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(57) Sang ché dé cap dén Lactobacillus rhamnosus dugce tiéu diét bang nhiét lién hop véi
chat két dinh polysacarit dang polyme, phuong phap san xuét va dugc pham hoic thuc
pham chtra vi khuan nay. Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét bang nhiét lién hop voi
chat két dinh polysaccharit dang polyme theo sang ché c6 tac dung tri liéu tuyét voi d6i véi
cac bénh di ung, va dac biét 1a c6 kha nang irng dung trong cong nghi¢p cao do tinh canh
tranh dinh bam vao mang, la uu diém cta vi khuan axit lactic dang ¢, dugc cai thién mot
cach dang ke nhd d6 thé hién tac dung ngan ngira, lam thuyén giam va diéu tri bénh viém
da & mirc gidng nhu cac thude trén co so steroit.
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Linh vuwc k§j thuit dwoc dé cap

Séng ché d& cap dén Lactobacillus rhamnosus dwogc tiéu diét bang nhiét lién hop
v&i chét két dinh polysacarit dang polyme, phwong phép sén xuét va st dung nd, va, cu
thé hon, sang ché d8 cap dén phuong phéap san xuét Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu
diét bing nhiét lién hop vdi chit két dinh polysacarit dang polyme, Lactobacillus
rhamnosus dugc tiéu diét bing nhiét 1ién hop véi chit két dinh polysacarit dang polyme
duoc sén xuét bang phwong phap nay, va dugc phim va thuc phdm dé ngin ngira va
didu tri bénh viém da co dia di tng chira thanh phan hoat tinh 1a Lactobacillus

rhamnosus duoc tidu diét bang nhiét lién hop vé6i chat két dinh polysacarit dang polyme.
Tinh trang k§y thuft ctia sang ché

Bénh viém da co dia di ing (Atopic Dermatitis: AD) chi hién twong viém da
man tinh va tai phat thé hién tridu chimg ngtra, va chi yéu thdy & tré nhii nhi va tré em.
Chuing di ing 1a bénh di Grng tiéu biéu nhét cung véi bénh viém mii di tng va bénh hen
phé quén, trong khi d4 biét dugc ring ty 18 hién hanh chimng di tmg 13 10 dén 30% & tré
em va 1 d&n 3% & ngudi 16n.

Bénh viém da co dia di trng x4y ra do phan tng qua min cta hé mién dich doi
véi cée khang nguyén, nhu cic con mat bui nha, xdm l4n vao co thé. Cac khang nguyén
duoc phan phat dén cactébao T qua cac dai thuc bao, trong khi cac t& bao T biét héa
thanh c4c té bao Thl hodc Th2 theo typ khang nguyén hodc thu thé phan tmg véi né.
Céc té bao Th2 hoat héa sy mién dich thé dich qua cac xytokin, nhw IL-4, IL-5, va IL-
10, va hoat héa céc té bao B, dan dén su san sinh IgE gia ting va do d6 gay ra bénh viém
da co dia di tng. Trong khi do, cac t& bao Thl lai hoat héa su mién dich t& bao qua IL-
12 va IFN-y, va IFN-y trc ché sy san sinh IgE. Do d6, su cén bang diéu hoa mién dich
clia céc t& bao Thl va céc té bao Th2 duoc duy tri dé 1am diu céc triéu ching di tmg.

Do vin chua c6 phuong phéap didu tri dirt khoat dbi véi bénh viém da co dia di
ung, cac thudc chéng di tng, cac thudc khang histamin, cac steroit, va cac thudc khac

duoc st dung d6i v6i bénh nay. Trong sb ndy, céc steroit, 13 thubc thudng duge ké don
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nhét duéi dang thue mé& dé didu tri bénh viém da co dia di tng, lam suy gidm céc dap
{rng mién dich dé giam viém, nhung duge bao céo 1a gy ra nhiéu loai tac dung phu khi

st dung trong thoi gian dai.

Trong khi d6, nhidu vi khuan axit lactic hoic cac sén phém sita chira vi khuan
axit lactic dang duogc ban lam nguyén liéu thuc phim c6 tac dung didu hoa mién dich.
Cac vi du vé vi khudn axit lactic c6 thé gdm gibng Lactobacillus, giéng Lactococcus,
gidng Streptococcus, gibng Pediococcus, gibng Enterococcus, va cc gidng twong tu, va
cac vi khuan axit lactic nay duoc biét 14 c6 tac dung tao tiém nang mién dich hodc chéng
di ing. Céc téc gia sang ché di duoc cap patent cho Lactobacillus rhamnosus IDCC
3201 ¢6 chitc ning didu hoa mién dich cin bing cua céc té bao Thl va Th2, 1a vat liéu
ching méi khong c6 tac dung phu khi dwoc sir dung trong thoi gian dai va c6 kha nang
didu tri bénh viém da co dia di tmg vé& co ban (S6 ding ky patent Han Qudc

1007429000000).

Tuy nhidn, 100 ty ty vi khuan trong ruét hodc nhidu hon thé thudc khoang 500
typ khéc nhau dang song trong rudt ctia ngudi, trong khi céc vi khuén c6 hai, nhu E.
coli, va cac vi khuan ¢6 loi, nhu vi khuén axit lactic, duoc duy tri theo cach thitc cén
bing dudi dang khu hé vi sinh vét cu tri. Do d6, cac probiotic (loi khuan) axit lactic
dugc dung c6 kha nang han ché trong viéc dinh bdm canh tranh vao niém mac rudt, va
do d6 tac dung ctia chung thay doi tiiy thudc vao ty 1& dinh bam cta ching. Ngoai ra,
mbt sb lwong nhit dinh vi khuin probiotic axit lactic bi tiéu diét trong qua trinh ching
di dén duong tiéu héa hodc bd cude khoi su canh tranh dinh bam va sau d6 b1 thai ra
ngoai cung vai viée dai tién. Do d6, vi khuan probiotic axit lactic c6 han ché trong viée

gép phin vao diéu tri chirng di tng ning.

Hon nita, c4c probiotic can dwoc ding véi cach thirc ding du nhiéu hon lrong
chudn cta ching dé cai thién hiéu qua dinh bam vao niém mac rudt cua ching, trong
khi duge yéu cau phai vuot qua nhiéu trd ngai trong co thé trudc khi di dén rudt. Do d6,
luong hip thu vi sinh vAt va hidu qua didu tri chimg di émg 12 kho dy doan. Vi céc van
d8 nay nén c6 rét it vi khuln axit lactic ma biéu hién mirc d6 hodc hidu qua diéu tri gidng
nhu céc thube trén co sé steroit. Mac du c6 nhiéu nd luc dé cai thién hiéu luc cta cac
probiotic bang ché phdm composit nhung van cé céc vAn d& & chd mirc chuén hoa d6i

véi tac dung cua céc probiotic 14 khong thé thiét lap dwoc vi su chét cua cac ching vi
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khuén probiotic dién ra mot cach tw nhién theo thdi gian trong sudt qua trinh bao quan

chang.

Vi céc nghién ciru vé hé mién dich niém mac rudt ngudi gan day di duoc phat
trién, d4 ¢6 cac béo cdo vé su tuong téc va luc dinh bam gitta cac té bao mién dich niém
mac rudt cua ngudi 1a vat chu va cac thanh phﬁn thanh t& bao ctia vi khuén axit lactic.
Trong s nay, thu thé gidng toll 2 (toll-like receptor-2: TLR-2) cta céc té bao dudi gai
(dendritic cell: DC) lién két véi axit lipoteichoic va peptidoglycan cé trong thanh té bao

cua vi khuan nay dé phan phat céc tin hiéu lién quan dén mién dich.

Ngoai ra, vi khudn axit lactic ¢6 cac chirc ning diéu hoa mién dich c6 kha ning
san sinh ngoai bio axit béo mach ngén (short chain fatty acid: SCFA) va cac protein
mién dich khi duoc 1én men trong cic modi truong dc hiéu va riéng biét, nho d6 thic
day sy tiét IFN-y va IL-12 tir céc t& bao Thl va nhd d6 din dén su thuyén gidm bénh
viém da co dia di tmg. Tuy vy, trong khi hau hét céc sén phdm duoc 16n men bing vi
khuén axit lactic khong 1am thuyén giam bénh viém da co dia di tng, chi c6 mdt sb vi
khudn axit lactic chon loc san sinh c4c chét ndy, va do d6, gia tri khai thac céc vi khuin

nay la cao.

Vi tinh trang k¥ thudt ndy, cin phét trién ché phdm ma hitu dung dé diéu tri
bénh viém da co dia di tng mét cach co ban hon b%mg cach khic phuc céc tac dung phu
cta cac thude dua trén co s& steroit duoc sir dung cho bénh viém da co dia di ing va
khéc phuc han ché cua cac probiotic axit lactic trong viéc diéu tri bénh viém da co dia

di tng do ty 1é dinh bam cta ching.
Bén chit k§ thuét ciia sang ché

Céc tac gia sang ché, trong qua trinh nghién ctru @& phat trién thubc didu tri bénh
viém da co dia di ing khong cé tac dung phu trong khi van duy tri hiéu luc cao & mtc
twong duong véi cac thudc trén co s& steroit, di xac nhan rang thé lién hop cia
Lactobacillus rhamnosus duoc ti€u diét béng nhiét va chat két dinh duwoc san xudt bz"mg
céch tron polysacarit dang polyme voi dich loc moi trudong nuoi cdy c6 kha ning dinh
bam tuyét voi véi céc té bao mién dich niém mac rudt va c6 hiéu luc tri lidu d6i véi bénh
viém da co dia di (ng ning ma khong c6 céac tac dung phu, va da hoan thanh sang ché.

Do d6, mot khia canh cia sang ché 1a @& xuit phwong phap san xuét
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Lactobacillus rhamnosus duge tidu diét bang nhiét lién hop véi chat két dinh polysacarit
dang polyme, phuong phap nay bao gdm cac bude sau: (a) tich moi trudng nudi cly 1én
men duoc san xuat bing cach nudi cay Lactobacillus rhamnosus, thanh vi khuan va dich
loc 1én men; (b) tron dich loc 1én men thu dugce & bude (a) va polysacarit dang polyme
dé san xuét chét két dinh polysacarit dang polyme; (c) tiéu diét béng nhiét vi khuan tach
dwoc & bude (a); va (d) lién hop vi khudn duoc tidu diét bing nhiét & bude (c) véi chat

két dinh duoc san xuit & budc (b).

Khia canh khéac cia sang ché 1a & xuit Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét
bing nhiét lién hop véi chat két dinh polysacarit dang polyme, nhu dugc san xuét bang
phuong phap trén.

Khia canh khac nita cta sang ché 13 @& xuat duoc phim dé ngin ngira va diéu tri
bénh viém da co dia di rng, dugc phém nay chira thanh phﬁn hoat tinh 1a Lactobacillus

rhamnosus duoc tiéu diét bﬁng nhiét lién hop voi chéit két dinh polysacarit dang polyme

Khia canh khic nita ctia sang ché 13 d& xuét viéc st dung Lactobacillus
rhamnosus duoc tiéu diét bing nhiét lién hop véi chit két dinh polysacarit dang polyme

dé san xuat tac nhan dé diéu tr1 bénh viém da co dia di ing.

Khia canh khéc nita ctia sang ché 1 d& xut phuong phap ngin ngira hodc didu
tri chimg di ing, phuong phap nay bao gdm cho dbi twong cAn ngan ngira hodc diéu tri
chimg di ing dung luong hitu hiéu cua Lactobacillus rhamnosus duoc tiéu diét bang

nhiét 1ién hop v6i chit két dinh polysacarit dang polyme.

Khia canh khac nita cua séng ché 1 d& xuat thuc pham dé ngin ngira va 1am
thuyén gidm bénh viém da co dia di ng, thuc phim nay chira thanh phén hoat tinh 13
Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét b%.ng nhiét lién hop voi1 chit két dinh polysacarit

dang polyme

Khia canh thém nita cta sing ché 1a dé xuit viéc st dung Lactobacillus
rhamnosus duge tiéu diét bang nhiét lién hop véi chét két dinh polysacarit dang polyme
dé san xuét thuc phdm dé ngan ngira va 1am thuyén gidm bénh viém da co dia di ung.

Khia canh khéc nita ctia sang ché 13 d xuit phuong phap ngin ngira hodc lam
thuyén giam ching di (ng, phuong phép nay bao gdm cho db6i twong cin ngin ngla

hodc 1am thuyén giam chirng di tng dung thuc phim chira thanh phan hoat tinh 1& lvong
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hitu hiéu ctia Lactobacillus rhamnosus duge tidu diét bang nhiét lién hop véi chat két

dinh polysacarit dang polyme.
M6 ta van tit cac hinh vé

Fig. 1 12 hinh anh hin vi dién tr thé hién cau tric cla axit hyaluronic.

Fig. 2 13 hinh anh hién vi dién ti thé hién cu tric cta chat két dinh dac axit
hyaluronic.

Fig. 3 1a hinh &nh hién vi dién tir thé hién céu trac cua Lactobacillus rhamnosus

IDCC 3201 trudc khi dugce tiéu diét bang nhiét.

Fig. 4 13 hinh &nh hién vi dién tir thé hién cAu tric ca Lactobacillus rhamnosus

IDCC 3201 sau khi dugc tiéu diét bang nhiét.
Fig. 5 12 hinh 4nh hin vi dién tr thé hién cau tric cia RHT-3201.

Fig. 6 minh hoa diém dénh gia chi s SCORAD vé téc dung tri liéu ciia RHT-

3201 theo sang ché trén cdc md hinh bénh viém da co dia di img néng.

Fig. 7 minh hoa két qua quan sat vi md vé tac dung diéu tri cia RHT-3201 theo

sang ché trén cic md hinh bénh viém da co dia di tmg ning.

Fig. 8 minh hoa thay d3i v& hanh vi gai khi ding RHT-3201 theo sang ché.

Fig. 9 minh hoa thay d6i vé thé trong khi dung RHT-3201 theo sang ché.

Fig. 10 minh hoa thay déi v& mirc IgE huyét khi ding RHT-3201 theo séng ché.

Fig. 11 minh hoa két qua quan sat vi md vé sy thay dbi & cac hach bach huyét
khi dung RHT-3201 theo séng ché trén cac mod hinh bénh viém da co dia di iing ning.

Fig. 12 minh hoa sy thay di kich ¢& ctia cc hach bach huyét ctia chudt khi ding
RHT-3201 theo sang ché trén cac mé hinh bénh viém da co dia di ing ning.

Fig. 13 minh hoa su thay dbi trong luong cua hach bach huyét cua chudt khi
dung RHT-3201 theo sang ché trén cac md hinh bénh viém da co dia di ing nang.

Fig. 14 minh hoa sy thay d6i kha ning san sinh IFN-y khi ding RHT-3201 theo
sang ché trén c4c md hinh bénh viém da co dia di tng nang.

Fig. 15 minh hoa su thay dbi kha ning san sinh IL-12 khi ding RHT-3201 theo

sang che trén cadc md hinh bénh viém da co dia di ng nang.

-6-
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Fig. 16 minh hoa su thay dbi kha ning san sinh IL-4 khi dung RHT-3201 theo
sang ché trén cdc md hinh bénh viém da co dia di ing ning.

Fig. 17 minh hoa su thay d6i kha ning san sinh IL-10 khi ding RHT-3201 theo
sang ché trén cic md hinh bénh viém da co dia di img nang.

Fig. 18 minh hoa ty 1& IL-4/IFN-y khi dung RHT-3201 theo sang ché trén céac
mo hinh bénh viém da co dia di ing nang.

Fig. 19 minh hoa ty 16 IFN-y/IL-10 khi ding RHT-3201 theo sang ché trén céc
mo hinh bénh viém da co dia di Gtng nang.

Fig. 20 minh hoa ty 18 TL-4/IL-10 khi ding RHT-3201 theo sang ché trén c4c
mo hinh bénh viém da co dia di ing néng.

Fig. 21 minh hoa ty 1€ IL-12/IL-10 khi dung RHT-3201 theo sang ché trén cac
mo hinh bénh viém da co dia di ing nang.

Fig. 22 minh hoa két qua quan sat vi md v& céc ddc tinh bénh Iy hoc ctia m6 da
lung khi dung RHT-3201 theo sang ché (phan trén) va két qua quan sat hién vi quang
hoc vé& md da duoc nhuém thudc nhudém H&E (phﬁn duéi) trén cac mo hinh bénh viém
da co dia di trng nang.

Fig. 23 minh hoa d6 day biéu bi ctia md da lung khi dung RHT-3201 theo sing
ché trén cdc mo hinh bénh viém da co dia di ng ning.

Fig. 24 minh hoa d§ day ha bi cua md da lung khi duing RHT-3201 theo sang
ché trén cic mo hinh bénh viém da co dia di (tng ning.

Fig. 25 minh hoa két qua quan st tinh trang thim nhép cua cac dudng bao vao
md da lung qua viéc nhuém xanh toluidin khi dung RHT-3201 theo sang ché trén cac
mod hinh bénh viém da co dia di itng nang.

Fig. 26 minh hoa su thay d6i sb luwong dudng bao trén md da lung khi dung
RHT-3201 theo sang ché trén cac mo hinh bénh viém da co dia di (mg ning.

M3 ta chi tiét sang ché
Theo mot khia canh, sdng ché d& xudt phuong phap san xuét Lactobacillus

rhamnosus dwoc tiéu diét bing nhiét 1ién hop véi chat két dinh polysacarit dang polyme,

phuong phap nay bao gdm céc budc sau: (a) tich méi trudng nudi cdy 1én men duoc san
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xuét bang cach nudi cay Lactobacillus rhamnosus, thanh vi khuan va dich loc 1én men;
(b) tron dich loc 1én men thu duge & budce (a) va polysacarit dang polyme dé san xuét
chét két dinh polysacarit dang polyme; (c) tiéu diét bing nhiét vi khuan tach duoc &
bude (a); va (d) lién hop vi khudn dugc tiéu diét bang nhiét & budc (c) véi chat két dinh

duoe san xuét & budc (b).

Theo khia canh khac, sang ché @& xuit Lactobacillus rhamnosus duoc tiéu diét
bing nhiét lién hop véi chat két dinh polysacarit dang polyme, nhu dwogc san xuét bang
phuong phap trén.

Theo khia canh khéc nita, séng ché dé xuét dugc pham dé ngin ngira va diéu tri
bénh viém da co dia di tng, duoc phdm nay chira thanh phan hoat tinh 13 Lactobacillus
rhamnosus duoc tidu diét bing nhiét lién hop vdi chét két dinh polysacarit dang polyme

Theo khia canh khac nfra, sang ché dé xuét viéc st dung Lactobacillus
rhamnosus duoc tidu diét bang nhiét 1ién hop véi chét két dinh polysacarit dang polyme

A 4 A, L A A 1-A - 1A A c e,
dé san xuat tac nhan dé diéu tri bénh viém da co dia di ing.

Theo khia canh khac nita, sang ché dé xuat phuong phép ngin ngira hodc diéu
tri chimg di tmg, phuong phap nay bao gdm cho ddi twong cAn ngan ngira hodc diéu tri
ching di itng dung luong hitu hiéu cia Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diet bang

nhiét lién hop vé6i chit két dinh polysacarit dang polyme.

Theo khia canh khac nita, sang ché dé xuét thuc phém dé ngan ngura hodc lam
thuyén giam bénh viém da co dia di tmg, thuc phim niy chira thianh phan hoat tinh 1
Lactobacillus rhamnosus duoc ti€u diét b:‘?mg nhiét lién hop vo1 chat két dinh polysacarit

dang polyme.

Theo khia canh khac nira, sang chd @& xuit viéc st dung Lactobacillus
rhamnosus duoc tidu diét bang nhiét lién hop véi chat két dinh polysacarit dang polyme

d8 san xudt thuc phAm dé ngin ngira va 1am thuyén gidm bénh viém da co dia di Gng.

Theo khia canh khéc nita, sang ché d& xuit phwong phap ngén ngira hodc lam
thuyén giam ching di (mg, phuong phap nay bao gdm cho dbi twong can ngin ngira
hodc lam thuyén giam ching di img dung thuc pham chtra thanh phan hoat tinh 1 luong
hiru hiéu cta Lactobacillus rhamnosus dugce tiéu diét béng nhiét 1ién hop voi chét két

dinh polysacarit dang polyme.
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Séng ché s& duoc mb ta chi tiét dudi day.

Sang ché d& xudt phwong phap san xuét Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét
bing nhiét 1ién hop véi chat két dinh polysacarit dang polyme, phwong phap nay bao

gom cac budc sau:

(a) tich mdi truong nudi cdy 1én men dugc san xuat bang ciach nudi cay

Lactobacillus rhamnosus, thanh vi khuan va dich loc 1én men;

(b) tron dich loc 1én men thu duoc & budc (a) va polysacarit dang polyme dé san

xudt chit két dinh polysacarit dang polyme;
(c) tiéu diét bang nhiét vi khuan tach dugc & budc (a); va

(d) litn hop vi khudn duoc tidu diét bing nhiét & bude (c) véi chat két dinh dugc

san xuit & bude (b).

’ \ s ’ A- \ As A A N9 A As A
Budc (a) 1a quy trinh tdch méi trudng nudi cay lén men, 1a san pham nuoi cay

Lactobacillus rhamnosus, thanh vi khuén va dich loc 1én men.

Vi khuén axit lactic Lactobacillus rhamnosus theo séng ché gdm tat ca cac ching
Lactobacillus rhamnosus, va ¢6 thé t5t hon 13 Lactobacillus rhamnosus KCTC 10833

BP.

Lactobacillus rhamnosus KCTC 10833 BP duoc ngudi ndp don sang ché dat tén
1a “Lactobacillus rhamnosus IDCC 3201” trong don yéu ciu cép patent Han Quéc trude

day (s6 10-2006-0038066), va & ddy, c4c tén ndy c6 th& dugc sit dung thay thé nhau.

Nhu duoc st dung & ddy, thudt ngit “nudi ciy” cé nghia gdm ca sy 1én men.
Viéc nudi cdy & ddy c6 thé dwoc thyre hién bing céc phuwong phap da biét dé nudi ciy vi
khuén axit lactic. Vi du vé viéc nudi ciy c6 thé bao gom, nhung khong chi gidi han 8,
phuong phép trong d6 vi khuan dwoc cly truyén vao mdi truong nudi chy hodc co chat
nudi cdy, va sau d6 dugc dé trong thoi gian dinh trude trong khi nhiét d6 sinh trudng

dinh trwée duoe duy tri trong cac diéu kién hiéu khi hoic ky khi.

Nhu duoc st dung & day, thuat nglt “modi truong nudi cay" chi co chat nu6i cay
ran hodc 16ng chira cac chat dinh dudng can thiét cho sy sinh trudng céc teé bao dong
N 14 /( \ A - r - - A 2 A A b AT I( r K /‘\
vat, cac té bao thuc vat, hodc cic vi sinh vat. O ddy, moi truong nudi cay cd the bao gom

cac moi trudng nudi cay di biet doi véi vi khuén axit lactic. Vi du vé moi trudong nudi
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cdy c6 thé bao gdm, nhung khéng chi giéi han &, méi trudng 1ong deMan Rogosa Sharpe
(MRS), méi truong All Purpose véi Tween (APT), va moi truong Brain Heart Infusion
(BHI), va c6 thé t6t hon 1a mdi truong 16ng MRS. Cac mdi truong nay cb thé duoc st
dung dudi dang mbdi trudng cai bién (vi du, méi truong MRS duoc cai bién) bang cach
didu chinh mét cach chon loc thanh phan cdc nguyén liéu va ham luong cac nguyén liéu
cAu thanh m6i tredng nay theo mong mudn ctia chuyén gia cé trinh d6 trung binh trong

linh vuc nay.

MOi trudng nudi ciy theo sang ché chira c4c co cht ciia mdi trwdng 13 cac ngudn
cacbon, cac nguén nito, cac khoang chét, va cac yéu t6 sinh trudng can thiét cho su sinh
trudng cia vi khuén axit lactic. Loai nguén cacbon, ngudn nito, khoang chat, va yéu t6
sinh truéng khong bi giéi han mién 1a cac nguyén liéu nay kich thich tac dung hiép ddng
d6i v6i sur sinh treong cta vi khudn axit lactic, trong khi cac nguyén liéu ndy duoc biét
trong céc linh vuc lién quan. Vi dy, nhiéu hydrat cacbon c6 thé dugc st dung 1am ngudn
cacbon. Nguén cacbon c¢6 thé it hon 13 glucoza, sucroza, maltoza, fructoza, lactoza,
xyloza, galactoza, hodc arabinoza. Ngoai ra, nhiéu ngudn nito hitu co cb thé duoc st
dung 1am ngudn nito. Ngudn nito c6 th8 t5t hon 12 phan chiét nAm men, soyton, pepton,
phﬁn chiét thit bo, trypton, hodc casiton. Loai nguén khoang chit khong bi gidi han mién
12 ngudn khoang chat nay duoc biét trong trong linh vuc niy d8 sinh truéng vi khuén
axit lactic. Vi du v& céc ngudn khoang chét c6 thé gdm magie sulfat (MgSO4), mangan
sulfat (MnSOy), dikalo hydro phosphat (K2HPO4), amoni clorua (NH4Cl), canxi
cacbonat (CaCOs3), va natri axetat (CH3COONa). Ngoai ra, nhiu phén chiét hodc bot
nguyén liéu thue phdm thé cé thé tily ¥ dwoc bd sung vao méi trudng nudi cdy theo nhu
ciu cua chuyén gia c6 trinh d6 trung binh trong linh vuc nay, vi du vé chung c6 thé gdm
phan chiét hoic bot ngd, phan chiét hoic bot whey, phan chiét hodc bot sita gly, phan
chiét hodc bot tra xanh, hoic ph?m chiét hoiic bot nim, nhung khoéng chi gidi han & do.

Trong quy trinh nuo1 cy, nhiét d6 c6 thé dugc chuyén gia c6 trinh d trung binh
trong linh vuc niy thay dbi tiy thude vao loai vi khuén axit lactic. Vi du, nhiét do c6 thé
ndm trong khodng tir 30°C dén 45°C, nhung khéng chi gidi han & d6. Nhiét d6 c6 thé ot
hon 14 ndm trong khoang tir 33°C dén 40°C, va t6t nhét 1a ndm trong khoang tir 35°C
dén 39°C.

Trong quy trinh nudi ciy, thoi gian nudi cdy c6 thé dwoc chuyén gia cé trinh d6
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trung binh trong linh vuc nay thay dbi tuy thude vao hidu qua san xuit mong muén. Vi

du, thoi gian c6 thé nim trong khoang tir 12 dén 96 gid, nhung khong chi gi6i han & do.

Nhu duoc st dung & day, thuat nglt “moi trwong nudi ciy 1én men" chi moi
tredng nudi cdy 1én men thu duoc béng cach cdy va 1én men (hodc nudi cdy) chung vao
trong moi trrdng 16ng, trong khi d6 thudt ngir “dich loc 1én men" chi dich loc mdi truong

nudi cay thu dugc bing cach loai bé ching nay ra khoi dich léng nudi cay 1én men.

Vide tach vi khun va dich loc 1én men c6 thé dwoc thuc hién bang cac phuong

phép tach vi khuén di biét (vi duy, ly tAm hoc sidu loc), nhung khdng chi gidi han & do.

Budc (b) 14 quy trinh trdn dich loc 1én men tach duoc & budce (a) véi nguyén ligu

polysacarit dang polyme d8 san xuét chat két dinh polysacarit dang polyme.

Nhu duoc st dung & ddy, thuat ngir “chat két dinh polysacarit dang polyme” chi
hdn hop cua dich loc 1én men va nguyén liéu polysacarit dang polyme, hodc phén ¢6 cia
hén hop ndy. Tuy thudc vao thanh phén va quy trinh san xut chét két dinh, kha ning
dinh bam vao niém mac rudt va kha ning san sinh cac xytokin khac nhau trong céac té

bao mién dich co thé duoc dieu hoa.

Loai nguyén liéu polysacarit dang polyme trong budc (b) khdng bi gi6i han mién
la nguyén liéu polysacarit dang polymé 12 d3 biét trong linh vuc nay. Vi du vé nguyén
liéu polysacarit dang polyme cé thé bao gdm axit hyaluronic, alginat, maltodextrin,
chitosan, caragenan, galactomanan, glucomanan, dextran, fucoidan, aga, porphyran,
chitin, va cac chit twong tu. Polysacarit dang polyme theo sang ché c6 thé tot hon 1a axit

hyaluronic, alginat, maltodextrin, hodc chitosan.

Phan trim nguyén lidu polysacarit dang polyme dugc bd sung c6 thé duogc
chuyén gia ¢6 trinh do trung binh trong linh vuc nay thay dbi mot cach chon loc tuy
thude vao d6 nhét hodc luc dinh bam momg mudn. Vi du, nguyén lidu polysacarit dang
polyme c6 thé dugc bd sung vao dich loc 1én men & ty 18 nam trong khoang tir 0,0001

dén 10% (trong lugng/thé thich), nhung khong chi giéi han & do.

O day, phuong an dugc wu tién ctia bude (b) co thé bao gdm viée bd sung nguyén
lidu polysacarit dang polyme la axit hyaluronic vao dich loc 1én men & ty 1€ nam trong
khoang tir 0,0001 dén 10% (trong luong/thé thich), va t6t nhat 13 viéc b6 sung axit

hyaluronic vao dich loc 1én men & ty 1€ nim trong khoang tir 0,0001 d&n 0,01% (trong
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lwong/thé thich).

Axit hyaluronic 1a moét trong sd céc polysacarit phire tap chita cac axit amin va
céc axit uronic, va 1a hop chat polyme chira N-axetylglucosamin va axit glucuronic.
Trong lwong phén tir cua axit hyaluronic theo sang ché khong bi gidi han. Vi du, axit
hyaluronic bao gdm cac axit hyaluronic c6 trong lugng phén tir 14 1.000.000, 2.000.000,
3.000.000, 4.000.000, va 4.500.000, tot hon 13 axit hyaluronic ¢6 trong lwong phén tir 1
1.000.000 hoic 2.000.000, va t6t nhat 13 axit hyaluronic cé trong lwong phén tir 1a
1.000.000.

Bude (b) ¢ thé con bao gdm quy trinh c6 dé thu dwoc chat két dinh polysacarit
dang polyme kha dac.

Viée ¢b nhu duoc st dung & day c6 thé duoc thuc hién bang cac phuwong phap
v thiét bi c6 d4 biét trong linh vire nay. Vi du vé vide ¢6 c6 thé bao gom, khong chi gisi
han &, 6 két taa, ¢ bay hoi, ¢d trong didu kién ap suét giam, siéu loc, tham thau nguge,

va ly tAm, t6t hon 13 ¢4 trong didu kién 4p suét gidm.
Budc (c) 1 quy trinh tidu diét bang nhiét vi khuan tach dugc trong budc (a).

Thut ngit “tiéu diét bing nhiét” chi viéc tidu didt vi khuén probiotic bang céch
xtr 1y nhiét trong thoi gian dinh trudc, trong d6 viée tiéu diét bang nhiét nay tac dong
dén thanh phan ctia cdc thanh phan hoat tinh c6 trong vi khudn, cAu tric cua vi khuédn,
va kha ning dinh bam vao rudt tiy thudc vao didu kién tiéu diét bang nhiét. Muc dich
quan trong nhat cta viéc tiéu diét béng nhiét vi khuan probiotic 1a dé tao ra cdu triic ma
dinh bam mot cach thuan lg1 vao cac t& bao mién dich niém mac rudt béng cach cam
g axit lipoteichoic va peptidoglycan, 1a cac thanh phén tiéu biéu cé trong chu tric té
bao cta Lactobacillus rhamnosus. Nghia 13, axit lipoteichoic va peptidoglycan ma tao
thanh cAu tric té bao duoc két hop vd1 TRL-2 cua cac té bao dudi gai clia niém mac rudt
d thiic dAy su san sinh cdc xytokin lién quan dén mién dich, va do d6 quan trong 1a cAu
tric nay duoc san xuat dudi dang sao cho ¢6 hi€u qua dinh bam t5t nhét.

Nhiét d6 dé tiéu diét bing nhiét theo sang ché khdng bi giéi han mién la né nam
trong khoang nhiét d¢ trong d6 céc thanh phin chirc ning ctia vi khuan khong bi bién
tinh. Nhiét d6 ny c6 thé 1, vi dy, nim trong khoang tir 60°C dén 100°C, &t hon 14 ndm
trong khoang tir 70°C dén 90°C, va t8t nhAt 14 ndm trong khoang tir 75°C dén 85°C.
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Thoi gian dé tidu diét bing nhiét khéng bi gidi han mién 14 né nim trong khoang
thoi gian trong d6 cac thanh phan chirc nng ctia vi khuén khéng bi bién tinh. Thoi gian
nay c6 thé 13, vi du, ndm trong khoang tir 10 dén 120 phut, t&t hon 12 ndm trong khoang
tir 30 dén 90 phut, v tot nhit 12 nam trong khoang tir 50 dén 70 phut.

Sau quy trinh tiéu diét bang nhiét, quy trinh 1am ngudi c6 thé tuy y dwoc chuyén
gia ¢6 trinh do trung binh trong linh virc nay bd sung theo nhu cau. Quy trinh 1am ngudi
¢6 thé dwoc thuc hién bing cac phuong phép 1am ngudi da biét, va nhiét ¢6 lam ngudi
c6 thé duoc thay ddi mét cach chon loc theo mong mudn cia chuyén gia c6 trinh do
trung binh trong linh vuc nay. Quy trinh 1am ngudi c6 thé duoc thyc hién & nhiét do nam
trong khoang, vi du, tir 10°C dén 40°C, va t6t hon 1a tir 25°C dén 35°C.

Budc (d) 1a quy trinh lién hop vi khuén duoc tidu diét bang nhiét & budc (c) véi

chét két dinh dwoc san xuit & bude (b).

Thuit ngft “lién hop” chi sy tao thanh don vi don béng cach két hop hai hoic
nhidu vét liéu. Trong budc (d), chit két dinh va vi khuin duoc tidu diét bing nhiét dugc
lién hop bing chudi céc phan mg dwoc cam img bang cach cho vi khuan dugc tiéu diét
bing nhiét & bude (c) thAm nhap vao chit két dinh duoc san xuit & bude (b) hodc trén

vi khuin duoc tiéu diét b%mg nhiét va chit két dinh.

Phuwong phép san xuat bao gdm céc budc (a) dén (d) c6 thé tuy ¥ con gdm quy
trinh b sung t4 duoc, quy trinh lam khé, va quy trinh nghién dé tao diéu kién thuan loi
cho viée xtr Iy, bao quan, va cac cong doan trong tu tai thoi diém san xuét Lactobacillus
rhamnosus duoc tidu diét bing nhiét lién hop vé6i chét két dinh polysacarit dang polyme,

theo nhu ciu ctia chuyén gia c6 trinh d6 trung binh trong linh vuc nay.

Loai ta duoc khong bi gidi han mién 13 né 1a da biét trong linh vye nay. Vi du

vé t4 duoc c6 thé bao gém tinh bot.

Quy trinh 1am kho c6 thé duge thuc hién bing cac phuong phap lam kho da biét.
Vi du v& quy trinh 1am khé c6 thé bao gdm 1am khb lanh, siy phun, va sdy bang khong
khi néng, nhung khong chi gidi han & do.

Sang ché @& xuét Lactobacillus rhamnosus duogc tidu diét b%mg nhiét lién hop

vé6i chét két dinh polysacarit dang polyme dugc san xuét bang phuong phap néu trén.

Lactobacillus vhamnosus duge tidu diét bing nhiét lién hop vé6i chat két dinh
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polysacarit dang polyme theo sang ché dugc dic trung bang viée dwoc san xuét bang
phwong phap bao gdm cac budc (a) dén (d). Lactobacillus rhamnosus duoc tiéu diét
béng nhiét lién hop véi chét két dinh polysacarit dang polyme dugc céc tac gia sang ché
dat tén 1a “RHAT-32017, va & ddy, cac thudt ngit ¢6 thé dugc st dung thay thé nhau.

Lactobacillus rhamnosus duoc tiéu diét bing nhiét lién hop véi chat két dinh
polysacarit dang polyme theo sang ché duoc thé hién 13 ¢6 téc dung tri lidu tuyét voi dé
diéu tri bénh di tng, cung v&i tinh canh tranh dinh bam vao niém mac ruét dugc cai
thién mot cach dang ké so véi céc ché pham vi khuén axit lactic dang c6 (xem Vi du 6),
va c6 tac dung ngin ngira, [am thuyén giam, hodc diéu tri bénh viém da co dia di tmg &
mitc twong dwong voi cac thude trén co sé steroit dang c6 (vi du, dexamethason) (xem

Vi du 9 va 10).

Ngodi ra, 1ién quan dén tinh 6n dinh ctia mdi trudng dudng tiéu hda, ma gap phai
vAn dé khi dung qua duong miéng cac probiotic axit lactic, Lactobacillus rhamnosus
duoc tidu diét bing nhiét lién hop véi chat két dinh polysacarit dang polyme theo sang
ché van duy tri cac chirc ning (tinh hiéu lyc) cia né6 & mirc d6 cao hon so véi céc
probiotic axit lactic thong thuong. Cu thé hon, mic du tiép xtc vé6i dich da day nhan tao
(cac axit da day) va dich rudt nhan tao (cac axit mat), Lactobacillus rhamnosus duoc
tiéu diét bang nhiét lién hop véi chét két dinh polysacarit dang polyme theo séng ché
van duy tri hiéu qué dinh bam ctia n6 vao niém mac rudt & mirc cao (xem vi du 7), trong
khi db n dinh bao quan cta nd & cac nhiét d6 khac nhau cling duoc xac nhan (xem vi

du 8).

Nhu duoc st dung & déy, “chimg di img” chi chubi c4c triéu chimg di g duoc
thé hién trén da, niém mac ho hép, niém mac mét, niém mac ru6t hoic cac loai trong tu
& d6i twong c6 xu hudng di tng, va xu hudng di tng nay (bAm chit) qua duoc dé thé
hién céc dic tinh gia dinh. Cac bénh di tmg do xu huéng di tmg c6 thé bao gdm bénh
viérh da di img, bénh viém mii di ing, bénh hen, bénh viém mang két di tmg, chimg
phat ban di tng, va cac yéu td twong tu, va cac bénh nay c6 thé dién ra m6t minh hodc
vai bénh c6 thé dién ra déng thoi. Bénh viém da co dia di ing, la mét trong s6 céc bénh
vé da tiéu bidu thé hién trén nhimg ngudi c6 ching di ing, 1a bénh man tinh & da, thuong
duoc goi 1a s6t bAm sinh. Bénh viém da co dia di trmg c6 cac triéu chirng chinh 14 da kho

va ngura, trong khi d6 trong mot s6 truomg hop né con di kém véi cac bénh di img khac
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(nhw chimg phét ban, chimg di tmg kim loai, bénh hen, va bénh viém mili di ing) qua

cac dic tinh mién dich va xu hudng gia dinh cua no.

Nhu dugc st dung & dy, “bénh viém da co dia di ng (AD)” 1a tinh trang da b1
viém man tinh va tai phat véi triéu chimg ngira, va thé hién phan Gng qua man ctia hé
midn dich d6i v6i cac khang nguyén, nhw mat bui nha, xdm Ian vao co thé. Céc khang
nguyén x4m l4n vao co thé dwoc phan phét dén cac té bao T qua cac dai thuc bao, trong
Kkhi céc té bao T biét héa thanh céc t& bao Thl hodc Th2 tiy thude typ khéng nguyén
hoiic thu thé phan tmg véi né. Sau d6, cac té bao Th2 hoat hoa sy mién dich thé dich
qua cac xytokin, nhu IL-4, IL-5, va IL-10, va hoat héa céc té bao B, dan dén sy san sinh
IgE gia ting va sau d6 giy ra bénh viém da co dia di ung. Nghia Ia, d6i voi céc bat
thuong mién dich & bénh viém da co dia di ing, trong khi globulin mién dich IgE dinh
bam véo bé mit cia cac dudng bao xung quanh cac mach mau trong co thé hoic trong
da, c4c khang nguyén lai x4m 14n vao co thé ngudi dé lién két véi véi cac globulin mién
dich d& hoat hoéa céc dudng bao, do d6 cho phép cac dudng bao tit céc héa chit nhu
histamin. Cac héa chit nay kich thich c4c mach mau va da, gy ra cac chdm dé, ching
phu, va ching ngira trén da, do d6 gy ra hodc lam nang thém bénh viém da co dia di
ung.

Nguoce lai, cac té bao Thl hoat héa sy mién dich té bao qua IL-12 va IFN-y,
trong khi IFN-y lai trc ché su san sinh IgE.

Do d6, xem xét trén co s& su diéu hoa mién dich can bﬁng cua céc té bao Thl va
cic té bao Th2 1a yéu t§ chinh trong viéc ngan ngura hodc diéu tri céc triéu chimng di tmg,
Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét b?mg nhiét lién hop véi chit két dinh polysacarit
dang polyme theo sang ché d4 duoc phat hién 1a tuyét voi trong viée diéu hoa mién dich
cin bing ctia c4c té bao Thl va Th2, dic biét 1a dat duoc viée diéu hoa mién dich cén
bang gifra cac xytokin typ Thl va cac xytokin typ Th2 qua céc co ché diéu hoa mién
dich khéc nhau tuy theo d6 ning cta bénh viém da co dia di ing (xem cac vi du 9 va
10). Nghia 13, trong trudong hop bénh viém da co dia di ung nhe, Lactobacillus
rhamnosus duoc tidu diét bing nhiét 1ién hop véi chat két dinh polysacarit dang polyme
theo sang ché didu hoa va duy tri sy can béng mién dich cta céac té bao Thl va Th2,
trong khi d6, trong trudng hop bénh viém da co dia di tng ning, no uc ché céac hoat tinh

ciia cac t& bao Th1 va Th2 qua viée kich thich cac té bao T diéu hoa, nhoy d6 didu tri va
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lam thuyén giam bénh viém da co dia di ing ning.

Do d6, sang ché 13 dé xuat duoc phém dé ngan ngua va diéu tri bénh viém da co
dia di ung, duoc phém nay chira thanh ph?m hoat tinh 1& Lactobacillus rhamnosus dugce
tidu diét bing nhiét lién hop vdi chit két dinh polysacarit dang polyme. Thém nita, séng
ché con dé xudt: viée st dung Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét béng nhiét lién
hop v&i chét két dinh polysacarit dang polyme d& sin xuft tac nhin dé didu tri bénh
viém da co dia di tng; va phuong phap dé diéu tri hoic ngan ngira chirng di tmg, phuong
phép nay bao gdm cho dbi trong cin diéu tri hoic ngin ngira ching di img ding luong
hitu hiéu cda Lactobacillus rhamnosus duoc tiéu diét b'fmg nhiét lién hop vé1 chét két

dinh polysacarit dang polyme.

Bénh viém da co dia di ing, nhu dugc mo ta trong sang ché, duogc phan loai
thanh céc loai nhe, trung binh, va nang tuy thudc vao su tién trién cua céc triéu ching
bénh. Bénh viém da co dia di tmg theo sang ché co thé tt hon 13 bénh viém da co dia

di tng nang.

Nhu duoc st dung & day, thudt ngit “doi twong” co thé 13 dong vat, tot hon 1a

dong vat c6 vu, va dic biét 1a dong vat bao gdbm nguoi.

D3 c6 nhiéu béo céo lién quan dén cac thang diém dé dénh gia cac khoa dicu tri
1am sang va hiéu luc tri liéu cia bénh viém da co dia di tmg. Thang diém tiéu bicu dd
biét 1a Chi sé d6 ning va ving eczema (Eczema Area and Severity Index: EASI), Chim
diém bénh viém da co dia di ing (SCORing Atopic Dermatitis: SCORAD), Panh gia
eczema hudng dén bénh nhan (Patient Oriented Eczema Measure: POEM), va D6 nang
ba yéu t6 (Three Item Severity: TIS). Tot hon 13, 46 ning ctia bénh viém da co dia di
ting theo sang ché dwoc phéan loai theo cach Chim diém bénh viém da co dia di tng

(SCORAD).

Duoc phAm theo séng ché c6 thé chira lwong hitu hiéu vé mit duoc ly cia
Lactobacillus rhamnosus duoc tiéu diét bang nhiét lién hop vdi chét két dinh polysacarit
dang polyme mot minh hodc c6 thé con chira it nhat mot chét mang dugc dung. Dugc
phém theo sang ché c6 thé duoc dung cho bénh nhan dudi dang lidu don, hodc co thé
duoc ding dudi dang da liéu bang phwong thirc diéu tri phan doan trong thoi gian dai.

Nhu duge st dung & day, thuat nglt “lwong hiru hiéu vé& mit duoc Iy chi lvong cAn thiét
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8 bidu hién dap tmg cao hon so véi déi chimg am, va tot hon 13 luong du d diéu tri
hoic ngin ngira bénh viém da co dia di ung. Lwong hitu hiéu cia Lactobacillus
rhamnosus duoc tiéu diét bang nhiét lién hop véi chit két dinh polysacarit dang polyme
theo sang ché c6 thé 1a nam trong khoang tir 0,001 dén 1000mg/kg thé trong/ngay, va
t4t hon 12 ndm trong khoang tir 0,055 dén 16,65mg/kg thé trong/ngay, nhung khong chi
gi6i han & d6. Tuy nhién, lrong hitu hiéu v& mit dugc ly c6 thé duoc thay doi mot cach
thich hop tiy thudc vao nhidu yéu té, nhw loai bénh va d6 ning ctia bénh, tudi tac, thé
trong, tinh trang co thé, va gidi tinh cia bénh nhan, duong dung, va thoi gian diéu tri.

Duoc phim theo séang ché c6 thé duoc phéi ché theo nhiéu cach khac nhau cing
vé6i cac chit mang dugc dung, tiiy thudc vao duong ding, bang céc phuong phap di biét
trong linh virc nay. Nhu duoc st dung ¢ day, thuat ngit thanh phan “dwoc dung" chi
thanh phan khéng doc ma chap nhan duoc vé mit sinh 1y, khong @c ché tac dung cua
thanh phén hoat tinh khi dwgc dung cho nguoi, va thuong khoéng cam g phan ung di
tng hodc cac phan tng trong tu, nhu céac vén @& vé duong tiéu hoa va chimg chéng mat.
Duoc phdm theo sang ché c¢6 thé duoc phdi ché theo nhiéu cach khac nhau cing véi céc
chét mang duoc dung, tuy thude vao dudng ding, bang phwong phap da biét trong linh
vuc nay. Puong ding cé thé 13, nhung khéng chi giéi han ¢, ding qua dwong miéng

hodic ngoai duong tidu hoa, va tot hon 1a ding qua dudng miéng.

Duge phim theo sang ché, khi dugc dung qua dudng miéng, c6 thé duoc phdi
ché, cing véi chit mang thich hop dé dung qua dudng miéng, dudi dang bot, hat, vién
nén, vién tron, vién nén boc dudng, vién nang, chét 16ng, gel, sird, hon dich, vién nhén,
hodc céc dang twong tu bing cac phuong phéap da biét trong linh vyre nay. Vi du, vién
nén hoiic vién nén boc dudng dbi véi ché phim ding qua dudng miéng c6 thé thu duoc
bang cach tron thanh phan hoat tinh véi ta duoc rén, nghién hdn hop nay, bo sung chét
phy tro thich hop vao dé, va sau d6 xtr Iy hén hop nay thanh hdn hop dang hat. Vi du vé
ta duoc thich hop co thé bao gdm: cac duong gSm lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol,
manitol, xylitol, erythritol, va maltitol; cac tinh bot gém tinh bot ngd, tinh bot laa my,
tinh bdt gao, va tinh bt khoai tay; cac xenluloza g0m xenluloza, metyl xenluloza, natri
carboxy metyl xenluloza, va hydroxypropyl metyl xenluloza; va cac chat don, nhu
gelatin hodc polyvinyl pyrolidon. Trong mot s6 trudng hop, polyvinyl pyrolidon lién Kkét

ngang, aga, axit alginic, hodc natri alginat c6 thé dwoc bd sung dudi dang chit giy ra.
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Hon nita, duoc phdm theo sang ché c6 thé con chira chét chéng déng ty, chat lam tron,

chit lam wét, huong lidu, chit nhii hoa, va chit bao quan.

Ngoai ra, néu dugc ding ngoai dudng tiéu hoa, dugc phidm theo sang ché, cing
v6i chAt mang thich hop dé duing ngoai dudng tiéu hoa, cb thé dugc phdi ché bang cac
phuong phap di biét trong linh vuc nay. Déi v6i cac chat mang duwoc dung khac, cac
chat mang dugc boc 16 trong tai liéu chuyén nganh sau c6 thé duoc dé cap (Remington's

Pharmaceutical Sciences, 19th ed., 1995, Mack Publishing Company, Easton, PA).

Hon nita, duoc phdm theo sang ché c6 thé duoc ding véi cac hop chat da biét 14
hitu hiéu trong viéc phong ngira va diéu tri cac bénh di ing hoic bénh viém da co dia di
ung.

Ngoai ra, sang ché d@ xuét thuc phim dé ngin ngira va lam thuyén gidm bénh
viém da co dia di tng, thuc phim nay chira thanh phan hoat tinh 1a Lactobacillus
rhamnosus duge tiéu diét bing nhiét lién hop véi chat két dinh polysacarit dang polyme.
Ngoai ra, sang ché con d& xuét: viéc st dung Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét
bing nhiét lién hop véi chat két dinh polysacarit dang polyme & san xuét thyc phim &
ngin ngira va lam thuyén gidm bénh viém da co dia di ing; va phuong phéap dé ngin
ngtra hodc lam thuyén giam ching di ing bang cach cho dbi twong can ngin ngira hoic
lam thuyén giam chimg di tng dimg thyc phim chira thanh phan hoat tinh 1a
Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét bﬁng nhiét 1ién hop vé1 chit két dinh polysacarit
dang polyme.

~

Nhu duge st dung & day, thuat ngtt “ddi twong” c6 thé 1a dong vat, tot hon 1a

ddng vat c6 vu, va dic biét la dong vat bao gom ngudi.

Thuc phim theo sang ché bao gdm tht ca cac loai gdbm thuc pham chirc ning,
thye phim bé sung dinh dudng, thuc phim bao vé stic khde, cac chit phuy gia thyc pham,
stra chua, va sita 1én men. Céc loai thuc phém néu trén c6 thé duoc san xuit dudi nhiéu
dang khac nhau bang cic phuong phap chung da biét trong linh vuc nay. Tt hon 13,
thyc pham theo sang ché c6 thé 13 sita 1én men, sira chua, cic dd udng, cac d6 udng co

~ , A . A N A , - o A 7 5
sita, cac chat phu gia thuc pham, va thue pham chirc néng bao vé sirc khde.

r K- , - A o A 9 . A
Vi du, d6i v6i thue pham bao vé stic khoe, Lactobacillus rhamnosus dugce ti€u

diét bing nhiét lién hop véi chit két dinh polysacarit dang polyme theo sang ché c6 thé
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duoc san xuat, dé uéng, thanh dang dd uéng stta chua, stta 1én men, tra, nudce ép qua, va
dd uéng, hosic c6 thé duoc tao hat, tao vién nang, hoic tao bot, dé dung. Ngoai ra,
Lactobacillus rhamnosus duoc tidu diét bdng nhiét lién hop v6i chat két dinh polysacarit
dang polyme theo sang ché ¢6 thé duoc trén véi nguyén liéu hode thanh phan hoat tinh
d4 biét, ma duoc biét 13 hitu hidu trong viéc 1am thuyén gidm céc bénh di ung (dac biét

13, bénh viém da co dia di Gng), d& tao ra dudi dang ché pham.

Tuong tu, dbi véi thue phém chirc ning, Lactobacillus rhamnosus duoc tiéu diét
bing nhiét lién hop vdi chat két dinh polysacarit dang polyme theo séng ché c6 thé dwoc
bd sung vao cac dd udng (gdbm cac dd ubng c6 con), nude ép qua va cac san phim dwoc
ché bién ctia chiing (vi dy, nuée ép qua dong lon, nudce ép quéa dong chai, mirt, mit dic),
c4, thit, va cac san phim dugc ché bién cta ching (vi du, giim bdng, xtic xich, thit bo
mudi), banh keo va my (vi du, my u-déng, my kiéu mach, ramen, my spaghetti,
macaroni), nudc qué ép, 4 udng, banh quy, keo bo cling, cc san phim sita (vi du, bo,
pho-mat), céc dau thuc vat, bo thyc vit, protein thuc vat, cac thuc phém hép, cac thuc
phim déng lanh, cac gia vi (vi dy, twong d4u nanh, nudc twong, nudc s6t), hodc cac san

phém tuong tu.

Trong thuc phim theo sang ché, luong Lactobacillus rhamnosus dugce tiéu diét
bing nhiét lién hop vé6i chat két dinh polysacarit dang polyme t6t hon 1a nim trong
khoang tir 0,001 dén 50% trong luong cua thuc phérn duoc san xuét hoan thién, nhung
khong chi gid1 han & do.

Ngoaira, dé str dung Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét béng nhiét lién hop
v6i chit két dinh polysacarit dang polyme duéi dang chit phy gia thyc pham,
Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét bing nhiét lién hop véi chét két dinh polysacarit

dang polyme theo sang ché c6 thé duoc san xuit dudi dang bdt hoic chat long dic.

Trong dugc pham va thuc pham theo sang ché, lwong thanh phan hoat tinh dwoc
trdn c6 thé dwoc xéc dinh mot cach thich hop theo muc dich st dung cua ching (ngén
ngira, bdo vé strc khde, hodc lam thuyén giam triéu chimg), va vi du, Lactobacillus
rhamnosus duoc tidu diét bing nhiét lién hop véi chét két dinh polysacarit dang polyme
c6 thé dwoc chira v6i ndng d6 108 dén 10'° CFU/g. Liéu hitu hiéu ctia Lactobacillus
rhamnosus dwoc tidu diét bang nhiét lién hop véi chét két dinh polysacarit dang polyme

theo sang ché c6 thé duoc x4c dinh theo khoang néng dd néu trén, nhung co thé nho hon
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khoang néu trén nham muc dich sttc khoe va vé sinh hodc dé dung trong thoi gian dai
d8 kiém soat strc khoe. Thanh phén hoat tinh khéng ¢ van dé vé tinh an toan, va do d6

c6 thé dugc st dung véi lugng du cao hon khoang néu trén.
Hiéu qua cua sang che

Lactobacillus rhamnosus duoc tiéu diét béng nhiét lién hop vé1 chét két dinh
polysacarit dang polyme theo sang ché 1 tuyét voi trong viée diéu tri bénh di tmg, cai
thién dang ké tinh canh tranh dinh bam vao niém mac rudt so voi cac ché phém vi khudn
axit lactic dang ¢6, va thé hién tac dung ngin nglra, lam thuyén giam, hoac diéu tri bénh
viém da co dia di tng & mitc twong duong vdi cac thudc trén co sd steroit dang c6. Ngoai
ra, Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét béng nhiét lién hop vdi chit két dinh
polysacarit dang polyme theo sang ché 13 tuyét voi vé su diéu hoa mién dich can béng
ctia cdc té bao Thl va Th2, va dic biét 1a dat duge sy didu hoa mién dich cén bang gitra
cac xytokin typ Thl va cac xytokin typ Th2 qua cac co ché diéu hoa mién dich khac

nhau theo 6 ning cta bénh viém da co dia di ing.

Vi du thue hién sing ché

Sang ché s& duoc mo ta béng cac vi du cu thé duéi day.

Tuy nhién, cac vi du dudi day chi nhim muc dich minh hoa sang ché va khong
duoc du tinh 13 dé gi6i han pham vi clia sing ché.
Vidul
Panh gia tac dung cua cac chat két dinh theo loai
<1-1> San xuAt cac loai mau chit két dinh khac nhau

Lactobacillus rhamnosus IDCC 3201 (KCTC 10833BP) duoc nuoi cdy trong
mdi treong MRS chira b6t whey voi1 luong nim trong khoang tir 0,1 dén 1% & 37°C
trong 24 gid. Sau khi nui cdy, vi khuan va dich loc méi truomg nubi chy duoc tach bang
cach ly tdim. Sau d6, axit hyaluronic, alginat, maltodextrin, chitosan, va polyetylen
glycol dugc bb sung véi lugng 0,1% (trong luong/thé thich) 14n lwot vao dich loc méi
tredng nudi cdy, sau dé khudy trong 1 gior va ¢, tir d6 tao ra cac chit két dinh, céc chat
nay sau d6 dwoc 1am khé lanh. Mdi mau duoc pha lodng bang dung dich dém phosphat

A 9 A X A+ r A A A ~ A 9 \ A ,
dé san xuit mau cudi cling c6 nong d6 1pg/ml. Bot sita gay duoc sir dung 1am do1 ching.
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<1-2> San xuit cac té bao lach

Cac con chudt cai BALB/c 5 tudn tudi duoc nhan liéu cao 2mg nhom hydroxit
va 1mg albumin trimg bang cach tiém trong phic mac, va duoc nhén lidu cao lan thir
hai theo cach twong tur sau sau ngay. Vao ngay thir 13, lach chudt duogc 14y ra khoi mdi
con chudt va céc té bao lach duoc chiét, tir d6 tao ra dich té bao lach. Tét hon 13, cac té

bao lach duoc tao ra bang phuong phap dudi day.

Lach chuot duge thu hoach mdt cach vo trung, va 10ml dung dich mudi can b%mg
Hanks (Hanks’ balanced salt solution: HBSS) duoc bd sung timg giot vao d6. Lach duoc
pha v& bang cach sir dung céc nhip trén ludi c& 16 60 dé thu gom huyén phu té bao, va
sau d6 dwoc dé de 18n 2,5ml huyét thanh thai bo, sau d6 dé yén trong 10 phut, tir d6 két
tia cac khéi 16n. Cac khéi 16n nay duge tao huyén phu trong dung dich NH4Cl (d6 pH
béng 7,0) trong thoi gian 3 dén 4 phut @8 1am tiéu méu c4c té bao hdng cau. Sau do,
huyén pht duge tron v6i 2,5ml huyét thanh thai bo, sau d6 ly tim & toc d6 1500
vong/phat trong 5 phut. Két tia duoc rira hai 1in bang HBSS, va sau d6 dwoc pha ché
trong méi trudng DMEM chira huyét thanh thai bd 10% va albumin trimg 1mg/ml & méat
d6 5 x 10° té bao/ml, tir d6 tao ra c4c té bao lach.
<1-3> Nubi ciy cac té bao lach va xac dinh lwong xytokin

200u1 huyén phu t& bao lach (5 x 10° t& bao/ml) va 10pl (1pg/ml) ciia méi dich
mau duoc san xuét trong phin <1-1> dwoc bd sung vao mbi 16 cia dia 96 16, sau d6 nudi
cdy trong may ap 5% CO, trong 7 ngay. Sau khi hoan thanh viéc nudi cAy, cac mirc IL-
4 va TL-12 trong dich nudi ciy duoc do bang cach sit dung kit Cytoset (Biosource). Céc
mitc san sinh IL-4 va IL-12 bdi mdi mAu duoc biéu thi dudi dang ty 1é gia ting so véi
d6i chimg nhu duoc thé hién trén bang 1.

Béang 1

Xc dinh cac chét két dinh

Mirc ting (%) so véi dbi chimg
Loai chét két dinh Ty 18 IL-4/IL-12
IL-4 IL-12
Axit hyaluronic 5 52 0,09
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Alginat 15 29 0,51
Maltodextrin 9 36 0,25
Chitosan 17 38 0,44
Polyetylen glycol 13 22 0,59

K&t qua thtr nghiém 13, chét két dinh axit hyaluronic thé hién mirc ting san sinh
IL-4 14 5% va murc ting san sinh IL-12 12 52%. Chét két dinh alginat thé hién mtc ting
san sinh [L-4 13 15% va mic ting san sinh IL-12 14 29%. Chat két dinh maltodextrin thé
hién muc ting san sinh IL-4 12 9% va mirc ting san sinh IL-12 1a 36%. Chét két dinh
chitosan thé hién mirc ting san sinh IL-4 13 17% va muc ting san sinh IL-12 1a 38%.
Chét két dinh polyetylen glycol thé hién mic ting san sinh IL-4 13 13% va murc tang san
sinh IL-12 13 22%. Do d6, néu chét két dinh duoc san xuét s dung polysacarit dang
polyme thi ty 1& ting IL-12 1a twong déi cao, trong khi ty 18 ting IL-4 lai twong d6i thap.
Trong sb nay, axit hyaluronic thé hién ty 18 ting IL-12 cao nhat va ty 18 ting IL-4 tuong
@i thap. Sau axit hyaluronic 14n luot 13 maltodextrin, chitosan, va alginat thé hién két
qua thuan lo1.
Vidu2
Danh gia tac dung cta céc chit két dinh theo nong do
<2-1> Sé&n xut cac mau theo ndng d6

Téc dung cta cac chit két dinh theo ndng dd dwoc danh gia trong khi, trong s
cac nguyén liéu polysacarit dang polymé, axit hyaluronic thé hién tac dung t6t nhat trong
vi du 1 duoc st dung lam vat liéu dai dién. Axit hyaluronic duoc bd sung vo1 lugng
0,0001 dén 1% (trong lwong/thé thich) vao dich loc méi trudng nudi cdy, sau d6 khuay
trong 1 gid, va sau d6 hon hop nay duogc cd trong didu kién ap suét giam, tir 46 san Xuét
duoc chc chét két dinh axit hyaluronic véi cac ndng db khac nhau, va cac chat két dinh
nay duoc 1am khé lanh. Mbi mau dugc pha lodng bang dung dich dém phosphat dé san
xuAt mau cudi cing c6 ndng dd 1pg/ml. Bot sita gy duoc st dung lam d6i chig.
<2-2> Thir nghiém kha néng san sinh xytokin

Ty 18 san sinh xytokin trong cac te bao lach dwoc nghién ciru doi véi cac mau
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chét két dinh duoc san xut trong vi du <2-1> bang phuong phap gidng nhu trong vi du
<1-3>. K&t qua duogc thé hién trong bang 2 duéi day.

Béang 2

Xac dinh néng d6 axit hyaluronic dugc bd sung

Mikrc ting (%) so véi dbi
Nong d6 axit hyaluronic (trong luong/thé chitng Ty 1€ IL-4/IL-
thich) 12
IL-4 IL-12

0,0001 9 46 0,19
0,001 7 52 0,13
0,01 10 37 0,27
0,1 12 33 0,36
1 15 25 0,60

Két qua thir nghiém 13, nhu duoc thé hién trén bang 2 trén ddy, nong do t6i uu
clia axit hyaluronic dé san xuét chat két dinh axit hyaluronic 13 0,001% (trong lwong/thé
thich), va & ndng d nay, murc san sinh IL-4 dugc gidm di so v6i mirc san sinh IL-4 cua
mau d6i chirng, va mirc san sinh [L-12 duge ting 1én so v61 muc san sinh IL-12 cua mau
db6i chimg.

Vidu3
Danh gi4 tac dung ctia vi khudn theo didu kién tiéu diét bang nhiét

Pé x4c dinh cac didu kién tiéu diét vi khuin bing nhiét t6i wu, cac diéu kién tiéu
diét béng nhiét theo nhiét d6 va thoi gian duoc tdi wu héa va kha nang dinh bam vao céc
t& bao Caco-2 duoc danh gia, tir d6 chon lua duoc cac diéu kién t6i wu. Chi tiét hon vé

thir nghi€ém nay 1a nhu sau.

9 A ’ x . A [N <A N ‘A
<3-1> San xuat cac mau vi khuan duoc tiéu diét bang nhiét
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Vi khuin Lactobacillus rhamnosus dwge tiéu diét bing nhiét & nhiét d6 nam
trong khoang tir 60°C dén 120°C trong thdi gian 10, 20, 30, 40, 50, va 60 phut (Heater,
EYELA OSB-2100, China), va dugc 1am ngudi & nhiét d6 30°C trude khi duoc sir dung
lam cac mau thtr nghiém. Mdi mau dwoc rira hai 14n bang dung dich dém phosphat, tai
tao huyén phu trong 1ml dung dich dém twong tw, va pha lodng dén mat do 1 x 108 té
bao/ml trong DMEM khong chua huyét thanh, trude khi dwoc st dung dé thr nghiém.

<3-2> Dénh gia kha nang dinh bam vao niém mac rudt

Pon 16p té bao Caco-2 duge sin xult bang céch ciy céc té bao Caco-2 (Ngin
hang dong té bao Han Qubc (Korean Cell Line Bank)) & mat d6 1,2 x 10° té bao/ml vao
trong moi treong Eagle dugc céai bién Dulbecco (Dulbecco's Modified Eagle's Medium
- DMEM, Hyclone, USA) duoc bb sung huyét thanh thai bd 10% (thé tich/thé tich) va
gentamixin 20ul/ml, phan phat 1ml méi truong thu dugce vao mdi 15 cta dia nudi cay

mb 6 18, nudi ciy té bao trong 7 ngay, va rira hai 14n bang dung dich dém phosphat.

Cho 1ml dich mAu san xuét duoc trong vi du <3-1> vao mdi 16 trong d6 don 1ép
Caco-2 dwoc tao thanh, sau d6 dé phan tng trong 90 phut. 1ml DMEM, thay cho vi
khun axit lactic dwoc tidu diét bing nhiét, dwoc sit dung lam d6i ching. Sau phan tng,
dich ndi duoc loai bo, va 1ml Tween 80 0,04 %(trong lur(_mg/thé thich) duoc bd sung
vao d& thu hdi vi khudn axit lactic duoc tiéu diét béng nhiét dinh bam vao cac t bao
Caco-2, va sb luong té bao dugc dém bang cach sir dung huyét cau ké. Hiéu qua dinh
bam dugc tinh dudi dang ty 16 cia sé té bao dinh bam so vdi s6 té bio ban dau (xem

bang 3).
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Bang 3

Ty 1¢ dinh bam theo didu kién tiéu diét vi khuan bing nhiét

Ty 18 dinh bam (%) vao cac té bio Caco-2
60°C 70°C 80°C 90°C

10 44 50 56 45

20 48 53 68 49

Thoi gian tiéu diét bing nhiét | >° 56 63 71 54
(phit) 40 60 66 76 42

50 62 71 80 35

60 63 72 85 32

Nhu duge thé hién trén bang 3, hiéu qua dinh bam 12 t&t nhat khi ap dung diéu
kién tiu diét bing nhidt 1a 80°C va 60 phut. Céc thanh phan cdu tao, nhu axit
lipoteichoic, tdn tai trén thanh t& bao cua vi khuin axit lactic, 1am e ché su dinh bam
ctia cac vi khudn c6 hai, nhu E. coli va Salmonella, vao bé mit niém mac rudt, va lién
két véi TLR-2, 1a mdt trong céc thy thé ciia cc té bao dudi gai trong sb céc té bao niém
mac rudt, cé lién quan trong viéc hoat hoa su mién dich dudng rudt cia nguoi. Do do,
cc didu kién tidu diét vi khudn bing nhiét ti vu duoc thiét 1ap dé tao diéu kién thuén
loi cho viéc phét tiét ra cac yéu té lién quan tn tai trén thanh té bao, nhd d6 vi khuan
axit lactic dwoc tiéu diét bang nhiét dugc dinh bam 1én dudng rudt trong khi canh tranh
véi khu hé vi sinh vat cu tra ciia duong rudt, va do do, cudi cung 1a, sy hoat héa mién

dich dudng rudt c6 thé dugc ky vong.
Vidu4

San xudt Lactobacillus rhamnosus dwgc tidu diét bing nhiét lién hop véi chét két dinh

polysacarit dang polyme

Vi khuin duoc tiéu diét bing nhiét & 80°C trong 60 phut trong vi du 3 duoc trén

v61 0,001% chét két dinh axit hyaluronic duoc san xuét trong vi du 2 trong d6 dich loc
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mdi trudng nudi cdy Lactobacillus rhamnosus dwoc ¢d, sau d6 dé phan tmg. Chét mang,
nhu tinh bét, lam ta duoc, duge trdn véi vat liéu phan ng thu duoc, sau do tién hanh
lam khd, tir &6 tao ra Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét béng nhiét lién hop v
chét két dinh polysacarit dang polyme (dudi day duoc biéu thi la “RHT-3201"). Téc
dung thuc day mién dich dwoc so sanh mét cach twong ddi gitta RHT-3201 duoc san
xuét nhu trén va Lactobacillus rhamnosus IDCC 3201 lam probiotic, bang phuong phap
gidng nhu trong vi du <1-3> (xem bang 4).

Bang 4

So sénh téc dung thiic day mién dich giita vi khuén probiotic thong thuong va RHT-
3201 theo sang ché

RHT-3201|Ché phim probiotic

Mttc ting IL-4 (%) so v6i dbi ching 3 20
Mic ting IL-12 (%) so v6i dbi ching| 67 29
Ty 18 IL-4/IL-12 0,04 0,68

Nhur duoc thé hién trén bang 4, d3 xac nhan ring tac dung diéu hoa céc xytokin
lién quan dén Th1/Th2 cta vi khuén axit lactic RHT-3201 theo séng ché 13 cao hon gap
17 14n so probiotic dang c6. Goi y rang RHT-3201 san xuit dwoc dudi dang ma lién két
mdt cach thuén loi véi thu thé twong tmg ciia niém mac rudt, nhu TLR-2 trong quy trinh

s&n xut.
Vidu5
Phan tich cAu tric qua kinh hién vi dién tir (FE-SEM)

Viéc phén tich cdu trac d6i véi pha RHT-3201 sén xuét duoc trong vi du 4 duge
thuc hién bﬁng cach chup anh s dung kinh hién vi dién t&r (FE-SEM, Model: LEO
SUPRA 55, GENESIS 2000 (Carl Zeiss, EDAX)) theo mdi quy trinh san xuat. Két qua
phén tich cAu tric st dung kinh hién vi dién tit theo cac budc san xuat RHT-3201 dwoc

thé hién trén cac FIG. 1 dén 5.

Nhu duoc thé hién trén cac FIG. 1 va 2, thiy ring, trong quy trinh san xudt chét
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két dinh, dich loc méi trwong nudi céy Lactobacillus rhamnosus IDCC 3201 duoc tron
voi axit hyaluronic, sau d6 1a ¢d, nhé d6 céc hat axit hyaluronic tré nén dac hon dé tao
ra cAu tric chit két dinh (xem FIG. 2). Nhu duoc thé hién trén cac FIG. 3 va 4, thiy rang
cdc thanh t& bio ctia vi khuin axit lactic khong bi v& ra thanh manh bing su tidu diét té
bao b“e‘ing nhiét trong cac diéu kién cu thé nay, nhung cé cAu trac dwoc boc tran c6 kha
ning dinh bam dé dang vao niém mac rudt (xem FIG. 4). Cubi cung, vi khuan duoc tiéu
diét béng nhiét dugce tron vol chét két dinh axit hyaluronic d8 tao diéu kién thuan loi cho

viéc dinh bdm vao niém mac rudt (xem FIG. 5).
Vidu6
Séan xuét quy md 16n RHT-3201

Pé nghién ciru kha ning tai tao khi RHT-3201 duoc san xudt trén quy mo 16n
br?mg phuong phap san xuét trong vi du 4 néu trén, ty 1é dinh bam vao rudt duge so sanh

gitta probiotic va RHT-3201 duoc san xuét trén quy mo 16n (xem bang 5).

Cu thé 13, Lactobacillus rhamnosus IDCC 3201 duoc nudi cay & 37°C qua dém
trong thung 1én men v&i quy md san xuét 1 tAn. Dich loc méi trudng nudi cay va vi
khudn dwoc phan tach bang cach ly tim, va b sung axit hyaluronic véi lwong 0,001%
(trong lugng/thé thich) tinh trén thé tich dich nudi cdy vao dich loc mdi tredng nudi cdy,
sau d6 c6 trong didu kidn 4p suat gidm & 50°C , tir d6 tao ra chit két dinh, chat két dinh
nay duoc dé lién hop véi bd mit cia vi khuan duoc tiéu diét bing nhiét. Vi khuan duoc
xtr Iy nhiét & 80°C trong 60 phut, tir d6 tao ra vi khuén duoc tidu diét b?mg nhiét. Thém
nita, chét két dinh va vi khudn duoc tiéu diét bing nhiét dwoc tron, 1am dong nhat, va
lam khd, tir d6 tao ra RHT-3201. Probiotic Lactobacillus rhamnosus IDCC 3201 dugc
st dung 1am dbi ching dwoc san xuét theo quy trinh binh thudng dé san xuit vat lidu
probiotic thd. Cu thé 13, vi khudn dwoc thu tir dich mdi truong nudi cdy giéng nhau,
duoc tao huyén phu trong 20ml dung dich dém phosphat, va dwoc 1am khé lanh, tir 46

tao ra bot vi khuan.
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Bang 5
So sanh ty 1& dinh bam gitta ché pham probiotic thong thudng va RHT-3201 theo sang

che

RHT-3201 | Ché phim probiotic

Ty 18 dinh bam (%) 85 54

Nhu dwoc thé hién trén bang 5, d3 xac nhén rang ty 1& dinh bAm ctia RHT-3201
thé hién mtrc cai thién 57% so v&i ché phdm probiotic Lactobacillus rhamnosus.
Vidu7
Dénh gia d6 6n dinh khi ding
<7-1> D3 6n dinh dbi véi axit

Ché phdm vi khuan axit lactic duoc tiép xtc vdi cac axit da day khi di qua da
day & duong tiéu hoa. Trong khi m6i treong nay 1a cac didu kién dugc sao chép in vitro,
viée so sanh d6 dn dinh d6i véi axit gifra vi khuan probiotic va RHT-3201 theo sang ché
duoc thuc hién. Cu thé hon 13, dung dich HCI 10% dugc nhd giot vao mdi truong MRS
dé didu chinh d6 pH dén 2,3 va 2.5, va sau d6 MRS duoc khir tring ¢ sir dung. Lan
lwot cho 1g mAu probiotic va 1g mau RHT-3201 vao méi trudng MRS duoc diéu chinh
d6 pH, sau d6 d& phan tmg trong 0, 1, va 2 gi&. Ty 1¢ dinh bam duoc phan tich bang
céch do sb lwong vi khuin dinh bam vao céc t& bao Caco-2 bing phuwong phap giéng
nhu néu trong vi du <3-2>. 0] day, vi khuén axit lactic dwoc st dung trong thit nghiém
14 Lactobacillus rhamnosus IDCC 3201. RHT-3201 duoc san xuat bang quy trinh san

xuét néu trong vi du 6 va probiotic duoc st dung cho thir nghiém.
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Béang 6

Két qua do do 4n dinh d6i véi axit cia RHT-3201 theo sang ché

. Ty 18 D6 pH bang Ty 18
. b6 pH bang 2,3(x108CFU/ml)
Mau thtr dinh | 2,5(x103CFU/ml) | dinh
nghiém bam bam
0 1 gio 2 gid 0| 1gio | 2gio
gl g (%) g g (%)
Vi khuan
o 1 0,1 0,04 4 1| 0,19 0,07 7
probiotic
RHT-
1 0,7 0,34 34 1| 0,83 0,48 48
3201

Nhu duge thé hién trén bang 6, d4 xac nhan rang, so véi vi khuén probiotic, hidu
qué dinh bam cia RHT-3201 theo sang ché duge duy tri 6n dinh ngay ca khi duoc tiép

xuc véi axit trong 2 gio.
<7-2> D3 on dinh do1 vo1 mat

Su tudn hoan rudt gan cua cac axit mat dat duoc sao cho cac axit mat duoc tao
ra tir gan, ri qua duong mét, chay vao rudt non, sau d6 duge hép thu 95% vao rudt hdi,
day 1a ph?m cudi ctia rudt non, va lai di vao gan. C4c axit mat tac dong dén kha nang
dinh bam ctia vi khuén axit lactic nim trén rudt non. Do d6, sun chénh 1éch vé ty 18 dinh
bam gitta vi khuin probiotic va RHT-3201 theo sang ché khi duoc tiép xuc véi cac axit
mat duoc so sanh. Cu thé hon 14, moi truong MRS chita hodc khoéng chira cac axit mat
voi lwong 0,3% dugc st dung sau khi duoc khir tring. Sau d6, 1g vi khuén probiotic va
RHT-3201 theo sang ché 1an luot dwoc cdy vao cic moi trudng ndy, sau do dé phan tng
trong 2 gid. Tiép theo, ty 1& dinh bam duoc phén tich bing cach do sb lwong vi khuan

dinh bam vao céc t& bio Caco-2 bing phuong phép giong nhu néu trong vi du <3-2>.

O day, vi khuan axit lactic dwoc sit dung trong thtr nghiém 1a Lactobacillus
rhamnosus TDCC 3201. RAT-3201 dwoc san xut bing quy trinh san xut néu trong vi

du 6 va probiotic dugc st dung cho thir nghiém.
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Bang 7

K&t qua d6 én dinh dbi v6i mat cia RHT-3201 theo sang ché

Mau thtr MRS MRS+0,3% Ty 1& dinh bam
nghiém (x108CFU/ml) mat(x108CFU/ml) (%)
Vi khuan
o 1 0,23 23
probiotic
RHT-3201 1 0,57 57

Nhu duoc thé hién trén bang 7, d& x4c nhén rang, khi duoc tiép xtc véi cac axit
mét trong 2 gid, hiéu qua dinh bdm ctia RHT-3201 duoc duy tri & mirc 57%, hiéu suét
nay cao hon gap khoang 2,5 14n so véi hiéu suét dinh bam ctia vi khuan probiotic.
Vidu 8
Panh gia do bn dinh theo thoi gian béi nhiét dd
<8-1> Thir nghiém so sanh d6 6n dinh theo thoi gian & 4°C gitta RHT-3201 va vi khuén
probiotic

RHT-3201 theo sang ché duoc san xuit theo vi du 6 néu trén va vi khuin
probiotic duoc bio quan trong ti lanh ¢ 4°C trong 365 ngay, va sau d6 s6 luong vi khuan
dinh bam trén 1g vét liéu thd dugc do theo thoi gian. Két qua duoc thé hién trén bang 8.
S8 luong vi khuin dinh bam dwoc do béng phuong phap gidng nhu trong vi du <3-2>.
Ty 18 dinh bam dwoc phan tich bing cach do s luong vi khuan dinh bam véo céc té bao
Caco-2.

Bang 8

Thir nghiém so sanh d6 4n dinh theo thoi gian & 4°C gitra RHT-3201 theo sang ché va

vi khuén probiotic

Db 6n dinh theo thoi gian & 4°C

. . Ty 18 dinh bam
MAu thir nghiém | 0 60 180 365

con lai (%)

ngay | ngay ngay ngay

Vi khuan

o 65% | 52% 34% 19% 29,2
probiotic
RHT-3201 82% 71% 52% 45% 54,8
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<8-2> Thir nghiém so sanh d6 6n dinh theo thoi gian & 15°C gitra RHT-3201 va probiotic

RHT-3201 theo sang ché dwoc san xuét theo vi du 6 néu trén va probiotic duoc
béo quan trong tu lanh & 15°C trong 365 ngay, va sau do s6 lwong vi khuan dinh bam
trén 1g vat liéu tho dugc do theo thot gian. Két qua duogce thé hién trén bang 9. S6 lwong
vi khudn dinh bam duoc do bing phuong phép gidng nhu trong vi du <3-2>. Ty 1€ dinh

bam duoc phén tich bang cach do sb lwong vi khuén dinh bam vao cac té bao Caco-2.
Bang 9

Thir nghiém so sénh d6 on dinh theo thoi gian & 15°C gitta RHT-3201 theo sang ché va

- A . .
vi khuan probiotic

D6 on dinh theo thdi gian & 15°C _
5 ) Ty 1€ dinh bam con lai
Mau thir nghi€ém 0 60 180 365
(%)
ngdy | ngay | ngay ngay
Vi khuan
o 65% 46% 29% 15% 23,1
probiotic
RHT-3201 82% 66% 59% 38% 46,3

<8-3> Thir nghiém so sanh d6 on dinh theo thoi gian & 25°C gifta RHT-3201 va vi khuan
probiotic

RHT-3201 theo sang ché duwoc san xuét theo vi du 6 néu trén va vi khuén
probiotic duwrgc bao quan trong ti lanh & 25°C trong 365 ngay, va sau do s6 luong vi
khudn dinh bam trén 1g vat liéu thd duoc do theo thoi gian. Két qua dwoc thé hién trén
bang 10. S6 luvong vi khuan dinh bam duge do bang phwong phép gidng nhu trong vi du
<3-2>. Ty 18 dinh bam dugc phéan tich bing cach do sb luong vi khuan dinh bam vao

céc té bao Caco-2.
Béang 10

Thit nghiém so sanh d6 6n dinh theo thoi gian & 25°C gitta RHT-3201 theo sang ché va

vi khudn probiotic
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D0 6n dinh theo thoi gian & 25°C
x , n Ty 1€ dinh bam con la1
Mau tht nghiém 0 60 180 365 )
ngay | ngay | ngay ngay
Vi khuan
o 65% | 39% 25% 12% 18,4
probiotic
RHT-3201 82% | 56% 49% 35% 42,6

<8-4> Thir nghiém so sanh do bn dinh theo thoi gian & 37°C gifta RHT-3201 va vi khuan
probiotic

RHT-3201 theo sang ché duoc san xuét theo vi du 6 néu trén va probiotic duoc
bao quén trong ti lanh & 37°C trong 365 ngay, va sau do s6 lwong vi khuan dinh bam
trén 1g vét liéu thd duge do theo thoi gian. Két qua dwoc thé hién trén bang 11. 86 luong
vi khudn dinh bAm duoc do bing phuong phéap giong nhu trong vi du <3-2>. Ty 1€ dinh

bam dugc phén tich bing cach do sé luong vi khudn dinh bam vao cac té bao Caco-2.
Bang 11

Thir nghiém so sanh do &n dinh theo thoi gian & 37°C gitra RHT-3201 theo séng ché va

vi khuan probiotic

D6 6n dinh theo thoi gian
_ , 637°C Ty 18 dinh bam con lai
Mau thir nghiém
(%)
0 60 180 365
ngay | ngay ngay ngay
Vi khuan
o 65% | 29% 15% 8% 12,3
probiotic
RHT-3201 82% | 46% 44% 32% 39,0
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Vidu9

Diéu hoa su san sinh xytokin bing RHT-3201 trén cac md hinh gy cdm tmg bénh viém

da co dia di tng in vitro

Trén cac mod hinh chudt duoc gy cam mg bénh viém da co dia di ng nhe, tac
dung ctia RHT-3201 theo séng ché, probiotic, va ché phdm vi khuan d3 duoc tiu diét
ma duoc san xut tir ciing loai vi khudn axit lactic, dugce danh gi4, trong d6 phuong phép

thir nghiém cu thé la nhu sau.
<9-1> Sé&n xuét cac mau

RHT-3201 theo séng ché va ché phdm probiotic duoc sén xuit bang phuong
phap giéng nhw néu trong vi du 6 trén day, st dung dich nuodi cay duge san xuét béng
béng céch nudi ciy Lactobacillus rhamnosus IDCC 3201 trong mdi trudng MRS chira
bdt whey v6i lwong nam trong khoang tir 0,1 dén 1% & 37°C trong 24 gid.

Déi v6i vi khudn d3 duoc tiéu diét, vi khudn thu dugce tir dich nudi ciy, duoc tao
huyén pht trong 500u1 dung dich dém phosphat, va 1am kho bang céch lam khé lanh.
Vi khudn d3 duoc lam khé duge xac dinh trong luong, va tao huyén phu trong dung dich
dém phosphat v6 tring dén nong d6 300mg/ml. Huyén phu duoc xir ly nhiét & 100°C
trong 30 phut, sao cho vi khuan duoc tiéu diét. Ba loai mAu nay duoc pha lodng bang
dung dich dém phosphat & 14n luot tao ra cac mau cudi cing c6 ndéng d6 1pg/ml. Bot
sita gay duoc sir dung lam dbi ching.
<9-2> Nubi cdy céc té bao lach va xac dinh lwong xytokin

Céc té bao lach duoc san xuit bang phuong phap giéng nhu trong vi du <1-2>.
200pl huyén phu t& bao lach (5 x 10° té bao/ml) va 10pl (1pg/ml) cia mdi dich miu
duoc san xudt trong vi du <9-1> dwoc bd sung vao mdi 16 cia dia 96 15, sau d6 nudi ciy
trong may ap 5% CO; trong 7 ngay. Sau khi hoan thanh viéc nudi cdy, cac mirc IL-4 va
IL-12 trong dich nudi ciy duoc do bang cach sir dung kit Cytoset (Biosource). Cac mirc
san sinh IL-4 va IL-12 bdi m&i miu duoc biéu thi dusi dang ty 18 gia ting so véi dbi
ching nhu dugc thé hién trén bang 12.

Béang 12

Ty 18 gia ting cac xytokin tir cac té bao lach khi b sung mau vi khuén axit lactic
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Mirc tang (%) so v6i ddi chimg | 11.-4/IL-12
Mau

IL-4 IL-12 ti 18

Lactobacillus rhamnosus IDCC 3201
) , o 20 29 0,68

(vi khuan probiotic)

Lactobacillus rhamnosus IDCC 3201

) , ) ) 12 34 0,35
(vi khuan d3 duoc tiéu diét)

RHT-3201 3 67 0,04

Két qua thir nghiém 13, mic ting san sinh IL-4 14 20% va muc tang san sinh IL-
12 14 29% dwoc thé hién trén vi khuén probiotic Lactobacillus rhamnosus IDCC 3201.
Mirc ting san sinh IL-4 1a 12% va mitc tang san sinh IL-12 1a 34% duogc thay trén vi
khudn d3 duoc tidu diét. Mirc ting san sinh IL-4 12 3% va muc tang san sinh IL-12 1a
67% duoc thiy trén RHT-3201. Do d6, di xac nhin rang RHT-3201 theo sdng ché, ma
3 thé hién su gia ting dang ké kha ning san sinh IL-12 va su gia ting trong d6i nhe
kha ning san sinh IL-4, c6 tac dung tuyét vo1 nhét trong viéc diéu hoa su san sinh

xytokin.
Vidu 10

Tac dyng tri liéu cia RHT-3201 theo sang ché trén cdc md hinh dugc cam ng bénh

viém da co dia di tng nang in vivo
<10-1> San xuat vat liéu th nghiém va khang nguyén cam g

RHT-3201 theo sang ché duoc st dung 1am vét liéu thir nghiém, trong khi do6
dexamethason trén co s steroit (Sigma Co. Ltd), ma duoc st dung lam dwoc chét tri
liéu chinh ddi véi bénh viém da co dia di ng ning, duoc st dung lam dbi ching dwong.
Phén chiét cia Dermatophagoides farina, 13 loai chinh ca mat bui nha, dugc sir dung
lam vt liéu gdy cam trng ching di Ung. Phan chiét nay dugc mua dudi dang thubc m&

tir Central Lab. Animal Inc.

Dexamethason dwoc san xuat bang cach dugc hoa tan trong etanol dén nong do

0,1% (trong lwong/thé thich), va RHT-3201 theo sang ché duoc san xuat bang cach duoc
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hoa tan trong nudc cdt lan lugt dén céc lidu 1x10° CFU/0,5ml/con chudt, 1x10°
CFU/0,5ml/con chudt, va 1x10'° CFU/0,5ml/con chudt. T4t c4 cdc mau dé ding duoc
san xuit vao ngay thir nghiém. Dexamethason dugc bdi 1én da cia d6i twong thir nghiém
& mirc 100p] trén mdi ddi twong hai 1an mdi tuén, trong khi RHT-3201 theo séng ché
dwoc cho mdi ddi twong dung qua dudng miéng & mue 0,5ml mot 14n mdi ngay bang
cach dung dng théng. Nude cit duoc ding cho nhém binh thudng va nhém dbi ching
chimg di tmg. Viéc diing cac loai chit thir nghiém duoc thyc hién trong 8 tuén & tat ca

cac nhom.
<10-2> Chuan bi va nudi dudng cac con vat thir nghiém

Chudt cai NC/Nga (6 tudn tuéi) duoc mua tir Central Lab. Animal Inc., va duoc
lam thich nghi vé1 mo1 truong trong 1 tudn trude khi st dung. Méi trudng nudi dudng
14 nhu sau: nhiét d6 khong dbi (22+2°C) va d6 4m khong doi (50-60%) dwoc duy tri,
trong khi d6 cac chu ky sang (08gid00 dén khoang 20gi00) va tdi (20gid00 dén khoang
08gid00) dugc kiém soat & khoang thoi gian 12 gid. Ba con chudt dugce phan chia va
nudi dudng vao mdi 16ng polysulfon, duge cho &n ty do khéu phén &n thir nghiém va

nudc trong 24 gio.
<10-3> Gay cam tng bénh viém da co dia di tng ndng

Ving lung cho dén phan phia trén cua tai cta cac con chudt NC/Nga 7 tuan tudi
duoc cao sach 16ng hoan toan, va sau d6 phun 150pl dung dich nuéc 4% natri dodexyl
sulfat (SDS) 1én cac phan dwoc cao 16ng ndy. Sau khi hoan thanh viéc 1am kho, 100mg
thubc m& ctia mat bui nha (phﬁn chiét cua mat) duoc boi déu 18n cac phﬁn duwoc cao
16ng. Thubc m& ciia mat bui nha (phan chiét cia mat) duoc bdi hai 14n mdi tuan trong
ba tuln, tdng cong sdu lan, d& gdy cam mg bénh viém da vira phai hodc nang hon. Sau
d6, thudc m& nay dugc bdi mot 14n mdi tudn trong subt thoi gian dung céc loai chat thir
nghiém ddi vé6i cac nhom thir nghiém (8 tuan), tir 6 duy tri bénh viém da co dia di g

nang.
Bang 13
Piém cam rng bénh viém da co dia di tng nang trén mdi md hinh triede khi diéu tri b%mg

céc chét thir nghiém
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Piém bénh viém da co dia di img ning
Trung binh + SE (n = 6)
Nhom binh thwong 0

Déi ching chimg di img (ta duoc) 11,0+ 0,4
Dexamethason (d6i chirng duong) 10,8 + 0,4
1 x 108CFU/con chudt 10,8 + 0,4

RHT-3201 | 1 x 10°CFU/con chudt 10,7+ 0,3
1 x 10'°CFU/con chudt 10,7+ 0,3

Nhu duge thé hién trén bang 13, 1a két qua cta viéc giy cam tmg bénh viém da
co dia di tng nang béng viée bdi thubc m& ctia mat bui nha (ph?m chiét ctia mat) 1én céc
con chudt NC/Nga trong ba tuan, diém trung binh d6i v6i mdi nhém 1a 10 hoic cao hon,

nho @6 cac con chudt NC/Nga bi bénh viém da co dia di tng nang dwoc chuén bi.
<10-4> Panh gia bénh viém da co dia di ing

Trong viéc danh gia nay, d6 ning cia bénh viém da co dia di tng duoc biéu thi
duéi dang tong didm danh gia cua nim yéu t6, s dung SCORAD (SCORing Atopic
Dermatitis), 1a phuong phap thuong dung dé danh gia vi mé trén 1am sang. Céc yéu tb
nay 1a ban d6, da kho, phi, tréc da, va liken hoa. Céc diém dbi véi ndm yéu t6 nay
(khong c6 tridu chimg (diém 0), tridu chimg nhe (diém 1), triéu ching vira (diém 2),
triéu chimg ning (diém 3) @i véi mdi yéu t8) duoc cong lai, trong d6 diém danh gid
duoc xac dinh gifra diém thip nhit 0 (trang thai ma khéng c6 triéu chimg) va diém cao
nhét 13 15 (trang thai ma céc triéu chimg ddi véi tAt ca cac yéu to déu 1a ning). D6 ning

cta cac ton thuong trén da chudt duoc danh gia hang tuan (xem FIG. 6).

Trén Fig. 6, t& dwoc thé hién két qua d6i véi nhém chudt bi bénh viém da co dia
di ing n3ng cam ng bdi mat bui nha, va dexamethason thé hién két qua dbi véi nhém

chudt c6 da duoc boi thudc dexamethason lam ddi chimg duwong trong 8 tuan. RHT-
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3201 1078, RHT-3201 1079, va RHT-3201 10710 thé hién két qua ddi véi cac nhém
chudt bi bénh viém da co dia di tng ndng cam Ung bdi mat bui nha dugc dung RHT-
3201 theo séng ché & céc néng d6 khac nhau: RHT-3201 1078 thé hién két qua ddi véi
nhém chudt diéu tri duoc dung qua duong miéng & lidu 1 x 108 CFU/con chuét trong 8
tudn: RHT-3201 1079 th& hién két qua dbi v&i nhém chudt diéu tri duoc dung qua dudng
miéng & lidu 1 x 10° CFU/con chudt trong 8 tudn; va RHT-3201 10710 thé hién két qua
d6i v6i nhém chudt diéu tri duoc ding qua dudng miéng & lidu 1 x 10'° CFU/con chudt

trong 8 tuln.

Két qua cua viéc nghién ctru tac dung lam thuyén giam bénh viém da co dia di
{ing ning sau khéa diéu tri 8 tuin 13, d3 xéc nhan tir cac két qué trén FIG. 6 rang diém
bénh viém da co dia di (ng ndng trén nhém ta dugc khong cé su diéu tri béng thube bt
ky dudi dang tri s trung binh 14 8,0, didu nay chi ra ring trang thai ning ban dau duoc
duy tri. Khi so véi nhém chudt bi bénh viém da co dia di tng ndng cam ng b&1 mat bui
nha (nhém ta dugc), danh gia vé db nang cua cac tdn thuong trén da chudt dugc gidm
di dang ké trén tit ca cac nhém 14n luot dugc diéu tri bang RHT-3201 108, RHT-3201
109, va RHT-3201 10710. Cu thé hon 13, nhém dimg RHT-3201 1078 thé hién diém
bénh viém da co dia di ing nang 1a 4,2, din dén hiéu qua lam thuyén giam bénh viém
da co dia di ing ndng la 47,5%. Nhém dung RHT-3201 109 thé hién diém bénh viém
da co dia di ing nang 1a 2.3, dan dén hiéu qué lam thuyén gidm bénh viém da co dia di
ung ning 1a 71,25%. Nhom dung RHT-3201 10710 thé hién diém bénh viém da co dia
ditngnang 1la 2,7, dan dén hiéu qua lam thuyén gidm bénh viém da co dia di ing ning

12 66,25%.

Thuong da biét ring cac ché pham vi khuAn axit lactic can dwoc dung véi lugng
16n ma khong cb bio céo bit ky vé ndng d6 tdi wu cla cac ché phdm nay dé dat duoc
tac dung 1am thuyén gidm bénh viém da co dia di ing ning. Ly do1a & chd, d6i véi cac
probiotic axit lactic, vi khuan axit lactic bi tiéu diét véi lwong 16n bdi céc axit da day va
mat trong khi di qua dudng tiéu hoa, gy ra sy giam hiéu qua dinh bdm vao niém mac
rudt ma c6 thé bidu hién tac dung mién dich, va do d6 bi bai tiét ra khoi co thé. Khong
gidng nhu viy, RHT-3201 theo sang ché duoc thiy 13 15 rang c6 tac dung tri lidu & céc
ndng d6 khéc nhau. Céc don vi ding x10° va x101° thé hién su trong dong trong khoéng

sai s lién quan dén hiéu lyc lam thuyén gidm bénh viém da co dia di img néng. Ly do
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12 & chd s6 lugng két hop véi thu thé gidng toll dwgc phan bd trong céc té bao dudi gai

cua niém mac rudt da bdo hoa dén ngudng.

Fig. 7 minh hoa két qua quan s&t vi md vé tac dung tri lidu cta Lactobacillus
RHT-3201 dbi v6i bénh viém da co dia di tng ning khi dung qua duong miéng. Trén
cac ton thwong trén da cta nhém ta duoc, thay duoc mot cach rd rét sy khd da, ban do,
phu, liken héa, va céc vét xude do su gii lién tuc do ngira. Két qué nghién ciru vé mit
vimb 1a d6 ning cta bénh viém da co dia di tng duoc cai thién ¢ cac nhom dung RHT-

3201 vdi tht ca cac nong dd.
<10-5> X4c dinh hanh vi gii va thé trong

S6 lugng hanh vi gii trong 15 phut duge d&m mot 13n mdi tuln tir tudn 1 bat dau
ding thudc thir nghiém. Chi nhimg lin c6 hanh vi gii st dung dii sau méi duoc dém de
tranh viéc dém céc hanh vi gdi do cac nguyén nhén khéc ngoai cac hanh vi gii do ngtra.
Trong khi d6, su gidm thé trong c6 xu hudng xay ra do céc tac dung phu cia thubc va
sw cang thang tai thoi diém giy cam tng bénh viém da co dia di ing nang. Dé nghién
ctru xem liéu tac dung phu cla viée giam thé trong cé xay ra do céc chat thir nghiém
theo sang ché hay khong, cac con vat thit nghiém dugc xac dinh trong luong trong thoi

gian ding céc chét thir nghiém.

Nhu dwoc thd hién trén Fig. 8, sb lwong hanh vi gai duoc do 1a 100/gid hodc it
hon & tAt ca céc nhém ding chét thir nghiém trong tAm tudn, trong khi s6 lvong hanh vi
gdi thé hidn xu hudng gidm hang tudn, so véi nhom ta duge. Cac tudn 3, 6, va 8 ¢6 §

nghia & cac nhém duge dung RHT-3201 véi tAt c4 ndng d6 so véi nhoém ta dugc.

Ngoai ra, nhu dugc thé hién trén FIG. 9, viéc dung qua da dexamethason 1a db6i
chimg duong trong sudt tim tudn giy ra su giam thé trong trong 4 tudn, trong khi d6
viéc ding RHT-3201 theo sang ché thé hién sy tang thé trong giéng nhu & nhém binh
thudng, tirc 1a khong ¢6 tac dung phu lam gidm thé trong, va do &6 RHT-3201 theo sang

ché duoc xac nhén 13 an toan.
<10-6> X4c dinh muc IgE huyét thanh

Sau khi ding cac thudc thir nghiém trong tim tudn, mau duoc 14y qua dam roi
tinh mach sau héc mét, va dugc ly tAm & téc d6 12000 vong/phut trong 10 phut dé tach
huyét thanh. Mtc IgE huyét thanh dugc do bang cach st dung kit ELISA (SHIBAYAGI,
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Japan).

Nhu duoc thé hién trén Fig. 10, lién quan dén IgE ma duoc biét la dc biét gia
tang tai thoi diém gdy cam tmg bénh viém da co dia di ing néng, cic nhém dung RHT-
3201 theo sang ché thé hién tac dung rc ché déng ké, trong d6, ddc biét 1a, trong viée
danh gia so sanh gifra cac ndng d6 khic nhau, don vi dung x 10° thé hién tac dung e

ché cao nhit.
<10-7> Kha nidng san sinh xytokin cua cac t& bao hach bach huyét

Sau khi két thiic viéc ding cac chat thir nghiém, mdi con chudt NC/Nga bi cim
tng bénh viém da co dia di img ning dugc lam chét. Kich c& va trong lwong cia cc
hach bach huyét dudi nach duoc do. Ngoai ra, cac huyén phi té bao thu dugc tir cc
hach bach huyét duéi nach dwgc phan phdi vio trong méi trudng RPMI-1640 (chira
10% FBS, 1% penixilin, va 1% streptomyxin) dén ndng d6 5 x 10° t& bao/ml. Phan chiét
mat bui nha (D. farina) duoc bo sung vao dé thu duoc néng d6 cudi cung 1a 10pg/ml,
va dwoc nudi cdy trong 48 gidy trong may ap 5% CO2 & 37°C. Dich ndi duge ldy dé do
mitc san sinh IFN- vy, IL-4, IL-10, va IL-12 st dung kit ELISA (do IFN- y & IL-4, nha
san xult: R&D SYSTEMS, USA; va do IL-10 & IL-12, nha sin xuit: SIGMA
ALDRICH, USA).

Nhu duoc thé hién trén Fig. 11, cac hach bach huyét du6i néch c6 lién quan dén
dap tmg mién dich ciia da lung cta cac con chudt NC/Nga, trong khi d6 cac hach bach
huyét ctia nhém ta duoc bi to ra do su tiép xtic véi khang nguyén mat bui nha (phan
chiét mat bui nha). Nhu duoc thé hién trén cac FIG. 12 va 13, céc tri s6 do thé tich va
trong lugng cia cac hach bach huyét 14n lwot 12 70mm? va 35mg, cao hon 14n luot gép
5 14n va 7 14n so v6i nhom binh thuong. Trong khi d6, kich c¢& cuia cac hach bach huyét
dudi nach cia cac con chudt NC/Nga cam tng bénh viém da co dia di ung ning dugc
giam mdt cach dang ké & cac nhém dung RHT-3201.

Dé x4c nhéin kha ning san sinh xytokin khi dung RHT-3201, hach bach huyét
dudi nach cia cac con chudét NC/Nga cam ting bénh viém da co dia di ung ning duoc
tiép xuc vdi khang nguyén mat bui nha, va sau dé cac mirc xytokin lién quan dén dép
{mg mién dich dugc do. Két qua duoc thé hién trén cac FIG. 14 dén 21. D4 xac nhén

rang viéc dung RHT-3201 theo sang ché 1am giam déng ké xytokin typ Th1 IFN-y (xem
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FIG. 14) va tc nhan cam trng cia nd, IL-12 (xem FIG. 15), so véi ta dugc. P xac nhéan
rang viéc dung RHT-3201 theo séng ché 1am giam dang ké xytokin typ Th2 IL-4 (xem
FIG. 16), so v6i ta duge. Cac t& bao tiét IL-10 chinh trong céc hach bach huyét, tirc 14,
céc té bao T didu hoa, thuc hién hoat déng e ché mién dich 14 trc ché phan ng Thl va
Th2. Ciing d4 x4c nhan ring vidc dung RHT-3201 lam giam dang ké IL-10 (xem FIG.

17), so véi ta duoc.

Pé so sanh co ché tac dung ctia RHT-3201 dbi v6i bénh viém da co dia di ing
niing, ty 1€ xytokin typ Th1/xytokin typ Th2 duogc thé hién dbi véi cac muire xytokin duoc
bidu hién trong m3i nhém ding cht thir nghiém. Két qua 13, nhw dugc thé hién trén
FIG. 18, ty 18 IL-4/IFN-y khong khac nhau giita c4c nhém dung RHT-3201 so véi nhom
ta duoc. Cac két qua nay 13 khac vdi phan tg diéu hoa xytokin typ Thl/xytokin typ
Th2 ctia RHT-3201 theo sang ché trén bénh viém da co dia di g nhe trong vi du 9,
didu nay thé hién ring RHT-3201 theo sang ché c6 co ché tic dung khac dbi véi bénh
viém da co dia di itng ning. Nghia la, ¢4 xac nhén rang co ché tac dung cia RHT-3201

theo sang ché duoc thay ddi theo dd ning cta bénh viém da co dia di img.

D4 x4c nhén rang yéu t tac dung ma lién quan dén su trc ché cac té bao T dicu
hoa (Treg) nhu 12 co ché tac dung khac cia RHT-3201 theo sang ché dbi véi bénh viém
da co dia di tmg ning, 13 xytokin IL-10, ty 1& IFN-y/IL-10 (xem FIG. 19), ty 1¢ IL-4/IL-
10 (xem FIG. 20), va ty 18 IL-12/IL-10 (xem FIG. 21) duoc so sanh va phén tich. Két
qua la, da xac nhan réng, céc tri sb ty 1€ nay dugc giam mot cach dang ké & cac nhém
dung RHT-3201 theo sang ché. Do d6, thiy rang IL-10 14 yéu td tac dung cé lién quan
dén viéc diéu tri bénh viém da co dia di ting n@ng, va xytokin nay lam tang hoat tinh cua

Treg, do d6 biéu hién tac dung diéu tri d6i v6i bénh viém da co dia di img nang.
<10-8> Quan sat mo6 bénh hoc

Da lung cta chudt NC/Nga dugc thu hoach, cb dinh trong formalin 10%, va
dwoc boc bing parafin, va cit méng dén d6 day 4pum, tir d6 tao ra lat. Sau do, thay doi
vé d6 day cua biéu bi va ha bi duoc quan sat bﬁng cach nhudm hematoxylin & eosin
(H&E), trong khi cac dudng bao duoc xac nhan bang cach nhudm xanh toluidin. D day
ctia da va sb luong dudng bao duoc tinh qua viée quan sat sir dung kinh hién vi quang

hoc vdi 6 phong dai 100 va 400 lan.
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Két qua cua viéc quan sat cac md da lung cia chudt NC/N ga qua viéc nhudém
H&E 13, nhu dugc thé hién trén FIG. 22, nhém t4 dugc véi bénh viém da co dia di tng
dugc cdm (g bang sy tiép xtic v6i mat bui nha thé hién cc phat hién md bénh hoc 14
mo rong su day dac do su day dic cua l6p biéu bi hudng dén 16p ha bi so vi nhom binh
thuong va su tham nhap gia tang cua céac té bao viém. Qua quan st bang kinh hién vi,
cic nhom ding RHT-3201 theo sang ché thé hién giam su thAm nhip cua cc té bao
viém; trc ché mét cach dang ké kha nang mé rong do day biéu bi (xem FIG. 23) vakha
nang mo rong do day ha bi (xem FIG. 24), ma quan sat duoc dbi voi su cam Urng bénh

viém da co dia di img, so véi nhém ta duoc.

Két qua quan sat cac md da lung cta chudt NC/Nga qua viéc nhudém xanh
toluidin 1a, da xac nhin ré‘mg cac dudng bao thAm nhip thém vao cic mé da & nhém ta
dugc bi bénh viém da co dia di tmg cam Ung boi su tiép xUc vGi1 mat bui nha, 13 bénh
viém da co dia di img cam tng boi khang nguyén, so véi nhém binh thuong (xem FIG.
25). O bénh viém da co dia di ung ning, s6 luong dudng bao thuong gia tang theo thoi
gian b bénh. Nhu duoc thé hién trén Fig. 26, da xac nhan ring s6 lugng dudng bio ting
1én ¢ cadc md da cua chudt (t& duoc) bi tiép Xtc voi mat bui nha trong 11 tuén, trong khi
do6 s luong dudng bao & chudt cadm g boi bénh viém da co dia di tng nang duoc gidm
di mot cach dang ké & cac nhém duoc ding RHT-3201 trong tam tudn. Do d6, RHT-
3201 theo sdng ché duoc xem nhu 13 co tac dung dang ké trong viéc lam thuyén giam

bénh viém da co dia di ing ning.
Kha nang tmg dung trong cdng nghiép

Nhu néu trén, sing ché dé cap dén thé lién hop Lactobacillus rhamnosus duoc
tiéu diét bang nhiét véi chit két dinh polysacarit dang polyme, phuong phép san xuét va
sir dung né. Thé lién hop Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét bing nhiét véi chit
két dinh polysacarit dang polyme theo sang ché c6 tac dung tri liéu tuyét voi ddi véi cac
bénh di tng, dac biét 13, cai thién dang ké tinh canh tranh dinh bam vao niém mac ru6t
50 Vo1 cac ché phim vi khuan axit lactic thong thuong, va thé hién tac dung ngan ngura,
lam thuyén gidm, hodc diéu tri bénh viém da co dia di img & mirc twong duong véi cac

thudc trén co s steroit. Do do, sang ché c6 kha nang ap dung céng nghiép cao.
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YEU CAUBAO HO

1. Phuong phap san xuét Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét bang nhiét lién hop

v6i chit két dinh polysacarit dang polyme, phwong phap nay bao gdm céc budc sau:

(a) tach moi trudng nudi cay lén men duoc san xuat bang cach nudi cay

Lactobacillus rhamnosus, thanh vi khuén va dich loc 1én men;

(b) tron dich loc 1én men thu duoc & budc (a) va polysacarit dang polyme dé san
xuét chat két dinh polysacarit dang polyme;

(c) tiéu diét bang nhiét vi khudn tach dugc & budc (a); va

(d) lién hop vi khun duoc tiéu diét bing nhiét & budc (c) vdi chat két dinh duoc
san xuat & buéde (b).
2. Phuong phép theo diém 1, trong d6 Lactobacillus rhamnosus 1a Lactobacillus
rhamnosus RHT-3201 (Lactobacillus rhamnosus KCTC 10833BP).
3. Phwong phép theo diém 1, trong d6 polysacarit dang polyme trong budc (b) 14 it nhat
mot chét dwoc chon tir nhém bao gdm axit hyaluronic, alginat, maltodextrin, va chitosan.
4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 polysacarit dang polyme trong budc (b) 14 axit
hyaluronic.
5. Phuong phép theo diém 4, trong d6 axit hyaluronic duoc trén véi dich loc 1én men &
ty 18 nam trong khoang tir 0,0001 dén 1% (trong lugng/thé thich).
6. Phuong phép theo diém 1, trong d6 sy tidu diét bang nhiét trong bude (c) duge thuc
hién & nhiét d6 nim trong khoang tir 60°C dén 100°C.
7. Phuong phap theo diém 1, trong d6 su tidu diét bang nhiét trong budc (c) dugc thuc
hién trong thoi gian tir 10 ¢én 120 phut.
8. Lactobacillus rhamnosus dugc tidu diét bing nhiét lién hop véi chit két dinh
polysacarit dang polyme, dwoc san xuat bang phuong phép theo diém 1.
9. Duoc pham dé ngin ngira va diéu tri bénh viém da co dia di Gng, trong d6 duoc pham
nay chira thanh phén hoat tinh 1a Lactobacillus rhamnosus dugc tiéu diét b%ng nhiét lién

hop v6i chit két dinh polysacarit dang polyme theo diém 8.
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10. Dugc phim theo diém 9, trong d6 duge phim nay chira Lactobacillus rhamnosus
duoc tiéu diét bing nhiét lién hop véi chét két dinh polysacarit dang polyme & nong do
n3m trong khoang tir 10 dén 10'° CFU/g.

11. Thyc phdm d& ngin ngira va 1am thuyén giam bénh viém da co dia di tng, trong d6
thue phim nay chira thanh phan hoat tinh 1a Lactobacillus rhamnosus duogc tiéu diét

bing nhiét lién hop véi chit két dinh polysacarit dang polyme theo diém 8.

12. Thue phém theo diém 11, trong do thuc phém nay duoc chon tir nhém bao g?)m stta
1én men, sita chua, cac dd udng, cac dd udng c6 sita, cac chat phu gia thuc phim, va
thue phim chirc ning bao vé strc khoe.

13. Thuc phim theo diém 11, trong d6 thuc pham nay chira Lactobacillus rhamnosus
duoc tiéu diét bang nhiét lién hop véi chét két dinh polysacarit dang polyme & ndng dod
n3m trong khoang tir 10° dén 10'° CFU/g.
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