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(57) Sang ché dé xuét chiing vi khudn Lactobacillus spp. dugc phan 1ap tir phan ngudi
hodc kim chi bép cdi, vi vy an toan cao va c6 hoat tinh sinh ly nhu tac dung diéu hoa
mién dich va tic dung trc ché phan tmg viém. Sang ché ciing d& xuit duoc phim va thyc
phim chira chung Lactobacillus spp. theo sang ché c¢6 thé dugc sir dung 1am vat liéu dé
diéu hoa mién dich va tc ché phén Ung viém, va cling c6 thé duoc st dung lam thuc
phdm chirc ning va duoc liéu hitu ich dé phong ngira, giam nhe hoic didu tri cac bénh di

mg nhu viém mili, di tng, hen suyén, v.v...
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Linh vue k¥ thuit dwoe das cv@p

Séng ché d& cap dén vi khuén lactic, cu thé hon 13 vi khudn Lactobacillus
plantarum IM76 KCCM11962P va cé4c loai thuc phém, dugc phém st dung vi khuén nay,
¢6 tac dung uc ché cac phan tmg di img nhd cac hoat tinh sinh ly khdc nhau nhu tac dung

didu hoa mién dich, tac dung tc ché phan Gng viém, v.v...
Tinh trang k¥ thuit cia siang ché

Phan {mg qué mAn 12 phan tmg c6 hai cho co thé viné gay ra phan img mién dich
qué mirc d6i v6i cac tac nhan khong gdy bénh thay vi dan dén sy dung nap mién dich
trong co thé ngudi. Phan tmg qua mAn duge chia lam 4 tuyp theo co ché tic dung ctia né.
Phén tmg qui min tuyp 1 xay ra khi khang nguyén déc hiéu gin v6i khang thé, ma chi
yéu 1a phan ung lién két véi thu thé Fe ctia mét dudng bao. Phan ting nhu vay duoc goi
1a phan tmg qua man tic thi vi nd xudt hién ngay sau khi xay ra tiép xtic v6i khing
nguyén. Phan Umg qua man tuyp 1 thong thuong gy ra boi khang nguyén dang hat duge
hit vao qua dudng thd. Khang nguyén dang hat dién hinh nhu phén hoa, v.v... Céc bénh
hoic cac triéu chiig gy nén boi phan ing qua mAn tuyp 1 c6 phét ban cAp tinh nhu viém
da di tmg, viém milii di ing, hen phé quan, v.v... Phén ing qua man tuyp 2 gy ra boi cac
phan tir nho lién két cong héa tri v6i thanh phan bé mit clia té bao ngudi, tao ra chu tric
bién ddi ma hé théng min dich nhan dién 1a vat lidu di thé. Trong phan img qui man
tuyp 2, cc té bao B san sinh ra IgG khang lai quyét dinh khéng nguyén (epitop) mdi, sau
d6 IgG lién két v6i té bao bién ddi din dén su pha v& té bao thong qua hoat dong bb trg
va thuc bao. Phan tmg qua mén tuyp 3 gy ra bdi phirc hop mién dich hoa tan duge hinh
thanh bdi lién két gitta khdng nguyén protein hoa tan va IgG vén duoc tao ra dé khang
lai khdng nguyén protein hoa tan. Trong phéan ung qua mén tuyp 3, mot phan ciia phirc
hop mién dich dugc gén vao thanh mach mau hosc phé nang phéi, do @6 kich ung phu,
gdy ra phan Ung viém lam tdn thuong mo va suy gidm chirc nang sinh ly cia m6. Phan
{ing quéa man tuyp 4 gdy ra boi cac san phém ctia té bao T tac dung dic hi¢u khang nguyén,
va con duoc goi 12 phan ing qua man mudn do xuét hién chim sau mot dén ba ngay phoi

nhi€m véi khéng nguyén.
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Phén tng qué mAn tuyp 1 1 phan ung tirc thoi qua trung gian IgE. Khan thé IgE
dugc tao ra béi trong bao cé trong mang nhay ctia co quan hd hép va tiéu héa. Cac khang
thé IgE duogc tao ra c6 4i luc rAt cao véi cac thu thé bé mit ctia dudng bao va bach cau
wa kiém, vi viy chung lién két hiu hét v6i cac té bao nay. Day 1a trang thai nhay cam
trong do hau hét cac thu thd bé mit clia dudng bao va bach cAu ua kiém déu lién két véi
céc khang thé IgE. Néu phoi nhidm véi chét gay di img & trang thai nhay cam thi chét
gy di tng s€ lién két v6i IgE gay ra phéan ung gitta cac thu thé, cac hat trong dudng bao
sau d6 s& hop nhét v6i mang té bao dé tiét ra cac chit héa hoc trung gian nhu histamin,
xysteinyl leukotrien, prostaglandin va thromboxan. Cac chit héa hoc trung gian nay 1a
nguyén nhén gy ra phan tmg di tng sém bang cach lam ting tinh thAm ciia thanh mach,

lam gifin mach mdu, co bép co tron va thiic day cac chic nang cla tuyén bai tiét.

Viém miii di tng (AR) 12 bénh gy ra bdi phin tng qua mén tuyp 1, ding dé chi
roi loan triéu chimg, dAn dén cac triéu chimg & miii, mit, tai va hong tuong tu nhu phan
{mg viém qua trung gian IgE sau khi tiép xtc voi cht di gdy Gmg. Viém mii di img dugc
chia thanh AR gi4n doan hodc AR kéo dai dya vao thoi gian xuét hién triéu chimg theo
t chic nghién ctru vé Viém milii di ung va tac dung cua nd d6i v6i bénh hen suyén
(ARIA), va dugce chia thanh céc thé nhe, trung binh va ning. Ty 18 méc viém miii di ing
thuong 13 khoang 10 - 30% & ngudi 16n va khoang 40% ¢ tré nho v6i mot chut khéc biét
thy thude vao cac bao cdo ¢ cac nude khéc nhau. Cac yéu t6 gy viém milii di ung c6 ci
& trong nha va ngoai troi, khi ndng do IgE trong huyét thanh Ién dén 100 TU/ml hogc hon
trude sau tudi. Viem mili di img 12 nguyén nhan gy viém xoang, viém tai giita hodc viém
két mac. Néu bénh kéo dai co thé tién trién ning thém thanh hen suyén va viém xoang,
gay rbi loan gifc ngu, khé y thirc hodc didu chinh dugc trong cudc sdng. Hen suyén, mot
trong cac bénh gay ra boi phan Gng qua méan tuyp 1, véi cac triéu chimg nhu suy hd hép,
ho, thd kho khe, v.v..., xay ra lap di ldp lai hodc co thét, cling duge biét dén 1a do sy két
hop cita cdc yéu t6 di truyén va moi trudng. Noi cach khéc, bénh hen suyén la dang bénh
di img ma trong d6 su di truyén tir cha me va céc yéu t6 gay hen suyén tir moi truong
xung quanh c6 lién quan voi nhau, gy ra sy xéo tron cho hé théng mién dich, chu yéu la
min tinh va tai phat.

Nhiéu phuong phép tri liéu khac nhau da dugc nghién ctru dé diéu tri cac bénh di
tmg do phéan Uimg qua man tuyp 1 gay ra. Cu thé nhu thuéc chdng di tmg, thudc khang thu

2
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thé histamin (thuéc khang histamin), steroit, v.v..., dd dugc st dung dé didu tri. Tuy
nhién, thudc gy ra tic dung phu dang ké duoc biét dén nhu: thubc khang histamin trc
ché sy din truyén xung than kinh ngoai bién do canh tranh véi histamin dé gén VAo cac
thy thé histamin; thuéc chéng di img 1am giam céc triéu ching béng cach 1am suy yéu
kha nang tao cac chét hoa hoc trung gian cta t€ bao; steroit, lam gidm viém bing c4ch
lam suy yéu kha ning dap tng mién dich, hiu hét déu khong c6 tac dung didu tri dang

ke.

Mit khéc, vi khuén lactic 12 san phém da duoc Metchnikoff phat hién 14n d4u tién,
¢6 kha ning axit hoa cac chét trong rudt gitip ngan chin céc vi khuln gy thdi phat trién
va dat dugc hi€u qua diéu tri. Hién nay, d3 c6 hon 165 loai thudc chi Lactobacillus (mdt
dai dién cua vi khuén lactic) da dugc phét hién. Lactobacillus acidophilus 1.-92 1a ching
vi khun lactic ¢6 loi duge st dung @& didu tri bénh di tmg do phén hoa tuyét ting

Himalayan ¢ Nhat Ban gy ra.

V6 sb vi khuén lactic c6 loi séng trong hé tiéu héa cua con ngudi dugce nghién ciru
phan 1ap dé bao ché thubc hoic thuc phém chtrc nang. Cu thé 12 thubc diéu tri cac bénh
di img cn dwoc thyc hién trong mot thoi gian dai, do d6 doi héi cac déc tinh nhu hip thu
dé dang va do an toan cao. Vi khuén lactic 12 nhém ph hop va dap Gng t6t yéu cau diéu

tri cac bénh néu trén.
Ban chit ky thuit clia sdng ché

Sang ché duoc thyc hién dya trén cac van dé k¥ thuét con ton tai néu trén, muc
tidu cua sang ché 1a dé xuat vi khuan lactic c6 tic dung di€u hoa mién dich va {rc ché

phan tmg viém.

Ngoai ra, muc tiéu khac ciia sang che 1a d€ xuat cac loai thuyc pham va dugc phém

khéc nhau st dung vi khuén lactic.

Cu thé 13, myc tiéu ctia sang ché 1 dé xuat vi khuan lactic Bifidobacterium longum

IM55 ho#c Lactobacillus plantarum IM76.
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Muc tiéu khéc cua sang ché 1a dé xuét duge phim ding dé phong hodc diéu tri cac
bénh dj tng, ché phim bao gdm B. longum IM55, L. plantarum IM76 holic hén hop cia

ching.

Muc tidu khéc cta sang ché 1a dé xuét thue phimthuc phdm ding dé phong hoic
giam nhe cic bénh di tmg, thuc phim bao gbm B. longum IM55, L. plantarum IM76 ho3c
hén hop ctia chiing.

Muc tiéu khac cia sang ché 1a d& xut dugc phim ding dé phong hodc diéu tri cc
bénh mién dich hodc viém, ché phim bao gém B. longum IM55, L. plantarum IM76 hogc
hén hop cua ching.

Muc tiéu khéc nita ctia séng ché 14 d& xuét ché phim bao gém B. longum IM55
KCCM11961P, L. plantarum IM76 KCCM11962P hogc hdn hop cta chung dé sir dung
trong phong hodc diéu trj cac bénh di ing.

Pé dat dugc cac muc tiéu ndi trén, sdng ché @ xuét st dung B. longum IM55 (6
chirc Ivu ky: Trung tdm Nubi cAy Vi sinh vat Han Quédc (KCCM), ngay ding ky: 20 thang
1 nim 2017 va sb ding ky: KCCM11961P).

Bifidobacterium longum IMS55 theo sang ché duoc dic trung boi, 14 vi khuan lactic
B. longum dugc phén 1ap va dinh dang tir phan nguoi.

Trinh tw rADN 16S dé dinh danh va phén loai B. longum IM55 cla séng ché tuong
tmg v6i ID SEQ NO: 1 kém theo. Do d6, B. longum IM55 KCCM11961P ctia sang ché
¢6 thé bao gbém trinh ty rADN 16S cta SEQ ID NO: 1.

Két qua phan tich trinh ty rTADN 168 ctia SEQ ID NO: 1 cho thay trinh tu nay
tuong ddng 99% véi cac ching B. longum da biét, do d6 cho thiy méi quan hé phét sinh
di truyén phan tir cao nhat v6i B. longum. Vi khuén lactic dugc xéac dinh 13 B. longum,
dit tén 13 B. longum IMS5, va sau d6 duoc gui dén KCCM vao ngay 20 thang 1 nidm 2017
(sb dang ky: KCCM11961P).

Theo sang ché, B. longum IM55 c6 th8 sir dung ngudn cacbon D-glucoza, D-
manitol, D-lactoza, D-sucroza, D-maltoza, salixin, D-xyloza, L-arabinoza, esculin sit

xitrat, D-rafinoza va D-sorbitol.
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Theo khia canh khac, dé dat dugc cac muc tiéu trén, sang ché d& xuét sir dung L.
plantarum IM76 (t6 chirc Iuu ky: Trung tdm Nudi cAy Vi sinh vat Han Quéc (KCCM),
ngay dang ky: 20 thang 1 ndm 2017 va s§ dang ky: KCCM11962P).

Lactobacillus plantarum IM76 theo sang ché duge dic trung boi, 12 vi khuén lactic
L. plantarum duge phan 1ap va dinh danh tir kim chi, 1a loai thuc pham 1én men truyén

thdng.

Trinh tu rADN 16S dé dinh danh va phan loai L. plantarum IM76 cia sang ché
tuong ung v6i ID SEQ NO: 2 kém theo. Do d6, L. plantarum IM76 KCCM1 1962P cua
séng ché c6 thé bao gbm trinh ty TADN 16S ciia SEQ ID NO: 2.

Két qua phan tich trinh tu rADN 16S ctia SEQ ID NO: 2 cho thdy trinh ty ndy
tuong dong 99% véi cac ching L. plantarum da biét, do d6 cho thdy mbi quan hé phat
sinh di truyén phan ti cao nhit véi L. plantarum. Vi khuan lactic dugc x4c dinh 1a L.
plantarum, duge dat tén 1a L. plantarum IM76, va sau d6 duoc gui dén KCCM vao ngay
20 thang 1 ndm 2017 (sé dang ky: KCCM11962P).

Theo sang ché, L. plantarum IM76 c6 thé sir dung ngudn cacbon L-arabinoza, D-
riboza, D-galactoza, D-glucoza, D-fructoza, D-manoza, manitol, sorbitol, N-axetyl-
glucosamin, arbutin, esculin, salixin, xelobioza, maltoza, lactoza, melibioza, sucroza,

trehaloza, rafinoza, gentiobioza, D-turanoza va gluconat.

Theo khia canh khac, dé dat dugc cac muc tiéu trén, sang ché d& xuit dugc phém
ding dé phong hodc diéu tri cac bénh di tmg, ché phim bao gbém B. longum IM55
KCCM11961P, L. plantarum IM76 KCCM11962P hoéc hdn hop cta ching.

Mo ta van tat cac hinh vé

Fig.1 12 bidu dd x4c dinh ndng d6 IL-10 tang lén khi xir 1y dai thyc bao bang B.
longum IM55 hodc L. plantarum IM76 (NOR la nhém d6i chung thong thuong; LPS 1a
nhém duge gdy phan tmg viém; I55 1a nhém dugc gdy phan Gng viém + duge xir Iy bang
B. longum IMS55 v6i lidu 1x10° CFU/ml; va I76 1a nhém dugc gdy phan tmg viém + dugc
xtt 1y bing L. plantarum TM76 véi lidu 1x105 CFU/ml, tuong ty nhu vay d6i véi Fig.2-
Fig.4);

5/88



49053

Fig.2 12 biéu d3 x4c dinh ndng d6 IL-12 giam di khi xr 1y dai thuc bao bing B.
longum IM55 hodc L. plantarum IM76;,

Fig.3 la bidu db x4c dinh ndng d6 IL-10 ting 1én khi xt Iy céc € bao tua bing B.
longum IM55 hodc L. plantarum IM76;

Fig.4 12 bidu d3 x4c dinh ndng d6 TNF-o giam di khi xt 1y céc té bao tua bing B.
longum IMS55 hodc L. plantarum IM76;

Fig.5 13 biéu dd xéc dinh mtrc do biéu hién cita GATA3 bj tic ché do xt ly bing
B. longum IM55 hoc L. plantarum IM76 khi gy cam tmg biét héa té bao T thanh té bao
Th2 (NOR 12 nhém déi chimg thong thuong; Thi 12 nhém dugc didu tri bing chat cam
{mg biét héa t& bao Th2; I55 1a nhém dugc gy biét héa té bao Th2 + duge xit Iy bang B.
longum M55 véi lidu 1x105 CFU/ml, va 176 1a nhom dugc gy biét hoa té bao Th2 +
dwoc xit Iy bing L. plantarum IM76 véi lidu 1x10° CFU/ml, twong ty nhu vy d6i véi
Fig.6);

Fig.6 1a biéu dd xédc dinh mirc do bidu hién ctia IL-5 bi e ché do xi Iy bing B,
longum IM55 hodc L. plantarum IM76 khi gdy cam ng biét héa té bao T thanh té bao
Th2;

Fig.7 12 biéu dd x4c dinh mirc d6 biéu hién ciia FOXp3 tang lén do xir Iy bing B.
longum IM55 hodc L. plantarum IM76 khi gdy cam g biét hoa té bao T thanh té bao
Treg (NOR 13 nhém @i ching thong thuong; Trl 1a nhém dugce didu tri bing chit cam
{mg biét héa té bao Treg; I55 1a nhom duoc gay biét héa té bao Treg + duge xi Iy bang
B. longum IM55 véi lidu 1x10° CFU/ml, va 176 1a nhém duge gay biét hoa té bao Treg +
dwoc xi Iy bing L. plantarum IM76 vé6i lidu 1x10° CFU/ml, tuong tw nhu vay doi voi
Fig.8);

Fig.8 13 biéu dd xédc dinh mirc do biéu hién ciia IL-10 tang 1én do xir Iy bang B,
longum IM55 hoiic L. plantarum IM76 khi gdy cam tmg biét héa té bao T thanh t€ bao
Treg;

Fig.9 14 biéu dd x4c dinh ndng d¢ IL-5 trong huyét thanh giam di khi st dung B.

longum IM55 hodc L. plantarum IM76 cho mau dong vat bi viém mii di ung va hen
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suyén (NOR 1a nhém d6i chimg thong thuong (chi dung PBS); CON hodc AR la nhém
dugc gay bénh; DX 1a nhém duge gay bénh + dugce diéu tri bing dexametason véi lidu 1
mg/kg thé trong; 155 12 nhém duoc giy bénh + dugc cho ubng B. longum IM55 véi lidu
1x10° CFU/con chudt; va 176 13 nhém dugc gdy bénh + duoc cho udng L. plantarum
IM76 véi lidu 1x10° CFU/con chudt, tuong tw nhu vay dbi véi Fig.10- Fig.17);

Fig.10 1a bidu dd xé4c dinh ndng d6 IgE trong huyét thanh gidm di khi sir dung B.
longum IM55 hodc L. plantarum IM76 cho mau dong vat bi viém mii di ing va hen

suyén;

Fig.11 12 bidu d6 x4c dinh ndng do IL-4 trong huyét thanh giam di khi sit dung B.
longum IM55 hodc L. plantarum IM76 cho mau dong vat bi viém miii di ung va hen

suyén;

Fig.12 12 biéu d6 xac dinh ndng do IL-5 trong dich phé quan phé nang (BALF)
giam di khi st dung B. longum IM55 hodc L. plantarum IM76 cho miu dong vat bi viém

miii di ng va hen suyén;

Fig.13 1a bidu dd xac dinh ndng d¢ IL-4 trong BALF gidm di khi sir dung B.
longum IM55 hodc L. plantarum IM76 cho mau dong vat bi viém miii di ung va hen

suyen;

Fig.14 12 bidu d xéc dinh tj 16 phan phéi ctia céc 1€ bao Th2 trong BALF giam di
khi sit dung B. longum IM55 hoéc L. plantarum IM76 cho mAu dong vat bi viém miii di

{ing va hen suyén;

Fig.15 13 biéu do xé4c dinh ty 1& phan phdi ctia cac t& bao bach ciu wa axit trong
BALF giam di khi str dung B. longum IM55 hodc L. plantarum IM76 cho mau dong vt
bi viém miii di Gng va hen suyén;

Fig.16 14 bidu dd x4c dinh ndng do IL-10 trong BALF ting 1én khi sir dung B.
longum IM55 hodc L. plantarum IM76 cho mau dong vat bi viém mdii di tng va hen

suyén;
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Fig.17 1a biéu dd x4c dinh ty 1& phan phéi céc té bao Treg trong BALF tang lén
khi str dung B. longum IM55 hodc L. plantarum IM76 cho mAu dong vat bi viém mili di

ung va hen suyen;

Fig.18 12 biu dd x4c dinh s 1an tridu chimg viém milii (hét hoi va dui miii) gidm
di khi st dung B. longum IM55 hodc L. plantarum IM76 cho mau dong vat bi viém mfii
di tng va hen suyén (NOR 12 nhém d6i chimg thong thuong (chi dung PBS); AR 1a nhém
dugc gdy bénh; DX 13 nhém dugce gly bénh + duge sir dung dexametason voi lidu 1
mg/kg thé trong; I55 1a nhém dugc gdy bénh + dugc st dung B. longum IMS55 véi lidu
1x10° CFU/con chudt; va I76 1a nhém duoc gy bénh + duoc st dung L. plantarum IM76
véi lidu 1x10° CFU/con chudt tuong tw nhu vay véi Fig.19-Fig.19 1a bidu db xac dinh
ndng d6 IL-4 trong khoang mili giam di khi sir dung B. longum IMS5 hodc L. plantarum

IM76 cho mAu dong vat bi viém miii di tng va hen suyén;

Fig.20 1a biéu d6 xé4c dinh ndng d6 IL-5 trong khoang mfii giam di khi st dung B.
longum TM55 hodc L. plantarum IM76 cho mau dong vat bi viém miii di tmg va hen

suyen;

Fig.21 la bidu @ x4c dinh sy pha hity khoang miii va lan rong dén cac té bao biéu
md trong khoang miii giam di khi st dung B. longum IM55 hodc L. plantarum IM76 cho

mau dong vat bi viém miii di ing va hen suyén;

Fig.22 1 biéu db xéc dinh muc do biéu hién ciia GATA3 trong mé phoi gidm di
khi sir dung B. longum IMS55 hodc L. plantarum IM76 cho mAu dong vat bi viém mfii di

ung va hen suyen;

Fig.23 1a bidu dd x4c dinh mirc d6 biéu hién ctia IL-10 trong m phoi tang 1én khi
str dung B. longum IM55 hodc L. plantarum IM76 cho mau dong v4t bi viém mii di tmg

va hen suyén;

Fig.24 1a bidu d x4c dinh muc do biéu hién ciia FOXp3 trong md phdi ting lén
khi st dung B. longum IMS55 hodc L. plantarum IM76 cho mau dong vat bi viém mii di

ung va hen suyeén;
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Fig.25 1a biéu d3 xdc dinh mc d6 biéu hién ciia IL-5 trong md phdi giam di khi
sit dung B. longum IM55 hodc L. plantarum IM76 cho mAu dong vat bi viém mii di ing

va hen suyén;

Fig.26 12 biéu db x4c dinh mutc d6 gly viém va phu cdc md phéi giam di khi st
dung B. longum IM55 hodc L. plantarum IM76 cho mAau dong vat bi viém miii di ing va

hen suyeén;

Fig.27 14 biéu d x4c dinh s8 I4n triéu chimg viém miii (hat hoi va dui mii) va
ndng d6 cua IL-5 trong khoang miii gidm di khi sir dung hdn hop B. longum IM55 va L.
plantarum IM76 (theo ti 18 1:1, 1:3 va 1:9) cho mAu dong vat bi viém mii di tng va hen
suyén (NOR 1a nhém d6i chimg thong thudng (chi dung PBS); AR la nhém dugc gy
bénh; DX 14 nhém duogc gy bénh + dugc sir dung dexametason voi lidu 1 mg/kg thé
trong; 1:1 1a nhém dugc sit dung hdn hop B. longum IM55 va L. plantarum IM76 v6i ti
1 1:1; 1:3 1a nhém duge sir dung hdn hop B. longum IMS5 va L. plantarum IM76 voi ti
16 1:3; va 1:9 1a nhom dugce st dung hén hop B. longum IM55 va L. plantarum IM76 v6i
ti 16 1:9 (tdng 1x10° CFU/con chudt), tuong tw nhu vay dbi voi Fig.28);

Fig.28 12 biéu dd xdc dinh mirc d6 biéu hién ctia IL-5 trong huyét thanh giam di
khi stt dung hén hop B. longum IM55 va L. plantarum IM76 (theo ti 1€ 1:1, 1:3 va 1:9)

cho mAu dong vat bi viém miii di tng va hen suyén;

Fig.29 1a bidu dd xé4c dinh ndng @6 ctia IL-4 va IL-5 trong dai trang giam di va
ndng d6 IL-10 tang 1én khi st dung B. longum IMSS, L. plantarum IM76 hodc hdn hop
ctia chiing cho miu dong vat bi viém miii di tng va hen suyén (NOR 12 nhém d6i chimg
thong thuong (chi ding PBS); AR 14 nhém dugc gy bénh; DX 1a nhém dugc giy bénh
+ dugc sir dung dexametason véi lidu 1 mg/kg thé trong; 155 1a nhém duoc giy bénh +
dugce st dung B. longum IMS5S vé6i liéu 1x10° CFU/con chudt; va 176 1a nhém duoc giy
bénh + dugc st dung L. plantarum IM76 v6i liéu 1x10° CFU/con chudt; va PM la nhém
duoc gy bénh + duogc sir dung hén hop B. longum IM55 va L. plantarum IM76 véi liéu
5x108 CFU/con chudt, twong ty nhu vay dbi véi Fig.30);
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Fig.30 1 biéu d xéc dinh thanh phdn ctia vi khuén dudng rudt bi thay doi khi st
dung B. longum IM55, L. plantarum IM76 hogc hdn hop ciia ching cho mAu dong vat b

viém miii di ing va hen suyén.
MG ta chi tiet sing che

Theo séang ché, thuat ngit “bénh di tmg” c6 nghia la bénh, r6i loan hodc trang théi
bét thuong, gy ra boi chung ting san xuét dbi vt chat nhat dinh cua co thé nguoi, cu
thé 13, béng cach gy ra phan tmg qua mirc cua h¢ théng mién dich d6i véi vat liéu duogc
dua tir bén ngoai vao. Cac vt liéu dugc dua vao tir bén ngoai c6 thé 13 chit gdy di Uing,
cu thé 13, khang nguyén tr& thinh nguyén nhén géy ra bénh di img. Di ung c6 nghia 1a
phan tmg qué man gdy ra theo cdch ma chét trung gian gy viém nhu histamin duoc giai
phéng do vt liéu dugc dura tir bén ngoai vao va do d6 dAn dén bénh. Phan tmg qua mén
¢6 thé 12 phan tmg qua min tuyp 1, phan tmg qua mén tuyp 2, phan (mg qua mén tuyp 3
hoic phén tmg qui man tuyp 4. Theo sang ché, bénh di tmg c6 thé 1 bénh do phén mg
qué mén tuyp 1 lién quan dén IgE, va cu thé c6 thé 1a bénh dugc chon tir nhém bao gbm:
viém miii, di g, hen suyén, viém da di Gmg, viém két mac di ung, viém tai gifta di ung,
viém tai gifta di img, phat ban va séc phan vé. Cu thé hon 13, bénh di ing theo sang ché

13 viém miii, di tng hodc hen suyén.

Ngoai tac dung kiém soat, phong ngira, giam bét va didu tri cac bénh di tng néi
trén, ché phim theo sang ché ciing cho thdy hiéu qua trong kiém soat, phong ngira, giam
b6t va didu tri c4c bénh di tmg va bién chimg ciia chiing bing cach can béng lai hé vi sinh

vat duong rudt bi 161 loan do cac bénh di ung.
Chiing “B. longum IM55” ciia sang ché giéng nhu dugc mo ta & trén.

Cu thé 13, B. longum IMS55 c6 trong dugc pham ctia séng ché c6 thé 1a dang té bao
séng, t& bao da chét, san phém nubi ciy cta ching, sén phém nghién hogc chit chiét ctia
ching, nhung dang bt ky cta B. longum IM55 déu c6 thé dugc str dung ma khong gisi

han, mién 12 né c6 thé dat duoc hiéu qua phong hodc diéu tri bénh di tmg.

Chung L. plantarum IM76 cla sang ché giéng nhur mé ta & trén.
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Cu thé 13, L. plantarum IM76 c6 trong dugc pham clia sing ché c6 thé 1 dang té
bao sbng, t& bao da chét, san phdm nubi ciy ctia ching, san phAm nghién hoic chat chiét
cta chung, nhung dang batky cta L. plantarum IM76 d8u c6 thé dugc sir dung ma khong

gidi han, mién 12 n6 c6 thé dat duoc hiéu qua phong hodc diéu tri bénh di tng.

Theo séang ché, hdn hop B. longum IM55 va L. plantarum IM76 c6 thé duoc tron
v6i nhau theo khoang ty 16 nhét dinh dé dat duoc hiéu qua phong hodc diéu tri bénh di
ung, ty 1€ trén co thé 14 10:1-1:10, nhung khong gidi han. Cu thé 13, ty 18 B. longum IM55
va L. plantarum IM76 ¢6 thé 1a 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1, 5:1, 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3,
1:4, 1:5,1:6, 1:7, 1:8, 1:9 hozc 1:10. Hén hop cua ching cho thdy tac dung déng ké trong
phong hoic diéu tri cdc bénh di ung théng qua tic dung cdng gop theo cach tron cac vi

khuan lactic véi nhau.

Theo sang ché, thuat ngit “t& bao sdng” c6 nghia 12 ban thin vi khuén lactic ctia
sang ché; “té bao chét” c6 nghia 14 vi khuén lactic, dugc khir tring béng phuong phép
gia nhiét, diéu &p, xit ly béng thudc hoic cach tuong ty khéc; “san phim nghién” c6 nghia
13 vi khuén lactic, dugc nghién bing phuong phap xir ly enzym, ddng nhét héa, xit ly siéu
am ho#c tuong tu. Ngoai ra, theo sang ché, thuat ngit “chit chiét” c6 nghia 12 san phim
thu dwoc bing cach thye hién qué trinh chiét xuét vi khudn lactic véi dung méi chiét da

biét.

Theo sang ché, thut ngit “san phim nubi cdy” c6 nghia 1a san phim thu dugc
bang cach nudi ciy vi khuén lactic trong méi trudng da biét va san phim c6 thé bao gdm
cac vi khuén lactic. Mi trudng c6 thé duge chon tir nhém bao gbdm moi trudng 16ng hodc
mbi trudng rin da biét, cu thé nhw: méi trudng 1ong MRS, méi trudng long GAM, mdi
truong thach MRS, mdi trudng thach GAM hodc m6i trudng thach BL, nhung khong gidi

han.

Theo sang ché, thuét ngit “phong”, c6 nghia la tAt ca tac dung Grc ché triéu chiing
ctia bénh di ing hodc tri hodn sy tién trién bénh béng cach sir dung dugc phém cla sang

che.
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Ngoai ra, theo sang ché, thuat ngir “didu tri” c6 nghia 1a tac dung gitip cai thién
hoic thay ddi triéu chimg cac bénh di img tré nén tét hon bang cach st dung duoc phim

cua sang che.

Ham luong vi khudn lactic, 1 thanh phén httu hiéu cta dugc phém, c6 thé duoc
diéu chinh trong pham vi khéac nhau tuy thudc vao dang cu thé ctia ché phim va muc dich
hoidc khia canh st dung cta ching. Trong dugc phém cua sang ché, ham luong thanh
phﬁn hitu hiéu khong gidi han nhiéu, c6 thé chiém 0,01-99% trong lugng, cu thé 12 0,1-

75% khéi lugng, va cu thé hon 0,5-50% khéi lugng trén tong trong lurong ciia ché phim.

Dugc phim ciia sang ché ¢6 thé bao gdm it nhat mot thanh phén hiru hiéu da biét
c6 tac dung didu hoa mién dich, e ché phan tig viém va phong hoic diéu tri cac bénh

di tng (cu thé nhu: hen suyén, viém mili, viém da di ing, v.v...).

Cu thé 13, duoc phdm cua sang ché con c6 thé bao gdm thém it nhat mot thanh

phan dugc chon tir nhém bao gbm chitosan, inulin va pectin cam quyt.

Chitosan, inulin, pectin cam quyt hodc hdn hop it nhét hai loai trong ching c6
trong duoc phdm cua séng ché, va do d6 c6 thé dong vai trd 1a prebiotic khi vi khuin

lactic dat dugc hi€u qua phong va diéu tri cac bénh di tmg.

Ngoai ra, dugc pham cla séng ché con 6 thé bao gém thém cac chét phu gia nhu
chit mang duogc dung ngoai vi khuén lactic vn 1a mot thanh phén hiru hiéu. Chét mang
trong dugc phdm cia sang ché bao gdm lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol, manitol,
xylitol, erythritol, maltitol, tinh bét, cao su keo, alginat, gelatin, canxi photphat, canxi
metyl xenluloza, xenluloza vi tinh thé, polyvinyl pyrolidon, nuéc, metyl hydroxybenzoat,
propyl hydroxybenzoat, Talc, magie stearat, dau khoang va céc loai tuong tw, nhung

khong gidi han.

Dugc phim cila sang ché c6 thé duogc bao ché thanh dang lidu sir dung qua dudng
ubng hoic dang lidu st dung qua dudng tiém bang phuong phép thong thudng, va c6 thé
duoc tao thanh dang phuc hop béng cach sir dung céac chét pha lodng hogc t4 dugc nhu
chét don, chét bb sung, chét két dinh, chét 1am 4m, chét 1lam phén ra, chét hoat dong bé

mit, v.v..., thuong dugc st dung dé bao ché thanh ché phém.
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Néu bao ché thanh ché phidm dang rin dé udng, dugc phdm cua sang ché c6 thé
bao gém vién nén, vién, dang bdt, dang hat, dang vién nang, v.v... Ché phém rin c6 thé
bao gém it nhat mot t4 dugce nhu tinh bot, canxi cacbonat, sucroza, lactoza, gelatin hodc
tuong tu trong thanh phan hitu higu ctia né. Ngoai cac t4 dugc don gian, ché phém rén c6

thé chira chit bdi trom, v.v..., cu thé nhu magie stearat va talc, nhung khong gidi han.

Néu bao ché thanh ché phim dang long dé ubng, dugc phim cua sang ché c6 thé
bao gdm céc chit huyén ph, chét 16ng dé sir dung ndi bo, nhil tuong, xi-rd va cac loai
tuong tu, va cling co thé chita cac tic duge khac nhau, cu thé nhu, chat 1am 4m, chét tao
ngot, chét tao hurong, chit bio quan, v.v... ngoai nudc va parafin 16ng, vbn thuong duge

stt dung 1am céc chét pha lodng don gian, nhung khong gi6i han.

Néu bao ché thanh ché phim d& dung dé tiém, dugc phdm cua sang ché c6 thé bao
gdm nudéc tiét tring, dung mdi khong chira nude, chat huyén phi, nhii twong, ché phim
dong kho hoic thubc dan. Dung méi khong chira nuée va dung moi huyén phi ¢6 thé bao
gdm céc chit sau, nhung khong gi6i han: propylen glycol, polyetylen glycol, dau thuc
vét nhw dau 6 liu, este tiém dugc nhu etyl oleat, v.v... Thubc dan, c6 thé str dung: witepsol,

macrogol, tween 61, bo cacao, laurinum, glyxerogelatin, v.v...

Duoc phdm cia sang ché ¢6 thé dugce st dung qua dudng ubng hodc dudng tiém
cho dong vét c6 v, bao gdm con ngudi, theo phuong phap théng thuong. Déi véi phuong
phép tiém, c6 thé tiém trong mang bung, tiém tryc trang, ti€ém dudi da, tiém tinh mach,
tiém bép, tiém 16ng nguc, hoic tuong tu. Mién 13 c¢6 hiéu qua vé mit duoc 1y, lidu luong
ctia dugc phim khong gidi han nhiu, va pham vi ctia chung thay dbi tiry theo cén ning,
tudi, gi6i tinh, tinh trang stc khoe, ché @ #n ubng, thoi gian ding thudc, cich dung, tbc
6 bai tiét va mtrc do nghiém trong ciia bénh. Liéu dung thong thuong hang ngay cia ché
phém khoéng gi6i han nhidu, cu thé 12 0,1-3.000 mg/kg va cy thé hon 0,5-2.000 mg/kg
tinh theo thanh phin hiru higu, c6 thé ding mdi ngay mot 14n hodc chia thanh nhiéu 1an

trong ngay.

Thuét ngit “lwong hidu qua vé mit duge ly” c6 nghia 13 luong du d8 diéu tri bénh
theo ty 18 loi ich/rtii ro hop 1y cho didu tri bénh va c6 thé duge xéc dinh theo céc yéu td

bao gom loai bénh, mirc dd nghiém trong, hoat luc cuia thude, d6 man cam v6i thuoc, thoi

13

13/88



49053

gian ding thudc, 16 trinh didu tri, tbc d6 bai tiét, thdi gian diéu tri va loai thudc sir dung

ddng thoi, cling nhu céc yéu t6 khac duge biét dén trong linh vyc duoc phim.

Thuit ngit “stt dung” c6 nghia 1a cung cép dugc pham x4c dinh cho c4 thé bing
phuong phép thich hop bit ky. & day, ca thé ding dé chi dong vét, dién hinh 12 dong vat
cd vu, trong d6 viéc didu tri bang cach sir dung vi khuén lactic cho thiy loi ich 18 rét. Vi
du vu tién vé ca thé c6 thé bao gbém linh trudng cling nhu con ngudi. Ngoai ra, ca thé c6
thé bao gém tAt ca cac cé thé dugc dé cap c0 triéu ching ctia bénh di tmg, hodc ¢6 nguy

co triéu ching do.

Hon nfta, theo khia canh khéc, dé dat duoc cac muc tiéu trén, sang ché d& xuét
thuc phdm ding dé phong hodc diéu tri cdc bénh di img, ché phim bao gém B. longum

IM55 KCCM11961P, L. plantarum IM76 KCCM11962P hodc hdn hop ctia chung.

Theo sang ché, thuat ngit “B. longum IM55”, “L. plantarum IM76”, “bénh di tng”

duoc mé ta tuong ty nhu da dé cap & trén.

Thuce phém cua sang ché c6 thé duoc st dung lam thyc phém chirc ning bao vé
strc khoe. Thuat ngft “thyc phdm chiic ning béo vé sitc khoe” c6 nghia la thuc phim dugc
ché bién va xir Iy bing cach sir dung nguyén liéu hodc thanh phén thd, c6 chirc ning hiru
ich cho co thé ngudi theo Hiép hoi Thuc phim chirc niing bao vé stc khoe Han Qudc
(HFF) va thuét ngit “chirc ndng” c6 nghia la dung thyc phdm cho muc dich diéu chinh
cac chat dinh dudng lién quan dén céu tric va chirc ning cua co thé ngudi hodc dat duge

gi4 tri hitu hiéu cho strc khée nhur hoat dong sinh ly, v.v...

Thyc phdm ctia séng ché ¢6 thé bao gdm chét phy gia thuc pham thong thuong,
v muc nhét dinh c6 phai 13 thanh phan thich hop lam “phu gia thuc phdm” hoic khéng
dwoc quyét dinh dya trén thong s6 k§ thuét va tiéu chuin cua thanh phén d6 theo quy
dinh chung, phuong phap thir nghiém chung, gidng nhur theo M4 phu gia thyuc phim dugc
B An toan Thyuc phidm va Dugc phdm Han Qudc (MFDS) phé duyét, trir khi c6 cic quy
dinh khéc.

Céc mit hang duoc liét ké trong “Ma phu gia thyc phim” c6 thé ké dén nhu hop
chat héa hoc keton, glyxin, kali xitrat, axit nicotinic, axit Xinamic, v.v..; cic chét phu gia

tu nhién nhu chat mau tir qua h@)ng, chét chiét cam thao, xenluloza tinh thé, mau cao
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luong, gém gua, v.v...; cic cong thirc hdn hop nhu L-natri glutamat, phu gia kiém cho

mi, cong thirc bao quan, cong thirc mau hdc in, v.v...

Thuc phim ctia sang ché c6 thé bao gbm B. longum IMS55, L. plantarum TM76
hogc hdn hgp cua chiung véi ham lugng 0,01-99% trong luong, cu thé 13 0,1-75% trong

lugng va cu thé hon 13 0,5-50% trong lugng clia ché pham.

Thue phim ctia sang ché c6 thé duoc ché bién va xtt Iy thanh dang vién nén, vién
nang, dang bot, dang hat, chét long, vién, v.v..., dung dé phong va/hodc gidm bét cac

bénh di tmg.

Cu thé 13, thuc phém dang vién nén dugc bao ché béng cach tao hat B. longum
IM55, L. plantarum IM76 hogc hdn hop ciia ching v6i hén hop ta duge, chét két dinh,
chit 1am phan ra va cac chét phu gia khac bang phuong phap thong thuodng; tiép d6 tao
keo, rdi thuc hién ép khudn, hoic c6 thé bao ché bing cach dua thang hdn hop vio ép
khuon. Ngoai ra, thuc phim chirc ning bao vé stc khoe dang vién nén néi trén cé thé
chura chét giam nhe, va mot s6 chét khac néu cin thiét, va duoc boc béng chét phu thich

hop, néu can.

Trong s cac thyc phdm & dang vién nang, ché phim vién nang ctimg dugc bao
ché bing cach nap B. longum IM55, L. plantarum IM76 hodc hdn hop ctia chiing; va hdn
hop céc chét phu gia nhu t4 dugc, v.v...; hodc hat hay hat dugc boc vao vién nang cimg
thong thuong. Ché phdm vién nang mém duge bao ché bang cach nap B. longum IM55,
L. plantarum IM76 hoic hén hgp cua chung; va h&n hop céc chit phu gia nhu té dugc,
v.v... vao vién nang gelatin, v.v... Ché phém vién nang mém c6 thé chira chit hoa déo,
chét tao mau, chét bao quan, v.v..., nhu glyxerin, sorbitol hodc chét tuong tu khac, néu

can.

Thyc phim dang vién duoc bao ché bing céach ép khuén B. longum IM55, L.
plantarum IM76 hodc hdn hop ciia ching véi hén hop ta duge, chat két dinh, chat lam
phén r3, v.v... bang phuong phép thich hop va boc ngoai bing dudng tring hoic cac chit
boc thich hgp khéc, hodc ¢ thé phu bing tinh bot, talc hodc vat liéu thich hop, néu cén.

Thuc phém dang hat duoc bao ché béng cach tao hat B. longum IMSS, L.
plantarum IM76 hodc hdn hop ciia ching v&i hén hop ta duge, chat két dinh, chat lam
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phén rd, v.v... bang phuong phép thich hop, c6 thé bao gdm chét tao huong, thudc giam
nhe, v.v..., néu can. Khi thuc hién thir nghiém d6 két hat d6i vé6i thuc phém churc néng
bao vé stric khde & dang hat di qua sang c6 kich thude 156 s 12 (1680 pm), s6 14 (1410
um) va s 45 (350 pm), toan b hat di qua sang s6 12, 5% tdng s hat trd xudng van con

trén sang soO 14, va 15,0% tong s hat tré xudng van con trén sang so 45.

DPinh nghia c4c thuit nglt nhu ta dugc, chét két dinh, chit 1am phan r3, chét keo,
thudc giam nhe, chét tao mui, v.v..., bao gém tinh nang giéng hodc trong tu nhu md ta
trong cac tai liéu da dugc biét dén trong cung linh vyc k¥ thuét (4n ban dién giai cta
Dugc dién Han Quédc, Nha xuit ban Munseong, Hiép hdi Cao déng Duoc Han Qudc,

phién béan sira d6i 1an tht 5, trang 33-48, 1989).

Loai thuc phém noi trén khong bi gidi han cu thé. Vi du vé thuc phém chic nédng,
ma chit chiét ctia sang ché c6 thé dugce b sung, gdm c6 dd ubng, keo cao su, phirc hop
vitamin, dd udng, v.v..., bao gdm thuc phim theo nghia thong thuong, cu thé 1a tAt ca cac

loai thuc pham chitc ning bao vé strc khoe.

Hon nita, theo khia canh khéc, dé dat dugc cac muc tiéu trén, sang ché @& xuit
duoc phém dung dé phong hoic diéu tri bénh mién dich hodc bénh viém, ché phém bao
gdm B. longum IM55 KCCM11961P, L. plantarum IM76 KCCM11962P hoic hén hop

cua chung.

Theo séng ché, thuat ngt lién quan dén duoc phdm, bao gém “B. longum IM55”,

«[. plantarum IM76”, dugc md ta tuong tu nhu da d& cap & trén,

Theo sang ché, thuat ngit “bénh mién dich” c6 nghia la bénh do phan ing mién
dich nhat dinh, cu thé 12 bénh ty mién, thai ghép hogc bénh bd phan ghép phan tmg lai
vat chu, nhung khong gidi han. Bénh tu mién ¢6 thé 13 bénh Crohn, ban do, viém khép
dang thip, viém tuyén giap Hashimoto, thiéu m4u 4c tinh, bénh Addison, bénh tiéu dudng
tuyp 1, bénh lupus, hoi ching mét moi mén tinh, hoi chimg dau co xo hda, bénh suy giap
va cudng gidp, xo cimg bi, bénh Behcet, bénh viém ruét, da xo cimg, nhugc co, hoichimg
Meniere, hoi chimg Guillain-Barre, hdi chimg Sjogren, bénh bach cau, lac ndi mac tir
cung, bénh Véy nén, xo cimg hé théng, hen suyén, viém loét dai trang hodc bénh tuong

tu khac.
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Theo séng ché, thuat ngit “bénh viém” dung d& chi chung c4c bénh ma tén thuong
chinh 13 viém. Bénh viém theo sang ché c6 thé 1a it nhit mdt bénh duge chon tir nhém
bao gém: viém khép, bénh gut, viém gan, béo phi, viém gidc mac, viém da day, viém
rudt, viém thén, viém dai trang, tiéu duong, lao, viém phé quan, viém mang phéi, viém
phiic mac, viém cot séng, viém tuy, dau viém, viém niéu dao, viém bang quang, viém 4m
dao, xo cing dong mach, nhiém tring méu, bong, viém da, viém nha chu va viém lgi. Cy

thé, bénh viém c6 thé 14 viém dai trang.

Ngoai tdc dung kiém soat, phong ngira, gidm bt va didu tri cAc bénh viém & trén,
ché pham theo sdng ché ciing cho thdy hi¢u qua t6t trong kiém soat, phong ngira, gidm
b6t va didu tri cac bénh viém va bién chimg clia ching bing cich can béng lai hé vi sinh

vat dudng rudt bi réi loan do cc bénh viém.

Hon nita, theo khia canh khéc, dé dat dugc cac muyc tiéu trén, sang ché d& xuét
thyc phédm ding @ phong hogc giam bét bénh mién dich hodc bénh viém, ché phim bao
gdm B. longum M55 KCCM11961P, L. plantarum IM76 KCCM11962P hodc hdn hop

cta chung.

Theo séng ché, thuat ngit lién quan dén thuc pham, bao gdm “B. longum IM55”,

“L. plantarum IM76”, dugc mo6 ta tuong ty nhu da dé cap & trén.

Bén canh do, theo khia canh khéc, dé dat duoc cac muc tiéu trén, sing ché @& xuit
phuong phép phong hodc diu tri bénh di tmg, phuong phap bao gdm budc st dung B.
longum TM55 KCCM11961P, L. plantarum IM76 KCCM11962P hodc hdn hop cua

chiing cho c4 thé.

Theo sang ché, cac thuat ngit nhu “B. longum IMS5”, “L. plantarum IM76”, “stt
dung”, “ca thé”, “bénh di img” va cé4c thut ngit tuong tu khac giéng nhu duge mo ta trén

day.

Ngoai ra, theo khia canh khdc, dé dat duoc cac muc tiéu trén, sang ché dé xuit sir
dung B. longum M55 KCCM11961P, L. plantarum IM76 KCCM11962P hoic hdn hop

cta ching trong dé phong hodc diéu tri cac bénh di tng.
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Theo khia canh khéc, dé dat dugc cac muc tiéu trén, sang ché ciing dé xuét st
dung B. longum M55 KCCM11961P, L. plantarum IM76 KCCM11962P hozc hdn hop

cua chung trong san xudt thube dung dé phong hodc diéu tri cac bénh di tmg.

Hon nita, theo khia canh khéc, dé dat duoc cac muc tiéu trén, sang ché dé xuét ché
phim bao gdm B. longum IM55 KCCM11961P, L. plantarum IM76 KCCM11962P hogc
hdn hop clia chung dé str dung trong phong hodc diéu tri cac bénh di tmg.

Hon nita, theo khia canh khéc, dé dat duoc cac muc tiéu trén, sang ché @& xuit
phuong phap phong hodc diu tri cac bénh mién dich hodc viém, phuong phap bao gbém
bude st dung B. longum IM55 KCCM11961P, L. plantarum IM76 KCCM11962P hodc

hdn hop cta chiing cho c4 thé.

Theo séng ché, cac thuit ngit bao gdm “B. longum IM55”, “L. plantarum IM76”,
“str dung”, “ca thé”, “bénh mién dich”, “bénh viém” dugc mo ta twong ty nhu da dé cap

& trén.

Hon nita, Theo khia canh khéc, dé dat dugc cac muc tiéu trén, sang ché dé xuit str
dung B. longum IM55 KCCM11961P, L. plantarum IM76 KCCM11962P hodc hén hop

cua chung trong phong hodc didu tri cac bénh mién dich hodc bénh viém.

Bén canh do, theo khia canh khéc, dé dat dugc cac muc tiéu trén, sing ché dé xuét
st dung B. longum IM55 KCCM11961P, L. plantarum IM76 KCCM11962P hodc hdn
hop cuia ching trong san xuét thuc ding dé phong hoic diéu tri cac bénh mién dich hodc

bénh viém.

Theo khia canh khac nira, dé dat dugc céc muc tiéu trén, sang ché @ xuit ché
phém bao gdm B. longum M55 KCCM11961P, L. plantarum IM76 KCCM11962P hozc
hén hop clia ching dé sit dung trong phong hozc didu tri cac bénh mién dich hodc bénh

viém.

B. longum IM55 hodc L. plantarum IM76 theo sang ché an toan, khong doc hai
v6i co thé ngudi; c6 hoat tinh sinh 1y tbt, cu thé nhu tac dung diéu hoa mién dich va e
ché phan ting viém; va c6 tc dung can bang hé vi sinh vat dudng rudt. Do d6, B. longum

M55, L. plantarum IM76 hogc hdn hop cia ching c6 thé dugc stir dung 1am nguyén liéu

18
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d& phong nglra, giam bét hodc diéu tri khong chi cac bénh di tmg ma cé céc bénh mién

dich va bénh viém.
Vi du thuce hién siang ché

Sau day, sang ché s& dugc mo ta chi tiét hon thong qua cac phuong an thyc hién
mAu. Tuy nhién, c4c phuong 4n thyc hién mAu chi mang tinh minh hoa dé 1am r8 hon céc

tinh ning k§ thuét ctia sing ché, ma khong khong giéi han pham vi ctia sing ché.
Vi du 1. Phan 14p va xac dinh vi khuén lactic
(1) Phan 1ap vi khun lactic

Phén ctia ngudi khoe manh & do tudi 20 séng & Seoul hodc cia nguoi khde manh
& do tudi 60 séng & Gurye, tinh Jeollanam-do, hogc kim chi cai thdo dugc mudi tai nha
duoc 14y va tao huyén phi trong méi trudng nudi cdy GAM (Dugc phim Nissui, Nhat
Ban). Sau d6, dich nbi dugc 1iy va ciy chuyén vao méi trudng thach MRS (Difco, M¥)
hodc mdi trudng thach GAM (Dugc pham Nissui, Nhat Ban). Mbi trudng nudi cdy duge
gitt & 37°C trong 48 gid, sau d6 phén 1ap duoc cic ching Lactobacillus spp. va

Bifidobacterium spp. tir cc khuin lac dugc tao thanh.
(2) Pinh danh vi khuén lactic dugc phan 1ap

Déi véi cac ching vi khudn dugc phan 1ap tir phan ngudi hodc kim chi cai thao,
cac loai di duogc x4c dinh va dit tén theo phwong phdp nhuém gram, déc tinh sinh ly,
trinh tu rADN 168 va tuong tu tén cia cac chung nay. S6 quan 1y va tén ctia cac vi khuén
nay dugc trinh bay trén bang 1 va 2. Vi khudn lactic phan 14p tir phan ngudi dugc chia
thanh 15 ching B. longum (s6 quan Iy tir 51 dén 65 trén bang 1), 10 chung B. adolescentis
(s6 quan 1y tir 66 dén 75 trén bang 1) va 10 ching L. acidophilus (s6 quan 1y tir 90 dén
99 trén bang 2), trong khi d6 vi khuén lactic phan 1ap tir kim chi cai thao dwoc chia thanh
14 chung L. plantarum (s6 quan 1y tit 76 dén 89 trén bang 2).

Bang 1

So quén ly Tén ching S6 quan ly Tén chiing
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51 B. longum IM51 64 B. longum 1IM64
52 B. longum IM52 65 B. longum IM65
53 B. longum IM53 66 B. adolescentis IM66
54 B. longum IM54 67 B. adolescentis IM67
55 B. longum IM55 68 B. adolescentis IM68
56 B. longum IM56 69 B. adolescentis IM69
57 B. longum IM57 70 B. adolescentis IM10
58 B. longum IM58 71 B. adolescentis IM71
59 B. longum IM59 72 B. adolescentis IMT2
60 B. longum IM60 73 B. adolescentis IM73
61 B. longum IM61 74 B. adolescentis IM74
62 B. longum 1IM62 75 B. adolescentis IM75
63 B. longum IM63
Béang 2

So quén ly Tén ching So quén ly Tén chiing
76 L. plantarum IM76 88 L. plantarum IM838
77 L. plantarum IMT7 89 L. plantarum IM89
78 L. plantarum IM78 90 L. acidophilus IM90
79 L. plantarum IMT79 91 L. acidophilus IM91
80 L. plantarum IM80 92 L. acidophilus TM92
81 L. plantarum IM81 93 L. acidophilus IM93
82 L. plantarum IM82 94 L. acidophilus IM94
83 L. plantarum IM83 95 L. acidophilus IM95
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84 L. plantarum IM84 96 L. acidophilus IM96
85 L. plantarum IM85 97 L. acidophilus IM97
86 L. plantarum IM86 98 L. acidophilus IM98
87 L. plantarum IM87 99 L. acidophilus IM99

Trong s6 cac chiing dugc mo ta trén bang 1, B. longum IM55 dugc xéac dinh 1a vi
khuin gram duong, khong c6 hoat tinh catalaza cling nhu khong tao bao tir. Trinh tu
rADN 168 cta B. longum IMS55 ¢6 mot chudi SEQ ID NO: 1. Két qua so sanh trinh tu
rADN 16S cta B. longum IM55 bang tim kiém trén BLAST da chimg minh rang B.
longum hoan toan khoéng c6 trinh tu tuong ddng rADN 168 nao khac va 99% trinh tu
rADN 168 tuong ddng véi mot B. longum da biét. Ngoai ra, phan tich thir nghiém l1én
men dudng bang cach st dung bo kit API da chimng minh tinh kha dung trén ngudn cacbon
12 mot trong sé cac dic tinh sinh ly cua B. longum IMS55 (tén mAu: lién ciu khudn API
20; nha san xuit: BioMerieux’s, M), két qua phén tich cua vi khuén nay dugc thé hién
trén bang 3. Trén bang 3 dudi day, “+” cho thay tinh kha dung cta vi khudn ndy trén

ngudn cacbon 1a duong tinh, “-” cho thdy tinh kha dung trén ngudn cacbon 1a m tinh.

Béang 3
. Tén ching . Tén ching
Nguon Cacbon Nguon Cacbon
B. longum IM55 B. longum IM55
L-tryptophan - Gelatin -

Ure - Esculin sét xitrat +
D-glucoza + Glyxerol -
D-manitol + D-xelobioza -
D-lactoza + D-manoza -
D-sucroza + D-melezitoza -
D-maltoza + D-rafinoza +
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Salixin + D-sorbitol +
D-xyloza + D-rhamnoza -
L-arabinoza + D-trehaloza -

Trong s cac chiing duge mé ta trén bang 2, L. plantarum IM76 dugc xac dinh 13
vi khudn gram dwong. Trinh tu rADN 16S ctia L. plantarum IM76 c6 mot chudi SEQ ID
NO: 2. Két qué so snh trinh tw rtADN 168S ciia L. plantarum IM76 bang tim kiém trén
BLAST d4 chitng minh rang L. plantarum hoan toan khong c6 trinh ty trong ddng rADN
16S nao khac va 99% trinh ty rADN 168 tuong dong v&i mot L. plantarum da biét. Ngoai
ra, phan tich thr nghiém 1én men dudng bang céach sir dung bd kit API da chimg minh
tinh kha dung trén ngudn cacbon 1a mot trong sb cac dic tinh sinh ly cua L. plantarum
IM76 (tén mAu: API 50 CHL; nha san xuét: BioMerieux’s, M¥), két qua phan tich cta vi
khuAn nay duoc thé hién trén bang 4. Trén bang 4 dudi ddy, “+” cho thay tinh kha dung
ctia vi khudn nay trén ngudn cacbon 1a duong tinh, “-” cho thay tinh kha dung trén ngudn

cacbon 1a 4m tinh.

Bang 4
Tén ching Tén chiing
Ngudn Cacbon L. plantarum Nguon Cacbon L. plantarum
IM76 M76
Glyxerol - Salixin +
Erythritol - Xelobioza +
D-arabinoza - Maltoza +
L-arabinoza + Lactoza +
D-riboza + Melibioza +
D-xyloza - Sucroza +
L-xyloza - Trehaloza +
D-adonitol - Inulin -
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xl;/{sgflr- E r-1]o)z-i ¢ - Melezitoza
D-galactoza + Rafinoza
D-glucoza + Tinh bot
D-fructoza + Glycogen
D-manoza + Xylitol
L-sorboza - Gentiobioza
L-rhamnoza - D-turanoza
Dulcitol - D-lyxoza
Inositol - D-tagatoza
Manitol + D-fucoza
Sorbitol + L-fucoza
a-metyl-D-manozit - D-arabitol
a-methly-D-glucozit - L-arabitol
N-axetyl-glucosamin + Gluconat
Amygdalin + 2-keto-gluconat
Arbutin + 5-keto-gluconat
Esculin +

Vi dy 2. Thit nghiém tac dung tic ché phan tmg viém cia vi khuén lactic

(1) Thir nghiém tic dung tc ché phan g viém cua vi khuén lactic trén dai thyc

Tiém mang bung 2 ml thioglycolat 4% d& khir trung vao chudt dyc C57BL/6J (20-

23

23 g) sdu tuln tudi dugc mua tir cong ty Raonbio, sau d6 gdy mé trong 96 gio. Tiép do,
tiém mang bung 8ml mdi truong RPMI 1640 vao chuft. Sau 5 dén 10 phut, ly tim méi
trudng RPMI (bao gdm cé dai thuc bao) chat chiét tir chudt véi toe @6 1000 vong/phit
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trong 10 phut, sau d6 rira lai 2 14n bing méi trudng RPMI 1640. Dai thuc bao duoc dua
vao dia 24 giéng vo6i mat d6 do 0,5x10° té bao/giéng, nuoi cly trong 24 gid, va loai bo
cac té bao khong lién két. Chat 16ng chira méi trudng nudi cAy dai thuc bao dugc xit ly
bing vat liéu thir 12 vi khuén lactic cing nhu chit gdy phan tmg viém nhu lipopolysacarit
(LPS) trong 90 phtit hodic 24 gid, thu phin dich ndi va té bao. Khi d6, nong do xir Iy cta
vi khudn lactic 12 1x10* CFU/ml. Ngoai ra, d& so sanh hiéu qua ctia vi khuén lactic, nhiéu

loai prebiotic khac nhau ciing dugc sir dung lam vt ligu thur.

Mitc d6 bidu hién ctia TNF-a thu duge tir dich ndi dwoe do béng bd kit ELISA.
Ngoai ra, mirc do biéu hién cta p65 (NF-kB), p-p65 (photpho-NF-xB) va B-actin thu
duoc tir cac té bao néi trén duge do bing phuong phap md phong mién dich. Cu thé 13,
50pg dich ndi dugc dién di trén gel polyacrylamit SDS 10% (w/v) trong 1 gi¢ 30 phit.
Chuyén miu dién di 1én trén gidy nitroxenluloza v6i dong dién 100 V va 400 mA trong
1 gio 10 phit. Gidy nitroxenluloza da chuyén mau dién di duge c¢b dinh bang sira tich
béo 5% trong 30 phit, dugc rira bang PBS-Tween 3 1in, m&i 14n 5 phut, sau d6 dé phan
ting qua dém bing viéc bd sung khang thé so c4p (Santa Cruz Biotechnology, M¥) véi ty
1& 1:100. Gidy nitroxenluloza tiép tuc dwoc rira 3 14n, mdi 14n 10 phut, phan tmg véi
khéng thé thir c4p (Santa Cruz Biotechnology, M§) véi ty 1¢ 1:1000 trong 1 git 20 phut.
Gidy nay tiép tuc dugc rira 3 14n, mdi 1an 15 phit, dugc dua vao nhuém mau huynh
quang, rira, sau d6 do cuong do bang nhiém séc thé. Két qua thir nghiém tac dung trc ché

phan ung viém cua vi khuén lactic trén dai thuc bao dugc thé hién trén bang 5-7.

Bang 5

Vit liéu thir trong Ty I¢ we ché hoat T 1§ ik ché biku
xit 1§ dai thue bao tinh 3‘6352?5')‘]3 (P~ | hign cita TNF-a
Khéng dugc xtir ly - -

B. longum IM51 + +

B. longum IM52 ++ ++

B. longum IM53 ++ ++

B. longum IM54 o +
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B. longum IM55 +++ ++
B. longum IM56 ++ ++
B. longum IM57 + +
B. longum IM58 + +
B. longum IM59 + +
B. longum IM60 + +
B. longum IM61 + +
B. longum IM62 + +
B. longum IM53 + +
B. longum IM64 + +
B. longum IM65 + +
B. adolescentis IM66 +++ +
B. adolescentis IM67 + +
B. adolescentis IM68 + +
B. adolescentis IM69 + +
B. adolescentis IM70 + +
B. adolescentis IM71 + +
Béang 6
Vit ligu thi trong T§ 1g dre chéhoat |y 1o oo o pigu
xir Iy dai thye bao tinh 3‘63521;;;13 ® | hign ciia TNF-o.
B. adolescentis IMT2 + +
B. adolescentis IM73 + +
B. adolescentis IM74 + +
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B. adolescentis IM75 + +
L. plantarum IM76 ++ +H+
L. plantarum IM77 + ++
L. plantarum IM78 + +
L. plantarum IM79 + ++
L. plantarum IM80 + +
L. plantarum IM81 +++ -
L. plantarum IM82 + +
L. plantarum IM83 + +
L. plantarum IM84 + +
L. plantarum IM85 + +
L. plantarum IM86 + +
L. plantarum IM87 ++ ++
L. plantarum IM88 + +
L. plantarum IM89 + +
L. acidophilus IM90 + +
L. acidophilus IM91 +++ ++
L. acidophilus IM92 + +
L. acidophilus IM93 + +

Bang 7
Vit ligu thir trong o lfﬁ‘zcl\%‘il]‘;’g_ T 1¢ e ché biéu
diéu tri dai thuc bao p65/p65) hién ctia TNF-a,

L. acidophilus IM94 + +
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L. acidophilus IM95 + +
L. acidophilus IM96 + +
L. acidophilus IM97 + +
L. acidophilus ITM98 + +
L. acidophilus IM99 + +
Inulin ++ ++

Pectin cam quyt ++ +
Carageenan + -

Trehaloza + -
Lactuloza + -

Xyclodextrin + -
Carboxymetyl xenluloza + +
Gelatin + +
Chitosan ++ ++

Axit alginic + +
Fructo-oligosacarit + +
Protein dau nanh tach béo + +
Pectin téo + +
Arabino-galactan + ++
Xylan + -

* Ty 16 trc ché: -, <10%; +, 10-30%; ++, 30-60%; +++,> 60%

Két qua thir nghiém trén céc bang 5-7 cho thy tic dung (rc ché phan tmg viém
trén dai thuc bao phu thudc vao timg loai vi khuén lactic khic nhau. Cu thé 1, d6i véi vi

khudn lactic Bifidobacterium spp. va vi khuén lactic Lactobacillus spp., tc dung tc ché
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phan tng viém dugc xac dinh rang khong chi khac nhau tiy thudc vao loai ma con phu
phudc ca vao chung, ngay ca khi ching thudc cung mot loai. Trong s6 d6, B. longum
IM55 va L. plantarum IM76 dugc xé4c dinh 14 c6 ty 1& e ché hoat tinh cia NF-kB va ty

18 tc ché murc d6 biéu hién ctia TNF-a dong thoi & mirc cao.

Ngoai ra, chitosan, inulin va pectin tir cam quyt cling 1a cdc prebiotic dugc xac
dinh c6 ty 18 rc ché hoat tinh cua NF-kB va ty 1¢ e ché biéu hién ctia TNF-a cao hon

hén c4c loai prebiotic khéc.
(2) Thir nghiém téc dung trc ché phan g viém cta vi khuén lactic trén té bio tua

Céc té bao mién dich phan l4p tir tiry xuong ctia chudt C57BL/6 (chudt duc, 20-
23 g) bang cach sir dung RPMI 1640 chira 10% FBS, 1% khang sinh, 1% glutamax va
0,1% mercaptoetanol, sau d6 dugc xtr ly béng dung dich dém RBC, va rira sach. Céc té
bao ndy duoc chia vao cic giéng cla dia 24 giéng, dugc xir Iy bing GM-CSF va IL-4
theo ty 1& 1:1000, va nudi cly. Vao ngay nudi cdy thit 5, mi trudng nudi cy té bao duogc
thay mdi va té bao dugc thu nhan vao ngay thi 8 va duge st dung lam t€ bao tua. Sau
d6, c4c té bao tua duoc dua vao dia 24 giéng v6i mat d6 0,5x10° té bao/giéng, sau d6 xir
Iy bing vat liéu thir 1a vi khun lactic ciing nhu chat gy phan tmg viém nhu
lipopolysacarit trong 90 phut hogc 24 gio, thu duoc phén dich nbi va té bao. Khi d6, mat
d6 xir Iy ctia vi khuén lactic 1a 1x10* CFU/ml. Ngoai ra, d& so sanh hiéu qué ctia vi khuén

lactic, nhiéu loai prebiotic khéc nhau cfing dugc sit dung lam vét ligu thi.

Mitc d6 bidu hién ciia IL-10 va IL-12 thu dwoc tir dich néi duge do bang bd kit
ELISA. Ngoai ra, mtrc d6 biéu hién ctia p65 (NF-kB), p-p65 (photpho-NF-kB) va B-actin
thu duge tir cac té bao néi trén, sau khi xtr Iy bang vat liéu thir trong 90 phut, duoc do
bang phuong phdp mo phéng mién dich nhu trong vi du 2.(1) & trén. Két qua thir nghiém
tac dung tc ché phan tmg viém ctia vi khuén lactic trén t& bao tua dugc thé hién trén bang

8-10.

Béang 8
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Vat ligu thir trong ];I;))irltlilllll"l:l ccl:1e21 CTlf’élf)igl(i Ty I¢ ting
xit Iy té bao tua NF-kB (p- hi¢n ciia B;iullllli_éll(l)
p65/p65) IL-12
Khong duge xtr ly - - -
B. longum IM51 + + +
B. longum IM52 ++ - -
B. longum IM53 + - -
B. longum IM54 + + +
B. longum IM55 +++ ++ -+
B. longum IM56 ++ ++ ++
B. longum IM577 + + +
B. longum IM58 + + -
B. longum IM59 + + -
B. longum IM60 + + -
B. longum IM61 + + -
B. longum IM62 + + -
B. longum IM53 + + -
B. longum IM64 + + +
B. longum IM65 + + -
B. adolescentis IM66 +++ ++ -
B. adolescentis IM67 + + +
B. adolescentis IM68 + + +
B. adolescentis IM69 + + -
B. adolescentis IM70 + + -
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B. adolescentis IMT71 + + -
Bang 9
xit 1y té bao tua NF-kB (p- hién ciia :)éiué{%%
p65/p65) IL-12
B. adolescentis IMT2 + + -
B. adolescentis IM73 + + +
B. adolescentis IM74 + + +
B. adolescentis IMT5 + + +
L. plantarum IM76 ++ ++ ++
L. plantarum IMT7 + + +
L. plantarum IM78 + + +
L. plantarum IM79 + + -
L. plantarum IM80 + + +
L. plantarum IM81 + + +
L. plantarum IM82 + + -
L. plantarum IM83 + + +
L. plantarum IM84 + + +
L. plantarum IM85 + + +
L. plantarum IM86 + + -
L. plantarum IM87 ++ ++ +
L. plantarum IM88 + + -
L. plantarum IM89 + + -
L. acidophilus IM90 + + +
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L. acidophilus IM91 + + -
L. acidophilus IM92 + + -
L. acidophilus TM93 + + +
Bang 10
Ty 18 vtc ché Ty 18 e .
Vit liéu thir trong hoat tinh ctia ché bidu | L3I ting
xit I t§ bao tua NF-cB(p- | hitncia | Dot
p65/p65) IL-12
L. acidophilus IM94 + + -
L. acidophilus IM95 + + -
L. acidophilus IM96 + + -
L. acidophilus IM97 + + -
L. acidophilus IM98 + + -
L. acidophilus IM99 + + +
Inulin ++ + +
Pectin cam quyt ++ ++ ++
Carrageenan + + -
Trehaloza + + +
Lactuloza + + -
Xyclodextrin + + -
Carboxymetyl xenluloza + + -
Gelatin + + 4
Chitosan ++ + ++
Axit alginic + + +
Fructo-oligosacarit + + -
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Protein dau nanh tach béo + + +
Pectin tdo + + -
Arabino-galactan + + +
Xylan + + ++

* Ty 18 tic ché: -, <10%; +, 10-30%; ++, 30-60%; +++> 60%
* Ty 1€ tang: -, <10%; +, 10-50%; ++, 50-100%; +++,> 100%

Két qué thir nghiém trén cic bang 8-10 cho thiy tac dung tc ché phan tmg viém
trén té bao tua phu thudc vao timg loai vi khuén lactic khac nhau. Cu thé 13, dbi voi vi
khuén lactic Bifidobacterium spp. va vi khuén lactic Lactobacillus spp., thc dung tic ché
phan ting viém dugc xéac dinh ring khong chi khac nhau tity thudc vao loai ma con phy
phudc céa vao chung, ngay ca khi chung thudc cing mot loai. Cu thé, mot ching s6 cho
thy biéu hién ctia IL-12 ting 1én. Trong khi hau hét cac ching khéc cho thiy biéu hién
ctia IL-10 giam di. Trong s6 cac d6, chiing B. longum IM55 va ching L. plantarum IM76
duoc x4c dinh 13 c6 ty 18 e ché hoat tinh ctia NF-kB, ty 1¢ tic ché mitc d6 biéu hién cua

IL-12 va ty 1é ting mirc d6 bidu hién ctia IL-10 ddng thdi & muc cao nhat.

Ngoai ra, chitosan, inulin va pectin tir cam quyt ciing 1a cdc prebiotic dugc xac
dinh ¢6 ty 18 e ché hoat tinh ciia NF-kB, ty 1¢ tic ché biéu hién ctia IL-12 va ty 16 tang

muc d6 bicu hién ctia IL-10 cao hon hén céc loai prebiotic khéc.

Tir vi du 2 cho thdy, trong sb cic vi khuin lactic, B. longum IM55 va L.
plantarum IM76 c¢6 tic dung trc ché phan tng viém t6t nhat. Ngoai ra, trong sb céac
prebiotic khéc nhau, chitosan, inulin va pectin tir cam quyt c6 tac dung trc ché phan tmg

viém tt nhat.
Vi du 3. Panh gi4 tac dung didu hoa mién dich cua vi khuén lactic
(1) Téc d6 biét hoa té bao

Dé kiém soat, phong ngira, gidm thiéu hodc diu tri cac bénh di tmg, cu the 1a cac

bénh do phén img qui man tuyp 1 gdy ra, diéu quan trong 12 phai giam IgE va ting té bao
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T (té bao Treg) khi giai phong IL-10 trong phan timg mién dich véi chét gdy di tng. Phan
{ng di ing tré nén phirc tap khong chi béi cac chit trung gian ctia dudng bao, bach cau
wa kiém hodc trong tr ma con bdi xytokin tiét ra tir c4c té bao d6, mot phén triéu chiig
ctia phan tng di tmg 13 két qua tir hoat dong clia cdc xytokin. Céc xytokin nhu TNF-a,
IL-4,1L-5,1L-6,IL-13, v.v..., dugc tao ra tir dudng bao dong vai tro lién két cac bach cau
trung tinh va bach cau ua axit. Ngoai ra, IL-4 va IL-13 duogc tiét ra tur dudng bao kich
hoat cac té bao B dé tao khang thé IgE, va IL-5 d6ng vai trd lién két va hoat héa bach ciu
ua axit. Cac Xytokin nhu IL-4 va IL-5 thudong dugc phan loai thanh xytokin Th2 vi phén
nhiéu céc xytokin ndy dugc tiét ra tir t& bao Th2, xytokin dugc tiét ra tir dudng bao va té
bao Th2 lién két v&i céc thu thé tuong ung, tao ra sy tuong tac gitta cac té bao va khuéch
dai mot phan g di tmg. Ngoai ra, triéu chung sdc phan vé c6 thé xay ra khi TNF-a, mot

xytokin tién viém, dugc san xuat véi so lugng 16n trong tinh trang di Ung.

Do d6, d& danh gia tac dung didu hdoa mién dich ctia vi khudn lactic phén 14p tir
phén hodc kim chi cai thdo, va dnh hudng cua vi khuén lactic dén phan mg mién dich
cta t& bao lach, ty 18 tre ché biét hoa thanh té bao tiét xytokin va ty 1 ting cudng biét héa

thanh cac té bao Treg da duoc do.

Cu thé, 14 lach tach ra tir chudt C56BL/6J dugc nghién nat, tao huyén phu trong
méi trudmg RPMI 1640 chira 10% FCS, va sau d6 phén 14p céc té bao T CD4 bang céach
sit dung b6 kit phan 1ap té bao T CD4 (MiltenyiBiotec, Bergisch Gladbach, Diic). Céc té
bao T CD4 phan 14p dugc dua vao dia 12 giéng véi mat 4o 5x10° té bao/giéng. Sau 4o,
céc té bao trong mdi giéng dugc bd sung cac chit: khang CD3, khéang CD28, IL-2 va IL-
12 d kich thich biét héa té bao T thanh té bao Thl; véi viée bd sung cac chit khang CD3,
khéng CD28, IL-2 va IL-4 da biét hoa t& bao T thanh t& bao Th2; véi viéc bd sung cée
chit khang CD3, khang CD28, IL-6 va TGF-p d4 biét héa té bao T thanh té bao Th17; va
véi viéc bd sung chét khang CD3 va khang CD28 d biét héa té bao T thanh té bao Treg,
va vatliéu thir, vi du, vi khuén lactic dugc dua vao cac giéng v&i mat d6 1x10° CFU/giéng,
nudi cdy trong bén ngay. Ngoai ra, dé so sanh anh huéng clia vi khuén axit lactic, nhiéu

loai prebiotic khac nhau d& dugc st dung lam vét liéu thir.

Sau d6, kha ning biét héa céc t& bao T dugc phan 14p tir 14 lach thanh céc té bao

Thi1, Th2, Th17 va Treg da duoc xac dinh. Cu thé 13, dich nudi cdy té bao duge nhuém

bing khang thé khang FOXp3 va IL-17A, sau d6 sy phan phdi cac té bao Thl, Th2, Th17
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va Treg dugc phan tich bang thiét bi FACS (thiét bi phan loai té bao bang hoat héa huynh
quang) (hé théng C6 Flow Cytometer®, San Jose, CA, M¥). Két qua duoc thé hién trén

bang 11-13. Trén cac bang 11-13 dudi day, vi khuén lactic khong dugc hién thi tén loai

49053

ma tén dugc ddt boi cic tac gia cia sang che.

Bang 11
) ] Ty I€ tang
Vit liéu thi trong Ty 1€ wrc ché biét héa té bao cudng biét
xie 1§ t& bao T héa t€ bao
Té bao Th1 | Tébao Th2 | Té bao Th17 | Té bao Treg
Khong dugce xtr ly - - - -
IM51 + + + +
M52 ++ - - -
IM53 + ; + L
M54 + + + +
IM55 +++ +++ +++ +++
IM56 - + + +
IM57 ++ _ + +
M58 ++ - + -
IM59 + + + )
IM60 + + + -
IM61 ++ + ++ +
IM62 + + + +
IM63 + + + +
IM64 ++ ++ + +
IMG65 - + + +
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IM66 -+ + T+ n
IMé67 ++ + 4 +
IM68 ++ + ++ +
IM69 + + + +
IM70 ++ + — N
IM71 - + T +
Béang 12
. . Ty I¢ ting
V4t lidu thir trong Ty 1€ wrc che biét héa te bao cudng biét
xit I t bao T héa té bao
Tébao Thl | Tébao Th2 | Té bao Th17 | Tébao Treg
IM72 + + + N
IM73 - + + +
M74 + + + +
IM75 -+ + + T+t
IM76 ++ ++ ++ +++
IM77 + + + +
IM78 + + ++ ++
IM79 + + ++ +
IM80 + ++ + +
IM81 + + ++ +
IM82 + + + +
IM83 + + + +
IM84 + + + +
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M85 + + + +
M86 + + T +
IM87 + + 4t +
IM88 + + + +
IM89 ++ + + ¥
IM90 + + + +
IM91 + + + +
IM92 + + + +
IM93 ++ + ++ +

Bang 13
] ; Ty I¢ ting
VAt liéu thir trong Ty 1€ rc che biét héa te bao cudng biét
xit Iy t& bao T héa t¢ bao
Tébao Thl | Tébao Th2 | Té bao Th17 | Tébao Treg
IM94 + + + +
IM95 + + + +
IM96 ++ ++ 1+ +
IM97 + + + +
M98 + + + )
M99 + + + +
P1 + + + +
P2 + +++ ++ ++
P3 ++ ++ + +
P4 + + + +
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P5 + - - ++
P6 ++ + ++ +
P7 ++ ++ ++ -
P8 + + + +
P9 + ++ + +
P10 + + ++ +
P11 + + + ++
P12 + + + +
P13 + + + -
P14 + + + -
P15 ++ + ++ -

* Ty 18 (rc ché: -, <10%; +, 10-30%; ++, 30-60%; +++,> 60%
* Ty 18 ting: -, <10%; +, 10-50%; ++, 50-100%; +++,> 100%

* P1: inulin; P2: pectin cam quyt; P3: carageenan; P4: trehaloza; P5: Lactuloza;
P6: xyclodextrin; P7: carboxymetyl xenluloza; P8: gelatin; P9: chitosan; P10: axit
alginic; P11: fructooligosacarit; P12: protein ddu nanh khir béo; P13: pectin tio; P14:

arabino-galactan; va P15: xylan.

K&t qua thir nghiém trén c4c bang 11-13 cho thiy ty 1& biét héa té bao T phuy thudc
vao tung loai vi khudn lactic khac nhau. Cu thé 13, d6i v6i vi khuén lactic Bifidobacterium
spp., ty 18 tc ché biét héa thanh té bao Thl, Th2 va Th17 va ting cudng biét hoa thanh
té bao Treg phu thudc vao cac loai vi khudn lactic khac nhau. Mot s cho két qua ty 18 e
ché & bao Th2 va ting cudng té bao Treg trong khi mot s& vi khuén lactic cho két qua
nguoc lai. Trong s6 d6, B. longum IM55 dugc x4c dinh 13 ¢6 ty 1€ tc ché biét héa thanh
t& bao Th1, Th2 va Th17 va ting cudng biét hoa thanh té bao Treg ddng thdi & mitc cao
nhét. Tuong tw nhu Bifidobacterium spp., vi khuan lactic Lactobacillus spp. cling cho

théy ty 1€ e ché va ting cuong biét hoa té bao phu thudc vao céc loai vi khuén lactic
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khic nhau. Trong sb @6, L. plantarum IM76 dugc xé4c dinh 1a ¢6 ty 18 tc ché biét hoa
thanh t& bao Th1, Th2 va Th17 va ting cudng biét hoa thanh té bao Treg dong thoi & mirc

cao nhét.
(2) Téc @6 biéu hién Xytokin

Téc d6 bidu hién cta cac yéu td phién ma va xytokin cua cac té bao Thl, Th2,
Th17 va Treg so v&i cac té bao lach T da duge do. Cu thé, muc biéu hién dugc phéan tich
twong Ung bing phuong phip qRT-PCR nhd céc yéu t6 T-bet, IFN-y va IL-12 tir dich
nudi cdy dé giy cam tmg biét hoa té bao Thl; GATA3 va IL-5 tir dich nuéi cdy dé gay
cam tig biét hoa t& bao Th2; RORyt va IL-17 tir dich nudi cly dé gdy cam (g biét hoa
t& bao Th17; va Foxp3 va IL-10 tir dich nuéi cdy dé gy cam ting biét héa t€ bao Treg.
Bang 14 sau diy cho thiy doan mdi duge st dung cho gqRT-PCR tuong tng véi doan
muc ti€u khuéch dai. Ngoai ra, két qua do tdc dd bidu hién cia cic yéu td phién ma va
xytokin cua céc té bao Thl, Th2, Th17 va Treg so véi cac t€ bao lach T dugc trinh bay
trén bang 15 va 16. Trén bang 15 va 16 duéi day, céac vi khuén lactic khong dugc hién

thi tén loai ma tén duoc dit bai cac tac gia sang che.

Bang 14
Poan
mue Eleu Poan mdi Trinh tw doan mdi
khuéch : . .
dai
13\/)101 xudi (SEQIDNO: | ¢, 1TTCTATCCAACCAGTATC-3’
T-bet X
IX)IOI nguge (SEQIDNO: | 5, ~1-cGCTTCATAACTGTGT-3’
15\')101 xudi (SEQIDNO: | ¢, 1\ AGTGGCATAGATGTGGAAGAA-3’
IFN-y X
2/)101 nguge (SEQID NO: | 5, 1660TCTGCAGGATTTTCATG-3
GATA3 17\/)101 xudi (SEQIDNO: | 5, ) A GGCATCCAGACCCGAAAC-3’
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lg/)k’l nguoce (SEQID NO: | 4, \ «cCcATGGCGGTGACCATGC-3"
19\/)101 xudi (SEQIDNO: |, \ 1 A GAGAAGTGTGGCGAGGAGAGAC-3’
IL-5 )
11\/(1)‘;1 nguoe (SEQID NO: |, 1 1oCATTGCCCACTCTGTACTCATC-3’
11\'{‘)’1 xubi (SEQIDNO: |, \ -\ GCCACTGCATTCCCAGTTT-3
RORyt [—
11\31 nguoc (SEQIDNO: | o, 1 1cGGAAGGACTTGCAGACAT-3’
ll\g()” xubi (SEQIDNO: | o, s A CTCCCTTGGCGCAAAA 3’
I1L-17 X
11\531 nguoe (SEQIDNO: |, i1 cCTCCGCATTGACAC-S’
Ilvg)’l xudi (SEQIDNO: | 5, - cATCCCCAGGAGTCTT-3’
FOXp3 |—
llvg)’l nguoce (SEQIDNO: | o, \ A TGACTAGGGGCACTGTA-3’
11\%’1 xubi (SEQIDNO: | 5, 156TGCCTGCTCTTACTGACTG 3!
IL-10 —
11\';‘)’1 nguoe (SEQIDNO: | o, -0 AGTAACCCTTAAAGTCCTGC-3
Ilvg)" xubi (SEQIDNO: | o, 1202 GTGGCAAAGTGGAGAT-3’
GAPDH X
12\'(1)‘)’1 nguoe (SEQIDNO: | ¢, 101 60CcGTGAGTGGAGTCAT-3
Béang 15
Vat ligu T§ 1¢ ik ché bidu hién Ty ¢ tang bicu
thw hién
trong xir
v ;:hb;" T-bet | IFN=y | GATA3 | TL-5 |RORyt| IL-17 | FOXp3 | IL-10
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Khong
duoc xir - - - - - - - -
ly

IM51 + ++ + + + + + +
IM52 ++ + - + - + . }
IM53 + + - + + ++ + -
M54 + + + ++ + + ++ +
IMS55 +++ + +++ | A | +++ +++
IM56 ++ + + ++ + ++ + +
IM57 ++ ++ - + + + + +
IMS58 ++ ++ - ++ + + - -
IM59 + + + + + + - +
IM60 + ++ + ++ + + - -
IM61 ++ + + ++ ++ ++ + -
M62 ++ + + ++ ++ ++ + +
IMé63 + ++ + + + + + -
IM64 ++ + ++ ++ + + + +
IM65 + + + + + + + -
IM66 ++ + + + ++ ++ + +
IM67 + + + + ++ + + +
IM68 ++ ++ + + ++ ++ + +
IM69 + + + + + + + -
IM70 ++ + + + ++ ++ + +
IM71 ++ + + + ++ ++ + +
IM72 + ++ + + + + + +
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IM73 ++ + + + + + + +

IM74 + + + + + + + +
Béang 16

Vit lidu thir T§ 18 trc ché bidu hién T§ 1§ ting bicu
trong xir Iy té . . hi¢n
bao Lich T T-bet | IFN-y | GATA3 | IL-5 |RORyt | IL-17 | FOXp3 | IL-10

IM75 ++ + + + + ++ +
IM76 ++ ++ HH z HH +++ +++ +++
IM77 + + + ++ + + + +
IM78 + + + ++ + ++ +
IM79 + + + ++ ++ ++ + -
IMB80 + + ++ + + + +
IM81 + + + ++ ++ + +
IM82 + + + + + + +
IM83 + ++ ++ + ++ + + +
IM84 + + + ++ ++ + +
IM85 + ++ + ++ + + + +
IM86 + + + + + + -
M87 + + + ++ ++ + +
IM88 + ++ + + ++ + -
IM89 ++ + + ++ + + -
IM90 + + + ++ + + + +
IM91 + + + ++ + + + .
IM92 + + + + + + -
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IM93 ++ + + ++ ++ + + +
IM9%4 + + + + + + + +
IM95 + + + + + + + -
IM96 ++ + ++ ++ ++ ++ + -
IM97 + + + + + + + +
M98 + + + + + + - -
M99 + + + + + + + +

* Ty 18 trc ché: -, <10%; +, 10-30%; ++, 30-60%; +++, > 60%
* Ty 18 ting: -, <10%; +, 10-50%; ++, 50-100%; +++, > 100%

Két qua do trén bang 15 va 16 cho thiy tbc d6 bidu hién cua xytokin khac nhau
tity thudc vao timg loai vi khudn lactic. Cu thé 1a, dbi v6i vi khudn lactic Bifidobacterium
spp., két qua cho thay ty 18 tic ché biéu hién ctia GATA3 va IL-5 trai ngugc véi cée vi
khun lactic khéc. Trong s cac vi khuén lactic d6, B. longum IM55 dugc x4c dinh 1a c6
ty/ 16 trc ché biéu hién ctia T-bet, IFN-y, GATA3, IL-5, RORyt va IL-17 va ting biéu hién
ctia FOXp3 va IL-10 dong thoi & mic cao nhit. Tuong tu nhu Bifidobacterium spp., vi
khuén lactic Lactobacillus spp. ciing cho thiy ty 1é thay d6i mtrc 4o biéu hién ctia xytokin
cling khac nhau nhu vay. Trong sb 6, L. plantarum IM76 dugc xac dinh 12 c6 ty 18 uc
ché bidu hién cua T-bet, IFN-y, GATA3, IL-5, RORyt va IL-17 va ting biéu hién cta
FOXp3 va IL-10 ddng thoi & mic cao nhét.

Vi du 4. Thir nghiém tac dung trc ché phan tmg viém ctia IM55 hodc IM76

Trong s6 céc vi khudn lactic dugc phan lap trong vi du 1 néu trén, mot thir nghiém
d3 duoc thuc hién vé tac dung trc ché phan tmg viém ctia B. longum IM55 va L. plantarum
IM76.

(1) Thtr nghiém tac dung trc ché phan Gmg viém ctia IM55 hodc IM76 trén dai thuc

bao
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Chu6t cai BALB/c bay tuln tudi (20-22 g) duoc mua tir cong ty Raonbio duge
nudi bay ngay trudce khi thi nghiém. Tiém mang bung 2ml thioglycolat 4% vao chudt,
sau d6 gy mé trong 96 gio. Thu nhan dich mang bung véi 10ml méi trudong RPMI 1640,
ly tAm v&i tbe d6 300 xg trong 10 phut, rira lai bing RPMI 1640. C4c té bao dwugc dua
vao dia 12 giéng véi ndng d6 0,5x10° t& bao/giéng, nudi cdy trong mdi truong RPMI
1640 chira 1% khang sinh-khang nidm va 10% FBS & 37°C trong 20 gid, sau d6 rira ba
1an. Céc té bao bam dinh duoc sit dung 1am dai thuc bao. Dé do tac dung biéu hién cia
M55 hodc IM76 trén xytokin, dai thuc bao véi mat do 1x10° té bz‘io/giéng dugc xtr ly véi
vi khuAn lactic & mat d6 1x10° CFU/ml hay chét gy phan tng viém, nhu LPS trong 20
gi®. Mirc d6 biéu hién ctia xytokin dugc do bang bo kit ELISA nhu trong Vi du 2. (1) &
trén. Két qua 12 bidu hién cta IL-10 dugc ting 1én va biéu hién ctia IL-12 bi giam di khi

stt dung IM55 hodc IM76 (Fig.1 va 2).

(2) Thir nghiém téc dung e ché phan tmg viém ctia IM55 hodc IM76 trén céc té
bao tua

Té bao tiy ctia chudt cai BALB/c bay tudn tudi (20-22 g) dugc thu nhan bing méi
truong RPMI 1640 theo phuong phép da biét (Immunopharmacol. Immunotoxicol., 2016,
38, 447-454). Céc té bao duoc dua vao dia 12 giéng v6i mat d6 2x10° té bao/giéng, nudi
cdy trong méi truedng RPMI 1640 chira 1% rGM-CSF ndng d6 20 ng/ml, 10% FBS, 1%
khéang sinh-khéng nim va gentamycin néng d6 150 pug/ml.

Pé do tac dung bibu hién cua IM55 hodc IM76 trén xytokin, tién hanh thay thé
méi truong nudi cdy té bao trén bing méi trudong diéu kién vao ngay nudi ciy thi 3 va
thir 6 d& loai bo bach cAu hat, sau d6 xi Iy véi vi khuan lactic & mat d6 1x10° CFU/ml va
LPS ndng d6 100 ng/ml vao ngay nudi cdy thir 8. Mirc d biéu hién clia xytokin dugc do
bang bo kit ELISA nhu trong Vi du 2. (1) & trén. Két qua 13 biéu hién cta IL-10 duge
ting 1én va biéu hién ctia TNF-a bi giam di khi sit dung IM55 hodc IM76 (Fig.3 va 4).

Tur két qua ctia Vidu 4 & trén, co thé théy réng vi khudn lactic, cu thé 1a B. longum
IM55 va L. plantarum IM76 c6 tac dung (rc ché phan tmg viém hiéu qua, va do dé c6 tic

dung tdt trong phong ngira, giam thiéu va diéu trj cac bénh viém.

Vi du 5. Danh gia tic dung diéu hoa mién dich ctia IM55 va IM76
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Pé danh gia hidu qua diéu hoa mién dich cta B. longum IM55 va L. plantarum
IM76 trong s6 cac vi khuln lactic phén 1ap tir Vidu 1 & trén, ty 1€ biét hda té bao T duoc

phan tich bang phuong phap tuong tw nhu Vi du 3 néu trén.

Cu th8 13, 14 lach cta chudt cai BALB/c bay tudn tudi (20-22 g) duoc thu nhén vo
trung, nghién nat, va xir 1y bing dém tris amoni clorua. Tao huyén phi t& bao trong moi
treong RPMI 1640 chtra 10% FCS, sau d6 phan 14p cac té bao T bing cach st dung bd
kit phén 14p té bao Pan T II. Céc té bao dugc nudi cdy tuong tmg trong mdi trudng c6 bd
sung chét khang CD28 (1pg/ml), khang CD3 (lpg/ml), rIL-4 (10pg/ml) va rIL-2
(10pg/ml) dé biét hoa té bao T (1x10° té bao/giéng) thanh té bao Th2; bd sung chét khang
CD28 (1pg/ml) va khang CD3 (1pg/ml) @& biét hoa t& bao T (1x10° t& bao/giéng) thanh
té bao Treg, va cac té bao nay ciing duge nudi cAy tuong tmg trong bbn ngay véi viéc bd
sung IM55 hodc IM76 & mat d6 1x10° CFU/ml mdi giéng. Thu nhan RNA tir cic té bao
d6, phén tich mirc d6 bidu hién ciia IL-10, GATA3, FOXp3 va IL-5 bang cch thuc hién
gRT-PCR. Thuc hién qRT-PCR tuong tu nhu Vi du 3 néu trén béang céach sir dung cling

mot doan mdi nhu trén bang 14.

Két qua cho thiy viée xir Iy bing IM55 hodc IM 76, mirc d6 biéu hién ciia GATA3
va IL-5 bi giam d8 e ché su biét hoa thanh céc té bao Th2 (Hinh 5 va 6), trong khi mtrc
d6 biéu hién cia FOXp3 va IL-10 ting 1én dé thuc ddy su biét héa thanh céc té bao Treg
(Fig.7 va 8).

Tir két qua ctia Vidu 5 & trén, c6 thé thiy ring céc vi khuén lactic, cu thé 12 B.
longum IM55 va L. plantarum IM76 c6 tic dung diéu hoa mién dich hiéu qua, va do d6

¢6 tac dung tot trong viéc phong, giam thiéu va dieu tri cac bénh viém.

Vi du 6. Danh gia tdc dung giam nhe céc tri¢u ching bénh viém miii va hen suyén

ctia vi khuén lactic (1)

Rura phé quan (BAL), ciing v6indi soi phé quan, thudng dugc sit dung ¢ thu nhan
t& bao va cdc thanh phan hoa tan khéc tir 16p nhiy biéu mé ctia dwong hd hip va phé nang
phéi. Dich rira phé quan phé quan (BALF) khong chi bao gbm céc protein khic nhau
trong dong méau, ma con 1a cac protein dugc tiét ra tir cac loai té bao khac nhau bao gdm

t& bao biéu mé va t& bao viém. BALF thudng duoc ding dé chin doan hen phé quén,
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viém phé quan ho#c viém phoi, hodc phan tich c4c tinh trang bénh ly ctia chung. Do ds,
d& x4c dinh tac dung gidm viém miii va hen suyén, cdc chi s lién quan dén tic dung
chbng viém miii va chéng hen suyén d4 dugc phan tich tir huyét thanh va mé phoi ciing

nhu BALF.
(1) Phuong phép thi nghiém

Chudt cai BALB/C bay tudn tudi (21-23 g) dwoc cho thich nghi mdt tuin trong
didu kién moi truong duoc kiém sodt v6i do 4m 50%, nhiét d6 25°C va chu ky sang/t6i
1a 12:12 gid. Sau d6, huyén phit 20pg ovalbumin gy di tmg (OVA) va 2 mg nhoém
hydroxit (Alum) trong 0,2 ml mubi dém photphat (PBS: pH 7,4) va tiém mang bung vio
ting con chudt thi nghiém va vao ngay thi nghiém thir 14. Hoa tan 100 pg OVA trong 10
pl nude cit va bbi vao timg con chudt dé gay viém mdii di img va hen suyén vao ngiy 26,
27 va 28 cua thi nghiém. Trong khi do, thudc thir nghiém, cu thé 13 vi khun lactic duoc
stt dung bing dudng ubng cho timg con chudt mdi ngdy mot 1an trong tong cong nim
ngay tir ngdy 26 dén ngay 30 ciia thi nghiém. Ngoai ra, dexametason, dugc sit dung lam
thuéc dbi chung duwong thay vi vi khudn lactic, dugc tiém véi lidu 1 mg/kg trong luong.
Hon nita, trong nhém chudt binh thuong, viém miii di mg va hen suyén con sir dung
mudi dém photphat (PBS: pH 7,4) thay vi OVA va thudc thir nghiém. Trong nhém chudt
d6i chtng, viém miii di img va hen suyén, mudi dém photphat (PBS: pH 7,4) dugc ding
nhu thubc thir nghiém. Sau khi két thic thi nghiém, nhitng con chudt dugce gy mé, thu
nhén mau, md phdi va BALF. Huyét thanh tir méu dugc thu nhan bing phuong phép ly

tAm va duoc st dung 1am mau xét nghiém.

Céc chi sb lién quan dén tac dung chdng viém miii va chng hen suyé&n dugc phan
tich tir huyét thanh, BALF va mé phdi bing cac phuong phap phan tich khic nhau. Mdi

phuong phép phén tich va céc chi s§ phan tich duge thé hién nhu sau.

* Xét nghiém hép thy min dich lién két véi enzym (ELISA): IL-10, IL-5, IL-6,
IL-4,IgE, v.v...

* FACS (phén loai té bao hoat héa huynh quang): Phén loai céc té bao T (Thl:
CD4*/IFN-y*; Th2: CD4"/IL-4*; Treg: CD4*/FOXp3*; Th17: CD4"/IL-17"), phan loai
bach ciu wa axit (CD11b*, Siglec-F*)
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(2) Két qua thi nghiém

Két qua thi nghiém cho thr?'ly muc d biéu hién cta IL-5, IgEvalL-4, cu thé 1a cac
chi sb lién quan dén viém mii va hen suy&n, bi tc ché dang ké trong huyét thanh ctia
nhém st dung IM55 hodc IM76 (bang 17 va Fig.9-11). Ngoai ra, m¢t lugng IL-5 va IL-
4, cu thé 13 céc chi s6 lién quan dén viém miii va hen suy@n, d4 giam dang ké va ty 18 té
bao Th2 va bach cdu wa axit cling giam déng k& trong BALF (bang 18 va Fig.12-15). Hon
nita, mirc d6 biéu hién cua IL-10, lién quan dén tac dung phong ngira va diéu tri viém
mili va hen suy&n, da ting 1én ciing v&i ty 18 ting cta té bao Treg trong BALF (bang 18

va Fig.16 va 17).

Béang 17
Phén loai nh6m TY 1¢ e ché
thir nghiém L5 IeE L4
Péi chimg - - -
IM55 St - .
IM76 ++ + -+
Dx 4 4+ S
Béang 18
Phin loai T§ 1§ ik ché T§ 1§ ting
s een T T
Déi chimg - - - ] ] )
IM55 ++ | ++ -+ + A+
IM76 ++ +++ +++ -+ A +
Dx +++ +++ +H+ A ++ )

* Ty 18 tc ché: -, <10%; +, 10-30%; ++, 30-60%; +++, > 60%
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* Ty 1€ tang: -, <10%; +, 10-50%; ++, 50-100%; +++, > 100%

Vi duy 7. Panh gia tac dung giam thiéu cac triéu chting bénh viém miii va hen suyén

cta vi khuén lactic (2)
(1) Phuong phép thi nghiém

Mo hinh viém mii di tmg do OVA géy ra dwgc chuén bi bang cach tham khao cac
phuong phap da biét (Oh va cong su, Immunopharmacol. Immunotoxicol., 2013, 35, 678-
686). Cu thé 13, chudt dwoc chia ngiu nhién thanh sau nhém (mdi nhém gém 8 con).
Trong nim nhom, pha lodng OVA (20 pg) trong dung dich kali nhdém sunfat, sir dung
dung dich nay @ tiém mang bung vio chudt vao ngay thit 1 va 14 cua thi nghiém. Hoa
tan 100 pg OVA trong 10 pl nuée cit va bbi vao timg con chudt dé gay viém mii di tng
va hen suyén vao ngiy 26, 27 va 28 ctia thi nghiém. Trong khi d6, vét liéu thir 1a IM55
(1x10° CFU/con chudt), IM76 (1x10° CFU/con chudt), dexametason (1 mg/kg) hodc
dung dich mudi dugc ding biang dudng udng cho timg con chudt mdi ngay mét 14n trong
tdng cong ndm ngdy tir ngdy 26 dén ngay 30 cua thi nghiém. Trong nhém chudt binh
thudng, viém miii di tmg va hen suyén khong duoc giy cam ung, ma chi dung dich mudi
dugc st dung. Nhitng con chugt bi kich thich béng cach nhé OVA (10 /16 miii, hoa tan
trong 10 pg/ml dung dich mudi) vao ca hai khoang mili ctia ching, sau d6 s6 14n ht hoi
va dui miii (s6 14n triéu chimg viém miii) dugc dém trong 10 phut vao ngay tht 31 cua

thi nghiém.

Sinh thiét d& thu nhan m6 phdi va khoang miii, dugc cb dinh bing dém formalin
trung tinh 4%, sau d6 dem d6ng lanh. Bing c4ch sir dung chét 1am lanh, m6 d6ng lanh
duoc ct thanh mot mit cit ngang 10 pm, nhudém mau bang hematoxylin, eosin (H&E)

va phan ing axit periodic Schiff (PAS).

Ngoai ra, c4c chi sé lién quan dén tac dung chéng viém miii va chéng hen suyén
duge phén tich tir khoang miii, huyét thanh, BALF va m6 phdi bing cac phwong phap
phén tich khac nhau & Vi du 3 néu trén, v.v... Cu thé 1a cac chi sb ciia khoang miii va
huyét thanh dugc do bang b kit ELISA, céc chi sb lién quan dén viém miii va hen suyén
ctia BALF va mé phdi dugc do bing phuong phap qRT-PCR, st dung cac doan mdi ciia
bang 14 & trén.
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(2) Két qua thi nghiém

Véi nhitng con chudt dugc xir Iy bing OVA, mot s tridu chtmg viém miii (56 1an
hit hoi va dui miii) va céc triéu chimg viém miii di tmg bao gdm biéu hién IL-4 va IL-5
trong khoang miii tdng dang ké&. Tuy nhién, khi diéu tri bang IM55 ho#ic IM76, mitc 6
ctia cac triéu ching viém miii di ung va IL-4 va IL-5 trong khoang miii do OVA géy ra
d4 giam dang k& (Hinh 18 dén 20). Ngoai ra, khi diéu trj bdng IM55 hodc IM76, sy pha
hay khoang miii gdy ra bdi OVA dé duoc gidm b6t va sy mé rong cia cac té bao bidu

mb trong khoang mili cling da thuyén gidm (Fig.21).

Hon nita, theo két qua kiém tra mé hoc, trong trudng hop md hinh dong vat bi
viém miii, viém phdi va phu do c4c nguyén nhan trén; biéuhién ctia IL-5 va GATA3 ting
1én; va biéu hién cua IL-10 va FOXp3 giam di. Tuy nhién, khi didu tri bang IM55 hodc
IM76, su phé hity mo phdi va sy mé rong cac t& bao bidu mo gay ra bdi OVA di bi tic
ché; bidu hién ctia GATA3 va IL-5 ciing bi trc ché; biéu hién ctia FOXp3 va IL-10 duoc
tang l1én (Fig.22-26).

Vi du 8. Danh gié tac dung giam thidu céc triéu chimg bénh viém miii va hen suyén

ctia vi khun lactic (3)

Dénh gia duge thuc hién khong chi d6i vai tac dung ctia IM55 hodc IM76 ma con
d6i v6i tac dung cta hén hop IM55 va IM76 trong viéc gidm thiéu viém miii va hen
suy&n. Cu thé 13, ty 1¢ triéu chimg viém mdii, ty 16 phan phéi (%) ctia céc té bao bach clu
wa axit trong BALF va muc d9 biéu hién cta xytokin trong méu dugc phan tich bing

phuong phép tuong ty nhu trong Vidu 3 & trén, v.v...

Két qua cho thdy nhém ding hén hop IM55 va IM76 theo ty 16 1: 1, 1: 3 va 1: 9,
ty 1€ céc triéu chimg viém, duoc kiém tra bing s6 14n hét hoi va dui miii, gidm di va mirc
d6 biéu hién ctia IL-5 trong khoang miii giam di (Fig.27). Ngoai ra, muc do biéu hién ciia

IL-5 trong huyét thanh ciing giam di (Fig.28).

Tir thi nghiém trén md hinh viém miii trong céc vi du 6-8 & trén, c6 thé thay rang
hén hop B. longum IMS5 va L. plantarum IM76 c6 tac dung phong nglra, giam b6t va

diéu tri hen suyén va viém mili.
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Vi du 9. Tac dung cin bang va giam viém dai trang cta vi khuan dudng rudt

Anh hudng cta cc vi khudn duong rudt dén sy xuét hién va suy giam cac bénh di
ung, 1a yéu tb quan trong trong su xuit hién ciia cac bénh di tmg. Do d9, dé x4c dinh su
thay dbi ctia vi khuln trong dai trang nhu vi khuén lactic, biéu hién ctia xytokin va su
thay ddi vi khudn dudng rudt trong dai trang da dugc phan tich lién quan dén m6 hinh

viém mii di img ctia Vidu 7 & trén.

Cuthé 13, phén 14p 2pg RNA tir m6 dai trang ctia mo hinh dong vét néi trén b%mg
cach str dung chu trinh nhiét Takara va SYBR. Phan tng qPCR dugc thyc hién ddi véi
RNA d4 biét va doan mdi str dung cho gPCR nhur trén bang 14 & trén.

Két qua phan tich cho thiy biéu hién ctia IL-4 va IL-5 ting lén va biu hién cta
IL-10 & dai trang gidm di khi didu tri bing OVA. Tuy nhién, khi didu tri bing IMS5S5,
IM76 hogic hdn hop cia ching, biéu hién cta IL-4 va IL-5 giam di va biéu hién ctia IL-

10 tang 1én (Fig.29).

Ngoai ra, sau khi thu nhén dai trang tir m6 hinh dong vét ndi trén, phin 14p 100 ng
DNA tir dich dai trang ciia mé hinh dong vét néi trén bang cach st dung tbng hop chu
trinh nhiét Takara va SYBER. Phan tmg qPCR dugc thyc hién d6i véi RNA d4 biét va
doan mdi sir dung cho qPCR nhu trén bang 19 sau day.

Bang 19
Loai vi khuin Loai moi Poan trinh tw moi (5°-3)
Mbi xudi (SEQ
ID NO: 21) GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA
Firmicutes :
Moi nguoc (SEQ
ID NO: 22) AGCTGACGACAACCATGCAC
Mbi xu6i (SEQ
ID NO: 23) AACGCGAAAAACCTTACCTACC
Bacteroidetes X
Moi nguoc (SEQ
ID NO: 24) TGCCCTTTCGTAGCAACTAGTG
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Mbi xudi (SEQ

ID NO: 25) TGTAGCGGTGGAATGCGC
Actinobacteria X

Moi ngugce (SEQ

ID NO: 26) AATTAAGCCACATGCTCCGCT

MOl SEQ | GCTAACGCATTAAGTRYCCCG

S/y- +27)

proteobacteria A

Moi nguoce (SEQ

ID NO: 28) GCCATGCRGCACCTGTCT

Mbi xudi (SEQ

ID NO: 29) GCAACTCTTTACGCCCAGT

™7 X
Moi ngugce (SEQ
ID NO: 30) GAGAGGATGATCAGCCAG

Két qua phén tich cho thdy sau khi diéu tri bing OVA, quéin thé Firmicutes,
Proteobacteria va TM7 ting 1én, quin thé Bacteroidetes va Actinobacteria giam di, va do
d6 ty 1€ cua Firmicutes/Bacteroides (F/B) va Proteobacteria/Bacteroidetes (P/B) téng 1én.
Tuy nhién, khi diu tri béng IM55, IM76 hoic hdén hop ctia ching, nhém Proteobacteria
tang 1én béi OVA bj trc ché dang k&, con nhém Bacteroidetes va Actinobacteria giam di

do su xuit hién ctia viém miii dugc phuc hdi (Fig.30).

Tir két qué trén cho thay IM55, IM76 va hén hop ctia chiing khong chi can bing
lai hé vi sinh vat duong rudt bi i loan, ma con c6 tac dung kiém soat, phong ngira, gidm
b6t va diéu tri viém dai trang.

Vi du 10. San xuit dugc phém chtra vi khuén lactic

Pé san xuat cac duoc phdm sau ddy, san phdm nudi ciy B. longum IM55 ¢6 thé
dugce thay thé boi chinh ching B. longum IM55, san pham nghién hoic chét chiét cia
chung. Ngoai ra, dé san xuét dugc phim sau day, sén phdm nudi cdy B. longum IM55 ¢6

thd duoc thay thé béi chinh ching L. plantarum IM76, sin phdm nghién hodc chét chiét

cta chung. Hon nita, dugc phdm sau diy con c6 thé bao gém thém chitosan.
<10-1> Bao ché dang bot

San phdm nudi cdy B. longum IM55 20 mg
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Lactoza 100 mg

Bot tan (Talc) 10 mg

Céc thanh phén trén dugce tron déu va dugc nap vao géi kin d& bao ché bot.
<10-2> Bao ché dang bién nén

Séan phim nudi cdy B. longum IM55 10 mg

Tinh bdt ngd 100 mg
Lactoza 100 mg
Magie stearat 2 mg

Céc thanh phén trén duoc trén déu va duogc ép thanh vién nén theo phuong phap

san xuAt vién nén thong thuong.
<10-3> Bao ché dang vién nang

San phim nudi ciy B. longum IM55 10 mg

Xenluloza tinh thé 3 mg
Lactoza 15 mg
Magie stearat 0,2 mg

Céc thanh phan trén dugc tron déu va duogc nap vao vién nang gelatin dé bao ché

vién nang theo phuong phap sin xuét vién nang thong thudng.
<10-4> Bao ché dang vién

San phim nudi ciy B. longum IM55 10 mg

Lactoza 150 mg
Glyxerin 100 mg
Xylitol 50 mg
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Céc thanh phén trén duoc tron déu va duge bao ché thanh vién, mbi vién 4g, theo

phuong phép thong thuodng.
<10-5> Bao ché dang hat nho

San phdm nudi ciy B. longum IM55 15 mg

Chét chiét d4u nanh 50 mg
Glucoza 200 mg
Tinh bot 600 mg

Céc thanh phan trén duoc tron déu, sau d6 thém vao 100 mg etanol 30%,hdn hop
duoc sr?iy khd & 60°C, tiép d6 tao thanh dang hat, sau d6 cho vao géi.

<10-6> Béo ché dang tiém

San phdm nudi ciy B. longum IM55 10 mg

Natri metabisunfit 3,0 mg
Metylparaben 0,8 mg
Propylparaben 0,1 mg

Luong thich hop nuéc cat v tring dé tiém

Céc thanh phén trén duge trén déu, sau d6 nap 2ml hdén hop vao bng, sau d6 khir

tring, va tao thanh ché phim dang tiém.
Vi du 11. San xuit thyc phdm chirc ning chira vi khudn lactic

D4 san xuit cac loai thuc phidm chirc ning, san phidm nudi ciy B. longum IM55 c6
thé dugc thay thé boi chinh B. longum IM55, san phim nghién hodc chat chiét cua chung.
Ngoai ra, san xuét cac loai thuc phim chitc ning, sin phdm nuéi ciy tir B. longum IM55
c6 thé dugc thay thé boi chinh L. plantarum IM76, san phim nghién hozc chét chiét ctia

chung. Hon nita, cac loai thuc phdm chiic ning sau dy con c6 thé bao gdm thém chitosan.

<11-1> Bao ché thyc phim dang bot
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LAy 0,5 phan trong lugng san phim nuéi cdy B. longum IM55 tron vao 100 phéan
trong Iuong bot, sau do hén hop dugc sir dung dé tao banh mi, banh ngot, banh quy, banh

quy gion va mi soi.
<11-2> Bao ché san pham dang sita

L4y 0,5 phin trong lrong san phim nudi ciy B. longum IM55 tron vao 100 phén
trong lugng sita, sau do hén hop duoc sir dung dé tao cac san phﬁm dang sira nhu bo va

kem.
<11-3> Bao ché bot ngii c6¢ hdn hop

Gao lit, Ita mach, gao nép va y di, dugc so ché va siy kho bang phuong phap da

biét, rang, sau d6 diing may xay nghién thanh bot c6 kich thuéc hat 60 mesh.

Pau den, virng den va hat tia t6, duoc hép va séy kho béng phuong phép da biét,

duoc rang, sau d6 ding may xay nghién thanh bot c6 kich thuéc hat 60 mesh.

Ngfi coc va céac loai hat n6i trén, cing v6i san pham nudi cay B. longum IMS55

duoc tron theo ty 1€ sau détaora dang bot ngii cbc hdn hop.

Ngii cbc (30 phan trong lugng gao lut, 17 phén trong luong y di va 20 phén trong

luong lia mach);

Cac loai hat (7 phﬁn trong luong hat tia to, 8 phén trong luong dau den va 7 phén

trong lugng vung den);
San phAm nudi cdy B. longum IM55 (1 phén trong lugng);
NA&m linh chi (0,5 phén trong lugng); va
Pia hoang (0,5 phan trong luong)
<11-4> San xuét d6 udng dinh dudng

Tron déu céc thanh phan nhoé nhu xi-r6 ngd giau fructoza (0,5 g), oligosacarit (4
g), duong (2 g), mudi an (0,5 g) va nudce (77 g) v6i 1 g san phdm nudi ciy tir B. longum
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IM55 thanh hdn hop déng nhét, tiét tring, déng go6i vao chai thiy tinh, chai PET, v.v...,

d8 tao ra d6 udng dinh dudng.
<11-5> San xuét dd udng rau qua

Cho 2 g san pham nudi cdy B. longum IM55 vao 1.000 ml nuéc ép ca chua hodc

ca rbt dé tao ra d6 uong rau qua.
<11-6> San xuat nudc ép trai cay

Cho 1 g san phdm nudi cdy B. longum IM55 vao 1.000 ml nudce €p tao hogc nho

dé tao ra nudc ép trai cy.
6. Thong tin dang ky cho vi khuén lactic

Céc téc gia sang ché ky giri B. longum IM55 v6i muyc dich séng ché cho Trung
tAm Nudi céy Vi sinh vat Han Qudc, td chitc luu ky duge ching nhén (dia chi: Yulim
Building, 45, Hongjenae 2ga-gil, Seodaemun-gu, Seoul, Han Qudc) vao ngiy 20 théng 1
nam 2017, v6i s6 ding ky KCCM11961P. Ngoai ra, Céc tac gia sang ché ky guri L.
plantarum IM76 v6i muc dich sang ché cho Trung t4m Nudi cdy Vi sinh vat Han Quéc,
t6 chirc luu ky dugc ching nhan (dia chi: Yulim Building, 45, Hongjenae 2ga-gil,
Seodaemun-gu, Seoul, Han Quéc) vao ngay 20 thang 1 nam 2017, véi s6 ding ky
KCCM11962P. Viéc ky gt vi khuén lactic d& duogc thuc hién phu hop véi Hiép ude
Budapest vé Cong nhan qudc t& dbi v6i ky gt vi sinh vat cho muc dich cua thu tuc sang

che.

Nhu d3 trinh bay trén déy, saing ché duogc md ta thdng qua céc vi dy, nhung khong
gi6i han, va nhiéu cai bién khac nhau c6 thé dugc thuc hién ma khong roi khdi pham vi
va tinh thin cua sang ché. Pham vi cla sang ché chi dugc xac dinh bdi yéu ciu bao hd

kém theo.
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Ban dich

Hiép wéc Budapest sy cong nhian quédc té adi véi viée ndp hru chiing vi sinh nhim
tién t6i cacthi tuc Patent

MAU QUOC TE
Giri t6i. KIM DONG HYUN NHAN BAN GOC
92-24, Seonjam-ro, Phat thanh theo Rule 7.1 boi
Seongbuk-gu, CO QUAN LUU TRU QUOC TE
Seoul, Korea Xéc dinh & cudi trang nay

. NHAN BIET CHUNG VI SINH VAT

Ky hiéu nhén biét dwgc cung cip boi S truy cap duoc cip boi Co quan luu trix
nguoi luu trit: quéc té:
Bifidobacterium longum IMSS KCCM11961P

II. PHAN MO TA VE MAT KHOA HQOC VA/HOAC CHi DAN BE XUAT VE PHAN
LOAI HOC

Chung vi sinh vat dugc xac dinh dudi muc I duge dinh kém cung véi:
[ ] mot phan mé ta v& mit khoa hoc
[ ] mot chi dén d& xuét v& mit phan loai hoc
(Péanh diu chéo & 6 mb ta chinh x4c)

III. TIEP NHAN VA CHAP NHAN

Co quan luu trit Québc té chép nhin chung vi sinh vat dugc xac dinh dudi muc I néu
trén, d4 dwoc tiép nhan ngay 20 thang 01 ndm 2017 (ngay mau gbc dugc luu trit)!

IV. CO QUAN LUU TRU QUOC TE

Tén: Trung tAm nudi cdy Vi sinh vat Hin Quéc | Chit ky clia nguoi dai dién cta co
bia chi: Yurim B/D quan luu trix Qudc té hoic cua
45, Hongjenae-2ga-gil chuyén vién:
Seodaemun-gu Ngay 20 thang 01 ndm 2017.
SEOUL 120-861
Republic of Korea

1 Quy dinh tai Rule 6.4(d) duoc 4p dung, ngay ndy langay Co quan luu trir qudc té xdc nhan tinh trang mu: tai d6 mu luu trix
khéng theo Hiép wdc Budapest sau khi tinh trang mau thu nhan dugc cia co quan lwu trit quéc t& dugc chuyén thanh miu lwu
trit theo Hiép wéc Budapest, ngay nay 1a ngay ma mau luu trit dugce tiép nhén boi Co quan huu trix quc té.

Form BP/4 Mot trang duy nhét
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Ban dich

Hiép wéc Budapest sw cong nhian qudc té dbi véi viéc ndp luu chiing vi sinh nhim
tién toi cacthu tuc Patent

MAU QUOC TE
Gri t6i. KIM DONG HYUN NHAN BAN GOC
92-24, Seonjam-ro, Phat thanh theo Rule 7.1 boi
Seongbuk-gu, CO QUAN LUU TRU QUOC TE
Seoul, Korea Xéac dinh & cudi trang ndy

I. NHAN BIET CHUNG VI SINH VAT

Ky hiéu nhan biét dwgc cung cip boi S truy cap duoc cép bdi Co quan luu trit
ngudi luu trit: qudc té:
Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P

. PHAN MO TA VE MAT KHOA HQOC VA/HOAC CHI DAN BE XUAT VE PHAN
LOAI HOC

Chung vi sinh vt dugc xac dinh dudi muc I duge dinh kém cung véi:
[ ] mot phin m6 ta vé mit khoa hoc |
[ ] mot chi dAn @& xuét vé mit phén loai hoc
(P4anh d4u chéo & 6 m6 ta chinh x4c)

III. TIEP NHAN VA CHAP NHAN

Co quan luu trit Qubc té che‘ip nhan ching vi sinh vt dugc x4c dinh duéi muc I néu
trén, da dugce tiép nhan ngay 20 thang 01 nim 2017 (ngay miu gbc duoc huu trit)!

IV. CO QUAN LUU TRU QUOC TE

Tén: Trung tAm nudi cdy Vi sinh vat Han Quéc | Chit ky clia ngudi dai dién cta co
bia chi: Yurim B/D quan luu tri Quéc té hodc cua
45, Hongjenae-2ga-gil chuyén vién:
Seodaemun-gu Ngay 20 thang 01 ndm 2017.
SEOUL 120-861
Republic of Korea

1 Quy dinh tai Rule 6.4(d) duoc 4p dung, ngay nay 1 ngdy Co quan luu trit quoc té xdc nhén tinh trang mau: tai &6 mAu hru trit
khéng theo Hiép udc Budapest sau khi tinh trang mau thu nhén duge ciia co quan luu trit qubc t& duge chuyén thanh mau lwu
tri theo Hiép wdc Budapest, ngay nay 12 ngdy ma mAu hwu trit duoc tiép nh4n béi Co quan luu trit qubcté.

Form BP/4 Mot trang duy nhét
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YEU CAU BAO HO
1. Chung vi khuan Lactobacillus plantarum TM76 KCCM11962P.

2. Chung vi khuln Lactobacillus plantarum TM76 KCCM11962P theo diém 1,
trong d6 Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P bao gdm trinh ty 16S rADN I3
SEQ ID NO: 2.

3. Chung vi khuln Lactobacillus plantarum TM76 KCCM11962P theo diém 1,
duge dic trung boi ching Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P st dung ngudn
cacbon L-arabinoza, D-riboza, D-galactoza, D-glucoza, D-fructoza, D-manoza, manitol,
sorbitol, N-axetyl-glucosamin, amygdalin, arbutin, esculin, salixin, xelobioza, maltoza,

lactoza, melibioza, sucroza, trehaloza, rafinoza, gentiobioza, D-turanoza va gluconat.

4. Dugc phim ding dé phong hoic didu tri bénh di tmg, dugc phim bao gdm
chung Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P.

5. Dugc phim theo diém 4, trong d6 ching Lactobacillus plantarum IM76
KCCM11962P 1a té bao sdng cua ching Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P,
t& bao chét ctia ching Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P, san pham nudi ciy
cua chiing Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P, san phim nghién cta ching
Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P hozc chat chiét ctia chung Lactobacillus
plantarum IM76 KCCM11962P.

6. Duoc phém dung dé phong hoic didu tri bénh di tmg it nhét 12 mot bénh duge
chon tir nhom bao gf‘)m viém mili, tang di ing, hen suyén, viém da di ung, viém két mac
di ing, viém tai gitra di tmg, ndi mé day va séc phan ve, duge phim bao gdm ching

Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P.

7. Duoc phim theo diém 4, trong d6 dugc pham con bao gbm thém it nhat mot

thanh phén dugc chon tir nhém bao gdm chitosan, inulin va pectin cam quyt.

8. Thuc phim ding dé phong hodc gidm nhe bénh di tng, thuc phim nay bao gém
ching Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P.

57

57/88



49053

9. Thuc phim theo diém 8, trong d6 chung Lactobacillus plantarum IM76
KCCM11962P 13 té bao sbng cua ching Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P,
t& bao chét ctia ching Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P, san pham nudi cdy
cua chung Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P, san ph4m nghién ctia ching
Lactobacillus plantarum TM76 KCCM11962P hodc chét chiét ctia chiing Lactobacillus
plantarum IM76 KCCM11962P.

10. Thuc phém dung dé phong hodc giam nhe bénh di ung it nhét 1a mot bénh
dugce chon tir nhdm bao gff)m bénh viém miii, tang di ung, hen suyén, viém da di tng,
viém két mac di ung, viém tai gifta di ung, ndi mé day va sb¢c phan vé, thuc phim bao

gdm ching Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P.

11. Thuc phém theo diém 8, trong d6 thuc phém con bao gff)m thém it nhat mot

thanh phan dugc chon tir nhém bao gdm chitosan, inulin va pectin cam quyt.

12. Dugc phim diing dé phong ho3c diéu trj bénh mién dich hodc bénh viém, duoc
phidm bao gém chiing Lactobacillus plantarum IM76 KCCM11962P.

13. Dugc phim diing dé phong hodc diéu tri bénh mién dich hogc bénh viém, trong
d6 bénh viém 1a viém dai trang, dugc phim bao gém ching Lactobacillus plantarum

IM76 KCCM11962P.
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DANH MUC TRINH TU

<110> UNIVERSITY-INDUSTRY COOPERATION GROUP OF KYUNG
HEE UNIVERSITY NAVIPHARM CO, LTD

<120> CHUNG VI KHUAN LACTOBACILLUS PLANTARUM IM76
KCCM11962P, DUOC PHAM VA THUC PHAM CHUA VI KHUAN NAY

<130> P17045-NVP

<150> KR 10-2017-0013632
<151> 2017-01-31

<160> 30

<170> KoPatentIn 3.0
<210> 1

<211> 1377

<212> DNA

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Trinh tu 16S rADN cua Bifidobacterium longum IM55

<400> 1

gacttgacgg ggeggtgtgt acaaggeecg ggaaacgeat tecaccgegac gttgetgatt 60
cgcegattact agegacteeg cettcacgea gtegagttge agactgegat ccgaactgag 120
accggttttc agggatecge tecgegtege cgegtegeat ceegttgtac cggecatigt 180

agcatgegtg aagecctgga cgtaaggggc atgatgatet gacgteatee ceaccttect 240



49053

ccgagttaac cceggeggte cceegtgagt teceggeata atccgetggce aacacggggec
gagggttgcg ctegttgegg gacttaacce aacatctcac gacacgagct gacgacgacc
atgcaccacc tgtgaacccg ccccgaaggg aagccgtatc tctacgaccg tcgggaacat
gtcaagccca ggtaaggtte ttegegttge ate gaattaa tccgcatgct ccgeegettg
tgegggceccc cgteaatttc titgagtttt agectigegg ccgtactcee caggegggat
gcttaacgeg ttagetcega cacggaacce gtggaacggg ccccacatcece agcatccacc
gtttacggeg tggactacca gggtatctaa tectgttcge tccecacgct ttegetecte
agcgtcagta acggcecaga gacctgectt cgccattggt gttctteceg atatctacac
attccaccgt tacaccggga attccagtct ccectacege actcaagece geccgtacce
ggcegeggate caccgttaag cgatggactt tcacaccgga cgegacgaac cgcctacgag
cectttacge ccaataattc cggataacgc ttgeacccta cgtattaccg cggcetgetgg
cacgtagtta gccggtgctt attcaacggg taaactcact ctegettget ccccgataaa
agaggtttac aacccgaagg cctccatccce tcacgeggceg tcgetgeate aggettgege
ccattgtgca atattcceca ctgetgeete cegtaggagt ctgggecgta tcteagtcee
aatgtggecg gtegeectet caggecgget accegtegaa gecacggtgg geegttacce
cgecgtcaag ctgataggac gegacccecat cccatacege gaaagctttc ccagaagacc
atgcgatcaa ctggagcatc cggcattace accegtttce aggagctatt ccggtgtatg
gggcaggtcg gtcacgcatt actcaccegt tegecactct caccaccaag caaageccga
tggatccegt tcgacttgea tgtgttaage acgecgeeag cgttcatcct gagecat
<210> 2

<211> 1421

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1377
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<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Trinh tu 16S rADN ctia Lactobacillus plantarum IM76
<400> 2

ctggtattga ttggtgcttg catcatgatt tacatttgag tgagtggega actggtgagt
aacacgtggg aaacctgeec agaagegggg gataacacct ggaaacagat gctaataccg
cataacaact tggaccgcat ggtcegaget tgaaagatgg ctteggetat cacttttgga
tggteccgeg gegtattage tagatggtegg ggtaacggct caccatggea atgatacgta
gccgacctga gagggtaate ggecacattg ggactgagac acggeccaaa ctcctacggg
aggcagcagt agggaatctt ccacaatgga cgaaagtctg atggageaac geegegtgag
tgaagaaggg tttcggcteg taaaactetg ttgttaaaga agaacatatc tgagagtaac
tgttcaggta ttgacggtat ttaaccagaa agccacgget aactacgtge cageagecge
ggtaatacgt aggtggeaag cgttgtccgg gatttattgg gegtaaageg agegeageeg
gttttttaag tctgatgtga aagcecttcgg ctcaaccgaa gaagtgcatc ggaaactggg
aaacttgagt gcagaagagg acagtggaac tccatgtgta geggtgaaat gegtagatat
atggaagaac accagtggcg aaggeggctg tctggtetgt aactgacgcet gaggetcgaa
agtatgggta gcaaacagga ttagatacce tggtagteca taccgtaaac gatgaatgct
aagtgttgga gggtttccge cettcagtge tgecagetaac gcattaagca ttccgectgg

ggagtacgge cgeaaggcetg aaactcaaag gaattgacgg gggeeegeac aagcggtgga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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gcatgtggtt taattcgaag ctacgcgaag aaccttacca ggtcttgaca tactatgcaa 960
atctaagaga ttagacgttc ccttcgggga catggataca ggtggtgeat ggtigtegtc 1020
agctegtgtc gtgagatgtt gggttaagtc ccgcaacgag cgcaaccctt attatcagtt 1080
gccagcatta agttgggceac tetggtgaga ctgeeggtga caaaccggag gaaggtggegy 1140
atgacgtcaa atcatcatge cccttatgac ctgggcetaca cacgtgctac aatggatggt 1200
acaacgagtt gcgaactcge gagagtaage taatctctta aagccattct cagttcggat 1260
tgtaggctge aactcgecta catgaagteg gaatcgetag taatcgegga teageatgee 1320
geggtgaata cgttcceggg cettgtacac accgeecgte acaccatgag agtttgtaac 1380
acccaaagtc ggtggggtaa ccttttagga accageegec t 1421
<210> 3

<211> 22

<212> DNA

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> T-betF mdi

<400> 3

cctettctat ccaaccagta tc 22
<210> 4

<211> 1’9

<212> DNA

<213> Trinh tu nhén tao



<220>

<223>

<400>

49053

T-bet R mdi

4

ctcegcettea taactgtgt

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

5
24
DNA

Trinh tu nhan tao

FN-gamma F mdi

5

tcaagtggca tagatgtgga agaa

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

6
21
DNA

Trinh tu nhén tao

FN-gamma R mdi

6

tggctctgea ggattticat g

19

24

21

78/88



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

49053

21
DNA

Trinh tu nhén tao

GATA3 F mbi

gaaggcatcc agacccgaaa ¢

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

8
20
DNA

Trinh ty nhén tao

GATA3 R mdi

acccatggceg gtgaccatge

<210>

<211>

<212>

<213>

9
25
DNA

Trinh tu nhan tao

21

20

79/88



<220>

<223>

<400>
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IL-5 F mdi

9

aaagagaagt gtggcgagga gagac

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

10
27
DNA

Trinh tu nhan tao

IL-5 R mbi

10

ccttccattg cccactetgt actcatc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

11
22
DNA

Trinh tu nhan tao

ROR gamma t F mdi

11

acagccactg cattcccagt tt

<210>

12

25

27

22
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<211> 22

<212> DNA

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> ROR gamma t R mbi
<400> 12

tctcggaagg acttgcagac at
<210> 13

<211> 21

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> IL-17 F mbi
<400> 13

tttaactccc ttggcgcaaa a
<210> 14

<211> 20

<212> DNA

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> IL-17 R mdi

22

21
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<400> 14

ctttccetee geattgacac
<210> 15

<211> 18

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> FOXp3 F mdi
<400> 15

cccatcecca ggagtctt
<210> 16

<211> 21

<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> FOXp3 R moi
<400> 16

accatgacta ggggcactgt a
<210> 17

<211> 23

<212> DNA

20

18

21
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<213>

<220>

<223>

<400>
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Trinh tuy nhén tao

IL-10 F mdi

17

atgctgcectg ctettactga ctg

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

18
24
DNA

Trinh tu nhén tao

IL-10 R moi

18

cccaagtaac ccttaaagtc ctge

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

19
20
DNA

Trinh tu nhan tao

GAPDH F mbi

19

tgcagtggca aagtggagat

10

23

24

20
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

49053

20
20
DNA

Trinh ty nhan tao

GAPDH R mdi

20

tttgcegtga gtggagteat

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

21
25
DNA

Trinh tuy nhén tao

Firmicutes F moi

21

ggagyatgtg gtttaattcg aagca

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

22

20

DNA

Trinh tu nhan tao

11

20

25
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<223> Firmicutes R mdi

<400>

22

agctgacgac aaccatgcac

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

23
22
DNA

Trinh tu nhan tao

Bacteroidetes F moi

23

aacgcgaaaa accttaccta cc

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

24
22
DNA

Trinh tu nhan tao

Bacteroidetes R mdi

24

tgecectttcg tagcaactag tg

<210>

<211>

25

18

12

20

22

22
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<212> DNA

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Actinobacteria F moi
<400> 25

tgtageggtg gaatgege

<210> 26

<211> 21

<212> DNA

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Actinobacteria R mdi
<400> 26

aattaagcca catgctccge t

<210> 27

211> 21

<212> DNA

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> delta/gamma-proteobacteria F mdi

13

18

21
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<400>
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27

gctaacgcat taagtryccce g

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

28
18
DNA

Trinh ty nhén tao

delta/gamma-proteobacteria R mdi

28

gccatgerge acctgtcet

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

29
19
DNA

Trinh tu nhan tao

TM7 F mbi

29

gcaactcttt acgcccagt

<210>

<211>

30

18

14

21

18

19
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<212> DNA

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> TM7 R mdi

<400> 30

gagaggatga tcagccag

15

18
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