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LOI CAM DPOAN

Téi xin cam doan ban ludn van nay la két qua nghién cizu cia cd nhan toi
du6i sw hwong ddn cia PGS.TS. Khudt Hiu Trung. CAc so lidu va tai liéu duroc
trich dan trong ludgn vén la trung thuc. Két qua nghién cizu nay khéng tring véi
bt cir cong trinh ndo da dwoc cdng bé truée do.

T6i xin chiu trach nhiém véi loi cam doan cua minh.

Ha Noi, 06 thang 8 nam 2018
Hoc vién



LOI CAM ON

Dé hoan thanh khoa luan nay, toi xin té long biét on siu sic ¢én PGS.TS
Khuat Hiru Trung, ThS. Nguy&n Thi Hong Hai cling toan thé cac can bo Bo mon
Vi sinh — Vién Di truyén Néng nghiép di tan tinh huéng dan va gitp dd toi hoan
thanh luan van tét nghiép.

T6i ciing xin chan thanh cam on quy Thay, C6 trong khoa Cong Nghé sinh
hoc, Vién Sinh Thai va Tai Nguyén Sinh V4t d3 tan tinh truyén dat kién thic
trong hai nim toi hoc tap. Vai vén kién thiace duoc tiép thu trong qué trinh hoc
khong chi 12 nén tang cho quéa trinh nghién ctu luan vin ma con 1a hanh trang
qui bau dé t6i budc vao doi mot cach viing chic va ty tin.

T6i xin bay to 10ng biét on sau sic t6i gia dinh va ban be, nhitng ngudi da
lubn & canh toi, dong vién va giup d& tdi trong sudt thoi gian qua.

Cubi cuing tdi kinh chdc quy Thay, C6 doi dao stc khoe va thanh cong
trong su nghiép cao quy. Bong kinh chic cac Cd, Chl, Anh, Chi trong B6 mén
Vi sinh — Vién Di truyén Néng nghiép ludn ddi dao suc khoe, dat duoc nhiéu

thanh cong tét dep trong cong viéc.

Ha Noi, ngay 6 thang 8 nam 2018

Hoc vién
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M5AGER

Hién nay ngd doc thuc pham d3 va dang 1a mdi lo ngai nghiém trong cho
sttc khoe cong dong trén toan thé gidi. Nguyén nhan 1a do con nguoi st dung
cac loai thuc phrflm da bi nhiém cac loai vi khuan gay bénh hay doc td cua
ching. Mic du di c6 cong nghé hién dai, cac phuwong phap thuc hanh san xuét
tdt (GMP), kiém soat chat lugng va vé sinh cling nhu an toan san xudt va danh
gia rii ro (HACCP), nhung sb luong cac trudng hop bi ngd doc va bi bénh do
thuc pham van ting 1én trong sudt thap ky qua. O chau Au, mdi nam wéc tinh
c6 hon 380.000 nguo1 dan bi bénh do stir dung cac san phém thuc phém nhiém
vi khuan, cac loai vi khuan gay bénh nhu: Staphylococcus aureus, Salmonella,
Listeria.

Staphylococcus aureus 1a tac nhan pho bién gay nhiém trung bénh vién
cling nhu trong cong dong dan cu véi ty 16 mic va tir vong cao trén toan thé gidi.
S. aureus khi nhiém doc thirc dn, do udng do tiép xtic gitta nguoi mang mam
bénh s& co thé dan dén va viém rudt cép do céc thirc an c6 chira doc t6 rudt cua S.
aureus, gy mat nude va dién giai co thé dan t6i sdc. S. aureus 1a mot trong nhiing
nguyén nhan hang dau gay nhiém khuan bénh vién. Nhitng ching S. aureus gay
nhiém khuan bénh vién thuong c6 kha ning khang lai nhiéu khang sinh. S.aureus
con gy hoi chimg sbe nhidm doc do tiét ra doc td gy séc. Theo mdt s6 co quan
quan 1y thuc pham chau Au, cac vi sinh vat gay bénh phd bién c6 ngudn gdc tir
thyc pham bao gdbm Salmonella, Escherichia coli 0157:H7, S. aureus va Listeria
cing v6i mot sd loai khac. Str dung cac chat hoa hoc dé bao quan thuc pham it
duogc chap nhan vi nhiéu chit bao quan hoa hoc d lam anh hudng 1au dai toi stc
khoe cong dong. Trong s6 cc chat bao quan sinh hoc duoc biét hién nay, endolysin
hién dang thu hit sy quan tdm cua cac nha khoa hoc do no6 c¢6 kha nang diét va uc
ché cac vi sinh vat gdy bénh.

Endolysins (hay tén goi khac 1a lysins) 14 cac enzym thuy phan c6 ngudn

gdc tir thue khuan thé (bacteriophage) co tac dung pha hay peptidoglycan cua



thanh té bao vi khuan trong giai doan cubi chu trinh sinh san ciia thuc khuan thé.
Cac enzyme nay lam giam d6 manh co hoc ctia thanh té bao dan dén dung giai
té bao va giai phong ra cac thuc khudn thé thé hé tiép theo. Do d6 khi c6 mit
endolysins chung c6 thé phan huy 16p peptidoglycan cua thanh té bao ctia moi
vi sinh vat khi ching tiép xtic, dan dén vi sinh vat bi chét. Do vay ching dugc
coi nhu 1a mot chét thay thé khang sinh thuc pham c6 tinh tac dong chon loc,
khong thay doi dic diém cam quan, két ciu cua thuc pham va rat an toan cho
con nguoi.

Xuat phat tir nhitng 1y do trén chung toi da tién hanh thuc hién dé tai:
“Nghién ctru thu nhan enzym Endolysin tii t6 hop LysSa va danh gia hoat
tinh khang khuan Staphylococcus aureus trong biao quan sira.”

1. MUC PiCH CUA PE TAI:

Nghién ciru ti uu cac diéu kién nhan nudi chiing tai té hop E.coli BL21,
thu nhan enzyme endolysin LysSa va danh gia hoat tinh khang vi khuan gay
bénh Staphylococcus aureus cua endolysin LysSa tai té hop trong bao quan
stra.

2. NOI DUNG NGHIEN CUU:

2.1. Nghién ctu anh huong, xac dinh cac diéu kién toi wu cho chung E.coli
BL21 sinh trudong va biéu hién enzym endolysin LysSa:

- Nghién ctru anh hudéng ctia méi truong nudi cay

- Anh huong caa nhiét do

- Anh huéng cua pH

- Anh huéng cua chat cam ung IPTG

2.2. Nghién ctu thu hoi va enzyme endolysin LysSa

- Nghién ciru phuong phap thu hoi enzyme endolysin LysSa

- Nghién ctru tinh sach enzyme endolsin LysSa.

2.3. Panh gia duoc hoat tinh khang khuan Staphylococcus aureus trong

bao quan sira



Chuong 1
Thuwong 1IN TAI Llisir

1.1.Tinh hinh ngu LIsiraus tinh khanStaphylococcus aureus
1.1.1. Tinh hinh ngus aureusc ph hinh ngus aureuscus aureus trén theusius

Theo WHO/FAO (thang 5/2005), ngd doc thuc pham anh huong rat 16n
dén strc khoe con nguoi va kinh té, lam 1,5 ti luot nguoi bénh, & cac nudc cong
nghi¢p 30% dan s6 bi ngd doc thuc phém hang ndm. Trén thé gi61, vu ngd doc
16n déu tién c6 lién quan dén tu ciu xay ra vao nam 1884 & Michigan (M¥) do
phomai. Tiép dén 13 & Phap vao nim 1894 do thit tir bo bi bénh. Kho bo bi nhiém
tu cau ciing timg gy ngd doc & Kalamazoo, Michigan vao nim 1907. Nam 1914,
& Philippines, Barbert xac dinh rang sita lay tir bo bj viém v da gay ra ngod doc
o nguoi. Nam 1930, Dark lai xac dinh dugc vu ngd ddc do S. aureus tir banh
giang sinh (Reginald Bennett, 2001). O Phap, s6 vu ngd ddc bao cio tir nim
1999-2000 cho thay: 32% sb vu 1a do san pham sira va dic biét 1a pho mai, 22%
do thit, 15% do xtc xich, banh pate; 11% do cac va hai san; 11% do trirng va san
pham trimg; 9,5% do gia cam (Haeghebaert va cs., 2002). Ngo doc do S. aureus
dung hang thir hai sau Salmonella (bang 1.1). Nhitng thuc pham bi nhiém tu cau
va giy ngd doc thudng gap 1a thit, ca, ga va san pham cta chung, rau cai, tring,
nam, sita va san phém tur stra, kem, phomai, thuc phém 1én men...(Normanno G.
va cs, 2004). O Pai Loan, S. aureus chiém 30% trong s6 cac vu dich tir ndm 1986
dén nam 1995. Vao thang 6 nam 2000, vu ngd ddc thuc phém do tu cau tai mot
truong trung hoc & Taichung County lam 10 trong s6 356 hoc sinh ¢6 biéu hién
ngd doc 2-3 gio sau khi dn sang (Wei H.L. va Chiou C.S., 2001). Tai Brazil, vao
thang 2 va thang 5 nam 1999 da xdy ra hai vu dich lam 378 ngudi bi ngd doc do
dung phomai va sita tuoi ¢6 nhiém tu cau (Simedo L.C va cs, 2001). Tai Phap,
nam 1997 ngudi ta tim thiy S. aureus 1a tac nhan giy ra 569 trong tong s6 1142
vu ngd doc thuc pham ( Rosec J.P. va Gigaud O., 2002). O Nhat, tir nim 1994

dén nam 1998, sd truong hop ngd doc do tu cau chiém 3,1-11,9% téng s6 cac vu



ngd doc thuc pham do vi khuan. Ngay 17/6/1999, 21 trong s6 53 coéng nhan sau
khi an trua tai can tin cong ty & Shizuoka Prefecter thi co biéu hién bénh, trong

do cé 8 truong hop phai nhap vién (Norinaga M. va cs, 2000).

Bang 1.1. Cac tac nhan vi sinh vét giy ngd doc thwe phdm & Phap nim

1999-2000 (%)

Tac nhan sO vu sO truong S6nhap | SO chét

n=530 hop n=6451 | vién n=872 n=7

Salmonella sp.

(Enteritidis,

Typhimurium, Heidelberg 03,8 A 108 10

va mdt so serotype khac)

Staphylococcus aureus 16 25,6 17,1 0

Clostridium perfringens 51 12,3 0,5 0

Bacillus cereus 2,8 3,7 10,0 0

Histamin 3,8 1,4 30,4 0

Céc loai thyc pham lién quan dén ngd doc thuc pham do S.aureus ciing rat
khac nhau & mdi quéc gia. Chéng han & M¥, 50% s6 vu ngd doc dugce bao céo tu
nam 1969-1990 13 tir cac san pham thit, cic mén an tir thit va dic biét 12 thit mudi;
22% truong hop 1a do gia cAm, cic mén an tir gia cAm, 8% tir sita va san pham
stta; 7% do ca va tom cua, ghe; 3,5% do trung. S6 vu ngd doc bao cdo tir nam
1975-1982 cho thay: 36% do thit; 12,3% do salad; 11,3% do gia cam; 5,1% do
banh nudng, banh bao va chi cé 1,4% do sita va san phém hai san. 17,1% thuc
pham lién quan vu ngod doc khong duoc biét (Genigeorgis, 1989). Su khac biét nay
1a do théi quen an udng ciing rat khac nhau theo timg nudc. Tu cau giy ra khoang
14% trong cac vu ngd doc thuc pham; va hang niam, My mat khoang 1,5 ti d6 la
cho nhiing vu ngd doc do tu cau. Trong cac loai doc tb gay ra cac vu ngd doc thi
SEA 1a loai doc t6 chiém ty 1& cao nhat (77,8%), SED (37,5%) va SEB (10%)
(Normanno G.va ctv, 2004).



