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Panh gia sw bién dong hé vi sinh vét trong diéu tri noi
nha rang viéem quanh chop man tinh bang giai trinh tw
theé h¢é m¢di 16S rDNA metagenomics

The alteration of the microbiology in endodontic treatment of periapical
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Muc tiéu: M6 ta thanh phan va bién déng hé vi sinh vat (VSV) trong rang viém quanh chép man tinh
qua céc giai doan diéu tri ndi nha. D4i tuong va phuong phdp: Nghién ciu theo chiéu doc trén 32 bénh
nhan cé rang viém quanh chép man tinh dén kham tai Bénh vién Rang Ham Mat Trung uang Ha Néi tur
thang 4/2020 dén thang 4/2024, dugc chia lam 2 nhém: Nhém | bom rita 6ng tuy bang chloherxidine
(CHX) 2% két hgp natri hypochlorit (NaOCl) 3%; nhém Il bom rta 6ng tuy bang NaOCl 3%. Ldy mau VSV
trong long éng tuy rang, nghién ctu 3 lan: Trudc bom ria (S1), sau bom ria (S2), sau dat thudc 2 tuan
(S3). Két qua: Trong 96 mau nghién ciru metagenomics: C6 27 nganh, 467 chi vi sinh vat. Cac chi vi sinh
vat troi cé xu huéng gidm dan & 2 nhom trong d6 nhom | cé mic dé gidm cac chi tréi nay cao hon &
nhém Il. Két ludn: Qua trinh bom rtia 8ng tuy c6 st dung dung dich sat khuan CHX cé thé loai b vi sinh
vat trén dién réng, va lam thay déi ty Ié vi sinh vat trong quan thé nhiéu han khi khéng s dung dung
dich CHX.

Tirkhod: Metagenomics, bom rira 6ng tuy.

Summary

Objective: To describe the composition and fluctuations of the microbiota in root cannal of teeth
with periapical periodontitis through stages of endodontic treatment. Subject and method: Longitudinal
study on 32 teeth of patients examined at Hanoi National Hospital of Odonto-Stomatology from April
2020 to April 2021. Patients have teeth with periapical periodontitis were divided into 2 groups: Group |
were irrigated into root canal by chloherxidine (CHX) 2% combined with sodium hypochlorite (NaOCI)
3%; group Il were irrigated into root canal by 3% NaOCI. Take samples in root cannal in 3 times: Before
irrigation (S1), after irrigation (S2), and 2 weeks after place the medicine in root canal (S3). Result: There
were 27 phyla and 467 genera of microorganisms in 96 samples. The dominant microbial genera tended
to gradually decrease in 2 groups, in which group | had a higher level of reduction of these dominant
genera than in group Il. Conclusion: Using NaOCI disinfectant solution combined with CHX can eliminate
microorganisms on a large scale, and change the proportion of microorganisms in the population more
than NaOClI.
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1.Pat van dé

Viém quanh chép rang man tinh la mot bénh ly
phé bién trong nha khoa, c6 nguyén nhan chinh tu
vi khuan. Theo Tiburcio-Machado CS va céng su [1],
khodng 52% dan s6 thé gigi cé it nhat mot rang
viém quanh chép man tinh. Cac chat sat khuan hau
hét chi c6 thé anh huéng téi mot phan quan thé vi
sinh vat [2], [3], [4]. Vi vay, d€ nang cao hiéu qua diéu
tri, can tim ra thanh phan ctia cong dong vi sinh vat
lién quan dén viém quanh chop man tinh, tir dé lam
sang to “yéu té gay bénh” trong nhiing rang bénh ly
so vdi diéu kién binh thudng. Vi sinh vat trong éng
tuy rang viém quanh chép man tinh phan I6n la ky
khi. Cac nghién ctu théng qua cadc phuong phap
nudi cay, sinh héa trén pham vi rong cé nguy co
thiéu cac loai cha chét [5], [6]. Viéc ap dung cac
phan tich da dang vi khuan dua trén 16S rDNA cho
phép phat hién mot cdng dong vi khudn quy mé 16n
trong cac bénh nhiém trung néi nha, bao gébm cac vi
khudn khong thé nudi cdy va tham chi cac loai c6 do
phong phu thap [7]. Vi vay, chidng t6i tién hanh
nghién clru dé tai “Danh gia bién déng hé vi sinh vat
trong diéu tri néi nha rang viém quanh chop man
tinh bang cong nghé gidi trinh tu thé hé méi 16s
rDNA metagenomics” v&i muc tiéu: M6 tad thanh
phdn hé vi sinh vdt va bién déng hé vi sinh vt trong
rdang viém quanh chép man tinh qua cdc giai doan
diéu tri.

2. Déi tuogng va phuong phap
2.1.Déi tuong

Nhiing bénh nhan c6 viém quanh chép man
tinh 8 nhom rang clta va rang ham nhé dén kham va
diéu tri tai Bénh vién Rang Ham Mat Trung uong Ha
N&i, tif thang 4/2020 dén thang 4/2024.

Tiéu chudn lua chon: Bénh nhan dé tudi tur 14-65
tudi, & ca 2 giGi nam va n{ c6 rang clfa va rang ham
nhd ¢4 1 chan rang dugc chan doan viém quanh
chép man tinh, dudng kinh ton thuong ving chop
trén X-quang < 10mm.

Tiéu chudn logi trir. Bénh nhan mac mét trong
cac bénh toan than nang. Nhiing rang bi nut doc.
Rang bi viém quanh rang & giai doan cuoi.

2.2, Phuong phdp

Thiét ké nghién cdu: Nghién ctu theo chiéu doc.

Chon mau: Cach chon ¢& mau thuan tién, n=32.

Cdch tién hanh: Cac bénh nhan dugc chia thanh
2 nhom, méi nhéom 16 bénh nhan (16 rang).

Nhém | (s&t dung CHX): Bom rlra 6ng tuy bang
dung dich NaOCl 3% két hop véi CHX 2%, sau do6 dat
thuéc canxi hydroxit 2 tuan.

Nhém I (Khong st dung CHX): Bom rita 6ng tuy
bang NaOCI 3%, sau d6 dat thudc canxi hydroxit 2
tuan.

Ldy mau trong 6ng tuy rang & 3 thai diém:
Trudc bom riia (S1), sau bom riia (S2), sau dat thuéc
2 tuan (S3). Bénh nhan sau dé dugc diéu tri néi nha
dé bdo ton rang.

Téch chiét DNA tng s6: DNA téng s6 dugc tach
chiét tr mau phan cla cac bénh nhan bang bé kit
DNeasy PowerSoil Pro (QlAgen, Hilden, Buc) theo
hudng dan clia nha san xuat. Cac mau DNA sau tach
chiét dugc kiém tra chat lugng bang do nanodrop,
PCR 16S. Sau dé cac mau nay dugc luu & -20 do C
nham phuc vu cho cac cong doan tiép theo.

Giai trinh ty amplicon 16S rDNA va tién xt ly di
liéu dau ra: Cac mau DNA téng s6 dugc giai trinh tu
vung V4 bang cong nghé giai trinh tu doan ngan
cta lllumina (lllumina miseq). D{ liéu sau gidi trinh
tu dugc doc diém gscore bdng cdng cu FastQC,
MultiQC [8, 9]. Cong cu DADA2 chay trén nén tang
QIIME2 dugc st dung dé ghép ndi cac trinh tu ngugoc
- xubi, khr nhiéu va khéi tao cac ASVs V4 hoan
chinh, cat bo barcodes va linkerprimer [10, 11].

Phan tich su da dang hé vi sinh vat: Su da dang
hé vi sinh vat cla cdc nhém thi nghiém dugc phan
tich theo cac chi tiéu alpha diversity (Faith
Phylogenetic - faithpd, Chao1, Observed Feature,
Pielou Evenness).

Pinh danh va phan tich thanh phan hé vi sinh
vat: SILVA database [12, 13] dugc xUf ly qua chu trinh
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RESCRIPT dugc mo ta trong hudng dan cta QIIME2.
Nham tao bé di liéu tham chiéu chia trinh tu viing
V4 cia gen 16S rDNA [14]. Cac ASVs dugc doéi chiéu
vGi bd dir liéu tham chiéu SILVA database 138 da
dugc xu ly.

Truc quan héa di liéu va phan tich théng ké:
Céc di liéu thu thap dugc sau qud trinh xU ly véi
cac thuat todn trén QIIME2 dugc phan tich véi cac
thuat toan théng ké trén R. So sanh trung binh
téng thé clia cum hodc cdp thuc hién bang kiém
dinh Kruskal Wallis, su khac biét c6 y nghia thong
ké khi p<0,05. Cac két qua sau do dugc truc quan
héa trén Rstudio.

2.3. bao diic nghién citu

Tién hanh sau khi hoi dong khoa hoc théng qua
va chap thuan. Bénh nhan va/hodc ngudi nha bénh
nhan dugc théng bao va giai thich can ké vé muc
tiéu va néi dung nghién ctu trudc khi tu nguyén
chap nhan tham gia nghién ctu. Trong qua trinh
nghién ctu, bénh nhan c6 quyén tu choéi hoac
A
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khong tham gia bat ky giai doan nao. Cac thong tin
cla bénh nhan déu dugc dam bao gilr bi mat.

3.Két qua

Trong nghién cdu, 32 bénh nhan c6 32 rang
viém quanh chép man tinh dugc phan bé nhu sau:
Bénh nhan ni chiém 56,25% cao hon bénh nhan
nam (43,75%). Nhdm tudi > 45 chiém ty & cao nhat
13 59,37%. Ti€p theo la nhdm tudi 25-44 1a 34,38%.
Thap nhat 1a nhéom tudi < 24, chi chiém 6,25%.
Khéng co su khac biét gitta cdc nhém tudi ciia nam
va n{ véi p>0,05.

S6 lugng trinh tu sau gidi trinh ty dugc co kich
thudc trung binh la 254bp (khép véi kich thudc viung
V4 trén gene 16S vi khuan). Thu dugc téng s6 27
nganh va 467 chi trong 96 mau khao sét trong dé cé
10 nganh va 21 chi chiém uu thé. Cac chi tiéu tinh toan
Faithpd, Chao1, Observed Features va Pielou Evenness
dugc ap dung dé do ludng tinh da dang va déng déu
trong quan thé VSV cia 2 nhém thir nghiém | (N1) va ll
(N2) qua cac thai diém ldy mau khac nhau.
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Hinh 1. Su da dang Alpha ctia cdc nhém thir nghiém theo cac lan lay mau

Tinh da dang va déng déu trong quan thé cda
nhom | va nhéom |l ¢6 su tuong déng cao trong lan
lay mau S1. Tai S2 quan thé VSV cia nhém | ¢6 xu
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hudng gidm manh (S1: 27->23,5), nhém |l ¢6 xu
hudng tang lén (23,5->25) (chi s6 Faithpd). Tai S3,
quan thé VSV tai nhém | khéng bién dong nhiéu,
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trong khi tinh da dang cé xu huéng gidm nhanh tai
quan thé VSV ctia nhém Il (25->10). Ca 2 nhém tha

nghiém | va Il déu cho thay xu huéng tang manh vé
tinh dong déu trong quan thé VSV.

Bang 1. Su bién déng ti 1& phan tram (%) cac nganh VSV & 2 nhém qua cac lan lay mau

L. . Nhéml Nhém i
STT Chi vi sinh vat 51 2 s3 51 2 3

1 Actinobacteriota 10,74 12,01 12,18 7,29 11,33 20,58
2 Bacteroidota 23,93 8,14 17,30 19,29 9,84 5,51
3 Campilobacterota 3,38 0,50 0,30 3,23 1,12 0,66
4 Chloroflexi 0,99 0,88 0,49 1,10 0,26 0,45
5 Desulfobacterota 3,32 1,49 0,20 2,11 1,70 0,49
6 Fimicutes 30,78 50,49 31,13 40,30 38,18 34,42
7 Fusobacteriota 4,95 2,28 6,12 5,55 6,28 2,63
8 Proteobacteria 21,43 19,14 27,48 19,22 24,90 33,03
9 Spirochaetota 0,12 1,85 1,46 1,05 1,25 0,48
10 Synergistota 0,29 2,01 1,68 0,61 4,34 0,62

Téng 99,93 98,79 98,34 99,75 99,20 98,87

Tai thoi diém 1dy mau ban dau (S1), ti 1& cac nganh tuong déng nhau. Tai thdi diém sau bom ria (S2),
mot s6 nganh c6 ti & gidm manh nhu Bacteroidota (giam 11,8% & nhom | va 9,4% & nhom ll),
Campilobacterota (gidam 2,8% & nhom | va 2,2% & nhém Il). Mot s6 nganh vi sinh vat ti 1é thap cé xu hudng
tang 1én, vi du nhu Spirochaetota tang 1,7% & nhém |, tang 0,2% & nhém Il hay Synergistota tang ~2% &
nhém | va tang 3,7% & nhém I1. C6 sy d6i nghich & 2 nhdm thir nghiém: Nhom | chi Firmicutes tang 20% & lan
lay mau S2, va giam vé ti |é nhu ban dau & 1an S3. Nhung ti 1é chi nay it bién dong va cé xu hudng gidam dan &

nhom Il tir 40,3% xuéng 34,42%.

Bang 2. Su bién déng ti 1& phan tram (%) cac chi vi sinh vat & 2 nhém qua cac 1an ldy mau

Lo R Nhom Nhom Il

STT Chi vi sinh vat s1 <2 3 s1 <2 3
1 Atopobium 3,73 4,2 1,48 6,96 4,31 4,7
2 Bacteroides 4,88 0,26 0,12 1,47 0,56 0,17
3 Porphyromonas 5,89 2,65 2,31 5,32 2,23 0,74
4 Prevotella 5,62 4,71 4,66 3,67 3,48 2,92
5 Tannerella 2,81 0,52 0,41 3,89 2,13 0,35
6 Campylobacter 1,51 0,55 0,34 0,92 0,36 0,12
7 Aerococcus 0 0 0,19 0 0,01 4,19
8 Dialister 1,68 0,68 1,38 1,62 0,77 0,42
9 Enterococcus 0,06 0,01 0 2,23 2,08 0,83
10 Granulicatella 0,13 0,2 0,18 0,25 0,83 1,23
11 Lactobacillus 0,59 0,14 2,48 2,52 0,75 4,22
12 Oribacterium 1,02 1,4 0,51 0,38 0,15 0,91
13 Selenomonas 5,85 1,8 1,71 0,45 0,8 1,47
14 Streptococcus 491 9,55 7,78 7,81 17,29 10,63

139



JOURNAL OF 108 - CLINICAL MEDICINE AND PHARMACY  Vol.19 - N°4/2024

DOI: https://doi.org/10.52389/ydIs.v19i4.2248

Lo R Nhom | Nhém Il

STT Chi vi sinh vat 1 2 3 1 2 3
15 Fusobacterium 7,48 7,67 3,65 3,48 3,29 1,4
16 Leptotrichia 0,07 0,31 2,96 0,36 1,14 0,76
17 Bosea 513 2,26 0,35 6,65 4,83 0,36
18 Haemophilus 0,62 1,61 0,90 1,21 2,27 1,60
19 Lautropia 3,7 2,37 2,07 4,88 4,39 3,35
20 Neisseria 7,11 342 3,45 9,36 9,14 8,78
21 Paracoccus 6,13 2,74 0,15 8,67 1,06 0,44

Téng 68,92 47,05 37,08 72,1 61,87 49,59

Nhom | (S1), cac chi vi sinh vat uu thé chiém
68,92% tGi S3, cac chi vi sinh vat uu thé trén giam
xuéng chi chiém 37,08%. Khao sat nhom 2 (S1) nhan
thay céc chi vi sinh vat uu thé trén chiém 72,1%, tai
lan 1dy mau S3, cac chi vi sinh vat uu thé trén chiém
49,59%.

4. Ban luan

Nganh phong phu nhat trong nghién ctiu nay la
Firmicutes,  Bacteroidetes,  Proteobacteria  va
Actinobacteria. M8i quan hé tiém &n gilta s6 lugng vi
khuan va tinh trang viém toan than da dugc nghién
clu rong rai trong nhitng nam gan day. Trong mot
nghién ctu cta Demmer [15], sy gia tdng cla
Firmicutes dugc cho la c6 lién quan t&i qua trinh
viém. Nhom |, chi tiéu Faith phylogenetic cho thay
su da dang gidm manh & S2 so véi S1, sau dé duy tri
muic dé da dang & S3, chi tiéu Chao1, Shannon thay
rang su da dang quan thé vi sinh vat khong thay ddi
nhiéu gilra 3 lan lay mau. Vi vay, viéc sir dung NaOCl
két hop vai CHX c6 tac dong lén su da dang cua
quan thé vi sinh vat bang cach loai bé trén dién réng
nhiéu vi sinh vat & cac nganh va chi khac nhau. Déi
vGi nhém |l, cac chi tiéu Chao1, Shannon két qua
tang l1én & S2, gidm di & S3 (p<0,05). Trong khi tinh
toan theo Faithpd: Khong cé su khac biét cé y nghia
thong ké & S2 so vai S1 va S3 clng ¢6 xu huéng
gidm manh su da dang. Tu két qua trén ching t6i da
dat ra gia thuyét, nhom Il s&t dung dung dich sat
khudn NaOCl, 1a dung dich c6 tac dung phan ra mé
[16], trong khi d6 trong rang viém quanh chép man
tinh c6 nhiéu vi khuan ky khi Gram duong c6 mang
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peptidoglican day, khé phan huy [17] nén viéc si
dung dung dich NaOCI cé tinh phan ra mé manh sé
giup boc 16 vat liéu di truyén ctia cdc nhém vi sinh
vat nay tot, nhung chua triét tiéu dugc hoan toan, vi
thé ching t6i van thu dugc ching trong qua trinh
tach chiét ADN.

Sau khi bom rira, mét s6 nganh co ti Ié giam
manh nhu Bacteroidota, Campilobacterota, cac
nganh vi sinh vat ti I& thap c6 xu huéng tang lén, vi
du nhu Spirochaetota, Synergistota. C6 su d6i nghich
& 2 nhom thi nghiém khi & nhém | chi Firmicutes
tang 20% & lan lay mau S2, va giam vé ti 1é nhu ban
dau & 1an S3. Nhung ti 1& chi nay it bién dong va cé
xu hudng gidm dan & nhom Il tU 40,3% xuéng
34,42%. Nhu vay, c6 thé nhan thdy rdng & ca 2 nhém
thi nghiém thu6c déu cho thay hiéu qua tét khi cé
tac déng lam giam ti 1&é cao cac nganh VSV uu thé.
Tuy nhién, 8 nhém |, cho thay su bao ton tét nhimng
chi VSV sau qua trinh diéu tri hon so véi nhém Il. Cé
su bién dong trén ca qua trinh diéu tri, cac chi vi sinh
vat gidm dan & ca 2 nhém, tuy nhién ty 1é VSV troi
nay & nhém | gidm manh hon nhém Il (nhém | gidm
31,84%, nhom Il gidam 22,51%) cho thay viéc diéu tri
két hgp NaOCl v6i CHX tac ddng manh haon khi chi
sir dung NaOCl, lam nhanh chéng thay doi ty lé cac
chi vi sinh vat nay.

5. Két ludn

S6 lugng trinh tu sau giai trinh tu dugc cé kich
thudc trung binh la 254bp (khép véi kich thudc
vling V4 trén gene 16S vi khuan). Thu dugc téng s6
27 nganh va 467 chi trong 96 mau khao sat trong dé
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¢4 10 nganh va 21 chi chiém uu thé. Qua trinh bom
rifa 6ng tuy c6 st dung CHX cé tac dong lén su da
dang clia quan thé vi sinh vat 8 nhdm béang cach loai
bo trén dién réng dién rong vi sinh vat ¢ cac nganh
va chi khac nhau va tac ddng manh t&i hé vi sinh vat
hon khi khong str dung CHX.
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