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Tóm tắt:

Tụ cầu vàng kháng methicillin (MRSA), mầm bệnh phổ biến nhất trong môi trường bệnh viện và cộng đồng, có thể 
gây nhiễm trùng nghiêm trọng và thậm chí gây tử vong. Pinostrobin được tách chiết từ cao ethanol Trâm tròn có 
hoạt tính kháng MRSA. Nghiên cứu này thực hiện nhằm khảo sát khả năng kháng Staphylococcus aureus kháng 
MRSA từ tinh chất pinostrobin. Sử dụng phương pháp bàn cờ để xác định khả năng hợp lực của pinostrobin và 
vancomycin trong hoạt tính kháng MRSA. Kết quả xác định được pinostrobin có khả năng hợp lực với vancomycin 
kháng MRSA với chỉ số nồng độ ức chế phân đoạn (FIC) = 0,5. Sử dụng phương pháp nhuộm với crystal violet để 
thử nghiệm khả năng ức chế hình thành biofilm của pinostrobin trên MRSA. Kết quả cho thấy, pinostrobin không 
có khả năng ức chế hình thành biofilm trên MRSA. Sử dụng phương pháp lai miễn dịch với kháng thể đơn dòng bắt 
protein PBP2a cho thấy, pinostrobin ức chế sự biểu hiện của protein PBP2a trên MRSA. Pinostrobin được thu nhận 
từ chi Trâm, có khả năng kháng MRSA và khả năng hợp lực với vancomycin, bước đầu xác định đích tác động của 
pinostrobin trên MRSA là protein PBP2a. 
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Abstract:

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), the most common pathogen in hospital and community 
environments, can cause serious and even fatal infections. Pinostrobin is isolated from the ethanol extract of 
Syzygium glomeratum, which has anti-MRSA activity. This research was conducted with the purpose of evaluating 
the anti-MRSA activity of pinostrobin. The checkerboard method was used for the determination of synergism 
between pinostrobin and vancomycin in anti-MRSA activity. The results show that pinostrobin has the ability to 
synergise with vancomycin anti-MRSA through the fractional inhibitory concentration index FIC index equals 0.5. 
The crystal violet-based assay is used to evaluate the MRSA biofilm formation of pinostrobin. The results show that 
the pinostrobin did not cause inhibition of MRSA biofilm formation. Using the PBP2a latex agglutination test to 
determine the absence of PBP2a protein when MRSA was grown in culture medium-supplied pinostrobin shows 
that pinostrobin inhibited the expression of PBP2a protein in the cell wall of MRSA. Pinostrobin was purified from 
the Syzygium genus, which has the potency of anti-MRSA activity and the synergism with vancomycin, initially 
processing the inhibition of expression PBP2a protein in the cell wall of MRSA.
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1. Đặt vấn đề

Các bệnh nhiễm khuẩn Staphylococcus aureus kháng 
MRSA rất khó điều trị, các bệnh nhiễm khuẩn liên quan là 
nhiễm trùng máu, nhiễm trùng phổi... do các yếu tố độc lực 
là vấn đề trong y tế toàn cầu hiện nay [1]. Ngoài ra, MRSA 
có hai cơ chế kháng kháng sinh phổ biến hiện nay đối với 
nhóm β-lactam là biểu hiện enzym β-lactamase và protein 
PBP2a [2]. Nghiên cứu tỷ lệ tử vong trong vòng 30 ngày 
đối với bệnh viêm phổi bệnh viện từ 18,7 đến 40,8% tại 
10 nước châu Á, trong đó MRSA chiếm 82,1% trong tổng 
số các chủng S. aureus phân lập [3]. Năm 2017, Tổ chức Y 
tế thế giới (WHO) xác định các bệnh nhiễm MRSA là đối 
tượng ưu tiên nghiên cứu và phát triển các phương pháp 
điều trị mới [4].

Vancomycin là tiêu chuẩn vàng trong điều trị các bệnh có 
liên quan đến MRSA [5]. Chủng MRSA kháng vancomycin 
(VRSA) được báo cáo chiếm tỷ lệ 6,1% [6]. Trong khoảng 
30 năm trở lại đây, các nghiên cứu mới trong việc tìm ra loại 
kháng sinh mới chưa thực sự thành công, các nghiên cứu 
dạng sửa đổi dựa vào khung nguyên bản của thuốc kháng 
sinh thế hệ cũ chiếm chủ yếu.

Dựa vào những lý do trên, nghiên cứu các nguồn kháng 
sinh mới hoặc các phương pháp mới để kiểm soát vi khuẩn 
kháng kháng sinh, đặc biệt dạng siêu kháng thuốc là cần 
thiết [7]. Trong các khuynh hướng nghiên cứu thuốc mới 
hiện nay thì khả năng kết hợp các hợp chất thực vật với các 
kháng sinh [8] hoặc kết hợp các hợp chất thực vật với nhau 
[9] đang được quan tâm nghiên cứu.

Cao chiết ethanol Trâm tròn cho hoạt tính kháng MRSA 
với giá trị nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) bằng 1 mg/ml 
[10-12], tinh chất pinostrobin được xem là tinh chất chính 
được tách chiết từ cao ethanol toàn phần với hiệu suất bằng 
12,79±0,21 mg pinostrobin/1 g bột lá khô. Do đó, câu hỏi 
nghiên cứu được đặt ra là có hay không pinostrobin có liên 
quan đến khả năng kháng, khả năng hợp lực với kháng sinh 
vancomycin trên hoạt tính kháng MRSA của cao ethanol 
toàn phần Trâm tròn. Vì vậy, mục tiêu của nghiên cứu xác 
định hoạt tính sinh học của pinostrobin trong phối hợp với 
vancomycin đối với Staphylococcus aureus kháng MRSA.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu

Chủng vi khuẩn Staphylococcus aureus kháng MRSA 
ATCC® 33591, chủng vi khuẩn Staphylococcus aureus 
nhạy methicillin (MSSA) ATCC® 6538 được cung cấp bởi 
Microbiologics của Hoa Kỳ. Pinostrobin được tách chiết từ 
cao ethanol toàn phần Trâm tròn (Syzygium glomeratum) 
bộ phận làm cao gồm lá và cành non, được lưu trữ tại Khoa 
Y - Dược, Trường Đại học Thủ Dầu Một.

2.2. Phương pháp xác định hoạt tính kháng MRSA 
bằng phương pháp vi pha loãng 

MIC là nồng độ thấp nhất ức chế sự tăng trưởng của vi 
khuẩn ở mức có thể quan sát được [13]. Phương pháp pha 
loãng dãy nồng độ trên đĩa 96 giếng được thực hiện nhằm 
mục đích xác định MIC. Sử dụng đĩa nuôi cấy 96 giếng, mỗi 
giếng được bổ sung gồm các thành phần: 90 µl môi trường 
lỏng Muller-Hinton (MHB), 10 µl  dịch vi khuẩn có nồng 
độ 106 CFU/ml, 100 µl dung dịch pinostrobin được hòa tan 
trong DMSO 20%, thể tích cuối trong mỗi giếng là 200 µl.

Trên đĩa 96 giếng, các giếng được bố trí theo sơ đồ thí 
nghiệm, dung dịch pinostrobin được pha loãng với độ pha 
loãng 2X thành một dãy từ 51,2 µg/ml đến 1,6 µg/ml. Các 
giếng đối chứng gồm: Giếng chỉ có môi trường Muller-
Hinton lỏng (MHB); giếng chứa môi trường MHB và chủng 
vi khuẩn; giếng chứa môi trường MHB, vi khuẩn, DMSO; 
giếng chứa môi trường MHB, vi khuẩn, kháng sinh. Các 
giếng sẽ được ủ hiếu khí ở 37ºC trong vòng 24 giờ trong tủ 
nuôi vi sinh. Sau thời gian ủ, quan sát bằng mắt thường so 
với đối chứng, xác định giếng không có sự tăng trưởng của 
vi khuẩn, sau đó giếng có nồng độ thấp nhất trong dãy nồng 
độ được nhận định là giếng có giá trị MIC của dung dịch 
pinostrobin. Trong mỗi giếng lấy 150 µl dịch trải trên 3 đĩa 
Muller Hinton agar (MHA), mỗi đĩa 50 µl dịch, sau đó tiếp 
tục được ủ trong tủ ấm ở 37ºC trong 24 giờ. Sau thời gian ủ, 
vi khuẩn không hiện diện hoặc mật độ tế bào vi khuẩn trên 
đĩa nhỏ hơn 300 CFU/ml thì xác định nồng độ thấp nhất 
trong dãy pha loãng của cao phân đoạn trong giếng khảo sát 
là MIC [14]. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần, trên cùng một 
sơ đồ thí nghiệm trên 3 đĩa 96 giếng.

2.3. Phương pháp xác định khả năng hợp lực của 
pinostrobin với vancomycin

FICI là chỉ số xác định khả năng hợp lực dựa trên phương 
pháp bàn cờ. Hoạt động ức chế sự tăng trưởng của vi khuẩn 
do sự kết hợp của pinostrobin với kháng sinh vancomycin 
được quan sát tại các giếng mà không có sự tăng trưởng của 
MRSA [15]. Thí nghiệm được bố trí lặp lại như thí nghiệm 
xác định giá trị MIC của cao phân đoạn. Các giếng được 
bố trí phối hợp pinostrobin và vancomycin theo sơ đồ thí 
nghiệm. Mỗi giếng gồm: 90 µl môi trường lỏng Muller-
Hinton, 10 µl dịch vi khuẩn có nồng độ 106 CFU/ml, 50 
µl dung dịch pinostrobin (A), 50 µl dung dịch vancomycin 
(B), thể tích cuối trong mỗi giếng là 200 µl. Sau đó, đĩa 96 
giếng được ủ trong tủ nuôi vi sinh ở 37ºC, trong 24 giờ. Sau 
thời gian ủ, vi khuẩn không hiện diện hoặc mật độ tế bào vi 
khuẩn trên đĩa nhỏ hơn 300 CFU/ml được kiểm tra lại bằng 
phương pháp trải trên môi trường MHA. Trong mỗi giếng 
lấy 150 µl dịch trải trên 3 đĩa Muller Hinton agar (MHA), 
mỗi đĩa 50 µl dịch, sau đó tiếp tục được ủ trong tủ ấm ở 
37ºC trong 24 giờ (mỗi đĩa 50 µl dịch), các đĩa này sẽ tiếp 
tục được ủ trong 24 giờ, ở 37ºC trong tủ nuôi vi sinh. Sau 
thời gian ủ, đĩa trải không có sự hiện diện của vi khuẩn thì 
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giá trị nồng độ của cao phân đoạn/tinh chất và giá trị nồng 
độ của kháng sinh trong giếng khảo sát được sử dụng để tính 
toán chỉ số FIC theo công thức (1): 

FICI=FIC A+FIC B= 

5 
 

FICI = FIC A + FIC B = MIC A trong sự kết hợp
MIC A + MIC B trong sự kết hợp

MIC B                           
(1) 

Nếu FICI≤0,5 chỉ ra sự hợp lực; Nếu 0,5<FICI≤0,75 chỉ ra khả năng cộng hợp 
(addition); Nếu 0,75<FICI≤ 1 chỉ ra hợp lực một phần (partial synergy); Nếu 2<FICI 

chỉ ra khả năng không có tương tác (antagonism) [15-17]. Thí nghiệm được lặp lại 3 
lần, trên cùng một sơ đồ thí nghiệm trên 3 đĩa 96 giếng. 

Bảng 1. Sơ đồ thí nghiệm giữa pinostrobin và vancomycin. 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

E TSB 
TSB+V
K 

DMSO 
20% 

DMSO 
10% 

VAN 
16 
(µg/ml) 

VAN 
8 
(µg/ml) 

Pino 1…pino 6 
(51,2 µg/ml, DMSO 20%) 

F TSB 
TSB+V
K 

DMSO 
20% 

DMSO 
10% 

VAN 
16 
(µg/ml) 

VAN 
8 
(µg/ml) 

SCTT EA1…SCTT EA6 
(2 mg/ml, DMSO 20%) 

G pinostrobin (1,2,3) x VAN (8, 4, 2, 1) 
H SCTT Ea (1,2,3) x VAN (8, 4, 2, 1) 

TSB: Môi trường lỏng Tryptone soy; VK: vi khuẩn; VAN: vancomycin; Pino 1: 
Pinostrobin (51,2 µg/ml); pino 6: Pinostrobin pha loãng theo dãy từ pino 1 (pha loãng 
32 lần so với pino 1). 

Theo bảng 1, cách ký hiệu trong sơ đồ thí nghiệm như sau: Pino1 là pinostrobin 
có nồng độ bằng 51,2 µg/ml. Sau mỗi giếng, nồng độ pha loãng theo dãy với độ pha 
loãng 2X đến pino 6 bằng 1,6 µg/ml được mô tả trong phương pháp. SCTT EA1 là 
cao phân đoạn ethyl acetate Trâm tròn có nồng độ bằng 2 mg/ml. Sau mỗi giếng, 
nồng độ pha loãng theo dãy với độ pha loãng 2X đến SCTT Ea 6 bằng 0,0625 mg/ml 
được mô tả trong phương pháp. Mỗi giếng trong sơ đồ thí nghiệm có thể tích cuối 
bằng 200 µl.  

Giếng đối chứng chỉ có một biến gồm: 90 µl môi trường TSB, 10 µl dịch vi 
khuẩn có mật độ 105 CFU/ml, 100 µl dung dịch khảo sát (được ký hiệu trên sơ đồ). 
Kết hợp giữa pinostrobin và kháng sinh vancomycin được thực hiện ở dãy G trên đĩa 
96 giếng. Kết hợp giữa cao phân đoạn ethyl acetate Trâm tròn với vancomycin được 
thực hiện ở dãy H trên đĩa 96 giến. Các thử nghiệm được khảo sát trên chủng MRSA. 
Giếng kết hợp có hai biến là pinostrobin/cao phân đoạn ethyl acetate Trâm tròn với 
vancomycin gồm: 90 µl môi trường TSB, 10 µl dịch vi khuẩn có mật độ 105 CFU/ml, 

 (1)

Nếu FICI≤0,5 chỉ ra sự hợp lực; Nếu 0,5<FICI≤0,75 chỉ 
ra khả năng cộng hợp (addition); Nếu 0,75<FICI≤ 1 chỉ ra 
hợp lực một phần (partial synergy); Nếu 2<FICI chỉ ra khả 
năng không có tương tác (antagonism) [15-17]. Thí nghiệm 
được lặp lại 3 lần, trên cùng một sơ đồ thí nghiệm trên 3 đĩa 
96 giếng.
Bảng 1. Sơ đồ thí nghiệm giữa pinostrobin và vancomycin.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

E TSB TSB+VK DMSO 20% DMSO 10% VAN
16 (µg/ml)

VAN
8 (µg/ml)

Pino 1…pino 6
(51,2 µg/ml, DMSO 20%)

F TSB TSB+VK DMSO 20% DMSO 10% VAN
16 (µg/ml)

VAN
8 (µg/ml)

SCTT EA1…SCTT EA6
(2 mg/ml, DMSO 20%)

G pinostrobin (1,2,3) x VAN (8, 4, 2, 1)

H SCTT Ea (1,2,3) x VAN (8, 4, 2, 1)

TSB: Môi trường lỏng Tryptone soy; VK: Vi khuẩn; VAN: Vancomycin; 
Pino 1: Pinostrobin (51,2 µg/ml); pino 6: Pinostrobin pha loãng theo dãy 
từ pino 1 (pha loãng 32 lần so với pino 1).

Theo bảng 1, cách ký hiệu trong sơ đồ thí nghiệm như 
sau: Pino1 là pinostrobin có nồng độ bằng 51,2 µg/ml. Sau 
mỗi giếng, nồng độ pha loãng theo dãy với độ pha loãng 2X 
đến pino 6 bằng 1,6 µg/ml được mô tả trong phương pháp. 
SCTT EA1 là cao phân đoạn ethyl acetate Trâm tròn có 
nồng độ bằng 2 mg/ml. Sau mỗi giếng, nồng độ pha loãng 
theo dãy với độ pha loãng 2X đến SCTT Ea 6 bằng 0,0625 
mg/ml được mô tả trong phương pháp. Mỗi giếng trong sơ 
đồ thí nghiệm có thể tích cuối bằng 200 µl. 

Giếng đối chứng chỉ có một biến gồm: 90 µl môi trường 
TSB, 10 µl dịch vi khuẩn có mật độ 105 CFU/ml, 100 µl 
dung dịch khảo sát (được ký hiệu trên sơ đồ). Kết hợp giữa 
pinostrobin và kháng sinh vancomycin được thực hiện ở 
dãy G trên đĩa 96 giếng. Kết hợp giữa cao phân đoạn ethyl 
acetate Trâm tròn với vancomycin được thực hiện ở dãy H 
trên đĩa 96 giếng. Các thử nghiệm được khảo sát trên chủng 
MRSA. Giếng kết hợp có hai biến là pinostrobin/cao phân 
đoạn ethyl acetate Trâm tròn với vancomycin gồm: 90 µl 
môi trường TSB, 10 µl dịch vi khuẩn có mật độ 105 CFU/
ml, 50 µl pinostrobin/cao phân đoạn ethyl acetate Trâm tròn 
(được ký hiệu trên sơ đồ), 50 µl kháng sinh vancomycin có 
nồng độ được ký hiệu trên sơ đồ thí nghiệm. 

2.4. Phương pháp xác định khả năng ức chế sự hình 
thành màng sinh học trên MRSA bằng chụp ảnh kính 
hiển vi điện tử quét (SEM)

MIC là nồng độ thấp nhất ức chế sự tăng trưởng của vi 
khuẩn ở mức có thể quan sát được nên việc ức chế sự tăng 
trưởng có khả năng ảnh hưởng đến sự hình thành biofilm vì 

vậy khả năng ức chế hình thành biofilm của pinostrobin trên 
MRSA được kiểm tra ở nồng độ dưới MIC cụ thể ½ MIC và 
¼ MIC, nhằm xác định khả năng ức chế biofilm trên MRSA 
của pinostrobin.

Mỗi đĩa petri có chứa tấm thủy tinh có đường kính 
4x4 (cm) đã vô trùng được bổ sung các dung dịch gồm: 
pinostrobin, 10 µl dịch vi khuẩn nuôi qua đêm sao cho mật 
độ tế bào vi khuẩn trong đĩa bằng 105 CFU/ml, thêm môi 
trường TSB có 1% glucose để thể tích cuối cùng trong đĩa 
bằng 10 ml. Đối chứng đĩa petri có tấm thủy tinh vô trùng 
chỉ chứa môi trường TSB và 1% glucose với dịch vi khuẩn; 
đối chứng thứ hai là môi trường TSB có 1% glucose bổ sung 
kháng sinh cefoxitin ở nồng độ 128 µg/ml và dịch vi khuẩn. 
Tiếp tục ủ trong tủ ấm ở 35ºC, trong vòng 24 giờ. Tiếp theo 
các đĩa và phiến kính được nhuộm với crystal violet theo 
phương pháp của E. Mataraci và cs (2012) [18] gồm các 
bước sau:

Sau khi ủ, môi trường nuôi được loại bỏ và các tấm thủy 
tinh được rửa ba lần bằng 250 µl PBS, để khô. Tiếp theo, 
200 µl dung dịch methanol 99% được bổ sung vào đĩa có 
chứa tấm thủy tinh trong 20 phút để cố định tế bào vi khuẩn. 
Sau đó, dung môi methanol được loại bỏ, để khô trong 15 
phút. Cuối cùng, các tấm thủy tinh được nhuộm với crystal 
violet 0,1% (v/v với nước) trong 5 phút. Sử dụng nước 
cất để rửa vết bẩn dư thừa, sau đó để khô. Bổ sung 250 µl 
ethanol 95o trong 10 phút. Kết quả được đọc dựa vào sự bắt 
màu tím trên tấm thủy tinh khi có sự hình thành màng sinh 
học, nếu tấm thủy tinh không bắt màu tím chứng tỏ không 
có sự hình thành màng sinh học.

Sau cùng các phiến kính được dán trên bảng định carbon 
và được đưa vào thiết bị phun xạ phủ platinum (Pt). Các 
mẫu sau đó được đưa vào buồng chụp và tiến hành chụp ảnh 
SEM bằng máy FESEM S4800 (Hitachi, Nhật).    

2.5. Phương pháp xác định khả năng ức chế biểu hiện 
protein PBP2a của pinostrobin trên chủng MRSA bằng 
Oxoid PBP2’ Latex Agglutination kit 

Oxoid PBP2’ Latex Agglutination kit là một kít thử 
nghiệm dựa trên ngưng kết miễn dịch nhanh nhằm phát hiện 
protein PBP2’ (còn được gọi là protein PBP2a) là protein 
nhận diện chủng vi MRSA. Kít Oxoid PBP2′ Latex thuận 
lợi là xác định trực tiếp sự xuất hiện protein PBP2a. Các 
thành phần của kít do hãng cung cấp gồm có kháng thể đơn 
dòng kháng trực tiếp PBP2′, dung dịch chiết 1, dung dịch 
chiết 2, các thẻ, que trải. 

Chuẩn bị MRSA xử lý với pinostrobin: ống eppendorf 
có chứa môi trường TSB và một khuẩn lạc MRSA được 
nuôi qua đêm ở 37oC, mật độ tế bào đạt 109 CFU/ml. Sau đó, 
chuẩn bị ống eppendorf khác bổ sung 10 µl dịch vi khuẩn 
nuôi qua đêm, 250 µl cao phân đoạn ở nồng độ trong ống 
bằng giá trị MIC, 240 µl môi trường TSB, thể tích cuối trong 
mỗi ống bằng 500 µl. Tiếp theo, ủ ống eppendorf trong 
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vòng 6 giờ, ở 37oC, trong tủ nuôi vi sinh. Cách chuẩn bị ống 
eppendorf này nhằm xử lý tế bào MRSA trước tác động của 
pinostrobin. Ống đối chứng gồm: 10 µl dịch vi khuẩn nuôi 
qua đêm, 250 µl cefoxitin ở nồng độ 128 µg/ml, 240 µl môi 
trường TSB. Sau thời gian nuôi các ống eppendorf được ly 
tâm tốc độ 6000 vòng/phút, trong thời gian 5 phút, loại bỏ 
môi trường nuôi, thu cặn. Các cặn trong ống được hòa lại 
với 100 µl dung dịch đệm PBS. Các ống này sẽ là nguyên 
liệu để chiết PBP2a trên chủng MRSA, sau khi MRSA bị xử 
lý với pinostrobin.

Phương pháp chiết PBP2a và phản ứng kết tủa do sự 
kết hợp kháng thể - kháng nguyên PBP2a (theo hướng dẫn 
từ nhà sản xuất): Cho 4 giọt dung dịch chiết 1 (thành phần 
trong kít) vào tube mới, bổ sung 5 µl dịch vi khuẩn MRSA 
đã chuẩn bị ở trên. Sau đó, đặt tube vào nước nóng trên 
95ºC, trong vòng 3 phút. Sau 3 phút, di chuyển các tube 
ra khỏi bể gia nhiệt và làm nguội đến nhiệt độ phòng. Tiếp 
theo, thêm 1 giọt dung dịch chiết 2 vào tube và trộn đều. 
Sau khi trộn đều, ly tâm hỗn hợp trên tốc độ 4500 vòng/phút 
trong vòng 5 phút. Sau đó loại cặn, thu dịch. Dung dịch thu 
được sẽ được tiếp tục khảo sát trên thẻ. 50 µl dịch thu được 
cho vào mỗi vòng trên thẻ khảo sát, một giọt dung dịch 
Latex có chứa kháng thể đơn dòng kháng PBP2a được thêm 
vào một vòng trên thẻ. Dùng que trải để trộn đều hỗn hợp 
trên, sau đó tiếp tục lắc đều các thẻ trong 3 phút cho đến khi 
nhìn thấy ngưng kết dưới điều kiện ánh sáng bình thường. 
Kết quả được thu nhận dựa trên sự  tủa trên thẻ, sự tủa được 
giải thích là do sự ngưng kết miễn dịch giữa kháng thể đơn 
dòng bắt PBP2a và PBP2a thu được từ vách tế bào MRSA, 
cường độ tủa được so sánh với đối chứng; đối chứng âm 
là không thấy tủa trên vòng không bổ sung kháng thể đơn 
dòng bắt PBP2a; đối chứng dương là sự tủa do ngưng kết 
miễn dịch giữa kháng thể đơn dòng bắt PBP2a và PBP2a 
thu được từ vách tế bào MRSA [19].

Xử lý thống kê kết quả thu được bằng phần mềm 
STATGRAPHICS Centurion XV (Statpoint Technologies, 
Hoa Kỳ). Thí nghiệm được lặp lại 3 lần và được trình bày 
dưới dạng trung bình ± độ lệch chuẩn. 

3. Kết quả và bàn luận

Khảo sát khả năng kháng MRSA và khả năng hợp 
lực giữa pinostrobin và vancomycin được tiến hành bằng 
phương pháp vi pha loãng và phương pháp bàn cờ. Thí 
nghiệm được tiến hành theo sơ đồ bảng 1. Kết quả chỉ ra 
khả năng hợp lực với vancomycin được trình bày ở hình 1, 
bảng 2. 

Theo sơ đồ bố trí thí nghiệm bảng 1, từ giếng số 7 ở 
dãy E đến giếng số 12 ở dãy E hiện diện sự tăng trưởng của 
MRSA, nên giá trị MIC của pinostrobin được xác định lớn 
hơn 51,2 µg/ml. Ở dãy G là sự hợp lực giữa pinostrobin và 
vancomycin, từ giếng số 1 đến giếng số 3 và 5 không có sự 
tăng trưởng của MRSA. Dựa vào hình 1, chỉ số FIC được 
tính toán dựa trên giếng số 3 của dãy G.
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Hình 1. Thí nghiệm khả năng hợp lực của pinostrobin với 
vancomycin.

Bảng 2. Chỉ số FIC của pinostrobin và vancomycin.

Nồng độ ức chế 
tối thiểu (µg/ml) 1 2 3 4

MIC pinostrobin-vanco 12,80 12,80 12,80 12,80

MIC pinostrobin 51,20 51,20 51,20 51,20

MIC vanco-pinostrobin 2,00 1,00 0,50 0,25

MIC vanco 2,00 2,00 2,00 2,00

FIC pinostrobin 0,25 0,25 0,25 0,25

FIC vancomycin 1,00 0,50 0,25 0,12

FICI
1,25 0,75 0,50 0,37

Hợp lực

MIC pinostrobin-vanco: Giá trị MIC của pinostrobin trong sự hợp lực với 
vancomycin; MIC vanco-pinostrobin: Giá trị MIC của vancomycin trong 
sự hợp lực với pinostrobin; MIC pinostrobin: Giá trị MIC của pinostrobin, 
MIC vanco: giá trị MIC của vancomycin; FIC pinostrobin: chỉ số hợp lực 
của pinostrobin, FIC vancomycin: Chỉ số hợp lực của vancomycin. 

Ở dãy G là sự hợp lực giữa pinostrobin và vancomycin, 
các giếng làm đục môi trường chứng tỏ có sự hiện diện của 
MRSA.

Các chất có hoạt tính kháng khuẩn yếu thường tham gia 
làm chất trợ trong các liệu pháp kháng khuẩn, pinostrobin 
đã được báo cáo có hoạt tính kháng khuẩn yếu. Đồng thời, 
kết quả trong thí nghiệm xác định pinostrobin có khả năng 
hợp lực với vancomycin thông qua chỉ số FIC bằng 0,5. 
Công thức hợp lực giữa pinostrobin và vancomycin cho 
hoạt tính kháng MRSA được xác định theo nồng độ tương 
ứng là 12,8 µg/ml: 0,5 µg/ml (1:1). Trong đó, nồng độ của 
pinostrobin trong sự hợp lực giảm 4 lần so với giá trị MIC 
của pinostrobin một mình, nồng độ của vancomycin trong 
sự hợp lực giảm 4 lần so với giá trị MIC của vancomycin 
một mình. Hơn nữa, tinh chất pinostrobin là chất chính 
trong cao Trâm tròn đã được báo cáo, cao phân đoạn Trâm 
tròn cho hoạt tính hợp lực với vancomycin, điều đó chứng 
minh hoạt tính hợp lực với kháng sinh vancomycin của cao 
phân đoạn Trâm tròn có liên quan đến tinh chất pinostrobin.

Pinostrobin theo các nghiên cứu trước xác định hoạt 
tính kháng MRSA trung bình yếu. Nghiên cứu của L.R. 
Christena và cs (2015), chứng minh pinostrobin có tính hợp 
lực với ciprofloxacin, với công thức hợp lực theo nồng độ 
tương ứng là 15 µg/ml : 0,125 µg/ml (1:1), giá trị MIC của 
ciprofloxacin trong sự hợp lực với pinostrobin bằng 0,125 
µg/ml, giảm 128 lần so với giá trị MIC của kháng sinh [20]. 
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Pinostrobin được xác định có vai trò ức chế kênh bơm thuốc 
trên chủng MRSA. Tuy nhiên, sự hợp lực của pinostrobin với 
vancomycin vẫn chưa được đề cập. Trong thử nghiệm này, 
pinostrobin được xác định là có sự hợp lực với vancomycin. 
Tác dụng hợp lực là hai chất ức chế hai chặng khác nhau 
của cùng một con đường tổng hợp [13], vancomycin có đích 
tác động là tiền chất tổng hợp vách tế bào MRSA, vì vậy 
pinostrobin có thể ức chế một đích tác động có cùng con 
đường tổng hợp vách tế bào MRSA. Kết quả này đã xác định 
một vai trò mới của pinostrobin trong hoạt tính ức chế vi 
khuẩn MRSA. Dựa trên những kết quả đã có, đề tài tiếp tục 
khảo sát hoạt tính ức chế sự hình thành biofilm, ức chế biểu 
hiện protein PBP2a của pinostrobin trên MRSA nhằm tìm 
kiếm đích tác động của pinostrobin trên MRSA. 

Ức chế hình thành màng sinh học

MRSA được nuôi trong môi trường TSB và 1% glucose 
bổ sung pinostrobin ở các nồng độ lần lượt 25,6 µg/ml, 12,8 
µg/ml. Ở hình 2 là MRSA trong màng sinh học ở đối chứng 
môi trường không bổ sung pinostrobin, Các tế bào MRSA 
trong màng sinh học có hình thái tế bào tròn, vách tế bào rõ 
đặc trưng, các tế bào xếp như chùm nho. 
Độ phóng đại x10.0K                     Độ phóng đại x1.0K

 

Hình 2. Màng sinh học của chủng MRSA. MRSA được nuôi trong 
môi trường TSB+1% glucose.
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Hình 3. Môi trường TSB+1% glucose được bổ sung tinh chất 
pinostrobin.

Ở hình 3, MRSA hình thành màng sinh học trong môi 
trường nuôi có bổ sung pinostrobin, Tế bào MRSA mật độ 
tế bào tương đồng với đối chứng, hình dạng tế bào tròn, 
vách tế bào rõ đặc trưng tương đồng với đối chứng. Kết quả 
xác định pinostrobin không có khả năng ức chế hình thành 
màng sinh học trên MRSA ở các nồng độ khảo sát.  

Ức chế biểu hiện protein PBP2a  trên chủng MRSA

Các chủng MRSA lâm sàng thường có cơ chế kháng 
kháng sinh phổ biến là biểu hiện gen mecA thông qua pro-
tein PBP2a. Thử nghiệm xác định sự hiện của protein PB-
P2a trên chủng MRSA khi chủng MRSA được nuôi trong 
môi trường có bổ sung pinostrobin được thực hiện bằng kít 
Latex Agglutination. 

   

Vòng 1: MRSA được nuôi trong môi trường có bổ sung cefoxitin (0,016 
mg/ml) đối chứng, không có kháng thể bắt PBP2a, vòng 2: MRSA được 
nuôi trong môi trường có bổ sung cefoxitin (0,016 mg/ml) đối chứng, có 
kháng thể bắt PBP2a, vòng 3: MRSA được nuôi trong môi trường có bổ 
sung pinostrobin  với nồng độ bằng ½ MIC (25,6 µg/ml) (pino1), vòng 4: 
MRSA được nuôi trong môi trường S có bổ sung pinostrobin  với nồng 
độ pinostrobin bằng ¼ MIC (12,8 µg/ml) (pino2).
Hình 4. Thử nghiệm xác định sự hiện diện PBP2a trên chủng 
MRSA.

Dựa vào hình 4, khi vi khuẩn được nuôi trong môi 
trường TSB có bổ sung kháng sinh cefoxitin ở nồng độ bằng 
0,016mg/ml đây là nồng độ cảm ứng biểu hiện PBP2a, ở 
vòng 2 kết quả chỉ ra có sự tủa của kháng thể bắt kháng 
nguyên PBP2a. So với vòng 1 là đối chứng âm không có 
kháng thể bắt PBP2a. Tương tự, ở vòng 3 không thấy rõ 
cường độ tủa của kháng thể bắt PBP2a tương đương đối 
chứng âm (vòng 1), chứng tỏ pinostrobin ở nồng độ 25,6 
µg/ml có khả năng ức chế sự biểu hiện PBP2a. Ngược lại, 
ở vòng 4 cường độ tủa của kháng thể bắt kháng nguyên 
PBP2a tương đương đối chứng dương (vòng 2), chứng tỏ 
pinostrobin ở nồng độ bằng 12,8 µg/ml không có khả năng 
ức chế sự biểu hiện của protein PBP2a trên MRSA.

Protein PBP2a là enzyme tham gia vào quá trình tổng 
hợp vách tế bào trên chủng MRSA. Kết quả xác định được 
pinostrobin ở nồng độ 25,6 µg/ml ức chế sự biểu hiện của 
protein PBP2a trên MRSA.

4. Kết luận

Các chất có hoạt tính kháng khuẩn yếu thường tham gia 
làm chất trợ trong các liệu pháp kháng khuẩn. Pinostrobin 
là một chất kháng khuẩn yếu, nhưng có khả năng hợp lực 
mạnh với vancomycin đã được xác định trong hoạt tính 
kháng MRSA với công thức hợp lực giữa pinostrobin và 
vancomycin được xác định theo tỷ lệ tương ứng bằng 25,6. 
Kết quả trong nghiên cứu chỉ ra khả năng đích tác động của 
pinostrobin trên MRSA có thể là tiền chất tổng hợp vách 
tế bào.
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