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Đặt vấn đề

Trực khuẩn mủ xanh (Pseudomonas aeruginosa) là 
một căn nguyên thường gặp trong nhiễm khuẩn bệnh viện, 
chiếm tỷ lệ khoảng 10% gây ra các bệnh viêm phổi, nhiễm 
trùng huyết, nhiễm trùng đường tiết niệu, nhiễm trùng vết 
mổ, ảnh hưởng đến sức khỏe của bệnh nhân cũng như gia 
tăng các gánh nặng về chi phí chăm sóc và điều trị [1-3]. 
Nhiều nghiên cứu đã được tiến hành trên thế giới cho thấy, 
các chủng P. aeruginosa đa kháng thuốc có rất nhiều cơ chế 
kháng đặc biệt như sản xuất các enzym β-lactamase, ức chế 
các gen porin hoặc tăng cường sự biểu hiện của các bơm đẩy 
kháng sinh efflux pump. Có nhiều chủng P. aeruginosa được 
phân lập có khả năng sản xuất enzym β-lactamase phổ rộng, 
trong đó có VEB-1 enzym (Vietnamese extended spectrum 
β-lactamase) được phát hiện lần đầu tiên ở Escherichia coli 
trên một bệnh nhân người Việt Nam vào năm 1996 nhưng 
sau đó phân lập được ở P. aeruginosa trên một bệnh nhân 
người Thái Lan [4, 5]. Ngoài ra, các chủng P. aeruginosa 
phân lập được có MBLs đã được báo cáo ở nhiều nơi trên 

thế giới bao gồm: IMP, VIM, SPM, GIM và mới đây nhất 
là DIM (Dutch imipenemase). β-lactamase DIM-1 có khả 
năng thủy phân các cephalosporin phổ rộng, carbapenem, 
trước đây được báo cáo ở Hà Lan [6]. Nhiều nghiên cứu trên 
lâm sàng cũng cho thấy bệnh nhân nhiễm P. aeruginosa tăng 
sản xuất AmpC có tỷ lệ không đáp ứng thuốc cao hơn 67,5 
lần các trường hợp nhiễm trùng P. aeruginosa không tăng 
sản xuất AmpC [7, 8]. Sự đa dạng trong cơ chế kháng và các 
loại gen đề kháng giúp P. aeruginosa trở thành một trong 
những căn nguyên gây bệnh nguy hiểm. Tuy nhiên, tại Việt 
Nam, các nghiên cứu về P. aeruginosa chủ yếu tập trung mô 
tả thực trạng kháng kháng sinh để đưa ra các cảnh báo cho 
bác sĩ điều trị, chưa có nhiều nghiên cứu xác định các gen 
liên quan đến kháng thuốc. Kỹ thuật PCR là kỹ thuật có độ 
nhạy và độ đặc hiệu cao được sử dụng để phát hiện các gen 
kháng kháng sinh ở P. aeruginosa. Trong nghiên cứu này, 
chúng tôi phát triển kỹ thuật multiplex PCR để phát hiện 
đồng thời các gen kháng kháng sinh VEB, DIM và AmpC 
trên các chủng P. aeruginosa phân lập tại 2 Bệnh viện: Xanh 
Pôn và Thanh Nhàn.
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Tóm tắt:

Pseudomonas aeruginosa  là một trong những căn nguyên phổ biến gây nhiễm trùng bệnh viện, nhiễm trùng cơ hội. 
Với các cơ chế đề kháng kháng sinh đa dạng như sinh β-lactamase phổ rộng, tăng cường sự biểu hiện của các gen 
mã hóa bơm đẩy, ức chế kênh porin, thay đổi tính thấm của màng…, P. aeruginosa đã gây ra rất nhiều khó khăn 
cho các bác sĩ lâm sàng trong việc lựa chọn phương pháp điều trị thích hợp. Trong nghiên cứu này, các tác giả sử 
dụng kỹ thuật multiplex PCR để phát hiện các gen mã hóa ESBL (blaVEB), MBL (blaDIM) và AmpC ở các chủng 
P. aeruginosa phân lập tại Bệnh viện Xanh Pôn và Bệnh viện Thanh Nhàn từ năm 2010 đến năm 2015. Trong tổng 
số 216 chủng nghiên cứu, kết quả cho thấy có 40 (18,51%) chủng mang gen blaVEB, 1 (0,46%) chủng mang gen 
blaDIM, 193 (89,35%) chủng mang gen AmpC. Trong số này, có 1 (0,46%) chủng mang đồng thời cả 2 gen DIM - 
AmpC và 38 (17,59%) chủng mang đồng thời cả 2 gen VEB - AmpC. Kết quả này đã nhấn mạnh sự đa dạng gen 
kháng kháng sinh của các chủng P. aeruginosa trong nghiên cứu cũng như chỉ ra tầm quan trọng của hoạt động kiểm 
soát nhiễm khuẩn tại bệnh viện để ngăn chặn sự lan truyền các tác nhân này và đem lại hiệu quả điều trị.
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Phương pháp nghiên cứu

Chủng vi khuẩn 

Nghiên cứu sử dụng 216 chủng P. aeruginosa được phân 
lập tại 2 Bệnh viện Xanh Pôn và Thanh Nhàn trong giai 
đoạn 2010-2015. Các chủng được lưu trữ trong Ngân hàng 
chủng của Phòng thí nghiệm kháng sinh, Khoa Vi khuẩn, 
Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương.

Trước khi tiến hành nghiên cứu, các chủng vi khuẩn 
được nuôi cấy trên môi trường thạch Mueller - Hinton Agar 
(MHA) và sau đó được định danh lại bằng MALDI - TOF. 
Việc định danh lại các chủng vi khuẩn được thực hiện tại 
Đơn vị nghiên cứu lâm sàng Đại học Oxford - Hà Nội.

Địa điểm tiến hành nghiên cứu

Nghiên cứu được thực hiện tại Phòng thí nghiệm kháng 
sinh, Khoa Vi khuẩn, Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương.

Kỹ thuật multiplex PCR (mPCR)

Tách chiết AND: ADN khuôn được tách chiết bằng 
nhiệt: P. aeruginosa được xác định là chủng thuần và được 
nuôi cấy trên môi trường thạch dinh dưỡng MHA, ủ ở 370C. 
Lấy 3-5 khuẩn lạc P. aeruginosa, hòa đều vào 200 µl nước 
cất vô trùng đựng trong ống eppendorf 1,5 ml. Ống hòa 
khuẩn được vortex đều và để ở nhiệt độ 950C trong vòng 10 
phút và loại bỏ cặn, thu nước nổi làm khuôn mẫu ADN cho 
phản ứng mPCR. ADN khuôn được lưu giữ ở -200C cho đến 
khi thực hiện phản ứng mPCR.

Phản ứng PCR: các cặp mồi sử dụng trong nghiên 
cứu này đã được thiết kế trong nghiên cứu trước đó của 
Nadagopal Murugan [9] (bảng 1).

Bảng 1. Trình tự các cặp mồi sử dụng.

Nhóm thuốc Mồi Trình tự mồi 5’---3’
Nhiệt độ 
gắn mồi 
(ᵒC)

Kích thước 
đoạn khuếch 
đại

Betalactamase VEB F CCCGATGCAAAGCGTTATGA

60

576
VEB R ACCCCAACATCATTAGTGGC

DIM F TAACGACGAGGTACCTGAGC
410

DIM R ACCACACCACTACGTTGTCT

AmpC F GATGAAGGCCAATGACATTCCG
742

AmpC R CATGTCGCCGACCTTGTAGTAA

Thành phần của phản ứng mPCR bao gồm:  12,5 µl Go 
Taq Green Master Mix (Promega) đã bao gồm: 2X Green 
GoTaq® Reaction Buffer (pH 8,5), 400 µM dATP, 400 µM 
dGTP, 400 µM dCTP, 400 µM dTTP và 3 mM MgCl2, 0,2 
µl mồi ngược và mồi xuôi mỗi loại (10 µM), 1 µl ADN 
khuôn (1-10 ng/µl) và 10,3 µl nước Nuclease free. Tổng thể 
tích là 25 µl. Phản ứng được thực hiện trên máy luân nhiệt 
Thermo-cycler (Applied Biosystems, Veriti) theo chương 
trình:
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Abstract:

Pseudomonas aeruginosa is one of the most common 
agents causing nosocomial infections, opportunistic 
infections. There are a variety of antibiotic resistance 
mechanisms in P. aeruginosa such as: extended spectrum 
beta-lactamase (ESBL) production, overexpression of 
efflux pump genes, inhibitions of porin channels, and 
changes in membrane permeability. P. aeruginosa has 
caused a lot of difficulties for clinicians in choosing 
appropriate treatment methods. In this study, we used 
multiplex PCR technique to detect ESBL (blaVEB), 
MBL (blaDIM) and AmpC coding genes in the strains 
of P. aeruginosa isolated at Saint Paul and Thanh Nhan 
Hospitals from 2010 to 2015. A total of 216 strains 
were studied, and the results showed that 40 (18.51%) 
strains had the blaVEB gene, 1 (0.46%) strain carried 
the blaDIM gene, 193 (89.35%) strains carried the 
AmpC gene. Out of them, 1 (0.46%) strain carried 
both the DIM and AmpC genes, and 38 (17.59%) 
strains simultaneously carried both VEB-AmpC genes. 
These results highlighted the antibiotic resistance gene 
diversity of P. aeruginosa strains in the study as well as 
pointed out the importance of infection control activities 
in hospitals to prevent the spread of these agents and 
achieve treatment effectiveness.

Keywords: AmpC, DIM, mPCR, Pseudomonas 
aeruginosa, VEB.
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Giai đoạn khởi động 940C trong 5 phút, giai đoạn biến 
tính ở 940C/30 giây, gắn mồi ở 600C/30 giây, kéo dài ở 
720C/1,5 phút. Tổng số chu kỳ là 35. Giai đoạn kết thúc: 
720C/7 phút.

 Điện di 10 µl sản phẩm phản ứng PCR trên thạch 
agarose 1,5% và nhuộm bằng Red safe. Quan sát và phân 
tích kết quả trên hệ thống máy chụp gel.

Phân tích và quản lý số liệu

Phần mềm excel được sử dụng để quản lý và phân tích 
số liệu.

Kết quả nghiên cứu

Biểu đồ 1. Tỷ lệ các chủng P. aeruginosa có mang gen kháng 
kháng sinh (KKS) được phát hiện tại Bệnh viện Xanh Pôn và 
Thanh Nhàn.

Biểu đồ 1 cho thấy tỷ lệ các chủng P. aeruginosa có 
mang gen kháng kháng sinh trong nghiên cứu này chiếm 
tỷ lệ rất cao, 90,18% tại Bệnh viện Xanh Pôn và 88,68% tại 
Bệnh viện Thanh Nhàn.

Bảng 2. Các chủng P. aeruginosa có mang gen kháng thuốc được 
phát hiện bằng kỹ thuật multiplex PCR.

 
 

VEB DIM AmpC

Dương 
tính

Âm 
tính

Dương 
tính

Âm 
tính

Dương 
tính

Âm 
tính

Bệnh viện Xanh Pôn 32 131 1 162 146 17

Bệnh viện Thanh Nhàn 8 45 0 53 47 6

Tổng 40 176 1 215 193 23

Kết quả multiplex PCR trên 216 chủng ở bảng 2 cho 
thấy, có 40 (18,51%) chủng có mang gen blaVEB, 1 (0,46%) 
chủng có mang gen blaDIM, 193 (89,35%) chủng có mang 
gen AmpC.

Trong số này, có 1 (0,46%) chủng mang đồng thời cả 2 

gen DIM-AmpC và 38 (17,59%) chủng mang đồng thời cả 
2 gen VEB-AmpC; không có chủng nào mang đồng thời cả 
2 gen VEB-DIM  hay cả 3 gen VEB-DIM-AmpC (bảng 3, 
hình 1).

Bảng 3. Các chủng P. aeruginosa  mang 2-3 loại gen kháng thuốc.

 VEB-DIM DIM-AmpC VEB-AmpC VEB-DIM-AmpC

Bệnh viện Xanh Pôn 0 1 31 0

Bệnh viện Thanh Nhàn 0 0 7 0

Tổng 0 1 38 0

Hình 1. Kết quả multiplex PCR khuyếch đại các gen VEB-DIM-
AmpC. Ladder 100 bp (Bioline-100 bp). (A) Các vị trí 1, 2, 3, 4, 
7: AmpC dương tính; vị trí 6: AmpC và DIM dương tính; vị trí 7: 
AmpC và VEB dương tính; vị trí PC: chứng dương với cả 3 gen 
AmpC-VEB-DIM; vị trí NC: chứng âm. (B) Các vị trí 1, 2, 3, 4, 
5, 6, 8, 9, 10: AmpC dương tính; vị trí 7, 11, 12, 13, 14: AmpC 
và VEB dương tính; vị trí PC: chứng dương với cả 3 gen AmpC-
VEB-DIM; vị trí NC: chứng âm.

Bàn luận 

P. aeruginosa một trong những căn nguyên chính gây 
nhiễm trùng bệnh viện có tỷ lệ kháng thuốc tăng cao và ngày 
càng đa dạng. Do đó, vi khuẩn đã gây ra những khó khăn 
cho bác sĩ lâm sàng trong việc lựa chọn liệu pháp kháng 
sinh thích hợp đề điều trị cho bệnh nhân. Trong nghiên cứu 
này, tỷ lệ các chủng P. aeruginosa có mang ít nhất 1 loại gen 
kháng thuốc trong 3 gen blaVEB, blaDIM và AmpC chiếm 
tỷ lệ rất cao, lần lượt là 90,18% tại Bệnh viện Xanh Pôn và 
88,68% tại Bệnh viện Thanh Nhàn. 

Giống như một số vi khuẩn Gram âm khác, P. aeruginosa  

 

 

xuôi mỗi loại (10 µM), 1 µl ADN khuôn (1-10 ng/µl) và 10,3 µl nước Nuclease free. 
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Phân tích và quản lý số liệu 
Phần mềm excel được sử dụng để quản lý và phân tích số liệu. 
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Hình 1. Kết quả multiplex PCR khuyếch đại các gen VEB-DIM-AmpC. Ladder 100 bp (Bioline-
100 bp). (A) Các vị trí 1, 2, 3, 4, 7: AmpC dương tính; vị trí 6: AmpC và DIM dương tính; vị trí 7: 
AmpC và VEB dương tính; vị trí PC: chứng dương với cả 3 gen AmpC-VEB-DIM; vị trí NC: chứng 
âm. (B) Các vị trí 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10: AmpC dương tính; vị trí 7, 11, 12, 13, 14: AmpC và VEB 
dương tính; vị trí PC: chứng dương với cả 3 gen AmpC-VEB-DIM; vị trí NC: chứng âm. 
 

Bàn luận  
P. aeruginosa một trong những căn nguyên chính gây nhiễm trùng bệnh viện có tỷ 

lệ kháng thuốc tăng cao và ngày càng đa dạng. Do đó, vi khuẩn đã gây ra những khó 
khăn cho bác sĩ lâm sàng trong việc lựa chọn liệu pháp kháng sinh thích hợp đề điều trị 
cho bệnh nhân. Trong nghiên cứu này, tỷ lệ các chủng P. aeruginosa có mang ít nhất 1 
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có chứa một gen gây cảm ứng thuốc nằm trên nhiễm sắc 
thể - blaAmpC, mã hóa một loại enzym β-lactamase phổ 
rộng thuộc lớp C [2]. Enzyme này góp phần vào sức đề 
kháng tự nhiên của vi sinh vật đối với các phân tử không 
bền và gây cảm ứng, như aminopenicillins, cephalosporin 
thế hệ thứ nhất và thứ hai [3]. Quan trọng hơn, khi được 
sản xuất quá mức do đột biến làm thay đổi quá trình phục 
hồi peptidoglycan, AmpC trở thành nguyên nhân chính gây 
ra sự kháng thuốc đối với các penicillin antipseudomonal 
(ticarcillin và piperacillin), monobactams (aztreonam), 
cephalosporin thế hệ thứ tư (cefepime) [10, 11] và có khả 
năng chống lại tác dụng ức chế của clavulanate, sulbactam 
và tazobactam [12]. Trong nghiên cứu này, tỷ lệ các chủng 
P. aeruginosa có mang gen AmpC chiếm tỷ lệ rất cao 
(89,35%). Kết quả kháng sinh đồ cho thấy tỷ lệ các chủng 
kháng với cefepime là 85,24%. Như vậy, với sự xuất hiện 
của kiểu gen cùng những đặc điểm kiểu hình có thể nghi ngờ 
rằng các chủng trong nghiên cứu này có khả năng sản xuất 
AmpC ở mức cao. Để khẳng định chắc chắn cần thiết tiến 
hành nghiên cứu xác định mức độ biểu hiện gen AmpC hay 
khả năng sinh AmpC ở mức độ cao hoặc xác định các đột 
biến dẫn đến tăng sản xuất quá mức AmpC. Nhiều nghiên 
cứu trên thế giới đã được tiến hành và chỉ ra các đột biến 
được gọi là đột biến giải phóng phổ biến trong lâm sàng và 
chiếm tỷ lệ lớn ở các chủng kháng ceftazidime và cefepime 
trong các nghiên cứu khác nhau [8, 10-12]. Tình trạng đáng 
lo ngại này đã thúc đẩy sự phát triển của các loại β-lactam 
mới như ceftolozane và các chất ức chế AmpC mới như 
avibactam cho thấy các triển vọng trong công tác phòng 
chống loại đột biến này [13].

Bên cạnh đó, các chủng P. aeruginosa trong nghiên cứu 
này có mang gen blaVEB với tỷ lệ là 18,52%, thấp hơn 
nhiều so với nghiên cứu của Neil Woodford tại một bệnh 
viện ở Anh (2008-80%) nhưng cao hơn một chút so với 
nghiên cứu của Nandagopal Murugan tại Ấn Độ (2018-
11,50%) và của Sahar Amirkamali tại Iran (2017-13,3%) [9, 
13, 14] . Kết quả kháng sinh đồ tại Bệnh viện Xanh Pôn và 
Thanh Nhàn cho thấy, các chủng P. aeruginosa nêu trên có 
tỷ lệ đề kháng ceftazidime và cefepime cao (CAZ -72,68%, 
FEP-85,24%). Trong khi blaVEB được phát hiện khá phổ 
biến ở P. aeruginosa phân lập tại nhiều nước trên thế giới 
thì blaDIM là gen mới phát hiện trong giai đoạn hiện nay. 
Trên thế giới, các chủng mang gen blaDIM được báo cáo 
ở một vài trường hợp tại Hà Lan (1 trường hợp), Ấn Độ 
(5%), Sierra Leone (40%) [6, 9, 15] và trong nghiên cứu này 
chúng tôi đã phát hiện có một chủng mang gen blaDIM. Vi 
khuẩn có enzyme β-lactamase DIM-1 có khả năng ly giải 
cephalosphorin phổ rộng và carbapenem [4, 6]. Các chủng 
P. aeruginosa trong nghiên cứu này có tỷ lệ kháng IMP và 
MEM rất cao, lần lượt là 97,63% và 95%. Do vậy, rất cần 
thiết phải tìm hiểu thêm về sự lan truyền và xuất hiện của 

chủng vi khuẩn mang gen blaDIM tại Việt Nam.  

Nghiên cứu cũng cho thấy một tỷ lệ không nhỏ (39/216-
18,05%) chủng P. aeruginosa có đồng thời 2 loại gen kháng 
thuốc giúp làm tăng khả năng đề kháng kháng sinh, gây khó 
khăn rất lớn cho bác sĩ điều trị trong việc lựa chọn kháng 
sinh phù hợp. Điều này cũng cho thấy các chủng vi khuẩn 
mang gen kháng thuốc đang ngày càng đa dạng, một chủng 
vi khuẩn có thể mang một hoặc nhiều loại gen kháng thuốc 
khác nhau. Đây chính là hậu quả của việc lạm dụng kháng 
sinh trong điều trị nhiễm khuẩn - một tình trạng hiện đang 
rất phổ biến tại Việt Nam - sử dụng kháng sinh bừa bãi, 
không tuân thủ theo phác đồ điều trị, liều lượng kháng sinh 
sử dụng không đúng. Ngoài ra, khả năng lan truyền gen 
kháng kháng sinh trong cùng loài hoặc giữa 2 loài vi khuẩn 
thông qua plasmid, transposons và intergrons cũng giúp khả 
năng đề kháng của vi khuẩn đa dạng hơn. Do đó, tại các 
bệnh viện, việc thực hiện công tác kiểm soát nhiễm khuẩn 
là rất cần thiết để ngăn chặn sự lan truyền của các vi khuẩn 
kháng thuốc, từ đó có thể đưa ra phác đồ điều trị hiệu quả 
cho bệnh nhân.

Kết luận

Tỷ lệ các chủng P. aeruginosa có mang ít nhất 1 loại gen 
kháng thuốc trong 3 gen blaVEB, blaDIM và AmpC chiếm 
tỷ lệ rất cao, lần lượt là 90,18% tại Bệnh viện Xanh Pôn 
và 88,68% tại Bệnh viện Thanh Nhàn. Trong đó, 193/216 
(89,35%) chủng P. aeruginosa mang gen AmpC, 40/216 
(18,51%) mang gen VEB và 1/216 (0,46%) mang gen DIM.

Các chủng P. aeruginosa có sự đa dạng về kiểu gen 
kháng thuốc khi có 38/216 (17,59%) mang đồng thời cả 2 
gen kháng kháng sinh, cho thấy khả năng đề kháng đa dạng 
của vi khuẩn này, từ đó có thể gây ra nhiều khó khăn cho 
bác sĩ lâm sàng trong việc lựa chọn phương pháp điều trị 
thích hợp.
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