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ĐẶT VẤN ĐỀ

Malassezia spp. là nấm men ưa lipid thuộc hệ vi sinh vật bình thường trên da người và động vật máu nóng. Năm 1853, Robin phát hiện ra sự hiện diện của vi nấm trên thương tổn bệnh nhân lang ben. Đến năm 1874, Malassez đặt tên là Malassezia furfur. Hiện nay, dựa trên đặc điểm hình thái, đặc tính sinh học và siêu cấu trúc, chi Malassezia gồm 14 loài trong đó 
M. globosa, M. furfur, M. sympodialis thường gặp nhất. Nhiễm Malassezia có thể gặp ở mọi lứa tuổi, cả hai giới và các vùng địa lý khí hậu khác nhau [1]. Bệnh lý liên quan đến Malassezia bao gồm lang ben, viêm da dầu, viêm da cơ địa, viêm nang lông, vảy nến, thậm chí ung thư da... Gần đây, y văn ghi nhận nhiều trường hợp Malassezia xâm nhập vào các cơ quan bộ phận gây nhiễm nấm nội tạng và nhiễm nấm huyết [2]. 
Lang ben là bệnh lý thường gặp, phổ biến khắp nơi trên thế giới, đặc biệt những vùng có khí hậu nhiệt đới nóng ẩm chiếm 18% dân số, vùng ôn đới chỉ chiếm 0,5% dân số [3]. Căn nguyên chủ yếu do M. globosa gây nên. Mặc dù bệnh không nguy hiểm đến tính mạng nhưng ảnh hưởng nhiều tới thẩm mỹ, tâm lý và chất lượng cuộc sống người bệnh. Xác định nấm gây bệnh một cách chính xác là bước đầu tiên quan trọng tìm nguyên nhân và đánh giá độ nhạy cảm của loài nấm với kháng sinh kháng nấm, từ đó lựa chọn thuốc điều trị thích hợp và hiệu quả. Phát hiện Malassezia gây bệnh lang ben, có nhiều kỹ thuật như: soi đèn wood, soi trực tiếp, nuôi cấy định danh, PCR sequencing... Trong đó, nuôi cấy định danh Malassezia thường được sử dụng như một ”tiêu chuẩn vàng” để khẳng định căn nguyên gây bệnh. Tuy nhiên, vi nấm không mọc ở môi trường nuôi cấy thông thường mà đòi hỏi điều kiện đặc biệt có cơ chất và dầu oliu với tỷ lệ phù hợp. Tại Việt Nam, một số phòng xét nghiệm đang áp dụng kỹ thuật soi trực tiếp bằng dung dịch KOH 20% đơn thuần để phát hiện nấm Malassezia. Tuy nhiên, vi nấm có hình thái đa dạng và kích thước rất nhỏ nên nhiều trường hợp khó nhận định và dễ bỏ sót. Tại Bệnh viện Da liễu Trung ương, lần đầu tiên đã triển khai và áp dụng thành công kỹ thuật nuôi cấy định danh có cải tiến và PCR sequencing để phân loại Malassezia.
Điều trị lang ben nhằm mục đích: (1) ức chế sự phát triển của nấm, (2) giảm triệu chứng, (3) tái phát phòng bệnh. Kháng sinh kháng nấm nhóm azole trong đó ketoconazole, fluconazole và itraconazole là những lựa chọn đầu tay. Phác đồ điều trị có thể bôi, uống thuốc kháng nấm hoặc phối hợp. Thuốc bôi chỉ áp dụng với thương tổn khu trú nhưng bệnh nhân có thể bỏ sót và gặp phải một số phiền hà như: kích ứng, bỏng rát tại chỗ, bôi nhiều lần trong ngày... Uống thuốc kháng nấm theo phác đồ thường quy có thể tốn kém và đặc biệt ảnh hưởng không nhỏ đến chức năng gan, thận nhất là ở người suy giảm miễn dịch và tiền sử suy gan, thận [4].
Do vậy, để góp phần nghiên cứu đầy đủ và hệ thống về căn nguyên, cơ chế bệnh sinh vi nấm Malassezia, đồng thời áp dụng phương pháp chẩn đoán và điều trị hiệu quả bệnh lang ben, chúng tôi tiến hành đề tài: “Xác định Malassezia trong bệnh lang ben và hiệu quả điều trị bằng thuốc kháng nấm nhóm azole” với mục tiêu: 
1. Xác định các loài Malassezia gây bệnh lang ben tại Bệnh viện Da liễu Trung ương từ tháng 01/2016 đến tháng 12/2016
2. Đánh giá hiệu quả điều trị bệnh lang ben bằng thuốc kháng nấm nhóm azole
2

3. 
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[bookmark: _Toc499481452][bookmark: _Toc485393730][bookmark: _Toc485463883]1.1.1. Vài nét lịch sử 
Năm 1853, Robin phát hiện hình thái sợi nấm ở thương tổn bệnh nhân lang ben, đặt tên là Microsporum furfur. Đến năm 1874, Malassez mô tả tác nhân gây bệnh lang ben là những tế bào hình tròn hoặc bầu dục, vỏ dày, xung quanh có viền kép, tập trung thành đám và sợi nấm thô ngắn như sợi miến vụn (hình ảnh ”mì ống” và ”thịt viên”), đặt tên là Malassezia  furfur. Từ những hiểu biết ban đầu, người ta cho rằng Malassezia là dạng sợi nấm, còn Pityrosporum là nấm men. Bằng thực nghiệm chứng minh, Gordon đã nuôi cấy thành công nấm P. orbiculare và P. ovale, Faergemann J cũng thành công khi gây bệnh thực nghiệm với P. orbiculare [5]. Như vậy, thực chất Malassezia tồn tại lưỡng dạng và sự xuất hiện hình thái sợi hay men đó là những biến đổi, phân chia trong vòng đời của vi nấm. Hai loài P. orbiculare và P. ovale được xác nhận thuộc chi Malassezia dưới tên chung là M. furfur [5].
Khi quan sát trên cơ thể người cũng như trong phòng thí nghiệm các nghiên cứu đã chứng minh sự đa dạng của chi Malassezia về hình dạng, siêu cấu trúc của nấm men và đáp ứng miễn dịch của cơ thể  [6]. Năm 1995-1996, ứng dụng thành công công nghệ sinh học phân tử giải mã trình tự bộ gen các loài nấm phụ thuộc lipid, đặt tên chung là Malassezia spp. [7]. Năm 2004, các nhà khoa học Nhật Bản công bố một số loài mới: M. dermatis và M. japonica phân lập từ thương tổn da của bệnh viêm da cơ địa [8],[9]; M. yamatoensis từ thương tổn da của viêm da dầu và vùng da lành của người khỏe mạnh [10]. Một số loài phụ thuộc lipid phân lập từ da động vật có khả năng gây bệnh cho con người cũng được mô tả như: M. nana [11], M. caparae, M. equina [12], M. cuniculi [13]. Và cho đến nay tổng số loài Malassezia được y văn công nhận lên tới 14 loài.  
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[bookmark: _Toc339393601]Malassezia spp. là nấm men thuộc vi hệ trên da người và động vật máu nóng. Ngày nay người ta phát hiện Malassezia đóng vai trò quan trọng trong cơ chế bệnh sinh của nhiều bệnh lý khác nhau ở da như lang ben, viêm da dầu, viêm da cơ địa, viêm nang lông, vảy nến, ung thư da…
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	Đặc điểm
	Nội dung

	Phân loại khoa học
	Thuộc ngành Basidomycota, phân ngành Ustilaginomycotina, lớp Exobasidomycetes, bộ Malasseziales, họ Malasseziacae

	Cấu trúc
	Đơn bào, có nhân chuẩn

	Hình dạng
	Hình tròn hoặc hình bầu dục, vách ngăn rộng, không màu, đôi khi gặp dạng sợi hoặc vô định hình

	Kích thước
	Dao động từ 3-10 m, thông thường lớn hơn gấp 10 lần so với vi khuẩn

	Khả năng thích nghi
	+ Thích nghi môi trường đường cao
+ Tồn tại trong thiên nhiên, trong các môi trường chứa đường như hoa quả, rau dưa, mật mía

	Sinh sản
	Sinh sản vô tính theo phương thức nảy chồi. Khi bào tử chồi được sinh ra theo dạng tuyến tính không phân cắt thì hình thành nên cấu trúc gọi là giả sợi nấm

	Các loài
	Có 14 loài Malassezia  trên da người và động vật, trong đó 3 loài gặp nhiều nhất là M. globosa, M. sympodialis, M. furfur [14],[15],[1].
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[bookmark: _Toc499549919]Hình 1.1. Siêu cấu trúc của nấm: M. furfur (a,b), M. globosa (c,d,e,f) [16]
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Trên làn da khỏe mạnh, Malassezia sống ký sinh vi hệ, sử dụng chất dinh dưỡng cần thiết cho quá trình sinh trưởng mà không gây bệnh. Khi gặp điều kiện thuận lợi chúng trở thành tác nhân gây bệnh cơ hội. 
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[bookmark: _Toc499549920]Hình 1.2. Cơ chế gây bệnh của Malassezia [3]
Tác động của nấm men đối với làn da bao gồm: (a) có thể tồn tại vi hệ ở da; (b) tác động chức năng tế bào sắc tố dẫn đến sự thay đổi màu sắc dát của da; (c) kích thích quá trình viêm qua đáp ứng miễn dịch dịch thể (trong bệnh viêm da dầu); (d) gây ra các đáp ứng miễn dịch dịch thể (trong bệnh viêm da cơ địa); (e) kích thích tế bào viêm và phá hủy nang lông (trong bệnh viêm nang lông) [17].
Nấm Malassezia thích nghi bằng cách sản xuất các enzym sinh năng lượng bao gồm 8 loại lipase và 3 loại phospholipase [15]. Những enzym này tham gia vào quá trình thủy phân axit béo trung tính thành axit béo tự do gây ra các phản ứng trung gian tế bào kích hoạt con đường gây viêm. Đồng thời, tổng hợp một số chất có hoạt tính sinh học như indole và hoạt động thông qua các thụ thể hydrocacbon (Ahr) tập trung ở tế bào lớp biểu bì [17], [18]...Ngoài ra, Malassezia  spp. sản xuất một số hợp chất khác tham gia đáp ứng miễn dịch và hấp thụ tia cực tím như: indirubin và indolo carbazone (ICZ). Do đó, có giả thuyết cho rằng Malassezia tiềm năng gây ung thư da [18], [19], [20]. Năm 1988, Christina Schönborn quan sát thấy 35% trường hợp ung thư da có nhiễm nấm, trong đó 79,2% trường hợp nhiễm Malassezia spp. [21]. Năm 2013, Magiatis P và cs chứng minh Ahr có vai trò là tác nhân quan trọng trong cơ chế gây bệnh của nấm Malassezia bởi có khả năng làm thay đổi cấu trúc nội môi và gây ra các biểu hiện bệnh lý trên da [19]. 
Mặt khác, cơ thể luôn tìm cách kháng lại Malassezia theo cơ chế bảo vệ: Miễn dịch dịch thể và miễn dịch tế bào [22]. Trong đáp ứng miễn dịch qua trung gian tế bào, HR Ashbee (1994) đánh giá sự thay đổi chỉ số CD4/CD8 và khả năng ức chế sự di chuyển bạch cầu. Kết quả cho thấy, chỉ số CD4/CD8 không có sự khác biệt giữa người khỏe mạnh và người bệnh lang ben, nhưng có thay đổi ở người viêm da dầu (chỉ số 2/1 ở người khỏe mạnh và 0,6/2,8 ở người viêm da dầu) [23]. Khi tìm hiểu mối quan hệ giữa kháng nguyên là Malassezia với kháng thể, các tác giả thấy rằng có sự xuất hiện phản ứng miễn dịch chéo giữa các hình thái tế bào nấm men và nấm sợi. Do vậy cho dù kháng nguyên Malassezia có là pha men hay pha sợi vẫn chung một loại kháng thể trong huyết thanh bệnh nhân lang ben [22].
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	(Xem mục 1.2)
[bookmark: _Toc377918833][bookmark: _Toc396640197][bookmark: _Toc397883997][bookmark: _Toc485393734][bookmark: _Toc485463889][bookmark: _Toc485465208][bookmark: _Toc485466821]1.1.4.2. Viêm da dầu
Viêm da dầu (Seborrheic Dermatitis - SD) là bệnh da mạn tính thường gặp. Bệnh chủ yếu ở trẻ sơ sinh, tuổi dậy thì và độ tuổi ngoài 50, nam gặp nhiều hơn nữ [24]. Bệnh đặc trưng bởi  biểu hiện dát đỏ, ngứa và vảy da bóng mỡ xuất hiện vùng nhiều tuyến bã hoạt động: da đầu, trán, rãnh mũi má, mi mắt, cung mày, sau tai, ống tai ngoài, vùng trước xương ức, vùng liên bả vai.
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	[bookmark: _Toc499549921]Hình 1.3. Viêm da dầu ở mặt  (a) và gàu da đầu (b)
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[bookmark: _Toc499549922]Hình 1.4. Cơ chế gây bệnh của viêm da dầu và gàu da đầu [24]
[bookmark: _Toc377918837][bookmark: _Toc396640199][bookmark: _Toc397883999][bookmark: _Toc485393736][bookmark: _Toc485463891][bookmark: _Toc485465210][bookmark: _Toc485466823][bookmark: _Toc377918834][bookmark: _Toc396640198][bookmark: _Toc397883998]Các nghiên cứu về Malassezia ở bệnh nhân viêm da dầu đều cho thấy vai trò đặc biệt của nấm men trong cơ chế bệnh sinh của bệnh. Tajima và cộng sự (2008) nghiên cứu trên 31 bệnh nhân viêm da dầu, ở 93,5% vùng da bị tổn thương có Malassezia và cao gấp 3 lần so với ở vùng da lành 61,3% [25]. Điều trị viêm da dầu bằng thuốc kháng nấm làm giảm số lượng Malassezia do đó cải thiện các triệu chứng lâm sàng của bệnh. Xét nghiệm tìm nấm thấy hình ảnh Malassezia chủ yếu dạng nấm men. 
Gàu da đầu
Các biểu hiện bong vảy trên da đầu, thường gọi là "gàu" gây ra bởi nhiều yếu tố của cơ thể kết hợp bùng phát Malassezia spp. [26]. Các nghiên cứu lâm sàng đã chỉ ra rằng tác dụng của thuốc kháng nấm tương quan với một tình trạng lâm sàng được cải thiện, khi da khô gặp không khí lạnh trong suốt mùa đông là nguyên nhân phổ biến nhất của ngứa, bong vẩy gàu ở đầu. Theo Flakes, những người da khô thường tiết ít dầu hơn so với những người da bình thường nên dễ bị kích thích tăng tiết nhiều bã nhờn. Khi tăng tiết chất bã không chỉ ở da đầu, còn xuất hiện các bộ phận khác: lông mày, hai bên mũi lưng, xương ức... [26], [24].
[bookmark: _Toc485393735][bookmark: _Toc485463890][bookmark: _Toc485465209][bookmark: _Toc485466822]1.1.4.3. Viêm da cơ địa
[bookmark: _Toc377918310][bookmark: _Toc377918451][bookmark: _Toc377918534][bookmark: _Toc377918700][bookmark: _Toc377918835][bookmark: _Toc444259652][bookmark: _Toc444259686][bookmark: _Toc446836719][bookmark: _Toc446836759][bookmark: _Toc377918311][bookmark: _Toc377918452][bookmark: _Toc377918535][bookmark: _Toc377918701][bookmark: _Toc377918836]Viêm da cơ địa (Atopic Dermatitis) trước đây gọi là chàm thể tạng hay chàm cơ địa là một bệnh da thường gặp. Bệnh có thể gặp ở mọi lứa tuổi, nhưng hay gặp nhất là trẻ em, đặc biệt là trẻ dưới 2 tuổi. Nguyên nhân và cơ chế bệnh sinh chưa rõ ràng nhưng đa số các tác giả cho rằng viêm da cơ địa là sự kết hợp giữa một cơ địa dị ứng (Atopy) với những tác nhân gây kích thích gây viêm. Trong đó, căn nguyên vi sinh vật thường được nhắc đến trong nhiều nghiên cứu như vai trò tụ cầu vàng trong viêm da cơ địa. Tuy nhiên, rất ít nghiên cứu đề cập vai trò vi nấm trong cơ chế bệnh sinh khiến tình trạng bệnh thêm trầm trọng.
Nghiên cứu của Trần Cẩm Vân và cộng sự năm 2012 về khảo sát tình trạng nhiễm Malassezia spp. trong một số bệnh da cho kết quả: tỉ lệ bệnh nhân nhiễm vi nấm này trong lang ben chiếm tỉ lệ cao 1,48%, tiếp theo là viêm da dầu 0,37%, trong viêm da cơ địa chỉ chiếm 0,28% [27]. Bệnh thường gặp vào cuối mùa xuân và đầu mùa hè, nam và nữ có xu hướng cân bằng, nhóm tuổi có tỉ lệ mắc bệnh cao từ 0-5 tuổi (28- 40%) vị trí thường gặp đầu mặt cổ, xét nghiệm tìm nấm cho thấy dạng tế bào nấm men đứng thành đám.
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	[bookmark: _Toc499549923]Hình 1.5. Viêm da cơ địa ở trẻ nhỏ (a) và hình ảnh tế bào nấm men tập trung thành đám trên KHV vật kính 40x (b)


Một nghiên cứu chỉ ra có hơn 90% viêm da cơ địa (vùng đầu và cổ) có hàm lượng kháng thể IgE trong huyết thanh kháng lại kháng nguyên của Malassezia. Trong đó khoảng 83% viêm da cơ địa ở người lớn liên quan đến Malassezia [28]. 
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[bookmark: _Toc499549924]Hình 1.6. Cơ chế gây bệnh của Malassezia trong viêm da cơ địa [29]
Nghiên cứu cũng chỉ ra rằng chính việc lạm dụng corticoid cũng như các chất dưỡng ẩm và kết hợp một số yếu tố liên quan khác đã vô hình chung tạo môi trường thuận lợi cho sự gia tăng số lượng cũng như sự sinh sản và phát triển của vi nấm Malassezia.
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Bệnh biểu hiện thương tổn thường lành tính và các triệu chứng thường gặp như: ngứa, mụn mủ, sẩn đỏ nang lông, phân bố chủ yếu ở thân mình, hay gặp lứa tuổi trung niên. 
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	[bookmark: _Toc499549925]Hình 1.7. Viêm nang lông do Malassezia (a) và hình ảnh tế bào nấm men tập trung thành đám trên KHV vật kính 40 (b)


Năm 1973, Potter đã nhận thấy căn  nguyên viêm nang lông do vi nấm Malssezia. Một báo cáo năm 2008 tại Trung Quốc cho thấy có khoảng 1,5% các bệnh nhân da liễu đã được chẩn đoán viêm nang lông do vi nấm Malassezia [30]. Trong số đó, hầu hết họ đều là nam giới khỏe mạnh và đang ở độ tuổi trung niên. Một nghiên cứu khác ở Philippines cho biết có khoảng 16% bệnh nhân viêm nang lông do Malassezia trong tổng số bệnh lý nang lông [31]. 
Những yếu tố thuận lợi bao gồm: đái tháo đường, suy giảm miễn dịch và nhiễm Candida hệ thống. Ngoài ra, thói quen dùng các sản phẩm dưỡng da, chăm sóc tóc cùng nhiều loại mỹ phẩm, sữa, kem kháng nắng, chất làm mềm, dầu ôliu... Nếu không điều trị, vi nấm xâm nhập sâu nang lông có thể gây viêm mạn tính và hoại tử nang lông [17]. Có thể quan sát Malassezia trong nang lông bằng kỹ thuật: soi trực tiếp dưới kính hiển vi, nhuộm PAS, nhuộm Grocott-Gomori methenamine và thường gặp hình thái nấm men.
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[bookmark: _Toc499549926]Hình 1.8. Hình ảnh giải phẫu bệnh viêm nang lông do Malassezia trên tiêu bản nhuộm HE và nhuộm PAS 
(A: Hình ảnh phóng đại 40 lần, nang lông dày sừng và bạch cầu ưa acid. B: Hình ảnh phóng đại 200 lần với các tế bào nấm men tập trung thành đám. C: Hình ảnh phóng đại 100 lần, viêm nang lông mạn tính với lắng đọng mucin trên tiêu bản nhuộm PAS. D: Hình ảnh phóng đại 200 lần C, hình ảnh tế bào nấm men trong nang lông)
[bookmark: _Toc377918839][bookmark: _Toc396640201][bookmark: _Toc397884001][bookmark: _Toc485393738][bookmark: _Toc485463893][bookmark: _Toc485465212][bookmark: _Toc485466825]1.1.4.5. Nấm móng 
Hầu hết căn nguyên nấm móng gây ra bởi các loài nấm sợi. Nhưng gần đây nhiều báo cáo cho thấy nấm Malassezia gây bệnh nấm móng. Trong điều kiện thông thường, nấm men thiếu khả năng sừng hóa (keratolytic). Khi có những điều kiện thuận lợi đồng thời xuất hiện những biến đổi không bình thường trong quá trình sinh trưởng nên chúng xâm chiếm và phá hủy móng, chủ yếu móng tay. Tuy nhiên, vẫn có những báo cáo trái ngược nhau xoay quanh vấn đề vi nấm Malassezia là một tác nhân gây bệnh thực sự ở móng hay không [17].
Chowdhary đã phân lập M. furfur từ vẩy móng tay thu được ở tổn thương nấm móng tăng sừng trên bàn tay và bàn chân của nam bệnh nhân 13 tuổi [32]. Crespo-Erchiga đã khẳng định, họ đã từng gặp Malassezia spp. và Candida spp. cùng gây bệnh ở móng [33]. 
[bookmark: _Toc377918840][bookmark: _Toc396640202][bookmark: _Toc397884002][bookmark: _Toc485393739][bookmark: _Toc485463894][bookmark: _Toc485465213][bookmark: _Toc485466826]1.1.4.6. Một số bệnh lý khác do Malassezia 
- Malassezia thuộc vi hệ nên chúng có mặt khắp nơi và gây bệnh nhiều vị trí với các biểu hiện triệu chứng đa dạng trong nhiều bệnh cảnh lâm sàng. Malassezia có thể gặp trong viêm da cơ địa và thông thường Malassezia làm trầm trọng thêm tình trạng bệnh. Ngoài ra, trong một số bệnh lý khác: trứng cá thông thường, u nhú thể mảng, gai- đen, bạch biến...[17].
- Xâm nhập cơ quan, hệ thống: Người ta phát hiện bệnh nhân nằm điều trị hồi sức tích cực nhiễm Malassezia  huyết. Ngoài ra, nhiều nghiên cứu cùng nhận định nấm Malassezia là tác nhân gây bệnh phổi, viêm màng bụng, nhiễm khuẩn huyết qua đặt catheter [34]. Sau khi tiến hành nuôi cấy, định loại nấm và thực hiện kỹ thuật PCR đã xác định có hai loài gây bệnh hệ thống hay gặp: 
M. pachydermatis (46%) và M. furfur (63%) [17].
[bookmark: _Toc485393740][bookmark: _Toc485463898][bookmark: _Toc499481456][bookmark: _Toc396640203][bookmark: _Toc397884003]1.2. Bệnh lang ben
[bookmark: _Toc499481457][bookmark: _Toc485393742][bookmark: _Toc485463900][bookmark: _Toc485465219][bookmark: _Toc485466832]1.2.1. Đại cương
1.2.1.1. Khái niệm
Lang ben (Pityriasis versicolor) là bệnh nấm nông ở da, căn nguyên do Malassezia spp. đặc trưng bởi dát hình tròn hoặc bầu dục, thay đổi màu sắc da trên có vảy da ẩm mỏng, các tổn thương có thể đứng rải rác hoặc liên kết với nhau thành đám, tập trung chủ yếu ở vùng da giàu bã nhờn ở phần trên cơ thể kèm theo ngứa.
[bookmark: _Toc485393743][bookmark: _Toc485463902][bookmark: _Toc485465221][bookmark: _Toc485466834]1.2.1.2. Tình hình bệnh trên thế giới và Việt Nam
Lang ben là một trong những bệnh nấm da phổ biến nhất trên thế giới. Tỉ lệ mắc bệnh khác nhau ở mỗi vùng, mỗi khu vực. Nhìn chung, những nơi có khí hậu lạnh như Bắc Âu, tỉ lệ bệnh thấp xấp xỉ 1% dân số [17]. Mặc dù khó đánh giá chính xác tỉ lệ mắc bệnh nhưng có thể ước tính tỉ lệ vào khoảng 
5-8% dân số [17]. Theo Hellgren L., tại trung tâm Thụy Điển, nơi có khí hậu lạnh, thuộc vùng ôn đới, bệnh gặp với tỷ lệ 0,5% dân số [35]. Tại khu vực hàn đới, một số nghiên cứu nhỏ ước chừng tỉ lệ này dưới 1% dân số. 
Tại Việt Nam, theo một số tác giả khi điều tra về tỉ lệ mắc bệnh da tại một xã thuộc huyện Thanh Trì, Hà Nội, bệnh lang ben chiếm 3,1% số người được khám [36]. Theo Nguyễn Thị Tuyết Mai và cs (1998) tỉ lệ bệnh là 1,76% số bệnh nhân đến khoa khám bệnh tại bệnh viện Da liễu Trung Ương [37]. Nguyễn Văn Hoàn (2015) cũng tiến hành tại bệnh viện Da liễu Trung Ương, bệnh nhiễm nấm chiếm 8,08%, còn bệnh lang ben chiếm 19,07% trong các bệnh nhân này, so với tổng số bệnh nhân đến khám thì tỉ lệ là 1,54% [38].
Các nghiên cứu đều ghi nhận bệnh có thể gặp quanh năm tuy nhiên số lượng bệnh nhân thường tăng lên vào mùa xuân hè. Theo Gupta ở Canada và Asja Prohic ở Bosnia, tỉ lệ bệnh gặp nhiều nhất vào những tháng mùa hè [39], [40]. Theo Elham Zeinali và cs, ở Iran, bệnh thường gặp vào khoảng tháng 7, tháng 8 và tháng 9 [41]. Tại Việt Nam, theo Nguyễn Thị Tuyết Mai và cs, bệnh hay gặp vào những tháng cuối hè đầu thu và đầu mùa đông xuân [37]. 
Bệnh có thể gặp ở bất cứ lứa tuổi nào, từ trẻ nhỏ cho đến người già nhưng hay gặp nhất là thanh niên trong khoảng từ 20-40 tuổi. Ở Ontario, Canada, theo tác giả Gupta, bệnh có thể gặp ở độ tuổi từ 9 đến 75 tuổi, độ tuổi trung bình là 36,8 tuổi [39]. Theo tác giả Elham Zeinali, ở Iran, bệnh hay gặp nhất ở 20-29 tuổi, chiếm 32,3%, ít gặp ở trẻ nhỏ, nhóm tuổi 0-9 tuổi chỉ chiếm 2,9% [41]. Trong một nghiên cứu tiến hành tại Buerarema- BA, Brazil, của tác giả Juliano và cs, độ tuổi hay gặp là 10-19 tuổi, chiếm 29,5% [42]. Theo Abdul-Razak S.H. và cs ở Bagda, Irag, nhóm tuổi 21-31 gặp nhiều nhất 45,3%, xếp thứ 2 là nhóm tuổi 12-21 (31,3%) [43]. Theo Nguyễn Thị Tuyết Mai và cs, tuổi hay gặp là 15-30 tuổi (56,84%), tương đồng với các nước nhiệt đới nóng ẩm khác như Brazil [37]. 
Nhiều tác giả cho rằng tỉ lệ gặp bệnh ở nam và nữ có xu hướng cân bằng. Tại Bosnia, theo Asja Prohic và cs, tỉ lệ nam/nữ là 1/1 [40]. Theo Bita Tarazoonie và cs, tại Iran, tỉ lệ nam/nữ xấp xỉ 1/1 [44]. Tại Iraq, tác giả Abdul- Razak thông báo tỉ lệ nam/nữ xấp xỉ 3/2 [43]. Một nghiên cứu khác của Juliano tại Brazil, tỉ lệ nam/nữ là 1/2 [42]. Theo Nguyễn Thị Tuyết Mai và cs, tỉ lệ nam/nữ là 1/1[37].
[bookmark: _Toc485393744][bookmark: _Toc485463903][bookmark: _Toc485465222][bookmark: _Toc485466835]1.1.2.3. Một số yếu tố thuận lợi 
[bookmark: _Toc452220316]Thời kỳ đầu các tác giả cho rằng căn nguyên gây bệnh lang ben do vi nấm M. furfur và phụ thuộc pH da, thử nghiệm lâm sàng điều trị bệnh bằng cách thay đổi pH đem lại hiệu quả nhất định nhưng bệnh thường tái phát. Nghiên cứu của Preuss J. (2013) đã phát hiện MfTam1 phát triển thuận lợi pH 8,0, được coi như enzym chính quyết định hoạt động của vi nấm. Sau đó, người ta cũng nghiên cứu với M. globosa và phát hiện hệ enzym phân giải lipid với Mglip2 đặc trưng ở pH 6,0 [45],[46]. Các tác giả đi đến kết luận, nấm Malassezia phụ thuộc vào hệ enzym hoạt động ở dải pH đặc trưng và khác nhau tùy từng loài. Do đó, pH da kiềm không phải là điều kiện tiên quyết, mà chỉ là một yếu tố trong các yếu tố thuận lợi ảnh hưởng đến khả năng sinh sản, phát triển và gây bệnh của vi nấm. 
	Những yếu tố thuận lợi khác cũng ảnh hưởng tới sự phát sinh bệnh như: cắt bỏ tuyến thượng thận, đái tháo đường, có thai, suy dinh dưỡng, điều trị corticoid toàn thân, dùng thuốc ức chế miễn dịch hay khi ra nhiều mồ hôi... Nhiều nghiên cứu nhằm tìm lời giải thích về tính cảm thụ của cơ thể khi thay đổi một số điều kiện sinh lý, sinh hóa trong cơ thể. 
[bookmark: _Toc485463901][bookmark: _Toc485465220][bookmark: _Toc485466833][bookmark: _Toc499481458][bookmark: _Toc485393747][bookmark: _Toc485463905][bookmark: _Toc485465224][bookmark: _Toc485466837]

1.2.2. Căn nguyên và sinh bệnh học
[bookmark: _Toc472009996]Năm 1853, C. Robin tìm ra trên vảy da của bệnh nhân bị bệnh lang ben có loài nấm, đặt tên là Micosporum furfur. Đến năm 1874, Malassez (1842–1909) đã mô tả tác nhân gây bệnh là những tế bào hình tròn hoặc bầu dục, phát triển ở lớp sừng của da bệnh nhân lang ben, đặt tên là 
Malassezia furfur. Từ đó, M. furfur được coi là căn nguyên duy nhất của bệnh. Đầu thập niên 90, thành tựu khoa học phát triển nhanh chóng đã ứng dụng thành công trong việc giải mã trình tự bộ gen của vi nấm và tìm ra 7 loài phụ thuộc lipid, đặt tên chung là Malassezia spp. [16]. Năm 2000, F. Sanchez nhận ra rằng căn nguyên chính  gây bệnh lang ben là M. globosa [47].
[bookmark: _Toc494084176][bookmark: _Toc499483932]Bảng 1.2. Phân bố dịch tễ các loài Malassezia trên da người khỏe mạnh và da bệnh lang ben [2]
	Quốc gia
	Điều kiện
	SL BN (n)
	Vị trí lấy mẫu
	Phương pháp lấy mẫu
	Phương pháp
nuôi cấy
	Loài phổ biến nhất (%)

	Tây Ban Nha
	HS
	75
	Trán và vai
	Cạo da
	mDixon
	M. sympodialis (91,7)

	
	PV
	75
	Thương tổn
	Cạo da
	mDixon
	M. globosa 
(84)

	Canada
	HS
	20
	Nhiều vị trí
	Bề mặt liên quan
	Leeming Notman
	M. sympodialis   (47,2)

	
	PV
	24
	Nhiều vị trí
	Bề mặt liên quan
	Leeming Notman
	M. sympodialis (62,7)

	Hàn Quốc
	HS
	120
	Nhiều vị trí
	Chà rửa
	Leeming Notman
	M. restricta         (31,6)

	Iran
	HS
	100
	Nhiều vị trí
	Chà rửa
	mDixon
	M. globosa
(42)

	
	PV
	94
	Nhiều vị trí
	Cạo da
	mDixon
	M. globosa
(53)

	Ấn Độ
	HS
	45
	Thân mình
	Băng keo
	mDixon
	M. sympodialis (47,6)

	
	PV
	65
	Thương tổn
	Cạo da
	mDixon
	M. globosa 
(51,8)

	Indonesia
	PV
	98
	Thương tổn
	Cạo da
	Leeming Notman
	M. furfur 
(42,9)


(HS: da người khỏe mạnh, PV: Lang ben, SLBN: Số lượng bệnh nhân.)
Những nước khí hậu lạnh, M. sympodialis gây bệnh với tỉ lệ cao nhất, tiếp theo là M. globosa, trong khi đó những nước có khí hậu nóng ẩm, 
M. globosa và M. furfur chiếm ưu thế hơn. Dễ dàng nhận thấy được sự tồn tại của loài M. globosa ở cả nơi có khí hậu lạnh và nơi có khí hậu nóng, trên da lành và da bệnh. Do đó, sự phân bố loài rộng rãi cũng như khả năng thích nghi, sinh sản phát triển và gây bệnh phổ biến của Malassezia không chỉ trong  lang ben mà nhiều bệnh lý khác đã được y văn ghi nhận.... 
Theo Guangxi Wu và cs (2015) trên cơ sở phân tích sâu về bộ gen của 
M. globosa đã phát hiện một hệ thống gồm nhiều enzym phân giải lipid rất đa dạng có nhiệm vụ quyết định mọi hoạt động và cơ chế sinh bệnh của vi nấm, bao gồm: Mg Lip1, Mg Lip2, Mg MDL2. Trong đó, Mg Lip2 (Malassezia  globosa lipase 2) là enzym quan trọng nhất có khả năng chuyển hóa hầu hết các chất béo có trong tuyến bã nhờn (trừ triglyceride) và thích hợp với pH tối thuận 6,0 [45], [46]. Ngoài ra, một enzym khác được Vullo D. và cs báo cáo carbonic anhydrase (MgCA) có tác động trực tiếp đến các acid amin và amino acid như adrenalin, serotonin, histamin… [48]. Kết quả gây ra quá trình viêm, gặp chủ yếu trong bệnh viêm da dầu và gàu da đầu [49], [50].  
Từ thế kỷ 20, M. furfur được cho là căn nguyên duy nhất gây bệnh lang ben. Tuy nhiên chưa có nhiều nghiên cứu tìm hiểu khẳng định vai trò của loài nấm này. Đến năm 2013, Preuss J. tìm ra enzym chính quyết định hoạt động phân giải lipid và protein: Malassezia furfur tryptophanaminotransferase (MfTam1). Enzym này hoạt động ở pH từ 6,0- 10,0, tối thuận ở pH 8,0 và nhiệt độ thích hợp 40ºC [51]. Điều này cũng giải thích lý do một trong những điều kiện thuận lợi của lang ben là pH da kiềm. Bên cạnh đó, M. furfur còn có khả năng tự tổng hợp melanin nội tế bào [52]. Theo Yongchim, trong quá trình tổng hợp melanin M. furfur có khả năng tự kích hoạt L-DOPA để tạo ra hợp chất giống melanin gây ra các thương tổn sắc tố trên da [52].
Nghiên cứu về cơ chế gây bệnh của M. sympodialis có nhiều giả thuyết khác nhau. Một trong những giả thuyết được công nhận khi làm sáng tỏ vai trò của 1→6-β-D-glucan – một kháng nguyên quan trọng có mặt trên vách tế bào nấm [53]. Nhờ đó, M. sympodialis tham vào cơ chế bệnh sinh của viêm da cơ địa gây nên đáp ứng miễn dịch qua trung gian tế bào thông qua IgE và Interleukin [54],[55]. Có lẽ điều này liên quan đến các thương tổn dát hồng trong bệnh lang ben.
Hình ảnh giải phẫu bệnh không đặc hiệu, có thể thấy tăng sừng, á sừng, tăng gai ít, kèm theo viêm nhẹ lớp thượng bì. 
[image: ]
[bookmark: _Toc499549927]Hình 1.9. Hình ảnh mô bệnh học lang ben trên tiêu bản nhuộm Hematoxylin- Eosin
(1: tăng sừng mà không có á sừng, 2: xâm nhập một số tế bào viêm,
3: hình ảnh sợi nấm và tế bào nấm men)
Dưới kính hiển vi có thể thấy sợi nấm ở giữa lớp sừng, đôi khi xâm lấn vào tế bào sừng. Có sự gia tăng lớp tế bào hạt chứng tỏ thời gian chu chuyển tế bào tăng ở vùng thương tổn. Những hạt sắc tố lớn hơn bình thường ở những vùng thương tổn tăng sắc tố và hạt sắc tố nhỏ hơn bình thường ở thương tổn giảm sắc tố.
[bookmark: _Toc499481459]1.2.3. Xác định Malassezia trong bệnh lang ben
1.2.3.1. Soi trực tiếp tìm nấm 
	Phương pháp soi trực tiếp tìm nấm dưới kính hiển vi quang học áp dụng phổ biến hơn một thế kỷ qua kể từ khi Malassez mô tả vi nấm vào năm 1874. Đây là phương pháp đơn giản, dễ thực hiện,  kết quả nhanh và giúp bác sĩ lâm sàng chẩn đoán sơ bộ vi nấm gây bệnh. Tuy nhiên, kết quả còn phụ thuộc vào kinh nghiệm và kỹ thuật xét nghiệm tìm nấm.  
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[bookmark: _Toc499549928]Hình 1.10. Hình ảnh ”Spaghettie and meatball” trên KHV vật kính 40x qua phương pháp soi trực tiếp bằng KOH + ParkerTM Ink
Kỹ thuật soi trực tiếp tìm nấm tiến hành qua nhiều bước, trong đó 2 bước quan trọng nhất là bộc lộ lớp vỏ dày bao quanh tế bào nấm và nhận định hình thái vi nấm dưới kính hiển vi. Hóa chất thường dùng có tính kiềm mạnh do đó thấm tốt vào lớp sừng giúp làm mềm và trong tổ chức biểu mô, bộc lộ hình thái vi nấm. Các dung dịch kiềm thường sử dụng bao gồm: KOH 10%, KOH 20%, NaOH 10%. KOH có tính kiềm tuy không mạnh bằng NaOH nhưng an toàn, giá thành rẻ, tự pha chế dễ dàng và sẵn có trên thị trường. Tuy nhiên, nhược điểm của KOH là khi thành và bào tương của nấm không còn nguyên vẹn thì sợi nấm không bắt màu nên rất khó quan sát. NaOH cũng được áp dụng tại một số phòng xét nghiệm bởi vì tính thấm sâu vào lớp biểu bì, có tác dụng tốt với bệnh phẩm móng, tóc. Bên cạnh đó, Dimethyl sulfoxide (DMSO) là một hợp chất hữu cơ lưu huỳnh với công thức (CH3)2SO, cũng được sử dụng với mục đích là mềm và trong lớp sừng, giúp vi nấm được bộc lộ rõ nét. Nhìn chung, với bệnh phẩm vảy da của bệnh nhân lang ben, KOH tỏ ra hiệu quả hơn, được áp dụng rộng rãi nhưng ái tính kém với tế bào nấm men nên dễ bỏ sót vi nấm khi soi trực tiếp trên kính hiển vi.
Các tác giả cải tiến phương pháp nhuộm soi KOH đơn thuần bằng cách thêm một loại mực đóng vai trò như một chất màu có ái tính với tế bào vi nấm men. Kỹ thuật có thể áp dụng rộng rãi và hữu ích trong chẩn đoán cận lâm sàng bởi ưu diểm: (a) Thời gian cho kết quả nhanh, (b) Nhận định rõ hình thái vi nấm (c) Tránh bỏ sót khi soi trực tiếp, (d)  Đánh giá mật độ tập trung của vi nấm. Các chất màu có thể sử dụng bao gồm: ParkerTM blue black ink, ParkerTM black ink, chicago sky blue 6B, calcofluor white. Dung dịch calcofluor white có ưu điểm bởi quan sát hình thái vi nấm rất rõ nét, tuy nhiên cần soi trên kính hiển vi huỳnh quang và đắt tiền. Dung dịch Chicago sky blue 6B (CSB) gần đây cũng được sử dụng như một phương pháp chẩn đoán nhanh, rẻ tiền hơn. Phương pháp thường được dùng là KOH 10% và CSB 1%. Tuy nhiên, CSB 1% dường như có ái tính với tất cả các loại nấm nông trên da, trong nhiều trường hợp, ái tính với nấm Malassezia không cao bằng mực Parker. Nghiên cứu của N. Lodha và S. A. Poojary (2015) so sánh mực Chicago sky blue 6B và KOH 10% có độ tương đồng 94% với hệ số kappa 0,38 (mức độ tương đồng thấp) [56]. Nghiên cứu của A. Noviandini và cs (2017) khi so sánh KOH và ParkerTM blue black ink (KBI) với Chicago sky blue 6B (CSB) cho thấy tỉ lệ chẩn đoán đúng trong lang ben là tương đương nhau [57]. Nghiên cứu của Rathnapriya N. và cs cho thấy KBI và KOH 10% có độ nhạy tương đương nhau [58]. 
	Hiện nay, ParkerTM ink được áp dụng rộng rãi tại các phòng xét nghiệm vì tạo nền màu xanh tương phản dễ quan sát hình thái vi nấm hơn nữa dung dịch này không bắt màu vách tế bào sừng, bóng hơi, tế bào mỡ, không gây mỏi mắt khi quan sát lâu. Gần đây, ParkerTM blue black ink cũng được áp dụng như là một phương pháp thay thế ParkerTM ink. Phương pháp này mang lại nhiều ưu điểm khi quan sát hình ảnh tế bào nấm men, sợi nấm Malassezia. Hình thái vi nấm điển hình trên kính hiển vi quang học là những sợi nấm thô ngắn như miến vụn ngay khi thoái hóa, các tế bào nấm men hình tròn đứng tập trung thành đám giống hình ảnh “mì ống” và “thịt viên”. Ngoài ra, một số trường hợp chỉ đơn thuần quan sát hình ảnh các sợi nấm thô ngắn hoặc tế bào nấm men đứng rải rác. Trong trường hợp chỉ quan sát các tế bào nấm men, cần thiết tiến hành xác đinh số lượng và mật độ tập trung vi nấm trên vi trường theo V. Silva [59], trong đó: chẩn đoán xác định lang ben khi soi trực tiếp tìm nấm quan sát tế bào nấm trên kính hiển vi đánh giá số lượng từ 20 TB/VT.
Khi quan sát trên thương tổn da bình thường và bệnh lý, Asja Prohic và L. Ozegovic quan sát hình thái vi nấm chủ yếu trên da bệnh lý là sợi nấm và tế bào nấm men, còn trên da khỏe mạnh đơn thuần tế bào nấm men nhưng số lượng ít, mật độ rải rác [40].
Tại Việt Nam, năm 2012 chúng tôi ứng dụng kỹ thuật soi trực tiếp tìm Malassezia với hóa chất KOH kết hợp ParkerTM blue black ink và lấy bệnh phẩm bằng băng dính không màu rất hữu ích giúp chẩn đoán nhanh tại phòng xét nghiệm. Nghiên cứu của Trần Cẩm Vân (2012) cho thấy hình thái điểm hình vi nấm Malassezia trong một số bệnh da thường gặp: viêm da dầu, viêm da cơ địa là tế bào nấm men, con lang ben chủ yếu là sợi và tế bào nấm men [27]. Nghiên cứu của Nguyễn Văn Hiếu và Trần Cẩm Vân (2015) cho thấy hình thái vi nấm Malassezia trên kính hiển vi ở bệnh phẩm bệnh nhân lang ben chủ yếu là sợi nấm và tế bào nấm men (70%), trong khi đó hình thái sợi nấm chỉ chiếm 12%, tế bào nấm men là 18% [60].
1.2.3.2. Nuôi cấy, định loại 
Nuôi cấy, định loại luôn được coi là “tiêu chuẩn vàng” trong xác định căn nguyên vi vinh vật nói chung, trong đó đặc biệt xác định chính xác loài Malassezia gây bệnh. Bệnh phẩm là vảy da của bệnh nhân lang ben. Các môi trường nuôi cấy có thể sử dụng bao gồm: thạch Sabouraud, thạch 
m-Dixon, thạch Leeming- Notman. Lần đầu tiên Sabouraud nuôi cấy trên môi trường cấy nấm thông thường tuy nhiên Malassezia phát triển rất kém, hầu như không mọc. Chỉ duy nhất M. pachydermatis mọc trên môi trường này bởi chúng phát triển không cần lipid. 
Dựa vào đặc tính ưa lipid, Sabouraud cải tiến thành m-Dixon phủ thêm dầu oliu với nồng độ 1%. Sabouraud phát hiện 7 loài bao gồm: M. furfur, 
M. pachydermatis, M. restricta, M. sympodialis, M. slooffiae, M. globosa,
M. obtusa  [5], [6]. Trên môi trường này, khuẩn lạc có thể thu được sau 2-3 ngày nuôi cấy với nhiều hình thái khác nhau. Tuy nhiên, để phân biệt hình thái khuẩn lạc giữa các loài Malassezia là tương đối khó khăn, bởi hình ảnh đại thể gần như rất giống nhau giữa các loài. Môi trường Leeming- Notman cũng đưa vào sử dụng và thu được hình ảnh khuẩn lạc trơn, màu hồng đến tím đậm. Trong đó M. furfur, M. sympodialis, M. slooffiae phát triển tốt, M. globosa và M. obtusa phát triển kém hơn, M. restricta phát triển rất kém. 
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[bookmark: _Toc499483933]Bảng 1.3.  Đặc điểm các môi trường thường dùng 
trong nuôi cấy Malassezia [61]
	Môi trường
	Thành phần

	Thạch Dixon
	36g đường malt, 6g peptone, 20g bile, 10ml Tween 40, 2 mL lycerol, 2 mL acid oleic và 12 g thạch

	Thạch
Leeming-Notman
	10 g peptone, 5 g glucose, 0.1 g nấm men, 4 g mật, 
1 mL glycerol, 0,5 g glycerol monostearate, 0.5 ml Tween 60, 10 ml sữa and 12 g thạch

	Môi trường Ushijima  (M. pachydermatis)
	10 g trypticase peptone (BBL), 5 g nấm men, 3 g glucose, 2 g NaCl, 12 g KH2 PO4 (khan), 15 g thạch, 0,1 g ampicillin, và 0,25 g cycloheximide; pH 5,5

	Thạch CHROM sửa đổi
	56,3 g thạch CHROM Malassezia  và 10 ml Tween 40



Một phương pháp khác được Kaneko và cs (2005) đưa ra sử dụng thạch CHROM agar Candida có cải tiến để phân lập đồng thời Candida và Malassezia [62]. Kết quả thu được tương tự như môi trường Leeming Notman thông thường. Năm 2011, Kaneko và cs dùng thạch CHROM agar Malassezia và một số tính chất sinh hóa trên một số môi trường khác được đưa vào sử dụng như một phương pháp định danh Malassezia chủ yếu ở Nhật [63]. Kaneko dựa trên sự phát triển của Malassezia trong môi trường thạch CHROM, đồng thời các phản ứng với Catalase, Cremophor Esculin để xác định được 7 loài: M. furfur, M. sympodialis, M. globosa, M. obtusa, 
M. slooffiae, M. restricta và M. pachydermatis [63], [64]. Gần đây, phương pháp nhận định khả năng sản xuất chất kết tủa Tween 40 dựa trên các môi trường thạch CHROM Malassezia, thạch dextrose của Sabouraud, Cremophor EL, Tween 60 và phản ứng Catalase được dùng để phân biệt 9 loài Malassezia bao gồm 7 loài trên cộng thêm 2 loài M. dermatis và M. japonica [65], [64].
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[bookmark: _Toc499483934]Bảng 1.4. Đặc điểm kiểu hình của 14 loài Malassezia  dựa trên đặc tính sinh lý và sinh hóa
	Loài Malassezia
	Môi trường phát triển
	Kết quả kiểm tra
	Tài liệu
tham khảo

	
	SDA
32 °C
	mDA
	Tween
	Cremophor EL
	β Glucosidase
	Catalase
	

	
	
	32 °C
	37 °C
	40 °C
	Tween 20
	Tween 40
	Tween 60
	Tween 80
	
	
	
	

	M. furfur
	-
	+
	+
	+
	+/IGP
	+/IGP
	+/IGP
	+/IGP
	+/- IGP
	+/- IGP
	+/- IGP
	[6]

	M. sympodialis      
	-
	+
	+
	+
	-/±
	+
	+
	+
	+/±
	+
	+
	[6]

	M. globosa
	-
	+
	-/±
	-
	-
	-/IGP
	-/IGP
	-
	-
	-
	+
	[6]

	M. restricta
	-
	+
	+
	-
	-
	-/IGP
	-/IGP
	-
	-
	-
	-
	[6]

	M. obtusa
	-
	+
	-/±
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	[6]

	M. slooffiae
	-
	+
	+
	+
	+/±
	+
	+
	-/±
	-
	-
	+
	[6]

	M. dermatis
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+/±
	+/±
	NE
	+
	[66]

	M. japonica
	-
	+
	+
	-
	-
	±
	+
	-
	NE
	NE
	+
	[67]

	M. nana
	-
	+
	+
	V
	V
	+
	+
	±
	-
	-
	+
	[35]

	M. yamatoensis
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	NE
	NE
	+
	[10]

	M. equina
	-
	+
	±
	-
	±
	+
	+/IGP
	+/IGP
	-
	-
	+
	[12]

	M. caparae
	-
	+
	-/±
	-
	-/IGP
	+/IGP
	+/IGP
	+/- IGP
	-
	+/- IGP
	+
	[12]

	M. cuniculi
	-
	+/±
	+
	+
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	[13]

	M. pachydermatis
	+/±
	+
	+
	+
	+/IGP
	+
	+
	+
	+/IGP
	+/- IGP
	+/±
	[68]


(SDA: thạch Sabouraud dextrose, mDA: thạch Dixon cải tiến, Tween: thạch Sabouraud có chứa lipid, Cremphor EL: thạch Dixon có chứa lipid, v: có giá trị, IGP: không mọc (hoặc hiếm khi mọc), NE: không xác định được)

Trên thực tế khi quan sát đại thể và vi thể, xét về mặt hình thái học, các loài Malassezia tương đối giống nhau nên phân định khá khó. Các tác giả sử dụng các tính chất sinh lý sinh hóa và sự phát triển ở các điều kiện nhiệt độ khác nhau từng loài để xác định chính xác loài. Sabouraud phát hiện một số đặc tính ưa nhiệt độ chọn lọc khác nhau tùy loài: M. globosa, M. obtusa và 
M. restricta phát triển tốt ở 32 oC, nhưng ở 37oC chúng hầu như không phát triển hoặc phát triển rất yếu. Phản ứng Catalase âm tính được coi như bước quan trọng để xác định loài M. restricta. Tuy nhiên, với các loài khác, thử nghiệm quan trọng định danh một số loài ưa lipid: M. furfur, M. yamatoensis,           M. dermatis, M. slooffiae, M. japonica, M. globosa, M. obtusa, M. cuniculi,
M. sympodialis là sử dụng các loại Tween khác nhau ở thành phần acid béo trong đó Tween 20 có acid lauric, Tween 40 có acid palmitic, Tween 60 có acid stearic và Tween 80 có acid oleic.
Dựa trên khả năng hấp thu khác nhau với các loại Tween trên để xác định các loài Malassezia: M. furfur, M. yamatoensis, M. dermatis hấp thu cả 4 loại Tween; M. globosa, M. obtusa, M. dermatis không hấp thu cả 4 loại Tween; M. sympodialis hấp thu yếu hoặc không hấp thu Tween 20; 
M. slooffiae hấp thu yếu hoặc không hấp thu Tween 80, M. japonica hấp thu 2 loại Tween 40 và Tween 60.
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[bookmark: _Toc499549929]Hình 1.11. Quy trình thử nghiệm với Tween và Cremophor EL 
Ngoài ra, để xác định hình thái và tính chất khuẩn lạc, các tác giả khuyến nghị sử dụng môi trường CHROM agar Malassezia. Kết quả thu được 
M. furfur đặc trưng bởi khuẩn lạc màu hồng nhạt và có nếp nhăn; M. dermatis với khuẩn lạc hồng nhạt và trơn; M. yamatoensis không tạo khuẩn lạc đặc trưng, M. globosa tạo khuẩn lạc tím và trơn; M. obtusa với khuẩn lạc hồng và trơn; M. cuniculi không tạo được khuẩn lạc đặc trưng.
[bookmark: _Toc499483935]Bảng 1.5. Đặc tính các loài Malassezia trên CHROM agar Malassezia
	Loài Malassezia
	Đặc điểm khuẩn lạc trên CHROM

	
	Kích cỡ
	Màu sắc/hình thái
	Kết tủa

	M. pachydermatis
	Lớn
	Hồng/ nhẵn
	+

	M. sympodialis
	Lớn
	Hồng/nhẵn
	+

	M. globosa
	Nhỏ
	Đỏ tía/nhẵn
	+

	M. dermatis
	Lớn
	Hồng đến đỏ tía/ nhẵn
	+

	M. furfur
	Lớn
	Hồng/ nhăn nheo
	-

	M. slooffiae
	Nhỏ
	Hồng/ nhẵn
	-

	M. obtusa
	Trung bình
	Hồng/xù xì
	-

	M. restricta
	Nhỏ
	Hồng/ nhẵn
	-

	M. japonica
	Lớn
	Hồng/ nhẵn
	-



Tổng hợp tất cả các tính chất trên và dựa vào điều kiện thực tế tại phòng xét nghiệm nấm Bệnh viện Da liễu Trung Ương, chúng tôi xây dựng quy trình xác định Malassezia từ vảy da bệnh nhân lang ben có cải tiến nhằm rút ngắn thời gian, tiết kiệm chi phí đồng thời đơn giản hiệu quả (xem hình 2.4). 
Như vậy, lần đầu tiên tại Việt Nam chúng tôi xác định được chính xác 11 loài trong số 14 Malassezia gây bệnh bao gồm: M. globosa, M. furfur,
M. dermatis, M. obtusa, M. restricta, M. slooffiae, M. cuniculi, M. equina, 
M. restricta, M. sympodialis, M. pachydermatis. Trong thời gian tới nhóm nghiên cứu kỳ vọng sẽ áp dụng kỹ thuật xác định các loài Malassezia trong một số bệnh da khác như: viêm da cơ địa, viêm da dầu, viêm nang lông, vảy nến...
1.2.3.3. Phân tích phân tử và PCR
	Kỹ thuật phân tử áp dụng trong định danh nấm có nhiều phương pháp bao gồm: phương pháp “dấu vân tay” DNA; kỹ thuật DNA đa hình nhân bản ngẫu nhiên (RAPD); kỹ thuật đa hình độ dài nhân bản chọn lọc (AFLP); điện di DNA biến tính trên gel gradient (DGGE); điện di trong trường xung điện (PFGE); kỹ thuật chỉ thị PCR chuỗi đặc trưng; kỹ thuật PCR đa hình độ dài đoạn cắt hạn chế (RFLP); kỹ thuật PCR đa hình cấu tạo sợi đơn (PCR-SSCP); PCR-Realtime; PCR sequencing. So với nuôi cấy định danh, phương pháp dễ thực hiện hơn, giúp xác định chính xác loài Malassezia. Bệnh phẩm có thể được sử dụng vảy da hoặc khuẩn lạc. PCR từ vảy da đơn giản hơn, bệnh phẩm đươc lấy vào dung dịch đặc biệt, sau đó sử dụng các kỹ thuật PCR khác nhau để xác định loài. Tuy nhiên, phương pháp này có độ nhạy không cao vì trong nhiều trường hợp vảy da của bệnh nhân mỏng, dễ bong, khó lấy được, hơn nữa, còn phụ thuộc vào môi trường bảo quản bệnh phẩm. PCR từ khuẩn lạc cũng được các tác giả áp dụng như là một phương pháp xác định độ nhạy, độ đặc hiệu của phương pháp nuôi cấy. Ưu điểm của phương pháp này là có thể xác định chính xác loài Malassezia với độ nhạy và độ đặc hiệu cao. Tuy nhiên, phương pháp cần nhiều thời gian hơn do phải đợi vi nấm phát triển trên môi trường nuôi cấy, sau đó mới lấy được bệnh phẩm, cho nên tính thực tiễn không cao, có thể áp dụng trong các cơ sở có tính nghiên cứu. 
Gaitanis và cs (2002) sử dụng PCR-RFLP để xác định Malassezia từ vảy da, kết quả xác định được 7 loài Malassezia: M. furfur, M. globosa, 
M. sympodialis, M. obtusa, M. restricta, M. slooffiae, M. pachydermatis [69]. Theo Ji Young Kim và cs (2013) PCR sequencing cho kết quả xác định loài Malassezia chính xác nhất, cao hơn PCR- RFLP và tương đương PCR pyrosequencing [52]. 
Nghiên cứu này của chúng tôi sử dụng kỹ thuật PCR sequencing từ vảy da bệnh nhân lang ben. Bệnh phẩm được lấy từ vảy da bệnh nhân lang ben, xử lý thô bằng dung dịch nước muối sinh lý NaCl 0,9%. Chúng tôi thiết kế cặp mồi nhằm phát hiện sự có mặt của nấm Malassezia trong mẫu bệnh phẩm. Tiếp đó, đưa mẫu bệnh phẩm vảy da được tiến hành PCR, lấy sản phẩm thu được giải trình tự gen. Dựa trên bộ gen của loài Malassezia trên ngân hàng gen quốc tế, chúng tôi so sánh trình tự nucleotid thu thập được để xác định các loài Malassezia. 
[bookmark: _Toc499481460][bookmark: _Toc485393746][bookmark: _Toc485463904][bookmark: _Toc485465223][bookmark: _Toc485466836]1.2.4. Chẩn đoán bệnh lang ben
1.2.4.1. Đặc điểm lâm sàng 
	Thương tổn cơ bản là các dát, mảng hình tròn hoặc bầu dục. Bệnh thường bắt đầu bằng những chấm màu hồng, nâu hoặc trắng trên da. Các chấm lớn dần, lan rộng và liên kết với nhau thành mảng ranh giới rõ rệt với da lành. Thương tổn có hình bầu dục hoặc đa cung. Kích thước đám thương tổn từ 1-3 cm, đôi khi liên kết với nhau tạo thành mảng thương tổn lan rộng. 
Thương tổn đặc trưng bởi sự thay đổi màu sắc da, có thể tăng sắc tố hoặc giảm sắc tố, đôi khi dát hỗn hợp tăng và giảm sắc tố. Màu sắc tổn thương hay gặp nhất là màu nâu (tăng sắc tố) và trắng (giảm sắc tố) vào từng cá thể với số lượng, loại tế bào hắc tố melanin cũng như mức độ hoạt động, sự hiện diện của caroten và độ dày của lớp sừng. 
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	[bookmark: _Toc499549930]Hình 1.12 Hình ảnh dát tăng sắc tố (a) và dát giảm sắc tố (b) 


Trong lang ben, hiện tượng giảm sắc tố là mắc phải, có thể thứ phát do tác động ức chế của acid dicarboxylic lên tế bào sắc tố hoặc bảo vệ tránh tác động từ ánh sáng. Mendez-Tovar cho rằng, khi tiếp xúc với ánh sáng mặt trời, các tế bào nấm sản xuất acid azelaic ức chế enzym tyrosin kinase gây ra những điểm giảm sắc tố trên da [70]. Gần đây, một thử nghiệm invivo chứng minh M. furfur liên quan đến dát tăng, giảm sắc tố do sự tái hoạt động của Melanin-specific Mab [52].
	Ngoài ra, sự khác biệt về mặt mô bệnh học trong lang ben giữa tổn thương tăng sắc tố và giảm sắc tố: (1) Hình thái tế bào và sợi nấm gặp nhiều thương tổn tăng sắc tố; (2) Sự xuất hiện của melanocytes trong các tổn thương tăng sắc tố cũng bị thay đổi, kích thước lớn hơn, một vài tế bào phì đại và đứng đơn lẻ [70]. Hiện tượng tăng sắc tố không chỉ đơn thuần là kết quả của việc tăng hoạt động melanin; một giả thuyết cho rằng dát tăng sắc tố là kết quả của phản ứng viêm nhẹ do các loại nấm men. Nghiên cứu năm 2013 của tác giả Sirida Yongchim trong phòng thí nghiệm chứng minh M. furfur có khả năng sản xuất hợp chất giống melanin trong tế bào [52]. Tuy nhiên, sự tăng sắc tố không chỉ do loài vi nấm đơn thuần và đã có những báo cáo gặp ở cả thương tổn bệnh lang ben và bạch biến.Trong thực tế, chúng ta thường quan sát trên kính hiển vi sự hiện diện của hình thái tế bào men và sợi nấm khi lấy bệnh phẩm tại các khu vực giàu lipid của cơ thể: mặt, da đầu và thân mình. Các thương tổn có thể lan rộng trên nhiều vùng của cơ thể nhưng rất hiếm khi thấy ở cẳng tay, cẳng chân, nhất là bàn tay và bàn chân. Có nhiều báo cáo về sự hiện diện nấm Malassezia trên thương tổn bệnh lý gầu da đầu và người có làn da khỏe mạnh. Đây là những thương tổn rất ít được chú ý khi khám lâm sàng và là nguồn gây tái phát bệnh. Theo Elham Zeinali và cs (2014), thương tổn trên da đầu có liên quan đến tóc và gàu da đầu, trong đó M. globosa và M. obtusa là những loài thường gặp [41]. Điều này cũng phù hợp với cơ chế bệnh sinh của loài M. globosa. 
	Trên bề mặt thương tổn có phủ lớp vảy da ẩm mỏng như “vảy cám”, trong trường hợp khó phát hiện có thể cạo nhẹ trên bề mặt tổn thương thấy vảy da bong dễ dàng gọi là dấu hiệu “vỏ bào”. Dùng đèn Wood soi vùng rìa thương tổn trong phòng tối có hiện tượng phát quang, có thể xuất hiện màu vàng sáng hoặc vàng huỳnh quang. 
Triệu chứng cơ năng thường gặp là ngứa, ngứa tăng lên khi ra mồ hôi đôi khi cảm giác ngứa râm ran. Có thể không ngứa hoặc cảm giác ngứa thoáng qua.
1.2.4.2. Các thể lâm sàng
+ Thể giảm sắc tố: tổn thương cơ bản là các dát màu trắng (giảm sắc tố), thường xuất hiện ở vùng da giàu bã nhờn, tổn thương kích thước nhỏ 1-3 cm, thường đứng riêng rẽ, có khi thành đám, trên có vảy da mỏng, dấu hiệu vỏ bào dương tính, tổn thương hiện rõ dưới ánh sáng đèn wood. Nguyên nhân chủ yếu do trong quá trình gây bệnh, nấm Malassezia tạo ra các sản phẩm ức chế cạnh tranh với tyrosinase làm giảm sản xuất melanin và gây độc trực tiếp lên tế bào sắc tố.
+ Thể tăng sắc tố: đặc trưng bởi các dát tăng sắc tố (dát tăng sắc tố), hay gặp ở lưng, ngực, tổn thương thường lan rộng trên một vùng cơ thể, ít khi đơn độc mà thành đám thương tổn, quan sát thấy rõ bằng mắt thường, dấu hiệu vỏ bào (+). Nghiên cứu cho thấy số lượng của các tế bào sắc tố ở vùng thương tổn không tăng so với vùng da lành nhưng các hạt melanosome trong các tế bào sắc tố to ra làm tăng cường sản xuất sắc tố melanin.
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[bookmark: _Toc499549931]Hình 1.13. Hình ảnh dát hồng (thể viêm)
+ Thể viêm: thương tổn là các dát màu hồng nhạt (dát viêm hay tăng, giảm sắc tố). Hiện tượng này do Malassezia tương tác với da gây nên quá trình viêm giải phóng các cytokin, chymokin, kích thích sản xuất các interleukin. Tổn thương thường lan rộng trên một vùng cơ thể, vảy da khó quan sát bằng mắt thường, khi nạo bằng dao cùn hoặc dùng băng dính trong,  có thể thấy vảy da.
+ Thể theo vị trí tổn thương: Thể thông thường xuất hiện ở vùng lưng, ngực, có thể mặt. Thể lang ben ở các đầu chi như cẳng tay, cẳng chân nhất là bàn tay, bàn chân được coi là thể đặc biệt (thể đầu chi). Tổn thương của thể này tương tự thể thông thường, các dát thường đứng đơn độc ở mặt mu tay, mu chân, không bao giờ thấy tổn thương ở lòng bàn tay, bàn chân.
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[bookmark: _Toc499549932]Hình 1.14. Hình ảnh lang ben ở vùng sinh dục (a), ở bàn tay (b)
+ Thể theo tuổi: bệnh ít gặp ở trẻ em, thương tổn thường là các dát giảm sắc tố, xuất hiện ở mặt, cổ, đứng đơn độc hoặc thành đám. Thể lang ben gặp ở người già, thương tổn có thể là dát giảm sắc tố hoặc nâu, thường xuất hiện ở vị trí điển hình như: lưng, ngực. Bệnh tiến triển trong thời gian dài, đứng đơn độc hoặc thành đám.
+ Thể đảo ngược: Thường gặp vị trí các mặt gấp tay và chân
+ Thể theo hình thái thương tổn: hình vòng cung (circinate), thể teo (atrophic)
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[bookmark: _Toc499549933]Hình 1.15. Hình ảnh lang ben thể vòng cung (a) và thể viêm nang lông (b)
+ Thể viêm nang lông: chủ yếu ở phụ nữ trẻ, đặc trưng bởi các sẩn và mụn mủ ở nang lông, kèm ngứa, thường gặp ở thân mình, cánh tay, cổ và ít khi ở mặt. M. furfur phát triển quá mức xâm nhập sâu vào trong nang lông, giải phóng các chất trung gian từ men lipase, dẫn tới quá trình viêm. Xét nghiệm thấy dạng tế bào nấm men, ít gặp dạng sợi nấm.
[bookmark: _Toc494736966][bookmark: _Toc494737240][bookmark: _Toc494738665][bookmark: _Toc494820041][bookmark: _Toc499477905][bookmark: _Toc499481461]1.2.4.3. Chẩn đoán xác định  
· [bookmark: _Toc485466840][bookmark: _Toc485465227][bookmark: _Toc485463908][bookmark: _Toc485393750]Biểu hiện lâm sàng 
- Thông thường thể điển hình dễ nhận biết hình thái lâm sàng:
+ Đám vảy da ranh giới rõ từ trắng, hồng đến nâu hoặc hỗn hợp
+ Thương tổn mất sắc tố
+ Sẩn mày đay nang lông
- Vị trí: chủ yếu vùng cổ, ngực, lưng, liên bả cột sống, có thể lan ra vai, cánh tay, và vùng bụng, đùi. Hiếm khi thấy cẳng tay, cẳng chân, hầu như không thấy lòng bàn tay, bàn chân.
- Soi đèn Wood: Phát quang dưới ánh đèn wood màu vàng lưu huỳnh, kể cả thương tổn mắt thường không nhìn thấy. 
- Cơ năng: ngứa khi ra mồ hôi.
· [bookmark: _Toc485466841][bookmark: _Toc485465228][bookmark: _Toc485463909][bookmark: _Toc397884005]Cận lâm sàng 
- Xét nghiệm trực tiếp: Dùng KOH 20% + ParkerTM blue black ink tỷ lệ (1:2) soi trực tiếp dưới kính hiển vi. Nhận định hình thái, số lượng và mật độ Malassezia.
- Nuôi cấy và định danh loài Malassezia gây bệnh.
- PCR sequencing: dựa trên đoạn DNA đặc trưng nhằm xác định loài nấm. 
[bookmark: _Toc494736967][bookmark: _Toc494737241][bookmark: _Toc494738666][bookmark: _Toc494820042][bookmark: _Toc499477906][bookmark: _Toc499481462]1.2.4.4. Chẩn đoán phân biệt
+ Chàm khô (pityriasis alba): thương tổn là dát giảm sắc tố trên có vảy phấn. Kích thước đám thương tổn từ 1 – 2 cm đường kính. Vị trí khu trú ở mặt, cánh tay, cẳng tay.
+ Giảm sắc tố sau viêm của các bệnh lý khác
+ Bạch biến: dát giảm sắc tố ranh giới rõ, bờ thẫm màu, thường đối xứng, không có vảy, liên quan đến các bệnh lý tự miễn
+ Phong thể I: dát giảm sắc tố mất cảm giác đau và nóng, lạnh.
+ Viêm da dầu: thường gặp ở vùng da đầu, thương tổn cơ bản là các dát đỏ, trên có vảy da kèm theo gàu ở da đầu.
+ Vảy phấn hồng Gilbert: thường gặp ở trẻ em, thương tổn là dát màu hồng, xung quanh gờ cao, có vảy phấn, ở giữa hơi lõm. Thương tổn thường ở vùng mạng sườn hoặc đùi. Bệnh tự khỏi sau 4 – 6 tuần. 

+ Nấm thân mình: điển hình là bệnh hắc lào, dấu hiệu đầu tiên là ngứa vùng bị bệnh, sau đó xuất hiện một vệt màu hơi đỏ, tổn thương bờ rõ, trung tâm có xu hướng lành, xung quanh có mụn nước lấm tấm xung quanh, lan rộng tạo thành hình đa cung.
+ Giang mai II: Dát giảm sắc tố, đen trong thời kỳ II của giang mai là vết tích của đào ban giang mai II, kèm theo sưng hạch ngoại vi không đau. Xét nghiệm huyết thanh chẩn đoán giang mai dương tính.
+ Vảy nến thể giọt: dát đỏ ranh giới rõ, trên có vảy da dễ bong. Vị trí tập trung vùng tì đè.
+ Viêm nang lông do nguyên nhân khác, đặc biệt viêm nang lông có ngứa và trứng cá.
[bookmark: _Toc485463911][bookmark: _Toc499481463]1.2.5. Điều trị bệnh lang ben
1.2.5.1. Giáo dục sức khỏe
	Giáo dục sức khỏe (GSDK) là một phần quan trọng trong chiến lược điều trị lang ben. 
	GDSK ở đây chủ yếu là hướng dẫn cho bản thân người bệnh hiểu rõ đặc tính của lang ben là bệnh lý nhiễm nấm, tiến triển mạn tính, dai dẳng, dễ tái phát. Malassezia là vi nấm gây bệnh lang ben, thuộc vi hệ, vì vậy mục tiêu của điều trị là nhằm kiểm soát bệnh, phòng tái phát.
	GDSK bao gồm phòng tránh các yếu tố thúc đẩy làm nặng thêm tình trạng bệnh như sử dụng xà phòng, chất tẩy rửa, gây tổn hại đến hàng rào bảo vệ da, tạo điều kiện cho vi nấm phát triển. Vệ sinh thân thể, là luộc quần áo trước khi mặc cũng là một phần quan trọng trong chiến lược điều trị.
	Ngoài ra, cần giải thích cho bản thân người bệnh hiểu Malassezia là vi nấm thuộc vi hệ da bình thường, gây bệnh cơ hội khi gặp điều kiện thuận lợi nên khó lây, ngoài ra có thể gây ra nhiều bệnh lý khác nhau. Do đó, việc phòng bệnh không chỉ giúp điều trị bệnh lang ben mà còn hạn chế khởi phát một số bệnh liên quan Malassezia viêm da dầu, viêm da cơ địa, viêm nang lông...
1.2.5.2. Điều trị tại chỗ	
	Lang ben là bệnh nhiễm nấm nông trên da, do Malassezia ký sinh vi hệ lớp sừng gây nên. Trên thực tế có hai quan điểm điều trị bệnh lang ben: (1) dùng thuốc kháng nấm và (2) không dùng thuốc kháng nấm. Một số tác giả cho rằng, bệnh do nấm ký sinh vi hệ ở lớp sừng có thể dùng một số biện pháp điều trị mà không cần dùng thuốc kháng nấm. Do đó, sử dụng các hoạt chất có tính bạt sừng (acid salicylic) làm bong vảy da nơi vi nấm ký sinh, qua đó loại trừ nấm ra khỏi cơ thể. Shi T.W. và cs (2015) sử dụng một hoạt chất khác là adapalene (có nguồn gốc là vitamin A acid) kết hợp với ketoconazole 2% dạng kem để điều trị lang ben, kết quả thu được sau 4 tuần, tỉ lệ khỏi là 92% [71]. 
	Malassezia thuộc vi hệ da người bình thường và chúng có mặt ở khắp mọi nơi trên cơ thể: da đầu, mặt, lưng, ngực... Do đó, với phương pháp điều trị không dùng thuốc kháng nấm khó áp dụng với thương tổn lan tỏa, mạn tính dai dẳng. Phương pháp bôi tại chỗ nên được áp dụng trong một số trường hợp đặc biệt với diện tích thương tổn nhỏ, bị lần đầu, dị ứng thuốc kháng nấm, không dùng thuốc đường uống do một số bệnh lý gan thận... Các tác giả khuyên dùng hàng ngày một loại xà phòng có thành phần acid salicylic và lưu huỳnh đóng vai trò như một chất diệt nấm, tuy tỏ ra hiệu quả nhất định nhưng hiện nay không được ưa dùng bởi mùi hôi hám khó chịu và những độc tính của thành phần sulfur lưu huỳnh có trong xà phòng Sastid có thể kích ứng da như: đỏ rát, khô da và bong tróc da. Một số tác giả khác khuyên bệnh nhân sử dụng các phương pháp làm thay đổi pH da nhằm thay đổi môi trường thuận lợi dẫn tới kìm hãm sự phát triển của nấm vì cho rằng Malassezia ưa phát triển trong môi trường kiềm. Trên thực tế, không phải bất kỳ loài Malassezia nào cũng có tính chất ưa kiềm; M. furfur có enzym MfTam1 phát triển ở pH da kiềm (pH= 8,0) nhưng M. globosa với enzym MgLip2 phát triển ở pH gần với da bình thường của người (pH = 6,0) trong khi đó pH da người bình thường Việt Nam trung bình pH =5,5 [51],[45]. Do vậy, việc thay đổi pH da không phải lúc nào cũng mang lại nhiều hiệu quả trong điều trị.
1.2.5.3. Điều trị toàn thân
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Bảng 1. 6. Các thuốc kháng nấm nhóm azole
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	Ketoconazole
	Fluconazole
	Itraconazole

	Bản chất
	+ Imidazole 
+Công thức hóa học: C28H28Cl2N4O4
	+ Triazole
+Công thức hóa học: C13H12F2N6O
	+ Triazole
+Công thức hóa học: C35H38Cl2N8O4

	Cấu trúc
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	Cơ chế
	+Ức chế enzym lanosterol 14α-demethylase
+Ngăn tổng hợp ergosterol

	+Ức chế cytochrom P450 14-alpha-demethyl-lase
+Ngăn tổng hợp ergosterol
+Ái lực với cytochrom P450 mạnh hơn imidazole
	+ Ức chế chọn lọc mạnh men 14α- dementhylase 
+ Ức chế tổng hợp ergosterol
+Ái lực với cytochrom P450 mạnh hơn imidazole

	Tác dụng
	Kìm hãm sự phát triển của nấm
	Kìm hãm sự phát triển của nấm
	Kìm hãm sự phát triển của nấm

	Hấp thu
	Hấp thu tốt qua đường uống
	Hấp thu qua đường uống, không bị ảnh hưởng bởi thức ăn
	Hấp thu tốt qua đường uống

	Sinh khả dụng
	+ Nồng độ đỉnh: 1-2h (3,5 mcg/ml sau uống liều 200mg)

	+ đường uống ≥90% đường tĩnh mạch
+ Nồng độ đỉnh: 1-2h
+ Nồng độ ổn định: 5-7 ngày
+ Bán hủy: 30h
	+ Nồng độ đỉnh: 2-5h
+ Bán hủy: 17h

	Phân bố
	tồn tại rất lâu trong lớp thượng bì của da cho đến khi bị thải trừ, có thể kéo dài tới 3 tháng
	Trong sữa mẹ, dịch khớp, nước bọt, đờm và dịch âm đạo, dịch màng bụng tương tự như huyết tương

	Xâm nhập tốt vào dịch cơ thể


	Thải trừ
	Qua gan (90%) và qua thận (10%)
	qua thận (90%) và qua gan (10%)
	Qua thận (10%) và qua gan (90%)

	Dạng thuốc
	+Dạng uống
+Dạng tại chỗ: thuốc nước, kem bôi da, xoa tắm và dầu gội đầu
	+ Dạng uống
+ Dạng tiêm
	+ Dạng uống

	Tác dụng phụ
	FDA khuyến cáo về tác dụng phụ nguy hiểm của uống ketoconazole và bị cấm lưu hành tại Mỹ từ năm 2013 [72]
	Hiếm xảy ra: Đau đầu, chóng mặt, buồn nôn, nôn, đau bụng, ỉa chảy, tăng men gan, nổi ban, ngứa, tróc vảy
	Đau đầu, chóng mặt, buồn nôn, nôn, đau bụng, ỉa chảy, tăng men gan, nổi ban, ngứa, tróc vảy

	Tương tác thuốc
	(1) gây cảm ứng enzym, (2) các thuốc cùng chuyển hóa qua cytoCHROM P450 ở gan, (3) thuốc ức chế HMG- CoA reductase; (4) thuốc ức chế miễn dịch 
	Tăng thời gian prothrombin; tăng các triệu chứng tâm thần khi phối hợp benzodiazepin; gây xoắn đỉnh khi sử dụng cùng cisapride; giảm tác dụng thuốc điều trị đái tháo đường; tăng nồng độ theophylin trong huyết thanh xấp xỉ 13% và dẫn đến ngộ độc
	sulfamid kháng tiểu đường, thuốc kháng đông máu kháng vitamin K, benzodiazepin, rifampicin, thuốc tránh thai, bosentan (thuốc kháng sốt rét), thuốc giảm đau không steroid, theophylline, paracetamol, astemizole
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Ketoconazole là thế hệ đầu tiên của nhóm azole ra đời năm 1980. Tuy có cấu trúc khác itraconazole nhưng tác dụng dược lý và hiệu quả tương đương nhau. Gần đây, khi FDA (Cục quản lý thực phẩm và dược phẩm Hoa Kỳ) công bố ketoconazole có nguy cơ gây độc tính suy gan thận cấp khi sử dụng đường uống và chỉ chấp nhận dùng dưới dạng chế phẩm tại chỗ; ketoconazole 2% dạng gel hoặc dầu gội [72]. Vì lẽ đó, itraconazole được thay thế và trở thành thuốc kháng nấm đường uống đầu tay. Năm 2003, nghiên cứu mù đôi ngẫu nhiên thử nghiệm lâm sàng so sánh giữa ketoconazole kem 2% kết hợp với adapalene gel 0,1% dùng một lần mỗi ngày x 2 tuần và ketoconazole kem 2% x 2 lần/ ngày x 2 tuần [73]. Sau 4 tuần khám và xét nghiệm nấm, tỷ lệ khỏi cao ở cả 2 nhóm, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (92% và 79%, 
p= 0,009). Tính hiệu quả và an toàn được chứng minh qua nhiều nghiên cứu: dầu gội ketoconazole 2% hiện nay là lựa chọn ưu tiên khi phòng ngừa tái phát và kiểm soát bệnh lang ben trong thời gian dài mà rất an toàn, tiện dụng. Tuy nhiên, trong quá trình điều trị, bệnh nhân gặp phải một số tác dụng phụ bao gồm cảm giác nóng rát, ban đỏ, khô da. Đồng thời, việc sử dụng đơn độc dầu gội không chữa khỏi hoàn toàn trong một số thể bệnh nặng, lan tỏa. Do đó, lời khuyên nên sử dụng kết hợp thuốc kháng nấm toàn thân đạt hiệu quả điều trị bệnh tốt hơn.
Đầu thập niên 90, fluconazole là thuốc thuộc nhóm triazole đầu tiên được nghiên cứu và đưa vào sử dụng trong điều trị bệnh lang ben. Năm 1997, Mohamed A. Amer và cs đã tiến hành thử nghiệm với 603 bệnh nhân lang ben được phân chia ngẫu nhiên vào 3 nhóm: (1) Uống 150mg fluconazole liều duy nhất mỗi tuần trong vòng 4 tuần, (2) Uống 300mg fluconazole liều duy nhất mỗi tuần trong 4 tuần, (3) Uống 300mg fluconazole liều duy nhất trong tuần 1 và 3 [74]. Kết quả sau 4 tuần tỉ lệ soi tươi nấm âm tính ở 3 nhóm lần lượt là 78%, 93% và 87%. Tác giả Bhogal và cs (2001) tiến hành so sánh ketoconazole và fluconazole, kết quả uống fluconazole 400 mg liều duy nhất cho kết quả tốt nhất về lâm sàng và xét nghiệm, đặc biệt không có bệnh nhân nào tái phát sau 12 tháng điều trị [75]. Partap R và cs (2004) so sánh hiệu quả điều trị của itraconazole và fluconazole với cùng phác đồ liều duy nhất 400 mg, kết quả cho thấy fluconazole cho hiệu quả hơn itraconazole [76]. Nghiên cứu của Phạm Thu Hiền (2014) cho thấy uống fluconazole 400 mg liều duy nhất có hiệu quả điều trị cao hơn uống itraconazole 200mg/ngày trong 7 ngày [77].
Itraconazole là nhóm thuốc kháng nấm mới thuộc nhóm azole hiện đang được sử dụng như một thuốc đầu tay ở hầu hết các bệnh nhiễm nấm nông ở da trong đó có lang ben. Thuốc thường được sử dụng đường uống. Nghiên cứu của Kose và cs (2002) trên 60 bệnh nhân được điều trị itraconazole 400mg liều duy hoặc 200 mg/ ngày trong 7 ngày, tỷ lệ khỏi bệnh ở nhóm dùng liều duy nhất là 73,33% và có cải thiện là 16,33%,  trong khi tỷ lệ ở nhóm còn lại lần lượt là 79,99%  và 13,33% [78]. Korturk và cs (2002) so sánh hiệu quả của phác đồ itraconazole 200 mg/ngày trong 5 ngày với các phác đồ 400mg duy nhất/ ngày trong 3 ngày liên tiếp, kết quả hai phác đồ có hiệu quả tương đương [79]. Nghiên cứu của Mohanty và cs (2001) trên 20 bệnh nhân lang ben với phác đồ itraconazole 100mg x 2 lần/ ngày trong 7 ngày [80]. Itraconazole có hiệu quả trong 60% trường hợp trong 2 tuần sau khi điều trị và trong 80% các trường hợp sau 3 tuần. Tại Việt Nam cũng như một số nước đang phát triển sử dung itraconazole rộng rãi cho hầu hết trường hợp nhiễm nấm gây bệnh nói chung trong đó nhiễm nấm nông nói riêng, dẫn đến nguy cơ kháng kháng thuốc kháng nấm trong tương lai không xa. Hơn nữa, itraconazole có nhiều tác dụng phụ và tương tác thuốc nguy hiểm ảnh hưởng đến tính mạng bệnh nhân. 
	Điều trị tại chỗ và toàn thân là hai phương pháp cơ bản cổ điển trong các bệnh da liễu nói chung và bệnh lang ben nói riêng. Trong đó, thuốc được ưu tiên là itraconazole dùng toàn thân và ketoconazole dùng tại chỗ. Tuy nhiên, trên thực tế nếu chỉ dùng thuốc bôi tại chỗ hiệu quả điều trị khoảng 50-80%, tỉ lệ tái phát sau điều trị tương đối cao.  Điều trị đơn độc bằng đường uống tỉ lệ tái phát có thể gặp nhưng ít hơn khi dùng thuốc bôi đơn thuần. Gần đây, xu hướng kết hợp điều trị tại chỗ và toàn thân với mục đích loại trừ và kiểm soát vi nấm, phòng ngừa tái phát đang thử nghiệm và áp dụng rộng rãi trong thực hành lâm sàng [4]. So sánh hiệu quả điều trị khi dùng đơn độc ketoconazole dạng bôi tại chỗ với sản phẩm phổ biến dầu gội ketoconazole 2% tắm toàn thân cho hiệu quả điều trị trong khoảng 50-80%; itraconazole và fluconazole đạt khoảng 70-80%. Một điểm đặc biệt được công bố trong các nghiên cứu ketoconazole đạt hiệu quả đạt được xét nghiệm nấm âm tính sau 4 tuần rất cao, có những báo cáo lên tới 92%, tuy vậy, sau 8 tuần điều trị, tỉ lệ chữa khỏi hoàn toàn khoảng 50%. 
Không giống các azole khác, fluconazole tuy hiệu quả điều trị về mặt xét nghiệm nấm âm tính sau 4 tuần thấp hơn nhưng lại đạt được tỉ lệ chữa khỏi bệnh cao. Theo một số báo cáo trong các thuốc điều trị toàn thân, tùy từng phác đồ cho hiệu quả điều trị khác nhau. Một điểm khác về itraconazole mà rất nhiều nghiên cứu đã báo cáo trong 15 năm qua, tỉ lệ tái phát sau điều trị có tỉ lệ tương đối cao [4]. Khác biệt hẳn, fluconazole có nhiều phác đồ được áp dụng trong đó; dùng liều duy nhất tỏ ra kém hiệu quả, trong khi đó, phác đồ sử dụng fluconazole 300mg mỗi tuần trong 2 tuần liên tiếp cho hiệu quả tốt nhất, đạt mức 80% và chưa có báo cáo nào về tái phát bệnh sau điều trị phác đồ này. 
Một lý do quan trọng nữa, itraconazole hiện nay tại Việt Nam được coi là một phác đồ uống phổ biến cho tất cả các bệnh nhiễm nấm da bao gồm cả Malassezia. Việc sử dụng như vậy, có thể gây ra tình trạng kháng thuốc điều trị, sau một thời gian có thể làm giảm hiệu quả điều trị. 
Vậy nên, việc kết hợp giữa thuốc điều trị tại chỗ ketoconazole 2% và fluconazole 300mg mỗi tuần trong 2 tuần đang được xem xét như một phương pháp điều trị tốt nhất trong bệnh lang ben. Đã có những nghiên cứu đánh giá hiệu quả điều trị của phác đồ này như nghiên cứu của tác giả Badri T và cs (2016) cho thấy hiệu quả điều trị bệnh lang ben tới trên 90% và chưa gặp tình trạng tái phát sau điều trị [81]. Tất nhiên, phác đồ này cần được xem xét trong thời gian lâu hơn, theo dõi tái phát sau điều trị 8, 12 tuần để có đánh giá chính xác về hiệu quả điều trị. 
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Malassezia là một vi nấm men thuộc vi hệ, nhiều nghiên cứu cho thấy khoảng 70-90% vi nấm có mặt trên da người khỏe mạnh [1]. Theo Gupta AK (2001), Malassezia hiện diện giữa vùng da khỏe mạnh và vùng da bị bệnh như: lang ben, viêm da dầu, viêm da cơ địa, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p < 0,05 [82]. Trong nghiên cứu, tác giả nhận thấy tùy loài có mối liên quan khác nhau đến từng bệnh lý: M. sympodialis liên quan với viêm da cơ địa và lang ben ,trong khi đó M. globosa liên quan đến bệnh viêm da dầu. Nghiên cứu của Nakabayashi (2000) cho biết M. furfur liên quan đến bệnh viêm da cơ địa và viêm da dầu, còn M. globosa chiếm tỉ lệ cao ở thương tổn bệnh lang ben [82]. Từ những kết quả này, tác giả cho rằng M. globosa có thể là căn nguyên gây bệnh lang ben. Theo Asja Prohic và L. Ozegovic (2006), Malassezia xuất hiện trên cả vùng da bệnh và vùng da lành trong đó loài hay gặp nhất là M. globosa, tiếp đến M. sympodialis, M. furfur [40]. Như vậy, các nghiên cứu trên thế giới đều chỉ ra rằng M. globosa có mối liên quan mật thiết với làn da khỏe mạnh và bệnh lang ben. 
Theo Trần Cẩm Vân và cs (2012), Malassezia gặp trong nhiều bệnh lý da khác nhau bao gồm lang ben (70,1%), viêm da dầu (13,1%), viêm da cơ địa (4,8%) [27]. Khi soi trực tiếp tìm Malassezia tại thương tổn lang ben và da lành của bệnh nhân, mật độ vi nấm giữa hai vùng da có sự khác biệt rõ rệt, Malassezia trên vùng da bệnh gấp 10-20 lần vùng da lành, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p< 0,05. Trong bệnh lang ben, Malassezia là căn nguyên gây bệnh và thường gặp nhất trong khoảng 20-29 tuổi [26]. Đây là đối tượng có sự phát triển mạnh mẽ nhất về mặt thể chất, hoạt động của tuyến mồ hôi cùng vận động thể lực thường xuyên tạo điều kiện cho vi nấm dễ dàng phát triển và gây bệnh. Nghiên cứu của tác giả Abbas Rasi và cs (2009) cho thấy loài thường gặp nhất là M. globosa chiếm 43,9% và nhóm tuổi 20-45 tuổi chiếm 45,1% [83]. Nghiên cứu của Rezvab Talaee và cs (2014) cho thấy kết quả cao hơn với loài ưu thế M. globosa chiếm 66% và nhóm tuổi 21-30 chiếm 37,88% [84]. Một nghiên cứu khác tiến hành ở Indonesia của Krisanty và cs cho thấy M. furfur là loài chiếm ưu thế mà không phải là M. globosa và trong nhóm này nhóm tuổi thường gặp nhất là 25-44 tuổi [85]. Nhìn chung, loài thường gặp nhất là M. globosa vì là vi nấm xuất hiện thường xuyên nhất trên vi hệ da lành [86]. Do đó, khi có điều kiện thuận lợi, khả năng gây bệnh của M. globosa cao hơn M. furfur.
Liệu nấm Malassezia gây bệnh có phụ thuộc vào giới tính? Vấn đề này còn nhiều tranh cãi trong suốt chiều dài lịch sử nghiên cứu về Malassezia. Cho đến nay người ta vẫn khẳng định rằng tỉ lệ nam luôn cao hơn nữ, có lẽ do sự khác biệt giữa các khu vực địa lý, tập quán sinh hoạt, khí hậu thời tiết, môi trường… [39],[41],[87]. Tuy nhiên, khi phân tích tỉ lệ các loài Malassezia giữa nam và nữ, tất cả các nghiên cứu đều cho thấy không có sự khác biệt, hay nói cách khác, giới tính chỉ là một yếu tố nhỏ ảnh hưởng đến sự phát triển của nấm nói chung và không ảnh hưởng đến sự phân bố loài. Môi trường cũng có tác động vào sự phát sinh phát triển của nấm. Mặc dù chưa có một báo cáo cụ thể nào về sự khác nhau giữa thành thị và nông thôn nhưng chúng tôi cho rằng, điều kiện vệ sinh, nhất là những yếu tố tiếp xúc và tương tác với môi trường có ảnh hưởng đến sự phân bố loài này. Chính điều này cũng có thể ảnh hưởng đến khả năng gây bệnh của nấm.
Thời gian bị bệnh lang ben khác nhau tùy từng nghiên cứu, dao động trong khoảng từ vài ngày và có thể đến nhiều năm. Karakas và cs (2009) cho biết có 74,2% bệnh diễn biến dưới 1 năm, 2 trường hợp bệnh trên 10 năm [88]. Một nghiên cứu ở Indonesia của tác giả Krisanty và cs cho thấy, thời gian bị bệnh từ 1 tháng đến 1 năm chiếm 72,4% trường hợp [85]. Như vậy, nhìn chung Malassezia spp. gây bệnh lang ben có xu hướng tiến triển mạn tính. Karakas và cs (2009) cho thấy M. globosa là loài thường gặp nhất với thời gian mắc bệnh dưới 1 năm và từ 1-5 năm, M. furfur chỉ gặp ở thời gian bị bệnh trên 5 năm [88]. Nghiên cứu của Krisanty và cs nhận thấy có mối liên quan giữa loài nấm với thời gian bị bệnh: M. globosa có liên quan đến thời gian bị bệnh dưới 1 tháng, từ 1 đến 12 tháng hoặc trên 12 tháng, còn M. furfur không gặp ở đối tượng mắc bệnh dưới 1 tháng [85]. Nhìn chung, trong tất cả loài phân lập được của nghiên cứu này, khoảng thời gian từ 1 tháng đến 12 tháng là thường gặp nhất. 
Biểu hiện lâm sàng bệnh lang ben là những dát thay đổi màu sắc loang lổ trên da ảnh hưởng nhiều đến thẩm mỹ và tâm lý bệnh nhân. Dát sắc tố có thể là dát tăng sắc tố, dát giảm sắc tố hoặc dát hồng. Bản chất của những loại dát này là do sự tương tác của vi nấm men Malassezia với cơ thể vật chủ. Theo tác giả Pepertua ở Nigeria (2014), dát tăng sắc tố chiếm 85,5%, dát giảm sắc tố chỉ chiếm 14,5% và không có dát hỗn hợp [89]; Krisanty và cs (2008) có kết quả 64,3% dát giảm sắc tố, chỉ 19,4% dát tăng sắc tố, khác biệt nghiên cứu của chúng tôi là dát tăng sắc tố chiếm đa số [85]; Talaee và cs (2014) với 50% dát tăng sắc tố [84]; Karakas và cs với 47,4% [88].  M. globosa từ nghiên cứu của các tác giả khác đều cho thấy liên quan nhiều nhất đến các dát tăng sắc tố: Talaee và cs (2014) với 31/50 trường hợp, Karakas và cs (2009) với trên 60% trường hợp, Prohic và cs (2006) tại Bosnia với trên 70% trường hợp [88], [84], [40]. Crespo nhận định M. globosa là căn nguyên chính trong bệnh lang ben [86]. Hiện nay nhiều nghiên cứu tìm thấy mối liên quan giữa M. furfur với các dát giảm sắc tố hay dát giảm sắc tố thông qua khả năng sản xuất các acid azelaic, một chất có tác dụng ức chế tyrosin kinase, qua đó ức chế trực tiếp quá trình hình thành sắc tố trên da [70].
Các loài Malassezia là nấm men phụ thuộc lipid (trừ M. pachydermatis) thông qua hệ thống enzym do chúng tiết ra quyết định sự tồn tại và phát triển ở những vị trí khác nhau trên cơ thể: lưng, ngực, bụng là những vị trí thường  quan sát thấy còn mặt, cổ, chi trên, chi dưới là những vị trí ít gặp hơn. Có lẽ liên quan đến những vị trí trên cơ thể thường xuyên tiết nhiều mồ hôi, hoặc tiếp xúc với ánh sáng mặt trời. M. globosa, vị trí gây bệnh chủ yếu là lưng và da đầu. M. furfur và M. dermatis gây bệnh ở vùng lưng ngực, ít gặp da đầu. Điều này phù hợp với nhận định của nhiều tác giả về những tổn thương trên da đầu chủ yếu do M. globosa. Trong nghiên cứu của Ben Salah và cs (2005), Krisanty và cs (2008), Karakas và cs (2009) đều gặp M. globosa chủ yếu ở da đầu, rất hiếm khi gặp M. furfur [90],[85],[88]. Theo Prohic và cs (2006), M. globosa liên quan với các mức độ bệnh khác nhau [40]. Tác giả ghi nhận hơn 60% trường hợp nhiễm M. globosa ở mức độ bệnh vừa và nặng. Tác giả không ghi nhận trường hợp nào mắc M. slooffiae ở mức độ bệnh nặng. Một số loài như M. furfur, M. sympodialis đều thấy ở các mức độ bệnh khác nhau, có thể liên quan đến khả năng gây bệnh của mỗi loài cũng như tính chất ký sinh vi hệ từng loài mà có liên quan ảnh hưởng ít nhiều đến các mức độ bệnh nặng nhẹ khác nhau. Malassezia spp. tồn tại vi hệ chủ yếu dưới dạng tế bào nấm men. Theo Prohic và cs (2006) cho biết 97,8% nấm Malassezia trở thành tác nhân gây bệnh cơ hội khi chuyển đổi hình thái từ dạng men thành dạng sợi và tế bào nấm men [40]. 
[bookmark: _Toc494736973][bookmark: _Toc494737247][bookmark: _Toc494738672][bookmark: _Toc494820048][bookmark: _Toc499477912][bookmark: _Toc499481468]1.2.6.2. Phân bố các loài Malassezia với kháng sinh kháng nấm
Mối liên quan giữa loài nấm gây bệnh và thuốc điều trị được nhiều tác giả quan tâm nghiên cứu. Trong phòng thí nghiệm, khi so sánh nồng độ ức chế tối thiểu và nồng độ ức chế tối đa (MIC 50 và MIC 90) của một số thuốc kháng nấm thường dùng đều ở mức rất thấp. Nhưng khi so sánh các thuốc trong nhóm azole ở giá trị MIC 50 và MIC 90, người ta nhận thấy fluconazole có giá trị MIC cao hơn so với các thuốc cùng nhóm như: Itraconazole, ketoconazole thậm chí một số thuốc nhóm azole mới ra đời như voriconazole, posaconazole... Đánh giá dược lực học của thuốc kháng nấm, cần hiểu biết mối liên quan giữa nồng độ và tác dụng kháng nấm. Giá trị này của fluconazole cao hơn rất nhiều so với itraconazole [91]. Hiện nay, tại Việt Nam, itraconazole được coi là thuốc sử dụng đầu tay và chỉ định rộng rãi trong điều trị nhiều bệnh lý do nấm gây ra. Tuy nhiên, đi cùng với thói quen đó, những hậu quả nguy hiểm về sử dụng thuốc tràn lan; gia tăng tình trạng kháng thuốc cùng với việc điều trị thất bại bởi một số loài nấm men ẩn sâu trong lớp niêm mạc mà khi thuốc dùng không đủ liều, ngắn hạn sẽ không tiêu diệt được hết vi nấm. Sau đó, chúng lại phục hồi và tái hoạt động khi gặp điều kiện thuận lợi. 
Một vấn đề quan trọng thường gặp phải trong lâm sàng là hiện tượng kháng thuốc. Một vi nấm được coi là đề kháng thuốc điều trị khi nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) của vi nấm đó cao hơn MIC của các loài vi nấm khác cùng loài [92]. Thực tế một loài gọi là “đề kháng” khi nồng độ kháng sinh mà vi nấm có thể chịu đựng được tăng cao hơn nồng độ kháng sinh đạt được trong cơ thể sau khi dùng thuốc. Tóm lại, hiện tượng một vi nấm được coi là đề kháng với kháng sinh khi trong môi trường có thuốc kháng nấm mà chúng vẫn sinh sản và phát triển bình thường. Đáng lưu tâm hơn nữa về tác dụng chọn lọc của thuốc kháng nấm bởi khi dùng rộng rãi  nhất là không đúng và đủ liều thì chính kháng sinh đó sẽ chọn lọc và giữ lại những dòng vi nấm đề kháng. Một vấn đề khác đáng quan tâm là hiện tượng đề kháng chéo: sự đề kháng với kháng sinh này có thể gây ra sự đề kháng với kháng sinh khác [93]. Để hạn chế hiện tượng này, các tác giả khuyến cáo nên điều trị phối hợp hoặc dùng liều duy nhất, ngắt quãng nhằm rút ngắn thời gian và tăng hiệu quả điều trị. Đồng thời, tuân thủ nguyên tắc sử dụng thuốc kháng nấm phải theo bậc thang và ưu tiên lựa chọn kháng sinh thế hệ trước nhạy cảm. Do vậy, tuy fluconazole là thuốc kháng nấm thế hệ cũ nhưng được sử dụng nhiều, đặc biệt hiệu quả đối với Malassezia spp. Các nghiên cứu lâm sàng cho thấy hiệu quả điều trị vi nấm đạt từ 70 - 80% và không có sự khác biệt so với itraconazole. 
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[bookmark: _Toc499481470]ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

[bookmark: _Toc499481471]2.1. Đối tượng nghiên cứu
Tất cả bệnh nhân đến khám được chẩn đoán lâm sàng bệnh lang ben và xét nghiệm soi tìm nấm dương tính tại Bệnh viện Da liễu Trung ương từ tháng 01/2016 đến tháng 12/2016.
[bookmark: _Toc499481472]2.1.1. Đối tượng nghiên cứu cho mục tiêu 1
· Tiêu chuẩn chẩn đoán
[bookmark: _Toc499477917][bookmark: _Toc499481473]Lang ben được chẩn đoán theo bệnh học Da liễu (2009) [94]: 
· [bookmark: _Toc499477918][bookmark: _Toc499481474]Lâm sàng 
+ Dát thay đổi màu sắc: Trắng, nâu hoặc hồng
+ Vị trí: mặt, cổ, lưng, ngực, bụng, tay, chân, da đầu
+ Bề mặt thương tổn có vảy da ẩm, mỏng và dễ bong
· Cận lâm sàng: Soi tìm nấm từ vảy da có hình ảnh là sợi nấm thô ngắn và đám bào tử tròn.
· Tiêu chuẩn lựa chọn
· [bookmark: _Toc494736976][bookmark: _Toc494737252][bookmark: _Toc494738677][bookmark: _Toc494820053][bookmark: _Toc499477919][bookmark: _Toc499481475]Bệnh nhân được chẩn đoán lâm sàng bệnh lang ben [94]. Lâm sàng trên da có dát thay đổi màu sắc (Trắng, nâu hoặc hồng). Vị trí chủ yếu: lưng, ngực, bụng, tay, vai, cổ. Bề mặt thương tổn phủ lớp vảy da ẩm, mỏng và dễ bong. 
· [bookmark: _Toc494736977][bookmark: _Toc494737253][bookmark: _Toc494738678][bookmark: _Toc494820054][bookmark: _Toc499477920][bookmark: _Toc499481476]Xét nghiệm soi trực tiếp tìm nấm từ vảy da dương tính.
· [bookmark: _Toc494736978][bookmark: _Toc494737254][bookmark: _Toc494738679][bookmark: _Toc494820055][bookmark: _Toc499477921][bookmark: _Toc499481477]Bệnh nhân không giới hạn độ tuổi
· [bookmark: _Toc494737255][bookmark: _Toc494738680][bookmark: _Toc494820056][bookmark: _Toc499477922][bookmark: _Toc499481478]Không dùng thuốc kháng nấm, bong sừng bạt vảy trước đó 7 ngày
· [bookmark: _Toc494737256][bookmark: _Toc494738681][bookmark: _Toc494820057][bookmark: _Toc499477923][bookmark: _Toc499481479]Đồng ý tham gia nghiên cứu
· [bookmark: _Toc494737257][bookmark: _Toc494738682][bookmark: _Toc494820058][bookmark: _Toc499477924][bookmark: _Toc499481480]Tiêu chuẩn loại trừ
· [bookmark: _Toc494737258][bookmark: _Toc494738683][bookmark: _Toc494820059][bookmark: _Toc499477925][bookmark: _Toc499481481]Không đồng ý tham gia nghiên cứu
· [bookmark: _Toc494737259][bookmark: _Toc494738684][bookmark: _Toc494820060][bookmark: _Toc499477926][bookmark: _Toc499481482]Bệnh nhân dùng thuốc kháng nấm, bong sừng bạt vảy trước đó 7 ngày
[bookmark: _Toc499481483]2.1.2. Đối tượng nghiên cứu cho mục tiêu 2 
· Tiêu chuẩn chẩn đoán
[bookmark: _Toc499477928][bookmark: _Toc499481484]Lang ben được chẩn đoán theo bệnh học Da liễu (2009) [94]: 
· [bookmark: _Toc499477929][bookmark: _Toc499481485]Lâm sàng 
+ Dát thay đổi màu sắc: Trắng, nâu hoặc hồng
+ Vị trí: mặt, cổ, lưng, ngực, bụng, tay, chân, da đầu
+ Bề mặt thương tổn có vảy da ẩm, mỏng và dễ bong
· Cận lâm sàng: Kết quả xét nghiệm nuôi cấy định danh loài Malassezia gây bệnh
· Tiêu chuẩn lựa chọn
· [bookmark: _Toc494737261][bookmark: _Toc494738686][bookmark: _Toc494820062][bookmark: _Toc499477930][bookmark: _Toc499481486]Bệnh nhân lang ben có xét nghiệm nuôi cấy định danh loài Malassezia gây bệnh
· [bookmark: _Toc494737262][bookmark: _Toc494738687][bookmark: _Toc494820063][bookmark: _Toc499477931][bookmark: _Toc499481487]Bệnh nhân trên 16 tuổi
· [bookmark: _Toc494737263][bookmark: _Toc494738688][bookmark: _Toc494820064][bookmark: _Toc499477932][bookmark: _Toc499481488]Không dùng thuốc kháng nấm, thuốc bong sừng bạt vẩy trước đó 7 ngày
· [bookmark: _Toc494737264][bookmark: _Toc494738689][bookmark: _Toc494820065][bookmark: _Toc499477933][bookmark: _Toc499481489]Bệnh nhân tuân thủ điều trị
· [bookmark: _Toc494737265][bookmark: _Toc494738690][bookmark: _Toc494820066][bookmark: _Toc499477934][bookmark: _Toc499481490]Đồng ý tham gia nghiên cứu
· [bookmark: _Toc494737266][bookmark: _Toc494738691][bookmark: _Toc494820067][bookmark: _Toc499477935][bookmark: _Toc499481491]Tiêu chuẩn loại trừ
· Bệnh nhân đang có thai hoặc cho con bú.
· Bệnh nhân bôi thuốc kháng nấm, thuốc bong sừng bạt vẩy trước đó 7  ngày
· Tiền sử dị ứng với fluconazole, ketoconazole, itraconazole.
· Hiện tại mắc một số bệnh như suy gan, thận, bệnh toàn thân nặng hoặc suy giảm miễn dịch như: HIV/AIDS, tim mạch, nấm sâu, bệnh nấm da khác...(Hỏi tiền sử,  khám lâm sàng và bằng chứng xét nghiệm).
· Không tuân thủ điều trị.
· Không đồng ý tham gia nghiên cứu.


[bookmark: _Toc499481492]2.2. Địa điểm, thời gian nghiên cứu 
· [bookmark: _Toc485390249][bookmark: _Toc485393766]Địa điểm
· [bookmark: _Toc494737267][bookmark: _Toc494738692][bookmark: _Toc494820068][bookmark: _Toc499477936][bookmark: _Toc499481493] Khoa Khám bệnh và khoa Xét nghiệm Nấm-vi sinh- ký sinh trùng Bệnh viện Da liễu Trung Ương.
· [bookmark: _Toc494737268][bookmark: _Toc494738693][bookmark: _Toc494820069][bookmark: _Toc499477937][bookmark: _Toc499481494]Khoa xét nghiệm Bệnh viện Bệnh Nhiệt đới Trung Ương.
· Thời gian tiến hành
· [bookmark: _Toc494737269][bookmark: _Toc494738694][bookmark: _Toc494820070][bookmark: _Toc499477938][bookmark: _Toc499481495]Từ tháng 01/2016 đến tháng 12/2016
[bookmark: _Toc499481496]2.3. Vật liệu, dụng cụ nghiên cứu
[bookmark: _Toc499481497]2.3.1. Vật liệu, dụng cụ nghiên cứu cho mục tiêu 1
· [bookmark: _Toc494737272][bookmark: _Toc494738697][bookmark: _Toc494820073][bookmark: _Toc499477941][bookmark: _Toc499481498][bookmark: _Toc485832492][bookmark: _Toc485463929]Dụng cụ thăm khám
· Kính lúp
· Dermoscopy
· Đèn wood
· [bookmark: _Toc494737273][bookmark: _Toc494738698][bookmark: _Toc494820074][bookmark: _Toc499477942][bookmark: _Toc499481499]Vật liệu soi trực tiếp tìm nấm
· [bookmark: _Toc494737274][bookmark: _Toc494738699]Dung dịch KOH 20%
· [bookmark: _Toc494737275][bookmark: _Toc494738700]Dung dịch ParkerTM blue black ink
· [bookmark: _Toc494737276][bookmark: _Toc494738701]Thuốc nhuộm Lactophenol blue
· [bookmark: _Toc494737277][bookmark: _Toc494738702]Dao cùn vô khuẩn, băng dính trong
· [bookmark: _Toc494737278][bookmark: _Toc494738703]Lam kính, lá kính
· Giá để lam, lá kính
· [bookmark: _Toc494737279][bookmark: _Toc494738704]Kính hiển vi quang học
· [bookmark: _Toc494737280][bookmark: _Toc494738705][bookmark: _Toc494820075][bookmark: _Toc499477943][bookmark: _Toc499481500]Vật liệu nuôi cấy định danh
· Dao cùn vô khuẩn, băng dính trong 
· Lam kính, lá kính
· Giá để lam, lá kính
· Kính hiển vi quang học
· Tủ ấm nuôi cấy nấm
· Tủ an toàn sinh học bậc II
· Hộp đựng dụng cụ khử khuẩn 
· Môi trường nuôi cấy, định danh
+ Sabouraud dextro agar, mDixon 
+ Catalase, Cremophor, Urease, TE,  Esculin. 
+ Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80
+  CHROM agar Malassezia
· [bookmark: _Toc494737281][bookmark: _Toc494738706][bookmark: _Toc494820076][bookmark: _Toc499477944][bookmark: _Toc499481501]Vật liệu PCR sequencing
· Vật liệu PCR
+ Thành phần các chất tham gia phản ứng (được tối ưu trong điều kiện nghiên cứu): Nước cất; X 10 PCR buffer; dNTP 1,25 mM; MgCl2 25 mM; Ampli Taq polymerae 5U; Primer 1 (10 μM).
+ Trang thiết bị cơ bản làm PCR: Máy điều nhiệt tự động (PCR) GenAmp PCR System 9700 AB (Applied Biosystems, USA); Máy điều nhiệt tự động (PCR) MasterCycler Grandient, Eppendorf (Đức); Máy ly tâm lạnh; Bộ điện di ngang Horizon58 (Gibco-BRL); Máy soi gel Wealtec Corp Model MD-20 (USA); Máy chụp ảnh gel Geldoc (Biorad, Mỹ)
· Vật liệu đo nồng độ ADN của sản phẩm PCR
+ Sử dụng máy Bio photometer (Đức)
+ Tube chứng: 50l dung dịch PBS hoặc nước cất
+ Tube mẫu: 5 l sản phẩm PCR + 45 l dung dịch PBS hoặc nước cất
· Vật liệu giải trình tự gen
+ Chạy phản ứng cho giải trình tự gen: Sử dụng bộ kít Big Dye X Terminator (Mỹ). Pha mix theo hướng dẫn của bộ kit: Big Dyeđ Terminator (Ready mix) v3.1 cycle sequencing RR-100: 4,0 l; Big DyeđTerminator v1.1, v3.1 5X sequencing buffer: 2,0 l; Primer (Sử dụng primer R): 1,0 l; ADN template (sản phẩm PCR): 2,5 l; Nước khử ion: 10,5 l;  Tổng thể tích phản ứng: 20,0 l.
+ Chứng dương: (1 tube). Thành phần bao gồm: Big Dyeđ Terminator (Ready mix) v3.1 cycle sequencing RR-100: 4 l; Big Dyeđ Terminator v1.1, v3.1 5X sequencing buffer: 2 l; pGEM-3Zf (+): 1 l; Primer F M13(-21) trong bộ kit: 1 l; Nước khử ion: 12 l; Tổng thể tích phản ứng: 20 l.
2.3.2. Vật liệu nghiên cứu cho mục tiêu 2
· Thuốc sử dụng: 
+ Salgad® (Fluconazole) viên, 150mg: số đăng ký VN 3274-07. Nhà sản xuất: công ty trách nhiệm hữu hạn dược phẩm An phú – Việt Nam. 
+ Spobet® (Itraconazole) viên, 100 mg: Số đăng ký VN 14580-12. Hộp 6 vỉ, mỗi vỉ 5 viên nang. Nước sản xuất: Romania. 
+ Dezor® shampoo (Ketoconazole 2%), dầu gội, 60 ml: Số đăng ký VN 13169-11. Nước sản xuất: Malaysia. 
[bookmark: _Toc499481502]2.4. Thiết kế nghiên cứu theo mục tiêu nghiên cứu
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2.4.1.1.Thiết kế nghiên cứu
Mô tả cắt ngang
2.4.1.2.  Cỡ mẫu nghiên cứu
Mẫu nghiên cứu được tính theo công thức tính cỡ mẫu mô tả tỉ lệ:
	
n= Z21-α/2 x 


n: cỡ mẫu cho nghiên cứu nhóm bệnh
α: Hệ số tin cậy 95%, Z1-α/2= Zα/2 = 1,96
p: tỷ lệ nuôi cấy có nấm mọc từ bệnh phẩm vảy da bệnh nhân lang ben và có xét nghiệm soi tìm nấm dương tính  p= 0,8
ε: giá trị tương đối (=0,06)
Kết quả tính cỡ mẫu là n= 267 bệnh nhân  
2.4.1.3. Các kỹ thuật cho mục tiêu 1 
· Kỹ thuật soi trực tiếp sử dụng hóa chất KOH 20% + ParkerTM blue black ink (1:2) và lấy bệnh phẩm bằng băng dính trong (dao cùn)
· Chọn thương tổn điển hình: 
Thương tổn da mới xuất hiện, chưa điều trị bằng các phương pháp khác, hình thái lâm sàng điển hình. Trong trường hợp có nhiều vị trí thương tổn, ưu tiên lấy bệnh phẩm theo thứ tự: lưng, ngực, bụng, cổ, mặt, tay, chân, da đầu. Mỗi bệnh nhân chỉ lấy 1 bệnh phẩm từ 1 vị trí xác định.
· Các bước tiến hành: 
+ Sát khuẩn thương tổn bằng Ete
+ Lấy vảy da bằng dao cùn hoặc băng dính trong
+ Nhỏ 1-2 giọt hóa chất KOH 20% + ParkerTM blue black ink với tỷ lệ (1:2)
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[bookmark: _Toc499549937]Hình 2.1. Hình ảnh sợi nấm (a), tế bào nấm men (b), sợi nấm+tế bào nấm men (c),  trên KHV vật kính 40x


·  Nhận định kết quả: Quan sát sơ bộ vi nấm ở vật kính 10x và khẳng đinh vật kính 40x: 
+ Tế bào và sợi nấm đứng tập trung thành đám, giống hình ảnh “mì ống” và “thịt viên”: kết luận “sợi và tế bào nấm men”
+ Sợi nấm thô ngắn : kết luận “có sợi nấm” 
[bookmark: _Toc377374462][bookmark: _Toc377374731][bookmark: _Toc377918343][bookmark: _Toc377918567][bookmark: _Toc377918733][bookmark: _Toc377918868][bookmark: _Toc377374463][bookmark: _Toc377374732][bookmark: _Toc377918344][bookmark: _Toc377918568][bookmark: _Toc377918734][bookmark: _Toc377918869]+ Tế bào nấm men đứng thành đám hình tròn hoặc bầu dục: Kết luận hình thái và mật độ vi nấm: “có tế bào nấm men đứng tập trung thành đám”. Đồng thời đánh giá số lượng theo tiêu chuẩn V. Silva 1996 [59]: Âm tính (0 - 3 TB/VT); 1+ (4-9 TB/VT); 2+ (10- 19 TB/VT); 3+ (20- 39 TB/VT); 4+ (≥ 40 TB/VT).
· Kỹ thuật nuôi cấy nấm
- 	 Chọn thương tổn điển hình: (tương tự như phần lấy bệnh phẩm kỹ thuật soi trực tiếp)
- Cách bước tiến hành: 
·  Sát khuẩn thương tổn bằng ete
·  Lấy vảy da:
· Kỹ thuật viên đặt dao cùn vuông góc với bề mặt thương tổn, đặt lam kính song song phía dưới dao
· Tiến hành cạo nhẹ nhàng ở rìa thương tổn để vẩy da tập trung vào giữa lam kính, tránh làm chảy máu.
· Đối với trẻ nhỏ và người lớn thương tổn có rất ít vẩy da hoặc ở vùng mặt. Tiến hành dùng băng dính trong để lấy bệnh phẩm.
·  Cấy bệnh phẩm: 
· Thạch SDA gồm 65g Sabouraud dextrose agar hòa tan vào 1000ml nước cất, thêm vào 50mg chloramphenicol, đun tan thạch. Đem hấp ướt ở 1210C/15 phút. Để nguội 45-500C, thêm 50mg cycloheximide. Lắc đều. Đổ ống thạch nghiêng.   
· Thạch mDixon cân 106,5g Part A, hút 15ml Part B. Tất cả được hòa tan trong 1000ml nước cất. Đun sôi tan thạch. Hấp ướt ở 1210C/15 phút. Để nguội 45-500C. Điều chỉnh pH: 6,0± 0,2 bằng cách thêm nhỏ 1 vài giọt HCl 0,1N. Đổ ống thạch nghiêng. 
· Bệnh phẩm vẩy da được cấy vào môi trường SDA và mDixon, giữ trong tủ ấm 320C và 400C. Theo dõi trong vòng 1 tuần. 
- Nhận định kết quả: 
·  Quan sát khuẩn lạc: 
· Đại thể: Màu sắc kem, đục hoặc trắng sữa, bề mặt lồi, nhẵn và trơn bóng; kích thước đánh giá trên mDixon, đo các khuẩn lạc riêng rẽ: nhỏ 
(< 1 mm), trung bình (1-2 mm) và lớn (2-5 mm).
· Quan sát vi thể trên kính hiển vi: Tế bào nấm hình cầu hoặc bầu dục đôi khi hình trụ hay hình đa giác, nảy chồi 1 cực hoặc nhiều cực, kích thước khoảng 2,0- 6,0 µm x 1,5-4,5 µm
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[bookmark: _Toc499549938]Hình 2.2. Hình ảnh M. furfur (a) và M. globosa (b) trên mDixon
+ Kết luận “nuôi cấy có nấm mọc”  và  quan sát: số lượng trên 5 khuẩn lạc trong mỗi ống cấy. Khuẩn lạc thuần với đặc điểm điển hình (hình thái, màu sắc đại thể và vi thể như đã nêu trên.)
+ Kết luận “nuôi cấy không có nấm mọc” khi theo dõi môi trường nuôi cấy sau 2 tuần.

· [bookmark: _Toc485832526][bookmark: _Toc485466894][bookmark: _Toc485465279][bookmark: _Toc485463960]Kỹ thuật định danh loài nấm bằng nuôi cấy
· Chọn khuẩn lạc thuần mang đặc điểm hình thái nấm men mọc ở các môi trường trên: đường kính khoảng 1cm, hình tròn, màu kem hoặc trắng sữa, nhẵn và trơn bóng để xác định đặc điểm các chi.
+ Trên môi trường SDA chỉ có M. pachydermatis mọc
+ Trên môi trường mDixon, nhận định sơ bộ khuẩn lạc:
·  M. furfur tròn, lồi, đục, đường kính khoảng 4-5mm.
·  M. globosa bờ không đều, đục, đường kính 3-5mm.
·  M. dermatis màu kem, tròn, lồi, đường kính 3-5mm.
·  M. sympodialis trắng đục, tròn, lồi, đường kính 3-5mm, tủa.
·  M. slooffiae trắng đục, bờ không đều, lồi ở giữa, đường kính 1-2mm.
·  M. obtusa  trắng đục, bờ đều, lồi, đường kính 1-2mm.
· Sự có mặt của Catalase: 
+ Nhỏ 1 giọt H2O2 3% lên lam kính sạch. Dùng ăng nhựa vô trùng chạm vào khuẩn lạc. Hòa loài nấm vào giọt H2O2.
4 H2O2
4 H2O
+
2 O2
Catalase

+ Quan sát kết quả sau 5 phút: 
·  Phản ứng dương tính khi tạo thành bọt khí là phản ứng dương tính. 
·  Phản ứng âm tính khi không tạo thành bọt khí (huyền dịch vi nấm đục). 
+ Nhận định kết quả:
·  Phản ứng của M. restricta là âm tính. 
·  Các loài Malassezia còn lại có phản ứng dương tính
· Phản ứng với Tween: 
+ Nguyên lý: Đánh giá dựa theo khả năng sản xuất trên môi trường thạch Sabouraud dextrose 16ml; Tween® 20 (C58H114O26), Tween® 40 (C62H123O26), Tween® 60 (C64H126O26), Tween® 80 (C64H124O26) và CremophorEL (CrEL)  cho thấy hình ảnh đặc trưng mỗi loài Malassezia khác nhau. Các loại Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80, Cremophor EL tạo huyền dịch vi nấm với một nồng độ nhất định, được hòa tan trong thạch cơ sở SDA có chứa 0,05% chloramphenicol và 0,05% cycloheximide ở nhiệt độ thích hợp. Sau khi thạch đông cứng, đục lỗ 4 lỗ xung quanh đĩa thạch, 1 lỗ ở trung tâm đĩa thạch tạo các giếng, sau đó nhỏ mỗi loại Tween vào 1 giếng theo chiều kim đồng hồ. Giếng ở giữa nhỏ CrEL. 
+ Tiến hành
·  Pha chế môi trường cơ sở (SDA): Cân 65g thạch bột Sabouraud dextrose. Đong chính xác 1000ml nước cất bằng cốc đong. Tất cả được cho vào bình cầu. Cho 2 viên chloramphenicol 50mg. Lắc đều và đun tan thạch. Hấp 1200C/15p. Khi nhiệt độ bình thạch khoảng 45-500C, thêm 0.05% cycloheximide. Lắc đều. Điều chỉnh pH= 6,0. Đong vào ống vô trùng 16ml. Đổ đĩa petri vô trùng (1).
·  Pha 3ml huyền dịch vi dịch loài nấm (được nuôi cấy thuẩn trên thạch mDixon sau 4-5 ngày) bằng nước cất vô trùng pha tiêm để đạt độ đục 105 CFU/ml (2) dùng độ đục 108 để ước lượng pha. Đổ vào đĩa petri (1) → Lắc đều, để thạch đông lại.
·  Dùng Punch vô trùng đục 4 lỗ (Tween) đường kính 2 mm trên 1 đĩa thạch, các lỗ cách thành 1,5 cm và cách nhau 2,5 cm và 1 lỗ ở giữa đĩa thạch (CremophorEL).
·  Đánh dấu các loại Tween theo chiều kim đồng hồ
·  Nhỏ 15µl từng loại Tween tương ứng, CrEL ở giữa đĩa
·  Để tủ ấm 320C. Theo dõi kết quả 2-4 ngày
+ Nhận định kết quả: 
· Có sự hấp thu khi có nấm mọc xung quanh giếng được nhỏ Tween và CrEL tương ứng
·  Không hấp thu khi không có nấm mọc
+ Kết luận: 
·  Hấp thu cả 4 loại Tween có M. fufur, M. yamatoensis và M. dermatis 
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	[bookmark: _Toc499549939]Hình 2.3. Hình ảnh hấp thu cả 4 loại Tween của M. furfur (a) và không hấp thu cả 4 loại Tween của M. globosa (b)


· Hấp thu 2 loại Tween 40 và Tween 60: M. japonica.
·  Không hấp thu hoặc hấp thu rất yếu Tween 20: M. sympodialis.
·  Không hấp thu hoặc hấp thu rất yếu Tween 80: M. slooffiae.
·  Không hấp thu cả 4 loại Tween: M. globosa, M. obtusa và M. cuniculi.
· Phát triển trên thạch Cremophor EL: M. furfur và M. pachydermatis phát triển, M. sympodialis và M. dermatis tùy vào từng trường hợp.
· Nhận định hình thái, tính chất trên CHROM agar Malassezia
+ Tiến hành: 
·  Cân chính xác 56,3g CHROM agar Malassezia, thêm 10g Tween 40, 
2g Glycerol và 1000ml nước cất cho vào bình cầu vô trùng. Khuấy đều đến khi thạch nở ra. Đun sôi ở 1000C, đến khi sôi tạo bọt. Làm nguội đến 
45-50oC, điều chỉnh về pH: 6,3± 0,3 bằng dung dịch HCl 0,1N. Đổ vào đĩa petri vô trùng. Để đông.
·  Ria cấy loài nấm thuần vào môi trường CHROM agar Malassezia. Để tủ ấm 320C. Theo dõi hình thái, kích thước, màu sắc khuẩn lạc mọc trên đĩa thạch. 
+ Nhận định kết quả: 
·  M.  furfur: khuẩn lạc màu hồng nhạt và nếp nhăn đặc trưng có thể dễ dàng phân biệt với các loài Malassezia khác
·  Kích thước của khuẩn lạc trên CHROM agar Malassezia được đo từ các khuẩn lạc riêng rẽ và được chia thành ba nhóm: nhỏ (M. globosa, 
M. slooffiae và M. restricta), trung bình (M. obtusa) và lớn (M. dermatis, 
M. furfur, M. pachydermatis, M. sympodialis  và M. japonica).
·  M. pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa và M. dermatis có tủa 
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[bookmark: _Toc499549940]Hình 2.4. Quy trình định danh nấm Malassezia có cải tiến ([footnoteRef:1]) [1: () Quy trình đã được Ban lãnh đạo bệnh viện phê duyệt và áp dụng tại Bệnh viện Da liễu TW] 

· Kỹ thuật xác định Malassezia bằng PCR sequencingCó
HN/N
T/T
H/T
Chú thích: HN/T: Hồng nhạt/Trơn; HN/N: Hồng nhạt/Nhẵn; T/T: Tím/Trơn; H/T: Hồng/Trơn

M.yamatoensis
BỆNH PHẨM
VẢY DA


M. sympodialis
Âm
Phản ứng Catalase
HN/T

Dương
Tính chất   CHROM 
M.furfur
M. cuniculi
M. dermatis
M. slooffiae
M. globosa
M. obtusa
+    +
+    +
M. restricta
Tính chất CHROM
-  -
-      -

M. japonica
-     +
+    +

-  -
+    +

+     -
+    +	++++

Phát triển trên mDA
M. pachydermatis
Phát triển trên SDA

· Nguyên tắc: PCR là thử nghiệm nhân bản một đoạn DNA trong ống nghiệm dựa vào các chu kỳ nhiệt độ. Một chu kỳ nhiệt độ sẽ bao gồm 3 giai đoạn. Giai đoạn biến tính: đầu tiên nhiệt độ sẽ được đưa lên 94 oC, ở nhiệt độ này các liên kết hydro của mạch đôi DNA sẽ bị mất đi, nhờ vậy DNA đích bị biến tính thành các mạch đơn. Giai đoạn ghép cặp: kế đó nhiệt độ được hạ đến 55- 65oC là nhiệt độ thích hợp để các đoạn mồi tìm đến ghép cặp bổ sung vào hai đầu của đoạn DNA đích. Cuối cùng nhiệt độ được đưa lên 72 oC là nhiệt độ thích hợp cho hoạt tính của enzym Taq polymerase để kéo các đầu dNTP lại đầu 3’ cua đoạn mồi đang ghép cặp trên đầu 5’ của sợi DNA đích để bắt nguồn cho sự tổng hợp trên mạch bổ sung. Như vậy, qua một chu kỳ nhiệt, một DNA đích đã được nhân bản thành hai bản sao, nếu chu kỳ này được lặp đi lặp lại liên tục 30 đến 40 lần thì từ một DNA đích đã được nhân bản được thành 230 đến 240 bản sao, tương đương đến hàng tỷ bản sao.
· Kỹ thuật điện di sản phẩm PCR
+ Điện di các sản phẩm sau khi chạy PCR trên gel agarose 1,2% với dung dịch đệm TAE.
+ Chuẩn bị gel Agarose 1,2%: Đun sôi cho tan hoàn toàn agarose trong đệm TAE bằng lò vi sóng. Đợi nhiệt độ gel hạ xuống 56-600C, trộn 1x thể tích gel red và đổ gel vào phiến nhựa điện di (6 x 5,5 cm hoặc 6 x 11 cm tuỳ theo số lượng mẫu cần điện di). Phiến được đặt thăng bằng trên mặt phẳng nằm ngang đã đặt sẵn lược.
· Để gel đông lại (khoảng 30 phút ở nhiệt độ phòng), gỡ bỏ lược, đặt bản gel vào buồng điện di ngang sao cho chìm hẳn trong dung dịch đệm TAE.
+ Dùng micropipette cho các sản phẩm PCR vào các giếng của bản gel. Với các gel sử dụng răng lược nhỏ, dùng 10 l mẫu cho mỗi giếng.
+  Điện di với hiệu điện thế 120V, cường độ dòng điện 100 mA trong thời gian 30 phút.
+  Các mẫu thực nghiệm được điện di song song cùng với chứng âm và dương.
+ Luôn có thang ADN chuẩn để đối chiếu kết quả khi đọc.
·  Bản gel sau khi điện di được soi trên ánh đèn cực tím, các vạch ADN trên bản gel sẽ phát sáng dưới ánh đèn cực tím.
·  Đọc kết quả bằng máy GelDoc (BioRad) và chụp ảnh bằng phần mềm chuyên dụng.
[image: ]
[bookmark: _Toc499549941]Hình 2 5. Sơ đồ nguyên lý kỹ thuật PCR sequencing
·  Kỹ thuật đo nồng độ ADN của sản phẩm PCR
+ Đo ở bước sóng 260 nm: 1 đơn vị = 50 g/ml 
+ Đọc kết quả: Lượng ADN có trong mẫu (g/ml) x10x103/103(l) = nanogam (ng)/l (x10: Độ pha loãng 10 lần, x103/103: đổi đơn vị từ g/ml sang ng/l).
· Kỹ thuật giải trình tự gen: Xác định vi nấm Malassezia. Các trình tự nucleotide của gen 5.8S, 26S và 18S được xử lý bằng phần mềm ATGC 7.2 
· Nhận định kết quả: So sánh trình tự tương đồng trên ngân hàng dữ liệu gen quốc tế NCBI (GenBank), các trình tự Malassezia tương đồng có giá trị cao nhất sẽ được lựa chọn.
[bookmark: _Toc499481506]2.4.2. Phương pháp nghiên cứu mục tiêu 2
2.4.2.1. Thiết kế nghiên cứu
Mô tả cắt ngang có so sánh trước và sau điều trị
2.4.2.2. Cỡ mẫu 
Công thức tính cỡ mẫu cho một tỷ lệ:

n= Z21-α/2 x 
Z1-/2: Hệ số tin cậy 95% (= 1,96)
Z: Lực mẫu 80% (= 0,842)
n: cỡ mẫu của nhóm điều trị bằng thuốc kháng nấm nhóm azole
p: tỷ lệ chữa khỏi, p= 0,7
ε: giá trị tương đối (=0,09)
Thay vào công thức ta có: n= 1,962x 0,7(1-0,7)/(0,7×0,08)= 203,26
Như vậy cỡ mẫu tối thiểu trong nghiên cứu là 204 bệnh nhân. 
2.4.2.3. Các kỹ thuật cho mục tiêu 2
· Chúng tôi lấy toàn bộ bệnh nhân lang ben định danh được bằng nuôi cấy thỏa mãn tiêu chuẩn lựa chọn đưa vào điều trị, quy trình thực hiện như sau:
· Giải thích cho BN: Căn nguyên bệnh lang ben và các phương pháp nghiên cứu điều trị cũng như phòng tránh bệnh
· Chia ngẫu nhiên các bệnh nhân lang ben đủ tiêu chuẩn thành 3 nhóm: 
+ Nhóm 1: điều trị bằng phác đồ 1 gồm :
· Uống Salgad® (Fluconazole) 300mg liều duy nhất 1 lần/tuần trong 2 tuần liên tiếp
· Tắm gội Dezor® gel (Ketoconazole 2%) 2 lần/ 1 tuần thay xà phòng, lưu dầu khoảng 5-10 phút trong 2 tuần liên tiếp.
· Nhóm 2: điều trị bằng phác đồ 2 uống  Spobet® (Itraconazole) 200mg/ngày trong 1 tuần.
· Nhóm 3: điều trị bằng phác đồ 3 Tắm gội Dezor® gel (Ketoconazole 2%) hàng ngày thay xà phòng, lưu dầu khoảng 5-10 phút trong 2 tuần.
· Làm bệnh án nghiên cứu ngoại trú theo mẫu (phụ lục 1)
· Hướng dẫn bệnh nhân thực hiện theo tờ phiếu tuân thủ điều trị (phụ lục 2)
· Chụp ảnh tổn thương lâm sàng bệnh nhân, lưu vào hồ sơ theo dõi
· Tại thời điểm 1 tuần, 2 tuần, 3 tuần tính từ khi bắt đầu điều trị: gọi điện thoại cho bệnh nhân để đánh giá tình hình bệnh. Kết thúc 3 tuần điều trị, gọi điện thoại cho bệnh nhân hẹn lịch khám lại, yêu cầu đến bệnh viện để khám trực tiếp (Các xét nghiệm đều thực hiện miễn phí và đảm bảo quyền lợi cho bệnh nhân).
· Đánh giá hiệu quả điều trị: Đánh giá hiệu quả điều trị của 3 nhóm tại thời điểm 4 tuần sau ngày đầu tiên dùng thuốc.
· Tác dụng không mong muốn: Theo dõi và liệt kê các tác dụng phụ của thuốc (tại chỗ và toàn thân). Khi có bất kỳ tác dụng phụ nào chúng tôi ngừng điều trị và theo dõi cho bệnh nhân.
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· Tuổi: theo nhóm tuổi:  0-9 ,10-19, 20-29, 30-39, 40-49, trên 50 
· Giới: Nam, nữ  
· Địa dư: Thành thị, nông thôn
[bookmark: _Toc499481509]2.5.2. Đặc điểm lâm sàng bệnh
· Thời gian mắc bệnh: tính từ thời điểm đầu tiên xuất hiện triệu chứng bệnh đến thời điểm khám dưới 3 tháng, từ 3-6 tháng, trên 6 tháng
· Tính chất bệnh: Đã được điều trị khỏi hoàn toàn, xuất hiện lại triệu chứng từ 3-4 lần/ năm gọi là tái phát. Các trường hợp chưa được điều trị hoặc điều trị không khỏi được coi là mắc bệnh lần đầu.
· Ngứa: có, không 
· Vảy da: có, không
· Màu sắc dát: Dát là thương tổn bằng phẳng so với bề mặt da, hình tròn hoặc bầu dục, đôi khi hình đa cung. Đánh giá màu sắc dát như sau:
· Dát tăng sắc tố là dát có màu đậm hay tăng sắc tố hơn màu da bình thường.
· Dát giảm sắc tố là dát có màu nhạt hay giảm sắc tố hơn da bình thường. 
· Dát hồng là dát có màu hồng hoặc đỏ hơn màu da bình thường. 
· Dát hỗn hợp là dát mà trên thương tổn có sự xuất hiện của ít nhất 2 trong 3 loại dát trên.
· Vị trí thương tổn: mặt, cổ, lưng, ngực, bụng, tay, chân, da đầu
· Mức độ bệnh: Nhẹ, vừa, nặng đánh giá theo bảng 2.1
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Bảng 2.1. Đánh giá mức độ bệnh theo Karakas (2005) [95]
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Trong đó đánh giá theo tổng điểm:
· Mức độ nhẹ:  1 – 3 điểm
· Mức độ vừa:  4 – 6 điểm
· Mức độ nặng: 7 – 9 điểm
(Diện tích cơ thể được đánh giá theo quy tắc bàn tay, trong đó 1% tương ứng với diện tích của lòng bàn tay bệnh nhân)
· Kết quả soi trực tiếp từ vảy da có thể gặp một trong các hình thái vi nấm trên kính hiển vi: sợi nấm và tế bào nấm men, sợi nấm thô ngắn, tế bào nấm men
[bookmark: _Toc499481531]2.5.3. Các chỉ tiêu đánh giá cho mục tiêu 1
· [bookmark: _Toc494737310][bookmark: _Toc494738735][bookmark: _Toc494820105][bookmark: _Toc499481532]Xác định loài Malassezia bằng nuôi cấy định danh
· [bookmark: _Toc494737311][bookmark: _Toc494738736][bookmark: _Toc494820106][bookmark: _Toc499481533]Tỉ lệ nuôi cấy: có mọc, không mọc
· [bookmark: _Toc494737312][bookmark: _Toc494738737][bookmark: _Toc494820107][bookmark: _Toc499481534]Phân bố các loài Malassezia 
· [bookmark: _Toc494737313][bookmark: _Toc494738738][bookmark: _Toc494820108][bookmark: _Toc499481535]Phân bố các loài Malassezia theo: tuổi, giới, địa dư, thời gian bị bệnh, tính chất bệnh, màu sắc dát, vị trí thương tổn, kết quả soi trực tiếp.
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· Xác định loài Malassezia bằng PCR sequencing
· [bookmark: _Toc494737315][bookmark: _Toc494738740][bookmark: _Toc494820110][bookmark: _Toc499481537]Tỉ lệ PCR: có sản phẩm, không có sản phẩm
· [bookmark: _Toc494737316][bookmark: _Toc494738741][bookmark: _Toc494820111][bookmark: _Toc499481538]Phân bố các loài Malassezia 
· [bookmark: _Toc494737317][bookmark: _Toc494738742][bookmark: _Toc494820112][bookmark: _Toc499481539]Phân bố các loài Malassezia theo: tuổi, giới, địa dư
· [bookmark: _Toc494737318][bookmark: _Toc494738743][bookmark: _Toc494820113][bookmark: _Toc499481540]So sánh kết quả định danh loài theo kỹ thuật nuôi cấy và PCR sequencing
[bookmark: _Toc499481541]2.5.4. Các chỉ tiêu đánh giá cho mục tiêu 2 
-   Đánh giá sự thay đổi các triệu chứng lâm sàng
· Triệu chứng ngứa: có, không
· Triệu chứng vảy da trước và sau điều trị: có, không
· Triệu chứng màu sắc dát tổn thương: có, không
· Diện tích thương tổn trước và sau điều trị: <10%, 10-30%, >30%.
· Sự thay đổi tổng điểm mức độ bệnh trước và sau điều trị: được đánh giá bằng cách tính điểm trung bình chung.
· Tỉ lệ nuôi cấy nấm dương tính trước và sau điều trị
· Kết quả điều trị:  Khỏi, đỡ giảm, không khỏi theo bảng 2.2.
[bookmark: _Toc494084182][bookmark: _Toc499483937]Bảng 2.2. Đánh giá kết quả điều trị sau 4 tuần theo Karakas (2005) [95]
	Hiệu quả điều trị
Triệu chứng
	Khỏi
	Đỡ giảm
	Không khỏi

	Mức độ bệnh
	0-3 điểm
	4-6 điểm
	7-9 điểm

	Xét nghiệm
	Âm tính
	Âm tính/Dương tính
	Dương tính
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- Kết quả điều trị: theo nhóm điều trị, theo tuổi, theo giới, theo thời gian bị bệnh, theo tính chất bệnh, theo mức độ bệnh, theo loài M. globosa, theo loài M. furfur, theo loài M. dermatis (Kết quả phân bố theo loài Malassezia được lấy theo kết quả định danh từ nuôi cấy).

[bookmark: _Toc499481543]2.6. Các biện pháp hạn chế sai số
Để loại trừ các sai số có thể xảy ra, trong nghiên cứu này đã thực hiện các biện pháp sau:
- Thiết kế nghiên cứu chặt chẽ, các công cụ thu thập số liệu là các biểu mẫu được chuẩn bị đầy đủ, chi tiết. Các kỹ thuật xét nghiệm đều được thực hiện theo thường quy tại các phòng xét nghiệm chuẩn thức quốc gia của bệnh viện Da liễu Trung Ương, bệnh viện Nhiệt đới Trung Ương.
- Các thuật toán thống kê thường dùng trong y học cũng đã được sử dụng tối đa để loại trừ các sai số ngẫu nhiên.
[bookmark: _Toc499481544]2.7. Phương pháp xử lý số liệu 
· Dữ liệu về mẫu nghiên cứu sẽ được lập thành file Epidata, xử lý bằng phần mềm SPSS 23.0
· Thống kê mô tả: được tính theo tần số tỉ lệ %, và được trình bày dưới dạng bảng biểu.
· Thống kê phân tích: 
· Dùng phép kiểm định khi bình phương và RR ở mức ý nghĩa 5%, khoảng tin cậy (KTC) 95% để đo lường sự khác biệt trong các mối liên hệ của kết quả nghiên cứu. 
· Sử dụng test Fisher với các giá trị nhỏ hơn 5
· Dùng phép kiểm One-way-ANOVA để so sánh trung bình của mức độ bệnh trước và sau điều trị 4 tuần
[bookmark: _Toc499481545]2.8. Đạo đức trong nghiên cứu 
Nghiên cứu không vi phạm y đức vì tất cả người bệnh đều được hỏi ý kiến và đồng ý tham gia nghiên cứu, các thủ thuật khám, lấy bệnh phẩm đều không xâm hại đến người bệnh. Đây cũng là các xét nghiệm thường quy áp dụng hàng ngày được ban lãnh đạo bệnh viện phê duyệt. Các thông tin thu nhận được từ người bệnh đều được giữ bí mật, người bệnh khi tham gia nghiên cứu và đến khám trong thời gian nghiên cứu (nếu có nhu cầu) sẽ được hướng dẫn các kiến thức đúng về phòng tránh nhiễm do nấm cũng như được thăm khám đầy đủ đúng quy trình.
[bookmark: _Toc499481546]2.9. Hạn chế của đề tài
Xác định chính xác loài Malassezia gây bệnh là một kỹ thuật tương đối mới ở Việt Nam. Trước đây, đã có tác giả tiến hành nuôi cấy, định danh thành công nhưng chỉ xác định được 4 loài vi nấm, trong khi đó vi nấm Malassezia tồn tại hơn 14 loài. Nghiên cứu của chúng tôi lần đầu tiên thực hiện ở Việt Nam đã định danh 11 loài Malassezia bằng quy trình cải tiến. Tuy vậy, thực hiện ở một nơi duy nhất bệnh viện Da liễu Trung Ương nên tỷ lệ trên chưa phản ánh hết sự phân bố các loài Malassezia và tình hình dịch tễ của bệnh.  Bên  cạnh đó, vẫn còn một số hạn chế trong việc lựa chọn môi trường nuôi cấy, cách thức tiến hành làm ảnh hưởng phần nào đến tỉ lệ nuôi cấy và định danh Malassezia. 
Hiện nay tại Việt Nam có nhiều phác đồ điều trị bệnh lang ben khác nhau được nghiên cứu. Dù vậy bệnh vẫn hay tái phát gây phiền hà cũng như ảnh hưởng tới tâm lý thẩm mỹ của người bệnh và là một thách thức không nhỏ với các nhà lâm sàng. Chúng tôi tiến hành nghiên cứu đánh giá hiệu quả điều trị bệnh lang ben sau 4 tuần. Tuy nhiên, vì một số lý do khách quan chúng tôi chưa có điều kiện theo dõi tái phát sau 3 tháng đến 1 năm điều trị. 
Hình 2.6. Sơ đồ nghiên cứu
 
 
 
 

Khám lâm sàng
Soi trực tiếp (+)
n=300
PCR sequencing
Nuôi cấy
PCR không có sản phẩm
(Loại) n=121
Nuôi cấy không mọc          (Loại) n=29
PCR có sản phẩm
Định danh loài n=179
Nuôi cấy có mọc Định danh loài n=271
Không thỏa mãn tiêu chuẩn (Loại) n=10
Điều trị bằng thuốc azole                
n=261
Điều trị PĐ 1  FCZ+ KTZ      n=87
Điều trị PĐ 2       ITZ                   n=87
Điều trị PĐ 3    KTZ                 n=87
Không tuân thủ điều trị n=6
Không tuân thủ điều trị n=7
Không tuân thủ điều trị n=4
Nhóm 1        n=81
Hiệu quả điều trị
Phân bố loài Malassezia theo lâm sàng, cận lâm sàng, hiệu quả điều trị
Nhóm 2        n=80

Nhóm 3        n=83


[bookmark: _Toc499481547]

Chương 3
[bookmark: _Toc447003078][bookmark: _Toc485393769][bookmark: _Toc485463973][bookmark: _Toc499481548][bookmark: _Hlk499457642][bookmark: _Toc447003079]KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU
[bookmark: _Toc447003080][bookmark: _Toc485393773][bookmark: _Toc485463976][bookmark: _Toc499481549][bookmark: _Toc447003081]3.1. Xác định các loài Malassezia trong bệnh lang ben
[bookmark: _Hlk494026271]	Trong thời gian từ 1/1/2016 đến 31/12/2016, tại Bệnh viện Da liễu Trung ương, có 2925 lượt bệnh nhân được chẩn đoán lang ben đến khám và điều trị. Tôi đã trực tiếp khám cho 300 bệnh nhân lang ben có xét nghiệm soi trực tiếp tìm nấm dương tính và chọn được 271 bệnh nhân thỏa mãn tiêu chuẩn đưa vào nghiên cứu.
[bookmark: _Toc447003082][bookmark: _Toc485463978][bookmark: _Toc499481550]3.1.1. Xác định các loài Malassezia bằng nuôi cấy định danh
[bookmark: _Toc485394634][bookmark: _Toc485466460]3.1.1.1. Kết quả nuôi cấy định danh 

[bookmark: _Toc499484084][bookmark: _Toc494737757]Biểu đồ 3.1. Kết quả nuôi cấy nấm (n=300)
Nhận xét: Trong 300 mẫu bệnh phẩm từ vảy da soi trực tiếp tìm nấm dương tính, có 271 mẫu nấm mọc, chiếm 90,3%. Trong đó, 29 trường hợp nuôi cấy không thấy nấm mọc, chiếm 9,7%.
[bookmark: _Toc485394635][bookmark: _Toc485466461][bookmark: _Toc494084183][bookmark: _Toc499483938]
Bảng 3.1.  Kết quả định danh các loài Malassezia bằng nuôi cấy (n=271)
	Loài
	n
	%

	[bookmark: _Hlk485816700]M. globosa
	115
	42,4

	M. furfur
	39
	14,4

	M. dermatis
	47
	17,3

	M. sympodialis      
	13
	4,8

	M. restricta
	12
	4,4

	M. obtusa
	16
	5,9

	M. slooffiae
	5
	1,8

	M. pachydermatis
	1
	0,4

	M. japonica
	11
	4,1

	M. equina
	3
	1,1

	M. cuniculi
	1
	0,4

	Malassezia spp.
	8
	3,0

	[bookmark: _Toc485390271][bookmark: _Toc485393788]Tổng
	271
	100



Nhận xét: Trong 271 mẫu nuôi cấy có nấm mọc, M. globosa chiếm tỉ lệ cao nhất với 42,4%; tiếp đến M. dermatis (17,3%), M. furfur (14,4%). Loài chiếm tỉ lệ thấp nhất là M. pachydermatis và M. cuniculi với 0,4%. Có 8 mẫu khuẩn lạc chưa xác định loài, chiếm tỉ lệ 3,0%.



3.1.1.2. Phân bố các loài Malassezia theo đặc điểm chung
Có 271 mẫu bệnh phẩm từ 271 bệnh nhân nuôi cấy cho kết quả như sau: 

[bookmark: _Toc494820374][bookmark: _Toc499484085][bookmark: _Toc494737758]
[bookmark: _Toc499484086]Biểu đồ 3.2. Phân bố loài Malassezia gây bệnh lang ben theo nhóm tuổi (n=271)
Nhận xét: M. globosa gặp mọi lứa tuổi. Trong nhóm 20-29 tuổi, 
M. globosa có tỉ lệ cao nhất 36,5%, tiếp đến M. dermatis 19,8% và M. furfur 14,3%, các loài còn lại chỉ chiếm 29,4%.

[bookmark: _Toc494084184]

[bookmark: _Toc499483939]Bảng 3.2. Phân bố loài Malassezia gây bệnh lang ben theo giới (n=271)
	Loài
	Nam
	Nữ
	Tổng số

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	M. globosa
	73
	63,5
	42
	36,5
	115
	100

	M. furfur
	31
	79,5
	8
	20,5
	39
	100

	M. dermatis
	32
	68,1
	15
	31,9
	47
	100

	M. sympodialis      
	8
	61,5
	5
	38,5
	13
	100

	M. restricta
	10
	83,3
	2
	16,7
	12
	100

	M. obtusa
	11
	68,8
	5
	31,3
	16
	100

	M. slooffiae
	3
	60,0
	2
	40,0
	5
	100

	M. pachydermatis
	1
	100
	0
	0
	1
	100

	M. japonica
	6
	54,5
	5
	45,5
	11
	100

	M. equina
	2
	66,7
	1
	33,3
	3
	100

	M. cuniculi
	1
	100
	0
	0
	1
	100

	Malassezia spp.
	7
	87,5
	1
	12,5
	8
	100

	Tổng
	185
	68,3
	86
	31,7
	271
	100

	p
	> 0,05
	
	


Nhận xét: Malassezia gây bệnh ở nam nhiều hơn nữ (tỉ lệ xấp xỉ 2/1). 
M. globosa chủ yếu ở nam. M. japonica, M. slooffiae nam và nữ tỉ lệ tương đương nhau. M. restricta nam gấp 5 lần nữ. Tỉ lệ phân bố các loài không có sự khác biệt giữa nam và nữ với p > 0,05.

[bookmark: _Toc494084185][bookmark: _Toc499483940]Bảng 3.3. Phân bố loài Malassezia gây bệnh lang ben theo địa dư (n=271)
	Loài 
	Thành thị
	Nông thôn
	Tổng số

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	M. globosa
	59
	51,3
	56
	48,7
	115
	100

	M. furfur
	22
	56,4
	17
	43,6
	39
	100

	M. dermatis
	27
	57,4
	20
	42,6
	47
	100

	M. sympodialis      
	7
	53,8
	6
	46,2
	13
	100

	M. restricta
	5
	41,7
	7
	58,3
	12
	100

	M. obtusa
	9
	56,3
	7
	43,8
	16
	100

	M. slooffiae
	5
	100
	0
	0
	5
	100

	M. pachydermatis
	1
	100
	0
	0
	1
	100

	M. japonica
	7
	63,6
	4
	36,4
	11
	100

	M. equina
	1
	33,3
	2
	66,7
	3
	100

	M. cuniculi
	0
	0
	1
	100
	1
	100

	Malassezia spp.
	2
	25,0
	6
	75,0
	8
	100

	Tổng
	145
	53,5
	126
	46,5
	271
	100

	p
	> 0,05
	
	



Nhận xét: Malassezia gặp ở thành thị nhiều hơn nông thôn. Trong đó, 
M. pachydermatis và M. slooffiae chỉ gặp thành thị. M. restricta và M. equina gặp vùng nông thôn. M. globosa phân bố thành thị và nông thôn tương đương nhau. Tỉ lệ phân bố các loài không có sự khác biệt giữa thành thị và nông thôn với p > 0,05.
3.1.1.3. Phân bố các loài Malassezia theo lâm sàng, cận lâm sàng
[bookmark: _Toc494084186][bookmark: _Toc499483941]Bảng 3.4. Phân bố loài Malassezia  gây bệnh lang ben theo thời gian bị bệnh (n=271)
	Loài 
	< 3 tháng
	3-6 tháng
	> 6 tháng
	Tổng số

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	M. globosa
	22
	19,1
	13
	11,3
	80
	69,6
	115
	100

	M. furfur
	8
	20,5
	5
	12,8
	26
	66,7
	39
	100

	M. dermatis
	5
	10,6
	7
	14,9
	35
	74,5
	47
	100

	M. sympodialis      
	4
	30,8
	3
	23,1
	6
	46,1
	13
	100

	M. restricta
	3
	25,0
	0
	0
	9
	75,0
	12
	100

	M. obtusa
	3
	18,8
	0
	0
	13
	81,3
	16
	100

	M. slooffiae
	1
	20,0
	1
	20,0
	3
	60,0
	5
	100

	M. pachydermatis
	1
	100
	0
	0
	0
	0
	1
	100

	M. japonica
	2
	18,2
	0
	0
	9
	81,8
	11
	100

	M. equina
	0
	0
	1
	33,3
	2
	66,7
	3
	100

	M. cuniculi
	0
	0
	0
	0
	1
	100
	1
	100

	Malassezia spp.
	2
	25,0
	1
	12,5
	5
	62,5
	8
	100

	Tổng
	51
	18,8
	31
	11,4
	189
	69,7
	271
	100



Nhận xét: Thời gian bị bệnh trên 6 tháng chiếm tỉ lệ cao nhất 69,7%. Trong đó, chủ yếu là M. globosa (chiếm 69,6%) và M.furfur (66,7%). 
M. pachydermatis chỉ gặp ở thời gian bị bệnh dưới 3 tháng.
[bookmark: _Toc494084187]
[bookmark: _Toc499483942]Bảng 3.5. Phân bố loài Malassezia gây bệnh lang ben theo tính chất bệnh (n=271)
	Loài
	Lần đầu
	Tái phát
	Tổng số

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	M. globosa
	99
	86,1
	16
	13,9
	115
	100

	M. furfur
	33
	84,6
	6
	15,4
	39
	100

	M. dermatis
	44
	93,6
	3
	6,4
	47
	100

	M. sympodialis      
	9
	69,2
	4
	30,8
	13
	100

	M. restricta
	9
	75,0
	3
	25,0
	12
	100

	M. obtusa
	12
	75,0
	4
	25,0
	16
	100

	M. slooffiae
	5
	100
	0
	0
	5
	100

	M. pachydermatis
	1
	100
	0
	0
	1
	100

	M. japonica
	10
	90,9
	1
	9,1
	11
	100

	M. equina
	3
	100
	0
	0
	3
	100

	M. cuniculi
	1
	100
	0
	0
	1
	100

	Malassezia spp.
	6
	75,0
	2
	25,0
	8
	100

	Tổng
	232
	85,6
	39
	14,4
	271
	100


Nhận xét: Malassezia gặp chủ yếu ở đối tượng bệnh lần đầu. 
M. globosa và M.furfur thường gặp nhất, chiếm 86,1% và 84,6%. 
M. pachydermatis, M. slooffiae, M. japonica, M. equina, M. cuniculi chỉ gặp ở nhóm bị bệnh lần đầu.
[bookmark: _Toc494084188]

[bookmark: _Toc499483943]Bảng 3.6. Phân bố loài Malassezia gây bệnh lang ben theo mức độ bệnh (n=271)
	Loài
	Nhẹ
	Vừa
	Nặng
	Tổng số

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	M. globosa
	21
	18,3
	80
	69,6
	14
	12,2
	115
	100

	M. furfur
	12
	30,8
	19
	48,7
	8
	20,5
	39
	100

	M. dermatis
	12
	25,5
	28
	59,6
	7
	14,9
	47
	100

	M. sympodialis      
	5
	38,5
	7
	53,8
	1
	7,7
	13
	100

	M. restricta
	2
	16,7
	9
	75,0
	1
	8,3
	12
	100

	M. obtusa
	2
	12,5
	13
	81,3
	1
	6,3
	16
	100

	M. slooffiae
	2
	40,0
	3
	60,0
	0
	0
	5
	100

	M. pachydermatis
	0
	0
	1
	100
	0
	0
	1
	100

	M. japonica
	2
	18,2
	9
	81,8
	0
	0
	11
	100

	M. equina
	1
	33,3
	2
	66,7
	0
	0
	3
	100

	M. cuniculi
	0
	0
	1
	100
	0
	0
	1
	100

	Malassezia spp.
	3
	37,5
	4
	50
	1
	12,5
	8
	100

	Tổng
	62
	22,9
	176
	64,9
	33
	12,2
	271
	100



Nhận xét: Malassezia gặp ở nhóm bệnh mức độ vừa (64,9%). M. globosa  và M. japonica với tỷ lệ cao (69,6% và 81,1%). Tiếp theo,  M. slooffiae, 
M. equina (60% và 66,7%).




[bookmark: _Toc494737759][bookmark: _Toc499484087]Biểu đồ 3.3. Phân bố loài Malassezia gây bệnh lang ben theo màu sắc dát (n=271)
Nhận xét: M. globosa phân bố hầu hết ở tất cả màu sắc dát. Dát giảm sắc tố gặp M. globosa và M. furfur. Dát tăng sắc tố gặp M. globosa, 
M. dermatis và M. furfur.  Dát hồng và dát hỗn hợp gặp ở M. globosa và 
M. dermatis. Các loài M. obtusa, M. cuniculi. M. pachydermatis chỉ gây dát tăng sắc tố. M. equina chỉ gặp ở dát giảm sắc tố và dát hồng.




[bookmark: _Toc494737760][bookmark: _Toc499484088]Biểu đồ 3.4. Phân bố loài Malassezia gây bệnh lang ben theo vị trí thương tổn (n=271)
Nhận xét: M. globosa thường gặp ở tất cả các vị trí trên cơ thể. Ở lưng, ngực, M. globosa chiếm cao nhất sau đó đến M. dermatis, M. furfur. Vùng da đầu không gặp M. furfur.

[bookmark: _Toc499484089][bookmark: _Toc494737761]Biểu đồ 3.5. Phân bố loài Malassezia gây bệnh lang ben theo kết quả 
soi trực tiếp (n=271)
Nhận xét: M. globosa  tồn tại 3 hình thái: dạng men, dạng sợi và dạng hỗn hợp. M. restricta, M. obtusa, M. slooffiae, M. japonica, M. equina, 
M. cuniculi, M. pachydermatis không gặp hình thái tế bào nấm men.


[bookmark: _Toc499481551]3.1.2. Xác định các loài Malassezia bằng PCR sequencing 
3.1.2.1. Kết quả định danh bằng PCR sequencing
Trong 300 mẫu bệnh phẩm từ 300 bệnh nhân, kết quả PCR có sản phẩm ở 179 mẫu với tỉ lệ 59,7%. 
[bookmark: _Toc485466463][bookmark: _Toc485394637][bookmark: _Toc494084189][bookmark: _Toc499483944][bookmark: _Toc485466464]Bảng 3.7.  Kết quả định danh các loài Malassezia bằng PCR sequencing (n=179)
	Loài
	n
	%

	M. globosa
	132
	73,7

	M. sympodialis      
	9
	5,0

	M. restricta
	21
	11,7

	M. cuniculi
	1
	0,6

	Malassezia spp.
	16
	9,0

	[bookmark: _Toc485390278][bookmark: _Toc485393795]Tổng
	179
	100


[bookmark: _Toc447003106]Nhận xét: Từ 179 mẫu PCR có sản phẩm, định danh được 163 loài Malassezia. Trong đó, M. globosa chiếm tỉ lệ cao nhất với 73,7%, tiếp theo 
M. restricta (11,7%), M. sympodialis (5,0%), M. cuniculi (0,6%). Có 16 mẫu bệnh phẩm chưa xác định loài chiếm 8,9%.


3.1.2.2. Phân bố các loài Malassezia theo đặc điểm chung
[bookmark: _Toc494084190][bookmark: _Toc499483945]Bảng 3.8. Phân bố loài Malassezia gây bệnh lang ben theo nhóm tuổi (n=179)
	Loài
	0-9
	10-19
	20-29
	30-39
	40-49
	>50
	Tổng số

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	M. globosa
	7
	5,3
	9
	6,8
	67
	50,8
	35
	26,5
	13
	9,8
	1
	0,8
	132
	100

	M. sympodialis      
	0
	0
	1
	11,1
	3
	33,3
	4
	44,5
	0
	0
	1
	11,1
	9
	100

	M. restricta
	0
	0
	1
	4,8
	14
	66,7
	5
	23,7
	0
	0
	1
	4,8
	21
	100

	M. cuniculi
	0
	0
	0
	0
	1
	100
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	1
	100

	Malassezia spp.
	0
	0
	1
	6,3
	10
	62,4
	1
	6,3
	4
	25,0
	0
	0
	16
	100

	Tổng
	7
	3,9
	12
	6,7
	95
	53,1
	45
	25,1
	17
	9,5
	3
	1,7
	179
	100


Nhận xét: Các loài Malassezia gặp chủ yếu ở nhóm 20-29 tuổi. Tỉ lệ M. globosa ở nhóm 20-29 tuổi là 50,8%. M. sympodialis, M. restricta, 
M. cuniculi không gặp ở trẻ nhỏ dưới 10 tuổi. 


[bookmark: _Toc494737762][bookmark: _Toc499484090]Biểu đồ 3.6. Phân bố loài Malassezia gây bệnh lang ben theo giới (n=179)
Nhận xét: M. globosa, M. sympodialis, M. restricta gặp ở nam nhiều hơn nữ. M. cuniculi không gặp ở nữ.

[bookmark: _Toc499484091]Biểu đồ 3.7. Phân bố loài Malassezia gây bệnh lang ben theo địa dư (n=179)
Nhận xét: Về địa dư, M. globosa gặp chủ yếu ở thành thị.  M. cuniculi gặp nông thôn. M. restricta gặp ở thành thị và nông thôn. 
[bookmark: _Toc499481552]3.1.3. So sánh kết quả định danh của nuôi cấy và PCR sequencing
[bookmark: _Toc494084191][bookmark: _Toc499483946]Bảng 3.9. So sánh kết quả định danh giữa nuôi cấy và PCR sequencing (n=300)
	
	Nuôi cấy
	Tổng

	
	Có
	Không
	

	PCR sequencing
	Có
	167
	12
	179

	
	Không
	104
	17
	121

	Tổng
	271
	29
	300



[bookmark: _Hlk494079504]Nhận xét: Tỉ lệ định danh được loài của 2 kỹ thuật là 167/300;  kỹ thuật  nuôi cấy là 271/300 và PCR sequencing là 179/300.


[bookmark: _Toc499481553]3.2. Hiệu quả điều trị  lang ben bằng  thuốc kháng nấm nhóm azole
[bookmark: _Hlk494026935]	Trong 271 bệnh nhân bị lang ben và có xét nghiệm nuôi cấy định danh loài, chúng tôi loại 10 bệnh nhân không đủ tiêu chuẩn lựa chọn điều trị (dưới 16 tuổi, có bệnh lý gan thận kèm theo), còn lại 261 bệnh nhân được chia ngẫu nhiên thành 3 nhóm điều trị. Sau 4 tuần, có 17 bệnh nhân không khám lại và không tuân thủ điều trị, chúng tôi có được 244 bệnh nhân đáp ứng đủ tiêu chuẩn với kết quả: nhóm 1 có 81 bệnh nhân dùng phác đồ fluconazole uống và ketoconazole tắm gội, nhóm 2 có 80 bệnh nhân dùng phác đồ itraconazole uống, nhóm 3 có 83 bệnh nhân điều trị bằng ketoconazole tắm gội đơn thuần. 
[bookmark: _Toc499481554][bookmark: _Toc485394638][bookmark: _Toc485466465]3.2.1. Đặc điểm của nhóm điều trị
[bookmark: _Toc494084192][bookmark: _Toc499483947]Bảng 3.10. Phân bố bệnh theo tuổi (n=244)
	Nhóm tuổi
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Dưới 19
	7
	8,6
	6
	7,5
	7
	8,4
	20
	8,2

	20-29
	39
	48,2
	40
	50,0
	44
	53,0
	123
	50,4

	30-39
	23
	28,4
	22
	27,5
	23
	27,7
	68
	27,9

	40-49
	8
	9,9
	9
	11,2
	6
	7,3
	23
	9,4

	≥50
	4
	4,9
	3
	3,8
	3
	3,6
	10
	4,1

	Tổng
	81
	100
	80
	100
	83
	100
	244
	100

	Tuổi trung bình
X ± SD
(min-max)
	30,2 ± 10,5
(16-68)
	29,9 ± 9,3
(16-60)
	29,0 ± 9,6
(16-62)
	29,9 ± 9,7
(16-68)

	p
	> 0,05
	--


Nhận xét: Tuổi trung bình của bệnh nhân ở nhóm 1, nhóm 2, nhóm 3, nhóm tuổi chung lần lượt là 30,2±10,5; 29,9±9,3; 29,0±9,6; 29,9 ± 9,7. Tuổi thấp nhất là 16 tuổi, cao nhất là 68 tuổi. Sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa 3 nhóm với p > 0,05.
[bookmark: _Toc485394639][bookmark: _Toc485466466][bookmark: _Toc494084193][bookmark: _Toc499483948]Bảng 3.11. Phân bố bệnh theo giới (n=244)
	Nhóm tuổi
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Nam
	51
	63,0
	54
	67,5
	55
	66,3
	160
	65,6

	Nữ
	30
	37,0
	26
	32,5
	28
	33,7
	84
	34,4

	Tổng số
	81
	100
	80
	100
	83
	100
	240
	100

	p
	> 0,05
	--


Nhận xét: Tỉ lệ nam ở nhóm 2 cao nhất 67,5%, nhóm 1 thấp nhất 63,0%. Sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p > 0,05.
[bookmark: _Toc494084194][bookmark: _Toc499483949]
Bảng 3.12. Phân bố  bệnh theo mức độ bệnh (n=244)
	Mức độ bệnh
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Nhẹ
	20
	24,7
	20
	25,0
	17
	20,5
	56
	23,0

	Vừa
	48
	59,3
	49
	61,3
	60
	72,3
	158
	64,8

	Nặng
	13
	16,0
	11
	13,7
	6
	7,2
	30
	12,3

	Tổng số
	81
	100
	80
	100
	83
	100
	244
	100

	p
	> 0,05
	--



[bookmark: _Toc485394641]Nhận xét: Tỉ lệ bệnh nhân có mức độ bệnh vừa 64,8%, không có sự khác biệt về mức độ bệnh giữa các nhóm, p > 0,05.
[bookmark: _Toc499481555][bookmark: _Toc485466468]3.2.2. So sánh triệu chứng lâm sàng, cận lâm sàng trước và sau điều trị
[bookmark: _Toc494084195][bookmark: _Toc499483950]Bảng 3.13. So sánh triệu chứng vảy da trước và sau điều trị (n=244)
	Vảy da
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Trước điều trị
	Có
	81
	100
	79
	98,8
	83
	100
	243
	99,6
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	
	Không
	0
	0
	1
	1,2
	0
	0
	1
	0,4
	

	Sau điều trị
	Có
	18
	22,2
	25
	31,2
	27
	32,5
	70
	28,7
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	
	Không
	63
	77,8
	55
	68,8
	56
	67,5
	174
	71,3
	

	Tổng
	81
	100
	80
	100
	83
	100
	244
	100
	--

	ptrước-sau
	< 0,001
	< 0,001
	< 0,001
	< 0,001
	--



Nhận xét: Sau điều trị, tỉ lệ vảy da (28,7%) thấp hơn so với trước điều trị (99,6%), sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p< 0,001.
Sau điều trị, tỉ lệ giảm vảy da của nhóm 1 cao nhất (77,8% từ 100% xuống còn 22,2%), của nhóm 3 thấp nhất (67,5% từ 100% xuống còn 32,5%), của nhóm 2 là 67,6% từ 98,8% xuống còn 31,2%, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm trước và sau điều trị, p> 0,05.
[bookmark: _Toc494084196][bookmark: _Toc499483951]

Bảng 3.14. So sánh triệu chứng ngứa trước và sau điều trị (n=244)
	Ngứa
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Trước điều trị
	Có
	68
	84,0
	64
	80,0
	66
	79,5
	198
	81,1
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	
	Không
	13
	16,0
	16
	20,0
	17
	20,5
	46
	18,9
	

	Sau điều trị
	Có
	27
	33,3
	37
	46,2
	29
	34,9
	93
	38,1
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	
	Không
	54
	66,7
	43
	53,8
	54
	65,1
	151
	61,9
	

	Tổng
	81
	100
	80
	100
	83
	100
	244
	100
	--

	ptrước-sau
	< 0,001
	< 0,001
	< 0,001
	< 0,001
	--


[bookmark: _Toc485394643]Nhận xét: Sau điều trị, tỉ lệ ngứa (38,1%) thấp hơn so với trước điều trị (81,1%), sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p< 0,001.
[bookmark: _Toc485466470][bookmark: _Toc494084197][bookmark: _Toc499483952]	Sau điều trị, tỉ lệ giảm ngứa của nhóm 1 cao nhất (giảm 50,7% từ 84,0% xuống còn 33,3%), của nhóm 2 thấp nhất (giảm 33,8% từ 80,0% xuống còn 46,2%), tỉ lệ giảm ngứa của nhóm 3 là 44,6% từ 79,5% xuống còn 34,9%. Sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm, p> 0,05.


Bảng 3.15. So sánh sự thay đổi màu sắc dát trước và sau điều trị (n=244)
	Dát thương tổn
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Trước điều trị
	Có
	81
	100
	80
	100
	83
	100
	244
	100
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	
	Không
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	

	Sau điều trị
	Có
	74
	91,4
	75
	93,7
	80
	96,4
	229
	93,9
	

	
	Không
	7
	8,6
	5
	6,3
	3
	3,6
	15
	6,1
	

	Tổng
	81
	100
	80
	100
	83
	100
	244
	100
	--

	ptrước-sau
	< 0,001
	< 0,001
	< 0,001
	< 0,001
	--



Nhận xét: Sau điều trị, tỷ lệ thay đổi màu sắc dát ở thương tổn chiếm tỷ lệ cao (93,7%) sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p< 0,05.
Sau điều trị, tỉ lệ hết dát thương tổn của nhóm 1 cao nhất (8,6% từ 100% xuống còn 91,4%), của nhóm 3 thấp nhất (từ 100% xuống còn 96,4%), của nhỏm 2 là 6,3% từ 100% xuống còn 93,7%. Sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm, p> 0,05.
[bookmark: _Toc485394644][bookmark: _Toc485466471][bookmark: _Toc494084198][bookmark: _Toc499483953]

Bảng 3.16. So sánh diện tích thương tổn trước và sau điều trị (n=244)
	Diện tích thương tổn
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Trước điều trị
	< 10%
	21
	25,9
	30
	37,5
	18
	21,7
	69
	28,3
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	
	10-30%
	42
	51,9
	30
	37,5
	49
	59,0
	121
	49,6
	

	
	>30%
	18
	22,2
	20
	25,0
	16
	19,3
	54
	22,1
	

	Sau điều trị
	< 10%
	26
	32,1
	35
	43,7
	28
	33,7
	89
	36,4
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	
	10-30%
	50
	61,7
	31
	38,8
	47
	56,6
	128
	52,5
	

	
	>30%
	5
	6,2
	14
	17,5
	8
	9,6
	27
	11,1
	

	Tổng số
	81
	100
	80
	100
	83
	100
	244
	100
	--



Nhận xét: Sau điều trị, diện tích da bị thương tổn giảm đi rõ rệt, trong đó nhóm có diện tích trên 30% giảm từ 54 trường hợp (22,1%) xuống còn 27 trường hợp (11,1%).
[bookmark: _Toc485394645][bookmark: _Toc485466472][bookmark: _Toc494084199]	Sau điều trị, tỉ lệ giảm diện tích da bị thương tổn của nhóm 1 cao nhất (giảm 16,0% ở nhóm có diện tích trên 30% từ 22,2% xuống còn 6,2%), của nhóm 2 thấp nhất (giảm 7,5% ở nhóm có diện tích trên 30% từ 25,0% xuống còn 17,5%), của nhóm 3 giảm 9,7% ở nhóm có diện tích trên 30% từ 19,3% xuống còn 9,6%. Sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm, 
p> 0,05.


[bookmark: _Toc499483954]Bảng 3.17. So sánh tổng điểm  mức độ bệnh trước và sau điều trị (n=244)
	Mức độ bệnh
	Nhóm 1
(n=81)
	Nhóm 2
(n=80)
	Nhóm 3
(n=83)
	Chung
(n=244)
	p

	Trước điều trị
	4,7 ± 1,5
	4,5 ± 1,6
	4,6 ± 1,4
	4,6 ± 1,5
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	Sau điều trị
	2,2 ± 1,2
	2,5 ± 1,4
	2,5 ± 1,2
	2,4 ± 1,3
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	Độ giảm tổng điểm
	[bookmark: _Hlk494070666]2,5 ± 1,1
	[bookmark: _Hlk494070688]2,0 ± 1,0
	[bookmark: _Hlk494070716]2,1 ± 0,8
	[bookmark: _Hlk494070496]2,2 ± 1,0
	p12<0,05
p13>0,05
p23>0,05

	ptrước-sau
	< 0,001
	< 0,001
	< 0,001
	< 0,001
	--



[bookmark: _Hlk494070533]Nhận xét: Tổng điểm của mức độ bệnh sau điều trị 2,4 ± 1,3 thấp hơn so với trước điều trị 4,6 ± 1,5. Sự thay đổi tổng điểm trước và sau điều trị có ý nghĩa thống kê với p < 0,001.
[bookmark: _Toc485394646][bookmark: _Toc485466473][bookmark: _Toc494084200]	Sau điều trị, độ giảm tổng điểm mức độ bệnh của nhóm 1 cao nhất là 2,5 ± 1,1, của nhóm 2 thấp nhất 2,0 ± 1,0, của nhóm 3 là 2,1 ± 0,8. Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa nhóm 1 và nhóm 2, p< 0,05. Sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa nhóm 1 và nhóm 3, nhóm 2 và nhóm 3, p> 0,05.


[bookmark: _Toc499483955]Bảng 3.18. So sánh xét nghiệm nuôi cấy nấm trước và sau điều trị (n=244)
	Xét nghiệm nuôi cấy nấm
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Trước điều trị
	Dương tính
	81
	100
	80
	100
	83
	100
	244
	100
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	
	Âm tính
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	0
	

	Sau điều trị
	Dương tính
	15
	18,5
	19
	23,7
	23
	27,7
	57
	23,4
	

	
	Âm tính
	66
	81,5
	61
	76,3
	60
	72,3
	187
	76,6
	

	Tổng
	81
	100
	80
	100
	83
	100
	244
	100
	--

	ptrước-sau
	< 0,001
	< 0,001
	< 0,001
	< 0,001
	--




Nhận xét: Sau điều trị, tỉ lệ nuôi cấy nấm dương tính (23,4%) thấp hơn rất nhiều so với trước điều trị (100%). Sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p < 0,001.
	Sau điều trị, độ giảm tỉ lệ xét nghiệm nấm dương tính của nhóm 1 cao nhất là 81,5% (từ 100% xuống còn 18,5%), của nhóm 3 thấp nhất 72,3% (từ 100% xuống còn 27,7%), của nhóm 2 là 76,3% (từ 100% xuống còn 23,7%). Sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm, p> 0,05.

[bookmark: _Toc499481556][bookmark: _Toc485463982]3.2.3. Kết quả điều trị 
[bookmark: _Toc499481557]3.2.3.1. Kết quả điều trị sau 4 tuần
[bookmark: _Toc485394647][bookmark: _Toc485466474][bookmark: _Toc494084201][bookmark: _Toc499483956]Bảng 3.19. Kết quả điều trị chung của 3 nhóm sau 4 tuần (n=244)
	Kết quả điều trị
	Số bệnh nhân (n)
	Tỉ lệ %

	Khỏi
	180
	73,8

	Đỡ giảm
	64
	26,2

	Không thay đổi
	0
	0

	Tổng
	244
	100



Nhận xét: Sau điều trị 4 tuần, có 180 bệnh nhân đạt kết quả điều trị tốt chiếm tỉ lệ 73,8%, không có bệnh nhân nào không khỏi bệnh.
[bookmark: _Toc494084202][bookmark: _Toc499483957]Bảng 3.20. Kết quả điều trị theo 3 nhóm (n=244)
	Kết quả điều trị
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Khỏi
	64
	79,0
	57
	71,3
	59
	71,1
	180
	73,8

	Đỡ giảm
	17
	21,0
	23
	28,8
	24
	28,9
	64
	26,2

	Tổng
	81
	100
	80
	100
	83
	100
	244
	100

	p
	> 0,05
	--


[bookmark: _Hlk485346173][bookmark: _Hlk494079628]Nhận xét: Nhóm 1 có tỉ lệ khỏi cao nhất 79,0%, nhóm 2 và nhóm 3 thấp hơn (71,3% và 71,1%), sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05.


3.2.3.2. Liên quan kết quả điều trị và đặc điểm lâm sàng
[bookmark: _Toc494084203][bookmark: _Toc499483958][bookmark: _Toc485394657][bookmark: _Toc485833041]Bảng 3.21. Kết quả điều trị theo nhóm tuổi (n=244)
	Kết quả điều trị
	10-19
	20-29
	30-39
	40-49
	>50
	Tổng 

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Khỏi
	12
	60,0
	88
	71,5
	50
	73,5
	21
	91,3
	9
	90,0
	180
	73,8

	Đỡ giảm
	8
	40,0
	35
	28,5
	18
	26,5
	2
	8,7
	1
	10,0
	64
	26,2

	Tổng
	20
	100
	123
	100
	68
	100
	23
	100
	10
	100
	244
	100

	p
	< 0,05
	--



[bookmark: _Hlk494079673]Nhận xét: Tỉ lệ khỏi ở nhóm từ 10-19 tuổi thấp nhất (60,0%), nhóm 40-49 tuổi cao nhất (91,3%), sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p< 0,05.
[bookmark: _Toc494084204][bookmark: _Toc499483959]Bảng 3.22. Kết quả điều trị theo giới nam (n=160)
	Kết quả điều trị
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Khỏi
	41
	80,4
	38
	70,4
	37
	67,3
	116
	72,5
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	Đỡ giảm
	10
	19,6
	16
	29,6
	18
	32,7
	44
	27,5
	

	Tổng
	51
	100
	54
	100
	55
	100
	160
	100
	--


Nhận xét: Theo giới nam, tỉ lệ khỏi của nhóm 1 cao nhất 80,4%, nhóm 3 thấp nhất 67,3%, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm. Theo giới nam, tỉ lệ khỏi chung của 3 nhóm là 72,5%.
[bookmark: _Toc499483960]

Bảng 3.23. Kết quả điều trị theo giới nữ (n=84)
	Kết quả điều trị
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Khỏi
	23
	76,7
	19
	73,1
	22
	78,6
	64
	76,2
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	Đỡ giảm
	7
	23,3
	7
	26,9
	6
	21,4
	20
	23,8
	

	Tổng
	30
	100
	26
	100
	28
	100
	84
	100
	--


Nhận xét: Theo giới nữ, tỉ lệ khỏi của nhóm 3 cao nhất 78,6%, nhóm 2 thấp nhất 73,1%, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm. Theo giới nữ, tỉ lệ khỏi chung của 3 nhóm là 76,2%.
[bookmark: _Toc494084205]
[bookmark: _Toc499483961]Bảng 3.24. Kết quả điều trị theo thời gian bị bệnh dưới 3 tháng (n=43)
	Kết quả điều trị
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Khỏi
	8
	61,5
	13
	76,5
	9
	69,2
	30
	69,8
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	Đỡ giảm
	5
	38,5
	4
	23,5
	4
	30,8
	13
	30,2
	

	Tổng
	13
	100
	17
	100
	13
	100
	43
	100
	--


Nhận xét: Theo thời gian bị bệnh dưới 3 tháng, tỉ lệ khỏi ở nhóm 2 cao nhất 76,5%, nhóm 1 thấp nhất 61,5%, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm. Theo thời gian bị bệnh dưới 3 tháng, tỉ lệ khỏi chung của 3 nhóm là 69,8%.
[bookmark: _Toc499483962][bookmark: _Toc494084206][bookmark: _Toc485833045][bookmark: _Toc485394660]Bảng 3.25. Kết quả điều trị theo thời gian bị bệnh trên 3 tháng (n=201)
	Kết quả điều trị
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Khỏi
	56
	82,4
	44
	69,8
	50
	71,4
	150
	74,6
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	Đỡ giảm
	12
	17,6
	19
	30,2
	20
	28,6
	51
	25,4
	

	Tổng
	68
	100
	63
	100
	70
	100
	201
	100
	--


Nhận xét: Theo thời gian bị bệnh trên 3 tháng, tỉ lệ khỏi ở nhóm 1 cao nhất 82,4%, nhóm 2 thấp nhất 69,8%, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05. Theo thời gian bị bệnh trên 3 tháng, tỉ lệ khỏi chung của 3 nhóm là 74,6%.
[bookmark: _Toc499483963]Bảng 3.26. Kết quả điều trị theo tính chất bệnh lần đầu (n=210)
	Kết quả điều trị
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Khỏi
	56
	80,0
	45
	71,4
	54
	70,1
	155
	73,8
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	Đỡ giảm
	14
	20,0
	18
	28,6
	23
	29,9
	55
	26,2
	

	Tổng
	70
	100
	63
	100
	77
	100
	210
	100
	--


Nhận xét: Theo tính chất bệnh lần đầu, tỉ lệ khỏi ở nhóm 1 cao nhất 80,0%, nhóm 2 thấp nhất 70,1%, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05. Theo tính chất bệnh lần đầu, tỉ lệ khỏi chung của 3 nhóm là 73,8%.
[bookmark: _Toc499483964][bookmark: _Toc494084207][bookmark: _Toc485394661][bookmark: _Toc485833047]

Bảng 3.27. Kết quả điều trị theo tính chất bệnh tái phát (n=34)
	Kết quả điều trị
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Khỏi
	8
	72,7
	12
	70,6
	5
	83,3
	25
	73,5
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	Đỡ giảm
	3
	27,3
	5
	29,4
	1
	16,7
	9
	26,5
	

	Tổng
	11
	100
	17
	100
	6
	100
	34
	100
	--


Nhận xét: Theo tính chất bệnh tái phát, tỉ lệ khỏi ở nhóm 3 cao nhất 83,3%, nhóm 2 thấp nhất 70,6%, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05. Theo tính chất bệnh tái phát, tỉ lệ khỏi chung của 3 nhóm là 73,5%.
[bookmark: _Toc499483965]Bảng 3.28. Kết quả điều trị theo mức độ bệnh nhẹ (n=56)
	Kết quả điều trị
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Khỏi
	17
	89,5
	18
	90,0
	14
	82,4
	49
	87,5
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	Đỡ giảm
	2
	10,5
	2
	10,0
	3
	17,6
	7
	12,5
	

	Tổng
	19
	100
	20
	100
	17
	100
	56
	100
	--


Nhận xét: Theo mức độ bệnh nhẹ, tỉ lệ khỏi ở nhóm 2 cao nhất 90,0%, nhóm 3 thấp nhất 82,4%, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05. Theo mức độ bệnh nhẹ, tỉ lệ khỏi chung của 3 nhóm là 87,5%.
[bookmark: _Toc499483966]

Bảng 3.29. Kết quả điều trị theo mức độ bệnh vừa-nặng (n=188)
	Kết quả điều trị
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	Chung
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Khỏi
	47
	75,8
	39
	65,0
	45
	68,2
	131
	69,7
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	Đỡ giảm
	15
	24,2
	21
	35,0
	21
	31,8
	57
	30,3
	

	Tổng
	62
	100
	60
	100
	66
	100
	188
	100
	--


Nhận xét: Theo mức độ bệnh vừa-nặng, tỉ lệ khỏi ở nhóm 1 cao nhất 75,8%, nhóm 2 thấp nhất 65,0%, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05. Theo mức độ bệnh vừa-nặng, tỉ lệ khỏi chung của 3 nhóm là 69,7%.
[bookmark: _Toc485394663][bookmark: _Toc485466492][bookmark: _Toc494084208]3.2.3.3. Liên quan kết quả điều trị và chủng nấm
[bookmark: _Toc499483967]Bảng 3.30. Kết quả điều trị theo loài M. globosa (n=244)
	
Kết quả điều trị
	M. globosa
	Các loài còn lại
	Tổng số

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Khỏi
	74
	70,5
	106
	76,3
	180
	73,8

	Đỡ giảm
	31
	29,5
	33
	23,7
	64
	26,2

	Tổng
	105
	100
	139
	100
	244
	100

	p
	> 0,05
	--



Nhận xét: Tỉ lệ khỏi ở loài M. globosa là 70,5%, thấp hơn các loài còn lại (76,3%), sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05.
[bookmark: _Toc499483968]

Bảng 3.31. Kết quả điều trị M. globosa của 3 nhóm (n=105)
	Kết quả điều trị
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Khỏi
	28
	77,8
	25
	62,5
	21
	72,4
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	Đỡ giảm
	8
	22,2
	15
	37,5
	8
	27,6
	

	Tổng
	36
	100
	40
	100
	29
	100
	--


Nhận xét: Đối với M. globosa, tỉ lệ khỏi ở nhóm 1 cao nhất 77,8%, nhóm 2 thấp nhất 62,5%, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05.
[bookmark: _Toc494084209][bookmark: _Toc499483969]Bảng 3.32. Kết quả điều trị theo loài M. furfur (n=244)
	
Kết quả điều trị
	M. furfur
	Các loài còn lại
	Tổng số

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Khỏi
	31
	83,8
	149
	72,0
	180
	73,8

	Đỡ giảm
	6
	16,2
	58
	28,0
	64
	26,2

	Tổng
	37
	100
	207
	100
	244
	100

	p
	> 0,05
	



Nhận xét: Tỉ lệ khỏi ở loài M. furfur là 83,8%, cao hơn các loài còn lại (72,0%), sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05.
[bookmark: _Toc499483970][bookmark: _Toc494084210]

Bảng 3.33. Kết quả điều trị M. furfur của 3 nhóm (n=37)
	Kết quả điều trị
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Khỏi
	9
	75,0
	10
	100,0
	12
	80,0
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	Đỡ giảm
	3
	25,0
	0
	0,0
	3
	20,0
	

	Tổng
	12
	100
	10
	100
	15
	100
	--


Nhận xét: Đối với M. furfur, tỉ lệ khỏi ở nhóm 2 cao nhất 100,0%, nhóm 1 thấp nhất 75,0%, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05.
[bookmark: _Toc499483971]Bảng 3.34. Kết quả điều trị theo loài M. dermatis (n=244)
	Kết quả điều trị
	M. dermatis
	Các loài còn lại
	Tổng số

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%

	Khỏi
	27
	61,4
	153
	76,5
	180
	73,8

	Đỡ giảm
	17
	38,6
	47
	23,5
	64
	26,2

	Tổng
	44
	100
	200
	100
	244
	100

	p
	< 0,05
	


Nhận xét: Tỉ lệ khỏi ở loài M. dermatis  là 61,4% thấp hơn các loài còn lại (76,5%), sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p < 0,05.
[bookmark: _Toc499483972]

Bảng 3.35.Kết quả điều trị M. dermatis của 3 nhóm (n=44)
	Kết quả điều trị
	Nhóm 1
	Nhóm 2
	Nhóm 3
	p

	
	n
	%
	n
	%
	n
	%
	

	Khỏi
	9
	69,2
	7
	70,0
	11
	52,4
	p12>0,05
p13>0,05
p23>0,05

	Đỡ giảm
	4
	30,8
	3
	30,0
	10
	47,6
	

	Tổng
	13
	100
	10
	100
	21
	100
	--


Nhận xét: Đối với M. dermatis, tỉ lệ khỏi ở nhóm 2 cao nhất 70,0%, nhóm 3 thấp nhất 52,4%, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05.


[bookmark: _Toc485463983][bookmark: _Toc490128530][bookmark: _Toc499481558][bookmark: _Toc485464014]CHƯƠNG 4
[bookmark: _Toc485463984][bookmark: _Toc499481559]BÀN LUẬN
[bookmark: _Toc485463992][bookmark: _Toc489847111][bookmark: _Toc499481560]4.1. Xác định các loài Malassezia trong bệnh lang ben
Trong thời gian từ 01/01/2016 đến 31/12/2016, tại Bệnh viện Da liễu Trung ương, có 2925 lượt bệnh nhân được chẩn đoán lang ben đến khám và điều trị. Tôi đã trực tiếp khám cho 300 bệnh nhân lang ben có xét nghiệm soi trực tiếp tìm nấm dương tính và chọn được 271 bệnh nhân thỏa mãn tiêu chuẩn đưa vào nghiên cứu.
[bookmark: _Toc499481561]4.1.1. Xác định các loài Malassezia bằng nuôi cấy định danh
4.1.1.1. [bookmark: _Toc499481562][bookmark: _Toc494737338][bookmark: _Toc494738763][bookmark: _Toc494820134]Kết quả định danh bằng nuôi cấy 
Từ 300 mẫu bệnh phẩm vảy da của bệnh nhân lang ben, có 271 trường hợp nấm mọc chiếm lệ 90,3% (biểu đồ 3.1). Nghiên cứu của chúng tôi cao hơn của Dutta S và cs (2002) 58,5%, Kindo AJ và cs (2004) 68,6%, Karakas và cs (2009) 45,4%, Rasi A và cs (2010) 69,9%; thấp hơn Gaitanis G và cs (2006) 93,4%, Chaudhary R và cs (2010) 96% [96],[97],[88],[83],[98]. Tại Việt Nam, Nguyễn Đình Nga và cs đã nuôi cấy 75 loài Malassezia từ vảy da bệnh nhân lang ben, gàu da đầu và người bình thường, chúng tôi không tìm thấy cỡ mẫu nên chưa có so sánh cụ thể [99]. 
Biểu đồ 3.1 cho thấy 29 mẫu bệnh phẩm nuôi cấy không có nấm mọc. Đối với nấm Malassezia, khi thực hiện chúng tôi gặp khó khăn trong việc lựa chọn môi trường nuôi cấy, hóa chất sinh phẩm, điều kiện nhiệt độ, độ ẩm,... Môi trường nuôi cấy cơ bản là thạch Sabouraud, nhưng nấm Malassezia rất khó mọc trên môi trường này. Chúng tôi tiến hành cải tiến môi trường nuôi cấy qua nhiều giai đoạn. Chúng tôi dựa trên y văn, tiến hành thêm vào môi trường Sabouraud một số chất như: Sabouraud 45g, Ox bile 8g, 5ml Tween 60, 15ml Oliver oil tạo ra môi trường thạch Dixon. Thử nghiệm tiến hành trên ống thạch nghiêng, ở nhiệt độ 37 0C. Kết quả thu được, trên môi trường này, vi nấm mọc rất yếu, sau 2-3 ngày thu được khuẩn lạc nhỏ, tròn, trơn, bóng nhưng việc định danh loài gặp khó khăn do thiếu hóa chất. Tiếp đó, chúng tôi tạo ra môi trường cải tiến của Dixon gọi là m-Dixon, thành phần bao gồm: Malt extract 36g, peptone 36g, 10ml Tween 40, Oxoi bile disicate 10g, 5ml Glycerol monoleate và 15g Sabouraud. Tiếp theo, thay đổi nhiệt độ nuôi cấy từ 37 0C xuống 320C, cấy trên ống thạch nghiêng. Sau 1-2 ngày, chúng tôi thu được khuẩn lạc đường kính 1- 3mm, khuẩn lạc thuần, trơn, bóng, tròn, lồi và có màu trắng kem. Trong nghiên cứu này, chúng tôi nhận thấy việc lựa chọn môi trường nuôi cấy nấm là bước đầu tiên quan trọng. Một môi trường nuôi cấy tốt giúp vi nấm phát triển nhanh, khuẩn lạc thuần, rút ngắn được thời gian định danh loài. Có lẽ, tỉ lệ nuôi cấy nấm không mọc 9,7% do môi trường nuôi cấy chưa tối ưu nhất cho sự phát triển của nấm. Chúng tôi tiếp tục tiến hành phân loại nấm bằng các test, kết quả thu được một số loài như M. furfur, 
M. globosa, M. dermatis nhưng đọc kết quả khó khăn. Chúng tôi tiếp tục thay thế sản phẩm Oxoid bile disicate của một nhà sản xuất khác, tạo thành môi trường mới bao gồm: Malt extract 36g, Bacteriological peptone 10g, 10ml Tween 40, Ox bile power 10g, 5ml Glycerol và 15g Sabouraud. Tiếp tục thay đổi nhiệt độ nuôi cấy ở điều kiện nhiệt độ 320C. Sau 1-2 ngày, chúng tôi thu được khuẩn lạc đường kính 1 mm, 2 mm, 3 mm, 5 mm, hình thái tròn, lồi, bờ đều hoặc nhăn, có màu kem. Sau đó, chúng tôi tiến hành định danh Malassezia dựa trên phương pháp định danh có cải tiến (hình 2.5). Phương pháp của chúng tôi dựa trên quan sát hình thái đại thể và vi thể của khuẩn lạc nuôi cấy. Đồng thời, tiến hành một loạt phản ứng với: test Catalase, Cremophor EL, Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80 và CHROM agar Malassezia... nhằm đưa ra được kết quả có tính chính xác, đơn giản và thuận tiện. 
Trên 271 mẫu nuôi cấy thành công, chúng tôi tiến hành định danh được 11 loài Malassezia: M. globosa, M. furfur, M. dermatis, M. sympodialis, 
M. restricta, M. obtusa, M. slooffiae, M. japonica, M. cuniculi,  M. equina, 
M. pachydermatis.
[bookmark: _Toc485394669][bookmark: _Toc485466498][bookmark: _Toc499483973]Bảng 4.1. Xác định Malassezia bằng nuôi cấy định danh ở các nghiên cứu
	Tác giả
	Môi trường
nuôi cấy
	Tỉ lệ nuôi cấy thành công
	Số loài
xác định được
	Tên loài xác định được

	Nguyễn Đinh Nga và cs (2007) [99]
	mDA, SDA
	Không xác định
	4
	M. globosa, 
M. sympodialis, 
M. furfur, M. restricta

	Abbas Rasi và cs (2009) [83]
	mDA, SDA
	69,9%
	5
	M. globosa, M. furfur, 
M. restricta, M. slooffiae, 
M. pachydermatis

	Kaneko Takamasa và cs (2011) [64]
	mDA, SDA
	100%
	9
	M. globosa, M. furfur, 
M. dermatis, M. obtusa, 
M. restricta, M. slooffiae,
M. japonica,
M. sympodialis,
M. pachydermatis

	Rezvan Talaee và cs (2014) [84]
	mDA, SDA
	93,3%
	5
	M. globosa, M. furfur, 
M. restricta, M. slooffiae, M. sympodialis

	Trần Cẩm Vân (2017)
	mDA,
SDA
	90,3%
	11
	M. globosa, M. furfur, 
M. restricta, M. obtusa, M. dermatis, M. equina, M. slooffiae, M. japonica
M. cuniculi,
M. sympodialis,
M. pachydermatis


Chúng tôi kiểm tra sự phát triển M. pachydermatis trên môi trường thạch Sabouraud (SDA). M. restricta có test Catalase phản ứng âm tính. Sau đó, tiến hành làm các phản ứng với Tween 20, Tween 40, Tween 60, Tween 80. Dựa vào sơ đồ phân loại (hình 2.4), chúng tôi so sánh với hình thái đại thể khuẩn lạc và nhuộm soi vi thể định danh 3 loài bao gồm: M. sympodialis, M. japonica, M. slooffiae. Một số loài khác chúng tôi nuôi cấy trong môi trường CHROM agar Malassezia, dựa vào hình thái, màu sắc và tính chất khuẩn lạc, định danh 6 loài bao gồm: M. furfur, M. dermatis, M. globosa, M. obtusa, M. cuniculi, M. yamatoensis.  Kết quả  trong nghiên cứu cho thấy cao hơn phương pháp định danh loài của Abbas Rasi và cs (2009), Kaneko Takamasa và cs (2011), Rezvan Talaee và cs (2014), Nguyễn Đinh Nga và cs (2007) (bảng 4.1). Tuy nhiên, bên cạnh môi trường nuôi cấy thì điều kiện môi trường khí hậu, địa dư cũng là một yếu tố ảnh hưởng không nhỏ đến sự phân bố các loài Malassezia. Hơn nữa, một số loài mới phát hiện trong những năm gần đây như M. equina, M. caprae (2007), M. cuniculi (2011) có thể làm tăng số lượng loài phát hiện được [12], [13]. 
Nghiên cứu của Nguyễn Đình Nga và cs (2007) tiến hành tại Việt Nam, kết quả cho thấy loài chủ yếu là M. furfur (57,33%), M. globosa rất thấp chỉ chiếm 4/75 trường hợp [99]. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi từ bảng 3.1 cho thấy M. globosa là loài chiếm đa số (42,4%), M. furfur cũng xuất hiện khá cao trong nghiên cứu (14,4%). Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu trên thế giới: Bita Tarazooie và cs (2004) M. globosa chiếm 53,3%, Ben Salah và cs (2005) M. globosa chiếm 47%, Asja Prohic và cs (2006) với 63,3%, Karakas và cs (2009) với 47,7% [44],[90],[40],[88]. Như vậy, M. globosa chiếm ưu thế ở các khu vực khác nhau trên thế giới và Việt Nam. 


4.1.1.2. Phân bố các loài Malassezia theo đặc điểm chung
· Phân bố loài Malassezia theo tuổi
[bookmark: _Hlk490108958][bookmark: _Hlk490108979]Malassezia spp. là vi nấm men thuộc vi hệ da người. Chúng có nhiều loài trong đó 3 loài thường gặp nhất gây bệnh lang ben: M. globosa, M. furfur, 
M. sympodialis. Kết quả từ biểu đồ 3.2 cho thấy tất cả các loài Malassezia  phân lập đều gây bệnh lang ben. Trong đó, M. globosa chiếm ưu thế hơn với tỷ lệ 42,4%, thường gặp ở nhóm từ 20-29 tuổi (40,0%). Kết quả trên phù hợp với Abbas Rasi và cs (2009) M. globosa chiếm 43,9% và nhóm tuổi 20-45 tuổi chiếm 45,1% [83]. Nghiên cứu của Rezvab Talaee và cs (2014) cho thấy kết quả cao hơn với M. globosa chiếm 66% và nhóm tuổi 21-30 chiếm 37,88% [84]. Kết quả của chúng tôi có sự khác biệt với nghiên cứu của Karakas và cs (2009), loài gặp nhiều nhất là M. globosa nhưng lại thường gặp ở lứa tuổi dưới 15 tuổi (chiếm 62,5%). Một nghiên cứu khác tiến hành ở Indonesia của Krisanty và cs cho thấy M. furfur là loài chiếm ưu thế mà không phải là M. globosa và nhóm tuổi thường gặp nhất là 25-44 tuổi [85]. Như vậy, kết quả của chúng tôi có sự tương đồng với các kết quả các tác giả khác trên thế giới; nhóm nghiên cứu nhận thấy rằng dù ở các điều kiện khí hâu khác nhau (nhiệt đới và ôn đới) M. globosa là loài thường gặp nhất và căn nguyên chính trong bệnh lang ben [86]. Tuy nhiên, các loài Malassezia nói chung (trừ loài hay gây bệnh động vật M. pachydermatis), đặc biệt M. globosa có thời gian mọc chậm và rất khó mọc trên các môi trường cấy nấm thông thường nên lựa chọn môi trường nuôi cấy phân lập phù hợp mang lại hiêu quả thời gian cũng như kinh tế rất quan trọng và cần thiết nhất là trong thực hành tại các phòng xét nghiệm phục vụ lâm sàng. 
[bookmark: _Hlk490109013]Loài M. furfur từ trước được y văn đề cập là loài gặp thường xuyên và gây bệnh chủ yếu, nhưng trong nghiên cứu của chúng tôi chỉ chiếm 14,4%, xếp thứ 3 sau M. globosa (39,5%) và M. dermatis (18,1%). Điều đặc biệt, 
M. furfur là loài vi nấm phát triển tốt nên phân lập nuôi cấy phân lập dễ dàng hơn các loài khác trong chi Malassezia. Kết quả này của chúng tôi cũng tương tự với các tác giả khác: Karakas và cs (2009), Rezvan Talaee và cs (2014) [88],[84].
Một điểm thú vị, M. sympodialis là loài thường thấy ở các khu vực có khí hậu lạnh, cũng xuất hiện với tỉ lệ cao ở các nhóm tuổi. Chỉ duy nhất 2 nhóm tuổi không gặp là nhóm dưới 10 tuổi và 40-50 tuổi. Nghiên cứu của Abbas Rasi (2009) tiến hành ở Iran, một vùng có khí hậu gần giống với Việt Nam nhưng tác giả không tìm thấy loài này [83]. Một nghiên cứu khác của Mojtaba Didehdar (2014) sử dụng phương pháp PCR-RFLP cũng tiến hành tại Iran phát hiện M. sympodialis với tỉ lệ 8,4% [100]. Rezvan Talaee (2014) sử dụng phương pháp PCR cũng phát hiện được M. sympodialis với tỉ lệ 3% [84]. Liệu rằng phương pháp PCR có khả năng phát hiện loài M. sympodialis tốt hơn nuôi cấy định danh? Trong nghiên cứu của Ben Salah (2005), tác giả chỉ sử dụng phương pháp nuôi cấy, kết quả thu được M. sympodidalis gặp ở 5,55% người khỏe mạnh và 4,0% bệnh nhân lang ben [90]. Một nghiên cứu khác cũng chỉ sử dụng phương pháp nuôi cấy của Prohic (2007) có tỉ lệ M. sympodialis ở vùng có thương tổn lang ben là 14,4% và ở vùng da lành là 36,7%, gặp chủ yếu ở nhóm 16-30 tuổi và 31-45 tuổi [40]. Trong nghiên cứu của Krisanty (2009), 
M. sympodialis là loài đứng thứ 2 về tỉ lệ tìm thấy và gặp ở mọi lứa tuổi, nhiều nhất 25-44 ruổi (42,4%) [85]. Như vậy, so sánh với các nghiên cứu khác nhau, kết quả của chúng tôi là phù hợp. Sự khác biệt về tỉ lệ loài M. sympodialis giữa nghiên cứu của chúng tôi và các tác giả khác có lẽ đến từ điều kiện khí hậu môi trường cũng như phương pháp định danh. Dù thực hiện kỹ thuật định danh bằng nuôi cấy hay PCR sequencing chúng tôi nhận thấy M. sympodialis là loài thường gặp, và cần được quan tâm như một căn nguyên gây bệnh lang ben ở lứa tuổi từ 20-40 tuổi.
Trong nghiên cứu, chúng tôi cũng tình cờ phát hiện một số loài Malassezia thường được phát hiện từ động vật như M. pachydermatis, M. japonica, 
M. cuniculi, M. equina. Kết quả này là một phát hiện thú vị. Trong nghiên cứu của Prohic (2007) ở Bosnia [40], Ben Salah (2005) ở Iran [90], Rezvan Talaee (2014) ở Iran [84] đều không phát hiện những loài này từ thương tổn lang ben. Chúng tôi tìm thấy sự phát hiện M. pachydermatis từ thương tổn lang ben trong nghiên cứu của Abbas Rasi (2010) với tỉ lệ 7,2% [83]. Chúng tôi cho rằng nấm Malassezia có thể gây bệnh cơ hội. Sự hiện diện của những chủng như 
M. pachydermatis từ chó, M. cuniculi đến từ thỏ hay M. equina đến từ ngựa trên thương tổn lang ben làm đa dạng thêm những loài có thể gây bệnh cho người. Chúng tôi chỉ phát hiện duy nhất một trường hợp M. pachydermatis trên bệnh nhân nam 26 tuổi, nghề nghiệp làm ruộng, một trường hợp M. cuniculi trên bệnh nhân nam 28 tuổi, sống ở vùng núi cao. Có lẽ các loài gây bệnh cơ hội nguồn gốc từ động vật này liên quan đến nghề nghiệp bệnh nhân nhiều hơn là lứa tuổi.
Chúng tôi cũng nhận thấy trong các nhóm tuổi khác nhau, M. globosa luôn chiếm ưu thế, sau đó là M. dermatis và M. furfur và các loài khác. Nhóm nghiên cứu không gặp M. furfur ở người trên 50 tuổi trong khi đó gặp chủ yếu ở những loài thuộc vi hệ như M. obtusa. Trong nhóm dưới 10 tuổi, 3 loài thường gặp 
M. globosa, M. furfur, M. dermatis, trong đó M. globosa  là chủ yếu. 
· Phân bố loài Malassezia theo giới
Chúng tôi thực hiện nghiên cứu trên 271 bệnh nhân xét nghiệm nuôi cấy nấm dương tính, trong đó 185 nam và 86 nữ, xấp xỉ 2/1 (bảng 3.2). Có lẽ, nam giới là đối tượng lao động chính và ưa hoạt động thể lực, nên sự tiếp xúc với nhiều yếu tố môi trường khác nhau có thể là yếu tố thuận lợi khiến vi nấm bùng phát và gây bệnh dẫn tới tỷ lệ nhiễm nấm ở nam cao hơn nữ. 
Sự phân bố tỷ lệ một số loài thường gặp ở cả hai giới tương tự nhau: 
M. globosa 63,5%; M. dermatis 68,1%; M. furfur 79,5%. Kết quả này của chúng tôi phù hợp với nghiên cứu của các tác giả khác trên thế giới [39],[88],[84]. Khi so sánh sự phân bố loài giữa 2 giới nam và nữ, chúng tôi thấy không có sự khác biệt với p> 0,05 (bảng 3.2). Kết quả này phù hợp với Abbas Rasi (2010) không có sự khác biệt về phân bố loài giữa 2 giới. Tuy nhiên, trong nghiên cứu này, tác giả cũng nhận thấy tỉ lệ gặp Malassezia ở nam nhiều hơn nữ với tỉ lệ xấp xỉ 2/1 (78 nam và 38 nữ) trong đó, M. globosa, M. furfur, M. slooffiae, M. pachydermatis là những loài gặp ở nam nhiều hơn nữ; chỉ duy nhất một loài M. restricta gặp ở nữ nhiều hơn nam. Trong nghiên cứu của Rezvan Talaee (2014), tỉ lệ gặp Malassezia ở nam cũng nhiều hơn nữ với tỉ lệ xấp xỉ 1/1, trong đó chỉ duy nhất M. furfur gặp ở nữ nhiều hơn nam, những loài còn lại đều gặp ở nam nhiều hơn nữ. Krisanty (2009) cho một kết quả tương tự, với tỉ lệ nam/nữ xấp xỉ 2/1 trong đó tất cả các loài đều gặp ở nam nhiều hơn nữ, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p< 0,05. So sánh với kết quả nghiên cứu của chúng tôi, chúng tôi cho rằng tỉ lệ bệnh ở nam nhiều hơn nữ là phù hợp. Nam giới hoạt động thể lực nhiều cùng với sự phát triển tuyến bã, tuyến mồ hôi mạnh mẽ. Malassezia spp. là nấm men thuộc vi hệ da người, chúng gây bệnh cơ hội khi có điều kiện thuận lợi nên có lẽ làm cho tỉ lệ bệnh ở nam cao hơn nữ. Tỉ lệ gặp bệnh cao ở nữ có lẽ đến từ sự quan tâm chăm sóc kỹ lưỡng đến làn da. 
Như vậy, nấm Malassezia gặp ở nam nhiều hơn nữ, tuy nhiên sự phân bố tỉ lệ các loài không có sự khác biệt giữa nam và nữ. Các kết quả trên thế giới khác đều chỉ ra điểm tương tự.
· Phân bố loài Malassezia theo địa dư
Địa lý và khí hậu là 2 yếu tố quan trọng ảnh hưởng đến sinh trưởng và phát triển của nấm, nhất là nấm gây bệnh trên người. Tuy nhiên, chúng tôi không tìm được nghiên cứu nào trên thế giới so sánh về vấn đề này. Sở dĩ chúng tôi chọn phân tích 2 điều kiện thành thị và nông thôn bởi vì các điều kiện môi trường, thói quen tập quán vệ sinh, sinh hoạt khác nhau cũng là một yếu tố quan trọng của bệnh lang ben. Một lý do nữa, có lẽ các nghiên cứu khác đều tiến hành trên một phạm vi dân cư nhỏ, chưa có sự phân hóa rõ rệt vùng miền, đồng thời điều kiện sống đồng đều trong nhóm đối tượng nghiên cứu. Nghiên cứu của chúng tôi tuy tiến hành tại một bệnh viện nhưng có tính đại diện cho quần thể tốt bởi vì bệnh viện Da liễu Trung ương là bệnh viện đầu ngành về bệnh da phong phú về số lượng cũng như đặc điểm điều kiện sống. Kết quả được trình bày ở bảng 3.3, nấm Malassezia gặp ở thành thị và nông thôn với tỉ lệ tương đương nhau (53,5% và 46,5%). Khi so sánh về sự phân bố các loài Malassezia, không có sự khác biệt giữa thành thị và nông thôn với p> 0,05. Chúng tôi nhận thấy một số loài chỉ gặp ở thành thị như M. slooffiae và M. pachydermatis. Chỉ có duy nhất 1 loài M. cuniculi trên da bệnh nhân sống ở vùng nông thôn (bảng 3.3). Theo y văn, M. cuniculi được phân lập chủ yếu từ đông vật hay gặp ở thỏ, có lẽ lây truyền từ động vật sang người trong môi trường sống thường xuyên tiếp xúc với động vật mang mầm bệnh. Một loài khác, M. equina được tìm thấy lần đầu tiên từ ngựa, cũng được tìm thấy ở 3 trường hợp bệnh lang ben trong đó có 1 bệnh nhân nam, và 2 bệnh nhân nữ, tất cả đều sống ở vùng núi. Điều này cũng phù hợp, M. equina là một tác nhân gây bệnh cơ hội trên người, nhất là con đường trực tiếp qua tiếp xúc vật nuôi.  Nhìn chung không có sự khác biệt giữa thành thị và nông thôn về sự phân bố loài, chủ yếu gặp một số loài: M. globosa, M. dermatis, M. furfur trong đó M. globosa chiếm ưu thế với 51,3%  ở thành thị và 48,7% ở nông thôn. 
· Phân bố loài Malassezia theo thời gian và tính chất bị bệnh
Thời gian bị bệnh lang ben khác nhau tùy từng nghiên cứu, dao động trong khoảng từ 7 ngày đến 20 năm. Framil và cs cho biết thời gian diễn biến bệnh trên- dưới 2 năm chiếm 41,18% và 58,82% [101]. Karakas và cs (2009) cho biết thời gian diễn biến bệnh trung bình chủ yếu dưới 1 năm chiếm 74,2% chỉ có 2 trường hợp bệnh trên 10 năm [88]. Nghiên cứu khác ở Indonesia của  Krisanty và cs cho thấy, thời gian bị bệnh từ 1 tháng đến dưới 1 năm chiếm 72,4% [85]. Nhìn chung Malassezia spp. gây bệnh lang ben có xu hướng tiến triển mạn tính. Nghiên cứu của chúng tôi về thời gian diễn biến bệnh trên 6 tháng có 69,7% trường hợp (bảng 3.4). Trong đó, 3 loài thường gặp 
M. globosa, M. dermatis và M. furfur (chiếm lần lượt 69,6%, 66,7%, 74,5%). Kết quả này của chúng tôi phù hợp với Karakas và cs (2009), M. globosa là loài thường gặp nhất với thời gian mắc bệnh dưới 1 năm và từ 1-5 năm [88]. Tuy nhiên, thời gian bị bệnh trên 5 năm chỉ có 6 trường hợp gặp M. furfur. Nghiên cứu của Krisanty và cs công bố M. furfur chiếm đa số và M. furfur không gặp ở đối tượng mắc bệnh dưới 1 tháng. Trong khi đó M. globosa chỉ xếp hàng thứ 3 và liên quan đến thời gian bị bệnh dưới 1 tháng đến trên 12 tháng [85], [85]. M. sympodialis có xu hướng gặp ít hơn và dường như không liên quan nhiều đến thời gian mắc bệnh. Một trường hợp hiếm gặp thời gian bị bệnh dưới 3 tháng là M. pachydermatis, có lẽ chính sự lây nhiễm từ động vật sang người nên biểu hiện bệnh cấp tính. Các loài khác chủ yếu ở nhóm đối tượng mắc bệnh từ 3-6 tháng. Theo nhóm nghiên cứu sự khác biệt về thời gian mắc bệnh lang ben khác nhau tùy từng khu vực do nguồn lây, tập quán khí hậu, môi trường khác nhau (nhiệt đới và cận xích đạo). 
Điều này càng củng cố thêm nhận định: Malassezia spp. gây bệnh lang ben có xu hướng tiến triển mạn tính. Sở dĩ có sự khác biệt trong chọn mốc đánh giá thời gian bị bệnh bởi trong quá trình tiến hành nghiên cứu các tác giả nhận thấy sự chênh lệch quá lớn giữa nhóm bệnh nhân có thời gian bị bệnh ngắn nhất và dài nhất nên đặt ra một số mốc thời gian khác nhau tùy theo khuân khổ của từng nghiên cứu. Theo y văn thời gian đáp ứng miễn dịch chủ động của cơ thể với đối với nấm gây bệnh thông thường 3 tháng do vậy chúng tôi chọn đánh giá thời gian bị bệnh từ tháng thứ 3 đến tháng thứ 6. Tuy có sự đáp ứng khác nhau giữa các loài vi nấm nói chung nhưng hầu hết đều thông qua hệ miễn dịch lympho T, bên cạnh đó Malassezia có thể gây đáp ứng miễn dịch thông qua các cytokin của hệ miễn dịch qua trung gian tế bào; Theo một số báo cáo M. sympodialis là loài thường xuyên liên quan đến đáp ứng miễn dịch nhờ kháng nguyên có mặt trên vách tế bào nấm là 1→6-β-D-glucan [53]. 
Kết quả bảng 3.5 cho thấy những loài thường gặp ở bệnh nhân bị lang ben tái phát: M. globosa, M. furfur, M. dermatis, M. sympodialis, M. restricta, trong đó chủ yếu là M. globosa. Nghiên cứu chúng tôi phù hợp với Krisanty và cs (2009) cho thấy M. furfur, M. sympodialis và M. globosa là những loài thường xuyên gặp ở bệnh nhân bị lang ben tái phát [85]. Trên vi hệ da người khỏe mạnh cũng như bệnh nhân lang ben M. globosa và M. sympodialis thường xuyên có mặt và sinh sản phát triển bình thường [1].Vậy nên, bệnh nhân không được điều trị và phòng bệnh đúng cách,  khi gặp điều kiên thuận lợi lang ben có thể tái phát. 
4.1.1.3. Phân bố các loài Malassezia theo lâm sàng, cận lâm sàng
· Phân bố loài Malassezia theo đặc điểm màu sắc thương tổn da
Đặc điểm lâm sàng chủ yếu nhận biết bệnh lang ben là những dát thay đổi màu sắc loang lổ trên da. Những dát này có thể là dát tăng sắc tố, dát màu trắng hoặc dát màu hồng (hay dát viêm) hoặc dát hỗn hợp. Các dát phân bố khắp cơ thể tạo thành nhiều mảng sắc tố loang lổ trên da do đó ảnh hưởng rất lớn đến thẩm mỹ của bệnh nhân. Sự hình thành các dát sắc tố là kết quả quá trình tương tác giữa các loài vi nấm Malassezia với cơ thể vật chủ. Trong nghiên cứu, chúng tôi nhận thấy có 58,3% là dát tăng sắc tố, chiếm đa số trong khi đó, dát giảm sắc tố, dát hồng, và dát hỗn hợp có tỷ lệ tương đương nhau (biểu đồ 3.3). Theo tác giả Pepertua ở Nigeria (2014), dát tăng sắc tố chiếm 85,5%, dát giảm sắc tố chỉ chiếm 14,5% và không có dát hỗn hợp [89]. Krisanty và cs (2008) cho biết có 64,3% dát giảm sắc tố, chỉ có 19,4% dát tăng sắc tố, khác biệt với nghiên cứu của chúng tôi là dát tăng sắc tố chiếm đa số [88]. Chúng tôi cho rằng đặc tính loài có thể biến đổi và thích nghi ở mỗi điều kiện khí hậu, áp xuất khí quyển khác nhau. Do đó,  khả năng gây bệnh của mỗi loài Malassezia khác nhau dẫn tới những thương tổn đa dạng và khác biệt trên da. Ở những nơi có khí hậu tương đồng như nước ta, kết quả nghiên cứu của chúng tôi phù hợp với các tác giả khác: Talaee và cs (2014) với dát tăng sắc tố chiếm 50%; Karakas và cs với 47,4% [84],[88]. Lý giải cho vấn đề này, chúng tôi cho rằng nếu như dát giảm sắc tố được tạo thành do vi nấm Malassezia tiết ra acid azelaic ức chế tế bào sắc tố melanocyte qua con đường tyrosin kinase. Nhiều giả thuyết cho rằng, dát tăng sắc tố bản chất chỉ là thương tổn do tăng sắc tố sau viêm giống với dát hồng (phản ứng viêm). Tuy nhiên, gần đây một số nghiên cứu tìm ra khả năng sản xuất melanin nội tế bào của M. furfur thông qua một loạt enzym đặc trưng loài. Nghiên cứu của chúng tôi thấy rằng những thương tổn có dát sắc tố màu nâu liên quan chủ yếu đến M. globosa không phải M. furfur như y văn mô tả. Điều này cũng tương đương với nghiên cứu của các tác giả khác: Talaee và cs (2014) với 31/50 trường hợp, Karakas và cs (2009) có 60% trường hợp, Prohic và cs (2006) tại Bosnia  70% trường hợp [84],[88],[40]. Trong nghiên cứu, chúng tôi cũng gặp nhiều trường hợp dát hỗn hợp và dát hồng (28,8%). Những thương tổn sắc tố trên do quá trình viêm sinh ra. Trong đó, loài gây bệnh là M. globosa chiếm ưu thế tiếp đó là M. dermatis. Đúng như tác giả Crespo nhận định, M. globosa  là căn nguyên chính trong bệnh lang ben [86]. Bên cạnh đó, M. dermatis, loài vi nấm được phát hiện lần đầu tiên trên viêm da cơ địa, gặp khá nhiều trong những thương tổn viêm như dát hồng và dát hỗn hợp. Một loài thường thấy ở những nước có khí hậu lạnh, M. sympodialis cũng gặp trong nghiên cứu của chúng tôi và liên quan chủ yếu đến dát tăng sắc tố mặc dù đã có những nghiên cứu chỉ ra nó liên quan nhiều hơn đến dát hồng và dát hỗn hợp.   
· Phân bố loài Malassezia theo vị trí tổn thương da
Mỗi loài Malassezia về bản chất đều là vi nấm phụ thuộc lipid (trừ 
M. pachydermatis). Tuy nhiên, chính những enzym do chúng tiết ra quyết định sự tồn tại và phát triển ở những vị trí khác nhau trên cơ thể. Lưng, ngực, bụng là những vị trí thường xuyên thấy sự xuất hiện của các loài vi nấm (biểu đồ 3.4); chủ yếu gặp nhiều ở chi trên (131/271 trường hợp). Mặt, cổ, chi trên, chi dưới là những vị trí ít gặp hơn. Điều này có lẽ liên quan đến những vị trí trên cơ thể tiết nhiều mồ hôi và thường xuyên tiếp xúc với ánh sáng mặt trời. Với M. globosa, vị trí gây bệnh thường gặp nhất là lưng, ít gặp nhất là da đầu. Tương tự, M. furfur và M. dermatis cũng thường xuyên gây bệnh ở vùng lưng ngực, ít gặp ở da đầu. Đặc biệt, chúng tôi không phát hiện trường hợp nào có M. furfur ở da đầu. Điều này có lẽ cũng phù hợp với nhận định của nhiều tác giả về những tổn thương trên da đầu chủ yếu do M. globosa. Trong nghiên cứu của Ben Salah và cs (2005), Krisanty và cs (2008), Karakas và cs (2009) đều gặp M. globosa chủ yếu ở da đầu, bên cạnh đó vẫn có M. furfur [90],[85],[88]. Chỉ có duy nhất một trường hợp chúng tôi tìm thấy tổn thương lang ben do M. pachydermatis ở vị trí chân của bệnh nhân. Điều này cũng phù hợp với đặc điểm M. pachydermatis tồn tại trên da động vật và gây bệnh khi lây nhiễm sang người. Chúng tôi cho rằng, có lẽ do da đầu là vị trí hiếm gặp của tổn thương lang ben cho nên chúng tôi chưa gặp được nhiều loài Malassezia khác nhau. Chúng tôi phát hiện ra những trường hợp nhiễm vi nấm trên hầu hết đều mọc khuẩn lạc thuần của loài Malassezia spp. gây bệnh nhưng chúng tôi không xác định được chính xác loài. Phải chăng thương tổn da do những loài gây bệnh đã tạo điều kiện cho một số loài thuộc vi hệ phát triển và gây bệnh. Điều đó cũng lý giải vì sao bệnh lang ben tiến triển có xu hướng lâu dài mạn tính. 


· Phân bố loài Malassezia theo mức độ bệnh
Một khía cạnh khác hiện nay được các bác sĩ da liễu quan tâm là: liệu rằng có mối liên quan giữa mức độ với loài nấm gây bệnh? Điều này, chúng tôi đã tìm trong y văn và các báo cáo gần đây nhưng chưa có câu trả lời xác đáng. Tuy vậy, trong khuân khổ nghiên cứu này chúng tôi nhận thấy có mối liên quan giữa 3 loài chủ yếu (M. globosa, M. dermatis và M. fufur) với các mức độ bệnh lang ben (bảng 3.6). Những loài còn lại, hầu như chỉ gặp ở mức độ bệnh vừa, ít hơn ở mức độ bệnh nặng, thậm chí có loài còn không gặp như 
M. slooffiae, M. pachydermatis, M. japonica, M. equina, M. cuniculi. Trong nghiên cứu của Prohic và cs (2006) cũng thấy rằng M. globosa liên quan nhiều nhất đến các mức độ bệnh, tiếp đó đến M. sympodialis và M. furfur, riêng ở mức độ bệnh nặng không gặp M. slooffiae [40]. Sở dĩ có sự khác nhau giữa loài M. sympodialis ở Bosnia và loài M. dermatis ở Việt Nam là do điều kiện khí hậu môi trường khác nhau nên có sự phân bố loài khác nhau. Prohic và cs (2006) chỉ ra hơn 50% trường hợp ở mức độ nhẹ, 60% ở mức độ vừa và 60% ở mức độ nặng có liên quan đến M. globosa [40]. Tỉ lệ này trong nghiên cứu của chúng tôi lần lượt là nhẹ 33,9%, vừa 45,5%, nặng 42,4%. Tác giả Prohic chỉ nuôi cấy được 5 loài trong khi chúng tôi nuôi cấy thành công 11 loài. Do đó kết quả của chúng tôi có tỉ lệ thấp hơn nhưng là phù hợp với tình hình thực tế diễn biến bệnh. M. globosa cũng được phát hiện nhiều hơn ở mức độ bệnh vừa, tương tự đói với M. dermatis, M. furfur. Điều này chứng tỏ, Malassezia thường gây bệnh lang ben thường ở mức độ vừa và liên quan đến tiến triển lâu dài của bệnh.
· Phân bố loài Malassezia theo hình thái nấm trên kính hiển vi
[bookmark: _Toc452048631][bookmark: _Toc452048632]Từ biểu đồ 3.5, khi quan sát hình thái vi nấm trên KHV từ mẫu bệnh phẩm vảy da, soi trong KOH + ParkerTM ink, kết quả cho thấy chủ yếu hình ảnh sợi nấm và tế bào nấm men tập trung thành đám (chiếm 82,3%).
[bookmark: _Toc452048634]Nấm Malassezia spp. thuộc bộ Endomycetales, là vi nấm men tồn tại trên cơ thể người, sinh sản bằng hình thức nảy chồi, sau đó tế bào men kéo dài   tạo nên giả sợi nấm, kết thúc quá trinh sinh sản hình thành các sợi nấm hình ống thô ngắn [102]. Một số nghiên cứu trước đây cho rằng Malassezia spp. chỉ gây bệnh khi có sự chuyển đổi từ dạng tế bào men sang dạng sợi nấm, kết quả nhiều nghiên cứu trên lâm sàng khi soi tươi nấm ở thương tổn của bệnh nhân lang ben cho biết có khoảng hơn 80% là dạng sợi nấm và tế bào nấm men, bên cạnh đó gặp dạng sợi nấm hoặc tế bào men đơn thuần chiếm khoảng hơn 10%. Theo quan sát của chúng tôi trong nghiên cứu nhận thấy dạng nấm men chiếm tỉ lệ thấp khoảng 3,0%, hình dạng sợi nấm chiếm 14,8%. Nghiên cứu của Juntachai W đã chứng minh dạng tế bào men của M. furfur có khả năng gây bệnh [103]. Qua đó, chúng tôi cho rằng vi nấm tồn tại ở dạng men hay dạng sợi đều có khả năng gây bệnh khi có điều kiện thuận lợi. Theo Sabouraud khẳng định, dù nấm ở dạng sợi hay men đều có thể gây bệnh, vì thực chất là sự biến đổi hình thái ở các giai đoạn khác nhau trong vòng đời của Malassezia gây bệnh.
Trong nghiên cứu của chúng tôi (biểu đồ 3.5) hầu hết các trường hợp quan sát trên KHV ở dạng sợi nấm và tế bào nấm men, liên quan M. dermatis và M. globosa (82,3%). Kết quả này cũng tương đương nghiên cứu của tác giả Prohic và cs (2006) với 97,8% [40].  M. globosa được phát hiện thấy nhiều nhất với 40%, tiếp đó là M. dermatis, M. furfur. Đây chính là dạng gây bệnh chủ yếu ở các loài vi nấm men. 
[bookmark: _Toc499481563]4.1.2. Xác định các loài Malassezia bằng PCR sequencing
PCR sequencing là một kỹ thuật không mới, tuy nhiên chưa được áp dụng phổ biến để định danh các loài vi nấm, đặc biệt Malassezia. Phương pháp xác định loài dựa trên bộ gen đã được công bố trong ngân hàng gen. Từ 300 mẫu bệnh phẩm vảy da bệnh nhân lang ben, chúng tôi tiến hành làm PCR đã cho kết quả có 179 mẫu dương tính chiếm tỉ lệ 59,7%. Sau đó, chúng tôi tiến hành giải trình tự gen và so sánh ngân hàng gen, kết quả xác định được 4 loài Malassezia bao gồm: M. globosa (73,7%), M. restricta (11,7%), M. sympodialis (5,0%), M. cuniculi (0,6%) (Bảng 3.7). 
Kết quả trong nghiên cứu chúng tôi có sự khác biệt với Gaitanis và cs (2002) tìm được 7 loài bao gồm M. furfur, M. globosa, M. sympodialis, 
M. obtusa, M. slooffiae, M. restricta, M. pachydermatis [69]. Tuy nhiên tác giả Gaitanis sử dụng phương pháp PCR- RFLP nên có lẽ độ nhạy cao hơn PCR sequencing của chúng tôi. Nghiên cứu của Mohammad Ali Afshari (2017), tiến hành trên 102 quân nhân quân đội mắc lang ben và các bệnh nấm nông, sử dụng phương pháp PCR sequencing từ vảy da, kết quả của tác giả 
M. globosa là loài chiếm phổ biến nhất trong bệnh lang ben với 67,0% [104]. Kết quả này là tương tự với nghiên cứu của chúng tôi. Tác giả Rezvan Talaee (2014) cũng sử dụng phương pháp PCR- RFLP để định danh Malassezia từ khuẩn lạc nuôi cấy trên môi trường mDixon [84]. Kết quả tác giả thu được tỉ lệ PCR có bệnh phẩm 89,3% trong đó định danh được 5 loài: M. globosa (66%), M. furfur (26%), M. restricta (3%), M. sympodialis (3%), và 
M. slooffiae (2%). Kết quả này có đôi chút khác biệt với nghiên cứu của chúng tôi khi tác giả phát hiện được M. sympodialis và M. slooffiae nhưng không tìm thấy M. cuniculi. Tất nhiên, sự khác biệt về phân bố loài có thể đến từ địa dư khác nhau. Một nghiên cứu của Gaitanis (2006) sử dụng phương pháp PCR- SSCP cho kết quả loài gặp chủ yếu là M. globosa ở 90% trường hợp trong đó 77% trường hợp nhiễm M. globosa đơn thuần và 13% trường hợp nhiễm M. globosa cùng với nhiều loài khác [105]. Trong nghiên cứu, chúng tôi tiến hành PCR sequencing trực tiếp từ vảy da bệnh nhân, có lẽ ảnh hưởng đến sự phát hiện đồng nhiễm. Thực tế, trong quá trình định danh bằng nuôi cấy, chúng tôi tìm thấy nhiều trường hợp đồng nhiễm 2 chủng nấm mà chủ yếu là M. globosa với chủng nấm khác. Tuy nhiên, trong điều kiện hạn chế, chúng tôi không tiến hành định danh chủng đồng nhiễm bởi khuẩn lạc không thuần, khó chính xác trong thực hiện các test kiểm tra. 
Như vậy, nghiên cứu của các tác giả và chúng tôi tuy có sự khác nhau về phân bố các loài Malassezia nhưng M. globosa vẫn là loài thường gặp nhất. Tỉ lệ tìm thấy M. globosa của Rezvan Talaee (2014) là 66% [84], của Gaitanis (2006) là 90% [105], của Mojtaba Didehdar (2014) là 61,6% [100] và của nghiên cứu chúng tôi là 73,7%. Điều này phù hợp với y văn thế giới. 
[bookmark: _Hlk490108908][bookmark: _Toc485463997]Có lẽ nghiên cứu của chúng tôi lần đầu tiên tiến hành PCR sequencing từ bệnh phẩm vảy da tại Việt Nam cho nên gặp nhiều khó khăn trong việc thiết kế và chọn mồi chuẩn để tiến hành kỹ thuật xác định loài Malassezia. Chúng tôi cho rằng, dù kết quả từ phương pháp PCR sequencing (4 loài) thấp hơn nhiều so với phương pháp định danh từ nuôi cấy (11 loài) và tỉ lệ M. globosa khác nhau (nuôi cấy chiếm 42,4% so với PCR sequencing chiếm 73,7%). Nhìn chung, phương pháp PCR sequencing từ vảy da vẫn là một phương pháp có giá trị thực tiễn nhất định và đóng góp thêm một kỹ thuật mới trong xác định nhanh loài Malassezia.
4.2. [bookmark: _Toc489847115][bookmark: _Toc499481564] Hiệu quả điều trị lang ben bằng thuốc kháng nấm nhóm azole
[bookmark: _Toc453919966][bookmark: _Toc489847116]Trong 271 bệnh nhân bị lang ben và có xét nghiệm nuôi cấy định danh loài, chúng tôi loại 10 bệnh nhân không đủ tiêu chuẩn lựa chọn điều trị (dưới 16 tuổi, có bệnh lý gan thận kèm theo), còn lại 261 bệnh nhân được chia ngẫu nhiên thành 3 nhóm điều trị. Sau 4 tuần, có 17 bệnh nhân không khám lại và không tuân thủ điều trị, chúng tôi có được 244 bệnh nhân đáp ứng đủ tiêu chuẩn với kết quả: nhóm 1 có 81 bệnh nhân dùng phác đồ fluconazole uống và ketoconazole tắm gội, nhóm 2 có 80 bệnh nhân dùng phác đồ itraconazole uống, nhóm 3 có 83 bệnh nhân điều trị bằng ketoconazole tắm gội đơn thuần. 
[bookmark: _Toc499481565]

4.2.1. So sánh triệu chứng lâm sàng, cận lâm sàng trước và sau điều trị
· Triệu chứng vảy da
Vảy da là triệu chứng quan trọng trong các bệnh lý do nấm nói chung và Malassezia nói riêng. Trước điều trị, hầu như tất cả bệnh nhân lang ben đều có vảy da. Tỉ lệ có vảy da sau điều trị là 28,7% giảm so với trước điều trị (99,6%), sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p< 0,001 (bảng 3.13). Trong các nhóm điều trị nhận các phác đồ khác nhau, tỷ lệ bệnh nhân hết vảy da ở nhóm 1 (78,8%) cao hơn nhóm 2 (68,8%) và nhóm 3 (67,5%), sự khác biệt so với trước điều trị đều có ý nghĩa thống kê với p < 0,001. Các kết quả này thấp hơn Talel Badri và cs (2016), hiệu quả làm sạch vảy da bằng fluconazole kết hợp ketoconazole đạt 100% sau 28 ngày điều trị, nhóm chứng dùng fluconazole đơn thuần đạt 87,5% [81]. Tuy nhiên trong nghiên cứu này, tác giả chỉ theo dõi 15 bệnh nhân ở nhóm chứng và 11 bệnh nhân ở nhóm bệnh sau 28 ngày điều trị. Sự khác biệt có lẽ do cỡ mẫu nghiên cứu, cách lựa chọn bệnh nhân. Theo Bùi Văn Đức và cộng sự (2004) điều trị bằng fluconazole đơn thuần và itraconazole đơn thuần, tỷ lệ hết vảy sau 4 tuần điều trị lần lượt là 81,8% và 79,4% [106]. Phạm Thu Hiền (2014) sử dụng fluconazole liều duy nhất 400 mg so sánh với itraconazole 200mg trong 1 tuần, kết quả tỷ lệ làm sạch vảy da sau 4 tuần lần lượt là 89,33% và 93,33% [77]. Như vậy, kết quả của chúng tôi là phù hợp với các nghiên cứu khác nhau tại Việt Nam.. Bình thường, lớp sừng là thành phần ngoài cùng trong cấu trúc da người, bao gồm khoảng 8-14 lớp tế bào, trung bình mỗi ngày có 1-2 lớp bị bong ra. Để thay mới lớp tế bào sừng mất khoảng 2 tuần. Trên bệnh nhân lang ben, sự tương tác giữa các tế bào nấm và cấu trúc thượng bì của da làm quá trình này diễn ra nhanh hơn, dẫn đến hình thành vảy da. Thông qua enzym lanosterol 14α-demethylase, các thuốc nhóm azole ức chế quá trình hình thành ergosterol-thành phần chính cấu tạo nên màng tế bào nấm. Qua đó, các azole kìm hãm sự phát triển và biệt hóa của tế bào nấm đồng thời kết hợp với sự bong của lớp sừng làm cho bề mặt thương tổn nhẵn nhụi trở lại. Kết quả nghiên cứu của chúng tôi thấp hơn của các tác giả khác có thể do thói quen sinh hoạt, không thực hiện đúng hướng dẫn dùng thuốc, và cơ địa mỗi người.
· Triệu chứng ngứa
Ngứa là một triệu chứng cơ năng thường gặp trong nhiều bệnh lý khác nhau. Ngứa có thể liên quan đến sự hình thành các histamin, các chất trung gian viêm, hoặc đôi khi chỉ là cảm giác chủ quan của mỗi người. Trong nghiên cứu của chúng tôi, có 81,1% bệnh nhân có cảm giác ngứa ở các mức độ khác nhau từ ngứa ít, ngứa khi ra mồ hôi, vận động mạnh đến ngứa nhiều, ngứa thường xuyên (bảng 3.14). Tỉ lệ bệnh nhân còn ngứa sau điều trị là 38,1%, giảm đáng kể so với trước điều trị, sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê với p <0,001. Theo bảng 3.13, tỷ lệ bệnh nhân hết ngứa ở nhóm 1 là cao nhất với 66,7%, nhóm 2, nhóm 3 thấp là 53,8% và 65,1%. Các kết quả này so với trước điều trị đều có ý nghĩa về mặt thống kê với p< 0,001. Các thuốc nhóm azole có hiệu quả tốt với giảm triệu chứng ngứa. Kết quả này thấp hơn Phạm Thu Hiền, tỉ lệ bệnh nhân hết ngứa là 100%, và theo Bùi Văn Đức thì tỉ lệ này là 87,9% sau 1 tuần, phải sau 6 tuần thì toàn bộ bệnh nhân mới hết ngứa [77],[106]. Có lẽ cảm giác ngứa mang tính chủ quan của từng người, phụ thuộc nhiều vào sự nhạy cảm của làn da chung nên các tác giả không đề cập nhiều. Do đó, tỉ lệ hết ngứa sau điều trị của các nghiên cứu có thể khác nhau, đôi khi độc lập với kết quả điều trị. Chúng tôi cho rằng, triệu chứng ngứa ở đây có mối liên quan đến sự tồn tại của vi nấm trên làn da. Các thuốc nhóm azole nhìn chung đều kìm hãm sự phát triển của vi nấm, sau đó, nhờ quá trình bong sừng tự nhiên loại bỏ vi nấm khỏi da. Cho nên, triệu chứng ngứa phản ánh một phần nào hiệu quả điều trị với Malassezia.


· Triệu chứng dát thương tổn
Lang ben là bệnh da do nấm đặc trưng nhất bởi các dát thay đổi màu sắc trên da. Theo kết quả ở bảng 3.15, 100% bệnh nhân trước điều trị có các dát thay đổi màu sắc. Tỉ lệ không có dát thay đổi màu sắc sau điều trị chỉ là 6,1%, tuy nhiên sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê với p< 0,001. Bảng 3.15 cho thấy nhóm 1 có số bệnh nhân còn dát thay đổi màu sắc da thấp nhất với 91,4%; nhóm 3 cao nhất với 96,4%; ở nhóm 2 là 93,7%. Kết quả này cao hơn của các tác giả Bùi Văn Đức, Phạm Thu Hiền [106],[77]. Malassezia trong quá trình tương tác với da gây ra các dát thay đổi màu sắc, có thể trắng, nâu, hoặc hồng. Acid azelaic do vi nấm tiết ra có khả năng ức chế enzym tyrosin kinase dẫn đến giảm quá trình hình thành sắc tố [70]. Trong quá trình tiến hành nghiên cứu, chúng tôi thấy rằng thương tổn giảm sắc tố tồn tại lâu dài mặc dù bệnh nhân có kết quả xét nghiệm âm tính với nấm. Để thương tổn trở về màu sắc bình thường cần có một khoảng thời gian để các tế bào sắc tố được hình thành sau khi acid do nấm Malassezia tiết ra được loại trừ. Thời gian dài hay ngắn phụ thuộc vào từng cá thể, trung bình 2-3 tháng. Khác với dát giảm sắc tố, dát tăng sắc tố và dát hồng thường liên quan đến phản ứng viêm. Quá trình hồi phục của làn da sau phản ứng viêm có lẽ nhanh hơn. Mặc dù mối liên quan giữa màu sắc dát và tỉ lệ không có dát sau điều trị chưa được biết rõ nhưng có thể nhận thấy dát tăng sắc tố và dát hồng đáp ứng với điều trị tốt hơn, thời gian hồi phục về làn da bình thường nhanh hơn so với dát giảm sắc tố. Giải thích cho điều này có lẽ do dát tăng sắc tố và dát hồng thường liên quan đến phản ứng viêm. 
· Diện tích thương tổn 
Nhìn chung, sau điều trị, đa phần bệnh nhân vẫn còn thương tổn thay đổi màu sắc trên da nhưng diện tích các dát này đã thay đổi đáng kể sau khi dùng thuốc. Tại thời điểm 4 tuần, kết quả từ bảng 3.16 cho thấy tỷ lệ bệnh nhân có diện tích thương tổn trên 30% giảm từ 22,1% trước điều trị xuống còn 11,1% sau điều trị. Trong đó, nhóm 1 có tỷ lệ giảm cao nhất (từ 22,2% xuống 6,2%), nhóm 3 thấp hơn (từ 19,3% xuống 9,6%), nhóm 2 thấp nhất (từ 25,0% xuống 17,5%). Liệu sự khác biệt này do phương pháp điều trị khác nhau? Nhóm 1 được sử dụng fluconazole đường uống và ketoconazole đường bôi, nhóm 2 uống đơn thuần itraconazole còn nhóm 3 chỉ dùng ketoconazole đường bôi. Các nghiên cứu trong invitro đều cho thấy, itraconazole và ketoconazole có hiệu quả đối với nấm Malassezia tương đương nhau [92]. Sự khác biệt trong kết quả đến từ phương thức dùng thuốc: dùng đường bôi hiệu quả tốt hơn đường uống. Khi sử dụng đường uống, sinh khả dụng của thuốc phụ thuộc rất lớn vào khả năng hấp thu của cơ thể trong khi đó dùng đường bôi, phụ thuộc vào các đặc tính của làn da bao gồm độ ẩm, độ dầu, độ pH.... Chúng tôi cho rằng, kết quả trên là phù hợp, phản ánh đúng đặc điểm của bệnh theo các tác giả trong nước và trên thế giới.
· Mức độ bệnh
Mức độ bệnh được đánh giá dựa trên các chỉ số bao gồm ngứa, vảy da, diện tích thương tổn cho điểm từ 0-3. Kết quả thu được trong bảng 3.17, tổng điểm của mức độ bệnh sau điều trị (2,4 ± 1,3) thấp hơn so với trước điều trị (4,6 ± 1,5), sự thay đổi có ý nghĩa thống kê với p < 0,001. Đối với các nhóm điều trị, độ giảm tổng điểm của nhóm 1 cao nhất (2,5 ± 1,1), nhóm 3 thấp hơn (2,1 ± 0,8), nhóm 2 thấp nhất (2,0 ± 1,0). Kết quả này tương tự khi đánh giá các triệu chứng vảy da, ngứa, hay diện tích thương tổn đơn lẻ. Mức độ bệnh là một tiêu chí quan trọng để lựa chọn các thuốc điều trị. Các tác giả có xu hướng sử dụng các thuốc điều trị toàn thân với các bệnh nhân bị bệnh mức độ vừa đến nặng. Nghiên cứu của chúng tôi các nhóm bệnh nhân được phân chia hoàn toàn ngẫu nhiên, không lựa chọn theo mức độ bệnh. Sau điều trị 4 tuần, hiệu quả làm giảm mức độ bệnh của nhóm 1 cao hơn nhóm 2, nhóm 3. Tắm gội ketoconazole 2% đơn thuần cho hiệu quả thấp hơn có lẽ do sự hấp thu thuốc trên da đường tại chỗ thấp hơn so với đường toàn thân, nhất là sự tuân thủ điều trị, lưu dầu trên da 5-10 phút, xoa tắm toàn thân không được áp dụng dẫn đến làm giảm hiệu quả điều trị tại chỗ. Việc sử dụng itraconazole đơn thuần cũng cho hiệu quả giảm các triệu chứng lâm sàng kém hơn sử dụng kết hợp fluconazole và ketoconazole 2%.
· Xét nghiệm nuôi cấy nấm
Để đánh giá bệnh nhân khỏi bệnh hay không, xét nghiệm tìm nấm cần được tiến hành. Kết quả bảng 3.18 cho thấy xét nghiệm nấm từ dương tính thành âm tính là 76,6%, tỉ lệ giảm này so với trước điều trị có ý nghĩa thống kê với p< 0,001. 
Nhóm 1 có tỉ lệ xét nghiệm âm tính với nấm sau điều trị là 81,5%. Kết quả này thấp hơn của Talel Badri với 91% ở nhóm dùng kết hợp fluconazole và ketoconazole 2% [81]. Nghiên cứu của Fonzo và cs (2008) cho kết quả 100% bệnh nhân xét nghiệm nấm sau điều trị 5 tuần với ketoconazole dạng kem 2% đơn thuần [107]. Kết quả nghiên cứu của Fernando Monten-Gei và cộng sự năm 1999 tại Mexico; Mehme Karakas và cộng sự năm 2005 tại Thổ Nhĩ Kỳ với cùng phác đồ fluconazole 300 mg trong 2 tuần, tỷ lệ bệnh nhân âm tính với nấm sau 4 tuần điều trị lần lượt là 77% và 77,5% [108],[88]. Theo thống kê của Aditya K. Gupta và cộng sự năm 2014 thì các phác đồ điều trị lang ben bằng fluconazole từ năm 1995 đến năm 2004 gồm: 450mg liều duy nhất, 400 mg liều duy nhất, 300mg/tuần trong tuần 1,3; 300mg/tuần trong 2 tuần liên tiếp, 150mg/tuần trong 4 tuần….thì tỷ lệ bệnh nhân âm tính với nấm từ 44% đến 100% [4]. Theo đó, tác giả khuyến cáo nên dùng phác đồ 300mg/tuần trong 2 tuần để điều trị bệnh lang ben. 
Kết quả ở bảng 3.18 cũng cho thấy trong 80 bệnh nhân được điều trị bằng itraconazole 200mg/ ngày trong 7 ngày liên tiếp, sau 4 tuần điều trị có 76,3% bệnh nhân âm tính với nấm. Cùng phác đồ điều trị intraconazole 200mg/ngày trong 7 ngày liên tiếp, kết quả nghiên cứu của Fernando Monten-Gei hay của Wahab và cộng sự ở Bagladesh cho kết quả âm tính lần lượt là 73% và 78% [108]. Tại Việt Nam tỉ lệ này là 90% trong nghiên cứu của Phạm Thu Hiền, 77,8% trong nghiên cứu của Nguyễn Văn Hoàn hay 72,7% trong nghiên cứu của Bùi Văn Đức [77],[38],[106]. Theo thống kê của Aditya K. Gupta và cộng sự thì các phác đồ điều trị lang ben bằng itraconazole từ năm 1987 đến năm 2004 thì có tỉ lệ khỏi từ 50% đến 100%. Trong đó tác giả khuyến nghị nên dùng phác đồ itraconazole 200mg/ngày trong 7 ngày liên tiếp. 
Đối với nhóm 3 điều trị bằng ketoconazole đơn thuần, tỉ lệ xét nghiệm nấm âm tính sau 4 tuần là 72,3%. Với cùng phác đồ, tỷ lệ này thấp hơn Rigopoulos (2007) là 81% [109], Di Fonzo (2008) là 100% [107], tương đương Shi (2014) là 72% [71]. Sự khác biệt này có lẽ là do chúng tôi lựa chọn xét nghiệm nuôi cấy nấm sau điều trị làm tiêu chuẩn trong khi các nghiên cứu kể trên đều sử dụng xét nghiệm soi trực tiếp tìm nấm.  
Như vậy, chúng tôi thấy hiệu quả khỏi về vi sinh (xét nghiệm nấm âm tính) ở các nhóm nghiên cứu là phù hợp với các nghiên cứu khác trên thế giới và trong nước. 
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4.2.2.1. Kết quả điều trị sau 4 tuần
[bookmark: _Toc494737344][bookmark: _Toc494738769][bookmark: _Toc494820139][bookmark: _Toc499481567]Sau 4 tuần, chúng tôi đánh giá hiệu quả điều trị theo bảng điểm (bảng 2.2). Kết quả được trình bày ở bảng 3.19. Tỉ lệ khỏi chung của 3 nhóm dùng thuốc kháng nấm nhóm azole là 73,8%. Tỉ lệ đỡ giảm là 26,2%, và không có bệnh nhân nào không khỏi. So với tỉ lệ khỏi về mặt vi sinh (xét nghiệm nấm âm tính), tỉ lệ này thấp hơn (73,8% với 76,6%). Trong những bệnh nhân có xét nghiệm âm tính vẫn có một tỉ lệ nhỏ mức độ bệnh không giảm hoặc giảm ít. Tuy nhiên, nhìn chung, các thuốc nhóm azole hiệu quả tốt với lang ben.
· Theo nhóm điều trị
Trong nghiên cứu, chúng tôi sử dụng 3 phương pháp khác nhau để tìm hiểu mối liên quan với hiệu quả điều trị. Kết quả được trình bày trong bảng 3.20 cho thấy, nhóm 1 có tỉ lệ bệnh nhân đạt kết quả điều trị tốt cao nhất, chiếm 79,0%, nhóm 3 chiếm tỉ lệ thấp nhất với 71,1%, tỉ lệ này ở nhóm 2 là 71,3%, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê giữa các nhóm với p> 0,05. 
[bookmark: _Toc485466499][bookmark: _Toc499483974]Bảng 4.2. Kết quả điều trị bệnh lang ben bằng các phác đồ
	Tài liệu tham khảo
	TK NC
	Phác đồ điều trị
	SL BN
	Tỉ lệ xét nghiệm nấm âm tính
	Tỉ lệ chữa khỏi hoàn toàn

	Kokturk et al. 2002 [79]
	O,R
	ITZ 200 mg 
× 5 ngày
	20
	Ở ngày 28, 14/20= 70%
	Ở ngày 28, 14/20= 70%

	
	
	ITZ 400 mg 
liều duy nhất
	20
	4/20 = 20%
	4/20 = 20%

	
	
	ITZ 400mg x 3 ngày
	20
	15/20 = 75%
	15/20 = 75%

	Di Fonzo et al.
2008 [107]
	R
	Dầu gội KTZ 1%, 
1 lần/ngày x 14 ngày
	22
	Ở tuần 5, 18/18=100%
	Ở tuần 5, 5/18= 28%

	
	
	Dầu gội KTZ 2%
x 14 ngày
	24
	19/19=100%
	9/19=47%

	Karakas et al. 2005 [95]
	O
	FCZ 300mg/tuần 
× 2 tuần
	44
	Ở tuần 4, 31/40= 78%
	Ở tuần 4, 30/40= 75%

	Nghiên cứu này
	O
	FCZ 300mg 1l/tuần kết hợp dầu gội KTZ 2l/tuần x 2 tuần
	80
	ở tuần thứ 4, 81,5%
	ở tuần thứ 4, 79,0%

	
	
	ITZ 200mg/ngày 
x 7 ngày
	80
	76,3%
	71,3%

	
	
	KTZ 2% 2l/tuần 
x 2 tuần
	80
	72,3%
	71,1%


(O: thử nghiệm mở, R: thử nghiệm ngẫu nhiên, TKNC: Thiết kế nghiên cứu, SLBN: số lượng bệnh nhân)
Ketoconazole là thế hệ đầu tiên của nhóm azole ra đời năm 1980. Cho đến hiện nay, ở một số nước đang phát triển, ketoconazole vẫn được sử dụng như một thuốc đầu tay trong điều trị các bệnh lý nhiễm nấm nông trên da. Hiện nay, tại Việt Nam, ketoconazole dạng đường uống không còn được lưu hành, thay vào đó, ketoconazole tại chỗ dạng gel hoặc dạng dầu gội được sử dụng chủ yếu. Trong nghiên cứu này chúng tôi cũng sử dụng ketoconazole 2% dạng dầu gội để điều trị bệnh lang ben. Sau 4 tuần điều trị, tỉ lệ chữa khỏi hoàn toàn là 71,3%, tỉ lệ đỡ giảm là 28,9%, không có bệnh nhân nào không khỏi (bảng 3.20). Nghiên cứu của Di Fonzo (2008) so sánh sử dụng dầu gội ketoconazole 1% và dầu gội ketoconazole 2% 1 lần 1 ngày trong 14 ngày cho thấy tỉ lệ chữa khỏi hoàn toàn sau 5 tuần cùng là 100% [107]. Trong một nghiên cứu khác, Aggarwal (2003) sử dụng dầu gội ketoconazole 2% 1 lần/tuần trong 3 tuần, tỉ lệ xét nghiệm nấm âm tính sau 4 tuần là 95% tuy nhiên tỉ lệ chữa khỏi hoàn toàn chỉ là 5%, và có 1 bệnh nhân tái phát sau 3 tháng [110]. Kết quả này có sự khác biệt với nghiên cứu của chúng tôi, tỉ lệ xét nghiệm nấm âm tính sau 4 tuần là 72,3% và tỉ lệ chữa khỏi hoàn toàn là 71,1% (bảng 3.18 và 3.20). Có thể sử dụng cùng một thuốc điều trị nhưng những phương pháp sử dụng khác nhau có thể đem đến sự khác biệt trong điều trị. Tác gủa Di Fonzo sử dụng ketoconazole 2% 1 lần/ngày trong 14 ngày, Aggarwal sử dụng 1 lần/tuần còn chúng tôi sử dụng 1 lần/ngày tắm toàn thân và 3 lần/tuần với gội đầu. Nghiên cứu của Rigoponlos (2007) sử dụng phương pháp tương tự Di Fonzo, tỉ lệ chữa khỏi hoàn toàn sau 4 tuần là 81% [109]. Tác giả Cantrell (2014) sử dụng dầu gội ketoconazole 2% 2 lần/ngày trong 14 ngày, tỉ lệ xé nghiệm nấm âm tính ở tuần thứ 4 là 55%, có 1 bệnh nhân tái phát sau 4 tuần [111]. Nghiên cứu của Shi (2014) sử dụng phương pháp tương tự Cantrell (2014), tỉ lệ xét nghiệm nấm âm tính sau 4 tuần là 72% [71]. Các kết quả này thấp hơn nghiên cứu của chúng tôi.
Trong nghiên cứu này, chúng tôi cũng đánh giá hiệu quả điều trị của một thuốc được sử dụng phổ biến tại Việt Nam, itraconazole với liều 200mg/ngày trong 7 ngày. Kết quả sau 4 tuần tỉ lệ chữa khỏi hoàn toàn là 71,1%. Nghiên cứu của Kose và cs (2002) được điều trị itraconazole 200 mg/ ngày trong 7 ngày, tỷ lệ khỏi bệnh là 79,99% và có cải thiện 13,33% [78]. Phác đồ của tác giả tương tự thiết kế nghiên cứu của chúng tôi tuy nhiên kết quả thu được cao hơn. Korturk và cs (2002) so sánh hiệu quả của phác đồ itraconazole 200 mg/ngày trong 5 ngày với các phác đồ 400mg duy nhất/ngày trong 3 ngày liên tiếp, kết quả hai phác đồ có hiệu quả tương đương [79]. Nghiên cứu của Mohanty và cs (2001) trên 20 bệnh nhân lang ben với phác đồ itraconazole 100mg x 2 lần/ ngày trong 7 ngày [80], itraconazole có hiệu quả trong 60% trường hợp trong 2 tuần sau khi điều trị và trong 80% các trường hợp sau 3 tuần. Như vậy, so sánh kết quả từ các nghiên cứu khác nhau, chúng tôi cho rằng tỉ lệ chữa khỏi hoàn toàn của phác đồ itraconazole 200mg/ngày trong 7 ngày 71,1% là phù hợp. 
Một phác đồ mới lần đầu tiên được đưa vào nghiên cứu, uống fluconazole 300mg/tuần và dầu gội ketoconazole 2% 3 lần/tuần trong 2 tuần cũng được chúng tôi đánh giá. Tỉ lệ chữa khỏi hoàn toàn sau 4 tuần là 79,0%. So sánh với nghiên cứu của Badri T (2016), tỉ lệ này là 90%, kết quả của chúng tôi thấp hơn [81]. Chúng tôi và tác giả Badri T cùng thu được kết quả không có bệnh nhân nào tái phát sau điều trị. So sánh với phác đồ điều trị lang ben bằng fluconazole đơn thuần, Montero-Gei và cộng sự tiến hành ở 90 bệnh nhân chia làm 3 nhóm và theo dõi điều trị sau 4 tuần cho kết quả: nhóm 1 uống fluconazole 400mg liều duy nhất (21/30 = 70%) , nhóm 2 uống fluconazole 300 mg/tuần x 2 tuần liên tiếp (29/30= 97%), nhóm 3 uống itraconazole 200 mg x 1 tuần ( 24 /30 = 80%). Vậy trong 3 phác đồ trên nhóm 2 dùng uống fluconazole 300 mg/tuần x 2 tuần liên tiếp tỷ lệ khỏi cao nhất  (97%) [112].  Kết quả nghiên cứu của chúng tôi thấp hơn của Montero-Gei. 
Qua so sánh với các tác giả khác, chúng tôi thấy kết quả trong nghiên cứu này là phù hợp. Tỉ lệ cao thấp giữa nghiên cứu của chúng tôi và các tác giả khác có lẽ do chúng tôi đánh giá kết quả điều trị theo bảng điểm gồm nhiều tiêu chí lâm sàng và cận lâm sàng trong khi các tác giả chủ yếu đánh giá bằng hiệu quả về mặt vi sinh cận lâm sàng. Chúng tôi cho rằng, dát thay đổi màu sắc sau điều trị hay không là một yếu tố quan trọng trong đánh giá kết quả điều trị. Đồng thời đánh giá tổng điểm mức độ bệnh trước và sau điều trị để khẳng định hiệu quả điều trị bệnh về mặt lâm sàng cho bệnh nhân. 
[bookmark: _Toc489847117]4.2.2.2. Liên quan kết quả điều trị và đặc điểm lâm sàng
· Tuổi
Nhóm tuổi cũng có những ảnh hưởng nhất định tới kết quả điều trị. Theo bảng 3.21 nhóm tuổi 10-19 có tỉ lệ khỏi thấp nhất 60,0%, so với các nhóm khác sự khác biệt này có ý nghĩa thống kê với p< 0,05. Sở dĩ như vậy là do ở nhóm tuổi này sự phát triển của tuyến bã quá mức gây ra tình trạng da nhờn, dầu là nguồn nguyên liệu lý tưởng cho vi nấm ưa lipid Malassezia sinh trưởng và phát triển. Do đó, đây là một trong những mục tiêu quan trọng trong điều trị ở nhóm tuổi này. Nhóm tuổi 20-29 tuổi có tỉ lệ khỏi là 71,5%, không có sự khác biệt so với các nhóm còn lại với p> 0,05. Về mặt sinh lý bệnh, độ tuổi 20-29 là thời điểm con người phát triển hoàn thiện nhất về mặt thể chất. Sự hoạt động tích cực của hệ thống tuyến bã và tuyến mồ hôi đã tạo ra một môi trường acid lý tưởng cho sự phát triển của các loài nấm, đặc biệt là nấm men ưa mỡ như Malassezia spp. Do đó, để điều trị hiệu quả ở nhóm tuổi này, phòng bệnh với các hoạt động thể lực nhẹ nhành là cần thiết.
· Giới 
Giới tính cũng đóng vai trò trong nhiều bệnh lý da liễu khác nhau. Bệnh nhiễm nấm đa phần là các bệnh cơ hội, nhìn chung gây bệnh không phụ thuộc vào giới tính. Bảng 3.22 cho thấy tỉ lệ chữa khỏi ở nam, nữ lần lượt là 72,5% và 76,2%, sự khác biệt này không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05. Có thể thấy rằng ở nam giới, sự phát triển hình thể mạnh mẽ hơn nữ giới, cùng với thường xuyên hoạt động thể thao cùng với đó là sự tăng tiết testosterone, tăng sinh lông, tuyến bã dưới da. Các yếu tố thuận lợi này có ảnh hưởng một phần đến tỉ lệ chữa khỏi ở nam thấp hơn nữ. Như chúng tôi đã trình bày trong bảng 3.2, tỉ lệ phát hiện Malassezia ở nam là 68,3% cao hơn nữ là 31,7%. Ở người, độ dày da (bao gồm lớp biểu bì và hạ bì) của nam giới lớn hơn của nữ giới, đặc biệt tại bất cứ vị trí nào chất béo dưới da đều cao hơn nữ giới. Dữ liệu trong bảng 3.22 và 3.23 thể hiện điều này khi tỉ lệ khỏi chung ở nam là 72,5% thấp hơn nữ là 76,2%. Điều thú vị là phác đồ kết hợp uống fluconazole kết hợp tắm gội ketoconazole ở nam có tỉ lệ khỏi 80,4% cao hơn nữ 76,7%. Về mặt sinh bệnh học, những thành phần có trong bã nhờn là một con đường chính dẫn thuốc chính của các thuốc nhóm azole. Như đã khẳng định, thành phần bã nhờn ở nam cao hơn nữ, có lẽ làm cho sự kết hợp 2 thuốc fluconazole và ketoconazole cho hiệu quả cao hơn khi sử dụng từng thuốc.
· Thời gian bị bệnh
Lang ben là một bệnh nhiễm nấm nhưng có tiến triển mạn tính, hay phát. Trong nghiên cứu chúng tôi đã gặp những bệnh nhân có thời gian bị bệnh rất dài. Kết quả điều trị có sự khác nhau giữa nhóm thời gian bị bệnh dưới 3 tháng và trên 3 tháng, lần lượt là 69,8% và 74,6% (bảng 3.24 và bảng 3.25). Như vậy, có vẻ như thời gian bị bệnh dài hơn thì tỉ lệ khỏi bệnh cao hơn. Thực tế, miễn dịch đối với nấm Malassezia thường được hình thành trong thời gian 3 tháng. Khi bị bệnh trên 3 tháng có thể là vi nấm đã thoát được sự tấn công từ hệ thống bảo vệ của cơ thể. Điều trị trong những trường hợp này khó khăn hơn. Mặc dù chưa tìm được nghiên cứu nào tương tự để so sánh, chúng tôi cho rằng kết quả này là phù hợp với điều kiện thực tế. Nhóm bệnh nhân dưới 3 tháng thường là những đối tượng thanh niên khỏe mạnh, có nhiều yếu tố nguy cơ và thuận lợi cho sự phát triển của nấm. Do vậy, đáp ứng với điều trị của nhóm này kém hơn. Đối với thời gian bị bệnh trên 3 tháng, đây đều là nhóm đối tượng có thời gian mắc bệnh lâu dài, bệnh đã tiến triển sang giai đoạn mạn tính, tỉ lệ chung của nhóm này là 74,6% (bảng 3.25). Có lẽ tỉ lệ này thấp là do những bệnh nhân này có thời gian dài sống chung với bệnh, sự quan tâm đến sức khỏe chưa cao, tuân thủ điều trị kém hơn so với các nhóm khác. Dữ liệu trong bảng 3.24 và 3.25 cũng đưa ra một nhận định, phác đồ dùng itraconazole hiệu quả tốt nhất với nhóm bị bệnh dưới 3 tháng trong khi đó sự kết hợp fluconazole và ketoconazole có tỉ lệ khỏi cao nhất ở nhóm bị bệnh trên 3 tháng. Điều này dường như đi ngược với nhận định sự kết hợp 2 thuốc mang lại kết quả điều trị tốt hơn dùng đơn độc 1 thuốc. Cần để ý rằng, itraconazole hiện nay được coi là thuốc đầu tay trong điều trị các bệnh nấm nông trên da. Sở dĩ như vậy bởi vì itraconazole tác động vào 2 đích CYP51 và CYP3A4, còn fluconazole chỉ tác động đến CYP51. Nấm Malassezia trong quá trình tương tác với cơ thể thông qua CYP51 và CYP3A4 [113]. Như vậy, thời gian bị bệnh cũng có thể ảnh hưởng đến kết quả điều trị bệnh lang ben.
· Tính chất bệnh
Tính chất bệnh được thể hiện bằng bị bệnh lần đầu hay là bị bệnh tái phát. Hầu hết bệnh nhân đến với chúng tôi đều bị bệnh lần đầu với 210 bệnh nhân so với 34 bị tái phát (bảng 3.26 và 3.27). Khi tiến hành so sánh kết quả điều trị, tỉ lệ khỏi ở nhóm bị bệnh lần đầu là 73,8% cao hơn nhóm bị tái phát 73,5%. Điều này phù hợp với y văn, những bệnh nhân tái phát thường đáp ứng với điều trị kém hơn. Trong lĩnh vực vi sinh, định nghĩa tái phát có nhiều quan điểm khác nhau. Có tác giả cho rằng tái phát là sau khi xét nghiệm kết quả loài gây bệnh lần đầu tiên điều trị và lần tiếp theo điều trị giống nhau. Tuy nhiên, đối với vi nấm Malassezia, là loài thuộc vi hệ bình thường, các tác giả đều thống nhất cho rằng tái phát là khi bệnh nhân đã điều trị khỏi, xuất hiện thương tổn thay đổi sắc tố trở lại, và không cần xác định chính xác loài. Xét trên nhóm bị bệnh lần đầu, phác đồ có hiệu quả nhất là fluconazole kết hợp ketoconazole (80,0%) (bảng 3.26). Tuy nhiên, phác đồ có hiệu quả nhất với tính chất bệnh tái phát là sử dụng ketoconazole đơn thuần (83,3%). Giải thích cho kết quả này có nhiều quan điểm khác nhau. Với những bệnh nhân mắc bệnh lần đầu, sự tương tác giữa nấm và cơ thể mạnh mẽ hơn, khi sử dụng các thuốc điều trị mang lại hiệu quả tốt hơn. Một phần không nhỏ, vi nấm Malassezia là những vi sinh vật ưa lipid, chúng không có khả năng tự tổng hợp mà sử dụng chính lipid của cơ thể người làm nguồn cung cấp. Những bệnh nhân bị bệnh lần đầu ở đây chủ yếu có diễn biến bệnh trong một khoảng thời gian dài trên 6 tháng. Vậy nên, với những trường hợp này, phác đồ kết hợp fluconazole và ketoconazole cho hiệu quả cao hơn. Với trường hợp bệnh tái phát, căn nguyên mới xuất hiện và đang trong giai đoạn tăng trưởng về kích thước quần thể, đồng thời còn có sự bảo vệ của cơ thể chống lại các tác nhân. Có lẽ điều đó làm cho phác đồ sử dụng thuốc tại chỗ tắm gội ketoconazole cho hiệu quả tốt nhất. Ở đây cần xét đến nguyên nhân gây bệnh. Có lẽ kết quả điều trị của thuốc kháng nấm phụ thuộc vào loài nấm gây bệnh nhiều hơn tính chất bệnh.
· Mức độ bệnh
[bookmark: _Hlk499556258]Chúng tôi cũng tiến hành so sánh kết quả điều trị giữa nhóm bị bệnh nhẹ, vừa và nặng. Dữ liệu trong bảng 3.28 và 3.29 cho thấy, tỉ lệ chữa khỏi đối với mức độ bệnh nhẹ là 87,5% cao hơn so với mức độ bệnh vừa-nặng 69,7%. Điều này cũng phù hợp với y văn Việt Nam và thế giới. Mức độ bệnh nhẹ trong nghiên cứu đa phần là những bệnh nhân bị bệnh cấp tính dưới 3 tháng, thương tổn còn khu trú, có sự quan tâm đến sức khỏe nên tuân thủ điều trị tốt. Đây là nhóm bệnh nhân có nhiều yếu tố tiên lượng kết quả điều trị tốt. Trái ngược với mức độ nhẹ, ở nhóm bệnh nhân mức độ nặng, thương tổn diễn biến rất lâu dài, phản ứng tại chỗ qua giai đoạn cấp chuyển sang mạn, đáp ứng với điều trị kém hơn. Chúng tôi cũng không tìm được mối liên quan giữa kết quả điều trị và mức độ bệnh nhẹ. Sự khác biệt trong kết quả điều trị thể hiện ở bảng 3.28 đều không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05. Tuy nhiên, chúng tôi thấy rằng nhóm 1 có hiệu quả điều trị cao nhất, hơn nhóm 2, nhóm 3. Đối với mức độ bệnh vừa – nặng, theo kết quả từ bảng 3.29, nhóm 1 có tỉ lệ khỏi bệnh cao hơn nhóm 2 và nhóm 3, sự khác biệt này không có ý nghĩa thống kê với 
p< 0,05. Đa phần bệnh nhân đến điều trị với chúng tôi ở mức độ bệnh vừa, kết quả này cho thấy phác đồ kết hợp fluconazole và ketoconazole 2% cho hiệu quả cao hơn các phác đồ trước đó (itraconazole hay ketoconazole 2%), nhất là với mức độ bệnh vừa- nặng. Các kết quả của chúng tôi cũng phù hợp với nghiên cứu của Nguyễn Văn Hoàn (2015), Hoàng Thị Vân (2015), Phạm Thu Hiền (2014), Bùi Văn Đức (2004) [38],[114],[77],[106].
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Đối với loài Malassezia, các thuốc nhóm azole đều có tác dụng tốt. Với M. globosa, tỉ lệ khỏi là 70,5% thấp hơn so với các loài khác 76,3%, tuy nhiên sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05 (bảng 3.30). Cho đến hiện nay, các tác giả vẫn cho rằng, M. globosa cùng với 
M. sympodialis là những loài đặc biệt nhất trong loài Malassezia. Sở dĩ như vậy bởi vì chỉ có 2 loài này có sự hiện diện của MAT loci, một locus quyết định đến khả năng sinh sản hữu tính của loài. Tuy nhiên, ở đây có 2 quan điểm khác nhau giữa đây có thật sự sinh sản “hữu tính” hay “giả hữu tính”. Laura Pulg (2017) tiến hành nghiên cứu thực nghiệm thấy rằng sau mỗi thế hệ vi nấm M. sympodialis được tạo ra đều có sự khác biệt về kiểu gen so với thế hệ trước, tuy nhiên, dường như các gen nằm trên cùng 1 nhiễm sắc thể. Lý giải cho điều này, tác giả cho rằng đây là hiện tượng “giả hữu tính” [115]. Tuy nhiên, điều đáng ngạc nhiên là cho đến hiện nay, chưa tìm thấy hiện tượng kháng thuốc của M. globosa và M. sympodialis đối với kháng sinh chống nấm nhóm azole. Những dữ liệu từ nghiên cứu của chúng tôi dường như cũng phù hợp quan điểm này. Khi so sánh kết quả điều trị giữa 3 nhóm được trình bày trong bảng 3.31, tỉ lệ chữa khỏi của nhóm 1 là cao nhất 77,8%, nhóm 2 là thấp nhất 62,5%, còn nhóm 3 là 72,4%. Có lẽ sự kết hợp 2 thuốc chống nấm mang lại hiệu quả tốt hơn sử dụng đơn độc môt thuốc chống nấm. Ngay từ thời kỳ đầu, các tác giả đã sử dụng ketoconazole như một thuốc điều trị hàng đầu cho bệnh lang ben. Đến khi itraconazole ra đời năm 1992, quan điểm dịch chuyển từ sử dụng ketoconazole sang hướng sử dụng thuốc mới. Nghiên cứu thực nghiệm đều chỉ ra, itraconazole có thể thay thế ketoconazole như một thuốc đầu tay trong điều trị nấm [113]. Cần để ý rằng, ketoconazole là một imidazole còn itraconazole hay fluconazole đều là triazole. Có lẽ một phần sự khác nhau trong cấu trúc ảnh hưởng dẫn đến tác dụng điều trị đối với M. globosa của mỗi thuốc là khác biệt. Cần những nghiên cứu chuyên sâu hơn về cấu trúc M. globosa để tìm hiểu về tác động của thuốc chống nấm.
Với M. furfur, theo bảng 3.32, tỉ lệ khỏi là 83,8% cao hơn so với các loài còn lại, sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê với p> 0,05. M. furfur là tác nhân gây bệnh được biết đến sớm nhất. Có nhiều nghiên cứu khác nhau đều chỉ ra sự nhạy cảm cao của M. furfur với thuốc chống nấm nhóm azole dù đường toàn thân hay tại chỗ [92]. Trong nghiên cứu của chúng tôi, tỉ lệ chữa khỏi của M. furfur là 83,8%, tỉ lệ này cao hơn của M. globosa 76,3%. Theo Florencia D. Rojas (2017), MIC tối thiểu của M. globosa là thấp hơn so với M. furfur ở các thuốc chống nấm nhóm azole như fluconaozle, ketoconazole, itraconazole [116]. Chúng tôi so sánh kết quả điều trị giữa 3 nhóm đối với M. furfur. Kết quả trong bảng 3.33 thể hiện nhóm 2 có tỉ lệ chữa khỏi 100%, cao hơn nhóm 1 và nhóm 3 lần lượt là 77,% và 80,0%. Trong phòng thí nghiệm, nồng độ ức chế tối thiểu và nồng độ ức chế tối đa (MIC 50 và MIC 90) của các thuốc chống nấm azole thường dùng đều ở mức rất thấp. Nhưng khi so sánh các thuốc trong nhóm azole ở giá trị MIC 50 và MIC 90, người ta nhận thấy fluconazole có giá trị MIC cao hơn so với MIC của các thuốc cùng nhóm như: Itraconazole, Ketoconazole thậm chí một số thuốc nhóm azole mới ra đời như Voriconazol, Posaconazole. Như vậy kết quả nghiên cứu của chúng tôi là phù hợp.
Với M. dermatis, bảng 3.34 cho thấy, tỉ lệ khỏi là 61,4%, thấp hơn so với các loài khác, sự khác biệt có ý nghĩa thống kê với p< 0,05. Khi xét về hình thái tổn thương lâm sàng, M. dermatis có liên quan nhiều đến dát hồng, biểu hiện của một tổn thương viêm. Tại những thương tổn này, diễn ra quá trình tương tác giữa nấm và hệ miễn dịch của cơ thể. Nhìn chung, các thuốc chống nấm nhóm azole không có ảnh hưởng đến hệ miễn dịch mà cơ chế chính là chúng ức chế sự phát triển của nấm thông qua sự ức chế tạo thành ergosterol. Do vậy, điều này có thể là một lý do làm cho tỉ lệ chữa khỏi đối với M. dermatis thấp hơn so với các loài còn lại. Khi so sánh 3 nhóm điều trị, có thể thấy rằng phác đồ itraconazole đơn thuần và phác đồ fluconazole kết hợp ketconazole cho tỉ lệ chữa khỏi tương đương nhau (70,0% và 69,2%), cao hơn so với ketoconazole đơn thuần (bảng 3.35). Kết quả này gợi ý rằng dùng thuốc kháng nấm toàn thân có tác dụng tốt với 
M. dermatis hơn là các thuốc tại chỗ.
Như vậy đối với M. furfur các thuốc azole có kết quả điều trị khỏi cao, trong khi đó với M. globosa và M. dermatis kết quả này kém hơn. Điều này gợi ý rằng thêm một loại thuốc điều trị khác kết hợp với azole để đem lại hiệu quả điều trị cao hơn với mỗi loài.
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1. Xác định Malassezia trong bệnh lang ben
1.1. Xác định Malassezia trong bệnh lang ben bằng nuôi cấy
	- Tỉ lệ nuôi cấy Malassezia  trong bệnh lang ben 90,3%, xác định loài bằng định danh có cải tiến tìm được 11 loài Malassezia, chiếm 97,0%. Trong đó, M. globosa (42,4%); M. dermatis (17,3%); M. furfur (14,4%).
- M. globosa gây bệnh chủ yếu nhóm 20-29 tuổi chiếm 36,5%, nam nhiều hơn nữ (63,5% và 36,5%); thành thị 51,3%; thời gian bị bệnh trên 6 tháng 69,6%; lần đầu 86,1%, mức độ bệnh vừa 69,6%. 
- M. globosa phân bố hầu hết dát thương tổn và các vị trí trên cơ thể với hình thái chủ yếu dạng sợi và tế bào nấm men (42,2%). M. furfur gặp dát tăng sắc tố và giảm sắc tố, phân bố chủ yếu nửa trên thân mình với hình thái tế  bào nấm men (25%). M. dermatis phân bố dát tăng sắc tố và dát hồng, phân bố chủ yếu vùng đầu mặt cổ và chi trên. 
1.2. Xác định Malassezia trong bệnh lang ben bằng PCR sequencing
- Tỉ lệ PCR sequencing Malassezia từ vảy da là 59,7%, tỉ lệ định danh Malassezia là 91,0% với 4 loài sau: M. globosa (73,7%), M. restricta (11,7%), M. sympodialis (5,0%), M. cuniculi (0,6%). 
2. Hiệu quả điều trị lang ben bằng thuốc kháng nấm nhóm azole
2.1. Kết quả điều trị chung theo 3 nhóm điều trị
- Sau điều trị 4 tuần, tổng điểm mức độ bệnh và tỉ lệ Malassezia gây bệnh đều giảm so với trước điều trị, có ý nghĩa thống kê.
- Tỉ lệ khỏi hoàn toàn sau 4 tuần điều trị thuốc kháng nấm nhóm azole là 73,8%. Tỉ lệ đỡ giảm 26,2%, không có bệnh nhân không khỏi.
- Kết hợp fluconazole và dầu gội ketconazole có tỉ lệ khỏi 79,0% cao hơn uống itraconazole và tắm gội ketoconazole (71,3% và 71,1%).


2.2. Kết quả điều trị theo đặc điểm lâm sàng
- Kết hợp fluconazole và dầu gội ketconazole hiệu quả tốt với thời gian bị bệnh trên 3 tháng (82,4%) , mức độ bệnh vừa-nặng (75,8%).
- Uống itraconazole hiệu quả tốt với thời gian bị bệnh dưới 3 tháng (76,5%), mức độ bệnh nhẹ (90,0%).
- Tắm gội ketoconazole ít hiệu quả với thời gian và mức độ bệnh.
2.3. Kết quả điều trị theo loài Malassezia 
- M. furfur có tỉ lệ đáp ứng với thuốc kháng nấm nhóm azole là 83,8% cao hơn các loài còn lại.
[bookmark: _Toc499481569]- M. globosa và M. dermatis có tỉ lệ đáp ứng với thuốc kháng nấm nhóm azole lần lượt là 70,5% và 61,4% thấp hơn các loài còn lại.
- Kết hợp fluconazole và dầu gội ketconazole có hiệu quả tốt với 
M. globosa (77,8%), uống itraconazole có hiệu quả tốt với M. furfur (100,0%), M. dermatis (70,0%).


KIẾN NGHỊ
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- Xác định Malassezia gây bệnh lang ben cần tiến hành xét nghiệm trực tiếp và nuôi cấy định danh loài. 
- Phương pháp kết hợp đường uống bằng fluconazole 300mg/tuần và tắm gội toàn thân ketoconazole 2% 2 lần/ tuần trong 2 tuần rất hiệu quả, thuận tiện và kinh tế cho bệnh nhân lang ben.
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Dưới 10 tuổi	10-19 tuổi	20-29 tuổi	30-39 tuổi	40-49 tuổi	Trên 50 tuổi	62.5	39.1	36.5	48.6	48.4	45.5	M. furfur	
Dưới 10 tuổi	10-19 tuổi	20-29 tuổi	30-39 tuổi	40-49 tuổi	Trên 50 tuổi	25	17.399999999999999	14.3	13.9	12.9	9.1	M. dermatis	
Dưới 10 tuổi	10-19 tuổi	20-29 tuổi	30-39 tuổi	40-49 tuổi	Trên 50 tuổi	12.5	13	19.8	15.3	16.100000000000001	18.2	M. sympodialis	Dưới 10 tuổi	10-19 tuổi	20-29 tuổi	30-39 tuổi	40-49 tuổi	Trên 50 tuổi	0	8.7000000000000011	3.2	8.3000000000000007	0	9.1	M. restricta	Dưới 10 tuổi	10-19 tuổi	20-29 tuổi	30-39 tuổi	40-49 tuổi	Trên 50 tuổi	0	8.7000000000000011	6.3	2.8	0	0	M. obtusa	Dưới 10 tuổi	10-19 tuổi	20-29 tuổi	30-39 tuổi	40-49 tuổi	Trên 50 tuổi	0	4.3	5.6	5.6	9.7000000000000011	9.1	M. slooffiae	Dưới 10 tuổi	10-19 tuổi	20-29 tuổi	30-39 tuổi	40-49 tuổi	Trên 50 tuổi	0	0	1.6	1.4	6.5	0	M. pachydermatis	Dưới 10 tuổi	10-19 tuổi	20-29 tuổi	30-39 tuổi	40-49 tuổi	Trên 50 tuổi	0	0	0.8	0	0	0	M. japonica	Dưới 10 tuổi	10-19 tuổi	20-29 tuổi	30-39 tuổi	40-49 tuổi	Trên 50 tuổi	0	0	7.9	1.4	0	0	M. equina	Dưới 10 tuổi	10-19 tuổi	20-29 tuổi	30-39 tuổi	40-49 tuổi	Trên 50 tuổi	0	0	1.6	0	0	9.1	M. cuniculi	Dưới 10 tuổi	10-19 tuổi	20-29 tuổi	30-39 tuổi	40-49 tuổi	Trên 50 tuổi	0	0	0.8	0	0	0	Malassezia spp.	Dưới 10 tuổi	10-19 tuổi	20-29 tuổi	30-39 tuổi	40-49 tuổi	Trên 50 tuổi	0	8.7000000000000011	1.6	2.8	6.5	0	



M. globosa	
Dát giảm sắc tố	Dát tăng sắc tố	Dát hồng	Dát hỗn hợp	47.5	37.299999999999997	57.1	42.9	M. furfur	
Dát giảm sắc tố	Dát tăng sắc tố	Dát hồng	Dát hỗn hợp	18.399999999999999	15.4	9.5	11.4	M. dermatis	
Dát giảm sắc tố	Dát tăng sắc tố	Dát hồng	Dát hỗn hợp	2.6	19	16.7	25.7	M. sympodialis	Dát giảm sắc tố	Dát tăng sắc tố	Dát hồng	Dát hỗn hợp	0	7.7	2.4	0	M. restricta	Dát giảm sắc tố	Dát tăng sắc tố	Dát hồng	Dát hỗn hợp	5.3	3.8	4.8	5.7	M. obtusa	Dát giảm sắc tố	Dát tăng sắc tố	Dát hồng	Dát hỗn hợp	10.5	7.7	0	0	M. slooffiae	Dát giảm sắc tố	Dát tăng sắc tố	Dát hồng	Dát hỗn hợp	2.6	1.9	2.4	0	M. pachydermatis	Dát giảm sắc tố	Dát tăng sắc tố	Dát hồng	Dát hỗn hợp	0	0.6	0	0	M. japonica	Dát giảm sắc tố	Dát tăng sắc tố	Dát hồng	Dát hỗn hợp	5.3	4.5	0	5.7	M. equina	Dát giảm sắc tố	Dát tăng sắc tố	Dát hồng	Dát hỗn hợp	2.6	0	4.8	0	M. cuniculi	Dát giảm sắc tố	Dát tăng sắc tố	Dát hồng	Dát hỗn hợp	0	0.6	0	0	Malassezia spp.	Dát giảm sắc tố	Dát tăng sắc tố	Dát hồng	Dát hỗn hợp	5.2	1.3	2.5	8.6	



M. globosa	
Da đầu	 Mặt	Cổ	Lưng	Ngực	Bụng	Chi trên	Chi dưới	75	50	37	40.9	44.7	46.9	38.9	52.4	M. furfur	
Da đầu	 Mặt	Cổ	Lưng	Ngực	Bụng	Chi trên	Chi dưới	0	19.2	15.2	13.6	13.7	12.5	16.8	4.8	M. dermatis	
Da đầu	 Mặt	Cổ	Lưng	Ngực	Bụng	Chi trên	Chi dưới	25	11.5	28.3	17.2	17.899999999999999	17.2	21.4	19	M. sympodialis	Da đầu	 Mặt	Cổ	Lưng	Ngực	Bụng	Chi trên	Chi dưới	0	0	2.2000000000000002	4	4.2	3.1	3.8	0	M. restricta	Da đầu	 Mặt	Cổ	Lưng	Ngực	Bụng	Chi trên	Chi dưới	0	11.5	4.3	5.0999999999999996	5.3	4.7	3.8	0	M. obtusa	Da đầu	 Mặt	Cổ	Lưng	Ngực	Bụng	Chi trên	Chi dưới	0	0	0	7.1	6.3	6.3	5.3	9.5	M. slooffiae	Da đầu	 Mặt	Cổ	Lưng	Ngực	Bụng	Chi trên	Chi dưới	0	0	2.2000000000000002	1.5	1.1000000000000001	1.6	2.2999999999999998	0	M. pachydermatis	Da đầu	 Mặt	Cổ	Lưng	Ngực	Bụng	Chi trên	Chi dưới	0	0	0	0	0	0	0.8	0	M. japonica	Da đầu	 Mặt	Cổ	Lưng	Ngực	Bụng	Chi trên	Chi dưới	0	3.8	8.6999999999999993	4.5	3.7	3.1	3.8	9.5	M. equina	Da đầu	 Mặt	Cổ	Lưng	Ngực	Bụng	Chi trên	Chi dưới	0	0	0	1.5	0.5	0	0	0	M. cuniculi	Da đầu	 Mặt	Cổ	Lưng	Ngực	Bụng	Chi trên	Chi dưới	0	0	0	0.5	0.5	1.6	0.8	0	Malassezia spp.	Da đầu	 Mặt	Cổ	Lưng	Ngực	Bụng	Chi trên	Chi dưới	0	3.8	2.2000000000000002	4	2.1	3.1	2.2999999999999998	4.8	




M. globosa	
Sợi nấm + TB nấm men	Sợi nấm 	Tế bào nấm men	42.2	42.5	50	M. furfur	
Sợi nấm + TB nấm men	Sợi nấm 	Tế bào nấm men	14.3	12.5	25	M. dermatis	
Sợi nấm + TB nấm men	Sợi nấm 	Tế bào nấm men	17.899999999999999	15	12.5	M. sympodialis	Sợi nấm + TB nấm men	Sợi nấm 	Tế bào nấm men	4.9000000000000004	2.5	12.5	M. restricta	Sợi nấm + TB nấm men	Sợi nấm 	Tế bào nấm men	4.5	5	0	M. obtusa	Sợi nấm + TB nấm men	Sợi nấm 	Tế bào nấm men	5.4	10	0	M. slooffiae	Sợi nấm + TB nấm men	Sợi nấm 	Tế bào nấm men	1.3	5	0	M. pachydermatis	Sợi nấm + TB nấm men	Sợi nấm 	Tế bào nấm men	0.4	0	0	M. japonica	Sợi nấm + TB nấm men	Sợi nấm 	Tế bào nấm men	4.9000000000000004	0	0	M. equina	Sợi nấm + TB nấm men	Sợi nấm 	Tế bào nấm men	0.9	2.5	0	M. cuniculi	Sợi nấm + TB nấm men	Sợi nấm 	Tế bào nấm men	0	2.5	0	Malassezia spp.	Sợi nấm + TB nấm men	Sợi nấm 	Tế bào nấm men	3.1	2.5	0	



Nam	
M. globosa	M. sympodialis	M. restricta	M. cuniculi	Malassezia spp.	62.1	66.7	66.7	100	56.3	Nữ	
M. globosa	M. sympodialis	M. restricta	M. cuniculi	Malassezia spp.	37.9	33.299999999999997	33.299999999999997	0	43.7	



Thành thị	
M. globosa	M. sympodialis	M. restricta	M. cuniculi	Malassezia spp.	55.3	55.6	33.299999999999997	0	56.3	Nông thôn	
M. globosa	M. sympodialis	M. restricta	M. cuniculi	Malassezia spp.	44.7	44.4	66.7	100	43.8	
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