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CHE PHAM QHUA TE BAO NAM MEN SACCHAROMYCES CEREVISIAE VA
KIT CHUA TE BAO NAM MEN NAY

(57) Sang ché& dé cap dén chiing ndm men mdi, nAm men thu dugc tir chiing nay,

ché pham chifa it nhat mot ndAm men Saccharomyces cerevisiae va/hodc dan xuat

ctia ndm men c6 1oi ich dic biét 1am phu gia thuc pham va/hoac thuc pham chita

loi khuan va/hoidc thuc pham chic niang va/hoic duge thuc pham va/hodc thanh

phan chiic nang va/hodc thanh phan ¢6 hoat tinh trong dugc m§ pham va/hodc

trong dugc pham. Sdng ché ciing dé cap dén ché pham chifa t€ bao ndm men néu

trén dung trong trong linh vuc dinh dudng cta ngudi va/hoac dong vat hoac dung

dé diéu tri hodc phong ngira cic bénh viem.
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Linh vuc k§ thuit dwoc dé cip

Sang ché thudc linh vye dinh dudng va stc khoe cla nguoi/va hodac dong
vat. Cu thé hon, sang ché dé cap dén chiing ndm men méi va nAm men méi thu
dugc tir ching ndy. Cac nidm men nay rét ¢6 loi cho dudng ti€u hda va/hoac
dugc dung dé phong ngira va/hodc diéu tri céc réi loan cia dudng ti€u hoda &

nguoi hodc dong vat.
Tinh trang k§ thuit ciia sang ché

Nhiéu tmg dung va loi ich dinh dudng cta céc vi sinh vét 6 loi cho duong
tiéu hdéa & ngudi d8 dugc mod ta trong cac tai liéu chuyén nganh nhu
WO 2006/021965.

V& sau, céc vi sinh vat nay dugc goi chung béng thuat nglr “men vi sinh”
hay con goi 14 “lgi khudn”. Cac thuét ngft nay chi cc vi sinh vat sdng c6 kha
nédng cai thién stitc khée duong rudt cia vat chi khi dugce dung véi luong vira da
(tai liéu: FAO/WHO Expert Consultation Probiotics in food, FAO Food and
nutrition paper Nr85, ISBN 92-5-105513-0).

Céc lgi ich cua viéc dung céc vi sinh vat ndy qua dudng miéng rat 16n, tiy
thudc vao chung vi sinh vét dugc ding, nhung ciing phu thudc vao dang dung
cua chung. Tuy cung mdt loai, nhung tac dung quan sat dugc lai khic nhau va
phu thudc vao chung dugc dung, d6i khi c¢6 lgi, d6i khi c6 hai hodc doéi khi
khong mang lai lgi ich gi, vi du trong cing lodi Escherichia coli, c6 thé tim thay
ca ching c6 kha niing gay bénh (nhu loai sinh ddc t6 trong rudt hoic loai gay
xuit huyét rudt) 13n chung c6 loi nhu ching Nissle 1917 (M. de Vrese; P.R.
Marteau. Probiotics and Prebiotics: Effects on Diarrhea, 2007, J. Nutr., 137(3
Suppl. 2), 803S-8118S). Do d6, hién nay chua thé du doan dugc tac dung dbi voi
strc khée con ngudi clia mot ching khi dwoc dung va cling chua thé dy doan

dugc co cheé tac dung hodc mirc d9 tac dong cia ching.
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Mot s6 chiing vi sinh vat nhit dinh, trong s6 d6 dang chu y 1a ndm men va
vi khuén lactic, 4 duoc xac dinh 14 ¢6 mdt sb tac dung dbi véi duong da day-
rudt. Tuy nhién, dé thu duoc tac dung t6i wu & dudng da day-rudt thi phai dung
dong thoi vai ching cé dic tinh khac nhau (I. Goktepe; V.K. Juneja; M.
AhmeADN (eds.) Probiotics in Food Safety and Human Health 2006, CRC
Taylor & Francis, ISBN 1-57444-514-6).

Ngoai ra, dd quan sat théy mot luong 1én vi sinh vat, cu thé 1a vi khudn
lactic, c6 tac dong tién viém (giy viém). Tac déng niy d& duoc chtmg minh Ia
rit ¢6 hai va khéng mong mudn, vi du trong bénh tu mién hoic thiéu hut hodc
suy giam mién dich.

Mot bd phéan ndm men va/hodc din xuit cua ching cung véi loi ich cua
chung dbi voi duodng tiéu hoa da dugce boc 10.

Theo d6, tac dung e ché sy bam dinh cia céc ngudn gdy bénh cua
mannoprotein c6 ngudn gbc tir ndm men ciing da dugc boc 19. Tuong tu, viée sir
dung thanh t& bao clia nAm men 1am chét xo cling da duogc bdc 10. Tuy nhién,
van con nhidu chiing nAm men Saccharomyces cerevisiae chua duge biét dén va,
khéng phai tit ca ching déu c6 loi hoic c6 tic dung nhu nhau.

Ngoai ra, phu thudc vao ching dugc dung va cac dang dung, cac tdc dung

nay co6 thé rat khac nhau.

Tuong tu, van can c6 céc ching vi sinh vat maéi c6 thé tao ra lgi ich doi voi
stc khoe nho tac dung phong ngtra va/hodc chita khoi mot s6 bénh ly hoac mot
sO roi loan chirc nang cu thé, hodc tac dong cé lgi dén tinh trang strc khde chung

c4 tinh than 14n thé chat.
Ban chit ky thuit ciia sing ché

Muc dich cta sang ché 1a d& xuit ching Saccharomyces cerevisiae dugc
luu gift tai bd suu tip gibng vi sinh vat qubc gia (Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes) s6 CNCM 1-3856, va ching Saccharomyces
cerevisiae var.boulardii méi dugc luu giit tai bd suu tép gibng vi sinh vét qubc

gia v6i s6 CNCM 1-3799.
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Sang ché con dé xudt nAm men Saccharomyces cerevisiae thu dugc tir
ching dugc luu giit tai bd suu tip gidng vi sinh vat qubc gia véi s6 CNCM I-
3856, va nAm men Saccharomyces var.boulardii thu dugc tir chiing dugc luu gift
tai bo suu tap giéng vi sinh vat quéc gia véi s§ CNCM 1-3799.

Muc dich khac ctia sang ché la dé& xuidt ché phdm chira ndm men
Saccharomyces cerevisiae thu dugc tir chiing dugc luu giit tai bd suu tap gidng vi
sinh vat qudc gia v6i s6 CNCM 1-3856 via/hoic nidm men Saccharomyces
var.boulardii thu dugc tir ching dugc luu giit tai bd suwu tip gibng vi sinh vat
qubc gia véi s6 CNCM 1-3799 va/hoic it nhdt mot din xuét cia ndm men
Saccharomyces cerevisiae dugc chon tur chét chiét ctia nAm men, din xuét cla
thanh t€ bio nAm men, glucan cta thanh té bao ndm men, mannoprotein cta thanh
té bao ndm men, cac phan lipit ciia nAm men, va cac phan axit nucleic ciia ndm
men (ARN, ADN).

Ché pham theo séng ché c6 cac vu diém sau:

- C6 kha ning chiu duoc méi trudng ctia da day va séng sét khi di qua hang
rao cua da day, dac biét khi né & dang kho, nho d6 t8i wu hoa tac dung cua no6 &
dudng da day-rudt;

- C6 tac dung khang viém;

-Khdng tao ra tac dong gy viém hozc néu c6 thi rat nho;

- C6 kha ning giam dau cho rudt, va cudi cling,

- Co6 kha nang phong ngtra va lam giam sy bam dinh va tao hé khuén lac
ctia vi khudn gy bénh va/hodc vi khudn giy bénh c¢é kha nang xam l4n vao
dudng da day-rudt, dac biét 1a & rudt non va rudt két.

Ché phém nay co nhiéu dic tinh chua tirng dugc bdc 16 va xac dinh trude
dé. Do d6, né dugce quan tdm dac biét.

Muc dich khac ciia sang ché 1a d& xuét ché phim néu trén dung dé san xut
thuc pham bd sung va/hodc thuc phim chira vi sinh vét ¢6 1oi cho dudng rudt
va/hoic thuc phidm chirc ning va/hodc thanh phin dinh dudng va/hoac thanh
phin chirc ning trong duoc-m§ phdm va/hodic dugc phim, dung cho nguoi

va/hodc dong vat.




19384

Ngoai ra, sang ché ciing d& xuit ché phidm nhu duoc xé4c dinh & trén dung
dé san xuit thuc phdm dung dé ting cudng sic khoe cho dudng da day-rudt
va/hodc cdi thién hé vi sinh vét cia duong rudt.

Muc dich khéac cua sang ché 13 dé xuét ché phém nhu duoc xac dinh & trén
dung dé bao ché dugc phdm ding dé diéu tri va/hodc phong ngira cac rdi loan
ctia rudt, cac rdi loan chirc nang cua rudt hodc cac bénh ly cua da day-rudt.

Muc dich khéc ctia sang ché 13 d& xuit ché phdm nhu dugc xé4c dinh & trén
ding dé bao ché dugc phim dung @& diéu tri vi/hodc phong ngira cac bénh 1y hodc

cac roi loan cua rudt dugc biéu hién bang tinh trang tdng cam dau.

Muc dich cudi cung cua sang ché 1a dé xuat kit chira it nhat mét nam men
va/hoac it nhat mot dan xuat cia nam men nhu dugc xac dinh & trén & dang

thich hop dé ding qua dudng miéng.
M3 ta vit tit cac hinh vé

Fig.1 minh hoa két qua theo ddi su séng s6t cia nAm men ScProl trong hé
tiéu héa nhan tao md phong rudt két & ngudi theo vi du 2.

Fig.2 minh hoa anh hudng cta nim men ScProl dén hé vi sinh vét trong
rudt két theo vi du 2.

Fig.3 va 4 minh hoa sy phat trién cua sb lugng té bao Candida albicans &
phan chudt nhét & thir nghiém 1 va 2 trong vi du 5 twong tng véi md hinh diéu
tri phong ngira (Fig.3) va diéu trj (Fig.4).

Fig.5 thé hién phan trim bam dinh du cua t& bao Escherichia coli AIEC
LF82 vao t& bao biéu md rudt ngudi theo lwong ndm men ScProl duoc U trude;
té bao nidm men ndy duoc U voi t& bao biéu mé rudt trong mot giv. Viée gay
nhiém t& bao niy bang ching AIEC LF82 dugc tién hanh vé6i sy c6 mit cia ndm
men ScProl theo vi du 6.

Fig.6 thé hién phan trim bam dinh du cua t& bao Escherichia coli AIEC
LF82 vao té bao biéu md rudt nguoi theo lugng nidm men ScProl duoc U trudc;
té bao ndm men va t& bao Escherichia coli cing dugc 0 v6i té bao biéu mé rudt

trong mot gio theo vi du 6.
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Fig.7 thé hién két qua udc tinh mic d6 viem rudt ¢ chuot nhét theo thang
didm Wallace vi md sau khi ding nAm men ScProl va SCB1 theo vi du 4.

Fig.8 thé hién két qua udc tinh mirc d6 viém té bao biéu mo & rudt & chudt
nhét theo thang diém Wallace mé hoc sau khi dung ndm men ScProl va SCB1
theo vi du 4.

Fig.9 thé hién két qua udc tinh mirc d§ viém rudt theo thang diém Wallace
vi md sau khi ding ndm men ScProl Qé SCBI1 riéng 1& hoic két hop theo vi du
4.

Fig.10 thé hién két qua wéc tinh mirc d§ viém t& bao biéu mo rudt & chuot
nhét theo thang diém Ameho md hoc sau khi dung ndm men ScProl va SCBls,
riéng 1 hoic két hop theo vi du 4.

Fig.11 thé hién mirc 4§ biéu hién ARN thong tin cia gen ma hoa protein
TL-10 tai thoi diém mot gio va ba gid sau khi cho ndm men theo séng ché hoic
din xuét ctia ching tiép xtc v6i té bao bidu md rudt nguoi theo vi du 7.

Fig.12 th hién méic do bidu hién ARN théng tin ciia gen ma héa thy the
nhan PPAR« tai thoi diém mét gio va ba gid sau khi cho ndm men theo sang
ché hodc din xuét ciia chung tiép xtc véi té bio biéu m6 rudt ngudi theo vi du
7.

Fig.13 thé hién két qua didu chinh mtc do biéu hién ARN thong tin cua
gen mi hoa protein IL-10 tai thoi diém mot gid va ba gio sau khi cho dan Xuét
clia nAm men theo séng ché tiép xtc véi té bao biéu md rudt nguoi theo vi du 7.

Fig.14 thé hién muc d6 biéu hién ctia gen ma héa protein IL-10 trong té
bao bidu mé rudt & chudt nhit sau khi ding ndm men theo sang ché va/hoic dan
xuét ctia chung (Vi du 4).

Fig.15 thé hién mutc do biéu hién cua gen ma hoa thy thé nhan PPAR« & té
bao bidu mé rudt & chudt nhit sau khi ding ndm men theo sang ché va/hoic dan
xuét ciia chung (Vi du 4).

Fig.16 thé hién lugng xytokin IL-10 dugc t& bao rudt tiét ra, duoc tinh bing
pg/ml, trong sinh thiét ruodt léy to bénh nhan méc bénh Crohn hoic cua bénh
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nhan khong mic bénh sau khi cho tiép xtic v6i nAm men theo sang ché va dan
xuét ctia ching (Vi du 8).

Fig.17 thé hién lwong xytokin TNF-a duoc tinh bang pg/ml, duoc té bao
rudt tiét ra, trong sinh thiét ru6t 1y tir bénh nhan méic bénh Crohn hodc clia bénh
nhan khéng méc bénh sau khi cho tiép xtc véi ndm men theo sang ché va/hodc
dan xuét cta chung (Vi du 8).

Fig.18 thé hién két qua cua thir nghiém xac dinh kha nang lién két coa pili
loai 1 d6i v6i phan mannoprotein (EL 05 va EL 06) ctia ndm men ScProl.

Fig.19A va 19B lan luot thé hién phan trim xam 4n du trung binh va phan trim
bam dinh du trung binh ciia ching AIEC LF82 vi té bao T84, khi dong thoi 1 va ting
luong ndm men (Vi du 6) - * p<0,05, ** p<0,01.

- Fig.20A va 20B lan luot thé hién phan trim xam l4n du trung binh va phin
trim bam dinh du trung binh ctia ching AIEC LF82 vdi té bao T84, khi dong thoi 1
va ting luong mannoprotein ctia nAm men EL05 (Vi du 6).

Fig.21A va 21B 1an luot thé hién % xam l4n du trung binh va phén trim bam
dinh du trung binh cta ching AIEC LF82 véi t& bao T84, khi dong thoi G va ting
lwong ndm men (Vi du 6) - * p<0,05, va ** p<0,01.

Fig.22A va 22B lan luot thé hién phan trim x4m l4n du trung binh va % bam
dinh trung binh ctia ching AIEC LF82 véi té bao T84, khi dong thoi 1 va ting luong
mannoprotein ctia ndm men EL05 (Vi du 6) - * p<0,05, va ** p<0,01.

Fig.23 thé hién phan trim bam dinh du cua ching AIEC LF82 véi té bao
CHO-K1 va té bao CHO-K1/CEACAMSG, khi dong thoi G trudc va ting luong
nadm men ScProl khé dung ngay (Vi du 6) - * p<0,05, va ** p<0,01.

Fig.24 thé hién mtc d6 bam dinh cta ching AIEC LF82 hodc cta thé dot
bién LF82-8fimH khong pili héa vao b dang ban chai cua té bao rudt cua 3
méu té bao 14y tir bénh nhan méc bénh Crohn (Vi du 6).

Fig.25 thé hién két qua x4c dinh ngudng cam nhan dau (duoc tinh bing
mm thiy ngén) ciia cic loai ndm men khéc nhau & chu6t nhét khde manh (Vi du

9).
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Fig.26 thé hién két qua xic dinh ngudng cam nhén dau (duoc tinh béng
mm thily ngan) ctia céc loai ndm men khac nhau & chudt nhét khée manh ¢ ban

nang nhay cam (Vi du 9).
M0 ta chi tiét sang ché
Chiing duorc tac gia sang ché luu giir theo Hiép u6c Budapest tai bd suu tap

gidng vi sinh vat qudc gia (Vién Pasteur Paris) v6i s6 CNCM 1-3856 s& duoc goi
1a “ScProl”.

Chung ciing dugc tac gia sang ché luu gift theo hiép wéc Budapest tai bd
suu tap gidng vi sinh vat qudc gia (Institut Pasteur Paris) v6i s6 CNCM 1-3799
s€ dugc goi 1a “SCBI”.

Cudi cung, din xuit cia ndm men Saccharomyces cerevisiae dugc lua
chon tir chit chiét ctia nAm men, din xuét cta thanh té bao nAm men, glucan cua
thanh t& bao nim men, mannoprotein cta thanh t& bao ndm men, cac phan lipit
ctia nAm men, cc phén axit nucleic cia nAm men (ARN, ADN) va hdn hop cua
ching, s& duoc goi 1 “din Xuét”.

“Loi khudn” (probiotic) 1 thuat ngit ding @& chi cac vi sinh vat séng khi
duoc phéi hop voi s6 lugng vira du s€ tao ra tac dung co lgi cho strc khoe, gitp
giam dau va cn bang thé chét véi tinh than, tic dung nay 16n hon tac dung dinh
dudng truyén théng.

Thuc phdm dinh dudng hodc duge-thuc pham hodc thuc phim chirc ning,
hoac dugc-m¥§ phém chi thuc phém chra thanh ph?m co tac dung co loi cho suc
khée, hodc c6 kha néng cai thién cac chirc nang sinh ly.

Thuc pham bd sung chi thuc phdm ding dé cung cép thém dinh dudng cho
ché d6 3n thong thudong. Thyuc phdm bd sung 14 ngudn bd sung chét dinh dudng
hodic cac hop chét khac c6 gia tri dinh dudng hoic tic dung sinh Iy & dang co
dic khi duoc str dung mot minh hodc duéi dang hdn hop cla cac luong nho.

Céc thuc pham dugc ding lam thuc phdm dic biét (DDAP) ding dé chi
thuc phém c6 muyc dich dinh dudng cu thé, ding cho mo6t nhém ngudi nhit dinh,

nhu tré so sinh, tré dang chap chiing di, va van dong vién thé thao.
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Ché phdm & dang thuc phim nhu dugc dé cap trong sang ché c6 thé 1a thuc
phim b sung hoic DDAP.

Céc ching dugc cac tac gia sang ché xac dinh c¢6 nhidu wu diém va dang
cht y 13 kha niing tao ra tc dong c6 loi dén duong tiéu héa & ngudi, dic biét &
rudt non, va rudt két, cling nhu trén toan bd co thé.

Péng ngac nhién 13, khéng gidng nhu nhidu ching nAim men khac, ndm
men ScProl va/hodc SCBI va/hodc din xuét cia chung c6 tac dung khang viém,
va cac chung nay cling khong c6 tdc dong gay viém.

Thuc vay, ndm men ScProl va/hodc SCBI va/hodc dan xuét cia ching lam
ting kha nang tiét interleukin IL-10, mét yéu t lién quan dén cic tin hiéu khang
viém. Ngoai ra, khong gidng nhu tac dung ctia loi khudn thudc loai Lactobacilli,
chiing ScProl va/hoic SCBI va/hoic din xuét cia ching khong tao ra qua trinh
tbng hop xytokin gy viém IL-12. Twong tu, cac loi khudn cfing 1am giam manh
lwong xytokin gdy viém TNFo va IFNy duoc tao ra. Hon thé nita, cac thir
nghiém da cho thdy tac dung khang viém in vivo ctia ndm men ScProl, déng chu
y 12 né 1am giam mét nira mirc d6 viém trong rudt gia va giam mét phan ba mic
dd hoai tir rudt.

Ngoai ra, ndm men ScProl va/hodc SCBI va/hodc din xuét cia chung, &
dang khé c6 kha ning di qua hang rao da diy ma sirc sdng va tinh toan ven cua
chiing khong bi anh hudng va ching ciling khong luu lai trong moi truong rudt.

Céc tac gia sang ché 14n diu tién chimg minh dugc va ngac nhién phat hién
thiy ndm men ScProl va/hodc SCBI va/hoic din xuét clia ching c6 thé 1am ting
khé nang chiu dau, dang chu ¥ 13 trén mé hinh chudt nhét in vivo.

Ngoai céc tac dong c6 loi néu trén, ndm men ScProl va/hodc SCBI va/hodc
dan xuét ctia ching con c6 kha nang trc ché su tao thanh hé khuén lac va/hodc su
xam l4n ctia c4c vi sinh vat gdy bénh va/hodc céc vi sinh vat xam 14n rudt. Viéc
ding ndm men nay s& 1am giam lwong vi khuin dudng rudt & rudt két va luong
vi sinh vat thudc hé vi sinh vat dudng rudt khang khang sinh.

Cu thé, nAm men nay da duoc biét dén nho tac dung phong ngira va diéu tri

chong lai su tao thanh hé khuan lac cia nam Candida albicans va cac viém

-0-
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nhiém & dudng rudt cé thé do loai ndm nay gay ra va duy tri. Ngoai ra, ndm men
theo sang ché cé tac dung tc ché sy bam dinh va xam 14n cta céc ching giy
bénh va/hodc cac ching Escherichia coli giy bénh va c6 kha ning xam ldn phan
1ap dugc tir sinh thiét rudt hdi ctia bénh nhan méc bénh Crohn.

Theo sang ché, nAm men ScProl va/hoic SCB1 va/hodc dan xuét cua ching
c¢6 thé dugc dung & dang sbng hodc dang cé thé séng, t6t hon néu dugc ding qua
dudng miéng.

Thuat ngit “dang séng” hodc “dang co thé séng” theo sang ché chi ndm
men, san phém chuyén héa ctia né ¢6 hoat tinh hodc c6 thé c6 tai hoat dong hoac
¢6 kha ning sao chép. Thuét ngit ndy dic biét chi nAm men & dang ndm men kho
hodc dang nim men tuoi.

Théng thudng, ndim men tuoi & dang mang ép hodc banh. Ching ciing ¢6
thé & dang lo limg trong pha nudc, va sau ddy goi 13 nim men long. Trong
trudng hop nay, tot hon néu ndm men dugc bao nang. Phuong phap bao nang va
céc loai nang khéc nhau di dugc ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc
biét ..

Trong sb cac dang nAm men khd, c6 thé k& dén dang ndm men kho dung
ngay hoic dang kho c6 hoat tinh. NAm men khé 13 nim men bit ky c6 ham
lwong chit khé trén 90%, t6t hon néu ndm trong khoang 92% dén 96%.

Trong sb céc dang ndm men kho, c6 thé ké thém dén dang ndm men c6 do
4m vira phai, dugc lam lanh dong sau hoac khong.

N&m men khé ding ngay cha yéu ding trong cong nghiép va & céc co sd
san xuét banh. Cac tng dung khac cia nAm men va san phdm ctia chiing ciing c6
thé ké dén dua trén nganh thuc phém dugc néu (duogc phém, 1én men ruou). Péc
diém ndi bat cta loai nAm men kho nay 14 khéng cin hoa tan trong nudc trude
khi trén n6 véi bot my.

Viéc hoa tan nAm men trong nuéc nho tac dong cla gradient ctia khong khi
néng cho phép bién dbi san pham dang bot nhio (nAm men dang ép hoic 10ng)
thanh soi khé va méng, ddng thoi van giit dugc hoat tinh. Sau dé, san phdm nay

nén dugc gilt on dinh trong moi trudng khéng cd oxy.
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N&m men khé cé hoat tinh 1a nAm men sbng, duoc 1am khé & nhiét d6 thip
dé n6 van giit dugc kha ning 1én men va c6 thoi gian bao quan dai. N6 ¢6 dang
hinh c4u.

San phdm thu dugc tir viéc hoa tan ndm men trong nudc nhé téc dong phéi
hop gitta gia nhiét va tac dong co hoc cho phép bién dbi nAm men & dang bot
nh3o thanh dang san phidm kh6 nhung khéng anh hudng dén kha ning séng cta
ching.

Céc ndm men c6 hoat tinh chon loc thu dugc bﬁng cach ép dun va lam kho
sinh khéi (t€ bao ndm men sbng) trong thiét bj tAng s6i. NAm men khé c6 hoat
tinh nay, nghia 1a nAm men khé c6 sb lugng t& bao nim men séng cao, duoc
trinh bay & dang hat c6 dudng kinh nim trong khoang tir 0,1pm dén 2,5mm, va
lwong nude HyO chiém 4-8% khéi lugng.

Céc dang khé nay c6 vu diém 1a c6 kha ning séng t6t hon trong méi trudng
da day so véi dang tuoi va tdi vu dugc tac dung c6 loi cia nAm men theo sang
ché. Theo sang ché, ndm men theo séng ché dwoc wu tién ¢ dang nAm men kho
¢0 hoat tinh.

D3 biét rang céc xytokin gy viém kich thich céc co ché gy viém, va sau
do, c6 thé tao ra nhiéu van dé 1am sang, dang cha ¥ 13 & cac bénh tu mién hoic
suy giam mién dich.

Do d6, ndm men theo sang ché c6 thé dugc ding dé phong ngira va/hoic
diéu tri c4c bénh hodc cac rdi loan viém cua rudt, bat ké man tinh hodc cép tinh,
di kém vdi ia chay hodc tdo bon hoac khong.

Theo phuong 4n ddu tién, cc rdi loan va cac bénh c6 di kém véi ia chay
hodc khong.

Theo phuong 4n thir hai, cic r6i loan va cac bénh khéng di kém véi ia
chay. Pang cht y 13, ndm men ScProl va/hodc SCBI1 va/hodc din xuét cua
ching c6 thé hitu dung dé phong ngura hodc didu tri bénh viém cua rudt dic
trung cha yéu boi viem rudt két.

Cu thé, nAm men nay duoc didu chinh hop 1y dé phong ngira va/hodc didu

tri cac bénh viém rudt man tinh (Chronic Inflammatory Bowel Diseases -
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CIBD), dang chu y 1a bénh viém loét dai trang, viém két truc trang xuét huyét,
cac bénh khong dung nap gluten hodc bénh Crohn.

Pang chii v 13, cac bénh nay dic trung boi dép tmg mién dich gia ting, trong
d6 lién quan dén cac dot da viém. Do d6, trong ndi dung vé tac dung phong ngira
hoiic didu trj c4c bénh néu trén bing thuc phim chira loi khuén va/hoic thube dudi
dang thuc phém va/hodc thuc phém chirc ndng va/hodc dugc thuc phém va/hodc
duoc m§ phim, didu quan trong 13 tic dong tién viém & muc do nho nhét ¢ thé.

Do d6, nim men ScProl va/hoic SCB1 vid/hoic din xuét cta chung theo
séng ché dic biét thich hgp cho cac muyc dich sir dung nay. NAm men nay c6 mot
s6 wu diém bd sung. |

PAu tién, n6é c6 kha ning lam ting kha nang chiu dau. Thir hai, dic biét 1a
dbi v&i bénh Crohn, nAm men nay c6 kha ning dic biét, d6 1 Gc ché sy bim
dinh va kha ning x4m l4n cta ching E. coli giy bénh va/hodc céc ching c6 kha
ning xAm 14n & bénh nhan méc bénh nay.

Péang chi y 1a, dap ung viém co thé do sy x4m 14n cua tt ca vi sinh vat gy
bénh gay ra.

Do d6, ndm men ScProl va/hoic SCB1 vd/hodc din xuét cua ching theo
sang ché phong nglra hodc diéu tri hiéu qua cac r6i loan rudt-da day hoic cac
bénh do su tao thanh hé khuén lac cua vi sinh vat gy bénh va/hodc chiing c6
kha ndng xam 14n, sinh v4t nhan so, nhu vi khudn, hodc sinh vat nhan thuc, nhu
nam.

Céc 16i loan hodic bénh cta da day-rudt cé thé 13 bénh viém rudt man tinh
nhu viém loét dai trang, bénh khéng dung nap gluten, bénh Crohn, va viém két
tryc trang xuét huyét,

Ngoai ra, ndm men ScProl va/hodc SCB1 va/hodc dan xuét cla ching cho
phép lam ting kha néng chiu dau, né cling c6 uu diém trong diéu tri phong ngira
hodc diéu tri bénh 1y hoic 16i loan cta rudt dic trung béi tinh trang ting cam
dau. Cu thé, cac bénh Iy hodc cac rdi loan nay ¢ thé 13 cac rdi loan chirc ning
cua rudt, cdc bénh viém rudt man tinh (CIBD), hodc cac bénh khong dung nap

thuc phém (di ing, tinh trang bénh, v.v.) khac biét béi dau phi tang man tinh.
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N6 cling dugc diéu chinh hop 1y ¢ didu tri phong ngira hodc didu tri chimg
ting cim gidc dau va cu thé 12 hi ching rudt kich thich (irritable bowel
syndrome - IBS) bét ké & dang ndo (t4o bén, tiéu chay hodc két hop cé hai),
nhung ciing bao gdm cac dang dau phu tang man tinh khong dugc phén loai vao
IBS, nhu cic dang dau chirc ning bat thudng khong rdi loan trong di ciu (FAPS:
Functional Abdominal Pain) va céc dang dau lién quan dén céc bénh khong
dung nap thuc phdm va bénh khéng dung nap gluten.

Do d6, nAim men ScProl va/hodc SCB1 va/hodc din xuét cla ching hoac
ché phim bt ky chira chiing, c6 thé dugc ding d& diéu tri phong ngira cho dbi
tuong bi di truyén hodic d& méc rdi loan hodc bénh nay, hodc diéu tri, vi du khi
méc bénh hoic trong thoi gian dai hon. Ché phim va phuong phép theo séng
ché c6 thé lam giam dau cho cac ddi tugng, lam giam céc triéu ching hodc

‘nguyén nhan gy ra cac rdi loan nay.

Céc tac dong phbi hop ctia nAm men theo sang ché va/hodc dan xuét ciia né
dén chimg dau, viém hoic céc vi sinh vét gdy bénh va/hodc céc vi sinh vat cla
dudng rudt gitp cai thién trang thai cAn bang gifra tinh thin vé6i thé chét, cai
thién strc khoe va/hoac tinh trang ctia duong da day-rudt & nguoi hodc déng vat.

Ché pham theo sang ché c6 thé chira ndim men ScProl vi/hoic nim men
SCB1 va/hodc it nhat mot dan xudt clia ndm men Saccharomyces cervevisiae
duogc lya chon tir chit chiét ciia ndm men, dAn xuit cua thanh t& bao ndm men,
glucan cua thanh té bao ndm men, céc mannoprotein cua thanh t& bao ndm men,
céc phén lipit ciia ndm men, va cc phan axit nucleic ciia nAm men (ARN, ADN)
v6i lugng nam trong khoang tir 107 dén 6.10°CFU, va 6t hon néu ndm trong
khoang 10® dén 2.10'°CFU, hoic, ndm trong khoang tir 1mg dén 10g, va tét hon
néu nim trong khoang tir 1mg dén 1g. Lwong nay c6 thé 13 lwong hing ngay,
dung médt hodc vai 1in trong ngay.

Tét hon, néu ndm men ScProl va/hodc SCB1 va/hodc dan xuét cia chiing
dugc ding trong cac tng dung diu tri bénh hodc céc ing dung khéng ding dé

diéu tri bénh véi liéu hing ngay ndm trong khoang tir 10’ dn 6.10'°CFU (don vi
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tao khuén lac - Colony-Forming Units), va t6t hon néu nim trong khoang tir 10°
dén 2.10"°CFU.

Truong hop khi nAm men vd/hodc din xuét cua ching & dang séng nhung
khong thé séng sét dugc thi tét hon néu lidu hing ngay trong céc ting dung didu
tri bénh hoic cac tmg dung khong ding dé didu tri bénh nim trong khoang tir
1mg dén 10g, t&t hon néu ndm trong khoang tir Img dén 1g. Liéu cho hiéu qua
hing ngay c6 thé dugc ding mét, hai, ba hoic bén lan.

T6t hon, néu nAm men va/hodc din xuit ciia ching theo sang ché hodc ché
phim chira né dugc dung qua dudng miéng. Chiing ciing c6 thé duoc dung véi
liéu cho hiéu qua diéu tri, d6 1a liéu lam giam hodc rc ché it nhat mot trong sb
cac triéu ching.

. N4m men ScProl va/hodc SCB1 vd/hodc din xuét cia ching cé thé c6 mat
trong thuc phém danh cho nguodi hodc dong vat va’hodc dugce dung cung véi ta
dugc hodc chit mang thich hop ding qua dudong miéng.

Ché phidm dung lam thuc phim cho ngudi ¢6 thé & dang long, bot nhio
hodc rdn. Pang chd y 13, ché phim nay c6 thé 1a san phidm dung hing ngay nhu
pho mat, bo, sita chua hodc kem, san phdm ché bién tir qua nhu nudc ép trai cay,
muc qua, dd uéng hodc thuc phém rén, vi du thirc n nhe (snack), banh quy hodc
céc dang thuc phim khéac. Do d6, ché pham s& chra ndm men ScProl va/hoic
SCB1 va/hodc dan xuét cua ching va céc thanh phin khéac cua thuc phdm hodc
ctia d6 udng néu trén.

N4m men ScProl va/hodc SCB1 vi/hodc din xuét ciia chiing ciing ¢6 thé c¢6
mit trong duoc phdm. Dugc phdm nay dugc didu chinh dé ding qua duong
miéng. Do d6, dugc phém chtra nAm men ScProl va/hodc SCB1 va/hodc din xuit
ctia ching cing v6i chit mang théng thudng thich hop, dwoc lua chon tir cac ta
dwoc dugc chip nhan ding dé bao ché duoc phim. Duoc phdm nay dugc bao ché
¢ dang ldng nhu xiro hodc chira trong cac 19 nhé, hodc dudi dang vién nén, vién
nang gelatin, trong t0i, vién nang hodc dang bdt hodc cac dang galenic khac thich

hop.
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Ngoai ra, ndm men ScProl va/hoic SCB1 vd/hodc dan xuét cua chung
duoc ding cing véi cc loi khuén va/hodc thanh phan chirc ning khéc, tét hon
1a loi khudn khac nay gitp tac dung phong ngira hoan chinh hon. Vi du, c6 thé ké
dén vi khuin lactic thudc loai Lactobacillus, Bifidobacterium, Pediococcus,

Propionibacterium, hoac Leuconostoc.

NAm men ScProl va/hoic SCB1 va/hodc din xudt ctia chiing ciing c6 thé
duoc ding cing vé6i thanh phan c6 hoat tinh khac nhu thubc khang sinh, thubc
giam dau, thudc chéng tiéu chay, thudc nhuan trang, va hén hop cia ching.

* Vi du thye hién sang ché

Sang ché duoc minh hoa bing céc vi du va hinh v& di kém duéi day. Céc vi
du nay chi mang tinh minh hoa ma khong giéi han pham vi cla sang ché.

Vi du 1: Kha ning sdng sét ciia ndm men ScProl vd/hosic SCBI1 trong hé tidu
héa nhan tao mé phong rudt ngudi

Nghién ctru ty 18 chét cua ndm men ScProl va/hoic SCB1 khi di qua da day-
rudt

N4m men ScProl vd/hodc SCB1 dugc thir nghiém va nghién ciru in vivo
trong hé tiéu héa nhan tao mé phdng duong ti€u hoda ctia nguoi va cling duge
nghién ctru kha ning sbng sét ctia chiing khi di qua da day-ruét.

Hai mAu ndm men ScProl dang khé c6 hoat tinh va hai miu nim men
SCBI1 dang kho c6 hoat tinh dugc thir nghi€ém.

Ca hai mAu trén déu dugc phan biét bang thoi gian bao quan & nhiét do
phong trong chan khong 13 thoi gian séng ctia ching nhé hon 6 thdng hozc 2
nam.

Céc diéu kién thir nghiém:

Tién hanh tiéu hoa trong hé théng goi 13 TIM1 (da day + rudt non), trong
didu kién thir nghiém duogc thiét 1ap theo sd lidu duoc néu trong tai liéu chuyén
nganh va m6 phdng lai hién tuong ti€u hoa thuc phim 16ng (nudc) & ngudi
trudng thanh khoe manh khi d6i (da day rong), ddng thoi md phong hién tugng

loai bo san phim tiéu hoa bang cach thim tach va hap thu. Tién hanh mdi lan
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tiéu hoa trong 5 giod. Tat ca ching déu duoc tién hanh trong ciing diéu kién thu
nghiém, nghia la:
Nhiét do:

Nhiét d6 bing 37°C.
Céc théng s ctia qua trinh 1am rdng da day:

Qua trinh 1am rdng da day duoc tién hanh theo quy tic dugc Elashoff va
cac ddng tac gia x4c dinh (1982), va theo phuong trinh sau:

F=t.2e{-(1/T)"}

trong d6, F 14 phan thtrc dn da cung clp, t 1a thoi gian, T 13 thoi gian dé tiéu thu
hét mot nira sb thuc phidm da cung cip va b 1a thong s md ta hudéng cia duong
cong. Céc thong s6 1a: T =15 phiit; b= 1.
Céc thong s ctia qué trinh 1am rdng rudt héi:

Qua trinh 13m rdng rudt hdi tuan theo quy tic Elashoff cai tién (dua thém
thong sb d dé qua trinh 1am rdng giam dan vao cubi thoi gian tidu hoa)

F,=F+d*t.

Céc thong sb 13: T =150 phat; b=2,4; d = -107 (xem Fig. 2).
Gia tri dat 46 pH:

Da day (phut/pH): 0/6,0; 10/3,2; 20/2,4; 40/1,8; 60/1,6; 90/1,5; 300/1,5

Ta trang: 6,4

Rudt chay: 6,9

Rudt hdi: 7,2
Céc san phim tiét cua da day:

HCI

Pepsin

Lipaza
Céc san phim tiét cia rudt:

NaHCO; trong ba phan ctia rudt non

Dich chiét m4t trong ta trang

Dich chiét tuyén tuy trong t trang
Tham tach/Hép thu:
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Tién hanh loai bé cac phéan tr “nhd” trong dich sita cia rudt ¢ hai cép do
TIM1 (rudt chay va rudt hdi) bang cach thidm tach mau. Tién hanh thdm tach
dich sita ctia ruét lién tuc bing dung dich nuéc mubdi dé thu dugc ché phdm gin
gidng véi ché phim cua huyét twong tir mau. Cac san phim sau khi thdm tach
dugc thu gom va cho vao céc ti thdm tach.

Tién hanh 14y cac miu khi tiéu héa & cac cip d6 khac nhau trong dudng
rudt dé theo doi su séng s6t clia nAm men duoc thir nghiém.

Tién hanh dém s6 luong té bao nAm men theo phwong phap vi sinh chuén
va trén cac mau d3 ldy trong da day tai thoi diém 10, 20, 30 va 45 phut tai dau ra
~ cuarudt hdi sau khi tich liiy trong mot gid, va trong cin cudi cung thu duge.

Phuong phap d¢ém nhu sau:

Pha lodng nhanh theo bic mdi miu theo ty 18 1/10 trong nudc muébi sinh Iy
vo trung (NaCl 8,5g/L), va sau do, giit lai 0,1ml mdi dich pha lodng va trai trén bé
mat moi truong geloza duoc phin bd trong cac dia Petri (hai dia/1 dich pha lodng).
U céc dia nay trong 48 gid & 35°C trudc khi tién hanh dém sb don vi tao thanh
khuén lac (Colony-Forming Units - CFU).

Két qua dém duoc biéu hién bang CFU/ml (s6 liéu thd) va dudi dang sb té
bao ndm men séng S0 V6i s6 té bao ndm men dugc dua vao ban du, dé x4c dinh
ty 18 sbng s6t ctia ndm men trong da day va khi ra khoi rudt non.

Béang dudi ddy tom tat ty 18 sbng sot theo 1y thuyét (néu séng 100%) va ty 16
sdng s6t thuc t& thu dugc cho mdi ching trong da day, & tht ca cac dau ra ctia rudt hoi

sau 5 gid tidu héa, va trong toan bd hé théng sau 5 gidr tiéu héa.

Céc két qua:
Céc san phdm da Luong nam MM G dhu ra cta da q daL;‘ ra cu_a le 1¢ e S_Ot
tiu héa dugc dua vao day & T=45 phiit rudt hoi & T=5 | tong so & T=5
(CFU) gio gio
Scprol 10
M 1 3,510 89% 100% 106%
é
Scprol 10
Mé 2 2,0 10 88% 95% 106%
é
SCB 1 1,510 83% 76% 81%
SCB 2 1,510 85% 69% 76%
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Két luan

Céc két qua nay cho thiy stc sdng ctia nAm men ScProl va SCBI1 trong
da day-rudt.
Vi du 2: Kha ning sdng sét cla ndm men ScProl trong hé tiéu héa nhan tao md
phong rudt nguoi
Nghién ctru kha ning sbng sét ciia nAm men ScProl khi 1én men trong rudt va
anh hudng ctia no dén hé vi sinh vét clia ruot

NAm men ScProl & dang kho c6 hoat tinh dugc thir nghiém va nghién ctu
in vitro trong hé tiéu hdéa nhan tao md phong rudt nguoi va t6t hon 14 bing cach
nghién ctu ty 1€ chét va anh hudng ctia mdi trudng dén kha ning sdng sét cac
nidm men dugc thir nghiém khi 1én men trong rudt.

Qua trinh 1én men trong rudt la qua trinh 1én men lién tuc bang cach cung
cAp moi trudng theo trinh ty nhét dinh nhdm duy tri hé vi sinh vét ctia rut. Méi
trudng nay cha yéu gdm cac phic hydratcacbon, khong tiéu héa duogc & phén
trén cua dudng tiéu hda (tinh bdt, pecton, xenluloza, v.v.), cac hop chét protit
duoc thiy phan nhiéu hon hoc it hon va muxin.

MBbi trudng rudt cling dugc 14y ra khoi hé théng 1én men theo trinh ty. Moi
trudng nay cling duoc thu hdi bing hé théng thdm tach cho phép loai bé lién tuc
san phdm 1én men tan.

San phim sau khi tham tach dugc thu gom d8 phan tich axit béo mach ngan
(short chain fatty acid - SCFA). Méi trudng nay duge giit trong diéu kién hiéu
khi duoc tao ra béi céc khi 1én men chuyén dung va né cé dién thé oxy héa khir
nho hon -300 mV. Cudi cung, d6 pH duoc kiém so4t b??mg cach dat tai gia tri 6.

M3i qua trinh tiéu hoda bao gdm céc giai doan sau: giai doan 4n dinh hé vi
sinh vét trong 2-3 ngdy sau khi ching dugc dua vao trong rudt, giai doan xu ly
(it nhét 3 ngay) véi it nhit mdt thao tac bd sung san phdm héng ngay, va giai
doan ngtmg xu ly trong 3 ngay.

Trong mdi thir nghiém, céc thong s6 dudi day duoc theo ddi va/hoic ghi
lai:

- Kha nang song s6t cua ndm men
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- Mitrc d6 phat trién ctia quan thé vi khuén ky khi va hiéu khi

- Mirc d6 giai phdng céc san phdm 1én men chinh (SCFA va céc khi)

- Phat hién hoat tinh enzym tiéu chuén, va

- Nhiét d6, 46 pH va dién thé oxy hoa kh.

Qué trinh 1én men duoc tién hanh trong binh chtra penixilin dung tich
60ml, déng chit bang nép cao su c6 gen dé vin trén 30ml méi trudng rudt (mdi
truong nudi ce"ly + hé vi sinh vat ciia phan mdi thai). M3u ndm men dugc bd
sung vao 30ml moi trudng.

Mot mat, méi truong rudt gém huyén phu vi sinh vét thu dugc tr phan méi
thai trong dém phosphat va mit khéc, ciing gdm thuc phim dién hinh, ciing
duoc dung dé nuoi céy hé vi sinh vat cta rudt trong rudt nhan tao.

Sau khi tron méi trudng rudt véi san phdm duogc thir nghiém, day nap binh
lai va van chat.

Toan bd cac thao tac néu trén duoc tién hanh trong nip ky khi (hdn hop cac
khi khéng chita oxy). Céc binh nay dugc dat vao trong may u quay (37°C — 200
vong/phut) trong 24 gio.

Dbi véi mdi san pham, thir nghiém dugc tién hanh lam hai ban. Ngoai ra, 4
binh d6i chung (khéng chira san phdm bét ky) duoc chuén bj trong cing didu
kién. Hai binh dugc xir Iy ngay (thoi diém ban déu) va hai binh con lai duoc G

gidng nhu cac binh thir nghiém.
| Qua trinh Ién men duoc ngung lai sau 24 gio va cac binh nay sau dé dugc
xu ly.

Tao ra cac khi c6 kha ndng 1én men: Thé tich khi dugc tao ra khi 1én men
duoc x4c dinh bang céc thiét bi ctia hé thdng Mariotte (nguyén téc ctia phép do
dua trén thé tich nudc bi thay thé bang khi tao 4p chita trong binh chira
penixilin). Phén tich cac khi c6 mit trong binh dugc tién hanh biang GPC (H,,
CO,, CHy, va O,).

Tao ra céc axit béo mach ngén: Tién hanh 14y miu 14n diu d6i vdi cac chat
cé trong rudt. Sau do, tién hanh 13m déng lanh, hodc xtr 1y truc tiép dé xac dinh

ndng d6 SCFA (c4c axit béo mach ngén d& bay hoi) trong dich ndi nudi cy.
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Phép do nay duogc tién hanh bing GPC. Céc san phim chuyén héa co thé xac
dinh duogc la axit axetic, axit propionic, axit butyric, axit isobutyric, axit valeric,
axit isovaleric, axit caproic, axit isocaproic va axit heptanoic.

Phén tich vi sinh: Tién hanh 14y mAu 14n hai dbi véi céc chét c6 mit trong
rudt va xtr Iy ngay (pha lodng theo bac theo ty 1& 1/10 trong mdi truong pha
lodng giam din) dé dém tbng s6 vi sinh vét ky khi; vi sinh vat ky-hiéu khi tiy ¥
va hé nim.

Céac két qua vé kha nang séng s6t ctia nAm men ScProl duogc minh hoa tai
Fig.1. Trong hinh nay, mdi mii tén théng thé hién viéc ding nim men ScProl.

Can cht ¥ ring ndm men ScProl boc 1§ kha niing sbng sot tdt vao ngay thu
3 sau khi ding va chét nhidu vao ngay thir 4 dén ngdy thtr 7 trong thoi gian
ding. Piéu nay cho thay ndm men nay khéng cdy ghép duoc vao trong moi
truong ruot.

Céc két qua phan tich vi sinh dugc minh hoa tai Fig. 2. Chung cho thdy sb
lwong vi khuln duong rudt giam khi cé mit ndm men ScProl va ting sau khi
ngimg ding ndm men nay. Khi ding nim men ScProl, luu y rédng hé vi sinh vt
khang khang sinh (chloramphenicol, genamyxin) bi gidm di dang ké.

Céac két qua lién quan vé anh hliéng cta nAm men ScProl dén luong axit
béo mach ngén d& bay hoi dugc tao thanh (SCFA) dugc tom tit trong bang dudi

day (duoc biéu hién bing mM trong mdi trudng rudt).

Trude khi xir 1y | Trong khi xtr 1y | Sau khi xtr ly
Axetat 71,4+£23 57,6 £4,2 60,6 £ 0,7
Propionat 22,8+ 0,6 26,5+4,2 35,7+1,1
Butyrat 35,0+ 1,6 36,5+2,2 26,6 £4,2
Isobutyrat 3,2+0,3 3,3+£0,2 3,4+0,1
Isovalerat 5,6+0,5 52+0,2 5,3+0,0
Valerat 8,0£0,6 7,8+14 9,109
Isocaproat 0,1+0,1 0,0+0,0 0,0£0,0
Caproat 9,0+1,1 7,3+0,3 5,7+0,7
Heptanoat 0,2+0,2 0,0+0,1 0,0+0,0
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Tdng 1553 £2,7 144,1 + 6,8 146,4 £3.,4

Khi xir Iy, cht y ring luong axetat bj giam mét phan va luong propionat
tang 18n, didu nay cho thiy hoat tinh ctia hé vi sinh vt sinh axetic bi giam.

Trong s6 cac théng sb cin theo doi khac, anh huéng chua dugc cong nhan
ctia viée xur 1y dén:

v’ Viéc tao khi (Ilugng va ty 18);

v Nong d6 ctia tdng duong va cac dudng don (6n dinh theo thoi gian); va

v’ Hoat tinh enzym
cling dugc theo doi.

Vi du 3: Nghién ctru anh huéng ctia ndm men ScProl, SCB1 dén viéc gy cam
ung tao ra cac xytokin

Anh huéng ctia ndm men ScProl va SCB1 séng dén viéc giy cam tng tao
ra cac xytokin trén cc t& bio don nhdn trong mau ngoai vi & ngudi (human
peripheral blood mononuclear cell - PBMC) dugc nghién ctru.

Ném men ScProl va SCB1 dugc thir nghiém kha ning gy cam tng tao ra
cac xytokin IL-10, ILK-12, TNFa, va TNF& & PBMC nguoi ¢ dang khd dung
ngay va dang kho c6 hoat tinh.

Chuén bj céc t& bio don nhan ciia mau ngoai vi ngudi

Liy mau tvoi & nhiing dbi twong khoe manh tai trung tim truyén méu, pha
loding hai 1an biang PBS-Ca (GIBCO) va tinh sach trén gradient Ficoll (GIBCO).
Sau khi ly tim & 400 x g trong 30 phiit & 20°C, cac té bao PBMC tao thanh mot 16p
dang vong tron trong huyét thanh. Cac PBMC nay dugc hut ra tir tix, tao huyén phu
trong thé tich cudi ciing 13 50ml bang c4ch st dung PBS-Ca va rtra 3 1in bing cing
dung dich dém kém theo c4c 1an ly tm 10 phit & 20°C & 350 x g. Sau do, tai tao
huyén phu tir cic PBMC nay bang cach sir dung mdi trudng RPMI hoan chinh
(GIBCO), dugc lam giau bing 10% trong luong/thé tich huyét thanh bao thai bé
(d4 vo hoat & 56°C trong 30 phut), 1% trong lugng/thé tich L-glutamin (GIBCO)
va gentamyxin (150pg/ml) (GIBCO). Pém céc PBMC béng kinh hién vi, didu
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chinh dén ndng d6 2 x 10°té bao/ml va phan bd (trong 1ml dung dich phan wéc)
trén cac dia nudi cy té bao 24 16 (Corning, Inc.).
Céc ché pham vi sinh

Rira cic mdi truong d3 nudi cdy qua dém chia Lactobacillus, Lactococcus
va Escherichia coli (cac ching dbi chimg) hai 1in bing dém PBS ¢ do pH=7,2,
truéc khi tai tao huyén phu trong PBS ¢ ndng d6 2.10°CFU/ml.

Néng d6 ndm men duoc dung trong céc tht nghiém dau tién la
2.10°CFU/ml. Péi véi nghién ciru so sénh lidu dAu tién, tién hanh pha loing theo
bac 10 d so sénh anh hudng nidm men & ndng dd 2.10’CFU/ml, 2.10°CFU/ml
va 2.10°CFU/ml.

U c4c té bao don nhan ctia mau ngoai vi ngudi

" Chuyén 10pL huyén phu thir nghiém vao cac 18 trong dia chttra PBMC,
duoc 4 & 37°C trong hdn hop khi gdbm 5% CO, va 95% khong khi. Sau 24 gio 4,
hut dich nbi ra khéi dia, ly tim & 2.000 vong/phut (mé hinh Eppendorf), 14y ra
va gilt & -20°C.

Déi chimg gdm vi khuin Gram-duong (Lactobacillus va Lactococcus), vi
khuén Gram-am (Escherichia coli) va dém khong chtra vi khudn bat ky.

DPinh lugng cac xytokin

Xéc dinh mirc d6 biéu hién cua céc xytokin bang thir nghiém ELISA. Céc
dia ELISA dugc pha bang khang thé (trong mot dém) va khang thé nay duoc
trung hoa bing PBS/1% BSA (albumin huyét thanh b&). Tién hanh can chinh
bing xytokin & ndng d6 da biét, v6i ngudng phat hién tir 15,62 dén 2000pg/ml
(4 qua dém). Viéc phat hién va dinh luong céc chét khang xytokin dugc tién
hanh bing cich x4c dinh hoat tinh cia streptavidin trén co chit TMB
(tetrametylbenzidin, Pharmingen2). B¢ kit Pharmingen thuong pham duoc ding
theo huéng dn clia nha san xuét. Bén xytokin dugc chon d6 13 3 xytokin gy
viém (TNFa,, INFy, va IL-12) va 1 xytokin chdng viém (IL-10).

Cac két qua
Pap (mg ctia bon xytokin ddi v6i 5 ngudn cho khac nhau dwoc danh gid &

ty 16 nAm men/PBMC 1a 1/1.
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Céc két qua ndéng do cua 4 xytokin dugc tiét ra trong dich ndi nudi ciy
duoc tém tét trong bang A dudi dy. S6 liéu dugc tinh 13 gié tri trung binh (Avg)
clia c4c ndng dd cua 5 ngudn cho nay. Bang nay ciing thé hién gia tri sai sb

chuén cta gia tri trung binh (Sem).

Bang A
IL-10 (pg/ml) INFy (pg/ml) TNFa (pg/ml) IL-12 (pg/ml)
Trun Trun Trun Trun
8 Sem & Sem & Sem g Sem
binh binh binh binh
Dbi chitng 4m 0 0 50 0 50 0 0 0
E. coli 2474 839 57376 29591 11185 3875 15 15
Lactococcus lactis 111 43 136103 | 62706 25362 9818 1101 543
Bifidobacterium
1072 355 33780 27164 14517 5601 22 20
longum
Lactobacillus
435 259 85543 46838 18369 6857 539 343
acidophilus
SCB1 569 291 27807 19231 6492 2698 14 10
ScProl 442 292 15218 9304 3643 1847 8 5

1) Bbi v6i ndm men ScProl va SCB1, quan sét thdy PBMC tao ra IL12 véi
luong rét nhé hosic tham chi 1 khong phat hién thdy, khong gidng véi vi khuén
dbdi chiéu.

2) Quan sat thdy mirc IL-10 cao & ca hai loai ndm men séng, didu nay goi y
rang SCB1 cho két qua t6t hon so véi ScProl.

3)béi véi INFy va TNFa, lugng dugce tiét ra dudi tac dong ctia nAm men
ScProl va SCB1 nhé hon nhidu so véi céc loi khudn khac nhau duoc thir
nghiém.

Két luan:

- C6 thé thy rd ring ndm men ScProl va SCB1 khi ¢c6 mit PBMC khong
tao ra xytokin gdy viém IL-12, khong gidng két qua thudong quan sét thdy véi loi
khuén lactobacilli.

-NAm men ScProl va SCB1 khi c6 mit PBMC tao ra IL-10 v6i mirc cao

(chéng viém).
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- Lugng IFN-y va TNF-a dugc PBMC tiét ra khi c6 mat nAm men ScProl
va SCB1 nhé hon nhiéu so véi cac loi khudn khéc.

Vi du 4: Panh gia tac dung bao vé chéng viém rudt ctia nAm men ScProl va
SCB1 & md hinh do héa chét tao ra & chudt (TNBS)

Mo6 hinh ddng vat thir nghiém néu trén hién dang dugc st dung va duoc
diéu chinh dé xac dinh tac dung chéng viém cta ndm men.

Chudt nhét Balb/c 6 tudn tudi dugc ding trong thir nghiém nay. Ching duoc
cho 1am quen véi diéu kién thi nghiém mét tudn trude khi thir nghiém, dong thoi
chung duoc cung cép nudc va thuc phém vira d0. Mdi miu dugc thi trén mot
nhom gém 10 con. Bénh viém rudt két duoc tao ra bﬁng mdt vong tron dung dé
phan phéi nudc ubng vira di chira TNBS 5% (trong lwong/thé tich-1) trong 7 ngay.
NAm men duge ding béng cach cho &n cudng bic ngay mot lan, 3 ngay trudc khi
_ bét dAu tao ra viém rudt két bing TNBS va trong thdi gian xir ly bing TNBS (7
ngay).

Ngoai hai nhém dugc thtr nghiém, nhom d6i chimg (d6i chimg am) chi
dugc nhan dung dich nude mudi sinh 1y.

Céc thong sb thir nghiém sau khi xtr Iy 14 nhu sau:

- Pé4nh gia vi mé mic d viém rudt (theo thang diém Wallace): rach rudt
két cua timg con, soi dudi kinh hién vi (hé s6 phong dai, x5) dé danh gia cac t6n
thuong vi mo theo hé thong diém Wallace nim trong khoang tir 0 dén 10 phu
thudc vao tiéu chudn ding dé danh gid mic do trAm trong cua tinh trang viém
nhu chimg xung huyét, 46 day cta thanh rudt két va murc do loét.

- Panh gid md hoc cia tinh trang viém (theo thang diém Ameho): l1dy mau
tai khu vuc rudt ¢ vi tri chinh xac 2cm ké tir 6ng hau m6n va dung mau nay dé
danh gia mo hoc theo thang diém Ameho ndm trong khoang tir 0 dén 6 duya trén
d6 thdm loc khi viém, khi bi &n mon, loét hodc hoai tir va do séu cta tinh trang
viém ciling nhu dién tich viém trén bé mit cua thuong tbn. Viéc dinh lugng muc
hoai tir va cac thuong ton dugc tién hanh doc 1ap véi nhau.

- Pinh luvgng muc 4o biéu hién cia gen mi hoéa IL-10 va PPARa:: dé lam duoc

diéu nay, ARN tong sé duoc tach ra khoi cac md rudt két bang dung cu trong bd
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kit RNeasy (Macherey Nagel, Hoerdt, France) theo huéng dén ciia nha san xuét.
Viéc dinh lugng ARN théng tin dwoc tién hanh bing cach st dung phd ké. Sau
khi xir 1y & 37°C trong 30 phut bang 20-50 don vi ADnaza khong chira ARnaza
I (RNase-free DNase I) (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, Ind.,
USA), doan mdi oligo-DT (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, Ind.,
USA) dugc dung dé tdng hop cic ADN mach don dang vong. ARN théng tin
duoc dinh luong béng cach str dung hdn hop chit mau xanh luc SYBR (Applera,
Courtaboeuf, France) va oligonucleotit nguoi dac hi¢u trong nghién cttu in vitro
(xem bang B dudi day), st dung thiét bi GeneAmp Abiprism 700 (Applera,
Courtaboeuf, France). Mdi thtr nghiém ciing bao gdm dbi chimg duoc cin chinh
hodc khong dugc céan chinh. Mdi mau dugc xac dinh ba lan. Cuong d6 mau cua
hdn hop chil mau xanh lyc SYBR dugc xac dinh bing go6i phan mém Abiprism
7000 SDS (Applera, Courtaboeuf, France). T4t ca céc két qua déu dugc chuén

héa theo gen mé hoa cho B-actin.

Bang B
Cacgen | Céc trinh tu mdi nucleotit
. F: 5’-AAgTCCCTCACCCTCCCAAAAg-3’

Practin . 5-AAgCAATgCTgTCACCTTCCC-3’

F: 5’-ACgATgCTgTCCTCCTTgATg-3’
PPARa

R: 5’-gTgTgATAAAgCCATTGCCgT-3’

.10 F: 5’-CAgTCAgCCAgACCCACAT-3’
R: 5’-gCTCCACTgCCTTgCTTT-3’

Nim men ScProl va SCB1 duoc thtt nghiém trong md hinh phong ngira
chudn néu trén. Viéc theo doi trong luwong cua chudt thir nghiém trudce khi tao ra
viém rudt cho thdy cac ché phdm nidm men dugc ding cho ching dugc dung
nhan rét tdt.

Muc d6 viém rudt, dugc ude tinh theo thang diém Wallace, giam xubng
60% khi st dung nAim men ScProl (nAm men khd c6 hoat tinh, 1mg/ngay) va

nidm men SCBI so véi dbi chimg duong. N4m men SCBI1 ciing cé tac dung
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gidm viém. Tuong tu, mic d hoai tr rudt dugc udc tinh theo thang diém
Ameho ciing giam 1/3 khi sir dung ndm men ScProl (nAm men khé dung ngay,
1mg hodc 100pg/ngay) so véi dbi ching duong.

NAm men ScProl va SCB1, dugc dung m{t minh hodc cung nhau, lam tang
murc d6 biéu hién cia gen ma hoa interleukin khang viém, IL-10 va thy thé nhan
PPARa.

Fig.7-10 thé hién gi4 tri theo thang diém Wallace vi mé va theo thang diém
Ameho tuyét voi cia nAm men ScProl va SCB1 & cac lidu dung hing ngay khac
nhau.

DPiém Wallace vi mé va diém Ameho md hoc ctia ndm men ScProl va
SCB1 & dang khé dung ngay, v6i lidu hing ngay 1a 10pg va Img, dugc minh
hoa tai Fig.7 va 8.

Ky hiéu bén dudi céc cot trong dd thi néu tai Fig.7 va 8 chi cac yéu td sau:

1 chi TNBS mot minh,

2 chi TNBS + ScProl (1mg),

3 chi TNBS + ScProl (100pg),
4 chi TNBS + SCBI1 (1mg),

5 chi TNBS + SCB1 (100pg).

Luu y rang ndm men kho ScProl ding ngay, véi liéu 100pg/ngay, lam giam
d4ang ké thuong t6n & cép d6 vi mé va cép d6 md hoc.

DPiém Wallace vi md va diém Ameho md hoc cua ndm men ScProl va
SCBI, riéng 1¢ hoic két hop, & dang khd ding ngay hodc & dang khd c6 hoat
tinh, v6i lidu hing ngay 1a 100pg va 1mg, dwoc minh hoa tai Fig.9 va 10.

Fig.14 va 15 l4n luot thé hién mic d6 biéu hién cla gen mi hoa
interleukin khang viém, va PPARa thu thé nhan & céc té bao ruét.

Ky hiéu bén duéi céc cdt trong dd thi tai Fig. 9, 10, 14 va 15 chi cac yéu tb
sau day:

1 chi TNBS mdt minh,
2 chi TNBS + ScProl dang kho dung ngay (100png),
3 chi TNBS + ScProl dang kho ¢6 hoat tinh (10pg),
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4 chi TNBS + SCB1 dang kho c6 hoat tinh (100ug),

5 chi TNBS + ScProl dang kho ¢6 hoat tinh (1pg),

6 chi TNBS + ScProl dang khé c6 hoat tinh (100ug),

7 chi TNBS + ScProl dang kho c6 hoat tinh (100pg) + SCB1 (100ug).
Két luan:

C6 thé chu ¥ ring ScProl & dang khé c6 hoat tinh 1am giam dang ké
thuong tén & cip d6 vi mé, va hdn hop gdm ScProl va SCB1 c6 tac dung khéng
viém hiép ddng trén ca cip d6 vi mé 13n md hoc.

ScProl va SCBI1 lam tang muc do biéu hién cua gen ma hoa interleukin
khang viém IL-10 & lidu 100pg 14n luot 14 2,9 va 3,1. H8n hop bao gdbm ScProl
+ SCB1 (biéu dd 7) lam ting mirc d6 biéu hién 1én 2,7 (Fig.14).

- ScProl va SCB1 lam ting mirc d6 biéu hién cia gen ma hoéa thy thé nhan
PPARa & liéu 100pg 14n luot 13 1,5 va 1,6 1an. Hon hop bao gdm ScProl +
SCB1 (biéu dd sb 7) lam ting mirc d6 biéu hién 1én 1,7 1an (Fig.15).

Vi dy 5: Nghién ctru anh huéng cua ndm men ScProl va SCB1 dén viéc gay
cam ung tao hé khuén lac cia Candida albicans & rudt trong mo6 hinh chuot nhét
bi viém do hoda chét

Nghién ctru ndy nham xé4c dinh anh hudng cia viéc ding ndm men ScProl
va SCB1 thudc nhém loi khudn dén viéc tao thanh hé khuén lac ctia niAm men
Candida albicans gy bénh & rudt va anh huéng viém tiém an trong mé hinh
viém rudt & chudt nhét do héa chét gay ra.

Céc ndm men duoc thir nghiém & dang kho ding ngay.

Céc didu kién thir nghiém:

Chudt cai chiing Balb/C & 4-6 tun tudi. Tir ngdy 0 dén ngay 14, nhimng con
chudt ndy duoc nhan DSS (Dextran Natri Sulphat) v6i néng d6 1,5% trong nudc
ubng, dé tao ra viém rudt do hoa chit.

Tién hanh ba thir nghiém.

Trong thir nghiém dAu tién, vio ngdy thir 5, chudt dugc cho in cudng birc 5.10
t& bao ndm men ScProl trong 200uL PVS (dém phosphat) bang ng thong. Thao tac

ndy duoc 13p lai mdi ngdy kéo dai trong 19 ngdy. Vao ngay 0, chudt duoc cho in

-27-



19384

cudng buc 5x107 t& bao ndm men C. albicans ching SC5314 trong 200uL. PBS bang
6ng thong,

Trong thir nghiém thir hai, vao ngay thir 0, chudt duoc cho @n cudng bic
5.107 t& bao niAm men C. albicans ching SC5314 trong 200uL PBS bing 6ng
théng. 4 ngay sau d6, nhdm chudt nady dugc cho an cudng birc 5.107 t& bao ndm
men ScProl trong 200uL PBS. Thao tac nay lép lai hing ngay trong 14 ngay.

Trong thir nghiém thr ba, vao ngay thr 0, chudt dugc cho dn cudng buc
5.10" t& bao ndm men C. albicans ching SC5314 trong 200uL PBS bing éng
thong. Mot gid sau, nhém chudt nay dugc cho dn cudng birc 5.10” t& bao ndm men
ScProl trong 200uL PBS. Thao tac cudi cing nay duoc lap lai hing ngay trong 15
ngay.

. Toan bd s6 chudt néu trén (tir cac thir nghiém 1, 2 va 3) dugc theo ddi hing
ngay céc thong s sau:
- Tinh 6n dinh cta phén, hién tuong chay mau hiu maon, thé trong ctia ching
(diém 1am sang),

- Nudi céy lai bing 1g phan ddng héa trong 1ml PBS, 10pL mdi trudng
nudi cdy néu trén duogc gieo mam trén moi truong chon loc Candi; sau
24 gid nudi cdy & 37°C, CFU cua C. albicans (duwoc nhudém mau xanh
duong) va S. cerevisiae (dugc nhudm mau xanh luc) dugc dém,

- Toan bd sé chudt thir nghiém bj giét vao thoi diém cudi cia mdi thir nghiém.

LAy mAu mau ngay bang cach chich vao tim, gan mau & nhiét d6 phong, thu
gom huyét thanh bang cach ly tAm va bao quan & -80°C; 14y mAu rudt va
chia 1am 4 phén, 3 trong s6 4 phan duoc 1am lanh déng va mot phan con lai
duge dit vao may khudy tron (4% PFA) dé nghién ctru md hoc.

Céc két qua:

Nhu c6 thé thiy tai Fig.3, trong thir nghiém dau tién (thtr nghiém tac dung
phong ngtra), d4 quan sat thdy trong md hinh viém rudt do héa chét gay ra, viéc
dung DSS lam téng dang k& viéc tao thanh hé khuén lac ctia C. albicans dugc
tao thanh trén niém mac rudt bit diu vao ngay thtt 4 (DSS+Ca). Pang ngac

nhién 13, c6 thé thdy rang viéc ding nam men thugc nhém lgi khuin ScProl
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trong 19 ngay lam gidm déng ké viéc tao thanh hé khuén lac cua C. albicans
duogc tao thanh do DSS gy ra.

Nhu néu tai Fig.4, trong thir nghiém thir hai (thir nghiém vé tac dung diéu
tri), dd quan sat tha?'ly viéc dung ndm men thudc nhém lgi khudn ScProl hodc
SCB1 1am giam dang ké viéc tao thanh hé khuén lac do DSS gay ra. Ngoai ra,
tac dung ciia ndm men ScProl 1a c6 thé thdy dugc, ngay ca khi ngimg xi 1y
bang DSS & ngay thir 14.

K&t luan:

Viéc dung ndm men ScProl hodc nidm men SCP1 1am giam dang ké viéc
tao thanh hé khudn lac cta C. albicans, va didu nay ciing dién ra trong ca diéu
kién didu tri phong ngira 13n cac didu kién diéu tri. Can hiéu ring tac dung bao
vé kéo dai cho dén khi ngimg xt ly.

Vi du 6: Nghién ciru tac dung trc ché kha ning bém dinh va kha ning xam ln ctia
chiing gy bénh E. coli phan l4p dugc tir sinh thiét rudt hdi ctia bénh nhan mac bénh
Crohn ctia nAm men ScProl hoic SCB1 hoic din xuét ciia chiing

Anh huéng cta nAm men séng ScProl, SCB1 va din xuét cta ching duoc
nghién ciru trén khia canh e ché kha ning bam dinh va kha ning xam lan ctia chiing
gay bénh E. coli phan 1ap duoc tir sinh thiét rudt hdi ctia bénh nhan méc bénh Crohn.

Chung E. coli duge ky hiéu 13 AIEC cho E. coli bam dinh-x4m l4n phan 1ap
duogc tir sinh thiét rudt hdi ctia bénh nhan méic bénh Crohn (CD) c6 kha ning
bam dinh va xam 14n t& bao biéu md rudt.

Chung LF82 E. coli, phan 14p dugc tir thuong ton rudt hdi man tinh & bénh
nhan méc bénh Crohn, c6 tit ca dic tinh cta vi khuin gy bénh x4m l4n. Pic
tinh cta kiéu hinh bdm dinh-xam 14n cta chung LF82 va sy véng mit cla céc
chét xac dinh di truyén xam 14n d3 duoc phat hién thdy & E. coli, Shigella va
Salmonella, diéu ndy dan t6i viéc x4c dinh duoc su tdn tai ctia nhém E. coli gy
bénh méi ma cb thé gay ra bénh Crohn, dugc ky hiéu 13 AIEC. Sau khi duoc
tiéu héa boi cac dai thuc bao & chudt nhét hodic ngudi, ching AIEC LF82 song
s6t va nhén 1én trong khong bio mé, trong khi dé van gitt lai duoc sy toan ven

cua té bao chu. Sau khi nhiém, cac dai thuc bao nay tiét ra TNFo, v6i ty 1€ dang
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k8. Su phd bién cua chiung AIEC 13 36,4% & cac thuong tén rudt hdi & bénh
nhan méc CD.

Quy trinh bam dinh cta vi khudn vao t& bao nhan chuén din dén su twong
tac dac hiéu gitia phéi t&r c6 mit trén bé mit cua vi khuén, goi la adhesin, va thu
thé cua protein, glycoprotein hodc glycolipit dugc biéu hién tu nhién trén bé mit
cla té bao biéu md cua vat chi. D4i v6i vi khuén, dd biét ring adhesin FimH
cta pili loai I 1ién quan dén sy bam dinh ctia vi khudn AIEC vao té bao biéu md
rudt. Adhesin FimH cua vi khudn nhan biét thu thé t& bao ru6t CEACAM6
(cling dugc ky hiéu la CD66¢ hoac NCA), mét glycoprotein mang nhiéu gbc
manoza va duogc biéu hién bét thudng & clp dd rudt hdi & 90% bénh nhén miac
CD.

- Piéu kién thir nghiém:

Chung AIEC LF82 dic trung bdi kha nang bam dinh va kha nang xam l4n
vao té& bao biéu mé rudt da nudi cly dugc ding lam ching miu dau tién.

Nghién ctru nay dugc mé rong cho 10 chung AIEC phén 13p duoc tir bénh
nhan méc CD dé khéng dinh két qua thu dugc véi chiing AIEC LF82.

Chung DAEC (Diffuse Adherent Escherichia coli) C1845 E. coli, ma bam
dinh vao t& bao biéu md théng qua co ché khéng phu thudc manoza (Afa/Dr
adhesin) dugc dung 1am dbi ching am.

Thir nghiém bam dinh

Vé6i nAm men ScProl va SCB1 séng, thir nghiém bam dinh dinh luong
dugce tién hanh khi ¢6 mit vi khuan AIEC, hodc khi c6 mit chét chiét tinh khiét
cua pili loai I dugc tao ra tir ching AIEC LF82 theo quy trinh dugc mo ta trong
tai liéu cua Boudeau va cac dong tac gia (2001 Mol. Microbiol. 39: 1272-84).
Chi sb bam dinh duoc x4c dinh bing nAm men & cic ndng d6 khéac nhau va vi
khuan hodc pili loai I d4 tinh sach véi néng d6 khéc nhau.

Trong trudng hop cac phin ciia ndm men thudc loai mannoprotein khong
¢6 hién tugng bam dinh dugc quan sat théy thi viéc xac dinh kha nang lién két

ca pili loai I dugce tién hanh bang k¥ thuat ELISA.
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Céc thir nghiém nay thudng duoc tién hanh trén cac vi dia. Cac phén cla
nidm men duogc ¢b dinh trén vi dia. Cac dich pha lodng theo ty 18 khac nhau cia
pili loai I d4 tinh sach dugc cho tiép xic v6i cac phan ctia nAm men. Sau khi rira
nhiéu 1an, pili loai I dugc phat hién biang khang thé khang pili loai I thu dugc &
tho (Boudeau va cac ddng tac gia, 2001). Sau khi rira nhiéu 1an, khang thé thi
hai duoc cho két hop v6i peroxidaza. Viéc dinh lugng dugc tién hanh béng co
chét cta peroxidaza (H,0,) va chit tao mau (tetrametylbenzidin) va bang cach
do vi dia & méat do quang la 450nm.

Cac tht nghiém tc ché su tuong tac cua vi khudn AIEC véi thu thé
CEACAMG6 dugc biéu hién trén bé mit cua té bao biéu md rudt br?mg ndm men
ScProl hoac SCB1

- Céc té bao dugc dung:

Déi véi cac thir nghiém te ché in vitro (4 trudc va cling 1), tién hanh nhuém
mau t& bao biéu m6 rudt T84 chua biét hda, biéu hién thu thé CEACAMS6 & murc
cao. Nubi cdy céc t& bao T84 nay trong 5% CO, & 37°C trong mdi trudng co ban
DMEM (mdi trudng Dulbecco’s Eagle cai bién) duoc bd sung 50% Ham-F12 (Life
Technology) va 10% huyét thanh bao thai bé dugc 1am bién tinh bing nhiét. BS
sung 1% axit amin khong thiét yéu (Life Technology), 1% glutamin (Life
Technology), 200U/L penixilin, 50mg/L streptomyxin, 0,25mg/L. amphoterixin B
va 1% hdn hop vitamin X-100 ding cho méi truong MEM (méi trudng thiét yéu
t6i thiéu - Minimum Essential Medium) (Life Technology) vao mdi truong néu
trén. Gieo mam bang céc té bao ndy v6i mat do 4.10° t& bao/16/ml va 1 trong 48 gid
& 37°C, trong 5% CO,. Sau do, rira tAm chira cac té bao T84 biang PBS, va sau do,
b sung 1ml méi truong gdy nhiém (DMEM/F12 + 10% FCS) vao mdi 18. Tir méi
trudng nudi cdy qua dém ctia ching AIEC LF82 & 37°C trong dich chiét thit Luria-
Bertani (LB), pha ché huyén phi chira vi khun c6 ODgy béng 0,1 trong PBS. Gay
nhiém té bao T84 dén murc bdi nhidm (MOI) 10 vi khudn/té bao bing cich bd sung
25puL huyén phu chira vi khudn & ODgy 12 0,1 vao mdi truong gay nhidm. U dia 24
18 trong 3 gid & 37°C trong khong khi giau CO,. Mitc d6 bam dinh va xam lan du

cta vi khuan thu dugc nhu dugc mo ta dudi day.
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St dung thir nghiém trén t& bao CHO-K1 khéng biéu hién CEACAMS6 va
trén cung té bao dwoc cai bién di truyén biéu hién 6n dinh CEACAMS6
(CHO-K1/CEACAMS). U té bao CHO-K1 trong mdi truong DMEM/F12, 5%
huyét thanh t& bao bio thai b8, 1% L-glutamin, 200U/L penixilin, 50mg/L
streptomyxin va 0,25mg/L. amphoterixin B. Nubdi cdy céc té& biao CHO-
K1/CEACAMS trong méi trudng DMEM/F12, 5% huyét thanh bao thai bé, 1%
L-glutamin va 600pg/ml hygromyxin. Gieo mim chiing trong dia 24 156 v6i mat
d6 2.10° t& bao/18. Sau 7-8 gid U & 37°C, thay thé mdi truong bing moi trudng
nudi cdy méi, dugc bd sung natri butyrat SmM, dé biéu hién CEACAMSG. Tién
hanh thim tich Western d& theo d&i mtc dd biéu hién cta protein CEACAMG6
béng céc té bao da chuyén nhiém.

~ Sau 20-24 gid 0 & 37°C, U céc té bao v6i ndm men kho dung ngay thude
ching ScProl véi ndng d6 ting dan trong 1 gio (thir nghiém 1 trudc), va sau do,
gay nhiém bing MOI = 20 (4.10° vi khuén/I5), dé quan sét ty 18 vi khuan/cac
nim men duoc ding truée d6 khi thir nghiém trén té bao T84. Sau 3 gid 0 &
37°C, dém sb vi khudn bam dinh khi khong c6 mit hozc khi c6 mit ndm men
nhu dugc mo ta dudi day.

Mot thir nghiém khéc duoc tién hanh trén phn chira vi khudn séng tir nguoi
bénh. Céc t& bao rudt, tir sinh thiét rudt hdi ctia 3 bénh nhan méc bénh Crohn, dugc
rira bing PBS va sau d6, 1 trudc trong éng Oppendorf dung tich 2ml, trong 1ml méi
truong DMEM, 20% huyét thanh bao thai bé, khi c6 mat 0; 1,25; 2,5 hoac Smg/ml
nim men khé ding ngay ching ScProl. Khudy éng nay bang cach quay trong 15
phut & 37°C, va sau d6, gdy nhiém té bao rudt véi su cd mit cia nim men cing véi
50pL méi truong LB dé qua dém chira ching AIEC LF82. Tién hanh 0 trong 3 gioy
kém theo khudy. Rira hai lan c4c t& bao rudt bing PBS, va sau d6, gifr trén phién
kinh va 14 kinh va quan sét trén kinh hién vi tuong phan pha. Viéc dém s6 luong vi
khuan bam dinh vao phén bo dang ban chai cta céc té bao rudt dugc tién hanh khi c¢6
mat nAm men hodc khong. Thir nghi€ém nay cling dugc tién hanh véi thé dot bién
LF82-delta fimH khong dugc tao 16ng, d& xac dinh mic d6 bam dinh co so cla vi
khudn AIEC khong dugc nhéan biét bang pili loai I & thu thé CEACAMS. Tuong tu,
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thtr nghiém trc ché sy bam dinh ciing duoc tién hanh khi c6 mat khang thé khang-
CEACAMBG.

Quy trinh duéi day ding d& x4c dinh mirc d6 bam dinh va xam l4n du cta
vi khudn vao té bao biéu mo rudt T84

Rira 4 14n phién kinh chira t& bao bing 1ml PBS va sau d6, 1am tan céc té
bao ndy bang cach U trong 5 phiit & nhiét d6 phong véi 500uL Triton X-100 1%
trong nudc cat. Pha lodng dich tan va sau do, d6 1én LB-Agar geloza dé xé4c dinh
s6 CFU, tuong tng véi sb vi khuén bam dinh.

DPé d&m sb vi khuln xam 14n, rira phién kinh chtra vi khuan bang PBS sau 3
gid gdy nhiém, va sau d6, u trong 1 gid v6i 1ml mdi trudong gly nhiém chuta
100pg/ml gentamyxin, dé pha hiy vi khudn ngoai bao. Vi khuén xam l4n duoc
dém sau khi 1am tan t& bao, pha lodng theo bac va d6 1én LB-Agar geloza.

Muc d6 bam dinh va x4m 14n ctia ching AIEC LF82 dugc phan tich tuong
dbi véi té bao dugc gy nhiém bing chung AIEC LF82 khéng qua xtr 1y bat ky
bing ndm men hodc din xudt cia nAm men.

T4t ca cac két qua dugc biéu hién theo ty s6 R:

R = S vi khuAn bam dinh hogc vi khuén xam 14n khi c6 mat nidm men ScProl
/S vi khudn bam dinh hogic vi khudn xam 14n khi khong xir ly.

Quy trinh 1: Mo hinh cung U

Chuén bi céc té bao T84 va huyén phu chira vi khudn nhu dugec mé ta &
trén, trong thir nghiém bam dinh va xam 14n. Tao huyén phu tr ndm men hodc
dn xut cua ching trong PBS véi ndng d6 d xac dinh, va sau do, bd sung
25uL huyén phil ndy vao moi trudng gy nhiém chira té bao T84 (1ml). Tiép
theo, gdy nhi®m ngay céc té bao nay & MOI = 10 bang ching vi khuan néu trén.
U huyén pht chira vi khudn/ndm men c6 mit té bao da dong hoa, va U dia 24 16
trong 3 gio & 37°C. Muc d9 bam dinh va xam 14n cta chiing vi khuan nay dugc
xé4c dinh nhu dugc moé ta & trén, va khi c6 mat ndm men ho3c chét chiét ctia nAm
men khi gy nhiém ho#c khong. Ty 1¢ gitta mirc 40 bam dinh va x4m l4n cua vi

khuan khi khéng ¢6 mat nam men (100%) va mic d6 bam dinh va xam lan cua
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vi khuan khi c¢6 mit cidc nAm men chi mic d6 bam dinh du va muc d6 xam l4n
du cua vi khuén.
Quy trinh 2: M0 hinh 1 truéc

Chuén bj té bao T84 va huyén phu chtra vi khuin nhu dugc md ta & trén,
trong thr nghiém bam dinh va xam 14n. B8 sung huyén phu chira ndm men hoic
dn xudt cia chiing vao méi truong gy nhiém (1ml) chira té bao T84 trong thé
tich 25uL. Pdng hoéa huyén phi chita ndm men va @ dia 24 16 chira t& bao trong
1 gi & 37°C. Sau khi 11, gdy nhiém té bao T84 bing chiing vi khuén nay, & MOI
=10, khi c6 mat nAm men, va viéc nay dién ra trong 3 gid & 37°C. Viéc dém s
vi khudn bam dinh va xa4m 14n duge tién hanh nhu duge mo ta & trén, khi c6 mat
nAm men hodc khéng, dé xac dinh phén trim bam dinh du hodc xam 14n, trong
d6100% chi sy baAm dinh hodc xam 14n khi khong c6 mat ndm men.

- Kiém tra sy biéu hién cia CEACAMG6

Viéc danh dau té bao mién dich b?lng héa chét duge tién hanh vao mdi mé
nudi cly té bao dé kiém tra sy c6 mat cia chiung va ude tinh lugng CEACAMG6
dugce bidu hién. Cac té bao duge nudi cy trén phién kinh thiy tinh vo tring. Phién
kinh chtra vi khuén nay dugc rira béng PBS, va sau d6, duogc ¢ dinh béng 3%
paraformaldehyt & d6 pH=7,4 trong 10 phit & nhi¢t d6 phong. Cac té bao duogc
v6i khang thé don dong khang-CECAMSG (dong 9A7, Genovac), pha lodng theo ty
1& 1/100 trong PBS-5% huyét thanh ngua, trong khong khi 4m trong mot gio. Sau
khi rira bing PBS, té bao dugc cho tiép xtic v6i khang thé thir hai két hop véi
flocrom (FITC-khang chudt, Zymed) dugc pha lodng theo ty 1& 1/500 trong PBS-
5% huyét thanh ngua, trong 1 gi® trong khong khi 4m. Céc phién kinh duoc cb
dinh trén phién kinh bing Moewiol, va sau d6, dugc soi dudi kinh hién vi huynh
quang.

- Phat hién kha ning gay doc té bao

Viéc phat hién kha nang gdy doc té bao do ndm men tao ra & céc lidu khac
nhau dugc thuc hién bang cach ding enzym lactat deshydrogenaza (LDH) trong
nAm men/té bao hodic mdi truong 0 FDL/t& bao (Glasser va cac ddng tac gia,

2001).
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Céc két qua:

Céc thir nghiém bam dinh véi LF82

Hiéu gid bam dinh thu dugc véi LF82 khi c¢6 mit cua ndm men ScProl
hoic SCB1 da nubi cdy (= dang twoi) hodc & dang kho (dang khé ding ngay
hodc dang dong kho) dugc tom t4t trong bang duéi day. Cac két qua nay la két

qua cda 3-5 thir nghiém doc 1ap.

Hiéu gia bam dinh

Nim men - Dang Trung binh | Hiéu gi4 trung binh | Hiéu gié 16n nhat
ScProl Méi nudi cay 1/7 1/3 1/12
ScProl Dang kho dung ngay 1/58 1/20 1/96
ScProl Méi nuéi cay 1/43 1/24 1/64

SCBI Méi nudi cdy 1/28 1/12 1/40

SCBI1 Dang kh6 dung ngay 1/16 1/12 1/20

SCB1 Moi nudi ciy 1/19 1/16 1/24

T4t nhién, két qua bam dinh tét v&i LF82 thu duoc v6i nam men kho,
ScProl dang khd dung ngay va SCB1 dang khé dung ngay.

V6i cac nAm men nay, két qua néu trén cling cho thiy anh huong cua
phuong phap nudi ciy va déng chi y 1a phuong phap lam kho dén kha ning bam
dinh.

Thir nghiém bém dinh véi pili d4 tinh ché

Hiéu gia bam dinh thu duoc véi pili da tinh sach khi ¢6 mat cua nim men
ScProl nudi cy (= dang méi nuéi ciy) hodc & dang kho dung ngay va cua nidm

men SCB1 (kho) duoc tom t4t trong bang sau day:

Hiéu gia bam dinh
N4m men Dang Thir Thir Thir
nghiém 1 | nghiém 2 | nghiém 3
ScProl N4m men méi ép 1/300 1/300 1/400
ScProl Kho dung ngay 1/600 1/600 1/300
SCB1 Dbong kho 1/300 1/300 1/200
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Thir nghiém nay khéng dinh réng twong tac pili-ndm men thuc su can cho
viéc bam dinh. Do pili c6 déc tinh nhén ra cac cAu triic manoza nén céu trac nay
12 cAu tric duoc nhan ra trén ndm men va lién quan dén hién tuong bam dinh
quan sat dugc. Cac két qua tdt nhét thu dugc véi ndm men khé ding ngay
ScProl.

Két qua thir nghiém dung dé x4c dinh kha nang lién két cua pili loai 1 trén
phéin mannoprotein cla ndm men ScProl

Fig. 18 cho thiy rd rang 14 pili loai 1 duoc tinh sach tir chung AIEC LF82
lién két diic hiéu v6i mannoprotein cua ndm men. Luu ¥ réng phuong phap didu
ché (phuong phép nhiét hodc phwong phap enzym) mannoprotein nay (ELOS va
EL06) it 4nh hudng dén hing s6 4i luc cua pili.

Két qua e ché tuong tac cla vi khudn AIEC véi thy thé CEACAMG
duoc bidu hién trén bé mat té bao biéu md

1/ Két qua sang loc miu nAm men hodc din xuét ctia chiing vé kha ning (rc
ché sy bam dinh va xam 14n ctia ching ATIEC LF82 vao té bao biéu mo rudt T84
trong mo hinh cung .

Nghién ctru dugc tién hanh déi voi nAm men khd dung ngay ScProl
(3,09.10" ndm men/mg), nAm men khd ScProl (1,86.10" nAm men/mg) va nim
men dang kh6 dung ngay SCB1 (5,83.10’ nim men/mg), cling nhu mannoprotein
ctia ndm men ELO5 (dang kho).

Pé so sanh, Ultra-levure® (Biocodex véi 2,054.10" nAm men/mg) duogc bd
sung vao.

So sanh kha ning Grc ché cua cic nim men theo sang ché véi mot s6 nim
men tuong ty trong mo hinh cung .

Sau khi rira trong PBS va ly tdm trong 15 phat & 7500 vong/phit, tai tao
huyén phi tir cic mau ndm men & ndng d6 4.10° ndm men/ml trong PBS. Tién
hanh pha loéing ndm men trong PBS theo ty 1€ 1a ¥4, 1/10, 1/20, va 1/100.

Tién hanh ba thir nghiém doc 1ap bang cich st dung quy trinh 1. Két qua

néu trén Fig. 19A va 19B (muc d6 bam dinh du va mirc d9 xdm lan du) dugc the

-36-



19384

hién dudi dang gia tri trung binh cua ty 1€ gifta mirc d6 bam dinh du va muc d6
xam l4n va thanh sai s twong tmg véi sai s6 chuin cta gié tri trung binh.

Fig. 19A va 19B thé hién cac két qua sau day:

Mrc @0 bam dinh:

- Ndm men ScProl dang khé ding ngay va ndm men ScProl dang khé, tc
ché manh su bam dinh ctia ching LF82 vao t& bao T84 theo cach phu thudc vao
lidu. Mirc d6 trc ché 13 déng k& & mat do tir 5.10° nAm men/ml dbi véi ndm men
kho dung ngay ScProl, so véi 5.10° nAm men/ml cho ndm men khé ScProl.

- NAm men dang khd ding ngay SCB1 tic ché bam dinh kém hon so véi 2
mAau ndm men khic véi mic dd bam dinh du 1a 45,7% & néng dd6 1.107 ndm
men/ml, so v&i mic dd bam dinh du 1a 18,7% va 8% ddi véi dang kho dung
ngay cua chingScProl va dang kho cta chung ScProl tuong ung.

Mtc d6 xam lan:

- Nam men khé dung ngay ScProl trc ché dang ké& su xam l4n cta té bao
T84 ctia chiing AIEC LF82 tir ndng d6 1.10° nim men/ml. O néng d6 1.10” nim
men/ml, ty 1€ xam l4n du 14 16,3%.

- Dbi v6i nAm men khd ScProl va ndm men dang khd ding ngay SCBI,
tac dung tc ché dién ra cham hon, tir 1.10° ndm men/ml va 5.10° nAm men/ml,
fuong ung.

Céc thir nghiém trc ché bing mannoprotein ELO5 trong mé hinh cing

Tao huyén phu tir mannoprotein clia nidm men EL05 trong PBS & ndng d6
la 160mg/ml. Tién hanh pha lodng theo bac trong PBS theo ty 1€ 1a '2, 1/4, 1/8,
va 1/40 va bd sung 25uL mdi dich pha lodng huyén pht chira mannoprotein vao
mdi trudng gy nhidm ddng thoi sir dung quy trinh 1.

Tién hanh ba thtr nghiém ddc 1ap. Cac két qua dugc minh hoa tai Fig. 20A
va 20B (mtc d§ bam dinh du va xam 14n du) duoc biéu hién dudi dang gié tri
trung binh cta ty 16 gitta muc d§ bam dinh du va mic do xam l4n va thanh sai

s0 twong (g v&i sai s6 chuan cua gia tri trung binh.
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Céc hinh nay cho thiy cic mannoprotein ctia nim men ELO05 c6 kha ning
tic ché sy bam dinh va x4m 14n ciia ching AIEC LF82 vao té bao T84 theo cach
phu thudc 1iéu trong md hinh ciing 1.

2/ Sang loc cic mau ndm men hodc din xuét cua ching vé kha nang Uc
ché sy bam dinh va xam l4n cua ching AIEC LF82 vao t& bao T84 biéu m6 rudt
trong mo hinh 1 trudc.

Cac miu ndm men gidng nhau va cic phan ciia chiing dugc ding cho md
hinh cung 0 tiép tuc duoc ding trong md hinh 1 trudc nay.

So sanh kha ning trc ché cia ndm men véi nhém ndm men gidéng nhau
trong mo hinh 0 trude

Sau khi rtra trong PBS va ly t4m trong 15 phut & toc do 7500 vong/phiit,
tai tao huyén phil tir miu ndm men & ndng do 4.10° nAm men/ml trong PBS.
Tién hanh pha logng huyén phi chira ndm men nay trong PBS theo céc ty 18 1a
14, 1/10, 1/20 va 1/100. Ba thir nghiém ddc 1ap dugc tién hanh cing st dung quy
trinh 2.

Céc két qua duoc minh hoa tai Fig. 21A va 21B (mtc d6 bam dinh du va
mirc 40 xam 14n du) duoc biéu hién duéi dang gia tri trung binh cua ty 18 giira
mutc d6 bam dinh du va mtc d6 xam l4n va thanh sai sb tuong tmg véi sai sb
chudn cua gié tri trung binh.

Béng cach xr Iy trude té bao T84 bing ndm men, ¢ thé thu duoc tac dung
tic ché déng ké sy bam dinh cta chung LF82 tir liéu 5.10° nAm men/ml dbi véi
dang khé dung ngay ching ScProl va dang khé ching ScProl. Tuy nhién, & liéu
ndy, tdc dung wrc ché khéng dang ké duoc quan st thiy v6i ndm men dang kho
dung ngay SCBI1.

Béng céch xir Iy trudc té bao T84 bing ndm men, co thé thu duoc tic dung
tic ché sy xam 14n cta ching LF82 bét diu tir lidu 1.10° ndm men/ml dbi véi
chiing nAm men khd ScProl.

Bét dau tir liéu 5.10° ndm men/ml, 3 mAu ndm men déu lam giam déng ké

sw xam l4n cta chung LF82.
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Céc thir nghiém e ché bing cdc mannoprotein ctia EL50 trong md hinh G
trude

Céc mannoprotein cia ndm men ELO5 dugc tao huyén phu trong PBS &
ndng d6 160mg/ml. Tién hanh pha logng huyén phi nay trong PBS theo ty 1§ 13 %,
1/4, 1/8 va 1/40 va 25pL dich huyén phti da pha lodng chira mannoprotein dugc bd
sung vao méi truong gy nhiém clng st dung quy trinh 2. Ba thir nghiém dc lap
duoc tién hanh. Céc két qua tai Fig. 22A va 22B (muc d¢ bam dinh du va mtrc d6
xam l4n du) dugc thé hién duédi dang gi4 tri trung binh cla ty 18 gifta mic do
bam dinh du va mitc 46 xa4m 14n du va thanh sai s§ twong tng véi sai s6 chuan
cua gia tri trung binh.

Céc mannoprotein cua ELOS e ché theo cach phu thude liéu sy bam dinh
va xam 14n cua ching LF82 bit dau tir ndng d6 2mg/ml.

Két qua cua thir nghiém e ché sy bam dinh ctia ching ATEC LF82 vio té
bao CHO-K1 bidu hién thu th& CEACAMS6 bing nim men trong md hinh
trudc hoac khong

Nim th nghiém ddc lap duoc tién hanh cung st dung quy trinh 2 nhu d3
mo ta & trén.

Fig. 23 cho thiy muc do tc ché dang ké sy bam dinh cia ching AIEC
LF82 vio té bao CEACAM6/CHO béang 25pg/ml ndm men 0 trude. Tac dung
phu thudc lidu dugc quan sat thdy ddi véi cac té bao nay.

Ciing quan sat thdy sy bam dinh ctia ching AIEC LF82 vao té bao CHO-
K1, didu nay chéc chin do su biéu hién clia cac protein di manosyl héa trén bé
mit cia cac té bio ndy. Tuy nhién, viéc 0 truéc chiing LF82 véi nidm men kho
dung ngay ScProl uc ché manh su bam dinh véo céc t& bao khong duoc chuyén
nhiém.

Do d6, didu nay khing dinh ring ndm men anh hudng dén su bam dinh
ctia chiing LF82 vao thu thé CEACAMS6 dugc biéu hién trén céc té bao.

Ké&t qua tc ché sy bam dinh ctia ching AIEC LF82 vao bd dang ban chai

cua cac té bao rudt & bénh nhan mac bénh Crohn trong mo hinh 0 trude.
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Fig.24 cho thiy chi s6 bAm dinh trung binh thu dugc trong thir nghiém va
né duge tinh khi ¢6 mit nAm men khé ding ngay ScProl (mg/ml) hoic khéong
hodic khi c6 mit khang thé khang-CEACAMS6 véi ndng d6 ting dan. Theo két
qua dugc thé hién trén hinh nay, mic d giam déng ké va phu thudc vao lidu cta
ching AIEC LF82 dugc thong b4do & bd dang ban chai cua té bao rudt & bénh
nhan khi ¢6 mit nAm men kho dung ngay ching ScProl. O liéu 5mg nim
men/ml, mic do bam dinh du cua chung AIEC LF82 tuong ty nhu mirc d¢ bam
dinh du quan sat dugc khi c6 mit khang thé khang-CEACAMG6 hoic tuong tu
nhu mirc d6 bam dinh du quan sat dugc cho bién thé khong c6 pili loai 1 bat ky.

Két luan:

Tl nghién ctru trén, thy ring:

- Ndm men ScProl va SCBI, dic biét 1a & dang kho dung ngay, c6 kha
nang rc ché sy bam dinh cta ching LF82 vao té bao.

- NAm men ScProl va SCB1 c6 kha ning trc ché sy bam dinh va xam lan
in vitro ctia E. coli vao t& bao bidu mé & ngudi (T84, té bao rudt trong sinh thiét
rudt hdi) va cta t& bao CHO biéu hién thy thé CEACAM6 & ngudi theo cach
phu thudc lidu.

- C4c mannoprotein c6 kha ndng trc ché su bam dinh va xam l4n in vitro
cta E. coli vao té bao bidu md & ngudi (T84, té bao rudt trong sinh thiét rudt
hdi) va ctia té bao CHO biéu hién thu thé CEACAM6 & ngudi theo cach phuy
thudc lidu.

- In vitro, nAm men ScProl & néng d6 cao c6 kha nang bao v€ mot phén,
khoang 80% té bao khoi nhiém khuan.

Vi du 7: Nghién ctu vai tro didu hoa su biéu hién cia gen ma hoéa IL-10 va
PPAR« ctia nAm men ScProl, SCB1 va din xuét cta ching & té bao biéu mo
rudt & nguoi dugc nudi cAy in vitro

Tinh “loi khudn” cia ndm men ScProl va SCB1 dugc nghién ctu, riéng
1¢ hodc két hop, va/hodc tinh loi khuén cua céc phﬁn clia ndm men, va kha ning
tic ché su kich khéi cac bénh viém bing céch tuong tic véi mot s6 thy thé nhét

dinh & rudt cling dugc nghién cuu.
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Cac thir nghi€m in vitro

Céc tac dung cia nidm men va din xuét ciia ching theo sang ché dugc
nghién ctru k§ & cac thu thé khéac nhau cta té bao bidu mé rudt bang phan tich in
vitro trén hai dong t& bao ung thu rust CaCo-2 (ATCC HTB-37) va HT-29
(ATCC HTB-38).

Pé thuc hién céc thir nghiém ndy, tién hanh phép phan tich phién ma bing
cach chiét ARN theo phuong phap sau:

Lam tan céc té bao trong trizol. Dbi véi phin tan, tién hanh xir ly béng
deoxyribonucleaza béng cach bd sung 200pL dung dich chira 10U chét trc ché
ribonucleaza va 10U deoxyribonucleaza.

Tién hanh phién ma ngugc 10pg ARN v6i sy ¢b mit cia 200U enzym phién
ma ngugc, dithiothreitol, oligo-dT15 va deoxyribonucleotit.

ADN bb sung dugc khuyéch dai bing k§ thuat phan tng chudi
polymeraza da biét (polymerase chain reaction technique - PCR) & cung thoi
diém dudi dang phén tir canh tranh st dung doan mdi ¢ nghia va dbi nghia dic
hiéu, dang cht y 1a cic gen sau: IL-10 va PPARa.

Sau khi tién hanh 40 chu trinh khuyéch dai v6i su c6 médt cua 1,25U
Ampli Taq Gold 5000, dién di cac mau khéac nhau trén 3% agaroza, Xéc dinh
cuong do cac dai anh thu dugc béng may phan tich anh.

Céc két qua duogc biéu hién bing s6 phan tr ARN thong tin cho 10° phan
ttr chat chuén ndi 1a B-actin.

Céc két qua, dugc thé hién theo nhém tai Fig.11, gdm mirc d6 biéu hién
ARN théng tin & thoi diém 1 gio (trong tham chiéu A) va 3 gio (trong tham
chiéu B) ctia nAm men hogc dan xuAt ciia chiing sau khi cho chiing tiép xtc véi
té bao biéu mé rudt cia gen mi hoéa protein khang viém IL-10.

Tai Fig.11, cac ky hi¢u sau chi céc ndm men/dan xuét cua ching dugc thi
nghiém c6 muc dd biéu hién sém 16n hon 4 1an tin hiéu tham chiéu:

3 chi nAm men Saccharomyces cerevisiae,
5 chi ndm men ScProl theo séng ché,

6 chi chiét xuat cia nim men Saccharomyces cerevisiae, va
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12 chi phin ARN ciia ndm men Saccharomyces cerevisiae.

Céc két qua nay thyuc té cho thdy nim men va din xuét ciia nAm men
Saccharomyces cerevisiae theo sang ché, tao ra sy biéu hién sém ciia gen ma
héa xytokin khang viém, IL-10, sau mét gio.

Thuc vay, so v6i ddi ching khéng duge xir 1y, mirc d6 biéu hién ARN
théng tin cia ndm men theo sang ché va dan xuét cta ching 16n hon 4 14n trén
truc tung, gia tri nay déng nghia véi viée xuét tin hiéu biéu hién rit sém.

Céc két qua khac dugc néu theo nhém tai Fig.13. Hinh nay cho thay tac
dung didu hoa, mirc d6 biéu hién ARN thong tin ciia gen ma hoa protein IL-10
theo cach phu thudc vao luong din xuit ciia nAm men dugc cung cap.

Tai Fig. 13, muc 40 biéu hién dugc xac dinh sau mot gio (1 gid) va sau 3
gid (3 gid). Muc d6 bidu hién ctia ndm men va chiét xuat ctia Saccharomyces
cerevisiae theo sang ché c6 thé quan sat dugc, duge ky hiéu nhu sau:

5 chi ndm men ScProl theo sang ché,

6 chi chiét xuit ctia nAm men Saccharomyces cerevisiae,

8 chi B-glucan thanh t& bao ctia ndm men Saccharomyces cerevisiae,

9 chi mannoprotein thanh t& bao ctia nidm men Saccharomy cescerevisiae,
11 chi phdn ADN ctia nAm men Saccharomyces cerevisiae, va

12 chi phan ARN ctia ndm men Saccharomyces cerevisiae.

Mic dd biéu hién dugc xac dinh & cac ndéng d6 khac nhau cia nim men
va/hodc dan xuét cia chung.

Tai Fig.13, ¢t c6 mau cang t6i thi ndng d6 ciia nAm men/dan xuét cta
chung cang cao.

Cac két qua néu tai Fig.13 cho thdy chat chiét cia ndm men
Saccharomyces cerevisiae theo sang ché sém tao ra ARN thdng tin clia xytokin
khang viém (IL-10).

Céc két qua duoc néu thanh nhém tai Fig.12 gom mirc d§ biéu hién ARN
thong tin clia gen mé hoa thu thé nhan PPARa mdt gid (trong tham chiéu A), va
3 gio (trong tham chiéu B) sau khi cho ndm men hozc dan xuét cia chung tiép

xuc voi t€ bao bi€éu mo rudt.
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Tai Fig.12, c4c ky hiéu duédi ddy chi ndm men/dan xuét cta ching dugc
thir nghiém c6 muc do bidu hién cham hon ba 14n so véi tin higu tham chiéu:

1 chi ndm men ScProl thudc chiing Saccharomyces cerevisiae theo
séng ché & dang kho c6 hoat tinh,

4 chi nAm men Saccharomyces cerevisiae,

5 chi nAm men ScProl thudc chung Saccharomyces cerevisiae theo
séng ché & dang khé c6 hoat tinh,

8 chi mot phan ciia thanh t& bao nAm men Saccharomyces cerevisiae ,

9 chi mot phan cua B-glucan thanh t& bao ndm men Saccharomyces
cerevisiae,

10 chi modt phin cuia mannoprotein cua thanh t& bao nidm men
Saccharomyces cerevisiae,

11 chi phan ADN ctia ndm men Saccharomyces cerevisiae, Va

12 chi phan ARN clia ndm men Saccharomyces cerevisiae.

Céc két qua nay thyc té cho thdy nim men va dan xudt ctia ndm men
Saccharomyces cerevisiae theo sang ché tao ra sy cham biéu hién gen ma hoa
thu thé nhan PPAR« sau 3 gid.

Thyc vay, muc do biéu hién ARN thong tin cia ndm men va din xuét
theo sang ché 16n hon ba 14n trén truc tung, gia tri ndy tuong Gng voi sy cham
biéu hién tin hidu & muc tot.

Vi du 8: Nghién ctu vai tro didu hoa muc d6 bidu hién clia gen ma hoa IL-10 va
TNF-o ex vivo clia nAm men va din xuit ciia ching & t& bao biéu mo rudt &
ngudi phén 1ap dugc tir sinh thiét rudt tir bénh nhan mic bénh Crohn

Anh huéng cia ndm men vid/hoic dan xult cua ching dén viéc tiét
xytokin IL-10 (khéng viém) va TNF-a (gdy viém), dugc nghién ciu ex vivo trén
sinh thiét rudt 13y tir bénh nhan mic bénh Crohn hodc khong.

Le"ly mau sinh thiét rudt tir bénh nhan méc bénh Crohn hodc khong, va sau
do, dat ching trong 24 gid trén mdi trudong HBSS-CMF duogc bd sung penixilin
va streptomyxin, & 37°C trong khong khi chira 5% CO,. Sau khi rua, cho sinh

thiét nay tiép xdc v6i nam men hodc dan xuat cla ching trong 4 gid trong moi
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trudng RPMI 1640. Thu hdi dich ndi dé phan tich biang ELISA. Sau d6, 1am tan
sinh thiét dé chiét dugc ARN théng tin hodc protein tong sb.

Viéc tiét ra cac xytokin dugc xac nhan béng cach phan tich mién dich hoc
dich ndi thu dugc tir mdi trudng nudi ciy té bao va protein duoc chiét bang
ELISA. Toan bd sb protein dwoc lam bién tinh trong 5 phit & 95°C trong dém
luu gitt (thé tich/thé tich; 75mM Tris d6 pH=6,8; 5% glyxerol; 0,25% xanh luc
bromphenol; 2% SDS, 5% B-mercaptoetanol dugc luu gift (50pg) va phén tach
trén gel polyacrylamit 10%. Sau khi di chuyén, chuyén cac protein nay 1én mang
PVDF (Hybond-P, Amersham Pharmacia Biotech, Orsay, France) bang cach
dién chuyén ban rén (Hoefer TE77, Amersham Pharmacia Biotech, Orsay,
France) trong 1 gio ¢ 16V. Tién hanh phat hién PPARc va IL-10 bang khang
huyét thanh da dong cta tho khang-PPARo. va khang-IL-10 cua ngudi, duge
pha loing dén 1/500 va dinh lugng bing phuong phép phat quang héa hoc
(E.C.L. Amersham Pharmacia Biotech, Orsay, France) trén mang Biomax-MR
(Kodak) bang gbi phin mém Gel Analyst (CLARA VISION, Paris, France).

Fig. 16 va 17 14n luot thd hién céc két qua thu duge dbi véi IL-10 va TNF-o.
Truc tung thé hién luong xytokin dugc biu hién bing pg/ml. Mbi diém twong tmg
véi gié tri do dugc tir sinh thiét rudt & bénh nhén méc bénh Crohn dang trong giai
doan cép tinh (vong tron mau den), & bénh nhén méc bénh Crohn dang & giai doan
thuyén gidm (c4c vong tron mau xam) va ¢ bénh nhén khoe manh (vong tron mau
tréng). Phan ky hiéu dang thanh thé hién gié trj trung binh ctia cac phép do.
| Trong céc hinh nay:

- 1 chi nAm men Saccharomyces cerevisiae ScProl theo sang ché & dang

kho c6 hoat tinh,

- 3 chi nAm men Saccharomyces cerevisiae,

- 8 chi mdt phﬁn ctia thanh t& bao ndm men Saccharomyces cerevisiae ,

- 11 chi phin ADN cua ndm men Saccharomyces cerevisiae, va

- 12 chi phin ARN ctia ndm men Saccharomyces cerevisiae.

Tai Fig. 16, nAm men ScProl theo sing ché tiét ra xytokin khang viém,

IL-10 gap hai 1an so véi cac t€ bao biéu md ¢ bénh nhan mac bénh Crohn hodc ¢
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bénh nhan méc bénh Crohn dang & giai doan thuyén giam so véi bénh nhan
khoe manh va so vé6i dbi chimg 4m (-) twong Ung, trong d6 cac phép do duoc
tién hanh khi chi ¢6 mit nuéc mudi sinh 1y.

Fig.17 cho thdy ndm men ScProl theo séang ché khéng 1am ting viéc tiét
xytokin gy viém, TNF-o, & t& bao rudt phan lap duoc tir sinh thiét rudt 14y tir
bénh nhan mic bénh Crohn hojc dang thuyén gidm. ScProl, hodc nidm men
khac hodic dan xuét ciia chiing dugc thir nghiém gy tiét TNF-a.

Vi du 9: Nghién ctru dic tinh giam dau cta cic ndm men va din xuit ctia chiing
trong mé hinh chudt nhét bi phong rudt

O chu6t nhit khoe manh

1/ Thiét bi va phuong phap

Chudt nhit cai Sprague Dawley (Charles River, I’ Arbresle, France) c6 trong
lugng nim trong khoang tir 175 dén 200g dugc dung trong cac thir nghiém nay.
Ching dugc cho 1am quen véi didu kién trong 10ng nhdt trude khi thir nghiém.
Chiing duoc nhét trong 10ng véi s6 lugng 5 con/mot 16ng, duoc cung cap nude va
thirc &n vira dd. T4t c& cac thir nghiém dugc tién hanh theo khuyén céo ctia Uy ban
nghién ciru cic van d& dao dirc ctia hiép hdi thé gi6i chuyén nghién ctru vé chimg
dau [6]. Viéc chin doan trudc cling dwoc tién hanh dé tranh hodc giam thiéu cang
thing cho nhiing con chudt nay.

2/ Danh gia tinh nhay cta rudt két

Ngudng cam nhdn dau ctia dong vét dugc udc tinh bing cach xac dinh ap
sut trong rudt can dé tao ra dap tng hanh vi. Ap sudt nay dugc tao ra béng cach
1am phdng rudt két truc trang bang cach bom médt qua béng va dua vao trong
rudt. Dap tng hanh vi dic trung bdi sy gia ting thé tich phan sau cta co thé
dong vat va su co bop bat thudong co thé nhin thiy rd trong mét vai 1an co bop
[7-9]. Gdy mé nhiing con chudt nay béng thubc gy mé d& bay hoi (2%
isofluran) va dua qua béng vao rudt két truc trang (dwoc chuan bi theo quy trinh
da dugc Bourdu [8] mo ta) thong qua dudng truc trang theo céch it xam 14n nhét
c6 thé, va & vi trf 7em so v6i hau mon. Gén bng thong vao gbc dudi bing biang

dinh. Sau 5 phut, dit chung vao gitta hop Plexiglas va nbi dng thong véi hop
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didu 4p dién tr (Distender Series IRTM, G & J Electronics). Dé 4ap suit ting
din cho dén khi kich khéi phan xa dau hodc cho dén khi dat dén 4p suat giéi han
bang 80mm thuy ngén.

3/ Céc hop chét dugc ding

N4m men duoc ding bang cach cho in cudng birc mdt l4n mot ngay trong
15 ngay.

Péi ching duong duge tao ra bang céach tiém morphin vao trong mang
bung v&i lidu 1mg/kg, 30 phut trude khi lam phdng rudt két truc trang,

Tién hanh nghién ctru trén 8 nhom:

- 10 chudt dbi chtng nhan PBS,

- 10 chudt nhan dang khd dung ngay ScProl (100ug/ngay), (tham chiéu

1)

- 10 chu6t nhan dang khd c¢6 hoat tinh chung ScProl(100pug/ngay), (tham

chiéu 2)

- 10 chuot nhan chung SCB1 (100pg/ngay), (tham chiéu 3)

- 10 chudt nhan dang kho dung ngay chung ScProl (50ug/ngay) + dang

kho dung ngay ching SCB1 (50pg/ngay) (tham chiéu 4)

- 10 chudt nhin mdt lidu tiém morphin (1mg/kg, 310 phut trude khi lam

phéng)@hanldﬁéuS)

4/ Céc két qua

Fig.26 mot mat cho thy ndm men ScProl & dang kho dung ngay cua nd
c6 thé duge ding mot minh (tham chiéu 1) hodc két hop véi ching SCB1 (tham
chidu 4), va mit khéc & dang kho c6 hoat tinh (tham chiéu 2), né 1am ting
ngudng cam nhén dau, nho d6 lam giam dang ké ngudng dau noi tang so véi
chudt khong dugc dung gi.

Céc két qua dudi day dugc tinh bang mm thily ngan so véi ddi chimg:

- 74,5+3,07 so véi 53,6+3,9, p= 0,07 d6i véi dang khod dung ngay ching

ScProl — (tham chiéu 1), |

- 66,5+3,36 so véi 53,6+3,9, p= 0,04 d6i voi hdn hop gdm dang kho dung

ngay ctia ching ScProl va SCB1 — (tham chiéu 4),

-46-



19384

- 7242.59 so véi 53,6+3,9, p<0,01 d6i véi dang khd dung ngay chung
“ScProl — (tham chiéu 2).

Mit khac, tic dung nay twong duong véi tdc dung duoc tao ra nho
morphin — tham chiéu 5 — dwugc ding & lidu 1mg/kg véi ngudng dau 1a 72+2,59
mm thiy ngén.

Dang kho6 dung ngay cta ching SCBI ciing tao ra tic dung giam dau ¢
chudt khée manh, 70,6£3,10 mm thily ngén p= 0,026.

G chudt c6 ndi tang qua man

1/ Thiét bi va phuwong phép

Chudt nhit cai Sprague Dawley (Charles River, L’Arbresle, France) c6
trong luong nim trong khoang tir 175 dén 200g duoc dung. Nhiing con chudt
nay duoc cho lam quen véi diéu kién thi nghiém mot tudn trudce khi thir nghiém.
Chung dugc gift véi sé luong 5 con/ldng va duge cung cép nudc udng va thirc
&n vira du. Tht ca cac thir nghiém dugc tién hanh theo khuyén céo ctiia Uy ban
nghién ciu v& vin d dao dirc ctia hiép hoi thé gi6i chuyén nghién ciu vé ching
dau [6]. Viéc chén doan trudc ciing dugc tién hanh dé tranh hodc giam thiéu cing
thing cho nhiing con chut dugc thir nghiém.

2/ Tao ra phan Gng qua man cla rudt két bing cach rira nhiéu 1an béng
butyrat

Véi mbi 14n rira, dua 6ng thong (2mm Fogarty) vao trong rudt két & vi tri
7em tinh tir hdu mon va cho ddng vat dugc nhén 1ml dung dich butyrat 200mM
c6 dd pH trung tinh (d¢ pH=6,9) hai 14n mot ngay trong 3 ngdy. Céc con chudt
“khéexnanh”duqcnh@nnuécrnuéiﬂnhly.

3/ Xt ly dong vat thir nghiém bing nim men theo sing ché

10 nhém chudt ¢6 ndi tang qua mén dugc st dung (n=10/nhém). Céc con
chuét xir ly dugc nhan 100pg niAm men bang cach cho in cudng birc, mot ngay
mdt 14n trong 15 ngdy. Céc con chudt d6i chimg dugc nhan PBS theo cung quy
trinh nhu néu trén. NAm men dugc tao huyén phu trong dung dich PBS. Truyén
dung dich butyrat hodc dung dich nudc mudi sinh 1y bit dau vao ngiy thir 7 sau

khi cho &n cudng buc 14n dAu, va tién hanh trong ba ngdy. Xac dinh phan mg
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quéa man cta rudt két 14 ngdy sau khi bit dau xir ly thong qua ding dudng
miéng, nghia 1a 7 ngdy trudc khi truyén cic dung dich néu trén vio rudt két.

4/ Nhom dong véat nghién ciru

Tién hanh nghién ctru trén 7 nhém chudt. S6 tham chiéu tvong tmg duoc
néu tai Fig.26.

- 10 chu6t nhan PBS (ddi ching),

- 10 chudt nhin ndm men dang khé ding ngay ScProl (100ug/ngay) —

(tham chiéu 1),

- 10 chudt nhan nidm men dang khé c6 hoat tinh ScProl1(100pg/ngay) —

(tham chiéu 2),

- 10 chudt nhan nim men khé ding ngay ScProl (100pg/ngdy) — (tham

chiéu 3),

- 10 éhu(f)t nhin dang kho dung ngay ScProl (50ug/ngay) va dang kho

dung ngay SCB1 (50pug/ngay) — (tham chiéu 4),

- 10 chudt nhan morphin — (tham chiéu 5),

-10 chudt nhan dung dich fibrat — (tham chiéu 6).

5/ Céc két qua |

Trude hét, cin thiy ring dbi véi cac chudt d6i chimg, ngudng dau trong
thir nghiém trén chudt dugc lam qua man nho hon ngudng dau cliia chudt khoe
manh nhu dugc néu dudi day.

Nam men kho ding ngay ScProl, riéng 1é hodc két hop véi ndm men
SCB1, thé hién tac dung giam dau déang ké trong md hinh nay.

CAc tri so 1a nhu sau:

Céc tham chiéu mm thuy ngan
1 56,5+4,27 p=0,03
4 5944,33 p=10,02

NAm men theo séng ché cho phép phuc hdi ngudng cim nhén dau giéng nhu
véi ngudng cam nhén dau quan sat dugc ¢ chudt khoe manh. Tac dung giam dau

ndy ciia nam men tuong duong vdi tac dung gidm dau do morphin tao ra.
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Ngoai ra, Fig.26 con cho thdy tac dung giam dau manh mé& clia fenofibrat,
hop chét nay lam ting ngudng cam nhén dau & chudt cé ndi tang qué man 1én 2
14n (70+4,48 p=0,001).

Két qua nay da khing dinh vai trd cla thu th8 PPARa. trong viéc didu

bién ching dau ndi tang.
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YEU CAU BAO HQ

1. Ché phdm chira t& bao ndm men bao gbm: (i) céc té bao cb tat ca cac
d3c tinh dinh danh ctia chiing ndm men Saccharomyces cerevisiae dugc luu gifr
tai bo suu tap gidng vi sinh vat quéc gia (Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes) vé6i s6 luu gitt CNCM 1-3856, va/hoiic (ii) céc té bao c6 tt ca
céc dic tinh dinh danh cta ching ndm men Saccharomyces cerevisiae var.
boulardii dugc luu giit tai bd suu tap gidng vi sinh vat qudc gia véi sb luu giit
CNCM 1-3799, va (iii) it nhat mét ta duoc.

2. Ché phédm theo diém 1, trong d6 t& bio nim men cua it nhit mot ching
ndm men néu trén & dang kho hodc dang tuoi.

© 3. Ché phadm theo diém 2, trong d6 t& bao ndm men cua it nhat mot ching
nidm men néu trén & dang kho ding ngay hodc dang kho cd hoat tinh.

4. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phim nay chua tir 107 dén
6.10'°CFU té bao nidm men cia it nhit mot ching ndm men néu trén.

5. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phim nay chtra tir Img dén 10g té
bao ndm men cua it nhat mot ching ndm men néu trén.

6. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phim nay chia tir 10° dn
2.10"°CFU té bao nim men cia it nhit mot ching ndm men néu trén.

7. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phdm nay chira tir Img dén 1g té
bao ndm men cua it nhat mot ching nAm men néu trén.

8. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phidm nay con chira it nhit mot
dan xuét cia ndm men Saccharomyces cerevisiae dugc chon tir chét chiét coa
nidm men, din xult cta thanh t& bao ndm men, glucan cua thanh té bao nim
men, mannoprotein cua thanh t& bio ndm men, céc phan lipit ciia nAm men, va
céc phan axit nucleic ciia nAm men (ARN, ADN).

9. Ché phim theo diém 1, trong d6 ché phim nay dugc ding dé lam ting
strc chiu dau hodc giam dau & d6i tuong cin ding.

10. Ché phim theo diém 9, trong d6 ching dau do ting cam dau gy ra.
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11. Ché phim theo diém 9, trong d6 chimg dau dugc chon tr chimg dau
rudt, dau ndi tang man tinh, va chimg dau do ting cam dau di kém véi bénh ly
va rdi loan cta rudt.

12. Ché phim theo diém 9, trong d6 ching dau di kém véi bénh ly hodc
rbi loan ctia rudt dugc chon tlr cac r6i loan churc nang cua rudt, hdi ching dau
rudt chirc ning, bénh viém rudt man tinh, khéng dung nap thuc phém, hoi ching
rudt kich thich, viém loét dai trang, viém két truc trang xuat huyét, bénh khéng
dung nap gluten, va bénh Crohn.

13. Ché phim theo diém 12, trong d6 ché phim nay duoc dung véi lugng
du dé cai thién it nhat mot trong sb tinh trang cua da day-rudt va h¢ vi sinh vat
dudng rudt.

14. Ché pham theo didm 12, trong d6 ché phdm nay duogc dung véi lugng
dt dé didu tri bénh 1y hoic rdi loan.

15. Ché phim theo diém 9, trong d6 t& bao ndm men cua it nhit mot ching
ndm men néu trén & dang khd hodc tuoi.

16. Ché phdm theo diém 15, trong d6 té bao nidm men cua it nhat mot
ching ndm men néu trén & dang khd ding ngay hodc dang kho c6 hoat tinh.

17. Ché phdm theo didm 9, trong d6 té bao nidm men cua it nhit mot ching
nim men néu trén dugc ding véi lidu hing ngay chua tir 107 dén 6.10'°CFU.

18. Ché phdm theo diém 17, trong d6 té bao ndm men cia it nhat mot
ching nidm men néu trén dugc ding véi lidu héng ngdy chia tir 10® dén
2.10"°CFU.

19. Ché phdm theo diém 9, trong d6 ché phdm nay dugc dung véi lidu
hing ngay nim trong khoang tir lmg dén 10g.

20. Ché phém theo diém 19, trong d6 ché phdm nay duoc ding véi lidu
hing ngdy nim trong khoang tir Img dén 1g.

21. Ché phdm theo didm 1, trong d6 ché phim nay dugc dung véi lugng
hitu hiéu cho ddi twong cAn didu tri bénh ly hodc rdi loan clia rudt.

22. Ché phém theo diém 21, trong d6 bénh ly hozc rdi loan cua rudt dugc

chon tir céc roi loan chitc ndng cia rudt, hoi chimg dau rudt chic nang, bénh
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viém rudt man tinh, khéng dung nap thuc phdm, hdi chimg rudt kich thich, viém
loét dai trang, viém két truc trang xuét huyét, bénh khong dung nap gluten, va
bénh Crohn.

23. Ché phim theo diém 21, trong d6 ché phim nay dugc dung vdi lugng
dii @& cai thién it nhit mot trong sb tinh trang cta da day-rudt va hé vi sinh vat
duong rudt.

24. Ché pham theo diém 21, trong d6 t& bao nim men cia it nhit mot
chiing nAm men néu trén & dang khé hoic twoi.

25. Ché phim theo diém 24, trong d6 t& bio nidm men cua it nhit mot
chiing nAm men néu trén & dang kho ding ngay hoic dang khé c6 hoat tinh.

26. Ché phidm theo diém 21, trong d6 t& bao nAdm men cia it nhit mot
ching ndm men néu trén duoc dung véi lidu hing ngdy chia tr 107 dén
6.10"°CFU.

27. Ché phim theo diém 26, trong d6 t& bao nidm men cia it nhit mot
ching ndm men néu trén dugc ding vé6i lidu hing ngay chira tir 10% dén
2.10"°CFU.

28. Ché phim theo diém 21, trong d6 ché phdm nay duoc ding véi lidu
héng ngay nim trong khoang tlr Img dén 10g.

29. Ché phédm theo diém 28, trong d6 ché phdm nay dwoc ding véi lidu
hing ngdy ndm trong khoang tlr Img dén 1g.

30. Kit chira t& bao ndm men bao gdm: (i) cac té bao c6 tht ca cac dic tinh
dinh danh cta ching ndm men Saccharomyces cerevisiae dugc luu giit tai bd
suu tip gidng vi sinh vat qubc gia véi s6 CNCM 1-3856, va/hoic (ii) céc t& bao
cé tht ca céc dic tinh dinh danh cia ching nim men Saccharomyces cerevisiae
var. boulardii thu dugc tir ching duge luu gitt tai bo suu tip gibng vi sinh vat

qudc gia véi s6 CNCM 1-3799 & dang thich hop dé ding qua dudng miéng.
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