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Toém tat:

Pit vin dé: Nguyén nhan chi yéu cua dé khang clarithromycin duge biét 1a do dot bién diém vi tri
2142 va 2143 gene 23S rRNA cua vi khuan Helicobacter pylori. Muc tiéu: (1) Xac dinh ti 18 cac dot bién
A2142G, A2143G va A2142C clia gene 23S rRNA ¢ H. pylori trén bénh nhan viém da diy man bang
ky thuat PCR-RFLP; (2) Khao sat mdi lién quan giita cac dot bién nay voi mét sé dic diém 1am sang,
ndi soi va mo bénh hoc ctia bénh nhan viém da day man. Poi twgng va phwong phap nghién ctru: 226
bénh nhan duge chin doan xac dinh viém da day man co nhiém H. pylori dugc xac dinh cac dot bién
A2142G, A2143G va A2142C bang k§y thuat PCR-RFLP trén cac miu DNA chiét tich tir miu mo sinh
thiét niém mac da day. Két qua: Ty 1¢ dot bién diém vi tri 2142 va 2143 gene 23S rRNA cua vi khuan
H. pylori & bénh nhan viém da day man 1a 35,4%; trong d6 dot bién A2143G chiém 92,5% va dot bién
A2142G chiém 7,5%; khong co dot bién A2142C. Cac dot bién nay khong lién quan véi tudi, gisi, vi
tri viém va tinh trang viém teo. Ty 1 dot bién A2143G trong nhom c6 tién sir sit dung clarithromycin 1a
44,9%, trong khi ty 1& nay & nhém khong c6 tién sir st dung clarithromycin 1a 24,8% (p = 0,0065). Dot
bién A2142G lién quan véi tinh trang di san rudt — loan san. Két luan: Cac dot bién diém vi tri 2142
va 2143 gene 23S rRNA cua H. pylori chiém ty 1¢ cao, trong d6 hau hét 1a dot bién A2143G. Dot bién
A2143G c6 lién quan véi tién str st dung clarithromycin.

Tir khéa: gene 23S rRNA, Helicobacter pylori, dot bién A2143G, A2142G, A2142C, d@é khing
clarithromycin, viém da day man.

Abstract

STUDY ON POINT MUTATIONS AT POSITIONS 2142 AND 2143 IN 23S rRNA GENE OF
HELICOBACTER PYLORI AMONG PATIENTS WITH CHRONIC GASTRITIS
Ha Thi Minh Thi, Tran Van Huy, Nguyen Viet Nhan,
Nguyen Thanh Hoa, Le Phan Tuong Quynh
Hue University of Medicine and Pharmacy

Background: Clarithromycin resistance in Helicobacter pylori has been found to be associated with
point mutations at positions 2142 and 2143 in 23SrRNA gene. The Aims: (1) to determine the rates of point
mutations A2143G, A2142G and A2142C in 23SrRNA gene of H. pylori among patients with chronic
gastritis by PCR-RFLP technique; and (2) to assessthe association between these mutations and some
clinical, endoscopic and histopathological characteristics of chronic gastritis. Patients and methods:
Two hundreds and twenty six patients with H. pylori-positive chronic gastritis were determined A2143G,
A2142G and A2142C mutations by PCR-RFLP technique with DNA extracted from endoscopic biopsy
specimens of gastric mucosa. Results: The rate of point mutations at positions 2142 and 2143 in 23S
rRNA gene of H. pylori was 35.4% in total, the A2143G and A2142G mutationsaccounted for 92.5%
and 7.5% of all point mutations, respectively. No A2142C mutation was found. These mutations were
not associated with age, gender,distribution of gastritis, and the presence of atrophic gastritis. The rate
of A2143G mutation in groups with and without a history of clarithromycin treatment were 44.9% and
24.8%, respectively (p = 0.0065). The A2142G mutation was associated with intestinal metaplasia and/
or dysplasia. Conclusion: The point mutations at positions 2142 and 2143 in 23S rRNA gene were found
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at a high rate in H. pylori strains amongpatients with chronic gastritis, with the absolute predominance
of A2143G mutation. The A2143G mutation was associated with a history of clarithromycin treatment.
Key words: 23S rRNA gene, Helicobacter pylori, A2143G, A2142G, A2142C mutation, clarithromycin

resistance, chronic gastritis.

1. PAT VAN PE

Viém da diay man (VDDM) la bénh ly rat
thuong gap trén thé gidi, chiém ty 1& trung binh
khoang 35 — 45% trong tong sb cac bénh 1y da
day — ta trang[1]. Pong thuin Maastricht 1an IV
vao ndm 2012 da ghi nhén viém da day man do
Helicobacter pylori 1a nguyén nhan quan trong nhét
gdy ung thu da day [17]. Vi vay, viéc diéu tri tiét
can Helicobacter pylori & bénh nhan viém da day
man 1a diéu kién tién quyét dé ngan ngira ung thu
da day.

Clarithromycin (CLA) 1a mét trong nhitng khang
sinh dugc lya chon trong phac dd diéu trj tiét trir
Helicobacter pylori [4], [16], [17]. Tuy nhién, hi¢n
nay tinh trang dé khang khang sinh clarithromycin
ctia Helicobacter pylori ngay cang cao. O Nhat Ban
nam 2003 ty 1¢ dé khang clarithromycin 1a 23,5%
nhung dén nam 2007 ty 1é nay 1én dén 79,8% [13],
[23]; hay & Iran nam 2008 14 22,6% nhung dén nam
201114 31,7% [7], [13].

Nam 1996, Versalovic tim thdy hai dot bién
A2142G,A2143G trén gene 23S rRNA ¢6 lién quan
dén dé khang clarithromycin ctua Helicobacter
pylori, tir diy mé ra trién vong tng dung k¥ thuat
sinh hoc phan tir trong viéc chan doan dé khang
clarithromycin. V& sau nhiéu dot bién khac ciing
duogc phat hién, tuy nhién ba doét bién A2142G,
A2143G va A2142C 1a thuong gip nhét, chiém
hon 90% céc loai dot bién c6 lién quan dén tinh
trang dé& khang clarithromycin ctuaHelicobacter
pylori. C6 nhiéu phuong phap sinh hoc phén tir da
duoc st dung dé phat hién duoc cac dot bién nay,
trong d6 PCR-RFLP la mot phuong phap don gian
nhung c¢6 kha nang xac dinh dugc cac dot bién
chinh xac, cho két qua nhanh, gia thanh vira phai,
c6 thé thue hién & céac phong thi nghiém sinh hoc
phan tir co ban va dugc nhiéu nha nghién ctru sir
dung dé khao sat cac dot bién trén gene 23S rRNA.
Cho dén nay di c6 nhiéu cong trinh nghién ctru dé
khang clarithromycin ctia Helicobacter pylori, tuy
nhién & mirc d6 phan tir thi & Viét Nam con rat it.
Dé gitip cho viéc phat hién nhanh va chinh xac
dé khang clarithromycin ctua Helicobacter pylori
¢ bénh nhan viém da day man tir d6 chon cac phac
dd diéu tri hiéu qua. Chung t6i tién hanh nghién
clru ndy nham cac muc tiéu sau:

1. Xdc dinh ti 1¢ cdc dot bién A2142G, A2143G
va A2142C cua gene 23S rRNA ¢ Helicobacter

pylori trén bénh nhédn viém da day man bang
ky thugt PCR-RFLP.

2. Khdo sat moz lién quan glu'a cdc dot bién nay
voi mot 56 dac diem lam sang, noi soi va mo
bénh hoc cua bénh nhan viem da day man.

2. POI TUQONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Péi twong nghién ciru

- Béi twgng nghién ctiru gdm 226 bénh nhan
dugc chan doan xac dinh viém da day man co
nhiém Helicobacter pylori. Céc bénh nhan nay c6
dia chi cu trii & ba tinh mién Trung 1 Thira Thién
Hué, Quang Binh va Quang Tri.

- Tiéu chuan chon bénh: C6 day du cac tiéu
chuén sau

+ Noi soi ¢6 hinh anh t6n thwong viém da day
va két qua md bénh hoc xac dinh co6 viém da day
man theo phan loai Sydney cai tién.

+ C6 két qua test nhanh urease duong tinh
(CLO test).

+ C6 két qua xac dinh lai nhiém H. pylori bang
ky thuat PCR.

- Tiéu chuén loai trir: nhitng truong hop co diéu
tri ti¢t trur Helzcobacter pylori trong vong 4 tuan
DNA chiét tach tir mdu mo sinh thiét khong dat so
lugng va chét lugng dé thyc hién cac ky thuat vé
phén tich gene.

2.2. Phwong phap nghién ciru

Nghién ciru mo ta cit ngang

2.2.1. Phwong phdp thu thip méu nghién ciru

Thu thidp miu nghién ciru tai Trung tim Noi
Soi tiéu hoa, bénh vién Truong Pai hoc Y Dugc
Hué. Cac bénh nhan dén Noi soi da day c6 thuong
ton viém da day dugc sinh thiét niém mac da day
gém hai manh tai hai vi tri hang vi va than vi dé
khao sat nhiém H. pylori va sau d6 s& xac dinh
dot bién gene dé khang clarithromycin; mot dén
hai manh tai vi tri ton thuong dich (tily theo ton
thuong nam & hang vi don dgc, than vi don dgc,
hay & c hai vi tri) giri khoa Giai phau bénh dé lam
xét nghiém mo bénh hoc.

Tién hanh thir test nhanh urease ngay tai phong
Nbi soi dé xac dinh so b c6 nhidm H. pylori. Cac
mau sinh thiét niém mac da day sau d6 duoc lwu
trlt trong dung dich TE & -20°C tai by moén Di
truyén Y hoc, Truong Pai hoc Y Dugc Hué.
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2.2.2. Bién so nghién ciru

- Gi6i: Nam, nir

- Tudi: dudi 40 tudi, tir 40 tudi trd 1én

- Tién st st dung khang sinh clarithromycin:
c6, khong, khong biét

- Vi tri viém da day: hang vi don ddc, than vi
don ddc, ca hai

- Viém teo: duoc xéac dinh dua vao két qua mo
bénh hoc

- Di san rudt — loan san: dua vao két qua mo
bénh hoc

- Dot bién A2143G, A2142G va A2142C

2.2.3. Phwong phdp tich chiét DNA tiv méu
mé sinh thiét niém mac da day

Téch chiét DNA tir cdc manh sinh thiét niém
mac da day theo protocol chuén cua kit Wizard
Genomic DNA purification (Promega). DNA sau
khi tach chiét dugc do ndng do va danh gid ty sb
A260/280 trén may Nanodrop, roi pha lodng &
ndng d6 100 ng/pl.

2.2.4. Phwong phdp xdc dinh nhiém H. pylori
bing ky thudt PCR

Cap mdi dic hiéu gene ureC (glmM) cua H.
pylori, do Brisou thiét ké va Bickley mo ta lai [9]
v6i trinh tu moi:
ureC-F:
5’-AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3’
ureC-R:5’-
AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3’

Thanh phin phan tng gém 12,5 pl GoTaq
Green MasterMix (Promega), 10 pmol mdi mdi,
100 ng DNA khuén mau va nudc cat cho du 25 pl.
C6 thyc hién kém dng chimg dwong va ching am.
Diéu kién nhiét d6: bién tinh ban ddu 95°C, 5 phit;
30 chu ky 95°C 1 phut, 55°C 1 phat, 72°C 1 phut;
kéo dai cubi cung 72°C 8 phut. Thuc hién trén may
Applied Biosystems 2720.

San phdm PCR duoc dién di trén gel agarose
1% c6 bd sung Red view (thuéc nhuom DNA),
dién thé 80V, 30 phut, kém thang chuan 100 bp.
Xem hinh anh dién di duéi dén cuc tim. Kich
thudc san pham 1a 294 bp.

Doc két qua nhu sau:

- C6 san pham PCR: nhiém H. pylori

- Khong c¢6 san pham PCR: khong nhidém H.
pylori

2.2.5. Phwong phdp xdc dinhcdc dpt bién
vi tri 2142 va 2143 bang ky thuit PCR-RFLP
(Polymerase Chai Reaction — Restriction
Fragment Length Polymorphism)

Budc 1: Thuc hién PCR khuéch dai doan gene
23S rRNA co chira vi tri 2142 va 2143.

Cap mdi duge md ta boi Ménard (2002)[19].
Trinh ty mdi nhu sau:

HPY-S:
5'-AGGTTAAGAGGATGCGTCAGTC-3’
HPY-A:
5'-CGCATGATATTCCCATTAGCAGT-3'

Thanh phan phan tmg gém 25 ul GoTaq Green
MasterMix (Promega), 20 pmol mdi mdi, 200 ng
DNA khuén méu va nuée cat cho da 50 ul. Diéu
kién luan nhiét: 95°C trong 5 phit; tiép theo 1a
30 chu ky, mdi chu ky gdom: giai doan bién tinh
94°C trong 1 phut, giai doan gin mdi 52°C trong
1 phut, giai doan kéo dai mdi 72°C trong 1 phut;
cudi cting thém 72°C trong 10 phut. Thyc hién trén
may Applied Biosystems 2720.

San ph’?lm PCR dugc dién di kiém tra trén gel
agarose 1% co bd sung Red view, dién thé 80V, 30
phut, kém thang chuan 100 bp. Poc hinh anh dién di
dudi dén cuc tim. Kich thude san pham 13 267 bp.

Bue6c 2: Thuee hién phan ieng cdt san pham PCR
bdng cdc enzyme Bbsl, Bsal (Thermo Scientific va
BceAl (BioLab)

Thé tich mdi phan tmg cit 1a 15 pul, gdm cac thanh phan sau day:
Béang 2.1.Thanh phan tham gia phan Gng cat

Thanh phin Xic dinh dot bién Xiac dinh dt bién Xiac dinh dt bién
phén ing A2142G A2143G A2142C
Dung dich dém 10X 1,5 ul 1,5 ul 1,5 ul
Enzyme cdt 10 U Bbsl 10 U Bsal 1 U BceAl
San pham PCR 5ul 5ul 5ul
Nuée cdt Thém du 15 pl Thém du 15 pl Thém du 15 pl

U 37°C trong bé 6n nhiét, thoi gian 24 gio.

Dién di san pham cit trén gel agarose 2,5% c6 bd sung Red view, dién thé 80 V, thoi gian 1 gio 20

phut. Dochinh anh dién di dudi dén cuc tim.
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Poc két qua dua vao sy xuat hién ctia cac bang twong trng véi cac san pham cat trén gel dién di nhu

sau:
Bang 2.2. San pham sau khi cat bang cac enzymeBbsl, Bbal, va BceAl
San phim sau khi cit bing San phim sau khi cit bing San phiam sau khi cit bing
Bing Bbsl| Bsal BceAl
DNA | Khong dot Dot bién Khong dot Dot bién Khong dot Dot bién
bién A2142G bién A2143G bién A2142C
ha 1 2 1 2 3 4
ang
153 bp
Kich 195 bp
thuée | 267 bp 219 bp 267 bp 207bp 48 bp 48 bp
bang 48bp 60bp 24 bp 42 bp
24 bp
3. KET QUA NGHIEN CUU
3.1. Mjt s0 dac diém ciia nhoém nghién ciru
Bang 3.1. Bac diém cia nhém nghién ciru
Pic diém S6 lwong Ty 18 % p
Gioi
Nam 106 46,9
Nir 120 53,1 - 005
Tuéi ,
Duéi 40 tudi 144 63,7
Tir 40 tudi tro 1én 82 36.3 < 0,0001
Tién st sir dung clarithromycin
CoW 78 34,5 So sanh
Khong @ 109 482 (1)va (2)
Khong biét 39 17,3 <0,05
Vi tri viem
Hang vi don doc 109 48,2
Than vi don doc 10 4.4 <0,0001
Ca hai 107 47,4
Viém teo
Co 70 31,0 <0,0001
Khong 156 69,0
Di san ruot — Loan san
Co 53 23,5
Khong 173 76.5 <0,0001
Téng 226 100,0

Nhdn xét: Ty 1€ nam nir trong nhém nghién clru
twrong duong nhau. Phin 16n cac bénh nhan VDDM
14 tré tudi, dudi 40 tudi chiém 63,7%. Tién sir ¢6 sir
dung khang sinh clarithromycin 1a 34,5%. Chi ¢o

4,4% bénh nhan viém than vi don doc, con lai phan
16n déu co viém hang vi (hodc don doc, hodc phdi
hop véi viém than vi). C6 31% c6 tinh trang viém
teo va 23,5% c6 di san rudt va/hoac loan san rudt.

3.2. Ty 18 cac ddt bién diém vi tri 2142 va 2143 trén gene 23S rRNA cua H. pylori
Bang 3.2. Ty 18 cac dot bién A2142G, A2143G va A2142C

Dot bién S6 lrong Ty 1§ %
Cé dot bién 80 354
A2142G 6 2,7
A2143G 74 32,7
A2142C 0 0,0
A2142G + A2143G 0 0,0
Khéng dot bién 146 64,6
Téng 226 100,0

Nhan xét: Ty 1€ c6 dot bien vi tri 2142 va 2143 trén gene 23S rRNA cua H. pylori la 35,4%.
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Hinh 3.1. Phan bé cua cac loai dot bién diém vi tri 2142 va 2143 gene 23S rRNA
Nhdn xét: Dot bién A2143G chiém da s6, 92,5% trong s cac dot bién diém vi tri 2142 va 2143.
Dot bien A2142G chiém 7,5%. Khong c6 dot bien A2142C.

M: Thang chuaanr 100bp. Céac céti.1;1.2; 1.3 (i=1,2,...,8) 1a hinh anh dién di san phém cit 1an luot véi
cac enzyme Bbsl, Bcel, BceAl cia mau i. Mau s6 1 va 2: khong d6t bien. Mau 3,4,5,6va 8 mang dot
bieetns A2143G. Mau 7 mang dot biét A2142G

Hinh 3.2. Két qua dién di san pham phan tng cit chin doan cac dot bién vi tri 2142 va 2143
gene 23S rRNA cuta Helicobacter pylori

3.3. Mbi lién quan ciia cac dot bién diém vi tri 2142 va 2143 trén gene 23S rRNA ciia H. pylori véi
mot s6 dic diem bénh nhin viém da day man
Bang 3.3. Ty 1¢ d6t bieén A2143G va A2142G theo mot s6 dac diém cia VDDM

) Dot bién A2143G Dot bién A2142G
Pic diém N .
n ) p n % p
Gidi
Nam 106 | 33 31,1 > 0,05 2 1,9 >0,05
Nir 120 | 41 34,2 4 33
Tuoi
Du6i 40 tudi 144 | 52 36,1 > 0,05 4 2,8 > 0,05
Tir 40 tudi tré 1én 82 22 26,8 2 2,4
Tién sir sir dung CLA
Cow 78 35 449 So sanh 2 2,6 So sanh
Khong @ 109 | 27 24,8 (1) va(2) 4 3,7 (1) va (2)
Khong biét 39 12 30,8 0,0065 0 0,0 > 0,05
Vi tri viem
Hang vi don dgc 109 34 31,2 4 3,7
Than vi don doc 10 2 20,0 > 0,05 0 0,0 > 0,05
Ca hai 107 | 38 35,5 2 1,9
Viem teo
Co 70 23 32,9 > 0,05 2 2,9 > 0,05
Khong 156 | 51 32,7 4 2,6
Di san ruot — Loan san
Cod 53 17 32,1 > 0,05 4 7.5 0,0282
Khong 173 | 57 32,9 2 1,2
Téng 226 | 74 32,7 6 2,7
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Nhdn xét: Khong c6 mbi lién quan giita dot
bién A2143G ciing nhu dot bién A2142G véi tudi,
gidi, vi tri viém, tinh trang viém teo. Dot bién
A2143G c6 lién quan véi tién sir sir dung khang
sinh clarithromycin. Dot bién A2142G c6 lién
quan véi di san rudt — loan san.

4. BAN LUAN

4.1. Mot s6 diic diém ciia nhém nghién ciru

Trong nghién ctru nay chiing t6i da khao sat 226
bénh nhan viém da diy man c6 nhiém Helicobacter
pylori, duoc chan doan bang test nhanh urease va
ky thuat PCR voi cap moi dic hiéu gene ureC. Sy
khac biét vé ty 1& hai giéi nam va nit trong nhom
nghién ctru nay khong c6 ¥ nghia thong ké. Do
tudi trong nhom cac bénh nhan VDDM nay kha
tré, dudi 40 tudi chiém dén 63,7%, cao hon co y
nghia thong ké so v6i nhom tir 40 tudi trg 1én. Ty
1¢ ¢6 tién sir str dung khéng sinh clarithromycin 1a
34,5%, trong khi nhom khong str dung chiém ty 1¢
48,2%. Phan 16n cac bénh nhan déu c6 tén thuong
viém ¢ hang vi, chi c6 4,4% bénh nhan viém than
vi don doc. Piéu nay phu hop v6i co ché bénh
sinh VDDM do H. pylorz hang vi chinhlanoi cu
tra dau tién cua vi khuan nay khi xam nhép vao co
thé vat chi. Viém teo chiém ty 1€ 31%. Pac biét
c6 23,5% truong hop co di san rudt va’hoac loan
san rudt, day 1a nhiing ton thuong tién ung thu va
vi vy can duoc theo ddi sat dé phat hién ung thu
giai doan som.

4.2. Ty 1& cac dot bién diém vi tri 2142 va
2143 trén gene 23S rRNA cua H. pylori

Chung t6i da khao sat cac dot bién diém vi tri
2142 va 2143 trén gene 23S rRNA cua vi khuan
Helicobacter pylori & 226 bénh nhan viém da
day man. Nhitng dot bién A2142G, A2143G va
A2142C duoc xem la chiu trach nhiém trong
hon 90% céac truong hop dé khang khang sinh
clarithromycin [11], cic dot bién & vi tri khac cua
domain V gene 23S rRNA ciling da dugc mot )
tac gia cong b, tuy nhién vai tro trong dé khang
clarithromycin van dang con tranh cii. Tt khi co
ché bénh sinh phén tir ctia dé khang clarithromycin
0 H. pylori dugc sang to, cac ky thuat sinh hoc
phan tir dang dan dan déng vai trd quan trong
trong viéc chan doan dé khang nay dé hd tro cho
bac si 1am sang quyét dinh lya chon phéac do diéu
tr1 tlet trir H. pylori thich hgp, nham dam bao hai
yéu t6 quan trong 1a kip thoi va hiéu qua So voi
phuong phap chan doan d& khang truyen thong la
dua trén kiéu hinh théng qua nuéi cdy vi khuan va
lam khéang sinh d6 thi cac phuong phap sinh hoc
phan tir chan doan dya trén xac dinh kiéu gene

d6t bién lién quan tinh dé khang c6 nhiéu vu diém
hon nhu: thoi gian ¢6 két qua nhanh, quy trinh
chan doan dé chuan hoa va co tinh twong dong
gilta cac phong xét nghiém, hon ntta gia thanh
cling phu hop. Trong khi d6, cac ky thuat nudi cay
lam khang sinh d6 thuong doi hoi nhiéu thoi gian
hon, ty 1& nudi cdy thanh cong tiy thudc vao timg
phong xét nghiém.

C6 nhiéu ky thuét sinh hoc phén tir da duoc sir
dung dé phat hién ba loai dot bién diém A2142G,
A2143GvaA2142C. Phan1on dol1a cacky thuat dua
trén PCR, nhu PCR-DNA enzyme immunoassay
(PCR-DEIA), PCR-Line probe assay (PCR-LiPA)
va Realtime PCR. Tuy nhién, theo Menard cac k¥
thuét nay chua thé hién duoc vai trd vu viét trong
viéc phan biét ba loai dot bién nay [19], hon nita
cac probe dé thyc hién cac k¥ thuat nay co gia
thanh kha cao. Tir khi phat hién mdi lién quan cua
cac dot bién A2142G va A2143G voi dé khang
clarithromycin cua H. pylori vao nam 1996 thi
Versalovic [26] va sau d6 la Occhialini [20] cling
da sir dung cac enzyme Bbsl va Bsal dé xac dinh
hai dot bién nay bang ky thuat PCR-RFLP. Sau do,
dén nam 2002, Menard di sir dung thém enzyme
BeeAl dé xac dinh @6t bién A2142C. Cho dén nay,
k¥ thuat PCR-RFLP van la mot k¥ thuat sinh hoc
phan tir don gian nhung rat hiu qua trong viéc
xéac dinh cac dot bién diém co lién quan dén vi tri
nhén biét va cét cua cac loai enzyme cit han ché
(Restriction endonuclease).

Bang viéc tmg dung ky thuiat PCR-RFLP
theo quy trinh dugc mo ta bédi Menard [19] nam
2002, ching toi da xac dinh dugc 80 truong hop
bi nhiém H. pylori mang gene 23S rRNA c6 dot
bién vi trf 2142 va 2143 trén domain V, ty 1¢ dot
bién trong nhém nghién ciru gdbm 226 bénh nhan
VDDM cua chung t6i 1a 35,4% (bang 3.2). Cac
bénh nhan cia chung t6i c6 dia chi cu tri ¢ ba
tinh mién Trung 1a Thira Thién Hué, Quang Binh,
Quéng Tri. Theo Ddng thuan Maastricht IV, ty 1¢ dé
khang trong cong dong tir 15 — 20% duoc khuyén
céo 1a ngudng dé phan ving dan cu d6 vao khu
vuc dé khang cao hay thip d6i voi clarithromycin.
Nhu vay, khu vyc ba tinh chung t6i nghién ctru
dang thugc ving dé khang cao. Trong mot nghién
ctru duge thyc hién cung thoi diém véi nghién
cliru nay trén 64 bénh nhan VDDM ¢ Quéang Ngai,
Pham Ngoc Doanh va chiing t6i da phat hién ty
16 mang dot bién diém tai vi tri 2142 va 2143
gene 23S rRNA 1a 64% [2], cao hon c6 ¥ nghia
théng ké so voi ty 1€ dot bién trong nhém bénh
nhan VDDM cua nghién ctru nay (p < 0,001). Mot
nghién curu trén 188 bénh nhan loét da day — ta
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trang cia Nguyén Thay Vinh (2015) & Ha Néi
c6 ty 1& dot bién 1a 36,7% [6], khong c6 su khac
bi€t so voi nghién ciru ciia chung t6i. So sanh voi
cac nghién ctru trén thé gidi, ty 1¢ dot bién trong
nghién ciru cua chung t6i cling phu hop véi cac
nghién ctu ciia Abdollahi (Iran, 2011) voi ty 1€
d6t bién diém vi tri 2142 va 2143 gene rRNA duoc
xac dinh bang k¥ thuat PCR-RFLP 1a 31,7% (n
=63, p > 0,05) [7], nghién ctru ctia Agudo (Tay
ban Nha, 2010) c6 ty 1& dot bién diém vi tri 2142
va 2143 gene rRNA duoc xac dinh bang ky thuat
giai trinh tu 1a 27,1% (n = 118, p > 0,05)[8].Trong
khi do, nghién cuu cua Ho (Ma Lai, 2010) thuc
hién PCR-RFLP trén 105 bénh nhan bénh 1y da
day — ta trang, cho thay ty 1 cac dot bién trén rat
thap, chi 2,9% [12]. Nguogc lai, nghién ciru cua
Yamade (Nhét Ban, 2011) su dung ky thudt PCR
dac higu allele va xac dinh ty 1€ dot bién A2143G
va A2142G 1én dén 55,1% (n = 153) [27], cao hon
¢6 ¥ nghia thdng ké so véi chung t6i.

Trong s6 80 dot bién vi tri 2142 va 2143
duoc chung t6i phat hién, khong cé truong hop
nao mang dot bién A2142C. Két qua ¢ biéu dd 3.1
cho thdy dot bién A2143G chiém da sd véi ty 1&
92,5%; con lai 1a d6t bién A2142G, chiém ty 18
7,5%. Nhin chung, hau hét cac nghién ctru trén
thé gidi déu cho thay dot bién A2143G chiém da
s0. Nghién ctru ciia Agudo ¢ trén phat hién 32
miu mang dot bién, trong d6 c6 29 miu mang
dot bién A2143G chiém 90,6%; 3 mau mang dot
bién A2142G chiém 9,4% va khong c6 truong hop
nao mang dot bién A2142C [8]. Su phdn bd cac
dot bién vi tri 2142 va 2143 trong nghién ciru cua
chung t6i va cua tac gia Agudo la tuong tu nhau,
p > 0,05. Cho dén nay, cic nghién ctru trén mau
sinh thiét niém mac bénh nhan bénh 1y da day —
ta trang & Viét Nam déu khong phat hién truong
hop nao mang dot bién A2142C, con dot bién
A2142G chiém ty 1é ciing rat thip, cho du thuc
hién k¥ thuat PCR — RFLP hay gidi trinh tu, nhu
cic nghién ctru ctia Nguyén Thiy Vinh (Ha Noi,
2015) [6], H6 Pang Quy Diing (TP H6 Chi Minh
va Ha Noi, 2014) [3], Tran Thién Trung (TP Ho
Chi Minh, 2014) [5]. Hau hét cac nghién ctru cia
chau A ciing c¢6 nhan dinh twong tu nhu nghién
ctru cua Kim (Han Qudc, 2008) [14], Zhu (Trung
Quoc, 2013) [28], Matsuoka (Nhat Ban, 1999)
[18]. Chung t6i nhan thay, dot blen A2142C hiu
nhu chi xuit hién VO‘l tan sudt rat thap, rnot vai
phan trim, va chi yéu ciing chi & cac quan thé
ngudi da tring, nhu nghién ctru ciia Russman &
Duc (2001, n = 34) ¢6 6% dot bién A2142C [24],
nghién ctru cua Raymond ¢ Phap (2008, n = 530)

¢6 5 truong hop dot bién A2142C chiém 0,9%
[22], nghién clru ctia Toracchio & Y (2004) cho
thiy trong 73 truong hop dé khang clarithromycin
¢6 4 truong hop mang dot bién A2142C [25]. Do
d0, chung t6i cho rang trong thuc té 1am sang chi
can thyc hién k§y thuat PCR-RFLP véi hai enzyme
Bbsl va Bsal dé xdc dinh dot bién A2142G va
A2143G nhim giam chi phi cho bénh nhan vi
enzyme BceAl dugce ding dé cit san pham PCR
trong viéc phat hién dot bién A2142C c6 gia thanh
kha cao.

4.3. Mdi lién quan ciia cic dot bién diém
vi tri 2142 va 2143 trén gene 23S rRNA cia
H. pylori v6i mdt s6 dic diém bénh nhan viém
da day man

Chung toi da khao sat mdi lién quan cia cac
dot bién A2143G va A2142G véi mot sd dic diém
ctia bénh nhan VDDM (bang 3.3) va nhan thiy cac
dot bién nay khong co lién quan véi tudi, gidi, tinh
trang viém teo cling nhu vi tri viém. Trong khi do,
tién sir str dung khang sinh clarithromycin thi c6
lién quan voi dot bién A2143G va tinh trang di san
rudt-loan san cé lién quan voi dot bién A2142G.

Ty 1¢ dot bién A2143G trong nhom c6 tién st sir
dung clarithromycin 1a 44,9%, trong khi ty 1€ nay &
nhém khoéng cé tién sir st dung clarithromycin 13
24,8%, v6i su khac biét co ¥ nghia thong ké (p =
0,0065). Két qua cta chung t6i ciing phu hop véi
nhan dinh cta Liu trong nghién ctru ¢ Trung Qudc
nam 2008, vai ty 1& dot bién A2143G trong nhom
¢6 va khong c6 tién st diéu tri véi clarithromycin
lan luot 1a 31,7% va 10,2%, p < 0,05 [15]. Mot
nghién ctu cia Aldana (Nhat Ban, 2002) da cho
thdy tan suat dé khang clarithromycin ting c6 y
nghia théng ké theo thoi gian, tir 7% vao nam 1997-
1998 1én dén 15,2% vao nam 1999-2000, dong thoi
tac gid nhan dinh nguyén nhan la do sy tiéu thu
khang sinh clarithromycin [21]. Trong nghién ctru
cta Agudo ¢ Tay Ban Nha (2010) tac gla cling da
nhan dinh nguyén nhan gy nén tan sut dé khing
clarithromycin cta H. pylori (trong d6 cé 85,3%
mang dot bién A2143G) gia ting & tré em 1a do tir
nam 1991 céc khang sinh macrolide thé hé méi, bao
gdm ca clarithromycin dwoc sir dung nhiéu dé diéu
tri nhidm trung ho hép cho tré [8].

Di san rudt va loan san 1a nhiing thuong ton
tién ung thu Trong nghién cuu cua chung tdi cac
thuong t6n nay khong c6 mdi lién quan véi dot
bién A2143G nhung c6 lién quan véi dot bién
A2142G. Ty 1¢& dot bién A2142G trong nhom
c6 di san rudt — loan san 1a 7,5%, cao hon c6 y
nghia thong ké so v6i nhom khéng co cac thuong
t6n nay 1 1,2%, v6i p = 0,0282 (Bang 3.3). Nhu
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vay, dot bién nay co thé c6 lién quan véi nhiing
chung H. pylori mang ddc luc. Mot nghién clru
ctia Boyanova (Bulgaria, 2015) cho thiy dot bién
A2142G c6 lién quan véi cac ching c6 doc luc
mang gene vacA il, trong khi dot bién A2143G
c6 lién quan vdi cac ching it doc luc mang gene
vacA i2 [10].

Tom lai, ty 18 dot bién diém vi tri 2142 va 2143
gene 23S rRNA cua vi khuan H. pylori & bénh
nhan VDDM trong nghién ctru ctia chung toi kha
cao cho thay khu vyc cac tinh mién Trung thudc
ving dé khang cao voi clarithromycin. Dot bién
A2143G c6 lién quan véi tién sir sir dung khang
sinh va dot bién A2142G c6 lién quan véi tinh
trang di san rudt — loan san.

5. KET LUAN

Qua nghién ciu cac dot bién diém vi tri
2142 va 2143 gene 23S rRNA lién quan khang
clarithromycin ca vi khuan H. pylori & 226 bénh
nhan viém da day man bang k¥ thuat PCR - RFLP,
chung t6i c6 mot s6 két luan nhu sau:

- Ty 18 dot bién diém vi tri 2142 va 2143 gene
23S rRNA cua vi khuan H. pylori & bénh nhan
viém da day man la 35,4%; trong d6 dot bién
A2143G chiém 92,5% va dot bién A2142G chiém
7,5%; khong c6 dot bién A2142C.

- Cac dot bién néy khong lién quan véi tudi,
gioi, vi tri viém va tinh trang viém teo. Dot
bién A2143G lién quan voi tién sir s dung
clarlthrornycm Dot bién A2142G lién quan véi
tinh trang di san rudt — loan san.

Piy 1a két qua ciia dé tai khoa hoc cong nghé cip Tinh dwoc ngin sich nha nuéc
Tinh Thira Thién Hué diu tw

Pinh chinh: Bai bio “Xac dinh dt bién gene 23S rRNA ciia Helicobacter pylori va mbi lién quan
ciia cac dot bién gene nay véi dé khang clarithromycin ¢ bénh nhan viém da day man” diing
trong Tap chi Y Dugc hoc, s6 28-29, trang 36-46 ciia tic gia Ha Thi Minh Thi 1a két qua ciia dé
tai Khoa hoc cong ngh¢ cip Tinh dwgc ngin sich nha nwéc tinh Thira Thién - Hué dau tw.
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