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Ngoai ra sang ché con dé cap dén phuong phap 1am bat hoat ching B. texasporus khong
tao bao tir nay.

Sy sinh frwdmg

Byvevas P«Eilhhgl,pm"nglhﬁm
O--==== Peptit BT I, gi nhi¢m

G- Rﬂi!'[‘l,:imgihﬁm
Pomea i chimg I, g nhidm
a— — ~ Bl chimg 2, gi khimg nhifm
o — Pepiii BT 2, gi nhifm

#— .. — Pepiit BT 2, g Khing nhifm

0 6 13 17 18 15 20 Nghy tubl




24131

Linh vuc kj thuat dwoc dé cap

Sang ché thudc linh vuc cong nghé sinh hoc, cu thé hon sang ché dé cap
dén chung Brevibacillus texasporus nhay cam véi ap luc mdi trudong hodc khong
tao bao tir, phuong phap bAt hoat té bao ching sinh vat B. texasporus c hiéu
qua voi chi phi thap, va phu gia thyc phim hodc nuéc udng thu dugc tir ching

nay.
Tinh trang ky thuit ctia sang ché

Céc dong vat khoé manh hodc dong vét khong bi nhiém sinh vat gay
bénh, nhu vi khuan gy bénh, sinh trudéng nhanh hon va ting trong t6t hon trén
mdi kilogam thirc an. Két qua 13, cac hop chét khang khuén da dugc st dung
lam chét kich thich sinh trudéng & céc trang trai vat nudi tir nhitng ndm 1940.
Thong thuong, cac hop chét khang khuan dugc dua vao co thé qua thirc n &

lidu thép hodc dudi mirc c6 tac dung diéu tri bénh.

Trong khi lidu duéi mérc c6 tic dung diéu tri bénh cac hop chét khang
khudn d3 dugc ding tir 1au dé gitip dong vat trang trai gitt trang thai khoé manh
va sinh trudng nhanh hon, céc bao céo gln ddy d4 chira mdi lién quan gifta viéc
st dung khang sinh va sy c6 mat cac ching vi khuén khang thudc trong san
phdm thit tr cdc dong vat nay. Két qua 1a Uy ban chau Au (European
Commission — EC), Bd Nong nghiép My (U.S. Department of Agriculture —
USDA) ciing nhu Co quan qua ly Thuc phdm va Dugc pham M¥ (U.S. Food and
Drug Administration — FDA) dua ra céc lénh cAm va hudng dan vé viéc st dung
mot sé loai khang sinh nhét dinh 1am chét kich thich sinh truéng. Hién nay, cac
thong tu huéng dan chu yéu tap trung vao viéc st dung cac loai khang sinh
tuong tu hodc gidng véi cac loai khang sinh dugc ding dé diéu tri bénh & ngudi.

Tuy nhién, d4 c6 sy phan doi ngdy cang tang doi voi viéc st dung tat ca cac loai
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thudc khang sinh noéi chung dé kich thich su sinh trudng & vat nubi trang trai.
Ngoai ra, thi truong cho loai thit tr dong vat dugc nubi theo quy trinh hitu co
dang ting 1én va dé dugc chimg nhan 13 dugc nudi theo quy trinh hitu co, thit &
M§ phai dugc thu tir dong vét dugc nudi khong dung khéng sinh. Két qua 1a can

c¢6 dang thudc kich thich sinh trudng méi cho thie an cho vat nudi trang trai.

Ngoai ra, thi truong chim séc sttc khoé vat nudi trong nha dang ting
trudng rat nhanh. Viéc duy tri tinh trang sttc khoé cho vét nudi trong nha (vi dy,
vat nudi trong nha da gia) bang cach kich thich hé mién dich bam sinh 13 mot
hudng phét trién hap din trong viéc duy tri tinh trang stirc khoé cho vét nubi
trong nha va chét kich thich mién dich dung theo dudng miéng s& dugc danh gia

cao.

Brevibacillus texasporus (BT) (vi du, ATCC PTA-5854) 1a chiing vi khuén
trong d4t méi dugc xac dinh gin ddy ma tao ra nhém céc peptit NRPS cation
(xem, WO 2005/074626 va WU va céac ddng tac gia, 2005). Cac peptit cation tir
BT thé hién hoat tinh khang vi khuén phd réng in vitro, tidu diét vi khudn gram

am va gram duong, nam va déng vat nguyén sinh (WO 2005/074626).

Mic du c6 hoat tinh khang vi khuan in vitro, cac peptit BT c6 vé nhu
thiéu hoat tinh khang khuén in vivo. Ciu trang khuin khéng vancomyxin rat
nhay cam véi cac peptit BT in vitro. Tuy nhién, cac peptit BT & ndng d6 cao hon
nhiéu so véi néng do6 trc ché t6i thiéu lai khong loai bd duoc VRE hoi sinh trong

duong da day - rudt chudt.

Tuy nhién, mdt peptit phan l&p dugc da thé hién hoat tinh khéang bénh truc
khuén coli va bénh vi khudn xanmon & ga khi dugc ding 1am chét phu gia thirc
sn. Thém vao d6, peptit phan l4p dwoc nay ciing thé hién 13 c6 hoat tinh trong
viée kich thich sinh truéng va 1am ting su chuyén ho4 thirc dn & ga.

C6 thé quan trong hon nita 13, hoat tinh in vivo cla céc peptit BT c6 vé
nhu khong phu thugc vao hoat tinh khang sinh in vifro cta ching, vi ching

khéang c6 hiéu qua sy nhiém khuan E. coli va Salmonella & ga & nong do thap
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hon ndng d6 tc ché tbi thidu in vitro ctia ching (JIANG va cac dong tic gia
2005; KOGUT va céc déng tac gia 2007; KOGUT va cac ddng tac gia 2010).
Cfing nhan thiy rang bach ciu trung tinh va bach cau don nhén trong mau 14 cac
d6i twong duogc hoat hoa chinh & ga duge cho n céc peptit BT, viéc nay chi ra
ring c6 vé nhu phuong thirc hoat déng ctia ching 14 kich thich mi&n dich bam
sinh. C4c tinh chit nay khién cho cac peptit BT 1a dang chét phu gia thirc &n va
chat thay thé cho cac hop chat khang sinh ly tudng trong viéc nudi dong vét

trang trai.

Ngoai ra, da biét ring mién dich bAm sinh déng vai trd chii chdt trong viée
khéng ché sy nhiém virut va nim, ciing nhu trong viéc khang céc bénh khéng
truyén nhiém nhu béo phi/ hoi chig chuyén hoé va bénh dai théo dudng typ 2
(VITAY-KUMAR va cac dong tac gia 2010), chat didu bién mién dich bam sinh

BT ciing c6 thé ¢ tmg dung quan trong trong céc linh vuc diéu tri bénh nay.

Tuy nhién, gié tri kinh té ctia cac peptit BT lam phu gia thtrc an bi han ché
déng k& vi cAn phai phan 1ap duoc peptit, viée nay lam tang chi phi san xuét t6i
mitc ma viéc san xuét ndy tré nén khong cé gid tri san xuét trong thyc tién. Dé
thay thé cho viéc tinh ché peptit, c6 thé st dung sinh vét nguyén (PTA-5854),
nhu duge bdc 19 trong cong bd patent qudc té s6 WO 2005/074626, c6 thé duoc

st dung truc tiép dé san xuat chat phu gia thirc an.

Théng thuong, chung vi khuan dugc cho an truc tiép (direct-fed microbial
— DFM) hoic chiing probiotic can phai téi duge dudng rudt & dang con hoat
dong va véi sb luong di, viéc nay doi hoi chiing ndy phai sdng s6t qua qua trinh
an vao va qua trinh tiéu hod (xem, patent My s6 5480641 va cong bd don patent
M§ s6 U.S 20040247568). Do viéc tao hat thirc &n thuong can dung nhiét da dé
lam giam déang ké stc séng, phan 16n cic ching probiotic dugc chon dua trén
kha ndng khang nhiét do va do pH c6 trong da day. Hién nay, cdc ching
probiotic 6n dinh nhét 14 bao tir Bacillus, do bao tir vi khuan khang nhiét do va

gitt duoc strc sdng cao trong qua trinh luu giit trong thoi gian dai.
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Tuy nhién, do sinh vat BT dugc cho la khong phai sinh vat cdng sinh
thudng duoc tim thiy trong duong rudt ctia vat nudi trang trai, can phai/mudn
bét hoat sinh vat nay trude khi str dung. Tuy nhién, & céc chung tao bao tir, viéc
nay rat khé khan. Thém vao dé, it nhét mot co quan chirc ning chinh pht da
xem xét dén chi tiéu sau day khi dénh gia céc loai thirc &n méi c6 lién quan dén
nguén vi khuén: d6 an toan trong viéc san xut vi sinh vat; d6 an toan cla san
phim vi sinh dé ddi véi ngudi, dong vat va mdi truong; tic dong tiém tang cla
viéc chuyén gen ngang; su tuong tac véi hé vi khuén c6 sén trong da day - ruot;
kha ning tOn tai trong rudt; tic dong tiém tang téi con ngudi va méi trudng khi
vi sinh vt sdng bi lot ra ngoai, cu thé 13 cAn xem xét toi cac tac dong téi sic
khoé do su nhiém khuén vao thit (Directive on Guidelines for the Assessment of
Novel Feeds: Microbial Sources, Draft - June 2007, The Canadian Food
Inspection Agency). Vi vay, khi st dung vi sinh vét lam chét phu gia thic #n, c6
hai két qua mong mudn thu dugc mau thuin nhau. Pau tién 13 su duy tri sinh vat
d6 & trinh trang hoat dong qua subt qua trinh ché bién va qua trinh tiéu hoa; va
mong mudn th hai hoan todn mau thuin véi didu nay 13 can phai bat hoat hoan
toan hodc gin nhu hoan toan sinh vat d6 ma khéng lam bét hoat peptit hoat tinh.
Loi ich cia viéc bit hoat d6 1a né loai bdo hoic lam gidm nguy co cua viéc
chuyén gen ngang giita B. texasporus va céc vi sinh vét trong rudt vao ngoai moi
trueong; loai trir hodc gidi han su tuong tac tiém tang cta nd véi hé sinh vat co
san trong da day - rudt (gastrointestinal — GI); loai trlr hodc lam gidm nguy co
tiém tang d6i voi con ngudi va moi trudong do té bao hoat dong lot ra ngoai;
va/hodc loai trir hodc 1am giam sy nhiém khuén thit thu duogc tir cac dong vat
duogc nudi béng thirc an nay. Do do, su tao bao tir lién tuc cua PTA-5854 da gioi
han nghiém trong kha nang dung chiing nay lam DFM, do bao tir khang manh
mé& gan nhu tit ca cac phuong phép dugc ding d& bét hoat t& bao sinh dudng,

doi hoi phai ding céc phuong phap manh va dt tién dé loai bd chung.

Két qua 13, trong linh vuc nay, can phai c6 chiing Brevibacillus texasporus

ma c6 c6 thé duoc ding 1am DFM bét hoat mot cach higu qua.
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Ban chit k§ thuit ciia sang ché

Sang ché d& cap dén ching B. texasporus khong tao bao ti, trong do
ching 1a MYG11 (PTA-12310), MYG107 (PTA-12309), MYG110 (PTA-12308)
hodc MYG 113 (PTA-12307).

Séang ché cling dé cap dén phuong phap lam bét hoat chiing B. texasporus
khong tao bao tir, gdbm cho canh truong chira té bao B. texasporus tiép xuc voi

ap luc du dé lam bt hoat té bao.

Séng ché ciing dé cap dén ching B. texasporus khoéng tao bao tit dung

trong viéc ngin ngura va/hodc dicu tri bénh & dong vat.

Sang ché d& cap dén chat phu gia dang thirc &n hodc nudc ubng chura té
bao bat hoat hodc canh trudng chira bt hoat ching vi khudn B. texasporus
khong tao bao tur. Sang ché ciing @& cap dén viéc sir dung t& bao hodc canh
truong kho bét hoat (vi dy, té bao hodc canh truong duoc lam kho lanh hoac séy
phun) theo sang ché ma co th& dugc bd sung vao thirc 3n hoic nude udng cho
mdt hodc nhiéu loai dong vat, bao gdm, nhung khong gi6i han &, gia cam, tha
nudi, gia suc, lon, ga, ngua, ga tay, clru, dé, vit, chim cit, ga mai to Cornish, bd
ciu, c4 nudi, cua, tdm, rua nudc ngot, chdé va meéo. Vi duy, té bao hodc canh
trudmg ching B. fexasporus khong tao bao tir c6 thé dugc bat hoat bang cach
thanh tring, khong cung cip chat dinh dudng, thay dbi nhiét d6 (1am néng, lam
lanh hodc déng lanh), loai nudc (vi dy, 1am khoé nhiét, 1am lanh kho, séy phun,
phoi kho, théi khé hogc hut kho), axit hoa, kiém ho4, diing rugu, ding chit tiy,
dung lysozym, ding luc co hoc, ding cation amoni hoa tri bon, ding tdc nhan
oxy hoa (vi duy, clo oxit, hydro peroxit, hypoclorite hodc ozon) va/hodc chiéu xa
(vi du, UV, tia X hoic tia gama), t& bao hodc canh trudng bét hoat nay sau d6 co
thé dugc bd sung vao nudce ubng hodc thirc &n cho déng vat, nhu thirc an tir ng
cbe, vi dy, thirc an chira it nhat mot loai ngii cbe duge chon tir nhém bao gdm
lta mach, dau nanh, lua mi, tiéu hic mach, lda mach den, ngd va hon hop cua
ching. Thuc té, ddi tugng nay cia sang ché c6 thé dugc thém vao nhidu loai

thirc dn khac nhau. Té bao bt hoat theo sang ché hodc peptit phan 14p dugc co

-6-
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thé duoc tron vao nudc udng hoic thic #n cho dong vat duge chon tir nhém bao
gdm chét thay thé sita, thirc n thuc diy sinh trudng, thirc #n hoan thién, thirc an

trudc tap an, thire &n tap an, nudce va hon hop cia ching.

Sang ché ciing d& cép dén phuong phap lam ting su ting thé trong va
chuyén hoé thirc &n & dong vat trang trai va vét nudi trong nha, bing cach bét
hoat (vi dy, x& ly nhiét hoac loai nudc) té bao hodc canh truong té bao B.
texasporus khong tao bao tir va dua t& bao hodc canh truong chira méi trudong va
té bao B. texasporus khong tao bao ti bét hoat nay vao co thé dong vat véi
luong di dé 1am ting sy sinh trudng. Tuy chon, lugng hiéu qua té bao moi
truong canh truong chira té bao B. texasporus khong tao bao tir ndy c6 thé duogc
lam kho (loai nuéc) va/hodc tao hat (mdt dang xir ly nhi€t) thanh thic &n vat

nudi hodc dugc thém vao nudc udng.

Vi du v& nguyén liéu thirc in cling bao gbm ngil gde, thirc an tir dau nanh,
protein ddu nanh phén 1ap duoc, dau dau nanh phan 14p dugc, chit béo dau nanh
phéan lap duoc, sita tach béo, thirc an tir ¢4, thirc dn tr thit, thic &n tir xuong,
thirc an tir mau, protein huyét thanh mau, nuéc sita, cdm gao, cdm lua mi va co

thé con bao gom chat tao ngot, chat khoang, vitamin, muoi va co.

Theo mdt phuong an vi du, t& bao B. texasporus khong tao bdo tir dugc
nudi cdy trong mdi trudong chira huyén phu nguyén liéu thire &n (nhu bdt ngd va
bot d4u nanh). Canh truong nay sau do co thé dugc xir Iy bat hoat té bao va/hodc
lam khé/loai nudc dé tao ra chit phu gia thirc 4n (trong d6 céac hat trong canh

trudng hoat dong nhu chat mang d6i véi cac peptit BT) hodc thirc dn bb sung.

Sang ché ciing dé cap téi phuong phap phong nglra va/hodc didu trj su
nhidm khuin & dong vat, bang cach cho dong vat dung t& bao hoic canh truong
B. texasporus khong tao bao tir bét hoat v6i lugng hitu hiéu dé didu tri va/hoic

ngédn ngtra sy nhiém khuan & dong vat.

Sang ché ciing d& cép dén phuong phép lam ting sy ting thé trong va

chuyén hoa thirc dn & dong vat dang 16n, bing cach cho ching ding té bao hozc
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canh truong B. texasporus khong tao bao tu bét hoat voi luong hitu hiéu dé diéu

tri va/hodc ngan nglra sy nhiem khuan & dong vét.

Sang ché ciing d& cap dén viéc sir dung té bao khong tao bao tir nay lam

chét phu gia thuc phidm hoic do ubng cho nguoi.

Theo mdt phuong 4n vi du, séng ché dé cap dén ching khéng tao bao tir
cla B. texasporus c6 ty 18 sdng sot thap hon khoang 3,5 x 107, thip hon khoang
1 x 10™, thép hon khoang 1 x 107, thép hon khoang 1 x 10, thdp hon khoang 1
x 107, thip hon khoang 1 x 107®, hoic thap hon khoang 1 x 107, ty 1& séng st
nay c6 thé dugc xéac dinh bing cach cho canh truong chiu nhiét d6 khoang 50°C
trong khoang thoi gian 5 phat va xac dinh ty 1€ séng sot hodc kha ning tao

khuan lac.

Theo mot phuong an vi du, ching B. texasporus khong tao bao tir cling
thé hién strc sbng giam, nhu ty 1& sng sét thdp hon khoang 1 x 10, khi canh
trudmg dugc xir 1y bat hoat, nhur khéng cung cép chét dinh dudng, dong lanh (ma
khong c6 lugng hitu hiéu chit bao vé bao quan lanh (cryoprotectant), loai nudc
(béng cach hat nhanh ¢ nhiét d6 23°C), tao do pH khéc nghiét (vi dy, d6 pH=1,0
hogic d6 pH=13,0), ding butanol bdo hoa, bd sung chat tdy (vi dy, 1% SDS)
hodc tac nhan dung giai (vi dy, lysozym), siéu am, dung luc co hoc (vi dy, bd
phén ép trong thiét bi tao hat thirc &n dong vat) hodc dung hydro peroxit (vi dy,
nhiéu hon hodc bang 1% H,0,).

Sang ché ciing d& cap dén phuong phap 1am ting san lugng peptit BT
trong ché phdm B. fexasporus bang cach ding té bao thu dugc tir ching B.
texasporus khong tao bao tir. Sang ché ciing dé cap dén phuong phéap lam ting
su én dinh va hiéu qua kinh t& ctia cac peptit BT trong ché phdm B. texasporus
bang cach ding t& bao thu dugc tir ching B. texasporus khong tao bao tir ma

khong phan 1ap hoic tinh ché peptit BT.

Séang ché ciing d& cap dén té bao B. texasporus dang bot, trong d6 bot nay

vé co ban 1a khong chtra bao tir. Theo mdt phuong an vi du, canh truong B.
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texasporus khong tao bao tu dugc nudi cdy trong moi trudong long t6i khi thu
duoc mat do té bao du va canh truong dugc loai nude hodc séy dé tao thanh
dang bdt vé& co ban 1a khong chira bao tir. Bot nay sau dé c6 thé duoc hoa vao
nudc hodc tron vao nguyén liéu san xuét thirc 3n dé tao ra thirc 3n hodic nudc
ubng duoc ting cudng cho dong vat ma khong chira lugng déng ké bao tir sdng

cua vi khuan B. texasporus.

Sang ché cling dé cap dén phuong phép loai bd hoic tay trung t& bao B.
texasporus khoi thiét bi va/hoic hé théng dugc dung dé san xuét B. texasporus
bao gdm budc xir Iy thiét bi va/hosic hé théng nay dé bat hoat hoic tiéu diét
chiing B. texasporus khong tao bao tir, sau do té bao c6 thé duoc rira troi di mot
céch don gian. Vi dy, hoi hogic nude & nhiét d cao c6 thé duge ding dé rira cc
thiét bi va/hodc hé thdng nay, trong d6 nudc s& vira loai bd té bao vira tiéu diét
chiing (do nhiét d¢ cao), qua d6 loai bé hiéu qua té bao B. texasporus khoi thiét

bi va/hoic hé thdng nay.

Sang ché ciing dé cap dén phuong phap kich thich hé mién dich & dong
vét hodc ngudi, bao gdbm budc dua vao co thé dong vat hoic ngudi luong hitu
hiéu ching B. texasporus khong tao bao tur. Vi du, chiing B. texasporus khong
tao bao tr ¢6 thé duoc nudi cdy, té bao co thé duoc thu cling hogc khong cling
voi moéi truong nudi céy va té bao thu duge c6 thé dugc tron voi nude hodc
nguyén lidu thirc n bd sung dé tao ra thirc &n hogic nudc ubng ting cuong ma
kich thich hé mién dich & déng vét dugc cap thirc an hodc nuéce udng nay. Vi du,
ching B. texasporus khong tao bao tir co thé dugc bt hoat va cho dong vét hoic
ngudi an truc tiép dé kich thich hé mién dich & dong vat hozic ngudi. Theo mét
phwong 4n vi du khéc, sang ché d& cap dén thic an ting cuong kich thich hé
mién dich & dong vat hozic nguoi béng cach dua vao co thé dong vat hodc nguoi
luong hitu hiéu chung B. texasporus khong tao bao ttr va chét mang thuc phim.

Chung B. texasporus khong tao bao tir co thé duoc nudi cdy va trén véi
nude hodc nguyén lidu thirc an dé tao ra thirc dn hodc dd udng ting cudng kich

thich hé mién dich, vi dy, n6 cé thé ting cuong dap tmg mién dich véi vacxin
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duoc dua vao co thé dong vét hodc ngudi két hop véi thirc &n hoic d6 udng ting
cuong hodc sau khi thirc an hodc nudc udng tang cuong dugc ding. Ngoai ra,
chiing B. texasporus khong tao bao tir co thé duoc bét hoat va cho dong vat hoic
nguoi an, vi du, té bao bét hoat c6 thé duoc séy, chuyén dén dia diém xur ly
va/hoic dia diém dua vao co thé va trén véi thirc dn hoic nudce ubng ma s& duoc
ngudi hodc déng vat dung, trong dé thirc dn hodc nude udng khéng chira bao tir

song cua chung B. texasporus.

Séang ché ciing dé cap dén ché phdm kich thich hé mién dich dong vat, bao
gdbm ngudi, bing cach dua vao co thé dong vat lugng hiéu qua ching B.
texasporus khong tao bao tu két hop v6i mot hodc nhidu vacxin. Vi dy, ching
khong tao bao tir ¢ thé duoc nudi cdy, té bao duoc thu (ciing hogic khdng cung
v6i moi trudng nudi cdy, vi du, t& bao cé thé duge rira sau khi ly tm) va dugce
dua vao c6 thé dong vat trude hodc cung liic véi vacxin, trong do té bao t6i da

hoé hoic ting cudng déap Gng cua hé mién dich véi vacxin.

Séang ché ciing d& cap dén phuong phap ngin ngira va/hogc diéu tri bénh &
dong vét, béng cach dua vao co thé dong vat ching B. texasporus khong tao bao
tir. Vi dy, viée diéu trj c6 thé bao gdm budc lam giam quan thé vi sinh vat gay
bénh trong dong vat. Tac nhan gy bénh d8 1am vi du cén 1am giam bao gdm,
nhung khong gidi han &, Acinetobacter, Bacilli, Borrelia, Campylobacter,
Clostridia, E. coli, Enterococcus, virut gdy bénh chén miéng, Gonorrhea,
Haemophilus, virut cim, Mannheimia, Mycobacteria, Mycoplasma, Pasteurella,
Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus va Streptococcus. Cac bénh dé lam
vi du bao gém, nhung khong gidi han &, bénh truc khuén coli, bénh vi khuén
xanmon, bénh viém rudt hoai tr, bénh cau trung, bénh cim, bénh chan miéng,
hoi ching r6i loan sinh san va ho hép & lon, bénh viém phéi s6t do van chuyén 4]
bo, bénh nhidém khudn dudng tiét niéu, bénh béo phi/hdi ching chuyén hoa va

bénh déi thao duong typ 2.

Chung B. texasporus khong tao bao tir, dugc dang ky véi ky hi¢u 1a PTA-
12307 (Ching MYG113), PTA-12308 (Ching MYG110), PTA-12309 (Chung
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MYG107) va PTA-12310 (Ching MYG11) dugc ndp luu ngay 07/12/2011. Tt
ca cac chung nay déu dugc ndp luu theo quy dinh ctia Hiép uéc Budapest, tai Co
quan luu gilt canh truong cac typ My (American Type Culture Collection —
ATCC), 10801 University Blvd., Manassas, Virginia 20110-2209, USA).

Sang ché ciing d& c4p dén it nhit mot ching vi khuan thudc chi
Brevibacillus dugc chon tir nhém bao gdm it nhat mét ching trong sb cac ching

PTA-12307, PTA-12308, PTA-12309 va PTA-12310.

C6 thé thuc hién bt hoat t& bao theo sang ché theo cach lién quan dén
viéc nudi cdy té bao trong mdi trudng thich hop, sau dé bb sung nguyén liéu
thie an vao canh trudng ndy hodc bd sung canh trudng ndy vao nguyén liéu thie

dn deé loai nudc té bao.

Mt cach khac (ngoai cach sbc nhiét) c6 thé duoc ding ¢ bat hoat té bao
theo sang ché lién quan dén viéc cho té bao nay tiép xuc v6i d6 pH khéc nghiét,
nhu d6 pH khoang bang 1, khoang bang 2, khoang bang 3, khoang bang 4,
khoang bang 5, khoang bang 9, khoang bang 10, khoang bing 11, khoang bing
12, khoang bang 13 hodc khoang bing 14.

Su thay dbi do pH du dé bat hoat t& bao theo sang ché c6 thé duoc tao ra
béng cach bd sung bazo, axit va/hodc cac ché phim khéac ma thay dbi d6 pH mot
cach hiéu qua vuot ra ngoai khoang cé thé chiu dugc vé& mit sinh ly hoc. Vi du,
cacbon dioxit c6 thé duoc hoa tan vao trong nudc dé tao ra axit cacbonic va lam

giam d6 pH dé bat hoat té bao.

Mot cach khéc co thé dugc dung dé bét hoat té bao theo sang ché 1a xr ly
béng ap luc cao (con duoc goi 1a "tac dong bang ap luc cao" hodc "xir ly bang ap
luc rit cao" hodc "tiét triung bang 4p luc rat cao"), 1a quy trinh ma c6 thé lién
quan dén viéc tao 4p lyc nim trong khoang 100 dén 1000MPa (14500 dén
145000psi), hogic 150 d&n 600MPa (25000 dén 90000psi) d tiéu diét té bao sinh
dudng vi khudn, nAm médc va cac loai tuong tu khoi cac san phim ma céc té bao

nay c6 mat.
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Mot vi du vé viée xtr 1y 4p luc cao 1a cach ding bd phén ép (tao ap luc
bing bd phan ép), ma pha v té bao bang cach tao ap luc 1én huyén phu té bao
(1én dén 275,8MPa) va sau d6 dot ngdt giam 4p luc. Do do6, chiing khong tao bao
tir theo séng ché c6 thé bi bét hoat boi viée tao va gidm é&p luc v6i mirc ép luc 1a
khoang 275,8MPa, 137,9, 68,95, 34,48, 17,24, 8,62MPa va moi t6 hop cla

chung.

Mot cach khac nita c¢6 thé duge dung d2 bAt hoat t& bao theo sang ché lién
quan dén viéc cho t& bao nay tiép xic véi rugu & ndng d6 cudi 1a khoang 70%,
khoang 60%, khoang 50%, khoang 40%, khoang 30%, khodng 20%, khoang
10%, khoang 5%, khoang 2% hoéc khoang 1% (v/v).

Mot cach khac nita co thé dugc dung dé bAt hoat té bao theo sang ché lién
quan dén viéc cho té bao nay tiép xuc véi chét tdy & ndng d6 cudi 1a khoang
10%, khoang 5%, khoang 2%, khoang 1%, khoang 0,5%, khoang 0,2% hoac
khoang 0,1% (w/v).

M6t cach khéc nita c6 thé duoc ding dé bit hoat té bao theo sang ché lién
quan dén viéc loai nudc té bao bang cach lam giam ham lugng nude trong moi
trudng quanh té bao B. texasporus t6i mic dudi khoang 80%, khoang 70%,
khoang 60%, khoang 50%, khoang 45%, khoang 40%, khoang 35%, khoang
30%, khoang 25%, khoang 20%, khoang 15%, khoang 10%, khoang 5%,
khoang 2% hodc khoang 1%.

Theo mdt phuong én vi dy, canh truong té bao khong tao bio tir theo séng
ché dugc tao ra, xir ly bang mét hoic nhidu céch bét hoat va dugc bd sung vao
thirc an dong vat. Vi dy, canh truong té bao khong tao bao tir c6 thé duogc nuodi
cay bang cach dung hé théng san luong cao va sau dé dugc sdy phun dé thu
dang bot. Trong truong hop nay, quy trinh sdy phun dugc ding dé bat hoat té
bao va tao ra san phdm ma sau do6 c6 th8 dugc bd sung vao ngudn thirc an khd.
Theo cach khac, canh trudng té bao c6 thd dugc bét hoat bang cach tang nhiét do

va/hodc ap lyc, nhu nhitng cach duge dung khi san xuét thirc an dang hat.
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Theo mdt phuong an vi du khéc, canh truong té bao khong tao bao tir theo
séng ché, nhu MYG107, MYG110 hoic MYG113, dugc nudi céy trong moi
trudng 1ong va sau d6 duoc bd sung vao hon hop vé cin ban 13 khé cac nguyén
liéu thirc dn dong vat hodc vao hat thirc an dong vat dé tao hdn hgp c¢6 ham
lwong 4m cudi ndm trong khoang tir khoang 10% dén khoang 25% (theo lugng
chét rén), hdn hop dugc 1am am sau d6 dugc cho di qua thiét bi tao hat dé tao
hat ¢ kich thuée thich hop, hat ndy sau d6 dugc sdy dén ham lugng 4m cudi
bang, vi du, khoang 5%. Trong vi du nay, viéc bd sung t& bao theo sang ché vao
hdn hop vé co ban 1 kho céc nguyén liéu thic #n dong vat dong vai trd 1am mat
nudce va viéc nay sau d6 dugc ting thém bang cach ting nhiét va qué trinh lam
khd céc hat thire an. Trong cac didu kién nay, c6 thé tin rang tit ca hodc gan nhu

tht ca té bao sé& bi bat hoat.

Theo mdt phuong an vi du khéac, nguyén liéu thirc an, bao gdm ngd vang
#2. thte &n tir d4u nanh, ra, san phim protein hoan nguyén, mudi, phosphat d4
v6i dang bot, cht béo dong vat dang 1éng va cholin dang 1éng dugc ding dé san
xuét thirc dn chira té bao bat hoat theo sang ché. Mot mé thirc 3n thudng duoc
san xudt bang cach trén nguyén liéu dang bdt hodc duge nghién nhé thanh hén
hop ddng nhit va sau dé bd sung nguyén lidu dang 16ng, nguyén liéu dang 1dng
ndy c6 thé 13 canh trudng té bao B. texasporus khong tao bao tit (mdt cach loai
nudce). Hon hop duge 1am 4m nay dwoc chuyén vao budng diéu hoa, 13 noi tao
hoi (tao ra mot dang sbc nhiét) va thirc an chuyén sang dang bot nhdo. Bot nhio
nay dugc tron k¥ trude khi tao hat va duge dua vao thiét bi tao hat. Trong thiét
bi tao hat, bot nhdo nong mém nay dugc ép qua khudn va dugc tao thanh dang
hat hinh tru. Céc hat nay duoc chuyén vao thiét bi 1am maét/thiét bj lam kho, 14
noi quat s& thdi khi xung quanh nén xép hat dé loai bé hoi 4m (loai nudc tiép) va
nhiét khoi hat. Sau dé c6 thé dung bing chuyén va thiét bi nang dang x6 dé
chuyén thtrc 3n sang qua trinh pha 16ng, 1a qua trinh phun chét béo dong vat vao
thirc an véi luong khoang 2% trong lugng. Thirc an thanh phadm sau d6 dé sin

sang dé st dung.
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Theo mdt phuong an vi du khéc, khoang 1,0 x 1010, 1,0x 10", 1,0 x 1012,
1,0 x 10", 1,0 x 10" hodc 1,0 x 10" t& bao bit hoat cia ching B. texasporus

khong tao bao tir dugce bd sung vao khoang 1000kg thirc #n dong vat.

Theo mot phuong an vi du khéc nita, lidu lwong hitu hiéu cua té bao B.
texasporus khong tao bao tr dugc dua vao co thé dong vat. Theo phuong 4n vi
du khéc, lidu luong hitu hiéu té bao B. texasporus khdng tao bao tit chita céc
peptit BT trong thic an hodc trong nudc ubng nim trong khoang tir khoang
5ppm dén khoang 1000ppm, ndm trong khoéang tir khoang 15ppm dén khoang
1000ppm, ndm trong khoang tir khoang 20ppm dén khoang 1000ppm, nim trong
khoang tir khoang Sppm dén khoang 100ppm, nim trong khoang tir khoang
10ppm dén khoang 100ppm, nim trong khoang tir khoang 20ppm dén khoang
100ppm, ndm trong khoang tr khoang Sppm dén khoang 75ppm, nim trong
khoang tur khoang 10ppm dén khoang 75ppm, nim trong khoang tir khoang
20ppm dén khoang 75ppm, ndm trong khoang tir khoang Sppm dén khoang
50ppm, nim trong khoang tir khoang 10ppm va khoang 50ppm hodc nim trong
khoang tir khoang 20ppm va khoang 50ppm.

Theo mot phuong an vi du khac, viéc loai nudc cua ching B. texasporus
khong tao bao tir theo sang ché duoc thuc hién bing cach: sdy lanh kho, siy
chan khéng, sy phun, loai nudc thdm thau, loai nudc tang soi, loai nudc bay hoi
dung moi, loai nudc duoc hd trg boi siéu Am, loai nude duoge hd tro boi vi séng,

loai nude duoc hd trg boi RF va/hoic td hop cla ching.

Theo phuong an vi du khac, viéc loal nudc cua cac té bao hodc canh
trudng B. texasporus khong tao bao tur dugc thuc hién bang cach bd sung hop
chét hat nuée (vi dy, nguyén liéu thirc dn), nhiét (nhu dugc thuc hién trong qué
trinh tao hat thirc an cho dong vét) va/hoac lam bay hoi.

MB& ta viin tit cac hinh vé
Fig.1 minh hoa su tiéu thu cac peptit BT bdi bao tir cia PTA-5854. PTA-

5854 dugc cAy vao moi truong LB va nudi trong thiét bi lac khi & nhiét d¢ 37°C.
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Céac mau duoc 14y hang ngay va cac peptit BT dugc chiét va phén tich hoat tinh.
Mot don vi nhén tao 1a 0,8ug/ml cac peptit BT. Vao ngay 3, canh truong duogc
chia thanh ba mu phén tich (#1, #2 va #3). Mau phan tich #1 khong dugc xur ly.
M3u phan tich #2 dugc chidu tia UV trong thiét bj lién két chéo UV trong thoi
gian 10 phat. Mau phan tich #3 dugc dun sdi trong thoi gian 10 phut. Cac mau
phén tich sau d6 dugc 1 & nhiét d6 37°C trong thiét bi lac khi.

Fig.2 thé hién sy sinh trudng clia ga trong thtr nghiém tha nhét (1) va thi
hai (2).

Fig.3 thé hién can ning trung binh cua ga két hop tir ca hai thir nghiém
vao ngay 20 (gid trj trung binh + SE). N=39 dén 42 ga dugc gdy nhiém mdi lan

trj liéu va N= 16 dén 19 ga khong dugc gay nhiém mdi 14n trj lidu. *p<0,05

Fig.4 thé hién ty 16 chuyén ho4 thic &n trung binh tir c& hai thir nghiém
duoc xé4c dinh cho ca qua trinh trj liéu bang cach cho #n (gié tri trung binh + SE,
N= 3 chudng/lan tri liéu/gd duoc gdy nhiém thir nghiém, N=1 chudng/lan tri
lidu/ga khong dugc gy nhiém thir nghiém) (1= thtr nghiém 1, 2= thir nghiém 2).
*p<0,05, ** p<0,01

Fig.5 thé hién d6 dai trung binh ctia rudt non (gia tri trung binh + SE) & ga
duge gdy nhidm bing Eimeria (N= 20 dén 24) va ga khong dugc giy nhiém
(N=8) tir ca hai thr nghiém (1= thur nghiém 1, 2= thir nghiém 2).

Fig.6 thé hién ty 1& trung binh giir trong lwgng ti hoat dich va trong
luong chim (gié tri trung binh + SE) & ga duge gy nhiém bing Eimeria (N= 10
dén 12) va ga khéng duoc gy nhiém (N= 4).

Fig.7 thé hién két qua x4c dinh mirc thuong tén Eimeria (gié tri trung binh
+ SE) ctia nhém dbi ching (N= 8) va nhém BT nho (N= 12). C6 su khac biét
dang k& vé mit thong ké gitta cac tri liéu (p=0,098).

Fig.8 thé hién gié tri phan trdm trung binh chét kho cht tidu hoa cia hdi
trang (gia tri trung binh + SE) & ga duoc gay nhiém (N= 5 dén 6 nhém trén mdi

tri liéu) va ga khong duoc gy nhidém (N= 2 nhém trén mdi trj lidu).
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Fig.9 thé hién gia tri phan trim trung binh chit kho chét tiéu hoa cta
manh trang (gi4 tri trung binh = SE) & ga dugc giy nhiém (N= 4 dén 6 nhoém

trén moi tri liéu) va ga khong dugc gy nhiém (N= 2 nhom trén moi tri lidu).

Fig.10 thé hién s luong vi sinh vt tbng (gié tri trung binh + SE) trong
hdi trang tir ga duoc gay nhiém (N= 5 dén 6 nhom trén mdi tri lidu) va tir g

khéng duge gay nhidm (N= 2 nhém trén mdi trj lidu).

Fig.11 thé hién sb luong vi sinh vat tdng trong manh trang (gia tri trung
binh + SE) tir ga dugc gdy nhidm (N= 5 dén 6 nhom trén mdi tri lidu) va tlr ga

khéng dugc gdy nhiém (N= 2 nhém trén mdi tri ligu).

Fig.12 th8 hién luong vi sinh vét khic nhau & hdi trang ga dugc giy
nhidm bing Eimeria & ca hai thir nghiém (N=5 dén 6 nhém trén mdi tri liéu). gid

tri P d6i chimg so voi BT, thir nghiém 1 = 0,037.

Fig.13 thé hién luong vi sinh vat khic nhau & hdi trang ga khong duoc
gdy nhiém & ca hai thir nghiém (N=2 nhém trén moi tri liéu). Khong cé su khac
biét dang ké giira cac nhom.

Fig.14 thé hién luong vi sinh vat khéc nhau & manh trang ga dugc giy
nhiém bing Eimeria tir ca hai thir nghiém (N=5 dén 6 nhém trén mdi tri lidw).

Khéng co6 su khac biét dang ke gifra cac nhom.

Fig.15 thé hién luong vi sinh v4t khac nhau & manh trang ga khdng dugc
gdy nhiém tir ca hai thir nghiém (N=2 nhém trén méi tri liéu). Khong c6 sy khéc
biét dang ké gitra cdc nhom.

MO ta chi tiét sang ché

Nhu duge st dung & day va trong phin yéu cdu bao hd dinh kém, cac
dang thé hién s it, vi dyu, "mot" 1a bao gém ca dang sd nhiéu, trir khi trong phén
ndi dung thé hién sy khac biét rd rét. Vi du, khi dé cép t6i "mét vi khuan B.
texasporus" bao gdm ca dang sd nhiéu vi khuén nay va khi d& cép toi “mot té
bao" 1a ciing d& cap dén dang nhidu té bao tuong tu va cac cach thé hién twong

tu.
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Nhu dugc str dung & ddy, "khoang" c6 nghia 1a rat gan véi, xap xi, it hon

hodc nhiéu hon mdt chit s6 hoac khoang dugce néu.

Nhu duoc st dung & ddy, "dong vat" co nghia la loai c6 xuong song hodc
khong xuong song bat ky, bao gom ngua, dé, clru, gia suc, lon, ga, ga tay, ga
mai to, ngdng, vit, chd, méo, vet, ca, cua, tom, ria nudc ngot, ngudi va cc loai

tuong tu.

Nhu duge st dung & ddy, "thic an" hodc “thyuc phdm” 14 hop chét hodc
hdn hop hop chét bit ky chira mixture of substances containing axit amin, chét
chéng oxy hoa, cacbon hydrat, dd gia vi, enzym, chét béo, chit khoang, ché
phim chira nito khong phai protein, protein, vitamin va/hodc chit gén va c6 thé
chira tdc nhan tao hat, tao mau, tao bot va/hodc tao mui, dugc san xuét, ban hoic
duoc dung cho dong vat tiéu thy, nhu vat nubi va vat nudi trong nha, hodc
ngudi, dé cung cAp it nhat 14 mét phan cia nhu cdu dinh dudng ctia dong vét
ho#ic ngudi va/hodc vai muc dich ngén nglra hodc didu tri chimg ri loan dinh
dudng & dong vat. Do 1a mot nhéan td dinh dudng quan trong, nudc dugc coi 1a

nguyén liéu thirc 3n va nudc udng chira nudce 1a thirc &n hodc thyc pham.

Nhu dugce st dung & day, "bat hoat" hoic "su bat hoat" 1a moi cach xtr ly
hoiic 4p luc, nhu khong cdp chit dinh dudng, séc nhiét, loai nudc/lam khd
lanh/sdy (vi du, sy bang nhiét, lam déng kho, sdy phun, phoi ning, hong khd
va/hodc hit khd), thay ddi do pH (vi du, axit hoa hodc kiém hod), xir ly bang
ruou, XU Iy bang chét tay, loc, xt 1y bang kim loai nhu bac va k&m, xut 1y ap luc
nhu qué trinh x ly ap luc cao, pha v& bing enzym (vi duy, xtt Iy bang lysozym),
luc co hoc (vi dy, siéu 4m), xir Iy bang cation amoni hoa tri bbn, tac nhan oxy
hoa (vi du, clo oxit, hydro peroxit, hypoclorit va/hodc ozon), mudi hoa, xir ly
trong dién truong, xur ly bing vi séng, xir ly bang chum tia dién tu, chiéu xa
va/hodc t6 hop cua ching, 1 nhitng phwong phép thudng khong tiéu diét dugc
bao tir va lam gidm kha ning tao khuan lac twong dbi (ty 1& sdng sot) ciia canh

truong xudng thdp hon khoang 1 x 107, thap hon khoang 1 x 10, thap hon
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khoang 1 x 107, thip hon khoang 1 x 10", thap hon khoang 1 x 107, thap hon
khoang 1 x 10" hodc thip hon khoang 1 x 107

Nhu duge sit dung & day, “té bao hodc canh truong bét hoat” chung B.
texasporus khong tao bao tir 1a hon hgp cua té bao B. texasporus khéng sdng, it
nhét 13 phin té bao duoc giai phéng mot phan va/hodc thanh phén moi truong
nudi cdy. Can phai biét ring su bét hoat cta ching khong tao bdo tir theo séng
ché c6 thé gay ra su phan giai cia nhidu, phan 16n hodc tit ca cac té bao, tuy
thudc vao diéu kién b4t hoat dugc ap dung. Do o, "té bao bét hoat", "canh
truong bat hoat" va cac thuat ngit tuong tu, ¥ nghia cia chiung bao gbm ca san

phdm phan giai t& bao dugc tao ra, it nhéit 14 mot phan, boi qua trinh bat hoat.

Nhu duoc st dung & day, "dot bién" 1a d& chi moi sy thay ddi trong trinh
tu axit nucleic, bao gém thém doan, mét doan, chuyén doan va dao doan & mot
hodc nhidu nucleotit. Kich thudc ctia doan mit hoic thém c6 thé thay dbi tir mot

nucleotit dén nhiéu gen.

Nhu duge sit dung & day, "kiéu hinh" 14 cac dic diém sinh hod, sinh ly

va/hogc hinh thai quan sat duoc cua té bao hoic canh trudng té bao.

Nhu duge stir dung ¢ day, "khong tao bao tu" 1a dé chi ching vi khuén thé
hién moi su thiéu s6t c6 thé nhan biét dugc trong viéc tao bao tir hodc san phim
bao tir khi so véi céc ching twong Gng kiéu dai (wild-type — wt) c6 kha ning tao
bio tir hoan chinh. Thu4t ngit “khdng tao bao tir” do d6 1a dé chi ching bét ky
cd su nhay cam véi ap lyc nhu khong co chét dinh dudng, sb¢ nhiét, loai nudc,
axit hod, kiém ho4, ruou, chét téy, lysozym, luc co hoc, cation amoni hoa tri
bbn, tdc nhan oxy hod va/hodc chiéu xa ma lam gidm kha ning tao khuén lac
tuong dbi (ty 18 sdng s6t) clia canh trudng xudng t6i thip hon khoang 8,1 x 107,
thdp hon khoang 3,5 x 107, thip hon khoang 1 x 10, thap hon khoang 1 x 107,
thdp hon khoang 1 x 10, thap hon khoang 1 x 107, thdp hon khoang 1 x 10’
hodc thap hon khoang 1 x 107, diéu nay 1a bao gbm ca nhimng t& bao khong co
kha ning tao bao tir va té bao vé& co ban 14 cb khiém khuyét trong viéc tao bao

ttt, hodc thé hién theo mét cach khac 1a té bao trong d6 bao tr khong dugc hinh
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thanh do chiing d6 khong c6 kha nang dé hoac té bao c6 kha ning tao bao tir bi
lam yéu hoc t& bao trong d6 bao tir dugc tao ra, nhung bao tir d6 c6 thé khong
sbéng hozc bao tir ndy nhay cam véi 4p luc bét hoat va trd thanh khong hoat dong
do tiép xtc véi céc ap luc nay. Su thiéu hut qué trinh tao bao tir c6 thé duoc xéac
dinh bang phuong phap bt ky dugc thé hién & day, vi dy, canh trudng sinh
trudng hoat dong co thé dugc cho sbc nhiét véi nhiét d6 khoang 50°C hoic
khoang 70°C trong khoang nam phut va kha nang tao khun lac tuong ddi dugc
x4c dinh so v&i canh truong khong duoc xir Iy hodc miu phan tich clia canh

truong d6 nhung khong bi 1am sbc nhiét.

"Khéong cAp chét dinh dudng" 13 sy thiéu hut chit dinh dudng ma khién
cho s luong té bao sinh dudng hodc hoat dong giam di (va kich thich su tao
thanh bao tir va/hoic su chét té bao). Té bao B. texasporus kiéu dai trai qua su
tao bio ti it nhit 13 trong qué trinh séng sét qua viéc khong clp chét dinh
dudng, nhung t& bao B. fexasporus khong tao bao tir khdng thé tranh khéi su
chét t& bao do viéc khong cip chat dinh dudng. Do d6, canh trudng bét hoat
chung B. texasporus khong tao bao tir chiing ¢ thé thu duoc mét cach don gian
bing cach cdy ching vao mdi trudng nudi cdy va nubi ching nay trong mot
khoang thoi gian kéo dai khién cho té bao chét vi khéng dugc cdp chat dinh

dudng sau pha sinh truéng ban dau.

Nhu duoc st dung & day “séc nhiét” 1a ting nhiét do dén gi4 tri nim trong
khoang tir khoang 50°C dén khoang 100°C, 1am lanh dén nhiét d6 nim trong
khoang tir khoang 0°C dén khoang 16°C hosc dong lanh.

“Loai nuéc” duge dinh nghia la qua trinh hodc viéc xir ly bat ky ma dan
dén su gidm ham luong nudc trong méi trudng xung quanh té bao B. texasporus,
s6c thdm thau, vi du, 1am giam ham lugng nuéc trong méi trudng xung quanh
t6i mure thdp hon khoang 80%, khoang 70%, khoang 60%, khoang 50%, khoang
45%, khoang 40%, khoang 35%, khoang 30%, khoang 25%, khoang 20%,
khoang 15%, khoang 10%, khoang 5%, khodng 2% hoac khoang 1%.
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Tbt hon néu luwgng hitu hiéu té bao theo sang ché dugc xac dinh boi duge
s§ hodc bac s§ thu y dua trén cac yéu t6 nhu kich thude, tudi, trong luong

va/hodc tinh trang surc khoé cia dong vat.

Su tao thanh bao tr & PTA-5854 giéi han mic san lugng cua céc peptit
BT, do bao tt PTA-5854 ¢6 vé nhu lam phan huy cac peptit BT. Khéng mudn bi
phu thudc vao gia thuyét, didu nay cé vé nhu la sy tao thanh bao tir va/hodc su
hoat ho4 bao tir lam giam sy tao ra cac peptit BT bdi PTA-5854. Nhu dugc thé
hién trén Fig.1, canh truong dugc nudi cy tiép ctia PTA-5854 trong mdi trudng
LB sau ngay 3 & 37°C, 1a thoi diém su thiéu hut chét dinh dudng it nhat da bat
d4u, khién cho céc peptit BT giam di (#1). Su giam peptit BT nay c¢6 thé tranh
duge bang cach chiéu tia UV vao ngay 3, cdch ndy s& tiéu diét ca té bao (sinh
dudng) va bao tir hoat dong (#2). Tuy nhién, sy gidm BT nay co thé tranh duoc
bang cach dun s6i vao ngay 3, cach ndy chi tiéu diét té bao hoat dong nhung

khéng bét hoat bao tir (#3).

Ngoai viéc lam giam murc peptit BT, su tao thanh bao tir & PTA-5854 con
ngan can viéc thuc hién phuong phép tiét kiém nhét trong viéc ding ching nay
lam phuy gia thtc an. Cu thé, viéc sir dung cac peptit BT lam phu gia thirc &n can
phai c6 chi phi san xudt thép, didu nay loai bé moi budc tinh ché peptit. Két qua
la, phu gia thtc an trén co s& BT chi phi thAp nhét s& 1a canh truong B.
texasporus loai nudc. Viéc loai nudce chi co thé 1am bét hoat t& bao sinh dudng
chir khong lam bét hoat dugc bao tir B. texasporus, do do, viéc loai nudc khong
thé lam bt hoat chiing c6 kha ning tao bao tir. Ngoai ra, bao tir tir chiing c6 thé
nay mam va phén huy céc peptit BT & xung quanh, va su phan huy cac peptit BT
do sy ndy mam bao tir ciing s& tré thanh mét vin dé nghiém trong dbi véi sy 6n
dinh ctia san phdm thtc an bét ky.

Cubi cing, phu gia thuc phidm chira bao tir B. texasporus c6 thé khéng
dap tmg dugc cac quy dinh vé& quan 1y va gdy ra nguy co phét tan ching san
xuét. Két qué 1a viéc cé thé loai bé bao tir mot cach hiéu qua rat duge mong

muon.
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Tuy nhién, B. texasporus lién tuc tao bao tir ma rat khé dé loai bo hodc bat
hoat. Céc k§ thuét thong thuong ma cé thé dung dé bat hoat B. fexasporus v
bao tir thu dugce bao gdm, chiéu xa gama, hip khir tring va cac hinh thirc xtr 1y
tao diéu kién khéc nghiét khac. Mic du viéc chiéu xa gama 13 hiéu qua trong
viée loai bd bao tir ma khong phé huy cac peptit BT trong mot s6 ché d6 vat 1y
cu thé, phuong thire nay thudong duoc coi 1a khong kha thi va khong hiéu qua vé
mat chi phi trong cong nghiép. Hap khir tring ciing 12 mot phuong thtc hiéu qua
khic dé loai bd bao tir, nhung qué trinh ndy pha huy cac peptit BT, diéu nay
khién cho phuong thirc nay khong duge tmg dung.

Phuong thirc kha khi va c6 chi phi thich hgp nhét dé bét hoat té bao trong
quy md cong nghiép 1a cach xtr ly trong thoi gian ngén véi nhiét d trung binh
(nhu thanh trung, vi dy, & nhiét 46 70°C trong thoi gian 30 phut) va/hodc loai
nuéde, la cac phuong thic ma cac peptit BT c6 thé chiu duogc. Do bao tir B.
texasporus khang nhiét kha 8t (bao tir c6 thé chiu dugc mirc 4p luc déng ké,
nhu dun sdi & nhiét do 100°C trong thoi gian 60 phut, Bang 1, va loai nudc,
Bang 2), chung khong tao bao tir nhay cam véi nhiét d¢ trung binh va/hodc loai
nuée 1 can thiét d tmg dung thuc tién va/hodc véi chi phi hop 1y B. texasporus,
nhu dé lam DFM. Sang ché dé xuit ching B. texasporus khong tao bao tir ma c
thé duoc 1am bat hoat bing cac phuong thirc an toan véi peptit BT, nhu thanh
trung, tao hat, lam kho lanh va/hodc sy, trong d6 céc diéu kién bat hoat c6 kha
ning lam bt hoat t& bao sinh dudng, nhung thuong khong 1am bét hoat bao tir
kiéu dai.

Céc vi du vé& phuong thirc hitu ich d& bit hoat té bao sinh dudng bao gom,
nhung khéng giéi han &, khong cip chét dinh dudng, séc nhiét (dang néng nhu
thanh trung hodc dang lanh nhu dong lanh), loai nudc/lam kho lanh/séy (vi dy,
sdy bang nhiét, 1am déng khd, sdy phun, phoi ning, hong khé va/hogc hit kho),
thay dbi d6 pH (vi du, axit hoa hodc kiém hod), xtr ly béng ruou, xir Iy bang chit
tay, loc, xtr ly bang kim loai nhu bac va k&m, xr Iy 4p luc nhu qué trinh xit 1y 4p

luc cao, phd v& bang enzym (vi dy, xir Iy bing lysozym), luc co hoc (vi du, siéu

-21-



24131

4m), xir Iy bing cation amoni hoa tri bbn, tic nhan oxy hoa (vi dy, clo oxit,
hydro peroxit, hypoclorit va/hodc ozon), mudi hod, (xung dién) xtr ly trong dién
truong bing ning luong tan sb radio (radio frequency — RF), xtt ly béang vi song,
xtr Iy bang chum tia dién tu, chiéu xa (vi du, tia UV, tia X hodc tia gama) va tb
hop clia chung. Theo mét phuong 4n vi du, ¢ thé dung mdt hodc nhidu k¥ thuat

nay dé bt hoat té bao khong tao bao tir theo sang ché.

Theo céc tac gia sang ché duoc biét, chua cé cong bb ndo ghi nhan su
thiéu kha ning tao bao tir dip Ung duoc cac tiéu chuin quan ly da biét dbi voi
DFM bt hoat véi tj 1¢ sbng sét khi chiu ap luc 1a <10%,<107,<10%,0or <10”. Vi
dy, trong cac 4n pham hoc thuit, ty 1& song sot khi chiu ap luc cua bacillus ¢
mirc 107 duogce goi 1a khong tao bao tr (LEE va cac dong tac gia, 2001); trong
khi cac phuong phap dugc cong bd trong cac patent My da clp sb 4302544,
4450235, 4450236, 4465773, 6284490 va 7655452 cling chi cé thé tao ra céc
ching bacillus khong tao bao tir (“khéng sinh bao t” hodc “cé tinh khong tao
bao tir’) véi ty 18 sbng sot khi chiu 4p lyc [a & mirc 1077. Do d6, c6 vé nhur chua
c6 céc tai lidu k§ thuat da biét dé cap dén viée tao chiing bacillus khong c6 kha
ning tao bao tur véi ty 1€ sdng sét khi chiu ap luc 13 <10”. Nhu cau ddi véi
ching nay trong linh vyc 1a cao do viéc tim ra phuong thirc loai bé gen hiéu qua
hon khdng phéi 1a mét lya chon thich hop trong thuc té (va phuong thirc duy
nhét c6 thé st dung dé tao dot bién la phuong thirc hod hoc ma phwong thirc nay
chi yéu chi tao ra cac dot bién “cAm” hodc dot bién diém “xen k&” ) vi hai ly do.
Thit nhét, B. texasporusis 1a sinh vat kho kiém soét vé mit di truyén va co thé
khong thuc hién viéc loai bé gen duge. Thir hai, ching loai b gen thu dugc s&
12 sinh vat bién dbi gen (genetically modified organism — GMO), la dang bj cAm
c6 mit trong thic an cho nguoi & nhiéu ving nhu cdng dong chau Au. Theo
phuong an vi du khéc, phuong phéap bat hoat 1a du dé lam giam ty 18 séng st
chiing khong tao bao tir theo sang ché xudng thap hon khoang 1 x 10, thip hon
khoang 1 x 107, thip hon khoang 1 x 10", thap hon khoang 1 x 107, thip hon
khoang 1 x 10°®, hozc thdp hon khoang 1 x 10, nhung trong d6 phuong phap
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bét hoat nay 13 khéng du dé 1am giam ty 18 sbng sot ctia ching c6 kha ning tao
bao tir PTA-5854 xubng thip hon khoang 3,3 x10™ hoic thip hon khoang 4,3
x10™.

Vi du thue hién sang ché
Vidul

Mbt nd luc phan 14p ching dot bién khong tao bao tir ciia PTA-5854 dugc
thuc hién nhu sau. Té bao PTA-5854 duoc tao dot bién bang EMS va sau d6 chy
1én moi truong thach LB. Khoang 50000 khuén lac d3 duoc kiém tra su nhay
cam dbi véi viée xir Iy & nhiét do 75°C trong thoi gian 1 gid, va di phén lap
duoc 42 ching Ung ct nhay cam nhiét d6. Cac chung g clr ban dau nay duoc
tinh ché khudn lac va thir nghiém lai vé tinh nhay cidm nhiét d6. Chung PTA-
5854 va cac ching Umg cir nhay cam nhiét do duoc nudi trong moéi truong LB
long & nhiét d6 37°C trong ba ngay. Té bao sau d6 dugc chia vao cac éng thiét b
ly tAm nhé tiét tring 1am c4c mau phén tich 100pl va & & cc nhiét d khic nhau
(75, 70, 65, 60, 55, 50 hodc 37°C) trong cac khoang thoi gian khac nhau (5, 15,
30 hoic 60 phut). Té bao dwoc xir Iy dugce cdy 1én dia thach LB va nudi & nhiét
d6 37°C qua dém dé xac dinh kha ning cdy. Ty 1& sdng sét sau khi xir Iy sbc
nhiét duge xac dinh bang kha ning cdy sau khi sbc nhiét chia cho kha ning cdy
& nhiét d6 37°C khi khong séc nhiét.

Trong s& 42 thé phan 1ap dau tién, di x4c dinh dugc 1a c6 mot sd chung
dot bién nhay cam nhiét do. Ching B7 thé hién kiéu hinh nhay cam nhiét d¢ tét
nh4t (Bang 1). Sau khi xr Iy trong thoi gian ngén 1a 5 phut & nhiét do 50°C thu
duoc ty 1€ song sot 1a 8,1x1077 (khoang 1 x 107, va nhiét d6 cao hon va thoi
gian U dai hon khong lam giam ty 1€ sbng s6t mot cach dang ké. Mirc bat hoat té
bao nay dugc xem la da d6i voi muc dich dung B. texasporus 1am DFM. Tao dot
bién va phan lap thé dot bién lap lai dbi v6i chiing PTA-5854 khong tao ra chung
c6 kiéu hinh nhay cam nhiét d6 tt hon B7. Diéu nay dugc giai thich 1a do c6 thé
can phai c6 nhiéu hon mot dot bién dé thu dugc kiéu hinh nhay cam nhiét d6 cao

hon dé thu dugc su bat hoat t& bao hidu qua hon. Tuy nhién, viéc tao dot bién
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chiing B7 khéng thu dugc thé dot bién véi kiéu hinh nhay cam nhiét d6 dugc cai
thién, c6 thé 1a do stc sdng thip cia ching B7 (twong tu véi ching bb me PTA-

5854).

Bang 1. Sy nhay cam nhiét d§ cua t& bao B. texasporus (trong canh truong

L-Broth sau hai ngay)

Su nhay cam nhiét d
Chung Kidu gen | Nhiét do (°C) | Thoi gian (phit) | Ty 18 séng sét
PTA-5854 Spo+++ | 100 60 3,3 x10”
PTA-5854 Spot+++ |75 60 4,3 x10™"
B7 Spo- 50 5 8,1 x107
B7 Spo- 75 5 1,2 x10°
MYGI11 (PTA-|Spo+/- |50 5 3,5x107
12310)
MYGI11(PTA- |Spo+/- |75 5 3,7x10”
12310)
MYG107(PTA- | Spo--- |50 5 <10”
12309)
MYG110(PTA- | Spo--- |50 5 <107
12308)
MYG113(PTA- | Spo--- |50 5 <10”
12307)

Mot ching vi khuén méi (MYGI11, s hiéu luu gitt PTA-12310) dugc
phan 14ap tir miu dAt. Viéc giai trinh tu gen 16S rADN ching nay thé hién rang
ching nay cung loai vdi PTA-5854, nhung lai s& hitu kiéu hinh hoan toan khac
khi dugc xir ly nhiét. MYGI1 sinh trudng nhanh trong moi truong L-Broth &
nhiét d6 37°C va chung nay thé hién su nhay cam ban dau v&i nhiét dd cao, hodc
su khéng tao bao tir. Viéc xtr Iy & nhiét d¢ 50°C trong thoi gian 5 phut gitp thu
dugc ty 1€ sbng sot 13 3,5x107 (Bang 1). Do d6, MYG11 d3 dugc tao dot bién va
khoang 50000 khuén lac dd duoc kiém tra thé dét bién thé hién su nhay cam
nhiét do tang. [t nhét ba thé dot bién, MYG107 (s6 hiéu luu gitt PTA-12309),
MYG110 (s6 hiéu luu gitt PTA-12308) va MYG113 (sé hiéu luu giit PTA-
12307), phén 1ap duoc bang phuong phap nay va thé hién sy khéng tao bao tir
cao. Trai ngugc hén v6i PTA-5854 va B7, viéc xit 1y & nhiét d6 50°C trong thoi
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gian 5 phit thu duogc ty 1& sdng sét & cac ching MYG107, MYG110 va
MYG113 thdp hon 10”. Do d6, sang ché d& xuét ching B. texasporus c6 ty 1&
sdng st thap hon khoang 10" hodc khoang 10 khi dugc cho tiép xtc v6i nhiét
d6 thap nhét 1a 50°C trong it nhat 5 phiit.

MYG107 duoc trai qua khoang thoi gian gp doi 1a khoang 45 pht trong
pha log trong moi trudng nuoi cdy L-Broth va dugc xac dinh dic diém k§ hon.
Do ty 1& sbng s6t cia MYG107, MYG110 va MYG113 1 bing hodc thép hon
giéi han phat hién dugc & canh truong dugc dung trong thir nghiém nay, c6 thé
tin réng MYG107, MYG110 va MYG113 ¢6 16i co ban trong su tao thanh bao
tr, 6 kha nang cao 1a ching khong tao bao tu, didu nay duoc cing cb thém béi
viée san luong BT thu dugc tr MYG107 dugc cho la gép hon ba lan so véi

PTA-5854.

Hon nita, thudng phat hién thdy noi bao tir phy trong canh trudng PTA-
5854 gén nhu & tit ca cac trang thai. C4c ndi bao tir phu nay khong dugc phat
hién 6tng canh truong MYG107 & moi trang thai, diéu nay hd tro cho gia thuyét
réng MYG107 c6 15i v& mit co ban trong sy tao bao tir. Ngoai ra, MYG107 thé
hién su nhay cam vdi ca cac dang ap luc khac ma lam bét hoat té bao sinh dudng

nhung khéng lam bt hoat bao tir (Bang 2).

Bang 2. Sy nhay cam ép luc & té bao B. texasporus (trong canh trudng L-

Broth sau hai ngay)

Ap luc Chung Ty 18 sdng sot
Dong lanh (& nhiét do -20°C trong thoi gian 1 | PTA-5854 | 4,2 x10™!
gio) MYG107 | <10”

d6 pH = 1,0 (trong thdi gian ngin, & nhiét d6 | PTA-5854 [4,5x10"
trong phong) MYG107 | <10~

d6 pH = 13,0 (trong thoi gian ngan, & nhiét do | PTA-5854 | 5,1 x10"
trong phong) MYG107 | <10~
1% Butanol (trong thdi gian ngin, & nhiét do | PTA-5854 | 5,6 x10”
trong phong) MYG107 <10~
1% SDS (trong thoi gian ngén, & nhiét d6 trong | PTA-5854 | 3,3 x10”
phong) MYG107 |<10”
1% hydro peroxit (trong thoi gian ngén, & nhiét | PTA-5854 |3,3x10
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Ap luc Ching Ty 18 s6ng sot

d6 trong phong) MYG107 |<10”

Lysozym (Img/ml & nhiét d6 37°C trong thoi | PTA-5854 | 7,2x10"

gian 1 gio) MYG107 |<10”

ép (ba lan, & nhiét d6 trong phong) PTA-5854 |1,5x10"
MYG107 |<10”

khong cip chat dinh dudng (trong thoi gian 7 | PTA-5854 | 3,3 x10~

ngdy & nhiét do 37°C) MYG107 |<10~

Loai nuéc (bing cach hat nhanh & nhiét do | PTA-5854 [3,9 x10”

23°C trong thoi gian 1 gio) MYG107 |<10”

Trong thir nghiém sy nhay cam vdi viéc dong lanh, chung PTA-5854 kiéu
dai va MYG107 duoc nudi trong mdi truong LB long ¢ nhiét d¢ 37°C trong hai
ngdy va té bao sau dé dugc chia vao cc 6ng cla thiét bi ly tm nho tiét tring
thanh cac mau phan tich 100ul va dit & nhiét do -20°C trong thoi gian 60 phut
(hodc tuy theo sy tao déd). Céc té bao dugc xtr Iy déng lanh va khéng duge xtr Ly
dugc céy vao mdi trudng thach LBr va nudi ¢ nhiét d6 37°C qua dém dé xac
dinh kha nang cdy. Ty 1& séng sot khi déng lanh dugc xéc dinh bang (kha ning
cly dbi voi té bao dugc xir ly/ kha ning cdy cua té bao khong duoge xir 1y). Viéc
déng lanh thu dugc ty 1é sdng sét 1a khoang thip hon 10” d6i véi ching
MY G107 khi so véi ty 18 séng sot ctia PTA-5854 13 vao khoang 4,2 x10™,

Trong thir nghiém sy nhay cam véi viéc axit hod, chung PTA-5854 kiéu
dai va MYG107 dugc nudi trong mdi truong LB long & nhiét d6 37°C trong hai
ngay va té bao sau d6 duge chia vao cac éng cta thiét bi ly tdm nhd tiét trung
thanh cdc mau phan tich 100ul. D6 pH dugc chinh xubng con khoang 1,0 (¢
nhiét do trong phong) bing cach bd sung 10ul HCl IM vao mdi miu phan tich
va sau dé 1ap tirc trung hoa axit bing cach bd sung 10ul NaOH 1M . Céc té bao
duge xtr 1y bang axit va khong duge xtr ly dugc ciy vao moi truong thach LBr
va nudi & nhiét d6 37°C qua dém dé xéac dinh kha ning cdy. Viéc axit hoa thu
dugc ty 18 sbng sot 1a khoang thap hon 10® dbi véi MYG107 khi so véi ty 18
sdng sot cia PTA-5854 1a khoang 4,5 x10™.
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Tht nghiém sy nhay cam voi viéc kiém hoa duogc thuc hién theo cich
tuwong tu nhur trén chi khéc & diém NaOH duogc bd sung vio trude dé diéu chinh
d6 pH 1én 13,0 va sau d6 HCI dugc bd sung dé trung hoa. Viéc kiém hod thu
duoc ty 16 sbng s6t 1a khoang thap hon 107 d6i véi MYG107 khi so véi ty 18
séng sot ctia PTA-5854 1a khoang 5,1 x10™.

Thir nghiém sy nhay cam véi rugu dugc thuc hién theo cach tuong tu nhu
trén chi khac & didm butanol dugc bd sung vao véi lugng 1% (v/v). Viée xur ly
béng butanol thu dugc ty 18 sdng sot 1a khoang thap hon 107 d6i véi MYG107
khi so véi t 18 séng sot ciia PTA-5854 1a khoang 5,6 x10™.

Thir nghiém sy nhay cam voi chét tiy duoc thuc hién theo cach tuong tu
nhu trén chi khac & diém SDS duoc bd sung vao véi lugng 1% (v/v). Viée xir ly
bing SDS thu dugc ty 1& sdng sot 1a khoang thép hon 107 dbi véi MYG107 khi
so vdi ty 18 séng st cia PTA-5854 1a khoang 3,3 x107.

Thtr nghiém su nhay cam v&i sy oxy hoa dugc thuc hién theo cach tuong
tu nhu trén chi khac & diém hydro peroxit dugc bd sung vao véi lugng 1%
(w/v). Viée xtr ly bang hydro peroxit thu dugc ty 1& sdng sot 1a khoang thip hon
10" d6i véi MY G107 khi so véi ty 18 sbng sét ctia PTA-5854 1a khoang 3,3 x10°
1

Trong thir nghiém sy nhay cam vdi lysozym, ching PTA-5854 kiéu dai va
MYG107 duge nudi trong mdi trudong LB long & 37°C trong hai ngay va té bao
sau d6 dwoc chia vao cac dng cua thiét bi ly tim nhd tiét trang thanh céc mau
phén tich 100ul. Lysozym dugc bd sung vao v6i ndng d 1mg/ml va té bao duoc
U & nhiét d6 37°C trong thoi gian 60 phut. Cac té bao dugc xir ly bang lysozym
va khong dugc xtr ly dugce cdy vao mdi truong thach LBr va nudi & nhiét do
37°C qua dém dé xé4c dinh kha nang cdy. Viéc xtr Iy béng lysozym thu dugc ty 18
séng sot 1a khoang thép hon 10" dbi véi MYG107 khi so véi ty 18 sbng sot clia
PTA-5854 14 khoang 7,2 x10™",
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Trong thit nghiém sy nhay cam véi luc ép, chung PTA-5854 kiéu dai va
MYG107 dugce nudi trong mdi trudong LB 16ng & nhiét d¢ 37°C trong thoi gian
hai ngdy. M6t phan canh trudng nay dugc xur ly bang luc ép (¢ 275,8MPa) trong
thiét bi ép ba lin & nhiét do trong phong. Ty 1é séng sét sau khi ép dugc xéc
dinh bang (kha ning ciy cua té bao dugc xir ly / kha ning cy cia té bao khong
duoc xir y ). Viée xir 1y bang luc ép thu dugc ty 1€ séng s6t 1a khoang thdp hon
10? dbi véi chung MYG107 khi so véi ty 18 sbéng sot ctia PTA-5854 1a khoang
1,5 x10".

Trong thir nghiém su nhay cam véi viéc khong cép chét dinh dudng,
ching PTA-5854 kiéu dai vA MYG107 duge nudi trong mdi truong LB long &
nhiét do 37°C trong thoi gian bay ngay. Ty 18 séng sét khi khong cép chét dinh
dudng dugc x4c dinh bang (kha ning chy & ngdy 7 / kha ning cdy & ngdy 2).
Viéc khong cAp chat dinh dudng thu dugc ty 18 séng sét 12 khoang thip hon 10”
dbi véi chung MYG107 khi so véi ty 18 séng sét ciia PTA-5854 1a khoang 3,3
x10™.

Trong thit nghiém sy nhay cam vdi viéc loai nudc, chiung PTA-5854 kiéu
dai va MYG107 dugc nudi trong mdi truong LB long ¢ nhiét do 37°C trong hai
ngdy, t& bao sau d6 dugc chia vao cac 6ng cua thiét bi ly tAm nhd tiét tring
thanh cac mau phan tich 100ul va dugc hut nhanh trong thoi gian 60 phut &
nhiét do trong phong. Té bao duogc hit kho (dugc cAp nudc lai bang 100ul nudc
cat) va té bao khong dugce xtr ly dugce cdy vao mdi trudng thach LBr va nudi &
nhiét d6 37°C qua dém dé xac dinh kha nang cdy. Ty 1& séng sét khi hut kho
duoc x4c dinh bing (kha ning cdy cua té bao duge xir Iy / kha ning chy cua té
bao khong dugc xtr ly). Viéc hut kho thu dugc ty 1€ song s6t 1a khoang thap hon
10 d6i véi MYG107 khi so véi ty 16 sbng sét cia PTA-5854 1a khoang 3,9x10™.

Trong thir nghiém sy nhay cam vdéi viée loai nudc khéc, chung PTA-5854
kidu dai va t& bao MYG107 dugc nudi trong méi trudng chira 10% va 20% thic
&n tir dau nanh theo thi tu. C6 sy sinh trudng té bao dbi vai ca hai ching trong

mdi trudng chira 10% thic &n tr ddu nanh nhung khong c6 trong moi truong
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chtra 20% thtrc an tir ddu nanh. Pha lodng canh truong 20% thirc &n tir ddu nanh
bang nudc cét (1:1) dé nudi ciy lai v6i ching PTA-5854 nhung khong thyc hién
véi MYG107, viée nay thé hién ring té bao clia chiing B. texasporus khong tao
bao ti can c6 mic ham luong nudc it nhit 1a khoang 80% trong mdi truong dé

¢6 thé duy tri duoc sy sdng.

Céc dac tinh cia MYG107, MYG110 va MYG113; va phuong phap tao ra
cac chung ndy, cho phéo ching khong tao bao tir cla B. texasporus dugc sur
dung 1am DFM kha thi v& mit kinh té. Cu thé, ching theo séng ché gitip cho ¢6
thé tmg dung duoc nhiéu phuong phép bat hoat thich hop dé lam bét hoat té bao
B. texasporus kiéu dai (vi dy, thanh tring va/hogc loai nudc), viéc nay sé tao ra

cac ching co thé dugc ding lam DFM kha thi vé mit kinh té.

Té bao B. texasporus bit hoat duge so sanh véi peptit tinh ché dé chimng
minh ring té bao bét hoat ¢ chitc ning tuong dwong vdi peptit tinh ché. Céc
peptit BT duogc tao ra boi té bao B. texasporus phan chia hoat dong, diu nay thé
hién ring céc peptit BT khong phai 1a “san phim trao d6i chét bac hai” dugc tao
ra trong déap Gng voi viéc khong duoc cap chét dinh dudng. Trong canh trudng
LB, 10° té bao BT chtra khoang 10 microgam céc peptit BT. N6i cach khac, 10"
té bao BT s& chira khoang 1 gam céc peptit BT.

Nong do peptit BT trong té bao B. texasporus bt hoat dugc xac dinh va
lwong té bao bét hoat twong duong véi ndng d6 mong mudn cia peptit tinh ché
dugc dung trong thir nghiém nay. Ga con mdi né dugc nubi bang thirc an chira
ndng d6 cac peptit BT tinh ché khéc nhau hoic té bao B. texasporus bat hoatotng
hai ngdy. Vao ngay 3, ga dugc cdy ching Salmonella enterica serovar Enteritidis
(SE) xam l4n. Vao ngay 4, giét chét s6 ga nay. Thu va nghién nhuyén ddng nhit
gan va 14 lach. Xac dinh sy c6 mat hodc khong c6 mit cua ching SE trong thé
dong nhét nay. Cac con ga khong dugc cap peptit BT hoic té bao c6 ty 1& nhiém
SE 14 60%, cac con ga dugc cAp 12ppm peptit tinh ché hodc lwong té bao bt
hoat twong duong véi 12ppm nay cé ty 1¢ nhiém SE 1a 28% va 52% ddi véi
peptit tinh ché va 35 % dbi véi té bao bat hoat. Céc con ga dugc cip 24ppm
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hoic lugng té bao bét hoat tuong duong co ty 1¢ nhiém 12 36% va 16% d6i vai
peptit tinh ché va 25% déi véi t& bao bét hoat. Cac con ga dugc cap 48ppm hoic
luong té bao bat hoat twong dwong c6 ty 18 nhiém 14 27% va 24% db6i vai peptit

tinh ché va 10% dbi véi té bao bat hoat.

Céac peptit BT khong tinh ché trong té bao bét hoat thé hién hiéu qua in
vivo twong duong trong viéc ngdn chin sy xdm nhdp cic co quan boi
Salmonella twong duong vdi protein tinh ché. Do do, t& bao B. texasporus bét

hoat 12 twong duong véi peptit tinh ché.
Vidu?2

Pé danh gia tac dung clia cac peptit BT & trang thai sinh dudng (bao gbm
té bao B. texasporus bit hoat chira cc peptit cation BT diéu chinh mién dich)
trong viéc phong ngira bénh viém rudt hoai tir dugc giy ra boi su gy nhiém
Clostridium perfringens (typ A) qua duong miéng, cac thuong tbn bénh viém

rudt hoai tir va/hodc so tir vong & cac con ga dugc gay nhiém.

Trong thir nghiém 1, BT & trang théi sinh dudng & ndng d6 khoang 24ppm
va khoang 48ppm dugc cip theo duong thirc &n da lam gidm cac ty 1é thuong
ton bénh viém rudt hoai tir tir 2,3 xuéng 0,6 va 0,5 theo thir tu, sb tu vong tu
17% xudng 6% va 7%, theo thi ty, va su phuc hdi duong rudt déi véi C.

perfringens tu 3,60 xudng 236 va 2,48 (log) cfu/g) theo thit tu (p< 0,05).

Trong thir nghiém 2, BT & trang théi sinh dudng & ndéng do khoang 24ppm
va khoang 48ppm dugc cép theo dudng thirc #n dd 1am gidm céc ty 1€ thuong
tdn bénh viém rudt hoai tir tir 2,8 xuéng 0,8 va 0,6 theo thir tu, sd tir vong tur
21% xudng 5% va 1%, theo thtr tw, va su phuc hdi dudng rudt déi véi C.

perfringens tir 3,12 xudng 1,88 va 1,31 (logy cfu/g) theo thit tw (p< 0,05).

Céc két qua nay thé hién viéc cip té bao B. texasporus bét hoat theo

dudng miéng la hiéu qua trong viéc ngan ngra bénh viém rudt hoai tir & ga gio.
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Két qua:

Bang 3. Su ngin ngtra bénh viém rudt hoai tir & ga gio khi clp té bao B.

texasporus bit hoat theo dudng miéng

Ché d6 diéu tri Liéu dung Ty 1& thuong | S§ tirvong | Log,, cfu/g’
tdn

Thr nghiém 1:

Ché d6 dinh dudng | NA 2,3 17/100 (17%) | 3,60"

db6i ching

BT & trang thai sinh | 24ppm 0,6 10/150°(6%) |2,36°

dudng

BT & trang théai sinh | 48ppm 0,5 11/150" (7%) |2,48"°

dudng

Thi nghiém 2:

Ché d6 dinh dudng | NA 2,8 21/100 (21%) | 3,12%

db6i ching

BT & trang théi sinh | 24ppm 0,8 5/100°(5%) |1,88"

dudng

BT & trang thai sinh | 48ppm 0,6 1/100° (1%) |1,31°

dudng

1 Cac nhém ché do didu tri duoc thé hién theo dang 24 va 48ppm la ndng

d6 BT dugc cép tir ngay 1.

2 Ty 1é thwong ton dugc thé hién theo sb luong c4 thé didu tri trung binh (*n

=25) véi sai s6 binh phuong trung binh.

3 S tir vong duoc thé hién theo dit liéu nguy co so sanh véi mau d6i ching

duong (ché d6 dinh dudng dbi ching) (p < 0,05).

4 Log10cfu/g dugc thé hién theo s lwong ca thé diéu tri trung binh (n =
10).

A-B Nghia la thudc cung mot cdt va khong c6 khac biét chi sd trén chung 18

rét (p <0,05).

NA: khong x4c dinh
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Nguyén liéu va phwong phdp:

Vao ngay nd, ga dugc thu nhan tir Trang trai Sanderson (Bryan) va dugc
chia ngau nhién thanh cdc nhém thir nghiém va dugc dua vao céac chudng nubi &
tang riéng biét bing gb thong sach. T4t ca dugc cho @n thtrc #in 1am quen tir lGa
mi nguyén dugc bén trén thi truong ma dap tmg hodc thura tiéu chuén theo quy
dinh ctia NRC va nudc theo nhu ciu. Ga duoc cho #n theo ché d6 dinh dudng
déi chimg, hoic thirc dn chtta 24ppm hodc 48ppm céc peptit BT & trang thai sinh
dubng tir ngay 1 dén ngay 24.

Céc mau phan 1ap C. perfiringens (typ A) thu dugc tir cac truong hop thuc
té & Virginia, Bac Carolina va Georgia dugc dung trong thir nghiém nay. Mau
phén 14p duoc nudi cdy trong mdi trudng thioglycollat. M6i truong thioglycollat
tiét trung dugc dung dé truyén cho ga; ga dugc gly nhiém mot 1an mot ngay
trong ba ngady (cac ngay 17 dén 19 sau khi nd) bang cach nhdi qua dng théng

qua dudng miéng(1,5 ml/lan gdy nhiém).

Mbi mé C. perfringens dugc tao ra dé }géy nhiém duge pha lodng hang
loat va ciy trén dia thach SFP va sau d6 dit vao ti u & nhiét d¢ 37°C trong thoi
gian 24 gi¢. Cac dia nay sau d6 dugc dém va ghi lai s6 liéu dé xac dinh lugng C.
perfringens duoc truyén cho ga. Pé dinh luong C. perfringens khoi phuc, 14y
mdt phan rudt non; phan rudt non ndy & phin diu cta tai thira Meckel. Ngay khi
phan rudt non nay dugc thu, né dugc dat vao trong tai Whirl-Pak cung 10ml
thioglycollat va ngdm trong d6 trong thoi gian 30 gidy. Sau d6 14y 0,5 ml va cly
vao thioglycollat yém khi va pha lodng hang loat va cAy trén thach SFP. Thach
SFP duoc tao ra theo nhu hudng dan dugc in trén nhin. Méi truong nay 1a dang
mdi trudng theo 16p, 16p dAu tién duge dd khuén vai ngay truéc khi thyc hién
thr nghiém va u @8 kidm tra sy nhiém khun. Lép thit hai dugc d6 thém vao
ngdy md xac ga dé kham nghiém trong didu kién hao khi, sau khi miu dugc céy.
Céc dia sau d6 duge chuyén vao hop cach biét va céc dia duge  trong thoi gian

24 gity va doc két qua vao ngay tiép theo.
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Pé xac dinh sy thuong ton tong di kém véi NE, phan hdng trang va hoi
trang cla rudt non dugc kham nghiém. Ty 1¢ thuong tén duoc ghi theo cac chi

tiéu sau:
0 = Hoan toan khong c6 thwong ton, rudt c6 hinh dang binh thudng.
1 = Thanh méng hodc bd, mau xam
2 = Thanh méng, hoai ti b, mau xam, tao ra lugng khi nho.
3 = Thanh méng, hoai tir thanh mang, rudt truéng hoi, c6 dém mau nho.
4 = Hoai t&r niing, chay mdau rd, trong rudt c6 luong khi 16n.

Nghién ctru nay thé hién tinh hiéu qua cua t& bao B. texasporus bt hoat
trong viéc cung cd hé mién dich cua dong vt trude khi gly nhiém va hé mién
dich dugc ctng ¢ dap ing nhanh hon hoic hiéu qué hon véi cing mdt viée gay
nhiém.

Vidu3

BT 6 trang thai sinh dudng (té bao B. texasporus bét hoat ) thuc ra khong
phai 1a khang sinh, mac du té& bao nay mang céc peptit BT tu nhién ma c6 vé nhu
¢6 hoat tinh khang sinh khi xéac dinh bang thtr nghiém in vitro. Céc peptit khong
tan trong nude va chi c6 thé dugc tach bang dung méi hitu co hoic khéng phan
cuc, diéu nay c6 thé 1a do cac peptit BT ndy dugc tao ra boi té bao B. texasporus
hoat dong sinh trudng va dugc luu trit trong vi khudn chir khéng dugc tiét. Su
giai phong cac peptit BT trong ty nhién tu té bao B. texasporus khong dugc cap
chét dinh dudng, nudi cdy trong thoi gian dai c6 thé 1a budc cha chdt cia sy ty
tiéu thu céc té bao cing loai, mot chién lugc sinh tén ctia vi sinh vat da duoc ghi
nhan dAu tién déi véi té bao Bacillus subtilis 1ién quan. Sy tu tiéu thu cac té bao
cung loai la chuong trinh phéat tridn hoat hod, bao gdm su tiét c6 chu dich cac
nhan t§ tidu diét dic hiéu tir mot phin nho trong quan thé té bao dé& cho phép
chiing tiéu thu céc té bao cling loai & xung quanh (GONZALEZ-PASTOR va cic
déng tac gia 2003). Cac peptit BT c6 thé chinh 13 c4c nhén t6 tiéu diét nay trong

su tu tiéu thu cac t& bao clng loai & B. texasporus. Chuong trinh tu tiéu thu céc
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té bao cung loai dugc ngit & cac té bao dang hoat dong sinh trudng va & trong
mdi trudng gidu chit dinh dudng, va viéc bét hoat cac t& bao ndy bing céc
phuong thitc vat 1y (nhu khi tao ra BT 6 trang thai sinh dudng) khong lam cho
cac peptit BT dugc gidi phong co thé 1a do khéng c6 tin hiéu lién quan dén sy tu
tiéu thu cac t& bao cung loai. Tuy nhién, thir nghiém in vitro duge cho 1a tao ra
két qua nhan tao. BT khong hoat dong nhu chét khang sinh in vivo, thay vao do,
né duoc cho 13 lam tang cudng/cing cd hé mién dich & dong vat, didu nay giai
thich tai sao mirc vi khuan hoi sinh va c6 loi gan nhu khong bi anh huéng nhung
muic vi khuén co hai lai giam & dong vat duoc diéu tri béng cac peptit BT hodc
té bao nay. Pidu nay ciling giai thich cho viéc tai sao BT ¢ trang théi sinh dudng
(trong té bao bét hoat) dugc cap theo dudng miéng & ndng d6 96ppm khéng co
tac dong in vivo d6i véi cac vi khudn duoc coi la vi khuén duong rudt hoi sinh

va ¢o loi (xem vi du 4)
Vidu4

Muc dich cta thir nghiém nay 1a dé danh gid mirc do an toan cua viée cho
ga gio dn BT ¢ trang théi sinh dudng (té bao Brevibacillus texasporus bét hoat
chira cac peptit BT, dugc goi la “peptit BT”) & muc cao 96ppm khi c6 hodc
khéng c6 ap luc tlr viéc gdy nhiém Eimeria maxima. Thir nghiém cho &n nay

duoc thuc hién duéi dang hai thir nghiém riéng ré néi tiép nhau.
Nguyén liéu va phuong phap:

Ga gid Ross 508 dugc 4p nd vao hai ngay cach nhau khoang mot thang &
xudng ap cong nghiép. O ca hai thir nghiém, 66 ga tréng con dwoc chuyén dén
nha nudi. Cac con ga dugc can va chia vao cac 16ng theo nhém bén hozc nam
con. Vao ngay 13 sau khi chuyén vao chudng nudi, cac con ga dugc chuyén vao
bbn phong, mbi phong c6 hai chudng va mdi chudng nudi tdm con. Mot nhém
d6i chimg va mét nhom peptit BT dugc dit trong mbi phong. Sau khi ga da dugce
chuyén vao chudng, ching dugc cho dn qua éng kén hop tir E. maxima (nuéc

may do6i voi nhom ga doi chimg).
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Nhiét do va do am twong dbi dwoc do tu dong 24 gid mdi ngdy. Trong
ngdy thir nghiém thtr nhét va thi hai, nhiét d¢ 1a trén 30°C va sau d6 dugc giam
xubng khoang 0,5°C mdi ngdy cho dén khi con ¢ nhiét d6 20°C. Chuong trinh

chiu sang 1a chiéu sang subt 24 gio mdi ngdy trong sudt qua trinh thir nghiém.

Bang 4. S6 luong ga trong mdi thir nghiém

Poi ching Peptit BT
Thir nghiém 1 | 32+2 ga thém 32
Thir nghiém 2 | 32+2 gathém | 32

Ché do an gém lGa mi, thire 3n tir ddu nanh, lda mach, thirc an tur hat cai,
ddu hat cai, vitamin, chét khong va axit amin. Thirc &n khong dugc bién doi
duoc mua tir Agrifood Research Finland MTT, Jokioinen. Thirc dn & dang tron
13n vao khéng bd sung coccidiostat hodc enzym. BT & trang théi sinh dudng
dugc bd sung vao thic dn véi lugng tuong duong voi ndéng do peptit BT 1a
96ppm. Cac nhom thir nghiém dugc an cung mot ché d6 thtrc an trong sudt thir

nghiém. Thirc &n va nudc udng duge cung cap theo nhu cau.

Béng 5. Thanh phan ché do an

Thanh phan thic 3n thir|g/kg thic Thanh phan hoa hoc|g/kg thic an
nghiém an tinh todn
lua mi 549,8 DM 890,00
lila mach 40,00 Protein tho 220,80
thirc an tir ddu nanh 288,00 Chat béo thd 60,45
thirc an tir hat cai 39,00 Soi tho 31,31
canxi don phosphat 39,00 Tro 59,44
Ca 19,00 Ca 10,11
Mubi 14,00 P 8,32
ba voi 4,20 P tiéu hoa duogc 4,79
Vit/khodng 2,00 Na 1,72
Methionin 2,00 Lys 11,91
Lysin 1,60 Met 4,82
Cys 3,87
Thr 8,24
Ham lugng nang lugng tinh toan MJ / kg DM
ME 12,20
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Thrc &n 1= thirc #n ddi chimg

Thitc an 2= thitc an dbi ching + BT & trang thai sinh dudng véi lugng tuong

duong vai 0,096 g peptit trén kg

T4t c& cac con ga & ba trong sd bén phong dwoc cap kén hop tir E.
maxima vao ngdy 13, trong khi phong thir tu 1a phong dbi ching thi ga khong
duoc gy nhidm. Liéu kich thich 1a khodng 25000 kén hop tir tao bao tir trén mot
con ga. Kén bao tir duogc cho an bing 6ng thong vao diéu trong 2ml nudc mdy.
Kén hop t& Eimeria dugc mua tir Veterinary Laboratories Agency, Surrey,

United Kingdom. Mt phong khong dugc gy nhiém.

Ga duoc can theo chudng khi duge mang dén va 6, 13, 17, (18 va 19 & thu
nghiém 2) va 20 ngay tudi. Luong thic #n &n vao duge xac dinh vao thoi diém
6, 13 va 20 ngay tudi. Luong thic an an vao dugc x4c dinh theo chudng hoic
16ng. Tinh trang ga dugc kiém tra it nhat hai 1dn mot ngay. Ty 18 chét va khéi
luong céc con ga chét déu dugc ghi lai. C4c con ga bénh rat ning hodc bi thuong
tén ning dugc giét chét mot cach nhan dao. Khi 20 ngdy tudi, ga duoc giét chét
bing cach bé gy cb va thu mu hdi trang va manh trang, thu dugc 32 miu chét
tiéu hoa trén mdi thir nghiém va céch thuc tri liéu.

Phdn tich vi sinh vét méu chét tiéu hod va san phdm phdn gidi té bao va

phén tdch ADN nhiém sdc thé

ADN vi khuén thu duge duoc phan tich bing PCR dinh lugng, cho phép
tinh toan s lwong nhém vi khuan khac nhau. Céc vi khuén sau dugc phan tich
Bifidobacterium spp, E. coli, Lactobacillus spp. va nhém C. perfringes cum L.
Pé x4c dinh ADN, st dyng ba miu va sb luong vi khuén trung binh trén gam

trong lugng chét tiéu hod tuoi dugc x4c dinh.

Sé lugng té bao vi khuan téng trong mau chit tiéu hoa dugc x4c dinh

bang luu bao ky.

Xéc dinh muc thuong tdn Eimeria chi dugc thuc hién & thir nghiém dau

tién va céc thuong ton dugc xac dinh bdi cac chuyén gia mot cach vo tu. Vige
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x4c dinh céc thuong tén Eimeria dugc thuc hién dén phan cudi cing ctia hdng
trang va toan bd hdi trang. Su thuong tdn duoc danh gia theo thang diém tir 0
dén 4, trong d6 0 thé hién rudt binh thuong va 4 thé hién rudt bi thuong tdn trAm

trong.

Xac dinh khéi lugng cua tii hoat dich tir hai con ga tr mdi nhém. T1i hoat

dich chi dugc cin & thr nghi€m thr hai.

Xéc dinh d dai tong cta rudt non (hdng trang + hdi trang) & tit ca cac

con ga.

Tinh toan theo thuit todn T-test va sir dung thuat toan nay dé x4c dinh su
khac biét théng ké gifta céc tri lidu.

Két qua:

Viéc gay nhidém Eimeria da lam giam dang ké sy sinh trudng & ga doi
chimg. Tuy nhién, thuc an dugc bb sung peptit BT da phén nao thé hién su ting
trudng ting & ga, cd & nhom dugc gay nhiém va khong dugc gy nhiém Eimeria
khi so sanh vé6i nhom ddi ching (Fig.2). Vao ngdy 20, ga thudc nhém peptit BT
c6 vé ning hon mot chut nhung khéng xéc dinh thdy co su khéc biét dang ké vé
mit théng ké nao (Fig.3). Néu trong luong ctia ga khong dugce giy nhiém vao
ngdy 20 dugc xac dinh riéng r€ trong thtr nghiém thi nhét va tht hai, trong
luong ga trong thir nghiém thur hai tang 1én mét cach dang ké (p=0,026) nho

thire 3n bd sung peptit BT khi so sanh véi nhém d6i chung.

Trong subt thir nghiém gay nhiém Eimeria (ndm trong khoang tlr ngay 13
va 20) ty 1& chuyén héa thirc 4n (feed conversion ratio — FCR) dugc cai thién &
nhém peptit BT khi so véi nhom d6i ching (p= 0,02 trong thit nghiém tha nhét
va p=0,006 trong thir nghiém thir hai) (Fig.4).

Viéc gay nhiém Eimeria lam ting d dai rudt non ding nhu du doan. Do
dai rudt non tang lén cé thé 1a do sy sinh trudng bd sung cho su hép thu chét
dinh dudng gidm. Tuy nhién, khong c6 su khac biét dang ké vé mit théng ké &

do dai trung binh ctia rudt non gitta cac tri liéu (Fig.5).
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Tai hoat dich 14 co quan biéu mé dang bach huyét chi duoc tim thdy &
chim. Tui hoat dich 1a noi tao mau va la co quan chuyén hoa can thiét cho viéc
phat trién té bao B. Tui hoat dich phat trién thanh tGi thira & sdng lung & ving
tién mAu mon cta 16 huyét. Trong thir nghiém thi hai, the tdi hoat dich dugc can
va so sanh vdi trong luong sdng cla ga. Phén trong luong ti hoat dich khi so
véi trong luong sbéng ctia ga c6 vé nhu 16n hon mdt chut so véi ga khéng dugce
gdy nhiém so véi ga dugc gdy nhiém Eimeria. Khong ghi nhin dugc sy khac
biét gitta nhém dugc bd sung peptit BT va nhém dbi ching. Tuy nhién, tdi hoat
dich ctia ga khéng dugc gay nhiém & nhém ddi chtmg c6 vé nhu 16n hon so véi

nhom peptit BT (Fig.6).

E. maxima chu yéu anh hudng dén vung giita cia rudt non, phan xa cta
hdng trang va gan gbc hdi trang. Khong ghi nhan duge muic nhiém tring cao c6
théd 13 do dinh diém cua sy nhiém trung di tréi qua, khi viéc ghi nhén ty 18
thuong ton duoc thuc hién, vao ngay thu bay sau khi nhiém E. maxima. Chu ky
sbng trung binh clia E. maxima ndm trong khoang tir nim dén sau ngay. Ty 1&
trung binh 13 thip hon & ga dugc bd sung peptit BT (p=0,098) nhu dugc thé hién
qua su hdi phuc nhanh hon hozc sy nhiém tring giam (Fig.7).

Khong ¢6 tir vong & ga khong dugc gay nhi®m & ca hai ché d6 an & ca hai
thir nghiém. Sé tir vong & ga duoc gy nhiém Eimeria 1 twong dbi cao. Trong
thir nghiém 14n thir nhét, s tir vong 14 cao nh4t & nhom d6i chimg va thap nhét &
nhém peptit BT (p = 0,011), trong khi diéu nay lai 13 ngugc lai & thir nghiém th
hai. Khi két hop sb ttr vong & ca hai thir nghiém, s6 tir vong tdng & nhom peptit
BT c6 vé nhu thip hon so véi nhém ddi chimg, nhung su khac biét ndy 1a khong
15 rét (Bang 6). Ly do tai sao ty 1€ tr vong khac nhau gifta céc viéc tri liéu trong
thtr nghiém 1 cao hon so véi trong thir nghiém 2 c6 thé 1a do trong thr nghiém 2,
nhing con ga dm qué ning s& dugc giét chét mét cach nhan dao ngay 1p tiec.
Trong thr nghiém 1,trong toan bd s6 ga thudc nhém peptit BT va ba con ga

thudc nhém thirc an dbi chimg khéng c6 con ga nao bi loai bd trude khi thi
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nghiém két thiic. Trong thit nghiém 2, hai con ga thugc nhom peptit BT va mot

con ga thudc nhém thirc &n dbi chimg bj loai bo trude khi két thiic thir nghiém.

Bang 6. Ty 1€ t& vong (%)

Hinh thire tri liéu | Thur Thr nghiém | Ty 1é t& vong & ca hai
nghiém 1 2 thir nghiém

Dbi chimg 23,5 11,8 17,6

BT 3,13 15,6 9,4

Ty 1€ chit kho chét tiéu hod 13 mot thong s6 nén quan trong do no thé hién
muc dd khoé manh cia rudt va su can béng cua hé sinh vat ving rudt. Viéc gay
nhidm Eimeria khién ga bi tiéu chay va lam gidm ham lugng chét kho trong chit
tiéu hoa clia hodi trang va manh trang. Cic két qua nay goi ¥ ring ga dugc giy
nhidm c6 vén d& vé stc khoé dudng rudt va viéc giy nhiém Eimeria 4nh hudng
t61 su can bang ciia hé sinh vat ving rut. Tac dong cua peptit BT 1én chit kho
trong hdi khi gay nhiém Eimeria va ga khong dugc giy nhidm 12 khong dang ké
(Fig.8).

Ham luong chit kho chat tidu hod trong manh trang & ga dugc gly nhiém
1a thip hon so véi ga khong dugc gly nhim. Chéit khé trong manh trang ga
dugc giy nhiém Eimeria c6 thé tang 1én mot chit so véi gia tri trung binh do

viée bd sung peptit BT (Fig.9).

S6 luong vi sinh vat tdng trong manh trang 12 cao hon trong héi trang.
Viéc gy nhiém Eimeria 1am tang téng sb vi sinh vt trong héi trang & ca nhém
d6i ching va nhém bo sung peptit BT. S6 lugng vi sinh vt trong manh trang bi
giam & ca hai thu nghiém va ca hai nhom tri liéu do bi gy nhiém Eimeria.
Khong xéac dinh théy c6 su khac biét dang ké v& mit thdng ké ndo giita hai viéc

tri liéu bang thirc dn & cé hai thir nghiém (Fig.10 va 11).

Trong ca hai thir nghiém nay, viéc gdy nhiém Eimeria déu c6 xu hudng
lam ting s lugng Lactobacillus spp. va Bifidobacteria spp. & ca héi trang va

manh trang & ca hai nhoém thtrc an d6i chimg va bd sung peptit BT. Trong thir
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nghiém 2, c¢6 xu hudng khong dang ké nhung c6 y nghia vé mit thong ké vé su
giam mirc d6 vi khuin trong héi trang & nhém peptit BT, nhung trong thi
nghiém 1, ¢4 sy tdng muc cac nhém C. coccoides-E. rectale trong héi trang
thudc nhom peptit BT (Fig.12). Khong quan sat thdy sy khac biét & nhom ga
khong duoc gay nhiém (Fig.13 va 15). Ham lugng vi khuén trong manh trang
khong bi anh hudng bai BT (Fig.14 va 15). Khong phat hién thay Salmonella
spp. trong tht ca cac thir nghiém. Két hop tat ca lai, viéc phan tich hé vi khuan
ving rudt goi ¥ rang véi lidu hién nay, peptit BT khong cé anh hudng hodc c6
anh huéng Tt it t6i quan thé vi khuan tai chd (khong gdy bénh), diéu nay thé
hién rang cac peptit BT cac dong vat dugc tri liéu c6 strc chiu dung cao d6i véi

peptit BT va ching khong thé hién hoat tinh khang sinh.

Thir nghiém nay thé hién rang khéng quan sét thdy c6 tac dong c6 hai doi
vé6i vi khuén duong rudt tai chd hodc mong mudn & ga dugc bd sung peptit BT
96ppm. FCR dugc cai thién mot cach dang ké & nhom bd sung peptit BT khi gay
nhidm Eimeria g gid so véi nhom déi chimg (p=0,02 va p=0,006 déi véi thir
nghiém thtr nhat va thtt hai, theo thir ty). Trong lugng ciia ga trong thir nghi¢m
thtt hai duge cai thién dang ké nho ché d6 an bd sung peptit BT (p=0,026) khi so
v6i nhém dbi ching. S6 tir vong cla ga gid duge gly nhiém Eimeria trong thir
nghiém thu nhét dugc giam mét cach dang ké (p=0,011) nho viéc tri lidu béang
peptit BT khi so véi nhém déi chig. Ngoai ra, viéc bd sung vao thirc dn peptit

BT lam giam murc d6 thuong ton trung binh & md nhiém khuén (p=0,098).
Vidu5

Nghién ciru ndy 12 dé thir nghiém viée st dung BT & trang théi sinh dudng
(t& bao B. texasporus bat hoat ) lam phu gia thirc &n & lon d6i voi viée ting trong

luong, tao khuén lac Salmonella colonization va chirc ning bach cau.
Nguyén li€u va phuong phap:

M0 hinh thir nghi€ém: Sau khi cai sita (17 dén 21 ngay tuéi), lon con duogc

chia ngau nhién vao cac chuong cé dén sudi dé gilt &m bo sung thanh timg nhom
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5 con. Lon con dugc cho ubng nudc va in theo ché db n pha I khéng bd sung
thudc theo nhu cdu va dap ing quy dinh clia National Research Council (1994).
Ghi thé trong vao cac ngay 0, 3, 5, va 7 sau khi cai sita. Lon dugc chia thanh 4
nhom thir nghiém. Nhém 1 va 2, moi nhom gém 5 con lon dugc cho an theo ché
do an trén co s& ngd va thirc an tir dau nanh khong bd sung thubc can bang dbi
chimg chtra Oppm hodc 12ppm (nhéc lai 14n 1) hodc 24ppm (nhic lai lan 2, 3)
cac peptit BT, theo thr tu. Nhom 3 va 4 duoc cho an thic dn chira 0 hodc 12
(hodc 24) ppm cac peptit BT, nhung lon thugc cic nhém nay dugc gay nhiém
béang Salmonella typhimurium (ST). Lon dugc nudi theo céc ché do thirc an nay
trong sudt thir nghiém. Céc peptit BT dugc cép dudi dang té bao B. texasporus

bét hoat duoc chuén bj trudc.

Salmonella enterica serovar Typhimurium (ST): St dung mdt mau phan
lap S. enterica serovar typhimurium (ST) (National Veterinary Sciences
Laboratory [NVSL]), Ames, IA (PT 24), day la ching dd duoc chon loc tinh
khang carbenixilin va novobioxin (CN) va dugc luu giit trong méi truong TSB
hodc thach trypxin d4u nanh & nhiét d§ 4°C. Brilliant Green Agar (BGA), 1a m6i
trudong nudi cdy chon loc di véi Salmonella, duge ding dé nudi cidy mau phan
18p khéang trong cac nghién ciru thir nghiém va chira 100pg/ml carbenixilin va
25ug/ml novobioxin (tuc 1a BGA + CN) dé han ché su sinh trudng cia cac vi
khudn khéc. MAu ciy cho viéc gay nhiém dugc dugc chuén bi trong khoang thoi
gian tir 18 dén 24 gio (mdi truong TSB + CN duge giit & nhiét do 41°C va pha
lodng trong PBS tiét trung (46 pH = 7,2). Dung dich ngudn (1 x 10°cfu/ml) dugc

bao ché dé dung trong céc thir nghiém gay nhiém.

Vao ngay 3 sau khi cai sita, lon con thudc nhém gy nhiém duge dua vao
co thé bang dng thong qua dudong miéng 10°cfu ST. Nam ngay sau khi giy
nhiém (7 ngay sau khi cai stta), lon duoc giét chét mot cach nhan dao va 1,0g
mau chit trong manh trang tir mdi con lgn dugc thu trong diéu kién vo tring.
MAu manh trang dugc pha lodng hoang loat va ciy quét trén dia moi truong

brilliant green agar (BGA). Céc dia nay sau d6 dugc nudi trong thoi gian 24 gio
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& nhiét d6 37°C va xac dinh sb luong cfu ST trén gam chét trong manh trang.
Ngoai ra, md (gan, lach, hach bach huyét hdi-manh tring, manh trang va truc
trang s€ dugc nuoi cay kiém tra sy c6 mit cua ST bing cac phuong phéap da biét.
Céc khudn lac bi nghi ngd 1a Salmonella dugc kiém tra béng cac thir nghiém hod
sinh trén thach ba loai duong va thach sat lysin va dugc kiém tra tiép xem c6
phai 14 ST bang khéng huyét thanh Salmonella O. S6 lwong khuin lac
Salmonella trén dia duge thé hién dudi dang logjoSalmonella trén gam thanh

phan chira trong manh trang.

bap Ung mién dich bdm sinh & lgn d3 cai sita: Bach cau duogc phan tach
bang cach phan tach gradien ndng d6 nhu da duge md ta trude ddy (KOGUT va
céc ddng tac gia 2010). Cac thir nghiém chirc nidng dugc thuc hién dé danh gia
kha nang cua bach cau trung tinh thu dugc tlr lon dugc tri liéu theo nhiéu cach
khéc nhau. Hai phuwong phap tiéu diét vi sinh vat duogc thyc hién boi bach cau
trung tinh duoc kiém tra. Cu thé 1a thuc hién thir nghiém sy mét hat nhé bach
cau trung tinh, su giai phong cac san pham trir vi sinh vat tir cdc hat bén trong
bach cau trung tinh va sy ting dot ngdt tdc nhan oxy hod, su san Xuét cac dang
oxy hoat tinh trir vi sinh vt reactive oxygen species — ROS). Tém lai, cac thir

nghiém dugc mo ta dudi day.

Thtr nghiém chirc ndng: Sy ting dot ngdt tc nhan oxy hod bach cau dugc
x4c dinh theo sy oxy hoa DCFH-DA thanh DCF huynh quang nhu dugc mo ta
boi HE va cac dong tac gia 2003. Bach cau dugc kich thich bang phorbol A-
myristat 13 axetat (PMA [2,0 pg/ml], Sigma) hodc mdi truong RPMI 1640 trong
60 phut trudce khi do. Té bao duge dat vao dia 96-giéng va su phat huynh quang
duoc do bang dau doc vi dia huynh quang GENios Plus Fluorescence Microplate
Reader [(485/530nm) Tecan US Inc., Research Triangle Park, NC].

Phén tich théng ké: Cac phan tich thdng ké dugc thuc hién trén céc dix
liéu bing phan mém théng ké SigmaStat® (Jandel Scientific, San Rafael, CA,
USA). Su khic biét gifta cac nhom thir nghiém s& dugc xac dinh bing thu
nghiém T Student. P < 0,05 dugc xem la dang ké vé& mit théng ké.
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Két qua.

Tir cac dit liéu dugc trinh bay dudi day, c6 vé nhu lon dugc cho an té bao
BT c6 su ting trong hang ngay trung binh (average daily gains — ADG) 16n hon
lon duoc cho an theo ché do dinh dudng dbi chimg, ngay c6 khi bi nhiém khuén

Salmonella (6 24ppm) (Bang 7).

Bang 7: muc tdng hang ngay trung binh. Nhic lai 3, 24ppm BT. Gia tri
duoc tinh theo don vi pound (Ibs). Dit liéu tir trong luong do dugc vao cac ngay
0, 3, 5, va 7 sau khi cai sita tir ting con lon dugc gdp lai trong ting thoi diém.

Dit liéu thé hién muc ting hang ngdy +/- sai s& chuén.

Mirc ting hang ngay trung binh (1bs)
Tri lidu
, Nhic lai 2 Nhéc lai 3
Dbi ching 1,740,3 0,04+0,12
Doi chimg peptit 24ppm 4,2+0,7 0,15+0,06
Dbi chimg ST 3,240,4 0,14+0,09
Peptit ST 24ppm 4,6+0,5 0,18+0,06

Mot sé su giam lugng phan thai ra & ST quan st duge 13 nhu dugc thé
hién trong dit liéu quét truc trang (Bang 8). § 14n nhéc lai 1, khong thiy c6 khac
biét & luong phan thai ra & ndng d6 12ppm BT, trir vao ngay 5. O lan nhc lai 2,
dbi chimg va BT & ndng d6 24ppm thi lugng phan thai 1a twong ty v6i ST, trir
vao ngay 4, trong d6 nhém BT 24ppm c¢6 nhiéu lon duong tinh hon nhém ddi
chimg. O 14n nhéc lai 3, nhém BT & ndng do 24ppm c6 lugng phéan lon théi ra &
ST it hon so véi nhém d6i ching vao tAt ca cac ngay dugc do. O 14n nhéc lai 3,
lon duge tri liéu theo ché do 7 ngay sau khi nhiém thay vi 5 ngay, nhu & lan

nhéc lai 1 va 2.

Bang 8: Dit liéu quét truc trang hang ngay
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S6 luong lon duong tinh véi ST

Ngay Lan nhic lai 1 Lan nhac lai 2 Lan nhic lai 3
sau Poi BT Pbi BT Pdi chimg | BT
nhiém ching 12ppm | chung 24ppm 24ppm
1 2 3 4 3 5 2

2 5 5 4 4 3 1

3 5 5 3 4 4 2

4 4 5 2 5 4 1

5 3 1 1 1 5 2

6 - - - 5 1

7 - - - - 4 3

Lon dugc cho an peptit c6 it Salmonella hon trong cac co quan— hach

bach huyét, gan, lach— so véi lgn dbi chtmg néi chung, nhung khong thé hién su

giam nay & mo rudt— hdi trang (trir 1an nhéc lai 3), manh trang, tryc trang. O lan

nhic lai 1, nhém BT & ndng d6 12ppm cé it lon duong tinh ST hon & ca gan va

lach, nhung lugng ST khoéi phyc 1a twong duong & hach bach huyét, manh trang

va tryc trang (Bang 9). O lan nhéc lai 2, nhém BT ¢6 it lon dwong tinh hon & tat

ca cic m, trir manh trang. O 14n nhic lai 3, ¢6 it lon & nhém BT duong tinh véi

ST hon & hach bach huyét, lach, hdi trang, manh trang va truc trang. Dit lidu tao

khuén lac (CFUs) khong dugc xac dinh do ty 18 khoi phuc ST thép (khong thé

hién dir liéu). C6 vé nhu peptit d& c6 hiéu qua duong tinh d6i voi sy xAm nhiém

va tao khuan lac Salmonella & lgn cai sita.

Bang 9: Salmonella phan lap duoc tu mo

S luong lon duong tinh ST
Mo Lan nhic lai 1 Lan nhic lai 2 Lan nhic lai 3
Doi BT Déi  |BT Déi BT
chimg | 12ppm |ching |24ppm |ching 24ppm
hach bach huyét 3 3 5 1 4 2
hdi-manh trang
gan 3 1 5 1 2 2
lach 2 0 3 1 1 2
Hoi trang - - 5 4 4 0
Manh trang 4 4 5 5 5 4
Tryc trang 5 5 5 4 4 3
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Bach cau tir lon dugc cho &n chiung BT khong tao bao tir c6 dap Ung ting
dot ngdt tac nhan oxy hoa cao hon dang ké (Bang 10) so véi bach cau tir lon dbi

chimng vao ngay 3, 5, va 7 dugc cho én peptit BT (P< 0,05).

Bang 10: Hoat tinh tdng dot ngdt tdc nhan oxy hoa bach cau lon. Lon
duoc cho an ché do an twong tng trong sudt qua trinh nghién ctru (24ppm BT).
Lon duoc chich mdu vao ngay 3, 5, va 7 sau khi cai sita. Dit liéu dugc thé hién
hai 1in nhéc lai, gdp tir 10 lon/nhém. Dit lidu thé hién dudi dang gié tri trung

binh +/- sai s6 chudn. RFU = reflective fluorescent units (don vi huynh quang

phan xa) (& 1000).

24131

Tri liéu Ngay 3 Ngay 5 Ngay 7
Pbi ching 0,8+0,1 1,2+0,1 1,5+0,3
Peptit 1,5+0,2 1,7+0,3 2,240,2
Péi chung | 23,0+1,3 14,2+1,0 30,4433
PMA

Peptit PMA 39,2+4,8 38,0+3,5 40,5+5,3

Dir liéu ndy goi y ring céac té bao B. texasporus bét hoat 13 tic nhan kich
thich mién dich hiéu qua & lon véi nhitng tac dong co 1¢i tiém tang 1én sy ting

trong lugng va sy chuyén Salmonella trong rudt va cac mo.
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YEU CAUBAO HQ
1. Chung B. texasporus khong tao bao tir, trong d6 chiing nay la MYGI11(PTA-

12310), MYG107 (PTA-12309), MYG110 (PTA-12308) hoic MYG113 (PTA-
12307).

2. Chung B. texasporus khong tao bao tir theo diém 1, trong d6 ching nay cé

ham luong 4m 13 nhd hon 10% khéi lugng.

3. Phuong phép 1am bat hoat ching B. texasporus khong tao bao tir theo diém 1,
trong d6 phuong phap bao gdm budc cho canh trudng chia té bao B. texasporus

tiép xtic v6i ap luc di dé 1am bat hoat té bao.

4. Phuong phép theo diém 3, trong d6 4p lyc nay duge chon tir nhom bao gbm
khong cép chét dinh dudng, sdc nhiét, loai nudc, thay dbi d6 pH, cho tiép xuc
v6i ruou, xir Iy bang chét tay, xtr ly ap luc, pha v& bang enzym, luc co hoc, gia
nhiét t& bao dén nhiét do it nhat 50 °C trong thoi gian it nhat 5 phut, dong lanh t&
bao khi khoéng c6 mit chit bao vé bio quan lanh, loai nude té bao dén ham
luong nudce thap hon khoang 80%, bd sung chat tiy, sdy phun té bao, tac dong

luc co hoc va té hop cua chung.

5. Phuong phép theo diém 3, trong d6 phuong phép nay con bao gbm budc 1lam
giam ty 1¢ sbéng s6t cua canh truong chira té bao B. texasporus xudng thap hon

khoang 1 x 107,
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