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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Received:  01/7/2025 This study aimed to characterize the phylogenetic groups and virulence genes 

of Escherichia coli strains isolated from hospital wastewater in several 

provinces of the Mekong Delta, Vietnam. A total of 181 E. coli strains were 

isolated, comprising 100 from untreated samples and 81 from treated ones. 

Phylogenetic groups were identified using the Quadruplex PCR method, while 

virulence genes were detected via PCR targeting 10 specific genes associated 

with diarrheagenic E. coli strains. The results showed that phylogenetic groups 

B1 and A were predominant in untreated samples, whereas group C was 

dominant after treatment. Regarding virulence genes, only two were detected 

in untreated samples astA (4%) and daaD (9%). In contrast, the number and 

diversity of virulence genes increased in treated samples, including eaeA 

(6.17%), eagg (4.94%), astA (9.88%), and daaD (16.05%). These findings 

suggest that although wastewater treatment reduces the bacterial load, virulent 

E. coli strains may persist, posing a potential risk of environmental 

dissemination and highlighting the urgent need to improve hospital 

wastewater treatment technologies. 
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  01/7/2025 Nghiên cứu xác định đặc điểm phân nhóm phát sinh loài và các gene độc lực 

của vi khuẩn Escherichia coli phân lập từ nước thải bệnh viện tại các tỉnh ở 

Đồng bằng sông Cửu Long, Việt Nam. Tổng số 181 chủng E. coli được phân 

lập có 100 chủng được phân lập trong mẫu nước thải trước xử lý và 81 chủng 

từ mẫu sau xử lý. Phân nhóm phát sinh loài được xác định bằng phương pháp 

Quadruplex PCR, trong khi gene độc lực được phát hiện thông qua kỹ thuật 

PCR với 10 gene đặc trưng của các chủng E. coli gây bệnh đường ruột. Kết 

quả cho thấy nhóm phát sinh loài B1 và A chiếm ưu thế trong mẫu chưa xử lý, 

trong khi nhóm C chiếm ưu thế sau xử lý. Về gene độc lực, trong mẫu chưa xử 

lý chỉ phát hiện hai gene astA (4%) và daaD (9%). Sau xử lý, số lượng và loại 

gene độc lực được xác định bao gồm cả eaeA (6,17%), eagg (4,94%), astA 

(9,88%) và daaD (16,05%). Những kết quả này chỉ ra rằng, mặc dù xử lý nước 

thải giúp giảm số lượng vi khuẩn, nhưng vẫn còn tồn tại các chủng E. coli 

mang gene độc lực với nguy cơ phát tán ra môi trường, làm nổi bật nhu cầu 

cấp thiết cải tiến công nghệ xử lý nước thải tại bệnh viện. 
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1. Giới thiệu 

Nước thải, đặc biệt là từ bệnh viện, chứa nhiều vi khuẩn gây bệnh và kháng kháng sinh. Việc quản 

lý kém nguồn nước thải này gây ra những nguy cơ đáng kể cho môi trường [1]. Escherichia coli là một 

trực khuẩn Gram âm thuộc họ Enterobacteriaceae, thường sống cộng sinh trong cơ thể người và động 

vật máu nóng [2] - [4]. Escherichia coli thường sống cộng sinh trong ruột của hầu hết các loài động vật, 

bao gồm cả con người. Tuy nhiên, một số chủng E. coli có thể gây ra nhiều loại bệnh đường ruột và 

ngoài đường ruột, chẳng hạn như tiêu chảy, nhiễm trùng đường tiết niệu, nhiễm trùng huyết và viêm 

màng não ở trẻ sơ sinh, trong khi hầu hết các chủng cộng sinh thuộc nhóm A [5]. Phân loại phát sinh 

loài (PSL) các chủng E. coli có thể được phân loại thành 8 nhóm PSL, bao gồm 4 nhóm chính (kiểu 

loài A, B1, B2 và D) và 4 nhóm phụ (C, E, F và nhánh I) [6], [7]. Trong 4 nhóm chính (A, B1, B2 và 

D) và các chủng ngoài ruột độc lực chủ yếu thuộc nhóm B2 và D [5], [8]. Một số nghiên cứu cũng chỉ 

ra rằng các chủng cộng sinh nằm trong nhóm A và B1, trong khi các chủng ngoài đường ruột thuộc 

nhóm B2 và D [3], [9]. Phân nhóm PSL có thể được phát hiện bằng nhiều phương pháp khác nhau. 

Trong đó, kỹ thuật Quadruplex PCR bằng việc phát hiện các gene (chuA, yjaA, TspE4.C2, arpA) 

thường được sử dụng [6].  

Escherichia coli gây bệnh ở người được chia thành hai nhóm, nhóm gây bệnh đường ruột và nhóm 

gây bệnh ngoài đường ruột. E. coli gây bệnh đường ruột (IPEC), còn được gọi là E. coli, có liên quan 

đến tiêu chảy (diarrheagenic E. coli - DEC), bao gồm các chủng của nhiều huyết thanh khác nhau. 

Nhóm này được phân loại thành 6 nhóm chính dựa trên cơ chế độc lực của chúng, trong đó bao gồm E. 

coli gây bệnh đường ruột (EPEC), E. coli sinh độc tố đường ruột (ETEC), E. coli xâm nhập đường ruột 

(EIEC), E. coli gây xuất huyết đường ruột (EHEC), E. coli kết tụ đường ruột (EAEC), E. coli bám dính 

khuếch tán (DAEC). E. coli gây bệnh ngoài đường ruột (ExPEC) bao gồm: E. coli gây bệnh đường tiết 

niệu (UPEC), E. coli liên quan đến viêm màng não/nhiễm trùng huyết (MNEC), E. coli gây bệnh ở gia 

cầm (APEC) [3]. Các chủng vi khuẩn độc hại có khả năng gây ra cả nhiễm trùng ngoài ruột và nhiễm 

trùng đường ruột ở người, chẳng hạn như nhiễm trùng huyết, viêm màng não ở trẻ sơ sinh, nhiễm trùng 

đường tiết niệu và tiêu chảy [4], [10]. 

Hiện nay, ít nhất 567 gene độc lực (VG) đã được xác định trong E. coli, được phân loại thành 

78 nhóm yếu tố độc lực (VF). Các VF này có nhiều chức năng khác nhau như chất kết dính, độc 

tố, vỏ, hệ thống tiết, hệ thống hấp thụ sắt và invasin [10]. Tính gây bệnh của các chủng E. coli có 

thể được đánh giá dựa trên các yếu tố độc tính của chúng. Thông qua giải trình tự, các nhà khoa 

học đã xác định được khoảng 700-850 trình tự protein liên quan đến 400 yếu tố độc hại [6], [7]. 

Các gene độc hại này đang trở nên quan trọng hơn do tính di động của chúng, tạo điều kiện thuận 

lợi cho việc chuyển các gene kháng kháng sinh (plasmid, transposon, thực khuẩn thể và đảo gây 

bệnh) và các yếu tố độc hại sang các loài khác. Môi trường nước, nói riêng, đóng vai trò là chất 

nền để chuyển các gene này [8]. Điều đáng lo ngại hơn là sự hiện diện đồng thời của vi khuẩn 

kháng kháng sinh và gene độc hại trong nước thải bệnh viện chưa được xử lý trước khi thải vào 

môi trường nước, gây ra rủi ro đáng kể cho hệ sinh thái xung quanh. 

Trong nghiên cứu này, các mẫu nước thải từ các bệnh viện ở các tỉnh Đồng bằng sông Cửu 

Long (trên 300 giường) trước và sau khi xử lý được theo dõi từ tháng 01 đến tháng 10 năm 2023. 

Phương pháp nuôi cấy (TCVN 6187-1:2019) [11] được sử dụng để phân lập vi khuẩn E. coli. 

Nghiên cứu này xây dựng dựa trên những phát hiện có liên quan trước đây với mục tiêu nhằm (i) 

phân tích phân nhóm PSL và (ii) xác định đặc điểm gene gây độc vi khuẩn E. coli từ nước thải 

bệnh viện trước và sau khi xử lý tại 5 tỉnh vùng Đồng bằng sông Cửu Long (Vĩnh Long, Cần Thơ, 

Sóc Trăng, Đồng Tháp, Long An). 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Nguồn chủng và địa điểm phân tích mẫu 

Mẫu vi khuẩn từ bộ sưu tập giống chủng đã được phân lập từ 100 mẫu nước thải bệnh viện tại 

khu vực Đồng bằng sông Cửu Long (ở mỗi tỉnh chọn một bệnh viện cấp tỉnh trên 300 giường bệnh 
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để thu mẫu). Số mẫu được lấy tại mỗi bệnh viện là 10 mẫu nước thải trước xử lý và 10 mẫu nước 

thải sau khi xử lý trong khoảng thời gian từ tháng 01 đến tháng 10 năm 2023. Kết quả phát hiện có 

100 chủng vi khuẩn E. coli từ mẫu nước thải trước khi xử lý và 81 chủng vi khuẩn E. coli từ mẫu 

nước thải sau khi xử lý. 

2.2.  Tách chiết chủng vi khuẩn E. coli 

Chủng vi khuẩn E. coli được cấy trên môi trường canh thang LB (L3522, Merck, Đức), ủ trong 

điều kiện qua đêm ở 35oC. DNA được tách chiết bằng cách hút 1 mL dịch vào ống Eppendorf 1,5 

mL; sau đó ly tâm 10.000 vòng/phút trong 10 phút ở nhiệt độ 4oC. Loại bỏ phần dịch nổi, thu cặn 

và rửa bằng nước muối sinh lý 0,9% (lặp lại 3 lần). Tiếp tục, hút 500 µL TE 1X vào ống Eppendorf 

và đun 95°C trong 10 phút, ly tâm 10.000 vòng/phút trong 5 phút, chuyển phần dịch nổi vào ống 

Eppendorf mới và giữa ở −20°C để tiến hành phân tích [12]. 

2.3.  Phân tích phân nhóm phát sinh loài E. coli 

Phân tích phân nhóm PSL vi khuẩn E. coli được xác định bằng phương pháp Quadruplex PCR. 

Các cặp mồi arpA, chuA, yjaA, TspE4.C2 và trpA được sử dụng trong phản ứng PCR để phân loại 

các nhóm PSL (A, B1, B2, C, D, E, F, nhánh I). Chủng đối chứng âm được sử dụng là Salmonella 

typhimurium ATCC 11331 [9]. 

2.4.  Phát hiện gene gây độc E. coli 

Mục tiêu nhằm phát hiện khả năng gây bệnh của các chủng E. coli trong việc gây ra các bệnh đường 

ruột thông qua gene gây độc bằng kỹ thuật PCR nhắm vào 10 gene độc lực liên quan đến 6 nhóm riêng 

biệt của các chủng DEC (E. coli gây tiêu chảy) được thực hiện. Các gene này bao gồm: mdh (malate 

dehydrogenase, đóng vai trò là chất kiểm soát nội bộ của E. coli), bfpA (E. coli gây bệnh đường ruột, 

EPEC), eaeA (có trong EPEC và ETEC), elt (ETEC), stx1 và stx2 (EHEC), ial (EIEC), eagg (EAEC), 

astA (thường có trong nhiều nhóm), daaD (DAEC) và est (ETEC) [13]. 

Các gene độc hại (mdh, ial, eaeA, bfpA, eagg, stx1, stx2, elt, astA) được phát hiện thực hiện trong 

tổng thể tích phản ứng là 20 µL bằng cách sử dụng các thành phần như sau: 2 µL đệm PCR TaKaRa 

Ex Taq 10X (TaKaRa, Nhật Bản); 1,6 µL hỗn hợp dNTP (2,5 mM); 0,2 µL mồi mdh (10 µM); 0,2 µL 

mồi elt (10 µM); 0,4 µL mồi ial và eagg (10 µM); 0,6 µL mồi eaeA, bfpA, stx2 và astA (10 µM); 1 µL 

mồi stx1 (10 µM); 0,08 µL TaKaRa Ex Taq polymerase (5 U/µL); 6,62 µL nước không có nuclease và 

0,5 µL DNA khuôn mẫu. Các điều kiện chu kỳ nhiệt bao gồm bước biến tính ban đầu ở 95°C trong 15 

phút, tiếp theo là 35 chu kỳ biến tính ở 94°C trong 45 giây, ủ ở 55°C trong 45 giây, kéo dài ở 68°C 

trong 2 phút và bước kéo dài cuối cùng ở 72°C trong 5 phút [13]. 

Phương pháp phát hiện gene độc lực (daaD): Thành phần phản ứng bao gồm 2 µL đệm PCR 

TaKaRa Ex Taq 10X (TaKaRa, Nhật Bản); 1,6 µL dNTP (2,5 mM); 1,0 µL mỗi mồi daaD (10 

µM); 0,08 µL polymerase Ex Taq (5 U/µL); 13,82 µL nước không có nuclease và 0,5 µL DNA 

khuôn. Điều kiện chu kỳ nhiệt: 96°C trong 5 phút, sau đó là 30 chu kỳ (94°C trong 30 giây, 55°C 

trong 30 giây, 72°C trong 1 phút) và kéo dài cuối cùng ở 72°C trong 7 phút [14]. 

Phương pháp phát hiện gene độc lực (est): Thành phần phản ứng bao gồm 2 µL đệm PCR 

TaKaRa Ex Taq 10X (TaKaRa, Nhật Bản); 1,6 µL dNTP (2,5 mM); 1,0 µL mỗi đoạn mồi est (10 

µM); 0,08 µL polymerase Ex Taq (5 U/µL); 13,82 µL nước không có nuclease và 0,5 µL DNA 

khuôn. Điều kiện chu kỳ nhiệt: 96°C trong 5 phút, sau đó là 30 chu kỳ (94°C trong 30 giây, 50°C 

trong 30 giây, 72°C trong 1 phút) và kéo dài cuối cùng ở 72°C trong 5 phút [15]. 

Sản phẩm PCR được điện di trên gel agarose 1,5% và chụp ảnh bằng máy chiếu tia cực tím. 

Thang 100 bp (Invitrogen, USA) được dùng làm chuẩn kích thước phân tử. 
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3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Kết quả phân nhóm phát sinh loài 

Bằng kỹ thuật Quadruplex PCR sử dụng phân nhóm PSL cho chủng vi khuẩn E. coli, nghiên 

cứu đã phát hiện đối với nước thải trước khi xử lý phân nhóm phát sinh loài nhóm A cho tỉ lệ cao 

nhất (38%), kế tiếp là nhóm B1 (26%), C (15%), D (15%), F (7%), B2 (2%) và E (1%) nhưng 

không phát hiện phân nhóm PSL đối với nhánh I (Hình 1). Trong khi đó, đối với nước thải sau khi 

xử lý, kết quả phát hiện E. coli nhóm C cho tỉ lệ cao nhất trong tổng số 81 chủng nghiên cứu 

(20,25%), A (17,82%), B1 (16,20%), D (5,67%), F (5,67%), E và nhánh I (1,62%) mỗi loại. 

 
Hình 1. Phân nhóm phát sinh loài vi khuẩn E. coli trong nước thải bệnh viện 

Kết quả nghiên cứu cũng tương đồng với nghiên cứu của nhóm tác giả Redha và cộng sự [16], 

từ 140 chủng E. coli phân lập từ nước thải chưa qua xử lý tại Kuwait đã phát hiện phân nhóm phát 

sinh loài cao nhất thuộc về nhóm A (46,4%) > B1 (24,3%) > D (10,7%) > B2 và F (5,7%) mỗi loại 

> E (2,9%) > C (2,1) [16]. Cũng trong năm 2022, Bozorgomid và cộng sự [8] cũng có nghiên cứu 

tương tự về nhóm PSL nhóm A và B1 xuất hiện chủ yếu trong các nước thải trước khi xử lý. Phân 

nhóm PSL nhóm A và B1 cũng có thể mang các đặc điểm độc lực cho phép tồn tại trong môi trường 

bên ngoài đường tiêu hóa [17], đây cũng là nhóm phát sinh loài thường sống phổ biến trong cơ thể 

người [3], [9]. Kết quả trong nghiên cứu này có sự khác biệt với các nghiên cứu trước đây phát 

hiện nhóm A và B1 chiếm đa số [8], [18] hoặc nhóm A và D [18]. Nhóm C, E, F và nhánh I thường 

cho tỉ lệ rất thấp chỉ 25% được tìm thấy [19]. 

3.2.  Xác định gene gây độc vi khuẩn E. coli 

Phân và nước tiểu người bệnh chứa vi khuẩn gây bệnh, đặc biệt là vi khuẩn E. coli, thải ra trong 

nước thải bệnh viện [10]. Mặc dù hầu hết nước thải đã được xử lý trước khi xả thải ra môi trường 

xung quanh, tuy nhiên theo tiêu chuẩn nước thải bệnh viện tại Việt Nam (QCVN 28:2010/BTNMT) 

thì vẫn cho phép tổng số Coliforms được xả thải ra môi trường trong giới hạn cho phép 3.000 – 

5.000 MPN/100 mL [20]. Vì vậy, khả năng phát tán các chủng vi khuẩn này ra ngoài môi trường 

là rất cao. Kết quả ở Bảng 1 cho thấy, trong 100 chủng vi khuẩn E. coli (nước thải trước xử lý), kết 

quả phát hiện gene astA (nhiều nhóm) (4/100; 4%) chủng và dadD (DAEC) (9/100; 9%) chủng. 

Sản phẩm khuếch đại các gene nghiên cứu được thể hiện ở Hình 2. Gene astA là gene độc tố ổn 
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định nhiệt trong ruột [21] và nhóm E. coli (DAEC) gây bám dính phân tán (một trong các nhóm 

gây tiêu chảy) có khả năng bám dính vào các tế bào biểu mô [22]. Còn đối với nước thải sau khi 

xử lý thì trong 81 chủng phân lập, nghiên cứu đã tìm thấy cao nhất là gene dadD (13/81; 16,05%), 

astA (8/81; 9,88%), eaeA (5/81; 6,17 %) và thấp nhất là eagg (4/81; 4,94%). 

Bảng 1. Kết quả phát hiện gene gây độc vi khuẩn E. coli 

Nước thải 
Gene gây độc 

bfpA eaeA elt stx1 stx2 ial eagg astA daaD est 

Trước xử lý - - - - - - - 4/100 

(4%) 

9/100 

(9%) 

- 

Sau xử lý - 5/81 

(6,17%) 

- - - - 4/81 

(4,94%) 

8/81 

(9,88%) 

13/81 

(16,05%) 

- 

  

                        
Hình 2. Hình điện di sản phẩm PCR mang gene gây độc vi khuẩn E. coli. Giếng 1: E. coli C600 (mdh); 

giếng 2: E. coli EPEC PE21 (mdh, bfpA); giếng 3: E. coli EHEC V9 (mdh, stx1, stx2, eaeA); giếng 4: E. 

coli ETEC 12566; giếng 5: E. coli EAEC 8416; giếng 6: E. coli ETEC 135.13 (mdh, elt); giếng 7: E. coli 

EIEC O3 (mdh, ial); giếng 8: E. coli EPEC 166.12 (mdh, astA, eaeA); giếng 9: E. coli DAEC A30 (mdh, 

daaD); giếng 10: E. coli ETEC 12671 (mdh, est); giếng 11: chứng âm (nước cất); giếng L: thang 100 bp. 

Kết quả này có sự tương đồng về phát hiện nhóm gene dadD (DAEC) và astA có tỉ lệ cao nhất 

giữa nước thải trước khi xử lý và nước thải sau khi xử lý. Ngoài ra, trong nước thải sau khi xử lý thì 

phát hiện thêm 2 nhóm gene gây độc eaeA và eagg, đây là nhóm gene phổ biến cho các chủng E. coli 

nhóm gây tiêu chảy (EPEC, ETEC, EAEC) thường xuất hiện trong các vụ dịch gây tiêu chảy [23], 

[24]. Phát hiện trong nghiên cứu cũng tương đồng về phát hiện vi khuẩn mang gene gây độc E. coli 

(ETEC) trong nước thải bệnh viện tại Iran, trong tổng số 31 chủng vi khuẩn E. coli phân lập có 8 

chủng E. coli gây độc và đa số là chủng ETEC (25,8%) [24]. Nghiên cứu của Mbanga và cộng sự 

[25] đã phân tích 4 mẫu nước thải bệnh viện tại Bulawayo (Zimbabwe) từ tháng 02 đến tháng 3 năm 

2020 đã phân lập 94 chủng E. coli đã phát hiện 48 chủng phân lập ETEC mang gene lt (53,3%), 2 

chủng (2,13%) EAEC (eagg) và 1 chủng (1,06%) (EHEC) phân lập gây xuất huyết ruột (stx và eaeA). 

Ở Việt Nam, năm 2024, công trình nghiên cứu của Trần Quang Khải và cộng sự [26] tại Bệnh viện 

Nhi Cần Thơ đã sử dụng kỹ thuật realtime – PCR phát hiện E. coli mang gene gây độc từ mẫu bệnh 

phẩm của trẻ em mắc tiêu chảy cấp đang được điều trị tại bệnh viện. Nhóm tác giả đã phân tích 271 

chủng E. coli phát hiện 23/271 (8,4% chủng mang gene eaeA, EPEC). Điều này đã giải thích việc 

lây nhiễm từ người sang môi trường là hoàn toàn có thể xảy ra, khi chủng vi khuẩn có thể phát tán 

qua đường phân và nước tiểu của người bệnh khi được điều trị tại bệnh viện. Nguy hiểm hơn là những 

vi khuẩn gây độc này có thể phát tán ra môi trường tự nhiên và chuyển gene cho các loài khác khi 

chúng nằm trên plasmid. 
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4. Kết luận 

Phân tích các mẫu nước thải bệnh viện trước và sau xử lý tại một số bệnh viện thuộc khu vực 

Đồng bằng sông Cửu Long cho thấy sự khác biệt rõ rệt về thành phần nhóm phát sinh loài và gene 

gây độc của vi khuẩn E. coli. Trong nước thải trước xử lý, các nhóm phát sinh loài A và B1 chiếm 

tỷ lệ cao nhất. Sau xử lý, nhóm C trở nên chiếm ưu thế, tiếp theo là các nhóm A và B1. Xét về gene 

gây độc, E. coli trong nước thải chưa xử lý chỉ mang hai gene là astA và daaD. Tuy nhiên, sau xử 

lý, E. coli phát hiện được mang nhiều loại gene gây độc hơn, bao gồm eaeA, eagg, astA và daaD, 

cho thấy sự gia tăng tính đa dạng di truyền sau quá trình xử lý. 
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