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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Received:  20/6/2023 Pseudomonas aeruginosa (Pa) have been one of the leading causes of hospital 

infection, and it is especially true with the Pa having capability to form biofilms. 

This is due to the fact that biofilm could impede the permeability of antibiotics 

into bacteria by various mechanisms, which lead to antibiotic resistance as well as 

treatment failure. This research aims to investigate conditions related to biofilm 

formations before applying this to examine impacts of antibiotics on biofilm 

formation. This study was performed on a 96-well plate (96-Microtiter Well Plate) 

in order to evaluate the biofilm-forming ability of Pa ATCC 9027, ATCC 27853 

and PA02. The study inspected biofilm development on the following conditions 

including: culture medium (M9, M63, N-minimal, MHB), coupons and 

temperatures. The optimal conditions for biofilm formations were fruitfully 

investigated, which contained MHB medium, a temperature at 37oC and inserting 

coupons (multi-factor Anova test with p<0.010). To determine the correlation 

between resistance and biofilm developments, the strain ATCC 27853 was 

continuously cultured in MHB medium containing 0.5x MIC (32 µg/ml). After 

more than 300 generations, the value OD and a resistant strain was created with 

the MIC of ciprofloxacin that have relate, whose regression test was with 

R2=0.654 and p<0.010. When there were appropriate conditions, carrying out 

researchs about the synergistic effect of two antibiotics namely colistin and 

rifampicin with the checkerboard experiment. Outcomes of FIC was 0.75 ≤ 1 

while PA02 and ATCC 9027 inserting coupon had FIC=0.625. 
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  20/6/2023 Pseudomonas aeruginosa (Pa) là tác nhân hàng đầu gây nhiễm trùng bệnh viện, có 

khả năng hình thành màng sinh học (biofilm). Biofilm giúp cho vi khuẩn tăng khả 

năng chống chịu và giảm tính thấm kháng sinh dẫn đến điều trị thất bại. Vì vậy, 

mục tiêu của nghiên cứu này là khảo sát các điều kiện liên quan đến sự hình thành 

biofilm và ứng dụng khảo sát các kháng sinh tác động lên quá trình hình thành 

biofilm của vi khuẩn. Nghiên cứu được thực hiện trên phiến 96 giếng để đánh giá 

khả năng hình thành biofilm của các chủng Pa ATCC 9027, ATCC 27853 và PA02 

với các điều kiện về: môi trường (M9, M63, N-minimal, MHB), giá mang, nhiệt độ. 

Kết quả đã khảo sát được điều kiện tối ưu: môi trường MHB, nhiệt độ 37oC và sử 

dụng giá mang (phép kiểm Anova nhiều yếu tố với p<0,010). Để xác định mối liên 

hệ giữa sự đề kháng và sự hình thành biofilm thử nghiệm tiến hoá được thực hiện 

trên chủng ATCC 27853 cấy chuyển liên tục trong môi trường MHB chứa 

0,5xMIC (32µg/ml) của ciprofloxacin. Sau hơn 300 thế hệ, xác định mối liên hệ 

giữa giá trị OD của biofilm và MIC ciprofloxacin (phép kiểm   regression với 

R2=0,654; p<0,010). Thử nghiệm bàn cờ được thực hiện nhằm đánh giá tác động 

của colistin và rifampicin lên quá trình hình thành biofilm với kết quả FIC= 0,75 ≤ 

1, riêng PA02 và ATCC 9027 có giá mang là FIC= 0,625≤ 1. 
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1. Giới thiệu 

Trực khuẩn mủ xanh hay còn gọi là Pseudomonas aeruginosa (Pa), thuộc nhóm vi khuẩn 

gram âm hiếu khí, hình que đứng riêng lẻ, thành đôi hoặc có khi xếp thành chuỗi và có khả năng 

di động bằng một hoặc nhiều lông ở một đầu. Phần lớn nhiễm trùng Pa xảy ra ở những bệnh nhân 

nhập viện, đặc biệt là những người giảm bạch cầu trung tính hoặc những người suy giảm miễn 

dịch [1]-[3]. Ngoài ra, Pa có khả năng hình thành màng sinh học (biofilm), làm tăng khả năng đề 

kháng kháng sinh của vi khuẩn [2], [4], [5]. Vì vậy, việc nghiên cứu tác dụng kháng biofilm của 

các thuốc kháng sinh hiện có đối với chủng vi khuẩn Pa đang trở nên cấp thiết. Hiện nay, xây 

dựng mô hình biofilm trong điều kiện nuôi cấy tĩnh với phiến 96 giếng được sử dụng nhiều trong 

nghiên cứu và phát triển thuốc [6]. Phương pháp này được xây dựng theo hướng đơn giản hóa, 

không những rút ngắn được thời gian sàng lọc những chất tiềm năng mà còn sơ bộ đánh giá được 

hiệu quả kháng biofilm một cách định lượng [7], [8]. Vì vậy, nghiên cứu nhằm: (i) khảo sát các 

điều kiện nuôi cấy hình thành biofilm của Pa, (ii) khảo sát mối liên hệ giữa sự đề kháng và sự 

hình thành biofilm, (iii) bước đầu khảo sát các kháng sinh có khả năng ức chế sự hình thành 

biofilm trên phiến 96 giếng. 

2. Vật liệu và phương pháp  

2.1. Vật liệu  

Chủng Pa ATCC 9027, ATCC 27853, PA02 lưu giữ tại Bộ Môn Vi sinh - Ký sinh, Khoa 

Dược – Đại học Y Dược thành phố Hồ Chí Minh. Môi trường nuôi cấy: môi trường dinh dưỡng 

(Mueller Hinton Broth/Agar, MHB/MHA), môi trường tối thiểu (M9, M63, N-minimal) của 

Merck, Đức. Kháng sinh thử nghiệm: ciprofloxacin, rifampicin, colistin của Merck, Đức. 

2.2. Phương pháp 

Hoạt hoá vi khuẩn 

Chủng vi khuẩn được cấy phân lập trên môi trường MHA. Trên mặt thạch chọn ít nhất từ ba 

đến năm khuẩn lạc rồi cấy chuyển vào 5 ml môi trường MHB, ủ ở 37oC trong 2 đến 6 giờ. Sau 

đó, điều chỉnh huyền dịch vi khuẩn bằng cách đo độ hấp thu ánh sáng ở bước sóng 595 nm đạt 

0,1 với dung dịch MHB. 

2.2.1. Khảo sát các điều kiện hình thành biofilm  

Pha loãng huyền dịch với môi trường cần nghiên cứu theo tỉ lệ 1:100 (để đạt mật độ tương 

đương 1–2 x 106 CFU/ml). Hút 100μl huyền dịch vào phiến 96 giếng, chèn giá mang để tăng khả 

năng tạo thành biofilm cũng như dễ dàng lấy ra quan sát và sử dụng cho các thử nghiệm tiếp 

theo. Ủ phiến 96 giếng trong tủ ấm 37oC trong 18 đến 24 giờ, nhuộm tím tinh thể để xác định sự 

hình thành biofilm [7]. Các bước thực hiện được mô tả ở hình 1. 

 
Hình 1. Phương pháp khảo sát các điều kiện hình thành biofilm 
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2.2.2 Khảo sát mối liên hệ giữa sự đề kháng và sự hình thành biofilm 

Thử nghiệm tiến hóa được thực hiện khi cho chủng tiếp xúc với ciprofloxacin với nồng độ 

dưới MIC trong 18-24 giờ và được cấy chuyển liên tục trong 30 ngày (khoảng 300 thế hệ) [9]. Để 

cấy chuyển liên tục, hút đồng thể tích vi khuẩn và môi trường MHB chứa 0,5 x MIC 

ciprofloxacin cho vào bình nón, sau đó lắc trong 18-24 giờ. Sau 24 giờ, lưu chủng trong glycerol 

nồng độ 25% (tt/tt), ở -20o C lặp lại như vậy đến ngày thứ 30. Sau đó xác định MIC và OD sau 

ngày thứ 30 [10]. Sử dụng phương pháp pha loãng kháng sinh trong thạch để xác định MIC của 

chủng ban đầu và các chủng thu được qua tiến hóa [3]. Vi khuẩn được hoạt hoá theo quy trình đã 

nêu, tiếp theo chấm 1μl huyền dịch (chứa khoảng 104 CFU/ml) lên đĩa thạch chứa kháng sinh 

theo dãy nồng độ từ 0,5-256 (μg/ml). Nồng độ kháng sinh trên đĩa thấp nhất quan sát vi khuẩn 

không mọc là giá trị MIC. Các bước thực hiện được mô tả ở hình 2. 

 

Hình 2. Phương pháp khảo sát mối liên hệ giữa sự đề kháng và sự hình thành biofilm 

2.2.3. Khảo sát ức chế hình thành biofilm của colistin và rifampicin 

Vi khuẩn được hoạt hoá như trên và mật độ vi khuẩn trong mỗi giếng khoảng 1 – 2 x 106 

CFU/ml. Kháng sinh được pha theo nồng độ xung quanh giá trị MIC colistin (1- 2 µg/ml) và 

rifampicin (20-40 µg/ml) để bố trí thí nghiệm bàn cờ [11], [12]. Trên phiến 96, vị trí giếng A1 

nồng độ colistin 8 µg/ml và nồng độ rifampicin 320 µg/ml. Nồng độ kháng sinh ở các chiều 

ngang cố định colistin và giảm ½ nồng độ rifampicin giếng bên cạnh và ngược lại với các giếng 

chiều dọc. Các bước thực hiện được mô tả ở hình 3. 

 
Hình 3. Phương pháp khảo sát ức chế hình thành biofilm của colistin và rifampicin 
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2.2.4. Phương pháp định lượng biofilm bằng Crystal Violet (tím tinh thể)  

Sau khi ủ, hút bỏ toàn bộ dịch nuôi cấy trong phiến 96 giếng ra ngoài. Thêm 125𝜇𝐿 tím tinh thể 

nồng độ 0,1% (kl/tt) vào mỗi giếng. Ủ phiến 96 giếng ở nhiệt độ phòng trong 10-15 phút. Tráng 

phiến 96 giếng bằng nước 3-4 lần, lắc mạnh và thấm trên một xấp giấy, có thể gõ nhẹ lên bàn để 

loại bỏ hoàn toàn các mảnh tế bào thừa và thuốc nhuộm. Lật ngược phiến 96 giếng và để khô trong 

6-8 giờ hoặc qua đêm. Sau đó thêm 150𝜇𝐿 acid acetic 30% (tt/tt) vào giếng để hòa tan tím tinh thể 

trong 10-15 phút. Chuyển 125𝜇𝐿 phần tím tinh thể đã hòa tan qua phiến 96 giếng mới. Định lượng 

bằng đo quang ở bước sóng 595 nm với acid acetic 30% (tt/tt) làm mẫu chuẩn. Giá trị thu được tỉ lệ 

thuận với sự tạo thành biofilm, có nghĩa là giá trị càng cao thì biofilm được hình thành càng nhiều. 

Độ lặp lại: Nghiên cứu tiến hành đánh giá độ lặp lại bằng cách thực hiện thí nghiệm 2 lần độc 

lập với 2 lần chuẩn bị hóa chất thí nghiệm khác nhau.  

Phần mềm thống kê: Phần mềm thống kê được sử dụng là GrahPad Prism version 8.0.1.244. 

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Kết quả 

3.1.1. Khảo sát mối liên hệ giữa môi trường nuôi cấy, giá mang và sự hình thành biofilm  

Thử nghiệm cho thấy môi trường nuôi cấy có liên quan đến khả năng hình thành biofilm, kết 

quả được trình bày ở hình 4. Môi trường M9, M63, N-minimal là môi trường tối thiểu cho Pa. Môi 

trường MHB là môi trường giàu dinh dưỡng nên khả năng hình thành biofilm nhiều hơn các môi 

trường còn lại. Môi trường nuôi cấy khác nhau có liên quan đến khả năng hình thành biofilm (với 

mức p<0,010), có ý nghĩa thống kê [7]. Các chủng Pa khác nhau cho thấy sự tạo thành biofilm 

khác nhau (với mức p<0,010), có ý nghĩa thống kê. Sự hình thành biofilm cho thấy, khi có giá 

mang đính kèm vào 96 giếng thì khả năng hình thành biofilm cao gấp 2-4 lần so với không đính 

kèm giá mang. Kết quả này có sự khác biệt rõ rệt (với mức p<0,010) và có ý nghĩa thống kê [8]. 

 
Hình 4. Mối liên hệ giữa môi trường nuôi cấy và sự hình thành biofilm 

 
Hình 5. Mối tương quan giữa chủng đề kháng và sự hình thành biofilm 
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3.1.2. Khảo sát mối liên quan giữa chủng đề kháng với sự hình thành biofilm  

Mối tương quan giữa sự đề kháng và sự hình thành biofilm được trình bày ở hình 5. Ở ngày 

đầu (ngày 0) khi chưa tiếp xúc với kháng sinh, giá trị MIC là 64 μg/mL và OD 595nm có giá trị 

là 0,821. Giá trị MIC và OD 595 nm có sự biến động theo từng ngày (từ ngày 1-20) nhưng đến 

ngày thứ 20 trở lên bắt đầu có sự ổn định giá trị MIC và OD 595 nm. Ở ngày thứ 30 đạt được giá 

trị MIC 256 μg/ml tăng 4 lần so với giá trị MIC ngày 0 (64 μg/mL). Và giá trị OD ngày thứ 30 

đạt 3,699 tăng 4 lần so với giá trị OD 595nm ngày 0 (0,821). Thử nghiệm này đánh giá được sự 

tương quan giữa MIC và sự hình thành biofilm, cho thấy rằng MIC tỉ lệ thuận với mức độ hình 

thành biofilm (với hệ số tương quan của  R2=0,654>0,5 mức độ tương quan mạnh;  p<0,010), có 

ý nghĩa thống kê [10]. 

  

  

  
  Hình 6. Kết quả khả năng ức chế hình thành biofilm của colistin và rifampicin 

3.1.3. Ứng dụng khảo sát khả năng ức chế hình thành biofilm 

Chú thích: A: ATCC 27853, B: ATCC 27853 có giá mang, C: ATCC 9027, D: ATCC 9027 có 

giá mang, E: PA0, F:PA 02 giá mang 

𝐹𝐼𝐶 =
𝑀𝐼𝐶 𝑐𝑜𝑙𝑖𝑠𝑡𝑖𝑛 𝑡𝑟𝑜𝑛𝑔 𝑝ℎố𝑖 ℎợ𝑝

𝑀𝐼𝐶 𝑐𝑜𝑙𝑖𝑠𝑡𝑖𝑛 đơ𝑛 𝑐ℎấ𝑡
+

𝑀𝐼𝐶 𝑅𝑖𝑓𝑎𝑚𝑝𝑖𝑐𝑖𝑛 𝑡𝑟𝑜𝑛𝑔 𝑝ℎố𝑖 ℎợ𝑝 

𝑀𝐼𝐶 𝑅𝑖𝑓𝑎𝑚𝑝𝑖𝑐𝑖𝑛 đơ𝑛 𝑐ℎấ𝑡
 

Kết quả thí nghiệm bản cờ được trình bày ở hình 6 và bảng 1. Ở mật độ 1-2 x 106 CFU/ml cho 

thấy MIC của colistin đối với chủng ATCC 27853, PA02 là 2 (μg/mL), với chủng ATCC 9027 là 

1-2 (μg/mL) và MIC của rifampicin đối với các chủng có sự khác nhau. Sau khi phối hợp giữa 

colistin và rifampicin thì MIC cả hai kháng sinh đều giảm. Chủng ATCC ATCC27853, ATCC 
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9027 và PA 02 có giá trị FIC = 0,75 ≤ 1, riêng ATCC 9027 giá mang và PA 02 có giá trị FIC= 

0,625 ≤1. Như vậy, rifampicin và colistin làm tăng đáng kể khả năng ức chế biofilm so với đơn lẻ 

sau 24 giờ [13], [14]. 

Bảng 1. MIC và FIC 

MIC(μg/ml) 

Chủng 

MIC Colistin 

đơn chất 

MIC Rifampicin 

đơn chất 

MIC Colistin 

phối hợp 

MIC Rifampicin 

phối hợp 
FIC 

ATCC 27853 2 80 0,5 40 0,75 

ATCC 27853 giá mang 2 80 0,5 40 0,75 

ATCC 9027 1 80 0,5 20 0,75 

ATCC 9027 giá mang 2 40 0,25 20 0,625 

PA02 2 20 0,25 10 0,625 

PA02 giá mang 2 20 0,5 10 0,75 

3.2. Bàn luận 

Pa là nguyên nhân thường gặp của nhiễm khuẩn bệnh viện, chiếm 11 – 13,8% trường hợp 

nhiễm khuẩn khi có kết quả định danh vi khuẩn và tại ICU thì tỷ lệ này còn cao hơn với 13,2 – 

22,6% trường hợp được báo cáo [2]. Một nghiên cứu về tình hình kháng kháng sinh của Pa phân 

lập được trên các mẫu bệnh phẩm tại Viện Pasteur Tp. HCM năm 2014, cho thấy Pa kháng hầu 

hết với các kháng sinh thường sử dụng trong điều trị. Mức độ đề kháng cụ thể như sau: colistin 

(10,7%), fosfomycin (24%), aztreonam (36%), amikacin (42,9%), ciprofloxacin (48,2%), 

cefepim (45,8%), imipenem (46,2%), gentamicin (55,6%), cefoperazon (54,2%), ticarcillin/ acid 

clavulanic (54,2%), tobramycin (54,2%), piperacillin (60,7%). Tỷ lệ này cho thấy mức độ đề 

kháng kháng sinh của Pa là khá cao [1]. Theo Flemming, vi khuẩn có khả năng đề kháng với các 

tác nhân gây hại (chất kháng sinh, chất diện hoạt bề mặt...) cao gấp 1000 lần khi gắn kết với nhau 

và hình thành biofilm so với dạng vi khuẩn tự do [15]. Mạng lưới các hợp chất ngoại bào của 

biofilm có khả năng giúp tế bào chống lại tác động của kim loại nặng, các ion và chất độc, giúp 

vi khuẩn tránh khỏi rất nhiều yếu tố từ môi trường như kháng sinh, chất diện hoạt, chất sát khuẩn, 

tia UV, pH. Nhiều mô hình sinh trưởng biofilm in vitro đã được tiến hành và phát triển nhằm 

đánh giá các phương pháp điều trị nhiễm khuẩn đến biofilm. 96-MWP là một trong những mô 

hình được sử dụng rộng rãi nhất trong nghiên cứu về hình thành biofilm. Đồng thời, 96-MWP là 

mô hình phù hợp nhất trong việc sàng lọc thuốc vì số lượng tạo thành biofilm nhiều trong một lần 

thực hiện, phù hợp với nhiều loài vi khuẩn và chỉ cần một lượng nhỏ mẫu thử [7]. Theo Coffey 

và cộng sự [7], tồn tại sự tương quan giữa các môi trường nuôi cấy nghèo dinh dưỡng và giàu 

dinh dưỡng với quá trình hình thành biofilm của vi khuẩn. Kết quả thí nghiệm cho thấy, môi 

trường nuôi cấy giàu dinh dưỡng sẽ tăng khả năng hình thành bioflm [7]. Ngoài ra, khi chèn các 

giá mang vào phiến 96 giếng làm gia tăng biofilm thêm nữa, điều này cho thấy khi bệnh nhân có 

các can thiệp lâm sàng (đặt stent, nong động mạch, catheter, nội soi, hệ thống chạy thận nhân 

tạo,…) nếu nhiễm Pa thì khả năng số lượng biofilm hình thành nhiều dẫn đến giảm hiệu quả điều 

trị [6]. Hơn nữa, nghiên cứu khảo sát mối liên hệ giữa MIC và sự hình thành biofilm cho thấy khi 

MIC tăng thì số lượng biofilm cũng tăng. Kết quả này tương đồng với kết quả nghiên cứu trước 

đó của M. Yasir [10]. Kháng sinh được chọn là ciprofloxacin có phổ rộng trên gram âm và 

thường được sử dụng để điều trị nhiễm trùng do Pa [10]. Cơ chế đề kháng ciprofloxacin là kiểu 

thu nhận gen đột biến mã hóa cho các protein bơm ngược, dẫn đến tăng biểu hiện bơm này làm 

giảm hiệu quả của kháng sinh [9]. Ở ngày đầu khi chưa tiếp xúc với kháng sinh, giá trị OD của vi 

khuẩn còn thấp, chứng tỏ khả năng hình thành biofilm còn yếu, nhưng khi đã tiếp xúc với kháng 

sinh trong dài ngày thì giá trị OD thu được càng cao. Từ ngày 1-20, chủng vi khuẩn có sự biến 

đổi để thích nghi với môi trường có kháng sinh. Nhưng đến ngày thứ 20 thì vi khuẩn tạo chủng 

đề kháng ổn định và giá trị OD càng cao. Điều này cho thấy rằng nồng độ kháng sinh cao tăng 

cường khả năng hình thành biofilm ở vi khuẩn. Nếu bệnh nhân không tuân thủ đúng phác đồ điều 

trị khi dùng kháng sinh, dẫn đến tạo chủng đề kháng thì khả năng hình thành biofilm càng cao.  
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Hiểu được sự khó khăn trong điều trị vi khuẩn khi hình thành biofilm, nghiên cứu xây dựng 

mô hình biofilm trên phiến 96 giếng để khảo sát sự hình thành và ứng dụng thử nghiệm các 

kháng sinh hiện có để ức chế hình thành biofilm. Kháng sinh ciprofloxacin có phổ rộng trên gram 

âm và thường được sử dụng điều trị nhiễm trùng do Pa  [10]. Tuy nhiên, khi thực hiện thử 

nghiệm với ciprofloxacin độ ổn định không cao nên chuyển sang hai kháng sinh có độ ổn đinh 

cao hơn là colistin và rifampicin. Ngoài ra, theo Hiệp hội bệnh truyền nhiễm Hoa Kỳ, colistin 

được lựa chọn thay thế khi các kháng sinh khác không còn nhạy và khuyến cáo nên phối hợp với 

rifampicin để tăng hiệu quả kháng khuẩn trên vi khuẩn gram âm [13], [14], [16]. Ở thí nghiệm 

này, nghiên cứu sử dụng hai kháng sinh là colistin và rifampicin để đánh giá hiệu quả ức chế sự 

hình thành biofilm [14]. Colistin tăng tính thấm qua màng tế bào để cho rifampicin xâm nhập vào 

bên trong, gây ức chế tổng hợp RNA của vi khuẩn [14]. Ngoài ra, mô hình này có thể được ứng 

dụng trong đánh giá các chất tiềm năng có khả năng ức chế và phá hủy biofilm. 

4. Kết luận 

Mô hình tạo thành biofilm được thực hiện trên phiến 96 giếng đơn giản, hiệu quả, nhanh 

chóng và chi phí thấp hơn so với các hệ thống nuôi cấy khác. Mô hình này không cần đòi hỏi các 

phương tiện phức tạp đắt tiền nhưng vẫn đánh giá được hiệu quả của các chất tiềm năng. Hơn 

nữa, thời gian thực hiện đánh giá khả năng hình thành biofilm của vi khuẩn cũng như tác động 

của kháng sinh đối với biofilm nhanh chóng chỉ trong vòng 3-5 ngày. Nghiên cứu cho thấy quá 

trình hình thành biofilm liên quan đến chủng loài vi khuẩn, môi trường nuôi cấy, giá mang và 

MIC. Hai kháng sinh colistin và rifampicin hiệp đồng bổ sung ức chế sự hình thành biofilm. 
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