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Linh vwe k¥ thuit dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén chung Lactobacillus plantarum CILP475 c6 hoat tinh chiu
axit, chiu dich mat va ting cudng mién dich, cu thé hon 1a dé cap dén ché phém, phu gia
chin nudi, thue pham, m§ phim va dugc pham chua chung Lactobacillus plantarum
CILP475 va méi trudng nudi cdy ching nay, va phuong phép diéu ché ché pham

probiotic.
Tinh trang k§ thuit clia sang ché

Trong nganh chin nudi hién nay, vt nudi bi chét do cac bénh truyén nhiém giy ra
béi virut rat cao, va diéu ndy thuong din dén thiét hai kinh té cho céc trang trai. Dic
biét, trong nganh chan nudi lgn, c4c bénh truyén nhim do virut va vi trung géy ra nhu
bénh hd hip phirc hop trén lon, hoi ching i coc sau cai sita lon con, hdi ching réi
loan hd hép va sinh sén & lon, bénh tiéu chay cip trén lon 12 bén loai bénh gy hai cha

yéu, dd gay ra thiét hai 16n vé kinh té,

Trong sb cac bénh néu trén, bénh tiéu chay cép trén lon la bénh duodng tiéu hoéa
trén lon gay ra boi virut gdy bénh tiéu chay cip trén lon (porcine epidemic diarrhea virus:
PEDV) la chi thudc ho virut corona. Virut sinh sin trong cic nhung mao ctia rudt non
va rudt gia va gy viém rudt cip tinh, ndn mira, va tidu chay nudce & lgn thude moi lira
tudi, dic biét 1a lon con. Cu thé 13, thiét hai ning chu yéu vao mua dong tir thang mudi
mot dén thang tw, va duge bién dén co ty 1¢ ttr vong ctia lon con trude cai sita trong vong
1 tuan tudi 1a khoang 50%, va trong trudng hgp nghiém trong, ty 16 tir vong c6 thé dat

gin nhu 100% do mét nuée trim trong.

Virut PED dugc x4c nhén 1in dau tién & chau Au vao ndm 1971, va PEDV CV777
thudc nhém Gla da duge xé4c dinh va phan 18p tai Bi ndm 1976. Virut di lan rong khép
chau Au trong nhitng ndm 1980, va bung phét dich & cac nude DPong A bao gbm Trung
Quéc, Han Quéc, Nhét Ban va Bai Loan trong nhitng nam 1990. Hon nita, PEDV thudc
nhom G2b c6 doc tinh cao hon nhém Gla, xuét hién 14n dau & Trung Quéc vao nim
2010. PEDV nh6ém méi d2 lan rong téi Bic My (Hoa Ky va Canada) va con t6i ca Dong

Nam A va chu Au, gdy ra thiét hai nghiém trong. Trong nim 2013, thiét hai wéc tinh
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khoang 2,2 nghin ty won do mAt ning suit trong cong nghiép chin nudi lon & Hoa Ky.
& Han Quédc, di c6 bio cdo rang dot bung phat cia PEDV hang nam xay ra 6 20% dén
40% céc trang trai lon, lam chét 6% tong dan lon. Ciing c6 céc bao cac khac cho thay ty
1¢ 14y nhim bénh qua céc phuong tién giao thong ra vao cac 10 mb dén khoang 60%

(Hiép hoi bac si th y cho lgn Han Quéc, Vién kinh té nong thon Han Qubc).

Cho dn nay, cch thic duy nhit d& ngan chin virut PED thudc nhém G2b la bang
c4ach khir tring k¥ ludng. Nhiéu trang trai st dung phuong phap lay nhiém nhén tao hogc
véc xin PEDV nhém Gla da c6 dé ngan ngira thiét hai gy ra béi bénh dich do virut,
nhung bi gidi han trong viéc ngén ngira 14y nhidm PEDV nhém G2b. Dé khic phuc cac
vén dé nay, sy phat trién cac tic nhan ngan ngira va diéu tri virut PED (véc xin, v.v.) v
diéu tri (IgY, tinh dAu, axit hitu co, probiotic, v.v.) dugc tich cuc thuc hién. Déc biét 1a,
phuong phéap tang cuong kha nang mién dich st dung vat liéu chirc ning dé kich thich
hé thdng mién dich trong co thé trong khi c6 tdc dung khang virut da duge nghién ctru

gin day.

Mibn dich thudng dugc chia thanh mién dich tw nhién va mién dich thich Gng.
MiZn dich tur nhién 12 hé théng d bao vé ngay 14p tirc sy 1y nhiém maim bénh tir tuyén
dAu tién, tdc dong truc tiép 1én nhitng d6i twong xam nhip (khang nguyén) hodc giy
mién dich thich tng. Mién dich thich Gmg 12 hé théng phirc tap va chinh x4c hon dé xéc
nhan va loai bo nhitng déi turong xam nhap, holic hoat ddng nhu bo nhé cho nhing dbi
tugng xam nhap twong g, nhd d6 cung cip cac chirc nang mién dich vinh vién hon so
v&i mién dich tu nhién. Cac té bao tua (Dendritic cell: DC), dai thuc bao va té bao tidu
diét tu nhién la cac té bao trinh dién khang nguyén lién quan dén mién dich tu nhién,
trwe tiép d4m nhiém cac chirc ning mién dich ty nhién va cac thy thé tiép quan dé hd tro
hoat hoa c4c loai té bao T khéc nhau, nh d6 tiét ra cac cytokin. Mién dich thich ing 12
hé théng phong thii thit cap chéng lai cac khang nguyén da x4m nhap vao co thé, va 1a
dap ing mién dich dic hiéu dugc thuc hién béi cac té bao lympho B va té bao lympho
T. Cac dap tng mién dich dugc kidm soat béi cac té bao T kich hoat khang nguyén bao
gbm dap ting té bao T doc tinh va d4p tmg té bao T hd trg. Cac t€ bao tua, dai thuc bao
va té bao tiéu diét tu nhién lién quan dén kha nang mién dich tu nhién ciing nhén ra cac
chét xAm nhap tir bén ngoai va tiét ra cac loai cytokin khac nhau nhu IL-12 va IL-4 aé
tao ra dap ung thay déi thich hop kha nang mién dich cuia dong vat chi, va do d6 ¢ thé

cung cAp co ché bao vé mién dich theo huéng phi hop. Cac té bao T CD4 non hoat dong
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nhu cac gdc clia cac té bao T dugc phan biét bdi cac cytokin chinh. Vi dy, néu IL-12
(interleukin-12) c6 ndng do cao, cac té bao T CD4 thiic diy qu4 trinh biét héa cla cac
t8 bao Th1 (T hd trg 1), tir d6 tao ra dap tng CTL (té bao lympho T ddc tinh) dé tiéu diét
cac mAm bénh nodi bao, trong khi, néu IL-4 (interleukin-4) c6 ndng dd cao, ching s& gay
ra dép tmg d& tiéu diét mAm bénh ngoai bao dic hiéu (bai tiét khang thé clia té bao B).
Ngoai ra, céc té bao mién dich dugc liét ké bén trén dap tng theo céch thich hop voi
nhitng d6i twong x4m nhép da di vao co thé thong qua qué trinh phitc tap va tinh vi,
bing cach tiét ra TGF-beta (bién dbi yéu tb ting trudng beta) va IL-10 dé ngan chin cac
dap tmg mién dich qua mirc nhu phin Gng viém, tiét ra TGF-beta dé trc ché dép tng
mién dich qua mic va do d6 kich hoat céac té bao T kiém so4t, kich thich san Xuét khéng
thé bang cach bién dbi té bao B thanh té bao plasma dé dap ting v6i viée tiét TGF-beta
va IL-6 (interleukin-6), hodc gdy ra dap ung mién dich (Th17) d& loai bd kha ning tu
mién dich 15i va mam bénh ngoai bao. Tuy nhién, cac dap ung mién dich nhu vay d6i
khi doi hoi chét ting cudng midn dich bd sung va thich hop do phan tmg mién dich mét
can bang hoic kém.
Ban chit k§ thuit ciia sing ché

Céc tac gia sang ché da hoan thanh sang ché bang cach phan 1ap va x4c dinh vi
sinh vat méi ¢6 kha nang kich hoat hé théng mién dich trong khi thé hién hoat tinh trc

ché chong lai virut n6i trén va xac nhan hoat tinh ctia no.

Muc dich cua sang ché 1a cung cAp chiing Lactobacillus plantarum CILP475 dugc
Iuu gift dudi sé dang ky KCCM12287P.

Muc dich khac cta sang ché 1a dé xudt ché phidm chtra ching Lactobacillus
plantarum CILPA75, san phdm phén giai ciia n6, dich nudi cdy ciia né, san pham cb dic

cta nd hodc dang say kho cua no.

Muc dich khéac nita cua sdng ché 1a dé xuat thirc dn chin nuoi hodc phu gia thirc
an chin nudi chira ching Lactobacillus plantarum CILP475, san phim phan giai cia né,
dich nudi cdy cta no, san pham c6 dic cia n6 hodc dang sdy kho ciia nd.

Muc dich khéc nita cia sang ché 1a dé xuat thuc pham chira chiing Lactobacillus
plantarum CJLP475, san pham phén gidi cia no, dich nu6i ciy cia nd, san phim cb dic

cua no hoac dang say kho cua no.
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Muc dich khéc nita cua sang ché 1a d& xuét m§ phdm chtra ching Lactobacillus
plantarum CILP475, san phAm phan giai ctia nd, dich nudi cdy ciia no, san phim co dic

cta nd hoic dang say kho cia no.

Muc dich khac nita cua sang ché 1a d& xuét duoc phim chira ching Lactobacillus
plantarum CJLP475, san phém phén giai cua nd, dich nudi céy cta no, san phém cO dac

cta n6 hodc dang say kho cua no.
Hiéu qua dat dugc cla sang ché

Ching Lactobacillus plantarum CILP475 theo sang ché c6 kha ning chiu axit va
chiu dich mét va do d6 c6 th8 dwoc cung cip nhu probiotic. Ching kich hoat cac té bao
min dich trong co thé va do d6 didu chinh cdc chirc ning mién dich, va dic bit thé
hién hoat tinh wc ché rat tdt chéng lai nhiém virut gdy bénh tiéu chay cAp trén lon
(PEDV). Ngoai ra, khi ching Lactobacillus plantarum CILP475 cia sang ché duoc sir
dung bing dudng ubng cho vat nudi, n6 thé hién tac dung diéu hoa mién dich. Theo do,
sang ché co thé cung cAp ching Lactobacillus plantarum CJLP475 m6i c6 hoat tinh
khang virut chéng lai virut PED va hoat tinh ting cudng mién dich, do d6, ching nay
¢6 thé duge st dung mot cach hiéu qua nhu thanh phan thiic #n chan nuéi, thanh phén

thuc phdm, thanh phin my phim hozc thanh phan dugc phim.

M ta viin tit cac hinh vé
Fig.1 thé hién hinh anh quan sat dudi kinh hién vi dién tir cia ching CILP475;
Fig.2 thé hién dia thach m4u x4c nhan khong c6 hoat tinh tan méu cia ching;
Fig.3 1a d6 thi xac nhan khong c6 ddc tinh té bao clia ching;

Fig.4 1a dd thi thé hién cac két qua do sur bai tiét IL-12 sau khi nudi cdy cac té bao
don nhan méu ngoai vi (PBMC), té bao don nhan lach (Spln), va té bao lympho trong

cac hach mang treo rudt (mLN) cua lon;

Fig.5 la @ thi thé hién cac két qua do su bai tiét IL-10 sau khi nudi cdy céc té bao
don nhan méu ngoai vi (PBMC), té bao don nhén lach (Spln), va té bao lympho trong
cac hach mang treo rudt (mLN) cta lon;

Fig.6 12 hinh 4nh du6i kinh hién vi minh hoa hoat tinh tic ché chéng lai virut PED
bdi ching Lactobacillus plantarum CJLP475;
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Fig.7 13 dd thi thé hién cac két qua do chét bai tiét IL-10 va TGF-beta sau khi st
dung qua dudng miéng chung CJLP475, sau d6 phéan lap té bao don nhan lach & lon cai
sfta; va

Fig.8 12 cac d thi phan tich tbng s6 lrong WBC, té bao lympho, va bach cau don
nhan trong huyét thanh cta lon cai sita sau khi st dung qua duong miéng chung
CJLP48sS.

MG ta chi tiét sang ché

Sau déy, sang ché s& dugc md ta chi tiét hon. Trong khi d6, mdi phin mo ta va
phuong an duoc boc 16 ¢ day co thé duoc 4p dung cho cac phin mo ta va phuong an
khéc, twong tng. Tlc 13, tht ca céc su két hop cac yéu t6 khac nhau dugce boc 10 trong
phin mo ta nam trong pham vi clia sang ché. Hon nita, pham vi cia sang ché khong bi

gi6i han boi phin mé ta cu thé duge boc 10 dudi day.

M0ot khia canh ctia sang ché 13 dat duoc cic muc dich néu trén, ching Lactobacillus

plantarum CILP475 dugc luu gitt dudi sd diang ky KCCM12287P.

Chung 1a chiing c6 déc tinh sinh héa ctua mAu 1én men dudng dugc thé hién trong
bang 3 duge bidu dién bing trinh ty axit nucleotit 16s rADN SEQ ID NO: 1, v 1 két
qué phan tich 16S rADN, khong c6 ching tuong tu nao dugc phét hién, va do d6 né la

chung méi duge xac dinh béi céc tdc gia sang ché.
Chung c6 hoat tinh chiu axit, chiu dich mét va ting cuong mién dich.

Nhu dugce st dung trong sang ché, thuat ngit “Lactobacillus” 12 vi sinh vat bacillus
gram duong ua khi hodc ky khi khong bét budc duge phan bd rong rii trong tw nhién.
Céc vi sinh vat thudc chi Lactobacillus bao gdm Lactobacillus plantarum, v.v.. Sang
ché dé xuét ching méi thudc Lactobacillus plantarum da duge luu gitt dudi sb dang ky
KCCM12287P, va duogc dinh danh 1a “Lactobacillus plantarum CJLP475. biéu nay
tuong ung véi ching probiotic, vo hai dbi v6i co thé con ngudi va c6 thé dugc sir dung
ma khong c6 tac dung phu.

Theo sang ché, thuat ngit “probiotic” tham chiéu dén vi khudn séng x4m nhép vao
co thé va mang lai lgi ich tdt cho stec khoe. Hau hét cac probiotic da dugc biét dén cho
dén nay duoc tiéu thu thong qua cic sin phdm sita 1én men dugc lam tir vi khuén axit

lactic nhu Lactobacillus. Tuy nhién, trong nhitng ndm gan day, cic probiotic ¢6 san trén
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thi truong dudi dang stra 1én men, hat, bot va cac loai twong tu, c6 chira mot s6 vi khudn
nhu Bifidobacterium va Enterococcus ngoai Lactobacillus. Lactobacillus plantarum
CJLP475 cua sang ché ciing c6 thé dugc str dung dudi dang sita 1€n men, hat, bot va

tuong tw, nhung sang ché khong gidi han & day.

Theo sang ché, thuat ngit “chiu axit” dé cap dén hoat tinh chiu duoc tinh axit cao.
Néu cac probiotic ¢6 hoat tinh chiu axit, ching c6 thé duoc ngin chan khai bi thoai bién
ho#c hu héng ngay cé khi tiép xtic v6i cac diéu kién axit manh trong da day, bang cach

tiéu thu thong qua cac dudng dung khac nhau bao gbm st dung qua duong ubng.

Theo sang ché, thuat ngit “chiu dich mat” dé cap dén su dé khang véi cdc enzym
tiéu hoa trong mat. Dich mat dugc tao ra tir gan va dugc Juu trit trong thi mat, va la chét
16ng mau ndu xanh c6 tinh kiém yéu gitip tiéu hoa chét béo trong ta trang ciia rudt non.
N6 nhii héa chit béo dé gitp tiéu hoa va hép thu. Dich mé4t 12 mét trong nhitng nguyén
nhin chinh lam giam tac dung cua viéc st dung probiotic khi chung tac dong 1én
probiotic dugc an vao qua nhiéu con duong khéac nhau bao gbm ca sit dung qua duong

ubng va tuong tu.

Chung Lactobacillus plantarum CJLPA75 theo sang ché c6 kha ning chiu axit va

chiu dich mét cung lic, va do d6 c6 thé dugc st dung nhu probiotic rat tot.

Cu thé 13, chiing Lactobacillus plantarum CILP475 thu dugc bing cach phan Iap
né tir nuée twong (tire 13, thue phdm 1én men truyén théng). Céc dic diém hinh théi cla
chung theo sang ché 1a ching 12 bacillus gram duong va dugc biéu dién bang trinh ty
nucleotit 16s rADN SEQ ID NO: 1. Trinh ty nucleotit dugc phan tich va dugc tim thy
su twong ddng khoang 99% véi Lactobacillus plantarum. Theo d6, céc téc gia sing ché
da ky gt Lactobacillus plantarum CILP475 duge c6 1ap méi tai Bao tang gibng chuan
vi sinh vat Han Qudc (KCCM) vao ngay 11 thang 7 ndm 2018, theo Hi¢p uwéc Budapest
v6i s6 diang ky KCCM12287P.

Pé duy tri 6n dinh chiing Lactobacillus plantarum CILP475 clia sing ché trong
mot thoi gian dai, chung cé thé duoc luu trir bang cach hoa tan céac té bao trong dung
dich luu trir dugc diéu ché bﬁng cach tron Iugng glyxerol nhét dinh trong nuéc & -70°C,
hodc ¢6 thé duge lam dong kho bang cach ngung céc té bao trong sita tach béo 10% da
tiét tring, nhung sang ché khong bi gidi han & day, va co thé duoc luu trix trong mot thoi

gian dai bang nhidu phuwong phép da biét khac nhau.
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Chung Lactobacillus plantarum CJLP475 cla sang ché ¢c6 thé khong biéu hién
hoat tinh tan huyét chéng lai céc té bao hdng ciu. Tan huyét d& cap dén sy ph4 hiy cac
té bao hdng céu va giai phong huyét sic t6 ra khu vuc xung quanh, va la tic dong ma
céc t& bao hdng cau bi ly gidi béi cac enzym duge sin xuét tir vi khuén c6 hai trong co
thé. Do d6, ching nay dugc cong nhan 1a vi sinh vét an toan ma khong gdy tan huyét

trong mach méu ngay ca khi CJLP485 dugc sit dung trong co thé.

Ngoai ra, ching Lactobacillus plantarum CJLP475 theo sang ché c6 thé c6 tinh
khang yéu hoic khdng c6 tinh khang céc loai khéng sinh. Cac loai khang sinh cu thé bao
gdm nhung khong gi¢i han & ampixillin, clindamyxin, gentamixin, kanamyxin,
erythromyxin, ampixillin/sulbactam, chloramphenicol hogc streptomyxin. Theo do,
ngay ca khi CJLP485 dugc sir dung trong dugc pham, thuc pham chirc ning, cac phu
gia thirc #n chin nudi hogc loai trong tw, né khong c6 tinh khang khang sinh, va do do,

kha ning gay ra tic dung dugc ly c6 lién quan hodc cac vén d& méi truong 14 thép.

Chang Lactobacillus plantarum CJLP475 c¢6 kha nang kich hoat cac té bao mién
dich @& tang tiét cac cytokin, hodc c6 thé duge st dung trong co thé dé thic day kha

ning mién dich.

Theo sang ché, thuét ngit “céc té bao mién dich” tham chiéu dén toan bo cac té bao
dong vai tro trong kha nang mién dich trong co thé, va c6 thé dugc chia thanh cac té bao
T va céc té bao B. Céc té bao mién dich c6 thé bao gdm nhung khong gi6i han & cac té
bao Thl hodc Th2. Ching Lactobacillus plantarum CILP475 cla sang ché c6 thé c6
hoat tinh d& kich thich cac té bao mién dich va do d6 ting tiét cac cytokin nhu IL-12,
IL-10 hodac TGF-beta.

Trong cac bénh do virut thudng c6 ty 1¢ tr vong cao, hoai t t€ bao hodc mo do
virut c6 thé din dén 14y nhidm tht cdp va nhidm tring mau do vi khuén khac gay ra,
bénh viém do phan tng mién dich kich hoat qua mirc hodc gidm ngon miéng va mét
nude. Do d6, khi hiéu qua khéang virut (lién quan dén Th1, Th2) &c ché nhiém virut, va
dap tmg mién dich (khédng viém Th2) didu chinh 14y nhidm thir cip va phan tng viém
qué murc, ddng thoi c6 thé dat dugc hidu qua ting cudng, ngin ngira hiéu qua va hiéu
qué diéu tri cho c4c bénh do virut. Nhu vay, ching ddng thoi tang cudng Thl va Th2
lién quan dén viéc cung cép hiéu qua ting cudng mién dich thong qua probiotic chua

duoc biét dén linh vuc k¥ thuat, va ching méi duge phat hién méi béi cac tac gia sang
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ché. Ngoai ra, chiing Lactobacillus plantarum CILP475 clia sang ché c6 kha ning didu

hoa midn dich dé didu chinh sy mét cén bang Th1/Th2.

Theo sang ché, thuat ngit “cytokin” tham chiéu dén glycoprotein duge sit dung
nhu chét tin hiéu @& kiém sodt va kich thich hé thdng phong vé co thé, va c6 thé 13, vi

dy, IL-12, IL-10 ho#c TGF-beta, nhung sang ché khong bi gidi han & day.
Chung c6 thé c6 tac dung kich hoat mién dich khi st dung cho d6i tuong.

Theo sang ché, thuat ngi “di tugng” c6 thé tham chiéu dén tit ca cac loai dong
vét bao gdm ca con ngudi trong d6 kha ning mién dich bi suy yéu ho#c c6 kha nang bj
suy yéu. Vi du, abi tuong co thé bao gém dong vat ngoai trir con ngudi hodc bao gém
ca con nguoi. Pong vat co thé bao gbm khong chi con ngudi, ma con tAt ca cdc dong vat
cAn ¢6 hiéu qua nhu mo ta néu trén dugc bdc 19, va cu thé c6 thé 13 dong vat c6 vi nhu
bo, ngua, ciry, lon, dé, lac da, linh duong, cho, meéo va dong vt tuong tu, hodc dong vat
khac c6 thé 1a gia stic hodc vat nudi.

Phuong phap st dung trén khong c6 gi6i han cu th nao ma c6 thé duge st dung
thong qua cac duong khic nhau bao gbm ca dudng ubng hodc dudng tiém mién 13 n6 c6
thé dén duogc cac mo dich. Vidu vé phuong phap st dung c6 thé 1a st dung qua dudng
miéng.

Chung c6 thé c6 hoat tinh khang virut chéng lai virut gdy bénh tiéu chay cép trén

lon (PEDV).

Theo sang ché, thuat ngft “khang virut” @& cap dén dic tinh i ché 1y nhiém virut.
Probiotic khong thé tur vo hiéu héa virut, nhung c6 thé 1am tang kha ning mién dich cia
d6i tugng bi nhiém virut bang hoat dong mién dich, nhd d6 cho phép chéng lai nhiém

virut.

Virut gdy bénh ti€u chay cAp trén lon 12 loai virut corona lay nhi®m vao cac té bao
niém mac rudt non cta lon, gy ra bénh tiéu chay do lon ma dan dén tiéu chay va mét
nude nghiém trong. Virut nay ¢ thé bao gém bét ky virut ndo c6 sy lay nhiém c6 thé bi
trc ché boi chung Lactobacillus plantarum CILP475 cla séang ché, tuy nhién séng ché
khong gidi han & day.

Khi chiung Lactobacillus plantarum CILP475, san pham phén giai cia né, dich

nudi cdy cia nd, san pham cd dic cia nd, hodc dang say kho clia né duge st dung cho
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d6i tuong, hoat dong va 1y nhidm ctia virut PED c6 thé bi trc ché dang ké. Theo do, ché
phim chtta ching Lactobacillus plantarum CILP475, san pham phan gidi cua no, dich
nudi ciy ctia né, san phém co dic ctia né, hodc dang sdy kho ctia n6 c6 thé duogc sir dung
nhu ché phdm khang virut chdng tai virut PED, hodc dugc phém, ché phém thuc phém
chirc ning, ché phdm thudc, hodc ché phadm thirc in chin nudi dé ngan nglra hodc cai

thién bénh tiéu chay & lon.

Theo khia canh khac ctia sang ché 12 cung chp ché pham chtta ching Lactobacillus
plantarum CJLP475, san phém phén giai cuia nd, dich nudi céy cua no, san phém co dac
clia n6, hodc dang sdy kho ctia n6. Thong tin chi tiét v& ché phdm c6 thé dugc tham

chiéu dén phan mo ta bén trén.

Ching méi duge phan 14p cua sang ché c6 thé duge nudi ciy bing phuong phap
thong thudng dé nuodi cAy ching Lactobacillus. Déi véi moi trudng nudi cdy, mdi trudng
tu nhién hodc moi tredng nhan tao déu c6 thé dugc str dung. DPéi véi nguén cacbon ctia
moi truomg, vi du, glucoza, sucroza, dextrindextrin, glyxerol, tinh bot va loai tuong tu
c6 thé duoc str dung. Pbi voi nguén nito, pepton, chiét xuét thit, chiét xuit ndm men,
men kho, dau tuong, mubi amoni, nitrat va cc hop chit chira nito hitu co hodc vo co
khac c6 thé duge st dung, nhung sang ché khong gi6i han & cac ngudn nay. Dbi véi cac
mudi vo co c6 trong méi treong nudi cdy, magie, mangan, canxi, sit, kali va loai twong
tu ¢6 thé duge st dung, nhung sang ché khong gi6i han & cac ngudn nay. Axit amin,
vitamin, axit nucleic va cdc hop chét lién quan c6 thé dugc bd sung vao mdi truong
ngoai ngudn cacbon, ngudn nito va cc thanh phan cia mudi vo co. Chiing méi duge
phéan 14p cia sang ché c6 thé dugc nudi cy trong 12 gio dén 4 ngay trong pham vi nhiét
d tir 20°C dén 40°C.

Cu thé, canh nudi cdy ctia ching méi phan 1ap c6 thé 12 moi trudng nudi cy chira
cac té bao, va cling c6 thé 1a c4c té bao ma tr dich ndi nudi cdy duge loai bd, hodc cd
ddc ctia ching. Thanh phan cta canh nudi cdy c6 thé khong chi chira cdc thanh phan cin
thiét cho nudi cdy Lactobacillus thong thudng, ma con chira ca cac thanh phan c6 tac
dung hiép ddng cho su phét trién ctia Lactobacillus, va cac thanh phin cta chiing ¢6 thé

duoc lya chon béi nhitng ngudi ¢ hiéu biét trung binh trong cing linh vuc k¥ thuét.

Ngoai ra, chung co thé & trang thai 16ng hodc trang thai sdy kho, va phuong phép

séy kho c6 thé bao gdm nhung khong gidi han & sdy kho bing khi, sdy khd tw nhién, sy
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phun va say dong kho.

Trong ché phim, ndng & ctia Lactobacillus plantarum CILPATS cb thé 1a nhung
khong gidi han & 103 CFU/mL dén 10'° CFU/mL, 10° CFU/mL dén 10° CFU/mL, 10°
CFU/mL dén 108 CFU/mL, 103> CFU/mL dén 107 CFU/mL, 10* CFU/mL dén 10°
CFU/mL, 103 CFU/mL dén 10° CFU/mL, 10* CFU/mL dén 10* CFU/mL, 10* CFU/mL
dn 1019 CFU/mL, 105 CFU/mL dén 10! CFU/mL, 10¢ CFU/mL dén 10'° CFU/mL, 10’
CFU/mL dén 10'° CFU/mL, 108 CFU/mL dén 10'° CFU/mL, 10° CFU/mL dén 10'°
CFU/mL, 10* CFU/mL dén 10° CFU/mL, 10° CFU/mL dén 10® CFU/mL, hogc 10°
CFU/mL dén 107 CFU/mL.

Ché phim c6 thé con bao gbm chét bao quan lanh hodc ta dugc. Chét bao quan
hoic ta dugc c6 thé 13 chit xuit hién khong tu nhién hozc chit xuét hién tu nhién, nhung
sang ché khong gi¢i han & d6. Trong phuong 4n khac, chét bao quan lanh hodc ta duge
¢6 thé 1a chit khong tiép xtc tu nhién véi ching Lactobacillus plantarum CILPATS,
hodc chit khong tu nhién chira ddng thoi v6i chiing ndy, nhung sang ché khong gi6i han
& d6. Trong phuong 4n khéc nita, ché phim c6 thé con bao gbm it nhét chét bao quan
lanh duoc chon tir nhém bao gém glyxerol, trehalos, maltodextrin, stta bot tich kem va
tinh bdt; va/hodc it nhat mét ta duge dugc chon tir nhom bao gém glucoza, dextrin va
sita tach béo. Chit bao quan lanh cia sdng ché c6 thé c6 ham lugng 0,01% dén 20%
trong luong va 0,01% dén 10% trong lugng dya trén téng trong luong cia ché phim.
Cu thé, glyxerol c¢6 thé c6 ham lugng 5% dén 20% trong luong, trehaloza c6 thé c6 ham
lwong 2% dén 10% trong lwong, maltodextrin c6 thé c6 ham lugng 2% dén 10% trong
lugng, stta bt tach kem co thé c¢6 ham luong 0,5% dén 2% trong luong, va tinh bot co
thé c6 ham lugng 0,1% dén 1% trong lugng ché phim. Ngoai ra, ta duge c6 thé c6 ham
lwong 75% dén 95% trong luong hodc 85% dén 95% trong lugng dua trén tng trong

luong ciia ché pham.

Hon nita, phwong phap diéu ché ché phdm chwra Lactobacillus plantarum CILP475,
san phim phan giai cia nd, dich nuéi cdy ctia no, san pham cd dic cia n6, hodc sin
phdm sdy kho cta chung c6 thé bao gdm bd sung ching Lactobacillus plantarum
CILP475, san phAm phén giai ciia n6, dich nudi ciy clia né, san pham cb dic clia né,
hoic san phdm sdy khé ctia ching v&i chit phu gia. Chét phu gia c6 thé 12 chét bao quan

lanh hodc ta dugc néu trén.
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Ché phdm co6 thé duge st dung dé tang cuong mién dich.
Ché phim c6 thé duoc sit dung dé cung cAp hoat tinh khéang virut.

Ché phim c6 thé duoc st dung d8 1am thyre pham, thyc pham chirc nang, thirc an

chin nudi, phu gia thirc dn chin nudi, ché pham m§ pham, hodc ché pham dugc pham.

Theo khia canh khéc nita, sing ché d& xuit ché phdm probiotic chra ching
Lactobacillus plantarum CJLP475, san phim phan giai ctia nd, dich nuodi cdy ctia no,

san phdm cd dic cla no, hodc san phim sdy kho cia chiing nhu thanh phan hoat tinh.

Céc probiotic dwgc ¢ dinh trén céc vach clia dudng ti€u héa trong rudt dé ngan
chin su hinh thanh vi khuan c6 hai va trc ché su ting sinh ctia virut. Ngoai ra, cac enzym
tiéu héa 6 loi duge san xudt bdi cac probiotic thuc day ting truéng bang céach tao dicu

kién cho viéc hép thu va str dung céc chét dinh dudng.

Phuong phép diéu ché ché phdm probiotic c6 thé bao gdm viéc nuodi cdy chung
Lactobacillus plantarum CJLP475 dugc luu gitr dudi s6 ding ky KCCM12287P; va tron
cac chung dwogc thu hoi véi chét phu gia.

Trong mot phuong 4n, chit phu gia c6 thé 1a chit bao quan lanh, va phuong phap

¢6 thé con bao gdm budc dong khd sau bude tron.
O day, vi khuén trong ché phdm dong kho c6 thé & trang thai sdng.

Trong phuong an khéac, phuong phap didu ché c6 thé bao gdm chuin bi lrgng dinh
trude ché pham vao trong bao gbi sau bude trdn.

O day, trong budc déng goi, ché phém c6 thé dugc dua vao trong bao goi sao cho
ham lugng tdng ciia ching bao gdm chimg CJLP475 1a 106 CFU/g hogc nhiéu hon.

Theo khia canh khéc nita cta sang ché, dé xuét thirc &n chiin nudi hodc phu gia
thirc an chin nudi chira ching Lactobacillus plantarum CJLP475, sén phdm phan giai
cua nd, dich nudi céy cua no, san phém cd dic cia nod, hodc san phém séy kho cta chung.

Chung Lactobacillus plantarum CJLP475 duoc mo ta bén trén. Cu thé, ching
Lactobacillus plantarum CILP475 cua sang ché c6 thé dugc bd sung cho phu gia thirc
an chin nudi hodc thirc dn chidn nudi chira phy gia thirc dn chdn nudi nham muc dich

thiic ddy ting truong, giam ty 16 méc bénh tidu chay, va trc ché hoat dong cta virut.

Theo sang ché, thuat ngit “phu gia thirc an chin nudi” tham chiéu dén chét bd sung
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cho thtrc dn chiin nudi nhdm muc dich cung cip cic hidu qua khac nhau nhu b sung cac
chét dinh dudng va ngin nglra gidm cén, thiic dAy tiéu hoa xenluloza trong thirc &n chin
nudi, ning cao chét lugng sita, ngin nglra rdi loai sinh san va ning cao ty 1& mang thai,
va ngdn ngira cing thang nhiét 6 cao trong mua he. Phy gia thirc &n chan nu6i clia sang
ché thudc thie 3n bd sung theo Luét kiém soat thirc &n chin nudi cho ca va gia sic va
¢6 thé con bao gdm cac khodng chét nhu natri hydro cacbonat, bentonit, magie oxit, cac
hop chét khodng, va cac chét khoang vi lrong bao gdm kém, déng, coban, va selen, cac
vitamin nhu caroten, vitamin E, cac vitamin A, D, E, axit nicotinic, va phitc hop vitamin
B: cac chét bao vé axit amin nhu methionin va lysin; cac chét bao vé axit béo nhu canxi
axit béo; va cac vi khudn sdng va cac ché phdm nidm men nhu probiotic (vi khuin axit

lactic), dich nudi cay nam men, va san pham 1én men nam.

Theo sang ché, thuat ngit “thirc dn chin nudi” d& cap dén thirc an tr nhién hoic
nhén tao, thirc dn riéng, hodc tuong tu, hodc thanh phé‘m cua thirc dn riéng cho dong vat
an, nudt va tiéu hoa hoic thich hop dé cho an, nudt va tiéu hoa. Thirc dn chin nudi bao
gbm ché phdm dé ngin ngira va didu trj cac bénh chuyén héa theo sang ché nhu thanh
phén hoat tinh c6 thé dugc didu ché thanh cic dang khac nhau cla thitc in chin nu6i da
biét trong nganh chin nudi va c¢6 thé bao gbm thirc 4n chin nudi dm dic, thirc &n thd
va/hoac thirc an dac biét.

Céc dbi tugng dugc nudi co thé bao gdm bét ky sinh vat co thé an thic an chin

nuodi clia sang che, va cé thé bao gdm lon theo muc dich ctia sdng ché.

Ham luong cua ching Lactobacillus plantarum CILP475 trong ché pham thtrc an
chiin nudi theo sang ché c6 thé dugc didu chinh thich hop theo loai va tubi ctia dbi twong
can ap dung, cac dang ing dung, hiéu qua mong mudn va tuong tu. Vi du, ché phém co
thé c6 ham lwong 0,01% dén 20% trong lwong, 0,01% dén 15% trong lwong, 0,01% dén
10% trong lugng, 0,01% dén 5% trong lwong, 0,01% dén 1% trong luong, 1% dén 20%
trong luong, 1% dén 15% trong lugng, 1% dén 10% trong luong, 1% dén 5% trong
luong, 5% dén 20% trong luong, 5% dén 15% trong luong, 5% dén 10% trong lugng,
10% dén 20% trong luong, 10% dén 15% trong lugng, hodc 15% dén 20% trong luong,

nhung sang ché khong gi6i han & do.

Pé st dung, ché phdm thiic 4n chin nudi cla sang ché c6 thé con bao gdm mét

hodc nhiéu axit hitu co nhu axit xitric, axit fumaric, axit adipic, axit lactic, va tuong tu;
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phosphat nhu kali phosphat, natri phosphat, poly phosphat, va twong tu; va chét chéng
oxi héa tu nhién nhu polyphenol, catechin, tocopherol, vitamin C, chiét xuét tra xanh,
chitosan, axit tannic, va tuong tu. Néu can thiét, cac phu gia dién hinh khac nhu chét
chéng ctm, chit dém, tic nhan kim ham vi khuén, va tuong tu ¢ thé dugc bd sung.
Hon nita, chit pha lodng, chét phén tan, chat hoat dong bé mat, chét lién két, hodc chét
bdi tron c6 thé dugc bd sung dé tao ché phim thanh ché phim c6 thé tiém nhu dung dich

nudce, huyén phu, va twong tu, vién nang, hat, hodc vién.

Hon nita, ché phdm thirc dn chin nudi clia sang ché c6 thé duge str dung cing véi
chit bd sung chit dinh dudng, chét ting ting trudng, chét tang hip thu tiéu héa, va tac
nhan phong bénh, ngoai ra con ¢ cac chét phu gia khac nhu axit amin, mudi vé co, cac
vitamin, chit chng oxy hoa, cac tac nhan chéng ném, chit chdng vi tring, va tuong tu,
nhu céc thanh phan phu gia, va cac thanh phan chinh bao gbm céc thirc in protein thyc
vat nhu lta mi nghién hodc lta mi v& hat, lia mach, ngd, va tuwong tu, cac thirc &n protein

dong vat nhu bot huyét, bot thit, bot c4, va twong ty, md dong vat va md& thyc vat.

Khi ché phdm thirc &n chin nudi cia sang ché duoc st dung nhu phu gia thirc &n
chin nudi, ché phém thitc An chin nudi c6 thé duoc bd sung do né duge hoic st dung
cling v&i céc ché phim khac, va c6 thé duoc st dung thich hgp theo phuong phép thong
thuong. Ché pham thirc in chin nudi c6 thé dugc diéu ché & dang sir dung gidi phong
ngay lap tic hodc cong thirc gidi phéng lau dai lién tuc, két hop voi chit mang dugc
dung khong ddc. Chit mang c6 thé 1a chét xuét hién khong tu nhién hoic chit xuét hién
tw nhién, nhung sang ché khong gi6i han & d6. Trong phuong an khac, chit mang c6 thé
1a chit khéng tiép xtc tu nhién véi ching Lactobacillus plantarum CJLP475, hodc chat
ma khéng tu nhién chira ddng thdi véi chiing, nhung sang ché khong gidi han & d6. Chét
mang an dugc c¢6 thé 14 tinh bot ngd, lactoza, sucroza, hodc propylen glycol. Chét mang
rén c6 thé str dung & dang vién, bot, vién ngam, va tuong tu, va chét mang dang long c6
thé sir dung & dang sird, huyén phui 16ng, nhii twong, dung dich, va tuong ty. Ngoai ra,
tac nhan dé udng co thé bao gdbm chat bao quan, chit boi tron, chét ting hoa tan, hodc
chit 8n dinh, va c6 thé con bao gdm cac tac nhan khac dé cai thién cac bénh viém va

cac chat hitu ich dé ngén nglra virut.

Ché phém thirc an chdn nudi theo sang ché c6 thé dugc tron voi thite an chin nudi
v6i ham lugng khoang 10 g dén 500 g, cu thé 10 g dén 100 g trén 1 kg, trén co s& trong

lwong kho cua thic an chin nudi. Sau khi tron 14n hoan toan, ché phim thirc n chin
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nudi c6 thé duoc cung cip dudi dang nghién, hodc ¢6 thé con trai qua qua trinh €p vién,

kéo dai, hoic ép dun, nhung sang ché khong gi6i han & do.

Theo khia canh khac nita ctia sang ché, d& xuét ché phim thuc pham hotc thuc
phAm chtrc nang chira ching Lactobacillus plantarum CJLP475, san phim phén giai clia

né, dich nudi ciy ctia né, sin pham cd dic clia nd, hodc san pham say kho cia chung.

Cu thé, ché phdm ctia séng ché c6 thé duoc bd sung cho ché pham thuc phim cho
muc dich thuc ddy ting trudng, giam ty 1& mic bénh tiéu chay, ting mién dich, va @rc
ché hoat dong cua virut. Chiing Lactobacillus plantarum CILP475 dugc md ta bén trén.
Ché pham thuc phim c6 thé bao gdm chit mang chip nhan dinh dudng. Chit mang c6
thé 1a chit xuét hién khéng tu nhién hodc chit xuét hién tu nhién, nhung sang ché khong
gi¢i han & d6. Trong phuong 4n khac, chit mang c6 thé 13 chét khéng tiép xuc tu nhién
v6i chung Lactobacillus plantarum CJLP475, hodc chét khéng tu nhién chira ddng thoi
ching, nhung sang ché khong gi6i han & dé.

Ché phim thuc phim cta sang ché bao gbm tit ca cac dang cua thyc pham chirc
nang, chit bd sung dinh dudng, thuc phém stirc khoe va phu gia thuc phém, va cac loai
ché phdm thuc phdm c6 thé dugc diéu ché & cac dang khac nhau theo phuwong phép

thong thuong.

Khi ching Lactobacillus plantarum CILP475 dugc st dung nhu phuy gia thuc
phém, chung Lactobacillus plantarum CILP475 ¢6 thé dugc bd sung mot minh hogc
duoc sit dung & dang két hop véi cac thuc pham khéc hoic thanh phén thyc phidm, va
c6 thé str dung thich hop theo phuong phap thong thuong. Ham luong clia cac thanh
phén hoat chét dugc tron c6 thé duge xac dinh thich hop tity thudc vao myc dich sir dung
(phong ngura, tang strc khoe, hodc diéu tri). Thong thudng, tai thoi diém diéu ché thuc
phdm hoic dd udng, ching Lactobacillus plantarum CILP475 dugc bd sung véi luong
0,0001% dén 1% trong luong, t5t hon 14 0,0001% dén 0,1% trong luong dua trén thanh
phan vét liéu thd chira ching Lactobacillus plantarum CILP475. Tuy nhién, trong
truong hop st dung trong thoi gian dai cho muc dich strec khée va vé sinh hodc cho muc

dich kién soat strc khde, ham luong co thé it hon pham vi néu trén.

Sang ché khong gidi han cu thé & loai thuc pham nao. Céc vi du vé thuc phém co
thé dugc bo sung ché pham bao gom thit, xtc xich, banh mi, s6¢dla, keo, dd an nhe,

banh keo, pizza, mi an lién, cac loai mi khéc, keo cao su, cdc sén pham tir sita bao gom
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kem, céc loai stip, nudc giai khat, tra, d6 uong, d6 uong c6 con, phtrc hop vitamin, va

tuong tu, va tht ca c4c loai thuc phdm chirc ndng cho strc khoe theo nghia thong thuong.

Ché phdm @b udng cho strc khoe clia sang ché ¢6 thé con chira c4c thanh phan bd
sung, cac chét tao huong vi khac nhau hodc cacbohydrat tw nhién, nhu trong dd uéng
thong thuong. Cac cacbohydrat tw nhién c6 thé bao gdm cac monosacarit nhu glucoza,
fructoza, va tuong tu; cac disacarit nhu maltoza, sucroza va céac loai twong tu; polysacarit
nhu dextrin, xyclodextrin, va twong tu; va ruou dudng nhu xylitol, sorbitol, erythritol,
va tuong tu. Cac chét tao ngot tur nhién nhu thaumatin, chiét xuét stevia, va tuong tu; va
céc chit tao ngot tbng hop nhu saccharin, aspartam, va tuong ty co thé duogc sir dung
lam chét tao ngot. Ty 1€ cua cac thanh phin bd sung c6 thé ndm trong khoang tir 0,01
dén 0,04 phén trong luong, cu thé 12 0,02 dén 0,03 ph?ln trong lugng dya trén 100 phﬁn

trong lugng cua ché pham cia sang ché.

Ngoai cac thanh phan néu trén, ché phim ctia sang ché c6 thé con chira cac chat
bd sung dinh dudng khéc, cdc vitamin, cac chét dién giai, chét tao huong, chét tao mau,
axit pectic va mudi clia chiing, axit alginic va mubi ciia chiing, axit hitu co, chit 1am diic
keo bao V¢, chét diéu chinh d6 pH, chit bn dinh, chét bao quan, glycerin, ruqu, chét c6
ga dugc str dung trong d6 ubng co6 ga va tuong ty. Ty 1€ cia cac chét phu gia khdng quan
trong, nhung thuong duge chon trong khoang tix 0,01 dén 0,1 phén trong luong, dua trén
100 phan trong lugng cla ché phim ctia séng ché. Hon nita, ché phim ciia sang ché c6
thé bao gdm thit qua dé diéu ché nudc ép trdi ciy tu nhién, dd ubng trai cay hodc )
udng thuc vat. Ty 1& thit qua khong quan trong, nhung thudng duge chon trong khoang
tir 0,01 dén 10 phﬁn trong luong, dua trén 100 phén trong lugng cua ché phém clia sang
ché. Cac thanh phén ¢6 thé dugc stir dung mot minh hodc két hop.

Khia canh khac nita cua sang ché, d& xuit m§ phadm chira ching Lactobacillus
plantarum CJLP475, san pham phén gidi cta n6, dich nudi cAy ctia né, san phim co dic
ciia nd, hogc san phdm sy kho cua ching

Cu thé, ché phém clia sang ché c6 tac dung khang viém va tac dung trc ché-hoat
tinh khang virut thong qua kich thich mién dich, va do d6 c6 thé dugc sit dung nhu m§
phdm. Ching Lactobacillus plantarum CILP475 dugc md ta bén trén.

Khi ché phdm theo sang ché dugc st dung nhu m§ phim, ché phdm c6 thé dugc

diéu ché thanh cac loai m§ phdm khéc nhau theo cdng thuc thong thudong da biét trong
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[inh vuc m§ phdm. Sau khi didu ché thanh timg ché pham cong thuc, c6 thé dugc diéu
ché bing cach bd sung chit mang hoic ta duge dugc chdp nhan va cAn thiét trong san
xuht cac m§ phim theo ting ché phim cong thic. Chét mang c6 thé 1 chét xuét hién
khong tu nhién hodc chét xuét hién ty nhién, nhung séng ché khong giéi han & d6. Trong
phuong an khac, chit mang c6 thé 1a chit khong tiép xic tu nhién v6i ching
Lactobacillus plantarum CJLP475, hodc chit khéng tu nhién chira déng thoi ching,
nhung sang ché khong giéi han & do.

Theo khia canh khac nita cua sang ché, d& xudt duoc phdm chira ching
Lactobacillus plantarum CJLP475, san phim phan giai cia nd, dich nudi cdy clia no,

san pham c6 dic cia nd, hodc san pham siy kho cta ching.

Khi ché phim theo sang ché duoc sir dung nhu dugc phim, ché phim c6 thé duoc
diéu ché thanh cac cong thirc dugc thdng thudong da biét trong linh vuc dugc phim.
Duogc phim c6 thé duoc didu ché dic biét thanh céc ché pham cong thire ding qua dudng
miéng nhu chét 16ng, huyén phu, bdt, hat, vién nén, vién nang, thudc vién hodc chiét
xuét. Sau khi didu ché thanh timg ché phim cong thirc, co thé duoc didu ché bing cach
bd sung chit mang hodc td duge dugce chip nhan va cAn thiét trong san xuét cac dugc
phim cho ting ché phim cong thic. Chit mang c6 thé 13 chét xut hién khong ty nhién
hofic chét xuit hién tu nhién, nhung séng ché khong gioi han ¢ d6. Trong phuong an
khéc, chit mang co thé 1a chét khong tiép xic tw nhién voi ching Lactobacillus
plantarum CILP475, hodc chit khéng tw nhién chira dong thoi ching, nhung sang ché
khong gi6i han & d6. Thong thuong, khi ché phim dwoc diéu ché thanh ché pham cong
thirc dung qua dudng miéng, it nhét mot chit mang duoc chon tir nhom tir chét pha lodng,
chét boi tron, chét két dinh, chét 1am tan, chét tao ngot, chéit &n dinh va chét bao quan
6 thé duoc st dung, va it nhit mot phu gia dugc chon tir chét tao huong vi, vitamin va
chét chdng oxy hoéa c6 thd duoc st dung. Bét ky ta dugc hodc chét phu gia dugc dung
¢ thé duge st dung. Cu thé, c6 thé st dung lactoza, tinh bot ngo, diu dau tuong,
xenluloza vi tinh thé, hodc mannitol 1am chét pha lodng; magie stearat hodc talc 1am chit
bbi tron; va polyvinyl pyrrolidon hodc hydroxypropyl xenluloza lam chét két dinh.
Ngoai ra, ¢ thé st dung canxi cacboxymetylxenluloza, natri tinh bot glycolat, kali
polacrilin, hodc crospovidon lam chét phan ra; dudng tréng, fructoza, sorbitol, hodc
aspartam lam chét tao ngot; natri cacboxymetylxenluloza, B-xyclodextrin, sap trang,

hodc gdm xanthan lam chét 6n dinh; va metyl paraoxybenzoat, propyl paraoxybenzoat,
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hoic kali sorbat 1am chit bao quan.

Theo khia canh khéc nita ctia sang ché, dé xuét bude str dung ching Lactobacillus
plantarum CJLP475 hodc ché phim ciia sang ché cho d6i tuong. Ching Lactobacillus

plantarum CILP475, ché pham, va ddi tugng dugc mo ta bén trén.

Lidu luong sir dung c6 thé 1a nhung khong gidi han & 10° CFU/ngay hoic nhiéu
hon, 107 CFU/ngay hoic nhiéu hon, 108 CFU/ngay hodc nhiéu hon, 10° CFU/ngay hodc
nhidu hon, 10 CFU/ngay hogic nhiéu hon hodc 10! CFU/ngay hogc nhiéu hon dya trén
chung Lactobacillus plantarum CJLP475.

Theo khia canh khac nita ctia sang ché, d& xuét phuong phép ting cudng mién dich
cho ddi tuwong bao gém st dung chung Lactobacillus plantarum CILPA75 hodc ché
ph4m ciia sang ché cho d6i twong can ding. Chiing Lactobacillus plantarum CJLP475,

ché phim, va d6i tugng dugc mo ta bén trén.

Nhu st dung trong sang ché, thuat ngit “stt dung” nghia 13 dua ching hodc ché
phim ctia sing ché cho dbi tugng bing bat ky phuong phap phu hop nao, va dudng sir
dung c6 thé bao gbm céc dudng khac nhau nhu sir dung qua dudng miéng hogc tiém

mién 1a c6 thé dén dugc mo6 muc tiéu.

Theo khia canh khéc nita cia sang ché, d xuét phurong phap ngin nglra hodc didu
tri bénh nhiém virat cho dbi tuong, bao gém stt dung ching Lactobacillus plantarum
CJLP475 hodc ché phdm cua sang ché cho dbi twgng can dung. Chiing Lactobacillus

plantarum dugc mo ta bén trén.

Theo séang ché, thuat ngit “ngin nglra” hodc “viéc ngan ngira” nghia 13 tAt ca cic
tac dong nhim (e ché, chin, hodc 1am chdm bénh nhiém virut béng cach st dung ching
Lactobacillus plantarum CJLP475 hodc ché phdm cta sang ché. Ngoai ra, theo séng ché,
thuat ng “diéu tri” hodc “viéc diéu tri” nghia 13 tAt ca céc tac dong nham cai thién hoic
thay dbi theo hudng tich cuc tridu chimg ctia bénh nhiém virut bang céach sir dung chiing

Lactobacillus plantarum CJLP475 hodc ché phdm ctia sang ché.
Céc vi du ciia sang ché

Sau dy, sang ché s& dugc md ta chi tiét hon thong qua céc vi du. Tuy nhién, cac
vi du nay chi nhdm muc dich minh hoa, va pham vi clia sdng ché khong bi gi¢i han &

cac vi du nay.
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Vi du 1: Phén 14p va lya chon céc chung
Vi du 1-1: Thu mAu va phén 14p ching

Lactobacillus plantarum CILP475, chung cia sang ché 1a ching méi Lactobacillus
plantarum duge phan 1ap va xac dinh tir nuéc twong (tire 13, thue pham 1én men truyén
théng). Cac maiu da dugc thu thép 14n luot dugc pha lodng, cAy trai trén moi trudng
MRS dic va duge 0 & nhiét @6 37°C trong 24 gio. Cac chiing dugc phén 1ap tir mdi miu
dugc phan 18p hoan toan bing cach chuyén ching sang mdi trudng mdi, va cac ching
da dugc phan 1ap duge luu gitt trong mdi truong dinh dudng duge bb sung véi 20%
glyxerol ¢ nhiét d§ -70°C hodc thip hon. Céc ching c6 hoat tinh khang virut tot duoc

lya chon thong qua céac vi du dudi day.
Vi du 1-2: Panh gi4 hoat tinh chju axit va chiu dich mat cta cac chung

Pé lya chon cac ching c6 thé dugc str dung nhu cic probiotic, hoat tinh chiu axit

va chiu dich méat ctia cac chung thu dugc s& dugc danh gia.

Moi trudng dich vi nhén tao duoc didu ché @& danh gia tinh chiu axit. Cu thé hon
13, moi truong dich vi nhén tao dugc didu ché bang cach bd sung pepsin vao méi truong

MRS 16ng d& didu chinh d6 pH dén 2,5, sau d6 khtt tring.

Céc chung trén vi du 1-1 dugc nudi cdy tinh trong moi truong MRS 16ng & nhiét
d6 37°C trong 18 gitr sau nuéi cdy thir cAp 1n hai. 1% cac ching da U truée dugc cdy
vao mdi truong dich vi nhan tao va duge nuoi cdy tinh & 37°C, va canh nudi ciy duoc
14y mAu Itc 0 gid va 3 gio. Canh nudi cdy da duoc 14y mau 14n lugt dugc pha lodng va
duoc ciy trai trén mdi truong MRS rén, va dugc 0 & nhiét do 37°C trong 48 giv dé do

s0 lugng té bao song.

Mbi trwdng dich mét nhén tao dwgc didu ché dé danh gia tinh chiu dich mét. Cu
thé hon 13, méi truong dich mat nhan tao dugc diu ché bang cach bd sung 0,5% mét bd

(dich mét bo) vao moi truong MRS 16ng, sau do khir trung.

Cac chung trong vi du 1-1 dwogc nudi cAy tinh trong moi truong MRS 16ng & nhiét
d0 37°C trong 18 gir sau nudi cdy thir cép 1an hai. 1% céc ching da G truge dugce cdy
vao mdi tredng dich mét nhén tao va dugce nuoi céy tinh & nhiét d6 37°C, va canh nuoi
cy duoc 14y mAu lac 0 gid va 24 giv. Canh nudi cdy da duge 14y mau lan luot duge pha

lodng va dugc cdy trai trén moi truong MRS rin, va duge G & nhiét do 37°C trong 48
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gity @& do s6 lwong té bao séng.

Thong qua cac cac ddnh gid néu trén, chiing c6 kha nang chiu axit va chiu dich mat
cao nhit dugc lva chon va duge dinh danh 1a Lactobacillus plantarum CJLP475. Cac
ching duoc lua chon duge xdc dinh 14 Lactobacillus plantarum dugc xac nhan bédi cac
vi du sau. Dé so sanh kha ning chiu axit va chiu dich mét ctia ching CJLP475 véi cac
ching thong thudong da biét, tinh chiu axit va chiju dich mét cua ching mau Lactobacillus
plantarum (KCCM12116) 14y tir Bao tang giéng chuén vi sinh vat Han Quéc dugc danh

gia theo cach thirc twong tw nhu phwong phéap néu trén.
Béang 1

Dénh gia tinh chiu axit (don vi: CFU/mL)

0 gio 3 gio
Lactobacillus plantarum CILP475 (KCCM12287P) 4,0 x 10° 3,25 x 108
Lactobacillus plantarum (KCCM12116) 2,3x 107 1,3 x 107

Béng 2

Dénh gia tinh chiu dich mat (don vi: CFU/mL)

0 gio 24 giv

Lactobacillus plantarum CJLP475 (KCCM12287P) 5,2x 108 1,7 x 107
Lactobacillus plantarum (KCCM12116) 2,1x 107 1,6 x 10°

Theo cac bang 1 va 2, s6 lwong té bao trong chiing mau Lactobacillus plantarum
(KCCM12116) trong moi trudng dich vi nhén tao va méi trudng dich méit nhén tao bi
giam xubng. Két qua 13, c6 thé thiy rang khong phai tit ca cac Lactobacillus plantarum
théng thudong da biét ¢6 tinh chiu axit va chiu dich mét.

Nguoc lai, ching Lactobacillus plantarum CILP475 ¢ s6 luong té bao giam sit
it hon so v6i ching miu Lactobacillus plantarum (KCCM12116) khi danh gid tinh chiu
axit, va sb luong té bao ting hon khi danh gia tinh chiu dich mat. Cac két qua nay chi ra
rang chung Lactobacillus plantarum CILP475 c6 kha nang chiju axit va chiu dich mat
rét tot.

Vi du 1-3: Nghién ctru céc dac diém hinh thai va sinh héa clia ching

DPé xac dinh ching CJLP475, cac dac diém hinh thai va sinh héa dugc nghién ctru

so bo. Do céac dic diém hinh thai, ching 13 gram duong nhu két qua ciia viéc nhudm
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gram, va dugc phét hién llél bacillus dugc xac nhén béng kinh hién vi dién t& (nhu thé
hién trén Fig.1). Dé phan tich cac dac didm sinh hoa, cac mAu 1én men dudng cla ching
dugc phén tich b%mg hé théng API 50CHL (Biomerieux Vitek, Inc., France) (nhu thé
hién trén bang 3).

Bang 3

Phan tich cac mAu 1én men dudng cta ching dugc phén lap

Tén ching CILP475 Tén ching CILP475
Péi ching - Esculin +
Glyxerol - Salixin +
Erythritol - Cellobioza +
D-Arabinoza - Maltoza +
L-Arabinoza + Lactoza +
Riboza + Melibioza +
D-Xyloza - Saccharoza +
L-Xyloza - Trehaloza +
Adonitol - Inulin -
B Metyl-xylosit - Melezitoza +
Galactoza + D-Raffinoza +
D-Glucoza + Amidon -
D-Fructoza + Glycogen -
D-Mannoza + Xylitol -
L-sorboza - B Gentiobioza +
Rhamnoza + D-Turanoza +
DPulxitol - D-Lyxoza -
Inositol - D-Tagatoza -
Mannitol + D-Fucoza -
Sorbitol + L-Fucoza -
o Metyl-D-mannosit + D-Arabitol -
a Metyl-D-glucosit - L-Arabitol -
N Axetyl glucosamin + Gluconat +
Amygdalin + 2 ceto-gluconat -
Arbutin + 5 ceto-gluconat -

+: Duong, - Am

Vi du 1-4: Dinh danh céc chung
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D4 x4c dinh chinh x4c hon céc chiing, phuong phép hinh théi hoc dua trén trinh tu
DNA di duoc thuc hién. Phan tich trinh tu duge thuc hién nhu sau: gen 16s rADN dugc
khuéch dai sit dung PCR premix (Bioneer, Korea) va cap mdi thong dung 27F (5'
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3, SEQ ID NO: 2) va 1492R (5
GGTTACCTTGTTACGACTT 3', SEQ ID NO: 3). D& khuéch dai gen, tong thé tich clia
dung dich phan Gng duoc didu chinh thanh 20 pL, va phan tng dugc thuc hién ¢ nhiét
d6 94°C trong 1 phut, tai nhiét do 56°C trong 1 phit, va tai nhiét dd 72°C trong 1 phit,
va chu k¥ nay dugc lap lai tbng s6 30 14n dé phan tich trinh ty DNA da khuéch dai. Trinh
tu nucleotit 16s rADN da khuéch dai cua chiing da phén 1ap dugc biéu thi bang SEQ ID
NO: 1.

Theo két qua phan tich, CJLP475 dugc xé4c dinh 12 vi sinh vét ¢6 ty 1€ tuong dong
99% v&i Lactobacillus plantarum. Do d6, chung dd phén 18p dugc dinh danh
“Lactobacillus plantarum CILP475”, va vi sinh vét da dugc dinh danh méi dugc ky gui
tai Béo tang gibéng chuén vi sinh vat Han Qudc (KCCM), co quan luu ching qubc té

theo Hiép u6c Budapest vao ngay 11 thang 7 ndm 2018, v6i s6 dang ky KCCM12287P.
Vi du 2: Panh gié ching an toan
Vi du 2-1: Xac nhén hoat tinh tan huyét ctia cac chiing

Tan mau B (B-Hemolysis) 12 hién tuong trong d6 cdc phospholipit duogc cip boi
céc t& bao hong ciu bi thity phan béi cac enzym phospholipit duge san xuét bdi cc vi
khuAn c6 hai, dAn dén tan huyét ctia céc té bao hdng ciu. Pé x4c dinh hoat tinh tan huyét
ctia ching Lactobacillus plantarum CJLP475, céac dia thach mau (thach mau ctru 5%,
Hanilkomed, Korea) dugc st dung. Ching dugc cAy ria vao trong céc dia thach mau da

duoc chudn bi va duge u & nhiét d 37°C trong 24 gid dé x4c nhén su tan huyét.

Két qua nhu dugc thé hién trén Fig.2, xac nhén rang ching Lactobacillus
plantarum CJLP475 khong thé hién sy tan huyét. Nhitng két qua nay cho thdy khong
hoat dong nhu vi khuén c6 hai trong co thé.

Vi du 2-2: Panh gia tinh nhay cam khang sinh

Chung CJLP475 dugc cdy vao moéi truong MRS 16ng va dugc nudi cy tinh & 37°C
trong 24 gio. Vi khuén dugc nudi cdy nay dugc thAm vao cc tim bong da tiét trung va

duoc cdy trai trén moi trudng Mueller Hinton 11 ran (Difco), va sau d6 céc dia khang
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sinh duge dit trong moi trudng va duge U & nhiét do 37°C trong 24 gio. Cac dia
ampixillin, clindamyxin, gentamixin, kanamyxin, erythromyxin, ampixillin/sulbactam,
chloramphenicol, va streptomyxin (Oxoid, UK) dugc st dung nhu céc dia khang sinh
dé xét nghiém khéng sinh.

Két qua xét nghiém tinh nhay cam khéng sinh ctia ching Lactobacillus plantarum
CILP475, ching CJLP475 khong khang v6i cdc khang sinh néu trén (nhu thé hién trong
bang 4). Do d9, co thé thdy rang ngay ca khi ching Lactobacillus plantarum CJLP4T5
duoc sir dung trong duoc phim, thuc phim chitc néng stc khoe, phy gia thirc dn chin
nudi, v.v., cac van dé co thé phét sinh lién quan dén cac van @ strc dé khang va moi
truong it xay ra, xem Xxét rang chiing khong c6 tinh khang khang sinh.

Bang 4

Ut ché sinh trudng vi khuin theo khang sinh

Ban kinh vung Gc ché sinh trudng tap trung

Khang sinh quanh cac khang sinh (mm)
CILP475

Amp10 (Ampixillin) 7

C30 (Clindamyxin) 8
CN120 (Gentamixin) 9

K30 (Kanamyxin) 1,5

E15 (Erythromyxin) 9
SAM?20 (Ampixillin/Sulbactam) 8
S10 (Chloramphenicol) 3
DA2 (Streptomyxin) 4

Vi du 3: Danh gi4 doc tinh té bao

Pé danh gia anh hudng cua chung dén su séng cua cac té bao, xét nghiém MTS
dugc thuc hién st dung (3-(4,5-dimetyl-2-yl)-5-(3-cacboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium, (promega, USA) dé danh gia mic do doc tinh t€ bao trén
céc té bao IPEC-J2 (c4c té bao bidu md rudt lon). M&i té bao dugc G dia nudi cdy té bao
96 15 va dugc xir Iy v6i CJLP475 & céc ndng do khic nhau tir 10° CFU/mL dén
108 CFU/mL trong 2 gio. Sau 24 gid, dung dich MTS dugc b sung vao canh nudi ciy
té bao, va cac t& bao dugc G trong 2 gid, va ty 18 té bao séng (%) dugc tinh toan bing

céch do do hip thu tai bude song 490 nm bang dau doc vi dia.
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K&t qua 13, nhu thé hién trén Fig.3, khi cac té bao duge xir Iy & séu nong dd khac
nhau, ¢6 thé xac nhan ring sb lugng té bao chét (5x10*té bao/1d) hau nhu khéng quan

sat duoc & ndng do 108 CFU/mL hodc thip hon.
Vi du 4: Danh gia hoat tinh ting cuong mién dich

Pé xAc nhén tac dung ting cuong mién dich ciia chung CJLP475, céc té bao IPEC-
J2 dugce u trong moi truong DMEM/F-12 (H6n hop dinh dudng F-12 ciia Dulbecco's
Modified Eagle Medium). Ngoai ra, cac té bao lympho trong cc hach bach huyét mang
treo rudt (mLN), c4c té bio don nhan méau ngoai vi (PBMC), céc té bao trong mang nhay
dich vi dic trung cua rudt (Peyer’s patches), va té bao don nhan lach (Spln) dugc thu
thap tir lon cai sita 21 ngay tudi, va céc t& bao mién dich dugc 14y tir tirng md va huyét

thanh bang phwong phap sau.

Pé 14y duogc cic té bao mién dich tir 14 1ach (Spln) va céc hach bach huyét mang
treo rudt (mLN), cdc mo da c&t nho duge nghién nhé bang pit tong clia éng tiém va bd
loc té bao 70 um (BD Falcon), va sau d6 céc té bao dugc rira sach sir dung moi trudng
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640, Gibco BRL, Grand Island, NY,
USA). Céc té bao hdng ciu con lai (cac té bao hdng ciu) dugc loai bd bang céch sir dung
dém ly giai RBC (eBioscience, USA) trudc budc rira cudi cung. Céc té bao mién dich
thu thap dugc sau budce rira cudi ciing duoc nhudém mau xanh da troi Trypan va dugc

tinh bang may do huyét sic t6 dugc sir dung.

Pé thu duoc cac t& bao trong mang nhay dich vi ddc trung cua rudt (Peyer’s
patches), cac md twong ung dugc phan l4p tir rudt non, va sau d6 dugc c4t nho va nghiém
thanh bot st dung kéo ph?tu thuéat. Sau do, céac té bao duoc phéan ng trong moi trudng
RPMI-1640 (d6 pH 7,2) ¢6 chita Dnase I (Roche, Germany), Dispase II (Sigma aldrich,
USA), cac khang sinh, FBS, 15 mM 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazineethanesulfonic axit
(HEPES) trong 1 gitr ¢é thu duogc céc té bao don 1&. Tiép theo, cac té bao mién dich thu

duoc theo cach twong ty nhu mo ta bén trén.

Méu thu thap dugc tron voi PBS véi ty 1€ 1:1 va ly tdm trén Ficoll-Paque Plus (GE
Healthcare Life Sciences, NJ, USA) dé tach 16p két tu WBC (t& bao mau tring), va cic

té bao don nhan mau ngoai vi thu dugc tr 16p da phén tach.

Pé danh gia hiéu qua ting cudng mién dich, ching Lactobacillus plantarum

CJLP475 dugc trdn voi ting loai té bao mién dich véi ty 18 10:1, va hdn hop duge i &
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nhiét d6 37°C trong tu 1 té bao chira 5% CO; trong 20 gio. Sau khi hoan thanh budc u,
c4c té bao duge ly tAm, va hiéu qua kich hoat mién dich cta thé ndi nudi ciy duoc danh
gi4 st dung cytokin ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Cu thé hon 13,
ELISA (R&D Systems, USA) dugc thyc hién cho IL-12 (interleukin-12), kich hoat co
ché mién dich lién quan dén Th1 (T helper 1) @8 bao vé chdng lai cac yéu t6 xAm nhap
bén ngoai (mim bénh), va IL-10 (interleukin-10), dé diéu chinh phan tng vién thong

qua Th2 (T helper 2) va cho thdy kha ning mién dich thu dugc.

Céc dd thi thé hién cac két qua do cho IL-12 va IL-10 Ian lugt dugc thé hién trén
céc Fig.4 va Fig.5. Trén mdi dd thi, ddi chimg dugc st dung nhu d6i ching 4m khong
¢6 xur ly chung.

Két qua nhu duoc thé hién trén Fig.4 va Fig.5, dd x4c nhén ring ching
Lactobacillus plantarum CILP475 thé hién hoat tinh tang tiét IL-12 va IL-10 béng cach
kich thich c4c té bao mién dich. Do d6, c6 thé thiy ring ching CJLP475 biéu hién hidu
qua can bang cac phan ing mién dich Th1/Th2 bang céach ting cuong ddng thoi co ché

mién dich Th1 va co ché mién dich Th2.
Vi du 5: Hiéu qua &rc ché chng nhiém virut

D& do hidu qua tc ché ciia ching CJLP475 chéng lai nhiém virut, virut gay bénh
tiéu chay cép trén lon (PEDV, SM98 hoic chiing KPEDV9) duge chuén bi. Cu thé, virut
da duoc tang sinh trong cac té bao Vero (CCL-81, cac té bao bidu mo than dugc chiét
xuat tir Chlorocebus), va MEM (Mbi truong chit yéu t6i thidu dé cdy té bao ciia Eagle,
Gibco BRL, USA), 10% FBS bét hoat (huyét thanh thai bo, v/v) va 1% (v/v)
penicillin/streptomyxin 1a moéi truong @& nudi cy cac té bao Vero. Cac té bao Vero duoc
u nhu 16p don nhét, rira hai 1an béng mdi trudng, va sau d6 toan b cac dung dich dugc
loai bo. Virut dugce trén & mac 0,1 MOI (bdi nhiém) trong MEM khong c6 FBS chita
trypsin dwgc xtt 1y v6i 5 pg/ml TPCK (N-tosyl-L-phenylalanin clometyl keton), duge
xir Iy véi thé tich téi thiéu clia cac t8 bao nudi cly di chuén bi, va sau d6 1 trong ti 1 té
bao tai nhiét do 37°C chira 5% CO> trong 2 dén 3 ngdy.

Nhiém virut duge xac dinh béi sy hinh thanh hop bao virut. Khi hop bao virut
duwoc hinh thanh, canh nuéi cdy virut duge thu trong vong 3 dén 6 gid, va céc té bao
duoc loai bd bang cach sit dung may ly tAm va luu trit & -80°C. Pé tinh toan mirc do lay

nhiém ctia virut, cc té bao Vero duoc U trong dia nudi cay t€ bao 96 16 d mat do 2 x 10*
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t& bao/0,1mL, va cac té bao duoc rira sach voi PBS. Sau do, cac té bao duoc ) sung voi
canh nudi cdy, trong d6 virut dugc pha lodng tudn tu 2 14n, va dugc U trong 24 dén 48
gity @& xac nhan nhiém virut, va mic do virut dugc tinh toan bang phuong phép Reed &

Muench.

Pé do hidu qua rc ché ctia ching CJLP475 chbng lai nhiém virut, ching CJLP475
va bén loai té bao mién dich dugc chiét xut trong vi du 4 dugc phan Umg trong 20 dén
24 gid dé thu dugc canh nudi cdy. Sau d6, canh nudi cdy dugc xir ly doc 14p trén dia
nudi céy t& bao 96 16, trong d6 IPEC-J2 duoc G, va duge U trong ti 0 té bao tai nhiét 4o
37°C chira 5% CO; trong 2 dén 4 gio. Virut PED (SM98 hogc KPEDVY) v6i lidu 100
TCIDso/ml (50% liéu gay nhiém té bao md) dugc phan ra ting dia va dugc U trong 48
gio. Pé xé4c nhan nhiém virut, dia nudi céy té bao dugc ¢b dinh voi metanol sau khi hoan
thanh nudi cy, nhuém mau tim tinh thé, va sau d6 cac 16 trong d6 cac té bao bi bién

tinh, duoc kiém tra bing kinh hién vi, tir d6 x4c nhén nhiém virut.
Bang 5

Hiéu qua uc ché chbng lai nhiém virut PED (ching SM98/KPEDVY) cua
Lactobacillus plantarum CILP475 bang céch kich hoat cac t& bao mién dich

mLN Peyer’s patches PBMC Spin
SM98 | KPED | SM98 | KPED | SM98 | KPED | SM98 | KPED
V9 V9 V9 V9
Déi ching - - - - - - - -
am
CILP475 ++ ++ + ++ ++ ++ ++ ++

++: Uc hé hoan toan, +: Uc ché mot phén, -: 1ay nhiém

Nhu két qua duge thé hién trén bang 5 va Fig.6, xac nhan rang khi céc t€ bao mién
dich cua lon va Lactobacillus plantarum CILP475 dugc xir ly cung nhau, céc té bao
min dich dugc kich hoat béi chimg, va sy lay nhiém virut b e ché déng ké. Do do,
khi cac té bao mién dich duoc xir Iy két hop v6i CJLP475, n6 cho théy hoat tinh khang

virut rat tét chdng lai virut PED.
Vi du 6: X4c nhén anh huéng dén mién dich cta vat nubi

Pé x4c nhan anh hudng cla chung Lactobacillus plantarum CILP4T5 dén mién

dich cta vat nudi, thi nghiém dugc thue hién nhu sau:
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Mudi sdu lon cai stta 21 ngay tudi duoc mua va nudi 16n & trang trai trong 3 tuln.
Thitrc #n chan nudi dwgc cho & dang thirc &n vu thong thudng khong co khang sinh.
Ching Lactobacillus plantarum CILPA75 dugc san xuét & dang bot dong kho va duge
tr{t trong t0 lanh, va duoc tron k§ vao thirc an vun dé ding qua dudong miéng d& méi con
lon c6 thé an thire an chin nuéi véi lugng 10'° CFU mdi ngdy. Sau 3 tudn cho dung qua
duong miéng, bbn con lon con trén mdi nhém xir Iy duge khdm nghiém @& thu méap miu
mau va md dé x4c dinh anh hudng cia ching dén mién dich cua lon con. Pé danh gia
hiéu qua tang cuong mién dich, cac t& bao mién dich dugc thu thap tir 14 lach va nubi

cdy, va xét nghiém ELISA dugc thyc hién theo cach twong tu nhu mo ta trén vi du 5.

Trong khi d6, céc teé bao mién dich thu dugc tir lon cai sita khong duge cho @n
ching dugc st dung 1am nhom doi ching. Cu the, hoat tinh ting cudng mién dich cua
dich ndi nudi cay, trong dé cac té bao mién dich thu duoc tir cac con lon cai sita dugc

nudi ma khong c¢6 chung CJLP475 dd nubi ciy duoc danh gia.

Fig.7 12 biéu d thé hién cac két qua do ciia IL-10 va TGF-beta. Ngoai ra, Fig.8
thé hién cac két qua phén tich huyét thanh.

Nhu céc két qua thé hién trén Fig.7, x4c nhin réng viéc tiét IL-10 va TGF-beta da
ting lén trong té bao don nhan lach ctia lon con dugc cho dn bang thirc in chan nudi
chita CJLP475. Do d6, c6 thé thiy ring CJLP475 ting cuong co ché mién dich Th2 va
do d6 thé hién hidu qua chdng viém. Ngoai ra, nhu thé hién trén Fig.8, x4c nhin ring
tdng s6 WBC (té bao bach ciu) ting lén trong huyét thanh cta lon cai sita dugc cho dn
bing thitc &n chan nudi chira CJLP475. Trong sb nay, c6 thé thiy rang CILP475 thé hién
tac dung kich hoat mién dich thong qua viéc ting s6 luong té bao lympho (cac té bao T

va céc té bao B) va bach cau nhén don.

Vi du 7: Didu ché Probiotic chira ching Lactobacillus plantarum CILP4T5

Probiotic chira chung Lactobacillus plantarum CJILP475 dugc dinh danh trong vi
du 1 duoc san xuét trén quy mo 16n va duoc dong khod dé san xuét probiotic phu hop aé
st dung nhu nguyén liéu tho trong dugc phém, thuc phém, thirc an chan nudi, cac phu
gia thirc an chin nudi hodc my phim.

D& san xuét ching, chiing duge G trong moi truong MRS 1ong (Difco) tai nhiét do
37°C trong 18 gio trong khi diéu chinh 6 pH dén 6,0 v6i dung dich NaOH 25%, sau d6

thu hoach c4c t& bao bing may ly tAm. Cac té bao thu dugc duoc dong lai & -40°C véi
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504 dextrin va 10% sita tach béo lam chét bao quan lanh, sdy kho & nhiét d6 37°C va
nghién thanh bot st dung méy tron. Sé lugng vi khudn dugce didu chinh dén mtrc @
mong mudn. Tiép theo, vi khudn dugc tron véi luong ph hop ta duge nhu glucoza,

lactoza va sita tach béo, va duge dong goi trong ti nhom cd thé bit kin.

Probiotic ¢6 thé duoc st dung trong cac linh vuc khac nhau theo phuong phap
thong thuong trong cung linh vuc nhu duge phim, thuc phém, thirc &n chin nudi, my
phém va tuong tu. Vi dy, cac probiotic da didu ché c6 thé dugc tron véi bot ngil cbe st
dung nhur nguyén liéu tho cho thirc &n chdn nudi can st dung 1am probiotic cho thirc dn
chin nudi, c¢6 thé duoc tron voi ta duge hodc phu gia can st dung l1am probiotic cho
duoc phém & dang vién nén, vién nang va cho thyc phém, hodc ¢6 thé duoc trén voi
lugng dinh truge cac nguyén liéu thoé cho my phdm cin sir dung 1am probiotic cho m¥

phim.

Mic du sang ché d3 dugc md ta dua trén cac phuong an minh hoa cu thé, can hiéu
rang ngudi co hiéu biét trung binh trong cung linh vuc k§ thuét cia sing ché c6 thé thuc
hién theo céc hinh thirc cu thé khac ma khong tach roi khoi nguyén ly k¥ thuét hodc dac
diém co ban cta sang ché. Do d6, céc phuong an dugc mo ta bén trén duge coi la minh
hoa toan bd cac khia canh va khong nhim gidi han sang ché. Hon nita, pham vi cia sing
ché duoc xac dinh béi cac diém yéu ciu bao ho hon 12 m6 ta chi tiét, va can hiéu ring
toan bd cac cai bién hoic thay d6i xuét phat tir nguyén ly k§ thuét va pham vi clia sing

ché va cac twong duong ciia né déu nam trong pham vi bao ho cua sang ché.
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YEU CAU BAO HO
1. Chung Lactobacillus plantarum CIJLP475 dugc luu gilt dudi s6 ding ky
KCCM12287P.

2. Chung Lactobacillus plantarum CILP475 theo diém 1, trong @6 chung c6 hoat tinh
chiu axit, chiu dich mat, va ting cuong mién dich, trong d6 hoat tinh ting cuong mién
dich khac biét & chd ting cuong tiét cytokin bang cach thiic day kich hoat céc té bao
mién dich, va cytokin 1a IL-10, IL-12, va TGF-beta.

3. Ché pham chtta chung Lactobacillus plantarum CILP475 theo diém 1, san phdm phéan

giai ciia n6, dich nudi cay ciia no, san pham ¢ diic clia n6 hodc dang say kho cua no.
4. Ché pham theo diém 3, trong d6 ché pham con chira chat bao quan lanh hodc ta dugc.

5. Ché phém theo diém 4, trong d6 chét bao quan lanh c6 it nhit mot loai dugc chon tir
nhom bao gé)m glyxerol, trehaloza, maltodextrin, sita bot tach kem va tinh bdt, va ta

duge c6 it nhit mot loai dwoc chon tir nhém bao gém glucoza, dextrin va sita tdch béo.
6. Phuong phap didu ché ché phim probiotic, trong d6 phuong phap nay bao gbm:

nudi cdy ching Lactobacillus plantarum CIJLPA75 duoc luu gitt dudi sb dang ky
KCCM12287P; va

tron chung duoc thu hdi véi chét phu gia.

7. Phuong phap theo diém 6, trong d6 chét phu gia 14 chit bio quan lanh, va phuong

phép con bao gdm budc dong kho sau bude tron.
8. Phuong phap theo diém 7, trong d6 ching trong ché phdm déng khd & trang thai sdng.

9. Phuong phép theo diém 6, trong d6 phuong phép nay con bao gbm chuén bi luong
dinh trude ché phidm vio bao goi sau budc tron.

10. Phwong phép theo diém 9, trong d6 trong budc dong goi, ché pham dugc chuén bi
cho vao bao géi sao cho tong sd lwong chiing chira ching Lactobacillus plantarum
CJLP475 1a 108 CFU/g hodc nhiéu hon.
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FIG.1
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FIG.3
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FIG.5
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