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PHÁT HI�N GENE B�N TH� OXA-51-LIKE C�A Acinetobacter 
baumannii B�NG PH��NG PHÁP REAL-TIME PCR 

NGUY�N V�N HI�P (1), NGUY�N TU�N ANH (2), NGUY�N PH��NG NAM (1) 

1. ��T V�N �� 

Acinetobacter baumannii là m�t trong các ch�ng Acinetobacter spp. có c�u 
trúc c�a m�t c�u - tr�c khu�n Gram âm, có ngu�n g�c t� thiên nhiên (��t, n��c) v�i 
tính ch�t sinh h�c thay ��i tùy theo �i�u ki�n và môi tr��ng s�ng, giúp vi khu�n có 
th� t�n t�i lâu trong môi tr��ng, ��c bi�t � các d�ng c� y t� dùng ch�m sóc và �i�u 
tr� b�nh nhân c�a b�nh vi�n. Acinetobacter baumannii có ��c tính sinh h�c r�t ��c 
bi�t là có kh� n�ng t�o màng sinh h�c biofilm, nh� kh� n�ng bám dính c�a màng 
sinh h�c biofilm, giúp vi khu�n g�n ch�t vào b� m�t d�ng c�, môi tr��ng và t�o �i�u 
ki�n cho vi khu�n d� dàng t�n t�i lâu dài, thu nh�n, tích l�y gen kháng kháng sinh và 
tr� thành tác nhân gây khó kh�n trong �i�u tr� và ki�m soát lây nhi�m [1÷4].  

Có nhi�u loài Acinetobacter và t�t c� chúng ��u có kh� n�ng gây b�nh cho ng��i, 
trong �ó A. baumannii chi�m h�n 80% tr��ng h�p b� nhi�m b�i các ch�ng thu�c 
Acinetobacter spp. A. baumannii có th� gây nhi�m trùng v�t th��ng, nhi�m trùng máu, 
viêm ph�i, viêm ���ng ni�u, viêm màng não và hay kèm theo s�c nhi�m khu�n... S� 
nguy hi�m khi nhi�m A. baumannii � ch� hi�n nay vi khu�n này có kh� n�ng kháng l�i 
h�u h�t các lo�i kháng sinh nh� �-lactam (penicillin, cephalosporin, carbapenem), 
tetracycline, aminoglycoside, fluoroquinolone… �i�u này khi�n nó tr� thành lo�i vi 
khu�n siêu kháng thu�c, ��c bi�t nguy hi�m cho nh�ng b�nh nhân n�m vi�n lâu ngày, 
ph�i dùng các bi�n pháp can thi�p nh� �ng th� hay kim truy�n liên t�c, dùng quá nhi�u 
kháng sinh ho�c b� suy gi�m mi�n d�ch. Vì v�y, vi�c ch�n �oán chính xác b�nh nhân 
nhi�m A. baumannii là r�t c�n thi�t �� k�p th�i �i�u tr� [5, 6]. 

Hi�n nay, ph��ng pháp phát hi�n A. baumannii ch� y�u là ph��ng pháp nuôi 
c�y truy�n th�ng vì A. baumannii r�t d� nuôi c�y. Tuy nhiên, nh��c �i�m c�a ph��ng 
pháp này là ph�i m�t ít nh�t 1 ngày �� phân l�p, ��nh danh vi khu�n. Hình thái (que 
ng�n, nh�y) và ��c tính khó t�y màu làm nó d� b� ��nh danh nh�m v�i các vi khu�n 
Gram (-) và (+) hình c�u khác. Và h� vi khu�n A. Calcoaceticus - A. baumannii l�i 
gi�ng v�i Enterobacteriaceae khi nuôi c�y qua �êm ��u có ���ng kính khu�n l�c t� 
1,5÷3,0 mm. H�n n�a, ch�a có ph�n �ng sinh hóa bi�n d��ng ��c tr�ng có th� giúp 
phân bi�t Acinetobacter v�i các vi khu�n Gram (-) không lên men khác [7, 8]. 

M�t trong nh�ng gen kháng kháng sinh c�a A. baumannii có kh� n�ng kháng 
v�i nhi�u lo�i kháng sinh khác nhau và kháng v�i c� carbapenem ��c tr� cho chúng 
���c bi�t ��n là gen Oxacilinase (OXA). Các gen này th��ng ���c mã hóa trên 
plasmid và nhi�m s�c th� giúp A. baumannii có kh� n�ng kháng nhi�u lo�i thu�c, lây 
lan và gây d�ch [1÷4]. 

Nghiên c�u này nh�m ��n kh� n�ng phát hi�n nhanh nhóm gen OXA-51-like, là 
gen b�n th� ��c tr�ng c�a vi khu�n A. baumannii b�ng real-time PCR. �u �i�m c�a 
ph��ng pháp này là th�i gian th�c hi�n ng�n, trong kho�ng 3÷4 h, có �� nh�y và �� ��c 
hi�u cao, không c�n b��c �i�n di s�n ph�m PCR, h�n ch� ngo�i nhi�m, �� t�n th�i gian 
khi th�c hi�n quy trình k� thu�t, kh� n�ng th�c hi�n nhi�u m�u cùng m�t lúc. 
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2. M�C �ÍCH, V�T LI�U VÀ PH��NG PHÁP NGHIÊN C�U 

2.1. M�c �ích 

Xây d�ng thành công quy trình real-time PCR (multyplex) s� d�ng màu hu�nh quang 
EvaGreen �� phát hi�n nhanh gene b�n th� OXA-51-like c�a Acinetobacter baumannii. 

2.2. V�t li�u 

Ch�ng vi khu�n A. baumannii (ATCC 19606) và các m�u DNA / vi khu�n     
A. baumannii ���c phân l�p t� b�nh ph�m c�a b�nh nhân �i�u tr� � m�t s� b�nh 
vi�n, ���c l�u gi� t�i Phân môn Sinh h�c phân t�, B� môn Xét nghi�m, Khoa �i�u 
d��ng K� thu�t Y h�c, ��i h�c Y d��c TP. HCM. 

Các c�p m�i ��c hi�u cho gene OXA-51-like c�a A. baumannii và gene 16S 
rRNA c�a Acinetobacter spp. �ã ���c công b� tr��c �ây [2]. 

2.3. Ph��ng pháp nghiên c�u 

2.3.1. Ph��ng pháp tách chi�t DNA c�a A. baumannii 

Khu�n l�c ��n, ��c tr�ng c�a A. baumannii ���c thu nh�n và t�ng sinh trong 
môi tr��ng Luria-Bertani � �i�u ki�n 37oC trong 16 ÷ 24 gi�.  

Sau khi k�t thúc t�ng sinh, DNA t�ng s� c�a A. baumannii ���c tách chi�t 
theo nguyên t�c h�p ph� ��c hi�u lên pha r�n (màng silica) b�ng b� kit tách chi�t 
“DNA column-based extraction kit” (Khoa Th��ng). T�t c� m�i thao tác ��u ���c 
th�c hi�n theo �úng h��ng d�n trong b� kit c�a nhà s�n xu�t. S�n ph�m DNA sau 
tách chi�t ���c �ánh giá ch�t l��ng b�ng ph��ng pháp quang ph�. Giá tr� OD260/280 
t� 1,6 ÷ 1,8 ���c ch�p nh�n là �� tiêu chu�n cho ph�n �ng real-time PCR sau này. 

2.3.2. Thành ph�n và �i�u ki�n ph�n �ng real-time PCR 

Thành ph�n tham gia ph�n �ng real-time PCR g�m AptaTaq Fast DNA 
polymerase (Roche), c�p m�i OXA-51-F/R và c�p m�i 16S rRNA-F/R (IDT), 
EvaGreen (Biotium) và DNA �ích c�a A. baumannii. 

2.3.3. Ph��ng pháp t�i �u quy trình real-time PCR s� d�ng EvaGreen 

Quy trình real-time PCR phát hi�n gene OXA-51-like c�a A. baumannii ���c xây 
d�ng qua các b��c chính: (1) t�i �u hóa ph�n �ng có m�t c�p m�i; (2) t�i �u hóa ph�n 
�ng có hai c�p m�i; (3) �ánh giá �� nh�y và tính ��c hi�u; (4) th� nghi�m quy trình.  

Tiêu chí �ánh giá ph�n �ng real-time PCR s� d�ng EvaGreen t�i �u là các 
��nh ch�y rõ ràng, phân bi�t và có nhi�t �� nóng ch�y Tm xác ��nh. Tính ��c hi�u 
c�a quy trình ���c �ánh giá qua kh� n�ng phát hi�n �úng DNA c�a A. baumannii 
mà không phát hi�n nh�m l�n v�t li�u di truy�n c�a các vi khu�n khác. �� nh�y hay 
gi�i h�n phát hi�n c�a quy trình là s� b�n sao A. baumannii t�i thi�u mà h� th�ng 
còn cho tín hi�u và k�t qu� d��ng tính. Ph��ng pháp th�ng kê mô t� ���c s� d�ng 
�� �ánh giá khi quy trình ���c áp d�ng th� nghi�m. 

S� d�ng real-time PCR �� ��nh tính (xác ��nh âm hay d��ng) phát hi�n gene 
OXA-51-like c�a A. baumannii. 
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3. K�T QU� VÀ BÀN LU�N 

3.1. T�i �u hóa ph�n �ng real-time PCR v�i m�t c�p m�i (monoplex) 

3.1.1. Ph�n �ng real-time PCR v�i m�t c�p m�i 

Hi�u qu� nhân b�n c�a t�ng c�p m�i OXA51-F/R và 16s rRNA-F/R ���c �ánh 

giá b�ng ph�n �ng real-time PCR s� d�ng EvaGreen trên m�u DNA tách chi�t t� vi 

khu�n A. baumannii chu�n - ATCC 19606 (2x103 b�n sao/�l). Ch�ng vi khu�n này 

�ã ���c xác ��nh s� h�u các gene blaOXA-51 b�ng ph��ng pháp gi�i trình t� gene. 

Thành ph�n ph�n �ng monoplex real-time PCR v�i t�ng c�p m�i t��ng �ng 

bao g�m 1.5X AptaTaq Fast DNA polymerase (Roche), 200 nM cho t�ng c�p m�i 

xuôi và ng��c (IDT), 1X EvaGreen (Biotium) và 5�l DNA �ích c�a A. baumannii 

trong t�ng th� tích là 25�l.  

Ch��ng trình nhi�t cho ph�n �ng real-time PCR: 40 chu k� g�m 15 giây - 

95oC và 30 giây - 60oC. Ch��ng trình phân tích nhi�t �� nóng ch�y c�a s�n ph�m 

t��ng �ng v�i quá trình t�ng nhi�t �� t� 65oC lên 95oC, m�i b��c t�ng 0,5oC và l�u 

trong 20 giây. Tín hi�u ���c thu nh�n v�i màu hu�nh quang ��c tr�ng là FAM 

(510÷530 nm).  

 

OXA51-F/R 16S rRNA-F/R 
Hình 1. Hi�u qu� nhân b�n c�a m�i

K�t qu� hình 1 cho th�y, ch� m�t ��nh ch�y ��c tr�ng t��ng �ng v�i m�i c�p 

m�i, không hi�n di�n các ��nh ch�y (s�n ph�m) ký sinh. Nh� v�y, ho�t ��ng nhân 

b�n c�a các b� m�i t�t trong ph�n �ng PCR. K�t qu� c�ng cho th�y nhi�t �� nóng 

ch�y Tm ��c tr�ng, trung bình c�a s�n ph�m PCR OXA-51-like là 83,3 ± 0,05oC và 

c�a s�n ph�m 16S rRNA là 87,9 ± 0,09oC. Vì ch� có m�t c�p m�i trong m�i ph�n 

�ng nên không có s� c�nh tranh trong n�i b� ph�n �ng, ph�n �ng real-time PCR s� 

d�ng EvaGreen v�i t�ng c�p m�i ��n ���c xem là �ã t�i �u. 
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3.1.2. �ánh giá tính ��c hi�u c�a m�i 

Tính ��c hi�u c�a m�i OXA-51 và 16S rRNA ���c �ánh giá d�a trên tính ��c 

hi�u c�a ph�n �ng real-time PCR và ��c hi�u v� trình t� c�a s�n ph�m ���c nhân 

b�n khi ���c gi�i trình t� gene. 

Tính ��c hi�u c�a ph�n �ng ���c ki�m tra v�i DNA ��c tr�ng c�a A. baumannii 

(ATCC 19606) và DNA c�a các vi khu�n khác, không ph�i A. baumannii nh�: E.coli 

(ATCC 25922, 35218, 35401, 11775), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), 

Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Listeria monocytogenes (ATCC 19115), 

Salmonella typhi (ATCC 13311), Salmonella typhimurium (ATCC 29946), 

Helicobacter pylori (ATCC 700824, 51932), Staphylococcus aureus (ATCC 12600), 

Vibrio parahaemolyticus (ATCC 17802), Shigella sonnei, Shigella flexneri, Shigella boydii.  

K�t qu� cho th�y, ch� nh�ng m�u DNA c�a A. baumannii (ATCC 19606) 

m�i cho tín hi�u d��ng tính v�i ��nh ch�y ��c hi�u và trình t� chính xác là c�a 

A. baumannii (83,3 ± 0,05oC), v�i m�u DNA c�a nh�ng vi khu�n khác thì hoàn 

toàn không có ��nh ch�y ��c tr�ng c�a A. baumannii. 

3.2. T�i �u hóa ph�n �ng real-time PCR v�i hai c�p m�i (multiplex) 

3.2.1. Ph�n �ng real-time PCR v�i ��ng th�i hai c�p m�i 

K�t qu� hình 1 cho th�y, nhi�t �� nóng ch�y Tm c�a các s�n ph�m nhân b�n 

trình t� gene OXA-51-like (83,3 ± 0,05oC)và 16S rRNA (87,9 ± 0,09oC) có tính ��c 

tr�ng và phân bi�t. Vì th�, có kh� n�ng k�t h�p hai ph�n �ng này thành m�t ph�n 

�ng duy nh�t, ��ng th�i c�n c� vào nhi�t �� nóng ch�y ��c tr�ng và phân bi�t c�a 

t�ng s�n ph�m t��ng �ng trên gi�i nhi�t �� nóng ch�y có th� nh�n bi�t ���c s� hi�n 

di�n c�a các gene t��ng �ng.  

 

Hình 2. Hi�u qu� nhân b�n c�a các m�i trong ph�n �ng multiplex 
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K�t qu� hình 2 cho th�y, các m�i OXA-51-F/R và 16S rRNA-F/R khi k�t h�p 
trong m�t ph�n �ng real-time PCR s� d�ng EvaGreen cho phép nhân b�n hai s�n 
ph�m ��c hi�u v�i ��nh ch�y ��c tr�ng và duy nh�t cho t�ng gene t��ng �ng. Tuy 
nhiên, s�n ph�m c�a c�p m�i OXA-51-F/R có v� h�i y�u h�n so v�i c�p m�i 16S 
rRNA-F/R. Vì th�, b��c ti�p theo trong quá trình t�i �u, nhóm tác gi� s� t�i �u theo 
h��ng gi�m n�ng �� m�i 16S rRNA-F/R xu�ng �� gi�m s� �c ch� c�a m�i này trên 
m�i OXA-51-F/R trong h�n h�p ph�n �ng. 

3.2.2. T�i �u n�ng �� h�n h�p m�i 

N�ng �� m�i OXA-51-F/R ���c gi� �n ��nh (200 nM) trong khi n�ng �� m�i 
16S rRNA-F/R ���c gi�m xu�ng (100 nM). Các thành ph�n khác gi� nguyên nh� 
trong ph�n �ng tr��c. 

Các nghi�m th�c (NT) ���c b� trí nh� sau: NT1 là ph�n �ng multiplex hai c�p 
m�i, OXA-51-F/R (200 nM) và 16S rRNA-F/R (100 nM); NT2 là ph�n �ng 
multiplex hai c�p m�i, OXA-51-F/R (200 nM) và 16S rRNA-F/R (200 nM); NT3 là 
ph�n �ng monoplex v�i m�t c�p m�i OXA-51-F/R (200 nM) và NT4 là ph�n �ng 
monoplex v�i m�t c�p m�i 16S rRNA-F/R (200 mM). 

NT1 NT2 NT3 NT4 

Hình 3. T�i �u n�ng �� h�n h�p m�i 

K�t qu� hình 3 cho th�y, n�ng �� h�n h�p h�p m�i OXA-51-F/R và 16S 
rRNA-F/R l�n l��t là 200 nM và 100 nM cho hi�u qu� nhân b�n t�t h�n n�ng �� 
h�n h�p m�i còn l�i, vì c� hai m�u thí nghi�m ��u lên tín hi�u � các ��nh ch�y ��c 
tr�ng t��ng �ng. 

3.2.3. T�i �u n�ng �� enzyme 

�� tín hi�u c�a các ��nh ch�y s�n ph�m rõ ràng, phân bi�t và d� nhìn, t�c là 
hi�u su�t nhân b�n c�a các m�i trong h�n h�p ph�n �ng ���c t�i �u, không �c ch� 
l�n nhau, n�ng �� enzyme ���c t�i �u ti�p theo. N�ng �� enzyme ���c ch�n �� t�i 
�u trong 3 nghi�m th�c l�n l��t là 1X, 1.5X và 2X. 

K�t qu� hình 4 cho th�y, n�ng �� enzyme 1.5X cho ���ng tín hi�u c�a các 
m�u ��p nh�t và rõ ràng gi�a các s�n ph�m ��c tr�ng, phân bi�t khác nhau. N�ng �� 
này ���c xác nh�n là n�ng �� enzyme t�i �u cho ph�n �ng. 

º C
73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93

d
F

/
d
T

1.50

1.25

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00

ºC
73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93

d
F

/
d
T

1.50

1.25

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00

º C
73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93

d
F

/
d
T

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

ºC
73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93

d
F

/
d
T

10

5



 

Nghiên c�u khoa h�c công ngh� 

T�p chí Khoa h�c và Công ngh� nhi�t ��i, S� 11, 12 - 2016 40

   

1X 1.5X 2X 
Hình 4. T�i �u n�ng �� enzyme 

3.3. �� nh�y c�a ph�n �ng multiplex 

�� ki�m tra �� nh�y c�a ph�n �ng real-time PCR s� d�ng EvaGreen v�i hai 
c�p m�i OXA-51-F/R và 16S rRNA-F/R, thí nghi�m ���c ti�n hành v�i DNA tách 
chi�t t� m�u t� bào vi khu�n A. baumannii (ATCC 19606) có n�ng �� �o ���c là 
3.2x106 b�n sao/ph�n �ng, ���c pha loãng b�c 10. �i�u ki�n ph�n �ng s� d�ng nh� 
�ã t�i �u � trên. M�i m�u ���c l�p l�i 3 l�n ch�y. 

  

3.2x105 b�n sao/ph�n �ng 3.2x104 b�n sao/ph�n �ng 3.2x103 b�n sao/ph�n �ng 

   

3.2x102 b�n sao/ph�n �ng 3.2x101 b�n sao/ph�n �ng 3.2x100 b�n sao/ph�n �ng 

Hình 5. Kh�o sát �� nh�y c�a ph�n �ng multiplex 
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K�t qu� hình 5 cho th�y, ph�n �ng real-time PCR s� d�ng EvaGreen cho tín 

hi�u d��ng tính �n ��nh v�i m�u DNA có n�ng �� th�p nh�t là 3.2x101 b�n sao/ph�n 

�ng ��i v�i c� hai tín hi�u OXA-51-like và 16S rRNA. Nh� th�, �� nh�y k� thu�t 

c�a ph�n �ng ���c xác l�p � n�ng �� này. 

3.4. Th� nghi�m quy trình real-time PCR s� d�ng EvaGreen có hai c�p 

m�i (multiplex) 

Quy trình real-time PCR s� d�ng EvaGreen có hai c�p m�i v�a t�i �u � trên 

���c áp d�ng trên 30 m�u DNA vi khu�n A. baumanii ���c ch�n ng�u nhi�n t� 

b� s�u t�p m�u DNA vi khu�n A. baumanii, �ang l�u gi� t�i Phân môn Sinh h�c 
Phân t�, B� môn Xét nghi�m, Khoa �i�u d��ng K� thu�t Y h�c, ��i h�c Y d��c 

TP. HCM. K�t qu� phát hi�n A. baumaniii b�ng quy trình này cho th�y t��ng 

��ng 100% v�i k�t qu� tr��c �ó, khi m�u DNA ���c phát hi�n d��ng tính v�i 

A. baumaniii b�ng k� thu�t real-time PCR s� d�ng m�u dò Taq-Man. 

 

Hình 6. K�t qu� gi�i trình t� gene OXA-51-like c�a A. baumannii 
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M�t s� k�t qu� d��ng tính v�i OXA-51-like ���c gi�i trình t� gene cho th�y 

hoàn toàn trùng kh�p v�i trình t� gene OXA-51-like c�a A. baumaniii trên ngân 

hàng d� li�u gene c�a th� gi�i (NCBI) ch�ng t� kh� n�ng nhân b�n chính xác và ��c 

hi�u c�a ph�n �ng. 

4. K�T LU�N 

�ã xây d�ng thành công quy trình real-time PCR s� d�ng EvaGreen �� phát 

hi�n các gene OXA-51-like và 16S rRNA c�a vi khu�n A. Baumannii v�i �� nh�y 

32 b�n sao/ph�n �ng. 

Thành ph�n h�n h�p ph�n �ng real-time PCR �ã t�i �u có thành ph�n g�m 

1.5X AptaTaq Fast DNA polymerase (Roche), 200 nM m�i OXA-51-F/R và 100 nM 

m�i 16S-F/R (IDT), 1XEvaGreen (Biotium) và 5�l DNA trong t�ng th� tích là 25 �l.  

Ch��ng trình nhi�t cho ph�n �ng real-time PCR: 40 chu k� g�m 15 giây - 95oC 

và 30 giây - 60oC. Ch��ng trình phân tích nhi�t �� nóng ch�y c�a s�n ph�m t��ng 

�ng v�i quá trình t�ng nhi�t �� t� 65oC lên 95oC, m�i b��c t�ng 0,5oC và l�u trong 20 

giây. Tín hi�u ���c thu nh�n v�i màu hu�nh quang ��c tr�ng là FAM (510÷530 nm).  

Quy trình có th� ���c �ng d�ng �� phát hi�n nhanh các gene này � các ch�ng 

A. baumannii trong lâm sàng và h� tr� trong ch�n �oán nhi�m A. baumannii � ng��i 

b�nh nh� là m�t ch�n l�a b� sung bên c�nh quy trình nuôi c�y truy�n th�ng.  
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SUMMARY 

DETECTION OF INTRINSIC OXA-51-LIKE GENE IN  
Acinetobacter baumannii BY REAL-TIME PCR METHOD 

Acinetobacter baumannii is one of leading causes of nosocomial infection. 
The bacteria possess instrinsic OXA-51-like gene. Moreover, with this gene the 
bacteria could resist to many antibiotics.The study aims to develop a real-time PCR 
protocol to detect intrinsic OXA-51-like gene in A. baumannii. The real-time PCR 
has been optimized with DNA-binding dye (EvaGreen) for amplifying OXA-51-like 
gene specific to A. baumannii and 16S rRNA gene specific to Acinetobacter spp. in 
one reaction. The protocol after setup was applied with several A. baumannii DNA 
samples. The result shows that the real-time PCR protocol can correctly detect 
intrinsic OXA-51-like gene in A. baumannii with the sensitivity of 32 
copies/reaction and high specificity. The ratio of A. baumannii detection reached 
100% for DNA samples which A. baumannii had been detected. The real-time PCR 
protocol using EvaGreen to detect OXA-51-like gene in A. baumannii has been 
developed successfully. The protocol can be used to rapidly detect A. baumannii 
based on this gene. 

T� khóa: A. baumannii, carbapenemase, OXA-51, EvaGreen, Real-time PCR. 
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