PHUONG PHAP CHAN DOAN NHIEM

HELICOBACTER PYLORI

BS CKII LAM VO HUNG
I/ DPAI CUONG :

Nhiém Helicobacter pylori (H.p) van con la bénh nhiém khuin man
tinh & nguoi trén toan cau[2]. Hién nay, T6 chuc y té thé giéi (WHO) xép H.p
l& mot trong nhitng nguyén nhan chinh gay viém da day, loét da day ta trang
va ung thu da day. H.p 1a loai vi khuan dé thay d6i do d6 du hién nay c¢6 nhiéu
phuong phap phat hién nhung cach nao ciing ¢6 mat han ché cta no[5]. Trén
thuc té chan doan chinh x4c nhiém H.p gitp ich rit nhiéu cho céng tac diéu
tri. Diéu tri tiét trir H.p khong nhiing chita lanh bénh ma con phong ngira bién
ching cua nd nhu loét hay ung thu da day. Chuyén dé ndy chu yéu trinh bay
nhitng phuong phap tim H.p thuong dung trén 1am sang va danh gia uu,
khuyét diém cua tirng phuong phép.
II/ DAC DPIEM VI KHUAN HELICOBACTER PYLORI:

2.1.Lich si:

Tir hon 100 nam trude day, Gulio Bizzozero 1an dau tién ghi nhan co
sy hién dién cta mét loai vi khuin séng o da day cho. Tiép theo, nhiéu nha
khoa hoc ciing tim thay mot loai x04n khudn hién dién trong 16p nhay cua da
day nhung lai that bai trong viéc nudi cdy vi khuan[2]. Nam 1970, nha giai
phau bénh Robin Warren nhan xét c6 mdi lién hé giita viém da day mén tinh
va mot loai xodn khudn trong niém mac da day. M&i d¢én nam 1982, Robin
Warren va nguoi hoc trd ctia minh 1a Barry Marshall ¢4 thanh cong nudi cay
vi khuan tir 11 bénh nhan bi viém da day va Marshall ¢4 chirng minh duoc
nhiing anh hudng cua vi khuén nay ddi véi bénh Iy da day. Ho dat tén la

Campylobacter pylori do dua theo hinh dang va dac tinh tang truong. Nam



1983, sy phat hién vi khuan Campylobacter pylori va méi lién quan caa no
Vo1 bénh loét da day ta trang dugc cong bd trén tap chi Lancet. Va nam 2005,
v6i phat hién nay, hai 6ng da duoc trao ting giai thuong Nobel v& Y hoc.

2.2.Dic diém vi trung hoc:

Cin cr vao hinh dang va dic tinh ting truong, ngudi ta dat tén vi khuan
la Campylobacter pyloridis, sau d6 dbi thanh Campylobacter pylori. Tuy
nhién dudi kinh hién vi dién tir, vi khudn khong gidng Campylobacter vi ¢6
c4u tric chiém mao khac han. Ngoai ra con ¢6 nhirng khéac biét 1on trong tinh
chat sinh hoa va ciu triic chudi RNA do ribo thé 16S. do d6 hién nay vi khuan
duoc dat tén la Helicobacter pylori.

H. pylori 1a xoin khuan gram am, c6 dang chit S, thudc loai hiéu khi .
kich thudc ngén tr 0,2 — 0,5 um, cé tir 4 — 6 chién mao, di dong, c6 cac men
nhu men urease, oxidase, catalase, mucolytic, protease, lipase va

phospholipase.

Hinh 2.1.Hinh anh vi khudn
H pylori tang truedng ¢ nhiét d6 30-40 do, chiu dugc moi truong pH tir 5-
8,5 va séng & phan siu cua 16p nhay bao phii niém mac da day, gitra 10p nhay

Vv6i bé mit cua 16p té bao biéu mé va ¢ cac ving ndi gitra cac té bao nay.



H pylori con hién dién ¢ thuc quan va ta trang khi c6 chuyén san niém
mac da day & ving nay. Su ton tai cua nd trong méi trudong acid da day nho
tdc dung bao vé ctia niém mac da day cling nhu nho men urease tao ra moi
truong kiém xung quanh vi khuan. H.p c¢6 thé gip ¢ dang hinh cau va c6 thé
chuyén thanh dang hoat dong trong diéu kién thich hop. Pay 1a dang bién thé
khang lai mot phan chu trinh sbng cua vi khuan va c6 vai trd quan trong trong
viéc 1y truyén bénh. Goodwin goi day 1a dang “ngdi” va nhd nd H.p ton tai
lau hon & madi trudng bén ngodi trong didu kién khong thuan 1oi[6]. Ta Long
va cong su nhan xét vé dic diém siu cau tric ciia H.p ¢ thé ¢ dang hinh cau
hodc hinh oval, mot dau c¢6 cham 16ng dugc quan sat dudi kinh hién vi dién
tir[3].

2.3.Dic diém vé typ di truyén:

Hién nay, cau tao gen toan bo cua 2 ching H.p dugc biét 1a: HP 26695
dugc phan 18p & Anh vao ndm 1987 va chung HP 199 dugc phan lap & M§
vao nam 1994.

Céu trac bod gen cua chung bao gdm mot ciu trac nhiém sic thé vong tir
1,64 d&én 1,67 Mb ma 90,8 91% duoc cu tao bai viing ma hoa. Khac nhau
chu yéu vé bo gen ca 2 chung nay 1a do ¢ s6 lugng va ban chat ciia doan chén
cling nhu sy hién dién hay khong ciia gen mé hda cdc men han ché. Ving
nhiém sic thé chu yéu chtra cac gen tham gia vao su tong hop men urease,
yéu td doc té bao VacA, khang nguyén CagA va cic tiém mao. Pa s céac
chung phan 1ap ¢ Pong A co CagA va cac allen gy doc té bao cua gen VacA,
trong khi d6 chi c¢6 50% & chau Au va My 1a c6 cac gen nay. Su khac biét nay
c6 thé giai thich boi ngudn gbe dia 1y cia ca chung va hodc boi su chon loc

khac nhau cua cac chung theo dic diém cua ky chu[4].



2.4.Dich té hoc:

Nhiém H.p 1a mot trong nhitng nhiém khuén man tinh thudng gip nhat &
ngudi. Tan sudt nhiém H.p thay doi tly theo tudi, tinh trang kinh t& x4 hoi
va chung toc. Nguoi ta udc tinh ¢6 hon 50% dan sb d4 bi nhidm H.p, chi yéu
& cac nude dang phat trién v6i tan sd nhiém rat cao tir 50 -90% ¢ lira tudi 1on
hon 20 va hau hét tré em bi nhiém ¢ do tudi tir 2 — 8. Viét Nam ciing 1a ¢6 ti
1& nhiém H.p cao vao khoang hon 70% & ngudi lém. Trong khi d6 & cac nuéde
d4 phéat trién, tudi bi nhiém thudong 16n hon 50, chiém hon 50% dan sb. Tan
Suit nay tang thém 10% mdi nam.

Puong 1ay nhiém chu yéu 1a dudng an ubng (phan _ miéng) hoic truc
tiép ( miéng _miéng) qua nudc bot. G nhitng noi c6 diéu kién vé sinh kém,
nuée va thire an bi nhiém 13 ngudn 13y lan quan trong ban dau[2].

2.5.Dong luc:

2.5.1.Tinh di dong:

Nho hoat dong cia cic tiém mao va cu trac hinh xodn, vi khuan di
chuyén qua 16p niém dich vao 16p duéi niém mac da day dé ton tai trong moi
truong acid cua dich vi.

2.5.2.Men urease:

Men nay gilp vi khuan thoat khoi pH thap cta dich vi bang cach bién dbi
urea thanh amoniac va bicarbonate gilip giir méi truong chung quanh vi khuan
c6 pH biang 7. Urease cOn co vai trd quan trong trong bién dudng va tranh
dugc dap ing mién dich: tham gia tong hop protein bang cach cung cap ni to,
bién d6i glutamate thanh glutamine va két hop véi khang thé giup ngin chan
su két hop véi té bao vi vay ngin chan su opsonin héa.

2.5.3.Yéu t6 chong tang sinh:

Chat trich tinh ctia H.p 1am e ché sy ting sinh t& bao niém mac da day.

Céc protein nay kich thich sy ting truong cua vi khuan va 1am cho H.p dé



khu trd vao niém mac da day do hoat dong cua men Cu-Zn superoxide
dimutase va Mn superoxyde dimutase 1am cho vi khuan d& bam vao niém mac
va dong thoi gia tdc té& bao theo chuong trinh.

2.5.4.Yéu 6 két dinh:

Nho yéu td két dinh gitip vi khudn két dinh vao biéu mo da day. Néu
khong c6 két dinh thi vi khuan s& bi day vao 1ong da day dudi tac dong cua
nhu dong da day va sy tai sinh cua 16p biéu mo da day.

2.5.5.Su két dinh hong cau:

H.p c6 kha ning két dinh hong ciu rit manh qua trung gian cta thy thé
acid sialic gip vi khuan tranh dwoc su thuc bao. Cac chung H.p c6 kha ning
két dinh hong cau cao lam gia ting khang lai thuc bao. Piéu nay cho thiy thy
thé sialic bao vé vi khuan khoi bi bao vay.

2.5.6.Céac adhesin gilp thu gi sdt:

H.p rat can sit dé phat trién ma binh thuong trong da day rat it sit do d6
cac H.p tiét ra siderophore dé bat giir sit trong moi trudng xung quanh, ngoai
ra trén vach H.p con co protein két hop lactoferine ciing gitip H.p thu giit st
tr moi1 trudng xung quanh.

2.5.7.Phospholipase va protease:

Cé4c men nay thay phan chat nhay gitp vi khuan di xuyén qua I6p nhay
niém mac.

2.5.8.VacA (vacuolating cytoxin VacA) Péc t6 tao khéng bao:

La ngoai doc t chinh cta vi khudn, ddc td gan vao mang té bao biéu mo
va tao thanh mot kénh phu thudc dién thé chon loc anion hexameric gay
khong bao biéu mo da day 1am wc ché sy hoat hoa ning lugng do t6n thuwong
ty lap thé va lam ton thuwong chu trinh té bao. VacA con phdng thich

cytochrome C va lam chét té bao chuong trinh,



2.5.9.CagA gen (cytotoxine associated gen A):

Vi khuan H.p c6 gen ndy thi c6 doc tinh cao hon. Gen nay 1a mot chi
diém cho doan DNA 40kb tuong g véi 25 gen goi la dao sinh bénh, gay ton
thwong t& bao va thuong phdi hop vai loét va ung thu da day. Sau khi vao té
bao CagA duoc phosphoryl hoa va két hop voi SHP-2 tyrosine phosphatase
tao nén yéu to dap tmg phat trién té bao (growth factor — like cellular) va san
Xuat cytokine cua té bao ky chi.

2.5.10.Phdn itng ciia ky chi doi véi H.p:

Dép tung viém d6i voi H.p 1am huy dong bach cau da nhan, lympho T va
B, dai thuc bao va tuong bao giy ra ton thuong cuc bo do két hop véi cac
phan tr MHC nhém II trén niém mac da day gay ra chét té bao theo con
duong ty tiéu (apoptosis). Ngoai ra, sy hoat hoa bach cau da nhan 1am gia
tang tai sinh ciia t& bao niém mac va chét té bao chwong trinh do twong tac voi
T giup do va interferon.

2.5.11. Bdp iing mién dich véi H.p:

H.p gay ra 3 loai phan tng mién dich 1a cdp, man hoat dong va viém teo
da day. Tiéu biéu trong giai doan cap 1a sy khu tri ciia H.p vao niém mac va
lam ting pH quanh vi khuan, ddng thoi phong thich cac chat hoa tmg dong
hoat hoa bach cau da nhén trung tinh va hé thdng mién dich dua dén thoai hoa
va mat chit nhay biéu mé da day. Qua giai doan man pH da day trg lai binh
thudng bang 2, cac khang nguy@n la cia H.p tiép tuc gia ting gy ra dap ung
mién dich 1am phdng thich nhiéu cytokine. Céc cytokine ndy kich thich bach
cau lympho, eosinophil v monocyte dong thdi phong thich nhiéu khang thé
IgG va IgA vao da day dé opsonin héa vi khuén, giai doan c6 thé kéo dai

10 20 niam va két cyc 12 gay ra loét da day.



Néu nhiém tring khong dugc diéu tri thi sau 10- 20 nim sé& teo niém mac

da day, 1am gia ting pH da day I&n 6-8. Céc tuyén tiét bj mat, viém xuyén

thanh da day va di san rudt, didu ndy c6 thé khoi dau cho giai doan ac tinh.

Nhitng ngudi nhiém H.p c¢6 trudng hop co triéu chimg va ciing c6 trudng

hop khong triéu ching. Ly do cac chung H.p ¢6 doc luc khac nhau.

Nganh sinh hoc phan tir di sau vao nghién ciru dac tinh cua H pylori va

thdy rang khong phai tat ca vi khuan nay déu co cdu tric di truyén gidng

nhau. Loai vi khuan H pylori gay viém loét, ung thu da day cd chira 1 gen

duoc dat tén la CagA (Cytotoxin-associated gene A). Gen CagA hién dién

trong 60% H pylori gay bénh viém da day.
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O méi truong acid pH =3 — 4,5, H pylori sao chép gen binh thuong; pH
< 2, H pylori van ton tai; pH > 7, H pylori ngung hoat dong, trd thanh cau
khuan va khong di chuyén. H pylori véi nhém mau, H pylori d& gin 1én bé
mat khang nguyén Tewish, Tewish c6 trén biéu mé niém mac da day c6 ai luc
cao ddi v6i H pylori , ma Tewish 1a dic trung cho cdu tao nhém méu O, vi
vay nhiém H pylori trén ngudi c6 mau nhém O cao gip 1,5 — 2 lan so voi
nguoi c6 nhdm méu khac.

Hau hét nhitng ngudi nhidm H pylori déu bi viém da day véi mire do tir
vira dén tram trong. Trong khi do, mot s6 nho viém da day tién trién thanh
loét hay ung thu da day. Sy tién trién ndy tdy thudc vao chung cta H pylori
va dap rng cua ki chu[4].

I/ CAC PHUONG PHAP CHAN DOAN NHIEM HELICOBACTER
PYLORI:

Ké tir khi H.p duoc tim ra vao nim 1982, dén nay c6 nhiéu phuong

phap chan doan nhiém H.p.

Trong chan doan, mdi phwong phap cé nhitng vu nhuge diém khéac
nhau va viéc chon lya phuong phap con tuy thugc vao muc dich nghién ciru
hoac tng dung trong thuc hanh va con tuy thudoc vao gid thanh cua thwr
nghiém. Diéu quan trong nhét 14 cé4c thu nghiém phai c6 d6 nhay va do dac
hiéu cao dé giup cho chan doan trudc diéu trj va theo ddi sau diéu trj dat hiéu
qua tot nhat.

Céc phuong phap chan doan H.p c6 thé chia thanh hai nhém[4],[6]:

_ Cé&c thur nghiém it xam hai dugc thye hién qua ndi soi da day té trang.
_ Céc thtr nghi¢m khong xam hai.

Nguyeén tic khi chi dinh thir nghiém 1a bénh nhan khong duoc udng cac
loai thudc khang tiét, cac loai khang sinh... v phai ngung diéu tri it nhit 4
tuan[4],[6].



3.1. Céac thiwr nghiém it xam hai qua noi soi da day ta trang (invasive

test):
3.1.1. Thur nghiém urease[7]:

Test nay xac dinh hoat d§ men urease cua H.p béng viée dit mau mo da
day vao moi trudong long (test maison, CU test) hodc ban dac (CLOtest, HUT
test) hodc trén mot cai mang goi 1a Pyloritek cd chira urea va mot chit chi thi
mau theo pH. Nguy@n tic cia thir nghiém 12 nham phat hién men urease cua
H.p, H.p gan nhu 1a loai vi khuan duy nhét trong da day tiét men urease véi
khéi lwong 16n (ngoai trir mot sd rt it bénh nhan bi nhiém Helicobacter
helmanii). Men urase cia H.p c6 trong mau mé da day s& 1am bién doi urease
thanh amoniac ( NHs3), NH3 1am méi trudng thude thir co pH kiém, vi vay 1am

thay d6i mau cua chat chi thi va theo phan mg sau:

o~ “om

i

uré + H,O CO, + NH3
NH; pH d6i mau chi thi tir vang sang do
uregse e @ L0
= e g 25" g O

Hinh 3.1 Mdu thir CLOtest

Do nhay thay doi theo timg loai test va thoi gian doc két qua, gia tang
khi duoc 0 & 37_42O C, cac test tot doc trong vong 4 gid cho d6 nhay cam
85 90% va d6 dac hiéu tir 95 98%. Trong diéu kién hién nay nguoi ta thira
nhan ngudng phat hién vi khuén 13 10° 10° vi khuin/ml1[4],[7].

Trong cac loai test trén ¢ Viét Nam thuong sir dung CLOtest. CLO test
| 12 viét tat ciia chir Campylobacter Like Organism test. CLOtest st dung
mau thir 12 hén hop gém: agar gel c6 chtra urea, chit chi thi d6 phenol, chat

kim ham vi khuan. MAu sinh thiét niém mac da day ldy trong ndi soi dugc vUi
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vao d6. Thir nghiém dwong tinh khi mau thir CLOtest d6i mau tir vang sang
mau do tia.

CLOtest c6 thé doc két qua sau 5 phit, 20 phat, 1 gio, 3 gio,va 24
gio[6]. Néu chi doc két qua trong mot gior, d6 nhay cua thir nghiém s& giam
xubng vi phu thudc vao lwgng men urease hoat dong cling nhu sb lugng vi
khuan. O mot sé truong hop, két qua duong tinh chi sau vai phat va khi mat
d6 vi khuan thap két qua c6 thé duong tinh sau nhiéu gio lién, thdm chi 4m
tinh gia co thé xay ra.

Céc truong hop am tinh gia c6 thé do : mat do vi khudn thip ( nhu
trén), dang xuat huyét tiéu hoa, teo niém mac da day, u MALT, méi vira dung
khang sinh hoic PPIs[2]. Cac truong hgp duong tinh gid gip trong nhiém
H.heilmanii, vi khuan ndy ciing sinh ra men urease va thudng gip trong da
day cua chd, meo, lgn. Khi d6 toan dich vi thip, duong tinh gia con c6 thé
gap ¢ nhitng trudng hop nhiém vi khuan khac ciing sinh ra men urease nhu
Enterobacter va Pseudomonas.sp[6].

Ap dung va gia tri caa thtr nghiém CLOtest:

_ Chan doan nhiém H.p: day 1a mot thir nghiém nhanh chong, ré tién,
don gian va hiru hiéu dé phat hién H.p. D6 nhay va do dic hiéu trén 90% va
néu sinh thiét & ca hai mau & hang vi va than vi thi d6 nhay sé& ting thém 4,3%
S0 Vi chi 1dy mot miu ¢ hang vi. P nhay dugc cac tac gia trinh bay & Bang
3.1 va so sanh d¢ nhay cua CLOtest v&i nhitng thir nghiém urease khac &
Bang 3.2.

Tai Viét Nam, th nghiém urease duong tinh trong loét t4 trang la

64,7% dén 87,3% va trong loét da day 1a 60% dén 100%.
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Tac gia S6 Bénh nhan Do nhay
Logan(1991) 195 92
Vandenplas(1992) 95 100
Culter(1995) 228 89,6
Thijs(1996) 105 90,2
Lerang(1998) 351 85
Monteiro(1999) 104 88,6

Bang 3.1. Do nhay cua thir nghiém urease
Tac gida Tén thu Do nhay cac thir nghiém
nghiém Y2 gio 1 gio 2 gio 4 gio 24 gio

Yousfi(1996) | CLOtest/ 93 93 94 97 98,5
n= 100 Hp Fast

Pyloritek 93 98,5 100 _ _
Laine (1996) | CLOtest _ 71 _ 86 93
n= 87 Hp Fast _ 66 _ 82 88

Pyloritek _ 89 _ _ _

Bang 3.2. Do nhay cua thir nghiém urease :
so sanh Pyloritek vgi CLOtest va Hp Fast
_ Panh gia két qua sau diéu tri: du sau diéu trj tiét trir H.p ¢ thanh
cdng hay khong, ngay ca khi that bai, s6 lwong vi khuan c6 thé & dudi ngudng
phét hién (10" dén 10° UFC/ml) nén test nay khong dugc khuyén cdo dung dé
danh gia két qua sau diéu tri.
Tuy nhién, sau tiét trr H.p bénh nhan can duoc ndi soi danh gia mtrc do

lanh 6 loét va dung chan doan mé bénh hoc dé danh gia nhirng thay dbi cua
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niém mac da day trudc va sau diéu tri, lic ndy test urease van can thiét cho
viéc két hop danh gia két qua tiét trir va cd ¥ nghia khi H.p duong tinh[6].
3.1.2.Nudi cdy vi khudn:

L4y mau mo niém mac da day dem nhuém Gram dé tim sy hién dién
cta vi khuan [2]. Tuy nhién, d6 nhay khong cao. Dé x4c dinh chinh xac nhiém
H.p vé mit phuong dién vi tring hoc can phai nudi ciy vi khuan.

3.1.2.1.Y nghia:

Trong chan doan nhiém H.p, nudi cdy 1a thir nghiém dic hiéu nhit va
c6 thé noi d6 1a tiéu chuan vang c6 do dac hiéu 100%][6]. Nudi ciy con cho
biét mat do cua H.p, cu tric gen ctia cac ching H.p khac nhau. Nudi cdy con
cho biét dang hinh cau cua H.p 12 hinh thai thoai hoa cua vi khuan.

DU vdy, vé mat thuc tién 1am sang it khi dung phwong phap nay vi c6
nhiéu phuong phap khac don gian hon, d& ap dung rong réi hon. Tuy nhién,
trong trudng hop diéu tri that bai, nudi cay lam khang sinh dd van 1a tha
nghiém c6 ich dé huéng dan diéu tri thich hop va 1a mot trong cac phuong
phap dé danh gid tinh trang khang thudc cta vi khuan d6i voi khang sinh.

3.1.2.2. Cach thuc hién:

Y&u cau dung méi trudng cay thich hop thudc loai Portagerm pylori
(bioMerieux) cho phép bao quan mau sinh thiét 24 gid v6i nhiét do bén ngoai.
Pay 1a moi truong dac, chon loc ¢6 chira khang sinh dé trc ché sy phat trién
cia vi khuan ai khi duong ho hip trén. LAy miu moé da day cdy vao moi
treong ndy. Sau dé mdi treong cdy duge u & 37°C trong moi trudng vi i khi
bao hoa trong nudc vdi 5% oxy va 5-10% CO,. Thoi gian moc 12 3 _ 7 ngay,
néu dung khang tiét trudc thi thoi gian moc chdm hon c6 thé dén 12 ngay.

Dinh danh vi khuan bang nhuém Gram phéi hop vé6i sy hién dién cua
men catalase, oxydasae va urease. Thong qua cy s& lam ludn khang sinh dd.
Do dic hiéu cua cdy 1a 100% va d6 nhay thay d6i tir 70 _ 100% tly theo



13

nghién ctru va d nhay nay phu thudc mat do vi khuén, ky thuat céy, bao quan
bénh phdm, su van chuyén mau sinh thiét, néu su van chuyén < 4 gid thi c6
thé gitt & nhiét do thuong, dudi 24 gio thi nén bao quan & 4°C, néu > 24 gio
nén bao quan & -70°C[4].

3.1.2.3.Gia tri chdn dodn:

Mic du do dic hiéu ciia nudi ciy dat gan 100% nhung d6 nhay thi rat
khac nhau do anh huéng cua cac yéu té d néu trén. Sau day 1a két qua do

nhay ctia mot s6 nghién ctru:

Téc gia S6 bénh nhan Po nhay
Logan (1991) 195 83
Olson (1995) 845 83
Soule (1995) 104 86

Thijs (1996) 105 98,4
Lerang (1998) 351 93
Monterio (1999) 104 100

Bang 3.3 Bé nhay ciia thir nghiém nudi cdy

Tai Viét Nam két qua nudi cdy chan doan nhiém H.p thip hon so voi
cac tho nghiém khac, nudi cdy c6 két qua dwong tinh tir 36,8% dén
68,7%[1],[3].

3.1.3. Xdc dinh acid nhan ciia vi khudan (ADN):

Phan g khuéch dai gen cho phép phat hién chudi ADN dic hiéu cua
H.p trong mau sinh thiét da day, trong dich da day, trong chat nhay hoic trong
nude bot, trong mang bam ring, trong phan. Phuong phap nay co thé phat
hién mat do vi khuan thap < 10° vi khudn trong 1 gam phan. Tuy nhién khéng
cho phép xac dinh su hién di¢n cta vi khuén séng.

Loi ich ctia n6 13 gilp phat hién su hién dién cua vi khuan v6i mat do

thap ( theo ddi sau diéu tri). K§ thuat PCR ciing cho phép phat hién vi khuan
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tir mau sinh thiét da day, voi sy dot bién nhiém sic thé gay dé khang voi
macrolides, ciing nhu sy hién dién cta cic gen co tiém niang gdy bénh nhu
CagA va allen VacA.

Trude khi diéu tri thi do nhay va do dic hiéu ciia phuong phap nay thay
d6i tir 80 97% va tir 83 100%[4].

3.1.4. Chdn dodn mé bénh hoc:

M6 bénh hoc dugc st dung rong rdi ¢é chan doan nhiém H.p véi cac
phuong phap nhudém heamatoxyline va eosin (HE), Giemsa, Warthin-Starry,
nhuém tim Cresyle, nhuom bac hodc Acridin Orange, nhuém bac cho hinh
anh H.p rd nhat[4],[6].

Viéc phat hién H.p tiy thudc s6 lwgng mau mo sinh thiét & nhirng vi tri
khac nhau. Nén sinh thiét hai mau & hang vi va than vi theo phan loai viém da
day hé thong Sydney. Trong truong hop diéu tri v6i khang sinh H.p cé thé
gap dudi dang hinh cau. Hon nita ngodi khang sinh, viéc dung thudc khang
tiét c6 thé 1am giam mat d6 H.p ¢ niém mac da day. Dé ting do nhay cia thir
nghiém, ngoai cic phuwong phap nhuém thong dung néu trén, co thé dung
nhuém héa mé mién dich va& mau moé sinh thiét can duoc ldy du kich thude.
Phuong phéap nhuém héa md mién dich nhd khang thé khang H.p da dong
hoac don dong[4],[6].

Y nghia cta chan doan mé bénh hoc:

Chan doan mé bénh hoc c6 ¥ nghia quan trong khong chi nhdm Xac
dinh su hién dién cua H.p ma con dé danh gia nhimg thuong ton kém theo &
niém mac da day nhu viém cép, viém man tinh hoat dong , viém teo, chuyén
san, nghich san va carcinome da day. Ngoai ra viéc danh gia nhiing thay do6i
md bénh hoc ctia niém mac da day trude va sau diéu tri tiét trir H.p ciing can
thiét va khong kém phéan quan trong. Sau diéu tri tiét trir H.p thanh cdng sé

bénh nhan c6 niém mac da day binh thuong tang 1én, viém man va viém teo
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niém mac giam xudng c6 ¥ nghia ma nho d6 sé loai trir khuynh hudng tu
nhién 12 loét tai phéat. Riéng chuyén san va nghich san rudt khong co6 may thay
d61, nhirng tredng hop ndy can duoc theo ddi chit ché l1au dai vé sau.

Gia tri cua chan do4an mo bénh hoc:

D6 nhay va d6 dic hiéu cua viéc phat hién H.p 12 gan 90%
95%][3],[4].

Téac gid Sé bénh nhan Dj nhay (%)

Logan (1991) 195 95

Vanderplas (1992) 95 100
Culter (1995) 228 93,1
Olson (1995) 845 99

Soule (1995) 104 100
Thijs (1996) 105 96,8
Monteiro (1999) 104 95,5

Bdang 3.4. Do nhay cua chan doan mé bénh hoc

Tai Viét Nam chian doan md bénh hoc phat hién c6 H.p cho két qua la
34,6 — 91,42%][1],[3].

Chan doan mé bénh hoc va mat 6 nhiém H.p:

Véi ky thuat nhuom HE hay nhuém Giemsa ciing du cho chan doén,
nhuom véi Warthin-Starry thi phic tap hon. Cac phuong phap nhudm dac
biét khac nhu phuong phap héa mé mién dich thi ngoai viéc gitip phat hién
nhiém H.p con gilp tim dang hinh ciu cta vi khuan. Dé danh gia chuyén san
rugt con dung phuong phap nhuém Alcian Blue(AB, pH2,5) hodac phuong
phap PAS (Perodic Acid Schiff).

Pé danh gia mat do nhiém H.p thudng sir dung bang phan loai cai bién

cua Robert, George va David (1994) theo bang sau:
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5 1)) Ky hi¢u Trén toan by quang trwong
0 H.p &m tinh Khoéng tim thay H.p
1 H.p (+) H.p xép 101 rac, thdy timg khum nho
2 H.p (++) it hon 5 khiim nhé hodc mot khiim 16n
3 Hp (+++) Trén 5 khim nho hoac 2 khum 16n

Bang 3.5. Mdt @6 nhiém H.p trén phwong phdp mé bénh hoc

Mat d¢6 nhiém H.p c6 lién quan dén thuong ton mod bénh hoc. Trong
truong hop nhiém H.p voi mat d6 2(+) hodc 3(+) co thé thiy toan bo cac
tuyén & niém mac da day bi pha huy. Ngoai trir cac tuyén moén vi & sdu it khi
bi anh hudng va chi bi khi mat &6 nhiém H.p nhiéu 3(+).

Chan doan mé bénh hoc giup khao sét tinh trang niém mac da day
trude va sau khi diéu tri tiét trir H.p. Hinh thai mé bénh hoc niém mac da day
thuong gap 1a viém niém mac man tinh.

Theo Widgren, viém da day man tinh hoat dong do H.p dugc danh gia
theo 3 tiéu chuin mo bénh hoc sau day:

_ Man tinh: dac trung cta tham nhap lympho bao.

_ Hoat dong: hi¢n dién cua bach ciu da nhan trung tinh.

_ Hinh thai: vi khuan H.p dugc tim théiy 0 hang vi hoac than vi hodc ¢ ca
hang vi va than vi.

Dién tién ctia viém da day man tinh  c6 thé tién trién dén viém teo da
day vé6i vieec mot sd cac khe tuyén ma hau qua 1a viéc xuat hién chuyén san
rudt trén bé mit cac té bao biéu mé. WHO da xép H.p 1a nguyén nhan hang
dau trong bénh sinh ung thu da day vi viém da day do H.p c6 thé 1a nguyén
nhan chinh trong 16 trinh viém teo niém mac — chuyén san_ nghich san _ ung

thu da day.
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Nghién ciru ctia Nguyén Cuong Thinh cho thay ti 1¢ nhiém H.p thudc
type | v6i CagA (+), VacA (+) trong cac thé viém da day man c6 chuyén san
rudt 1a 66,7% cao hon so véi 39,4%viém da day man khong cd chuyén san
rudt ( P< 0,05). Quan diém hién nay 1a viém teo niém mac két hop voi chuyén
san rudt dugc xem 13 ddu hiéu sém duy nhét c6 thé din dén ung thu da
day[3].

3.1.5. Phdn ung chudi Polymerase PCR (Polymerase Chained
Reaction)[6],[8]:

3.1.5.1. Nguyén tdc:

PCR Ia mot thir nghiém cho phép khuéch dai chon loc mot mau ADN
dich thanh mot ty ban sao dé sau d6 c¢6 thé phat hién duoc. Nhiém H.p c6 thé
duoc chan doan bing phuong phap nay nho viée khuéch dai nhitng chudi gen
quan trong. Mau bénh phim (mo, vi khuan,..) duoc phan tich dé liy ADN
dich, tiép theo 1a budc khuéch dai tir nhitng primer moi hodc 1a nhirng ADN
don duoc bat cap vao doan khoi dau hay doan cudi cua chudi ADN dich véi
su tham gia xtic tic phan tng tong hop cia men Taq polymerase (1 men chiu
dugc nhiét do trich tir vi khuan Thermus aquaticus). Su khuéch dai cua thir
nghiém PCR dya vao 30 _ 40 chu ky nhiét theo 3 biroc sau:

_ Giai doan 1am bién tinh.
_ Giai doan bat cap.
_ Giai doan kéo dai.
Cubi cling, nhitng san phdm khuéch dai trén 10° ban sao tir ADN dich

ban dau s& dugc phat hién bang phuong phap dién di theo so dd sau:
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Chu&n bj bénh pham

( Mau mo/ vi khuan)

Phan tich———

Khuéch dai 30 — 40 chu ky nhiét

Bién tinh ( ADN dich)

Bat cap ( doan moi- primer)

Bat cap ( doan moi- primer)

Dién di >

Phat hién san pham khuéch dai

(10° ban sao tir ADN dich ban d3u)

Hién nay, PCR 1a mot ky thuat chin doan tién tién nhung chua dugc
pho bién rong rdi ¢ Viét Nam trong chan doan nhim H.p. Theo mot s6 két
qua nghién ciru thi PCR ¢6 do nhay kha cao. Mau bénh pham co thé 13y tir
mau sinh thiét da day, dich hut da day, mang cao rang, nudc bot hay tir phan.

Két qua mot sb nghién ctru nhu sau:
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Tac gia S6 bénh nhén Po nhay (%)
Soule (1995) 104 91
Thijs (1996) 105 96,7
Monteiro (1999) 104 93,2

Bang 3.6. Két qua ciia thir nghiém PCR

Uu diém : ngoai viéc chan doan nhiém H.p trudc diéu tri, PCR con
dung dé theo doi sau diéu tri tiét trur H.p. Hon nira, PCR c6 thé phan bi¢t duogc
su khac nhau giira tai nhiém va tai phat, hoic 1a mot nhiém khuan khac két
hop. M6t ap dung quan trong khac trong khi nghién ctru vé bénh sinh, PCR
dinh ra duoc cau trac gen & cac chung H.p c6 kha ning giy bénh nhu CagA
va hodc 12 S1 VacA co lién quan dén bénh loét da day ta trang va ung thu da
day.

K¥ thuat PCR ciing duoc dung dé danh gia cac yéu td giy bénh cia
H.p. Két qua cho thay cau tric di truyén VacA va CagA cua H.p tir miu sinh
thiét niém mac da day bang thir nghiém PCR ciing tuong tu voi nudi cdy khi
ding ADN cua vi khuan H.p. Lién quan dén khang thudc, PCR con gidp tim
ra gen dot bién tao ra su khang thuéc cta vi khuan vi du dé khang
Clarithromycine 1 do hién twong dot bién gen & vi tri 23S RNA.

Riéng vé phuong dién dich té hoc, PCR véi phuong phép so sanh “dau
an di truyén” ADN c6 thé phan biét sy khac nhau giira cac chung H.p.

Khuyét diém: do chi phi cao, may dat tién, doi hoi nhan vién xét
nghiém 1anh nghé nén ky thuat nay chua thong dung 1am ¢ Viét Nam nhat 1a
¢ vlung Ssau, vung xa.

3.2. C4c thir nghiém khong xam hai ( noninvasive test):

3.2.1. Nghiém phip thé *C hoge 'C (UREA BREATH
TEST=UBT)[6]:
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Nghiém phap thé UBT duoc tic gia Graham mé ta dau tién vao nam
1987 va tiép theo vao nam 1988 Marshall va Surveyor md ta nghiém phép tho
€. Ca hai nghiém phép nay cho dén nay duoc xem 1a tiéu chuin vang va da
tro thanh mot thir nghiém phd bién khong xam hai trong chan doan va danh
gid két qua tiét trir H.p. K&t qua ca hai thir nghiém tho *C va *C déu gibng
nhau va déu chinh xéac duy khac nhau ¢ chd **C Ia chat khong giy phong xa
con *C 1a chit c6 hoat tinh phong xa. Do **C c6 hoat tinh phong xa nén
khong duge dung cho tré em va phu nit mang thai con *C thi ding dugc cho
2 d6i twong néu trén[2]. Tuy nhién, viéc str dung test ndy con han ché do gia
thanh cao va may kha dat[4].

3.2.1.1. Nguyén tdc:

Bénh nhan duogc cho udng urea duoc danh diu 3C hoac **C. Néu dung
B3¢ thi khong c6 diéu kién chiam soc, theo dbi va chuyén chd dic biét nén B3¢
UBT duogc dung rong rdi hon. Sau khi uéng, men urease tir vi khuan S& tac
dong 1én urea dugc danh diu va giai phong *CO,. Chit nay di vao méau va
thai trir qua phéi. Viéc phat hién trong hoi thd chat dong vi dugc danh dau va
hodc 1a ti 16 *C/**C dugc do bang séc ky hoi va quang phd ké khéi hodc mot

hé thong khac nhu quang phé laser va hodc quang phd hong ngoai.
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Uré c6 *C ddnh diu * CO, trong hdi thd

l

* CO;/mau

— ”
Hinh 3.2 Nguyén ly test th¢: C** — C*

Ohara va cs nghién ctru trén 255 bénh nhan so sanh hiéu qua cuia viéc
dung thudc dang goi va dang vién chira 100mg **C-urea. Két qua cho thiy vé
dd chinh xac, d§ nhay, do dac hi¢u khong co6 sy khac biét vé cach uéng thube
trong thir nghiém *C va khong can thiét phai sic rira miéng sau khi ubng
thudc. Nghiém phap hién nay duoc coi 1a duong tinh khi c6 ngudng 3 delta
d6i v6i 1000. Dé tranh két qua am tinh gia nén cho bénh nhan ngung thudc
PPIs it nhét 2 tuan va thudc khang sinh it nhat 4 tun. Test hoi thé c¢6 d6 chinh
xac hon 95% va thudng duoc dung dé danh gia két qua diéu tri tiét trir H.p[2].
3.2.1.2. Gia tri chdn dodn va &p dung:

al Chan dodn nhiém H.p:

Test UBT la phuong phap khong xam hai, don gian, dé ap dung,
phuong phap nay c6 do nhay va do dic hiéu cao va bénh nhan dé chiu on so
v6i phuong phap chan doan khic dwa vao noi soi. Vi vdy, phuong phap nay

rat thudn tién cho chan doan nhidm H.p & tré em. (bang 3.7)
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b/ Theo ddi sau diéu tri:

Test UBT ngoai tmg dung cho chan déan nhidm H.p con dung dé theo
ddi va danh gia két qua sau diéu tri tiét trir H.p. Ung dung nay rat hitu ich cho
nhitng nghién ctru trong cong dong. So sanh két qua UBT trudc va sau dicu

tri cho thiy hiéu qua ctia phéac d6 tiét trir H.p.

Téac gid Sé bénh nhan Dj nhay (%)
Logan (1991) 195 98
Vandenplas (1992) 95 96
Culter (1995) 228 90,2
Olson (1995) 845 91
Soule (1995) 104 94
Thijs (1996) 105 100
Lerang (1998) 351 95
Monteiro (1999) 104 93,3

Bdng 3.7. Do nhay cua UBT

So
) D6 nhay cua thir nghiém danh gia ti¢t trir
Téac gia bénh )
A H.pylori (%)
nhan

“CUBT| Mé6BH Nubi cdy PCR
Soule (1995) 104 97 95 76 81
Olson (1995) 634 89 97 81 _
Mégraud (1999) 97 87,5 95 90 67,7

Bang 3.8. Két qua tiét trir H.p: @6 nhay ciia nghiém phdp thé *C- UBT s0 Vdi
cac nghiém phap khac
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Nhuoc diém: gia thanh cao va trang thiét bi dit tién nén con chwa phd

bién rong réi & cac tinh nhat 1a c4c tinh ving sau, ving xa.

3.2.2. Chdn dodn huyét thanh:

3.2.2.1. Nguyén tdc:

Chan doan huyét thanh bang phwong phap ELISA (Enzyme Linked

Immuno Sorbent Assay) dé phat hién khang thé IgG khang H.p. Day 1a mot

xét nghiém it tén kém va thich hop cho nghién ctru dich té hoc voi do nhay

trén 90%.

Viéc xac dinh ndong do khang thé IgG dugc st dung nhiéu hon cac

globuline mién dich khac nhu IgA va IgM. Hién nay trén thi trudng c6 nhiéu

bo kit khac nhau diung dé chan doan nhim H.p (trén 20 bo kit). B6 nhay va

d6 dac hiéu ciing khac nhau tuy theo cac bo kit nay[6].

Tén thir nghiém P§ nhay Do dac hiéu
Help test (Amrad) 98,4 93,3
Malakit (Biolab) 79,9 98.6
GAP IgG (Bio-Rad) 94,9 91,3
Pyloriset TMEIA_G(ORION | 95,8 95,5
Helico G (Porton) 92,3 87,1
H.pylori IgG Kit (Radim) 81,6 90,7
Roche MTP (Roche) 99,3 86,5
Pylori-Sat (Whittaker) 92,9 89,4

Bang 3.9. So sanh do nhay va do dac hiéu cua 8 bo Kit khac nhau

3.2.2.2. Gia trj trong chdn dodn va &p dung:

al Chdn dodn nhiém H.p:

Tuy theo céc tac gia va cac bo kit khac nhau, d6 nhay va d6 dac hiéu

ctia chan doan huyét thanh dugc trinh bay theo bang 3.9.
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b/ Theo ddi sau diéu tri tiét trir H.p:

It c6 gia tri vi sau diéu trj tiét trir H.p thanh céng vi khang thé van ton
tai va chan doan van cOn dwong tinh tir 6 thang dén hon mot nam[2],[6]. Hoi
nghi Chau A Théi Binh Duong thang 8/1997 khuyén cao khong nén ding

chan doan huyét thanh dé lam phwong tién xac dinh két qua tiét trir H.p.

Téc gia S6 BN | Tén thir nghiém | P nhay | Pd dic hi¢u
Graham(1996) 551 Flexure 96 95.1
Moayyedi (1997) 114 | Helisal 92 92
Enroth (1997) 144 | BM test 96 83
Chen (1997) 86 CLO ser 95,7 72,5
Harrison (1998) 50 Accu Stat 89,5 93,5
Oksanen (1998) 207 | Pyloriset Screen 95 94

Bang 3.10. Bo nhay va do ddc hiéu cua chan dodn huyét thanh

Chan doan huyét thanh trudc khi diéu tri tiét trir H.p 12 can thiét va néu
can thi nén két hop véi nhiing test khac dé nang cao kha ning chan doan
nhiém H.p vi hai test thudng dung I3 test urease va mo bénh hoc c6 ti 1¢ am
tinh gia.

3.2.3. Test nhanh bang huyét thanh ( Doctor test):

Test nhanh bang huyét thanh chi yéu phuc vu cho céc bac si 1am sang
thuc hanh tai cac co so y té, it khi duoc 4p dung trong cac nghién ciru. V&
nguyén tic, huyét thanh hoic mau cta bénh nhan duoc dat trén mot gidi sic
ky c6 chtra san nhitng khang nguyén dic hiéu, phan ting ngung két s& xay ra
trong vong 2 — 3 phut va cho két qua chan doan duong tinh.

3.2.4. Test huyét thanh phat hién khang thé khing CagA:

O phuong Tay, nhimg ching H.p biéu hién véi CagA (+) ¢ lién quan
dén bénh sinh loét da day ta trang. Thir nghiém ELISA phat hién nhiing




25

protein dic hiéu cua CagA hodc 1a khang thé khang CagA. Tuy nhién, &
phuong Pong va Nam My, CagA (+) thay ¢ hau hét cac dbi twong va khong
rd su khac bi¢t trong kha nang gay bénh.

3.2.5. Tim khang thé khdng H.p trong nudc tiéu:

Nam 1998, cic nha khoa hoc Nhat Ban tim thdy khang thé IgG khang
H.p trong nuéc tiéu cua bénh nhan. Tir 6 mé ra kha niang mot phuong phap
méi dé chan doan nhiém H.p.

3.2.6. Immunoblot:

Immunoblot 13 phuong phap nhim nghién ctu sy dép tmg mién dich
cta bénh nhan khang lai nhitng khang nguyén khac nhau ciaa H.p.

Nguyén tic: nhitng khang nguy@n cua vi khuan dugc phéan tich bang
phuong phap dién di va dugc chuyén dén trén mot mang nitrocellulose, tiép
theo duoc tiép xtic v6i huyét thanh thir nghiém. Thir nghiém Immunoblot c6
dd nhay va dg dac hi¢u cao hon nhiéu so véi chan doan huyét thanh.

Gia tri thir nghiém: dung dé chan doan nhiém H.p va theo ddi két qua
diéu tri tiét trur H.p. Tuy nhién, thuc té chua duoc st dung nhu la mot xét
nghiém thuong qui.

3.2.7. Dung PCR chdn dodn H.p trong phdn:

Trén thyc nghiém nguoi ta d& dung ky thuat PCR dé tim H.p trong
phan. Tuy nhién, thir nghiém nay s& kho thuc hién néu bénh nhan cé ché do
an nhiéu chit xo. Hién nay, van chua c6 phuong phap nao don gian va hitu
hiéu dé gitp loai b chat xo ndy, vi vay thir nghiém ndy van chwa duoc ap
ung rong réi.

3.2.8. Phét hién khang nguyén trong phan HpSA:

Day 1a mot test mdi dung ky thuat ELISA c6 tén la Premier platinum

HpSA dé phat hién khang nguyén caa H.p trong phan.
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Thir nghiém ndy ngoai viéc giap chan doan nhiém H.p, nd con gilp
theo ddi diéu tri tiét trir H.p voi do nhay va do dic hiéu cao.

Pbi v6i tré em, thir nghiém HpSA rdt ¢6 ich trong nghién ciru dich té
hoc vi cac thir nghiém xam lan qua ndi soi kho thuc hién. Hon nira, ddi voi tré
em m&i sinh ra va trong nhitng ndm dau doi, chan doan huyét thanh ciing kho
danh gia do con khang thé tir me truyén sanh con van con ton tai.

IV/ UNG DUNG TREN LAM SANG:

4.1. Ung dung trén chin doin nhiém Helicobacter pvlori:

Nhu ching ta da biét c6 nhiéu phuong phap dung dé chian doan nhiém
H.p, nhung dung phuong phap nao ciing phai theo muc dich 1a hiéu qua chan
doan chinh xac cao, nhanh chong va tién lgi. Tuy vay cling con phu thudc vao
gia thanh cua thir nghiém, kha ning cua phong xét nghiém, diéu kién, hoan
canh cua dia phuong. Ngoai ra con phu thudc vao muc tiéu, ddi tugng bénh
nhan nghién curu.

Trén 1am sang c6 thé sir dung so dd sau:
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Chan doan nhiém Helicobacter pylori

A

A 4
Cac thar nghiém qua néi soi da Cac thr nghiém khdng qua néi soi
day ta trang da day ta trang
A 4 A 4

Urease ( CLO test) Doctor test /chan doan huyét thanh

Md bénh hoc Nghiém phéap thé *3C hosc *C

Nubi cay Tim khang nguyén trong phan

PCR Immunoblot
Tim khang thé khang CagA
PCR chan doén H.p trong phan

Ngoai viéc chan doan nhiém H.p, khao sat ton thuong niém mac da day
rit quan trong va can thiét. Vi vay, trén thuc hanh nén noi soi da day ta trang
va lam céc thir nghiém it xdm hai qua ndi soi. Hién nay, viéc phat hién va tim
soat ung thu da day giai doan som 14 mot chién luge rat quan trong ma muén
vay phai ndi soi cho bénh nhan.

Céc thir nghiém khong qua ndi soi DD —TT ngoai y nghia chan doan
con thich hop cho nghién ctru dich té hoc, cho cac d6i twgng bénh nhan 1a tré
em hodc ngudi 16n tudi. Riéng chan doan huyét thanh khong duge chi dinh
danh gia két qua diéu tri tiét trir H.p nhung c6 thé dung dé phat hién nhiém
khuin H.p trén nhitng bénh nhan da st dung cac loai thube khang tiét hodc

khéang sinh trudce do.
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V/ KET LUAN

Chan doan nhiém Helicobacter pylori ¢6 nhiéu phuong phép chia thanh

hai nhom chinh: c&c thir nghiém it xam hai (invasive test) va cac thir nghiém
khong x&m hai (noinvasive test). M&i mot thir nghiém déu ¢ wu, khuyét diém
ctia n6. Ty theo muc dich, d6i twong thir nghiém, hodn canh cu thé cua dia
phuong,..., ma chung ta chon lya thir nghiém nao cho thich hop. Viéc van
dung linh hoat cac thtr nghiém hién c6 dé dat muyc tiéu chan doan va danh gia

sau diéu tri tiét trir Helicobacter pylori.
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