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Bước đầu ứng dụng PCR trong nghiên cứu mức độ và cơ chế 
kháng kháng sinh của các chủng vi khuẩn Haemophilus 

Influenzae phân lập từ trẻ em nhiễm khuẩn hô hấp cấp tính 
 

                                                                    Lương Cao Đồng*; Ishiwada Naruhiko** 

TãM T¾T 

Nghiªn cøu møc ®é kh¸ng thuèc vµ c¬ chÕ kh¸ng thuèc cña 36 chñng vi khuÈn (VK) H. influenzae 

ph©n lËp tõ bÖnh phÈm ®êm cña bÖnh nh©n (BN) nhi bÞ nhiÔm khuÈn h« hÊp cÊp, ®iÒu trÞ t¹i BÖnh 

viÖn ChiBa, NhËt B¶n. X¸c ®Þnh møc ®é kh¸ng thuèc b»ng ph­¬ng ph¸p ®o nång ®é øc chÕ tèi thiÓu 

(MIC), x¸c ®Þnh c¬ chÕ kh¸ng thuèc b»ng ph­¬ng ph¸p PCR ®Ó ®¸nh gi¸ ®ét biÕn gen fts1 m· hãa 

PBP-3 cña VK. KÕt qu¶ cho thÊy: tû lÖ kh¸ng ampicillin chung 52,8%, trong ®ã kh¸ng ampicillin do 

sinh -lactamase 11,1%, kh«ng sinh -lactamase 41,7%. Trong 4 chñng sinh -lactamase, 1 chñng 

kh¸ng amoxicillin/axÝt clavulanic. Trong 15 chñng kh¸ng ampicillin kh«ng sinh -lactamase, 7 chñng 

®ét biÕn gen ë 1 vÞ trÝ, 8 chñng ®ét biÕn gen ë 2 vÞ trÝ. C¸c chñng ®ét biÕn gen ë 2 vÞ trÝ thÓ hiÖn MIC 

cao h¬n c¸c chñng ®ét biÕn 1 vÞ trÝ. Trong 4 chñng sinh -lactamase, 1 chñng ®ét biÕn gen ë 1 vÞ trÝ, 

®ång thêi còng biÓu hiÖn kh¸ng amoxicillin/axÝt clavulanic. Trong 17 chñng kh«ng sinh -lactamase 

vµ kh«ng kh¸ng ampicillin cã 3 chñng ®ét biÕn gen ë 1 vÞ trÝ.  

* Tõ khãa: NhiÔm khuÈn h« hÊp cÊp; Haemophilus influenzae; Kh¸ng kh¸ng sinh. 

 

Applying of PCR in examination of level and antibiotic 

resistant mechanism of Haemophilus Influenzae isolated from 

pediatric patients with chronic respiratory infections 
 

SUMMARY 

Thirty six strains of H. influenzae isolated from pediatric patients with respiratory infections were 

selected for the present study. Antibiotic susceptibilities of those strains were determined by assessing 

minimum inhibitory concentrations (MIC) to antibiotic agents. Antibiotic resistant mechanism were detected 

by utilizing PCR assay to find alteration of the fts1 gene, coding penicillin binding protein-3 (PBP-3). The 

total resistant rate of H. influenzae to ampicillin was 52.8%. Of those strains, -lactamase producing (BLP) 

strains were 11.1% and -lactamase negative ampicillin resistant (BLNAR) strains was 41.7%. Of 4 BLP 

strains, 1 strain was amoxicillin/clavulanic resistance. Of 15 BLNAR strains, 7 strains had gene alteration 

in 1 position and 8 strains have gene alteration in 2 positions. Of 4 BLP strains, gene alteration was found 

in 1 strain, that showed amoxicillin/clavulanic resistance. Especially, of 17 -lactamase negative strains 

there were 3 strains revealed the gene alterations in 1 position.   

* Key words: Acute respiratory infections; Haemophilus influenzae; Antibiotic resistance. 
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§Æt vÊn ®Ò 

 

 Haemophilus influenzae (Hi) lµ mét trong 

nh÷ng nguyªn nh©n VK quan träng nhÊt g©y 

nhiÔm khuÈn h« hÊp cÊp ë trÎ em. Tr­íc 

®©y, ng­êi ta chØ biÕt ®Õn kh¸ng thuèc cña 

Hi lµ do sinh β-lactamase (TEM-1 hoÆc 

ROB-1). Tuy nhiªn, trong nh÷ng n¨m gÇn 
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®©y, nhiÒu nghiªn cøu cho thÊy tû lÖ chñng 

kh¸ng ampicillin-kh«ng sinh β-lactamase 

(®­îc gäi lµ BLNAR) b¾t ®Çu xuÊt hiÖn vµ 

cã xu h­íng ngµy cµng t¨ng cao [4, 5, 8]. 

C¬ chÕ kh¸ng kh¸ng sinh cña c¸c chñng 

BLNAR lµ biÕn ®æi gen m· hãa penicillin 

binding proteins (PBPS), ®Æc biÖt lµ PBP-

3A vµ PBP-3B trªn thµnh tÕ bµo VK lµm 

gi¶n søc hÊp dÉn cña kh¸ng sinh ®èi víi VK 

[3, 7, 8]. 

§Ó x¸c ®Þnh c¸c chñng BLNAR, ng­êi ta 

kh«ng chØ sö dông ph­¬ng ph¸p ®o nång ®é 

øc chÕ tèi thiÓu (MIC) cña kh¸ng sinh ®èi 

víi Hi, mµ cßn cã thÓ x¸c ®Þnh b»ng ®¸nh 

gi¸ sù biÕn ®æi gen fts1 m· hãa PBP cña 

c¸c chñng VK ®ã. 

ViÖc x¸c ®Þnh chÝnh x¸c c¸c chñng 

kh¸ng thuèc míi (BLNAR) cña VK Hi, ®ång 

thêi lµm râ c¬ chÕ vµ møc ®é kh¸ng thuèc 

cña chóng rÊt cÇn thiÕt ®Ó c¸c nhµ nhi khoa 

nghiªn cøu, ®Ò ra ph­¬ng ph¸p sö dông 

kh¸ng sinh hîp lý, nh»m ®iÒu trÞ tèt nhiÔm 

khuÈn h« hÊp cÊp tÝnh (NKHHCT) do Hi g©y 

ra ë trÎ em. 

Trªn c¬ së ®ã, chóng t«i tiÕn hµnh nghiªn 

cøu víi môc ®Ých: 

- §¸nh gi¸ møc ®é kh¸ng kh¸ng sinh cña 

c¸c chñng VK Hi ph©n lËp ë BN nhi bÞ 

NKHHCT, ®iÒu trÞ t¹i BÖnh viÖn ChiBa,  

NhËt B¶n.  

- B­íc ®Çu lµm râ c¬ chÕ vµ m« h×nh 

kh¸ng thuèc cña mét sè chñng Hi ph©n lËp 

ë BN nhi bÞ NKHHCT.  

 

§èi t­îng vµ ph­¬ng ph¸p                   

nghiªn cøu 
 

1. §èi t­îng nghiªn cøu. 

36 chñng VK Hi ph©n lËp tõ bÖnh phÈm 

®êm cña trÎ em bÞ NKHHCT trong n¨m 2002, 

®iÒu trÞ t¹i BÖnh viÖn ChiBa, NhËt B¶n.   

2. Ph­¬ng ph¸p nghiªn cøu. 

- §o MIC cña: ampicillin (ABPC), sulbactam/ 

ampicillin (SBT/ABPC), cefotaxime, ceftriaxone, 

cefditoren ®èi víi c¸c chñng trªn b»ng ph­¬ng 

ph¸p pha lo·ng th¹ch [6, 10]. 

- Chñng nµo cã gi¸ trÞ MIC ®èi víi ABPC 

≥ 1,56 g/ml ®­îc x¸c ®Þnh lµ kh¸ng thuèc [10]. 

- X¸c ®Þnh c¸c chñng sinh -lactamase 

b»ng ph­¬ng ph¸p ®Üa giÊy nitrocefine. 

- §­a tÊt c¶ chñng vµo qu¸ tr×nh ph©n 

tÝch gen ®Ó x¸c ®Þnh sù biÕn ®æi gen m· hãa 

PBP-3 b»ng kü thuËt PCR theo ph­¬ng 

ph¸p cña Ubukata vµ CS [6].  

- C¨n cø vµo kÕt qu¶ MIC vµ test                   

-lactamase, chia c¸c chñng VK thµnh:          

-lactamase (+) (BLP); -lactamase (+), 

kh¸ng amoxicillin/axÝt clavulanic (BLPACR); 

-lactamase (-), kh«ng kh¸ng ampicillin 

(BLNAS); -lactamase (-), kh¸ng ampicillin 

(BLANR).  

- C¨n cø kÕt qu¶ ph©n tÝch gen, chia c¸c 

chñng thµnh nh÷ng nhãm sau: c¸c chñng 

sinh -lactamase; c¸c chñng sinh -lactamase + 

biÕn ®æi gen 1 vÞ trÝ (BLPACR); c¸c chñng kh«ng 

sinh -lactamase + biÕn ®æi gen 1 vÞ trÝ (low 

BLNAR); c¸c chñng kh«ng sinh -lactamase + 

biÕn ®æi gen 2 vÞ trÝ (BLNAR). 
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- M« t¶ vµ so s¸nh møc ®é kh¸ng thuèc vµ møc ®é biÕn ®æi gen cña mçi nhãm.

 

KÕt qu¶ nghiªn cøu 
 

* Ph©n bè BN theo tuæi vµ giíi: 

- Tuæi: < 1 tuæi: 5 BN (13,9%); 1 - 5 tuæi: 16 BN (44,4%); 6 - 10 tuæi: 9 BN (25%); > 10 tuæi: 6 

BN (16,7%). 

- Giíi: nam: 22 BN (61,1%); n÷: 14 BN (38,9%). 

B¶ng 1: MIC cña ampicillin ®èi víi 36 chñng H. influenzae. 

 

Nhãm VK 

Sè   

chñng 
< 0,1 0,1 0,2 0,4 0,8 1,56 3,13 6,25 12,5 

 

> 12,5 

Sinh -lactamase 4 0 0 0 0 0 0 1 0 1 2 

Kh«ng sinh -lactamase 32 0 0 8 6 3 9 2 1 1 2 

Tæng 36 0 0 8 6 3 9 3 1 2 4 

B¶ng 2: MIC cña cefotaxime, ceftriaxone vµ cefditoren ®èi víi 36 chñng H. influenzae. 

MIC (mcg/ml) 

 

Kh¸ng sinh 

 

≤ 0,025 

 

0,05 

 

0,1 

 

0,2 

 

0,4 

 

0,8 

 

1,56 

 

> 1,56 

Tæng sè 

chñng 

Cefotaxime 17 8 3 1 3 1 1 2 36 

Ceftriaxone 28 1 1 3 2 0 1 0 36 

Cefditoren 24 5 4 2 0 1 0 0 36 
 

B¶ng 3: Tû lÖ c¸c chñng H. influenzae theo kÕt qu¶ -lactamase test vµ ®o MIC. 

Nhãm Sè chñng % 

Beta-lactamase (+) 

(n = 4) 

BLPACR 1 2,8 

BLP 3 8,3 

Beta-lactamase (-) 

(n = 32) 

BLNAR 15 41,7 

BLNAS 17 47,2 

Tæng 36 100,0 

* KÕt qu¶ ph©n tÝch gen nhãm -lactamase (-): 

-lactamase (-), biÕn ®æi gen 1 vÞ trÝ (low 

BLNAR): 7 chñng (46,7%); -lactamase (-), 

biÕn ®æi gen 2 vÞ trÝ (BLNAR): 8 chñng (53,3%). 

 * KÕt qu¶ ph©n tÝch gen nhãm -lactamse 

(+): 
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-lactamase (+), biÕn ®æi gen 1 vÞ trÝ 

(BLPACR-1): 1 chñng (25%); -lactamase (+), 

kh«ng biÕn ®æi gen (BLP): 3 chñng (75%). 
 

B¶ng 4: MIC cña ampicillin vµ cefotaxime 
®èi víi c¸c chñng cã biÕn ®æi gen ë 1 vÞ trÝ 
(low BLNAR). 

 

Chñng 

KÕt Qña 

ph©n tÝch 

gen 

MIC cña 

Ampicillin 

(mcg/ml) 

MIC cña 

Cefotaxime 

(mcg/ml) 

1 Low BLNAR 1,56 0,1 

2 Low BLNAR 1,56 0,1 

3 Low BLNAR 3,13 0,05 

4 Low BLNAR 3,13 0,05 

5 Low BLNAR 1,56 0,05 

6 Low BLNAR 1,56 0,05 

7 Low BLNAR 1,56 0,05 

B¶ng 5: MIC cña ampicillin vµ cefotaxime 
®èi víi c¸c chñng biÕn ®æi gen 2 vÞ trÝ (BLNAR). 

 

Chñng 

KÕt Qña 

ph©n tÝch 

gen 

MIC cña 

ampicillin     

(mcg/ml) 

MIC cña 

cefotaxime  

(mcg/ml) 

1 BLNAR > 12,5 > 1,56 

2 BLNAR 12,5 > 1,56 

3 BLNAR > 12,5 1,56 

4 BLNAR 1,56 0,8 

5 BLNAR 6,25 0,4 

6 BLNAR 1,56 0,4 

7 BLNAR 1,56 0,4 

8 BLNAR 1,56 0,2 

B¶ng 6: MIC cña mét sè kh¸ng sinh vµ 
kÕt qu¶ ph©n tÝch gen ®èi víi c¸c chñng H. 

influenzae sinh -lactamase. 

 

Chñng 

KÕt Qña 

ph©n tÝch 

gen 

MIC cña  

Ampicillin 

(mcg/ml) 

MIC cña 

Amoxicillin/C

lavulanic 

Axit (mcg/ml) 

MIC cña 

Cefotax

ime 

(mcg/ml) 

1 BLP 3,13 0,4 ≤ 0,025 

2 BLP 12,5 0,8 ≤ 0,025 

 

3 

BLP + 
®ét biÕn 
1 vÞ trÝ 

 

> 12,5 

 

1,56 

 

0,05 

4 BLP > 12,5 6,25 0,1 

B¶ng 7: KÕt qu¶ ph©n tÝch gen cña c¸c 

chñng kh«ng sinh -lactamase vµ nh¹y c¶m 

víi ampicillin. 

MIC cña 

Ampicillin 

(mcg/ml) 

KÕt qu¶ ph©n tÝch gen Sè chñng 

(n = 17) 
§ét biÕn 1 vÞ 

trÝ (n = 3) 

Kh«ng ®ét 

biÕn (n = 14) 

0,8 3 0 3 

0,4 0 6 6 

0,2 0 8 8 

 

Bµn luËn 
 

LÇn ®Çu tiªn chñng H. influenzae kh¸ng 

ampicillin ®­îc ph¸t hiÖn ë Mü vµo n¨m 1974, 

víi kh¶ n¨ng s¶n xuÊt ra -lactamase TEM-1 

hay ROB-1 [8]. T¹i ViÖt Nam, mét sè nghiªn 

cøu còng c«ng bè, nh­ng tû lÖ kh¸ng kh¸ng 

sinh cña Hi ®ang gia t¨ng rÊt cao [1]. Tû lÖ 

ph©n lËp cña chñng BLP trong nghiªn cøu 

cña chóng t«i lµ 11,1%, thÊp h¬n trong mét 

sè nghiªn cøu tr­íc ®©y, trong khi ®ã, tû lÖ 

kh¸ng kh¸ng sinh chung vÉn ë møc cao 

(52,8%).       

Nghiªn cøu nµy ph¸t hiÖn ®­îc 41,7% 

sè chñng kh¸ng l¹i ampicillin nh­ng kh«ng 

sinh -lactamase (BLNAR). Theo c¸c sè liÖu 

nghiªn cøu tr­íc, chñng BLNAR ®Çu tiªn 

®­îc ph¸t hiÖn vµo n¨m 1980 ë Mü [8]. 

Trong nh÷ng n¨m gÇn ®©y, mét sè nghiªn 

cøu ë Canada vµ NhËt B¶n cho thÊy: tÇn 

suÊt c¸c chñng nµy ®ang t¨ng rÊt nhanh        

[2, 5]. KÕt qu¶ cña chóng t«i phï hîp víi 
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nh÷ng nghiªn cøu gÇn ®©y vÒ sù gia t¨ng 

cña c¸c chñng BLNAR.       

Theo mét sè t¸c gi¶, c¸c chñng BLNAR 

cã kh¶ n¨ng kh¸ng kh¸ng sinh lµ do chóng 

cã biÕn ®æi gen m· hãa mét protein gäi lµ 

BPB-3 ë thµnh tÕ bµo cña VK, lµm thay ®æi 

cÊu tróc cña ph©n tö PBP-3, do ®ã lµm 

gi¶m lùc hÊp dÉn cña kh¸ng sinh víi VK.   

V× vËy, kh¸ng sinh kh«ng cã t¸c dông diÖt 

khuÈn [3]. Trong nh÷ng nghiªn cøu ®ã, ®· 

x¸c ®Þnh ®­îc vÞ trÝ ®ét biÕn cña gen, ®ång 

thêi còng thÊy møc ®é biÕn ®æi gen sÏ ¶nh 

h­ëng tíi møc ®é kh¸ng thuèc cña VK ®ã. 

Nh÷ng chñng cã ®ét biÕn gen ë 2 vÞ trÝ, kh¶ 

n¨ng kh¸ng ampicillin cao h¬n vµ cßn cã 

kh¶ n¨ng kh¸ng nhiÒu lo¹i kh¸ng sinh kh¸c, 

thËm chÝ c¶ nh÷ng kh¸ng sinh thuéc thÕ hÖ 

míi nh­ cephalosporin thÕ hÖ thø III. Trong 

nghiªn cøu nµy, chóng t«i ph¸t hiÖn ®­îc c¬ 

chÕ kh¸ng thuèc míi cña 15 chñng BLNAR 

®Òu cã biÕn ®æi gen, trong ®ã, 7 chñng biÕn 

®æi gen ë 1 vÞ trÝ vµ 8 chñng biÕn ®æi gen ë 

2 vÞ trÝ. So s¸nh møc ®é kh¸ng ampicillin 

cña c¸c chñng ®ét biÕn gen ë 1 vÞ trÝ vµ ë 2 

vÞ trÝ, chóng t«i thÊy: c¸c chñng ®ét biÕn ë 2 

vÞ trÝ cã ®é kh¸ng ampicillin cao h¬n. Kh«ng 

nh÷ng thÕ, MIC cña kh¸ng sinh thÕ hÖ míi 

h¬n nh­: cefotaxime vµ ceftriaxone ®Òu cao 

h¬n nhãm chØ ®ét biÕn gen ë 1 vÞ trÝ.  

Ngoµi c¸c chñng kh¸ng ampicillin do 

sinh -lactamase vµ kh¸ng ampicillin do 

biÕn ®æi gen m· hãa PBP-3, nhiÒu nghiªn 

cøu tr­íc ®©y cßn chØ ra r»ng cã mét tû lÖ 

nhá chñng sinh -lactamase, nh­ng l¹i 

kh¸ng víi amoxicillin/axÝt clavulanic. Nh÷ng 

chñng nµy cïng lóc së h÷u 2 c¬ chÕ kh¸ng 

thuèc lµ sinh -lactamase vµ ®ång thêi biÕn 

®æi gen m· hãa PBP-3. Nghiªn cøu nµy 

phÇn nµo minh chøng ®­îc ®iÒu nµy khi 

ph¸t hiÖn 1 trong 4 chñng sinh -lactamase 

kÕt hîp cã biÕn ®æi gen ë 1 vÞ trÝ. §ång thêi, 

ph­¬ng ph¸p ®o MIC còng cho kÕt qu¶ phï 

hîp khi chñng nµy kh¸ng c¶ ampicillin vµ 

amoxicillin/axÝt clavulanic. 

Ngoµi ra, chóng t«i cßn thÊy trong sè 17 

chñng kh«ng sinh -lactamase vµ MIC cña 

ampicillin ®èi víi chóng ®Òu < 1,56 mcg/ml, 

3 chñng cã biÕn ®æi gen ë 1 vÞ trÝ. §iÒu nµy 

cã thÓ lý gi¶i: nh÷ng chñng nµy ®· kh¸ng 

ampicillin, nh­ng do h¹n chÕ trong ph­¬ng 

ph¸p ®o MIC nªn kÕt qu¶ ch­a ®óng vµ bá 

sãt khi ®¸nh gi¸ møc ®é kh¸ng kh¸ng sinh 

cña chóng. V× vËy, cã thÓ hiÓu kü thuËt PCR 

ph¸t hiÖn biÕn ®æi gen m· hãa PBP-3 rÊt cã 

ý nghÜa trong chÈn ®o¸n kh¸ng thuèc cña 

VK Hi, do ®é tin cËy vµ ®é chÝnh x¸c cao. 

 

KÕt luËn 

 

Nghiªn cøu nµy cho thÊy: tû lÖ chñng        

Hi kh¸ng thuèc rÊt cao, trong ®ã, ®a sè        

cã c¬ chÕ kh¸ng thuèc míi mµ kh«ng sinh 

-lactamase. 

Kü thuËt PCR ph¸t hiÖn c¸c chñng kh¸ng 

kh¸ng sinh mµ kh«ng sinh -lactamase ®Òu 

cã biÕn ®æi gen m· hãa PBP-3 ë 1 hoÆc 2 vÞ 

trÝ. Møc ®é biÕn ®æi gen m· hãa PBP-3 cã 

liªn quan tíi møc ®é kh¸ng kh¸ng sinh cña VK.  
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C¸c chñng kh¸ng thuèc theo c¬ chÕ míi, 

kh«ng chØ kh¸ng ®¬n kh¸ng sinh, mµ cßn 

kh¸ng nhiÒu kh¸ng sinh, bao gåm c¶ kh¸ng 

sinh thÕ hÖ míi nh­ kh¸ng sinh thuéc nhãm 

cephalosporin thÕ hÖ thø III.  
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