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(57) Sang ché dé cap dén tic nhan c6 tac dong trén chét van chuyén ion xuyén bao trong
duong da day rudt, tic nhén nay chia vi khudn cia chung Bifidobacterium hodc ching
Lactobacillus, hoac san phém duoc xtr Iy cia chung, véi didu kién 1a trudong hop ma chéit van
chuyén ion 14 kénh clorua va tac dong 1a tic ché; truong hop ma chét van chuyén ion la chat ddng
van chuyén Na+K+Cl- (NKCC1) va téc dong 1a wc ché; truong hop ma vi khudn la
Bifidobacterium infantis 35624; va truong hop ma vi khuén 1 Lactobacillus salivarius UCC118
dwoc ngoai trir. Tac nhan theo sang ché 14 hitu dung trong viéc hoat hoa kénh clorua, ngan ngira
hodc diéu tri bénh than, va/hoic xuc tién viée di tiéu, va do dé, str dung dugc lam thude, chét bd

tro, v.v..
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Linh v k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché dé cap dén tac nhén tac dong trén chét van chuyén ion xuyén bao trong dudng
da day rudt, tdc nhan dé hoat hoa kénh clorua, tac nhan dé ngan ngtra hodc didu tri bénh than,
hodc tac nhan dé thic ddy viéc di tiéu, chia vi khudn hodc san pham duoc xir Iy nao d6 cua
ching.

Tinh trang ky thuit caa sang ché

Ton clorua (CI°), ion canxi (Ca"), ion natri (Na"), ion kali (K*), v.v.. dugc biét dén 1a dap
ung voi van chuyén nuéc/chat dién phén, viéc tiét, didu chinh thé tich té bao, hoic twong tu, va
con duogc biét dén 1a déng vai trd quan trong 1am yéu t6 giy anh huong dén dép ung té bao. Vi
du, kénh clorua 1a protein & mang van chuyén ion dé van chuyén ion clorua. Pi ¢ bio c4o rang,
cac dang khéc nhau ciia chat van chuyén ion xuyén bao c6 mit trong mang té bao cia day than
kinh, co, va biéu mé, va c6 lién quan trong cac chirc nang sinh 1y khac nhau va céc co ché bao vé
té bao.

Trong duong da day rudt, ion clorua co6 lién quan sau trong tinh trang bénh, nhu la tiéu
chay va tdo bon, va cac vi du vé bénh duoc tao ra boi su x4o tron trong can béng ion clorua gém
¢6 tdo bon kho chira, teo loan truong luc co, bénh Kkét hop véi tang canxi ni¢u nhu 1a soéi than, lo
ling, mét ngi, xo nang, dong kinh, khong stic cam, hen, viém phé quan, bénh than kinh, v.v. (Tai
liéu sang ché 1).

Trong khi, cac t& bao vi khudn cua Lactobacillus gasseri, sin phdm dugc xir 1y cia
ching, va hdn hop cta chung dugc biét dén 1a e ché kénh clorua trong rudt 16m, din dén e ché
tiét hoi 4m va do d6 lam giam ham lwong 4m trong dwong da day rudt (Tai liéu sang ché 2). Tuy
nhién, cho dén nay van chwa ¢ béo c4o nao vé vi khuan hodc trong tw ma hoat héa kénh clorua.

Céc tai lidu tinh trang k§ thuat '

Tai liéu sang ché

Tai liéu sang ché 1: Patent Nhat Ban s6 4786866

Tai liéu sang ché 2: JP 2014-101282 A

Vén @& k¥ thuat

Muc dich cua sang ché 1a dé tao ra tic nhan moi tic dong trén chét van chuyén ion xuyén
bao trong dudng da day rudt, tic nhan mai dé hoat héa kénh clorua, tac nhan méi dé ngan ngra
hoic didu tri bénh than, hodc tdc nhan méi dé thuc diy viéc di tiéu. Muc dich khac ctia sang ché
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1a dé tao ra san phim vi khun dugc xir Iy méi c6 kha nang tac dong trén chét van chuyén ion
xuyén bao trong duong da day rudt, kha nang hoat héa kénh clorua, tic dung ngan ngira hoac
diéu tri bénh than, hoic c6 kha ning thiic déy viéc di tiéu; va phuong phép san Xuét san phém vi
khuén duoc xtr 1.

Ban chét ky thuit cha sang ché

Giai phap cho van dé

Céc tac gia sang ché da tién hanh nghién ctu dé dat dugc cac muc dich dugc néu trén
day, va két qua 1 da phat hién ra rang, vi khuan hozc san phim duge xtr Iy ndo d6 clia chung tac
dong trén chét van chuyén ion xuyén bao trong dudng da day rudt, hoat hoa kénh clorua, c6 hiéu
qua trong viéc ngan ngtra hodc diéu tri bénh than, hodc c6 kha ning thuc déy viéc di tiéu. Cac tac
gia sang ché da tién hanh kiém nghiém hon nita, d4 thu dugc cac phat hién méi khac nhau, va da
hoan thién sang ché.

Cu thé, sang ché dé cap dén cac d4u hiéu sau.

(1) tac nhan c6 tac dong trén chét van chuyén ion xuyén bao trong duong da day rudt, tac
nhéan nay chira vi khudn cta ching Bifidobacterium hodc ching Lactobacillus, hodc san phim
duge xur ly ctia chung, véi diéu kién 1a truong hop ma chat van chuyén ion 13 kénh clorua va tac
dong 1a uc ché; truong hop ma chdt van chuyén ion 1a chit dong van chuyén Na+K+Cl-
(NKCCT1) va tac dong 1a tc ché; trudng hop ma vi khuén 1a Bifidobacterium infantis 35624; va
truong hop ma vi khuén 1a Lactobacillus salivarius UCC118 duge ngoai trir.

(2) Téc nhan theo d4u hiéu (1) trén day, trong d6 tac dong trén chét van chuyén ion xuyén
bao 1a viéc hoat hoa kénh clorua.

(3) Téc nhan theo theo d4u hiéu (1) hodc déu hiéu (2) trén ddy, ma 1a tic nhén dé thic
day viéc di tiéu.

(4) Tac nhin dé ngin ngira hodc didu tri bénh than, chia vi khudn cia ching
Bifidobacterium hodc chung Lactobacillus, hodc san phém duogc xir 1y cua chung, voi diéu kién
1a san phdm duoc xtr 1y khong chira chét trao d6i 1én men vi khuin bat ky va ché va meéo duoc
ngoai trir khéi d6i tugng dimg thudc.

(5) T4c nhan theo d4u hiéu bat ky trong sb cac déu hiéu tir (1) dén (4) trén déy, trong do
vi khudn cua ching Bifidobacterium la Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium
pseudolongum, hodc Bifidobacterium thermophilum.

(6) Tc nhan theo d4u hiéu bat ky trong sb cac déu hidu tir (1) dén (5) trén day, trong do
vi khudn cta chung Bifidobacterium la Bifidobacterium longum CLA8013 (S6 truy cap: NITE
BP-02352) hoéc Bifidobacterium longum MM-2 (S6 truy cap: NITE BP-818).
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(7) Téc nhan theo d4u hiéu bat ky trong sé cac ddu hiéu tir (1) dén (6) trén ddy, trong d6
vi khudn cua ching Lactobacillus 1a Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus helveticus, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus salivarius, hoac Lactobacillus brevis.

(8) Téc nhan theo d4u hiéu bat ky trong sé céc dau hiéu tir (1) dén (6) trén day, trong do
vi khuln cta ching Lactobacillus 1a Lactobacillus acidophilus JCM1132, Lactobacillus
Jjohnsonii JCM2012, hodc Lactobacillus gasseri JCM5813.

(9) Bifidobacterium longum CLA8013 (S6 truy cap: NITE BP-02352).

(10) Phuong phap san xut san phdm vi khuan dugc xt 1y ctia chung Bifidobacterium
hodc chung Lactobacillus, phuong phéap nay bao gdm cac buée 1a

tao huyén phi t& bao vi khuén trong dung mdi khong c6 duong (ngoai trir nudc tinh khiét
va nudc mudi sinh 1y) hodc trong dung mdi chira Moi trudng Dai bang duoc bién ddi cua
Dulbecco (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - DMEM) va Ham’s F-12 dé tao ra huyén phu vi
khuén;

d8 huyén phu vi khuén & dudi diéu kién ky khi; va

tiép theo 1a loc dich ndi ctia huyén phu vi khuan dé tao ra dich loc 1am san phém duoc xur
ly;

va khong bao gdm budc 1én men bat ky.

(11) Dich ndi cua huyén phu chia vi khuén cua ching Bifidobacterium hodc ching
Lactobacillus va dung mdi khdng cé duong (ngoai trir nuéce tinh khiét va nudc mudi sinh ly)
hodic dung mdi chita DMEM va Ham’s F-12, véi didu kién 14 dich ndi khong chtra vi khuan cua
chung Bifidobacterium hoac chung Lactobacillus.

Hiéu qua dat duoc cta sang ché

Sang ché dé xuét tac nhan méi c6 tic dong trén chét van chuyén ion xuyén bao trong
duong da day rudt. Tac nhan theo sang ché c6 tac dung dic biét 16 rét trong viéc hoat hoa kénh
clorua, ngan ngira hodc diéu tri bénh than, hoic c6 kha ning thiic day viéc di tidu.

M0 ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 1a dd thi thé hién nhimg thay dbi dong doan mach trong cac té bao biéu mb da day
rudt T84 vé1 su cd mat cua san phém vi khuén duoc xtt 1y cta ching Bifidobacterium.

Fig.2 1a dd thi thé hién nhimg thay d6i dong doan mach trong céac té bao biéu mo da day

rudt T84 véi su c6 mit ctia san pham vi khuan duoc xir Iy ctia chiing Lactobacillus.
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Fig.3 thé hién quy trinh thir nghiém dé do uré nito huyét/ do uré mau (blood urea nitrogen
- BUN).

Fig.4 1 dd thi thé hién cac két qua do céc gié tri BUN.

Fig.5 1a d thi thé hién cac két qua do thoi gian dé loai trir phan bi nhudém mau do.

Fig.6 la dd thi thé hién nhiing thay ddi dong doan mach trong céc té bao biéu mé da day
rudt T84 véi su 6 mit clia san phdm duoce xir Iy 8013E duge xtt 1y v6i cac dung mdi khac nhau
(nude tinh khiét, nude mubi sinh 1y, DMEM/F-12, va PBS(-)).

Fig.7 1a @b thi thé hién cac két qua do céc gia tri BUN.

MG ta chi tiét sang ché

Sang ché dé xuit tac nhan c6 tic dong trén chét van chuyén ion xuyén bao trong dudng
da day rudt, tac nhan nay chua vi khuén cta chung Bifidobacterium hodc chung Lactobacillus,
hoac san phém duogc xur 1y cua chung. Cu thé, sang ché d& xuét, vi dy, tdc nhan dé hoat hoa kénh
clorua, tic nhan d& ngan ngira hodc diéu tri bénh than, hodc tic nhan dé thic day viée di tiéu. Tac
nhan theo sang ché chi cAn chira vi khuén axit lactic dugc dé cap trén day hodc san phém duoc
xt ly cua ching, va con co thé chira thanh phan khac. Dé 1am vi khudn, mot ching c6 thé dugc
sit dung riéng, va ca hon hop ctia hai ching hodc nhiéu chung c6 thé dugce st dung.

Tac nhan theo sing ché chua vi khudn cta chung Bifidobacterium hodc chung
Lactobacillus. Lam vi khudn axit lactic cua ching Bifidobacterium, duoc uu tién la
Bifidobacterium longum, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
adolescentis, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium pseudolongum, Bifidobacterium
thermophilum, v.v.., va trong sb cdc ching nay, dugc wu tién hon 1a Bifidobacterium longum
hodc Bifidobacterium bifidum. Lam Bifidobacterium longum hodc Bifidobacterium bifidum, dugc
wu tién 1a Bifidobacterium longum CLAS8013 (S6 truy cap: NITE BP-02352), Bifidobacterium
longum 1D8009, Bifidobacterium longum ID1163, Bifidobacterium longum MM-2: 1D1001 (SH
truy cap: NITE BP-818), hodc Bifidobacterium bifidum ID8005, va dugc wu tién hon la
Bifidobacterium longum CLA8013 (S6 truy cap: NITE BP-02352) hoic Bifidobacterium longum
MM-2: ID1001 (Sé truy cap: NITE BP-818). Lam vi khuén axit lactic cuia chung Lactobacillus,
dugc wu tién 1a Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus salivarius, Lactobacillus brevis, v.v.., va trong s6 céc ching nay, dugc uwu tién hon
1a Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus gasseri, hoac Lactobacillus johnsonii. Lam

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus gasseri, hodc Lactobacillus johnsonii, dugc uwu tién la
4
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Lactobacillus acidophilus JCM1132 (ID2152"), Lactobacillus gasseri JCM5813 (ID2145), hodc
Lactobacillus johnsonii JCM2012 (ID2153"), va duoc wu tién hon 1a Lactobacillus acidophilus
JCM1132 (ID21527).

Céc té bao vi khudn nay 1a c6 sin tir ATCC, IFO, va céc t chic khac, hodc Quy tai tro
Bifidus cua Nhit Ban va cdc quy tai trg khac. Bifidobacterium longum CLA8013 va
Bifidobacterium longum MM-2 duoc ky gui ¢ Incorporated Administrative Agency National
Institute of Technology and Evaluation, NITE Patent Microorganisms Depositary, Room 122, 2-
5-8 Kazusakamatari, Kisarazu-shi, Chiba 292-0818 Japan (Vién k¥ thuat va Do luong Quéc gia
Nhat Ban) theo cac S6 truy cép duogc thé hién du6i day. Té bao vi khuan c6 trén thi trudng ciing
¢6 thé duoc sit dung nhu thich hop.

Bifidobacterium longum C1.A8013 (duoc ky giri ngay 21 thang 9 ndm 2016, theo S6 truy
cap la NITE BP-02352)

Bifidobacterium longum MM-2 (dugc ky giri ngay 17 thang 9 ndm 2009, theo S truy cap
la NITE BP-818)

T4c nhan theo sang ché khong chia Bifidobacterium infantis 35624 cling khong chira
Lactobacillus salivarius UCC118.

T4c nhan theo sang ché con c6 thé chira vi khuan hiru dung khac véi vi khuén axit lactic
dwoc dé cap trén day. Cac vi du vé& vi khuan hiru dung khéc nay gdm c6 vi khuin duong hoa, nhu
1a Bacillus subtilis gdm c6 Bacillus subtilis 129 BIO H(w), Bacillus mesentericus, va Bacillus
polyfermenticus; bao tir hinh thanh vi khuén axit lactic, nhu 12 Bacillus coagulans; vi khuan axit
butyric, nhu 1a Bacillus toyoi, Bacillus licheniformis, va Clostridium butyricum; khuan cAu axit
lactic, nhu 1a ching Leuconostoc gdbm c6 Leuconostoc mesenteroides, ching Lactococcus gdm
c6 Lactococcus lactis va Lactococcus cremoris, ching Tetragenococcus gdm  ¢6
Tetragenococcus halophilus, chung Pediococcus gdm ¢6 Pediococcus acidilactici va
Pediococcus pentosaceus, chung Oenococcus gdm c6 Oenococcus oeni; va cac ching khéc.

Céc té bao vi khuan nay la ¢6 s&n tr ATCC, IFO, va céc t6 chic khac. Té bao vi khuan
c6 trén thi truong ciing c6 thé duge sir dung nhu thich hop. |

Té bao vi khudn duge dé cp trén day c6 thé thu duge bang cach nudi cdy & cac didu kién
d3 duogc biét dén rong rai hoac diéu kién twong tw. Vi du, thong thudng mot hodc nhiéu dang cta
vi khuén axit lactic duoc @& cap trén day dugc nudi cAy trong mdi trudmg nudi ciy long chira
glucoza, dich chiét men, pepton, v.v.. ua khi hogc ky khi & nhiét do nam trong khoang tir 25 dén
45°C trong khoang 4 dén 72 gio. Béng c4ch gom té bao tir dich nuéi cdy 1ong va tiép theo 14 rira,

thu duoc té bao vi khuan uét.
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Vi khudn duogc st dung trong sang ché tét hon 1a cac té bao séng, nhung co thé 1a céc té
bao chét, vi du, & dang kho (san phdm té bao vi khuén khd) hodc twong ty, va con cé thé 1a hén
hop cua cac té bao sdng va cac té bao chét v.v.. San phdm té bao vi khuin khd t6t hon 13 san
phém té bao vi khuén kho c¢& micron don. San phim té bao vi khuan kho thuong 1a c6 nghia 1a té
bao vi khudn kho riéng hodc dang két tap ctia cac té bao vi khuén khé. “Micron don” c6 nghia 1a
kich c& ma duoc lam tron dén 1 dén 10pm bang cach lam tron dén s nguyén gan nhat.

Theo sang ché, san pham vi khuén duge x 1y c6 nghia 14 san pham vi khuén thu duoc
bang cach xir 1y vi khuén theo cach nao do, va viéc xir 1y 1a khong bi gi6i han cu thé. San phim
vi khuan duoc xir 1y ¢6 thé 13, vi du, hdn hop long cta té bao vi khudn va dung moéi, dich ndi
hodc dich ndi ly tdm ctia ching, dich loc thu duoc béng cach loc hon hop 16ng hoic dich ndi s
dung b6 loc hodc twong tu, v.v.. Hon hop léng cua té bao vi khudn va dung méi c6 thé 1a huyén
phu chi cn 1a t& bao vi khuén va dung méi duoc tron. Hon hop long co thé duoc str dung ngay
sau khi tron, hodc sau khi dé lai d6, vi du, & nhiét do nam trong khoang tir 25 dén 45°C trong
khoang 30 phit dén khoang 3 ngdy dudi didu kién wa khi hodc diéu kién ky khi. San pham vi
khuén duoc xi Iy con c6 thé 1a dich chiét hodc twong tu tir d6. Trong ban md ta nay, san pham vi
khuan duoc xtr 1y nay c6 thé duoc thé hién don gian 13 “dich chiét”. San pham vi khuén duoc xir
ly con cé thé 1a san phém thu duoc bang cach, vi du, lam dic, tao bot, hodc tao dong kho cho
dich loc, dich chiét, hodc hdn hop long theo k¥ thuat da duge biét dén. San phém vi khudn duoc
xur 1y theo sing ché khong chita chit trao ddi 1én men vi khuén bét ky. Cac vi du vé dung méi
gbm ¢6 dung moi khdng c6 dudng, nhu la chit dém phosphat (phosphate buffer - PBS); mdi
trudng nudi cdy, nhu 1a DMEM/F-12; v.v.. Chit dém phosphat (PBS) c6 thé 1a chat dém
phosphat véi mudi canxi va magie (PBS (+)) hodc chat dém phosphat khong c6 mudi canxi va
magie (PBS (-)). Didu kién ly tAm khong bi gi6i han cu thé, va luc ly tam c6 thé 1a 2.500 dén
10.000 x G. Kich ¢& mét luéi ctia bd loc 1a khong bi gi6i han cu thé, chi can 1a bd loc st dung
duoc dé loc vi khudn, va vi dy, bd loc ¢6 trén thi trudng véi c& mét lu6i ndm trong khoang tir 0,1
dén 1pm (vi du, 0,22pm) c6 thé duge st dung. Méi truong nudi cy, nhu 1a DMEM/F-12, ¢6 thé
chira duong nhung khong nhét thiét phai chita dudng. Dung mdi theo sang ché khong gdém co
nuée tinh khiét hozc nude mudi sinh 1y.

Theo sang ché, chét trao dbi 1én men vi khun c6 nghia 1a, vi du, chét trao d6i 1én men vi
khudn & dang long thu dwoc bang cach gieo ching vi khuén trong mdi trudong ting trudng vi
khuan chira bot sita khdng kem, lactoza, glucoza, pepton, dich chiét men, v.v.., va tiép theo nudi
cAy & nhiét d6 nao d6 (vi dy, tir 20 dén 40°C) trong khoang thoi gian nao do (vi dy, tir 2 dén 60
gio).
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San phim vi khuin duoc xtr 1y theo séng ché c6 thé 1a san phim chira hoic khong chira té
bao vi khudn, nhung t&t hon 13 san phdm khong chira té bao vi khuan. Tuy nhién, diéu nay khong
ap dung cho san pham vi khudn duoc xtr 1y theo sang ché, duoc bao ché khéng ¢6 vi khuén 1én
men.

Theo sang ché, duong da day rudt c6 thé 1a rudt nho, nhu 1a ta trang, hong trang/rudt
chay, hdi trang/rudt hdi, hodc twong tw; rudt 1ém, nhu 1a manh trang/rudt tit, rudt két 1én/két trang
1én, ruot két ngang/két trang ngang, rudt két xubng/két trang xubng, rudt két xich ma/két trang
xich ma, truc trang/rudt thang, hozc twong tu; v.v.. Hon nita, trong sang ché, duong da day rudt
c6 thé duoc gitt & trong than, duoc cit ra khoi than, hodc dugc 14y ra mot phan khéi than qua
duong rach ¢ bung.

Theo séng ché, chét van chuyén ion xuyén bao c6 nghia 1a thuc thé ma van chuyén ion
qua céc té bao, va con dé chi 1 thuc thé van chuyén ion xuyén bao. Cac vi du vé chit van chuyén
ion gém c6 kénh ion, chit déng van chuyén ion, chét trao ddi ion, v.v.. Cac vi du vé kénh ion
g@)m ¢6 kénh clorua, kénh canxi, kénh natri, kénh kali, kénh cation, v.v.. Cac vi du vé kénh
clorua gdm c6 kénh clorua CFTR v.v.. Céc vi du vé chat ddng vén chuyén ion gdbm c6 chét dong
van chuyén Na+K+Cl- (NKCC1) v.v.. Céc vi du vé chét trao ddi ion gdm c6 chat trao doi Cl-
/HCO3- (DRA) v.v..

Theo sang ché, “co tac dong trén chét vin chuyén ion xuyén bao” c6 nghia la thay do6i
chirc nang cua chét van chuyén ion xuyén bao, vi du, hoat héa hogc uc ché chiic nang. Cu thé c6
nghia 13, hoat hoa kénh clorua, hoat hoa kénh canxi, hoat héa kénh natri, hoat hoa kénh kali, hoat
hoa kénh cation, hoat hoa chéit ddng van chuyén Na+K+Cl- (NKCC1), hoat héa chét trao dbi Cl-
/HCO;s- (DRA), v.v.. Ngoai ra, c6 nghia cu thé 1a @ ché kénh canxi, ttc ché kénh natri, e ché
kénh kali, ttc ché kénh cation, rc ché chét trao ddi Cl-/HCOs- (DRA), v.v..

Tuy nhién, sang ché khong gém c6 trudng hop ma chét van chuyén ion 12 kénh clorua va
tac dong 1a wc ché; truong hop ma chét van chuyén ion 1a chét ddng van chuyén Na+K+Cl-
(NKCC1) va tac dong 1a trc ché; truong hop ma vi khuan 1a Bifidobacterium infantis 35624; hodc
truong hop ma vi khuan 1a Lactobacillus salivarius UCC118. ‘

Tiép theo 14 phin mo ta timg dAu hidu cua tac nhan theo sang ché co tac dong trén chét
véan chuyén ion xuyén bao trong duong da day rut. Cu thé 1a mo ta tc nhan dé hoat hoa kénh
clorua, tac nhan dé ngan ngira hosc diéu tri bénh than, va tac nhan dé thuc déy viéc di tiéu.

Phuong an theo sang ché 14, vi dy, tac nhan dé hoat héa kénh clorua. Theo sang ché, viéc
hoat héa kénh clorua cé nghia la, vi dy, lam tang kha nang van chuyén ion xuyén bao khi duoc
so sanh v&i kha nang do trudce khi dung tac nhan theo sdng ché. Kha ning van chuyén ion xuyén
bao c6 thé duoc do béng, vi du, k¥ thuat dong doan mach (tham khao tai liéu: Shinichiro Karaki
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and Atsukazu Kuwahara, Electrophysiological measurement of transepithelial ion transport:
short-circuit current technique, Folia Pharmacol. Jpn., 123, 211-218, 2004).

Phuong an theo sang ché 13, vi du, tac nhan dé ngan ngira hozc diéu tri bénh than. Theo
sang ché, tac nhan dé ngan ngira hodc diéu tri bénh than 13 hitu dung dé ngan ngira hodc diéu tri
bénh than. Theo sang ché, “ngan ngira” bénh than c6 nghia 13, vi dy, ngdn ngira sy phat trién
bénh than bai tac dong trén chét van chuyén ion xuyén bao trong duong da day rudt, vi du, trén
kénh ion, va “didu tri” bénh than c6 nghia 14, vi du, 1am nhe bét triéu chimg két hop véi bénh
than hodc chita bénh. Cac vi du v& bénh than gdm c6 suy than, uré-huyét, bénh than kinh do dai
thao duong, viém than tiéu cAu man tinh, v.v.. Bénh than c6 thé 13, vi du, man tinh hozc cAp tinh.
Cac vi du vé& man tinh bénh than gbm c6 man tinh suy than, viém than tiéu cAu man tinh, bénh
than kinh do déi thao dudng, hdi chimg hu than, v.v.. Cac vi du vé cdp tinh bénh thén gdm c6
viém thén tiéu cau cip tinh, suy than cép, hoi chung u-ré huyét tan mau, v.v..

Theo sang ché, phuong phap dé danh gia su ting cuong trong bénh than 1a khong bi gisi
han cu thé, va tang cudng c6 thé duogc danh gia bang cac phuong phap da duoc biét dén rong rii
v.v.. Céc vi du vé phuong phap dé danh gia su ting cuong trong bénh than lam két qua cua viée
dung vi khué_n hodc san phdm dugc xit 1y ctia ching trong sdng ché hoic dung tac nhan theo sing
ché, bao gdm phuong phap doi hoi viéc do uré nito huyét (blood urea nitrogen - BUN) v.v..
Trong trudong hgp ma phuong phép cé lién quan dén viéc do BUN dugc str dung, khi BUN giam
so vai gia tri do trude khi dung, vi du, vi khuén, san phém vi khudn duoc xir 1y, hodc tac nhan vi
khuan duogc xu 1y, c6 thé danh gia duoc rang, vi khuén, san phém vi khuén dugc xtr 1y, hodc tac
nhan vi khuén duge xir 1y ¢6 ting cuong tac dung trén bénh than.

Phuong an theo sang ché 13, vi du, tic nhan dé thic ddy viéc di tiéu. T4c nhén theo sang
ché c6 tac dong hoat hoa kénh clorua, nhd d6 1am ting ham luong 4m trong duong da day ruot,
va dat dugc kha nang thuc day viée di tiéu.

Theo séng ché, tac nhan dé thic dy viée di tiéu c6 thé, vi dy, thuc ddy sinh 1y viée di tiéu
hodc rit ngan thoi gian tir khi ding d6 an cho dén khi di tiéu.

Theo sang ché, phuong phap dé danh gia tac dung trong thic ddy viéc di tiéu 1a khong bi
gi61 han cu thé, va vi dy, tac dung co6 thé dugc danh gia dua trén tAn xut di tiéu, thoi diém tir khi
dung d an cho dén khi di tiéu, hodc ham luong 4m trong phan.

Téc nhan theo sang ché, ma chira vi khuin hodc san pham duoc xir Iy clia ching riéng
hoac hdn hop cua vi khuén hodc san phém duoc xur ly va cac thanh phﬁn khéc, c6 thé duoc su
dung lam vat li¢u tho dé san xuét duoc phém, tua duoc phém, dd #n hodc d6 udng, phu gia dd an,
dd an, hoic tuong tu; hodc duoc st dung truc tiép 0 dang duogc phém, tra duogc phém, dd an
hodc d6 udng, phu gia dd an, dd an, hoic twong tu. Ché phém theo sang ché khong can chira
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coenzym Q1o. Cu thé, duoc phém, tua duogc phélm, dd #n hodc dd uéng ché phém, phu gia dd an
ché phém, dd an ché phém, hodc tuong tu la céc d4u hiéu cua sang ché. Duoc phém chira tac
nhan theo sang ché ciing 1a mot trong cdc phuong 4n duoc uu tién cla sang ché.

Dang phan lidu ctia duoc phim theo sang ché cé thé dwoc xac dinh nhu thich hop dé
ding thudc khi can nhéc cac dic tinh 1y hoa va sinh hoc cua timg thanh phan, v.v.. Dugc phim
thich hop dé ding theo duong miéng, va t6t hon 13 & dang tac nhan bén trong. Dang phan liéu
cua duogc phim theo sang ché con c6 thé 1a ché pham ding ngoai dudng tiéu hoa. Céac vi du vé
dang phan lidu ctia tac nhan bén trong gdm ¢6 ché phdm rén, nhu 1a vién nén (gém c6 vién nén
duoc bao duong), phién, hat min, bot, hat, vién tron, vién nén dé nhai, vién thudc hinh thoi, va
vién nang; ché phim long, nhw 12 dung dich, huyén phu, nhil twong, xi-ro, va cdn ngot; va ché
phdm bén rin, nhu 1a ché phdm dang gel; v.v.. Trong s6 céac loai nay, dang vién nén, dang bot,
dang long, hodc dang huyén phu dugc vu tién. Hon nita, dugc phém theo sang ché c6 thé chira
mdt cach thich hop, ngoai vi khuédn axit lactic, cac chét phu tro da dugc biét dén rong rai hoic
twong tw duogc st dung trong nganh, nhu 1a t duoc (vi dy, sacaroza, lactoza, tinh bdt, tinh thé
xenluloza, natri phosphat, magie cacbonat, pectin, dextrin, tragacan, hodc twong tu), chét két
dinh (vi du, tinh bot, gelatin, carmeloza natri, metylxenluloza, hydroxypropylmetylxenluloza,
hydroxypropylxenluloza, polyvinyl pyrolidon, pectin, tragacan, hodc tuong tu), chat gy ra (vi
du, tinh bot, carmeloza natri, tragacan, hodc tuong tu), chét lam tron (vi du, d4 tan, magie stearat,
canxi stearat, macrogol, este axit béo sucroza, hodc tuong tu), chét én dinh (natri hydrosulfit,
natri thiosulfat, natri edetat, natri Xitrat, axit ascorbic, dibutyl hydroxytoluen, hodc tuong tw),
chét lam dac (natri carboxymetylxenluloza hodc twong tu), cht mang (sap c6 diém nong chay
thép, bo cacao, hoac tuong tu), chit tao mau, tac nhan tao huong (chét tao huong), chét tao sang,
chét pha lodng, chit dém, tac nhan tao nhil twong, tAc nhan tao phén tan, tic nhén tao huyén phu,
chét khtr tring, chét ting cuong hap thy, chat cai bién, hodc tuong tw. Téng lugng cua vi khuan
hodc san pham duoc xir 1y cta chiing trong toan bd ché pham cudi thuong duge chon nhu thich
hop 14 ndm trong khoang tir 0,000001 dén 99% theo khdi luong. Luong nay t6t hon 13 nam trong
khoang tir 0,05 dén 50% theo khéi luong, va tét hon nita 1a nim trong khoang tir 0,1 dén 25%
theo khéi luong.

Theo sang ché, ché phdm ran dung theo dudng miéng (vién nén (gbm c6 vién nén dugc
bao dudng), vién tron, vién nang, dang bot, dang hat, hodc twong tw) dugc uu tién, ma cé thé
duoc bao ché bang cach tron thanh phén hoat tinh v6i chat phu trg, vi du, t4 dugc (lactoza,
manitol, glucoza, vi tinh thé xenluloza, tinh bot, hoic tuwong tu), chit két dinh
(hydroxypropylxenluloza, polyvinyl pyrolidon, magie aluminometasilicat, hodc twong tw), chét

gdy ri (canxi xenluloza glycolat, hodc tuong tu), chat lam tron (magie stearat, hodc tuwong tu),
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chét dn dinh, tic nhan hoa tan (axit glutamic, axit aspartic, hodc twong tw), hodc twong tu, theo
phuong phap thong thuong. Nhu can thiét, ché phim nay con cé thé duoc bao véi tac nhan bao
(sacaroza, gelatin, hydroxypropylxenluloza, hydroxypropylmetylxenluloza phtalat, hodc tuong
tw), va 16p bao c6 thé gdm c6 hai hodc nhiéu 16p.

Trong cac trudng hop ma tac nhan theo sang ché duge sir dung & dang ché phdm rén, phu
thudc vao phuong phap lam khé, bot ¢6 thé don gian dugc tron hodc duge ép thanh hat hogc vién
nén. Trong trudng hop ma phuong phap duge ding dé thu dugc hat hodc vién nén, tién hanh
ngao trdn vai viée sir dung dung dich 1am chét két dinh va tién hanh lam kho dé tao ra ché pham
rin mong muén. Hon nita, bdt hodc hat thu duge nhu trén ¢6 thé duoc bao nang dé tao ra vién
nang.

Vi du, dé bao ché vién nén, t6t hon 1a sit dung méy tao vién nén da duoc biét dén. Cac vi
du v& may tao vién nén gdm c6 may tao vién nén dap don va may tao vién nén quay. Ngoai ra,
vién tron, vién nén dé nhai, hodc vién thudc hinh thoi c6 thé duoc chuén bi theo cac phuong
phap da duoc biét dén rong rai, vi du, bang cing phwong cach nhu céc phuong cach dé tao ra
vién nén.

Dé thu duoc hdén hop dong nhét bang cach tron lugng nho thanh phan hoat tinh (vi khuan
hodc san phdm duoc xir 1y ctia ching) véi 16m lugng bot khac, dwoc goi 1a phuong phép tron dan
dan tét hon 1a duoc ding. Vi dy, bang cach tron k§ thanh phan hoat tinh véi bot khac & lugng tir
100 dén 200 14n thé tich cta né va tiép theo 1a tron hon hop bot dong nhét thu duge véi bdt con
lai, ¢6 thé thu duoc hdn hop bot pha lodng dong nhét.

Dé lam kho chit nén trong nuée, phun lam khd, 1am kho L, 1am kho lanh, hodc phwong
cach khac c6 thé duoc st dung.

Theo sang ché, ché phdm long dung theo duong miéng (dung dich, huyén phu, nhii
tuong, xi-rd, cdn ngot, hodc twong tw) dwoc bao ché bang cach hoa tan, tao huyén phu, hoic tao
nhil twong thanh phan hoat tinh trong chat pha lodng thuong dwoc st dung (nuée tinh khiét,
etanol, hodc hdn hop cua ching, hodc twong tu). Ché phdm léng con co thé bao gém tac nhan
lam w6t tac nhén tao huyén phu, tac nhan tao nhil tuong, chét tao ngot, chét tao huong, chét tao
mui thom, chit bao quén, chat dém, hoic tuong tu.

Céc vi du vé ché phdm ding ngoai dudng tiéu hoa gdm c6 tiém (vi du, tiém duéi da, tiém
trong tinh mach, tiém trong co, va tiém trong mang bung), dang 16ng dung trong tinh mach, ché
phim dung ngoai (vi du, ché phim dung trong mii, ché phdm dung qua da, va thubc mé), va
vién thubc dan (vi dy, vién thudc dat truc trang va vién thudc dat trong 4m dao). Céc ché phém
nay c6 thé dugc bao ché véi viée st dung chét phu tro dwge dung nhu dwoe md ta trén day béng
phuong phép thuong duoc st dung trong nganh. Téng luong cua vi khudn hodc san phdm dugc
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xtr Iy ctia ching trong toan bo ché phdm cudi thuong duge chon nhu thich hop 1a nam trong
khoang tir 0,000001 dén 99% theo khi luvong. Lugng nay t6t hon 1a ndm trong khoang tir 0,05
dén 50% theo khéi luong, va tét hon nita 1a ndm trong khoang tir 0,1 dén 25% theo khéi lugng.

Theo sang ché, cac vi du vé ché phim ding ngoai dudng tiéu héa gdm c6 ché phdm dé
tiém. Ché phdm dé tiém gdm c6 ché pham & dang dung dich, huyén pht, nhil trong, va dang rin
dé duoc hoa tan hodc dwoc tao huyén phu trude sir dung. Ché pham d tiém duogc bao ché bang
c4ch hoa tan, tao huyén phil, hodc tao nhii tuong thanh phan hoat tinh trong dung méi. Lam dung
mdi, vi du, nude cit dé tiém; nude mudi sinh 1y; dau thuc vat; rugu, nhu 1a propylen glycol,
polyetylen glycol, etanol, va dang két hop cua chung ¢6 thé dugc str dung. Ché phdm tiém con
c6 thé bao gbdm chét 6n dinh, tic nhan hoa tan (axit glutamic, axit aspartic, Polysorbat 80 (nhan
hiéu da duoc dang ky), hodc tuong tu), tdc nhén tao huyén phu, tac nhan tao nhil twong, tdc nhan
lam tron, chit dém, chét bao quan, hoic twong tw. Cac ché phém dé tiém nay duoc khir trung
trong budc cubi hodc duge san xuét ra bang cach xur 1y vo tring. Ché pham tiém c6 thé duoc san
xuét ra & dang ché phém ran vo tring, vi du san phém duoc tao dong khd, ma dugc hoa tan trong
nudc duge khir tring hodc nudc chung cht vo trung dé tiém hodc trong dung moi khac ngay
trude khi sir dung.

Céc vi du khac vé ché pham dung ngoai dudng tiéu héa gdm c6 vién thudc dan. Dang nay
ctia ché phdm c6 thé dugc san xuét ra biang phuong phép thong thuong.

Vi khudn duoc st dung trong sang ché thuong 1 ky khi va ¢6 chiu dung dugc kém a6i
véi khong khi hogc oxy & diéu kién kho va dbi voi nhiét do cao va do am cao. Do d6, viée bao
ché ché phém nay tot hon 1a dwoc thuc hién véi sy ¢6 mdt cua khi tro hodc trong chén khong &
nhiét d6 thap. Nhiét do & thoi diém bao ché ciia ché phim 1 khong bi gi6i han cu thé, chi cén 1a
¢6 duoc tac dung theo sang ché, va c6 thé dugc chon theo phuwong phép da dwoc biét dén.

Theo sang ché, lugng phan lidu cuaa vi khuén cho dong vat gdbm c6 con ngudi, mdi lan
dung thude cho ngudi 16n, tdt hon 1a khoang tir 1 x 10° dén 1 x 10! t bao, tot hon nita 1a khoang
1 x 10° dn 1 x 10! té bao, va tét hon nita 1a khoang 1 x 10° dén 1 x 10! té bao.

Theo séng ché, luong phan liéu cia san phim vi khuén dugc xir ly cho dong vat gom c6
con ngudi, mdi 1an ding thudc cho ngudi 16n, tot hon 1a lugng ctia san pham thu dugc bang cach
xtt 1y khoang tir 1 x 10° dén 1 x 10™ té bao vi khudn, t6t hon nita 12 luong cua san pham thu
duoc bing cach xtr 1y khoang tir 1 x 10° dén 1 x 10' t& bao vi khuén, va tot hon nita 1a lugng cua
san phém thu duoc bing cach xir ly khoang tir 1 x 10° dén 1 x 10™ té bao vi khuén.

Theo sang ché, khoang cach thoi gian gitta cac lan st dung cua ché pham bién thién phu

thudc vao ddi twong (vi du, chudt), duong dung (vi dy, dung theo duong miéng), dang phan lidu

11



48128 12127

(vi du, 16ng), v.v.. Ché phim theo sang ché co thé duoc s dung, vi du, 1 dén 5 lan trong mot
ngay, 1 dén 5 1an trong mot tuan, 1 dén 5 1an trong mot thang, v.v..

Theo sang ché, quing thoi gian st dung ché phim bién thién phu thudc vao d6i twong (vi
du, chudt nhit), duong dung (vi du, dung theo dudng miéng), dang phén lidu (vi du, 16ng),
khoang cach thoi gian gifta cac 1an st dung, v.v.. Ché pham theo sang ché c6 thé dugce sir dung,
vi du, trong tir 1 dén 6 ngay, 1 dén 4 tuan, 1 dén 12 thang, v.v.. Ngoai ra, ché pham c6 thé, vi du,
dugc sur dung lién tuc.

Theo sang ché, dbi twong cua viéc dung tac nhan co thé 1a, vi du, dong vat (vi du, con
ngudi, chudt, chudt nhat, tho, clru, lon, bd, méo, ché, khi, v.v..).

Theo sang ché, dbi twong ctia viéc ding téc nhan dé ngan ngira hodc diéu tri bénh than tbt
hon 1a dong vat khac v6i ché hodc meéo (vi du, con ngudi, chudt, chudt nhat, tho, ctru, lon, bo,
khi, v.v..).

Céc vi du vé& bénh ma duoc phém theo sang ché c6 thé ap dung duoc gém ¢6 bénh viém
rudt, viém rudt két man loét, bénh Crohn, bénh lao da day rut, viém rudt non nhiém khudn,
viém rudt non khong nhiém khudn, viém rudt non cép tinh, viém da day - rudt cép tinh, viém
rudt non man tinh, hoi chimg rudt bi kich thich (IBS), ung thu rudt két, tic rudt, tao bon, vim
than, suy than, hoi chimg hu than, bénh thin kinh do dai thio dudng, viém than tiéu cau, soi
than, than da u nang, thiéu mau than, xo cimg than, 1t nuéc than, v.v..

Téc nhan theo séng ché c6 thé duoc sir dung lam vét lidu tho cua ché phém khac véi duoc
phém, va ché phém khéc nay cé thé duoc san xudt ra st dung, vi du, vi khudn hodc san phém
duoc xtr 1y cua ching dugc md ta trén day, theo phuong phap da dugc biét dén. Luong cua vi
khudn hodc san phdm dugc xir Iy ctia ching trong toan bd ché phdm khac véi duge pham duoc
chon nhu thich hop, vi du, nim trong khoang tir 0,000001 dén 99% theo khoi luong.

Theo sang ché, cac vi du vé db an hoac d6 ubng gébm co dd ubng c6 ga, 46 ubng lactic,
sita 1én men, sita chua, d6 ubng Lactobacillus, chét bd trg, v.v..

Séang ché bao gdm phuong phap san xuit san phdm vi khudn dugc xtt 1y ctia ching
Bifidobacterium hodc chung Lactobacillus, phuong phap nay bao gdm céc budc la:

tao huyén phu t& bao vi khuan trong dung méi khong c6 duong (ngoai trir nuéc tinh khiét
va nu6e mudi sinh 1y) hodc trong dung mdi chira DMEM va Ham’s F-12 dé tao ra huyén phu vi
khuén;

dé huyén phu vi khuén & dudi didu kién ky khi; va

tiép theo 12 loc dich ndi cta huyén phu vi khudn dé tao ra dich loc 1am san phém duoc xur
ly;

va khong bao gdm budc 1én men bat ky.
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Theo séng ché, cac vi du vé dung moi khong c6 duong gdm c6 dung dich chira axit
phosphoric, chat dém phosphat (PBS), hodc twong tw, nhung khong gdm c¢6 nudce tinh khiét hoac
nuée mudi sinh 1y. Dung dich chira axit phosphoric c6 thé 14 dung dich bat ky chira it nhat axit
phosphoric. Chat dém phosphat (PBS) c6 thé la chit dém phosphat véi mubi canxi va magie
(PBS(+)) hodc chit dém phosphat khong c6 mubi canxi va magie (PBS(-)). O kha nang van
chuyén ion xuyén bao cao hon, PBS(-) t6t hon 1a duoc str dung. Céc vi du vé dudng gdm cb
lactoza, sucroza, oligosacarit, rugu duong, v.v..

Theo sang ché, DMEM duoc sit dung c6 thé chia, vi du, glyxin, L-arginin hydroclorua,
L-xystin dihydroclorua, L-glutamin, L-histidin monohydroclorua monohydrat, L-isoleuxin, L-
leuxin, L-lysin monohydroclorua, L-metionin, L-phenylalanin, L-serin, L-treonin, L-tryptophan,
L-tyrosin dinatri hydrat, L-valin, canxi D-pantothenat, cholin clorua, axit folic, i-inositol,
nicotinamit, pyridoxin hydroclorua, riboflavin, thiamin hydroclorua, canxi clorua khan, sat (II1)
nitrat enneahydrat, magie sulfat khan, kali clorua, natri clorua, natri hydrocacbonat, natri
phosphat khan monobazo, D-glucoza, pham d6 phenol, v.v..

Theo sang ché, Ham’s F-12 duoc sir dung c6 thé chua, vi du, glyxin, L-alanin, L-arginin
hydroclorua, L-asparagin monohydrat, axit L-aspartic, L-Xystein hydroclorua monohydrat, axit
L-glutamic, L-glutamin, L-histidin monohydroclorua monohydrat, L-isoleuxin, L-leuxin, L-lysin
monohydroclorua, L-metionin, L-phenylalanin, L-prolin, L-serin, L-treonin, L-tryptophan, L-
tyrosin dinatri hydrat, L-valin, biotin, cholin clorua, canxi D-pantothenat, axit folic, nicotinamit,
pyridoxin hydroclorua, riboflavin, thiamin hydroclorua, vitamin B12, i-inositol, canxi clorua
khan, dong (II) sulfat pentahydrat, sat (IT) sulfat heptahydrat, kali clorua, magie clorua khan,
natri clorua, natri hydrocacbonat, natri phosphat khan monobazo, k&m sulfat heptahydrat, D-
glucoza, hypoxantin, axit linoleic, axit lipoic, putresxin dihydroclorua, thymidin, phim do
phenol, natri pyruvat, v.v..

Theo sang ché, cac vi du vé dung moi chira DMEM va Ham’s F-12 gdm c¢6 hdn hop dung
mdi ctia DMEM va Ham’s F-12, dung dich chta DMEM va Ham’s F-12, moi truong chtra
DMEM va Ham’s F-12, v.v.. '

Theo sang ché, mdi truong chira DMEM va Ham’s F-12 duoc st dung c6 thé 12 hdn hop
cua cac san phém ¢6 trén thi truong hodc tuong tu, san phém ¢o trén thi truong da duoc tron
(mbi truong DMEM/F-12 1a san phim cua Thermo Fisher Scientific), san pham khong cé dudng
c6 trén thi trudong, v.v..

Maoi truong DMEM/F-12 dugc str dung trong sang ché ¢6 thé duoc chuin bi bang céch,
vi du, tron cac thanh phén c6 mat trong san phém c6 trén thi truong hodc tuong tu, nhu la L-
glutamin, phdm dé phenol, natri pyruvat, canxi clorua khan, kali clorua, magie clorua khan,
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magie sulfat khan, natri clorua, natri hydrocacbonat, dinatri hydro phosphat khan, natri phosphat
khan monobazo, dong (II) sulfat pentahydrat, sat (III) nitrat enneahydrat, sat (II) sulfat
heptahydrat, kém sulfat heptahydrat, L-alanin, L-arginin hydroclorua, L-asparagin monohydrat,
axit L-aspartic, L-xystin dihydroclorua, L-xystein hydroclorua monohydrat, axit L-glutamic, L-
glutamin, glyxin, L-histidin monohydroclorua monohydrat, L-isoleuxin, L-leuxin, L-lysin
monohydroclorua, L-metionin, L-phenylalanin, L-prolin, L-serin, L-treonin, L-tryptophan, L-
tyrosin dinatri hydrat, L-valin, D-biotin, D- pantothenat, cholin clorua, axit folic, i-inositol,
nicotinamit, pyridoxin hydroclorua, riboflavin, thiamin hydroclorua, vitamin B12, D-glucoza,
hypoxantin, axit linoleic, axit lipoic, putresxin dihydroclorua, thymidin, v.v..

D8 thuén tién, viéc st dung moi truong DMEM/F-12 ¢ trén thi truong dugc uu tién.

Theo sang ché, “dé & dudi didu kién ky khi” c6 nghia 13, vi du, dé & trong diéu kién noi
ma muc oxy trong khoang trbng & dau giam t6i zero bang cach thay thé nito, hodc dé & trong bé
nudi ciy noi ma mirc oxy hoa tan (D. O.) trong huyén phi vi khudn bang 1,0ppm hodc nhé hon.
Dic biét tot 13, huyén phu vi khuan dugc d& & dudi diéu kién ky khi noi ma mirc oxy hoa tan (D.
0.) trong huyén ph vi khudn dugc diéu chinh dén 0,5ppm hogc nhé hon bang cach thay thé nito,
nhung day chi la vi du khong gidi han.

Theo sang ché, “dé do huyén phu vi khudn” c6 nghia 13, sau khi tron vi khudn v6i dung
mdi khong ¢6 dudng (ngoai trir nudce tinh khiét va nuéc mudi sinh ly) hodc dung méi chira
DMEM va Ham’s F-12, @ hdn hop & d6 khong c6 tac dong bét ky dén huyén phi vi khuén
va/hodc vat chira chira huyén phu vi khudn. Thoi gian dé d6 khong bi gi6i han cu thé, va co thé
13, vi du, 30 phut hodc hon, 1 git hodc hon, 6 gio hodc hon, v.v.., va ngoai ra co thé 1a 24 gio
hodc it hon, 3 ngay hodc nhd hon, v.v.. Nhiét do & thoi diém dé d6 huyén phu vi khuén 1a khong
bi giGi han cu thé, chi cin la nhiét do cho phép vi khudn phat trién. Didu kién ma huyén phu vi
khudn duge dé d6 phu thudc vao ban chét cua vi khuén, va c6 thé 13, vi du, diéu kién wa khi hosc
didu kién ky khi.

Theo sang ché, b6 loc khong chi duge yéu cau 1a c6 kha nang loc vi khuén, va vi dy, bd
loc ¢6 trén thi truong véi e mét lusi ndm trong khoang tir 0,1 dén 1pm (vi du, 0,22um) 6 thé
duoc st dung.

Theo sang ché, cac budce 13, vi du, 1am dic, bot, tao dong kho, v.v.. cia san pham duoc
xtr ly cua dich loc cling ¢ thé c6 mat.

Theo sang ché, “khong bao gdm bude 1én men bét ky” c6 nghia 13, vi du, khong xuét hién
1én men axit lactic, san phim duoc xtr Iy thu duoc sau tht ca cac budc san xuit trong phuong

phap san xuat khong chira chét trao ddi bat ky dan dén tir viéc 1én men axit lactic, v.v..
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Theo séng ché, phuong phap dé danh gid xem c6 hay khong viéc 1én men axit lactic 13
khong bi gi6i han cu thé. Vi dy, trong trudng hop ma pH cia huyén phu vi khuan duoc tao ra
duoc do sau khi dé do huyén phu vi khudn duoc ha thip so véi gid tri d6 duge do trude khi dé do
(dwoc thay dbi theo huéng tao axit), 1én men axit lactic dugc danh gia 1a c6 xuét hién, ma 1a
khong trong pham vi clia sdng ché.

Séang ché bao gdm phwong phap hoat héa kénh clorua, ngén ngira hoac diéu tri bénh than,
hoiic thic ddy viée di tiéu, phuong phap bao gdm viéc ding, cho dong vat, vi khuan cua ching
Bifidobacterium hodc ching Lactobacillus, hoac san pham dugc xir 1y ctia chung.

Sang ché con bao gdm viée st dung vi khuan cta ching Bifidobacterium hodc chung
Lactobacillus, hodc san pham duoc xir 1y ctia ching dé san xudt tac nhan hoat hoa kénh clorua,
tac nhan dé ngan ngira hodc didu tri bénh than, hoic tac nhan dé thuc day viéce di tiéu.

Sang ché con bao gdm vi khuén cta ching Bifidobacterium hodc ching Lactobacillus,
hoac san phém dugc xr 1y cua chung dé sir dung cho viéc hoat hoa kénh clorua, ngén ngira hodc
didu tri bénh than, hoic thuc diy viéc di tiéu.

Sang ché con bao gém viéc st dung vi khuén cua ching Bifidobacterium hodc chung
Lactobacillus, hodc san phdm duoc xir Iy ctia ching cho viée hoat hoa kénh clorua, ngin ngira
hodc diéu tri bénh than, hodc thuc day viéc di tiéu & dong vat.

Vi du thwe hién sing ché

Tiép theo, sang ché s& dwgc minh hoa chi tiét thong qua céc vi du, nhung pham vi k¥
thuat cla sang ché khong chi giéi han & cac vi du d6. Céc bién ddi khac nhau c6 thé duoc tao
trong pham vi y tuéng k¥ thuét cia sang ché boi chuyén gia trong nganh.

Vidu 1: Tao ra sén phém vi khuén duoc xtr Iy

Vi khudn cua chung Bifidobacterium hodc ching Lactobacillus dwoc st dung la
Bifidobacterium longum (B. longum): ID1001 (MM-2, S6 truy cap: NITE BP-818), JCM1217
(ID11007), ID1163, ID1164, ID1165, ID1166, ID1167, ID1168, ID1170, ID8009, CLA8013 (Sh
truy cap: NITEBP-02352),

Bifidobacterium bifidum (B. bifidum): ID1000, ID1077, ID1078, JCM1255 (ID1079%),
ID1080, ID1127,1D1129, ID1130, ID1131, ID1188, ID1189, ID800S, ID8007,

Lactobacillus gasseri (L. gasseri): 1D2000, JCM1131 (ID21517), 1D2089, 1D2092,
1D2093, ID2100, ID2101, ID2124, ID2144, JCM5813 (ID2145), ID2146,

Lactobacillus johnsonii (L. johnsonii): JCM2012 (ID21537), ID2091, ID2095, ID2096,
1D2126, ID2142,1D2143, ID2154,

Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus): JCM1132 (ID21527), 1D2073, ID2107,
ID2109, ID2110, va
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Lactobacillus paracasei 10ai phu paracasei (L. paracasei subsp. paracasei): JCM8130
(ID21487), 1ID2003, 1D2004, ID2005, ID2012, ID2013, ID2014, ID2019, ID2031, ID2032,
ID2033. B. longum JCM1217 (ID1100%), B. bifidum JCM1255 (ID1079"), L. gasseri JCM5813
(ID2145), L. gasseri JCM1131 (ID21517), L. johnsonii JCM2012 (ID2153%), L. acidophilus
JCM1132 (ID21527), va L. paracasei subsp. paracasei JCM8130 (ID21487) 14 céac chung tiéu
chuén cia timg ching.

Céc té bao duoc bao quan lanh cta timg ching (khoang 1 x 10° dén 1 x 10% t& bao) duogc
nudi ciy ky khi st dung 10mL mdi truong GAM (Nissui Pharmaceutical) chira 1% glucoza va
0,1% Polysorbat 80 & 37°C trong 18 dén 30 gid. Tiép theo 1 ly tam dich nuéi cdy (3.000 x G, 10
phut, & nhiét do trong phong) va loai bo dich ndi. Rira cic té bao véi PBS(-), tao lai huyén phu
trong 10mL DMEM/F-12 (la san phm ctia Thermo Fisher Scientific), va dé & dudi diéu kién ky
khi & 37°C trong 24 gid. Sau ly tam, loc dich ndi qua bd loc (0,22um) dé chuén bi dich loc lam
san pham vi khuén duoc xtr 1y (Dich chiét: duéi day co thé duoc viét tat 12 E).

Mdi trudong nudi cy té bao

Dong t& bao biéu md rudt két & ngudi T84 duge nudi cdy trong DMEM/F-12 chira 10%
FBS va penixilin/streptomycin. C4c t& bao duogc gieo hat & 4 x 10* t€ bao/em?, va dé trdi qua moi
5 dén 7 ngay. Céc té bao dugc gieo hat & 5 x 10° té bao/giéng trén b loc Snapwell (Corning,
Costar, 1,13cm?), va mdi truong duoc thay 3 ngay mot 14n. Sau khi duoc nudi ciy trong tir 5 dén
7 ngay, cac t& bao duge st dung trong thir nghiém.

K§ thuat dong doan mach

Str dung hé budng Ussing (1a san phim ctia Physiologic Instruments) dé do véi viée sir
dung k¥ thuit dong doan mach. Snapwell c6 cac té bao T84 & dang don 16p duoc dat nim thang
dimg trong budng Ussing, va bén trai va bén phai clia Snapwell c6 cac té bao T84 duogc gin kém
duoc nap voi SmL dung dich Krebs-Ringer duoc gift & 37°C. Pé hé théng & trang thdi ndy trong
20 phut hodc 1au hon, va sau khi gia tri dong dién ngang qua mang té bao T84 (Isc) dugc 6n
dinh, thi bt diu thir nghiém. B6 sung 100uL san phdm vi khuan duge xtt Iy vao phia trén 1a phia
mang nhdy ciia t& bao T84 (phia d6i dién v6i bé mat noi ma cac té bao bam dinh vao Snapwell),
va quan sat nhimg thay doi tiép theo trong Isc (Alsc) dé so sanh nhitng thay dbi trong viéc tiét
ion xuyén bao. Alsc 1a su chénh léch t61 da gifra gi4 tri Isc sau khi bd sung mau va gid tri Isc &
thoi diém bd sung mau (0 gio).

Kha nang cla san phdm vi khuén duoc xu 1y dé van chuyén ion xuyén bao

Ham luong 4m trong duong da day rudt tao ra anh huong dén d6 cimg va chuyén dich
ctia nhimg tht c6 trong da day rudt, va la modt trong cac nguyén nhan gy ra tdo bon hoac tiéu
chay. Do viéc tiét va hap thu nudc trong dudng da day rudt xudt hién song song véi viéc chuyén
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dich cua ion clorua qua kénh clorua c6 mdt trong bidu mo da day rudt, chuyén dich cta ion
clorua ding lam chi sb ctia chuyén dich nuéc. Do d6, st dung céc té bao biéu m6 da day rudt (té
bao T84), kiém nghiém kha ning cta vi khudn d& vén chuyén ion xuyén bao bang k¥ thuat dong
doan mach vé6i budng Ussing. Céc két qua vé kha ning cua timg nhém san phdm vi khuan duoc
xtt Iy dé van chuyén ion xuyén bao duoc do bang k¥ thuat dong doan mach st dung té bao T84
duoc thé hién trén Fig.1 (Bifidobacterium) va Fig.2 (Lactobacillus). San pham dugc x 1y cua B.
longum CLA8013 thé hién Alsc tdi da.

Ap dung 10mM (hoa tan trong DMSO) CFTRinh172 (Sigma C992-25MG), ma la chét G
ché kénh clorua, trong dung dich Krebs-Ringer (5 pL/5mL, ndng d6 cubi: 10pum) vao phia mang
nhiy cua té bao T84, va sau 2 phut, bd sung 100pL san phim duoc xt 1y cua B. longum
CLA8013 vao phia mang nhiy cia té bao T84. Trong khi Alsc clia san phim vi khudn duoc xir
Iy cta B. longum CLA8013 khong c6 xir Iy CFTRinh172 (dugc xt ly v6i DMSO) bang 11,38
A, Alsc ctia san phdm vi khuin duge xir ly ctia B. longum CLA8013 v6i xtr ly CFTRinh172
bang 3,50 pA. Tic 13, chét trc ché kénh clorua 1am giam kha ning cta san phdm vi khuén dugc
xtr ly cua B. longum CLA8013. Cac két qua thé hién ring, san phdm vi khuan duoc xir 1y ctia B.
longum CLA8013 d3 hoat hoa kénh clorua trong duong da day rudt. Két qua con thé hién rang,
san phém vi khuan duoc xu 1y ctia B. longum CLA8013, ma c6 kha nang hoat héa kénh clorua,
¢6 kha nang thuc ddy viéc tiét nude va nho d6 thic ddy viée di tiéu.

Vidu 2: Tao ra san phém vi khuén duoc xur 1y

Phuong phap tao ra san pham vi khuén duogc xu 1y (Bifidobacterium longum CLA8013)

Céac té bao dugc bao quan lanh cta B. longum CLA8013 (khoang 1 x 10® t& bao) duogc
nudi cy ky khi sir dung 10mL mdi trudong GAM (Nissui Pharmaceutical) chira 1% glucoza va
0,1% Polysorbat 80 ¢ 37°C trong 30 gio. Tiép theo 1a ly tim dich nu6i cdy (3.000 x G, 10 phut, &
nhiét do trong phong) va loai bd dich ndi. Rira céc té bao véi PBS(-), tao lai huyén phu trong
10mL PBS(-), va dé & dusi didu kién ky khi & 37°C trong 24 gid. Sau ly tam, loc dich ndi qua bd
loc (0,22um) d& chuan bi dich loc 1am san phim duoc xi Iy (8013E) cta vi khuén (B. longum
CLAS8013). '

Dich pha loing thu duogc bing cch pha long 8013E véi PBS(-) do vay ma c6 d hép thu
bing 33 & 260nm la dé chi 8013E(10), va dich pha lodng thu dugc bang cach pha lodng 8013E
v&i PBS(-) do vay ma c6 do hép thu bang 3,3 & 260nm 1a dé chi 8013E(1).

(Tang cudng kha ning & san pham vi khuan dugc xu 1y (B. longum CLA8013) & chudt
nhit thudc mé hinh bénh than man tinh)

1. Ding san pham vi khun dugc xtt Iy cho chudt nhat thude mé hinh bénh than man tinh
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Tién hanh thtr nghiém theo thi tuc duoc thé hién trén Fig.3. Chudt nhit duc C57BL/6
chudt (CLEA Japan, Inc.) duoc cho an véi ché db 4n théng thuong (CE-2, CLEA Japan, Inc.)
cho dén 6 tuan tudi. O muc dd 7 tudn tudi, chudt nhit duoc chia thanh nhém ding ché d6 an
théng thuomg (Binh thudong) dé cho an véi ché d6 an thong thuong va nhém ding ché do an c6
adenin (Ché do an c6 adenin) dé cho an véi ché d6 an thong thuong chira 0,2% adenin (14 san
phdm ciia Wako). Sau tudn sau do, thuc hién cho nhém thong thuong, ding theo dudng 6ng vao
da day 0,2mL/chudt nhit caa PBS(-) sit dung 6ng da day ngay mét lan trong 12 ngay.

Nhém dung ché d6 an c¢6 adenin, ma duoc cho in véi ché d6 an c6 adenin trong 6 tuin
tudi va sau d6 quay tré vé ché do an thong thuong, duoc chia thanh PBS(-) ding thudc nhém
(RF) va cdc nhom ding san phdm vi khuan duoc xtr 1y (B. longum CLA8013) (RF+8013E(1),
RF+8013E(10)). Cho nhom RF, nhém RF+8013E(1), va nhém RF+8013E(10), dung theo dudng
6ng vao da day 0,2mL/chudt nhit caa PBS(-), 8013E(1), va 8013E(10), twong ting, duoc thuc
hién str dung dng da day ngay mot 1an trong 12 ngay.

18 gitr sau 1an ding thudc cudi, tién hanh phau tich chudt.

2. Do uré nito huyét (BUN)

Céc két qua v& BUN & chudt nhét trong timg nhém dugc do st dung Kit phat hién
DetectX Urea Nito Colorimetric Detection (13 san pham ciia ARBOR ASSAYS) duoc thé hién
trén Fig.4. P61 v6i timg nhom, 5 hodc 6 chudt nhét duoc dua vao do. Cac két qua thu duoc dugce
thé hién ¢ dang gi4 tri trung binh + SD (*: p<0,05 d6i lai v6i Binh thuong, #: p<0,05 ddi lai véi
RF, thir nghiém Steel-Dwass). Khi dugc so sanh v4i nhém thong thuong, viée nang lén ctia mirc
BUN lam chi sb cua chirc ning thin quan sat thiy duogc & nhém RF. O nhém RF+8013E(1) va
nhom RF+8013E(10), mic BUN dugc ha thap khi duoc so sanh v6i nhom RF. Hiéu qua phu
thudc lidu ciia 8013E quan sat thdy dugc, va ¢ su khac nhau déng ké gitta nhém RF+8013E(10)
va nhom RF. Cac két qua thé hién rang, 8013E da cai thién chirc ning than. Trong qud trinh thir
nghiém, trong lwong co thé 1a giam do ché d6 an c6 adenin, va duoc phuc hoi sau khi ché do an
dwoc quay tr& vé binh thuong & thoi diém bat ddu dung thude thir nghiém. Viéc dung 8013E
khong tac dong dén viéc phuc hdi trong luong, va thé hién cing xu huéng nhu & nhém RF.

Vi du 3: Tao ra san phdm vi khuén duoc xir 1y

Phuong phép tao ra san phdm vi khun duoc xu 1y (Bifidobacterium longum CLA8013)

Céc té bao duoc bao quan lanh cua B. longum CLA8013 (khoang 1 x 10% t& bao) duoc
nuéi cy ky khi sir dung 10mL méi truong GAM (Nissui Pharmaceutical) chita 1% glucoza va
0,1% Polysorbat 80 & 37°C trong 30 gid. Tiép theo 14 ly tim dich nuéi ciy (3.000 x G, 10 phut, &
nhiét d6 trong phong) va loai bo dich ndi. Rira cac té bao véi PBS (-), tao lai huyén phu trong
10mL PBS (-), va dé & duéi didu kién ky khi & 37°C trong 24 gio. Sau ly tam, loc dich n6i qua
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b6 loc (0,22pm) dé chuén bi dich loc 1am san phdm dwoc xir Iy (8013E) ctia vi khuan (B. longum
CLA8013).

Kha nang cua san pham vi khudn duogc xtr Iy dé van chuyén qua toan bo rudt

1. Ding san pham vi khuan duoc xit ly (Bifidobacterium longum CLA8013) cho chudt
SD

Chu6t nhit SD dyc (Japan SLC) & mirc d6 6 tudn tudi duoc thu tinh riéng r& tir trudce
trong tudn. Sau thu tinh so b, chudt dugc chia thanh nhém théng thudng va nhém 8013E. Cho
nhém thong thuong va nhém 8013E, ding theo duong dng vao da day & miic 0,5mL/chudt clia
PBS(-) va 8013E, tuong tmg, duoc thuc hién mét 1an. Sau d6, thuc hién, mot lan, ding theo
duong dng vao da day & mirc 1mL/chudt ciia dung dich mau dé son (Wako) (3g/50mL, 0,5%
carboxymetylxenluloza).

2. Do kha nang vin chuyén qua toan bd rudt & chudt (Fig.5)

Sau khi dung dung dich mau d6 son, thoi gian dé loai phan c6 mau do dugc do ddi véi 8
chudt trong tirng nhém

(*: p<0,05 dbi lai kiém soat (thir nghiém Mann-Whitney’s U)). Cac két qua thu duoc
duoc thé hién ¢ dang gia tri trung binh + SD. Nhém 8013E thé hién thoi gian & loai phan c6
mau d6 12 ngén hon dang k&, ma c6 nghia 12 8013E c6 tac dung thuc diy viéc di tidu.

Vi du 4: Anh hudng cta dang dung mdi trén kha nang van chuyén ion xuyén bao

Tao ra san pham vi khuan duogc xtr Iy

Phuong phép tao ra san pham vi khudn dugc xt 1y (Bifidobacterium longum CLA8013)

Céac té bao duoc bao quan lanh cta B. longum CLA8013 dugc nuodi cly ky khi si dung
10mL moi truong GAM (Nissui Pharmaceutical) chira 1% glucoza va 0,1% Polysorbat 80 &
37°C trong 30 gio. Tiép theo 1a ly tAm dich nuéi cdy (3.000 x G, 10 phut, & nhiét do trong phong)
va loai bo dich ndi. Rura cac té bao véi PBS (-), tao lai huyén phu trong 10mL timg nhém dung
mdi (nude tinh khiét, nuée mudi sinh 1y, DMEM/F-12, hoac PBS (-)), va d&é & dudi diéu kién ky
khi & 37°C trong 24 gid. Sau ly tAm, loc dich ndi qua bd loc (0,22pm) dé chuan bi dich loc 1am
san phim duogc xiur 1y (8013E) cta vi khudn (B. longum CLA8013). '

MBoi truong nudi cay té bao

Dong té bao biéu md rudt két & ngudi T84 dugc nudi ciy trong DMEM/F-12 chta 10%
FBS va penixilin/streptomycin. Cac té bao dugc gieo hat & 4 x 10* t& bao/cm?, va dé trdi qua mdi
5 dn 7 ngay. Cac té bao duoc gieo hat & 5 x 10° té bao/giéng trén bd loc Snapwell (Costar,
1,13cm?), va moi truong duge thay 3 ngay mot lan. Sau khi duoc nudi cdy trong tir 5 dén 7 ngay,
cac té bao duoc st dung trong thir nghiém.

K¥ thuat dong doan mach
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Alsc duoc xac dinh theo cung cach nhu duge mo ta trong k¥ thuat dong doan mach ¢ Vi
du 1.

Kha ning & san phdm vi khuan dugc xtr ly (B. longum CLAS013) dé van chuyén ion
xuyén bao

Céac két qua duoc thé hién trén Fig.6. San phém vi khudn dugc xt 1y dwoc chuén bi st
dung PBS (-) lam dung mdi c6 kha ning van chuyén ion xuyén bao cao nhit, va trong trudng
hop ma dung mdi la DMEM/F-12, kha nang cua san phdm vi khudn dwoc xir ly d& van chuyén
ion xuyén bao cao tht hai. Cac két qua thé hién ring, bang cach tao huyén phu té bao vi khudn
trong PBS(-), san pham vi khuén duoc xi 1y c6 hiéu qua cao hon ¢6 thé dugc chuin bi. Huyén
phu cta té bao vi khudn trong DMEM/F-12 thé hién khong c6 thay doi vé d pH trong khi dé lai
d6. Cac két qua boc 16 ring, viée ting vé kha nang cta san phdm vi khuan duge xir ly dé van
chuyén ion xuyén bao 12 khong lién quan dén viéc 1én men béi vi khuén.

Con khéng dinh dugc rng, trong trudng hop ma té bao vi khuin dugc tao huyén phu
trong DMEM/F-12 khong ¢ dudng, san pham vi khudn duoc xir 1y ¢6 kha nang van chuyén ion
xuyén bao cao.

Vi du 5: Tao ra vi khuan

Phuong phép tao ra vi khuan (B. longum MM-2: ID1001)

Theo cing cach nhu & Vi du 2, vi khuan (B. longum MM-2) duge nudi chy ky khi trong
12 dén 18 gid. Sau d6, té bao vi khudn dwoc gom va dwoc chudn bi & mirc 1a 5 x 10° té bao/mL
trong PBS(-) dé sir dung sau do.

Tang cudng kha ning cia t& bao vi khuan (B. longum MM-2) & chudt nhit thuéc md hinh
bénh than man tinh

Theo thu tuc va phuong phéap tuong tu nhu thu tuc va phuong phéap & Vi du 2, té bao vi
khuén d& duge chudn bi duoc dung & liéu dung bang 1 x 10° t& bao/0,2mL/chudt nhét. 18 gid sau
lan dung thudc cubi, tién hanh phiu tich chudt. Sau d6, theo cach thic twong tw nhu cich thirc
duoc m6 ta & Vi du 2, do BUN v6i viéc stt dung 5 hodc 10 chudt nhét ddi véi timg nhém. Cac
két qua do duoc thé hién trén Fig.7. Cac két qua thu dugc duoc thé hién & dang gia tri trung binh
+ SD (**: p<0,01 ddi lai véi nhém Binh thuong, #: p<0,05 ddi lai véi RF). Khi dugc so séanh véi
nhom Binh thuong, viée nang 1én ciia mirc BUN lam chi s6 cta chiic nang than quan sét thay
duoc & nhém RE. O nhém RF+ MM-2, miic BUN 1 giam khi duge so sanh véi nhom RF. Cac
két qua thé hién rang, té bao vi khudin MM-2 d3 cai thién chic nang than. Trong qué trinh thu
nghiém, trong luong co thé 1a giam do ché d6 an co adenin, va duge phuc hdi sau khi ché do an

duoc quay tré vé binh thuong & thoi diém bét dau ding thudc thir nghiém. Viéc dung té bao vi
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khudn MM-2 khong tac dong dén viéc phuc hoi trong lugng, va c6 cung xu huéng nhu & nhom
RF duoc thé hién.

Theo sang ché, vi du, khi vi khuin hodc san phdm duoc xtt 1y ctia chiing dé duoc dung cé
kha nang van chuyén ion xuyén bao twong duong véi kha ning d6 cua ching vi khudn MM-2,
viée dung vi khuén hodc san phdm dugc xir 1y cia ching ¢6 thé ting cudng chirc nang than.

Theo sang ché, vi du, khi vi khuén khong c6 vi khuan 1én men duoc su dung, viéc dung
san phdm duoc xir Iy chira vi khudn con c6 thé tang cuong chirc nang than.

Duéi day 1a phan trinh bay vé& cach thirc bao ché dic hiéu cia duge phim, san phdm db
an hodc dd ubng, va dd an chira tic nhan tac dong trén chit van chuyén ion xuyén bao trong
duong da day rudt, tic nhan dé hoat hoa kénh clorua, tic nhan dé ngan ngira hogc diéu tri bénh
than, va/hodc tac nhan dé thuc ddy viéc di tiéu. Gia tri bang sd & dau bén phai & timg vi du bao
ché nghia 12 % theo khéi luong ctia timg thanh phan.

Vi du bao ché 1: Thude (vién nén)

Tinh bot ngd 21,7%
Bot duong phen 27,1%
Dextrin 29,4%
Canxi cacbonat két tua 13,4%
Da tan 3,0%
Sacaroza 2.2%
Magie stearat 0,5%
San pham vi khuén duogc xur ly 2,7%

(Bifidobacterium longum CLLA8013)

Vi du bao ché 3: San pham do6 &n hoac do uong (d6 uong coé loi cho suc khoe)

Duong 13,3%
Axit xitric 0,1%
Cac vitamin 1,0%
Chét tao huong ' 0,2%
San pham vi khudn duoc xtr 1y

14,8%

(Bifidobacterium longum CLA8013)

Nudoc 70,6%
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Vi du bao ché 6: Thic an (thirc 3n cho vét nudi)

(Bifidobacterium longum CLA8013)

Hon hop d6 an 97,5%
San pham vi khuan dugc xi ly
2,5%

Kha nang wng dung cong nghi€p

22/27

Téc nhan theo sang ché 13 hitu dung trong viéc hoat héa kénh clorua, ngin ngira hodc

diéu tri bénh than, va/hodc thuc day viée di tiéu, va do do, sit dung duoc lam thude, chét bb tro,

V.v..
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YEU CAU BAO HQ

1. Ché pham chtra vi khuén Bifidobacterium longum C1LA8013 (S6 truy cap: NITE BP-
02352).

2. Vi khuan Bifidobacterium longum CLA8013 (Sé truy cap: NITE BP-02352).

3. Phuong phap san xuét san pham vi khuan duge xur ly cua Bifidobacterium longum
CLAS013 (S6 truy cap: NITE BP-02352), phuong phap bao gbm céac bude

tao huyén phu cac té bao vi khudn trong dung méi khong c6 duong (ngoai trir nude tinh
khiét va nudc mudi sinh 1y) hodc trong dung moi chira moi truong Dulbecco’s Modified Eagle
(DMEM) va Ham’s F-12 dé tao ra huyén phu vi khuén;

de hu_yén phu vi khuan dudi cac didu kién ky khi; va

tiép theo loc dich néi cta huyen phu vi khuan dé tao ra dich loc lam san pham dugc xu

va khong bao gdm bude [én men.
4. Dich ndi cua huyén phu chta vi khuan Bifidobacterium longum CLAZ0O13 (S0 truy
cap: NITE BP-02352) va dung moi khéng ¢6 duong (ngoai trr nude tinh khict va nudce muoi

sinh 1y) hodc dung m6i chita DMEM va Ham’s F-12.
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Fig.4
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