TAP CHi NGHIEN CPU Y HOC

POT BIEN KHANG AMOXICILLIN TREN GEN PBP1
CUA VI KHUAN HELICOBACTER PYLORI
O TRE EM LOET DA DAY TA TRANG
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Amoxicillin 1a khang sinh déu tay trong tiét trir Helicobacter pylori (H. pylori) & tré em. Tinh trang khéng
amoxicillin tai Viét Nam ngay cang gia tdng c6 lién quan dén sw xuét hién dot bién trén gen pbp1. Muc tiéu:
xé&c dinh ty 16 mét sé dot bién khang amoxicillin trén gen pbp1 va méi lién quan véi tinh trang khéng khéng sinh
ctia H. pylori & tré em loét da day ta trang. Béi tuwong va phuong phap: nghién ciru cdt ngang trén 43 bénh nhi
loét da day té trang c6 nhiém H. pylori. Str dung ky thuat E-test xéac dinh néng dé trc ché téi thiéu va giai trinh
tw Sanger phét hién céc doét bién gen. Két qua: 100% sbé méu xuét hién dét bién trén gen pbp1. Phén tich gen
pbp1 ghi nhan ty 1é cao céc dét bién F366L (90,7%), S414R (81,4%), Ins 464-465 (88,4%), F473V (88,4%),
D534N (95,3%). Dot bién F366L, S414R va F473V trén gen pbp1 lién quan dén khéng amoxicillin (p < 0,05). T6
hop dét bién F366L/S414R/ F473V ¢6 lién quan téi sw gia tdng ndng dé trc ché téi thiéu. Két luan: doét bién gen
pbp1 xuét hién véi tan suét cao la nguyén nhan gay ty Ié khang AMO cao & bénh nhén nhi loét da day ta trang.

T khoéa: Helicobacter pylori, khang amoxicillin, gen pbp1, tré em, loét da day ta trang.

I. DAT VAN DE

Helicobacter pylori (H. pylori) 1a mét trong
nhirng nguyén nhan chinh gay loét da day ta
trang & tré em. H. pylori dwoc tim thdy & 90%
bénh nhi co loét da day ta trang."? Tiét trir H.
pylori dwgc khuyén céo & tat ca cac bénh nhan
loét da day ta trang va diéu tri thanh céng goép
phan lanh 6 loét, gidm nguy co loét tai phat va
ngdn nglra cac bién chirng.34 Sy phat sinh tinh
khang ctia H. pylori dbi v&i cac khang sinh trong
phac db diéu tri 4 nguyén nhan chinh lam gidm
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hiéu qua tiét trtv H. pylori, do dé Hoi Tiéu hoa,
Gan mat, Dinh dwéng Nhi khoa Chau Au va
Béc My khuyén cédo can thuc hién xét nghiém
danh gia sy nhay cdm khang sinh trwdc khi
lwa chon phac dd diéu tri.* Tuy nhién, cac xét
nghiém nay chwa dwoc thwe hién thuwdng quy
trong thwc hanh lam sang do dac thu clta H.
pylori 1a vi khuan vi hiéu khi khé nuéi cy, thoi
gian nudi cay lau, ty 1& nuéi cay thanh coéng chi
khoang 65 — 70%. Vi vay, viéc danh gia tinh
khang cta vi khuan dwa trén khang sinh dd van
con nhiéu han ché. Cac nghién ctu gan day
cho thay dot bién gen la nguyén nhan chinh
gay ra tinh trang khang khang sinh & vi khuén.
Cung v&i sw phat trién cua tri tué nhan tao, cac
dot bién dang la d4u &n tiém nang gidp viéc tién
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lwong tinh khang khang sinh ctia vi khuén tré
nén thuan tién hon.

Amoxicillin (AMO) 1a mét trong nhirng khang
sinh chd chét trong phac dd dau tay tiét triy H.
pylori & tré em. Tuy nhién, ty 1& khang AMO
ngay cang gia tdng anh hwéng Ién dén hiéu
qua tiét triv H. pylori. Trong nghién clru cua
Nguyén Hiu Hiéu (2022), ty I&é khang AMO a
88,7%.% Lé Thj Thay Loan (2023) nghién clru
trén 237 tré viém loét da day ta trang c6 nhiém
H. pylori tai Can Tho cho thay ty 1& khang voi
AMO 1a 71,7%.5 Cac co ché phan tir thic day
tinh trang khang khang sinh cta H. pylori rét
da dang va phtrc tap. Tinh trang khang AMO
cla H. pylori chi yéu do xuéat hién dot bién
trén gen ma héa cho protein gén vao penicillin
(penicillin binding protein pbp1) gay ra thay
ddi cAu tric pbp1, ngdn can chung lién két voi
AMO.”8 Okamoto d& phat hién dét bién thay
thé hodc chén thém amino acid tai trinh tw 659
amino acid c6 chtra phan lién két v&i peniciline.
Nhirng thay ddi trong diém trung tam lién két
penicilin ctia pbp1A c6 lién quan dén tinh trang
khang khang sinh.® Nhiéu nghién ctru xac dinh
cac dot bién S414R, F473V/L, N562Y xuét hién
trén cac ching H. pylori va lién quan chat ché
dén tinh trang khang AMO.2'%12 C4c d6t bién
F366L/D, S414R/N, Ins 464-465, FA73V/L trén
gen pbp1 dwoc Tran Thién Trung ghi nhan co
méi lien quan dén tinh trang khang AMO cula
cac ching H. pylori tai Vit Nam." Nham gop
phan lam sang té y nghia cla cac dot bién trén
gen pbp1 véi tinh khang AMO cta vi khuan H.
pylori, ching t6i tién hanh nghién ctu nham
muc tiéu: Xac dinh ty 1& mot sé dot bién khang
amoxicillin trén gen pbp? va mdi lién quan véi
tinh trang khang khang sinh ctia H. pylori & tré
em loét da day ta trang.

Il. DOl TWUONG VA PHUONG PHAP

1. Péi twong

Tiéu chuén Iwa chon: bénh nhan tir 3 — 17

TAP CHi NGHIEN CU’U Y HOC

tudi da dwoc chan doan loét da day ta trang co
két qua nudi cay H. pylori dwong tinh va dwoc
lam khang sinh db.

Tiéu chuan loai trir: bénh nhan dung khang
sinh hodc Bismuth trong vong 4 tudn; dung
thubc antacid, khang thu thé H, hoac thubc trc
ché& bom proton trong vong 2 tuan trwdc khi dén
kham. Bénh nhan dang diéu tri bénh man tinh
khac, c6 tién st phau thuat thwe quan, da day,
ta trang.

2. Phwong phap

Thiét ké nghién cutu: nghién ciu cét
ngang, chon mau thuan tién.

Quy trinh nghién ctru: Bénh nhan ttr 3—17
tudi co triéu chirng nghi ngd bénh ly da day ta
trang dwoc chi dinh ndi soi tiéu hoa trén. Néu
c6 loét da day ta trang, bénh nhan sé dwoc sinh
thiét 6 manh tai 2 vi tri than vi va hang vi dé lam
cac xét nghiém.

L&y méu bénh phdm: 1 manh than vi va 1
manh hang vi dwoc s dung lam test nhanh
Urease. 1 manh than vi va 1 manh hang vi
duoc st dung nudi ciy va lam khang sinh dd
theo phwong phap E-test tai khoa Vi sinh, Bénh
vién Nhi Trung wong. 1 manh than vi va 1 manh
hang vi dwoc bao quan trong moéi trwong dé
tach chiét DNA va xac dinh dét bién gen lién
quan khang khang sinh cla ching H. pylori ma
bénh nhan bj nhiém tai Trung tdm nghién ctru
Y hoc Viét - brc VGCARE, Bénh vién Trung
wong Quan dbi 108.

Nubi cdy va lam khéng sinh dé: manh sinh
thiét dworc cho vao 6ng chira 200 pl canh thang
Braint Heart Infusion (Oxoid — Anh) va duogc
nghién thanh huyén dich. Ria huyén dich déu
Ién 2 dia Pylori agar (BioMérieux - Phap). Bat
dia thach vao tui GENbag (BioMérieux Phap),
tao moéi truwdng vi hiéu khi (5% 02, 10% Co,,
85% N,) 0 &m & 37°C tw 3 — 7 ngay. H. pylori
dwoc xac dinh 1a trwc khudn Gram am hoii cong,
da hinh thai, thtr nghiém oxidase (+), catalase
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(+), urease (+). Chung H. pylori phan lap dwoc
ther nghiém tinh nhay cdm véi AMO bang k§
thuat E-test (BioMérieux — Phap). Khuan lac vi
khuan H. pylori pha huyén dich 2.0 McFarland
trén thach Muller Hinton va 5% mau ctru. Bia
thach cé thanh E-test dwoc dat vao tui GENbag
(vi hiéu khi), 0 & nhiét do6 37°C trong 3 ngay.
X&c dinh chiing dé khang khang sinh khi MIC
clia AMO > 0,125 pg/mL."

Téach chiét DNA va giéi trinh tw gen pbp1:
tach chiét DNA tr manh sinh thiét da day
bang phuong phap cé dién, st dung Phenol-
Isopropanol-Chloroform (25:24:1) dé& phan pha
dwa trén tinh tan va phan cwc cia DNA. Dung
dich DNA sau khi tach chiét dwgc do ndng do
va danh gia do tinh sach bang phwong phap do
quang phd. Gen pbp1 duoc khuéch dai bdng
phén (rng PCR v&i bd mbi dac hiéu co trinh ty moi
xubi (5-TCGTTACAGACACGAGCACC-3’) va
mdi nguoc (5- CGTGTTATCGTCCCTCCCAA
-3').° Phan (rng PCR sr dung bd sinh phadm
GoTag (M7123, Promega, My) v&i chu trinh
nhiét: 95°C - 5 phut sau d6é 38 chu ky: 95°C -
30 giay, 58°C - 30 gidy, 72°C - 45 giay va két
thac 72°C - 7 phat. San phdm PCR (761bp) sau
khi phan tich kich thwéc bang k§ thuat dién di
tiép tuc dwoc tinh sach va giai trinh tw bang kj
thuat Sanger sequence trén hé théng giai trinh
tw gen tw dong 3500 Series Genetic Analyzer
(Applief Biosystem, M¥).

Xwr ly sé liéu: nhap va xt ly sé lieu bang
phan mém SPSS 22.0. S& dung cac phép théng
k& md ta bién dinh lwong va bién dinh tinh,
thuat toan kiém dinh khi binh phuong (x?),
Fisher exact test, Kruskai-Wallis test. Gia tri

p < 0,05 dwoc coi 1a c6 y nghia théng ké. Két
qud giai trinh tw dbi chiéu v&i trinh tw tham
chiéu cla ching H. pylori 26695 va J99 trén
ngan hang Genbank. Doc két qua bang phan
mém Geneious Prime xac dinh cac dot bién.

Thoi gian: tr thang 10/2022 dén thang
9/2024.

Dja diém nghién ctru: Bénh vién Nhi Trung
wong, Trung tdm nghién ctu Y hoc Viét - Birc
VGCARE - Bénh vién Trung wong Quan doi
108.

3. Pao dirc nghién ctru

Nghién ctru dwoc théng qua Hoi ddng Dao
dirc Trwong Dai hoc Y Ha N6i (ma s phé duyét:
778/GCN-HDDDNCYSH-DHYHN, ngay phé
duyét: 06 thang 10 nam 2022) va Bénh vién Nhi
trung wong (ma sd phé duyét: 1983/BVNTW-
HDDD, ngay phé duyét: 29 thang 8 nam 2022).

IIl. KET QUA

Trong thoi gian nghién cru, chung téi thu
thap dwoc 176 bénh nhan chan doan loét da
day ta trang trang cé két qua nuéi cay H. pylori
dwong tinh va dwoc lam khang sinh d6. Dwa
trén két qua khang sinh d6, 37/176 bénh nhan
nhay cdm AMO. Ty |é khang AMO chiém 79%.
Chung téi Iwa chon 9 tré nhay AMO va 34 tré
khang AMO giéi trinh tw gen pbp1. Trong 34 tré
khang AMO, 28/34 tré (82,6%) c6 MIC thap
(0,125 < MIC = 2), 6/34 tré (17,4%) c6 MIC cao
(2 < MIC < 16). So sanh két qua giai trinh tw v&i
trinh tw tham chiéu cla chang H. pylori 26695
va J99 phat hién 17 loai dét bién trong dé 16
dot bién diém thay déi amino acid va 1 dot bién
chén amino acid.
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Hinh 1. Dot bién diém va doét bién thém doan trén gen pbp1

Dot bién thay di amino acid va dét bién dich vi tri codon 479 d&n dén bd ba ma héa acid
khung la hai dang dét bién dwoc phat hién khi amin aspartic acid thanh glutamic acid. D6t
phan tich két qua giai trinh tw. Tai vi tri codon bién thém doan Ins 464-465 xuét hién khi chén
366, nucleotid T dwoc thay bang C dan dén thém 3 nucleotid vao trwwéc bd ba thir 465 ma
bdé ba ma hda acid amin phenylalanine thanh hoéa acid amin aspartate.
leucine. Nucleotid T dwoc thay thé bang A tai
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* Dot bién méi
Biéu d6 1. Phan bé cac dang dét bién trén gen pbp1
Trong sb cac dét bién diém dwoc ghi nhan, ghi nhat trén ca ching nhay va khang AMO, 3
doét bién F366L, D479E va D534N xuét hién vai doét bién chi ghi nhan trén nhém chiing khang va
tan suat cao nhat (> 90%). C6 12 dét bién dwoc 2 d6t bién chi ghi nhan trén nhém ching nhay.
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Bang 1. Méi lién quan gilra cac dot bién gen pbp1 cta H. pylori v&i
kiéu hinh khang amoxicillin

Dot bién Nhay cam Pé khang p OR (95% CI)
n % n %

F366L 6 15,4 33 84,6 0,024 16,5 (1,1 — 248,3)
V374L 0 0 1 100 0,791 -
S414R 5 14,3 30 85,7 0,046 6 (1,1 -36,6)
Y416D 0 0 3 100 0,485 -
Ins 464-465 6 15,8 32 84,2 0,054 8 (0,9 - 68,6)
V469M 0 0 2 100 0,621 -
F473V 5 13,2 33 86,8 0,005 26,4 (1,5-451,2)
D479E 9 231 30 76,9 0,376 -
N504D 6 30 14 70 0,162 0,35(0,1-1,7
D508N 1 12,5 7 87,5 0,459 2,1(0,2-20,2)
V509I 1 12,5 7 87,5 0,459 2,1(0,2-20,2)
M515I 1 16,7 5 83,3 0,631 1,4 (0,1 -14,0)
L530I 1 100 0 0 0,209 -
D534N 8 19,5 33 80,5 0,379 4,1(0,2-78,7)
S543R 3 25 9 75 0,489 0,7(0,1-3,6)
N562Y 1 100 0 0 0,209 -
1563V 1 50 1 50 0,379 0,2 (0,0-4,6)
F366L/S414R/F473V 4 12,1 29 87,9 0,020 7,3 (1,4-36,7)

Trong 17 diém dét bién dwoc ghi nhan t
cac chung phan lap, ba vi tri dot bién tai codon
ma hoéa acid amin 366, 414, 473 c6 lién quan
dén tinh trang khang AMO (p < 0,05). Trong
sb cac t6 hop dot bién, té hop cla ba dot bién
F366L/S414R/F473V c6 lien quan dén tinh

trang khang AMO (p = 0,02).

Dot bién F366L, S414R, Ins 464-464,
F473V, D479E va D534N dwgc ghi nhan & cac
chiing khang AMO c6 MIC cao hon cac dot bién
khac. Hau hét cac chang H. pylori khang AMO
& MIC thép (< 2 pg/mL) (Biéu d6 2).
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Biéu d6 3. Méi lién quan giira ndng dd (rc ché t6i thiéu va sw xuat hién
cla td hop dot bién F366L/S414R/F473

TS hop dot bién F366L/S414R/ FA73V ¢o
mdi lién hé chat ché vai tinh trang khang AMO
va su gia tang MIC v&i AMO cua H. pylori (p <
0,05).

IV. BAN LUAN

Vi khuédn H. pylori khang AMO 1a van dé
dwoc cac nha lam sang Nhi khoa quan tam vi
khac véi mot sé khang sinh khac duwoc lwa chon
theo tudi, AMO cé thé duwoc st dung & moi ltra

tudi. AMO la thanh phan chinh trong phac db
dau tay tiét trv H. pylori & tré em. Tuy nhién,
tinh trang khang AMO ngay cang gia tang tai
Viét Nam. Néu trong nghién ctru clia Nguyén
Thi Viét Ha (2006) cac ching H. pylori hau
hét chwa khang AMO thi sau gan 20 nam, ti lé
khang AMO da |én t&i 98,3% khi cung tién hanh
nghién clru tai Bénh vién Nhi trung wong.''s
Khang sinh B-lactam &rc ché sy phat trién cla
H. pylori bang cach gén vé&i cac protein lién két
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véi penicillin, 1am gian doan qua trinh tdng hop
véach té bao. Nhirng bién dbi trén gen pbp1A cod
kha nang lam thay ddi dac tinh cla protein lién
két voi penicillin cGa vi khuan t d6 tao diéu
kién cho sw phat sinh tinh khang cua vi khuan
ddi véi AMO.

Nghién ctu cta ching téi cho thay tat ca
cac ching H. pylori déu mang tbi thiéu 3 dot
bién trén gen pbp1. Hau hét cac dot bién trén
pbp1 da dwgc ghi nhan trong cac nghién ctru
trwdc day tuy nhién trong nghién ctu cla
chung téi xuét hién va&i tAn suét cao hon. So
v&i két qua cta Tran Thién Trung (2022) tién
hanh trén 270 ngwdi bi khé tiéu, cac vi tri dét
bién dwoc xac dinh ¢ lién quan t&i khang AMO
nhw F366L/D, S414R/N, Ins 464-465, F473V/L
déu dwoc ghi nhan véi tan suat cao hon trong
nghién clru cla ching toi 1an lwot 12 45,6% so
v&i 90,7%, 33,7% so v&i 81,4%, 40,7% so voi
88% va 45,4% so v&i 88,4%." Tuy nhién, doét
bién D479E va D534N dwoc xac dinh voi tan
suét cao (> 90%) & ca hai nghién ciru. Sy xuét
hién vé&i tan sut cao clia cac dot bién trén gen
pbp1 trong nghién clru nay so v&i nghién ctru
ctia Tran Thién Trung c6 thé do mot sb yéu td
nhw: dbi twong nghién cru tap trung vao nhém
bénh nhi loét da day ta trang so v&i nhém bénh
kho tiéu, ty 1é khang AMO trong nghién ctru &
tré em cao (79% so v&i 25,7%), phwong phap
phat hién dot bién truc tiép tlr cac manh sinh
thiét thay vi khdo sat dot bién trén cac chiing
sau phan lap nhd d6 dam bao khong bo soét
cac chiing ddng nhiém. Két qua nghién ctru cla
chung téi goi y gid thuyét tan suét cao cac dot
bién trén gen pbp1 c6 thé lién quan t&i sy tng
cao ty I&é khang AMO ciing nhu tinh trang loét
ctia bénh nhan.

H&u hét cac nghién ctu tap trung danh gia
vai trd cla trng dot bién dbi véi khang AMO
trong cac ching H. pylori phan lap. Cac dét
bién nay dwoc xac dinh bdng cach so sanh

cac chang H. pylori khang AMO v&i cac ching
tham chiéu nhw H. pylori 26695, J99 va 43504.
Gerrits va cong sw nhan thay cac thay thé amino
acid S402G, E406A, S414R, S417T, T555S va
N561Y doéng vai trd quan trong trong co ché
khang AMO." Chung téi xac dinh dwgc cac
dot bién F366L (p = 0,024), S414R (p = 0,046)
va F473V (p = 0,005) c6 lién quan dén khang
AMO. Pay ciing la 3 dot bién dwoc dé cap nhiéu
trong nghién ctru trong va ngoai nwéc.8'%-12 Cac
thay dbi amino acid nay cé thé xuét hién riéng
|& hodc két hop thanh cac cum dot bién. 76,7%
s& mau dwoc phan tich xuat hién dong thoi 3
dot bién F366L, S414R, F473V va tang nguy
co biéu hién tinh khang 1én 7,3 1an so v&i cac
ching khéng mang dét bién (OR = 7,3, 95% Cl:
1,4 —36,7). Cac dot bién gay ra tinh trang khang
thudc khac nhau nhung két qua tlr cac nghién
ctu ciling nhan thay s két hop cla nhiéu dot
bién lam gia tang kha nang khang AMO.°
Danh gia phan b MIC gitra cac chiing mang
dét bién, ching t6i ghi nhan cac ching mang
dot bién F366L, S414R, Ins 464-465, F473V,
D479E va D534N déu c6 phan bé MIC cao hon
cac dot bién khac. Pac biét chiing mang td hop
3 dot bién F366L/S414R/ F473V c6 MIC cao
hon han so véi cac chling con lai. Cac chiing
nhay cam (MIC < 0,125 pg/mL) thwong cé 3 -5
dot bién, trong khi cac ching khang cé trén 5
dét bién. Phan tich ching H. pylori c6 MIC thap
nhéat trong nghién ctru (MIC = 0,016) thay c6 4
dot bién tai cac codon D479E, N504D, D534N
va 1563V. Chang cé MIC 16 pg/mL (cao nhét
trong nghién ctru) mang 6 dét bién bao gébm 5
dot bién thay ddi amino acid (F366L, S414R,
F473V, D479E, D534N) va 1 dét bién dich
khung. Két qua nay cho thay sw xuat hién cla
t6 hop nhiéu dét bién, dac biét la té hop F366L/
S414R/ FA73V c6 thé 1a nguyén nhan lam tang
nguy co xuét hién tinh khang thubc cao cla H.
pylori. Nghién ctru clia Cimuanga-Mukanya A
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da chi ra sw két hop cta cac dot bién T558S,
N562H, T593A va G595S trén gen pbp1 cé thé
tao ra hiéu wng hiép déng, lam tang mc do
khang AMO cta H. pylori."®

V. KET LUAN

Dot bién gen pbp1 xuét hién vai tan sut cao
c6 thé 1a nguyén nhan gay ty 1& khang AMO cao
& bénh nhan nhi loét da day ta trang. Té hop
dot bién F366L/S414R/ F473V cé mébi lien hé
chat ché vaoi tinh trang khang AMO va sy gia
tang MIC cla H. pylori. Két qua nghién ctru la
co s& cho viéc phat trién cac xét nghiém phan
t& nham phat hién nhanh tinh trang khang AMO
cta H. pylori théng qua cac bién dbi trén gen
pbp1.

L&i cam on

Nghién ctru dugce thiee hién véi sy tai tro t
dé tai NDT.83.GB/20. Chung t6i bay té 1ong biét
on sau sac dén cac bénh nhi va gia dinh bénh
nhi da tham gia nghién ciru, ciing nhw sy hé
tro tan tinh tr Khoa Tiéu héa va Khoa Vi sinh,
Bénh vién Nhi Trung wong.
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Summary

AMOXICILLIN-RESISTANT MUTATIONS IN THE PBP1 GENE OF
HELICOBACTER PYLORI'IN CHILDREN WITH PEPTIC ULCERS

Amoxicillin is the primary antibiotic used to eradicate Helicobacter pylori (H. pylori) in children. The
emergence of amoxicillin resistance in Vietnam is of significant concern. Mutations in the pbp1 gene
can lead to changes in the structure of PBP1 and the development of AMO resistance. Objective: This
study aims to evaluate the frequency of mutations in the pbp 7 gene and their correlation with antibiotic
resistance in H. pylori among children with peptic ulcers. Subjects and methods: A cross-sectional
analysis was conducted to study 43 pediatric patients diagnosed with peptic ulcers and confirmed H.
pyloriinfection. The E-test method was employed to determine the minimum inhibitory concentration,
while Sanger sequencing was utilized to detect gene mutations. Results: All strains carried three or
more mutations in the pbp7 gene. The data indicate a significant prevalence of the mutations F366L
(90.7%), S414R (81.4%), Ins 464-465 (88,4%), F473V (88.4%), and D534N (95.3%) among strains.
Notably, the mutations F366L, S414R, and F473V were significantly associated with amoxicillin
resistance (p < 0.05), and the combination of mutations F366L/S414R/F473V correlated with an
increased minimum inhibitory concentration. In conclusion, the high frequency of pbp 1 gene mutations
is a major contributing factor to the elevated rate of amoxicillin resistance in children with peptic ulcers.

Keywords: Helicobacter pylori, amoxicillin resistance, pbp1 gene, children, peptic ulcers.
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