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1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Hiện nay, nhiễm khuẩn bệnh viện gây nên bởi các vi khuẩn Gram âm đang là 
một thách thức lớn cho ngành y tế do nó làm gia tăng tình trạng kháng kháng sinh 
[1]. Pseudomonas aeruginosa và Klebsiella pneumoniae là các tác nhân chiếm tỷ lệ 
cao, đặc biệt là tại các đơn vị điều trị tích cực. Những năm qua, tỷ lệ phân lập P. 
aeruginosa và K. pneumoniae ngày càng tăng và việc điều trị gặp nhiều hạn chế do 
khó chọn được kháng sinh thích hợp ngay từ ban đầu vì khả năng đề kháng khá cao 
với các kháng sinh mạnh và phổ rộng [2]. Các kháng sinh còn có thể lựa chọn điều 
trị P. aeruginosa và K. pneumoniae hiện rất hạn chế, chỉ còn một số kháng sinh như 
carbapnem, amikacin, quinolon và colistin vẫn còn nhạy cảm; tuy nhiên tỉ lệ đề 
kháng với các kháng sinh này được báo cáo ngày càng tăng. Hạn chế trong các lựa 
chọn điều trị càng cho thấy sự cần thiết của việc thực hiện kháng sinh đồ trước khi 
kê đơn thuốc kháng sinh khởi đầu, đặc biệt là đối với những kháng sinh còn giữ 
được vai trò trong điều trị P. aeruginosa và K. pneumoniae đa kháng như 
meropenem, amikacin, ciprofloxacin và colistin. Việc cung cấp một giá trị nồng độ 
ức chế tối thiểu (MIC-Minimal inhibitory concentration) của những kháng sinh này 
chính xác sẽ giúp các bác sĩ lâm sàng hiệu chỉnh liều một cách tối ưu, nhờ đó mà 
người bệnh có cơ hội hồi phục tốt hơn. Hiện nay có nhiều phương pháp khác nhau 
để xác định nhạy cảm với kháng sinh đã được Viện Tiêu chuẩn lâm sàng và xét 
nghiệm (CLSI-Clinical and Laboratory Standards Institute) của Hoa Kỳ và Ủy ban 
về thử nghiệm độ nhạy kháng vi sinh vật của châu Âu (EUCAST-European 
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) thẩm định và khuyến cáo sử 
dụng. Trong đó, thanh kháng sinh đồ định lượng (E-test, Epsilometer test) là phương 
pháp thường xuyên được thực hiện tại các phòng xét nghiệm vi sinh lâm sàng do 
thao tác đơn giản và E-test được cố định 15 nồng độ kháng sinh được giảm dần theo 
bậc hai. Phương pháp vi pha loãng trong môi trường nuôi cấy (BMD-Broth 
microdilution) có thể điều chỉnh nồng độ kháng sinh sử dụng và được coi là phương 
pháp tiêu chuẩn xác định MIC [3]. Trong nghiên cứu này, để đối chiếu với khuyến 
cáo của CLSI và EUCAST về xét nghiệm nhạy cảm, chúng tôi đã so sánh sự tương 
đồng của giá trị MIC (EA-Essential agreement) đối với các kháng sinh meropenem, 
amikacin, ciprofloxacin và colistin trên các chủng P. aeruginosa và K. pneumoniae 
bằng hai phương pháp E-test và BMD. 

2. ĐỐI TƯỢNG, VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng nghiên cứu 

40 chủng vi khuẩn Gram âm gồm 20 chủng P. aeruginosa và 20 chủng          
K. pneumoniae được Bệnh viện Đa khoa Hà Đông và Bệnh viện Đa khoa tỉnh Hà 
Giang cung cấp.  
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2.2. Vật liệu nghiên cứu 

Bột kháng sinh meropenem, amikacin, ciprofloxacin, colistin (Sigma, Đức), và 
chất chỉ thị màu resazurin (Sigma, Đức). Với mỗi lần pha kháng sinh, có sử dụng 
chủng P. aeruginosa ATCC 27853 để kiểm tra chất lượng. 

E-test meropenem, E-test amikacin, E-test ciprofloxacin và E-test colistin 
(BioMerieux - Pháp). Với mỗi lần thực hiện E-test, có sử dụng chủng chuẩn           
P. aeruginosa ATCC 27853 để kiểm tra chất lượng. 

Môi trường canh thang MHB (Mueller-Hinton broth, Sigma, Đức). 

Môi trường thạch MHA (Mueller-Hinton agar, Sigma, Đức) 

2.3. Phương pháp nghiên cứu 

2.3.1. Xác định MIC bằng phương pháp vi pha loãng (BMD) 

Các chủng được xác định giá trị MIC đối với kháng sinh với meropenem, 
amikacin, ciprofloxacin và colistin bằng phương pháp BMD tuân theo khuyến cáo 
của CLSI như sau: bột kháng sinh meropenem, amikacin, ciprofloxacin, colistin pha 
trong nước cất thu được nồng độ 10 mg/mL. Kháng sinh sau khi pha được bảo quản 
tại -80oC [4]. Kháng sinh được pha loãng bậc 2 trong các vi phiến 96 giếng. Dải 
nồng độ xét nghiệm là từ 0,125 đến 128 µg/mL đối với meropenem và 
ciprofloxacin; từ 0,125 đến 128 µg/mL đối với amikacin và từ 0,03 đến 32 µg/mL 
đối với colistin. Mỗi giếng chứa 10 µl dung dịch kháng sinh cùng với 90 µl huyền 
dịch có nồng độ vi khuẩn 5×106 CFU/mL và 1 µl dung dịch chất chỉ thị màu 
resazurin. Thực hiện xét nghiệm cùng với chứng âm (dung dịch vi khuẩn) và chứng 
dương (môi trường canh thang MHB). Kết quả MIC đối với kháng sinh của vi khuẩn 
được đọc tại giếng có nồng độ thấp nhất ức chế được sự phát triển của vi khuẩn quan 
sát bằng mắt thường sau 18-24 giờ ủ ở 37oC. 

2.3.2. Xác định MIC bằng E-test 

E-test được thực hiện đồng thời cùng phương pháp vi pha loãng từ cùng một 
huyền dịch vi khuẩn. Mỗi chủng được ria trên một đĩa thạch MHA bằng tăm bông 
vô trùng và để ở nhiệt độ phòng cho mặt thạch se lại, sau đó đặt dải E-test lên mặt 
thạch. Kết quả MIC được đọc ở điểm cắt của hình elip với dải E-test 18-24 giờ ủ ở 37oC. 

2.3.3. Phiên giải kết quả 

Kết quả MIC được phiên giải theo tài liệu hướng dẫn của CLSI [5]. 

Nghiên cứu này sử dụng BMD là phương pháp tham chiếu. Giá trị MIC bằng E-
test được so sánh với MIC thu được bằng BMD để xác định sự tương đồng của giá trị 
MIC giữa hai phương pháp. Tỷ lệ tương đồng của các giá trị MIC được tính theo 
hướng dẫn của Cumitech 31A, với chỉ số EA. EA là chỉ số tương đồng của các giá trị 
MIC nằm trong phạm vi ±1 nồng độ pha loãng giữa phương pháp BMD và E-test [6]. 
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EA (%) = số các giá trị MIC giống nhau nằm trong phạm vi ± 1 nồng độ pha loãng
tổng các kết quả xét nghiệm

 

2.4. Xử lý số liệu 

Số liệu được lưu trữ và xử lý bằng phần mềm Microsoft Excel 2016. Các giá 
trị được thể hiện dưới dạng phần trăm. 

2.5. Đạo đức nghiên cứu 

Nghiên cứu đã được Hội đồng Đạo đức trong nghiên cứu Y sinh học của 
Trung tâm Nhiệt đới Việt-Nga chấp thuận với mã số 47/2022/VREC tại văn bản số 
1717/CN-HĐĐĐ ngày 03/6/2022. 

3. KẾT QUẢ VÀ BÀN LUẬN 

Kết quả xác định tính nhạy cảm của 20 chủng P. aeruginosa và 20 chủng K. 
pneumoniae đối với các kháng sinh meropenem, amikacin, ciprofloxacin và colistin 
bằng phương pháp BMD và E-test được trình bày trong Bảng 1 và Bảng 2. 

Bảng 1. Kết quả xác định tính nhạy cảm và MIC50, MIC90 trên 20 chủng P. 
aeruginosa bằng phương pháp BMD và E-test 

Kháng sinh và phương pháp 
Số lượng; % MIC (µg/mL) 

S I R 50% 90% 
Meropenem  

BMD 2; 10 0; 0 18; 90 32 32 
E-test 2; 10 1; 5 17; 85 32 >32 

Amikacin  
BMD 8; 40 1; 5 11; 55 32 256 
E-test 8; 40 3; 15 9; 45 32 >256 

Ciprofloxacin  
BMD 1; 5 1; 5 18; 90 8 32 
E-test 1; 5 1; 5 18; 90 8 >32 

Colistin  
BMD 0; 0 16; 80 4; 20 0,25 4 
E-test 0; 0 20; 100 0; 0 0,25 2 

Từ Bảng 1, nhận thấy số chủng P. aeruginosa nhạy cảm (S-Susceptible), 
kháng trung gian (I-Intermediate) hoặc kháng (R-Resistant) với ciprofloxacin tương 
đương nhau giữa hai phương pháp. Số chủng kháng với meropenem, amikacin và 
colistin được phát hiện bẳng E-test thấp hơn so với BMD. Trong nghiên cứu này, giá 
trị MIC90 của E-test cao hơn BMD đối với meropenem (lần lượt là >32 µg/mL và 32 
µg/mL), amikacin (>256 µg/mL và 256 µg/mL) và ciprofloxacin (>32 µg/mL và 32 
µg/mL). Tuy nhiên, giá trị MIC90 đối với colistin của E-test thấp hơn BMD (lần lượt 
là 2 µg/mL và 4 µg/mL). Không quan sát thấy có sự khác biệt về giá trị MIC50 của 
các kháng sinh khi thực hiện bằng hai phương pháp. 
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Bảng 2. Kết quả xác định tính nhạy cảm và MIC50, MIC90  
trên 20 chủng K. pneumoniae bằng hai phương pháp 

Kháng sinh và phương pháp 
Số lượng; %  MIC (µg/mL) 

S I R 50% 90% 
Meropenem  

BMD 11; 55 0; 0 9; 45 0,125 32 
E-test 11; 55 2; 10 7; 35 0,125 >32 

Amikacin  
BMD 13; 65 0; 0 7; 35 4 32 
E-test 13; 65 0; 0 7; 35 4 32 

Ciprofloxacin  
BMD 4; 20 0; 0 16; 80 2 32 
E-test 4; 20 0; 0 16; 80 2 >32 

Colistin  
BMD 0; 0 20; 100 0; 0 0,25 1 
E-test 0; 0 20; 100 0; 0 0,5 1 

Từ Bảng 2, nhận thấy số chủng K. pneumoniae nhạy cảm, kháng trung gian 
hoặc kháng với amikacin, ciprofloxacin và colistin tương đương nhau giữa hai 
phương pháp. Số chủng kháng meropenem được phát hiện bẳng E-test thấp hơn so 
với BMD. Trong nghiên cứu này, khi thực hiện bằng hai phương pháp, đã không 
quan sát thấy sự khác biệt về giá trị MIC50 của meropenem, amikacin và 
ciprofloxacin (lần lượt là 0,125 µg/mL; 4 µg/mL và 2 µg/mL). Giá trị MIC90 của E-
test cao hơn BMD đối với meropenem (lần lượt là >32 µg/mL và 32 µg/mL) và 
ciprofloxacin (>32 µg/mL và 32 µg/mL). Đối với colistin, giá trị MIC50 của E-test 
cao hơn so với BMD (lần lượt là 0,5 µg/mL và 0,25 µg/mL) và giá trị MIC90 đều cho 
kết quả là 1 µg/mL. 

Nghiên cứu này đã xác định sự tương đồng của giá trị MIC giữa hai phương 
pháp. Kết quả được trình bày trong Bảng 3. 

Bảng 3. Sự tương đồng của giá trị MIC giữa hai phương pháp 

Chủng 
EA (%) 

Meropenem Amikacin Ciprofloxacin Colistin 

P. aeruginosa 90 80 95 50 

K. pneumoniae 85 85 95 60 

Đối với tất cả các chủng xét nghiệm, kết quả đều cho chỉ số EA giữa hai 
phương pháp cao nhất đối với ciprofloxacin (95%), tiếp theo là meropenem và 
amikacin. Ngược lại, EA thấp nhất đối với colistin (50% và 60%). 

Hiện nay, meropenem là một trong những kháng sinh dự trữ, đóng vai trò quan 
trọng trong việc điều trị nhiễm khuẩn bệnh viện do P. aeruginosa và K. pneumoniae 
trên bệnh nhân nặng. Nghiên cứu của Kiều Thái Bảo Hân và cộng sự năm 2023, cho 
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thấy trong số 19 kháng sinh được sử dụng để điều trị viêm phổi bệnh viện tại bệnh 
viện Chợ Rẫy, meropenem là một trong những kháng sinh được sử dụng nhiều nhất 
với tỷ lệ 14,9% [7]. Ngoài ra, meropenem khi phối hợp với colistin hoặc 
aminoglycosid có thể làm tăng hiệu quả điều trị của một số trường hợp nhiễm khuẩn 
nặng. Do đó, việc cung cấp giá trị MIC chính xác bằng phương pháp xét nghiệm phù 
hợp là giải pháp quan trọng giúp giảm đề kháng kháng sinh, đồng thời tối ưu hóa 
việc sử dụng thuốc trong thực hành lâm sàng. Trong nghiên cứu này, EA của 
meropenem là 90% đối với P. aeruginosa và 85% đối với K. pneumoniae. Kết quả 
này tương đồng với nghiên cứu của Maxwell và cộng sự năm 2021 cho tỷ lệ 86% 
đối với P. aeruginosa; nghiên cứu của Asma và cộng sự năm 2011 là 85% đối với K. 
pneumoniae [8, 9]. 

Những năm gần đây, tỉ lệ P. aeruginosa và K. pneumoniae nhạy cảm với 
carbapenem tại Việt Nam ngày càng giảm. Báo cáo của 16 bệnh viện thuộc Hệ thống 
giám sát quốc gia năm 2020 về dữ liệu kháng sinh đồ của 69 715 chủng vi khuẩn 
phân lập được, cho thấy 45,3% chủng P. aeruginosa và gần 50% chủng K. 
pneumoniae kháng carbapenem [10]. Việc gia tăng các chủng P. aeruginosa và K. 
pneumoniae kháng carbapenem đã đưa amikacin trở thành một kháng sinh quan 
trọng trong điều trị vì khả năng diệt khuẩn Gram âm và tác dụng hiệp đồng với 
nhiều nhóm kháng sinh khác [11]. Kết quả trong nghiên cứu này cho thấy, EA của 
amikacin đối với P. aeruginosa và K. pneumoniae lần lượt là 80% và 85%.  

Ciprofloxacin có hoạt tính mạnh và có phổ kháng khuẩn rộng. Ciprofloxacin 
có tác dụng tốt với các vi khuẩn Gram âm kháng lại kháng sinh thuộc các nhóm 
khác (aminoglycosid, cephalosporin, tetracyclin, penicilin...) và được coi là một 
trong những thuốc có tác dụng mạnh nhất trong nhóm fluoroquinolon [12]. Từ kết 
quả trong nghiên cứu, nhận thấy EA của ciprofloxacin là 90% đối với cả P. 
aeruginosa và K. pneumoniae, tương tự, nghiên cứu Mucahide và cộng sự năm 2019 
trên vi khuẩn Gram âm (26 chủng P. aeruginosa và 58 chủng K. pneumoniae) cho 
EA là 94,7% [13].  

P. aeruginosa và K. pneumoniae là những tác nhân hàng đầu gây nhiễm khuẩn 
bệnh viện, hiện đã gia tăng đề kháng với nhiều kháng sinh thông dụng. Khi mà các 
kháng sinh nhóm beta-lactam, aminoglycosid hoặc quinolon không còn hiệu quả nữa 
thì kháng sinh nhóm polymyxin đặc biệt là colistin thường được xem là lựa chọn 
thích hợp. Colistin khi kết hợp với một hoặc vài kháng sinh khác sẽ làm tăng hiệu 
quả trong điều trị. Tuy nhiên, khi điều trị bằng colistin cho bệnh nhân, thuốc có thể 
gây độc trên thận, độc tính tăng khi tăng liều colistin tích lũy. Để sử dụng colistin an 
toàn và hiệu quả, cần chỉ định liều lượng thuốc dựa trên kết quả MIC của xét nghiệm 
kháng sinh đồ để đảm bảo hoạt tính kháng khuẩn tối đa và độc tính tối thiểu. Do đó, 
cần tìm ra phương pháp xét nghiệm chính xác và phù hợp trong lâm sàng. Trong 
nghiên cứu này, EA của colistin là 50% đối với P. aeruginosa và 60% đối với K. 
pneumoniae. Hơn nữa, số chủng P. aeruginosa có MIC ≤ 2 µg/mL khi thực hiện 
bằng BMD cao hơn so với E-test. Nghiên cứu của Matuschek và cộng sự năm 2018, 
cho kết quả EA của colistin chỉ đạt 52% đối với P. aeruginosa và 63% đối với K. 
pneumoniae; nghiên cứu của Chew và cộng sự năm 2017 cũng chỉ ra số chủng có 
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MIC ≤ 2 µg/mL cao hơn ở BMD [14, 15]. Ngoài ra, đã có rất nhiều nghiên cứu của 
nước ngoài chỉ ra rằng kỹ thuật E-test không thích hợp để xác định MIC của colistin 
đối với vi khuẩn Gram âm [15, 16]. CLSI và EUCAST khuyến cáo, chỉ có duy nhất 
BMD được sử dụng để làm tham chiếu trong xác định MIC của colistin với vi khuẩn. 

Nghiên cứu của chúng tôi còn hạn chế về cỡ mẫu, do đó cũng ảnh hưởng đến 
việc thống kê tỷ lệ EA. Mặc dù vậy, kết quả về chỉ số EA đối với kháng sinh 
meropenem, amikacin và ciprofloxacin đều có giá trị nằm trong khoảng từ 80% đến 
95%, đồng thời cũng cho thấy sự phù hợp với khuyến cáo của CLSI và EUCAST 
trong việc sử dụng BMD làm phương pháp chuẩn để xác định MIC của colistin. 

4. KẾT LUẬN 

Trong nghiên cứu này, chúng tôi đã đánh giá tỷ lệ tương đồng của giá trị MIC 
của P. aeruginosa và K. pneumoniae đối với meropenem, amikacin, ciprofloxacin và 
colistin bằng BMD và E-test. Kết quả cho thấy EA của kháng sinh ciprofloxacin cao 
nhất (95% đối với cả P. aeruginosa và K. pneumoniae), tiếp theo là meropenem (90% 
và 80%) và amikacin (80% và 85%), tỷ lệ thấp nhất đối với colistin (50% và 60%). 
Nghiên cứu cho thấy sự phù hợp với khuyến cáo của CLSI và EUCAST về xác định 
MIC của colistin và giúp cán bộ xét nghiệm nâng cao tay nghề trong thực hành. 
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SUMMARY 

COMPARISON OF SIMILARITY RATIOS OF ANTIBIOTIC MINIMUM 
INHIBITORY CONCENTRATIONS AGAINST Pseudomonas aeruginosa AND 
Klebsiella pneumoniae USING MICRODILUTION AND E-TEST METHODS  

Hospital-acquired infections caused by Gram-negative bacteria, particularly 
antibiotic-resistant strains of Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae, 
pose a significant challenge to the healthcare systems. Determining the minimum 
inhibitory concentration (MIC) before prescribing initial antibiotics is necessary to 
limit the increasing antibiotic resistance caused by inappropriate antibiotic and 
treatment dosage selection. In this study, we compared MIC values for meropenem, 
amikacin, ciprofloxacin, and colistin between the microdilution method and the E-
test on 20 strains each of P. aeruginosa and K. pneumoniae. The results revealed 
MIC similarity rates as follows: meropenem at 90% for P. aeruginosa and 85% for 
K. pneumoniae; amikacin at 80% for P. aeruginosa and 85% for K. pneumoniae; 
colistin at 50% for P. aeruginosa and 60% for K. pneumoniae; and ciprofloxacin at 
95% for both strains. Ciprofloxacin showed the highest similarity between the two 
methods, followed by meropenem and amikacin, otherwise, colistin showing the 
lowest similarity. Given these findings, the microdilution method should be 
considered the reference standard for accurate MIC determination. 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, minimum 
inhibitory concentration, borth microdilution, E-test, nồng độ ức chế tối thiểu, 
phương pháp vi pha loãng. 
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