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Tém tiit:

Streptococcus pneumoniae 13 cin nguyén thuong gip gy nhiém trung dwong hé hip cip, dic biét & tré em va
ngudi gia. Erythromycin 13 khang sinh dwgc lya chon trong diéu tri cic trwomg hop nhiém trang dwong hé hap
cAp. Nghién ctru nham phat hién gen va dot bién lién quan dén khang erythromycin & cac chiing S. pneumoniae.
Két qua cho thiy, sw xuit hién gen erm(A4), gen mef(A/E), gen msr(D) va dot bién trén viung II thudc gen 23S
rRNA, 23S rRNA domain V1, V2, gen L4 ribosome. Cac ddt bién c6 lién quan dén mirc dd khang erythromycin
ciia cac chiing S. pneumoniae. Pay 1a nghién ciru diu tién ciia Viét Nam vé van dé nay.
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Abstract:

Streptococcus pneumoniae is the common cause of acute
respiratory infection, mainly in children and the older.
Erythromycin is normally used for the treatment of this
infection. The study aimed at detection of erythromycin-
resistant genes and mutations in S. pneumoniae isolates.
The results showed that S. pneumoniae isolates harbored
erm(A), mef(A/E), and msr(D) genes and the resistant
mutations in domain II of 23S rRNA gene, domain V1-V2
of 2385 rRNA gene, and in L4 ribosome gene. The presence
of the mutations were accordingly related to resistance
level to erythromycin of S. pneumoniae. This was the first
study of this issue in Vietnam.
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Dat van de

Nhiém tring duong ho hip cap rat pho bién tai cac
co s¢ y té. Cac cin nguyén ban dau thuong 13 virus nhu
Rhinovirus, RSV, virus cim va cdc cin nguyén khac (sd
liéu chua cong bd, Pon vi Nghién ctru 1am sang Pai hoc
Oxford - OUCRU, Ha N&i). Nhung sau d6 thuong co6 boi
nhiém vi khuan. Can nguyén vi khudn c6 thé gip bao gom
S. pneumoniae, K. pneumoniae, H. infuenzae, Moraxella
cattarhalis, va S. aureus. Méi day, théng ké tr UNICEF
cho thdy, S. pneumoniae 1a nguyén nhan giy ra 50% cac
truong hop tir vong do viém phdi & tré em trén toan thé
gidi, dédc biét & cac nudc dang phat trién [1]. Theo mot
giam sat cac tré nhap vién co lién quan dén can nguyén
S. pneumoniae tai tinh Khanh Hoa, Viét Nam (nam 2005-
2006), ty 1é mic viém phdi xam 14dn 1a 48,7/100000 tré,
69% tré nhap vién vi viém phdi do S. pneumoniae, 11% do
viém mang ndo do S. pneumoniae. Trong mot nghién ctru
khac ¢ tré dudi 5 tudi bi viem duong ho hap cap tai Bénh
vién Saint Paul, Ha NOi nam 2003, vi khuén phan lap dugc
voi ty 1€ cao nhét 1a S. pneumoniae (35,8%) [2]. Hién tai,
chua co giam sat trén cong dong vé viém phdi xam lan
va van chua c6 ké hoach cho viéc dua vic xin phong S.
pneumoniae vao Viét Nam st dung dai tra. Ty 1& nhiém
trung xam nhap do S. pneumoniae va H. influenzae da
giam nhiéu & cac nudc phat trién ké tir khi véc xin phong
S. pneumoniae va H. influenzae dugc dua vao chuong
trinh ti€ém chung cta cac nude nay. Tuy nhién, & cac nudc
dang phat trién, ty 1& nhiém trung do hai loai vi khuan nay



s Khoa hoc Y - Duoc

con pho bién va tinh trang cac ching vi khuan thudc hai
loai nay dé khang véi cac khang sinh trong hudng dan
diéu tri ban dau nhu penicillin ngdy cang gia ting.

O Nam Phi di phat hién ty 1& cao cac chung S.
pneumoniae d& khang trung gian véi penicillin va dén hon
45% ching H. influenzae ciing da dé khang véi penicillin.
O khu vuc chau A, Viét Nam ¢6 ty 1¢ S. pneumoniae phan
lap dugc trong nam 2000-2001 khang penicillin cao nhat
(71%) [3]. Thai Lan ciing c6 ty 1& S. pneumoniae dé khang
penicclin cao vao ndm 2009 (81%) nhung da gidm dang
ké, con 39% nam 2013 [4]. Trung Qudc c¢6 khoang 15%
cac chung S. pneumoniae khong giy viém mang nio dé
khang véi penicillin [5].

Céc bao cio théng ké tai cac qudc gia chau Au va
M¥ tir nam 1990 t6i nim 2004 cho thay, nhiing ching S.
pneumoniae khong nhay cam phén 1ap duoc tir bénh pham
dudng ho hip trén c6 ty 16 khang trung gian 13 7,8% (MIC
0,1-1 mg/l) va khang hoan toan 1a 0,3% (MIC 2 mg/l).
Trong khi d6, cac chung S. pneumoniae khong nhay cam
vé6i penicillin phan 1ap tir nhirng truong hop nhiém tring
huyét lai cao hon véi biéu hién khang trung gian tir 23-
29% va khang hoan toan 1a 6,7-10%. Tinh trang & Anh va
Ireland 1a 14,5% v&i khang hoan toan va 18,5% véi khang
trung gian [6]. Cac bdo céo tuong tu ciing chi ra rang, ty
1¢ khéng cta phé cu véi erythromycin 1a 29,3% & My va
35,5% & cac nude chau Au. Phan 16n cac chung khang nay
(60%) mang gen mef{4) va mot phan khong nho trong sd
d6 (18,4%) khang theo co ché cua gen erm(B) [7].

Cac nghién ctru dich t& hoc & Anh va My da chi ra
méi twong quan giita viéc ting ty 1& S. pneumoniae
khang penicillin voi ty 1& ké don thudc khang sinh nhom
betalactam. Diéu d6 cho thay, viéc sir dung khang sinh
khong hop 1y 1a mot nguyén nhan dan t6i tang ty 1¢ khang
véi penicillin 6 S. pneumoniae. Tuy nhién, ty 1€ khang cta
phé cau v6i erythromycin & Anh lai khong giam mic du
viéc st dung erythromycin giam xubng. Trong khi do, ty
1¢ khang erythromycin ctia S. pneumoniae lai giam xudng
va nguyén nhéan 1a do My di 4p dung chién dich bao phu
véc xin tai t6 hop voi 7 type (4, 6B, 9V, 14, 18C, 19F va
23F) cho tré em trén 2 thang tudi. Hién tuong nay co thé
giai thich 1a do vic xin da bao phi ca v6i nhirng ching c6
kha niang khang erythromycin. Mic du dd c6 nhidu nghién
cuu danh gia mic do khang khang sinh cua cac chung S.
pneumoniae nhung hau nhu chua c6 nghién ctru nao phat
hién cac gen va dot bién khéang thudc tai cac gen lién quan
dén khang erythromycin cta vi khuan nay.
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Doi tuong, phuong phap nghién ciiu
Déi twong

26 chung S. pneumoniae, trong d6 ¢6 23 ching khang
erythromycin va 3 chung nhay véi erythromycin (CLSI
2013). Cac ching nay dugc phan ldp va luu gilt trong
khuon kho dé tai cap nha nudc ma sé6 KC10.18/11-15:
“Nghién ctru irng dung k¥ thuat sinh hoc phan tir xac dinh
mirc d6 khang khang sinh ctia mét s6 chung vi khuan gay
bénh thuong gap ¢ Viét Nam”, dia diém nghién ctru tai
Labo Sinh hoc phan tir - Khoa Xét nghiém - Bénh vién
Bénh nhiét d&i Trung wong va Khoa Vi sinh - Bénh vién
Bach Mai.

Vit liéu

Vit ligu dé bao quan, heu gite ching vi khudan: Moi
truong canh thang BHI c6 20% glycerol; 6ng cryotube vo
trung loai 2 ml; hop trir mau lanh (loai 96 13); dau typ 200
ul, 1000 pl vo tring; ging tay; khiu trang.

Vat liéu dé tich DNA téng s6 ctia vi khudn: Ong
eppendorf loai 2 ml; pippette; coc thiy tinh; but ghi kinh;
gidy tham; dung dich sat khudn; bo tich DNA ciia hing
Qiagen (QIAmp DNA Mini Kit, Cat.No. 51304); gang
tay; khau trang.

Vit liegu cho PCR: PCR master mix (Qiagen - M¥);
agarose dung trong dién di (Invitrogen - My); gel red dung
dé nhudm gel (Nimagen - M¥); TAE (Tris Acetate EDTA);
PBS (Phosphate buffer saline).

Bang 1. B) primer cho cac gen lién quan dén dé khang
khang sinh & S. pneumoniae (8, 9].

1rl-F CGG CGA TTA CGA TAT GAT GC
235sRNA (Domain 1)
il -R CTC TAATGT CGA CGC TAG CC
VI-F CTG TCT CAA CGA GAG ACT C
VI-R GGAACC ACC GGATCA CTAAG
23sRNA (Domain V) y.F GTATAA GGGAGC TTGACT G
V2-R GGG TTT CAC ACT TAG ATG
f tpIV-F GTC GAC GAC AAG AAAACA CG
(erythromycin) 122 (rp1V)
pIV-R GCC GAC ACG CAT ACC AAT TG
1pID-F CAA GTC AGG AGT TAAAGC TGC
L4 (rpID)
pID-R CAA CTT CGA AAG TGT ATT TGC C
oy Erm(4)F  CCCGAAAAATACGCAAAATTTCAT
rm
Erm(4)R  CCCTGTTTACCCATTTATAAACG
iy Erm(BF  TGGTATTCCAAATGCGTAATG
rm
Em(BR  CTGTGGTATGGCGGGTAAGT
Mef(A/EF  CAATATGGGCAGGGCAAG
Mef{A/E)
Mef(A/ER  AAGCTGTTCCAATGCTACGG
msrD)F  TIGGACGAAGTAACTCTG
msr(D)
msrfOR  GCTTGGCTCTTACGTTC
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Thiét bi nghién cieu: Tt lanh -80°C (dé luu gitt chung);
may so d6 duc Mc Faland; may diéu nhiét tu dong
GenAmp PCR System 9700 AB (Applied Biosystems,
My¥); may ly tdm lanh Eppendorf (M¥); bo dién di ngang
Horizon 58(Gibco-BRL); soi gel Wealtec Corp Model
MD-20 (My), may chup anh gel Geldoc (Biorad, My);
may sequencing ABI PRISM 3130 (My).

Phwong phdp nghién ciru

Nghién ctu mé ta, thuc nghiém trong phong xét
nghiém.

Ky thudt nghién ciru: Ky thuat tach chiét DNA: Sir
dung b kit thwong mai dé tach chiét DNA tong so theo
quy trinh ctia nha san xuét (bg kit QIAamp DNA Mini Kit,
Cat No. 51304); k¥ thuat PCR.

Thanh phan phdn img:

Thanh phén Thé tich (ul)
2x Master mix
MgCl, (25 mM) 245
DMSO 5
Primer F (***) (10 pM) 1
Primer R (**¥) (10 uM) 1

2,5
DNA khuén 145
H,0
Téng thé tich phén ing 50

Chu trinh nhiét:

Cac buéc Nhiét do Thoi gian
Bién tinh giai doan 1 94 °C 5 phut
Bién tinh giai doan 2 94 °C 30 gidy
Gén mdi *¥% 00 30 gidy
35 chu ky
Kéo dai 72°C 1 phit
Kéo dai lan cubi 72°C 5 phut

Cdc cdp moi va nhiét do bat cdp cia gen dé khang
macrolide cua S. pneumonia [8, 9]: St dung céc cdp
moi ddc hiéu: rrl, V1, V2, rplV, rplD, erm(A), erm(B),
mef(A/E), msr(D).

Moi rrl Vi 2 IV mpID  erm(4)  erm(B)  mef(A/E)  msr(D)

T 58 58 58 55 55 62 62 62 62

Két qua

Két qua dién di san pham PCR ving V1 thugc gen 235
rRNA cta S. pneumoniae dugc thé hién & hinh 1. Trong
do, giéng M la thang DNA chuan, giéng tir 1 dén 13 1a san
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pham PCR ciia cac chung S. pneumoniae ¢ ma bénh pham
lan lugt 14 28, 1973, 242, 288, 62, 97, 422, 1509, S.pneu-9,
S.pneu-11, S.pneu-16, Spneul, Spneu2, san pham PCR c¢6
kich thuéc khoang 450 bp. PC 1a chirng duong (Positive
control), NC Ia chirng &m (Negative control).

SR GRS O 10 AT 12 13 NC PC

Hinh 1. Két qua dién di san phdm PCR viing V1 thugc gen
23S rRNA ctia S. pneumoniae.

Két qua phan tich két qua dot bién trén vung II thude
gen 23S rRNA duoc thé hién ¢ hinh 2. Trong dé, trinh ty
cua cac chung S. pneumoniae trong nghién ctru dugc so
sanh v6i cac trinh ty gen 23S rRNA chuan trén ngan hang
dir liéu gen quéc té (GenBank) NCBI, dot bién xuat hién
tai cac vi tri nucleotide 675, 681, 684, 693, va 696 tuong
ung véi cac codon 225, 227, 228, 231 va 232.

erArgArgGluThrGluSerGlu***GlyAlaleuValSer***ArgArgProGluThrMet**

uPro***GlyAsnArgVal*#**IleGlyArgleuSerIleMetThr***ThrArgAsnHisVal'

M1aValGlyLysProSerLeuksnArgRlaPro***TyrHishspValAspProLysProCysk

GCCGTAGGGARACCGAGTCTGAATAGEGCGCCTTAGTAT CATGACGTAGACCCGARACCATGTE:

~660 ~670 ~680 ~630 ~700 ~710
CGGCATCCCTTTGGCTCAGACTTATCCCGCGGRAT CATAGTACTGCATCTGGGCTTTGGTACAL!
=¥ Contig 1 A

= 235 RNA-S.pneu-1.:4¢ GCCGTAGGGAAACCGAGTCTGAI-\TAGGGCECCTTAGTATC"-\TGACGTAGACCCGAAACCATGTG.
= 235 (RNA-S.pneu-21¢ GCCGTAGGGAAACCGAGTCTGAATAGGGCECCTTAGTATCATGACGTAGACCCGAAACCATGTG.
= 235 RNA-S pneu-31¢ GCCGTAGGGAAACCGAGTCTGAATAGGGCQCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGAAACC.‘-\TGTG.
=+ 233 IRNA-5.pneu-4.x GCCGTAGGGAAACCGAGTCTGAATAGGGCQCCTTAGTI-\TCATGACGTAGACCCGAAACC:‘-\TGTG.
= 12008 GCCGTAGGGARACCGAGTCTGRATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGRRACCATGTG
= ri-1497.5 GCCGTAGGGARACCGAGTCTGRATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGARACCATGTG
= r1-1500.t¢ GCCGTAGGGAAACCGAGTCTGAAEAGGGCGTTAGTATCATGACGTAGACCCGAAACCATGTG.
= 1r1-1507 b GCCGTAGGGARACCGAGTCTGAATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGRAACCATGTG
= r1-1509.54 GCCGTAGGGARACCGAGTCTGRATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGARACCATGIG
= 15130 GCCGTAGGGAAACCGAGTCTGAATAGGGCGCTTAGTATEATGCGTAG:‘-\CCCGAAACCATGTG.
= ri-1516.58 GCCGTAGGGARACCGAGTCTGRATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGARACCATGTG
= r1-1517 ¢ GCCGTAGGGARACCGAGTCTGAATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGRRACCATGTG
= r1-1510 5 GCCGTAGGGAAACCGAGTCTGAATAGGGCGCTTAGTATEATGCGTAGACCCGAAACCATGTG.
= r1-1973.0 GCCGTAGGGARACCGAGTCTGRATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGARACCATGIG
= r1-24208 GCCGTAGGGARACCGAGTCTGRATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGRRACCATGTG
= r1-28.54 GCCGTAGGGARACCGAGTCTGRATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGARACCATGTG
= 11-288 b GCCGTAGGGARACCGAGTCTGRATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGRRACCATGTG
= r1-20 5 GCCGTAGGGARACCGAGTCTGAATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGRAACCATGTG
= 142258 GCCGTAGGGARACCGAGTCTGRATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGARACCATGIG
= G2 GCCGTAGGGAAACCGAGTCTGAATAGGGCGTTAGTATCATGACGTAG:‘-\CCCGAAACCATGTG.
= 1975 GCCGTAGGGARACCGAGTCTGRATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGARACCATGTG
= r1-3pneu-11d GCCGTAGGGARACCGAGTCTGAATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGRAACCATGTG
= rr1-Spneu-16.b¢ GCCGTAGGGARACCGAGTCTGAATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGRAACCATGTG
= [r1-5pneu-2.4 GCCGTAGGGARACCGAGTCTGRATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGARACCATGIG
= 1r1-5pneu-9.64 GCCGTAGGGARACCGAGTCTGRATAGGGCGCCTTAGTATCATGACGTAGACCCGRRACCATGTG
= 1r1-1508.5¢ v GCCGTAGGGAAACCGAGTCTGAI-\EAGGGCGTTAGTATCATGACGTAGACCCGAAACCATGTG.

Hinh 2. K&t qua phan tich d¢t bién trén viing 11 thudc gen
23S rRNA.

Ty 1& cac chiing S. pneumoniae mang gen dé khang voi
macrolide duoc thé hién trong bang 2. Theo d, trong tong
s6 26 ching S. pneumoniae, c6 3 ching mang gen erm(4),
1 ching mang gen mef(4/E), 1 ching mang gen msr(D),
va khong cé ching nao mang gen erm(B). S6 chung khong
mang cac gen trén lan luot 14 23, 26, 25 va 25 chung.
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Bang 2. Ty ¢ cac ching S. pneumoniae mang gen dé
khang véi macrolide (erythromycin).

Gen
Ty 18 erm(A) erm(B) mef(A/E) msr(D)
Co (n, %) 3(12,5) 0 (0) 1(4,2) 1(4,2)
Khéng (n, %) 23 (87,5  26(100)  25(95,8) 25(95.8)
Tong sb (26) 26 26 26 26

Ty 1é cac chung S. pneumoniae mang d6t bién gen 23S
rRNA & khang macrolide (erythromycin), domain II dugc
thé hién ¢ bang 3. Theo d6, ty 1¢ mang dot bién trén gen
23S rRNA domain II nhu sau: C6 2 ching mang dot bién &
vi tri axit amin 225, 26 chung mang dot bién & vi tri 227,
5 chung & vi tri 228, 2 chung & vi tri 231 va 2 ching ¢ vi
tri 232.

Bang 3. Ty Ié cac chiing S. pneumoniae mang dot bién gen
23S rRNA dé khang macrolide (erythromycin), domain I1.

T§ 18 VL) 225 227 228 231 232
C6 (n, %) 2(7,7)  26(100) 5(193) 2(7,7)  2(77)
Khéng (n, %) 24(92,3)  0(0)  21(80,7) 24(923) 24(92,3)
Téng sb (26) 26 26 26 26 26

VTDB: Vi tri dot bién.

Ty 1é céc ching S. pneumoniae mang dot bién gen 23S
rRNA dé khang macrolide (erythromycin), domain V1
duogc thé hién trong bang 4. Theo do, trén gen 23S rRNA
domain V1 ¢6 2 chiung mang dot bién tai vi tri axit amin
712, 1 ching mang dot bién tai vi tri 713, 1 ching 6 vi tri
719, 2 chung tai vi tri 722 va 2 chung tai vi tri 735.

Bang 4. Ty Ié cac ching S. pneumoniae mang dgt bién
gen 23S rRNA dé khang macrolide (erythromycin),
domain V1.

; VIDB 713 719 7 735
C6 (n, %) 20 139 139 207 2017
Khong (n, %)  24(923) 25(96,1) 25(96,1) 24(92,3) 24(923)
Téng 6 (26) 26 26 26 26 26

Ty 1é cac chung S. pneumoniae mang dot bién gen 23S
rRNA & khang macrolide (erythromycin), domain V2
duogc thé hién trong bang 5. Theo do, trén gen 23S rRNA
domain V2 co téng cong 10 dot bién tai cac vi trf axit amin
861, 867, 874, 876, 881, 882, 886, 887, 888, 889 tuong
tmg véi sd chung 143,1,2,1,1,3,2,2, 5, 3.
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Bang 5. Ty Ié cac ching S. pneumoniae mang dét bién
gen 23S rRNA dé khang macrolide (erythromycin),
domain V2.

Ty ]éV = 81 87 84 8% 881 882 8% 887 888 889

3 1 2 1 1 3 2 2 5 3
() 69 oy 6y 6y wwy @y @y 192 (L)

JAl 25 V) %5 25 JAl i V) 2 B
(8835 (6l (923 (61 (O6l) (883 (923 (923 (€08 (883)

Co(n,%)

Khang (n,%)

Tongsd(26) 26 2% 26 26 % 26 % 26 % 2

Ty 1& cac chung S. pneumoniae mang dot bién gen L22
ribosome d& khang macrolide dugc thé hién trong bang
6. Theo d6, khong tim thiy dot bién diém trén gen L22
ribosome & S. pneumoniae.

Bang 6. Ty Ié cac ching S. pneumoniae mang dét bién
gen L22 ribosome dé khang macrolide (erythromycin).

TV 18 VIbB Dot bién

C6 (n, %) 0(0)

Khéng (n, %) 26 (100)
Téng s6 (26) 26

Ty 1é cac chung S. pneumoniae mang dot bién gen L4
ribosome dé khang macrolide duoc thé hién trong bang 7.
Theo d6, c¢6 1 chung mang dot bién trén gen L4 ribosome
tai cac vi tri axit amin 38, 97, 98 va 101 tuong ung.

Bang 7. Ty I1é cac ching S. pneumoniae mang dot bién
gen L4 ribosome dé khang macrolide (erythromycin).

VTDB (axit amin)

Ty 18 38 97 98 101

C6 (n, %) 139 139 1(3,9) 1(3,9)

Khéng (n, %) 25(96,1) 25(96,1) 25(96,1) 25(96,1)
Téng s (26) 26 26 26 26

Méi lién quan gitra tin sudt mang gen cac chung S.
pneumoniae véi mic do dé khang erythromycin (macrolide)
dugc thé hién trong bang 8. Theo d6, dbi voi cac ching S.
pneumoniae d& khang erythromycin, cac ching mang gen
khong c6 biéu hién kiéu hinh nhay cam véi khang sinh
(tac 1a cé gia tri MIC < 0,25 pg/ml). Tuong tu nhu vay,
ciing khong c6 ching mang gen nao dé khang trung gian
véi erythromycin (MIC: 0,25-<1 pg/ml). Trong khi do, ¢
cac chung c6 biéu hién d& khang cho thiy ciing khong co
chiing nao dé khang & mirc MIC: 1-2 pg/ml, ¢6 tdi 3 chung
mang gen erm(4), 1 chung mang gen mef(4A/E) va 1 ching
mang gen msr(D) 1a dé khang véi gia tri MIC > 2 pg/ml.
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Bang 8. Mdi lién quan giifa tan sudt mang gen céc chiing
S. pneumoniae véi mic do dé khang erythromycin
(macrolide) (n = 26).

Gen erm(A) erm(B) mef(A/E) msr(D)
Mire df (n) () (n) (n)
S (MIC < 0,25) 0 0 0 0
I (MIC: 0,25 - <1) 0 0 0 0
R (MIC: 1-2) 0 0 0 0
R (MIC >2) 3 0 1 1
p 0,577 0,758 0,758
Téng sb 3 0 1 1

Méi lién quan giita mirc d6 khang erythromycin cia
S. pneumoniae véi dot bién trén gen 23S rRNA, domain II
duoc thé hién trong bang 9. Theo do, qua phan tich trinh
tu nucleotide ctia cac chiing th:?iy xuét hién 5 diém dot bién
tuong tng voi cac mirc do nhay cam véi khang sinh nhu
sau: Toan bd cac diém dot bién & vi tri 225 (2 chung), 227
(26 chung), 228 (5 chung), 231 (2 ching) va 232 (2 chung)
déu dé khang rat cao voi khang sinh nay (MIC > 2 pg/ml).
Khong tim thay ching nao mang dot bién dé khang trung
gian (MIC: 0,25-<1) va dé khang thdp (MIC: 1-2 pg/ml)
véi macrolide.

Bang 9. Mai lién quan giiia mic d§ khang erythromycin
clia S. pneumoniae véi dot bién trén gen 23S rRNA,
domain Il (n = 26).

Dot bién Vi tri dot bién (axit amin)
Mire d§ 250m,%) 227(n,%) 228(n,%) 231(n,%) 232 (n, %)
$ (MIC<0.25) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
T(MIC: 0,25 -< 1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
R(MIC: 1-2) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
R (MIC>2) 2(8) 26(100) 5(218) 2(87) 2(87)
p 0,664 0,000 0,461 0,664 0,664
Téng s6 2 26 5 2 2

Méi lién quan giita mirc do khang erythromycin cia
S. pneumoniae v&i dot bién trén gen 23S rRNA, domain
V1 dugc thé hién trong bang 10. Theo do, thiy xuat hién
5 diém dot bién, khong thay ching nao mang dot bién
nhay cam hodc dé khang trung gian hay dé¢ khang thap
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v6i macrolide. Toan bo cac chung mang dot bién déu dé
khang rat cao voi khang sinh, trong do tai vi tri 712 ¢6 2
chung, 713 (1 chung), 719 (1 chung), 722 (2 chung) va
735 (2 ching).

Bang 10. Moi lién quan giiia miic do khang erythromycin
clia S. pneumoniae véi dot bién trén gen 23S rRNA,
domain V1 (n = 26).

Dot bién Vi tri djt bién (axit amin)
Mie d9 T12(0,%)  713(0,%) 719(n,%) 722(n,%) 735 (n, %)
S (MIC <0,25) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
1(MIC: 025 - < 1) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
R(MIC: 1-2) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
R (MIC >2) 2(8,7) 1(4,35) 1(4,35) 2(8,7) 2(8,7)

p 0,664 0,763 0,763 0,664 0,664

Téng s 2 1 1 2 2

MGéi lién quan gitra mirc d6 khang erythromycin cia S.
pneumoniae véi dot bién trén gen 235 rRNA, domain V2
dugc thé hién trong bang 11. Theo do, trén gen 23S rRNA
domain V2 ¢6 10 diém dot bién, trong d6 khong ¢ chung
nao mang dot bién nhay cam hay dé khang trung gian hoic
dé khang thip v6i macrolide. Hau hét cac ching mang dot
bién déu dé khang cao véi khéng sinh, bao gdom cac vi tri
d6t bién 861 (3 ching), 867 (1 ching), 874 (2 chung), 876
(1 chung), 881 (1 chung), 882 (3 chung), 886 (2 chung),
887 (2 chung), 888 (5 chung), 889 (3 chung).

Bang 11. Mdi lién quan giiia mic do khang erythromycin
clia S. pneumoniae véi dot bién trén gen 23S rRNA,
domain V2 (n = 26).

Djt bién Vi tri dot bién (axit amin)

$61 867 874 876 881 82 886 887 888 889
Mie (n, (m, (n, (n, (n, (n, (n, (n, (n, (n,
%W o% % % %% % % % %

S (MIC<025) 00) 00 00) 00 00 00 00 00 00 00

IMIC:025-<1) — 0(0)  0(0) 0(0) 0(0) 00 00 00 00 00 00

R(MIC: 1-2) 00) 00 00 00 00 00 00 00 00 00
3 1 2 1 1 3 2 2 5 3

RMc>2) B @ 6 @H @H @) 6D 6D ey )
P 0586 0763 0664 0763 0763 0358 0664 0664 0461 0386
Tong sb 3 1 2 1 1 3 2 2 5 3
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MJdi lién quan giira murc do khang erythromycin cua S.
pneumoniae v&i dot bién trén gen L4 ribosome dugc thé
hién trong bang 12. Theo do6, phén tich cic dot bién ctia 4
chung trén gen L4 ribosome véi nong do MIC cho thdy, ca
4 chung nay déu d& khang murc do cao véi erythromycin.

Bang 12. Mai lién quan giita mic do khang erythromycin
clia S. pneumoniae véi dot bién trén gen L4 ribosome (n
= 26).

Dot bién Vi tri ddt bién (axit amin)
Mike dd 38 (n) 97 (n) 98 (n) 101 (n)
S (MIC < 0,25) 0 0 0 0
I (MIC: 0,25 - <1) 0 0 0 0
R (MIC: 1 -2) 0 0 0 0
R (MIC > 2) 1 1 1 1
p 0,664 0,763 0,763 0,664
Tong sb 1 1 1 1

MGéi lién quan gitra mirc 6 khang erythromycin cua S.
pneumoniae v6i cac diém dot bién trén gen 23S rRNA, L4
va L22 ribosome dugc thé hién trong bang 13. Theo do,
toan bo cac ching mang dot bién déu dé khang, khong c6
chung d& khang trung gian hay dé khang thip v6i khang
sinh nay, duy chi c6 2 chung (5,5%) mang dot bién trén
gen 23S rRNA nhay cam véi erythromycin. Trong khi do
¢6 24 ching mang dot bién trén gen 23S rRNA, 4 ching
mang dot bién trén gen L4 c6 mirc dé khang rat cao véi
khang sinh nay.

Bang 13. Mai lién quan giita mic do khang erythromycin
clia S. pneumoniae véi cac diém dot bién trén gen 23S
rRNA, L4 va L22 ribosome (n = 26).

S6 diém dot bién

Dot bién
Miedd s (0. % %
S (MIC < 0,25) 2(5,5) 0 (0) 0 (0)
I (MIC: 0,25 - <) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
R (MIC: 1 -2) 0 (0) 0 (0) 0(0)
R (MIC >2) 24 (94,5) 4 (100) 0(0)
Téng sb 26 4 0
KHOA HOC
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S. pneumoniae 13 cin nguyén gdy viém phdi kha
pho bién trong cong dong, didu tri cic nhidém khuan nay
thudng sir dung phéac do 1a cac khang sinh nhom p-lactam
va nhém macrolide, tuy nhién ngay cang ghi nhan dugc
nhiéu chung dé khang macrolide, dac biét 1a tai cac nudc
DPong Nam A, trong d6 c6 Viét Nam. D& khang macrolide
thuong lién quan dén hai co ché: Thtr nhat 13 methyl hoa
phan tir 235 7RNA bang enzyme do gen erm(A4), erm(B) ma
hoéa; thtr hai 14 st dung hé théng bom chu dong macrolide
do gen mef(4), msr(D) mi hoa. Ngoai ra, co ché dé khang
macrolide do dot bién trén cac protein ribosome (L4 va
L22 protein) va trén phan ti 23S rRNA ciing duoc ghi
nhén ¢6 lién quan [9].

V6i cac cap mdi dic hiéu cho cac gen methyl hoa va
bom chu dong macrolide cho két qua PCR dwong tinh chi
v6i gen erm(A4) (3/26 ching), gen mef(A/E) (1/26 chung),
va msr(D) (1/26 chung), khong c6 ching nao mang gen
erm(B). So véi két qua nghién ctru cua tac gia Jalava va
cong sy thuc hién tai Phian Lan nim 2004 khong phat
hién dugc chiing nao c6 mang cac gen nay [8]. Viéc tim
thdy cac chung S. pneumoniae c6 mang gen erm(4) va
mef(A4) 1 rang cho thiy kha ning va cach thuc dé khang
khang sinh ciia vi khuan nay da c6 sy gia ting va da dang
hoa. Diéu ndy lam cho vi khuan giam dan nhay cam voi
khang sinh diéu trj va d& dang hinh thanh nén tinh da
khang thudc. Thém vao do, két qua phan tich khang sinh
dd cua cac ching nay ciing cho két qua tuong dong véi
ty 1& mang gen erm (gia tri MIC déu ¢ mirc > 2 pg/ml
dbi v6i erythromycin), voi 100% s6 ching mang gen déu
dé khang hoan toan véi erythromycin. Theo sb liéu cua
tac gia Mosleh va cong sy (2014) ghi nhan ty 1€ mang
gen erm(B) 1a 10,9%, mef{A4) 1a 10,2% va ty 1& mang ca
erm(B) + mef(4) 1a 7,3% [10]. Nhitng chung mang gen
erm(B) va mef(A) déu da khang thudc ¢ muc do cao.
Trong khi d6, nghién ctru cta tac gia Kumari va cong su
(2008) tai Malaysia ghi nhan dwoc 37 ching trong tong
s6 120 chung mang gen erm(B) (30,8%), trong d6 cé toi
32 chiing d¢ khang hoan toan va 5 ching dé khang trung
gian vé&i erythromycin [11]. Thém vao do khong phat hién
dugc chung nhay cdm mang gen erm(B). So sanh véi cac
chung S. pneumoniae d& khang erythromycin & Malaysia

va nghién ctru nay thi thiy rang ddc tinh di truyén cua loai
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dé khang nay 1a rat khac biét, dic biét 1a d6i véi ty 16 mang
gen erm(B). Tuy nhién, viéc phat hién dugc cac chung S.
pneumoniae mang cac gen erm(4), mef(A) va msr(D) cho
thdy, d¢ khang khang sinh cua loai vi khuan gay bénh nay
da va dang gia ting vé quy mé 1dn mic do.

Véi dang dé khang macrolide lién quan dén dot bién
trén gen ma hoa protein ribosome va 23S rRNA, chung
toi da thuc hién PCR thanh cong nhan dong cac gen
nay trong tat ca 26 chiing, str dung k¥ thuat giai trinh tu
nucleotide trén h¢ théng may sequencer ciia hang ABI thu
dugc nhiéu dot bién co lién quan dén dé khang macrolide
(erythromycin). Nhiéu sé liéu nghién ctu gan day da
chtng minh rang dé khang macrolide 1a hé qua cua dot
bién diém trén cac ribosome, bao gom vung II va V cua
23S rRNA va céc protein ribosome L4 va L22 ¢ nhiéu loai
vi khuan, trong d6 c6 S. pneumoniae [9]. Nhiing protein
ribosome nay ¢ cdu trac phu hop dé su twong tac tryc
tiép v6i cac macrolide, dot bién dién ra trén ving II va
V cia 23S rRNA tai cac vi tri C2611, G2057, A2058,
A2059..., 1am cho lién két giita khang sinh va phén tu
protein ribosome kém hiéu qua, dan dén mat hoat luc va
tao dé khang macrolide. Giai trinh ty nucleotide cua cac
vung II, V1, va V2 trén phan tir 23S rRNA cia cac chung
S. pneumoniae trong nghién ctru ndy ghi nhan duoc nhiéu
diém dot bién, dic biét 1a cac dot bién trén vung V nhu
A2134C, A2157G, C2166T, T2572C, G2584C. Tién hanh
phan tich, so sanh gia tri MIC va ty 1¢ mang dot bién ctia
S. pneumoniae, két qua cho thay hau hét cac ching nay
déu mang kha nang dé khang rat cao v6i nhom macrolide,
khong ghi nhan ¢ ching mang d6t bién ma nhay cam véi
khang sinh, diéu nay chimg minh rang cac diém dot bién
tim thay & cac chung S. pneumoniae 13 c6 lién quan dén
dé khang khang sinh. Tuy nhién, theo nghién ctru cua B.
Malbruny va cong sy (2002), dot bién ghi nhan dugc trén
ving V cia 23S rRNA 14 tai vi tri C2611U, 1am pha v& cdu
trac TRNA lién quan dén thay d6i vi tri khong gian cua
vung peptidyl transferase (vung chira A2058 va A2059)
[9]. Dot bién C2611U ciing da tim thdy ¢ nhitng ching
E. coli @ khang erythromycin, va ca nhimg ching S.
pneumoniae mang dot bién C2611A/G. O S. pneumoniae
mang dot bién C2611 co thé lam ting MIC cua 14-15
loai khang sinh macrolide, telithromycin, lincosamide
va streptogramin B. Dot bién trén L4 protein cua S.
pneumoniae va S. pyogenes 1a kha tuong dong, ving dot
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bién nay nam trén doan ndi giita hai a-helice (a3 va a2),
c6 vai tro bam dinh cua phén tir protein vao 23S rRNA.
Chung t6i khong phat hién duge dot bién C2611 & cac
ching S. pneumoniae phan lap trong nghién ctru nay, tuy
nhién lai tim thdy rat nhidu diém dot bién méi ¢ ca trén
vung II, vung V 23S rRN, L4 va L22 protein. Nhitng dot
bién nay chua timg duoc cong bd va vi vy vai tro cua
timg diém dot bién véi mirc do dé khang khang sinh hién
van con 1a mot dau hoi, tuy nhién so sanh nong do MIC
va ty 1& mang dot bién cua S. pneumoniae thi thiy rang
nhitng chung nay déu khang rat manh véi erythromycin.
Vi vy, c6 thé so bo khang dinh rang phan 16n nhitng dot
bién ghi nhan dugc trén cac ching S. pneumoniae trong
nghién ctru nay lién quan dén tinh dé khang khang sinh
macrolide (erythromycin). Trong thoi gian téi, ching toi
s& tién hanh thyc hién thém céc thi nghiém vé tao dot bién
diém trén gen 23S rRNA, L4 va L22 va sy anh hudng cua
timg diém dot bién dén murc dé khang khang sinh ctia vi
khuén. Py 1a nghién ctru dau tién & Viét Nam vé van dé
nay. Két qua cua nghién ctru cung cip nhimg théng tin
quan trong vé co s& di truyén cua khang erythromycin cta
cac chung S. pneumoniae.

£ ~
Ket luan

ba phat hién gen erm(4), gen mef(A/E), gen msr(D)
va dot bién trén ving II thudc gen 23S rRNA, 23S rRNA
domain V1, V2, gen L4 ribosome. Cac dot bién c6 lién
quan dén mirc 46 khang erythromycin cta cac chung S.
pneumoniae.
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