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TÓM TẮT
Mục tiêu: Phát hiện gen kháng colistin mcr trong 

mẫu phân gà và phân lợn thu thập tại Thái Bình từ 
tháng 10/2022 đến tháng 03/2023. 

Phương pháp: DNA tổng số được tách chiết từ 
60 mẫu phân gà và phân lợn bằng bộ sinh phẩm 
QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit, sau đó được sử 
dụng để thực hiện kỹ thuật Multiplex Real-time 
PCR phát hiện trình tự đặc hiệu của các gen kháng 
colistin mcr-1, mcr-2, mcr-3 và mcr-4 với bộ sinh 
phẩm QuantiNova Multiplex PCR Kit. 

Kết quả: Tỷ lệ mẫu phân gà, phân lợn mang 
gen kháng colistin là 45,0% (27/60), trong đó tỷ lệ 
nhiễm ở mẫu phân gà là 50,0% (15/30) và ở mẫu 
phân lợn là 40,0% (12/30). Tỷ lệ mẫu phân phát 
hiện gen mcr-1, mcr-2, mcr-3 và mcr-4 lần lượt là 
45,0%, 8,3%, 8,3% và 11,7%. Tỷ lệ mẫu phân vật 
nuôi nhiễm một, hai, ba và bốn gen kháng colistin 
lần lượt là 28,3%, 8,3%, 5,0% và 3,3%. 

Kết luận: Tình trạng nhiễm vi khuẩn mang gen 
kháng colistin ở gà và lợn tại Thái Bình khá phổ 
biến và rất đa dạng về kiểu gen kháng colistin. Do 
đó, cần thực hiện các biện pháp can thiệp phù hợp 
nhằm ngăn chặn sự xuất hiện và lây lan của các vi 
khuẩn kháng colistin từ vật nuôi sang con người. 

Từ khoá: gen mcr, kháng colistin, multiplex real-
time PCR, phân gà, phân lợn

DETECTION OF COLISTIN-RESISTANT 
GENES IN CHICKEN AND PIG FECES SAM-
PLES COLLECTED IN THAI BINH DURING THE 
PERIOD FROM 2022 TO 2023 USING A MULTI-
PLEX REAL-TIME PCR ASSAY

ABSTRACT
Objective: To detect the colistin resistance gene 

mcr in chicken and pig feces samples collected in 
Thai Binh from October 2022 to March 2023. 

Method: Total DNA was extracted from 60 
chicken and pig feces samples using QIAamp Fast 
DNA Stool Mini Kit, then was used to perform a 
Multiplex Real-time PCR assay to detect specific 
sequences of colistin resistance genes mcr-1, mcr-
2, mcr-3, and mcr-4 using QuantiNova Multiplex 
PCR Kit. 

Results: The rate of chicken and pig feces 
samples carrying the colistin resistance gene was 
45.0% (27/60), of which the detection rate in chicken 
feces samples was 50.0% (15/30) and in pig feces 
samples was 40.0% (12/30). The prevalence of 
stool samples carrying mcr-1, mcr-2, mcr-3 and 
mcr-4 genes were 45.0%, 8.3%, 8.3% and 11.7%, 
respectively. The rates of feces samples carrying 
one, two, three, and four colistin-resistant genes 
were 28.3%, 8.3%, 5.0%, and 3.3%, respectively. 

Conclusions: Infection with bacteria carrying 
colistin-resistant genes in chickens and pigs in Thai 
Binh was quite common and very diverse in the 
genotype of colistin-resistant genes. Therefore, it 
is necessary to implement appropriate intervention 
measures to prevent the emergence and spread of 
colistin-resistant bacteria from livestock to humans.

Keywords: chicken feces, colistin resistance, 
mcr gene, multiplex real-time PCR, pig feces

I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Colistin là kháng sinh quan trọng trong điều trị đối 

với trực khuẩn Gram âm kháng đa thuốc, đặc biệt 
là những trường hợp kháng carbapenem [1]. Tuy 
nhiên trong những năm gần đây, tình trạng vi khuẩn 
kháng colistin ngày càng phổ biến do sự xuất hiện 
của gen mcr (mobile colistin resistance gene) gây 
kháng colistin ở vi khuẩn. Sau khi biến thể mcr-
1 được phát hiện lần đầu tiên vào năm 2015 [2], 
đến nay đã có tới 10 biến thể của gen mcr (mcr-1 
đến mcr-10) được phát hiện [3], trong đó các biến 
thể mcr-1, mcr-2, mcr-3 và mcr-4 là những biến thể 
thường gặp nhất. 

Nguyên nhân gây ra hiện tượng vi khuẩn kháng 
colistin được cho là do tình trạng sử dụng colistin 
quá rộng rãi trong chăn nuôi gia súc, gia cầm [4, 5]. 
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Nghiên cứu tại Thái Bình năm 2017 cho thấy tình 
trạng sử dụng colistin trong chăn nuôi gia súc, gia 
cầm khá phổ biến [4]. Các nghiên cứu sau đó đã 
phát hiện vi khuẩn E. coli mang gen kháng colistin 
mcr trong mẫu phân người khỏe mạnh và phân vật 
nuôi tại Thái Bình cũng rất cao, tỷ lệ phát hiện ở 
người là 69,4% [6], ở gà và lợn là 95,8% [7]. Với 
tỷ lệ nhiễm E. coli kháng colistin rất cao trên người 
khỏe mạnh như vậy, có lẽ đã có sự lây lan vi khuẩn 
kháng colistin từ vật nuôi sang con người thông 
qua thức ăn, nước uống. 

Để ngăn chặn sự lan truyền của vi khuẩn kháng 
colistin, nhiều kỹ thuật vi sinh và sinh học phân tử 
đã được áp dụng để phát hiện kiểu hình hoặc kiểu 
gen kháng colistin ở vi khuẩn [8]. Các kỹ thuật sinh 
học phân tử (PCR; multiplex PCR; real-time PCR; 
WGS) được sử dụng để phát hiện gen mcr có các 
ưu điểm là độ nhạy, độ đặc hiệu cao, thời gian xét 
nghiệm nhanh, tuy nhiên chi phí xét nghiệm cao và 
yêu cầu kỹ năng xét nghiệm chuyên sâu. Để giảm 
chi phí và đơn giản hóa kỹ thuật xét nghiệm, một 
số tác giả đã phát triển các kỹ thuật sinh học phân 
tử có thể phát hiện đồng thời nhiều biến thể của 
gen mcr trong cùng một phản ứng. Trong nghiên 
cứu này chúng tôi sẽ áp dụng kỹ thuật Multiplex 
Real-time PCR phát hiện các gen kháng colistin từ 
mcr-1 đến mcr-4 để xét nghiệm cho các mẫu phân 
gà và phân lợn thu thập tại Thái Bình trong năm 
2022 và 2023 nhằm đánh giá tình trạng nhiễm vi 
khuẩn kháng colistin ở hai loại vật nuôi phổ biến tại 
Thái Bình là gà và lợn. Kết quả của nghiên cứu sẽ 
cung cấp các minh chứng và dữ liệu, giúp cho các 
cơ quan quản lý nhà nước có những biện pháp phù 
hợp nhằm ngăn chặn tình trạng vi khuẩn kháng 
thuốc hiện nay. 

II. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Đối tượng nghiên cứu
Gồm 30 mẫu phân gà và 30 mẫu phân lợn được 

thu thập tại Thái Bình trong giai đoạn từ tháng 
10/2022 đến tháng 03/2023. Các mẫu phân được 
sử dụng để xét nghiệm phát hiện các gen kháng 
colistin mcr-1, mcr-2, mcr-3 và mcr-4 bằng kỹ thuật 
Multiplex Real-time PCR. 

2.2. Thiết kế nghiên cứu
Nghiên cứu được thiết kế theo phương pháp dịch 

tễ học mô tả dựa trên cuộc điều tra cắt ngang. 

2.3. Các kỹ thuật áp dụng trong nghiên cứu
2.3.1. Thu thập mẫu và tách chiết DNA
Các mẫu phân gà và phân lợn được thu thập bằng 

tăm bông chuyên dụng theo phương pháp ngoáy 
hậu môn. Các mẫu phân sau khi thu thập được bảo 
quản lạnh và chuyển về phòng thí nghiệm để tiến 
hành tách chiết DNA trong vòng 24 giờ. Đối với mỗi 
mẫu phân, sử dụng khoảng 200 mg phân để tiến 
hành tách chiết DNA bằng bộ sinh phẩm QIAamp 
Fast DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Đức) theo hướng 
dẫn của nhà sản xuất. Mẫu DNA sau khi tách chiết 
được bảo quản ở - 30oC cho đến khi tiến hành 
thực hiện phản ứng Multiplex Real-time PCR.  

2.3.2. Phát hiện các gen kháng colistin từ 
mcr-1 đến mcr-4

Các mẫu DNA tách chiết từ phân gà, phân lợn 
được sử dụng để thực hiện phản ứng Multiplex 
Real-time PCR phát hiện các gen mcr-1, mcr-
2, mcr-3 và mcr-4 với bộ sinh phẩm QuantiNova 
Multiplex PCR Kit (Qiagen, Đức) theo phương 
pháp do Nguyễn Nam Thắng và cộng sự đề xuất 
[9]. Thành phần phản ứng Multiplex Real-time PCR 
có thể tích 20 µL và bao gồm các thành phần: 5 
µL QuantiNova Multiplex PCR Master Mix 4X; 1 µL 
Primer/probe mix 20X (hỗn hợp gồm 8 µM mỗi loại 
mồi xuôi và mồi ngược, 5 µM mỗi loại probe); 12 
µL H2O và 2 µL DNA khuôn. Phản ứng Multiplex 
Real-time PCR được thực hiện trên hệ thống 
LightCycler 480 II (Roche). Chương trình nhiệt của 
phản ứng gồm: 95oC trong 2 phút; 40 chu kỳ gồm: 
95oC trong 5 giây và 60oC trong 30 giây. Mỗi lần 
thực hiện kỹ thuật Multiplex Real-time PCR đều 
thực hiện đồng thời với mẫu chứng dương cho 
các gen mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 và mẫu chứng 
âm kèm theo. Kết quả xét nghiệm được phân tích 
trên hệ thống LightCycler 480 II bằng phần mềm 
LC 1.5.2 (Roche). Các mẫu xét nghiệm có số chu 
kỳ ngưỡng (CT) từ 35 trở xuống được coi là mẫu 
dương tính.

2.4. Xử lý và phân tích số liệu
Số liệu được nhập vào máy tính và quản lý bằng 

phần mềm Excel. Phân tích số liệu bằng phần mềm 
SPSS 22.0. 

2.5. Vấn đề đạo đức trong nghiên cứu
Đề tài đã được phê duyệt theo quyết định số 

2320/QĐ-UBND ngày 23/09/2021 của Ủy ban 
nhân dân tỉnh Thái Bình. 
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III. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

Biểu đồ 1. Tỷ lệ phát hiện gen kháng colistin mcr ở các mẫu phân gà, phân lợn
Trong số 60 mẫu phân gà và phân lợn được xét nghiệm bằng kỹ thuật Multiplex Real-time PCR có 27 

mẫu phát hiện gen kháng colistin mcr, chiếm 45,0%. Tỷ lệ phát hiện gen kháng colistin mcr ở mẫu phân 
gà là 50,0% và ở mẫu phân lợn là 40,0% (Biểu đồ 1).

Biểu đồ 2. Tỷ lệ phát hiện các nhóm gen mcr trong mẫu phân gà, phân lợn
Trong số 60 mẫu phân được xét nghiệm thì tỷ lệ phát hiện nhóm gen mcr-1 là 45,0%, nhóm gen mcr-2 

và mcr-3 đều là 8,3% và nhóm gen mcr-4 là 11,7% (Biểu đồ 2). 
Bảng 1. Kết quả phát hiện gen kháng colistin mcr bằng kỹ thuật Multiplex Real-time PCR

Loại mẫu 

Gen phát hiện
Phân gà Phân lợn Tổng

mcr-1 11 6 17
mcr-1 & mcr-2 0 1 1
mcr-1 & mcr-3 0 1 1
mcr-1 & mcr-4 1 2 3
mcr-1 & mcr-2 & mcr-3 0 1 1
mcr-1 & mcr-2 & mcr-4 1 0 1
mcr-1 & mcr-3 & mcr-4 1 0 1
mcr-1 & mcr-2 & mcr-3 
& mcr-4

1 1 2

Không phát hiện 15 18 33

Tổng 30 30 60
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Trong số 27 mẫu phân phát hiện gen kháng colistin mcr thì tất cả 27 mẫu đều mang gen mcr-1, trong 
đó có 17 mẫu (63,0%) chỉ phát hiện gen mcr-1 nhưng 10 mẫu còn lại (37,0%) mang gen mcr-1 kết hợp 
với 1, 2 hoặc 3 gen khác (bảng 1). 

Biểu đồ 3. Tình trạng đa nhiễm các gen kháng colistin mcr trong mẫu phân gà, phân lợn 
Kết quả trong biểu đồ 3 và bảng 1 cho thấy các mẫu phân gà, phân lợn có thể mang từ 1 đến 4 gen 

mcr khác nhau. Tỷ lệ mẫu phân được phát hiện mang 1 gen mcr là 28,3%, mang 2 gen là 8,3%, mang 3 
gen là 5,0% và mang 4 gen là 3,3% (biểu đồ 3).

IV. BÀN LUẬN
Colistin là kháng sinh được lựa chọn cuối cùng 

để điều trị đối với các trường hợp nhiễm khuẩn do 
trực khuẩn Gram âm đa thuốc, đặc biệt là những 
trường hợp kháng với carbapenems [1]. Nhiều 
nghiên cứu đã cho thấy sự lan truyền các gen 
kháng colistin liên quan đến các ổ chứa tự nhiên là 
gia súc, gia cầm và thủy hải sản [3]. Tại Việt Nam, 
việc chăn nuôi gia súc, gia cầm rất phổ biến ở các 
vùng nông thôn, do đó nếu không có biện pháp sử 
dụng kháng sinh trong chăn nuôi hợp lý thì sẽ làm 
xuất hiện vi khuẩn kháng kháng sinh do áp lực của 
chọn lọc tự nhiên. Và nếu quá trình giết mổ, vận 
chuyển và bảo quản thịt gia súc, gia cầm không 
được đảm bảo vệ sinh thì vi khuẩn kháng thuốc sẽ 
lan truyền cho con người. Chính vì vậy, để ngăn 
chặn sự lan truyền của vi khuẩn kháng colistin cần 
phải thực hiện các nghiên cứu nhằm theo dõi, giám 
sát vi khuẩn kháng colistin ở vật nuôi cũng như 
trong các loại thịt gia súc, gia cầm. Trong nghiên 
cứu này chúng tôi đã áp dụng kỹ thuật Multiplex 
Real-time PCR [9] để phát hiện các gen kháng 
colistin từ mcr-1 đến mcr-4 trong các mẫu phân gà 
và phân lợn thu thập tại Thái Bình trong giai đoạn 
từ tháng 10/2022 đến tháng 03/2023 nhằm đánh 
giá sự lưu hành của các gen kháng colistin ở vật 
nuôi tại Thái Bình. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy tỷ lệ mẫu phân vật 
nuôi mang gen kháng colistin từ mcr-1 đến mcr-4 là 
45,0% (27/60), trong đó tỷ lệ nhiễm ở gà là 50,0% 
(15/30) và ở lợn là 40,0% (12/30) (biểu đồ 1). Tỷ lệ 

phát hiện nhóm gen mcr-1 cao nhất (45,0%), tiếp 
đó là nhóm gen mcr-4 (11,7%); nhóm gen mcr-2 
và mcr-3 có cùng tỷ lệ là 8,3% (biểu đồ 2). Đáng 
lưu ý là tất cả các mẫu được phát hiện có mang 
gen kháng colistin thì đều có sự hiện diện của gen 
mcr-1, cho thấy gen mcr-1 là gen xuất hiện phổ 
biến nhất ở gà và lợn. Nghiên cứu của Kawahara 
và cộng sự [7] thực hiện tại Vũ Thư, Thái Bình 
năm 2018 cho thấy hầu hết (95,8%) các mẫu phân 
gà và phân lợn đều phân lập được vi khuẩn E. 
coli mang gen kháng colistin mcr-1 (94,4%) hoặc 
mcr-3 (1,4%). So với nghiên cứu của Kawahara, 
tỷ lệ mẫu phân gà, phân lợn phát hiện gen kháng 
colistin trong nghiên cứu của chúng tôi thấp hơn 
khá nhiều (45% so với 95,8%). Trong nghiên cứu 
của Kawahara hầu hết gen được phát hiện là mcr-
1, chỉ có 1 chủng mang gen mcr-3, trong khi trong 
nghiên cứu của chúng tôi, mặc dù nhóm gen mcr-1 
vẫn chiếm ưu thế với 45,0% nhưng lại có sự xuất 
hiện thêm của các nhóm gen từ mcr-2 đến mcr-4 
với tỷ lệ từ 8,3 đến 11,7% (biểu đồ 2). Kết quả này 
cho thấy sự lưu hành của các gen kháng colistin 
ở vật nuôi ở Thái Bình năm 2022 - 2023 đã có sự 
thay đổi, trở nên đa dạng hơn so với năm 2018.

Một số nghiên cứu đã cho thấy tình trạng mang 
nhiều gen kháng sẽ làm tăng tính kháng kháng 
sinh. Trong nghiên cứu này, tỷ lệ mẫu phân xuất 
hiện 2, 3 hoặc 4 gen kháng colistin chiếm tới 16,6% 
(10/60 - bảng 1 và biểu đồ 3). Sự xuất hiện đồng 
thời nhiều gen kháng colistin ở vật nuôi sẽ làm tăng 
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nguy cơ xuất hiện các chủng vi khuẩn đa kháng 
thuốc, trở thành hiểm họa cho cộng đồng. Việc 
thực hiện các biện pháp can thiệp như: hạn chế 
sử dụng kháng sinh trong chăn nuôi, vệ sinh môi 
trường chăn nuôi, đảm bảo vệ sinh an toàn thực 
phẩm trong quá trình giết mổ và kinh doanh thịt 
gà, thịt lợn... là những biện pháp cần thiết để ngăn 
chặn sự lây lan của vi khuẩn kháng colistin từ vật 
nuôi sang con người.   

V. KẾT LUẬN
Kết quả nghiên cứu cho thấy tình trạng mẫu phân 

gà, phân lợn thu thập tại Thái Bình nhiễm vi khuẩn 
mang gen kháng colistin từ mcr-1 đến mcr-4 là rất 
phổ biến với tỷ lệ phát hiện là 45,0% và rất đa dạng 
về kiểu gen kháng colistin. Do đó, cần thực hiện 
các biện pháp can thiệp phù hợp nhằm ngăn chặn 
sự lây lan của vi khuẩn kháng colistin từ vật nuôi 
sang con người.
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