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(21) 1-2020-03601

(57) Sang ché dé cap dén ché phim chira hdn hop ciia ching vi khudn Lactobacillus
paracasei CNCM 1-1572 va ching vi khudn Lactobacillus paracasei DSM26760 dé lam
giam tinh trang t6n thuong da va‘hodc tic dong do/lién quan dén tac dong cua vi
khudn P. acnes; ciing nhu ché pham chira hdn hop ctia cdc vi sinh vat ¢6 loi cho da, trong
d6 cac vi sinh vét ¢6 loi bao gdm ching vi khuén Lactobacillus paracasei CNCM 1-1572
va chiing vi khuén Lactobacillus paracasei DSM26760 dé diéu tri rdi loan v@/hodc bénh
Iy viém anh huodng dén da dé 1am gidm va/hodc didu tri triéu chimg va/hodc tic dong lién

quan dén roi loan/bénh Iy nay va/hodc tang cuong qud trinh lam lanh vét thuong va/hodic

qua trinh tai tao cau tric biéu mé va‘hode qua trinh lién seo.

A

P. acnes chu #10°

P, acnes ciu 10

P acnes cfa 210

WG
2000 . _
1000 / //,’f-’
0 : ’fi I/ :
—  LP125 LG4 O hai
+ P, amnes
3000
ED}:"‘. ?__ -
%I? T
(il o |
. Al |
— LP125 LC4E  Cdhai
& P, aimey
3000+
2000 1‘ , 7 .
RlEHER | |
ol | 1A |
— A3 LC4E Cd el
+ P acnes

Fig.1


CVH140
Placed Image

CVH140
Textbox
(57)

CVH140
Textbox
(21)    1-2020-03601


53587

Linh vire ky thuét dwoe dé cdp

Séng ché d& cap dén ché phidm chira vi sinh vét c6 lgi, tét hon néu ché pham nay
chira vi khufn c6 loi, cu thé 13 vi khuln c6 loi thudc chi Lactobacillus, & sir dung trong
phong ngira va/hodc diéu tri rdi loan anh huodng dén da, cy thé 13 bénh viém, cu thé hon 1a
bénh viém da ty mién, nhu bénh viém da co dia. Hon nita, ché phim theo sang ché hiru
ich dé phong ngira va/hoic 1am giam tinh trang tén thuong gy ra béi birc xa UV, cu thé

Alé tinh trang 130 hoa da.
Tinh trang ky thuét cia sang ché

Da ngudi thudng tich tu nhiéu vi sinh vat. Truée day, cac vi sinh vat ndy duge cho
ngudn 1ay nhiém tiém ting, nhung nguoc lai ngay nay hé vi sinh vt & ngudi, cling nhu
hé vi sinh vét & da dugce cho 14 ¢ cac chitc ning quan trong va hiru ich cho vat chu, do hé
vi sinh vét nay c6 ca kha ning chdng lai qua trinh bam dinh va phat trién ciia cac tac nhan
bénh trén da, 14n kha ning lién két va trong tac véi hé mién dich. Khi réi loan hé vi sinh
vat xuat hién & da, thi cic vi sinh vat c6 loi c6 thé déng vai trd 14 tic nhan diéu hoa va

phuc hoi can bang hé vi sinh vét ¢ da.

Trong thip k¥ qua, viéc sir dung céc phuong phip méi di tao diéu kién thuan lgi
cho qua trinh phan loai hé vi sinh vit & da bao gdm quan thé vi khuin cé thé 1én téi
khoang 1010 loai vi sinh vét thudc trén 25 nganh, phd bién nhat 13 Actinobacteria,
Firmicutes, v Proteobacteria. Céc bénh vé da khéc nhau thudng lién quan dén céc tinh

trang bién d6i h¢ vi sinh véat & da.

Vi dy, trong trudng hop ciia bénh viém nang 16ng, P. acnes dugc xem 1a vi khuin
giy bénh chinh; thuc té 13 trong tinh trang bénh Iy ndy, qua trinh san sinh ting tiét bd
nhon tao ra méi trudmg sinh trudng t6i wu cho vi khuan nay. Phuong phép théng thuong
d& khic phuc tinh trang bénh 1y nay 13 sir dung cic ché phdm khang khuén, tic 13 sir dung
ché phim diét khuén va khang sinh qua dudng khu tri. Mot mat, khang sinh chic chén c6
hiéu qua, nhung mit khéc khang sinh cfing tiéu diét vi khuin c6 loi, gay ra nguy co nhay
cam va tac dung khong mong mén tiém tang, ddc biét trong trudng hop sir dung kéo dai

khang sinh phd rong.
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Ban chit k§ thujt ciia sing ché

Do d6, myc dich cia sang ché I3 phét trién ché phdm chira vi sinh vat ¢6 loi thé hé
méi, cu thé 13 ché phim chira vi khuin ¢6 loi thude chi Lactobacillus dé phuc hdi cin
biing hé vi sinh vit & da. Thue té 13, tic gi4 sing ché da phat hién thdy ring ché phim
chira vi khuan c¢6 loi thube chi Lactobacillus ¢6 kha nang phong ngira, hodc trong trudng
hop bat ki ché phdm chira vi khuan ¢6 loi thude chi Lactobacillus ¢6 kha nang 1am gidm
tac dong cua vi khudn gy hai cho da, nhu P. acnes, do d6 ché phdm nay c6 kha ning: 1)
g6p phan phong ngira va/hodc diéu tri rbi loan anh hudng dén da; 2) ting cudng qua trinh
lam lanh vét throng thong thudmg; va 3) ting cudng va/hodc cai thién qua trinh tai tao

cAu tric biéu mé va‘hodc qua trinh lién seo thong thudmg.
M6 ta van tat hinh vé

Sang ché s& duge mo ta chi tiet hon trong phan mb ta dudi ddy cing hinh v& kem

theo.

Fig.1 12 biéu dd thé hién mirc d bam dinh cia P. acnes theo ty & phan trim clia
céc té bao sbng bam dinh. Fig.1A 1a biéu d6 thé hién tinh trang kich thich so b béi qua
trinh tiép xtic cia cac té bao simg véi cac vi khuan ¢6 loi duogc thir nghiém; Fig.1B 1a
biéu dd thé hién qua trinh U ddng thdi cla cac té bao sing vdi P. acnes va véi cac vi
khuin c6 loi duge thit nghiém; Fig.1C 12 biéu db thé hién qué trinh & cia céc té bao simg
véi cae vi khudn c6 loi dugce thir nghiém, sau khi céc té bao nhan that nay di duoc thir
thach voi tic nhén gdy bénh P. acnes, trong d6 100 thé hién mirc d6 bam dinh cta P.
acnes trong trudng hop khong ¢6 kich thich béi cac vi sinh vét ¢6 lgi, kha néng tc ché
ctia cac ching dugce thir nghiém duge biéu dién dudi dang ty 1é % lam giam muac d6 bam
dinh ctia P. acnes so véi mau ddi chimg duong. Cu thé 13, Fig.1A 14 biéu 46 thé hién kha
ndng cta ca hai ching vi khudn c6 lgi dé phong ngira tinh trang bam dinh cta P. acnes,
theo ciing ty 1€ % (42% déi véi ching L. casei DG® va 35% @6 v6i ching L. paracasei
LPC-S01). Fig.1B 13 biéu @b thé hién kha ning cia ching L. casei DG® dé lam giam
17% mirc d0 bam dinh cta P. acnes, trong khi d6 ching L. paracasei LPC-S01 lam gidam
9% mirc d6 bam dinh ciia P. acnes. Hon hgp chira cac ching nay ¢6 tac dung 1am giam
¢6 v nghia thong ké mirc d6 bam dinh clia P. acnes, tirc 13 1am giam 42% mirc d§ bém

dinh ctia P. acnes, ty 1é phan trim ndy cao hon dang ké so véi ty 1€ phén trdm quan sat
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duge dbi vé6i ca hai ching dugc xem xét riéng biét va téng tac dung cua hai ching nay.
Fig.1C 12 biéu db thé hién tac dung hiép ddng ¢6 ¥ nghia théng ké cua hdn hop chira hai
vi sinh vat c6 loi ndy, c6 kha ning lam gidm 42% mic d6 bam dinh cua P. acnes. Ngugce
lai, cAc vi sinh vat c6 loi riéng biét ndy cé kha ning giam mac dd bam dinh cua P. acnes
thép hon mot nira so véi kha ning lam gidm mirc 49 bam dinh cta P. acres cia hén hop
chura hai vi sinh vat ¢6 lgi nay, 18% déi véi ching L. casei DG® va 11% dbi véi chung L.

paracasei LPC-S01.

Fig.2 12 biéu db thé hién két qua dinh luong céc xytokin IL-10, IL-1f, IL-8 va
TSLP trong c4c dich ndi nudi chy cna cac té bao, duge biéu dién theo don vi pg/mL dich

ndi, dugc xac dinh bfmg thir nghiém ELISA.
MO ta chi tiét sang ché

Theo mdt khia canh, sang ché dé cdp dén ché pham chira vi sinh vét ¢6 1¢i, t6t hon
néu mdt hode nhidu vi khudn c6 lgi, dé st dung trong diéu tri va/hodc phong ngura rdi
loan v&/hodc tinh trang bénh 1y, t6t hon néu bénh viém, dnh hudng dén da, tot hon néu

bénh ngoai ra.

Réi loan va/hoic bénh Iy anh hudng dén da theo sang ché dugce chon tir nhom bao
gém bénh viém da, tdt hon néu lién quan dén tinh trang kich tmg va‘hodc tréy xude da,
bénh viém nang I6ng, bénh nhiém trung, tinh trang viém da, ban do, vét loét, bénh vay
nén, bénh viém da co dia, bénh viém tai, vét nut né, dudng rd, bénh tri, va rdi loan hogc
ton thuong da bit ky khdc c6 hodc khong c6 su xudt hién cia qua trinh viém tién trién

va/hoic tinh trang két hop va/hodc bién chimg va/hodc hau qua cua chung.

Tét hon néu rdi loan va/hodc bénh 1y inh hudng dén da lién quan dn hojc gy ra
bdi cac tac nhan gdy bénh. Tuc 13, ché phdm theo séng ché khong chi dic biét hiru hiéu
dé phong ngira, ma con hitu hiéu dé diéu tri bénh, tic 13 sau khi thir thach vdi cac tic

nhén gay bénh nay.

Theo mdt khia canh wu tién, ché phim theo sang ché ciing ¢6 thé hd tro/tao diéu
kién thuén lgi cho/tdng cudng/ting tdc qué trinh 1am lanh vét thuong va/hodc qud trinh

tai tao cau tric biéu md va’hodc qua trinh lién s¢o.
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T&t hon néu céc tic nhan giy bénh nay dugc chon tir nhom bao gom vi khuan, vi

nim, nim men, virut va hdn hgp cta chung.

T&t hon néu cac tac nhan giy bénh nay dugc chon tir nhém bao gbm vi khuén, va
t6t hon néu cac vi khuin gy bénh ndy duge chon tir nhém bao gbm vi khuén thudc chi
Propionibacterium, t6t hon néu cac loai Propionibacterium acnes; Staphylococcus, t6t
hon néu Epidermidis, Aureus, Warned, Pyogenes, Mitis Corynebacterium ssp;
Pseudomonas, t5t hon néu Aeruginosa; Acinetobacter, tdt hon néu Johnsonii

Streptococcus, tot hon néu Pyogenes; Micrococcus ssp., va Brevibacterium ssp.

Hon nita, ché phém chira cac vi sinh vat ¢6 loi, t6t hon néu mot hoic nhiéu vi
khudn ¢6 1gi, nhu duge md ta chi tiét dudi dy, dugc chi dinh dé bao vé da va/hoic méi
va/hoic két mac, chéng lai bitc xa UV, birc xa UV-A va/hodc buc xa UV-B. Néi cach
khéc, ché phdm nay dugc chi dinh dé phong ngira vé/hoéc 1am giam tinh trang ton thuong
va/hodc tdc dong do/lién quan dén qué trinh tiép xtic véi birc xa UV, buc xa UV-A
va/hodc bac xa UV-B. Tét hon néu ché phém nay dugc chi dinh dé phong nglra va/hodc

lam giam tinh trang 130 hda da.

T géc do nay, ché phém chira cac vi sinh vit ¢c6 loi, tdt hon néu mot hodc nhidu
vi khudn ¢6 loi, nhur duge mo ta chi tiét duéi déy, c6 thé duge st dung 1am m§ phdm. Tét
hon néu ché phdm nay duogc st dung 12 do téc dung diéu hoa mién dich cta céc vi sinh
vat ¢6 lgi chira trong ché phém nay, tdt hon néu céc vi sinh vit ¢6 lgi nhu duge dinh
nghia va mé ta dudi day. Téc dung didu hoa mién dich nay bao gdm tc dung diéu hoa,
t6t hon néu tac dung lam gidm mic dd biéu hién cua it nhét mot xytokin dugc chon tur
nhém bao gdm xytokin tao mau, t5t hon néu yéu t6 sinh trudong tao mau va/hoic CSF;
xytokin viém so ce"ip, tdt hon néu IL-1 va/hodc TNF; xytokin e ché mién dich va/hodc
chdng viém, tt hon néu IL-10 va/hoic TGF-B; xytokin viém thu cAp (chemokin);
xytokin diéu hoa dap tmg mién dich dic hiéu, t5t hon néu IL-2, va hdn hop cla ching.
Tét hon néu tic dung diéu hoa mién dich nay bao gém tac dung didu hoa, tét hon néu tac
dung lam gidm muc df biéu hién cda it nhit mot xytokin, duge chon tir nhém bao gérn

IL-1B, IL-10, IL-8, TSLP va hdn hop cia chung.

V& van @& nay, hru ¥ rang xytokin 13 polypeptit didu hoa dic hiéu khéng nguyén

déng vai trd 13 tin hiéu lién két giita cac t€ bao cia hé mieén dich va gitta h¢ mién dich va

4
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céc co quan va cdc md khéc nhau. Xytokin dugc san sinh béi céc loai té bao khac nhau
va khi duogc giadi phong trong co thé, xytokin gay ra cac phan {mg d3c hiu trong cac e
bao 1an can (hidu tmg can tiét t6), & cac viing rit xa (hiéu tmg ndi ti&t) hoic trong céc
ving san sinh xytokin (hiéu tng tu tiét t8). Cu thé 1, xytokin dugc sn sinh bdi cac té
bao ctia hé mién dich, nhu interleukin va chemokin, déng vai tro co ban trong diéu hoa va
hoat héa co ché bao vé va qua trinh viém. Mang ludi phl'IC. hop cia xytokin duy tri cdn
bang gifta tic dung tidn viém va tic dung chéng viém. Tinh trang mét can bing giita
xytokin tién viém va xytokin chéng viém, ciing nhu qud trmh san sinh khong kiém soét
xytokin, co thé gay ra cac bénh viém, tinh trang di tmg hodc tinh trang bénh Iy tur mién.
TSLP (lymphopoietin co chit tuyén irc) 12 protein thudc ho xytokin va dong vai trd quan
trong trong qua trinh trudng thanh cia quén thé té bao T thong qua qué trinh hoat hoa té
bio biéu hién khéng nguyén. TSLP chii yéu dugc sin sinh béi céc té bao khong tao mau,
nhu nguyén bao soi, t bao bidu md va céc loai té bao co chét khac nhau, va va qua trinh
biéu hién cia TSLP lién quan dén nhiéu tinh trang bénh ly, bao gém bénh hen phé quan,
bénh viém khép, bénh viém da co dia, bénh cham, bénh viém thyc quan ting bach cdu 4

toan va cac tinh trang di tig khac.

Cu thé 13, tac gia sang ché d3 phat hién thdy rang khi cac té bao sing duge tiép
xtic v&i cac vi sinh vat 6 loi, thi cac vi sinh vat ¢6 loi nay ¢6 khé ning tao ra tac dung
didu hoa midn dich, nhu duge kiém chimg tir két qua danh gia thir nghiém xytokin trong
dich ndi té bao. Cu thé 13, mirc d¢ biéu hién cia IL-1B, IL-10 va IL-8 dugc quan sit Ia
duogc giam boi céc ching vi khudn c6 loi néu trén dugce xem xét riéng biét, cu thé 1a bdi
ching L. paracasei LPC-S01. Téc dung duy tri mirc d9 biéu hién xytokin xuét hién rd

rang hon sau khi thir thach cAc té bao simg bang LPS.

Lién quan dén TSLP, qué trinh tiép xuic v6i cc vi sinh vat c6 lgi da lam giam mirc
d6 bidu hién cta chét chi thi ndy so véi mie d6 biéu hién dudng nén (cla céc té bao simg
khong dugc kich thich bing ching vi khudn ¢6 lof). Qué trinh kich thich so b6 cac té bao
simg bang LPS khong din dén 1am ting mirc do biéu hién cia TLSP, 12 hién tuong dugc
mong doi, do d3 biét ring cac phén tir con lai kich thich manh hon d6i voi céc thy thé
twong tu Toll cia LPS. Cac ching vi khuén c¢6 loi néu trén, duge xem xét riéng biét va
trong hdn hop, ¢é tic dung kiém soat hiru hiéu qua trinh biéu hién cia chét chi thi nay.

Chét chi thi ndy dugc quan tdm déng ké, do chit chi thi nay duoc biéu hién qua mtc
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trong mot sb tinh trang bénh 1y vé da, nhu bénh viém da co dia. Hon nita, xytckin nay
duogc xem 12 chit diéu hoa quan trong ¢ mat phan cach chirc ning gilra cac e bao simg va

céac té bao dudi gai.

Theo mét khia canh wu tién, ché phim theo séng ché hiru ich trong qua trinh lam
lanh vét thuong va/hodc qua trinh ti tao cau tric biéu mé va/hodc qua trinh lién seo cla

da bi tén thuong va/hoic da bi anh hudng béi rdi loan.

Do d6, dit 1iéu nay 13 rang cho thay ring cac vi sinh vét co loi, cu thé 14 cac ching
duge thir nghiém, ¢6 kha nang tao ra tic dung chong viém v¥/hodc tac dung diéu hoa
mién dich trén cac té bao stmg, do d6 cling c6 kha ning tao ra tac dung chdng viém

va/hodc tac dung diéu hoa mién dich trén da.

Nhin chung, xem xét cac tic dung theo sang ché, ché pham chira cic vi sinh vat c¢6

loi theo sang ché hitu ich d€ phyc hoi cén bang hé vi sinh vat ¢ da.

Thuat ngir “da” duge sir dung trong ban md ta dé chi 1ép bao vé dau tién cia co
thé c-héng lai moéi trrdng bén ngoai; cu thé 13 tac dung bao vé nay dugc thuc hién thong
qua tac dung cua cac té bao sirng nam bén trong 16p da ngoai cung (bidu bi), & @6 cac té
bao simg nay cé thé gay bai tiét xytokin va chemokin dé truyén thong tin carh bdo dén
céc 16p siu hon cta da, do d6 gay ra dap tng viém. Trong qua trinh phat trién ctia ching,
céc té bao simg di chuyén tir céc 16p sau hon dén céc 16p ndng hon, véi tinh trang ling

dong tién trién keratin, tao ra tc dung bao vé cho cac te bao bén dudi.

Thuat ngit “tinh trang 130 héa da” dugc sir dung trong ban mo ta dé chi qua trinh
sinh 1y hoan toan tu nhién va khong thé tranh khéi xuét hién & toan bo céc cd thé. Theo
thoi gian, da trai qua céc thay ddi cAu trac gy ra bai mot loat cac yéu té c6 ngudn goc
khéc nhau, din dén 1am mét do 4m cia da, xuét hién nép nhan, 1am mét d¢ dan hoi, bénh

4 stmg va hinh thanh vét sac o dugc goi 12 “vet doi moi”.

Tét hon néu tinh trang 10 héa 1a tinh trang 150 héa bén trong co thé hodc tinh
trang 130 héa theo thoi gian cha yéu phu thudc vao yéu tb di truyén hoic yéu t5 bén trong
co thé. Ngodi ra, tinh trang 130 héa da 13 tinh trang 130 héa bén ngoai co thé hodc tinh
trang ldo hoa do yéu t6 moi trudng - tirc 12 gly ra boi yéu té bén ngoai (yéu 14 ngoai
canh).
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Nhin chung, tinh trang 180 héa bén trong co thé thudomg bt d3u sau 25 tudi. Tinh
trang 130 héa bén trong co thé thudng bao gdbm mot loat cac thay d5i thwong din dén lam

mong va/hodc 1am bien dang cau tric da.

Tét hon néu tinh trang 130 hdéa bén ngoai co thé gy ra boi qua trinh thdm nhip cia
cac chit bén ngoai co thé vi/hodc cac yéu t&6 méi trudng duge chon tir nhém bao gbm
burc xa UV (gdy ra tinh trang 130 héa do anh néng mat troi), hat thude, lam dung rugu, 6
nhidm méi trudng, tiép xic lién tuc vai céc chét gay kich Ung va tinh trang két hop cua

ching.

Tét hon néu tinh trang ton thuong va/hodc anh hudng do/lién quan dén qua trinh-

tiép xic v6i bie xa UV duoge chon tir nhém bao g&n ban do, nhiém shc tb, bénh day
simng, bénh 4 simg, d6 da, chay nfmg, bong, tinh trang 10 héa do arh néng mat troi hodc
tdn thuong elastin do ang nén.g mat troi, bénh duc vé thiy tinh thé, mong thit mat, tai
phat mun rdp & miéng, tinh trang tén thuong da c6 ban chét tir nhién, tét hon néu tinh
trang tbn thuong méi va/hodc két mac, bénh u melanin da, bénh ung thu biéu md té bao
vay & da, bénh ung thur bidu mo té bao nén, bénh ung thur biéu md té bao vay & giac mac

hoic két mac va/hogc tinh trang két hop va/hodc bién chimg va/hodc hiu qua cua ching.

Thuét ngit “phuc hoéi can bang hé vi sinh vat & da” dugc sir dung trong ban mo ta
dé chi bién phap phuc hdi thanh phén sinh Iy ca vé chat va lugng cta hé vi sinh vét ¢ da,
dugc hiéu 14 toan bd cac vi sinh vat c6 mit trén da, do d6 phuc hoi hé vi sinh vat sinh ly

trén da.

Thuit ngir “thir thach” duoc st dung trong ban md ta dé chi thir nghiém hodc thur
thach hoic thi nghiém bat ky bao gom bude lay nhiém véi cac loai vi sinh vat khéc nhau,
sau d6 dénh gia mirc do thay déi tai lugng vi sinh vét, thuong bing cach dém sb luong

ciia cac vi sinh vat sdng & cac khodng thoi gian cach déu nhau trén dia nudi cdy.

Theo dinh nghia ctia FAO va WHO, thudt ngr “vi sinh vat ¢6 lo1” ¢ nghia 13 “vi
sinh vét song khi dugc st dung ¢ luong hitu hiéu co kha niing tao ra tac dung c6 lgi cho
sirc khoe ciia vat chi”. Néi cach khéc, khi dugc st dung 6 luong thich hop. cac vi sinh

vét ¢6 loi 12 cac vi sinh vét c6 kha nang tao ra cac chirc nang ¢6 loi cho co thé.
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Tét hon néu vi sinh vat nay dugc chon tir nhdém bao gém vi khuan, vi nam, ndm

men va hdn hop cla ching.

Theo mot khia canh wru tién, vi khuéan c6 lgi thudc it nhat mét chi duoc chon tir
nhém bao gdém Lactobacillus, Bifidobacterium, Bacillus, Propionibacterium,
Streptococcus, Lactococcus, Aerococcus va Enterococcus. Tot hon nita néu vi khuén cé

loi thudc chi Lactobacillus.

Theo mot khia canh uu tién khéc, vi khudn ¢6 loi thude chi Lactobacillus 14 it nhét
mot loai dwgc chon tir nhém bao gém Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus amylolyticus, Lactobacillus amylovorus, Lactobacillus
alimentarius, Lactobacillus aviaries, Lactobacillus brevis, Lactobacillus buchneri,
Lactobacillus casei, Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus coryniformis, Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus farciminis,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus gallinarum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
helveticus,  Lactobacillus  hilgardii,  Lactobacillus  johnsonii,  Lactobacillus
kefiranofaciens, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus mucosae, Lactobacillus  panis,
Lactobacillus  collinoides, Lactobacillus paraplantarum, Lactobacillus pentosus,
Lactobaciilus plantarum, Lactobacillus pontis, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus sakei, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus sanfranciscensis

va hon hop ctia chung.

Tét hon nita néu, Lactobacilli 13 cac loai Lactobacillus paracasei, tdt hon néu
ching Lactobacillus paracasei DG® CNCM 1-1572 va/hodc chung Lactobacillus
paracasei LPC-S01.

Ca hai chiing dugc phan 14p va luu trir bdi SOFAR S.p.A., cu thé 13, chang vi
khuan Lactobacillus paracasei DG duge luu trir tai Co quan luu tri gidng va vi sinh vat
(CNCM) tai Vién Pasteur, Paris vio ngay 05/05/1995, v6i md s8 luu trir 13 CNCM I-

1572. Chling nay ban déu duoc goi 1a Lactobacillus casei DG sub. casei.

Chang vi khudn Lactobacillus paracasei LPC-S01 dugc luu trir tai Ngén hang

giéng va vi sinh vat Purc, v6i ma so luu trir 1a DSM26760.

8/28



53587

CéAc ching nay dic biét hitu ich d€ sir dung theo sing ché khi cac ching nay dugc
st dung dong thdi va/hodc ket hop, thuc t€ Ia cac chung ndy co tac dung cong tinh

va/hodic thAm chi tac dung hiép dong.

Theo mdt khia canh uu tién khéc, vi khuén 6 loi thude chi Bifidobacterium 1a it
nhéat mot loai dugc chon tir nhém bao gE‘)m B. animalis, B. bifidum, B. breve, B. infantis,
B. longum, B. adolescentis, B. catenulatum, B. angulatum, B. asteroides, B. bourn, B.
choerinum, B. coryneforme, B. cuniculi, B. denticolens, B. dentium, B. gallicum, B.
gallinarum, B. indicum, B. inopinatum, B. lactis, B. magnum, B. merycicum, B. minimum,
B. pseudocatenulatum, B. pseudolongum, B. pullorum, B. ruminantium, B. saeculare, B.
subtile, B. thermacidophilum, B. thermophilum va B. tsurumiense; t6t hon nita néu dugc
chon tir nhém bao gém Bacillus clausii, Bacillus subtilis, Bacillus coagulans, Bacillus
megaterium, Bacillus halodurans, Bacillus thuringiensis, Bacillus insolitus va Bacillus

marinus.

Theo mdt khia canh wu tién khac, vi khuan ¢6 lgi thude chi Propionibacterium 1a
it nhit mot lodi duge chon tir nhém bao gom P. shermanii, P. acnes, P. australiense, P.
avidum, P. cyclohexanicum, P. freudenreichii, P. granulosum, P. jensenii, P.

microaerophilum, P. propionicum va P. thoenii.

Theo mot khia canh wu tién khéc, vi khuan c6 lgi thude chi Streptococcus 1a it nhét
mot loai duge chon tir nhém bao gé)]n Streptococcus thermophilus, Streptococcus
salivarius, Streptococcus agalactiae, Streptococcus anginosus, Streptococcus bovis,
Streptococcus canis, Streptococcus constellatus, Streptococcus downei, Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus equinus, Streptococcus ferns, Streptococcus infantarius,
Streptococcus iniae, Streptococcus intermedius, Streptococcus milleri, Streptococcus
mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus oralis, Streptococcus orisratti, Streptococcus
parasanguinis, Streptococcus  peroris, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pseudopneumoniae, Streptococcus —pyogenes, Streptococcus  rati, Streptococcus
tigurinus, Streptococcus sanguinis, Streptococcus sobrinus, Streptococcus suis,
Streptococcus — uberis, Streptococcus — vestibularis,  Streptococcus viridans  va

Streptococcus zooepidemicus.
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Theo mdt khia canh wu tién khéc, vi khuan ¢6 loi thude chi Lactococcus 1a it nhat
moét loai duge chon tir nhom bao gdm L. chungangensis, L. formosensis, L. fujiensis, L.

garvieae, L. lactis, L. piscium, L. plantarum, L. raffinolactis va L. taiwanensis.

Theo mét khia canh uu tién khac, vi khuén co6 11 thude chi Aerococcus 1a it nhat
mot loai dugc chon tir nhém bao gdm 4. urinae, A. sanguinicola, A. christensenil, A. suis,

A. urinaeequi va A. urinachominis.

Theo mét khia canh wu tién khéc, vi khudn c6 loi thude chi Enterococcus 1 it nhat
mdt loai duge chon tir nhém bao gém Enterococcus avium, Enterococcus durans,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus gallinarum, Enterococcus
haemoperoxidus, Enterococciis hirae, Enterococcus malodoratus, Enterococcus
moraviensis, Enterococcus mundtii, Enterococcus pseudoavium, Enterococcus raffinosus

va Enterococcus solitarius.

Theo mdt khia canh uvu tién khac, ndm men ¢6 loi 13 ndm men thudc chi
Saccharomyces, tbt hon nifa neéu cac loai Saccharomyces cerevisiae va’hodc

Saccharomyces boulardii.

. [ Py 4 4 » . X . LS - - . A
Céc vi sinh vat, tot hon néu chung vi khuan L. casei DG® va/hoic chung vi khuan

Lactobacillus paracasei LPC-S01, tot hon neu dugce sir dung & dang song, tirc 1a cac vi

sinh vat nay duge st dung 1am céc vi sinh vét co loi.

5 » . - . ~ A 4 > . A . R s - »
Ngoai ra, cac vi sinh vét, tot hon néu ching vi khuan L. casei DG® va/hodc chung
vi khuan Lactobacillus paracasei LPC-S01 dugce sir dung dudi dang céc vi sinh vét chét

ho#c bét hoat.

Theo mot phuong 4n khac, céc vi sinh vét, tot hon néu ching vi khuin L. casei
DG® v/hoic ching vi khuan Lactobacillus paracasei LPC-S01, dugc sir dung & dang
san phim phan gidi vi/hodc chiét xudt, tirc 13 céc vi sinh vét ndy duoc st dung lam vi
sinh vét ¢é loi dang bit hoat. Ngoai ra, céc vi sinh vat, tét hon néu éhfmg vi khudn L.
casei DG® va/hodc ching vi khuan Lactobacillus paracasei LPC-S01, dugc su dung o
dang san phm vi khun, dich ndi, dén xuét, tbt hon néu din xuét vi khudn, tét hon néu
chét chuyén hoa, sinh pham chuyén héa, san phdm qué trinh chuyén héa cia vi sinh vét

¢6 1o, thanh té bao va cac thanh phan cia no, polysacarit ngoai bao, hodc hop phén chira
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thanh phé‘m mién dich, tét hon ndu duroc chon tir nhom bao gém ribosom va glycoprotein,
d3n xuét kich thich mién dich, nhu glucan va cic polysacarit khac, lipopolysacarit va
thanh phan bat ky cia dich ndi.

Nhin chung, c4c vi sinh vat nay 12 céc vi sinh vt riéng biét hosc hdn hop cia céc
vi sinh vat, hosic quin thé, ciia céc lodi vi sinh vat bét ky duoc liét ké trong danh sach
QPS ciia EFSA. ’

Trong trudng hop bat k¥, ché phdm theo sang ché c6 thé chira loai vi sinh vat bat
ky, cu thé 13 vi khudn, c6 tac dong/tac dung/chiic nang c6 lgi va/hodc cac vi sinh vét nhu
mo ta néu trén, t&t hon néu vi khuén, cé kha niang khu tri én dinh & da, rudt va/hogc cac
vung khéc ctia co thé, canh tranh khong gian sdng v6i cac vi sinh vat/vi khuén gdy bénh
va/hodc tn cong tryc tiép cac vi sinh vat/vi khuén gy bénh. Tét hon néu m§$ phim
va/hodc dugce phém nhur mé t3 néu trén chira hdn hop cta ching néu trén voi cac vi sinh
vat khac nhu md ta néu trén, t6t hon néu duge chon tir nhém bao gE‘)m vi khudn, vi ndm,

nédm men va hdn hop cia chung.

Céc vi sinh vat, tdt hon néu vi khuan, ¢6 mit & ham lugng toi thiéu da dé cho phép
khu trii tam thoi & da, rudt va/hodc cAc ving khéc cua co thé. Tot hon néu ham luong nay
nam trong khodng tir 106 ¢én 10" don vi vi sinh vat, t6t hon nita néu nam trong khoing

dir 108 dén10° don vi vi sinh vét, tét hon néu ham luong ndy la ham lwong/liéwngay (hang

ngay).
Ché phim theo sang ché con chira ta dwoc va/hodc chét bd trg dugc dung va/hodc
chét mang.

Tét hon néu ché phdm theo sang ché tét con chira chit bd trg dugc chon tir nhém
bao gf“)m huyét tuong, PRP, chét 1am lién seo, chét tai tao ciu triic biéu mo, chit 1am 4m,
chét hat 4m, chit lam mém, chét hép thy, chat gidm dau va trg tinh mach, chéit chéng
viém, chét gian co, chét c6 ban chit peptit va/hodc protein va/hodc protein, nhur colagen,
chét thuoc md lién két, nhu glycosaminoglycan, t5t hon néu chondroitin sulphat, va/hodc

hdn hop ctia ching.

Theo mét phwong 4n, tt hon néu ché pham theo sang ché dugc bao ché dé su

dung qua dudng khu tri, tot hon néu & dang kem, gel, dau, nhil furong, thude xit, gac,
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miéng dan, bang v €, thude xtre, kem bdi méi, thude md, bt nhao, hodc ché pham dang

16ng trong d6 t6t hon néu ché pham nay duge bo sung vao ngay trudc khi boi 1én da.

Theo mdt phuong 4n, ché phim theo séng ché duge sit dung dé tai tao hé vi sinh
vat & da. Thuét ngit “tai tao hé vi sinh vt & da” duoc sir dung trong ban mo ta dé chi viéc
st dung, tét hon néu sir dung qua dudng khu trd hé vi sinh vat & da, va/hodc mot phén hé
vi sinh vit nay, cua céc dbi tuong khoe manh, khong bi r&i Joan vé da, dé tai lap cén bé‘mg
thiét yéu, nho d6 didu tri dugc tinh trang rdi loan hé vi sinh vét bat ky. Dé dat dugce cac
muc dich nay, t6t hon néu ché phdm theo séng ché chira vi khuén, tét hon néu ching vi
khuén L. casei DG® va/hodc chung vi khuan Lactobacillus paracasei LPC-S01, vatuy y
cling chira vi nAm, virut, peptit, chat ¢6 ban chét peptit va/hodc protein, carbohydrat,
vitamin, nguyén tb vi lugng hodc chat bat ky khéc thiét yéu cho hé vi sinh vat & da
va/hodc cac vung khac cua co thé. D& dat duoc cac muc dich nay, tt hon néu ché phdm
theo sang ché dugc st dung két hop véi axit amin, ché phdm bd sung dinh dudng,
vitamin, nguyén t6 vi lugng, nhu k&m va selen, co chit dinh dudng phén tr 16n va phén
tr nho, enzym vahodc co chit cia vi sinh vat ¢6 lgi, nhu fructooligosacarit,
gala.ctooligosacarit, inulin, gébm guar va/hodc hén hop cia ching. Theo mot phuong an,
ché phim dugc bao ché dé sir dung qua dudmg miéng, t6t hon néu dudi dang ché phdm
dang rin, t5t hon néu dudi dang vién tron, vién nang, vién nén, bot cdm, vién nang cing,

¢b6m hoa tan trong miéng, tii thudc hodc vién ngém.

Ngoai ra, ché phim theo sang ché dugc bao che dudi dang ché pham dang long,

t6t hon néu d8 bao ché tai chd.

Ngoai ra, ché pham theo sang ché duge bao ché dudi dang c6 kha néng tao ra tac
dung khu tra, vi du thudc thut, kem, thude xit, gel, miéng dén, thude xirc, kem boi moi,
thubéc md, bot nhio, hodc che pham dang long trong do tbt hon néu ché pham nay dugc

bd sung vao va/hodc bao ché ngay trude khi boi Ién da.

Theo mét phuong 4n uu tién, ché phdm theo sang ché duge st dung két hop voi
axit amin, ché pham b6 sung dinh dudng, vitamin, nguyén t6 vi luong, nhu k&m va selen,
co chit dinh dudng phén tir 16n va phan tr nhé, enzym va/hodc co chat cda vi sinh vat ¢

loi, nhu fructooligosacarit, galactooligosacarit, inulin, gdm guar hodc hén hop cia chung.

Vi duy thye hién sang ché
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Ching vi khuin va té bao

Céac chung vi khuin sau duge st dung trong céc vi du theo sang ché
Chung vi khuan:

- L. casei DG® (Lactobacillus paracasei CNCM I-1572)

- L. paracasei LPC-S01 ;

- Hon hop chira L. casei DG® + L. paracasei LPC-S01 theo ty 1€ 1:1.

Céc ching vi khudn néu trén duoc nudi cdy trong mdi trudng chon loc ciu thanh
tir MRS (de Man Rogosa Sharpe) trong 16 git & nhiét d6 37°C. Khi qua trinh sinh truéng
dat dén pha 6n dinh, mau chira vi khuin duge thu nhan, dé st dung trong céc thir nghiém.
Céc mau dugc rira vai 1in bing dung dich mudi dém phosphat (PBS) va ly tam dé loai bd
moi truomg nudi cdy da sit dung. Céc té bao sbng trong pha 4n dinh duge st dung thay vi

té bao bét hoat do trong pha nay vi khudn gdy ra dap ing mién dich yéu hon.
Toan bd cac thir nghiém dugc mé ta dudi ddy duge thuc hién ba lan.

Céc té bao simg cla ngudi khée manh duge duy tri trong moi trudng nudi cay

chira ché pham bé sung dinh dudng thich hop dugc st dung trong céac th nghiém.

Propionibacterium acnes (P. acnes) CCUG 50865 (do CCUG cung cép (Culture
Collection, University of Goteborg)) dugc nudi chy trong 16 gid & nhiét d¢ 37°C trong
mdi trudng canh‘thang thit (c dang 16ng 1An dang rén), dugc diéu ché theo hudng dan
ciia nha cung cép. Sau 4o, ndng d6 vi khuén duge xac dinh bang phurong phép quang phd,
bang cich doc mét d§ quang & budce séng bang 600nm, va dugc st dung trong céc thir

nghiém danh gid mirc 4o bam dinh.

Thir nghiém danh gid mirc do bam dinh va thu thach dong té bao véi tac nhan gay
bénh

Céc té bao stmg dugc tao mam & nhiét dd 37°C va 5% CO, trong cac giéng cua

céc dia nudi cdy té bao va duge cho phép sinh trudng cho dén khi dat duge qué trinh hop

Iuru (tirc 12 khoang 10° té bao téng s6). Ty 16 tao mam bing 2,5x10° t& b20/0,32cm’ (tirc 12
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mit 33 t£ bao bing 7,8x10° té bao/em®). O thoi diém thir nghiém, moi trudng nudi cay
duoc loai bo, cac te bao dugce rira bang moi trudng khong chira khang sinh, va sau d6 cac
vi khuin duge bd sung vao trong céc thir nghiém, dugc thuc hién theo cac quy trinh khac

nhau dugc md ta dudi day.
1) Mirc d6 bam dinh cta céc ching v6i céc te bao sung.

Sau khi sé Tugng ciia cdc té bao simg tinh trén mdi giéng di duge xdc dinh, cic
chung L. paracasei duoc bd sung vao & ty 16 MOI bang 1:10 (10° té bao va 10° CFU vi
Kchuan tinh trén m&i giéng). Céc ching nay dugc thir nghiém & ty 18 bing 1:1, & ca dang

c4c ching riéng biét va hdn hop.

Céc vi khudn nay dugc cho tiép xtc véi céc t€ bao duge duy tri & nhiét 4 37°C
két hop ldc nhe trong 60 phut. Sau khi ket thic qua trinh 0, méi trudng nudi cay dugce loai
b6 va cac t& bio duge rira bing mbi trudong v trung dé loai bo vi khuan dé khéng bam

dinh vao 16p té bao don.

Pé tinh toan sb lugng clia cac vi khuan bam dinh, céc t€ bao dugc phén tach va
phén gidi va cac vi khuan dugc dém bang cach nhudm tuoi sau khi tao mam trong moi

trudmg thach MRS,
2) Thir nghiém loai bo bam dinh.

Sau khi s Iuong ciia cac t€ bao simg dugc xic dinh cho mdi giéng, cic ching L.
paracasei duge bd sung vao cac t€ bao oty 1¢ bang 1:1, & ca dang cic chiing riéng biét va

hén hop.

Cc vi khuan nay duge cho tidp xiic véi cac té bao dugc duy tri & nhiét 46 37°C
két hop lic nhe trong 60 phit. Sau khi két thuc qu4 trinh 4, méi trudng nudi céy dugc loai
b6 va cac té bao duge rira bing moi trudng vo tring @2 loai bo vi khudn d4 khong bam
dinh vao 16p té bao don.

Sau 46, P. acnes (& ty 16 MOI bing 1:10) dugc cho tiép xiic véi cac té bao duge dé
1 trong 60 phiit & nhiét 4o 37°C. Sau khi két thuc qué trinh 4, méi trudng nudi cay duge
Joai bo va cc vi khudn khong bam dinh dwgc loai bd bing céch rira bang mdi trudmg vd

trung.
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Pé tinh toan sb lugng ctia P. acnes bam dinh vao cac té bao simg, cac té bao duogc
phén tach va phan gii va cac vi khudn dugc dém bing cach nhudm tuoi sau khi tao mam
trong moi trudng thach chira 5% mau ctru trong diéu kién ky khi trong thoi gian tir 48 gio
dén 72 giv & nhiét d6 37°C. Céc giéng chira céc t€ bao simg khéng dugce U truée véi cac
ching L. paracasei, nhung thay vao d6 chi dugc ciy v6i P. acnes, dugc sir dung lam mau
d6i chimg duong dé dénh gia mirc d6 bam dinh clia P. acnes (mau d6i chimg bam dinh P.
acnes), trong khi d6 cac giéng chira cac t& bao chua duge 1 voi vi khudn bat ky dugc st

dung 1am mAu déi chimg 4m (mau d6i chimg vo tring).
3) Thir nghiém mirc d6 canh tranh bam dinh

Sau khi s6 lugng cua céc t€ bao simg tinh trén mdi giéng dd dugc xdc dinh, cac
ching L. paracasei duge bo sung vao (6 ca dang cac ching riéng biét va hdn hop theo ty
16 1:1) dong thai véi P. acnes. Cac vi khuan duge b6 sung vao & ty 1€ MOI tong so bang

1:10 va ty 1 vi khudn c6 lgizvi khudn gdy bénh béng 1:1.

Céc vi khuin ndy dugc cho tiép xtic véi cac té bio & nhiét 4o 37°C két hop lac nhe.
trong 60 phut. Sau khi két thiic qua trinh 1, mdi trudng nudi cly dugc loai b va céac té
bao dugc rira bing moi trudng vo tring dé loai bd vi khuén di khong bam dinh vao 16p té

bao don.

Dé tinh toan sé lugng ciia P. acnes bam dinh vio céc té bao simg, cAc té bao dugc
phéan tach va phan gidi va cc vi khudn dugc dém bing cach nhudm tuoi sau khi tao mam
trong moi trudng thach chira 5% mau ctru trong didu kién ky khi trong thoi gian tir 48 gio
dén 72 i & nhiét do 37°C. Cac giéng chira céc té bao simg chi dugc cdy véi P. acnes
duoc sit dung 1am mau déi chimg duong (mdu déi chimg bdm dinh P. acnes), trong khi
d6 chc giéng chira cac té bao chira duge @ voi vi khudn bat ky dugc sit dung lam mau dbi

chirng 4m (mau déi chimg vo tring).
4) Thir nghiém loai bo vi khudn gy bénh bam dinh.

Sau khi s0 lugng cia céc t€ bao siumg tinh trén mdi giéng d3 duge xac dinh, P.

acnes duoc bd sung vao (ty 16 MOI bang 1:10).

Céac vi khudn nay dugc cho tiép xtic véi cac té bao dugc duy tri & nhiét 49 37°C
két hop lic nhe trong 60 phut. Sau khi két thuc qua trinh &, mdi trudng nudi chy dugc loai
15
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b6 vi vi khudn da khéng bam dinh vao 16p t€ bao don durge loai bd bang cach rira nhiéu

14n bang moi trudng vo trung.

Sau d6, cac ching L. paracasei (& ca dang céc chiing riéng biét va hdn hop &ty 1€
béng 1:1) dugce cho tiép xtic v6i céc té bao dugc duy tri & nhiét 46 37°C két hop 14c nhe
trong 60 phitt. Sau khi két thic qud trinh &, mdi trudng nudi cdy duge loai bd va céc té
bao duoe rira bing mi trudmg vé tring dé loai bé vi khudn di khéng bam dinh vao 16p té

bao don.

Pé tinh toan s6 luong cita P. acnes bam dinh vao céc té bao simg, cac té bao dugc
phén tich va phan gidi va cac vi khuin dugc dém bing cach nhudm tuoi sau khi tao mam
trong mdi truong thach chira 5% madu clru trong diéu kién ky khi trong thoi gian tir 48 gidy
dén 72 gitr & nhiét 46 37°C.

Céac t& bio simg dugc xir 1y bang P. acnes dugc st dung lam mau ddi ching
dwong (mAu dbi ching bdm dinh P. acnes), trong khi d6 céc t€ bao sumg khong duge xur

1y bang vi khuan duge sir dung lam mAu dbi chimg 4m (mAu do6i chiing vo trung).

Céc thir nghiém nay dugc thue hién trén ci céc ching riéng biét & dang tinh khiét

13n dang hén hop theo ty 1& 1:1 dugc 13p lai hai lan.
1) Mire d6 bam dinh cia céc chung voi cac té bao simg - Két qua

Két qua cia thir nghiém nay da kiém ching dugc kha ning cua cac ching néu
trén, & ca dang céc ching riéng biét va hdn hgp, dé bam dinh vao céc té bao simg. Cu thé
la, chung L. casei DG® ¢6 khi ning bam dinh vio céc té bao simg cao hon ching L.
paracasei LPC-S01. Do d6, kha ning bam dinh quan sat dugc d6i v6i hon hop cua cac

chiing néu trén ¢4 1& 1a do dong gbp duoc tao ra bdi ching L. casei DG®.

Bang 1
Mirc 4§ bam dinh
(Mat d6 vi khuin - CFU/giéng)
L. casei DG* 139 x 10*-141 x 10°
L. paracasei LPC-S01 182x10°-21,8x 10°
Hén hop chira L. casei
DG®va L. paracasei 98 x 107-122 x 10°
LPC-S01 theo ty 1€ 1:1
Propionibacterium acnes 700 x 107-2000 x 10°
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- Thir nghiém loai bd bam dinh (xr Iy so bo céc t€ bao nhén that véi cac vi sinh

vit ¢6 loi, sau d6 1 véi tac nhan gay bénh) - Két qua

Nhu Ivu § néu trén, 16p don clia cac té bao simg ban dau dugc cho tiép xtc vdi cac
vi sinh vét c6 1oi, va sau khi loai bd cac vi khuan khong bam dinh, duge cho ti€p xiic voi
P. acnes, sau d6 dugc loai bd bing cach rira; tiép theo la dédnh gid kha ning song sot cua

P. acnes.

M3u dbi chimg am 13 cac té bao nhan that khéng duge kich thich bing céch cho
tiép xtc véi vi khuén, trong khi d6 mau d6i chimg duong duge dic trung boi kha néng
clia P. acnes dé bam dinh vao cac té bao simg khong duge xu ly so bd bét ky vdi cac vi
sinh vit c6 loi. Fig.1A 13 bidu dd thé hién két qua danh gid mirc do bdm dinh cia P.
acnes, theo t§ 1¢ phan trim t& bao séng bam dinh sau khi kich thich so b cc té bao simg
bing cach cho tiép xfic vdi cac vi sinh vat ¢6 loi khac nhau dugc thir nghiém, trong 46
100 thé hién mirc d bam dinh ciia P. acnes trong trudng hgp khong duge kich thich bang
c4c vi sinh vat ¢6 1gi, kha nang (¢ ché ciia céc ching dugce thir nghiém duge biéu dién

dudi dang ty 1€ % 1am giam mirc 4o bam dinh cua P. acnes so v6&1 mau doi chitng duong.

C4 hai ching vi khudn ¢6 loi néu trén c6 kha nang phong ngira tinh trang bam dinh
cta P. acnes, theo cling ty 18 % (42% doi véi ching L. casei DG® va 35% dbi véi ching

L. paracasei LPC-S01.

- Thit nghiém mirc d6 canh tranh bém dinh (qué trinh & ddng thoi cac t€ bio nhan

that véi cac vi sinh vét ¢6 1¢i va voi tdc nhin gy bénh) - Két qua

Trong cac thir nghiém nay, tac dung lam gidm mirc d bam dinh cda P. acnes voi
cac té bao simg, néu c6, dugc danh gid sau khi xr Iy dong thoi dong té bao nay vai cac vi
sinh vat c6 loi va tic nhan gy bénh, d€ danh gia tdc dung tc ché canh tranh ti€ém ndng

gay ra bdi céc vi sinh vt ¢6 loi khi dugce i dong thoi véi P. acnes.

Céc té bao sing duge xir 1y bing P. acnes duge st dyng lam méu d6i chimg
duong, trong khi d6 céc t€ bao sing khong duge xir Iy bang vi khuan duogc sir dung lam

mau ddi chimg 4m (mAu doi chimg vo trung).

Fig.1B 14 biéu dd thé hién ket qua danh gia mic d6 bam dinh cia P. acnes theo ty -
18 phén tram t€ bao sdng bam dinh sau khi 4 dong thai cac 1€ bao stmg véi P. acnes va
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véi cac vi sinh vat ¢6 lgi khac nhau duge thir nghiém. Nhu mé ta néu trén, 100 thé hién
mirc d6 bam dinh cta P. acnes trong trudng hop khong 6 kich thich boi cée vi sinh vt
¢6 lgi, kha ning (rc ché clia cac ching duge thir nghiém dugce bicu dién duéi dang 7 1€ %

1am giém mirc 46 bam dinh cta P. acnes so v6i mau doi chimg duong.

Theo co ché trong tic nay gitra cac vi sinh vat ¢6 lgi va tac nhan gly bénh, ching
L. casei DG® c6 kha ning 13m giam 17% muc d6 bam dinh cta P. acnes, trong khi do
chimg L. paracasei LPC-SO01 ¢4 kha ning lam giam 9% mirc 46 bam dinh cia P. acnes.
Hbn hop chira c4c ching ndy c6 téc dung lam gidm c6 ¥ nghia thng ké muc dd bam dinh
ctia P. acnes, tic 1a 1am gidm 42% mitc do bam dinh cia P. acnes, ty 1€ phi‘m trdm nay
cao hon déang ké so vdi ty 1¢ phin tram quan sat dugc d6i v6i ca hai chung duge xem xét

riéng biét va tong tac dung cia hai ching nay.

- Thir nghiém loai bo cac tic nhan gy bénh bam dinh (xir ly so b cac té bao nhan

thét v4i tac nhan giy bénh, sau d6 0 véi ching vi khuan ¢6 1¢1) - Két qua

Trong céc thir nghiém ndy, tdc dung lam gidm bt ky mirc 40 bam dinh cia P.
acnes vGi cac té bao sung duge danh gia sau khi xir Iy so bd dong té bao v6i tac nhin gay
bénh, sau d6 0 v6i cac vi sinh vat c6 loi sau khi loai bd tac nhan gdy bénh khong bam
dinh.

Céac té bao simg dugc xir Iy bing P. acnes duge su dung lam mau do6i ching
duong, trong khi d6 céc té bao simg khong duge xir Iy bang vi khuén duge sir dung lam

mau doi chimg 4m (mau d6i chung v trung).

Fig.1C 12 biéu db thé hién két qua dénh gid muc d6 bam dinh cla P. acnes theo ty
16 phin trim té bao séng bam dinh sau khi it céc té bao sing vdi céc vi sinh Vit ¢6 lgi
khéac nhau duge thir nghiém, sau khi thir thach cac té bao nhén that véi tic nhin giy
bénh. Nhu mé t3 néu trén, 100 thé hién mirc dd bam dinh cla P. acnes trong trudng hop
khéng c6 cac vi sinh vt ¢ lgi, kha ndng rc ché cta céc ching duge thir nghiém dugc
bidu didn duéi dang 1 18 % 1am gidm mac do bam dinh cia P. acnes so v&i mau doi

ching duong.

Twong tu trong cac thir nghiém nay, nhu trong trudng hgp cla quy trinh 4 dong

thoi, tac dung hiép ddng c¢6 ¥ nghia théng ké ctia hdn hop chira hai vi sinh vét ¢6 l(ji da

18



53587 19/28

quan sit dugc, hdn hgp nay c6 kha nang lam giam 42% mirc 4 bam dinh cua P. acnes.
Nguoc lai, cac vi sinh vét c6 loi riéng biét c6 kha nang 1am giam miurc d6 bam dinh nhé
hon m6t nira kha ning lam giam mirc d6 bam dinh cia hon hop chira hai vi sinh vét ¢6 loi

ndy. 18% ddi véi ching L. casei DG® va 11% ddi vé6i ching L. paracasei LPC-SO1.
Thir nghiém mién dich

The thir nghiém mién dich duge thyc hién dé kiém chimg xem cac ching vi khuan
¢6 loi néu trén c6 kha nang didu hoa giai phéng xytokin boi cdc t€ bao simg cia ngudi

duoc tiép xtic véi kich thich bét lgi cia lipopolysacarit vi khuédn (LPS) hay khong.

Céc té bao simg cia ngudi khde manh dugc tao mam nhu md ta néu trén trong cac
dia nudi céy t& bao va khi dat dugce qua trinh hop luu, cic té bao nay duge sit dung trong
céc thir nghiém. Cu thé 13, cac 16p té bao don dugce rira va 0 trong moi trudmg méi khéng
chira khang sinh. Sau d0, cac ching L. paracasei dugc bd sung vao duéi dang riéng biét

va hdn hop & ty 16 bing 1:1 & ty 18 MOI bing 1:10.

Cac vi khudn nay dugc cho tiép xtc véi cac té bao simg trong 120 phut & nhiét do
37°C két hop lic nhe. Trong mét s& trudng hop, cic t€ bao dugc kich thich so bd (thir
thach trong khoang 24 gi¢) bang LPS & ndng do cudi cung bang 100ng/mL.

Sau khi két thiic qua trinh 1, méi truong nudi cdy dugc loai b, cac t€ bao dugc
rira bang méi trudng v tring € loai bo vi khuan da khéng bam dinh vao céc t€ bao, sau

d6 duy tri trong méi trudng nudi cdy trong 24 gi&r & nhiét 49 37°C.

Sau khi két thic qué trinh 0, mi trudng nudi cdy duge thu nhan dé dinh lrong cac
xytokin dugce san sinh bang thir nghiém ELISA (IL-10, IL-1B, IL-8, lymphopoietin co
chét tuyén Gc [TSLP)), trong khi d6 mirc d9 biéu hién cua xyclooxygenaza-2 (COX-2) va
NF-kB dugce hoat héa (giy ra bdi LPS hodc IL-1B) dugc xé4c dinh bing phuong phap
thém tach Western trén céc protein téng sb dugc chiét xuét tir c4c t& bao stmg dugc phan

giai.

Cac chét chi thi ndy duge chon loc do cac chét nay lién quan dén ca bénh viém
quing cép tinh va bénh viém da di (ng, cling nhur bénh viém quing min tinh. Cu thé 1a,
I1.-10 duge xem 12 xytokin chéng viém, va qué trinh san sinh IL-10 thudng gia ting song
vGi qua trinh san sinh xytokin tién viém hoat tinh manh, nhu IL-1B. TSLP la xytokin diéu
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hoa tac dung cta té bao lympho va lién quan dén qud trinh phat trién bénh viém gidc mac

man tinh.
Két qua

Kha ning cua cic chung thir nghiém dé kich thich dap tmg mién dich cia cic té
bao simg duge danh gia theo quy trinh mo ta néu trén. Cac thi nghiém dugc tép trung
vao viéc xac dinh xytokin (IL-8, IL-1p, va IL-10) va danh gia qua trinh hoat héa 2 chét
chithi, COX-2vANF-kB. | |

COX-2 (xyclooxygenaza-2) la chit chi thi cam ‘mg dugc san sinh boi sb luong
han ché ciia céc loai t& bio dap tmg véi kich thich viém dac hidu. COX-2 dugc biéu hién
quéa mirc trong mot s& khéi u, bao gébm khéi u da. NF-kB (chit tang cudng chudi nhe
kapa yéu t6 nhan cila té bao B dugc hoat hoa) 1a phire hop protein véi chirc nang cia yéu
t6 phién m3, dugc san sinh bai toan bd cac loai té bao dap ung véi cac kich thich khac

nhau, bao gom cac kich thich cé ban chat viém.

Cac té bao simg duge nudi cdy duge cho tiép xic véi cée vi sinh vit cd loi L.
paracasei, L. casei DG®™ va L. paracasei LPC-S01, va hon hop chira hai ching nay o ty 1¢
bing 1:1 theo c4c quy trinh md ta néu trén. Sau do, céc dich ndi té bao dugc dinh luong
dé xac dinh cac xytokin, ¢ tham chiéu cu thé véi cac xytokin chdng viém co6 thé dugc
dinh luong trong cac té bao stmg duge cho tiép xtic v6i cac chung c6 loi. Két qua dinh
luong duge thé hién trén Fig.2 va thé hién két qua dinh lugng IL-10, IL-1B va IL-8 trong
cac dich néi té bao, dugc tinh theo don vi pg/mL dich ndi, duge xéc dinh bang thir

nghiém ELISA. Céc danh gid chi tiét vé& két qua thu dugc cho phép két luan nhu sau:

_ IL-1B: mtrc dé bidu hién bing mét vai ng/mL dich ndi nudi cdy cia céc té bio
simg. Qua trinh tiép xtic v&i cac vi sinh vat co lgi khong tao ra téc dung lam gidm c6 y
nghia théng ké mtrc do biéu hién cta xytokin nay so véi mirc d biéu hién dudng nén
(cha cac té bao simg khong duge kich thich bang ching vi khuén c6 lgi). Ching L.
paracasei LPC-S01 ¢6 tac dong c6 loi vira phéi so v6i ching L. casei DG® va tac dung
¢6 lgi tuong duong vai tac dung cob loi cia hén hop chira hai ching nay. Cac xem xeét
d4nh gia trong tu cling dugc p dung trong trudng hop kich thich so bd céc té bao simg

bing LPS dé t6i da héa ddp tmg mién dich.
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- IL-10: mdc d6 biéu hién bang khoang vai chuc pg/mL dich ndi nudi cdy ciia cac
té bao stmg. Qua trinh tiép xtic véi cac vi sinh vat ¢6 1oi tao ra téc dung lam giam ¢6 y
nghia théng ké murc do biéu hién cia xytokin nay so v6i mirc do biéu hién dudng nén
(cua cac t& bao simg khong duoc kich thich bing ching vi khuén c6 loi). Chiung L.
paracasei LPC-S01 ¢6 tac dong c6 loi vira phai so voi ching L. casei DG® va tuong
duong véi tac dung 6 loi clia hdn hop chira hai ching nay. Cac xem xét danh gid tuong
tu cling dugc ap dung trong trirdng hop kich thich so bd cac t& bao stmg bing LPS dé ti

da hoa dép ng mién dich.

- TL-8: mirc d biéu hién bfmg mot vai ng/mL dich ndi nudi céy ctia cac té bao
strng. Qua trinh tiép xuc véi cdc vi sinh vat ¢ loi tao ra tdc dung lam gidm ¢o y nghia
théng ké mirc do biéu hién cia xytokin niy so véi mic df bicu hién dudng nén (clia cac
- t& bao simg khéng duge kich thich bing ching vi khudn c6 lgi). Ching L. paracasei
LPC-S01 c6 tac dung ¢6 lgi so v&i chiing L. casei DG® va tuong duong voi tac dung ¢o
lgi ctia hdn hop chita hai chung nay. Trong trudng hop kich thich so b cac té bao slng
bing LPS dé t6i da héa dap img mién dich, ca hai vi sinh vét ¢6 lgi nay c6 kha nang anh
huéng ¢6 lgi dén kiém soat san sinh xytokin nay, vdi tiém ning tuong tu ca cho cac vi

sinh vét ¢é lgi dugce xem xét riéng biét va hon hop chira hai ching nay.

- TSLP: mirc do biéu hiéﬁ bing mot vai ng/mL dich nbi nudi cdy cia cic té bao
strng. Qua trinh tiép xtc véi cac vi sinh vét c6 lgi tao ra tac dung lam gidm ¢d ¥ nghia
thdng ké muc do bidu hién clia chét chi thi nay so véi mirc dd bidu hién dudng nén (cia
cac té bao stmg khong duge kich thich bing ching vi khuan ¢6 lgi). Cac chung vi khuén
¢6 loi néu trén, dugc xem xét dudi dang riéng biét va hdn hop, c6 tic dung kiém soét hiru
hiéu qué trinh biéu hién ciia chét chi thj nay. Chat chi thi nay dugc quan tdm déng ké, do
dugc biéu hién qua mire trong mot sb tinh trang bénh 1y vé da, nhu bénh viém da co dia.
Hon nita, xytokin nay dugc xem la chét didu hoa quan trong & mat phan cich chlc ning

gitra céc t€ bao simg va céc t€ bao dudi gai.

Két qua danh gia mirc dd biéu hién cia COX-2 cho thdy rang mirc d9 biéu hién
ctia chét chi thi niy dudng nhu khéng tréi qua céc thay dbi dic biét sau khi cho céc té bao
simg tiép x0c V&1 vdi cac vi sinh vat ¢6 1gi so vdi mire 4o biéu hién duong nén, ngoai trir
co ché phong ngilra vira phai do duge cho tiép xtic v&i ching L. paracasei LPC-S01. Qua
trinh xir Iy bing LPS thé hién sy gia tang muc do biéu hién cia COX-2 béi cc t€ bio
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nhan that, mirc d6 gia ting hitu hiéu va dugc gidi han béi tic dung cua céc vi sinh vat ¢cb
loi. Su ¢6 mit cua chiing L. paracasei LPC-S01 da lam gidm mirc dd biéu hién cua chat
chi thi nay dén muc d9 16n hon so v6i ching L. casei DG®, trong khi d6 hén hop chira 2

ching ¢4 loi ndy dudng nhu khong thé hién tac dung bat ky.

Do qué trinh biéu hién ciia IL8 v COX-2 dugc didu hda béi yéu 16 phién ma NF-
kB, nén danh gia dinh tinh dugc thuc hién ddi v&i mic do gidi phong NF-kB bdi cac té
bao sting dugc tiép xiic véi cdc vi sinh vat ¢o loi. Két qua cho thay ring,.trong trudng
hop khong c6 kich thich viém gay ra boi LPS, mic 4o biéu hién coa chét chi thi ndy
duong nhu khong thé phat hién dugc. Tuy nhién, NF-kB dugc hoat héa bai
lipopolysacarit vi khuan thong qua qué trinh phosphoryl héa p65. Hai chiing c6 1¢i nay c6
kha ning duy tri biéu hién cua NF-kB, véi tham chidu d3c biét dén ching L. paracasei
LPC-S01, sy c6 mit clia ching nay, ca dudi dang ching don va hén hop véi chung L.

casei DG®, cling ¢6 tic dung duy tri hiru hiéu biéu hién ctia NF-kB giy ra bai LPS.
Dénh gia mirc 46 lam giam tdn thuong gay ra bdi birc xa UV

Kha ning cia ching vi khuin c6 lgi L. paracasei LPC-501 dé 1am giam tinh trang
tdn thuong gy ra bdi birc xa UV duge dénh gia trén mo hinh da duoc tai tao chu trac 3D
hoin chinh in vitro tai tao cu tric cac khoang cia ha bi va bidu bi, do d6 c6 thé nghién
ctru cAc bién dbi clia khdi ngoai bao ciia ha bi va qua trinh biét hoa cia céc 16p da nhin
thiy (mo hinh da cé chidu day day du). Nghién ciru ndy danh gia tac dung cua chung
LPC-S01 dén qué trinh hoat héa viém dap Ung véi bic xa UV. Ching Lactobacillus
paracasei LPC-S01 duge phi truc tiép 1én bé m3t cia md hinh da 3D, & qua dém, sau d6
rira béng dung dich nuéc mudi dé loai bé san phém du. M6 duoc lam tréy xudc nhe, sau
d6 dugc cho tiép xtc v6i 1 MED (lidu gy ra ban do6 tbi thiéu) cta birc xa UV dé bit
chuéc qua trinh tiép xtic v6i anh ning mit troi thong thuong. Qua trinh hoat héa viém
dugce danh gid sau 4 gio va 24 gio tiép xuic véi bic xa UV. Mo duge xu ly bing dung
dich nudc mudi va duoc cho tiép xac véi bic xa UV duoc sir dung lam mau dbi chiing

duong. Dung dich nude muéi duoc sit dung 1am méiu dbi chimg dm.
Phan tich mé hoc bing phuong phdp nhudém mau haematoxylin/eosin

Khi két thac qua trinh xir 1y, cac md dugc rira bang dung dich nude mudi va co

dinh trong formalin 10%. D& véi mdi mau, cic mau md sinh hoc giong nhau (n = 3)
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duoc nhing trong cac khéi parafin gidng nhau va 2 phin mo khong lién két ¢ kich c&
bing Spum dugc cét va thu thap. Cac phin md ndy dugc nhudm mau bang haematoxylin
va eosin. Céc mau moé hoc dugc phén tich bang kinh hién vi quang hoc (d phéng dai
bing 20x va 40x) va cac thay dbi hinh thai trong md va tac dung gy doc té bao dugc
danh gi.

Nhudm mién dich NFkB

Buéc danh diu NFkB cho phép qua trinh di chuyén ciia NFkB tir bao turong té bao
vio nhan té bio duoc danh gis; thuc té 12 qué trinh di chuyén ciia NFKB vao nhan té bao
c6 kha nang hoat hdéa qué trinh viém. NFkB dugc dénh déu bang phuong phdp nhudm
mau midn dich di bibt trong linh vuc ndy. Cu thé 13, khang thé so cép khing NFkB
(Abeam) dugc sitr dung va khang thé tha cﬁp dugc nhudém mau b%mg fluorophore Alexa
555 va nhudm nguoc chiéu bing DAPI dé hién mau nhan t& bao. Céc hinh anh duge chup

bing kinh hién vi huynh quang & do phong dai bing 40x.
Dinh lugng interleukin-18 bang phurong phép ELISA

Cac khéng thé dugc hap thu 1én dia ELISA, sau d6 céc mau durge i vao. Khang thé
thir cép dugc bd sung vao d8 tao thanh “thé kep”. Qua trinh dinh lugng duge thyc hién

trén co s& dudng chudn. Dit liéu dugc thu thap bing phuong phap quang phd.
Két qua danh gia tac dung lam gidm mirc do tén thuong giy ra bai birc xa UV

Sau 4 gid tiép xtic véi birc xa UV, mé khong dugce xir 1y (mAu dbi chimg duong)
c6 hinh thai khong bi thay ddi, nhung véi céc té bio dugce gay tdn thuong bdi birc xa UV
trong 16p bén dudi cia biéu bi. Sau 4 gid, md duge xir Iy bang ching Lactobacillus
paracasei LPC-S01 ¢6 hinh thai, ciu truc co ban ciia md gin nhu khong bi thay déi hodc
khéng bi tdn thuong dang béng trong 1ép bén duéi cia bidu bi. Sau 24 gi¥r tiép xtc véi
birc xa UV, mé c6 biéu bi bi bién déi dién hinh do tdn thuong dang bdng, v6i nhan té bao
bi ¢b dic, bidu bi va ha bi bi bién dbi. Viée sit dung ching Lactobacillus paracasei LPC-
S01 khong cai thién tac dung ngén nglra cic thay d6i hinh thai trong md gay ra bdi bic
xa UV.

Két qua dénh gia mirc d di chuyén cua NFkB vao nhén t€ bao sau 4 gi tiép xtic
v&i bire xa UV duroc thé hién trong Béang 2.
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Bang 2
Mau ddi MAu dbi Chiing
chirng 4m | ching dwong | LPC S01
Mire d6 di chuyén cia c -
NFKB vionhintébao | 2> 7.2 224

Sau 4 gid chiéu xa, miu dbi chimg duong c¢6 mirc d¢ di chuyén cia NFkB vao

nhén té bio cao, dic biét 1a & 16p nén bén trén clia bieu bi.

- Qua trinh xir 1y v6i chiing vi khuan ¢6 lgi Lactobacillus paracasei LPC-S01 c6
kha ning tc ché qua trinh di chuyén cia NFkB vao nhan t€ bao dén muc d6 ¢6 y nghia
théng ké so v6i mau d6i chimg duong. Hon nita, ching Lactobacillus paracasei LPC-

SO1 ciing ¢6 khé ndng lam giam nong d6 cia NFkB trong bao tuong.

Cubi cling, mirc do bai tiét IL-1B dugc gia ting sau 4 gio, 8 gid va 24 gi¢ tiép xtc
va gy ton thuéng bdi bic xa UV. Viée sit dung ching vi khuén c6 loi Lactobacillus
paracasei LPC-S01 d4 1am phuc hdi mirc do bai tiét IL-1B sau 4 gid, 8 gid va 24 gio tiép
xtic va gy tén thudng béi birc xa UV. Cu thé 13, tic dung lam gidm muc d¢ ton thuong

quan sat dugc sau 8 givr va 24 gid tiép xtc véi biac xa UV.

Bang 3 Mirc do bai tiét IL-1B

NC PC S01 NC PC S01 NC PC S01
(4gid) | (4gid) | (4gid) | Bgiv) | (Bgid) | (Bgid) | (24gi0) | (24 8i0) | (24 gid)

2,12 2,74 2,10 2,49 3,18 1,92 3,13 4,78 3,44

IL-1p
(pg/mL)

Do d6, chung vi khuin ¢6 lgi Lactobacillus paracasei LPC-S01 ¢6 kha nang

phong ngira qua trinh hoat héa viém bing cach trc ché qua trinh di chuyén ciia NFkB vao
nhin cla céc té bao duge tiép xic va gy ton thuong béi bie xa UV. Hon nifa, ching
Lactobacillus paracasei S01 ¢6 tac dung 1am gidm muc d6 viém lam giam mic dd bidu
hién coa interleukin-1p tién viém sau 4 gio, 8 givr va 24 gio tiép xtc va giy ton thudng
bai brc xa UV,

Thoéng tin heu trir vi sinh vt

Ching Lactobacillus paracasei DG® CNCM 1-1572 theo sang ché dugc hru trit tai
Ngén hang giéng vi sinh vat va té bao, Vién Pasteur, Phap, c6 dia chi tai 25, Rue du
Docteur Roux 75724 PARIS CEDEX 15, France vao ngay 05 thang 05 ndm 1995, va
ching Lactobacillus paracasei LPC-S01 DSM26760 theo sang ché duoc Iuu trit tai Ngan

24
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hang giéng vi sinh vat va té bao Dlrc, c¢b dia chi tai Inhoffenstr. 7B, D-38124
Braunschweig, Germany vao ngay 11 thdng 01 nam 2013 theo cac didu khoan cia Hiép
udc Budapest vé sy cong nhdn quc té dbi véi viée luu trit vi sinh vat nhim muc dich
dang ky sang ché v6i ma ding ky néu trén dudi tén SOFAR S.P.A., nay da dugc chuyén
giao cho LAC2BIOME S.R.L..
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YEU CAUBAO HQ

1. Ché phém chira hdn hop cta ching vi khuén Lactobacillus paracasei CNCM 1-1572
va chung vi khuin Lactobacillus paracasei DSM26760 dé 1am giam tinh trang tén

thuong da va/hodc tic dong do/lién quan dén tac dong cla vi khudn P. acnes.

2. Ché phém chira hon hop cla céb vi sinh vt co loi cho da, trong d6 cac vi sinh vt ¢6
loi bao gdm ching vi khuin Lactobacillus paracasei CNCM 1-1572 va chung vi
khudn Lactobacillus paracasei DSM26760 dé diéu tri réi loan va/hogc bénh 1y viém anh
hudng dén da dé 1am gidm va/hodc diéu tri triéu ching va/hodc tc dong lién quan dén réi
loan/bénh Iy nay va/hodc tang cudng qua trinh lam lanh vét thuong va/hodc qua trinh tai

tao cau tric biéu mo va/hodc qua trinh lién seo.

3. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché pham ndy con chira vi sinh vat dugc chen tir
nhém bao gdm vi khuén, vi ndm, ndm men hoéc hén hop cua ching va trong d6 vi khuan
nay thudc it nhat moét chi duge chon tir nhém bao gém Lactobacillus, Bifidobacterium,

Bacillus, Propionibacterium, Streptococcus, hodc Lactococcus.

4. Ché phdm theo diém 2, trong d6 ché phdm nay dugc st dung qua duong khu tra va
trong d6 ché phim nay & dang kem, gel, diu, nhil tuong, thudc xit, gac, miéng dan, bang
y té, thude xirc, kem bdi méi, thubc md, bot nhio, hoic ché phdm dang 1ng dé bao ché

tai chd.

26
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