Nghién citu dot bién gen katG va rpoB cia vi khudn lao khing thuéc...
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TOM TAT

Muc tiéu: St dung ki thuat gidi trinh tw dé phén tich cc dot bién gen katG, rpoB & nhiing ching vi
khudn lao khang INH, RIF phan Idp tai Bénh vién TW Hué.

Phwong phap: Khéng sinh d6 lao ctia 214 ching MTB dugc thuc hién theo phuong phdp ty I€ kinh
dién. Gidi trinh tw dé tim dét bién & 81 ching vi khuén lao bao gém: 12 ching nhay va 34 ching khang INH,
12 ching nhay va 23 chung khéng RIF.

Két qua:

- Ty Ié khang thudc chéng lao néi chung la 24,3%. Két qua khang sinh dé cho thdy INH va STM c6 ty lé
khang cao nhét la 18,2%, tiép theo 1a RIF (11,2%) va thdp nhét ia EMB (7,9%).

- Khéng phat hién dot bién néo trén gen katG va rpoB ctia c4c chdng nhay cadm voi INH va RIF. Ty 1é dot
bién trén gen katG cda MTB khang INH 1a 61,8%. Hau hét dét bién duoc tim thdy & codon 315 (90,5%). Ty
1é dot bién trén gen rpoB ctia MTB khéng RIF la 86,9%. Phét hién 15 vj tri codon c6 dét bién & gen rpoB,
va hau hét ndm & céc codon 531 (32.3%), 516 (16.1%), va 526 (12.9%). Ty Ié dét bién & ving 81-bp “hot
spot” ciia gen rpoB la 67,7%. Hau hét MTB khang RIF ciing khang v6i INH, vi vy dot bién & gen rpoB la
tiéu chi chi ra vi khuén lao da khang thubc (MDR-TB).

K&t luan: Phat hién dét bién & codon 315 cla gen katG va ving 81-bp “hot spot” ciia gen rpoB sé hitu
ich cho viéc phét hién nhanh vi khuén lao khéng INH va RIF.

T khéa: Gidi trinh tw, dot bién; gen katG, gen rpoB.

SUMMARY
STUDY ON katG AND rpoB GENE MUTATIONS IN ISONIAZID AND RIFAMPICIN
RESISTANT M. TUBECULOSIS STRAINS IN HUE CENTRAL HOSPITAL
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Nguyen Thi Nam Lien’, Nguyen Van Hoa®

Objectives: The aims of this study was to use DNA sequencing to analyze the mutations of targeted
genes (katG, rpoB) in INH-, and RiIF-resistant M. tuberculosis isolated in Hue Central Hospital.

Methods: Drug susceptibility testing (DST) was determined by using standard conventional proportional
method for 214 culture isolates. The sequencing was used for detecting mutations of eighty-one M.
tuberculosis strains including 12 INH-sensitive strains and 34 INH-resistant strains, 12 RIF-sensitive strains
and 23 RIF-resistant strains.
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Results:
- The rate of drug resistant antituberculous was 24.3%. DST reveaied that INH and STM had the highest

resistant rate (18.2%), followed by RIF (11.2%), and the lowest resistant rate was that of EMB (7.9%).

- There were no mutations in the katG and rpoB genes in M. tuberculosis isolates sensitive to INH
and RIF. The rate of mutation on katG gene of INH-resistant M. tuberculosis strains was 671.8%. Most
mutations were found in katG gene codon 315 (90.5%). The rate of mutation on rpoB gene of RIF-resistant
M. tuberculosis strains was 86.9%. We detected 15 mutation codon positions on rpoB gene, and the most
prevalent mutations were in codons 531 (32.3%), 516 (16.1%), and 526 (12.9%). Rate of mutations located
in 81-bp core region of rpoB gene was 67,7%. Most of Rifampicin resistant isofates are also resistant to

Isoniazid, mutation in rpoB gene became important as a surrogate marker for MDR-TB.
Conclusions: Detection of mutations in the katG codon 315 and the hot-spot region of rpoB would be

useful for rapid detection of INH and RIF resistance.

Keywords: Sequencing, mutation; katG gene; rpoB gene.

I. PAT VAN BPE

Bénh lao 1& mot bénh nhiém khuin do
Mycobacterium tuberculosis (MTB) gdy ra, cho dén
nay van thu hit s .quan tam rét 16n cta céc nha
chuyén mén trén thé gisi vi ty 1& méc bénh, ty 16 tir
vong, di chimg v hiu qua vé mit kinh té va xa hoi
kém theo.

Vin dé vi khudn lao khang thudc 1a mot noi
dung cin quan tim rat I6n trong cac chwong trinh
kiém soat bénh lao. Vi khuin lao da khang thuéc,
dugc dinh nghia 13 khang it nhit hai loai thudc
Rifampicin (RIF) va [soniazid (INH), ngay cang gia
tang [1], [15]. Theo WHO, ndm 2013 d& c6 480.000
ca bénh lao da khang thubc (Multidrug-resistant
Tuberculosis, MDR-TB) va trong sé d6, 210.000
ngudi da tir vong. Ty 1é MDR-TB trong tdng sb ca
nhiém lao méi toan cau 12 3,5% va trong tong sb ca
da qua diéu tri 1a 20,5% [15).

Dic diém chinh dé phat hién khang thudc RIF la
su dot bién trén doan gen rpoB trong nhiém sic thé
ctia vi khuan lao. Bang phat hién khang RIF ciing
¢6 thé xéc dinh duoc tinh khang da thube bai vi cac
ching khang RIF phin I6n la da khang thude. Déi
v6i INH, su khang thube thuong duogc giy ra boi
da dang dot bién trong 4 gen (katG, inhA, kasA va
ahpC), trong d6 phan 16n (60-70%) cac dot bién
nam trén gen karG [12].

Viéc tim hiéu dé c6 thé ap dung, phat trién dugc
nhimg k¥ thut sinh hoc phan tir, nhét 1a k¢ thuat
gidi trinh tu (sequencing) s& gilp xac dinh nhanh
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va chinh x4c vi khuan lao khéng RIF va INH, dong
thoi x4c dinh duge dic diém dot bién khang RIF va
INH ctia cac chung M. tuberculosis s€ mang lai hiéu
qua rét 16n trong kiém soat bénh lao va ciing gitip
ich cho nghién ciru tao ra cac thubc chdng lao méi,
hiéu qua hon. Vi vay, ching tdi thuc hién dé tai nay
vl cdc muc tiéu:

- Xdc dinh ty 1¢ khdang thuoc Isoniazid va
Rifampicin cua cdac chung M. tuberculosis phan Idp
duoc tai Bénh vién TW Hué bang phwong phdp nudi
cdy va khdng sinh dé kinh dién.

- Xdc dinh dot bién trén gen katG va rpoB tir
nhitng chung M. tuberculosis khdng Isoniazid va
Rifampicin bang phwong phdp gidi trinh ti.

II. POI TUQONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Péi tirgng nghién ciru

- Cac ching vi khuén lao duoc nudi cdy tai
khoa Vi sinh, Bénh vién Trung uong Hué trong
khoang thoi gian tir 2008 dén 2010. Khong ldy
ching vi khudn phan lap dugc Ian thi hai cia
mot bénh nhan. Thuc hién khang sinh db véi 4
loai thubc khang lao: Rifampicin (RIF), Isoniazid
(INH), Ethambutol (EMB) va Streptomycin
(STM). Giai trinh tu tai BO mén Vi sinh, Hoc vién
Quén y.

- Chiing vi khuin lao chudn Mycobacterium
tuberculosis H37Rv nhay cam véi tit ca cac thude
khéng sinh chéng lao lam ddi ching.
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2.2. Phuwong phap nghién citu

- Céc chiing vi khuén lao duge nudi céy trén moi
truong Ogawa va lam khang sinh d6 theo phuong
phép khang sinh do ty 1é.

- Dé nghién clru dic diém phan tir gen rpoB va
katG, ADN vi khun lao dugc tach chiét bang quy
trinh sir dung lysis buffer, lysozym, proteinase K,
Phenol/Chloroform/ Isoamyl alcohol (25:24:1) va
tia ADN bang alcohol 100%.

- Sir dung k¥ thuat PCR nhan trinh tu gen dich
rpoB ¢6 do dai 528 bp voi cdp mbi rpoB-F:5°'-
GCCACCATCGAATATCTGGT-3"/rpoB-R:5’-
ACACGATCTCGTCGCTAACC-3"; chu ky ludn
nhiét: 95°C: 5 phut; (94°C: 1 phat, 50°C: 45 giay, 72°C:
1 phit) x 32 chu ky; 72°C: 10 phit va git & 4°C. Nhén
trinh tr gen dich karG c6 do dai 684 bp véi cap mdi
katG-F:  5’-GAGCCCGATGAGGTCTATTG-3’/
katG-R:  5-GTCTCGGTGGATCAGCTTGT-3%;
chu ky luan nhiét: 95°C: 5 phit; (94°C: 1 phit, 56°C:
45 gidy, 72°C: 1 phat) x 32 chu ky; 72°C: 10 phat
va git ¢ 4°C.

IIL. KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Cac kiéu hinh khang thudc:

- San phin PCR gen rpoB va katG dugc tinh sach
bing AccuPrep ® PCR Purification Kit; Bioneer, sau
d6 duoge cheén vao vector tich dong pBT (pGEM®T
-Vector system; Cat. A1360; Promega) va bién nap
vao té bao kia bién E.coli DH5a theo phuong phép
soc nhiét. Sau khi chon dong, tach plasmid va kiém
tra sur c6 mit cua doan gen rpoB, katG, thu dugc san
phém plasmid tai t& hop c6 chira doan gen rpoB 528
bp va katG 684 bp. Mbi ching vi khuan lao dugce
chon 3 dong dé giai trinh tyr.

- Toan bd cac ching vi khuan tach dong thanh
céng dugc giai trinh tw ADN, trén hé théng
ABI Prism® 3130X1 Genetic analyzer (Applied
Biosystems, USA), clung voi cac bd sinh phdm
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit; Applied Biosystems; DyeEx™ 2.0 Spin
kit; QIAGEN. Phén tich céac trinh tu doan gen
rpoB 528 bp va katG 684 bp cia vi khuén lao
thu dugc bang chuong trinh phén tich chudi
BioEdit v7.0. Théng ké xir Iy s liéu véi chuong
trinh SPSS 16.0.

Bang 1. Ty I¢ cdc kiéu hinh khdng thuic

Kiéu khéang thudc S6 hrong Ty 18 %
1. Nhay cim 162 75,7
2. Khang thuébc (mit logi tré Ién) 52 24,3

TONG CONG (1 +2) 214 100
3. Khang Isoniazid (H) 39 18,2
4. Khang Rifampicin (R) 24 11,2
Kiéu hinh khdng thubc S lrong Ty 1é %
Khang don thube 18 8,4
- Khang H 5
- Khang S (Streptomycin)
- Khéng E (Ethambutol) 10
3

Khang da thuéc (MDR-TB) 24 11,2
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- Khang HRSE it
- Khang HRS 9
- Khang HRE
- Khang HR 2
2
Khzng nhiéu thude (khéng phai MDR-TB) 10 4,7
- Khang HS 9
- Khang HE 1

Nhdn xét: Ty 1& dé khang thudc khang sinh néi chung ctia cac ching vi khudn lao phan lip duoc 1a
24,3%. Ty 1€ khang INH la 18,2%, cao hon ty 1¢ dé khang RIF (11,2%). Ty 1& da khang MDR-TB la 11,2%.
3.2. Két qua giai trinh ty phat hién dot bién trén gen katG:
Trong sb 46 chiing giai trinh tu doan 684 bp trén gen katG, két qua thu duoc nhu sau:
Bang 2. Két qua gidi trinh tie va phat hién dot bién trén gen katG

Ching vi khuin lao Xdc dinh dot bién
Dic tinh S6 lrgng chiing Dot bién Khéng djt bién
Nhay thude INH i 0 12 (100%)
Khang don INH 5 3 (60,0%) 2 (40,0%)
Khang da MDR-TB 19 14 (73,7%) 5(26,3%)
Khang INH+STM/EMB 10 4 (40,0%) 6 (60,0%)
Tong sb 46 21 (45,7 %) 25 (54,3 %)

Ty 18 % dot bién/khang thube 1a 61,8 % (21/34 ching khéng thudc)

Nhdn xét: Trong 34 ching khang thude INH, ty 1¢ dot bién 12 61,8 %, trong d6 ty 1¢ dot bién trong khang
don INH 1a 60%; ty 1¢ dot bién trong khéng da thuéc (MDR-TB) 14 cao nhét dat 73,7%. Khong ¢é chiing
nhay cam INH nao ¢é dét bién trén gen karG.

3.3. Két qua ciia vi tri dgt bién trén gen karG lién quan dén khang INH:

Bang 3. Lién quan ciia vi tri dgt bién trén gen katG dén khdng INH

Vi tri cac codon Thay doi Khang don Khang da Khing Tan so
dot bién acid amin INH MDR-TB INH+S/E dét bién
200 (AAA—CAA) Lys—Gln 1 1/31
203 (ACC—GCQG) Thr—Ala 1 1/31
215 (GAT—-GTT) Asp—Val 1 1/31
309 (GGT—TGT) Gly—Cys 1 1/31
315 (AGC—ACO) Ser—Thr 3 13 3 19/31
315 (AGC—AGT) Ser—Ser 1 1/31
317 (ATT—GTT) Ile—Val 1 1/31
317 (ATT—ACT) Ile — Thr 1 1/34
328 (TGG—CGT) Trp—Arg 1 1/31
329 (GAT—-GGC) Asp—Gly 1 1/31
349 (GGC—-GTG) Gly—Val 1 1/31
350 (GCG—AGO) Ala—Ser 1 1/31
356 (GAT>GGT) | Asp—Gly I 1731
So dot bien 3 16 i2 31
S6 chiing ¢6 dt bién 3 14 4

Nhdn xét: Dot bién lién quan khang thudc xdy ra & nhiéu vj tri trén gen karG tir codon 200 dén codon
356, déc biét tap trung cao nhét tai codon 315 (Ser—Thr) ¢6 t6i 19/21 ching dot bién khang thudc chiém
90,5%, trong d6 khang da thudc la chi yéu (13 chung).
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3.4. Két qua gidi trinh ty phat hién dgt bién trén gen rpoB:
Trong s 35 chung giai trinh tu doan 528 bp trén gen rpoB, két qua thu dugc nhu sau:
Bang 4. Két qua gidi trinh tw va phdt hién dit bién trén gen rpoB

Chiing vi khuin lao Xic dinh dgt bién
Dic tinh S6 lrong chiing Dot bién Khéng dét bién
Nhay véi RIF - 12 0 12 (100%)
Khang da MDR-TB 23 20 (86,9%) 3(13,1%)
Téng sb 35 20 (57,1 %) 15 (42,9 %)

Nhdn xét: Két qua giai trinh tu cho théy dot bién gen rpoB chi xay ra & cac chiing vi khuan khang thude
RIF. Trong 23 ching da khang thude (MDR-TB), ty 1& dot bién 12 86,9%.
3.5. Két qua cia vi tri dot bién trén gen rpoB lién quan dén khang RIF:
Bang 5. Lién quan cua vi tri dot bién trén gen rpoB dén khang RIF

Vi tri cac codon dgt bién Thay dbi acid amin Tén s6 dgt bién
460 (ATC—GTC) Ile— Val 1/31
462 (AAC—AGC) Asn—Ser 1/31
481 (ACC—ACT) Thr —Thr 1/31
481 (ACC—GCT) Thr —Ala 1/31
504 (GAG—AAG) Glu—Lys 1/31
516 (GAC—GTC) Asp—Val 5/31
526 (CAC—CGC) His—Arg 2/31
526 (CAC—GACQC) His—Asp 2/31
531 (TCG—-TTG) Ser—Leu 10/31
533 (CTG—CCG) Leu—Pro 1/31
542 (CGT—TGT) Arg—Cys 2/31
544 (GGG—GGT) Gly—Gly 1/31
570 (GGT—AGT) Gly—Ser )|
572 (ATC—TTC) [le—Phe 1/31
588 (GAA—GGA) Glu—Gly 1/31
S6 dot bién 31
S& chiing ¢6 dot bién 20

Nhdn xét: Dot bién lién quan khang thude xay
ra & nhiéu vi tri trén gen rpoB tir codon 460 dén
codon 588. C6 20 ching c6 dot bién tai 15 vi
tri cia gen rpoB, dic biét tip trung cao nhit tai
codon 531 (Ser—Leu) ¢6 t&i 10/31 s6 dot bién
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khang thude (32,3%). Tiép theo 1a vi tri codon
516 (Asp—Val) v&i 5/31 sb dot bién (16,1%),
codon 526 v&i 4/31 sb dot bién (12,9 %) (2 dot
bién thay ddi acid amin His—Asg va 2 dot bién
thay dbi His—Asp).
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IV. BAN LUAN

4.1. Cac kiéu hinh khang thude:

Theo bang 1, ty 1& dé khang thudc néi chung ciia
cac ching vi khuan lao ching t5i phéan lap duoc
14 24,3%. Ty 1& nay thap so v&i nhiéu nghién ciru
khéc trong nude: Nguyén Duy Hung (2009) nghién
clru trén 67 ching lao phén [4p tai tinh Hung Yén
cho thdy 40,3 % khéng véi it nhit mét loai thudc;
Nguyén Thi Mai Huyén (2010) thuc hién khing
sinh d6 111 ching MTB tai mién Nam, Viét Nam,
ty 1 khang 1 loai thude bt ky 14 53,1% [7].

Trén thé gidi, ty 16 khang thudc néi chung co
khac nhau. O cac nuéde Tay Au, mic do khang
thude ciia vi khuan lao thuong thip. Nghién ciru ciia
Miguel Viveiros (2005) trén 342 ching MTB (tir
cac mAu dam, dich phé quan, dich sic rira phé nang)
dugc ldy tir bénh nhan & viing Greater Lisbon (Bd
Dio Nha). Két qua dé khang véi 1 loai thudc bt ky
1a 24% (82/342 chung) [9]. Perdigdo J. (2010) da
nghién ctru trén 3025 ching MTB phan lip & B)
Dao Nha, két qua ty 1¢ vi khufn lao khéng it nhit 1
thude chéng lao 1a 22,3% dén 26% [11].

O chau A, ty 1& khang thudc cao hon. Guo Jian-
Hua (2008) nghién ciru trén cac chung MTB phan
1ap tai tinh Sichuan, Trung Qudc: C6 39,8% ching
khang véi it nhit mét loai thube chdng lao [6). Jun-
Jichiro Sekiguchi (2007) véi cac ching MTB phan
1p tai Nhét Ban (105 chiing) va Ba Lan (33 chung),
két qua: ¢6 39,9% chung khang vai it nhit mot
loai khang sinh [8]. V&i Yang Song (2011) c6 56%
ching dé khang véi it nhit 1 loai thuéc chéng lao
dong thir nhat [16].

Su dé khang ciia MTB vdi céc thude chéng lao
thudng 1a do d6t bién ngiu nhién cac gen cia vi
khuan va, t& hon nita, la “sir khuéch dai mét hién
tuong ty nhién do con ngudi tao ra” (man-made
amplification of the natural phenomenon). Cac dét
bién thudng xay ra véi mot tin suit tuong déi thap,
10 dén 10 sb 1an sao chép ctia vi khudn lao. Cac
dét bién diém riéng 1é thuong lién quan dén khang
thudc don déc va sy tich ty lién tuc cta nhiing dét
bién nay trén nhiéu gen khac nhau thudng lién quan
dén lao da khang thuéec (MDR-TB) [13].

Vi cac ching lao cua chung tdi, ty 1€ khang
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INH 1a 18,2% (39/214 chiing), cao hon ty 1& @i
khang RIF (11,2%, 24/214 chang). V6i STM, ty 16
khang 13 18,2% (39/214 chiing) va ty 1é khang EMB
1 thip nhat 7,9% (17/214 ching).

Déi véi cac kidu hinh khang thuée, don khang
chiém 8,4%, da khang MDR-TB ¢6 ty 1¢ 11,2% va
khang doi (INH+STM hoic INH+EMB) la 4,7%.
Tat ca cac ching lao khang RIF du I cac chiing
MDR-TB (déng khang INH). Diéu nay phu hop
véi nhiéu nghién ctu trong nudc va thé gidi da
ghi nhén riang khang RIF/nhay INH thudng hiém
gap. Theo Perdigdo J. (2010) & Bb Dao Nha, ty 18
khang don RIF 1a dudi 0,4% [11]. Caws M. (2006)
tai Bénh vién Pham Ngoc Thach (TPHCM), c6 2
ching khang RIF khdng phai 1 da khang MDR-TB:
1 ching don khang RIF va 1 chung khang RIF va
STM, ty Ié 1,5% [5].

Theo bao cdo ciia WHO vé vi khuén lao khang
thude (2008), su d& khéang RIF/nhay INH 12 mot diéu
quan trong cin quan tdm néu tim soat MDR-TB chi
dua chii yéu vao mdi xét nghiém khang RIF riéng
1é. Khang RIF khong kém v6i khang INH thudng
hiém gap, va nhu viy ciing c6 thé 1a m@'t chi diém
t6t ctia phong xét nghiém. Néu dé khang RIF khong
phai MDR-TB ¢4 ty & 16n hon 3%, diéu nay cin

“duge xem nhu bit thudng - goi y dén sai sot & xét

nghiém tinh nhay cam RIF hoic INH. Trong sb 39
quéc gia béo cao tinh dén nam 2008, 80% ghi nhén
ty 1¢ khang RIF khong phai MDR-TB duéi 1%, chi
¢6 2 quéc gia ghi nhan ty 1€ ndy 1a trén 3% (Trung
Qudc va Jordani) [14].

Ty 1¢ vi khuan lao da khang MDR-TB ciia chiing
t6i 14 11,2%. Cac nghién ciru trén thé giéi ciing
dua ra ty 1¢ MDR-TB khéac nhau tity theo ving dia
Iy, qubc gia. Jun-ichiro Sekiguchi (2007) véi cac
chung MTB phén lap tai Nhat Ban (105 ching) va
Ba Lan (33 chung), ty 16 MDR-TB la 16,7% [8]. Tai
chau Au, véi cac mdu MTB duoc phan lap tir viing
Greater Lisbon (BS Dao Nha), Miguel Viveiros
(2005) ghi nhan két qua MDR-TB 1a 11,7% [9].
Nghién ciru ciia Perdigdo J. (2010), ty 16 MDR-TB
129,9% dén 15,2%[11]. O trong nudc, theo Nguyén
Thi Mai Huyén (2010) két qua ty 1¢ MDR-TB Ia
49,5% [7].
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4.2. Két qua gidi trinh ty phét hién ddt bién
trén gen katG:

Chung t6i thuc hién gidi trinh tu gen karG cua
46 ching MTB (gdm 34 chung khang INH va 12
chung nhay INH). Theo bang 2, voi 34 ching
khéng thube INH, ty 1¢ phat hién c6 dot bién la
61,8%, trong d6 ty 1¢ dot bién trong khang don
INH 12 60% (3/5 ching); ty 1& dot bién trong
khang da thudc (MDR) la cao nhét dat 73,7%
(14/19 chung). Khong cé ching nhay cam INH
nao c6 dot bién trén gen katG.

Ngoai cic dot bién diém, con ¢6 1 dot bién
ddng nghia (Ser—Ser ¢ codon 315) va 2 ching cé
dot bién déi. Vai kidu hinh khang doéi INH+STM/
EMB, c6 4/10 ching dot bién (40%) trong d6 3 ching
¢6 dot bién & codon 315 (Ser—Thr) (Bang 3).

Dot bién lién quan khang thubc xay ra & nhiéu vi
tri trén gen katG tir codon 200 dén codon 356, dic
biét tap trung cao nhét tai codon 315 (Ser—Thr) ¢6
t6i 19/21 ching dét bién khang thubc chiém 90,5
%, trong d6 khang da thuéc (MDR-TB) la ch yéu
(13 chiing). Céc chung khang doi INH+STM/EMB,
ngodi 3 ching ¢6 dot bién tai codon 315, con ¢6 9
dot bién ngoai codon 315 (Bang 3). Két qua nay cta
chiing 61 phit hop v6i ghi nhan cia nhiéu nghién
clru trong va ngoai nudc vé sy uu thé trong ddt bién
& codon 315 cia gen katG.

Caws M. (2006) thyc hién giai trinh tr gen
katG cta 100 ching khang INH tai bénh vién
Pham Ngoc Thach (TPHCM). Phén 16n céc chung
(71%) mang dot bién Ser—Thr (AGC—ACC)
[5]. Nghiém Ngoc Minh (2012) giai trinh tu gen
katG cua 82 ching MTB khang INH & Viét Nam,
¢ 63/82 chung mang dot bién tai codon 315 cua
gen katG (ty 1& 76,8%). Trong d6 c6 60 chung
thay di acid amin Ser—Thr (AGC—ACC) [10].
Nguy&n Thu Ha (2012) nghién clru & bénh nhan
lao phéi tai phat ciing nhén thdy rang nhirng dot
bién & gen katG cia cac chung lao khang INH la
phd bién nhét (76,9%) [2].

Mot s6 tac gia ghi nhan ring: Dot bién S315T
trén gen katG xay ra thuong xuyén & cac chung
MDR-TB hon 1a cac ching don khang INH
va hiu hét déu két hop vdi dé khang INH mirc
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dd cao. Ngoai ra, cac dot bién tai cac codon
V33Stop, D65E, D94A, G99E, H108E, N138S/H,
S140A/N, D142A, L150A, S160L, A172T, T180C,
V200Stop, F252L, T262R, P275T, Q294Stop,
W299G, W328G, I335T, A350S & trén gen katG
ciing thuong di kém véi mire do dé khang cao INH.
Déi v6i nhing chiing dé khang INH ndng dé thép,
cac dot bién thuong duge tim thidy & ving khoi
dong clia gen inhA, gen acpM va gen kasA [4], [6],
[13]. Hau hét cac dot bién lién quan khang INH
trén gen katG cla chiing toi déu la dot bién sai
nghia (20/21 ching). Da sb cac ching khang don
INH va da khang (MDR-TB) chi c6 1 dét bién &
codon 315 (14/17 chung), trong khi dé cic ching
khang doi INH+STM/EMB déu cé dot bién tir 2
codon trd 1én (Bang 3).

4.3. Két qua gii trinh tu phat hi¢n dot bién
trén gen rpoB:

Giai trinh tu 12 ching vi khuén lao nhay voi RIF,
chiing t6i khong phét hién dot bién & viing gen rpoB
nghién ciru. Con ¢ 23 ching vi khuén lao khang RIF
(ciing 1a 23 chung da khang thubc-MDR-TB, tim
thiy 20 trong sé 23 chung (86,9%) ¢6 dét bién &
gen rpoB, ¢ 3 ching (13,1%) khong thiy c6 dot
bién nao (bang 4). Khong cé trudng hop nao khing
don véi RIF, phat hién khdng RIF la tiéu chichira
khang da thube ciia vi khuan lao.

Trong s 20 ching ¢ dot bién trén gen rpoB,
¢ 10 ching c6 dot bién trén codon 531 (Ser—Leu)
(50%), 5 ching dot bién trén codon 516 (Asp— Val)
(25%). Ngoai ra c6 9 chung c6 dot bién trén 9 codon
khac. Dot bién lién quan khang thudc xay ra & nhiéu
vitri trén gen rpoB tir codon 460 dén codon 588. Cac
dot bién xay ra tai 15 vi tri cia gen rpoB, dic biét
tap trung cao nhét tai codon 531 (Ser—Leu) chiém
32,3%. Tiép theo 14 vi tri codon 516 (Asp— Val) véi
ty 16 16,1%, codon 526 voi ty 1€ 12,9% (Bang 5).

Trong 20 chiing vi khudn lao khang thubc c6 dét
bién, s6 chiing chi ¢6 dét bién & 1 codon chiém ty 1¢
cao nhit 60%, c6 8/20 chiing ¢6 tir 2 vi tri ddt bién
tr&r 1én. Tét ca cac dot bién lién quan khang RIF trén
gen rpoB cua ching toi déu 14 dot bién sai nghia
do thay thé mot nucleotide. Dot bién mat hodc chén
nucleotide khdng phat hién thay trong nghién ciru
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ctia chung téi. Ty 1¢ phat hién dot bién trén gen rpoB
cua cdc ching lao khang RIF (ciing 1a chung MDR-
TB) 14 86,9% (20/23 chung).

Két qua cia ching tdi cao hon két qua cuia Aslan
Gonul (2008), voi 14/19 ching khang RIF co dot
bién tai gen rpoB (73%) [4] va twong tu két qua cia
Abdelaal Amina (2009), thuc hién tai Ai Cap voi
20/23 (86,9%) chuing khéng RIF cé dot bién [3].
Tuy nhién, nhiéu nghién ctru khac ghi nhan ty 1&
dot bién gen rpoB rit cao (>90%). Nhiéu tac gia ghi
nhan ty 1& 100% chiing lao khang RIF c6 dot bién
trén gen rpoB (8], [9], [16].

Theo két qua & bang 5, sb lugng dot bién trén
vung 81-bp cua gen rpoB “Hot spot region mutation”
(tir codon 503 dén 533), dugc biét nhr 1a ving dé
xac dinh khang RIF, chiém ty 1& 67,7% (21/31 sb dot
bién). S6 Iuong dot bién trén codon 531 13 10/31 dot
bién (32,3%), codon 516 1a 5/31 dét bién (16,1%) va
& codon 526 1a 4/31 dot bién (12,9%). Két qua nay
twong dong voi rat nhiéu két qué nghién ciru trong
nudc va thé gidi. Hau hét cac tac gia déu ghi nhan céc
dot bién trén gen rpoB cua cic chung khang RIF xay
ra nhiéu nhét & codon 531 (Ser—Leuy;TCG—TTG),
tiép dén 1a & codon 526 (His— Asp;CAC—GAC hoic
(His—Tyr; CAC—TAC)hodc(His— Ala,CAC—GCC),
va thir ba 1a codon 516 (Asp—Val; GAC—GTC)
[2], [31, [5], [6], [9], [10}, [16].

V. KET LUAN

Qua nghién ctru mitc d¢ khang thudc chéng lao
ctia 214 chung vi khudn lao dugc phan lap, giai
trinh tu gen karG cua 46 chung (khang va nhay
Isoniazid) va gen rpoB cla 35 ching (khang va
nhay Rifampicin), chiing t6i rat ra mét sé két luan
nhu sau:

* Mirc d9 khang thudc ciia cic chiing vi khuin
lao phin lip dwgc

- Ty 1¢ dé khang thudc chdng lao néi chung cua cac
chiing vi khuan phan Iip duoc 1a 24,3%. - Ty 16 khang
INH la 18,2%, khang STM la 18.2%, khang RIF la
11,2% va khang EMB la thap nhat 7,9%. Ty 18 don
khang 14 8,4%, da khiang MDR-TB c6 ty 1é 11,2%.

* Két qua giai trinh tu phat hién djt bién trén
gen katG

- Ty 1¢ d6t bién & cac ching khéng INH Ia
61,8%, dot bién trong khang da thuéc (MDR-TB)
1a cao nhét 73,7%. Khéng c6 ching nhay cam INH
nao c6 dot bién trén gen katG.

- Dot bién lién quan khang thudc xay ra & nhidu
vi tri trén gen katG tir codon 200 dén codon 356, tip
trung cao nhét tai codon 315 (Ser—Thr) vai 90,5%
chiing d6t bién khéang thudc.

* Két qua giai trinh ty phat hién dot bién trén
gen rpoB

- Ty 1& 4ot bién cua cac chung lao khéng RIF
(cling 1a chung MDR-TB) 14 86,9%. Khéng tim thdy
dot bién nao & 12 ching nhay véi RIF.

- Pét bién lién quan khang thudc x4y ra & nhiéu
vi tri trén gen rpoB tir codon 460 dén codon 588.
Tép trung cao nhét tai codon 531 (Ser—Leu), ty 1€
32,3%, codon 516 (Asp—Val) ty 1& 16,1%, codon
526 ty 1¢ 12,9%. Dot bién trong ving “hot-spot” 81-
bp chiém ty 1& 67,7%.

* Céc chik viét tit:

- Codon: B§ ba nucleotid ma hoa acid amin;
EMB: Ethambutol; STM: Streptomycin; INH:
Isoniazid, RIF: Rifampicin; MTB: Mycobacterium
tuberculosis (Vi khuin lao); PCR: Polymerase
Chain Reaction (Phan tmg chudi polymerase).
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