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PAT VAN PE

Nhimg nam gan ddy, Acinetobacter baumannii tr mot vi khuan gay
bénh co hoi di tré thanh mot mam bénh “béo dong d6” de doa dén sirc khoe
cong ddng trén toan thé gidi véi kha ning gy ra cac bénh nhiém khuan ning,
mirc do khang thudc va ty 1& tir vong cao [1],[2]. A. baumannii 13 mét trong
nhitng tac nhan chinh giy nhiém khuan bénh vién (NKBV). Pic biét, A.
baumannii thudng dung thir nhat hodc thir 2 trong sé cin nguyén gay viém
phoi lién quan dén thé may (Ventilator-associated pneumonia-VAP) [3].

Ngoai cac yéu té doc luc, kha niang dé khang khang sinh (KS) da gitp
A. baumannii tré' thanh mot trong nhitng cin nguyén gy nhiém khuan kho
diéu tri nhat hién nay. A. baumannii co thé dé khang véi tat ca cac KS hién co
dugc st dung trén lam sang. Pac biét, A. baumannii khang carbapenem
(Carbapenem resistant A. baumannii — CRAB) da gia tang nhanh chong trén
toan thé gidi & mirc d6 bao dong. CRAB duoc T6 chirc Y té Thé gidi xép vao
nhom vi khuan wu tién s6 1 hién nay trong viéc kiém soat va diéu tri [4].

Vi khuan c6 rat nhiéu co ché @& khang carbapenem khéc nhau [5]. Tuy
nhién, sinh carbapenemase van 13 co ché @& khang carbapenem chu yéu va quan
trong nhat & A. baumannii [6],[7]. Nhiéu loai carbapenemase & A. baumannii d
xuét hién va ngdy cang da dang hon vdi rat nhiéu bién thé méi. [6]. Tuy
nhién, carbapenemase 16p D va B ma dic biét 1a 1op D 14 loai phd bién nhat ¢
A. baumannii trén toan thé gii noi chung va & Chau A néi riéng [8],[9],[10].

Nhiéu gen ma hoa carbapenemase & A. baumannii nam trén nhiém sac
thé va/hoic plasmid, ching thudng duoc két hop trong hodc cung véi cac yéu
t6 di truyén di dong (mobile genetic elements), nén dé dang dugc lan truyén
ngang (Horizotal transfer) sang cac vi khuan cung loai va khéc loai [6],[11].
Viéc xac dinh som cac ching vi khuan sinh carbapenemase dé thuc hién cac
bién phép kiém soat nhiém khuan va lya chon KS thich hop 14 rat quan trong

[12]. Tuy nhién, do tinh thAm ndi tai ciia mang ngoai & Acinetobacter thap



[13] va hoat tinh enzyme ctia mdt s6 loai carbapenemase & Acinetobacter yéu,
nén phat hién carbapenemase & Acinetobacter duogc cho la kho hon so véi
Enterobacteriaceae va Pseudomonas spp [14],[15].

Hién nay ¢ Viét Nam, A. baumannii khong nhitng la mot trong ba can
nguyén chinh gdy NKBV v6i mac d6 dé khang carbapenem rat cao
[16],[17],[18]. P4 c6 nhiing nghién ctru vé mdt sé gen dé khang carbapenem
& A. baumannii qua co ché sinh carbapenemase [19],[20],[21],[22],[23]. Tuy
nhién, cac dé tai nay thudng chi nghién ciru trén cac chimg A. baumannii phan
1ap & mot hoac mot sb bénh vién tai mot vung mién/khu vuc. Nghién ctru ctia
Nguyén Thi Thanh Ha thyc hién trén cac ching A. baumannii giy nhiém
khuan huyét tir 7 bénh vién & 3 mién ctia Viét Nam (2011-2012) va méi chi
nghién ctru mot s6 gen blaoxa [19]. Hon nita, hién chua c6 nghién ctru ndo vé
phuong phap phat hién sinh carbapenemsae trén cac chung A. baumannii luu
hanh & Viét Nam dé xac nhan phuong phap phu hop cho thuc hanh thuong
qui tai cac phong xét nghiém vi sinh Iam sang. Viéc phat hién sém, chinh xac
cac chang vi khuan sinh carbapenemase dé thuc hién cac bién phap kiém soat
nhiém khuan va lya chon KS thich hop 1 rat quan trong. Vi ly do trén, ching
t61 tién hanh thyc hién nghién ctru dé tai “Mgt s gen md hod cachapenemase
va moi lién quan véi mire dé khdng carbapenem ciia Acinetobacter baumannii
tai Viéet Nam”, vo1 3 muc tiéu:

1. X4c dinh ndéng d6 Gc ché tbi thiéu (MIC) cua carbapenem voi cac
chung A. baumannii phan lap tai Viét Nam nam 2016.

2. Phét hién mot sb gen mi hoa carbapenemase 16p D va B cua cac chung
A. baumannii.

3. Tim mbi lién quan gitta MIC voi sy xudt hién carbapenemase va gen

ma hoa carbapenemase.



Chuong 1
TONG QUAN

1.1. KHANG SINH NHOM CARBAPENEM
1.1.1. Céu tric ciaa khang sinh nhém carbapenem

Thienamycin 1a KS dau tién thudc nhoém carbapenem va duogc tach chiét
tir Streptomyces cattleya vao nam 1976.

Hién nay, da c6 hon 80 hop chit v&i hoat tinh khang khuan duoc cai
tién so v&i thienamycin [24]. Nam 1985, imipenem tro thanh carbapenem dau
tién duoc st dung dé diéu tri trén 1am sang. Tiép theo, cac KS nhu ertapenem,

meropenem, doripenem, panipenem, biapenem di dugc phat trién.
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Hinh 1.1: Cau triic héa hoc ciia beta-lactam [24]


http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Streptomyces_cattleya&action=edit&redlink=1

Carbapenem 1a c4c KS thudc nhoém beta-lactam. Carbapenem co cau
tric twong tu nhu penicillin nhung c6 lién két khong bao hoa gitta C2, C3 va
nguyén to lvu huynh dugc thay thé bang nguyén t6 cac bon & vi tri 1, diéu nay
lam ting hiéu suit va phd tac dung cta carbapenem va su 6n dinh ctia ching
V&1 beta-lactamse (Hinh 1.1C).

Hydroxyethyl (hinh 1.1D) va c4u hinh trans ctia vong B-lactam & C5 va
C6 (hinh 1.1F) dan dén sy On dinh hon dbi vdi beta-lactamases so véi
penicillin va cephalosporin. Cau hinh R ctia hydroxyethyl lam ting hoat tinh
cua carbapenem (Hinh 1.1E).

Vong pyrrolidin (hinh 1.1B) ting do 6n dinh va pho tac dung cta KS.
Meropenem c6 vong pyrrolidin nén pham vi tac dung rong trén Pseudomonas
aeruginosa va VK ki khi. 1-B-methyl (hinh 1.1A) lam tang kha nang khang lai
dehydropeptidase ¢ than cua dong vat c6 vu (Tuy nhién, imipenem khong co
1-B-methyl).

1.1.2. Co ché tac dong ciia carbapenem

Carbapenem la mot loai KS wa nudc nhu cac beta-lactam khac, chidng
xam nhap vao vi khuan Gram &m qua cac protein mang ngoai (outer membrane
protein-OMP) con goi 1a porin. Sau d6, carbapenem lién két v&i cac protein
gan penicilin (Penicillin-Binding Proteins-PBPs) [25].

Khéng sinh carbapenem cé cdu trac tuwong tu d-alanyl-d-alanine (tién
chat ctia gdc pentapeptid cta peptidoglycan). Su twong dong vé ciu tric tao
diéu kién dé carbapenem gan két vi vi tri hoat tinh cia PBP. Day 1a lién két
bén vitng ddn dén lam mat hoat tinh cta PBP - trc ché tac dung transpeptidase
ciia PBP, ngin can tao cac lién két ngang giita cac chudi glycan cua 1op
peptidoglycan méi. Sy tich tu tién chét peptidoglycan lam kich hoat hoat dong
tu ly gidi peptidoglycan trong khi khong c6 peptidoglycan méi duge hinh

thanh. Két qua 1 hoat dong diét khuan cua khang sinh beta-lactam duoc ting


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=vi&prev=search&rurl=translate.google.com.vn&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3195018/figure/F2/&usg=ALkJrhitoZ0ugHjEZQrT59iW5i9_SF3oaA

cuong va cudi cung tinh toan ven cau tric cia vach té bao giam xudng dén
khi qua trinh tu ly giai xay ra. Yéu td chinh lam ting hiéu qua cua
carbapenem 1a kha ning lién két v6i nhiéu loai PBP khac nhau [25].

Carbapenems c6 hoat tinh chdng lai cac vi khuan Gram duong (ngoai
trir Staphylococcus aureus khang methicillin va Enterococcus faecium).
Meropenem c6 hoat tinh manh hon 10-20 lan so véi vancomycin hoic
methicillin trén Staphylococci [26].

Carbapenem 1a cac thudc ¢6 hoat tinh manh nhét so véi cac KS ¢o tac
dung trén vi khuan ky khi, doripenem thudng c6 nong d6 wc ché tdi thicu
(Minimal inhibitory concentration-MIC) MICgyy <1 ug/ml trong khi MIC cua
cefoxitin, clindamycin va metronidazole twong tng 1a 32, 16 va 2 pg/mi.

1.2. ACINETOBACTER BAUMANNII

Acinetobacter dugc Martinus W. Beijerinch (nguoi Ha Lan) phan lap
duoc tir dat nam 1911 va duoc dat tén 1a Micrococcus calcoaceticus [27].

Nam 1971, Uy ban Quéc té vé danh phép cta vi khuan chinh thitc céng
nhan chi Acinetobacter dua trén nghién ctru cia Baumann nam 1968 [28].

Theo cac nghién ctru phan loai gin day nhat, chi Acinetobacter thudc
phan 16p Gamamproteobacteria, bo Pseudomonadales, ho Moraxellaceae
(Gom cac chi Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter).

Hién nay, chi Acinetobacter bao gdm 63 loai di duoc dit tén va 11 l0ai
khéc chua duge cong bd chinh thic, ngoai ra con c¢6 17 loai dang nghién ciru.

(http://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf) (Truy cap thang 4/2020).

1.2.1. Pic diém sinh hec cia A. baumannii
A. baumannii 1a vi khuin Gram 4m, ¢6 hinh thai cau truc khuan, kich thudc
khoang 1,0 - 1,5x 2,0 - 2,5 pm, thuong dung thanh déi hoac dam (Hinh 1.2).


http://apps.szu.cz/anemec/Classification.pdf

Hinh 1.2: Hinh thai va tinh chat nhuém Gram ciia A. baumannii [29]
Chu thich: (A). Hinh anh A. baumannii trén tiéu ban nhuém Gram.
(B) va (C): Hinh anh A. baumannii dudi kinh hién vi dién tir

A. baumannii khong Ién men dudng, hiéu khi tuyét doi, d& moc trén cac
moi trudng nudi cdy thong thuong. Ching cé thé phat trién duoc ¢ nhiét do tir
15 - 44°C, nhiét do t6i wu 1a 33 - 35°C. A. baumannii 1a vi khuan duy nhat
trong chi Acinetobacter c¢o thé phat trién ¢ nhiét d6 44°C [30].

Khuan lac ctia A. baumannii trén moi trudng tryptocasein ¢é hinh tron,
161, tron, hoi nhﬁy, mau xam duc hodc vang nhat. Puong kinh khuan lac tir 2 -
3 mm sau 18-24 gio nudi cdy. Poi khi, vi khuan gy tan huyét & moi truong
thach mau ctru, ngua [31].

Céc tinh chat sinh héa khac [32]: Vi khuan sinh catalase; c¢6 thé sinh
acid yéu tir glucose, lactose, manose, galactose; thir nghiém Citrat Simmon
(duong tinh); Red methyl va Voges-Proskauer (Am tinh), khong c6 kha ning
sinh oxidase, indole, khong di dong.

Acinetobacter 1a thanh vién duy nhat cua ho Moraxellaceae khong c6
cytochrome oxidase. Pay 1a tinh chat thuong dugc cac nha vi sinh 1am sang
st dung dé phan biét Acinetobacter vdi cac Moraxellaceae khac.

1.2.2. Céc yéu td doc luc caa A. baumannii
1.2.2.1. Protein mang ngoai (Outer membrane protein - Omp)

Mot s6 Omp & Abaumannii nhu OmpA, Omp tir 33 dén 36 kDa

(Omp33-36), OMp22, ngoai Vvai tro sinh hoc 1a mot porin cho cac chit hoa tan

nho thdm qua ching con déng mdt vai trd trong sinh bénh hoc cua A. bumannii.



Cac Omp chiju trach nhiém vé sy tuong tac cua A. baumannii véi té bao
biéu mo vat chii. Vi khuan dot bién mat AbOmpA giam 95% sy xdm nhéap
vao té bao vit chu so v6i ching vi khuan hoang dai (wild typ). Dic biét 1a kha
ning gin két ctia AbOmpA voi té bao biéu mod duong hd hip cao hon so véi
cac té bao biéu mo khac. Pay co thé 1a mot yéu té gbp phan cho su phd bién
ctia nhiém khuan do A. baumannii tai duong ho hap [33]. Cac chung d6t bién
mat AbOmpA rat nhay cam v6i huyét thanh nguoi so véi ching A. baumannii
hoang dai [34] va hiém khi dugc phat hién trong mau [33].

Hon nita, OmpA ciing déng gop vao kiéu hinh d& khang KS ¢
A.baumannii. Cac ching méat gen OmpA nhay cam hon so v&i chung c6 biéu
hién OmpA dbi v&i chloramphenicol (>8 lan), aztreonam (8 lan), va acid
nalidixic (3 1an) [35].
1.2.2.2. Mgt sé yéu té ¢ vé cia A. baumannii
Lipopolysaccharide (LPS)

LPS 14 thanh phan chinh cta 16p ngoai cting ctia mang ngoai ¢ hau hét
cac vi khuidn Gram am, 13 mot yéu té kich thich dap tng mién dich, giai
phong cac yéu td hoai tir khdi u va interleukin 8 tir cac dai thuc bao. LPS
dong mot vai tro quan trong ddi véi doc luc va su ton tai cua A. baumannii
trong vat chu [36]. Ngin chin tong hop LPS 1a mot chién luge dé kham pha
cac khang sinh moi.

Polysaccharides vo

Céc dot bién gen khong san xuat polysaccharide lam giam tinh giy chét
trong md hinh nhidm khuan huyét & chudt [37]. Ngoai ra, polysaccharide vo con
lien quan dén tinh d& khang KS cutia A. baumannii. Cac dot bién thiéu

polysaccharide vo din dén vi khuan dé khang thap hon déi vai KS peptide [38].



1.2.2.3. Hé théng thu nhan kim logi

A. baumannii ¢6 kha nang thu nhan cac ion st trong cac diéu kién han
ché sit do co cac chit co ai luc cao voi sit nhu siderophore va acinetobactin.
Trong diéu kién ndng do sit thdp, mic phién mi cua cic gen quy dinh céc
yéu t6 thu nhan sat di tang 1én gap 2 lan dbi v4i 463 gen va gap 4 1an doi voi
95 gen, dic biét ddi voi 3 cum gen sinh tong hop siderophore [39].
1.2.2.4. Phospholipase

Phospholipase 13 mot enzyme can thiét cho qua trinh trao ddi phospholipid
va 1a mot yéu t6 ddc luc trong nhiéu loai vi khuan. Giam tong hop phospholipase
& A. baumannii lam giam kha ning dé khang v&i huyét thanh nguoi, giam kha
ning xAm nhap cac té bao biéu mo va giam doc luc trong md hinh gy bénh &
phéi [40].
1.2.2.5. Khd nang ta0 mang sinh hec (Biofilm)

Nhiéu nghién ctu di chirng minh kha niang tao mang sinh hoc manh mé
cta A. baumannii trén ca bé mat sinh hoc va khéng sinh hoc [41],[42]. Mang
sinh hoc gilp A. baumannii cd thé ton tai trén cac db vat nhu thay tinh, nhya
va c4c bé mat moi trudng khac ngay ca trong diéu kién kho trong mot thoi
gian dai. Vi khuan trong mang sinh hoc ¢6 thoi gian séng dai hon (36 ngay so
véi 15 ngay, vai p<0,001) [43] va c6 kha ning dé khang KS cao gap 1000 lan
s0 Vi céc vi khuan khdng tao mang sinh hoc [44]. Nhu vay, viéc hinh thanh
mang sinh hoc gop phan vao su ton tai ciia A. baumannii trong diéu kién moi
truong bat loi nhu méi truong bénh vién va trén cac thiét b y té.

Nhu vay, kha ning gy bénh cua A. baumannii c6 thé do mot sb yéu t6
tao nén doc luc ctia vi khuan nay: (i) kha nang hinh thanh mang sinh hoc; (ii)
kha nidng bam dinh, xdm nhép vio cac té bao biéu mo ciia con nguoi; (iii) kha

nang trén tranh hé mién dich; (iv) va c6 nhiéu co ché dé khang KS [1].



1.2.3. Kha nang gy bénh cia A. baumannii

Trong chi Acinetobacter, A. baumannii 1a loai gay bénh phd bién nhat
trén toan thé gisi [45],[46]. Trudc day, A. baumannii duoc coi 1a mot loai vi
khuan gay bénh co hoi c6 doc luc thap. Tuy nhién, nhitng ndm gan day, di co
su gia tang nhanh chong ty 1& nhiém khuan do A. baumannii trén toan thé
gisi. Dic biét, A. baumannii 1a mot trong nhitng tac nhan chinh gay nhiém
khuan bénh vién va di trg thanh mam bénh “bao dong do” & nguoi [1].

Nhiém tring do A. baumannii ngiy cang tr& nén pho bién & nhiing
bénh nhan ning diéu tri tai cac don vi chim séc tich cuc (intensive care unit -
ICU). Piéu nay, mot phan lién quan dén cac quy trinh chan doan, diéu tri xam
lan duoc str dung ngdy cang nhiéu ¢ ICU. Vi rat nhiéu cic yéu té doc luc
gilp A. baumannii ton tai lau va tré thanh mot tac nhin thudng tra trong moi
truong bénh vién, co kha ning phat tan va iy lan giy cac dot nhiém khuan
bung phat.

A. baumannii c6 thé gy ra nhiéu loai bénh nhiém tring cip tinh lién
quan dén NKBV nhu: Nhiém tring duong ho hap, nhiém khuan huyét, nhiém
trung duong tiét niéu, nhiém trung da va mo mém, viém ndi tim mac, viém
mang nfo va viém tay xuong... [47]. Céc yéu td nguy co khién bénh nhan dé
bi nhiém khuén va nhiém A. baumannii bao gém: Mic bénh man tinh, phau
thuat, thu thuat, chan thuong 16n, sinh non hodc cao tudi, nhap vién, diéu tri
khang sinh ciing nhu cac can thiép diéu tri y té bao gdm thd may, dng thong
ndi mach, 6ng thong tiéu va dan luu. ..

Trong s6 cac NKBV do A. baumannii, nhiém khuan dudng ho hap dic
biét 13 VAP chiém ty 1& cao nhat. O cac nudc phat trién, A. baumannii thuong
ding thtr 2 (khoang 14%) sau P. aeruginosa gay VAP [48]. Trong khi d6, ¢
cac nude thu nhap thip va trung binh, A. baumannii thuong dimg dau (26 -
>50%) trong s6 cin nguyén gy VAP (Biéu d6 1.1) [3],[49].
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B Acinetobacter baumannii

[ |
|
20 "
( X Pseudomonas aeruginosa
15 ® Klebsiella s
ebsiella spp
10 Escherichia coli
5
E OStaphylococcus aureus

Cac nu'd’c-'thu Cac nuoc thu Cac nudce thu
nhap thap nhap trung nhap cao
binh

Ty |8 % vi khuan

Biéu do 1.1. Phan b6 cin nguyén gay VAP theo mitc thu nhép
cuia cac nwéc [3]

Ngoai ty 1€ gay bénh thuong gap hon cac loai Acinetobacter khac, A.
baumannii thuong gay bénh vdi mirc dd nang hon va ty 1€ tor vong cao hon
[46],[50]. Theo két qua nghién ctru ciia Lee va cong su, khi S0 sanh ty 18 tir
vong gitta 2 nhém VAP do A. baumannii va A. nosocomialis, két qua: ty 18 tu
vong & nhdm bénh nhan VAP do A. baumannii 1a 34,7% so voi VAP do A.
nosocomialis 1a 15,3% (v&i p < 0,001); A. baumannii 13 mot yéu t nguy co
doc lap gay t vong (OR = 2,03; KTC 95%, 1,05 — 3,90; p = 0,035) trong
nhom nghién ctru thuan tip sau khi diéu chinh cac yéu td nguy co tir vong
khac, bao gdm liéu phap khang sinh khong phu hop [50].

A. baumannii ciing 13 mot nguyén nhan phd bién gay nhiém tring huyét
trén bénh nhan diéu tri tai ICU. Cac ngudn phd bién nhét cta nhiém tring
huyét do A. baumannii 1a nhiém tring duong ho hip dudi va nhiém tring
catheter, nhiém trung duong tiéu. C4c nghién ciru gin day cho thiy, ty 16
nhiém A. baumannii cao trong cac don vi bong da nhdn manh tim quan trong
ctia A. baumannii trong quan thé bénh nhan nay.

Ngoai kha ning gy ra cdc nhiém triung lién quan dén NKBV, di c6

nhiéu béo céo vé nhiém khuan & cong déng do A. baumannii dac biét 1a viém
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phoi cong ddéng (community-acquired pneumonia-CAP) [51],[52]. Mic du ty
16 CAP do A. baumannii khong cao nhung nd 1a nguyén nhan hang dau gay
CAP ning va c6 ty 1¢ tir vong cao. Trong mot tong hop cac nghién ciru lién
quan dén nhiém A. baumannii mac phai trong cong dong cho thay, trong 80
bénh nhan c6 51 nguoi bi viém phodi, 29 nguoi bi nhiém khuan huyét va 45
ngudi (56%) trong sé ho da tir vong do nhiém trung [51]. Tuong tu, theo két
qua nghién ctru trén 13 bénh nhan duoc chan doan CAP do A. baumannii,
mic du tat ca cac ching A. baumannii phan lap dugc déu nhay cam véi
imipenem nhung ty 1& tir vong van rat cao (62%) [52]. Nhitng bénh nhin nay
thudng mic bénh ning nhu bénh phdi tic nghén man tinh, tiu dudng, suy
giam mién dich hodc hut thude 14 nang. Ngoai ra, A. baumannii dugc coi 14 tac
nhan chinh gy CAP lién quan dén lam dung ruou din dén ty 18 tr vong cao >
50% [51].

Ngoai ra, nhiém tring do A. baumannii & nhitng nguoi séng soét sau
tham hoa thién nhién va vét thuong chién tranh ciing da dugc xac dinh. Trong
mdt nghién ctru, A. baumannii chiém 63% cac chung vi khuan duoc phan lap
tir vét thuong ¢ quan nhdn Hoa Ky trong cudc chién tranh giita Iraq va
Afghanistan (tir nam 2007-2008) [53].

1.2.4. Pic diém bd gen lién quan dén doc luc, kha ning giy bénh va sic
dé khang caa A. baumannii

Trong chi Acinetobacter, mot s6 loai nhu A. baumannii, A. pittii va A.
nosocomialis ¢ kha ning giy bénh va phat trién kha niang dé khang KS hon
céc loai khac. Pa ¢ nhitng nghién ctru vé gen, kiéu hinh va cac yéu t6 doc luc
dé xac dinh sy khac biét giita cac loai Acinetobacter.

Phan tich gen ctia 40 ching dai dién cho 9 loai Acinetobacter cho thdy,
bd gen 16 (core genome) ciia A. baumannii chira nhiéu gen quan trong di voi

qua trinh trao do61 chat va su ton tai cua vi khuan trong vat chu. Hau hét cac
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gen thudc core genome cta A. baumannii ciing c6 mit & mot sb loai it gay
bénh hon trén ldm sang. Tuy nhién, khi so sanh nhitng gen phu cua cac ching
A. baumannii v&i ching Acinetobacter spp. khac cho thiy c6 nhiéu ving gen
gia dinh quy dinh cac yéu t6 doc luc chi co & A. baumannii, nhu: cac operon
kiém soat tong hop acinetobactin, siderophore, sinh tong hop LPS, pili, c6 thé
str dung nguon nito hiéu qua hon va c6 kha niang chiu pH, ap sudt tham thau
va khang khuan cao hon [54].

Céac phan tich di truyén cho thiy, bo gen ciia A. baumannii c6 tinh da
dang cao, voi rat nhiéu ADN ngoai lai. Piéu nay chimg té viéc Chuyén gen
ngang gitrta cac loai vi khuan xay ra thuong xuyén d6i voi vi khudn nay. A.
baumannii dé dang thu nhan cac yéu t6 di truyén méi, day c6 thé 13 tinh ning
quan trong trong su tién hoa ctia VK ndy dbi voi kha ning gy bénh [55].
1.2.5. Tinh hinh khang khang sinh caa A. baumannii

Giai doan dau nhitng ndm 1960 - 1970, cdc NKBV do Acinetobacter d3
duoc kiém soat dé dang véi khang sinh B-lactam va sulfonamides. Tuy nhién,
cac phuong phéap diéu tri ndy nhanh chong tré nén khong hiéu qua sau do.

Nhitng nim 1980, cic bao cao vé NKBV do nhiém A. baumannii da
tang 1én dang ké va dac biét tap trung vao kha ning dé khang KS. Noi chung,
tan suat xuat hién A. baumannii trong cac chiing phan lap 1am sang ting tuong
quan voi su gia ting kha niang dé khang KS.

Nam 1985, imipenem dugc dua vao su dung trén lam sang dé diéu tri
nhiém tring do vi khuin MDR. Sy dé khang véi KS nay da dugce bao céo
trong cung nam do6 tr mot chung A. baumannii khang imipenem phan lap

duoc trén mdt bénh nhan & Edinburgh, Scotland nam 1985.



13

PDR
2020 { - .
2000 XDR] 1999
000 1 - oo bR 1988 1985w 2005
1975 1979 MPR] " )
198[]—---'-:'----; ..... 12?0. "|""'1'9'..35""1995 .......
| |
19604 ... R
: ' s 1962
1940 1 - | 1949 - 1952 |
*
1920 1932
W w W o —
4= - kY g £ 8 - 2
E E = 5 2 =T 85
= o S E & 87 g5
s z . = 4 = o
£ 2 & 3 £ &% &%
= = o o o 8. = =
v e 5 © - =
u
o g
-1

Hinh 1.3. Thoi gian KS dwoc dwa vao sit dung trén l1am sang (#)
va thoi diém xuat hién Acinetobacter dé khang KS (m) [6]
Ghi chd: MDR (multidrug resistant- Da khang), XDR (extensively drug resistant-
Khang mo rong), PDR (pandrug resistant-Toan khang).

Tuy nhién, nhitng ndm dau cta thap nién 90, imipenem van 13 KS co
hiéu qua nhat chéng lai A. baumanni. Trong khi, piperacilline, ceftazidime,
ceftriazone da giam tic dung véi A. baumannii & cac mic do khac nhau.
Trong s6 268 chung A. baumannii phan 1ap tai bénh vién ¢ Phap nim 1991,
100% chuing nhay cam véi imipenem, 71% véi ceftazidime, nhung chi 21%
con nhay voi piperacillin, cefotaxime va aztreonam.

Nhung chi it nim sau do6, voi cac chiung Acinetobacter spp. dugc thu
thap tr 1994-1995 trén bénh nhan & ICU cta 5 nudc thudc chau Au cho théy,
da c6 sy giam tinh nhay cdm voi imipenem: 88% & Bi, 91% & Phap, 95% &
Bo Pao Nha, 84% & Tay Ban Nha va 81% & Thuy Dién [56].

Hién nay, ty 1€ A. baumannii khang imipenem la 73,9% & cac nudc
thudc T6 chirc hop tac va phat trién kinh t& (OECD) va 77,8% ¢ cac nudc
khong thuoc OECD [57]. Pic biét, theo bdo cdo ctia mot s6 bénh vién tai mot
s6 nudc, ty 16 CRAB 1én dén gan 100% [58],[59].
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Hién tai, A. baumannii da c6 thé dé khang véi hau hét cac KS hién co
duogc st dung trén 1am sang ké ca colistin - 1a phuong thtc cudi cung dé diéu
tri A. baumannii da khang [60],[61],[62].

Ké tir khi Acinetobacter spp. khang colistin duoc bdo cdo lan dau tién
tai Cong hoa Séc vao nam 1999 [61], s6 lwong cac bao cao vé khang colistin
& Acinetobacter trén toan thé gii da tang 1én hang nam. Tuy nhién, ty 18 A.
baumannii khang colistin kh& khac nhau theo cac béo cdo (< 7% & mot sb
nudc chau Au [62] va 40,7% & mot bénh vién ¢ Tay Ban Nha [63]).

1.2.6. Co sé di truyén hoc ciia sy lan truyén gen dé khang khang sinh &
Acinetobacter baumannii

A. baumannii duoc dic trung bai kha ning dé khang tir nhién d6i voi nhidu
loai KS (vi du: Amoxicillin, cephalosporin phd hep, ertapenem, chloramphenicol,
trimethoprim, glycopeptide, macrolides, lincosamides, streptogramin). Hon nira,
loai vi khuan nay c6 thé d& dang phat trién tinh dé khang véi tit ca cac KS duoc
st dung trong diéu tri do dot bién va kha nang thu nhan, tich Iy, phé) bién nhiéu
co ché dé khang KS thu dugc khic nhau qua lan truyén gen ngang giira cac té
bao vi khuan cung hodc khac loai. Do d6, A. baumannii s& hitu nhiéu co ché dé
khang KS khac nhau, nhu sinh enzyme thily phan hodc bién doi KS, thay doi
protein gan KS, giam tinh thAim ctia mang, ting hoat dong ciia bom day KS ra
ngoai [7].

Cac yéu to quyét dinh dé khang KS ¢ A. baumannii nam trén nhiém sic
thé va hodc plasmid. Chung thuong dugc két hop trong/cting vdi cac thanh
phan di truyén di dong, nhu: c&c trinh tu chén (Insertion sequence-1S),
transposons, integron va cum gen khang (Resistance island-RI) nén dé dang
dugc lan truyén ngang sang cic vi khuan cing loai va khac loai [6]. Su lan
truyén gen ngang ciia cac gen dé khang KS ¢6 vai trd quan trong d6i véi su
xudt hién, tai to hop va pho bién cac yéu té quyét dinh khang KS trong cic tac

nhan gay bénh vi khun néi chung va A. baumannii noi riéng [11].
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1.2.6.1. Trinh tzr chen (insertion sequences-IS) va transposon ¢ A. baumannii

Transposon 1a nhitng doan ADN chira mgt hodc nhiéu gen, coO hai dau
tan cung 1a nhitng doan lip dao nguoc (inverted repeats-IR), ¢ thé chuyén vi
tri (transposition) tir phan tr ADN nay sang phan tor ADN khéc.

IS 1a yéu té di truyén di dong, thuong co6 kich thudce tir 0,5 - 2 kb, mang
1 hodc 2 gen ma hda enzyme transposase (tnp) va c¢6 2 IR ¢ 2 dau 1a diém gan
cua transposase.

Transposon va IS gay dot bién cheén, sép Xép lai b gen va co vai tro
quan trong trong su lan truyén cta cac gen dé khang KS va gen doc luc trong
cac loai vi khuan. Trong nhiéu trudng hop, mot cap IS co thé di chuyén clng
nhau kém theo mot hoic vai gen (vi du gen khang KS) nam ¢ giita sé tao
thanh mot transposon hon hop (composit transposon - ky hiéu 1a Tn) (Hinh
1.4). Transposon hdn hop c6 thé huy déng nhiéu loai gen khing, gop phin
phd bién kha ning dé khang KS & vi khuan [64].

GTCATTTAA Tn2006 GTCATTTAA
@ADD blagyaz ATPase DEAD QSAD&D
] — ﬂﬁ//hc: —— || <

orf1 DNAmethy!

Hinh 1.4. Tn 2006 véi ISAbal & truwdc va sau ciia gen blaoxa-23
6 A. baumannii [8]

Céc transposons Tn2006, Tn2007 va Tn2008 1a cau trac di truyén chaa
gen blaoxazs mot gen mad hoéa carbapenemase thuong gip nhit & A.
baumannii. Tn2006 & A. baumannii véi 2 ISAbal nim & hai phia cia gen
blaoxa-23 (Hinh 1.4) [8].

Bén canh vai tro chuyén vi tri, mot sb IS da duoc ching minh Ia kich
hoat hodc lam ting su biéu hién cia cac gen lan can. Kha ning nay c6 thé 1a
do su c6 mat cua cac vung promoter trong trinh tu chén hodac bdi sy hinh

thanh cac promoter méi sau su kién chén [64].
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ISAbal thuong duoc tim thidy ngay ving trudc (uptrean) cia gen
blaampc Va blaoxa-2a-iike Va blaoxa-si-ike & A. baumannii va c6 vai tro trong viéc
lam tang kha ning dé khéng ceftazidime va carbapenem twong tGng. Két qua
ctia nhiéu nghién ctru cho thiy, cac ching co ISAbal duoc tim thiy ¢ ving
trudc cliia gen blaoxazziike VA blaoxasiiike déu co tinh khang carbapenems,
trong khi nhitng ching khéng c6 ISAbal gan cac gen nay thi nhay cam véi
carbapenems [65],[66].
1.2.6.2. Gen cassette (cum gen) va integron ¢ A. baumannii

Gen cassette 1a yéu té di truyén di dong nho nhat, c¢6 kich thuéc tur
500-1000 bp, vira du dé mang mot gen thuong 1a gen khang KS. Gen cassette
thudng chén vao cac integron va c6 thé tao thanh mang biang gen (gen
cassette array).

Nhu vay, integron 1 hé thong thu nhan gen linh hoat, tao ra su da dang
vé kiéu hinh va hinh thanh cac diéu kién cho phép vi khuan thich nghi, phat
trién va dic biét 1a phat trién tinh da khang KS thong qua viéc thu nhén, luu
giit, biéu hién va trao d6i cac gen array [67].

Nhiéu loai intergron d3 duoc xic dinh & A. baumannii va c6 vai trd
quan trong trong phat trién tinh da dé khang KS & A. baumannii [11],[68].
1.2.6.3. Cum gen khang (Resistance island-RI) ¢ A. baumannii

Nhiéu gen quy dinh tinh dé khang KS dugc hop lai trong ciing mot vi
tri di truyén goi 1a RI. RI 1 cum gen di truyén trén NST c6 ngudn gbc tir
chuyén gen ngang, RI c6 thé duoc chuyén toan bd tir vi khuan ndy sang vi
khuan khéc.

Fournier va CS, dd md td& AbaR 1a RI dugc bdo cdo lan dau tién &
A. baumannii. B3 xac dinh duogc 52 gen lién quan dén tinh dé& khang KS trong
ching A. baumannii, 45 gen (chiém 86,5%) trong s6 d6 nim trong AbaR1 (86 kb).
Trong sd 45 gen khang duge mo ta & AbaR1, 25 gen cd lién quan dén tinh dé
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khang v&i mot sd loai KS, nhu aminoglycosides, tetracycline, cotrimoxazole va
chloramphenicol [69].

Mot s6 AbaR di dwoc mo ta & A. baumannii nhu AbaR1, AbaR3,
AbaR5, AbaR6, AbaR7, AbaR8, AbaR9 va AbaR10. C4c cum gen khang nay
da duge mo ta trong cac chung vi khuan A. baumannii thudc cac dong vo tinh
quan trong trén toan cau, clone Chau Au | (European Clone | - EC 1) va EC Il
duoc biét dén véi kha ning gia ting lan rong trén toan thé gisi [70].

1.3. PE KHANG CARBAPENEM DO CARBAPENEMASE O
ACINETOBACTER BAUMANNII

1.3.1. Phan loai va co ché hoat déng ciia carbapenemase
1.3.1.1. Phan logi carbapenemase

Dua theo cdu tric phan tir, beta-lactamase dugc chia thanh 4 16p
(class): A, B, C, D. Carbapenemase thudc 16p A, B, D ctia beta-lactamse [71].

Dua vao co ché hoat dong cta enzyme, beta-lactamase duoc chia thanh
2 loai: Beta-lactamase phu thudc serin (ser-p-lactamase, c6 serin ¢ vi tri hoat
dong, gém céac beta-lactamase 16p A, C, D) va beta-lactamase phy thudc kém
(C6 chira Zn™ & vi tri hoat dong) la cac beta-lactamase 16p B (Metalo-beta-
lactamase - MBL) [72].

Dua vao chiic nang (kha nang thily phan cac nhom KS va céc chét e ché
beta-lactamase nhu: axit clavulanic, sulbactam va tazobactam), beta-lactamse
duogc chia thanh 3 nhom tir 1-3, trong d6 c6 cac dudi nhém. Carbapenemase
thudc nhom 2df, 2f, 3a, 3b cua beta-lactamase [71].
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Bang 1.1. Phén loai beta-lactamase theo chirc niing twong quan véi cau

truc phan ti [71]

“*»: EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid

] ] Bi trc ché béi
th,)m I;{p KS bi thiy phan vu Acid E a1 X
chire p :am tign _ EDTA nzym tiéu bieu
niang tr clavulanic
AmpC, P99, ACT-
1 C Cephalosporin - - 1, CXY-2, FOX-1,
MIR-1
Cephalosporin (Tan
le C P P (, _ s - - GC1, CMY-37
thuy phan ceftazidime)
o Penicillinase tr VK
2a A Penicillin + -
Gram (+)
Penicillin,
2b A o + - TEM-1,2; SHV-1
cephalosporin pho hep
(F: nlllzlll(!lsmorin hé he TEM-3, SHV-2,
2be A °pHa’oSporii PO ep ¥ - | CTX-M-15, PER-1,
va mé rong, VEB-1
monobactam
2br A Penicillin - - TEM-30, SHV-10
cephalosporin pho rong,
ober | A PRATOSPOTT PO TonS n i TEM-50
monobactam
2¢C A Carbenicillin + - PSE-1, CARB-3
Carbenicillin,
2ce A . + - RTG-4
Cefepime
2d D Cloxacillin + - OXA-1, OXA-10
2de D Cephalosporin pho rdng + - OXA-11, OXA-15
2 df D Carbapenem + - OXA-23, OXA-48
2e A Cephalosporin pho rdng + - CepA
KPC-2, IMI-1,
2f A Carbapenem + -
SME-1
3 Bl Carbapenem IMP-1, VIM-1,
a - +
B2 (Trir monobactam CcrA, IND-1
Carbapenem L1, CAU-1, GOB-
3b B3 P ; + 1, FEZ-1, CphA,
Sth-1
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1.3.1.2. Co ché hoat djng ciia carbapenemase

Céc beta-lactamase xuc tac su thity phan lién két amit cua vong beta-
lactam d¢ tao ra san pham KS khong hiéu qua (hinh 1.5).

Vi tri hoat dong cia MBLs rdng va linh hoat phu hop voi hau hét cac
co chat 1a beta-lactam, tao diéu kién cho ching cé phé hoat dong rong. Hon
nira, vi tri hoat dong cua MBL khong thadm nudc nén can tré hoat dong cua
cac chat wrc ché beta-lactamase nhom serine, nhu: axit clavulanic, sulbactam

va tazobactam [73].

H R._JHH
NH H '“T'N: L&
Ser-{-actamases ]T '\_r- i
j< m— HN
‘0 G B
so 0! ’:U‘) hoor ? oo
;‘! o H Ser--""' " H
H /-’J Ser o R. NH H
3__nHH R
T8-S 0 X
HN
. )_N“% - O
0 : R._HH H - Coo
€00 < N _
\ 0 NT\)<‘ — Inactive
. Dj ™ =
Q'H @ ) €oo
N= ; HO
Sl
Asp dﬂ?:;o'
Metallo-f-lactamases Asp

Hinh 1.5. Co ché tac dong ciia beta-lactamase [74]

1.3.2. Mot so loai carbapenemase l6p B va D thwong gap ¢ A. baumannii

Sinh enzyme carbapenemase 1a co ché dé khang carbapenem thudng
gip va quan trong nhat & A. baumannii [7].

Nhiéu loai carbapenemase da dugc xac dinh & A. baumannii [6],[7]. Tuy
nhién, carbapenemase 16p B va D ma dac biét 1a carbapenemae 16p D la loai
thuong gip nhdt & A. baumannii. Mic du, hoat tinh thuy phin cua
carbapenemase 10p D yéu nhung khang carbapenem ¢ A. baumannii cha yéu van

do cac enzyme nhém nay [8],[9].
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Bang 1.2. Mot s loai carbapenemase 16p D, B thuwong gip
& A. baumannii [6],[9],[10]

TT Lép Loai carbapenemase thuwong gap
carbapenemase
OXA-51-like, OXA-23-like, OXA-58-like, OXA-
1 |Class D
24/40- like, OXA-143-like, OXA-235-like
2 |Class B NDM-like, IMP-like, VIM-like, SIM-like

1.3.2.1. Mgt sé logi carbapenemase lép D ¢ A. baumannii

Céac carbapenemase 16p D dau tién duoc goi 13 OXA (Oxacillinase) do
cac enzyme nay thuy phadn isoxazolylpenicillin oxacilline nhanh hon
penicillin. Pén nay, c6 191 cac beta-lactamase 16p D c6 kha ning thuy phan
cac KS carbapenem dugc goi 1a CHDLs (carbapenem-hydrolyzing class D -
lactamases) [9]. Dua vao trinh tu acid amin, carbapenemase nhom D duoc
chia thanh 12 phan nhom.

Sau phan nhom chinh cua CHDLs (OXA-51-like, OXA-23-like, OXA-
58-like, OXA-24/40-like, OXA-143-like, OXA-235-like) da dugc mo ta & A.
baumannii [6],[9]. Cé4c blaoxa ndy (ngoai trir blaoxasiike) déu c6 ham lugng
C+G thap hon mirc trung binh cta b gen 16i & A. baumannii (39,2%) [75], cho
thdy c4c gen nay khong co ngudn gdc tir loai ndy ma 1a cac gen dugc thu nhan.

Pic diém dich t& va ciu triic di truyén ciia cic CHDL thwong gip

* Gen blaoxa-si-ike

OXA-51-like 13 phan nhém 16n nhat ctia nhom OXA, hién di xac dinh
dugc 95 bién thé ctia phan nhom nay [9].

blaoxasiike 13 gen noi tai ty nhién ctia A. baumannii, nim trém nhiém sic
thé cua tat ca cac ching A. baumannii. Gen blaoxa siike d4 hién dién ¢ cac chung
A. baumannii duoc phan 1ap tir nhiéu qudc gia khic nhau & ca bdn Chau lyc
(Phap, Hy Lap, Tho Nhi Ky, Tdy Ban Nha, Vuong quc Anh, Nam Phi, Hong
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Kong, Singapore va Argentina) trén Ngan hang gen (Genbank) [76]. Theo két
quéa ctia mot sd nghién ciru cho thy, gen blaoxasiiike chi duoc phat hién & cac
ching A. baumannii (dugc dinh danh bing phuong phap giai trinh ty gen 16S
rRNA) ma khong c6 & cac loai Acinetobacter khac. Nhu vay, co thé str dung gen
blaoxasiiike 12 ddu an (marker) di truyén dé xac dinh A. baumannii [77],[78].
Trong khi dé, xac dinh vé muc d6 loai & Acinetobacter bang phuong phép kiéu
hinh hi¢n nay nhu (h¢ théng dinh danh ty dong thuong mai (VITEK 2, Phoenix,
MicroScan WalkAway) hay by dinh danh Api 20NE (BioMerieux, Phép) chua
dugc hoan toan chinh xdc, dic biét ddi voi cac loai thude phac hop A.
calcoaceticus - A. baumannii complex [78],[79].

* Gen blaoxa-23ike

Gen blaoxazs 1a CHDL dau tién duogc bao cdo tir mot chung A. baumannii
nim 1985 [80]. Pén nay, da phat hién 19 bién thé cua OXA-23-like va thuong
thay trén plasmid cuia cac loai Acinetobacter [9].

Trong s6 cac CHDL thu duoc ¢ A. baumannii, OXA-23-like 13 loai
carbapenemase thuong gip nhit & cac chung CRAB, duoc xac dinh & tat ca cac
luc dia trén toan thé gi6i [8],[10]. Hién nay, ty 18 gen blaoxa 2zike thudng ludn
cao nhat va cao hon nhiéu so véi cac CHDL khac [81], mot sé nghién ciru con
cho thay ty 1& blaoxa-23ike 1a 100% & cac ching CRAB [82].

*Gen blaoxa-ss-like

Gen blaoxass.ike 1an dau tién duoc bao cio & ching A. baumannii tai
mot bénh vién & Phap nam 2003 [83]. Hién nay, blaoxa-ss-ike dugc phan bd
trén toan cau [84]. Tuy nhién, blaoxass.ike khong phd bién nhu blaoxazs-iike, ¢
chau Au ty 18 blaoxassike cao hon & cac chau lyc khac [85].

* Gen blaoxa-24/40-like

Gen blaoxazsaoiike ddu tién dugc xac dinh & cac ching A.

baumannii phan lap dugc tir mot vu dich tai mot bénh vién & Tay Ban Nha nam
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1997 [86]. Hién nay, gen blaoxa 24uo-ike durgc béo céo chu yéu ¢ Tay Ban Nha
do su lay lan cta dong vé tinh (clone). Tuy nhién, di c6 b4o co vé cac trudng
hop A. baumannii mang blaoxa 2440 & mot sé nude chau Au [87].

* Gen blaoxa-143-ike

Gen blaoxa143 dugc xac dinh du tién tr mot chung A. baumannii
khang carbapenem dugc phan 1ap ¢ Braxin (2004) [88]. M6t sd nghién ctru
trén cac ching A. baumannii phan lap trén bénh nhan ¢ cac bénh Braxin, ty 1¢
mang gen blaoxa143.iike 12 58,3-76% trong khi chi c6 18% s chung mang gen
blaoxa-23-like [89],

* Gen blaoxa-235-like

Mot nghién ctru vé CRAB phan 1ap tai My va Mehico nam 2005-2008,
phat hién blaoxa2ss va cac bién thé cta nd Ia blaoxa 2z Va blaoxa2s7 [90]. Gen
blaoxa235.ike NAM trén nhiém sic thé hodc plasmid hodc trén ca nhiém sic thé va
plasmid. Theo nghién ctru ctia Higgins, tat ca cic ching A. baumannii véi
blaoxa 23s.1ike duong tinh déu cé sy hién dién ctia ISAbal [90].

Bing 1.3. Kha ning thiy phan KS ciia mot s6 loai OXA
& A. baumannii

Kha nang thiy phan KS
Tham
Loai OXA o o CEP CEP .
Penicillin | Oxacillin . . IPM | MEM | khao
pho hep | Pho rong
OXA-51 +(y) +(y) + - +(y) - [91]
OXA-23 + + + - + + [92]
OXA-58 + + + - + - [83]
OXA-24 - - + ceftazidim | + (y) - [93]
OXA-143 + + + - + + [88]
OXA-235 + + + - + + [90]

Ghi chu: CEP: Cephalosporin; IPM: Imipenem: MEM: Meropenem;

[T

Vs Yéu; “+”: C6 khd ndng thity phan; “-”: Khéng cé kha ndng thity phén
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Nhin chung cac OXA ¢ A. baumannii c6 kha nang thuy phan penicillin,
oxacillin, cephalosporin phé hep va carbapenem. Nhung tt ca cac OXA & A.
baumannii khong thay phan duoc cephalosporin phd rong (Bang 1.3). Tuy
nhién, mic do thuay phadn KS cua cac OXA nay khac nhau. Céc beta-
lactamase nhom D thuong khong bi tc ché béi acid clavulanic, sulbactam,
tazobactam [94].

Enzym OXA-51 thay phan oxacillin va cloxacillin kém hon hai lan so
v4i cephaloridine; cephaloridine 13 cephalosporin duy nhat dugc thily phan boi
OXA-51. Qua trinh thity phan imipenem yéu boi OXA-51 da duoc phat hién,
nhung khong thuy phan dugc meropenem [91]. Cac ching A. baumannii co
duy nhat gen blaoxasuiike, thi chi nhitng ching c6 ISAbal ¢ ving thuong
ngudn cua gen blaoxasiike mGi biéu hién khang carbapenem [65].

Pénh gia kha ning dé khang carbapenem ctia chung mang gen blaoxa.
23, nghién ctru nhan gen blaoxa2s va chuyén vao dong A. baumannii ATCC
17978 nhay cam voi carbapenem. Két qua: San xuat OXA-23 ¢ dong lai
cta A. baumannii ATCC 17978 da lam tang MICs cua imipenem (16 pg/ml)
va meropenem (64 pg/ml) 18n gip 128 lan va cua doripenem (32 pg/ml) va
ertapenem (256p.g/ml) 18n 64 1an so v&i ching ban dau. Tat ca cac gia tri MIC
nay déu quan trong vé mit 1dm sang va xac dinh ching vi khuan mang gen
blaoxa-2z 6 kha nang khang carbapenems [95].

Khac véi gen blaoxa-si-ike, ty 1€ ching c6 ISAbal & vung trude cia gen
blaoxa-2-1ike €0 (71,4-100%) [65],[96]. Tat ca cac ching c6 ISAbal duoc tim
thiy & phia trudc cia gen blaoxazike (n = 69) déu dé khang voi
carbapenems, trong khi chiing duy nhat khong c6 ISAbal gin gen blaoxa-2s-like
thi nhay cam vd&i carbapenems [66]. Trong mdt nghién ctru khac, A.
baumannii voi plasmid mang blaoxa-23-ike hodc blaoxa-ss-ike tur nhi€én c6 mic

do khang carbapenem cao hon so véi cac bién thé voi1 plasmid tai to hop
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pPOXA-23 hoic pOXA-58. Nhu viy, cac trinh tw chén IS co thé giy ra mirc
biéu hién cao hon ctia nhitng gen nay [83].

OXA-58 c6 hoat tinh beta-lactamase yéu, phd thuy phin hep [83]. Khi
chen blaoxa-ss vao chiing A. baumannii nhay cam véi carbapenem thi chi lam
taing gia tri MIC cua carbapenem nhung chua tao ra dugc dong dé khang
carbapenem [97]. Tuy nhién, néu chén blaoxass vao ching A. baumannii c6
hé théng bom day AdeABC, khi d6 d3 lam ting murc biéu hién ctia hé thong
bom day Ade ABC va tao ra mot dong khang thube [83].

Enzym OXA-40/24 c6 kha nang thuy phan benzylpenicillin va
cephaloridine, ceftazidime nhung khong thiy phan dugc oxacillin do OXA-
40/24 ¢6 vi tri hoat dong bi gidi han nén chit nén co ciu tric 1én nhu
oxacillin kho tiép can dén vi tri hoat dong ctia OXA-40/24 [98]. Béi véi
carbapenem, OXA-40/24 c6 kha ning thuy phin imipenem & muc do thip,
nhung khong thuy phan dugc meropenem [93].

OXA-143 c6 kha ning thiy phan hep, bao gébm hau hét 13 penicillin,
oxacillin, meropenem va imipenem nhung khong thiy phan duogc
cephalosporin phé rong (bang 7) [88]. Nhin chung, cac hoat dong xtic tac cua
OXA-143 tuong tu nhu cia OXA-58 hoac OXA-40/24.

OXA-235 thuy phan penicillin va carbapenem nhung khong thuy phan
duoc cephalosporin phd réng twong tu nhu véi cac CHDL khac. Kha ning
thity phan oxacillin cia OXA-235 manh hon 1.000 lan so v6i OXA-24 nhung
d6i voi carbapenem lai thip hon 5 lan [90].
1.3.2.2. Nhém MBL 6 A. baumannii

Pic diém dich t& ciia mot s6 MBL thwong gip & A. baumannii

Mic di MBLs khong phai 1a cac carbapenemases chil yéu ¢ A. baumannii,
nhung 1 s6 MBL di duoc x4c dinh ¢ A. baumannii, nhu NDM, IMP, VIM da gop

phan 1am ting stc dé khang cua vi khudn nay ddi v6i carbapenem [99],[100].
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Dic biét, cAc gen nay thudng nam trong gen cassette trén céc integron. Khi
cac integron nay két hop voi plasmid hodc transposon thi viéc chuyén giao
giita cac vi khuan dugc dé dang.

* Gen blanpm-1 (New Delhi Metallo — beta — lactamase)

Gen blanpm-1 1a loai MBL dugc phat hién nam 2008 tir mét chung K.
pneumoniae. Nhung da c6 nghién ctru hoi ctru phat hién blanpm.1 0 cac ching
A. baumannii phan lap tai An Do nam 2005. Nhiing phat hién nay cung véi
phan tich ciu trac di truyén tuong thich v&i gia thuyét rang blanpm c6 thé da
dugc pho bién tir Acinetobacter sang Enterobacteriaceae & Nam A [101].

Mic di duoc phét hién gan dy, nhung blanpm.1 ngay cang dugc bao cao
nhiéu & cac chung A. baumannii trén toan thé gidi. Pac biét pho bién hon ¢
Trung qudc va An D6 [99],[102]. O A. baumannii di quan sat thiy gen blanpm-
; nam trén ca nhiém sic thé va plasmid [99],[101] va gen nay thuong nam
trong transposon hdn hop Tnl125 vai ISAbal25 & 2 dau [103]. Hau hét cac
plasmid mang gen blanpm.1 déu co thé chuyén dugc va co kha ning sap xép lai,
cho thiy kha ning linh hoat cua gen nay cho phép chung da dang va 13y lan
giita cic quan thé vi khudn voi kha ning dang bao dong.

*Gen blaimp (Imipenemsae)

Gen blawe dugc xac dinh lan dau tién & cac chung Pseudomonase
aeruginosa phan 1ap dugc tai Nhat Ban niam 1988. Pong thoi, gen nay ciing
duoc bao céo dau tién ¢ cac chung A. baumannii phan 1ap duogc tai Nhat Ban
nam 1994 -1996 [104].

Hién nay, gen blawe dd duoc phat hién ¢ cac chung vi khuan tai nhiéu
noi trén thé giéi. Tuy nhién, gen blaywp rit thuong gip o cac chung CRAB &
Brazin [105]. Gen blawp duong nhu d& dang bi mat sau khi luu trit 1au dai

trong moi truong khéng co KS imipenem [104].
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* Gen blavim (Verona integron-encoded MBLS)

Gen blavim.1, lan dau tién dugc bao céo ¢ Pseudomonas aeruginosa tir
mot bénh nhan tai bénh vién Dai hoc Verona cua Italia nam 1999. Gen blaym
duoc phat hién cha yéu & P. aeruginosa va cac vi khuan Gram am khac nhu
Enterobacteriaceae. Tuy nhién, gen blayim ciing da dugc bao cdo ¢ A.
baumannii [106].

* Gen blagim (German imipenemase)

Gen blagw. rat hiém gap ké tir sau lan dau duoc phat hién & chang P.
aeruginosa phan lap tai Bic vao nim 2002. C6 thé do gen Gen blagiv1 ndm
trén plasmid khdng lién hop nén khong dé dang duoc lan truyén nhu cac gen
blajve hoac blavim [107].

* Gen blaspm (Sao Paulo metallo-p-lactamase)

Gen blaspm1 lan dau tién dugc phat hién ¢ P. aeruginosa phan lap tai
Sao Paulo (Brazil). Ké tir bao cdo ban dau, cac dong vo tinh P. aeruginosa
mang blaspm.1 d3 gdy ra nhiéu dot nhiém khuan bénh vién voi ty 1é tir vong
cao ¢ Brazil [108].

Mic di cha yéu duoc phat hién & P. aeruginosa tai Brazil, gen blaspm.1
cling da duoc phat hién ¢ A. baumannii [109].

Kha nang thiy phan KS ctia MBLs

Tat ca cac loai MBLs c¢6 kha ning thity phan manh va rong véi tat ca
beta-lactam (ngoai trr monobactam) [110],[111]. Hon nira, ching khong bi urc
ché boi cac chat tc ché nhu axit clavulanic, sulbactam, tazobactam [112].
MBLs la mdi de doa lam sang do phé hoat dong cua ching, dong thai cac gen
nay va gen ma hoa KS aminoglycoside thuong duoc lién két vé mat di truyén.

Enzyme NDM-1 cé mét vi tri hoat ddong mé rong voi mét cau hinh tinh
dién dan dén d6 dic hiéu v6i co chat rong hon [113]. Gen blanpwm- khi duoc két
hop véi it nhat mot ISAbal25 lam ting hoat tinh ctia enzyme NDM-1 do dugc
cung cap modt promoter manh [114],[111].
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Gen blap c6 thé duge truyén qua hinh thuc tiép hop voi mot chung
nhay cam véi imepenem (IPM). Khi d6, chung nhan duoc gen blawe cé kha
ning d& khang véi IPM, CAZ, cefotaxime (CTX), ampicillin (AMP) va
piperacillin (PIP) [104].

1.3.3. Nghién citu gen ma héa carbapenemase va tinh hinh dé khang
carbapenem cia A. baumannii tai Viét Nam
1.3.3.1. Tinh hinh dé khang carbapenem cia A. baumannii

Trong nhiing ndm gan ddy, A. baumannii 1a mot trong ba cin nguyén
quan trong hang diu gy nhiém khuan bénh vién tai Viét Nam va kha ning dé
khang KS cta vi khuan nay dang & mic bao dong [16],[17].

Theo két qua nghién ctu tai 15 ICU ¢ Viét Nam (nim 2012-2013), 726
chung vi khuan phén lap duoc tir 622 mau bénh phim nudi cay duong tinh cua
1012 bénh nhan NKBV, thuong gip nhit la A. baumannii (24,4%),
Pseudomonas aeruginosa (13,8%) va Klebsiella pneumoniae (11,6%) véi ty 1¢
dé khéang carbapenem ctia cac VK nay lan luot 14 89,2%, 55,7% va 14,9% [16].

Mot nghién ctru tai ICU Bénh vién Bach Mai (nam 2011 — 2015), A.
baumannii ludén 14 cin nguyén ding dau gy NKBV, chiém 37,1 - 43,8%
trong s cdn nguyén vi vi khuan Gram am. Nhiéu loai KS ké ca KS
carbapenem hay aminoglycoside chi con tac dung d6i v&i < 10% s6 ching A.
baumannii phan lap duoc [17].

Hon nita, A. baumannii ciing 1a cin nguyén dting dau (chiém 51,7%) &
bénh nhi bi viém phdi thd mdy, trong khi P. aeruginosa va Klebsiella
pneumoniae chiém ty 1¢ thip hon han (16,8% va 12,1%). Ty 1¢ dé khang KS
ctia A. baumannii ciing rat cao, gan 90% ddi v&i carbapenem [115].

Gia tri MIC ctia carbapenem d6i v4i A. baumannii ciing co sy gia ting
theo thoi gian & mot s6 nghién ctiru. Theo két qua nghién ctu trén 70 chung A.
baumannii phan 1ap duoc trén cac bénh nhan nhiém khuin huyét tai mot sb

bénh vién ¢ 3 mién cia Viét Nam nam 2011 — 2012, MIC cua carbapenem
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cao nhét 1a 16 pg/ml [19]. Trong khi d6, gia tri MIC > 32 pg/ml duoc xéac
dinh cho 109/117 (91,6%) sb chung A. baumannii dé khang v&i carbapenem
phan 1ap duoc tir 3 bénh vién & mién Nam ndm 2012 - 2014 [20].

Hién nay, theo bdo cdo & mot s6 bénh vién lén tuyén trung wong, A.
baumannii khang gan nhu 100% véi tat ca cac KS hién dang str dung trén 1am
sang ngoai trur colistin [18],[59].

Ciing tuong ty nhu mot s6 nghién ciru trén thé gidi, mot sd nghién ciru
& Viét Nam vé mirc d6 nhay cam/dé khang cta A. baumannii véi colistin rat
khac nhau. Mot s6 nghién ctru cho thdy, A. baumannii con nhay cam 100%
v4i colistin va véi gia tri MIC thap [17],[19],[22],[23],[115]. Nguoc lai, c¢6
nghién ciru cho két qua ty 1& A. baumannii khang colistin khéa cao. Theo két
qua mot nghi€n curu tai 2 bénh vién & mién Nam (ndm 2012-2014), xac dinh
A. baumannii khang colistin voi ty 1&: 1/78 (1,3%) va 12/38 (31,6%) [20].
Mot nghién ciu khac trén cac chang vi khuan phan 1ap tai mot sé bénh vién
Thanh phé H6 Chi Minh (2010-2014) phét hién dwuoc 18 chung vi khuan
(trong d6 c6 7 chung A. baumanni) khang colistin, 56% sé chung c6 MIC >
32ug/ml [116]. Cac nghién ctu nay st dung cac k¥ thuat khac nhau trong
viéc xac dinh tinh nhay cam cta A. baumannii véi colistin, nhu: Hé thdng
may dinh danh, khang thuéc tu dong (Phoenix 100 - hang Becton Dickinson,
Hoa Ky; VITEK2 - hang BioMerieux, Phap) [19],[115], phuong phap pha
loding khang sinh trong thach [22] va phuong phap khang sinh khuyéch tan
trong thach [20], phuong phap E-test [17],[23].

Theo mot s6 nghién ctu, cho thay két qua cua mot s phuong phap xac
dinh MIC cua colistin khong dong nhat, c6 thé cho két qua dé khang gia hoac
nhay cam gia [117],[118]. Hién nay, phuong phap vi pha loang trong moi
truong long (Broth Microdilution method) 13 phuong phap duy nhat duoc

khuyén céo sir dung dé xac dinh MIC cua colistin [119].
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1.3.3.2. Nghién ciru cac gen ma hda carbapenemase ¢ A. baumannii phan
l@p tai Viét Nam

Mot sé nghién ciru di xac dinh duoc cac gen ma hda carbapenemase &
A. baumannii véi ty 1é ngay cang phé bién hon. Cho dén nay, trong tat ca cac
nghién cau ¢ Viét Nam, carbapenemase 16p D pho bién nhat ¢ A. baumannii
[19],[21],[22],[23],[115]. Trong d6, gen blaoxa-23.ike chiém ty 1& cao nhat, theo
mot s6 nghién cau, ty 16 blaoxazz.ike 13: 57,1%, 81,3%, 85,3%, 91,6%, 98,4%
[19],[20],[21],[115],[120]. Pac biét, trong mot nghién ciu trén cac chung A.
baumannii phan 1ap tir bénh nhan nhi viém phdi thd may, ty 18 blaoxa s.iike rat
cao (91,6%) [115]. Piéu nay hoan toan phl hop véi su phd bién cua blaoxa 2z
like 12 gen ma hoa carbapenemase chi yéu o cac chang A. baumannii khang
carbapenem trén toan thé gici [8]. Trong sé cac enzym OXA, OXA-23 c6 kha
ning thay phan carbapenem manh khéng nhu mot s6 OXA khéac. Theo két
qua nghién ciu cua Smith va CS, ddi vai cac chung A. baumannii chi can
mang gen blaoxa.2zike da c6 thé dé khang voi KS carbapenem ma khdng can
phdi hop véi cac co ché dé khang khac [95].

Nguoc lai véi sy thuong gip ctia blaoxa2siike, 80 ching A. baumannii
mang gen blaoxassiike thip hon rat nhiéu. Theo mot s nghién cuu, ty 18
blaoxass.ike chi chiém 10%, 10,3%, 8,3% [19],[23],[115]. Gen blaoxaseiike
thudng tim thdy ¢ cic chung phan lap tai cac nudc chau Au, My. Tuy OXA-
58 ¢6 hoat tinh thuy phan carbapenem yéu, nhung ¢ A. baumannii thudong c6
nhiéu gen dé& khéng carbapenem khac nhau va phdi hop voi cac co ché dé
khéang khac nén co thé tao ra mirc d6 khang thudc cao. Ciing di phat hién, sy
phdi hop 2 hodc 3 gen mi hoa carbapenemase khac nhau trén mot chung, tuy
nhién ty I¢ nay chua cao (thuong chi <10%).

Cho dén nay, chua c6 nghién ctru ndo ¢ Viét Nam phat hién gen blaoxa-

2a401ike O A. baumannii [23]. Mot s6 loai blaoxa khac ciing chua duge phat hién.
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Tuy nhién, c6 thé do cac nghién ctru da khong st dung cac cip mdi dé phat
hién nhimng gen blaoxa Nay nén chua thé khing dinh duoc 1a khong co.

Ngoai cac gen blaoxa thudc 16p D, gen blanpm-1 va blawe-1 thude 16p B
(MBL) cling da duoc xac dinh & cac ching A. baumannii phan 1ap tai Viét
Nam. Két qua nghién trén cac ching A. baumannii phan 1ap tai 2 bénh vién
Trung uong Hué va Bénh vién Truong Pai hoc Y Duogc Hué niam 2016, ty 1€
blanom-1 (11,8%) va blame-1 (4,4%) [21]. M6t nghién ctiru Khac trén 582 chiing
A. baumannii phan 14p tai mot sé bénh vién 16n & Ha Noi tir nam 2010 - 2014
da phat hién duoc blanom-1 (4,0%) va blawe.1 (0,07%) [22]. Tuy sb luong céc
gen MBL khong nhiéu nhu céc blaoxa nhung kha niang dé khang cta cac chiing
mang nhirng gen MBL thuong cao do kha ning thiy phan manh va rong voi tat
ca beta-lactam (ngoai trir monobactam) cia MBL [110].

D3 c6 mot s6 nghién ctru chuyén sau vé k¥ thudt sinh hoc phan tir dé c6
thé phan loai va danh gid ngudn gdc ciing nhu kha ning lan truyén cia cac
ching vi khudn mang gen dé khang khang sinh. Két qua nghién ctru vé méi
lién hé kiéu gen ctia mot sd ching A. baumannii mang blanpm1 & 3 bénh vién
tai Ha Noi ( nim 2010-2014) bang phuong phap dién di xung truong (Pulsed-
Field Gel Electrophoresis - PFGE) cho thiy c6 sy lay lan vo tinh cua ching A.
baumannii mang blanpm-1 tai mot bénh vién va giita 2 bénh vién [22]. Tuong
tu, két qua nghién ctu trén 76 chung A. baumannii gy nhiém khuan huyét
phan 1ap tir 6 bénh vién ¢ 3 mién cta Viét Nam (nim 2012-2013), c6 méi lién
hé kiéu gen PFGE giira cac chung trong ciing mot bénh vién va giita cac bénh
vién [121] Can co6 thém cac nghién ciru dé cung cdp thém cac bang ching
khoa hoc vé dich t& hoc phén tir ctia cac chung vi khuan nay tir d6 c6 cac giai

phép hiéu qua v¢ van dé kiém soat nhieém khuan.
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1.4. MQT SO PHUONG PHAP PHAT HIEN KIEU GEN VA
CARBAPENEMASE O A. BAUMANNII

Sinh carbapenemase 1a co ché d& khang carbapenem chu yéu & A.
baumannii va cac gen mi hoa carbapenemase thuong nam trén cac yéu té di
truyén di dong [6], nén viéc xac dinh sém, chinh xac cac chung vi khuan sinh
carbapenemase la rat quan trong dé thuc hién bién phap kiém soat nhiém
khuan va Iira chon khang sinh phu hop.

Do mang ngoai ctia Acinetobacter c6 tinh tham thap [13] va hoat tinh
enzyme ctia mot so loai carbapenemase & Acinetobacter yéu, nén viéc phét
hién carbapenemase ¢ Acinetobacter kho hon so véi Enterobacteriaceae va
Pseudomonas spp. [14],[15].

Mot s6 phuong phap phat hién carbapenemases ¢ vi khuan, gém:
Phuong phap sang loc kiéu hinh va phuong phép dua vao hoat tinh sinh hoa
cua carbapenemase [122].

1.4.1. Phwong phap phat hién gen méa hoa carbapenemase

Phat hién sy c6 mit cia c4c gen ma hoa carbapenemase bang cac ki
thuat sinh hoc phan tir 13 tiéu chuan vang dé xac dinh chinh xac gen mi hoa
carbapenemase. Tuy nhién, nhitng ky thuat nay dugc st dung cha yéu cho
nghién ctu dich té hoc, it khi duoc thuc hién hang ngay trong cac phong xét
nghiém vi sinh 1am sang do k§y thuat twong d6i phutc tap, can trang thiét bi.
Pédng thoi, doi khi su ¢6 mat cua gen nhung khong c6 biéu hién kiéu hinh dé
khang. Hon nita, chi c6 thé phat hién cac gen ma hoa carbapenemase da biét
va dugce dua vao kiém tra, trong khi d6 sb lwong gen mi héa carbapenemase
va cac bién thé cua chiing ngay cang dugc phat hién nhiéu.

Mot s6 k¥ thuat phan tir c6 thé duoc ap dung dé phat hién gen ma hoa
carbapenemase chu yéu 1a phan @ng chudi tring hop (Polymerase Chain
Reaction-PCR) nhu: PCR, multi-Real-time PCR, PCR-ELISA, LAMP (Loop-
Mediated Isothermal Amplification), microarray DNA, giai trinh tu gen [122]
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Céc k§y thuat PCR c6 thé str dung don hodc da mdi dé phat hién cac gen
ma hoa carbapenemase [123],[124].

Ky thuat Real-time PCR cho két qua nhanh hon va thuan tién hon k§y
thuat PCR thuong. Van der Zee va CS da thuc hién thanh cong ky thuat
multiplex real-time PCR phét hién déng thoi cac gen blawe, blaviv, blanow,
blakpc, blaoxa-4s. [125].

PCR-ELISA la 1a mot phuong phap mién dich c6 thé dinh lugng san
pham PCR tryc tiép va nhay hon nhiéu so vo&i phuong phdp PCR thong
thudng, véi thoi gian phan tich ngan hon va giéi han phat hién thap hon
[126]. PCR-ELISA da duoc thu nghiém dé phat hién KPC va MBL (&
Enterobacteriaceae voi do dac hiéu cao (98,6%) va dd nhay (98,0%) [127].

Phuong phap Microarray DNA cd kha ning phat hién dong thoi mot sé
luong 16n cac gen khac nhau trong mot thoi gian ngan. Mot s6 ki thuat
microarrays dé phat hién khang thudc ¢ céc loai khac nhau. Simon Dally va
CS da phat trién mot ky thuat microarray DNA dé phét hién ddng thoi 91 yéu
t6 quyét dinh dé khang trong A. baumannii [128].

K¥ thuat giai trinh ty gen dugc st dung dé giai trinh tu cac gen dé
khang KS ciling nhu phén tich cac plasmid mang gen khang KS. Pay 1a mdt
phuong phap chinh xac nhat dé xac dinh cc dic tinh & khang KS cua vi
khuan. Tuy nhién, k¥ thuat nay doi hoi trang thiét bi, nhan lyc, thoi gian va
kinh phi cao, do d6 khong phu hop véi phong xet nghiém lam sang.

1.4.2. Phwong phap kiéu hinh phat hién carbapenemase

Mot sé thir nghiém kiéu hinh duoc sir dung trong thuc hanh 1am sang
dé xac dinh vi khuan sinh carbapenemase: Modified Hodge test (MHT), Trion
Hodge test (THT), carbapenem inactivation method (CIM), phuong phap dua
trén cac chat tc ché carbapenemase va nudi cy trén cac moi trudng tad mau

(Chromogenic agar) [122].
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1.4.2.1 Ky thugt Modified Hodge test (MHT)

| E. coli ATCC 25922

T e - e

Hinh 1.6. Hinh anh thir nghiém MHT [129]

Nguyén 1y ctua phuong phap: Dua trén su bat hoat carbapenem bai
carbapenemase ctia vi khuan. Ching vi khuan thtr nghiém néu sinh
carbapenemase s& (rc ché hoat dong ctia KS carbapenem, 1am cho ving trc ché
noi giao thoa véi dudng ciy ching thir nghiém thu nho lai gibng nhu hinh nan
quat (Hinh 1.6) [129].

MHT 1a mdt phuong phap d3 duoc Vién Tiéu chuan Lam sang va Xét
nghiém (Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI) (nam 2015 —
2017) khuyén cédo cho viéc xic dinh carbapenemase & cac vi khudn
Enterobacteriaceae [129].

Mot sb tac gia dd nghién cliru gia tri cua k§ thuit ndy dé phat hién
cacbapenemase & Acinetobacter spp. [15],[130]. Tuy nhién, gia tri cua k¥
thuat nay khac nhau theo tirng nghién ctru. P9 nhay cua ky thuat dao dong tur
0-100% phu thudc vao loai vi khuan thir nghiém va loai carbapenemase
[15],[130].

MHT c6 thé cho két qua duong tinh gia ddi voi cac chang vi khuan c6
enzym CTX-M va hoiac AmpC khi két hop véi giam kha niang tham thau cua
mang ngoai vi khuan do giam kénh porin [131].
1.4.2.2. Ky thugt Triton-Hodge test (THT)

NDM Ia mét lipoprotein gén vl mang ngoai ¢ Vvi khuan Gram am,

khong nhu mot sé carbapenemases khac nim ¢ khoang gian bao [113],[132].
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Pasteran va CS da nghién ciru tac dong gan mang cia NDM dbi v6i kha niang
phat hién enzym nay cua k¥ thuat MHT, két qua am tinh khi NDM-1 khi gin
v6i mang ngoai nhung dwong tinh & ching vi khuan véi cac bién thé NDM-1
hoa tan [133].

Viéc NDM-1 gin v6i mang ngoai vi khuan da ngan can su phat hién hoat
dong carbapenemase bang k¥ thuat MHT. Han ché nay c6 thé duoc khic phuc
bang viéc bo sung Triton X 100 - 13 chat tay c6 kha ning hoa tan cac protein
mang ngoai cua vi khuan, do d6 1am ting do nhay cta k¥ thuat (tir 20% dbi voi
MHT Ién 97% d6i véi THT trong viéc phat hién NDM & Enterobacteriaceae)
ma khong lam giam d6 dac hiéu cia THT so voi MHT [133].
1.4.2.3. Ky thudt bét hoat carbapenem (Carbapenem Inactivation Method - CIM)

Nguyén Iy k¥ thuat: Sau khi khoanh gidy meropenem duoc 1 véi huyén
dich ctia chung vi khuan can kiém tra. Néu chang vi khuan can thir nghiém
sinh carbapenemase s€ thay phan meropenem, khi d& meropenem trong
khoanh gidy KS bi bat hoat s& khong thé tc ché hoic giam su ting sinh cua E.

coli ATCC 25922 (la chung nhay cam vé&i meropenem) [131].

l:

Cho 1 vong dng cay 10ul

vi khuan vao 400 ul nude Meropenem vio

carbapenemase

U & 35°C/it nhét 6 gid,

Hinh 1.7. So' 0 quy trinh ky thuat CIM [134].
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Ky thuat CIM duoc Zwaluw va CS bao cdo dau tién nam 2015 (hinh
1.7) [134]. C6 thé doc két qua sau 6 gio, tuy nhién néu khong can két qua
nhanh c6 thé doc két qua sau khi u qua dém. CIM c6 su phu hop cao (100%
d6i voi Enterobacteriaceae va 98,8% dbi v6i nhirng vi khuan khong 1én men)
voi PCR phat hién gen ma hoa carbapenemase [134].

Trong CLSI tir nim 2017- 2020 ciing d3 c6 huéng din thyc hién k§
thuat mCIM (Modified CIM). Theo CLSI, k¥ thuat nay c6 do nhay va do dac
hiéu rat cao voi Enterobacteriaceae (>99%) va P. aeruginosa (>97 -100%),
nhung lai c6 do nhay kém va khong xac nhdn trong viéc phat hién
carbapenemase & Acinetobacter spp. [131]. Tuy nhién, ky thudt mCIM theo
CLSI c6 mét s6 thay doi so v6i k¥ thuat CIM ctia Zwaluw, nhu: thay 400ul
nuéc bang 2 ml TSB (Trypto-casein soy broth), ting thdi gian ¢ 1an 1 tir 2
tiéng 1én 4 tiéng.

Theo két qua nghién ctru cia Thao Nguyen Vu va CS, sd luong va loai
dung dich 0, thoi gian G lam anh huéng dén sy 6n dinh cia meropenem trong
khoanh gidy. Méi truong dinh dudng TSB 1a dung dich u thich hop cho
mCIM so v6i Tris-HCI pH 7.6. Tha nghiém t6i vu khi thay 2 ml TSB ¢ k§
thuat mCIM bang 400 pul TSB va ting sé luong ching vi khuan can kiém tra
thi d6 nhay va d6 dic hiéu cua ky thuat CIM déu 1a 100% dbi voi viéc phat
hi¢n carbapenemase & A. baumannii [135].
1.4.2.4. Ky thugt phat hién carbapenemase dwa vao cac chdt #c ché
carbapenemase

Céc k¥ thuat phat hien MBL: Dua trén sy @c ché hoat dong MBL bgi
cac chat chelator nhu: ethylenediaminetetraacetic (EDTA), mercaptoacetic
acid (SMA) [136], axit dipicolinic (DPA) [137].

Mot s6 k¥ thuat sir dung nguyén 1y nay nhu: E-test MBL, Khoanh gidy
hiép ddng, khoanh gidy két hop.
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* Sur dung thanh E-test MBL.:

Thanh E- test MBL ¢ chita Imipenem (IP) (v6i cac nong do khac
nhau 4 - 256 pg/ml) va Imipenem (véi cac ndng d6 tir 1 - 64 pg/ml) két hop
v6i EDTA véi ndng d6 hang dinh (IPI). Khi MIC cta IPI 16n hon MIC cua IP
> 8 pg/ml 1an thi chung VK thtr nghiém dwong tinh v6i MBL [142].

Hinh 1.8. Ky thuat E-test MBL [138]

Theo mot sb nghién ctru, E-test MBL ¢6 d§ nhay cao 94 -100% ddi véi
cac chung san xudt MBL [15],[130]. Tuy nhién, mot sé chung c6 OXA-23
hodc OXA-40 c6 thé cho két qua duong tinh gia v6i E-test MBL do EDTA ¢
thé (rc ché sy phat trién ctia vi khuan [15],[136].

* Ky thudt khoanh gidy hiép dong:

Chung vi khudn can thir nghiém dugc ria cay 1én méi truong MHA nhu
v6i k¥ thuat khang sinh d6. Khoanh gidy chtra carbapenem duoc dit canh
khoanh gidy chira chat tc ché carbapenemase (khoang cich gitta 2 mép
khoanh gidy khoang 10-15mm). Sau khi G qua dém ¢ 37°C, su hién dién cua

mdt ving trc ché md rong gitra hai khoanh gidy (Hinh 1.9), chung vi khuan d6

duong tinh véi MBL [136] [130]

IPM EDTA

Hinh 1.9. K§ thuit khoanh gidy hiép ddng phat hi¢n MBL [136]
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* K thudt khoanh gidy két hop

Mot khoanh gidy chitra carbapenem va mot khoanh gidy két hop chira
carbapenem voi chit trc ché carbapenemase duoc dit 1én moi trudong MHA di
ria cay chung vi khudn can kiém tra. Vi ching sinh men MBL, dudng kinh
ving tc ché xung quanh khoanh gidy két hop 16n hon >7mm so véi khoanh
gidy chi c6 carbapenem [130].

* Phat hién vi khudn sinh carbapenemase trén méi truong tao mau

Mot sb méi truong cd thé sit dung dé phat hién vi khuan sinh
carbapenemase, nhu CHROMagar KPC, ChromID CARBA, Brilliance™
CRE Agar and SUPERCARBA [122]. Tuy nhién cic mdi trudng nay chu yéu
duoc st dung dé phat hién KPC va mdt sé carbapenemase thudong gip ¢
Enterobacteriaceae.

1.4.3. Phwong phap sinh héa xac dinh hoat tinh enzyme carbapenemase

Phuong phap xac dinh carbapenemase dua trén tinh chat thiy phan
carbapenem cua carbapenemase.
1.4.3.1. Ky thudt quang phé

Chung vi khuan can kiém tra dwoc u véi carbapenem, phat hién vi khuan
san xuat carbapenemase bang do quang phé cua carbapenem va san pham thay
phan ciia né bang may quang phé tia cuc tim (UV) [139], may MALDI-TOF
(Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight) [140].

Nghién ctru trén 106 ching A. baumannii, MALDI-TOF cé d6 nhay va d6
dic hiéu 100% dbi v6i viée phat hién carbapenemases [140]. Tuy nhién, k¥
thuat nay Ia can trang thiét bi dat tién nén khd sir dung thuong quy dé xac
dinh cac chung sinh carbapenemases trong tit ca cac phong xét nghiém vi

sinh 1am sang.
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1.4.3.2. Ky thugt Carba NP (Carbapenemase Nordmann—Poirel test)

Carba NP 13 mot ky thuat dé phat hién carbapenemase &
Enterobacteriaceae di duoc Nordmann va Poirel bao cdo dau tién nim 2012
[141]. Sau d6, k§ thuat nay ciing dd duoc nghién ctru thuc hién dé phat hién
carbapenemase ¢ Pseudomonase, Acinetobacter [142]. Tuw CLSI nam 2015
dén 2017 cling d3 co6 hudng din thuc hién ky thuat nay doi véi
Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, Acinetobacter spp [143]. Tuy nhién, k¥
thuat nay khong con dugc khuyén nghi cho Acinetobacter spp. trong CLSI
nam 2018 [131].

Hinh 1.10. Hinh anh thir nghiém CarbaNP [131]

K¥ thuat nay dua trén su thiy phan carbapenem boi carbapenemase cia
vi khuan lam giam pH va dugc phat hién nho chi thi d6 phenol (Chuyén tir
mau do sang mau vang hodac cam) (Hinh 1.10) [141].
CarbaNP duoc bao cao c6 @6 nhay va do dac hiéu 100% so véi ky thuat PCR
cho vi€c phat hi¢n carbapenemase ¢ Enterobacteriaceae [141], nhung khong
phat hién dugc cac loai OXA 1a loai carbapenemases phd bién &
Acinetobacter spp. [14],[131].
1.4.3.3 Thur nghiéem CarbAcineto NP

Dortet va CS di sira d6i thir nghiém CarbaNP dé ting do nhay cta ky

thuat trong viéc phat hién cac loai carbapenemase & Acinetobacter spp. [14].
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Thir nghiém CarbAcineto NP [14] c¢6 1 sb diém thay dbi so véi
CarbaNP [141]: (i) Tang gip d6i sé lugng vi khuan can thir nghiém dé ting
lrong enzyme dugc giai phong; (ii) St dung NaCl 5M thay cho Tris HCI pH
7,4 dé tranh tac dung dém cua Tris HCI do hoat tinh enzyme carbapenemase
(dic biét 1a cac loai OXA) cua Acinetobacter yéu nén lugng acid sinh ra it
khong du lam d6i mau.

Thtr nghiém CarbAcineto NP c6 kha ndng phat hi¢n carbapenemase &
Acinetobacter spp vdi d6 nhay 94,7% va d6 dac hiéu 100%. CarbAcinet NP
chi khong phat hién dugc enzyme GES va OXA-51 [14]. Thir nghiém Carba
NP va CarbAcinetoNP ngoai d§ nhay va d§ dac hi¢u rit cao trong vi¢c phat
hién carbapenemase, thoi gian phat hién nhanh (c6 thé phéat hién dugc trong
vong 15 phut va toi da 1a 2 gio) [141]. Thir nghiém nay cd chi phi hoi cao néu
str dung bot imipenem monohydrat (Khoang 150.000 ddng). Tuy nhién, mot
s6 tac gia dd cai tién k¥ thuat ndy bang st dung st dung bot thudc tiém
Tienam (c6 chira khang sinh imipenem) dé cé chi phi thp hon (khoang
10.000 dong) [144].

Hién nay, trén thi truong c6 mét sé kit thwong mai cung cip mot giai
phap nhanh, thuan tién cho viéc phat hién som carbapenemase cta vi khuan
nhu RAPIDEC CARBA NP (Cua hang BioMerieux) c6 d0 nhay va d¢ dac
hiéu 1a 96% dbi v6i viéc phat hién carbapenemase & vi khuan (bao gom ca
Acinetobacter sp [145]. Tuy nhién, chi phi ctua cac loai kit nay cao (khoang
500.000 dong VN/1 test thir).
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1.4.4. Mgt s6 phwong phap nghién ciru kha niing lan truyén cia céc
chiing vi khuan mang gen dé khang khang sinh & mirc 49 phan tir

1.4.4.1. Phwong phdp dién di xung truwong (Pulse field gel electrophoresis-
PFGE).

K§ thuat PFGE c6 kha nang tach nhitng doan ADN c¢6 kich thuéc rat
I6n (> 50 kb) dua trén nguyén tac doi hudng dinh ky dién trudng xung trong
qua trinh dién di.

Str dyng k§y thuat PFGE dé phan tach cac doan ADN trén nhiém sac thé
sau khi duoc cat bang cac enzym gigi han. Phan tich két qua vé kiéu gen, dua
trén su twong dong cua cac doan ADN dé xac dinh muc do twong déng vé
kiéu gen cua cac chang vi khuan.

PFGE cho dén hién nay van duoc xem la "tiéu chuan vang - gold
standard" cling véi cac phuong phap cai tién hon nhu phuong phap phan loai
trinh tu da vi tri dé nghién ctiru vé dich t& hoc phan tir ctia cac chung vi khuan
trong d6 danh gia su 1y truyén cua cac vi khuan gdy bénh trong bénh vién va
cong ddng
c6 khang khang sinh hién nay. Qua trinh phan tich dua trén su so sanh cac
doan ADN cua cac ching vi khuan dé xac dinh méi lién quan va ngudn gbc
ctia cac ching vi khuan & cac ving va thoi gian khic nhau

Hién nay, dién di xung truong (PFGE) 1a k¥ thuét sinh hoc phan tor dugc
nhiéu nha khoa hoc st dung dé nghién ctru va danh gia sy 13y truyén cua céc
vi khuan gay bénh trong bénh vién va cong dong.
1.4.4.2. Phwong phdp phdn logi trinh tw da vi tri (Multiple locus sequence
typing- MLST)

Phuong phap MLST gilip phan loai céc chang vi khuan dua vao trinh
tu ctia mot sé (thuong 14 7) gen "giit nha" (gen house-keeping) trong hé gen

bang ky thuat giai trinh tu gen.
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Uu diém ctia phuong phap MLST 14 dix liéu trinh tu rat rd rang va co thé
dé dang so sanh d6i chiéu véi co s dir liéu trén mang trdi nguoc Vi Cac
phuong phap phan loai khac dua vao kich thudc cua doan ADN trén ban thach.
Nhugc diém cha yéu cua phuong phéap nay 1a ton thoi gian va chi phi cao.

1.5. TINH CAP THIET CUA LUAN AN

Hién nay, A. baumannii khang carbapenem la mot van dé suc khoe toan
Ccau can dugc uu tién sb 1 trong viéc kiém soét, diéu tri va Viét Nam ciing
khong nam ngoai tinh trang d6. Phat hién sém cac chung vi khuan sinh
carbapenemase la rat can thiét trong vi¢c kiém soat su lay nhiém va lya chon
khang sinh thich hop trong diéu tri. Tuy nhién hién nay, chua c6 nghién ctru
nao nghién ctru vé phuong phép phéat hién carbapenemsae & cac ching A.
baumannii luu hanh tai Viét Nam dé xac nhan phuong phap phu hop cho thyuc
hanh thudng qui tai cac phong xét nghiém vi sinh lam sang.

Xac dinh mdi lién hé kiéu gen va kiéu hinh dé khang khang sinh cua
cac ching A. baumannii 1a co sé khoa hoc cung cap thém cac thong tin hitu
ich vé ngudn gdc, su lay lan va kha niang tich hop gen dé khang khang sinh
thong qua cic phuong thuc truyén gen ngang trong s6 cac chang A.
baumannii luu hanh & Viét Nam.

Hon nita, can danh gia mic d6 nhay cam voi colistin trén cac chung A.
baumannii & Viét Nam bang phuong phap chuan (phuong phap vi pha lodng
trong moi trudng long — Broth Microdilution Method) dé xac dinh MIC cua
colistin vi gia tri MIC cua colistin khong chi dé xac dinh tinh nhay/khéng cua
vi khuan véi colistin ma con gitp xac dinh liéu colistin sir dung trén 1am sang
dé c6 hiéu qua diéu tri tét nhat cho ngudi bénh va han ché tinh trang khang
thudc. Pay 1a “vii khi” cudi cung trong diéu tri nhiém tring do A. baumannii
da khang.
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Chuwong 2
POI TUQNG, PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU

144 chang A. baumannii phan lap duoc tir bénh nhan bi nhidm khuan &
9 bénh vién thuoc 3 mién cua Viét Nam nam 2016.

- Mién Bac: Gom 04 bénh vién (Thanh Nhan, Xanh Pén, Bic Giang,
Trung wong Quan doi 108).

- Mién Trung: Gom 03 bénh vién (Trung wong Hué, Nghé An, Ha Tinh).

- Mién Nam: Gom 02 bénh vién (Cho Ray, Nhi Bong 1).

Do phuong phap xac dinh kiéu hinh c6 thé cho két qua khong chinh xac
khi xac dinh loai cua Acinetobacter (dic biét d6i véi cac loai thude phac hop
Acinetobacter calcoaceticus - A. baumannii complex) [77],[78],[79]. O
nghién ctru nay, nhom nghién ctru da thuc hién phdi hop mot s tinh chat kicu
hinh (theo muc 2.5.1), kiéu gen (blaoxasiiike) va dinh danh bang cong nghé
khéi pho (Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight -
MALDI TOF) dé xac dinh A. baumannii.

Két qua, 144/151 chung duong tinh v&i blaoxasiiike ciing co6 két qua
dinh danh 13 A. baumannii bang may MALDI Biotyper - Brucker (két qua
duoc trinh bay tai phy lyc 1) tiép tuc dua vao cac phén tich tiép theo.

2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.2.1. Thiét ké nghién ciru

Thiét ké nghién cau mé ta va thir nghiém trong phong thi nghiém.
2.2.2. Chon miu va c& miu

Tong s6 mau dy kién 1a 150 ching A. baumannii phan lap duoc tir bénh
nhan nhiém khuan & mot s bénh vién thuéc mién Béc, mién Trung, mién
Nam ctia Viét Nam nim 2016. Chon c6 cha dich mét s bénh vién dai dién ¢
3 mién cua Viét Nam. Cac ching dugc 1y ngiu nhién, khong tring lip, thong

tin ching gdm: Tén chung, ma bénh pham, ngay thu thap, loai bénh phim.
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2.3.SO PO NGHIEN CUU

THU THAP MAU NGHIEN CUU

151 ching A. baumannii tir 9 bénh vién
(Pugc dinh danh bang phwong phap kiéu hinh)

|

PCR phat hién gen blaoxa-s1-like
(Xac dinh kiéu gen ctia A. baumannii)

v

K

Cac chiing c6 blaoxa-51-like
144 chung
Pinh danh bing MALDI TOF xac

dinh l1a A. baumannii

Chiing khong c6 blaoxa-s1-ike
7 chung

]

Loai khéi nghién ctru
(Do khong xéac dinh duoc la
A. baumannii)

v

y

Muc tiéu 1
Xac dinh
MIC cta mot
s6 loai khang

sinh

Muc tiéu 2

. Phét hién mot sb gen ma

hoacarbapenemase 16p B
vaD

. Phéat hién I1SAbal va

ISAbal/blaoxa-23

. Xac dinh kiéu gen PFGE
. Giai trinh tu mot s san

pham PCR dé xac dinh gen
duoc khuyéch dai

y

Muc tiéu 3
1. Thir nghiém phat hién vi
khuan sinh carbapenemase.
2. Tim mbi lién quan giita
MIC vé&i sy xudt hién
carbapenemase gen ma hoa

carbapenemsae

1

Ghi chu: <>
Tim moi lién quan

So d6 2.1. So 6 nghién ciu
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2.4. THOI GIAN VA PIA PIEM NGHIEN CUU

Nghién ctru dugc thuc hién trong thoi gian tir 2016 - 20109.

Dia diém nghién ctu: Thuc hién cac ky thuat nghién ctu tai Phong
Khang khang sinh - Vién vé sinh Dich t& Trung wong (VSDTTU).

2.5. NOI DUNG NGHIEN CUU
2.5.1. Thu thap va lwu giit miu nghién ciru

Cac chung nghién ctu sau khi dugc chuyén vé Vién VSDTTU, duoc
cay chuyén sang méi truong MacConkey agar, G & 35-37°C/18-24 gio.

Chon nhitng khuan lac tron, 161, tron bong, mau hong nhat (do sinh acid
yéu tir glucose), duong kinh khoang 2 cm, tién hanh: (i) Nhuom Gram: c6
hinh anh cau - truc khuan Gram am:; (ii) xac dinh mot sé tinh chat sinh vat
hoéa hoc: khong Ién men duong glucose, lactose; catalase (duwong tinh),
oxidase (&m tinh), khong di dong, simmons citrat (dm tinh), Red Methyl (&m
tinh), Voges-Proskauer (am tinh).

Cay chuyén sang méi truong Luria-Bertani agar, G ¢ 35-37°C/18-24 gio.

Chon khuan lac thuan, tién hanh k¥ thuat PCR phat hién gen blaoxa.s:-
like (theo muc 2.5.2). Cac chung duong tinh v&i gen blaoxa-si-like dwgc xac dinh
la A. baumannii (vé kiéu gen), tién hanh luu chung trong méi trudong dung
dich Luria-Bertani (Invitrogen, My) + 25% glycerol (Merck, Duc), bao quan
& -70 dén -80°C.

2.5.2. Ky thuat PCR phat hién gen blaoxa-si-ike & cac chiing A. baumannii
2.5.2.1. Tach chiét ADN ciia vi khuan

Té bao vi khuan duoc ly giai trong nudc cit vo trung bang phuong
phap tach nhiét: Vi khuan dugc nudi cay thuan, & 37°C qua dém trén moi
truong thach dia LB (Luria-Bertani), lay 3-4 khuan lac hoa vao 200pl nudc
cat vo tring, o & 95°C/5 phut, ly tam 13.000 vong/phdt x 15 phat, loai bo can
va gitt lai nudc ndi c6 chira ADN dé st dung 1am khudn miu cho ky thuat
PCR. Bdo quan dung dich chira ADN & -20°C.
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2.5.2.2. Kj thudt PCR
- Str dung cac doan mdi dic hiéu cho gen blaoxasiiike (bang 2.1).

Bang 2.1. Trinh tu mai dic hiéu cho gen blaoxa-si-like

Gen dwoc Mdi Trinh tw moi Kich thwéoc | Tai liéu
phat hién 5°-3) (bp) tham khao
OXA-51-F | taa tgc ttt gat cgg cct tg Woodford, N
blaoxa-s1-ike 353 et al, 2006
OXA-51-R | tgg att gca ctt cat ctt gg
[124]
- Thanh phan phan Gng:

+ 25 pl 2X Go Tag Master Mix (Promega);

+ 0,4 pl mdi ndng do 10 pmol (02 pl méi xudi, 0,2 pl moéi nguoc);

+ 5 pl ADN ctia mdi mau kiém tra;

+ 19,6 ul nudc siéu sach.

- Chu trinh nhiét cta phan tng: 94°C trong 5 pht; [94°C trong 25 gidy, 52°C
trong 40 gidy, 72°C trong 50 giay] x 30 chu ky; 72°C trong 6 phiit) [124].

- Kiém soat chat luong phan wng PCR bang chitng duong va chiing am.
Chutng duong 13 ADN tach chiét tir cac chung A. baumannii mang gen blaoxa.
s1ike d0 Vién Quédc gia cac bénh truyén nhiém Nhat Ban cung cip (duoc luu
gitta tai phong Khang sinh — Khoa Vi khuan, Vién Vé sinh Dich t& Trung
wong). Déi v6i chimg am, thay 5 pul ADN caa miu bang 5 pl nudce cat hai lan.

- Pién di san pham PCR trén gel agarose 1,5% trong TAE 1X
(Invitrogen, M¥), roi soi va chup anh gel (UVP BioDoc-It ® Imaging
Systems, My).

- Két qua phan tng PCR duoc xem la dat yéu cau khi ching duong c6 1
bang duy nhat, sang rd, dac hiéu va dung kich thudc, chirng 4m khéng c6 bang
hién thi.

- Phan tich két qua: Xéac dinh chung vi khuan mang gen khi xuét hién

bang (band) co6 cung kich thudc véi ching duong tuong ing.
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Pai dién san phim khuyéch dai PCR tuong tng véi kich thudc gen
dich duoc giai trinh ty gen va d6i chiéu véi trinh tu gen dich trén co s¢ dir
lieu ciia Trung tdm Théng tin Coéng nghé Sinh hoc Quéc gia, Hoa Ky
(National Center for Biotechnology Information - NCBI) tai dia chi:
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi. Yéu cau két qua phai cho do tuong
ddng > 95%.

2.5.3. Ky thuat xac dinh nong t6i thiéu wc ché vi khuan phat trién
(Minimum Inhibitory Concentrations - MIC) ciaa khang sinh

Phuong phép pha lodng khang sinh trong thach duogc thuc hién déi voi
cac khang sinh: imipenem (IPM), meropenem (MEM), doripenem (DOR)
ceftazidime (CAZ), cefepime (CPM), levofloxacine (LEV), amikacin (AK)
minocycline (M1).

Phuong phap vi pha loang trong méi truong long (Microdilution broth)
dugc thuc hién ddi véi colistin.

Ky thuat dugc thuc hién theo hwdng dan cua Vién chuan thac xét
nghiém lam sang Hoa Ky (CLSI M07-A10) nam 2015 [146].
2.5.3.1. Ky thudt xdc dinh MIC béng phwong phdp pha loing khéng sinh
trong thach

K§ thuat duoc thuc hién theo huéng dan cia CLSI (CLSI M07-A10)
[146].

- St dung bot khang sinh chuan cua hdng Sigma (M¥). Chuan bj cac
dia thach Mueller-Hinton c6 chtra khang sinh theo cac ndng d6 pha lodng bic

2 (nhu bang 2.2).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Bang 2.2. Nong d9 cac khang sinh pha lodng bic 2

. Nong d KS pha lodng bac 2 (ug/ml)
TT Loal KS 5 ; S - .
’ Nong d¢ cao nhat Nong d¢ thap nhat
1 Meropenem 64 0,004
2 Imipenem 64 0,03
3 Doripenem 64 0,004
4 Ceftazidime 128 0,03
5 Cefepime 128 0,008
6 Levofloxacin 64 0,004
7 Amikacin 256 0,03
8 Minocyclin 128 0,003

- Ria cay chung chuan E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853

va cac chung nghién ctru trén cac dia thach Mueller Hinton (Becton Dikinson,

M), u & 35-37°C trong 18-24 gio.
- Chuan bi huyén dich vi khuan c6 do duc twong dwong voi do duc
McFarland 0,5 (khi d6 huyén dich ¢6 nong d6 khoang 1-2 x 108 vi khuan/ml).

Pha lodng huyén dich trén 10 lan (ldy 500 pl huyén dich nay cho vao 5 ml

nuéc mudi sinh 1y v tring) dé duoc huyén dich ¢ ndng d6 107 vi khuan/ml.

- Hat 0,5 ml huyén dich vi khuan (ndng d6 107 vi khuan/ml) cho vao mdi

giéng cua phién inox 32 giéng (Hinh 2.1) theo so d6 mau cta cac chung (hinh

2.2).

Hinh 2.1. Phién inox 32 giéng va b dinh cay (Thuy Dién san xuat)
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Chung 1 2 3
chuan 1
4 5 6 7 8 9
10 11 12 13 14 15
16 17 18 19 20 21
22 23 24 25 26 27
28 29 30 Chung
chuan 2

Hinh 2.2. So' @0 vi tri miu trén phién inox 32 giéng
- DUng bo dinh cay inox 32 dau (duong kinh mdi dau chan 1a 3mm).
cham vao céac giéng trén phién, sau d6 dit nhe 1én dia thach MH: Dau tién 1a
dia thach khéng c6 khang sinh (dé 1am ching), tiép dén 1a cac dia thach da ¢
san khéang sinh tir ndng do thap dén nong do cao, cudi cing 1a dia thach khdng
¢ khang sinh (dé 1am chtng). Khi d6, ¢6 khoang 2 pl huyén dich vi khuan sé
dich vao mdi dau chan dinh va ndng d6 cudi cing trén mit thach khoang 10*
vi khuan/1 vét cham
- K¥ thuat ludn duoc thuc hién ciing véi ching chuan dé kiém soét chat
luong: E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853.
- Pé cac dia thach & nhiét do phong/ 30 phdt cho kho.
- U & 37°C trong vong 18-24 gid, doc két qua.
- Dién giai két qua:
+ Kiém tra chat luong: Tét ca cac chiang moc tét & 2 dia khong chira
KS (dau va cubi); gia tri MIC cta cac khang sinh dbi véi 2 chang E. coli
ATCC 25922 va P. aeruginosa ATCC 27853 nam trong khoang gigi han cho
phép theo tiéu chuan cua CLSI M100 S28 [131].
+ Doc két qua: Lan luot doc tir dia thach c6 néng d6 KS thap nhat. Gia
tri MIC duogc xac dinh & dia ¢d nong d6 khang sinh thip nhat ma ¢ dé cac vi
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khuan bi tc ché phat trién (mat do vi khuan giam han chi con 1-3 khuan lac
moc hoic khdng con khuan lac nao). Ghi nhan két qua: nhd hon hodc bing
nong d6 do (<). Trong truong hop dén ndéng do khang sinh cao nhat ma van
thay vi khuan moc thi két qua duoc ghi nhan 1 16n hon ndng d6 dé (>).

Két qua MIC cua cac chung s& dugc phién giai theo tiéu chuan cua
CLSI M100 S28 [131]: S (susceptible - nhay cam), I (intermediate - trung
gian), R (resistant - dé khang).
2.5.3.2. Ky thudt Xdc dinh MIC béng phwong phdp vi pha lodng trong méi
truong long (Broth microdilution)

K§ thuat xac dinh MIC ciia colistin dugc thuc hién trén dia 96 giéng
(Microplate 96 well) tiéu chuan duoc khuyén céo st dung cho thir nghiém xac
dinh MIC cua colistin (Giéng c6 day tron, dugc lam bang polypropylene, chua
dugc xir ly (Not treated) - Corning® 3879 96-Well Round Bottom 330puL
MicroPlate with Lid, Corner Notch, Clear Polypropylene, Not-Treated cua
hang Corning, s6 san pham: 3879) (Hinh 2.3) [119]. [146].

1@ 00 0 00000022

OO0 OO0 |

Hinh 2.3. Hinh anh dia 96 giéng (Microplate 96 well)

Str dung bot khang sinh colistin sulfate salt (hdng Sigma).

E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 va E. coli NCTC
13846 duong tinh vai gen merl (MIC cuaa colistin 1a 4 pg/ml) dugc st dung
dé kiém tra chat luong [147].

- Chuan bi khang sinh colistin: v6i ndng d6 pha lodng bac 2 (tir 8 pg/ml
— 0,125 pug/ml) trong mdi trudng canh thang Muller-Hinton broth. C6 thé bao
quan khang sinh d3 pha ¢ -20°C/1 tuén.
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- Ria cdy cac chung chuan sir dung dé kiém tra chat luong va cac chang
can kiém tra trén cac dia thach Mueller Hinton (Becton Dikinson, M¥), @ &
35-37°C trong 18-24 gio.

- Chuan bi huyén dich vi khuan c6 d6 duc tuong duong véi do duc
McFarland 0,5 (Khi d6 huyén dich c6 nong d6 khoang 1-2 x108 vi khuan/ml).
Pha lodng 20 lan huyén dich trén (lay 250 pl huyén dich nay cho vao 5 ml
Muller-Hinton broth) dé dwoc huyén dich c6 nong d6 khoang 5 x 108 vi
khuan/ml.

- Cho vao mdi giéng cua microplate 100 pl khang sinh (v&i cac nong
d6 pha lodng & trén) va 10 pl huyén dich vi khuan (da chuan bi & trén). Khi do
ndng do vi khuan & mdi giéng khoang 4-5 x 10° vi khuan/ml.

- U microplate & 35-37°C/18-24 gio.

- Poc két qua: MIC 1a nong do thap nhat ma tai giéng d6 khong c6 vi
khuan moc (Khong duc hodc lang can). Poc cac giéng cua cac chang ching
trude, dat yéu cau vé chat luong khi MIC d6i vai chang ching E. coli ATCC
25922, P. aeruginosa ATCC 27853 phai nam trong khoang gidi han theo tiéu
chuan cua CLSI (0,25-2pg/ml) [131] va ddi véi chung E. coli NCTC 13846:
két qua MIC nam trong khoang tir 2 - 8 pg/ml va > 80% s thar nghiém c6
MIC = 4 pg/ml [147].

2.5.4. Ky thuat PCR phat hién mét sé6 gen ma hoa carbapenemase lép D
va B ¢ A. baumannii
2.5.4.1. Tach chiét ADN caa vi khudn

Str dung mau ADN duoc tach chiét & muc 2.5.2.1

2.5.4.2. Kj thugt PCR
- Str dung cac doan mdi dic hiéu cho ting loai gen dich (bang 2.3).
- Str dung k¥ thuat PCR da mdi dé phat hién cac gen: blaoxasiike, blaoxa-

23-likes Dlaoxa-ssiike, Dlaoxa-24-ike; CaC phan tng PCR don moi dé phat hién cac
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gen: blanpm-1, blame, blaviv, blasem, blagim, blasim va trinh ty chén 1SAbal,
ISAbal/blaoxa-23-ike-
Chu trinh nhiét va cac budc tién hanh da dugc mo ta trong cac nghién ciu
trude day [22],[123],[124],[148],[149].
Bang 2.3. Cac doan mai dic hiéu phat hién gen khang carbapenem

Gen duoc . Trinh ty moi Kich thwéc | _ . .
el,l u,?, Moi feh thuo Tai liéu tham khao
phat hién (5’ -3 (bp) i
OXA-51-F | taatgc ttt gat cgg cct tg
blaoxa-51-ike 353
OXA-51-R | tgg att gca ctt cat ctt gg
OXA-23-F | gat cgg att gga gaa cca ga
blaoxa-23-like 501
OXA-23-R | atttct gac cgc att tcc at Woodford, N et al,
OXA-58-F | aag tat tgg ggc ttg tgc tg 2006 [124]
blaoxa-ss-iike 599
OXA-58-R | ccc ctctge gcet cta cat ac
OXA-24-F | ggttag ttg gcc ccc tta aa
blaoxa-24-like 246
OXA-24-R | agt tga gcg aaa agg gga tt
NDM-1-F | atgcacccggtcgcgaagcetgag GenBank:
blanpm-1 492
NDM-1-R | ttcgacccagccattggeggega FN396876.1 [22]
IMP-F a ata gag tgg cttaat tctc
blaive % 999199 232
IMP-R cca aac yac tas gtt atc t
VIM-F at ggt gtt tgg tcg cat a
blavim 9% JR IS 390
VIMR cga atg cgc agc acc ag
GIM-F tcg aca cac ctt ggt ctg aa Poirel et al, (2011)
blagim 477
GIM-R aac ttc caa ctt tgc cat gc [123]
SPM-F aaa atc tgg gta cgc aaa c
blaspm 9992 J 271
SPM-R aca tta tcc getgga aca gg
SIM-F tac aag gga ttc ggcatc
blasim 999 % J 570
SIM-R taa tgg cct gtt ccc atg tg
ISAbal F cac gaa tgc aga agt t
ISAbal gea7dc agaag iy 549 [148]
ISAbal R cga cga ata cta tga cac
ISAbal/bl ISAbal F2 aac gat tgc gag cat ¢
al/blaoxa gat tgc gag 1130 [149]
-23-like OXA-23 R2 gtc aac cag ccc act t
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* Phan tng PCR da moi dé phat hién cac gen: blaoxa-siiike, Dlaoxa2zike,
blaoxa-ss-like, Dlaoxa-24-tike.

Thanh phan phdn #ng:

+ 25 ul 2X Go Tag Master Mix (Promega);

+ 1pl hén hop mdi nong do 10 pmol;

+ 5l khudn mau;

+ 19 pul nudce siéu sach.

Chu trinh nhiét cia phan 1ng: 94°C trong 5 pht; [94°C trong 25 gidy, 52°C
trong 40 gidy, 72°C trong 50 giay] x 30 chu ky; 72°C trong 6 phiit) [124].

* Phan ing PCR don moi:

Thanh phan phan ing:

+ 25 pl 2X Go Tag Master Mix (Promega);

+ 0,4 pl mdi ndng do 10 pmol (02 pl méi xudi, 0,2 pl moéi nguoc);

+ 5ul ADN cua moi mau;

+ 19,6 ul nudc siéu sach.

Chu trinh nhiét:

+ Chu trinh nhiét cia PCR phat hién blanpm-viike: 94°C/5 phlt;
[94°C/36 giay, 60°C/36 gidy, 72°C/50 gidy] x 30 chu ky; 72°C/7 phiit [22].

+ Chu trinh nhiét caa PCR véi cac gen blawe, blaviv, blasem, blagim,
blasm: 94°C/5 phat; [94°C/30 gidy, 52°C/40 giay, 72°C/50 giay] x 36 chu ky;
72°C/5 pht [123].

- Kiém soét chat lugng phan ¢tng PCR bang ching duong va ching am.
Pbi voi ching am, thay 5 pl ADN ctia mau bang 5 pl nudc cat hai lan. Ching
duong la ADN khudn mau tach chiét tir cac chang vi khuan mang gen tuong
tng do Vién Qudc gia cac bénh truyén nhiém (NIID) Nhat Ban cung cip
(duoc luu gitra tai phong Khang sinh — Khoa Vi khuan Vién Vé sinh Dich t&

Trung wong).
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- bién di san pham PCR trén gel agarose 1,5% trong TAE 1X (Invitrogen,
MY) rdi soi va chup anh gel (UVP BioDoc-1t ® Imaging Systems, M¥).

- Két qua phan tng PCR duoc xem la dat yéu cau khi ching duong c6
1 bang duy nhat, sang rd, dic hiéu va dang kich thudc, ching &m khdng c6
bang hién thi.

- Phan tich két qua: Xéac dinh chung vi khuan mang gen khi xuét hién
bang (band) c6 cung kich thudc véi chiing duong tuwong tng. Pai dién san
pham PCR c6 kich thudc tuong tng voi gen dich dugc giai trinh tu gen. St
dung céng cu tim kiém trinh tu twong déng co ban — BLAST dé ddi chiéu véi
trinh tu gen dich trén co s& dit liéu cia NCBI. Yéu cau két qua phai c6 do
tuong dong > 95%.

* Phan ing PCR don moi phat hién ISAbal va ISAbal/blaoxa.2zike

Thanh phdn phdan ing:

+ 25 pl 2X Go Taqg Master Mix (Promega);

+ 0,6 pl moi ndng do 10 pmol (0,3 pl mdi xudi, 0,3 pl mdi nguoc);

+ 5ul ADN cua moi mau;

+ 17,4 ul nudc siéu sach;

+ MgCly: 2 pl.

Chu trinh nhiét PCR phat hi¢én ISAbal: 95°C/5 phit; [95°C/30 giay,
56°C/45 gidy, 72°C/45 giay] x 30 chu ky; 72°C/10 phdt.

Chu trinh nhi¢t PCR phat hién ISAbal/blaoxazziike: 95°C/5 phit;
[95°C/30 gidy, 56°C/45 gidy, 72°C/60 giay] x 30 chu ky; 72°C/10 phdt.

bién di san pham PCR trén gel agarose 1,5% trong TAE 1X (Invitrogen,
M£), rdi soi va chup anh gel (UVP BioDoc-It ® Imaging Systems, M¥).

Phan tich két qua: Ching vi khuan xuét hién bang (band) c6 kich thudc
tuong ung voi gen dich. Pai dién san phim PCR duogc giai trinh ty gen. St
dung cdng cu tim kiém trinh ty twong dong co ban - BLAST dé ddi chiéu véi
trinh tu gen dich trén co so dit liéu cia NCBI. Yéu cau két qua phai c6 do
tuong dong > 95%.
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Str dung ADN cua ching da dugc xac dinh duong tinh véi 1SAbal va
ISAbal/blaoxa-2s-iike (Qua giai trinh tu gen trén) lam chimg duong tuong ng.
2.5.5. Xac dinh kiéu gen ciia vi khuan bang ky thuat dién di xung truong
(Pulsed-field gel electrophoresis -PFGE)

Quy trinh k¥ thuat dugc thuc hién theo huéng dan caa Durmaz, R. Va
CS [150].
2.5.5.1. Tach chiét ADN ciia vi khudn trong dém thach

- Ldy mot khuan lac cia cic ching nghién ciru va ching chuin
Salmonella braenderup H9812 trén dia thach LB d3 dugc nudi cay qua dém o
37°C ciy vao 5 ml méi truong LB 1ong, u & 37°C trong 12-18 gio. Ly tam
8000 vong x 5 phut loai dich ndi, thu dugce cin 1a cac té bao vi khuan.

- Hat 1 ml canh khuan vao tube 1,5 ml, ly tim 8.000 vong/phit x 5 phut.

- Loai bo dich ndi, rira cin bang dung dich dém TE 1X, sau d6 ly tim
8.000 vong/phut trong 5 phdt.

- Loai bo dich noi rdi bo sung 400 pl dém tao huyén dich té bao (100
mM Tris pH = 8,0, 100 mM EDTA pH = 8,0) va 20 pl proteinase K (20
mg/ml) (Sigma, M¥). Tron nhe bang pipet.

- B6 sung 400 pl SeakKem Gold (Lonza, Y) 1% vao huyén dich vi
khuan, tron déu, sau d6 nho hdn dich vao khubn tao miéng thach, dé ¢ nhiét
d6 phong khoang 10-15 phut cho thach dong lai.

- Chuyén cac miéng thach chtra vi khuan sang tuyp mai chira 5 ml dém
ly giai té bao (50 mM Tris; 50 mM EDTA pH = 8,0; 1% sarcosine) va 30 pl
proteinase K (20 mg/ml).

- U l4c nhe trong bé u nhiét & 55°C trong 2-4 gio.

- Loai bo dém ly giai té bao, rira miéng thach bang 15 ml nudc khir ion
vO tring x 2 1an, mdi 1an 15 phit ¢ 50-55°C. Lap lai budc rira 4 1an véi dém
TE 1X.
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- Chuyén miéng thach sang tube m¢i chira d¢m TE 1X va bao quan ¢ 2-
6°C cho t6i khi su dung.
2.5.5.2. Cit ADN vi khudn bang enzym gigi hgn Abal

- Stir dung enzyme gidi han Abal (Roche Diagnostis, Mannheim, Dirc)
dé cat ADN chromosome cua vi khuan trong miéng thach pluge voi ndng do
30U/miéng thach. U & 37°C trong 4 giod.

- Cit va nhoi cac miéng thach plug vao giéng cua ban thach SeaKem
Gold 1%.

- bién di ban thach trong dém TBE 0,5X (Invitrogen, M¥) bing bo dién
di CHEF-DR Il (Bio-Rad Laboratories, Richmond, Calif) ¢ diéu kién: Hiéu
dién thé 6V/cm?, goc dién truong 1a 120 do, thoi gian mot xung tir 5 dén 30
giay, trong tong thoi gian 1a 20 gio & nhiét do 14°C [150].

- Sau khi dién di, ban thach s¢ dugc nhuom trong dung dich ethidium
bromide va chyp anh, cac bang ADN cua cac ching vi khudn s& dugc so sanh
v6i nhau va voi ching chuan Salmonella braenderup H9812 duoc chay song
song dé 1am thang chuan.

- Két qua sau d6 dugc phan tich bang phin mém Bionumeric 6.0
(Applied Math) dé tao cdy pha hé. Cac ching s& dugc xem 1a thudc cing 1
cum (cluster) néu c6 d6 tuong dong tir 80% tré 1én [151].

2.5.6. Mot so thir nghiém phat hién sinh carbapenemase & A. baumannii

Céc chung A. baumanni dugc danh gia kha nang sinh carbapenemase
bang cac thir nghiém Modified Hodge test (MHT), Triton Hodge Test (THT),
CarbAcineto NP, CarbAcineto NP cai tién va CIM.

Tiéu chuan xac dinh mét ching sinh carbapenemase khi c6 mot trong
cac thtr nghiém sinh carbapenemase duong tinh.
2.5.6.1. Ky thugt MHT [143]

Huyén dich E. coli ATCC 25922 trong NaCl 0,9% c6 d6 duc tuong
duong McFaland 0,5. Pha lodng huyén dich trén véi ty 1& 1/10 trong NaCl 0,9%.



56

Dan déu huyén dich 1én bé mat méi truong thach Muller-Hinton
(MHA), dé khé ty nhién trong 3-5 phit.

Pit khoanh gidy meropenem 10 pg 1én giita bé mat MHA.

St dung dau que cdy 10 pl ldy khuan lac chung vi khuan can thi
nghiém (Puoc nudi cay qua dém trén méi trudng LB), vach mot dudng thang
tir mép cta khoanh gidy (chiéu dai dudng cdy it nhat 1a 20-25mm).

U & 35-37°C/18-24 gio.

| E. coli ATCC 25922

Hinh 2.4. Hinh anh ky thuat MHT [129]

Poc két qua: Néu chung thir nghiém sinh cacbapenemase s& bat hoat
meropenem trong mdi trudng, khi d6 s& khéng du luong meropenem dé trc
ché E.coli ATCC, quan sat thiy ving ¢ ché noi giao thoa voi duong cay
chung thir nghiém thu nho gidng nhu hinh nan quat (Hinh 2.4).
2.5.6.2. Ky thugt THT

Nho 50 pl Triton X-100 tinh khiét vao gitra dia MHA, rdi nhanh chéng

ding que thay tinh phan tan déu Triton trén toan b bé mat thach, bao quan
dia thach ¢ 2-8°C dén khi st dung [133].

Truéc khi sir dung, dé dia thach vao ti am 35-37°C/10 phuat dé do am
trén bé mat moi trudng bdc hoi. Sau do, thuc hién cac bude nhu voi ki thuat
MHT (nhu mé t& & muc 2.5.6.1).
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2.5.6.3. Ky thugt CarbAcineto NP

K3 thuat duoc thuc hién mot phan theo ky thuat Carba NP - hudng dan
cia CLSI nam 2018 [131], CarbAcineto NP cua Dortet va CS [14] va
CarbAcineto NP cai tién [144].

*Chudn bj:

+ Dung dich Carba NP A: 2 ml d6 phenol 0,5% va 16,6ml nudc Khir
ion, 180pl kém sulfat 10mM. Chinh pH 7,8+0,1 bang NaOH 0,1N hoic HCI
10% (Bao quan & 4-8°C/2 tuan, trong lo mau tbi tranh anh sang) [131].

+ Dung dich Carba NP B: Ctr 1ml dung dich Carba NP A cong thém 6
mg imipenem monohydrate (Ctuia USP) va bao quan & 4-8°C/3 ngay.

+ Sir dung dung dich ly giai vi khuan NaCl 5M [14] dé han ché tac
dong dém cua Tris-HC1 pH 7.4 nhu d6i vai thir nghiém Carba NP [141].

+ Chung Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 (ching duong),
Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706 (chitng am) va chiang vi khuan can
Kiém tra: Puoc nudi cdy trén méi truong thach LB hoic cac moi trudng
khong co chat &c ché ¢ 37°C/18-24 gio.

* Tién hanh:

Cho day 1 vong que cay 10 pl chang vi khuan can kiém tra vao 2 6ng
eppendorf (A, B) chira 100 pl dung dich NaCl 5M, vortex 5 giay.

Cho 100ul dung dich Carba NP A vao ong A (Chiing ni), cho 100ul
dung dich Carba NP B vao éng B.

Votex 30 giay, t ¢ 35-37°C t6i da trong vong 2 gio.

* Kiém tra chat lieong:

Ong A (Chuang noi): Phai c6 mau do. Néu c6 bat ky mau nao khac thi
thir nghiém déu khong cé gia tri (Hinh 2.5).

Ong duoc thir véi Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1705 (ching
duong): Phai c6 mau vang (Hinh 2.5).
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Ong duoc thir véi Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706 (ching
am): Phai c6 mau do.
*Doc két qua (Hinh 2.5)

Ong B: + Mau d6: Am tinh;

+ Mau vang hoac cam: Duong tinh.

Hinh 2.5: Hinh anh thir nghiém CarbaNP [131]
Cha thich: Ong A: phan iing dirong tinh; Ong B: Phdn vmg dm tinh
2.5.6.4. Ky thudt CarbAcineto NP cdi tién

Puoc tién hanh nhu voi thir nghiém CarbAcineto NP chi c6 thay doi
ddi véi dung dich Carba NP B: Ctir 1ml dung dich Carba NP A cong thém
26,9 mg bot thudc Tienam tiém (Cua Merck) tuong duong khoang 12 mg
imipenem-cilastatin thay cho bét imipenem monohydrate [144].
2.5.6.5. Kj thudt bdt hoat carbapenem (Carbapenem Inactivation
Method -CIM)

K¥ thuat duoc thuc hién theo ky thuat mCIM - huéng dan cua CLSI
nam 2018 [131], c6 thay d6i: 2 ml TSB bang 400 pl méi truong canh
thang MH.

Dung que cay loai 10pl, ldy day 1 vong que cy khuan lac cua chung
vi khuan can kiém tra (duwoc nudi cay qua dém trén méi truong MHA), cho
vao 6ng tube chira 400 pl mdi truong MH canh thang, vortex 10-15 gidy, tiép
theo cho khoanh gidy meropenem 10 pg vao, u & 35°C trong 4 gio.
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Sau khi u, lay khoanh KS ra khéi huyén dich trén (luu y: ép bo bét
huyén dich thim vao khoanh gidy), dit khoanh gidy KS dé Ién trén bé mit cua
moi truong MHA da duoc ria ciy vai huyén dich E. coli ATCC 29522 (c6 d6
duc twong duong 0,5 McFaland), dé 15 phat ¢ nhiét ¢6 phong va sau d6 u &
35°C trong 18-24 gio.

C
Hinh 2.6. Hinh anh két qua cia ky thuat CIM [131].
Doc két qua (Theo huong dan caa CLSI [131]):
- Carbapenemase duong tinh: khi ving @c ché tr 6-15 mm (Hinh

2.6.A) hoic c6 mit cua cac khuan lac trong ving 16-18 mm (Hinh 2.6.B)

- Carbapenemase Am tinh: Khi ving trc ché > 19 mm (Hinh 2.6.C)

- Khong xac dinh duge carbapenemase dwong/ 4m tinh: Néu ving trc
ché c6 duong kinh 16-18 mm. Can kiém tra lai chat lugng k¥ thuat va ldp lai
k¥ thuat CIM cho cac chung thtr nghi¢m va chung QC.

Kiém tra chat luong k¥ thuat v4i ching: Klebsiella pneumoniae ATCC
BAA-1705 (chung duwong) va Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706
(ching am).

2.6. XU LY VA PHAN TiCH SO LIEU

S6 liéu duoc quan Iy bang phan mém Excel. Tinh ty & (%) va kiém
dinh Khi binh phuong hoic Fisher's exact test dugc sir dung dé danh gia su
khac biét gitra cac ty 16. Két qua duoc thé hién qua cac bang va biéu do.

Phan mém Bio-Numeric 6.6 (Applied Math) duoc str dung dé phan tich
mbi lién hé vé kiéu gen PFGE cua céc chang A. baumannii. Céc két qua duoc
trinh bay dudi dang cay pha hé.
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2.7.PAO PUC NGHIEN CUU

Nghién ctru nay la thir nghi€ém trong phong thi nghiém, khong can thiép
vao qua trinh diéu tri, khong anh hudng dén két qua diéu tri va tim Iy ngudi bénh.

Chi str dung cac thong tin vao muc dich nghién ctru.

Nghién ctru di dugc Hoi dong Pao dic trong nghién ciru Y sinh hoc
Truong Pai hoc Y Ha Noi (md s6 IRB00003121 duoc cap bdi Bo Y té va
Dich vu nhan sinh Hoa Ky, ngay 16 thang 6 nam 2009 duoc cip lai ngay 18
thang 02 nim 2016) thong qua theo Chap thuin s6 187/HPDPDHYHN ngay
20 thang 02 nam 2016.
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Chuong 3
KET QUA NGHIEN CUU

3.1. XAC PINH NONG PQ UC CHE TOI THIEU (MIC) CUA
CARBAPENEM VOI CAC CHUNG A. BAUMANNII
3.1.1. Pic diém doi twong nghién ciu

Bing 3.1. Phan b6 chiing nghién ciru theo bénh vién va viing mién

TT Vong mién  Bénh vién Solhwong Ty Ié (%)
Trung wong Quan doi 108 15 10,4
Mién biac  Xanh Pén 17 11,8
1 46,6
(n=67) Thanh Nhan 22 15,3
Bic Giang 13 9,0
. Trung wong Hué 23 16,0
Mien Trung
2 ba khoa Nghé An 10 6,9 33,3
(n=48)
Pa khoa Ha Tinh 15 10,4
Mién Nam Cho Ray 14 9,7
3 : 20,1
(n=29)  Nhibdng1 15 10,4
Tong 144 100

144 chung A. baumannii dugc thu thap trén bénh nhan tir 9 bénh vién
thuoc 3 mién cua Viét Nam. 4 bénh vién & mién Bac c6 sé6 mau nhiéu nhat
(46,6%), tiép dén Ia 3 bénh vién & mién Trung (33,3%), 2 bénh vién & mién

Nam (20,1%).
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Bang 3.2. Phan bé s6 chiing nghién ciru theo loai miu bénh pham

TT Loai miu bénh pham S6 lwong Ty 18 (%)
1 Dich tiét dudng hd hap 113 78,5
2 Ngoai da va md mém 19 13,2
3 Méau 8 5,5
4 Nudc tiéu 4 2,8
Tong 144 100

Trong 144 chung nghién ctu, ty 1é mau bénh pham dich tiét duong hd
hap l1a chu yéu (78,5%), tiép dén 1a mau bénh pham ngoai da vd mé mém,
mau bénh pham mau va nudc tiéu chiém ty 1 thip hon han.

3.1.2. Xac dinh MIC cia carbapenem véi cac ching A. baumannii

Bang 3.3. Ty 1é A. baumannii dé khang véi carbapenem

S6 lwong Ty 18 (%)
Nhay cam véi carbapenem 24 16,7
Pé khang véi carbapenem 120 83,3
Tong 144 100

Ch thich: Khang sinh carbapenem thir nghiém gom: IPM, MEM, DOR

144 ching nghién ctu, c6 120 chang (83,3%) d& khang véi
carbapenem va 24 chung (16,7%) nhay cam voi carbapenem. Tat ca céc
chung khi nhay cam hodc dé khang véi 1 loai carbapenem thi ciing nhay cam

hodc dé khang véi ca 3 loai carbapenem thir nghiém.
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Bang 3.4. Gia tri MIC cuaa khang sinh véi cac ching A. baumanni

Dai MIC | Piémgdy | MICso | MICy .
L Ty 1€ (%)
Khang sinh (ng/ml) (pg/ml) (ug/ml) | (png/mi)

(n=144) S R | (n=144) | (n=144) | R | S
Imipenem 0,025->64 | <2 | >8 64 >64 83,3 0 | 16,7
Meropenem 0,06 - 64 <2 | =8 32 64 83,3 0 |16,7
Doripenem 0,015->64 | <2 | =8 32 64 83,3 0 | 16,7
Ceftazidime 8->128 <8 | =32 128 >128 854 | 1,4 | 13,2
Cefepime 2->128 <8 | =32 128 >128 84,0 | 1,4 | 14,6
Amikacin 0,5->256 | <16 | >64 | >256 >256 70,8 | 7,6 | 21,6
Levofloxacin | 0,06 ->64 <2 | >8 64 >64 833 | 42 | 125
Minocycline 0,25 - 32 <4 | =16 2 16 21,5 | 13,2 | 65,3
Colistin <0,25 -1 <2 | >4 0,25 0,5 00 - 100

7/9 khang sinh da bi khang > 70,8% (trong d6 6 KS da bi khang >
83,3%) va MICso, MICq rét cao; ty 1¢ khang vi minocyclin thip nhit trong
cac KS thtr nghiém (trir KS colistin chua thdy chung nao dé khang). Dai gia
tri MIC cua colistin tir < 0,25 — 1 pg/ml, MICso = 0,25 pg/ml, MICg = 0,5
pg/ml.

A B

Hinh 3.1. Hinh dnh cho k¥ that xac dinh MIC pha loang trong thach
Hinh 3.1A. Hinh dnh 32 chiing can kiém tra MIC trén dia méi truong khong cé KS
Hinh 3.1.B. Dd c6 nhitng chiing bi irc ché & dia méi truong c6 KS. Gid tri MIC duoc
xdc dinh ¢ dia ¢é néng dé KS thap nhdat ma ¢ dé cdac VK bi i ché phat trién (mdt do
vi khudn giam han chi con 1-3 khuan lac moc hogc khdng con khudn lac nao).




64

Bang 3.5. Mirc d9 dé khang ciia chiing nghién ciru theo viing mién

‘ Dii MIC | MICs | MICs | Ty &
Khéang sinh | Vung mién pg/mi pg/mi pg/mi khang
(n=144) (n=144) | (n=144) (%)
Mién Bic |0,025->64 | 64 >64 88,1
Imipenem Mién Trung | 0,025 - >64 64 >64 81,2
Mién Nam | 0,025->64 | 64 >64 75,9
Mién Biac | 0,06 - >64 32 64 88,1
Meropenem Mién Trung | 0,06 - >64 32 64 81,2
Mién Nam | 0,06 - >64 32 64 75,9
Mién Bac | 0,015->64 | 32 64 88,1
Doripenem Mién Trung | 0,015 - >64 32 64 81,2
Mién Nam | 0,015->64 | 32 64 75,9
Mién Bic 8 - >128 128 >128 91,0
Ceftazidime | Mién Trung | 8->128 128 | >128 83,3
Mién Nam | 8->128 128 >128 75,9
Mién Bic 2->128 128 >128 89,6
Cefepime Mién Trung | 2 ->128 128 | >128 81,2
Mién Nam | 2->128 128 >128 75,9
Mién Bic | 0,5->256 | >256 | >256 74,6
Amikacin Mién Trung | 0,5->256 | >256 | >256 70,8
MiénNam | 0,5->256 | >256 | >256 62,1
Mién Bic | 0,06 - >64 64 >64 89,6
Levofloxacin | Mién Trung | 0,06 - >64 64 >64 79,2
Mién Nam | 0,06 - >64 64 >64 75,9
Mién Bac | 0,25-—32 2 16 23,9
Minocycline | Mién Trung | 0,25 — 32 2 16 18,8
Mién Nam | 0,25 - 32 2 16 20,7
Mién Bac | <0,25—-1 | 0,25 0,5 00
Colistin Mién Trung | <0,25—-1 | 0,25 0,5 00
MiénNam | <0,25-1 | 0,25 0,5 00

Ty 1é dé khang KS ciia cac chung A. baumannii & 3 mién khéng hoan toan
nhu nhau. Nhung dai gia tri MIC, MICso, MICg clia cac KS & 3 mién khong co sur
khac biét.
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Ty 1€ (%)
SIPM

EMEM

27,8

44,4

1,4

14,6 ™ =4 35
18,1
0,7 i 21
) _SEmr 2’1 ‘ 9’7_. 3’5 h39 7
™ om0l o | §P 4D |

<0,5 1 2 4 8 16 32 64 =64 MIC (ng/ml)

Biéu @6 3.1. Phan bo ty 1¢ (%) gia tri MIC ciia carbapenem
ddi voi cac chiing A. baumannii
Gia tri MIC = 32 - 64 pg/ml chiém ty 18 nhiéu nhat. DOR c6 MIC thép
hon so voi IPM va MEM, ty 1¢ DOR c¢6 MIC > 64 pg/ml 1a 29,2% so vai
64,5% va 47,9% cia IPM va MEM (su khac biét c6 ¥ nghia théng ké véi p
<0,01). Péi voi cac chung CSAB, MIC < 0,5 pg/ml 1a cha yéu.
Bang 3.6. Gia tri MIC ciia mdt s6 khang sinh & 2 nhém CSAB va CRAB

Dai MIC MICso MICoo Ty 1€ (%)
Load (ug/ml) (ug/ml) (ug/ml) khang
Ké CSAB CRAB CSAB | CRAB |[CSAB |CRAB| CSAB [CRAB
n=24 n=120 n=24 | n=120 | n=24 |n=120| n=24 |n=120
CAZ | 4-128 8->128 8 >128 128 | >128 16,7 99,2
<0,001
CPM 2-32 16 - >128 4 128 16 >128 8,3 99,2
<0,001




66

AK |0,5->256| 1->256 1 >256 32 | >256 | 8,3 83,3
<0,001
LEV | 0,06 -16 | 0,125 -64 2 >64 16 >64 | 29,2 | 94,2
<0,001
MI |0,125-32| 0,25-32 | 0,5 2 8 32 8,3 24,2
<0,05
CO |<0,25-0,5| <0,25-1 | 0,25 0,25 0,5 0,5 0 0

Gia tri MICsp, MICg Vva ty 1& dé khang véi mot sb KS (Ngoai trir
colistin va minocyclin) & nhom ching CSAB thip hon hian so v&i nhom
CRAB (su khéac biét c6 y nghia théng ké v&i p < 0,001).

T§ 1¢ (%) Cefepime
86,7
S R

© ea 333

¢ 20.8

- 12.5 108
LLLe s .

0 -+ 0 0 0
<2 4 8 16 32 64 >128
H CSAB (n=24) H CRAB (n=120) MIC (ug/mb

Biéu d6 3.2. Phan bo ty 18 (%) gia tri MIC cia cefepime
& 2 nhém CSAB va CRAB
Pbi véi cac chung CSAB, 83,3% sd chung c6 MIC < 8 pg/ml (con
nhay cam véi CPM). Déi vai cac chung CRAB, 99,2% sb ching dé khang véi
CPM va 86,7% s6 chung c6 MIC> 128 pg/ml.
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Ty 1€ (%) Ceftazidime
97,5
w S R
75
42 08 42 0 42 17
i ' r M. Ao l.ew
4 8 16 32 64 >128
u CSAB (n=24) u CRAB (n=120) MIC (ng/ml)

Biéu d6 3.3. Phan bo ty 1¢ (%) gia tri MIC ciia ceftazidime
& 2 nhém CSAB va CRAB
Pbi voi cac ching CSAB, 79,2% sb ching c¢6 MIC < 8 pg/ml (con
nhay cam véi CAZ). Dbi véi cac ching CRAB, 99,2% s6 chung dé khang véi
CPM va 97,5% s6 chung c6 MIC> 128 pg/ml.

Ty 1€ (%) Amikacin

80
75 S R
83 83
25 4,2 25 17 4,2 4,2 17 33 42
<2 4 8 16 32 64 128 2256
m CSAB (n=24) M CRAB (n=120) MIC (ng/ml)

Biéu dd 3.4. Phan b ty 18 (%) gia tri MIC ciia amikacin
¢ 2 nhom CSAB va CRAB
Pbi voi cac ching CSAB, 83,3% s chung ¢6 MIC < 16 pug/ml (nhay
cam v&i AK), trong d6 MIC <2 pg/ml 1a chu yéu (70,8%). Di vé6i cac ching
CRAB, 85,0% s chung ciing dé khang v&i AK va 80,0% s chung c6 MIC>
256 pg/mil.
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Ty 1é (%) Levofloxacin

125 12,5
>~ 10,8 12,5 10
6,7
33 17
0
8 16 32

<1 2 4 >64
u CSAB (n=24) u CRAB (n=120) MIC (ug/ml)

Biéu do 3.5. Phan bo ty 18 (%) gia tri MIC ciia levofloxacin
& 2 nhém CSAB va CRAB
Déi v6i cac ching CSAB, 58,3% s6 ching c¢6 MIC < 2 pg/ml (nhay
cam v4i LEV), MIC <1 pg/ml 14 45,8%. Pbi vé6i cac ching CRAB, 95,0% sb
chung dé khang v&i LEV va 67,5% s chung c6 MIC> 64 pg/ml.

Ty 1€ (%0) Minocycllin

583
w S R
50 25
. 25
) 15
142 125 "
<1 2 4 3 16 32
u CSARB (n=24) = CRAB (n=120) MIC (ug/mi)

Biéu do 3.6. Phan bd ty 18 (%) gia tri MIC ciia minocyclin
¢ 2 nhom CSAB va CRAB
Pbi v4i ca 2 nhom CSAB va CRAB, ty 1¢ chung nhay cam v&i MI con
kh& cao (87,5% va 60,8%) (Su khac biét co ¥ nghia théng ké véi p<0,05).
MIC < 1 pg/ml la 58,3% va 42,5% & 2 nhom.
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T§' lé (%) Colistin
S
25
15
1,7
<0,25 0,25 0,5 1 2 MIC (ug/ml)
B CSAB (n=24) B CRAB (n=120)

Biéu d0 3.7. Phan bd ty 18 (%) gia tri MIC ciia colistin
& 2 nhom CSAB va CRAB
Pbi voi ca 2 nhom CSAB va CRAB, 100% s chung con nhay cam véi
colistin va khong co su khac biét vé phan bd gia gia tri MIC giira 2 nhom.

Gan 1/2 sb chang c6 MIC = 0,25 pg/ml.

Giéng & d6 Vi

khudn d3 bi rc ché

SO A SR

Hinh 3.2. Hinh anh k¥ thuit xac dinh MIC ddi véi colistin
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3.2. PHAT HIEN MOT SO GEN MA HOA CARBAPENEMASE LOP D,
B CUA ACINETOBACTER BAUMANNII

3.2.1. PCR phat hién mat s6 gen ma hoa carbapenemase

Ty 1€ (%) 86,9
79,9 80,6
h10/115
5,6 63

a .
4
blaOXA-58 (n=8)  blaNDM-1 (n=9) blaOXA-23 1SAbal(n=116)  ISAbal/OXA-23 OXA-24, IMP,
(n=115) (n=110) VIM, SIM, GIM,

SPM Gen

Biéu @6 3.8. Ty 1é gen ma hoa carbapenemae phat hién dwoc

&' cac ching A. baumannii

Trong 144 chung A. baumannii, 79,9% mang gen blaoxa-23-ike, gen
blaoxa ssike VA blanpm-1 chiém ty 16 thap (5,6% va 6,3%), 80,6% co 1SAbal va
86,9% (110/115) s6 chung mang gen blaoxa 2s.iike €O 1SAbal & ving trudc cta
gen blaoxa-23-iike (ISAbal/blaoxa-2s-ike). Khbng xac dinh dugc chung nao mang

gen blaoxa-24-like, blame, blayim, blaspm, blagiv, blasm.

TV 1€ (%)
= 73,6
n
@
%
w
»
» 159
10
1,4 1,4 28 3,5 1,4
, - - - o -
o ) & e & & ~
¥ > » » 5
= .\Y?) -\y_f') \’ﬁo 6),\7« %}5\0 ,;:\Q T6 hop gen
Q o v_f'? 4¥ M B
g S b 2

¥ ¥
o+ F
m1gen(159%) M2 gen (76,4%) 3 gen (7,6%)

Biéu @6 3.9. Ty 1é té6 hep cac gen ma hoa carbapenemase

¢ cac ching A. baumannii
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Trong 6144 chung, chi c6 15,9% sé chung dwong tinh véi duy nhét
gen blaoxasi-ike. Trong khi do, 76,4% sb chung mang hai gen (nhiéu nhat 13 to
hop blaoxasi-ike+blaoxazsike); 7,6% s6 chiung mang t6 hop 3 gen mi hoa
carbapenemase.

Bang 3.7. Ty I€ cac ching A. baumannii dwong tinh véi ISAbal

ISAbal dwong tinh (n=116)
Ching chico | Ching co Chiing khong
blaoxa-s1-like | blaoxa-2s-ike | €O blaoxa-23-like

S6 chiing dwong tinh/tong 6/23 110/115 0/6

Ty 18 (%) 26,1 95,7 0

Trong 116 ching duong tinh voi ISAbal, 26,1% s6 ching chi mang
blaoxasi-ike V& 95,7% cac chung cé blaoxa-2z-ike duong tinh véi ISAbal, cac
chung khong c6 blaoxa-23-ike khong duong tinh vdi ISAbal.

M N PL P2 1 2 3 4 5 6 7 8 9

', 0xa 58 (599bp)

0xa 23 (501bp)

_+0xa 51(353bp)

Hinh 3.3. Hinh anh dién di san pham PCR doan gen blaoxa
cua cac ching A. baumannii
Cha thich: Giéng 1-9: Két qua dai dién phét hién gen blaoxasi-ike, blaoxa-23-
like, Dl@oxA-58-1ike CUA CaC chung A. baumannii nghién ciu. P1: Ching duong 1- ADN
mang gen blaoxa-si-iike blaoxa-23-ike,- P2: Chitng duong 2- ADN mang gen blaoxasi,

blaoxass cua A. baumannii; N: chitng &m; M: thang chuan 100bp.
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_— NDM-1(492 bp)

o

Hinh 3.4. Hinh anh dién di san pham PCR doan gen blanom-1
cua cac chang A. baumannii
Cha thich: P: Chumng duong - DNA mang gen blanpw-1 cia A. baumannii.
N: chizng Am; M: thang chudn (100bp). Mdu 1,4,5,6,8: Duwong tinh véi gen blanpm-1.

M I 2 3 PI N1 4 5 6 T P2 N2

ISAbal/blagy 4 53
(1130 bp)

ISAbal (549 bp)

Hinh 3.5. Hinh anh dién di san pham PCR
doan gen ISAbal va ISAbal/blaoxa-23 ciia cac chiing A. baumannii
Chu thich: P1: Chung duong - DNA mang gen ISAbal. P2: Chung duong -

DNA mang gen ISAbal/blaoxa-2s. N1, N2: chizng &m; M: thang chuan (100bp).
Mdu 1, 2: Dwong tinh véi ISAbal; Mdu 4,6: ISAbal/blaoxa 23
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Acinetobacter baumannii strain 19-63P73 OXA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D
beta-lactamase OXA-882 (blaOXA) gene, blaOXA-882 allele, complete cds
Sequence ID: MN476922.1 Length: 922 Number of Matches: 1

Range 1: 284 to 636 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
652 bits(353) 0.0 353/353(100%) 0/353(0%) Plus/Plus

Query 1  TAATGCTTTGATCGGCCTTGAGCACCATAAGGCAACCACCACAGAAGTATTTAAGTGGGA 60
_ COLELLEEDEELEEE LR R L e e e L e e e et e e
Sbjct 284 TAATGCTTTGATCGGCCTTGAGCACCATAAGGCAACCACCACAGAAGTATTTAAGTGGGA 343
Query 61 TGGTaaaaaaaGGTTATTCCCAGAATGGGAAAAGGACATGACCCTAGGCGATGCCATGAA 120
_ COUEREEEEEREEE R L e et e e e e e e e e el
Sbjct 344 TGGTAAAAAAAGGTTATTCCCAGAATGGGAAAAGGACATGACCCTAGGCGATGCCATGAA 403
Query 121 AGCTTCCGCTATTCCAGTTTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGGACTTGAGCTCATGTC 180
, [LLERLEEEEEEER e Rt e e e e e e e b nee gl
Sbjct 404 AGCTTCCGCTATTCCAGTTTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGGACTTGAGCTCATGTC 463
Query 181 TAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACCCAAGTCGATAATTT 240
: COLELECLLEREEREEE R e e e et e e e e ee e e et
Sbjct 464 TAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACCCAAGTCGATAATTT 523
Query 241 TTGGCTGGTGGGTCCTTTAAAAATTACTCCTCAGCAAGAGGCACAGTTTGCTTACAAGCT 360
, COUCLLEELEREEREE et e et e e e e e e e e
Sbjct 524 TTGGCTGGTGGGTCCTTTAAAAATTACTCCTCAGCAAGAGGCACAGTTTGCTTACAAGCT 583
Query 361 AGCTAATAAAACGCTTCCATTTAGCCAAAAAGTCCAAGATGAAGTGCAATCCA 353

: CLLLEELEEEEEEEEEE Rt e e et L e et e et
Sbjct 584 AGCTAATAAAACGCTTCCATTTAGCCAAAAAGTCCAAGATGAAGTGCAATCCA 636

Hinh 3.6. Két qua dai dién so sanh giai trinh tw sain phAm PCR
gen blaoxa-si-iike V6i trinh tw gen chuan
Két qua PCR va giai trinh tu san pham PCR ddi v&i gen blaoxasiike
clia cac ching nghién ciru nhu ¢ hinh 3.4 va hinh 3.7 (d6 tuong dong 100%
v6i trinh ty gen blaoxasiiike trén co so dit liéu cia NCBI) di khiang dinh gen
blaoxasi-ike phat hién dugc trong nghién clru nay 1a chinh xac va dang theo

cac tham chiéu quoc té (két qua giai trinh tu dugc trinh bay tai phu luc 2).
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Acinetobacter baumannii strain 6AB15 insertion sequence ISAbal, complete
sequence; and OXA-23 carbapenemase (0xa-23) gene, complete cds

Sequence ID: GQ849192.1 Length: 2036 Number of Matches: 1
Range 1: 781 to 1872 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1958 bits(1060) 0.0 1085/1096(99%) 6/1096(0%) Plus/Plus
Query 15 ATTGCGAGCATCAGGATATTAATATTTCGTTTTCCCCATTTCCAATTGGTTCTATCTARA 74
RN NN nnanaanannanan A
Sbjct 781 ATTGCGAGCATCAGGATATTAATATTTCGTTTTCCCCATTTCCAATTGGTTCTATCTAAA 840
Query 75 TTGGTCGAATGAAAACATATTGAAAATCAACTGAGAAA-TTGACGATAA 133
: ||||||||||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||||||||||||| LLLLTTLT
Sbjct 841 GGTCGAATGAAAACATATTGAAAATCAACTGAGAAATTTGACGATAA 960
Query 134 AAAATACTGACCTGCAAAGAAGCGCTGCATACGTCGATAAAATGATTGTGGTAAGCAC 193
: ||||||||||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|||||||||||||||||||||||I
Sbjct 981 ACTGACCTGCAAAGAAGCGCTGCATACGTCGATAAAATGATTGTGGTAAGCAC 960
Query 194 TTGATGGGCAAGGCTTTAGATGCAGAAGAAAGATTACATGTTTGCTTTAAAATAATCACA 253
LLCEECEEEEEEECEE e e e e L e et e e e e
Sbjct o961 TTGATGGGCAAGGCTTTAGATGCAGAAGAAAGATTACATGTTTGCTTTAAAATAATCACA 1820
e i i i
Sbjct 1821 AGCATGATGAGCGCAAAGCACTTTAAATGTGACTTGTTCCATTTTAGAGATTTGTTTAAG 1030
it hnni e .
Sbjct 1081 ATAAGATATAACTCATTGAGATGTGTCATAGTATTCGTCGTTAGAAAACAATTATTATGA 1149
Query 374 CATTATTTCAATGAGTTATCTATTTTTGTCGTGTACAGAGCTCTTTTTTATTTTCTATTG 433
RN nnnanananns
Sbjct 1141 CATTATTTCAATGAGTTATCTATTTTTGTCGTGTACAGAGCTCTTTTTTATTTTCTATTG 1200
Query 434 ATCTGGTGTTTAAAATGAATAAATATTTTACTTGCTATGTGGTTGCTTCTCTTTTTCTTT 493
||||||||||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||||||||||||||||||I||||I
Sbjct 1281 ATCTGGTGTTTAAAATGAATAAATATTTTACTTGCTATGTGGTTGCTTCTCTTTTTCTTT 1260
Query 494 AGCATAATTTAATAAATGAAACCCCGAGTCAGATTGTTCAAGGAC 553
_ ||||||||||||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||||||||||||||||||I||||I
Sbjct 1261 ATAATTTAATAAATGAAACCCCGAGTCAGATTGTTCAAGGAC 1320


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GQ849192.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=5DCPUB8U013

Query
Sbhjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Shjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbhjct
Query
Sbjct
Query
Sbhjct

554

1321

614

1381

674

1441

734

1561

794

1561

854

1621

914

1680

973

1738

1833

1797

1893

1857

75

ATAATCAGGTGATTCATCAATACTTTGATG222222aCACCTCAGGTGTGCTGGTTATTC

ATAATCAGGTGATTCATCAATACTTTGATGAAAAAAACACCTCAGGTGTGCTGGTTATTC

AAACAGAT2aa2aaaTTAATCTATATGGTAATGCTCTAAGCCGCGCAAATACAGAATATG

AAACAGATAAAAAAATTAATCTATATGGTAATGCTCTAAGCCGCGCAAATACAGAATATG

AGCCTCTACATTTAAAATGT TGAATGCCCTGATCGGATTGGAGAACCAGAAAACGG

CTACATTTAAAATGTTGAATGCCCTGATCGGATTGGAGAACCAGAAAALGG

ATATTAATGAAATATTTAAATGGAAGGGCGAGAAAAGGTCATTTACCGCTTGGGAAAAAG

ATATTAATGAAATATTTAAATGGAAGGGCGAGAAAAGGTCATTTACCGCTTGGGAAAAAG

ACATGACACT ATGAAGCTTTCTGCAGTCCCAGTCTATCAGGAACTTGCGC

AAGCTTTCTGCAGTCCCAGTCTATCAGGAACTTGCGC

GAAGTAAAACGTATTTGGTTTCGGTAATGCT

GAAGTAAAACGTA-TTGGTTTCGGTAATGCT

GAAATTGGACAGGCA-GTTGATAATTTCTGGGTTGGTAGGACCATTAAAGGTTACGCCTA

GAAATTGGACAG-CAGGTTGATAATTTCT -GGTTGGTAGGACCATTAAAGGTTACGCCTA

TTCAAGAGGTAGAGTTTGTTTCCCAATTAGCACATACACAGCTTTCCATTTAGTGAAAAA

TTCAAGAGGTAGAGTTTGTTTCCCAATTAGCACATACACAGC-TTCCATTTAGTGAAAAA

GTGCAGGCTAATG222aaaaTTTGCTTCTTTTAGAAGAGAGTAATGGCTACAAAATTTTT

GCAGGCTAATGTAAAAAATATGCTTCTTTTAGAAGAGAGTAATGGCTACAAAATTTTT

GGAAAAGCTGGTTGGG 1188

GGAAAGACTGGTTGGG 1872

613

1380

673

1440

733

1500

793

15608

853

1620

913

1679

972

1737

l@32

1796

1092

1856

Hinh 3.7. Két qua dai dién so sanh giai trinh tw sain phAm PCR

gen ISAbal/blaoxa-zs-iike V6i trinh twr gen chuin

Két qua PCR va gidi trinh ty san pham PCR doan gen ISAbal/blaoxa-2s-

like clia cac chung nghién ctru nhu ¢ hinh 3.6 va hinh 3.8 (d6 twong dong 99%

voi trinh ty gen I1SAbal/blaoxa-2s-like trén co s¢ dit liéu ctia NCBI) da khang

dinh gen ISAbal/blaoxa-23-like phat hién dugc trong nghién ctru nay la chinh xac

va diing theo cac tham chiéu qudc té (két qua giai trinh tai phu luc 7).

Tuong tu, doi vo1 cac gen blaoxa-2zqike, Dlaoxa-ss-iike, blanom-1, 1SAbal,

ISAbal/blaoxa-2s-iike két qua giai trinh tu san pham PCR cac gen tuong Gng clia

cac ching nghién ctru da khang dinh cac gen phat hién dugc trong nghién ciru

nay 1a chinh xac va dung theo cac tham chiéu qudc té (két qua giai trinh tu

duoc trinh bay tai phu luc 3, 4, 5, 6, 7).
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Ty 18 (% 95.8
v 18 (26) 03

1

86,7

83
5 7.5
: s .

blaOXA-23 blaOXA-58 blaNDM-1 I1sAbal 15Aba1/blaOXA-23

m Nhay cim carbapenem (n=24) mKhing carbapenem (n=120) Gen

Biéu @6 3.10. Ty & cac gen m& hoa carbapenemase
¢ 2 nhém CSAB VA CRAB
Déi voi CSAB, ngoai blaoxasiike, Chi €6 8,3% s6 chiing mang blaoxa ssdike
va 20,8% co ISAbal. Gen blaoxa-2sqike, blanom-1 1ISAbal/blagxasiqike Chi 6 & nhom
CRAB.

TV 18 (%)
984 984 984 992 992

™ 95
. 82,7
21. 21,5
13
8,7
43 4,3 4,3 4,3 8.7 ‘

IPM MEM DOR CAZ CPM AK LEV M
mblaOXA-51* m>2gen Khiing sinh

=1

=
=1

=

@
=]

w
=1

.
=1

w
=]

=1

=]

Biéu @6 3.11. Ty Ié @@ khang khang sinh ciia cac chiing

A. baumannii mang 1 va > 2 gen ma hoa carbapenemase
C4c chung chi mang gen blaoxasiike €6 ty 18 dé& khang v6i cac KS thap
hon nhiéu so vdi cac chung c6 > 2 gen mi hoa carbapenemase (v6i p< 0,001).
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Ty 1é (%)
= 25,0

26,7 5,0 0 2,0 0
100
20,0
80 53 3"0
53,0 3
60
40,0
53,0 ’
40
i)
6,0 6,7 5,0 6,7

IS/OXA23 IS/OXA23 IS/OXA23 IS/OXA23 IS/OXA23 IS/OXA23  (3ep
) © ) ©) ) ©)
IPM MEM DOR

S m16 m32 w64 m>64 MIC (png/ml)

Biéu d0 3.12. Ty 1¢ gia tri MIC ciia carbapenem giita 2 nhém
mang blaoxa-2z-iike CO Va khong cé 1SAbal/blaoxa-23ike
Ty 1& cac gia tri MIC cta 2 loai KS IPM va MEM gan tuong tu nhau
gilta cac chiing mang blaoxa-2z-ike 6 hodc khong co ISAbal/blaoxa-2zike. PO
voi DOR, nhom chung c¢6 ISAbal/blapgxa-z-ike €O ty 1€ MIC > 64 ug/ml cao
hon nhoém ching khong c6 1SAbal/blaoxa2z.ike (S khic biét c6 y nghia thong
ké vai p < 0,05).

T 18 (%)
50 82,1 81,3
© 72,4
o
w
o
" 3
Y 29
=
. 59 62 ia 8.9 1234
[
BlaOXA 23 bl2OXA S8  blaOXA NDM 1 ISAbal ISAbal/OXA 23
@=115) (n=8) ©=9) (=116) (=100)

N ~ . ‘ Gen
®Mién Bac © Mién Trung ™ Mién nam
(0=67) (n=48) (0=29)

Biéu @6 3.13. Ty & cac gen m& hoa carbapenemase
& cac chiing A. baumannii theo viing mién
Cac gen ma hda carbapenemase déu c6 & cac chung A. baumannii phan

lap duoc tai cac bénh ¢ 3 mién vai ty 18 gin tuong ti nhau.
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T§ 1 (%)

9.6

blaOXA-23 blaOXA-58 blaOXA-NDM-1 Gen

= BV Trung wong (n=52) ® BV tuyén tinh (n=92)

Biéu d0 3.14. Ty ¢ cac gen ma hoa carbapenemase
& cac chiing A. baumannii theo tuyén bénh vién
Ty I€ cac gen mé hda carbapenemase & cac chung A. baumannii phan lap
duoc tai cac bénh vién tuyén trung uong cao hon cac bénh vién tuyén tinh (tuy
nhién, su khac biét co ¥ nghia thong ké chi ddi vai gen blanpwm.1 Voi p <0,05).
3.2.2. Xac dinh maoi lién hé kiéu gen PFGE va kiéu hinh dé khang khang

sinh cia cac ching A. baumannii

M 1 2 3 45 6M7 8 9 1011 12M

uEem| |
oy | g1
i (i 44 (W]
SR
L

N ml
O n
diimay

'fﬂfﬂf.l m

Hinh 3.8. Hinh anh dai dién cho kiéu gen PFGE ciia A.baumannii
Chu thich: M: Thang ADN chudn cuia Salmonella braenderup H9812
1-12: L& ADN cza 12 chiing A. baumannii xdc dinh kéu gen PFGE
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Do twong dong
> 80%

s
L

.

ATl itk

1
1

T AT

I
|
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Hinh 3.9B

Mi Bénh

NC vién
62 TN
85 TN
71 HT
77 HT
89 CR
122 Qb
123 Qb
121 Qb
88 N
39 BG
137 QP
147 TN
102 xp
115 xp
119 XP
136 QP
5 TN
66 HT
125 QP
128 Qb
131 Qb
28 NA
90 CR
93 CR
67 N
32 NA
125 QP
142 ND
139 ND
127 QP
149 TN
19 H
12 H
6 H
145 TN
146 TN
132 QP
133 Qb
143 ND
117 XP
66 N
73 HT
74 HT
34 BG
61 ™
2 NA
29 NA
100 CR
108 XP
101 CR
99 CR
104 XP

Cum

Xl

Xl

X1

Xiv
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D6 twong ddng Mai B?f‘" Cum
= 80% NC vién
X 'l 1 X
1 99 CR
| { 104 xp | XV
| 110 XP
11 XP
| 18 XxPp |
| 89 HT | XIX
i 70 HT
| 53 N
. | 54 i
[ 98 CR
— | 58 TN
— 97 CR | XX
— 134 @@
— | BE Ill [ 88 HT
- - l IA T 48 BG
Il 67 _Pr':l'
145 I
—_ 5 HT | XXI
L 24 N
N I 2 H
— 105 XP
— | s Xp XX
— H 116 XP
| 106 XP |y
| 109 xp
154 ND
E 73 HT
|1 9 CR
156 ND
S | oo
|| 94 CR
64 HT
B I 66 HT
3 86 ™
| | & ™ loav
102 CR
] 96 CR
— 1 120 QP
— 144 ND
i 83 HT | XXV
— 78 HT -
- 36 BG
58 ™
, 49 ™
. ‘ 13 xp
i £ 5 Jow
— i 47 BG - ’

Hinh 3.9C
Hinh 3.9 (hinh 3.9A, 3.9B, 3.9C): Méi lién hé kiéu gen ciia 144 chiing

A. baumannii phan lap tai 9 bénh vién
Két qua PFGE tai hinh 3.8 cho thay, cac chung A. baumannii c6 kiéu gen
da dang (V6i 26 cum c6 do twong dong vé kiéu gen > 80%, trong d6 cd 2 cum O
d6 tuong dong 100%. Céc cum tuong dong vé kiéu gen gébm cac chung trong

cling 1 bénh vién hoic cac bénh vién va cac viing mién khac nhau.
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AME.

1134 67890

.Ll (L] I.-EE
L

I:I | NENEEEEE

Hinh 3.10A

Mi Gen Cum

123 QD  OXA-23 X
121 QD 0XA-23
aa CR OXA-23 A
127 QD 0OXaA-23
147 TN OXA-23

102 XP 0OXA-23 Xl
115 XF oxa’

119 XF 0XA-23

136 QD oxaz3

106 XP  OXAM

108 XP 0XA-23 ] XX
105 XP OXA-23

114 XP  OXA-1 ] XXl
152 ND OXA-23 ] X
155 ND  OXA-23

g4 TN OXA-I3
40 BG  0OXA2}

41 BE  OXAM v
so TN OXA23

52 TN OXA23

g9 H 0XA-23 Xl m
1w H OXA-23,0XA-58

5 H OXA 23 -

11 H OXA-23

7 H OXA-23 i

1 H OxXA 23

3 H OXA-23

10 H OXA-23 ] Vi
35 NA OXA3

15 H OXA-23

16 H 0XA 23

12 H OxXA 23 }‘J
17 H OXA-23

42  BG  oOoxar3

44 BG  0OXA1 ] Vil
% NA -

3 CE OXAI3 ]"-””
g5 TN -

o™ | xxiv
21 H -

22 H - ] I

23 H -

17 NA -

4z BOR -

a7 BOR - ] XXVI
g2 HT -

72 HT OXA23 ] xxv



83

Do twong dong =80% Bénh
1 vién
apal AMR Ma
p - Cum
L : 123456789 NC Gen .
[ AU A T P |
[ EEEEEEEET == TN oOxA *XI
AREEEEER o7 CR 0XA23 :
AREEEREN 111 XP  Oxa2
ARRRERERN 112 XP OXA2
ANREEEER 118 Xp OXA-2 *X
HEREEERR ] HT o0xA2
[ [T TTTT] 70 HT OXA2
ANEEN B 52 TN  0xa-23
HEREEEER 54 TN OxXall
r [ [ [T 1] 93 (R OXA2 1
L 101 CR OXAZ XIX
104 XP OXA2
110 XP OXA23
1 TN OXA23
ﬁ 117 XP  OXAn | v
| - HT OXA-23NDM-!
| ' 74 HT OXA2
I 1 3¢ BG OXAZ
i TN  0XA-23
{E | g; NA  OXA2I xvii
¥ 25 NA OXA-I3
13 126 QD OXAZI
Hit 1 il 142 ND OXA3
{‘E d I "_“!_ﬁ' 133 ND  oxam XIv
I 127 QD oOxam
_E RLAN 15 H OXA-23 NDAE®
— i 195 TN OXa2 .
LT 5 H oxan
I 12 H oxan
kil 195 TN  oxan
8] 'T' 195 TN oOxa-2 XV
132 QD oxan
| Ll 133 QD OXa2
T e 1T 143 ND Oxan
! ] 125 QD oxan
' 128 QD oxan
31 oD oxa-n X
- ti 28 NA oxam
1 | | 20 CR oXA13
93 CR oxan
U &0 TN OXa-23
52 TN OXa-23
rE | LRI % TN oxan
71 HT oOXi23
77 HT oxa23
| I 8 (R OXAD X
12 gp oxan
123 QD 0XA23
121 QD 0XA-23

Hinh 3.11B
Hinh 3.10 (hinh 3.10A, 3.10B): Kiéu hinh @& khang & c4c cum
c6 kiéu gen PFGE twong ddng
Ghi chi: AMR: Tinh khang khang sinh (Nhay cam: H; Khang/trung gian B
1: IPM, 2: MEM, 3: DOR, 4: CPM, 5: CAZ, 6: AK, 7: LVX, 8: Ml, 9: CO
Kiéu hinh @& khang khang sinh cua cac chang thuoc mot cum kiéu gen
PFGE khong hoan toan gidng nhau. 15/26 cum c6 su khac biét dbi véi khang

sinh minocycline, cac khang sinh khac it c6 su khac biét hon (3-5/26 cum).
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3.3. XAC PINH MOI LIEN QUAN GITUA MIC VOI SU XUAT HIEN
CARBAPENEMASE VA GEN MA HOA CARBAPENEMASE

E.coli ATCC

7{977

Vi

/‘l

2

Hinh 3.11. Anh két qua dai dién thir nghiém
MHT (trai) va THT (phai)
Ch thich: 1: Chuing chiing duong; 2: Chung chimg am véi carbapenemase.
3,4: Chiing A. baumannii kiém tinh tra sinh carbapenemase

Chuing 3,4: Am tinh véi carbapenemase ¢ MHT nhung diwong tinh ¢ THT

Hinh 3.12: Anh két qua dai dién cho ky thuat CarbAcineto NP
Ong 1: Ching néi; ong 2: Chiing am; ong 3: chitng dirong; ong 4: Mau tha

dwong tinh véi carbapenemase cO blanow-1 (Chuyén mau tir dé sang vang hoan
toan, trong vong 20 phat); ong 7: Mdu diwong tinh carbapenemase c6 blaoxa-2s (T
dé sang vang cam); ong 8: Mdu c6 blaoxa-ss (Tir dé sang dé cam) (Poc két qud am
tinh); Ong 5,6: Mdu am tinh véi Carbapenemase
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Bang 3.8. Ty |é carbapenemase dwong tinh theo tirng ky thuat

CarbAci
CarbAci Tinh
Ky thuat MHT THT NP cai CIM
NP ] chung*
tien

, 71144 117/144 119/144  119/144
S6 wgng 121/144  121/144
7(Y)  5(Y) 9(N) 9(N)

Ty I€ (%) 49 81,2 82,6 82,6 84,0 84,0

Chd thich: Tinh chung*: Tiéu chudn xdc dinh 1 chung sinh carbapenemase khi
chiing dé cho két qua “duwong tinh” Véi bdt ky 1 trong 5 ky thugt.

(Y): Duong tinh yéu (Khé xdc dinh dwong tinh/am tinh)

(N): Duong tinh nhanh trong vong 20 phut

K3 thuat CIM c6 ty & duong tinh v&i carbapenemase cao nhat (84,0%).
Tiép dén la ki thuat CarbAcineto NP va CarbAcineto NP cai tién (2 ky thuat
nay cho két qua hoan hoan twong déng nhau) va cho két qua dwong tinh
nhanh (N) trong vong 20 phat dbi véi ching c6 blanpm1. Ky thuat MTH cho
ty 1¢ dwong thap nhit (trong d6, ca 7/7 cho két qua duong tinh yéu (Y).
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Bang 3.9. Méi lién quan giita MIC véi carbapenemase duong tinh theo tirng Ky thuat

Nhay/khang MIC Ty I€ carbapenemase dwong tinh p
carbapenem | (ug/ml) MHT THT | CarbAcineto | CarbAcineto CIM Tinh Tong
NP NP cai tién chung*
Nhay cam | <2 (n=24) 0 1(Y) 1(Y) 1(Y) 2 2 2
(n=24) (8,3) (8,3) (8,3)
8 (n=2) 0 0 1 1 1 1
(50,0) (50,0) (50,0) (50,0)
16 (n=6) 0 5 6 6 6 6 <0,001
e 119/120
be khang (83,3) (100) (100) (100) (100)
(n=120) 32 (n=20) 0 20 20 20 20 2 (99.2)
(100) (100) (100) (100) (100) ’
>64 (n=92) 7(Y) 91 91 91 92 92
(7,6) (98,9) (98,1) (98,1) (100) (100)
TONG 71144 117/144 119/144 119/144 121/144 | 121/144
(4,9) (81,2) (82,6) (82,6) (84,0) (84,0)

C6 su khac biét vé ty 1¢ duong tinh véi carbapenemase giira 2 nhdm: CSAB véi MIC < 2 pg/ml va CRAB véi

MIC > 8 pg/ml (8,3% so vai 99,2%). Tuy nhién, ty 1€ duong tinh véi tirng ki thuat khac nhau: CIM co0 ty 1¢ duong

tinh cao nhat, tiép dén la CarbAcineto NP, CarbAcineto NP cai tién. Di voi ki thuat THT va MHT, ty 1¢é duong tinh

cao hon ddi véi cac ching c6 MIC cao. MHT chi duong tinh yéu (Y) véi chang c6 MIC > 64 pug/ml.
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Bang 3.10. Méi lién quan giira gen ma hda carbapenemase véi carbapenemase dwong tinh theo tirng ky thuat

Duwong tinh véi carbapenemase

S6 lwgng gen Gen mé hoa carbapenemase MHT | THT | CarbAcineto | CarbAcineto | CIM Tinh Tong
NP NP cdi tien chung*
1 gen (n=23) bIaOXA-51* 0 0 0 0 0 0
blaoxa-s1+ blaoxa-ss 1(Y) 1(Y) 1(Y) 2 2
(n=2) (100) | (100)
b|ao)(A-51+ b|ao>(A-23 4 (Y) 103 105 105 106 106
(n=106) 38) | (97.1) (99,1) (99,1) (100) | (100)
blaoxa-s1+ blanom-1 0 2(Y) 2 (N) 2 (N) 2 2
>2 gen (n=2) (100) (100) (100) (100) | (100) |121/121
(n:121) blaoxas1t+ blaoxa-23+blaoxa-ss 1 (Y) 4 4 4 4 4 (100)
(n=4) (250) | (100) (100) (100) (100) | (100)
blaoxa-s1+blaoxa23+ blanpm-1 2 (Y) 5 5 (N) 5 (N) 5 5
(n=5) (100) | (100) (100) (100) (100) | (100)
blaoxa-s1+blaoxass+ blanpm-1 0 2 (Y) 2 (N) 2 (N) 2 2
(n=2) (100) (100) (100) (100) | (100)
Tong 71144 | 117/144 119/144 119/144 121/144 | 121/144

Cac chung chi c6 blaoxasi-ike, khong cd ching nao duong tinh (+) voi carbapenemase. 100% ching c6 >2 gen:

duong tinh véi carbapenemase. Tuy nhién, ty 1¢ (+) vdi carbapenemase la khac nhau gitra cac ky thuat: CIM  (+) 100%
va 12 k¥ thuat duy nhat (+) voi ching mang blaoxasiiiket blaoxassiike; MHT ¢6 ty 18 (+) thap nhat va chi cho két qua (+)
yéu (Y). CarbAcineto NP cho két qua duong tinh nhanh (N) d6i v&i chiing c6 blanpw-1 (khoang 20 phit).
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Bang 3.11. Méi lién quan giita MIC véi s xuat hién carbapenemase va gen ma héa carbapenemase

& A. baumannii

MIC cuia IPM Ty |€ carbapenemase dwong tinh
Gen carbapene- Carb- C_arb- ,
mase . Acineto- Tinh 2
<2 16 32 >64 MHT | THT | Acineto .\ CIM « | Tong
NP NP_ACal chung
tien
blaoxas1” 22 0 0 0 0 0 0 0
(n=23) (83,3)
0 0 0 0 0 0
(16,1)
blaoxas: + 2 0 1(Y) 1(Y) 1(Y) 2 2 212
blaoxa-ss (100) (100)
(n=2)
0 0 1 1 1 1
(0,94)
blaoxa-s1 + 6 0 5 6 6 6 6
blaoxa-23 (5,7) 106/106
(n=106) 18 0 18 18 18 18 18 (100)
(16,9)
81 4 80 80 80 81 81
(76,4)
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blaoxa-s1 + 4 1(Y) 4 4 4 4 4 4/4
blaoxa-ss+ (100) (100)
blaoxa-23 (N=4)
blaoxa-s1 + 1 0 1(Y) 1(N) 1(N) 1 1 2/2
blanom-1 (50,0) (100)
(n=2) 1 0 1(Y) 1 (N) 1(N) 1 1
(50,0)
blaoxa-s1 + 5 2(Y) 5 5(N) 5(N) 5 5 5/5
blaoxa-23+ (100) (100)
blanom-1
(n=5)
blaoxa-s1 + 1 0 1(Y) 1(N) 1(N) 1 1 2/2
blaoxa-ss+ (50,0) (100)
blanpm-1 1 0 1(Y) 1 (N) 1 (N) 1 1
(n=2) (50,0)
Téng 24/144 | 2/144 | 6/144 | 20/144 | 92/144 | 7/144 | 117/144 | 119/144 | 119/144 | 121/144 | 121/188 | 121/144

Trong 23 chung duong tinh duy nhét v&i blaoxasi-iike, 22/23 chung c6 MIC ciia IPM < 2 pg/ml, 01/23 ching

c6 MIC = 8 pg/ml va tit ca déu 4m tinh voi carbapenemase. 100% chiing mang gen blaoxa-23-ike va hodc blanom-1 €6
ng p g gg

MIC cta IPM tu 8 - > 64 pg/ml va duong tinh véi carbapenemase. Ty 1€ duong tinh véi carbapenemase ¢ ching co
MIC<2 pg/ml thap hon nhiéu so véi chung c6 MIC >8pg/ml (8,3% so v6i 99,2%) (v6i p<0,001).
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Chuwong 4
BAN LUAN

4.1. XAC PINH NONG PQ UC CHE TOl THIEU (MIC) CUA
CARBAPENEM VOl CAC CHUNG A. BAUMANNII
4.1.1. Pic diém doi twong nghién ciu

Nghién ctu duoc thuc hién chon cé chu dich tai 9 bénh vién ¢ 3 mién
cia Viét Nam. Trong d6, c6 4 bénh vién & mién Bac, 3 bénh vién & mién
Trung va 2 bénh vién & mién Nam. Mdi mién c6 1 bénh vién tuyén trung
wong va cac bénh vién tuyén tinh. Do viéc thu thap miu khé khin nén s
lwong mau thu thap & cac bénh vién chua duoc can doi, dic biét & mién Nam
chi thu thap duoc mau tir 2 bénh vién (it hon so vdi mién Bac va mién Trung).

Viéc xac dinh chinh xac vé mac d6 lodi cua Acinetobacter 13 rat can
thiét vi cac loai Acinetobacter khac nhau co su khac nhau vé dic diém sinh
hoc, kha ning giy bénh, tinh nhay cam va co ché dé khang khang sinh. A.
baumannii thudng gy bénh véi mirc 46 nang hon, kha niang dé khang khang
sinh va ty 1€ tir vong cao hon c4c loai Acinetobacter khac [46],[50],[152]. Tuy
nhién, rat kho dé phan biét chinh xéac cac loai trong phic hop A. calcoaceticus
- A. baumannii complex (ABC complex), gdm: A. baumannii, Acinetobacter
pittii, Acinetobacter nosocomialis, Acinetobacter seifertii, Acinetobacter
dijkshoorniae va Acinetobacter calcoaceticus do ching c6 lién quan rat chat
ché véi nhau, biéu hién vé kiéu hinh va céc tinh chat sinh héa gan tuong tu
nhau [153].

Véi cac phuong phap xac dinh kiéu hinh hién c¢6, nhu: bo dinh danh
APl 20NE (BioMerieux, Phap), hé théng dinh danh ty dong thuong mai
(VITEK 2, Phoenix, Biolog, MicroScan WalkAway) khdng du chinh xac dé
xac dinh va phan biét cac loai trong phuc hop ABC complex [78],[79]. Mot

nghién ctu trén 130 chung Acinetobacter spp. dugc xac dinh bang phwong
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phép lai ADN v&i 18 loai gen khac nhau dd dwgc sir dung dé danh gia kha
ning xac dinh loai cua Acinetobacter bang bo dinh danh API 20NE (vai phién
ban 5.1) cho thay API 20NE c6 dé chinh xéc 1a 87% [79].

Gen blaoxasuike dugc xac dinh 13 gen ndi tai tu nhién nim trén nhidm
sac thé cua A. baumannii. Két qua cia mot sd nghién ctru cho thy viéc phat hién
gen blaoxasiiike €0 thé duoc sir dung nhu mot cach kha don gian va dang tin cay
dé xac dinh A. baumannii [77],[78]. Theo két qua nghién ciru caa Turton va CS
trén cac chung Acinetobacter nhan duoc tir cAc phong thi nghiém tham chiéu
ctia Anh (ndm 2005 - 2006), gen blaoxasiiike NAM trén nhiém sac thé cua 141
chung A. baumannii (Pugc xac dinh bang giai trinh ty 16sRNA) dai dién cho 23
kiéu gen, nhung khong duoc xac dinh & 22 loai Acinetobacter khac [77]. Tuong
tu, mot nghién cau khac, véi 2582 chung Acinetobacter spp. dugc phan lap
trén 1am sang tir 27 tinh & Trung Quéc (2009-2010). Pa xac dinh gen blaoxa.
s51-ike CO mMat ¢ 2196/2197 chung A. baumannii (ngoai trixr 01 chung A.
baumannii duy nhat cd ISAbal9 chén vao gen blaoxasiike lam thay doi cau
trdc cua gen nay dan dén két qua am tinh gia) va khéng c6 chung nao trong
385 chang thugc nhom khong phai la A. baumannii cé gen blaoxa-si-iike [78].
ISAbal5 va ISAbal9 chén vao cau tric cta gen blaoxasiiike cling dugc Xac
dinh & A. baumannii (duoc phan 1ap tir nhiéu noi trén thé gigi) vai ty Ié thap
(chi 1a 3/672, 0,5%) [154].

Tuy nhién, ciing ¢6 nhitng nghién ctru cho thiy c6 két qua duong tinh
gia trong viéc sir dung gen blaoxasuike dé xac dinh A. baumannii. Nhung ty 1¢
nay & cac nghién cau kha khéc nhau (dao dong tir 0,9 - 5,5%). Theo két qua
ctia mot nghién ctru tai mot bénh vién ¢ Pai Bic (Trung Quéc), chi cd 6/679
(0,9%) sé ching khéng phai 1a A. baumannii c6 plasmid mang gen blaoxasi-
like Va €O ISAbal & vung trudc cua gen nay [155]. Trong khi do, ty 1€ nay la

5,5% trong s6 74 chung khdng phai A. baumannii dugc phan 1ap tai 10 trung
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tam y té & Dai Loan (ndm 2007) [156]. Tuy nhién, cac chung Acinetobacter
spp. mang plasmid chira 1ISAbal/blaoxa-siike & Nghién ctu ndy cha yéu la do
su truyén plasmid giita cac dong vé tinh [157]. Diéu nay c6 thé giai thich cho
ty 1€ kha cao cac chung mang plasmid chira ISAbal/blagxa-si-iike @ Nghién ciru
nay (5,5%) so v&i cac nghién cuiru khéc (0,9%).

Tur nhitng két qua trén cho thay, viéc dinh danh cac chung vi khuan noi
chung va A. baumannii ndi riéng déu kho dat duoc do chinh xac 100% ké ca
dbi vai cac k¥ thuat sinh hoc phan ti. Trong nghién ciru nay, nhom nghién
ctru str dung k¥ thuat nudi cdy phan 1ap dira vao mot s tinh chat kiéu hinh két
hop véi phat hién gen blaoxasiiike va dinh danh bang cong nghé khoi phd
MALDI TOF dé xac dinh A. baumannii.

Trong s& 144 ching A. baumannii, 78,5% s6 chung phan lap duoc tir
mAau bénh pham 13 dich tiét duong hé hap (dom, dich hut khi phé quan), tiép
dén 1a bénh phém ngoai da, md mém (13,2%), bénh phém mau va nudc tiéu
chiém ty 1& thap (5,6% va 2,8%). Mic du, phuong phap chon mau nghién ciru
12 ngau nhién, khong phai 1a mau toan bo, nhung ty 1¢ ching nghién ctru duoc
phan 1ap tir mau bénh pham duong ho hip 1 cao nhat, diéu nay phu hop voi
thie té nhiém khuan duong ho hip 13 bénh 1y nhiém khuan thuong gip nhat
(Khoang 80% cac truong hop NKBV) [16].

4.1.2. Nong @ ic ché toi thiéu (MIC) caa carbapenem véi cac ching A.
baumannii

Trong 144 chung A. baumannii dugc thir nghiém xac dinh mirc d6 nhay
cam véi 09 loai khang sinh, két qua 13 7/9 khang sinh da bi khang trén 70,8%
(trong d6 6/9 khang sinh bi khang > 83,3%) (bang 3.4).

24 ching (16,7%) nhay cam v&i carbapenem va 120 ching (83,3%) dé
khang véi carbapenem. Gia tri MICsp va MICgq cua cac khang sinh

carbapenem 1an luot 13 32 - 64 pg/ml va > 64 pg/ml; ceftazidime va cefepime
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la 128 pg/ml va >128 pg/ml; levofloxacin 1a 64 pg/ml va > 64 pg/mi;
amikacin déu >256 pg/. Ty 1& ching A. baumannii con nhay cam véi
minocyclin 1a cao nhét (65,3%) trong cac KS thtr nghiém (trir KS colistin).
Colistin 13 khang sinh duy nhit chwa phat hién chung dé khang. Dai gia tri
MIC cua colistin tir < 0,25 — 1 pg/ml, MICso = 0,25 pg/ml, MICg = 0,5 pg/mi
(bang 3.4).

Ty 18 dé khang véi cac khang sinh cua cac ching A. baumannii phan
lap duoc tir cac bénh vién theo ving mién khong hoan toan nhu nhau, nhung
khong co6 su khac biét vé dai gia tri MIC, MICso, MICg ctia cac khang sinh
(bang 3.5).

Mic du, viéc hea chon mau trong nghién ciru nay 1a ngau nhién (khong
phai 12 miu toan bo) nén ty I1& d& khang véi khang sinh cua cac chang A.
baumannii trong nghién ciu c6 thé chua hoan toan chinh xac nhung ciing
phan ndo phan anh dugc mic d6 dé khang trén thuc té. Két qua caa nghién
ciru cua chung t6i ciing tuong tu nhu cua nhiéu nghién ctu khac trong va
ngoai nuéc [16],[17],[158]. Theo két qua nghién ctu trén 253 chung A.
baumannii phan 1ap tir cac nuéc & Chau A, 82,5% dé khang vai carbapenem,
ty 16 dé& khang vé&i cac khéng sinh khac (ngoai trir polymyxin) cling rat cao:
86,5% (ceftazidime), 76,2% (gentamicin), 89,7% (ciprofloxacin), 86,1%
(piperacillin -tazobactam) [158].

Két qua nghién ctu tai 15 ICU ¢ Viét Nam (nim 2012-2013), trong s6
726 vi khuan phan lap dugc nudi cdy tir cac bénh nhan bi nhiém khuan bénh
vién, thuong gip nhat 1a A. baumannii (24,4%), Pseudomonas aeruginosa
(13,8%) va Klebsiella pneumoniae (11,6%) voi ty 1¢ dé khang carbapenem cua
A. baumannii la 89,2% cao hon nhiéu so véi P. aeruginosa (55,7%) va K.
pneummoniae (14,9%) [16]. Hon nita, A. baumannii ciing la can nguyén ding

dau (chiém 51,7%) & bénh nhi viém phdi tho may, trong khi P. aeruginosa va



94

Klebsiella pneumoniae chiém ty 1& thip hon han (16,8% va 12,1%) va véi ty 18
dé khang ctia A. baumannii ciing rat cao, gan 90% ddi véi carbapenem [115].

Mtrc d6 dé khang carbapenem & nghién ciru cta ching toi dd cao hon so
v&i nghién cau trén cac ching A. baumannii gay nhidm khuan huyét & mot sé
bénh vién thuéc 3 mién cua Viét Nam (nam 2011-2012) [121], ty & khéng
carbapenem la 83,3% so véi 57,2% (d6i véi meropenem); MICso va MICg ctia
carbapenem tuong ung la 32 — 64 pug/ml va 64 -> 64 pg/ml so véi 8 pg/ml va
16 pg/ml. Nhu vay, da co sy phat trién mac d6 dé khang véi carbapenem
nhanh theo thoi gian ¢ cac chung A. baumannii gay bénh ¢ Viét Nam.

Nam 1985, imipenem dugc dua vao st dung trén 1am sang dé diéu tri
nhiém trung do vi khuan MDR. Nhung sy dé khang v6i khang sinh nay da
duogc bao cao trong cung nam dé tir mot chiing A. baumannii khang imipenem
phan 1ap duoc trén mot bénh nhan & Scotland nam 1985 [159]. Sau 10 nam,
v&i cac chung Acinetobacter spp. duogc thu thap tor 1994 - 1995 trén bénh
nhan ¢ ICU cua 5 nudce thude chiu Au cho thay, di co sy giam tinh nhay cam
véi imipenem: 88% & Bi, 91% & Phap, 84% & Tay Ban Nha va 81% & Thuy
Dién [56]. Theo két qua phan tich vé mic d6 dé khang sinh caa A. baumannii
toan cau, chi mat 11 nam (tr nim 2006 - 2016) dé ty 1& dé khang cua A.
baumannii déi voéi imipenem ting tir 23,8% 1én 73,9% & cac nudc thude
OECD (Organization for Economic Co-operation and Development - T6 chuc
hop tac va phat trién kinh té). Su gia tang ty 1é khang khang sinh & cac nuéc
OECD con nhanh hon so vadi cac nudc khong thuge OECD trong 11 nam qua.
Hién nay, ty 1é khang imipenem gan tuong tu nhau (73,9% va 77,8%) va ca
hai khéi déu phai d6i mat vai mac do nghiém trong cua tinh trang dé khang
khang sinh (tuy nhién, ty 1¢ dé khang c6 su khac biét giita cac nudc trong
cuing mot khéi) [57].
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144 ching A. baumannii trong nghién ctru nay, 24 chiung (16,7%) nhay
cam voi khang sinh carbapenem (IPM, MEM va DOR). Déi véi cac ching A.
baumannii nhay cam vdi carbapenem, MIC < 0,5 pg/ml 1a cha yéu (biéu d6
3.1). Nhu viy, dbi v6i cac chung nhay cam véi carbapenem thi cac khang
sinh nay con rat hiéu qua trong diéu tri nhiém khuan do A. baumannii. Hon
nita, d6i véi nhdm cac chung nhay cam véi carbapenem, ty 1& ching nhay cam
voi cac khang sinh ciing khac con kha cao, 70,9%, 83,3%, 83,3% va 58,3% sb
ching con nhay cam véi CAZ, CPM, AK va LEV (biéu d6 3.2, 3.3, 3.4, 3.5)

Nguoc lai, 120 chung (83,3%) khadng v&i ca 3 loai khang sinh
carbapenem. DOR la khang sinh nhém carbapenem dugc dua vao st dung
trén lam sang sau cung (nam 2007) sau 22 nam so voi IPM (nam 1985) va
MEM (niam 1996). Theo nhitng nghién ctru ban dau, DOR la carbapenem c6
cac dic tinh tot nhat do duoc két hop hoat dong dac bi¢t cuia imipenem chéng
lai cAu khuan Gram duong va hoat dong ctia meropenem dbi véi vi khuan
Gram am. Mac du vay, trong nghién ctru cua t6i, DOR ciing da bi khang
tuong tu nhu ddi véi IPM va MEM. Tuy nhién, gia tri MIC ctia DOR thap
hon so voi cia IPM va MEM, ty 1¢ DOR c6 MIC > 64 ug/ml la 29,2% so v&i
64,5% va 47,9% cta IPM va MEM (biéu d6 3.1). Piéu nay c6 thé duoc 1y giai
do DOR it bi thiy phan hon bdi mot s6 loai beta-lactamase 16p A, C, D so voi
IPM va MEM [160]. Ty 1& MIC = 8 pg/ml rat thap (0,7% ddi véi ca 3 loai
carbapenem), trong khi MIC > 32 pg/ml chiém > 64,5%. Nhu vy, khong c6
kha ning ting liéu ddi véi cac khang sinh carbapenem dé diéu tri nhiém
khuan do cac ching A. baumannii c6 két qua thir nghiém da khang
carbapenem. Pong thoi, cac chung dé khang carbapenem ciing dé khang rat
cao véi cac khang sinh khac, nhu CAZ (99,2%), CPM (97,5%) va véi 97,5%
Vva 86,7% s6 chung c6 MIC > 128 pg/ml; 85,0% s ching dé khang véi AK
va 80,0% s ching c6 MIC > 256 pg/ml. Tuong tu, 95,0 % sb ching dé
khang véi LEV va MIC > 64 pg/ml 1a 67,5%.
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Theo két qua bang 3.6, gia tri MICso, MICgo va ty 1& dé khang véi mot
s6 khang sinh (ngoai trir colistin va minocycllin) & nhom ching nhay cam véi
carbapenem thip hon han so v&i nhém dé khing véi carbapenem (su khac
biét c6 ¥ nghia théng ké voi p < 0,001. Nhu vay, c6 mdi lién quan giira
nhay/khang carbapenem véi nhay/khang véi mét sé6 khang sinh khac nhu
CPM, CAZ, AK, LEV. Riéng doi véi khang sinh MI, & ca 2 nhom nhay cadm
va khang voi carbapenem, ty 1& chiung con nhay cam vdi MI con kha cao
(87,5% va 62,5%) (su khéac biét khong c6 v nghia thong ké véi p > 0,05).

Két qua nghién ctu cua toi cling tuong déng voi nhiéu nghién cau
khac. Mic du theo cac dinh nghia vé MDR va XDR déi véi vi khuan khong
nhat thiét yéu cau khang voi carbapenem [161], nhung cac chang A.
baumannii khang carbapenem c6 xu huéng XDR, c¢6 kha ning khing tat ca
cac loai khang sinh khac, ngoai trir polymyxin, tigecycline va do6i khi la
aminoglycoside [162].

Nghién ctu cta t6i khéng thuc hién dbi véi tat ca cac khang sinh duoc
khuyén céo thtr nghiém cho A. baumannii nén khéng két luan duoc ty 1& vi
khuan MDR, XDR va PDR [161]. Nhung, c6 it nhat 83,3% sb chang 1a MDR,
trong d6 99,2% s chung khang carbapenem 1a MDR va ty ¢ nay chi la 4,2%
trong sé chung nhay cam véi carbapenem. Twong tu két qua nghién ctu caa
Nguyén Tuin Anh va CS, khi nghién ctiu trén 160 ching A. baumannii phan
lap trén bénh nhan tir 3 bénh vién & mién Nam ndm 2012-2014, 74% sé chang
la MDR va XDR, 98,3% d¢& khang imipenem trong sé cac chang A.
baumannii XDR [20].

MDR la kiéu dé khang rat thuong gap ¢ A. baumannii [57],[23]. Ty 1é
MDR ¢ A. baumannii thudc cac nuéc OECD dao dong tur 27,3 - 86,5% va &
cac nudc khong thuoc OECD la 69,9 - 90,8% [57]. MDR & A. baumannii cao

hon nhiéu so véi P. aeruginosa (82% so voi 42,8%) [163]. Diéu nay c6 thé
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dugc ly giai bai cac yéu td quyét dinh dé khang khang sinh ¢ A. baumannii
thuong duoc két hop trong cac yéu té di truyén di dong, nhu IS, transposon,
gen cassette, integron va cum gen khang [6]. Integron 1a co ché di truyén cho
phép vi khuan thich nghi, phat trién va dac biét 1a kha ning d& khang khang
sinh théng qua viéc thu nhan, luu gitr va biéu hién cta cac gen mdi qua céc
bang gen (gen cassette) va mang bang gen (gen cassette array). Integron co
lién quan dang ké vdi kha nang dé khang véi mot s6 khang sinh nhat dinh, bao
gom beta-lactam, aminoglycosides, quinolones. Nhiéu nghién ciu cho thay
integron c6 vai trd quan trong trong phat trién tinh MDR & A. baumannii
[11],[68]. Theo két qua ctia mdt nghién ciru & Trung Quéc, 98,2% s6 ching A.
baumannii mang integron 1a da khang khang sinh va ty 1¢ nay chi 1a 12,0% ddi
v4i cac ching khong c6 intergron [68]. Céac integron mang gen dé khang khang
sinh d& phat sinh trong qu4 trinh tién héa, duéi ap hrc chon loc do viéc st dung
khang sinh cta con ngudi. Hién nay, nhiéu nhom integron mang gen dé khang
khang sinh duoc tim thay trong céc vi khuan gay bénh duoc xac dinh 1a do sy
tién hoa gan day [67].

A. baumannii nhanh chong tich lily cac yéu té quyét dinh dé khang voi
cac nhom khang sinh. Hién nay, ching da khang duoc véi tat ca cac loai KS
hién c6 str dung trén 1am sang ké ca colistin - 1a phuong thic cudi cing dé
diéu tri A. baumannii da khang [60],[61],[62].

Trong nghién ctu cua toi, chua phat hién A. baumannii khang colistin
va phan b dai gia tri MIC cua colistin tir < 0,25 - 1 pg/ml; MICso = 0,25
ug/ml, MICo = 0,5 pg/ml. Két qua nghién ciru ciia chung toi ciing tuong déng
vé6i két qua nghién ciru trén cac chang A. baumannii phan 1ap tai Khoa Diéu
tri tich cuc Bénh vién Bach Mai (2011-2015), MICg colistin trr 0,19 - 0,5
ug/ml, thiap hon so véi P. aeruginosa (1 - 2 ug/ml) (duoc xac dinh bang
phuong phép E-test) [17]. Theo két qua ctia mot nghién ciu trén 160 chung A.
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baumannii phan l1ap tai Bénh vién Da khoa Théng Nhit Pong Nai (nim 2017-
2018), 100% nhay cam vai colistin va MICg = 1 pg/ml [23].

Két qua nghién ctru vé tinh nhay cam cua A. baumannii déi véi colistin
& Viét Nam kha khac nhau. Nhiéu nghién ctu cho thay, A. baumannii con
nhay cam 100% vai colistin [17],[19],[22],[23],[115],[164]. Tuy nhién, da co
nhitng nghién ciu bdo céo vé dé khang colistin & A. baumannii tai mot sb
bénh vién cua Viét Nam [20],[116]. Theo két qua nghién cau cua Nguyén
Tuan Anh va CS, khi nghién ctru 160 ching A. baumannii phan 1ap tai 3 bénh
vién & mién Nam (ndm 2012-2014) cho thay, ty 1¢ dé khang colistin & 1 bénh
vién rat cao (12/38, 31,6%) va 1 bénh vién khac co ty & dé khang colistin
thap hon (1/78, 1,3%) (duoc thuc hién bang ki thuat khoanh gidy khéng sinh
khuyéch tan trong thach) [20]. Mot nghién ciu khéc trén céc chang vi khuan
phan 1ap tai mot sé bénh vién Thanh phé H& Chi Minh (2010 - 2014) phat
hién dugc 18 chung vi khuan (trong d6 c6 7 ching A. baumanni) khang
colistin, 56% s chung c6 MIC > 32 pg/ml [116].

Hién nay ¢ Viét Nam, c4c nghién ctiru danh gia vé mac d6 nhay cam
cta vi khuan véi colistin str dung cac phuong phap khac nhau, nhu hé thong
dinh danh va xac dinh MIC tu dong (Phoenix 100 - hdng Becton Dickinson,
Hoa Ky; VITEK2 - hang BioMerieux, Phap) [19],[115], phuong phap pha
loding khang sinh trong thach [22] va phuong phap khang sinh khuyéch tan
trong thach [20], phuong phap E-test [17],[23].

Theo mot s6 nghién ctu cho thay, két qua cua mot s phuong phap xac
dinh MIC cua colistin khong dong nhat, c6 thé cho két qua dé khang gia hoac
nhay cam gia [117],[118]. Do colistin c¢6 kich thudc phan to 16n nén kha nang
khuyéch tan kém trong mdi trudng thach, do dé véi phuong phap khang sinh

pha lodng trong thach hoic khoanh gidy khuyéch tan c6 @6 chinh xac khéng
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cao. Theo nghién cttu hdi cau trén 202 ching CRAB xac dinh MIC cua
colistin bang 4 phuong phap khic nhau cho thdy, phuong phap khang sinh
pha lodng trong thach c6 ty 1¢ dé khang gia 13 9,4% [118].

Tuy nhién, véi phuong phap vi pha loang trong moi truong long cling
c6 thé cho két qua sai néu thyc hién trén cac dia 96 giéng dugc lam bang
polycarbonate, do colistin tich dién duong c6 thé bam vao thanh cua cac dia
nhya duoc lam bang polycarbontate, nhu vay c6 thé 1am giam ndéng do cua
colistin trong thir nghiém dan dén két qua dé khang gia. Mot s6 nghién ctiu
danh gia do chinh xac ctia mot sb phuong phap xac dinh MIC colistin cho
thiy c4c san phiam vi pha loing dong kho thuong mai, két qua MIC cd xu
huéng cao hon dan dén két qua khang sai. Nguoc lai, cac thir nghiém E-test
thuong ¢6 MIC nho, dic biét 1a ¢ dai gia tri MIC nhé cd thé dan dén mot két
qua nhay cam sai [117].

Gia tri MIC colistin khong chi dé xac dinh tinh nhay cam hay dé khang
cta vi khuan ma con lién quan téi viéc tinh liu colistin trong diéu tri. Nén
mét két qua thir nghiém chinh xéac 1a rat can thiét va quan trong. Nam 2016,
hai t6 chiic CLSI va EUCAST da dua ra mot khuyén nghi chung d6i véi thir
nghiém xac dinh MIC cua colistin. K§ thuat nay can duoc thuc hién bang
phuong phap vi pha loing canh thang (broth microdilution) va c6 mét sé luu
y: Phai sit dung colistin sulphat (khéng sir dung dan xuat colistin
methanesulfonate); Khay thir nghiém dugc lam bang polystyren tiéu chuan,
khong dugc xtr ly (not treated); khdng thém polysorbate-80 hodc bat ky chat
hoat dong bé mat (surfactants) nao khac; Cac phuong phap thir nghiém khéc
khong dugc khuyén nghi, nhu: pha lodng khang sinh trong thach, khang sinh
khuyéch tan dia va khuyéch tan gradient (E-test) [165].

Chinh vi vay, ¢ nghién ctu nay, chung thuc hién ky thuat xac dinh MIC
colistin bang phuong phap vi pha lodng trong mdi trudng long theo hudng
dan cua CLSI [146], sur dung colistin sulphat (Sigma, M¥) va duoc thuc hién



100

trén dia 96 tiéu chudn - Pay tron dugc 1am bang polypropylene va chua duoc
Xt 1y (not treated) (Hang corning). Khong str dung loai dia da dugc xu 1y
(treated) (dé sir dung cho nudi cdy té bao) c6 thé cho két qua dé khang gia do
khang sinh colistin c¢6 thé bi dinh vao bé mit cua giéng, 1am giam ndng do
colistin trong moi truong thir nghiém.

Hon nita, & nghién ciru cua ching toi, ngoai viéc sur dung cac chuing
chuan dé kiém soét chat lugng, nhu E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
28753 con su dung thém E. coli NCTC 13846 khang colistin (MIC =4 pg/ml).
V1 khi phén tich cac chung E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 28753
Vi gigi han tiéu chuan gom bdon nong do pha lodng bac hai (tir 0,25 - 2 pg/ml)
(theo huéng dan cua ca EUCAST va CLSI), sé cho phép su dao dong dang ké
vé gia tri MIC cua colistin. Khuyén céo st dung thém E. coli NCTC 13846 dé
khang colistin (MIC = 4 pg/ml) dé kiém tra chat luong khi thir nghiém xac
dinh MIC cua colistin. Két qua dat yéu cau khi két qua MIC nam trong khoang
tir 2 - 8 pg/ml va > 80% sé thir nghiém cd MIC = 4 pg/ml [147].

Trén 1am sang, khi tinh liéu colistin st dung cho ngudi bénh, ndng do
Cdich duoc can cl trén gia tri MIC cua colistin dbi v6i ching vi khuan thir
nghiém. Tuy nhién, gia tri MIC thuong c6 mudn do can co thoi gian nudi cay
va dinh danh xac dinh vi khudn gy bénh. Nén rét can cic thong tin vé mirc
d6 nhay cam ciia vi khuan, dic biét 1a gia tri MIC cua colistin d6i voi cac
ching A. baumannii Iuvu hanh & Viét Nam va ¢ tung don vi dé c6 co so tinh
lidu str dung ddi v6i colistin mot cach hiéu qua, an toan.

Mot diéu can luu ¥ 1a dé khang colistin & A. baumannii chi yéu xay
trong qué trinh tri liéu bang colistin & cac chung nhay cam vdi colistin trudc
d6 [166],[167]. Theo két qua nghién ctru cua Qureshi va CS, trén 20 bénh
nhan véi A. baumannii khang colistin da dugc xac dinh sau khi diéu tri viém

phdi lién quan dén thd may va duoc st dung colistin tiém tinh mach va/khi
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dung dé diéu tri nhiém tring do A. baumannii dé khang carbapenem. Cac
chung A. baumannii dugc phan l1ap tir cung 1 bénh nhan dugc thtr nghiém co
két qua nhay cam véi colistin trudc khi dugc xac dinh dé khéang colistin va céc
chang nay c6 méi lién hé kiéu gen PFGE cao va ching thudc vé dong quéc té
Il (International clone 11 - dong dang gay dich trén toan thé gioi) [166].

Nhiéu nghién ciru cho thay dot bién dé khang colistin c6 thé dé dang xay
& A. baumannii, P. aeruginosa va K. pneumoniae ra khi diéu tri bang colistin
[168],[169]. Thir nghiém nong d6 ngira dot bién (mutant prevention
concentration - MPC) cua colistin dbi voi A. baumannii - MPCgo > 128 mg/,
cao hon nhiéu so voi ndng do colistin trong huyét tuong & liéu khuyén cdo
diéu tri [170]. Nhu vay, khdng thé ngan chin sy xuat hién cac chung dé khang
colistin trén Iam sang.

Tuy nhién, theo nhiéu nghién ctru cac chung dot bién khang colistin ¢
doc lyc thap hon va trd nén nhay cam hon voi mot sé khang sinh khac
[171],[172],[173]. Khi A. baumannii khang colistin, mot sé yéu té quy dinh
doc lyc cua vi khuan nay bi giam sat, nhu: giam sy hinh thanh mang sinh hoc,
giam protein mang ngoai CarO va giam protein cd vai trd chéng oxy hoa (c6
thé bao vé vi khuan khoi cac tac dong cua ROS (reactive oxygen species) do
dai thuc bao tao ra, giam kha ning gay nhiém tring xam lan...[171]. Theo
nghién ctu cua Garcia-Quintanilla va CS, cac chung khang colistin lai gia
tang dang ké d6 nhay cam (16 lan) d6i vdi cac khang sinh nhu azithromycin,
rifampicin, vancomycin va tdng nhay cam vua phdi voi amikacin,
ceftazidime, imipenem, cefepime va meropenem [172]. Nhu vay, trong qué
trinh diéu tri nhiém khuin do bang colistin can mot liéu phap phdi hop
colistin v&i cac khang sinh khac. Mot s liéu phap phéi hop khang sinh nhu
colistin/rifampicin hoac colistin/imipenem c6 tdc dung hiép déng trong diéu

trj nhiém khuan do A. baumannii [174],[175]. Nhitng két qua trén c6 thé giai
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thich vé ty 1é khang colistin thip va khéng pho bién & A. baumannii trong mai
truong 1am sang mic du kha ning khang colistin rat d& xay ra khi st dung
colistin dé diéu tri nhiém khuan do A. baumannii [173].

4.2. PHAT HIEN MOT SO GEN MA HOA CARBAPENEMASE LOP D,
B O ACINETOBACTER BAUMANNII

4.2.1. PCR xac dinh mot sé6 gen ma hoa carbapenemase l6p D, B

Trong 144 chang A. baumannii, 79,9% mang gen blaoxa-23-like, g€N
blaoxass-ike VA blanow-1 chiém ty 1€ thép (5,6% va 6,3%), 80,6% co ISAbal va
86,9% sO chung mang gen blaoxazziike O 1SAbal ¢ ving trudc cua gen
blaoxa-23-iike (ISAbal/blaoxa-23-ike). Khong xac dinh dugc chung nao mang gen
blaoxa 24-iike, blae, blaviv, blasew, blac, blasi (biéu db 3.8).

Két qua nghién cau ctia chiing toi ciing twong ty nhur ddi véi nhiéu nghién
clru trong va ngoai nudc khac, cac gen blaoxa va dac biét 1a blaoxa-2z-ike 12
nhitng gen ma hoa carbapenemase phd bién nhat & A. baumannii trén toan thé
gisi [9],[10].

Mic du, nhu di phan tich ¢ trén lién quan dén phuong phap chon miu
nén ty 1é cac gen c6 thé ciing khong phan anh ding thuc té, nhung & mot sb
nghién ctu khac gan day & Viét Nam, ty 16 A. baumannii mang gen blaoxa.2z-
lie cling rat cao 80% (tai 3 bénh vién & mién Nam nam 2012-2014) [20], 85,3%
(Bénh vién Trung wong Hué va Bénh vién DPai hoc Y Hué, nim 2017) [21].
Pic biét nghiém trong, khi 91,6% sb chang A. baumannii gay viém phéi tha
may & bénh nhan nhi mang blaoxa-2z-ike [115]. Hién nay, ty I¢ nay cao hon kha
nhiéu so voi nghién ctu cua Nguyén Thi Thanh Ha trén cac chung
A.baumannii gay nhiém khuan huyét tai 7 bénh vién & 3 mién cuaa Viét Nam
ndm 2011-2012 (57,1%) [19].

Ngoai trir blaoxa-si-ike (12 gen ndi tai caa A. baumannii), gen blaoxa-23-

like 12 gen thuong gap nhat ¢ tat ca cac chung A. baumannii khang carbapenem
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duoc xac dinh ¢ tat ca cac luc dia trén toan thé gioi [8] va la gen ma hda
carbapenemase phd bién nhit & cac chung A. baumannii & Chau A, Thai Binh
Duong [10]. OXA-23 1a CHDL dau tién dugc bio cao tir mot ching A.
baumannii (nam 1985) [80]. Hién nay, ty 1¢ gen blaoxaz2ziike thuong luoén cao
nhét va cao hon nhiéu so v&i cac CHDL khac [81]. C6 nghién ciru con cho thiy
ty 1& blaoxazsiike Ca0 > 95% & cac chung CRAB [22],[176]. Mic du rat thuong
gip & A. baumannii nhung gen blaoxa 2s.1ike khong c6 ngudn goc tir loai ndy ma
1a gen duoc thu nhan. Poirel va CS d3 dua ra gia thuyét vé gen blaoxa 2z-ike CO
kha nang duoc huy dong boi ISAbal tir Acinetobacter radioresistens sang A.
baumannii [177]. Transposon va trinh ty chén IS c6 vai tro quan trong trong
su lan truyén cta cac gen dé khang khang sinh va gen doc luc trong cac loai
vi khuan noi chung va A. baumannii ndi riéng. Mot sé yéu té IS, nhu ISAbal,
ISAba2, ISAba3 va 1S18 co vai trd quan trong ddi voi kha niang dé khang KS
& A. baumannii, dac biét 1a ISAbal [70].

116 ching (80,6%) mang trinh tu chén ISAbal. Trong d6, chi 20,6% s6
chung mang duy nhat gen blaoxasiike duong tinh véi 1SAbal, nhung c6
95,6% cac ching mang gen blaoxa-2z-ike dwong tinh vai ISAbal. Co 6 ching
mang blaoxass.iike hoic blanpm.1 khong két hop voi blaoxassike déu am tinh
voi ISAbal (bang 3.7). 86,9% cac chiing mang gen blaoxa-2s-ike CO ISAbal &
vung trudc cua gen nay (ISAbal/blaoxa2ziike). Nhu vay, sy hién dién cua
ISAbal c6 mdi lién quan nhiéu hon véi blaoxazzike @ cac ching A.
baumannii.

Két qua nghién ctru ctia chung t6i cling twong dong v4i mot s nghién
ctru trong va ngoai nudc khac. ISAbal thuong dugc xac dinh & A. baumannii
v6i ty 16 cao [20],[66],[70]. Theo nghién ciru cua Nguyén Tudn Anh trén cac
chung A. baumannii & ba bénh vién ¢ niém Nam (ndm 2012-2014), 86,7% s

chung mang gen blaoxa-si-like Va blaoxa-2s-iike dwong tinh vai ISAbal [20].
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Tn2006, Tn2007 va Tn2008 dugc xac dinh 1 ciu trac di truyén chira
gen nay & A. baumannii [8]. Tn2006 1a mdt transposon hdon hop (c6 2 trinh tr
chén I1SAbal nim & trudc (upstream) va sau (downstream) cta blaoxa23ike
(hinh 1.4). Trong cung mot dong vé tinh (clone) cta A. baumannii, Tn 2006 cé
& céc vi tri khac nhau (Nhiém sac thé hodc plasmid), diéu nay cho thay Tn2006
co thé 1a transposon thu nhan dugc hoac la cau trac di dong trong bd gen o
kha niang chuyén vi. Nhu vy, ISAbal cé thé dong gop cho sy lay lan cua gen
blaoxazziike gilta cac loai Acinetobacter khac nhau. Su iy truyén cta gen
blaoxa.23ike phtrc tap va linh hoat nén s& rat kho dé kiém soat [8]. Piéu nay c6
thé 1y giai cho su pho bién cta gen blaoxa 2z.iike trén toan thé gidi.

Nguoc lai véi su thudng giap cua gen blaoxa2ziike, chi €6 ¢ 5,6% sb
chung A. baumannii mang gen blaoxass-iike Va khdng c6 chung nao dugc xac
dinh mang gen blaoxa24-ike (bi€u d6 3.8). Picu nay ciing twong ddng véi mot
s6 nghién cau khac trong nuée [19],[23],[115]. Mic du gen blaoxass.ike duoc
phan bd trén toan ciu [84], nhung blaoxassiike khong phd bién nhu dbi voi
blaoxa23iike O thé do gen blaoxassiike nam trén plasmid khéng tiép hop
(nonconjugative plasmids) nén viéc lan truyén gen ndy khong duoc dé dang.
Thuong & chau Au ty 1& blaoxass.ike cao hon & cac chau lyc khac [85]. Mac
di OXA-58 c6 hoat tinh thuy phan carbapenem yéu, tuy nhién, & A.
baumannii thudng phdi hop nhiéu gen khang carbapenem khac nhau nén ciing
c6 thé lam ting mirc d6 khang thubc. Trong nghién ctu nay, c6 8 chang A.
baumannii mang gen blaoxass-iike thi ¢6 6 chung mang t6 hop 3 gen: blaoxa-si-
like + Dlaoxa2zike + Dlaoxass-ike VA blaoxa-siike + blaoxass-ike + blanowm-1 (bicu
d6 3.9).

Trong 144 chung, chi ¢d 16,0% sb chung A. baumannii mang duy nhat
gen blaoxasiikes 76,4% s6 chung mang hai gen, 7,6% sé chiang mang to hop

3 gen mi hoa carbapenemase. Ty 1& sé chung mang duy nhét blaoxasiiike



105

cling twong tu (16,0% so voi 16,2%) nhu két qua nghién ciu trén cac ching
A. baumannii phan lap duoc tor bénh nhén ¢ 3 bénh vién thudc mién Nam
(nim 2012-2014) [20]. Nhung ty 1& nay di thdp hon (16,0% so v&i 32,8%) &
nghién cau cua Nguyén Thi Thanh Ha (nim 2011-2012) [19]. Pac biét, cé
nghién ctiru cho thay, khong con ching nao mang duy nhat gen blaoxasi-iike
nhu két qua nghién cau cia L& Xuan Ngoc trén cac chung Acinetobacter spp.
gay viém phoi thé may tai bénh vién Nhi trung vong (ndm 2014-2015), 100%
sé chung mang 2 gen ma hoa carbapenemsae [115]. Nhu vay, cac chung A.
baumannii ¢ xu huéng ngay cang mang nhiéu gen dé khang khang sinh hon.

Trong nghién ciru nay, cac ching chi mang gen blaoxa sy ke cO ty 16 dé
khang véi cac KS thip hon nhiéu so v&i cic chung c6 > 2 gen ma hoa
carbapenemase (voi p < 0,001) (biéu d6 3.11). Bdi véi cac chiung CSAB,
ngoai blaoxasiiike, chi cO 8,3% sé ching mang blaoxassiike V& 20,8% c6
ISAbal. Nguoc lai, & nhdm CRAB, ty 1& cic gen déu cao hon han so Voi
nhom nhay cam, blaoxa-2s-iike, blanom-1-ike V& ISAbal/blaoxa-2z-iike Chi €O &
nhoém khéng khang carbapenem (biéu d6 3.10). Tuy nhién, ty 1& cic gia tri
MIC cta 2 loai khang sinh IPM va MEM gan tuong tu nhau giita cic ching
c¢6 hodc khong c6 ISAbal/blaoxa 2sike. Riéng d6i voi DOR, nhom ching c¢o
ISAbal/blaoxa-2z-ike ¢ ty 1€ MIC > 64 pg/ml cao hon so voi nhdm chung
khong c6 ISAbal & trudc gen blaoxazziike (Su khac biét c6 ¥ nghia thong ké
v6i p < 0,05) (bicu dd 3.12). Piéu nay c6 thé dugc giai thich vi DOR bén hon
dbi v6i mot sd loai carbapenemase so v6i IPM va MEM. Déi véi chung cé
ISAbal/blaoxa 2s.iike $& 1am ting muc d6 biéu hién cia gen, dan dén dé khang
o muc do cao hon.

Két qua nghién ctu cta chiing t6i, ngoai cac CHDL, thi blanom-1 12 mot
loai MBL duy nhat duoc phat hién nhung véi ty 1é khong cao (9/144, 6,3%).
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Su phdn bd trén toan thé gidi cta cac chung dwong tinh voi blanom duong nhu
khong ddng nhét v6i ty 16 chung mang gen ndy. Theo két qua cua mot sb
chuong trinh gidm st toan cau nghién ctru xu huéng dé khang khang sinh -
SMART (Study for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends) cho thdy ty
1¢ chung vi khuén mang blanom khong cao. Tai Trung Qudc, mot nghién clru
trén 1.162 chung Enterobacteriaceae va Acinetobacter spp. phan 1ap duoc trén
1am sang tai nhiéu dia diém bao c40 ¢6 3,9% la duong tinh v6i blanom [178].

Mac du ty 1€ blanpm-1 khong cao nhung cac ching mang gen blanpm-1
duoc phan bd & 6 bénh vién thudc ca 3 ving mién cta Viét Nam. Ngoai cac
bénh vién tuyén trung wong, mat s6 bénh vién tuyén tinh cling da xuét hién
cac chung A. baumannii mang gen blanpm-1. Tuy nhién, ty 1& A. baumannii
mang gen blanpm: & cac bénh vién tuyén trung wong cao hon so v4i bénh
vién tuyén tinh (9,6% so v&i1 1,1%, su khéac biét c6 v nghia théng ké voi
p < 0,05) (biéu d6 3.12).

Sy ¢6 mat cua vi khuan mang gen blanpm-1 tai cac bénh vién 16n co thé
lién quan dén viéc gia ting muc d6 sir dung khang sinh nhém carbapenem.
Mic di, mac do st dung khang sinh carbapenem & bénh vién tuyén tinh
thudng thip hon cac tuyén trung wong, nhung van dé chuyén tuyén diéu tri
gitta cac bénh viéen tuyén dudi Ién tuyén trén va nguoc lai 1a mot trong nhiing
nguy co lan truyén cac ching vi khuan mang cac gen dé& khang khang sinh
trong d6 c6 thé c6 blanpw.1. Do vy, ching t6i thuc hién k¥ thuit PFGE dé
xac dinh cac chiing nghién ctru c6 mdi lién hé vé kiéu gen hay khong.

4.2.2. Mbi lién hé kiéu gen PFGE va kiéu hinh dé khang khang sinh cia
cac chang A. baumannii

Két qua phan tich PFGE cua 144 chung A. baumannii phan lap ¢ 9
bénh vién, cho thiy hé sé twong dong cua cac loai PFGE dao dong tir 25-
100%. Trong d6, xac dinh duoc 26 cum (gom 96 chuang, 66,7%) c6 do tuong
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dong > 80% vé kiéu gen PFGE. 12 cum c6 sé chung nho nhat (gom 2
chung/cum), cum X c6 sé luong chang 16n nhat (12 chang) (hinh 3.10).

Trong cac cum c6 su twong dong vé kiéu gen, c6 cum chi bao gom cac
chung dwoc phan lap tir cing mot bénh vién. Han ché cua nghién cuu 1a
khong c6 thong tin vé dia diém phan lap (khoa diéu tri) cua chung nghién ciu
nén khong phan tich dugc van dé 1ay nhiém trong cing mot khoa hay giita cac
khoa cua mdi bénh vién. Tuy nhién, dd c6 nhitng nghién cau chang minh co
sy lay nhiém chéo cac chung A. baumannii giita cac bénh nhan trong cuing
mot khoa va gitra cac khoa phong trong cung moét bénh vién ¢ Viét Nam [22].
Mot nghién ctru tai Tay Ban Nha, da phan lap duoc cac chung A. baumannii &
hai dot nhiém khuan khac nhau (nam 2001 va 2006) & cung mét bénh vién
thuoc cing mot loai PFGE, cho thay c6 su ton tai dai dang cuaa cac chung A.
baumannii trong méi truong bénh vién, diy 1a nguy co dé bung phét nhiém
khuan trong bénh vién [151].

Ngoai nhitng cum cé su tuong déng vé kiéu gen thudc mot bénh vien,
cling ¢6 nhitng cum goém céc chang tir cac bénh vién khac nhau vién trong
clng mot ving mién va giita cac ving mién khac nhau (mién Bac — mién
Trung — mién Nam) (cum X, XI1, XIV). bic biét, cum XI v4i 2 nhanh cé kiéu
gen PFGE tuong dong 100%, déu mang 2 gen blaoxasiike + blaoxa-2s-iike VA
c6 kiéu hinh dé khang khang sinh hoan toan giéng nhau. Cac chung nay duoc
phan Iap tir 3 bénh vién trén cling mot dia ban thanh phd. Mot bénh vién
thudc tuyén trung wong va 2 bénh vién thudc tuyén thanh phé. Puoc biét,
nhitng bénh vién nay thudng xuyén c6 ngudi bénh duoc chuyén tuyén qua lai.
Két qua nay ciing twong tu mot sé nghién cau. Khi nghién ciru kiéu gen
PFGE cuia 76 ching A. baumannii gay nhiém khuan huyét phan 1ap tir 6 bénh
vién & 3 mién cta Viét Nam (ndm 2012-2013), c6 méi lién hé kiéu gen giira
cac ching trong ciing mot bénh vién va giita cac bénh vién [121]. Két qua

nghién ctru cia chung t6i ciing tuong tu nhu két qua cua mot sé nghién ciu
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trong va ngoai nudc khac [121],[151]. Vi két qua phan tich PFGE nhu trén
can ¢6 nhitng nghién ciru sau hon vé kiéu gen (gonotyping) nhu phuong phap
phan loai trinh tu da diém (Multiple locus sequence typing-MLST) dé xac
dinh kiéu gen ST va méi lién quan dich t& hoc phan tir cua céc chang A.
baumannii & Viét Nam va trén thé gioi.

9 chung A. baumannii mang gen blanpm-1 trong nghién ciu nay khong
c6 lién quan chat ché vé kiéu gen (thudc cac clone khac nhau). Biéu d6 chiing
to su da dang vé mat kiéu gen cua nhitng ching A. baumannii mang gen
blanom-1 khang carbapenem phan 1ap tai cac bénh vién. Két qua nay ciing
tuong tu nhu mot s6 nghién ciu trong va ngoai nudc [179]. Gen blanpms nam
trén ca plasmid va nhiém sac thé. Transposon Tn125 chtza gen blanpm1 nam
trén nhiém sic thé & A. baumannii di dugc chimg minh 13 phuong tién chinh
dé pho bién cac gen blanpm.1 trong lodi ndy. Tinh da dang cua cac dac tinh di
truyén co thé giai thich hién twong ty 1& 1y lan cao cac chang mang gen
blanom1 trén toan thé gisi. Trai nguoc véi su da dang plasmid toan cau,
nghién ciu cac chang mang blanom1 & 1 bénh vién thuong do sy lan truyén
ctia dong vo tinh [22],[179]. Tuy nhién, do sé luong chang cua nghién ctu
ndy chua du I6n nén chua phat hién moéi lien hé kiéu gen gitra cac chung
mang gen blanpm-1 trong cung mot bénh vién.

Khi phan tich vé kiéu hinh d& khang khang sinh & cac cum c6 clng
kiéu gen cho thay, cac chung nay khong cd kiéu hinh dé khang khang sinh
gidng nhau 100%. Véi ngudn gen phong phti va duéi 4p luc cua chon loc tu
nhién, cac chung vi khuan ngay cang tién hoa theo nhiéu hudng cé kha ning
tich hop nhiéu gen khang khang sinh khac nhau thong qua céc phuong thirc
truyén gen ngang. Cac phan tich di truyén cho thay, A. baumannii c6 bd gen
mé (open pan genome) thuan lgi cho viéc thu nhan cac yéu té di truyén méi

trong d6 c6 cac gen doc luc va dé khang khang sinh. Pay 1a mot trong nhitng



109

diéu kién quan trong dé A. baumannii tir mot mam bénh co hoi trg thanh mai
de doa nghiém trong ddi véi stc khoe con ngudi [180].

Cum XXV (hinh 3.11A), gébm 2 chung c6 cung kiéu gen PFGE, thudc
cuing mot bénh vién nhung c6 sy khac nhau hoan toan vé kiéu hinh khéang
khang sinh ddi v&i 8/9 khang sinh dugc thir nghiém (trir colistin). C6 thé do
mét trong hai ching nay da nhan dugc gen dé khang qua truyén gen ngang tir
cac chung vi khuan khac. Twong tuy ddi véi cum VIII (hinh 3.11%), gom 2
chung vi khuan dugc tir 2 bénh vién khac nhau. Ching duoc phan 1ap tir bénh
vién tuyén trung wong cé kiéu hinh dé khang khang sinh cao hon han so véi
chung phan lap duogc tir bénh vién tuyén tinh. Diéu nay cho thay nhiéu kha
ning chung c6 kha ning dé khang cao dugc hinh thanh do ap luc chon loc tu
nhién tur viéc st dung khang sinh khac nhau ¢ cac bénh vién.

Giira cac chung thudc cing 1 cum kiéu gen thuong chi c6 sy khac biét
nhiéu vé kiéu hinh dé& khang khéang sinh véi minocycline (15/26 cum), con dbi
vGi cac khang sinh khéac it cd sy khac biét (chi tir 3-5/26 cum). Piéu nay co
thé duoc ly giai do & A. baumannii thudng cé céc intergron véi nhiéu bang
gen (gen cassette) tao thanh mang bang gen (gen cassette array) quy dinh tinh
dé khang vai nhiéu loai khang sinh. Cac gen cassette array nay cé thé duogc
chuyén toan bo tir vi khuan nay sang céc vi khuan khac qua truyén gen ngang.
Nhiéu integron véi gen cassette array giéng hét nhau duoc tim thay & céc loai
khéc nhau tir cac moi truong va vi tri dia ly khac nhau [181]. Nén kiéu hinh
dé khang véi mot s loai khang sinh & cac chang vi khuan nay thuong kha
gidng nhau.

4.3. MOI LIEN QUAN GIUA MIC VOI SU XUAT HIEN
CARBAPENEMASE VA GEN MA HOA CARBABENEMASE

C6 nhiéu phuong phap khac nhau dé phat hién carbapenemases. Tuy

nhién, 6 nhay, d6 dic hiéu cua mdi phuong phap rat khac nhau phu thuoc

vao loai vi khuan va loai carbapenemase [14],[15]. Hon nira, do tinh thim noi
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tai clia mang ngoai & Acinetobacter thap [13] va hoat tinh enzyme cta mdt s6
loai carbapenemase & Acinetobacter yéu, nén phat hién carbapenemase &
Acinetobacter dugc cho 1la kho hon so v6i Enterobacteriaceae va
Pseudomonas spp [14],[15]. Do dd, nghién ctru nay thuc hién 5 k¥ thuat phat
hién carbapenemase, tiéu chuan xac dinh 1 chung sinh carbapenemase khi
ching d6 cho két qua dwong tinh véi bat ky 1 trong 5 k¥ thuat nay.

Trong 144 chung A. baumannii, 84,0% sé chang c6 két qua
carbapenemase duong tinh. Trong d6, ky thuat CIM co ty 1€ duong tinh vai
carbapenemase cao nhat (84,0%) va CIM duong tinh véi tat ca cac chang ma
4 k¥ thuat khac cho két qua duong tinh. Tiép dén 1a ky thuat CarbAcineto NP
va CarbAcineto NP cai tién (2 k§ thuat nay cho két qua hoan hoan tuong dong
nhau), ty 1& carbapenemase duong tinh 13 82,6% va cho két qua duong tinh
nhanh (N) va rat rd rang (chuyén tir mau dé sang mau vang) trong vong 20
phut dbi v&i chung ¢ mang blanoms. Ky thuat MTH cho ty 1é duong thap
nhat, trong d6, ca 7/7 ching cho két qua duong tinh yéu (Y) (kh6 phan biét
két qua duong tinh/Am tinh). Ky thuat THT, c6 ty & duong tinh véi
carbapenemase (81,2%) cao hon hin so véi MTH (4,9%), tuy nhién van c6
mét sb chang cho két qua dwong tinh yéu (bang 3.8).

Ddi véi cac chang A. baumannii ¢ MIC cua IPM < 2 pg/ml, chi c6
2124 (8,3%) sé chung duong tinh v&i carbapenemase. Trong khi d6, cac
chung c6 MIC > 8 pg/ml, 119/120 (99,2%) sb ching dwong tinh véi
carbapenemase (su khéac biét c6 ¥ nghia thong ké véi p <0,001) (bang 3.9).
Tuy nhién, ty I¢ carbapenemase duong tinh véi tieng ky thuat cé su khac
nhau. CIM c¢é ty 1é duong tinh v&i carbapenemase cao nhat, tiép dén Ia
CarbAcineto NP va CarbAcineto NP cai tién. Nhu vay, doi voi cac chung A.
baumannii c6 MIC > 8 pg/ml véi IPM thi nhiéu kha ning ddy 1a cac chung dé

khéng carbapenem theo co ché sinh carbapenemase.
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Két qua nghién ctu cua toi cling twong dong voi nghién ctu cua
Tamman va CS, khi nghién cau trén 199 chang vi khuan Pseudomonas
aeruginosa va A. baumannii khang carbapenem, vai gia tri MIC ngudng cua
meropenem hoic imipenem 1a 8 pg/ml c6 d6 nhay gan 100% khi phat hién
sinh carbapenemase ¢ P. aeruginosa va A. baumannii [182].

Céc chung chi c6 gen blaoxa-si-iike, khong ¢6 chiing nao duong tinh véi
carbapenemase. Trong khi, 100% cac chung c6 gen blaoxa-sike va hoac
blaoxa-nom-1 €O MIC cua IPM tdr 8 - > 64 pg/ml va duong tinh véi
carbapenemase (bang 3.10). Tuy nhién, ty 1¢ carbapenemase duong tinh khac
nhau gitta cac k¥ thuat. Pbi vai ki thuat CIM, 100% cac ching ¢6 > 2 gen ma
hoa carbapenemase duong tinh v&i carbapenemase va 1a ki thuat duy nhét
duong tinh véi ca 2 chiing mang gen blaoxa-si-like + Dlaoxa-ss-like.

Gen blaoxasiiike NAM trén nhidém sic thé, 1a gen noi tai ty nhién cua A.
baumannii va né thuong khong dan dén khang carbapenem trir khi c6 mét
trinh tu chén - 1ISAbal dugc dua vao khu vuc promoter va gay qua biéu hién
cta gen nay [65]. Tuy nhién, ty 1& blaoxasiiike O ISAbal thudng thip, nén
cac ching chi ¢ blaoxasiike thudng van nhay cam véi carbapenem [66],[81].
Trong nghién ctru ctia chiing t6i, c6 06 ching (26,1%) chi c6 duy nhat gen
blaoxasi-ike dwong tinh vai ISAbal. Tuy nhién, chiing t6i chua xac dinh duoc
su hién dién ctia ISAbal c6 ding trude gen blaoxasi-ike hay khdng. Mat trong
s6 23 chung nay dé khang véi carbapenem (MIC = 8 pg/ml), trong khi céc
chung con lai déu van nhay cam véi khang sinh ndy. Tuy chiing nay c6 MIC
= 8 ug/ml véi carbapenem, nhung khong phat hi€n dugc sinh carbapenemase
qua ca 5 thir nghiém. Piéu nay c6 thé do luong carbapenemase thap khong du
dé phat hién hodc su dé khang carbapenem & ching nay do cac co ché khac
khong phai do carbapenemase. Trén thuc té, viéc khong phat hién dugc

carbapenemase & cac ching chi c6 blaoxasiiike lai rat hitu dung. Vi céc co
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ché dé khang do c4c gen ma héa nam trén nhiém sac thé khong thé chuyén
gen ngang cho cac vi khuan khac, nén ddy 13 mot vin dé 1am sang it quan
trong. Két qua nay ciing trong déng v4i nghién ciru ciia Dortet va CS, ké ca
voi ching A. baumannii c6 ISAbal c6 diang trudc gen blaoxa-si-ike thi thir
nghiém sinh carbapenemase ciing cho két qua am tinh [14].

Nguoc lai v6i blaoxasiike, 100% cac chung co gen blaoxa 2zike déU khang
carbapenem, dac biét khi c6 phdi hop 2 gen blaoxa2siike + blanows (5/5, 100% s6
ching c6 MIC > 64 pg/ml ddi véi carbapenem). Cac ching c6 blanpm.1 cling déu
khéng carbapenem va khi khi két hop voi cac gen khac nhu blaoxa23iike VA
blaoxassiike thi mitc do dé khang carbapenem ting (ty 16 MIC > 64 pg/ml cao
hon) (bang 3.11).

Tuy nhién, c6 su khac biét vé kha ning dé khang carbapenem & nhiing
chung A. baumannii mang gen Dblaoxa2siike gilta cac nghién clru
[65],[66],[95],[97]. Mot sé nghién ciru cho thy, viéc san xudt OXA-23 & A,
baumannii 1a du dé tao ra su dé khang véi carbapenem [95],[97]. Nghién ciru
nhan gen blaoxa2s va chuyén vao dong A. baumannii ATCC 17978 nhay cam
v6i carbapenem. Két qua, dong lai A. baumannii ATCC 17978 vé6i san xuét
OXA-23 d3 dé& khang v6i ca 4 loai carbapenem (ting gia tri MIC cua
imipenem va meropenem gap 128 1an va cta doripenem va ertapenem 64 lan
(khi @6 MIC ciia IPM, MEM, DOR lan lugt 13 16 pg/ml, 64 pg/ml, 32 pg/ml).
Céc gia tri MIC nay déu xac dinh 1a khang v6i carbapenem [95]. Va khi gen
blaoxazzike dugc ghép vao chung A. baumannii ¢ hé thong bom day khang
sinh AdeABC, MIC ting 1én > 32 pg/ml d6i v6i imipenem [97].

Tuy nhién, theo két qua ctia mot sd nghién ciru khac cho thay, cac
chung c6 ISAbal ¢ trudc gen blaoxa-2zike (ISAbal/blaoxa-2s-ike) mai co tinh
dé khang v&i carbapenem, trong khi nhitng ching khong c6 ISAbal ¢ trude

gen blaoxa2siike van biéu hién nhay cam véi carbapenem [65],[66]. Vai tro
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ctia ISAbal ciing di duoc ching minh [a 1am ting biéu hién cta blaoxa23-iike
khi ching dimg & vung trudc cua gen nay, cac chung A. baumannii voi
plasmid mang blaoxa-23-iike tw nhi€n c6 mirc d6 khang carbapenem cao hon so
v6i cac bién thé ciia A. baumannii voi plasmid tai to hop pOXA-23 [83].

O Viét Nam, theo két qua nghién ctru cia Nguyén Thi Thanh Ha trén
cac chung A. baumannii gy nhiém khuan huyét naim 2011-2012, 2/40 (5,0%)
s6 ching mang blaoxasi-like + blaoxa 23.1ike €6 MIC ctia carbapenem < 2 pg/ml
(nhay cdm vé&i carbapenem) va 82,2% cac chung c6 gia tri MIC cua
carbapenem tir 4-16 pg/ml [19]. Trong khi két qua nghién ctru ctia ching ti,
tat ca cac chung co gen blaoxazziike déu dé khang véi ca 3 khang sinh
carbapenem va khong c6 su khac biét vé mirc do dé khang voi IPM va MEM
giita 2 nhom A. baumannii c6 va khdng cé I1SAbal/blaoxa.2zike. Ngoai trir ddi
vdi DOR, nhom céac ching c6 ISAbal/blaoxa-2z-ike €6 ty 1€ MIC > 64 pg/mi
cao hon ¢ nhom c6 ISAbal/blaoxa.2ziike (Vi p < 0,05) (biéu d6 3.12). Két qua
ctia chung t6i cling tvong déng nhu mot nghién ctru trong nude cua Nguyén
Tuén Anh, nghién ctru 160 ching A. baumannii phan lap duoc tir 3 bénh vién
& mién Nam, tit ca cac ching mang gen blaoxasiiike + blaoxazs.iike déu bicu
hién dé khang véi carbapenem & mirc cao cho du c6 hodc khong co 1SAbal
[20]. Tuong tu, nghién ctru cua Martinnerz va CS, cac chung mang blaoxa-23-
like ¢0 hodc khong co ISAbal/blaoxa zzike déu dé khang voi carbapenem [183].

Tuy nhién, trong nghién ctru cta chung t6i, cac chiing duong tinh véi 2
gen blaoxasi-ike + blaoxa-23-ike €6 cac gia tri MIC véi carbapenem kha khac
nhau (dao dong tir 8 - > 64 pg/ml). Nhu vay, rt cd thé ngoai blaoxa 23-like, C4C
chung A. baumannii nay con két hop véi cac co ché dé khang carbapenem
khac hoidc di co sy ting s6 lugng ban sao cac gen dé khang dan dén ting muc

d6 dé khang.
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Hon nita, hién nay, dd phat hién dugc 19 bién thé thuoc phan nhom
blaoxa-23-like 6 kha nang thily phan dugc carbapenem nhung vai mic do khac
nhau [9]. Trong d6, OXA-146 13 mot bién thé ctia OXA-23, khic véi enzyme
OXA-23 chi duy nhat mét axit amin, nhung OXA-146 lai co thé lién két va
thity phan ceftazidime mang lai gia tri MIC “khang” ddi voi ceftazidime.
OXA-146 cling thuy phan aztreonam, cefotaxime, ceftriaxone va ampicillin
v6i hiéu qua cao hon OXA-23 va van bao ton hoat dong thuy phan
carbapenem [92]. Trong hau hét cic nghién ciru, thuong sir dung cac cap moi
dé phat hién blaoxa2sike cO thé phat hién dugc cac bién thé ciia phan nhom
nay. Nhu vdy d6i vdi cac chang PCR duong tinh v6i blaoxa 2z-ike O thé mang
cac blaoxa khac cting phan nhom vé6i blaoxa 23 Nén ¢6 muic do dé khang co su
khac nhau. Liéu ching cic chung A. baumannii c6 mirc 46 dé khang cao co
thé mang nhiéu hon 1 loai blaoxa-23-ike.

Nhu vay, mot vi khuan c6 thé mang rat nhiéu yéu té phéi hop trong viéc
dé khang vai khang sinh, trong khi mot nghién cau khong thé danh gia hét duoc
cac yéu td do, didu nay cd thé giai thich mot phan vé su khéc biét giira cac két
qua nghién ctu vé kha ning dé khang ddi voi carbapenem ¢ cac ching A.
baumannii mang gen blaoxazsiike. Tuy nhién, hau hét cac nghién ctru déu cho
thdy, dé khang carbapenem & A. baumannii lién quan chi yéu dén blaoxa 2z-ike
[8],[20].

Mac du OXA-23 c6 hoat tinh thuy phan manh ddi voi carbapenem
nhung lai khong thity phan dugc cic cephalosporin phd rong do sy hién dién
clia “cau ky nudc” & vi tri hoat dong cta enzym [92]. Nhung trong nghién ctru
ctia chung t6i, trong s6 cac chung dé khang carbapenem chi c¢6 01 ching con
biéu hién nhay cam véi CAZ va CPM. Nhu vdy, cac chung A. baumannii nay
con c6 cac co ché d& khang khac quy dinh tinh d& khang ddi voi cac

cephalosporin pho rong.
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ADC-33 1a mot loai enzyme cephalosporinase phd rong duoc mi hoa
boi gen blaampc & A. baumannii c¢6 kha niang thuy phan manh d6i véi cac
cephalosporin phd rong (ceftazidime, cefepime) va monobactam [184]. Pé
Khang véi cephalosporin phd rong thuong lién quan dén viéc san xuat quéa
mirc gen ndy do dugc lién két véi trinh ty chén ISAbal cung cap mot trinh
khoi dong manh [185].

Gen blanpm-1 ngay cang dugc phat hién ¢ cac chung A. baumannii trén
toan thé gigi. Trong nghién cau cua ching t6i, 9 chung A. baumannii mang
gen blanpwm.1, voi cac to hop gen blaoxasiiike + blanom- (2 chiing), blaoxasiike
+ blaoxa-2z-ike + blanom-1 (5 ching), blaoxa-siike + blaoxass-ike + blanom-1 (2
chung). Tét ca cac chung nay déu dé khang véi carbapenem vai MIC tir 32 -
>64 ng/ml va 100% dugc phat hién sinh carbapenemase boi 4 ky thuat (ngoai
trir k¥ thuat MHT cho két qua duong tinh yéu, khong rd rang) (bang 3.11).

Enzym NDM-1 c6 kha niang thuy phan manh va rong d6i véi tat ca cac
khang sinh beta-lactam (ngoai trir monobactam) [111]. O Acinetobacter,
blaxoms thuong nam trong transposon hdn hop Tnl25 vai trinh ty chén
ISAbal25 & 2 dau cua gen. Cac ching chta gen blanpms ¢O 1SAbal25 ¢
MIC cua cac khang sinh carbapenem cao hon rat nhiéu so véi ching khéng c6
ISAbal25 [111].

Nhu vay, két qua nghién ctru cho thiy c¢6 mbi lién quan gitta gia tri
MIC ciia carbapenem (> 8 pg/ml) v6i su xuat hién carbapenemase (qua thir
nghiém kiéu hinh CIM, CarbAcineto NP va CarbAcineto NP cai tién) va mot
s gen ma hoa carbapenemase (blaoxa-231ike, blanom-1) thuong gip nhit & céc
chung A. baumannii phan lap tai Viét Nam.

Tir két qua trén, co thé sir dung 1 trong 3 phuong phép: phat hién kiéu
gen hodc xac dinh MIC cua carbapenem hoac thir nghi€ém sinh carbapenemase

dé xac dinh ching A. baumannii c¢6 kha ning cao dé khang vdi carbapenem
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bang co ché sinh carbapenemase. Piéu ndy rat quan trong trong viéc phét hién
chung vi khuan cé sinh carbapenemase dé cé céc bién phap kiém soét nhidm
khuan dy phong 1ay nhidm va lra chon khéng sinh thich hop cho diéu tri.

C6 su phu hop rét cao giita kiéu gen (blaoxa23.ike V& blanom.1) véi hoat
dong carbapenemase c6 thé phat hién dugc bang cac ky thuat CIM,
CarbAcineto NP, CarbAcineto NP cai tién & A. baumannii.

Déi v6i ki thuat MHT, c6 sy phu hop rat thap giita két qua kiéu gen va
hoat dong carbapenemase. MHT chi cho két qua dwong tinh yéu (rat kho phan
biét duong tinh va am tinh) ddi voi cac ching mang blaoxa-si-like + Dlaoxa-23-
like VA blaoxasiiike + Dlaoxazsike + blanom-1. K&t qua cua ching toi tuong tu
két qua nghién ctru cia Bonnin va CS, MHT chi duong tinh yéu véi 7,6%
chung A. baumannii c0 gen blaoxa-si-iketblaoxa-2s-ike+blanom-1 [15],[133].
Theo nhiéu nghién ctru ky thit MHT phu hop hon véi viéc phat hién
carbapenemase nhom A (nhu KPC) va nhém D (nhu OXA-48) &
Enterobacteriaceae day la cac loai carbapenemsae c6 hoat tinh thuy phan
khang sinh carbapenemase manh [186],[187]. Tuy nhién, tir phién ban thir 28
ctia CLSI (nam 2018), khong con khuyén céo st dung k¥ thuat MHT dé phat
hién carbapenemase ¢ vi khuan [131].

O A. baumannii, mang ngoai ¢ tinh thaim thap hon khoang 100 lan so
v6i E. coli vi thiéu cac porin 16n nhu OmpF va OmpC [13], hon nita NDM-1
13 mot lipoprotein gan két voi mang ngoai vi khuan, didu nay ngin can su
phat hién hoat dong cua carbapenemase ¢ A. baumannii bang k¥ thuat MHT
[188]. Thir nghiém THT st dung Triton X-100 c6 kha nang hoa tan cac
protein mang ngoai ctia vi khuan, ting giai phong carbapenemase, da lam ting
d6 nhay cho THT [133]. Két qua cua chiing t6i cho thdy THT c6 do nhay cao
hon han so véi ky thuat MHT, khong chi d6i v6i viéc phat hién NDM-1 ma

con voi OXA-23. Két qua ndy ciing twong ty nhu nghién ctru cta Pasteran, F.
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va CS (nam 2016), THT c6 thé phat hién 97 - 99% cac loai carbapenemase
[133]. Tuy nhién, di véi k¥ thuat THT, c¢6 mot sé chung mang 2 gen ma hoa
carbapenemase nhung van cho két qua duwong tinh yéu (khé phan biét duong
tinh/&m tinh) véi carbapenemase.

Thir nghiém CarbAcineto NP va CIM da phat hién dugc nhiéu hon cac
chung sinh carbapenemase thu dugc. Ky thuat CarbAcineto NP da duoc stra
d6i so voi ki thuat Carba NP ban dau vé diéu kién ly giai vi khuan va ting s6
luong vi khuan can kiém tra. K¥ thuat CarbAcineto NP sir dung NaCl 5M thay
cho Tris HCI pH 7,4 (trong Carba NP) dé tranh tac dung dém cua Tris HCI do
nhiéu loai carbapenemase ¢ A. baumannii ¢ hoat tinh thay phan khang sinh
yéu nén luong acid sinh ra khdng nhiéu, khd co thé lam ddi mau chat chi thi.
Thir nghiém CarbAcineto NP ¢6 kha nang phat hién cac loai carbapenemase &
Acinetobacter spp véi d6 nhay 94,7% va do dac hiéu 100% [14].

Trong nghién ciu caa chung toi, ky thuat CarbAcineto NP (sir dung bot
imipenem monohydrate chuan) va CarbAcineto NP cai tién (sa dung bot
khang sinh tiém Tienam) cé kha nang phat hién sinh carbapenemase nhu
nhau. Két qua cta ching t6i ciing twong tu nhu cua Dortet va CS (ndm 2014),
CarbAcineto NP duong tinh 100% vé&i chung c6 OXA-23, OXA-58, OXA-40,
OXA-143, NDM-1, IMP, SIM, VIM (chi am tinh va&i chung mang gen GES)
[14]. Pac biét, vai cac ching c6 gen blanpm-1 cho két qua duong tinh rd va
nhanh (chuyén mau tir d6 sang vang hoan toan) trong vong 20-30 phut; chung
c6 gen blaoxasitblaoxa2s: duong tinh (chuyén mau tir d6 sang vang cam)
trong vong 2 gio; chung c6 OXA-51+0OXA-58: cho két qua khong xac dinh
(chuyén mau tir d6 sang d6 cam) trong vong 2 gio. Két qua nhanh tir 20 phut -
2 gio S0 VGi 18-24 gio (ddi voi MHT va THT va CIM), ddy 1a wu diém cua
CarbAcineto NP. Tuy nhién, hoa chat thuc hién xét nghiém cua ky thuat
CarbAcineto NP va CarbAcineto NP cai tién can c6 qua trinh chuan bi phic
tap hon so voi ky thuat THT, CIM.
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K§ thuat CIM c6 kha ning phat hién carbapenemase cao nhat (ké ca véi
chung mang blaoxa-si-iketblaoxa-ss-ike vOi gia tri MIC cia carbapenemse < 2
ug/ml). K thuat CIM trong nghién ctru cta toi da c6 sy diéu chinh so véi k¥
thuat CIM khoi diém cua Zwaluw [134] va mCIM theo hudng dan ctia CLSI
[131] nhu sau:

CIM cia | mCIM theo
3 CIM 6 nghién
Pi€u chinh Zwaluw CLSI
clru nay
[134] [131]
Moi trudng G huyén dich
vi khuan va khoanh gidy Nudc TSB Canh thang MH
KS meropenem
S6 luong méi truong 400 pl 2 ml 400 pl
Thoi gian 1 lan 1 2 gio 4 gioy 4 gioy

Ly do cho sy diéu chinh trong k¥ thuat CIM & nghién ctru cta toi xuat
phat tir két qua ctia mdt nghién ctru cho thiy loai va sb luong moi truong
cling nhu thoi gian 0 14n 1 ¢6 anh hudng dén su 6n dinh ctia meropenem trong
khoanh gidy. Thir nghiém dat dugc két qua t6i vu khi thay 2 ml dung dich
TSB ¢ ki thuat mCIM bang 400 pl TSB va tang sb lugng ching vi khuan can
kiém tra thi do nhay va do dic hiéu cta k¥ thuat CIM déu 1a 100% ddi véi
viéc phat hién carbapenemase ¢ A. baumannii [135]. Tuy nhién trong nghién
clru cua t6i, khong stir dung TSB ma st dung dung dich canh thang MH - la
moi trudng thich hop dé thuc hién k¥ thuat xac dinh tinh nhay cam véi khang
sinh ctia vi khuan.

K§ thuat CIM vaéi chi phi thap, d& thuc hién do c6 thé st dung cac vat
dung rat thuong c6 & cac phong xét nghiém vi sinh, nén dé dang ap dung
dugc & cac phong xét nghiém vi sinh 1am sang. Tuy nhién, thoi gian ¢ két

qua cham hon so k¥ thuat CarbAcineto NP (24 gio so vai 2 gio).
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Nhu vay, c6 su phd hogp cao trong viéc phat hién vi khuan sinh
carbapenemase cua cac ky thuat CIM (100%), CarbAcineto NP va
CarbAcineto NP cai tién (99,1%) véi két qua kiéu gen thuong gap (blaoxa2s-
like V& blanpm-1) ¢ quan thé ching A. baumannii luu hanh ¢ Viét Nam. Cac ky
thuat nay cé thé dé dang thuc hién ¢ cac phong xét nghiém 1am sang phi hop
v6i diéu kién Viét Nam, cung cap mot giai phap hiéu qua gop phan vao viéc

guan ly cac chuang A. baumannii sinh carbapenemase.
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KET LUAN

Tu két qua nghién ctu 144 chung A. baumannii phan lap trén bénh
nhan tai 9 bénh vién & 3 mién cua Viét Nam nam 2016, rat ra mot s két
luan sau:

1. Nong dd e ché téi thiéu (MIC) ciia carbapenem véi cac chiing A. baumannii

83,3% A. baumannii dé khang véi ca 3 loai carbapenem (IPM, MEM,
DOR), MICs la 32 - 64 pg/ml va MICg > 64 pg/ml. Tuy nhién, MIC cua
DOR thap hon so v&i IPM va MEM.

Cac chiung nhay cam véi carbapenem, cO MIC cua carbapenem < 0,5
ug/ml 14 chil yéu va con nhay cam kha tét véi mot sé khang sinh CPM, CAZ,
AK, LEV, MI; Cac chung dé khang véi CRAB, c6 MIC = 32-64 pg/ml chiém
ty 16 cao va ciing dé khang véi cac khang sinh khéac véi gia tri MIC cao.
2. Mt s6 gen méa hoa carbapenemase I6p D, B ciia cac chiing A. baumannii

blaoxa-2s-ike (79,9%) la gen ma hoa carbapenemase l6p D thuong gap
nhat; blanowm-1 (6,3%) 1a gen duy nhat thudc nhém B duoc xac dinh. Céac gen
nay déu ¢ & cac ching A. baumannii phan 1ap tai cac bénh vién thudc 3 mién
v6i ty 1& gan tuong tu nhau.

86,9% cac chung c6 ISAbal ¢ ving trudc ctua gen blaoxa-23-like-

A. baumannii c6 kiéu gen PFGE da dang, c6 su ton tai don dong va da
dong trong 1 bénh vién va gitra cac bénh vién thudc cac ving mién khéac nhau
& Viét Nam. Kiéu hinh dé khang khang sinh cta cac chang thudc cing mot
cum kiéu gen PFGE khong giéng nhau hoan toan.

3. Mai lién quan giira MIC véi s xuat hién carbapenemase va gen ma
hda carbapenemase

C6 mdi lién quan gitta MIC ctia carbapenem ( > 8 pg/ml) v6i sy xuit
hién carbapenemase (qua thuar nghiém kiéu hinh: CIM, CarbaAcineto NP,
CarbaAcineto NP cai tién) va mot s6 gen ma hda carbapenemase (blaoxa.zs-
like, Dlanpm-1) 0 cac ching A. baumannii.
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NHUNG PONG GOP MOI CUA LUAN AN

1. Pay 1a nghién ctru dau tién xac dinh c6 méi lién quan gitra kiéu hinh
dé khang carbapenem (MIC> 8 pg/ml) voi kiéu gen (blaoxa-2s-ike, blanom-1) va
kha ning sinh enzym carbapenemase (qua thir nghiém kiéu hinh: bat hoat
carbapenem-Carbapenem Inactivation Method — CIM, CarbaAcineto NP,
CarbaAcineto NP cai tién) trén cac chiung A. baumannii luu hanh tai Viét Nam.
Tir d6 dua ra khuyén céo vé ky thuat ph hop cho viéc sang loc cac chung A.

baumannii sinh carbapenemase & cac phong xét nghiém vi sinh lam sang.

2. Xac dinh mdi lién hé kiéu gen PFGE va kiéu hinh dé khang khang
sinh cua céc chung A. baumannii thuoc ciing cum kiéu gen (clone) 1 co sé
khoa hoc cung cip thém céc thong tin hitu ich vé& ngudn géc, su lay lan va kha
ning tich hop gen dé khang khang sinh khac nhau thong qua cic phuong thirc

truyén gen ngang cua cac chung A. baumannii luu hanh ¢ Viét Nam.
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KIEN NGHI VE NHUNG NGHIEN CUU TIEP THEO

1. Trong khuén khd nghién ctru cua ludn 4n nay khong du diéu kién dé thuc
hién dugc v6i sb lwong mau dai dai dién cho tat ca cac chung A. baumannii
lru hanh & Viét Nam. Nén c6 nhitng nghién ctru tiép theo voi sd luong mau
16n va trén pham vi rong hon dé c6 nhiing két luan xac thuc hon.

Thir nghiém CarbAcineto NP, CarbAcineto NP cai tién va CIM phat
hién vi khuan sinh carbapenemase c6 su phi hop cao véi két qua kiéu gen
(blaoxa-23-ike; blanom-1) & A. baumannii. Tuy nhién, nén cé nhitng nghién ctru
véi s6 lugng mau 16n va dai dién hon dé co thé lya chon duoc ky thuat phu hop
nhit trong viéc phat hién sinh carbapenemase trén cac chang A. baumannii luu
hanh & Viét Nam cung cip mét giai phap hiéu qua gép phan vao viéc quan ly

cac chang vi khuan nay.

2. Colistin 13 khang sinh duoc lya chon cudi cung dé diéu tri A. baumannii da
khang. Gié tri MIC cua colistin khong chi dé xac dinh tinh nhay/khang cua vi
khuan vai colistin ma con gitip xac dinh lidu colistin st dung trén 1am sang dé
c6 hiéu qua diéu tri tét nhat cho nguoi bénh va han ché tinh trang khang thudc.
Nghién ctru xac dinh gia tri MICgy cua colistin 13 0,5 pg/ml dbi véi cac
chung A. baumannii (bang phuong phap vi pha lodng trong mdi truong long -
st dung phuong phap tiéu chuan - phuong phap duy nhat duoc khuyén céo su

dung dé xac dinh MIC cua colistin).
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Két qua dai dién so sanh giai trinh tw san pham PCR
doan gen blaoxasiiike V6i trinh tw gen chuan

Acinetobacter baumannii strain 19-63P73 OXA-51 family carbapenem-hydrolyzing class D
beta-lactamase OXA-882 (blaOXA) gene, blaOXA-882 allele, complete cds

Sequence ID: MN476922.1 Length: 922 Number of Matches: 1

Range 1: 284 to 636 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
652 bits(353) 0.0 353/353(100%) 0/353(0%) Plus/Plus

Query 1 TAATGCTTTGATCGGCCTTGAGCACCATAAGGCAACCACCACAGAAGTATTTAAGTGGGA 690

Sbjct 284 TAATGCTTTGATCGGCCTTGAGCACCATAAGGCAACCACCACAGAAGTATTTAAGTGGGA 343
Query 61 TGGTaaaaaaaGGTTATTCCCAGAATGGGAAAAGGACATGACCCTAGGCGATGCCATGAA 120

|I|I|II|III|I||II|I|||I||||II| LLLLERETREEREE LR Erernrn

Sbjct 344 TGGTAAAAAAAGGTTATTCCCAGAATGGGAAAAGGACATGACCCTAGGCGATGCCATGAA 403
Query 121 AGCTTCCGCTATTCCAGTTTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGGACTTGAGCTCATGTC 180

Sbjct 404 AGCTTCCGCTATTCCAGTTTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGGACTTGAGCTCATGTC 463
Query 181 TAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACCCAAGTCGATAATTT 240

CELELELELEEEEREEEEEEE e e et e e et et ee e e bt nn

Sbjct 464 TAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACCCAAGTCGATAATTT 523
Query 241 TTGGCTGGTGGGTCCTTTAAAAATTACTCCTCAGCAAGAGGCACAGTTTGCTTACAAGCT 3080

_ LECUERLLELLEEELEE e e e e e Ee i eee il
Sbjct 524 TTGGCTGGTGGGTCCTTTAAAAATTACTCCTCAGCAAGAGGCACAGTTTGCTTACAAGCT 583

Query 301 AGCTAATAAAACGCTTCCATTTAGCCAAAAAGTCCAAGATGAAGTGCAATCCA 353

, LLLEELEEEEELEELER e e e e e e e et inind
Sbjct 584 AGCTAATAAAACGCTTCCATTTAGCCAAAAAGTCCAAGATGAAGTGCAATCCA 636
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Két qua dai dién so sanh giai trinh tw san pham PCR

doan gen blaoxa-2zike V6i trinh tw gen chuan

Acinetobacter baumannii Tn2008, blaOXA-23 gene for OXA-23, strain AB285
Sequence ID: LS999838.1 Length: 5551 Number of Matches: 1

Range 1: 1743 to 2243 GenBank Graphics

Score

898 bits(486)

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
sbict
Query
sbict
Query
sbijct
Query
sbijct

1

1743
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1883

120

1863

188

1923

248

1983

3ee

2043

368

2183

428

2163

438

2223

Expect Identities Gaps Strand
0.0 496/501(99%) 1/501(0%) Plus/Plus

TGATCGGATTTTAGAACCAGAAAACGGATATTAATGAAATATTTAAATGGAAGGGCGAGA

[LITTIEITY I||]IIIIIII|III|||||JIII|||||III|||||IIII||||]|I

TGATCGGATTGGAGAACCAGAAAACGGATATTAATGAAATATTTAAATGGAAGGGCGAGA

AAAGGTCATTTACCGCTTGGG - AAAAGACATGACACTAGGAGAAGCCATGAAGCTTTCTG

COLLRLELTDEEEEEE e e e e e e e e ee e e ee ey i

AAAGGTCATTTACCGCTTGGGAAAAAGACATGACACTAGGAGAAGCCATGAAGCTTTCTG

CAGTCCCAGTCTATCAGGAACTTGCGCGACGTATCGGTCTTGATCTCATGCAAAAAGAAG

CEUEEREEEEEER LR e e e e e e e e e e e e eee e e e rerr

CAGTCCCAGTCTATCAGGAACTTGCGCGACGTATCGGTCTTGATCTCATGCAAAAAGAAG

TAAAACGTATTGGTTTCGGTAATGCTGAAATTGGACAGCAGGTTGATAATTTCTGGTTGG

CEEEREEEEEEEER L e EEE e e e e e e e ey rd

TAAAACGTATTGGTTTCGGTAATGCTGAAATTGGACAGCAGGTTGATAATTTCTGGTTGG

TAGGACCATTAAAGGTTACGCCTATTCAAGAGGTAGAGTTTGTTTCCCAATTAGCACATA

CEUEERECEETER LR e e e e e e e e e e e e ey

TAGGACCATTAAAGGTTACGCCTATTCAAGAGGTAGAGTTTGTTTCCCAATTAGCACATA

TCCATTTAGTGAAAAAGTGCAGGCTAATGTAAAAAATMTGCTTCTTTTAGAAG

]IIII|||||III||]IIIIII||IIIIII||JIIIII||IIII LELLEETEETLTLT

CACAGCTTCCATTTAGTGAAAAAGTGCAGGCTAATGTAAAAAATATGCTTCTTTTAGAAG

AGAGTAATGGCTACAAAATTTTTGGAAAGACTGGTTGGGCAATGGATATAAAACCACAAG

CEULTEEEEEEER R R e e e e e e e e e e e e eyt

AGAGTAATGGCTACAAAATTTTTGGAAAGACTGGTTGGGCAATGGATATAAAACCACAAG

TGGGCTGGTTGACCGGCTGGOT TGAGCAGCCAGATGGAAAAATTGTCGCTTTTGCATTAA

CEUEREEEETEREER e e e e e e e e e e e e ey r

TEGGCTGGTTOACCGGCTGGOT TGAGCAGCCAGATGGAAAAATTGTCGCTTTTGCATTAA

ATATGGAAATGCGATCAGAAA 500
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Két qua dai dién so sanh giai trinh tw san pham PCR

doan gen blaoxassike V6i trinh tw gen chuan

Acinetobacter baumannii strain WCHABO05078 plasmid pOXA58_005078,

complete sequence

Sequence ID: CP027245.2 Length: 70509Number of Matches: 1

Range 1: 34403 to 35001 GenBankGraphics

Score

1092 bits(591)

Expect Identities Gaps Strand
0.0 597/600(99%) 1/600(0%) Plus/Minus

Query 2
Sbjct 35001
Query 62
Sbjct 34942
Query 122
Sbjct 34882
Query 182
Sbjct 34822
Query 242
Sbjct 34762
Query 302
Sbjct 34702
Query 362
Sbjct 34642
Query 422
Sbjct 34582
Query 482
Sbjct 34522
Query 542

Sbjct 34462

AGTATTGGGGGCTTGTGCTGAGCATAGTATGAGTCGAGCAAAAACAAGTACAATTCCACA

AGTATT -GGGGCTTGTGCTGAGCATAGTATGAGTCGAGCAAAAACAAGTACAATTCCACA

AGTGAATAACTCAATCATCGATCAGAATGTTCAAGCGCTTTTTAATGAAATCTCAGCTGA

AGTGAATAACTCAATCATCGATCAGAATGTTCAAGCGCTTTTTAATGAAATCTCAGCTGA

CACATATGATGGTCAAAATATTAAAAAATATGGMACGCATTTAGACCG

ACATATGATGGTCAAAATATTAAAAAATATGGCACGCATTTAGACCG

AGCAAAAACAGCTTATATTCCTGCATCTACATTTAAAATTGCCAATGCACTAATTGGTTT

AGCAAAAACAGCTTATATTCCTGCATCTACATTTAAAATTGCCAATGCACTAATTGGTTT

AGAAAATCATAAAGCAACATCTACAGAAATATTTAAGTGGGATGGAAAGCCACGEEETLE

AGAAAATCATAAAGCAACATCTACAGAAATATTTAAGTGGGATGGAAAGCCACGTTTTTT

tAAAGCATGGGACAAAGATTTTACTTTGGGCGAAGCCATGCAAGCATCTACAGTGCCTGT

TAAAGCATGGGACAAAGATTTTACTTTGGGCGAAGCCATGCAAGCATCTACAGTGCCTGT

ATATCAAGAATTGGCACGTCGTATTGGTCCAAGCTTAATGCAAAGTGAATTGCAACGTAT

ATATCAAGAATTGGCACGTCGTATTGGTCCAAGCTTAATGCAAAGTGAATTGCAACGTAT

TGGTTATGGCAATATGCAAATAGGCACGGAAGTTGATCAATTTTGGTTGAAAGGGCCTTT

TGGTTATGGCAATATGCAAATAGGCACGGAAGTTGATCAATTTTGGTTGAAAGGGCCTTT

GACAATTACACCTATACAAGAAGTAAAGTTTGTGTATGATTTAGCCCAAGGGCAATTGLCC

GACAATTACACCTATACAAGAAGTAAAGTTTGTGTATGATTTAGCCCAAGGGCAATTGCC

TTTTAAACCTGAAGT TCAGCAACAAGTGAAAGAGATGTTGTATGTAGAGGGCAGAGGGGA

TTTTAAACCTGAAGTTCAGCAACAAGTGAAAGAGATGTTGTATGTAGAGCGCAGAGGGGA
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP027245.2?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=5DASD7ZA013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP027245.2?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=5DASD7ZA013&from=34403&to=35001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP027245.2?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=5DASD7ZA013&from=34403&to=35001
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PHU LUC 4

Két qua dai dién so sanh giai trinh tw san pham PCR
doan gen blanpm-1 Véi trinh tw gen chuan

Acinetobacter baumannii strain ASKPNAB9 subclass B1 metallo-beta-
lactamase NDM-1 (blaNDM) gene, blaNDM-1 allele, complete cds
Sequence ID: MK682768.1 Length: 813 Number of Matches: 1
Range 1: 19 to 510 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
902 bits(488) 0.0 491/492(99%) 1/492(0%) Plus/Plus

Query 5 ATGCACCCGGTCGCGAAGCTGAGCACCGCATTAGCCGCTGCATTGATGCTGAGCGGGTGC 64

Shjct 19 ATGCACCCOGGTCGCGAAGCTGAGCACCGCATTAGCCGCTGCATTGATGCTGAGCGGGTGE 78

Query 65 ATGCCCGGTG-AATCCGCCCGACGATTGGCCAGCAAATGGAAACTGGCGACCAACGGTTT 123

Sbjct 79 ATGCCCGGTGAAATCCGCCCGACGATTGGCCAGCAAATGGAAACTGGCGACCAACGGTTT 138

Query 124 GGCGATCTGGTTTTCCGCCAGCTCGCACCGAATGTCTGGCAGCACACTTCCTATCTCGAC 183

Shjct 139 GCGATCTGGTTTTCCGCCAGCTCGCACCGAATGTCTGGCAGCACACTTCCTATCTCGAC 198

Query 184 ATGCCGGGTTTCGGGGCAGTCGCTTCCAACGGTTTGATCGTCAGGGATGGCGGCCGLGTG 243

Sbjct 199 ATGCCGGGTTTCGGGGCAGTCGCTTCCAACGGTTTGATCGTCAGGGATGGCGGCCGCGTG 258

Query 244 CTGGTGGTCGATACCGCCTGGACCGATGACCAGACCGCCCAGATCCTCAACTGGATCAAG 303

Sbhjct 259 CTGGTGGTCGATACCGCCTGGACCGATGACCAGACCGCCCAGATCCTCAACTGGATCAAG 318

Query 304 CAGGAGATCAACCTGCCGGTCGCGCTGGCGGTGGTGACTCACGCGCATCAGGACAAGATG 363

Sbjct 319 CAGGAGATCAACCTGCCGGTCGCGCTGGCGGTGGTGACTCACGCGCATCAGGACAAGATG 378

Query 364 GCATGCGGCGGOGATTGCGACTTATGCCAATGCGTTGTCGAAC 423

Shjct 379 CATGCGGCGGGGATTGCGACTTATGCCAATGCGTTGTCGAAC 438

Query 424 CAGCTTGCCCCGCAAGAGGGGATGGT TGLGGCGCAACACAGCCTGACTTTCGCCGCCAAT 483

Sbjct 439 CAGCTTGCCCCGCAAGAGGGGATGGTTGCGGCGCAACACAGCCTGACTTTCGCCGCCAAT 498

Query 484 GGCTGGGTCGAA 495

Shjct 499 GGCTGGGTCGAA 518


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK682768.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=5DBBFY11013
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Direction: Native
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PHU LUC 6

Két qua dai dién so sanh giai trinh tw san pham PCR
doan gen ISAbal véi trinh tw gen chuan

Acinetobacter baumannii strain B response regulator (adeR) gene, complete
cds; insertion sequence ISAbal, complete sequence; and kinase sensor
(adeS) gene, complete cds
Sequence ID: JO690824.1 Length: 3038 Number of Matches: 1

Range 1: 1733 to 2261 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
970 bits(525) 0.0 528/529(99%) 1/529(0%) Plus/Plus

Query 12 GCA-AAGTTGATGTCTTGTTCAATTAACCATGTAAACCACTGCTCACCGATAAACTCTCT 7o

Sbjct 1723 GCAGAAGTTGATGTCTTGTTCAATTAACCATGTAAACCACTGCTCACCGATAAACTCTCT 1792

Query 71 CGGTCTTTACCAAAAATGGCTATAAAGCGTTGAATCAA 130
: ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H

Shjct 1793 GTCTTTACCAAAAATGGCTATAAAGCGTTGAATCAA 1852

Query 131  AGCAATAC AAGCAATGTCC 190
, ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H

sbjct 1853 1912

e it it

sbjct 1913 CTATTCCACGATAAACGATTGCGAGCATCAGGATATTAATATTTCGTTTTCCCCA 1972

Query 251 AATTGGTTCTATCTAAAGTCAGTTGCACTTGGTCGAATGAAAACATATTGAAAAT 310
, ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H

sbjct 1973 TGGTTCTATCTAAAGTCAGTTGCACTTGGTCGAATGAAAACATATTGAARAT 2032

Query 311 TTTGACGATAATCAAAATACTGACCTGCAAAGAAGCGCTGCATACGTCG 370
, ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H

sbjct 2033 ACGATAATCAAAATACTGACCTGCAAAGAAGCGCTGCATACGTCG 2092

Query 371 GTAAGCACTTGATGGGCAAGGCTTTAGATGCAGAAGAAAGATTACA 438
, ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||H

shjct 2093 GTAAGCACTTGATGGGCAAGGCTTTAGATGCAGAAGAAAGATTACA 2152

Query 431 TGTTTGCTTTAAAATAATCACAAGCATGATGAGCGCAAAGCACTTTAAATGTGACTTGTT 4980

Sbjct 2153 TGTTTGCTTTAAAATAATCACAAGCATGATGAGCGCAAAGCACTTTAAATGTGACTTGTT 2212

Query 491 AACTCATTGAGATGTGTC 539

Shjct 2213 ATTGAGATGTGTC 2261


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JQ690824.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=5DC0HC08016
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Acinetobacter baumannii strain 6AB15 insertion sequence ISAbal, complete
sequence; and OXA-23 carbapenemase (oxa-23) gene, complete cds
Sequence ID: GO849192.1 Length: 2036 Number of Matches: 1

PHU LUC 7

Két qua dai dién so sanh giai trinh tw san pham PCR
doan gen ISAbal/blaoxa-2s-ike V&i trinh tw gen chuan

Range 1: 781 to 1872 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

1958 bits(1060) 0.0 1085/1096(99%) 6/1096(0%) Plus/Plus
Query 15 ATTGCGAGCATCAGGATATTAATATTTCGTTTTCCCCATTTCCAATTGGTTCTATCTARA 74
A T T AT
Query 75 GTCAGTTGCACTTGGTCGAATGAAAACATATTGAAAATCAACTGAGAAA-TTGACGATAA 133
et son UL w
Query 134  TCAAAATACTGACCTGCAAAGAAGCGCTGCATACGTCGATAAAATGATTGTGGTAAGCAC 193
et son WK RO
Query 194 TTAGATGCAGAAGAAAGATTACATGTTTGCTTTAAAATAATCACA 253
SOy i i
Query 254  AGCATGATGAGCGCAAAGCACTTTAAATGTGACTTGTTCCATTTTAGATATTTGTTTAAG 313
NS T T T
Query 314  ATAAGATATAACTCATTGAGATGTGTCATAGTATTCGTCGTTAGAAAACAATTATTATGA 373
et 1om MK TR
Query 374  CATTATTTCAATGAGTTATCTATTTTTGTCGTGTACAGAGCTCTTTTTTATTTTCTATTG 433
et 1z UL L
Query 434  ATCTGGTGTTTAAAATGAATAAATATTTTACTTGCTATGTGGTTGCTTCTCTTTTTCTTT 493
et 1on MEMHES RO IO T
Query 494  CTGGTTGTACGGTTCAGCATAATTTAATAAATGAAACCCCGAGTCAGATTGTTCAAGGAC 553
et 1o ML LT


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GQ849192.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=5DCPUB8U013
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ATAATCAGGTGATTCATCAATACTTTGATGaaaaaaaCACCTCAGGTGTGCTGGTTATTC

ATAATCAGGTGATTCATCAATACTTTGATGAAAAAAACACCTCAGGTGTGCTGGTTATTC

AAACAGAT2322aaaTTAATCTATATGGTAATGCTCTAAGCCGCGCAAATACAGAATATG

AAACAGATAAAAAAATTAATCTATATGGTAATGCTCTAAGCCGCGCAAATACAGAATATG

CCTCTACATTTAAAATGTTGAATGCCCTGATCGGATTGGAGAACCAGAAAACGG

TCTACATTTAAAATGTTGAATGCCCTGATCGGATTGGAGAACCAGAAAACGG

ATGAAATATTTAAATGGAAGGGCGAGAAAAGGTCATTTACCGCTTGGGAAAAAG

TGAAATATTTAAATGGAAGGGCGAGAAAAGGTCATTTACCGCTTGGGAAAAAG

ACATGACACTAGGAGAAGCCATGAAGCTTTCTGCAGTCCCAGTCTATCAGGAACTTGCGL

ACATGACACTAG ATGAAGCTTTCTGCAGTCCCAGTCTATCAGGAACTTGCGC

GACGTATCGGTCTTGATCTCATGCAAAAAGAAGTAAAACGTATTTGGTTTCGGTAATGCT

GACGTATCGGTCTTGATCTCATGCAAAAAGAAGTAAAACGTA-TTGGTTTCGGTAATGCT

GAAATTGGACAGGCA-GTTGATAATTTCTGGGTTGGTAGGACCATTAAAGGTTACGCCTA

GAAATTGGACAG-CAGGTTGATAATTTCT -GGTTGGTAGGACCATTAAAGGTTACGCCTA

TTAGCACATACACAGCTTTCCATTTAGTGAAAAA

AGCACATACACAGC-TTCCATTTAGTGAAAAA

GTGCAGGCTAATGa2aaaaaTTTGCTTCTTTTAGAAGAGAGTAATGGCTACAAAATTTTT

TGCAGGCTAATGTAAAAAATATGCTTCTTTTAGAAGAGAGTAATGGCTACAAAATTTTT

GGAAAAGCTGGTTGGG 1108

GGAAAGACTGGTTGGG 1872
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Sample Mame: 11-F11 Signal Strengths: A=T4, C=358 G=84, T=85
Mobility: KB_3300_POP7_BDTv3.mob Lane/Cap#: &
Spacing: 109763 Matrix: nfa
Comment: n/a Direction: Native
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Két qua hinh anh giai trinh tw san pham PCR gen ISAba1 /0xa-23-like



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ849192.1

Acinetobacter baumannii strain 6AB15 insertion sequence ISAbal,
complete sequence; and OXA-23 carbapenemase (o0xa-23) gene,
complete cds

GenBank: GQ849192.1

FASTA Graphics
LOCUS GQ849192 2036 bp DNA linear BCT 20-
APR-2010

DEFINITION Acinetobacter baumannii strain 6ABl5 insertion sequence
ISAbal,

complete sequence; and OXA-23 carbapenemase (oxa-23) gene,

complete
cds.
ACCESSION GQ849192
VERSION GQ849192.1
KEYWORDS
SOURCE Acinetobacter baumannii

ORGANISM Acinetobacter baumannii

Bacteria; Proteobacteria; Gammaproteobacteria;
Pseudomonadales; Moraxellaceae; Acinetobacter; Acinetobacter
calcoaceticus/baumanniicomplex.

REFERENCE 1 (bases 1 to 2036)
AUTHORS Lin,Y.C., Hsia,K.C., Chen,Y.C., Sheng,W.H., Chang,S.C.,
Liao,M.H.and Li,S.Y.
TITLE Genetic basis of multidrug resistance in Acinetobacter spp.
clinical isolates in Taiwan
JOURNAL Antimicrob. Agents Chemother. (2010) In press
PUBMED 20194701
REMARK Publication Status: Available-Online prior to print
REFERENCE 2 (bases 1 to 2036)
AUTHORS Lin,Y¥.-C., Hisa,K.-C., Chen,Y.-C., Sheng,W.-H., Chang,S.-C.
and Li,S.-Y.
TITLE Identification of antimicrobial-resistant genes associates
with fluorogquinolones, aminoglycosides, cephalosporins, and
carbapenemases in the Acinetobacter spp. clinical isolates
from Taiwan
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 3 (bases 1 to 2036)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ849192.1?report=fasta
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ849192.1?report=graph
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=470
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20194701

AUTHORS Lin,Y¥.-C., Hisa,K.-C., Chen,Y.-C., Sheng,W.-H., Chang,S.-C.
and Li,S.-Y.
TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (25-AUG-2009) Research and Diagnostic Center,
Centers for Disease Control, No. 161, Kun-Yang Street, Taipei, Taiwan
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..2036
/organism="Acinetobacter baumannii"
/mol type="genomic DNA"
/strain="6AB15"
/isolation source="patient in hospital"”
/db xref="taxon:470"
mobile element 1..1180

gene 1215..2036
/gene="oxa-23"
CDS 1215..2036

/gene="oxa-23"

/codon_start=1

/transl table=11

/product="0XA-23 carbapenemase"

/protein id="ACW65151.1"
/translation="MNKYFTCYVVASLFLSGCTVQHNLINETPSQIVQGHNQVIHQYF
DEKNTSGVLVIQTDKKINLYGNALSRANTEYVPASTFKMLNALIGLENQKTDINEIFK
WKGEKRSFTAWEKDMTLGEAMKLSAVPVYQELARRIGLDLMOQKEVKRIGEFGNAEIGQQ

VDNEFWLVGPLKVTPIQEVEFVSQLAHTQLPFSEKVQANVKNMLLLEESNGYKIFGKTG

WAMDIKPQVGWLTGWVEQPDGKIVAFALNMEMRSEMPASIRNELLMKSLKQLNITI"
ORIGIN


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=470
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ849192.1?from=1&to=1180
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ849192.1?from=1215&to=2036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/GQ849192.1?from=1215&to=2036
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Utils/wprintgc.cgi?mode=c#SG11
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/259377433

DANH SACH CHUNG NGHIEN CcUU

PHU LUC 8

S6 | Ma Ma bénh Phan Iap tir | Ngay phan Bénh vién
TT | nghién pham loai bénh lap mau
cuu pham
1 1 1 bom 05.5.2016 | Trung wong Hué
Dich ndi khi .
2 2 2 . 05.5.2016 | Trung wong Hué
quan
Dich ndi khi .
3 3 3 , 05.5.2016 | Trung wong Hué
quan
Dich ndi khi .
4 4 4 , 05.5.2016 | Trung wong Hué
quan
5 5 5 Mu 06.5.2016 | Trung wong Hué
6 6 6 Mu 14.5.2016 | Trung wong Hué
Dich noi khi .
7 7 7 . 15.5.2016 | Trung wong Hué
quan
8 8 8 Mau 16.5.2016 | Trung wong Hué
9 9 9 bom 16.5.2016 | Trung wong Hué
10 10 10 bom 18.5.2016 | Trung wong Hué
11 11 11 bom 31.5.2016 | Trung wong Hué
12 12 12 Mu 05.6.2016 | Trung wong Hué
Dich noi khi .
13 13 13 , 14.6.2016 | Trung wong Hué
quan
14 14 14 bom 16.6.2016 | Trung wong Hué
Dich noi khi .
15 15 15 , 25.6.2016 | Trung wong Hué
quan
16 16 16 bom 13.7.2016 | Trung wong Hué
17 17 17 bom 17.7.2016 | Trung wong Hué




18 18 18 Dom 19.7.2016 | Trung wong Hué
Dich ndi khi .
19 19 19 , 22.7.2016 | Trung wong Hué
quan
Dich ndi khi .
20 20 20 , 22.7.2016 | Trung wong Hué
quan
21 21 21 Mu 25.7.2016 | Trung wong Hué
22 22 22 Mu 25.7.2016 | Trung wong Hué
23 23 23 Mu 27.7.2016 | Trung wong Hué
24 24 39320 Dom 13.5.2016 | Pa khoa Nghé An
25 25 20094 Dom 18.5.2016 | Pa khoa Nghé An
26 26 39376 bom 21.5.2016 | bakhoa Nghé An
27 27 39399 bom 24.5.2016 | bakhoa Nghé An
28 28 39387 bom 25.5.2016 | bakhoa Nghé An
29 29 39467 bom 03.6.2016 | bakhoa Nghé An
30 30 39475 bom 03.6.2016 | bakhoa Nghé An
31 31 39506 bom 03.6.2016 | bakhoa Nghé An
32 32 39486 Mu 04.6.2016 | Pakhoa Nghé An
33 33 39498 bom 04.6.2016 | bakhoa Nghé An
Dich phé& Pa khoa Bic
34 34 1 , 30.5.2016 .
quan Giang
Dich phé& Pa khoa Bic
35 36 2 , 01.6.2016 .
quan Giang
Dich phé Da khoa Bac
36 37 3 , 03.6.2016 .
quan Giang
Dich phé Da khoa Bac
37 38 4 , 05.6.2016 .
quan Giang
Dich phé Da khoa Bac
38 39 9 , 20.6.2016 .
quan Giang




Dich phé ba khoa Bic
39 40 10 . 24.6.2016 .
quan Giang
Dich phé Pa khoa Bic
40 41 11 . 27.6.2016 .
quan Giang
Dich phé Pa khoa Bic
41 42 12 . 27.6.2016 .
quan Giang
Dich phé& Pa khoa Bic
42 43 13 . 07.7.2016 .
quan Giang
] Pa khoa Bic
43 44 14 Nuwéc tiéu 08.7.2016 .
Giang
i Pa khoa Bic
44 45 15 Mu 08.7.2016 .
Giang
Pa khoa Bic
45 46 17 Mau 12.7.2016 .
Giang
. Pa khoa Bic
46 47 18 bom 13.7.2016 .
Giang
Dich phé
47 49 137H . 15.02.2016 Thanh Nhan
quan
48 50 4T Chan catheter | 16.02.2016 Thanh Nhan
Dich phé .
49 51 893H . 25.4.2016 Thanh Nhan
quan
50 52 29T Chan catheter | 03.5.2016 Thanh Nhan
Dich phé .
51 53 968H , 06.5.2016 Thanh Nhan
quan
Dich phé .
52 54 971H , 12.5.2016 Thanh Nhan
quan
53 55 2391M Mu 21.5.2016 Thanh Nhan
Dich phé .
54 56 1003H , 25.5.2016 Thanh Nhan
quan
Dich phé .
55 58 1116H , 21.6.2016 Thanh Nhan
quan
56 60 1229H Dich phé 10.7.2016 Thanh Nhan




quan

Dich phé

57 61 1258H . 15.7.2016 Thanh Nhan
quan
Dich phé
58 62 1270H . 18.7.2016 Thanh Nhan
quan
59 63 1002D bom 26.6.2016 | Dakhoa Ha Tinh
60 64 1007D bom 26.6.2016 | Dakhoa Ha Tinh
61 65 214D Pom 10.7.2016 | bakhoa Ha Tinh
62 66 1045D Pom 12.7.2016 | Pakhoa Ha Tinh
63 67 1052D Pom 14.7.2016 | Pakhoa Ha Tinh
64 68 1063D bom 17.7.2016 | Pakhoa Ha Tinh
65 69 225D Dich mu 20.7.2016 | bakhoa Ha Tinh
66 70 1078b Pom 22.7.2016 | bakhoa Ha Tinh
67 71 1079D Pom 22.7.2016 | bakhoa Ha Tinh
68 72 1082D Pom 25.7.2016 | bakhoa Ha Tinh
69 73 1100b DPom 01.8.2016 | bakhoa Ha Tinh
70 74 1107b DPom 04.8.2016 | bakhoa Ha Tinh
71 77 238D Dich mu 04.8.2016 | Pakhoa Ha Tinh
72 78 1119D Pom 06.8.2016 | Dakhoa Ha Tinh
73 79 1120D Pom 06.8.2016 | Dakhoa Ha Tinh
74 84 3475m Mau 21.7.2016 Thanh Nhan
Dich phé .
75 85 1284H , 21.7.2016 Thanh Nhan
quan
Dich phé .
76 86 1317H , 15.8.2016 Thanh Nhan
quan
Dich phé .
77 87 1419H 08.9.2016 Thanh Nhan

quan




78 88 15221 Dom 14.11.2016 Cho Ray
79 89 15190 Dom 14.11.2016 Cho Ray
80 90 15144 Dom 14.11.2016 Cho Ray
81 91 15128 Dom 14.11.2016 Cho Ray
Dich phé «
82 93 15073 . 14.11.2016 Cho Ray
quan
83 94 15048 Dom 14.11.2016 Cho Ray
84 95 15016 Dom 13.11.2016 Cho Ray
85 96 14986 Dom 14.11.2016 Cho Ray
86 97 15203 Dom 14.11.2016 Cho Ray
Dich vét «
87 98 15642 15.11.2016 Cho Ray
thwong
Dich vét x
88 99 15487 15.11.2016 Cho Ray
thwong
89 100 15467 bom 15.11.2016 Cho Ray
90 101 15338 bom 15.11.2016 Cho Ray
Dich vét .
91 102 15091 14.11.2016 Cho Ray
thwong
Dich dwong Pa khoa Xanh
92 103 3DH o 01.01.2016 )
ho6 hap Pon
Pa khoa Xanh
93 104 7™ Mu 03.01.2016 A
Pon
Dich dwong Pa khoa Xanh
94 105 34DH o 05.01.2016 A
ho6 hap Pon
Dich duwong ba khoa Xanh
95 106 57DH . 09.01.2016 .
ho6 hap Pon
Dich duwong ba khoa Xanh
96 107 112DH . 12.01.2016 A
ho6 hap Pon
Dich duong ba khoa Xanh
97 108 114DH . 13.01.2016 A
ho6 hap Pon




Dich duong ba khoa Xanh
98 109 120DH ' . 13.01.2016
ho6 hap Pon
Dich duong Da khoa Xanh
99 110 121DH ' , 16.01.2016
ho6 hap Pon
Dich duong Da khoa Xanh
100 | 111 138DH . 18.01.2016
ho hap Pon
Dich duong DPa khoa Xanh
101 112 148DH . 26.01.2016
ho hap Pon
Dich duong DPa khoa Xanh
102 113 185DH o 26.01.2016 .
ho hap Pén
Dich duong DPa khoa Xanh
103 114 191DH o 28.01.2016 .
ho6 hap Pon
Dich duong DPa khoa Xanh
104 | 115 192DH . 28.01.2016
ho hap Pon
Dich dwong ba khoa Xanh
105 116 222DH o 10.02.2016 .
hé hap P6n
Dich dwong ba khoa Xanh
106 | 117 223DH o 18.02.2017 .
hé hap P6n
Dich dwong bPa khoa Xanh
107 | 118 247DH o 28.02.2018 .
ho6 hap Pon
Dich dwong Pa khoa Xanh
108 | 119 269DH e 05.03.2019 .
ho6 hap Pon
Dich phé TW Quéan doi
109 | 120 BQD-TH-01 , 11.10.2016
quan 108
, TW Quan doi
110 | 121 BQD-MU-26 Mu 03.10.2016
108
, TW Quan doi
111 122 BQD-MU-32 Mu 23.11.2016
108
Dich phé TW Quéan doi
112 123 BQD-TH-08 , 16.11.2016
quan 108
Dich phé TW Quéan doi
113 125 BQD-TH-28 , 06.10.2016
quan 108
Dich phé TW Quéan doi
114 | 126 BQD-TH-29 , 07.11.2016
quan 108




Dich phé TW Quéin doi
115 127 BQD-TH-31 . 03.10.2016
quan 108
Dich phé TW Quan doi
116 128 BQD-TH-47 . 13.11.2016
quan 108
. TW Quan doi
117 130 BQD-NT-15 Nuwdc tieu 08.12.2016 108
o TW Quan doi
118 131 BQD-NT-09 Nuérc tiéu 13.03.2016 108
Dich phé TW Quan doi
119 132 BQb-TH-34 . 24.10.2016
quan 108
Dich phé TW Quan doi
120 133 BQD-TH-40 . 10.10.2016
quan 108
) TW Quan doi
121 134 BQD-MA-9 Mau 28.10.2016 108
) TW Quan doi
122 136 BQD-MA-34 Mau 08.04.2016 108
) TW Quan doi
123 137 BQD-MA-37 Mau 24.02.2016 108
Dich phé o
124 | 139 BND-TH-74 . 12.5.2016 Nhi bong 1
quan
Dich phé .
125 140 BND-TH-158 . 19.8.2016 Nhi bong 1
quan
Dich phé .
126 141 BND-TH-143 , 10.7.2016 Nhi bong 1
quan
Dich phé -
127 142 BND-TH-55 , 21.4.2016 Nhi bong 1
quan
Dich phé -
128 143 BND-TH-4 . 11.01.2016 Nhi bong 1
quan
Dich phé .
129 144 BND-TH-24 . 10.02.2016 Nhi bong 1
quan
Dich phé .
130 145 1473H . 15.9.2016 Thanh Nhan
quan
Dich phé .
131 146 1478H 15.9.2016 Thanh Nhan

quan




132 147 3562n Nuwéece tiéu 16.9.2016 Thanh Nhan
Dich phé
133 148 1498H , 21.9.2016 Thanh Nhan
quan
134 149 3431M Mu vét mé 25.9.2016 Thanh Nhan
Dich phé
135 150 1699H . 05.10.2016 Thanh Nhan
quan
Dich phé .
136 151 BND-TH-25 . 12.02.2016 Nhi bong 1
quan
Dich phé .
137 152 BND-TH-64 , 21.04.2016 Nhi bong 1
quan
Dich phé .
138 | 153 | BND-TH-147 7 28.07.2016 | NhiPdng1
quan
139 154 BND-MAH-24 Mau 29.04.2016 Nhi bong 1
Dich phé o
140 155 BND-TH-141 . 08.07.2016 Nhi Pong 1
quan
Dich phé o
141 156 BND-TH-69 . 21.07.2016 Nhi bong 1
quan
Dich phé .
142 157 BND-TH-67 , 20.07.2016 Nhi Pong 1
quan
Dich phé -
143 158 BND-TH-23 . 05.01.2016 Nhi Pong 1
quan
Dich phé -
144 159 BND-TH-72 10.05.2016 Nhi Pong 1

quan
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	Vi khuẩn có rất nhiều cơ chế đề kháng carbapenem khác nhau [5]. Tuy nhiên, sinh carbapenemase vẫn là cơ chế đề kháng carbapenem chủ yếu và quan trọng nhất ở A. baumannii [6],[7]. Nhiều loại carbapenemase ở A. baumannii đã xuất hiện và ngày càng đa dạn...
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	1.2.2. Các yếu tố độc lực của A. baumannii
	1.2.2.1. Protein màng ngoài (Outer membrane protein - Omp)
	1.2.2.2. Một số yếu tố ở vỏ của A. baumannii
	Lipopolysaccharide (LPS)
	1.2.2.3. Hệ thống thu nhận kim loại
	1.2.2.4. Phospholipase
	1.2.2.5. Khả năng tạo màng sinh học (Biofilm)
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	1.2.3. Khả năng gây bệnh của A. baumannii
	Trong chi Acinetobacter, A. baumannii là loài gây bệnh phổ biến nhất trên toàn thế giới [45],[46]. Trước đây, A. baumannii được coi là một loại vi khuẩn gây bệnh cơ hội có độc lực thấp. Tuy nhiên, những năm gần đây, đã có sự gia tăng nhanh chóng tỷ l...
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	1.3.3.2. Nghiên cứu các gen mã hóa carbapenemase ở A. baumannii phân lập tại Việt Nam

	Một số nghiên cứu đã xác định được các gen mã hóa carbapenemase ở A. baumannii với tỷ lệ ngày càng phổ biến hơn. Cho đến nay, trong tất cả các nghiên cứu ở Việt Nam, carbapenemase lớp D phổ biến nhất ở A. baumannii [19],[21],[22],[23],[115]. Trong đó,...

	1.4.  MỘT SỐ PHƯƠNG PHÁP PHÁT HIỆN KIỂU GEN VÀ CARBAPENEMASE Ở A. BAUMANNII
	1.4.1. Phương pháp phát hiện gen mã hóa carbapenemase
	1.4.2. Phương pháp kiểu hình phát hiện carbapenemase
	1.4.2.1 Kỹ thuật Modified Hodge test (MHT)
	1.4.2.2. Kỹ thuật Triton-Hodge test (THT)
	1.4.2.3. Kỹ thuật bất hoạt carbapenem (Carbapenem Inactivation Method - CIM)
	Nguyên lý kỹ thuật: Sau khi khoanh giấy meropenem được ủ với huyền dịch của chủng vi khuẩn cần kiểm tra. Nếu chủng vi khuẩn cần thử nghiệm sinh carbapenemase sẽ thủy phân meropenem, khi đó meropenem trong khoanh giấy KS bị bất hoạt sẽ không thể ức chế...



	Kỹ thuật CIM được Zwaluw và CS báo cáo đầu tiên năm 2015 (hình 1.7) [134]. Có thể đọc kết quả sau 6 giờ, tuy nhiên nếu không cần kết quả nhanh có thể đọc kết quả sau khi ủ qua đêm. CIM có sự phù hợp cao (100% đối với Enterobacteriaceae và 98,8% đối vớ...
	1.4.2.4. Kỹ thuật phát hiện carbapenemase dựa vào các chất ức chế carbapenemase
	Các kỹ thuật phát hiện MBL: Dựa trên sự ức chế hoạt động MBL bởi các chất chelator như: ethylenediaminetetraacetic (EDTA), mercaptoacetic acid (SMA) [136], axit dipicolinic (DPA) [137].
	1.4.3. Phương pháp sinh hóa xác định hoạt tính enzyme carbapenemase
	Phương pháp xác định carbapenemase dựa trên tính chất thủy phân carbapenem của carbapenemase.
	1.4.3.1. Kỹ thuật quang phổ


	Chủng vi khuẩn cần kiểm tra được ủ với carbapenem, phát hiện vi khuẩn sản xuất carbapenemase bằng đo quang phổ của carbapenem và sản phẩm thủy phân của nó bằng máy quang phổ tia cực tím (UV) [139], máy MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ioniz...
	1.4.3.2. Kỹ thuật Carba NP (Carbapenemase Nordmann–Poirel test)

	Hiện nay, trên thị trường có một số kít thương mại cung cấp một giải pháp nhanh, thuận tiện cho việc phát hiện sớm carbapenemase của vi khuẩn như RAPIDEC CARBA NP (Của hãng BioMerieux) có độ nhạy và độ đặc hiệu là 96% đối với việc phát hiện carbapenem...
	1.4.4. Một số phương pháp nghiên cứu khả năng lan truyền của các chủng vi khuẩn mang gen đề kháng kháng sinh ở mức độ phân tử

	Phương pháp MLST giúp phân loại các chủng vi khuẩn dựa vào trình tự của một số (thường là 7) gen "giữ nhà" (gen house-keeping) trong hệ gen bằng kỹ thuật giải trình tự gen.
	Ưu điểm của phương pháp MLST là dữ liệu trình tự rất rõ ràng và có thể dễ dàng so sánh đối chiếu với cơ sở dữ liệu trên mạng trái ngược với các phương pháp phân loại khác dựa vào kích thước của đoạn ADN trên bản thạch. Nhược điểm chủ yếu của phương ph...
	1.5. TÍNH CẤP THIẾT CỦA LUẬN ÁN
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	ĐỐI TƯỢNG, PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
	2.1. ĐỐI TƯỢNG NGHIÊN CỨU
	2.2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
	2.2.1. Thiết kế nghiên cứu


	Thiết kế nghiên cứu mô tả và thử nghiệm trong phòng thí nghiệm.
	2.2.2. Chọn mẫu và cỡ mẫu
	2.3. SƠ ĐỒ NGHIÊN CỨU
	2.4. THỜI GIAN VÀ ĐỊA ĐIỂM NGHIÊN CỨU
	2.5. NỘI DUNG NGHIÊN CỨU
	2.5.1. Thu thập và lưu giữ mẫu nghiên cứu
	2.5.2. Kỹ thuật PCR phát hiện gen blaOXA-51-like ở các chủng A. baumannii
	2.5.2.1. Tách chiết ADN của vi khuẩn

	2.5.3. Kỹ thuật xác định nồng tối thiểu ức chế vi khuẩn phát triển (Minimum Inhibitory Concentrations - MIC) của kháng sinh
	2.5.3.1. Kỹ thuật xác định MIC bằng phương pháp pha loãng kháng sinh trong thạch
	Kỹ thuật được thực hiện theo hướng dẫn của CLSI (CLSI M07-A10) [146].



	+ Kiểm tra chất lượng: Tất cả các chủng mọc tốt ở 2 đĩa không chứa KS (đầu và cuối); giá trị MIC của các kháng sinh đối với 2 chủng E. coli ATCC 25922 và P. aeruginosa ATCC 27853 nằm trong khoảng giới hạn cho phép theo tiêu chuẩn của CLSI M100 S28 [13...
	2.5.3.2. Kỹ thuật xác định MIC bằng phương pháp vi pha loãng trong môi trường lỏng (Broth microdilution)
	Kỹ thuật xác định MIC của colistin được thực hiện trên đĩa 96 giếng (Microplate 96 well) tiêu chuẩn được khuyến cáo sử dụng cho thử nghiệm xác định MIC của colistin (Giếng có đáy tròn, được làm bằng polypropylene, chưa được xử lý (Not treated) - Corni...
	Sử dụng bột kháng sinh colistin sulfate salt (hãng Sigma).
	E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 và E. coli NCTC 13846 dương tính với gen mcr1 (MIC của colistin là 4 µg/ml) được sử dụng để kiểm tra chất lượng [147].
	- Đọc kết quả: MIC là nồng độ thấp nhất mà tại giếng đó không có vi khuẩn mọc (Không đục hoặc lắng cặn). Đọc các giếng của các chủng chứng trước, đạt yêu cầu về chất lượng khi MIC đối với chủng chứng E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 phải n...
	2.5.4. Kỹ thuật PCR phát hiện một số gen mã hóa carbapenemase lớp D và B ở A. baumannii
	2.5.4.1. Tách chiết ADN của vi khuẩn
	Sử dụng mẫu ADN được tách chiết ở mục 2.5.2.1
	2.5.4.2. Kỹ thuật PCR



	Điện di sản phẩm PCR trên gel agarose 1,5% trong TAE 1X (Invitrogen, Mỹ), rồi soi và chụp ảnh gel (UVP BioDoc-It ® Imaging Systems, Mỹ).
	2.5.5. Xác định kiểu gen của vi khuẩn bằng kỹ thuật điện di xung trường (Pulsed-field gel electrophoresis -PFGE)
	Quy trình kỹ thuật được thực hiện theo hướng dẫn của Durmaz, R. Và CS [150].
	2.5.5.1. Tách chiết ADN của vi khuẩn trong đệm thạch
	2.5.5.2. Cắt ADN vi khuẩn bằng enzym giới hạn Aba1

	2.5.6. Một số thử nghiệm phát hiện sinh carbapenemase ở A. baumannii
	2.5.6.1. Kỹ thuật MHT [143]
	2.5.6.2. Kỹ thuật THT
	2.5.6.4. Kỹ thuật CarbAcineto NP cải tiến
	2.5.6.5. Kỹ thuật bất hoạt carbapenem (Carbapenem Inactivation Method -CIM)
	Kỹ thuật được thực hiện theo kỹ thuật mCIM - hướng dẫn của CLSI năm 2018 [131], có thay đổi: 2 ml TSB bằng 400 µl môi trường canh thang MH.
	Dùng que cấy loại 10µl, lấy đầy 1 vòng que cấy khuẩn lạc của chủng vi khuẩn cần kiểm tra (được nuôi cấy qua đêm trên môi trường MHA), cho vào ống tube chứa 400 µl môi trường MH canh thang, vortex 10-15 giây, tiếp theo cho khoanh giấy meropenem 10 µg ...


	- Carbapenemase dương tính: khi vùng ức chế từ 6–15 mm (Hình 2.6.A) hoặc có mặt của các khuẩn lạc trong vùng 16-18 mm (Hình 2.6.B)
	- Carbapenemase âm tính: Khi vùng ức chế ≥ 19 mm (Hình 2.6.C)
	- Không xác định được carbapenemase dương/ âm tính: Nếu vùng ức chế có đường kính 16-18 mm. Cần kiểm tra lại chất lượng kỹ thuật và lặp lại kỹ thuật CIM cho các chủng thử nghiệm và chủng QC.
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	3.1. XÁC ĐỊNH NỒNG ĐỘ ỨC CHẾ TỐI THIỂU (MIC) CỦA CARBAPENEM VỚI CÁC CHỦNG A. BAUMANNII
	3.1.1. Đặc điểm đối tượng nghiên cứu

	144 chủng A. baumannii được thu thập trên bệnh nhân từ 9 bệnh viện thuộc 3 miền của Việt Nam. 4 bệnh viện ở miền Bắc có số mẫu nhiều nhất (46,6%), tiếp đến là 3 bệnh viện ở miền Trung (33,3%), 2 bệnh viện ở miền Nam (20,1%).
	Trong 144 chủng nghiên cứu, tỷ lệ mẫu bệnh phẩm dịch tiết đường hô hấp là chủ yếu (78,5%), tiếp đến là mẫu bệnh phẩm ngoài da và mô mềm, mẫu bệnh phẩm máu và nước tiểu chiếm tỷ lệ thấp hơn hẳn.
	3.1.2. Xác định MIC của carbapenem với các chủng A. baumannii

	Giá trị MIC = 32 - 64 µg/ml chiếm tỷ lệ nhiều nhất. DOR có MIC thấp hơn so với IPM và MEM, tỷ lệ DOR có MIC ≥ 64 µg/ml là 29,2% so với 64,5% và 47,9% của IPM và MEM (sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p <0,01). Đối với các chủng CSAB, MIC ≤ 0,5 µg/m...
	Giá trị MIC50, MIC90 và tỷ lệ đề kháng với một số KS (Ngoại trừ colistin và minocyclin) ở nhóm chủng CSAB thấp hơn hẳn so với nhóm CRAB (sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p < 0,001).
	Đối với các chủng CSAB, 83,3% số chủng có MIC ≤ 8 µg/ml (còn nhạy cảm với CPM). Đối với các chủng CRAB, 99,2% số chủng đề kháng với CPM và 86,7% số chủng có MIC≥ 128 µg/ml.
	Đối với cả 2 nhóm CSAB và CRAB, tỷ lệ chủng nhạy cảm với MI còn khá cao (87,5% và 60,8%) (Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p<0,05). MIC ≤ 1 µg/ml là 58,3% và 42,5% ở 2 nhóm.
	3.2. PHÁT HIỆN MỘT SỐ GEN MÃ HÓA CARBAPENEMASE LỚP D, B CỦA ACINETOBACTER BAUMANNII
	3.2.1. PCR phát hiện một số gen mã hóa carbapenemase


	Tỷ lệ các gen mã hóa carbapenemase ở các chủng A. baumannii phân lập được tại các bệnh viện tuyến trung ương cao hơn các bệnh viện tuyến tỉnh (tuy nhiên, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê chỉ đối với gen blaNDM-1 với p <0,05).
	3.2.2. Xác định mối liên hệ kiểu gen PFGE và kiểu hình đề kháng kháng sinh của các chủng A. baumannii
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	4.1. XÁC ĐỊNH NỒNG ĐỘ ỨC CHẾ TỐI THIỂU (MIC) CỦA CARBAPENEM VỚI CÁC CHỦNG A. BAUMANNII
	4.1.1. Đặc điểm đối tượng nghiên cứu
	4.1.2. Nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) của carbapenem với các chủng A. baumannii


	Trong 144 chủng A. baumannii được thử nghiệm xác định mức độ nhạy cảm với 09 loại kháng sinh, kết quả là 7/9 kháng sinh đã bị kháng trên 70,8% (trong đó 6/9 kháng sinh bị kháng ≥ 83,3%) (bảng 3.4).
	144 chủng A. baumannii trong nghiên cứu này, 24 chủng (16,7%) nhạy cảm với kháng sinh carbapenem (IPM, MEM và DOR). Đối với các chủng A. baumannii nhạy cảm với carbapenem, MIC ≤ 0,5 µg/ml là chủ yếu (biểu đồ 3.1). Như vậy, đối với các chủng nhạy cảm v...
	Ngược lại, 120 chủng (83,3%) kháng với cả 3 loại kháng sinh carbapenem. DOR là kháng sinh nhóm carbapenem được đưa vào sử dụng trên lâm sàng sau cùng (năm 2007) sau 22 năm so với IPM (năm 1985) và MEM (năm 1996). Theo những nghiên cứu ban đầu, DOR là ...
	A. baumannii nhanh chóng tích lũy các yếu tố quyết định đề kháng với các nhóm kháng sinh. Hiện nay, chúng đã kháng được với tất cả các loại KS hiện có sử dụng trên lâm sàng kể cả colistin - là phương thức cuối cùng để điều trị A. baumannii đa kháng [6...
	4.2. PHÁT HIỆN MỘT SỐ GEN MÃ HÓA CARBAPENEMASE LỚP D, B Ở ACINETOBACTER BAUMANNII
	4.2.1. PCR xác định một số gen mã hóa carbapenemase lớp D, B


	Trong 144 chủng A. baumannii, 79,9% mang gen blaOXA-23-like, gen blaOXA-58-like và blaNDM-1 chiếm tỷ lệ thấp (5,6% và 6,3%), 80,6% có ISAbaI và 86,9% số chủng mang gen blaOXA-23-like có ISAbaI ở vùng trước của gen blaOXA-23-like (ISAba1/blaOXA-23-like...
	4.2.2. Mối liên hệ kiểu gen PFGE và kiểu hình đề kháng kháng sinh của các chủng A. baumannii
	4.3. MỐI LIÊN QUAN GIỮA MIC VỚI SỰ XUẤT HIỆN CARBAPENEMASE VÀ GEN MÃ HÓA CARBABENEMASE

	Có nhiều phương pháp khác nhau để phát hiện carbapenemases. Tuy nhiên, độ nhạy, độ đặc hiệu của mỗi phương pháp rất khác nhau phụ thuộc vào loại vi khuẩn và loại carbapenemase [14],[15]. Hơn nữa, do tính thấm nội tại của màng ngoài ở Acinetobacter thấ...
	KẾT LUẬN
	Từ kết quả nghiên cứu 144 chủng A. baumannii phân lập trên bệnh nhân tại 9 bệnh viện ở 3 miền của Việt Nam năm 2016, rút ra một số kết luận sau:
	83,3% A. baumannii đề kháng với cả 3 loại carbapenem (IPM, MEM, DOR), MIC50 là 32 - 64 µg/ml và MIC90 ≥ 64 µg/ml. Tuy nhiên, MIC của DOR thấp hơn so với IPM và MEM.
	Các chủng nhạy cảm với carbapenem, có MIC của carbapenem ≤ 0,5 µg/ml là chủ yếu và còn nhạy cảm khá tốt với một số kháng sinh CPM, CAZ, AK, LEV, MI; Các chủng đề kháng với CRAB, có MIC = 32-64 µg/ml chiếm tỷ lệ cao và cũng đề kháng với các kháng sinh ...
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