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1. TÓM TẮT NỘI DUNG LUẬN ÁN:
[bookmark: _Hlk155279916][bookmark: _Hlk155370718]Bào tử B. subtilis sở hữu nhiều đặc điểm tiềm năng để phát triển nền tảng vaccine đường uống như: an toàn cho người và động vật, bền vững trước các điều kiện cực đoan, có khả năng biểu hiện protein ngoại lai trên bề mặt, bảo vệ kháng nguyên khi đi qua môi trường axit dạ dày, có tính tá dược tự nhiên và dễ dàng cho các thao tác tái tổ hợp. Trong nhiều năm qua, bào tử B. subtilis đã được khai thác để biểu hiện các kháng nguyên của nhiều mầm bệnh khác nhau.
S. aureus là tác nhân gây bệnh quan trọng, nổi bật bởi sự đa dạng về độc lực, tình trạng kháng kháng sinh và đến nay vẫn chưa có vaccine thành công do tính biến đổi kháng nguyên cao và tương tác phức tạp với hệ miễn dịch của vật chủ. 
Luận án tập trung giải quyết ba câu hỏi nghiên cứu chính: (i) trong số tám protein HlaH35LH48L, LukF-PV, MntC, IsdA, IsdB, ClfA, SdrD và SdrE, những protein nào có khả năng được trình diện trên bề mặt bào tử B. subtilis thông qua hệ thống dung hợp với CotB và có tiềm năng được sử dụng làm kháng nguyên vaccine phòng bệnh do S. aureus; (ii) việc trình diện các kháng nguyên ngoại lai trên bề mặt bào tử có làm thay đổi các đặc điểm sinh lý của tế bào và bào tử B. subtilis hay không; và (iii) sự khác biệt về bản chất của các kháng nguyên có ảnh hưởng đến khả năng tạo đáp ứng miễn dịch khi sử dụng bào tử mang kháng nguyên theo đường uống hay không.
Để trả lời các câu hỏi trên, luận án được triển khai qua ba nội dung nghiên cứu:
Nội dung 1: Nghiên cứu khả năng tạo các bào tử B. subtilis mang một trong tám kháng nguyên của S. aureus gồm HlaH35LH48L, LukF-PV, ClfA, MntC, IsdA, IsdB, SdrD và SdrE dưới dạng protein dung hợp với CotB nhằm biểu hiện trên bề mặt bào tử. Kết quả cho thấy cả 6 trong số 8 kháng nguyên có khả năng biểu hiện trên bề mặt bào tử B. subtilis với mức độ biểu hiện khác nhau.
Nội dung 2: Khảo sát ảnh hưởng của domain gắn mangan MntC lên đặc tính sinh lý của tế bào và bào tử B. subtilis. Kết quả ghi nhận sự biểu hiện MntC giúp cải thiện hiệu quả hình thành bào tử, đồng thời tăng khả năng kháng lysozyme và nhiệt ẩm của bào tử.
Nội dung 3: Đánh giá tính sinh miễn dịch qua đường uống của 6 loại bào tử tái tổ hợp mang các kháng nguyên HlaH35LH48L/LukF-PV/SdrE/MntC/IsdA/IsdB trên mô hình chuột. Kết quả cho thấy các bào tử tái tổ hợp có khả năng kích thích cả đáp ứng miễn dịch toàn thân thông qua IgG huyết thanh và đáp ứng miễn dịch niêm mạc thông qua IgA trong phân, với mức độ đáp ứng khác nhau giữa các kháng nguyên.
2. NHỮNG KẾT QUẢ MỚI CỦA LUẬN ÁN:
Luận án đã xây dựng thành công hệ thống bào tử B. subtilis trình diện 6 kháng nguyên khác nhau của S. aureus thông qua protein CotB trên bề mặt bào tử. Đây là nghiên cứu đầu tiên đánh giá đồng thời nhiều kháng nguyên độc lực của S. aureus trên cùng một nền tảng bào tử nhằm định hướng phát triển vaccine đường uống. Kết quả nghiên cứu cho thấy các kháng nguyên có khả năng biểu hiện bề mặt khác nhau, qua đó cung cấp dữ liệu thực nghiệm về tính phù hợp của CotB đối với từng loại kháng nguyên. 
Luận án đã khảo sát và đánh giá ảnh hưởng của việc biểu hiện MntC lên đặc tính sinh lý của bào tử B. subtilis. Kết quả cho thấy chủng biểu hiện MntC đạt khoảng 71% bào tử trưởng thành sau 48 giờ nuôi cấy và duy trì ổn định đến 72 giờ. Đồng thời, bào tử tái tổ hợp mang MntC thể hiện khả năng đề kháng cao hơn đáng kể so với chủng đối chứng, với tỷ lệ sống khoảng 73% khi xử lý lysozyme và khoảng 70% sau xử lý nhiệt ẩm. Những kết quả này cho thấy MntC không chỉ đóng vai trò kháng nguyên trình diện trên bề mặt mà còn có thể ảnh hưởng đến quá trình hình thành và các đặc tính sinh học của bào tử.
Cuối cùng, luận án chứng minh rằng các bào tử tái tổ hợp có khả năng kích thích đồng thời đáp ứng miễn dịch toàn thân và miễn dịch niêm mạc sau khi đưa qua đường uống trên mô hình chuột. Sự khác biệt về mức độ đáp ứng miễn dịch giữa các kháng nguyên cho thấy tiềm năng lựa chọn và tối ưu hóa các ứng viên vaccine dựa trên nền tảng bào tử B. subtilis.


3. CÁC ỨNG DỤNG/ KHẢ NĂNG ỨNG DỤNG TRONG THỰC TIỄN HAY NHỮNG VẤN ĐỀ CÒN BỎ NGỎ CẦN TIẾP TỤC NGHIÊN CỨU 
Khả năng ứng dụng:
Kết quả của luận án cho thấy bào tử B. subtilis có tiềm năng ứng dụng trong phát triển vaccine đường uống phòng S. aureus. Nền tảng này mở ra hướng thiết kế vaccine an toàn, dễ sản xuất, ổn định ở điều kiện bảo quản thông thường và phù hợp cho các chương trình vaccine chi phí thấp. Những đặc điểm này cũng cho phép mở rộng ứng dụng trên cả người và động vật.
Những vấn đề cần tiếp tục nghiên cứu:
Luận án đã bước đầu đánh giá được mức độ biểu hiện của từng kháng nguyên trên bề mặt bào tử; tuy nhiên, mức độ biểu hiện giữa các kháng nguyên có khác biệt. Do đó, cần tiếp tục tối ưu hóa chiến lược neo bề mặt và điều kiện tạo bào tử để tăng khả năng gắn và chuyển kháng nguyên hiệu quả. Bên cạnh đó, cơ chế tác động của việc gắn kháng nguyên lên bào tử, như trường hợp MntC làm thay đổi hiệu quả tạo bào tử và khả năng kháng lysozyme, nhiệt ẩm, cần được làm rõ hơn ở mức phân tử để hiểu đầy đủ ảnh hưởng sinh lý lên bào tử. Cuối cùng, đáp ứng miễn dịch trên mô hình chuột cần được mở rộng sang đánh giá khả năng bảo vệ trong các mô hình nhiễm trùng. Những hướng nghiên cứu này sẽ góp phần hoàn thiện nền tảng vaccine dựa trên bào tử B. subtilis và thúc đẩy ứng dụng trong phòng ngừa S. aureus cũng như các mầm bệnh khác.
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1. SUMMARY:
B. subtilis spores possess several advantageous characteristics for the development of oral vaccine platforms, including safety for humans and animals, high resistance to extreme environmental conditions, the ability to display heterologous proteins on the spore surface, protection of antigens during passage through the acidic gastric environment, inherent adjuvant properties, and convenience for genetic manipulation. Over the years, B. subtilis spores have been exploited to display antigens from a wide range of pathogens. 
S. aureus is an important pathogen characterized by diverse virulence factors, increasing antibiotic resistance, and the absence of a successful vaccine to date due to high antigenic variability and complex interactions with the host immune system. 
This thesis addressed three major research questions: (i) which of the eight virulence proteins HlaH35LH48L, LukF-PV, MntC, IsdA, IsdB, ClfA, SdrD, and SdrE could be successfully displayed on the surface of B. subtilis spores through the CotB anchoring protein as potential vaccine antigens against S. aureus; (ii) whether the expression of heterologous antigens on the spore surface affects the physiological properties of B. subtilis cells and spores; and (iii) whether different antigens induce distinct immune responses when administered orally.
To address these questions, the thesis was conducted through three research contents:
Content 1: Investigation of the generation of B. subtilis spores displaying one of eight S. aureus antigens, including HlaH35LH48L, LukF-PV, ClfA, MntC, IsdA, IsdB, SdrD, and SdrE, as fusion proteins with CotB for surface display on spores. The results demonstrated that six out of the eight antigens were successfully displayed on the spore surface with different expression levels.
Content 2: Investigation of the effects of the manganese-binding protein MntC on the physiological characteristics of B. subtilis cells and spores. The results showed that MntC expression improved sporulation efficiency and enhanced resistance of spores to lysozyme and wet heat treatment.
Content 3: Evaluation of the oral immunogenicity of six recombinant spore types displaying HlaH35LH48L, LukF-PV, SdrE, MntC, IsdA, and IsdB in a mouse model. The recombinant spores were able to induce both systemic immune responses through serum IgG production and mucosal immune responses through fecal IgA production, with varying response levels among different antigens.
2. NOVELTY OF THESIS:
This thesis successfully established a B. subtilis spore-based platform displaying six different S. aureus antigens through the CotB anchoring protein on the spore surface. To the best of our knowledge, this is the first study simultaneously evaluating multiple S. aureus virulence antigens on a spore-based platform for oral vaccine development. The study demonstrated that different antigens exhibited distinct surface-display efficiencies, thereby providing experimental evidence regarding the suitability of CotB for presenting specific S. aureus antigens. 
Furthermore, the thesis revealed that MntC expression not only functioned as a displayed antigen but also influenced the physiological properties of Bacillus subtilis spores. The MntC-expressing strain achieved approximately 71% mature spore formation after 48 hours of cultivation, with sporulation efficiency remaining stable up to 72 hours. In addition, recombinant spores displaying MntC exhibited significantly enhanced resistance to environmental stresses, with survival rates of approximately 73% under lysozyme treatment and 70% following wet heat treatment compared with the control strain. These findings suggest that heterologous protein display on the spore surface may affect sporulation and alter the biological properties of spores.
Finally, the thesis demonstrated that recombinant spores could simultaneously induce systemic and mucosal immune responses following oral administration in mice. The differences observed in immune responses among antigens highlight the potential for selecting and optimizing vaccine candidates based on the B. subtilis spore platform.
3. APPLICATIONS/ APPLICABILITY/ PERSPECTIVE	
Potential applications:
The results of this thesis demonstrate the potential application of B. subtilis spores in the development of oral vaccines against S. aureus. This platform offers opportunities for designing vaccines that are safe, easy to produce, stable under conventional storage conditions, and suitable for low-cost vaccination programs. These characteristics also allow potential application in both humans and animals.
Further study:
The thesis initially evaluated the surface-display efficiency of individual antigens on B. subtilis spores; however, differences in expression levels among antigens were observed. Therefore, further optimization of surface-anchoring strategies and sporulation conditions is necessary to enhance antigen display and delivery efficiency. In addition, the molecular mechanisms underlying the effects of antigen display on spore physiology, such as the influence of MntC on sporulation efficiency and resistance to lysozyme and wet heat, require further investigation to better understand their physiological impacts on spores. Finally, the immune responses observed in the mouse model should be extended to protective efficacy studies in infection models. These future studies will contribute to improving the B. subtilis spore-based vaccine platform and promoting its application in the prevention of S. aureus as well as other pathogens.


