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Tom tit

Nghién ctru nay nham muc tiéu khao sat sy ton tai cua 12 ARGs khéang lai 9 loai khang sinh
trong bun bé tu hoai tai 2 thanh phé 16n 1a Ha Noi va thanh phé H5 Chi Minh. Trong nghién
ctru ndy, chdng toi thu thap 26 mau ban phan & Ha Noi va 24 mau & thanh phé H6 Chi Minh.

Sy hién dién cua cac ARG da duoc kiém tra theo hai huéng: (1) tach chiét DNA truc tiép tir cac
mau bun, sau d6 tién hanh PCR khao sat sy hién dién cua ARGs; (2) phan lap E. coli tir mau
bun, tach chiét DNA E. coli dé khao sat su hién dién cia ARGs. Két qua xac dinh gene khéng
thudc trén E. coli tai Ha Noi va Tp.HCM tuong tng 1a 0 va 44% khang Streptomycin; 50% va

40% khéng Sulfonamide; 0 va 4% khang Erythromycin; 0 va 65% khang Chloramphenicol;
100% va 98% khang Tetracycline; 50% va 16% khang Trimethoprim; 100% va 30% khang (-
Lactams; 0 va 0 khang Gentamycin; khéng c6 gene khang Quinolone.
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1 Diat van dé

Thuyc trang khang thudc khang sinh dang 1a van d& toan cau.
Su khang thudc khang sinh tré thanh hiém hoa khi cac vi
sinh vt gay bénh c6 thé ton tai dudi tac dong cua thudc
khéng sinh[1]. Theo béo c&o cua Trung tdm Phong chéng
Bénh tat Chau Au (ECDC), hing nim & Chau Au c6 trén
25.000 bénh nhan chét vi nhidm phai vi khuan da khang
thudc. Cac vi khuan khang thuc nhu MRSA, vi khuan tiét
ESBL ting 1én rd rét hing nam. Ciing theo ECDC, vi khuin
tiét ESBL da ting 6 lan trong vong 4 nam tir 2005 dén
2009. O Viét Nam, tai cac bénh vién Ién nhu Bénh vién
Bach mai, Bénh vién Chg Ray, Bénh vién Trung wong
Quén ddi 108, Bénh vién Trung wong Hué, céc vi khuin
E.coli, truc khuan mu xanh, Klebsiella, A.baumannii, tu cau
vang di c6 ti 16 khéng rat cao voi cac khang sinh thuong
dung, cu thé 1a voi E.coli. Cac khang sinh hay sir dung dé
diéu tri 14 gentamicin va cefotaxim da bi khang lan Iuot 14
51% va 50,3%. Tu cau vang khang methiciline 1a 41,7%][2].
bac biét vai A.baumannii, mot cin nguyén nhiém tring tai
16 bénh vién hang dau hién nay thi ti 1¢ khang khéng sinh
dad & muc bao dong do. Cu thé, hon 3.000 chung A.
baumannii phan lap dugc tai 7 bénh vién 1én, dai dién cho 3

mién Biéc, Trung, Nam trong nim 2012-2013. Két qua cho
thiy vi khuan nay da co ti I¢ khang cao véi hau hét cac
khang sinh thuong dung trong bénh vién (ti I¢ khang trén
70% trong tong s6 15 loai khang sinh duoc thir nghigém).
Trong do, ti 1€ khang vai nhom carbapenem véi 2 dai dién
imipenem va meropenem lan luot 1a 76,5% va 81,3%.
Nhom cephalosporin khang trén 80%, trong d6 khang
83,9% vaoi cefepim, 86,7% véi ceftazidin, 88% véi
cefotaxim, 93,1% vai ceftriaxone[3].

Hién nay, van chua co nghién ciru ndo 1am rd sy ton tai cua
ARGs trong phan bun va nguy co phat tan ARGs ra moi
truong. Trong khi d6, viéc quan Ii bun bé tu hoai & Viét
Nam van chua dwoc quan tam. Theo théng ké, chi c6 4%
lwong phan bun duoc thu gom va xu li. Phan I6n céc cong
ty tu nhan thu gom va db truc tiép ra moi trudng. Viéc thai
bo bun bé tu hoai voi ham lwong du lwong thudc va vi sinh
vat gdy bénh cao ra méi truong la mét trong nhirng con
duong thac day sy hinh thanh va phat tan cua céc gene
khang thuéc (ARG)[1]. ARG ton tai trong moéi truong
nuée, dat. Cac san phiam nudi trong (ca, nong san) bi 6
nhiém bun bé ty hoai c6 nguy co phét tan 16n va gay anh
huong lon dén stc khoé cong ddng. Tuy nhién, kién thic
V& su ton tai cia ARG trong bun bé tu hoai va nguy co phat
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tan ARG ra méi truong van con han ché. ARG la ngudn gbc
cua sy xuat hién cac vi sinh vat khang thudc (“super bug”)
dang dién ra manh m& khéng chi & Viét Nam ma con céac
noi trén thé gigi. Hién tai, chi c6 mot sb it cac nghién cau
vé ARG tir thit, thire an, nudc thai ao nudi thuy san da duoc
thuc hién & Viét Nam[4,5]. Nghién ciu khao sét sy ton tai
cua ARG trong bun bé tu hoai va méi truong xung quanh s&
cung cap thong tin chinh xac vé méi nguy hai cia ARG véi
ngudn gdc tir bé ty hoai ¢ Viét Nam, dong thoi tao tién dé
cho viéc dé xuit cac giai phap quan Ii ARG va céc chat 6
nhi&m khéc tir bun bé tu hoai.

2 Giai quyét van dé
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2.1 Phuong phéap nghién ctu

DNA duoc tach chiét theo hai phuong phap. Pbi véi miu
bun bé ty hoai, DNA duoc tach chiét bang Soil DNA
Isolation Kit cia Norgen Biotek Corp. E. coli phan lap tir
mau bun bé ty hoai bang HiCrome™ M-TEC Agar cua
HiMedia; DNA E. coli duogc tach chiét theo phuong phap
phenol/chloroform[6].

Gene khang thudc dugc xac dinh bang phuwong phap PCR
sir dung cac cap Primer theo nghién cau cia Momtaz va
cong su (2012)[7], duoc mo ta ¢ Bang 1.

Bing 1 Danh sach Primers sir dung xac dinh su ton tai cia gene khang thudc

Khang sinh Gene khang Trinh tu Primers Kich thuéc
. F | TATCCAGCTAAGCGCGAACT
Streptomycin aadAl R | ATTTGCCGACTACCTTGGTC 447bp
) F | CTTCAGGATGGCAAGTTGGT
Gentamycin aac®)_ IV R TTCATCTCGTTCTCCGCTCAT 286bp
. F | TTCGGCATTCTGAATCTCAC
Sulfonamide Sult R | ATGATCTAACCCTCGGTCTC 8220p
" F | TCGCCTGTGTATTATCTCCC oot
B-Lactams SHY R CGCAGATAAATCACCACAATG P
m F | TGGCCAGAACTGACAGGCAAA Yoot
oMy R | TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC P
Y oA F | GCCGGTGCTCATGAACTTGAG o
ythromy R | CGACTCTATTCGATCAGAGGC P
F | AGTTGCTCAATGTACCTATAACC
catAl 547bp
Chioramshenical R | TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC
P o F | CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC womt
R | CACCTTGCCTGCCCATCATTAG P
F | GGTTCACTCGAACGACGTCA
retracvaline Tet(A) R | CTGTCCGACAAGTTGCATGA 577bp
Y @) F | CCTCAGCTTCTCAACGCGTG s
R | GCACCTTGCTGATGACTCTT P
. ) F | GGAGTGCCAAAGGTGAACAGC
Trimethoprim dirAl R | GAGGCGAAGTCTTGGGTAAAAAC | S07PP
Quinolone " F__| GGGTATGGATATTATIGATAAAG |
a R | CTAATCCGGCAGCACTATTTA P

2.2 Dbi tuong va dia diém nghién ctu

Mau bun bé tu hoai dwoc thu nhan tir hai thanh phé Ha Noi
va Tp.HCM tir 5/2017 dén 10/2017. Tng cong la 24 mau
bun bé ty hoai thu nhan dugc tai Tp.HCM va 4 mau bun bé
tu hoai thu nhan duoc tir HA N6i. Cac mau sau khi thu nhan
duge luu trir tai Phong Thi nghiém M6i trudong, Pai hoc
Nguy2n tat Thanh.

E. coli dugc phan lap tir mau bin bé tu hoai ngay sau khi
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thu mau. Téng cong c6 101 chang E. coli Tp.HCM va 2
chung E. coli Ha Nbi duoc phan lap.
3 Két qua va thao luan

3.1 Két qua xac dinh gene khang thudc
Két qua xac dinh gene khang thudc dwoc tdng hop tai Hinh
1 d6i v&i mau E. coli va Hinh 2 d6i véi mau bun.
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Hinh 2 Ti I¢ ARGs trén mau bun Ha Noi

3.1.1 Gene khang khéang sinh nhdm Aminoglycoside

a. Gene aadAl

Déi vai mau E. coli, hién dién 0% trén mau Ha Noi va 44%
trén mau Tp.HCM. Déi véi mau bun, hién dién 50% trén
mau Ha Noi. So sanh véi mot nghién ciru dién hinh trén 97
chang E. coli phan lap tr miu phan dong vat cua
Karczmarczyk (2011) thu dwgc két qua 1a 97% E. coli hién
dién gene aadA1[8]. Trong Nghién ctru nay, tinh trén mau
Ha Noi, su hién dién aadAl trén mau E. coli 1a 0% trong
khi trén mau bun 1a 50%. Ching to gene khang thudc
khdng chi hién dién trén E. coli ma con trén céc vi sinh vét
khac hoic ¢ dang DNA ngoai bao trong mau bun. Tinh trén
mau E. coli, sy hién dién gene khang thudc trén hai thanh
phd 1a khac nhau, & Ha Noi 1a 0% trong khi & Tp.HCM la
44%. Diéu nay chung t6 tinh trang gene khang thudc trén
hai vung dia Ii khac nhau la khac nhau.

aadAl
SEl SE2

aac(3)_IV
SE1 SE2

Hinh 3 Két qua dién di xac dinh gene aadA1l va aac(3)_IV (A);
gene dfrAl (B)
Chi thich: SE1, SE2: miu thuc nghiém; N: Ddi ching am;
L: Thang chuin; Kich thuéc aadAl la 447bp, aac(3)_IV la 286bp
va dfrAl la 367bp.

b. Gene aac(3)_IV

‘\wl Dai hoc Nguyén T4t Thanh
o Pe e

AT



Gene aac(3)_IV hién dién 0% trén cac mau E. coli va 50%
trén mau ban Ha Noi. Ti ¢ hién dién aac(3)_IV trong
nghién ctu cuia Momtaz (2012) 1a 0%, tac gia nay nghién
ctru trén 57 chung E. coli phan lap tir thit ga[7]. Két qua
nghién cua Van (2008) c6 24% chung E. coli khang
Gentamycin. Nghién curu cta tac gia nay phén lap E. coli tir
108 mau thyc pham thu mua tai Tp.HCM[4]. Johnson
(1994) da nghién ctu trén 26 chung E. coli phan lap tir chat
thai bénh vién, két qua c6 27% khang Gentamycin[9].

c. Gene dfrAl

DPéi voi mau E. coli, hién dién 50% trén mau Ha Noi va
16% trén mau Tp.HCM. Di véi mau bun, hién dién 75%
trén mau Ha Noi. Ti 1é hién dién gene khang Trimethoprim
trén mau bun cao hon mau E. coli. Rat c6 thé gene khéng
thudc nay ton tai trén céc vi sinh vat khac va tu do trong
mau bun. Mgt nghién ciru ctia Brolund (2010) da phan lap
320 chung E. coli tir bénh vién, cac ho dan va thu duoc két
qua la 96% E. coli khang Trimethoprim. Tuy nhién, trong
d6 chi c6 34% E. coli hién dién gene dfrA1[10]. Nghién cau
khéc cua Grape (2007), phan lap 73 chang E. coli tir bénh
vién thu duoc ti I€ khang Trimethoprim 1a 75%, trong d6 c6
36% hién dién dfrA1[11]. Nhu vay, nghién cau nay sir dung
gene dfrAl dé dai dién phéat hién gene khang Trimethoprim,
do loai thuéc nay c6 nhiéu gene khang. Vi vay, ti & hién
dién gene khang loai thuc nay trong nghién ciru s& khong
cao bang cac gene khac.

3.2 Gene khéang khéng sinh hg Sulfonamide

sull

Hinh 4 Két qua dién di x4c dinh gene sull.
Chu thich: 1, 2, 3, 4: MAu thyc nghiém; N: Déi chitng am;
L: Thang chuan; Kich thugc sull la 822bp.

Déi véi mau E. coli, hién dién 50% trén mau Ha Noi va
40% trén mau Tp.HCM. Bdi v6i mau bun, hién dién 100%
trén mau Ha Noi. So sénh két qua voi nghién cau cua
Karczmarczyk (2011) thuc hién trén 97 chuang E. coli phan
lap tir mau phan bun dong vat[8]. Nghién ciru nay thu dugc
két qua 12 99% hién dién gene khang Sulfonamide. Nghién
cau khac cua Karczmarczyk (2011) nghién cau trén 100
chung E. coli phén Iap tir moi truong chin nubi gia sic thu
duoc 98% khang Sulfonamide[12]. Sulfonamide Ia loai
khang sinh dugc dua vao sir dung tir nam 1930, dén nam
1940 da phat hién dé khang khang sinh nay[13]. Do d6, su

khang khéng sinh c6 thé
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cao hon céc loai khang sinh khéc.

3.3 Gene khang khang sinh nhoém B-Lactams
3.3.1 Gene Blagyy

blaSHV

Hinh 5 Két qua dién di x4c dinh gene Blagy (A) va Blacyy (B)
Chi thich: 1, 2, 3, 4: Mau thyc nghiém; N: Ddi ching am;
L: Thang chuén; Kich thudc blagy, 1a 768bp, blacyy 1a 462bp.

DPéi v&i mau E. coli, hién dién 50% trén mau Ha Noi va
30% trén mau Tp.HCM. Béi voi mau bun, hién dién 50%
trén mau Ha Noi

3.3.2. Gene Blacyy

Déi voi mau E. coli, hién dién 100% trén mau Ha Noi va
0% trén mau Tp.HCM. Ti ¢ hién dién blagyy va blacuy
trong nghién cau cua Momtaz (2012) la 0%, tac gia nay
nghién ctru trén 57 chung E. coli phan lap tu thit ga[7].
Nghién cuu cua Pehlivanla (2015) trén 82 chung E. coli
phan lap tir ga cé 99% chang khang véi B-Lactams. Trong
d6 hién dién cta blaSHV Ia 1%, blaCMY la 6%][14].

3.4. Gene khang erythromycin
ereA
1 2 3 4 N L

Hinh 6 Két qua dién di x4c dinh gene ereA
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Chi thich: 1, 2, 3, 4: Mau thyc nghiém; N: D4i ching am;
L: Thang chuan; Kich thuéc ereA 1a 419bp.

Déi véi mau E. coli, hién dién 0% trén mau Ha Noi va 4%
trén mau Tp.HCM. Ddi véi mau bun, hién dién 100% trén
mau Ha Noi. Cing mau Ha Noi, trén mau E. coli khong
hién dién, tuy nhién trén mau bun hién dién gene nay 100%.
Do d6, mét lan nira chirng t6 mudn xac dinh sy 6 nhiém
gene khang thudc can phai tién hanh tryc tiép trén mau bon.
Dé danh gia mic do 6 nhidm vi khuan khang thuée, Kibret
(2011) da thu mau tir cac noi cong cong, phong kham va
bénh vién dé phan lap E. coli ding cho nghién ctu. Két qua
12 89% E. coli khang Erythromycin[15].

3.5. Gene khang Chloramphenicol
3.5.1 Gene catAl
catAl

Hinh 7 Két qua dién di xac dinh gene catA1(A) va cmlA1(B)
Chi thich: 1, 2, 3, 4: Mau thyc nghiém; N: Ddi ching am;
L: Thang chuén; Kich thugc catAl 1a 547bp, cmlAl 1a 698bp

Ddi véi mau E. coli, hién dién 0% trén mau Ha Noi va 17%
trén miau Tp.HCM. Déi véi mau bun, hién dién 50% trén
mau Ha Nai.

3.5.2 Gene cmlA

Déi vai mau E. coli, hién dién 0% trén mau Ha Noi va 60%
trén mau Tp.HCM. D4i véi mau bun, hién dién 100% trén
mau Ha Noi. Gene khang Chloramphenicol phat hién ti I¢ la
65% trén mau E. coli Tp.HCM, 0% trén mau E. coli Ha Noi
va 100% trén mau bun Ha Noi. Két qua nghién ciru nay cao
hon nghién ctru cia Van (2008), nghién ciru nay cé 43%
chung E. coli khang Chloramphenicol. Nghién cuu cta tac

gia nay phan lap E. coli tir miu thyc pham thu mua tai
Tp.HCM. Nhu vay, nghién ctiu ciia chung toi ddi chiéu véi
nghién ctu cia Van (2008) cho thay sy & nhiém cua gene
khang Chloramphenicol ngay cang tang.

3.6 Gene khang Tetracycline

3.6.1 Gene tet(A)

Péi v6i mau E. coli, hién dién 100% trén mau Ha Nbi va
94% trén mau Tp.HCM. Béi v6i mau bun, hién dién 100%
trén mau Ha Noi.

TETA TETB

SEl  SE2 N SEl  SE2 N L

Hinh 8 Két qua dién di xac dinh gene Tet(A) va Tet(B)

Chu thich: 1, 2, 3, 4 Mau thuc nghiém; N: Béi chung am;
L: Thang chuan; Kich thuéc TETA va TETB 1a 577bp va 634bp.

3.6.2 Gene tet(B)

Déi vai miu E. coli, hién dién 0% trén mau Ha Noi va 78%
trén mau Tp.HCM. D4i véi mau bun, hién dién 75% trén
mau Ha Noi. Nhu vay, 100% cac mau hién dién gene khang
Tetracycline. Nghién ctu cua Nguyén Thi Thuy Trang
(2014) vé ti I khang thubc cua E. coli trén mau thuc phim
thu duoc két qua la 53% chung khang Tetracycline. Hay
trong nghién ciu cia Momtaz (2012) ciing cho két qua la
53% chung khang Tetracycline[7]. Nghién ciru nay cua
ching tdi cho két qua 100% chung E. coli phan lap tir bun
bé tu hoai tai 2 thanh phd I6n Ha Noi va Tp.HCM. Nhu
vay, tinh trang 6 nhiém gene khang Tetracyline tai 2 thanh
phb nay néi riéng hay tai Viét Nam néi chung can dugc
canh bao dé ngan chan va giai quyét.

3.7 Gene khang Quinolone
qnrA

1 2 3 4 N L

Hinh 9 Két qua dién di x4c dinh gene gnrA
Chi thich: 1, 2, 3, 4: Mau thyc nghiém; N: Ddi ching am;
L: Thang chuén; Kich thugc gnrA 1a 670bp.

Tét ca cac mau thuc nghiém trong nghién ctru nay déu &m
tinh vai gnrA. Quinolones c¢d 4 gen phé bién trén vi khuan
E. coli Ia gnrA, gnrB, gnrS, aac (6 *) Ib-cr. Ching t6i chon
1 trong sb nay dé kiém tra, do d6 co thé qnrA khong xuét
hién trong nghién cuu.
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4 Két luan va dé xuit

4.1 Két luan

Ti 1& hién dién cac gene khang thudc 1a cao. Bién hinh,
gene khang Tetracycline, Chloramphenicol va Sulfonamide
trong nghién cau nay 1a 100%.

Céc gene khang thudc hién dién trén mau bun cao hon trén
mau E. coli. Bién hinh la gene aadA1 hién dién 0% trén E.
coli Ha Nbi va 50% trén mau bun Ha Noi. Gene ereA xuat
hién 100% trén miu bun Ha No6i nhung khong xuit hién
trén E. coli Ha Noi. Gene catAl va cmlA khang
Chloramphenicol xuat hién trén mau bun Ha Noi lan luot la
50% va 100% nhung déu khdéng xuét hién trén E. coli Ha
Noi. Diéu nay noi Ién rang cac gene khang thudc khdng chi
xuat hién trén E. coli ma con ton tai trén cac sinh vat khac
hoac ty do trong mau bun. Tuy nhién, chdng tdi van chon
E. coli la vi khun chi thi cho nghién ciru nay vi E. coli 1a
khuan dudng rudt, do d6 lién quan mat thiét vai sy 6 nhidm
ctia gene khang thubc cé ngudn gbc tir phan bun.

Trén 2 thanh phd Ha Noi va Tp.HCM, su ton tai cia gene
khang thuéc khic nhau. Pién hinh nhu gene khang
Streptomycin trén E. coli Ha noi trong nghién ctu nay la
0% trong khi d6 ¢ Tp.HCM la 44%. Gene khang
Chloramphenicol trén E. coli Ha Ngi la 0% con trén E. coli
Tp.HCM la 65%. Hay gene khang B-lactams trén E. coli Ha
Noi 12 100% con trén E. coli Tp.HCM 1a 30%. Diéu nay noi
Ién rang giita cac ving dia 1i khac nhau, tinh trang gene
khéang thubc ciing khac nhau.

@ Pai hoc Nguyén T4t Thanh
Y

NGUYEN TAT THANH

Tap chi Khoa hoc & Céng nghé S& 3

So sénh két qua nghién ciu vai cac nghién ciu khéc trén
thé gisi, cho thdy két qua nghién ciru nay 1a twong dong véi
céc nghién ctru trude d6. Tuy nhién, cac nghién ciru truge
day déu tap trung hau hét vao cac miu thuc pham, nuéc
thai va rat it nghién cau thuc hién trén mau phan bun. Dic
biét, & Viét Nam van chua c6 nghién ctru ndo thuc hién trén
mau phan bun. Do d6, két qua nghién cau nay gidp hoan
thién birc tranh toan canh vé tinh hinh khéng thuéc & Viét
Nam n6i riéng va thé giéi n6i chung. Nghién ciu nay s&
dura ra cai nhin tdng quat vé tinh trang 6 nhiém gene khang
thudc va con duodng lan truyén gene khang thuéc ra moi
truong. Tir d6, dé xuat mot sé giai phap cu thé nham gop
phan vao quan i va xir Ii van dé 6 nhiém gene khéang thudc
& Viét Nam va thé gioi.

4.2 Pé xuét

Dé c6 duoc bing ching rd rang vé su 6 nhim gene khang
thudc, can phai dinh lugng bang phan ing PCR. Tir d6 mai
c6 thé xay dung dwoc hé thong xir I gene khang thuéc mot
céch cu thé. Ngoai ra, dé c6 céi nhin tong quat vé van nan
khéng thudc trén vi sinh vat gay bénh, can thuc hién trén
dbi tugng khac, trong nghién cttu ndy méi thyc hién trén E.
coli. B4i v6i van @& xur |i phan bun bé tu hoai, chung toi dé
Xuit giai phép thu gom bin bé tu hoai. Sau dé san xuét than
dbt tir phan bun khong gay 6 nhiém theo nghién ciu cua
Ward (2014). Nhu vay, gene khang thudc s& bi loai bo
trong qua trinh dét va khong lan truyén ra méi truong. Than
dét cling 1a ngudn lgi kinh té khi ma nguon than dot dang
dan can kiét[16].
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Prevalence of antibiotic resistance genes (ARGS) in faecal sludge in Vietnam
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Abstract The main goal of this study is to investigate the prevalence of 12 ARGs for 9 common antibiotics in faecal sludge
samples collected, in Hanoi and Ho Chi Minh cities. We collected 26 faecal sludge samples: 2 of Hanoi city and 24 of Ho
Chi Minh City. The existence of ARGs was tested using PCR in two ways: (1) directly with the sludge samples and (2) with
the E. coli strains isolated from the samples. Our results showed that the prevalence of the tested ARGs in faecal sludge is
significant isolated E. coli, the presence of ARGs in Hanoi city and Ho Chi Minh City was 0 and 44% for Streptomycin
resistance; 50% and 40% Sulfonamide Resistance; 0 and 4% resistance to Erythromycin; 0 and 65% chloramphenicol
resistance; 100% and 98% Tetracycline resistance; 50% and 16% Trimethoprim Resistance; 100% and 30% resistance to [3-
Lactams; 0 and 0 Gentamycin resistance. There was no Quinolone resistance gene for isolated E. coli in both cities.

Keywords antibiotic Resistance Genes, fecal sludge.
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