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(57) Sang ché dé cap dén ché pham vién dat phu khoa chtra cac probiotic dé hd tro ngin
nglra va diéu tri bénh viém am dao do nhiém khuan hodc nim giy ra. Ché pham vién dat
phu khoa theo sang ché chua vi khuan Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacilius
reuteri H2 vo1 mot ty 1€ cho phep ddng thoi sinh trudng va phat trién trong moi moi trudong
am dao, tao mang va can bang mdi trudng pH thich hop, gitip Gc ché vi khuin giy bénh
phat trlen nhung khong gay kich ting viém. Ngoai ra sang ché con dé cap dén quy trinh
san xuat ché pham vién dat phu khoa chira céc probiotic nay.
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Linh vie k§ thuat dwoc dé cip.

Sang ché thudc linh vuc cong nghé vi sinh, cu thé 1a sang ché @é cap dén ché
phim vién dit phu khoa d& hd trg ngan nglra va didu trj viém nhiém am dao va quy
trinh san xuit ché phdm nay. Ché phdm probiotic chita loi khudn thudc ho
Lactobacillus, cu thé 13 bao gﬁ‘)m hai ching Lactobacillus rhamnosus H1 va
Lactobacillus reuteri H2 cho phép can bang hé vi sinh trong méi trudng am dao, giap

hd trg ngin ngira va diéu tri bénh viém nhiém 4m dao.
Tinh trang k§ thuat ciia sing ché

Viém nhidm phu khoa hién nay dugc coi 13 bénh nhidm tring phd bién & cac
nudc nhiét déi nhu Viét Nam, khoang 90% phu nit trong do tudi sinh d¢ mac bénh
ndy. Viém nhidm phy khoa c6 thé gy ra nhimg khoé chiu, anh huéng dén stc khoé, doi
sdng, kha niing lao dong cla phuy nit. Bénh ciing cd thé gy ra nhitng hau qué niang né
nhu: chira ngoai tir cung, vo sinh, ung thu ¢b tir cung. O phu nit dang mang thai, néu bi
viém 4m dao, b tir cung c6 thé gy sdy thai, dé non, 8i v non, nhiém khuén 6i, nhiém
khudn so sinh. Viém am dao do vi khuén 13 bénh phé bién trong cac bénh ly nhiém
tring dudng sinh duc dudi ctia phu nit trong do tudi sinh san. Cac tac nhan chinh giy
ra bénh viém am dao chu yéu boi cac vi khudn nhu Gardnerella vaginalis,
Mycoplasma hominis, nim. C4c vi khudn ky khi ndy, phat trién qué mitc va thay thé

nhom vi khuén ¢6 1gi ciia &m dao.

Probiotic ¢6 nhidu co ché khang khuén 4m dao va cin bang hé vi sinh dudng sinh
duc ¢ phu nit nhu sinh chét khang khuan, H>O», san sinh axit lactic, hay kha nang bam
dinh 1én niém mac am dao dé canh tranh, uc ché sy sinh trudng cta cic vi sinh vat gay
bénh. Da c6 nhidu nghién ctru ching minh tdc dung cua cac probiotic thudc chi
Lactobacillus trong viéc hd tro didu tri viém nhiém am dao. Vi du dau tién 13 thu
nghiém cta Falagas va cong su (Falagas, 2007) vé thc dung ciia vién nén Lactobacillus
acidophilus d3at & am dao trong 6-12 ngdy hay ubng L. acidophilus hodc L. rhamnosus
GR-1 va L. fermentum RC-14 trong 2 thang c6 thé gitp chita tri va 1am giam sy ti

phat nhiém khudn 4m dao ddng thoi gitp gia ting lactobacilli trong am dao va phuc
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hdi mot hé vi sinh Am dao binh thudong mot cach thuong xuyén hon 14 ding axit axetic
hodc khong didu tri. Mastromarino va cong sy (Mastromarino et al, 2008) cling da
tién hanh nghién ctru x4c dinh hiu qua cua vién nén dit am dao chita Lactobacilli
trong diéu tri nhiém khu4n 4m dao va trong viéc khoi phuc hé vi sinh vt am dao khoe
manh trén 39 phu nit ¢6 so sanh v6i nhom sur dung gia dugc. San phém duoc chi dinh
dung lién tuc trong 7 ngay. Céc chi s6 1am sang, diém s6 Gram am dao va céc triéu
chimg d3 dugc so sanh v6i nhitng ngudi & 1an khdm dau tién va nhitng nguodi da hoan
thanh didu trj va 2 tudn sau d6. Sau khi hoan thanh didu tri, tit ca bénh nhan trong
nhém st dung Lactobacilli (n = 18) khdng con nhidm khuin 4m dao, cho thdy hé vi
sinh vat am dao binh thudng (83%) hodc trung gian (17%). Ngugc lai, chi ¢6 2 bénh
nhan khong con nhidm khuin 4m dao, hé vi sinh vat am dao trung gian (12%) trong $6
16 phu nit dugce diéu tri b%mg gia dugc (p <0,001). Hai tudn sau khi hoan thanh diéu tri,
viée didu trj d3 thanh cong véi 61% sb bénh nhan dugc diéu tri béng Lactobacilli so
v6i 19% sé bénh nhan didu tri thanh cong duge diéu tri bang gid duoc (p <0,05).
Trong nhém diéu tri, téng s6 bénh nhin cé tri¢u chimg va cudng do cua cac triéu
ching nhidm khuin Am dao dic biét 1a viém am dao da gidm dang k& & ca hai 14n theo
dsi tiép theo. Macklaim va cong sy (Macklaim, 2015) khi két hop diéu tri khang sinh
kém véi probiotic L. reuteri RC-14 va L. rhamnosus GR-1 st dung qua dudng ubng
cho c4c bénh nhén thi thu dugc két qua: sd lugng L. iners hodc L. crispatus gia tang
manh & 4m dao phu nit cing v6i kha ndng phuc hdi can bang ndi md dan dén viéc str
dung két hop probiotic va khang sinh trong didu tri nhi®m khuin im dao. Diéu d6
ching t6 kha nang khoi phuc can bang ndi méi ¢ lién quan dén viée sir dung két hop
probiotic v6i diéu tri khang sinh trong viéc nhi®m khudn Am dao hiéu quéa. Trong mot
nhién ctru khac vé danh gia tic dung ché phém sinh hoc probiotics dang thudc dit Am
dao d3 dugc thyc hién trén 35 phu nit khée manh trong nghién ciru cia Maria (Maria,
2016), mdi phu nit dugc kidm tra ba 1in trong qua trinh nghién ctru. Ngudi tinh nguyén
duogc huéng din nhin va st dung thudc dit SYNBIO (L. rhamnosus IMC 501 va L.
paracasei IMC 502) mdi ngdy va duy tri trong 7 ngdy. Cac miéng gac am dao duoc
thu thap 3 14n, mdi 1an céch nhau 7 ngdy sau khi st dung SYNBIO dé xéc dinh s6
lwong Lactobacilli c6 mat, gia tri pH va chén doan BV dya vao thang diém hinh théi vi
khuin ctia Nugent trén tiéu ban nhudm Gram (quan sat trén 10 vi truong) va chin do4n

xéc dinh BV khi dat tix 7 - 10 diém (Nugent, 1991). Khi ddnh gia kha ning dung nap
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trong diéu tri dugc dua trén phén tich cac loai va su xuét hién cua céc tac dung bét loi,
két qua thu dugc cho théy thube dit Am dao probiotic dugc dung nap tbt va khong co
tac dung phu ndo da dugc bao céo. Diém s6 Nugent trung gian di dugc ghi chép lai &
40% phu nit tai 1an kham thi nhit va cac diém trung gian nay trd lai binh thudng vao
ngdy thir 7 (két thic diéu tri) & 20% phu nit tham gia. SYNBIO d3 g6p phan lam ting
dang k& luong Lactobacilli tai 1an kham thir 2. C4c k§ thuat sinh hoc phan tir ¢ cho
théy s hién dién cta hai ching ¢6 ngudn gbc tir SYNBIO & 100% phu nit kham 1an 2
va 34% Kkhi dén tham kham 13n 3. Khong c6 thay ddi dang k& nao duoc ghi nhan vé o

pH gitta céc 1an thim khdm.

Trén thi trudng hién nay mot sb san phim probiotic nhap ngoai chira cac chung
thudc chi Lactobacillus duge khuyén céo st dung hd trg didu tri cac bénh viém nhiém
am dao va dudng tiét niéu, vi du nhu san phém Optibac ctia Anh chtra 2,3 ty vi khuén,
gdm 2 ching Lactobacillus rhamnosus GR-1® va Lactobacillus reuteri RC- 14, san
phim ReNew Life Ultimate Flora Vaginal Support Probiotic cua Hoa Ky bao gdm 10
loai vi khudn khac nhau trong d6 chii yéu 13 cic Lactobacillus, san phim Fem-
Dophilus® ctia Hoa Ky chira hon 1 ty vi khuén gdm 2 ching Lactobacillus rhamnosus
GR-1® va Lactobacillus reuteri RC-14®, san phim Jarro-Dophilus Probiotics For
Women cia My gdm 4 lodi Lactobacillus thudng cb mit trong am dao phu ni: L.
crispatus LbV 88, L. gasseri LbV 150, L. jensenii LbV 116, L. rhamnosus LbV 96.
Nhin chung cic san phim d6 déu c6 tac dung duy tri khu hé vi sinh vat 4m dao khoe
manh, gitp gidm bét sy két dinh cua Vi khuén vao dudng tiét nidu, gitp gidm tAn suét

viém bang quang tai phat va hd trg hé thdng mién dich khée manh.

Véi nhidu vu diém st dung céc loai Lactobacillus c6 1oi thé rat 16n trong viéc
ché cac vi khuén gy viém nhiém 4m dao. Mic du cac ché phém dang luu hanh trén thi
trudmg c¢6 kha ning bao vé phu nit khéi nhitng bénh viém nhiém phuy khoa, tuy nhién
do c4c ché phdm ndy duoc phat trién tir nhitng vi sinh vt & cic ving, mién khéc nhau
nén hiéu qua khong dugc nhu mong muén, cic ché pham niy thudng nhanh chong
giam hiéu qua do khac biét hé vi sinh vat 1ay nhiém ciing nhu ddc tinh ngay cang cao
cta vi sinh vat gdy bénh. Do d6, van ludn c6 nhu ciu phat trién nhitng ché pham vién
d3t phy khoa trén co s& cac vi sinh vt c6 lgi mdi, cho phép uc ché, dan 4p duogc vi
sinh vt gy bénh dé c6 kha ndng hd trg, ngdn ngira, didu trj cAp ddng thoi duy tri duge

hé vi sinh &m dao khdée manh, gitp tdng chat lugng cudc song.
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Ban chét k§ thuit clia sdng ché

Sang ché nham giai quyét cc vin dé néu trén, bang cach phan 1ap va phbi hop
cic chung vi sinh hitu ich cho phép chung phat trién va can bang pH trong mdi trudng
am dao, sang ché di phat trién ché phim tic ché sy phét trién cin bang hé vi sinh trong
mdi truong am dao, giap hd tro ngin nglra va diéu tri bénh viém nhiém 4m dao. Theo
d6, sang ché dé cap dén ché pham vién dit phu khoa dé hd tro ngin ngira va didu tri
bénh viém 4m dao va quy trinh san xudt ché phim nay.

Theo khia canh thix nhét, sang ché @& cap dén ché phém vién dat phu khoa dé hd
trg ngan nglra va diéu tri bénh viém 4m dao, trong d6 ché phdm nay & dang vién nén
bao gdm hén hop ta dugc rén va it nht 1x10° CFU/g t& bao vi khudn Lactobacillus
rhamnosus H1 ¢6 trinh ty 16S néu trong SEQ ID NO.1 va 2x10® CFU/g t& bao vi
khuin Lactobacillus reuteri H2 c6 trinh tu 16S néu trong SEQ ID NO.2 va hai chung
vi khuén nay co s6 ndp luu lan luot 12 H1 va H2 tai phong Thi nghiém trong diém
Cong nghé Enzym va Protein, Truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, Pai hoc Quéc gia
Ha Noi, 334 Nguyén Trai, Ha Noi, Viét Nam.

Theo mdt phuong an wu tién, trong do ché phidm nay cé tong lugng vi khudn
Lactobacillus rhamnosus H1 va vi khudn Lactobacillus reuteri H2 c6 kha ning phat
trién trong mdi trudng 4m dao dat it nhit 10° CFU/g.

Theo khia canh thit hai, sang ché d& cap dén quy trinh san xut ché pham vién dit
phu khoa d& hd tro ngin nglra va diéu tri bénh viém 4m dao theo sing ché, trong do
quy trinh nay bao gdm cic budc:

a) hoat hoa chung gibng gdc bang cich thu nhén ching gidng gbc vi khuén
Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2 co ) ndp luu H1 va H2,
twong tng tir phong Thi nghiém trong diém Céng nghé Enzym va Protein, Truong Dai
hoc Khoa hoc Ty nhién, Dai hoc Quéc gia Ha Nai, 334 Nguyén Trai, Ha No6i, Viét
Nam, tiép d6 doc 1ap cdy céc ching gibng gbc nay vao moi trudng MRS va nudi cy
trong didu kién lic, nhiét d6 khodng tlr 35 dén 45°C trong tir 1 dén 2 ngay dé thu
ching gidng gbc vi khuan Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2

duoc hoat hoa;

b) chuén bi méi trudng 1én men bang cich hoa véi nudce cat cac thanh phan bao

gdm glucoza tir 18 dén 20 g/1, pepton tlt 9 dén 12g/1, cao nim men tir 13 dén 17g/,
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KoHPO4.3H20 tir 1 dén 3g/l, Tween 80 tir 0,8 dén 1,2 ml/l, MgSO4.7H,0 tir 0,1 dén
0,3g/1, MnSO4 tir 0,02 dén 0,07g/1, CHsCOONa tir 2 dén 6g/l, sau khi khir tring &
nhiét d6 nim trong khoang tr 100 °C dén 120 °C trong khoang tir 15 phut dén 20 phut,
dé ngudi thu duge moi trudng 1én men;

¢) Ién men sinh khdi vi khuan Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus
reuteri H2 bing cach bd sung doc lap dich nudi cdy ching gidng gbc vi khudn da duoc
hoat héa vao mdi trudng 1én men theo ty 18 tir 0,5 dén 10% (thé tich/thé tich), sau d6
nudi ciy doc 1ap trong diéu kién ky khi & nhidt d¢ tir 35°C dén 45°C, toc do khudy tir
50 dén 100 vong/phut, pH duy tri trong khoang tir 6 dén 7 trong khoang tur 1 dén 2
ngdy thu dugc moi trudng nudi cay;

d) thu sinh khéi vi khudn bang cach ly tim hodc loc mdi trudng nudi cay dé thu
sinh khdi, tiép d6 rira sinh khéi bang dung dich dém mudi phosphat (PBS) ndng do tir
10 mM dén 50 mM, trong diéu kién pH nam trong khoang tir 7,0 dén 8,0 trong khoang
fir 10 phit dén 30 phit & nhiét @6 t 4°C dén 7°C thu dugc sinh khdi vi khuén
Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2, twong Umg; va

e) thu ché phidm vién dit phu khoa bing cich hoa tan NaCl, dinatri
hydrogenphosphat va KH>PO4 theo ty 1¢ 90:7:3 v6i nude dén ndng do 10g/1, tiép d6 bd
sung sita bot tach kem dén n(‘Sng dotr 1,5 dén 2kg/lit roi bd sung mot lugng sinh khéi
t& bao vi khuén Lactobacillus rhamnosus H1 dén ndng d6 it nhat 1x10° CFU/g va
Lactobacillus reuteri H2 dén ndng d¢ it nhét 2x108 CFU/g, cubi cling bd sung mot
luong dung dich dém PBS vira du dé& thu hdn hop dang sét, sau khi trén déu va déng
kho ché phim nay & nhiét dj trong khoéng tir -40 °C dén -60 °C trong khoang tir 20
dén 30 gid thu dugc ché phim dang bot mau tréng nga, sau khi ép tao vién & 4°C thu
duoc ché phém vién dat phu khoa dé hd tro ngin nglra va diéu tri bénh viém am dao.

Ngoai ra, sang ché con & cap dén cic chung vi khuén Lactobacillus rhamnosus
H1 c6 sd nop luu H1, ching vi khuén Lactobacillus reuteri H2 ¢b sb ndp luu H2 dugc
luru tai tai phong Thi nghi€ém trong diém Céng nghé Enzym va Protein, Pai hoc Quéc

gia Ha Noi, 334 Nguyén Trai, Ha Noi, Viét Nam.

MO ta van tat cac hinh vé

Hinh 1 14 4nh chup hinh thai khuan lac va nhudém Gram vi khuan Lactobacillus

rhamnosus H1, trong d6 (A) 1a hinh thai khuin lac cta vi khuin Lactobacillus
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rhamnosus H1 moc trén dia thach va (B) 1a anh nhuém Gram vi khuin Lactobacillus
rhamnosus H1, (C) 1a hinh 4nh té bao cta chiung Lactobacillus rhamnosus H1 duéi

kinh hién vi dién tir quét (SEM).

Hinh 2 13 4nh chup hinh thai khuén lac va nhuém Gram vi khuén Lactobacillus
reuteri H2, trong d6 (A) 1a hinh thai khuén lac cta vi khudn Lactobacillus reuteri H2
moc trén dia thach va (B) 1a anh nhudm Gram vi khuan Lactobacillus reuteri H2, (C)
12 hinh anh t& bao cta chiung Lactobacillus reuteri H2 duéi kinh hién vi dién tir quét
(SEM).

MG ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché duoc mé ta chi tiét v4i cac phuong 4n thyc hién cu thé, tuy
nhién, cic phuong 4n nay chi nhim muc dich mé ta chi tiét séng ché chr khong nhim
muc dich han ché pham vi yéu cAu bao ho ctia sang ché.

Céc chung vi khuin dugc st dung theo sing ché duoc phan 13p va tuyén chon
truc tiép tir 4m dao phu nit khoe manh. Theo d6, céc tac gia da tién hanh phan 1ap truc
tiép cac ching vi sinh vat tir dich am dao cua nhiing ngudi phu nit khoe manh. Sau khi
phan lap, tuyén chon, danh gia céc chung dya trén kha nang phat trién trong moi
truong ky khi, khang lai vi sinh vét gdy bénh duong Am dao, kha ning sinh axit lactic,
tao pH cén bing mdi truong trong am dao, trong s6 hang trim ching vi khuén, céc tic
gia di thu duge 2 ching thudc loai Lactobacillus rhamnosus va Lactobacillus reuteri
c¢6 hiéu qua vugt trdi. Cac ching ndy dugc danh s6 Lactobacillus rhamnosus H1 va

Lactobacillus reuteri H2, tuong ung.

Ching vi khudn Lactobacillus rhamnosus H1 1a ching vi khuin thudc ho
Lactobacillus, ching ndy c6 khuén lac moc trén moéi trudng MRS, pH tr 6 dén 7, c6
hinh thai tron nhiy, mép ring cua, mau trang trong, kich thudc khoang tir 2 dén 5 mm.
Vi khuén Lactobacillus rhamnosus H1 13 vi khuan Gram dwong hinh que, kich thugc
chiéu ngang khodng 1 pm, séng trong mdi trudng ky khi tiy nghi duge cac tac gia
phan 13p tr dich 4m dao & nguoi. Vi khuan Lactobacillus rhamnosus H1 khang lai E.
coli gy bénh & dudng 4m dao, sinh axit lactic & muc trung binh (0,40 g/mL sinh
khéi).

Céc thir nghidm danh gia vé didu kién nudi cy cho thy vi khuan Lactobacillus

rhamnosus H1 theo sang ché sinh trudng rat nhanh & nhiét do 37°C va c6 khé ning
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phat trién duoc ca trong didu kién hiu khi va ky khi, pH tir kidm dén trung tinh & Am
dao, tao mang biofilm nhanh c6 tac dung trc ché canh tranh dinh dudng va moi trudong
séng voi cac vi sinh vat gy bénh & 4m dao. Hinh thai khudn lac va hinh 4nh nhudm
Gram ctia ching vi khuan Lactobacillus rhamnosus H1 nay dugc thé hién trén Hinh 1.
Trong d6 (A) 1a hinh thai khuin lac va (B) 12 hinh &nh nhuém Gram cta vi khuin
Lactobacillus rhamnosus H1, 14 hinh anh té bao ctia chung Lactobacillus rhamnosus
H1duéi kinh hién vi dién tir quét (SEM).

Cac tht nghiém in vitro cho thdy vi khudn Lactobacillus rhamnosus H1 theo
séng ché an toan, khong sinh ddc t6 va khong chira plasmit mang gen khang chét
khéng sinh. Kiém tra két qua trén cdy phan loai va so sdnh trinh tyr 16S trén ngan hang
gen cho thdy ching vi khuan Lactobacillus rhamnosus H1 12 mdt ching méi, c6 do
trong dong trinh tw 16S rARN so véi ching gn nhat trong cdy phan loai la
Lactobacillus rhamnosus NCTC13764 1 99,6%. Chung vi khuén ndy c6 trinh ty 16S
néu trong SEQ ID NO.1 v6i ma s6 truy cép trén Ngan hang gen 13 MK 791735. Hién
ching vi khuan nay dang dugc ndp luu véi md H1 va duge luu tai phong Thi nghiém
trong diém Cong nghé Enzym va Protein, Truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, Dai
hoc Quéc gia Ha N¢i, 334 Nguyén Trai, Ha Noi, Viét Nam.

Ching vi khuén Lactobacillus  reuteri H2 la ching vi khudn thudc ho
Lactobacillus, chung nay co khuén lac moc trén mdi truong MRS, pH tu 6 dén 7,
khuén lac c6 hinh théi tron mau tring duc, mép tron, kich thudc khodng tir 1 dén 3
mm, bé mit bong. Vi khuan Lacfobacillus reuteri H2 14 vi khuin Gram dwong hinh
que, kich thudc chiéu ngang nhé hon 1 pm, sdng trong moi trudng ky khi tiry nghi
duge cac tac gia phan 1ap tir dich 4m dao & nguoi. Vi khudn Lactobacillus reuteri H2
khang lai vi khuan E. coli va C. albican giy bénh & dudng dm dao, sinh lugng 16n axit
lactic (0,80 g/mL sinh khi).

Céc thir nghiém dénh gi4 v& didu kién nudi cdy cho thay vi khudn Lactobacillus
reuteri H2 sinh truéng rét nhanh & nhiét do 37°C va c6 kha nang phat trién dugc trong
didu kién ky khi tiy nghi, pH tr kiém dén trung tinh & 4m dgo, tao mang biofilm
nhanh ¢c6 tac dung tic ché canh tranh dinh dudng va moéi trudng sdng véi cac vi sinh
vat gdy bénh & 4m dao. Hinh thai khudn lac va hinh &nh nhu¢m Gram cua chung vi
khudn Lactobacillus reuteri H2 nay dugc thé hién trén Hinh 2. Trong d6 (A) 1a hinh
thai khuin lac va (B) 12 hinh &nh nhu¢m Gram cua vi khudn Lactobacillus reuteri H2,
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(C) 13 hinh anh t& bao ciia ching Lactobacillus reuteri H2 dui kinh hién vi dién tir
quét (SEM).

Céc thir nghiém in vitro cho thdy vi khudn Lactobacillus reuteri H2 phén 1ap
dugc an toan, khong sinh doc t& va khong chita plasmit mang gen khang chit khang
sinh. Kiém tra két qué trén cdy phan loai va so sanh trinh ty 16S trén ngén hang gen
cho thiy ching vi khudn Lactobacillus reuteri H2 13 mdt ching méi, c6 6 tuong dong
trinh tu 16S rARN so v6i ching gan nhét trong cy phan loai 12 Lactobacillus reuteri
DSM 20016 13 99,6%. Chung vi khuin ndy c6 trinh ty 16S néu trong SEQ ID NO.2
v6i ma s truy cap trén Ngan hang gen 1a MK791734. Hién chiing vi khudn ndy dang
duge ndp luu véi md H2 va duge luu tai phong Thi nghiém trong diém Cong nghé
Enzym va Protein, Trudng Pai hoc Khoa hoc Ty nhi€n, Dai hoc Quéc gia Ha No1, 334
Nguyén Trai, Ha N§i, Viét Nam.

Theo khia canh tht nhét, séng ché dé cap dén ché phdm probiotic dé ngdn ngira
va diéu tri bénh viém 4m dao, trong d6 ché phdm nay bao gdm hdn hop chira it nhit 1
x 10° CFU/g vi khuan Lactobacillus rhamnosus H1 va it nhét 2 x 108 CFU/g vi khuan
Lactobacillus reuteri H2 s6 ndp luu lan luot 1a H1, H2 tai phong Thi nghiém trong
diém Cong nghé Enzym va Protein, Truong Dai hoc Khoa hoc Ty nhién, Pai hoc
Quéc gia Ha Noi, 334 Nguyén Trai, Ha Noi, Viét Nam.

Luong vi khuin Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2 thu
duoc bang cach nudi cdy vi khuan Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus
reuteri H2, tuong tng, sau d6 loai bé dich nu6i céy, thu sinh khéi. Céc sinh khéi vi
khudn nay dugc phéi tron véi nhau theo ty 18 nhat dinh dé thu ché pham vién dit phu
khoa. Luong sinh khéi Lactobacillus rhamnosus H1 c6 trong ché phdm theo séng ché
it nhat 13 1x10° CFU/g va Lactobacillus reuteri H2 c6 trong ché pham theo sing ché it
nhdt 13 2x108 CFU/g. Tét nhét 1a lwong sinh khéi cua vi khudn Lactobacillus
rhamnosus H1 c6 trong ché phim theo sang ché gép tir 2 dén 3 1an lugng sinh khéi vi
khuén Lactobacillus reuteri H2.

Céc tac gia da thir nghiém va thdy ring, dé duy tri dugc pH 6n dinh & Am dao,
lugng vi khudn cén duoc phat trién theo mot ty 18 nhét dinh dé dam bao kha ning thich
img cua vi khuén khi phat trién. Lugng vi khun dugc st dung tinh theo lugng vi
khuan hitu ich, nghia 13 lugng vi khudn sbng, c6 kha ning phat trién tryc tiép trong

moi trudng Am dao cho phép canh tranh va tiéu diét vi khuan ¢ hai, di€u hoa mdi
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truong pH am dao. Theo do, ché phim theo sing ché c6 tong luong vi khuin
Lactobacillus rhamnosus H1 va vi khuan Lactobacillus reuteri H2 c6 kha ndng phat
trién trong méi trudng 4m dao dat it nhit 108 CFU/g.

Chung vi khuén Lactobacillus rhamnosus H1 theo sang ché da dugc ndp luu tai
phong Thi nghiém trong diém Cong nghé Enzym va Protein, Trudong Pai hoc Khoa
hoc Tu nhién, Pai hoc Quéc gia Ha N§i, 334 Nguyén Trii, Ha No6i, Viét Nam v6i $6
ndp luu H1 va ¢6 trinh tu 16S néu trong SEQ ID NO.1.

Chung vi khuan Lactobacillus reuteri H2 thu theo séng ché d3 dugc ndp luu tai
phong Thi nghiém trong diém Cong nghé Enzym va Protein, Truong Dai hoc Khoa
hoc Ty nhién, Pai hoc Quéc gia Ha No1, 334 Nguyén Trai, Ha Noi, Viét Nam v6i $6
ndp luu H2 va ¢6 trinh ty 16S néu trong SEQ ID NO.2.

Theo khia canh thi hai, sang ché d& cap dén quy trinh san xut ché phim ché
phém vién dat phu khoa d& hd trg ngin nglra va diéu tri bénh viém am dao, trong d6
quy trinh nay bao gdm cac budc a) hoat héa ching gibng gbc; b) chuin bi mdi trudng
1én men; ¢) 1én men sinh khéi vi khuan Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus
reuteri H2; d) thu sinh khéi vi khuén; va ) thu ché phdm vién dit phu khoa.

Trong budc hoat héa ching giéng gbc bang cach thu nhan chung gibng gbc vi
khudn Lactobacillus rhamnosus H1 ¢6 s6 nop luu H1 va ching vi khudn
Lactobacillus reuteri H2 ¢6 s6 nop lwu H2 tir phong Thi nghiém trong diém Cong
nghé Enzym va Protein, Truong Dai hoc Khoa hoc Tu nhién, Pai hoc Quéc gia Ha
Noi, 334 Nguyén Trai, Ha Noi, Viét Nam. Tiép d6, cic chung nay doc 1ap dugc céy
vao méi trudng MRS va nuéi cly trong didu kién lic, nhiét 46 khoang tir 35 dén 45°C
trong tir 1 dén 2 ngdy d2 hoat héa va thu ching gidng gbc vi khuin Lactobacillus
rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2 duge hoat hoa.

Vi khuin giéng gbc c6 thé 14 ching vi khuan Lactobacillus rhamnosus H1 c6 56
ndp luu H1 va chung vi khuidn Lactobacillus reuteri H2 duge nudi cdy, huu giit trong
diéu kién luu thong thuong hodc c6 thé & dang dong sau trong Nito 16ng. Truong hop
bao quan dong su, trudce khi hoat hoa, ching gibng gbc nay cAn duoc tan dong va cly
1én mdi truong phuc hdi dé thu khudn lac trudc khi cdy hoat héa ching gidng
Lactobacillus rhamnosus H1 va ching vi khuan Lactobacillus reuteri H2. Lugng vi

khuin c6 trong méi trudng hoat hoda sau khi nudi cdy dat khoang 10° té bao/ml.
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Trong budc chuén bi méi truong 1én men, thanh phin méi trudng nudi cdy bao
gdm glucoza, pepton, cao ndm men, KoHPO4.3H,0, Tween80, MgS04.7H20, MnSOs,
CH;COONa duoc chudn bi d& pha ché 1am méi trudng 1én men vi khuén Lactobacillus
rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2. Céc thanh phin méi truong ndy dugc pha
ché tao thanh mbi trudng 1éng véi ndng do xéc dinh, téi wu cho sw phat trién cla vi
khuén nudi cdy. Cu thé, cac thanh phin méi trudng nudi cdy dugc hoa véi nude cat
sao cho glucoza tur 18 dén 20g/1, pepton tlt 9 dén 12g/1, cao ndm men tir 13 dén 17g/1,
K,HPO4.3H;0 tir 1 dén 3g/l, Tween 80 tix 0,8 dén 1,2 ml/l, MgSO4.7H,O tix 0,1 dén
0,3g/l, MnSO4 tir 0,02 dén 0,07g/1, CH3COONa tir 2 dén 6g/l. Cac tac gid da thur
nghiém va xac dinh thanh phin nubi ciy t6i wu dé vi khudn Lactobacillus rhamnosus
H1 va Lactobacillus reuteri H2 phéat trién t61 wu nhim thu duogc luong sinh khéi 16n
nhét. Sau khi khir tring moi trudng nudi cdy ¢ nhiét d6 ndm trong khodng tlr 100°C
dén 120°C trong khoang tir 15 dén 20 phit, d& ngudi thu duge moi trudng 1én men.
Mbi truong 1én men nay dugc st dung dé nuodi cdy 1én men sinh khéi vi khuin
Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2, tuong ung.

Trong cdng doan 1én men sinh khéi vi khudn Lactobacillus rhamnosus H1 va
Lactobacillus reuteri H2, tién hanh b6 sung doc 1ap dich nudi cdy ching gibng
Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2 d3 dugc hoat héa vao moi
trudng 1én men d3 dugc khur tring & trén. Ty 1€ dich nudi cdy ching gidng
Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2 d3 dugc hoat hda véi moi
trudng 18n men 13 tix 0,5 dén 10% (thé tich/thé tich), twong tng. Sau d6 nudi chy &
nhiét @ tir 35°C dén 45°C, toc do khudy tir 50 dén 100 vong/phut, pH duy tri trong
khoang tir 6 dén 7. Thoi gian nudi ciy dugc duy tri trong khoang tir 1 dén 2 ngay dé vi
khuén sinh truéng, phét trién nhim thu sinh khéi. Bz‘“mg thuc nghiém, céc tac gid da
nhan thiy rang, véi didu kién nudi cdy néu trén, thoi gian nudi cay khoang 2 ngdy, sinh
khéi vi khuén thu duoc 1 tot nhét.

Véi muc dich thu sinh khéi vi khuin séng, cac didu kién nudi céy duoc tdi vu
cho hai chung vi khuédn sao cho c6 thé thu duge lwong sinh khdi 16n nhét. Tuy nhién,
sinh khéi vi khuén thu dwgc ndy c6 kha nang phat trién va ¢ hoat tinh san sinh axit

lactic khi dugc sau khi dong kho va dwa vao mdi truong m dao.

Pé thu sinh khdi, can ly tAm hoc loc dich nudi ciy ching vi khuén Lactobacillus

rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2. Qué trinh ndy tot nhat 1a ly tm & thu sinh
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khdi. Theo mdt phuong 4n wu tién, qua trinh thu sinh khdi duge thuc hién béng cach
loc qua mang lgc. Tiép d6 ria sinh khéi bing dung dich dém mudi phosphat
(phosphate saline buffer: PBS) ndng d6 tir 10 mM dén 50 mM trong didu kién pH nim
trong khoang tir 7,0 dén 8,0. Thoi gian rita sinh khéi trong khoéng tir 10 phit dén 30
phut & nhiét d6 tir 4°C dén 7°C. Qua trinh rira c6 thé thyc hién tir 2 dén 3 14n va thu
dugc sinh khéi vi khudn Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2
sach. Sinh khdi vi khuan ndy bao gdm vi khuén séng duoc bao quan & dang dong khd
hodc d6éng lanh trudc khi sir dung @& san xuit ché phém vién dit phu khoa theo sang
ché.

Trong budc thu ché phim vién dit phu khoa, tién hanh hoa tan NaCl, dinatri
hydrogenphosphat vi KH;POx theo ty 1& 90:7:3 véi nudc dén nong do 10g/l. Cée mudi
ndy dong vai tro ta duoc nhim én dinh méi trudng, cung cip didu kién te ché vi khuan
¢6 hai phét trién gay viém nhidm. Tiép d6 bd sung sita bot tich kem dén nong d6 nim
trong khoang tur 1,5 dén 2kg/lit. Stra bt tach kem 1a sita thu duge sau khi tach kem,
dong khd. Ngoai ra, sita bot tich kem co thé 12 sira bot sau khi tich kem, dong kho
hoic duge bd sung duong sacaroza cb ban trén thi truong. Thanh phan niy c6 trong
ché pham vién nén vira nhim cung cdp moi trudong dinh dudng cho vi sinh vét phat
tridn, vira dong vai trd t4 dugc gitip lién két cic thanh phan va tan trong diéu kién moi
truong am dao.

Theo mot phuong an thyc hién cu thé, sinh khdi vi khudn Lactobacillus
rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2 thu dugc & trén dugc tron vdi ta duge theo
ty 1& 3/7 (trong luong/trong luong). Néng d6 vi khudn sau khi phéi tron dat it nhét
1x10° CFU/g vi khudn Lactobacillus rhamnosus H1 va 2x108 CFU/g vi khuén
Lactobacillus reuteri H2. Hai chung vi khuin nay cho phép két hop, hd trg nhau phét
trién thanh hé vi sinh, gitp can bang pH, do 4m pht hop véi méi truong pH am dao
ctia phu nit khdée manh. Lugng vi khun Lactobacillus rhamnosus H1 it nht 1a 1x10°
CFU/g va Lactobacillus reuteri H2 it nht 12 2x10% CFU/g. Tt nhat 12 lugng sinh khéi
vi khuén Lactobacillus rhamnosus H1 gip tir 2 dén 3 1An luong sinh khi vi khuéan
Lactobacillus reuteri H2 d& khi phat trién chiing tao ra mdi truong axit, gitip kim hdm

su phat trién ctia cac vi sinh vat gdy bénh.

Sau khi bd sung mdt lugng sinh khéi t& bao vi khuin Lactobacillus rhamnosus

H1 dén ndng d it nhét 1x10° CFU/g va Lactobacillus reuteri H2 dén ndng d6 it nhét
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2x108 CFU/g, tron déu va bd sung mot lugng dung dich dém PBS vira da (néu can) dé
thu hdn hop dang sét. Sau khi tron déu, ché phdm dugc dan trén khay va dong kho &
nhiét 6 trong khoang tir -40 °C dén -60 °C trong khoéang tir 20 dén 30 gid. Theo mot
phuong an cu thé, diéu kién dong khd dugce thuc hién nhu sau: ty 1& co chit 30%, nhiét
d6 mAu -30 °C trong 3 gid, nhiét d6 ngung — 86 °C, diéu kién chan khong 50 mTor, sau
khi dong kho, thu dugc ché phim dang bdt, mau tréng nga.

Quaé trinh nay nhim loai bé nude, chuyén vi khuén vé trang thai ng. Sau khi
dong kho, thu dugce ché phém dang bot mau tréng nga. Ché phérn dang bot nay dugc
ép tao vién & 4°C. Vién nén nay co thé con duge bao nang gitip bao quan hodc co6 thé
duoc phi 16p mang bao quan. Do dong kho vi khudn & nhiét do thip trong khoang tir
20 dén 30 gio, vi khuén chuyén vé trang thai khong hoat dong, nhung s& hoat dong
nhanh chéng khi dua vao méi truong thuén loi. Diéu nay gilp ting hiéu qua cua ché
phim, nhung ddng thoi ting duge thoi gian bao quén. Ché phdm & dang vién d3t phu
Khoa thu duge theo sang ché duoc ding dé hd trg ngin ngira va diéu tri bénh viém am
dao.

Trong ché phim vién dit phu khoa thu dugc theo sang ché, vi khuin
Lactobacillus rhamnosus H1 thu dugc tir vi khuan Lactobacillus rhamnosus H1 c6 $6
ndp luu HI tai phong Thi nghiém trong diém Cong nghé Enzym va Protein, Truong
Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, Dai hoc Quéc gia Ha N¢i, 334 Nguyén Trai, Ha Noi, Vigt
Nam va ¢6 trinh tu 16S néu trong SEQ ID NO.1 véi lugng it nhét 1x10° CFU/g.

Trong ché phdm vién dat phu khoa theo sing ché, vi khuén Lactobacillus reuteri
H2 thu duogc tir vi khudn Lactobacillus reuteri H2 c6 ) ndp luu H2 tai phong Thi
nghiém trong diém Céng nghé Enzym va Protein, Truong Pai hoc Khoa hoc Ty nhién,
Pai hoc Quéc gia Ha Noi, 334 Nguyén Trai, Ha Noi, Vit Nam va ¢6 trinh tuy 16S néu
trong SEQ ID NO.2 véi lugng it nhét 2x10%8 CFU/g.

Pon vi tinh d6 séng ca vi khuin CFU/g dugc coi 12 s6 luong vi khuén c6 kha
ning moc thanh khuén lac, dugc xéc dinh bang phuong phap pha lodng va cy trai trén
dia thach. Phuwong phap nay dugc thuc hién bz‘?mg cach thu nhan mau, lic déu, sau d6
hit 1 ml san phdm probiotic theo sang ché, pha loang v6i dung dich NaCl 0,9% theo ty
1& 1/10 1di pha lodng theo loat tiép bang dung dich NaCl 0,9% véi ndng d6 1/10 dén ty
18 106 rdi cAy 100 pl 1én mdi truong thach MRS, pH tir 6 dén 7 chira glucoza tur 18 dén
20g/1, pepton tur 9 dén 12g/1, cao ndm men tr 13 dén 17g/1, KoHPO4.3H,O tir 1 dén
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3¢/, Tween 80 tir 0,8 dén 1,2 ml/l, MgSO4.7H20 tir 0,1 dén 0,3g/L, MnSOx tix 0,02 dén
0,07g/l, CH;COONa tir 2 dén 6g/l, thach tir 16 dén 20 g/l d6i cd hai ching
Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2. Sau khi cdy, ddy nap va dé
yén 15 phit & nhiét do phong rdi tp nguoc dia nuéi & 37°C trong khoang tir 48 dén 72
gi @& thu nhan khudn lac. Sau khoang 48 gi® dén 72 gio, khuén lac trén méi trudng
nudi céy mdi dia dugc dém va lya chon dia thach c6 néng d6 pha loang moi trudong
thach ¢6 khoang tir 10 d&én 200 khun lac. C4c ndng dd pha loing dwoc chon c6 d§ pha
loing trong khoang tir 10 dén 10® i véi Lactobacillus rhamnosus H1 va

Lactobacillus reuteri H2.

Sang ché @& cap dén ching vi khuin Lactobacillus rhamnosus H1 c¢6 s ndp luu
H1 tai phong Thi nghi¢ém trong diém Céng nghé Enzym va Protein, Trudng Dai hoc
Khoa hoc Tu nhién, Dai hoc Quéc gia Ha No1, 334 Nguyén Trii, Ha Noi, Viét Nam.
Chung vi khuin Lactobacillus rhamnosus H1 ndy c6 trinh ty 16S néu trong SEQ ID
NO.1.

Séng ché ciing dé cap dén chung vi khuén Lactobacillus reuteri H2 c6 s6 ndp luu
H2 tai phong Thi nghiém trong diém Céng nghé Enzym va Protein, Trudng Dai hoc
Khoa hoc Tu nhién, Pai hoc Quéc gia Ha No1, 334 Nguyén Trai, Ha Noi, Viét Nam.
Ching vi khudn Lactobacillus reuteri H2 nay c6 trinh ty 16S néu trong SEQ ID NO.2.
Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Sin xuit ché pham vién dit phu khoa

Ching gibng gbc vi khuin Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri
H2 ¢6 sb nop luu l4n lwot 12 H1 va H2 duoc cung cAp boi phong Thi nghiém trong
diém Coéng nghé Enzym va Protein, Truong Dai hoc Khoa hoc Ty nhién, Pai hoc
Quéc gia Ha Noi, 334 Nguyan Trai, Ha Noi, Viét Nam. Cac mu ching ging goc ndy
dugc nudi trén moi trudng thach nghiéng.

Thiét bi 1én men, may ly tim, dung cu thi nghiém, cic nguyén liéu, héa chét nhu
glucoza, pepton, cao nidm men, KoHPO4.3H,0, tween 80, MgS04.7H20, MnSOq,
CH3;COONa, thach dugc mua tir nha cung cap, méi truong MRS chuén dung cho nuéi
cdy duge mua tir nha cung cap (Merck).

+ Thu sinh khdi vi khuin Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2
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Chy doc lap timg miu ching gibng gdc Lactobacillus rhamnosus H1 va
Lactobacillus reuteri H2 trong dng thach nghiéng vao trong 1 lit méi truong MRS da
dugec tiét triung, nudi l4c hoat héa & nhiét do tir 35 dén 45°C trong 2 ngay dé hoat hoa
ching gidng Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2.

Can 2000g glucoza, 1000 g pepton, 1500 g cao ndm men, 200 g KoHPO4.3H,0,
100 ml dung dich Tween 80, 20 g MgS04.7H20, 5 g MnSOs, 500 g CH3COONa va
hoa tan trong 100 lit nudec RO. Sau khi khir tring & nhiét 46 110°C trong 20 phut, dé
ngudi dén nhiét 6 phong, thu dugc méi trudng 1én men.

B6 sung 1 lit moi trudng nhéan gibng MRS vao 100 lit mdi trudng da duge chuén
bi & trén, tién hanh nuéi ciy & nhidt do tir 35°C, téc d6 khudy 100 vong/phit, thoi gian
nuoi tr trong 2 ngay.

Chuyén toan by moi trudng nudi cdy vao thiét bi ly tim dé thu sinh khdi. Tiép d6
rira sinh khéi bing dung dich dém mudi phosphat (PBS) & pH=7,5, ndng do 20 mM
trong 15 phiit & 5°C. Rira sinh khéi 3 13n, thu duoc sinh khdi vi khuan Lactobacillus
rhamnosus H1 va va Lactobacillus reuteri H2, twong tng. Sinh khéi vi khuan nay
duoc kiém tra kha ning sinh trudng, sinh khéi duge sir dung dé tao ché phém vién dat
phu khoa.

+ Thu ché phim vién dit phu khoa

B6 sung 90g NaCl, 7g dinatri hydrogenphotphat, 3g KH2PO4 vao thiét bi khudy,
tiép d6 cdp 10L nuéce RO, khudy dén khi thu dugc dung dich ddng nhat. Khir tring
dung dich nay & nhiét d6 121°C trong 15 phit, sau d6 lam mat v& nhiét 6 phong.

B6 sung 2 kg sinh khdi vi khuén Lactobacillus rhamnosus H1 va 1,6 kg sinh khéi
vi khudn Lactobacillus reuteri H2 thu dugc & trén. Tiép d6, bd sung 1,54 kg sita bot
tach béo va tron déu. D6 hdn hop ra khay va ci dit chuong trinh cho qué trinh dong
khé: nhiét d6 tir -40°C dén -60°C trong khoang tir 20 dén 30 giv. Céc 16 phdi tron sau
khi dong kho s& thanh bot tring nga. Tiép d6, cho ché phdm nay vao thiét bi ép tao
vién & 4°C dé thu dugc vién nén dang_b;‘iu duc, mdi vién c6 trong luong 5g, kich thude
khoang 1x2cm.

Vidu 2. Danh gid khd ning song ciia vi khuén trong ché phim

Dé x4c dinh kha ning song cua vi khuan c6 trong ché pham, cdc vién nén dugc

bao quén trong didu kién moi truong binh thudng, sau d6 tién hanh kiém tra, danh gia
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kha ning séng ciia vi khuan sau 18 thang sin xudt. Phuong phép thir nghidm duoc tién
hanh bing phuwong phap nudi ciy, pha lodng theo loat va nudi cdy trong 2 ngay trén
moi trudng chudn d& xé4c dinh kha ning sdng ctia vi khudn sau qué trinh Iuu hanh trén
thi trudng so v6i lugng vi khudn sau khi san xudt. Két qua nudi ciy dugce néu trong
Bang 1 bén dudi.

Bang 1. Két qua danh gia kha ning sdng cua vi sinh v4t trong ché phim vién dit phy

khoa sau khi san xuat va sau 18 thang bdo quan

A Pon vi Sau khi san Sau 18
STT Chi tieu tinh Xuét thang
1 | Mau sic Tring ng Tring nga
2 | Lactobacillus rhamnosus CFU/g 1,2x10° 1x10°
3 | Lactobacillus reuteri CFU/g 5,0 x 10% 2x 108

Theo bang trén cho thdy, lugng vi khuan c6 kha nang phat trién thanh khuin lac
6 kha ning duy tri dugce kha ning sinh trudng sau 18 thang véi lugng suy gidm khong
dang ké. Piéu nay cho thdy hidu qua vugt troi ciia phuong phép theo sang ché @ thu
ché phdm vién dit phy khoa chtra vi khuan Lactobacillus theo séng ché.

Vi dy 2. Ddnh gid kha niing kich tng va kiém tra dg an toan ciia ché pham

Pé danh gid kha nang kich tng va kiém tra dd an toan cta ché phém thu duoc,
tién hanh thir nghiém kha ning kich g trén ngudi tinh nguyén déi véi vién dit phu
khoa thu dugc tir Vi du 1.

Déi tugng thir nghiém 14 nit gi¢i khoe manh, khong ¢ triéu chung viém nhiém
Am dao, tudi tir 25 dén 40, khong méc cac bénh phu khoa, tinh nguyén thir nghiém. Sd
lugng tham gia thir nghiém 1 30 ngudi. Thoi gian thir nghi¢m 14 ngay, vién dét phu
khoa duogc dit khu tra theo hudng dan cta béc s§. Trong toan bd qua trinh thir nghiém,
céc dbi tuong tham gia dugc yéu ciu khong quan hé tinh duc, céc sinh hoat khac duge
thuc hién binh thuong. Két qua thim kham dugc thuc hién boi bac s§ chuyén khoa
truge va sau khi thir nghiém.

Chia ngiu nhién 30 ngudi tinh nguyén thir nghiém thanh 2 nhém, mdi nhém 15
ngudi. Nhém 1 (TN1) st dung 1 vién/ngdy, nhom 2 (TN2) sir dung 2 vién/ngdy, cach
nhau 12 gid. C4c tidu chi dénh gi4 bao gdm céc biéu hién kich img nhu ngua, sung,

rat, cac chi s6 sinh hoc nhu huyét p, nhip tim, chi s0 sinh hod nhu uré, creatinin,
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enzym GOT (Glutamat Oxaloacetic Transaminase), GPT (Glutamat pyruvat
transaminase) lién quan t&i chic ning gan thén, cic chi s6 cong thirc méu (s§ Tugng
hdng cAu, hematocrit, sb luong bach cau, % bach cau lympho, % bach cAu don nhén,
% bach céu hat trung tinh, s6 lwong tidu cﬁu).

Két qua thir nghiém cho thdy, déi v6i c hai nhém thir nghiém, khong c6 biéu
hién lién quan dén biéu hién kich tng, cac chi s6 lién quan dén huyét ap, nhip tim, chi
s6 sinh hoa nhu uré, creatinin, enzym GOT (Glutamat Oxaloacetic Transaminase),
GPT (Glutamat pyruvat transaminase) lién quan téi chirc ndng gan thén, cac chi sd
cong thirc mau khong thay abi.

C6 thé thiy rang, vién dit phu khoa theo séng ché an toan voi ngudi, khong giy
kich tmg Am dao khi st dung khu tri va chimg t6 an toan véi stc khoé nguoi bénh.
Nhu vdy, v6i lidu dimg du dinh khuyén c4o cho bénh nhan dit 1-2 vién/ngdy thi ché
phim hoan toan an todn véi sirc khoé 4m dao phu nit.

Vi du 3. Thir nghiém lam sang khé ning hd tro diéu tri bgnh viém nhiém am dgo

Pé thir nghiém 1am sang, tién hanh trén 50 bénh nhan tinh nguyén tham gia
nghién ctru. Céc bénh nhan dugc lya chon tham gia trén co sG tinh nguyén va co thé
yéu cAu dimg hofic tir chéi thir nghiém tai thdi diém bat ky néu mudn.

Thit nghiém duoc tién hanh sau khi dé trinh gidy phép duge chap thudn boi Hoi
ddng Y ditc (sb IRB-1906, ngay 28/04/2020), thoi gian thir nghi¢m duge thyc hién tr
thang 09/2020 dén thang 11/2020 tai co s& diéu tri 14m sang.

Bénh nhan tham gia thit nghiém 1a bénh nhén duge xac dinh bi viém am dao do
nhi®m khudn Gardnerella vaginalis va/hodc ndm Candida albicans. Céc bénh nhin
d3u 6 bidu hién chung 13 ngira rat Am dao, mui hoi, tiéu budt, mau sic dich tiét am
dao tir tréng dén vang xam. DPéi tuong thit nghiém vé kha nang hd trg diéu tri 1a vién
dat phu khoa thu dugc tir Vidu 1.

Chia ngiu nhién 50 bénh nhén tham gia thit nghiém thanh hai nh6m, mdi nhém
25 ngudi. Phac d6 didu tri theo khuyén céo (clyndamycin v6i bénh nhén nhiém vi
khun, ketoconazol véi bénh nhan nhiém nAm va phdi hop ca hai loai khang sinh ndy
néu bénh nhan dugce x4c dinh nhidm ca vi khudn va nim trong 7 ngdy). Bénh nhan
dwoc tiép tuc theo ddi cho dén ngdy thir 14 (7 ngdy sau khi két thiic phac 6 dieu tri)
dé d4anh gia kha ning tai nhiém.
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Nhém dbi ching (PC): St dung liéu phap khang sinh dang ubng trong vong 7
ngay véi lidu hugng nhu sau: (i) clyndamicin 1 vién 500 mg/lan x 2 1in/ngay v6i bénh
nhan nhidm vi khuén; (ii) Ketoconazole 1 vién 200 mg/1an x 2 14n/ngay vé6i bénh nhin
nhidm nim; clyndamicin 1 vién 500 mg/ln x 2 lan/ngdy v6i bénh nhan nhi€m vi
khuén; (iii) Clyndamicin 1 vién 500 mg va Ketoconazole 1 vién 200 mg/lin x 2
1dn/ngay véi bénh nhan nhiém ca vi khudn va ndm.

Nhom thir nghiém (TN): St dung liéu phép khang sinh v6i liéu trinh nhu nhém
@bi chimg nhung két hop v6i ché pham vién dit phu khoa thu dugc tir Vi du 1 v6i lidu
luong 1 vién/lan x 2 1an/ngdy lién tuc trong 14 nge‘ly. Két qua thu duoc thé hién & Bang
2 va 3 bén dudi:

Bang 2: Két qua thir nghiém didu tri 14m sang vién dat phu khoa trong hd tro diéu tri

viém nhiém am dao

PC TN
stt Chi 50 Ngiy | Ngay | Ngay | Ngay | Ngdy | Ngay
0 7 14 o | 7 | 14
1 | Mui hoi & m dao* 32 | 10 | 14 | 34| 08 | 06
2 | Ngtra rat Am dao* 33 | 1,0 | 1,5 | 36|09 | 08
3 | Tiéu bubt* 23 | 07 1,0 | 25 ] 03 | 0,1
4 | Mau séc dich tiét am dao® | 2,8 | 1,3 | 1,7 | 29 | L1 | 10
5 |pH () 25 | 25 | 25 | 25 | 25 | 25
3,8-5,0 (n) 1 18 16 3 | 20 | 10
>5,0 (n) 24 7 9 2 | 5 15
<3,8(n) 0 0 0 0 | 0 0

* Piém trung binh tinh tir diém khdo sdt ciia 25 bénh nhdn/nhém, véi 0: khong triéu
chimg; 1: nhe: 2: trung binh, 3: ndng; 4: rat nang;

# Diém trung binh tinh tie diém khdo sdt ciia 25 bénh nhdn/nhom, voi 1: trd'ng trong; 2:
trang duc: 3: vang; 4: xdm.

Két qua thir nghiém trén Bang 2 cho thay so v6i nhém DC, nhém TN duge diéu
tri bd sung bing cach st dung vién dit phy khoa theo sang ché c6 céc chi sb 1am sang
nhu (i) mui hdi & 4m dao, (ii) ngira rat am dao, (iii) tidu bubt, va (iv) mau sic dich tiét
am dao sau ngdy 7 diéu tri ddu cho két qua rat tbt, vuot trdi so véi nhém d6i chimg.
Két qua ndy cho thdy hiéu qua cua ché phm vién dit phu khoa c6 tac dung hd tro ting
hiéu qua diéu tri bénh viém nhi®m vi khudn va ndm d6i v&i bénh nhin méc bénh viém

nhidm phu khoa khi két hop v6i khang sinh.
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Két qua trén Bang 2 cling cho thdy ring, so v6i nhém DC, nhém TN dugc didu
ri bd sung ché phim vién dat phu khoa déu c6 céc chi sb 14m sang nhu (i) mdi hdi &
am dao, (i) ngira rét Am dao, (iii) tiéu budt, va (iv) mau sic dich tiét am dao & ngay
14, (sau 7 ngdy két thic phac dd diéu tri) khong nhitng khong bi ting, ma con cb xu
hudng gidm. Trong khi d6 & nhém DC, cic chi sd nay lai c¢6 xu huéng ting 1én sau
didu tri. Két qua ching t6 ché phidm vién dit phu khoa theo sang ché c6 tac dung ngin

ngira tai viém nhiém phu khoa.

Bénh nhan dugc kiém tra xét nghiém vi sinh tai thdi diém ngdy 0, ngdy 7 va ngdy

14 clia qua trinh didu tri. K&t qua xét nghiém dugce thé hién trén Bang 3.

Bang 3: Két qua xét nghiém vi sinh ciia nhém bénh nhén tham gia thir nghiém

stt | Chi sb thir GV* CA* GV*va | Chisd | Lactobacillus | Lactobacillus
nghiém CA* | Nugent® | rhamnosus** reuteri**
1 | S bénh nhan duong tinh & ngay 0 trudce diéu tri n0 (% =n0/n25)
PC- ngay 0 728) | 8 (32) | 10(40) NA* 0(0) 0(0)
TN- ngay 0 9(36) | 5(20) | 11(44) NA# 0 (0) 0 (0)

2 | Sé bénh nhan con lai nhan duong tinh & ngay 7 két thic diéu tri n7 (% = n7/n0) va ngdy

14 sau didu tri 7 ngay nl4 (%=nl14/n0)

DC-ngay7 | 2(29) | 3(37) | 4(40) | NA# 0(0) 0 (0)
TN-ngay7 | 2(22) | 10) | 3(27) | NA* 25 (100) 25 (100)
PC-ngay 14 | 3(42) | 5(63) | 6(60) | NA* 0 0
TN-ngay 14 | 1(11) | 10) | 2(18) | NA?* 25 (100) 25 (100)

3 | Ty 1¢ giam lugng vi sinh vat® trung binh (4n); thay @i chi s6 Nugent® trung binh
(truée-sau) cta bénh nhan; va s6 lugng bénh nhén xuat hién vi sinh vat c6 1gi & am dao**
(n/%) sau ngay 3 dicu tri

DC-ngay 3 32 48 39/42 8,3-3,8 NA*# 25 (100)
TN- ngay 3 64 73 68/78 8,5-2,4 NA*# 25 (100)

* GV: Gardnerella vaginalis; CA: Candida albicans
#% Qur xuat hién hai loai loi khuan Lactobacillus rhamnosus va Lactobacillus reuteri c6 trong
ché pham vién djt phu khoa trong dich dm dao bang k¥ thuat RT-PCR SYBR ddc hiéu cho

loai.

#NA: khong thyc hién
@ Ty 1é gidm lugng vi sinh vat trung binh = 2-*Cttrong d6 24Ct = Ctngay 3 - Cyngay 0

® Chi s6 Nugent: 0-3: vi sinh vat ¢ loi chiém wu thé; 4-6: Giam vi sinh vat ¢6 lgi va c6 mit
c4c vi sinh vat giy bénh; 7-10: khong c6 mat vi sinh vét co loi va vi sinh vt gdy bénh chiém

wu thé.
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K&t qua thir nghiém cho thiy da xuét hién ddng thoi ca Lactobacillus rhamnosus
H1 va Lactobacillus reuteri H2 trong dich 4m dao phu nir sau khi st dung vién dat
phu khoa theo sang ché véi lidu ding 2 vién/ngdy & thoi diém ngay thir 3 va tht 7. Dé
kiém dinh, céc tac gia da st dung phuong phap RT-PCR dé dinh tinh lodi vi khuan,
ngoai ra phuong phap ciy trai ding dé dinh luong d6 sdng cua 2 loai Lactobacillus
rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2. Két qui ndy ching to cic vi khuin
Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2 tir vién dit phu khoa da cu
tra dugce trong am dao va phat trién, gitp kim him vi khudn va ndm gdy bénh hiéu
qua.

Két qua trén Bang 3 cho théy, so v6i nhom PC, nhém TN duoc diéu tri bd sung
ché pham vién @it phu khoa c6 céc chi s6 xét nghiém nhur s6 bénh nhan (i) duong tinh
GV, (ii) duong tinh CA & ngay 7 két thuc didu tri so v6i ngay 0 truée didu tri déu gidm
rt manh. Diéu nay cang khang dinh rang ché pham vién dit phu khoa theo sang ché
¢6 tac dung hd trg tidu diét vi sinh vat gdy bénh, lam tdng hi€u qua diéu tri cta khang

sinh.

So véi nhém PC, nhém TN duoce didu tri bd sung ché phdm vién dat phu khoa ¢6
céc chi sé xét nghiém nhur s4 bénh nhan (i) dwong tinh GV, (ii) duong tinh CA & ngay
14 (7 ngay sau khi két thic diéu trj khang sinh) déu c6 xu hudng gidm so véi ngay 7
(két thic diéu tri khéng sinh). Trong khi d6 ¢ nhém PC, céc chi sb ndy lai c6 xu
hudng tang lén. Két qua ching to Lacvagin c6 tdc dung ngan ngua chéng tai viém
nhi3m lai c4c vi sinh vat gdy viém nhiém phu khoa nhu Gardnerella vaginalis va
Candida albicans. Ché pham vién dit phu khoa theo sang ché cho phép bao vé lau dai,
ngin ngira tai nhiém mot cach hiéu qua.

Hiéu qua dat dugc cia sang ché

Ché phim vién dit phu khoa theo sang ché dugc phat trién tir hai ching vi khuén
loi khudn 12 Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2 duwgc phén 13p tu
dich am dao cta phy nit khée manh véi cac dic tinh phat trién duogc chon loc ti uu,
hai ching vi khuin ndy c6 kha ndng phat tridn ddng thoi, cho phép tao ra ché phidm an
toan, ¢ hiéu qua ngan nglra va diéu tri bénh viém 4m dao cho phu nit.

Ché phim vién dit phu khoa theo sang ché duoc phat trién bang cach két hop hai
ching vi khuén sinh axit lactic ¢6 dac tinh khac nhau, cho phép hd trg phat trién dé tao

-20-



3714

ra hé vi sinh c6 ich khée manh, canh tranh, tc ché su lay nhiém, phat trién coa vi sinh
vat gdy bénh. Ché phim sinh cho phép phat trién hé vi sinh vat am dao khde manh,
gitip ngin ngla, loai bo vi sinh vat gdy bénh mot cach tu nhién, gitp gidm thiéu su
phu thudc vao cac ché phém vé sinh phu nit. Bén canh do, ché phém ¢6 tac dung 10 rét
trong hd tro ting hidu qua diéu tri cia khang sinh va phong ngira tai viém nhiém phu
khoa.

Béng cach sir dung loi khudn chi Lactobacillus két hop vdi viée san xuét, Xt Iy
sinh khdi, ché phadm vién dit phu khoa theo sang ché bén, co thoi gian st dung kéo dai
vuot troi, trén 18 thang ma van gitt duge kha ning sinh truéng, giup giai quyét duoc
vAn d& kha ning séng cia cac ché phdm vi sinh hién co. Ché phim theo sang ché an
toan cho nguoi st dung. Ché pham cho phép bao ché duogc & dang vién nén dit khu trd
truc tiép trong 4m dao, gitp hd tro diéu tri bénh viém nhiém dudng 4m dao cép. Ngoai
ra, ché phim theo sang ché d& sir dung, cho phép bao v¢ kéo dai, chéng tai nhiém hiéu
qua.

Quy trinh san xult ché phdm theo sang ché trén co s& nudi cdy vi khuén trong
mdi trudong 16ng nén don gian, d& phat trién, khong cAn nhiing thiét bi phirc tap c6 thé
phét trién trén quy md 16n. Bing cong nghé 1én men vi sinh, va cong nghé phdi tron
truGe va sau khi dong khod cho phép thu nhén vi khuén va bao quan duoc vi khuan véi

méat d6 cao va thoi gian bao quan dai.
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YEU CAU BAO HQ

1. Ché phim vién dit phy khoa d& hd tro ngan ngira va diu tri bénh viém 4m dao,
trong d6 ché phidm nay & dang vién nén bao gdm hdn hop t4 dugc ran va it nhit 1x10°
CFU/g t& bao vi khuan Lactobacillus rhamnosus H1 ¢6 trinh ty 16S néu trong SEQ ID
NO.1 va 2x108 CFU/g té bao vi khudn Lactobacillus reuteri H2 c6 trinh ty 16S néu
trong SEQ ID NO.2 va hai ching vi khuin nay ¢6 sé ndp luu 1an luot 1a H1 va H2 tai
phong Thi nghiém trong diém Coéng nghé Enzym va Protein, Trudng Pai hoc Khoa
hoc Tu nhién, Pai hoc Quéc gia Ha N¢i, 334 Nguyén Trai, Ha Noi, Viét Nam.

2. Ché phim vién dit phu khoa theo diém 1, trong d6 ché phdm nay c6 tdng lwong vi
khuin Lactobacillus rhamnosus H1 va vi khuin Lactobacillus reuteri H2 c6 kha ning

phét trién trong mdi trudng Am dao dat it nhit 108 CFU/g.

3. Quy trinh san xuét ché phim vién dit phu khoa dé hd tro ngan ngira va diéu tri bénh

viém am dao theo diém 1 hoic 2, trong d6 quy trinh ndy bao gdm céc budc:

a) hoat hdéa chung gibng gbc bang cach thu nhan chung gibng gbc vi khuan
Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2 cé sb ndp luvu HI va H2,
twong Gng tir phong Thi nghiém trong diém Cong nghé Enzym va Protein, Truong Pai
hoc Khoa hoc Tu nhién, Pai hoc Quéc gia Ha No¢i, 334 Nguyén Trai, Ha Noi, Viét
Nam, tiép d6 doc 1ap ciy cac ching gibng gdc ndy vao mdi trudng MRS va nudi chy
trong diéu kién lac, nhiét do khoang tir 35 dén 45°C trong tir 1 dén 2 ngay dé thu
chung gidng gbe vi khuin Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2

duoc hoat hoa;

b) chuin bi moi trudng 1én men bang cach hoa véi nude ct c4c thanh phin bao gbm
glucoza tur 18 dén 20 g/l, pepton tir 9 dén 12g/l, cao nidm men tir 13 dén 17g/1,
KoHPO4.3H20 tir 1 dén 3g/l, Tween 80 tir 0,8 dén 1,2 ml/l, MgSO4.7Ha0 tix 0,1 dén
0,3g/l, MnSOs tir 0,02 dén 0,07g/l, CH>COONa tir 2 dén 6g/1, sau khi khir tring &
nhiét &6 ndm trong khoang tir 100 °C.dén 120 °C trong khoang tlr 15 phut dén 20 phut,

dé ngudi thu duge moi truong 1én men;

¢) 1én men sinh khéi vi khuin Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri

H2 bing cach bd sung doc 1ap dich nudi cdy ching gidng gbc vi khuin d3 dugc hoat

-2



3714

héa vao mbi trudng 1én men theo ty 18 tir 0,5 dén 10% (thé tich/thé tich), sau d6 nubi
chy doc 1ap trong didu kién ky khi & nhiét do tir 35°C dén 45°C, tc 40 khudy tir 50 dén
100 vong/phut, pH duy tri trong khodng tir 6 dén 7 trong khoang tir 1 dén 2 ngay thu

dugc moi trudong nudi cay;

d) thu sinh khéi vi khudn bing cach ly tim hogc loc méi truong nudi cdy dé thu sinh
khéi, tiép d6 rira sinh khéi bing dung dich dém mudi phosphat (PBS) nong df tir 10
mM dén 50 mM, trong diéu kién pH nam trong khoang ti 7,0 dén 8,0 trong khoang tir
10 phit dén 30 phét & nhiét do ti 4°C dén 7°C thu duoc sinh khoi vi khuan

Lactobacillus rhamnosus H1 va Lactobacillus reuteri H2, tuong ung; va

e) thu ché phadm vién dat phu khoa bang cach hoa tan NaCl, dinatri hydrogenphosphat
va KH,POs theo ty 1€ 90:7:3 véi nude dén ndng @6 10g/1, tiép d6 bd sung sita bot tach
kem dén ndng do tir 1,5 dén 2kg/lit 101 bd sung mot lugng sinh khéi té bao vi khuin
Lactobacillus rhamnosus H1 dén ndng do it nhit 1x10° CFU/g va Lactobacillus
reuteri 12 dén ndng d it nhat 2x10° CFU/g, cudi cing bd sung mot lugng dung dich
dém PBS vira du dé thu hdn hop dang sét, sau khi tron déu va dong kho ché phim nay
& nhiét d6 trong khoang tir -40 °C dén -60 °C trong khoang tir 20 dén 30 gi¢ thu duoc
ché phdm dang bot mau trang nga, sau khi ép tao vién & 4°C thu dugc ché phim vién

dit phy khoa dé hd tro ngin nglra va diéu tri bénh viém am dao.
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DANH MUC TRINH TU

<110> Trudng Pai hoc Khoa hoc Ty nhién, Pai hoc Qubc gia Ha Noi

<120> Ché phdm vién d&t phu khoa d& hd tro ngdn ngua va diéu tri bénh
viém nhidm am dao va quy trinh san xuit ché phdm nay

<130>
<160> 2
<170>

<210> 1
1172
ARN

<211>
<212>
<213>
<220>
<223> 168
<220>
<400> 1
ccggcccaaa
aaggagcaac
agaatgttcg
aactacgtgc
cgtaaagcga
aagtgcatcg
cggtgaaatg
actgacgctg
gccgtaaacg
cattaagcat
ggcccgcaca
gtcttgacat
gtggtgcatg
gcaaccctta
aaaccggagg
acgtgctaca
agccattctc
aatcgcggat
caccatgaga

ctaaggtggg

cttctacggg
gccgecgtgag
gcagagtaac
cagcagccgce
gcgcaggcgg
gaaactggga
cgtagatata
aggctcgaaa
atgaatgcta
tccgeectggg
agcggtggag
cttttgatca
gttgtcgtca
tgactagttg
aaggtgggga
atggatggta
agttcggact
cagcacgccg
gtttgtaaca

acaaatgatt

Lactobacillus rhamnosus H1

aggcagcagt

tgaagaaggc
tgttgtcggce
ggtaatacgt
ttttttaagt
aacttgagtg
tggaagaaca
gcatgggtag
ggtgttggag
gagtacgacc
catgtggttt
cctgagagat
gctcgtgtcg
ccagcattta
tgacgtcaaa
caacgagttg
gtaggctgca
cggtgaatac

cccgaagccg

agggtgaagt

agggattctt
tttcgggteg
gtgacggtat
aggtggcaag
ctgatgtgaa
cagaagagga
ccagtggcga
cgaacaggat
ggtttccgcce
gcaaggttga
aattcgaagc
caggtttccc
tgagatgttg
gttgggcact
tcatcatgcc
cgagaccgcg
actcgcctac
gttcccggge
gtggcgtaac
cg
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ccacaatgga
taaaactctg
ccaaccagaa
cgttatccgg
agccctecgge
cagtggaact
aggcggctgt
tagataccct
cttcagtgcc
aactcaaagg
aacgcgaaga
cttcgggggce
ggttaagtcc
ctagtaagac
ccttatgacc
aggtcaagct
acgaagtcgg
cttgtacaca

ccttttaggg

cgcaagtttg
ttgttggaga
agccacggct
atttattggg
ttaaccgagg
ccatgtgtag
ctggtctgta
ggtagtccat
gcagctaacg
aattgacggg
accttaccag
aaaatgacag
cgcaacgagc
tgccggtgac
tgggctacac
aatctcttaa
aatcgctagt
ccgcccgteca

agcgagccgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1172
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<210> 2

<211> 210

<212> ARN

<213> Lactobacillus reuteri H2
<220>

<223> 168

<220>

<400> 2

taaagccgtt ctcagttcgg actgtaggct gcaactcgcc tacacgaagt cggaatcgcet 60
agtaatcgcg gatcagcatg ccgcggtgaa‘tacgttcccg ggccttgtac acaccgcccg 120
tcacaccatg ggagtttgta acgcccaaag tcggtggcct aacctttatg gagggagccg 180
cctaaggcgg gacagatgac tgggggaagt 210
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