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Citrobacter freundii  mang gen New Delhi-metallo-beta-lactamase (NMD-1) kháng carbapenem  phân lập tại bệnh viện năm 2010-2011
Trần Huy A1,*, Trịnh B2, Trần C1,2
1Viện Vệ sinh Dịch tễ Trung ương, Hà Nội

2Bệnh viện Hữu nghị Việt Đức, Hà Nội

TÓM TẮT 
Nghiên cứu này sử dụng 5 chủng Citrobacter Freundii (C. freundii) kháng carbapenem phân lập tại bệnh viện Việt Đức năm 2010-2011 để phát hiện gen NDM-1 kháng carbapenem và mức độ nhạy cảm với kháng sinh. Kết quả PCR và phân tích trình tự gen cho thấy cả 5 chủng C. freundii đều mang gen NDM-1. Tất cả các chủng C. feundii đã kháng lại với các kháng sinh được thử nghiệm thuộc họ β-lactam, ﬂuoroquinolones và carbapenem  sử dụng kỹ thuật khoanh giấy kháng sinh. Kết quả kỹ thuật nồng độ ức chế kháng sinh tối thiểu (MIC) cho thấy 4 chủng kháng với imipenem (4-8 mg/L) và một chủng kháng ở mức độ trung gian (2mg/L); với meropenem, 4 chủng kháng ở mức độ 4-8mg/L và 1 còn nhạy cảm (<1mg/L); Tất cả các chủng ghi nhận kháng với ciprofloxacin (16-64mg/L) và ceftazidime (>512mg/L 4 chủng và 1 chủng 8mg/L); Các chủng vẫn còn nhạy cảm với colistin (<0.5mg/L) và 5/5 chủng được xác định có sinh Metallo-beta-lactamase. Việc phát hiện được các chủng C. freundii phân lập trên bệnh phẩm lâm sàng mang gen NDM-1 là một vấn đề nghiêm trọng cho ngành y tế Việt Nam, do vậy cần giám sát chặt chẽ tình trạng kháng kháng sinh và tăng cường công tác phòng chống nhiễm khuẩn nhằm hạn chế tác động và sự lây lan của vi khuẩn kháng kháng sinh mang gen NDM-1. 
Từ khóa: C. freundii, gen NDM-1, New Delhi Metallo-Beta-Lactamase 1, carbappenem.
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I. ĐẶT VẤN ĐỀ

Thực trạng đa kháng kháng sinh của các vi khuẩn Gram âm hiện nay là một trong những vấn đề mang tính toàn cầu, đặc biệt ở tại các quốc gia đang phát triển với gánh nặng của các bệnh nhiễm khuẩn. Vấn đề đang được quan tâm nhất hiện nay trên thế giới là sự lây lan nhanh chóng của các chủng vi khuẩn mang gen New Delhi Metallo-Beta-Lactamase 1 (NDM-1) sinh men kháng lại carbapenem, lần đầu tiên được ghi nhận trên chủng K. pneumoniae phân lập được trên bệnh nhân người Thụy điển có tiền sử du lịch tại Ấn Độ [1]. Cho đến thời điểm hiện tại đã có rất nhiều báo cáo công bố nhiều loại vi khuẩn Gram âm mang gen NDM-1 như Klebsiella, Pseudomonas, E. coli, Acinetobacter và Citrobacter ở nhiều quốc gia trên thế giới [2, 3]. Hiện nay các vi khuẩn mang gen NDM-1 này đang thu hút được sự quan tâm của các nhà khoa học cũng như các chính trị gia và công chúng là do các vi khuẩn mang gen này có khả năng đề kháng của với tất cả các loại kháng sinh hiện có trừ colistin và khả năng lan truyền không chỉ giới hạn trong một loài mà còn lan truyền một cách nhanh chóng của các gen mã hóa NDM-1 thông qua các plasmid sang các loại vi khuẩn gram âm khác sống bình thường trong đường tiêu hóa của con người. Sự xuất hiện của các vi khuẩn mang gen siêu kháng thuốc này báo hiệu sự mở đầu của một giai mới về tình trạng vi khuẩn kháng lại kháng sinh trên thế giới. 

Tại Việt Nam, vi khuẩn Gram âm đã kháng lại kháng sinh ở mức độ cao. Theo tổng kết về thực trạng kháng kháng sinh của Hiệp hội kháng kháng sinh toàn cầu từ các nghiên cứu khác nhau cho thấy tại các bệnh viện ở thành phố Hồ Chí Minh từ năm 2000-2001 có 25% các vi khuẩn Gram âm phân lập được kháng lại cephalosporin. Tuy nhiên cho đến năm 2009 thì 42% số chủng vi khuẩn Gram âm kháng lại ceftazidime, gentamicin đã lên đến 63% và nalidixic acid 74% [4]. Mặc dù các trường hợp nhiễm khuẩn bệnh viện do các vi khuẩn Gram âm mang gen NDM-1 được ghi nhận ở nhiều quốc gia trên thế giới, tuy nhiên chưa có một công bố chính thức nào về các trường hợp nhiễm khuẩn do vi khuẩn này tại Việt Nam. Chỉ có một báo cáo duy nhất về sự có mặt của K. pneumoniae mang gen NDM-1 phân lập được trong môi trường ngoại cảnh [5]. Do vậy ở nghiên cứu này chúng tôi tiến hành phân tích một số chủng vi khuẩn C. freundii kháng carbapenem phân lập trên các bệnh nhân nhiễm khuẩn bệnh viện của bệnh viện Việt Đức-Hà Nội năm 2010 và 2011 nhằm tìm ra bằng chứng về sự có mặt vi khuẩn Gram âm nói chung và C. freundii nói riêng mang gen NDM-1 phân lập trên các bệnh phẩm lâm sàng  tại Việt Nam. Đây sẽ là một bằng chứng  quan trọng, làm cơ sở cho các cơ quan chức năng đưa ra các giải pháp phù hợp để điều trị và phòng chống sự lây lan của vi khuẩn này trong bệnh viện và cộng đồng.  

II. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1.   Chủng vi khuẩn
Chủng C. freundii kháng carbapenem (n=5) phân lập được trên bệnh nhân nhiễm khuẩn bệnh viên tại bệnh viện Việt Đức – Hà Nội từ năm 2010-2011 được gửi về phòng thí nghiệm Kháng sinh-Viện Vệ sinh Dịch tễ trung ương để đánh giá mức độ kháng kháng sinh và phát hiện gen NDM-1 kháng carbapenem.
2.2. Phương pháp

2.2.1. Định danh vi khuẩn

Các chủng C. freundii sau khi thu thập được cấy vào các đĩa thạch Macconkey, ủ ở 370C trong 18-24 giờ. Khuẩn lạc điển hình mọc trên đĩa thạch Macconkey được lựa chọn và tiến hành định danh bằng thanh định danh API 20E (BioMerieux, Pháp).
2.2.2. Kỹ thuật khoanh giấy kháng sinh khuếch tán

Các khoanh giấy kháng sinh của hãng BIO-RAD bao gồm cefalothin (CF), cefuroxime (CXM), ceftazidime (CAZ), cefotaxime (CTX), cefoperazone+sulbactam (SCF), ertapenme (ETP), imipenem (IPM), meropenem (MEM), ciprofloxacine (CIP) sẽ được sử dụng để xác định mức độ nhạy cảm với các loại kháng sinh của C. freundii phân lập tại bệnh viện Việt Đức năm 2010-2011 bằng kỹ thuật khoanh giấy kháng sinh khuếch tán trên thạch Mueller-Hinton dựa theo tiêu chuẩn của CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute ), 2010 [6].

2.2.3. Kỹ thuật ức chế nồng độ kháng sinh tối thiểu (MIC)

 Năm loại kháng sinh bao gồm CAZ,  IMP, MEM, CIP và colistin (CS) (Sigma) được sử dụng để xác định nồng độ kháng sinh tối thiểu có khả năng ức chế vi khuẩn của các chủng C. freundii bằng phương pháp pha loãng kháng sinh trong thạch Mueller-Hinton và kết quả sẽ được tính toán dựa theo tiêu chuẩn của CLSI 2010 [6].

2.2.4. Phát hiện khả năng sinh men Metallo-beta-lactamase [2, 7]
Bộ kít Imipenem- SMA (Eiken Co., Tokyo-Nhật Bản) và MBL Etest (AB bioMerieux- Nc sản xuất) được sử dụng để xác định khả năng sinh men Metallo-beta-lactamase của các chủng C. freundii mang gen  NDM-1 trên thạch Mueller-Hinton theo hướng dẫn của nhà sản xuất.

2.2.5. Kỹ thuật PCR phát hiện gen NDM-1 

Khuẩn lạc C. freundii được nuôi cấy trên đĩa thạch LB (Luria-Bertani) ở nhiệt độ 370C qua đêm, sau đó hòa vào 200µl nước cất vô trùng, đun cách thủy trong vòng 3 phút và ly tâm lấy nước nổi để làm khuôn mẫu ADN.

Các đoạn mồi đặc hiệu: NDM1-F (5’-atgcacccggtcgcgaagctgag-3’) and NDM1-R (5’-ttcgacccagccattggcggcga-3’) được thiết kế dựa trên trình tự gen chuẩn trong ngân hàng gen (Mã số : FN396876.1)  được sử dụng cho kỹ thuật PCR và giải mã trình tự gen để phát hiện gen NDM-1 của các chủng C. freundii phân lập được trong nghiên cứu [1]. Chứng dương  là ADN khuôn mẫu tách chiết từ chủng E. coli mang gen NDM-1 phân lập tại Nhật Bản do TS. Shibayama, Viện Quốc gia các bệnh truyền nhiễm Nhật Bản cung cấp [8].
Thành phần tham gia phản ứng PCR bao gồm: 25 µl Go Taq Master Mix (Promega); 1µl hỗn hợp mồi; 5µl khuôn mẫu ADN và 19µl nước cất.

Chu trình nhiệt: 940C trong 5 phút; 30 chu kỳ bao gồm: 940C trong 36 giây, 600C trong 36 giây, 720C trong 1 phút; và  720C trong 5 phút. Sản phẩm PCR sẽ được điện di trên thạch 1,5% trong dung dịch đệm TAE 1X, nhuộm thạch và chụp ảnh gel dưới ánh sáng tia cực tím. 

2.2.6. Giải mã trình tự gen

Gen NDM-1 của các chủng C. freundii kháng carbapenem được khuếch đại  bằng phản ứng PCR (phần 2.2.5) sau đó được tinh sạch bằng Purification kit  (Qiagen), sau đó  các sản phẩm PCR tinh sạch sẽ được sử dụng làm phản ứng bigdye-PCR (Applied Biosystem ready kit). Các đoạn gen NDM-1 sẽ được phân tích tự động bằng máy đọc trình tự gen ABI 3130 (Applied Biosystem) và được so sánh với trình tự  NDM-1 chuẩn của ngân hàng gen (Mã số: FN396876.1).
III. KẾT QUẢ

Năm chủng C. freundii kháng carbapenem chiếm 1,4% trong tổng số 365 chủng vi khuẩn Gram âm phân lập trên các bệnh nhân nhiễm khuẩn bệnh viện tại bệnh viện Việt Đức từ 2010-2011 được sử dụng để phân tích. 

Bảng 1. Một số đặc điểm lâm sàng của 5 trường hợp bị nhiễm trùng bệnh viện do C.freundii mang gen NDM-1 kháng carbapenem sử dụng trong nghiên cứu này.

	Ca bệnh
	Ngày phân lập
	Loại bệnh phẩm
	Khoa điều trị
	Các thủ thuật y tế
	Tiền sử đi đến nước có vi khuẩn NDM-1

	1
	12-2010
	Nước tiểu
	Thận lọc máu
	Chạy thận nhân tạo
	Không có tiền sử đi đến các nước có NDM-1

	2
	12-2010
	Nước tiểu
	Tiết niệu
	Sonde bàng quang
	-

	3
	8-2011
	Dịch ổ áp xe sau mổ sỏi thận
	Tiết niệu
	Sonde vết mổ
	-

	4
	8-2011
	Nước tiểu
	Tiết niệu
	Sonde bàng quang
	-

	5
	11-2011
	Nước Tiểu
	Tiết niệu
	Sonde bàng quang
	-


Tất cả các chủng C. freundii phân lập trên các bệnh nhân nam giới  từ 54-75 tuổi. Bốn chủng phân lập từ các mẫu nước tiểu và một chủng phân lập được ở dịch ổ áp xe sau mổ sỏi thận. Lý do vào viện bao gồm 3 trường hợp mổ u xơ tiền liệt tuyến, 1 mổ sỏi thận và 1 vào chạy thận nhân tạo do bị suy thận trên cơ địa cao huyết áp/đái tháo đường và cao huyết áp. Các thủ thuật y tế can thiệp trong quá trình điều trị bao gồm sonde bàng quang, sonde vết mổ và chạy thận nhân tạo. các bệnh nhân không có tiền sử đi đến các quốc gia có vi khuẩn NDM-1 như Ấn Độ và Pakistan trong vòng 1 năm (bảng 1).
Bảng 2. Kết quả kháng sinh đồ của các chủng C.freundi

	C. freundii
(Năm phân lập)
	Đặc tính kháng
	Gen NDM-1

	
	Khoanh giấy kháng sinh
	MIC (mg/L)
	

	
	
	IMP
	MEM
	CIP
	CAZ
	CS
	

	12-2010
	CF, CXM, CAZ, CTX, SCF, ETP, CIP
	4 (R)
	4 (R)
	32 (R)
	>512 (R)
	0.5 (S)
	+

	12-2010
	CF, CXM, CAZ, CTX, SCF, ETP, IMP, MEM, CIP
	8 (R)
	8 (R)
	16 (R)
	>512 (R)
	0.5 (S)
	+

	8-2011
	CF, CXM, CAZ, CTX, SCF, ETP, IMP, MEM, CIP
	2 (I)
	<1 (S)
	16 (R)
	8 (R)
	0.5 (S)
	+

	8-2011
	CF, CXM, CAZ, CTX,SCF, ETP, IMP, MEM, CIP
	8 (R)
	8 (R)
	64 (R)
	>512 (R)
	0.5 (S)
	+

	11-2011
	CF, CXM, CAZ, CTX, SCF, ETP, IMP, MEM, CIP
	4(R)
	8 (R)
	64 (R)
	>512 (R)
	0.5 (S)
	+


Ghi chú: S: Nhạy cảm; I: đề kháng trung gian; R: kháng

Tất cả 5 chủng C. freundii đều kháng lại với tất các kháng sinh nhóm  β-lactam ﬂuoroquinolones cả carbapenem được thử nghiệm bằng kỹ thuật khoanh giấy kháng sinh.   Trong 5 chủng vi khuẩn này, 4 chủng kháng với imipenem từ 4-8 mg/L, một chủng đề kháng ở mức độ trung gian (2mg/L). Đối với   meropenem 4 chủng kháng lại kháng sinh này từ 4-8mg/L và 1 chủng nhạy cảm (<1mg/L); tất cả các chủng đều được kháng lại với ciprofloxacin và ceftazidime. Toàn bộ 5 chủng vẫn còn nhạy cảm với colistin (bảng 2). 
            A: MBL E-test                        B: Imipenem- SMA disc
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Hình 1. Hình ảnh đại diện phát hiện khả năng sinh men Metallo-beta-lactamase của các chủng C. freundii mang gen  NDM-1.
Tất cả 5 chủng C. freundii thử nghiệm đều dương tính với thử nghiệm khả năng sinh men  metallo-beta-lactamase bằng cả hai phương pháp: thanh thử MLB E-test (AB BioMerieux, Pháp)  của và imipenem- SMA disc của Nhật Bản (hình 1).
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Hình 2. Kết quả đại diện phát hiện gen NDM-1 kháng carbapenem của các chủng C. freundii phân lập tại bệnh viện Việt Đức năm 2010-2011: giếng 1-2: C. freundii;  N: chứng âm và P : chứng dương.
Kết quả PCR cho thấy, tất cả các chủng C. freundii  phân lập tại  bệnh viện Việt Đức năm 2010-2011 đều có gen NDM-1 mã hóa tính kháng carbapenem  (bảng 2 và hình 2).

IV. BÀN LUẬN

Các vi khuẩn Gram âm mang gen NDM-1 kháng carbapenem cũng đồng thời sẽ kháng lại rất nhiều kháng sinh mạnh khác như các nhóm β-lactamase và ﬂuoroquinolones. Đây là các kháng sinh chủ yếu sử dụng điều trị cho các vi khuẩn gram âm gây nhiễm khuẩn bệnh viện hiện nay. Ở trong nghiên cứu này cả 5 chủng C. freundii phân lập trên các bệnh nhân nhiễm khuẩn bệnh viện tại bệnh viện Việt Đức Hà Nội đều được xác định dương tính với gen NDM-1 kháng carbaenem phân tích bằng kỹ thuật PCR và giải mã trình tự gen. Khả năng sinh enzyme Metallo-beta-lactamase mã hoá bởi gen NDM-1của cả 5 chủng C. freundii đã được xác định bằng hai thử nghiệm MBL Etest có chứa EDTA và Imipenem-SMA disc có chứa sodium mercapto acetic acid (có tác dụng ức chế ion Zn2+ tham gia vào quá trình hoạt hoá enzyme). Chính  Enzyme Metallo-beta-lactamase là tác nhân làm cho các chủng C. freundii kháng lại mạnh mẽ với tất cả các kháng sinh mạnh mà chúng tôi đã thử nghiệm trong nghiên cứu và điều này đã được chứng minh qua nhiều nghiên cứu của tác giả khác nhau [1, 2]. 

Mặc dù 4/5 chủng phân lập từ nước tiểu ở bệnh nhân có đặt sonde bàng quang hoặc phân lập được tại khoa phẫu thuật tiết niệu, khả năng lây truyền của các chủng C. freundii mang gen NDM-1 trong bệnh viện chưa được chứng minh. Để đánh giá các yếu tố liên quan chúng tôi đang tiến hành phân tích các thông tin về lâm sàng các bệnh nhân bị mắc vi khuẩn mang gen và các bệnh nhân nhiễm khuẩn bệnh viện với các vi khuẩn mang gen NDM-1, đồng thời các phân tích sâu về các đặc điểm sinh học phân tử qua đó sẽ giúp chúng ta hiểu rõ hơn về nguồn gốc các vi khuẩn mang gen NDM-1 gây nhiễm khuẩn bệnh viện tại Việt Nam. Việc phát hiện ra các chủng C. freundii mang gen NDM-1 phân lập trên các bệnh nhân bị nhiễm khuẩn bệnh viện của nghiên cứu này là một vấn đề  nghiêm trọng cho ngành y tế của Việt Nam  và cần phải đề ra các giải pháp để điều trị, phòng chống và hạn chế sự lây lan của vi khuẩn này trong các bệnh viện và ra ngoài cộng đồng. 

V. KẾT LUẬN

Đây là báo cáo đầu tiền về việc phân lập vi khuẩn C. freundii mang gen NDM-1 kháng carbapenem trên các bệnh nhân nhiễm khuẩn bệnh viện tại bệnh viện Việt Đức-Hà Nội. Đây là một vấn đề nghiêm trọng sẽ tác động đến hệ thống chăm sóc sức khỏe của Việt Nam, nơi mà các vi khuẩn Gram âm đã kháng đa kháng sinh ở mức độ cao. Do vậy cần phải giám sát mức độ kháng kháng sinh của vi khuẩn một cách chặt chẽ và nâng cao công tác phòng chống nhiễm khuẩn bệnh viện, qua đó sẽ góp phần hạn chế mức độ kháng kháng sinh của vi khuẩn cũng như sự lây lan của vi khuẩn này trong các bệnh viện và ra ngoài cộng đồng.

Lời cảm ơn: Nghiên cứu này sử dụng kinh phí của đề tài NCKH cơ sở của viện Vệ sinh dịch tễ trung ương năm 2011-2012, chủ nhiệm đề tài: PGS. TS. Nguyễn D
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First report on Citrobacter freundii carrying New Delhi-metallo-beta-lactamase (NDM-1) gene resitant to carbapenem  isolated in hospital from  2010-2011
Tran Huy A1, Trinh B2, Tran C1,2
1National Institute of Hygiene and Epidemiology, Hanoi, Vietnam

2Viet Duc hospital , Hanoi, Vietnam

Gram-negative bacteria resistance to carbapenem conferred by New Delhi metallo-beta-lactamase 1 (NDM-1) are a major global health problem. In this study, five C. freundii strains resistant to carbapenem strains isolated in Viet Duc hospital from 2010-2011, were used to assess the level of the antibiotic sensitivity and to detect the presence of NDM-1 gene resistant to carbapenem. PCR and sequence analysis did show presence of the NDM-1 gene in 5 C. freundii strains isolated. The results showed that all of C. freundii strains are resistant to all antibiotics tested including β-lactam, ﬂuoroquinolones,carbapene, ciprofloxacin, ceftazidime while they are still sensitive to colistin (<0.5mg/L). The Minimum Inhibitory Concentration results showed that 4 strains are resistant to imipenem (MICs 4-8 mg/L) and one strain is resistant at intermediate level (2mg/L); with meropenem, 4 strains are resistant (4-8mg/L) and 1 is sensitive (<1mg/L). All C. freundii isolates produce metallo-beta-lactamase (MBL-Etest and Imipenem- SMA Disc kits). In conclusions, the presence of C. freundii carrying NDM-1 in clinical isolated poses immediate threat to the health care system in Vietnam. Therefore, effective surveillance system for antibiotic resistance and proper nosocomial infection control are needed in order to reduce the impact of multi-drug resistance bacterial infection as well as monitoring their emergence and spread.

Keywords: C. freundii, gen NDM-1, New Delhi Metallo-Beta-Lactamase 1, carbappenem.
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