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(57) Sang ché dé xuat duoc pham chira: (i) it nhat mot chung thé thuc khuan c6 kha ning

tao ra sy nhiém gdy tan O chung Escherichia coli bam dinh-xam nhap; va (ii) chat mang

dugce dung; dé diéu tri bénh viém rudt. Sang ché con dé xuat it nhat mot ching thé thuc

khuan c6 kha ning tao ra su nhiém giy tan ¢ ching Escherichia coli bam dinh-xam nhép

dé su dung trong diéu tri bénh viém ruét.
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Linh vire ky thuit dwoc dé cap

Séng ché thudc linh vyc liéu phéap thé thuc khuin dung trong didu tri cac bénh
viém rudt. |
Tinh trang k§ thuit ciia sing ché

Céc thé thuc khuén 13 cac virut gy nhiém vi khuén béng su tuong tac déc hidu.

Bénh Crohn (CD: Crohn's disease), con duge goi 1a bénh viém doan rudt hdi, 1a
bénh viém rudt ma c6 thé tac dong dén phﬁn.bét ky ctia dudong da day-rudt tr miéng
dén hau mén, gdy ra rat nhiéu tridu ching khac nhau. Bénh nay chi yéu 14 gay dau
bung, tiéu chay, nén, hozc giam cén, nhung ciing c6 thé gy ra cac bién chimg bén
ngoai duong da day-rudt nhu phat ban trén da, viém khop, viém mt, mét méi, va thiéu

tap trung.

Mic du van chua biét duoc nguyén nhan chinh xac gdy bénh CD, nhung ¢6 vé
nhu t6 hop cia cac yéu té mdi truong va t§ chét di truyén gy ra bénh nay. Bénh CD
dugc cho 1a bénh ty mién, trong d6 hé mién dich cta co thé tAn cong dudng da day-
rudt, gdy viém; bénh nay dugc phan loai 1a loai bénh viém rudt (IBD: inflammatory

bowel disease).

O bénh nhan mic bénh CD, quan st thiy sy biéu hién bit thudng cta phan tir
bam dinh t& bao lién quan t6i khang nguyén gdy ung thu phéi 6 (CEACAME:
carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6) tai bé mat dinh cta biéu
mo rudt hdi va cac ton thuong rudt hdi CD bi x4m chiém bdi Escherichia coli bam

dinh-xam nhdp (AIEC: adherent-invasive Escherichia coli) gdy bénh.

Chura c6 bién phép chita bénh Crohn bing dugc phdm hay bang phiu thuét nao
12 da biét. Cu thé, ca bénh IBD noi chung va bénh CD n6i riéng déu khong thé didu tri
duoc bang thudc khang sinh (nhdm chéng lai E. coli gdy bénh). Cac phuong an didu tri
chi giéi han & viée kiém soat cac tridu chimg, duy tri su thuyén giam, va ngan ngira su

tai phat.
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Ban chit ky thuét ciia sang ché

Sang ché d& xuit duoc phdm chira: (i) it nhit mot chung thé thuc khuén c6 kha
ning tao ra sy nhiém giy tan & ching Escherichia coli bam dinh-xdm nhép; va (ii)

chit mang duoc dung; dé diéu tri bénh viém rudt (IBD).

Séng ché con dé xuét it nhit mot ching thé thuc khuén c6 kha ning tao ra su
nhiém gy tan & ching Escherichia coli bam dinh-x4m nhap dé st dung trong didu tri

bénh viém rudt.

Sang ché con dé xuit ching thé thuc khuén P1 dugce ndp luu tai Bao tang gidng
vi sinh vat qudc gia ctia Phép tai Vién Pasteur véi sb ndp luu 1a CNCM 1-4694 hoac
bién thé ciia chung, trong d6 bién thé nay ¢ cing hoat tinh gdy tan, tot hon 13 cing

hoat tinh gdy tan va cling c4c dic tinh kiéu hinh gidng nhu ching thé thye khuin nay.

Sang ché con dé xuét ching thé thuc khuén P2 dugc ndp luu tai Bao tang gidng
vi sinh vat quéc gia cia Phap tai Vién Pasteur véi sb ndp luu 1a CNCM 1-4695 hoic
bién thé cta chung, trong d6 bién thé ndy c6 cling hoat tinh gay tan, t6t hon 13 cling

hoat tinh gdy tan va ciing c4c dic tinh kiéu hinh gidng nhu chiing thé thyc khuin nay.

Sang ché con dé xuit ching thé thuc khuén P3 dugc ndp luu tai Bao tang gidng
vi sinh vét qubc gia ctia Phap tai Vién Pasteur v6i sé ndp luu 1a CNCM 1-4696 hoidc
bién thé cua chung, trong d6 bién thé.ne‘xy c6 ciing hoat tinh gay tan, tdt hon 13 cing

hoat tinh géy tan va ciing cc dic tinh kiéu hinh giéng nhu ching thé thyc khuén nay.

Sang ché con dé xuét ching thé thuc khudn P4 dwoc nop luu tai Bao tang gidng
vi sinh vét qubc gia ciia Phap tai Vién Pasteur v6i sb ndp luu 1a CNCM 1-4697 hoic
bién thé cua ching, trong d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gdy tan, tbt hon 1a cing
hoat tinh gdy tan va cling cac dic tinh kiéu hinh gidng nhu ching thé thyc khuén nay.

Sang ché con dé xuat ching thé thuc khudn P5 duoc ndp luu tai Bao tang giéng
vi sinh vat quéc gia ctia Phap tai Vién Pasteur voi sé nop luu 1a CNCM 1-4698 hoic
bién thé cua chung, trong d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gay tan, tét hon 13 cing
hoat tinh gdy tan va ciing cac dic tinh kiéu hinh gidng nhu chiing thé thuc khuén nay.

Sang ché con dé xuét ching thé thuc khuin P6 duogc ndp luu tai Bao tang gidng

vi sinh vat quéc gia ctia Phép tai Vién Pasteur v6i sé nop Iuu 1a CNCM 1-4699 hoic
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bién thé clia chung, trong d6 bién thé nay c¢6 cung hoat tinh gdy tan, tét hon 1a cung

hoat tinh g4y tan va cling cac dic tinh kiéu hinh gidng nhu ching thé thyc khuin nay.

Sang ché con dé xuét ching thé thuc khuén P8 dugc ndp luu tai Bao tang giéng
vi sinh vét qudc gia ciia Phép tai Vién Pasteur v6i sé ndp luu 13 CNCM 1-4700 hodc
bién thé ctia chung, trong d6 bién thé nay c¢6 cing hoat tinh gdy tan, t5t hon la cing

hoat tinh gdy tan va cling cac dic tinh kiéu hinh gidng nhu ching thé thyc khuin nay.

Sang ché ciing st dung ching thé thuc khudn CLB_P2 dugc ndp luu tai Bao
tang gidng vi sinh vat qudc gia ctia Phép tai Vién Pasteur v6i sé ndp luu 1a CNCM I-
4675 hoic bién thé clia chiing, trong d6 bién thé nay c6 cling hoat tinh gdy tan, tot hon
1a cling hoat tinh giy tan va cling cac dic tinh kiéu hinh giéng nhu ching thé thuc

khuén nay.

Déi voi muc dich cua sang ché, bién thé cua ching thé thuc khudn duge xem 13
c6 cung hoat tinh gdy tan gidng nhu ching thé thye khudn nay néu né thuc hién it nhit
“+ khang lai it nhit mot trong sé cac ching ATEC LF82, 07081, 07082, 07076 va
06075 trong “thir nghiém in vitro vé kha ning gy nhiém cua cac thé thuc khuln & cac
ching AIEC” dugc md ta trong Vi du 3 dudi ddy. Theo phuong an dugc vu tién, bién
thé duoc xem 13 ¢6 cing hoat tinh gdy tan néu n6 thyc hién it nhét “+” khang lai tit ca
ndm chung AIEC LF 82, LF 06075, LF 07076, LF 07081 va LF 07082 (cac chung
AIEC LF 06075, LF 07076, LF 07081 va LF 07082 ciing dugc viét tit trong ban mo ta
nay la 06075, 07076, 07081 va 07082, mdt cach twong Ung). Cac ching AIEC nay da
duoc ndp lru bdi Université Lille 2 — Droit et Santé, 42 Rue Paul Duez, 59000 Lille
(Phép) tai Bao tang giéng qudc gia ctia Phép tai Vién Pasteur véi s6 ndp luu 1a CNCM
1-4712 (LF 82), CNCM I-4713 (LF 06075), CNCM 1-4714 (LF 07076), CNCM 1-4715
(LF 07081) va CNCM 1-4716 (LF 07082).

Péi v6i muc dich cua sang ché, bién thé ctia mét trong sb cac chuing thé thuc
khuén tir P1 dén P6, P8 va CLB_P2 dugc xem 1a c6 clng céc dic tinh kidu hinh gidng
nhu ching thé thuc khuén ndy néu né c6 do twong ddng trinh ty it nhit 80% trén it
nhat 70% chiéu dai, t5t hon 12 do twong ddng trinh ty it nhit 90% trén it nhit 80%
chiéu dai va t6t hon nita 12 hoan toan twong ddng trinh tu trén it nhit 90% chiéu dai
(dugc xac dinh b%mg thuat toan BLAST) véi protein capsit chinh cta thé thuc khuin
wV8 (d6i v6i cac bién thé cia P1 dén P6) hodic thé thuc khuin RB69 (dbi vdi cac bién
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thé ciia P8) hoic thé thuc khuidn JS98 (ddi véi céc bién thé cua CLB_P2), nhu dugc

md ta dudi day trong phan “Nhan dién cac protein capsit chinh”.

Theo phuong 4n dugc uu tién, bién thé cua thé thuc khuin co6 cung hoat tinh
gdy tan gidng nhu thé thuc khuén nay. Theo phuong an khéc, bién thé cua thé thuc
khudn c6 ciing hoat tinh gy tan va cing céc dic tinh kiéu hinh gidng nhu thé thuc

khuan nay.
M5 ta chi tiét sang ché
Sang ché d& xuit duoc phdm chira: (i) it nhat mot chung thé thuc khuén c6 kha

ning tao ra sw nhiém giy tan & ching Escherichia coli bAm dinh-xadm nhép; va (ii)

chit mang duoc dung; dé diéu tri bénh viém rudt.

Sang ché con @& xuét it nhit mot chung thé thuc khudn c6 kha ning tao ra su
nhidm gay tan & ching Escherichia coli bdm dinh-x4m nhép & st dung trong diéu tri

bénh viém rudt.

"Chiing Escherichia coli bAm dinh-xdm nhép (AIEC)" trong ban md ta nay cén
duoc hiéu 1a chi ching E. coli ¢6 kha ning xAm nhap trung binh 13 bang hoic cao hon
0,1% & dich céy té bao cia dong t& bao rudt 1-407. N6i cach khac, ching AIEC c¢6 kha
nang xa4m nhép dich cdy té bao rudt 1-407 vai chi sé x4m nhép bing hoic cao hon
0,1% cuia nguyén lidu cdy ban dau (duoc tinh 1a 100%), khi dugc thir nghiém theo thir
nghiém vé sy x4m nhdp dugc md ta dudi diy trong phan “Thir nghiém vé& sy xam
nhdp” (xem thém tai liéu Darfeuille-Michaud et al. (2004), Gastroenterology 127:412-
421).

Céc vi du khong 1am gi6i han sang ché vé ching AIEC 1a LF82, LF82SK (duoc
ndp luu badi Université d'Auvergne, 49 Boulevard Frangois Mitterand, 63001
Clermont-Ferrand (Phap) tai Bao tang giéng qudc gia ctia Phap tai Vién Pasteur v&i sd
ndp luu 1a CNCM 1-4723), céc chung duge liét ké trong Bang 1 dudi day trong ban mo
td ndy va cac chung dugc liét ké trohg danh sich sau day (tham khéao tai li¢u
Darfeuille-Michaud et al. (2004), Gastroenterology 127:412-421, dédc biét 1a trang 417,
Bang 2): LF31, LF71, LF123, LF138, LF9, LF15, LF28, LF50, LF65, LF119, LF128,
LF130, LF73, LF100, LF110, LF134, LF105, LF49-2, LB11, va LF45-2. Theo m{t
phuong an, ching Escherichia coli bdm dinh-xam nhép 1a LF82, 07081, 07082, 07076
hodc 06075, déc bi¢t 1a LF82.
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Theo mdt phuong &n, ching Escherichia coli bAm dinh-xam nhép c6 mit trong
~ rudt két cia dbi twgng. Theo phuong an khac, ching Escherichia coli bam dinh-x4m
nhdp c6 mit trong rudt hdi cua ddi twong. Theo phwong 4n khic nita, ching
Escherichia coli bam dinh-xdm nhap c6 mit trong mdt hodc nhidu phan rudt (non

va/hodc gia) cuia ddi tugng.

Theo mot phuong 4n, it nhat mot ching thé thyc khuan 13 P1 duoc ndp luu tai
Bao tang giéng vi sinh vét qubc gia cia Phap tai Vién Pasteur véi sd nop luu 1a
CNCM 1-4694 hozc bién thé ciia chung, trong d6 bién thé nay ¢ cling hoat tinh gay
tan, tot hon 13 cling hoat tinh gdy tan va cling cac dic tinh kiéu hinh gidng nhu ching

thé thuc khuén nay.

Theo mgt phuong én, it nhét mot ching thé thuc khudn 13 P2 dugc ndp luu tai
Bio tang giéng vi sinh vat qudc gia ciia Phap tai Vién Pasteur v&i sb nop luu 1a
CNCM 1-4695 hoic bién thé cua ching, trong d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gay
tan, tt hon 14 clng hoat tinh gdy tan va cling céc dic tinh kiéu hinh giéng nhu ching

thé thuc khuén nay.

Theo mdt phuwong 4n, it nhat mot ching thé thuc khuan 13 P3 dugc ndp luu tai
Béo tang giéng vi sinh vat quéc gia ctia Phép tai Vién Pasteur v&i s6 ndp luu l1a
CNCM 1-4696 hoic bién thé cia ching, trong d6 bién thé nay c6 cung hoat tinh gay
tan, tt hon 13 cling hoat tinh gdy tan va cliing cc dic tinh kiéu hinh gidng nhu chung
thé thuc khuén nay.

Theo mdt phuwong an, it nhét mot ching thé thuc khuén 13 P4 duoc ndp luu tai
Bao tang gidng vi sinh vat qubc gia ciia Phap tai Vién Pasteur v6i sb nop luu 1a
CNCM 1-4697 hogc bién thé ciia chung, trong d6 bién thé nay c¢6 cing hoat tinh gay
tan, t6t hon 1a cling hoat tinh gy tan va ciing cac dic tinh kiéu hinh gidng nhu ching

thé thuc khuén nay.

Theo mdt phuong an, it nhét mot ching thé thuc khuén 13 P5 dugc ndp luu tai
Bao tang giéng vi sinh vat qudc gia cia Phép tai Vién Pasteur véi sé ndp luu 1a
CNCM 1-4698 hoic bién thé cia ching, trong d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gay
tan, tot hon 14 cing hoat tinh gdy tan va ciing cc dic tinh kiéu hinh gidng nhu chiing

- thé thyc khudn nay.
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Theo mdt phuong 4n, it nhit mot ching thé thuc khuén 13 P6 duoc ndp luu tai
Bao tang gidng vi sinh vat quéc gia ciia Phap tai Vién Pasteur vé6i sd nop luu 13
CNCM 1-4699 hoic bién thé cta chung, trong d6 bién thé nay c6 ciing hoat tinh gay
tan, t6t hon 13 cing hoat tinh gay tan va ciing cc dic tinh kiéu hinh giéng nhu ching

thé thuc khuan nay.

Theo mdt phuong 4n, it nhat mot ching thé thuc khudn 1a P8 dwoc ndp luu tai
Bao tang giéng vi sinh vt qubc gia clia Phéap tai Vién Pasteur véi sd nop luu 1a
CNCM 1-4700 hodc bién thé cia chiing, trong d6 bién thé nay c6 cung hoat tinh gy
tan, tt hon 1a cing hoat tinh gay tan va ciing cac dic tinh kiéu hinh giéng nhu ching

~ thé thyuc khuén nay.

Theo mdt phuong an, it nhit mét ching thé thuc khuin 1a CLB_P2 dugc ndp
luu tai Bao tang giéng vi sinh vat quéc gia cua Phép tai Vién Pasteur véi sb ndp luu l1a
CNCM I-4675 hodc bién thé cta chung, trong d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gay
tan, tdt hon 12 cing hoat tinh gy tan va cing céc dic tinh kiéu hinh giéng nhu ching

thé thuc khudn nay.

Theo mot khia canh, séng ché @ xuét duoc phém chira nhiéu hon mdt ching
thé thuc khudn, con dugc goi 13 "hén hop thé thuc khudn". Hon hop thé thuc khudn
theo sang ché chura td hop bit ky cia hai hodc nhiéu chung trong sb cac chung P1, P2,
~ P3, P4, P5, P6, P8 va CLB_P2 va céc bién thé c6 clng hoat tinh gay tan, tot hon 12
cung hoat tinh gdy tan va cing cac dic tinh kiéu hinh ciia chung. Tét hon 13, cac thé
thuc khuln trong hén hop thé thuc khuin dugc du dinh dung dé didu tri dbi tuong
hogic nhém ddi twong cu thé s& duoc chon dya trén chiung AIEC hoic cac ching AIEC

dugc nhan dién va dugc chon d€ chong lai.

Céc vi du khong 1am gi6i han sang ché vé bénh viém rudt 13 bénh Crohn (CD),
bénh viém loét dai trang (ulcerative colitis - UC), bénh viém rudt man tinh (IBD man
tinh) nhu, nhung khong bi gidéi han &, bénh viém rudt két hién vi, bénh vé bung va
bénh viém mach. Theo mot phwong an, bénh IBD la bénh CD hodc UC. Theo phuong
an khéc, bénh viém rudt 1a sy tai phat cua cac tdn thuong rudt hdi sau phiu thuat (nhu
phAu thuat loai bé it nhét mot phﬁn rudt non & bénh nhan méc bénh CD). Sy téi phéat co

thé dugc do bang diém sd Rutgeerts.
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Theo mdt phuong 4n, bénh IBD khéng phai 1 do sy nhiém khuin giy ra.
Phuong 4n nay dya trén viéc quan sat tha?'ly réng bénh IBD Ia bénh ty mién ma thudong
khong dwgc xem 13 bénh do vi khudn gdy ra. Thay vao do6, sy nhim khuén c6 thé 1a
cung lac v6i bénh IBD, nhung khong nhét thiét 13 tic nhan gy bénh. Viéc quan sat
nay bd sung thém vao phat hién bat ngd cia sang ché, cu thé 1a viée ap dung li€u phap

thé thuc khuén dé diu tri bénh khoéng phai do vi khuin gy ra.

Vi ly do d6, co thé co, vi du, cic ching AIEC & céc thanh vién trong gia dinh
ctia ddi twong méc bénh IBD, mic dit cac thanh vién trong gia dinh khong méc bénh
ndy. Tuong tw, cic ching AIEC ciing c6 thé dugc phat hién thdy & cac dbi tuong
khong mic bénh IBD va ciing khong lién quan dén cac dbi tugng mic bénh IBD, nhu

ciing c6 thé thiy dugc trong Bang 1 dudi day.

"Di€u tri" trong ban mo ta ndy can dugc hi€u 1a bao gdm viéc lam giam mot
hodc nhi€u triéu ching dic trung cho bénh; 1am giam toc df tién trién ciia bénh; phuc
hoi sau khi méic bénh, ctru chita khoi bénh, vi¢c duy tri sy thuyén giam va phong ngira

bénh nhu ngén ngira sy tai phat.

"Péi tugng" trong ban mo ta nay co thé 1a dbi tuong giéng duc hoic giéng cai.

Péi tuong 6 thé 1a ngudi hodc dong vat c6 vi bat ky khac.

Liéu va ché do st dung dugc phim theo sang ché nhét thiét phai phu thudc vao
hiéu qua diéu tri bénh can dat dwgc (vi dy, diéu tri bénh IBD) va c6 thé thay déi theo
cac ching thé thuc khuén cu thé trong dwoc phim, dudng st dung, va do tudi va tinh

trang bénh 1y cua timg ddi twong cu thé duoc cho st dung dugc phdm nay.

Lidu ding cho ngudi c6 thé chira lidu thé thuc khuén ndm trong khoang tir 10*
dén 10" don vi tao mang (pfu: plaque forming unit). Lidu mong mudn c6 thé dugc
trinh bay & dang mot liéu mdi ngay hodc & dang nhiéu phén lidu dugc sir dung vao cac

khoang thoi gian thich hop.

Trong sang ché, thuat ngit "chit mang duoc dung" lién quan dén chét mang,
chit don hozc chét pha lodng khong ddc, c6 thé chip nhan dwgc vé& mit duge ly, cac
chit nay dugc dinh nghia 1 méi trudng din thudc dugc sir dung phd bién trong viée

bao ché cac dugc phim dé st dung cho dong vét hodc ngudi.
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Dugc phdm theo sang ché c¢6 thé con chira cac chit bd trg dugc dung, va tiy ¥
cac chét tri liéu khac. Chét bd tro, con dugc goi la thanh phﬁn phu, bao gém céc chét
bd tro théng thudng trong linh vuc k§ thuét nay 'nhu, nhung khéng bi gidi han &, chét
tao nén, chét 1am dic, chit két dinh, chit 1am tron, chét diéu chinh dd pH, chét bao ve,
chét ting cuong do nhdt, chat hit, chit gay ra, bao gdbm chét giy ra khong sti bot va
sui bot, chit hoat dong bé mat, chit chéng oxy hoa, chat 1am wdt, chét tao mau, chit
tao huong vi, chit che mui Vi, chit 1am ngot, chét bao quan va chét tuong ty. Ngoai
tinh chit dugc dung, chit bd trg phai "c6 thé chdp nhan duoc" theo nghia 1a chung

tuong thich véi cac thanh phan khéac cta duge phdm, bao gdm thé thyc khuén.

Céc duoc phim va dudng st dung bao gdm cac dugc phdm va dudng st dung
thich hop dé st dung cho hodc qua miéng (bao gdm ma4, dudi ludi va trong khoang
miéng), truc trang, miii, cuc bd (bao gém qua da), mét, tai, Am dao, phé quén, phéi
hodic ngoai dudng tiéu héa (bao gébm dudi da, trong co, trong tinh mach, trong da,
trong bung, trong mang phdi, trong tai bong va trong vo) hogc sit dung thong qua md
cdy. Dugc phdm hodc dudng st dung c6 thé duge 1am thich hop dé tao ra hiéu qua
muc tiéu ctia chung thé thyc khuén theo sang ché. Theo phuong 4n cu thé, dwoc phim
theo sang ché dugc st dung qua dudng miéng. Cac duoc phém nay cc')_thé duoc bao
ché bing phuong phap bét ky da biét 16 trong linh vure duwoc phim. Cac phuong phép
nay bao gdm budc két hop ching thé thuc khuén theo sang ché véi chit mang duoc

dung va tity ¥ mot hogc nhidu chét bb trg.

Céc duge pham thich hop dé st dung qua dwdng miéng c6 thé dugc trinh bay &
" dang céc don vi lidu roi rac (dang lidu) nhu vién tron, vién nén, vién bao dudng hoic
vién nang, hodc & dang bot hodc vién cdm, hodc & dang dung dich hodc hén dich.
Dugc phém nay cling c6 thé duoc trinh bay & dang vién liéu cao hodc bot nhdo. Dugc

phdm nay con c6 thé duoc bao ché thanh dang thubc dan hoic dung dich thut dé s |

dung trong truc trang.

Dé sir dung ngoai dudng tidu héa, cac duge phdm thich hop bao gdm thube
tiém vo tring chira nude va khong chira nuée. Cac dugc pham nay c6 thé duoc trinh
bay trong vét chtra liéu don vi hodc da liéu, vi du, dng thudc tiém va lo dong kin, va ¢6
thé dugc bao quan trong didu kién duoc lam khd lanh (duge 1am dong kho) chi yéu

cAu phai bd sung chit mang long v tring, vi du, nuéc, trude khi sit dung.
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Dé sir dung qua da, vi dy, gel, bot nhdo hodc thubc phun cé thé duoc dy tinh.

Céac duoc phdm hodc ché phdm thich hop dé st dung trong phdi, vi du, bing
cach xdng hit qua miii, bao gém bui min hodc swong mi ma c6 thé dugc tao ra nho
dung cu bom hoi, dung cu phun swong, hodc dung cu phun sol khi c6 diéu ap va do
liéu.

Sang ché con bao gdm kit chtra duge phim theo sang ché va huéng din st dung

dugc phdm dé sir dung nhu dugc mé ta & trén, tiy y cling véi vat lidu bao goi.

Sang ché con d& xuit chung thé thuc khuén P1 dugc ndp lvu tai Bao tang giéng
vi sinh vét quéc gia ctia Phap tai Vién Pasteur véi s6 ndp luu 1a CNCM 1-4694 hoic
bién thé ciia chung, trong d6 bién thé nay c6 cung hoat tinh gay tan, tdt hon 13 cling

hoat tinh gdy tan va ciing cac dic tinh kiéu hinh giéng nhu ching thé thuc khuin nay.

Sang ché con d& xudt chung thé thuc khuin P2 dugc ndp luu tai Bao tang gibng
vi sinh vat quéc gia ctia Phéap tai Vién Pasteur véi s6 nop luu 1a CNCM 1-4695 hoic
bién thé ciia chung, trong d6 bién thé ndy c6 cing hoat tinh gdy tan, t5t hon 13 cling

hoat tinh gy tan va ciing cac dac tinh kiéu hinh gidng nhur chiing thé thyc khuén nay.

Sang ché con d& xudt chung thé thuc khuin P3 dugc ndp luu tai Bao tang gibng
vi sinh vat quéc gia ctia Phéap tai Vién Pasteur vdi s6 nop luu 18 CNCM 1-4696 hoic
bién thé ciia chung, trong d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gay tan, tot hon 14 cing

hoat tinh gdy tan va ciing cac dic tinh kiéu hinh giéng nhu ching thé thuc khuin nay.

Sang ché con dé xuit chung thé thuc khudn P4 dugc ndp luu tai Bao tang giéng
vi sinh vat quéc gia ctia Phap tai Vién Pasteur v6i s6 ndp luu 1a CNCM 1-4697 hoic
bién thé cua chung, trong d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gy tan, t6t hon 12 cling
hoat tinh gdy tan va cung cac déc tinh_kiéu hinh giéng nhw chiing thé thuc khuén nay.

Sang ché con dé xuét chung thé thyuc khudn P5 dugc ndp luu tai Bao tang giéng
vi sinh vét qubc gia ctia Phap tai Vién Pasteur v6i sé ndp Iuu 1a CNCM 1-4698 hoidc
bién thé cia chung, trong d6 bién thé nay c6 ciing hoat tinh gay tan, t6t hon 1a cing
hoat tinh gy tan va ciing cac dic tinh kiéu hinh gidng nhu chiing thé thuc khuén nay.

Sang ché con dé xuét ching thé thuc khuén P6 dugc ndp luu tai Bao tang giéng

vi sinh vat qudc gia ciia Phép tai Vién Pasteur véi s6 nop Iuu 13 CNCM 1-4699 hoic
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bién thé cta chung, trong d6 bién thé nay c6 cung hoat tinh gdy tan, tot hon 13 cing

hoat tinh gdy tan va cling cac dic tinh kiéu hinh giéng nhu chiing thé thuc khuén nay.

Sang ché con dé xuét ching thé thuc khuin P8 dwgc ndp luu tai Bao tang gidng
vi sinh vat quéc gia cua Phép tai Vién Pasteur v6i s6 nop luu 14 CNCM 1-4700 hoiic
bién thé cta chung, trong d6 bién thé nay c6 cung hoat tinh gay tan, t5t hon 1a cing

hoat tinh gdy tan va cling céc dic tinh kiéu hinh gidng nhu ching thé thuc khuén nay.
Vi du thuwe hién sang ché

Sang ché dugc mo ta thém trong céc vi du néu dudi day, cac vi du nay khong

* nhim gi¢i han pham vi clia séng ché duoc yéu cdu bao ho theo bét ky céch nao.
Phuong phap
Thr nghiém vé sy xAm nhap

Dong té bao Intestine-407 (I-407) thu dugc tir hdng tring va rudt hdi phdi
nguoi dugce st dung 1am md hinh vé céc t& bao biéu mod rudt chua dugc biét hoa. Dong

té bao nay dugc mua tir Flow Laboratories (Flow Laboratories Inc., Mc Lean, VA).

Céc té bao Intestine-407 nay dugc cdy gidng trong dia nudi cdy mod loai 24
giéng (Polylabo, Strasbourg, Phap) véi mat do 1a 4.105 té bao/giéng va duoc  trong
20 gid. Cac don 16p té bao dugc rira hai 1an bing PBS (pH 7,2). Su xdm nhap cta vi
khudn vao céc t& bao bidu md dugce xac dinh bing cach sir dung thir nghiém bao vé
gentamixin (Falkow et al. (1987), Rev. Infect. Dis. 9 (Suppl. 5):S450-455). Mbi 16p
don dugc cdy vao ImL méi trudng nudi cdy té bao khong chira chat khang sinh véi do
boi nhi®m 1a 10 vi khuén trong mdi t& bao biéu md. Sau giai doan 1 trong 3 gi' & nhiét
dd 37°C vé6i CO, 5%, cac 16p don nay dugc rira 3 14n bang PBS. Méi truong nudi cdy
té bao méi chira gentamixin 100pg/mL (Sigma, St. Louis, MO) dugc bd sung trong 1
gidr dé tiéu diét vi khun ngoai bao trudce khi 1am tan céc 16p don nay bang Triton X-
100 1% (Sigma) trong nuéc da duge khir ion. Nong dd Triton X-100 nay khong anh
hudng dén kha ning sdng sét cia vi khudn trong it nhat 30 phut. Cac miu ndy dugc
pha loang va dugc ria cdy 1én trén cac dia thach Mueller-Hinton dé xé4c dinh s luong
don vi hinh thanh khuén lac. T4t ca céac két qua vé kha ning x4m nhép cua E. coli véi

dong té bao Intestine-407 duoc bidu hién & dang ty 1& phén tram vi khudn ndi bao so
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v6i nguyén ligu cdy ban diu, dugc tinh 13 100%. Tét ca cac thir nghiém déu duoc tién

hanh it nhét 3 1an trong cac thi nghiém riéng ré.
Nhan dién céc protein capsit chinh

Céc protein virion dwgc thu nhan bang cich dun soi 60pL hdn dich chua
10" pfu/mL mdi thé thyc khudn trong 10 phat. 20pL hdn dich nay dwgc chay trén gel
polyacrylamit 4-12% duc sin. Gel ndy duge nhudém mau xanh Coomassie va cc vach
chinh duoc cét ra, duge phéan giai bang trypsin va duoc phan tich bang k§ thuat khéi

pho tai co s& vi gidi trinh ty cia Vién Pasteur.

Khéi luong peptit thu dugc duge so sanh véi thong tin trong co s dit liéu vé
protein, cho phép nhén dién protein da biét gan nhét, tirc 1a wV8 dbi voi P1 dén P6 va
RB69 d6i v6i P8 va JS98 dbi voi CLB_P2 (xem tai liéu A. Villegas et al, Virology
Journal 2009, 6:41 vé& dic trung ciia wV8 va S. Zuber et al., Journal of Bacteriology

2007, 189:22, 8206 dé biét ndi dung mé ta dic diém ciia RB69 va JS 98).

Can trinh tu protein capsit chinh ctia thé thuc khudn wV8 véi cac peptit thu

dugc tir khdi phd clia protein capsit chinh ctia cac thé thyc khuén P1 dén P6:

wV8 : MLTNSEKSRFFLADLTGEVQSIPNTYGYISNLGLFRSAPITQTTFLMDLTDWDVSLLDAVDRDSRKAE
Pl : .FFLADLTGEVQSIPNTYGYISNLGLFR
P2 : SRFFLADLTGEVQSIPNTYGYISNLGLFRSAPITQTTFLMDLTDWDVSLLDAVDR
P3
P4
P5

" P6 :
wV8 : TSAPERVRQISFPMMYFKEVESITPDEIQGVRQPGTANELTTEAVVRAKKLMKIRTKFDITREFLFMQ
Pl : QISFPMMYFKEVESITPDEIQGVRQPGTANELTTEAVVR TKFDITREFLFMQ
P2 : QISFPMMYFKEVESITPDEIQGVRQPGTANELTTEAVVR TKEFDITREFLFMQ
P3 : QISFPMMYFKEVESITPDEIQGVRQPGTANELTTEAVVR TKEFDITREFLFMQ
P4 : . QISFPMMYFKEVESITPDEIQGVRQPGTANELTTEAVVR TKEDITREFLFMQ
P5 : QISFPMMYFKEVESITPDEIQGVRQPGTANELTTEAVVR TKFDITREFLFMQ
P6 : QISFPMMYFKEVESITPDEIQGVRQPGTANELTTEAVVR TKFDITREFLEMQ
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wV8 : ALKGKVVDARGTLYADLYKQFDVEKKTVYFDLDNPNADIDAATIEELRMHMEDEAKTGTVINGEEIHVV
P1 : ALK GTLYADLYK KTVYFDLDNPNADIDASIEELR TGTVINGEEIHVV
P2 : ALK GTLYADLYK TGTVINGEEIHVV
P3 : ALK GTLYADLYK TVYFDLDNPNADIDASIEELR TGTVINGEEIHVV
P4 : ALK GTLYADLYK TGTVINGEEIHVV
P5 : ALK GTLYADLYK TIYFDLDNPNADIDASIEELR TGTVINGEEIHVV
P6 : ALK | GTLYADLYKQFDVEK TIYFDLDﬁPNADiDASIEELR TGTVINGEEIHVV

wV8 : VDRLFFSKLVKHPKIRDAYLAQQTPLAWQQITGSLRTGGTDGVQAHMNTFYYGGVKEFVQYNGKFKDKR

Pl : VDR IRDAYLAQQTPLAWQQITGSLR FVQYNGK
P2 :  VDRLFFSK IRDAYLAQQTPLAWQQITGSLRTGGTDGVQAHMNTFYYGGVKFVQYNGK
P3 : VDR DAYLAQQTPLAWQQITGSLR FVQYNGK
P4 : VDR DAYLAQQTPLAWQQITGSLE : FVQYNGK
P5 : VDR DAYLAQQTPLAWQQITGSLRTGGADGVQAHMNT FYYGGVKFVQYNGK
P6 : DAYLAQQTPLAWQQITGSLRTGGADGVQAHMNTFYYGGVK

WV8 : GKVHTLVSIDSVAATVGVGHAFPNVSMLGEANNIFEVAYGPCPKMGYANTLGQELYVFEYEKDRDEGT
Pl : MGYANTLGQELYVFEYEKDR
P2 : , MGYANTLGQELYVFEYEKDR
.P3:

P4

P5

P6 :

wV8 : DFEAHSYMLPYCTRPQLLVDVRSDAKPD

Pl : PQLLVDVR

P2 : PQLLVDVR

P3 : POLLVDVR

P4 : POQLLVDVR

P5 PQLLVDVR

P6 : PQLLVDVR

Can trinh ty protein capsit chinh cia thé thuc khudn RB69 véi cac peptit thu
dugc tir khdi phd cua protein capsit chinh ciia thé thuc khuén P8:
RB69 : MTTIKTKAQLVDKWKELLEGEGLPEIANSKQAITAKIFENQEKDFEVSPEYKDEKIAQAFGSFLTEAE
P8
RB69 : IGGDHGYNAQNIAAGQTSGAVTQIGPAVMGMVRRAIPNLIAFDICGVQPMNSPTGQVFALRAVYGKDP

P8
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RB69 : IAAGAKEAFHPMYAPDAMFSGQGAAKKFPALAASTQTKVGDIYTHFFQETGTVYLQASAQVTISSSAD
P8 : EAFHPMYAPDAMFSGQGAAK

RB69 : DAAKLDAEITKQMEAGALVEIAEGMATSIAELQEGENGSTDNPWNEMGFRIDKQVIEAKSRQLKAAYS
P8 : AAYS
RB69 : IELAQDLRAVHGMDADAELSGILATEIMLEINREVVDWINYSAQVGKSGMTNIVGSKAGVEFDFQDPID
P8 : IELAQDLR EVVDWINYSAQVGK | AGVFDFQDPID
RB69 : IRGARWAGESFKALLFQIDKEAVEIARQTGRGEGNFIIASRNVVNVLASVDTGISYAAQGLASGENTD
P8 : IR WAGESFK QTGRGEGNFIIASR

RB69 : TTKSVFAGVLGGKYRVYIDQYAKQDYFTVGYKGANEMDAGIYYAPYVALTPLRGSDPKNFQPVMGFKT
P8 : SVFAGVLGGKYRVYIDQYAKQDYFTVGYKGANEMDAGIYYAPYVALTPLR NFQPVMGFKT
RB69 : RYGIGVNPFAESSLQAPGARIQSGMPSILNSLGKNAYFRRVYVKGI

P8 : RYGIGVNPFAESSLQAPGARIQSGMPSILNSLGK

Can trinh tu protein capsit chinh ciia thé thuc khudn JS98 véi cac peptit thu
dugc tir khdi phd cua protein capsit chinh cua thé thuc khuin CLB_P2.

Js98:  MKKNALVQKWSALLENEALPEIVGASKQAIIAKIFENQEQDILTAPEYRDEKISEAFGSFLTEAET
CLB P2:

JS98:  GGDHGYDATNIAAGQTSGAVTQIGPAVMGMVRRAIPHLIAFDICGVQPLNNPTGQVFALRAVYGKD
CLB P2: AVYGKD
JS98:  PIAAGAKEAFHPMYAPNAMFSGQGAAETFEALAASKVLEVGKIYSHFFEATGSAHFQAVEAVTVDA

CLB_P2: PIAAGAK

JS98:  GATDAAKLDAAVTALVEAGQLAETAEGMATSIAELQEGFNGSTDNPWNEMGFRIDKQVIEAKSRQL
CLB P2:

JS98:  KASYSIELAQDLRAVHGMDADAELSGILATEIMLEINREVIDWINYSAQVGKSGMTNTVGAKAGVF
CLB P2: ASYSIELAQDLR EVIDWINYSAQVGK AGVF
JS98:  DFQDPIDIRGARWAGESFKALLFQIDKEAAEIARQTGRGAGNFIIASRNVVNVLAAVDTSVSYAAQ

CLB_P2: DFQDPIDIR WAGESFKALLFQIDKEAAEIAR GAGNFIIASR

Js98: GLGQGFNVDTTKAVFAGVLGGKYRVYIDQYARSDYFTIGYKGSNEMDAGIYYAPYVALTPLRGSDP

CLB P2: AVFAGVLGGKYRVYIDQYAR GSNEMDAGIYYAPYVALTPLR
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Js98: KNFQPVMGFKTRYGIGINPFADPAAQAPTKRIQNGMPDIVNSLGLNGY FRRVYVKGI

CLB_P2: NFQPVMGFKTRYGIGINPFADPAAQAPTKRIQNGMPDIVNSLGLNGYFR

Vidul
Phan lép cac chung AIEC

Mot tram sau muoi sau (166) ching Escherichia coli (E. coli) bAm dinh-xam
nhép, bao gdm chiing E. coli LF82 (Bang 1), dwgc phéan 1ap nhu sau: cac ching AIEC
dugce phéan 14p tir phén tuoi cda bénh nhan mic bénh CD, cac thanh vién trong gia dinh
ctia ho va cac ddi tuong dbi ching. Phan dugc pha lodng trong cac dich pha lodng
mudi 14n 1én t&i -9. Mbi dich pha loding duoc ria ciy trong cic moi trudng khic nhau.
Sau khi 0, cac khuén lac dugc céy chuyén, dugc nhan di¢n va cac ching dugc thu

nghiém vé€ kha ning xam nhép.

No6i mot cach chi tiét, ngay sau khi dugc bai tiét ra, phén tuoi dugce cho Véd vat
chira v trung. Mdi truong khi duge lam ky khi bing cach bd sung Anaerocult® da
duge 1am 4m. Cac mau dugce xir Iy vao ngay 14y mau. Khoang 1g phan dugc dua vao
9mL dung dich Ringer cuong d¢ % da dugc xystein hoa trong céac bng da duoc can
trude; cac dng nay duge can lai sau khi cho miu vao dé xac dinh khdi lugng chinh xéc
cia no (dich pha loang mudi An thit nhét). Tam dich pha loging mudi lan khac nita
duoc tao ra va 0,1mL mdi dich pha lodng duoc ria céy trén moi trudong khong chon loc
va chon loc khac nhau dugce U trong cac diéu kién thich hop: thach mau Columbia (CS)
va thach CSH duogc 1 trong mot tudn trong diéu kién ky khi, méi trudng MRS duoc
trong 48 gid trong mdi trudong khi dugc lam giau CO, thach McConkey va thach
Cetrimide dugc U trong 48 | gi® trong khong khi. T4t ca cac lan 1 dugc thuc hién & nhiét
dd 37°C. Sau khi 1, cac khuén lac dugc dém, céy chuyén va nhin dién dua trén ti€u
chi vé kiu hinh da dugc thiét 1ap.

Déi tuong dbi ching dugc chon theo bénh nhan mic bénh CD sao cho dbi
twong d6i chimg nay ¢6 cing gi6i tinh va d6 tubi véi bénh nhan méc bénh CD va ¢
quy md gia dinh trong ty nhu bénh nhan méc bénh CD (dé xem xét sy thay dbi hé vi
sinh vat trong gia dinh).

Quy trinh ndy dugc phé chuén bdi Uy ban dao dirc khu vuc vao nam 2000. Cac
bénh nhin dugc theo doi béng sd ding ky EPIMAD, duoc thanh 14p theo théa thuén
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gitta Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM) va Institut

National de Veille Sanitaire (InVS) va ciing dugc hd trg bdi Frangois Aupetit

Association, Lion’s Club of Northwestern France, Ferring Laboratories, Société

Nationale Frangaise de Gastroentérologie va Lille University Hospital.

Bang 1 — Céc chung AIEC

_ Xam nhg Xam " . aa Tong sd
] Tham 1407 nhapl- | MOL | py, | Micdd luc_mggdém
SO . . truong ~ E. coli ,
khao Trung binh 407 ~: %1 | lodng ) duoc
%) SEM (%) nudi cay (logUFC/g) (logUFC/g) 3
LF82 1,29 0,8 McC -4 5,7 5,9

AIEC dugc phan 1ap tir bénh nhan mic bénh CD '

06259 C4-1 2,050 0,500 McC -5 5,87 10,52
06254 | C34-12 2,163 0,738 Cet -2 2,91 10,14
06256 C34-2 0,550 0,170 McC -7 7,91 10,14
06072 C39-1 0,2075 0,147 McC -6 7,02 9,93
06073 C39-2 0,1374 0,097 McC -6 7,02 9,93
06075 C39-4 0,2334 0,165 McC -5 6,02 9,93
06076 C39-7 0,5900 0,417 Cet 2 3,02 9,93
06087 C42-1 0,1095 0,055 McC -5 5,82 9,58
06088 C42-2 0,1954 0,098 McC -5 5,82 9,58
06089 C42-3 0,1930 0,097 Cet -3 3,82 9,58
06398 | C76-10 0,131 0,036 CS ana -5 6,09 9,99
06011 C84-2 0,2580 0,129 McC -6 6,96 9,23
06023 C97-1 0,1173 0,068 McC -7 8,14 10,03
06024 C97-2 0,1303 0,075 McC -6 7,14 10,03
06026 C98-1 0,1439 0,072 McC -6 7,2 9,34
06027 C98-2 0,1122 0,065 McC -6 7,2 9,34
06028 C98-4 0,2310 0,133 Cet -2 3,20 9,34
06029 C99-1 1,0657 0,615 McC -6 6,99 10,17
06030 C99-2 0,1613 0,081 McC -6 6,99 10,17
06031 C99-3 0,2330 0,135 McC -5 5,99 10,17
06033 C99-9 0,4667 0,269 Cet 2 2,99 10,17
06150 | C187-13 0,6675 0,472 CS ana -7 7,93 9,97
06151 | C187-14 1,0350 0,732 CS ana -7 7,93 9,97
06152 | C187-15 0,4375 0,253 CS ana -7 7,93 9,97
06166 | C190-1 0,2251 0,130 McC -8 9,28 10,98
06167 | C190-2 0,1247 0,072 McC -8 9,28 10,98
06168 | C190-3 0,1688 0,097 McC -7 8,28 10,98
06169 | C190-4 0,1373 0,079 McC -6 7,28 10,98
06170 | C190-6 0,7065 0,408 Cet -3 428 10,98
06171 | C190-8 0,5827 0,336 Cet -2 3,28 10,98
06172 | C190-7 0,5385 0,311 Cet -2 3,28 10,98
06173 | C190-12 0,5182 0,299 CS ana -9 10,28 10,98
06280 | C203-7 0,185 0,087 Cet -3 3,96 9,94
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Xéam nha Xam n P Tong s6
X Tham 1-407 . nhap I- MOI Pha Mue d(.') lu’onggdém
50 kha Trung binh | 407 HUONg |1 oan E. coli d
a0 rung ol nudi cy ! € | (logUFC/g) 2 uoe
(%) SEM (%) (logUFC/g)
06281 C203-9 0,393 0,023 Cet -2 2,96 9,94
06283 | C204-4 0,253 0,092 McC -6 7,00 9,78
06271 C205-2 0,153 0,052 McC -6 6,93 9,97
06278 | C205-9 0,160 0,005 Cet -2 2,93 9,97
06351 C215-8 0,548 0,397 Cet -5 5,93 9,91
06352 | C215-9 0,262 0,143 Cet -5 5,93 9,91
06353 | C215-12 1,960 1,340 Cet -3 3,93 9,91
06354 | C215-13 1,339 1,281 Cet -3 3,93 9,91
06356 | C215-10 2,260 1,540 Cet -3 3,93 9,91
06357 | C215-11 2,195 1,355 Cet -3 3,93 9,91
06358 | C215-1 1,110 0,590 McC -6 7,93 9,91
06359 | - C215-2 1,523 0,928 McC -6 7,93 991
06360 | C215-3 0,165 0,064 McC -4 4,93 9,91
06361 C215-4 0,315 0,135 McC -3 3,93 9,91
06362 | C215-5 0,980 0,720 McC -3 3,93 9,91
07074 C43-1 1,5825 1,3675 McC -6 7,26 9,66
07075 C44-1 0,1822 0,0755 McC -5 6,01 9,91
07076 C44-2 0,5950 0,3350 McC -5 6,01 9,91
1 07077 C44-3 0,1432 0,0486 - McC -4 5,01 9,91
07078 C44-4 0,3086 0,1764 McC -4 5,01 9,91
07081 C44-9 0,5525 0,2675 Cet -2 3,01 9,91
07082 C45-1 0,4675 0,0925 McC -5 5,94 9,46
07086 C45-9 0,2110 0,0842 Cet -2 2,94 9,46
07093 C50-2 1,3125 0,9375 McC -5 5,99 7,69
07035 C66-2 0,6475 0,3125 McC -7 8,01 9,53
07045 C71-1 0,2079 0,1226 McC -5 5,95 10,58
07046 C71-2 0,2030 0,0719 McC -4 4,95 10,58
07048 C71-5 0,2388 0,1382 Cet -2 2,95 10,58
07051 | C100-11A 0,6325 0,3425 MRS -4 5,07 10,47
07003 | Cl112-4 0,2513 0,0861 McC -5 6,14 10,88
07006 | C112-10 0,8913 0,1863 Cet -2 3,14 10,88
07022 | C121-8 0,1903 0,0448 Cet -5 6,14 10,88
07101 C55-1 0,678 -0,022 McC -6 6,95 10,38
07103 C55-3 9,175 2,775 McC -5 5,95 10,38
07107 | C55-8A 4,425 0,075 Cet -2 2,95 10,38
07111 C60-1 0,232 0,028 McC -6 6,84 8,20
07113 C60-3 0,340 0,105 McC -4 4,84 8,20
07126 | C231-1 0,323 0,097 McC -7 7,94 10,62
07127 | C231-2 0,141 0,030 McC -6 6,94 10,62
07128 | C231-5 0,365 0,095 Cet -3 3,94 10,62
07134 | C233-1 0,645 0,090 McC -3 3,98 6,18
07135 | (C233-3 1,510 0,390 McC -2 2,98 6,18
07136 | (C233-2 2,090 0,260 McC -3 3,98 6,18
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Xam nhé Xam a o an Tong so
< | Tham 1407 | ohapl. | MO | pyg | Micdd luong dém
° khao Trung binh 407 trgcn}g loén E. coli dugc
g nudi cly ! € | (logUFC/g) 2 <
(%) SEM (%) (logUFC/g)
07137 | C233-11 1,108 0,168 CSH -3 3,98 6,18
AIEC dugc phan 1ap tir thinh vién trong gia dinh ctia bénh nhan mic bénh CD

06066 C22-9 0,2710 0,192 CS ana -7 7,94 10,12
06381 C33-5 0,465 0,185 Cet -2 2,90 9,46
06258 C35-5 0,873 0,428 McC -6 7,64 10,14
06086 C41-7 0,1242 0,072 Cet -2 2,91 10,14
06384 | C47-2 0,180 0,010 McC -6 7,07 9,62
06386 C47-4 0,121 0,047 | McC -5 6,07 9,62
06097 C64-2 1,4550 1,029 McC -5 6,03 9,80
06099 Co64-5 0,1175 0,068 Cet -2 3,03 9,80
06100 C64-6 1,1225 0,794 Cet -2 3,03 9,8
06006 C81-1 0,2850 0,202 McC -5 5,96 9,64
06007 C81-2 0,3200 0,226 McC -5 5,96 9,64
06016 C85-1 0,7540 0,435 McC -7 8,01 10,16
06019 C85-5 1,4775 1,045 Cet 2 3,01 10,16
06394 C87-7 0,130 0,030 MRS -2 3,03 9,42
06020 C92-1 0,1253 0,072 McC -5 6,09 9,64
06021 C92-2 0,1678 0,097 McC -4 5,09 9,64
06022 C92-4 0,1229 0,071 McC -2 3,09 9,64
06396 C95-1 4,975 2,575 McC -6 7,1 9,75
06037 | C102-1 0,6767 0,391 McC -6 6,90 8,55
06040 | C102-7 0,2342 0,135 CS ana -6 6,9 8,55
06080 | C107-2 0,5050 0,357 McC -6 7,1 9,55
06042 | C107-3 0,1900 0,110 McC -6 7,1 9,55
06043 | C107-5 -1,7600 1,245 McC -6 7,1 9,55
06045 | C107-10 0,1975 0,140 Cet -2 3,1 9,55
06046 | C108-2 0,3925 0,278 McC -6 7,12 10,54
06049 | C108-10 0,2425 0,171 CS ana -7 8,12 10,54
06057 | C133-1 0,2475 0,175 McC -6 6,98 10,49
06101 | C133-4 0,1809 0,090 Cet -2 2,98 10,49
06160 | C189-2 1,3483 0,778 McC -6 7,07 10,19
06164 | C189-16B 0,3295 0,190 CSH -8 8,07 10,19
06176 | C191-4 0,3975 0,281 McC -5 5,96 10,34
06177 | C191-5 0,3185 0,225 McC -5 5,96 10,34
06293 | C207-6 0,175 0,111 Cet -2 2,93 10,13
06295 | C208-6 0,116 0,047 Cet -2 2,91 10,57
06301 | C211-1 0,285 0,242 McC -2 2,87 10,07
06329 | C218-2 0,649 0,439 McC -6 6,88 10,06
06338 | C218-13 0,208 0,047 Cet -5 5,88 10,06
06341 | C218-16 0,304 0,218 Cet -4 4,88 10,06
07064 | C225-1 0,1280 0,0058 McC -4 4,90 10,10
07065 | C225-2 0,8354 0,7146 McC -4 4,90 10,10
07066 | C225-5 0,9200 0,4150 McC -6 6,87 9,49
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Xam nha Xam A o e Tong so
S4 Tham 1-407 . nhép I- Mm Pha Muc d(:) luqnggdém
0 \ . trudng ~ E. coli
khao Trung binh 407 - | nuoi cdy ! lodng (logUFC/g) 2 duogc
(%) SEM (%) (logUFC/g) 3
07067 | C225-6 1,0792 0,5977 McC -5 5,87 9,49
07068 | C226-1 0,1193 0,0334 McC -5 - 6,06 10,58
07073 | C227-4 0,2164 0,1568 Cet -2 2,88 10,06
07120 | C228-2 0,228 0,013 McC -2 3,17 9,72
07121 | C229-1 0,126 0,012 McC -5 6,06 9,50
07122 | C229-2 0,117 0,034 McC -4 5,06 9,50
07123 | C229-7 0,190 0,045 Cet -5 6,06 9,50
07131 | C232-5 0,190 0,122 Cet -2 2,98 9,60
07138 | C235-1 0,658 0,193 MeC -5 6,02 9,42
AIEC duoc phan lap tir cac ddi tuong ddi chimg
06235 | C174-6 2,833 2,468 Cet -2 3,05 10,59
06242 | C177-1 0,251 0,175 McC -6 6,99 9,95
06103 | C177-13 0,1461 0,073 CS ana -7 7,99 9,95
06105 | C177-2 0,1571 0,079 McC -5 5,99 9,95
06106 | C178-23 0,4527 0,261 CSH -5 6,03 10,24
06108 | C179-7 0,1103 0,064 Cet -2 3,07 10,53
06142 | C181-5 1,1525 0,815 Cet -3 4,01 9,96
06143 | C183-12 0,2117 0,122 CSH -7 8,2 9,95
06121 | C183-2 0,1867 0,108 McC -4 5,2 9,95
06122 | C183-5 1,1025 0,780 Cet -2 3,20 9,95
06145 | C184-17 0,1095 0,077 CSH -5 6,09 9,64
06146 | C185-22 0,3933 0,227 CSH -5 5,88 9,88
06126 | C185-1 0,6050 0,428 McC -4 4,88 9,88
06135 | C185-2 0,4500 0,318 McC -5 5,88 9,88
06136 | C185-3 0,4875 0,345 McC -2 2,88 9,88
06137 | C185-6 0,3125 0,221 Cet -2 2,88 9,88
06127 | C186-1 0,1063 0,053 McC -6 6,86 10,04
06129 | C186-4 0,4700 0,332 Cet -3 3,86 10,04
06158 | C188-15 0,1052 0,061 CS ana -6 6,94 9,60
06196 | C192-11 0,508 0,279 Cet -2 2,92 9,44
06197 | C195-1 0,206 0,157 McC -5 5,95 9,72
06198 | C195-2 1,806 1,363 McC -4 4,95 9,72
06200 | - C195-6 2,498 1,482 Cet -2 2,95 9,72
06201 | C196-1 0,218 0,105 McC -7 7,87 9,61
06204 | C196-4 0,307 0,163 McC -5 5,87 9,61
06212 | C197-1 3,133 1,438 McC -6 6,86 10,32
06213 | C197-2 0,445 0,042 McC -6 6,86 10,32
06216 | C197-6 0,886 0,782 Cet -2 2,86 10,32
06217 | C198-1 0,143 0,112 McC -6 7,07 10,03
06218 | C198-2 0,113 0,096 McC -6 7,07 10,03
06221 | C199-3 5,367 3,132 McC -4 5,06 9,79
06222 | C199-4 1,353 0,942 - McC -3 4,06 9,79
06223 | C199-5 2,980 2,122 McC -3 - 4,06 9,79
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Xam nhap Xam A Mo AR Tong sb
6 Tham 1-407 nhép I- trll\r/[(‘;)ri Pha I\gugoc‘;;_) lwong dém
khao Trung binh 407 Ubi cég 1 | loding (lo U'FC g)? duoc
(%) SEM (%) Y EVTME) T 1 (1ogUFC/g) 3

06224 | C199-6 5,398 2,837 McC -3 4,06 9,79
06225 | C200-1 0,538 0,277 McC -3 4,06 9,79
07032 | C222-1 0,1038 0,0783 McC -6 7,14 10,88

07033 | (C222-2 1,2425 0,6575 McC -6 7,14 10,88 -
07125 | . C230-1 0,300 0,055 - McC -5 6,0 - 10,2

1" McC = thach McConkey (bioMérieux)

Cet = thach Cetrimide (bioMérieux)

CS ana = thach mau Columbia ky, khi

MRS = thach Man.Rogosa Sharp (Oxoid)

CSH = thach Columbia SH

"Mitc d E. coli" chi sé lugng chiing AIEC trong phén.

3 "Téng sb lugng dém duoc" chi tit ca cac loai vi khudn trong phan.

Mbi truong nudi cdy CS ana c6 thanh phdn néu dué6i ddy (trong mdi lit méi

trudng):

5g thach

5g glucoza

pH=7,0+ 0,2

0,3g xystein clohydrat

39g nén thach mau Columbia (Oxoid)

Hodn hop dugc khir tring trong 15 phut & nhiét do 121°C. Ngay trude khi ria

- cdy, méau ngua 5% dugce bo sung.

Mbi truong nudi cdy CSH c6 thanh phén néu dudi diy (trong mdi lit méoi

truong):

- 39g nén thach mau Columbia (Oxoid)

- 3gxystein clohydrat

- pH=6,8+0,2
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Hén hop dugc khir trung trong 15 phut & nhiét do 121°C. Ngay trude khi ria
cdy, 2mL dung dich amoni xitrat vo tring (0,25g/10mL nuéc) duge bd sung. Sau khi
0, vi khudn sir dung xystein (va giai phong sulfua) tao ra cac khuan lac mau den trong
moi truong nay.

Vidu2
Phéan lap thé thuc khuén

Thé thuc khuin dugc phén 1ap tr nudc thai nhu sau: nude thai duge loc &
0,2pum va duoc trén véi thé tich ngang bang ctia mdi truong 2X Luria-Bertani (LB).
Hn hop nay duogc ciy gidng cdy chira ching LF82 méi va duoc 1 trén thiét bj lic &
nhiét d6 37°C qua dém. Cloroform (1/10 thé tich) duoc bd sung vao binh va duoc dit
trén thiét bi lic trong mot gid. Mdi trudng nay duoc ly tim véi tde do 1a 10.000g trong
10 phat. ImL dich ndi bé mit duge thu lai va 1/10 thé tich cloroform dugc bd sung
vao. Sau khi tron so bd bing thiét bi trén xody, ng Eppendorf dugc ly tdm véi tbe do
Cla 7500g'trong 5 phut. Pé xac dinh xem liéu cac thé thuc khudn co mit trong phén
chiét nay hay khong, mot giot (10uL) dich ndi bé mat dugc dat 1én dia thach LB va
dugc dé kho. Bang cach sir dung day bach kim, dia nay dugc cy vach tir giot nay dén
phan con lai cﬁa dia dé phan lap cac thé thuc khuin riéng r&. ImL gidng ciy chua
chung LF82 dang sinh truéng dugc dit 1én dé pha toan bo dia; phan du dugc loai bd
va dia nay dugc 0 ¢ nhiét do 37°C qua dém. Mot hoac hai mang dugc thu lai va dugc
tao huyén phu lai trong 200pL dém SM (TrisHCI '10mM pH7, NaCl 200mM, gelatin
0,03%). 20pL cloroform dugc bd sung trong timg 6ng va cac éng dugc tron so bd
bang thiét bi tron xo4y va dugc ly tAm véi tde dd 12 7500g trong 5 phut. 10uL dich ndi
b& mit duoc dat 1én dia LB va duoc dé kho va quy trinh néu trén dwoc 1p lai it nhét ba
14n. Khi phdn 16n cac mang d3 dugc phan lap tré nén ddng nhét, 10uL mang da dugc
tao huyén phu lai cudi ciing dugc bd sung vao ImL gidng ciy chira chiing LF82 dang
sinh truéng véi OD=0,1 & 600nm. Ong gidng ciy nay dugce & nhiét do 37°C trong 2
dén 4 gio cho dén khi xay ra sy tan bao. Sau khi bd sung 1/10 thé tich cloroform,
gidng cdy nay dugc chuyén sang éng Eppendorf, dugc ly tAm véi tbc do 1a 7500g
trong 5 phut va duge lam lanh dén‘nhiét d6 4°C, nho d6 thu duoc nguyén lidu ge so

cAp. Mot vai dich pha lodng ctia nguyén liéu gbc nay duoc giit & nhiét do 4°C va duge
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sir dung dé gy nhiém mot thé tich giéng cdy 16n hon dé tao ra lwong thé thuc khuin

16n hon. Thu duoc bay (7) thé thue khudn nhu sau:

e vB EcoM LF82 PI (dugc goi ¢ trén va & dudi day 1a P1) dugc ndp luu tai
Bio tang giéng vi sinh vét qudc gia ctia Phép tai Vién Pasteur v6i sb nop luu

la CNCM 1-4694;

e vB EcoM LF82 P2 (dugc goi & trén va & dudi day 1a P2) dugce ndp luu fai
Bao tang giéng vi sinh vt quc gia ctia Phép tai Vién Pasteur véi sb ndp luu
la CNCM I-4695;

e vB EcoM LF82 P3 (dugc goi & trén va & dudi day 1a P3) duoc ndp luu tai
Bao tang gidng vi sinh vat quc gia ctia Phép tai Vién Pasteur vdi sb ndp luu
la CNCM 1-4696;

e vB EcoM LF82 P4 (dugc goi & trén va & dudi day 1a P4) dugc ndp luu tai
Bao tang gidng vi sinh vat quc gia ciia Phép tai Vién Pasteur v6i sb ndp luu
1a CNCM 1-4697;

e vB EcoM LF82 PS5 (dugc goi ¢ trén va & dudi day 1a PS) duge ndp luu tai
Bao tang gibéng vi sinh vat qudc gia ctia Phap tai Vién Pasteur vé6i sb ndp luu
1a CNCM I-4698; |

e vB EcoM LF82 P6 (dugc goi ¢ trén va & dudi diy 1a P6) duge ndp luu tai
Bao tang giéng vi sinh vat qudc gia ciia Phap tai Vién Pasteur v6i s6 ndp luu
la CNCM 1-4699; va

e vB EcoM LF82 P8 (dugc goi & trén va & dudi day 1a P8) dugc ndp luu tai
Bao tang gidng vi sinh vat quéc gia ciia Phép tai Vién Pasteur v6i sb nop luu
la CNCM 1-4700.

CLB_P2, dugc ndp luu tai Bao tang gidng vi sinh vat qudc gia ciia Phap tai

* Vién Pasteur v6i sé ndp luu 1a CNCM 1-4675, va viéc phan 18p n6 dugc md ta chi tiét
trong tai li¢u Maura et al. Environmental Microbiology (2012) 14(8), 1844—1854.
Céc thé thuc khuén P1 dén P6 thudc ho thé thuc khuin wVS8.
P8 thudc ho thé thuc khudn RB69.

CLB_P2 thudc ho thé thuc khuén JS98.
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Viéc phan loai vao ho thé thuc khudn wV8, RB69 va JS98 dugc thuc hién dwa

trén trinh ty cua protein capsit chinh.
Vidu3
Thtt nghiém in vitro vé kha niang gdy nhidm cta cac thé thuc khuan & cac ching AIEC

Thir nghiém méang dugc tién hanh bing cach cho cac dich pha loang theo day
cia dung dich thé thuc khuan (tir khong dugc pha lodng dén pha loang véi hé sb pha
lodng 1a 10'%) tiép xuc véi dia Petri c6 bé mit dugc phi bang mot vi khuén. Sau khi u
qua dém & nhiét d6 37°C, dém céac mang. Khi vi khudn dugc thlr nghiém 1a vat chu vi
khudn (vat chi tham chiéu) dugc st dung dé phén 1ap cac thé thuc khuén, thi thi
nghiém mang dugc cho 12 mang lai hiéu qua 100%. Khi vi khun dugc thir nghiém
khong phai 1a vat cha ban dau, thi cac két qua duogc thé hién bang cach so sanh véi vat
chii tham chiéu. Két qua 16n hon 80% (+++) c6 nghia 13 vi khudn nay 14 vat cha c6
hidu qua cao so v6i vt chi tham chiéu, trong khi két qua nim trong khoang tir 0,1 dén
80% (++) c6 nghia 1a vi khuén 1a vét chi c6 hiéu qua, va két qua thdp hon 0,1% (+)
nhung cao hon 0 ¢6 nghia 1a vi khuén 1a vat chi ¢6 hiéu qué vira phai, va cubi cing, 0

(<) c6 nghia 12 vi khudn nay khang hoan toan.
Két qua

Béang 2 thé hién két qua vé phd vét chu cta 8 thé thuc khudn (dugc phan
lap/dugc nhan dién trong Vi du 2) trén 38 chiing (trong sb 166 chiing dugc phéan lap
trong Vi du 1, Bang 1) |

Béng 2. Céc ching duge thir nghiém va hiéu qua hitu hiéu cta viéc ria cdy (EOP) thu

duge d6i v6i mbi thé thye khuan

Chung vi Thé thyc khuan
khuén
Pl P2 P3 P4 P3 P6 | P8 | CLB_P2

LF82 +++ | A | A | A | A | | +H
06023 - - - - - - - ++
06030 - - - - - - + +++
06033 ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +++
06066 - - - - - - [ -
06072 - - - - - - + ++
06073 - - - - - - + ++
06075 | A | | A | | e |+ ++
06088 ++ ++ ++ ++ ++ ++ - -
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06089 ++ ++ ++ ++ ++ ++ - -
06122 ++ ++ ++ ++ ++ ++ - -
06150 - - - - - - - -
06351 ++ ++ ++ + ++ ++ - ++
06353 + + + + + + - -
06354 - - - - - - - -
06356 ++ + + + + + - -
06357 + + + + + + - -
06358 ++ + + + + + - -
06359 ++ + + + + + - -
06361 + ++ + + + + + -
06362 - - - - - - - -
07045 - - - - - - - -
07046 - - - - - - - ++
07048 - - - - - - - -
07051 - - - - - - - -
07075 - - - - - - - -
07076 ++ -+ ++ + + + +++ ++
07077 - - - - - - -
07078 ++ +++ + + + + + ++
07081 ++ +++ ++ + + ++ |+t ++
07082 - -+ - 4+ -+ | ++
07107 +++ ++ +++ ++ 4+ | . +++
07126 HH -+ H | | - ++
07127 +++ ++ +++ | ++ ++ - ++
07128 - - - - - - - ++
07134 - - - - - - - -
07135 - - - - - - - ++
07136 - - - - - - - -
07137 - - - - - - ++ -

Bang 3. S6 ching bi gdy nhidm boi thé thyc khuin:

| Hiéulyc | P1 | P2 | P3 | P4 |P5 | P6 | P8 | CLB_P2
+ 3 (516 |9 (9 |8 |8 0
++ 108 (8 |6 |6 |7 |1 13
+++ 5 |6 |5 |4 |4 |4 |4 5
Tbéng/38 |18 |19 |19 {19 |19 |19 |13 18

Céc con sb néu trén chi s6 lugng chiing bi gy nhiém béi mot thé thyc khuan
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Vidu 4
Su sao chép in vivo ciia cac thé thyc khudn trong rudt ciia chudt nhét
Su sao chép in vivo cua cac thé thuc khuin trong rudt ciia chudt nhit dugc déanh
gia nhu sau:
Trudce tién, ching LF82 dugc thiét k& dé mang hai gen khang khang sinh 1an
luot mang lai kha ning khang véi Streptomyxin va Kanamyxin. Chung vi khuén méi
nay dugc dat tén 1a LF82SK va cac tinh chit xAm nhép clia né dugc xac nhan 1a tuong

tu voi chung LF82 géc.
Ba (3) nhém, mdi nhém bao gdm hai (2) con chuédt nhit:
Nhém 1: chudt nhét khéng bi xAm chiém + thé thyc khuén
Nhém 2: Chudt nhét bi xAm chiém béi LF82SK
Nhém 3: Chudt nhét bi xAm chiém béi LF82SK + thé thyc khuén

Streptomyxin (5g/L) duogc bd sung vao nudc udng cla tat ca cac con chudt nhat

3 ngay trude ngdy 0 va duoc duy tri trong subt thoi gian thi nghiém.

Vao ngay 0, LF82SK dugc cung cip cho nhém 2 va 3 dé cho phép chung nay

xam chiém rudt ciia chudt nhat.

Vio ngay 4, 200uL hdn hop chira cac thé thuc khudn P2 + P6 duoc cung cip
cho nhém 1 va 3 (dung dich nudi bing dng 108pfu/mL) mdt 1an vao budi sang va mot
14n vao budi chidu. Cac thé thuc khudn P2+P6 ciing dugc bd sung vao nude ubng
(108pfu/mL). Vao budi sang cia ngdy 5, chudt nhit dugc cho chét dé danh gia sb

lwong vi khudn va thé thuc khudn trong rudt hdi va trong phén.
Két qua:
Vi khuan (E. coli):
Nhém 1: khong ¢ vi khudn;
Nhém 2: tréng rudt hoi — IOécfu/g co quan; trong phan — 103cfu/co quan;

Nhom 3: trong rudt hdi va phén: tit ca cac vi khudn déu bi 1am tan boi thé thuc

khuan.

Thé thyc khuén:
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Nhém 1: trong rudt hdi — 108 pfu/g co quan; trong phéan — 107 pfu/co quan;
Nhom 2: khong ¢6 thé thuc khudn
Nhom 3: trong rudt hdi — 10° pfu/g co quan; trong phan — 10'° pfu/co quan;

Trong phén, nhém 3 ¢6 lugng thé thuc khuin nhidu gip 100 1an so v6i nhém 1,

th€ hién su nhéan 1én cda th¢ thuc khuan in vivo.
Vidu$
Su sao chép in vivo ciia cac thé thyc khuan trong rudt ciia chudt nhat

Su sao chép in vivo cua cac thé thuc khuin trong rudt cua chudt nhét dugc danh

gié nhu sau:

12 con chudt nhét dugc chia thanh ba (3) nhém, mbi nhém c6 bén (4) con chudt

Nhém 1: chu6t nhét khong bi xdm chiém + thé thuc khuén
Nhém 2: Chudt nhit bi xAm chiém bdi LF82SK
Nhém 3: Chudt nhit bi xAm chiém boi LF82SK + thé thuc khudn

Streptomyxin (5g/L) dugc bd sung vao nudc udng ciia tit ca cic con chudt nhét

3 ngdy trude ngay 0 va duge duy tri trong subt thoi gian thi nghiém;

Vao ngdy 0, LF82SK dugc cung cip cho chudt nhét cia nhém 2 va 3 dé cho

phép ching nay xam chiém rudt ctia chudt nhat.

Vao ngdy 4, cac thé thyc khudn (hdn hop chira P2+P6+P8 voi ndng do 1a 108

pfu/mL mbi thé thuc khuin) dugc bd sung vao nuéc udng cia nhém 1 va 3.

Vao ngdy 5, chudt nhét bi giét dé danh gia s6 lwong vi khuén va thé thuc khuén
trong rudt hdi va trong phan. 100pL san phim ddng nhéit rudt hdi tir ba nhém duge ldy
dé chiét toan bd ADN bang cach sit dung kit tinh ché ADN mo Maxwell® 16 Tissue
DNA ciia Promega. | ’

Két qua:
Vi khuén (E. coli):

Nhom 1: khong c6 vi khuén;
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Nhoém 2: trong rudt hdi — 3,2-106 cfu/g co quan; trong phéan — 1,2-10° cfu/g phén;

Nhom 3: trong rudt hdi va phan: tit ca cac vi khudn déu dugc 1am tan boi thé

thyuc khuén.
Thé thuc khuén:

Nhém 1: trong rudt hdi — 1,4-10° pfu/g co quan; trong phan — 5,2:10% pfu/g
phén;

Nhém 2: khong c6 thé thyc khudn

Nhom 3: trong rudt hdi — 2,6:10° pfu/g co quan: trong phan — 1,0-10° pfu/g
phén;

Trong phan, nhém 3 ¢6 lugng thé thuc khuan nhiéu gép 200 14n so v6i nhém 1,

th€ hién su nhan 1€n cta thé thyc khuan in vivo.

ADN duogc chiét tir cac doan rudt hdi duge st dung dé chay PCR dinh lugng
bang cach st dung hai bd mdi. Mot bd mdi (SEQ ID NO: 30-31) ¢6 vai trd khuéch dai
ADN tir "tit ca cac vi khuan" c6 mit trong mau trong khi bd thi hai (SEQ ID NO: 32-
33) duoc sir dung dé khuéch dai mot cach cu thé ADN tir vi khuén "E. coli". Sau khi
chuén hoa, cac két qud dugc thé hién dudi dang ty 1€ cua E. coli so véi tAt ca cac vi
khuén.

Nhém 1: khuéch dai gPCR thanh cong vai tht ca cac doan mdi vi khudn nhung
khong thanh cong v6i doan mdi E. coli. Ty 1 nay khong thé tinh dugc.

Nhém 2: khuéch dai qPCR thanh cong v6i ca hai bd mdi. Ty 18 trung binh 12 0,6
(60% tdng s6 vi khuan 1a vi khuén E. coli)

Nhom 3: khuéch dai qPCR thanh céng v6i ca hai b mdi. Ty 16 trung binh 12 0,1
* (10% tdng sb vi khudn 14 vi khuén E. coli). Luu y ring mdt con chudt nhét thé hién ty -
1& 1a 0,4 trong khi ba con con lai thé hién céc tri s& thip hon nhiéu (0,06; 0,0002;
0,002).

Két qua 13, cac thé thuc khudn c6 thé 1am giam mirc d6 xAm chiém ru6t hdi cua

vi khudn LF82 di it nhdt mot bac d6 16n & ba trong s6 bbn con chudt nhit.
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Vidub6
Thir nghiém in vivo vé kha ning gy nhiém cta cac thé thuc khuan

Hai hdn hop chira cac thé thuc khuin dugc chon dé thir nghiém & chudt nhét
k_iéu dai (WT: wild-type) va & chudt nhit CEACAMG bi nhiém ching LF82 E. coli
duogc phan 14p tir bénh nhan méc bénh CD.

O ca chudt nhit WT va & chudt nhit CEACAMS bi nhiém ching LF82 E. coli
dwgc phéan 14p tir bénh nhan méc bénh CD, cac thé thyc khuin dugc cung cip cho
chudt nhit bing éng qua dudng miéng trong CMC. Dang cung cp nay c6 nhiéu uu
diém: biét dugc lugng thé thuc khudn dugc cung cép va trung hoa do axit trong da day |
tirc thi. Thé thuc khudn dugc cung cdp cho chudt nhét hing ngay trong sudt thoi gian
nghién ctlru.

- Céc con chudt nhét bj giét vao 5 ngay sau khi dugc cung cip LF82.

- Tiéu chi chinh: lugng LF82 trong rudt hdi va hé sinh vt bam dinh ru6t két

ctia chudt nhit.

- Tiéu chi phuy:

o Danh gia khdi lwong
o Do twong ddng cua phan.
o Su c6 mit ciia méau trong phan (macro va bio)

- Hé sinh vt trong khoang (hé sinh vit thong thuong + LF82 + thé thuc

khuén)

o Tai thoi diém cho chét: xét nghiém vi md va méd hoc, hé sinh vét bam
dﬁﬂluongruétkétvéruéthéi+—LF82-+théthuckhuén,
o Tai thoi diém cho chét: xét nghi¢m vi mé va md hoc, hé sinh vit bam
dinh trong rudt két va rudt hdi + LF82 + thé thuc khuén,

Céc thong sé sinh hoc ciia bénh viém dugc theo dbi, va sy hoan vi thé thuc

khudn trong cac hach bach huyét mang treo ruét (MLN: mesenteric lymph node), gan

va 14 lach duoc tim kiém.
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Céac yéu td chi thi viém (MPO, cac xytokin tién viém IL-6, IL-12 va xytokin
khang viém IL-10) dugc theo ddi. Sy hoan vi thé thuc khuén va AIEC trong MLN, gan

va 14 14ch duge tim kiém.

Su tiép tuc thai bo thé thuc khudn xay ra trong phén cta chudt nhit nhan hdn
hop thé thuc khuin ma khéng ¢ ching LF82.

Vidu7
Thir nghiém in vivo vé hdn hop chira cac thé thuc khuén déi v6i ching LF82

Su sao chép in vivo cla cic thé thyc khuin (hdn hop chira

P2+P6+P8+CLB_P2) trong rudt ciia chudt nhit duge danh gia nhu sau:

20 con chudt nhit dugc chia thanh hai (2) nhom, mdi nhém mudi (10) con

chu6t nhit;
Nhom 1: Chudt nhit bi xAm chiém bai LF82SK
Nhoém 2: Chudt nhit bi xAm chiém boi LF82SK + thé thuc khudn

Streptomyxin (5g/L) duoc bd sung vao nudc udng ciia tit ca cac con chudt nhit
3 ngdy trude ngay 0 va dugc duy tri trong sudt thoi gian thi nghiém.
Vao ngdy 0, LF82SK dugc cung cép cho chudt nhét ctia hai nhém dé cho phép

ching nay xam chiém rudt ciia chudt nhat.

Vio ngay 3, cac thé thuc khuin (hdn hop chira P2+P6+P8+CLB_P2 vé6i ndng
do6 1a 103pfu/mL mbi thé thyc khudn) duge cung cp cho chudt nhét ciia nhom 2 bang

ong.

Vao ngiy 4 va 7, 5, chudt nhét cia mdi nhém bi giét & danh gia sb luong vi
khuén va thé thuc khuén trong rudt hdi, trong rudt két va trong phan. 100pL san phdm
déng nhét rudt hoi va rudt két tir hai nhém duoc léy dé chiét toan bd ADN béng cach

st dung b9 kit tinh ché ADN m6 Maxwell® 16 Tissue DNA ctia Promega.
Két qua:
Mirc @6 LF82 trong phan:

Vao ngay 4 va 7, mirc d¢ LF82 la:

trong nhém 1: 7 10%; 1 10° cfu/g
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trong nhém 2: 8 107; 5 108 cfu/g
‘Mtrc do thé thye khudn trong phén:
Vao ngay 4 va 7, mirc do thé thuc khuén 1a:
trong nhém 1: khong c6
trong nhém 2: 5 10% 6 10° pfu/g

V6i sy ¢6 mit ctia hdn hop thé thuc khuén, muc d6 LF82 trong phan thép hon
mdt cach déng ké so véi khi chung va"mg mit, thé hién réng hdn hop thé thuc khuén c6

kha nang gay nhiém LF82 bén trong rudt ctia chudt nhit.
Miic 6 LF82 trong co quan:
Vao ngay 4, mirc d¢ LF82 la:
trong rudt hdi ctia nhom 1: 100% vi khudn 13 E. coli (LF82)
trong rudt hdi ciia nhém 2: 20% vi khudn 1 E. coli (LF82)
trong rudt két cia nhém 1: 40% vi khuén 13 E. coli (LF82)
*trong rudt két ciia nhom 2: 2% vi khudn 13 E. coli (LF82)
Vao ngay 7, mirc 49 LF82 la:
trong rudt hdi ctia nhém 1: 100% vi khuén 1a E. coli (LF82)
trong rudt hdi ctia nhém 2: 50% vi khuan 13 E. coli (LF82)
trong rudt két ctia nhém 1: 25% vi khuén 1a E. coli (LF82)
trong rudt két cia nhém 2: 10% vi khudn 12 E. coli (LF82)
Mirc do thé thyc khudn trong cac co quan:
Vao ngay 4, mirc do thé thuc khuén_ la:
trong rudt hdi cla nhém 1: khong c6
trong rudt hdi ciia nhém 2: 7 108 pfu/g
trong rudt két éﬁa nhom 1: khdng c6
trong rudt két cia nhom 2: 5 10'° pfu/g

Vao ngay 7, mic d§ LF82 la:
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trong rudt hdi ctia nhém 1: khong c6
trong rudt hdi ctia nhém 2: 7 108 pfu/g
trong rudt két ctia nhém 1: khdng c6
trong rudt két ciia nhom 4: 2 108 pfu/g

Vao ngay 2 va 5, muc d6 LF82 duogc lam giam & ca rudt hdi va rudt két trong
nhoém dugc didu tri bing thé thyc khudn. Piéu nay thé hién ring thé thuc khuan gay
nhidm LF82 trong cac doan rudt va khong chi trong phan. Pdng thoi, mirc do thé thuc
khudn vao ngdy 7 vAn & mirc cao nhu vao ngdy 2, thé hién rang thé thyc khuén c6 thé

tdn tai mot vai ngay trong rudt sau 1an cung cdp duy nhit ban dau.
Vidu 8
Thtt nghiém in vivo vé kha ning gay nhiém cua cac thé thuc khuin

Thir nghiém in vivo v& kha niang gy nhiém ctia cac thé thuc khuin (hdn hop

chtra P2+P6+P8) & chudt nhit CEACAMSG bi nhiém LF82SK dugc danh gia nhu sau:

48 con chudt nhit dugc chia thanh ba (4) nhém nhu sau:

Nhém 1: chudt nhit khong bi xAm chiém (8 chudt nhit)

Nhom 2: chudt nhit khong bi xdm chiém + thé thuc khuan (12 chudt nhit)

Nhém 3: Chudt nhét bi xdm chiém bdi LF82SK (16 chudt nhit)

Nhém 4: Chudt nhét bi xam chiém boi LF82SK + thé thuc khuén (12 chudt

nhét)

DSS (dextran sulfat) 0,25% dugc cho vao nudc udng 3 ngiy trudc ngiy 0 va
dugc duy tri trong sudt thoi gian thi nghiém.

Streptomyxin (5mg) dugc cung cép bing éng qua dudng miéng cho tit ca cac
con chudt nhét 1 ngay trudc ngay 0.

Vao ngay 0, LF82SK duoc cung cip cho chudt nhit ciia nhém 3 va 4 dé cho
phép chung nay xdm chiém rudt ciia chudt nhit.

Vao ngdy 1, thé thuc khudn (hén hop chia P2+P6+P8 véi ndng do la 107
pfu/mL mdi thé thuc khuén) dugc cung cép mot 14n cho mdi con chudt nhét ctia nhém

2 va 4 bing éng qua dudng miéng trong CMC. Dang cung cép nay c6 nhiéu wu diém:
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biét duoc lugng thé thuc khudn dwgc cung cép va trung hoa do axit trong da day tirc
thi.

Vao ngay 1, 4, chudt nhat tir nhém 3 bi giét dé danh gia sé luong vi khudn trong

rudt hdi, trong rudt két va trong phan truée khi cung cép thé thuc khuan.

Vao ngay 2, 1an luot 4, 6, 6 va 6 con chudt nhét tir nhom 1, 2, 3 va 4 bi giét dé
danh gia sd lugng vi khudn va thé thyc khudn trong rudt hoi, trong rudt két va trong

phén.

Vao ngay 3, 14n luot 4, 6, 6 va 6 con chudt nhét tir nhém 1, 2, 3 va 4 bi giét dé
danh gia sb lwong vi khuén va thé thyc khuin trong rudt hoi, trong rudt két va trong

phan.

100puL san phdm ddng nhat rudt hoi, rudt két va phan tir bdn nhém duoc 1dy dé
chiét toan bd ADN bang céch str dung bo kit tinh ché ADN m6 Maxwell® 16 Tissue
DNA cua Promega.

Khéi lugng, do twong ddng cta phan va sy ¢6 mit cia méu trong phan dugc

quan sat hing ngay.

~ ADN duogc chiét tir cac doan rudt hdi duge st dung dé chay PCR dinh lugng
bang cach sir dung mdt bo doan mdi (SEQ ID NO: 44-45) dé khuéch dai gen dic hidu
(pPMT1) tir LF82. Céc két qua duoc thé hién dudi dang sb lugng ban sao cua gen nay

trong moi gam mo.

LF82 pMT1 F (SEQ ID NO:44) CCATTCATGCAGCAGCTCTTT
LF82 pMT1 R (SEQ ID NO:45) ATCGGACAACATTAGCGGTGT
Két qua:

Céc trj sb 1a céc tri s6 trung binh thu duge ddi véi mdi nhom chudt nhit.

Trong nhém 1, ca LF82 va thé thuc khudn déu khong phat hién dugc trong subt

thoi gian thi nghiém.
Mirc @9 LF82 trong phan:
Vao ngdy 1: Mirc do LF82 trong nhém 3 va 4 1an luot 12 5 10° va 6 10° cfu/g.

Vao ngay 2, 3 va 5 mirc do LF82 la:
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trong nhom 3: 3 10%; 5 10%; 5 107 cfu/g
trong nhom 4: 5 103; 5 103; 5 103 cfu/g
Mirc d6 thé thuc khuén trong phan:
Vao ngdy 2, 3 va 5, mirc do thé thyc khuén la:
trong nhom 2: 5 10° pfu/g; khong phat hién duoc; khong phat hién dugc
trong nhom 4: 1 10%; 1 107; 5 106 pfu/g

Véi su ¢6 mit cta thé thye khudn, mtc do LF82 trong phén thép hon mdt cach
dang ké so vai khi chiing khong ¢6 mit. Ddng thoi, muc do thé thuc khudn cao hon
mdt cach déng ké & chudt nhat bi x4m chiém béi LF82 so v6i & chudt nhit khong bi
xam chiém béi LF82. Ca hai dit liéu déu xac nhan ring thé thuc khudn c6 kha ning

géy nhiém LF82 trong rudt.
Murc @6 LF82 trong cac co quan:
Vao ngay 2, mirc do LF82 la:
trong rudt hdi ctia nhém 3: 2 106 ban sao cia pMT1/g
trong rudt hdi cia nhc’).m 4: 8 10* ban sao cia pMT1/g
trong rudt két cia nhém 3: 2 107 ban sao ciia pMT1/g
trong rudt két cia nhom 4: 1 10° ban sao ciia pMT1/g
Vao ngay 5, mirc 4o LF82 la:
trong rudt hdi cia nhém 3: 5 10* ban sao cia pMT1/g
trong rudt hdi ctia nhém 4: 8 10* ban sao ctia pMT1/g
trong rudt két ctia nhom 3: 6 106 ban sao ciia pMT1/g
trong rudt két ciia nhom 4: 2 10° ban sao ciia pMT1/g
Mirc d9 thé thuc khudn trong cac co quan:
Vao ngay 2, mac do thé thuc khuén la:
trong rudt hdi ctia nhom 2: khong phét hién dugc

trong rudt hdi cia nhom 4: 8 10° pfu/g
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trong rudt két ciia nhém 2: 5 10* pfu/g
trong rudt két ctia nhom 4: 5 10 pfu/g

Vao ngay 5, muc do LF82 la:
trong rudt hdi cia nhoém 2: khong phat hién dugc
trong rudt hdi cia nhém 4: khong phat hién dugc
trong rudt két ctia nhom 2: khéng phat hién duoc
trong rudt két ctia nhém 4: 2 10* pfu/g

Vao ngay 2, mic d6 LF82 dwoc 1am giam & ca rudt hdi va rudt két trong nhém
duge diéu tri béng thé thuc khuén. Piéu nay thé hién réng thé thuc khuén bj nhiém
LF82 trong céc doan rudt va khong chi trong phan. Pong thoi, mac d6 thé thyc khuin
cao hon mot cach dang ké & chudt nhit bi xdm éhiém bdi LF82 so v6i & chudt nhét
khong bi x4m chiém bai LF82.

Vao ngay 5, mic do LF82 trong rudt hdi 1a qua nhé dé thdy dugc sy khac nhau
‘gitta hai nhom trong khi trong céc fnﬁu rudt két thi mirc d6 LF82 van duoc lam giam
trong nhom nhén thé thuc khudn so véi cac nhom khong nhan. Pdng thoi, cac tac gia
séng ché chi co thé phaét hién duoc thé thyc khuin trong rudt két cuia chudt nhit bi xam
chiém boi LF82. Piéu nay thé hién ring tic dung cua thé thuc khuén trong viéc lam

giam LF82 c6 thé kéo dai mot vai ngay sau lan cung cip ban dau.

Mic du quan st thdy mic do xam chiém cao ctia LF82 trong thi nghiém nay,
nhung khong quan sét thdy ddu hiéu cta bénh viém rudt két trong bat ki nhom nao

trong s6 cac nhom nay.
Céc phuong an

Sang ché @& xuit mot cach cu thé cac phuong an néu dudi day:
1. Duoc phdm chta:

(i) it nhit mot chung thé thyc khuan c6 kha ning tao ra sy nhiém gy tan ¢ ching

Escherichia coli bam dinh-x4m nhép; va
(i1) chét mang dugc dung;

dé str dung trong diéu tri bénh viém rudt.
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2. Dugc phdm theo phuong 4n 1, trong d6 ching Escherichia coli bam dinh-xam

nhédp c6 mit trong mot hodc nhiéu phén rudt (nhé va 16n) cia ddi tuong.

3. Dugc phim theo phwong 4n 1, trong d6 ching Escherichia coli bam dinh-xam
nhép 1a LF82, 07081, 07082, 07076 hodc 06075. |

4. Dugc phim theo phuong 4n bat ky trong sé cac phwong 4n tir 1 dén 3, trong dé
bénh viém rudt 1a bénh Crohn hodc bénh viém loét dai trang hodc sy tai phat cla cac
tdn thuong rudt hdi sau phiu thuat, vi du phau thuat loai bo it nhét mot ph?m rudt non
& bénh nhan méc bénh CD.

5. Dugc phim theo phuong 4n bat ky trong s§ cac phuong an tir 1 dén 4, trong d6
dugc phim nay chira it nhit mot trong sé cac ching thé thyc khudn P1 dugc nop luu
tai Bao tang gidng vi sinh vat qudc gia clia Phép tai Vién Pasteur véi s6 nop luu 1a
CNCM 1-4694 hoic bién thé cua chung, trong d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gay
tan, tot hon 13 cling hoat tinh gy tan va cling céc dic tinh kiéu hinh giéng nhu ching
thé thyc khuan P1 nay, chung thé thuc khuén P2 duoc ndp luu tai Bio tang gibng vi
sinh vat quéc gia ctia Phap tai Vién Pasteur véi sb ndp luu 1a CNCM 1-4695 hoic bién
thé cta chung, trong d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gay tan, t5t hon 14 cing hoat
tinh gy tan va cling cic dic tinh kiéu hinh gidng nhu ching thé thyc khudn P2 nay,
chung thé thyc khudn P3 dugc ndp luu tai Bao tang gidng vi sinh vat qu_éc gia cla
Phap tai Vién Pasteur véi sb hép luu 1a CNCM 1-4696 hoic bién thé cua chung, trong
d6 bién thé nay c6 cling hoat tinh gay tan, tot hon 13 ciing hoat tinh gdy tan va cing cic
dic tinh kiéu hinh gidng nhu ching thé thye khudn P3 nay, ching thé thuc khudn P4
duge ndp luu tai Bao tang gidng vi sinh vét qubc gia ctia Phap tai Vién Pasteur véi sb
nop luu la CNCM 1-4697 hodc bién thé cta chung, trong d6 bién thé nay c6 cing hoat
tinh gy tan, tt hon 13 cing hoat tinh gdy tan va cing cac didc tinh kiéu hinh giéng
nhu chiing thé thuc khuan P4 nay, ching thé thyc khuan P5 duge ndp luu tai Bao tang
giéng vi sinh vt quéc gia cia Phap tai Vién Pasteur véi s6 ndp luu 1a CNCM 1-4698
hozic bién thé cua chung, trong d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gay tan, tét hon la
cung hoat tinh gdy tan va cung céc dic tinh kiéu hinh gidng nhu chung thé thyc khuén
PS5 nay, ching thé thyc khun P6 dugc ndp luu tai Bao tang giéng vi sinh vat quc")c gia
cua Phép tai Vién Pasteur véi sd ndp luu 1a CNCM 1-4699 hodc bién thé cua chung,

trong d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gay tan, tot hon 13 ciing hoat tinh gy tan va
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cing cac ddc tinh kiéu hinh gidng nhu chung thé thuc khuin P6 nay, chung thé thuc
khuan P8 dugc ndp luu tai Bao tang giéng vi sinh vét qudc gia ctia Phap tai Vién
Pasteur véi s6 ndp lru 1a CNCM 1-4700 hoic bién thé ctia chung, trong d6 bién thé
nay c6 cing hoat tinh gdy tan, t6t hon 1a ciing hoat tinh gy tan va ciing cac dic tinh
kiéu hinh giéng nhu chung thé thuc khuin P8 nay va ching thé thyc khuin CLB_P2
duoc ndp lvu tai Bao tang gidng vi sinh vat qudc gia cia Phép tai Vién Pasteur vdi sb
ndp luu 18 CNCM 1-4675 hogc bién thé cta chiing, trong d6 bién thé nay ¢ cing hoat
tinh gay tan, t6t hon 14 ciing hoat tinh gdy tan va cling cc dic tinh kiéu hinh gibng
nhu chung thé thyc khuin CLB_P2 nay. |

6. Dugc phdm theo phuong an bit ky trong sd céc phuong 4n tir 1 dén 5, trong d6

dugc phim ndy 1a dé sir dung qua dudng miéng.

7. Ching thé thuc khudn P1 duoc ndp luu tai Bao tang gidng vi sinh vat quéc gia cta
Phéap tai Vién Pasteur véi s6 ndp luu [a CNCM 1-4694 hodc bién thé cua chung, trong
d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gdy tan, tdt hon 1a cliing hoat tinh gy tan va cliing céc

dic tinh kiéu hinh giéng nhu chiing thé thyc khuén nay.

8. Chung thé thyc khuén P2 dugc ndp luu tai Bao tang gidng vi sinh vét qubc gia cia
Phép tai Vién Pasteur véi sé ndp luu 1a CNCM I-4695 hodc bién thé cua chung, trong
d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gay tan, tot hon 13 ciing hoat tinh gy tan va ciing cac

dic tinh kiéu hinh gidng nhu ching thé thuc khuin nay.

9. Chung thé thuc khudn P3 dugc ndp luu tai Bao tang gidng vi sinh vat quic gia cua
Phép tai Vién Pasteur vdi sé ndp luu 1a CNCM 1-4696 hoic bién thé cua chung, trong
d6 bién thé nay co6 cing hoat tinh gay tan, tdt hon 12 ciing hoat tinh gdy tan va cling cac

dic tinh kiéu hinh giéng nhu chung thé thyc khuén nay.

10. Chung thé thuc khudn P4 dwoc ndp luu tai Bao tang giéng vi sinh vat qudc gia cia
Phép tai Vién Pasteur véi s6 nop luu 1d CNCM I1-4697 hoic bién thé cia chung, trong
d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gay tan, t6t hon 13 ciing hoat tinh gy tan va cling céq
dic tinh kiéu hinh giéng nhu chung thé thuc khuén nay. |

11. Ching thé thuc khudn P5 duoc ndp luu tai Bao ting gidng vi sinh vat quc gia cla
Phap tai Vién Pasteur véi sb ndp luu 1a CNCM 1-4698 hodc bién thé cua chuing, trong
d6 bién thé nay co6 ciing hoat tinh gay tan, tot hqn 1a cung hoat tinh gy tan va cung céc

d3c tinh kidu hinh giéng nhu ching thé thuc.khuén nay.
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12. Chung thé thuc khun P6 dugc ndp luu tai Bao tang gibng vi sinh vt qudc gia cia
Phap tai Vién Pasteur véi sb nop luu 1a CNCM 1-4699 hozc bién thé cia chiing, trong
d6 bién thé nay co6 ciing hoat tinh gay tan, tét hon 13 cling hoat tinh gy tan va ciing céc
dic tinh kiéu hinh giéng nhu ching thé thuc khudn nay.

13. Chung thé thuc khuin P8 dugc ndp luu tai Bao tang giéng vi sinh vét qubc gia cia
Phép tai Vién Pasteur véi s6 nop luu 1a CNCM I-4700 hozc bién thé ciia chung, trong
doé bién thé nay c6 cung hoat tinh gy tan, tot hon 1a ciing hoat tinh gay tan va cing c.éc

dic tinh kiéu hinh giéng nhu ching thé thuc khuin nay.

-37-



26087

YEU CAUBAO HO
1. Dugc phim chira:

(i) it nhit mot ching thé thuc khuén c6 kha ning tao ra sy nhiém géy tan ¢ chung

Escherichia coli bAm dinh-xam nhép; va
(ii) chat mang duoc dung;
dé sir dung trong diéu tri bénh viém rudt,

trong d6 dugc phdm nay chira it nhit mot trong sé chung thé thyc khuin P1 duoc ndp
luu tai Bao tang gidng vi sinh vat qudc gia ciia Phép tai Vién Pasteur véi sb ndp luu la
CNCM 1-4694 hoic bién thé cta ching, trong d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gly
tan va cling cc dic tinh kiéu hinh giéng nhu chung thé thuc khudn P1 nay, ching thé
thue khudn P2 duoc ndp Iuu tai Bao tang gidng vi sinh vat quéc gia cia Phép tai Vién
Pasteur v6i s6 ndp Iuu 14 CNCM I-4695 hoidc bién thé cua ching, trong d6 bién thé
ndy c6 cung hoat tinh gy tan va cliing cac dic tinh kiéu hinh gidng nhw ching thé thyuc
khuén P2 nay, ching thé thuc khuén P3 duoc ndp luu tai Bao tang giéng vi sinh vét
quéc gia clia Phap tai Vién Pasteur voi sb nop luu 1a CNCM 1-4696 hoic bién thé cua
chiing, trong d6 bién thé nay c6 cling hoat tinh gay tan va ciing céc dic tinh kidu hinh
giébng nhu ching thé thuc khun P3 nay, chung thé thuc khudn P4 duge ndp luu tai
Béo tang gidng vi sinh vt qudc gia cua Phép tai Vién Pasteur voi sb ndp luu 1a
CNCM 1-4697 hoic bién thé ctia chiing, trong d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gy
tan va cliing c4c dic tinh kiéu hinh gidng nhu ching thé thuc khuin P4 nay, ching thé
thuc khuén P5 duoc ndp luu tai Bao tang gidng vi sinh vét qudc gia cua Phép tai Vién
Pasteur v6i s6 nop luu 1a CNCM 1-4698 hoic bién thé cua ching, trong d6 bién thé
ndy c6 cung hoat tinh gdy tan va cling céc dic tinh kiéu hinh giéng nhu chung thé thuc
khuén P5 nay, ching thé thuc khuén P6 duoc ndp luu tai Bao tang giéng vi sinh v4t
quéc gia ctia Phép tai Vién Pasteur véi s6 ndp luu 1a CNCM 1-4699 hoic bién thé ctia
chiing, trong d6 bién thé nay c6 cling hoat tinh gay tan va cling cac dic tinh kidu hinh
giéng nhu ching thé thyc khun P6 nay, va ching thé thuc khuin P8 duoc ndp luu tai
Béo tang giéng vi sinh vt qudc gia cta Phap tai Vién Pasteur véi sb ndp luu la
CNCM 1-4700 hoic bién thé cta ching, trong d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gay
tan va cling c4c dic tinh kiéu hinh gidng nhu ching thé thyc khuin P8 nay.
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2. Chung thé thyc khudn P1 duogc ndp luu tai Bao tang gidng vi sinh vét quéc gia cia
Phép tai Vién Pasteur v6i s6 nop Iuu 1a CNCM 1-4694 hoic bién thé cua ching, trong
d6 bién thé nay c6 cung hoat tinh giy tan va ciing cac dic tinh kiéu hinh gibng nhu

chuing thé thyc khudn nay.

3. Chung thé thuc khudn P2 dwoc ndp luu tai Bao tang gidng vi sinh vét quéc gia cua
Phép tai Vién Pasteur v6i s6 nop Iuu 1a CNCM 1-4695 hoic bién thé cua chung, trong
d6 bién thé nay cé cung hoat tinh gy tan va ciing cac dic tinh kiéu hinh giéng nhu

ching thé thuc khuin nay.

4. Chung thé thyc khuin P3 dugc ndp luu tai Bao tang gidng vi sinh vat quéc gia cta
Phép tai Vién Pasteur véi s6 nop luu 1a CNCM 1-4696 hoc bién thé ciia ching, trong
d6 bién thé nay c6 cung hoat tinh gdy tan va cing cac dic tinh kidu hinh gidng nhu

ching thé thyc khudn nay.

5. Chung thé thuc khudn P4 dugc ndp luu tai Bao tang gidng vi sinh vat qubc gia cia
Phép tai Viéﬁ Pasteur vdi s6 ndp luu 1a CNCM 1-4697 hodic bién thé cia chung, trong
d6 bién thé nay c6 cling hoat tinh gdy tan va cing cac dic tinh kiéu hinh giéng nhu
chung thé thuc khuén nay.

6. Chung thé thuc khuin P5 duoc ndp luu tai Bao tang gidng vi sinh vét qubc gia cia
Phép tai Vién Pasteur véi sb nop luu 1a CNCM 1-4698 hodc bién thé cua chung, trong
d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gy tan va cing cac dic tinh kiéu hinh giéng nhu

chung thé thuc khuén nay.

7. Chung thé thyc khuan P6 duoc ndp luu tai Bao tang giéng vi sinh vat qudc gia cua
Phap tai Vién Pasteur véi sb ndp luu la CNCM 1-4699 hodc bién thé cua chung, trong
66 bién thé nay co6 cung hoat tinh gy tan va cing cac dic tinh kiéu hinh gidng nhu
chung thé thuc khuén nay. '

8. Chung thé thuc khuén P8 duoc ndp luu tai Bao tang gidng vi sinh vét qubc gia cia
Phép tai Vién Pasteur véi s6 nop luu 1a CNCM 1-4700 hozc bién thé cﬁa.chﬁng, trong
d6 bién thé nay c6 cing hoat tinh gy tan va cling cac dic tinh kiéu hinh giéng nhu
chung thé thuc khuén nay.

-30-



26087

DANH MUC TRINH TU

<110> Ferring B.V.
! “Institut Pasteur

<120> Chung thé& thuc khudn va dugc phdm chia chung thé thuc khudn nay
diing d& didu tri bénh viém rudt

<130> HE 171 371

<150> EP 13305568.1
<151> 2013-04-30

<160> 45
<170> BiSSAP 1.3

<210> 1

<211> 368

<212> PRT

<213> Thé thuc khudn wvs

<400> 1

Met Leu Thr Asn Ser Glu Lys Ser Arg Phe Phe Leu Ala Asp Leu Thr

1 5 10 15

Gly Glu Val Gln Ser Ile Pro Asn Thr Tyr Gly Tyr Ile Ser Asn Leu

20 25 30

Gly Leu Phe Arg Ser Ala Pro Ile Thr Gln Thr Thr Phe Leu Met Asp
35 40 45

Leu Thr Asp Trp Asp Val Ser Leu Leu Asp Ala Val Asp Arg Asp Ser

- 50 55 60

Arg Lys Ala Glu Thr Ser Ala Pro Glu Arg Val Arg Gln Ile Ser Phe

65 70 75 80

Pro Met Met Tyr Phe Lys Glu Val Glu Ser Ile Thr Pro Asp Glu Ile

85 90 95
Gln Gly Val Arg Gln Pro Gly Thr Ala Asn Glu Leu Thr Thr Glu Ala
100 105 110

Val Val Arg Ala Lys Lys Leu Met Lys Ile Arg Thr Lys Phe Asp Ile
115 120 125

Thr Arg Glu Phe Leu Phe Met Gln Ala Leu Lys Gly Lys Val Val Asp

130 135 140

Ala Arg Gly Thr Leu Tyr Ala Asp Leu Tyr Lys Gln Phe Asp Val Glu

145 150 155 160

Lys Lys Thr Val Tyr Phe Asp Leu Asp Asn Pro Asn Ala Asp Ile Asp

165 170 175
Ala Ala Ile Glu Glu Leu Arg Met His Met Glu Asp Glu Ala Lys Thr
. 180 185 190

Gly Thr Val Ile Asn Gly Glu Glu Ile His Val Val Val Asp Arg Leu
195 , 200 ' 205

Phe Phe Ser Lys Leu Val Lys His Pro Lys Ile Arg Asp Ala Tyr Leu

210 215 220

Ala Gln Gln Thr Pro Leu Ala Trp Gln Gln Ile Thr Gly Ser Leu Arg

225 230 235 240

Thr Gly Gly Thr Asp Gly Val Gln Ala His Met Asn Thr Phe Tyr Tyr
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Gly
Gly
Gly
Asn
305
Asn

Asp

Thr

26087

245 250
Gly Val Lys Phe Val Gln Tyr Asn Gly Lys
260 265
Lys Val His Thr Leu Val Ser Ile Asp Ser
275 280
Val Gly His Ala Phe Pro Asn Val Ser Met
290 295
Ile Phe Glu Val Ala Tyr Gly Pro Cys Pro
310 315

‘Thr Leu Gly Gln Glu Leu Tyr Val Phe Glu

325 330
Glu Gly Ile Asp Phe Glu Ala His Ser Tyr
340 345
Arg Pro Gln Leu Leu Val Asp Val Arg Ser
355 360

<210> 2

<211> 27

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Peptit tir ching thé thuc khudn Pl sdp

clla protein capsit chinh ct@ia thé thuc

<400> 2

Phe
1 .
Tyr

Phe Leu Ala Asp Leu Thr Gly Glu Val Gln
5 10
Gly Tyr Ile Ser Asn Leu Gly Leu Phe Arg
20 25

<210> 3

<211> 55

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>
<223> Peptit tiur chung thé thuc khudn P2 sip

cua protein capsit chinh cta thé& thuc

<400> 3
Ser Arg Phe Phe Leu Ala Asp Leu Thr Gly Glu
1 5 10
Asn Thr Tyr Gly Tyr Ile Ser Asn Leu Gly Leu
_ 20 25
Ile Thr Gln Thr Thr Phe Leu Met Asp Leu Thr
35 40
Leu Leu Asp Ala Val Asp Arg
50 55
<210> 4
<211> 39
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao
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255
Phe Lys Asp Lys Arg
270
Val Ala Ala Thr Val
285
Leu Gly Glu Ala Asn
300
Lys Met Gly Tyr Ala
320
Tyr Glu Lys Asp Arg
335
Met Leu Pro Tyr Cys
350
Asp Ala Lys Pro Asp
365

hang véi vi tri 10-36
khudn wv8 (SEQ ID NO:

Ser Ile Pro Asn Thr
15

hang véi vi tri 8-62
khudn wv8 (SEQ ID NO:

Val Gln Ser Ile Pro
15
Phe Arg Ser Ala Pro
30
Asp Trp Asp Val Ser
45

1)
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<220>
<223> Peptit tlr ching thé thuc khudn P1-P6 sd3p hang véi vi tri
77-115 cha protein capsit chinh ctia thé thuc khudn wv8 (SEQ ID

NO: 1)
<400> 4
Gln Ile Ser Phe Pro Met Met Tyr Phe Lys Glu Val Glu Ser Ile Thr
1 i 5 10 15
Pro Asp Glu Ile Gln Gly Val Arg Gln Pro Gly Thr Ala Asn Glu Leu
20 25 30

Thr Thr Glu Ala Val Val Arg

35
<210> 5
<211> 16
<212> PRT

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Peptit tiur chting thé thuc khudn P1-P6 sip hang véi vi tri
124-139 ctha protein capsit chinh cta thé& thuc khudn wv8 (SEQ ID
NO: 1)

<400> 5 S
Thr Lys Phe Asp Ile Thr Arg Glu Phe Leu Phe Met Gln Ala Leu Lys
1 5 10 15

<210> 6

<211> 9

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> .

<223> Peptit tir chung thé thuc khudn P1-P5 sip hang véi vi tri
147-155 cla protein capsit chinh cta thé thuc khudn wv8 (SEQ ID
NO: 1)

<400> 6
Gly Thr Leu Tyr Ala Asp Leu Tyr Lys
1 5

<210> 7

<211> 15

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Peptit tir ching thé thyuc khudn P6 sdp hang véi vi tri
147-161 cta protein capsit chinh cta thé& thuc khudn wv8 (SEQ ID
NO: 1)

<400> 7
Gly Thr Leu Tyr Ala Asp Leu Tyr Lys Gln Phe Asp Val Glu Lys
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

1

<210>
<211>
<212>

26087

8

22

PRT

Trinh tu nhédn tao

Peptit tu chting thé thyc khudn Pl sdp hang véi vi tri
162-183 cia protein capsit chinh ciia th& thuc khudn wv8 (SEQ ID
NO: 1) i

8
Lys Thr Val Tyr Phe Asp Leu Asp Asn Pro Asn Ala Asp Ile Asp Ala
5 10 15
Ser Ile Glu Glu Leu Arg
20
9
21
PRT
Trinh ty nhan tao

<213>

<220>
<223>

<400>

1

<210>
<211>
<212>

Peptit tir chtng thé thuc khudn P3 s&p hang véi vi tri
163-183 cia protein capsit chinh cta th& thuc khudn wV8 (SEQ ID
NO: 1)

9
Thr Val Tyr Phe Asp Leu Asp Asn Pro Asn Ala Asp Ile Asp Ala Ser
5 10 15
Ile Glu Glu Leu Arg
20
10
21
PRT
Trinh tuy nhan tao

<213>

<220>
<223>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>

Peptit tl chung thé thuc khudn P5-P6 sip hang véi vi tri
163-183 cia protein capsit chinh cta thé& thuc khudn wvV8 (SEQ ID
NO: 1)

10
Thr Ile Tyr Phe Asp Leu Asp Asn Pro Asn Ala Asp Ile Asp Ala Ser
5 10 15
Ile Glu Glu Leu Arg
20
11
16
PRT
Trinh ty nhan tao
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<220> ' :

<223> Peptit ti chung thé thuc khudn P1 va P3-P6 sdp hang voi
vi tri 192-207 cta protein capsit chinh cua thé& thuc khudn wvs
(SEQ ID NO: 1)

<400> 11
Thr Gly Thr Val Ile Asn Gly Glu Glu Ile His Val Val Val Asp Arg
1 5 10 15

<210> 12

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Peptit tir ching th& thuc khudn P2 sdp hang véi vi tri
192-212 cta protein capsit chinh ciia thé thyc khudn wv8 (SEQ ID
NO: 1)

<400> 12
Thr Gly Thr Val Ile Asn Gly Glu Glu Ile His Val Val Val Asp Arg
1 5 10 15
Leu Phe Phe Ser Lys
20

<210> 13

<211> 22

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Peptit ti& chting thé thuc khudn Pl sdp hang véi vi tri
219-240 cla protein capsit chinh cta th& thuc khudn wv8 (SEQ ID
NO: 1)

<400> 13
Ile Arg Asp Ala Tyr Leu Ala Gln Gln Thr Pro Leu Ala Trp Gln Gln
1 5 10 15
Ile Thr Gly Ser Leu Arg
20

<210> 14

<211> 49

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220> :

<223> Peptit tir chung th& thuc khudn P2 sdp hang véi vi tri
219-267 clha protein capsit chinh ciia th& thyc khuidn wv8 (SEQ ID
NO: 1)

<400> 14
Ile Arg Asp Ala Tyr Leu Ala Gln Gln Thr Pro Leu Ala Trp Gln Gln
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1 ' 5 10 ' 15
Ile Thr Gly Ser Leu Arg Thr Gly Gly Thr Asp Gly Val Gln Ala His
20 25 30
Met Asn Thr Phe Tyr Tyr Gly Gly Val Lys Phe Val Gln Tyr Asn Gly
35 40 45
Lys

. <210> 15
<211> 20
<212> PRT
<213> Trinh ty nhédn tao

<220>

<223> Peptit t& chung th& thyc khudn P3-P4 sdp hang voi vi tri
221-240 cia protein capsit chinh cta thé thuc khudn wv8 (SEQ ID
NO: 1)

<400> 15
Asp Ala Tyr Leu Ala Gln Gln Thr Pro Leu Ala Trp Gln Gln Ile Thr
1 5 10 _ 15
Gly Ser Leu Arg
20

<210> 16

<211> 47

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>
<223> Peptit tl chtng th& thuc khudn P5 sdp hang voéi vi tri
221-267 cha protein capsit chinh cta thé thuc khudn wv8 (SEQ ID

NO: 1)
<400> 1lo
Asp Ala Tyr Leu Ala Gln Gln Thr Pro Leu Ala Trp Gln Gln Ile Thr
1 5 10 15
Gly Ser Leu Arg Thr Gly Gly Ala Asp Gly Val Gln Ala His Met Asn
20 25 _ 30
Thr Phe Tyr Tyr Gly Gly Val Lys Phe Val Gln Tyr Asn Gly Lys
35 40 45
<210> 17
<211> 40
<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Peptit tir ching thé thuc khudn P6 sdp hang véi vi tri
221-260 cila protein capsit chinh cua thé thuc khudn wv8 (SEQ ID
NO: 1)

<400> 17
Asp Ala Tyr Leu Ala Gln Gln Thr Pro Leu Ala Trp Gln Gln Ile Thr
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1 5 10 15
Gly Ser Leu Arg Thr Gly Gly Ala Asp Gly Val Gln Ala His Met Asn
20 25 30
Thr Phe Tyr Tyr Gly Gly Val Lys
35 40
<210> 18
<211> 7
<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Peptit tiut ching thé thyc khudn P1, P3 va P4 sip hang véi
vi tri 261-267 cla protein capsit chinh ctia thé thuc khudn wvs
(SEQ ID NO: 1)

<400> 18
Phe Val Gln Tyr Asn Gly Lys
1 5

<210> 19

<211> 20

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Peptit tir ching thé thyc khudn P1-P2 sdp hang véi vi tri
317-336 cla protein capsit chinh citia th& thuc khudn wv8 (SEQ ID
NO: 1)

<400> 19
Met Gly Tyr Ala Asn Thr Leu Gly Gln Glu Leu Tyr Val Phe Glu Tyr
1 ' 5 ' 10 ' . 15
Glu Lys Asp Arg '
20

<210> 20

<211> 8

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Peptit tlu ching thé& thyc khudn P1-P6 sdp hang véi vi tri
355-362 cua protein capsit chinh ctia th& thuyc khudn wv8 (SEQ ID
NO: 1)

<400> 20
Pro Gln Leu Leu Val Asp Val Arg
1 5

<210> 21

<211> 522

<212> PRT

<213> Thé& thyc khudn RB69
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<400> 21

Met
1

Leu
Ile

Pro

Thr
65

Ala

Met
Cys
Arg
Phe
145
Ala
Asp
Ala
Leu
Ile
225
Asn
Lys
Ile
Ala
Arg
305
Gly
Asp
Ala
Thr
Asn

385
Leu

Thr
Leu
Ile
Glu
50

Glu

Ala

Gly

Gly
Ala
130
His
Lys
Ile

Ser

Asp
210

Ala_

Gly
Gln
Glu
Glu
290
Glu
Met
Pro
Leu
Gly
370

Val

Ala

Thr
Glu
Ala
35

Tyr
Ala
Gly
Met
Val
115
Val
Pro
Lys
Tyr
Ala
195
Ala
Glu
Ser
Val
Leu

275
Leu

Val

Thr
Ile
Leu

355
Arg

Leu

Ser

Ile
Gly.
20

Lys
Lys
Glu
Gln
Val
100
Gln
Tyr
Met
Phe
Thr
180
Gln
Glu
Gly
Thr
Ile
260
Ala
Ser
Val
Asn
Asp
340
Phe
Gly

Ala

Gly

Lys Thr
Glu- Gly
Ile Phe
Asp Glu

Ile Gly
70

Thr Ser

85

Arg Arg

Pro Met
Gly Lys

Tyr Ala
150

Pro Ala

165

His Phe

Val Thr
Ile Ile

Met Ala
230

Asp Asn

245

Glu Ala

Gln Asp
Gly Ile

Asp Trp
310

Ile Val

325

Ile Arg

Gln Ile
Glu Gly
Ser Val

390

Phe Asn
405

Lys
Leu
Glu
Lys

55
Gly

Ala
Asn
Asp
135
Pro
Leu
Phe
Ile
Lys
215
Thr
Pro
Lys
Leu
Leu
295
Ile
Gly
Gly
Asp
Asn
375

Asp

Thr

26087

Ala
Pro
Asn
40

Ile
Asp
Ala
Ile
Ser
120
Pro
Asp
Ala
Gln
Ser
200
Gln
Ser
Trp
Ser
Arg
280
Ala
Asn
Ser
Ala
Lys
360
Phe

Thr

Asp

Gln
Glu
25

Gln
Ala
His
Val
Pro
105
Pro
Ile
Ala
Ala
Glu
185
Ser
Met
Ile
Asn
Arg
265
Ala
Thr
Tyr
Lys
Arg
345
Glu
Ile

Gly

Thr

-47-

Leu
10

Ile
Glu
Gln
Gly
Thr
90

Asn
Thr
Ala
Met
Sef
170
Thr
Ser
Glu
Ala
Glu
250
Gln
Val
Glu
Ser
Ala
330
Trp
Ala
Ile

Ile

Thr
410

Val
Ala
Lys
Ala
Tyr
75

Gln
Leu
Gly
Ala
Phe
155
Thr
Gly
Ala
Ala
Glu
235
Met
Leu
His
Ile
Ala
315
Gly
Ala
Val
Ala
Ser

395
Lys

Asp
Asn
Asp
Phe
60

Asn
Ile
Ile
Gln
Gly
140
Ser
Gln
Thr
Asp
Gly
220
Leu
Gly
Lys
Gly
Met
300
Gln
Val
Gly
Glu
Ser
380

Tyr

Ser

Lys
Ser
Phe
45

Gly
Ala
Gly
Ala
Val
125
Ala
Gly
Thr
Val
Asp
205
Ala
Gln
Phe
Ala
Met
285
Leu
Val
Phe
Glu
Ile
365
Arg

Ala

Val

Trp
Lys
30

Glu
Ser
Gln
Pro
Phe
110
Phe
Lys
Gln
Lys
Tyr
190
Ala
Leu
Glu
Arg
Ala
270
Asp
Glu
Gly
Asp
Ser
350
Ala
Asn

Ala

Phe

Lys
15

Gln
Val
Phe
Asn
Ala
95

Asp
Ala
Glu
Gly
Val
175
Leu
Ala
Val
Gly
Ile
255
Tyr
Ala
Ile
Lys
Phe
335
Phe
Arg
Val

Gln

Ala
415

Glu
Ala
Ser
Leu
Ile
80

Val
Ile
Leu
Ala
Ala
160
Gly
Gln
Lys
Glu
Phe
240
Asp
Ser
Asp
Asn
Ser
320
Gln
Lys
Gln
Val
Gly

400
Gly
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Val Leu Gly Gly Lys Tyr Arg Val Tyr Ile Asp Gln Tyr Ala Lys Gln
v 420 - 425 430
Asp Tyr Phe Thr Val Gly Tyr Lys Gly Ala Asn Glu Met Asp Ala Gly
435 440 445 :
Ile Tyr Tyr Ala Pro Tyr Val Ala Leu Thr Pro Leu Arg Gly Ser Asp
450 455 460
Pro Lys Asn Phe Gln Pro Val Met Gly Phe Lys Thr Arg Tyr Gly Ile
465 470 475 480
Gly Val Asn Pro Phe Ala Glu Ser Ser Leu Gln Ala Pro Gly Ala Arg
485 . 490 495
Ile Gln Ser Gly Met Pro Ser Ile Leu Asn Ser Leu.Gly Lys Asn Ala
' ' 500 505 510
Tyr Phe Arg Arg Val Tyr Val Lys Gly Ile
515 520

<210> 22

<211> 20

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Peptit tu chung thé thuc khudn P8 sdp hang véi vi tri
143-162 clla protein capsit chinh ctia thé thuc khudn RB69 (SEQ ID
NO: 21)

<400> 22

Glu Ala Phe His Pro Met Tyr Ala Pro Asp Ala Met Phe Ser Gly Gln

1 5 10 - 15

Gly Ala Ala Lys
' 20

<210> 23
<211> 12
<212> PRT
<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Peptit tu chuang thé thyc khudn P8 sip hang véi vi tri
© 269-280 cua protein capsit chinh cta thé& thuc khudn RB69 (SEQ ID
NO: 21)

<400> 23
Ala Ala Tyr Ser Ile Glu Leu Ala Gln Asp Leu Arg
1 5 10

<210> 24

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Peptit tu chtng thé thuc khudn P8 slp hang vdéi vi tri
306-319 ctia protein capsit chinh cta thé thuc khuldn RB69 (SEQ ID
NO: 21)
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<400> 24
Glu Val Val Asp Trp Ile Asn Tyr Ser Ala Gln Val Gly Lys
1 5 10

<210> 25

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Peptit tl chting thé thuc khudn P8 sdp hang véi vi tri
330-342 ctia protein capsit chinh ctia th& thuc khudn RB69 (SEQ ID
NO: 21)

<400> 25
Ala Gly Val Phe Asp Phe Gln Asp Pro Ile Asp Ile Arg
1 5 10

<210> 26

<211> 7

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Peptit tir chung th& thuc khudn P8 sdp hang véi vi tri
346-352 cta protein capsit chinh cua thé thuc khudn RB69 (SEQ ID
NO: 21)

<400> 26
Trp Ala Gly Glu Ser Phe Lys
1 5

<210> 27

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

<223> Peptit tiu chung thé& thyc khudn P8 sdp hang voéi vi tri
368-381 cua protein capsit chinh ctia th& thyuc khuidn RB69 (SEQ ID
NO: 21)

<400> 27
Gln Thr Gly Arg Gly Glu Gly Asn Phe Ile Ile Ala Ser Arg
1 5 10

<210> 28

<211> 50

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>
<223> Peptit tl chung thé thuc khuldn P8 sdp hang véi vi tri
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412-461 cua protein capsit chinh cua thé& thuc

NO: 21)

28

Ser Val Phe Ala Gly Val Leu Gly Gly Lys Tyr Arg Val

1

5

10

Gln Tyr Ala Lys Gln Asp Tyr Phe Thr Val Gly Tyr Lys

20

25

Glu Met Asp Ala Gly Ile Tyr Tyr Ala Pro Tyr Val Ala

35

Leu Arg

50

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

29
44
PRT
Trinh ty nhédn tao

Peptit tu ching thé thuc khudn P8 sip hang véi vi tri

40 45

khudn RB69

Tyr Ile Asp

Gly Ala Asn

30

Leu Thr Pro

15

(SEQ ID

467-510 cua protein capsit chinh cta th& thuc khudn RB69 (SEQ ID

NO: 21)
29
Asn Phe Gln Pro Val Met
5
Asn Pro Phe Ala Glu Ser
20
Ser Gly Met Pro Ser Ile
35
30
18
ADN
Trinh ty nhan tao
Poan mdi xudi gen
30

<400>

cggtgaatac gttcccgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

- <400>

tacggctacc ttgttacgac tt

31

22

ADN

Trinh ty nhan tao

Poan mdi ngugc gen 16S clla tdt cad cac vi khuédn

31

Gly Phe Lys Thr Arg Tyr Gly Ile Gly Val

10

Ser Leu Gln Ala Pro Gly Ala Arg Ile Gln

25
Leu Asn Ser Leu Gly Lys
40

163 clila tdt cd cédc vi khuln

-50-
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<210> 32
<211> 20
<212> ADN

<213> Trinh tuy nhén tao

<220>

26087

<223> Poan mdi xubdi gen 16S cla E. coli

<400> 32

catgccgcgt gtatgaagaa

<210> 33
<211> 21
<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> boan mdéi ngugc gen 16S cia E. coli

<400> 33

cgggtaacgt caatgagcaa a

<210> 34
<211> 519
<212> PRT

<213> Thé& thuc khudn JS98

<400> 34
Met Lys Lys
1

Glu Ala Leu

Lys Ile Phe
35

Arg Asp Glu

i 50

Glu Ile Gly

65

Gln Thr Ser

Val Arg Arg

Gln Pro Leu
115
Tyr Gly Lys
130
Met Tyr Ala
145
Phe Glu Ala

Ser His Phe

Asn
Pro
20

Glu
Lys
Gly
Gly
Ala
100
Asn
Asp
Pro

Leu

Phe

Ala
5
Glu
Asn
Ile
Asp
Ala
85
Ile
Asn
Pro
Asn
Ala

165
Glu

Leu
Ile
Gln
Ser
His
70

Val
Pro
Pro
Ile
Ala
150
Ala

Ala

Val
Val
Glu
Glu
55

Gly
Thr
His
Thr

Ala

135

Met

Ser

Thr

Gln
Gly
Gln
40

Ala
Tyr
Gln
Leu
Gly
120
Ala
Phe

Lys

Gly

Lys
Ala
25

Asp
Phe
Asp
Ile
Ile
105
Gln
Gly
Ser

Val

Ser
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Trp
10

Ser
Ile
Gly
Ala
Gly
90

Ala
Val
Ala
Gly
Leu

170
Ala

Ser
Lys
Leu
Ser
Thr
75

Pro
Phe
Phe
Lys
Gln
155
Glu

His

Ala
Gln
Thr
Phe
60

Asn
Ala
Asp

Ala

Glu

~ 140

Gly
Val

Phe

Leu
Ala
Ala
45

Leu
Ile
Val
Ile
Leu
125
Ala
Ala

Gly

Gln

Leu
Ile
30

Pro
Thr
Ala
Met
Cys
110
Arg
Phe
Ala

Lys

Ala

Glu
15

Ile
Glu
Glu
Ala
Gly
95

Gly
Ala
His
Glu
Ile

175
Val

Asn
Ala
Tyr
Ala
Gly
Met
Val
Val
Pro
Thr
160
Tyr

Glu

20

21
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180 185 190
‘Ala Val Thr Val Asp Ala Gly Ala Thr Asp Ala Ala Lys Leu Asp Ala
195 : 200 205
Ala Val Thr Ala Leu Val Glu Ala Gly Gln Leu Ala Glu Ile Ala Glu
210 215 220
Gly Met Ala Thr Ser Ile Ala Glu Leu Gln Glu Gly Phe Asn Gly Ser
225 230 235 240
Thr Asp Asn Pro Trp Asn Glu Met Gly Phe Arg Ile Asp Lys Gln Val
245 250 255
Ile Glu Ala Lys Ser Arg Gln Leu Lys Ala Ser Tyr Ser Ile Glu Leu
v 260 . 265 270
Ala Gln Asp Leu Arg Ala Val His Gly Met Asp Ala Asp Ala Glu Leu
275 280 285
Ser Gly Ile Leu Ala Thr Glu Ile Met Leu Glu Ile Asn Arg Glu Val
290 295 300
Ile Asp Trp Ile Asn Tyr Ser Ala Gln Val Gly Lys Ser Gly Met Thr
305 310 315 320
Asn Thr Val Gly Ala Lys Ala Gly Val Phe Asp Phe Gln Asp Pro Ile
325 330 335
Asp Ile Arg Gly Ala Arg Trp Ala Gly Glu Ser Phe Lys Ala Leu Leu
340 345 ' 350
Phe Gln Ile Asp Lys Glu Ala Ala Glu Ile Ala Arg Gln Thr Gly Arg
355 360 365
Gly Ala Gly Asn Phe Ile Ile Ala Ser Arg Asn Val Val Asn Val Leu
370 375 380
Ala Ala Val Asp Thr Ser Val Ser Tyr Ala Ala Gln Gly Leu Gly Gln
385 390 395 400
Gly Phe Asn Val Asp Thr Thr Lys Ala Val Phe Ala Gly Val Leu Gly
405 : 410 415
Gly Lys Tyr Arg Val Tyr Ile Asp Gln Tyr Ala Arg Ser Asp Tyr Phe
420 ' 425 430
Thr Ile Gly Tyr Lys Gly Ser Asn Glu Met Asp Ala Gly Ile Tyr Tyr
435 440 445
Ala Pro Tyr Val Ala Leu Thr Pro Leu Arg Gly Ser Asp Pro Lys Asn
450 455 460
Phe Gln Pro Val Met Gly Phe Lys Thr Arg Tyr Gly Ile Gly Ile Asn
465 470 475 480
Pro Phe Ala Asp Pro Ala Ala Gln Ala Pro Thr Lys Arg Ile Gln Asn
485 490 495
Gly Met Pro Asp Ile Val Asn Ser Leu Gly Leu Asn Gly Tyr Phe Arg
500 505 510
Arg Val Tyr Val Lys Gly Ile
515

<210> 35

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tu nhén tao

<220>

<223> Peptit tu ching thé thyc khudn CLB P2 sdp hang véi vi tri
127-139 cta protein capsit chinh ctia th& thyc khudn JS98 (SEQ ID
NO: 34)
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<400> 35
Ala Val Tyr Gly Lys Asp Pro Ile Ala Ala Gly Ala Lys
1 5 10

<210> 36

<211> 12

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhédn tao

<220>

<223> Peptit tu chung thé thuyc khudn CLB P2 sdp hang véi vi tri
266-277 cua protein capsit chinh ctia th& thuc khudn JS98 (SEQ ID
NO: 34)

<400> 36
Ala Ser Tyr Ser Ile Glu Leu Ala Gln Asp Leu Arg
1 5 10

<210> 37

<211> 14

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>

<223> Peptit tir chung thé thyc khudn CLB P2 sdp hang véi vi tri
303-316 clha protein capsit chinh c@ia thé thuc khudn JS98 (SEQ ID
NO: 34)

<400> 37
Glu Val Ile Asp Trp Ile Asn Tyr Ser Ala Gln Val Gly Lys
1 5 10

<210> 38

<211> 13

<212> PRT

<213> Trinh tuy nhan tao

<220>

<223> Peptit tut chung thé thyc khudn CLB P2 sdp hang véi vi tri
327-339 clha protein capsit chinh ctia th& thuc khudn JS98 (SEQ ID
NO: 34)

<400> 38
Ala Gly Val Phe Asp Phe Gln Asp Pro Ile Asp Ile Arg
1 5 10

<210> 39

<211> 22

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Peptit tut chung thé thyc khudn CLB P2 sdp hang véi vi tri
343-364 cua protein capsit chinh cula th& thuc khudn JS98 (SEQ ID
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NO: 34)

<400> 39 _
Trp Ala Gly Glu Ser Phe Lys Ala Leu Leu Phe Gln Ile Asp Lys Glu
1 5 10 15
Ala Ala Glu Ile Ala Arg
20

<210> 40

<211> 10

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>

<223> Peptit tit ching thé thyc khudn CLB P2 sdp hang véi vi tri
369-378 clia protein capsit chinh cta th& thuc khudn JS98 (SEQ ID
NO: 34)

<400> 40
Gly Ala Gly Asn Phe Ile Ile Ala Ser Arg
1 5 10

<210> 41

<211> 20

<212> PRT

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> Peptit tir ching thé thuyc khudn CLB P2 sdp hang véi vi tri
- 409-428 cua protein capsit chinh cuta thé thyc khudn JS98 (SEQ ID
NO: 34)

<400> 41
Ala Val Phe Ala Gly Val Leu Gly Gly Lys Tyr Arg Val Tyr Ile Asp
1 5 10 15
Gln Tyr Ala Arg
20

<210> 42

<211> 21

<212> PRT

<213> Trinh ty nhan tao

<220>
<223> Peptit tur chung thé thyc khudn CLB P2 sdp hang véi vi tri
438-458 cla protein capsit chinh ctia th& thyc khudn JS98 (SEQ ID

NO: 34)
<400> 42 , v
Gly Ser Asn Glu Met Asp Ala Gly Ile Tyr Tyr Ala Pro Tyr Val Ala
1 5 ' 10 15
Leu Thr Pro Leu Arg
20
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<210> 43

<211> 49

<212> PRT

<213> Trinh tu nhan tao

<220>

<223> Peptit ti@t chung thé thuyc khudn CLB P2 sdp hang véi vi tri
464-512 cua protein capsit chinh citia thé thuc khudn JS98 (SEQ ID
NO: 34)

<400> 43 :

Asn Phe Gln Pro Val Met Gly Phe Lys Thr Arg Tyr Gly Ile Gly Ile

1 5 10 15

Asn Pro Phe Ala Asp Pro Ala Ala Gln Ala Pro Thr Lys Arg Ile Gln

20 25 30

Asn Gly Met Pro Asp Ile Val Asn Ser Leu Gly Leu Asn Gly Tyr Phe
35 40 45

Arg

<210> 44

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao

<220>
<223> doan méi xudi d& khuéch dai gen dic hiéu (pMT1) tir LF82

<400> 44
ccattcatgc agcagctctt t 21

<210> 45

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao

<220>
<223> doan mdi nguoc d& khuéch dai gen d&c hiéu (pMT1) tir LF82

<400> 45
atcggacaac attagcggtg t 21
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