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TÓMTẮT
Chúng tôi kiểm tra khả năng mẫn cảm của 83 chủng P R LG với 15 loại kháng sinh khác nhau.

Kết quả nghiên cứu cho thấy, các chủng được kiểm tra kháng với amoxicillin (75,9%), tetracycline
(59%), tiếp theo là kanamycin (15,7%), amikacin (15,7%), gentamicin (14,5%), ampicillin (9,6%) và
erythromycin (9,6%). Dưới 5% số chủng kiểm tra kháng với chloramphenicol (4,8%). Tất cả các chủng
đều mẫn cảm với các loại kháng sinh: cephalexin, cefortaxime, ceftriaxone, o oxacin, pe oxaxin,
cipro oxacin và enro oxaxin. Kết quả kiểm tra sự có mặt của các gen kháng ampicillin, gentamicin,
chloramphenicol và tetracycline cho thấy 63/83 chủng mang ít nhất 1 gen kháng lại 4 kháng sinh nêu
trên. Trong số 83 chủng P R LG kiểm tra có 12 chủng mang gen Bla_TEM và/hoặc Bla_ROB1;
5/83 chủng dương tính với gen oR; 52/83 chủng mang ít nhất 1 trong 3 gen kháng tetracycline (tetB,
H , và tetO) trong đó gen tetB là phổ biến nhất (38/52), tiếp theo là gen H (18/52) và gen tetO
(4/52); 12/83 chủng mang gen Trong số 63 chủng mang gen kháng kháng sinh có 8 chủng cùng
một lúc mang nhiều loại gen kháng kháng sinh khác nhau. Có sự tương quan thuận giữa kiểu gen và
kiểu hình trong số các chủng kháng gentamicin và tetracycline, có 7/12 chủng kháng gentamicin mang
gen và 39/49 chủng kháng tetracycline mang ít nhất 1 trong 3 gen (tetB, tetH và tetO).

Từ khóa: Kháng kháng sinh, chủng P R LG kiểu gen, kiểu hình.
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SRVLWL H FRUUHODWLRQ EHW HHQ SKHQRW SH DQG JHQRW SH LQ WKH VWUDLQV UHVLVWDQW WR JHQWDPLFLQ DQG
WHWUDF FOLQH DV RXW RI VWUDLQV UHVLVWDQW WR JHQWDPLFLQ FDUULHG JHQH DQG RXW RI VWUDLQV
UHVLVWDQW WR WHWUDF FOLQH KDUERUHG DW OHDVW RQH RI WKUHH UHVLVWDQFH JHQHV H H DQG H

.H R V QWLELRWLF UHVLVWDQFH P O R VWUDLQ JHQRW SH SKHQRW SH

I. ĐẶT VẤN ĐỀ
Ở nước ta, bệnh tụ huyết trùng lợn trước đây

xảy ramạnh ở các tỉnh phía Nam và xảy ra lẻ tẻ ở
các tỉnh phía Bắc. Trong những năm 70, có 80%
số ổ dịch và 84% số gia súc thiệt hại do bệnh tụ
huyết trùng thuộc về các tỉnh ở phía Nam. Đến
những năm 90, phân bố địa lý của bệnh nghiêng
về các tỉnh phía Bắc, số địa phương có dịch tụ
huyết trùng cũng tăng lên nhiều, hàng năm có
20 - 25 tỉnh thông báo có bệnh lưu hành (Bùi
Quý Huy, 1998). Mặc dù kháng sinh đã được
sử dụng rộng rãi để điều trị bệnh tụ huyết trùng
trên lợn, nhưng việc sử dụng bừa bãi dẫn đến
tình trạng kháng thuốc trong các chủng vi khuẩn
gây bệnh (Kumar và cs., 2009; Shivachandra và
cs., 2004; Tang và cs., 2009), ảnh hưởng đến
phác đồ điều trị (Kehrenberg và cs., 2001). Mặt
khác, tình trạng kháng kháng sinh ở các chủng
vi khuẩn gây bệnh có nguồn gốc từ động vật
và môi trường đã được công nhận là vấn đề
toàn cầu đối với sức khỏe con người (White và
cs., 2002). Một số nghiên cứu đã chứng minh
rằng việc sử dụng kháng sinh không đúng cách
làm tăng nguy cơ vi khuẩn kháng thuốc và làm
tăng khả năng lan truyền các gen kháng kháng
sinh nằm trên plasmid, integron và transposons
(Hunt và cs., 2000; Kehrenberg và cs., 2001).
Khả năng kháng kháng sinh của các chủng

H H P R LG thay đổi tùy theo nguồn
gốc vật chủ, thời gian nhiễm bệnh, vị trí địa
lý, tiền sử tiếp xúc với kháng sinh và khả năng
tiếp nhận gen kháng kháng sinh từ vật chủ khác
(Kehrenberg và cs., 2001). Trong nghiên cứu
này, chúng tôi khảo sát tính mẫn cảm kháng sinh
và sự tồn tại của một số gen kháng kháng sinh ở
các chủng P R LG phân lập tại Việt Nam.
Kết quả thu được giúp chúng ta đánh giá chính
xác về tình trạng kháng kháng sinh ở các chủng
vi khuẩn P R LG nói riêng và vi khuẩn gây
bệnh nói chung tại Việt Nam. Đây là cơ sở để điều

chỉnh việc lựa chọn và sử dụng kháng sinh hợp lý
và hiệu quả trong điều trị bệnh tụ huyết trùng do vi
khuẩn P R LG gây ra ở lợn. Đồng thời là cảnh
báo cho tình trạng lạm dụng kháng sinh trong công
tác phòng trừ bệnh cho vật nuôi hiện nay.

II. NỘI DUNG, NGUYÊN LIỆU VÀ
PHƯƠNG PHÁPNGHIÊN CỨU
2.1. Nội dung nghiên cứu

- Xác định tính mẫn cảm của các chủng vi
khuẩn P R LG phân lập được với 15 loại
kháng sinh khác nhau.

- Xác định các gen kháng kháng sinh thuộc
nhóm β-lactam, tetracycline, chloramphenicol,
gentamicin.

2.2. Vật liệu nghiên cứu

- Chủng vi khuẩn: 83 chủng vi khuẩn
P R LG được cung cấp bởi các Chi cục Thú
y vùng, Trung tâm chẩn đoán thú y trung ương,
công ty NAVETCO. Các chủng giống hiện tại
được lưu giữ trong glycerol 30% và bảo quản ở
-80oC tại Phân viện Thú y miền Trung.

- Các đĩa giấy tẩm kháng sinh được cung
cấp bởi hãng Oxoid gồm: amikacin (30µg),
ampicillin (10µg), amoxicilin (10µg), cephalexin
(30µg), cefortaxime (30µg), ceftriaxone (30),
erythromycin (15µg), kanamycin (30µg),
gentamicin (10µg), o oxacin (5µg), pe oxaxin
(5µg), cipro oxacin (5µg), enro oxaxin (5µg)
chloramphenicol (30µg), tetracyline (30µg).

Môi trường hóa chất nuôi cấy vi khuẩn: BHI
(Brain Heart Infucsion) và TSA agar bổ sung
10% máu thỏ nuôi cấy vi khuẩn P R LG .

Các cặp mồi sử dụng cho phản ứng xác định
các gen kháng kháng sinh được cung cấp bởi
công ty 1st BASE - Singapore.
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2.3. Phương pháp nghiên cứu

Đánh giá tính mẫn cảm của vi khuẩn với
kháng sinh: được thực hiện theo phương pháp
khuếch tán trên thạch theo hướng dẫn của Viện
tiêu chuẩn lâm sàng và xét nghiệm Hoa Kỳ
(Clinical and Laboratory Standards Institute,
2013). Các chủng vi khuẩn được nuôi cấy trên
môi trường BHI cho đến khi mật độ tế bào được
xác định bằng cách đo giá trị OD600nm đạt ≈ 0,5
thì được trải đều trên các đĩa thạch TSAđược bổ
sung 10% máu thỏ, để khô trong vài phút. Các
đĩa giấy tẩm kháng sinh được đặt trên bề mặt
đĩa thạch, ủ ở nhiệt độ 37oC trong 18 giờ. Các
vòng ức chế sinh trưởng được đo bằng thước.
Các chủng được phân loại là nhạy cảm, trung
gian và kháng kháng sinh dựa trên tiêu chuẩn
đường kính vòng kháng khuẩn được cung cấp
bởi CLSI (2013).

Xác định gen kháng kháng sinh bằng phản
ứng PCR: Phương pháp chiết tách DNA,
thành phần của phản ứng PCR, chu trình nhiệt
để xác định các gen Bla_TEM, Bla_ROB1,
tetB, H , tetO được thực hiện theo như mô
tả của Dayao và cs. (2016); gen oR và aacA4
lần lượt theo mô tả của Ahmed và cs. (2007),
Wang và cs. (2017).

III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1. Kết quả kháng sinh đồ

83 chủng P R LG phân lập từ lợn
bị bệnh tụ huyết trùng được kiểm tra tính
mẫn cảm với 15 loại kháng sinh (bảng 2).
Kết quả cho thấy phần lớn các chủng được
kiểm tra đều kháng với amoxicillin (75,9%),
tetracycline (59%), tiếp theo là kanamycin
(15,7%), amikacin (15,7%), gentamicin
(14,5%), ampicillin (9,6%) và erythromycin
(9,6%); dưới 5% số chủng kiểm tra kháng
với chloramphenicol (4,8%). Tất cả các
chủng đều mẫn cảm với các loại kháng
sinh: cephalexin, cefortaxime, ceftriaxone,
ofloxacin, pefloxaxin, ciprofloxacin và
enrofloxaxin. Cho đến nay, kháng sinh vẫn
là công cụ hiệu quả nhất để điều trị bệnh tụ
huyết trùng do vi khuẩn P R LG gây ra.
Trong nghiên cứu này, chúng tôi nhận thấy
các loại kháng sinh mẫn cảm nhất đối với các
chủng P R LG phân lập từ lợn bị bệnh
là: cephalexin, cefortaxime, ceftriaxone,
ofloxacin, pefloxaxin, ciprofloxacin và
enrofloxaxin. Đây là các loại kháng sinh
cũng đã được báo cáo là rất nhạy cảm với
các chủng P R LG phân lập từ lợn bị
bệnh ở Pháp (Lion và cs., 2006) và Trung

B�ng 1. Các cặp mồi sử dụng trong ph�n ứng PCR để xác định gen kháng kháng sinh

Nhóm
kháng sinh Gen Trình tự nucleotide S�n phẩm

PCR (bp) Trích dẫn

β-lactam
O B

5’-GAGTATTCAACATTTTCGT-3’
5’-ACCAATGCTTAATCAGTGA-3’ 852

Dayao và cs.
(2016)

O B
5’-CATTAACGGCTTGTTCGC-3’�
5’-CTTGCTTTGCTGCATCTTC-3’ 856

Tetracycline

H
5’-CCTTATCATGCCAGTCTTGC-3’
5’-ACTGCCGTTTTTTTCGCC-3’ 774

H
5’-ATACTGCTGATCACCGT-3’
5’-TCCCAATAAGCGACGCT-3’ 1076

H
5’-TAACTTAGGCATTCTGGCTC-3’
5’TCAAGCAGACTCCCTGCCCATTTGT-3’ 1801

Chloramphenicol �oR 5’-CACGTTGAGCCTCTATATGG-3’
5’-ATGCAGAAGTAGAACGCGAC-3’ 885 Ahmed và cs.

(2007)

Gentamicin 5’-CTCGAATGCCTGGCGTGTTT-3’
5’TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA-3’ 482 Wang và cs.

(2017)
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Quốc (Tang và cs., 2009). Tỷ lệ các chủng
kháng lại với một số kháng sinh thông dụng
như kanamycin, amikacin, gentamicin,
ampicillin, erythromycin từ 9,6%-15,7% số
chủng kiểm tra. Do đó, nếu sử dụng các loại
kháng sinh này để điều trị bệnh do vi khuẩn

P R LG thì hiệu quả sẽ không cao. Tỷ
lệ lớn các chủng P R LG phân lập từ
lợn bị bệnh tụ huyết trùng kháng lại kháng
sinh amoxicillin và tetracycline đã được báo
cáo tại Cuba (Espinosa và cs., 2012), Trung
Quốc (Tang và cs., 2009) và Đài Loan (kháng
amoxicillin). Trong nghiên cứu này, chúng
tôi nhận thấy phần lớn các chủng P R LG

phân lập ở Việt Nam cũng kháng lại với
amoxicillin (75,9%) và tetracycline (59%).

Ngược lại, đa số các chủng P R LG

phân lập từ lợn tại Brazil lại mẫn cảm với
amoxicillin và tetracycline (Espinosa và cs.,
2012; Furian và cs., 2016). Điều này có thể
giải thích là tỷ lệ kháng kháng sinh của các
chủng P R LG thay đổi tùy theo vùng
địa lý khác nhau cũng như các phương pháp
và loại kháng sinh đã được sử dụng trước
đó ở các vùng nhất định. Chloramphenicol
là kháng sinh đã bị cấm sử dụng trong chăn
nuôi ở đa số các quốc gia, trong nghiên cứu
này chúng tôi chỉ tìm thấy 4,8% số chủng
kháng lại với kháng sinh này. Kết quả tương
tự cũng được Petrocchi-Rilo và cs. (2019)
báo cáo tại Tây Ban Nha.

B�ng 2. Tính mẫn c�m kháng sinh của 83 chủng Pasteurella multocida�
xác định bằng phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch

77 Kháng sinh Mẫn c�m Trung gian Kháng
1 Amoxicillin 13 (15,7%) 7 (8,4%) 63 (75,9%)
2 Tetracycline 24 (28,9%) 10 (12%) 49 (59%)
3 Kanamycin 70 (84,3%) - 13 (15,7%)
4 Amikacin 68 (81,9%) 2 (2,4%) 13 (15,7%)
5 Gentamicin 71 (85,5%) - 12 (14,5%)
6 Ampicillin 70 (84,3%) 5 (6%) 8 (9,6%)
7 Erythromycin 66 (79,5%) 9 (10,8%) 8 (9,6%)
8 Chloramphenicol 79 (95,2%) - 4 (4,8%)
9 Cephalexin 83 (100%) - 0 (0%)
10 Cefortaxime 83 (100%) - 0 (0%)
11 Ceftriaxone 79 (95,2%) 4 (4,8%) 0 (0%)
12 O�oxacin 83 (100%) - 0 (0%)
13 Pe�oxaxin 83 (100%) - 0 (0%)
14 Cipro�oxacin 81 (97,6%) 2 (2,4%) 0 (0%)
15 Enro�oxaxin 83 (100%) - 0 (0%)

3.2. Kết quả xác định các gen kháng kháng sinh

Song song với kiểm tra tính mẫn cảm kháng

sinh của các chủng P R LG bằng phương pháp

khếch tán trên thạch, chúng tôi kiểm tra sự lưu
hành của các gen kháng ampicillin, gentamicin,
chloramphenicol và tetracycline bằng phương
pháp PCR (bảng 3).
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Hình1.Kết quảphảnứngPCRkiểm tragen
Bla_TEMvàBla_ROB1ởcác chủngP.multocida
M: thang chuẩn DNA (100bp), (-): đối chứng âm,
(+): đối chứng dương, 1-11: mẫu kiểm tra

Khả năng kháng kháng sinh nhóm β-lactam,
điển hình là ampicillin ở vi khuẩn gram âm là
enzyme β-lactamase được mã hóa bởi gen BlaB
TEM hoặc Bla_ROB1. Trong số 83 chủng
P R LG kiểm tra, 15 chủngđược xác định dương
tính với gen Bla_TEM và/hoặc Bla_ROB1. Sự
tương quan giữa kiểu gen (không có mặt hoặc có
mặt của gen kháng kháng sinh) và kiểu hình (khả
năng kháng kháng sinh khi kiểm tra bằng phương
pháp khếch tán trên thạch) của ampicillin là không
cao bởi vì chỉ có 4/8 chủng kháng ampicillin (kiểu
hình) mang gen Bla_TEM và/hoặc Bla_ROB1.
Một nghiên cứu trước đây đã ghi nhận rằng tính

kháng ampicilin và penicillin ở vi khuẩn gram âm
chủ yếu liên quan đến gen Bla_TEM (Sundae và
Norstrom, 2006). Tuy nhiên trong nghiên cứu này,
chúng tôi đã tìm thấy 6 và 12 trong số 83 chủng
P R LG có chứa gen Bla_TEM và Bla_ROB1,
tương ứng. Kết quả này của chúng tôi cho thấy
rằng Bla_ROB1 mới chiếm vai trò nổi trội quy
định tính kháng kháng sinh β-lactam ở vi khuẩn
P R LG

Florfenicol là một dẫn xuất ouride của
chloramphenicol. Gen oR quy định khả năng
kháng kháng sinh orfenicol đồng thời cũng
kháng chloramphenicol. Trong nghiên cứu
này, 5/83 chủng được xác định dương tính với
gen oR nhưng chỉ có 1/4 chủng kháng với
chloramphenicol (khi kiểm tra bằng phương
pháp khuếch tán trên thạch) mang gen này.
Gen oR được phát hiện lần đầu tiên vào
năm 1996 trên một plasmid trong mầm bệnh
KR RE H L P G P H H subsp. L L LG

(Kim và Aoki, 1996). Trong nghiên cứu này,
chúng tôi đã tìm thấy 5 chủng P R LG

chứa gen này và chỉ có một chủng cho thấy
kiểu hình kháng chloramphenicol. Ngược lại,
mối tương quan giữa kiểu gen và kiểu hình của
các chủng kháng gentamicin là khá cao, có 7/12
chủng kháng gentamicin mang gen Đây
là một gen mã hóa enzyme biến đổi kháng sinh
aminoglycoside và được xác định tham gia vào

Bla_ROB1

Bla_TEM

B�ng 3. Sự phân bố của các gen quy định tính kháng kháng sinh ampicillin, chloramphenicol,
gentamicin, tetracycline vàmối tương quan giữa kiểu gen và kiểu hình (n = 83)

Kháng sinh Gen kháng kháng sinh Số chủng
dương tính

Tương quan
kiểu gen

và kiểu hình
Ampicillin O B 6 (7,2%)

O B 12 (14,5%)
Mang ít nhất 1 trong 2 gen 15 (18%) 4/8 (50%)

Chloramphenicol �oR 5 (6%) 1/4 (25%)
Gentamicin 7 (8,4%) 7/12 (58%)
Tetracycline H 38 (45,8%)

H 18 (21,7%)
H 4 (4,8%)

Mang ít nhất 1 trong 3 gen 52 (62,65%) 39/49 (79,6%)
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cơ chế kháng gentamicin (Garneau-Tsodikovaa
và Labby, 2016). Gen này được ghi nhận là
thường xuyên được phát hiện ở các chủng
P R LG phân lập ở Trung Quốc (Tang và cs.,
2009). Tuy nhiên, kết quả của chúng tôi cho
thấy aacA4 ít gặp hơn ở các chủng P R LG

vì chỉ có 7/83 chủng dương tính với gen này
(bảng 3).

Hình 2. Kết quả PCR kiểm tra gen �oR và
aacA4 ở các chủng P. multocida

M: thang chuẩn DNA (100bp), (-): đối chứng âm,
(+): đối chứng dương, 1-11: mẫu kiểm tra

Khả năng kháng tetracycline của các chủng
P R LG được xác định chịu sự kiểm soát

của các gen tetB, tetH và tetO (Millan và cs.,
2009). Trong nghiên cứu này, chúng tôi kiểm
tra sự hiện diện của 3 gen này ở 83 chủng
P R LG . Kết quả cho thấy 52/83 chủng
P R LG mang ít nhất 1 trong 3 gen (tetB, tetH,
và tetO), trong đó tetB là phổ biến nhất (38/52),
tiếp theo là H (18/52) và tetO (4/52). Sự
tương quan giữa kiểu gen và kiểu hình của các
chủng kháng tetracycline là khá cao, trong đó
39/49 chủng kháng khi kiểm tra bằng phương
pháp khếch tán trên thạch mang ít nhất 1 trong
3 gen này. Tương tự như phát hiện của chúng
tôi, mối tương quan mạnh mẽ giữa kiểu gen và
kiểu hình của tetracycline đã được báo cáo ở các
chủng P R LG ở Úc (Dayao và cs., 2016)
và Tây Ban Nha (Petrocchi-Rilo và cs., 2019).

Hình 3. Kết quả PCR kiểm tra gen tetH,
tetB và tetO ở các chủng P. multocida

M: thang chuẩn DNA (100bp), (-): đối chứng âm,
(+): đối chứng dương, 1-11: mẫu kiểm tra

Kết quả thống kê tổng quát cho thấy, 63/83
chủng mang ít nhất 1 gen kháng kháng sinh
mà chúng tôi kiểm tra, điều này chứng tỏ rằng
nguy cơ xuất hiện các chủng P R LG kháng
kháng sinh tại Việt Nam là rất cao. Mặt khác,
8 chủng được xác định mang nhiều gen kháng
kháng sinh khác nhau (đa kháng), có nghĩa là
chúng có khả năng kháng lại nhiều loại kháng
sinh khác nhau.

IV. KẾT LUẬN
Các chủng P R LG được kiểm

tra đều kháng với amoxicillin (75,9%),
tetracycline (59%), tiếp theo là kanamycin
(15,7%), amikacin (15,7%), gentamicin
(14,5%), ampicillin (9,6%) và erythromycin
(9,6%). 63/83 chủng mang ít nhất 1 gen
kháng kháng sinh, điều này chứng tỏ rằng
tỷ lệ kháng kháng sinh ở các chủng
P R LG tại Việt Nam là rất cao. Trong
đó, 8/83 chủng cùng một lúc mang nhiều
loại gen kháng kháng sinh khác nhau, đây
là những chủng tiềm ẩn khả năng kháng
nhiều loại kháng sinh khác nhau.

oR

aaC4

tetO

tetB
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