
161(5) 5.2019

Khoa học Y - Dược

Đặt vấn đề

Hiện nay, KKS đang là một trong những vấn đề được 
quan tâm hàng đầu trên thế giới. Tình trạng vi khuẩn KKS 
đã trở thành vấn đề nghiêm trọng đối với sức khỏe con 
người và với ngành y tế trên toàn cầu. Ngày càng nhiều 
bệnh lây nhiễm đang trở nên khó chữa, thậm chí vô phương 
cứu chữa, dẫn đến tỷ lệ tử vong cũng ngày càng tăng. Theo 
các báo cáo, hàng năm có hơn nửa triệu người chết do các 
bệnh truyền nhiễm có nguyên nhân là các chủng vi khuẩn 
KKS [1, 2]. Theo “Review on Antimicrobial Resistance” 
của Jim O’Nell và cộng sự xuất bản vào ngày 14/5/20151, 
có 2 lý do chính khiến KKS đang dần trở thành mối nguy 
với tình hình y tế cộng đồng trên thế giới. Thứ nhất, quá 
trình nghiên cứu phát triển thuốc, đặc biệt là thuốc kháng 
sinh, đang có dấu hiệu chậm lại. Thứ hai, việc sử dụng thuốc 
kháng sinh nói chung đang có dấu hiệu gia tăng trong vài 
thập kỷ gần đây. Chính việc sử dụng nhiều loại thuốc kháng 
sinh đặc hiệu với liều lượng cao để điều trị các bệnh do vi 

khuẩn gây ra đã tạo điều kiện cho chúng nâng cao khả năng 
kháng thuốc. Ở nhiều nước, kháng sinh có thể được mua 
dễ dàng mà không cần có đơn thuốc, dẫn đến việc sử dụng 
thuốc bừa bãi, tràn lan [3, 4]. Hơn nữa, việc sử dụng thuốc 
kháng sinh trên diện rộng trong nông nghiệp cũng như việc 
bác sĩ kê sai đơn thuốc cũng khiến tình hình KKS đang trên 
đà gia tăng.

Tại Việt Nam, các nghiên cứu về vi khuẩn đường ruột 
sinh ESBL khá nhiều, tuy nhiên chỉ tập trung chủ yếu ở 
các cơ sở điều trị trên các nhóm bệnh nhân mà chưa có 
nhiều nghiên cứu tại cộng đồng trên nhóm người lành khỏe 
mạnh. Nghiên cứu này được thực hiện nhằm xác định đặc 
điểm KKS của vi khuẩn sinh ESBL và tỷ lệ mang gen mã 
hóa ESBL phân lập được trên người lành khỏe mạnh tại xã 
Tràng An, huyện Bình Lục, tỉnh Hà Nam. 

Phương pháp nghiên cứu

Đối tượng và địa điểm nghiên cứu

Nghiên cứu được thực hiện trên nhóm người lành khỏe 
mạnh đang sinh sống tại xã Tràng An, huyện Bình Lục, tỉnh 
Hà Nam trong năm 2018.
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Tóm tắt:

Nghiên cứu mô tả tình trạng vi khuẩn mang gen ESBL kháng kháng sinh (KKS) nhóm betalactam phổ rộng phân 
lập được trên mẫu phân người khỏe mạnh tại xã Tràng An, huyện Bình Lục, tỉnh Hà Nam năm 2018. 94 mẫu cấy 
trên môi trường MacConkey agar có kháng sinh ceftazidime 2 µg/ml được sử dụng để tiến hành phân tích khả năng 
sinh trưởng của vi khuẩn kháng thuốc và tỷ lệ vi khuẩn mang gen ESBL. Kết quả cho thấy: i) tình trạng vi khuẩn 
phân lập từ phân người khỏe mạnh kháng thuốc là rất cao: 93/94 (99%), đồng thời mức độ KKS của vi khuẩn phân 
lập được cũng khác nhau và chia ra làm bốn loại; ii) tỷ lệ vi khuẩn mang gen KKS nhóm ESBL cao: cao nhất là 
TEM (85,1%), tiếp đến là CTX-M (71,3%) và thấp nhất là SHV (5,3%). Điều này cho thấy tình trạng vi khuẩn mang 
gen ESBL KKS trong cộng đồng ở Tràng An, Bình Lục, Hà Nam rất nghiêm trọng và cần được giám sát chặt chẽ. 
Nghiên cứu cũng chứng tỏ nguy cơ KKS tiềm ẩn ngay trong các hộ gia đình khỏe mạnh ở cộng đồng. Qua đó chỉ ra 
rằng, việc theo dõi tình trạng KKS trong cộng đồng tại Hà Nam cũng như tại các địa phương khác là vô cùng cần 
thiết nhằm bảo vệ sức khỏe con người.
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Thiết kế nghiên cứu

Nghiên cứu mô tả cắt ngang và phân tích phòng thí 
nghiệm.

Cỡ mẫu: 94 mẫu phân thu thập từ người khỏe mạnh tại 
xã Tràng An, huyện Bình Lục, tỉnh Hà Nam.

Tiêu chuẩn lựa chọn thành viên tham gia nghiên cứu: là 
người dân khỏe mạnh, đang sinh sống tại các hộ gia đình và 
tự nguyện tham gia nghiên cứu. Tiêu chuẩn loại trừ là người 
không lấy được mẫu phân hoặc mắc phải các bệnh mạn tính.

Các kỹ thuật xét nghiệm

- Nuôi cấy vi khuẩn trên môi trường chọn lọc khả năng 
sinh ESBL: đối với từng thành viên được chọn vào nghiên 
cứu sẽ thu thập mẫu phân để làm xét nghiệm. Mỗi người sẽ 
lấy 5 g phân tại thời điểm điều tra. Các mẫu phân được bảo 
quản và vận chuyển theo thường quy về Phòng thí nghiệm 
KKS của Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương trong ngày. Mẫu 
phân được cấy trực tiếp lên môi trường MacConkey có bổ 
sung ceftazidime (2 µg/ml) và ủ ở 37oC qua đêm. Các đĩa 
có khuẩn lạc sẽ được chọn để lưu giữ và tiến hành các thí 
nghiệm tiếp theo.

- PCR phát hiện vi khuẩn mang gen ESBL bao gồm 
gen TEM (TEM-F: TTTTCGTGTCGCCCTTATTCC; 
TEM-R:3CGTTCATCCATAGTTGCCTGACTC) , 
CTX-M (CTX-M F: CGATGTGCAGTACCAGTAA; 
CTX-M R: TTAGTGACCAGAATCAGCGG), SHV 
(SHV-F:3TTATCTCCCTGTTAGCCACC;3SHV-R: 
GATTTGCTGATTTCGTCGG): các chủng vi khuẩn mọc 
trên môi trường chọn lọc được tách chiết ADN bằng phương 
pháp tách nhiệt ở 950C trong 10 phút. Sau đó, các mẫu ADN 
được sử dụng làm khuôn mẫu cho phản ứng PCR để phát 
hiện các gen KKS.

Phân tích số liệu

Dữ liệu được lưu và phân tích bằng phần mềm Microsoft 
Excel.

Đạo đức trong nghiên cứu

Nghiên cứu này đã được Hội đồng Y đức thông qua và 
nhận được sự chấp thuận tham gia nghiên cứu của các hộ 
gia đình tại xã Tràng An, huyện Bình Lục, tỉnh Hà Nam.

Kết quả

Kiểu hình sinh ESBL phản ánh nguy cơ KKS trong 
cộng đồng

94 mẫu phân được nuôi cấy trong môi trường chọn lọc 
khả năng sinh ESBL của vi khuẩn. Kết quả cho thấy 93 mẫu 
dương tính với ESBL và 1 mẫu âm tính với ESBL. Kiểu 
hình các mẫu dương tính với ESBL được phân làm 4 loại 
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Abstract:

The cross-sectional study aimed to describe the status of 
extended-spectrum beta-lactamases (ESBL)-producing 
bacteria isolated from stool samples of healthy people 
in Trang An commune, Binh Luc district, Ha Nam 
province in 2018. A total of 94 samples were cultured 
on MacConkey agar containing 2 µg/ml ceftazidime 
for evaluating the growth of drug-resistant strains 
and the rate of bacteria carrying ESBL-encoding 
genes. The results showed that: (1) the proportion of 
ESBL-producing bacteria were found very high in the 
participants (99%); nevertheless, the levels of antibiotic 
resistance were associated with the rate of bacterial 
growth; (2) the TEM was the most prevalent ESBL-
encoding gene (85.1%), followed by CTX-M (71.3%) 
and SHV (5.3%). These results exhibited that the 
status of ESBL-producing bacteria was very serious in 
the Trang An population. Therefore, it is essential to 
monitor the antibiotic resistance in this region as well as 
other regions for the long-term development strategy to 
prevent the emergence and spread of antibiotic-resistant 
bacteria.
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dựa theo đặc điểm sinh trưởng của khuẩn lạc vi khuẩn: loại 
1 (khuẩn lạc mọc thưa thớt và yếu), loại 2 (khuẩn lạc mọc 
nhiều nhưng sinh trưởng yếu), loại 3 (khuẩn lạc mọc dày 
và sinh trưởng tốt), loại 4 (khuẩn lạc mọc rất dày và sinh 
trưởng mạnh). Kết quả phân bố các loại vi khuẩn dương tính 
ESBL được thể hiện ở bảng 1.

Bảng 1. Tỷ lệ phân bố 4 loại kiểu hình vi khuẩn có vi khuẩn sinh 
ESBL phân lập từ mẫu phân trong nghiên cứu.

Loại 1 Loại 2 Loại 3 Loại 4 Tổng 

Kết quả 
nuôi cấy 22 (23,66%) 37 (39,78%) 25 (26,88%) 9 (9,68%) 93

Kết quả PCR phát hiện gen ESBL KKS

Nghiên cứu tiến hành kỹ thuật PCR phát hiện gen KKS 
nhóm ESBL bao gồm TEM, CTX-M, SHV với 94 chủng vi 
khuẩn phân lập được. Kết quả PCR được thể hiện qua các 
hình ảnh đại diện trong hình 1.

 

 

Kết quả PCR phát hiện gen ESBL KKS 
Nghiên cứu tiến hành kỹ thuật PCR phát hiện gen KKS nhóm ESBL bao gồm TEM, 

CTX-M, SHV với 94 chủng vi khuẩn phân lập được. Kết quả PCR được thể hiện qua các 
hình ảnh đại diện trong hình 1. 

 
Hình 1. (A) Kết quả PCR đại diện phát hiện gen CTX-M. (B) Kết quả PCR đại diện 
phát hiện gen TEM. (C) Kết quả PCR đại diện phát hiện gen SHV. M là thang chuẩn 
DNA (GeneRuler 1kb DNA Ladder); P: chứng dương; N: chứng âm.  

 

Hình 1. (A) Kết quả PCR đại diện phát hiện gen CTX-M. (B) Kết 
quả PCR đại diện phát hiện gen TEM. (C) Kết quả PCR đại diện 
phát hiện gen SHV. M là thang chuẩn DNA (GeneRuler 1kb DNA 
Ladder); P: chứng dương; N: chứng âm. 

Trong 94 chủng vi khuẩn phân lập được từ các mẫu 
nghiên cứu, số chủng dương tính với gen TEM là cao nhất: 
80/94 chủng, chiếm 85,1% tổng số chủng. Tiếp theo là 
CTX-M với 67/94 chủng, tương đương 71,3%. Tỷ lệ dương 
tính thấp nhất là SHV với chỉ 5/94 chủng dương tính, chiếm 
khoảng 5,3%. Có 8 chủng vi khuẩn âm tính với cả 3 gen 
trên (hình 2). 

Hình 2. Biểu đồ thể hiện số lượng mẫu dương tính với gen TEM, 
SHV, CTX-M.

Kết quả PCR cũng cho thấy tần suất xuất hiện các gen 
KKS trong các mẫu vi khuẩn của nghiên cứu. Có những vi 
khuẩn chỉ mang một trong ba gen KKS là TEM, CTX-M 
hoặc SHV. Tuy nhiên, có rất nhiều trường hợp vi khuẩn 
mang đa gen KKS, cụ thể là có tới 60 trường hợp (63,8%) 
phát hiện cả 2 gen KKS và 3 trường hợp phát hiện được cả 
3 gen KKS. Tần suất các gen kháng xuất hiện trên các mẫu 
phân lập được thể hiện cụ thể trong bảng 2.

Bảng 2. Tần suất xuất hiện các gen KKS trong các mẫu phân lập.

   
Đơn gen Đa gen

Không có 
gen nào
(%)CTX-M 

(%)
TEM 
(%)

Phát hiện 3 gen 
(%)

CTX-M/
TEM (%)

SHV/TEM 
(%)

Tần suất xuất 
hiện kiểu gen

6 
(6,38)

17 
(18,09)

3
(3,19)

58 
(61,70)

2
(2,13)

8
(8,51)

Bàn luận

Kết quả sàng lọc các mẫu vi khuẩn từ phân người thu 
thập được trong nghiên cứu cho thấy, tỷ lệ vi khuẩn sinh 
ESBL là rất cao (93/94 mẫu vi khuẩn phân lập được). Kết 
quả này chứng tỏ sự hiện diện của vi khuẩn đường ruột 
sinh ESBLtrên mẫu phân người khỏe mạnh tại Hà Nam 
cao hơn nhiều so với một số nghiên cứu trước đây tại Việt 
Nam [5-7]. Điều này cũng cho thấy tình trạng báo động đối 
với vi khuẩn KKS đang lưu hành trong cộng đồng. Tỷ lệ vi 
khuẩn KKS cao phân lập được từ người khỏe mạnh phản 
ánh tình trạng sử dụng kháng sinh bừa bãi, không kiểm 
soát trong cộng đồng dẫn đến vi khuẩn thích ứng và kháng 
lại các kháng sinh phổ biến. Tuy nhiên, kết quả nuôi cấy 
trên môi trường chọn lọc cho thấy mức độ kháng thuốc của 
vi khuẩn là không đồng đều giữa các mẫu phân lập được. 
Cụ thể, khoảng 23,66% số mẫu mọc thưa thớt và yếu trên 
môi trường bổ sung kháng sinh, 39,78% số mẫu mọc nhiều 
nhưng sinh trưởng yếu, 26,88% số mẫu mọc nhiều và sinh 
trưởng tốt, chỉ có khoảng hơn 9,68% số mẫu mọc nhiều và 
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phát triển rất mạnh trên môi trường có kháng sinh (bảng 
1). Như vậy, nếu không có sự can thiệp và quản lý tốt đối 
với hành vi sử dụng kháng sinh trong cộng đồng, tình trạng 
KKS của vi khuẩn sẽ ngày càng tăng về cả số lượng và mức 
độ kháng thuốc.

Kết quả PCR phát hiện gen TEM, CTX-M, SHV KKS 
của vi khuẩn phân lập được trong nghiên cứu cũng cho thấy 
mức độ KKS rất cao của vi khuẩn, dương tính với gen TEM 
là 80/94 chủng (chiếm 85,1%), CTX-M là 67/94 chủng 
(71,3%) và SHV là 5/94 chủng (5,3%). Tỷ lệ vi khuẩn 
dương tính với các kiểu gen trong nghiên cứu này cao hơn 
hẳn so với một nghiên cứu trước đó tại Hà Nam năm 2015 
với tỷ lệ vi khuẩn mang gen TEM, CTX-M, SHV lần lượt 
là 47,6; 37; 1,5%. Đồng thời, kết quả phát hiện gen kháng 
ESBL trong nghiên cứu này cũng cho tỷ lệ tương đồng 
với nghiên cứu của Karen Bush và cs hay nghiên cứu của 
Panjarat Suntarasamit [8, 9]. Điều này cho thấy tình trạng 
vi khuẩn KKS trong cộng đồng ngày càng gia tăng. Không 
những thế, vi khuẩn mang gen ESBL lưu hành trong cộng 
đồng cũng ngày càng đa dạng về kiểu gen kháng thuốc, cụ 
thể là một mẫu vi khuẩn phân lập có thể mang một hoặc 
nhiều loại gen KKS khác nhau (bảng 2). Điều này có thể lý 
giải là do việc lạm dụng nhiều loại kháng sinh trong điều 
trị nhiễm khuẩn cũng như dùng kháng sinh với liều lượng 
không đúng cách, không tuân theo khuyến cáo của bác sĩ, 
dẫn đến vi khuẩn dần kháng lại kháng sinh. Bên cạnh đó, 
vi khuẩn có khả năng lan truyền gen KKS trong cùng loài 
cũng như giữa 2 loài khác nhau thông qua nhiều hình thức 
như plasmid, transposons và intergrons [10]. Do đó, cần có 
những biện pháp cấp bách và cụ thể để hạn chế khả năng 
phát triển cũng như lan truyền gen KKS của vi khuẩn nhằm 
bảo vệ sức khỏe cộng đồng.

Kết luận

Qua nghiên cứu cho thấy, tình trạng KKS của các mẫu 
vi khuẩn phân lập được từ phân người khỏe mạnh tại Tràng 
An, huyện Bình Lục, tỉnh Hà Nam ở mức rất cao (99%) và 
kháng ở nhiều mức độ khác nhau thông qua kiểu hình mọc 
trên môi trường chọn lọc có kháng sinh.

Tỷ lệ vi khuẩn mang gen ESBL cao, cụ thể là gen TEM 
chiếm tỷ lệ cao nhất khoảng 85,1%, tiếp theo là CTX-M 
chiếm 71,3% và thấp nhất là SHV chiếm 5,3% tổng số 
chủng. Bên cạnh đó, tần suất xuất hiện gen KKS cũng rất 
đa dạng. Có chủng vi khuẩn chỉ phát hiện một trong ba loại 
gen KKS nêu trên. Tuy nhiên, có chủng lại phát hiện tới hai 
hoặc cả ba gen KKS trong nghiên cứu.

LỜI CẢM ƠN

Nghiên cứu này được hỗ trợ bởi Dự án 23HN: Thực 
trạng sử dụng kháng sinh và tỷ lệ người mang một số vi 
khuẩn KKS trong cộng đồng tại một xã của tỉnh Hà Nam 
năm 2018 do Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương và Đơn vị 
Nghiên cứu lâm sàng Trường Đại học Oxford (OUCRU) 
tài trợ.
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