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pham chta vi khuan nay, va phuong phap tao ra chung dot bién cta vi khuan nay.
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Linh vuc ky thuat dwoc dé cap

Sang ché dé cap dén vi khudn axit lactic Lactobacillus rhamnosus thich hop dé
diéu tri, vi du, viém am dao do vi khuén. Sang ché con dé cap dén ché phém an kiéng
va dugc phim chira vi khuén nay, va phuong phép tao ra chung dot bién cta vi khuén

nay.

Tinh trang ky thuit cia sang ché

Viém am dao do vi khudn (bacterial vaginosis: BV) 12 mt trong s6 cac rbi loan
phd bién nhét & phu nit trong d tudi sinh san. Theo trung tdm kiém so4t va phong
ngira dich bénh Hoa Ky (US Centers for Disease Control and Prevention: CDC), cac
yéu t6 nguy co mic bénh BV bao gdm thut rira va ¢6 ban tinh méi hodc c6 nhiéu ban
tinh. BV do sy thiéu cin bang hé vi khuén c6 trong tu nhién gay ra va co thé duogc dic
trung v& mit vi sinh vat bdi sw thay thé hé vi khudn ¢ 4m dao chiém uu thé 1a
Lactobacillus b?mg vi khudn 4m dao gy bénh tiém 4n. Su thay dbi tir hé vi khuén
chiém wu thé 13 Lactobacillus tao ra H,O, va axit lactic ¢6 loi cho strc khoé thanh hé vi
khuén nhiéu loai phirc hgp c6 thé xay ra tuong dbi nhanh chéng va gy ra BV.

Nhu duge ban luan trong Bang doc quyén sang ché chau Au sé EP0257007
ching han (ndp don nam 1987) — da biét tir 14u ring viém 4m dao do vi khuin (BV) do
su tang do pH (tr d¢ pH tiéu chudn/cé 1oi cho strc khoé & mirc khoang 4 dén do pH
cao hon 4,5) va su r6i loan hé vi sinh vat dudng rudt trong d6 thuong la hé vi sinh vat
& am dao Lactobacillus chiém wu thé bi 14n 4t bdi su sinh trudng qua mitc cia cac sinh
vét ky khi chiém wu thé.

Biang doc quyén sang ché chau Au s6 EP2509610B1 (HSO Health Care, Vienna
— ndp don ngay 13 thang 09 ndm 2011 va cong bb/cp bang doc quyén sang ché nam
2013) md ta tom tit vé giai phap k¥ thuét da biét ¢6 lién quan trong ban mo ta ndy.

Nhu duge ban ludn trong Bing doc quyén sang ché chau Au s6 EP2509610B1 —

Am dao cia ngudi khoé manh duge chiém wu thé béi nhi€u loadi vi khuén
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Lactobacillus, dong vai tro thiét yéu trong viéc bao vé phuy nit khong bi nhidm khuén
niéu sinh duc. Lactobacillus c¢6 kha ndng dinh bam vao biéu md 4m dao, dé ngan chdn
su dinh bam va sinh trudng ctia céc tdc nhan gy bénh, theo cach khac lam can kiét cac
chét dinh dudng kha dung dbi voi cac tac nhan giy bénh va diéu bién dap tmg mién
dich ctia vat chi va vi moi truong. Quan trong nhit 1a Lactobacillus chuyén hoa
glycogen c6 trong t& bao clia vom am dao, tao ra axit lactic 13 san pham cubi. Do do,
trong 4m dao khoé manh, gié trj d0 pH dat mirc khodng 4,0 ma khi do nhiéu tdc nhin
gay bénh khong thé phat trién.

Khi dugc st dung cho phu nit & dang duoc phém (vi du, vién nang ddt &m dao
dé str dung qua duong 4m dao) — tac dung bdo vé cua Lactobacillus chéng lai céc tac
nhan gy bénh tiém 4n trong 4m dao dugc tao ra thong qua hoat tinh chuyén hoa ctia
Lactobacillus. Vi khudn nay sir dung glycogen va cac ngudn glucoza khac va san sinh
ra axit lactic. D6 pH thép dugc tao ra theo cach nay gdy hai cho vi khuén va ndm it
duoc mong mubn va do d6 bao vé niém mac 4m dao khang lai sy nhiém khuén.

Do su nhi®m khuin am dao 1a co ché quan trong clia bénh géy sinh non, viéc
duy tri su can bang strc khoé tu nhién cua hé vi sinh vét Lactobacillus trong am dao 1a
dic biét quan trong trong thoi ky mang thai. Sy thiéu hut Lactobacillus ¢6 thé 1am dao
16n su cAn bang vi sinh vét trong 4m dao, thudng dan dén hoi ching viém &m dao do
vi khudn, diéu nay c6 thé lién quan dén su thay dbi vé sé luong va chat lugng so véi
Lactobacillus c6 trong ty nhién dén hé vi sinh vat hdn hgp ma vi khuén ky khi chiém
uu thé. Theo giai phap ky thuét da biét, viém am dao do vi khudn c6 thé c6 dic diém 1a
sw mét hoan toan vi khuan Lactobacillus va ddng thoi gia ting cac que Gram duong va
Gram 4am, trong s& chung chu yéu 1a cdc lodi Gardnerella vaginalis ciing nhu
Bacteroides, Prevotella va Mobi-luncus. Tuy nhién, sy mét vi khudn Lactobacillus 4m
dao ciing khién cho phu nit khong mang thai d& bi nhiém khuin, didu nay c6 thé dan
dén viém ndi mac tir cung ho#ic thdm chi bénh viém khung xuwong chau.

Trong thoi ky mén kinh, xut hién sy thodi trién dudng sinh duc nit, didu nay
phan anh kha nang tudi tho trung binh sinh hoc c6 thé c6 tuong quan véi truc ndi tiét
tuyén yén than kinh. Sy thay d6i phd bién chinh 1a sy teo 4m dao. Tinh trang kho,
néng, ngra 4m dao va chung giao hgp dau la céc triéu chimg thuong xuyén cing véi
chimg kho tiéu tién, tiéu nhidu 1An va sy nhidm khuén tai phat. Chirng teo co quan sinh

duc-niéu sau thdi ky man kinh c6 lién quan dén sy suy giadm ti€t estrogen do su can



29444

kiét Lactobacillus va muc do tao khuin lac boi cac vi sinh vat gdy bénh c6 lién quan
dén viém am dao do vi khuin va nhiém khudn duong tiét nidu gia ting. O phu nit sau
man kinh, li¢u phap diéu tri estriol 4m dao lam gidm muc dd tao khuén lac Escherichia
coli va lam gia ting s lwong Lactobacillus, voi két qua 12 ty 16 méc cic bénh nhiém
khuin duong tiét nidu va duong sinh duyc tai phat giam mot cach dang ké.

Mot vai loai Lactobacillus d& dugc md ta 13 cu tra & 4m dao véi mire do thay
d8i. Trong thoi gian nhat dinh, chic chin la h¢ vi sinh vét & phu nit khoe manh trong
d6 tudi sinh san duoc chiém wu thé boi L. acidophilus va L fermentum, sau d6 la L.
brevis, L. jensenii va L. casei. Trong nghién ctru khac vé hé vi sinh vat Lactobacillus &
am dao, céc tac gia di phat hién dugc ring cic vi sinh vat & am dao tham gia nhiéu
nhét dugc chiém wu thé bdi cac loai Lactobacillus don 1&, voi sy ¢6 mat cla céac loai
khac c6 tinh bién di riéng r& rong. Céc loai xudt hién thudong xuyén nhit 1a L.
crispatus, L. gasseri, L. iners, va L. jensenii. Trong nghién ctru khac, cac ching
Lactobacillus dugc phan 1ap phé bién nhat1a L. Jjensenii, L. acidophilus, L. casei, va L.
gasseri. Trong cac nghién ciru gin day & Ao, cac loai Lactobacillus chiém wu thé dugc
nhan biét boi phan Gng PCR dac hiéu loai, cu thé 1a L. crispatus, L. gassert, L. jensenii
va L. rhamnosus duoc st dung dé tao ra cc du véan tay ADN. L. crispatus, L. gasseri,
L. jensenii va L. rhamnosus ¢ thé duge cho 1a cac loai chiém uu thé trong 4m dao.

Pé khic phuc su thiéu hut vé& hé vi sinh vat Lactobacillus (va do do, khic phuc
kha ning bao vé ciia hé vi sinh vét & 4m dao), viéc st dung thudc dan dit 4m dao chira
Lactobacillus 13 cach phd bién nhit dé thay thé Lactobacillus. Mot sé tac gia tin ring
viéc st dung Lactobacilli qua duong khu tra 1a cach didu tri an toan va c6 trién vong
dé ngan ngira viém am dao va nhiém khudn duong tiét niéu tai phat.

Trong khi san phim bd sung cho 4m dao da dugc chip nhan mot cach rong rai
trén thuc té tir 1au dé thay thé Lactobacillus, viéc ding qua dudng miéng duoc pham
chra Lactobacillus 1a mdt khai ni€ém méi dé tai tao hé vi sinh vat & am dao binh
thuong. Céac két qua tuong d6i gin day cho théy ring céc ching vi khuén c6 loi L.
rhamnosus GR-1 (ATCC 55826) va L. reuteri RC-14 (ATCC 55845) c6 thé dugc dung
qua dudng miéng trén co s¢ hang ngay trong hai thing ma khong c6 tic dung phu bét
ky. Viéc st dung nay tao ra su cai thién déng ké sau d6 ciia hé vi sinh vat am dao khi
tinh dén su c6 mat cia Lactobacillus gia ting va sy c6 mat cla nAm men va vi khudn

dang coli giam. Trong khi mdt nhém tdc gid da ban luén v& hiéu qua c6 loi khi tinh
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dén su thay dbi vé tinh mién dich niém mac hodc vi khuén c6 loi di chuyén dén am
dao tir ving tryc trang, gin day nhom tdc gia khac da chimg minh bang cach khuéch
dai PCR dic hidu loai ring L. rhamnosus GR-1 va L. reuteri RC-14 ¢4 thé dugc phén
phéi dén moi truong 4m dao khi dugc ding qua dudong miéng.

Theo giai phap ky da biét dugc trinh bay trén diy-sang ché nhu duoc mo ta
trong Bing doc quyén sang ché chau Au sé EP2509610B1 dé cap dén viéc sit dung tb
hop cuia cac ching dugc luu tri ddc hiu L. crispatus, L. rhamnosus, L. Jensenii
va/hodc L. gasseri dé diéu tri viém 4m dao do vi khudn (BV). Trong Bang 11 & trang
15 d4 cho thiy ring L. rhamnosus da luu trit (DS 22560) c6 kha néng, vi du, lam gidm
d6 pH twong dbi tét.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Vén d& cin dugc sang ché giai quyét 13 tao ra ching Lactobacillus rhamnosus
mdi ¢6 cac dic tinh tdt, cu thé 1a lién quan dén viéc diéu tri nhiém khuén 4m dao va co
quan sinh duc nit va nhiém khuén niéu sinh duc va/hodc nhiém khuin dudng tiét niéu
do sy thiéu hut Lactobacillus gy ra (vi du nhu viém 4m dao do vi khuén).

Nhu ¢6 thé thdy 16 trong cic vi du thuc hién séng ché duéi day ciia ban mo ta
ndy, cac vi du ndy mo ta ching L. rhamnosus moi c6 sé diang ky CECT 8800 (con
dugc goi & day 1a BPL00S) ¢6 s6 luong tdt/dugc cai thién cu thé 13 lién quan dén viée
diéu tri, vi du, viém am dao do vi khuén.

Céac két qua cia vi dy thuc hién sang ché 1 trong ban md ta nay da ching minh
céc dic diém c6 loi lién quan cta ching CECT 8800 (=BPL005) L. rhamnosus dugc
phén 18p nhu sau:

1: Chung nay dugc phan 1ap de novo tir cac thé phan lap tir &m dao cua phuy nit khoé
manh-nghia 13 rd rang khong c6 ly do gi dé cho ring ching nay khong phai la
ching mdi;

2: Profin ADN dang da hinh duoc khuéch dai ngdu nhién (Random Amplified
Polymorphic DNA-RAPD) d4 chiing minh rang ching nay khic véi cac ching khac
va viéc giai trinh ty ARN ribosom 16S da cho thiy ring BPL00S5 12 mot chung L.
rhamnosus duy nhat;

3: BPL005 ¢6 kha nang lam gidm d6 pH t6t nhét trong s6 cac ching dugc phén 1ap tir

am dao;
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4: Trong cac thir nghiém ma khong co sy kiém soéat d6 pH, BPL005 c6 tic dung lam
giam d6 pH nhanh chéng. Su sén sinh ra axit lactic nhanh chéng trong truong hop
chung BPL00S nay 1a phu hop véi kha niang lam gidm d¢ pH cua no rat tbt trong
thoi gian ngn. Lién quan dén sy san sinh ra céc axit con lai, ching BPL00S5 la
ching s&n sinh tt nhét trong s cac chiing thir nghiém;

5: Lién quan dén su khang lai cac san phim c6 béan trén thi truong dung trong phu
khoa - chung BPLO005 c6 su khang lai véi néng dd cao nhét dugc thit nghiém va
khong quan sét dugc su ic ché nao;

6: Viéc giai trinh tu hé gen cua toan bd hé gen ctia chiing BPLO00S da cho thdy rang né
c6 dd tiép can duy nhét 3,023Mb — nghia a trinh ty hé gen nay khong phai 1a trinh
tr da duoe md A trong céc giai phap k§ thuat da biét.

Nhu d3 trinh bay trén day — da biét tir lau ring viém 4m dao do vi khuin (BV)
12 do su gia ting d§ pH (tir d6 pH tiéu chuin/cé 1ogi cho sttc khoé & mirc khoang 4 dén
dod pH cao hon 4,5) va su r6i loan hé vi sinh vat duong ruft ma trong d6 hé vi sinh vét
am dao Lactobacillus thuong chiém wu thé bi l4n 4t béi su sinh trudng qua mirc cua
cac sinh vat ky khi chiém wu thé.

Do d6, su kién ching CECT 8800 (=BPL005) L. rhamnosus moi dugc mo ta
trong ban mo ta nay c6 kha nang lam giam d6 pH rAt t6t 13 diéu quan trong lién quan
dén viéc st dung chung nay dé diéu tri, vi du, viém am dao do vi khuén.

N6i ngén gon va khong bi rang bude v& mit Iy thuyét — dwa vao céc dic tinh tbt
duoc md ta trong ban md ta nay ctia chung CECT 8800 (=BPL005) L. rhamnosus m&i
dugc mo ta ¢ day, khong c6 ly do gi dé cho rang chiing nay s& khong hitu ich dé diéu
tri nhiém khuin 4m dao va dudng sinh duc nit va nhiém khuén niéu sinh duc va/hoic
nhiém khuin duong tiét niéu do su thiéu hut Lactobacillus gy ra (nhu vi dy viém am
dao do vi khuén).

Céac két qua cta vi du thuc hién séng ché 2 trong ban md ta nay da cho thy
rang ching BPL005 ¢6 mirc giam d pH twong tw so v6i céc vi khuén c6 loi tét nhit
dugce thir nghiém trong s6 cac san phdm chira vi khudn ¢6 lgi ding trong phu khoa c6
ban trén thi trudong thich hgp trong ban mo6 ta nay.

Céc két qua ctia vi du thuc hién sang ché 3 trong ban md ta nay da cho thy
hiéu qué tt ciia ching BPLOOS trong qua trinh san xuét & quy md phong thi nghiém
(thé tich 1 lit) va dit liéu ciia bot dong kho nhanh da cho thdy réng chiing BPLOO0S thu
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duoc c6 tinh 8n dinh tét trong khoang thoi gian 15 thang.

Céc két qua cua vi dy thuc hién sang ché 4 trong ban md ta nay cho théy hi¢u
quéa tdt ctia ching BPLO005 trong qué trinh sdn xuét & quy md cong nghiép (thé tich
1500 lit) va dit liéu ctia bot dong khd nhanh da cho thdy rang chiing BPLO0S thu dugc
¢6 tinh én dinh rt tét.

Dé c6 thé tao ra san phdm c6 béan trén thi truong thich hop trong ban md ta nay,
hién nhién 12 c6 loi néu ching Lactobacillus c6 thé duogc tao ra theo cach thich hop &
quy md cdng nghiép-do d6, vi du thyc hién sang ché 4 trong ban mo ta ndy ching
minh cac ddc tinh c6 loi khac cta ching CECT 8800 (=BPL00S) L. rhamnosus moi
dugc mo ta trong ban mo ta nay.

Do d6, theo khia canh thir nhét, sang ché d& cap dén vi khuén axit lactic L.
rhamnosus c6 sb dang ky CECT 8800 (con duoc goi & ddy 1a BPL00S) hogc thé dot
bién cua né, trong d6 ching dot bién thu dugc bang cach st dung ching luu trit 1am
1am vt liéu ban ddu va trong d6 thé dot bién nay giit lai dugc hodc cai thién thém kha
ning lam giam d6 pH cia CECT 8800.

Theo khia canh thir hai, ché sang ché dé cap dén ché phim #n kiéng hodc dugc
pham chira vi khuan theo khia canh thtr nhat va/hodc phuong an dugc mo ta bét ky cta
n6 trong ban mo ta nay.

Thuat ngit "#n kiéng" theo linh vuc nay dé cap dén ché d6 #n hoidc su diéu
chinh vé lugng hép thu dd in hogc thirc an. Theo do, ché phdm an kiéng 12 ché pham
thich hop dé duoc bd sung vao san phdm d6 an ding cho ngudi hodc san phim thirc an
dung cho vét nudi.

Theo khia canh thi ba, sang ché d& cap dén ché pham #n kiéng hodc dugc pham
theo khia canh tht hai va/hodc phuong an dugc mo ta bit ky ctia né trong ban md ta
nay, dé st dung trong didu tri rbi loan & phu nit, trong d6 ri loan nay 1a sy thiéu can
bing ctia hé vi khuin & 4m dao c6 trong tu nhién, su nhiém khuin 4m dao, su nhiém
khuén co quan sinh duc nit, sy nhiém khuin niéu sinh duc ho#c su nhiém khudn dudng
tiét niéu.

Theo khia canh th tu, sang ché dé cap dén san phadm 1am tir sita, sén phim db
ubng, san phdm dd in dé bd sung chét dinh dudng cho ngudi va/hodc san pham thirc
sn dé bd sung chat dinh dudng cho vat nudi, khac biét & chd, san phim nay chira ché

phim #n kiéng theo khia canh thir hai va/hodc phuong 4n dugc mo ta bét ky cta né
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trong ban mo ta nay.
Sang ché theo cdc phuong an cta n6 s& dugec mod ta dudi déy chi bang cach vi

du.

M6 ta chi tiét sang ché
Chung Lactobacillus rhamnosus méi
M3u cua chung Lactobacillus rhamnosus BPL005 méi di duge luu trir & CECT
(Coleccion Espariola de Cultivos Tipo) voi sb truy cap CECT 8800, ngay luu trit 15
thang 12 nim 2014. Viéc lvu trit ndy duogc thuc hién theo cac diéu kién cta Hiép udc
Budapest dbi voi Ghi nhan quéc té vé& luu trit giéng vi sinh vat nhim muc dich thuc
hién sang ché.
Theo khia canh thi nhat, sang ché @& cap dén chiing méi duge md ta trong ban
mo t& nay hodc "thé d6t bién ctia no".
Nguoi ¢co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hidu ring bang cach su
dung chung d& luu trit 1am vt li€u ban dau, dua vao k¥ thuat phat sinh dot bién hoic
k§ thuat phan 14p lai thong thuong, ngudi doc c6 k¥ nang trung binh c6 thé tao ra cac
thé dot bién khéc hoic din Xuét ctia n6 theo cach thong thudng ma van gitt lai céc dic
diém va uvu diém thich hop duge mo ta trong ban mo ta nay. Do do, theo khia canh thir
nhét, thudt ngit "thé dot bién ctia n6" dé chi cac ching dot bién thu dugce bing céch sir
dung ching da luu trit lam vat liéu ban dau.
Theo céch khac, sang ché dé cap dén phuong phap tao ra ching dot bién cta vi
khudn axit lactic L. rhamnosus c6 sb ding ky CECT 8800, trong d6 phuong phép nay
bao gbm céc budc sau:
(i): tao ra thé dot bién cua vi khudn axit lactic L. rhamnosus c¢b sb ding ky
CECT 8800;

(ii): phan tich cac thé d6t bién da duogc tao ra trong budc (i) va nhan biét chung
dot bién gitr lai dugc hodc cai thién thém kha ning lam giam d6 pH cia
CECT 8800; va

(iii) phan lap ching dot bién da dugc nhan biét trong bude (ii) nho d6 thu duge
chung dot bién cta vi khuan axit lactic L. rhamnosus c6 sb diang ky CECT
8800, trong d6 ching dot bién nay giit lai dugc hodc cai thién thém kha

ning lam giam d6 pH ctia CECT 8800.
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Tét hon 13, theo khia canh thir nhit, sang ché dé cap dén vi khuén axit lactic L.
rhamnosus ¢6 sb dang ky CECT 8800 (con dugc goi & day 1a BPL00S).

Bai bao (Chenoll E, Codoner FM, Martinez-Blanch JF, Ramon D, Genoves S,
Menabrito M. 2016. Complete genome sequence of Lactobacillus rhamnosus strain
BPL5 (CECT 8800), a probiotic for treatment of bacterial vaginosis. Genome
Announc 4(2):¢00292-16. doi:10.1128/genomeA.00292-16. Copyright© 2016 Chenoll
et al.) dugc cong b thang 4 nam 2016-nghia 13 sau ngay uu tién 29 thang 6 nam 2015
ctia Bing doc quyén sang ché chau Au s6 EP15174222.8 ctia don hién tai.

Bai bdo nay bdc 10 trinh tu hé gen day da cia vi khuén axit lactic L. hamnosus
c6 s6 dang ky CECT 8800 ciia sang ché.

RS rang 1 ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong linh vyc ndy s& tao ra chiing dot
bién CECT 8800 theo céch thong thuong, thim chi khong cin phai c6 kién thic vé

trinh tu hé gen — v6i trinh tw ma viéc ndy tham chi dé dang hon.

Ché phim in kiéng hodc dugc phim — khia canh tht hai cia sang ché

Nhu duge trinh bay trén day- theo khia canh thir hai, sang ché @& cap dén ché
phém an kiéng hodc dugc phém chtra vi khudn theo khia canh thtr nhit vi/hodc
phuong 4n dugc mo ta bét ky ctia né trong ban mo ta nay.

Noéi chung, ché phém an kiéng chua chit bd trg va/hodc ta duge chép nhan
duoc cho dn kiéng hodc dinh dudng.

Noi chung, duoc phém chira chét b6 trg va/hodc ta duge dugc dung.

Thong thudng, ché phadm chira vi khudn & dang dd dugc cd dic bao gbm céc
dang ¢o dic dugc dong lanh, lam kho hodc dong kho nhanh thudng co6 ndng o té bao
séng nam trong khoang tir 10* dén 10" don vi tao khuén lac (colony forming unit: cfu)
trong mdi gam ché phim. C6 thé tét hon néu khoang nay nim trong khoang tlr 10® dén
10" cfu trong mdi gam ché phdm hozc nim trong khoang tir 10% dén 10" cfu trong mdi
gam ché phim. Khoang thich hop cling ¢6 thé nim trong khoang tir 10® dén 10" cfu
trong mdi gam ché pham.

C6 thé t6t hon néu ché phém chtra vi khudn dugc sy khé & nhiét do thép (duge
thé hién theo cach khéc 1a dong kho nhanh).

Ché phdm c6 thé chira c4c thanh phan khac nhu chit bao quan dong lanh (vi du
maltodextrin) va/hodc cic chét phu gia thong thuong bao gbm ca cac chét dinh dudng

nhu dich chiét nAm men, duong va vitamin.
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Tét hon néu ché phdm chira vi khuén dugc sdy kho & nhiét do thip c6 chira chét
bao quan dong lanh thich hop (vi dy, maltodextrin).

Nguoi co hiéu biét trung binh trong linh vyc nay s& hiéu ring trong ban mo ta
nay — theo mot sd phuong 4n, ché phim n kiéng hodc dugc phim nhu dwgc mo ta
trong ban mo ta nay s€ chira nhiéu ching thudc cing mdt loai hodc thude cac loai khac
nhau. Vi du dién hinh v& t6 hop hitu ich cta vi khuén axit lactic trong ché phim nhu
duoc md ta trong ban mé ta nay 12 hdn hop cla Leuconostoc sp. va mot hodc nhidu vi
khuln Lactococcus subsp. nhu Le. lactis subsp. lactis, Le. lactis subsp. cremoris hogdc
Le.s lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis.

Vi khuén cling co thé 14, vi du, L. crispatus, L. rhamnosus, Lactobacillus
Jjensenii va/hodc L. gasseri.

Dang st dung ctia ché phim theo séng ché thich hop dé st dung qua duong
miéng hodc st dung khu tru qua dudng dm dao c6 thé dugc vu tién. Theo mdt vi du, vi
khuln c6 lgi dé st dung cho phu nit c6 thé dugc dung qua dudng miéng & dang vién
nang hoic (dugc nap vao tui) duogc tao huyén phu trong d6 udng hoic & dang sira lén
men (sita chua). Khi dugc ding qua dudng miéng, ching dugc cho la con song khi di
qua da day va ta trang (c6 tinh bn dinh nhit dinh ddi véi axit va dich mat) va tao khuan
lac mot cach tam thoi trong rudt. Tu 46, mot s6 lugng nho vi khuén s& di chuyén dén
am dao va (mot 1an nita tam thoi) tao khuén lac & niém mac 4m dao. Vi khuén c6 loi
ciing ¢6 thé dugc sir dung theo cach thong thuong dudi dang vién nang hodc thudc dan
dit Aam dao va dugc sir dung truc tiép vao am dao. Tac dung bao vé cia Lactobacillus
khang lai cac tic nhan gy bénh tiém 4n trong &m dao dugc tao ra nhd hoat tinh
chuyén hoa ctia Lactobacillus. Vi khudn nay sir dung glycogen va cac ngudn glucoza
khéc va san sinh ra axit lactic. Po pH thép dugc tao ra theo cach nay giy hai cho vi
khudn va ndm it dugc mong mudn va do d6 bao vé niém mac am dao khang lai sy
nhiém khuén. Do d6, ché phim theo séng ché c6 thé duoc ding & dang thude dan, vién
nang dat 4m dao dé dung qua dudng 4m dao hodc vién nang duge bao, vién nén, tui,
vién tron, vién hat nho, lo nho dé st dung qua dudng miéng cling nhu sita chua, o

udng sita chua, sita 1én men, nude ép va cac do uong va do dn 1én men khéc.

Str dung dé diéu tri rbi loan & phu nit — khia canh thir ba cia sang ché
Nhu duoc trinh bay trén ddy — theo khia canh thir ba, sang ché dé cap dén ché

phim #n kiéng hoic dugc phim theo khia canh thir hai va/hodc phwong an d dugc md
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t4 bit ky ctia n6 trong ban mo ta nay, dé sir dung trong diéu tri rdi loan & phu nit, trong
d6 rdi loan nay la su thiéu can béng cua hé vi khuin & 4m dao c6 trong tu nhién, sy
nhidm khudn 4m dao, sy nhiém khuén co quan sinh dyc nit, su nhi®m khuén niéu sinh
duc hoic sy nhiém khuén dudng tiét niéu.

Trong ban mo ta ndy, nguwodi co hiéu biét trung binh trong linh vuc nay s& hiéu
rang-lién quan dén rdi loan & phu nit, vi dy, ché phdm an kiéng hodc duoc phim nhu
dugc mo ta trong ban mo ta nady s& dugc sir dung nhidu 14n dé phuc hdi va/hodc duy tri
hé vi khudn & 4m dao c6 loi cho strc khoé.

Theo céch khéc, khia canh thir ba c6 thé dugc @& xuét lién quan dén phuong
phéap diéu tri rbi loan & phu nit, trong d6 r6i loan 13 su thiéu can béng cua hé vi khudn
& 4m dao cé trong tu nhién, sy nhiém khudn 4m dao, sy nhiém khuén co quan sinh duc
nit, sy nhiém khuan niéu sinh duc hodc su nhiém khuén dudng tiét niéu, & phu nit,
trong d6 phuong phép nay bao gbdbm buéc cho phu nit sit dung lugng thich hop cia ché
pham #n kiéng hodc dugc pham theo khia canh thir hai va/hodc phuong 4n da dugc mo
ta bt ky ciia n6 trong ban mo ta nay.

Trong ban md ta nay, cdc vi du vé rdi loan ¢6 lién quan 1a nhiém khuin 4m dao,
viém 4m dao, nhidm khudn am dao man tinh, nhiém nim man tinh, nhiém khuin
duong tiét niéu man tinh trong thoi ky méan kinh, viém 4m dao teo, nhiém khuin a4m
dao hodc viém 4m dao do vi khuén.

Theo phuong an dugc uu tién, rdi loan & phu nit 12 viém 4m dao do vi khuin
(BV).

Ngoai ra, dugc pham theo sang ché 13 dic biét thich hop dé st dung trong didu
tri hodc ngin nglra viém am dao do vi khuén khéng c6 triéu ching va tai phat trong

thoi ky mang thai hodc sinh non do viém 4m dao do vi khuin gay ra.

San phdm lam tir sita, san phim d6 ubng, san phdm db #n v.v — khia canh thir tu cua
sang ché

Nhu duge trinh bay trén day — theo khia canh thir tu, sang ché dé cép dén san
pham 1am tir sita, sén phim @0 udng, san phim db an dé bd sung chit dinh dudng cho
nguoi va’hodc san phim thirc an dé bd sung chét dinh dudng cho vat nudi khac biét &
chd, san pham nay chta ché pham in kiéng theo khia canh tht hai va/hodc phuwong an
da dugc mo ta bat ky ctia né trong ban md ta ndy.

San pham 1am tir sita theo sang ché c6 thé bao gdm sita, sita chua, phé mat, cac
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san phdm dugc lam ddng nhit (chu yéu tao thanh tir sita, phé mat, tréi cdy), sita lén
men hoidc khong dugc 1én men (bao gdm sita bot, sita khong chtra lactoza, sita khudy)
chira vi khudn c6 lgi. Phé mét ding cho didu tri c6 thé thu duoc bing cach bd sung céc
sinh vat 13 vi khudn c6 1¢i thich hgp & dang kho c6 dédc trong pha xir Iy pho mat nhét
dinh dé dam bao viéc cung cép lidu vi sinh vét can thiét cho co thé. Cac db uéng c6 thé
12 @b ubng tirc thoi hodc nude chua ché phim cua sang ché.

Céc san phdm két hop, san phém 13m tir sita va san phim db in néu trén 14 thich
hop dé str dung trong didu trj chinh céc r6i loan & phy nit nhu dugc trinh bay trén day-
nghia 14 dé st dung trong diéu tri r6i loan & phu nit, trong d6 16i loan nay 1a su thiéu
can béng cua hé vi khuin & 4m dao c6 trong tu nhién, sy nhi®m khuin 4m dao, su
nhiém khuén co quan sinh dyc ni¥, su nhiém khuén niéu sinh duc hoic su nhi®m khuén
duong tiét nidu.

Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén phuong phép san xuét dd #n 1én men
hodc san pham thirc &n 1én men, trong d6 phuong phép nady bao gbm buéde bd sung vi
khuin axit lactic Lactobacillus rhamnosus theo khia canh th@ nhat vao nguyén liéu
ban du cta dd #n hodc san phdm thirc dn va duy tri nguyén liéu ban du da ciy vi
khuén thu dugc trong diéu kién ma khi d6 vi khuén axit lactic c6 hoat tinh chuyén hoa.

Céac nguyén liéu ban dAu cta san phdm dd an hitu ich bao gbm nguyén liéu bét
ky thudng duge dua vao bude 1én men vi khuén axit lactic nhu sita, nguyén liéu thuc
vat, san phém thit, nudc ép tréi cdy, mdc, bdt nhao, dau trong va bt nhdo.

Céc san phim 1én men thu dugc bang phuong phép néu trén lam vi du dién hinh
bao gdm céc san pham 1am tir stta nhu sita 1én men, sita chua, ph6 mat bao gbm ca cac
san pham phé mat twoi hodc phé mat mozzarella va bo sira.

Theo cac phuong an khéc, nguyén liéu nén 1 nguyén liéu ban dau ding cho
thirc dn chin nudi nhu ¢d U twoi, vi du, co, nguyén liéu ngi cbe, dau Ha lan, cd linh
lang hotc 14 ¢t cai dudng, trong d6 moi truong nudi cAy vi khuin dugc cdy vao cdy
trdng dung lam thic dn can duge cho vao xild dé thu duogc su béo ton cta né hoic
trong céc san phim thai cia vat nudi giau protein nhu nguyén ligu thai cia khu giét md
va nguyén liéu thai cua cd, cling nham muc dich bdo quin nguyén liéu thai nay lam

thirc dn chén nuoi.

Vi du thwe hién sang ché
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Vi du 1: Phén 14p va xac dinh tinh chét cua vi khudn L.rhamnosus BPL005 theo sang

ché
Nguyén liéu va phuong phéap

1. Phén 14p va chon loc cdc chung

Pé thu duge céac thé phan 14p tir Am dao cua phu nit khoé manh, cac mau duoc
14y tir khu vuc gilta &m dao clia mudi bdn phu nit trude thoi ky c6 kinh nguyét khoé
manh trong do tudi tir 18 dén 45. Céc tidu chi loai trir dugc dua ra la phu nit dang
mang thai va cho con b, dang trong thoi ky c6 kinh nguyét & thoi diém 14y miu hozic
c6 st dung liéu phap khang vi sinh vat ddi v4i bénh viém am dao trude do.

Tam bdng dugce phét vao cac dia aga MRS va U trong didu kién ky khi & nhiét
do 37°C. Cac que khong hinh thanh bao tr Gram dwong duogc chon lam lactobacillus
gia dinh. Mo6i truong nudi cdy tinh khiét dugc bao quan trong thoi gian dai (¢ nhiét do
-20°C) trong glyxerol dé phan tich thém.

2. Nhan biét phan ttr

Pé dam bao rang cac thé phan 13p 12 duy nhét, profin ADN dang da hinh duoc
khuéch dai ngdu nhién (RAPD) bing agaroza dugc tao ra va cac thé phan 1ap kép duge
loai bo.

Viéc nhan biét phan ti dwgc thyc hién bang cach giai trinh ty gen ARN
ribosom 16S theo tai liéu cia Chenoll va cac dong tac gia (Novel Probiotic
Bifidobacterium bifidum CECT 7366 strain active against the pathogenic bacterium
Helicobacter pylori. 2011. Applied and Environmental Microbiology. 77(4): 1335-
1343). Tom lai, ADN tir méi truong nudi cdy tinh khiét duoc chiét va tinh ché va ADN
ribosom 16S duoc khuéch dai bang cong nghé PCR. Céc san phém khuéch dai duoc
tinh ché va giai trinh ty. Viéc xac dinh duoc thuc hién b%mg cach so sanh cac trinh tu

thu dugc voi co s¢ dit liéu BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3. Chon loc ching lam giam d§ pH t6t nhat

Pé nghién ctru kha niang lam giam d§ pH cta cac ching lactobacillus, moi
truong nudi cdy da duoc chuin hoa cta cac ching duogc cho sinh trudng trong moi
truong de Man, Rogosa va Sharpe (MRS) trong 17 gi¢ ¢ nhiét 46 37°C. Do pH cubi
duoc xac dinh véi su trg gitip ctia dung cu do d6 pH. Céc thir nghi¢ém dugc thue hién

ba 14n. Khi céc thir nghiém dugc thyc hién riéng r&, t6 hop cia cac ching lam giam d6
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pH tbt nhit dugc thir nghiém. Dé thuc hién thir nghiém nay, ca hai ching dugc dong
nudi cdy trong mdi truong MRS trong 17 git & nhiét 46 37°C va do pH cudi dugc x4c

dinh véi sy trg gitp cta dung cu do do pH.

4. Nhan biét profin axit hiru co

Pé thu dugc profin axit hitu co cia cic ching dugc lya chon, mdi chiing dugc
nudi cdy trong didu kién ky khi & nhiét do 37°C trong binh 1én men c6 dung tich 1 lit
(Biobundle; Applikon), trong méi truong cong nghiép duoc tdi wu hoa trong Biopolis
d6i véi vi khudn Lactobacillus. Dbi véi mdi chung, hai diéu kién dugc thir nghiém: c6
kidm soat va khong kiém soat ¢ pH. Trong ca hai truong hop, d0 pH dugc theo doi
trong thtr nghiém nay. Cac mAu dugce thu hoach trong subt qua trinh thtt nghiém. bpé
dinh lwong axit hitu co, 0,8ml dich ndi bé mit khong chira té bao dugc tron 14n bing
cach xoay tron vé6i 0,2ml hdn hop chira axit meta-phosphoric 5%, ddng sulfat
(1,56mg/ml) va axit 4-metyl valeric 50mM lam chét chudn néi. Sau d6, cac mau duoc
loc qua c& 16 0,45pm va pha loang theo ty 1€ 1/2 va 1/10.

Viéc danh gia céc axit hitu co duge thuc hién bang phuong phap séc ky HPLC.
Bom phan phan uéc cua 10ul mau da xit Iy vao thiét bi HPLC Alliance 2695 (Waters)
duoc trang bi cdt Rezex (axit hitu co ROA (H+) 8% 300x7,8mm, 8um [Premium])
trong cac diéu kién duogc x4c dinh theo nha san xuét. Viéc phéat hién dat dugc theo chi
s cta thiét bi phat hién khic xa (2414 Waters). Dung moi rira gidi dugc loai khi bing
H,S0, 2,5mM véi te do dong ding dong bing 0,6ml/phut. Trong tit ca cac trudong
hop, cac dudng cong dinh luong dugc tao ra bang cach bd sung hdn hop da xac dinh

trude do.

5. Su khang lai céc san phim c6 bén trén thi truong.

Pé thir nghiém sy khéng lai cdc san pham dung trong phu khoa khac nhau cla
chung BPLO00S, phén phan uéc cta dung dich gbc truc tiép clia mdi san phim duoc
hoa tan trong moi truong canh thang dén ndng d6 5120 pg/ml va loc qua c& 16 0,22pm.
Céc dung dich gbc duge bao quan & nhiét do -80°C. Tir dung dich pha loang thir nhét,
cac hé pha loang theo bac ¥ dugc thyc hién trong khoang tir 512 dén 0,125 pg/ml. Cac
nguyén liéu céy thu duoc truc tiép tir khuén lac 24 gi0, duogc tai tao huyén phu trong
dung dich nu¢c mubdi dén d6 duc MacFarland 0,5 va dugc pha loing theo ty 1€ 1/20
trong dung dich nu6c mubi. Cac thir nghiém duoc thye hién trong cac dia co nhiéu 16

va 0 trong didu kién ky khi & nhiét do 37°C trong 24 gid. Nong do we ché t6i thiéu
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(MIC) duge thiét 1ap 1am ndng do tbi thidu ma khi d6 chét khang sinh tao ra sy irc ché
106 rang (khong c6 su phat trién). Trong trudng hop cac san pham c6 d6 duc cao, cac
thir nghiém duoc bd sung buéc thir hai trong d6 5pl dung dich nuwéc cai 24 gid chira
BPL005 trong mdi trudmg IST véi sy ¢ mit cua cac san phim c6 ban trén thi trudong
d3 pha loang theo bac dugc nhé giot vao cac dia aga dé x4c nhén su sinh truéng cla vi

khuén c6 lgi.

6. Trinh tu hé gen

P& thu duoc toan bd trinh ty hé gen va phén tich hé gen ddy du cua chung
BPL005, viéc giai trinh tu hé gen va phén tich thong tin sinh hoc dugc thuc hién.

i) Giai trinh tu:

Pé thu dugc toan bd hé gen cia ching duge chon, vién vén ndéng dd cao thu
dugc tir ngan hang té bao chu va ADN c¢6 do tinh khiét & mirc cao duge chiét béng
phuong phap thil cong theo tai liéu cta Pitcher va cac ddng tac gia (Rapid extraction
of bacterial genomic DNA with guanidium thiocyanate. 1989. Letters in Applied
Microbi-ology. 8 (4): 151-156). Viéc giai trinh tw dugc thyc hién v6i su trg gitp cua

thiét bi Pacific Biosciences platform (PacBio).

ii) Phan tich thong tin sinh hoc:

Céc trinh tu tho thu dugc tir viéc giai trinh ty toan bo hé gen dugc 1ap rap bing
cach tao cAu triic khung can duoc sir dung dé dién giai hé gen. Cac ARN véan chuyén,
ARN ribosom va cac khung doc md (ORF) s& dugc dy doan. Chirc ning cia cac ORF
s& dugc dién giai bing cach so sanh mdi ORF vdi co sé dit liéu chira tAt ca céc trinh tu
tir gi¢i vi khun. Khi chtrc niang gen két hop voi mdi ORF, céc gen khang doc luc va

khéng sinh s& dwoc tim kiém va dugc liét ké.
Két qua

1. Phan 14p va chon loc cic ching

Téng s6 thu dwgc muoi bdn miu va phét vao cic dia aga MRS dé thu dugc cac
thé phan 1ap. Muoi bbn ching thu dugc trong s6 100 thé phan lap dugc thu hoach. Tét
¢ trong s6 chung thu dugc tir cac mAu 14y tir &m dao. Khi duge thu hoach, cac ching
dugc bao quan trong thoi gian dai (¢ nhiét d -20°C) trong glyxerol dé phan tich thém.
Céc thé phén 1ap thu dugc duge phéan loai trén co s¢ nhuém Gram va hinh thai hoc té

bao. Mudi bdn que Gram duong khong hinh thanh bao tr dugc phén loai lam
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Lactobacillus gia dinh va do dé dugc chon loc dé x4c dinh tiép.

2. Xac dinh phén tir

Khi cac thé phan 14p dugc thu hoach, profin RAPD agaroza dugce thuc hién dé
loai b6 céc thd phan 1ap kép. Trén co s& profin RAPD, mudi bon thé phén lap dugc
ghép nhém trong séu ching khac nhau. Céc ching duge xac dinh bing cach giai trinh
tu ARN ribosom 16S (Bang 1) va cac ching Lactobacillus dugc chon loc dé nghién
ctru thém (Bang 2). Ngoai ra, cac chung thu hoach L. crispatus CECT 4840 va L. iners
DSM 13335 duoc dua vao nghién clru nay.

Bang 1. Cac nhém thu duoc bing profin RAPD va giai trinh ty ARN ribosom 165

Gibng Thé phan 1ap (ching)
Lactobacillus 14 (6)

Té4c nhan giy bénh 10 (5)

“Vi khudn khong nudi cy” 6 (6)

Céc gidng khac 14 (14)

Bang 2. Céc chung Lactobacillus thu duge

Xéac dinh Ching
Lactobacillus casei BPLO13
BPLO16
BPLO017
L. jensenii
BPLO035
BPL044
L. rhamnosus BPLO005

3. Lwa chon ching lam giam d¢ pH t6t nhat

Kha ning 1am giam do pH cua cac ching dugc nghién ctru. Bang 3 thé hién tom
tét cac két qua thu dugc. Trong céc thir nghiém duge thuc hién chi v6i mot ching, do
pH dugc giam di trong tt ca céac truong hop. Thu dugc mic giam do pH cao nhét

trong truong hop chung L. rhamnosus BPL00S, 40 pH cudi bang 3,82.

Béang 3. P pH thu dugc trong cic mdi trudng sinh trudng cia ching lactobacillus

(thtt nghiém v6i moi treong nudi cdy tinh khiét)
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Chung b6 pH
P6i ching (mdi truong khong nudi cdy) 6,1

L. crispatus CECT4840 4,55
L. iners DSM13335 4,52
L. casei BPLO013 4,30
L. jensenii BPL016 4,46
L. jensenii BPL017 4,30
L. jensenii BPL035 4,34
L. jensenii BPL044 4,61
L. rhamnosus BPL005 3,82

Dua trén két qua vé murc giam do pH, ching L. rhamnosus BPLOO5 va L. casei

BPL013 dugc lya chon dé nghién ctru thém.

4. X4c dinh profin axit hitu co

Céc axit hitu co dugec mo ta lam cac chét chuyén ho4 trc ché va ciing 1am hop
chit c6 hidu qua ddi véi céc vi khuin c6 lgi. Trong truong hgp nay, cdc ching
BPL005 va BPL013 dugc phén tich trén co s¢ kha nang san sinh ra axit hiru co ciia nd
trong binh 1én men c6 dung tich 1 lit. Lién quan dén su giam do pH trong cac thir
nghiém ma khong cAn kiém soat do pH-trong trudng hop ching BPL00S, d6 pH ban
dAu giam rét nhanh. O thoi diém 5 gior 1én men, 6 pH bing 3,7 va & thoi diém 10 gio
1én men, d§ pH dat dén gia tri ti thiéu cta n6 (46 pH=3,0). Trong truong hop ching
BPL013, d6 pH giam dan, vi do pH thép nhit & thoi diém 30 gio 1én men.

Bang 4 va Bang 5 thé hién mirc d0 tao ra céc axit hiru co. Trong truong hop 1€n
men cé su kiém soat d6 pH, céc mau duoc thu hoach khi két thic qua trinh 1én men.
Trong tét ca céc truong hop, thu duogc ndng do cao nhét d6i vé6i axit lactic, véi ndng do
cao nhét bing 22,53/l trong truong hop BPLO13 va 19,90g/1 ddi véi ching BPLO0S,
trong qua trinh 1&n men c6 d6 pH dugc kiém soat. Viéc tao ra axit lactic nhanh chong
trong truong hop chiing BPL005 1a phu hop véi kha néng 1am giam d6 pH & muc cao
cta né trong thoi gian ngén. Su tao ra axit lactic 1am giam d¢ pH sau d6 d6i v&i ca hai
chung 1a rd rang hon nhiéu trong trudng hop chung BPL0O0S.

Lién quan dén sy tao ra céc axit con lai, ching BPL005 14 chiing san sinh ra

axit tot nhat trong tit ca cac truong hop. Da c6 théng bao ring céc axit hitu co ndy cd

-17-



29444

thé e ché tic nhan gdy bénh la vi khudn va nidm men (Juarez ef al. Urogenital
pathogen inhibition and compatibility between vaginal Lactobacillus strains to be
considered as probiotic candidates. 2011. European Journal of Obstetrics &
Gynecology and Reproductive Biology. 159: 399-406). Trong treong hop axit lactic,
néng do thu dugc cao hon so vé6i néng d6 da duoc md ta trude do trong tai liéu tham

khao cua Juarez va cac dong tac gia dd néu trén day.

Bang 4. Nong d9 axit hitu co (g/1) thu dugc trong qué trinh 1én men chiing BPL005

Nong d6 axit hiru co (g/1)

Khong kiém soét do pH Kiém soat do pH
5 gi¢ 22 gid 45 gid 22 gi¢
Axit lactic 3,172 £ 0,066 12,168 £ 0,223 15,635+0,158 19,731 +0,232
Axit axetic 0,105 + 0,050 0,123 +£0,058 0,143 +0,058 0,145+ 0,049
Axit propionic 0,740 + 0,029 0,155+0,029 0,210+0,026 0,134+ 0,013
Axit butyric 0,074 + 0,041 0,074 +£0,041 0,072+0,039 0,082+ 0,041
Axit suxinic 0,114 £0,025 0,112+0,042 0,157+0,033 0,175+ 0,008

Bang 5. Nong d¢ axit hitu co (g/L) thu dugc trong qua trinh 1én men ching BPL013

Nong d6 axit hitu co (g/1)

Khong kiém soat do pH Kiém soat d6 pH
5 gio 30 gio 42 git 42 git
Axit lactic 0,479+ 0,090 1,387+0,096 10,093 £0,088 22,814+ 0,397
Axit axetic 0,060 + 0,051 0,065+0,051 0,084 + 0,054 0,109 £+ 0,064
Axit propionic 0,058 = 0,041 0,045 +0,030 0,058 + 0,027 0,058 + 0,023
Axit butyric ND ND ND ND
Axit suxinic 0,092 +0,001 0,11 +0,002 0,104 + 0,023 0,133 + 0,032

ND: khong dugc phat hién.

5. Su khang lai cac thr nghiém san pham c6 bén trén thi trudng.

Céc két qua thu duge véi cac san phim c6 ban trén thi trudng dung trong phy
khoa dugc thé hién tom tit trong Bang 6. Trong tht ca cac truong hop, chung BPL005
khang lai néng dd cao nhét dugc thir nghiém va khong quan sat dugc su Gc ché nao,

tham chi & ndng dd cao nhat trong cic san pham trong nén gel va kem.
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Bang 6. C4c tri s6 MIC thu dwoc ddi véi san phim trén co s& progesteron.

San pham MIC (mg/ml)
Ultrogestan >20mg/ml
Progeffik >20mg/ml
Prolutex >20mg/ml
Crinone >22mg/ml
Darstin >2,22mg/ml*

*Khong thé thir nghiém ndng d6 cao hon do ndng d6 ban dau cta né.

6. Trinh ty h¢ gen

Toan bd hé gen cua ching BPL005 dugc gidi trinh ty. Viéc chiét toan bd hé gen
duoc thuc hién; viéc xac dinh ching duge ching minh va viéc giai trinh ty dugc st
dung. Viéc lip rap tao ra d tiép can duy nhét bang 3,023Mb. Khong c6 trinh twr nao

dugc du dodn 1a plasmit.

Két luan

Két qua cta vi du ndy da ching minh céc ddc diém c6 loi lién quan sau ddy cua
chiing BPL0O05 L. rhamnosus dugc phén 1ap:
1: Chung nay dugc phén 14p de novo tir cac thé phan 14p tr &m dao phuy nit khoé manh-
nghia 1 rd rang khong c6 ly do gi dé cho ring ching nay khong phai 1 ching méi;
2: Profin ADN dang da hinh dugc khuéch dai ngiu nhién (RAPD) d4 ching minh ring
ching nay khéc véi cac chung khéc va viéc giai trinh tw ARN ribosom 16S da cho thay
rang BPL00S 1a mdt chung L. rhamnosus duy nhét;
3: BPL0O05 c¢6 kha ning lam giam do pH cao nhét trong sb cac ching dugc phan 1ap tir
am dao;
4: Trong céc thir nghiém ma khong co sy kiém soéat do pH, BPL005 c6 tac dung lam
giam d6 pH nhanh chong. Su tao ra axit lactic nhanh chong trong treong hop chung
BPL005 12 phi hop véi kha ning cao 1am gidm do pH trong thoi gian ngin cia né.
Lién quan dén su tao ra cac axit con lai, ching BPL0OS 1a chung san sinh ra axit tbt
nhét trong s6 cac chiing thir nghiém;
5: Lién quan dén su khang lai cac san phidm c6 bén trén thi trudng dung trong phu
khoa - chung BPL005 c6 su khéng lai v6i néng dd cao nhét dugc thir nghiém va khong

quan sat dugc su trc ché nao;
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6: Viéc giai trinh tu hé gen cla toan bd hé gen clia ching BPL005 da cho thiy ring n6
c6 0 tiép can duy nhét 3,023Mb — nghia 13 trinh tu hé gen khong phai 1a trinh tw da
duge mo ta trong cac giai phap k¥ thuat da biét.

Vi du 2: So sanh BPLO0O0S véi cic san phém chira vi khuén c6 1oi ¢6 ban trén thi truong
dung trong phu khoa

Nguyén liéu va phuong phap

Té bao séng trong san pham.

Pé nghién ciru chuyén sau vé& cac san phim chtra vi khudn c6 lgi khic nhau
hién c6 ban trén thi trudong, phan tich nhém gbm 18 san phim trén co s& céac vi khuén
¢6 loi. Céc san pham thir nghiém duoc thé hién tom tét trong Bang 7. P6i v6i mdi séan
phim, ndng d6 thu dugc theo s6 dém trong cac dia MRS va thir nghiém chirc ndng cua
céc ching. P& nghién ctru chirc ning, cdc chung vi khudn c6 loi dugc phan 18p, xdc
dinh bing cach gidi trinh ty ADN ribosom 16S va kha nang lam giam d6 pH cua no

dugc thtr nghiém.

Bang 7. Cac san pham c6 ban trén thi trudong dugc phan tich

San pham c6 bén trén thi truong  Loai san phdm

Ginegea Candida stick Bot

HydralinFlora Vién nang

mediGYNE Vién nang

GynOphilus LP Vién nang

GynOphilus Vién nang

FLORGYNAL TAMPON Bang v¢€ sinh

Symbiovag Vién nang

SYMBIO Vag Vién nang cimg dé dit m dao
Muvagyn probidtico Bing vé€ sinh

Muvagyn Probidtico Vién nang

Isadin o barcilus ISDIN Vién nang mém dé dit am dao
NORMOGIN 40mg Vién nang

Lactonorm Vién nang

ACIDIF CV Vién nang
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Vaginol Vién nang cimg dé dit m dao
Gyno-canesflor Vién nang

Floragyn Vién nang cimg dé dit 4m dao
Lactoflorene Gyn Vién nang cimg dé dit am dao

Céc chiing vi khuan c6 lgi dugc phan 1ap tir cdc san phdm c6 ban trén thi truong
va dugc bao quan & nhiét d9 -80°C. Viéc xdc dinh & cép do loai dugc xac nhin béng
cach giai trinh tv ADN ribosom 16S. Péi v4i mbi chiing, cac th nghiém lam giam do
pH dugc thuc hién nhw da gii thich trén day. Chung BPL005 duoc dua vao lam d6i

chtng.

Két qua
Té bao sbng trong san pham

Pé nghién ciru chuyén siu cac san pham vi khudn c6 loi khac nhau hién c6 ban
trén thi trudng, phan tich nhém gbm 18 san phim trén co s& vi khuén c6 lgi. Céc san
pham thir nghiém duogc thé hién tom tét trong Bang 8. Déi v6i mdi san phim, nbéng do
thu duge theo s @ém trong cdc dia MRS va thir nghiém chirc néng cta cac ching nay.
Dé nghién ctu chic nang, phén ldp cac chung vi khuin c6 loi, duge xac dinh bang
cach giai trinh tw ADN ribosom 16S va kha ndng lam giam do pH cia n6 dugc thir

nghiém.

Bang 8. Phén tich so sdnh cic san phim c6 bén trén thi truong

] Vi khudn Téng sdvi Vi khuan song
San pham c6 ban trén . ) . .z .
’ Loai san pham song Luong (g) khuinsong theo ly thuyét
thi truong
(CFU/g) (CFU) (CFU)
Ginegea Candida
) Bot 5,70E+09 2 1,14E+10 1,00E+09
stick
HydralinFlora Vién nang 2,77TE+10 0,20 5,53E+09 1,00E+08
mediGYNE Vién nang 1,30E+09 0,20 2,60E+08 1,00E+08
GynOphilus LP' Vién nang 1,78E+09 0,88 1,56E+09 877mg’
GynOphilus' Vién nang 4,00E+09 0,34 1,36E+09 341 mg'
FLORGYNAL
Bing v¢ sinh 1,18E+09 1,60 1,88E+09 -
TAMPON
SYMBIO Vag Vién nang cung d¢  9,00E+08 2 1,80E+09 1,00E+09
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dat &m dao
Muvagyn probiotico Bing vé sinh
Muvagyn Probidtico Vién nang
Isadin o barcilus Vién nang mém dé
ISDIN dat am dao
NORMOGIN 40mg' Vién nang
Lactonorm Vién nang
ACIDIF CV Vién nang
Vaginol Vién nang cimg dé

dat &m dao
Gyno-canesflor Vién nang
Floragyn® Vién nang cling dé

dat am dao

Vién nang cung dé
Lactoflorene Gyn
dat &m dao

2,20E+07
1,80E+09

7,70E+08

3,20E+06
6,40E+08
1,40E+08

2,20E+10

5,90E+04

2,34E+05

3,10
0,41
2,82

1,00

0,42
1,05

0,34
2,00

0,62

6,83E+07
7,33E+08
2,17E+09

3,20E+06

2,70E+08
1,47E+08

7,41E+09
1,18E+05

1,44E+05

1,00E+08
1,00E+08

1,00E+08

40 mg'
1,00E+112
5,00E+08

1,00E+08

1,20E+06

C4c liéu duge tinh theo mg, khong phai theo CFU; ?Kha ning sdng theo thoi gian bao

nang; 3Khéng ¢6 vi khuan c0 l¢i trong san pham; Vi khuén ¢6 lgi duoc 1am tan

Nhu dugc thé hién trong Bang 8, cac két qua rit khac nhau. Mot sb két qua

trong s chiing cho thdy sb lwong té bao sbng thap hon so véi tiéu chuén.

Kha ning lam giam d¢ pH

Céc ching vi khudn c6 1oi tir cc san phim c6 ban trén thi truong duoc phéan 14p

va khé ning 1am giam do pH cua ching dugc thit nghiém. Bang 9 thé hién két qua so

sanh thu dugc cta chung.

Bang 9. Két qua 1am giam do pH thu duoc d6i v6i cac vi khuén c6 1oi c6 ban trén thi

truong
San pham Vi khuén c6 loi duoc phanlap DO pH cubi
L. gasserii 4,33
MediGYNE
L. rhamnosus 3,55
HydralinFlora L. plantarum 3,55
GynOphilus LP L. casei rhamnosus Doderlein 4,20
FLORGYNAL tampon L. rhamnosus 4,25
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L. fermentum 4,10
L. gasserii LN40 4,21
Muvagyn L. fermentum LN99 4,23
L. rhamnosus LN113 4,24
I[sadin a barcilus ISDIN L. plantarum 3,93
GynOphilus L. casei rhamnosus Doderlein 4,17
Lactonorm L. acidophilus 4,23
BPL005 (d6i ching) L. rhamnosus 3,73

Céc két qua thu duge cho thdy ching BPL005 c¢6 mirc giam d6 pH twong tw nhur

céc vi khuan c6 loi tot nhat duge thir nghiém.

Két luan

Céac két qua ctia vi dy nay cho thdy ring ching BPLO005 c6 tac dung lam giam
do pH tuong tw véi vi khuan c6 loi t6t nhit dugc thit nghiém cta cic sin pham vi
khuan c6 1oi c6 ban trén thi truong dung trong phu khoa c6 lién quan trong ban mo ta

nay.

Vi du 3: Panh gid nang suét ctia chiing Lactobacillus BPLO0S trong qua trinh san xuéit

& quy md phong thi nghiém (thé tich 1 lit)

Nguyén liéu va phuong phap

Pé danh gia nang suét, ngén hang té bao chu va ngan hang t€ bao 1am viéc &
nhiét o -80°C dugc tao cAu tric.

Qua trinh san xuit & quy mo phong thi nghiém dugc thuc hién trong binh Ién
men ¢6 dung tich 1 lit (Biobundle; Applikon), trong moi trudng cong nghiép duoc tdi
wu hoa dbi véi vi khuln lactobacillus. Moi trudng nudi cdy thu dugc trong céc diéu
kién tiéu chuén (Bang 10) va cac té bao dugc thu hoach bang cach ly tAm. Sau khi
dugc thu hoach, cac vién von dugc tai tao huyén pht trong dung dich chit mang trén

co s& maltodextrin va dugc 1am dong lanh & nhiét 6 -80°C va duoc dong kho nhanh.

Bang 10. Cac diéu kién 1én men

Théng sb Tri sb
Binh 1én men OD thoi gian 0 gio 0,1
Nhiét do 37°C
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Léc 100 vong/phut
MOoi truong Ky khi

bo pH 6,3

MBoi truong nudi cly BRFS

Pé danh gia tinh kha ning chiu dugc cac qua trinh dong lanh va dong kho
nhanh cla céc chung vi khuén, kha ning séng cua té bao dugc kiém tra trén céc dia
aga MRS trudce khi duoc thu hoach va sau khi dong kho nhanh.

Nghién ctru tinh 8n dinh clia san phdm dong kho nhanh

Bot dong khd nhanh dugce bao gbi trong chan khong va bao quan & nhiét d6 5°C
(+3°C). Tinh 6n dinh cua san phim dugc kiém tra theo s6 dém trong MRS trong 15
thang.

Két qua

Pé thu duoc két qua danh gia vé& hi¢u qud ctia ching BPL00S, qué trinh san
xuét & quy mo phong thi nghiém duge thuc hién. Cac két qua thu duoc duoc thé hién
tom tét trong Bang 11. Céc két qua thu duge cho thdy hiéu qua tdt ctia ching BPL005

trong qua trinh san xuét & quy md phong thi nghiém.

Bang 11. Cac két qua thu dugc sau khi 1én men & quy md 1 lit

Thong s Tri sb

Thoi gian thu hoach 20 gid

OD cubi 8,1

CFU/ml cudi trong binh 1én men 9x10° CFU/ml

CFU/g cubi trong bot dugc dong khd nhanh 2,7x10"* CFU/g

Bot déng khd nhanh duge bao goi trong chidn khong va bdo quan ¢ nhiét do
5°C. Tinh én dinh cia san phim dugc kidm tra theo s dém trong MRS. Chung
BPL005 thu duoc c6 tinh dn dinh tét trong khoang thoi gian 15 thang.

Két luan

Céc két qua ctia vi du ndy cho thiy hiéu qua t5t cia chang BPLO005 trong qua
trinh san xuét trén quy mo phong thi nghiém (thé tich 1 1it) va dit liéu cla bot dong
kho nhanh thu duge cho thdy ring ching BPL00S thu dugc c6 tinh 6n dinh tbt trong
khoang thoi gian 15 thang.

-24-



29444

Vi du 4: San xuét ching lactobacillus BPL005 trén quy md cong nghiép (thé tich 1500
lit)
Nguyén liéu va phuong phap

San xuét trén quy md cong nghiép

Qué trinh san xut trén quy md cdng nghiép dugc thuc hién trong bé 1én men
dung tich 1500 lit. Qua trinh sinh truéng dugc thuc hién trong moi trudng cong nghiép
dwoc tdi wu hoa dbi véi Lactobacillus. M6i trudng nudi cdy thu dugc trong cac diéu
kién ti€u chuén (ky khi, c6 kiém soat dd pH va nhiét do) va cac té bao dugc thu hoach
bang céach ly tAm trong may ly tdm cong nghiép.

Téi wu hoa qué trinh dong khd nhanh

Vién von thu duge dugc tai tao huyén phu trong dung dich chit mang (trén co
s& maltodextrin) va dugc dong kho nhanh trong thiét bi lam doéng kho nhanh trén quy
mo cong nghiép. Pé thu dugc kha nang chiu dugc qué trinh dong kho nhanh cia ching
nay, kha ning séng dugc kiém tra trén céc dia aga MRS ngay sau qua trinh l1én men va
sau qua trinh sdy kho & nhiét do thp trén quy mo cdng nghiép. D9 tinh khiét ctia moi
trrong nudi ciy va san phim dong kho nhanh dugc kiém tra bing profin ADN dang da
hinh duoc khéch dai ngiu nhién (RAPD) bang cach dién di cia cc khudn lac da duge
chon ngau nhién.

Danh gia thoi han st dung ctia bt r0i.

Thoi han st dung cta bot roi duge danh gia. Phén phin ude chira bot roi dugc
bao quan & nhiét do 5°C va 25°C. Viéc dénh gia s& dugc thyc hién theo dinh ky theo
s6 dém trén aga MRS.

Két qua
San xuét trén quy md cong nghiép

Qua trinh san xuét trén quy md cong nghiép dugc thyuc hién trong bé 1én men c6
dung tich 1500 lit theo cac didu kién tiéu chudn. Mbi trudng nudi chy Lactobacillus
rhamnosus BPL005 tao ra 6,55x109CFU/ml. Két qua nay phu hop véi cac két qua thu
duoc vai quy mo 1 lit va chédp nhén dugc khi tinh dén hiéu qua cla qua trinh.

Tbi vu hod qu4 trinh dong kh6 nhanh

S6 dém thu dugc dugc thé hién tém tit trong Bang 12. Cac két qua thu duoc
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cho thiy hiéu qua t6t ctia ching BPL005 d6i voi qué trinh san xuét & quy mo 1500 lit.

Béng 12. Cac két qua thu dugce sau khi 1én men & quy md 1500 lit
Thoi gian thu hoach 17 gio
CFU/ml cubi trong bé 1én men 6,55x10° CFU/ml
CFU/g cubi trong thiét bj dong kho nhanh  5,53x10" CFU/g

DPanh gia thoi han str dung ctia bt roi.

Tinh én dinh thu dugc trong qua trinh san xuét voi quy mo 1500 lit & nhiét do
50C va 25°C ctia chang BPL005 déng kho nhanh dugc bao géi trong chan khong cho
théy riing san phdm nay rét én dinh & nhiét do 5°C. Céc két qua thu duoc & nhiét do
25°C cho thiy s6 lugng giam & mirc thip chip nhén dugc.

Két luan

Céc két qua ctia vi du nay cho thay hiéu qua tdt cua chung BPLO00S5 trong qué
trinh san xuét trén quy md cong nghiép (thé tich 1500 lit) va dir liéu ctia bot dong khod
nhanh thu dugc cho thdy ring ching BPL005 thu dugc c6 tinh bn dinh rét tot.
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YEU CAU BAO HO
1. Vi khudn axit lactic Lactobacillus rhamnosus c6 sb dang ky CECT 8800.
2. Ché phém an kiéng chira vi khuén theo diém 1.

3. Ché phdm an kiéng theo diém 2, trong d6 ché phim nay c6 ndng d6 té bao sbéng nim
trong khoang tur 10* dén 10 don vi tao khuén lac (colony forming unit: cfu) trong
mdi gam ché pham, t6t hon 1a trong d6 nong do té bao sbng nam trong khoang tir

10° dén 10"cfu trong mdi gam ché pham.

4. Ché phdm an kiéng theo diém 2 hoic 3, trong dé ché phdm nay chira vi khuén &

dang dong lanh, dang kho hodc dang sdy kho & nhiét do thip.

5. Ché pham in kiéng theo diém 4, trong d6 ché phdm ndy chuta vi khuan & dang sdy
khd & nhiét do thip va ché phdm nay con chira chét bao quan dong lanh thich hop

(vi du, maltodextrin).

6. Ché pham #n kiéng theo diém bat ky trong s céc diém tir 2 dén 5, trong d6 ché
phim nay thich hop dé st dung qua duong miéng.

7. Ché phdm in kiéng theo diém 6, trong d6 ché phdm nay & dang vién nang dugc bao,
vién nén, tai, vién tron, vién hat nho, 1o nhé dé sir dung qua duong miéng, stta chua,
d6 udng stra chua, sita 1én men, nudc ép va céc do udng va thuc pham 1én men

khac.
8. Duoc phdm chtra vi khuén theo diém 1.

9. Dugc pham theo diém 8, trong d6 duge pham nay c6 ndng do té bao sdng nim trong
khoang tur 10* @én 10" cfu trong mdi gam dugc phim, t6t hon 14 trong d6 ndng do

té bao séng nim trong khoang tir 10° dén 10" cfu trong mdi gam dugc pham.

10. Duoc phérn theo diém 8 hodc 9, trong d6 dugc phém nay chtra vi khuin & dang

dong lanh, dang kho hodc dang sdy kho & nhiét do thép.

11. Dugc phim theo diém 10, trong d6 dugc phim nay chua vi khun & dang sy kho

& nhiét d6 thap va duoc pham nay con chua chét bao quan dong lanh thich hgp (vi
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du, maltodextrin).

Dugc phdm theo diém bat ky trong s6 cac diém tir 8 dén 11, trong d6 duge phim

nay thich hop dé sir dung qua duong miéng hodc st dung qua dudong &m dao.

Dugc phdm theo diém 12, trong d6 dugc phdm nay & dang thubc dan, vién nang
dat am dao dé str dung qua duong 4m dao hodc & dang vién nang dugc bao, vién

nén, t4i, vién tron, vién hat nhd, lo nhé dé sir dung qua dudong miéng

Dugc phdm theo diém bat ky trong sb cac diém tir 8 dén 13, trong d6 dugc phadm

nay con chura chét bd trg va/hoic ta duoc duge dung.

San phdm lam tur sita dé bd sung chat dinh dudng cho nguoi, khic bi¢t & chd, san

pham nay chtra ché pham an kiéng theo diém bat ky trong sb cac diém tir 2 dén 7.

San phdm d6 udng d& bd sung chit dinh dudng cho nguoi, khac biét & chd, san

pham nay chtra ché phdm #n kiéng theo diém bAt k¥ trong sb cac didm tir 2 dén 7.

San phim db an dé bd sung chit dinh dudng cho ngudi, khac biét & chd, san phim

nay chira ché pham #n kiéng theo diém bt ky trong sé cac diém tir 2 dén 7.

San phadm thirc dn dé bd sung chit dinh dudng cho vat nudi, khac bit & chd, san

phim nay chta ché pham an kiéng theo diém bét k¥ trong sb cac diém tir 2 dén 7.

Phuong phap san xuét san phim d6 in 1én men hodc san phdm thirc 4n 1én men,
trong d6 phuong phdp nay bao gdm budc bd sung vi khudn axit lactic
Lactobacillus rhamnosus theo diém 1 vao nguyén liéu ban dAu cta san phim d an
ho#c san phim thirc n va duy tri nguyén liéu ban diu da cdy vi khudn thu dugc

trong diéu kién ma khi d6 vi khuén axit lactic c6 hoat tinh chuyén hoa.

Phuong phap tao ra chung dot bién cta vi khuin axit lactic Lactobacillus
rhamnosus ¢6 sb ding ky CECT 8800, trong d6 phuwong php nay bao gbm cac
budc sau:

(i): tao ra thé dot bién ctia vi khuén axit lactic Lactobacillus rhamnosus c6
sb diang ky CECT 8800;

(ii): phan tich thé dot bién d3 dugc tao ra trong budce (i) va xac dinh ching

dot bién gitr lai dugc hodc cai thién thém kha ning lam giam d6 pH cua CECT
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8800; va

(iii): phén 14p ching dot bién d3 duoc xac dinh trong budc (ii) dé nho d6
thu duge ching dot bién cia vi khuén axit lactic Lactobacillus rhamnosus ¢6 sb
diang ky CECT 8800, trong d6 chung dot bién ndy giit lai dugc hodc cai thién thém
kha ning lam giam d6 pH cia CECT 8800.
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