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Tém tit:

Burkholderia pseudomallei 13 mat loai vi khuén séng trong dit, 1y truyén va gy nhiém melioidosis (hay con goi la
bénh Whitmore) cho ngudi va nhiéu loai dong vat. Pic diém sinh hoc ciia B. pseudomallei 1a trwe khuin Gram am,
oxydase dwong, khang tw nhién véi khang sinh gentamicin (Gen) va colistin (Col) nhwng nhay cam véi amoxicillin
clavulanic acid (AmC). Pé ap dung dic trung dién hinh nay trong dinh danh cac chiing B. pseudomallei phéan 1ap tir
cAc miu bénh phim 1am sang, cdc tic gia da tién hanh nghién ciru 169 chiing true khuin Gram am, oxydase duwong
phan I4p tai Bénh vién Pa khoa tinh Ha Tinh tir thang 7/2018 dén 12/2018. Két qua dinh danh bing real-time PCR
dic hiéu gene TTSS1, giai trinh tu gene rec4 va 16S rRNA khing dinh 17 chiing 1a B. pseudomallei. 17 chiing nay
déu dap tng tiéu chi diic trung cia vi khuin B. pseudomallei vé nhay cam 3 khoanh khang sinh véi dwong kinh (r)
khang Gen (r=6 mm), khang Col (r=6 mm) va nhay AmC (18 mm<r<26 mm). P9 chinh xac ctia phwong phap dinh
danh B. pseudomallei bang 3 khoanh khang sinh nay 1a 100%, trong khi d6 d9 chinh x4c ciia phwong phap sinh héa
API 20NE va Vitek 2 lan lwgt 1a 76,4% (13/17) va 29,4% (5/17). 5 chiing vi khuin Cupriavidus malaysiensis ciing
khang Gen va Col nhung dwong kinh vong nhay cim AmC la khoing 42-43 mm. Két qua nghién ciru nay cho thay,
phwong phap dinh danh B. pseudomallei bang 3 khoanh khang sinh c6 d9 chinh xdc cao va c6 thé trién khai tai nhidu
phong xét nghiém vi sinh & Viét Nam nhim han ché viéc dinh danh sai vi khuin B. pseudomallei va bé sét xét nghiém
ca nhiém melioidosis.

Tir khoa: Burkholderia pseudomallei, melioidosis, Whitmore, 3 khoanh khang sinh.

Chi sé phén loai: 3.1

Dat van dé bénh cao nhat (gip 13 lan) [2, 3]. Melioidosis 1 bénh truyén
Burkholderia pseudomallei 13 mot loai vi khudn sdng nhié’m cip tlir‘lh n%uy h{ém ga;ly tfrAvong cAao Vé;dr vong nharjh
(trudc 48 gio nhap vién) néu bénh nhan khong dugc chan
doan sém va diéu tri khang sinh kip thoi theo khuyén céo
[2]. Trong sd cac ca nhidm melioidosis, hiu hét cac bénh
nhan c6 biéu hién nhiém khuan huyét va viém phéi, mot nira

hoai sinh trong dat va trong nudc & cac ving nhiét déi, dic
biét 1a & Pong Nam A va ving phia Bac Australia [1]. B.
pseudomallei 1a cin nguyén gy nhiém melioidosis (bénh

Whitmore). Bénh gdp ca trén nguoi va nhiéu loai dong vat. PR N e R
s0 bénh nhan nay c6 biéu hién soc nhiém khuan va c6 thé tu

vong trudc 48 gid nhap vién [4, 5]. Do kha ning lay truyén
qua dudng ho hap cing tinh chat gay bénh nguy hiém, B.

Con dudng lay truyén chinh ctia bénh 1a (i) qua tiép xtc truc
tiép vét tray xudc da v6i dat hodc nude nhidm khuan; (i) qua
hit phai cac hat bui hoéc hat sol khi c6 chura vi khuén; (111)
qua con dudng tiéu hoa khi dn udng phai thuc phdm nhiém
khuén. Melioidosis gip ¢ moi Itra tudi, trong d6 do tudi >45
chiém da s6. Bén canh cac yéu t6 nguy co nhu nghién ruou,

pseudomallei duge Trung tdm Kiém soat va phong ngira
dich bénh My (CDC) xép vao nhom céc tic nhan co thé sir
dung lam vii khi sinh hoc & cdp d6 nguy hiém loai 1 (tier 1

sir dung corticoid dai ngay, bénh phdi va thdn man tinh thi select agent, https://www.sclectagents.gov/).

ngudi bi tiéu dudng thudc nhom dbi twgng c6 nguy co nhiém Nhiéu thap ky qua, Viét Nam dugc coi 1a nude nim
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Abstract:

Burkholderia pseudomallei is a soil-dwelling bacterium
which can infect human and animals causing a fatal
infectious disease of melioidosis (or Whitmore’s disease).
The biological characteristics of this bacterium are
Gram-negative bacilli, oxydase-positive, naturally
resistant to gentamicin (Gen) and colistin (Col) but
sensitive to amoxicillin-clavulanic acid (AmC). To use
these particular characteristics for the identification of
B. pseudomallei, the authors investigated 169 oxydase-
positive and Gram-negative bacilli strains isolated
from clinical specimens at Ha Tinh General Hospital
from July to December 2018. TTSS1 real-time PCR
assay, recA and 16S rRNA gene sequence analyses
confirmed 17 strains as B. pseudomallei. These 17 strains
demonstrated the particular characteristics of three-
antibiotic disc test with the diameter (r) Gen resistance
(r=6 mm), Col resistance (r=6 mm) and AmC sensitivity
(18 mm<r<26 mm). The identification accuracy of this
method for B. pseudomallei was 100% while the accuracy
of the two biochemistry methods API 20NE and Vitek 2
were 76.4% (13/17) and 29.4% (5/17), respectively. Five
strains of Cupriavidus malaysiensis were also resistant
to Gen and Col but sensitive to AmC with inhibition
zone diameter of 42-43 mm. In comparison with the
routine identification methods, the identification of B.
pseudomallei from oxydase-positive and Gram-negative
bacilli using three-antibiotic disc test was a reliable
and accurate method and could be implemented in the
medical microbiology laboratories in Vietnam to reduce
and avoid the misdiagnosis of melioidosis.

Keywords: Burkholderia pseudomallei, melioidosis, three-
antibiotic disc test, Whitmore.

Classification number: 3.1
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trong tdm diém luu hanh ctia melioidosis & cap bao dong do
(cAp cao nhét) trén ban d6 dich t& hoc toan cau [1]. Tai Thai
Lan, méi nim c6 khoang hon 4.000 ca melioidosis dugc
phat hién va s lugng tir vong 1a gan 2.000 ca [6]. Gan day,
s6 luong ca bénh phat hién ¢ cac nudc lang giéng 1a Lao
va Campuchia ciing ting 1én dang ké [7, 8]. Mic du c6 sy
tuong dong vé dia 1y, khi hau va hinh thirc canh tac nong
nghiép nhu nhitng nudc trong khu vyc nhung sé liéu dich
t& hoc vé ty 1 ngudi dan Viét Nam bi nhiém bénh ciing nhu
su phan bd cta vi khuan B. pseudomallei trong cac ving
dat canh tac nong nghiép 1a gan nhu khong cé. Cac 1y do
vién dan cho su thiéu ving thong tin cta bénh nay 1a (i)
giao trinh day cho sinh vién y khoa tai cac truong dai hoc
chwa d& cap nhiéu dén bénh, (ii) sinh vién va cac k§ thuat
vién khong dugc thuc hanh xét nghiém nudi céy vi khuan,
va (iii) cac thiét bi xét nghiém thuong quy thuc hién tai cac
bénh vién nhu k¥ thuat dinh danh vi khuan st dung thanh
thir API 20NE hoac may dinh danh vi khuén tu dong Vitek
2, Phoenix va MicroScan WalkAway hodc tham chi may
dinh danh dua trén k§ thuat khdi pho protein MALDI-TOF
thuong tra sai két qua dinh danh vi khuén B. pseudomallei
thanh nhimg loai vi khuan khac, din dén chan doan nham
va bo sot ca bénh [9]. TAt ca cac nguyén nhan d6 da lam cho
cac bac sy 1am sang ciing nhu cac can bd xét nghiém vi sinh
tai cac bénh vién (dac biét 1a bénh vién tuyén dudi) chua
thuc sy dé y va chua c6 phan ing nghi ngo ca bénh. Piéu
d6 dan dén melioidosis da tré thanh cin bénh bi lang quén &
Viét Nam trong sudt nhiéu thap ky qua [10].

B. pseudomallei 13 tryc khuan Gram am, oxydase dwong,
khang tu nhién vdi Gen va Col nhung nhay cam véi AmC
[11]. Ngoai ra, B. pseudomallei con c6 mot sé dic tinh
khac nhu khuén lac c¢6 anh kim khi nhin nghiéng dudi dén
anh sang tring hodc t& bao c6 hinh kim bang khi quan sat
nhudm soi Gram dudi kinh hién vi. Dua trén nhiing dic tinh
sinh hoc dic trung nay, thoi gian vira qua, chiing t61 da tién
phong huéng din nhiéu bénh vién trién khai k¥ thuat nuoi
cdy dinh danh vi khuan B. pseudomallei sit dung 3 khoanh
gidy khang sinh Gen, Col va AmC [5]. Mic du phuong phap
don gian nay di gitip nhidu bénh vién tuyén dudi phat hién
ra ca nhiém melioidosis nhung d chinh xé4c cua k¥ thuat
dinh danh vi khudn B. pseudomallei bang 3 khoanh gidy
khang sinh van chua duogc danh gia va kiém chung r& rang.
Trong nghién ctru nay, chiing t6i tién hanh so sanh k¥ thuat
dinh danh 3 khoanh gidy khang sinh véi cac ky thuat dinh
danh thuong quy khac 1a API 20NE va may dinh danh tu
dong Vitek 2. Do chinh xac cta cac k¥ thuat dugc danh gia
dua trén két qua dinh danh vi khuan bang k¥ thut real-time
PCR gene TTSS1 dac hi¢u B. pseudomallei va ky thuat giai
trinh tu gene rec4 va 16S rRNA [12-14].
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Déi tweng va phueng phap
Chiing vi khudn nghién civu

Tir thang 7/2018 dén 12/2018, ching t6i tién hanh thu
thap 169 ching tryc khuan Gram 4m, oxydase duong phan
lap duogc tir cac loai mau bénh phim mau (n=124), dom
(n=18), mu (n=13) va tiéu (n=14) tai Khoa Vi sinh, Bénh
vién Pa khoa tinh Ha Tinh. Céac chung vi khuéan dugc luu
gitt lanh sdu trong moi truong Luria-Bertani chua 20%
glycerol & -70°C dé phuc vu cho cac nghién ciru tiép theo.

Phwong phap thii tinh nhay cam khang sinh

Tu 6ng lanh sdu, vi khuan duoc nudi céy hoat hoa qua
dém trén moi truong thach mau Columbia chira 5% mau ctru
& 37°C. Tinh nhay cam khang sinh dugc thir bang phuong
phép khuéch tan khoanh gidy khang sinh dua trén huéng
dan cta Vién Chuan thirc 1dm sang va Xét nghiém My (CLSI
MO02-A12). Theo do, té bao vi khuan hoat héa dugc hoa
v6i dung dich nude mudi sinh Iy NaCl 0,9% dat dén gia tri
0,5 McFarland va duoc cay trai déu trén moi truong thach
Mueller Hilton bang que tim bong. Cac khoanh khang sinh
(Mast Diagnostics, Anh) gdm Gen (10 pg), Col (10 pg) va
AmC (20/10 pg) dugc lan luot dat 1én bé mat méi truong
thach. Bia thach sau @6 duoc nudi céy 0 37°C. Kich thudc
vong nhay cam khang sinh dugc do sau 24 gid nuéi cay. Két
qua nhay cam khang sinh cua B. pseudomallei dugc phién
giai theo huéng dan ctia Hodgson va cs (2009) [11].

Dinh danh vi khudn bang thanh thiv API 20NE

Phuong phap dinh danh nay duoc thuc hién theo hudng
dan cua nha san xuit. Theo d6, khuan lac d3 dugc hoat hoa
trén moi truong thach mau dugc dua bang que tim bong
vao éng moi truong API NaCl 0,85% cho dat mat do 0,5
McFarland. Phan huyén phu vi khuan nay dugc dwa vao
céc dng phan tng trén thanh API 20NE (Biomerieux, Phap).
Céc 6ng phan ung thir nghiém 1én men duong duoc phu kin
bang khoang dau. Thanh API dugc U trong t 4m & nhiét do
30°C. Sau 24 gid nudi cdy, két qua 4m tinh va duong tinh
dbi v6i mdi phan tng sinh hoa duoc doc theo chi din cua
nha san xuit. Két qua thir nghiém duoc chuyén sang dang
s6 gdm 7 chir s6 va dugc tra ciru tryc tuyén trén website cia
nha san xudt http://apiweb.biomeireux.com/.

Dinh danh vi khuén bang mdy tw dong Vitek 2

Phuong phap dugc thuc hién theo hudng dan cua nha
san xuit. Theo do, t& bao vi khuin dugc hoa vao nudc
mubi NaCl 0,45% cho dat mat do 0,5 McFarland. Huyén
phu t& bao vi khuan dugc chuyén vao thé GN dinh danh
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vi khuan Gram 4m va dugc dua vao may Vitek 2 Compact
(Biomerieux, My). Céc thong s6 ciia may dinh danh duoc
cai dat theo ché do chuan cua hang. Két qua dinh danh duoc
may tra tu dong sau 6 dén 24 gio.

Dinh danh vi khuin B. pseudomallei bang ky thudt
real-time PCR dic hiéu gene TTSS1

DNA tong s6 cta vi khuan duoc tach chiét bang dung
mdi hitu co st dung chloroform: isoamyl alcohol. Sau khi
Kkét tua trong con lanh, DNA dugc hoa vao dém TE (10 mM
Tris HCI, 0,1 mM Na EDTA) va luu giit ¢ -20°C. Nong
dd va muic d6 tinh sach cua DNA dugc kiém tra trén may
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, My). Tiép theo,
1 ul DNA khuén nay dugc tra vao Ong real-time PCR chira
12,5 pl Maxima Probe qPCR Master Mix (ThermoFisher
Scientific, Lithuania), 10 pmol mdi xudi BpTT4176F
(5’- CGTCTCTATACTGTCGAGCAATCG-3’), 10 pmol
moi ngugce BpTT4290R (5°-CGTGCACACCGGTCAGTATC-3"),
0,26 mM dau do BpTT4208P (5’-CCGGAATCTGGATCA
CCACCACTTTCC-3’), 400 ng bovine serum albumin
(BSA; ThermoFisher Scientific, My) va nudc cho dén du
25 pl. Chu trinh nhiét ctia phan tmg PCR dugc thuc hién &
50°C trong 2 phut, 95°C trong 10 phut va 40 chu ky & 95°C
trong 15 gidy va 60°C trong 1 phut. Real-time PCR dugc
thuc hién trén may AriMx Real-time PCR System (Agilent
Technologies). Tin hiéu huynh quang dugc ghi nhan trén
phan mém Agilent AriaMx Software v1.5 va gia tri ngudng
(threshold) duoc tinh toan ty dong st dung thudt toan
baseline-corrected raw fluorescence. Real-time PCR duong
tinh dugc ghi nhan khi duong tin hiéu huynh quang ctia mau
vuot gia tri ngudng.

Dinh danh vi khudn bting gidi trinh tw gene recA

Phan ung PCR khuéch dai gene recd duoc tién hanh
trong thé tich 25 pul phan tng chtra 12,5 ul DreamTaq PCR
Master Mix (ThermoFisher Scientific, Lithuania), 1 ul DNA
vi khuén d tach chiét nhu dd mo ta & trén, 10 pmol mdi
loai moi gdbm BURI (5’-GATCGA(AG)AAGCAGTTC-
GGCAA-3’) va BUR2 (5’-TTGTCCTTGCCCTG (AG)
CCGAT-3") va nudc cho dén da 25 pl. Sau khi bién tinh
DNA ¢ 95°C trong 5 phiit, phan ing khuéch dai gene dugc
thuc hién trong 40 chu trinh, v6i mdi chu trinh nhiét dugc
cai dat 1a 95°C trong 30 gidy dé bién tinh tach mach DNA,
60°C trong 30 gidy dé gan moi, 72°C trong 1 phit dé khuéch
dai gene. Cudi cing, chu trinh két thuc & 72°C trong 5 phit.
San phém PCR duoc dién di va kiém tra trén gel agarose 1%
¢6 bd sung chat phat huynh quang Redsafe (Intron Biotech-
nology, Han Qudc). San pham PCR duoc tinh sach sit dung



kit Qiaquick ctia Hing Qiagen. V&i mdi phan tmg giai trinh
tu, 10 ng san phém PCR tinh sach dugc dua vao cac phan
mg khuéch dai sir dung kit Bigdye® terminator v3.1 theo
huéng dan cta nha san xuat (Applied Biosystem). Sau khi
khuéch dai béng mdi md ta nhu trén, trinh tu DNA duoc doc
trén may giai trinh tu 3100 Avant Genetic Analyzer sir dung
POP-6 polymer. Sic d6 trinh ty duoc kiém tra va chinh sira
trén phﬁn mém Chromas lite 2.1. Trinh tu cia 2 mdi duoc
két ndi trén phén mém Clone Manager (Clone Manager Pro-
fessional Suite version 8). Mtrc d6 tuong dong vé trinh tur
gene recA cua ching nghién ctru so voi cac chung da cong
bd trén ngan hang gen dugc so sanh, st dung cong cu tra
ciru BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Dinh danh vi khudn bing gidi trinh tw gene 16S rRNA

Phan tng PCR khuéch dai gene 16S rRNA dugc tién
hanh trong thé tich 25 pl chira 12,5 pl DreamTaq PCR
Master Mix (ThermoFisher Scientific, Lithuania), 10 pmol
mdi loai moi 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)
va mdi 1525R (5’-AAAGGAGGTGATCCA GCC-3’) va 1
ul ADN vi khuan da tach chiét nhu dd mé ta & trén. Sau
khi bién tinh DNA & 95°C trong 5 phut, phan tmg khuéch
dai gene dugc thyc hién trong 35 chu trinh, véi mdi chu
trinh nhiét dugc cai dit nhu sau: 95°C trong 30 gidy dé bién
tinh tach mach ADN, 55°C trong 30 gidy dé gan moi, 72°C
trong 1 phut 45 gidy dé khuéch dai gene. San phdm PCR
v6i kich thudce 1.499 bp dugce dién di va kiém tra trén gel
agarose 1%. San pham PCR dugc tinh sach va giai trinh tu
nhu d& mo ta ¢ trén. Phan Gng giai trinh ty dugc thyc hién
v6i moi 518F (5’-CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3’) va
mdi 800R (5’-TACCAGGGTATCTAATCC-3%). Trinh ty
ctia 2 mdi 518F va 800R dugc két ndi trén phan mém Clone
Manager (Clone Manager Professional Suite version 8).
Muc do tuong déng cao nhat vé trinh tuy doan 16S rDNA
ctia chung nghién ciru so voi cac ching chuan di cong bd
duoc tra cuu su dung cong cu 16S-based ID (https:/www.
ezbiocloud.net/) cap nhat dén ngay 31/12/2019.

Két qua
Ddc tinh nhay cdm voi 3 khoanh khdng sinh

169 chung vi khudn dugc thir nghiém tinh nhay cam véi
3 khoanh khéang sinh. 22 chung dap ung ti€u chi dic trung
ctia vi khuan B. pseudomallei 1a khang Gen (=6 mm) va
Col (r=6 mm) nhung nhay cam AmC (r>18 mm). Trong s6
nay, 17 ching cé vong nhay cam AmC trong khoang duong
kinh 23-26 mm, 5 ching c6 vong nhay cam ¢ duong kinh
42-43 mm. 147 chung con lai ¢6 cac kiéu nhay cam khac
nhau véi 3 khoanh khéng sinh thu nghiém. Nhom ching
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nay dugc goi chung la nhom khong dap ung tiéu chi dac
trung cua vi khuan B. pseudomallei vé nhay cam 3 khoanh
khang sinh.

Dinh danh nhom dap wng tiéu chi dic trung cua vi
khudn B. pseudomallei vé nhay cam 3 khoanh khang sinh

K§ thuat real-time PCR dugc trién khai trén 22 ching
dap Umg tiéu chi. 17 ching c6 phan tmg duong tinh véi
gene TTSS1 dac hiéu B. pseudomallei. Trinh ty gene recA
ctua 17 ching nay tuong dong 100% so v6i ching chuén
B. pseudomallei K96243". Cac chung nay déu co dic tinh
khang Gen va Col nhung nhay cam AmC véi duong kinh
trong khoang 23-26 mm (hinh 1A). Dinh danh bang k¥ thuat
sinh hoa API 20NE cho két qua 13 ching 13 B. pseudomallei
v6i ID tir 81,7 dén 99,9%. 4 ching con lai dugc dinh danh
1a B. cepacia véi ID tir 77,5 dén 86,3%. Dinh danh bang k¥
thuat Vitek 2 cho két qua 5 chung 1a B. pseudomallei v&i ID
tir 94,0 dén 99,0%. Cac chung con lai duoc dinh danh 1a P
aeruginosa (n=9), B. cepacia (n=2), S. paucimobilis (n=1)
(bang 1).

Hinh 1. Bac tinh nhay cam 3 khoanh khang sinh cta chiing khang
Gen va Col nhwng nhay cdm AmC véi vong nhay cam trong
khoang 23-26 mm (A); khang Gen va Col nhwng nhay cam AmC
v&i vong nhay cam trong khoang 42-43 mm (B).

5 chung con lai ¢6 phan ung real-time PCR gene TTSS1
am tinh. Trinh tu gene recA cua 2 trong 5 chung nay tuong
ddng thap v6i ching Cupriavidus taiwanensis LMG 194257
13 95,1%. Vi co s& dit liéu gene recA khong diy du trong
hé thong phan loai vi khuén nén chiing t6i str dung k¥ thuat
giai trinh ty gene 16S rRNA dé dinh danh va trinh tu gene
ctia 5 chiing nay déu giéng nhau va déu c¢6 do twong dong 1a
99,93% so véi chung chuin C. malaysiensis USMAA10207.
Céc ching nay déu co dic tinh khang Gen va Col nhung
nhay cam AmC ¢ duong kinh trong khoang 42-43 mm (hinh
1B). Pinh danh bang k¥ thuét sinh hoa API 20NE cho két
qua 5 chung 1a C. pauculus véi 1D 1a 98,6%. Dinh danh
bang k¥ thuat Vitek 2 cho két qua 1a Francisella tularensis
(n=1), Bordetella bronchiseptica (n=2), Moraxella spp.
(n=1) va C. pauculus (n=1) (bang 1).
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Bang 1. Két qua dinh danh céc chiing dap (rng tiéu chi dic trng
cua vi khuan B. pseudomallei v& nhay cam 3 khoanh khang sinh
béng k§ thuat sinh héa API 20NE va Vitek 2.

API 20NE
Ma profile

Vitek 2
%ID  Tén loai

STT  Chiing

Tén loai % ID

Nhom khang Gen va Col nhung nhay cim AmC dwong kinh 23-26 mm

1 HTOl 1156577  B. pseudomallei 99,9 P aeruginosa 89,0
2 HT03 1156577 B. pseudomallei 99,9 P, aeruginosa 89,0
3 HT04 1156577 B. pseudomallei 99,9 P, aeruginosa 89,0
4 HT37 1156577 B. pseudomallei 99,9 P, aeruginosa 89,0
5 HT72 1556577 B. pseudomallei 99,8  B. cepacia 97,0
6 HT38 1056576 B. pseudomallei 81,7 P, aeruginosa 93,0
7 HT40 1056577 B. pseudomallei 81,7 P, aeruginosa 93,0
8 HT61 1056577 B. pseudomallei 81,7 P, aeruginosa 89,0
9 HT63 1056576  B. pseudomallei ~ 81,7  B. cepacia 97,0
10 HT02 1056577 B. pseudomallei 81,7 P aeruginosa 87,0
11 HT88 1056576 B. pseudomallei 81,7 B. pseudomallei 97,0
12 HT162 1056577 B. pseudomallei 81,7 B. pseudomallei 94,0
13 HT168 1056576 B. pseudomallei 81,7 B. pseudomallei 94,0
14 HT126 1046577 B. cepacia 86,3 B. pseudomallei 99,0
15 HT26 1456577 B. cepacia 71,5 P aeruginosa 89,0
16 HT32 1456577  B. cepacia 71,5 jﬁ ‘ucimobilis 96,0
17 HTI125 1456577 B. cepacia 71,5 B. pseudomallei 99,0

Nhom khang Gen va Col nhung nhay cim AmC dwong kinh 42-43 mm

18 HT20 0200477 C. pauculus 98,6  F tularensis 88,0

19 HT35 0200477 C. pauculus 98,6 e L 97,0
Bronchiseptica

20 HT85 0200477 C. pauculus 98,6 i L 97,0
Bronchiseptica

21 HTI121 0200477 C. pauculus 98,6 Moraxellaspp. 96,0

22 HT152 0200477 C. pauculus 98,6 C. pauculus 98,0

Ghi chu: B=Burkholderia; Bo=Bordetella; C=Cupriavidus; F=
P=Pseudomonas; Sp=Sphingomonas.

Francisella;

Dinh danh nhém vi khuin khéng ddp ieng tiéu chi
ddc trung ciia vi khuin B. pseudomallei vé nhay cim 3
khoanh khang sinh

Real-time PCR gene TTSS1 déu am tinh dbi véi tat ca
147 chung khong dap g tiéu chi nhay cam 3 khoanh khang
sinh ctia vi khuan B. pseudomallei. Piéu d6 mot phan minh
chung céac chiing vi khuan nay khong phai 1a B. pseudomallei.
Dé 1am 15 hon vé thanh phan loai vi khuan nay, ching toi
tién hanh cdy ria 3 pha trén moi truong thach Ashdown
khong c¢6 khang sinh Gen va nudi ciy ¢ nhiét do 37°C. Sau
3 ngay, hinh thai khuan lac cua céc ching dwoc quan sat.
Dua vao mau séc, kich thudc, cdu trac bé mit, cu triic mép
khuan lac va dic tinh nhay cam 3 khoanh khang sinh, ching
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t6i chia cac chung nay thanh 20 nhom khuan lac khac nhau.
Mot chung dai dién trong m&i nhom khuén lac dic trung nay
duoc lya chon dé dinh danh bang phuong phap giai trinh ty
gene 16S rRNA. Céac ching dé dugc dinh danh vao 13 loai la
Achromobacter insuavis, Aeromonas dhakensis, Alcaligenes
faecalis, Burkholderia multivorans, Burkholderia territorii,
Cupriavidus metallidurans, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas oryzihabitans, Pseudomonas plecoglossicida,
Ralstonia insidiosa, Vibrio cholerae, Vibrio fluvialis va
Stenotrophomonas maltophilia (bang 2).

Bang 2. Két qua dinh danh céc chiing khong dap trng tiéu chi dic
trwng gﬁa vi khuan B. pseudomallei vé nhay cam 3 khoanh khang
sinh bang ky thuat giai trinh tw gene 16S rRNA.

o i
| Achromobacter insuavis 100 HF586506/LMG 26845" 2
2 Aeromonas dhakensis 99,8 CDBH01000037/CIP 107500" 4
3 Alcaligenes faecalis 100 BBJQO1000024/NBRC 131117 2
4 Burkholderia multivorans 99,7 ALIW01000278/BAA-247" 3
5 Burkholderia territorii 100 LK023503/LMG 28158" 53
6 Cupriavidus metallidurans 99.8 CP000353/CH34" 1
7 Pseudomonas aeruginosa 100 BAMAO1000316/JCM 5962° 8
8 Pseudomonas oryzihabitans 100 BBIT01000012/NBRC 102199 3
9 Pseudomonas plecoglossicida 100 BBIVO1000080/NBRC 103162" 2
10 Ralstonia insidiosa 99,8 AF488779/AU29447 3
11 Vibrio cholerae 99,8 X76337/CECT 5147 1
12 Vibrio fluvialis 100 BCZR01000036/NBRC 1031507 1

13 Stenotrophomonas maltophilia 99,9 JALV01000036/MTCC 434 64

Xdc dinh d¢ chinh xdc cua cdac phwong phap dinh
danh vi khuén B. pseudomallei

Két qua nghién ciru giai trinh ty gene recd, 16S rRNA va
real-time PCR gene TTSS1 dac hiéu khang dinh ¢6 17 chiing
vi khuan B. pseudomallei trong bo 169 ching truc khuan
Gram am, oxydase duong thu thép tai Bénh vién Pa khoa
tinh Ha Tinh tir 7/2018 dén 12/2018. St dung két qua dinh
danh cta cac phuong phap sinh hoc phén tir d6 dé so sanh
d6 chinh xac véi cac phuong phap sinh hoa khac cho théy,
phuong phap dinh danh bang thanh thir API 20NE va may
Vitek 2 ¢6 do chinh xéc 1an luot 1a 76,4 (13/17) va 29,4%
(5/17). Phuong phap dinh danh da trén tinh chit nhay cam
3 khoanh khang sinh Gen (=6 mm), Col (r= 6 mm) va AmC
(r>18 mm) nhén di¢n sai cac chung C. malaysiensis thanh
B. pseudomallei. Tuy nhién, néu dit tiéu chuan méi vé nhay
cam 3 khoanh khang sinh 1a Gen (r=6 mm), Col (r=6 mm)
va AmC (18 mm<r<26 mm) thi d6 chinh xac cuia phuong
phap 3 khoanh khang sinh trong dinh danh B. pseudomallei
tir cac mau bénh pham 1am sang 1a 100% (17/17).
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Dinh danh chinh xac cin nguyén vi khuan giy bénh
trong mau bénh phdm 1am sang khong chi c6 ¥ nghia gitp
cho bac sy dinh hudng diéu tri dung khang sinh cho bénh
nhan ma con giup cho cac nha quan 1y y t& ndm rd sy ton
tai cua mot loai bénh truyén nhiém cu thé nao do tai dia
phuong cling nhu hiéu rd tinh hinh dich t& cua bénh tai dia
phuong. Méi ving dia 1y khac nhau c6 mot mé hinh bénh
tat khac nhau va c6 su khac nhau vé dic diém sinh hoc cua
mdi cin nguyén vi khuan gdy bénh [15, 16]. Piéu d6 din
dén mdi k¥ thuat dinh danh vi khuén dua trén cac tinh chat
sinh héa déu c6 d6 chinh xac khac nhau & cc ving dia ly
khéc nhau [9]. Vi vay, céc k¥ thuat sinh hoc phan tir hién
dai nhu PCR nhan biét gene dac hi¢u hodc giai trinh ty gene
thuong duoc coi 1a tiéu chuan vang trong dinh danh vi sinh
vat, [am giam d¢ 1éch vé két qua xét nghiém & cac vung dia
ly. Tuy nhién, k§ thuat sinh hoc phan tir doi hoi sy dau tu
cac trang thiét bi hién dai cung vdi dao tao nguén nhan lyc.
Pay ciing 1a su han ché trong cong tac trién khai cac xét
nghiém k¥ thut cao nay ¢ cac ving kinh té con kho khan,
dac biét 1a cac bénh vién tuyén dudi ¢ Viét Nam. Trude tinh
hinh d6, viéc nghién ctru trién khai cac k¥ thuat don gian
va danh gia dugc do chinh xac cua ky thuat la diéu rat can
thiét nham giup cac bénh vién tuyén dudi sém tiép can va
trién khai duoc phuong phap xét nghiém bénh, giam thiéu
bo sot ca bénh.

K¥ thuét giai trinh tw ADN dé dinh danh vi khudn da
dugc tng dung tir lau trong xét nghiém chan doan bénh
truyén nhiém. D4i v6i cac sinh vat nhan so (prokaryote),
gene 16S rRNA 1a gene phd dung thuong ding trong phan
loai va dinh danh cac loai vi khuan. Payne va cs (2005) [12]
dd minh chimg trinh tu gene recA c6 kha ning phén tach t6t
cac loai trong chi Burkholderia hon so véi gene 16S rRNA.
Cay phat sinh chung loai xay dung dua trén trinh ty gene
recA phan tach o B. pseudomallei v6i cac loai c6 quan h¢
gan giii nhu B. mallei va B. thailandensis. Vi vy, trinh tu
gene recA da duoc str dung phd bién trong dinh danh khang
dinh vi khudn B. pseudomallei [4, 5, 17].

Giéng nhu nhiéu loai vi khuan Gram am khac, B.
pseudomallei c6 hé thong tiét dang 3 (type three secretion
system) co tac dung tiét cac protein hiéu ing dé chéng
lai cac té bao mién dich cua vat chu trong qué trinh gay
bénh. Nghién ctru cua Price va cs (2012) [18] trén bo 2.205
chung Burkholderia c6 1.954 chung B. pseudomallei cho
théy, real-time PCR gene TTSSI1 c¢6 tinh dac hi¢u tuyét dbi
v6i B. pseudomallei va gene nay chi c6 & B. pseudomallei
chtr khong ¢ & céac lodi c6 quan hé gan giii nhu B. mallei
va B. thailandensis. Ky thudt real-time PCR nay da duogc
mg dung nhiéu trong phat hién dinh tinh va dinh lugng B.
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pseudomallei tir cac mau bénh pham 1am sang va méi truong

[5, 14, 19]. Trong nghién clru nady, chung t6i minh chung
céc chung truc khuan Gram 4m, oxyadase dwong khong dap
ung tiéu chi nhay cdm 3 khoanh khéang sinh ddc trung cia B.
pseudomallei déu am tinh véi real-time PCR gene TTSSI.
Diéu d6 cho thay, cac ching truc khuan nay khong phai 1a
B. pseudomallei. Két qua d6 phu hop véi két qua dinh danh
bang phuong phap giai trinh tu gene 16S rRNA (bang 2).

Cac k¥ thuat dinh danh dya trén tinh chét sinh hoa
thuong duoc s dung trong hé thdng xét nghiém chan
doan vi sinh 1am sang la API 20NE, Vitek 2, Phoenix va
MicroScan WalkAway hodc thdm chi may dinh danh dya
trén k§ thuat khéi phd protein MALDI-TOF. Tuy nhién, céc
k¥ thuat nay d té ra c6 nhidu nhuoc diém khi sir dung dinh
danh vi khuén B. pseudomallei [9]. Cac k¥ thuat nay thuong
tra két qua dinh danh sai vi khuan B. pseudomallei thanh
nhitng loai vi sinh vat khac nhu B. cepacia, P. aeruginosa
va P. fluorescens voi mic do sai 1éch Kkét qua phu thudc
vao tung vung dia ly khac nhau [20-22]. Pic biét, may tu
dong Phoenix luén ludn tra két qua dinh danh sai vi khuan
B. pseudomallei [9]. Trong nghién ctiu nay, API 20NE cho
két qua dinh danh dang B. pseudomallei 14 76,4% (13/17),
trong khi do két qua dinh danh dung cta Vitek 2 chi la
29,4% (5/17). Két qua nghién ciru nay hoan toan phu hop
véi cac nghién ctru & cac ving khac trén thé gidi.

Vi khuén B. pseudomallei c6 dac tinh khang ty nhién
v6i Col va nhom khéng sinh aminoglycoside. Nam 2009,
Hodgson va cs (2009) [11] nghién ctru trén b 43 ching co
30 chung B. pseudomallei da phat hién tit ca cac chung B.
pseudomallei déu nhay cam véi AmC. Cung véi tinh chit
vi khuén hoc kinh dién cta B. pseudomallei 1a tryc khuin
Gram am va oxydase duong, cac nha khoa hoc di dé xuat
sir dung cac tinh chat don gian d6 dé dinh danh vi khuan
B. pseudomallei & nhitng phong xét nghiém vi sinh ¢6 diéu
kién trang thiét bi han ché. Nam 2018, nhom nghién ctru ctia
chung t6i di tién phong trién khai k¥ thuat 3 khoanh khang
sinh t6i nhiéu bénh vién tuyén dudi tai Viét Nam. Song song
v6i viée khing dinh két qua dinh danh bang cac k§ thuat
sinh hoc phan tir, nhém chung t6i da giup nhiéu bénh vién
phat hién ra nhitng ca nhiém melioidosis dau tién va gitp
nhiéu bénh vién tuyén dudi lam chii quy trinh k¥ thuat phat
hién ra nhiéu ca bénh. Vi nghién ctru nay, ching t6i khang
dinh két qua dinh danh vi khudn B. pseudomallei bang 3
khoanh khang sinh c6 dd chinh xac la 100%, tuong duong
véi cac ky thuat sinh hoc phan tu. Tiéu chi danh gia duong
kinh nhay cam 3 khoanh khéng sinh 1a Gen (r=6 mm), Col
(r=6 mm) va AmC (18 mm<r<26 mm). Vi vay, k¥ thuat nay
hoan toan c6 thé sir dung dé xét nghiém chan doan va sang
loc bénh nhan nhiém melioidosis tai cac bénh vién tuyén
dudi ¢ Viét Nam.
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Keét luan

Céc ching vi khuan B. pseudomallei phan 1ap tai Bénh
vién Pa khoa tinh Ha Tinh déu c6 dic tinh khang Gen (1=6
mm), Col (=6 mm) va nhay cam AmC (18 mm<r<26 mm).
Pinh danh vi khuan B. pseudomallei bang phuong phap 3
khoanh khang sinh c6 d chinh xac la 100%, trong khi do
phuong phap dinh danh béng thanh thor API 20NE va may
Vitek 2 c6 d6 chinh x4c 1an luot 1a 76,4 va 29,4%. Phuong
phap dinh danh B. pseudomallei bang 3 khoanh khang sinh
c6 thé ap dung trong xét nghiém chan doan khing dinh
nhiém melioidosis.

Nghién ctru nay dugc thuc hién thong qua nhiém vu
quy gene “Nghién ciru khai thac ngudn gene vi khudn
Burkholderia pseudomallei va danh gia dac tinh sinh hoc
nham nang cao hidu qua chan doan, dy phong va diéu tri”
(mé s6 NVQG-2018/08) do Bo Khoa hoc va Cong nghé tai
tro. Cdc tac gid xin tran trong cdm on.
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