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Kháng sinh 

-  LB 

-  mcr-1  

Luria-Bertani  
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-  PFGE Điện di xung trường (Pulsed-field Gel Electrophoresis) 
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ĐẶT VẤN ĐỀ 

Sử dụng kháng sinh không hợp lý trong bệnh viện cùng với việc sử dụng rộng 

rãi trong chăn nuôi, nuôi trồng thủy sản để điều trị, phòng bệnh và kích thích tăng 

trưởng... dẫn tới tình trạng kháng kháng sinh (KKS) của vi khuẩn gia tăng không 

ngừng và ngày càng trầm trọng. Đặc biệt, sự xuất hiện gần đây của các chủng vi 

khuẩn gram âm mang gen New Delhi metallo-beta-lactamase-1 (NDM-1) kháng 

carbapenem (carbapenem là  kháng sinh thuộc “nhóm lựa chọn cuối cùng” trong điều 

trị các trường hợp bị nhiễm trùng do  vi khuẩn gram âm sinh enzym ESBLs) [125]  

làm cho việc điều trị các bệnh nhiễm trùng nặng do các chủng vi khuẩn gram âm 

kháng carbapenem ngày càng khó khăn. Trước thực trạng đó, colistin (kháng sinh 

nhóm polypeptide) đã được sử dụng trở lại như là kháng sinh lựa chọn cuối cùng để 

điều trị các bệnh nhiễm trùng do vi khuẩn gram âm đa kháng và kháng carbapenem.  

Mặc dù colistin bị ngừng sử dụng trên người từ những năm 1970 do có độc 

tính trên thận, nhưng kháng sinh này vẫn được sử dụng rộng rãi trong chăn nuôi. 

Năm 2015, Liu và cộng sự lần đầu tiên phân lập được vi khuẩn E. coli mang gen 

Mediated colistin resistence (mcr-1) kháng colistin từ thịt lợn và phân người tại 

Trung Quốc. Cùng với phát hiện này tác giả cũng đưa ra giả thuyết về nguồn gốc 

phát sinh, lan truyền và phổ biến của mcr-1 ở động vật và người. Theo đó, mcr-1 có 

thể phát sinh từ việc thường xuyên sử dụng colistin trong chăn nuôi, tại đường ruột 

các vi khuẩn đường ruột phơi nhiễm với colistin, hệ gen của chúng tiến hóa và thu 

nhận mcr-1 có khả năng đề kháng colistin. Vì vậy, việc sử dụng colistin trong chăn 

nuôi được cho là đã tạo điều kiện thuận lợi cho các vi khuẩn mang mcr-1 có cơ hội 

phát triển trong hệ tiêu hóa của động vật và lây lan sang người thông qua plasmid 

chứa mcr-1 [57]. Hiện nay, mcr-1 đã được ghi nhận ở hầu khắp các nước trên thế 

giới. Nguyên nhân chính của sự lây lan nhanh chóng này là do gen mcr-1 đã được 

xác định nằm trên các yếu tố di truyền động như transposon (ISApl1-PAP2-mcr-1-

ISApl1:Tn6330) và nhiều loại plasmid [88]. Ngoài ra, các nghiên cứu gần đây đã 

ghi nhân các chủng E. coli mang đồng thời nhiều gen kháng (mcr-1, blaNDM-9, 

fosA3, rmtB, blaCTX-M-65 và floR) mã hóa cho tính kháng nhiều nhóm kháng sinh 
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quan trọng như colistin, carbapenem, cephalosporin, fluoroquinolon. Các chủng E. 

coli mang nhiều gen kháng này được phân lập ở thực phẩm sống (thịt gà, thịt lợn), 

phân người, phân động vật, gia súc và cả ở các bệnh nhân bị nhiễm trùng. Chính vì 

vậy, sự có mặt của các chủng E. coli mang gen mcr-1 gây bệnh ở người, động vật 

đã và đang là một cảnh báo lớn đối với sức khỏe cộng đồng. Đặc biệt, khi các chủng 

vi khuẩn gây bệnh này kháng cùng lúc với carbapenem và colistin thì việc điều trị 

các bệnh nhiễm trùng do các vi khuẩn gram âm mang trở thành một thách thức vô 

cùng lớn.  

Tại Việt Nam, nghiên cứu sơ bộ của chúng tôi và một số các nghiên cứu khác 

đã phát hiện được các trường hợp dương tính với vi khuẩn mang gen mcr-1 kháng 

colistin ở trong bệnh viện, môi trường, thực phẩm và động vật nuôi [9, 60, 92, 124]. 

Một số nghiên cứu khác cho thấy colistin là kháng sinh  thường được sử dụng trong 

chăn nuôi gia súc, gia cầm, thủy sản [10, 2]. Thức ăn bị ô nhiễm bởi các chủng vi 

khuẩn mang gen mcr-1, sự phát tán các chủng này thông qua chuỗi thức ăn (thịt động 

vật, rau, nước) là những nguy cơ làm xuất hiện và gia tăng tỉ lệ các chủng vi khuẩn 

gram âm đường ruột mang gen mcr-1 kháng colistin ở người và động vật nuôi. Tuy 

nhiên, hiện nay, tại khu vực miền Bắc Việt Nam chưa có nghiên cứu đầy đủ nào về 

vấn đề này trong toàn bộ cộng đồng bao gồm người, động vật nuôi, môi trường tự 

nhiên xung quanh (thức ăn và nước)-nơi có thể lan truyền vi khuẩn mang các gen 

kháng do bị ô nhiễm từ các nguồn trong cộng đồng. Vì vậy, đánh giá tình trạng 

mang gen mcr-1 của các chủng E. coli nằm trên đường tiêu hóa của người, nằm ở 

các “ổ chứa” của động vật nuôi, của môi trường (thức ăn, nước), đánh giá cách thức 

lan truyền gen này bằng cách xác định các đặc điểm sinh học phân tử của chúng là 

vấn đề cần thiết để kiểm soát đồng bộ các nguy cơ phát triển và gia tăng khả năng 

kháng colistin. Những bằng chứng khoa học này sẽ giúp xác định một số các yếu tố 

nguy cơ có thể tạo ra các chủng vi khuẩn kháng kháng sinh đặc biệt nguy hiểm tại 

Việt Nam, là cơ sở khoa học để đề ra biện pháp ngăn chặn và giảm thiểu sự gia tăng 

các chủng vi khuẩn kháng kháng sinh colistin. Xuất phát từ tình hình thực tế cấp 

thiết đó, chúng tôi tiến hành đề tài:  
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“Đặc điểm sinh học phân tử của Escherichia coli mang gen mcr-1 kháng colistin 

phân lập từ người và vật nuôi, thực phẩm và nước tại xã Thanh Hà, Hà Nam, năm 

2015” với 2 mục tiêu: 

1. Xác định tỷ lệ chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin phân lập được 

từ phân người và vật nuôi, thực phẩm, nước tại xã Thanh Hà, huyện Thanh Liêm, 

Hà Nam, năm 2015. 

2. Xác định một số đặc điểm sinh học phân tử chủng E. coli mang gen mcr-1 

đã phân lập được 
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CHƯƠNG 1 

TỔNG QUAN TÀI LIỆU 

1.1. Kháng sinh và sự đề kháng kháng sinh 

1.1.1. Định nghĩa:  

Kháng sinh là những chất do vi sinh vật tiết ra hoặc những chất hóa học bán 

tổng hợp, tổng hợp, với nồng độ rất thấp, có khả năng ức chế hoặc tiêu diệt tác nhân 

gây bệnh một cách đặc hiệu [6] 

1.1.2. Cơ chế tác dụng  

Sau khi vào tế bào, kháng sinh được đưa tới đích tác động sẽ phát huy tác 

dụng bằng cách: 

- Ức chế sinh tổng hợp vách tế bào vi khuẩn, ví dụ nhóm penicillin, nhóm 

cephalosporin, vancomycin 

- Gây rối loạn chức năng màng nguyên tương, đặc biệt là chức năng thẩm thấu 

chọn lọc, làm cho các thành phần (ion) bên trong tế bào bị thoát ra ngoài, ví dụ 

nhóm polymyxin, Daptomycin 

- Ức chế sinh tổng hợp protein, ví dụn nhóm aminoglycoside, nhóm macrolid 

- Ức chế sinh tổng hợp acid nucleic, ví dụ nhóm quinolon 

- Ức chế sinh tổng hợp các chất chuyển hoá cần thiết cho tế bào như kháng 

sinh nhóm sulfamid [6] 

 

Hình 1.1: Cơ chế tác dụng của kháng sinh 
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1.1.3. Sự đề kháng kháng sinh  

Kháng sinh có tác dụng ức chế hoặc tiêu diệt vi khuẩn, nhưng khi trong môi 

trường có kháng sinh mà vi khuẩn vẫn phát triển thì được coi là sự đề kháng 

kháng sinh. Vi sinh vật đa kháng kháng sinh (MDRO) là các vi sinh vật chủ yếu là 

vi khuẩn có khả năng kháng một hoặc hơn một loại kháng sinh. Một số vi khuẩn 

chỉ kháng một loại kháng sinh vẫn được coi là đa kháng kháng sinh như tụ cầu 

vàng kháng methicillin (MRSA) hay vi khuẩn đường ruột kháng carbapenem 

(CRE)[31]  

1.1.3.1. Phân loại đề kháng kháng sinh 

Có 2 loại đề kháng: là đề kháng giả và đề kháng thật 

- Đề kháng giả: Đề kháng giả là có biểu hiện là đề kháng nhưng không phải là 

bản chất, tức là không do nguồn gốc di truyền. Khi vào trong cơ thể, tác dụng của 

kháng sinh phụ thuộc vào ba yếu tố là kháng sinh - người bệnh - vi khuẩn. Đề 

kháng giả có thể do một trong ba yếu tố hoặc có thể kết hợp hai hay thậm chí cả ba 

yếu tố[6]. 

- Đề kháng thật: có 2 loại là đề kháng tự nhiên và đề kháng thu được.  

+ Đề kháng tự nhiên do một số loài vi khuẩn không chịu tác dụng của một số 

kháng sinh nhất định. Ví dụ P. aeruginosa không chịu tác dụng của penicilin G, S. 

aureus không chịu tác dụng của colistin. Hoặc vi khuẩn không có vách như 

Mycoplasma không chịu tác dụng của các kháng sinh beta-lactam ức chế sinh tổng hợp 

vách. Đề kháng tự nhiên thường mang tính chất đặc trưng theo từng loại vi khuẩn. 

- Đề kháng thu được do một biến cố di truyền là đột biến hoặc nhận được gen 

đề kháng để một vi khuẩn đang từ không có gen đề kháng trở thành có gen đề 

kháng, nghĩa là đang nhạy cảm trở thành có khả năng đề kháng kháng sinh. Các gen 

đề kháng có thể nằm trên một, một số hoặc tất cả các thành phần di truyền của vi 

khuẩn gồm nhiễm sắc thể, plasmid và transposon. Đề kháng thu được thường mang 

tính chất của từng cá thể trong loài[6]. 
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Đề kháng thu được là yếu tố đóng vai trò chính trong việc gia tăng tình hình 

kháng kháng sinh hiện nay. Các nghiên cứu về kháng kháng sinh của vi khuẩn luôn 

tập trung phân tích những biến đổi về mặt di truyền của vi khuẩn do đề kháng thu 

được làm thay đổi tính đề kháng của vi khuẩn như thế nào 

1.1.3.2. Cơ chế kháng kháng sinh của vi khuẩn  

Sự chọn lọc tự nhiên tạo ra những đáp ứng đặc hiệu dẫn đến các đột biến gen 

để thích nghi. Gần như toàn bộ các kháng sinh sẵn có hiện nay trong thực hành lâm 

sàng thu nhận được các đột biến gen từ các chất liệu di truyền hoặc những biến đổi 

của các gen biểu hiện, tạo ra sự kháng thuốc. Việc hiểu rõ nền tảng cơ bản về sinh 

học và gen học của sự kháng kháng sinh là vần đề rất quan trọng để làm giảm sự lan 

rộng của kháng kháng sinh cũng như cải thiện việc điều trị trên lâm sàng. 

 Vi khuẩn thường sử dụng 2 cơ chế chính về mặt gen học để thích ứng và tạo 

ra sự kháng kháng kháng sinh là: - Đột biến gen thường liên quan tới sự hoạt động 

của các thuốc kháng sinh; - Tiếp nhận các DNA mã hóa các gen kháng từ bên ngoài 

thông qua lây truyền ngang từ các gen chuyển (Horizontal Gene Transfer-HGL).  

Từ các gen kháng kháng sinh này sẽ tổng hợp ra các protein chức năng, tạo ra 

các cơ chế kháng khác nhau [69]. 

1.1.3.3. Đột biến kháng thuốc 

Đột biến kháng thuốc xảy ra khi có một tập hợp nhỏ trong quần thể vi khuẩn 

nhạy cảm với thuốc kháng sinh phát triển các đột biến gen ảnh hưởng tới hoạt động 

của thuốc kháng sinh. Nhóm vi khuẩn này vẫn tồn tại khi có mặt của thuốc kháng 

sinh. Khi đột biến xảy ra, kháng sinh đã loại bỏ hết quần thể nhạy cảm và chỉ còn 

các vi khuẩn kháng kháng sinh chiếm ưu thế. Các đột biến kháng thuốc thông qua 

các cơ chế sau: 

- Làm thay đổi đích tác động 

Vi khuẩn thay đổi đích tác động của kháng sinh do đó kháng sinh không còn 

vị trí để tác động, ví dụ: A. baumannii kháng lại imipenem và P. aeruginosa kháng 

ticarcillin và imipenem do chúng thay đổi vị trí gắn vào protein của các kháng sinh. 

Cơ chế tác động của các kháng sinh nhóm quinolon là ức chế hoạt động của đoạn 
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gen mã hóa quá trình tổng hợp enzym ADN gyrase và topoisomerase IV của tế bào 

vi khuẩn. Ví dụ tính kháng quinolon của S. typhi xảy ra do đột biến điểm của các 

đoạn gen mã hóa quá trình tổng hợp enzym ADN gyrase và topoisomerase IV trên 

nhiễm sắc thể của vi khuẩn [103, 124]. 

-  Thay đổi các con đường chuyển hóa thông qua sự thay đổi mạng lưới 

điều hòa 

Enzym được tạo ra làm biến đổi hoặc phá hủy cấu trúc phân tử của kháng 

sinh. Ví dụ với các enzym beta-lactamase có khả năng phá hủy penicillin được báo 

cáo trước khi được đưa vào sử dụng vào đầu những năm 1940. Sau đó hàng loạt các 

enzym beta-lactamase có khả năng ức chế hoặc phân hủy các kháng sinh mạnh như 

cephalosporin và carbapenem được phát hiện. Hiện nay đã xác định được hơn 890 

loại enzym kháng kháng sinh của vi khuẩn, nhiều hơn số lượng các loại kháng sinh 

đã được sản xuất và phần lớn các gen mã hóa các enzym này nằm trên các plasmid 

có thể truyền dễ dàng trong quần thể vi khuẩn cùng và khác loài [82]. 

- Làm giảm tính thấm của màng nguyên sinh chất, giảm sự hấp thu thuốc 

Làm giảm mức độ thấm của kháng sinh qua thành tế bào vi khuẩn trong 

trường hợp kháng tetracyclin hoặc làm mất hệ thống vận chuyển qua màng trong 

trường hợp kháng kháng sinh nhóm aminoglycosid. Việc thâm nhập của các kháng 

sinh nhóm beta-lactam vào vi khuẩn được thực hiện qua các kênh vận chuyển 

(porin), vi khuẩn biến đổi làm mất các kênh vận chuyển và làm hạn chế sự tác động 

của nhóm kháng sinh này [82].  

- Cơ chế bơm đẩy (efflux pump) của các kháng sinh nhóm quinolon của vi 

khuẩn E. coli và P. aeruginosa, thường liên quan đến hệ thống vận chuyển ion qua 

màng tế bào [69]. 

Như vậy, từ khi tiếp xúc với kháng sinh, vi khuẩn đã phát triển các cơ chế 

kháng thuốc phức tạp để chống lại sự tác động của kháng sinh và tồn tại, quá trình 

này diễn ra theo sự tiến hóa tự nhiên, trải qua hàng trăm năm. Sự đề kháng với một 

loại kháng sinh thường xảy ra qua nhiều nhiều con đường khác nhau. Tuy nhiên, 

mỗi loài vi khuẩn  có một cơ chế kháng ưu tiên khác với các loài khác đối với cùng 

loại kháng sinh như các vi khuẩn gram âm kháng kháng sinh nhóm beta-lactam 
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thông qua việc sinh enzym beta-lactamase trong khi vi khuẩn gram dương lại kháng 

qua việc làm biến đổi vùng gắn kháng sinh trên vách, penicillin-binding proteins 

(PBPs) [69]. 

 

Hình 1.2: Cơ chế kháng kháng sinh của vi khuẩn 

1.1.3.4. Lây truyền ngang từ gen chuyển (Horizontal Gene Transfer-HGT) 

Tiếp nhận các DNA mã hóa các gen kháng kháng sinh từ bên ngoài vào thông 

qua con đường lây truyền ngang từ gen chuyển là con đường rất thường gặp trong 

kháng kháng sinh. Vi khuẩn thường thu nhận các gen kháng kháng sinh từ bên 

ngoài vào thông qua 03 cơ chế chính là: biến nạp, tải nạp và tiếp hợp. 

Biến nạp là hình thức đơn giản nhất nhưng chỉ có một số ít các vi khuẩn tự 

nhiên có thể tiếp nhận các DNA ngoại lai và phát triển tính kháng. Các vụ dịch lây 

lan các vi khuẩn kháng thuốc trong bệnh viện thường liên quan đến cơ chế tiếp hợp-

một phương pháp chuyển gen hiệu quả thông qua việc tiếp xúc giữa tế bào cho và tế 

bào nhận thông qua pili giới tính (như E. coli), thường xảy ra với tỷ lệ cao ở đường 

tiêu hóa dưới ở người khi được điều trị bằng kháng sinh. Tiếp hợp, theo nguyên tắc 

chung, thường sử dụng các yếu tố di truyền động (mobile genetic elements- MGEs) 

là phương tiện để chia sẻ các thông tin di truyền có giá trị trong đó có yếu tố kháng 

kháng sinh. MGEs quan trọng nhất là plasmid và transposon-có vai trò quan trọng 
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trong việc phát triển và lây lan các vi khuẩn kháng kháng sinh trên lâm sàng. Một 

trong những cơ chế hiệu quả nhất để tích lũy các gen đề kháng kháng sinh thông 

qua các integron, integron cũng chứa trình tự ADN đặc biệt cho phép integraz chèn 

các nhóm gen gọi là cassette vào nhiễm sắc thể, mà trên đó có promoter cho phép 

các gen cassette mới được biểu hiện [97].  

 

Hình 1.3:  Các cơ chế truyền gen ngang: tiếp hợp (A), biến nạp (B), tải nạp (C) 

và thông qua các yếu tố truyền gen (D)  

(nguồn: Christian von Wintersdorff (2016), Dissemination of Antimicrobial Resistance in Microbial 

Ecosystems through Horizontal Gene Transfer)[102]. 

Plasmid: Plasmid là các phân tử ADN vòng nằm ngoài nhiễm sắc thể và có 

khả năng tự nhân lên. Plasmid chứa các gen mã hóa nhiều đặc tính khác nhau giúp 

tế bào chủ tồn tại được dưới áp lực của chọn lọc. Một số plasmid có vai trò quan 

trọng trong vi sinh y học là plasmid mang gen đề kháng kháng sinh và kim loại 

nặng (R-plasmid), plasmid sinh độc tố, plasmid chứa yếu tố độc lực (khả năng bám 

dính và xâm nhập vào tế bào). Các plasmid lớn mang bộ gen tra (transfer) hoặc 

RTF (Resistance Transfer Factor) có khả năng tiếp hợp với vi khuẩn khác và truyền 



10 
 

chất liệu di truyền cho vi khuẩn nhận. Plasmid nhỏ có gen mob (mobilization) sẽ 

được gắn vào một plasmid có tra+ nào đó và cùng được dẫn truyền sang vi khuẩn 

nhận. Các gen trên plasmid cũng có thể được truyền dọc qua các thế hệ hoặc lây 

truyền ngang sang vi khuẩn khác thông qua biến nạp, tiếp hợp và tải nạp [1]. Đây 

cũng là một các thức chủ yếu làm gia tăng sự lan truyền gen KKS một cách nhanh 

chóng ở cùng loài và khác loài vi khuẩn [90] 

Transposon: Transposon là những đoạn ADN chứa một hay nhiều gen, có hai 

đầu tận cùng là những chuỗi nucleotid lặp lại ngược chiều nhau (IR: inverted repeats) 

có thể chuyển vị trí từ phân tử ADN này sang phân tử ADN khác như từ plasmid vào 

nhiễm sắc thể hoặc ngược lại hoặc từ plasmis này sang plasmid khác [1]. 

Tải nạp là quá trình vận chuyển chất liệu di truyền từ vi khuẩn cho sang vi 

khuẩn nhận thông qua phage bao gồm tải nạp hạn chế, đặc hiệu và tải nạp chung [1]. 

Có nhiều cơ chế kháng kháng sinh khác nhau nhưng về mặt di truyền học, các 

kháng kháng sinh mắc phải đa số đều do các đột biến gen tạo nên các gen mã hóa 

dẫn đến các khả năng kháng kháng sinh khác nhau. Các chủng vi khuẩn mang các 

gen kháng kháng sinh này có thể lây truyền cho các vi khuẩn cùng loài (lây truyền 

dọc) nếu các gen kháng kháng sinh nằm trên nhiễm sắc thể hoặc các loài khác nhau 

(lây truyền ngang) nếu gen kháng kháng sinh nằm trên các yếu tố di truyền động 

(plasmid, transposon, integron). Lan truyền gen kháng từ loài vi khuẩn này sang 

loài vi khuẩn khác thông qua các yếu tố di truyền động là một cách thức lây truyền 

kháng kháng sinh một cách nhanh chóng và rộng rãi làm cho tình trạng kháng 

kháng sinh gia tăng nhanh.  

1.1.3.5. Các gen kháng kháng sinh. 

Gen kháng kháng sinh đã tồn tại từ rất lâu, các gen này rất phong phú và đa 

dạng trong các sinh vật sống cổ đại, được phát hiện trong ADN được phục hồi từ 

Pleistocene tiền sử (30.000 năm trước) [45]. Cho đến nay hàng chục nghìn gen 

kháng kháng sinh đã được phát hiện làm tăng sự hiểu biết về các cơ chế để kháng 

của vi khuẩn. 
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Sau đây là một số các gen kháng kháng sinh của các nhóm kháng sinh khác nhau: 

- Nhóm β-lactam 

Họ kháng sinh nhóm β-lactam bao gồm penicillin và các dẫn xuất, các 

cephalosporin, các carbapenem, monobactam, và các chất ức chế β-lactam. Enzym 

kháng kháng sinh đầu tiên được báo cáo có thể phân hủy penicillin là một AmpC β-

lactamase của E. coli. Ngày nay kháng kháng sinh nhóm β-lactam đã trở nên phổ 

biến. Cơ chế kháng phổ biến và quan trọng kháng nhóm β-lactam là thông qua biểu 

hiện enzym β-lactamase như: ESBL(Extended-spectrum beta-lactamase), enzym 

plasmid-mediated AmpC và carbapenemase. Dựa trên giải trình tự và tính chất sinh 

vật hóa học, họ β-lactamase được chia thành 4 các nhóm nhỏ: nhóm 1,2,4 là các 

serine-β-lactamase trong khi các thành viên của nhóm 3 là metallo-β-lactamase. 

Dựa theo đặc tính sinh học phân tử và sự đồng nhất của các axit amin, Ambler chia 

họ này thành 4 nhóm: A,C,D là các β-lactamase với nhóm serine ở vùng hoạt động 

trong khi nhóm B bao gồm tất cả các metallo-β-lactamase cần có kẽm đồng xúc tác 

hoạt hoá enzym [100]  

TEM-1 là β-lactamase đầu tiên được xác định là gen lan truyền qua trung gian 

plasmid của vi khuẩn gram âm, được phát hiện từ năm 1960. Cho đến nay trên 1150 

các gen β-lactamase nằm trên NST, plasmid và transposon đã được xác định [25]. 

Các vi khuẩn kháng kháng sinh do mang các gen sinh ESBL hiện nay đã trở nên 

phổ biến. Vi khuẩn sinh ESBL có khả năng đề kháng kháng sinh penicillin, 

cephalosporin thế hệ 1, 2, 3 nhưng không kháng carbapenem. Các enzyme ESBL bị 

ức chế bới các chất ức chế β-lactamase. Đột biến điểm do thay thế acid amin của 

blaTEM-1, blaTEM-2 và blaSHV-1 tạo ra blaTEM-3 và blaSHV-3. Sự thay thế các axit amin 

quan trong đã tạo ra hơn 140 biến thể SHV và TERM ESBL. Các β-lactamase lớp C 

hoặc AmpC như blaCMY nằm trên plasmid đã được nhận biết. Trong những thập kỷ 

gần đây blaCTX-M- là các ESBL phổ biến cả trong bệnh viện và cộng đồng với hơn 40 

biến thể đã được tìm thấy [26].  
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- Aminoglycosid 

Kháng sinh aminoglycosid được đưa vào sử dụng từ những năm 60 là loại kháng 

sinh phổ rộng có thể hiệp đồng tác dụng với nhiều nhóm kháng sinh khác. Kháng 

kháng sinh aminoglycosid có nhiều cơ chế như: 1-hoạt hóa hệ thống bơm đẩy; 2-giảm 

tính thấm; 3-biến đổi ribosom; 4-bất hoạt thuốc thông qua việc biến đổi enzym 

aminoglycosid. Gen kháng 16S rRNA methylase là gen kháng mắc phải quan trọng của 

aminoglycosid trong thời gian gần đây. Gen KKS nằm trên plasmid đầu tiên kháng 

aminoglycosid là armA. Năm gen methylase tiếp theo được báo cáo là npmA, rmtA, 

rmtB, rmtC, and rmtD. Cơ chế kháng aminoglycosid thường gặp là sự biến đổi của 

enzym. Những gen mã hóa các enzyme này được phân thành ba lớp chính tùy theo 

enzym biến đổi: AAC (acetyltransferase), ANT (nucleotidyltransferase hoặc 

adenyltransferase), APH (phosphotransferase).  

Có bốn loại acetyltransferase: AAC (1), AAC (2), AAC (3) và AAC (6); năm 

nucleotidyltransferase: ANT (2), ANT (3), ANT (4), ANT (6), và ANT (9) và bảy 

phosphotransferase: APH (2), APH (3),APH (3), APH (4), APH (6), APH (7) và 

APH (9) [100]. 

- Chloramphenicol 

Chloramphenicol là kháng sinh phổ rộng tác dụng trên cả gram âm, gram 

dương và vi khuẩn kị khí. Các chất tương tự cloramphenicol bao gồm các 

florfenicol dẫn xuất flo có phổ tương tự. 

Cơ chế đầu tiên và vẫn thường gặp nhất của vi khuẩn kháng chloramphenicol 

là bất hoạt enzym bằng cách acetyl hóa thuốc thông qua các loại chloramphenicol 

acetyltransferase khác nhau (CAT). CAT có thể làm bất hoạt chloramphenicol 

cũng như thiamphenicol và azidamfenicol. Có 2 loại CAT được xác định là catA 

và catB [85]. 

Bên cạnh vi khuẩn kháng chloramphenicol còn do bất hoạt bởi phosphotransferase, 

đột biến của vị trí đích, hàng rào thấm và hệ thống bơm đẩy. Các gen cmlA và floR 

là phổ biến nhất được biết đến. Sự hiện diện của gen cmlA sẽ dẫn đến kháng với 

chloramphenicol, nhưng nhạy cảm với florfenicol. Ngược lại, floR sẽ tạo ra một 

chủng  kháng với florfenicol [85].  
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- Glycopeptid  

Vancomycin và teicoplanin là hai thuốc thuộc nhóm glycopeptid đang được sử 

dụng trong lâm sàng hiện nay để điều trị các nhiễm trùng do vi khuẩn gram dương. 

Vancomycin là một trong số ít kháng sinh có tỷ lệ kháng kháng sinh trên lâm sàng 

còn thấp. Những năm 80 mới ghi nhận trường hợp đầu tiên kháng glycopeptid. Có 6 

nhóm gen kháng Vancomycin được ghi nhận là: vanA và vanB nằm trên plasmid và 

hoặc NST, vanC1, vanC2/3, vanD, vanE, và vanG chỉ nằm trên nhiễm sắc thể. Các 

gen này kháng vancomycin do sản xuất các peptidoglycan bị biến đổi làm ức chế 

tạo vách của vi khuẩn [100]. 

- Quinolon 

Các kháng sinh nhóm quinolone có phổ kháng khuẩn rộng trên cả vi khuẩn 

gram âm và một số vi khuẩn gram dương. Quinolon ức chế hoạt động của enzym 

ADN gyrase (gồm 2 tiểu đơn vị  do 2 gen gyrA và gyrB mã hóa) và topoimerase IV 

(gồm 2 tiểu đơn vị 2A và 2B do 2 gen parC và parE mã hóa), bốn gen mã hóa này 

chính là đích của các đột biến kháng quinolon của vi khuẩn. 

Các gen kháng quinolon thường nằm trên nhiễm sắc thể, là kết quả của giảm 

tính thấm màng ngoài có liên quan tới mất kênh porin, tăng hoạt động của bơm đẩy 

hoặc đột biến enzym đích ADN gyrase và topoimerase IV[52]. Thời gian gần đây 

có một số gen kháng quinolone nằm trên plasmid đã được ghi nhận như: qnr (qnr 

A,B,C,D,S), aac(6 )-Ib, qepA [100].  

- Sulfonamid và trimethoprim 

Kháng sinh điển hình trong nhóm sulfonamid là sulfamethoxazole được kết 

hợp với trimethoprim (thường gọi co-trimoxazole) có tác dụng hiệp đồng với kháng 

sinh khác để làm giảm kháng thuốc. 

Kháng sinh sulfonamid xuất hiện từ rất sớm với gen kháng đột biến nằm trên 

nhiễm sắc thể là folP. Vào những năm 80, các gen kháng nằm trên plasmid đã được 

tìm thấy bao gồm: sul1, sul2 và sul3 [100].  
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Gen đột biến kháng trimethoprim nằm trên nhiễm sắc thể là folA thường là ở 

mức thấp. Đột biến mức cao của các gen trên nằm trên plasmid DHFRs bao gồm các 

họ gen khác nhau như: dfrA (bao gồm >30 gen), dfrB (bao gồm 8 gen), dfrK [100]. 

- Nhóm polypeptid: Kháng sinh thường dùng trên lâm sàng là polymyxin B và 

colistin (Polymycin E). Các gen kháng kháng sinh kháng polymycin đã được tìm 

thấy ở các loại vi khuẩn khác nhau như lpxA, lpxC or lpxD là các gen được tìm thấy 

ở A. baumannii. Gần đấy nhất là các gen họ mcr- (từ mcr-1 đến mcr-10) nằm trên 

plasmid kháng colistin [65] 

Bảng 1.1. Bảng tổng hợp gen KKS của các nhóm KS thường gặp 

Nhóm kháng sinh Các gen kháng quan trọng 

β-lactam 

AmpC β-lactamase  

ESBL: blaTEM-, blaSHV-, blaCTX-M-  

Carbapenemase: Nhóm A (KPC, SME, IMI, NMC, GES);  

Nhóm B (NDM, IMP, VIM, SPM, GIM), nhóm D (OXA-). 

Aminoglycosid 

Gen methylase: armA, npmA, rmtA, rmtB, rmtC, and rmtD 

Gen tạo các enzym biến đổi: AAC (acetyltransferase), ANT 

(nucleotidyltransferase hoặc adenyltransferase), APH 

(phosphotransferase) 

Chloramphenicol 
CAT: catA và catB. 

cmlA và floR 

Glycopeptid 
vanA và vanB: nằm trên plasmid và hoặc NST 

vanC1, vanC2/3, vanD, vanE, và vanG:  chỉ nằm trên NST 

Quinolon 

gyrA và gyrB: trực khuẩn gram âm; parC và parE: vi khuẩn 

gram dương đều nằm trên NST 

qnr (qnr A, B, C, D, S), aac (6)-Ib, qepA: nằm trên plasmid 

Sulfonamid và 

trimethoprim 

Kháng sulfonamid: folP, sul1, sul2 và sul3 

Kháng trimethoprim: folA, dfrA, dfrB, dfrK   

Polymycin 
lpxA, lpxC or lpxD  

mcr-1 đến mcr-10 
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Như vậy các gen kháng kháng sinh của các nhóm kháng sinh hiện nay rất đa 

dạng bao gồm cả các gen nằm trên nhiễm sắc thể và trên plasmid. Đặc biệt các gen 

nằm trên plasmid đóng vai trò lớn trong việc gia tăng nhanh chóng tốc độ lan truyền 

các gen kháng kháng sinh trong quần thể vi khuẩn do tính chất có thể lây truyền qua 

cacr hai con đường là lan truyền dọc giữa các vi khuẩn cùng loài và lan truyền ngang 

từ loài vi khuẩn này sang vi khuẩn khác. Chính vì vậy việc xác định các gen kháng 

kháng sinh và cách thức lan truyền của các gen này đóng vai trò rất quan trọng trong 

việc kiểm soát sự lan truyền kháng kháng sinh hiện nay. 

1.1.4. Các nguyên nhân gây gia tăng và lan truyền các chủng vi khuẩn kháng 

kháng sinh 

Tốc độ gia tăng vi khuẩn kháng kháng sinh một cách nhanh chóng trên thế 

giới cũng như tại Việt Nam đã đe dọa hiệu quả điều trị của kháng sinh và sẽ làm gia 

tăng gánh nặng của các bệnh truyền nhiễm. Có nhiều nguyên nhân dẫn tới sự gia 

tăng và lan truyền các chủng vi khuẩn kháng kháng sinh. Chúng ta có thể khái quát 

các yếu tố nguy cơ liên quan đến tình trạng kháng thuốc như sau. 

1.1.4.1. Lạm dụng sử dụng kháng sinh 

* Lạm dụng sử dụng kháng sinh trong cộng đồng 

 Ở hầu hết các quốc gia đang phát triển kháng sinh có thể mua mà không cần 

đơn thuốc, các loại kháng sinh sẵn có ở khắp nơi từ các bệnh viện, hiệu thuốc, cửa 

hiệu, thậm chí người bán hàng rong. Nghiên cứu  sử dụng kháng sinh không đúng 

tại cộng đồng cho thấy việc sử dụng kháng sinh để tự điều trị có tỉ lệ rất cao ở các 

nước đang phát triển như tại Việt Nam (55,2% kháng sinh sử dụng không kê đơn), 

tại Bangladesh (45,7%) %, tại Grana (36,1%) [125] 

Thiếu kiến thức về sử dụng kháng sinh như quên không uống thuốc, dừng 

kháng sinh khi thể trạng cảm thấy tốt hơn, dùng kháng sinh khi không bị nhiễm 

khuẩn hoặc khi không có khả năng chi trả cho một đợt điều trị đầy đủ trước khi vi 

khuẩn bị tiêu diệt hoàn toàn [52].  

*  Sử dụng kháng sinh trong bệnh viện 

Nhiễm khuẩn bệnh viện là yếu tố quan trọng liên quan đến tính kháng kháng 

sinh của vi khuẩn trên thế giới tạo điều kiện thuận lợi cho sự lây lan của các chủng 
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vi khuẩn kháng kháng sinh không chỉ trong bệnh viện mà còn có nguy cơ lây lan ra 

ngoài cộng đồng [41]. Việc quản lý chất thải bệnh viện cũng là vấn đề đáng lưu ý, 

một số nghiên cứu được tiến hành ở các bệnh viện tại Việt nam cho thấy: nước thải 

của bệnh viện không qua xử lý được thải trực tiếp ra cống sinh hoạt, đồng ruộng và 

sông ngòi. Thiếu nước cho công tác vệ sinh và rác thải sinh hoạt được thải ra ở gần 

nguồn nước, điều này sẽ làm tăng nguy cơ lây lan các tác nhân gây bệnh trong đó có 

các vi khuẩn kháng kháng sinh ra ngoài cộng đồng [7].  

* Do sử dụng kháng sinh không hợp lý 

Khi sử dụng kháng sinh sẽ tạo ra áp lực chọn lọc cho vi khuẩn kháng thuốc. 

Sử dụng kháng sinh không hợp lý và thường xuyên sẽ làm tăng nguy cơ kháng 

kháng sinh của vi khuẩn. Đối với thầy thuốc việc sử dụng kháng sinh theo kinh 

nghiệm, liều cao, kéo dài và phần lớn không dựa vào các kết quả xét nghiệm xảy ra 

phổ biến ở các quốc gia đang phát triển. Thầy thuốc phải chịu áp lực khi kê đơn 

thuốc theo yêu cầu của bệnh nhân ngay cả khi không có chỉ định điều trị bằng 

kháng sinh. Ở một số quốc gia, nhiều người tin rằng sử dụng kháng sinh theo đường 

tiêm có tác dụng tốt hơn so với đường uống, điều này đã dẫn đến tình trạng gia tăng 

việc sử dụng các loại kháng sinh phổ rộng bằng đường tiêm trong khi chỉ cần điều 

trị bằng đường uống với các kháng sinh thông thường [23, 44, 74, 77]. 

1.1.4.2. Sử dụng kháng sinh trong chăn nuôi 

Việc sử dụng kháng sinh không đúng ở người làm tăng khả năng kháng kháng 

sinh đã rất rõ ràng. Tuy nhiên, việc sử dụng kháng sinh ở động vật và ảnh hưởng 

của nó làm tăng tỷ lệ kháng kháng sinh cũng đã được xem xét một cách tỷ mỉ. Có 

rất nhiều câu hỏi khó được đưa ra cần giải quyết xung quanh việc đánh giá mối liên 

quan về sự lây truyền các vi khuẩn kháng kháng sinh thông qua chuỗi thức ăn như: 

làm thế nào để đánh giá được tỷ lệ kháng kháng sinh từ người bắt nguồn từ động 

vật? Kháng kháng sinh được lây truyền giữa người và động vật thế nào? 

Việc sử dụng kháng sinh trong chăn nuôi tác động vào tình trạng kháng kháng 

sinh của vi khuẩn. Tại Bắc Mỹ và Châu Âu, khoảng 50% lượng kháng sinh sản xuất 
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ra được sử dụng trong thức ăn cho gia súc và gia cầm. Phần lớn lượng kháng sinh này 

được sử dụng như là hoạt chất phụ trợ trong thức ăn để phòng bệnh và tăng trọng bất 

chấp tình trạng sức khỏe của gia súc và gia cầm sẽ làm tăng tình trạng kháng kháng 

sinh của các vi khuẩn như Salmonella, E. coli…và thông qua thực phẩm sẽ gây bệnh 

trên người. Tại Đan Mạch, năm 1994 trong khi chỉ có 24kg vancomycin được sử 

dụng trên người thì có tới 24.000 kg apoparcin (biệt dược của vancomycin) được sử 

dụng cho chăn nuôi. Vancomycin được cho là nguyên nhân tạo ra các chủng 

Enterococcus faecium kháng vancomycin và các chủng vi khuẩn này được phát hiện 

trên người do ăn phải các sản phẩm thịt bị ô nhiễm. Khi apoparcin bị cấm sử dụng tại 

Đan Mạch năm 1995, Đức năm 1996 và toàn liên minh châu Âu năm 1997 thì tỷ lệ 

Enterococcus faecium kháng vancomycin phân lập trên người giảm rõ rệt, điều này 

cho thấy có thể khống chế được sự gia tăng của vi khuẩn kháng thuốc thông qua việc 

sử dụng kháng sinh [109, 110]. Như vậy, vấn đề kháng kháng sinh không chỉ lây 

truyền từ người sang người, từ động vật sang động vật mà kháng kháng sinh liên 

quan đến “hệ sinh thái” bao gồm động vật-thức ăn-môi trường-con người. Các gen đề 

kháng kháng sinh của vi khuẩn tồn tại trong nhiều môi trường khác nhau. Một số 

nghiên cứu đã chỉ ra rằng kháng kháng sinh từ động vật có khả năng có nguồn gốc từ 

người và ngược lại, có những dữ liệu về khả năng kháng kháng sinh từ động vật sang 

người. Việc lây lan này thông qua “chuỗi thức ăn” (hình 1.4), tuy nhiên, rất khó đánh 

giá được mức độ lây lan của nó [40, 87, 106]  

Tình trạng lạm dụng kháng sinh trong chăn nuôi tại Việt Nam cũng rất phổ 

biến, Khi chăn nuôi, người dân thường cho lợn, gà ăn cám trộn kháng sinh để phòng 

bệnh nhưng không có sự kiểm soát về liều lượng. Kháng sinh dùng cho động vật 

không đúng cách sẽ thúc đẩy sự phát triển của các vi khuẩn kháng thuốc. Ngoài ra, 

nếu thịt động vật đến tay người tiêu dùng khi chưa đủ thời gian tiêu tan lượng kháng 

sinh tồn dư, chính cơ thể người ăn sẽ hấp thụ lượng kháng sinh này. 

Theo Dương Thị Toan và cộng sự, cho thấy trong 20 trang trại chăn nuôi được 

điều tra tại tình Bắc Giang, 100% trang trại sử dụng kháng sinh để phòng, điều trị bệnh, 

17 loại kháng sinh được sử dụng trong đó có 6 loại sử dụng nhiều nhất trong chăn nuôi 
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thịt lợn là Norfloxacine (60,0%), Tylosine (60,0%), Gentamycine (55,0%), Colistine 

(45,0%), Enrofloxacine (40,0%), Streptomycine (35,0%). Việc sử dụng kháng sinh cho 

vật nuôi ở các trang trại chăn nuôi chưa được quản lý chặt và không hợp lý. Có 50% 

mẫu thức ăn chăn nuôi lợn thịt, gà thịt phát hiện thấy ít nhất một trong số các loại 

kháng sinh Tylosine (20 -30%), Sulfadiazine (30 - 40%), Chlortetracycline (20-30%), 

Doxycycline (0 - 30%) và Sulfamethazine (10 - 20%) [2]. 

Nghiên cứu của Phạm Kim Đăng và cộng sự tại Hải Phòng cho thấy kháng 

sinh được sử dụng phổ biến trong chăn nuôi gà trên địa bàn Hải Phòng ở tất cả các 

loại gà và hình thức nuôi, không chỉ để phòng trị bệnh mà còn dùng ở liều thấp để 

kích thích sinh trưởng. Nhận thức của người chăn nuôi còn thấp cùng với việc quản 

lý hành chính về sản xuất kinh doanh và sử dụng còn hạn chế nên tỷ lệ hộ có nhận 

thức đúng và sử dụng an toàn còn rất thấp [10]. 

 

    

Hình 1.4: Lây truyền kháng kháng sinh qua chuỗi thức ăn 

(nguồn: http://healthplus.vn) 

http://healthplus.vn/
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1.1.4.3. Một số các nguyên nhân khác 

• Chất lượng kháng sinh kém 

 Khi bảo quản nhiệt độ >250C sẽ giảm hoạt tính kháng sinh, kháng sinh quá 

hạn sử dụng, hàm lượng thấp không những không thể tiêu diệt được hoàn toàn vi 

khuẩn gây bệnh mà còn tạo điều kiện cho vi khuẩn kháng lại kháng sinh [94]. Ngoài 

ra một số kháng sinh được bán tại các nước đang phát triển không chứa đủ hàm 

lượng như đã ghi trên nhãn thuốc, thành phần chủ yếu trong các loại thuốc giả này 

thường là bột mỳ. Nhiều nghiên cứu cho thấy có khoảng 65% trong tổng số 751 

hoạt chất đã được làm giả tại hơn 28 quốc gia trên thế giới được ghi nhận [63]. 

• Gia tăng sự đi lại quốc tế 

 Sự phát triển kinh tế, xã hội và phát triển du lịch sẽ dẫn tới gia tăng đi lại giữa 

các quốc gia. Chính vì vậy làm lây lan các chủng vi khuẩn kháng thuốc từ 1 quốc 

gia sang các quốc gia khác trên thế giới qua đường hàng không. Ví dụ: vi khuẩn 

kháng carbapenem mang gen NDM-1 tại Anh có nguồn gốc từ Ấn Độ [55]. 

• Hệ thống giám sát kháng sinh 

Tại các quốc gia phát triển đã xây dựng được hệ thống giám sát kháng sinh 

như Mỹ và liên minh châu Âu chuẩn thức, qua hệ thống này các thông tin về mức 

độ, xu hướng và phát hiện được các trường hợp kháng thuốc mới của vi khuẩn sẽ 

được sử dụng để phân tích và đánh giá qua đó sẽ giúp cho các thầy thuốc và các nhà 

quản lý đưa ra các chính sách phù hợp để ngăn chặn sự gia tăng của vi khuẩn kháng 

kháng sinh. Tuy nhiên, hiện nay hầu hết tại các quốc gia đang phát triển, các số liệu 

về tình hình kháng kháng sinh của vi khuẩn chủ yếu dựa vào các báo cáo từ các 

bệnh viện, và các kết quả từ các hoạt động nghiên cứu. Các số liệu này không thể 

phản ánh được đầy đủ thực trạng kháng kháng sinh của một quốc gia và không thể 

sử dụng để so sánh với nhau do chưa có sự thống nhất từ việc lựa chọn cỡ mẫu, 

phương pháp xét nghiệm phát hiện vi khuẩn kháng kháng sinh. 

1.1.5. Colistin 

Colistin (polymyixin E) là một hỗn hợp các chuỗi polypeptide colistin A và B, 

được phân lập lần đầu tiên tại Nhật Bản vào năm 1949 từ sự lên men của Bacillus 
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polymyxa var. colistinus – các chủng vi khuẩn tìm thấy trong mẫu đất của tỉnh 

Fukushima [22] 

Kể từ khi bắt đầu được đưa vào sử dụng trên lâm sàng năm 1959, colistin được 

dùng để điều trị các nhiễm khuẩn do vi khuẩn gram âm gây ra nhưng do những tác 

dụng không mong muốn của nó bao gồm cả độc tính trên thận và thần kinh, dần dần 

thuốc đã bị thay thế bởi kháng sinh aminoglycosid. Kết quả là việc sử dụng colistin 

trên lâm sàng đã giảm từ đầu những năm 1970 đến đầu những năm 2000 [57].  

Tuy nhiên do sự gia tăng của các vi khuẩn gram âm đa kháng thuốc như P. 

aerugginosa, A. baumannii và K. pneumonia, đặc biệt là sự xuất hiện của các chủng 

vi khuẩn siêu kháng thuốc mang gen NDM-1, colistin đã được sử dụng trở lại như 

một “lựa chọn tối ưu” cho các trường hợp vi khuẩn kháng carbapenem mang gen 

NDM-1 kháng lại toàn bộ các kháng sinh khác. 

Tại sao colistin sử dụng trở lại như một “lựa chọn tối ưu” cho mọi trường hợp 

nhiễm khuẩn gram âm kháng toàn bộ các kháng sinh khác? Có thể là do colistin dừng 

sử dụng một thời gian dài trên người, không được kê đơn hàng loạt như những loại 

kháng sinh thông thường khác nên nó vẫn bảo toàn được hiệu quả trong trường hợp 

nhiễm khuẩn gram âm nặng. Do đó colistin vẫn luôn là bức tường thành vững chắc 

chống lại vi khuẩn và giữ được mức hiệu quả điều trị trên người. Trong vài năm trở 

lại đây, những gen đề kháng liên tục xuất hiện thách thức những nhà khoa học. Trong 

đó nổi trội nhất phải kể  đến NDM-1, OXA và KPC. Những gen đề kháng này khiến 

vi khuẩn trở nên bất trị đối với carbapenems – dòng kháng sinh được coi là “lựa 

chọn ưu tiên” trong điều trị những ca nhiễm khuẩn do các vi khuẩn gram âm như E. 

coli, Klebsilla. spp, Acinetobacter. spp. Và để đối phó với những dòng vi khuẩn 

kháng carbapenem, colistin trở thành thuốc kháng sinh duy nhất còn lại để đối phó 

với tình trạng kháng thuốc nghiêm trọng này. 

1.1.5.1. Cơ chế tác dụng 

Các polymyxin có tác dụng diệt khuẩn ngay cả với tế bào ở trạng thái nghỉ, 

thuốc làm thay đổi tính thẩm thấu chọn lọc của màng tế bào. 
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Màng tế bào vi khuẩn là vị trí tác dụng ban đầu của colistin. Bằng cách liên 

kết với lipopolysaccharid (LPS) và phospholipid ở màng ngoài tế bào vi khuẩn 

gram âm, colistin có thể diệt khuẩn với nhiều cơ chế hoạt động khác nhau. Ca2+ và 

Mg2+ là hai ion có tác dụng ổn định phân tử LPS. Colistin lại là một phân tử 

cationic, do vậy bằng cách cạnh tranh thế chỗ các cation này từ những nhóm 

phosphate của màng lipid dẫn đến sự gián đoạn màng ngoài tế bào, rò rỉ các chất 

bên trong, gây chết vi khuẩn. Bên cạnh đó, thuốc cũng liên kết với lipid A - một 

phần của nội độc tố hoặc phân tử LPS, và trong nhiều nghiên cứu tiến hành trên 

động vật, thuốc đã ngăn chặn được tác dụng và độc tính của vi khuẩn [12]. 

Một số báo cáo lại chỉ ra rằng polymyxin tác dụng thông qua một cơ chế khác 

hơn là việc tác động lên màng tế bào vi khuẩn. Do vậy, cơ chế chính xác colistin 

diệt vi khuẩn như thế nào vẫn chưa được sáng tỏ [22]. 

 

Hình 1.5: Cơ chế tác dụng của colistin trên màng vi khuẩn gram âm 

1.1.5.2. Phổ tác dụng của colistin 

Thuốc kháng lại hầu hết các trực khuẩn hiếu khí Gram (-), bao gồm 

Acinobacter (MIC = 0,25 – 1μg/ml), P. aeruginosa, Klebsiella. spp, Enterobacter, 

E. coli, Salmonella, Shigella, Citrobacter, Yersinia pseudotuberculosis, Morganella 

morganii và Haemophilus influenzae. Phần lớn các loại vi khuẩn nhạy cảm có MIC 

từ 0,01 đến 4μg/ml. Đối với các chủng P. aeruginosa nhạy cảm với thuốc, nồng độ 

có tác dụng thường thấp hơn 8μg/ml [13].  

LPS 

colistin 
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Vi khuẩn kháng tự nhiên với colistin: Vi khuẩn Gram dương, cầu khuẩn Gram 

âm, Proteus, Providencia, Mycobacteria và vi khuẩn kỵ khí. Colistin có tác dụng tại 

phổi chỉ giới hạn ở các vi khuẩn Gram âm: Pseudomonas aeruginosa, E. coli, 

Klebsiella[12], Enterobacter, Salmonella, Shigella, Haemophillus, Bordetella 

pertussis, Pasteurrella, Citrobacter, Acinetobacter. 

1.1.5.3. Sự đề kháng với colistin 

Vi khuẩn gram âm có thể hình thành sự đề kháng với colistin thông qua cơ chế 

đột biến hoặc thích nghi. Sự đột biến là di truyền, ở mức độ thấp và không phụ 

thuộc vào sự có mặt liên tục của kháng sinh trong khi đó sự thích nghi thì ngược lại. 

hầu hết có sự đề kháng chéo hoàn toàn giữa colistin và polymycin B [42, 67, 68]. 

Những nghiên cứu về sự đề kháng với polymycin của chủng P. aeruginosa đã 

đặt ra giả thuyết rằng sự thay đổi của màng ngoài tế bào vi khuẩn (sự thay đổi trong 

LPS, thay đổi nồng độ protein đặc hiệu màng ngoài, sự thay đổi thành phần Mg2+  

và Ca2+ vỏ tế bào và sự thay đổi lipid) có liên quan đến sự hình thành đề kháng ở vi 

khuẩn [68, 42, 55]. Ngoài ra, một nghiên cứu gần đây trên loài Yersinia đã chỉ ra 

rằng một hệ thống bơm Kali ra ngoại bào có thể có liên quan đến sự đề kháng đối 

với polymycin B [20]. Mặc dù sự đề kháng qua cơ chế enzym của vi khuẩn đối với 

colistin chưa được báo cáo, nhưng cần chú ý rằng B. polymyxa phân loài Colistinus 

tạo ra colistinase gây bất hoạt colistin [51] 

1.1.5.4. Tình hình sử dụng colistin 

Colistin từ những năm 1970 đã bị cấm sử dụng trên người do có độc tính cao 

trên thận, nhưng do tác dụng tốt trên các chủng vi khuẩn gram âm nên colistin được 

sử dụng nhiều trong chăn nuôi để phòng bệnh, điều trị ngoài ra còn được sử dụng 

với mục đích tăng trưởng. Từ năm 2000, do có tác dụng tốt trên các vi khuẩn gram 

âm nên nó được sử dụng trở lại trên lâm sàng cho những trường hợp nhiễm trùng do 

vi khuẩn gram âm đa kháng. 

- Sử dụng colistin trong chăn nuôi 

Ở Mỹ, colistin ở dạng tiêm natri colistimethat đã được phê duyệt để sử dụng ở 

gà năm 1998. Tại Canada, colistin không được phê chuẩn cho thuốc thú y. Tuy 
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nhiên, một lỗ hổng trong quy định để tạo cơ hội cho "tự nhập khẩu để sử dụng", 

nghĩa là nông dân có thể nhập khẩu và sử dụng - không cần giấy phép, không cần kê 

đơn thuốc kháng sinh sử dụng cho động vật của họ. Vì vậy, việc sử dụng trong sản 

xuất thịt lợn đã được khảo sát và phát hiện bởi các bác sỹ thú y (liều, thời gian thu 

hồi). Trong khối cộng đồng chung Châu âu (EU), các sản phẩm chứa colistin được 

phép  sử dụng trong động vật, thực phẩm ở EU kể từ những năm 1950. Colistin 

được sử dụng chủ yếu bằng đường uống trong sản xuất thực phẩm để giảm bớt và 

ngăn ngừa vi khuẩn gram âm gây nhiễm khuẩn đường tiêu hóa. Việc sử dụng như 

vậy phần lớn được báo cáo từ lợn, gia cầm, gia súc, cừu, dê và thỏ. Tuy nhiên, 

colistin cũng được sử dụng trong chăn nuôi gà mái và sản xuất sữa gia súc, cừu và 

dê. Colistin cũng được báo cáo là được sử dụng trong sản xuất động thực vật ở 

Châu Á. Tại Trung Quốc, xấp xỉ 90% trong số 17,5 triệu tấn colistin sản xuất vào 

năm 2014 được báo cáo là tiêu thụ bởi các ngành nông nghiệp. Như vậy, Trung 

Quốc có thể là đại diện lớn nhất sản xuất và người tiêu dùng colistin trên thế giới. 

Để so sánh, một tổng cộng 545,2 tấn nguyên liệu polymyxin đang hoạt động - bao 

gồm colistin và polymyxin B - được tiêu thụ trong thực phẩm dành cho động vật, 

chủ yếu ở gia cầm và heo, ở 22 nước châu Âu trong năm 2012. Năm 2013, các 

polymyxins được ước tính là nhóm kháng sinh phổ biến nhất thứ năm (7%) dùng 

làm thực phẩm động vật trên khắp EU. Tiêu thụ colistin ở động vật rất đa dạng, dao 

động từ < 0,2 tấn Slovenia, Thụy Điển, Ailen, và Luxembourg tới > 100 tấn Đức, Ý 

và Tây Ban Nha. Trong một báo cáo khác, việc sử dụng colistin hàng năm ở động 

vật ở châu Âu dao động từ 0 mg (Phần Lan, Iceland, và Na Uy) đến hơn 20 mg (Ý 

và Tây Ban Nha) trên một kg động vật sinh khối [108]. Colistin đã bị lạm dụng quá 

nhiều trong chăn nuôi. Điều này khiến cho việc lan truyền gen đề kháng từ động vật 

sang người bị mất kiểm soát và không được chú ý. Sự phát triển của siêu vi khuẩn 

có khả năng đề kháng tất cả các loại kháng sinh là hậu quả tất yếu xảy ra.  

Tại Việt Nam, việc kiểm soát lượng thuốc kháng sinh sử dụng trong chăn nuôi 

cũng chưa chặt chẽ. Nghiên cứu của Nguyễn T Nhung và cộng sự khi điều tra ở 12 

trang trại chăn nuôi lợn và gà tại các giai đoạn chính của sản xuất tại Tiền Giang, 

Việt Nam cho thấy các chất kháng sinh được sử dụng để sản xuất 1 kg thịt gà và lợn 
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tương ứng với trung bình 94,7 mg và 563,6 mg kháng sinh được sử dụng để sản 

xuất 1 kg thị gà và thịt lợn. Trung bình của 3 (trong số 8) kháng sinh quan trọng đã 

được sử dụng trên trang trại lợn. Phân lập E. coli có tỷ lệ kháng ampicillin cao 

(97,8% và 94,4% đối với gà và lợn), ciprofloxacin (73,3% và 21,1%), gentamicin 

(42,2% và 35,6%), colistin (22,2% và 24,4%). Sự phổ biến của một gen kháng 

colistin đã phát hiện gần đây, mcr-1, là 19 đến 22% [8]. Theo nghiên cứu của 

Dương Thị Toan và cộng sự (2014) tại 20 trang trại chăn nuôi lợn thịt và 20 trại 

chăn nuôi gà thịt tập trung trên địa bàn tỉnh Bắc Giang cho thấy: việc sử dụng kháng 

sinh cho vật nuôi ở các trang trại chăn nuôi chưa được quản lý chặt và không hợp 

lý; việc lựa chọn loại kháng sinh, quyết định liều lượng kháng sinh trong phòng và 

trị bệnh, thời gian ngừng thuốc trước khi xuất chuồng và phối hợp kháng sinh chủ 

yếu dựa vào khuyến cáo của các công ty sản xuất thuốc và kinh nghiệm của người 

chăn nuôi. Có trên 17 loại kháng sinh được sử dụng trong các trang trại chăn nuôi, 

các loại kháng sinh được sử dụng phổ biến là Norfloxacine (60,0%), Tylosine 

(60,0%), Gentamycine (55,0%), Doxycycline (55,0%), Tiamuline (50,0%), 

Colistine (45,0%) và Enrofloxacine (40,0%) [2]. Kết quả nghiên cứu của Phạm Kim 

Đăng và cộng sự trên địa bàn Hải Phòng cho thấy: người chăn nuôi ở Hải Phòng sử 

dụng ít nhất 38 loại kháng sinh thuộc hơn 10 nhóm khác nhau, không chỉ để phòng trị 

bệnh mà còn dùng ở liều thấp để kích thích sinh trưởng. Ít nhất 8 loại kháng sinh 

(chlortetracycline, oxytetracycline, maduramycin, monensin, salinomycin, bambermycin, 

bacitracin methylene-disalicylate (BMD) và colistin) được sử dụng ở liều thấp để kích 

thích sinh trưởng bằng cách trộn trong thức ăn công nghiệp hoặc người chăn nuôi tự 

trộn. Trong số đó, hai kháng sinh salinomycin (31 hộ sử dụng) và chlortetracycline 

(29 hộ sử dụng) được sử dụng nhiều nhất. Đối chiếu qui chuẩn quốc gia số QCVN01-

10:2009 (Bộ NN&PTNT, 2009) qui định về hàm lượng kháng sinh, hóa dược tối đa 

cho phép trong thức ăn hỗn hợp hoàn chỉnh cho gà, trên địa bàn Hải Phòng các hộ 

chăn nuôi đã sử dụng bất hợp pháp ba kháng sinh maduramycin, bambermycin và 

colistin. Các kháng sinh được sử dụng phòng bệnh với tần suất sử dụng cao hơn so 

với số kháng sinh dùng trong điều trị. Kháng sinh các nhóm: sulfonamid, β-lactams, 

tetracyclin, aminoglycosid và colistin là các thuốc chủ yếu được sử dụng phòng bệnh 

cho gà [10].  
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- Sử dụng colistin trong lâm sàng 

Từ những năm 70, colistin đã bị cấm sử dụng trên người do có nhiều độc tính 

trên thận và thần kinh. Tuy nhiên do sự xuất hiện ngày càng nhiều của các chủng vi 

khuẩn gram âm đa kháng, colistin đã tái xuất hiện từ năm 2010 như là một lựa chọn 

điều trị cuối cùng điều trị để điều trị nhiễm trùng nặng như viêm phổi thở máy do 

các vi khuẩn đa kháng thuốc như P. aeruginosa và A. baumannii kháng carbabenem 

(mang gen NDM-1) đặc biệt là những bệnh nhân nằm tại các trung tâm chăm sóc 

đặc biệt [29] 

Trong thời gian gần đây, lượng tiêu thụ colistin và các chế phẩm thuộc nhóm 

polymycin ở người rất lớn. Ước tính khoảng 0,8 tấn chứa thành phẩm của 

polymyxin - bao gồm colistin và polymyxin B- đã được tiêu thụ bởi con người ở 22 

nước châu Âu trong năm 2012 [17]. Năm 2015, lượng tiêu thụ polymyxin ở người ở 

châu Âu là 0,015 liều lượng định kỳ hàng ngày (DDD) trên 1000 dân, năm 2014 là 

0,012 (DDD) trên 1.000 dân cư tăng 50%, từ 0,008 DDD mỗi 1.000 cư dân được 

báo cáo vào năm 2010. Các quốc gia báo cáo cao nhất việc sử dụng polymyxin ở 

người bao gồm Hy Lạp, Ý và Slovakia (0,095, 0,025 và 0,025 liều định kỳ hàng 

ngày trên 1.000 người) [14, 15]  

Tại Việt Nam, cũng trong tình trạng chung của thế giới, colistin đã được đưa 

vào sử dụng tại bệnh viện Bạch Mai và bệnh viện Nhiệt đới Trung ương từ tháng 8 

năm 2011, tuy nhiên chưa có số liệu công bố cụ thể về lượng tiêu thụ colistin trên 

người trong các bệnh viện cũng như trong cộng đồng tại Việt Nam [3] 

1.2. Vi khuẩn gram âm đường ruột và thực trạng kháng kháng sinh của các vi 

khuẩn gram âm đường ruột 

1.2.1. Vi khuẩn gram âm đường ruột 

Vi khuẩn gram âm đường ruột là các loài thuộc họ Enterobacteriaceae đều có 

hình que, chiều dài điển hình từ 1 μm đến 5 μm. Chúng là những trực khuẩn gram 

âm hiếu kị khí tùy tiện, không lên men oxidase, lên men đường glucose, có thể di 

động hoặc không di động. Các loài gây bệnh thường gặp ở người gồm: 

Salmonella, Escherichia coli, Yersinia pestis, Klebsiella và Shigella. Trong số các 

https://vi.wikipedia.org/wiki/L%C3%AAn_men
https://vi.wikipedia.org/wiki/Salmonella
https://vi.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
https://vi.wikipedia.org/wiki/Yersinia_pestis
https://vi.wikipedia.org/wiki/Klebsiella
https://vi.wikipedia.org/wiki/Shigella
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loài vi khuẩn gây bệnh trên thì E. coli là loại trực khuẩn đường ruột đặc biệt vì E. 

coli là loại vi khuẩn lý sinh trên đường tiêu hóa của người và động vật, là loài phổ 

biến nhất trong nhóm vi khuẩn ái khí của đường tiêu hóa, mang nhiều lợi ích nhưng 

cũng có nhiều tác hại đối với con người. 

1.2.2. Thực trạng kháng kháng sinh của vi khuẩn gram âm đường ruột hiện nay 

Thực trạng kháng kháng sinh của các vi khuẩn gram âm đường ruột nhất là đối 

với họ kháng sinh β- lactam đang tăng lên rất rõ rệt do sự có các nhóm gen di động 

mã hóa các enzym làm biến đổi hiệu quả của thuốc. Dưới áp lực chọn lọc, đặc tính 

kháng kháng sinh các vi khuẩn này đã có sự thay đổi từ đề kháng tự nhiên như bơm 

đẩy, giảm tính thấm màng sang cơ chế đề kháng thông qua các gen di động, lây 

truyền ngang, ngày càng lan rộng về mặt dịch tễ đối với các vi khuẩn E. coli và  

K. pneumoniae – nguyên nhân chính gây nhiễm trùng huyết hiện nay. Những ổ vi 

khuẩn chứa gen chuyển kháng kháng sinh thường khó quan sát sự thay đổi về kiểu 

hình nên việc theo dõi và kiểm soát sự đề kháng carbapenem lại đặc biệt trở nên 

khó khăn đối với họ vi khuẩn Enterobacteriaceae [48]. 

Vi khuẩn gram âm đường ruột có thể gây ra các nhiễm trùng nặng (nhiễm 

khuẩn huyết) và một số vi khuẩn quan trọng nhất trong họ này đang ngày càng trở 

nên đề kháng với các kháng sinh có sẵn hiện nay như xuất hiện các chủng vi khuẩn 

sinh ESBL [81], sau đó hàng loạt các gen kháng kháng sinh mã hóa các enzym kháng 

carbapenem (CRE)- kháng sinh được coi là “nhóm lựa chọn ưu tiên” điều trị các 

nhiễm khuẩn gram âm đường ruột, được phát hiện như KPC, OXA-48, NDM-1...  

Gần đây nhất là sự xuất hiện các chủng vi khuẩn mang gen mcr-1 kháng 

colistin- kháng sinh thuộc “nhóm lựa chọn cuối cùng” cho các nhiễm khuẩn gram 

âm kháng hầu hết các kháng sinh khác [57] 

Các chủng vi khuẩn gram âm đường ruột kháng kháng sinh không chỉ xuất 

hiện nhiều trong môi trường bệnh viện mà còn cả trong môi trường sống và thức ăn 

hàng ngày [18]. 
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1.3. Đặc điểm vi sinh vật học và tình hình kháng colistin của E. coli 

1.3.1. Đặc điểm vi sinh vật học [1] 

Họ Escherichia do Escherich phát hiện lần đầu tiên năm 1885. Họ Escherichia 

được chọn là đại biểu điển hình của họ vi khuẩn đưòng ruột bao gồm nhiều loài như 

E. coli, E. adecarboxylase, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii và E. vulneris. Trong 

số đó, E. coli có vai trò quan trọng nhất và được chọn là loài điển hình của họ 

Escherichia. 

• Hình thái 

E. coli là trực khuẩn Gram (-). Kích thước trung bình 2 đến 3 µm X 0,5 µm; 

trong những điều kiện không thích hợp (ví dụ trong môi trường có kháng sinh) vi 

khuẩn cố thể rất dài như sợi chỉ. Rất ít chủng E. coli có vỏ, nhưng hầu hết có lông 

và có khả năng di động. 

• Tính chất nuôi cấy 

E. coli phát triển dễ dàng trên các môi trường nuôi cấy thông thường. Một số 

có thể phát triển trên môi trường tổng hợp rất nghèo chất dinh dưỡng. Hiếu kỵ, khí 

tuỳ tiện. Có thể phát triển ở nhiệt độ từ 5 – 40°C. Cấy vào môi trường lỏng (như 

canh thang) sau 3 – 4 giờ đã làm đục nhẹ môi trường, sau 24 giờ làm đục đều; sau 

hai ngày trên mặt môi trường có váng mỏng, những ngày sau dưới đáy ống có thể 

thấy cặn. 

Trên môi trường thạch thường, sau khoảng 8 – 10 giờ, dùng kính lúp đã có thể 

quan sát được khuẩn lạc. Sau 24 giờ khuẩn lạc khoảng 1,5 mm. Hình thái khuẩn lạc 

điển hình dạng II nhưng cũng có thể gặp dạng R, hoặc M. 

• Tính chất hoá sinh 

E. coli có khả năng lên men nhiều loại đường và có sinh hơi. Tất cả E. coli đều 

lên men lactose và sinh hơi trừ ngoại lệ E. coli loại EIEC. 

E. coli có khả năng sinh indol, không sinh H2S. Không sử dụng được nguồn 

carbon của citrat trong môi trường Simmons. Có decarboxylase vì vậy có khả năng 

khử carboxyl của lysin, ornitin, arginin và acid glutamic. Betagalactosidase dương 

tính. Thử nghiệm VP (Voges Proskauer) âm tính. 
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• Kháng nguyên: Cấu trúc kháng nguyên của E. coli rất phức tạp 

Kháng nguyên O: kháng nguyên than của vi khuẩn, đây là kháng nguyên quan 

trọng nhất, bản chất là lipopolysaccharide. Kháng nguyên O có khả năng chịu nhiệt 

và là nội độc tố của vi khuẩn. Kháng nguyên O có 170 yếu tố khác nhau. 

Kháng nguyên K: Khoảng 100 yếu tố kháng nguyên K đã được xác định và 

được chia thành 3 loại: A, B và L trong đó kháng nguyên A, L chịu nhiệt, B không 

chịu nhiệt. 

Kháng nguyên H: là kháng nguyên long của vi khuẩn, có khoảng 40 type, 

không chịu nhiệt. 

• Phân loại 

Dựa vào cấu trúc kháng nguyên, E. coli đựợc chia thành các type huyết thanh. 

Dựa vào tính chất gây bệnh, E. coli được chia thành 07 loại sau đây 

EPEC (Entero pathogenic E. coli): E. coli gây bệnh đường ruột. 

ETEC (Entero toxigenic E. coli): E. coli sinh độc tố ruột. 

EIEC (Entero invasive E. coli). E. coli xâm nhập đường ruột. 

EAEC (Entero adherent E. coli): E. coli bám dính đường ruột. 

EHEC (Entero haemorrhagic E. coli): E. coli gây chảy máu đưòng ruột. 

UPEC (Uropathogenic E. coli): E. coli gây nhiễm khuẩn tiết niệu 

NMEC (New born meningitis E. coli): E. coli gây viêm màng não trẻ sơ sinh. 

1.3.2. Các nghiên cứu về gen mcr-1 kháng colistin của E. coli và các vi khuẩn 

gram âm đường ruột trên thế giới và Việt Nam 

- Đầu tháng 2/2015, một nhóm khoa học người Trung Quốc, Liu and cộng sự 

trong quá trình giám sát hàng ngày sự kháng kháng sinh đã công bố phát hiện gây 

chấn động giới khoa học y học và thú y đó là tìm thấy gen mcr-1 kháng colistin ở vi 

khuẩn E. coli lây truyền qua plasmid. Những phát hiện trước đó chỉ thấy kháng 

colistin chỉ lan truyền theo con đường dọc do đột biến nhiễm sắc thể. Liu và cộng 

sự bằng phương pháp giải trình tự gen, so sánh mẫu đồng nhất và điện di đã chứng 

minh cơ chế lây truyền ngang qua plasmid của E. coli mang gen mcr-1 kháng 
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colistin. mcr-1 được tìm thấy ở các chủng E. coli và K. pneumoniae được thu thập 

từ 5 thành phố từ tháng 4/2011 đến 12/2014. Kết quả cho thấy 78/523 (15%) mẫu 

thịt sống, 166/824 (21%) mẫu từ động vật và 16/1322 (1%) mẫu từ bệnh nhân nội 

trú bị nhiễm khuẩn có chủng E. coli mang gen mcr-1 [57]. 

Tiếp theo phát hiện đầu tiên của Liu và cộng sự, cho đến nay có ít nhất trên 30 

nước trên thế giới, ở tất cả các châu lục, có các nghiên cứu phát hiện ra chủng vi 

khuẩn mang gen mcr-1 (hình 5). Dưới đây là một vài các nghiên cứu được tác giả 

ghi nhận. 

 

Hình 1.6: Biểu đồ phân bố các nước có vi khuẩn mang gen mcr-1 kháng colistin 

(nguồn:  

Nghiên cứu của Ajum MF và công sự đã tìm thấy các chủng E. coli và 

Salmonella mang gen mcr-1 ở một trang trại lợn ở Anh, chủng E. coli này còn mang 

enzym sinh ESBLs và có chứa plasmid mang gen mcr-1 là ISApII [16] 

Fernandes MR và cộng sự đã phân lập được một chủng E. coli từ bệnh nhân bị 

tiểu đường nhiễm trùng bàn chân mang gen mcr-1 ở Brazil. Phân tích toàn bộ bộ 

Động vật và môi trường 
Người, động vật  

và môi trường 
Người và động vật Người Động vật 
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gen cho thấy chủng E. coli có sequence type (ST) là 101 và có chứa plasmid IncX4 

-đã được xác định gần đây trong Enterobacteriaceae từ thực phẩm, động vật và các 

mẫu người thu được trên các lục địa khác nhau [39] 

Wong, Sally CY và cộng sự đã thực hiện nghiên cứu giám sát các chủng vi 

khuẩn Enterobacteriaceae và A. baumannii mang gen mcr-1 từ 8/12/2015 đến 8/1 

năm 2016 tại một bệnh viện của trường đại học tại Hồng Kông. Phân lập được 05 

chủng Enterobacteriaceae mang gen mcr-1 kháng colistin  từ bệnh nhân có tiền sử 

điều trị bằng colistin, trong đó có 04 chủng là E. coli, chiếm tỷ lệ 0,4% các chủng 

Enterobacteriaceae phân lập trên lâm sàng [112]. 

Rất nhiều nghiên cứu đã phát hiện ra cac chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng 

colistin phân lập được từ nước thải tưới cây, chất thải từ trang trại nuôi lợn, từ thịt 

gà...ở Tây Ban Nha, Đức, Nam Mỹ, từ người và thịt gà tại Thụy Sỹ [76, 43, 66, 36] 

Tại Đan Mạch, trong chương trình giám sát kháng sinh, bằng kĩ thuật giải 

trình tự toàn bộ gen (WGS), các nhà nghiên cứu đã phân lập được 1 chủng E. coli 

mang gen mcr-1 từ 1 bệnh nhân nhiễm trùng máu, chủng này đồng thời mang 2 gen 

kháng thuốc ESBL (CTX-M-55) và AmpC (CMY-2) cephalosporinase, 5 chủng E. 

coli mang gen mcr-1 được phân lập từ 5 mẫu thịt gà cũng đồng thời có chứa 1 trong 

2 hoặc cả 2 gen ESBL (SHV-12) và AmpC (CMY-2) cephalosporinase. Các chủng 

từ người và động vật mang gen CTX-M-55 cũng giống với các chủng được phân lập 

từ Châu Á [19] 

Tại Trung Quốc, ngay sau phát hiện chủng E. coli mang gen mcr-1 của Liu và 

cộng sự, Dan-xia Gua và cộng sự cũng phát hiện chủng K. pneumoniae và E. coli 

mang gen MCR-1 phân lập từ bệnh phẩm phân của một trẻ em bị tiêu chảy [17]. 

Nghiên cứu của Patrick McGann và cộng sự đã phát hiện chủng E. coli sinh 

ESBL mang gen mcr-1 được phân lập từ  1 bệnh nhân nhiễm trùng đường niệu tại 

Mỹ [25] 

Một nghiên cứu khác tại Banlades đã phân lập được chủng E. coli đầu tiên 

mang gen mcr-1 kháng colistin từ bùn thải đô thị và chủng vi khuẩn này còn là một 

chủng đa kháng thuốc, kháng với 11 loại kháng sinh khác nhau được thử nghiệm [50] 

http://aac.asm.org/search?author1=Patrick+McGann&sortspec=date&submit=Submit
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Mới gần đây, nghiên cứu của Yao, Xu và cộng sự đã tìm thấy chủng vi khuẩn E. 

coli THSJ02 mang gen mcr-1 phân lập được từ mẫu cánh gà của một siêu thị tại 

Quảng Châu, Trung Quốc đề kháng với tất cả các loại kháng sinh trừ doxycycline và 

tigecycline. Giải trình tự bằng phương pháp Sanger cho thấy chủng này có ST là 167, 

ngoài mang gen mcr-1 kháng colistin còn mang rất nhiều gen kháng kháng sinh như 

blaNDM-9, fosA3, rmtB, blaCTX-M-65 và floR. Điều đáng chú ý là carbabennem. Nghiên 

cứu cũng chỉ ra rằng, việc tồn tại đồng thời cả 02 gen kháng nguy hiểm mcr-1 và 

NDM-9 trên chủng E. coli trong thịt bán lẻ sẽ có nguy cơ lây truyền những gen kháng 

này vào cộng đồng qua đường tiêu hóa của người. Điều này rất nguy hiểm bởi con 

người sẽ phải đối mặt với nguy cơ không còn thuốc kháng sinh để điều trị nhiễm 

trùng do các vi khuẩn gram âm này gây ra. Vì vậy vấn đề cần thiết và cấp bách hiện 

nay là giám sát chặt chẽ việc sử dụng colistin ở cả người và động vật [118]  

Tại Việt Nam, kết quả nghiên cứu ban đầu của nhóm nghiên cứu của chúng tôi 

và một số nhóm nghiên cứu khác cũng đã tìm thấy các chủng E. coli mang gen mcr-

1 kháng colistin ở trong môi trường, thực phẩm, nước và ở người [9, 60]. 

Trước đó, nghiên cứu của Surbhi Malhotra-Kumar và cộng sự thực hiện sàng 

lọc phát hiện gen mcr-1 bằng phương pháp PCR và giải trình tự Sanger trên 24 

chủng E. coli sinh ESBL trong năm 2014-2015 được phân lập từ mẫu phết trực 

tràng của gà và lợn tại 2 trang trại ở Văn Lâm, Hưng Yên và Hoài Đức, Hà Nội. Kết 

quả nghiên cứu cho thấy: có 9/24 chủng E. coli sinh ESBL phân lập từ gà và lợn 

mang gen mcr-1 (37,5%), 9 chủng này đều kháng colistin với MIC  là 4 mg/L hoặc 

8 mg/L. Giải trình tự gen mcr-1 thấy 100% giống gen mcr-1 phát hiện ở Trung 

Quốc [60]. Nghiên cứu này chỉ xác định được một số ít các chủng E. coli mang gen 

mcr-1 trong vật nuôi ở trang trại mà không đánh giá được các chủng này có lây lan 

vào nguồn nước, thức ăn và người nông dân làm việc trong trang trại. Vì vậy nghiên 

cứu cũng chưa đánh giá được đồng bộ thực trạng tỉ lệ E. coli mang gen mcr-1 ở các 

nguồn trong cộng đồng (ở người, động vật nuôi, thức ăn, nước) và cũng chưa đánh 

giá được cơ chế lan truyền của các chủng này.  

javascript:void(0);
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 Ở Việt Nam, tại thời điểm triển khai nghiên cứu cũng chưa có nghiên cứu nào 

đi sâu về các đặc tính sinh học phân tử để đưa ra các cơ sở khoa học về cơ chế lây 

truyền của các chủng E. coli mang gen mcr-1   kháng colistin từ các nguồn khác nhau 

tại các vùng nông thôn Bắc Bộ. 

1.3.3. Một số đặc điểm về gen mcr-1 và plasmid của các chủng E. coli kháng colistin 

1.3.3.1 Một số đặc điểm về gen mcr-1 

Trước đây, cơ chế kháng colistin do đột biến di truyền xảy ra do mã hoá 

nhiễm sắc thể với mức độ thấp ở một số chủng thuộc họ Enterobacteriaceae có liên 

quan đến các hai thành phần như pmrAB  và phoPQ  và với gen điều hòa mgrB , 

trong đó sự thay đổi lipid A làm giảm ái lực của vi khuẩn với polymyxin [46] 

Gần đây, Liu và các cộng sự [57] đã báo cáo, lần đầu tiên, phát hiên ra gen 

mcr-1 kháng colistin lan truyền qua plasmid của các chủng E. coli và K. pneumoniae 

phân lập từ phân động vật, thịt và từ bệnh phẩm của bệnh nhân ở Trung Quốc. Liu 

và cộng sự đã xác định được gen mcr-1 mã hóa một phosphoethanolamine 

transferase và sự biểu hiện của nó dẫn đến việc bổ sung phosphoethanolamine vào 

lipid A. Kể từ báo cáo đầu tiên, hơn 150 bài báo và báo cáo đã được xuất bản nói về 

mcr-1. Rõ ràng là nó đã tồn tại không bị phát hiện trong nhiều thập kỷ, có phân bố 

trên toàn thế giới, được tìm thấy phổ biến hơn ở động vật thực vật so với ở người 

(đặc biệt là ở E. coli) và tỷ lệ hiện nhiễm đang gia tăng ở những nơi có dữ liệu [56]. 

Hơn nữa, một gen kháng lại colistin qua plasmid thứ hai, có chung nhận dạng 

nucleicide 76,7% với mcr-1, được báo cáo gần đây từ Bỉ [113]. Phần lớn các chủng 

mang mcr-1 vẫn nhạy cảm với các kháng sinh phổ biến khác và tần suất do sự thất 

bại của điều trị colistin đối với các bệnh nhiễm trùng do các chủng biểu hiện mcr-1 

vẫn chưa được báo cáo. Trong nghiên cứu của Liu và cộng sự [56] đã chứng minh 

rằng mcr-1 có khả năng tạo ra các mức độ kháng colistin khác nhau trong các mầm 

bệnh gram âm của ESKAPE và dẫn đến biến đổi phosphoethanolamine lipid A 

trong các chủng vi khuẩn thường gây nhiễm trùng trong y học. 

Cho đến nay, các nghiên cứu đã tìm ra các biến thể của gen mcr-1, kí hiệu từ 

mcr-1.1-mcr-1.10 [58, 65] 
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1.3.3.2. Cấu trúc plasmid mang gen mcr-1 

Trong nghiên cứu của Liu và cộng sự, bằng phương pháp giải trình tự gen đã 

phân tích được cấu trúc của 4 plasmid mang gen mcr-1 từ 04 chủng E. coli phân lập 

được kháng colistin (hình 1.7) 

 

Hình 1.7: Cấu trúc của 04 plasmid mang gen mcr-1 bằng giải trình tự của các 

chủng E. coli phân lập được:  

pHNSHP45: plasmid từ chủng E. coli của phân lợn; 03 plasmid khác  

(pE15004, pE15015 và pE15017) được phân lập từ ba chủng E. coli lâm sàng 

(E15004, E15015 và E15017) [57]. 

Nghiên cứu về plasmid typing mang mcr-1 cho thấy các týp plasmid phổ biến 

hiện nay là: IncHI2, IncI2 và IncP [46] 

1.4. Các kĩ thuật phát hiện kháng kháng sinh và các kĩ thuật sinh học phân tử sử 

dụng trong phát hiện các gen kháng kháng sinh 

1.4.1. Kĩ thuật phát hiện kháng kháng sinh 

1.4.1.1. Kĩ thuật khoanh giấy khuyếch tán  

Phương pháp này nhằm đánh giá độ nhạy cảm với kháng sinh của vi khuẩn 

gây bệnh 

Nguyên lý: Kháng sinh ở trong khoanh giấy sẽ khuếch tán vào thạch. Phương 

pháp này nhằm đánh giá độ nhạy cảm với kháng sinh của vi khuẩn gây bệnh  
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Kháng sinh ở trong khoanh giấy sẽ khuếch tán vào thạch Meuler-hinton có 

chứa các chủng vi khuẩn thử nghiệm. Mức độ nhạy cảm của vi khuẩn với kháng 

sinh được biểu hiện bằng đường kính các vòng vô khuẩn xung quanh khoanh giấy 

kháng sinh [24, 30, 130]. Kỹ thuật này dơn giản, dễ thực hiện, rẻ tiền nhưng độ 

chính xác không cao. 

1.4.1.2. Kĩ thuật xác định nồng độ tối thiểu của kháng sinh (MIC) 

Phương pháp này nhằm mục đích xác định được nồng độ kháng sinh nhỏ nhất 

ức chế sự phát triển của vi khuẩn giúp cho việc lựa chọn và tính toán liều kháng 

sinh hiệu quả  

Nguyên lý: Các chủng vi khuẩn thử nghiệm được nuôi cấy trên các đĩa thạch 

Meuler-hinton có nồng độ kháng sinh khác nhau. Nồng độ kháng sinh tối thiểu có 

tác dụng ức chế vi khuẩn được xác định khi mật độ khuẩn lạc ≤ 3 [24,128] 

Đây là phương pháp rất chính xác để xác định tính nhạy cảm của kháng sinh 

của vi khuẩn tuy nhiên phương pháp này có kỹ thuật phức tạp, mất thời gian nên 

khó áp dụng trên lâm sàng. 

1.4.1.3. Kĩ thuật E-test 

Kĩ thuật này giúp xác định nồng độ ức chế tối thiểu của kháng sinh. Thanh 

giấy E-test chứa các phổ kháng sinh có các nồng độ kháng sinh khác nhau được đặt 

lên đĩa thạch đã được trải huyền dịch vi khuẩn, khả năng ức chế vi khuẩn ở nồng độ 

thấp nhất sẽ được phát hiện ở phổ kháng sinh (điểm gãy) dựa vào đó các bác sỹ có 

thể tính toán liều điều trị hiệu quả cho bệnh nhân[24, 30, 128] 

Kỹ thuật E-test dễ thực hiện, cho kết quả nhanh, chính xác nhưng khá đắt tiền. 

1.4.2. Các kĩ thuật sinh học phân tử nghiên cứu vi khuẩn kháng kháng sinh 

1.4.2.1. Phân tích các plasmid 

Plasmid là yếu tố ADN nằm ngoài nhiễm sắc thể của hầu hết các chủng vi 

khuẩn và có thể xác định qua qui trình ly giải tế bào và điện di trên thạch. Đây cũng 

là cơ chế kháng kháng sinh quan trọng nhất do phần lớn các gen kháng kháng sinh 

của vi khuẩn đều nằm trên các plasmid và có thể lây truyền trong phạm vi loài các 

loài vi khuẩn khác thông qua hình thức tiếp hợp.  
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Bảng 1.2. Ví dụ một số lasmid mang gen kháng kháng sinh [27, 28, 80, 55] 

Vi khuẩn Loại plasmid 
Gen kháng kháng 

sinh trên plasmid 

Khả năng truyền 

plasmid kháng  

kháng sinh* 

E. coli FII; A/C; B/O 
blaCTX-M-, blaSHV, 

blaTEM- và NDM-1 
Có 

K. pneumoniae 
A/C; FI/FII  

và InCL/M 
NDM-1, Oxa-48 Có 

S. typhimurium A/C2 CMY-2-type A Có 

Citrobacter A/C, L/M ArmA, DHA, SHV Có 

Enterocloaceae A/C2 VIM-4, CMY-4 Có 

* Khả năng truyền plasmid kháng kháng sinh được các tác giả thử nghiệm 

thành công trong phòng thí nghiệm. Các chủng “cho” là các chủng vi khuẩn mang 

plasmid kháng kháng sinh, và các chủng “nhận” là các chủng E. coli J53, DH5- 

Việc phát hiện và phân loại plasmid cần phải dựa vào các đặc tính về kiểu gen 

và dựa trên các gen có tính ổn định, đặc biệt là các gen qui định sự nhân lên của các 

plasmid [35]. Năm 1971 Hedges và cộng sự lần đầu tiên đưa khái niệm phân loại 

plasmid dựa trên tính ổn định của plasmid trong khi tiếp hợp [34]. Năm 1988, 

Couturier và cộng sự đã sử dụng kỹ thuật Southern-blotting để phân loại plasmid, 

tuy nhiên phương pháp này có độ đặc hiệu không cao, tương đối phức tạp và không 

thể áp dụng để phân tích với số lượng mẫu lớn [32]. Năm 2005, Carattoli và cộng 

sự phát triển kỹ thuật PCR-based replicon typing, kỹ thuật này sẽ khuếch đại các 

đoạn gen đặc hiệu qui định sự nhân lên của các plasmid quan trọng của các vi khuẩn 

đường ruột [28]. Kỹ thuật này đang được nhiều tác giả sử dụng để phân loại các 

plasmid mang gen kháng kháng sinh, tuy nhiên kỹ thuật này vẫn còn hạn chế do chỉ 

phân loại được các plasmid thuộc nhóm Inc cổ điển [28, 61]. 
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1.4.2.2. Kỹ thuật Southern blotting phát hiện plasmid mang gen kháng kháng sinh 

Đây là kỹ thuật được áp dụng rộng rãi để phát hiện các plasmid mang gen 

kháng kháng sinh 

Nguyên lý: Dùng enzym S1 cắt các ADN mạch đơn của vi khuẩn và giữ lại 

plasmid sau đó được điện di trên thạch. Các plasmid sau khi điện di sẽ đượcchuyển 

sang màng tìm sẽ được phát hiện trên phim 

1.4.2.3. Nghiên cứu khả năng truyền plasmid kháng kháng sinh 

Thông qua hình thức tiếp hợp các plasmid sẽ được chuyển từ tế bào cho sang 

tế bào nhận qua ống pili thông qua hình thức bơm đẩy. Hiện nay kỹ thuật này được 

áp dụng rộng rãi nhằm tìm hiểu khả năng truyền plasmid mang gen kháng kháng 

sinh trong quần thể vi [28, 73]. Ở Việt Nam kỹ thuật này cũng được sử dụng để 

phân tích đặc tính của các vi khuẩn mang plasmid kháng kháng sinh[73]. 

1.4.3. Kỹ thuật PCR phát hiện gen kháng kháng sinh 

Nguyên lý: Tổng hợp ADN trong tế bào được nhân lên theo cơ chế bán bảo 

tồn. Với một cặp mồi đặc hiệu, một đoạn ADN nào đó sẽ được tổng hợp sau mỗi 

chu kì nhiệt của PCR. Đoạn gen đặc hiệu sẽ được phát hiện trên thạch điện di. Đây 

là kỹ thuật được sử dụng rộng rãi trong nhiều lĩnh vực như Y học, sinh học và nông 

nghiệp với nhiều mục đích khác nhau như phát hiện các căn nguyên gây bệnh do vi 

khuẩn hay phát hiện các gen kháng kháng sinh 

1.4.4. Kỹ thuật RADP PCR (Random amplified polymorphic ADN fingerprinting) 

Nguyên lý: sử dụng các đoạn mồi ngẫu nhiên đơn có kích thước ngắn khoảng 

10 nucleotid, qua chu trình nhiệt của phản ửng PCR các đoạn mồi này có thể gắn 

vào nhiều vị trí khác nhau của ADN để khuếch đại ngẫu nhiên các đoạn gen của vi 

khuẩn có kích thước 100-1000 bp. Dựa vào sự khác nhau của các đoạn ADN của 

các chủng có thể so sánh mối liên quan của các chủng vi khuẩn trong các nghiên 

cứu dịch tễ học [89] 

1.4.5. Kỹ thuật điện di xung trường(PFGE) 

Nguyên lý: Kỹ thuật này được sử dụng những enzym phù hợp để cắt ADN 

thành các phân đoạn khác nhau, các phân đoạn này được điện di để phân tách các 
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đoạn từ 1-1000kb. Kỹ thuật này cho phép xác định mối liên quan và nguồn gốc của 

các chủng vi khuẩn ở các vùng và thời gian khác nhau dựa trên sự so sánh các đoạn 

ADN của các chủng vi khuẩn[95]. Hiện nay PFGE được coi là một trong các tiêu 

chuẩn vàng trong phân loại cũng như xác định nguồn gốc vi khuẩn. Ở Việt Nam, kỹ 

thuật PFGE được sử dụng để phân tích mối liên hệ về kiểu gen của các chủng vi 

khuẩn kháng kháng sinh. 

1.4.6. Kỹ thuật Southern blot phân tích hệ gen vi khuẩn 

1.4.6.1. Kỹ thuật Ribotyping 

Tất cả các chủng vi khuẩn đều có một hay nhiều ARNm phân bố quanh nhiễm 

sắc thể, trình tự các operon này có tính bảo tồn cao. Do vậy vi khuẩn sẽ được định 

loại bằng việc sử dụng các đoạn dò hướng trực tiếp tới trình tự ADN mã hóa các 

ARN thông tin này [89] 

1.4.6.2. Kỹ thuật phân tích đa hình chiều dài giới hạn (Restriction Fragment Length 

Polymorphism RFLP) 

Nguyên lý: ADN nhiễm sắc thể hay các plasmid của vi khuẩn sẽ được cắt 

bằng các enzym giới hạn thành những đoạn ADN. Các đoạn ADN sẽ được phân 

tách bằng điện di trên thạch, chuyển lên màng nitrocellulose, sau đó các đoạn cắt 

này sẽ được lai ghép với một đoạn ADN dò đặc hiệu đã được đánh dấu phóng xạ. 

Những đoạn ADN có trình tự axit nucleic bổ xung phù hợp sẽ gắn với đoạn dò và 

được phân biệt dựa vào sự khác nhau về số lượng và kích thước của các phân đoạn 

ADN [35, 89]. Hiện nay kỹ thuật này được sử dụng để phân tích các đặc tính sinh 

học phân tử của các vi khuẩn kháng đa kháng sinh. 

1.4.7. Kỹ thuật Multi Locus Sequence Typing (MLST) 

Đây là kỹ thuật tốt nhất để phân loại kiểu gen của nhiều loại vi khuẩn. Kỹ 

thuật MLST được đánh giá để phân loại kiểu gen tốt hơn kỹ thuật PFGE và RFLP 

và là một trong rất ít các kỹ thuật được gọi là “thư viện” để xắp xếp, phân loại và 

được sử dụng trong các nghiên cứu dịch tễ học của các chủng A. baumannii, qua đó 

có thể xác định các chủng gây dịch, kháng kháng sinh, hay sinh độc tố nhằm giám 

sát sự lây truyền của chúng trong phạm vi quốc gia và trên thế giới [95].  
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1.4.8. Kỹ thuật giải trình tự gen 

Trong nghiên cứu vi khuẩn kháng kháng sinh, kỹ thuật giải trình tự gen được 

sử dụng rộng rãi để giải trình tự các gen kháng kháng sinh cũng như phân tích các 

plasmid mang gen kháng kháng sinh. Đây là một phương pháp chính xác nhất để 

xác định các đặc tính kháng kháng sinh của vi khuẩn. 

Phương pháp giải trình tự gen của Sanger bằng điện di mao quản vẫn luôn 

được coi là chuẩn vàng trong các phương pháp giải trình tự gen hiện nay. Trong 

lĩnh vực nghiên cứu về kháng kháng sinh, phương pháp này chủ yếu được sử dụng 

để giải trình tự các gen kháng vì các gen này thường có kích thước < 2 kb. Tuy 

nhiên với nhu cầu tìm hiểu cấu trúc của các yếu tố di truyền di động (4 ~ 10 kb) hay 

các plasmid mang gen kháng có kích thước từ vài chục đến hàng trăm kb thì 

phương pháp này lại không đáp ứng được. 

Các phương pháp giải trình tự gen thế hệ mới lần đầu ra đời vào năm 2005 đã 

khắc phục những hạn chế của phương pháp giải trình tự truyền thống trước đó. 

Không chỉ có tốc độ lớn mà kỹ thuật mới này còn cho phép thực hiện song song 

một số lượng lớn trình tự trong vòng vài tuần mà nếu dùng phương pháp Sanger sẽ 

phải mất đến hằng năm mới có thể hoàn thành. Mặc dù phương pháp giải trình tự 

gen thế hệ mới sẽ chỉ tạo ra các đoạn trình tự (read) ngắn hơn và có độ chính xác 

thấp hơn so với các đoạn ADN được giải trình tự bằng phương pháp Sanger nhưng 

bù lại với số lượng read rất lớn bao phủ khắp vùng ADN cần giải trình tự sẽ được 

ráp lại để có trình tự ADN cuối cùng với độ chính xác cao hay còn gọi là giải trình 

tự toàn bộ hệ gen (Whole Genome Sequence - WGS). 

Độ chính xác của kỹ thuật WGS phụ thuộc rất nhiều vào bước phân tích dữ 

liệu thu được từ quá trình giải trình tự. Độ tin cậy của dữ liệu thường được căn cứ 

vào coverage. Coverage được sử dụng cho mục đích so sánh các hệ gen để tìm sự 

khác biệt ở từng nucleotide là 20X [127].   

1.5. Các vấn đề cần giải quyết trong nghiên cứu  

- Tỉ lệ các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong cộng đồng (môi trường nước, 

thức ăn) như thế nào? 
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- Liệu các chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin có tồn tại trong hệ tiêu 

hóa của những người lành có tiếp xúc với môi trường và thức ăn bị ô nhiễm với các 

chủng vi khuẩn này không? 

- Mức độ đề kháng kháng sinh của các chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng 

colistin như thế nào? 

- Các chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin có đặc điểm sinh học phân 

tử như ra sao? Cơ chế lan truyền của các chủng này như thế nào? 

 

 

 

 

  



40 
 

CHƯƠNG 2 

ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

 

2.1. Địa điểm nghiên cứu:  

- Địa điểm thu thập mẫu: xã Thanh Hà, huyện Thanh Liêm, tỉnh Hà Nam bao 

gồm bảy thôn: An Hòa, Dương Xá, Quang Trung, Ứng Liêm, Hòa Ngãi, Mậu Chử, 

Thạch Tổ. Địa điểm thực hiện các xét nghiệm phân tích vi sinh: Phòng thí nghiệm 

Kháng sinh-Khoa Vi khuẩn-Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương 

- Địa điểm thực hiện xét nghiệm giải trình tự toàn bộ bộ gen của vi khuẩn 

(WGS): Phòng thí nghiệm Kháng sinh-Khoa Vi khuẩn-Viện Vệ sinh Dịch tễ 

Trung ương 

2.2. Thiết kế nghiên cứu:  

Sử dụng thiết kế mô tả cắt ngang cho toàn bộ nghiên cứu 

2.3. Thời gian nghiên cứu: năm 2015 

Toàn bộ các mẫu sử dụng cho nghiên cứu được thu thập trong nghiên cứu VN 

V1.1 Hà Nam “Xác định tình trạng kháng kháng sinh của hệ vi khuẩn chí trên 

người tình nguyện khoẻ mạnh ở Việt Nam và các tác động của việc sử dụng kháng 

sinh trong cộng đồng” tại thời điểm năm 2015. Tất cả các mẫu sau khi thu nhận lưu 

giữ trong tủ -70ºC tại phòng thí nghiệm kháng kháng sinh, khoa vi khuẩn, viện Vệ 

sinh dịch tễ Trung ương. 

2.4. Đối tượng nghiên cứu 

• Mục tiêu 1: 

Đối tượng nghiên cứu của mục tiêu 1 là toàn bộ các chủng E. coli được phân 

lập từ các mẫu nghiên cứu cấy trên môi trường chọn lọc MAC có colistin 0.5µg/ml 

bao gồm: 

- Mẫu phân người của 80 hộ gia đình sống tại  xã Thanh Hà, Huyện Thanh 

Liêm, tỉnh Hà Nam 

- Mẫu phân động vật nuôi tại 80 hộ gia đình sống tại  xã Thanh Hà, huyện 

Thanh Liêm, Tỉnh Hà Nam 
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- Mẫu thực phẩm thu thập tại 80 hộ gia đình sống tại  xã Thanh Hà, huyện 

Thanh Liêm, Tỉnh Hà Nam 

- Mẫu môi trường (mẫu nước mưa, nước giếng, nước tưới) thu thập tại 80 hộ 

gia đình sống tại  xã Thanh Hà, huyện Thanh Liêm, Tỉnh Hà Nam 

✓ Tiêu chuẩn lựa chọn: các mẫu được lưu trong tủ âm sâu -70ºC, có ghi mã và 

hồ sơ chủng đầy đủ 

✓ Tiêu chuẩn loại trừ: các mẫu không có mã, không rõ hồ sơ chủng 

• Mục tiêu 2: Đối tương nghiên cứu của mục tiêu 2 là các chủng vi khuẩn E. 

coli mang gen mcr-1  phân lập được ở mục tiêu 1 bao gồm: 

- Các chủng vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin phân lập từ phân người. 

- Các chủng vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin phân lập từ phân 

động vật nuôi trong hộ gia đình. 

- Các chủng vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin phân lập từ thức 

ăn của các hộ gia đình. 

- Các chủng vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin phân lập từ môi 

trường (nước mưa, nước giếng, nước tưới) của các hộ gia đình. 

2.5. Cỡ mẫu nghiên cứu  

Cỡ mẫu cho mục tiêu 1 

Vì nghiên cứu là nghiên cứu mô tả cắt ngang nhằm xác định tỷ lệ lưu hành gen 

mcr-1 trong phân người, phân động vật, nước và thực phẩm nên chúng tôi áp dụng 

công thức tính cỡ mẫu cho nghiên cứu ước tính một tỷ lệ:  

                  p x (1-p) 

n = Z2 (1-/2)  x   -----------   (1) 

                  d2 

Trong đó: n: số chủng cần nghiên cứu; p: Tỷ lệ dự đoán; Z1-/2: Hệ số tin 

cậy, với độ tin cậy là 95% (Z (1-α/2)  = 1,96); d: độ chính xác tuyệt đối (d=0.05) 

- Với tỷ lệ vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin trong phân người 

theo các nghiên cứu trước đã báo cáo là 17,6 %[98], nên số mẫu phân 

người cho việc xác định tỷ lệ E. coli mang gen mcr-1 là 222 (n= 222). 
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- Với tỷ lệ vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin trong phân dộng 

vật theo các nghiên cứu trước đã báo cáo là 7,9 % [53], nên số mẫu phân 

động vật cho việc xác định tỷ lệ E. coli mang gen mcr-1 là 112 (n= 112).  

- Với tỷ lệ vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin trong thực phẩm 

theo các nghiên cứu trước đó đã báo cáo là 15 % [57], nên số mẫu thực 

phẩm cho việc xác định tỷ lệ E. coli mang gen mcr-1  là 189 (n=189) 

- Với tỷ lệ vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin trong nước theo 

báo cáo của nghiên cứu trước là 10% [49], nên số mẫu nước cho việc xác định tỷ lệ 

E. coli mang gen mcr-1  là 138 (n=138) 

Từ công thức tính cỡ mẫu trên, nghiên cứu đã tiến hành lựa chọn mẫu như sau: 

Mẫu của nghiên cứu được lựa chọn từ các mẫu phân của người, động vật nuôi trong 

nhà, thức ăn và nước (nước mưa, nước giếng, nước tưới) của 80 hộ gia đình tại xã 

Thanh Hà, huyện Thanh Liêm, tỉnh Hà Nam. Các mẫu nghiên cứu được cấy trên 

môi trường chọn lọc MAC bổ sung colistin 0.5 µg/ml nhằm mục đích thu thập các 

chủng vi khuẩn gram âm có mang gen mcr-1 bao gồm các chủng có biểu hiện kiểu 

hình kháng colistin và các chủng có mang gen kháng nhưng vẫn nhạy với colistin. 

Những mẫu có vi khuẩn mọc, chọn từ 3-5 khuẩn lạc riêng rẽ màu hồng nhạt để cấy 

chuyển tiếp trên thạch thường ủ 37ºC/24h, trong trường hợp trên đĩa chỉ mọc 1 hoặc 

2 khuẩn lạc thì sẽ lấy 1 hoặc 2 khuẩn lạc đó. Việc lựa chọn nhiều hơn một chủng 

trên một mẫu cấy với mục đích làm tăng khả năng phát hiện các chủng E. coli mang 

gen mcr-1của các mẫu nghiên cứu.  Các chủng này được lưu giữ trong môi trường 

LB có glycerol 20% trong tủ -70ºC để làm các thử nghiệm trong nghiên cứu. 

Nghiên cứu đã thu thập được số lượng mẫu và số lượng chủng như sau (Bảng 2.1) 

Bảng 2.1. Số lượng mẫu và chủng phân lập được sử dụng trong nghiên cứu 

Loại mẫu Số lượng mẫu Số lượng chủng  

Phân người 265 649 

Phân động vật 122 271 

Nước 179 103 

Thức ăn 159 201 

Tổng số 725 1224 
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Số lượng cụ thể các chủng vi khuẩn được nghiên cứu trong từng kỹ thuật xét 

nghiệm như sau:  

PCR phát hiện gen mcr-1 trực tiếp từ mẫu: toàn bộ 1224 chủng thu thập được 

từ Bảng 2.1 

Nuôi cấy và định danh vi khuẩn E. coli từ các mẫu dương tính với mcr-1: 

Toàn bộ các chủng dương tính với mcr-1. 

Xác định tính nhạy cảm của các chủng E. coli mang gen mcr-1 với colistin 

bằng kỹ thuật kháng sinh đồ vi pha loãng: Toàn bộ các chủng E. coli dương tính với  

mcr-1. 

Xác định tính nhạy cảm kháng sinh bằng kỹ thuật định lượng nồng độ kháng 

sinh ức chế tối thiểu (MIC): Lựa chọn đại diện các chủng E. coli mang gen mcr-1 

kháng colistin đã được nuôi cấy và định danh dựa trên tiêu chí sau: 

✓ Lấy toàn bộ các chủng có MIC colistin từ 8->16 

✓Các chủng có kháng colistin có cùng một giá trị =4 trong cùng 1 mẫu: chọn 

đại diện ngẫu nhiên 1-2 chủng. 

✓Các chủng có giá trị kháng colistin ở ngưỡng trung gian =2: lựa chọn đại 

diện theo hình thức lấy ngẫu nhiên. 

✓Các chủng có giá trị kháng colistin ở ngưỡng nhạy cảm <2: lựa chọn đại 

diện theo hình thức lấy ngẫu nhiên. 

Cỡ mẫu cho mục tiêu 2:  

Kỹ thuật PFGE: Toàn bộ các chủng E. coli kháng colistin mang gen mcr-1 đã 

được lựa chọn để đánh giá tính nhạy cảm kháng sinh bằng kỹ thuật định lượng nồng 

độ kháng sinh ức chế tối thiểu (MIC). 

Kỹ thuật giải trình tự toàn bộ bộ gen (WGS): Lựa chọn các chủng đại diện và 

có chủ đích từ nhóm chủng đã làm PFGE: của các nhóm gen tương đồng > 90% từ 

kết quả PFGE thu được sẽ được lấy đại diện. Nếu không có các nhóm tương đồng 

>90% từ PFGE sẽ sử dụng toàn bộ.  
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Sơ đồ tóm tắt các bước nghiên cứu 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- Thu thập mẫu phân người trong hộ gia 

đình 

- Thu thập mẫu phân động vật nuôi trong 

hộ gia đình 

- Thu thập mẫu thực phẩm sử dụng trong 

hộ gia đình: thịt gà, thịt lợn, rau… 

- Thu thập mẫu nước giếng, nước mưa, 

nước tưới của hộ gia đình 

Quy trình thu 

thập mẫu của 

đề tài ICF Ha 
Nam VN 1.1 

Thu thập mẫu 

Kỹ thuật xét 

nghiệm PCR 
phát hiện gen 

mcr-1 

 

Cấy mẫu trên môi trường tăng sinh chọn lọc 
với colistin. Thu thập chủng vi khuẩn gram 

âm kháng colistin → Phát hiện gen mcr-1 từ 

chủng thu thập  
  Mục tiêu 1:  

Xác định tỷ lệ 

chủng E. coli 
mang gen mcr-1 

kháng colistin 

phân lập được từ 

phân người và vật 

nuôi, thực phẩm, 

nước tại xã Thanh 

Hà, huyện Thanh 

Liêm, Hà Nam, 

năm 2015. 

Nuôi cấy và định 

danh vi khuẩn 
trên máy 

MALDI TOF 
 

Cấy chủng vi khuẩn gram âm kháng colistin 

mang gen mcr-1 trên môi trường thạch 
thường, ủ 37ºC trong 18-24h. Lựa chọn các 

khuẩn lạc phân lập được tiến hành định danh 

→ thu thập các chủng E. coli 

 

Đánh giá mức độ nhạy cảm kháng sinh của 

các chủng E. coli mang gen mcr-1 với 
colistin và một số kháng sinh thuộc các 

nhóm kháng sinh thường dùng 

Kỹ thuật đánh 

giá nồng độ 

kháng sinh ức 

chế tối thiểu 
(MIC) 

 

Kỹ thuật 

PFGE 

Phân tích mối liên hệ kiểu gen của các chủng 

E. coli mang gen mcr-1 thu thập được  Mục tiêu 2: 

Xác định một số 

đặc điểm sinh 

học phân tử 

chủng E. coli 

mang gen mcr-1 

đã phân lập 

được 

 

Kỹ thuật  

tiếp hợp 

Xác định cơ chế lan truyền của gen mcr-1 

của các chủng E. coli 

Kỹ thuật giải 

trình tự toàn 

bộ bộ gen 

(WGS) 

Xác định cấu trúc di truyền của các yếu tố di 

truyền di động mang gen kháng kháng sinh 

Phân loại các plasmid mang gen mcr-1 



45 
 

2.6. Phương pháp lấy mẫu và kỹ thuật xét nghiệm 

Bảng 2.2 Tóm tắt phương pháp lấy mẫu và kỹ thuật xét nghiệm 

Mục tiêu Phương pháp lấy mẫu Kỹ thuật xét nghiệm 

Mục  

tiêu 1 

-  Mẫu phân người: 5g /mẫu 

-  Mẫu phân động vật: 5g/ mẫu  

-  Mẫu thực phẩm: 100g/mẫu 

-  Mẫu môi trường ngoại cảnh: 100ml 

nước sinh hoạt gia đình /mẫu 

Thu thập theo thường qui của đề 

tài ICF Hà Nam VN V1.1  

(phụ lục 1-5) 

- Nuôi cấy phân lập và định danh 

vi khuẩn 

- Kỹ thuật PCR xác định gen mcr-1 

- Xác định tính nhạy cảm kháng 

sinh: MIC 

Mục  

tiêu 2 

Chủng vi khuẩn E. coli mang gen 

mcr-1 kháng colistin phân lập từ 

mục tiêu 1 

-  Kỹ thuật PFGE 

- Kỹ thuật giải trình tự toàn bộ bộ 

gen (Whole Genome Sequencing-

WGS) 

- Kỹ thuật tiếp hợp 
 

2.6.1. Kĩ thuật nuôi cấy và phân lập vi khuẩn 

Các mẫu nghiên cứu được nuôi cấy và phân lập theo quy trình sau: 

Bước 1: Chuẩn bị môi trường thạch MacConkey có bổ sung colistin 0,5µg/ml 

(Thạch MacConkey hãng Oxoid, UK. Colistin bột Sigma, USA). Cân thạch tương 

ứng với số mẫu cần cấy, hòa trong nước cất với tỉ lệ theo yêu cầu của nhà sản xuất, 

tiệt trùng ở 121ºC trong 15 phút. Để thạch về nhiệt độ 40ºC, bổ sung colistin nồng 

độ 0,5µg/ml nhẹ nhàng lắc đều. 

Bước 2: sử dụng ăng 1 µl lấy mẫu phân người và động vật cấy trên thạch 

MacConkey có bổ sung colistin 0.5µg/ml và ủ 37ºC trong 18-24h. Đối với mẫu 

nước vầ thực phẩm, lấy 1 µl dung dịch canh thang LB + glycerol 20% lưu chủng 

cấy trên thạch MacConkey có bổ sung colistin 0.5µg/ml và ủ 37ºC trong 18-24h.  

Bước 3: Chuẩn bị thạch thường (Nutrien Agar-hãng Oxoid, UK) 
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Bước 4: Trên mỗi đĩa cấy, chọn 3-5 khuẩn lạc riêng rẽ màu hồng nhạt cấy 

chuyển từng khuẩn lạc sang thạch thường ủ 37ºC trong 18-24h. Những đĩa mọc 1 

đến 2 khuẩn lạc thì lấy 1-2 khuẩn lạc đó. Ghi số lượng chủng tương ứng mỗi mẫu 

nghiên cứu. Các đĩa không có vi khuẩn mọc được ghi nhận là các mẫu không có 

chủng vi khuẩn gram âm kháng colistin. 

Chuẩn bị ống eppendorf lưu chủng: 1,5ml LB broth + glycerol 20% (LB broth 

hang Oxoid, UK) 

Bước 5: Kiểm tra lại các chủng được cấy trên thạch thường có thuần hay không 

bằng mắt thường. Các chủng có nhiễm 2 loại khuẩn lạc sẽ được cấy lại từ đầu 

Các đĩa chủng thuần sẽ được đánh mã số và lưu chủng trong ống Eppendorf có 

1,5ml LB broth + glycerol 20% và bảo quản ở -70ºC để làm các thử nghiệm trong 

nghiên cứu. 

2.6.2. PCR phát hiện gen mcr-1 

2.6.2.1. Tách chiết ADN:   

Các chủng vi khuẩn gram âm kháng colistin đã phân lập được trên thạch 

thường để qua đêm ở nhiệt độ 370C. Lấy 4-5 khuẩn lạc hòa tan trong 200 µl dung 

dịch đệm PBS đun cách thủy 950C/5 phút, li tâm 13000 vòng/phút trong 15 phút. 

Thu nước nổi làm khuôn mẫu cho phản ứng PCR. 

2.6.2.2. Quy trình xét nghiệm PCR phát hiện mcr-1:  

- Nguyên lý: Sử dụng cặp mồi đặc hiệu để khuếch đại đoạn gen mcr-1 kháng 

colistin của vi khuẩn bằng phản ứng PCR. Quá trình này được lặp lại nhiều lần để 

tổng hợp hàng triệu bản sao của đoạn gen từ một vài phân tử ADN ban đầu qua đó 

có thể phát hiện được các đoạn gen bằng cách nhuộm, điện di sản phẩm và chụp 

dưới đèn UV. 

▪ Mồi cho phản ứng PCR: chúng tôi sử dụng trình tự mồi được thiết kế bởi Liu 

và cộng sự (2016)[57]. 

Trình tự của mồi như sau:  

+ mcr-1 F (5’-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3’)  

+ mcr-1 R (5’-CTTGGTCGGTCTGTAGGG-3’) [57] 
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Kích thước gen mcr-1: 309 bp 

▪  Thiết lập và tối ưu phản ứng PCR để phát hiện gen mcr-1  

Thành phần phản ứng PCR phát hiện gen mcr-1: 

Thành phần phản ứng 1 mẫu (µl) 

2X Master-Mix (GoTaq® ADN Polymerase: 400µM 

dATP, 400µM dGTP, 400µM dCTP, 400µM dTTP 

và 3mM MgCl2) 

10 

Mồi 
mcr-1-F 0,5 

mcr-1-R 0,5 

Nước 8 

ADN 2 

Tổng số: 20µl 

- Chu trình nhiệt cho phản ứng PCR 

Các bước Nhiệt độ Thời gian 

Biến tính 94ºC 4 phút 

Biến tính 94ºC 36 giây         30 chu kỳ 

Gắn mồi 55 ºC 36 giây  

Tổng hợp 72ºC 50 giây 

Kết thúc 72ºC 5 phút 

Giữ ở nhiệt độ 4ºC 

• Các bước thực hiện: 

Bước 1: Chuẩn bị mẫu ADN đã được tách chiết cần làm PCR. Ghi sơ đồ xét 

nghiệm 

Bước 2: Pha dung dịch Master-Mix + mồi + nước cất tương ứng với số mẫu 

cần làm, trộn đều và chia đều mỗi tube PCR 18 µl. 

Bước 3: Nhỏ vào mỗi tube 2 µl AND mẫu 

Bước 4: Thực hiện quá trình khuếc đại trên máy PCR  

Bước 5: Điện di sản phẩm PCR: dựa trên nguyên lý của kỹ thuật điện di là sự 

chuyển động của các phân tử tích điện trong dung dịch dưới tác động của dòng điện, các 

sản phẩm PCR sẽ được điện di trên thạch điện di agarose nồng độ 1,5% + 3 µg/100 ml 
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thạch Redsafe- chất nhuộm DNA trong đệm TAE 1X trong 30 phút. Sau khi điện di 

xong gel được chụp lại bằng máy chụp ảnh gel để phát hiện gen mcr-1. 

Bước 6: Phân tích kết quả.  

Đánh giá chất lượng của phản ứng PCR: sử dụng mẫu chứng dương và chứng âm và 

thang chuẩn ladder 1000 kb. Phản ứng PCR có giá trị khi chứng dương mcr-1 có lên 

band của gen mcr-1 và không xuất hiện band ở mẫu chứng âm. Nhận định kết quả 

mẫu: Các mẫu có xuất hiện băng có cùng kích thước với chứng dương được xác 

định là các mẫu có chủng vi khuẩn gram âm mang gen mcr-1. 

 

Hình 2.1. Hình ảnh minh họa kết quả pcr phát hiện gen mcr- 1  

2.6.3. Kỹ thuật định danh vi khuẩn bằng máy MALDI TOF  

Nguyên lý: Hệ thống định danh MALDI TOF được sử dụng để định danh vi 

khuẩn/vi nấm bằng cách sử dụng kỹ thuật khối phổ để xác định dấu ấn protein đặc 

trưng của một vi sinh vật. Phổ đại diện cho dấu ấn protein được dung để định danh 

chính xác mỗi vi khuẩn cụ thể bằng cách so sánh với thư viện khổ của các dòng vi 

khuẩn/vi nấm. 

Các bước thực hiện 

- Chuẩn bị chủng thuần: cấy chủng cần định danh trên thạch thường trong 24 giờ  

- Phết mỗi mẫu khuẩn lạc thuần lên một vị trí (spot) của đĩa MALDI target. 

- Để mẫu khô ở nhiệt độ phòng. 
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- Cho 1 µl dung dịch HCCA Matrix lên mỗi vị trí mẫu và để khô ở nhiệt độ phòng 

- Cho đĩa MALDI target vào máy để thực hiện định danh. 

Nhận định kết quả 

- Kết quả có Score ≥ 2: Độ tin cậy cao, có thể chính xác đến cấp độ loài. 

- Kết quả có Score < 2: loại bỏ mẫu do không phải là chủng E. coli 

Kiểm tra chất lượng bằng hóa chất nội kiểm IVD Bacterial Test Standard 

(IVD BTS) 

Các chủng sau khi định danh bằng máy MALDI TOF sẽ được thực hiện thêm 

test indole. Chủng được xác định là E. coli khi có kết quả định danh trên máy 

MALDI TOF được xác định là E. coli và test indole (+)  

2.6.4. Kỹ thuật đánh giá nồng độ kháng sinh ức chế tối thiểu (MIC)  

Đánh giá nồng độ kháng sinh ức chế tối thiểu (MIC) được thực hiện bằng 2 kỹ 

thuật: Kỹ thuật vi pha loãng trong canh thang (Broth microdilution MIC test) được 

sử dụng để đánh giá MIC của colistin và kỹ thuật pha loãng trong thạch (agar 

dilution MIC test): được sử dụng để đánh giá các kháng sinh còn lại. 

Các bước thực hiện của kỹ thuật đánh giá nồng độ kháng sinh ức chế tối thiểu 

bao gồm:  

 

 

 

 

 

 

 

 

Lựa chọn kháng sinh cần đánh giá 

Chuẩn bị dung dịch kháng sinh stock, chủng cần đánh giá, chủng QC 

Cho chủng vào các đĩa/tube/plate có nồng độ KS tùy từng phương pháp sử dụng và ủ 

Xác định nồng độ kháng sinh cuối cần pha và cách phiên giải kết quả 

Đánh giá QC 

Báo cáo kết quả 
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2.6.4.1. Kỹ thuật vi pha loãng trong canh thang (Broth microdilution MIC test)  

Bước 1: Chuẩn bị môi trường và chủng chuẩn: Chúng tôi sử dụng môi trường 

là dung dịchMueller-Hinton Broth (MHB) (Oxoid, UK). Chủng E. coli ATCC 

25922 và E. coli ATCC 13846 được sử dụng để QC môi trường đảm bảo các chủng 

vi khuẩn gram âm có thể mọc tốt trên mỗi mẻ môi trường đã chuẩn bị.  

Bước 2: Chuẩn bị chủng 24 giờ: Cấy riêng rẽ các chủng chuẩn E. coli ATCC 

25922, E. coli ATCC 13846 và các chủng nghiên cứu trên thạch thường, ủ ở 37ºC 

trong vòng 18-24 giờ. 

Bước 4: Chuẩn bị dung dịch colistin Stock: Colistin sulfat stock 51200 µg/ml.  

Bước 5: Chuẩn bị dung dịch colistin pha loãng:  

- Pha loãng 1/10: 50 µl stock + 450 µl nước cất để được dung dịch colistin 

5120 µg/ml. Sử dụng 900 µl MHB + 100 µl colistin nồng độ 5120 µg/ml để được 

dung dịch colistin nồng độ 512 µg/ml. Tiếp tục hạ bậc nồng độ kháng sinh colistin 

xuống 64 µg/ml bằng cách pha theo tỷ lệ: 1 dung dịch KS + 7 MHB  

- Thêm 800 µl dung dịch chứa colistin 64 µg/ml vào 12 ống tube vô trùng. Hút 

50 µl thạch MHB không có kháng sinh vào tất cả các giếng của plate. Dùng pippet 

đa kênh (12 kênh) hút 50 µl dung dịch colistin 64 µg/ml vào các giếng hàng A, hút 

trộn đều và lấy 50 µl để chuyển sang các giếng hàng C, làm tương tự cho đến giếng 

cuối cùng, bỏ đi 50 µl ở hàng cuối cùng.  Các giếng của plate được chia đều dung 

dịch colistin sau khi đã được pha loãng ở các nồng độ khác nhau theo theo sơ đồ 

dưới đây: 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 32 

B 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 

C 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 8 

D 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 

E 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

F 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

G 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

H 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 0.25 
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Cho thêm 50 µl MHB không có colistin sang một plate khác để đánh giá sự 

phát triển của các chủng trong môi trường MHB của mỗi mẻ chạy. 

Bước 6: Chuẩn bị canh khuẩn 106 Mcfarland để cho vào plate kháng sinh đã 

pha: pha loãng 100 lần bằng cách pha canh khuẩn 108 Mcfarland trong nước muối 

0.9% và hút 900 µl MHB + 100 µl canh khuẩn 108 Mcfarland trộn đều. Hút chuyển 

100 µl canh khuẩn đã pha + 900 µl MHB trộn đều. Dung dịch cuối cùng là canh 

khuẩn 106 Mcfarland. 

Bước 7: Hút 50 µl canh khuẩn 106 Mcfarland vào plate có các nồng độ colistin 

đã pha ở trên bao gồm cả chủng ATCC E. coli ATCC 25922 và E. coli ATCC 

13846. Giếng chứng âm (Negative control -NC) không có chứa canh khuẩn. Cho 

canh khuẩn vào plate có môt trường MHB không có kháng sinh để kiểm tra môi 

trường MHB. 

Bước 8: Trộn đều và ủ các plate ở nhiệt độ 35 ± 2ºC trong 16-20 giờ.   

Diễn giải kết quả: 

- Điều kiện để kết quả đạt: 

+ Giếng chứng âm: không có vi khuẩn mọc ở tất cả các nồng độ 

+ Giếng kiểm tra môi trường MHB: Vi khuẩn mọc tốt 

+ Giếng E. coli ATCC 25922: MIC colistin trong khoảng: 0.25 µg/ml -2 µg/ml 

+ E. coli ATCC 13846: MIC colistin: 2-4 µg/ml 

- Đọc kết quả: MIC của chủng vi khuẩn được xác định là nồng độ colistin nhỏ 

nhất mà có thể ức chế hoàn toàn vi khuẩn mọc ở đáy giếng, được nhận biết bằng 

mắt thường. Phiên giải kết quả MIC colistin nhạy và kháng theo tiêu chuẩn của 

CLSI 2018[107] 

+ Chủng có MIC colistin ≤ 2 µg/ml: Nhạy với colistin 

+ Chủng có MIC colistin >2 µg/ml: Kháng với colistin 

2.6.4.2. Kỹ thuật pha loãng trong thạch (agar dilution MIC test): được sử dụng để 

đánh giá các kháng sinh còn lại 

Mục đích: Phương pháp pha loãng trong thạch để xác định nồng độ ức chế tối 

thiểu của kháng sinh với các chủng vi khuẩn đường ruột theo khuyến cáo của CLSI.  

Nguyên lý: của các kỹ thuật này là nồng độ kháng sinh tăng dần trong môi 

trường nuôi cấy, khi đạt đến một nồng độ nhất định nó sẽ ức chế được sự phát triển 

của vi khuẩn.   



52 
 

Các bước tiến hành:  

Bước 1: Cấy riêng rẽ chủng chuẩn E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 

27853 và các chủng nghiên cứu ra đĩa thạch Mueller Hinton (Becton Dikinson, 

Mỹ), ủ ở 35-37oC trong 18 – 24 giờ.  

Bước 2: Pha loãng bậc 2 các loại kháng sinh (Sigma, Mỹ) trong đệm PBS vô trùng:  

+ Nhóm β-lactam: Ampicillin 

+ Nhóm Carbapenem: Imipenem (IPM), Meropenem (MEM); 

+  Nhóm Cephalosporins: Ceftazidime (CAZ), Cefotaxime (CTX); Cefepim (FEP) 

+ Nhóm Aminoglycosid (gentamicin (GM), amikacin (AK)) 

+ Nhóm Sulfamid: Sulfamethoxazon và trimethoprim (SXT) 

+ Nhóm Fluoroquinolones: Ciprofloxacin (CIP); 

Bước 3: Chuẩn bị các đĩa thạch Mueller-Hinton có chứa kháng sinh theo các nồng 

độ đã pha loãng. 

Bước 4: Chuẩn bị huyền dịch vi khuẩn 

        - Dùng que cấy vô trùng lấy 1 khuẩn lạc của các chủng đã nuôi cấy hòa tan vào 

2 ml nước muối sinh lý vô trùng và trộn đều bằng máy lắc vortex.  

- Độ đục của huyền dịch vi khuẩn sẽ được so sánh với độ đục chuẩn 0,5 của 

thang McFarland. 

- Pha loãng 100 lần huyền dịch vi khuẩn bằng cách lấy 20 µl huyền dịch này 

cho vào 2 ml nước muối sinh lý vô trùng để được huyền dịch nồng độ 106 vi 

khuẩn/ml. 

- Hút 0,5 ml huyền dịch vi khuẩn nồng độ 106 vi khuẩn/ml cho vào mỗi giếng 

của phiến inox 32 giếng theo sơ đồ số của các chủng theo sơ đồ dưới đây: 
 

 1 2 3 4  

5 6 7 8 9 10 

11 12 13 14 15 16 

17 18 19 20 21 22 

23 24 25 26 27 28 

 29 30 
Chủng 

chuẩn #1 

Chủng 

chuẩn #2 
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Bước 5: Cấy các chủng đã chuẩn bị trên các đĩa thạch có săn x kháng sinh 

Dùng bộ đinh cấy inox 32 đầu chấm vào các giếng trên phiến, sau đó đặt nhẹ nhàng 

(không để chân đinh ấn sâu vào thạch), chính xác (chỉ đặt 1 lần, không di chuyển) 

lên đĩa thạch không có kháng sinh.  

- Tiếp tục chấm và đặt lên các đĩa thạch đã có sẵn kháng sinh từ nồng độ thấp 

đến nồng độ cao.  

- Cuối cùng trước khi kết thúc, chấm vào đĩa thạch MH không có kháng sinh 

một lần nữa để làm chứng.  

- Để các đĩa thạch ở nhiệt độ phòng trong 30 phút cho khô. 

Bước 6: Ủ ở 37ºC trong vòng 18-24 giờ, đọc kết quả. 

Diễn giải kết quả: - Đảm bảo chất lượng xét nghiệm: tất cả các chủng mọc tốt ở 2 

đĩa đầu và cuối (không chứa kháng sinh); nồng độ kháng sinh tối thiểu ức chế sự 

phát triển của 2 chủng chuẩn nằm trong khoảng cho phép theo tiêu chuẩn CLSI 

(2018) với 10 loại kháng sinh kể trên. Kết quả nồng độ kháng sinh ức chế tối thiểu 

của các chủng được xác định là nhạy (S), trung gian (I) hay kháng (R) khi so sánh 

kết quả với bảng dưới đây (Bảng 2.4) [78, 96]. 

Bảng 2.3. Diễn giải kết quả đọc MIC của các kháng sinh 

Tên kháng sinh 
Nhạy (S) 

(µg/ml) 

Trung gian(I) 

(µg/ml) 

Kháng (R) 

(µg/ml) 

Ampicillin 8 16 32 

Ceftazidim 4 8 16 

Cefotaxim 1 2 4 

Cefepim 4 8 16 

Gentamicin 4 8 16 

Ciprofloxacin 1 NA 4 

Sulfamethoxazon/Trimethoprim 2 NA 4 

Amikacin 16 32 64 

Imipenem 1 2 4 

Meropenem 1 2 4 
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+ Đọc kết quả, lần lượt đọc từ đĩa thạch có nồng độ kháng sinh thấp nhất. 

Nồng độ MIC được xác định ở đĩa môi trường mà ở đó các vi khuẩn bị ức chế phát 

triển, nên mật độ vi khuẩn giảm hẳn chỉ còn 1-3 khuẩn lạc mọc.  

+ Ở nồng độ thấp nhất, không có vi khuẩn mọc thì kết quả được ghi nhận là: 

nhỏ hơn hoặc bằng nồng độ đó (≤). Trong trường hợp đến nồng độ cao nhất mà vẫn 

thấy vi khuẩn mọc thì kết quả được ghi nhận là lớn hơn nồng độ đó (>). 

+ Kết quả MIC của các chủng sẽ được so sánh với nồng độ ranh giới kháng 

(bảng 2.4) để phân biệt thành 3 mức độ nhạy cảm, kháng hay ở mức độ trung gian: 

nhạy cảm, trung gian hoặc kháng. 

2.6.5. Phân tích mối liên hệ kiểu gen bằng kỹ thuật PFGE 

Mục đích: Kỹ thuật PFGE được sử dụng để phân tích mối liên hệ kiểu gen của các 

chủng vi khuẩn kháng kháng sinh. Kỹ thuật này cho phép xác định mối liên quan và 

nguồn gốc của các chủng vi khuẩn ở các vùng và thời gian khác nhau dựa trên sự so 

sánh các đoạn AND của các chủng vi khuẩn 

Nguyên lý: Kỹ thuật PFGE sử dụng những enzym phù hợp để cắt AND thành các 

phân đoạn khác nhau, các phân đoạn này được điện di để phân tách các đoạn từ 1-

1000 kb. Các đoạn AND của các chủng vi khuẩn sẽ được so sánh để phân biệt sự 

giống và khác nhau của các chủng vi khuẩn. 

Các bước thực hiện: 

- Tách chiết ADN của vi khuẩn trong đệm thạch  

- Lấy một khuẩn lạc của các chủng vi khuẩn mang gen mcr-1 và chủng chuẩn 

Salmonella Braenderup H9812 trên đĩa thạch LB được nuôi cấy qua đêm ở 37ºC 

cấy vào 10ml môi trường LB lỏng, lắc 120 vòng/phút ở 37ºC trong 6-8 giờ. Ly tâm 

4000 vòng x 20 phút loại dịch nổi thu cặn tế bào vi khuẩn. 

- Trộn cặn tế bào với 200 µl dung dịch TE. Nhỏ 200µl dung dịch thạch 

Seakem gold 1%, (chuẩn bị trong đệm TBE, 0,5X), trộn đều và nhỏ hỗn dịch vào 

khuôn tạo gel để tạo plug, đợi cho đến khi thạch đông. 

- Chuyển các plug sang các tube 2ml có chứa 2ml dung dịch ly giải tế bào 

(1mg/ml protein K, 1% N-lauroylsarcosin trong 0.5M EDTA pH 8.0). 
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- Ủ các tube ở 55ºC qua đêm trong bể ủ nhiệt, lắc nhẹ nhàng. Cắt ADN vi 

khuẩn bằng enzym giới hạn XbaI. 

- Cắt chromosomal ADN của vi khuẩn đã tách chiết trong thạch bằng Enzym 

giới hạn XbaI (cho E. coli, Enterobacter spp. và K. pneumoniae) và ApaI (cho 

Acinetobacter) nồng độ 40UI/ miếng thạch ở 37ºC trong vòng 14-16 giờ. 

- Sản phẩm cắt ADN sẽ được điện di bằng bộ điện di CHEF-DR III (Bio-Rad 

laboratories, Richmond, Calif) trên thạch Seakem gold 1%, ở hiệu điện thế 6V/cm 

trong 19 giờ ở nhiệt độ 140C, thời gian một xung từ 25 đến 60s và góc điện trường 

là 120 độ. 

- Sau khi điện di gel sẽ được nhuộm trong dung dịch ethidium bromide và 

chụp ảnh, các đoạn cắt ADN của các chủng vi khuẩn sẽ được so sánh với nhau và 

với chủng chuẩn S. braenderup H9812 được chạy song song để làm thang chuẩn. 

- Phân tích mối liên hệ kiểu gen của các chủng vi khuẩn E. coli kháng colistin 

mang gen mcr-1 bằng phần mềm Bionumeric- 6.5 để tạo cây phả hệ. 

2.6.6. Kỹ thuật giải trình tự toàn bộ hệ gen của vi khuẩn (Whole Genome 

Sequence - WGS) 

Mục đích: Kỹ thuật giải trình tự toàn bộ bộ gen nhằm xác định trình tự nucleotide 

của toàn bộ bộ gen của vi khuẩn từ đó có thể đánh giá được mối liên hệ kiểu gen, 

các gen kháng kháng sinh, các yếu tố di truyền động mang gen kháng kháng sinh 

của các chủng vi khuẩn kháng kháng sinh. 

Quy trình giải trình tự gen các chủng E. coli được mô tả chi tiết ở phần Phụ lục 7. Vật 

liệu nghiên cứu: Mô tả chi tiết ở Phụ lục 6  

Tóm tắt các bước thực hiện:  

-  Các chủng E. coli mang gen mcr-1 được nuôi cấy trong môi trường LB ở 37oC 

từ 18- 24 giờ.  

- Tách ADN tổng số bằng hệ thống tách chiết tự động QIAcube (Qiagen).  

- Định lượng ADN bằng kit và máy đo nồng độ Qubit (ThermoFisher Scientific).  
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- Thiết lập thư viện ADN sử dụng kit NexteraXT (Illumina) theo hướng dẫn 

của nhà sản xuất. 

- Giải trình tự gen bằng máy MiSeq (Illumina), sử dụng bộ kit MiSeq Reagent 

V3; 2x 300 chu kỳ).  

-  Thực hiện lắp giáp de novo assembly để xây dựng bộ gen của vi khuẩn của 

mỗi chủng từ dữ liệu các đoạn ADN ngắn  trên phần mềm SPASdes v3.14.1[19] 

-  Sử dụng các phần mềm Resfinder, Plasmidfinder database để tìm gen kháng 

kháng sinh và phân loại plasmid. MLST được sử dụng để xác định kiểu trình tự của 

mỗi chủng vi khuẩn[93] 

-  IQ-TREE v1.6.11 được sử dụng để thiết lập cây phả hệ[72] 

- Các bước xử lý và phân tích trình tự tiếp theo (Hình 2.2) được thực hiện tại 

Viện Vệ sinh dịch tễ Trung ương (phối hợp với Đơn vị nghiên cứu lâm sàng Trường 

Đại học Oxford - OUCRU).   

-  Phân tích in silico giúp xác định gen mcr-1 nằm trên nhiễm sắc thể hay 

plasmid. Phối hợp kết quả phân tích dữ liệu của trình tự đọc ngắn (short-read) và 

trình tự đọc dài (long-read) của kỹ thuật Oxford Nanopore để xây dựng cấu trúc gen 

của plasmid mang gen mcr-1[126]. 
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Hình 2.2. Các bước phân tích dữ liệu WGS để xác định các đặc điểm phân tử 

của chủng mang gen mcr-1  
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2.6.7. Kỹ thuật tiếp hợp đánh giá sự lan truyền gen mcr -1 qua plasmid 

Bước 1: Chuẩn bị chủng nhận: 

+ Cấy chủng “nhận” E. coli J53 vào 5ml môi trường LB + 100 µg/ml Sodium 

azide (Sigma, Mỹ), ủ 37oC qua đêm.  

+ Hút 50 µl hỗn dịch nuôi cấy chứa vi khuẩn E. coli J53 sang đĩa thạch 

MacConkey (Oxoid, Anh) + 100 µg/ml Sodium azide, ủ 37oC qua đêm.  

+ Cấy chuyển 1 khuẩn lạc E. coli J53 sang bình tam giác chứa môi trường 

LB, ủ 37oC qua đêm, lắc nhẹ. 

Bước 2: Chuẩn bị chủng cho: 

+  Cấy chủng vi khuẩn “cho” (chủng   có plasmid mang gen kháng kháng sinh  

mcr-1 đã kiểm tra bằng PCR ) lên đĩa thạch MacConkey có chứa 2 g/ml meropenem, 

ủ 37oC qua đêm. 

+ Chọn một khuẩn lạc chủng “cho” cấy sang 3ml canh thang LB có chứa 

2g/ml meropenem, ủ 37oC trong 5-6 giờ (OD 600=0,5). 

Bước 3: Thực hiện tiếp hợp 

- Ly tâm hỗn dịch nuôi cấy chứa chủng cho và chủng nhận: 6.000 vòng/phút x 

5 phút. Loại bỏ nước nổi. 

- Cho 600 µl nước muối sinh lý vào rửa cặn chủng.  

- Ly tâm 6.000 vòng/phút x 5 phút. Loại bỏ nước nổi để lại 100 µl, bổ sung 

thêm 100 µl LB rồi nhẹ nhàng hòa tan cặn.  

- Hoàn nguyên tube chứa E. coli J53 với 1 ml LB. Trộn nhẹ. 

- Cho 100 µl cặn E. coli J53 vào mỗi tube có 100 µl cặn chủng nghiên cứu. 

Trộn nhẹ.  

- Hút 25 µl hỗn hợp chủng cho và chủng nhận + 75 µl nước muối sinh lý cấy 

lên đĩa thạch MacConkey chứa 2 µg/ml MEM + 100 µg/ml Sodium azide, ủ 37oC 

qua đêm. 
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- Chỗ hỗn hợp còn lại ủ tiếp 2 tiếng rồi hút 25 µl hỗn hợp chủng cho và chủng 

nhận + 75 µl nước muối sinh lý cấy lên đĩa thạch MacConkey có 2 µg/ml MEM + 

100 µg/ml Sodium azide, ủ 37oC qua đêm. 

Bước 4: Xác định kết quả tiếp hợp 

- Chọn khuẩn lạc E. coli J53 màu đỏ tươi mọc trên môi trường chọn lọc (chứa 

sodium azide và meropenem) cấy sang đĩa thạch MHA. 

- Kiểm tra các gen mcr-1 của các chủng E. coli J53 bằng kỹ thuật PCR (như 

mục 2.6.2). Các chủng E. coli J53 có mang gen mcr-1 là bằng chứng chứng minh 

thực nghiệm tiếp hợp đã thành công trong việc truyền gen qua plasmid từ các 

“chủng cho” là các chủng E. coli mang gen mcr-1 nằm trên plasmid.  

2.7. Biến số và chỉ số trong nghiên cứu 

- Thông tin chung về các loại mẫu thu thập được: loại mẫu, số lượng mẫu, địa 

điểm, thời gian thu thập mẫu 

- Số lượng chủng E. coli thu thập được từ các loại mẫu: mẫu phân người, mẫu 

phân động vật (chó, gà, vịt, lợn), mẫu thịt (lợn, gà), mẫu môi trường (nước mưa, 

nước giếng, nước tưới). 

- Tỷ lệ chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin được phân lập từ phân người. 

- Tỷ lệ chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin được phân lập từ các mẫu 

phân động vật nuôi  

- Tỷ lệ chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin được phân lập từ thực 

phẩm (thịt, rau) 

- Tỷ lệ chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin được phân lập từ nước 

(nước mưa, nước giếng, nước tưới). 

- Đặc điểm kháng kháng sinh của các chủng vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 

kháng colistin. 

- Mối liên hệ kiểu gen các chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin bằng 

kỹ thuật PFGE.  
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- Mối liên hệ về kiểu gen và sequence type của các chủng E. coli mang gen 

mcr-1 trong nghiên cứu.  

-  Cơ chế lan truyền qua trung gian plasmid của các chủng vi khuẩn mang 

gen mcr-1 

- Cấu trúc của các yếu tố di truyền di động mang gen mcr-1  của các chủng E. 

coli phân lập được trong nghiên cứu. So sánh với cấu trúc của các yếu tố di truyền 

di động mang gen mcr-1  của một số chủng E. coli phân lập trên lâm sàng. 

2.8. Phương pháp thu thập thông tin  

Các thông tin được thu thập theo phiếu điều tra in sẵn và được tiến hành bởi 

các nghiên cứu viên đã được tập huấn (Phụ lục 1) 

2.9. Xử lý và phân tích số liệu 

- Quản lý số liệu bằng phần mềm exel 

- Phân tích đặc tính SHPT: Sử dụng phần mềm FinchTIVI, DNA-blast, Bio-

numeric-6.5, Inter plasmid Analyzing tool 

- Kết quả được trình bày dưới dạng bảng, đồ thị, biểu đồ    

2.10. Khống chế sai số 

- Các qui trình lấy mẫu được thực hiện theo quy trình chuẩn của dự án ICF Ha 

Nam VN V1.1(Phụ lục 1). 

- Chủng chuẩn quốc tế E. coli ATCC 25922 được thử nghiệm song song với 

các chủng E. coli mang gen mcr-1 về tính nhạy cảm kháng sinh theo tiêu chuẩn 

CLSI mới cập nhật 

- Sử dụng các đoạn mồi đặc hiệu để phát hiện gen mcr-1 bằng kĩ thuật PCR và 

giải trình tự gen 

- Giải trình tự toàn bộ bộ gen được thực hiện tại viện Vệ sinh dịch tễ Trung 

ương. Bộ dữ liệu thu được đảm bảo chất lượng với Q score >30 

2.11. Đạo đức trong nghiên cứu 

Đảm bảo các nguyên tắc đạo đức trong nghiên cứu y sinh học 

- Đối tượng được cung cấp thông tin và đồng ý tham gia nghiên cứu 
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- Thông tin được bảo mật 

- Nguy cơ thấp đối với đối tượng tham gia nghiên cứu 

- Bệnh nhân được thông báo kết quả xét nghiệm và được tư vấn 

- Nghiên cứu đã được chấp thuận của Hội đồng đạo đức trong nghiên cứu y 

sinh học trước khi triển khai. Giấy chấp thuận của hội đồng đạo đức trong nghiên 

cứu sinh số IRB-VN1057-38/2016. 
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CHƯƠNG 3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Tỷ lệ vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin phân lập được từ người 

và động vật nuôi, thực phẩm và nước tại xã Thanh Hà, Thanh Liêm, Hà Nam, 

năm 2015 

3.1.1. Đặc điểm chung về các loại mẫu được thu thập trong nghiên cứu 

Bảng 3.1. Số lượng các loại mẫu thu thập theo các thôn và hộ gia đình tại xã 

Thanh Hà, huyện Thanh Liêm, tỉnh Hà Nam năm 2015 

Địa điểm thu 

thập(thôn) 

Số hộ được 

thu thập 

Số mẫu 

phân 

người thu 

thập 

Số mẫu phân 

động vật 

được thu 

thập 

Số mẫu 

thực phẩm 

được thu 

thập 

Số mẫu môi 

trường được 

thu thập 

An Hòa 6  19 9 12 19 

Quang Trung 10 37 19 19 23 

Dương Xá 16 49 23 36 32 

Ứng Liêm 11 41 20 22 26 

Hòa Ngãi 17 56 15 29 36 

Mẫu Chử 13 45 20 27 25 

Thạch Tổ 7 18 16 14 18 

Tổng số 80 265 122 159 179 

Nghiên cứu sử dụng các mẫu phân người (n=265), phân động vật nuôi trong 

nhà (n=122), mẫu thức ăn của các hộ gia đình(n=159) và mẫu nước của các hộ gia 

đình bao gồm nước mưa, nước giếng và nước tưới (n=179) được thu thập vào tháng 

thứ 2 của nghiên cứu thuần tập tiến cứu kéo dài trong 6 tháng ở 80 hộ gia đình 

thuộc 7 thôn của xã Thanh Hà, huyện Thanh Liêm, tỉnh Hà Nam trong năm 2015. 

Các mẫu được lựa chọn ngẫu nhiên.   
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3.1.2. Tỷ lệ mẫu có chứa chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập được từ người 

người, động vật nuôi, thực phẩm và nước 

Các mẫu được lựa chọn đã được cấy trên môi trường thạch MacConkey có 

chứa 0,5 µg/ml. Trên mỗi mẫu cấy, lựa chọn từ 1-5 khuẩn lạc màu hồng (khuẩn lạc 

Enterobacteriaceae). Các chủng Enterobacteriaceae được tiếp tục làm PCR để phát 

hiện gen mcr-1 và được định danh để xác định các chủng E. coli gen mcr-1. Kết quả 

thu được như sau: 

Bảng 3.2: Tỷ lệ mẫu có chứa chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập được từ 

phân người,  phân động vật, thực phẩm và nước 

Loại mẫu 

Tổng số 

mẫu 

 

Số mẫu có chủng 

Enterobacteriaceae 

mọc trên môi trường 

MAC + 0.5 µg/ml colistin 

Tỷ lệ mẫu có E. coli 

mang gen mcr-1 

Số lượng Tỷ lệ (%) 

Phân người 

(PN) 
265 221(83,3%) 97 36,6 

Phân động vật 

nuôi (PĐVN) 
122 97 (79,5%) 42 34,4 

Thức ăn (TĂ) 159 72 (72,5%) 6 3,8 

Nước (N) 179 156 (87,1%) 15 8,4 

Tổng số 725 546 (75,3%) 160 22,1 

 

Trong tổng số 725 mẫu phân người, phân động vật, thức ăn, nước được cấy 

trên môi trường thạch MacConkey có chứa 0,5 µg/ml colistin có 546 mẫu có 

Enterobacteriaceae (khuẩn lạc màu hồng) chiếm 75,3%. 

Tất cả các loại mẫu (phân người, phân động vật, thức ăn, nước) đều phát hiện 

có các chủng E. coli mang gen mcr-1. Tỷ lệ mẫu được xác định có chủng E. coli 

mang gen mcr-1 bao gồm: phân người 36,6%; phân động vật 34,4%; thức ăn 3,8%; 

nước 8,4%.  
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3.1.3. Tỷ lệ chủng vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 phân lập được từ người,  

động vật nuôi, thực phẩm và nước 

Tổng số chủng Enterobacteriaceae thu thập được từ tất cả các loại mẫu là 1224 

chủng. Sau khi làm PCR và định danh để xác định E. coli mang gen mcr-1, các 

chủng E. coli này được tiếp tục xác định MIC đối với colistin bằng kỹ thuật kháng 

sinh vi pha loãng trong thạch. Kết quả thu được như sau: 

 

Biểu đồ 3.1: Tỷ lệ chủng vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 phân lập được từ 

người, động vật nuôi, thực phẩm và nước 

Trong số 1224 chủng Enterobacteriaceae phân lập được có 649 phận lập được 

từ phân người, 271 chủng phân lập được từ phân động vật nuôi, 201 chủng phân lập 

được từ thức ăn và 103 chủng phân lập được từ nước. Trong đó có 398 chủng E. 

coli mang gen mcr-1 (Biểu đồ 3.1). Trong số 398 chủng E. coli mang gen mcr-1 có: 

236 chủng phân lập từ phân người chiếm 36,4% trong đó 15,3% có biểu hiện kiểu 

hình kháng colistin và 21,1% chỉ có biểu hiện kiểu gen; 99 chủng phân lập từ phân 

63,6%

n= 413

63,5%

n=172

76,6%

n=154

84,5%

n=87

21,1%

n=137

26,2%

n=71

11,9%

n=24
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10,3%
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Tỷ lệ chủng vi khuẩn E.coli  mang gen mcr-1  

Chủng  E.coli mang gen mcr-1 có kháng colistin

Chủng E.coli mang gen mcr-1 không kháng colistin 

Chủng Enterobacteriacea không phải E.coli

Tỉ lệ phần trăm
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động vật chiếm 36,6% trong đó 10,3% có biểu hiện kiểu hình và 26,2% có biểu hiện 

kiểu gen; 47 chủng phân lập từ thức ăn chiếm 23,3% trong đó 11,4% có biểu hiện 

kiểu hình và 11,9% có biểu hiện kiểu gen; 16 chủng phân lập từ nước chiếm 15,5% 

trong đó 9,7% có biểu hiện kiểu hình và 5,8% có biểu hiện kiểu gen (Biểu đồ 3.1). 

Sự phổ biến của các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong các loại mẫu (phân 

người, phân động vật nuôi, thức ăn, nước) trong hộ gia đình được thể hiện ở biểu đồ 

heatmap với mỗi dòng ngang là số mẫu phân người, động vật nuôi, thức ăn và nước 

của một hộ gia đình. Màu đỏ là các mẫu được xác định có E. coli mang gen mcr-1, 

màu hồng là mẫu không có E. coli mang gen mcr-1:  

 

         Ghi chú: PN1, PN2, PN3, PN4: các mẫu phân người trong cùng hộ gia đình; PĐVN1, PĐVN2, PĐVN3: các mẫu phân động vật 

trong cùng hộ gia đình; TĂ: Mẫu thức ăn trong hộ gia đình; N1, N2, N3: Các mẫu nước trong cùng hộ gia đình 

Biểu đồ 3.2: Heatmap sự phân bố của các chủng E. coli mang gen mcr-1 

ở 69 hộ gia đình 

Mã hộ PN1 PN2 PN3 PN4 PĐVN1 PĐVN2 PĐVN3 TĂ1 N1 N2 N3
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H011
H017
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H110
H111
H114
H117
H119
H127
H130
H131
H136
H137
H138
H144
H145
H146
H147
H150
H151
H152
H154
H155
H156
H168
H171
H175
H193
H194
H197
H198
H199
H202
H204
H212
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dương 
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Mẫu Âm 

tính với 

mcr-1 
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Khi xác định sự phổ biến của các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong các loại 

mẫu (phân người, phân động vật nuôi, thức ăn, nước) trong hộ gia đình, kết quả 

nghiên cứu cho thấy: Chủng E. coli mang gen mcr-1 được tìm thấy ở 69/80 hộ gia 

đình lấy mẫu nghiên cứu. Các chủng E. coli mang gen mcr-1 được tìm thấy cả ở 

mẫu phân của các cá thể sống trong cùng hộ gia đình và/hoặc phân động vật 

và/hoặc thức ăn và/hoặc nước uống trong cùng một hộ gia đình. Tỷ lệ tìm thấy > 2 

loại mẫu trong cùng hộ gia đình có chủng E. coli mang gen mcr-1 là 47,8% (33/69 

hộ). Tỷ lệ hộ gia đình có > 2 người cùng sống trong một hộ gia đình đều có chủng 

E. coli mang gen mcr-1 là 37,7% (26/69 hộ) (Biểu đồ 3.2) 

3.1.4. Mức độ nhạy cảm colistin của các chủng E. coli mang gen mcr-1  

Bảng 3.3. Kết quả thử nghiệm nồng độ ức chế tối thiểu colistin của các chủng 

E. coli mang gen mcr-1 phân lập được 

Loại mẫu 

Tổng số 

chủng 

(n) 

MIC Colistin (µg/ml) 

≤ 2 4 8 ≥16 

PN 236 137(58,1%) 87 (36,9%) 7 (2,97%) 5(2,12%) 

PĐVN 99 71(71,7%) 23 (23,2%) 1 (1,01%) 4 (4,04%) 

TĂ 16 6 (37,6%) 3 (18,6%) 2(12,5%) 5 (31,3%) 

N 47 24 (51,1%) 15 (31,9%) 1 (2.13%) 7(14.9%) 

Tổng số 398 238 (59,8%) 128 (32,2%) 11 (2,8%) 21 (5,2%) 

 * Ghi chú: PN: phân người; PĐVN: phân động vật nuôi; TĂ: thức ăn; N: nước 

Khi đánh giá mức độ nhạy cảm với colistin của 398 chủng E. coli mang gen 

mcr-1 thông qua thử nghiệm nồng độ ức chế tối thiểu bằng kỹ thuật vi pha loãng, 

kết quả nghiên cứu cho thấy: số chủng có biểu hiện kiểu gen mà không có biểu hiện 

kiểu hình chiếm tỷ lệ cao ở tất cả các loại mẫu: mẫu phân động vật nuôi là 71,7%, 
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phân người là 58,1%). Trong số 160 chủng mang gen mcr-1 có biểu hiện kiểu hình 

kháng colistin, đa số có MIC colistin là 4 µg/ml -128/160 chủng (chiếm 80% số 

chủng kháng colistin). Các chủng E. coli mang gen mcr-1 có biểu hiện kiểu hình 

kháng colistin được tìm thấy ở trên cả 4 loại mẫu: phân người, phân động vật nuôi, 

thức ăn và nước (Bảng 3.3). 

3.1.5. Tỷ lệ phân bố của gen mcr-1 trên NST và plasmid của các chủng E. coli 

Bảng 3.4. Sự phân bố của các chủng E. coli mang gen mcr-1 nằm trên NST và 

plasmid 

Loại mẫu 
mcr-1 

subtype 

Chủng mang 

gen mcr-1 

nằm trên NST 

Chủng mang 

gen mcr-1 nằm 

trên Plasmid 

Chủng mang 

gen mcr-1 

nằm trên NST 

và Plasmid 

Tổng 

số 

PN mcr-1.1 10 35 0 45 

PĐVN mcr-1.1 5 23 1 29 

TĂ mcr-1.1 3 0 0 3 

N mcr-1.1 5 4 1 10 

Tổng số mcr-1.1 23 62 2 87 

  p < 0,001   

* Ghi chú: PN: phân người; PĐVN: phân động vật; TĂ: thức ăn; N: nước 

Nhận xét: Gen mcr-1 kháng colistin ở các chủng E. coli được tìm thấy ở cả 

trên NST và plasmid. Số lượng gen mcr-1 nằm trên plasmid chiếm 71,2% (n=62) và 

trên NST là 26,4% (n=23). Đặc biệt có 2 chủng có gen mcr-1 nằm đồng thời trên 

NST và plasmid trong đó 01 chủng phân lập từ nước và 01 chủng từ động vật. 

100% gen mcr-1 có subtype là mcr-1.1 
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3.1.6.  Mức độ nhạy cảm kháng sinh của các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong 

phân người và động vật nuôi, thức ăn và nước 

Bảng 3.5:  Kết quả thử nghiệm nồng độ kháng sinh ức chế tối thiểu với các 

chủng E. coli mang gen mcr-1  

Mức độ 

kháng 
Loại mẫu AM CAZ CTX FEP GM AK CIP IMP MEM SXT 

Kháng 

PN 
97,6 

(160/164) 

9,8 

(16/164) 

7,9 

(13/164) 

4,3 

(7/164) 

49,4 

(81/164) 

1,2 

(2/164) 

39,6 

(65/164) 
0 0 

93,9 

(154/164) 

PĐVN 
98,5 

(64/65) 
0 

4,6 

(3/65) 
0 

29,2 

(19/65) 
0 

47,7 

(31/65) 
0 0 

89,2 

(58/65) 

TĂ 
100 

(16/16) 
0 0 0 

43,75 

(7/16) 

6,25 

(1/16) 

81,3 

(13/16) 
0 0 

81,3 

(13/16) 

N 
100 

(32/32) 
0 0 0 

31,3 

(10/32) 
0 

31,3 

(10/32) 
0 0 

96,9 

(31/32) 

Trung 

gian 

PN 0 0 0 
0,6 

(1/164) 

0,6 

(1/164) 

0,6 

1/164) 
0 0 

1,2 

(2/164) 
0 

PĐVN 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

TĂ 0 0 0 0 0 0 0 
12,5 

(2/16) 
0 0 

N 0 0 0 0 0 0 0 
9,48 

(3/32) 
0 0 

Nhạy 

PN 
2,4 

(4/164) 

90,2 

(148/164) 

92,1 

(151/164) 

95,1 

156/164) 

50,0 

(82/164) 

98,2 

(161/164) 

60,4 

(99/164) 

100 

(164/164) 

98,8 

(162/164) 

6,1 

(10/164) 

PĐVN 
1,5 

(1/65) 

100 

(65/65) 

95,4 

(62/65) 

100 

(65/65) 

70,8 

(46/65) 

100 

(65/65) 

52,3 

(34/65) 

100 

(65/65) 

100 

(65/65) 

10,8 

(7/65) 

TĂ 0 
100 

(16/16) 

100 

(16/16) 

100 

(16/16) 

56,3 

(9/16) 

93,8 

(15/16) 

18,8 

(3/16) 

87,5 

(14/16) 

100 

(16/16) 

18,8 

(3/16) 

N 0 
100 

(32/32) 

100 

(32/32) 

100 

(32/32) 

68,7 

(22/32) 

100 

(32/32) 

68,7 

(22/32) 

90,6 

(29/32) 

100 

(32/32) 

3,1 

(1/32) 

* Ghi chú: PN: phân người; PĐVN: phân động vật nuôi; TĂ: thức ăn; N: nước 

Kết quả thử nghiệm nồng độ kháng kháng sinh của các chủng E. coli mang 

gen mcr-1 trong phân người, phân động vật nuôi, thức ăn và nước cho thấy: các 

chủng có mức độ đề kháng cao với các nhóm kháng sinh thông thường, nhiều chủng 

kháng có MIC ở ngưỡng cao. Kết quả được thể hiện ở bảng 3.5:  Các chủng E. coli 

đề kháng kháng sinh ampicillin (thấp nhất 97,6%- cao nhất 100%) phần lớn các 

chủng kháng có MIC với ampiciliin > 128µg/ml. Các chủng E. coli đề kháng 

gentamicin có tỉ lệ thấp nhất 29,2% và cao nhất 49,4%), đa số các chủng kháng 
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gentamincin có MIC ≥ 64 µg/ml (70/109 chủng). Các chủng E. coli đề kháng 

ciprofloxacin (thấp nhất 39,6% - cao nhất 81,3%), trong đó trên 50% số chủng 

kháng có MIC ≥ 16 µg/ml (60/114 chủng). SXT có tỷ lệ đề kháng rất cao, tỉ lệ thấp 

nhất 71,7% và cao nhất 93,9% với MIC >16 µg/ml chiếm 238/240 chủng.  

 

Bảng 3.6. Số lượng các chủng E. coli mang gen mcr-1 đa kháng kháng sinh 

Loại mẫu 

Tổng số 

chủng 

(n) 

Số chủng kháng 

≥ 3 KS 

Số chủng kháng toàn bộ 

kháng sinh nhóm β-

lactam 

PN 164 87 (53,1%) 6 (3,7%) 

PĐVN 65 32(49,2%) 1 (1,5%) 

TĂ 16 13 (81,3%) 0 (0%) 

N 32 11 (34,4%) 0 (0%) 

Tổng số 277 143 (51,6%) 7 (2,5%) 

* Ghi chú: PN: phân người; PĐVN: phân động vật nuôi; TĂ: thức ăn; N: nước 

Bảng 3.6 cho thấy tỷ lệ các chủng mang gen đa kháng kháng sinh chiếm tỷ lệ 

rất cao. Tỷ lệ chủng E. coli kháng từ 3 nhóm kháng sinh trở lên là >50%. Đặc biệt 

có 7 chủng kháng toàn bộ kháng sinh nhóm β-lactam bao gồm 6 chủng phân lập từ 

phân người và 1 chủng phân lập từ phân động vật 

Nghiên cứu đã thực hiện thử uôinghiệm phát hiện khả năng sinh ESBL của 

277 chủng này. Kết quả cho thấy trong số các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong 

nghiên cứu, có 7 chủng sinh ESBL bao gồm: 4 chủng phân lập từ phân người và 3 

chủng phân lập từ phân động vật. Có 2 chủng phù hợp giữa kiểu hình và kiểu gen: 

có sinh ESBL và biểu hiện kiểu hình là kháng toàn bộ nhóm β-lactam. 
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3.2. Đặc điểm sinh học phân tử của các chủng vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 

phân lập được trong nghiên cứu 

3.2.1. Các gen kháng kháng sinh của các chủng E. coli mang gen mcr-1 

Giải trình tự toàn bộ bộ gen 87 chủng E. coli mang gen mcr-1, kết quả phân 

tích các gen kháng kháng sinh như sau: 

 

 

Biểu đồ 3.3: Heatmap sự có mặt các gen KKS của các chủng E. coli mang gen 

mcr-1 được xác định bằng giải trình tự toàn bộ bộ gen (n=87) 

Loại mẫu

Tê n  mẫu W125.1W102.1W15.4W21.3W145.1W168.2W173.2W169.2W171.1W8.4HS 149.2HS 169.2HS 170.2HS 190.1HS 141.3HS 142.2HS 144.3HS 145.2HS 161.1HS 36.4HS 41.2HS 54.5HS 50.3HS 26.2HS 28.3HS 31.3HS 32.2HS 34.1HS 125.2HS 104.3HS 201.1HS 116.1HS 119.2HS 202.2HS 140.1HS 138.1HS 77.3HS 55.1HS 4.1HS 234.2HS 235.2HS 215.2HS 238.2HS 252.3HS 255.2HS 260.2HS 261.4HS 257.2HS 259.1HS 18.3HS 194.3HS 2.1HS 2.2HS 237.3HS 6.1F100.3F56.1F79.5AS 6.2AS 74.3AS 81.1AS 18.2AS 26.3AS 23.2AS 21.2AS 12.3AS 73.2AS 56.2AS 71.3AS 68.1AS 69.2AS 52.1AS 39.2AS 45.3AS 33.2AS 43.1AS 37.3AS 93.1AS 104.2AS 102.1AS 114.4AS 116.2AS 108.1AS 109.1AS 120.3AS 111.1AS 6.1

AAC(3)-IIa

AAC(3)-IIc

AAC(3)-IV

AAC(6')-Ib7

APH(3'')-Ib

APH(3')-IIa

APH(3')-Ia

APH(4)-Ia

APH(6)-Id

aadA

aadA17

aadA2

aadA22

aadA5

kdpE

ampC

TEM-1

TEM-122

TEM-135

TEM-150

CARB-3

CTX-M-14

CTX-M-15

CTX-M-55

MCR-1

MCR-3

bacA

pmrF

QnrS1

QnrS2

dfrA12

dfrA14

dfrA15

dfrA16

dfrA17

sul1

sul2

sul3

catI

catIl

cmlA6

floR

  Tetracyclin tetM

emrE

Mrx

     Lincosamid linG

acrA

acrB

acrD

acrE

acrF

acrS

baeR

baeS

CRP

cpxA

emrA

emrB

emrK

emrR

emrY

eptA

evgA

evgS

gadW

gadX

marA

mdtA

mdtB

mdtC

mdtE

mdtF

mdtG

mdtH

mdtM

mdtN

mdtO

mdtP

mdfA

mefB

msbA

qacH

tolC

ugd

yojI

Gen điều hòa

 bơm đẩy

        Colistin

     Quinolon

Trimethoprim

  Sulfonamid

  Phenicol

  Macrolid

Nước Phân người Thức ăn Phân động vật

Aminoglycosid

        β-lactam
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Giải trình tự toàn bộ bộ gen của 87 chủng E. coli mang gen mcr-1, nghiên cứu 

của chúng tôi đã phát hiện được 46 loại gen KKS của 9 nhóm kháng sinh. Số lượng 

gen KSS nhiều nhất là: gen KKS nhóm β-lactam (ampC -95,4%; blaTEM-1-54,0%; 

blaTEM-135-24,1%); gen KKS nhóm aminoglycoside (kdpE-58,6; aadA2-49,5%; 

aadA-42,5%; và APH6-Id-39,8%; AAC(3)-IIa-14,9%; AAC(3)-IIb-11,5%); gen KKS 

nhóm quinolone (qnrS1-43,7% và qnrS2-5,8%); gen KKS trimethoprim (dfrA12-

49,4%; dfrA14-19,5%) và sulfonamid (sul1-12,6%; sul2-44,8%; sul3-56,3%); gen 

KKS nhóm phenicol (catlI-13,8%; cmlA6-44,8%;  floR-52,8%); gen KKS nhóm 

tetracyclin (tetM-32,2%) (Biểu đồ 3.3) 

Bảng 3.7. Phân bố các gen KKS theo loại mẫu và tỷ lệ kháng kháng sinh của 

các mẫu giải trình tự 

KS 

PN PĐVN TĂ N 

Tỷ lệ 

KKS 

(%) 

n=52 

Tỷ lệ 

mang 

gen (%) 

n=52 

Tỷ lệ 

KKS 

(%) 

n=32 

Tỷ lệ 

mang 

gen 

n=32 

Số 

chủng 

KKS  

n=3 

Số 

chủng 

mang 

gen 

n=3 

Số 

chủng 

KKS 

n=10 

Số 

chủng 

mang 

gen 

n=10 

AM 94,2 100 96,9 100 3 3 10 10 

CAZ 9,6 

34,6 

0 

21,9 

0 

3 

0 

4 CTX 9,6 3,1 0 0 

FEP 5,8 1 0 0 

GEN 42,3 

73,1 

37,5 

81,3 

n= 2 

2 

3 

9 

AK 0 0 n= 1 0 

CIP 44,2 51,9 50 50 n=3 1 4 6 

IMP 0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

MEM 0 0 0 0 

SXT 90,4 76,9 84,4 81,3 3 2 10 8 
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Nhận xét: Bảng 3.7 cho thấy các chủng E. coli phân lập từ mẫu phân người và 

phân động vật đều có biểu hiện kiểu gen và kiểu hình KKS ampicillin rất cao (100% 

và 94,2%). Các KS nhóm cephalosporin bao gồm Ceftazidim (CAZ), Cefotaxim 

(CTX) và Cefepim (FEP) tuy có biểu hiện ở kiểu hình KKS còn thấp (9,6%, 9,6%, 

5,8% ở người và 0%, 3,1%, 1,0% ở động vật) nhưng tỷ lệ các chủng mang gen KKS 

ở nhóm này khá cao. Tỷ lệ mang gen KKS nhóm này ở các mẫu phân người là 

34.6% và ở phân động vật là 21,9%. Chưa phát hiện được chủng và gen KKS nhóm 

carbapenem. Nhóm KS quinolon (CIP) có tỷ lệ kháng cao và tỷ lệ KKS của kiểu 

hình và kiểu gen tương đương nhau trong khi đó nhóm SXT lại có tỷ lệ KKS ở kiểu 

hình cao hơn kiểu gen ở cả mẫu phân người và phân động vật. 

Nghiên cứu không đánh giá tỷ lệ KKS của các chủng E. coli phân lập từ nước 

và thức ăn do số chủng phân lập được quá ít. 

3.2.2. Mối liên hệ về kiểu gen giữa các chủng vi khuẩn mang gen mcr-1 

3.2.2.1. Xác định mối liên hệ về kiểu gen của các chủng E. coli mang gen mcr-1 bằng 

kỹ thuật PFGE 

 

 Hình 3.1: Hình ảnh đại diện kết quả điện di xung trường của đại diện một số 

chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập được 
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Hình 3.2: Mối liên hệ kiểu gen của các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập 

tại Hà Nam 
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Hình 3.3: Mối liên hệ về kiểu gen của các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân 

lập tại Hà Nam (tiếp) 
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Hình 3.4: Mối liên hệ kiểu gen của các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập 

tại Hà Nam (tiếp) 
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Hình 3.5: Mối liên hệ về kiểu gen của các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân 

lập tại Hà Nam (tiếp) 
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Hình 3.6: Mối liên hệ về kiểu gen của các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân 

lập tại Hà Nam (tiếp) 

Kết quả phân tích kiểu gen của 240 chủng E. coli mang gen mcr-1 bằng kỹ 

thuật PFGE (từ hình 3.3-3.6) cho thấy các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong 

nghiên cứu  có sự đa dạng về kiểu gen. Kết quả phân tích Phylogenetic tree đã xác 

định được 58 cụm chủng có kiểu gen tương đồng cao với mức độ giống nhau về 

kiểu gen  ≥ 90%. Trong số các cụm chủng có kiểu gen giống nhau, các cụm chủng 

có các chủng E. coli mang gen mcr-1 giống nhau  được phân lập từ cùng 1 mẫu 

chiếm 68.9% (40 cụm chủng). 18 cụm chủng giống nhau còn lại là các chủng phân 

lập được từ các mẫu phân người, phân động vật nuôi, thức ăn và nước trong cùng 

một hộ và giữa các hộ khác nhau. 
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3.2.3. Đặc điểm sinh học phân tử của các chủng E. coli mang gen mcr-1 bằng kỹ 

thuật giải trình tự toàn bộ hệ gen 

3.2.3.1. Đặc điểm phân bố các sequence type của các chủng vi khuẩn E. coli mang 

gen mcr-1 trong nghiên cứu  

Nghiên cứu đã lựa chọn được 98 chủng để giải trình tự toàn bộ bộ gen nhằm 

phân tích sâu hơn về đặc điểm sinh học phân tử cũng như sự phân bố của các STs 

của các chủng E. coli trong cộng đồng. 

 

Hình 3.7: Cây phân loại core genome và sequence type của các chủng vi khuẩn 

E. coli mang gen mcr-1 phân lập tại Hà Nam 

Hình 3.7 cho thấy: các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập từ phân người, 

phân động vật nuôi và môi trường nước có sự phân bố rất đa dạng về kiểu gen. Có 

56 các sequence types (STs) khác nhau.  
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Bảng 3.8. Tỷ lệ phân bố các STs trong quần thể các chủng E. coli mang gen 

mcr-1 phân lập được 

Loại 

mẫu 

Tổng số 

mẫu 

(n) 

Tổng số 

STs 
Các ST phổ biến 

PN 45 37 ST10 (n=3); ST48 (n=3);  

ST93 (n=3); ST191 (n=3) 

PĐVN 29 22 ST10 (n=4); ST48 (n=3)  

TĂ 3 3 ST48; ST189; ST2075 

N 10 7 ST48 (n=2); ST155 (n=2); ST206 (n=2) 

Tổng 87 56 ST48 (n=9); ST10 (n=8); ST206 (n=7) 

* Ghi chú: PN: phân người; PĐVN: phân động vật nuôi; TĂ: thức ăn; N: nước 

Bảng 3.8 cho thấy các ST phổ biến trong cộng đồng bao gồm ST48 (10,3%; 

n=9); ST10 (9,2%; n=8); ST206 (8,1%; n=7) 

Bảng 3.9. Các chủng E. coli mang gen mcr-1 có cùng STs chung được phân lập 

từ các loại mẫu trong cùng hộ gia đình 

ST 

chủng 
Mã hộ Mã mẫu Loại mẫu 

mcr-1 

chromosom/ 

mcr-1 plasmid 

Loại plasmid 

mang gen mcr-1 

155 H137 
H32.2 PN chromosom  

AS23.2 PĐVN Plasmid IncHI1B, Inc X1 

10 H154 
AS71.1 PĐVN Plasmid IncI2 

AS71.3 PĐVN Plasmid IncI2 

48 H175 
H202.2 PN Plasmid 

IncHI1B, IncHI2A 

IncN 

AS69.2 PĐVN Plasmid IncX4 

206 H275 
AS114.4 PĐVN Plasmid IncI2 

W168.2 N Plasmid IncI2 

191 H314 

H257.2 PN Plasmid IncHI1B, IncHI2A 

H259.1 PN Plasmid IncHI2, IncN 

W173 N Plasmid IncHI2A, IncHI2, IncN 
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Bảng 3.9 cho thấy: có 5/69 (7,25%) hộ có tìm thấy các chủng có cùng ST được 

phân lập từ các loại mẫu khác nhau như từ mẫu của người - động vật, mẫu động vật-

nước, mẫu người-người và mẫu từ người - nước trong cùng một hộ gia đình 

3.3. Kết quả xác định đặc điểm plasmid, cơ chế lan truyền qua trung gian plasmid 

và cấu trúc di truyền động của các chủng vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 

3.3.1. Xác định đặc điểm của các plasmid mang gen mcr-1 

 

Biểu đồ 3.4: Biểu đồ Venn các loại replicon của plasmid mang gen mcr-1 của các 

chủng E. coli. (Các replicon nằm ở các đường tròn khác nhau là các replicon của 

các plasmid nằm trên các loại mẫu khác nhau. 

Biểu đồ 3.4 cho thấy có 6 loại replicon của plasmid mang gen mcr-1 của các 

chủng E. coli phân lập từ các mẫu nước. 06 type này cũng được tìm thấy ở các chủng 

E. coli phân lập từ phân động vật và phân người. Các chủng E. coli phân lập từ phân 

người và phân động vật nuôi đều có chung 12 type plasmid mang gen mcr-1. Có 1 

type plasmid mang gen mcr-1 (IncX2) chỉ có ở chủng phân lập từ phân. 

 

  

IncX2

IncP

IncX1 IncX4

IncFIA IncFIC

IncY

IncHI2A

Inc HI2

IncHI1B

IncI2

IncN

IncFIB

Chú thích: 

□: mẫu nước 

□: mẫu phân động vật 

: mẫu phân người 
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Bảng 3.10: Số lượng và loại plasmid mang các gen mcr-1  

 

Bảng 3.10 trình bày về số lượng và các loại plasmid mang gen mcr-1 được tìm 

thấy trong nghiên cứu. Có nhiều loại plasmid mang gen mcr-1, trong đó có các 

plasmid mang một đơn vị sao chép (single replicon) và plasmid mang nhiều đơn vị 

sao chép (multireplicon). Sự kết hợp của các loại replicon đơn trên tạo ra 20 loại 

multireplicon plasmid khác nhau. Các replicon đơn thường gặp trong cộng đồng là 

IncI2 (n=8, 12,1%), IncP (n=7, 10,6%), InX4 (n=5, 7,6%)   

 

  

 

STT Replicon_formula (In silico) 

Số chủng  

 (short read) 

Kích thước  

(Kb) Loại mẫu 

1 IncFIA  3 150 - 300 Phân người + động vật 

2 IncFIA : IncFIC : rep2327 1 50 -100 Phân động vật 

3 IncFIB : IncHI1B 2 100 - 150 Phân động vật + nước 

4 IncFIB : IncHI1B : IncHI1B 2 150 - 200 Phân người + động vật 

5 IncFIB : IncHI1B : IncHI1B : IncN 1 100 - 150 Phân động vật 

6 

IncFIB : IncHI1B : IncHI2A : 

IncHI2 : IncN 1 >300 Phân người 

7 IncFIB : IncHI1B : IncN 2 50 - 150 Phân người + động vật 

8 IncFIB : IncI2 1  <50 Phân người 

9 

IncFIC : rep2244 : IncHI2A : 

IncHI2 1 >300 Phân người 

10 IncHI1B 3 50 - 100 Phân người + nước 

11 IncHI1B : IncHI1B 1  100 - 150 Phân người 

12 

 

IncHI1B : IncHI1B : rep2327 1 50 - 100 Phân người 

13 IncHI1B : IncHI2A : IncHI2 2 200 - 300 Phân động vật 

14 IncHI1B : IncHI2A : IncHI2 : IncN 4 >300 Phân người + động vật 

15 IncHI1B : IncX1 2 100 - 150 Phân người + động vật 

16 IncHI1B : IncX2 1 100 - 150 Phân người 

17 IncHI1B : rep2327 1 100 - 150 Phân động vật 

18 IncHI2A : IncHI2 3 200 - 300 Phân người + động vật 

19 IncHI2A : IncHI2 : IncI2 2 >300 Phân người 

20 IncHI2A : IncHI2 : IncN 1 200 - 300 Nước 

21 IncHI2A : IncHI2 : IncY 2 200 - 300 Phân người + động vật 

22 IncHI2A : IncI2 : IncN : IncHI2 1 200 - 300 Phân người 

23 IncI2 8 50 - 100 
Phân người + động vật+ 

nước 

24 IncN 1 50 - 100 Phân động vật 

25 IncP 7 50 - 100 Phân người + động vật 

26 IncX1 1  <50 Phân người 

27 IncX4 5  <50 Phân người + động vật 

28 undetected 6  <50 Phân người + động vật 
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Bảng 3.11. Các gen KKS cùng nằm trên plasmid mang gen mcr-1 

STT 

Loại 

Replicon 

(in silico) 

Số 

chủ

ng 

Loại 

mẫu 

Số 

lượng 

gen 

KSS 

Các loại gen KKS 

1 
IncFIA 

 
3 

PN 

+PĐVN 
9 

aadA2(2), blaTEM-1B (3), cmlA1 (2), dfrA12 (2), 

floR (3), qnrS1 (2), sul2 (2), sul3 (2), tet(M) (2) 

2 

IncFIA: 

IncFIC: 

rep2327 

1 PĐVN 6 
aadA2(1), blaTEM-106 (1), cmlA1 (1), dfrA12 

(1), tet(A) (1), tet(M) (1) 

3 
IncFIB: 

IncHI1B 
2 

PĐVN  

+ N 
11 

aadA2(2), aph (3'')-Ib (1), aph (3')-Ia (1), aph 

(6)-Id (1), cmlA1 (1), dfrA12 (2), floR (2), qnrS1 

(1), sul2 (2), sul3 (1), tet(M) (1) 

4 

IncFIB: 

IncHI1B: 

IncHI1B 

2 
PN 

+PĐVN 
3 aph (3')-Ia (2), mph(A) (2), sul2 (2)5 

5 

IncFIB: 

IncHI1B: 

IncHI1B: 

IncN 

1 PĐVN 2 aph (3')-Ia (1), qnrS1 (1) 

6 

IncFIB: 

IncHI1B: 

IncHI2A: 

IncHI2: 

IncN 

1 PN 10 

aph (3'')-Ib (1), aph (3')-Ia (1), aph (6)-Id (1), 

catA2 (1), dfrA14 (1), floR (1), qnrS1 (1), sul2 

(1), tet(A) (1), tet(M) (1) 

7 

IncFIB: 

IncHI1B: 

IncN 

2 
PN 

+PĐVN 
4 aac (3)-IId (1), cmlA1 (1), dfrA12 (1), tet(M) (1) 

8 
IncFIB: 

IncI2 
1 PN 0  
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9 

IncFIC: 

rep2244: 

IncHI2A: 

IncHI2 

1 PN 8 

Aac (3)-IId (1), aadA2(1), aph(3')-Ia (1), 

blaTEM-106 (1), catA2 (1), cmlA1 (1), sul3 (1), 

tet(M) (1) 

10 IncHI1B 3 PN + N 7 
aadA2(2), blaCARB-2 (1), blaTEM-1B (1), cmlA1 

(1), dfrA16 (1), qnrS1 (1), sul3 (1) 

11 
IncHI1B: 

IncHI1B 

1 

 
PN 4 aadA2(1), dfrA12 (1), sul3 (1), tet(A) (1) 

12 

IncHI1B: 

IncHI1B: 

rep2327 

1 PN 2 blaTEM-106 (1), tet(A) (1) 

13 

IncHI1B: 

IncHI2A: 

IncHI2 

2 PĐVN 16 

aac(3)-IVa(1), aadA1(1), aph(3'')-Ib (2), aph(3')-

Ia (2), aph(4)-Ia (1), aph(6)-Id (2), blaCTX-M-14 

(1), dfrA12 (1), dfrA14 (1), lnu(F) (1), mef(B) (1), 

qnrS1 (1), qnrS2 (1), sul2 (1), tet(A) (2), tet(M) 

(3) 

14 

IncHI1B: 

IncHI2A: 

IncHI2: 

IncN 

4 
PN 

+PĐVN 
20 

aac(3)-IId(1), aadA2(3), aph(3'')-Ib (4), aph(3')-

Ia (4), aph(6)-Id (3), blaTEM-106 (1), blaTEM-

1B (1),  catA1(1), catA2 (2), cmlA1 (2), dfrA12 

(2), dfrA14 (2), dfrA17 (1),  floR (3), qnrS1 (3), 

sul1 (1), sul2 (2), sul3 (2), tet(A) (4), tet(M) (3) 

15 
IncHI1B: 

IncX1 
2 

PN 

+PĐVN 
9 

aac(3)-IIa (1), aadA2(1), blaTEM-106 (1), 

blaTEM-1B (1), dfrA12 (2), qnrS1 (1), sul2 (1), 

sul3 (1), tet(A) (1)  

16 
IncHI1B: 

IncX2 
1 PN 6 

Aph (3'')-Ib (1), aph(6)-Id (1), blaTEM-106 (1), cmlA1 (1), sul3 (1), 

tet(A)(1) 
 

17 
IncHI1B: 

rep2327 
1 PĐVN 2 blaTEM-106 (1), tet(A) (1) 

18 
IncHI2A: 

IncHI2 
3 

PN 

+PĐVN 
18 

aac(3)-IId(2), aac(3)-IVa(1), aadA2(2), aph(3'')-

Ib (1), aph(3')-Ia (3), aph(4)-Ia (1), aph(6)-Id (1), 

blaCTX-M-14 (1), blaTEM-106 (2), cmlA1 (1), 

dfrA12 (1),  floR (2), fosA3 (1), sul1 (1), sul3 (1), 

tet(A) (1), tet(M) (3) , CTX-M-55(1) 
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19 

IncHI2A: 

IncHI2: 

IncI2 

2 PN 13 

aac (3)-IId (2), aadA2(2), aph (3'')-Ib (2), aph 

(3')-Ia (2), aph (6)-Id (2), blaTEM-106 (1), 

dfrA12 (2), floR (2), qnrS1 (2), sul1 (2), sul3 (2), 

tet(A) (1), tet(M) (2) 

20 

IncHI2A: 

IncHI2: 

IncN 

1 N 8 
aph (3'')-Ib (1), aph (3')-Ia (1), aph (6)-Id (1), 

dfrA14 (1), floR (1), qnrS1 (1), sul2 (1), tet(M) (1) 

21 

IncHI2A: 

IncHI2: 

IncY 

2 
PN 

+PĐVN 
15 

aac (3)-IId (2), aadA22(1), aadA2(1), aph (3'')-Ib 

(2), aph(3')-Ia (2), aph(6)-Id (2), catA2 (2), 

dfrA12 (2),  floR (2), mph(A) (2), sul1 (2), sul2 

(1), sul3 (2), tet(A) (1), tet(M) (2) 

22 

IncHI2A: 

IncI2: 

IncN: 

IncHI2 

1 PN 9 

aadA2(1), aph (3')-Ia (1), cmlA1 (1), dfrA12 (1), 

mph(A) (1), qnrS1 (1), sul3 (1), tet(A) (1), tet(M) 

(1) 

23 IncI2 8 

PN 

+PĐVN 

+ N 

2 mef(B) (2), CTX-M-55(1) 

24 IncN 1 PĐVN 7 
aadA2(1), aph (3')-Ia (1), blaOXA-10 (1), dfrA12 

(1), mef(B) (1), qnrS1 (1), sul3 (1) 

25 IncP 7 
PN 

+PĐVN 
1 qnrS1 (1) 

26 IncX1 1 PN 6 
aph (3')-Ia (1), blaTEM-1B (1), cmlA1 (1), dfrA12 

(1), mef(B) (1), sul3 (1) 

27 IncX4 5 
PN 

+PĐVN 
3 Aac (3)-IIa (1), aac(3)-IId (1), aph(3')-Ia (1) 

28 
undetecte

d 
6 

PN 

+PĐVN 
0  

* Ghi chú: PN: phân người; PĐVN: phân động vật nuôi; N: nước 

Kết quả bảng 3.11 cho thấy các plasmid mang gen mcr-1 bao gồm cả các single 

replicon plasmid hay multi replicon plasmid đều mang rất nhiều các gen KKS kháng các 

nhóm KS thông thường đồng thời với gen mcr-1 kháng colistin. 
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3.3.2. Xác định khả năng lan truyền gen kháng qua trung gian plasmid giữa các 

chủng vi khuẩn  

Bảng 3.12: Kết quả thử nghiệm tiếp hợp truyền plasmid giữa các chủng vi 

khuẩn E. coli mang gen mcr-1 và chủng vi khuẩn nhận E. coli J53 

Mã 

mẫu 

Loại 

mẫu 

(chủng 

cho) 

Loại plasmid 

mang 

mcr-1 

Kết quả 

truyền 

gen mcr-1 

cho E. coli 

J53 

Mã 

mẫu 

Loại 

mẫu 

(chủng 

cho) 

Loại plasmid 

mang mcr-1 

Kết quả 

truyền 

gen mcr-1 

cho E. 

coli J53 

4 PN 
IncHI1B, 

IncX1 
+ 44 

PĐVN 
- + 

7 N 
IncHI2A, 

IncHI2 
+ 47 

PĐVN 
IncI2 + 

11 N - + 50 PĐVN IncFIB, IncHI1B + 

13 PN - + 53 PĐVN IncX4 (-) 

16 PN IncX4 + 54 
PĐVN IncFIA, IncFIC, 

rep_cluster_2327 
+ 

19 PN IncP + 59 PĐVN IncFIA + 

21 N  (-) 74 PN rep_cluster_312 + 

23 PĐVN 

IncFIB, 

IncHI1B 

IncHI1B, 

IncN 

(-) 76 N IncI2 (-) 

27 PN 

IncHI1B, 

IncHI1B, 

rep_cluster_2

327 

+ 78 PĐVN IncP + 

34 

PN 

IncP (-) 79 PN 

IncFIB, IncHI1B, 

IncHI2A, IncHI2, 

IncN 

+ 

37 
PN 

- (-) 86 PĐVN 
IncHI1B, 

IncHI2A, IncHI2 
+ 

40 PN IncFIA (-) 89 N IncFIB, IncHI1B + 

Tổng số mẫu n=24 

* Ghi chú: PN: phân người; PĐVN: phân động vật nuôi; N: nước 
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Nghiên cứu lựa chọn 24 chủng E. coli mang gen mcr-1 đã được xác định nằm 

trên plasmid thông qua giải trình tự short read để làm thực nghiệm tiếp hợp đánh giá 

sự lan truyền mcr-1 qua plasmid. 24 chủng E. coli mang gen mcr-1 được tiếp hợp 

với các chủng nhận là E. coli J53. Bảng 3.10 thể hiện kết quả tiếp hợp cho thấy: các 

chủng E. coli mang gen mcr-1 nằm trên single-replicon và multi-replicon đều có 

khả năng truyền ngang gen mcr-1 sang chủng khác qua hình thức tiếp hợp. Có 67% 

(n=16) chủng E. coli truyền thành công gen mcr-1 sang chủng nhận E. coli J53. Các 

plasmid mang gen mcr-1 này bao gồm 13 type replicon plasmid trong biểu đồ 3.4 

được phân lập từ phân người, phân động vật và nước. 

3.3.3. Xác định cấu trúc của các yếu tố di truyền di động mang gen mcr-1 

 

Hình 3.8: Cấu trúc plasmid IncI2 mang gen mcr-1 

Sử dụng dữ liệu long-read và short-read để so sánh trình tự của plasmid IncI2 

của phân người, động vật, nước trong cộng đồng nghiên cứu và mẫu từ lâm sàng 
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với pVNHN08-47-Ani-màu đen của phân động vật, pVNHN08-76-Wa-tím là của 

mẫu nước, pVNHN08-39-Hu-màu hồng là mẫu của phân người, pVN-NHTD-48 và 

pVN-NHTD-64-màu xanh lam và xanh da trời là của bệnh nhân trên lâm sàng 

 

Hình 3.9: Cấu trúc plasmid IncHI2/IncHI2A/IncN mang gen mcr-1 

Sử dụng dữ liệu long-read và short-read để so sánh trình tự của plasmid 

IncHI2/IncHI2A/IncN của phân người và động vật. pVNHN08-84-Hu-màu đen là của 

phân người, pVNHN08-86-An-màu tím là của động vật 
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Hình 3.10. Cấu trúc di truyền động transposon của 6 mẫu đại diện của gen mcr-1 

trên NST của các chủng E. coli phân lập từ phân người, động vật, thức ăn trong 

nghiên cứu. ISApl1: mũi tên màu xanh lam; gen mcr-1: mũi tên màu đỏ; PAP2: 

mũi tên màu xanh da trời. 
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CHƯƠNG 4. BÀN LUẬN 

Kể từ khi chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin đầu tiên được phát 

hiện vào năm 2016 bởi Liu và cộng sự, cho đến nay vấn đề nghiên cứu sâu hơn về 

các đặc điểm mang gen, về đặc điểm dịch tễ học phân tử đối với các chủng vi khuẩn 

đường ruột nói chung và đối với chủng E. coli nói riêng đã, đang và sẽ vẫn là một 

vấn đề cần thiết đặc biệt ở những nước có sử dụng nhiều kháng sinh và lạm dụng 

kháng sinh cả trong nông nghiệp và trong lâm sàng như ở một số nước Châu Á 

(Trung Quốc, Thái Lan…) trong đó có Việt Nam. Các bằng chứng khoa học rõ ràng 

về thực trạng kháng colistin, về đặc điểm cơ chế kháng, cơ chế lan truyền gen KKS 

của các chủng vi khuẩn đường ruột nói chung và E. coli nói riêng sẽ là những cơ sở 

khoa học cần thiết để tham khảo khi đưa ra các giải pháp nhằm giảm thiểu sự gia 

tăng tỷ lệ kháng colistin-thuốc kháng sinh cuối cùng đối với các vi khuẩn đường 

ruột đa kháng có kháng carbapenem. 

4.1. Tỷ lệ vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin phân lập được từ người, 

vật nuôi, thực phẩm và nước tại xã Thanh Hà huyện Thanh Liêm, Hà Nam giai 

đoạn 2014-2015 

4.1.1. Một số đặc điểm về quần thể thu thâp mẫu nghiên cứu 

Quần thể thu thập mẫu nghiên cứu là 80 hộ gia đình thuộc 7 thôn thuộc xã 

Thanh Hà, huyện Thanh Liêm, tỉnh Hà Nam. Các hộ gia đình có các đối tượng tham 

gia thuộc nhiều nghề nghiệp khác nhau, trong đó nông dân  chiếm tỷ lệ cao nhất: 

45,3%; tiếp theo là nhóm  trẻ  em/học  sinh  với  tỷ  lệ  34,3%;  nhóm công nhân, cán 

bộ chiếm 16,6%, nhóm nghề nghiệp thủ công, buôn bán chiếm tỷ lệ thấp nhất 3,8%. 

Hầu hết các hộ gia đình đều có vật nuôi trong nhà. Các mẫu được thu thập bao gồm 

cả phân của những người khỏe mạnh, phân động vật nuôi trong nhà, thức ăn (rau, 

thịt), nước tưới, nước giếng, nước mưa của hộ gia đình. Có thể nói các mẫu trong 

nghiên cứu đã thể hiện được các đối tượng liên quan trong việc lây lan KKS trong 

một cộng đồng thông qua “chuỗi thức ăn”: Gia súc gia cầm ăn thức ăn có kháng sinh 

→ vi khuẩn kháng thuốc phát triển trong gia súc, gia cầm → vi khuẩn kháng thuốc 

xâm nhập vào người qua thức ăn, môi trường (nước) hoặc tiếp xúc trực tiếp. Từ đó vi 

khuẩn kháng thuốc lây nhiễm trong cộng đồng. 
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4.1.2. Tỷ lệ vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin phân lập được từ 

người, động vật nuôi, thực phẩm và nước tại xã Thanh Hà huyện Thanh Liêm, 

Hà Nam giai đoạn 2014-2015 

Khi xác định tỷ lệ E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin, chúng tôi xác 

định 2 loại tỷ lệ: tỷ lệ mẫu chứa chủng E. coli mang gen mcr-1 và tỷ lệ chủng 

E. coli mang gen mcr-1 trong tổng số chủng Enterobacteriaceae phân lập 

được trong nghiên cứu. 

Kết quả nghiên cứu của chúng tôi tại các hộ gia đình tại xã Thanh Hà, huyện 

Thanh Liêm, tỉnh Hà Nam cho thấy tỷ lệ các mẫu có chứa chủng E. coli mang gen 

mcr-1 kháng colistin cao ở người và động vật nuôi khi so sánh với các nghiên cứu 

của Liu và cs ở Trung Quốc [60], tỷ lệ tương ứng là 36.6% và 34,4%, chủng E. coli 

mang gen mcr-1 kháng colistin cũng tìm thấy ở các mẫu thức ăn tại các hộ gia đình 

(3.8%) và mẫu nước bao gồm nước nước giếng sinh hoạt, nước mưa, nước tưới 

(8.4%) (Bảng 3.2). Đánh giá  tỷ lệ các chủng E. coli mang gen mcr-1 trên số chủng 

Enterobacteriaceae phân lập (1 mẫu lấy 1-5 chủng Enterobacteriaceae) cho thấy tỷ 

lệ  các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong số các chủng vi khuẩn đường ruột phân 

lập được  rất cao: 36,4% số chủng Enterobacteriaceae phân lập từ phân người và 

36,6% số chủng Enterobacteriaceae phân lập từ phân động vật, trong nước và thức 

ăn cũng tìm thấy tỷ lệ chủng E. coli mang gen mcr-1 cũng rất cao: 23,3% và 15,5% 

số chủng Enterobacteriaceae phân lập  (Hình 3.1). Các tỷ lệ này cũng tương đồng 

với tỷ lệ các mẫu có chứa chủng E. coli mang gen mcr-1. 

Như vậy kết quả nghiên cứu đã cho thấy các chủng E. coli mang gen mcr-1 

không chỉ tồn tại ở động vật- là đối tượng sử dụng colistin một thời gian dài do tập 

quán chăn nuôi, sử dụng colistin như một thuốc tăng trưởng ở các động vật nuôi 

[10] mà còn tồn tại trong cộng đồng dân cư với tỷ lệ cao, đồng thời cũng tồn tại 

trong cả môi trường thức ăn và nước (nước sinh hoạt, nước tưới, nước mưa).  

Từ thực trạng này, nhóm nghiên cứu đưa ra giả thuyết rằng có thể các chủng 

E. coli mang gen mcr-1 tồn tại ở động vật do việc lạm dụng colistin trong chăn nuôi 
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một thời gian dài đã gây ô nhiễm môi trường (thức ăn, nước uống, nước tưới) làm 

lây lan nhanh các chủng kháng này qua “chuỗi thức ăn” làm cho tỷ lệ nhiễm các 

chủng kháng này ở người cũng rất cao. Nhóm nghiên cứu tiếp tục đi sâu vào đánh 

giá toàn cảnh thực trạng này và phân tích các đặc điểm sinh học phân tử của các 

chủng này để chứng minh giả thuyết nghiên cứu. 

Để đánh giá sự lây lan của các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong hộ gia 

đình theo chuỗi thức ăn, chúng tôi đã tiến hành kiểm tra sự lây lan của các chủng E. 

coli mang gen mcr-1 theo hộ gia đình. Kết quả cho thấy trong số 80 hộ gia đình 

được khảo sát, chúng tôi đã phát hiện được các chủng E. coli mang gen mcr-1ở 69 

hộ (86,2%). Tỷ lệ tìm thấy > 2 loại mẫu trong cùng hộ gia đình có chủng E. coli 

mang gen mcr-1 là 47,8%, tỷ lệ hộ gia đình có > 2 người cùng sống trong một hộ 

gia đình đều có chủng E. coli mang gen mcr-1 là 37,7%, (Hình 3.1, Hình 3.2). Đây 

là một trong những bằng chứng cho thấy có thể có sự lan truyền các chủng E. coli 

mang gen mcr-1 trong hộ gia đình giữa người và động vật thông qua môi trường 

sinh hoạt như nước, thức ăn bị ô nhiễm.  

So sánh với các nghiên cứu khác tương tự ở Việt nam, chúng tôi thấy tỷ lệ 

chủng E. coli mang gen mcr-1 trong phân động vật trong nghiên cứu của chúng tôi 

cũng tương đương với nghiên cứu của Malhotra-Kumar phân lập các chủng E. coli 

từ phân động vật ở trang trại Văn Lâm, Hưng Yên năm 2014-2015 với tỷ lệ E. coli 

mang gen mcr-1 là 37.5% [60] và nghiên cứu của HH Phương và cs trên thịt heo và 

người bán thịt heo tại thành phố Hồ Chí Minh năm 2018 cũng thấy tỷ lệ chủng E. 

coli mang gen mcr-1 trong thịt heo là 35,8% [11]. Tuy nhiên tỷ lệ chủng E. coli 

mang gen mcr-1 ở phân người sống tại các hộ gia đình trong nghiên cứu của chúng 

tôi cao hơn rất nhiều so với nghiên cứu của HH Phương và cs.  Ở nghiên cứu này, tỷ 

lệ chủng E. coli mang gen mcr-1 ở phân người bán thịt heo là 7,8%. Điều này có thể 

là do quần thể nghiên cứu khác nhau. Quần thể nghiên cứu của chúng tôi tại các hộ 

gia đình có chăn nuôi có thể sẽ có nhiều nguy cơ lây lan các chủng E. coli mang gen 

mcr-1 cao hơn. 
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Nghiên cứu này của chúng tôi là nghiên cứu đầu tiên tại Việt Nam khảo sát 

đồng bộ thực trạng các chủng E. coli mang gen mcr-1 cả ở người, động vật và môi 

trường (nước, thức ăn) của một khu vực nông thôn Bắc Bộ. 

So sánh với các nghiên cứu khác tương tự trong khu vực Châu Á và trên thế 

giới cho thấy tỷ lê mẫu/chủng E. coli mang gen mcr-1 trong nghiên cứu của chúng 

tôi cao hơn so với một số nghiên cứu của các nước trong khu vực và trên thế giới 

như Trung Quốc, Nhật Bản, Pháp [79, 57, 70]. Các nghiên cứu tại Trung Quốc, 

Nhật Bản, Pháp trên phân động vật, phân nông dân, thức ăn trong thời gian 2015-

2016 cho thấy tỷ lệ các chủng E. coli mang gen mcr-1 tương ứng là 21% chủng E. 

coli mang gen mcr-1 ở phân động vật ở Trung Quốc; 8,47% và 4,84% E. coli mang 

gen mcr-1 ở phân động vật và ở phân người nông dân làm việc tại nông trại tại 

Nhật; Tại Pháp 5,9% E. coli mang gen mcr-1 ở thức ăn. Tỷ lệ E. coli mang gen mcr-

1 ở tất cả các nguồn trong cộng đồng (phân động vật, phân người, thức ăn, nước) tại 

Việt Nam đều cao hơn so với các nước trên thế giới có thể là do colistin bị lạm dụng 

trong chăn nuôi tại Việt Nam trong thời gian dài, gây ô nhiễm môi trường và lây 

truyền sang người khỏe mạnh thông qua “chuỗi thức ăn” mà chưa có biện pháp 

ngăn chặn hiệu quả. Kết quả này là một cảnh báo rất rõ về các nguồn có chứa E. 

coli mang gen mcr-1 kháng colistin có thể lây lan âm thầm trong cộng đồng. Chúng 

tôi tiếp tục làm rõ thêm về mức độ kháng colistin của các chủng E. coli mang gen 

mcr-1 phân lập được, sự phổ biến của các chủng E. coli mang gen mcr-1 này trên 

NST hay plasmid, đánh giá tình trạng kháng kháng sinh thông thường của các 

chủng này để từ đó có thể biết rõ thêm về cách thức mà các chủng này có thể lây lan 

trong cộng đồng nghiên cứu.  

4.1.3. Mức độ nhạy cảm colistin của các chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng 

colistin 

Trong số 398 chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập được có 160 chủng 

(40,2%) có biểu hiện kiểu hình kháng colistin (MIC >2µg/ml), các chủng E. coli  biểu 

hiện kiểu hình kháng colistin cómang gen mcr-1 gặp ở cả 4 loại mẫu (phân người, 

phân động vật, nước, thức ăn) (Hình 3.1). Các chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng 
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colistin có MIC = 4µg/ml chiếm tỷ lệ nhiều nhất (80%), tuy nhiên có 21 chủng có 

MIC >16 (5,2%) bao gồm: 5 chủng phân lập từ mẫu phân người, 4 chủng từ mẫu 

phân động vật, 7 chủng từ mẫu nước và 5 chủng từ thức ăn. Một số nghiên cứu trên 

thế giới cũng thấy tỉ lệ biểu hiện kiểu hình của các chủng E. coli mang gen mcr-1 

cao như trong nghiên cứu của Katarzyna Ćwiek và cs tại trang trại ở  Ba Lan thấy 

có 52,9% các chủng E. coli mang gen mcr-1 có biểu hiện kiểu hình và 88.8% có 

MIC colistin là 8 µg/ml. Một số các nghiên cứu khác trên thế giới cũng thấy kết quả 

MIC colistin các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập từ các trang trại chủ yếu là 

8 µg/ml [37, 119] 

Kết quả nghiên cứu cũng cho thấy các chủng E. coli mang gen mcr-1 có biểu 

hiện kiểu hình kháng colistin (MIC ≥ 8 µg/ml) trong nước và thức ăn mặc dù có số 

lượng ít hơn so với các chủng phân lập từ phân động vật và phân người nhưng các 

chủng này có MIC kháng colistin rất cao: 5/10 chủng (50%) E. coli mang gen mcr-1 

kháng colistin phân lập từ thức ăn có MIC ≥ 16 µg/ml; 7/23 chủng (30,4%) E. coli 

mang gen mcr-1 kháng colistin phân lập từ nước có MIC ≥ 16 µg/ml (Bảng 3.3). Câu 

hỏi đặt ra là: liệu các chủng đề kháng cao thì dễ tồn tại trong môi trường hơn hay 

không? Trong nghiên cứu này của chúng tôi, do số lượng chủng phân lập được từ 

nước và thức ăn còn ít nên cần có những nghiên cứu tiếp theo sâu hơn về vấn đề này. 

Mặc dù biểu hiện kiểu hình kháng colistin của các chủng E. coli mang gen 

mcr-1 ở người khỏe mạnh và động vật chỉ là 15,3% và 10,3% nhưng tỷ lệ các chủng 

E. coli mang gen mcr-1 lại có tỉ lệ cao trong cộng đồng là một vấn đề rất đáng báo 

động và đây có thể là một nhân tố tác động làm tăng thêm tình trạng kháng kháng 

sinh của E. coli cũng như các vi khuẩn gram âm khác. Theo nghiên cứu của  Leigh 

B. Rosengre và cs [83] cho thấy các mối liên hệ không có điều kiện giữa các gen 

kháng thuốc đã được đánh giá; những mối liên hệ này tạo ra các giả thuyết về mối 

quan hệ sinh lý giữa các gen quy định sự “đồng chọn lọc”- gen kháng thuốc  kháng 

với một loại kháng sinh có thể gây kháng thuốc với nhiều kháng sinh khác nếu các 

gen cùng nằm trên plasmid. Hơn nữa, E. coli kháng thuốc, tuy hiếm khi gây bệnh 

trực tiếp, nhưng lại là một ổ chứa các gen AMR. Những gen này có thể được 

chuyển sang các vi khuẩn khác từ động vật, ví dụ như Salmonella, hoặc các vi 

https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/AEM.01253-08#pill-con1
https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/AEM.01253-08#pill-con1
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khuẩn gram âm khác trong đường tiêu hóa dẫn tới nguy cơ hình thành các chủng đa 

kháng hoặc toàn kháng nguy hiểm [99]. Hơn nữa, E. coli lại là một vi khuẩn gây 

bệnh cơ hội ở cả người và động vật, tỷ lệ các chủng  E. coli mang gen mcr-1 lại có 

tỉ lệ cao trong cộng đồng cũng là một nguồn lây lan âm thầm từ người sang người 

và/hoặc từ động vật sang người hoặc lây lan giữa các loại vi khuẩn trong đường 

ruột, từ đó sẽ hình thành các chủng vi khuẩn gram âm đường ruột nói chung và E. 

coli nói riêng gây bệnh trên người và động vật kháng với nhiều loại kháng sinh [91, 

120], đặc biệt là nhóm kháng sinh có hiệu quả với các trực khuẩn gram âm đường 

ruột như nhóm cephalosporin thế hệ 3, thế hệ 4 hay carbapenem. Một số nghiên cứu 

hiện nay cũng đã phát hiện ra các chủng E. coli mang gen mcr-1 gây nhiễm khuẩn 

trên người mang đồng thời gen sinh ESBL kháng nhóm β-lactam và  gen kháng 

nhóm carbapenem [4, 62, 64]. Có thể nói, tỉ lệ cao các chủng E. coli mang gen mcr-

1 trong cộng đồng là một vấn đề đáng báo động về nguy cơ gia tăng khả năng KKS 

của các chủng này với colistin ở trong cộng đồng, từ đó có thể làm gia tăng khả 

năng kháng colistin - KS lựa chọn cuối cùng đối với các chủng vi khuẩn gram âm 

đa kháng gây nhiễm khuẩn trong bệnh viện. 

Qua đó, chúng tôi cũng thấy rằng việc xác định kiểu hình không đủ để phản 

ánh tình trạng kháng colistin của các chủng E. coli mang gen mcr-1, một tỷ lệ lớn 

các chủng này có mang gen nhưng chưa có biểu hiện kiểu hình kháng colistin. Các 

yếu tố thuận lợi như các chủng này tiếp tục chịu áp lực của chọn lọc kháng sinh nếu 

colistin vẫn được dùng trong cộng đồng và khả năng lan truyền gen mcr-1 rộng rãi 

sẽ làm các chủng mang gen này sẽ biểu hiện ra kiểu hình, từ đó làm gia tăng tỉ lệ 

kháng colistin. Vì vậy, việc xác định kiểu gen KKS song song cùng với kiểu hình 

KKS là rất cần thiết để có thể đánh giá và tầm soát được tình trạng KKS thực sự của 

các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong cộng đồng. 

Việc nghiên cứu các hiểu biết cơ bản về gen mcr-1, cách thức lan truyền của 

các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong cộng đồng này như thế nào để có biện pháp 

ngăn chặn quá trình lan truyền gen kháng sinh một cách hiệu quả là rất cần thiết.  

Do đó, chúng tôi tiếp tục đánh giá về sự phân bố của gen mcr-1 của các chủng phân 

lập được trong cộng đồng trên NST và plasmid 
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4.1.4. Sự phổ biến của các chủng E. coli mang gen mcr-1 trên NST và  plasmid 

Khi giải trình tự toàn bộ bộ gen của  87 chủng E. coli mang gen mcr-1, nghiên 

cứu của chúng tôi xác định được gen mcr-1 nằm trên cả NST và plasmid, tuy nhiên 

tỷ lệ gen mcr-1 nằm trên plasmid cao hơn nhiều so với nằm trên NST (71,3% so với 

26,4%- p<0.001). Toàn bộ 87 chủng E. coli đều mang gen mcr-1 có subtype mcr-

1.1. Nghiên cứu của chúng tôi cũng xác định được 2 chủng (2,3%) E. coli có gen 

mcr-1 nằm trên cả nhiễm sắc thể và plasmid bao gồm 1 chủng phân lập từ phân 

động vật và 1 chủng phân lập từ nước.  

Gen mcr-1 kháng colistin được Liu và cộng sự phát hiện từ năm 2016 ở các 

chủng vi khuẩn gram âm đường ruột phân lập từ động vật và người được xác định 

nằm trên plasmid. Từ đó đến nay đã rất nhiều nước phát hiện được gen này trên các 

trực khuẩn phổ biến nhất là E. coli từ phân động vật, phân người, trong môi trường 

(thức ăn, nước).  Nhiều  nghiên cứu ghi nhận gen này tồn tại trên plasmid [123, 70], 

tuy nhiên, một số nghiên cứu đã tìm thấy các chủng E. coli mang gen mcr-1 nằm 

trên NST [86]  

Tại Việt Nam, một số các nghiên cứu đã phát hiện gen mcr-1 nằm trên NST của 

E. coli phân lập từ người bệnh và người khỏe mạnh [115, 92]. Nghiên cứu của T. 

Tada và cộng sự (2017) đã phân lập được 2 chủng E. coli mang gen mcr-1 nằm trên 

NST trên lâm sàng. Nghiên cứu của Yamaguchi và cộng sự (2020) trên cộng đồng tại 

tỉnh Thái Bình cho thấy tỷ lệ gen mcr-1 kháng colistin nằm trên NST của các chủng 

E. coli phân lập từ phân người cũng khá cao 36,8% và có 1,8% số chủng E. coli mang 

gen mcr-1 nằm trên cả NST và plasmid. Như vậy có thể thấy gen mcr-1 nằm trên các 

chủng E. coli trong cộng đồng tại Việt Nam trên các loại mẫu khác nhau phân động 

vật, phân người, thức ăn, nước đều có thể tồn tại ở cả trên NST và plasmid và cũng có 

thể nằm đồng thời trên cả 2 vị trí NST và plasmid.  

Các gen KKS nằm trên NST sẽ lan truyền dọc gen kháng trong cùng loài 

thông qua quá trình phân chia của vi khuẩn, tốc độ lây truyền chậm hơn các gen 

KKS nằm trên plasmid nhưng có sự ổn định lâu dài qua các thế hệ. Ngược lại gen 

KKS nằm trên plasmid sẽ lan truyền gen kháng từ chủng này sang chủng khác trong 



96 
 

cùng loài hoặc sang các loài khác với tốc độ lan truyền rất nhanh chóng nhưng 

không ổn định, nó có thể mất đi khi không còn chịu áp lực chọn lọc của kháng sinh. 

Gen mcr-1 được tìm thấy cả ở NST và plasmid, thậm chí trong nghiên cứu của 

chúng tôi còn tìm thấy gen này nằm đồng thời cả trên NST và plasmid của cùng một 

chủng E. coli cho thấy nhờ có gen mcr-1 nằm trên các vị trí đa dạng như vậy nên 

các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong cộng đồng vừa có sự ổn định lâu dài, vừa 

rất có sự phân bố rất đa dạng trong các loại mẫu khác nhau. mcr-1 nằm trên nhiễm 

sắc thể có thể đóng vai trò quan trọng đảm bảo sự ổn định và mcr-1 nằm trên 

plasmid đóng vai trò trong sự phân phối đa dạng của các chủng này trong cộng 

đồng. Để hiểu thêm về cơ chế lan truyền  của các chủng này, trong các phần tiếp 

theo của nghiên cứu này chúng tôi sẽ tiếp tục nghiên cứu về vị trí, cấu trúc chuyển 

vị mcr-1, cấu trúc các plasmid của gen mcr-1 của các chủng E. coli mang gen mcr-1 

thu được từ phân động vật, phân người, thức ăn, nước trong cộng đồng, nơi có sự 

phổ biến của các chủng E. coli mang gen mcr-1. 

4.1.5. Đặc điểm kháng kháng sinh của các chủng E. coli mang gen mcr-1 tại cộng 

đồng trong nghiên cứu 

277 chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập từ các loại mẫu trong nghiên cứu 

bao gồm các chủng phân lập từ phân người (n=160), phân động vật (n=65), thức ăn 

(n=16) và nước (n=32) được đánh giá nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) của 10 kháng 

sinh thuộc các nhóm KS cơ bản thường dùng để đánh giá mức độ KKS của các 

chủng này. 

 Kết quả cho thấy các chủng E. coli mang gen mcr-1 có tỉ lệ KKS rất cao với 

các KS cơ bản (Bảng 3.5): Tỷ lệ các chủng kháng ampicillin (AM) phân lập từ phân 

người là 97,6%; từ phân động vật là 98,5%, từ thức ăn và nước là 100%. Tỷ lệ các 

chủng kháng với gentamicin (GM) phân lập từ phân người là 49,4%, từ phân động 

vật là 29,2%, từ thức ăn là 43,75% và từ nước là 31,3%. Tỷ lệ các chủng kháng 

ciprofloxacin (CIP) cũng khá cao với tỷ lệ các chủng kháng phân lập từ phân người, 

phân động vật, thức ăn và nước tương ứng là 39,6%; 47,7%; 82,25% và 31,3%. 

Tương tự với KS Sulfamethoxazon + Trimethoprim (SXT) cũng gần như không còn 
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tác dụng với các chủng này với tỷ lệ kháng của các chủng kháng phân lập từ phân 

người, phân động vật, thức ăn và nước tương ứng là 93,9%; 89,2%; 81,25% và 

96,9%. Đối với nhóm kháng sinh cephalosporin thế hệ 3 và 4 thì chỉ xuất hiện các 

chủng kháng phân lập từ phân người và phân động vật: các chủng từ phân người 

kháng ceftazidime (CAZ) 9,8% (n=16), Cefotaxim (CTX) là 7,9% (n=13) và 

cefepime (FEP) là 4,3% (n=7); các chủng phân lập từ phân động vật chỉ kháng 

cefotaxim (CTX) 4,6% (n=3) 

Có thể thấy các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong cộng đồng nghiên cứu có 

tỷ lệ kháng cao với 4 nhóm kháng sinh AM-GM-CIP-SXT. Các chủng đa kháng 

kháng sinh (kháng từ 3 kháng sinh trở lên) chiếm tỷ lệ cao (Bảng 3.6). Các chủng 

đa kháng kháng sinh tính chung cho tất cả các loại mẫu là 51,62% (n=143) trong đó 

các chủng đa kháng kháng sinh phân lập từ thức ăn chiếm tỷ lệ cao nhất 81,25% 

(n=13), tiếp theo là các chủng phân lập từ phân người chiếm tỷ lệ 53,05% 

Đáng chú ý là có 7/278 (2.5%) chủng kháng toàn bộ các KS nhóm β-lactam 

bao gồm AM-CAZ-CTX-FEP. Thử nghiệm ESBL cũng có 7 chủng sinh ESBL 

trong đó có 2 chủng kháng toàn bộ các KS nhóm β-lactam.   

Nghiên cứu của J Xie và cộng sự tại Thượng Hải của các chủng E. coli mang 

gen mcr-1 phân lập từ phân người bệnh trên lâm sàng cho kết quả tương tự như 

trong nghiên cứu của chúng tôi với > 50% số chủng là đa kháng KS và tỷ lệ kháng 

với ampicillin và sulfonamid rất cao [114] 

Nghiên cứu của chúng tôi chưa phát hiện chủng kháng với carbapenem, các 

chủng còn nhạy cảm cao với kháng sinh amikacin. Một số nghiên cứu trên thế giới 

và Việt Nam cũng chưa ghi nhận các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong cộng 

đồng kháng với carbapenem[116, 60]. Đây là điểm sáng trong bức tranh về KKS 

của các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong cộng đồng mà chúng ta cần có các biện 

pháp phòng ngừa và ngăn chặn để có thể bảo tồn tác dụng của carbapenem trên các 

chủng này. 
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4.2. Đặc điểm sinh học phân tử của các chủng vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 

phân lập được trong nghiên cứu 

4.2.1. Các gen kháng kháng sinh 

Kết quả đánh giá tình trạng KKS của 277 chủng E. coli mang gen mcr-1 ở trên 

đã cho thấy tình trạng KKS của các chủng rất đáng báo động với tỷ lệ kháng cao với 

các KS AM, GM, CIP và SXT. Chúng tôi lựa chọn 87 chủng E. coli mang gen mcr-

1 để giải trình tự toàn bộ bộ gen (WGS). Kết quả phân tích của chúng tôi cho thấy 

có rất nhiều các gen KKS của các nhóm KKS khác nhau được phát hiện trên các 

chủng E. coli mang gen mcr-1. Chúng tôi đã xác định được 46 loại gen KKS của 9 

nhóm KS (Biểu đồ 3.3). Số lượng các gen KKS được tìm thấy nhiều nhất cũng 

tương đồng với tỉ lệ KKS ở kiểu hình: nhóm β-lactam có 9 gen KKS gen trong đó 

các gen chiếm ưu thế là ampC -95,4%; blaTEM-1-54,0%; blaTEM-135-24,1%. Gen KKS 

nhóm aminoglycosid có14 gen KKS, các gen chiếm ưu thế bao gồm: kdpE-58,6; 

aadA2-49,5%; aadA-42,5%; và APH6-Id-39,8%; AAC (3)-IIa-14,9%; AAC (3)-

IIb-11,5%. Gen KKS nhóm quinolon gồm có 2 gen là qnrS1-43,7% và qnrS2-5,8%. 

Gen KKS trimethoprim có 5 gen, gen chiếm ưu thế là dfrA12-49,4%; dfrA14-19,5% 

và sulfonamid có 8 gen, gen chiếm ưu thế là sul1-12,6%; sul2-44,8%; sul3-56,3%. 

Gen KKS nhóm phenicol có 4 gen trong đó gen chiếm ưu thế bao gồm catlI-13,8%; 

cmlA6-44,8%; floR-52,8%; gen KKS nhóm tetracyclin có tetM-32,2%. 

Các gen sinh ESBL nằm trên plasmid được tìm thấy bao gồm blaTEM-1(47 

chủng); blaTEM-135 (21 chủng); blaCTX-M-14 (1 chủng); blaCTXM-55 (2 chủng). Ngoài ra, 

nghiên cứu cũng ghi nhận được 38 gen điều hòa bơm đẩy có ở hầu hết các chủng E. 

coli mang gen mcr-1 (Biểu đồ 3.3).  

Kết quả cho thấy tương ứng với kết quả tỷ lệ KKS kiểu hình cao ở các chủng 

E. coli mang gen mcr-1 gặp ở tất cả các loại mẫu phân người, phân động vật, thức 

ăn và mội trường, rất nhiều các kiểu gen KKS đã được ghi nhận ở các chủng E. coli 

mang gen mcr-1 tương ứng (Bảng 3.7). Biểu hiện kiểu gen KKS có tỷ lệ cao hơn rất 

nhiều so với biểu hiện kiểu hình KKS gặp ở các chủng phân lập từ phân người và 

phân động vật ở các KS nhóm β-lactam (CAZ, CTX, FEP)- tỷ lệ KKS trên kiểu 
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hình là 9,6%, 9,6%, 5,8% ở người và 0%, 3,1%, 1% ở động vật trong khi đó  tỷ lệ 

các chủng mang gen KKS của nhóm này ở các mẫu phân người là 34.6% và ở phân 

động vật là 21.9%. Tương tự với các KS nhóm aminoglycozid (GM, AK) với sự 

khác biệt giữa tỷ lệ KKS kiểu hình và tỷ lệ mang gen KKS ở mẫu phân người là 

42,3% và 73,1%, ở phân động vật là 37,5% và 81,3%. KS nhóm quinolone (CIP) có 

biểu hiện kiểu hình và kiểu gen tương đương nhau trong khi đó KS SXT có biểu 

hiện kháng kiểu hình cao hơn kiểu gen (90,4% so với 76,9% ở phân người; 84,4% 

và 81,3% ở phân động vật). Mặc dù biểu hiện của kiểu hình KKS của một chủng vi 

khuẩn phụ thuộc vào rất nhiều yếu tố như môi trường ngoại cảnh, sự có mặt của cac 

ion kim loại…nhưng gen KKS là một yếu tố chính tạo nên sự đề kháng KS [21]. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy tỷ lệ kháng trên kiểu hình chỉ phản ánh một phần nổi 

của tình trạng kháng kháng sinh thật sự của các chủng này. Điều này cũng một lần 

nữa cho thấy để đánh giá đầy đủ tình trạng KKS của chủng vi khuẩn cần phải đánh 

giá song song cả kiểu hình và kiểu gen của KS. 

Hầu hết các gen KKS của các nhóm KS β-lactam, aminoglycoside, quinolon, 

sulfonamid  đều là các gen nằm trên plasmid, có thể làm cho tăng khả năng lan 

truyền KKS điều này lý giải  tỷ lệ KKS với các KS này đều rất cao. Thêm vào đó, 

38 gen điều hòa bơm đẩy có ở hầu hết các chủng, các gen này giúp tạo ra hệ thống 

bơm đẩy của các chủng này để bơm đẩy KS ra ngoài tế bào của vi khuẩn, càng tạo 

điều kiện thuận lợi cho việc tạo ra các chủng đa kháng thuốc [75, 111]  

So sánh về đặc điểm KKS của các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập từ 

cộng đồng trong nghiên cứu với các nghiên cứu trong và ngoài nước thấy: 

Katarzyna Ćwiek nghiên cứu các chủng E. coli mang gen mcr-1 trên gia cầm tại Ba 

Lan thấy 88,2% các chủng mang gen KKS bao gồm β-lactam (blaTEM), tetracyclin 

(tetA, tetB), sulfonamid (sul1, sul2, sul3) [33]. Tỉ lệ gen tìm thấy cao hơn so với 

nghiên cứu của chúng tôi có thể do các kỹ thuật phát hiện gen khác nhau và các 

vùng khác nhau nên tỷ lệ khác nhau.  

Nghiên cứu của Akiyo Nakano và cộng sự trên động vật và người khỏe mạnh 

ở 72 trang trại tại Nhật đã ghi nhận các chủng E. coli mang gen mcr-1 có mang gen 

blaCTX-M-14, blaCTX-M-27 và blaCTX-M-156 từ mẫu phân động vật [70], trong nghiên cứu 

https://www.frontiersin.org/people/u/1292890
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của chúng tôi không ghi nhận các gen họ CTX-M- từ mẫu phân động vật mà chỉ có 

1 chủng mang gen blaCTX-M-14 và 2 chủng mang gen blaCTX-M-55 từ mẫu phân người. 

Tại Việt Nam, nghiên cứu của Nguyễn Quốc Phong và cộng sự đánh giá sự phổ 

biến gen mcr-1 ở  các chủng E. coli mang có sinh enzym β-lactamase trên các mẫu 

thức ăn sống bán lẻ tại Nha Trang có phát hiện các gen phổ biến là blaTEM, blaCTX-M-

1 và blaCTX-M-9  bằng phương pháp PCR [5]. Một số nghiên cứu khác tại Việt Nam 

cũng cho thấy blaCTX-M-1 và blaCTX-M-9  là 2 loại gen phổ biến ở các chủng E. coli 

mang gen mcr-1 có sinh enzym β-lactamase trên người và động vật [13, 71]. Trong 

nghiên cứu của chúng tôi chỉ ghi nhận 1 chủng E. coli có mang gen blaCTX-M-14 và 2 

chủng E. coli có mang gen blaCTX-M-14 đều phân lập từ phân người, đây là những gen 

ít gặp nên vấn đề này cần phải theo dõi thêm trên các nghiên cứu theo dõi dọc trên 

cộng đồng. 

4.2.2. Mối liên hệ về kiểu gen của các chủng E. coli mang gen mcr-1 bằng kỹ 

thuật PFGE 

Như phần 4.1 đã đề cập, việc nghiên cứu sâu thêm về mối liên hệ kiểu gen giữa 

các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập từ phân người, phân động vật, thức ăn và 

nước trong hộ gia đình, giữa các thành viên trong hộ gia đình, lây lan trong cộng 

đồng có khu vực địa lý gần nhau để hiểu rõ hơn về cơ chế lan truyền gen KKS của 

các chủng E. coli mang gen mcr-1 là rất cần thiết để từ đó có các biện pháp ngăn chặn 

và giảm thiểu hiệu quả sự lan truyền nhanh chóng các chủng vi khuẩn KKS. 

Trước khi có kỹ thuật next-generated sequencing có thể giải trình tự toàn bộ 

bộ gen vủa vi khuẩn ra đời, có thể nói kỹ thuật PFGE là tiêu chuẩn quan trọng để 

xác định mối liên hệ kiểu gen, đánh giá khả năng lan truyền KKS của vi khuẩn. 

Nghiên cứu của chúng tôi đã chọn lọc ra 240 chủng E. coli mang gen mcr-1 

bao gồm: 136 chủng phân lập từ phân người, 57 chủng phân lập từ phân động vật, 

33 chủng từ nước và 14 chủng từ thức ăn nhằm đánh giá mối liên hệ kiểu gen ban 

đầu từ các chủng này. 

Kết quả PFGE cho thấy các chủng E. coli mang gen mcr-1 có sự rất đa dạng 

về kiểu gen (hình 3.3 đến 3.6). Các chủng E. coli mang gen mcr-1 có mối liên quan 
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đến nhau với độ tương đồng về kiểu gen ≥ 90% chiếm 61,3% (147/240 chủng) được 

phân bố trong 58 nhóm kiểu gen. 38,7% các chủng (93/240) không có mối liên hệ 

về kiểu gen và có sự phân bố kiểu gen đa dạng. Trong số 58 nhóm kiểu gen có độ 

tương đồng cao có 40 nhóm gen có các cụm chủng trong nhóm phân lập từ một mẫu 

bao gồm các nhóm 1, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 18, 19, 21,  23, 24, 25, 26, 

27, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 37, 39, 40, 41, 42, 48, 49, 50, 51, 52, 54, 55, 56, 57, 58.  

Có 18 nhóm kiểu gen giống nhau nhưng được phân lập từ các hộ khác nhau 

và/hoặc các loại mẫu khác nhau bao gồm các nhóm 2, 6, 12, 14, 16, 20, 22, 33, 35, 

36, 38, 43, 44, 45, 46, 47, 53. Trong số đó, nhóm kiểu gen số 20, 22 và 38 có các 

chủng phân lập trong cùng 1 hộ gia đình có kiểu gen giống nhau. Nhóm kiểu gen số 

20 gồm có 4 chủng trong đó có 2 chủng phân lập từ mẫu phân người và 2 chủng 

phân lập từ mẫu phân động vật tại thôn Mậu Chử. Nhóm kiểu gen số 22 bao gồm 3 

chủng trong đó có 2 chủng phân lập từ phân của 2 thành viên trong cùng 1 hộ gia 

đình và 1 chủng phân lập từ phân của thành viên trong 1 hộ ở cùng thôn Thạch Tổ, 

Nhóm kiểu gen số 38 có 3 chủng trong đó có 1 chủng phân lập từ nước, 1 chủng 

phân lập từ phân động vật trong cùng 1 hộ, 2 chủng này có chung kiểu gen cùng 1 

chủng phân lập từ nước từ hộ thuộc cùng 1 thôn Thạch Tổ. Đây là bằng chứng 

chứng minh có sự lan truyền gen KKS mcr-1 của các chủng E. coli trong cùng 1 hộ 

gia đình giữa người và động vật, giữa các thành viên trong hộ gia đình và giữa động 

vật sang môi trường nước. Nhóm kiểu gen số 2, 6, 22, 38, 43, 45, 46 có các chủng 

vi khuẩn phân lập từ phân người/ phân động vật/ thức ăn/nước của cùng một thôn. 

Đáng chú ý là nhóm kiểu gen số 43 gồm 2 chủng vi khuẩn phân lập từ nguồn nước 

của 2 hộ khác nhau nhưng cùng 1 thôn Hòa Ngãi. Bằng chứng này cho thấy có thể 

có sự lây nhiễm các chủng vi khuẩn từ động vật vào nguồn nước gây ô nhiễm nguồn 

nước ở khu vực địa lý gần nhau. Điều thú vị nữa chúng tôi thấy nhóm kiểu gen 45 

và 46 bao gồm các chủng phân lập từ thịt và rau của cùng một thôn Dương Xá. Như 

vậy giả thuyết ô nhiễm nguồn nước có thể gây nhiễm sang thức ăn và tạo nên sự lây 

truyền qua chuỗi thức ăn giữa động vật-thức ăn-môi trường nước- người là có cơ sở. 

Trên thực tế, nghiên cứu của Nguyen T Nhung và cs đã chứng minh tại Hà Nội, 

nguồn nước thải ô nhiễm chưa được xử lý có chứa gen mcr-1 và góp phần vào việc 
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lan truyền gen mcr-1 trong môi trường nước bị ô nhiễm vào thức ăn [8]. Ngoài ra, 

các nhóm kiểu gen còn lại là nhóm 12, 14, 16, 33, 35, 36, 44, 47, 53 là những nhóm 

có các chủng vi khuẩn có kiểu gen giống nhau được phân lập từ loại mẫu khác nhau 

ở các hộ gia đình khác nhau và giữa các thôn khác nhau. Chúng tôi chưa tìm được 

mối liên quan dịch tễ giữa các chủng này. Có thể việc lây nhiễm của các chủng này 

trong môi trường đã trở nên rộng rãi nên có thể gặp ở các khu vực địa lý xa hơn.  

Kết quả PFGE còn thấy 93 chủng không có mối liên quan kiểu gen mà có sự 

phân bố kiểu gen rất đa dạng. Điều này có thể giải thích rằng do gen mcr-1 trong 

nghiên cứu của chúng tôi đã xác định được nằm phần lớn trên plasmid (71,2%). Lây 

truyền qua plasmid là lây truyền ngang nên tạo ra tính đa dạng về kiểu gen.  

Kết quả đánh giá các mối liên hệ kiểu gen bằng kỹ thuật PFGE, chúng tôi 

thấy các chủng E. coli mang gen mcr-1 tại cộng đồng nghiên cứu của chúng tôi 

vừa có tính ổn định về các kiểu gen, tạo ra các nhóm kiểu gen lây truyền trong các 

hộ gia đình, vừa có tính đa dạng với các kiểu gen không có mối liên quan. Kết quả 

này phù hợp với sự phân bố gen mcr-1 trên NST và plasmid đã được làm rõ ở 

phần trên. 

Để tiếp tục hiểu rõ hơn về đặc điểm của plasmid và NST mang gen mcr-1 của 

các chủng này và xác định chính xác các sequence type của chúng, chúng tôi tiếp 

tục thực hiện kỹ thuật giải trình tự toàn bộ bộ gen một số chủng đại diện trong 

nghiên cứu. Các chủng trong cùng một nhóm kiểu gen sẽ chỉ lựa chọn đại diện 1 

chủng để giải trình tự. 

4.2.3. Đặc điểm sinh học phân tử của các chủng E. coli mang gen mcr-1 bằng kỹ 

thuật giải trình tự toàn bộ bộ gen. 

Kỹ thuật giải trình tự thế hệ mới (next-generated sequencing), giải trình tự 

toàn bộ bộ gen (WGS) là kỹ thuật hiện đại nhất hiện nay để đánh giá các đặc điểm 

sinh học phân tử của vi khuẩn, là kỹ thuật quan trọng trong việc kiểm soát KKS 

hiện nay [54] 

Nhằm nghiên cứu sâu hơn về cơ chế lan truyền của các chủng E. coli mang 

gen mcr-1 trong cộng đồng tại một vùng nông thôn Bắc Bộ Việt Nam, nghiên cứu 
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của chúng tôi đã lựa chọn 87 chủng E. coli mang gen mcr-1 bao gồm 45 chủng từ 

phân người, 29 chủng từ phân động vật, 10 chủng từ nước, 3 chủng từ thức ăn để 

giải trình tự toàn bộ bộ gen nhằm xác định về sự phân bố các sequence type trong 

cộng đồng, các đặc điểm và cấu tạo của plasmid và NST của mang gen mcr-1. Với 

mục đích so sánh với các chủng E. coli mang gen mcr-1 trên lâm sàng xem có sự 

khác biệt hay không, trong quá trình phân tích dữ liệu giải trình tự, chúng tôi có sử 

dụng thêm dữ liệu giải trình tự gen của 7 chủng E. coli mang gen mcr-1 được phân 

lập từ các bệnh phẩm lâm sàng (2 chủng phân lập từ bệnh phẩm mủ; 2 chủng phân 

lập từ bệnh phẩm ngoáy họng, 1 chủng phân lập từ máu, 2 chủng phân lập từ bệnh 

phẩm đờm) năm 2016 của Bệnh viện Nhiệt đới Trung ương. 

4.2.3.1. Đặc điểm phân bố các sequence type của các chủng vi khuẩn E. coli mang 

gen mcr-1 trong nghiên cứu 

Cây phân loại core genome và sequence type trong giải trình tự toàn bộ bộ gen 

sẽ cho thấy về mối quan hệ về kiểu gen của các chủng. Các chủng có mối quan hệ 

chặt chẽ về kiểu gen là các chủng cùng thuộc một ST và nằm cùng trên một nhánh 

của cây phân loài.  

Kết quả  giải trình tự 87 chủng E. coli mang gen mcr-1 short-read, trên cây 

phân loại core genome và sequence type (hình 3.6) cho thấy trong 94 chủng (7 

chủng phân lập từ bệnh phẩm lâm sàng), có 56 các STs khác nhau. Sự phân bố STs 

cụ thể đối với từng loại mẫu như sau: các chủng phân lập từ 45 mẫu phân người có 

32 loại ST, các ST thường gặp ở các chủng phân lập từ phân người là ST10, ST48, 

ST93 và ST191. Các chủng phân lập từ 29 mẫu phân động vật có 22 STs khác nhau 

trong đó 2 loại ST thường gặp là ST10 và ST48. 10 chủng phân lập từ nước có 7 

STs khác nhau trong đó có 3 ST hay gặp là ST48, ST155 và ST206 (Bảng 3.8). Như 

vậy các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong cộng đồng có sự rất đa dạng về kiểu 

gen. Các STs thường gặp chung cho cả 4 loại mẫu bao gồm ST10 (n=10, 11%), 

ST48 (n=9, 9%) và ST206 (n=8, 8%).  ST10 là ST thường gặp của các chủng E. coli 

mang gen mcr-1  trong khu vực và trên thế giới ở cả người, động vật và môi trường 

[38]. ST48 là ST được ghi nhận nhiều tại Trung Quốc trên các chủng E. coli mang 

gen mcr-1 phân lập từ  động vật [121, 117] 
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Chủng E. coli mang gen mcr-1  có ST206 là chủng ít gặp, được ghi nhận rải 

rác trên động vật và ở bệnh nhân trên lâm sàng [101, 122]. Tuy nhiên chủng này lại 

là chủng nổi trội có cả ở người, động vật và trong môi trường nước trong nghiên 

cứu của chúng tôi nhưng chưa tìm thấy ở các chủng thu nhận từ lâm sàng. Chủng có 

ST93 trong nghiên cứu này thường gặp ở mẫu phân người nhưng đây là chủng ít 

gặp trên thế giới, nó được ghi nhận rải rác ở gia cầm, bệnh phẩm ngoài ruột gây ỉa 

chảy ở người, ở thức ăn, nó cũng được phát hiện ở các chủng  E. coli mang gen 

mcr-1  ở lợn tại Lào, ở mèo tại Quảng Châu, Trung Quốc, ở bệnh nhân tại Phần Lan 

và gần đây nó là chủng chiếm ưu thế ở động vật nuôi tại Quảng Châu, Trung Quốc 

[104]. Tại Việt Nam chúng tôi chưa tìm được các nghiên cứu đánh giá sự phân bố 

các ST của các chủng E. coli mang gen mcr-1 lưu hành trong cộng đồng nên chúng 

tôi chưa có dữ liệu để so sánh. 

Phân tích các STs theo hộ gia đình, nghiên cứu của chúng tôi tìm thấy có 4 

nhóm mà các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập từ các nguồn khác nhau (phân 

người và/ hoặc phân động vật và/hoặc nước) trong cùng một hộ gia đình có các STs 

giống nhau nằm trên cùng 1 nhánh của cây phân loại, gồm: cặp 32-33 của hộ H137-

ST 155; cặp 47-48 của hộ H154; cặp 75-76 của hộ H275-ST 206 và cặp 83-84-87 

của hộ H314-ST191. Ngoài ra còn cặp 52-53 của hộ H175 đều có cùng ST10 tuy 

không trên cùng một nhánh nhưng có mối liên quan gần (Bảng 3.9). Như trong phần 

đánh giá mối liên hệ kiểu gen bằng PFGE chúng tôi cũng đã tìm ra 2 cặp chủng có 

cùng 1 kiểu nhóm gen ở trong cùng một hộ gia đình. Lựa chọn các mẫu không có 

độ tương đồng về kiểu gen để tiếp tục giải trình tự toàn bộ bộ gen đã phát hiện thêm 

4 nhóm có cùng ST trong cùng hộ gia đình có mối quan hệ kiểu gen chặt chẽ. Điều 

này cũng cho thấy ưu điểm của kỹ thuật giải trình tự toàn bộ bộ gen có độ nhạy và 

chính xác cao hơn kỹ thuật PFGE khi đánh giá mối liên hệ kiểu gen của các chủng. 

Đây cũng là bằng chứng củng cố thêm nhận định của chúng tôi là có sự lây lan của 

các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong cùng 1 hộ gia đình giữa động vật nuôi 

trong nhà và người qua môi trường ô nhiễm (nước). Nghiên cứu của chúng tôi chưa 

tìm được bằng chứng lan truyền qua thức ăn có thể do số lượng chủng phân lập còn 

ít nên hạn chế sự phát hiện này.  
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Cây phân loại còn cho thấy sự đa dạng về STs của các chủng này, điều này có 

thể được giải thích do sự lan truyền qua plasmid do các chủng E. coli mang gen 

mcr-1 nằm trên plasmid. Để chứng minh sự lan truyền của các chủng này qua 

plasmid chúng tôi tiếp tục đánh giá khả năng lan truyền của các chủng này qua 

plasmid cũng như các đặc điểm của các plasmid mang gen mcr-1 

4.2.3.2. Xác định các đặc điểm plasmid của các chủng vi khuẩn E. coli mang gen 

mcr-1 

Phân tích mô phỏng trên máy tính các plasmid mang gen mcr-1 của 64 chủng 

(35 chủng từ phân người, 24 chủng từ phân động vật và 5 chủng từ nước) dựa trên 

dữ liệu giải trình tự short-read cho thấy chúng tôi đã xác định được 13 loại replicon 

của plasmid mang gen mcr-1, trong đó các chủng phân lập từ nước gồm 6 loại 

IncI2, IncN, IncFIB, IncHI1B, IncHI2, IncHI2A.  Các chủng phân lập từ phân động 

vật có 12 loại trong đó bao gồm 6 loại có trong các chủng từ nước và thêm 6 loại 

replicon khác là IncP, IncX1, IncX4, IncFIA, IncFIC, IncY. Các chủng từ phân 

người mang nhiều loại nhất là13 loại) trong đó bao gồm 12 loại của các chủng từ 

động vật và thêm IncX2 (Biểu đồ 3.4). Các plasmid tồn tại ở 2 dạng: các plasmid 1 

đơn vị sao chép duy nhất (single-replicon plasmid) và các plasmid có nhiều đơn vị 

sao chép kết hợp với nhau trong cùng một yếu tố di truyền động (multi-replicon 

plasmid). Các chủng phân lập từ nước có các loại đơn vị sao chép của plasmid hoàn 

toàn chung với các chủng phân lập từ động vật và người gợi ý rằng có thể các 

plasmid này có nguồn gốc từ các chủng từ động vật và người. Đây là nghiên cứu 

đầu tiên của Việt Nam xác định các loại đơn vị sao chép của plasmid của các chủng 

E. coli mang gen mcr-1 trên tất cả các loại mẫu (người, động vật, môi trường) trong 

cộng đồng bằng kỹ thuât WGS. Nghiên cứu của Malhotra-Kumar và cộng sự đã giải 

trình tự 1 chủng E. coli  mang gen mcr-1 phân lập tại trang trại ở Văn Lâm, Hưng 

Yên xác định có 4 loại plasmid là IncFII, IncF1A, IncF1B và IncX1 replicon [60]. 

Nghiên cứu của Yamaguchi và cs trên mẫu phân người tại tỉnh Thái Bình năm 2017 

cũng ghi nhận 5 loại plasmid chỉ chứa 1 đơn vị sao chép là IncI2, IncP1, IncHI2,  

Inc X4 và IncY [115]. 
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Kết quả trên cũng cho thấy tính đa dạng của các plasmid của các chủng E. coli   

mang gen mcr-1 trong cộng đồng, thể hiện nhiều nhất trong cộng đồng người khỏe 

mạnh. Các plasmid có kích thước rất đa dạng, kích thước plasmid nhỏ nhất là <50 

Kb, plasmid lớn nhất có kích thước >300 Kb. Có 7 loại plasmid chứa 1 đơn vị  sao 

chép mang gen mcr-1 được phát hiện từ 29 chủng trong các mẫu nghiên cứu bao 

gồm là IncI2 (n=8, 12,1%), IncP (n=7, 10,6%), InX4 (n=5, 5, 7,6%), IncFIA (n=3, 

4,5%), IncHI1B (n=3, 4,5%), IncN (n=1, 1,5%) and IncX1 (n=1, 1,5%) tìm thấy ở 

người, động vật và nước. Các loại plasmid chứa nhiều đơn vị sao chép mang gen 

mcr-1 trong nghiên cứu phát hiện được bao gồm sự kết hợp của các loại plasmid 

IncHI2, IncN, IncX1 and IncR.  Có 20 loại plasmid chứa nhiều đơn vị sao chép bao 

gồm các đơn vị sao chép khác nhau kết hợp với nhau. Sự kết hợp của các loại 

plasmid IncFIA, IncFIB, IncHI1B, IncHI2, IncN, IncY, IncX1 và IncI2, được tìm 

thấy trong 31 chủng E. coli ở người, động vật và nước.  Sự kết hợp hay gặp nhất là 

giữa IncHI2 với các đơn vị sao chép khác (n= 23, 4%) và IncH với IncF (n= 12,3%) 

(Bảng 3.10). Trong số các plasmid chứa một đơn vị sao chép duy nhất, gen mcr-1 

được phát hiện có cùng contig với đơn vị sao chép của plasmid ở 8 chủng trong 

cộng đồng bao gồm IncI2 (n= 3), IncP (n= 2), InX4 (n= 2) và IncHI1B (n= 1). 

Trong số các plasmid chứa nhiều đơn vị sao chép, gen mcr-1 được phát hiện có 

cùng khuôn mẫu với đơn vị sao chép ở 2 chủng trong cộng đồng bao gồm 

IncHIA/IncHI1B (n= 1) và IncHI2/IncHI2A (n= 1). Như chúng ta đã biết, plasmid 

là những ADN vòng có khả năng tự nhân lên trong tế bào của vi khuẩn. Plasmid có 

khả năng thu nhận gen mới từ các yếu tố di truyền động như transposon, trình tự 

chèn và nhân bản ở nhiều loại tế bào chủ (vi khuẩn) khác nhau nên nó trở thành một 

vector hoàn hảo trong việc lan truyền gen KKS [84]. Việc nhận biết về đặc điểm 

sinh học phân tử và phân loại về mặt gen học của plasmid sẽ có thể được phân biệt 

các cách lan truyền gen KKS của các loại plasmid khác nhau. Hơn nữa, các gen 

KKS nằm trên plasmid thường ít khi chỉ có một loại gen, mỗi loại plasmid thường 

hay mang cùng lúc nhiều nhóm gen KKS khác nhau. Xác định các loại plasmid giúp 

ta nhận biết không chỉ một mà là các nhóm gen KKS thường gặp nằm trên loại 
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plasmid này [84]  Plasmid  IncI2, IncHI2, and IncX4 là những plasmid thường gặp 

ở những chủng E. coli mang gen mcr-1 [105]. Plasmid IncI2 là plasmid chiếm ưu 

thế ở Châu Âu, thường nằm trên các chủng E. coli phân lập được từ các trang trại, 

nó có thể tích hợp vào nhiều loại vi khuẩn khác nhau [84]. Ngoài gen mcr-1 plasmid 

IncI2 còn mang gen CTX-M-55 [59]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, plasmid 

IncI2 mang gen mcr-1 và cũng có 1 chủng phân lập từ phân người (67-HS235.2) có 

blaCTX-M-55 cùng nằm trên plasmid này. IncP là loại plasmid có phổ rộng đối với 

các tế bào chủ. Ngoài mang gen mcr-1 thì IncP được phát hiện mang rất nhiều loại 

gen KKS bao gồm các gen KKS nhóm β-lactams, sulphonamid, aminoglycosid và 

tetracyclin [84], tuy nhiên trong nghiên cứu của chúng tôi ghi nhận gen kháng nhóm 

quinolon qnrS1 nằm cùng trên plasmid này. Đây là loại plasmid mang đơn vị sao 

chép duy nhất thường gặp thứ 2 trong nghiên cứu (10,6%), điều này cũng lý giải tại 

sao tỷ lệ kháng quinolon của các chủng trong nghiên cứu rất cao (>30%). IncX4 là 

một loại đơn vị sao chép duy nhất thường gặp trong nghiên cứu và có nằm cùng các 

gen KKS nhóm aminoglycosid (Bảng 3.11). Kết quả nghiên cứu của chúng tôi còn 

thấy có một tỷ lệ lớn các plasmid chứa đơn vị sao chép kết hợp. Loại thường gặp 

nhất là IncHI2 với các loại plasmid khác. Loại plasmid này được tìm thấy ở Châu 

Âu trên cả chủng từ người và động vật và thường kết hợp với các plasmid khác. Các 

plasmid chứa nhiều đơn vị sao chép có IncHI2 thường được báo cáo mang rất nhiều 

gen KKS của các nhóm KS khác nhau như ESBL gen, sulphonamid, aminoglycosid, 

tetracyclin and streptomycin [84, 47]. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi cũng cho 

kết quả tương tự, rất nhiều các gen KKS khác ngoài mcr-1 được phát hiện nằm trên 

loại plasmid chứa nhiều đơn vị sao chép  này như gen KKS nhóm β-lactam 

(blaCTX-M-14, blaTEM-1, blaTEM-106) aminoglycoside (aac(3)-IId, aac(3)-IVa, 

aadA2, aph(3'')-Ib, aph(3')-Ia, aph(4)-Ia, aph(6)-Id), nhóm sulfonamid (sul1, sul2, 

sul3), nhóm tetrcyclin(tetA, tetM) (Bảng 3.11). Plasmid chứa nhiều đơn vị sao chép 

có IncH kết hợp IncF cũng thường gặp và cũng chứa các gen KKS của các nhóm 

KS tương tự như nhóm có IncHI2. Như vậy, nhìn chung, plasmid chứa nhiều đơn vị 

sao chép này có 1 lượng lớn các gen KKS của các nhóm KKS khác nhau cùng nằm 
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trên plasmid với mcr-1 (Bảng 3.11). Số lượng gen KKS trung bình nằm trên 

plasmid cùng gen mcr-1 là 9 gen dao động từ 1-17 gen (Bảng 3.11). Đây là một vấn 

đề rất đáng báo động vì không chỉ trên kiểu hình có rất nhiều các chủng E. coli 

mang gen mcr-1 đa kháng mà ở kiểu gen còn rất nhiều các gen KKS nằm trên 

pladmid sẽ làm cho việc lan truyền các chủng đa KKS mang gen mcr-1 sẽ xảy ra 

nhanh chóng nếu không có các biện pháp ngăn chặn kịp thời, hiệu quả và nếu các 

chủng này lây lan trên lâm sàng sẽ càng làm cho việc điều trị các bệnh nhiễm khuẩn 

E. coli ngày càng trở nên khó khăn hơn.  

Để đánh giá cơ chế lan truyền qua trung gia plasmid, chúng tôi lựa chọn một 

số chủng E. coli mang gen mcr-1 nằm trên các loại plasmid khác nhau để làm kỹ 

thuật tiếp hợp. 

4.2.3.3. Xác định chế lan truyền qua trung gian plasmid của các chủng vi khuẩn E. 

coli mang gen mcr-1 

Như kết quả đã trình bày ở phần trên, nhóm nghiên cứu đã xác định được 

nhiều loại plasmid mang gen mcr-1 của các chủng E. coli phân lập được trong cộng 

đồng nghiên cứu. Để trả lời câu hỏi liệu các plasmid này có khả năng lan truyền gen 

mcr-1 sang các chủng E. coli khác hay không, chúng tôi đã tiến hành thử nghiệm 

tiếp hợp để đánh giá sự lan truyền gen qua plasmid từ các chủng mang gen mcr-1 

sang chủng E. coli J53 là chủng không mang gen mcr-1 và có trạng thái có thể nhận 

plasmid từ chủng khác. Chúng tôi lựa chọn 24 chủng E. coli (10 chủng từ phân 

người, 9 chủng từ động vật, 5 chủng từ nước) đã được xác định mang gen mcr-1 

nằm trên các loại plasmid khác nhau bao gồm cả loại plasmid có một đơn vị sao 

chép và plasmid có nhiều đơn vị sao chép. Kết quả thử nghiệm tiếp hợp đã thành 

công truyền gen mcr-1 từ chủng cho sang chủng E. coli J53 17/24 chủng (70,8%) 

bao gồm cả các chủng có plasmid chứa một đơn vị sao chép và plasmid chứa nhiều 

đơn vị sao chép (Bảng 3.12). Kết quả cho thấy các chủng E. coli mang gen mcr-1 

nằm trên plasmid trong cộng đồng nghiên cứu bao gồm cả plasmid chứa một đơn vị 

sao chép và plasmid chứa nhiều đơn vị sao chép đều có khả năng truyền gen mcr-1 

cho các chủng khác. Thử nghiệm này của chúng tôi có tỉ lệ truyền gen thành công 
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cao hơn nghiên cứu của Lê Quốc Phong và cs [5]. Có thể do chúng tôi chọn các 

chủng đã biết có gen mcr-1 nằm trên plasmid và sử dụng chủng nhận khác nhau dẫn 

đến sự khác biệt này.   

4.2.3.4. Xác định cấu trúc di truyền động của các chủng vi khuẩn E. coli mang gen 

mcr-1  

Để đánh giá cấu trúc di truyền của các chủng E. coli mang gen mcr-1, chúng 

tôi đã tiến hành giải trình tự 10 chủng đại diện cho 6 đơn vị sao chép của plasmid sử 

dụng phương pháp MinION (Oxford Nanopore Technologies) giải trình tự 

nanopore. Kết quả của kỹ thuật long-read đã khẳng định những phát hiện của kết 

quả mô phỏng trên máy tính của kỹ thuật short-read bao gồm 3 loại plasmid chứa 

đơn vị sao chép duy nhất IncI2 (n=2), IncP (n=1), InHI2 (n= 1) và 2 plasmid chứa 

nhiều đơn vị sao chép IncHI2 và IncHI2A trong cộng đồng. Chúng tôi cũng sử dụng 

2 chủng có nguồn gốc từ lâm sàng để so sánh. Nanopore cũng được sử dụng để xác 

định gen mcr-1 nằm trên NST (n=2). 

Kết quả cho thấy plasmid IncI2 mang gen mcr-1 của các chủng E.coli phân lập 

ở các mẫu thu thập từ động vật cũng giống với plasmid IncI2 của các chủng E.coli 

phân lập ở các mẫu thu thập từ người trong cộng đồng (tỷ lệ bao phủ :90%) và cũng 

giống với IncI2 từ bệnh nhân trên lâm sàng (tỷ lệ bao phủ:98%) với khoảng đồng 

nhất từ 81%-100% (Hình 3.8). Chúng tôi cũng quan sát thấy tỷ lệ bao phủ 100% khi 

so sánh trình tự trên dữ liệu long-read của 2 plasmid chứa nhiều đơn vị sao chép Inc 

(HI2:HI2A:N) từ chủng E. coli phân lập từ phân người và động vật (Hình 3.9). Kết 

quả này gợi ý rằng sự có mặt của plasmid mang gen mcr-1 của các chủng E. coli là 

do sự lây truyền ngang trong cộng đồng vi khuẩn của người, động vật, môi trường 

và bệnh nhân trên lâm sàng. 

Chúng tôi cũng dựng cấu trúc của transposon của 10 chủng đại diện dựa trên 

dữ liệu thu được từ nền tảng kỹ thuật Nanopore. Có 6 dạng cấu trúc khác nhau của 

gen mcr-1 với sự có mặt hoặc không có mặt của ISApl1 đã được phát hiện trên cả 

NST và plasmid. Trong số các chủng mang gen mcr-1 trên NST (n=6) có 5 chủng 

có chứa đầy đủ cấu trúc của transposon Tn6330 là ISApl1-pap2-mcr-1-ISApl1. Một 
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chủng còn lại có sự kết hợp giữa ISApl1 và IS91 (ISApl1-mcr-1-IS91) (Hình 3.10). 

Có 2 biến thể (ISApl1 và IS1A) chúng tôi tìm thấy ở 2 plasmid chứa nhiều đơn vị 

sao chép Inc (HI2:HI2A) và Inc (HI2:HI2A:N) plasmid (mẫu pVNHN08-95 and 

pVNHN08-84). Chúng tôi không phát hiện được transposon Tn6330 đầy đủ được 

trên plasmid. Tuy nhiên, Yamaguchi và cộng sự lại phát hiện transposon Tn6330 

đầy đủ ISApl1-pap2-mcr-1-ISApl1 trong nghiên cứu của mình [115]. Cũng giống 

như các gen KKS khác, khi nó đã chèn vào NST của tế bào chủ sẽ mất đi cấu trúc 

ban đầu của nó, thu nhận các đặc điểm của tế bào chủ và để tạo ra tình ổn định của 

nó cũng như thay đổi mức độ biểu hiện của các chức năng. Vì vậy lây truyền dọc do 

sự tích hợp transposon vào NST có tính ổn định. Trong nghiên cứu của chúng tôi 

không ghi nhận thấy Tn6330 mà không có ISApl1 ở trình tự bên cạnh của chủng E. 

coli mang gen mcr-1 trên NST. Điều này có thể gợi ý đây là khả năng mới được 

chèn gần đây. 

Tóm lại, nghiên cứu của chúng tôi thấy rằng có sự xuất hiện với tỉ lệ cao các 

chủng E. coli mang gen mcr-1 trong cộng đồng tại một xã của vùng nông thôn Bắc 

Bộ ở Việt Nam. Các chủng này nằm trên cả NST và plasmid nên vừa có tính ổn 

định lại vừa có tính đa dạng trong quá trình lan truyền. Các kết quả gen học giống 

nhau cũng gợi ý có sự lây lan giữa người và động vật thông qua thức ăn và môi 

trường nước ô nhiễm với E. coli mang gen mcr-1. Qua đó, chúng tôi cũng thấy rằng 

việc giám sát tính kháng colistin cần phải có sự đánh giá và giám sát đồng bộ cả ở 

trên người, động vật và môi trường ô nhiễm. Các giải pháp giảm thiểu sự gia tăng tỷ 

lệ đề kháng colistin không chỉ giám sát sử dụng kháng sinh colistin trên lâm sàng 

hay ngăn chặn việc sử dụng colistin trong chăn nuôi mà còn cần phải đưa ra các 

biện pháp để giảm thiểu sự ô nhiễm thức ăn và môi trường nước với các chủng E. 

coli mang gen mcr-1. Các biện pháp này giúp ngăn chặn hoặc giảm tỷ lệ lây lan các 

chủng E. coli mang gen mcr-1 giữa người và động vật. 

4.3. Hạn chế và hướng nghiên cứu tiếp theo  

Nghiên cứu đã đánh giá được thực trạng mang, mức độ kháng thuốc, và một 

số đặc điểm của các chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin tại cộng đồng 



111 
 

nông thôn tỉnh Hà Nam. Nhiều kỹ thuật sinh học phân tử hiện đại đã được áp dụng 

trong nghiên cứu và đã từng bước chứng minh sự lây truyền của các chủng E. coli 

mang gen mcr-1 và lan truyền gen mcr-1 thông qua các plasmid. Những phát hiện 

này góp phần quan trọng để hiểu được cơ chế kháng kháng sinh, nguồn truyền 

nhiễm và khả năng lây truyền của vi khuẩn E. coli mang gen mcr-1 và là cơ sở khoa 

học để đưa ra các biện pháp phòng ngăn ngừa và giảm thiểu sự lây lan của vi khuẩn 

này trong cộng đồng. Tuy nhiên do giới hạn về thời gian, kinh phí, cỡ mẫu thực 

hiện và trong khuôn khổ của một luận án nghiên cứu sinh không thể giải quyết được 

toàn bộ các vấn đề liên quan tới khía cạnh dịch tễ, vi sinh và sinh học phân tử.  Vì 

vậy cần thiết có các nghiên cứu tiếp theo để làm sáng tỏ  nguồn truyền nhiễm,  các 

yếu tố nguy cơ và chứng minh nguy cơ lây lan của vi khuẩn E. coli  mang gen mcr-

1 trong cộng đồng từ nhiều nguồn khác nhau như thức ăn, đất, nước thải... Ngoài ra 

cũng cần thiết có các nghiên cứu can thiệp nhằm đưa ra các giải pháp nhằm hạn chế  

sự  lây nhiễm và lan truyền các vi khuẩn E. coli  mang gen mcr-1  nói riêng và các 

vi khuẩn kháng kháng sinh nói chung trong cộng đồng.   

Trong mục tiêu 2 của nghiên cứu, ban đầu, chúng tôi có mong muốn có thể so 

sánh được đặc điểm sinh học phân tử của các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong 

nghiên cứu với một số chủng E. coli phân lập được tại một số vùng tại Việt Nam 

giai đoạn 2016 – 2018 để xem có sự thay đổi về mặt gen học hay không. Tuy nhiên 

do chúng tôi chỉ có thể thu thập được dữ liệu của một số lượng rất nhỏ chủng E. coli 

mang gen mcr-1 trên lâm sàng (n=7) nên việc so sánh bị hạn chế. Vì vậy cần có 

những nghiên cứu tương tự tiếp theo trên cộng đồng để có thể đánh giá được sự 

thay đổi theo thời gian của các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong cộng đồng. 

 

ĐÓNG GÓP MỚI CỦA LUẬN ÁN 

 

Đây là nghiên cứu đầu tiên của Việt Nam nghiên cứu tổng thể các loại mẫu từ 

phân người, phân động vật nuôi trong nhà, thức ăn và môi trường nước (nước giếng, 

nước tưới, nước mưa) đánh giá tình trạng các chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng 
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colistin tại một vùng nông thôn Bắc Bộ để có thể thấy được bức tranh toàn cảnh 

thực trạng KKS của các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong cộng đồng của một xã 

thuộc nông thôn Bắc Bộ. 

Nghiên cứu đã xác định được các ST của các chủng E. coli mang gen mcr-1 

đang lưu hành trong cộng đồng 

Nghiên cứu đã xác định được các replicon plasmid của các chủng E. coli mang 

gen mcr-1 kháng colistin đang lưu hành trong cộng đồng, từ đó làm sáng tỏ cơ chế 

lây lan của các chủng này trong cộng đồng 

Nghiên cứu đã xác định được cấu trúc của một số replicon plasmid phổ biến 

và các transposon mang gen mcr-1 của chủng E. coli lưu hành trong cộng đồng, từ 

đó cung cấp thêm những hiểu biết về mặt gen học của các chủng này. 
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KẾT LUẬN 

 

Nghiên cứu đặc điểm sinh học phân tử của các chủng E. coli mang gen mcr-1 

chúng tôi có kết luận sau đây: 

1. Tỷ lệ chủng E. coli mang gen mcr-1 tại xã Thanh Hà, huyên Thanh Liêm 

tỉnh Hà Nam ở mức rất cao ở cả mẫu phân người, phân động vật, thức ăn và môi 

trường nước: tỷ lệ tương ứng là 36,6% và 34,4%, 3,8% và 8,4%. 

2- Các chủng E. coli có gen mcr-1 nằm trên cả NST và plasmid nhưng tỷ lệ 

nằm trên plasmid cao hơn: 71,3% nằm trên plasmid so với 26,4% nằm trên NST- 

p<0.001. 

- Các chủng E. coli mang gen mcr-1 kháng colistin có MIC từ 4 µg/ml đến >16 

4 µg/ml chủ yếu có MIC là 4 µg/ml với tỷ lệ 80% trong số các chủng kháng colistin. 

- Phân tích mối liên hệ kiểu gen bằng kỹ thuật PFGE cho thấy có 18 nhóm kiểu 

gen giống nhau  được phân lập từ các hộ khác nhau và/hoặc các loại mẫu khác nhau. 

- Trong số 87 chủng E. coli mang gen mcr-1 được giải trình tự toàn bộ bộ gen 

có 56 các ST khác nhau trong đó có các ST thường gặp chung cho cả 4 loại mẫu 

phân người, động vật, thức ăn và nước bao gồm ST10 (n=10, 11%), ST48 (n=9, 

9%) và ST206 (n=8, 8%). 

- Có  nhóm mà các chủng E. coli mang gen mcr-1 phân lập từ các nguồn khác 

nhau (phân người và/ hoặc phân động vật và/hoặc nước) trong cùng một hộ gia đình 

có các STs giống nhau nằm trên cùng 1 nhánh của cây phân loại (10,3%) gợi ý có 

sự lây lan lẫn nhau giữa những người trong cùng hộ gia đình, giữa người và động 

vật thông qua thức ăn và nước bị ô nhiễm các chủng E. coli mang gen mcr-1 trong 

hộ gia đình. 

- Toàn bộ 87 chủng E. coli đều mang gen mcr-1 có subtype mcr-1.1.  

- Các plasmid có kích thước rất đa dạng, kích thước plasmid nhỏ nhất là <50 

Kb, plasmid lớn nhất có kích thước >300 Kb. Có 7 loại replicon đơn mang gen mcr-1 

được phát hiện từ 29 chủng trong các mẫu nghiên cứu bao gồm là IncI2 (n=8, 
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12,1%), IncP (n=7, 10,6%), InX4 (n=5, 5, 7,6%), IncFIA (n=3, 4,5%), IncHI1B (n=3, 

4,5%), IncN (n=1, 1,5%) và IncX1 (n=1, 1,5%) tìm thấy ở người, động vật và nước. 

Có 20 loại plasmid chứa nhiều đơn vị sao chép khác nhau với sự kết hợp của các loại 

plasmid IncFIA, IncFIB, IncHI1B, IncHI2, IncN, IncY, IncX1 và IncI2, được tìm 

thấy trong 31 chủng E. coli ở người, động vật và nước.  Sự kết hợp hay gặp nhất là 

giữa IncHI2 với các replicon khác (n= 23, 4%) và IncH với IncF (n= 12, 33%). 

- Kết quả cho thấy plasmid IncI2 mang gen mcr-1 từ động vật cũng giống với 

plasmid IncI2 từ người trong cộng đồng (tỷ lệ bao phủ :90%) với khoảng đồng nhất 

từ 81%-100%. 

- Trong số các chủng mang gen mcr-1 trên NST (n=6) có 5 chủng có chứa đầy 

đủ cấu trúc của transposon Tn6330 là ISApl1-pap2-mcr-1-ISApl1. Một chủng còn 

lại có sự kết hợp giữa SApl1 và IS91 (ISApl1-mcr-1-IS91) 
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KIẾN NGHỊ 

 

1. Chủng E. coli mang gen mcr-1 lưu hành trong cộng đồng có tỷ lệ khá cao, 

đặc biệt tìm thấy ở cả người khỏe mạnh, động vật và môi trường. Đây là mối nguy 

cơ lây nhiễm vào bệnh viện và có gây ra các bệnh nhiễm khuẩn khó điều trị vì vậy 

cần có những biện pháp can thiệp hiệu quả để giảm tỷ lệ này trong cộng đồng 

2. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi đã cho thấy sự lây nhiễm trong cộng đồng 

các chủng E. coli mang gen mcr-1 từ giữa người và động vật qua môi trường ô 

nhiễm nước, thức ăn. Tuy nhiên do số mẫu còn ít nên chúng tôi chưa đánh giá được 

tình trạng ô nhiễm từ nguồn thức ăn do đó cần các nghiên cứu có quy mô lớn hơn, 

đánh giá trên diện rộng để có các biện pháp can thiệp hiệu quả. 
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Phụ lục 1: 

PHIẾU THU THẬP THÔNG TIN NGHIÊN CỨU 

 

I. Thông tin chung: 

HỌ TÊN NGƯỜI PHỎNG VẤN ...............................................................................  

HỌ TÊN CHỦ HỘ ....................................................................................................  

HỌ TÊN NGƯỜI TRẢ LỜI PHỎNG VẤN ..............................................................  

Mã cá nhân của người trả lời phỏng vấnS  

Giới tính: Nam               Nữ  

Tuổi  

Vị trí của người trả lời phỏng vấn trong gia đình       

 Bố/mẹ 

 Ông/bà 

 Con 

 Khác: ______________________ 

Ngày kiểm tra số liệu (ngày/tháng/năm):_ _ / _ _ / _ _ _ _  

Họ và tên Cán bộ nhập số liệu:. . . . . . . . . . . . . . . . .  

Ngày nhập số liệu (ngày/tháng/năm): _ _ / _ _ / _ _ _ _ 

Ngày kiểm tra số liệu đã được nhập (ngày/tháng/năm):_ _ / _ _ / _ _ _ _ 

II. Thông tin kinh tế xã hội và nhâu khẩu: 

1. Gia đình mình có bao nhiêu người?  

2. Đây là nhà thuê hay nhà riêng của anh/chị? 

 Nhà thuê 

 Nhà riêng 

3. Diện tích ngôi nhà này là bao nhiêu?__________________________ (m2) 

4. Diện tích đất nông nghiệp của gia đình mình như thế nào? (điền 0 nếu không có) 

 Vườn, ao nuôi cá ___________________ (m2) 

 Trồng trọt (lúa, hoa quả) ___________________ (m2) 

 Cây công nghiệp___________________ (m2) 



 
 

5. Nhà anh/chị có mấy tầng?   (ít nhất là 1 tầng) 

6. Nhà anh/chị có mầy phòng (không kể nhà tắm và bếp)?  

7. Nhà anh/chị có bếp không?  

 Có 

 Không 

8. Nhà anh/chị có nhà tắm không?  

 Có  

 Không 

9. Nền nhà anh/chị là nền nhà gì?  

 Xi măng 

 Gạch lát 

 Gỗ 

 Khác (ghi rõ: _______________________) 

10. Mái nhà anh/chị là mái nhà gì?  

 Tôn 

 Bê tông 

 Ngói 

 Khác (ghi rõ:________________________) 

III. Các yếu tố phơi nhiễm:  

1. Nhà anh/chị sử dụng loại nhà vệ sinh nào?  

  Hố xí tự hoại (hố xí bệt); 

  Hố xí xổm dùng riêng; 

  Hố xí xổm tập thể; 

  Không có nhà vệ sinh/đi ở vườn/ao hồ;  

  Khác (ghi rõ:________________________________) 

2. Đường thoát của hệ thống vệ sinh của nhà mình là như thế nào?  

  Ra ao 

  Ra cống 

  Để ủ phân 

  Khác (ghỉ rõ: __________________________) 



 
 

3. Anh/chị có trồng rau không?   

  Có 

  Không 

4. Anh chị dùng loại phân bón nào để trồng rau?  

Có ủ trước khi sử dụng không? 

 Phân người 

 Phân động vật 

 Phân hóa học  

 Khác (ghi rõ: ______________________) 

5. Gia đình mình thường dùng nguồn năng lượng đun nấu nào? (Chọn một loại sử 

dụng nhiều nhất) 

 Ga,  

 Củi,  

 Điện,  

 Than,  

 Khác (ghi rõ: ______________________________) 

6. Gia đình mình thường sử dụng nguồn nước nào? Cho những mục đích gì?  

 Nước máy cho hộ gia đình;  Ăn uống  Sinh hoạt  Tưới tiêu  Khác (______) 

 Nước đóng chai;    Ăn uống  Sinh hoạt  Tưới tiêu  Khác (______) 

 Giếng nước của nhà;   Ăn uống  Sinh hoạt  Tưới tiêu  Khác (______) 

 Nước mưa;    Ăn uống  Sinh hoạt  Tưới tiêu  Khác (______) 

 Nước ao/hồ;    Ăn uống  Sinh hoạt  Tưới tiêu  Khác (______) 

 Khác (ghi rõ: ______)  Ăn uống  Sinh hoạt  Tưới tiêu  Khác (______) 

7. Gia đình mình có xử lý nước trước khi uống hay không? 

 Không làm gì; 

 Đun sôi;  

 Lọc;  

 Khác (Ghi rõ:________________________________) 



 
 

8. Tần suất sử dụng những loại thực phẩm dưới đây của gia đình mình như thế nào?  

 
Hằng ngày 

Hơn 1 

lần/tuần 
1 lần/tuần 

Ít hơn 1 

lần/tuần 

Cơm     

Thịt     

Tôm, cá     

Trứng     

Rau     

Đậu phụ __________ __________ __________ ___________ 

 

IV. Thông tin về động vật:  

Xin vui lòng cung cấp cho chúng tôi một số thông tin về động vật trong gia đình mình:  

Động vật Số lượng 

Sử dụng phân 

động vật làm 

phân bón 

Sử dụng kháng 

sinh hay 

không? 

Tên kháng sinh 

 Lợn       

 Bò       

 Trâu       

 Gà       

 Vịt       

 Ngan       

 Ngỗng       

 Chó       

 Mèo       

 Chim       

 Khác:  

[__________] 
      



 
 

SỔ THEO DÕI THU THẬP CÁC LOẠI MẪU 

1. Mẫu phân người 

Địa chỉ Hộ Gia đình: .................................................................................................................................................................................. 

Mã hộ gia đình: 

Thời gian 
Mã cá 

nhân 

Ngày thu thập 
Giờ thu thập  

(24 giờ) 

Có thu thập mẫu 

phân được không? 
Kiểu phân  

Mã phân 

trên nhãn 

(ngày/tháng/năm) Có Không 

1 S[__|__] [__|__]/[__|__]/[__|__] [__|__]/[__|__]   [__|__] S[__|__] 

1 S[__|__] [__|__]/[__|__]/[__|__] [__|__]/[__|__]   [__|__] S[__|__] 

1 S[__|__] [__|__]/[__|__]/[__|__] [__|__]/[__|__]   [__|__] S[__|__] 

1 S[__|__] [__|__]/[__|__]/[__|__] [__|__]/[__|__]   [__|__] S[__|__] 

 

 

 



 
 

2. Theo dõi thực phẩm Hộ Gia đình  

Địa chỉ Hộ Gia đình: .................................................................................................................................................................................. 

Mã hộ gia đình: 

Thời 

gian 

Loại thực 

phẩm 

Ngày thu thập 
Mã thực 

phẩm 

Ghi rõ tên 

mẫu 
Nơi lưu trữ Nguồn gốc 

(ngày/tháng/năm) 

1/2 □ Rau và/hoặc 

rau sống 
[__|__]/[__|__]/[__|__] [__|__|__]   

□ Nhà trồng 

□ Mua 

1/2 □ Thịt và/hoặc 

cá 
[__|__]/[__|__]/[__|__] [__|__|__]   

□ Nhà nuôi 

□ Mua 

 

 

 

 



 
 

3. Mẫu nước sinh hoạt và nước ăn uống 

Địa chỉ Hộ Gia đình: 

Mã hộ gia đình:……………………………………………………….. 

Loại mẫu 
Ngày thu thập 

(ngày/tháng/năm) 
Mã mẫu nước Ghi rõ tên mẫu Nguồn nước 

Nước mưa [__|__]/[__|__]/[__|__] [__|__|__]   

Nước giếng [__|__]/[__|__]/[__|__] [__|__|__]   

Nước tưới tiêu, chăn nuôi [__|__]/[__|__]/[__|__] [__|__|__]   

 

 



 
 

4. Mẫu phân động vật 

Địa chỉ Hộ Gia đình: ............................................................................................................ ……………………………………………… 

Mã hộ gia đình:……………………………………………………….. 

Loại mẫu 
Ngày thu thập 

(ngày/tháng/năm) 

Mã phân 

động vật 

Ghi rõ 

tên mẫu 

Có sử dụng kháng 

sinh không? 
Tên kháng sinh 

Phân của động vật chính [__|__]/[__|__]/[__|__] [__|__|__]  
 Có 

 Không 

 

Phân ủ của động vật [__|__]/[__|__]/[__|__] [__|__|__]  
 Có 

 Không 

 



 
 

PHỤ LỤC 2: 

Hướng dẫn cách lấy mẫu phân 

• Đề nghị đối tượng tham gia nghiên cứu đi tiểu trước khi lấy phân để tránh mẫu 

phân nhiễm bẩn bởi nước tiểu. 

 

• Sử dụng dụng cụ chứa mẫu để thu thập phân.  

 

• Sử dụng găng tay khi thu thập mẫu phân 

 



 
 

• Ngay sau khi thu thập mẫu phân, phải đánh giá mẫu phân đó (dựa trên Thang 

tính chất phân Bristol)  

 

• Xúc 1 thìa (5-10 gram) (không có nước tiểu hay giấy vệ sinh!) vào lọ đựng 

mẫu. Phải đảm bảo đối tượng nghiên cứu sử dụng lọ chứa mẫu có điền mã 

cá nhân của họ.  

 

1 

7 

6 

5 

4 

3 

2 

Phân táo, rời, giống hạt đỗ 

Phân táo hơi khô 

Phân táo độ 3 

Phân bình thường 

Phân nát 

Phân dạng sệt, có nhầy mũi 

Phân lỏng 



 
 

• Điền đầy đủ thông tin vào nhãn đã dán sẵn trên lọ đựng mẫu. Khoanh tròn vào 

kiểu phân phù hợp với phân đã thu thập. Ghi rõ ngày và giờ lấy mẫu 

MNC: H001-S01-M1  Thôn:An Hòa 

Tên: Nguyễn Văn A  - 1975 

Loại mẫu: phân người 

Kiểu phân: 1  2  3  4  5  6  7 

Ngày lấy: ___/___/____     

Giờ:___:___ 

• Cho lọ đựng mẫu vào túi zip lock.  

 

 

• Chuyển mẫu và bộ câu hỏi tới Trạm Y tế hoặc yêu cầu cán bộ nghiên cứu tới 

lấy mẫu trong vòng 2 giờ sau khi thu thập mẫu.  

• Trong trường hợp, một hộ gia đình có nhiều đối tượng tham gia nghiên cứu 

cần lấy mẫu phân, phải rửa dụng cụ lấy mẫu cẩn thận với nước và xà 

phòng và phải rửa với nhiều nước. Dụng cụ lấy mẫu phải được để khô 

cho lần dùng tiếp theo.  

• Phải rửa tay sau khi lấy mẫu. 

  



 
 

PHỤ LỤC 3: 

Quy trình thao tác chuẩn – Thu thập mẫu phân động vật 

 

– Điền đầy đủ thông tin vào Sổ theo dõi thu thập mẫu phân động vật. 

– Sử dụng găng tay để lấy mẫu 

– Thu thập 1 thìa phân tươi (phân ướt) của 2 loài động vật chính trong hộ gia 

đình vào lọ đựng mẫu (khoảng ½ lọ) 

– Nếu có phân ủ, thu thập 1 thìa phân ủ vào 1 lọ đựng mẫu khác (khoảng ½ lọ) 

– Cần xác định xem phân động vật có dùng làm phân ủ không 

– Để lọ đựng mẫu trong túi có khóa kéo. 

– Chuyển mẫu và Sổ theo dõi tới Trạm Y tế trong vòng 02 giờ sau khi thu thập 

mẫu 

– Rửa tay sau khi lấy mẫu. 

  



 
 

PHỤ LỤC 4: 

Quy trình thao tác chuẩn – Thu thập Thực phẩm 

 

• Thu thập mẫu thực phẩm có trên bàn ăn của ngày hôm đó.  

• Điền đầy đủ thông tin vào Sổ theo dõi thu thập mẫu thực phẩm 

• Rau: thu thập rau đã nấu/rau sống (khoảng 10 lá/cành và để vào lọ đựng mẫu 

đã dán nhãn (khoảng ½ lọ)  

• Thị/cá/đậu: lựa chọn thực phẩm cung cấp protein chủ yếu trong bữa ăn đó và 

thu thập khoảng ½ lọ đựng mẫu đã được dán nhãn.  

• Lưu giữ mẫu ở nhiệt độ 4 ⁰C cho tới khi chuyển tới Viện VSDTTW trong 

vòng 24 giờ. 

  



 
 

PHỤ LỤC 5: 

Quy trình thao tác chuẩn – Thu thập mẫu nước 

 

• Điền đầy đủ thông tin vào Sổ theo dõi thu thập mẫu nước 

• Thu thập mẫu của 3 loại nước chưa được xử lý (nước mưa, nước giếng và 

nước tưới tiêu(nếu sử dụng loại nước khác)  

• Mỗi loại nước thu thập 2 mẫu 

• Mỗi mẫu thu thập 100ml nước vào lọ đựng mẫu có dán nhãn trước.  

• Lưu mẫu ở nhiệt độ 4 ⁰C cho đến khi chuyển mẫu tới Viện VSDTTW trong 

vòng 24 giờ 

 

  



 
 

PHỤ LỤC 6: 

TRANG THIẾT BỊ, SINH PHẨM VÀ DỤNG CỤ TIÊU HAO 

 

- Tủ an toàn sinh học cấp 2, lò xấy khô, lò hấp ướt, tủ ấm 370C, tủ lạnh, tủ âm 

sâu - Máy ly tâm, ủ nhiệt, máy tập trung mẫu (Eppendorf, Đức) - Pipet định mức 

các loại - Máy luân nhiệt PCR Applied Biosystem-veriti (Mỹ) - Máy giải trình tự 

gen Applied Biosystem ABI-3130 (Mỹ) - Hệ thống điện di CHEF-DR III (Bio-Rad 

laboratories, Richmond, Calif, Mỹ). - Hệ thống chuyển màng Biometra-analytic 

(hãng Jena, Pháp) - Lò lai ADN UPV HL-2000 HybriLinker (Đức) - Hệ thống điện 

di ngang ENDURTM GEL XL (Mỹ) - Bộ chụp ảnh gen UPV (Đức) Môi trường 

sinh phẩm và dụng cụ tiêu hao - Thạch MacConkey (hãng Bio-Rad, Pháp) - Thạnh 

LB (Hãng invitrogen, Mỹ) - Canh thang LB (hãng invitrogen, Mỹ) - Thạch Mueller-

Hinton (hãng Merck, Đức) - Kháng sinh bột (hãng Sigma, Mỹ): Imipenem  (IMP), 

Meropenem (MEM), Ceftazidime (CAZ), Cefotaxime (CTX), Cefepime(FEP); 

Ciprofloxacin (CIP), Gentamicin (GM) Amikacin (AK), Ampicillin (AMP), 

Colistin (CS) và Sulfamethoxazone/ Trimethoprime(SXT)  

- Kít tinh sạch ADN và kít tách chiết plasmid Miniprep (QIAGEN, Mỹ) - 2X 

Go-taq Master-Mix (GoTaq® DNA Polymerase, Promega) - Bigdye 3.1v kít 

(Applied Biosystem, Mỹ).  - Bigdye XTeminator kít, HiDi  - Thang chuẩn ADN: 

100bp, 1kb và  - Dung dịch TE, dung dịch ly giải tế bào - Thạch điện di, thạch 

Seakem gold - Dung dịch đệm chạy điện di: TAE, TBE  - Enzym giới hạn XbaI, 

ApaI và S1 - Dung dịch nhuộm ethidium bromide  - Dung dịch SSC 20X - Dung 

dịch HCL 0,25 M  - Dung dịch biến tính (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH)  - Dung dịch 

trung hòa (1.0 M Tris-HCl, 1.5 M NaCl, pH 7.5)  - Kít đánh dấu đoạn dò ADN: 

Direct Nucleic Acid Labelling and Detection system (Hãng ECLTM Amersham) - 

Gold hybridization buffer (Hãng ECLTM Amersham) - Kít phát hiện ADN: nucleic 

acid ditection system (Hãng ECLTM Amersham) - Film Hyper (Hãng ECLTM 

Amersham) - Các chủng chuẩn: E. coli ATCC 25922 (thử nghiệm tính nhạy cảm 

kháng sinh), S. braenderup H9812 làm thang chuẩn ADN, E. coli J53 thử nghiệm 

khả năng truyền plasmid mang gen MCR-1… - Tăm bông lấy bệnh phẩm, que cấy, 

hộp lồng 9cm, pipet nhựa … - Đầu côn, tube PCR, 1,5ml, phiến nhựa 96 giếng chạy 

sequence… 



 
 

PHỤ LỤC 7 

QUY TRÌNH CHẠY GIẢI TRÌNH TỰ TOÀN BỘ GENOME VI KHUẨN 

TRÊN HỆ THỐNG MISEQ-ILLUMINA 

1. Kit và hóa chất sử dụng 

STT Cat # Mô tả SL  

1 
 

ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep (hoặc bộ 

Kit thích hợp tách chiết genomic vi khuẩn) 

  

2 
FC-131-1024 

Nextera XT DNA Sample Prep Kit (24 sample 

hoặc 96 Samples)  

1  

3 
FC-131-1001 

Nextera XT Index Kit (24 indices hoặc 96 

Indices, 384 Samples)  

1  

5 MS-102-2003 Miseq V2 300 cycle reagent kit 1 bộ  

6  Ampure Bead    

7  Qubit  30  

8  Vật tư tiêu hao ống PCR, đầu côn, agarose, 

PhiX Control 

  

 

2. Chuẩn bị mẫu và các hóa chất, vật tư khác 

• 0.2ml PCR tube 

• 1.5ml microcentrifuge tube 

• AMPure XP beads 2° to 8°C   

• 80% Ethanol (chuẩn bị mới) 

• 0.2 N NaOH  

• Resuspension Buffer 

3. Thiết bị phòng Lab 

• Máy PCR  

• Block nhiệt 

• Giá từ  

• Qubit 

4. Tài liệu hướng dẫn 

a) Nextera XT Sample Prepartion Guide  

b)  KAPA Library Quantification Kits 

c) Preparing Libraries for Sequencing on the MiSeq  

d) Hướng dẫn sử dụng bộ Kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep (Zymo) 



 
 

 

Quy trình chuẩn bị mẫu sử dụng Nextera XT Sample Prep Kit  

 

Chuẩn bị mẫu cho giải trình tự 

 



 
 

I. Các bước tiến hành  

1. Tách chiết DNA tổng số vi khuẩn  

2. Đo nồng độ DNA tổng số  

3. Chuẩn bị thư viện giải trình tự 

4. Phân tích kết quả 

II. Quy trình 

1. Tách chiết DNA tổng số vi khuẩn  sử dụng bộ Kit ZR Fungal/Bacterial DNA 

MiniPrep (đối với vi khuẩn Lao)  

Để đạt hiệu quả tối đa, bổ sung beta-mercaptoethanol vào Fugal/Bacterial DNA 

Binding Buffer tới nồng độ pha loãng cuối cùng 0.5% (v/v) tức là 500µl trong 100ml. 

1. Bổ sung 50-100mg tế bào (nấm hoặc vi khuẩn) đã được hòa tan trong 200µl nước 

hoặc PBS hoặc 200mg mô vào ZR Bashing Bead Lysis Tube. Bổ sung 750µl Lysis 

Solution vào trong ống. 

2. Đảm bảo ống bead khít với bộ phân giữ (Disruptor Genie) và tiến hành ở vận tốc 

tối đa trong vòng 5 phút.  

3. Ly tâm ZR Bashing Bead Lysis Tube ở vận tốc 1000 x g trong vòng 1 phút 

4. Chuyển 400 µl dịch lỏng sang Zymo-Spin IV Spin Filter (nắp màu vàng) trong ống 

Collection và ly tâm ở 7000 rpm (~ 7000 x g) trong 1 phút. 

5. Bổ sung 1200 µl Fungal/Bacteria DNA Binding Buffer vào trong màng lọc của ống 

Collection từ bước 4. (chia làm 2 lần mỗi lần 600 µl) 

6. Chuyển 800 µl hỗn hợp từ bước 5 vào Zymo-Spin IIV Column trong ống 

Collection và ly tâm ở 10000 x g trong 1 phút. 

7. Loại bỏ phần dịch trong ống Collection và lặp lại bước 6 

8. Bổ sung 200 µl DNA Pre-Wash Buffer vào Zymo-Spin IIC Column trong ống 

Collection mới và ly tâm ở 10000 x g trong 1 phút. 

9. Bổ sung 500 µl Funal/ Bacteria DNA Wash Buffer vào Zymo-Spin IIC Column và 

ly tâm ở 10000 x g trong 1 phút. 

10.Chuyển Zymo-Spin IIC Column vào một ống tube 1.5 ml sạch và bổ sung 100 µl 

(tối thiểu là 25 µl) DNA Elution Buffer trực tiếp vào cột. Để nhiệt độ phòng trong 1 

phút. Ly tâm ở 10 000 x g trong 30 giây để thu lấy DNA.  

Lưu ý: Tùy từng loại vi khuẩn mà có thể sử dụng các bộ Kit tách chiết DNA tổng 

số khác nhau  

2. Đo và chuẩn hóa nồng độ DNA 

a) Mục đích: đo nồng độ sản phẩm PCR thu được và pha loãng về nồng độ yêu cầu 

cho bước chuẩn bị mẫu cho quá trình giải trình tự. 

Sử dụng: máy Qubit, các ống đo chuyên dụng và bộ kit: dsDNA HS Assay 

  



 
 

b) Quy trình: 

• Pha hóa chất Qubit Working Solution theo tỷ lệ 1 ul QuBit reagent: 199 ul QuBit 

Buffer. 

• Pha hỗn hợp dung dịch đo nồng độ DNA trong các ống đo chuyên dụng theo các 

bước như sau: 

- Standard : 10 ul standard trong 190 ul Qubit working solution 

- Mẫu cần đo nồng độ DNA: 2 ul mẫu trong 198 ul Qubit working solution. 

• Đưa standard và mẫu vào máy Qubit và đo nồng độ DNA. 

• Hòa trộn các sản phẩm PCR theo nồng độ đồng đều. 

• Pha loãng hỗn hợp trên đến nồng độ 0.2 ng/ul. 

3. Cắt DNA thành các đoạn ngắn 

a) Mục đích: Cắt DNA thành những đoạn ngắn. 

b) Chuẩn bị:  

• Bộ kit Nextera XT sample preparation (24 mẫu) 

• Bộ kit Nextera XT index (24 index, 96 mẫu) 

• Sử dụng protocol chuẩn bị mẫu 

• ống PCR 0.2ml 

c) Quy trình  

• Rã đông các ống ATM (Amplicon Tagment Mix), TD (Tagment DNA Buffer), và 

các mẫu DNA, giữ trong khay đá. 

• Làm ấm ống NT (Neutralize Tagment Buffer) đến nhiệt độ phòng.  

• Sau khi rã đông, nhẹ nhàng đảo ngược các ống hóa chất 3-5 lần để trộn đều. 

• Chuẩn bị NTA (Nextera XT Tagment Amplicon) .Mục đích: kích hoạt enzym ở 

nhiệt độ 55oC để cắt DNA thành những đoạn có kích thước khoảng 300 bp. 

• Ký hiệu ống PCR mới là NTA. 

• Cho 10 ul dung dich đệm TD vào mỗi ống, thay đầu côn sau mỗi lần thao tác. 

• Cho 5 ul hỗn hợp DNA của từng mẫu (đã pha loãng đến nồng độ 0,2 ng / ml) vào 

mỗi ống NTA riêng biệt. 

• Thêm 5 ul ATM vào các ống, hút nhả pipet 5 lần, thay đầu côn sau mỗi lần thao tác, 

• Đậy nắp các ống và ly tâm ở 280 xg ở 20 ° C trong 1 phút để đảm bảo các hóa chất 

được tập trung ở phần đáy ống 

• Đưa các ống NTA vào máy PCR và chạy chương trình sau để kích hoạt enzym: 

 55 ° C: 5 min 

Hold:  10 ° C 

• Ngay sau khi đạt đến 10oC, chuyển ngay sang bước tiếp theo. 



 
 

• Vô hiệu hóa enzym trong các ống NTA. Mục đích: vô hiệu hóa enzym cắt, loại bỏ 

nguy cơ DNA sẽ tiếp tục bị phân cắt ở các bước tiếp theo 

- Cẩn thận mở nắp các ống NTA và thêm 5 ul đệm NT vào từng ống để vô hiệu hóa 

enzym, hút nhả pipet 5 lần để trộn đều, thay đầu côn sau mỗi lần thao tác. 

- Đậy nắp và ly tâm ở 280 xg ở 20 ° C trong 1 phút. 

- Ủ các ống NTA ở nhiệt độ phòng trong 5 phút để đảm bảo enzym bị bất hoạt hoàn toàn 

 

4. PCR gắn Index 

a) Hóa chất 

- NPM: 15 ul mỗi mẫu. 

- Nextera XT Index 1 Primers (N7XX): 5 μl mỗi mẫu 

- Nextera XT Index 2 Primers (S5XX) :5 μl mỗi mẫu 

- 0.2 ml PCR tube 

 



 
 

b) Quy trình 

Chuẩn bị: 

• Rã đông hóa chất NPM (Nextera PCR Master Mix) và các index ở nhiệt độ phòng 

trong khoảng 20 phút, nhẹ nhàng đảo thuận nghịch các ống 3-5 lần. 

• Do index được gắn vào 2 đầu các sợi đơn DNA, Theo bộ kit 96 index, sắp xếp các 

ống index trên đĩa TruSeq Index Plate Fixture như sau: 

- Sắp xếp các index 1 (mồi I7 có nắp màu cam) để theo chiều ngang,  

- Sắp xếp các index 2 (mồi I5 có nắp trắng) theo thứ tự theo chiều dọc 

 

A: index 1 (I7) 

B: index 2 (I5) 

C: Đĩa TruSeq Index Plate Fixture. 

• Thêm 15 µl NPM vào từng ống mẫu, thay đầu côn sau mỗi lần thao tác. 

• Thêm 5 µl index 2 (nắp trắng) vào từng ống theo cột, thay đầu côn sau mỗi lần thao 

tác.Thêm 5 ul index 1 (nắp màu cam) vào từng ống theo hàng, hút nhả pipet 5 lần, 

thay đầu côn sau mỗi lần thao tác. 

• Để tránh ô nhiễm chéo, loại bỏ tất cả các nắp đã dùng và thay bằng nắp mới được 

cung cấp theo bộ kit. 

• Đậy nắp các ống và ly tâm ở 1000 xg ở 20 ° C trong 1 phút, để đảm bảo các hóa 

chất tập trung dưới đáy ống. 



 
 

• Thành phần phản ứng như sau: 

Thành phần Thể tích 

DNA sau khi targmentation  25 μl 

Nextera XT Index Primer 1 (N7xx) 5 μl 

Nextera XT Index Primer 2 (S5xx) 5 μl 

NPM 15 μl 

Tổng số 50 μl 

 

• Tiến hành phản ứng PCR để gắn index theochu trình nhiệt sau: 

72°C: 3 phút 

95°C: 30sec 

12 cycles of:95°C: 10 sec 

55°C: 30 sec 

72°C: 30 sec 

72°C: 5 phút 

10°C: ∞ 

Lưu ý: nếu chưa sử dụng sản phẩm PCR, có thể bảo quản ở nhiệt độ 2 – 8oC trong 2 ngày. 

5. Tinh sạch sản phẩm PCR 

a) Chuẩn bị: 

- AMPure XP beads 90 μl/ mẫu (đối với các mẫu có kích thước 300-500bp) (đưa về 

nhiệt độ thường trước khi sử dụng) 

- Pha 80% Ethanol (EtOH) (400 μl mỗi mẫu) từ EtOH tuyệt đối 

- 0.2 ml PCR tube 

- Giá từ 

b) Quy trình 

• Tùy thuộc vào kích thước amplicon mà thể tích AMPure Bead sử dụng sẽ khác 

nhau 

Kích thước amplicon AMPure XP sử dụng Thể tích AMPure XP 

< 300 bp 1.8x AMPure XP 90 μl 

300 – 500 bp 1.8x AMPure XP 90 μl 

> 500 bp 0.6x AMPure XP 

(0.5x AmpureXP for 2x250 

runs on the MiSeq) 

30 μl 

(25 μl for 2x250 runs on the 

MiSeq) 

• Ly tâm PCR amplicon Plate ở 1000 xg trong 1 phút (20 ˚ C). 

• Điều chỉnh pipet ở múc 50 µl, chuyển sản phẩm PCR sang ống mới. Thay đầu côn 

sau mỗi lần thao tác. 



 
 

• Vortex AMPure XP trong 30 giây, sử dụng pipet, thêm 90 ul AMPure XP vào từng 

mẫu, hút nhả pipet 10 lần đảm bảo các hat bead được hoàn toàn trộn đều. 

• Ủ ở nhiệt độ phòng trong 5 phút để DNA bám vào các hạt bead. 

• Đặt ống trên giá từ trong 2 phút, để đảm bảo lực từ giữ chặt hạt bead cùng với DNA 

bám trên đó. 

• Sử dụng pipet hút toàn bộ dich nổi trong ống, thay đầu côn sau mỗi lần thao tác. 

• Giữ nguyên plate trên giá từ, tiến hành các bước rửa với ethanol 80% như sau: 

- Thêm 200 µl ethanol 80% vào các ống. 

- Để trong 30 giây. 

- Cẩn thận loại bỏ dịch nổi. 

• Giữ nguyên plate trên giá từ, lặp lại bước rửa trên 1 lần nữa như sau: 

- Thêm 200 µl ethanol 80% vào các ống. 

- Để trong 30 giây. 

- Cẩn thận loại bỏ dịch nổi. 

• Giữ nguyên plate trên giá từ, để khô tự nhiên trong 15 phút. 

• Nhấc plate khỏi giá từ,  

• Dùng pipet thêm 52,5 µl RSB (Resuspension Buffer) vào từng ống mẫu, hút nhả 

pipet 10 lần, thay đầu côn sau mỗi lần thao tác, bước này nhằm mục đích thôi DNA 

ra khỏi hat bead. 

• Để ở nhiệt độ phòng trong 2 phút, để đảm bảo DNA được thôi hết ra khỏi hạt bead. 

• Đặt các ống lên giá từ trong 2 phút, để lực từ hút hết các hạt bead xuống dưới, lúc 

này phần dịch nổi là phần có chứa DNA. 

• Ký hiệu một plate mới 

• Dùng pipet, cẩn thận chuyển 50 µl dịch nổi từ plate cũ sang plate mới, thay đầu côn 

sau mỗi lần thao tác. 

Lưu ý: có thể bảo quản mẫu tinh sạch ở nhiệt độ từ -15 đến -25°C trong vòng 1 tuần 

6. Chuẩn hóa mẫu, định lượng thư viện 

a) Chuẩn bị hóa chất 

- LNA1 (LibraryNormalization Additives 1) 

- LNB1 (Library Normalization Beads 1) 

- LNW1 (Library Normalization Wash 1) 

- LNS1 (Library Normalization Storage Buffer 1) 

- 0.1 N NaOH  

- 96-well plate: 2 plate  

- Ống tube 15 ml : 1 ống 

  



 
 

b) Đo nồng độ DNA bằng Qubit  

- Sử dụng: máy Qubit, các ống đo chuyên dụng và bộ kit: dsDNA HS Assay 

- Pha hóa chất Qubit Working Solution theo tỷ lệ 1 ul QuBit reagent: 199 ul QuBit 

Buffer. 

- Pha hỗn hợp dung dịch đo nồng độ DNA trong các ống đo chuyên dụng theo các 

bước như sau: 

- Standard : 10 ul standard trong 190 ul Qubit working solution 

- Mẫu cần đo nồng độ DNA: 2 ul mẫu trong 198 ul Qubit working solution. 

- Đưa standard và mẫu vào máy Qubit và đo nồng độ DNA. 

- Tính toán nồng độ của DNA sang nM dựa trên kích thước DNA theo công thức 

như sau: 

 

c) Quy trình chuẩn hóa mẫu  

• Rã đông ống LNA1 (Library Normalization Additives 1) đến nhiệt độ phòng, bằng 

cách ngâm trong bể nước có nhiệt độ 20 ° đến 25 ° C. 

• Làm ấm ống LNB1 (Library Normalization Beads 1) và LNW1 (Library 

Normalization Wash 1) ở nhiệt độ phòng , bằng các ngâm trong bể nước có nhiệt độ 

20 ° đến 25 ° C. 

• Voltex LNB1 trong ít nhất 1 phút và đảo nghịch liên tục khoảng 15 đến 20 lần 

• Làm ấm ống LNS1 (Library Normalization Storage Buffer 1)về nhiệt độ phòng 

trước khi sử dụng. 

• Đánh dấu một plate 96 sạch 

• Cẩn thận chuyển 20 ul dịch nổi từ sản phẩm PCR tinh sạch, thay đầu côn sau mỗi 

lần thao tác. 

Hút 1,1 mlLNA1 (hóa chất xúc tác DNA bám vào hat bead) vào 1 ống Ephendorf 

1.5 ml. 

• Dùng pipet P1000, hút nhả pipet trong ống LNB1 20 lần để trộn đều hạt bead. 

• Hút 200 ul LNB1 vào ống Ephendorf chứa sẵn LNA1, trộn đều bằng cách đảo 

ngược ống 20 lần. 

• Hút 45 ul hỗn hợp LNA1/LNB1 vào mỗi ống LNP đã chứa sẵn mẫu. 

• Đóng chặt nắp các ống LNP, và lắc các ống LNP trên tại vận tốc 1.800 rpm trong 

30 phút để đảm bảo các sợi DNA bám vào hạt bead với mật độ đồng đều. 



 
 

• Để các ống trên giá từ trong 2 phút để lực từ hút các hạt bead có gắn DNA xuống 

đáy ống. 

• Giữ nguyên các ống LNP trên giá từ, vặn pipet đến 80 ul, cẩn thận loại bỏ dịch nổi. 

• Nhấc các ống LNP ra khỏi giá từ và tiến hành bước rửa với LNW1như sau: 

- Thêm 45 ul LNW1 mỗi ống. 

- Đóng chặt nắp các ống. 

- Lắc với vận tốc 1.800 rpm trong 5 phút. 

- Đặt các ống trên gía từ trong 2 phút. 

- Cẩn thận loại bỏ dịch nổi, thay đầu côn sau mỗi lần thao tác. 

• Nhấc các ống LNP ra khỏi giá từ và tiến hành bước rửa lần 2 với LNW1như sau: 

- Thêm 45 ul LNW1 mỗi ống. 

- Đóng chặt nắp các ống. 

- Lắc với vận tốc 1.800 rpm trong 5 phút. 

- Đặt các ống trên gía từ trong 2 phút. 

- Cẩn thận loại bỏ dịch nổi, thay đầu côn sau mỗi lần thao tác. 

• Nhấc các ống LNP khỏi giá từ, thêm 30 ul NaOH 0,1 N vào các ống để thôi mẫu. 

• Đóng chặt nắp và lắc ống LNP tại vận tốc 1.800 rpm trong 5 phút để đảm bảo DNA 

bị thôi hết khỏi hạt bead. 

• Trong khi lắc, chuẩn bị ống SGP (StoraGe Plate) (là ống PCR) 

• Cho 30 ul hóa chất bảo quản DNA LNS1 vào mỗi ống SGP. 

• Sau 5 phút lắc, kiểm tra, đảm bảo tất cả các mẫu trong tấm LNP đã trộn đều hoàn 

toàn. Nếu thấy các mẫu không trộn đều hoàn toàn, nhẹ nhàng hút nhả pipet 3 đến 5 

lần, lắc thêm trong 5 phút nữa. 

• Đặt các ống LNP trên giá từ trong 2 phút để hút toàn bộ hạt bead xuống đáy ống. 

• Thiết lập pipet đến 30 ul, chuyển dịch nổi chứa DNA từ ống LNP sang ống SGP, 

thay đầu côn sau mỗi lần thao tác. 

• Đậy chặt nắp ống, ly tâm ở 1.000 xg trong 1 phút. 

Lưu ý: có thể giữ các ống ở nhiệt độ -15 đến -20 oC nếu chưa muốn chạy giải trình tự ngay. 

7. Đưa mẫu vào máy Miseq 

a) Chuẩn bị: 

- Điều chỉnh Block nhiệt cho ống 1.5ml ở 96 oC 

- Rã đông hóa chất Miseq Reagent  để ở nhiệt độ phòng  

- Water ice  

- HT1 

- Resuspension Buffer 

 



 
 

b) Quy trình 

• Nếu ống SGP đã được bảo quản đông lạnh, làm ấm các ống SGP đến nhiệt độ 

phòng, hút nhả 3-5 lần trong các ống SGP để trộn đều DNA. 

• Ly tâm ống SGP tại 1000xg trong vòng 1 phút ở 20oC đảm bảo DNA tập trung ở 

phần dung dịch đáy ống 

• Ký hiệu ống PAL (Pool Amplicon Library) 

• CHuyển 12 ul của mỗi mẫu trong ống SGP sang ống PAL 

• Ký hiệu ống DAL mới (Dilluted Amplicon Library) 

• Thêm 588 ul hóa chất hỗ trợ cho các sợi DNA bám vào flowcell HT1 vào ống DAl 

• Chuyển 24 ul hỗn hợp DNA từ Pal sang DAl có chứa HT1. Sử dụng cùng đầu côn 

mix đều 3-5 lần 

• Vortex ống DAL với tốc độ cao nhất 

• Đưa ống DAl vào block nhiệt ở 96 oC, ủ  trong 2 phút để đảm bảo các sợi đơn DNA 

biến tính hoàn toàn thành mạch đơn DNA 

• Sauk h ủ, đảo nghịch ống DAL 1-2 lần để pha trộn và đặt vào box nước đã ngay lập 

tức  trong vòng 5 phút 

• Đưa toàn bộ  hỗn hợp trong hộp DAl vào khay Miseq Reagent Cartridge theo vị trí 

load Samples trên khay 

• Đưa vào thao tác trên miseq 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

Phụ lục 8 

DANH SÁCH MẪU NGHIÊN CỨU 

STT Mã hộ Thôn Loại mẫu Mã mẫu  

1 H001 An Hòa Phân động vật AS5 

2 H001 An Hòa Phân động vật AS6 

3 H001 An Hòa Rau F5 

4 H001 An Hòa Thịt F6 

5 H001 An Hòa Phân người HS11 

6 H001 An Hòa Phân người HS12 

7 H001 An Hòa Phân người HS13 

8 H001 An Hòa Phân người HS14 

9 H001 An Hòa Phân người HS197 

10 H001 An Hòa Nước mưa W10 

11 H001 An Hòa Nước giếng W9 

12 H004 An Hòa Phân động vật AS10 

13 H004 An Hòa Phân động vật AS11 

14 H004 An Hòa Rau F11 

15 H004 An Hòa Thịt F12 

16 H004 An Hòa Phân người HS17 

17 H004 An Hòa Phân người HS18 

18 H004 An Hòa Phân người HS19 

19 H004 An Hòa Nước giếng W6 

20 H004 An Hòa Nước mưa W7 

21 H004 An Hòa Nước tưới W8 

22 H011 Hòa Ngãi Rau F92 

23 H011 Hòa Ngãi Thịt F93 

24 H011 Hòa Ngãi Phân người HS149 

25 H011 Hòa Ngãi Phân người HS150 

26 H011 Hòa Ngãi Phân người HS151 

27 H011 Hòa Ngãi Phân người HS205 

28 H011 Hòa Ngãi Nước mưa W104 

29 H011 Hòa Ngãi Nước giếng W105 

30 H017 An Hòa Phân động vật AS7 

31 H017 An Hòa Phân động vật AS8 

32 H017 An Hòa Rau F7 

33 H017 An Hòa Thịt F8 

34 H017 An Hòa Phân người HS20 

35 H017 An Hòa Phân người HS21 

36 H017 An Hòa Nước giếng W13 

37 H017 An Hòa Nước mưa W14 

38 H020 An Hòa Phân động vật AS9 



 
 

39 H020 An Hòa Thịt F10 

40 H020 An Hòa Rau F9 

41 H020 An Hòa Phân người HS15 

42 H020 An Hòa Phân người HS16 

43 H020 An Hòa Phân người HS196 

44 H020 An Hòa Nước giếng W11 

45 H020 An Hòa Nước mưa W12 

46 H023 Hòa Ngãi Rau F117 

47 H023 Hòa Ngãi Thịt F118 

48 H023 Hòa Ngãi Phân người HS193 

49 H023 Hòa Ngãi Phân người HS194 

50 H023 Hòa Ngãi Phân người HS195 

51 H023 Hòa Ngãi Nước mưa W132 

52 H023 Hòa Ngãi Nước giếng W133 

53 H024 Hòa Ngãi Phân động vật AS85 

54 H024 Hòa Ngãi Rau F108 

55 H024 Hòa Ngãi Thịt F109 

56 H024 Hòa Ngãi Phân người HS180 

57 H024 Hòa Ngãi Phân người HS181 

58 H024 Hòa Ngãi Phân người HS182 

59 H024 Hòa Ngãi Phân người HS183 

60 H024 Hòa Ngãi Nước mưa W121 

61 H024 Hòa Ngãi Nước giếng W122 

62 H026 An Hòa Phân động vật AS1 

63 H026 An Hòa Phân động vật AS2 

64 H026 An Hòa Rau F1 

65 H026 An Hòa Thịt F2 

66 H026 An Hòa Phân người HS5 

67 H026 An Hòa Phân người HS6 

68 H026 An Hòa Nước mưa W4 

69 H026 An Hòa Nước mưa W5 

70 H028 An Hòa Phân động vật AS3 

71 H028 An Hòa Phân động vật AS4 

72 H028 An Hòa Rau F3 

73 H028 An Hòa Thịt F4 

74 H028 An Hòa Phân người HS10 

75 H028 An Hòa Phân người HS7 

76 H028 An Hòa Phân người HS8 

77 H028 An Hòa Phân người HS9 

78 H028 An Hòa Nước giếng W1 

79 H028 An Hòa Nước mưa W2 

80 H028 An Hòa Nước tưới W3 

81 H041 Hòa Ngãi Phân động vật AS77 



 
 

82 H041 Hòa Ngãi Rau F94 

83 H041 Hòa Ngãi Thịt F95 

84 H041 Hòa Ngãi Phân người HS152 

85 H041 Hòa Ngãi Phân người HS153 

86 H041 Hòa Ngãi Phân người HS154 

87 H041 Hòa Ngãi Phân người HS155 

88 H041 Hòa Ngãi Nước mưa W106 

89 H041 Hòa Ngãi Nước giếng W107 

90 H043 Hòa Ngãi Rau F102 

91 H043 Hòa Ngãi Thịt F103 

92 H043 Hòa Ngãi Phân người HS168 

93 H043 Hòa Ngãi Phân người HS169 

94 H043 Hòa Ngãi Phân người HS170 

95 H043 Hòa Ngãi Phân người HS171 

96 H043 Hòa Ngãi Nước mưa W115 

97 H043 Hòa Ngãi Nước giếng W116 

98 H045 Hòa Ngãi Phân động vật AS74 

99 H045 Hòa Ngãi Phân động vật AS75 

100 H045 Hòa Ngãi Rau F110 

101 H045 Hòa Ngãi Phân người HS184 

102 H045 Hòa Ngãi Phân người HS185 

103 H045 Hòa Ngãi Nước mưa W123 

104 H045 Hòa Ngãi Nước giếng W124 

105 H045 Hòa Ngãi Nước tưới W125 

106 H061 Hòa Ngãi Phân động vật AS87 

107 H061 Hòa Ngãi Rau F90 

108 H061 Hòa Ngãi Thịt F91 

109 H061 Hòa Ngãi Phân người HS147 

110 H061 Hòa Ngãi Phân người HS148 

111 H061 Hòa Ngãi Phân người HS157 

112 H061 Hòa Ngãi Nước mưa W102 

113 H061 Hòa Ngãi Nước giếng W103 

114 H062 Hòa Ngãi Rau F100 

115 H062 Hòa Ngãi Thịt F101 

116 H062 Hòa Ngãi Phân người HS164 

117 H062 Hòa Ngãi Phân người HS165 

118 H062 Hòa Ngãi Phân người HS166 

119 H062 Hòa Ngãi Phân người HS167 

120 H062 Hòa Ngãi Nước mưa W113 

121 H062 Hòa Ngãi Nước giếng W114 

122 H063 Hòa Ngãi Phân động vật AS78 

123 H063 Hòa Ngãi Phân động vật AS79 

124 H063 Hòa Ngãi Rau F96 



 
 

125 H063 Hòa Ngãi Thịt F97 

126 H063 Hòa Ngãi Phân người HS156 

127 H063 Hòa Ngãi Phân người HS158 

128 H063 Hòa Ngãi Phân người HS159 

129 H063 Hòa Ngãi Nước mưa W108 

130 H063 Hòa Ngãi Nước giếng W109 

131 H063 Hòa Ngãi Nước tưới W110 

132 H068 Hòa Ngãi Rau F113 

133 H068 Hòa Ngãi Thịt F114 

134 H068 Hòa Ngãi Phân người HS189 

135 H068 Hòa Ngãi Phân người HS190 

136 H068 Hòa Ngãi Nước mưa W128 

137 H068 Hòa Ngãi Nước giếng W129 

138 H069 Hòa Ngãi Rau F86 

139 H069 Hòa Ngãi Thịt F87 

140 H069 Hòa Ngãi Phân người HS141 

141 H069 Hòa Ngãi Phân người HS142 

142 H069 Hòa Ngãi Nước mưa W98 

143 H069 Hòa Ngãi Nước giếng W99 

144 H076 Hòa Ngãi Phân động vật AS83 

145 H076 Hòa Ngãi Phân động vật AS84 

146 H076 Hòa Ngãi Rau F106 

147 H076 Hòa Ngãi Thịt F107 

148 H076 Hòa Ngãi Phân người HS176 

149 H076 Hòa Ngãi Phân người HS177 

150 H076 Hòa Ngãi Phân người HS178 

151 H076 Hòa Ngãi Phân người HS179 

152 H076 Hòa Ngãi Nước mưa W119 

153 H076 Hòa Ngãi Nước giếng W120 

154 H081 Hòa Ngãi Phân động vật AS76 

155 H081 Hòa Ngãi Rau F88 

156 H081 Hòa Ngãi Thịt F89 

157 H081 Hòa Ngãi Phân người HS143 

158 H081 Hòa Ngãi Phân người HS144 

159 H081 Hòa Ngãi Phân người HS145 

160 H081 Hòa Ngãi Phân người HS146 

161 H081 Hòa Ngãi Nước giếng W100 

162 H081 Hòa Ngãi Nước giếng W101 

163 H102 Hòa Ngãi Phân động vật AS86 

164 H102 Hòa Ngãi Rau F115 

165 H102 Hòa Ngãi Thịt F116 

166 H102 Hòa Ngãi Phân người HS191 

167 H102 Hòa Ngãi Phân người HS192 



 
 

168 H102 Hòa Ngãi Nước mưa W130 

169 H102 Hòa Ngãi Nước giếng W131 

170 H104 Hòa Ngãi Phân động vật AS82 

171 H104 Hòa Ngãi Rau F104 

172 H104 Hòa Ngãi Thịt F105 

173 H104 Hòa Ngãi Phân người HS172 

174 H104 Hòa Ngãi Phân người HS173 

175 H104 Hòa Ngãi Phân người HS174 

176 H104 Hòa Ngãi Phân người HS175 

177 H104 Hòa Ngãi Nước mưa W117 

178 H104 Hòa Ngãi Nước giếng W118 

179 H110 Hòa Ngãi Rau F111 

180 H110 Hòa Ngãi Thịt F112 

181 H110 Hòa Ngãi Phân người HS186 

182 H110 Hòa Ngãi Phân người HS187 

183 H110 Hòa Ngãi Phân người HS188 

184 H110 Hòa Ngãi Phân người HS204 

185 H110 Hòa Ngãi Nước mưa W126 

186 H110 Hòa Ngãi Nước giếng W127 

187 H111 Hòa Ngãi Phân động vật AS80 

188 H111 Hòa Ngãi Phân động vật AS81 

189 H111 Hòa Ngãi Rau F98 

190 H111 Hòa Ngãi Thịt F99 

191 H111 Hòa Ngãi Phân người HS160 

192 H111 Hòa Ngãi Phân người HS161 

193 H111 Hòa Ngãi Phân người HS162 

194 H111 Hòa Ngãi Phân người HS163 

195 H111 Hòa Ngãi Nước mưa W111 

196 H111 Hòa Ngãi Nước giếng W112 

197 H114 Quang Trung Phân động vật AS15 

198 H114 Quang Trung Phân động vật AS16 

199 H114 Quang Trung Rau F20 

200 H114 Quang Trung Thịt F21 

201 H114 Quang Trung Phân người HS39 

202 H114 Quang Trung Phân người HS40 

203 H114 Quang Trung Phân người HS51 

204 H114 Quang Trung Phân người HS52 

205 H114 Quang Trung Nước mưa W28 

206 H114 Quang Trung Nước giếng W29 

207 H117 Quang Trung Phân động vật AS27 

208 H117 Quang Trung Phân động vật AS30 

209 H117 Quang Trung Rau F22 

210 H117 Quang Trung Thịt F23 



 
 

211 H117 Quang Trung Phân người HS22 

212 H117 Quang Trung Phân người HS23 

213 H117 Quang Trung Phân người HS24 

214 H117 Quang Trung Nước mưa W30 

215 H117 Quang Trung Nước giếng W31 

216 H119 Quang Trung Phân động vật AS14 

217 H119 Quang Trung Rau F25 

218 H119 Quang Trung Thịt F26 

219 H119 Quang Trung Phân người HS35 

220 H119 Quang Trung Phân người HS36 

221 H119 Quang Trung Phân người HS37 

222 H119 Quang Trung Phân người HS38 

223 H119 Quang Trung Nước mưa W15 

224 H119 Quang Trung Nước giếng W16 

225 H127 Quang Trung Phân động vật AS17 

226 H127 Quang Trung Phân động vật AS18 

227 H127 Quang Trung Rau F27 

228 H127 Quang Trung Thịt F28 

229 H127 Quang Trung Phân người HS41 

230 H127 Quang Trung Phân người HS53 

231 H127 Quang Trung Nước giếng W22 

232 H127 Quang Trung Nước mưa W23 

233 H130 Quang Trung Phân động vật AS31 

234 H130 Quang Trung Phân động vật AS32 

235 H130 Quang Trung Thịt F30 

236 H130 Quang Trung Rau F31 

237 H130 Quang Trung Phân người HS47 

238 H130 Quang Trung Phân người HS48 

239 H130 Quang Trung Phân người HS54 

240 H130 Quang Trung Nước giếng W20 

241 H130 Quang Trung Nước mưa W21 

242 H130 Quang Trung Nước giếng W97 

243 H131 Quang Trung Phân động vật AS28 

244 H131 Quang Trung Phân động vật AS29 

245 H131 Quang Trung Rau F15 

246 H131 Quang Trung Thịt F29 

247 H131 Quang Trung Phân người HS45 

248 H131 Quang Trung Phân người HS46 

249 H131 Quang Trung Phân người HS50 

250 H131 Quang Trung Nước mưa W19 

251 H136 Quang Trung Phân động vật AS25 

252 H136 Quang Trung Phân động vật AS26 

253 H136 Quang Trung Rau F16 



 
 

254 H136 Quang Trung Thịt F17 

255 H136 Quang Trung Phân người HS25 

256 H136 Quang Trung Phân người HS26 

257 H136 Quang Trung Phân người HS27 

258 H136 Quang Trung Phân người HS28 

259 H136 Quang Trung Nước mưa W26 

260 H136 Quang Trung Nước giếng W27 

261 H137 Quang Trung Phân động vật AS23 

262 H137 Quang Trung Phân động vật AS24 

263 H137 Quang Trung Rau F13 

264 H137 Quang Trung Thịt F14 

265 H137 Quang Trung Phân người HS29 

266 H137 Quang Trung Phân người HS30 

267 H137 Quang Trung Phân người HS31 

268 H137 Quang Trung Phân người HS32 

269 H137 Quang Trung Nước mưa W32 

270 H137 Quang Trung Nước giếng W33 

271 H138 Quang Trung Phân động vật AS21 

272 H138 Quang Trung Phân động vật AS22 

273 H138 Quang Trung Rau F18 

274 H138 Quang Trung Thịt F19 

275 H138 Quang Trung Phân người HS33 

276 H138 Quang Trung Phân người HS34 

277 H138 Quang Trung Nước mưa W24 

278 H138 Quang Trung Nước giếng W25 

279 H142 Quang Trung Phân động vật AS19 

280 H142 Quang Trung Phân động vật AS20 

281 H142 Quang Trung Thịt F24 

282 H142 Quang Trung Phân người HS42 

283 H142 Quang Trung Phân người HS43 

284 H142 Quang Trung Phân người HS44 

285 H142 Quang Trung Phân người HS49 

286 H142 Quang Trung Nước mưa W17 

287 H144 Dương Xá Phân động vật AS65 

288 H144 Dương Xá Rau F68 

289 H144 Dương Xá Phân người HS106 

290 H144 Dương Xá Phân người HS107 

291 H144 Dương Xá Phân người HS108 

292 H144 Dương Xá Nước mưa W77 

293 H144 Dương Xá Nước giếng W78 

294 H145 Dương Xá Phân động vật AS12 

295 H145 Dương Xá Phân động vật AS13 

296 H145 Dương Xá Rau F66 



 
 

297 H145 Dương Xá Thịt F67 

298 H145 Dương Xá Phân người HS124 

299 H145 Dương Xá Phân người HS125 

300 H145 Dương Xá Phân người HS200 

301 H145 Dương Xá Nước mưa W81 

302 H145 Dương Xá Nước giếng W82 

303 H145 Dương Xá Nước tưới W83 

304 H146 Dương Xá Phân động vật AS61 

305 H146 Dương Xá Phân động vật AS62 

306 H146 Dương Xá Rau F64 

307 H146 Dương Xá Thịt F65 

308 H146 Dương Xá Phân người HS103 

309 H146 Dương Xá Phân người HS104 

310 H146 Dương Xá Phân người HS105 

311 H146 Dương Xá Phân người HS201 

312 H146 Dương Xá Nước mưa W74 

313 H146 Dương Xá Nước mưa W75 

314 H146 Dương Xá Nước tưới W76 

315 H147 Dương Xá Phân động vật AS66 

316 H147 Dương Xá Rau F69 

317 H147 Dương Xá Rau F70 

318 H147 Dương Xá Thịt F71 

319 H147 Dương Xá Phân người HS115 

320 H147 Dương Xá Phân người HS116 

321 H147 Dương Xá Phân người HS117 

322 H147 Dương Xá Phân người HS118 

323 H147 Dương Xá Nước mưa W84 

324 H147 Dương Xá Nước giếng W85 

325 H147 Dương Xá Nước tưới W86 

326 H150 Dương Xá Phân động vật AS67 

327 H150 Dương Xá Phân động vật AS73 

328 H150 Dương Xá Rau F72 

329 H150 Dương Xá Thịt F73 

330 H150 Dương Xá Phân người HS131 

331 H150 Dương Xá Phân người HS132 

332 H150 Dương Xá Phân người HS133 

333 H150 Dương Xá Nước mưa W79 

334 H150 Dương Xá Nước giếng W80 

335 H151 Dương Xá Phân động vật AS55 

336 H151 Dương Xá Phân động vật AS56 

337 H151 Dương Xá Rau F56 

338 H151 Dương Xá Thịt F57 

339 H151 Dương Xá Phân người HS91 



 
 

340 H151 Dương Xá Phân người HS92 

341 H151 Dương Xá Phân người HS93 

342 H151 Dương Xá Nước mưa W59 

343 H151 Dương Xá Nước giếng W60 

344 H151 Dương Xá Nước tưới W68 

345 H152 Dương Xá Phân động vật AS57 

346 H152 Dương Xá Phân động vật AS58 

347 H152 Dương Xá Rau F58 

348 H152 Dương Xá Thịt F59 

349 H152 Dương Xá Phân người HS94 

350 H152 Dương Xá Phân người HS95 

351 H152 Dương Xá Phân người HS96 

352 H152 Dương Xá Phân người HS97 

353 H152 Dương Xá Nước mưa W66 

354 H152 Dương Xá Nước giếng W67 

355 H153 Dương Xá Phân động vật AS53 

356 H153 Dương Xá Phân động vật AS54 

357 H153 Dương Xá Rau F54 

358 H153 Dương Xá Thịt F55 

359 H153 Dương Xá Phân người HS88 

360 H153 Dương Xá Phân người HS89 

361 H153 Dương Xá Phân người HS90 

362 H153 Dương Xá Nước mưa W56 

363 H153 Dương Xá Nước giếng W57 

364 H153 Dương Xá Nước tưới W58 

365 H154 Dương Xá Phân động vật AS71 

366 H154 Dương Xá Rau F82 

367 H154 Dương Xá Thịt F83 

368 H154 Dương Xá Phân người HS112 

369 H154 Dương Xá Phân người HS113 

370 H154 Dương Xá Phân người HS114 

371 H154 Dương Xá Nước mưa W93 

372 H154 Dương Xá Nước giếng W94 

373 H155 Dương Xá Rau F78 

374 H155 Dương Xá Thịt F79 

375 H155 Dương Xá Phân người HS126 

376 H155 Dương Xá Phân người HS127 

377 H155 Dương Xá Phân người HS128 

378 H155 Dương Xá Phân người HS203 

379 H155 Dương Xá Nước mưa W91 

380 H155 Dương Xá Nước giếng W92 

381 H156 Dương Xá Phân động vật AS68 

382 H156 Dương Xá Rau F74 



 
 

383 H156 Dương Xá Thịt F75 

384 H156 Dương Xá Phân người HS109 

385 H156 Dương Xá Phân người HS110 

386 H156 Dương Xá Phân người HS111 

387 H156 Dương Xá Nước mưa W87 

388 H156 Dương Xá Nước giếng W88 

389 H168 Dương Xá Phân động vật AS60 

390 H168 Dương Xá Rau F62 

391 H168 Dương Xá Thịt F63 

392 H168 Dương Xá Phân người HS100 

393 H168 Dương Xá Phân người HS101 

394 H168 Dương Xá Phân người HS102 

395 H168 Dương Xá Nước mưa W72 

396 H168 Dương Xá Nước giếng W73 

397 H171 Dương Xá Phân động vật AS72 

398 H171 Dương Xá Rau F76 

399 H171 Dương Xá Thịt F77 

400 H171 Dương Xá Phân người HS121 

401 H171 Dương Xá Phân người HS122 

402 H171 Dương Xá Phân người HS123 

403 H171 Dương Xá Nước mưa W134 

404 H171 Dương Xá Nước giếng W135 

405 H175 Dương Xá Phân động vật AS69 

406 H175 Dương Xá Phân động vật AS70 

407 H175 Dương Xá Rau F84 

408 H175 Dương Xá Thịt F85 

409 H175 Dương Xá Phân người HS119 

410 H175 Dương Xá Phân người HS120 

411 H175 Dương Xá Phân người HS202 

412 H175 Dương Xá Nước mưa W95 

413 H175 Dương Xá Nước mưa W96 

414 H181 Dương Xá Phân động vật AS59 

415 H181 Dương Xá Rau F60 

416 H181 Dương Xá Thịt F61 

417 H181 Dương Xá Phân người HS98 

418 H181 Dương Xá Phân người HS99 

419 H181 Dương Xá Nước mưa W69 

420 H181 Dương Xá Nước giếng W70 

421 H181 Dương Xá Nước tưới W71 

422 H192 Ứng Liêm Phân động vật AS41 

423 H192 Ứng Liêm Phân động vật AS42 

424 H192 Ứng Liêm Thịt F42 

425 H192 Ứng Liêm Rau F43 



 
 

426 H192 Ứng Liêm Phân người HS136 

427 H192 Ứng Liêm Phân người HS3 

428 H192 Ứng Liêm Phân người HS61 

429 H192 Ứng Liêm Phân người HS62 

430 H192 Ứng Liêm Phân người HS63 

431 H192 Ứng Liêm Nước mưa W44 

432 H192 Ứng Liêm Nước mưa W45 

433 H192 Ứng Liêm Nước giếng W46 

434 H192 Ứng Liêm Nước tưới W47 

435 H193 Ứng Liêm Phân động vật AS51 

436 H193 Ứng Liêm Phân động vật AS52 

437 H193 Ứng Liêm Rau F52 

438 H193 Ứng Liêm Thịt F53 

439 H193 Ứng Liêm Phân người HS1 

440 H193 Ứng Liêm Phân người HS134 

441 H193 Ứng Liêm Phân người HS135 

442 H193 Ứng Liêm Phân người HS2 

443 H193 Ứng Liêm Phân người HS75 

444 H193 Ứng Liêm Phân người HS76 

445 H193 Ứng Liêm Nước giếng W63 

446 H193 Ứng Liêm Nước mưa W64 

447 H193 Ứng Liêm Nước tưới W65 

448 H194 Ứng Liêm Phân động vật AS49 

449 H194 Ứng Liêm Phân động vật AS50 

450 H194 Ứng Liêm Rau F50 

451 H194 Ứng Liêm Thịt F51 

452 H194 Ứng Liêm Phân người HS71 

453 H194 Ứng Liêm Phân người HS72 

454 H194 Ứng Liêm Phân người HS73 

455 H194 Ứng Liêm Phân người HS74 

456 H194 Ứng Liêm Nước giếng W61 

457 H194 Ứng Liêm Nước mưa W62 

458 H197 Ứng Liêm Phân động vật AS35 

459 H197 Ứng Liêm Phân động vật AS36 

460 H197 Ứng Liêm Rau F36 

461 H197 Ứng Liêm Thịt F37 

462 H197 Ứng Liêm Phân người HS85 

463 H197 Ứng Liêm Phân người HS86 

464 H197 Ứng Liêm Nước giếng W38 

465 H197 Ứng Liêm Nước mưa W39 

466 H197 Ứng Liêm Nước tưới W40 

467 H198 Ứng Liêm Phân động vật AS47 

468 H198 Ứng Liêm Phân động vật AS48 



 
 

469 H198 Ứng Liêm Rau F48 

470 H198 Ứng Liêm Thịt F49 

471 H198 Ứng Liêm Phân người HS81 

472 H198 Ứng Liêm Phân người HS82 

473 H198 Ứng Liêm Phân người HS83 

474 H198 Ứng Liêm Phân người HS84 

475 H198 Ứng Liêm Nước mưa W53 

476 H198 Ứng Liêm Nước giếng W54 

477 H198 Ứng Liêm Nước tưới W55 

478 H199 Ứng Liêm Phân động vật AS39 

479 H199 Ứng Liêm Phân động vật AS40 

480 H199 Ứng Liêm Thịt F40 

481 H199 Ứng Liêm Rau F41 

482 H199 Ứng Liêm Phân người HS140 

483 H199 Ứng Liêm Phân người HS251 

484 H199 Ứng Liêm Phân người HS87 

485 H202 Ứng Liêm Phân động vật AS45 

486 H202 Ứng Liêm Phân động vật AS46 

487 H202 Ứng Liêm Rau F46 

488 H202 Ứng Liêm Thịt F47 

489 H202 Ứng Liêm Phân người HS137 

490 H202 Ứng Liêm Phân người HS138 

491 H202 Ứng Liêm Phân người HS59 

492 H202 Ứng Liêm Phân người HS60 

493 H202 Ứng Liêm Nước mưa W50 

494 H202 Ứng Liêm Nước giếng W51 

495 H202 Ứng Liêm Nước tưới W52 

496 H204 Ứng Liêm Rau F32 

497 H204 Ứng Liêm Thịt F33 

498 H204 Ứng Liêm Phân người HS67 

499 H204 Ứng Liêm Phân người HS68 

500 H204 Ứng Liêm Phân người HS69 

501 H204 Ứng Liêm Phân người HS70 

502 H204 Ứng Liêm Nước mưa W34 

503 H204 Ứng Liêm Nước giếng W35 

504 H205 Dương Xá Nước mưa W139 

505 H205 Dương Xá Nước mưa W18 

506 H205 Dương Xá Nước mưa W43 

507 H212 Ứng Liêm Phân động vật AS33 

508 H212 Ứng Liêm Phân động vật AS34 

509 H212 Ứng Liêm Rau F34 

510 H212 Ứng Liêm Thịt F35 

511 H212 Ứng Liêm Phân người HS77 



 
 

512 H212 Ứng Liêm Phân người HS78 

513 H212 Ứng Liêm Phân người HS79 

514 H212 Ứng Liêm Phân người HS80 

515 H212 Ứng Liêm Nước mưa W36 

516 H212 Ứng Liêm Nước giếng W37 

517 H217 Ứng Liêm Phân động vật AS43 

518 H217 Ứng Liêm Phân động vật AS44 

519 H217 Ứng Liêm Rau F44 

520 H217 Ứng Liêm Thịt F45 

521 H217 Ứng Liêm Phân người HS55 

522 H217 Ứng Liêm Phân người HS56 

523 H217 Ứng Liêm Phân người HS57 

524 H217 Ứng Liêm Phân người HS58 

525 H217 Ứng Liêm Nước mưa W48 

526 H217 Ứng Liêm Nước giếng W49 

527 H220 Ứng Liêm Phân động vật AS37 

528 H220 Ứng Liêm Phân động vật AS38 

529 H220 Ứng Liêm Rau F38 

530 H220 Ứng Liêm Thịt F39 

531 H220 Ứng Liêm Phân người HS139 

532 H220 Ứng Liêm Phân người HS4 

533 H220 Ứng Liêm Phân người HS64 

534 H220 Ứng Liêm Phân người HS65 

535 H220 Ứng Liêm Phân người HS66 

536 H220 Ứng Liêm Nước mưa W41 

537 H220 Ứng Liêm Nước giếng W42 

538 H221 Mậu Chử Phân động vật AS105 

539 H221 Mậu Chử Thịt F127 

540 H221 Mậu Chử Rau F128 

541 H221 Mậu Chử Phân người HS242 

542 H221 Mậu Chử Phân người HS243 

543 H221 Mậu Chử Phân người HS244 

544 H221 Mậu Chử Phân người HS245 

545 H221 Mậu Chử Nước mưa W155 

546 H221 Mậu Chử Nước giếng W156 

547 H228 Mậu Chử Phân động vật AS96 

548 H228 Mậu Chử Phân động vật AS97 

549 H228 Mậu Chử Thịt F131 

550 H228 Mậu Chử Thịt F132 

551 H228 Mậu Chử Rau F133 

552 H228 Mậu Chử Phân người HS228 

553 H228 Mậu Chử Phân người HS229 

554 H228 Mậu Chử Phân người HS230 



 
 

555 H228 Mậu Chử Nước giếng W136 

556 H228 Mậu Chử Nước mưa W161 

557 H234 Mậu Chử Thịt F134 

558 H234 Mậu Chử Rau F135 

559 H234 Mậu Chử Phân người HS240 

560 H234 Mậu Chử Phân người HS241 

561 H234 Mậu Chử Nước mưa W137 

562 H234 Mậu Chử Nước giếng W138 

563 H236 Mậu Chử Phân động vật AS100 

564 H236 Mậu Chử Phân động vật AS99 

565 H236 Mậu Chử Thịt F138 

566 H236 Mậu Chử Rau F139 

567 H236 Mậu Chử Phân người HS233 

568 H236 Mậu Chử Phân người HS234 

569 H236 Mậu Chử Phân người HS235 

570 H236 Mậu Chử Phân người HS236 

571 H236 Mậu Chử Nước mưa W141 

572 H236 Mậu Chử Nước giếng W142 

573 H238 Mậu Chử Phân động vật AS92 

574 H238 Mậu Chử Thịt F121 

575 H238 Mậu Chử Rau F122 

576 H238 Mậu Chử Phân người HS209 

577 H238 Mậu Chử Phân người HS210 

578 H238 Mậu Chử Phân người HS211 

579 H238 Mậu Chử Phân người HS247 

580 H238 Mậu Chử Nước mưa W149 

581 H238 Mậu Chử Nước giếng W150 

582 H248 Mậu Chử Phân động vật AS107 

583 H248 Mậu Chử Phân động vật AS94 

584 H248 Mậu Chử Thịt F125 

585 H248 Mậu Chử Rau F126 

586 H248 Mậu Chử Phân người HS216 

587 H248 Mậu Chử Phân người HS217 

588 H248 Mậu Chử Phân người HS218 

589 H248 Mậu Chử Phân người HS219 

590 H248 Mậu Chử Nước mưa W153 

591 H248 Mậu Chử Nước giếng W154 

592 H250 Mậu Chử Phân động vật AS98 

593 H250 Mậu Chử Thịt F136 

594 H250 Mậu Chử Rau F137 

595 H250 Mậu Chử Phân người HS231 

596 H250 Mậu Chử Phân người HS232 

597 H250 Mậu Chử Phân người HS248 



 
 

598 H250 Mậu Chử Phân người HS249 

599 H250 Mậu Chử Nước giếng W140 

600 H252 Mậu Chử Phân động vật AS88 

601 H252 Mậu Chử Phân động vật AS89 

602 H252 Mậu Chử Thịt F119 

603 H252 Mậu Chử Rau F120 

604 H252 Mậu Chử Phân người HS206 

605 H252 Mậu Chử Phân người HS207 

606 H252 Mậu Chử Phân người HS208 

607 H252 Mậu Chử Phân người HS246 

608 H252 Mậu Chử Nước mưa W147 

609 H252 Mậu Chử Nước giếng W148 

610 H257 Mậu Chử Phân động vật AS106 

611 H257 Mậu Chử Thịt F144 

612 H257 Mậu Chử Rau F145 

613 H257 Mậu Chử Phân người HS220 

614 H257 Mậu Chử Phân người HS221 

615 H257 Mậu Chử Phân người HS222 

616 H257 Mậu Chử Phân người HS223 

617 H257 Mậu Chử Nước mưa W157 

618 H257 Mậu Chử Nước giếng W158 

619 H259 Mậu Chử Phân động vật AS95 

620 H259 Mậu Chử Thịt F129 

621 H259 Mậu Chử Rau F130 

622 H259 Mậu Chử Phân người HS224 

623 H259 Mậu Chử Phân người HS225 

624 H259 Mậu Chử Phân người HS226 

625 H259 Mậu Chử Phân người HS227 

626 H259 Mậu Chử Nước mưa W159 

627 H259 Mậu Chử Nước giếng W160 

628 H264 Mậu Chử Phân động vật AS90 

629 H264 Mậu Chử Phân động vật AS91 

630 H264 Mậu Chử Phân động vật AS93 

631 H264 Mậu Chử Thịt F123 

632 H264 Mậu Chử Rau F124 

633 H264 Mậu Chử Phân người HS212 

634 H264 Mậu Chử Phân người HS213 

635 H264 Mậu Chử Phân người HS214 

636 H264 Mậu Chử Phân người HS215 

637 H264 Mậu Chử Nước mưa W151 

638 H264 Mậu Chử Nước giếng W152 

639 H266 Mậu Chử Phân động vật AS103 

640 H266 Mậu Chử Phân động vật AS104 



 
 

641 H266 Mậu Chử Thịt F141 

642 H266 Mậu Chử Rau F142 

643 H266 Mậu Chử Phân người HS238 

644 H266 Mậu Chử Phân người HS239 

645 H266 Mậu Chử Nước mưa W145 

646 H266 Mậu Chử Nước giếng W146 

647 H269 Mậu Chử Phân động vật AS102 

648 H269 Mậu Chử Thịt F140 

649 H269 Mậu Chử Rau F143 

650 H269 Mậu Chử Phân người HS237 

651 H269 Mậu Chử Phân người HS250 

652 H269 Mậu Chử Nước mưa W143 

653 H269 Mậu Chử Nước giếng W144 

654  H269 Mậu Chử Phân động vật AS101 

655 H273 Thạch Tổ Phân động vật AS117 

656 H273 Thạch Tổ Phân động vật AS118 

657 H273 Thạch Tổ Rau F149 

658 H273 Thạch Tổ Thịt F151 

659 H273 Thạch Tổ Phân người HS256 

660 H273 Thạch Tổ Phân người HS265 

661 H273 Thạch Tổ Nước mưa W164 

662 H273 Thạch Tổ Nước giếng W165 

663 H275 Thạch Tổ Phân động vật AS113 

664 H275 Thạch Tổ Phân động vật AS114 

665 H275 Thạch Tổ Phân động vật AS122 

666 H275 Thạch Tổ Thịt F157 

667 H275 Thạch Tổ Rau F158 

668 H275 Thạch Tổ Phân người HS252 

669 H275 Thạch Tổ Phân người HS253 

670 H275 Thạch Tổ Nước mưa W162 

671 H275 Thạch Tổ Nước giếng W163 

672 H275 Thạch Tổ Nước tưới W168 

673 H276 Thạch Tổ Phân động vật AS115 

674 H276 Thạch Tổ Phân động vật AS116 

675 H276 Thạch Tổ Rau F147 

676 H276 Thạch Tổ Thịt F150 

677 H276 Thạch Tổ Phân người HS254 

678 H276 Thạch Tổ Phân người HS255 

679 H276 Thạch Tổ Phân người HS264 

680 H276 Thạch Tổ Nước mưa W166 

681 H276 Thạch Tổ Nước giếng W167 

682 H284 Dương Xá Phân động vật AS63 

683 H284 Dương Xá Phân động vật AS64 



 
 

684 H284 Dương Xá Rau F80 

685 H284 Dương Xá Thịt F81 

686 H284 Dương Xá Phân người HS129 

687 H284 Dương Xá Phân người HS130 

688 H284 Dương Xá Phân người HS198 

689 H284 Dương Xá Phân người HS199 

690 H284 Dương Xá Nước mưa W89 

691 H284 Dương Xá Nước giếng W90 

692 H306 Thạch Tổ Phân động vật AS108 

693 H306 Thạch Tổ Phân động vật AS109 

694 H306 Thạch Tổ Thịt F154 

695 H306 Thạch Tổ Rau F155 

696 H306 Thạch Tổ Phân người HS260 

697 H306 Thạch Tổ Phân người HS261 

698 H306 Thạch Tổ Nước mưa W175 

699 H306 Thạch Tổ Nước giếng W176 

700 H306 Thạch Tổ Nước tưới W177 

701 H309 Thạch Tổ Phân động vật AS110 

702 H309 Thạch Tổ Rau F152 

703 H309 Thạch Tổ Thịt F159 

704 H309 Thạch Tổ Phân người HS262 

705 H309 Thạch Tổ Phân người HS263 

706 H309 Thạch Tổ Nước mưa W178 

707 H309 Thạch Tổ Nước giếng W179 

708 H314 Thạch Tổ Phân động vật AS119 

709 H314 Thạch Tổ Phân động vật AS120 

710 H314 Thạch Tổ Phân động vật AS121 

711 H314 Thạch Tổ Thịt F146 

712 H314 Thạch Tổ Rau F153 

713 H314 Thạch Tổ Phân người HS257 

714 H314 Thạch Tổ Phân người HS258 

715 H314 Thạch Tổ Phân người HS259 

716 H314 Thạch Tổ Nước mưa W172 

717 H314 Thạch Tổ Nước giếng W173 

718 H314 Thạch Tổ Nước tưới W174 

719 H321 Thạch Tổ Phân động vật AS111 

720 H321 Thạch Tổ Phân động vật AS112 

721 H321 Thạch Tổ Thịt F148 

722 H321 Thạch Tổ Rau F156 

723 H321 Thạch Tổ Nước mưa W169 

724 H321 Thạch Tổ Nước giếng W170 

725 H321 Thạch Tổ Nước tưới W171 

 


