MG PAU
1. Li do chon dé tai

Helicobacter pylori 1a mot loai xoin khuan Gram am c6 kha ning
séng va san sinh cac doc to gay viém loét da day - ta trang va ung thu da
day & ngudi [1]. Liéu phap sir dung khang sinh dé loai trir H. pylori c6 hiéu
qué cao trong diéu tri cac bénh ly da day, va gop phan ngin chin sy phat
trién ung thu da day [2]. Tuy nhién, nhiing tc dung phu ciia cac loai thudc
khéang sinh cung vai sy gia tang cua cac chung H. pylori da khang vai
khéng sinh da anh huong I6n dén cac phac d6 diéu tri ¢ nhiéu nudc trén thé
gidi, trong d6 co Viét Nam [3, 4]. Thuc trang nay da dit ra nhu cau cap
thiét cho viéc nghién cau tim kiém ngudn duoc liéu méi an toan va hiéu
qua tir cay co thién nhién dé hd trg hoic thay thé cho khang sinh.

Céc ché pham c6 ngudn géc thao duogc, bao gom ca céc ché pham tur
tinh dau dang chap nhan boi cong dong trén toan thé gisi vi tinh an toan
cho nguoi sir dung. Ngoai ra, cac chiét xuat tu nhién noi chung va tinh dau
no6i riéng thuong tac dong Ién vi khuan dong thoi trén nhidu dich khac
nhau, trong khi d6 mdi loai khang sinh chi tac dong trén mot dich duy nhét.
Do vay, cac hop chit tw nhién c6 hoat tinh sinh hoc nay thuong it c6 nguy
co gy ra su khang thudc & vi khuan [5].

Trong nhitng nim gan day, nhiéu cao chiét va tinh dau thyc vat da
duoc ching t6 ¢6 hoat tinh khang H. pylori, va cho thiy khéng hoic it cé
kha ning gdy ra sy phét trién tinh khang o vi khuan [6, 7]. Boi loi chanh
(Litsea cubeba (Lour.) Pers.) 1a mét loai thuc vat c6 tinh dau thudc ho Long
ndo (Lauraceae). Qua an duoc caa boi 161 chanh dugc sir dung trong y hoc
cb truyén Viét Nam dung dé kich thich hé tiéu héa va tri dau da day va dau
dau [8, 9]. Tinh dau tir qua boi 10 chanh ciing da dugc chimg minh ¢ tac
dong khang khuan ddi véi cac loai vi khuan Gram am va vi khuan Gram
duong [10, 11]. Do do, trén co s& sang loc hoat tinh khang H. pylori cta
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tinh dau tir mot s6 loai cay thubc dan gian Viét Nam, dé tai nay tap trung
nghién ctiu hoat tinh khang khuan, tac dong sinh hoc cua tinh dau tir qua
bai 11 chanh (L. Cubeba) va mét s6 hop chat thanh phan 1&n H. pylori, tur
d6 cung cip co s& cho viéc hudng t6i sir dung tinh dau nay trong hd tro
diéu tri va phong ngira céc bénh ly da day do H. pylori gay ra.

2. Muc tiéu nghién ciru

Thu nhan va danh gia dugc hoat tinh khéang khuan, tac dong sinh hoc
cua tinh dau tir qua boi 101 chanh (L. cubeba) va mot s hop chét thanh
phan Ién H. pylori.

3. Néi dung nghién citu

- Thu nhan tinh dau va sang loc hoat tinh khang H. pylori cua cac
tinh dau tir 24 loai cay thudc dan gian Viét Nam.

- Panh gia hoat tinh khang khuan cua tinh dau tir qua boi 16i chanh
(L. cubeba) va mét sé hop chét thanh phan 1én H. pylori.

- Panh gia tic dong sinh hoc cua tinh dau tir qua boi loi chanh va
mot s6 hop chat thanh phan Ién H. pylori, bao gdom céc tac dong tc ché
urease, tc ché thanh lap biofilm, ting tinh thim, pha v& tinh toan ven mang
té bao, bién ddi hinh théi va ciu tric bé mat mang ngoai, gy phan manh
DNA va tic ché kha ning gin 18n niém mac da day chudt cua H. pylori.

4. Pong gbp mei ciaa luan an

- Pé tai da xac dinh duoc gia tri ndng do e ché t6i thiéu (MIC) va
gia tri nong do diét khuan téi thiéu (MBC) cua tinh dau tir 24 loai cay thude
dan gian Viét Nam.

- Thanh phan héa hoc cua tinh dau va nude chung qua boi 1i chanh
(L. cubeba) tai Kontum (Viét Nam) da dugc xac dinh.

- Hoat tinh khang khuan, tac dong sinh hoc cua tinh dau tir qua boi
161 chanh va mét s6 hop chat thanh phan Ién H. pylori da dugc danh gia.



Chuong 1. TONG QUAN
1.1. Helicobacter pylori

Helicobacter pylori 1a mét loai vi khuan Gram am, c6 dang hinh
xoin, hinh que cong hay hinh chit “S” véi hai dau tron va c6 4 - 7 roi & mot
cuc cua té bao [12]. Té bao H. pylori c6 chiéu rong khoang 0,5 pum va chiéu
dai 1én dén 3,0 um hoic c6 thé hon [13]. H. pylori c6 hoat tinh urease,
catalase va oxidase dwong tinh manh [14]. H. pylori sdng trong diéu kién vi
hiéu khi (2 dén 5% Oxy), c6 thé ton tai trong méi truong pH < 4,0 nhung
su sinh truong chi xay ra & diéu kién pH tir 5,5 dén 8,0 [1, 15].

Nhimg dic diém vé hinh théi cing véi kha ning san xuat cac protein
mang ngoai va cac doc td nhu urease, VacA, CagA di giup H. pylori co thé
sbng sot trong mdi truong acid thap, sau d6 xam nhidm va gay ton hai ddi
v6i da day nguoi. Cac bénh Ii da day lién quan dén sy xam nhidm cua H.
pylori bao gom: viém loét da day - ta trang (10%), viém teo da day (5%),
va ung thu da day (1%) [16]. Viém loét da day - ta trang I1a két qua tong
hop tir hoat dong cua cac doc té do H. pylori tiét ra nhu Vac A, urease,
phospholipases, protease, HP-NAP va CagA [17]. Su giy ra ung thu boi H.
pylori 12 két qua tac dong caa nhiéu yéu té nhu CagA, VacA, cac phan tir
bam dinh nhu BabA va SabA [18]. Tuy nhién, CagA dugc cho la nguyén
nhan chinh gay ra ung thu da day [19].

Bién phap sir dung thudc khang sinh trong diéu tri H. pylori dugc
chung to ¢6 hiéu qua, tuy nhién su xuét hién ngay cang ting caa cac chang
H. pylori da dé khang vai khang sinh da anh huang 16n dén phac dd diéu tri
[20, 21]. Tinh hinh khéang cac khang sinh st dung phé bién trong diéu tri H.
pylori nhu clarithromycin, metronidazole, tetracycline, amoxicillin va
levofloxacin dugc bao c4o xay ra & nhiéu nudc trén thé gisi [21].

1.2. Hoat tinh khang H. pylori ciia tinh diu thuc vat

Tinh dau tir nhiéu lodi thuc vat khac nhau duoc bdo cdo c6 hoat tinh
khang khuan manh di vai cac chang H. pylori nhay va khang thuéc khang
sinh vai MIC (MBC) dao dong tur 0,25 (0,50) - 160,00 (310,00) pg/mL, va it
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hozc khong c6 nguy co lam xuat hién cac chiing khang [22]. Cac hop chét c6
trong tinh dau ciing dugc chung to c6 tac dong uc ché tang truong ddi véi H.
pylori véi MIC = 1 - 1000 pg/mL va MBC = 25 - 1250 pg/mL [22]. Cac
tinh dau thyuc vat va cac hop chét thanh phan dugc chang té c6 nhiéu tac
dong sinh hoc khac nhau 1én H. pylori bao gém: &c ché hoat tinh urease, gay
bién d6i hinh thai, pha v& tinh toan ven mang té bao, giam kha ning di
chuyén, tc ché sy bam dinh, wc ché su thanh 1ap biofilm va tc ché sy biéu
hién gene [22]. Céc tinh dau va cac hop chit thanh phan dugc bao co c6
tac dong lam giam su ¢b dinh cua H. pylori vao niém mac da day cua cac
dong vat thi nghiém [22].

1.4. Hoat tinh khang khuin cia tinh diu qua boi 1o chanh (L. cubeba)

Tinh dau qua boi 161 chanh dwoc ghi nhan ¢6 tac dong khang khuan
d6i véi nhiéu loai vi khuan Gram 4m va Gram dwong nhu B. subtilis, E.
coli, E. faecalis, M. albicans, P. aeruginosa, S. aureus [11], Vibrio
parahaemolyticus, Listeria monocytogenes, Lactobacillus plantarum [23],
Streptococcus mutans, S. sobrinus va S. sanguinis [24]. Cac hop chat cua
tinh dau nay co tac dong khang khuan ddi véi S. mutans, S. sobrinus va S.
sanguinis [24]. Cac hop chat monoterpenoid c6 hoat tinh manh hon cac
monoterpen va sesquiterpen hydrocarbon [24]. Citral c6 dong gop 16n nhat
vao hoat tinh cua tinh dau qua bai 16i chanh [24].

Tinh dau qua boi 16i chanh khang S. aureus da khang thudc véi MIC
= 0,5 mg/mL va MBC = 1 mg/mL [25]. Tinh dau nay c6 tac dong pha v&
tinh toan ven cua mang té bao, tc ché con duong Hexose Monophophate va
tuong tac voi DNA cuaa S. aureus [25]. Tinh dau qua bai loi chanh c6 tac
dong lam thay d6i tinh thAm cua mang té bao va gay ra su ro ri cac dai phan
tir sinh hoc noi bao ¢ Acinetobacter baumanni [26].

Nhirng nghién ctiu trén chang to tinh dau qua boi 1o chanh ¢6 kha
ning khang nhiéu loai vi khuan véi mot vai co ché tac dong. Tuy nhién,
hoat tinh khang khuan va tac dong sinh hoc cua tinh dau qua boi 1i chanh
va cac hop chit thanh phan 1&n H. pylori van chua dwgc nghién cuu.
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Chuong 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. Vat liéu thuc vat

Mau thyc vat duoc thu nhan tir 24 loai cay thudc dan gian Viét Nam.
2.2. Chiing vi khuan

Chung chuan H. pylori ATCC 43504 va 5 chang H. pylori phan lap
(OX.22, 0X.63, OX.64, OX.67 va OX.83).
2.3. Bjng vat thi nghiém

Chuot nhat tring duc (chung Swiss albino, 6 - 8 tuan tudi).
2.4. Phwong phap nghién ciu
2.4.1. M6 ta dinh danh loai thzc vt

Cac mau thuc vat dugc md ta hinh thai va dugc dinh danh bing
phuong phap so sanh hinh thai.
2.4.2. Thu nhdn tinh ddu tir c&c mdu theec vt

Tinh dau thuc vat dugc thu nhan bang phuong phap chung cét 16i
cubn véi hoi nuéc trong b chung cat tinh dau Clevenger.
2.4.3. Xdc dinh thanh phan hoa hec cia tinh ddu va nwéc chung qud boi
loi chanh (L. cubeba)

Céc thanh phan héa hoc c6 trong tinh dau va nude chung (hydrosol)
duogc xac dinh bang phuong phép sac ky khi ghép khéi phd (GC/MS).
2.4.4. Phwong phap xdc dinh hogt tinh khang H. pylori

Hoat tinh khéang H. pylori duoc x4c dinh bing phuong phap pha
lodng, phuong phép dia gidy, phwong phap x6ng hoi, va phuong phap khao
sét thoi gian G ché tang truong va diét khuan.
2.4.5. Phwong phdp ddnh gid co ché tic dpng cia tinh ddu va cac hep
chdt 1én H. pylori ATCC43504

% Tac dong e ché 1én urease cia H. pylori

Hoat tinh trc ché urease duoc x4c dinh theo phuwong phép salicylate-
hypochloride. Lugng ammonia dugc giai phong tir qua trinh phan giai urea
boi urease dugc dinh lugng bang do OD ¢ 625 nm. Hoat tinh wc ché urease
dugc biéu thi théng qua gia tri nong do tc ché 50% (1Csy).
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% Tac dong e ché 1én sy thanh 1ap biofilm ciia H. pylori
Tac dong e ché sy thanh 1ap biofilm caa H. pylori duoc xac dinh
bang phuong phap nhudm crystal violet. Mirc d6 hinh thanh biofilm dwoc
dinh lwong bang cach do OD cua dung dich mau tai budc séng 595 nm va
phan tram &c ché su thanh 1ap biofilm dwoc ghi nhan.
% Tac dong Ién tinh thAm ciia mang té bao H. pylori
Tac dong tang tinh thim cua mang té bao H. pylori duoc danh gia
qua kha niang hap thu crystal violet ciia mang té bao. Tinh tham cia mang
té bao vi khuan ddi véi crystal violet duoc xac dinh bang cach do OD & 595
nm va phan tram hap thy thudc nhuém duoc ghi nhan.
% Tac dong 1én tinh toan ven ciia mang té bao H. pylori
Tac dong pha va tinh toan ven caa mang té bao H. pylori dugc danh
gi4 théng qua dinh lugng protein thoat ra khoi té bao vao trong dich nudi
ciy bang phuong phap Bradford va dién di trén SDS-PAGE.
% Tac dong Ién hinh thai té bao va ciu tric mang ngoai H. pylori
Tac dong gay bién ddi hinh théi va cau tric bé mat mang ngoai cua
H. pylori duoc quan sat bang kinh hién vi dién tir quét (SEM). Hinh anh
hinh thai t& bao va cau tric bé mat mang ngoai cua té bao H. pylori dwoc
ghi nhan ¢ cac do phong dai 10.000 - 30.000X.
% Tac dong Ién tinh toan ven phan tir DNA cia H. pylori
Tac dong Ién tinh toan ven phan tir DNA cua té bao H. pylori duoc
thuc hién theo phuong phap cua Cutro et al. (2023). DNA duoc thu nhan
bang cach st dung bo kit tach chiét DNA Exgene™ Cell SV (GeneAll,
Korea) va dugc dién di trén gel agarose.
% Tac dong 1én sw ¢ dinh cia H. pylori & niém mac da day chudt
Tac dong cua tinh dau I1én kha nang cb dinh (colonization) cua H.
pylori & niém mac da day chudt duoc khao sat theo phuwong phap cua Ngan
(2013). Céc tiéu ban md da day chudt duoc thuc hién va sy c¢b dinh caa H.
pylori trén niém mac da day chudt duoc ghi nhan bang kinh hién vi quang
hoc.



Chuong 3. KET QUA NGHIEN CUU VA BAN LUAN

3.1. Thu nhan tinh dau va sang lec hoat tinh khang khuin cia cac tinh
dau thyc vat 1én H. pylori
3.1.1. Mb td dinh danh cac méu thgc vt

Dé tai da mo ta dinh danh duoc 24 loai cy thubc dan gian thudc 6
ho thuc vat. Ho Cuc (Asteraceae) c6 3 loai gom co lao (Chromolaena
odorata (L.) R.M. King & H. Rob.), clc leo (Mikania cordata (Burm. f.)
B.L. Rob.) va ngai ctru (Artemisia vulgaris L.). Hpo Hoa mdi (Lamiaceae)
c6 3 loai gom é tia (Ocimum tenuiflorum L.), tia t6 (Perilla frutescens (L.)
Britton) va tia t6 dai (Hyptis suaveolens (L.) Poit.). Ho Long ndo
(Lauraceae) c6 1 loai 1a boi 10i chanh (Litsea cubeba (Lour.) Pers.). Ho H6
tiéu (Piperaceae) c6 4 loai gom hd tiéu (Piper nigrum L.), 14 16t (Piper
sarmentosum Roxb.), tiéu I6t (Piper longumL.) va trau khong
(Piper betle L.). Ho Cam chanh (Rutaceae) c¢6 5 loai géom buoi (Citrus
maxima (Burm.) Osbeck), cam sanh (C. nobilis Lour.), chanh ta
(C. aurantiifolia (Christm.) Swingle), quyt (C. reticulata Blanco) va tic
(C. japonica Thunb.). Ho Gung (Zingiberaceae) c6 8 loai gdom dia lién
(Kaempferia galanga L.), gung (Zingiber officinale Roscoe), gung gio
(Z. zerumbet (L.) Roscoe ex Sm.), nghé den (Curcuma zedoaria (Christm.)
Roscoe), nghé vang (C. longa L.), ngai blan (Boesenbergia rotunda (L.)
Mansf.), riéng (Alpinia officinarum Hance) va riéng 4m (A. zerumbet
(Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm.).
3.1.2. Hiéu sudt thu nhdn tinh ddu tir cac mdu theec vt

Hiéu suit thu nhan tinh dau tir 24 mau thuc vat dao dong tir 0,12 dén
4,65%. Vo qua quyt (C. reticulata) cho hiéu suat thu tinh dau cao nhat
(4,65%), tiép theo la vo qua cam sanh (C. nobilis), vo qua tic (C. japonica),
qua boi loi chanh (L. cubeba) va vo qua budi (C. maxima) cho hiéu suat thu
tinh dau lan luot 1 2,77; 2,33; 2,31 va 1,87%. Cac mau con lai cho higu
suat thu nhan tinh dau thip hon 1%.



3.1.3. Hogt tinh khang H. pylori czia cac tinh ddu

Tinh dau tir qua boi 16i chanh (L. cubeba) biéu hién hoat tinh khang
H. pylori manh nhat véi MIC (MBC) = 0,08 (0,63) mg/mL. Nhém cAc tinh
dau ciing c6 hoat tinh trc ché tang truong manh ddi vai H. pylori d6 1a tinh
dau than ré cay gung Z. officinale (MIC (MBC) = 0,10 (1,25) mg/mL), cay
é tia O. tenuiflorum (MIC (MBC) = 0,13 (2,00) mg/mL), ré cu ciy ngai bdn
B. rotunda (MIC (MBC) = 0,16 (1,25) mg/mL), than ré cay ngai bin (MIC
(MBC) = 0,31 (2,50) mg/mL), qua ho tiéu P. nigrum (MIC = 0,50 (5,00)
mg/mL) va than ré cay gung gi6 Z. zerumbet (MIC (MBC) = 0,50 (5,00)
mg/mL). Céc tinh dau con lai ¢6 hoat tinh &c ché trung binh (MIC = 0,63 -
1,00 mg/mL), yéu (MIC = 2,00 — 2,50 mg/mL) hoic khong c6 hoat tinh tc
ché dbi véi H. pylori (MIC = 5,00 mg/mL). C4c tinh dau nghién ctiu co
hoat tinh trc ché ting truang 18n H. pylori hon 14 hoat tinh diét khuan vi ti
1€ gia tri MBC/MIC > 4.

3.2. Hoat tinh khang H. pylori cua tinh dau qua bai 1oi chanh (L.
cubeba) va c4c hep chéit thanh phan

3.2.1. Hoat tinh khang cac chiing H. pylori khang thuéc cia tinh dau
qud bei loi chanh (L. cubeba)

V6i phuong phap pha lodng tinh dau trén dia 96 giéng, két qua &
Bang 3.1 cho thay tinh dau qua bai 16i chanh cé hoat tinh khang H. pylori
v6i MIC (MBC) = 0,08 (0,63) mg/mL, tuong tu nhau dbi voi tat ca cac
chang khao sat. Tuy nhién, cac khang sinh thir nghiém c6 hoat tinh c ché
khac nhau Ién cac ching H. pylori khac nhau va mdi chung H. pylori khang
it nhat 1 trong 5 khang sinh thar nghiém.

V6i phuong phap dia gidy khuéch tan trén moi truong thach va
phuong phép xong hoi, két qua cho thay hoat tinh wc ché cua tinh dau phu
thuoc ndng do xu ly. Két qua xur ly thdng ké cho thdy hoat tinh tic ché cua
tinh dau khong c6 su khéc biét dang ké vé mat théng ké gitra cac chung H.
pylori & ting ndng d6 khao sat (P > 0,05).



Bang 3.1. Nong do wrc ché tdi thiéu (MIC) va nong do diét khuan ti thiéu (MBC) cua tinh dau boi 1oi chanh va céc

khéang sinh Ién cac chung H. pylori duoc x4c dinh bang phuong phap pha loang trong méi truong long

MIC (MBC), mg/mL
Vit liéu
ATCC 43504 0OX.22 OX.63 OX.64 OX.67 0X.83
Tinh du 0,08 (0,63) 0,08 (0,63) 0,08 (0,63) 0,08 (0,63) 0,08 (0,63) 0,08 (0,63)
Khéng sinh MIC (MBC), pg/mL
AMX 0,03 (0,06) 0,06 (0,25) 0,06 (0,25) 0,06 (0,13) 0,03 (0,13) 0,06 (0,25)
AZM 0,50 (1,00) 0,50 (1,00) 32,00 (128,00) | 16,00 (128,00) | 32,00 (128,00) 24,00 (128,00)
ERY 0,06 (0,13) 32,00 (128,00) | 32,00 (128,00) | 40,00 (160,00) | 32,00 (128,00) 32,00 (128,00)
LFX 0,13 (0,25) 0,06 (0,50) 0,06 (0,50) 32,00 (128,00) 0,06 (0,25) 0,75 (1,25)
MTZ 32,00 (192,00) | 32,00 (256,00) | 64,00 (256,00) | 32,00 (256,00) 2,00 (4,00) 1,50 (2,00)

Penicillins: AMX = amoxicillin. Macrolides: AZM = azithromycin va ERY = erythromycin.

Fluoroquinolones: LFX =

levofloxacin. Nitroimidazole: MTZ = metronidazole. MDR = multiple drug resistance, R = resistance, S = susceptible.

Diém gay (breakpoint) nhay cam (S)/khang (R) dbi véi mot sb khang sinh (MIC breakpoint S/R, pg/mL): AMX (<0.125/>0,125);

AZM (<1/>1); ERY (<0,5/>0,5); LFX (<1/>1), va MTZ (<8/>8).




3.2.2. Thanh phan héa hec cia tinh dau va nwde chung qud boi loi
chanh

C6 24 hop chat trong tinh dau va 15 hop chat trong nudc chung da
dugce xac dinh bing phuong phap GC-MS. Tinh dau cd cac thanh phan
chinh bao gém geranial (32,0%), neral (24,3%), citronellal (14,2%),
limonene (10,1%), linalool (2,2%), 1,8-cineole (1,5%), sabinene (1,4%) va
citronellol (1,2%). Cac hop chat chinh c6 trong dich chiét nudc chung gom
geranial (32,9%), neral (27,1%), p-menthan-8-yl acetate (8,5%), 2-
cyclopropyl-2-methylspiro [2.2] pentane-1-carboxylic acid (8,1%), linalool
(4,2%), methyl heptenone (4,2%), citronellal (2,1%), a-terpineol (1,0%) va
terpinen-4-ol (1,0%).

3.2.3. Hogt tinh khang H. pylori ciia 6 hep chdt c6 trong tinh dau va
nwéc chung qud bei loi chanh (L. cubeba)

Bang 3.2 cho théy citronellol c6 hoat tinh khang H. pylori manh nhat
v6i MIC (MBC) = 0,04 (0,16) mg/mL, manh hon so véi tinh dau (MIC
(MBC) = 0,08 (0,63) mg/mL). Tiép theo la citral véi gia tri MIC (MBC) =
0,08 (0,31) mg/mL (twong ty tinh dau) va cac hop chét con lai déu ¢ hoat
tinh yéu hon tinh dau. Citral dong gép 16n nhat vao hoat tinh khang H.
pylori cua tinh dau vai Al = 227.

Bang 3.2. Gia tri MIC va MBC cua 6 hop chét 1én H. pylori ATCC 43504

Vit ligu MIC (mg/mL) MBC (mg/mL) MBC/MIC Al
Citronellol 0,04 0,16 4 9,4
Citral 0,08 0,31 4 227,0
Citronellal 0,31 0,63 2 28,2
1,8-Cineole 0,31 0,63 2 3,0
Linalool 0,31 0,63 2 4.4
Limonene 0,31 1,25 4 10,1
Tinh dau 0,08 0,63 8
Nudc chung 100 400 4
Amoxicillin 0,06 pg/mL 0,13 pg/mL 2

Al: chi sé tAc dgng khang khudn ciia méi hop chdt trong tinh ddu
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Két qua khao sat thoi gian tc ché tang truong va diét khuan cho thay
& noéng d6 ¥ x MIC cua tinh dau, nuéc chung va cac hop chat, mat do té
bao cd su ting 1én sau 24 gid nhung thip hon co y nghia thong ké (P <
0,05) so véi dbi chang &m. O nong d6 MIC, sy tang truong cia H. pylori
bi ic ché va mat do té bao gan nhu khong doi trong suét thoi gian 48 gid
xt ly. O ndng d6 MBC, céac hop chat, tinh dau va nudc chung lam giam
dang ké mat do H. pylori sau 6 — 12 gio xir ly. Citronellol (0,16 mg/mL),
citral (0,31 mg/mL), citronellal (0,63 mg/mL), linalool (0,63 mg/mL) va
tinh dau (0,63 mg/mL) tiéu diét hoan toan H. pylori sau 24 gid. 1,8-cineole
(0,63 mg/mL), limonene (1,25 mg/mL) va nudc chung (400 mg/mL) ti€u
diét hoan toan H. pylori sau 36 gio.
3.3. T4c dong sinh hoc cia tinh diu qua boi o1 chanh (L. cubeba) va 6
hgp chit thanh phan Ién chiing H. pylori ATCC 43504
3.3.1. Tdc dgng ikc ché |én urease cia H. pylori

Bang 3.3 cho thiy tinh dau c6 tac dong e ché manh I1én urease Vi
ICs = 0,135 mg/mL. Citral c¢6 tac dong wc ché urease twong tu nhu tinh
dau vai gia tri 1Cs = 0,145 mg/mL (P > 0,05) va uc ché 98,23% hoat tinh
urease & ndng d6 1,2 mg/mL. Cac hop chit con lai c6 tac dong ac ché
urease Vai ICsy dao dong tir 0,332 - 1,348 mg/mL.

Bang 3.3. Gia tri wc ché 50% hoat tinh urease cua tinh dau va 6 hop chat

Vit ligu 1Cso (Mmg/mL) Khoang tin cay” (mg/mL)
Tinh déu 0,135° 0,131 -0,139
Citral 0,145° 0,138 - 0,152
Citronellal 0,332° 0,296 — 0,372
Citronellol 0,746 0,676 — 0,823
Linalool 0,787¢ 0,716 — 0,864
Limonene 1,248° 1,018 - 1,530
1,8-cineole 1,348° 1,165 — 1,561
Thiourea 0,045° 0,041 - 0,049

“a = 0,05; Gid tri 1Cs duroc theo sau bgi cac chi cai khac nhau cé su khéc bigt ¢ ¥
nghia thong ké ¢ mirc 95%.
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3.3.2. Tdc d¢ng ikc ché 1én sy thanh 1gp biofilm cia H. pylori

Hinh 3.1 cho thdy ¢ ndng d6 3/4xMIC, tinh dau (0,06 mg/mL) c6 tac
dong tc ché manh 1én sy thanh 1ap biofilm véi phan traim Gc ché dat
90,47%. Citral (0,06 mg/mL) biéu hién tac dong wc ché twong tu tinh dau
(P > 0,05) véi phan tram tc ché dat 88,09%. O ndng d6 1/2xMIC, tinh dau
(0,04 mg/mL) tic ché 66,38% su thanh lap biofilm & H. pylori, thip hon c6
¥ nghia thong ké so voai citral (0,04 mg/mL) véi phan trim tc ché dat
72,71% (P < 0,001). O cac ndng do 1/4xMIC va 1/8xMIC, ca tinh dau va 6
hop chat déu cé tac dong tc ché yéu Ién sy thanh lap biofilm (12,9 — 44%).

100+ —_—
ns x
— Tinh diu
| = Citral
2 Citronellal
aal E=A Citronellol
@@ Limonene
E3 Linalool
B3 1.8-Cineole

Phan tram tc ché (%)

=
=

—_

34 x MIC 1/2 x MIC /4 x MIC 1/8 x MIC

Hinh 3.1. Tdc déng irc ché cua tinh dau qua boi loi chanh (L.
cubeba) va cac hop chat 18n sy thanh Igp biofilm & H. pylori véi sir khac
biét ¢ y nghia giira cac nong dg xir 1y ¢ mirc P < 0,001 (Bonferroni).
3.3.3. Tdc déng Ién tinh tham ciza mang té bao H. pylori

Anh huong Ién tinh tham cua mang té bao H. pylori duge danh gia
qua kha niang hip thu crystal violet cua H. pylori. Két qua & Hinh 3.2 cho
thiy kha ning hap thy crystal violet ciia H. pylori ¢ cac nghiém thuc xir ly
Véi tinh dau va 6 hop chat ¢ cac ndng do khac nhau (1/2xMIC, MIC va
12



MBC) déu cao hon c6 ¥ nghia so v6i ddi ching am khéng c6 hoic co
DMSO 2,5% (P < 0,001). Tinh dau & nong d6 MBC (0,63 mg/mL), MIC
(0,08 mg/mL) va 1/2xMIC (0,04 mg/mL) ¢6 tac dong lam ting tinh thim
ciia mang té bao H. pylori vai phan trim hap thu crystal violet dat 70,06 -
93,25%, manh hon 6 hop chat thanh phan (P < 0,001). O ndng d6 MBC,
citral (0,31 mg/mL), citronellol (0,16 mg/mL) va limonene (1,25 mg/mL)
ciing co tac dong tang tinh tham manh voi phan tram hap thy crystal violet
dat 80,10 — 85,57%.
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Hinh 3.2. Si hdp thu crystal violet ciia H. pylori dudi tic dong cua
tinh dau boi loi chanh (L. cubeba) va cac hop chat véi s khac biét co y
nghia giira cac nong dé xur ly ¢ mirc P < 0,001 (Bonferroni).
3.3.4. Tdc déng Ién tinh toan ven ciza mang té bao H. pylori

Tac dong Ién tinh toan ven caa mang té bao H. pylori dugc danh gia
qua lwong protein ndi bao ro ri vao trong dich nudi cay. Két qua ¢ Hinh 3.3
cho thiy ndng d6 protein trong dich ndi ¢ d6i ching 4m c6 DMSO va ddi
ching Am khéng c6 DMSO (PBS) lan luot 14 2,51 va 2,01 pg/mL. Dudi tac
dong cua tinh dau va 6 hop chat ¢ nong do MBC va MIC cho thay c6 su
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thoét protein noi bao vao trong dich ndi véi nong do protein cao hon dang
ké so vai dbi chitng &m khong chira hoic chira DMSO 2,5% (P < 0,001).
bic biét ¢ n6ng d6 MBC, citronellol (0,16 mg/mL), limonene (1,25
mg/mL) va citronellal (0,63 mg/mL) c6 tac dong gay ro ri protein noi bao
manh vé&i ndng d6 protein hién dién trong dich néi tir 13,51 - 15,96 pg/mL,
cao hon 16 rét (P < 0,001) so véi tinh dau va céc hop chat con lai. Dién di
trén SDS-PAGE ciing cho két quéa tuong ty (Hinh 3.4 - 3.6).

o Tishdiu BB Citronellol B3 18-Cincole £ () DMSO
Citral O Limonene M Nitolong 3 (-) PBS ek
184 B3 Citonellal B3 Linalool Bl (+) Amoxicillin f 1

Nong d¢ protein (ug/mL)

MBC MIC boi chimg

Hinh 3.3. Nong do protein trong dich néi cia H. pylori dudi tac
déng cua tinh ddu boi loi chanh (L. cubeba) va cac hop chdt véi sw khac
biét ¢6 y nghia giita cac nong d xir Iy & mikc P < 0,001. “***” chi sy khac
biét c6 y nghia & mirc P < 0,001, “**” chi su Khac biét ¢é y nghia ¢ muc P
< 0,01, “*” chi sy khac bi¢t ¢6 y nghia ¢ miec P < 0,05, “ns” cho thcfy
khong c6 su khac biét co y nghia ¢ mirc P > 0,05 (Bonferroni).
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Hinh 3.4. Két qua dién di SDS-PAGE protein tir dich néi cua H.
pylori duwdi tdc dong cua tinh dau boi loi chanh va citronellol. Lane: 1. (-)
PBS; 2. (-) DMSO 2,5%; 3. Tinh ddu ¢ MIC; 4. Tinh dau ¢ MBC; 5.
Citronellol ¢ MIC; 6. Citronellol ¢ MBC; 7. (+) Amoxicillin ¢ MBC; 8.
Nito long; 9. Thang protein marker.
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Hinh 3.5. Két qua dién di SDS-PAGE protein tir dich néi cia H.
pylori dudi tac dong cua citral va limonene. Lane: 1. (-) PBS; 2. (-) DMSO
2,5%; 3. Citral ¢ MIC; 4. Citral ¢ MBC; 5. Limonene ¢ MIC; 6. Limonene
o MBC; 7. (+) Amoxicillin ¢ MBC; 8. Nito long; 9. Thang protein marker.
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Hinh 3.6. Két qua dién di SDS-PAGE protein tir dich néi cua H.
pylori dudi tac dong cua citronellal, linalool, va 1,8-cineole. Lane: 1. (-)
PBS; 2. (-) DMSO 2,5%; 3. Citronellal MIC; 4. Citronellal MBC; 5.
Linalool MIC; 6. Linalool MBC; 7. 1,8-Cineole MIC; 8. 1,8-Cineole MBC;
9. (+) Amoxicillin MBC; 10. Thang protein marker.

3.3.5. Tdc dgng Ién hinh thai té bao va cdu trdc bé mgt mang ngoai cia
H. pylori

Hau hét céc té bao H. pylori & dang spiral trong méi truong dbi
chung am, chi c6 3,77 - 3,82% té bao ¢ dang coccoid. Anh SEM cho thay
ciu tric bé mat mang ngoai cua té bao H. pylori dong nhat va khong bi gb
ghé bién dang & moéi truong d6i chitng am (Hinh 3.7A). Tai néng do MIC,
ty 1& (%) dang coccoid ghi nhan dugc 1a 8,15% khi xir ly véi tinh dau (0,08
mg/mL) va 10,07% coccoid khi xir 1y véi citronellol (0,04 mg/mL). Anh
SEM cho thiy hau hét té bao thay dbi sang hinh cong (chir C), hinh vong
(donut) va hinh ciu (coccoid) trong méi trudng c6 xir Iy véi tinh dau (Hinh
3.7 B) va citronenlol (Hinh 3.7 C), c4u trGic bé mat mang ngoai cua té bao
tro nén go ghé va bién dang bat thuong. Tai ndng d6 MBC, tinh dau (0,63
mg/mL) va citronellol (0,16 mg/mL) da gay ra ti I¢ bién d6i hinh théi té bao
H. pylori tang dang ké véi ty 1 phan trim té bao chuyén sang dang coccoid
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lan luot 12 94,63 va 96,69%. Anh SEM cho thay trong méi truong c6 xir ly
tinh dau (Hinh 3.8B) va citronenlol (Hinh 3.8C) hiu hét c4c té bao H.
pylori déu ¢ dang coccoid, v6i bé mat mang ngoai bi gb ghé bat thuong va
xut hién nhiéu manh v cua cac té bao da bi ly giai hoan toan.

Hinh 3.7. Anh huong cua tinh dau qud boi loi chanh va citronellol ¢
nong dg i ché téi thiéu MIC 18n hinh théi té bao H. pylori ATCC 43504.
A) Poi ching am, B) Tinh dau, C) Citronellol. Anh SEM 10.000x, bar 5 um
(trai) va 20.000x, bar 2 um (phai).
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Hinh 3.8. Ankh huéng cua tinh dau qua boi loi chanh va citronellol &
MBC Ién hinh thai H. pylori. 4) Péi ching am, B) Tinh dau, C) Citronellol.
SEM 10.000x, bar 5 um (trai) va 20.000x, bar 2 um (phai).
3.3.6. Tdac dgng Ién tinh toan ven DNA cza H. pylori

O 6ng dbi chitng &m, H. pylori dugc nuéi trong méi truong BB chira
2,5% DMSO cho két qua bang DNA rd rang (Hinh 3.9, lane 2). Khi H.
pylori dugc xir ly véi tinh dau & nong d6 MBC (0,63 mg/mL), bing DNA
van con mot vach rd rang, tuy nhién cé su xuit hién cac dai mo (smear)
DNA khéi luong phan tir thip bén dudi, chung to ring DNA di bi bé gay
mot phan (Hinh 3.9, lane 3). H. pylori dugc xu ly véi citronellol & nong do
MBC (0,16 mg/mL) khéng con vach DNA nguyén ven, dai mo (smear)
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DNA khdi lugng phan tir thap tap trung bén dudi véi mat do cao, cho thay
DNA da bi phan manh hoan toan (Hinh 3.9, lane 4)

Hinh 3.9. Két qua dién di DNA trén gel agarose cho thdy tdc déng
cua tinh dau qud boi loi chanh va citronellol ¢ néng @6 MBC Ién tinh toan
ven DNA cua H. pylori ATCC 43504 sau 24 gio xur ly. Lane 1: Thang DNA
chudn, Lane 2: Poi chirng (DMSO 2,5%); Lane 3: Tinh dau 0,63 mg/mL va
Lane 4: Citronellol 0,16 mg/mL.

3.3.7. Tdc dpng cia tinh ddu qud bei 16i chanh (L. cubeba) 18n khd nding
cé dinh ciia H. pylori ¢ niém mac da day chugt

O nhém chudt bi nhidm H. pylori va khong duge diéu tri bang tinh
dau (chi uéng 300 pL DMSO 0,6%), H. pylori duoc tim thiy trong 16p biéu
md caa niém mac (Hinh 3.10 B). Cac té bao H. pylori ton tai riéng Ié hoic
¢6 xu hudéng két ty thanh dam biofilm ¢ dinh & mang té bao va gay tén
thwong, lam pha v& mang té bao biéu md da day (Hinh 3.11 B). G nhém
chugt nhiém H. pylori dugc diéu tri bang 300 pL dung dich tinh dau 0,3%
(trong DMSO 0,6%) qua dudng udng khoéng quan sét thay H. pylori trong
I6p niém mac cia md da day ¢ 5 c& thé chudt thir nghiém (Hinh 3.10 C).
Bé miat 16p biéu md cho thay mang té van con nguyén ven (Hinh 3.11 C)
nhu & biéu md cua nhém chuot khéng nhiém H. pylori (Hinh 3.11 A).
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Hinh 3.10. Tiéu bdn lat cdt ngang mé da day chugt. A) nhém khong
bi nhiém H. pylori. B) nhém bj nhiém H. pylori va khéng dwoc diéu tri véi
tinh dau. C) nhém b; nhiém H. pylori va dwoc diéu tri véi tinh dau. 1) Lép
co niém mac, 2) Lép biéu md, va 3) Chi tiét mgt phan 16p biéu mé. Céc miii
tén mau den chi vi tri c6 H. pylori.

5 B L S LW Vo

Hinh 3.11. Tiéu ban lép bé mdt biéu mé da day chugt. A) nhém
khdng b nhiém H. pylori. B) nhém bj nhiém H. pylori va khéng dwoc diéu
tri véi tinh dau. C) nhém bj nhiém H. pylori va duoc diéu tri véi tinh dau.
Cac miii tén mau den chi Vi tri ¢é H. pylori, cac miii tén mau do chi vi tri
mang té bao biéu mé dg day b; thing 16.
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Chuong 4. KET LUAN VA KIEN NGHI
4.1. Két luan

Qua sang loc hoat tinh khang H. pylori cua 25 tinh dau tir 24 loai cay
thuc dan gian Viét Nam, luan an da xac dinh duoc tinh dau qua boi 1oi
chanh (L. cubeba) c6 hoat tinh khang H. pylori manh nhat. Tinh dau qua
boi 16i chanh d3 dugce xac dinh thanh phan héa hoc, duoc danh gia hoat
tinh khang khuan Ién cac chung H. pylori khang thudc va céac tac dong sinh
hoc Ién chung H. pylori ATCC 43504. Tir c4c két qua nghién ctu, luan an
thu dugc cac két luan sau:

% Tinh dau qua boi loi chanh (L. cubeba) cé hoat tinh khang khuén
manh 1én chang H. pylori ATCC 43504 va cac chung H. pylori khang
thudc vai gia tri MIC = 0,08 mg/mL va MBC = 0,63 mg/mL.

% Tinh dau qua bai 16i chanh c6 hoat tinh khang khuan gidng nhau
Ién chung H. pylori ATCC 43504 va céc chang H. pylori khang thudc khi
duoc xtr ly ¢ pha long hoac pha hoi.

+ Citronellol (MIC = 0,04 mg/mL, MBC = 0,16 mg/mL) c0 tac
dong khang H. pylori ATCC 43504 manh hon tinh dau qua boi 1oi chanh;
citral (MIC = 0,08 mg/mL, MBC = 0,31 mg/mL) c6 tac dong khang H.
pylori ATCC 43504 tuong tu tinh dau; citronellal, linalool, 1,8-cineole
(MIC = 0,31, MBC = 0,63 mg/mL) va limonene (MIC = 0,31, MBC = 1,25
mg/mL) co tac dong khang H. pylori ATCC 43504 yéu hon tinh dau.

% Tinh dau qua boi loi chanh wc ché manh hoat tinh urease va su
thanh lap biofilm cua H. pylori ATCC 43504; c¢6 tac dong manh lam tang
tinh thim, gay bién ddi hinh thai, pha v& ciu tric bé mit mang ngoai va
gay phan manh DNA cua té bao H. pylori ATCC 43504; va uc ché hoan
toan su ¢b dinh cua H. pylori ATCC 43504 1én niém mac da day chuét thi
nghiém.

% Citral c¢6 tac dong tc ché hoat tinh urease va su thanh Iap biofilm
ctia H. pylori ATCC 43504 tuong tu nhu tinh dau qua boi loi chanh.
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% Citronellol ¢6 tic dong gay bién do6i hinh thai va cau trac bé mat
mang ngoai twong ty tinh dau quéa boi 101 chanh, nhung c6 tac dong pha va
tinh toan ven cua mang va gay phan manh DNA cua té bao H. pylori ATCC
43504 manh hon tinh dau qua boi 1oi chanh.

+¢+ Limonene, citronellal, linalool va 1,8-cineole co6 tac dong pha va
tinh toan ven cua mang té bao H. pylori manh hon tinh dau, nhung c6 tac
dong wc ché hoat tinh urease, e ché su thanh lap biofilm va tac dong 1am
tang tinh tham ctia mang té bao H. pylori yéu hon tinh dau qua boi loi
chanh.

4.2. Kién nghi

Luan an c6 mot s kién nghi vé cac hudng nghién ciu tiép theo nhu
sau:

% Panh gia tac dong cua tinh dau va cac hop chat co trong tinh dau
Ién sy biéu hiéu cuia cac gene lién quan dén sy sinh truong, di chuyén, bam
dinh va cac doc té cua H. pylori.

% Panh gia su tac dong hiép lyc giira tinh diu qua boi 161 chanh va
cac khang sinh I&n H. pylori dé lam co s& cho viéc st dung két hop tinh dau
va khang sinh trong phong ngira va diéu tri su nhidm H. pylori.

% Panh gia doc tinh ban truong dién caa tinh dau trén dong vat thi
nghiém dé cung cap co sé vé tinh an toan cua viéc sir dung tinh dau qua boi
16i chanh trong phong va diéu tri sy nhiém H. pylori & nguoi.
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