bán chạy gia súc mắc bệnh; Không thả rông, không tự vận chuyển gia súc bị mắc bệnh LMLM ra khỏi vùng dịch; Không vứt xác gia súc nghi mắc bệnh LMLM bừa bãi.

- In ấn và phát các tài liệu, tờ gấp cho người chăn nuôi, người dân ở các địa phương để hướng dẫn các biện pháp phòng, chống dịch LMLM.

b. Tổ chức tập huấn, đào tạo

1.2. Giám sát phát hiện bệnh

a. Chi cục Thú y tỉnh

- Tiếp tục triển khai tiêm phòng trên 90% tổng đàn và tiến đến 100% gia súc thuộc diện tiêm phòng được tiêm LMLM. 

- Thành lập tổ chuyên trách giám sát bệnh LMLM.

- Hướng dẫn các huyện, thành phố triển khai các hoạt động điều tra, giám sát phát hiện dịch bệnh.

- Tổ chức lấy mẫu để chẩn đoán theo hướng dẫn của Cục Thú y.

b. Trạm Thú y các huyện, thành phố

- Phân công cán bộ thường xuyên theo dõi giám sát phát hiện dịch bệnh.

- Khi nhận được báo cáo gia súc nghi mắc bệnh LMLM, tiến hành xác minh ngay và báo cáo kịp thời lên cấp trên.

c. Ở cấp xã

- UBND xã phân công nhân viên thú y theo dõi giám sát dịch bệnh tới tận thôn.

- Có sổ sách theo dõi đàn gia súc, diễn biến tình hình dịch bệnh, kết quả tiêm phòng tại các thôn.

- Khi có chủ vật nuôi hoặc thú y tư nhân báo cáo có gia súc nghi mắc bệnh LMLM, nhân viên thú y kiểm tra ngay và báo cáo cho Trạm Thú y.

d. Ở thôn

- Trưởng thôn, thú y viên chịu trách nhiệm giám sát dịch bệnh LMLM đến tận hộ gia đình, cơ sở chăn nuôi trong thôn.

- Thông báo tình hình dịch bệnh, báo cáo dịch bệnh lên xã.

đ. Chủ vật nuôi

Khi nghi ngờ gia súc mắc bệnh, chủ vật nuôi phải báo ngay cho trưởng thôn hoặc nhân viên thú y. Hạn chế cho thương lái, những người khách lạ tham quan chuống trại chăn nuôi, nếu tham quan cần tiêu độc khử trùng kỹ lưỡng. Định kỳ phun tiêu độc khử trùng trên các bãi chăn, chuồng trại.

Mua trâu bò từ những nơi không có dịch, rõ ràng về lý lịch, sau khi mua về cần cách ly theo dõi để xử lý kịp thời. Không nên nhập đàn từ việc mua gia súc không rõ nguồn gốc. 

1.3. Vệ sinh phòng bệnh

Các cơ sở chăn nuôi, các hộ chăn nuôi phải thực hiện các biện pháp để đảm bảo an toàn dịch bệnh, phòng dịch.

a. Khu chăn nuôi

- Phải có hàng rào, ranh giới để cách ly với bên ngoài, lối ra vào phải có hố sát trùng.

- Thường xuyên thực hiện vệ sinh chuồng trại, bãi chăn thả, dụng cụ chăn nuôi, phương tiện vận chuyển; diệt loại gậm nhấm như chuột,...

b. Con giống

Con giống đưa vào chăn nuôi phải khoẻ mạnh, có nguồn gốc rõ ràng, đã được tiêm phòng bệnh LMLM, trước khi nhập đàn phải được nuôi cách ly 21 ngày.

c. Thức ăn, nước uống

- Thức ăn chăn nuôi phải đủ tiêu chuẩn vệ sinh thú y, không gây hại cho động vật và người sử dụng sản phẩm động vật. Thức ăn tự chế, tận dụng phải được xử lý nhiệt (1000C) trước khi cho động vật ăn.

- Nước sử dụng trong chăn nuôi, chế biến thức ăn chăn nuôi phải được bảo đảm vệ sinh thú y.

d. Các điểm có nguy cơ cao

 Khu vực cần tiêu độc, sát trùng: Các điểm dừng xe chở động vật, sản phẩm động vật trên các tuyến đường, điểm giết mỗ, điểm xuất, nhập gia súc, gia cầm, các ổ dịch cũ...

đ. Hoá chất khử trùng

Có thể sử dụng một trong các hoá chất sau: Benkocid, HanIodin, vôi bột và một số hoá chất khử trùng khác theo hướng dẫn của nhà sản xuất.

e. Đối với con người

Người chăn nuôi, khách tham quan, nhân viên thú y trước khi ra vào khu vực chăn nuôi phải được vệ sinh, khử trùng và sử dụng trang bị bảo hộ.

1.4. Tiêm vacxin phòng bệnh

a. Vùng tiêm phòng

Tổ chức tiêm phòng tại các trục đường quốc lộ 1A, đường Hồ Chí Minh, tại các vùng có ổ dịch củ, những tụ điểm buôn bán, giết mỗ, nơi tập trung gia súc, các trang trại, vùng chăn nuôi có nguy cơ xảy ra dịch và xung quanh các chợ buôn bán gia súc.

b. Đối tượng tiêm phòng

- Trâu, bò, dê, lợn nái, lợn đực giống trên địa bàn vùng khống chế, vùng đệm.

- Tất cả động vật cảm nhiễm phải được tiêm phòng trước khi vận chuyển ra khỏi tỉnh, kể cả động vật đó nằm ngoài vùng tiêm phòng quy định trên (phải sau khi tiêm 14 ngày hoặc đã được tiêm phòng và còn miễn dịch), trừ động vật được vận chuyển đến cơ sở để giết mổ và động vật được lấy từ vùng hoặc cơ sở an toàn dịch bệnh LMLM đã được công nhận. 

c. Thời gian tiêm phòng

- Tiêm phòng 2 lần trong một năm, lần thứ nhất cách lần thứ 2 từ 5-6 tháng, lần thứ nhất tiêm vào tháng 3-4, lần thứ 2 tiêm vào tháng 9-10. Đối với gia súc mới tiêm lần đầu thì bắt buộc tiêm phòng 2 mũi, mũi thứ 2 cách mũi thứ nhất 28 ngày.
- Liều lượng, đường tiêm, quy trình sử dụng vacxin theo hướng dẫn của Cục Thú y và nhà sản xuất.

1.5. Kiểm dịch vận chuyển

a. Thành lập chốt

b. Tăng cường hoạt động của Trạm Kiểm dịch Bắc, Nam Quảng Bình

c. Đội kiểm dịch động vật lưu động phòng chống LMLM

2. Một số giải pháp chống dịch bệnh LMLM tại tỉnh Quảng Bình

2.1. Giải pháp tuyên truyền, đào tạo, tập huấn 

Tổ chức tuyên truyền bằng nhiều hình thức để tăng cường ý thức về phòng chống dịch LMLM cho người dân tự giác thực hiện các biện pháp để tự bảo vệ đàn gia súc của mình. Tổ chức tuyên truyền mô hình chăn nuôi an toàn để nhân ra diện rộng.

2.2. Giải pháp tăng cường công tác quản lý nhà nước về thú y 

- Các cấp chính quyền, các ban ngành tiếp tục tăng cường công tác quản lý nhà nước trong chỉ đạo phòng chống dịch LMLM,  triển khai nghiêm túc các nội dung chỉ đạo của trung ương và áp dụng một cách phù hợp vào tình hình địa phương. 

- Thành lập Ban chỉ đạo chống dịch.
- Phải công bố dịch: Khi có dịch LMLM xảy ra, Chi cục Thú y phải nhanh chống xác định và báo cáo ngay bằng văn bản với Cục Thú y, Sở Nông nghiệp và PTNT, đồng thời trình UBND tỉnh ra quyết định công bố dịch.

- Triển khai công tác kiểm dịch, giám sát dịch. 

- Chủ nuôi gia súc khi phát hiện gia súc nhiễm bệnh phải nuôi cách ly tại chuồng không chăn thả ngoài đồng, không bán chạy, giết mổ vận chuyển gia súc và báo cáo ngay cho trưởng thôn hoặc cán bộ thú y. 
*Tại ổ dịch: 

+ Vệ sinh cơ giới: Thu gom chất thải, phân rác ở nơi nuôi nhốt gia súc bị bệnh để đốt hoặc chôn; rữa nền chuồng, dụng cụ chăn nuôi bằng nước xà phòng. 
+ Vệ sinh hoá chất: Sau khi vệ sinh cơ giới, để khô và tiến hành phun hoá chất khử trùng thích hợp với từng đối tượng. 
*Vùng xung quanh ổ dịch:

+ Chủ chăn nuôi gia súc phải tổ chức vệ sinh cơ giới chuồng trại, dụng cụ chăn nuôi, tránh tiếp xúc với vùng có dịch.

+ Đội chống dịch của xã tổ chức phun thuốc khử trùng khu vực chăn nuôi, chuồng trại, rắc vôi bột ở đường làng, ngõ xóm.

- Tiêm phòng vacxin bao vây.
+ Tổ chức tiêm phòng vacxin cho trâu, bò, dê, lợn nái, lợn đực giống ở vùng khống chế, tiêm từ ngoài vào trong. Sau khi tiêm được 14 ngày, tiến hành tiêm cho động vật cảm nhiễm ở vùng dịch nhưng không mắc bệnh; không tiêm cho gia súc đã khỏi triệu chứng lâm sàng (trong trường hợp không tiêu hủy).

+ Huy động lực lượng tiêm phòng và hỗ trợ tiêm phòng; người trực tiếp tham gia tiêm phòng phải là nhân viên thú y hoặc người đã qua tập huấn.

- Chi cục Thú y tỉnh hướng dẫn, quản lý và giám sát việc tiêm phòng.
2.3. Giải pháp về tiêm phòng 

- Sở Nông nghịệp và PTNT Quảng Bình chỉ đạo Chi cục Thú y phối hợp với Ban chỉ đạo tiêm phòng các huyện, thành phố chỉ đạo các địa phương thống kê đàn gia súc, gia cầm, triển khai các đợt tiêm phòng trong năm và tiêm bổ sung theo kế hoạch cấp trên giao. 
- Tiêm phòng triệt để số trâu bò trong độ tuổi tiêm phòng.

- Triển khai tiêm phòng vắc xin 2 đợt/năm theo hướng dẫn của Cục Thú y. Tiêm đúng quy trình, đủ mũi tiêm theo hướng dẫn của nhà sản xuất.
- Về loại vắc xin tiêm phòng: vi rút LMLM type O là chủng vi rút lưu hành trên địa bàn tỉnh, nên sử dụng vắc xin LMLM type O (AFTOPOR) để tiêm phòng cho đàn gia súc. 

- Khuyến khích việc tiêm phòng vắc xin LMLM cho lợn thịt đặc biệt các trang trại, gia trại có tổng đàn lớn, những nơi nguy cơ cao đặc biệt các huyện giáp ranh tỉnh Hà Tĩnh như: huyện Tuyên Hóa, Quảng Trạch và Lệ Thủy giáp ranh tỉnh Quảng Trị.

- Phối hợp với các ban ngành liên quan tổ chức kiểm tra, giám sát việc thực hiện văn bản chỉ đạo của cấp trên. Hướng dẫn thú y cơ sở thực hiện nghiêm túc: quy trình kỹ thuật tiêm phòng, bảo quản và sử dụng vacxin; các hoạt động triển khai phòng chống khi có dịch.
2.4. Giải pháp về giám sát dịch bệnh

Lấy mẫu xét nghiệm tất cả các ca bệnh LMLM để định type vi rút, để theo dõi sự lưu hành vi rút qua xét nghiệm, từ đó có thể thay đổi loại vắc xin tiêm phòng nếu có type vi rút LMLM (không phải là type O) lây lan từ ngoài tỉnh vào hoặc có sự biến đổi subtype O hiện tại thành các subtype O mới.

Định kỳ giám sát kháng thể kháng vi rút LMLM tự nhiên để xem xét sự lưu hành mầm bệnh từ đó có biện pháp khống chế bệnh dịch phù hợp.

2.5. Giải pháp ngăn ngừa yếu tố nguy cơ 

Tổ chức hướng dẫn, tập huấn cho chủ nuôi việc chăn nuôi an toàn sinh học: như thực hiện tiêm phòng vắc xin LMLM và các loại vắc xin khác cho trâu bò, lợn theo đúng quy trình, đủ mũi, đảm bảo kỹ thuật. Quản lý, xử lý tốt các ổ dịch LMLM cũ, các ổ dịch mới phát sinh nhằm tiêu diệt mầm bệnh. Tổ chức nuôi cách ly gia súc để theo dõi trong vòng 14 ngày trước khi nhập đàn.  không sử dụng thức ăn, nước uống chưa đảm bảo VSTY trong chăn nuôi, thức ăn tận dụng phải được nấu chín. Quản lý việc xuất nhập động vật và sản phẩm động vật ra vào khu vực chăn nuôi, không mang sản phẩm động vật chưa nấu chín về khu vực chăn nuôi, quản lý tốt việc người và phương tiện vào ra khu vực chăn nuôi.

2.6. Giải pháp kiểm dịch vận chuyển, quy hoạch giết mổ, mua bán động vật và SPĐV

Tổ chức tốt công tác kiểm dịch vận chuyển, kiểm dịch xuất, nhập vào tỉnh. Chú trọng kiểm tra lâm sàng phát hiện bệnh trong vận chuyển, giết mổ vào mùa dịch, kiểm tra giám sát các hộ kinh doanh buôn bán, vận chuyển động vật, sản phẩm động vật trên địa bàn quản lý; giám sát chặt chẽ các chủ hộ, trang trại chăn nuôi về xuất, nhập gia súc.
Triển khai hoạt động tại chốt kiểm dịch động vật dọc đường giao thông để kiểm tra việc vận chuyển động vật, vệ sinh tiêu độc để ngăn chặn dịch lây lan do đường vận chuyển, đây là con đường chính làm lây lan bệnh LMLM được thể hiện thông qua sự phân bố ổ dịch tại bản đồ dịch tể.

Thực hiện việc quy hoạch, nâng cấp các cơ sở giết mổ gia súc tập trung đảm bảo vệ sinh thú y, xử lý tốt các chất thải cũng như gia súc bệnh tại lò hàng ngày để ngăn chặn mầm bệnh phát tán qua khâu giết mổ. 

Quy hoạch khu mua bán sản phẩm động vật riêng tại các chợ để quản lý, xử lý nghiêm việc buôn bán động vật và sản phẩm động vật không rõ nguồn gốc, không đảm bảo điều kiện vệ sinh thú y, đưa các điểm giết mổ nhỏ lẻ vào giết mổ tập trung tại lò để kiểm soát được tình hình dịch bệnh tại gốc
2.7. Giải pháp vệ sinh tiêu độc khử trùng
Tổ chức tiêu diệt mầm bệnh trong môi trường bằng việc tiêu độc khử trùng, tuỳ từng nơi và tình hình dịch bệnh cần áp dụng tiêu độc, loại hóa chất cho phù hợp. Tập trung ở những nơi nguy cơ cao, khu vực chăn nuôi, nơi có ổ dịch cũ, hố chôn gia cầm bệnh, các quầy bán, các chợ buôn bán gia súc và sản phẩm gia súc, các lò mổ… 
Hướng dẫn các cơ sở chăn nuôi gia súc, các hộ chăn nuôi gia đình phát quang cây cỏ, quét dọn thu gom phân rác để đốt hoặc chôn, khơi thông cống rãnh và tự  mua hoá chất, vôi bột… để tiêu độc tại khu vực chăn nuôi mỗi tuần 1 lần.
2.8. Giải pháp xử lý ổ dịch 

Cách ly và nuôi nhốt gia súc mắc bệnh và hướng dẫn người chăn nuôi tự điều trị là giải pháp hữu hiệu nhằm giảm thiệt hại kinh tế và hạn chế lây lan. Tiến hành chẩn đoán định type vi rút. Đối với gia súc non, bệnh nặng hoặc phát hiện type vi rút gây bệnh không phải là type O, cần tiến hành tiêu hủy ngay để ngăn ngừa việc xuất hiện type vi rút mới. Đồng thời tổ chức các biện pháp ngăn chăn dịch theo quy định.

2.9. Giải pháp xây dưng cơ sở an toàn dịch bệnh

Cùng với sự phát triển của ngành chăn nuôi, việc xây dựng các cơ sở an toàn dịch bệnh là một trong những giải pháp quan trọng nhất trong phòng chống dịch. Trước mắt xây dựng các gia trại, trang trại dễ thực hiện, phù hợp, dễ triển khai, bền vững với điều kiện chăn nuôi của tỉnh hiện nay. Các trang trại, gia trại sẽ có điều kiện thuận lợi trong việc áp dụng các tiến bộ khoa học kỹ thuật, các biện pháp an toàn dịch bệnh trong chăn nuôi từ đầu vào đến đầu ra và trong trường hợp dịch bệnh xảy ra, có thể khống chế dịch ngay lập tức, triệt để. Về lâu dài các ngành các cấp cần khuyến khích và tổ chức triển khai xây dựng cơ sở an toàn dịch bệnh trên phạm vi là xã, huyện, tỉnh. 


