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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
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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




11

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].
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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)











































































































































