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MO DAU

Burkholderia spp. 1a mét nhém vi khuan Gram 4m séng tw do trong méi
truomg tu nhién, dic biét phd bién trong dat, nude va cac moi trudmg giau chat
hitu co. Trong d6, nhém vi khuan thue phitc hgp Burkholderia cepacia (BCC),
bao gdm hon 20 loai gin giii vé mat di truyén, da va dang noi 1én nhu nhitng tac
nhan co hdi quan trong trong 14m sang, dic biét & céc bénh nhan suy gidm mién
dich, bénh nhan xo nang phéi va don vi hdi st tich cuc. Su gia ting céc trudng
hop nhiém tring do Burkholderia spp. tai bénh vién trong nhiing nim gin day,
diic biét trong cac dot bung phét dich khuan bénh vién, d dit ra nhitng thach thirc
16n ddi voi cong téc kidm soat nhiém khuén va diéu tri bang khang sinh.

Céc ching vi khudn Burkholderia spp. khong chi c6 kha ning khéng tu
nhién véi nhiéu nhém khang sinh, ma con thuong xuyén biéu hién kiéu hinh da
khang (MDR), thim chi khang véi cac khang sinh du phong nhu carbapenem hodc
colistin. Pic biét, cAu tric di truyén phic tap cia cic loai Bee, v6i bd gen 16m,
gidu yéu td di truyén di dong (plasmid, transposon, integron) va kha nang hinh
thanh mang sinh hoc manh mé, da gitip cic ching vi khuin ndy thich nghi tot
trong mdi trudng bénh vién va né tranh hé mién dich cia vét chi. Mac du
Burkholderia spp. 12 mot nhém vi khudn cé tiém ning gdy bénh nghiém trong,
tuy nhién, su chua day di vé dit liéu toan bd hé gene khién cho viéc xéc dinh co
ché khang thudc va phén loai phén tir gip nhiéu khé khan. Hién nay, di c6 mot 56
nghién ciru vé cic lodi Burkholderia spp. tai Viét Nam, tuy nhién chua c6 nghién
ctiu ndo cong bd trinh ty b gene hoan thién cua céc ching BCC phan 1ap tir bénh
nhin ngudi Viét Nam. Do d6, nghién ciru nay hudng to1 giai trinh tu toan bo hé
gene mot s6 ching vi khuén thude nhém Burkholderia spp., ti d6 lam sang t6 céc
dic tinh di truyén quan trong lién quan dén kha nang lay nhiém, gay bénh va co
ché khang thubc khang sinh cua ching. Bing cach sir dung cic cong nghé giai
trinh tur toan bd hé gene (WGS) két hop véi cic cong cu phan tich tin sinh hoc
hién dai, d3 mé ra co hdi dé phan tich sau céc dac diém di truyén ctia vi khuén,
qua d6 g6p phin hd tro chin doan, diéu tri va kiém so4t nhiém khuan higu qua

hon.
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Xuéat phét tir thuc tién trén, nghién ctru duge thuc hién véi muc tiéu giai
trinh tu toan bd hé gene ctia mot sb chung vi khuan Burkholderia spp. phan lap
tai Bénh vién Trung wong Quén ddi 108 trong giai doan 2020-2021. Ching t6i
{rmg dung cong nghé giai trinh tu hé gen thé hé méi (NGS), trén co s& dit liéu gene
thu dugc, tién hanh phén tich tin sinh cac yéu td lién quan dén kiéu hinh khéng
khéng sinh, doc luc va kha ning gy bénh, nhim lam séng to céc dic diém sinh
hoc phan tir quan trong ctia nhém vi khudn BCC dang luu hanh tai Viét Nam. Dit
liéu nay khong chi gitp ning cao hiéu biét vé dich té hoc phén tir cia Burkholderia
spp., ma con cung cdp co s& khoa hoc cho cic nghién ciru tmg dung trong kiém
so4t nhiém khudn va phét trién phac do diéu tri hiéu qua hon trong tuong lai. Bén
canh d6, nghién ciru ciia chiing t6i da 1an dau tién x4c dinh duoc trinh tu bo gene
hoan thién chiing B. cenocepacia 862 cé kiéu gene méi chura timg dugc cong bd
trude do. Do dd, bd gene chia chung nay ¢o thé duoc st dung 1am b gene tham
chiéu trén ngan hang GenBank, NCBI, phuc vu céc nghién ctru tiép theo. -

Muc tiéu ciia dé tai
Giai trinh tu toan b hé gene va xac dinh dic diém phan tir lién quan dén
khéng khang sinh, doc Iyc va kha ning 1ay nhiém, giy bénh clia mot s6 ching vi
khuan Burkholderia spp. phan 1ap tai Bénh vién 108 giai doan 2020 - 2021.
Ngi dung nghién ciru
- Noi dung 1: Giai trinh ty va phan tich ddc diém bd gene cac ching vi khuan.
- Néi dung 2: X4c dinh gene khang khang sinh va co ché khang thude khang
sinh.
- Noi dung 3: Xéc dinh gene ddc luc va sy trong tac gene.
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CHUONG 1. TONG QUAN NGHIEN CUU

1.1. TONG QUAN VE PHUC HQP VI KHUAN BURKHODELRIA
CEPACIA (BCC)

1.1.1. Pic diém chung va phan bd ciia nhém BCC

B. cepacia complex (BCC) 1a mot nhém truc khuan Gram 4m khéng 1én
men bao gém 20 loai khéc nhau, trong d6 cic loai dién hinh gdm B. cepacia, B.
multivorans, B. cenocepacia, B. vietnamiensis, B. stableis, B. ambifaria, B.
dolosa, B. anthina, B. pyrrocinia va B. ubonensis, v.v.[1, 2, 3]. Trudc nhitng nam
1990, BCC chi duoc biét dén nhu mot loai 1a B. cepacia. Ngay ci truée do B.
cepacia ciing dugc coi 1a Pseudomonas cepacia khi né 1an ddu tién dwoc phén lap
& bénh nhan xo nang vao ndm 1977 [4]. Vao gilta nhitng ndm 1990, cidc nha khoa
hoc ghi nhan rang trén thuc té, B. cepacia bao gom nhiéu phan nhém riéng biét
vd nim genovars ban dau di dwgc xic dinh: B. cepacia (genomovar I), B.
multivorans (genomovar II), B. cenocepacia (genomovar III), B. Stableis
(genomovar 1V), B. vietnamiensis (genomovar V) [5, 6, 7]. Nhém tac nhan gay
bénh nay thudng dugc tim thdy trong méi trudng tu nhién nhu dat, nuée, cy trong
va sinh truéng tot trong moi trudng am w6t b ham lwong nhod chat dinh dudng.
Ngoai ra, ching c¢6 kha nang thich irng da dang véi ca nhitng moéi trudng nhan tao
nhd tinh linh hoat ciia kiéu gene va kidu hinh, cho phép dét bién dé ton tai trong
diéu kién kho khin. Mic di BCC duoc tim thdy & moi quéc gia va chéu luc trén
thé gidi, cac truomg hop nhiém khuén Burkholderia spp. duge béo céo phd bién
hon & cac quic gia nhiét d6i va cin nhiét d6i nhu Khu vuc Pong Nam A, Chau
Uc, Chau Nam M§. Su phat trién va da dang di truyén ctia Burkholderia spp. dugc
xac dinh la theo co ché tién hoa theo dong. Do d6 dic diém di truyén ciia chiing
rat dic trung cho timg khu vuc dia 1y, timg quéc gia va hé sinh thai cu thé.

1.1.2. Tinh cAp thiét ciia bénh giy ra béi BCC

BCC la tic nhan gay bénh co hdi nghiém trong ¢ bénh nhian bénh ning va
bi suy giam mién dich, xo nang, bénh u hat min tinh. Nhém phiic hop khuan
Gram 4m nay ciing 14 tic nhan gy nhiém trung bénh vién quan trong & bénh nhén
nhap vién, nhim tring vét thuong sau phiu thuat, viém phdi, nhiém tring duong
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tiét ni¢u, nhiém tring duong hd hap va nhiém tring méu de doa tinh mang. Bénh
nhén xo nang mic BCC gin nhu khéng thé diéu tri dat diém vi khuan do chiing
c6 thé tdn tai trong méi trudng phdi, gy ra nhitng két qua khé ludng, bao gom
viém phdi hoai tir gdy tir vong (hoi ching cepacia). Phitc hop Burkholderia
cepacia 12 mjt nhom vi khuén gay bénh co hdi, an chira nguy co dang ké cho st
khoe con ngudi, dic biét 13 nhitng ngudi c6 hé mién dich suy yéu hodc mic cdc
bénh man tinh nhur xo nang. BCC bao g6m nhiéu loai ¢6 quan hé gin nhau, gy
ra mot loat cdc bénh nhiém trung véi mirc d6 nghiém trong khac nhau.

Trong sé céc bénh gy bai do BCC, nhiém tring phéi 1a phd bién nhit, dic
biét & bénh nhan xo nang. BCC ¢6 thé xAm nhap vao dudng hd hip va gay ra viém
nhiém, din dén céc triéu chimg nhu ho, s6t, khé thé va san xudt dom. Trong
treong hop nghiém trong, bénh 1y viém c6 thé tién trién ning va de doa tinh mang
ngudi méc. Ngoai ra, BCC con ¢6 kha ning gay nhiém tring méu, mot tinh trang
nguy hiém dén tinh mang, dic biét & nhitng ngudi c6 hé mién dich suy yéu nhu
bénh nhéan ung thu hodc dang diéu tri bang thudc e ché mién dich. BCC ciing
gy ra cac bénh khac nhu nhiém tring da va mé mém, mit va viém nhiém xwong
khép. Tinh cdp thiét cua cdc bénh nhidm tring do BCC nim & kha ning khéng
thudc cao cua ching. BCC vén ¢6 kha ning khang lai nhiéu loai khang sinh théng
thuomg, khién viée diéu tri trd nén khé khin va phirc tap. Diéu ndy lam ting nguy
co bién chimg va tir vong do nhidm tring, dic biét & nhimg bénh nhan c6 st
khoe yéu. Mot sé ching BCC c6 kha ning 1y truyén cao gita ngudi véi ngudi,
nhét 1 khi ma & trong c4i méi truong bénh vién. Piéu ndy c6 thé din dén cic dot
bung phat dich bénh, giy ra mdi de doa nghiém trong cho strc khée cong df’ing.

Con véi bénh nhan xo nang, nhiém tring man tinh do BCC ¢6 thé gy suy
giam chirc ning phdi, anh huéng lau dai dén chit lugng cude séng va tién luong
ctia bénh nhan. Bénh nhiém tring do BCC géy ra lo ngai nhiéu véi sitc khoe cong
ddng, dic biét trong bdi canh gia ting tinh trang khong dung nap khang sinh. Viéc
nghién ctru va phat trién cac bién phap phong ngira, chan dodn va diéu tri hiéu
qua hon dbi véi phirc hop vi khudn nay 1a rit can thiét dé bao vé strc khde cua
cong ddng va cai thién chit luong cude séng cho nhitng ngudi bi anh hudng boi
mam bénh nay.

1.2. PHAN LOAI, DINH DANH VA PIEU TRI NHIEM KHUAN BCC

1.2.1. C4c phwong phip chan dodn va thir thiach




Trong nhém BCC, B. cenocepacia va B. multivorans 1a hai loai gy bénh
phd bién nhit. Trong nhitng nam gin day, su xuét hién lién tuc cac truomg hop bi
nhiém khuédn nay & nhitng bénh nhan xo nang cho thiy su tiép nhén tir cac nguf’in
khéng phai ctiia con ngudi, ching han nhu méi tredng tu nhién. Piéu kién mbi
trudmg hogc vat chi khong phai con ngudi, trong d6 céc yéu tb doc Iuc 6 the
thich nghi, chon loc céc tinh trang tao déc luc va do dé méi truong tw nhién ¢
thé 14 & chira cdc mam bénh co hoi. Phire hgp BCC c6 kha ning ton tai trong mi
truong Am w6t kéo dai va 14y truyén tir ngudi sang ngudi trong cac co s& dich vu
lam sang, gdy phic tap trong viéc chira tri va doi hoi kiém soat nhiém khuin
nghiém ngit. Hién nay, cdc phwong phéap ding dé chin dodn c6 thé ké dén nhu
nudi cdy vi khudn, dinh danh dua trén cdc tinh chét sinh vat héa hoc, cic phuong
phap phan tir, gidi trinh tu va phan tich khéi phd. Mét nghién ciru hdi ctru da thuc
hién tai BV Nhan Dan Gia Pinh nim 2009 chi ra cac ca méc kho diéu tri, kha
nidng tr vong cao va ty 1¢ khang thudc cao v6i cac loai nhu amoxicillin,
amoxicillinta, clavulanic, cephalosporins thé hé 1 — 3 va aminoglycosides [8].
Mic du théng tin vé cdc nghién ctru vé Burkholderia cepacia complex tai Viét
Nam ¢6 thé khong nhidu va cap nhat nhu & cac nude phat trién, mot sé nghién
ctru da duoc thuce hién va cung cip nhing hiéu biét quan trong vé su hién dién va
tac dong cia BCC tai Viét Nam. Ngoai ra, mot so nghién ctru dang chii ¥ nhu
nghién ctu dic diém 1am sang, cin 14m sang & bénh nhan nhiém khuan huyét do
vi khuan Burkholderia cepacia tai Bénh vién Da khoa tinh Thai Binh nam 2016-
2020, didu tra dic diém 14m sang va cdn 1dm sing clia bénh nhan nhiém tring
huyét do B. cepacia, nhdn manh mitc d¢ nghiém trong ctia nhiém tring nay va su
can thiét cia viéc chdn doan va diéu tri kip thai [9]. Cée nghién ctru khac da dugc
thuc hién dé diéu tra ty 1€ hién miéc cia BCC & bénh nhan xo nang, dic diém
khang khang sinh ciia cdc chiing BCC phan 1ap dugc, va tdc dong clia nhiém tring
BCC dbi véi két qua 14m sang clia bénh nhan.

Ty 1& hién mic BCC, mic du chua c6 sé liéu chinh xdc trén toan quéc, cac
nghién ctru chi ra rﬁng BCC c6 mit & mét ty 1& ding ké bénh nhin xo nang tai
Viét Nam. Céc chung BCC phan lap dugc thudng khang véi nhiéu loai khang
sinh, gay kho khin trong diéu tri. Hon nita, nhiém trung BCC c¢6 thé gdy ra cic
bién chimg nghiém trong, bao gém viém phdi ning, nhiém tring huyét va suy
giam chire nang phéi, anh huong dang ké dén chat luong cude s6ng va tién lugng
ctia bénh nhan. Phitc hop vi khuén ndy can dwoc nghién ciru thém quy mé 16n hon
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dé x4c dinh chinh x4c ty 1& hién mic va céc yéu t6 nguy co lién quan dén nhiém
tring BCC tai Viét Nam. Can ap dung cac k§ thuat phan tir tién tién nhu MLST
va giai trinh ty toan by hé gene dé dinh danh chinh x4c cac loai va kiéu gene BCC,
tr d6 hiéu o hon vé su da dang di truyén va dich té hoc clia chiing, ciing nhu
nghién ctru sdu hon vé co ché khang thube va doc lyc clia cac ching BCC luu
hanh tai Viét Nam dé phat trién cac chién lwoc diéu tri va phong ngira hiéu qua
hon. C4c phwong phap chin doén nhanh chéng va chinh xdc hon ciing cin dugc
phét trién va nghién ctru, ciing nhu céc liéu phép diéu tri méi, bao gdm cé liéu
phép phage, dé aéi pho véi tinh trang khang khang sinh ngay cang gia tang.
1.2.2. Phuong phap diéu tri va khang khang sinh ciia BCC

BCC 12 mbt nhém vi khudn duoc biét dén véi kha ning khéng lai nhiéu loai
khéng sinh c6 lién quan dén trong diéu tri 1am sang va kha ning gy nhiém trung,
dic biét & nhimg ngudi mic bénh xo nang (CF). Céc loai BCC c6 dic tinh khang
tw nhién véi nhiéu loai thube khang sinh bao gdm B-lactam, fluoroquinolone,
aminoglycoside, polymyxin, va cationic peptide. DAy la thach thirc 16n nhét trong
diéu tri céc truong hop viém phdi do BCC géy ra. Trude tién, nhd khd ning ngan
tinh thdm qua mang t& bao ma rit nhiéu loai khéng sinh khéng thé vuot qua 16p
hang rao bio vé ndy, din dén khong thé hién hoat tinh khing khuan. Pa s6 cdc
loai thudc nhém BCC chira céc lipopolysaccharide bi bién doi lam cho chiing
khang v&i nhom polymyxin, trong dé g0m ca colistin. Bén canh do, su xuit hién
clia cdc kénh protein xuyén mang ciing nhu rat nhiéu hé thong bom thai da thude
thudc nhém resistance-nodulation-cell division (RND) superfamily da dong vai
trd rat quan trong d6i v6i kha ning khang thude tu nhién ctia céc loai thuge BCC.
Nghién cttu gan day cho thdy mot sb loai vi khuin thuéc BCC mang tir 11 — 16
bom thai hydrophobic/amphiphile efflux 1 (HAE1)-RND pumps chiu trach nhiém
khang da thude. Nghién ciru khac ciing chi ra cac co ché khac nhau ciia kiéu hinh
khing khang sinh cia phirc hgp Burkholderia cepacia (Hinh 1.1). Péi véi khang
sinh B-lactam, chiing sir dung su két hop cua viée giam tinh thAm mang ngoai, dot
bién protein gin penicillin va san xuét B-lactamase. Co ché bom day va porin gitip
BCC khang lai nhiéu loai thude khac, bao gfim trimethoprim, chloramphenicol,
tetracycline va mot sé quinolone. Dot bién dihydrofolate reductase ciing 1am ting
khda ning khing trimethoprim. Ngoai ra, BCC con c¢6 kha ning khang

aminoglycoside va polymyxin nho su stra d6i LPS va giam dién tich am trén mang
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ngodi. Su da dang va phc tap cta cac co ché khing khang sinh ndy khién viéc
diéu tri nhiém tring BCC tré nén khé khan [10].

Kha niing khang da thudc va sy thich nghi cao cia BCC khién viéc diéu tri
trd nén kho khin va phite tap. Hién tai, chua c6 thir nghiém lam sang ng?m nhién
nao danh gia hiéu qua cua cac phac dd diéu tri khang sinh khac nhau cho bénh
nhén nhidm BCC, khién viéc lira chon phuong phép diéu tri t6i wu tré nén kho
khin. Tuy nhién, cic bac si 1am sang thuong st dung liéu phap phéi hop khang
sinh dé didu tri nhidm tring BCC. Phac db thuong bao gdm mot loai B-lactam két
hop véi mot loai khéng sinh khéc nhu fluoroquinolone, aminoglycoside hodc co-
trimoxazole. Sy két hop ndy nhim ting cudng hiéu qua diéu tri va giam thiéu
nguy co khang thubc. Ddi v6i nhitng bénh nhén bi nhiém tring dudng ho hép,
liéu phap hip thy bing cach hit qua miii, hong ¢6 thé duoc sir dung dé cung cép
khang sinh truc tiép dén phoi. Phuong phap nay giup dat duge ndng do thude cao
hon tai vi tri nhidm trung, dong thoi giam thiéu tic dung phu toan than. Ngoai cdc
phuong phap diéu tri truyén thong, liéu phap phage ciing dang dwgc nghién ctru
nhu mot giai phép thay thé tiém nang cho cic bénh nhiém tring BCC khang thude.
Liéu phdp phage sir dung virus bacteriophage dic hiéu dé tiéu diét vi khuén BCC,
mang lai hy vong nhu mét phuong thire diéu tri méi cho nhitng bénh nhan khong
dap timg vdi khang sinh thong thuong.

C4c nha nghién ciru cling dang tich cuc tim kiém céc liéu phip méi dé diéu
tri nhidm tring BCC. C4c chét rc ché bom déy, nhim vao co ché khang thude
quan trong cia BCC, va céc liéu phap nhim muc tiéu cac yéu t6 doc luc ciia BCC
ciing dang duge phét trién va thir nghiém. Viéc lua chon phuong phap diéu tri toi
uu cho timg bénh nhan phu thudc vao nhiéu yéu td, bao gém loai nhiém tring,
tinh trang strc khoe ctia bénh nhan, kiéu khang khang sinh ctia ching BCC gy
bénh va kha niing dung nap thuéc ctia bénh nhan. Do kha ning khang thuéc ngay
cang ting ctia BCC, viéc nghién ctru va phat trién cdc li¢u phép diéu tri méi va
hiéu qua hon 14 rit cin thiét. Cac thir nghiém 14m sang ngau nhién da trung tim
s& dong vai tro quan trong trong viéc danh gid hiéu qua cua cac phac dd khéang
sinh khac nhau va x4c dinh cac yéu té nhu thoi gian diéu tri toi wu, ty 1€ tac dung
phu va két qua lau dai. Su hiéu biét sau sic vé co ché khang thude ciia BCC va
céc thir nghiém 14m sang chit ch& s& 1 chia khéa @€ céi thién két qua dicu trj cho
bénh nhén [11].
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Hinh 1.1. Céc co ché khang khang sinh ctia BCC. Kha ning khéng khang |
sinh B-lactam do sy giam tinh thAm mang (A), protein gén penicillin (B) bi dot |
bién va B-lactamase dugc ma hoa nhiém séc thé (C). Pun théng qua porins (D) va
bom x4 (E) chiu trach nhiém khang mét sé luogng 16n cic hop chét, bao gdm
trimethoprim, chloramphenicol, tetracycline va mét sb quinolone, dt bién
dihydrofolate reductase cung cip thém kha ning khang trimethoprim (F). O mang
ngoai, cac stra d6i LPS ngén chin su lién két ciia aminoglycoside va do d6 ngin
chin viéc van chuyén cic hop chét nay vao té bao (G), trong khi dién tich 4m |
gidm ciia mang ngoai 1am giam sy lién két ctia polymyxin va peptide khéng khuan
cation (H)[10].
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1.3. GIAI MA HE GENE BCC BANG CONG NGHE GIAI TRINH TU
GENE THE HE MOI (NGS)
1.3.1. Tong quan cong nghé gidi trinh tw hé gene thé hé méi (NGS)
Illumina

Cong nghé gidi trinh tr NGS dugce st dung cho viée giai trinh tu mét thong
lwong 1én DNA hoic RNA. Khéng giéng cong nghé gidi trinh tu truyén théng
nhu cta Sanger, NGS cho phép giai hang tridu doan DNA nho dong thoi khién né
tré thanh mot quy trinh c6 théng hrong cao hon. Cong nghé giai trinh tu song song
quy mé 16n ndy mang lai thong luong, kha ning mé réng va tée d6 cuc cao, do
d6 cho phép cac nha nghién ctru xac dinh thir tu cac nucleotide trong toan bg trinh
tw gene hodc viing muc tiéu cia DNA hodc RNA [12]. NGS hitu ich trong chan
do4n 14m sang, y hoc ¢4 nhan héa va sinh hoc, gitip cung cip théng tin day di vé
céc bién thé di truyén, dot bién va sdp xép lai cdu tric. D6 1a 1y do tai sao NGS da
tr& thanh mot cng cu vo gid trong viée gitp cic nha nghién ctu dao sau vé thong
tin di truyén, cling nhu tmg dung cia né trong y hoc vi nhiéu mau c6 thé dugc
giai trinh ty ddng thoi, cung cip cdc cong cu tin sinh hoc tién tién dé phén tich dir
liéu.

NGS di ngay cang phd bién hon, khong gidi han chi trong linh vuc nghién
clru y sinh ma con duoc 4p dung trong thuc tién 1Am sang giai trinh tu toan bd hé
gene WGS ciia vi khudn gy bénh. Céng nghé Illumina di cach mang héa viéc
giai trinh tu toan bd bd gene ciia vi khudn gdy bénh bing c4ch ting théng luong
theo cdp s6 nhan so v6i gidi trinh tur Sanger thé hé dau tién. Ngoai ra, cong nghd
Illumina cung cép théng lugng cao, tao ra hang triéu dén hang ty lrot giai trinh tu
doan ngan, thudng c6 d6 dai tir 100 d&én 300 bp véi d6 chinh xac rat cao. Hinh 3.2
minh hoa cong nghé¢ ctia NGS Illumina, sir dung cong ngh¢ giai trinh tu bang tong
hop véi phat hién huynh quang. Pu tién, cac doan DNA dwoc phan manh va gin
d4u ndi dic hiéu. Sau do, chung duogc gfm vao flowcell va khuéch dai bﬁng PCR
dé tao thanh céc cum chira nhidu ban sao gidng hét nhau. Tiép theo, qua trinh gidi
trinh tw dién ra bang cach thém cac nucleotide duge danh dau huynh quang vao
flowcell. Khi mét nucleotide két hop vao chudi DNA, tin hiéu huynh quang tuong
g dugc ghi lai. Sau d6, chat danh diu huynh quang dugce loai bo dé chuan bi
cho viéc két hop nucleotide tiép theo. Qua trinh nay dugc lap lai nhiéu 1an dé xac
dinh trinh tr cia toan by doan DNA. Cudi cung, dit liéu hinh anh duge xir Iy va
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phan tich dé chuyén ddi tin hiéu huynh quang thanh trinh ty DNA, sau d6 dugc
sip xép va phan tich dé tim kiém céc théng tin sinh hoc quan trong.

PCR amplification

|
- . t _ i B
e —_— LI i
LI (I
DNA fragments connector connection attach to flowcell
]
N e m"“‘l T ! ?r
¥ s | B ' (L t
E n N ' — o i
"5 1 ¢ By 0 & L o i
bind to primer dissociation

; l'llli PAYATTTC
|||\|I : i n. —> 00
A | " ,.\
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Hinh 1.2. Céc budc giai trinh tu thé hé méi (NGS) Illumina [12].

1.3.2. Cong nghé gidi trinh tu toan b hé gene (WGS) Nanopore

Doc trinh tu doan ngén dit ra nhitng thach thirc trong viée giai quyét cac
ving 13p di 13p lai, c4c bién thé cu tric va giai doan haplotype gy ra mdt s han
ché ciia n6 ddi véi mét s6 phan tich bd gene nhét dinh. Giai trinh ty doan dai bang
cong nghé Nanopore, cic phan tir DNA s€ di qua céc 16 c6 kich thudc nano dugc
gén trén mang polymer khong dan dién. Sy bién dbi cia dong dién khi céc phan
tir di qua s€ dugc phién giai ra trinh ty DNA trong thdi gian thyc, tao ra cac trinh
tu doan dai tir hang tram t&i hang chuc nghin bp [13, 14]. Qua trinh dwgec mo ta
chi tiét & Hinh 1.3 nay bt ddu bang viéc tao ra mot 16 nano siéu nhé trén mot
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mang mong, du 1én dé mot soi DNA don c6 thé [udn qua. Sau do, m¢t dién trudng
duogc thiét 1ap dé tao ra dong ion chdy qua 16 nano ndy. Khi sgi DNA di qua 16
nano, mdi nucleotide (A, T, C, G) s& gdy ra mdt sy thay doi dic trung trong dong
ion. Nhitng thay d6i nay duoc do luomg va ghi lai can than. Béng cach phan tich
cac tin hiéu dién nay, ching ta c6é thé giai ma trinh tu chinh xéac cia cac nucleotide
trong sgi DNA. Cong nghé Nanopore sequencing hira hen mang lai mét phuong
phap giai trinh ty DNA nhanh chéng, tiét kiém chi phi va c6 tinh di dong cao, md
ra nhiéu co hdi méi trong linh vuc nghién ciru va tmg dung di truyén. WGS
Nanopore cho phép phén giai cic ving gene phitc tap, phat hién céc bién thé cdu
tric va tao diéu kién cho qué trinh lip réap de novo nhung s& c6 ty 1¢ 16i cao hon.
Viéc két hop doc trinh tu doan ngz‘in [llumina va doc trinh tu doan dai Nanopore
s& cung cip mdt cc tiép cAn mang tinh tong thé vira cé do chinh xdc va pham vi
bao phil cao, vira c6 thé giai quyét duoc céc van dé vé phét hién va phan tich cac
cau trac phirc tap va cac bién thé gene [15, 16].

WGS dang 12 cong cu hitu higu nhét trong diéu tra va kiém sodt tinh trang
phat tan vi khudn khang thube, ddi phé véi cac dot bung phat, kiém soat 6 dich va
xéc dinh chudi 14y nhiém. WGS cung cap dy du théng tin dich t& hoc phén tir,
dic tinh ching loai, kiéu gene lién quan dén khang thudc 1am co s& phat trién céc
cong cu xét nghiém méi gitip chin doan nhanh cac chiing khang thube. Giai trinh
tw bd gene con cung cép thong tin cic yéu t6 di truyén di dong (plasmid, phage,
transposomes), su tién hoa khang thudc qua co ché chuyén gene ngang (thu nhin
plasmids khéng thudc, tai t& hop gene, trinh tir chén...), kha ning gy bénh bién
thé cAu tric (sao chép, dao doan) va kham phé cdc gene quan trong lién quan dén
dic tinh sinh ton, canh tranh, d6i khang vi sinh, chuyén tir trang thdi nhay cim
samg khang thubc. Bén canh d6, WGS ciing dura ra thong tin cic co ché, dich phéan
ti m&i dé& nghién ctru phat trién thude khang sinh méi. Viéc 4p dung WGS dé
gidm sét toan clu c6 thé cung cAp thong tin vé su xuat hién sém va lan rong clia
AMR va théng tin thém cho viéc phat trién chinh séch kip thoi vé kiém soat AMR
[17, 18].




12

Nanopore sequencing
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Hinh 1.3. Céc budc trong giai trinh toan bd hé gene (WGS) Nanopore [16].

1.3.3. Dic diém hé gene nhém phire hgp khuian Gram-am BCC

B. cepacia khong phai la mot loai don lé nén dugc dat tén 1a B. cepacia
complex, bao gdbm nhiéu loai vi khuan c6 dic tinh giéng nhau vé kiéu hinh nhung
khéc biét vé mit di truyén. Hé gene cia BCC phtirc tap va dé dang thich ing thong
qua dot bién, ¢6 kich thudc tir 6-9 Mb va c6 3 chromosomes. Trinh tu 16S rDNA
khi thuc hién so sanh trong nhém BCC thé hién do tuong déng > 97,7%, va <
97% khi so sanh v&i cac loai khac [18]. Hién nay, vdi sy ra doi cia cong nghé
giai trinh tu NGS, ngay cang nhidu céc trinh tu gene hoan chinh cta vi khuan
trong nhém BCC da dugc cong b [19, 20, 21]. Piéu nay tao co hdi ly tudng dé
kiém tra lai phan loai cia BCC bang cac phuong phép phén tir truyén thong. Ngoai
ra, toan bo dir liéu giai trinh tu bd gene cho phép chiing ta xac dinh chinh xéc loai
gdy bénh ciing nhu hiéu biét rd hon vé qué trinh tién hoa di truyén cta ching. Hé
gene cia phirc hop Burkholderia cepacia thé hién mot s6 dic diém ndi bat, gop
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phin vio kha ning thich nghi, doc lirc va su da dang cuia ching, ngoai cac gene
khang khang sinh. Céc loai trong BCC thé hién sir da dang di truyén dang ké, phan
anh kha nang thich nghi véi nhidu méi trudng séng khac nhau. Su da dang nay
phat sinh tir cdc co ché nhu tai to hop, chuyén gene ngang va dot bién, cho phép
BCC phét trién va ton tai trong nhidu méi truomg khac nhau. Hé gene BCC chira
nhiéu dao bd gene, 1a cac doan DNA 16n c6 thé duoc chuyén ngang gitta céc vi
khuén. Céc dao nay thuong mang céc gene ma héa cho céc chire ning dic biét,
nhu kha ning chuyén hoa cac hop chét cu thé hoic cac yé‘u tb doc luc, giup BCC
thich nghi véi cac diéu kién méi truong méi va ting cuong doc lue cua ching. Hé
gene BCC chira nhiéu gene mi hoa cho cac enzyme tham gia vao cic con dudng
chuyén hoa da dang, cho phép ching sir dung nhiéu ngufjn carbon va nang luong
khac nhau. Piéu ndy goép phan vao kha ning thich nghi ciia BCC véi cdc moi
trudng song khéc nhau, bao gdm ca méi trudng trong co thé nguoi.

Cac nghién ctru vé hé gene ctia BCC da chi ra rang chuyén gene ngang
(horizontal gene transfer - HGT) dong mét vai trd quan trong trong kha nang thich
nghi va tién hoa cta ching. Mic di céc bai bdo khéng di sdu vao chi tiét cu thé
vé timg co ché HGT, ching cung cip mot s bing chimg va thao luin vé vai trd
cua HGT trong BCC. Céc ddo by gene (genomic islands - GIs) la cac doan DNA
16n ¢6 thé duoc chuyén ngang gitta cic vi khuan. Ching thuong mang cic gene
ma héa cho céc chire ning dic biét, nhu kha ning chuyén héa cac hop chit cu thé
hoic cac yéu t6 doc luc. Su hién dién cua nhidu dao bd gene trong hé gene BCC
cho thiy HGT da déng mét vai trd quan trong trong qué trinh tién hoa ctia ching.
Vi dy, Saroha va cdng sy (2023) bdo cdo ring dao bd gene GI15, mang cic gene
lién quan dén doc lue, chi c6 & mot s6 ching BCC nhét dinh, cho thdy n ¢6 thé
da duoc thu nhin thong qua HGT [22, 23]. Plasmid la cac phan t&r DNA ngoai
nhiém sic thé, cé kha ning tu tii ban va c6 thé mang nhiéu gene khac nhau, bao
gdm ca cac gene khang khang sinh va doc luc. Hé gene BCC chira nhiéu plasmid,
va sy trao dbi plasmid gitra cac vi khuan c6 thé tao diéu kién cho HGT. Nghién
cliu ciing dé cép rang mot s6 chung BCC mang plasmid ma héa cho hé thong tiét
type IV, c6 thé lién quan dén kha ning khang khéng sinh va doc Iuc.
Bacteriophage (hay phage) 1a virus 1ay nhiém vi khuan. Phage c6 thé dong vai trd

la phuong tién chuyén gene giitta cic vi khuin thong qua qua trinh tai nap

(transduction). Sy hién dién cia nhiéu phage trong hé gene BCC, cho thay phage
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¢6 thé dong vai tro trong HGT & BCC, mét sb ching BCC ciing dugc phét hién
di thu nhan phage ST79 tr Burkholderia pseudomallei thong qua HGT [23].
Zhou va cong su (2020) cho théy tai td hop twong ddng, qué trinh trao dbi
vt lidu di truyén giita cic phéan tir DNA, dong vai trd quan trong trong viée duy
tri su gén két di truyén va ting cudng sy trong dong giita cac loai trong BCC. T4i
t6 hop c6 thé tao diéu kién cho HGT bing cich tich hop DNA ngoai lai vao hé
gene cuia vi khuin. Cac co ché HGT c6 thé bao gdm: Bién nap (Transformation):
Vi khuin hfip thu DNA tu do tir méi trudng xung quanh; Tai nap (Transduction):
DNA dugc chuyén tir vi khudn nay sang vi khuan khéc théng qua phage; Ti ép hop

(Conjugation): DNA dugc chuyén truc tiép gitta hai vi khuin thdng qua mot cau-

triic goi 1a pilus. HGT cho phép BCC nhanh chéng ¢6 duge cac dic diém méi,
ching han nhu kha ning khang khéng sinh va doc luc, gitip chiing thich nghi va
tdn tai trong cac mdi trudmg khéc nhau, bao gdm ca méi trudng bénh vién va co
thé ngudi [22, 23].

1.3.4. Cac cum gene gay bénh (virulence) va khing khdng sinh (AMR)

da duwge nghién ctru

Kiéu hinh khang khéng sinh va gy déc luc & BCC 1a do nhiéu yéu t6 va
lién quan dén mot s6 gene do giita ching c6 nhiing hé théng giao tiép Quorum
Sensing (QS) khéc nhau, kich thich co ché bao vé nhu tiét ra cac yéu td giy doc
va mang sinh hoc. khi thuc hién xam l4n va chiém té bao vat chu. Hé thong QS
phu thudc vao su tong hop va phan ting véi N-acyl héa homoserine lacton (AHL)
thude ho protein LuxI 1a phd bién nhét cia vi khudn Gram-am. Céc nghién ciru
gin day sir dung phuong phap omics di gitip lam sang to céc chién lugc thich tmg
in vivo va biéu hién diéu hoa gene doc hre ctia vi khuan BCC khi 1y nhiém sang
vat chu 1a ngudi. Eiseul va cong sy ndm 2023 da phan tich dugce 79 gene ddc luc
dAy hita hen & ching B. contaminans SK875, trong d6 ¢6 nhiing gene da dugc xac
dinh chirc ning bam dinh té bao vat cha (boaA, boaB, Type IV pili), chitc ning
tao v va 16ng mao lién quan téi tinh nhu déng va xam ln, san sinh phan tir AHL
QS va diéu khién chirc ning té bao vat chu (cepIR, BsaT3SS) [11].

Ddi v6i khang khang sinh, cac dot bién & gene diéu hoa bom dong chay
RND-3 gbp phéan cht yéu vao hoat dong ciia bom dong chay, din dén kha ning
khéng thubc khang sinh. B gene BCC ciing mi héa nhiéu con dudng khang
khing sinh, bao gdm bom thoat ra ngoai va co ché bién ddi/phan huy khang sinh,
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Mot nghién ctru cho thiy tinh trang khang thudc tu phit & B. cenocepacia lién
quan dén nhiéu thay d6i biéu hién gene va céc tip hop gene khic nhau hon so véi
nhiing gene bj kich thich do tiép xtic véi ndng dé dudi mirc (e ché cua mdi loai
khang sinh. Ngoai ra, viéc thiéu céc vi tri lién két trén lipopolysacarit ctia BCC
din dén tinh trang khang thudc ndi tai ddi véi cac thude chéng vi tring cation,
polymyxin va aminoglycoside. Gene khang khang sinh va gene doc lyc déu déng
vai trd quan trong trong kha ning gy bénh ctia BCC, khién ching tré thanh mot
thach thirc dang ké trong méi truomg 1am sang. Can nghién ctru vé dic diém phan
tir, hé gene, co ché khang thude, co ché 1y nhiém va giy bénh cua BCC do chua
dwgc nghién ciru ddy di & hau hét céc quc gia trén thé gidi.

N TR —
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CHUONG 2. POI TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. POI TUQONG NGHIEN CUU
2.1.1. Chiing vi khuén

Céc chung vi khuan Burkholderia spp. dugc phén 13p va tién hanh chay
dinh danh va khang sinh db tai Khoa vi sinh, Bénh vién Trung wong Quan di
108, theo quy trinh thudng quy. Mitc d6 nhay cam khéng sinh (khang thudc, khang
trung gian va nhay cam) dugc x4c dinh theo huéng dén cta Vién tiéu chuan phong
thi nghiém 14m sang My (CLSI 2018). 4 ching vi khuan Burkholderia spp. da
khang thudc (khéng véi it nhét 3 khéng sinh thude 3 nhém thude khac nhau) duge
lwa chon dé giai trinh ti toan bo hé gene. Céc tinh chét 14m sang cta céc ching vi

khuan dugc mé ta trong phan Phuy luc 1, 2.
2.1.2. Héa chét va thiét bi

Hoéa chét va thiét bi thuc hién nuéi cdy, tach chiét DNA va giai trinh tu
nanopore dugc cung cfip bdi Nhém nghién ciru MICH, Khoa Khoa hoc su séng
— Truong Dai hoc Khoa hoc va Cong nghé Ha Noi (USTH):

B kit tach chiét DNA Dneasy PowerLyzer Microbial kit (Qiagen, Hilden,

Dric)

- B0 kit chuén bi thu vién dsDNA HS (Thermo Fisher Scientific, USA).

- B6 Kit gin ma nhanh (Rapid Barcoding Kit, SQK-RBK004), bo flow cell
R9.4.1 (FLO-MIN106D), thiét bi gii trinh tw doan dai MinION M1kB
(Oxford Nanopore Technologies, Vuong quéc Anh).

- Céc khéang sinh (Oxoid, Vwong Qudc Anh) sir dung lam khang sinh d6
duoc cung cip béi nhém nghién ciru MICH, USTH.

2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.2.1. Thir nghiém khang sinh do

Cac chung BCC thu nhén da duge thir nghiém vé mirc d6 nhay cam véi téc
nhan khang khudn bing phuong phép khuéch tan dia thach dugc md ta trong
huéng dan cta Vién Tiéu chuan Lam sang va Phong thi nghiém (CLSI) [9]. Piu
tién, vi khudn dugc nudi ciy trong méi truong TSB dén do duc McFarland 0,5.
Sau d6, mot luong nho dich huyén phu vi khuin duogc dan déu trén dia thach
Mueller Hinton. Céc dia giay tam khang sinh khac nhau dugc dit 1én dia thach va
1 ¢ 37°C trong 18-24 gio. Cac khang sinh dugc lya chon theo tiéu chudn CLSI va
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nhém khéng sinh duge khuyén cdo cho nhém Burkholderia spp. gdm: amikacine
(30ug), ampicilline (10pg), fosfomycine (200pg), gentamicine (10ug),
netilmicine (10pg), tobramycine (10pg), Chloramphenicol (30pg), piperacillin
(30pg) + tazobactam (6ug), meropeneme (10pg), ertapenem (10pg), imipenem
(10ug), cephalexine (30pg), cefpodoxime proxetil (10pg), cefoxitine (30pg),
cefsulodine (30ug), ceftazidime (10pg), cefepime (30ug), ciprofloxacine (Spg),
levofloxacine (5ug), ofloxacin (5pg), norfloxacin (10pg), amoxiclline (20pg) +
acide clavulanique (10pg), piperacilline (30pg), colistine (50pug), acide
naldixique (30pg), tremthoprime + sulfamides (25pg), aztreonam (30pg),
temocilline (30pg), ticarcillin (75pg). Ching vi khudn E. coli ATCC25922 dugc

sir dung 1am ddi ching cho cdc nghién ctu.
2.2.2. TAch chiét DNA téng s6 va gidi trinh tu h¢ gene

Ching vi khuén Burkholderia spp. da khing thude dwoe tuyén chon cho
nghién ciru duge gidi trinh tu hé gene bang cong nghé NGS. Khuan lac thuin cia
céc ching vi khudn dugc nudi cdy trén moi trudng TSA va sir dung 1am nguyén
liu d8 tach chiét DNA tdng s6 (DNA nhiém sac thé va plasmids) sir dung bo kit
DNeasy UltraClean Microbial Kit theo huéng dan ciia nha san xut. D¢ tinh sach
va ndng do DNA tdng sb dugc phan tich trén gel agarose, thiét bi doc da ning
1DMS5 va hé théng Qubit 3.0 sir dung bo kit dsDNA HS. MaAau DNA tinh sach dugc
sir dung dé lam nguyén ligu tao thu vién DNA va giai trinh ty cong nghé doan
ngin trén BGI platform, GWZHISEQO1 (Azenta, Bic Kinh, Trung Quéc) véi
dinh dang doc hai ddu (paired-end) ¢6 d6 dai 150 bp. Trinh tu doan dai dugc thyuc
hién bing B Kit gin ma nhanh (Rapid Barcoding Kit, ma s6 SQK-RBK004) trén
flow cell R9.4.1 (FLO-MIN106D), st dung thiét bi MinlON M1kB tai Truong
Dai hoc Khoa hoc va Cong nghé Ha N6i (USTH), Viét Nam. Toan bd quy trinh
giai trinh tu doan dai dugc thuc hién theo quy trinh ctia hang Oxford Nanopore
Technologies. Viéc Iip rép bd gen de novo lai (két hop doan doc ngin va dai)
duoc thue hién bing phan mém Unicycler phién ban 0.4.9, va do day di ctia bd
gen sau lip rap dugc kiém tra bang céng cu BUSCO phién ban 5.2.2.

2.2.3. Phén tich chét lwgng dir liéu va lip rap de novo hé gene

Céc dit liéu doc thd dang paired-end duogc danh gia chat lwong ban dau bing
phian mém FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc)
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va sau d6 dugce loc chit lwong bang cong cu Trimmomatic (phién ban 0.39) v6i
cic tham sb: SLIDINGWINDOW:4:20, LEADING:10, TRAILING:10,
MINLEN:70 nhim loai bb cac doan doc ¢ diém chat lwong (Phred) thdp hon 20
[24]. Sau khi loc, cac doan doc duoc danh gid lai bing FastQC dé dam béo chit

luong dau vao cho budc lap rap.

Céc doan doc da dugc 1am sach sau d6 duoc tién hanh lip rép de novo bing
bén thuit todn khac nhau gdm: SPAdes Genome Assembler (phién ban 3.14.1)
[25] & ché dd paired-end véi céc k-mer khac nhau (21, 33, 55, 77) @& chon t6 hop
k-mer tdi wu; IDBA-UD (phién ban 2) [26]; SOAPdenovo (phién ban 2.04) vai k-
mer = 63 [27]; va Megahit (phién ban 1.1.1) [28]. K&t qua lap rép duoc phén tich
budc dau bang bd cong cu Emboss (phién ban 6.6.0). Chét lugng cia cac bd gene
sau 1dp rép duoc danh gia bing phian mém QUAST (phién ban 5.0.2) [29], véi dbi
chiéu tham chiéu 13 bo gene chuin cta ching Burkholderia cenocepacia 12315
(ma s6 NC _011001.1, co so dir licu GeneBank, NCBI). B gene lai giira trinh tir

doan ngin va doan dai duoc ldp rép bing cong cu Unicycler.

2.2.4. Pinh danh phan ti, x4c dinh kiéu gene (genotype)

Trinh tu gene 16S rRNA thu nhén tir draft genome bang cong cu Barrnap
(phién ban 0.9) drge BLAST trén Genbank, NCBI dé dinh danh loai vi khuan.
Sau d6 kiéu gene (genotype), dudi kiéu gene (subgenotype) s& duoc x4c dinh bing
phéan tich trinh tw cia 7 housekeeping genes (multi-locus sequence typing
(MLST)) théng qua webtool PubMLST (https://pubmlst.org/). Cac doan trinh tu
doc dugc ldp rap de novo sit dung cong cu Unicycler v0.8.4.0 va chét lwong cia
bo gene dugce danh gid bing phan mém NanoStat v0.1.0. P& xac dinh loai vi
khuan, mdi bd dit liéu dwge phan tich bang céng cu WIMP v3.2.1 théng qua phén
mém EPI2ME v2.52 (https://epi2me.nanoporetech.com/user). Bén canh d6, trinh
tw gene 168 ciing duge xdc dinh va sir dung cong cu BLAST, NCBI dé xé4c dinh
loai vi khuan. Kiéu gene genotype ciing durgc xac dinh theo phurong phap MLST
nhu m6 ta & trén. Cudi cung, trinh tu cac bd gene thu nhan dugc sé dugce dang ky
trén ngan hang dir li¢u gene GenBank, NCBI.

2.2.5. Phan tich phat sinh chiing loai ciia cdc ching Burkholderia spp.

dua trén trinh ty gene 10i (core genome)
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Dé danh gia mbi quan hé tién ho4 gitta cdc ching Burkholderia cepacia
complex (Bcc), chung toi stt dung cong cu Mashtree dé xdy dung cdy phat sinh
dua trén toan bo trinh tu bo gene (whole-genome phylogeny) cua 254 bg gene
hoan chinh va draft thuc Bee d duge cong bé trén co s dit liéu NCBI tinh dén
ngay 12/02/2025. Dit liéu genome dugc tai vé dinh dang FASTA tir NCBI
GenBank, sau d6 duoc chudn hoa va dua vao pipeline Mashtree dé tinh khoang
cach di truyén (Mash distances) va xay dung cdy phét sinh. Tir cdy Mashtree thu
dugc, 50 ching gin gidng nhét v6i 4 ching vi khuin phan l4p trong nghién ctru
duge chon ra, dva trén d6 tuong dong bd gene. Cac bd genome ndy duge chu giai
chite niing bing cong cu Bakta (phién ban 1.6.1) dé tao ra tip tin dau ra dinh dang
GFF3. Pdng thdi, cic bd genome ciia 4 ching phén 13p trong nghién ciru cling
duoc chirgiai ddng nhét biang Bakta nhim dam bao tinh nhét quéan trong phan tich

gene 101.

TAt ca tip tin GFF3 dwgc dua vao pipeline Roary (http:/sanger-
pathogens.github.io/Roary/) dé thuc hién phén tich pan-genome va xac dinh tap
hop cac gene 18i. Viéc cin chinh céc trinh tu gene 161 dugc thuc hién thong qua
thuat toAn MAFFT tich hop trong Roary. Két qua cin chinh duge st dung 1am
dAu vao cho phdn mém Seaview dé truc quan hoa va xdy dung cdy phét sinh dua
trén gene 151 (core genome phylogeny) bing phuong phap Maximum Likelihood
sir dung cong cu PhyML (phién ban 3.0) v6i mo hinh thay thé GTR va hd trg
bootstrap v&i 100 lan lap dé danh gia do tin cdy clia cdc nhanh trén cdy. Ciy phat
sinh dugc true quan héa va két hop cling cac thong tin bd sung nhu kiéu trinh tu
(sequence type — ST), chi s MIC va su hién dién cia cdc gene dé khang bing
phin mém GraphPad Prism (phién béan 8.0.1).

2.2.6. Xac dinh dic diém phén tir lién quan dén tinh khdng khéng sinh
va cdc gene dfc Iwe lién quan dén kha ning giy bénh, l1ay nhiém.

Pé phan tich va cha gidi toan dién bd gene hoan chinh cia céc ching
Burkholderia spp., chiing t6i da sir dung két hgp nhiéu cong cu tin sinh hoc cting
cac co s& dir lidu duoc qudc té cong nhan. Xdc dinh cdc gen khing khang sinh
(antibiotic resistance genes - ARGs) dugc thuc hién thong qua hai cong cu chinh:
CARD-RGI (phién ban 5.1.0) (Comprehensive Antibiotic Resistance Database —
Resistance Gene Identifier, tai https://card.mcmaster.ca/) va ResFinder-3.2
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(https://cge.food.dtu.dk/services/ResFinder/). Cac file FASTA sau khi lip rap,
dwoc tai 1én va phan tich theo thong s6 mic dinh. Cong cu RGI str dung md hinh
dra trén ddng nhét trinh tu va chire niing sinh hoc dé du doén cac gen khéng thude
d3 biét, trong khi ResFinder st dung thudt todan BLASTn v&i ngudng ddng nhat
t6i thiéu 12 90% va d6 phit chiéu dai gen > 60%.

Céc ving prophage tiém ning dugc nhin dién thong qua cong cu
PhageFinder (http://phagefinder.sourceforge.net/), cho phép phat hién cic cum
gene mang dic diém cdu tric cia phage, cac gen ma héa integrase. Cic ddo gene
(genomic islands), dic biét 1a cac ddo lién quan dén déc luc (pathogenicity
islands), duoc du doan bing IslandViewer 4
(http://www.pathogenomics.sfu.ca/islandviewer/) — céng cu tich hop ba thujt
toan: SIGI-HMM, IslandPath-DIMOB va IslandPick. Pé ting do chinh x4c trong
viée xac dinh cdc dio doc luc, két qua dwoc ddi chiéu bd sung véi
PathogenicityFinder. Viéc phat hién cac yéu t6 doc luc (virulence factors) dugc
thuc hién théng qua hai co s¢ dir liéu chuyén biét: VFDB (Virulence Factor
Database - http://www.mgc.ac.cn/VFs/) va VICTORS
(http://www.phidias.us/victors/). Cac gene ma hoa protein du doan tlr mdi b gene
duogc so sanh bang thuat toon BLASTp véi dit liéu tham chiéu tir hai ngudn nay.
Chi nhitng trinh tir dat tiéu chi > 90% do ddng nhit va > 70% do phi so véi gene

tham chiéu duoc giir lai.

Xir Iy dik liéu : Cac phan tich tin sinh 4p dung diéu kién phén tich, théng
s6 tiéu chudn cu thé khuyén cao cho timg c6ng cu khi thyc hién phén tich.
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CHUONG 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Phan lap, dinh danh c4c chiing vi khuin Burkholderia spp.

Tir bo suu tap cac ching vi khuén dang hwu trit tai Khoa Vi sinh, Bénh vién
Trung wong quin d6i 108, thu nhan dwoc 04 ching vi khuan Burkholderia spp.
dwa vao céc dic diém 14m sang (Phu luc 1) va két qua nudi cdy khéng sinh d
(Hinh 3.1, Phu lyc 2). C4c ching vi khuén thu nhan nay, déu dwgc phan lap tir
bénh phim dom ctia nhitng bénh nhén bi nhiém khuan dudng hé hap va mo truong
hop sdc nhidm khuin gy viém mang nio.

Két qua khang sinh dd cho thiy ching Burkholderia spp. 1065 d4 khang
véi 20/29 (70%) khang sinh thir nghiém, ching 899 khang véi 21/29 (72.4%),
chang Burkholderia spp. 862 khang 22/29 (75.9%), va ching Burkholderia spp.
2027 khang 23/29 (79%). Cu thé, ca 4 chung vi khuan di khang véi 20 loai khang
sinh gdm amoxicillin/clavulanic acid (ZOX 10pg), chloramphenicol (30pg),
gentamicin (10pg), cefotaxime (30pg), clindamycin (2pg), erythromycin (15pug)
ertapenem (10pg), Nitrofuratoin (100ug), cefepime (30pg),
Fosfomycin/trometamol (200UQG), cefoxitin (30pg), imipenem (10pg), oxacillin
(5pg), penicillin G (1UI), tetracycline (30pg), ticarcillin (75pg), tobramycin
(10pg), vancomycin (5pg), ofloxacin (5ug) va pristinamycin (15ug). Trong khi
do ching 899 khang thém meropenem (10pg), ching khang thém meropenem va
trimethoprim/sulfamethoxazole, ching 2027 khang thém ciprofloxacin (5pg),
levofloxacin (5pg) va norfloxacin (10pg). Nhu vy cac ching nay déu thude nhém
da khéng thudc, trong d6 khang nhiéu khang sinh thudc thé hé 3 va 4 1a nhiing
thudc rit quan trong trong danh muc thude du phong nhu imipenem ding dé diéu
tri nhiém vi khuan da khang thudc. Diéu nay cho thay nhiém tring Burkholderia
spp. dan dén kha ning diéu tri thanh cong thap, pht hgp véi cdc nghién ctru trude
d6 khi vi khuan c6 kha ning khang nhiéu loai thudc diéu tri trong 1am sang. Tuy
nhién, ca 4 ching vi khuin nay déu nhay cam véi 4 loai khang sinh gom
Piperacillin (100ug), piperacillin/tazobactam (100/10ug), Ceftazidime (30ug) va
Aztreonam (30pg). Piéu nay ciing phtt hgp véi nhimg nghién ciru y hoc gin day
cho thay phac d diéu tri c6 sir dung cac thube khang sinh nay c¢é hiéu qua trong
didu tri BCC [30]. Tuy nhién tinh trang khéng céc loai thubc nay & BCC ciing d
dugc bdo cdo. Vi vay, viéc quén ly va st dung thudc khang sinh trong diéu trj
BCC la hét sitc quan trong dé gop phan giam thiéu viéc chon loc, phat tan va lay
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truyén BCC khéng thuéc trong bénh vién va trong cong ddng. P& hiéu rd hon vé
dic diém di truyén va co ché khang thudc ctia 04 ching Burkholderia da khang
thudc nay, ching t6i da thuc hién giai trinh tu toan bd gene biang cong nghé NGS
két hop giai trinh tw doan ngén va doan dai.

Khing sinh do
Lo,

L |t

YA

611%4
S0%%
4

Rl

LGS §00 862 2027

o Nhay cam (S) = Trong gon (1) = Khing (R)
Chung % Nhay cam (S) % Trung gian (1) % Khang (R)
1065 27.6% (8/29) 3.4% (1/29) 70.0% (20/29)
899 24.1% (7/29) 3.4% (1/29) 72.4% (21/29)
- 862 20.7% (6/29) 3.4% (1/29) 75.9% (22/29)
2027 17.2% (5/29) 3.4% (1/29) 79.3% (23/29)

Hinh 3.1. Khéng sinh db cac ching Burkholderia spp.

3.2. Diic diém b gene cic chiing Burkholderia spp.
3.2.1. Két qua giai trinh tw gene vi khuin

Déi véi trinh tu doan ngén, sau khi xir 1y va loc loai bé trinh tu x4u, két qua
FastQC cho thay di¥ liéu giai trinh ty tir 4 mau vi khuan nhin chung c6 chét lugng
twong d6i tot (Bang 3.1). Nhin chung, s lwong trinh ty dat tir 12 - 17 triéu doan
doc c6 do dai 150 bp, véi téng kich thuéce dir liéu dat tir 1.8 - 2.5 Gb. Ham lugng
GC cao, trong khoang 66-67%, phil hop v6i cic cong bd vé trinh ty vi khudn BCC
trude d6. Tuong ty, dit liéu giai trinh ty doan dai thu dugce & mbi ching dat tir 393
- 699 Mb (Bang 3.2). dix liéu trinh tu doan ngén va doan dai sau tinh sach dugc




1ap rap tao bd gene lai cho timg ching vi khuan. Ca trinh tw doan ngin va doan
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dai thu duge déu c6 do bao phu rat tét, 300x va 50x, tuong (mg.

Bing 3.1. Két qua so sanh FastQC kiém tra chét luong giai trinh tu doan
ngin doc cip (paired-end), truéc (Raw) va sau khi sir dung (Trimmed)

Trimmomatic trén 4 ching Burkholderia spp. dugc phan lap.

"otal Sequence | Total Bases |Sequenc
ID |Paived end |’ el sl (('; fp)"‘ ]‘:ng::“ %GO

862 Reverse 16733441 25 150 GO
Forward 1673344 2.3 150 (€1§]
.. 899 Reverse 13951537 2 150 67
= Forward 13951537 2 150 67
= Lo6s f_Reverse 12848485 1.9 150 | 67
Forward 2848485 1.9 150 66
2027 Reverse 17285204 2.5 150 67
Forward 17285204 P 150 67
862 Reverse 16679810 2.4 2-150 66
Forward 16679810 2.4 2-150 66
[ Reverse 13906711 2 2-150 67

ad 899 -
g_ Forward 13906711 2 2-150 67
ﬁ 1065 |_Reverse 12806326 1.8 2-150 66
= Forward 12806326 1.8 2-150 66
2027 Reverse 17234443 2.5 2-150 67
Forward 17234443 2.5 2-150 G7

Bang 3.2: Két qua QC di¥ liéu trinh tu doan dai Nanopore cac chung

Burkholderia spp.

Chiing Burkholderia spp.

Dit liéu trinh ty Nanopore

362 405 Mb
899 699 Mb
1065 649 Mb
2027 393 Mb

3.2.2. Lip rip de novo va tao bo gene lai hoan chinh cho cic chiing

Burkholderia spp.
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Dé xé4c dinh hiéu qua lip rap bd gene lai cho 4 chiing vi khuan Burkholderia
spp., chung t6i str dung hai céng cu la SPAdes va Unicycler. Két qua phan tich
trinh tu céc ching 862, 899, 1065 va 2027 sau lap rap cho thiy SPAdes c6 sb
lurgng contigs twong tng la 140, 722, 82, 2255 cao hon nhiéu so v4i Unicylcer (4,
3, 3, 3 contigs) (Bang 3.3). Nhu viy, Unicycler tao ra cac contigs dai va it bi phan
manh hon, nén c6 gid tri N50 trung binh cao hon déng ké so véi lip rap bang
SPAdes (gié tri N50 trung binh, 1an lwot la 3,24 x 10° so véi 2,8 x 10° kb. P <
0,05). Gia tri L50 cling thé hién trinh tu dugc lflp rap st dung Unicycler c6 két
qué tot hon so v6i SPAdes (gia tri L50 trung binh twong ting 12 2 so véi 11,25; P
<0,05). Do d6, dit liéu trinh t 1ip rép bang Unicycler duge sir dung cho cc phan
tich tiép theo.

Bing 3.3. So sanh s6 lugng contigs va N50, L50 gitta trinh tu SPAdes va

Unicycler.
DNo, | S0 Mrong Contigs | NSO 150
) SPAdes | Unicycler | SPAdes | Unicycler | SPAdes | Unicycler
862 140 4 . 156859 | 3108039 17 2
899 722 | 3 ' 331932 | 3506399 10 2
1065 82 | 3 | 344774 | 3245138 9 2
2027 | 2255 | 3 | 296935 | 3091011 | 9 2

Trinh tu bd gene lai ldp rdp de novo ctia 4 chiing Burkholderia spp. c6 chiéu
dai trong khoang tir 7,6 Mb dén 8,066 Mb, ham lugng GC > 67%. Céc gié tri d§
sau/dd bao phu nim trong khoang tir 0,94 dén 1,06, d6 hoan thién > 99,6% khi so
véi trinh ty ching tham chiéu Burkholderia cenocepacia J2315 (mi s6 Genbank:
NC_011001.1). T4t ca cac contigs ldp rap dugc ciia mdi chiing déu déng vong cho
thiy bo gene lai cia cac ching ndy dd hoan chinh (Bang 3.4). Day la két qua rat
quan trong, cho phép phén tich dugc diy di cic dic diém di truyén lién quan dén
khang thudc va kha ning giy bénh & nhimg ching ndy. Day 1a mét lgi thé rat 16n
so v6i viée chi sit dung trinh tur doan ngan hoic doan dai riéng 1é ma khong thu
dugc trinh tu b gene hoan chinh. Cu thé, bo gene ching B. cenocepacia 862 gém
3 nhiém sdc thé (chromosome) va 1 plasmid vdi tong kich thudc 12 8142708 bp;
chung B. cenocepacia 899 gf’im 3 chromosome véi tong kich thude 1a 7842844
bp: B. cenocepacia 1065 gdm 3 chromosome véi tong kich thude 1a 7842844 bp;
va chiing B. cenocepacia 2027 gdm 3 chromosome 1a 7732917 bp (Béang 3.4).
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Béng 3.4. Pic diém b gene cac ching Burkholderia spp

sb Déng vong | _ Ham bod
ID No. c;:;.’;‘f (I‘ru:)ff-‘als D séhu (x) dc;i"‘i';) Két qud Blastn (!:‘g:ni) 3‘?&“ (,;:)
| e 1,03 3754673 Chromosome 1
o 2 Frue 1 3108039 {;Ihmmcsmm: z 67 69.7
3 True | 056 1115092 | Chromosome 3
| s Truc 14 | 164904 Plasmid |
b Ei B  True 1,06 1506399 | Chromosome ]
299 2 True 1 3245138 Chromosome 2 67.26 99,7
3 Priee 0,94 1091307 Chromosome 3
| Trae 1.04 3506399 Chromosome |
1065 2 True | 3245138 Chromosome 2 67.26 99,7
3 True 0,95 1091307 Chromogome 3
I True 1,07 | 3664032 Chromosome 1
27 | 2 | Tme | 1 |3090011| Chromosome2 | 67,33 996
"3 | e | 095 | 977874 | Chromosome3

Nhu viy, trong 4 ching Burkholderia spp. dugc nghién ciru, chi duy nhét
chiing 862 co chira plasmid. Pay la mét dic diém quan trong, cho thdy kha ning
tiép nhan gene tir bén ngoai théng qua co ché chuyén gene ngang. Bén canh do,
hau hét cc plasmids thuong mang gene khang thudc va hoic gene giy bénh, ciing
nhu céc trinh ty gene di truyén di déng cho phép ching gin két - chuyén gene

khang, gene ddc 1én chromosome ctia vi khuan chu.

3.3. Pinh danh vi khuin bing trinh tu 16S rRNA va xiy dung ciy phat
sinh loai bing trinh tu core genome (cic gene 16i)

Trinh ty ddy du gene 16s TRNA ciia cic chiing Burkholderia spp. dugce tich
ra tir trinh tr bo gene lai bing cong cu Barnap va st dung cong cu Blastn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) dé so sanh, phan loai vi khuin. Két qua
phan tich cho thay, ca 4 chung Burkholderia spp. déu thudc loai B. cenocepacia
(100%). Nhu vy, so v6i két qua dinh danh nhanh ban dau bang MALDI-TOF,
chi duy nhit ching 1065 duoc dinh danh chinh x4c bing ca hai phuong phép,
trong khi 3 ching con lai thi MALDI-TOF chi cho ra tén loai 1a B. cepacia (Bang
3.5). Cic nghién ctru trén thé giéi di chi ra ring, do cic loai thudc chi
Burkholderia ¢ dic diém di truyén rat gan nhau nén phuong phép dinh danh
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nhanh bang MALDI-TOF, ciing nhu céc xét nghiém sinh hoa hoic giai trinh t
mét phan gene 16S rRNA s& cho nhitng két qua khac nhau. Do d6 giai trinh tu
toan bo gene 16S rRNA hoic phat trién cac cong cu chan doan phén tir cho ving
gene dich dic trung ctia mdi loai Burkholderia s& cho phép dinh danh chinh xac
hon. Nhu vay, giai trinh tu toan bd gene khong chi cho phép dinh danh chinh xac
tuyét dbi loai vi khudn ma con cung cdp dy du dit lidu gene l1am co s& dé phat
trién céc cong cu chin doan phén tir nhanh, diéu ndy c6 y nghia rat 16n trong lam
sang vi gop phan xéac dinh phéc d6 diéu tri chinh xac, kip thoi, dem lai hiéu qua

diéu tri cao.

Bing 3.5. Két qua dinh danh bang vi khuén Burkholderia spp. bing MALDI-
TOF va so sanh trinh ty gene 16s rRNA

Malditof 168 RNA

iD Organsism Pi¢m Organism Phin lrim

: tirong dong
862 |Burkhodelria Cepacia Group 1,89  |Burkhodelria Cenocepacia 100
899 [Burkhodelria Cepacia Group 1,96 |Burkhodelria Cenocepacia 100
1065 |Burkhodelria Cenocepacia 1,98  |Burkhodelria Cenocepacia 100
. ’ ! Burkhodelria C enocepacia 100

2027 No Organism Identification 166 e .
Possible ' Burkhodelria Cenocepacia 100
J2315 '

Cay phat sinh loai dya trén trinh ty core genome tir cac chiing thuée BCC
lai cho théy 4 ching B. cenocepacia nam & 1 cum hoan toan tach biét véi céc
chung trén thé gidi, cho thdy 4 ching nay cé mirc d6 gin giii di truyén rét cao
(Hinh 3.2). Dic biét 1a 2 ching 899 va 1065 gin nhwr c6 mdi lién quan vé di truyén
- dich té&. Trong khi d6 cdc chung dai dién thé giGi phan nhanh don, tao cdc cum
riéng 1&, thé hién sy da dang di truyén cao. Trong thyc té, viéc dinh danh phan
nhém BCC chinh xac 1a rdt quan trong, vi mdt s lodi ¢6 kha ning gy bénh véi
doc lue cao hon cac loai con lai nhw B. cenocepacia, B. multivorans va B. dolosa
trong d6 B. cenocepacia thudong dugc coi 1a loai doc nhat. Nguoc lai, mot s0 loai
khéc lai it doc va gay bénh véi ty 1€ thép hon nhu B. vietnamiensis. Dic biét, trong
nhém vi khuén BCC, hai loai B. cenocepacia va B. multivorans chiém ty 1é cao
nhét, chiém dén 85-97% céc ca nhiém tring 14m sang [31]. Trong do, B.
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cenocepacia dugc xem 1a mot tdc nhan gy bénh co hdi quan trong, dac biét & cac
d6i twong suy giam mién dich, bénh nhan xo nang va bénh u hat man tinh [32]. O
bénh nhan xo nang, loai nay c6 thé gy ra hdi chimg cepacia — mot tinh trang bénh
Iy nghiém trong va cé thé gy tir vong, dic trung boi sy suy gidm nhanh chong
chirc ndng hé hip, viém phdi hoai tir, tién trién dén nhiém khuin huyét va sbc
nhiém tring, 1am gia ting ty 1& tir vong [33].

B. cenocepacia phan bb phd bién trong ca mdi trudmg ti nhién va nhén tao
nh& vao kha ning thich nghi cao, bao gdm tbc d9 d6t bién nhanh va sy da dang
vé chuyén héa [34]. Tinh da dang sinh thai, di truyén va chuyén héa dang ké cua
loai nay dugc cho la bt ngu(:‘m tr b gene co kich thude 1én bét thuong (7-9
Mbp), bao gdm nhiéu nhiém sic thé, cing véi kha ning chuyén hoa da dang céc
hop chiat tir don gian dén phirc tap. Ngoai ra, kha niing thudng xuyén thu nhén
céc yéu tb di truyén di dong thong qua co ché chuyén gene ngang d déng gop
quan trong vao sy tién hoé khang thudc va doc luc cua chung [35, 36].

Treescale: 0,1 » ' 1

Burkholderia cepacia BP9907
— Burkholderia cepacia AU31199
Burkholderia cepacia MSMB1BE1SWGS
—P Burkholderla victnamienss FL-2-3-10-51-00
F Burkholderla cepacia Bp8973
] s Burkholderia cepacla BF3-non_BPS
] Burkholderia cepacia INT4-BP233

% Burkholderla cepacla INT1-BP232
Burkholderia cepacia MSMB1206
“[ Burkholderia cepacia MSMBOBSS
N Burkholderia cepacia MSMB2211WGS
Burkholderia cepacia BP930

] = Burkholderla copacia INT3-BP177
' Burkhalderla cepacia MSMB202TWGS
Burkholderla cepacia MSME1330WGS
‘i Burkhalderia cepacia MSMB13B4WGS
Burkholderia cepacia MSMB1331WGS
bootstrap
fotices Burkholderia cepacia Z)1
M o2z 7{ " Burkholderia cepacia zafu-111
L] 0.42 { - Burkholderla cepacia Y14-15
Ll 0.61 - Burkholderia cepacia DWS 37UF108-2
) Burkholderia cenocepacis 2027
0.81 r Burkholderia cen ia 86
richnls enocepacia 862

B Burkholderla cenocepacla 989
| | Burkholderia cenocepacia 89%

Suckholderia cenocepacia 1035

Hinh 3.2. Ciy phét sinh ching loai cua 4 ching B. cenocepacia trong
nghién ciru nay (mau do) so voi cac chung BCC trén thé gi6i dya trén core
genome. DG tin cdy phén nhanh cac chung trén cdy pha hé dugc thé hién thong
qua mau sic bootstrap. Céc gia tri bootstrap mau xanh dwong (1,0) phan 4nh mirc
d6 tin cay cao, va giam dan d6i véi cac mau tuong Gng.
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3.4. Dinh tuyp phén tir, kiéu gene cic chiing B. cenocepacia

Phén tich trinh tu 7 loci (atpD, gltB, gyrB, recA, lepA, phaC, trpB) clia bon
ching vi khuin B. cenocepacia cho thay hai ching 899 va 1065 cing mang kiéu
gene (Sequence Type - ST) ST1697 (Bang 3.6). Két qua nay hoan toan phi hop
v6i phén tich cAy pha hé ¢ trén. Bén canh do, ching 2027 c6 kiéu gene 12 ST2262,
trong khi chiing 862 khéng thé xac dinh dugc kiéu gene trén co s dit liu cho
thiy chiing nay c6 kiéu gene hoan toan méi (chua duoc cong bd trude d6). Diéu
nay nhin manh tAm quan trong ciia viéc tiép tuc nghién ciru v mé rong co s& dit
lidu MLST dé hidu 13 hon vé su da dang di truyén ctia BCC. Phéan tich MLST
khong chi cung cdp c4i nhin vé& sy da dang di truyén ctia BCC ma con lam séng
t6 céc méi lién hé dich & hoc tidm 4n giita céc chung vi khuén. Thong tin ndy rat
quan trong trong viéc danh gia nguy co, theo doi su lay lan va phat trién céc chién
lwoc kiém soat nhidm khuén hiéu qua déi véi BCC. That vay, cho dén nay, kiéu
trinh tur ST1697 méi chi duoc phat hién & Bi va ST2262 lai dugc cong b duy
nhit & Pai Loan (Béang 3.7).

Béng 3.6. Kiéu trinh tw MLST va thong tin kiéu gene ctia 4 chung B.

cenocepacia

Mbiu |Loai| ST |atpD|gltB|gyrB|recA [lepA |phaC|trpB| Phin bo
862 [Bcc| - | 15 | 11 {537 317 11| 6 | 79 v
899 [BCC[1697| 15 | 11 [ 206 | 14 | 11 | 141 | 147 Bi
1065 |BCC|1697| 15 | 11 | 206 | 14 | 11 | 141 | 147 Bi
2027 |BCC|2262| 15 | 11 [ 206 | 14 | 152 | 122 | 147 | Pai Loan

Trong sé hang nghin trinh tu bd gene Burkholderia spp. da dugc cong bd
trén co so dit liéu qudc té, chi cé 04 ching tir Viét Nam (Bang 3.9) gébm 02 chiing
B. vietnamiensis, 01 chung B. cepacia va 01 chung B. dolosa, ma chua c¢6 dit liéu
bd gene cua B. cenocepacia. Diéu nay cho thay con qua it dit liéu by gene céc
chung Burkholderia spp. cia Viét Nam duge nghién clru va cong b, trai ngugc
hin véi tinh hinh dich & hoc phtrc tap va su gdy bénh phd bién ctia Burkholderia
spp. & Viét Nam. Do d6 két qua cia nghién ciru ndy 1in dau tién bao cdo ldp rap
thanh cong bd gene hoan chinh cta 04 chung B. cenocepacia cia Viét Nam. Day
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s€ la dir liéu quan trong dé tham chiéu cho céc nghién ciru trong va ngoai nudc
trong thoi gian téi.

Bang 3.7. Dit liéu MLST va kiéu gene cua cac ching Burkhodelria spp. phan

lap & Viét Nam (ngudn: https://pubmlst.org/)

ld | lsolate  alases| - atpD gtB gy A pha| trpE
1895 BCCOD30 FC0369 Burkholderia vietnamiensis Vietnam environmental 1930 27 19 15 23 35 11 17 319 319
1680  PTO2 Burkholderia cepacia | Vietnam non-CF patient 2018 2 612 912 37 427 93 48 1400
4960  N149 Burkholderia dolosa VI Vietnam non-CF patient 2021 728 968 1426 24 463 646 20 2237
5017 LMG 10929 Burkholderia vietnamiensis Vietnam environmental 7 19 15 B % 11719 119

3.5. Dic diém di truyén khang khang sinh va giy bénh ciia cac ching B.
cenocepacia

3.5.1. Kiéu gene khang khéng sinh

Phan tich trinh tu b gene cac ching xac dinh dwoc céc t& hop gene mé hoé
hé bom thai da thuéc nhu RND, SMR va MFS (Hinh 3.3). Tuy nhién kha ning
khang thudc s& phu thude vao mirc d6 biéu hién va hoat dong cla céc gene ndy
ddi voi timg loai thude. Bén canh d6 céc gene va dot bién gene lién quan dén
khang quinolones, glycopeptides, tetracycline, macrolide va chloramphenicol
ciing da duoc phat hién. Két qua nay ciing phii hgp véi kiéu hinh khang thudc cia
cac chung nay. Cu thé, dbi véi nhoém aminoglycoside, tat ca céc chung déu khang
gentamicin va tobramycin. Tuong ddng v& mit kiéu gene khi cac ching déu mang
gene amrA va amrB, ma hoa cho bom day AmrAB-OprA, mot hé thdng bom day
da khang thudc (MDR) & BCC, ¢6 kha niang ddy aminoglycoside ra khéi té bao.

‘P6i v6éi nhém penicillins + beta-lactam, cac ching déu khang
amoxicillin/clavulanic acid va ticarcillin. Méc du khong phét hién dugc gene
khang beta-lactam cu thé & ca 4 ching B. cenocepacia, tuy nhién cic bom thai da
khang thudc duge phét hién c6 thé chiu trach nhiém cho tinh khéng nay. Chiing
2027 khang trimethoprim/sulfamethoxazole c6 thé lién quan dén sy hién dién cta
gene emx ma héa cho bom day, trong khi d6 lai khong xac dinh dugc gene nao
lién quan dén khang trimethoprim/sulfamethoxazole & ching 862. Ngoai ra,
ching 862 khéng trung gian véi meropenem, co ché khang & chiing nay can dugc
diéu tra thém, c6 thé lién quan dén d6t bién trén protein dich hodc cac bom day
khéc. Su khac biét vé dé nhay cam véi mot s6 thude khang sinh ¢é thé lién quan
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dén mirc d6 biéu hién ctia bom diy hodc cac co ché khang thude khac chua duge

kiém chimg trude dé.
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Hinh 3.3. Biéu d6 nhiét thé hién cac gene khang khang sinh theo nhom
thude dugce tim thiy & cac ching B. cenocepacia. Mau sic dai dién cho két qua so
khép trinh tu gene khang trén co s¢ dir liéu CARD. Mau tim biéu thi mic dod
tuong dong rat thap, trong khi mau xanh 14 cay biéu thj mic d¢ twong dong cao
va mau vang biéu thi mirc 6 tuong ddng rit cao.
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Cac nghién ctru cho thiy, vi khuin BCC khéng thubc thudng lién quan dén
ty 1¢ tir vong ciia bénh nhan it cao. Nhiéu co ché khang thude & BCC da duoc
md ti gdm sin xuat cic enzym bién dbi hodic phan hiy, thay dbi dich phan tir caa
khang sinh, tang tinh thAm ctia t& bao va diic biét 1a ting su ddo thai thude. Ngoai
ra, vi khudn BCC thudng tao mang sinh hoc (biofilm) lam ting kha ning bét dung
nap thudc clia ching [37]. Hién nay, mirc d6 khang thuéc dang ting cao déi véi
hau hét céc loai khang sinh (B-lactam, polymyxin va aminoglycoside) thuong
duge dimg trong diéu tri nhiém BBC, nén viée diéu tri B. cenocepacia trong thuc
tién 14m sang ngay cang kho khan, doi hoi phai két hop it nhit ba loai khéng sinh.
Trong s6 cac co ché khang khang sinh d4ng quan tdm nhét 13 hé théng cac bom
day (thai) da thudc nhu hé bom RND tham gia vao qu4 trinh thdi ra cha dong
nhiéu phan tir khic nhau vé& mit héa hoc c6 nguy hai cho té bao va do do, tham
gia vao kiéu hinh khang nhiéu loai thudc [38]. Cac nghién ciru chi ra ring khong
du6i 15 loai bom RND da duge tim thiy & B. cenocepacia 12315 va vai trd cua
ching trong qué trinh khéng khang sinh di dugc chimg minh ddi véi it nhét 5
trong s6 d6 [39]. Mot s6 gene khéang thude quan trong khac cting thudng duge tim
thdy & BCC bao gbm: bla 1a gene ma hoa cho cac beta-lactamase, enzym pha huy
céc khang sinh beta-lactam nhu penicillin va cephalosporin. Gene cat4 ma hoéa
cho chloramphenicol acetyltransferase, enzym bt hoat chloramphenicol. Gene fef
ma hod cho cac protein khang tetracycline, ngan chan tac dong cla tetracycline
1én vi khudn va gene aac ma hoé cho céc aminoglycoside acetyltransferase, enzym
bét hoat cac aminoglycoside. Khang B-lactam thudng duge didu hoa béi bom day
hodc san xuit p-lactamase 16p A, ma hoa bai gene penA. Su da dang va phirc tap
ciia cac kiéu gene khang khang sinh & BCC 1a mét thach thic 16n dbi véi viée
diéu trj nhidm tring do BCC. Hiéu 15 vé cac co ché khang thude nay 1a rt quan
trong dé phat trién céc chién lvge méi nhim vuot qua su khang thuéc va tim ra
cac liéu phép diéu tri hiéu qua hon.

3.5.2. Pic diém di truyén lién quan dén kha ning giy bénh cia B.

cenocepacia

Phan tich trinh tw bo gene cac chiing B. cenocepacia xac dinh duge 10 nhém
gene chinh lién quan dén kha ning 13y nhiém giy bénh, trong d6 nhém gene ma
hoa protein chirc ning chua dugc nghién ciru dé“ly dui chiém sb luong 16n nhét (n
= 125) (Hinh 3.4). Két qua nay cho thay b genome ciia vi khuén chita nhiéu gene
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tiém niing c6 thé lién quan dén doc luc, sinh ton hodc thich nghi véi méi trudng,
doi hoi nghién ciru sdu hon dé x4c dinh vai trd cu thé cia ching. Tiép theo 14
nhém gene mé hoa protein mang trong véan chuyén chat, cam bién tin hiéu va kha
nang tuong tac vdi vat chu hodc mdi trudong ngoai bao (putative membrane
protein), va nhém cac protein tiét trong co ché gy bénh, bao gdm viéc bai tiét
doc td hodc diéu hoa mién dich cua vét chu (putative exported protein), lan lugt
chiém 50 va 40 gene. Cac protein diéu hoa déng vai trd quan trong trong kiém
soat biéu hién gene, véi LysR family regulatory protein (25 gene), TetR family
regulatory protein (10 gene), MarR va GntR family regulatory protein (5 - 10 gene
mdi loai). Nhiing protein ndy thudng tham gia vao diéu hoa khang sinh, d4p ting
stress va chuyén héa, c6 thé anh huéng dén kha ning sinh tdn ciing nhu dé khang
ctia vi khuén. Ngoai ra, nhém putative DNA-binding protein (10 gene) va putative
lipoprotein (5 gene) ciing c6 xuét hién, thé hién c6 sy tham gia ctia cac yéu t6 lién
quan dén diéu hoa phién mi va cAu tric mang té bao.

gay bénh trong bd genome

. m———

Chiz n3ng cia gene

GNIR family regulalory proteln 28

0 70 a0 B0 Ba 00 170
56 luang gene

Hinh 3.4. Phan bd gene doc lyc theo nhém trong b genome ciia céc ching B.

cenocepacid.

Viéc xac dinh s6 lugng 16n cac gene mi hoa proteins chwa 1d chirc ning
trong bd gene cua cac chung B. cenocepacia cho thay tiép tuc nghién ciru giai ma
xac dinh chirc ning cua cdc gene ndy 13 viéc hét stc can thiét dé hiéu rd hon vé
co ché phan tir lién quan dén kha ning gy bénh, ldy nhiém va thich tmg moi
truong, thich Gimg vt chi cua ching. Bén canh do, sy hién dién dang ké cua
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protein mang va protein xuét tiét cho thdy vi khuan c6 thé sir dung nhiéu co ché
dé twong tac véi méi trudmg hodc vat chii, nhu hap thu chat dinh dudng, bai tiét
doc t hoac chéng lai hé mién dich. Nhimg gene va/hodc protein ndy ¢ thé dugc
nghién ctmu khai thac dé phat trién cac cong cu chan doan nhanh, chinh xéc ciing
nhu c6 thé 1a dich phan tir cho viéc nghién ctru phat trién khang sinh, vaccine
trong phong ngira va diéu tri nhiém khuin B. cenocepacia. Mic dii cac protein
diéu hoa nhu LysR, TetR, MarR va GntR chiém sb luong gene it hon, nhung
ching lai c6 anh huéng manh dén cic qua trinh didu hoa gene, tir d6 kiém soat
kha ning khang thudc, phan tmg véi stress va thich nghi véi méi truong khic
nghiét. Két qua biéu thi gene ddc luc nay két hop véi gene khang khang sinh, cung
cAp cai nhin truc quan vé thanh phan gene trong b genome ma con mé ra nhiéu
huéng nghién ciu tiém ning. Qua dé, cb thé khai thdc cic gene chura biét chic
ning va hiéu 16 hon cac yéu té didu hoa cho dén kham pha co ché hoat dong ctia
protein tham gia. Nhitng nghién ctru tiép theo s& c6 ¥ nghia quan trong trong linh
vuc vi sinh, y sinh va phat trién thudc khang sinh hodc phuong phap kiém soat vi

khuan hiéu qua hon.

3.6. Co ché chuyén hod ciia vi khuan

Mot trong nhiing con dudng chuyén héa co ban gop phan vao doc luc va
ddc tinh ctia BCC 1a chuyén héa cysteine va methionine, déng vai trd quan trong
trong cin bing oxy hoéa khtr, cam bién sb lugng, hinh thanh mang sinh hoc va
khang khang sinh. Két qua phén tich KEGG cho thy hai con dudng chuyén héa
chung gitra bén ching B. cenocepacia gém hinh thanh mang sinh hoc (biofilm)
va chuyén héa cysteine/methionine. S6 lwong KO (KEGG Orthology) lién quan
dén cAc con dudng nay gin nhu gidng nhau giita cac ching, nhu thé hién trong
Béng 3.8. Ca bén ching déu mang s6 lugng gene tham gia vao con dudng chuyén
hod 1a 31, lién quan dén sy hinh thanh mang sinh hoc, trong khi cac ching 862,
899 va 1065 c6 chung sb Iwong KO 1a 35 ddi v6i qua trinh chuyén hoa cysteine
va methionine, v6i chiing 2027 cho thdy s lwong thdp hon khong déng ké gdm
34 gene.
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Bing 3.8. S6 lugng KO lién quan dén cac co ché trao d6i chét trén bén ching B.

cenocepacia
S6 lwgng KO & cdc chiing B. cenocepacia
Con dwong chuyén ho4 862 899 1065 2027
Biofilm 31 31 31 31
Cysteine va methionine 35 35 35 34

Quan sat ndy v& cac cdu hinh KO gan nhu giéng hét nhau déi véi qua trinh
hinh thinh mang sinh hoc giita cic chiing cho thy tiém ning di truyén dugc bao
ton dbi vai dic diém doc lyc quan trong nay trong cac thanh vién BCC nay. Su
hinh thanh mang sinh hoc la mét qua trinh phtc tap ¢-vi khuén;'bao gém mot loat
cac con dudng truyén tin hiéu va diéu hoa gene, nhu dugc minh hoa bz‘"mg so do
con dwdng hinh thanh mang sinh hoc twogn ty nhu & vi khuin Pseudomonas
aeruginosa (Hinh 3.5). Pay la yéu t6 quan trong trong su ton tai ciia BCC trong
nhidu méi trudng khac nhau, bao gdm phdi cia bénh nhan xo nang va kha ning
khéng thubc khang khuén ciia n6 [40]. Mirc d6 bao ton cao trong sb lwgng KO dbi
véi cac gene lién quan dén mang sinh hoc chi ra su twong dong co ban trong co
ché phén tir cét 15i thiic ddy qué trinh ndy & cac ching nay. Tuy nhién, diéu quan
trong cin luu ¥ 1a mic du tiém ning c6 thé twong t nhau, nhung kha ning hinh
thanh mang sinh hoc thue t& va dic diém van c6 thé khac nhau do sy thay dbi
trong biéu hién gene, co ché diéu hoa hoic céc yéu td méi trudong & tirng vi khuén
[41].
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Mapper Reconstruction)

Su thay @i nho dugc quan sat thdy & qué trinh chuyén hoéa cysteine va
methionine, véi ching 2027 c6 sé KO it hon céc chiing khéc, 1a diéu dang cha y.
Cysteine va methionine 13 nhitng axit amin chita luu huynh thiét yéu tham gia vao
nhidu qua trinh cua té bao, bao gdm tdng hop protein, cin bang oxy héa khir va
téng hop sinh hoc céc chit chuyén héa quan trong nhu glutathione va S-
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adenosylmethionine (SAMe), nhu dirgc mo ta trong ban dd con duong chuyén
hoéa cysteine va methionine (Hinh 3.6). Céc con duwdng ndy c6 mbi lién hé chat
ché& véi nhau, nhur thé hién trong so do, va déng vai trd quan trong trong qua trinh
thich nghi va tbn tai ctia vi khuan. Mic du sy khac biét 1a nho, nhung né c6 kha
ning chi ra nhitng bién thé tinh té trong hiéu qua trao ddi chat hoic kha ning kiém
soat quy dinh cia cic con duong nay & ching 2027. Vi du, né c6 thé anh hudng
dén kha ning phéan tng véi stress oxy héa, tong hop cac hop chét chira luu huynh
hodc tuong tac voi moi truong cua chung [40, 41].

Chuyén héa cysteine déng vai tro trung tim trong qué trinh déng héa Iuu
huynh, san xut glutathione va co ché giai doc trong BCC. Tuy nhién, cysteine dur
thira ¢6 thé din dén cic tac dong doc hai théng qua sy tich tu cla céc loai luu
huynh phan ting (RSS) va céc lodi oxy phan tmg (ROS), anh huéng dén ca su
séng con cua vi khuin va phén Gng mién dich cua vét cha. San xuat sulfide va céc
loai hyu huynh phan tmg (RSS), su phan hiy cysteine dan dén sy tao ra hydro
sunfua (H; S), 3-mercaptopyruvate va thiosulfate, dong vai trd kép la tadc nhan
bao vé chdng lai oxy héa va 13 doc td pha v& chirc ning té bao cia vét chii Cac
enzyme chinh tham gia bao g(")m: Cysteine desulfurases (EC 2.8.1.7) — Chuyén
ddi cysteine thanh céc chat trung gian luu huynh, goép phan giy doc tinh; 3-
mercaptopyruvate sulfurtransferase (EC 2.8.1.2) — Tao ra cac hogp chit lvu huynh
sulfane d¢c hai. Tac dong ddc tinh: H, S can thiép vao qua trinh ho hap ty thé
trong t& bao vat chi, din dén chét té bao, trong khi cac hop chét luu huynh sulfane
c6 thé bién ddi protein vét chii, phd v cac con dudng truyén tin hidu mién dich.

Con dudng téng hop glutathione (GSH) rat quan trong dé bao vé BCC
chdng lai stress oxy hoa, dic biét 12 tir phan Gmg mién dich cua vét chi va khéng
sinh. Mt s6 enzyme chinh nhu: Glutathione synthase (EC 6.3.2.3) — Xtic tac qua
trinh sinh téng hop GSH tir cysteine, glycine va glutamate; Glutathione reductase
(EC 1.8.1.7) — Duy tri GSH ¢ dang khtr, trung hoa stress oxy hoa. Con dudng nay
c6 thé tac dong dén nhidm trang bang cach trung hoa khang sinh: GSH phan tng
vOi1 cac loai oxy phan ung do khang sinh nhu aminoglycoside tao ra, lam gidam
hiéu qua cta chung. Hon nira, didu nay hé trg sy hinh thanh mang sinh hoc vaéi
GSH gitp duy tri can bﬁng oxy hoa khtr trong mang sinh hoc, ting cuong su ton
tai ctia vi khudn trong nhiém trang phdi CF [44].
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3.7. Céc yéu td di truyén di dong ciia vi khuin B. cenocepacia

Sur hién dién cta prophage trong bd gene vi khuin, 12 mdt trong nhirng chi
dau quan trong gép phan vao kha ning tién hoa khang thudc va ddc luc ctia vi
khuan. Két qué phén tich trinh tu by gene cac chung B. cenocepacia cho thdy su
khéc biét dang ké gitta cac ching, khong chi vé& s6 lwong prophage ma con vé vi
tri tich hop trén genome va chirc ning tiém ning ctia chiing (Bang 3.9 va Hinh
3.5). Mdi chiing B. cenocepacia mang tir 2 dén 5 prophage, véi mirc @6 hoan chinh
khéc nhau, bao gdm prophage hoan chinh (intact), nghi van (questionable) va
khéng hoan chinh (incomplete). Trong s& ndy, ching 862 va 2027 ¢6 sb luong
prophage cao nhit (5 prophage mdi ching), trong khi 899 va 1065 chi chira 2
prophage, cho thiy su khéc biét trong mirc do tiép nhan hoic bao ton cac yéu to
di truyén di dong giira cac dong vi khuén. Khong chi khac biét vé sb lugng, cac
prophage con c¢6 sy phan bb khong ddng déu trén genome ctia timg ching. Két
qua phén tich cho thdy Chromosome 1 va Chromosome 2 14 nhitng vi tri phd bién
nhat cho su tich hop ctia prophage, véi nhiéu prophage c6 kich thude 16n duge
xac dinh tai day. Ching 2027 chtra prophage co kich thudc 16n nh at (60,1 kb) nam
trén chromosome 3, mang nhiéu gene lién quan dén integrase, recombinase va
transposase. Diéu nay thé hién ring prophage nay c6 thé dong vai trd quan trong
trong qua trinh ti t& hop di truyén cta vi khuan. Chiing 862 ciing c6 mot prophage
kich thudce 16n (58,7 kb) trén chromosome 2, mang nhidu gene mi héa cac protein
cAu tric quan trong ctia phage nhu capsid, terminase va portal, cho thiy kha ning
prophage nay c6 thé timg tham gia vao chu ky tan ra (Iytic) truée khi bi bét hoat,
Trai ngugc voi hai chung trén, 899 va 1065 c6 prophage nhé hon (23-47 kb) va
nim chi yéu trén chromosome 1 va chromosome 2 véi it dau higu clia cac gene

lién quan dén t4i to hop.

Cac prophage dugc xac dinh trong nghién clru nady mang nhiéu gene ma
héa protein lién quan dén chic ning cia bacteriophage, bao gdm integrase,
transposase, protein dudi (tail proteins), capsid, terminase va lysin. Nhiing gene
ndy c6 thé tham gia vao qua trinh tai td hop, duy tri prophage trong hé gene vi
khuan hoic diéu chinh co ché hoat dong ciia prophage [44]. Trong s6 cac prophage
dugce phat hién, chung 862 chira prophage c6 bd gene da dang nhét, véi sy hién
dién cua céac protein quan trong nhu lysin, tail, capsid va protease, cho thay kha

nang prophage nay ting tham gia vao qua trinh ly giai té bao chu. Trong khi d6,
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cac prophage trong 899 va 1065 chira chu yéu cac gene integrase va tail, goi v
rang ching co thé 1a prophage 6n dinh va it c6 kha ning tai kich hoat. Pic biét,

prophage ctia ching 2027 mang nhiéu gene transposase va recombinase, cho thiy

ching c6 thé dong vai trd quan trong trong viée trao ddi gene théng qua co ché

chuyén gene ngang.

Bang 3.9. Téng hop thong tin cic ving prophage ctia bon ching.
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Hinh 3.5. Sy phan bd cia c4c viing prophage & 4 chiing BCC. A) 862, B) 899,
C) 1065, D) 2027.
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Di liéu phén tich ciing cho thdy rang mot s6 prophage trong BCC ¢6 sy
tuong ddng cao vdi cac bacteriophage da dugc cong bé trudc do, bao gdm phage
cta Burkholderia, Salmonella va Escherichia coli. Prophage phd bién nhét trong
cé bon chung c6 sy twong ddng cao véi PHAGE Burkho phiE202 NC 009234,
dic biét trén Contig 1 cla cac chung 862, 899, 1065 va Contig 2 ciia 2027. Piéu
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nay goi y rang prophage nay c6 thé 1a mot thanh phan dugc bao ton trong hé gene
ciia BCC va c6 vai tro nhit dinh trong tién hoa cia nhém vi khuan nay.
PHAGE Salmon SEN34 NC_028699 xuit hién trong cic prophage ciia 862 va
2027, cho thiy kha ning c6 sy trao dbi di truyén giita Burkholderia va Salmonella
théng qua cdc sy kién chuyén gene ngang. Tuong tu, prophage twong ddng véi
PHAGE Escher vB EcoM ECO078 NC 041926 duoc tim thiy trong 862 va
2027, goi ¥ ring BCC c¢6 thé da tiép nhén céc yéu tb di truyén tir Escherichia coli.
Két qua phén tich prophage trong genome ciia bén ching BCC d lam séng to
mitc 6 khac biét giita cdc ching vé sd lwong, vi tri va ddc diém chirc ning cia
cac prophage. Cac prophage cé mit trong tat ca cac chiing, nhung sy khac biét vé
kich thude va thanh phan gene giira cic prophage cho thay ring mét sd prophage
c6 thé van con hoat ddng, trong khi nhiing prophage khéc di bi bét hoat trong qua
trinh tién héa. Chiing 862 va 2027 chira nhiéu prophage nht, véi kich thuéc 16n
hon va mang nhidu gene lién quan dén tai t5 hop, cho thay kha ning cac prophage
nay ¢ thé anh hudéng dén kha ning thich nghi cia vi khuin. Trong khi dé,
prophage trong 899 va 1065 c6 kich thuéc nhd hon va mang it gene téi t6 hop,
cho thiy chiing ¢6 thé 1a nhiing prophage 6n dinh hon, it c6 kha ning tham gia
vao céc sy kién chuyén gene ngang.
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KET LUAN VA KIEN NGHI

KET LUAN

Nghién ciru da thiét 14p quy trinh giai trinh tw va lip rép bo gene hoan chinh
ctia bdn ching B. cenocepacia bang cach két hop dit lidu doc ngén va dai. Tat ca
céc chiing déu mang ba nhiém sic thé, riéng chiing 862 c6 thém mot plasmid hoan
chinh. Phén tich phén loai cho thiy ba ching thudc hai kiéu gene da biét (ST1697,
ST2262), trong khi mot chung mang kiéu gene méi chua timg duoc cong bd va
c4c kiéu gene nay ciing chua timg dugc phat hién tai Viét Nam.

Cac ching B. cenocepacia mang nhiéu hé thong bom déy da thubc va gene
khang cic nhom thudc khang sinh quan trong nhur quinolone, macrolide va
glycopeptide. Kiéu gene khang thude phit hop véi kiéu hinh khang thude ghi nhén
duoc, kh'fing dinhcac ching nay c6 déc tinh da khang dang lo ngai.

Tét ca cac ching déu mang nhiéu gene ddc lyc lién quan dén kha niing hinh
thanh mang sinh hoc, hé théng tiét protein va chuyén héa cystein, gop phan quan
trong vao kha nang gay bénh. Viéc phat hién tir 2-5 prophages trong mbi bd gene
cho thiy vai tro ciia phage trong tién hoa di truyén va lan truyén cic yéu t6 khang
thube, doc Iye bing con duong chuyén ngang. Dit liu giai trinh tu thu dugc s& 12
ngudn tai nguyén quy gia cho céc nghién ctu di truyén va kiém soat vi khuan

bénh vién tai Viét Nam.

KIEN NGHI
Tiép tuc nghién ciru khai pha dit lidu bé gene cac chiing B. cenocepacia dé
hiéu 8 hon vé cac co ché phan tir gdy bénh chwa dugc cong bé ciing nhu céc con
dudmg chuyén hod hoat chit quan trong c6 thé ting dung trong y dugc.
Ap dung két hop ca 02 céng nghé giai trinh ty NGS doan ngin va
doan dai va phét trién quy trinh phén tich tin sinh chuyén biét cho céc tic nhén
gay bénh khac.
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PHU LUC

1. Dic diém 1am sang cac chiing Burkholderia spp. thu nhan tir Bénh vién

Trung wong Quéan dji 108.

Mai so Nim Gidi Pia chi Nim | Ly donhiap | Bénh Dinh danh
chiing | sinh cia | tinh phén l4p vién phim | bing Malditof
bénh
nhan
Hai Ba
R . i . Burkholderia
862 1948 Nam | Trung- Ha 2021 Viém phéi | DPom )
i cepacia
NGi1
S A nl %
Cita Lo- g Burkholderia
899 1953 Nir R 2021 khuén, viém | Pom )
Nghé An . N cepacia
mang néo
Suy hé hép
Tay H6 - do tran khi . Burkholderia
1065 1946 Nam _ 2021 . " bom )
Ha No1 mang phoi 2 cepacia
bén
Phé Yén -
° (.311 ok Burkholderia
2027 1948 Nam Thai 2021 Suy h6é hap | Dom .
cenocepacia

Nguyén
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2. Két qua khang sinh dd cac chiing Burkholderia spp.

ETAMOL (200UG)

Khang sinh Chiing Burkholderia spp.

899 862 2027 1065

Didng | Dién | Puong | Dién | Pidng | Dién | Pidmg | Dién

kinh giai | kinh giai | kinh giai | kinh giai

vong ¢ vong trc vong uc vong uc

ché ché ché ché

(mm) (mm) (mm) (mm)
amoxicillin/clavulanic | 0 R 0 R 0 R 0 R
acid (20/10pg)
aztreonam (30pg) 19 S 20 S 21 S 20 S
chloramphenicol (30pg) | 21 R 21 R 12 R 25 I
Ceftazidime (30ug) 26 S 26 S 27 S 25 S
ciprofloxacin (5ug) 23 S 21 S 0 R 25 S
gentamicin (10pg) 0 R 0 R 0 R 0 R
cefotaxime (30ug) 0 R 0 R 0 R 0 R
clindamycin (2pg) 0 R 0 R 0 R 0 R
erythromyein (15pg) 0 R 0 R 0 R 0 R
ertapenem (10pg) 0 R 0 R 0 R 0 R
Nitrofuratoin (100ug) 0 R 0 R 0 R 0 R
cefepime (30pg) 12 R 14 R 9 R 18 I
FOSFOMYCIN/TROM | 0 R 0 R 0 R 0 R
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cefoxitin (30ug) 0 R 0 R 0 R 0
imipenem (10ug) 13 R 13 R 19 R 14
levofloxacin (Spg) 22 S 21 S 0 R 22
meropenem (10pg) 16 R 17 I 21 S 25
norfloxacin (10pug) 17 S 17 S 0 R 19
ofloxacin (5pug) 17 | 16 R 0 R 16
oxacillin (5ug) 0 R 0 R 0 R 0
penicillin G (1UI) 0 R 0 R 0 R 0
Piperacillin(100ug) 24 S 28 S 27 S 32
pristinamycin (15ug) 14 R 16 R 11 R 14
trimethoprim/sulfameth | 21 S 13 R 19 S 22
oxazole (1.25/23.75ug)

tetracycline (30pg) 13 R 0 R 0 R 10
ticarcillin (75pg) 0 R 0 R 0 R 0
tobramycin (10pg) 0 R 0 R 0 R 0
piperacillin/tazobactam | 31 S 28 S 31 S 30
(100/10ug)

vancomyecin (5pug) 0 R 0 R 0 R 0

Ghi cht: S (sensitive): nhay cam thudc; R (resistant): Khang thudc; I
(intermediate-resistant): Khéng trung gian (khang mirc d¢ thip)




VIENHANLAM CONG HOA XA HQI CHU NGHIA VIET NAM
KHOA HQC VA CONG NGHE VN Péc lgp - Ty do - Hanh phiic
HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE ,

) Hé Noi, nggy 08 thdng 04 ndim 2025
S6: 182 /QP-HVKHCN \

QUYLT PINH
V& viéc thanh 13p Hoi dong d4nh gi4 lufin viin thac si
GIAM POC

HOC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

Céin cit Quyét dinh s6 364/QD-VHL ngay 01/03/2025 ciia Chii tich Vién Han
lém Khoa hoc va Céng nghé Vit Nam vé viéc ban hanh Quy ché 16 chirc va hoat déng
cuia Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé,

Cén ctk Théng tw s6 23/2021/TT-BGDPT ngay 30/08/2021 cua B$ Gido duc va
Pao tgo vé viée ban hanh Quy ché dao tao trinh do thac si;

Céin cte Quyét dinh s6 1966/QP-HVKHCN ngay 28/12/2021 ciia Gidm:doc Hoc
vién Khoa hoc va Céng nghé vé viéc ban hanh Quy ché dao tao trinh dg thac s7;

Céin cik Quyét dinh s6 1899/QD-HVKHCN ngay 15/11/2022 ctia Gidm déc Hoc
vién Khoa hoc va Céng nghé vé viéc cong nhdn hoc vién cao hoe dot 2 ndm 2022;

Céin cte Quyét dinh s6 210/QP-HVKHCN ngay 29/03/2024 cia Gidm doc Hoc vién
Khoa hoc v Céng nghé vé viéc cong nhdn dé tai va cie ngudi hudng dén lugn vin thac si;

Cén cir Quyét dinh s6 1052/0D-HVKHCN ngay 13/09/2024 ctia Gidm dée Hoc
vién Khoa hoc va Cong nghé vé vige gia han thoi gian hoc tdp 1n 1 cho hoc vién Kiéu
Duy Hiing;

Xét dé nghi cua Trudng khoa Sinh hoc, Truéng phong Dao tgo.

- QUYET PINH:

Pidu 1. Thanh 14p Hoi ddng danh gia ludn vin thac sf cho hoc vién Kiéu Duy
Hing voi d& tai: “Giai trinh ty va phén tich b) gene mdt s6 ching vi khufn
Burkholderia spp. da khang thubc phén 18p tai Bénh vién 108 trong ndm 2021 - 2022”

Nganh: Sinh hoc thue nghiém Ma sé: 8 42 01 14

Danh séch thanh vién Hoi ddng dénh gi4 luan vin kém theo Quyét dinh nay.

Pidu 2. Hoi ddng c6 trach nhiém dénh gi4 lugn vin thac si theo ding quy ché
hién hanh ctia BO Gido dyc va Dao tao, Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé.

Quyét dinh ndly ¢6 hiéu lyc trong thdi han t8i da 60 ngay lam viéc ké tir ngay ky
va phai dam bao thdi han ddo tao theo quy dinh ctia Hoc vién. Hoi dong ty gii the sau
khi hoan thanh nhiém vy.

Pidu 3. Truéng phong Td chiic - Hanh chinh, Truéng phong Pao tao, Trudng
phong Ké toéan, Truéng khoa Sinh hoc, cac thanh vién c6 tén trong danh sach Hoi
ddng va hoc vién cao hoe c6 tén tai Diéu 1 chju trach nhiém thi hanh Quyét dinh nay./. P

Noi nhdn:

- Nhu Piéu 3;

- Luru hd so hoc vién;

- Luvu: VT, BT, MT.07.
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Thye hién Quyét dinh s6: 182/QD-HVKHCN ngay 08/04/2025 cua Gidm
déc Hoc vién Khoa hoc va Céng nghé vé viéc thanh 14p Hoi ddng danh gia luan
vin thac sT cta hoc vién Kiéu Duy Hung

Tén @& tai: Gidi trinh ty va phéan tich by gene mot sé ching vi khuén
Burkholderia spp. da khang thudc phén 14p tai Bénh vién 108 trong ndm 2021 - 2022 ;
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M3 s6: 8 42 01 14

H6m nay, ngay 07/05/2025 Hoi dong da hop tai phong hop 1710, A28,
Hoc vi¢n Khoa hoc va Cong nghé vao lic 14 gio 00, Hoi dong gbm 05 thanh
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2. Sy khong trung ldp cia dé tai nghién ciru so véi céc cdng trinh khoa hoc, ludn vin
da cong bd & trong va ngoai nudce; tinh trung thuc, ro rang va ddy di trong trich din tai
11<;u th:jim khao
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3. Su phi hop gitta tén d& tai v6i ndi dung nghién ctru cfing nhu v6i chuyén nganh va
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4. D0 tin céy va tinh hién dai cua phwong phép nghién ctru da sir dung & hoan thanh
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7. Néu téc gia chua viét bai béo khoa hoc thi ndi dung ciia ludn vin c6 thé dugc viét
thanh céc bai bdo dé giri ding trén trén tap chi khoa hoc, séch chuyén nginh hodc

tuyen tap cong trinh hdi nghi khoa hoc clp quéc gia, quéc té hay khong?
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2. Sﬂ kho g Igp clia d tai nghi én fru 50 v6i cAc s cong trlnh khoa hoc, luin vin
dd cong bd 6 trong va ngoai nudc; tinh trung thyc, rd ring va diy du trong trich din tai
liéu tham khao:;
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3. Su phi hop giita tén d@ tai véi ndi dung nghién ciru cﬁng nhu véi chuyén nganh va
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5. Két qua nghién ciru cia Iuan van:
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7. Néu tac gia chua v1ét bax b{io khoa hoc thi ndi dung cia ludn vin c6 thé duge viét
thanh céc bai bao dé gl ding trén trén tap chi khoa hoc, sach chuyen nganh hodc

tuyén tAp cong trinh hoi ngm khoa hoc clp qubc gia, qubc té
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8. Két luan chung (khing dinh muc do dap u'ng céc yéu cdu déi v6i mot luan van Thac
sT; luéin vin c6 thé dua ra _)ao veé dé nhﬁn hoc vi Thac st dugc hay khong?):
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Nguwdi nhan xét
(Ky, ghi 15 ho tén)
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- Nhén xét duoc Iam thanh 02 ban, ¢6 chit ky cia ngudi nhdn xét va giri vé phong Dao tgo
02 ngay trudc bubi béo vé.

- Dijachi lién hé: CV. Nguyén Thi Minh Tém phong Dao tao, Hoc vién Khoa hoc va Cong
nghg, Vign Ham lém Khoa hoc va Cong nghé Viét Nam. 18 Hoang Quéc Viét, Céu Gidy,
Ha Npi. BDT02438689977- 0946082099
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KHOA HQC VA CONG NGHE VN
HOQC VIEN KHOA HQC VA CONG NGHE

CONG HOA XA HOI CHU NGHIA VIET NAM

Poc lap - Tu do - Hanh phic

BAN GIAI TRINH CHINH SUA LUAN VAN

THEO KET LUAN CUA HQI PONG PANH GIA LUAN VAN THAC SI

Ho tén hoc vién: Kiéu Duy Hing

Lép: BI02022B

Tén d& tai luan vin: Giai trinh tu va phén tich bd gene mot s6 ching vi khuén
Burkholderia Spp. da khang thu6c phan 1ap tai Bénh vién 108 trong nam 2021-

2022,

Nganh: Sinh hoc thuc nghiém

M s6: 8420114

Nguoi huéng dan khoa hoc:

Huéng din 1: TS. Lé Thi Thu Hing

Huéng dan 2: PGS. TS. Pdng Vin Quyén

Ngay bao vé luén vin: 7/5/2025

Cin ctr bién ban hop héi ddng dénh gid luan vin thac si, hoc vién da chinlf’s/ HOC VIEN

sua ludn van nhu sau:

STT | Noi dung dé nghi bo sung,

chinh sta

Nbi dung da bd sung, chinh sira

B& sung 101 cam on t6i noi
1 | cung cap chung vi khuan l1a
Bénh vién 108.

P bo sung “T6i xin guii 10 tri 4n dén
Khoa Vi sinh, Bénh vién Trung uong
Quan doi 108 da ho tro cung cap céac
chiing vi khuén phan lap quy gia, la
co s& quan trong gitp t6i hoan thanh
nghién ctu nay” (trang Lo1 cdm on).

Viét nghiéng tén latin chiing
vi khuan

Pa théng nht lai cach viét tén latin in
nghiéng toan luan van: Burkhodelria
spp., B. cenocepacia va Burkholderia
cepacia complex.

Chinh §Cra lai ngi dung nghi‘én
3 | clru ngén gon hon trong phén
Mé dau.

D4 chinh lai n6i dung ngan gon lai
thanh N6i dung 1, Noi dung 2, N6i
dung 3.

Chinh stra lai phan M dau.

Viét lai phan Mé dau. (M& dau, trang
1).

Bo phan Két qua nghién ciru (M
dau, trang 2).

5 | Tén hinh dé duéi hinh.

Da chinh lai tén va thi tu & dudi céc

‘3| kHOA HOC \




hinh 1.1, 1.2.1.3,3.1,3.2,33.34,
3.5

Viét bd sung chi tiét thong tin
6 | dbi tugng va phuong phap
nghién ctru & Chuong 2.

BasuaphanZ 1.1. va2.1.2, trang 16.
D3 stra phan 2.2.2. va 2.2.3. , trang 17,
18.

Di b sung phén 2.2.5., trang 18.

Chuyén di bang 3.1, 3.2 cu

Da gop lai thanh Hinh 3.1 tom gon lai
két qua. .
D3 bo sung thém phan Phu luc

7| theznh philn phy o Chuyén béng 3.1, 3.2 cii thanh phin
Phu luc 1, Phu luc 2.
Da chinh lai tht ty bang.
Di bo sung thém nghién ctru trude
day cua Bénh vién Nhin Dan Gia
2 Thém 2 bai béo trong nudc Dinh va Bénh vién PH Y Duoc Thai
trong phan Toéng Quan Binh.
D4 bo sung trong phin Tai lidu tham
khao.
o | Chinh sira phan Két ludn theo | Pa chinh sira lai phan Két luan theo 3
cdc ndi dung nghién ciru. ndi dung nghién ciu.
Ha Néi, ngay 14 thing § ndm 2025
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