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(57) Sang ché dé cap dén vi khuan lactic, va cu thé hon 1a dé cap dén duoc phém bao gém

vi khuan lactic Lactobacillus reuteri NK33 (KCCM12090P) hodc Bifidobacterium

adolescentis NK98 (KCCM12297P), c6 tac dung phong va diéu tri bénh tdm than hodc

bénh viém. Sang ché ciing dé cap dén duoc pham va thuc pham chirc ning chira vi khuan

nay.
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Linh vue k§y thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén vi khuln lactic Lactobacillus reuteri va Bifidobacterium
adolescentis, va cu thé hon 13 dé c4p dén ché pham bao gdm cac vi khuan lactic c6 ich trong
phong va diéu tri bénh vé tim than hodc bénh viém nhiém. Sang ché cling dé cdp dén dén

duoc phim va thuc phim chirc ning chira vi khuin lactic nay.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Trong x4 hoi hién nay, cac bénh vé tdm than (con dugc goi 1a 16i loan than kinh) bao
gbm lo 4u, trAm cam, tAm than phén liét, v.v... dang gia ting do su gia ting nhanh chéng cua
tinh trang cang thdng v.v... Cu thé 13, xu huéng ngay cang nhiéu bénh nhan bi rbi loan tAm
thin nhu trAm cam, lo 1ing, va twrong tw do c4c nguyén nhan khac nhau nhu x4 hoi va ciu tric

trong thoi hién dai ctia ching ta tran ngép chd nghia c4 nhan.

Trong trudng hop nghiém trong, bénh nhan bi rdi loan tim than c6 thé tién trién dén
hanh vi tu tir. Cu thé 13, két qua mot sb bao c4o cho théy réng, mot nira s& bénh nhan trdm

cam c6 y dinh ty ti. Trong thuc té, 10-15% trong s6 bénh nhan d6 thuc sy tu ti.

Réi loan tAm than chua c6 tidu chi rd rang va khach quan dé danh gia, do d6 céc triéu
chimg c6 thé thay dbi tiry thudc vao bénh nhan twong tng. Néu c6 nghi ngd bat ky vé rdi loan
tam than, phac dd diéu tri cAn tuan thi yéu cdu theo chin doan va kiém tra chinh x4c. Tuy
nhién, thuc té 13 viéc diéu tri ding cach khéng duge thuc hién do x4 hdi ¢6 thai db tidu cuc
@i v6i cac phuong phap didu tri tai bénh vién dbi voi cac rdi loan tAm than. Ngoai ra, cac
loai thudc nhu thube chéng trAm cam, v.v... dugc st dung dé diéu tri rdi loan tAm than khong
cho thay hiéu qua diéu tri thoa dang va c6 thé gay ra cac tic dung phu nghiém trong nhu bénh

tim mach, thiic ddy y dinh tu tir va twong tu, do d6 cac loai thudc nay bi han ché sir dung.

Mit khéc, do két qua ctia nghién ctru lién quan deén viée st dung céc sdn pham ty nhién,
dugc pham dé diéu trj rdi loan tAm than bang chit chiét Fomes fomentarius va chét chiét

Litospermum erythrorhizon dugc boc 16 trong don sang ché Han Quéc c6 sb cong bd 10-
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2017-0061457, nhung van can cac nghién ctru tiép theo vé vi khuan lactic hitu hi¢u c6 kha

nang dicu tri roi loan tam than.

Trén co sé d6, cac tac gia sang ché da xac dinh rang cac roi loan tim than co thé duoc
chin doén do su thay d6i cua hé vi khuan dudng rudt, trong khi nghién ctru téc nhan phong
va diéu tri cac roi loan tim than, va xac dinh thém réng cac vi khuén lactic dugc phan 1ap tu
phan ngudi va phan chudt cho thdy hiéu qua we ché yéu t6 gay bénh thodi héa than kinh, lam
giam cac hanh vi lo ling va trim cam va tuong tw, nhu vay vi khudn lactic ¢6 thé dugc sir
dung mdt cach hitu ich trong phong hoac diéu tri cac bénh vé tam than, cu thé 1a cac bénh

tho4i hoa than kinh va rdi loan tAm than, do d6 hoan thanh sang ché.

Tai li€u tham khao

Tai lidu sang ché

Tai liéu bang sang ché 1: Sang ché Han Qudc c6 s6 cong bd 10-2017-0061457
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Muc tiéu cta sang ché 1 d& xuat vi khuén lactic.

Muc tiéu khac cta sang ché 1a dé xuat dugc pham bao gbm vi khuan lactic dé phong

hodc diéu tri bénh vé tam than.

Muc tiéu khac cia sang ché 1a dé xuat dugc pham bao gbm vi khuan lactic dé phong

hodc diéu tri mdt bénh viém nhiém.

Muc tiéu khéc cta sang ché la dé xuat dugc pham dé chan doan bénh vé tdm thén, bao

gom ché pham dé do murc vi sinh vat duong rudt.

Muc tiéu khac cua sang ché la dé xuat phuong phap chan doan bénh vé tdm than, bao
gom: budc do mire vi sinh vt dudng rudt tir phan ctia mot ca nhan nghi ngd mac bénh vé tam
than; va mot budce so sdnh murc vi sinh vt dudong rudt néi trén vi muc vi sinh vat duong rudt

trong phan ctia nhém d6i chirng khong bi bénh vé tim than.

Theo mot khia canh, dé dat dugce cdc muc tiéu trén, sang ché dé xuat vi khuén lactic.
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Cu thé 13, theo sang ché, vi khuén lactic ¢6 thé 1a Lactobacillus reuteri NK33 (té churc
luu ky: Trung tAm nudi cdy Vi sinh vat Han Qudc (KCCM), ngdy giri: 04 thang 8 nam 2017,
sb truy nhap: KCCM12090P) hodc Bifidobium NK98 (t6 chte luu ky: KCCM, ngay gii: 03
thang 8 nam 2018, s6 truy nhap: KCCM12297P).

Lactobacillus reuteri (L. reuteri) NK33 hodc Bifidobacterium adolescentis (B.
adolescentis) NK98 theo sang ché dugc dic trung béi vi khudn lactic dugce phan 1ap va xéc

dinh tr phan nguoi hodc chudt.

Trinh tu rADN 16S dé nhan dang va phan loai L. reuteri NK33 theo sdng ché gidng
nhu trinh tu dinh danh s6 (ID SEQ NO:) 1 duoc dinh kém trong ban md ta nay. Do do, L.
reuteri NK33 theo sang ché c6 thé bao gdm rADN 168 ctia SEQ ID NO: 1. Két qua phén tich
trinh tu TADN 16S ctia ID SEQ NO: 1, trinh ty nay tuong déng 99% véi trinh tu cua cac
chung L. reuteri da biét, do d6 cho thiy mdi quan hé phat sinh phén tir cao nhat v6i L. reuteri.
Do d6, vi khuan lactic néi trén duogc xéac dinh 13 L. reuteri, dugc dat tén 1a L. reuteri NK33,

va duge giri dén KCCM vao ngay 04 thang 8 ndm 2017 (sb truy nhap: KCCM12090P).

L. reuteri NK33 theo sang ché 1a vi khuan gram duong va loai té bao cua chung la
dang hinh que. Cu thé hon 13, cac dic diém sinh ly ctia L. reuteri NK33 ¢6 thé duoc phan tich
theo phuwong phép thong thuong trong cting linh vuc k¥ thuét, trong do cac két qua duoc trinh
bay trén bang 3 sau day. Cu thé 13, L. reuteri NK33 c6 thé sir dung ngudn cacbon dugc chon
tir nhém bao gém L-arabinoza, D-riboza, D-xyloza, D-galactoza, D-glucoza, D-fructoza, D-
manoza, manitol, sorbitol, N-axetyl-glucosamin, amygdalin, arbutin, esculin, salixin,
xenlobioza, maltoza, lactoza, melibioza, sucroza, trehaloza, melezitoza, rafinoza, gentiobioza,

D-turanoza va gluconat.

Trinh tu rADN 16S dé nhan dang va phan loai B. adolescentis NK98 theo sang ché
gibng nhu ID SEQ NO: 38 dugc dinh kém & ddy. Do do, B. adolescentis NK98 theo sang ché
c6 thé bao gdm rADN 16S cta SEQ ID NO: 38. Két qua phan tich trinh tw rADN 168 ctia
SEQ ID NO: 38, trinh tu nay twong ddng 98% so v&i ching B. adolescentis da biét, do d6 cho
thiy mdi quan hé phét sinh phén tir cao nhit véi B. adolescentis. Do d6, vi khuan lactic noi
trén dugc xac dinh 13 B. adolescentis, dugc dat tén la B. adolescentis NK98, va duge gui dén

KCCM vao ngay 03 théng 8 ndm 2018 (sb truy nhap: KCCM12297P).
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Céc dic diém sinh ly cta B. adolescentis NK98 theo sang ché co thé dugc phan tich
theo phuong phap thong thuong trong cung linh vuc k¥ thuét, trong do két qua duoc trinh bay
trén bang sau 4. Cu thé 13, B. adolescentis NK98 co thé su dung nguén cacbon duoc chon tir
nhom bao gém D-glucoza, D-manitol, D-lactoza, D-saccharoza, D-maltoza, salixin, D-

xyloza, L-arabinoza, gelatin, esculin sat xitrat, D-xenlobioza, D-rafinoza va D-trehaloza.

Theo khia canh khac, dé dat duoc cac muc tiéu trén, sang ché dé xuat dugc pham bao

gom vi khuan lactic d€ phong hodc dieu tri bénh vé tdm théan.

Thec sang ché, vi khuén lactic ¢6 thé 1a L. reuteri NK33, B. adolescentis NK98 hodc

hon hop ctia chung.
L. reuteri NK33 va va B. adolescentis NK98, theo sang ché giéng nhur mo ta & trén.

Cu thé 1a, vi khuan lactic c6 trong dugc pham theo sang ché cé thé la t€ bao vi khuan
song, t&¢ bao vi khuan chét, san pham nudi cdy, san pham nghién hodc chat chiét tir ching,
nhung loai bat ky cua vi khuén lactic cling ¢6 thé duoc str dung ma khong gidi han, mién la

6 thé dat duoc hiéu qua phong hodc diéu tri d6i v6i bénh vé tAm than.

Theo sang ché, thuat ngit “san pham nudi cay” c6 nghia la san pham thu dugc bang
cach nuoi cay vi khuan lactic trong mdi truong 1ong hodc moi trudong ran, va la khai niém bao

gom vi khuén lactic theo sang ché.

Rénh vé tdm than theo sang ché ¢6 thé 1a bénh thoi hoa than kinh hodc rdi loan tim

than.

Cu thé 1a, bénh vé tim than theo sang ché c6 thé 1a roi loan tam than, va rdi loan tim
than c6 thé 1a mdt hodc nhiéu chirng roi loan dugce chon tr nhdém bao gdm lo lang, tram cam,
roi loan tAm trang, mat ngu, roi loan ao giac, roi loan 4m anh, dau ntra dau, cang thing , roi

loan tri nhé, rdi loan nhan thac va rdi loan chu y.

Theo phuong an thuc hién mau cia séng ché, két qua cho thiy rang, khi L. reuteri
NK33 hoic B. adolescentis NK98 duoc s dung cho mo hinh dong vat véi cac hanh vi gy
cing thang, lo lang va trdm cam do cing thing giy ra da giam dang ké; hoat tinh ctia NF-xB
bj e ché & ving hai ma ctia m6 hinh déng vt bi cing thing gay ra; biéu hién cta yéu té dinh
dudng than kinh co ngudn gde tir ndo ting 1én; va lugng corticosteron, IL-6, TNF-a va

lipopolysacarit (LPS), 1a céc thong sb cang thang trong mau, dugc lam gidm. Két qua cling

-5
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cho phép xéc dinh réng duoc phém chira vi khuan lactic ¢6 thé dugc st dung mdt cach hitu

ich trong phong hodc diéu tri bénh vé tim than, cu thé 1a rbi loan tim than.

Cu thé 14, bénh vé tam than theo sang ché ¢6 thé 1a bénh thoai hoa than kinh, trong do
bénh thoai hoa than kinh c6 thé 1a bénh duoc chon tir nhém bao gém bénh Parkinson, bénh
Huntington, bénh Alzheimer, bénh xo cling teo co mdt bén, bénh thoai hoa tiéu ndo, hoi chiing
Tourette, mat diéu hoa van dong Friedrich, bénh Machado-Joseph, mat tri nhd, loan truong

luc co, liét trén nhan tién trién, va sa sut tri tu¢ tran-thai duong.

Theo phuong an thuc hién mAu cta sdng ché, da xac dinh duoc rang, khi cac té bao
thin kinh duoc xir Iy bang vi khudn lactic cling v&i mot loai hormon gy cing thang
corticosteron, hoat tinh ctia NF-kB (vn 1a chit gdy ra cdc bénh thodi hoa than kinh nhu
Alzheimer) bi e ché, va su biéu hién cia yéu t6 dinh dudng than kinh ¢ ngudn gde tir ndo
(BDNF), vén giam & tudi gia, mat tri nhG va tuong tu, ting 1én dong thoi (Bang S va 6). Két
qua cling cho phép xac dinh rang duoc phdm chira vi khuén lactic noi trén co thé dugc sir
dung mot cach hitu ich trong phong va diéu tri bénh vé tAm than, cu thé 12 bénh thoai hoa than

kinh.

Ngoai ra, theo phuong an thuc hién mau cua sang ché, da xac dinh duoc ring, khi st
dung dong thoi L. reuteri NK33 va B. adolescentis NK98, hiéu qua cai thién bénh vé tam
than, cu thé 1a hiéu qua giam cang thang, tdng dang ké so v6i ting nhom chi dung vi khuéan

lactic noi trén (Bang 20).
Theo sang ché, duge pham c6 thé bao gom B. adolescentis IM38 KCCM11807P.

B. adolescentis IM38 KCCM11807P 1a vi khuén dugce dé xuat trong séng ché Han
Quéc c6 36 cong bd 10-2017-0090359, va co thé d& dang 6 sin dua vao sang ché Han Qudc

¢6 sb cong bd 10-2017-0090359.

Theo phuong an thurc hién mau clia sang ché, da xac dinh duogc réng, khi L. reuteri
NK33 hoic B. adolescentis NK98 va B. adolescentis IM38 dugc st dung déng thoi cho mo
hinh dong vat bi cing thing, lo lang va hanh vi trdm cam do cang thang gay ra, va luong

corticosteron, von la thong s6 cang thang trong mau, dugce lam gidm.
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Theo khia canh khac, dé dat duoc cac muc tiéu trén, sang ché dé xuit duge phém dé
phong hoac diéu tri bénh viém nhiém, duoc phém bao gém L. reuteri NK33, B. adolescentis

NK98 hoic hdn hop ctia chiing.
L. reuteri NK33 va va B. adolescentis NK98 theo sang ché giéng nhu mo ta & trén.

Cu thé 13, vi khuan lactic ¢6 trong dugc pham theo sang ché c6 thé 1a té bao vi khuan
song, t€ bao vi khuan chét, san pham nuodi cay, san pham nghién hodc chat chié€t tr chung,
nhung loai bat ky tir vi khuén lactic déu c6 thé dugce str dung ma khong gi6i han, mién 1a co

thé dat duoc hiéu qué phong hodc diéu tri dbi v6i bénh viém.

Theo sang ché, thudt nglr “san pham nudi cay” c6 nghia {a san pham thu duoc bang
cach nudi cay vi khuén lactic trong moi truong 16ng hode mai trudng ran, va la khai niém bao

gom vi khuan lactic theo séng che.

Bénh viém theo sang ché ¢6 thé 12 bénh duoc chon tir nhém bao gém viém khop, bénh
gut, viém gan, hen suyén, béo phi, viém gidc mac, viém da day, viém rudt, viém than, viém
dai trang, bénh lao, viém phé quén, viém mang phéi, viém phic mac, viém ct séng, viém
tuy, dau viém, viém niéu dao, viém bang quang, viém am dao, xo curg dong mach, phiém

trung mau, bong, viém da, viém nha chu va viém loi.

Theo phuong an thuc hién mau cla sang ché, da xac dinh duoc réng, khi dai thuc bao
dugc phén lap tir chudt duoc xtr 1y bang vi khuan lactic néi trén ciing véi lipopolysacarit
(LPS), chit gy phan Gng viém, phan g viém bi trc ché dang ké (Bang 5 va 6). Két qua cling
cho phép xac dinh rang dugc pham chura vi khuan lactic néi trén theo sang ché ¢o thé dugc

str dung mot cach hitu ich trong phong va diéu tri bénh viém nhiém.
Cu thé 13, bénh viém co thé 1a viém dai trang.

Theo phuong an thuc hién mau cua sang ché, da xac dinh duoc réng, khi L. reuteri
NK33 hoic B. adolescentis NK98 duoc st dung cho mét mo hinh dong vat b1 viém dai trang
do cing thang, chiéu dai dai trang (1a chi sé viem dai trang) duoc phuc hdi & mirc binh thudng,
va leong myeloperoxidaza, COX-2 va iNOS (la cdc thong sb viém dai trang) da giam va hoat
dong cua TNF-o cling giam (Fig.15 va Bang 15). Két qua ciing cho phép x4c dinh rang duoc
pham bao gom L. reuteri NK33 hodc B. adolescentis NK98 co thé duoc sit dung mot cach

hitu ich trong phong va di€u tri bénh viém, cu thé 1a viém dai trang.

_7-
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Duoc phém dé phong hodc diéu tri bénh vé tam than, hodc dugc phém dé phong hodc
diéu tri bénh viém theo sang ché co thé dugc bao ché thanh dang liéu duoc pham bang cac
phuong phap phd bién da duge biét dén trong cung linh vuc k§ thuat, thanh phan hoat tinh
cta duoc phdm c6 thé duoc cung cip nho qua trinh gidi phong nhanh, chim, hodc kéo dai sau
khi dugc sir dung cho dong vat c6 vu. Trong bao ché dang liéu, duoc phém theo sang ché c6
thé con bao gdm thém chat mang dugc dung, trong do chét mang khong trc ché hoat tinh ctia

vi khuan lactic.

Chéat mang duge dung c6 thé bao gdm, nhung khong gi¢i han, nhitng loai duge st dung
thong thuong, cu thé nhu, lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol, manitol, xylitol, erythritol,
maltitol, tinh bdt, nhua cdy keo, alginat, gelatin, canxi phosphat, canxi silicat, xenluloza,
metyl xenluloza, xenluloza vi tinh thé, polyvinyl pyrolidon, nuGe, metyl hydroxybenzoat,
propylhydroxybenzoat, bot khoang (talc), magie stearat, dau khoang va twong tu. Ngoai ra,
duoc phém theo sédng ché c6 thé chira chat pha loang hodc t4 dugc nhu cht don, chét bd sung,
chét két dinh, chét lam am, chét phan 14, chét hoat dong bé mit, v.v..., va cic chat phu gia

duoc dung khac.

Liéu ctiia duge pham theo sing ché can phai 1a lwong c6 tac dung dugc ly. Luong “co
tac dung dugc ly” c6 nghia la lugng du dé phong hoac diéu tri cac bénh vé tAm than hoic
bénh viém nhidm véi ty 18 loi ich/riii ro hop 1y ¢6 thé ap dung cho diéu tri y té. Mc lidu hiéu
qué ¢6 thé duoc lya chon khac nhau bdi nguoi ¢o trinh do trung binh trong cung linh vue ky
thuét theo cac yéu t6 nhu phuong phap cong thire hoa, tinh trang va can nang clia bénh nhén,
gidi tinh, tudi va mirc do bénh ctia bénh nhan, dang thudc, duong dung thudc va thoi gian, toc
d6 bai tiét, do nhay phan tmg, v.v... Luogng hidu qua c6 thé thay ddi tiy theo cach diéu tri, st
dung ta dugc va kha nang duoc st dung voi cac thube khac, khi duge xdc dinh béi ngudi ¢
trinh d6 trung binh trong cung linh vuc ky thuat. Tuy nhién, trong trudong hop ché pham dang
uéng, dé dat duoc hiéu qua tdt hon, duoc phém theo sadng ché thuong cé thé duoc st dung
cho ngudi 16n véi lugng 0,0001-100 mg/kg thé trong mdi ngay, tot nhét 1a 0,001-100 mg/kg
thé trong mdi ngay. Khi ché pham duoc st dung nhu dugc trinh bay ¢ trén, L. reuteri NK33
hodc B. adolescentis NK98 theo sang ché c6 thé dugc sir dung v6i s lugng 1 x 102 CFU/60kg
dén 1 x 10" CFU/60kg mdi ngay. Lidu hang ngay c6 thé duge st dung mot lan mdt ngay,
hoic chia thanh nhiéu 1an mot ngay. Liéu lrong noi trén khong gi¢i han pham vi cta sang ché

theo khia canh bat ky.
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Dugc phém dé phong hodc diéu tri bénh vé tAm than, hozc duoc phém dé phong hodc
diéu tri bénh viém theo sang ché ¢c6 thé duoc st dung cho dong vat c6 v nhu chudt, gia suc,
nguoi, v.v... thong qua cac con duong khac nhau. Cu thé 13, duoc pham theo sang ché ¢ thé
dugc dung béng duong uéng hoac tiém tinh mach (cu thé 1a, st dung hoac tiém tinh mach,
tiém dudi da hoac tiém trong mang bung), nhung t6t nhit c6 thé dung qua duong udng. Dang
bao ché ran dé uéng 6 thé bao g@)m dang bot, hat, vién nén, vién nang, vién nang mém, thudc
vién, v.v... Dang bao ché long dé uéng 6 thé bao gém hon dich, dich 16ng. nhii twong, xi-rd,
dang xit, v.v..., nhung cling c6 thé bao gém cac ta dugce khac nhau, cu thé nhu, chit lam am,
chét tao ngot, chét tao huong vi, chét bao quan, v.v... ngoai nu¢c va parafin long, cac chét
pha loang don gian thuong dugc str dung. Dang bao ché dé str dung ngoai dudng tiéu héa co
thé duoc st dung bang cich duoc cong thire hoa thanh dang lidu dé str dung bén ngoai va
dang liéu vo tring tiém dugc nhu dung dich vo trang, dich l6ng, dung moi khong chira nude,
hon dich, nhil tuong, thudc nho mit, thube ma tra mét, Xi-r, thubc dan, thude xit, v.v... theo
cac phuong phap tuong tng thong thudng, va t6t nhat 1a c6 thé duoc st dung bang cach bao
ché duoc phém dang kem, gel, cao dan, thubc ma, thudc cao, kem dudng da, thubc m& tra
ma, thubc nhd mét, hd nhdo, nhung khong gidi han. Ché phim dé ding tai chd c6 thé 1a dang
khan hoac nuéc tuy thudc vao mot don thudc 1am sang. Dudi dang dung moi khong chua
nude va chit tao hdn dich, propylen glycol, polyetylen glycol, dau thuc vat nhu dau 6 liu, este
tiém nhu etyl oleat, v.v... co thé duoc su dung. Dué1 dang chit nén cua thudc dan ¢ trén,
witepsol, macrogol, tween 61, bo cacao, dau laurin, glyxerogelatin, v.v... ¢O thé duoc st

dung.

Theo khia canh khac, dé dat dugc cac muc tiéu trén, sang ché dé xuat phuong phap
phong hodc diéu tri bénh vé tam than, bao gém mot bude st dung L. reuteri NK33, B.

adolescentis NK98 hogc hdn hop ciia ching cho dbi tuong.

Theo khia canh khac, dé dat dugc cac muc tiéu trén, sang ché dé xuit phuong phap dé
phong hodc diéu tri bénh viém nhiém, bao g&n mot budc st dung L. reuteri NK33, B.

adolescentis NK98 hodc hon hop clia chung cho d6i tuong.

Céac thuat ngit “ L. reuteri NK33”, “Bifidobacterium adolescentis NK98”, “sir dung”,

“bénh vé tAm than”, “bénh viém” va tuong ty theo sang ché giong nhu dugc md ta ¢ trén.

Doi tuong la dong vat, va co thé dién hinh 1a dong vat co vu, trong do viéc diéu tri
bang cach sir dung vi khuén lactic ¢6 thé cho thay hiéu qua c6 loi. Vi du thich hop vé dbi
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tuong c6 thé bao gom cac loai linh trudng nhu ngudi, cling nhu chudt, khi, cho, meo, bo,
ngua, lon, ciru hodc dé. Ngoai ra, doi tugng cling c6 thé bao gom tat ca cac ca nhan co tri€u

chimg ctia bénh vé tAm than hoac bénh viém, hodc c6 nguy co ¢6 triéu chirng do.

Theo khia canh khac, dé dat dugc cac muc tiéu trén, sang ché dé xuét thuc phém chice
nang dé phong hoac cai thién bénh vé tam than, thuc phém bao gé)m L. reuteri NK33, B.

adolescentis NK98 hoic hon hop cua chung.

Theo khia canh khéac, dé dat dugc cac muc tiéu trén, sang ché dé xuét thuc phém chuace
nang dé phong hodc cai thién bénh viém nhiém, thuc phém bao gé)m L. reuteri NK33, B.

adolescentis NK98 hodc hdn hop ctia ching.

Cac thudt ngtt © L. reuteri NK33”, “Bifidobacterium adolescentis NK98”, “str dung”,

“pénh veé tm than”, “bénh viém” va tuong tu theo sang ché giong nhu duge mo ta ¢ trén.

Thuc phém chirc nang, tp trung vao chtc nang diéu bién co thé cua thuc phém, la
thuc phﬁm dugc cung cép gia tri gia tang béng phuong phap vt ly, sinh hoa hodc sinh hoc,
dé thuc pham co thé hoat dong dé thé hién cic chirc ning cia chung cho muc dich cu thé.
Thanh phan ctia thuc pham chirc ning dugc thiét ké va ché bién dé phat huy day du chirc nang
diéu chinh co thé cia né trong co thé, ¢6 lién quan dén viéc bao vé co thé sdng, didu chinh
nhip diéu co thé, phong bénh tat va gitp phuc hdi stec khoe cho dbi tuong bi bénh, va ¢o thé
bao gf“)m phu gia thuc phém, duoc chép nhéan nhu thuc phém, chét tao ngot hodc nguyén liéu

chire nang.

Trong truong hop st dung L. reuteri NK33 hodc B. adolescentis NK98 theo sang ché
lam thuc pham chire ning (hodc phu gia dd udng chiic nang), vi khuén lactic ¢6 thé dugc thém
vao khi chung dugc st dung cung v6i cdc thanh phan thue pham hodc thuc pham khac, hodc
st dung mot cach thich hgp theo phuong phép thong thuong. Mot luong hén hop cia vi khuan
Jactic ¢6 thé duogc xac dinh mot cich thich hgp tuy thude vao muc dich st dung cua ching

(phong ngira, céi thién sirc khoe hogc diu tri).

Thuc pham chirc nang ¢6 thé chaa nhiéu chat dinh dudng, vitamin, khoang chit (chat
dién gidi), cac chét tao huong vi nhu chét tao huong téng hop, chét tao huong tu nhién va cac
loai tuong tu, chat tao mau va chét tang cudng (pho mai, socbla, v.v...), axit pectic va mudi
cua chung, axit hitu co, chat lam dic keo bao vé, chat diéu chinh pH, chit 6n dinh, chét bao

quén, glyxerin, ruou, chat bao hoa khi cacbonic dugc st dung trong do udng c6 ga, v.v...
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Ngoai ra, thuc pham chirc ning theo sang ché ¢6 thé bao gdm thit qua dé pha ché dd udng tur
trai cdy va rau qua. Céc thanh phé“m trén ¢6 thé duoc sir dung doc lap hodc két hop véi nhau,
va ty 18 cac chat phu gia thuong dugc chon tir khoang 0,001-50 phan trong lwong so véi tong

trong lwong cua ché phim.

Loai thuc phidm chirc ning khong bi gii han cu thé. Loai thuc phdm c6 thé bd sung vi
Kkhuén lactic bao g6n1 xuc xich, thit, banh mi, sdcdla, dd #n nhe, keo, banh keo, ramen, banh
piza, mi, keo mém, cac san phém tur stta bao gém kem, sup, dd uéng , tra, dd ubn g ¢0 loi cho
stic khoe, dd udng co con, ph‘L’rc hop vitamin, v.v... Trong truong hop duoc pha ché thanh do
udng, thanh phan chét 1ong dugc thém vao dd ubng ngoai cac vi khudn lactic ¢6 thé bao gom,
nhung khong giéi han, chét tao huong vi, cacbohydrat tu nhién hodc twong tu lam thanh phan

bd sung gidng nhu cé trong d6 udng thong thuong. Céac cacbohydrat tu nhién c6 thé 1a

v.v...) va polysacarit (cu thé nhu dextrin, xyclodextrin, v.v...), cling nhu duong cac loai rugu

duong nhu xylitol, sorbitol, erythritol, v.v...

Theo khia canh khac, dé dat dugc cac mue tiéu dd néu, sang ché dé xuét dugc pham

dung dé chin doan bénh vé tdm than, bao gom ché pham dé do murc vi sinh vat duong rudt.
Thuét ngit nhu “bénh vé tdm than” theo sang ché giong nhu mo ta ¢ trén.

Theo sang ché, thuat ngtt “vi sinh vt dudng rudt” la dé cap dén vi sinh vit c6 trong
duong tiéu hoa, cu thé 1a vi sinh vat c6 trong rudt, trong d6 vi sinh vat duong rudt cé thé la
mot hodc nhiéu loai vi khuin duoc chon tir nhém bao gGm vi khuén (bacteroidetes), xa khuén
(actinobacteria), vi khuén firmicutes, vi khuan bifido (bifidobacteria), truc khuin lactic
(lactobacilli), cac nganh vi khuédn B-proteobacteria, d-proteobacteria, v-proteobacteria, -

proteobacteria va ho vi khuan duong rudt (enterobacteriaceae).

Cu thé 1a, duoc phém dé chan doan theo sang ché c6 thé chin doan bénh vé tim than,
néu co su gia tang muc do cta mot hode nhiéu loai vi khuan duoc lya chon tir nhém bao gém
B-proteobaetéria, S-proteobacteria, y-proiecobacteria, g-proteobacteria va enterobacteriaceae
trong sb cac vi sinh vat dlic‘mg ruot; duoc phéfn 6 thé chan doan bénh vé tim thén, néu co su
suy giam muc d¢ cia mot hay nhidu vi khuan duoc chon tir thom bao g0m bacteroidetes,
actinobacteria, firmicutes, bifidobacteria va lactobacilli trong sb cac vi sinh vat dudng rudt;

va dugce pham c¢é the chin doan bénh veé tdm than, néu cd sy gia tdng mitc dd cua mot hay
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nhidu vi khuin duoc chon tir nhém bao gdm B-proteobacteria, 3-proteobacteria, Y-
proteobacteria, e-proteobacteria va enterobacteriaceae trong sb céac vi sinh vat duong rudt,
néu co su suy giam muc do cua mdt hay nhidu vi khudn duoc chon tir nhém bao gom
bacteroidetes, actinobacteria, firmicutes, bifidobacteria va lactobacilli trong sb cac vi sinh vat

dudng rudt.

Cu thé 14, enterobacteriaceae c6 su gia tang, ¢ thé 1a mot hodc nhiéu loai vi khuan

dugc chon tir nhdm bao gom Klebsiella oxytoca, Escherichia coli va Morganella morganii.

Ngoai ra, lactobacilli c6 sy gia tang, c6 thé 1a mot hay nhi€u loai vi khuan dugc chon
tir nhoém bao gdm L. reuteri, L. johnsonii va L. rhamnosus va Bifidobacteria c6 su gia tang c6

thé 1a B. animalis.

Duogc phém dé chan doan bénh vé tam than, duogc dé xuét theo sang ché, bao gém ché
phém ¢6 kha ning do muc vi sinh vat duong rudt, trong do su xudt hién ctia bénh v& tAm than
dbi voi mot ca thé co thé duoc xac dinh béng cach do murc vi sinh vat duong rudt tur phan
duoc léy tr c4 thé, nhitng nguoi can duoc xac dinh vé su xudt hién ctia bénh vé tAm than,
béng céc ché pham c6 trong dugc pham. Ca thé co thé 1a dong vat, tot nhét 1a dong vat co v,
cu thé nhu cac loai linh truéng nhu nguoi, cling nhu chudt, khi, chd, meo, bo, ngua, lon, clru

hodc dé.

Ché pham c6 thé duge st dung dé xac dinh xem bénh veé tdm thén co xay ra voi ca thé
hay khong, bang cach do muc vi sinh vat duong rudt dugc phan lap tir phan cua ca thé noi

trén.

Ché pham c6 kha nang do mirc vi sinh vét duong rudt c6 thé cu thé 1a mdi, dau do hodc
tuong tu, c6 kha nang do muc dd gen cu thé caa vi sinh vat dudng rudt; co thé 1a khang thé,
aptame hodc tuong tu, c6 kha nang do murc protein dugc bidu thi tir gen cu thé; c6 thé 1a doan
mdi, dau do hodc twong tu, dé phan tich dinh luong trinh tw rADN 168 ctia vi sinh vat duong
rudt; va co thé 1a ché pham cho phan Umg giai trinh tw ADN thé hé méi bang phuong phép
tdng hop, khong dién di (gii trinh tu pyro), v.v... dé phan tich dinh lugng trinh tu ADN bo
gen cua vi sinh vat duong rudt, nhung khong gidi han, mién 1a ché pham c6 thé duoc str dung

dé phan tich dinh lugng vi sinh vt duong rudt phén lap tir phén cua ca thé.

Cu thé 14, moi dac hiéu cho firmicutes. vi sinh vat duong rudt noi trén, co the 1a cap

mdi bao gdbm SEQ ID NO: 2 va SEQ ID NO: 3; mdi diic hiéu cho bacteroidetes c6 thé 1a cip
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mdi bao g(“ma SEQ ID NO: 4 va SEQ ID NO: 5; mdi dic hiéu cho B-proteobacteria co thé 1a
cip mdi bao gom SEQ ID NO: 6 va SEQ ID NO: 7, mdi ddc hiéu cho d/y-proteobacteria co
thé 1a cp mdi bao gom SEQ ID NO: 8 va SEQ ID NO: 9; mdi dic hidu cho s-proteobacteria
c6 thé 1a cap mdi bao gom SEQ ID NO: 10 va SEQ ID NO: 11; mdi ddc hiéu cho
actinobacteria c6 thé 1a cap mdi bao gdm SEQ ID NO: 12 va SEQ ID NO: 13; va mdi déc
hiéu cho enterobacteriaceae co thé 1a cap moi bao gém SEQ ID NO: 18 va SEQ ID NO: 19.

Theo phuong 4n thuc hién mau cta sang ché, mtc vi sinh vat dudng rudt dugce do bang
cach thuc hién phuong phép gidi trinh tu pyro bing ché pham dung cho giéi trinh tw pyro ¢6
chtra doaﬁ mdi dirge ma hoa SEQ ID NO: 2 dén SEQ ID NO: 19 trén bang 1 (vi du thi nghiém
3).

Dugc phdm theo séng ché ¢o thé bao gdm thém ché phim dé do mot lugng
lipopolysacarit {LPS). Cu thé 1a, ché pham dé do lugng lipopolysacarit (LPS) noi trén c6 thé
1a ché pham thuong duoc sir dung dé do lugng lipopolysacarit (LPS), cu thé 1a ché pham c6

trong b xét nghiém Limulus amoebocyte lysate (LAL), nhung khong gié1 han.

Theo phuong an thuc hién mau cta sing ché, di xac dinh dugc ring lugng
lipopolysacarit (LPS) tdng 1én do phan tich phan ctia mo hinh dong vét bi rdi loan tdm than

gay ra (Fig.1,2, 7vall).

Theo khia canh khéc, sdng ché dé xuat b chan doan bénh vé tdm than, bao gom duge

pham néi trén.

B san phdm theo sang ché c6 thé bao gom hop thu mau c6 khé ning thu thp phan
cua mot ca thé dé xac dinh vé su xudt hién cta bénh vé tim than bang cach str dung dugc
pham néi trén; dung dich dém dé chiét vi sinh vat duong rudt trong phan: phuong tién do

duoc st dung dé do vi sinh vat duong rudt; va tuong tu.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét phuong phap chan doan bénh vé tdm than, bao
gbm: bude do muec vi sinh vt dudong rudt tir phan duge lay tir ca the bi nghi ngd ve bénh vé
tam than; va budc so sanh muc vi sinh vt dudng rudt véi mac vi sinh vat duong rudt trong

phéan ctia mot nhom doi ching, chtr khong phai la ctia b¢nh veé tam than.

Ngoai ra, sang ché dé xuat mot phuong phap cung cap thong tin dé chan doan bénh vé

tAm than, bao gdm: mot bude do mire vi sinh vét dudng rudt tir phan cia mot c4 nhan nghi
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ngd vé bénh vé tim than; va mot bude so sanh murc vi sinh vat dudong rudt noé1 voi muc vi
sinh vat duong rudt trong phan ctia nhom doi ching, chir khong phai la trong phén cia nhom

ngudi bi bénh vé tim than,

Phéan c6 nghia la phan duoc léy va thu thap to mot ca thé nhu mot mau dé do mure vi

sinh vat duong rudt.

Cu thé 14, vi sinh vat duong rudt co thé 1a mot hoac nhiéu loai dugc lua chon tir nhdm
bao g6m bacteroidetes, actinobacteria, firmicutes, bifidobacteria va lactobacilli, B-

proteobacteria, 8-proteobacteria, y-proteobacteria, e-proteobacteria.

Phuong phap chan doan bénh vé tAm than hodc cung cap thong tin theo sang ché ¢
thé chan doan liéu bénh vé tdm than xdy ra hay c6 nguy co xay ra bang cach xac dinh mdt

loai vi sinh vat, trong d6 murc do tdng lén, trong so cac vi sinh vat duong rudt noi trén.

Cu thé 13, phuwong phap chan dodn bénh vé tam than hodc cung cp thong tin trén d6
6 thé bao gf?)m thém mdt bude xac dinh mdt ¢ nhan, ¢ muc vi sinh vat duong rudt tang lén,
vi bénh vé tAm than bang cach so sanh muc vi sinh vat duong rudt trong phin cla mot ca
nhan nghi ngd vé bénh vé tAm than vi mot muc vi sinh vat duong rudt trong phan ctia nhém

dbi chimg, chir khong phai 1a bénh vé tim than.

Céc vi sinh vat duong rudt, co mac do tang 1én, c¢6 thé 1a mot hodc nhiu vi khuén
duoc lua chon tir nhom bao gom B-proteobacteria, 3-proteobacteria, y-proteobacteria, -

proteobacteria va enterobacteriaceae.

Cu thé 14, enterobacteriaceae c6 the 1a mot hay nhiéu loai vi khuan dugc chon tir nhém

bao gom K. oxytoca, E. coli va M. morganii.

Ngoai ra, phuong phap chin doan bénh vé tam than hodc cung cip thong tin theo séng
ché c6 thé chin doan liéu bénh vé tam than xay ra hay c6 nguy co xay ra bang cach xac dinh

vi sinh vt ¢cd murc dd giam, trong sd cac vi sinh vat duong rudt noi trén.
Thuét ngit nhu “bénh vé tm than”, v.v..., theo sang ché giong nhu mo ta ¢ trén.

Cu thé 13, phuong phép chan doan bénh vé tdm than hodc cung cap thong tin ¢6 thé
bao gom thém bude xac dinh mot cd thé, c6 mic vi sinh vat dudng rudt giam vi bénh vé tam
thin, bing cach so sanh mttc vi sinh vat duong rudt trong phan cta cé the nghi ngd bi bénh
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vé tAm than véi mire vi sinh vat duong rudt trong phan ctia nhém doi chirng, ma khong phai

la nhom bénh nhan tdm than.

7

Céc vi sinh vat duong rudt, ¢ muc dd giam, c6 thé 1a mot hay nhiéu loai vi khuan
duoc chon tir nhém bao gdm bacteroidetes, actinobacteria, firmicutes, bifidobacteria va

lactobacilli.

Ngoai ra, lactobacilli ¢6 thé 1a mét hay nhicu loai vi khuan duge chon tr nhém bao

gom L. reuteri, L. johnsonii va L. rhamnosus, va Bifidobacteria c6 the la B. Animalis.

Theo phuong an thuc hién mau cla sang ché, do két qua cua viéc xdc dinh su thay ddi
trong hé vi khuan duong rudt bang cach str dung phan duge lay tir mo hinh dong vat bi gay
cing thang, cu thé nhu cang thing do bat dong, cang thang do khang sinh hodc tuong tu, két
qua xac dinh cho thiy rang mirc B-proteobacteria, §-protecbacteria, y-proteobacteria, ¢-
proteobacteria va enterobacteriaceae tdng lén, va muc bacteroidetes, actinobacteria,
firmicutes, bifidobacteria va lactobacilli giam xudng so véi md hinh dong vat khong bi cang
thang (Fig.2, 6, 8, 10 va 12). Cu thé, két qua xac dinh cho thdy rang, cac vi khuan
enterobacteriaceae cu thé c6 muc tang 1a K. oxytoca, E. coli va M. morganii; cac vi khuan
lactobacilli cu thé co muc giam 12 L. reuteri, L. johnsonii va L. rhamnosus; va vi khuén

bifidobacteria cu thé c6 murc giam la B. Animalis.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuat st dung vi khuan lactic d¢ phong hogc di€u tri
bénh vé tAm than. Cu thé 14, sang ché dé xuét su dung L. reuteri NK33 dé phong hodc diéu tri
bénh vé tam than. Ngoai ra, sang ché dé xuat st dung B. adolescentis NK98 dé phong hode

diéu tri bénh vé tam than.

Theo khia canh khéc, sang ché dé xuét st dung vi khuan lactic dé phong hodc diéu tri
mdt bénh viém nhiém. Cu thé 13, sdng ché dé xudt str dung L. reuteri NK33 dé phong hoic
diéu tri bénh viém nhiém. Ngoai ra, sang ché dé xuét str dung B. adolescentis NK98 dé phong

hodc diéu *ri bénh viém nhiém.

Theo khia canh khac, sang ché dé xuit st dung ché phédm bao gém vi khuan lactic
trong bao ché thudc dé phong hoic didu tri bénh vé tam than. Cu thé 1a, sang ché dé xut sir
dung ché pham bao gbm L. reuteri NK33 trong bao ché thudc dé phong hodc diéu trj bénh vé
tam than. Ngoai ra, sdng ché dé xuat st dung dugc pham bao 26in B. adolescentis NK98 trong

bao ché thudc dé phong hodc diéu tri bénh ve tdm than.
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Céc thuat ngit “L. reuteri NK33,” “B. adolescentis NK98,” “bénh vé tdm than,” “bénh

viém” va tuong tu theo sang ché giong nhu dugc mo ta trén déy.

Céc gia tri s6 duge st dung trong phan mo ta nén dugc dién giai dé bao gdom pham vi

twong duong cta chung, trir khi ¢ quy dinh khac.

Sau ddy, sang ché s& duoc mo ta chi tiét thong qua cac vi du vu tién dé 1am rd hon vé
sang ché. Tuy nhién, cdc vi du sau chi duoc cung cap nham muc dich minh hoa sang ché ma

khong gidi han pham vi cua séang che.

Vi khuén lactic theo sang ché, cu thé 1a L. reuteri NK33 hodc B. adolescentis NK98
¢6 tac dung e ché yéu t6 gay bénh thoai héa than kinh va [am giam cdc hanh vi gdy lo du va
tram cam. Do d6, vi khuén lactic theo sang ché c¢6 thé duoc str dung lam duge pham dé phong
hoac diéu wi bénh vé tam than, va hiéu qua trong phong va diéu tri bénh thoai hoa than kinh

va roi loan tam than.

Ngoai ra, vi khuan lactic theo sang ché c6 hiéu qua trong trc che phan tng viém, va do
d6 ¢6 thé duoc st dung trong dugc dé phong hodc diéu tri bénh viém nhiém, va hiéu qua trong

phong va diéu tri viém dai trang.

Hon nita, ché pham dé do mirc vi sinh vat duong rudt theo sang ché ¢ hi€u qua trong

chan doan bénh vé tim than bang cach do muc vi sinh vat dudng rudt.
Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 cho thay két qua do hanh vi lo lang va cac chi s6 mau lién quan dén chudt (IS)
bi cang thing do bat dong; (a) 1a biéu do xac dinh thoi gian danh cho cac canh tay mé (OT)
va di vao canh tay m¢ (OE) gidm la két qua ciia bai kiém tra mé cung dugc nang cao; (b) 1a
biéu dd x4c dinh thoi gian & ving sang giam do bai kiém tra chuyén doi sang/tdi; (c) 1a biéu
dd xéac dinh hanh vi vui bi tang 1én trong thr nghiém vui bi; (d) 1a hinh anh xac dinh hoat tinh
clia NF-kB (p-p65/p65) tang lén & ving hai ma va mtc do bitu hién cta yéu to dinh dudng
than kinh c6 ngudn gbc tir ndo (BDNF) giam; (e) la biéu dd xac dinh corticosteron trong mau
tang 1én; (f) la mot biéu dd xac dinh IL-6 trong mau tang 1én; (g) la bidu dd x4c dinh rang
TNF-c trong mau tang 1én; va (h) la biéu dd xac dinh lipopolysacarit (LPS) trong méu duoc

1én;

-16-



37574

Fig.2 (a) 1a so dd xac dinh c6 su thay dbi trong hé vi khuan dudng rudt trong phan ctia
chudt (IS) bi cang thing do bit dong; va Fig2 (b) la biéu dd xdc dinh c6 sy gia ting
lipopolysacarit (LPS) trong phan cta chudt (IS) bi cang thing do bat dong;

Fig.3 1a hinh thé hién két qua do cac chi s6 viem dai trang lién quan dén chudt (IS) bi
cang thing do bat dong; (a) 1a biéu dd xéc dinh ring c6 su suy giam chiéu dai dai trang cla
chudt (IS) bi cang thang do bat dong; (b) Ia bidu dd xac dinh rang myeloperoxidaza ting lén
trong dai trang; (c) 1a mot biéu dd xac dinh ring TNF-a tang 1én trong dai trang; (d) 1a hinh
anh xac dinh hoat tinh ctia NF-kB (p-p65/p635) tdng lén va su biéu hién ctia COX-2 va iNOS
tang lén trong dai trang; va (e) 1a hinh &4nh xé4c dinh occludin va claudin-1 giam trong dai

trang;

Fig.4 la hinh thé hién két qua xac dinh trang thai cia mo hinh dong vat (FIS), dugc
cho st dung phén ctia m6 hinh dong vét bi cang thang do bét dong; (a) 1a mot biéu do xéc
dinh thoi gian danh cho cac canh tay mé (OT) va di vao canh tay m& (OE) giam la két qua
ctia bai kiém tra mé cung duoc nang cao; (b) la biéu d6 xac dinh thoi gian & ving sang giam
do bai kiém tra chuyén ddi sang/tdi; (c) 1a mot biéu do xac dinh hanh vi vii bi tang [én trong
thir nghiém vui bi; (d) 1a hinh anh xac dinh hoat tinh ctia NF-«B (p-p65/p63) ta'lhg 1én & vung
hai ma va mirc do biéu hién cua yéu t6 dinh dudng than kinh ¢6 ngudn gde tir ndo (BDNF)
giam; (e) la mot biéu dd xac dinh chiéu dai dai trang giam; va (f) 1a biéu do xac dinh

myeloperoxidaza tang 1én trong dai trang;

Fig.5 1a hinh thé hién két qua do cac chi s mau lién quan dén md hinh dong vat (FIS)
duoc cho sir dung phan ctia mo hinh dong vat bi cing thing do bat dong; (a) 1a biéu dd xac
dinh corticosteron trong mau tang 1én; (b) la bidu dd xac dinh [L-6 trong mau ting Ién; va (c)

1a biéu do6 xac dinh TNF-o trong mau tang lén;

Fig.6 1a hinh thé hién két qua xac dinh su thay dbi cac chi sb viém dai trang va hé vi
khuin dudng rudt lién quan dén mo hinh dong vat (FIS) dugc cho str dung phan ctia md hinh
dong vat bi cang thelmg do bat dong; (a) 1a biéu dd xac dinh TNF-a ting 1én; (b) 1a biéu dd xac
dinh IL-6 tdng Ién trong dai trang; (¢) la biéu dd xac dinh IL-10 gidm trong dai trang; (d) &
hinh anh x4c dinh hoat tinh ctia NF-kB (p-p65/p65) tang lén va su biéu hién cia COX-2 va
iNOS tang lén trong dai trang; va (e) la so dd xéac dinh hé vi khuéin duong rudt trong phan bi

thay dbi;
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Fig.7 1a hinh thé hién két qua do hanh vi lo lang v céc chi s6 mau lién quan dén chudt
(AP) bi cang thing do khang sinh; (a) la biéu d6 x4c dinh thoi gian danh cho cac canh tay mo
(OT) va di vao canh tay m¢ (OE) giam la két qua ctia bai kiém tra mé cung dugc ning cao;
(b) 1a biéu d6 xac dinh thoi gian & ving sang giam do bai kiém tra chuyén ddi sang/toi; (c) la
biéu dd xac dinh hanh vi vii bi ting 1én trong thir nghiém vui bi; (d) 14 hinh dnh x4c dinh hoat
tinh ciia NF-kB (p-p65/p65) tang 1én ¢ ving hai ma va mac do biéu hién cta yéu t6 dinh
dudng than kinh c6 ngudn goc tir ndo (BDNF) giam; (e) 1a biéu dd x4c dinh corticosteron
trong mau tang Ién; (f) la biéu dd xac dinh IL-6 trong mau ting 1én; (g) la biéu d6 xac dinh
TNF-a trong mau tang 1én; va (h) la biéu dd xac dinh lipopolysacarit (LPS) trong méu tang

lén;

Fig.§ (a) la so dd xac dinh ¢6 su thay dobi trong hé vi khuén duong rudt trong phén cua
chudt (AP) bi cing thang do khing sinh; va Fig.8 (b) la biéu dd xac dinh c6 sy gia tang

lipopolysacarit (LPS) trong phan ctia chudt (AP) bi cang thang do khing sinh;

Fig.9 1a hinh thé hién két qua do céc chi s viém dai trang lién quan dén chudt (AP) bi
cang thang do khéng sinh; (a) 1a biéu dd x4c dinh c6 su suy giam chidu dai cta dai trang; (b)
1a biéu dd xac dinh myeloperoxidaza ting 1én trong dai trang; (c) 1a biéu do xac dinh TNF-o
tang 1én trong dai trang; (d) 1a hinh anh x4c dinh hoat tinh NF-«B (p-p65/p65) tang 1én va su
biéu hién cia COX-2 va iNOS ting lén trong dai trang; va (e) a hinh dnh xac dinh occludin

va claudin-1 giam trong dai trang;

Fig.10 (A) 14 so dd xac dinh vi khuin nao tang 1én do nudi cdy phan chudt (IS) bi cang
thang do bat dong va phan cta chudt (AP) bi cang thang do khang sinh trong moi truong chen
loc; va Fig.10 (B) la so dd xac dinh vi khuan nao giam do nudi ciy phan chuot (IS) bi cing
thing do bat déng va phan chudt (AP} bi cang thang do khang sinh trong mdi truong chon

loc;

Fig.11 la hinh thé hién két qua do hanh vi lo ling va cac chi s6 mau lién quan dén chudt
(AP) duoc cho st dung vi sinh vét tang 1én trong phan chudt bi cang thang do bat dong va
cang thang do khang sinh; (a) 1a biu dd xac dinh thoi gian danh cho céc canh tay md (OT)
va di vao canh tay mo (OE) da giam dang ké trong nhom dugc cho st dung K. oxytoca, la két
qud cua bai kiém tra mé cung dugce nang cao v6i chudt dugce cho st dung K. oxytocd (KO),
E. coli (EC), Aerococcus urinaeequi (AU ) va M. morganii (MM); (b) 1a biéu dd xac dinh thoi
gian danh cho cdc canh tay mé (OT) va di vao canh tay m¢ (OE) giam do két qua ctia bai
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kiém tra mé cung dugc nang cao véi chudt duge cho st dung K. oxytoca (KO); (c) la biéu d6
xdc dinh thoi gian ¢ ving sang giam do bai kiém tra chuyén ddi sang/tdi; (d) 1a biéu dd xac
dinh hanh vi vui bi ting 1én trong thtr nghiém vui bi; (e) 1a hinh dnh xé4c dinh hoat tinh cua
NF-kB (p-p65/p65) tang 1én ¢ vung hai ma va mire do biéu hién cua yéu to gdy suy nhuwoc
than kinh c6 ngudn gdc tir ndo (BDNF) gidm; (f) [a biéu dd x4c dinh corticosteron trong méu
tang lén; (g) 1a bidu dd xac dinh IL-6 trong mau tang 1én; (h) 1 biéu do x4c dinh TNF-o trong

mau tang [én; va (i) 1a biéu dd x4c dinh lipopolysacarit (LPS) trong mau tang 1én;

Fig.12 (a) 1a so dd xac dinh c6 su thay doi trong hév vi khuan duong rudt trong phan
cua chudt (KO) dugc st dung K. oxyroca; va Fig.12 (b) 1a biéu dd xac dinh c6 su gia ting

lipopolysacarit (LPS) trong phan cta chudt (KO) dugc sir dung K. oxytoca;

Fig.13 1a hinh thé hién két qua do cac chi sé viém dai trang lién quan dén chudt (KO)
duoce st dung K. oxytoca; (a) la biéu dd xac dinh chiéu dai cta dai trang giam; (b) la biéu dd
xac dinh myeloperoxidaza tang 1én trong dat trang; (c) la biéu d6 xac dinh TNF-o ting lén
trong dai trang; (d) 1a hinh anh xé4c dinh hoat tinh NF-«B (p-p65/p65) tang lén va sy biéu hién
cia COX-2 vaiNOS tang lén trong dai tréng; va (e) 1a hinh anh xéac dinh occludin va claudin-

1 giam trong dai trang;

Fig.14 12 hinh thé hién két qua do cac hanh vi lo lang lién quan dén va so sanh cac chi
s6 mau gifia nhom (IS), trong do chudt bi cang thang do bat déﬁg duoc st dung dung dich
nude mudi sinh 1y va nhém duoc sir dung L. reuteri NK33 (IS + LR ), vi khuan lactic; (a) 1a
bidu dd xéac dinh thoi gian danh cho cénh tay mé& (OT) va di vao canh tay mé (OE) tang lén
do két qua ctia bai kiém tra mé cung duge néng cao v6i nhom duoce st dung L. reuteri NK33
(IS + LR), vi khuan lactic; (b) 1a biéu dd xdc dinh thoi gian trong vﬁng sang tang lén do két
qua cta bai kiém tra chuyén doi sang/tdi; (¢) 1a biéu dd x4c dinh hanh vi vui bi giam trong
thit nghiém vui bi; (d) 1a hinh anh xdc dinh hoat tinh ctia NF-kB (p-p65/p65) b1 tre ché & ving
hai ma va mirc do bidu hién ctia yéu té gy suy nhugc than kinh ¢6 nguén gdc tir ndo (RDNF)
tang 1én; (e) 1a biéu dod xac dinh corticosteron trong méu giam; (f) la biéu do xac dinh IL-6

trong mau giam; va (g) la biéu do xdc dinh TNF-a trong mau giam;

Fig.15 1a hinh thé hién két quéa do cac chi s6 viém dai tré.rig lién quan dén nhém (IS),
tron_g d6 chudt bi cang th.'fmg do bét dong dugc su dung dung dich nude mubi siﬁh ly va nhom
duge stt dung L. reuteri NK33 (IS -+ LR), vi khuan axit lactic; (a) 12 bidu dd x4c dinh do dai
cua dai trang dugc phuc hi; (b) 1a bidu dd x4c dinh myel operoxidaza giam trong dai trang;
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(c) 1a biéu dd xac dinh TNF-a gidm trong dai trang; va (d) 1a hinh énh xdc dinh hoat tinh NF-
kB (p-p65/p65) gidm va cac biéu hién cia COX-2 va iNOS giam trong dai trang.

M6 ta chi tiét sang ché

Sau ddy, sang ché s& duge mo ta chi tiét thong qua cic vi du va vi du thi nghiém uu
tién dé lam ro sang ché. Tuy nhién, cc vi du va vi du thi nghiém sau day chi dugc md ta chi

nhim muc dich minh hoa ma khong gidi han sang ché.

Vi du thuc hién sang ché
Vi du thi nghiém 1. M6 hinh dong vat bi r6i loan tam than
(1) Cang thang do bét dong

Pé gy ra mot rdi loan tAm than nhu lo ldng, trdm cam, cang thang hodc twong tw, mot
con chudt da duge gan vao mot thiét bi gy cing thang do bat dong hinh tru 3 x 10 cm, dé

chudt khong thé di chuyén trong do.

Cu thé 13, dé chudn bi chudt bi gy lo lang boi cang thing do bt dong, chudt da dugc
¢b dinh vao thiét bi, da bi gdy cing thing do bat dong 1ap lai nim lan, theo cach chudt bi giir
dAu hai gid mot 1dn mdi ngdy, va sau do thi nghiém hanh vi dugc thuc hién trong hai gio sau

khi 1an gdy cang thiang do bét dong cudi cung.

Ngoai ra, dé chudn bi chudt bi gy trdm cam béi cing thing do bat dong, chudt da
duoc ¢b dinh vao thiét bi, da bi gy cang théng do bét dong lap lai lién tuc mot 14n mdi ngay
trong hai ngay, theo cach chudt bi gifv dau ctia n6 trong 12 gio. Chudt duge cho st dung vi
khuan lactic mdi ngay mot lan trong nam ngay, va thi nghiém hanh vi duge thuc hién trong

mot gio sau khi dung thude cudi cung.
(2) Cang thang do khang sinh

bé gay roi loan tm than nhu lo léng, trdm cam, cang théng hoic tuong tu, chudt duoc
tiém ampixilin (100 mg/kg) trong hai ngay lién tiép. Hanh vi lo lang da duge do trong 10 ngay

sau khi dung thudc.

(3) Phuong phap thi nghiém trén m6 hinh dong vt bi r6i loan tam than
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D61 voi mo hinh chucf)‘t bi cang thing do bat dong gay ra, vi khuan lactic hodc dung
dich mudi sinh 1y duoc sir dung tiy thudc vao nhom thi nghiém mot lan mdi ngay trong ba
ngay ké tir ngay 7 sau khi bét dau gy cang thang do bét dong. P6i véi md hinh chudt bi cing
théng do khang sinh, vi khudn lactic hodc dung dich mudi sinh Iy dugc str dung tuy theo nhom
thi nghiém mot l4n moi ngay trong ba ngay ké tir ngay 7 sau khi bét diu gy cang thiang do

khang sinh.

Hanh vi lo lang ¢4 dugc do trong nam gid sau khi chudt duge st dung vi khuén lactic
hoédc dung dich muoi sinh 1y, va céc chi s6 mau (corticosteron, I1.-6, TNF-0., v.v...) dugc do

bing cach thu thip mau trong mot gior sau khi két thtic bai kiém tra mé cung duge ning cao.
Vi du thi nghiém 2. Phuong phép do hanh vi d8 chén doan cing thing
(1) Bai kiém tra mé cung dugc nang cao (EPM)

Mg cung dugc nang cao la thiét bi thi nghiém dé do ludng muic do réi loan tdm than
nhu cing thing, lo ling hodc twong tu. Thiét bi thi nghiém mé cung dugc ning cao duge s
dung trong thi nghiém theo sang ché 1a thiét bi ‘t’hfly tinh nhya vdéol mau den, trong do6 hai canh
tay m¢o (30 x 7 cm) va hai canh tay kin (30 x 7 cm) v6i cac vach cao 20 cm va cao hon san 50
cm, mdi canh tay kéo dai 7 cm tir mot nén tang trung tAm. Trong thi nghiém, chudt dugc dat
trong mé cung dugc nang cao trong phong, trong phong co6 mdy quay video 20 Lux duge lap

dat & cao, va sau do chuyén dong ctia chudt da dugc ghi lai.

Cu thé 13, chudt C57BL/6 (duc, 19-22 g) duge dat ¢ gitta mé cung duge nang cao, theo
cach mot diu chudt huéng vé phia canh tay mé. Thoi gian danh cho canh tay m¢ va dong
cing nhu s6 1an di vao canh tay duoc do trong nam phut. Mot ian di vao canh tay duoc dinh

nghia Ja mot truong hop trong d6 chudt di vao mot canh tay véi tat ca bon chan,

Trong toan bd thoi gian thi nghiém, thoi gian danh cho cénh tay m¢ (OT) dugc tinh
bang [Thoi gian danh cho canh tay m¢& (OT)/(Thoi gian danh cho canh tay md (OT) + Thoi
gian danh cho canh tay kin)] x 100. Va thoi gian di vao canh tay m¢ (OE) duge tinh toan bing
[thoi gian di vao canh tay m& (OE)/(thoi gian di vao cénh tay m& (OE) + thoi gian di vao
canh tay dong)] x 100. Sau khi két thuic moi thir nghiém hanh vi, mui dugc loai bo bing efano]

70%.
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Theo mdt cach gidi thich da biet vé két qua xét nghiém, két qua dugc giai thich rang,
triéu chung roi loan tam than nhu lo ling, tram cam hodc tuwong tu xdy ra, néu OT va OE

giam.
(2) Bai kiém tra chuyén do6i sang/tbi

Thiét bi duge str dung cho bai kiém tra chuyén doi sang/tdi bao gdbm ving sang (21 x
42 x 25 cm, di-6t trang 390 Lux) va ving t51 (21 x 42 x 25 cm, 2 Lux), ¢0 kich thudce va duge
phén vung béng canh ctra (7.5 x 7,5 cm). Chudt duge dat trong khu vue sang va duge quan
sat trong nam phut, trong thoi gian ¢ khu vuc sing va s6 1an chuyén sang khu vuc sang duge

do. Sau khi két thuc mdi thi nghiém hanh vi, mui dugc loai bo bang etanol 70%.

Theo cach giai thich da biét vé két qua xét nghiém. két qua duge giai thich rang triéu
ching rdi loan tdm than nhu lo lang, trdm cam hodc tuong tu xdy ra, néu thoi gian ¢ vung

sang va s6 lan chuyén sang ving sang giam.
(3) Thtr nghiém v bi

Chudt duoc dat trong 1ong trong sudt chira diy mun cwa siu 5 cm, va ¢ d6 trong 15
phat. Sae dé, 25 vién bi (trong sudt, duong kinh 2 cm) duoc dat trén mtn cua voi khoang
cach 5 cm. Chuot dugce dat lai ¢ gitta mot bén va sb luon g vién bi ma con chudt vui trong 30

phut dad duoce do.

Theo cach giai thich da biét vé ket qua xét nghiém, két qua da dugc gidi thich rang
triéu chting roi loan tAm than nhu lo lang, tram cam hodc twong tu xay ra, néu hanh vi vui va

gidu bi ctia chudt tang 1én.
(4) Thtr nghiém boi cudng bic (FST)

Theo mdt phwong phap cta Porsolt va cong su, (Porsolt RD, Le Pichon, Jalfre M
(1977) Depression: A new animal model sensitive to antidepressant treatments, Nature, Vol.
266; pp. 730-732), nude ¢ 25+1°C dugc 8 vao bé nude 40 cm chidu cao va 20 cm dudng
kinh, cho dén khi muc nuée dat 25 cm. Chudt trong phong thi nghiém dugc dua vao ting bé
va & do tong cong sau phit, trong do hai phit déu tién khong duge do 1a thoi gian thich nghi,
va sau do trong bdn phiit cubi, thoi gian bat dong ctia dong vat thi nghiém da duoc do. Sy bét
dong c6 nghia la trang thdi chudt troi ndi trong nuée bat dong ngoai trir chuyén dong it nhat

dé gitt dau chi ¢ trén mat nuoc.
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(5) Bai kiém tra treo duoi (TST)

Theo mdt phuwong phéap cua Steru va cong su (Steru L., Chermat R, Thierry B, Simon
P (1985) The tail suspension test: A new method for screening antidepressants in mice,
Psychopharmacology, Vol. 85; pp. 367-370), chudt duoc treo 18n trong mét thung chira duong
kinh 35 cm va cao 50 cm bang cach dat mot thiét bi ¢b dinh cich dau dudi chudt khoang 1
cm, sao cho chudt bi treo lo ling cdch san 50 cm. Téng cong trong sau phut, thoi gian bat

dong ciia dong vat thi nghiém da dugc do.
Vi du thi nghiém 3. Thi nghiém x4c¢ dinh hé vi khuén duong rudt

© Phan tng chudi polyme hoa (PCR) thoi gian thue hodc phan ng giai trinh tu pyro 454
d3d dwoc thuc hién dé xdc dinh ty 1é cGa firmicutes, proteobacteria, actinobacteria,

bacteroidetes va tuong tu trong mot hé vi khuan dudng rudt.

Cu thé 13, ADN tir phéan thu dugc tir m6 hinh dong vat duge phan 1ap bang bo kit nhéd
gon xét nghiém phan QIAamp ADN (Qiagen, Purc). Phin mg gidi trinh tu pyro duge thuc
hién bing mdi ma hoéa (mién tr V1 dén V3 ciia gen rADN 168 ctia vi khuén). gPCR duge

phan tich bang moi duge trinh bay tén bang 1 sau day.

Bang 1
Loai Trinh tu (5°-3) |
Xuoi (F) [(SEQIDNO:2) GGAGYATGT GGT TTAATT CGAAGCA
Firmicutes ‘ : ' 7
Neguoe (R) (SEQ ID NO: 3) AGC TGA CGA CAA CCA TGC AC
|
Xudi (F) [(SEQIDNO:4) GTT TAATTC GAT GAT ACGCGAG
Bacteroidetes
Nguoc (R) ((SEQID NC: 5) TTAASC CGA CAC CTCACG G

Xudi (F) [(SEQID NO: 6) AAC GCG AAAAAC CTTACC TACC
[-Proteobacteria ' '

Nguoc (R) [(SEQ ID NO: 7) TGC CCT TTC GTA GCAACTAGT G
Xudi (F) [(SEQIDNO: 8) GCTAAC GCATTAAGTRYC CCG

o/y-Proteobacteria S
Neuoe (R) (SEQ IDNO: 9) GCC ATG CRG CAC CTG TCT

e-Proteobacteria

Xudi (F) ‘(SEQ 1D NO: 10) TAG GCT TGA CAT TGATAG AAT C :
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(SEQ ID NO:
|

Nguoe (R) |(SEQ ID NO: 11) CTT ACG AAG GCA GTC TCC TTA
| Xusi (F) |(SEQ ID NO: 12) TGT AGC GGT GGA ATG CGC
Actinobacteria
Nguge (R) [(SEQ ID NO: 13) AAT TAA GCC ACATGC TCC GCT
!
| Xubi (F) |(SEQIDNO: 14) AYT GGG CGT AAA GAG TTG C
™
Nguoc (R) (SEQ IDNO: 15) TAC GGY TAC CTT GTTACG ACT T
Xuéi (F) |(SEQID NO: 16) TCAKGT CAG TAT GGC CCT TAT
Verrucomicrobia
| Nguoe (R) [(SEQ ID NO: 17) CAG TTT TYA GGATTT CCT CCG CC
Xubi (F) (CSEQ ID NO: 18) CAT TGA CGT TAC CCG CAG AAG AAG
Enterobacteriaceas L |
Nguge (R) [(SEQ ID NO: 19) CTC TAC GAG ACT CAA GCT TGC |
Xudi (F) |(SEQ ID NO: 20) CGC GTA CTA TAC GCC ATG AAC GTA
Escherichia coli
Nguoc (R) |(SEQ ID NO: 21) ACC GTT GAT CAC TTC GGT CAG G
Xudi (F) |(SEQ ID NO: 22) GAT ACG GAG TAT GCC TTT ACG GTG
Klebsiella spp.
Nguoe (R) | (SEQ ID NO: 23) TAG CCT TTA TCAAGC GGA TAC TGG
| Xuéi (F) |(SEQIDNO: 24) GTT AAT ACC TTT GCT CAT TGA
Klebsiella oxytoca !
Nguoc (R) |(SEQ ID NO: 25) ACC AGG GTA TCT AAT CCT GTT
| Xubi (F) (TSEQ ID NO: 26) CTC GCA CCA TCA GAT GAA CCC ATA|
Morganella
morganii N ®) (SEQ ID NO: 27) CAA AGC ATC TCT GCT AAG TTC TCT
gUoC ™ 1GGA TG
Laciobacillus Xuéi (F) |(SEQID NO: 28) GAA CGC AYT GGC CCA A
reuteri Nguoce (R) i(SEQ ID NO: 29) TCC ATT GTG GCC GAT CAG T
Lactobacillus ‘ Xubi (F) [(SEQID NO: 30) CAC TAG ACG CAT GTC TAG AG
. . |
Johnsonii Nguoce (R) ((SEQIDNO: 31) AGT CTC TCAACT CGG CTA TG
Lactobacillus Xuéi (F) |(SEQID NO: 32) TCATGA TTT ACATTT GAG TG
plantarum ‘Nguogce (R) 33) GAC CAT GCG GTC CAA GTT GTT
| .
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; :
Lactobacillus | Xuoi (F) |(SEQIDNO: 34) CGC CCT TAA CAG CAG TCT TC

rhamnosus Nguoc (R) (SEQ ID NO: 35) GCC CTC CGTATG CTTAAA CC

(SEQ ID NO: 36) TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT

Xudi (F) |AAG AGA CAG GTG CCA GCM GCC GCG GTAA

rADN 168 vi khuin
(SEQ ID NO: 37) GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA

. AY
Newoe (R) 114 A GAG ACA GGG ACT ACH VGG GTW TCT AAT

Vi du thi nghiém 4. Phuong phép do lipopolysacarit
(1) Phuwong phap do lipopolysacarit trong phin

Phan (20 mg) duoc tao huyén pht trong 30 ml dung dich dém phosphat (PBS), sau d6
vi sinh vét trong phan dugc nghién bang phuong phap xir Iy siéu am treng mot gio, va sau d6
dugce ly tAm ¢ 500 vong/phnit trong 15 phit. Dich noi trén duge loe bang mang loc 0,45 pm,
sau d6 duoe loc lai bang mang loc 0,22 wh, tiép theo duge xit Iy & 70°C trong 10 phut, sau
d6 duoe st dung 1am mau thir. P6i véi mau thi néi trén, lipopolysacarit dwoc do bang b kit

xét nghiém Limulus amoebocyte lysate (LAL) (Cape Cod Inc., East Falmouth, MA, U.S.A.).
(2) Phueng phap do lipopolysacarit trong mau

Mau duoc pha lodng 10 1an véi PBS, sau d6 duge Ly tam rdi dich ndi duge xi ly ¢ 0°C
trong 10 phut. Dich ndi thu dugce duoc loc béng mang loc 0,45 pm, roi duge loc Jai béng mang
loc 0,22 pm, sau d6 duge st dung lam mau thir. P61 v6i mau thir noi trén, lipopolysacarit
duge do bang bd kit xét nghiém Limulus amoebocyte lysate (LAL) (Cape Cod Inc., East

Falmouth. MA, U.S.A.)..
Vi du thi nghiém 5. Phuong phép do cac chi s6 viém dai trang
(1) Do hoat tinh myeloperoxidaza.

20 pl dung dich dém kali phosphat 10 mM, pH 7,0 chita 0,5% hexadexy] trimetyl
amoni bromua dugc dua vao 100 mg mo dai trang, sau dé d‘u‘go dong nhét hoa. Hon hop thu
duoc duge ly tam trong 10 phut & didu kién 4°C va 10.000 g, d4 thu duge dich ndi. 50 pi dich
ndi duoc dua vao 0,95 pl dung dich phan tmg (chira 1,6 mM tetrametyl benzidin va 0,1 mM

H,02), sau d6 duge phan wng & 37°C, va sau d6 duge do bang kinh hién vi ¢ budce séng 650
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nm. Hoat dong ctia myeloperoxidaza (MPO) da duoc tinh toan thong qua chét phan tmg thu

dugc HyO2, 1 mol/ml = 1 don vi.
(2) Po céc chi s6 viéem

Céc chi thi sinh hoc phan tmg viém nhu p-p65, p65, INOS, COX-2 va B-actin dugc do
béng phuong phap thAm mién dich protein (western blot). Cu thé 13, 50 pg dich noi, thu duogc
bang phuong phap tuong tu nhu trong thi nghiém dé do hoat dong ctia myeloperoxidaza
(MPO), da duogc léy va san d6 va sau do thue hién thim mién dich. Ngoai ra, mre do biéu
hién cua cac xytokin dugce do bang bo kit ELISA, va LPS duoc do bang bd kit xét nghiém

LAL.
Vidu 1: Xac dinh trang thai cia md hinh dong vat bi gay céng thing do bt dong

Theo cac vi du thi nghiém 2-5, thi nghiém da duoc thyc hién trén chudt (IS). von d3 bi
cing thing do bat dong mot 1an mdi ngay trong téng s6 nam lan theo ciing mdt phuong phap

nhu trong Vi du thi nghiém 1- (1) & trén.

Sau khi thuc hién vi du thi nghiém 2, két qua cho phép xac dinh ring thoi gian danh
cho cac canh tay mé (OT) va di vao canh tay mo (OE) da giam trong bai kiém tra mé cung
duge ning cao; thoi gian & ving sang giam trong bai kiém tra chuyén doi sang/toi; va hanh

vi vui bi ting 1én trong thir nghiém vui bi (Fig.1 (a)-(c)).

Ngoai ra, thong qua western blot, két qua cho phép xac dinh rang hoat tinh NF-«B (p-
p65/p65) tang 1én ¢ ving hai ma; mirc 4o biéu hién cua yéu t6 dinh dudng than kinh c6 ngudn
gbe tir ndio (BDNF) giam (Fig.1 (d)): va lugng corticosteron, IL-6, TNF-a va lipopolysacarit
trong mau tang 1én (Fig.1 (e)~(h)). |

Sau khi thuc hién vi du thi nghiém 3, két qua cho phép xac dinh réng vi khuén,
bacteroidetes, actinobacteria va firmicutes trong phén giam, con 8, y-proteobacteria va -
proteobacteria tang 1én. Sau khi thuc hién vi du thi nghiém 4, két qua cho phép xac dinh réng

lipopolysacarit trong phan tang 1én (Fig.2).

Sau khi thuc hién Vi du thi nghiém 3, két qua cho phép xac dinh rang chiéu dai cua
dai trang, von 1a chi so cda viém dai trang, giam; myeloperoxidaza tang 1én; TNF-a ctia dai
trang tang Ién; su biéu hién ciia COX-2 va iNOS cua dai trang tang lén; hoat tinh NF-«xB tang

1én; va occludin cung claudin-1, von 1a céc protein lién hé chat ché, giam (Fig.3 (a)-(e)).
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Vidu 2: X4c dinh trang thai cia m6 hinh dong vat duge cho str dung phan cia mo hinh

dong vat bi cang thang do bét dong

Theo cac vi du thi nghiém 2-4, thi nghiém da duoc thuc hién trén chudt (FIS), duoc st
dung bang phan chudt, di bi cing thing do bat dong mot 1An mdi ngay trong tong s nam lan

theo cuing phuong phép nhu dugc trinh bay trong vi du thi nghiém 1- (1) & trén.

Sau khi thue hién vi du thi nghiém 2, két qua cho phép xdc dinh rang OT va OE giam
trong bai kiém tra mé cung dugc ning cao; thoi gian ¢ ving sdng giam trong bai kiém tra

chuyén d61 sang/tdi; va hanh vi vii bi tang 1én trong th nghiém vui bi (Fig.4 (a)~(c)).

Sau khi thuc hién western blot, két qua cho phép xéc dinh rang hoat tinh NF-«B (p-
‘p65/p~55) ting 1én ¢ vung hai mé; mure do biéu hién cta yéu t6 dirh dudng than kinh c¢6 ngudn
gbe tir ndo (BDNF) giam (Fig.4 (d)); va luong corticosteron, IL-6 va TNF-a trong méu tang
1&n (Fig.5 (a)-(c)).

Sau khi thuc hién vi du thi nghiém 3, két qua cho phép xac dinh ring chiéu dai cta dai
trang (von la chi s6 cuia viém dai trang) giam; myeloperoxidaza tang (Figs.4 (e) va (f); TNF-
a va IL-6 cua dai trang tang lén, IL.-10 cta dai trang giam, biéu hién cia COX-2 va iNOS cua

dai trang tang 1én; va hoat tinh NF-«B téng 1én (Fig.6 (a)-(d)).

Sau khi thuc hién vi du thi nghiém 3, két qua cho phép xac dinh rang bacteroidetes,
actinobacteria va firmicutes trong phan giam va y-proteobacteria va e-proteobacteria tang

(Fig.6 (e)).
Vi du 3: X4c dinh trang thai cta m6 hinh dong vt bi cing than g do khang sinh

Theo cac vi du thi nghiém 2-5, thi nghiém da dugc thuc hién trén chudt (AP), déd bi
cang thang do khang sinh khi st dung ampixilin (100 mg/kg) trong hai ngay lién tiép theo

phuong phap tuong tu nhu trong vi du thi nghiém 1- (2) ¢ trén.

Sau khi thuc hién vi du thi nghiém 2, két qua cho phép xédc dinh réng OT va OF giam
trong bai kiém tra mé cung dugc ning cao; thoi gian ¢ ving sdng giam trong bai kiém tra
chuyén ddi sang/tdi; va hanh vi viii bi ting 1én trong thir nghiém vui bi (Fig.7 (a)-(c)).

Két qua cho phép xac dinh rang lioat tinh NE-«B (p-p65/p65) tang 1én ¢ ving hai ma:
murc d6 bidu hién cua yéu t6 dinh dudng thin kinh ¢6 ngudn goc tir ndo (BDNF) gidm (Fig.7
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(d)); va luong corticosteron, TL-6, TNF-o, va lipopolysacarit trong mau tang lén (Fig.7 (e)-
(h)).

Sau khi thuc hién vi du thi nghiém 3, két qua cho phép xac dinh»re"mg bacteroidetes,
actinobacteria va firmicutes trong phan giam con 8, y-proteobacteria va e-proteobacteria téﬁg.
Sau khi thuc hién vi du thi nghiém 4, két qua cho phép xac dinh rang lipopolysacarit trong
phén tang (Figs. 8 (a) va (b)).

Sau khi thuc hién vi du thi nghiém 3. két qua cho phép xdc dinh rfmg chiéu dai dai
trang, von 14 chi sb cua viém dai trang, gidm; myeloperoxidaza tang; TNF-a cua dai trang
tang lén; biéu hién ctia COX-2 va iNOS cua dai trang tdng 1én; hoat tinh NF-xB tang lén; va

occludin cting véi claudin-1, von 12 cac protein lién hé chat ch&, giam (Fig.9 (a)-(e)).

Vi du 4: Xac dinh trang thai cia m6 hinh dong vat dugc cho su dung cac vi sinh vat

phan 14p tir phan ctia m6 hinh dong vat bi cang thang
(1) Phan lap vi sinh vat tir phan ctia mé hinh dong vat bi cang thing

Phan ctia chudt bi cang thing do bét dong va phan cta chudt bi cang thang do khang
sinh dugc nudi cdy trong mot mdi truong chon loc twong tmg. Két qua thu dugc cho phép xac
dinh rang enterobacteriaceae dugc nudi ciy trong moi trudng DHL tang 1én, va cu thé 1a K.

oxytoca, E. coli va M. morganii tang (Fig.10 (A})).

Mt khac, két qua cho phép xdc dinh rang bifidobacteria va lactobacilli sinh truéng
trong moi truong BL gidm, va cu thé 1a L. reuteri, L. Jjohnsonii, L. rhamnosus va B. Animalis

giam (Fig.10(B))
(2) Xéac dinh trang thai mo hinh dong vat dugc cho sir dung vi sinh vat

Sau khi cho mdi con chudt st dung 1 x 10° cfu K. oxyfoca, E. coli va M. morganii
twong tng, von ting 1én trong phan ctia chudt bi cang thing do bat dong va chudt bi cang
thfmg do khang sinh, bai kiém tra mé cung dugc nang cao da dugc thuc hién theo vi du thi
nghiém 2~ (1) ¢ trén. Két qua thu duoc cho phép xac dinh rang OT va OE giam dang ké trong
nhom duoe cho st dung K. oxytoca so v6i nhém dugce cho st dung voi cac vi sinh vat khac

(Fig.11 (a)).
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Sau do, theo cac vi du thi nghiém 2-5, thi nghiém da dwoc thuc hién trén chudt (KO)

duogc cho str dung K. oxytoca.

Sau khi thuc hién vi du thi nghiém 2, két qua cho phép xéc dinh ring OT va OE giam
trong bai kiém tra mé cung dugc ning cao; thoi gian & ving sing giam trong bai kiém tra

chuyén ddi sang/tbi; va hanh vi viii bi tang lén trong thir nghiém vui bi (Fig.11 (b)-(d)).

Két qua cho phép xéc dinh rang hoat tinh NF-xB (p-p55/p65) tang 1én ¢ ving hai ma;
mrc 4§ bidu hién cua yéu td dinh dudng than kinh c6 ngudn gbe tir nfo (BDNF) giam (Fig.11
(¢)); va luong corticosteron, IL-6, TNF-a va lipopolysacarit trong mau tang lén (Fig.11 (H)-

(1).

Sau khi thuc hién vi du thi nghiém 3, két qua cho phép xac dinh ring bacteroidstes,
actinobacteria va firmicutes trong phan gidm va &, y-proteobacteria va c-proteobacteria irong
phan ting. Sau khi thyc hién Vi du thi nghiém 4, ket qua cho phép xac dinh rang
hpopoly sacarit trong phan tang (Figs. 12 (a) va( b))

Sau khi thuc hién vi du thi nghiém 5, két quéa cho phép xac dinh ring chiéu dai dai
trang, von 1a chi s ctia viém dai trang, giam; myeloperoxidaza tang; TNF-a cta dai trang
ting 1én; biéu hién cua COX-2 va iNOS cta dai trang tang 1én; hoat tinh NF-xB tdng 1én; va

occludin cung véi claudin-1, vbn 14 cac protein lién hé chit ché, giam (Fig.13 (a)-(e)).

Vi du 5: Phéan lap va dinh danh vi khuén lactic

(1) Phan 14p vi khuan lactic tir phan nguoi va chudt

Phin ngudi va phan chudt méi duoc dua vaoe va tao buyén phi trong méi truong 16ng
GAM (mbi truong long GAM; Dugce pham Nissui, Nhat Ban). trong ng. Sau dé, dich bén
trén da dugc 14y va cdy vao mdi truong MRS, BHI (Brain-Heart-Infusion) hodc mdi truong

thach BL (Duoc pham Nissui, Nhat Ban), sau do nudi chy yém khi & 37°C trong kKhoang 48

dén 72 gid, va sau d6 céc chung tao thanh khuén lac duoc phén 1ap.
(2) Pinh danh vi khuan lactic duge phan 1ap

Diic diém sinh 1y va trinh tw rADN 16S cta cac chung duge phan 1dp tr phan nguoi
hofc chudt dd duoc phan tich, sau dé cdc loai clia cdc chung da duge xac dinh, va sau do dat

tén cho cdc chung. Tén ching dugc dit cho vi khuan lactic duge trinh bay trén bang 2 sau
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day. Cu thé 13, vi khuan lactic duge phan 14p tir phan nguoi hodc chudt 1a 9 loai Lactobacillus

spp. va 22 loai Bifidobacterium spp.

Bang 2
S6 quan ly Tén chiing

1 | Lactobacillus reuteri NK31
2 . - Lactobacillus reuteri NK32 :
3 | ‘ ' Lactobacillus reuteri NK33

i{ ' _-. 4 Lactobacillus reuteri NK34 :
5 Lactobacillus reuteri NK35
6 Lactobacillus johnsonii NK36
7 Lactobacillus johnsonii NK37
8 Lactobacillus johnsonii NK38
9 Lacfobacjilus Jjohnsonii NK39
10 ! Bifidobacterium longum NK81 N
11 Bifidobacterium longum NK8&2
12 Bifidobacterium longum NK&3
13 Bifidobacterium longum NK84
14 ‘ _Biﬁdobacterium bifidum NK85 !
15 Bifidobacterium b(fﬁc_l;n NKg6 |
16 sz’idobacterium infantis NK87 j
17 Bifidobacterium infantis NKSS |
18 Bifidobacterium infantis NK89
19 ’ Bifidobacterium breve NK90
20 Biﬁdab;cz‘—erium breve NKO91
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21 » Bifidobacterium choerinum NK92
22 Bifidobacterium catenulatum NK93
23 Bifidobacterium catenulatum NK94
N
i 24 Bifidobacterium adolescentis NK95 ‘
| -
25 Bifidobacterium pseudolongum NK96
26 Bifidobacterivm adolescentis NK97
27 | Bifidobacterium adolescentis NK98
L .
28 Bifidobacterium adolescentis NK99
29 Bifidobacterium pseudocatenulatum NK100
1 :
30 Bifidobacterium pseudocatenulatum NK101
31 Bifidobacterium minimum NK102

(3) Dic diém sinh 1y cua vi khuan lactic L. reuteri NK33

Trong s cac chiing duge mo ta trén bang 2 & trén, két qua cho phép xac dinh rang L.
reuteri NK33 (sb truy nhap KCCM12090P) 13 tree khudn gram duong. Ngoai ra, két qua da
chimg minh sing mot rADN 168 cua L. reuteri NK33 ¢6 trinh tw SEQ ID NO: 1. Két qud so
sanh cdc chudi rADN 168 ctia L. reuteri NK33 bing cong cu tim kiém BLAST, két qua cho
phép xac dinh ring ching L. reuteri.co cung trinh tw rADN 16S hoan toan chua duge tim

kiém, va twong dong 99% véi trinh tu rADN 168 ctia chung L. reuteri da biét.

Trong s céc dac diém sinh 1y clia L. reuteri NK33, tinh kha dung clia ngudn cacbon
da dwoc phan tich bang thir nghiém 1én men dudng bang cach sir dung bo kit API 50 CHL
(BioMerieux, M¥). Két qua dugc trinh bay trén bang sau 3. Trén bang 3 dudi day, “+” chira
rang tinh kha dung ctian gudn cacbon 1a duong tinh va “-” chira rang tinh kha dung cta ngudn

cacbon la am.

Bang 3

i
! Nguon cacbon | L. reuteri NK33 | Ngudn cacbon L. reuteri NK33
i
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POI CHUNG - Esculin +
Glyxeryl - Salicin -+
Erythritol - Xenlobioza +

D-arabinoza - Maltoza +

L-arabinoza + Lactoza +
D-riboza + Melibioza +
D-xyloza + Sucroza +

N L-xvloza - Trehaloza -+
‘T D-adonitol - Inulin -
Metyl- B-D-xylopyranosit Melezitoza +

D-galactoza + Rafinoza + |
D-glucoza + Starch - ‘
D-fructoza + ' Glyco.gen | -
D-manoza + Xylitol } -

: L-sorboza - Gentiobioza +

Rhamnosus | - D-turanoza +

Dulxitol \t - D-lixoza -

I Inoxitol | - D-tagatoza -
Manitol + D-fucoza -

Sorbitol + L-fucqza -
a»me‘tyl—D-manosit D-arabitol -

1 a-rnetyl—D—glucozit - L-arabitol -
. N-axetyl-glucosamin + Gluconat +

Amygdalin

2-keto-gluconat

|

|
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(4) Dac diém sinh 1y ctia vi khuan lactic B. adolescentis NK98

Trong s6 cac chung dugc mo ta trén bang 2 & trén, két qua da chimg minh rang rADN
168 ctia B. da’olescemz"s NK98 (s6 truy nhap KCCM12297P) ¢o trinh tw SEQ ID NO: 38. Két
qua cua viéc so sanh céc trinh tw rADN 16S cta B. adolescentis béng cong cu tim kiém
BLAST, két qua cho phép x4c dinh rang mot ching B. adolescentis NK98 ¢6 cung trinh tur
rADN 168 hoan toan chua duge tim kiém, va tuong ddng 98% vdi trinh tw rADN 16S cla

ching B. adolescentis da biét.

Trong s6 cac dic diém sinh Iy ctia B. adolescentis NK98, ngudn cacbon kha dung da
dugc phéan tich béng thir nghiém 1én men dudng béng bo kit API (API 20A, BioMerieux, Hoa
K$). Két qua duge trinh bay trén bang 4 sau day. Trén bang 4 du6i day, “+> chi ra ring tinh

kha dung ctia ngudn cacbon la dwong tinh va “-” chi ra rang tinh kka dung cua nguén cacbon

la Am.
Bang 4
Ngudn cacbon Phan Grng/Enzym B. adolescentis NK98
-tryptophan Sy hinh thanh indol i
Ure Ureaza - :
D-glucoza Axit hoa (glucoza) +
D-manitol Axit hoa (manitol) +
D-lactoza Axit hoa (lactoza) +
D-sacaroza Axit hoa (sacardza) +
D-maltoza Axit héa (maltoza) +
Salixin Axit hoa (salixin) +
D-xyloza Axit héa (xyloza) +
L-araBinoza Axit hoa (arabinoza) +
- Gelatin Thiy phan (proteaza) +
Esculin sat xitrat | Thay phan (B-glucosidaza) +
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Glyxeryl Axit hoa (glyxeryl) -

D-xenlobioza Axit héa (xenlobioza)l +

D-manoza Axit héa (manoza) -

D-melezitoza Axit hoa (melezitoza) -

D-rafinoza Axit hoa (rafinoza) +

D-sorbitol Axit hoa (sorbitol) -
L-rhamnoza Axit hoa (rhamnoza) - |

D-trehaloza Axit hoa (trehaloza) +
Catalgé,a - :

Bao ttr -

Phén trng gram +

Hinh thai -

Vi du 7: So sanh hoat tinh cta vi khun lactic dugc phén lap
(1) Hoat tinh chidng oxy hoa (in vitro)

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) da dugc hoa tan trong etanol dé dat ndng do
0.2 mM, nhu vy dung dich DPPH da dugc chuén bi. Huyén phi vi khudn lactic (1 x 10°
CFU/ml) hodc dung dich vitamin C (1 g/ml) dugc dua vao 0,1 ml dung dich DPPH trén, sau
d6 nudi cdy & 37°C trong 20 phut. Dich léng nuoi cay duoc ly tam & 3000 vong/phut trong
nam phut, dé thu duoc dich ndi. Sau d6, do hép thu cua dich ndi dugc do ¢ 517 nm, va sau d6
hoat tinh chdng oxy hoa cta vi khuan lactic bi ¢6 lap da dugc tinh toan tuong tmg. Hoat tinh
chéng oxy hoa cta tthg vi khuén lactic duoc trinh bay trén bang 5 (Lactobacillus spp.) va

bang 6 (Bifidobacterium spp.).
(2) Po cac chi s viém trong dai thuc bao

2 ml thioglycolat 4% da khir tring dugc tiém trong mang bung vao chudt C57BL/6
(con dyc, 6 tudn tudi, 20-23 g). Trong 96 gi¢ sau do, chudt duge gy mé va sau do 8 ml moi

truong RPMI 1640 duge tiém vao mang bung cho chudt. Trong 5 dén 10 phit sau, moi trudng
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RPMI (dai thuc bao) dugce chiét xudt tir chudt, sau do ly tdm ¢ 1000 g trong 10 phdt, sau do
rira lai hai lan béng mdi trudong RPMI 1640. Pai thuc bao néi trén dugc dua vao mot dia 24
giéng voi 0,5 x 10° té bao mdi giéng, sau do duge xit ly béang vi khuan lactic Lactobacillus
spp. va lipopolysacarit, vbn 1a chat gay phan tng viém, trong 2 hodc 24 gio, sau do thu duge
dich ndi va & bao. Céc té bao thu duoc duge dua vao dém RIPA (Gibeo) va dong nhat héa.
Mitc do biéu hién clia cac xytokin nhu TNF-o dugce do tir dich ndi nuodi céy da xu ly trong
trong 24 gid, va sau d6 muc do biéu hién cta p65 (NF-xB), p-p65 (phospho-NF-«B) va B-
actin dwgc do tir cac té bao thu duge trong di_éu tri trong hai gi& bang phwong phép mién dich.
Mirc d6 biéu hién cia cac chi sé viém cho mdi vi khuan lactic Lactobacillus spp. dugc trinh

bay trén bang 5 sau day.
(3) Po cac chi sO viém trong té bao than kinh dém

“Té bao thn kinh dém BV-2 di cdy truyén vio dia 24 giéng véi mat & 0,5 x 10° té bao
moi giéng, sau d6 duoc xt ly bang vi khudn lactic Bifidobacterium spp. da phan lap va
lipopolysacarit, vbn 12 chat giy phan tng viém, trong 2 hodc 24 ¢io, sau d6 thu dugce dich 10i
va t& bao. Cac té bao thu duoc duge dua vac dém RIPA (Gibeo) va dugc déng nhét hoa. Mc
d6 biéu hién ctia p65 (NF-«kB), p-p65 (phospho-NF-kB) va B-actin dugc do tir cac té bao thu
dugc khi xt 1y trong hai gio bang phuong phép thAm mién dich. Mrc d9 biéu hién cia cac

chi s vidm cho mdi vi khuan Bifidobacterium spp. dugc trinh bay trén bang 6 sau day.

(4) Anh hudng ctia biéu hién yéu t6 dinh dudng than kinh ¢ ngudn géc iy ndo (BDNF)

va hoat dong dong NF-«B trén cac té bao SH-SYSY

Céc té bao SH-SYSY, 1a cac té bao thin kinh, duge mua tir Ngan hang 1€ bao Han
Quédc, sau d6 duge nudi cay trong moi truong DMEM chira 10% FBS va 1% khéng sink, roi
duoc chia vao dia 12 giéng véi 2 x 10° té bao mdi giéng. Tiép do, corticosteron di dugc thém
vao ting giéng voi ndng do 300 mg/ml cing véi vi khuén lactic (1 x 10 CFU/ml), roi dugc
nudi cdy. va sau d6 murc do biéu hién NF-kB (p65, p-p65) va yéu t6 dinh dudng than kinh co
ngudn gbe tir ndo (BDNF) duge do bing phuong phap thAm mién dich. Cac mirc biéu hién
BDNF va mt&e do hoat tinh NF-kB cho modi vi khuéan lactic duge trinh bay trén bang 5

(Lactobacillus spp.) Va bang 6 (Bifidobacterium spp.).

Bang 5
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\ Pai thwe bao Té bao SH-SY5Y
Hoat tinh
Tén chiing chong Klfé ni‘:g b-?ﬁ?% thé’ bTﬁI:IgA Ue ché
: wre cheé iéu hién | nang &c | biéu hién
oxy héa s ’ g | NFkB
TNF-a. IL-10 |ché NF-x| BDNF
L. reuteri NK31 + + + + + +
L. reuteri NK32 ++ ++ ++ ++ + ++
L. reuteri NK33 +4+ ++ ++ ++ .+t ++
L. reuteri NK34 | + + + | + + o+
L. reuteri NK35 +  + + | o L | + |+
L. johnsonii NK36 ++ ++ ++ + ++ +
L. johnsonii NK37 ++ ++ ++ ++ + ++
L. johnsonii NK38 + + + o+ + L+
|
[
L. johnsonii NK39 + + | + + - +
Bang 6
| Kha nang frc ché  Khi ning biéu
! ‘ Hoat tinh .
Tén chung p NF-kB té bao hién BDNF
chong oxy hoa \ A i o
| than kinh dém | té bao SH-SYSY
Khong xut ly - - - -
L. reuteri NK33 ’ 4+ ++ 4
B. longum NK81 + + +
B. longum NK8&2 + o+ ; ' +
B. longum NK83 ‘ T 4 4
B. longum NK 84 ++ ++ +
B. bifidum NK85 ++ ++ +
B. bifidum NK86 + | - e
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B. infantis NK87 ++ + +
B. infantis NK88 + + ++
B. infantis NK89 + + +
B. breve NK90 + + ++ i
B. breve NK91 ++ + + E
B. choerinum NK92 + + + |
B. catenulatum NK93 + + + |
B ;atenulatum NKS4 + + + |
B. adolescentis NK95 ++ | + B + !
B pseudolongum NK96 ++ | + ’
l B. adolescentis NK97 + + 1
; B ado{escentis NK98 | ++ -+ et
| B. adolescentis NK99 + ++ ++
1 B. pseua’;cjai"eiwla[um NK100 ++ + +
;+ B. pseudocaterlatum NK101 ++ - M S+
E B. minimum NK102 | + + +

., <10%; +. 10 ~ 30%; -++, 30 ~ 50%; +++,> 50%
(5) Két qua thi nghiém

Sau khi danb gia hoat dong cua vi khuén lactic dugc phan 1ap, két qua cho phép xéc

dinh t'fmg trong s6 Vi khu.én lactic Lactobacillus. spp hodc Bifidobacterium spp. dugc cd 1ap,
reuteri NK33 va B. adolescentis NK98 ¢6 tac dung tbt trong thiic day hoat dong chéng oxy
hoa va trc ché phan tng viém. Cu thé, két qua cho phép xac dinh cing L. reuteri NK33 va B.
adolescentis NK98 uc ché hoat tinh ctia NF-xB, von dugc biét dén 1a chit gdy ra céc bénh
lién quan dén 130 hoa nhu bénh Alzheimer, (rc ché phan tng viém cia té bao than kinh dém

& ngudi gia, nguoi mét trf nhé va twong ty, va ting biéu hién cla yéu tb dinh dudng than kinh
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c¢6 ngudn gde tir ndo (BDNF) duge tao ra boi day than kinh néo, nhung giam sy 130 hoa, mat

trf nhd va tuong tu (Bang 5 va 6).

Vi du 8: Panh gia hiéu qua dieu hoa mién dich cta vi khuan lactic Bifidobacterium

spp.

Dé danh gia hiéu qua diéu hoa mién dich cta vi khuan lactic Bifidobacterium spp. dugc
phan l4p tir phan, tac dung ctia vi khuan lactic Bifidobacterium spp. doi voi phan g mién

dich cua dai thuc bao va té bao lach duoc do.
(1) Phan tng midn dich trong dai thuc bao

2 ml thioglycolat da khir trung 4% dugc tiém trong maﬁg bung vao chudt CS7BL/6
(duc, 6 tudn tudi, 20-23 g, cong ty TNHH Raonbio). Trong 96 gior sau khi tiém, chudt da dugc
gdy mé va sau ¢6 & ml méi truong RPMI 1640 duge tiém vao mang bung chudt. Trong 5 dén
10 phat sau, m6i truong RPMI (bao gdm ca dai thuc bao) duge chét chiét tr chudt, sau d6 ly
tam ¢ 1000 vong/phut trong 10 phut, rdi duge ria hai 14n nita bang moi trudng RPMI 1640.
Dai thuc bao duoc cy truyén 1én dia 24 giéng v6i 0,5 x 10° té bao mdi giéng, roi dugc nuodi

cdy trong 24 gio, va sau do cac té bao khong lién két dugc loai bé va st dung.

Dich léng nudi ciy dai thuc bao dliqc xtr 1y bang B. adolescentis NK98 va
lipopolysacarit, von 1a chat gay phan tmg viém, trong 2 Liodc 24 gio. rdi tiép d6 thu dugce dich
nbi va t& bao, trong d6 nong do dé xtr 1y vi khuan lactic 1a 1 x 10* CFU/ml. Céc té bao thu
duoe duoc dua vio dém RIPA (Gibco) va ddng nhét héa. Mire do bicu hién ctia TNF-o tir
dich ndi thu duoe duge do bang bo kit ELISA, va tiép d6 mic do bicu hién ctia p65 (NF-kB),
p-p65 (phospho-NF-«xB) va B-actin tur cac té bao thu duoc duoc do bang phuong phép tham
mién dich. Cu thé, 50 pg dich ndi da dugc liy va dugc dua vao dién di trong gel polyacrylamit
SDS 10% (w/v) trong mot tiéng rudi. Mau dién di duge chuyén lén gidy nitroxenluloza & didu
kién 100 V va 400 mA trong mot gi¢ va 10 phut. Gidy nitroxenluloza, trén do6 mau duoc
chuyén, duge cé_dinh_béing sita tach kem 5% trong 30 phut, sau d6 dugc rua bang PBS-Tween
bz 1an mdi lan trong nam phut, va sau d6 dugc dé phan ung qua dém véi cac khang thé so cap
(Cong nghé sinh hoc Santa Cruz, My) véi ty 1¢ 1: 100. Sau do, gidy dugce rira ba 1an mdi lan
trong 10 phut va dugc dé phan ung v6i cdc khang thé thir cap (Cong nghé sinh hoc Santa

Cruz, My) véi ty 1é 1: 1000 trong mot gic va 20 phut. Tiép do, gidy dugc rira ba 1an mdi lan
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trong 15 phut, sau d6 dugc phat huynh quang va phat quang, r0i duoc phat trién, va cudi ciing

cuong do cua dai nhiém sac duge do, trong do két qua dugc trinh bay trén bang 7 sau day.

Bang 7
! Kha ning e ché NF-«xB Kha niing e ché
Tén ching | |
| (p-p65/p63) TNF-a
|
{héng xur ly i - -
' B. adolescentis NK9§ - | —r
|

* Ty 18 we ché: -, <10%; +, 10 ~ 30%; ++, 30 ~ 60%; +++,> 60
(2) Phan tmg mién dich & 1é bao lach

L4 lach ctia chudt C57BL/6 (duc, 6 tudn tudi, 20-22 g, Cong ty TNHH OrientBio) da
bi tach va nghién nat, sau dé dugce tao huyén phu trong moi {rlréyng RPMI 1640 chira 10%
FCS. Cac té bao T CD4 dugc phan lap tir do bang bd kit phan 1ap & bao T CD4
(MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach, Duc), rdi sau d6 cac té bao T CD4 bi ¢d lap dwgc chia

vao dia 12 giéng v6i 5 x 105 té bao mdi giéng.

Céc té bao dugc nudi cdy véi viéc b6 sung cac chit chong CD3, chéng CD28, IL-2 va
{L-14 dé gy biét hoa cia céc t& bao T thanh cac té bao Th1; chong CD3, chong CD28, 11.-2
va [L-4 dé gay biét hoa t bao T thanh té bao Th2; chéng CD3, chéng CD28, 1L-6 va TGE-
48 oAy bit hoa cua céc té bao T thanh cdc té bao Th17; va chdng CD3 va ching CD28 dé gdy
biét hoa té bao T thétﬁh'té bao Treg,‘ Sau d6 vi khudn lactic étroc dua vao mat dd 1 x 10°

CFU/moi giéng, roi duge nudi cay trong bon ngay.

Tiép d6, kha nang biét hoa cua cac té bao T dwoc phan lap tu 14 iach thanh cac té bao
Th1, té bao Th2, t& bao Th17 va té bao Treg da dugc do. Cu thé 14, cdc té bao ciia dich nuoi
cdy duge nhudm bing khang thé chéng FoxP3 hoac chdng IL-17A, sau d6 qu phan phodi céc
& bao Thl, té bao Th2, t& bao Th17 va i€ bio Treg duge phin tich bing thiét bi FACS (phn
lnoai té bao duoc hoat hoa bang huynh quang) (Hé théng do hwu ]ﬁ'o'ng dong chay C6, San [ os.e,

California, M¥), trong d6 két qua dugc trinh bay rén bang 8 sau day.
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Bang 8

Ty 1¢ e ché biet héa Ty Ié ting biét hoa
Tén ching ) - : :
Té bao Thl | Té bao Th2 |Té bac Th17 ~ Té bao Treg

Khoéng xu ly | - - - -

B. longum NK81 4 ++ + | +

% B. lorgum NK82 + ++ + +
B. longum NK83 + ++ ++ o+

B. longum NK 84 -+ | + -+ | ++
B. bifidum NK8&5 o + o 4+

B. bifidum NK386 | + fl- -+ +
B. infantis NK&7 + _ + g 4+ : -+

B. infantis NK88 + + ' e+ | +

B. infantis NK.89 + + At | +
1 B. breve NK90 + A4+ ++ ++
B. breve NK91 4+ ++ + 7 4

| B. choerinum NK92 - | + + -

B. catenulatum NK93 + ++ ++ ; +
B B. catenulatum NK9S4 | ++ + o Tt
\ B. adolescentis NK95 ++ + + | +
B. pseudoiongum NK96 ++ ++ ++- : -

B ac/oles_centis NK97 + 4+ | + ) +

B ac;c;lescentis NK9g o+ ++ | S 4t
B. adolescentis NK%‘ | + + ;+ +
B. psevdocatenulatum NKlOO ++ ++ + 1 +
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B. pseudocatenulatum NK101

++ 5

B. minimum NK102

* Ty 1€ tre ché: -, <10%; +, 10-30%; ++, 30-60%: +++,> 60

* Ty 18 tang: -, <10%; +, 10-50%; ++, 50-100%; +++,> 100%

Ngoai ra, ty 1& bi¢u hién cta cac yéu to phién ma va xytokin cua cac t€ bao Thl, té€ bao

Th2, té bao Th17 va té bao Treg dugc phan 14p tir cac té bao T lach dugc do. Cu thé, mirc do

bidu hién ciia T-bet, TFN-y va I1-12 tir dich long nudi cdy biét hoa té bao Thl; GATA3 vaIL-

5 tir dich 1ong nudi cdy biét hoa té bao Th2; RORyt va IL-17 tir dich 16ng nudi cdy biét hoa té

bao Thi7; va Foxp3 va IL-10 tir dich 16ng nudi cdy phin biét té bao Treg duge phén tich bing

phuong phap gRT-PCR, trong do két qua ctia chiing dugc thé hién trén bang 9 sau déy.

Bang 9

Tén chiing

Ty 1€ e ché biéu hién

Ty 1€ tang

bieu hién

T-bet | 1FN-y| GATA3 TIéLli?;o RORyt |TL-17 | FOXp3 | IL-10
H Khong xir ly - - | - - - - -
B. longum NK81 -+ + + + + - - +
B. longum NK82 + + + + + + + +
B. longum NKE&3 + + + + + + + -
B. longum NK84 ++ | + + | ++ A+
B. bifidum NK85 +++ | + + + + ’++ ++ |
B. bifidum NX86 - - + + + + + +
B. infantis NK87 + + + + - + + +
B. infantis NK88 + + ++ ++ + + + +
B. infantis NK89 + + + + 4+ 4 + b
i B. breve NK90 + + +++ -+ o |
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B. breve NK91 + + + + + -+ 4+ +
B. choerinum NK92 + + + - + 4t - ++
B. catenulatum NK93 + + + + + + -+ +
B. catenulatum NK94 ++ + + + + + + +
B. adolescentis NK95 + + + + ++ ++ 4+ ++
B. pseudolongum NK96 + + + + + + + +
B. adolescentis NK97 + + + + + + + +
B. adolescentis NK98 ++ ++ ++ +-+ N i
B. adolescentis NK99 + ++ + +- + + + +
B. pseudogatenulatum - . N N ) ] N .
NK100
B. pseudocatenulatum ' i . . N ) ) . .
NK101
B. minimum NK102 + + + + + - - -

* Ty 1€ tre ché: -, <10%; +, 10-30%; ++, 30-60%; +++,> 60
* Ty I¢ tang: -, <10%; +, 10-50%; ++, 50-100%; +++,> 100%

Nhu d xac dinh trén bang 8 va 9 & trén, két qua cho phép xac dinh rang B. adolescentis
NKO8 ¢6 17 16 tre ché cao dbi v6i sy biét hoa té bao T thanh té bao Thl, & bao Th2 va € bao
Th17 va dic biét ¢6 ty 1é ting cao ddi voi sy biét hoa té bao T thanh té bao Treg, do d6 co

hiéu qua trc ché phan Gmg viém va cai thién hi¢u qua bénh viém.
Vi du 9: Tac dung ctia L. reuteri NK33 trong viéc giam cang thang

Tt ngay thir 7 sau khi bit diu quy trinh gy cang thing do bat dong lién quan dén
chudt da bi cang thang do bat dong nhu trong vi du thi nghiém 1 & trén, 1 X 107 cfu clia vi
khuén lactic L. reuteri NK33 ho#c dung dich mubi sinh 1y dugce st dung cho chudt mot 1an
mdi ngay- trong nim ngay. Theo vi du thi nghi¢m 2-5, thi nghiém da duoc thuc hién trén

chudt.

Sau khi thuc hién vi du thi nghiém 2, két qua da xac dinh duogc rﬁng, trong nhom (IS)

duoc stir dung dung dich mudi sinh Iy, OT va OE giam trong bai kiem tra mé cung dugc néng
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cao; thoi gian ¢ vung sang giam trong bai kiém tra chuyén dbi sang/tbi; va hanh vi vui bi tang
1én trong thir nghiém vui bi. Tuy nhién, két qua ciing cho thdy dugc rang, trong nhém (IS +
LK) duoc cho st dung L. reuteri NK33, OT va OE tang 1én; thoi gian ¢ ving séng tang 1én;

va hanh vi vui bi gidm trong thir nghiém vui bi (Fig.14 (a)-(¢)).

Két qua cho thiy, trong nhom (IS) ding dung dich mudi sinh ly, hoat tinh ctia NF-«xB
(p-p65/p65) tang 1én & vung hai ma; mrc do biéu hién cua yéu to dinh dudng than kinh ¢6
ngudn gbc tr ndo (BDNF) giam; va luong corticosteron, IL-6, TNF-a va lipopolysacarit trong
mau tang 1én. Tuy nhién, két qua ciing cho thdy trong nhém (IS + LR) dugc cho sir dung L.
reuteri NK.33, hoat tinh NF-xB (p-p65/p65) bi e ché; muc do biéu hién clia yéu to dinh
du:Fmg than kinh c6 ngudn gdc tir ndo (BDNF) tang ién: va lugng corticosteron, IL-6, TNF-a

va lipopolysacarit trong mau giam (Fig.14 (d)-(g)):

Sau khi thuc hién vi du thi nghiém 35, két qua cho théy trong nhém (IS) dugce cho st
dung dung dich mudi sinh 1y, chiéu dai cua dai trang, vén 14 chi sb ctia viem dai trang, | giam;
myeloperoxidaza tang 1én; TNF-o0 ctia dai trang tdng ién; biéu hién cha COX-2 va iNOS cia
dai trang ting 1én; va hoat tinh NF-«B tang lén. Tuy nhién, két qua ciing cho thdy rang trong
nhom (IR.)A cling dugc cho su dung L. reuteri NK33, chiéu dai cia dai trang dugc phuc hoi vé
murc binh thudng; myeloperoxidaza giam; TNF-a ctia dai {rang giam; biéu hi¢n cua C OX-2

va iINOS ctia dai trang giam; va hoat tinh NF-«xB bi ¢ ché (Fig.15 (a)-(d)).

Két qua trén cho phép xac dinh rang vi khuan lactic L. reuteri NK33, ¢6 tac dung tot

TN . £. A X : < A . - 2 s
{rong viéc cai thién chirag roi loan tam thén, nhu lo lang, tram cam, cdng thang va tuong tu.
Vi du 10: Tac dung cta B. adolescentis NK9® trong viéc giam cang thang

Tur ngay thtr 7 sau khi bét ddu qué trinh gy cing thang do bét dong cho chudt, chﬁ@t
da bi cang thing do bat dong nhu trong vi du thi nghiém 1 & trén, 1 X 10° cfu cta B.
adoiescentis NK98 (NK98), 1 x 10° cfu ctia B. adolescentis IM38 (IM38), dung dich mudi
sinh 1y (IS) hodc 1 mg/kg Buspiron dugc cho chudt st dung mot 14n mdi ngay trong ba ngay.

Sau do, theo céc vi du thi nghiém 2 va 5 & trén, thi nghiém da dugc thuce hién.

(1) Bai kiém tra mé cung dugc nang cao
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Cung v&i bai kiém tra mé cung duoc nang cao cia vi du thi nghiém 2-(1) 6 trén, lugng

corticosteron (BC) trong méu da dugc do, trong do két qua dugc trinh bay trén bang 10 sau

day.
Bang 10
Chuét lo fing Chudt trim cam
OT (%)|OE (%) | BC (ag/ml) | OT (%) | OE (%) | BC (ng/mi)
Péi chung thuong | 17,1 35,2 0.8 18,2 38,5 0,7
IS 5,2 16,1 2,8 3.4 13.5 7,4
NK98 16.2 34,1 1,2 16,2 323 3.5
IM38 14,3 32,6 1,5 13.3 28.6 4.1
Buspiron 16,7 33,8 1,2 15,7 29.8 3.8

Nhu dugce trinh béfy trén bang 10 & trén, két qua da cho thay ring, trong nhém (IS)l cia
cac mé hinh cang thing do bat dong dugc sir dung dung dich mudi sinh 1y, ca OT va OF déu
giam trong thir nghiém mé cung dugc nang cao so véi nhom d6i chtrng binh thuong khong bi
cing thang do bat dong. Tuy nhién, két qua cling cho thdy rang, trong nhom dugc cho st dung
B. adolescentis NK98, thoi gian danh cho canh tay m¢o (OT) va tan suét di vao canh tay m&
(OE) tang 1én; va lugng corticosteron trong mau gidm dang ké, do do cho thdy hiéu qua tbt

hon so v6i B. adolescentis IM38.
(2) Bai kiém tra chuyén ddi sang/téi

Theo vi du thi nghiém 2-(2) & trén, bai kiém tra chuyén ddi sang/t6i da dugc thuc hién,

trong d6 két qua duge trinh bay trén bang 11 sau day.

Béang 11
Thoi gian ¢ ving sang (%) S6 lan chuyén
Pébi chimg thuong 46,5 23,5
s 23,1 13,8
NK98 39,4 21,9
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IM38 18,3

(U8
N
o0

Buspiron 40,1 19,6 |

Nhu duoc trinh trén bang 11 & trén, két qua cho thdy ring trong nhém (IS) md hinh
cang thing do bat dong dugc cho st dung dung dich nude mubi sinh ly, thoi gian & ving sang
giam so v6i nhom dbi chtmg binh thuong khong bi cang thang do bt dong, nhung trong nhém
duoc cho st dung B. adolescentis NK98, thoi gian do ving séng tang 1én so v6i nhom dugce

cho st dung B. adolescentis IM38.
(3) Kiém tra boi cudng bic

Theo vi du thi nghiém 2-(4) & trén, bai kiém tra boi cudng bue da duoc thirc hién, trong

do két qua duoe trinh bay trén bang 12 sau day.

Bang 12
Thoi gian bat d%)ng (%)
Péi ching thirdong 28,5 |
IS N | 46,7
NK98 : 31,2
1M38 38,2 ~ |
Buspiron 32,1

Nhu duoc trinh bay trén bang 12, két qua di cho thdy rang trong nhom (IS) md hiinh
chudt bi trAm cam dwoc cho st dung dung dich nudce mudi sinh 1y, ﬂlb’i gian bét dong tang so
v&i nhom d6i chung binh thuong ma khong bi cang thing do bar dong, va trong nhom dugc
cho st dung B. adolescentis NX98, thoi gian bét dong giam xudng so véi nhdm duoe cho sir

dung B. adolescentis IM38.
(4) Bai kiém tra treo dudi (TST)

Theo vi du thi nghiém 2- (5) ¢ trén, bai kiem (ra treo dudi (T ST) da dugce thuc hién.

trong a6 két qua cua ching duge trinh bay trén bang 13 sau day.
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Bang 13
Thoi gian bt dong (%)
Déi chimg thuong 21,5
iS 37.9
NK98 24,2
IM38 26,9
Bus piron 25,2

Nhu dugc thé hién trén bang 13 & trén, két qua cho thay rang trong nhém (IS) mo hinh
chuét bi trdm cam duogc cho st dung dung dich nudc mudi sinh 1Y, thoi gian bat dong tang
1én so v&i nhom dbi chung binh thuong ma khong bi cang thing do bat dong, nhung trong

nhom duge cho st dung B. adolescentis NK98, thot gian bt dong giam.
(5) Do chi thi sinh hoc

Trong hai gi¢ sau khi thue hién thi nghiém hanh vi c,uéir cung trén chudt bi trAm cam,
chudt d3 duge gy mé va corticosteron trong mau dugce do bang phuong phap ELISA. va yéu
t6 dinh dudng than kinh c6 ngudn gbc tir ndo (BDNF) va NF-«B cua nio va NF-«B cua ndo
cla dai trang duge do bang phuong phdp thAm mién dich bang phuong phap tuong tu nhu

trong vi du thi nghiém 5 & trén, trong dé cac két qua dugc trinh bay trén bang 14 sau day.

Bang 14
I Kha ning tc ché | Miic biéu hién Corticosteren
hoat tinh NF-«xB BDNF trong mau (ng/ml)
B6i chimg thuong | 0,7
| IS _ - - 7.4
NKO98 H~-L +++ 3,5
! IM38 ++ ++ 4,1
;ﬁuspiron L - . 38

% <10%:; +, 10 ~30%; ++, 36 ~ 50%: —++> 50%
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Nhu dvoc trinh bay trén bang 14 & trén, két qua cho thiy rang trong nhém (IS) duge
cho str dung dung dich mudi sinh 1y, hoat tinh cta NF-xB (p-p65/p65) tang [én & ving hai
ma; muc do biéu hién cua yéu to dinh dudng thin kinh c6 ngudn gbc tr ndo (BDNT') giam;
va luong corticosteron trong mau tang 1én. Tuy nhién, két qua cho thiy rang trong nhom dugc
cho sit dung NK98, hoat tinh ctia NF-kB bi trc ché; mitc d0 bicu hién cia BDNF tang 1én; va
luong corticosteron trong mau giam, hiéu quéa nhu vay ot so v4i nhom duge cho st dung

IM338.
(6) Hiéu qua cai thién viém dai trang

Trong hai gi¢r sau khi thue hi2n thi nghiém hanh vi cudi cing trén chuét lo lang trong
i du thi nghiém 1, chu6t di duge gdy mé, va do cai rudt va hoat tinh cia MPO, COX-2, TNF-
a va NF-xB duoc do bing cung mét phuong phap nhwr duoc trink bay trong vi du thi nghiém

5, trong d6 két qua dugc trinh bay trén bang 15 sau day.

Bang 15
| Chiéu dai dai | Kha ning Ty iéms;'rc ché chi s6 viém
trang (cm) | e ché MPO
NF-kB | COX-Z | TNF-ao
Dbi ching thuong 6,2
IS 5.1 - - - — -
NKO98 5.7 +++ +++ 4+ +++
IM38 5.5 | +4+ ++ ’ ++- ++ N
Buspiron 5.2 C+ + + | +

* . <10%; +, 10 ~ 30%; ++, 30 ~ 50%; +++,> 50%

Nhu duoc trinh bay trén bang 15 & trén, két qua cho thdy rang trong nhom (IS) cac md
hinh cang thang do bat dong dugc cho str dung dung dich nudc mudi sinh 1y, chidu dai dai
trang giam va MPO cling nhu cac chi sb viém tang so véi nhom ddi chiing binh thudng ma
khong bi cang thang do b4t dong, nhung trong nhom duoc cho sir dung B. adolescentis N K98,
chiéu déi dai trang dugce phuc héi,r va kha nang ¢ ché MPO cling nhw céc chi s$b viem duoc

cai thién.
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(7) Tac dung giam cang thang do khang sinh

Theo cac vi du thi nghiém 2 dén 5, thi nghiém da dugc thuc hién trén chudt da bi cang
thing do khang sinh khi sir dung ampixilin (100 mg/kg) trong hai ngay lién tiép theo phwong
phap twong tu nhu trong vi du thi nghiém 1-( 2) ¢ trén, trong do két qua dugc trinh bay trén

bang 16 va 17 sau day.

Bang 16
1 \
. Thoi gian & Di vao . Corticosteron
ic{mh tay mé (%) cAnh tay mé (%) | trong mau (ng/ml) |
1 !
Dbi chimg thuong ! 16,8 ‘ 33.5 | 0.8
1S 4.9 13,4 3,2
- NKO98 | 14.3 | 30,5 e 1,6 |
- — - - &
IM38 12,9 29,2 | 1,9 |
| Buspiron 14,1 _ 31,3 ! 1,6 |
- . . ! . o |
Bang 17
s - 4 | _ ]
Chiéu dai dai | Kha nang Ty 1€ e che chi so viem
trang (cm) | e ché MPO NF-«B * cox2 | TNF-o
o I -
. |
Dai ching thuong 6,3
INES 5.4 - - - -
NK98 6,1 +4++ 4+ - +4++
IM38 5.8 ++ ++ ++ ++
Buspiron oss L o+ 4+ 4 .y

. <10%: +, 10 ~ 30%; ++, 30 ~ 50%; +++.> 50%

Nhu duoc trinh bay trén bang 16 ¢ trén, k&t qua cho thay ring trong nhdém (IS) cadc mo
hinh cang thing do khang sinh dugc cho sit dung dung dich nirde muodi sinh 1y, OT va OE
© giam so v6i nhém doi chimg binh thuong trong bai kiém tra mé cung duge ning cao, va trong

nhém duoc cho st dung B. adolescentis NK98, OT va thn sé OF ting lén d‘éng thot luong
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corticosteron trong mau giam déng ke, trong d6 hiéu qua nhu vay la tot hon so vé1 B.

adolescentis IM38.

Nhu dugec trinh bay trén bang 17 ¢ trén, két qua cho thdy rang trong nhom (IS) cac mod
hinh cing théng do khang sinh dugc cho str dung dung dich nude mudi sinh 1y, chiéu dai rudt
giam sobvc'y‘i ﬁhém déi chfrhg binh fhu(mg, va MPO ciing nhu cac chi sb viém tang lén, nhung
trong nhém dugc cho st dung B. adolescentis NK98, chiéu dai dai trang dugc phuc hoi va

khéa ning trc ché MPO ciing nhu cac chi s6 viém duge cai thién.
Vidu 11: Tac dung cta B. adolescentis NK98 trong viéc cai thién chirc nang nhén thirc

Vao ngay tiép theo sau khi tiém trong mang bung LPS phan lap to E. coli (0,5
mg/kg/ngay) cho chudt trong ndm ngay, vi khuén lactic dd duogc sir dung va tac dung cia vi
khuén lactic trong viéc cai thién chtre nang nhan thirc da duge xac dinh theo cach st dung bai
kiém tra nhan dang dbi twong va bai kiém tra mé cung chit Y, va BDNF ¢ vung hai ma duoc

do bang phuong phap thAm mién dich, trong d6 két qua dugc trinh bay trén bang 18 sau day.

Cu thé 13, du6i dang phuong phap kiém tra nhan dang vat thé, hai vat thé (A, A") ¢6
cung hinh dang va kich thudc dugc ¢ dinh vao hop (40 x 40 x 40 cm), trong d6 bén ngoai
khong nhin thdy duoc tlr bén trong, sau do chudt dugc phép bat dau di chuyén ¢ trung tim
cta hop, va sau do s6 1an cham vao hai vét thé duoc ghi lai trong 10 phat. Trong 24 gi¢ sau
dé, mot trong hai vat thé da duogc thay thé béng mot vat thé mai (A, B), va sau do b 1an cham

vao vat thé cii va vat thé méi da duge ghi lai va dinh luong.

Ngoai ra, dudi dang phuong phap bai kiém tra mé cung chit Y, thiét bi kiém tra bao
gém ba canh tay giéng hét nhau (chiéu dai 8 cm, chiéu rong 30 cm, chiéu cao 14 cm), mdi vi
tri & goc nhét dinh 120°. Chudt duge dat & cudi mot canh tay va duogc phép tu do di chuyén
trong mé cung chit Y trong tdm phut, sau do s6 luong va tht tu di vao vao cac canh tay tuong
ung duogce do, dé danh gia su thay ddi tu phat (%). Su thay dbi duogc dinh nghia 1a thir tu ky tu
chit ci, trong d6 chudt dugc tudn tu nhap vao ba nhanh, tic la ABC, BCA, CAB, v.v...

% thay ddi = [Téng sb 1an thay ddi)/[Tong s6 1an di vao canh tay -2] x 100
y g

Bang 18
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Bai kiém tra nhén Bai kiém tramé | Kha ning biéu hi¢n
- dang d6i twong (%) cung chit Y (%) BDNF viung hai ma
Pbi chimg thudong 52,1 76,5
IS 38,5 56,7 -
NK98 48,6 68,4 ++
IM38 46,5 64,5 ++
1 Buspiron 42,9 62.4 +

* ., <10%; +, 10 ~ 30%; ++, 30 ~ 50%; +++,> 50%

Nhu duoc trinh bay trén bang 18 & trén, két qua cho thdy rang trong nhom dugc cho
st dung B. adolescentis NK98, chuc nang nhan thirc dugc cai thién va biéu hién ctia BDNF

“tang 1én thong qua bai kiém tra nhan dang ddi twong va bai kiém tra mé cung chit Y.
Vi du 12: Hiéu qua giam cang thang theo su phdi hop ctia hai loai vi khuan lactic

Vi khuén lactic L. reuteri NK33, B. adolescentis IM38 (s6 truy nhép: KCCM11807P),
vi khuin duoc dé xudt trong sang ché Han Québc c6 sb cong bd 10-2017-0090359, hodc hon

hop ctia ching duge so sanh voi nhau vé tac dung lam giam cang thang.

Cu thé 1a, dung dich mudi sinh ly (IS), 1 x 10° cfu L. reuteri NK33 (NK33), 1 x 10°
cfu B. adolescentis IM38 (IM38) hodc hdn hop cua cac vi khuan lactic néi trén (NK33 +
IM38) mi loai 0,5 x 10° cfu duge dua vao md hinh dong vat bi cang thing do bat dong nhu
trong vi du thi nghiém 1-(1) & trén, va sau d6 bai kiém tra mé cung duoc nang cac da dugc
thuc hién. Tiép dé, mau dugc thu thap tu moi nhom, va sau d6 do luong corticosteron trong

mau, trong do6 két qua cua chung dugce trinh bay trén bang 19 sau day.

Bang 19
Thoi gian & bi vao Corticosteron
canh tay mé (%) | canh tay mé (%) | trong mau (ng/ml)
Déi ching thuong 16.1 34,0 0,9
IS 5.4 | 16,1 2,4
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NK33 14.1 33.5 | 1.4
IM38 14.8 31,5 15
NK33+TM38 17.3 36.5 ‘ 12

Nhu duoc trinh bay trén bang 19 ¢ trén, két qua cho thay rang trong nhom duoc su
dung dong thoi hai loai vi khuén lactic, thoi gian danh cho cac canh tay md cling nhu di vao
cac canh tay mé ting 1én, va lugng corticosteron trong mau giam dang ké so v&i nhom chi

dugc cho sir dung mot loai vi khuan lactic.

Ngoai ra, tic dung ctia hdn hop L. reuteri NK33 va B. adolescentis NK98 trong viéc
giam cing thang duoc so sanh bang phuong phdp twong tu nhu trong thi nghiém vé st dung

dong thoi NK33 va IM38 & trén, trong do cic két qua duoc trinh bay trén bang 20 sau day.

Béang 20
Thoi gian & Di vao | Corticosteron
canh tay mé (%) | cdnh tay mé (%) | trong mau (ng/ml)

Péi chung thuong 18,1 342 0.9
IS 5,5 17,1 2,9

NK33 14,1 33,5 1.4
NK98 16,8 33,3 1,3

NK33+NK98 18,5 38,2 1,1 }

Nhu duoc trinh bay trén bang 20 ¢ trén, két qua da cho thdy rang thoi gian danh cho
canh tay mé cling nhu di vao cdnh tay md tang 1én, va lugng corticosteron trong mau gidm

dang ké so v6i nhom chi duge cho sir dung mot loai vi khuén lactic riéng 1é.
Thong tin truy nhap cta vi khuan lactic

Céc tac gia sang ché da ky gt L. reuteri NK33 v6i muc dich dang ky cip bing sang
- ché cho Trung tdm nudi cdy vi sinh vat Han Quéc, mot to chire luu ky duoc chung nhan (dia
chi: Yulim Building, 45, Hongjenae 2ga-gil, Seodaemun-gu, Seoul, Han Qubc) vao ngay 04
thang 8 nam 2017, va da nhan dugc sb truy nhap KCCM12090P.
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Ngoai ra, cac tac gid sang ché da ky giri B. adolescentis NK98 v6i muyc dich dang ky
cép béng sang ché cho Trung tim nudi céy v1 sinh vat Han Quéc, mdt t6 chue luu ky duoc
chimg nhan (dia chi: Yulim Building, 45, Hongjenae 2ga-gil, Seodaemun-gu, Seoul, Han
Qudc) vao ngay 03 thang 8 ndm 2018, va da nhén dugc s6 truy nhap KCCM12297P.
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YEU CAU BAO HO
1. Lactobacillus reuteri NK33 (KCCM12090P).

2. Lactobacillus reuteri NK33 (KCCM12090P) theo diém 1, trong d6 Lactobacillus
reuteri NK33 (KCCM12090P) bao gdm trinh tu rADN 16S ciia trinh tu dinh danh s6 1 (SEQ
ID NO: 1).

3. Duge pham dé phong hodc diéu tri bénh v& tdm than, dugc phdm chtia Lactobacillus

reuteri NK33 (KCCM12090P).

4. Dugc phém theo diém 3, trong d6 Lactobacillus reuteri NK33 (KCCM12090P) 1a
té bao vi khuan sdng ciia chung, té bao vi khuan chét cua chung, san phim nudi ciy cta chung,

san pham nghién cta ching, hodc chat chiét cua ching.

5. Dugc pham theo diém 3, trong d6 duoc pham bao g6m thém B. adolescentis IM38

(KCCM11807P).

6. Duoc phém dé phong hodc diéu tri bénh vé tim than, cu thé hon, bénh vé tAm than
13 bénh thoai hoa than kinh hodc rdi loan tdm than, trong d6 dugc phém chtra Lactobacillus

reuteri NK33 (KCCM12090P).

7. Dugc ph?un dé phong hodc diéu tri bénh roi loan tAm than, cu thé hon, bénh roi loan
tam than 12 mot hodc nhiéu bénh dugc chon tir nhém bao gém lo léng, trAm cam, rdi loan tAm
trang,,mét ngu, r6i loan a0 gidc, r6i loan am anh, dau nira dau, cang théng , 61 loan tri nhd,
161 loan nhan thic va r6i loan chu y, trong d6 dugc phém chtra Lactobacillus reuteri NK33

(KCCM12090P).

8. Dugc pham d& phong hodc didu trj bénh thoai héa than kinh, cu the hon, bénh thoai
hoa than kinh 12 mot hodc nhiéu bénh dugc chon tir nhém bao g61n bénh Parkinson, bénh
Huntington, bénh Alzheimer, bénh xo cimg teo co mdt bén, bénh thodi hoa tiéu ndo, hoi chimg
Tourette, mat diéu hoa van dong Friedrich, bénh Machado-Joseph, mét tri nhd, loan truong
luc co va liét trén nhan tién trién, trong d6 duoc phém chtta Lactobacillus reuteri NK33

(KCCM12090P).

9. Dugc pham theo mot trong cac diém 3 dén 8, trong d6 dugc pham bao gbm thém
Bifidobacterium adolescentis NK98 (KCCM12297P).
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10. Duoc phim dé phong hodc dién tri bénh viém, trong d6 duoc phim bao gdm
Lactobacillus reuteri NK33 (KCCM12090P).

11. Duoc phim theo diém 10, trong d6 dugc phim bao gém thém Bifidobacterium
adolescentis NK98 (KCCM12297P).

12. Thuc phém chirc nang dé phong hoac cai thién bénh vé tAm than, thuc phém chure

nang bao gdm Lactobacillus reuteri NK33 (KCCM12090P).

13. Thyc pham chirc nang theo diém 12, trong d6 thuc pham chtrc nang con bao gém

Bifidobacterium adolescentis NK98 (KCCMI12297P).

14. Thuc phéun chirc nang dé phong hodc cai thién bénh viém, trong do thuc phé“im bao

o0m Lactobacillus reuteri NK33 (KCCM12090P).

15. Thuc phim chire nang theo diém 14, trong dé thuc pham chirc nang bao gb6m thém

Bifidobacterium adolescentis NK98 (KCCM12297P).
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