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ABSTRACT

Mucormycosis is emerging as one of the dangerous fungal infections with
a high mortality rate, especially in immunocompromised patients, such as
those with HIV, organ transplant, diabetes, or Covid-19. Studies on the
pathogenic mechanism, the interaction between the pathogen and the host
interest scientists. However, the experimental conditions to evaluate the
virulence of fungal pathogens in vivo have not been unified in several
recent studies. This report identified the experimental and culture
conditions using the animal model Galleria mellonella: 104 fungus Mucor
lusitanicus/ larva spores, grown in condition 26°C.

TOM TAT

Mucormycosis dang néi 1én la mot trong nhitng bénh nhiém tring nam
nguy hiém véi ty 1é gdy chét cao, dic biét la voi cac bénh nhdn bi suy giam
mién dich nhu cdc bénh nhan HIV, ghép tang, tiéu dwong hay Covid-19.
Cdc nghién ciru vé co ché gay bénh, su twong tdc giita tdc nhdan gdy bénh
va ki chi dang dwoc cdac nha khoa hoc quan tam. Tuy nhién, diéu kién thi
nghiém danh gia doc lyc cua vi ndm in vivo chua dirge thong nhat trong
mét s6 nghién ciru gan day. Trong nghién ciru nay, diéu kién thi nghiém
da dwoc xac dinh va nuoi cay thich hop sir dung doi tuwong mo hinh la au
tring buém Galleria mellonella, cu thé 10* bao tir ndm Mucor lusitanicus
trong lwong dung dich tiém 10uL/ du tring, diéu kién nhiét do 26°C.

1. GIOI THIEU

Mucormycosis 1a mot loai bénh nhiém tring
ndm hiém gip nhung ti 1¢ gy tir vong cao. bay la
mot loai bénh co hoi nén dac biét nguy hiém véi
nhimg bénh nhén suy giam mién dich nhu nguoi
méc bénh tiéu dudng, ciy ghép ndi tang, AIDS
(Marr et al., 2002). Bénh mucormycosis gay ra bdi
nhiéu loai trong bd Mucorales (Ribes et al., 2000).
Céc loai gy bénh chii yéu thudc cac ho Rhizopus,
Mucor, Lichtheimia, Apophysomyces, Rhizomucor
va Cunninghamella. Mucormycosis 1a mot trong
nhitng bénh nhidm tring nim séu khé diéu tri, do
bénh dap ing kém véi cac loai thude tri ndm thong

thuong nhu amphotericin B va dén nay chua c6 liéu
phap diéu trj hiéu qua. Nguyén nhan chu yéu la do
nhitng hiéu biét vé& co ché gay bénh con han ché
(Lopez-Fernandez et al., 2018).

Nam Mucor lusitanicus CBS277.49 (tén cii la
Mucor circinelloides f. lusitanicus CBS277.49) la
mdt trong cac loai ndm mé hinh dung cho nhiéu
nghién ctru khac nhau nhu co ché phén tir cia RNAI,
sinh tong hop carotene, lipid va bénh mucormycosis
(Nicolas et al., 2003). Loai ndm nay ciing 13 mot
trong sb cac tac nhan gy bénh mucormycosis.

V&i nhiéu dic diém wu viét, Galleria mellonella
trong nhitng nam tro lai day da va dang tré thanh
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mot trong nhitng sinh vat mé hinh khong xuong
song duoc sir dung phd bién nhét trong nghién ciru
vé céc bénh nhiém tring va nhiém nim (Kavanagh
& Sheehan, 2018). Trong tw nhién, 4u trung cua loai
buém nay thudng xuyén tiép xuc voi rat nhidu tac
nhan gay bénh, do d6 & ching c6 sy hinh thanh va
phat trién h¢ mién dich bao vé co thé vé6i nhiéu diém
tuong tur vé cdu triic va chirc nang véi hé théng mién
dich bam sinh cta dong vét c6 xwong séng. Nho do,
4u tring G. mellonella c6 thé duoc st dung cho
nghién ciru khoa hoc, cung cp nhiéu thong tin hiru
ich vé co ché gay bénh, kha ning gay bénh, su twong
tac gitra tdc nhan giy bénh véi vat chu cling nhu hiéu
qué ctia cac chit khang sinh. So véi cac dong vat mod
hinh khong xuong séng khéc, giéi han nhiét rong
(18-37°C) cua 4u trang G. mellonella tao diéu kién
thuan lgi dé mo phong céc trang thai sinh 1y cua
dong vat c6 vi ndi chung va con nguoi noi riéng.
Thém vao do, loai con trung nay con dap ng dugc
céc yéu cau can 6 d6i véi mot sinh vat mé hinh dién
hinh nhu ¢6 toc d¢ sinh trudng va sinh san nhanh,
dé thao tac, chi phi nhan nuéi thap, dé duy tri trong
diéu kién phong thi nghiém ma khoéng cén t6i cac
thiét bi dat tién (Jorjao et al., 2018). Hé gen ctia loai
nay da dugc giai ma hoan chinh gan day (Lange et
al., 2018) cho phép cac nha khoa hoc m¢ rong pham
vi tiép can va ap dung cic cong cu tin sinh hoc va
sinh hoc phan tir trong cac nghién ctru st dung G.
mellonella 1am ddng vat mo hinh.

So véi cac dong vat mé hinh c6 xwong sdng, cac
dong vat mo hinh khong xuong séng da va dang
dugc su dung ngay cang rong rai hon trong cdc
nghién ctru vé bénh ndm mucormycosis; va trong sO
d6 G. mellonella véi nhidu uu diém da tro thanh
dong vat mo hinh khong xuong séng duoc Iua chon
nhiéu nhat trong nhitng nim gan diy (Jacobsen,
2019). Nhiu danh gia in vivo vé kha ning gy bénh
ctia cac chung khac nhau ctia nhiéu loai ndm thudc
bd Mucorales, trong do cd6 Mucor lusitanicus da
duogc nghién ctru tién hanh trén déi tuong au tring
G. mellonella (Lee et al., 2014; Trieu et al., 2017,
Vellanki et al., 2020). Tuy nhién, cac bao cao khac
nhau sir dung lidu lugng khac nhau ciia bao tir nim
gay bénh va diéu kién nudi khac nhau dan dén nhiing
khé khan trong viéc tai lap két qua nghién ciru. Bao
céo nay tién hanh xac dinh diéu kién thi nghiém
thich hop str dung 4 4u trang nay va thir ‘nghiém trén
mot s& dong ndm M. lusitanicus dot bién.

2. PHUONG PHAP NGHIEN CUU

Vit li¢u

Dong nadm M. lusitanicus R7B (leud pyrG*)
dugc ding 1am chung kiéu dai, dugc cung cap boi
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B6 mon Di truyén hoc va Vi sinh vat hoc, Khoa Sinh
hoc, Dai hoc Murcia, Tay Ban Nha.

Au tring G. mellonella tudi 5-6 dugc cung cép
bdi Vién Sinh thai va Tai nguyén sinh vat, Vién han
lam khoa hoc Viét Nam.

Diéu ki¢n nuéi cdy va sinh truwéng ciia vi sinh
vdt

Nam Mucor lusitanicus dwoc nudi cay & 26°C
trong diéu kién chiéu sang lién tuc. Cac ching nim
duoc nuoi trén moéi truong MMC (casamino acids
10 g/L, yeast nitrogen base w/o amino acids 0,5 g/L,
glucose 20 g/L), YPG (cao nim men 10 g/L, glucose
20 g/L, peptone 20 g/L). Moi trudng co thé duge bd
sung uridine (200 pg/mL) hodc leucine (20 pg/mL)
tuy theo muc dich thi nghiém.

Dadnh gia in vivo khd nang gdy bénh ciia cdac
chiing nam dogt bién

Kha ning gdy bénh cua cac chung ndm dot bién
dugc danh gia trén dong vat mo hinh 1a 4u trang
buém G. mellonella bang cach gay nhiém tryc tiép
Céc 4u tring boi dich bao tir theo quy trinh da dugc
mo ta boi Kelly and Kavanagh (2011).

Céc ching nAm M. lusitanicus khac nhau bao
gdm cac ching dbi ching (R7B) va cac chung dot
bién (Am2l1 va Am2[2) dugc nudi cdy trén moi
truong dia thach YPG pH 4,5 dé thu bao tir. Bao tir
duogc ly tim (10 rpm trong 5 phut) va rira 2 1an bang
dém PBS vdi ndng do bao tir dwoc didu chinh phu
hop v6i timg thi nghiém. Mat do bao tir dugc tinh
toan sur dung budng dém hong cau (Neubauer) theo
hudng dan ciia nha san xuét.

Au tring G. mellonella dugc chon cho thi
nghiém 14 nhirng 4u tring khoe manh, ning khodng
250-350 mg, chiéu dai dat khoang 2 cm. Au tring
dugc gay nhiém ndm M. lusitanicus bang cach tiém
tryc tiép dich bao tir nAm qua vi tri chan gia cudi
cung bén trai véi lugng tiém 10 pL, st dung kim
tiém chuyén dung. Cac nhom 4u trung G. mellonella
dbi chtng gdm (1) nhom 4u tring khong tiém va (2)
nhém 4u trung duoc tiém 10 pL dung dich dém PBS.
Au trung sau khi tiém dugc dit trong cac dia Petri
da khir tring c6 16t gidy loc Whatman am, gitr trong
bong tbi & hai diéu kién nhiét do 26°C hoic 30°C.

Dé xéac dinh duoc lugng bao tor M. lusitanicus
gy nhiém thich hop cho thi nghiém danh gia kha
nang gay bénh cua cac chiing nam, bao tir ciia ching
R7B véi s6 lugng 5x103, 10* hodc 10° (bao ti/ mL)
lan luot duoc tiém vao cdc nhom Au tring G.
mellonella khac nhau. Thi nghiém duoc lap lai 2 lan
v6i mdi lan gdm 2 nhém x 5 16/nhém X 10 au
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trang/16 véi 3 16 du tring bi gdy nhidm va 2 16 dbi
chimg, nudi & 26°C va 30°C. S6 lwong 4u tring song
sot dugc theo ddi va ghi nhan tai mdi 24 h trong
vong 168 h sau tiém. Ti 1¢ au tring sng sot (%) sau
mbi 24 h duoc tinh theo cong thire sau:

2 1a K , S6 lwgng &u tring con séng s6t
Ti 1€ song sot (%) = g 1og g

X 100%

Luong bao tir gay nhiém thich hop dugc xac
dinh 1a lidu tiém ma tai d6 it nhat 90% 4u tring bi
nhidm nim va chét (LDgp). Dich phan 1ap tir mé vét
bénh (phan bi héa den) ciia cac au trung chét trong
thi nghiém duoc nudi cdy trén dia thach YPG pH
4,5. Au tring duoc xac dinh 1a bi nhiém M.
lusitanicus khi c6 su xudt hién cua chung R7B cua
loai ndm nay trén méi trudng phén 1ap.

Sau khi xac dinh dugc lwong bao tir giy nhiém
thich hop, thi nghiém danh gia kha nang gay bénh
ctia cac ching nim dot bién loai bo gen myosin II
gom Mc19 (Am211) va Mc20 (Am212) so véi ching
dbi chimg (R7B) duoc thiét ké va tién hanh theo quy
trinh da néu. Thi nghi¢ém duoc 1ap lai 3 lan va budc
phan 1ap duoc tién hanh sau mdi thi nghiém trén cac
mdi trudng thich hop dé dam bao 4u tring da dwoc
gdy nhiém véi dung tung ching nim trong thi
nghiém.

Phuong phdp xii Iy s6 ligu

S4 lidu ¢o duoc tir céc thi nghiém danh gia cac
chi ti€u sinh trudng va kha nang gay bénh cua cac
chung ndm dot bién trong nghién ctru nay dugc luu
trir, phan tich va minh hoa bang phin mém
Microsoft Excel va Origin 2021b. Kiém dinh
ANOVA hai chiéu (p < 0,05) cing v6i phan tich
Turkey duoc ap dung dé xir 1y sb liéu va xac dinh
céc sai khac c6 ¥ nghia thong ké.

3. KET QUA VA THAO LUAN
3.1. Xac dinh nhiét do nuéi thich hop

N&m M. lusitanicus sinh truéng thich hop nhét
tai 25-27°C, nhung véi du tring G. mellonella, nhiét
d¢ thich hop nhét 1a 30°C. Do d6, hai diéu kién nhiét
d6 khac nhau duoc lua chon dé thu nghiém 1a 26°C
va 30°C. Sau khi tiém cung mét luong bao tir (10*
bao tit/ liéu tiém), cac 16 thi nghiém duoc theo doi
va dém sb au trung con song trong thoi gian 7 ngay.
Két qua duogc thé hién trong dd thi ¢ Hinh 1.

C6 thé thdy nhiét d6 c6 anh huong 16n dén kha
nang gay doc cia M. lusitanicus R7B. Theo do, &
nhiét do 26°C, ching nim nay thé hién doc luc ddi
v6i du tring G. mellonella cao hon dang ké, khi ti 18
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song sot cuia ca 3 16 4u tring thi nghiém trong diéu
kién 26°C déu thép hon nhiéu so v&i cac nhom duoc
nudi 6 mie nhiét d 30°C. Nguoc lai, kha nang gay
bénh ctia ndm giam di trong diéu kién nhiét do cao
hon, dic biét 1a & nhom Au tring gdy nhidm véi
lugng bao tir thép. Cu thé, sau 168 h, ti 18 séng sot
trung binh ciia cac nhém 4u trung bi gay nhiém véi
bao tir & 30°C dat khoang 70%, so voi xap xi 18%
clia cac nhom 4u tring bi gdy nhiém dugc nudi &
diéu kién nhiét d¢ 26°C (Hinh 1). Nhu vay, nhiét d
phu hgp cho thi nghiém nay & muc 26°C.

120

100

Tilé séng sét (%)
3
/7

20

24 48 72 9%

120
Thei gian sau tiém (gio)

144 168

== A= KhOng tiém ecdlles PBS =@+ ©269C @ 30°C

Hinh 1. Ti 1¢ sdng sot (%) cia 4u trung G.
mellonella sau giy nhiém véi 104 bao tir nam M.
lusitanicus

3.2. Xac dinh lwgng bao tir/lidu tiém

Pé xac dinh duoc lugng bao tir M. lusitanicus
gy nhiém thich hop cho thi nghiém d4nh gia kha
ning gy bénh ciia cac ching nam, bao tir ctia chiing
dai R7B véi s6 lwong 5X 103, 10* hodc 10° 1an luot
da duoc tiém vao cac nhom au tring G. mellonella
khac nhau.

Nhu d3 mé ta, thi nghiém duoc 13p lai 2 1an, moi
lan gdm 2 nhém X 5 16/nhém X 10 4u tring/16 voi
316 4u trung bi gdy nhiém va 2 16 ddi chimg; hai
nhom duoc nudi ¢ hai diéu kién nhiét ¢ khac nhau
1a 26°C va 30°C. Sb lugng 4u tring sdng sot duogc
theo ddi va ghi nhan tai mdi 24h trong vong 168h
sau tiém. Ti 1¢ Au tring sdng sot (%) sau mdi 24h da
dugc danh gia thong ké.

Két qua thi nghiém danh gia kha nang gy bénh
cia M. lusitanicus dugc thé hién & Bang 1 va biéu
d6 Hinh 2.
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Bang 1. S6 lrong Au trung G. mellonella séng sét khi bi gay nhiém véi dich bao tir M. lusitanicus chiing

R7B & nhiét d9 26°C va 30°C

Nhigtdd .., ... Thoi gian nudi ciy (gio)
"% Thi nghiém
°C) L Il 24 48 72 96 120 144 168
Khong tiém 9,5+0,5%°  9,5+0,5%  9,5+0,5%®  9,5+0,5%®°  9,5+£0,5®°* 9,5+0,5®® 9,5+0,5%®
PBS 10,0? 10,0? 10,0? 10,0? 10,02 10,02 10,0?
5x10° bao a abed bede defy fghi hi hi
T=26°C ti 10,0 8,5+0,5 7,5+0,5 6,5+0,5%1s 5,0t 4 540,58 4,0
10* bao tr 10,0? 9,0 7.0+1,0f 5,5+0,5¢fh 4,0M  3,5+0,5Mi 3,01
10°baotr  9,0+1,0%¢ 7,5+0,5bde 6, 5+0,59f 5 5+0,5¢fh 4 5+(0,5¢h 3,00 1,5+0,5
Khong tiém 10,02 10,0? 10,0? 10,0? 10,00 9,540,5®  9,540,5%
PBS 10,00 9,5+0,5®> 9,5+0,5®> 9,5+0,5®> 9,5+0,5® 9,5+0,5® 9 5+0,5%
_ 5x10° bao b b b b b b bed
T=30°C i 9,5+0,5%°  9,5+0,5 9,02°¢ 9,02°¢ 9,02°¢ 9,0%¢  8,5+0,5%¢
10* bao tr 10,00 9,0+£1,0%¢  9,0+1,02¢ 9,0+£1,02° 9,0+£1,0%¢ 8,5+0,520¢d g 5+(,520cd
10° bao tir 9,02¢ 8 5+(,58bed 7 54(), Sbede 5,08 5,08 4,540,5¢h 4,0hi
Ghi chii: S8 liéu duoc thé hién dudi dang gia tri trung binh + do léch chudn m=2).
T =26°C T=30°C
1004 ° 100 4
| | -
’ —s
80+ 80
B8 60 D 60
(1)) ()]
{=2] {=2]
8 —a— Khong tiém S —a—Khoéng tiém
? 4] -~ PBS — 1 @ 4] —=—PBS 1
& 4~ 5.10° bao tur =@ 4—5.10° bao tr
- ~v- 10" bao t& } = ~v— 10" bao tw
+- 10° bao to +—10° bao tir
20 204
*
0 T T T T T L] 0 | T T T T
0 24 48 72 96 120 144 168 0 24 48 72 9 120 144 168
Thei gian (h) Thei gian (h)

Hinh 2. Ti 1¢ sng sot ciia Au trang G. mellonella sau giy nhiém véi bao tir ndm M. lusitanicus ching
R7B & nhiét d§ 26°C va 30°C

Vé lugng bao tir gy nhidm, két qué thi nghiém
cho thiy trong ca hai diéu kién nhiét do, doc luc cua
M. lusitanicus chung R7B 14 cao nhat ¢ lugng tiém
10 bao tir, thé hién qua ti 1& sng sot trung binh cua
4u tring G. mellonella sau khi bi gay nhiém 168 h &
26°C va 30°C lan luot 1a 15% va 40%. O nhiét do
26°C, kha nang gay bénh ciia bao tir nim chung R7B
& cac lugng gay nhiém 5x10° va 10* ciing 1a tuong
dbi cao khi ti 1¢ sdng st ciia 4u tring & hai nhom
nay chi dat 40% va 30%. Vé mit thoi gian, sy khac
biét c6 y nghia vé sb luong 4u tring séng sot giita
cac nhom thi nghiém so voi hai nhom dbi ching
xuét hién trong khoang tir 48 h dén 72 h sau thoi
diém gdy nhiém. Trong khi d6, & nhiét do 30°C,
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khong co su khac biét rd rang vé sb luong 4u tring
song so6t & cac nhom bi gay nhiém vai lugng bao tir
thip hon (5.10% va 10%) so v6i cac nhom dbi chimg;
chi ¢c6 nhém 4au tring bi gay nhidm véi lugng 10°
bao tir 1a thé hién sy sai khac véi cac nhom con lai
ké tir thoi diém 96 h sau gay nhiém (Bang 1).

Nguyén nhan chinh dan t6i cac két qua trén c6
thé 1a do su khac nhau vé khoang gidi han nhiét d
gitra hai loai sinh vat st dung trong thi nghi€ém. M.
lusitanicus mac du 1a sinh vat c6 gidi han nhiét rong,
nhung tdc do sinh truong va kha ning sinh bao tir
ctia loai ndm nay lai suy giam kha rd rét khi & ngoai
khoang nhi¢t d6 cuc thudn la 25-27°C (Hussain,
2019) va co lién quan chit ché dén kha niang giy
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bénh cua ndm. Mat khac, nhiét d6 phu hop cho su
sinh truéng va phat trién cia 4u tring G. mellonella
la & 30°C (Brennan et al., 2002), bdi vay ching c6
thé ¢6 kha ning mién dich manh m& hon va nho dé
ti 1& séng sot cua Au tring bi nhiém ndm & nhiét do
nay cao hon hin so véi & mirc nhiét 26°C.

Dua vao céac két qua va phan tich c6 dugc, lugng
gy nhiém dugc chon cho céc thi nghiém danh gia
kha nang gy bénh cua cac ching nam dot bién dbi
v6i au tring G. mellonella 1a 10*bao tir trong luong
dung dich tiém 10 pL trong diéu kién 26°C.

3.3. Thir nghiém ddi véi dot bién xoa gen

myosin II & nam M. lusitanicus

Myosin la mot trong nhitng ho protein da dugc
xac dinh c¢6 vai tro trong viéc kiém soat kiéu hinh hé
soi va kha nang gdy bénh ctia nAm Mucor (Trieu et
al., 2017). Bé nghién ctru vai tro ctia myosin I & M.
lusitanicus, hai dong dot bién xo4 hai gen Mc19 va
Mc20 tuwong ung voi hai gen m211 va m212 thude ho
myosin II da duogc tao ra. Pé thir nghiém diéu kién
thi nghiém d dwoc xac dinh dbi voi cac dot bién xoa
gen ndy & nam M. lusitanicus, 10*bio tir trong luong
dung dich tiém 10 pL, diéu kién nhiét d6 26°C da
dugc ép dung. Két qua so sanh kha nang gay bénh
ctia ching ndm dai véi cac ching nam dot bién dugc
thé hién ¢ d9 thi hinh 3.

Két quéa cho thay cac thi nghiém d6i chimg 4m
(khong tiém va tiém bang dung dich PBS) déu
khong anh hudng dén kha niang song cta au trung.
Pbi chimg duong s dung chung R7B giy chét
khoang 90% 4u tring sau G. mellonella sau 6 ngay
sau tiém. Trong 2 dong dot bién xoa gen Mcl9
(Am211) va Mc20 (Am212), ching Mc19 gan nhu
mat kha ning gy bénh (twong duong dbi chimg
am). Trong khi chung Mc20 gan nhu khong bi suy
giam kha nang gay bénh. Két qua nay cho thay hai
gen m2l1 va m2I2 tuy c6 trinh ty tvong dong cao
nhung vai tro cua chiing khac nhau ddi véi doc luc
cua M. lusitanicus.
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Sé ngay sau tiém
Hinh 3. Ti 1¢ song sét ciia Au trung G. mellonella
sau gy nhiém véi bao tir nam M. lusitanicus
ki€éu dai va dt bién & nhiét do 26°C
R7B: chiing kiéu dai, Mc19 va Mc20: hai dong ndm dot
biéen xoa gen ma hoa myosin Il

Két qua trén cho thiy didu kién thi nghiém da
xéc dinh c6 thé duoc Gmg dung trong cac nghién ctru
danh gia kha ning gy bénh cua cac ching nam M.
lusitanicus véi diéu kién 10 bao tir trong luong
dung dich tiém 10 pL, diéu kién nhiét d6 26°C.

4. KET LUAN

Tir cac két qua nghién ciru trén, c6 thé rit ra két
luén diéu kién thi nghiém thich hop nham danh gia
kha nang gy bénh ciia nam M. lusitanicus trén dbi
tuong au tring G. mellonella véi 10* bao tur trong
luong dung dich tiém 10pL/ 4u tring, diéu kién
nhiét do 26°C. Két qua nay c6 thé duoc 4p dung
trong cac thi nghiém nham dénh gia kha ning gay
bénh nhiém tring vi nam trén dbi tuong dong vat mo
hinh. Hudng nghién ctru nay sé tiép tuc dugec mo
rong voi cac loai ndm gay bénh khac nhau nham cé
thé dua ra khuyén céo va hudng dan cho cac nghién
ctru khac.
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