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Tom tat

Pit van dé: Dot bién gene 23S rRNA cta Helicobacter pylori duge xem 1a nguyén nhan hang dau gay
dé khang clarithromycin. Muc tiéu ctia dé tai: (1) Xdc dinh cdc dot bién ving domain V gene 23S rRNA
ciia Helicobacter pylori ¢ bénh nhdn viém da day man bang ky thudt gidi trinh tw. (2) Khdo sat moi
lién quan cia cac dot bién dwoc phat hién véi kiéu hinh dé khang clarithromycin dwoe xdc dinh bang
E-test. Poi twong va phwong phap: cic mau sinh thiét niém mac da day tir 170 bénh nhan viém da
day man c6 nhiém Helicobacter pylori dugc dua vao nghién curu, tach chiét DNA, thuc hién gidi trinh
tu ving domain V gene 23S rRNA ctia H. pylori, trong d6 ¢6 80 miu duoc xac dinh MIC bang E-test.
Két qua: Phat hién dugc 8 loai dot bién diém, trong d6 & vi tri 2142 va 2143 c6 hai dot bién 1a A2143G
chiém ty 18 35,3% va A2142G chiém ty 1& 3,5%, khong tim thiy truong hop nao c6 dot bién A2142C;
6 dot bién con lai 1a G2172T (0,6%), T2182C (86,5%), C2195T (5,3%), A2223G (42,9%), T2244C
(98.,2%) va A2302G (8,8%). Xac dinh dugc mdi lién quan gitra dot bién A2143G véi kiéu hinh dé khang
clarithromycin, OR = 368,58 va 95%CI: 34,53 — 3934,12. Ty 1é d& khang clarithromycin trong nhom c6
dot bién A2143G 13 96,7%, trong nhom khong c6 dot bién nay la 10%. Xac dinh duoc gia tri tién doan dé
khéng clarithromycin cuia cac kiéu gene dot bién qua phan tich hoi quy logistic, véi do chinh xac 96,1%.
Két luan: Co mdi lién quan giira dot bién A2143G va kiéu hinh dé khang clarithromycin. Tur kiéu dot
bién gene dugc xac dinh bang giai trinh ty ving domain V gene 23S rRNA c6 thé tién doan duoc kha
niang dé khang clarithromycin ctia ching vi khuan H. pylori.

Tir khéa: gene 23S rRNA, dé khang clarithromycin, Helicobacter pylori.

Abstract
DETERMINATION OF MUTATIONS IN 23S rRNA GENE OF HELICOBACTER PYLORI
AND THE ASSOCIATION OF THESE GENE MUTATIONS WITH CLARITHROMY CIN-
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Background: Resistance of Helicobacter pylori to clarithromycin is mostly due to the point mutations
in the 23S rRNA. The aims of the present study were to determine mutations in domain V of 23S rRNA
gene of Helicobacter pylori in chronic gastritis patients by sequencing; and to assess the association of
these mutations with clarithromycin-resistant phenotype determined by E-test. Patients and methods:
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Gastric mucosal biopsy specimens from 170 patients with chronic gastritis were entered in the study. DNA
was extracted from biopsy specimens obtained by endoscopy and prepared for sequencing domain V of
gene 23S rRNA. 80 biopsy specimens were determined MIC by E-test. Results: Eight point mutations
were detected. At 2142 and 2143 sites of gene, A2143G and A2142G mutations were detected in 35.3%
and 3.5%, respectively. Six remaining mutations were G2172T (0.6%), T2182C (86.5%), C2195T
(5.3%), A2223G (42.9%), T2244C (98.2%) va A2302G (8.8%). A2143G mutation was associated with
clarithromycin-resistant phenotype, OR = 368.58 (95%CI: 34.53 —3934.12). The rate of clarithromycin-
resistance in the group with A2143G mutation was 96.7%, while in the group without A2143G mutation
was 10%. Predicted probabilities for clarithromycin-resistance were calculated by logistic regression
model with the accuracy rate of 96.1%. Conclusions: There was the association between A2143G
mutation and clarithromycin-resistant phenotype. Genotypes determined by sequencing domain V of

23S rRNA gene could be used to predict the probabilities of clarithromycin-resistance.

Key words: 23S rRNA gene, clarithromycin-resistance, Helicobacter pylori.

1. PAT VAN DPE

Viém da day man la bénh 1y rat thuong gip
trén thé gidi, chiém ty 18 trung binh khoang 35 —
45% trong téng sd cac bénh 1y da day — ta trang
[1]. Ngay nay, Helicobacter pylori dugc ching
minh 1a nguyén nhan thuong gap cta viém da day
man ciing nhu cic bénh 1y da day khac. Ti 1& nhiém
Helicobacter pylori trén toan thé giéi duoc udc tinh
khoang 50% [25]. Viét Nam thudc khu vuyce c6 ti 1€
nhiém vi khuén nay kha cao, mdt nghién cuu tai
Hué nim 2003 cho thdy ty 18 nhiém Helicobacter
pylori 1én dén 69,2% [2]. Pong thuan Maastricht
lan TV vao nam 2012 di ghi nhan viém da day
man do Helicobacter pylori 1la nguyén nhan quan
trong nhat gay ung thu da day [17]. Vi vdy, viéc
diéu tri tiét can Helicobacter pylori & bénh nhan
viém da day man la diéu kién tién quyét dé ngin
ngtra ung thu da day.

Clarithromycin la mdt trong nhiing khang sinh
quan trong duoc lya chon trong phac dd diéu tri tiét
tri Helicobacter pylori [17]. Tuy nhién, hién nay
tinh trang dé khang clarithromycin ctia Helicobacter
pylori ngay cang cao. O Nhat Ban nim 2003 ty 16
dé khang clarithromycin 1 23,5% nhung dén nim
2007 ty 1& nay 1én dén 79,8% [23]; & Iran ndm 2008
14 22,6% nhung dén nam 2011 14 31,7% [7].

Clarithromycin la mot khang sinh thudc
ho macrolide hoat dong bang cach gin vao
ribosome cta Helicobacter pylori ma cu thé la
quai peptidyltransferase thuoc domain V cua
23S rRNA. Su gin két nay dan dén hién tugng
phan ly cua peptidyl tRNA ra khoi ribosome

trong phan g kéo dai chudi polypeptide, tir
do lam gian doan viéc téng hop protein cua vi
khuén [14]. Nam 1996, Versalovic di théng bao
cic dot bién A2142G va A2143G trén gene 23S
rRNA c6 lién quan dén khang clarithromycin
cta Helicobacter pylori [29]. V& sau nhiéu
nghién ctru cua cac tac gia khac nhau con tim
ra mot sd dot bién khac nhu A2142C, A2223G,
C2195T, T2717C va T2182C [12], [13], [16].
Tuy nhién, ngoai trir ba loai dot bién A2142G,
A2143G va A2142C, vai tro cia cac dot bién
khac trong viéc giy dé khang clarithromycin
van dang con tranh cii.

Dé gop phan tim hiéu cac dot bién diém trén
gene 23S rRNA cua vi khuan Helicobacter pylori
¢ bénh nhan viém da day man trong méi lién quan
v6i kiéu hinh d& khang clarithromycin, chung toi
tién hanh dé tai nay nhim cac muc tiéu nhu sau:

(1) Xdc dinh cdc dét bién ving domain V
gene 23S rRNA cua Helicobacter pylori o bénh
nhén viém da day man bang ky thudt gidi trinh tu.

(2) Khdo sat méi lién quan cia cdc dot
bién dwoc phdt hién véi kiéu hinh dé khing
clarithromycin dwoc xac dinh bcing E-test.

2. POI TUQONG VA PHUONG PHAP
NGHIEN CUU

2.1. Poi twgng nghién ctru

- Pbi twong nghién ciru gdm mau mo sinh thiét
ni€ém mac da day ttr 170 bénh nhan dugc chén doan
xac dinh viém da day man co nhiém Helicobacter
pylori.
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- Tiéu chuin chon bénh: Co diy du cac tiéu

chuan sau

+ Ndi soi ¢6 hinh anh tén thuong viém da
day va két qua md bénh hoc xac dinh co6 viém da
day man.

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

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

- Tiéu chuin loai trir: nhitng trudng hop co
diéu tri tiét trir Helicobacter pylori trong vong
4 tuln; két qua giai trinh tu cho thy ching vi
khuan khong phai H. pylori (d6i chiéu bang
cong cu BLAST).

2.2. Phwong phap nghién ciru
2.2.1. Thiét ké nghién civu
Nghién ctru mé ta cit ngang, trong do co

170 mau sinh thiét niém mac da day cta 170 bénh
nhan viém da day man dugc xac dinh trinh tu ving
domain V gene 23S rRNA dé xac dinh dot bién va
80 mau c6 két qua nong do wc ché t6i thiéu cua
clarithromycin dugc xac dinh bang E-test.

2.2.2. Cac ky thudt sinh hoc phén tir

Téch chiét DNA tir cic méanh sinh thiét niém mac
da day theo protocol chudn cua kit Wizard Genomic
DNA purification (Promega). DNA sau khi tach
chiét dugc do ndng do va danh gia ty A260/280 trén
may Nanodrop, rdi pha lodng & nong d6 100 ng/pl.

Tén moi Trinh ty moi Kich thuéc sin phim

ureC-F 5’-AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3" 294 b

ureC-R 5’-AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3’ P
DomainV-F 5’-GTAAACGGCGGCCGTAACTA-3’ 699 b
DomainV-R 5’-GACCGAACTGTCTCACGACG-3’ p

Xac dinh nhiém H. pylori bang ky thuat PCR
v6i cdp moi dic hiéu gene ureC (glmM) do Brisou
thiét ké va Bickleymd ta lai [9]. Diéu kién nhiét
d6: bién tinh ban dau 95°C, 5 phut; 30 chu ky gom
95°C 1 phut, 55°C 1 phut, 72°C 1 phut; kéo dai
cudi cung 72°C 8 phiit.

Khuéch dai ving domain V cia gene 23S
rRNA bing k§ thuat PCR véi cip mdi dic hiéu do
Leser thiét ké va Jensen mo ta lai [15]. Piéu kién
nhiét do: bién tinh ban dau 95°C, 5 phut; 35 chu
ky gdm 95°C 1 phat, 55°C 1 phuat 30 gidy, 72°C 1
phut; kéo dai cudi cung 72°C 8 phit.

Céc phan ung PCR déu c6 thanh phin gdm
12,5 pl GoTaq Green MasterMix (Promega), 10
pmol/ul mdi mdi, 100 ng DNA khuén méu, nudc
cat da khir nuclease cho dii 25 ul, chay trén may
luan nhiét Applied Biosystem 2720. San pham
PCR duoc dién di trén gel agarose 1% c6 thém
Red Safe (thuéc nhuoém DNA), doc duéi tia UV.

San phdm PCR khuéch dai domain V duoc tinh
sach bang ISOLATE II PCR and Gel Kit (Bioline)
dé chuan bi giai trinh tu.

Céc ky thuat sinh hoc phan tu ¢ trén dugc thuc
hién tai b0 mon Di truyén Y hoc, truong Pai hoc
Y Duoc Hué.

Giai trinh ty bang kit BigDye Terminator
v3.1 trén may Genetic Analyser ciia Applied
Biosystem tai phong xét nghiém First BASE
(Singapore) va by mon Di truyén Y hoc, truong
Pai hoc Y Duoc Hué.

Sau khi c6 két qua giai trinh tu, chung toi
st dung cong cu BLAST nucleotide ciia NCBI
(National Center for Biotechnology Information)
dé so sanh trinh ty domain V cua gene 23S
rRNA ctia mau véi trinh ty tham chiéu cua ching
Helicobacter pylori U27270 da dugc cong bd trén
GenBank.

Ngoai ra, k¥ thudt PCR-RFLP theo quy trinh
cua Menard [19] xac dinh cac dot bién A2142G,
A2143G va A2142C déu duoc thyc hién cho tat ca
cac mau. Két qua nay chung toi s& cong bd trong
bai bao tiép theo, trong pham vi bai bio nay ching
t6i chi sir dung két qua PCR-RFLP dé ban lun
truong hop dic biét (ma sb: Bi-63).

2.2.3. Phwong phdp nuéi cdy Helicobacter
pylori va xdc dinh nong dg tec ché toi thiéu (MIC)
ciia clarithromycin bang E-test

C6 108 mAu sinh thiét niém mac da day cua
bénh nhan viém da day man c¢6 test nhanh urease
duong tinh dugc chon ngiu nhién dé thyc hién
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nudi cay H. pylori va sau d6 1am E-test xac dinh
MIC cua clarithromycin ddi v6i cac chung H.
pylori nudi ciy moc.

Nuoi cdy trong mdi truong Columbia (Becton
Dickinson) ¢6 chon loc (DENT) véi 7% mau ctru
& 37°C trong diéu kién vi 4i khi bing Genbag
MicroAir (Biomerieux). U dia nudi cay ¢ moi
truong vi 4i khi tir 3-7 ngay, néu & ngay tht 3 hodc
4 khuén lac moc nhiéu tién hanh 1am khéang sinh
dd, néu sau 6-7 ngay méi c6 mot s6 khuan lac thi
tién hanh cdy chuyén ting sinh trong vong 3 ngay
roi tién hanh lam khang sinh d6. C6 86 mau moc.

Xac dinh MIC ctia clarithromycin bang E-test
(Biomerieux —Phap) trén moi truong thach Mueller
Hinton ¢6 7% mau ciru. Dung dich nuéi cay c6 do
duc vi khuan 3 McFarland léy tr nhiéu khuan lac

dugc phét 1én thach nudi cdy bang tim bong, 1 3
ngay & 37°C trong diéu kién vi ai khi. MIC duoc
xac dinh & tri s6 trén thanh E-test ma vong e-lip,
ranh gidi ciia ving e ché, cit vao thanh E-test.
Chung dugc xac dinh 1a dé khang clarithromycin
khi ¢6 MIC > 1pg/ml. C6 80 méu c6 két qua MIC
dugc dua vao phan tich nghién ctru.

Xét nghiém duoc thyc hién tai trung tdm Carlo
Urbani va khoa Vi sinh bénh vién Truong Dai hoc
Y duoc Hué.

3. KET QUA NGHIEN CUU

3.1. Cac ddt bién ving domain V gene 23S
rRNA citia Helicobacter pylori & bénh nhan
viém da day man dwgc xac dinh bing ky thuét
gidi trinh ty

Bang 3.1. Ty 18 cac dot bién diém ving domain V duoc phat hién

Tén dot bién diém S6 lwong Ty 18 %
, A2142G 6 3,5
Dot b’fg jy [731 2142 A2143G 60 35,3
A2142C 0 0,0
G2172T 1 0,6
T2182C 147 86,5
Dét bién & vi tri C2195T 9 5,3
khac trén domain V A2223G 73 42,9
T2244C 167 98,2
A2302G 15 8,8

Nhdn xét: C6 8 loai dot bién diém dugc phat hién, tai hai vi tri 2142 va 2143 déu c6 dot bién thay thé
nucleotide A thanh G, khong c6 chiing nao mang dot bién A2142C.
Bang 3.2. Phan b cac kiéu gene dot bién

S6 d@lt bi§ n trén Cic kiéu dot bién gene n
mau

0 1
1 T2244C 8
A2142G / T2244C 1

A2143G / T2182C 1

A2143G / T2244C 2
2 T2182C / T2244C 45
C2195T / T2244C 1

A2223G / T2244C 5

T2244C / A2302G 1
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A2142G / T2182C / T2244C 3
A2142G / A2223G / T2244C 1
A2143G / T2182C / A2223G 1
A2143G / T2182C / T2244C 16
3 A2143G/ C2195T /T2244C 2
A2143G/ A2223G /T2244C 1
T2182C/C2195T/T2244C 2
T2182C/A2223G/T2244C 28
T2182C/T2244/A2302G 10
A2142G /T2182C/A2223G/T2244C 1
A2143G/T2182C/A2223G/T2244C 31
4 A2143G/T2182C/ T2244C /A2302G 4
T2182C/ C2195T/ A2223G /T2244C 3
A2143G/T2182C/ C2195T/ A2223G/ T2244C 1
> A2143G/ G2172T / T2182C/ A2223G/ T2244C 1

Nhdn xét: Phan 16n cac chiung H. pylori mang nhiéu d6t bién phéi hop.

3.2. Méi lién quan ciia cac dot bién viing domain V gene 23S rRNA ciia H.pylori véi kiéu hinh

khang clarithromycin dwoc xac dinh bing E-test

Trong s 80 mau xéac dinh duge MIC, ¢6 34 mau dé khang (MIC: 1,5 — 256 png/ml) va 46 mau nhay

cam (MIC: 0,016 — 0,75 pg/ml).

Bang 3.3. Mbi lién quan giita cac dot bién gene vé6i dé khang clarithromycin

OR (95%CI)
Ak bé Nhay
Dot bien khang cam o » . o
Phan tich don bién Hoi quy logistic
+ 29 1 261,0 368,58
A2143G
- 5 45 (29,00 — 2349,98) (34,53 — 3934,12)
+ 31 39 1,85 0,32
T2182C
- 3 7 (0,44 —7,77) (0,04 —2,58)
+ 19 15 2,6 1,91
A2223G
B 31 (1,05 - 6,54) (0,31 11,55)
+ 1 4 0,32 0,54
A2302G
] 33 42 (0,03 -2,98) (0,003 — 88,96)
+ 2 1 2,81 7,62
C2195T
] 32 4 (0,24 —32,36) (0,38 —151,72)
+ 33 46 0,24 0,00
T2244C
- 1 0 (0,01 — 6,08) (0,00 — 0,00)
2 _ 34 46
Tong(n=80) | 45 500) | (57,5%)

Nhdn xét: Chi c6 6 loai dot bién duoc phat hién. Phéan tich hdi quy logistic cho thay chi c6 dot bién
A2143G c¢6 lién quan kiéu hinh d& khang clarithromycin.
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Bang 3.4. Ty 1¢ d¢ khang clarithromycin ctia cac kiéu gene dot bién va gid tri tién doan dé khang
clia cac kiéu gene

P Tyig | lién
Nhom Cac kiéu dot bién gene n | R o doan
i (Y0)
A2143G/T2182C 1 1 100,0 | 99,999
A2143G/ T2182C / T2244C 11| 11 100,0 95,26
, A2143G / A2223G / T2244C 1 1 100,0 99,16
A2C114(1)3 G A2143G/ T2182C / A2223G / T2244C 15| 14 93,3 97,46
A2143G / T2182C / T2244C / A2302G 1 1 100,0 91,49
A2143G/T2182C/C2195T/A2223G/T2244C 1 1 100,0 | 99,65
Téng nhom cé A2143G 30| 29 | 96,7
T2244C 5 2 40,0 14,38
T2182C / T2244C 241 0 0,0 5,17
Khong co | C2195T / T2244C 1 0 0,0 56,15
A2143G | A2223G / T2244C 0 0,0 24,26
T2182C / A2223G / T2244C 13| 2 15,4 9,41
T2182C / T2244C/ A2302G 0 0,0 2,84
T2182C/ C2195T/ A2223G /T2244C 1 1 100,0 | 44,20
Tong nhom khong co A2143G 50| 5 10,0
Dién tich dudi duong cong ROC 1a AUC = 0,961 (95%CI: 0,892 — 0,992)

(n sb mau, R: s6 mau dé khang duoc xac dinh bang E-test, gia tri tién doan va AUC duoc tinh khi
phan tich mé hinh hdi quy logistic).

Nhdn xét: Nhém kiéu gene dot bién phdi hop A2143G c6 ty 1¢ dé khang cao hon nhém khong
phdi hgp A2143G (p < 0,0001). Tir cac kiéu gene dot bién c6 thé tién doan dugc kha ning dé khang
clarithromycin véi do chinh xac cao (96,1%).

(n s6 mau, R: s6 mau dé khang dugc xac dinh béng E-test, gia tri tién doan va AUC duoc tinh khi
phan tich mé hinh hdi quy logistic).

c aAc e c|l@laanc ac G ac cag|d|lanc ac Acc c a@glac ac clc

G136 136

AC T TANCAC TG c c TaslElec c cia n~ T ca TollElc cac c
] qT7= Thasa

MWy AWV DA

[aznc TaAGlc c e c T TG G AaG|€ElcaTCcC Tccocaclgle g cac

WAL A, A Mans)

Hinh 1. Két qua giai trinh ty ving domain V gene 23S rRNA

1: thang 100 bp
Ve : = 2: khong BB A2142G
[ ‘e i 3: DB A2143G

: 3 : 4: khéng DB A2142C
(DB: dot bién)

: L
_ z !-- b ] |
Hinh 2. Két qua xac dinh MIC bang E-test Hinh 3. Két qua PCR-RFLP x4c dinh

(bén trai: nhay cam - bén phai: d& khang) dot bién A2142G, A2143G va A2142C
ctia mau Bi-63
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4. BAN LUAN

4.1. Ciac dt bién ving domain V gene 23S
rRNA cia Helicobacter pylori & bénh nhan
viém da day man dwgc xac dinh bang ky thuat
gidi trinh ty

Co ché dé
Helicobacter pylori chu yéu 1a do macrolide giam

khang clarithromycin cua
g:fln voi ribosome, hau qua cta cac dot bién diém
xuét hién trong viing ma hoa peptidyltranferase ciia
gene 23S rRNA [29]. Pac biét, cac dot bién & vi
tri 2142 va 2143 dugc xem la nguyén nhan chinh,
chiém hon 90% céc truong hop dé khang nay [11],
cac dot bién & vi tri khac ctia domain V gene 23S
rRNA ciing dd duoc céc tac gia khac cong b, tuy
nhién vai tro trong d& khang clarithromycin van
dang con tranh cai.

Sau khi giai trinh tu 170 mau DNA tuong (ng
viung domain V gene 23S rRNA cua vi khuin
Helicobacter pylori, chiing t6i phat hién dugc 8
loai dot bién diém duoc trinh bay & bang 3.1. Trong
d6, dot bién & vi tri 2142 va 2143 chiém 38,8%
g6m hai dot bién 1a A2142G (3,5%) va A2143G
(35,3%). Nghién cuu cua chung t6i khong phat
hién truong hop nao mang dot bién A2142C.

Agudo (Tay Ban Nha, 2011) da nghién cuu
118 bénh nhan nhiém H. pylori c6 29 trudng hop
dot bién A2143G, chiém 24,6%, co 3 dot bién
A2142G chiém 2,5% va khong cé truong hop
nao mang dot bién A2142C [8]. Su phan bd vé
ty 1€ ba loai dot bién chinh nay trong nghién cuu
cua chung toi va cua tac gia Agudo khong co su
khéac biét c6 y nghia thong ké (p = 0,117). Nghién
cuu cua Yamade (Nhat Ban, 2011) da thuc hién
ky thuat PCR dic hiéu allele trén mau bénh
pham ciia 153 bénh nhan nhiém H. pylori nhan
thay co 82 truong hop mang dot bién A2143G,
3 truong hop mang dot bién A2142G chiém ty
1¢ 1an lugt 1a 53,9%; 1,2%, tac gia khong thuc
hién cac k¥ thuat c6 kha nang xac dinh dot bién
A2142C nén khong biét duge co hay khong co
dot bién nay [30]. Két qua cua chung toi c6 ty 1¢
mang dot bién A2143G thap hon so véi Yamade,
p = 0,001. Nghién ciru ciia Nguyén Thuy Vinh
(Ha Noi, 2015) trén 188 mau (loét da day — ta
trang) dugc gidi trinh ty c6 36,7% mang dot bién

gene 23S rRNA va 100% la A2143G, khong co
dot bién vi tri 2142 [6]. Khong c¢6 su khac biét
giita ty 1& mang dot bién A2143G trong nghién
ctru cua chang t6i va ciia Nguyén Thay Vinh
(35% so v&i 36,7%), tuy nhién tac gia da khong
tim thay truong hop nao mang dot bién A2142G,
trong khi chiing toi ¢6 3,5% mang dot bién nay.

Nhin chung, hau nhu tit ca cic nghién ciru trén
thé giéi déu cho thay A2143G 1a dot bién chiém ty
1¢ cao nhét trong cac loai dot bién & vi tri 2142 va
2143. Ptng hang thir hai 1a dot bién A2142G; con
dot bién A2142C thi chi chiém ty 16 rat thap, vai
phz‘in tram hodc tham chi khong dugc tim théy. Mat
khac, dot bién A2142C hau nhu ciing chi tim thay
chi yéu ¢ cac nghién ciru trén quan thé nguoi da
trdng, nhu nghién ctru cia Russman ¢ Pac (2001,
n = 34) c6 6% dot bién A2142C [24], nghién ciru
cua Raymond ¢ Phap (2008, n = 530) c6 5 truong
hop dot bién A2142C chiém 0,9% [21], nghién
ctru cua Toracchio & Y (2004) cho thay trong 73
truong hop dé khang clarithromycin c6 4 truong
hop mang dot bién A2142C [26]. Trong khi do,
cac nghién ctru & chdu A nhu nghién ctru cua
Kim (Han Qudc, 2008) [16], Zhu (Trung Qudc,
2013) [31], Matsuoka (Nhat Ban, 1999) [18],
Nguyén Thily Vinh (Ha Noi, 2015) [6], HO Ping
Quy Diing (TP H6 Chi Minh va Ha Noi, 2014)
[3], Tran Thién Trung (TP HO Chi Minh, 2014)
[5] déu khong tim thdy dot bién A2142C, con dot
bién A2142G ciing rat thap hodc khong co. Nhu
viy, c6 thé thiy phan bd cac dot bién vi tri 2143
va 2142 cia gene 23S rRNA ¢ cac chung H. pylori
¢6 thay doi tiy theo khu vuc dia 1y nhung dot bién
A2143G van chiém dai da s6. Bén canh d6, van
c6 mot s6 nghién ciru cho két qua nguoc lai nhu
nghién ctru cua Ubhayawardana (Sri Lanka, 2015)
c6 100% la dot bién A2142G, tuy nhién c& mau
cua tac gia con qua nho (n = 15) [27], nghién ctru
ctia Ribeiro (Brazil, 2003) c6 ty 16 A2412G dén
82,7% trong khi A2143G chi 11,5% trong sb cac
chung dot bién [22].

Nghién ctru cua chung t6i cling ghi nhan c6 cac
dot bién khac da tung dugc cong bd nhu G2172T,
T2182C, C2195T, A2223G, T2244C, A2302G.
Chung t6i nhan thay cic dot bién T2182C va
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T2244C chiém ty 1¢ qua cao, dén 86,5% va 98,2%,
diéu nay ciing phu hop véi quan diém cua nhiéu tac
gia cho ring cac dot bién nay thuc chat chi la cac
da hinh don nucleotide (SNP), xuat hién trén ca
chung H. pylori nhay cam va dé khang [10], [26].
Dot bién A2223G ciing chiém ty 1¢ dén 42,9%.
Céac dot bién khac chiém ty 1é thap nhu G2172T
chiém 0,6%, C2195T chiém 5,3%, A2302G chiém
8,8%. Chung t6i s& phan tich mdi lién quan cia
phan 16n cac dot bién trén véi kiéu hinh dé khang
clarithromycin trong phan tiép theo.

Céc kiéu gene dot bién trong nghién ctru nay rat
da dang, dugc chung t6i trinh bay ¢ bang 3.2. Co
thé thay rang, do su c6 mit vdi ty 1é qua cao cua
cac dot bién T2182C, T2244C (ma thyc chat 1a cac
SNP) trong cac chung H. pylori & bénh nhan cua
ching t6i, nén hau nhu tit ca cac mau déu c6 chira
it nhat 1 dot bién diém, chi c6 1 truong hop khong
mang dot bién nao va c6 8 trudng hop chi mang
mot dot bién don doc T2244C. Theo Raymond,
¢ nhom bénh nhan da tung that bai véi lidu phap
tiét trir H. pylori thi ty 16 mang dot bién gene 23S
rRNA khong nhitng cao hon ma ty 1€ c6 cung hai
hay ba dot bién ciing cao hon [21]. Vi vy, su phdi
hop nhiéu dot bién diém dugc ghi nhan trong cac
mau nghién ctru ¢6 thé phan anh phin nao thuc
trang st dung thudc (bao gém clarithromycin va
cac loai khang sinh khac, uc ché bom proton,
bismuth...) khong kiém soat & nudc ta.

4.2. Méi lién quan cia cac dot bién gene
23S rRNA ciia H. pylori véi kiéu hinh khéang
clarithromycin dwgc x4c dinh bang E-test

Trong nghién cu nay chung t6i c6 két qua
MIC trén 80 miu bénh phim, trong d6 c6 34 mau
dé khang clarithromycin, chiém 42,5%. Ty 1¢ nay
tuong duong voi ty 1€ trong nghién clru ciia Van
Doorn (2001, n =299) la 43,5% [28], cao hon so
v6i ty 1é trong nghién ctru cua Francesco (Y, 2010,
n =146) 1a 18,4% [11], va thap hon so vdi ty 1&
trong nghién ctru ciia Dinh Cao Minh (TP H6 Chi
Minh, 2014, n = 102) 1a 56,9% [4].

Trong s6 80 miu c6 két qua MIC, giai trinh
tu chi phat hién 6 loai dot bién diém 1a A2143G,
T2182C, C2195T, A2223G, A2302G va T2244C,
khong phét hién truong hop nao mang dot bién

A2142G va G2172T. Vi vay ching t6i chi khao
sat dugc méi lién quan cua 6 dot bién diém trén
v6i kiéu hinh dé& khang clarithromycin. Két
qua & bang 3.3 cho thdy khi phéan tich don bién
thi co hai dot bién diém co lién quan dé khang
clarithromycin (MIC > 1pg/ml) la A2143G va
A2223G. Tuy nhién, khi phan tich hdi quy logistic
thi chi co dot bién A2143G c6 lién quan v6i dé
khéng clarithromycin, OR = 368,58 va 95%ClI:
34,53 — 3934,12. Diéu nay hoan toan phu hop voi
nhan dinh dot bién A2143G 1a nguyén nhan hang
dau gay dé khang clarithromycin. Bén canh dot
bién A2143G, con c6 céc dot bién vi tri 2142 bao
gdm A2142G va A2142C ciing dd dugc chung
minh c6 vai trd gay dé khang khang sinh nay. Tuy
nhién, nghién ctru cia chung téi cling nhu cac
nghién ctru khac & Viét Nam déu khong tim thay
dot bién A2142C. Nghién ciru ctia ching toi co
phat hién dot bién A2142G nhung véi ty 18 thap
(3,5%) va that dang tiéc 1a ngau nhién trong 80
mau ¢ két qua MIC cua ching t6i lai khong co
dot bién A2142G, vi vay chiing t6i khong khao sat
dugc mbi lién quan cua dot bién nay voi kiéu hinh
dé khang clarithromycin.

Chung t6i di phan tich mo hinh hdi quy
logistic va tinh duogc cac gia tri tién doan dé khang
clarithromycin cua timg kiéu gene dot bién, véi
dd chinh xac 96,1% (bang 3.4). Qua cac gia tri
tién doan khac biét rd rét gitta nhom co dot bién
A2143G va nhom khong co dot bién nay, co thé
thiy vai trd quan trong cua dot bién diém A2143G
trong viéc gay nén dé khang clarithromycin. Ngoai
ra, ty 1¢ dé khang clarithromycin trong nhom c6
mang dot bién A2143G 1a 96,7%, trong khi &
nhém khong cé dot bién A2143G chi 10%, véi su
khac biét ¢ y nghia thong ké, p < 0,0001.

Trong 6 kiéu dot bién gene phdi hop A2143G
thi c6 dén 5 kiéu c6 ty 1& d& khang 1a 100%, chi
nhom kiéu gene A2143G / T2182C / A2223G /
T2244C 1a c6 ty 1& dé khang 93,3% voi 1 truong
hop nhay cam. Nghién cuu cia Oleastro (Phap,
2003) cho thiy c¢6 188 mau (chiém 96,4%) c6 su
tuong dong gitta két qua xac dinh dot bién vi tri
2142 va 2143 bang ky thuat Realtime PCR va két
qua xac dinh dé khang/nhay cam bang E-test va
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thach pha loang. Nghién cuu cua tac gia da cho
thiy 4 truong hop co dot bién vi tri 2142/2143
nhung kiéu hinh lai nhay cam, tac gia da giai thich
14 do ¢6 su hién dién ca kiéu gene binh thuong va
kiéu gene dot bién trén cling mot mau [20]. Trong
nghién ciru ctia minh ndm 2010, Francesco ciing
¢6 cung quan diém vé6i Oleastro khi giai thich két
qua c6 mot nura s6 mau mang dot bién vi tri 2142
va 2143 cula tac gia co kiéu hinh nhay cam [11].
Khi phan tich truong hop c6 kiéu gene dot bién
A2143G / T2182C / A2223G / T2244C nhung
kiéu hinh nhay cam (MIC: 0,25 1ug/ml), chung toi
nhan thay trong két qua gii trinh ty ctia mau nay
chi ¢c6 mot dinh tin hiéu huynh quang cho tat ca
cac vi tri, ddng thoi trong két qua PCR-RFLP ciing
thdy hinh anh toan b san pham PCR tuong tng
bi cit boi emzyme Bsal (hinh 3, mau Bi-63). Diéu
d6 chimg t6 mau sinh thiét da day nay chi nhiém
mot ching H. pylori va khong ¢ kiéu hdn hop cuia
dot bién A2143G (vira co kiéu binh thuong, vira
c6 kiéu dot bién). Do d6, chiing t6i khong thé giai
thich nguyén nhan tai sao chung vi khuan c6 dot
bién A2143G - mot nguyén nhan hang dau gy dé
khang clarithromycin - lai ¢6 kiéu hinh nhay cam.

Miat khac, két qua ctia chung t6i ciing cho thay
¢6 5 truong hop khong mang dot bién A2143G
ciing nhu cac dot bién A2142G va A2142C nhung
lai ¢6 kiéu hinh 1a dé khang clarithromycin; gom
2 truong hop c6 kiéu gene T2244C don doc, 2
truong hop kiéu gene T2182C / A2223G /
T2244C va 1 truong hop kiéu gene T2182C/
C2195T/ A2223G /T2244C. Cac kiéu gene nay
déu c6 gia tri tién doan dé khang clarithromycin
thap, 1an lugt 12 14,38%; 24,26% va 44,20% v6i
d6 chinh xac 1a 96,1% (bang 3.4). Vi vay, c6 kha
ning su dé khang clarithromycin & 5 trudng hop
nay xay ra do co ché khéc - co ché bom day thude
ra (efflux pumps).

Toém lai, chung t6i da phat hién dugc 38,8%
trong s6 170 bénh nhan viém da day man bi nhiém
cac chung H. pylori mang gene 23S rRNA dot bién
A2143G va A2142G, la cac dot bién d3 duge xem
1a nguyén nhan gy dé khang clarithromycin. Ty
16 dé khang kiéu hinh duoc xac dinh béng E-test
trong 80 mau ciing 1én dén 42,5%. Nhiing két qua
nay cho thiy ty 1¢ dé khang clarithromycin cua
H. pylori & cac bénh nhan viém da day man ¢ khu
vuc mién Trung 14 kha cao, canh bao nguy co thit
bai voi liéu trinh diéu tri tiét can H. pylori bang
phac d6 co phéi hop clarithromycin. Vi vdy, can
c6 chi dinh xét nghi€ém xac dinh dé khéang loai
khang sinh nay trude khi diéu tri, nhat 1a nhiing
truong hop c6 tién st diéu tri that bai.

5. KET LUAN

Chuing t6i da giai trinh ty ving domain V gene
23S rRNA dé xac dinh dot bién cua cac ching
H. pylori & 170 mau mo sinh thiét niém mac bénh
nhan viém da day man, trong d6 c6 80 mau dugc
xac dinh MIC béng E-test va rat ra mot s két luan
nhu sau:

- Phat hién duoc 8 loai dot bién diém, trong do
& vi tri 2142 va 2143 c6 hai dot bién 1a A2143G
chiém ty 18 35,3% va A2142G chiém ty 18 3,5%,
khong tim thdy truong hop nao c6 dot bién
A2142C; 6 dot bién con lai 1a G2172T (0,6%),
T2182C (86,5%), C2195T (5,3%), A2223G
(42,9%), T2244C (98,2%) va A2302G (8,8%).

- Xac dinh duoc mdi lién quan gitra dot bién
A2143G véi kiéu hinh dé khang clarithromycin,
OR = 368,58 va 95%CI: 34,53 — 3934,12. Ty 1¢
dé khang clarithromycin trong nhém c6 dot bién
A2143G 1a 96,7%, trong nhom khdng co dot bién
nay 1a 10%. Xac dinh duoc gia tri tién doan dé
khang clarithromycin cuia cac kiéu gene dot bién,
v6i do chinh xac 96,1%.
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