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· TÓM LƯỢC
·  Bối cảnh/ Mục tiêu: Tại Hàn Quốc, tỷ lệ tiêu diệt Helicobacter pylori (H. pylori) đã giảm dần do kết quả của việc gia tăng kháng kháng sinh, đặc biệt là kháng kép với clarithromycin và metronidazole. Tuy nhiên, dữ liệu về nuôi cấy vi sinh trên H. pylori kháng thuốc vẫn còn sơ sài. Nghiên cứu này đánh giá hiệu quả kháng khuẩn của kháng sinh là ứng cử viên chống lại các chủng H. pylori kháng thuốc. 
·  Phương pháp: Sau khi xem xét lại dữ liệu từ Helicobacter đăng ký tại Trung tâm y tế Gil (GMC - Gil Medical Center) và Trung tâm y tế Asan (AMC - Asan Medical Center), cùng với 4 chủng tham chiếu, chúng tôi đã chọn ra được 31 chủng đơn kháng hoặc đa kháng thuốc. Tính mẫn cảm của các chủng H. pylori với 7 loại kháng sinh (clarithromycin, metronidazole, levofloxacin, amoxicillin, tetracycline, rifabutin và furazolidone) và nồng độ ức chế tối thiểu (MIC - Minimum Inhibitory Concentration) được kiểm tra bằng kỹ thuật vi lọc nước dùng.
· Kết quả: Trong số 31 chủng H. pylori kháng kháng sinh, không có chủng nào kháng rifabutin hoặc furazolidone, có MIC tương ứng < 0,008 và 0,5 μg/mL. Chỉ có 1 chủng kháng tetracycline được tìm thấy (MIC < 2 μg/mL). Amoxicillin và levofloxacin tương đối kém hiệu quả đối với các chủng H. pylori so với rifabutin hoặc furazolidone (tỷ lệ kháng tương ứng là 22,6% và 1,9%). Tetracycline cho thấy tỷ lệ kháng tương đối thấp (3,2%) đối với các chủng H. pylori. 
· Kết luận: Do đó, cùng với tetracycline được sử dụng như một thuốc trong phác đồ bậc 2 tiêu diệt Helicobacter, rifabutin và furazolidone, một mình hoặc kết hợp, có thể được sử dụng để diệt trừ các chủng H. pylori kháng thuốc ở những nơi mà tỷ lệ Helicobacter spp. kháng thuốc đang tăng lên.


1. GIỚI THIỆU
Nhiễm vi khuẩn H. pylori liên quan đến sự phát triển của viêm dạ dày teo mạn tính, bệnh loét dạ dày và u ác tính dạ dày như ung thư biểu mô dạ dày và u lympho liên quan đến niêm mạc [1, 2]. H. pylori được Cơ quan nghiên cứu Ung thư và Tổ chức Y tế Thế giới công nhận là chất gây ung thư loại I [1 - 3]. Việc diệt trừ H. pylori kháng kháng sinh là một vấn đề sức khỏe mang tính toàn cầu [4].
Tuy nhiên, các chủng H. pylori đa kháng thuốc (MDR - multidrug-resistant) đang gia tăng trên toàn thế giới do việc lạm dụng kháng sinh ngày càng tăng [1, 2, 4 - 9]. Ở Hàn Quốc, tỷ lệ H. pylori bị tiêu diệt giảm đều trong vài thập kỷ gần đây như là kết quả của việc tăng kháng kháng sinh, đặc biệt là kháng kép đối với clarithromycin và metronidazole [10 - 12], điều này bắt nguồn từ sự gia tăng sử dụng macrolides và metronidazole trên lâm sàng [13, 14]. Tại Hàn Quốc, bao gồm cả Incheon và Seoul nơi nghiên cứu này được thực hiện, tỷ lệ kháng H. pylori đối với clarithromycin đã vượt quá 15% [15 - 17]. Một số báo cáo cho thấy 9,6% các chủng ở Hàn Quốc đã có sự đề kháng kép với clarithromycin và metronidazole [7]. Bởi tỷ lệ thất bại chủ yếu của diệt trừ H. pylori đang gia tăng [12, 13, 18, 19], dữ liệu về tình trạng kháng kháng sinh thực tế trên thế giới là cần thiết để cải thiện kết quả điều trị. Tuy nhiên, có rất ít dữ liệu gần đây về  hiệu quả kháng khuẩn in vitro tại Hàn Quốc. Thật vậy, không có sự đồng thuận về phác đồ cứu vãn tối ưu cho thất bại diệt trừ dòng thứ II. Mặc dù Maastricht V đã thống nhất khuyến nghị điều trị bằng fluoroquinolone như điều trị đầu tay hoặc thứ hai sau khi thất bại trong phác đồ điều trị 3 thuốc hoặc không điều trị, nhưng điều này không thể được áp dụng ở Hàn Quốc vì sự gia tăng tỷ lệ kháng quinolone [20]. Do đó, nhóm nghiên cứu đã tiến hành phân tích cập nhật trên thực tế đang diễn ra về hiệu quả kháng khuẩn in vitro chống lại H. pylori đa kháng thuốc.
Bản sửa đổi năm 2013 của Hướng dẫn thực hành lâm sàng Hàn Quốc cho H. pylori khuyến nghị điều trị 3 thuốc với thuốc ức chế bơm proton (PPI), amoxicillin và clarithromycin hoặc phác đồ 4 thuốc có bismuth nếu nghi ngờ kháng clarithromycin [10, 21]. Với sự thất bại của phác đồ đầu tay, phác đồ 4 thuốc có bismuth hoặc phác đồ điều trị bao gồm 2 hoặc nhiều loại kháng sinh khác có thể được xem xét [21]. Mặc dù liệu pháp 3 thuốc với levofloxacin và rifabutin đã được đề xuất cho phác đồ cứu vãn, nhưng vẫn không có sự đồng thuận về việc sử dụng chúng ở Hàn Quốc. Do đó, cần xác định loại kháng sinh có hiệu quả chống lại H. pylori kháng kháng sinh [22]. Hướng dẫn của Maastricht V/Florence khuyến nghị nuôi cấy H. pylori, thử nghiệm độ nhạy cảm với kháng sinh và lựa chọn kháng sinh dựa trên kết quả xét nghiệm kháng thuốc [23]. Tuy nhiên, dữ liệu về các chất chống vi khuẩn cho hiệu quả chống lại H. pylori kháng kháng sinh ở Hàn Quốc khá hạn chế.
Do đó, nghiên cứu này đã phân tích tác dụng kháng khuẩn của rifabutin, furazolidone và các chất kháng khuẩn khác với tư cách là ứng cử viên để điều trị các chủng H. pylori kháng kháng sinh, đặc biệt tập trung vào H. pylori đa kháng thuốc.
2. BỆNH NHÂN VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1. Sự chấp thuận của Hội đồng Xét duyệt
Hội đồng Xét duyệt của Trung tâm Y tế Gil (GMC) và Trung tâm Y tế Asan (AMC) đã xem xét chấp thuận đề cương nghiên cứu (số chứng nhận: GAIRB2016-329).
2.2. Đặc điểm bệnh nhân
Nghiên cứu này kiểm tra 4 chủng tham chiếu và 31 chủng phân lập từ bệnh nhân tại GMC 
(n = 15) và AMC (n = 16) vào năm 2016. Nhóm nghiên cứu đã xem xét lại dữ liệu nuôi cấy vi khuẩn Helicobacter pylori (H. pylori) đến năm 2016 từ H. pylori đăng ký trong GMC và AMC. Chúng tôi đã phân tích và thử nghiệm các kháng sinh ứng cử cho Helicobacter bao gồm amoxicillin, clarithromycin, metronidazole, levofloxacin và tetracycline từ các chủng H.pylori. Dữ liệu lâm sàng của bệnh nhân như biểu hiện ban đầu về các triệu chứng, lý do nội soi, sử dụng kháng sinh và lý do nuôi cấy H.pylori đã được xem xét lại ở GMC và AMC. Lý do nuôi cấy Helicobacter spp. đối với các bệnh nhân như sau: 
(1) Bệnh nhân đã báo cáo một số tiền sử về kháng sinh hoặc nhập viện có hồ sơ nhập viên trong vòng 3 năm, (2) Thất bại trong điều trị theo phác đồ 1 và 2, và (3) Tình trạng y tế lâm sàng nghi ngờ khác về kháng thuốc, chẳng hạn như bệnh nhân lớn hơn 65 tuổi có nhiều khả năng đã tiếp xúc với các loại thuốc kháng sinh hoặc bệnh nhân có các bệnh mắc kèm nghiêm trọng: suy tim sung huyết, xơ gan, suy thận, rối loạn tự miễn, bệnh phổi, v.v.
2.3. Phân lập các chủng H. pylori
Các mô niêm mạc được thu thập từ hang vị dạ dày của mỗi bệnh nhân đã được sử dụng để phân lập H.pylori. Để phân lập các vi khuẩn, các mô được đặt trong một đĩa Petri vô trùng, sau đó dàn mỏng bằng một con dao phẫu thuật và nuôi cấy trong Brucella canh thạch, và bổ sung 5% máu cừu chứa vancomycin (10 μg/mL), trimethoprim (5 μg/mL), amphotericin B (5 μg/mL) và polymyxin B (2,5 IU). Chúng được nuôi cấy ở 37°C trong điều kiện vi lọc (5% O2, 10% CO2 và 85% N2). Các khuẩn lạc thu được từ các mẫu nuôi cấy ban đầu được xác nhận là H.pylori bằng phương pháp nhuộm Gram và sinh hóa. Mỗi chủng xác định là H.pylori được bảo quản ở −70°C trong môi trường lỏng Brucella (Phòng thí nghiệm Difco, Detroit, MI, Hoa Kỳ) có chứa 15% glycerol. Ngay trước khi các thí nghiệm tiếp theo, chúng được làm cho tan chảy, nhân lên và sử dụng.
2.4. Thử nghiệm độ nhạy cảm với kháng sinh của H.pylori
Nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) của các chất chống vi khuẩn sau đây đã được thử nghiệm: clarithromycin (Abbott Laboratory Laboratory, Abbott Park, IL, USA), amoxicillin, metronidazole, tetracycline, levofloxacin, rifabutin, và furazolidone (tất cả được lấy từ Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA).

2.5. Điều kiện nuôi cấy
Để kiểm tra MIC của H.pylori, chúng tôi đã sử dụng phương pháp pha loãng agar được đề xuất bởi Viện Tiêu chuẩn lâm sàng và Phòng thí nghiệm (CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute) [24], một phòng thí nghiệm thử nghiệm độ nhạy cảm với thuốc chống vi khuẩn được công nhận trên toàn thế giới, sử dụng môi trường Mueller của Hinton (Phòng thí nghiệm Difco, Detroit, MI, Hoa Kỳ) bổ sung 5% máu cừu đã được khử rung. Môi trường được khử trùng bằng nồi hấp, và mỗi chất chống vi khuẩn được pha loãng huyết thanh trong môi trường bổ sung 5% máu cừu (Comed, Seoul, Hàn Quốc), thu thập trong vòng 2 tuần sau khi sinh và làm lạnh đến 80°C. Sau đó, huyền phù của các chủng H.pylori (1×107 các đơn vị hình thành khuẩn lạc) được nuôi trong môi trường nuôi cấy máu trong 72 giờ và được tiêm vào môi trường thạch Mueller-Hinton có chứa chất chống vi khuẩn bằng micropipette. Mẫu này được ủ ở 37 C trong 3 ngày ở điều kiện vi lọc, và sự hiện diện của các khuẩn lạc vi khuẩn được quan sát. Mỗi thí nghiệm được thực hiện 3 lần và các thí nghiệm được lặp lại ít nhất 3 lần mỗi chủng.
2.6. Tiêu chuẩn kháng kháng sinh
MIC được định nghĩa là nồng độ pha loãng tối thiểu của chất chống vi khuẩn không tạo ra khuẩn lạc vi khuẩn (nồng độ tối thiểu kiềm khuẩn). Tiêu chí về khả năng kháng từng chất chống vi khuẩn được đặt là MIC > 1 μg/mL, như được đưa ra tại CLSI cho khả năng kháng clarithromycin [24, 25]. Các tiêu chuẩn kháng cho tác nhân kháng khuẩn đã được thiết lập để lớn hơn 0,5 μg/mL cho amoxicillin [7],  
8 mg/mL cho metronidazole [7], 4 μg/mL cho tetracycline [7], 1 μg/mL cho levofloxacin [26], 0,25μg/mL đối với rifabutin [7, 27] và 4μg/mL đối với furazolidone [7, 28]. Kháng với hai hoặc nhiều loại thuốc chống vi khuẩn được xác định là đa kháng thuốc (MDR) [29]. Để kiểm soát chất lượng, chủng H.pylori (ATCC 43504), được sử dụng làm chủng tiêu chuẩn tại CLSI đã được chọn [24].

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
3.1. Đặc điểm về quần thể nghiên cứu
Tuổi trung bình của quần thể nghiên cứu là 58,2 ± 10,3 và 41,9% (n = 13) trên 65 tuổi. Lý do nội soi của quần thể nghiên cứu như sau: (1) Bệnh nhân được nội soi để kiểm tra sức khỏe định kỳ (n = 15) hoặc (2) Bệnh nhân có các triệu chứng tiêu hóa như khó tiêu, trào ngược hoặc đau (n = 16). Lý do phổ biến nhất để loại trừ là bệnh loét dạ dày tá tràng (n = 15, 48,4%) (Bảng 1).

Bảng 1. Các đặc điểm nhân khẩu học của bệnh nhân với chủng H. pylori ( N = 31)
	Đặc điểm
	N (%)

	Tuổi, trung bình ± SD (năm)
	58,2 ± 10,3

	    Tuổi> 65 tuổi, N (%)
	13 (41,9%)

	Đàn ông, N (%)
	16 (51,6%)

	Hút thuốc, N (%)
	6 (19,3%)

	Uống, N (%)
	12 (38,7%)

	Độ hấp thụ

	    Đái tháo đường loại 2
	2 (6,4%)

	    Tăng huyết áp
	8 (25,8%)

	    Xơ gan
	1 (3,2%)

	    Rối loạn mạch máu não
	1 (3,2%)

	    Ung thư tuyến giáp
	1 (3,2%)

	    Xơ hóa phổi tự phát
	1 (3,2%)

	    Bệnh lao phổi
	1 (3,2%)

	Lý do nuôi cấy vi khuẩn Helicobacter spp. *

	    Thất bại điều trị theo kinh nghiệm phác đồ I hoặc II
	9 (29,0%)

	    Lịch sử sử dụng kháng sinh của bệnh nhân trong 3 năm
	15 (48,4%)

	    Tình trạng sức khỏe trên lâm sàng khác bị nghi ngờ kháng thuốc **
	13 (41,9%)

	Lý do loại trừ H. pylori

	    Bệnh viêm loét dạ dày
	15 (48,4%)

	    Ung thư dạ dày sớm
	2 (6,5%)

	    MALToma
	4 (12,9%)

	    Viêm dạ dày teo
	10 (32,3%)


*Tổng số trong quần thể không phải là 100% bởi vì có các trường hợp trùng lặp. NSAID - thuốc chống viêm không steroid; HTN - tăng huyết áp; PUD - loét dạ dày tá tràng; EGC - ung thư dạ dày giai đoạn đầu; MALToma - u lympho liên quan đến niêm mạc.
**Tình trạng sức khỏe trên lâm sàng khác bị nghi ngờ kháng thuốc: bệnh nhân có tuổi trên 65 tuổi có nhiều khả năng tiếp xúc với một số loại thuốc kháng sinh hoặc bệnh nhân có các bệnh mắc kèm nghiêm trọng như suy tim sung huyết, xơ gan, suy thận, rối loạn tự miễn, bệnh phổi, v.v.
3.2. Đặc điểm của các chủng H. pylori được phân lập
Trong số 31 chủng phân lập, 9 chủng kháng với một chất chống vi khuẩn và 22 (71,0%) kháng 2 hoặc nhiều chất chống vi khuẩn, bao gồm 13 chủng kháng 2 loại kháng sinh (41,9%), 7 chủng kháng 3 loại kháng sinh (22,6%) và 2 chủng kháng 4 loại kháng sinh (6,4%). Sự kết hợp phổ biến nhất của kháng thuốc là clarithromycin + metronidazole (16 chủng, 51,6%) (Bảng 2).
Bảng 2. Sự kháng thuốc của các chủng H. pylori được phân lập ( N = 31)
	Số kháng sinh kháng thuốc
	Các loại kháng thuốc
	Số chủng (%)

	1
	CLR
	3 (9,7%)

	
	MT
	3 (9,7%)

	
	LVX
	3 (9,7%)

	2
	AMX + CLM
	2 (6,5%)

	
	AMX + LVX
	1 (3,2%)

	
	CLM + MET
	10 (32,3%)

	3
	CLM + MET + LVX
	4 (12,9%)

	
	AMX + MET + LVX
	2 (6,5%)

	
	AMX + CLM + LVX
	1 (3,2%)

	4
	CLM + MET + TET + LVX
	1 (3,2%)

	
	AMX + CLM + MET + LVX
	1 (3,2%)

	Toàn bộ
	-
	31


(AMX - amoxicillin; CLM - clarithromycin; MET - metronidazole; TET - tetracycline; LVX – levofloxacin)
Trong số 31 chủng, 1 chủng (3,2%) kháng với tetracycline và không có chủng nào kháng với rifabutin hoặc furazolidone (Bảng 3).
Bảng 3. Tỷ lệ kháng kháng sinh của các chủng H. pylori 
	Kháng sinh
	Điểm dừng kháng MIC (μg/mL)
	Số chủng kháng/Tổng số chủng
	Tỷ lệ kháng (%)

	Clarithromycin
	> 1
	22/12
	71.1

	Metronidazole
	> 8
	21/12
	67,7

	Levofloxacin
	> 1
	13/12
	41,9

	Amoxicillin
	> 0,5
	7/31
	22,6

	Tetracycline
	> 4
	1/31
	3.2

	Rifabutin
	> 0,25
	0/31
	0

	Furazolidone
	> 4
	0/31
	0



