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(57) Sang ché dé cap dén cac ching vi khuan sinh axit lactic ma c6 kha ning san
xuit hodc cam ung su san xuit melatonin, dé st dung trong viéc san Xuat
melatonin & ddi twong. Cac ching wu tién dé str dung ndy c6 kha ning san xuét
hodc cam tng sy san xuat adenosin. Sang ché con dé xuat phuong phap chon loc

va san pham chtra chung vi khuan nay.
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Linh vue ky thuat dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén cac ching vi khuén sinh axit lactic nhit dinh duoc chon loc
nho ¢6 kha ning lam tang cac muc melatonin dé phong ngira va/hodc diéu tri ching dau
bung (hoic cac bénh khéc lién quan dén cac mc giam melatonin), bao gbm kha ning tao
ra c4c tién chit va cac thanh phan quan trong khac dé giai phong melatonin, phuwong phap
chon loc cac chung nay, va cic san pham chtra céc chiing nay. Ngoai ra, sang ché dé cap
dén cac dang bao ché chua cac thanh phén co chit duge chon dic hiéu dé tang cudong hiéu

luc cda cac chung nay.
Linh trang k§ thuit ciia sing ché

Mic du cac van dé ndi bat vé ty 18 hién méc va ndi dau dén, ban chat va nguyén
nhan cta ching dau bung ¢ tré nhé van chua dugce hiéu r5. Ciing c6 cac thuét ngit khéc
nhau duoc st dung dé mo ta tinh trang nay. C4c thuét ngir nay bao gbm, “chirng dau bung
& tré nho”, “chimg dau bung vé dém” do con dau cht yéu dién ra vao ban dém, va “ching
dau bung ba thang” vi ly do la ching bénh nay s& bién mét khoang ba thang sau khi sinh.
Céc tac gia khic nhau da st dung céc dinh nghia khac nhau. Dinh nghia cua Wessels 1a
chimg dau bung la cac con khoc kich phat tir ba gid hodc nhiéu gid mdi ngay trong ba ngdy
hodc nhiéu hon mdi tuan trong khoang thoi gian it nhét ba tudn 12 dugc cong nhan nhat
trong y van. Nam 2006, ti€u chuén Rome III da duoc cong bd stra doi tidu chuin nay dé
bxem xét chan doan vé& “chtmg dau bung & tré nhd” ap dung cho tré nhd c6 con cau git,
quéy, hodc con khoc kich phat bt dau va dirng lai ma khong c6 nguyén nhan rd rang, kéo
dai 3 hoic nhiu gio mdi ngay va xay ra it nhit 3 ngdy mdi tudn, nhung trong it nhat 1 tudn
(doi khi duge goi 1a tiéu chudn Wessel sita d6i). Pugc tinh chinh thém trong tiéu chuén
Rome IV; (Benninga et al; Gastroenterology 2016;150:1443-1455). Céc dinh nghia nay
(Rome III hoac Rome IV) la thich hop v6i sang ché.

Cho dén nay, cac yéu t chinh c6 thé gay ra ching dau bung & tré nho dugc thdo
ludn du:():c phén chia thanh: tAm ly x& hoi, duong da day-rudt, bao gém r6i loan hé vi sinh,
va cac rdi loan vé phat trién than kinh.

Céc yéu to tAm 1y xa hoi bao gom: cac bién thé ciia con khoc thong thuong, céac tac
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dong hanh vi cua viéc nudi day con khéngrdién hinh va su biéu hién vé cac van dé trong
tuong tac gitta cha me va tré nho.

Su rdi loan vé dudng da day-rudt kéo theo con dau bung do vi tri chén cua tré nho
va su nhan nho trong dot khoc. Cac yéu t thudc duong da day-rudt duoc xem xét ngin
gon dudi day:

Céc k¥ thuat cho tré b khong dung nhu bl binh, b & vi tri nam ngang va khong
¢6 ¢ hoi sau khi b dd duoc xem 14 cac nguyén nhén. Viéc bu me trong sau thang dau da
duoc xem 1a yéu td bao vé. Nguy co vé chimg dau bung & tré nho cao hon 1,86 1an & cac
tré nho khong b me (Saavedra MA, Dacosta JS, Garcias G, Horta BL, Tomasi E, Mendoca
R. Infantile, Infantile colic incidence and associated risk factors: a cohort study. Pediatr
(Rio J) 2003; 79(2): 115-122).

Hién tai khong c6 cach chita tri dit diém ddi v6i chimg dau bung. Luén thuyét diéu
tri hién tai cho ching dau bung bao gdm céc phuong phap duoc Iy va/hodc phi dugce ly, dé
xuét cach lam gidm triéu ching tot nhat. Céc can thiép diéu tri dién hinh cho chimng dau
bung dé xuét cho cha me roi vao bdn hang muc, bao gém, ché do an uéng, thé chét, hanh
vi va dugc ly. Cac van dung vé ché d6 #n ubng bao gdm 1&i khuyén chuyén gia vé cac k¥
thuét bt khac nhau, hodc viéc sir dung sira khong gy di ing, Sﬁ:a cdng thirc khong cé dau
nanh hodc lactoza, thuc phém bd sung nhu céc probiotic va prebiotic khac nhau va viéc dn
thod sém.

Thubc khong ké don dé diéu tri chimg dau bung phan 1én bao gbm viéc sir dung
simeticon hodc dimetylpolysiloxan, thudc khong héap thu, thudc khong can ké don, lam
giam kich thuéc clia cac bong bong khi trong rudt. Simeticon ¢o luge sir an toan va dugc
khuyén cdo ding thuong xuyén, mic di mot vai nghién ctru ching t6 rang hiéu luc cla
simeticon trén ching dau bung & tré nhé 1a khong t6t hon gia duoc.

C6 mot sb bao céo lien quan dén md hinh hé vi sinh bién ddi & cac tré nho bi dau
bung, khién cho mot s nha nghién ctu thyc hién va cong bd cac thir nghiém duogc kiém
tra 1am sang ngau nhién khac nhau (randomized clinical controlled trial - RCT) trong do
kha ning cta Lactobacillus reuteri DSM 17938, chéng han, dé 1am giam thoi gian khoc &
cac tré nho dd duge danh gia. Vi dy, Savino et al (Pediatrics 2010;126:€526-33) tién hanh
RCT vio nim 2010 dé kiém tra hiéu luc cta ching nay trén ching dau bung ¢ tré nho.
Niam muoi tré nhé bi dau bung dugc bu sita me hoan toan, dugc chin doan theo tiéu chuin

Wessel dugce stra dbi, duoc 4n dinh ngﬁu nhién dé nhan L reuteri DSM 17938 (10® don vi
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hinh thanh khuan lac) hodc gia dugc hang ngay trong 21 ngay. Bang cau hoi cho cha me
theo ddi thoi gian khoc hang ngay va tac dung phu. Bén muoi sau tré nho (nhom L reuteri:
25; nhom gia duge: 21) hoan thanh thur nghiém. S6 1an khoc trong ngay theo phut/ngay
(trung binh) 14 370 so v&i 300 vao ngay 0 va 35,0 so v6i 90,0 (p=,022) vao ngay 21.

Nam 2013 Szajewska ct al (J Pediatr 2013;162:257-62 ) cong bd dd 4n tuong tu
RCT & 80 tré nhéd & do tubi<5 thang, cho biét ring ty 1& dap Gng dé diéu tri 1a cao hon
dang ké trong nhom probiotic so v6i nhém gia duge. Phut/ngay (trung binh) 1a 180 so véi
180 vao ngay 7, 75 so v6i 128 vao ngay 14 va 52 so véi 120 (p<0,05) vao ngay 21.ba cod
mot s& nghién ctru khéc thé hién tac dong cua L. reuteri DSM 17938 & cic tré nho bi dau
bung trong viéc lam gidm déng ké thoi gian khoc & cac tré nho duge bu me. Tuy nhién, c6
nhu ciu vé cac can thiép hiéu quéa hon dé 1am giam con khoc & ty 1€ cao hon & tré méc
chung dau bung, bao gOm lam gidm con khéc ty 1€ cao hon & tré bu sita cong thuee.

Do @6, hién c6 nhu clu vé cac hop chét, ché phém va k¥ thudt moi (va duoge cai
thién tét hon), an toan va ¢6 hiéu qua chimg t6 1a htu ich dé diéu tri chung dau bung & tré
nhé. Cac ché phdm va phuong phap cla sang ché, dap tmg nhu nhu cAu nay, dé xuat cac
san pham c6 thé ngan nglra va didu tri mot cach an toan va hiéu qua chung dau bung (hodc
cac triéu ching lién quan dén ching dau bung) & tré nho.

Céc muc dich va vu diém khac sé tré nén rd rang hon tir phan mo ta sau day.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Su non nét ctia hé hormon & tré so sinh dugc cho la nhén t6 chinh trong cac vAn dé
ban dau vé su phat trién kha ning van dong ctia rudt va do dé con gy ra con dau va con
khéc ctia tré nhé, nhu chtng dau bung & tré nhd. Melatonin 1a hormon ¢6 kha nang hd trg
nhip sinh hoc va c6 tac dong quan trong lén nhiéu chtc nang & ngudi va dong vit. Tién
chit cho melatonin 13 serotonin, chit din truyén than kinh ¢6 thé duogc dan Xuét tir axit
amin tryptophan.

Melatonin 13 chét din truyén than kinh truéc diy duoc cho la tiét ra phan 16n béi
tuyén ting. Tuy nhién ¢6 céc vi tri ngoai tuyén ting san xuit melatonin, nhu vong mac va
duong da day-rudt.

Su ddng bo hoa gifta qué trinh san sinh va nhip sinh hoc hang ngay khac nhau va
su giai phong sau d6 clia serotonin va melatonin & tré nho co tdm quan trong tidm tang dé
tranh r6i loan van dong rudt va con dau, nhu chimg dau bung & tré¢ nho (infantile colic-

1C).
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Serotonin 1am ting s co co tron cia rudt, va melatonin 1am nhuén céc co tron cua
rudt. Cac ndng dd serotonin dinh co thé gay ra co thit rudt néu khong duge cin bang bi
cac tac nhan khac, trong do melatonin 1a mot tac nhan quan trong. Ca serotonin va
melatonin du c¢6 nhip sinh hoc hang ngay. Mic du ¢6 san sinh serotonin va tao ra nhip
sinh hoc serotonin khi tré nho duge sinh ra, sy san sinh melatonin ndi sinh va nhip sinh
hoc melatonin & nhidu tré nhé vin chua sn sang sau thang tudi thir ba. Thoi gian nay tring
v6i thoi gian bién mét thong thuong cta ching dau bung & tré nho.

C6 thé n6i rang ching dau bung 6 tré nho 1a tinh trang thiéu hut melatonin. Do do,
dd c6 dé xuét dua melatonin ngoai sinh vao tré nho c¢6 IC, nhung nhiéu bac si va cha me
khong dong tinh viéc dua cac hormon vao tré nho.

Trong sb tAt ca tré em mdi sinh udce tinh c6 khoang 5% dén 25% mic IC, diéu nay
gdy mét moi va tén kém cho x4 hoi, cha me va chinh ban théan tré nho theo nhiéu hudng.

Vi vay, mdc du mot sb tré c6 kha ning san xuét va giai phong melatonin cén thiét
tir thire #n va/hodic vi khudn trong rudt ctia chiing va do dé it ¢6 kha nang phat trién ching
dau bung ¢ tré nho, nhung nhiéu tré khac lai khong, va vi vay can hd tro bd sung dé ngan
ngua hodc diéu tri IC.

Vi vay c6 nhu cAu tim ra va phat trién cdc san pham va phuong phap dé hd tro san
xuét va giai phong melatonin ¢ tré c6 nguy co phat trién IC hodc miéc IC.

Sang ché dya trén phat hién réng vi khuén, vi du vi khuin sinh axit lactic, cO thé
duoc chon loc 1a ¢6 kha ndng san xuét adenosin. Vi khuén sinh axit lactic san xuft adenosin
chua duoc bao cdo trong linh vuc nay va vi khun nay c6 thé, ching han, duoc s dung aé
lam tang san xuét arylalkylamin-N-axetyltransferaza (AANAT), enzym gi61 han tbe do
trong téng hop melatonin. Mic du enzym AANAT duoc tim thy trong tuyén tiing, enzym
AANAT con dugc san xudt tai cac vi tri san xuit melatonin ngoai tuyén tiing, nhu & dudng
da day-rudt. Vi vay, su tdng san xuit AANAT (vi du thong qua viéc ting san Xuét
adenosin) tao ra cach thuc lam tdng san xuat melatonin ho#c lam ting cac mirc melatonin
trong duong da day-rudt. Vi vay, vi khuan nay c6 thé duogc str dung trong diéu tri hodc
ngin ngira chimg dau bung & tré nho hodc céc bénh khac lién quan dén hodc dic trung boi
mttc san xuat hodc téng hop melatonin bi giam, thép hodc thiéu hut.

Vi vay, sang ché dé xuét chung vi khuén, vi du ching vi khuén sinh axit lactic co
kha nang san xudt hodc cam Ung san xuét adenosin, dé sir dung trong san xuét adenosin

(vi du lam ting mirc adenosin hodc tang hodc thuc day san xuat adenosin) ¢ doi tuong,
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hodc dé st dung trong san xuit melatonin (vi du 1am ting muc melatonin hodc tang hodc
thuc day viéc san xuht melatonin) & déi tugng.

Sang ché con dé xuét phuong phap sén xuit adenosin hodc melatonin (vi du 1am
tang muc adenosin hodc melatonin, hodc tang hodc thac déy viéc san xuat adenosin hodc
melatonin) & ddi tuong, phuong phap nay bao gdm buée cho dbi twong dung luong ching
vi khuan hitu hiéu, vi du ching vi khuén sinh axit lactic, c6 kha ndng san xuét hodc cam
ung san xuét adenosin.

Sang ché con dé xuét viéc str dung ching vi khuén, vi du ching vi khuan sinh axit
lactic, c6 kha ndng san xuét hodc cam (ng san xuét adenosin, trong san xuét thu6c hodc
ché pham dé sir dung trong san xuat adenosin hodc melatonin (vi du lam ting mirc adenosin
hodc melatonin, hodc tang hodc thic déy viéc san xuit adenosin hodc melatonin) & a6i
tuong.

Xem xét toan dién hon, sang ché con d& xuét vi khudn, vi du vi khuén sinh axit
lactic, c6 kha nang san xuat hodc cam Gng san xuat melatonin. Vi vy, vi khuén nay c6 thé
dugc st dung cho viéc san xuat melatonin, vi du dé tdng san xuét hodc mc melatonin, &
d6i tuong.

Vi vay, theo mot khia canh ctia sang ché dé xuit ching vi khuén sinh axit lactic ¢6
kha ndng san xuét hodc cam (g san xuét melatonin, dé sir dung trong san xuét melatonin
(vi du lam ting mirc melatonin hodc tdng hogc thuc diy viéc san xuit melatonin) ¢ dbi
tuong.

Theo mot khia canh khéc, sang ché d& xuit phuong phap san xuét melatonin (vi du
lam ting mirc melatonin hodc ting hodc thic déy viéc san xuét melatonin) & dbi tuong,
phuong phéap nay bao gb6m budc cho d6i tuong dung lugng c6 hiéu qua cia ching vi khuén
sinh axit lactic ¢6 kha ning san xuét hodc cam mg san xuét melatonin.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét viéc str dung chung vi khuén sinh axit
lactic ¢6 kha ning san xuit hodc cidm ng san xuét melatonin, trong sn xuat thude hoic
ché pham dé stir dung trong san xuit melatonin (vi du lam tdng mac melatonin hodc ting
hogc thuc diy viéc san xult melatonin) & di tugng.

Nhu dugc thdo luan & trén, cac chung nay co thé dugc stt dung trong diéu tri hodc
ngan ngira chimg dau bung & tré nho, hodc cac bénh khac lién quan dén hodc dac trung béi

su san xuat hodc tong hop hodc mirc melatonin giam, thap hodc thiéu hut.

5/54
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Vi véy sang ché con dé xuét chiing vi khuén sinh axit lactic ¢6 kha nang sin xudt
hodc cam Ung san xuét melatonin, dé st dung trong diéu tri hodc ngin nglra chimg dau
bung & tré nhd, hodc cac bénh khac lién quan dén hodic dic trung boi su san xuét hoic téng
hop hodc mirc melatonin giam, thép hodc thiéu hut & dbi tuong.

Theo mot khia canh khéac, sang ché dé xuét phuong phap diéu tri hodc ngin nglra
chimg dau bung & tré nho, hodc cic bénh khac lién quan dén hodc dic trung bdi sy san
xuét hodc téng hop hodc mirc melatonin giam, thép hodc thiéu hut, & débi tuong, phuong
phap nay bao gbém budc cho déi twong dung lugng ¢6 hiéu qua cua ching vi khuén sinh
axit lactic ¢6 kha ndng san xuét hodc cam (g san xuét melatonin.

Theo mot khia canh khac, sang ché dé xuét viéc st dung ching vi khuén sinh axit
lactic ¢6 kha ndng san xuét hodc cam mg san xut melatonin, trong san xuat thubc hoic
ché pham dé st dung trong didu tri hodc ngan ngira ching dau bung & tré nho, hodc cac
bénh khac lién quan dén hodc dic trung boi su san xudt hoic téng hop hodc mirc melatonin
oiam, thép hodc thiéu hyt & doi tuong.

Cac ching nay co thé c6 kha nang san xuét hodc cam (g san xuét adenosin va do
d6 san xuét hodc cam Umg san xuat melatonin (vi du, san xuét xudi dong) nhu dugc md ta
& phan khac trong ban m ta.

Céac muc dich va uu diém khéc cla sang ché s& tré nén rd rang cho ngudi doc va du
tinh rdng cac ddi tugng va uu diém nay nam trong pham vi cla sdng ché.

M5 ta viin tit cac hinh vé |

Fig.1 1a gian do thé hién qua trinh san xuat melatonin.

Fig.2 1a gian dd thé hién vi khudn c6 kha ning san xuét adenosin theo sang ché anh
hudng nhu thé nao dén qua trinh san xuét melatonin.

Fig.3 thé hién s6 do hoat tinh 5°-nucleotidaza trong phan ndi clia cac té bao vi khuan
L reuteri.

Fig.4 thé hién sy san <uét melatonin & mo hinh enteroid rudt bang céch b6 sung
phan ndi ctia cac té bao vi khudn L. reuteri.

Fig.5A thé hién s do hoat tinh 5’-nucleotidaza trong phén nbi ctia té bao vi khudn
L. reuteri DSM 33198 50 v6i ¢ bao vi khuan DSM 17938.

Fig.5B thé hién b do hoat tinh 5’-nucleotidaza trong phan ndi ctia té bao vi khudn

L. reuteri khéc nhau so v6i cac t& bao vi khuan DSM 17938.
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Mo ta chi tiét sang ché

Vi vay, nhu phac hoa & trén, sang ché dé xuit cac ching vi khuén, vi du cac ching
vi khuén sinh axit lactic, ¢6 kha nang san xudt hoic kich thich hodc cam g hoac hd tro
viéc san xuat melatonin, vi du lam ting muac melatonin, cu thé trong duong da day-rudt
(gastrointestinal - GI). C4c chung nay c6 thé tu san xuét melatonin, vi du tiét ra melatonin,
va do do tao ra hodc san xuht melatonin mdt cach truc tiép.

Tuy nhién, sang ché con dé xut cac chung gian tiép san xuAt melatonin, vi du bing
cach san xuit hoidc kich thich hodc cam tmg san xuét thanh phan ngugc dong cla qué trinh
'téng hop melatonin (hoac tidn chét ciia melatonin) va do d6 hd trg hodc lam tang san xXuét
melatonin. Vi du wu tién 13 san xudt hodc cam Ung arylalkylamin-N-axetyl transferaza
(AANAT), la enzym gidi han td¢ do trong chuyén héa serotonin thanh N-axetyl serotonin,
serotonin sau d6 dugc chuyén hoa thinh melatonin.

Nhu phac hoa ¢ trén, mot chiing vi khun sinh axit lactic wu tién cu thé khac 1a mot
chung vi khuin c6 thé san xuit hoic cam Gng adenosin & d6i tuong, cu thé trong duong da
day-rudt (GI). Adenosin nay co thé hoat dong trén cac thu thé adenosin bé mat té bao thich
hop (vi du cac thu thé A2A, céc thy thé A2B, cac thy thé A3 hogc A, tot hon la céc thy
thé A2A) va din dén viéc san xuét cic mic CAMP ndi bao ting. A2A va céc thu thé
adenosin khac duoc biét dén 1 c6 mit trong céc té bao da duoc tim thiy trong dudong GL.
cAMP ndi bao lai tham gia vao viéc san xudt AANAT (xem Fig.2). Vi vay, mac cAMP
nodi bao tang c6 thé dan dén cac mirc AANAT ting va do d6 cac mirc melatonin tang. Vi
vay, adenosin t&t hon 14 nén dugc tao ra & ngoai bao dé co thé gén vao cac thu thé adenosin
bé mit té bao. Vi muc dich nay, adenosin c6 thé duoc san Xuét trong cac té bao vi khuin
va dugc van chuyén ngoai bao (hodc dugc tiét ra). Theo cach khac, adenosin cd thé dugc
san xuét ngoai bao, vi du trén bé mit té bao vi khuan hoic trong ph?m ndi. Su san xuét
ngoai bao nay vi du co thé dién ra thuan lgi nho sy ¢6 mit clia enzym 5’-nucleotidaza dugc
neo & thanh té bao (hodc bé mit té bao) (hodc enzym enzym ecto enzym 5’-nucleotidaza),
¢6 thé chuyén héa co chét thich hop thanh adenosin. Qua trinh san xuét ngoai bao nay c6
thé dién ra ddng déu nhd sy ¢6 mit cia enzym 5’-nucleotidaza (hodc enzym ecto enzym
5°-nucleotidaza) trong phan ndi té bao hodc khdng gian ngoai bao. Nhu duoc thé hién &
day, cac ching vi khuan c6 thé tao ra hodc san xuit hodc gidi phéng enzym 5°-nucleotidaza
nay (hodc enzym ecto enzym 5’-nucleotidaza) trong phan ndi té bao hoic khong gian ngoai

bao & d6 enzym nay c6 thé chuyén hoéa tiép co chét thich hgp thanh adenosin. Céc co chat



42514 8/54

thich hop bao gdm AMP. . -

Vi vay, khi cac chung vi khuan dugc ké dén ¢ day 1a c6 kha ning san xuét adenosin,
diu nay bao gdm viéc san xuét truc tiép adenosin bing chinh cac té bao vi khuén va ciing
bao gdm viéc san xuit adenosin bang cac té bao vi khuan théng qua céc té bao c6 enzym
5’-nucleotidaza hoat dong (vi du su c6 mat trén bé mat t& bao vi khuén hodc duoc giai
phong trong phin nbi té bao hodc khong gian ngoai bao) va nho do chuyén héa hoic ¢6
kha ning chuyén héa co chét thich hop, vi du AMP, thanh adenosin. Co chét nay co thé
c6 mit tu nhién, vi du theo cach néi sinh trong moi trudong, hodc co thé duoc cung cép cho
vi khuan, vi du theo cach thirc ngoai sinh.

Do d6, cac ching nay co thé dAn dén muc melatonin ting, chéng han so véi céc
muc khi cac chiing nay khong cé mat.

Melatonin duoc biét 1a dugc san xuét trong duong GI va do do6 viéc san xuét hodc
viéc san xuét tang tai vung nay 1a hitu hi€u vé mic sinh ly. T6t hon 13, luong melatonin
san xuét 12 c6 y nghi v& mat 1am sang hodc diéu tri. Vi vay, cdc ching cua sang ché co thé
dwoc st dung d& didu tri cac bénh hogc tinh trang bat ky lién quan dén (hogc dic trung
boi) mirc melatonin giam, hodc li€n quan dén (hodc dac trung boi) su thiéu hut melatonin,
hodc ¢b thé duoc st dung dé diéu tri cac bénh hoidc tinh trang bét ky duogc lgi tr muc
melatonin ting. Cac bénh hodc tinh trang nay (va cac dbi tuong thuc su méc cac bénh hodc
cac tinh trang nay) s€ dugc nhén biét d& dang boi nguoi cd hiéu biét trung binh trong linh
vuc nay va s€ vi du bao gém cac bénh, tinh trang hoac dbi tuong c6 mic melatonin thép,
bi gidm vi du muc melatonin bi gidm dang ké (hodc bat thuong) hoac thiéu hut melatonin,
vi du so sanh vdi cac muc & dbi tuong binh thudng hoac khoe manh, vi du cac muc & dbi
twong binh thuong hodc khée manh trong cung do tudi, do tudi tuong tuwong hodc do tudi
¢6 thé so sanh duoc. Vi du uu tién vé cac bénh nay la chimg dau bung ¢ tré nhd. Céc ching
wu tién dé st dung diéu tri nay la cac chung san xuit melatonin ho#ic adenosin.

Vi vay, theo cac khia canh khéc nita cuia sang ché dé xuit ching vi khuan sinh axit
lactic ¢6 kha nang san xuét hodc cam tmg sén xuét melatonin, vi du do chiing nay c6 kha
nang san xuét hodc cam Ung san xuat adenosin, hodc ching vi khuén sinh axit lactic c6
kha ndng san xuat hodc cam (mg san xuét adenosin. Viéc st dung dé diéu tri ciia cac chung
nay ciing dugc d& xudt. Tt hon 13, cac ching nay c6 gen ma hoa 5°-nucleotidaza hodc cac
ching nay c6 enzym 5’-nucleotidaza hoat dong, vi du dé chuyén hoa AMP (hoic co chét

thich hgp khéac) thanh adenosin. Cac murc san xuit adenosin hodc cadc murc hoat tinh 5°-
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nucleotidaza hodc viéc san xuat melatonin lam vi du dugc mo ta ¢ phan khac trong ban .=

mo ta.

Céc chung uu tién cua sang ché 1a cac chung L. reuteri, tdt hon nita la cac ching L.
reuteri DSM 32846, DSM 32847, DSM 32848, DSM 32849 va/hodc DSM 33198 (chi tiét
viée ndp luu cta ching dugce dua ra tai cac phan khac trong ban md ta), va cic chiing nay,
vi du cdc chung dugc phéan lap hodc cac mé Céy tinh khiét v& mit sinh hoc hodc cac ché
phém clia cac ching nay, tao ra cac khia canh khac cta sang ché, tuong tu cic ché phém
(vi du dugc pham hodc dinh dudng, vi du thuc phim bd sung, hodc probiotic, cac ché
phém, vi du véi cac chét pha lodng va/ hodc td dugc dugc chép nhéan vé mat duoc phém
hodc dinh dudng) chtra cac chung nay, hodc viéc st dung cac chung nay trong diéu tri, vi
du nhu dugc mod ta & phﬁn khéc trong ban mo ta, cu thé dbi voi viec diéu tri hodc ngin
ngira chimg dau bung & tré nhé (hodc cc bénh khac nhu duge mo ta & phan khéc trong
ban mo ta). Theo mot sb phuong an ching DSM 17938 khong duge st dung. Vi vay, séng
ché d& xut cac chiing Lactobacillus reuteri DSM 32846, DSM 32847, DSM 32848, DSM
32849 va/hoic DSM 33198 dé sir dung trong liéu phap, vi dy, dé diéu tri hogc ngin ngira
cac bénh nhu dugc mo ta & phan khéc trong ban mo ta. Sang ché con dé xuét cac ching
Lactobacillus reuteri DSM 32846, DSM 32847, DSM 32848, DSM 32849 va/hodc
DSM33198 dé st dung trong diéu tri hogdc ngan ngira ching dau bung & tré nho.
| Vi vdy, khia canh khéc nita cta sang ché dé xuit phuong phap diéu tri hodc ngin
nglra chimg dau bung ¢ tré nho, hodc cic bénh khac nhu duoc mo ta & phén khac trong
ban mo ta, & dbi twong, phuong phap nay bao gdm budc sir dung lugng c6 hiéu qua cua
ching Lactobacillus reuteri DSM 32846, DSM 32847, DSM 32848, DSM 32849 va/hodc
DSM 33198, cho ddi tugng nay.

Theo mdt khia canh khéc, sang ché dé xuét viéc sir dung céc ching Lactobacillus
reuteri DSM 32846, DSM 32847, DSM 32848, DSM 32849 va/hodc DSM 33198 trong
san xuat thudc hodc ché pham dé sir dung trong diéu tri hodc ngin nglra ching dau bung
& tré nhd, hodc cac bénh khac nhu dugec mo ta ¢ ph?ln khac trong ban mo ta, ¢ ddi tuong.

Céac phuong &n va céac dAu hiéu uu tién va thay thé clia séang ché nhu dugec mo ta &
phan khac trong ban md ta 4p dung mot cach twong duong cho cac phuong phap diéu tri
va st dung cua sang ché duge mo ta & day va tai phan khac trong ban md ta nay.

Céc ching L. reuteri DSM 32846, DSM 32847, DSM 32848, DSM 32849 va/hodc

DSM 33198 da duoc chon loc nho ¢é kha ndng san xuét adenosin, vi du nhd ¢ gen ma
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hoa 5°-nucleotidaza, va enzym 5°-nucleotidaza hoat dong co thé chuyén hoa co chit AMP

thénﬁ adenosin, va phu hop khong chi dé lam tang mtrc adenosin (vi dugg voi céé 1Vm’rc'
khi khong c6 mét cac ching nay) ma con dé 1am ting murc melatonin, vi du bang cach ting

céc mirc AANAT nhu duge md ta & phan khac trong ban mé ta. Céc chiing bao gdm enzym

5°-nucleotidaza dugc neo ¢ thanh té bao hoat dong va con thé hién hoat tinh enzym 5°-

nucleotidaza trong cac phan ndi trong g ctia chiing (xem Fig.3 va Fig.5 A/B).

Céc ching L. reuteri nay duogc phat trién (néi cach khac dugc cai bién hodc duge
lam thich g hoac dugc cai tién) tir cac chung ty nhién va con dugc chon loc nho mot
hodc phiéu dic diém cai thién khac nhu stc chéng chiu ting v&i mét hode ting sy bam
dinh vao bé mit niém mac, vi du céc bé mit ctia dudng GI. Vi vay, DSM 32846 va DSM
30847 dugc cai tién dé c6 kha nang chiu tdt hon voi céc axit mat va nho do ton tai & luong
160 hon trong dudng GL. DSM 32848 va DSM 32849 dugc cai tién t5t hon dé bam dinh
tdt hon vao dich nhéy, v61 muc dich cu tru tdt hon trong dudng GI va do do hoat dong tot
hon, ching han, theo sang ché. Chung L. reuteri DSM 33198 con dugc cai bién theo quy
trinh chon loc nhiéu bude bao 26m quy trinh sdy lanh dugc 13p lai cho phép né chdng chiu
t6t hon va cho kha ning séng sét cao hon trong quy trinh san xut so v6i thé phan lap tu
nhién ctia n6 (chung bb me). Vi vy, cac chung nay khong trong ing v6i cac chung Xudt
hién trong tu nhién va da budc phai cai tién va 1a cac ching khong tu nhién. Tét ca céac
chiing Lactobacillus reuteri DSM 32846, DSM 32847, DSM 32848, DSM 32849 va DSM
33198 duoc chon loc. Céc ching uu tién 1a DSM 32846, DSM 32847, DSM 32849 hoic
DSM 33198. Céc chiing wu tién hon 1a DSM 32846, DSM 32847 hodc DSM 33198.

Theo mot phuong 4n cac chung Lactobacillus reuteri DSM 32846, DSM 32847,
DSM 32848 va/hodc DSM 32849 duge chon loc hodc dugc st dung. Cac chung duoc uu
tién 14 DSM 32846, DSM 32847 hoidc DSM 32849. Cac ching dugc uu tién hon la DSM
32846 hodc DSM 32847, vi du DSM 32846 duoc uu tién theo mot sb phuong an. Theo
mot sd phuong 4n, ching DSM 33198 dugc chon loc hoac dugc st dung.

Séang ché dé xuét viéc sir dung ching vi khuan, vi du chiing vi khuén sinh axit lactic,
c6 kha ning san xuit hodc cam ng san xuit adenosin (vi du ting murc adenosin, hodc tang
hoac thuc déy san xuét adenosin), trong san xuat thude hodc ché phém dé st dung nham
san xuat adenosin & doi tuong.

Céc phuong phap va cac st dung nay c6 thé dugc st dung trong diéu tri hodc ngin

ngira chimg dau bung & tré nho hodc cac bénh khac nhu durge mo ta4 & phan khéc trong ban
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md ta, vi du hoi chirng rudt dé bi kich thich (IBS), 161 loan giéc ngu, hodc cac bénh hodc
161 loan thoai hoa than kinh, vi du bénh Alzheimer hodc céc loai sa sut trf tu¢ khac, vi du
céc loai sa st tri tué do tudi gia khac. Céc bénh nay ciing 1a céc vi du vé cac bénh lién
quan dén (ho#c didc trung béi) su thiéu hut hodc sut gidm melatonin, hodc vi du la cac bénh
dugce hudng loi tr mire melatonin cao hoéc tang.

Van dong da day-rudt coé nghia 1a su dudi va co cta cac co trong duong da day-
rudt dé van chuyén thtrc an duoc tiéu hoda. Sy co dugc ddng bd héa cua cac co nay dugc
goi 1a nhu dong.

Nhiéu yéu té duoc giai phong mot cach cuc bo bao gbm cac hormon trong duong
da day-rudt diéu tiét van dong va bai tiét. Céc chuyén dong ctia hé théng tiéu hoa, va sy di
qua cda cac chit bén trong no tao ra sy van dong. Khi day than kinh va/hodc cc co trong
phan bét ky cia dudng tiéu hoa, chire ning van dong trong duong da day-rudt, khong hoat
dong voi cuong do va su phéi hop binh thudng, con ngudi gap cdc triéu chung lién quan
dén cac rdi loan van dong.

R&i loan chtc ning van dong da duoc mo ta 1a tao ra nhiéu triéu ching trong cac
vung rudt khac nhau nhu ¢ dbi tugng c6 ching dau bung ¢ tré nho.

Chtng dau bung & tré nho 1a thudt nglt duge sir dung dé mo ta céc tré nho khoe qua
nhiéu khong vi 1y do rd rang nao trong ba thang tudi dau tién. Ching dau bung 12 mot
trong cac van dé gdy m¢t mo1 nhat cua tré nho. N6 14 su mét mai cho tré nho, cha me, va
d6i v6i nguodi cung cép dich vu chim soc sirc khoe. Nguyén nhan cua chimg dau bung
khong duoc hidu mot cach day du.

Su non not v& hormon cua tré so sinh duoc cho 1a nhan td chinh trong cac van dé
ban dau vé su phat trién kha ning van dong clia rudt va do d6 con giy ra con dau va con
khoc cta tré nho, nhu ching dau bung ¢ tré nho.

Melatonin 1a hormon ¢6 kha niang hd trg nhip sinh hoc va cé tac dong quan trong
1én nhiéu chirc nang & nguoi va dong vét. Hormon anh hudng dén kha ning van dong cia
dudng da day-rudt boi céac thu thé chon loc (c4c thu thé melatonin) dugc biéu hién trén cic
co tron va céac té bao dam rdi than kinh co rudt trong duong da day-rudt. Co ché co ban
1am co s& cho su co co tron trong dudng da day-rudt 1a su sinh dong dién theo chu ky.
Hoat tinh dién co cua duong da day-rudt bao g6m hai loai dién thé: séng cham va hoat tinh

dot bién duoc td chtre trong phitc hop di chuyén dién co.

11
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Tién chit cho melatonin 13 serotonin, chdt dAn truyén thin kinh c6 thé dugc din
xuéthﬁ‘x axit amin tryptbphan. ” »

Da thiy ring su suy giam quaé trinh chuyén hoa clia thirc &n gy ra boi serotonin bi
can tr& mot phin bdi melatonin. Day 1a hé théng ddi trong clia melatonin va serotonin
trong sy diéu hoa hoat dong rudt.

Hon nita hé thong melatonin-serotonin chirc nang va can bang anh hudng dén cam
gidc ngon miéng va qua trinh tiéu hoa bang ndi tiét cling nhu tic dong cén tiét dén ndo va
duong GIL.

Hoat dong cia hai hormon nay dudng nhu c6 tic dong ngugc nhau 1én kha nang
van déng va tac dong cudi cung 1a phu thudc vao lidu ding. Melatonin va serotonin con
dugc biét 1a ¢6 lién quan dén cac qué trinh man cdm va dan truyén con dau.

Melatonin, con dugc biét 14 tryptamin N-axetyl-5-metoxy, la hormon va chat din
truyén than kinh ban dAu dugc cho 1a tiét ra phan 16n boi tuyén ting. Céc vi trf ngoai tuyén
tung quan trong san xuét melatonin, nhu vong mac va duong da day-rudt. Co cac bao cao
hién nay cho thdy c6 nhidu melatonin hon it nhét 400 ldn trong dudng da day-rudt so voi
trong tuyén ting. Su bién dbi sinh hoc ctia melatonin trong dudng da day-rudt c6 vé khong
dugc kiém soét viéc phoi sang (gidng nhu tuyén ting), ma bang viéc dn va thanh phan
thuc pham.

Su dong bd hoa gitta qua trinh san xuét va nhip sinh hoc khéac nhau va sy gidi phong
sau d6 ctia serotonin va melatonin & cac tré nho 1a quan trong dé tranh r6i loan kha ning
van dong ctia rudt va con dau, nhu chimg dau byng ¢ tré nho.

Serotonin lam ting sur co co tron cla rudt, va melatonin lam nhuén cac co tron cua
rudt. Cac dinh ndng do serotonin ¢ thé gy ra co thit rudt néu khong duogc can bing boi
céc tac nhan khéc, trong d6 melatonin 1a mot tdc nhan quan trong. Ca serotonin va
melatonin ¢ cac nhip sinh hoc. Dong thoi c6 serotonin san xudt va cac nhip sinh hoc
serotonin phat trién khi tré nhé dugc sinh ra, su san xuét melatonin noi sinh va nhip sinh
hoc melatonin, & nhiéu tré nhé s& khong san sang sau ba thang tudi. Thoi gian nay trung
v6i thoi gian bién mét thong thudng cua chimg dau bung ¢ tré nho. Ba cho thdy ring
melatonin 1a thip vao cac budi sang dbi v6i tré nhd mdi sinh ¢6 ching dau bung, nhung
nguoc lai no lai cao d6i véi tré nhd khong c6 chimg dau bung (Cengiz et al 2015, Turkish
journal of family medicine and primary care; 9 (1)/10-15). Cac tré nho nay (vi du céc tré

nhd ¢6 su hinh thanh ching dau bung & tré nho lién quan dén su thiéu hut melatonin hodc
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su can béng melatonin, vi du su thiéu hut & cac muc melatonin vao buéi~séng, vi du tai
hoiic trude 6 gid sang, 8 giv sang, 10 gid sang hodc 12 gio trua) Ia cac vi du vé ddi tuong
¢6 thé duogc didu tri bing cach st dung sang ché.

Vi vay, mdc du mot sé tré cho thdy c6 kha ning san xuét va gidi phong melatonin
noi sinh cAn thiét, tir thirc dn cia ching va/hodc vi khuin trong rudt ciia ching va do do
c6 thé it phat trién chting dau bung & tré nho, c6 nhiéu dua tré khac lai khong, va vi vay
can hd trg bd sung dé ngan ngua hodc diéu tri IC. Céc tré nho nay (vi du tré nhd co su
thiéu hut melatonin vi du gy ra boi hé vi khuédn dudng rudt khong phat trién ddy du hodc
tré nhd gdp cac vAn dé vé dinh dudng hodc cac van dé do bu me) ciing 1a cac vi du vé dbi
tuong co thé dugc diéu tri béng cach str dung sang ché.

C6 thé néi rang chiung dau bung & tré nho 1a tinh trang vé su thiéu hut melatonin.
Diéu nay dic biét quan trong ddi véi tré em gip tinh trang cang thang, hodc nhitng tré it
6 kha ning d6i pho véi cing thang, nhu ddi vé6i tré em sinh ra trude khi du thoi gian thai
ky hodc churc néng chuyén hoa thirc an chua hoan thién v.v.. Céc tré nay (vi du tré thiéu
hut melatonin sinh ra trudc khi du thoi gian thai ky, hodce sinh md, hodc chirc nang chuyén
héa thtre dn chua hoan thi¢n) cling la cacvidu vé dbi tuong co thé dugc diéu tri béng cach
st dung sang ché.

Mot vi du khac vé tinh trang lién quan dén su can bang chitc ndng melatonin la hoi
ching rudt dé& bi kich thich (IBS) nd 1a su r6i loan thong thudng dugc dic trung bdi con
dau hoidc su khé chiu ¢ bung tai dién, két hop véi cac thé trang rudt bi réiv loan ma khong
¢6 nguyén nhan co thé nhan biét. Co gia thuyét 1a melatonin cho thay tac dong tich cuc 1én
cam giac dau va théi quen di ngoai (Siah KTH et al, 2014, World J Gastroenterol; 20(10):
2492-2498). Vi vy, cic déi tugng méc IBS, cu thé Ia cdc dang IBS lién quan dén thiéu
hut melatonin hodc su can béng melatonin, cling 1a cac vi du vé dbi tuong co thé duoc diéu
tri bang cach st dung sang ché.

Su thiéu hut melatonin duoc nghién ctu chu yéu o tuyén tung, hé tudn hoan, nuéc
bot, dich néo tiy, v, bing cdch do chét chuyén héa 6-sulfatoxymelatonin, trong nudce tiéu.

Cé6 hon 20 loai té bao ndi tiét rudt trong dudng rudt, khién rudt trd thanh co quan
ndi tiét 16n nhat trong co thé nguoi. Céc té bao Enterochromaffin (EC) 1a loai té bao ndi
tiét rudt va ndi tiét than kinh. Chung tra ngu doc theo bidu mé phi long 6ng dudng tiéu
héa va dong vai tro then chét trong diéu hoa dudng da day-rudt, cu thé kha nang van dong

va su tiét caa rudt. Cac (& bao BC diéu hoa qud trinh truyén tin hi€u qua noron trong hé
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théng than kinh rudt (enteric nervous system - ENS) thong qua su tiét chat dan truyén than

kinh serotonin va céac peptit khéac, ching con biéu hién céc thu thé adenosin va c6 su téng
hop tich cuc cuia melatonin.

Triéu chimg théng thuong bao hiéu khong di melatonin la rdi loan gidc ngn va
melatonin 12 mot trong s cac chét bd sung strc khoe tu nhién phd bién nhét trong thoi dai
ctia chang ta. Melatonin thuong dugc goi 1a “hormon bong t6i” do su tdng hop va tiét ctia
n6 & mot sb vi tri ctia co thé duge ting cudng boi bong t61 va bi trc ché boi anh sang. R6i
loan gidc ngl thuong thay & muc do cao & tré em va, néu khong duoc diéu tri thich hop,
6 thé trd thanh man tinh va kéo dai trong nhidu nim (Esposito et al. 2019, J Transl Med,
17:77). Tham chi dan s6 gia duoc bao cao 1a gap rdi loan gidc ngi. Pinh melatonin vé dém
thuong dugc quan sat thay 1a giam theo tudi tac. Vi vay, cac dbi tuong gip hodc mac rbi
loan giéc ngu, cu thé 1a cac dang roi loan giéc ngu lién quan dén thiéu hut melatonin ho#c
su can béng melatonin, ciing la cac vi du vé dbi tuong co thé duoc diéu tri béng cach s
dung sang ché.

Muc melatonin giam xubng ciing dugc mo ta nhidu 1An & cc réi loan thoai hoa than
kinh, dic biét cac bénh Alzheimer va cac loai sa sut tri tué¢ do tudi gia khac (Blumenbach
Johann Friedrich, 2012, The Scientific World Journal Volume 2012, Article ID 640389).
Vi viy, cac dbi tuong co su ré‘i loan thoai hoa than kinh nay, cu thé 1a cac dang rdi loan
thoai héa than kinh lién quan dén thiéu hut melatonin hodc sy cén bang melatonin, cling
1a cac vi du vé abi tugng co thé duogc diéu tri bﬁng cach st dung séng ché.

Téc dd hinh thanh melatonin phyu thudc vao hoat dong cua arylalkylamin- N-
axetyltransferaza enzym (AANAT) (Fig.1 va Fig.2) khong nhiing & tuyén ting ma con tai
cic vi tri san xuit melatonin ngoai tuyén ting, nhu trong duong da day-rudt.

Adenosin 1am ting cdc mic cAMP ndi bao thong qua céc thu thé adenosin, lam
ting san xuit AANAT, enzym gi6i han tdc do trong téng hgp melatonin.

Muc dich ctia sang ché la sir dung céc chung sinh axit lactic dé san xuit adenosin
dé ngan ngira va/hoic diéu tri ching dau bung & tré nho.

Mot muc dich khac cta sang ché 1a str dung cdc ching sinh axit lactic dé san xuét
adenosin dé ngin ngira va’hogc diéu tri IBS.

Mot muc dich khac cua sang ché 1a str dung cac chung sinh axit lactic dé san xuét
adenosin dé ngan ngira va/hogc diéu tri rbi loan gidc ngi.

Mot muc dich khac cta sang ché 1a st dung cdc ching sinh axit lactic d€ san xuat
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adenosin dé ngin nglra va/hodc diéu tri sy roi loan thodi hoa than kinh, vi du bénh

Alzheimer va céc loai sa sut tri tué khac, vi du céac loai sa st tri tu¢ do tudi gia khéc.

Sang ché con dé xudt dén phuong phéap chon loc céc ching vi khuén cu thé, bao
g0m céc ching vi khuan sinh axit lactic, c6 kha ning san xuét adenosin va viéc st dung
cac chung nay dé mang lai tic dong c6 l¢i cho tré em mic ching dau bung hodc c6 nguy
co méc ching dau bung. Mot muc dich khéc nita clia sang ché dé xuét cac ching vi khuin
mdi, c6 kha ndng san xuat adenosin.

Mot qué trinh trao d6i chét quan trong trong co thé nguoi 1a su chuyén hoa purin,
trong dé céac purin dugce chuyén hoa va bi phé v bdi cac enzym déc higu. Mot vi du trong
s6 cac enzym nay 1a ecto-5’-nucleotidaza (CD73), duge xem 1a enzym chu chét trong qua
trinh san sinh adenosin.

Céc tac gia da ngac nhién khi phat hién rang mot sé chung vi khuan probiotic dac
hiéu ¢6 kha nang san xuét adenosin.

Vi vay, sang ché dé xuit phuong phap méi chon loc cac chung vi khuan dac hiéu,
bao gdm cic ching vi khuén sinh axit lactic, ¢6 hiéu qua trong san xuét adenosin. Muc
dich cda viéc chon loc cac ching vi khuan cu thé 1a dé s dung cho viéc diéu tri cac roi
loan nhét dinh nhu chirg dau bung & tré nho (hodc cdc bénh khac nhu dugc mo ta ¢ ph?m

khac trong ban mo ta).

w2

ang ché con dé xuét phuong phap chon loc cac chiing vi khuén, cu thé cac chiing
vi khuén sinh axit lactic, httu ich dé lam probiotic va trong liéu phap, vi du, lam dugc pham
hodc thuc phdm b sung.

Do dé, mot khia canh cua sang ché déxuét phuong phép chon loc ching vi khudn,
t6t hon 1a ching vi khuan sinh axit lactic, c6 kha nang san xuét adenosin, trong d6 phuong
phép nay bao gdm céc budc: |

a) sang loc chung vi khuén, vi du ching vi khun sinh axit lactic, c6 gen ma hoa

5>-nucleotidaza, vi du 5’-nucleotidaza dugc neo ¢ thanh té bao; va‘hoic

b) sang loc chung vi khudn, vi du ching vi khuan sinh axit lactic, hodc phin ndi

clia né ¢6 enzym 5’ -nucleotidaza hoat dong, vi du enzym 5’-nucleotidaza dugc
neo & thanh té bao.
Cac enzym 5’-nucleotidaza (5’NT) ¢6 thé con duge goi 1a cac enzym ecto-5’ nucleotidaza
hoic CD73 (cum biét hoa 73). Cac chung c6 kha ning san xuét adenosin co thé sau do

duoc chen loc.
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Theo céch khéc, sang ché dé xuét phuong phap chon loc ching vi khuén, t&t hon la

sinh axit lactic, v& kha niing san xuit adenosin cia né va chon loc chiing ¢6 kha ning do.

Khi chung thich hgp dd duge chon loc bing cach st dung phuong phép cua sing
ché, sau d6 co duoc st dung cho viée san xuét, vi du, san xudt cuc bo, adenosin & dbi
tuong.

Mot khia canh khéc nita cua sang ché dé xuét ching vi khun, vi du chiing vi khuin
sinh axit lactic, dugc chon loc, san xuét, thu duoc hodc c6 thé thu duoc b%mg cac phuong
phép cta sang ché, trong do6 ching nay c6 kha nang san xuét adenosin, vi du, sin xudt cuc
b6 adenosin & ddi tuong. '

Séng ché con dé xuit viée st dung dé diéu tri ching dau bung & tré nho (hodc céac
bénh khac nhu dugec mo ta ¢ phfﬁn khac trong ban md td) ctia cac ching duoc chon loc boi
sang ché.

Vi vay, cac khia canh khéac cua sang ché d& xuét chung vi khuén, vi du ching vi
khuén sinh axit lactic, dugc chon loc, san xudt, thu duoc hoic c6 thé thu duoc béng cac
phuong phép cia sang ché, trong do chung ndy c6 gen 5 -nucleotidaza hodc enzym 5-
nucleotidaza hoat dong va ¢6 kha ning san xuAt adenosin, dé sir dung trong san xuét, vi
du, san xudt cuc bd, adenosin & abi tugng. »

CAc phuong an khac cua sang ché d& xuét chiing vi khuén, vi du ching vi khuén
sinh axit lactic, trong dé chiing nay c6 gen 5°-nucleotidaza hodc enzym 5’-nucleotidaza
hoat dong va c¢6 kha néng san xut adenosin, dé str dung trong san xut, vi du, san Xudt cuc
b6, adenosin & ddi twgng. Céc dac diém duoc wu tién cua cdc ching nay va vige su dung
ching dugc mo ta ¢ ph‘éin khac trong ban md ta.

Nhu s& duoc néu tai cac phan khac trong ban md ta nay, phuong an cu thé cta sang
ché 1a ngan ngua va/hodc diéu trj vé chung dau bung ¢ tré nho (hodc cdc bénh khac nhu
dugc md ta & phén khac trong ban md ta). _

Céc phuong phap diéu tri hodc cdc phuong phap san xudt, vi du, san xuét cuc bd,
adenosin & ddi tugng, cling duge dé xuét, cac phuong phép nay bao gdm vi¢e sur dung
ching vi khuin, vi du ching vi khudn sinh axit lactic, duoc chon loe, san xudt, thu duogc
hodc ¢6 thé thu duge bang phuong phap chon loc cua sang ché, hodc viée sit dung chiing
vi khuan, vi du chiing Vi khuén sinh axit lactic, trong dé ching nay c6 gen 5’nucleotidaza

hodc enzym 5°nucleotidaza hoat dong va la ¢6 khd néng san xuat adenosin, cho doi tuong
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nay theo lugng hitu hi€u dé kich hoat san xuét, vi du, san xuét cuc b, adenosin ¢ ddi tugng
nay. Cac dAu hiéu uu tién cia chiing nay va viéc stt dung dé diéu tri cia chung, vi du &
chimg dau bung & tré nho (hodc cac bénh khéc nhu duge mo t4 & phan khic trong ban md
ta), dugc mo ta & phén khac trong ban mo ta.

Séang ché con dé xuét viéc st dung ching vi khuén, vi du chiing vi khuan sinh axit
lactic, duoc chon loc, san xuat, thu duogc hodc ¢ thé thu duoc béng phuong phéap chon loc
cla séng ché, trong d6 ching nay c6 gen 5’nucleotidaza hodc enzym 5’nucleotidaza hoat
dong va c6 kha ning san xuét adenosin, trong san xuit ché phdm hodc thudc dé sir dung
trong san xuat, vi du, san xudt cuc bo, adenosin & dbi tugng. Cac phuong an khac dé xuét
viéce str dung ching vi khuén, vi du chung vi khudn sinh axit lactic, trong do ching nay co
gen 5’nucleotidaza hodc enzym 5’nucleotidaza hoat dong va c6 kha ning san xuht
adenosin, trong san xut ché phdm hodc thubc dé sir dung trong san xudt, vi du san xut
cuc bd, adenosin & dbi tuong. Cac dAu hiéu uvu tién cta ching nay va viéc st dung dé diéu
tri cta chung, vi du & ching dau bung ¢ tré nho (hodc cac bénh khac nhu dugec mo ta &
phan khac trong ban mo ta), duge mo ta & phén khéc trong ban mo ta.

Cac san phém hoac ché phém, vi du cac duogc phém, cac ché phém probiotic, hodc
cac ché pham an ubng/ché pham dugc thue pham, bao gbm cac ching vi khuan (vi du bao
20m mt hodc nhidu trong s6 cac ching vi khuén) nhu duge mo ta ¢ day (vi du cédc chung
vi khudn c6 kha ning san xuét hodc cam tmg adenosin, melatonin, v.v.) va vi¢c st dung
céc san phim hodc ché phidm nay trong cac phuong phap va st dung nhu dugc mo ta &
day theo cdc khia canh khéc nita cia sang ché.

Té chic thue phdm va ndng nghiép cua My dinh nghia probiotic 1a “vi sinh vét séng
khi st dung véi lugng thich hop dem lai loi ich vé mit strc khoe cho vét chi”. Ngay nay,
$6 lugng vi khuan khéac nhau duge st dung lam probiotic vi du, vi khuén sinh axit lactic
nhu céc ching cta Lactobacillus va Bifidobacterium.

Céac phuong &n va cac du hiéu uu tién va thay thé cua sang ché nhu dugc mo ta &
phin khéc trong ban md ta ap dung mot cach twong duong cho cac phuong phap diéu tri,
st dung va san pham theo séng ché.

Nhu duge md ta & trén, sang ché dé xudt viéc chon loc va st dung cia cac chung vi
khuén c6 kha nang séan xuét adenosin.

Céc chiing nay c6 hiéu qua trong san xuét adenosin c6 thé duge st dung dé san xuét

r 7.

cuc bo adenosin & doi tuong, vi du dong vat co vu, tot hon 1a nguoi.
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Vi vay, nhu phac hoa & trén, séng ché d& xuit cac phuong phép khac nhau dé chon B
loc ho#c sang loc cac ching vi khuin c6 khé ning san xut adenosin.

M6t sb phurong phép bao gdm budc (vi du budce a)) sang loc sw ¢6 mét ciia gen ma
hoéa 5°-nucleotidaza, vi du 5’-nucleotidaza dugc neo ¢ thanh té bao. Budc sang loc ¢6 thé
duoc thue hién bing cach st dung phuong phép thich hop bat ky va cac ching c6 gen 5°-
nucleotidaza duoc chon loc. Thuén loi hon khi cdc phuwong phép nay duoc thuce hién in
vitro, vi du, 1a cdc phuong phap dua trén gen hodc axit nucleic dé phat hién su c6 mit cta
gen ma hoa 5’nucleotidaza, vi du 5’nucleotidaza dugc neo & thanh té bao (hodc cac phan
doan dé nhan dién cua chung), céc trinh ty cua gen nay da duoc bibt trong linh vuc. Vi du,
phuong thirc PCR (hodc k¥ thudt dua trén axit nucleic khéc) cé thé d& dang dugc thiét ké
dé thuc hi¢n phuong phap nay dua trén trinh tu axit nucleic da biét ma hoa cac enzym nay,
hodc thay vao do, cac trinh ty bd gen clia cac chiing ing vién ¢6 thé duoc xem xét k§ ludng
dé nhan dang gen ma hoa 5 nucleotidaza nay, vi du 5°nucleotidaza dugc neo ¢ thanh té
bao, vi du, dua trén do tuong dong véi céc trinh tu 5 nucleotidaza da biét, bao g6m vi du
su ¢6 miat cia motif LPXTG (SEQ ID NO:1) nhw duge thdo ludn dudi day.

Gen lam vi du s& duogc phat hién trong cic phuong phdp cua sang ché 1a (ecto) gen
5°nucleotidaza duoc neo ¢ thanh t& bao tir L. reuferi (vi du sb ndp luu ngan hang gen:
AEI56270.1, protein domain neco ¢ thanh té bao motif LPXTG [Lactobacillus reuteri
SD2112]), hodc dang tuong déng thich hgp/5’ nucleotidaza tir cac loai vi khuén khac, vi
duvi khuan sinh axit lactic khac. K¥ thuét lam vi du duge md ta trong cac vi du thir nghiém.

Mot sb phuong phap bao gdm buéce (vi du bude b)) sang loc su ¢6 mdt cua enzym
5°-nucleotidaza (chtrc ning) hoat dong, vi du enzym 5’nucleotidaza duoc neo & thanh té
bao. Budce nay c6 thé duge thuc hién bang cach st dung phuong phép thich hop bat ky, vi
du, bang cach sir dung thir nghiém enzym. Enzym 5’-nucleotidaza xtc tac cho phan tmg
sau ddy: AMP + H,O = adenosin + phosphat (AMP 1a monophosphat adenosin) va thi
nghiém dé do phan tmg nay ¢o thé duoc st dung dé dang dé x4c dinh su ¢6 mit cua enzym
5°.nucleotidaza hoat ddng (hodc hoat tinh 5’-nucleotidaza). Noi cach khac, viéc ndi dén
enzym 5°-nucleotidaza chtrc néng hodc hoat dong & déy 1a enzym c6 kha nang x0c tac
phan Ung nay trong céac diéu kién thich hop, vi du khi duoc cung clp co chat thich hop
nhu AMP. Hoat tinh ctia enzym 5’-nucleotidaza c6 thé, néu mudn, duoc dinh luong, vi du
trong thr nghiém enzym, vi du bing cach do luong hodc nbéng do ciia phosphat hodc

adenosin hodc san pham xudi dong thich hop khéc ctia adenosin dugc tao ra trong phéan
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ung va co thé duoc do hodc dinh lugng. Hoat tinh ¢6 thé dugc do mot cach thudn tién trén
mau té bao vi khudn, hoic phén ndi tir cac té bao vi khuén.

Cac phuong phap tién hanh tht nghiém nay dugc biét dén rong rai ddi voi ngudi co
hiéu biét trung binh trong linh vire nay. Vi du, cac kit thich hop c6 san trén thi trudng, nhu
Kit thr nghiém 5°-Nucleotidaza héa tinh thé (Crystal Chem, catalogue# 80229, Downers
Grove, IL, M§) trong d6 hoat tinh enzym 5’-nucleotidaza dugc do thong qua viée san xuét
chit nhudém (chit nhudém quinon) duge hinh thanh dudi dang san pham xudi dong cua qua
trinh chuyén hoa AMP thanh adenosin (tirc la két qua cia viéc san xuat adenosin). AMP
duge cung cap lam co chat. Ky thuat lam vi dy duge mo ta trong céc phan vi du. Phuong
phép thich hop cling ¢6 san tr cac nha cung chp thude thir khac, vi du Sigma, di kem voil
thudc thir enzym 5°-nucleotidaza cia ho.

Céc ching c6 muc san xuét enzym 5’-nucleotidaza cao hodc déng ké (hodc hoat
tinh 5’-nucleotidaza) dugc vu tién, vi du cac chung c6 hoat tinh 5’-nucleotidaza it nhit 1a
hodc cao hon 2 don vi/L (don vi trén lit) va/hodc c6 kha nang san xuit adenosin & muc it
nhét 13 hodc cao hon 2 pmol L' phut ! (umol trén lit trén mdi phut). Vi viy, theo cac
phuong an wu tién, chiing duge chon loc ¢6 hoat tinh 5’-nucleotidaza & muc it nhét 13, hodc
cao hon, 3.4, 5, 8,9, 10, 15, 20, 25, 30. 35, 40, 45, 50, 60, 70, 0, 90, 100, 110, 120, 130,
140 hodc 150 don vi/L, va/hodc ¢6 kha nang san xuét adenosin & mrc it nhat 1a, hodc cao
hon, 3, 4, 5, 8, 9, 10. 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140
hogc 150 wmol L1 phit . Theo mot s6 phuong 4n céc gid tri ndy c6 thé biéu dién cac gidi
han trén. Céc gid tri nay no6i chung chi gid tri cta hoat tinh 5’-nucleotidaza do dugc trén
mau té bao vi khudn, vi du trén bé mit cla cac té bao vi _khuén, hodc trong phé“m ndi cta
cac té bao vi khudn nudi céy, t6t hon 1a trong phan ndi. Cac gia tri ndy noi chung la chi
cac mire adenosin (5t hon 1a cac me adenosin ngoai bao) do dugce trong mAu té bao bao
vi khudn, vi du trong phéan ndi ctia cc té bao vi khudn nudi cdy. Céac gia tri ndy noi chung
chi gié tri cta hoat tinh 5’-nucleotidaza (hodc cac muc adenosin) khi do voi néng do 10°
vi khudn/ml, hodc phan ndi tr mé nudi cay nay. Mot don vi dugce xéac dinh 1a Jugng enzym
cAn thiét dé san xudt 1 umol san pham/phut (vi du 1 pmol san pham/lit/phut). Nong d6
theo don vi/lit sau d6 s€ tuong tng voi néng do enzym can thiét dé tang ndng do véi
1puM/phat (vi du, 1 pM/lit/phit). Thir nghiém thich hop va lam vi du dé do hoat tinh nay
duge thé hién trong cac vi du bing cach str dung kit 5°-nucleotidaza (#80229) ti Crystal

Chem Inc. Vi vy, trong cdc phuong an wu tién, cac don vi va gid tri ¢ trén chi cac don vi
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va gia tri khi dugc do b@ing cach s dung kit nay va/hodc cac diéu kién dugc néu trong
phﬁn Vi du thuc hién sdng ché, cu thé véi n@)ng do 10° vi khuin/ml, hoic phén noi tr mé
nudi cdy nay, hodc thir nghiém tuong dwong. Vi vy, cdc phuong phap nay s€ dugc thuc
hién thuan loi in vitro.

Céac phuong phép bao gbm it nhat budc b) s& dugc wu tién, vi su c6 mét ciia gen ma
hoéa 5’-nucleotidaza khong phai lic nao cling biéu thi sy c6 mit cuia enzym 5’-nucleotidaza
hoat dong. Trong cac phuong phap nay, viéc sir dung va vi khuén sinh axit lactic theo sang
ché, viéc san xuat adenosin hodc hoat tinh adenosin s& dién ra ngoai bao, trc 1a bén ngoai
hodc trén bé mit cta vi khudn sinh axit lactic, do d6 n6 c6 thé c6 mit vi du trong phan ndi
hodc chit long ngoai bao khic dugc san xuét boi vi khudn sinh axit lactic. Vi vay, su ¢6
mit cia enzym 5’-nucleotidaza hoat dong trén bé mat té bao, vi du dud¢i dang 5°-
nucleotidaza dugc neo ¢ thanh té bao, hodc ngoai bao tir té bao vi khudn, vi du trong phﬁn
ndi, co thé 1a dic diém ¢o loi dé cho phan ing san xuit adenosin dién ra bén ngoai té bao,
vi du trén bé mat clia té bao vi khuén.

Vi vay, su san xuat adenosin & mirc cao (vi du adenosin ngoai bac dugc san Xudt
bdi enzym 5°-nucleotidaza) cling ¢oO thé 1a chi thi cho su c6 mit cua gen 5’-nucleotidaza
hodc su ¢ mit cua enzym 5’-nucleotidaza hoat dong. Vi vay, phuong phap chon loc cua
sang ché c6 thé con bao gdm budc chon loc ching dang san Xut adenosin. Cic ching co
mirc san xuit adenosin cao hodc dang ké, vi du adenosin ngoai bao, dugc uu tién, vi du
céc chiing san xuat adenosin & mic c6 hiéu qua didu tri & d6i tuong, hodc & mirc sao cho
muc melatonin tdng (va t6t hon 1a hidu qua diéu tri) duoc quan sat. Cac gia tri nay noéi
chung chi gia tri ctia adenosin duoc do trong phin ndi cia cic chung nudi ciy hodc trén
bé mat té bao cta cac ching nudi cé'iy (in vitro) va mot sb gia tri cu thé lam vi du duoc dé
xudt & trén.

Tuy nhién, theo mot sb phuong an, csé thich hop néu cac gia tri nay chi cdc gia tri,
muc hodc lugng adenosin dugc san xuét & dbi tuong, vi du cuc b, vi du tai vi tri sir dung,
vi du trong dudng da day-rudt. Vi du, cac chiing dugc uu tién ¢6 thé cho phép viéc san
xudt adenosin ting, vi du san xuit in vivo tang, vi dy, san xut cuc bd (vi du trong dudng
GI), adenosin, vi du khi so sanh véi su dbi chung thich hop nhur duge md ta ¢ phﬁn khéc
trong ban mo t4, nhu mac adenosin khi khong ¢6 ching nao dugce st dung, hodc mirc

adenosin co s& hodc tu nhién & d6i tuong cu the.
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Theo tit ca cac khia canh cta sang ché duge md ta trong ban mod ta ndy, sin xudt
cuc bd co thé chi viée san xuAt hodc muc adenosin tai vi tri st dung, vi du vi¢c san xuét
hodc muc adenosin trong dudng da day-rudt (vi du khi st dung qua miéng). Theo mét khia
canh, su san xudt cuc bo adenosin c6 thé co tac dong xudi dong toan than va co thé tang
mttc adenosin hoic melatonin trong hé thong tudn hoan, vi du trong méau hogc huy ét tuong,
hoic cac noi khac bén ngoai duong da day-rudt.

Céc chung ¢o thé cko phép mirc adenosin cuc bd tang (hodc melatonin hodc hoat
tinh 5’nucleotidaza), vi du treng dudng GI cla dbi twong, do d6 duge wu tién, cu thé tai
noi tac ddng nay duge quan sat khi cdc chung dugce sir dung balmg duong miéng. Tét hon
1a su tang 1én nay 1a su tdng do dugc hodc ¢ ¥ nghia, viducdy nghia théng ké hodccody
nghia vé mit 1am sang. Vi du, céc ching c6 thé cho phép céc muc ting it nhit, hodc 1én
dén, 1,5 14n, 2 lan, 2,5 lém, 3 1an, 3,5 lan, 4 lan, 4,5 lan, 5 lan, 6 1an, 7 lan, § 14n, 9 Jan hodc
10 1an, & muc adenosin (hodc melatonin hodc hoat tinh 5’nucleotidaza), vi du muc
adenosin cuc bd (hodc melatonin hodc hoat tinh 5’ nucleotidaza), dugc uu tién. Su so sanh
thich hop bat ky co thé duoc st dung, vi du muc ting khi so sdnh v6i cac mirc duoc quan
sat khi khong cé chiing nao duge st dung, hodc cde mirc khi cdng thire déi ching, vi du
cong thirc dbi chimg khong chira chung thich hop, duge s dung.

Céc phuong phap thich hop dé do mirc san xuét adenosin (hogc melatonin hodc hoat
tinh 5’nucleotidaza) s& dugc biét o d6i v6i ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuce
nay. Vi vy, theo mot sb phuong 4n cla sang ché, phuwong phép chon loc s& lién quan dén
bude phat hién hodc xac dinh luong hodc muc (vi dy, n&”)ng do) cua adenosin dugc san xuht
bdi ching Gng vién.

Tﬁy v, muc san XUAt adenosin hodc hoat tinh 5’nucleotidaza (hodc déc tinh thue té
béat ky thich hop khic ctia cac chung duoce mo ta trong ban mo ta nay) cd thé dé& dang duge
so sanh véi céc chung dbi chimg dwong hodc 4m. Chung dbi chung duong thich hop ¢
thé 1a DSM 17938 da duogc ching minh trong phan Vi du thyc hién sang ch_é dé san Xudt
murc adenosin/ hoat tinh 5 nucleotidaza dang ké, vi du trong phén ndi cta cac té bao vi
khuén. Mot s6 ching s& san xuét cac mire adenosin/ hoat tinh 5 nucleotidaza cao hon, doi
lac céc muc cao hon mot cach dang ké, so véi DSM 17938, vi du trong phin noi cia cic
té bao vi khuin. Vi vay, cdc ching c6 kha nang san xuét cac muc hoat tinh 5 nucleotidaza
cao hon (tang), hodc cac mue hoat tinh 5 nucleotidaza cao hon dang ké (tang) so véi DSM

17938, vi du trong phéan ndi ciia cac t& bao vi khuan, vi du khi duge danh gia in vitro, tao
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nén khia canh khéac nita cua sang ché. Cac chung lam vi du 1a DSM 32846, DSM 32847,
DSM 32849 va DSM 33198 (xem Fig.3 va Fig.5 A/B). Theo cach khéc, cc ching c6 kha
nang san xuit hodc cam (ng san xuit cac mic adenosin cao hon (tdng), hodc cac mirc
adenosin cao hon dang ké (ting) so véi DSM 17938, vi du trong phén ndi cia cac té bao
vi khuén, vi du khi danh gié in vitro, tao nén khia canh khac ntra cua sang ché. Vi du, cac
chuing c6 kha nang san xuht hodc cdm ng san xudt cic muc adenosin cao hon (tang), hodc
cic mirc adenosin cac hon dang ké (ting) ¢ dbi tuong, vi du cao hon v.v., mirc adenosin
cuc bd ¢ dbi tuong sc véi DSM 1793 8, vi du khi danh gia in vivo, tao nén khia canh khac
nira cua sang ché, cu thé khi hiéu qua nay dugc quan sat khi cac ching dugc st dung béng
dudéng miéng. _

No6i chung, cac chung ¢6 mot hodc nhiéu dic tinh duogc cai thién (vi du dugc cai
thién dang k&) khi so sénh v6i DSM17938 dugce uu tién d8i v6i mot sb phuong an.

Tbt hon 1a su tang nay. (trong san xuit adenosin hodc hoat tinh 5’ nucleotidaza) 1a
muc ting do dugc hode ¢6 ¥ nghia, vi du coy nghia théng ké hodc ¢6 ¥ nghia v& mat lam
sang. Vi du, cac ching <6 thé tao ra cac muc ting it n_hél., hodc 1én dén 10 %, 20%, 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%. 100%, 150%. 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%,
500%, 550%, ho#ic cao hon , trong murc adenosin, vi du murc adenosin cuc by hodc in vitro,
hodc trong cic mic hoat tinh 5’nucleotidaza (vi du khi danh gia in vitro), so sanh vd1 cac
mutc c6 DSM 17938 duge uu tién. Theo cach khac, cac ching duge uu tién la cac ching
6 thé tao ra cac mirc adenosin tang it nhét, hoic lén dén, 1,5 14n, 2 1an, 2.5 1An, 3 1an, 3,5
lan, 4 lan, 4,5 lan, 5 1an, 6 14n, 7 lan, 8 1an, 9 14n, hodc 10 lan, vi du mutrc adenosin cuc bd
hodc in vitro, hodc cdc murc heat unh 5 nucleotidaza, so sanh véi cac mire cua DSM 17938.
Cée muc in vitro ¢6 thé duoce do mot cach thudn tién do nhu duge mo ta o phén khdc trong
ban md ta, vi du céc mé nudi cdy vi khuan. Tt hon 13, cdc mure ting ndy 1a cac mic tang
& muc adenocsin ngoai bao hodc hoat tinh 5’nucleotidaza, vi du nhu duge do in vitro, vi du
trong phén ndi ctia sy nudi céy vi khuén.

Chung dbi ching am thich hop ¢ ‘thé la chung khong chira gen ma hoa
5 nucleotidaza hodc khong chia enzym 5’ nucleotidaza hoat dong (hodc khong c6 hoat tinh
5’nucleotidaza nhu dwge mo ta ¢ phan khac trong ban md ).

Do viée st dung xudi dong ctia cac ching duoc chon loc boi cac phuong phép cua
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san xuét cac chiing nay, va tiy ¥ bao ché cac ching dugc nudi ciy hodc dugc nhan gidng
hoiic dugc san xut nay thanh ché pham chira ching nay, vi du dugc pham hozc ché phdm
dinh dudng, vi dy nhu dugc mo ta & phén khac trong ban mo ta, hodc co thé bao quan cac
chung nay dé st dung trong tuong lai, vi du bang cach lam kho lanh hodc lam sdy lanh.
Theo mdt phuong an cac ching vi khudn dugc d& xuét dudi dang sdy lanh.

Céc budc chon loc theo cdc phuong phép cua sang ché (va cac phuong phap didu
tri nhu duge mo ta & day) noi chung sé cAn duoc thuc hién trong moi trudng nudi cAy thich
hop (hodc mdi trrong in vivo ), hd tro viéc san xuét adenosin. Moi trudng nudi cdy uu tién
(ho#ic méi truéng in vivo) s€ chira ngu@m cacbon thich hop, s€ ho trg viée san xuét adenosin
boi ching nay, tét hon 1a cung véi co chét thich hop dé san xuit adenosin bdi enzym
5’nucleotidaza, vi du AMP.

Mac du cac tht nghiém nay co thé duogc thuc hién thuén 1oi in vizro, mot lua chon
khéc ¢6 thé dugc thuc hién dé danh gid cac ching trong thi nghiém ex vivo thich hop, vi
du b?mg cach stir dung mo hinh enteroid rudt thich hop (xem vi du mé hinh enteroid va cac
thtr nghiém duge mo ta trong vi du 5, trong d6 vi du mirc melatonin ¢6 thé duoc danh gia).

Vi vdy, miic du céc mod hinh in vifro hodc ex vivo. thich hop dé danh gia vé cac
ching, vi du dé dénh gid vé sy cam (g ctia adenosin hodc viée san xuit melatonin béi cac
ching, cac md hinh in vitro hodc ex vivo duge uu tién danh gié vé cac ching l1a cac md
hinh enteroid rudt, tot hon la cdc md hinh enteroid rudt cua nguoi, vi du ¢ thé durgc sit
dung d& danh gid cdc mirc melatonin. Cac md hinh nay t6t hon 12 gdbm cac t& bao ndi tiét
rudt, vi du nhu duge mo ta trong Vidu 3.

Céc ching uu tién cua sang ché ¢6 kha nang san xuét hodc cam Gng san xut it nhat
hoac 1én dén 10, 20, 30, 40, 50, 60 hodc 70 pg/ml melatonin. Theo mot sb phuong an cac
gia tri nay co thé tuong trung cho cac gidi han trén. Céc gid tri nay noi chung chi mtc san

xuit melatonin dugc cdm tng boi cic ching nay khi do trong thir nghiém in vitro hodc ex

r
A

vivo thich hop, vi du chi muc melatonin dugc san xuit boi té bao ndi tiét rudt ( t6t hon 14
céc té bao clia ngudi), hode duge san Xuét_ trong mo hinh enteroid rudt gbm té bao nodi tiét
rudt (vi du co % té bao ndt tiét rudt nhu duge mod ta & ph?m khéc trong ban mo ta), {5t hon
12 md hinh gdm cac té bao cia ngudi, khi cac té bao nay duoc tiép xtc véi cac ching cua
sang ché hodc cac phén ndi léy tir cac chung nay. Thir nghiém thich hop va lam vi duy dé
do hoat tinh nay dugc thé hién trong cic vi du st dung mo hinh enteroid rudt cua nguoi

gdm té bao nodi tiét rudt, vi du it nhat 20% hotic 30%, vi du 20-40%, 30-40% hoic 1én dén



42514 an

40%, té bao noi tiét rudt. Vi vay, theo phuong 4n uu tién cdc gia tri ¢ trén chi cac gia tri
khi dugc do bang cach sir dung thir nghiém nay (hodc thir nghiém twong duong, vi du co
% t& bao nodi tiét rudt & trén) va/hodc cac diéu kién duoc néu trong phén Vi du thuc hién
sang ché.

Mot s chung sé& c6 kha nang san xuét hodc cam tng cdc mirc melatonin cao hon,
61 khi 13 cac mirc cao hon mot cach dang k&, so véi DSM 17938, vi du tir t& bao noi tiét
rudt hodc trong mo hinh enteroid rudt nhu duge mo ta ¢ trén. Vi véy, cdc chung c6 kha
ning san xuat hodc cam ung cac muc (tang) cao hon, hodc cac mirc (tdng) cao hon dang
ké, vé melatonin so véi DSM 1793 8, vi du khi ddnh gid nhu duoc md ta & trén, vi du st
dung té bao ndi tiét rudt hodc mo hinh enteroid rudt, tao nén khia canh khic nta cua sang
ché. Cac chung vi du ¢co thé tao ra cac muc tang it nhét, hoidc 1én dén, 1,5 lan, 2 lan, 2,5
lan, 3 1an, 3.5 14n, 4 1An, 4,5 1an, 5 1n, 5,5 1An, 6 14n, 6,5 1an, 7 lan, 7,5 1an, 8 14n, 8,5 14n,
9 1an, 9,5 JAn hodc 10 lan, & mic san xuAt melatonin, so sanh v6i cdc muc nay cia ching
DSM 17938, va dugc uu tién. . |

Do dé, cac phuong phap sang loc ctia sang ché ¢o thé tiy ¥ bao gdm budc tiép theo
dé chon loc ching c6 kha ning san xuét hodc cam (mg san xuat melatonin, vi du st dung
phwong phép nhu duge mé ta ¢ trén hogc phuong phap luan bét ky thich hop khac. Tt
hon néu céac chiing duogc chon loc ¢6 thé cam ung san xuat melatonin & cac mic nhu dugc
mo ta & trén.

Theo cic phuong an trong do nhiéu hon mot ching vi Khudn duoc sang loc bing
cach str dung cac phuong phap cua sang ché, luong adenosin hogc hoat tinh 5’ nucleotidaza
(hodc melatonin) dugc tao ra ¢d thé duoc dinh luong tuy y va ching vi khuén, vi du chiing
vi khuan sinh axit lactic, ¢6 hoat tinh hodc murc enzym 5’-nucleotidaza cao nhét, hodc hoat
tinh hodc mirc enzym 5’-nucleotidaza cao dang ké, vi du c6 cac hoat tinh hodc cac mirc
nhu duoc mo ta & phﬁn khéc trong ban md ta, vi du c6 céc hoat tinh hodc cac mirc cao hon
(t6t hon 12 cao hon déng ké) sc v6i DSM17938, hodc ¢6 thé chon loc chiing san xuét lugng
hodc mirc adenosin hodc melatonin cao nhét, hoic luong hoiic mirc adenosin hoac
melatonin cao dang ké, vi du ¢6 lugng hoidc cdc muc nhu duge mod ta ¢ phﬁn khéac trong
ban mo ta, vi du co luong hodc cac. mtic cao hon (t6t bon 12 cao hon dang ké) so véi
DSM17938.

Do do, khia canh khéc nita cua sang ché @& xuét phuong phap chon loc céc chiing

vi khudn, t6t hon 1a cac ching vi khuan sinh axit lactic, hi¢u qua trong sdn xuét adenosin
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(hodc melatonin) bao gdm:
a) sang loc cac ching vi khuén sinh axit lactic c6 gen ma hoa 5°-nucleotidaza, vi du
5’nucleotidaza dugc neo ¢ bé mat té bao, va;
b) dinh luong hoat tinh ctia enzym 5’-nucleotidaza va; tay y
¢) chon loc ching vi khuin sinh axit lactic ¢ hoat tinh enzym 5’-nucleotidaza cao
nhit hoic cao mot cach dang Ké.

Céc phuong phap bao gdm cic bude nhét dinh nhu duge mo ta & day con bao gom,

khi thich hop, cac phuong phap gbdm cic budc nay.

Nhu dugc néu 0' trén, mot khia canh khac nfra ctia sang ché dé xuét chung vi khuén,
vi du ching vi khuén sinh axit lactic, dugce chon loc, san xudt, thu dugc hoic co thé thu
duge bang cic phuong phép cia sing ché, trong d6 ching nay c6 kha ning san xudt
adenosin, va tot hon lai san XUt hodc ho tro viéc san xuét, vi du, san xuét tang, melatonin.

Chuing vi khudn thich hop bét ky, vi du ching vi Khuin probiotic, vi du vi khuén
probiotic bat ky, co thé duoc dua vao cac phuong phap chon loc cua sang rhe va ching vi
khuén thich hop bt ky, vi du chiing vi khuén probiotic, ¢6 kha nang san xuét adenosin ¢6
thé dwoc st dung trong cac phuong phap hodc viée sir dung theo sang ché, vi du trong céc
phuong phap diéu tri hodc st dung duge m6 ta trong ban mo ta nay.

Cac chung vi khudn duoc uu tién la vi khudn sinh axit lactic, vi du Lactobacillus
hoic Bifidobacterium. Céc ching vi khuén dugc vu tién cu thé 1a Lactobacillus reuteri, cu
thé cac ching Lactobacillus reuteri DSM 32846, DSM 32847, DSM 32848 va DSM 32849
dugc ndp . luu theo Hiép udc Budapest tai DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Mascheroder Weg 1D, Inhoffenstr. 7B, D-
38124 Braunschweig) ngdy 4 thang 7 ndm 2018 va Lactobacillus reuteri DSM 33198 dugc
nop luu theo Hiép wde Budapest tai DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (Mascheroder Weg 1b, Inhoffenstr. 7B, D-38124 Braunschweig)
ngay 9 thang 7 nam 2019. Céc chung vi khuén nay hodc cdc ching vi khuén dugc phan
lap (va cac ching khac, vi du cde chung L. reuteri, cu thé cdc chung L. reuteri lién quan,
¢6 mdt hodc nhidu trong s6 cic dic diém, vi du c6 kha ning san xuét hodc cam mg cac
tac dong 1én viéc san xuat adenosin va/hodc hoat tinh 5° nucleotidaza, va/hodc melatonin,
trong mé‘t hodc nhiéu chiing da luu ndp) tao ra cac khia canh wu tién cua sing ché va vi du
¢6 thé duoc st dung dé didu 1ri cac béunh hoic céc tinh trang nhu duge mo 1a & phfm khac

trong ban md ta hodc cho bat ky viée stir dung nao nhu duge mé ta ¢ day. Theo mot so
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phwong 4n, chung L. reuteri DSM 17938 khong duoc su dung. - S

Vi vay, khia canh khéac nita cua sang ché dé xuét viée st dung cac ching nay dé
diéu tri hodc ngin ngira mot hodc nhiéu trong s cac bénh nhu duoc mo ta & day.

Mot muc dich khac cua sang ché d& xuit phuong phap cai thién viée st dung va
hiéu qua cia vigc diéu tri céc roi loan cu thé nhu dugc mo ta & day bao gé)l_n lam tang tdi
da, 1am ting 1én hodc cai thién hoat tinh 5’-nucleotidaza ctia cac chung dugc chon loc, vi
du céc chiing vi khuan sinh axit lactic, t61 hon 1a din dén viéc san xuat adenosin tang 1én
hodc duoc cai thién. Didu nay 6 thé dat dugc bang cach nudi cdy vi khudn trong cac didu
kién ting trudng ddc hi¢u dé cho phép hi€u suit adenosin cao (ho#c cao hon, vi du hi¢u
suit adenosin cao hon dang ké. vi du so sanh v6i hiéu suat quan sat dugc khi khong c6
didu kién ting trudng dic hiu nay). Theo mdt phuong an cua sang ché, diéu kién ting
truong dac niéu co thé 14 vi du nudi cdy vi khuan sinh axit lactic trong méi trudng nudi
cdy binh thudng c6 bé sung co chét thich hop cho viéc san xuit adenosin bang enzym
5°nucleotidaza, vi du AMP, hodc cac thanh phén ngugc dong thich hop cia AMP nhu ADP
va/hodc ATP. B

Theo phuong an lién quan khac cta sang ché, dé toi da hoa hoat tinh cua 5°-
nucleotidaza, c6 thé dung néng dd caa vi khuén cao hon, vi du vi khuén sinh axit lactic.
Nong dd lam vi du ¢6 thé cao hon tlr 2 dén 10 14n so véi licu lugng théng thuong.

Theo cac phuong an lién quan khéc cta sang ché, gen 5’-nucleotidaza ¢6 thé duoc
biéu hién qua muc hogc duge cam tng & cac chung vi khuén bing cac phuong phap thich
hop, vi du chén vecto plasmit ¢6 gen 5’-nucleotidaza dudi su kiém soét ciia gen khoi dong
thich hop, vi du gen khoi dong c6 thé cam tng. Theo cach khéce, gen 5’-nucleotidaza co
thé duoc bidu hién qua mtc béi viée chén mot hodc nhiéu ban sao gen bd sung vao té bao
vi khudn, vi du chén nhidm sic thé cua té bao vi khudn, dudi su kiém soat cua gen khoi
dong thich hop, vi du gen khoi dong ¢o thé cam wng duoc hodc ty nhién.

Nhu duge mo ta & trén, cac chung cua sang ché, hodc céc ching duge chon loc, san
xuét, thu duge hoic c6 thé thu duge bang cac phuong phap clia sing ché o cac ing dung
trong di du tri. Vi vay, khia canh khac ntra cua sang ché d& xuit cac chiing san xuét adenosin
cua sang ché, hodc cac chung dugc chon loc, thu duoc hodc ¢6 thé thu duoc béng cach s
dung cac phuong phap chon loc theo sang ché, dé sur dung trong san xudt, vi du, san xuft
cuc bd, adenosin, va do do t6t hon 1a melatonin & ddi tuong. Theo cac phuong 4n uu tién

cla sang ché, su san xudt adenosin nay, v.v., va tot hon 12 su san xuét melatonin duge su
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dung dé diéu tri v& ching dau bung ¢ tré nho (va cac bénh khac nhu dugc md ta & day), . _
chirg bénh nay s& dugc loi ti sy san xuét hodc san xuét tang, vi du, san xuét cuc bo,
adenosin va melatonin lién quan.

Viéc dung céc chung vi khuén trong cac phuong phap diéu tri va si dung cia sing
ché dugc thuc hién véi lugng ¢ hiéu qua vé duoc 1y, diéu tri, hodc sinh ly, cho céc dbi
tuong (dong vat/dong vat c6 vi) can diéu tri. Vi vay, cac phuong phap va viéc st dung
nay c6 thé bao gdm thém budc nhén dang d6i tugng can diéu tri.

Viée diéu tri bénh hodc cac tinh trang bénh ly theo sang ché (vidu diéu tri bénh co
trude) bao gdm viée chita bénh hodc tinh trang bénh nay, hodc viée giam hodc thuyén giam
bét ky ddi vai cac bénh (vi du lam giam muc dd trAm teong ctia bénh) hodc cdc tri¢u ching
ctia bénh.

Céc phuong phap va st dung theo sang ché 13 phi hop dé ngan nglra cac bénh hodc
céc tinh trang bénh ly cling nhu diéu tri cic bénh hodc cac tinh trang bénh ly. Vi vay, diéu
tri phong ngtra cling dugc sang ché dé xuét. Ddi véi ly do nay theo cac phuong phap va st
dung cda sang ché, diéu tri hoic tri liu con bao gdm phong ngira hodc ngan ngura trong
khi thich hop.

Céc khia canh ngin ngtra (hodc bao v¢) nay ¢d thé duoc thue hién thuan 1o trén cac
dbi tuong khdée manh hodc binh thuong nhu duge mod ta o day, va co thé bao gém su ngan
nglra hoan toan va ngin nglra dang ké. Twong tu, su ngin nglra dang ké ¢6 thé bao gdm
kich ban trong d6 mirc do trAm trong ctia bénh hodc céc triéu ching cta b¢nh duoce giam
(vi du duogc giam co thé do dugc hodc dang ké) so sanh véi mic do tram trong hodc cdc
triéu ching ky vong néu khong duoc didu tri.

Khia canh khéc nita ctia sang ché dé xuét chung hoac san phém dé st dung diéu tri
nhu dugc dinh nghia tai phan khdc trong ban mo ta nay, trong d6 viéc s dung nay con
bao gém viée dung it nhat mot tic nhan khac nita, vi du tAc nhan diéu tri hoic dinh dudng
khac nita. Cac tac nhan lam vi du ¢d thé_lét céc thanh phan co chét 1am 1ang hodc ting
cudng san xuét adenosin (vi du thanh phan c6 thé lam tang hofic tdng cudng san Xudt
adenosin), hodc chat gbc ctia thanh phin nay.

Vi vy, theo phurong 4n khac nita cia sang ché, khi vi khudn san xuat adenosin duge
sir dung, viée sir dung céc ching nay hodc cac san pham con bao gdm viéc st dung thanh
phﬁn co chat, vi du AMP va/hoic vat liéu hodc tac nhan san xuét thanh ph'(‘fmk nay. Co chit

wu tién sé 1a AMP, hodc chai goc cia AMP.
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- Theo cac phuong an nay, thanh phan co chit, hodc thanh phin bé sung khéc, s€
duge bd sung vao dang bao ché vi khudn ngay truge khi dung cho d6i tuong. Theo cach
khac, chit nay s& duoc bd sung vao dang bao ché vi khuén & cudi ciia qua trinh san Xuét,
vi du & cudi qua trinh 1én men, sau d6 vi khudn c6 thé duge bao quan dé st dung trong
teong lai, vi du bang cach lam kho lanh hodc sdy lanh. Theo céch khac, c6 thé st dung
riéng r& nhu dugc mo ta dudi day.

Theo cac phuwong an nay, tdc nhan dida tri khac c6 thé 1a tac nhan khac hivu ich
trong didu tri bénh dang dugc dé cap.

Céc tac nhan khdc nay c6 thé dugc st dung cing véi cac ching hodc céc san pham
cla sang ché (vi du, dudi dang bao ché két hop) hodc co thé duoc str dung riéng bi¢t. Ngoai
ra, cdc tdc nhén khac nay ¢d thé dugce st dung tai cung thoi diém nhu céc ching hodc céc
san phém cua sang ché hodc tai cac thoi diém khac nhau, vi du. theo tuﬁn.tr,r. Céc ché do
va thoi gian dung thich hop ¢6 thé duoc xéc dinh dé dang béi nguoi co hiéu biét trung binh
tuy thudc vao tac nhan khac dugc dé cap.

Sang ché con dé xuat ché pham (hodc san pham hodc kit két hop) bao gom:

9
A r

(1) chung vi khuan, vi du ching vi khudn sinh axit lactic, dugc chon loc, san XuAt,
thu duogc hodc cd thé thu dugc bang phuong phap chon loc clia séng ché (hodc
chang vi khuén c¢6 kha ning san xuét hodc cam tGing san xuét adenosin nhu duge
xac dinh trong ban mo t&), trong do6 chung vi khudn nay c6 gen mi hoa 5°-
nucleotidaza duoc neo ¢ bé miit té bao hodc enzym 5 nucleotidaza hoat dong va
c6 kha nang san xuét adenosin; va

(i)  mot hodc nhiéu thanh phén co chét hodc tac nhan lam ting hodc tang cudng san
xuat adenosin, hodc chit gbe clia cac thanh phan hodc tac nhan nay.

Céc thanh phﬁn hoiic céc tac nhan 1am vi dy dugc néu & trén. Thanh phé‘m vu tién la AMP

hoiic chit gde ctia AMP.

r N ’
A by

Sang che con dé xuat ché pham (hodc san pham hodc kit két hop) phi hop cho viée

lam tdng san xuat melatonin hoac adenosin & déi tuong bao gém:
(i) chang vi khudn thit nhit, vi du chang vi khuan sinh axit lactic, c6 kha ning san
xuat hodc cam tmg san xuat melatonin hodc adenosin nhu dugc mé ta ¢ day; va
(i1) nguén melatonin va/hodc adenosin khac, hodc mdt hodc nhiéu thanh phén co

r
3 ~

cht hodc cac tac nhan lam tdng hodc ting cuong san xuat hodc cain Ung san

’
A

xuat melatonin va/hoic adenosin, hodic chit gdc cta cac thanh phan hodc tac
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nhan nay, khi thich hop, béi chung vi khudn sinh axit lactic.
Thanh phan wu tién 1a AMP hoac chét gbc ctia AMP.
Trong cac kit hodc céc san pham két hop cua sang ché, cac thanh phan (i) va (ii)

duoc thuong duge cung cip trong céc ngdn hodc cac lo riéng biét hodc la cac thanh phéan

2
~

riéng biét cua kit hodc san pham. Cac kit c6 thé bao gdm cédc thanh phan khéc, c6 thé 1a &
trong cac ngdn hodc lo riéng biét. Tét hon 14 céc kit (hodc cac san phim két hop) dé sir
dung theo cac phuong phap hoac sir dung ctia sang ché nhu duge mo ta & day, vi du dé sur
dung trong didu tri hodc ngdn ngira cac bénh khéac dugc mo ta trong ban md ta nay, cu thé
chiing dau bung 6 tré nho. Cac hudng dan str dung ctia cac kit hogc cac san phim theo cac
phuong phap va st dung cua sang ché c6 thé duge cung cp tuy y.

Thuat ngly “dt6i tuong” dugc st dung 6 day bao gf”nn cac loai ¢6 v, cu thé 1a ngudi,
diic biét 1a tré nho (vi du trong d6 cac bénnh s& ngin ngira hodc diéu tri 1a chimg dau bung).
Theo céac phuong an uu tién cla sang ché, chiing duoc chon loc, vi du ching vi khuén sinh
axit lactic, duoc str dung cho nguoi. Péi v6i cac bénh khéc chimg dau bung, déi tuong bét
ky, vidu dbi tuong la nguoi, vi du dbi tugng nguoi 16n hodc tré em hodc tré nho, méc bénh
nay hogc bi nghi ngo s& miac bénh nay hodc chiu rui ro tir cac bénh nay la thich hop.

Déi tuong wu tién theo sang ché 1a tré nhd it hon hodc 16n hon12 thang tudi, tot hon
la it hon hodc Ién dén 5 hodc 6 thang tudi, t&t hon 1a it hon hodc 1én dén 3 hoic 4 thang
tudi. Cac déi twong nay la dac biét thich hop khi cic bénh can didu tri hodc ngiin ngura 13
ching dau bung ¢ tré¢ nhd. Do do, cac d6i tuong co thé duoc diéu tri tir khi sinh ra, hodc
trong vong mot vai tudn dau tién (vi du trong vong 1, 2, 3 hoac 4 tun dau) hodc trong
vong vai thang dau tién (vi du trong vong 1, 2, 3 hodc 4 thang d4u) cia cude doi.

Nhu duge mé ta & phin khac trong ban md ta, cac d61 twong wu tién la cac déi tugng
mic ching déu bung ¢ tré nh¢ (hodc mot trong sb cac bénh khac nhu dugc mo ta ¢ déy)
hodc duoc cho 1a hodc nghi ngo sékméc ching dau bung ¢ tré nhé (hodc mot trong s céc
bénh khac nhu duge mo ta ¢ ddy). Vi viéc su dung diéu tri ctia sang ché o6 thé con du’(_)'c
str dung dé ngin ngtra bénh, cac dbi tuong thich hgp bao 26m ngudi ¢ nguy co méc chimg
dau bung ¢ (ré nho (hodc mot trong cdc bénh khac nhu duge md ta ¢ day).

Céc ddi tuong 1am vi du s& bao g0m tré nhé chi (duy nhét) ba sira me va tré nho chi
(duy nhét) nuoi bang stra cong thire (cac tré nho khong bu me) hodc tré nho dugce nudi

bing ca sita me va sita cong thirc.

29



42514 30/54

Cac dbi tuong lam vi du khac bao gém tré nho, cu thé tré nhd cé chimg dau bung,
nghi ﬁgé c6 ching dauvbvung, hodc nguy co phat trién ching dau bung, chua san xuét hoic
giai phong melatonin hodc néu khong thi khong c6 kha nang san xuét hodc giai phong
melatonin, vi du tré nho ¢6 chu ky sinh hoc vé& melatonin hang ngay van chua phat trién
ho#c bét dau, hodc tré nhd khong co kha nang san xuét hodc gidi phong melatonin can thiét
tir thirc an cda chung va/hoac vi khuén trong rudt cia chung, hodc bao gbm tré nho c6 muc
melatonin thap, giam, vi du giam dang ké (hodc bat thuong) hodc thiéu hut melatonin, vi
du so sanh vdi cdc mac 6 dbi tuong binh thuong hodc khoe manh, vi du cac mtc 0 abi
tuong binh thuong hodc khoe manh trong cung do tudi, d6 tudi twong tuong hodc do tudi
¢6 thé so sanh duoc.

DPbi véi cac bénh ngoai chiung dau bung, céc dbi tu’qng lam vi du bao gém cac dbi
tuong ¢d muc melatonin thap, giam, vi du gidm dang ké (hodc bat thudng) hodc thiéu hut
melatonin, vi du so sanh v&i cac mic ¢ abi twong binh thuong hodc khoe manh, vi du céc
mirc & dbi tugng binh thuong hodc khoe manh trong cung do tué)i, d6 tudi twong twong
hodc do tudi ¢6 thé so sanh duge.

Céac dbi tuong lam vi du khac bao gém tré nho c6 mot sé)_ loai phat sinh hodc van dé
thudc vé dinh dudng hoic ché do an, vi du din dén mtrc melatonin thép hodc thiéu hut.
Céac d6i tugng nay c6 thé bao gdm tré nho sinh ra trude khi du thoi gian thai ky, vi du tré
nhd sinh non hodc tré nho sinh trude 36 tudn cua thai ky, hodc tré nho thidu su chuyén hoa
thirc an chuc ning day i, hodc tré nho ¢6 cic vAn dé vé bl hoac dinh dudng.

Cac dbi tuong lam vi du bao gém nguoi, tdt hon 14 tré nho, thiéu do trudng thanh
vé hormon (n6i cach khac sy san xuit hormon dudi mac tdi vu, dudi mirc binh thuong,
kém phat trién, thiéu hut, thép hodc non nét) vi du so sanh véi tré nhé hodc déi tugng binh
thudng trong cung do tudi, vi du thiéu do trudng thanh v& melatonin, cu thé cac ddi tuong
¢6 su thiéu hut vé kha nang van dong cua rudt dan dén su thiéu do trudng thanh vé hormon.
Thiéu do trudng thanh v& hormon nay, vi du thiéu do trudng thanh vé melatonin hodc giam
hodc thiéu hut melatonin, vi du c6 thé 1a lién quan dén mot sd tré nho mac chung dau bung
& tré nho. Cac bénh vu tién khac (va cling nhu cac d6i twong) can diéu tri 1a cdc bénh hodc
céc tinh trang lién quan dén sy thiéu hut melatonin (hodc cac d6i trong mic cac bénh nay).

Trong tAt ca cac dbi tuong nay, néu thich hop hodc cin thiét, mic melatonin & dbi
twong nay c6 thé duge do dé dang bang cach str dung céc k¥ thudt co san dé dang va dugc

biét dén trong linh vie. Vi dy, méc melatonin ¢d the duoc do d€ dang trong cac mau huyeét
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thanh/méau hodc nude bot. Céc kit sit dung thuong mai cho cac do nay cung 12 ¢o san.

Phuong thire st dung thick hop batky ¢6 thé duoc dung. Thuan tién 1a viéc st dung
nay la qua dudng miéng, truc trang hodc an bing dudng dng. Vi vay, vi khudn ¢6 thé duoc
dung cho duong GI, hodc khoang mi¢ng, nhu mong mudn hogc thich hop. Vi khuan co thé
dugc dua vao sita cdng thite cho tré em hodc thue pham bd sung hoic giot dau. cling nhu
trong ché pham dugc pham.

Liéu lvong thich hgp cua cac ching, san phdm va ché pham cla sang ché nhu dugc
xéc dinh ¢ day co thé duoc chon dé dang phu thudc vao bénh (hodc tinh trang) c?m_ didu
tri, phuong thirc st dung va cong thire lién quan.

~Viduy, ché do 11@11 va st dung dugce chon sao cho vi khuén st dung cho déi tuong

~
A
pa

C

theo séang ché co thé din dén tang san xudt, vi dy, san Xut cuc b, adenosin (hodc
melatonin) va dé 1am ting tac dung diéu tri mong muén hodac cac lgi ich ste khoe vé ching
dau bung ¢ tré nho (hodc cédc bénh khac can diéu tri). Vi vay, t6t hon 14 lidu dung nay 1a
lidu dung c6 hiéu qua diéu tri thich hop cho dong vat c6 vii va tinh trang dugc diéu tri va
vi du, dugc st dung cho déi tuong co nhu cﬁfxu_. Vi duy, liéu dung hang ngay, vi du mot lidu
ding hing ngay, 10* dén 1012, vi du 10° dén 10°, hoge 10° dén 10%, hotic 10° dén 10", hoge
10'° dén 10'? tong CFU cta vi khudn ¢6 thé duoc str dung.

Theo mét phuong 4n, litu dung hang ngdy (vi du 10° dén 10° hozc 106 dén 10® hodc
10% dén 10" hodc 10' dén 10'2 CFU) dugc phan chia thinh nhiéu 1an dung vi du 2 dén 8
1An ding (nhu 3 dén 5 léin_ dung) hodc két hop v6i mdi blta dn (b me va/hodc sita cong
thac) cua dbi tuong. Theo mot phuong 4an, liéu ding cao hon, nhu 2 dén 10 hoic 10 dén
100 1an 1iéu ding sau thoi gian bit diu, va/hodc lidu dung st dung thirong xuyén hon duoc
st dung khi lidu diing b’at dau 3-14 ngay (vi du 5-10 ngay, nhu 7 ngay) dé lam giam nhe
nhanh hon cho ddi tuong. _

Thuat nglt "ting" hodc “ting cuong” hodc “cao hon” (hodc cac thuat ngr tuong
duong) nhu dugc mo ta & diy bao g6m mic ting c6 thé do dugc bét ky khi so sanh vdi
me dbi chung thich hop, Céc mic d6i ching thich hop s& dé dang duoc xac dinh boi
ngudi ¢o hicu biét trung binh trong linh vuc ndy va c6 thé bao gdm cac murc khi khong c6
céc chiing nay, hodc cdc mtc & cac d6i trong khong diré.u tri hodc déi tuong diéu tri bang
gid dugc, hode cac mure O ddi wong khoe manh hodc binh thuong, vi du d6i tuong phu
hop vé d6 tudi, hodc cling d6i tuong trude khi didu tri. TOt hon 1a muc ting s& 1a dang ké,

vi du ¢6 ¥ nghia vé miit 1am sang hodc thong ké, vi du voi gia tri xac suat <0,05.
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4 9 e

THt hon 1a cac muc tang nay (va cdc mirc tang khadc, cac cai thién hodc cac tac dong
duong nhu dugc néu tai phan khac trong ban md ta nay) la mirc ting c6 thé do, v.v., (tuy
trudng hop), t6t hon nita 1a ching 12 cac muc ting dang ké, t6t hon 14 cac mic ting ¢4 ¥
nghia vé mit 1dm sang hodc ¢6 ¥ nghia v& mat thong ké, vi du véi gid tri xac suat <0,03,
khi so sanh v6i mitc hodc gia tri d6i chimg thich hop (vi du so sanh véi d6i tugng khong
duoc diéu tri hodc duoc diéu tri béng gia dugc hodc so sanh voi abi twong khde manh hodc
binh thudng, hodc cung déi twong trude khi diéu tri).

Thuét ngr "giam" hodc "giam xubng" (hodc cac thuat ngir twong duong) nhu duge
mé ta & day bao gdm mirc giam hodc sy gidm ¢ thé do duge bt ky khi 50 sanh v&i mic
dbi chang thich hgp. Cac mac d6i chang thich hop s& dé dang duge xac dinh boi nguoi c6
hiéu biét trung binh trong linh vuc nay va co .thé bao gdm cac mirc khi khdng c6 céc ching
nay, hodc cidc mirc ¢ céc dbi tuong khong diédu tri hodc ddi twong diéu tri bing gia dugc,
hodic cac mirc & dbi tugng khée manh hodc binh thuong, vi du dbi tuong phit hop vé do
tudi, hodc cling a6i tuogng trudce khi diéu trj. Tt hon 13 murc giam nay 1a dang ké, vi du co
v nglﬁat\fé mdt 1am sang hodc mat théng ké, vi du véi gia tri xac sué,t <0,05.

Vi vay, tot hon 1a cdc mie gidm nay (va cac muc giam khac, sy giam hodc cac tac

dong am nhu dugce néu tai phan khéc trong ban mo ta nay) la caec mie giam ¢6 the do, v.v.,

2
A

(thy truong hop), t6t hon nita 1a giam xubng dang k&, tot hon 1a cac mirc gidm c6 y nghia
vé mit lam sang hodc ¢o y nghia vé& mit th.éng ké, vi du voi gia tri x4c suét <0,05, khi so
sanh v&i mic hodc gia tri déi ching thich hop (vi du so sanh v6i d61 tuong chua dugce didu
tri hodc dugc diéu tri bfing gia dugc hodc so sanh véi d6i tugng khde manh hodc binh
thuong, hodc cung dbi tugng trude khi didu tri).

Nhu duoc st dung khép sang ché, danh tir sb it duoc st dung c6 nghia "{t nhét méot",
"t nhéat dau tién", "mot hoic nhiéu" hodc "nhiéu" thanh ph?m hoac bude duoc noi dén,
ngoai trir céc trudong hop sau do ¢6 néu cu thé gi6i han trén.

Ngoai ra, khi cac thudt ngdr “bao gém”, “gém c6”, “co”, hodc cac thudt ngtt tuong
duong khac duge su dung ¢ déy, thi theo mét sb phuong an cu thé hon, céc thuét ngit nay
bao gdm thuét ngit “cdm ¢6” hodc “chu yéu gdm c6”, hodc céc thuat ngr twong duong
khac. »

Cac danh sach “gém ¢6” cac thanh ph?m va dac diém khac nhau nhu dugce thao luén ¢ day

cling duge oi 1a cde danh séch “bao gom” céc thanh phan hogc dic diém khic nhau nay.
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Céc dbi tuong va uu diém khac sé trd nén day du rd rang hon tir cac vi du khong gidi

han sau day va yéu cau bao ho kem theo.

Vi du thwe hién sang ché
ViDU 1
Phuong phap nhan dang céc ching c6 gen ma héa 5°-nucleotidaza duoc dat & bé mat té

bao

Nudi cdy vi khuan trén vcéc dia MRS frong 16 gidr ¢ 37°C trong moi trudong ky, kh1 Thu
gom 10 khu#n lac vi khuédn biang vong nhua vo tring va dugc huyén phu trong 100 micrd
lit nude vo trang (loai ding cho PCR). (Theo cach khac: Diéu ché ADN ADN bang cach
st dung phuong phap thich hop).

Su c6 mat ctia gen 5’-nucleotidaza ¢6 thé duoc kiém tra boi PCR, vi du bing cich st dung
hat PuReTaq Ready To Go PCR (GE HealthCare) va bat ky trong s6 cac cip mdi duge md
ta sau day (0,4 mM cho mdi cip). Dich huyén pht vi khuén hodc dang diéu ché ADN
(0,5ul) s& duoc b6 sung vao hon hop PCR va thuc hién phan tng PCR bang cach chay
chuong trinh 95°C, 5 phut; 30x (95°C, 30 gidy; 55°C, 30 giay; 72°C, 30 gidy); 72°, 10
phut. San pham PCR s& duoc phén tach va quan sat bing mit bang cach st dung phuong
phéap dién di trén gel agaroza chuAn va trinh tu duge xac dinh bang phuong phap giai trinh

tur Sanger chuan (bang cach st dung doan moi xudi duge dung cho PCR).

Gen c6 thé durge phét hién bang cach st dung bét ky trong s6 cac doan moi sau day:
Cap mdi 1 (kich thude san pham 233 bp)

LrNuclf: GGAACTTTGGGAAACCATGA (SEQ ID NO:2)

LrNuclr: CGGGCAACTTTACCATCACT (SEQ ID NO:3)

Cap mdi 2 (kich thude san phém 212 bp)
LeNuc2f: TACTCGTGAAAATGCCGTTG (SEQ ID NO:4)
LrNuc2r: GTGCCCCTGTCATITCAACT (SEQID NO:5)

Cip mdi 3 (kich thudc san pham 232 bp)
LiNuc3f: AGCTTTACCAAATTGACCCTGA (SEQ ID NO:6)

(%]
(€3]
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LrNuc3r: TTGATATTAGGCGCATCCTTTT (SEQ ID NO:7)

Trinh tu

Gen ma hoéa 5’-nucleotidaza dugc neo & bé mat té bao, sb ndp luu ngan hang gen:
AEI56270.1, protein domain nco ¢ thanh té bao motif LPXTG [Lactobacillus reuteri
SD2112] (SEQ ID NO:8)

ATGAAGAATAATAGTTCAAAATATTGTTTATTGTTAGGGACAGCGCTGTTAG
GACTATATTTCCAAGCTAATAGTGTTCATGCGGATGCGACTGGTATCACAGC
TAATGGAGAAACTACCCATAGCAATGTTACTCCAATGGTTCAGACTAATAAG
GATGAGGCAAGTACACCGCAAACAACTACTGATTGGTCTGACCCGGCCAAAT
ATCAAAGTGACATTCCAGTTCAGATTTTAGGAATCAATGACTTGCATGGTGG
GTTAGAAACGACTGGATCAGCTACGATTGGAGATAAGACTTATTCGAATGCC
GGAACAGTTGCACGCCTAGCTGGTAACCTTGATGCGGCGGAGGAAAGTTTTA
AGAACGCTAATCCGACGGGAAGCTCAATTCGGGTAGAAGCCGGAGATATGG
TTGGGGCTTCTCCAGCAAATTCTGCTCTTCTCCAAGACGAATCAACCATGCAT
GCTTTAGACGCAATGCATTTTGAAATAGGAACTTTGGGAAACCATGAGTTCG
ATGAAGGTTTAGCTGAGTATATGCGGATTGTTAATGGTGGTGAACCTACTAA
ACAATATAATGAAGCTGAGATGGCCTATCCTCATGTGAAAACAGGGATTAAT
ATCATTACTGCCAATGTTGTAAATAAATCTGATGGTCAAATCCCATTTGGAAT
GCAACCATACTTGATTAAAGAAATTCATACTAGTGATGGTAAAGTTGCCCGG
ATCGGATTTATTGGGATTGAAACTACTTCCCTACCAATTTTAACCTTATACGA
TAATTACAAAGATTATGATGTTTTAGACGAGGCTGAAACAATTGCAAAATAT
GATCAAATTTTACGCAAAAAAGGTGTTAACGCAATTGTAGTTCTTGCCCATA
CAGGGGTTTCAACTGATAAAGATGGCAGCACTAAAGGTAATGCTGTTGATAT
CATTAAGAAGCTTTACCAAATTGACCCTGATAATTCTGTCGACCTTTATATTG
CTGGTCACTCCCACCAATATGCTAATGCTACTGTTGGAAGTGTAAAATTAGT
GCAAGCCATTTACACGGGTAAAGCTTACGATGATATTATCGGTTACATCGAT
CCAACAACTAATGATTTTGCGCCCAATAGTCTCGTTTCACATGTCTTTCCGGT
ACTATCTGAAAAGGATGCGCCTAATATCAAAACGGATGCAAATGTTACAGCA
ATTGTTGAAGATGCGAACAACCGAGTAGCACCGATTATTAACAAGAAAATA
GGGGAAGCTGCTACAACAGGCGATATTCTTGGACGACTTCATAATACTCCTA
CTCGTGAAAATGCCGTTGGTGAATTAGTTGTCGATGGTCAATTATATGCCGCT
CATAAAGTAGGCTTACCAGCTGATTTTGCGATGACTAATACAGGGGGCGTTC
GTGCAGATCTGCATGTTAATCCTGATCGTTCCATTACATGGGGGAGTGCCCA
AGCAGTTCAACCATTTGGTAATATTTTGCGGGTAGTTGAAATGACAGGGGCA
CAAATCGTTGAAGCCTTGAATCAACAATACGACGAAGATCAAGCTTACTACT
TACAGATTTCCGGGCTACATTATACTTATACTGACCAAAACGATCCTAACCA
ACCATATAAGGTCGTTCAAGTTTATGACCAACATAATCAACCGCTTGATATG
AATAAGACTTACAATGTTGTTATTAATGACTTTTTAGCAGGTGGCGGAGATG
GCTTTTCTGCATTTAAGGGTACTAAAGTTGTCGGGATTGTTGGTCAAGATACA
GACGCGTTTATTGACTATATTACTGATATGACTAATGATGGTAAACCAATTA
CTGCGCCAACAATGAACCGTAAGATTTACTTGACTGCTGAACAAGTAGCGAA
GGCTGACTCAGATTCACAGTTACAAACAGGAACTAATCAGAACACTCAAAA
CGATGCTAATTCCCAGACTGAAGGAAATCAGCTTCAAGAAGTTCCGAGCCAA

34
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CCGGTATCTCCAACAGTAACCTTGCCAACAACAGCTGGTCAACQCGCCGAAA
CTGTTACACTACATGCTCAATCTAAGCAACAAACCGTAGCTGCTAATAATCA

ATTAATTAATTTGACGCCTACATCAATTAATGGCCAAAAACAAAAAGCAGCT
GACCAGCAAGCAGCTTTACCACAAACTAGTAACGATGAAGATCTTGCATTAC
TTCTTCTCGGAAGTTCATTAATGGCAGCAACCGGATTGACAATTATTGATCGC
AAGCGTAAACATGCTTAA

Protein 5°-nucleotidaza dugc neo & bé mat t bao, s6 nop Iwu ngan hang gen: AE156270.1,

protein domain neo ¢ thanh té bao motif LPXTG [Lactobacillus reuteri SD2112] (SEQ ID
NO:9)

MENNSSKYCLLLGTALLGLYFQANSVHADATGITANGETTHSNVIPMVQTNKD
EASTPQTTTDWSDPAKYQSDIPVQILGINDLHGGLETT GSATIGDKTYSNAGTVA
RLAGNLDAAEESFKNANPTGSSIRVEAGDMVGASPANSALLQDESTMHALDAM
HEEIGTLGNHEFDEGLAEYMRIVNGGEPTKQYNEAEMAYPHVKTGINITANVYV
NKSDGQIPFGMQPYLIK EIHTSDGKVARIGFIGIET T SLPILTLYDNYKDYDVLDE
AETIAKYDQILRKKGVNATVVLAHTGVSTDKDGSTKGNA VDIIKKLYQIDPDNSV
DLYIAGHSHQYANATVGSY KLVQAIYTGKAYDDIIGYIDPTTNDFAPNSLVSHVF
PVLSEKDAPNIKTDANVTAIVEDANNRVAPIINKKIGEAATTGDILGRLHNTPTRE
NAVGELVVDGQL YAAHKVGLPADFAMTINTGGVRADLHVNPDRSITWGSAQAV
QPFGNILRVVEMTGAQIVEALNQQYDEDQAYYLQI SGLHYTYTDQNDPNQPYK
VVQVYDQHNQPLDMNKTYNVVINDFLAGGGDGF SAFKGTKVVGIVGQDTDAFI
DYITDMTNDGKPITAPTMNRKIYLTAEQVAKADSDSQLQTGTNQNTQNDANSQ
TEGNQLQEVPSQPVSPTVTLPTTAGQPAETVTLHAQ SKQQTVAANNQLINLTPTS
INGQKQKAADQQAALPQTSNDEDLALLLLGS SLMAATGLTIDRKRKHA

viDu2

Quy trinh phén tich hoat tinh 5°-nucleotidaza

Kit thir nghiém 5°-Nucleotidaza hoa tinh thé (Crystal Chem, Eik Grove Village, IL, M¥)
duoc st dung dé xdc di,nh hoat tinh 5’ -nucleotidaza trong cac té bao vi khﬁén va cac phﬁn
ndi 1én men. Tém lai, quy trinh la nhu sau. 7

Trong hai budc, cac chéit phan tmg CC1 va CC2 dugc thém vao cac mAu chta vi khuan
hodc phan noi. Chét phan tmg 1 choa AMP dugc chuyén hoa thanh adenosin bdi enzym
5°.nucleotidaza do vi khuan. Adenosin dugc thity phén tiép thanh inosin va hypoxanthin
boi cac thanh phin trong chét phan @mg 1. Trong budc tht hai, hypoxanthin dugc chuyén
hég thanb axit uric va hydro peroxit, dugc st dung dé tao ra chit nhudém quinon duge do
vé mit dong hoc tai 550 nm trong quang phd ké. Hoat tinh dirgc xdc dinh bang cach tinh

toan su thay doi do hap thu gitra 3 va 5 phut va so vOi gia tri tur mau cta bd dinh chuan.

35
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VviDU 3

Hoat tinh 5°-nucleotidaza trong cdc ching Lactobacillus reuteri

Dt liéu thuc nghiém thé hién hoat tinh 5’-nucleotidaza trong Lactobacillus reuteri DSM
32846, DSM 32847, DSM 32848 va DSM 32849 ciing nhu trong Lactobacillus reuteri
DSM 17938 (duge nop luu theo Hiép ude Budapest tai DSMZ-Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Mascheroder Weg 1b, D-38124
Braunschweig) vao 30 thang 01 nam 2006) dugc tao ra bang cach st dung phuong phap

dugc md ta trong Vi du 2 & trén. Céc két qua duge thé hién trén Fig.3.

viDU 4

Chon loc cédc chung

TAt ca cac ching mai trong vi du 3 & trén, tic 1a Lactobacillus reuteri DSM 32846, DSM
32847, DSM 32848 va DSM 32849 cho biét hoat tinh 5°-nucleotidaza trong phan noi vi
khuén. Phan tich dugc thue hién trén cac phin ndi nuoi cdy vi khuén v6i ndng @6 10° vi

khuan trén ml.

Lactobacillus reuteri DSM 32846, DSM 32847, DSM 32848 va DSM 32849 dugc phat
frién/cai tién cac dic tinh cai thién. DSM 32846 va DSM 32847 dugc tién hanh dé cai tién
s& chbng chiu tét hon d6i cac axit mat va do d6 tdn tai voi s6 lrgng 16n hon trong duong
GL DSM 32848 va DSM 32849 dugc cai tién dé bam tot hon vao dich nhay, véi myc dich

gy nhiém {5t hon trong duong GI va do d6 chtc nang t5t hon theo sang ché.

Tht ca céc ching Lactobacillus reuteri DSM 32846, DSM 32847, DSM 32848 va DSM
32849 duogc chon loc. Céc chung uu tién 1a DSM 32846, DSM 32847 va DSM 32849.

VIDU 5
Céc tac dong cac ching vi khuan probiotic 1én viéc san xuat melatonin trong mo hinh

enteroid rudt ctia nguol

Tinh trang k¥ thuit

36
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Céc enteroid rudt cua nguoi (HIE) dugce dan xudt tor céc té bao gde nang rudt 1a thich hop
vé& mat sinh hoc trong mo hinh bidu mo rudt in vitro. Cac HIE chtra tAt ca céc loai té bao
biéu md rudt; tuy nhién, twong tu rudt cuia nguoi, HIE thuong san xuét té bao noi tiét rudt
(EEC) & lugng thap (~1%), didu nay han ché viéc nghién ctru ching. Pé tang s6 hrong
EEC trong HIE, chuyén nap lentivirus duge st dung dé thiét ké én dinh HIE hong trang
v6i su biéu hién c6 thé cam tmg bdi doxyxyelin cta neurogenin-3 (NGN3), yéu té phién
ma didu khién qud trinh biét héa EEC (tetNGN3- HIEs). G dong té bao duge thiét ké di

truyén luong t€ bao noi tiet rudt b mat trong mé nudi cdy tang tir <1% dén~40%.

Vit liéu va cic phuong phap

Enteroid rudt cia nguoi

Céc mé nudi cdy HIE duoe tao ra tir cac nang dugc phan 1ap véi cac md hong trang cla
cédc bénh nhén trudng thanh trai qua phAu thuét giam cén. Cac mé nuodi cé’iyl dwoc thiét 1ap
thu duoc Lai Dai hoe Y khoa Baylor thong qua Trung tdm Y té Texas Thiét ké Nghién ctru
Céc bénh Tiéu hoéa va Nghién ctru Lam sang Cét 16i. Cac mé nudi cay HIE ba chiéu duoc
diéu ché tir cac mau md va dugc duy tri trong mé nudi chy. Dé tiang sb luong EEC trong
HIE, chuyén nap qua lentivirus dugc sir dung dé thiét ké 6n dinh HIE hong trang véi sy
biéu hién cam tng duoc bdi doxyxyelin cua neurogenin-3 (NGN3), yéu 6 phién ma didu
khién qua trinh bi¢t héa EEC (tetNGN3- HIEs). O dong 1é bao dugce thiét k& di truyén nay,
56 luong i bao ndi tiét rudt cd mit trong mé nuoi chy ting tr <1% dén~4~()%. Tét ca
enteroid duge nhan giéng va duoc biét hoa & dang don 16p trong dia 96 giéng theo céc
phucng thirc chuan. Nhidu thong tin vé dong enteroid nay, duoc nudi chy nhu thé nao va
phuong phép chung cho thir nghiém duge mo ta trong Chang-Graham et al (Chang-
Graham et al., Cellular and Molecular Gastroenterology and Hepatology, 2019, S2352-
345X(19)30049-9, &n ban, c6 ban true tuyén).

Cde ching vi khudn va cdce dang diéu ché

Trong thi nghidém ndy hai c/uing Lactobacillus reuteri khac nbau (DSM 17938 va DSM
32846) duoc nghién ciu vé kha ning ting san xudt melatonin trong dudng rudt,

Moi truong dugce diéu chinh ( phﬁn néi) tr Lactobacillus reuteri DSM 17938 wva

Lactobacillus reuteri DSM 32846 duge nudi trong moi trudng xac dinh Lactobaciilus 4
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(LDM4) cho dén khi ching dat duge pha 6n dinh dugc st dung trong nghitn ctru nay, xem

chi tiét hon duéi day.

Mot lac khudn cua ching vi khuén duoc lﬁy tir dia thach MRS va duoc su dung dé céy
vao 10 mL canh truong MRS va dugce U trong bng nén kin trong bé nude 37°C. Sau tam
gio thuc hi¢n pha loang 1:10 dich nudi ciy va do mat d§ quang tai bude séng 600 nm bing
quang pho ké, sau d6 25 mL LDM4 dugc lam dm trude duge cdy & OD ban dau 13 0,1,
(tinh toan dudi day) va duogc dat vao bé nuée dé i trong 16 gio.

o OD=0,307. Dich pha lodng 1:10 = CD 3,07

25mL * (0,1 OD)=3,07x x=0,814 mL
o 814 uL duge két hop vai 24,19 mlL LDM4

Sau 16 git mé nudi cdy duge lay ra. OD cuoi cing 1a 2,6. Céc t€ bao dugc tao vién von
bang cach ly tAm 4700 vong/phut va phan ndi dugc chuyén vao ong noén 50 mL méi. Phan

noi duge bdo quan ¢ nhiét do -20°C qua dém.

Cdc héa chat sit dung

AMP = Adenosin $-monophosphat, 99% (Acros Organics) Mia: 102790259, Lot:
A03935274.

10 mL dung dich g(z)q(dung dich géc 2 mM = 6.9 mg/ml (FW=347.224)) dugc tac trong

nude MiliQ va dugce tiét trang bang céch loc thong qua bd loc 0,22 uM.

Thiét IGp thir nghiém:
Céc dié‘u tri d6i chirng {rén cac enteroid duge cam tng:
«  LDM4 (mdi trudng nubdi chy),
-« LDM4+20uM AMP,
= LDM4 + 200 uM AMP

Cac didu tri thit nghiém cta phan ndi DSM 32846 va DSM 17938 trén céc enteroid duge
cam Ung:

- phén noi DSM 32846 riéng
= phan ndi DSM 32846 -+ 20 uM AMP
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~ « phan ndi DSM 32846 + 200 uM AMP

«  phin nbdi DSM 17938 riéng
«  phén ndi DSM 17938 + 20 uM AMP
»  phén ndi DSM 17938 +200 uM AMP

Tru6e khi phin ndi hodc céc chét bd sung khéc sin sang dung cho céc enteroid, pH dugc
trung hoa va phan ndi dugc tiét trung bang cach loc. pH duogc didu chinh dén 7,0 bang cach
st dung 10 _ 30 ul. ctia 10M dung dich natri hydroxit va pH duoc do bing cach phét 2ulL.
ctia phdn ndi lén trén gidy pH (Fisher Brand — Cat. 13-640-510 khoang 6,0 — 8,0). Phan
ndi dugce tiét trimg béng céch loc bé“mg cach st dung bod loc 0,22uM (Thermo Scientific

Nalgene Rapid Flow bo loc 0,22 uM Ma: 00158]

100 uL (tong thé tich) diéu tri duge ddt vao cac enteroid. Quaé trinh U 1a 1 gio trén cac
enteroid & nhiét do 37°C, mdy 4 nudi cay md 5% COa. Sau khi u, phéan néi dugc loai bod

va bao quan & nhiét do -20°C cho dén phén tich tiép theo.

Melatonin dugc phat hién béng ELISA (Eagle Biosciences Inc, Amherst, NH, MY). Bude
duy nhit dugc thue hién trudce khi tién hanh theo phuong thic chuin 1a phén ndi duoc ra

dong, va cho phép dat dén nhiét dd phong. (khoang 20 - 21 do C).

Két qua:

Céc enteroid rudt cia nguoi (HIE) la thich hop vé mit sinh hoc 1am mo hinh biéu mo rudt
in vitro. Nhu dugc thé hién trén Fig.4, DSM 32846 riéng r& khong co tac dung dang ké,
nhung khi dugc bd sung AMP n6 thé hién tac dung 10 rét 1én viée san xuét melatonin ctia
céc HIE. Nong d6 cao hon cia AMP dan dén mirc san xuat melatonin tham chi cao hon.
DSM 17938 ¢6 su tdng san xuét melatonin so voi d6i chirng nhung thap hon DSM 32846.
Do d6, DSM 32846 Ia ching tmg vién t6t dé st dung trong san xuit melatonin trong dudng

ruot.

viDU 6 |
Hoat tinh 5°-nucleotidaza trong cdc chiing Lactobacillus reuteri
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Dit liéu thir nghiém thé hién hoat tinh 5’-nucleotidaza trong Lactobacillus reuteri DSM

33198 duge tao ra bang cach st dung phuong phap dugc md ta trong vi du 2 ¢ trén. Cac
két qua duge thé hién trén Fig.5A trong do céc két qua nay dugc chudn hoa lién hé véi
hoat tinh 5’-nucleotidaza cia DSM17938 (hoat tinh DSM17938 =1) tir cung thir nghi€¢m.
Cung loai chudn hoa lién hé vai hoat tinh 5°-nucleotidaza cia DSM17938 (hoat tinh
DSM17938 =1) cling dugc thuc hién cho cac két qua tir Fig.3 va dugc trinh bay trén
Fig.5B, gitip d& dang so sanh su thay d6i hoat tinh 5°-nucleotidaza & mirc 1an lién hé véi

DSM17938 dbi v6i cac ching vi khuan khéc nhau.

ViDU 7

Chon lgc céc chiing ‘

Ching méi trong vi du 6 & wén, tic 1a Lactobacillus reuteri DSM 33198 thé hién hoat tinh
5’-nucleotidaza cao trong phin ndi vi khuan. Phan tich duoc thue hién trén cic phan ndi

nudi cay vi khuan véi nong do 10” vi khuén trén ml.

Lactobacillus reuteri DSM 33198 dugc phét trién doi cac dac tinb cai thién. Ching L.
reuteri DSM 33198 duoc cai bién theo quy trinh chon loe nhiéu budc bao gom quy trinh
sdy lanh 1ap lai cho phép chong chiu tot hon va cho kha néng song sot cao hon trong qua

trinh san xuat so v6i dang phén 14p tu nhién cta ching nay.

Lactobacillus reuteri DSM 33198 duoc chon loc.
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YEU CAU BAO HO

1. Chung vi khuan, trong d6 chung nay 1a Lactobacillus reuteri DSM 32846, DSM 32847,
DSM 32849 hodac DSM 33198.

2. Chung vi khuan theo diém 1, trong d6 chung nay 1a Lactobacillus reuteri DSM 32846.
3. Chung vi khuan theo diém 1, trong d6 chung ndy 1& Lactobacillus reuteri DSM 32847,
4. Chung vi khuin theo didm 1, trong d6 chung ndy 1a Lactobacillus reuteri DSM 32849.
5. Chung vi khudn theo diém 1, trong d6 ching nay 1& Lactobacillus reuteri DSM 33198,
6. Phuong phap chon loc ching vi khuén sinh axit lactic ¢6 kha ning san xuit adenosin,
trong d6 chung nay 1a Lactobacillus reuteri va trong d6 phuong phép nay bao gbm cac

budc:

a) sang loc chiing vi khuan sinh axit lactic ¢6 gen ma hoa S'-nucleotidaza, trong do

ching nay 13 Lactobacillus reuteri; va/hodc

b) sang loc chung vi khuan sinh axit lactic, hedc phan ndi cua no, c6 enizym 5'-

nucleotidaza hoat dong, trong d6 ching nay 1a Lactobacillus reuteri; va

¢) chon loc ching Lactobacillus reuteri sin xuat adenosin & muc do ting so voi

Lactobacillus reuteri DSM 17938 va tuy y
d) nudi ciy hodc nhan gidng ching Lactobacillus reuteri nay.
7. Phuong phap theo diém 6, trong d6 chung vi khuén dugc chon loc nho:

(i) ¢6 hoat tinh 5'-nuclectidaza cao hon 8 don vi/L va/hodc san xudt adenosin ¢ muc cao

hon 8 pmol L' phat '; va/hodc

(ii) tao ra mic tang hoat tinh 5'-nucleotidaza va/hodc murc adenosin 1én dén 5 1an, so voi
cdc mire nay cia chiing DSM 17938; hodc mirc tdng hoat tinh S'-nucleotidaza va/hodc muc
adenosin it nhat 1,5 1an, t&t hon 1a muc tang it nhét 2 1an, tot hon nita la murc ting it nhat

3, 4 hodc S 1an, so v&i cac mire nay ciia ching DSM 17938.

8. San phim két hop thich hop d¢ 1am tang san xuat melatonin kodc adenosin & doi tuong,

san pham nay chira:

41



42514 so/ea

(i) chiing Lactobacillus reuteri thir nhat ¢6 kha nang cdm Ung san xuat melatonin hoac co
kha nang san xut adenosin, trong d6 ching nay ching theo diém bét ky trong s6 cac diem

tr 1 dén 5; va

(ii) thanh phan co chat d¢ lam tang hodc ting cwdng kha ning cam tng san xuat melatonin
va/hodic khé ndng san xudt adenosin ctia chiing Lactobacillus reuteri, trong d6 thanh phan

co chét nay 12 AMP.
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<212> DNA

<213> Lactobacillus reuteri SD112

<400> 8
atgaagaata
aggactatat

ttccaagcta
agaaactacc

catagcaatg
accgcaaaca

actactgatt
gattttagga

atcaatgact
agataagact

tattcgaatyg
ggaggaaagt

tttaagaacg
tatggttagg

gcttctccag
tttagacgca

atgcattttg
agctgagtat

atgcggattg
gatggcctat

cctcatgtga
atctgatggt

caaatcccat
tgatggtaaa

gttgcccgga
aaccttatac

gataattaca
atatgatcaa

attttacgca
ggtttcaact

gataaagatg
ttaccaaatt

gaccctgata
tgctaatget

atagttcaaa
60

atagtgttca
120

ttactccaat
180

ggtctgaccc
2490

tgcatagtygg
300

ccggaacagt
360

ctaatccgac
420

caaattctgc
480

aaataggaac
540

ttaatggtagg
600

aaacagggat
660

ttggaatgca
720

tcggatttat
780

aagattatga
840

aaaaaggtgt
900

gcagcactaa
960

attctgtcga
1020
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atattgttta

tgcggatgcg

ggttcagact

gaccaaatat

gttagaaacyg

tgcacgccta

gggaagcteca

tcttctccaa

tttgggaaac

tgaacctact

taatatcatt

accatacttyg

tgggattgaa

tgttttagac

taacgcaatt

aggtaatgct

cctttatatt

ttgttaggga

actggtatca

aataaggatg

caaagtgaca

actggatcag

gctggtaacc

attecgggtag

gacgaatcaa

catgagttcg

aaacaatata

actgccaatg

attaaagaaa

actacttccc

gaggctgaaa

gtagttcttyg

gttgatatca

gctggtcact

45

cagcgctgtet

cagctaatgg

aggcaagtac

ttccagttca

ctacgattgg

ttgatgcggc

aagécggaga

ccatgcatge

atgaaggttt

atgaagctga

ttgtaaataa

ttcatactag

taccaatttt

caattgcaaa

cccatacagg

ttaagaagcet

cccaccaata



actgttggaa
cgatgatatt

atcggttaca
ttcacatgtc

tttccggtac
tgttacagca

attgttgaag
aggagaagct

gctaceaacag
aaatgccytt

ggtgaattag
accagctgat:

tttgcgatyga
tgatcgttcc

attacatuggg
ggtagttgaa

atgacagggg
tcaagcttac

tacttacaga
taaccaacca

tataaggtcg
taa gafttdc

aatgttgttd
atttaagggt

actaaagttyg
tattactgat

atgactaatg
ttacttgact

gctgaacaag
Taatcagaac

ccggtatctce
aactgttaca

ctacatgctc

gtgtaaaatt
1080

tcgatccaac
1140

tatctgaaaa
1200

atgcgaacaa
1260

gcgatattcect
1320

ttcolcgatag
1380

ctaatacagg g
1440

ggagtgccca
1500

cacaazatcgt
1560

tttccgggct a
1'04

ttaatgactt
1740

tcgggattgt
1800

atggtaaacc
1860

tagcgaagac
1920

atgctasttc
1980

caacagtaac
2040

aatctaagca
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aactaatgat

ggatgcgcct

ccgagtagea

tggacgactt

tcaattatat

gggcgttegt

agcagttecaa

tgadagecttyg

acattatact

tgaccaacat

tttagcaggt

at
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tggtca

aattactygcy

tgactcagat

ctcagactygaa

cttgccaaca

acaaaccgta

atttacacgg

tttgcgeccca

aatatcaaaa

ccgattatta

cataatactc

gccgctcata

geagatctac

ccatttggta

datcaacaat

tatactgacc

aatcaaccygc

ggcggagatg

acagacgcgt

ccaacaatga

tcacagttac

ggaaatcagc

acagctggtc

gctgctaata &

- 46

gtaaagctta -

atagtctcgt

cggatgcaaa

acaagaaaat

ctactcgtga

aagtaggcectt

atgttaatcc

atattttgcyg

acgacgaadga

aaaacgatcc

gettttetge

ttattaoacta

accgtaagat

ttcaagaagt

atcaattaat
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taatttgacg

cctacatcaa
tttaccacaa

actagtaacg
ggcagcaacc
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<213>
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1 5
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20
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60
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Lactobacillus reuteri SDI112
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ché d6 an hodc trytophan (TRP) vi sinh

tryptophan hydroxylaza (TPH)

Axit amin thom
decarboxylaza (AADC)

A\
Serotonin
Arylalkylamon-N-
axetyltransferaza (AANAT)
v

N-axetylserotonin

Hydroxyindol-O- metyltransferaze
(HIOMT)

Melatonin

Téc d6 hinh thanh melatonin phy thudc vao hoat déng ciia enzym ANNAT va TPH & mic dé it hon

Fig. 1
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Ché dé &n hodic trytophan (TRP) vi sinh

tryptophan hydroxylaza (TPH)

LAB duogc chon loc Axit amin thom
e : decarboxylaza (AADC) ¢
\<§/ Serotonin
! Arylalkylamon-N-

adenosin - CAMP -+ axetyltransferaza (AANAT)

v

N-axetylserotonin

Hydroxyindol-O- metyltransferaze
(HIOMT)

v
Melatonin

Adenosin lam ting mitc cAMP ngi bao thong qua thy thé adenosin, lam tang sdn xudt AANAT,
emzym gidi han toc do tong hop melatonin

Fig. 2
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Pon vi

DSM 17938 DSM 22846 DSM 32847 DSM 32848 DSM 32849

Hoat tinh 5 -nucleotidaza. Phan tich cac phan néi nudi cdy vi khudn c6 nong do 10 mii 9 vi khuan
trén moi ml N

Fig. 3
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DSM 17938
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) Hoat tinh 5'Nucleotidaza

DSM17938 DSM33198

Hoat tinh 5'Nucleotidaza

DSM 32846 DSM 32847 DSM 32848

Fig. 5

DSM 32849





