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(57) Sang ché dé cap dén phuong phap duoc cai thién dé san xuit thube, phuong
phap nay bao gdm viéc sir dung md, cac dang 4u tring hoic cac dan Xuat clia con trang
duoc cho an thirc 3n chira mam bénh, khac biét & chd biéu hién cua cac peptit khang
khuan duogc diéu bién bang cach thay dbi c6 chon loc sb luwong hoic ban chét ctia mam
bénh dugc sir dung. Sang ché cling dé cap dén phuong phap dugc cai thién dé san xuit
thudc, phuong phap nay bao gdm viéc st dung mo, cic dang 4u tring hodc cac din
xuét ctia con trung dugc cho dn thic an chira mam bénh, khac biét & chd Au trung dugc

thtr thach v&i Pseudomonas syringae dugce st dung.
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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap
Sang ché dé cap dén phuong phap hinh thanh mién dich.
Tinh trang ky thuat ciia sing ché

Sang ché Anh s6 2 368 016 d m6 ta phuong phap san xuat thude, phuong phap
nay bao gdm viéc sir dung mo, céc dang 4u tring hodc cac din xuét clia con trung
dugc cho an thic an chita mam bénh. Phuong phap nay sau dy goi 1a “phuong phap
da duoc xé4c dinh” va dan dén bidu hién cua cac peptit khang khuan ma sau day goi la

AMP.

Muc dich cua sang ché 1a d& xudt sy cai thién cho phwong phap dd duogc xéc

dinh.
Ban chit ky thuit clia sang ché

Theo mot khia canh, sang ché d& cap dén phwong phap di dwogc xac dinh trong
do6 bidu hién cia AMP duoc diéu bién (duoc tdi da hoa) bang cach thay doi co chon

loc s6 lugng hodc ban chat cia mam bénh dugc st dung.

Nho st dung cach cho du tring an vi khuan, di phat hién ra rang, cic AMP
khéc nhau dwoc kich thich téi da bang cac lidu dung vi khuan khéc nhau. Do dé, biéu

hién Dipterixin ¢6 loi ¢ liéu ding cao, trong khi Sapexin thi & lidu dung thip.

Cho dén nay két hop vi khudn/du tring t8i wu dugc phét hién 1a Lucilia serritica
duoc kich thich béi Pseudomonas syringae, loai vi khuan ma khong gay bénh cho con
nguoi hodc dong vat khac va duoc tim thdy trong moi trudng.

Do do, theo khia canh thtr hai, sang ché dé xuét phuong phép da dugc xac dinh
ma bao gdm viéc kich thich Lucilia serritica bang Pseudomonas syringae.

Phoi nhiém 4u trung 4 ngay tudi ra vi khuén nay trong mudi hai gio phét hién
thdy tang bidu hién AMP 1én dén 30 1in so v6i Au tring khong dugc kich thich. Au
tring ¢6 thé dugc kich thich véi vi khudn con sbng hodc da chét ma khong tac dong

dén viéc tiéu thu thirc dn au trung hodc trong lugng cudi.

Mo ta van tat cac hinh vé
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Hinh 1 thé hién sb luong vi khuén Camphylobacter trong rudt tit cia gia cAm
dwoc cho an khau phan c6 bd sung dau nanh, du tring khong duge kich thich (khong
kich thich) hodc 4u tring dugc kich thich (kich thich). Cac thanh chi ra su khac biét
dang ké gitra cac nhom,

Hinh 2 thé hién s6 lwong vi khudn axit lactic trong rudt tit cia gia cAm duoc cho
an khéu phén c6 bd sung dau nanh, 4u trung khong duoc kich thich (khong kich thich)
hoic 4u trung duge kich thich (kich thich). Khong thiy su khac biét dang ké giita cic
nhom,

Hinh 3 thé hién s6 luong vi khuén duong rudt trong rudt tit cua gia cAm duoc
cho an khéu ph?m c6 bd sung dau nanh, au trung khong duoc kich thich (khong kich
thich) hodc 4u trung duoc kich thich (kich thich). Khong thdy sw khac biét dang ké
gitta cac nhom.

Hinh 4 thé hién cdc muc trung binh vé biéu hién Gallixin 11 trong hach manh
trang & gia cAm duoc cho an khau phin dbi chimg hodc au trung khong duoc kich
thich hodc 4u tring dwgc kich thich. Phuong phap Asterisk chi ra su khéac biét dang ké
bang cach sir dung thir nghiém phén tich hau kiém Dunn.

MG ta chi tiét sang ché

Ga gid Ross theo ngay tudi dwoc nhdt trong cac phuong tién an toan sinh hoc
va dugc cho an thire an cho ga duge ban trén thi trudng bd sung véi 10% hodc 1a bot
xay ddu nanh, 4u tring Lucilia khong dwgc kich thich dugc nghién hodc 4u trung

Lucilia khong dugc kich thich duoc nghién.

Au tring con tring nudi trong hdn hop bot stta/dudng/mam lia mach/aga trong
4 ngay duoc lay ra khoi méi trudng ndy va rira. Sau d6 dua chung vao trong moi
trudong tang trudng maéi khong cé bo sung vi khuan (khéng dugc kich thich) hodc chia
khoang 5 x 107 Pseudomonas syringae cho mot gam (dugc kich thich). Sau 24 gio ¢
trong mdi tredng nay, au tring dugc lay ra, ria dé loai di tit ca cac vét ctia mdi truong
tang treong va lam kho lanh. Khi da kho, chung dugc nghién bing cach sir dung chay

va cbi gid dé thu duge bot thd dé bo sung vio thirc an cho ga.

O 3 ngay tudi, gia cAm dugc gay nhiém theo dudng miéng véi 10° cfu ching

Campylobacter jejuni M1.
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O 8 ngay tudi, gia cAm duoc gy chét va rudt tit duoc 1dy ra va duge xét nghiém
vé Campylobacter, vi khuan axit lactic va vi khuan dudng rudt bang cach pha lodng
theo day va dat trai ra trén aga mCCDA, MRS, va VRBG tuong tng. Su khac nhau vé
mirc vi khuan duoc tim thiy trong cac gia cAm duoc phan tich bang cach st dung thu
nghiém Kruskal-Wallis cing véi thir nghiém phan tich hau kiém Dunn véi P<0,05

dugc xem la déang ke.

Viéc sit dung thic #n chita 4u trung dugc kich thich dan dén giam
Campylobacter trong rudt tit (Hinh 1); khong thiy tic dung trén s6 vi khuén lactic

hoic vi khuén dudng rudt (cdc hinh v€ Hinh 2 va Hinh 3).

V& su cu tra cua vi khudn, 13% gia cdm cho 4n ddu nanh la 4m tinh ddi véi
Campylobacter trong rudt tit sau 8 ngay, 18% gia cam dugc cho an au tring khong
duogc kich thich va 41% gia cAm duoc cho #n du tring duogc kich thich. Thirc 4n chita
4u tring duoc kich thich dan dén giam déng ké (P<0,05) vé sd luong ctia gia cam c6
cu tri ctia vi khuan Campylobacter trong rudt tit so véi doi chimg duoc b6 sung dau

nanh.

Au tring cta Lucillia serricata, Calliphora vacciniae va Musca domestica dugc
danh gia vé biéu hién peptit khang khuén cta chiing (AMP) sau khi kich thich v6i ba
loai vi khudn khéc nhau. Do su kich thich cta vi khuén dugc thiy 1a 1am tang biéu
hién AMP, cac thuc nghiém dugc tién hanh dé khao sat cac thong s6 tdi uu dé kich

thich 4u trung.

Két hop vi khudn/du tring t6i wu duge thdy la 4u trung cta Lucillia serricata
duoc kich thich bing Pseudomonas syringae, loai vi khuin ma khong giy bénh cho
dong vat hodc con ngudi. Phoi nhidém 4u tring bén ngay tudi ra vi khuin nay trong
mudi hai gio duoc thiy 14 1am ting biéu hién AMP 1én dén ba muoi lan cao hon so véi

au tring khong dugc kich thich.

Au trung ¢6 thé duoc kich thich véi vi khuén séng hodc chét va didu nay khong
tadc dong dén viéc tiéu thu thuc an 4u trung hodc trong luong cudi. Con ¢ béng ching
vé tuong tac gitta kha ning giy bénh cla vi khudn, thoi gian va liéu dung tic dong dén

biéu hién AMP.

Céc thtr nghiém trong 6ng nghiém duoc tién hanh bé’mg cach st dung bot duoc
chudn bi tr 4u trung cua Lucillia serricata dugc kich thich béng Pseudomonas

3
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syringae tht nghiém vé hiéu qua cia nd lam tac nhan khang khuan khang
Campylobacter jejuni, voi bot tir du tring khong duoc kich thich duge str dung lam ddi

ching.

Qua khoang thoi gian ba gid, vi khudn Campylobacter duge @ véi bot tir au
tring khéng duoc kich thich ¢6 kha nang ting trudng trong khi méi truong nudi cdy vi
khuén duoc phoi nhiém ra 1% trong lwgng/thé tich bot tir Au tring dwoc kich thich véi

Pseudomonas syringae thé hién su chét vi khuén dang ké (P=0,0015).

Au tring Lucillia serricata dugc thir thach véi Pseudomonas syringae dugce cho
ga gid an. Sau d6 gdy nhidm ga theo dudong miéng dé thir nghiém kha nang mién dich

ctia chung.

Lucillia serricata truéng thanh duge dé cho dé trimg trong hdn hop 1:1:1 gém
mam lta mach, ndm men va bot sira ma duge hoa ran v6i aga. Hon hop chira trimg nay
dugc tach thanh cic phin va khi né thanh 4u tring hoic 1a dugc thi thach véi
Pseudomonas syringae hoic dé lai khong duge thir thach. Sau 4 ngdy, gom 4u tring,
rira dé loai di thure an va 1am khé lanh dén ham luong 4m bang 15%. Au tring sau d6

dugc nghién min thanh bdt min trong chay va cdi gid lanh.

Céc nhém ga gio Ross 18 ngay tudi duge nhdt trong cac phuong tién an toan
sinh hoc va dugc cho an thtc an gia cAm ban trén thi truong duogc ) sung v6i 10%
trong lugng/trong lugng hodc 1a bot xay dau nanh (dé can bang cic mirc protein voi
thirc an chira 4u tring), 10% trong luong/trong luong 4u trang Lucilia khong duge
kich thich duoc nghién hodc 10% trong lugng/trong luong 4u trung Lucilia dugc kich

thich dugc nghién.

O 3 ngay tudi, gia cAm duge giy nhiém theo duong miéng véi 10 cfu ching

Campylobacter jejuni M1.

O 8 ngay tudi, gia cAm duoc gy chét va hach manh trang duge dit ngay sau do
vao ARN. mARN duoc chiét bang cach str dung bot kit Qiagen va xét nghiém vé biéu
hién Gallixin 11 bang phuong phip RT-PCR dinh luong s dung cac doan moi D11F
cagaattgcagaaagccaca va D11R ttctacgtgtgegtgtgtga voi beta actin ga lam gen gilr nha.

Biéu hién cua Gallixin 11 dugc biéu hién so véi biéu hién beta actin.
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Su khéac nhau gifta cdc nhom gia cAm duoc xét nghiém vé dau hiéu st dung thir
nghiém Kruskal-Wallis v&i thir nghiém phén tich hau kiém Dunn lam di liéu khong

duoc phan bd binh thuong.

Céc két qua cua thir nghiém dugc thé hién trén Hinh 4 ctia phan hinh v&. Hinh
A 12 bidu db hop va rau trong d6 mdi hop thé hién diém t&r phan vi tir thir nhat dén thu
ba véi & giita 1a dudng bén trong hop. Cac rau thé hién khoang gid tri dit liéu. Hinh B

1a duong tan suat thé hién muc biéu hién trung binh.

Gallixin 11 dugce chon sao cho né duogc théy la duoc biéu hién trong rudt boi

cac loai khac (Hong va cong su Poult. Sci. (2012) 1082).

Khau phan an c6 anh huong dang k& dén biéu hién Gallixin 11 (P=0,0007). O
gia cAm dugc cho dn khdu phin chtra mtc d6 biéu hién Gallixin 11 twong dbi cua 4u
trung dugc kich thich trong rudt tit 1a cao hon 10 rét so véi & gia cAm duge cho an khau
phan chira du tring khong dugc kich thich. Piéu nay thé hién rang viéc cho an 4u tring
duoc kich thich, ma chira lwrong AMP cua con trung 16n hon, kich thich biéu hién
AMP & vat chu. Diéu nay c6 thé tao ra su kich thich hoat tinh khang khuin b6 sung

trong rudt vuot va cao hon du tinh cho AMP cua rudi trong chinh thure an.
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YEU CAU BAO HQ
1. Phuwong phap san xuét thudc, trong d6 phwong phap nay bao gdm budc phoi nhiém
cac dang 4u trung clia con tring voi thie an chira mam bénh, trong d6 su biéu hién cta
cac peptit khang khudn khac nhau duge kich thich t6i da bang cac lidu luong khac

nhau cua mam bénh.

2. Phuong phap theo diém 1, ddc trung & chd cac mau khac nhau cta peptit khang

khuin duoc san xuét béng céach thay ddi co6 chon loc loai mam bénh duoc st dung.
3. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mam bénh 14 Pseudomonas syringae.

4. Phuong phap theo diém 1, trong d6 4u trung 14 Lucilia sericata.

5. Phuong phép theo diém 1, trong d6 mam bénh con song.

6. Phuong phap san xuét thudc dé diéu tri 1ay nhiém Campylobacter, phuong phap nay

bao gdm budec:
phoi nhiém céac dang au tring cia con trung voi thuc dn chira mam bénh, va

trong d6 su biéu hién cua cac peptit khang khuan khac nhau dugc kich thich t6i

da bang cac lieu lvong khac nhau ciia mam bénh.

7. Phuong phap san xuét thubc dé kich thich sy biéu hién khang khudn & d6i tuong

nhén ti€u thu bao gdm budc:
phoi nhiém cac dang 4au triing cta con trung voi thire &n chira mam bénh, va

trong do su biéu hién cua cac peptit khang khuan ctia au tring khac nhau duoc

kich thich t6i da bang cac lidu lugng khac nhau cta mam bénh.

8. Phuong phap theo diém 1, con bao gdm budc thay dbi thoi gian phoi nhiém véi

mam bénh.

9. Phuong phap theo diém 1, trong d6 mam bénh da chét.
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