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ĐẶT VẤN ĐỀ

Liên cầu tan huyết nhóm B (Group B Streptococcus,
GBS), còn gọi là Streptococcus agalactiae, có khả năng gây
bệnh ra các bệnh cảnh trầm trọng ở trẻ sơ sinh, người già
và người có hệ miễn dịch bị tổn thương với tỷ lệ mắc và tử
vong cao[1],[2]. Một phân tích đa trung tâm trên toàn thế
giới cho thấy, trung bình có khoảng 49 trong tổng 100.000
trẻ sơ sinh bị nhiễm trùng GBS xâm lấn. Nguyên nhân chủ
yếu là do lây truyền từ mẹ trong quá trình chuyển dạ[3].
Ước tính khoảng 10% đến 30% phụ nữ mang thai nhiễm
liên cầu tan huyết nhóm B không có triệu chứng[2]. Nhiễm
GBS ở phụ nữ mang thai liên quan tới 10 - 60% các trường
hợp xảy thai và thai chết non[2],[3]. Do vậy, chẩn đoán và

điều trị và dự phòng  nhiễm GBS ở phụ nữ mang thai có
vai trò rất quan trọng đối với trẻ sinh ra[4].

Dựa vào cấu kháng nguyên bề mặt, liên cầu tan huyết
nhóm B được chia làm 10 kiểu huyết thanh với tên gọi là
Ia, Ib, II, III, IV, V, VI, VII, VIII, and IX[2]. Các nghiên cứu
dịch tễ cho thấy, phân bố các kiểu huyết thanh thay đổi
theo khu vực địa lý. Tuy nhiên, chiếm ưu thế nhất thường
là kiểu huyết thanh III, tiếp theo là các kiểu huyết thanh
Ia, Ib, II và V[2],[5]. Do kiểu huyết thanh được xác định là
yếu tố độc lực quan trọng nên xác định nhiễm và kiểu
huyết thanh của vi khuẩn GBS ở mẹ không chỉ giúpngăn
ngừanhiễm ở trẻ đẻ ra mà còn góp phần cung cấp dữ liệu
dịch tễ, phát triển vắc xin an toàn, phù hơp để phòng
chống tác hại GBS[5]. 

Ở Việt Nam đã có một số nghiên cứu xác định tỷ lệ
nhiễm GBS ở phụ nữ mang thai nhưng chưa có nghiên
cứu nào xác định các kiểu huyết thanh của vi khuẩn này.
Theo Trung tâm kiểm soát và phòng chống bệnh tật Hoa
Kỳ, xác định nhiễm và kiểu huyết thanh của GBS ở phụ nữ
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mang thai là cần thiêt để ngăn ngừa nhiễm căn nguyên
này ở trẻ đẻ ra[5]. Vì vậy, nghiên cứu này được thực hiện
nhằm mục tiêu: xác định các kiểu huyết thanh của vi
khuẩn liên cầu tan huyết nhóm B phân lập ở phụ nữ mang
thai sử dụng kỹ thuật khuếch đại gen đa mồi. 

ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP

Đối tượng nghiên cứu

Nghiên cứu được thực hiện trên các chủng vi khuẩn
GBS phân lập từ phụ nữ mang thai 35 đến 37 tuần tại
Bệnh viện Sản nhi tỉnh Nghệ An trong thời gian từ 5/2018
đến 7/2019. Các chủng vi khuẩn này được phân tích xác
định kiểu huyết thanh tại Labo công nghệ cao của Học
viện Quân y.

Phương pháp nghiên cứu

Thiết kết nghiên cứu: Nghiên cứu thực nghiệm trong
phòng thí nghiệm sử dụng các kỹ thuật sinh học phân tử.

Cỡ mẫu nghiên cứu: gồm 69 chủng vi khuẩn GBS được
phân lập từđường sinh dục phụ nữ tuổi sinh đẻ mang thai
35 - 37 tuần.

Phân lập vi khuẩn liên cầu tan huyết nhóm B: 69 chủng
GBS được phân lập bằng cách lấy dịch sinh dục cấy trên
môi trường thạch máu cừu (5%) và ủ 24 giờ ở 37oC trong
tủ vi sinh chứa 5% CO2. Sau đó, các mẫu dương tính được
cấy chuyển sang đĩa thạch máu cừu khác và ủ tiếp 24 giờ
ở 37oC trong trong tủ vi sinh chứa 5% CO2. Tiếp đó, tiến
hành nhuộm gram và thử nghiệm CAMP để xác định vi
khuẩn là GBS dựa vào hình thái. Khuẩn lạc của các mẫu
có hình thái phù hợp với GBS được lấy ra hòa vào dung
dịch NaCl 0,9% để tách chiết ADN sau đó giám định loài
bằng PCR với cặp mồi đặc hiệu và xác định kiểu huyết
thanh bằng kỹ thuật khuếch đại gen lồng đa mồi (PCR đa
mồi). Những bệnh nhân dương tính với vi khuẩn GBS được
thu thập một số thông tin cá nhân như tuổi, khu vực sinh
sống, tuổi thai... 

Tách chiết ADN vi khuẩn GBS: ADN tổng số của vi khuẩn
GBS được tách chiết bằng bộ sinh phẩm QIAamp DNA
Mini Kit (Cat.No51304, QIAGEN, Hilden, Germany) theo
hướng dẫn của nhà sản xuất. ADN sau khi tách chiết được
đo nồng độ và kiểm tra chất lượng bằng thiết bị Nan-
oDropTM 2000 Spectrophotometer ở bước sóng 260nm
(Thermo Fisher Scientific, USA). Các mẫu ADN sau đó
được bảo quản ở -20oC cho tới khi chạy PCR để xác định
loài và kiểu huyết thanh.

Định danh và xác định kiểu gen vi khuẩn GBS bằng sinh
học phân tử

Các chủng vi khuẩn GBS được định danh bằng kỹ
thuật PCR sử dụng cặp mồi đặc hiệu dltS-F và dltS-R. Các
kiểu huyết thanh của vi khuẩn GBS được xác định bằng kỹ
thuật PCR đa mồi với các cặp mồi đặc hiệu được thiết kế
trên các gen đích khác nhaudựa theo mô tả của Poyart và
CS (2007)[1]. 

Giải trình tự gen: sản phẩm PCR với cặp mồi dltS-F và
dltS-R của một số chủng GBS được tinh sạch bằng bộ sinh
phẩm GeneJET PCR purification Kit (#K0701, Thermo
Fisher Scientific, USA) rồi gửi tới hãng First BASE Labora-
tories Sdn Bhdservice (Kembangan 43300, Selangor,
Malaysia) để giải trình tự cả 2 chiều bằng chính các cặp
mồi sử dụng chạy PCR.Các trình tự thu được được phân
tích, ghép cặp, chỉnh sửa bằng các phần mềm tin sinh
Mega 6.0 và BioEdit. 

Biến số nghiên cứu: các biến số là các biến định tính, bao
gồm: tỷ lệ các kiểu huyết thanh, tần suất các kiểu huyết
thanh theo khu vực địa lý, theo nhóm tuổi.

Xử lý và phân tích số liệu: các số liệu nghiên cứu được mã
hóa, nhập liệu, xử lý và phân tích bằng phần mềm như
SPSS 20.0 for windows (IBM Corp., Armonk, NY, USA). Trình
tự đoạn gen dltS được phân tích bằng cách so sánh với các
trình tự tham chiếu trên ngân hàng gen sử dụng công cụ
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

KẾT QUẢ

Kết quả giám định loài GBS bằng sinh học phân tử

Toàn bộ 69 có kết quả định danh bằng hình thái
(nhuộm Gram, CAMP test) phù hợp với GBS cũng cho kết
quả PCR với cặp mồi đặc hiệu dltS-F và dltS-R phù hợp với
vi khuẩn GBS (Hình 1). 04 đoạn trình tự gen dltS của 04
chủng GBS khác nhau được cấp mã số trên ngân hàng
gen (Bảng 2).

Hình 1. Kết quả thử nghiệm CAMP test 
chủng vi khuẩn GBS thu thập ở bệnh nhân

Nguyễn Thị Thu H
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Bảng 2. Mã số trên ngân hàng gen của một số
chủng GBS

Kết quả xác định kiểu huyết thanh của vi khuẩn
GBS

Toàn bộ 69 chủng GBS đều được xác định kiểu huyết
thành bằng các phản ứng PCR đa mồi. Trong nghiên cứu
này, 3 phản ứng khuếch đại gen đa mồi đã được thiết lập
để xác định các kiểu huyết thanh của GBS (Bảng 3).

Bảng 3. Các phản ứng khuếch đại gen đa mồi 
sử dụng để xác định các kiểu huyết thanh 

của vi khuẩn GBS

Bằng các phản ứng PCR đa mồi, nghiên cứu này đã
xác định được 7 kiểu huyết thanh khác nhau của vi khuẩn
GBS, gồm: Ia, Ib, II, III, V, VI, VII. Trong đó, các kiểu
huyết thanh III và V chiếm tỷ lệ cao nhất, với 39,13% và
31,89%. Chi tiết phân bố các kiểu huyết thanh được trình
bày trong Hình 3 và Bảng 4.

Hình 2. Phân bố các kiểu huyết thanh của 
vi khuẩn GBS

Hình 3. Minh họa sản phẩm các phản ứng PCR đa
mồi phát hiện các kiểu huyết thanh từ I - III

(PCR1) và IV - V (PCR2) của 1 số chủng 
vi khuẩn GBS

Giếng 1, 2, 4: kiểu huyết thanh III; Giếng 3: không
thuộc kiểu huyết thanh I - V; Giếng 5: kiểu huyết thanh

Ia; Giếng 6: kiểu huyết thanh V; Giếng 9: kiểu huyết
thanh Ib; Giếng 10: kiểu huyết thanh II; Giếng 7:

chứng âm
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TT
Ký hiệu
chủng vi
khuẩn

Gene
đích

Kích thước đoạn
gen đăng ký (bp)

Mã số trên
ngân hàng

gen

1 GBS21 dltS 952 MN095196

2 GBS26 dltS 952 MN095197

3 GBS31 dltS 952 MN095198

4 GBS32 dltS 952 MN095199

Phản ứng Kiểu huyết thanh Chu trình nhiệt

PCR đa mồi 1 Ia, Ib, II và III

1 chu kỳ 95oC/5 phút; 35 chu
kỳ [94oC/60 giây, 59oC/60 giây

và 72oC/60 giây); 1 chu kỳ
72oC/10 phút

PCR đa mồi 2 IV và V

1 chu kỳ 95oC/5 phút; 35 chu
kỳ [94oC/60 giây, 58oC/60 giây

và 72oC/60 giây); 1 chu kỳ
72oC/10 phút

PCR đa mồi 3 VI, VII và VIII

1 chu kỳ 95oC/5 phút; 35 chu
kỳ [94oC/60 giây, 60oC/60 giây

và 72oC/60 giây); 1 chu kỳ
72oC/10 phút

Bảng 4. Mối liên quan giữa kiểu huyết thanh của GBS với độ tuổi và khu vực sinh sống 
của phụ nữ mang thai

Số lượng kiểu huyết thanh (Tỷ lệ %)
Tổng (tỷ lệ %) P

Ia Ib II III V VI VII
Độ tuổi
(năm)

0.894

Nơi sống 0.767

< 30 6 (11.8) 1 (2.0) 1 (2.0) 19 (37.3) 16 (31.4) 7 (13.7) 1 (2.0) 51 (100)
≥ 30 2 (11.1) 1 (5.6) 0 (0) 8 (44.4) 6 (33.3) 1 (5.6) 0 (0) 18 (100)

Nông thôn 4 (10.8) 1 (2.7) 0 (0) 13 (35.1) 14 (37.8) 4 (10.8) 1 (1.27) 37 (100)
Thành thị 4 (12.5) 1 (3.1) 1 (3.1) 14 (43.8) 8 (25.0) 4 (12.5) 0 (0) 32 (100)

Bảng 4 cho thấy, không có mỗi liên quan giữa nhóm tuổi (<30 tuổi và ≥30 tuổi), nơi sinh sống với các kiểu huyết
thanh của GBS ở phụ nữ mang thai.



BÀN LUẬN

Vi khuẩn liên cầu tan huyết nhóm B (GBS) là căn
nguyên gây nhiễm trùng với tỷ lệ mắc và tỷ vong cao ở trẻ
sơ sinh. Tỷ lệ nhiễm vi khuẩn này đang có xu hướng gia
tăng ở nhiều quốc gia[2]. Các nghiên cứu đã chỉ ra rằng,
nhiễm GBS ở bà mẹ mang thai là yếu tố nguy cơ hàng
đầu cho nhiễm GBS ở trẻ sơ sinh[2,3]. Các kiểu huyết thanh
III và V được xác định có liên quan tới nhiễm trùng xâm
lấn ở trẻ sơ sinh[3].Theo Trung tâm kiểm soát và phòng
chống bệnh tật Hoa Kỳ, sàng lọc nhiễm GBS ở tất cả phụ
nữ mang thai 35 - 37 tuần là cần thiết để ngăn ngừa
nhiễm GBS cho trẻ đẻ ra trong quá trình chuyển dạ[5]. Tuy
nhiên, hiện nhiễm vi khuẩn này ít được quan tâm nghiên
cứu ở Việt Nam. 

Kỹ thuật PCR đa mồi được Poyart và CS (2007) phát
triển để xác định các kiểu huyết thanh của vi khuẩn GBS
bằng 2 tổ hợp phản ứng PCR đa mồi, phản ứng thứ nhất
phát hiện các kiểu huyết thanh Ia, Ib, II, III và IV, phản
ứng thứ hai phát hiện các kiểu huyết thanh V, VI, VII và
VIII[1]. Kỹ thuật này sau đó được nhiều nghiên cứu sử
dụng để xác định các kiểu huyết thanh của GBS ở các
quốc gia và vùng lãnh thổ khác nhau[5,6]. Nghiên cứu của
chúng tôi sử dụng các cặp mồi như mô tả của Poyart và
CS (2007) nhưng chia ra làm 3 phản ứng PCR đa mồi,
phản ứng thứ nhất xác định các kiểu huyết thanh Ia, Ib,
II và III; phản ứng thứ 2 xác định các kiểu huyết thanh
IV và V; phản ứng thứ 3 phát hiện các kiểu huyết thanh
VI, VII và VIII. Lý do chúng tôi thực hiện 3 phản ứng PCR
đa mồi là: khi ghép cặp các mồi thành 2 phản ứng PCR đa
mồi giống như mô tả của Poyart và CS (2007) thì hình ảnh
điện di có nhiều sản phẩm phụ, gây khó khăn cho việc
phân tích kết quả.

Bằng kỹ thuật PCR đa mồi thiết lập được, kết quả
phân tích 69 chủng vi khuẩn GBS đã xác định được 7 kiểu

huyết thanh Ia, Ib, II, III, V, VI, VII và không thấy xuất
hiện các kiểu huyết thanh IV, VIII và IX. Kiểu huyết thanh
chiếm tỷ lệ cao nhất là III  (n = 27; 39.13%), tiếp theo
kiểu huyết thanh V (n = 22; 31;89%). Các kiểu huyết
thanhIa, Ib, II, VI và VII chiếm tỷ lệ từ 1,45% tới
11,59%.Theo các nghiên cứu trước, tần suất của các kiểu
huyết thanh GBS có sự khác nhau giữa các quốc gia và
khu vực địa lý[2,5]. Ở phụ nữ mang thai tại Malaysia, các
kiểu huyết thanh chiếm ưu thế là Ia và VI[7], ở Trung Quốc
là kiểu huyết thanh III[5], ở Thái Lan là kiểu huyết thanh
V[8], ở châu Âu là các kiểu huyết thanh Ia, Ib, III và V[6],
ở Nam Phi là kiểu huyết thanh II[2] và ở Ghana là các kiểu
huyết thanh VII và IX[9]. Sự khác biệt này có thể được giải
thích là do các nghiên cứu thực hiện ở những thời điểm
khác nhau trên những quần thể ở các vùng địa lý khác
nhau[2]. Các nghiên cứu trước còn cho thấy, phân bố các
kiểu huyết thanh của GBS không chỉ khác nhau giữa các
quốc gia mà còn khác nhau giữa các vùng trong chính
quốc gia đó[10]. Đáng lưu ý, kiểu huyết thanh VI ở nghiên
cứu này chiếm tỷ lệ khá cao (11,59%). Kết quả này khác
biệt với các thông báo về tần suất của kiểu huyết thanh
này ở các quốc gia trên thế giới.Vì vậy, cần thực hiện thêm
các nghiên cứu khác để làm rõ hơn phân bố các kiểu
huyết thanh của vi khuẩn GBS ở Việt Nam.

KẾT LUẬN

Nghiên cứu đã xác định 7 kiểu huyết thanh Ia, Ib, II,
III, V, VI, VII của vi khuẩn liên cầu tan hyết nhóm B phân
lập ở phụ nữ mang thai. Trong đó, các kiểu huyết thanh
III và V chiếm tỷ lệ cao nhất. 

Lời cảm ơn: Nhóm tác giả trân trọng cảm ơn Bệnh viện
Sản - Nhi tỉnh Nghệ An và Học viện Quân y đã hỗ trợ thu
thập bệnh phẩm, phân tích mẫu phục vụ nghiên cứu này.
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TÀI LIỆU THAM KHẢO

Objectives: The aim of this study is to identified and
detect the serotypes of group B Streptococcus isolated
from vagina of pregnant women using molecular tools.
Subjects and methods: Group B Streptococcus (GBS) were
isolated from pregnant women at 35 - 37 weeks of ges-
tationat the Nghean Obstetrics and Pediatrics Hospital,
Vietnam between May 2018 and July 2019. Overall, 69
clinical isolates of GBS from vaginal swabs of pregnant
mothers were identified using the Gram staining, CAMP
test and specific PCR. In this study, a multiplex PCR
method was used to distinguish between the nine known
serotypes of GBS by three reactions. Results: The results

showed that seven serotypes of GBS were identified, in-
cluding Ia, Ib, II, III, V, VI, and VII. In that, the most
prevalent serotypes were III (n = 27/69; 39.13%) and V
(n = 22/69; 31.89%), followed by serotypes Ia (n = 8/69;
11.59%), VI (n = 8/69; 11.59%), Ib (n = 2/69; 2.90%),
II (n = 1/69; 1.45%) and VII (n = 1/69; 1.45%), respec-
tively. Serotypes IV, VIII and IX were not found. Conclu-
sions: This is the first study of GBS serotypes was reported
from human in Vietnam. Additional investigations should
be made to clarify the serotypes of group B Streptococcus
in Vietnam.

Key words: Molacular, group B Streptococcus, serotypes.
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