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Linh vwe k¥ thuit dwoc dé cap

Séang ché dé cap dén ching Bacillus licheniformis dugc phan 1ap méi va ché phim
probiotic chira no.
Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Dé phi hop véi s gia ting dan sb thé giéi va cai thién tidu chuin séng, nén van cin
gia ting mdi quan tAm v& vé sinh c6ng chng va su an toan thirc &n. Do do, phan chét phu gia
khéng sinh cia thitc n gia stc, ma dugc thém vao dé thic ddy su ting truong cua gia siic va
cai thién hiéu qua cta thirc 4n, va mot vi khuin khéng lai khéng sinh van lién tuc duoc tranh
cdi. Két qua 13, viéc thém khang sinh va chit chéng vi tring vao thirc #n gia stic da hoan toan
bi cAm vao va sau ngay 1 thang 7 nam 2011.

Khi viéc thém khang sinh vao thirc #n gia stc bi cAm hoan toan, thi viéc nghién ciru
vé c4c nguyén lidu thay thé khéng sinh dang dugc thuc hién tich cuc.

Trong s ching, cic probiotic duoc chi ¥ cao dén lam chét kich thich mién dich.
Thuit ngit “probiotic”, c6 y nghia tir nguyén trai nguoc véi thubc khang sinh 14 mot nguyén
liéu khang sinh, dugc xac dinh 12 mot tac nhan vi khuin hosc thanh phan vi sinh v4t dé hd trg
su cén béng ctia hé vi sinh duong rudt. Céac loai duogc goi 1a vi khudn axit lactic nhu
Lactobacillus, Bifidobacteria, va twong tu, 13 dién hinh. Ngoai ra, probiotic dugc phén loai la
vi sinh vat dugc cdp gidy cong nhén 13 an toan (generally recognized as safe - GRAS) va
khong c6 gen ddc luc cho con nguoi va dong vat cling nhu khoéng tao ra nguyén liéu giy bénh.
Ngoai ra, phai duoc khing dinh ring vi sinh vét ¢6 hiéu qua cai thién ning suét ciia nganh
chén nuoi.

Probiotic c6 tic dung gin vao mang nhdy rudt d& canh tranh loai bé gin két véi vi
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khuin giy bénh gy ra bénh dudng rudt dé bai tiét n6 ra bén ngoai, va nhanh chéng
héi phuc hé vi sinh dudng rudt bi phé v& béi viée dung khang sinh. Ngoai ra, probiotic
ngén cén viéc nhiém vi khuén gdy bénh, kim hdm sy nhan lén cda vi khudn gay bénh,
tao ra mot moi truong tbi wu dé ting trudng vi khuén c6 loi dudng rudt, thic dy ting
trudng cua vi khuén c6 loi duong rudt, tao ra axit lactic hodc axit axetic, ma 12 mot
thanh phan quan trong ctia céc axit hitu co dudng rudt, va 1am gidm do pH trong rudt
dé kim ham su ting trudng cla vi khuin gdy bénh c6 hai. Do d6, cac probiotic c6 thé
duy tri hé vi khuan dudng rudt binh thuong va ddy manh cai thién ning suit clia
nganh cong nghiép chan nudi bing nhiéu hoat dong phirc tap khac nhau.

Phan 16n c4c probiotic dugc st dung 13 vi khuén axit lactic nhu Lactobacillus,
Enterococcus, va twong tu, va Bacillus. Bacillus 13 bacillus gram dwong, tao thanh cac
ndi bao tir, va ¢6 hinh dang doc nhét trong s6 vi khudn duoc st dung lam probiotic.
Bacillus ¢6 kha ning chiu nhiét tuyét voi so v6i Lactobacillus ma khong tao ra cac ndi
bao tir. Ngoai ra, do Bacillus c6 thé tdn tai & do pH thap trong thanh da day, nén hau
hét cac Bacillus duge dung c6 thé di vao rudt non (Barbosa, T.M. et al., Appl. Environ.
Microbiol., 71(2005)968-978; Spinosa, M. R. et al., Res. Microbiol., 151(2000) 361-
368).

Tai liéu k¥ thuét c6 lién quan dén cac probiotic dwgc phan lap dé tang cudng
mién dich ctia gia sic, ma 13 mot trong sb cac chuc nang chinh cta probiotic, dé cap
dén mot hdn hop ching méi ctia Bacillus loai CMB L1 va Lactobacillus loai CMB201,
ché pham thirc an dé lam ting mién dich va hoat tinh chéng ung thur chira hdn hop nay,
va mot tac nhan vi khuén c6 hoat tinh khang sinh, d3 dugc bdc 10 trong cong bd don
yéu ciu cap patent Han qudc dang xét nghiém s6 10-2011-035554. Ngoai ra, chét ting
cudng mién dich cho gia stc, t4 duge vacxin, thudc phu trg, va chét phu gia cho thic
an gia sdic chira dich chiét tiéu vi khudn cua Zygosaccharomyces bailii 83 dugc boc 10
trong don yéu cdu cép patent Han qubc sb 10-0977407. Dich chiét

Zygosaccharomyces bailii ¢6 kha nang 1am tdng cac hoat dong khic nhau cua bach
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cau trung tinh, ma 1a dai thuc bao chinh ctia dong vét, va cai thién tac dung bao vé
khong dic hiéu chong lai cc thir thach clia vi khuin gay bénh. Tuy nhién, nghién ctru
vé tac dung ting cwdng mién dich cia Bacillus 13 khong du.

Hon nita, d3 dugc biét ring trong sb cic probiotic, Lactobacillus ¢b dic tinh
quan trong 13 tao ra axit lactic, nhung mot bai bao dd bao cdo ring ching Bacillus
polyfermenticus KJS-2 tao ra axit lactic (Kim, K. M et al., J. Microbiol. Biotechnol.,
19(2009) 1013-1018).

Do d6, cic tac gia cta sang ché da phan 1ap ching Bacillus tao ra cic enzym
tiéu héa va axit lactic tit bt nhio dau twong, ma 1a thirc &n 1én men truyén théng cia
Han quéc, va khing dinh dic diém hinh thai, sinh hoa, va tinh chét di truyén cia né.
Két qua 13, cac tic gia cua sang ché da khing dinh ring ching Bacillus 13 cic
probiotic ¢6 kha ning chiu nhiét tuyét voi, c6 tic dung ting sinh té bao tuy xwong
tuyét voi trong chudt duge ghép tiy xwong, c6 tdc dung ting cuong mién dich lam
tang sinh cac t€ bao 14 lach va cac té bao tuy xwong cia chudt dugc giy mién dich va
c6 tac dung bd trg cho vacxin 1am ting san xuit khang thé.

Ban chit ky thuit ciia sing ché

Theo mot phuong 4n, sang ché d& cap dén ching Bacillus licheniformis
CJMPB361 méi tao ra cac enzym ti€u hoda va axit lactic, va ¢6 hoat tinh ting cudng
mién dich.

Ngoai ra, theo mdt phwong 4n, sang ché d& cip dén san phim nudi cdy bao
gdm dung dich nuéi ciy cia ching Bacillus licheniformis CJMPB361, dung dich c6
dac cia no, hodc vat liéu kho tir no.

Hon nita, theo mét phwong 4an, sang ché dé cap dén ché phidm probiotic chira
chiing Bacillus licheniformis CIMPB361 hoic san phdm nuéi ciy cta né.

Hon nita, theo mdt phuong 4n, sang ché dé cip 1én chét phu gia thirc 3n gia
stic chira ching Bacillus licheniformis CIMPB361, san phdm nudi cdy cia n6, hoic

ché phim probiotic.
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Hon nita, theo mdt phuwong 4n, sang ché dé cégp dén thic #n gia suc chira
ching Bacillus licheniformis CIMPB361, san phidm nudi ciy cta né, ché phim
probiotic, hodc chét phu gia thirc n gia suc.

Ngoai ra, theo mot phwong 4n, sang ché dé cap dén chét ting cuong mién dich
hodc t4 dugc vacxin chira ching Bacillus licheniformis CJMPB361, san phém nudi
céy, dung dich c6 déc cia nd, vat ligu kho tir 46, hodc ché phém probiotic.

Ngoai ra, theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén thuc phim chirc ning danh
cho stc khée dé ting cuong hé mién dich ch@ra ching Bacillus licheniformis
CIMPB361, san phim nudi cdy cta né, dung dich cd dic cia nd, vat lidu kho tir do,
hozic ché pham probiotic.

MBS ta vin tit cac hinh vé

FIG. 1 13 anh hién vi dién tir mo ta ching Bacillus licheniformis CIMPB361
theo sang ché.

FIG. 2 12 hinh v& mo ta sy ti€u méau hodc khong ti€u méu ctia chung Bacillus
licheniformis CIMPB361 theo sang ché.

FIG. 3 1a d6 thi mo ta dap tng ting sinh cta té bao lympho ciia chuét theo
phén trong lwong phan tir ciia chit ndi trén bé mit dich nudi cdy cta ching Bacillus
licheniformis CIMPB361 theo sang ché.

FIG. 4 1a @6 thi mé ta d4p tng ting sinh cia té bao 14 1ach (té bao lympho), t&
bao tiy xwong, va té bao tuyén trc ciia chudt theo phin trong lugng phén tir ciia chét
ndi trén bé& mit dich nudi cdy cia ching Bacillus licheniformis CIMPB361 theo sang
ché.

FIG. 5 12 dd thi biéu dién dap ung ting sinh cua t€ bac B 14 lach cta chudt
trong céc didu kién in vitro theo phin trong lugng phén tir ciia chit ndi trén bé mit
dich nuéi cdy ctia ching Bacillus licheniformis CIMPB361 theo sang ché.

Céc FIG. tir 6A dén 6E thé hién két qua ciia may phén loai té bao hoat hoa

huynh quang (fluorescence activated cell sorter - FACS) biu dién dép tng ting sinh
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in vivo cta t& bao lympho cia chudt & thoi diém ding phén chét néi trén bé mat dich
nudi cdy (1000 kDa hodc nhiéu hon) cta ching Bacillus licheniformis CIMPB361
theo sang ché vao khoang bung ciia chudt. FIG. 6A thé hién két qua FACS ciia nhém
d6i chimg isotyp, va cac FIG. tir 6B dén 6E thé hién két qua FACS trong cic truong
hop ding chét ndi trén b& mit dich nubi cdy (1000 kDa hoic nhiéu hon), twong ting
voi lidu 0,67mg, 1,35mg, 2,7mg, va 5,4mg.

FIG. 7 14 d6 thj biéu dién két qua thu dugc bang cach danh gia tic dung hd tro
san xuét khang thé & thoi diém dung phin chit ndi trén bé mit dich nudi ciy (1000
kDa hoic nhiéu hon) cta chung Bacillus licheniformis CIMPB361 theo sang ché cing
v6i khang nguyén.

Céc FIG. 8A va 8B 1a cac d6 thi biéu dién ty 18 tir vong thu duogc bing cach
danh gia hiéu qua cta phén chét ndi trén bé mit dich nudi cdy (1000 kDa hodc nhiéu
hon) cta ching Bacillus licheniformis CIMPB361 theo sang ché trén su ting sinh té
bao sau khi ciy ghép tity xwong & chudt duge chiéu xa. FIG. 8A 13 db thi biu dién két
quéa duogc danh gia & chudt duoc chiéu xa véi 7,5 Gy, va FIG. 8B 1a db thj biéu dién
Kkét qua dugc danh gia & chudt dugce chiéu xa v4i 9 Gy.

MO ta chi tiét sang ché

Theo mot phwong 4n, sing ché d& xult ching Bacillus licheniformis
CIMPB361 méi tao ra cac enzym ti€u hoa va axit lactic.

Cu thé, chung Bacillus licheniformis CIMPB361 theo sang ché dugc phan 1ap
tir bot nhdio dau twong, ma 1 thyc phadm truyén théng ctia Han qudc. Céc dic tinh hinh
thai hoc ctia chuing theo sang ché 13, ching nay 13 bacillus gram dwong va c6 trinh tu
nucleotit 16s rADN dugc néu trong SEQ ID No: 1. Két qua cua viée phén tich trinh tu
nucleotit, thi ching nay c6 mirc do twong ddng 99% so v6i ching Bacillus
licheniformis. Do 6, cc tic gia sang ché da lwu giit ching Bacillus licheniformis
CIMPB361 dugc phan 14p méi tai Trung tdm nudi cdy vi sinh vat Han quc (Korea

Culture Center of Microorganisms) (361-221, Hongje 1-dong, Seodaemun-gu, Seoul)
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v6i 86 truy cap KCCM11269P vio ngay 22 thang 3 nam 2012.

Cu thé, chung tir bt nhdo ddu twong sau 70 dén 80 ngay ma 1a thyc phim
truyén théng ctia Han qudc, dugc phén 1ap frong mdi truong thach truyén tim nio
(brain heart infusion - BHI). Chiing phén 1dp dugc c6 hoat tinh enzym tiéu hoa tuyét
voi nhu amylaza, xenlulaza, mananaza, va xylanaza va tao ra axit lactic khi dugc nudi
cdy trong 24 gi® hodc nhiu hon trong didu kién ky khi tuy y hodc ky khi. Khi chit nbi
trén bé mit dich nudi cdy cta ching nay 1am ting hoat tinh cia té bao khong phai T
trong 14 lach chudt, tiy xuong chudt, va mau ngoai vi ctia ngudi, thi chit ndi trén bé
mit dich nudi ciy c6 tac dung ting cuong hé mién dich manh dic hidu véi cac té bao
B chudt. Trong trudng hop tiém mot phin chit ndi trén bé mit cta dich nudi cdy c6
trong Iwong phén tir 1a 1000 kDa hozc nhiéu hon cing véi khang nguyén, thi cht ndi
trén bé mit dich nuoi céy c6 tac dung bd trg trong viéc tao ra khang thé chéng lai
khéng nguyén.

Ngoai ra, khi phan chét ndi trén bé mit dich nudi cdy cta ching niy c6 trong
lugng phan tir 1a 1000 kDa hodc nhiéu hon dugc dung cho chudt dugc chiéu xa sau
khi ghép tily xwong, thi phin d6 c6 tac dung lam ting dép tmg lan truyén cia céc té
bao tity xuong duoc cdy ghép dé 1am ting ty 1& séng cia chudt.

Theo mét phuong 4n khac, sang ché dé xuit san phim nudi ciy bao gdm dung
dich nudi cdy cua ching dugc phan 14p méi theo sang ché, dung dich c6 dic cia no,
hodc vat liéu kho tir d6.

Chung dugc phan 14p méi theo séng ché c6 thé dugce nudi cdy bang phuong
phap chung cho cac chung Bacillus. Dé 1am moi truong, ¢6 thé st dung méi trudng tu
nhién hodc mdi trudng téng hop. Ngudn cacbon cta mdi trudng, vi du, c6 thé st dung
glucoza, sucroza, dextrin, glyxerol, tinh bdt, hodc tuong tu, va dé 1am nguén nito, co
thé sir dung pepton, dich chiét thit, dich chiét nAm men, men kho, dau tuong, mubi
amoni, nitrat, hop chit chira nito hitu co hodc v6 co khéac. Tuy nhién, cac nguén cla

séng ché khong bi gidi han & d6. D€ 1am mudi v co dugce chia trong mdi truong, cod
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thé st dung magie, mangan, canxi, sét, kali, hodic tuong tu, nhuhg mubi vo co khong
bi gii han & d6. Ngoai ngudn cacbon, ngudn nito, va mudi vo co, thi c6 thé thém axit
amin, vitamin, axit nucleic, va cac hgp chét c6 lién quan dén ching, vao méi trudng.
Chung dugc phan 1ap méi theo séng ché c6 thé duoc nudi ciy trong khoang nhiét do
tir 20 dén 40° trong khoang thoi gian gian tir 12 gid dén 4 ngay.

Cu thé, dung dich nudi cdy cia chiung dugc phén 14p méi c6 thé 1a dung dich
nudi cdy chira t& bao vi khudn, hodc céc té bao vi khuan thu dugc bang cach loai bé
chit ndi trén bé& mit dich nuodi ciy hodc cd dic dung dich nubi cdy. Ché phim dung
dich nudi cdy co6 thé con chira thém céc thanh phin c6 tac dung hiép dong 1én sy sinh
truéng Bacillus ciing nhu cac thanh phan cén thiét dé nuéi ciy Bacillus thong thudng,
va ché phdm nay c6 thé d& dang dugc ngudi co hiéu biét trung binh trong linh vuc tao
ra.

Ngoai ra, chiing ndy c6 thé & trang thai 1ong hoic khd. Phuong phap lam kho
c6 thé 13 phuong phap sdy khi, phuong phap sdy tu nhién, phuong phip sdy phun, va
phuong phép sdy dong lanh, nhung khong bi giéi han & d6.

Theo mdt phuong 4n khac, sang ché dé xuit ché pham probiotic chira ching
duoc phan 14p méi theo séng ché hoic san phim nudi cdy cta né.

Probiotic & trong thanh dudng tiéu héa rudt dé ngan can vi khuin c6 hai & do
va kim ham su lan truyén cia vi khuan giy bénh. Ngoai ra, cdc enzym tiéu héa c6 lgi
dugc tao ra boi probiotic hd tro su hép thu va s dung chét dinh dudng, do do6 cai
thién hi€u qua cda thirc dn gia suc.

Ché phim probiotic theo sing ché chita ching Bacillus licheniformis
CIMPB361 véi lwong nim trong khoang tir 5. x 10* CFU/ml dén 5 x 10" CFU/ml, cu
th& 12 nim trong khoang tir 1 x 10® CFU/ml dén 1 x 10° CFU/ml.

Ché phim probiotic theo sang ché c6 thé chira thém chit mang dugce dung va
dugc bao ché cung v6i chit mang, do d6 dugc cung cip nhu thuc phdm va chét phy

gia thirc dn gia stc.
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Thuat ngit “chit mang dwoc dung” dugc sit dung & ddy c6 nghia 13 chit mang
hoic chit pha lodng ma khong kich thich sinh vt séng, ciing khong &c ché cac hoat
tinh sinh hoc va cdc dic tinh ctia hop chit duoc sir dung.

Pé 1am chét mang duoc dung, ma dugce tiét trung hodc thich hgp cho co thé
sdng, trong ché phim probiotic 10ng, thi ¢6 thé sir dung dung dich mudi déng truong,
nudc vo trung, nudc mubi dém, dung dich ti€ém albumin, dung dich dextroza, dung
dich maltodextrin, glyxerol, va hdn hop cua it nhit mot chit trong sé d6. Hon nita, néu
cAn, cic chét phu gia n6i chung khac nhu chit chéng oxi héa, dung dich dém, chét
khang khuén, hoic tuong tu, c6 thé duoc thém vao. Ngoai ra, chét pha lodng, chit giy
phén tan, chét hoat dong bé mit, cht dinh, va chét bdi tron dugc bd sung thém vao do,
dé ché phdm probiotic c6 thé dugc bao ché thanh thudc tiém nhu dung dich nuée, hdn
dich, nhii twong, hodc tuong ty, vién tron, vién nang, hat, hodc vién nén. Hon nira,
chét dinh, chét nhii hoa, chit bao quéan, va twong tw, c¢6 thé duoc thém vao dé van giir
chét lugng cta ché phdm probiotic. C6 thé thém axit amin, vitamin, enzym, chét tao
huong vi, hop chit nito khong phai 14 protein, silicat, chit dém, chit dé chiét,
oligosacarit, va twong tw, vao dé 1am ting hiéu qua ciia ché phim probiotic. Ngoai ra,
ché phim probiotic c6 thé con chira hdn hop thirc #n gia sic, hodc tuong tw, nhung
khong bi gidi han & do6.

Vi du vé& duoc phim ding qua miéng, chira ché phim probiotic 1am hoat chét,
bao gém vién nén, vién ngdm det, vién ngdm hinh thoi, hdn dich nuéc hodc diu, bot
da dugc bao ché hodc hat, nhii tuong, vién nang ctiing hodc mém, hodc sird, va con
thubc. P& bao ché probiotic thanh vién nén, vién nang, hoic twong tw, ché phim
probiotic c6 thé con chita chat dinh nhu lactoza, sacaroza, sorbitol, manitol, tinh bot,
amylopectin, xenluloza, hodc gelatin, t4 dugc nhu dicanxi phosphat, chit 1am tan ra
nhu tinh bdt ngd hodc tinh bdt khoai lang, chit bdi tron nhu magie stearat, canxi
stearat, natri stearyl fumarat, hodc sap polyetylen glycol. Trong truong hop ché phim

& dang vién nang, ché phim c6 thé chira thém chit mang 16ng nhur ddu béo.
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Theo mot phuong 4n khac, sang ché dé xuét chat phu gia thic an gia stc, chira
ching Bacillus licheniformis CIMPB361, san phim nudi cdy ctia n6 hodc ché phim
probiotic 1am hoat chét.

Noi chung, céc loai Bacillus tao thanh ndi bao tit c6 mot tinh chét chéng lai
nhiét 6n dinh dang ké. Do d6, chiing Bacillus licheniformis CIMPB361 dugc phén 1ap
méi ¢6 thé dugc bao ché & dang chét phu gia thirc an gia stic va sau 46 tron voéi thue
an gia stc, hodc dwoc thém truc tiép vao thirc in gia stc. Ching Bacillus licheniformis
CIMPB361 chtra trong thirc 4n gia stc theo sang ché c6 thé ¢ trang thai 1éng hoic kho,
va cu thé 13, & dang bot kho. Phuong phép sdy c6 thé 1a phuong phap siy khi, phuong
phap 1am khd ty nhién, phuwong phéap sy phun, va phuong phép sdy dong lanh, nhung
khong bi gi6i han & d6. Ching Bacillus licheniformis CIMPB361 theo sang ché c6 thé
dugc tron vao dang bot véi ty 1€ ham lugng niam trong khoang tir 0,05% trong lugng
dén 10% trong lugng, cu thé ndm trong khoang tir 0,1 % trong lugng dén 1% trong
lwong trén trong lwong cia thirc an gia stic. Ngoai ra, thirc 4n gia stc ¢ thé con chira
cac chit phu gia néi chung c6 kha ning cai thién su bao quan thirc 4n gia stic.

Chét phu gia thtrc an gia stuc theo sang ché c6 thé duoc tao ra & dang dugc
chon tir nhém bao gém dung dich c6 dic, bot, va hat. Dung dich c6 dic cé thé chira
ching Bacillus licheniformis CIMPB361 theo sang ché, dung dich nudi ciy né, vét
lidu kho tir n6, hodc ché phim probiotic véi ham lwong nim trong khoang tir 20%
trong lwong dén 90% trong luong trén téng trong lugng clia chét phu gia thirc an gia
suc.

Chét phu gia thirc in gia suc theo séng ché c6 thé duge ngadm, phun, hoic tron
thém vao thire dn gia stc cho ddng vét, va sau d6 dugc st dung.

Vi du vé& dong vt ma dugce cho an  chira chit phu gia thirc 4n gia sic theo
sang ché c6 thé 1a gia suc nhu lgn, bo, clru, dé, ngua, thd, chd, meéc, va tuong tu, va
gia cAm nhu ga, vit, ngdng, ga tay, chim ctt, hoic twong tw, nhung khong bi gi6i han &

do.
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Trong phuong phap tron thirc an gia siic cho dong vat chira chit phu gia thic
3n gia stc theo sang ché, thi chit phu gia thirc #n gia stic c6 thé dugc tron véi ham
lwong ndm trong khoang tir 0,05% trong luong dén 0,5% trong hrgng trén trong lugng
kho cua thirc an gia stic cho dong vat. Thuat nglt “%” dugc st dung & ddy cé nghia
1a % trong lugng (% trong lugng) trir khi dugc chi ra khéc.

Theo mdt phuong an khéc, sing ché d& xuit thirc 4n gia sic chira ching
Bacillus licheniformis CIMPB361, san phdm nuéi cdy, ché phdm probiotic hodc chét
phu gia thirc an gia suc theo sang ché.

Trong sang ché, vi du v& thirc in gia stc chira ching Bacillus licheniformis
CIMPB361 theo sang ché co6 thé bao gdm thirc #n gia stc thuc vat nhu ngii cdc, ré cdy
va trai cdy, san phém phu tu ché bién thuc phém, t4o, chét xo, chét béo, tinh bot, loai
bau bi, cac phu phém ngii cbe, hodc tuong tu, va thic dn gia suc cho dong vt nhu
protein, nguyén lidu v6 co, chit béo, chit khoang, protein té bao don, dong vat phi du,
bdt ca, hodc twong ty, nhung khong bi gidi han & do.

Theo mot phuong 4n khéc, sang ché dé xuét chét ting cuong mién dich hoic ta
dwoc vacxin chtra chung m&i néu trén, dung dich nuéi cdy cia né, dung dich cd dic
cua noé, hodc vat liéu kho tir né lam hoat chét.

Dung dich nudi cdy Bacillus licheniformis CIMPB361 (s6 truy cap
KCCM11269P), dung dich c6 ddc nd, hodc vat li€u kho tir n6é chira phén trong luong
phéan tr nim trong khoang tir 100 kDa dén 300 kDa hodc 1000 kDa hozc nhiéu hon,
c6 hoat tinh ting cwdong mién dich.

Theo mdt phuong 4n cu thé, sau khi chét ndi trén bé mit dich nudi ciy cua
ching Bacillus licheniformis CIMPB361 dugc tach ra bang trong lwgng phan tir, hoat
tinh ting sinh té bao lympho da dugc do. Két qua 13, trong phén c6 trong lugng phan
tr 14 1000 kDa hodc nhiéu hon va nim trong khoang tir 100 dén 300 kDa, thi su tang
sinh té bao 14 1ach ctia chudt 1a tuyét voi (FIG. 3). Pic biét, dép (mg tang sinh ctia cac

te bao B phu thudc vao ndng dd chat ndi trén bé mit dich nudi ciy d3 dugc quan sat,
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va d4ap tng tang sinh cta céc té bao khong phai T va cac té bao khéng phai B ciing
nhu c4c t& bao B d3 ting 1én. Tac dung ting sinh cta chit ndi trén bé mit dich nudi
cdy c6 trong lugng phan tr 1000 kDa hodc nhiéu hon 1a cao hon (cac FIG. 5 va 6).
Piac biét, da khéng dinh réng chét ndi trén bé mit dich nudi céy c6 trong lugng phan
ttr 12 1000 kDa hoic nhiéu hon c6 hiéu qua hd tro trong viéc tao ra khang thé chéng
lai khang nguyén.

Hon nifa, trong sb cac chudt duge chiéu xa voi 7,5 Gy, mgt nhém duogc diéu tri
béng cac té bao tuy xuong va chét ndi trén bé mit dich nubdi céy (1000 kDa hodc nhiéu
hon) da cho thdy ty 18 séng s6t 1a 100% (FIG. 8A). Trong cac chudt duoc chiu xa véi
9 Gy, m0t nhém duogc diéu tri béng té bao tdy xuong va chét ndi trén bé mat dich nudi
cdy (1000 kDa hozc nhiéu hon) da cho thy ty 18 séng s6t 1a 66% (FIG. 8B). Ly do cua
cac két qua nhu dugc néu & trén c6 thé 1a do ph?m chét ndi trén bé mit dich nudi cdy
(1000 kDa ho#c nhiéu hon) 1am tang sinh té bao tiiy xuong dugc cdy ghép dé lam ting
ty 1€ séng s6t cta chudt duge chiéu xa. Do d6, chét tang cuong mién dich hoic ta
dwoc vacxin theo sang ché c6 thé duge sir dung dé kich thich phan mg ting sinh ctia
té bao tiy xwong duoc ciy ghép & céc bénh nhan bi bénh bach cau.

Chét ting cuong mién dich hoic t4 duoc vacxin theo sang ché c¢6 thé chia
ching néu trén, dung dich nudi cr?'ly cta no, dung dich cd dic cia no, hodc vat ligu kho
tir n6 v6i ham lwong nam trong khoang tir 0,1% trong lwong dén 50% trong lugng dua
trén tong trong lwong cia ché phim.

Chit ting cuong mién dich theo sang ché c6 thé duogc st dung 1am ta dugc dé
ngin can hodc didu tri bénh suy giam mién dich x4y ra & dong vt hodc con ngudi.
Ngoai ra, t4 dugc vacxin theo sdng ché co thé duge st dung lam t4 dugc dé tao ra dap
tng mién dich hé théng chdng lai khang nguyén bing cach dung khang nguyén trong
co thé dong vat. Pé lam khéng nguyén, mot hodc hén hop cia hai khang nguyén hoic
nhiéu hon dugc chon tir nhém bao g@)m nim, xa khuén, vi khuin, virut, dong vat

nguyén sinh, va thanh phén, co quan, thanh phin té bio, protein khang nguyén va
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peptit khang nguyén cia cac vi khuln ndy c6 thé dugc st dung.

Khi bao ché dugc phim chira chit ting cuong mién dich va t4 dwgc vacxin
chira ching theo sang ché, dung dich nudi céy nd, dung dich c6 dic nd, hodc vat licu
khé tir nd, thi c6 thé con chita chét mang thich hgp, t4 dugc thich hop, va chét pha
lodng thich hgp ma thuong dugc st dung.

Chét tdng cudng mién dich hoic t4 dugc vacxin theo sang ché c6 thé dugc bao
ché thanh dang dung qua duong miéng, tuong Ung, 1a bdt, hat, vién nén, vién nang,
hdn dich, nhil tuong, sird, soil khi, hodc tuong tu, dang bao ché dé dung bén ngoai,
thubc dan, va dung dich tiém vo6 khuin bing phuong phap chung. Chit mang, t4 dugc,
va chét pha lodng cho dugc phém c6 thé bao g?)m lactoza, dextroza, sucroza, sorbitol,
manitol, xylitol, erythritol, maltitol, tinh bt, cao su acaxia, alginat, gelatin, canxi
phosphat, canxi silicat, xenluloza, metyl xenluloza, xenluloza vi tinh thé,
polyvinylpyrolidon, nudc, va diu khoang. Trong truong hop dugc phdm duge bao ché,
thi c6 thé sir dung cac chét pha loang hoic ta dugc thudong duoc sir dung nhu chét don,
chit kéo dai, chit dinh, chit 1am wét, chit gdy phan ra, chit hoat dong bé mat, hodc
tuong tu. Dugc phém rin dé dung qua dudong miéng bao gém vién nén, vién tron, bot,
hat, vién nang, va tuong tu, va cac dugc phém rin nay dugc bao ché b%mg cach tron it
nhét mot ta duge vao dung dich nuéi céy no, dung dich c6 dac nd, hodc vt licu kho tir
d6. Dugc phim léng dé ding qua duong miéng bao gdm hdn dich, dung dich, nhii
tuong, sird, va tuong tu, va cac dugc phém long nay cé thé chira nhiéu t4 duge khac
nhau ciing nhu nudc, chit 1éng va parafin ma thuong dugc st dung lam chit pha
lodng don gian. Dugc phim dé ding ngoai dwdng rudt bao gbm dung dich nudc vo
khuén, dung méi khong chtra nuée, hdn dich, nhii trong, va dugc pham dong kho. Pé
lam dung mdi khong chira nuéc hodc hdn dich, thi c6 thé st dung propylen glycol,
polyetylen glycol, diu thuyc vat nhu dau oliu, este tiém dugc nhu etyl oleat, hoic
twong ty. D& 1am bazo cho thudc dan, thi c6 thé su dung witepsol, macrogol, Tween

61, bo cacao, sevum laurinum, glyxerogelatin, hoic twong tu.
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Liéu dung thich hop cia chét ting cudng mién dich va ;té dugc vacxin theo
sang ché phu thudc vao thé trang va trong lugng cua bénh nhén, mirc d¢ bénh, dang
bao ché, duong ding, va khoang cach ding liéu, nhung dugc lya chon thich hgp béi
céc ngudi ¢6 hibu biét trung binh trong linh vue. Tuy nhién, dé thu dugc hiéu qua
thich hop hon, thi chit ting cudng mién dich va td dugc vacxin theo sing ché c6 thé
duoc dung véi lidu hang ngdy ndm trong khoang tir 0,001mg/kg dén 100mg/kg, cu thé
nim trong khoang tir 0,001mg/kg dén 10mg/kg. Viéc ding c6 thé 1a mot 14n mot ngay,
hodc dugc chia thanh nhidu l4n. Pham vi clia sang ché khong bi gi6i han & liéu ding
nay.

Chit ting cudng mién dich va ta dugc vacxin theo sang ché c6 thé dugc ding
cho gia stc, gia cdm, ngudi, hodc dong vat c6 vii qua nhiéu dudng ding khic nhau.
Chét ting cuong mién dich va t4 dugc vacxin theo sang ché c6 thé duoc ding bing
duong dung qua duong miéng hodc tiém trong co, tiém dudi da, hogc tiém tinh mach.

Theo mot phuong an khac, sang ché dé xuit thuc phdm chirc ning danh cho
sttc khoe chira ching méi theo sang ché dé ting cudong hé mién dich, ché phim
probiotic, hodc chét ting cuong mién dich 1am hoat cht.

Thirc n ma chira ché phdm probiotic hodic chét ting cudng mién dich theo
sang ché c6 thé & nhiéu dang khac nhau nhu thirc én, dd uéng, keo cao su, tra, hodc
thuc phim chirc ning danh cho sirc khoe.

Trong trudng hop nay, ching méi theo séng ché, chét probiotic, hodc chét tang
cudng mién dich theo sang ché c6 thé dugc thém vao thirc in véi lugng nim trong
khoang tir 0,01% trong lwong dén 50% trong luong trén téng trong lugng cia thirc 4n,
va duoc thém vao nudc udng véi lugng nam trong khoang tir 0,05% trong lugng dén
5% trong lwong trong 100ml ché phidm dd udng danh cho strc khde. Dang thuc phim
chirc nang danh cho strc khoe theo sang ché c6 thé bao gdm vién nér, vién nang, dung
dich, hodc tuong tu.

Ché phim d6 udng danh cho strc khée theo sang ché co thé c6 cac thanh phén
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khéc ma khong bi giéi han cu thé ngoai trir ching méi theo sang ché, chét probiotic,
hoic chét ting cuong mién dich theo sing ché c6 thé dwoc chira v6i lwong ndm trong
khoang dugc néu trén 1am thanh phan thiét yéu. Hon nita, nhiéu chét tao hwong vi
khéc nhau hogic cac hydrat cacbon c6 thé dugc chita vao 1am céc thanh phin bd sung,
gidng nhu d6 udng thong thudong. Hydrat cacbon tu nhién nghia 13 cac dudng thong
thudong nhu glucoza, fructoza, maltoza, sucroza, dextrin, xyclodextrin, va tuong tu, va
ruou duodng nhu xylitol, sorbitol, erythritol, va tuong tu. Ngoai ra, dé 1am chét tao
huong vi, thi c6 thé st dung chét tao huong vi ty nhién nhu taurin, dich chiét stevia,
va tuong ty, va chit tao hwong vi tdng hop nhu sacarin, aspartam, va tuong ty.

Ngoai cdc thanh phin dugc néu & trén, thuc phdm chirc ning danh cho stc
khée chira ché phim probiotic hoic chit ting cuong mién dich theo sang ché c6 thé
chita nhidu chat dinh dudng khac nhau, vitamin, khoang chét (chit dién phan), chit
tao huong vi, chit mau va céc chét tang cuong (phd mai, s6 co la, hodc tuong tu), axit
pectic va mubi cia no, axit alginic va mubi cia no, axit hitu co, chit co dic keo bao
vé, chit diéu chinh do pH, chit 1am 6n dinh, chét bao quan, glyxerin, rugu, chét tao
cacbon duoc sir dung trong dd udng dugc cacbonat hoa, hodc twong tu. Ngoai ra, ché
phdm dd udng cho sirc khoe theo sang ché c6 thé chira thit trai ciy hodic nudc ép trai
cdy tu nhién dé 1am d6 udng tri cay, hodic dd udng rau. Céc thanh phan nay c6 thé
dugc st dung doc 1ap hoac Kkét hop véi nhau.

Loi ich ctia sang ché

Theo sang ché, chung Bacillus licheniformis CIMPB361 dugc phén 1ap mai
c6 thé co tic dung tuyét voi tao ra cdc enzym tiéu hdéa nhu amylaza, xenlulaza,
mananaza, va Xylanaza va axit lactic, tic dung ting cuong mién dich tuyét voi trong
dong vit, tac dung tuyét voi hd trg san xuit khang thé, va tic dung tao ra dép Gng ting
sinh ciia t bao tiy xwong duge ciy ghép & bénh nhan mic bénh bach cau.

Do d6, ching Bacillus licheniformis CIMPB361 dugc phan 1ap méi c6 thé

dugc st dung 1am chat ting cudng mién dich cho dong vat va ta dwoc vacxin cling
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nhu lam probiotic.
Vi du thye hién sang ché
Phuong phap t6t nhit

Sau day, sang ché s& dugc mo ta cu thé théng qua cac Vi du. Tuy nhién, cc Vi
du nay chi nhim minh hoa sdng ché, va pham vi cta sang ché khong bi gidi han & cac
Vi du nay.
Vi du 1: Phan 18p va xé4c dinh chung Bacillus licheniformis CIMPB361

(1) Chun bj mAu va phan l4p ching

Sau khi miu dugc tao ra tir bot nhdo dau twong, ma 13 thirc 4n truyén thdng
cua Han quéc, sau tir 70 dén 80 ngay dugc bao ché, va cac mau da bao ché nay duogc
pha lodng tung budc, rdi vao mdi trudng fha_lch truyén vao tim ndo (brain heart
infusion - BHI) (Difco, M§) chita 3% natri clorua, va dugc nudi cdy & 37°C trong 24
gi0. Sau do, cac ching chiém wu thé dugc lva chon tir cdc miu. Khudn lac dugc lua
chon dugc phan 13p lai bang phuong phap truyén va nudi ciy khuén lac duge lwa chon
trong mdi trudng méi ba 1an, va cac ching duge nudi ciy hoan toan dugc dit vao méi
truong chira 20% glyxerol va dugc bao quan & -70°C ho#ic nhé hon.

(2) Nghién ctru dic tinh hinh thai va héa sinh

Thyc hién nghién ctru hinh thai hoc va héa sinh dé xac dinh ching dugc phan
1ap. Céc déc tinh hinh thai hoc nhu sau. Chﬁhg 12 bacillus Gram duong, va da khing
dinh duogc ring chiing 13 bacillus tir anh hién vi dién t (FIG. 1). D& phén tich cac dic
tinh héa sinh, mo hinh 1én men dudng cta chiing dugc phan tich bang cach st dung hé
théng API 50 CHB (Biomerieux, Phép) (Bang 1). P4 khing dinh dugc tir két qua duge
thé hién trong Bang 1 rang ching phan l4p c6 mirc 49 twong ddng 99% véi Bacillus
licheniformis theo hé API 50 CHB

[Bang 1]
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Péi ching - Esculin
Glyxerol + Salixin
Erythritol - Xenlobioza
D-Arabinoza __— Maltoza
L-Arabinoza 4+ Lactoza
Riboza + | Melibioza
D-Xyloza + Sacaroza
L-Xyloza - Trehaloza
Adonitol - Inulin
B-Metyl-xylosit - Melezitoza
Galactoza 4- D-Rafinoza
D-Glucoza +- Amidon
D-Fructoza + Glycogen
D-Manoza + Xylitol
L-Sorboza - B-Gentiobioza
Rhamnoza + D-Turanoza
Dulxitol - D-Lyxoza
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Inositol - D-Tagatoza +
Manitol + D-Fucoza
Sorbitol + L-Fucoza -
a Metyl-Dmanosit - D-Arabitol -
a Metyl- glucosit + L-Arabitol -
N Axetyl glucosamin - Gluconat
Amygdalin + 2 xeto-gluconat
Arbutin + 5 xeto-gluconat

+: duong, -: 4m

(3) Xéac dinh chung

Thuc hién phuong phap phat sinh loai phan t st dung trinh ty ADN nucleotit
dé nhan biét chinh x4c ching. D& phan tich trinh tu nucleotit, khuéch dai gen 16s
rADN bing cach sir dung bo tron sin PCR (Bioneer, Han qudc) va céc gen mdi chung
27F (5" AGAGTTTGATCMTGGCTCAG3": SEQ ID No: 2) va 1492R
(5'GGYTACCTTGTTACGACTT3": SEQ ID No: 3). Téng luwong dung dich phan ting
dugc dit & 20ul. Phan tng chudi polymeraza (Polymerase chain phan tng - PCR)
duoc thuc hién trong 30 vong & 94°C trong 1 phit, 56°C trong 1 phut, va 72°C trong 1
phut. Sau d6, phan tich trinh ty ADN nucleotit dugc khuéch dai. Trinh ty 16s rADN
nucleotit d3 phén tich cia ching phan 14p dugc néu bing trinh tr SEQ ID No: 1. Két
qua clia phén tich 13, chiing c6 mic do twong ddng 99% véi Bacillus licheniformis.
Do do, chung phéan lap dwoc goi 1a Bacillus licheniformis CIMPB361 va chiing méi
theo sang ché dwoc hru gitt tai Trung tAm nubi cdy vi sinh vét ctia Han quéc (sb truy
cap KCCM11269P) vao ngay 22 thang 3 nam 2012.
Vi duy 2: Phan tich cac ddc tinh probiotic cta Bacillus licheniformis CIMPB361

(1) Hoat tinh enzym ti€u héa ctia chiing phan 1ap

1) Chiét dung dich enzym thd
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Sau khi nudi cdy chung phan l4p trong méi truong 16ng BHI trong 24 gid,
phan tich mirc ¢ phan hiy co chét bang cach sir dung dung dich nudi cdy lam dung
dich enzym thd va mdi trudng chira mbi co chit twong tmg v6i mbi enzym.

2) Hoat tinh xenlulaza

Mai truong ndm mébc (Yeast Mold P YM) chita co chét carboxyl metyl
xenluloza (CMC) 1% dugc bao ché. Sau khi hién @ém 2 pl dung dich enzym thé dwoc
chiét trén moi trudng co chit, phan tng dwoc thuc hién & 37°C trong 15 gid. Sau do,
chét phan ting dugc nhuém mau bing cach sit dung dung dich nuée dé6 Congo 0,2%
trong 30 phut, va sau d6 1am mét mau bang cach sir dung dung dich nuéc NaCl 1M.
Po hoat tinh enzym bing muc do hinh thanh mdt khu vyc o rang duge tao ra bang
cach phan hity co chat xung quanh enzym thd.

3) Hoat tinh amylaza

Moi truong YM chira co chit tinh bot hoa tan 1% duoc bao ché. Sau khi hién
d6m 2 pl dung dich enzym thé dwoc chiét trén moi truong co chat, thuc hién phan tmg
& 37°C trong 15 gio. Chét phan tmg dugc nhudm bing cach sir dung dung dich nudce
chtra 1, 0,1% va KI 2%, va sau d6 do hoat tinh enzym béng muc d6 hinh thanh mdt
khu vure 18 ring dugce tao ra bing cach phan hily co chit xung quanh enzym thé.

4) Hoat tinh xylanaza

MBoi trudmg YM chira 1% xylan duoc bao ché. Sau khi hién dém 2pedung dich
nudi cdy trén moi trudng co chit, thuc hién phan tng & 37°C trong 15 gid. Sau do,
chit phan ing dwoc nhudm bang cach st dung dung dich nude dé6 Congo 0,2% trong
30 phit, va sau d6 1am mit méau bing cach st dung dung dich nuéc NaCl 1M. Po hoat
tinh enzym bang mirc d6 hinh thanh mot khu vuc 13 rang.

5) Hoat tinh mananaza

Mbi trudng co chit (dich chiét nAm men 3g/¢, Pepton 5g/¢, KH,PO, 1g/¢,
Thach 20g/¢, pH 5) chita 1% manan (gdm hat bd két ba gai, Sigma, M¥) dugc bao ché.

Sau khi hién dém 2udung dich nuéi ciy trén méi trudng co chét, thuc hién phan ing
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&37°C trong 15 gi¢. Sau dd, do hoat tinh enzym b.%lng murc d6 hinh thanh mot khu vuc
0 rang.

Chung Bacillus licheniformis CIMPB361 dugc phan 1ap mdi c6 cac hoat tinh
enzym ti€u héa dbi voi xenlulaza, amylaza, xylanaza, va mananaza nhu dugc trinh
bay trong Bang 2. Dic biét, hoat tinh dbi v6i xylanaza va mananaza 13 cao.

[Bang 2]

Xenlulaza Amylaza Xylanaza Mananaza
CIMPB361 + + +++ +++

-: khong c6 hoat tinh, +: c6 hoat tinh, ++: hoat tinh tuyét voi, +++: hoat tinh cuc ky
tuyét voi

(2) Nang suét axit lactic

Dé danh gia ning suét axit lactic cia ching phén 14p, ching phan lap (1%) da
dugc cdy vao 100ml mdi truong 1éng PYG (polypepton 10g/L, dich chiét nAm men
10g/L, glucoza 20g/L, kali phosphat dibazo 35g/L) trong binh 250ml v&i nit chai va
dugc nudi ciy & 37°C va 200 vong/phit trong 24 gid. Sau khi két thic nudi cy, lvong
axit lactic san xuét trong chét ndi trén bé mat dich nudi cdy dugc dinh luong bing
cach st dung sic ky léng hiéu ning cao (high pressure liquid chromatography -
HPLC). Ty 1é chuyén hoéa axit lactic dugc tinh nhu sau.

Ty 1& chuyén hoa axit lactic = (ty 16 san xuét axit lactic/ndng dd dudng ban
dau) x 100

Ty 1€ chuyén hoéa axit lactic cua ching 1a 93,5%. D3 dugc bao céo l1a ty 1€
chuyén héa axit lactic ctia Bacillus polyfermenticus tao ra axit lactic 1a 60,7% (Kim, K.
M et al., J. Microbiol. Biotechnol., 19(2009) 1013-1018). B3 duyc x4c dinh 1a trong
truong hop cua Bacillus licheniformis CJMPB361, mét lugng axit lactic 16n hon di
dugc chuyén héa. Do d6, da dugc danh gia cao rang chung Bacillus licheniformis
CIMPB361, ma la chiing dugc phan lap méi theo sang ché, tao ra axit lactic.

(3) Kha néang tao thanh ndi bao tir
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Bacillus tao thanh céc noi bao tir dé tdn tai dudi cac tinh trang khic nghiét nhu
can kiét mot hodc nhiéu chét dinh dudng can thiét, hodc twong tu. Khi cac ndi bao tir
c6 tinh khang chéng lai céc tinh trang khic nghiét nhu sdy bing tia cuc tim, nhiét do
cao, nhiét do thép va ap suit cao, hodc twong ty, thi sy tao thanh cac ndi bao tir 1a
quan trong dé duy tri ty 1& tdn tai cua bacillus. Do d6, Bacillus licheniformis
CIJMPB361 dugc nudi cdy trong mot khoang thoi gian dai, va kha ndng tao thanh noi
bao tir cua nd da dugce xac nhén.

Ching (0,1%) dugc cdy vao moi truong 16ng BHI va dugce nudi cdy & 37° va
200 vong/phut trong 24 va 48 gid. Dung dich nudi cdy & mbi thoi diém duge boi trén
mdi trudng ran BHI, va dém tdng sb t& bao. Ngoai ra, dung dich nuéi cdy duge xir ly
bing nhiét & 95° trong 10 phut dugc rai trén moi trudng rin BHI, va dém sb lugng céc
ndi bao t.

Nhu duge trinh bay trong Bang 3, c¢6 thé dugc danh gia cao rang khi Bacillus
licheniformis CIMPB361 dugc nudi cdy trong 24 gid, thi ty 16 hinh thanh néi bao tir 1
khoang 0,3%, va khi ching Bacillus licheniformis CIMPB361 dugc nubi ciy trong 48
gio, ty 1€ hinh thanh néi bao tir 14 78%. Ching Bacillus licheniformis CIMPB361 theo
sang ché c6 kha ning hinh thanh ndi bao t tuyét voi khi duge nudi ciy trong 48 gioy
hogc nhiéu hon, dé ching Bacillus licheniformis CIMPB361 lam probiotic c6 thé giit

ty 1& séng cao.

[Bang 3]
Thoi gian nudi cdy |Tong sO t€  bao[SE ndi bao tir (CFU/mI) [Ty 1& tao thanh
(CFU/ml) ndi bao tir (%)
24h 1,2x10° 4,0x10° 0,3%
48h 1,1x10° 8,6x10° 178,2%

(4) Su tan mau p

Su tan mau B 13 hoat dong ly gidi hdng cu trong m4u bing cich tao ra
phospholipaza trong vi khudn c6 hai dé thiy phéan cac phospholipit dugc cung cp béi
cac té bao hdng ciu.
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Pé khang dinh sy tan méu bai chiing phan 14p, bao ché thach dau nanh tryptic
(TSA, Difco, M) chira 5% méu ciru (Kisan Biotech, Han qudc) dugc bao ché.
Ching duoc tao thanh vét trén mdi truong thach mau da dugc bao ché va sau d6 duoc
nudi cdy & 37° trong 24 gid. Sau d6, két qua cua viéc xac dinh c6 hodc khong cé sy
tan mau, di x4c nhan ring su tan mau khéng xay ra nhu dwoc thé hién trong FIG. 2.
Vi du 3: Hoat tinh tdng cudng mién dich ctia chiing Bacillus licheniformis CIMPB361

(1) Thir nghiém dép ting ting sinh té bao lympho

Sau khi chuét BALB/c (tlr 6 dén 7 tudn tudi, Orient Corp., Han quéc) bj chét
boi mot thiét bi gdy mé bing dudng x6ng, 14 lach dugc 14y va 4n nhe bang cach sir
dung hai tAm kinh truot tiét tring, do d6 tach ra t& bao lympho. Té bao lympho dugc
phéan 1ap dugc rira bing RPMI 1640 (Invitrogen, M¥), ma 12 mdi trudng nudi cdy té
bao, ba 1an. Ngoai ra, sau khi loai bo cac té bao héng ciu trong hdn dich té bao, thi tao
huyén phu chét thu duoc & ndng d6 2x10° t& bao/ml trong mdi truong Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) 1640 chtra 10% huyét thanh bao thai bo. Chét ndi trén bé
mit dich nudi ciy thu dugc bang cach nudi cdy Bacillus licheniformis CIMPB361, ma
12 mAu thir nghiém, trong 24 gid chi yéu dugc pha lodng & ty 18 1:20 sir dung moi
truong RPMI 1640, va sau d6, thuc hién su pha logng theo timg day hai 1an.

Sau khi hién d6m 100u2 huyén phu t& bao lympho trén mbi 16 cua dia 96 13,
thém 100u¢ mAu di bao ché vao d6. Sau khi dia dugc nudi ciy & 37° trong 10 i ¢6 5%
CO, trong 2 ngdy, thém 10uf thymidin dwoc chudn d6 (3H TdR)(New England
Nuclear, Boston) vao mbi 15 va nudi ciy thém trong 6 gid. Sau khi cac t& bao da nudi
cdy dugc hap thu bang cach st dung bo loc soi thily tinh va 1am kho & nhiét do trong
phong trong 24 gid, to nhip nhiy Melt-on (MeltLexTM A, Wallac) da dwoc dit trén
filtermat va dugc 1am tan trong 10 nhiét d6 khéng ddi trong tir 1 dén 4 phut. Két qua
cta viéc do lugng 3H TdR hip thu trong cac t& bao bing cach sir dung may dém nhip
nhay 16ng (Microbeta 1450, Tailux), d4 khing dinh ring gidng Bacillus licheniformis
CIMPB361 lam ting sinh t& bao lympho. Do d6, sau khi tach chét ndi trén bé mit dich
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nudi cdy cia ching bing trong luwgng phén tir, hoat tinh ting sinh té bao lympho do
dugc bing phuong phép twong tw nhu duge mo ta o trén. Két ciué 13, trong cic phan
trong lwong phan tir 13 1000 kDa hozic nhiéu hon va 100 kDa dén 300 kDa, sy ting
sinh t& bao 14 lach chudt 13 tuyét voi nhu duge thé hién trong FIG. 3.

(2) Té bao tiry xuong va d4p tng ting sinh t& bao lympho tuyén wrc

Khi phén 1ap t& bao tiiy xwong, ca hai ddu cia xwong dui ciia chuét BALB/c
dugc cit biang kéo, va mot cdy kim cia dng tiém 10ml dugc db diy moi truong RPMI
1640 dugc dua vao dui bi cit, do d6 tach ra t& bao tiy xuong. Ngodi ra, vi€c phan lép
t& bao tuyén trc dugc thuc hién bang phuong phép tuong ty nhu trong viéc phan lap té
bao 14 lach, do d6 tach ra té bao tuyén tc tir tuyén trc. Pap tng ting sinh cia té bao
tiy xuong va té bao tuyén trc dugc thuc hién Béng phuong phép tuong tw nhu phuong
phép trong thir nghiém dap tmg ting sinh cia té bao 14 lach.

Két qua 13, cac phan chit ndi trén bé mit dich nudi cdy cia chiung Bacillus
licheniformis CIMPB361 ¢6 trong lugng phén tir 13 1000 kDa hoic nhiéu hon va tir
100 kDa dén 300 kDa l1am ting sinh t& bao lympho 14 lach va t bao tiy xwong, va déap
g tang sinh khong quan sat duoc trong té bao tuyén trc. Do d6, da khang dinh ring
c4c phin khéng anh hudng dén sy ting sinh cac té bao T (FIG. 4).

(3) Tac dung in-vitro trén té bao 14 lach ctia chudt

Pé xac dinh ring phin nguyén liéu nao c6 kha ning tao ra dép tng ting sinh
ctia té bao 14 lach trong sb cac phin chét ndi trén bé mit dich nudi cdy cta ching
Bacillus licheniformis CIMPB361 dugc tach boi trong lwong phén tir, thi cac té bao B
va cac té bao khong phai B dugc tach khoi té bao lympho 14 lach cta chudt. TV 18
chung gitra cac té bao T, té bao B, cac té bao khong phai T, va cac té bao khong phai B
trong t& bao 14 lach cta chudt binh thudng dwoc phan tich va nghién ctru, va két qua
dugc trinh bay trong Bang 4. Cac té bao B dugc phan lap tir té bao lympho 14 lach
bang cach st dung phwong phap chon loc té bao tir tinh va phén tich bing cach sir

dung FACS. Két qua 13, ty 1¢ ctia té bao T, té bao B, va té bao khéng phai B va khong
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phai T twong tmg 1 0,1%, 94,6%, va 4,7%, dé cac té bao B phan 14p c6 do tinh khiét
cao dang ké. Ngoai ra, ty 18 ciia t& bao T, té bao B, t& bao khéng phai B va khong phai

T trong céc té€ bao khong phai B khéac thu dugc bing cach tach cac té bao B tir té bao

lympho 14 léch twong ting 12 46,8%, 22,3%, va 27% (Bang 4).

[Bang 4]
Trude khi phan lap | Té bao B dwgc phan 1ap | Té bao khong phai B duoc
%) I ) phan lap (%)
Tébao T 23,2 0,1 46,8
Tébao T & B 2,7 0,6 4
Té bao B 58,8 94.6 22.3
Ee bao khong phai T & 153 47 27

Thém ba phin chit ndi trén bé mit dich nudi cdy cua chung Bacillus
licheniformis CIMPB361 c6 céc trong lugng phan tir khiac nhau vao cac té bao B va
céc té bao khong phai B dugc phén 1ap, va dugc nudi ciy bang phwong phap twong tu
nhu trong d4p tng ting sinh cua t& bao 14 lach. Két qua 13, trong cic phin c6 trong
lvong phan tir 13 1000 kDa hogc nhidu hon va nim trong tir 100 kDa dén 300 kDa, dép
ting ting sinh clia c4c té bao B dugc quan sat nhu duoc trinh bay trong FIG. 5. Ngoai
ra, d4p Gng ting sinh cla cac té bao khong phai T va khong phai B d ting 1én. Tac
dung ting sinh cao hon v&i phéan trong lugng phén tir 1a 1000 kDa hodic nhiéu hon
(FIG. 5).

(4) Hiéu qua in-vivo trén té bao B 14 lach ciia chudt

Pé x4c dinh hidu qua in-vivo cia vét liéu ting cudong mién dich trén su ting
sinh t€ bao lympho va té bao tiy xuong ciia chudt, va dap tng mién dich, mot phin
chét ndi trén bé mit dich nudi cdy cia ching Bacillus licheniformis CIMPB361 ¢6
trong lugng phan t& 1a 1000 kDa hoac nhiéu hon dugc dung vao khoang bung cua
chuot. Sau khi ding 2 va 3 ngay, chuét bi giét va sau d6 14 lach dugc tach ra. Po trong
lugng ctia 14 14ch dugce phan lap, va do sy thay ddi s6 lwong té bao lympho 14 lach

bang cach sir dung FACS. Trong trudng hop ding 0,67mg, 1,35 mg, 2,7 mg, va 5,4
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mg vt liéu ting cudng mién dich vao khoang bung cta chudt, kich thudc cia 14 lach
da ting l1én twong ung 15%, 20%, 98%, va 51%. Trong phan tich FACS cua té bao
lympho 14 l4ch, thi trong nhém dung 0,67mg khéng c6 su thay dbi ty 18 cua cac té bao
B. Tuy nhién, trong nhém dung 1,35mg, ty 1& ctia cac t& bao B ting tir 41% dén 45,3%,
trong nhém dung 2,7mg, ty 1& clia cac t& bao B ting dén 47,6%, va trong nhém dung
5,4mg, ty 1€ clia cc té bao B dugc ting 1én dén 49,7%. Do do, cic té bao B da ting
sinh phu thudc vao ndéng d6 clia phin c6 trong lugng phan tir 13 1000 kDa hoic nhiéu
hon (FIG. 6).

(5) Hidu qua bd tro tang san xuét khéng thé

ba dugc nghién ctiu r%mg liéu c6 hay khong phﬁn chét ndi trén bé mit dich
nudi cdy ctia chiing Bacillus licheniformis CIMPB361(1000 kDa ho#c nhiu hon) c6
chirc ning nhu chét phu tao ra khang thé chdng lai khang nguyén. Cac chudt BALB/c
dugc chia thanh ba nhém, va ovalbumin (OVA) va phin chit ndi trén bé mit dich nudi
cdy cta ching Bacillus licheniformis CIMPB361 (1000 kDa hodc nhidu hon) dugc
dung nhu sau. Trong nhém A, nuwéc mudi sinh 1y tr nhién duge tiém duéi da, trong
nh6ém B, 100pg OVA duoc tiém vao dudi da lung cia cac chudt, va trong nhém C,
sau khi tiém du6i da 100pg OVA va lung clia cic chudt, phin chit ndi trén bé mit
dich nuoi cdy cia ching Bacillus lichenz’for}nis CIMPB361 (1000 kDa hoic nhiédu
hon) duge tiém vao khoang bung mdi ngay tiép theo. 100ug (Img/ml) OVA, 1a khang
nguyén trong dép mg mién dich, dugc tiém duéi da vao cac chudt va 1004 (2,7mg)
phén chét ndi trén bé mit dich nudi cdy ctia ching (1000 kDa hogc nhidu hon) dugc
tiém vao khoang bung. Pé do khang thé, sau khi két thic tiém 3 ngay, mau dugc 14y
tir tinh mach chi duéi cia cdc chudt va huyét thanh dwoc phén lap, va do khang thé
ddc hiéu v6i OVA bing phuong phép thir nghiém hip thu mién dich lién két enzym
(enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA). Pau tién, OVA dugc pha lodng &
nf”)ng do 1a 2pg/ml trong dung dich dém bao (0,03M Na,CO;, 0,068M NaHCOs,

pH9,4~9,8), duoc thém vao dia 96 16 véi lwgng 100p£, va duge cho phan ung & 4°C

-25-



29254

trong 15 gid. Pia dugc rira bang nuéc mudi dém phosphat (dung dich dém rira) chira
Tween 20 0,1% ba 14n. Dia d3 rira dugc cho phan tmg trong 1 gid bing cach st dung
dung dich chira albumin huyét thanh bd 1% dé ngan céan lién két khong dédc hi€u. Sau
khi rira dia bing c4ch sit dung dung dich dém rra 5 14n, huyét thanh d& duge bao ché
cta chudt duge pha lodng hang loat va thém vao d6, va tiép theo bing phan ung trong
2 gid.  Sau khi phan tng két thuc, dia dugc rira bang dung dich dém rira 5 14n. Sau
d6, khang thé thir hai (dang lién hop peroxidaza cta globulin mién dich da hoa tri
khang chuft dé) dugc pha lodng va thém vao, tiép theo bing phan ung trong 1 gio.
Pia dugc rira 5 14n va co chit TMB dugc thém vao d6. Sau khi tao mau trong 30 phut,
dung dich H,SO, 0,12M dugc dit vao do dé ding phén Gng, va do do hép thu & budc
song 450nm.

Nhu duge thé hién trong FIG. 7, trong mau ching dugc xtt Iy chi véi dung
dich mudi ding trwong, thi khéng do dugc khang thé dic hidu véi OVA, v nhém
duge xir Iy v6i OVA, thi tao ra khang thé dic hidu véi IBA, nhung d6 chuin khéng thé
thip. D3 x4c nhén ring trong nhém dugc diéu trj bing ca OVA va phén chét ndi trén
bé mit dich nudi ciy cia ching (1000 kDa hoic nhiéu hon), thi d6 chuén khéng thé
ting dang ké so v6i nhém duge xir ly chi véi OVA. Do d6, c6 nghia 13 phan chit ndi
trén bé mit dich nudi ciy cia ching phan 14p (1000 kDa hozc nhiéu hon) theo sang
ché c6 hiéu qua bd trg trén viée san xuét khang thé chdng lai khang nguyén.

(6) Hiéu qua ting sinh té bao sau khi ciy ghép tiy xuong

Dua vao thuc té 13 phén chét ndi trén bé mét dich nuoi céy cua chung Bacillus
licheniformis CIMPB361 (1000 kDa hozc nhiéu hon) 1am tdng dép Gng tdng sinh cta
té bao tity xuong va céc té bao khong phai T va khong phai B 14 lach cling nhu céc té
bao B, da dénh gia dugc liéu c6 hay khong su ting sinh té béo tiy xuong dugc chy
ghép trong chudt bi chiéu tia xa béi vat liéu mién dich nay. P& lam hong té bao tiy
xuong cua chudt, chudt duogc chibu xa. Dé nghién ctru lidu chiéu xa gama coban tbi

thiéu c6 kha ning giét chudt binh thuong trong 10 ngay, thi sau d6 cac chudt duoc
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chiéu xa véi liéu chiéu xala7,5,9, 10, va 12 Gy, va so sanh ty 1€ séng s6t. D4 thé hién
rang trong truong hop chibu xa véi 7,5 Gy, cudc doi trung binh nim trong khoang tir 9
dén 10 ngay, trong truong hop chiéu xa véi 9 Gy, cude dodi trung binh nim trong
khoang tir 8 dén 9 ngay, trong trudng hop chiéu xa véi 10 Gy, cudc doi trung binh 1a 7
ngdy, va trong trudng hop chiéu xa véi 12 Gy, cude doi trung binh 14 6 ngay. Dya vao
két qua néu trén, t& bao tiy xwong gay di tmg dugc cdy ghép vao chudt duge chiéu xa,
va phan chét ndi trén bé mit dich nudi cdy ciia chiing phan 1ap (1000 kDa hoic nhiéu
hon) duoc dung hodc khong dugc dung tai d6. Sau d6, so sanh ty 1& séng s6t. Cac
chudt BALB/c duoc chiéu xa vé6i 7,5 Gy hozfic‘ 9 Gy, va chudt duoc chiéu xa dugc chia
thanh ba nhém. Trong Nhém 1, dung dich mudi déing trwong dugc dung, va trong
Nhém 2, té bao tiy xuong gy di tmg (1x107 té bao/chudt) thu dwoc tir chudt binh
tuong duoc cdy ghép. Trong Nhom 3, t& bao tiy xwong giy di tmg dugc cdy ghép
bing phwong phap twong tw, va 2,7mg phan chit ndi trén bé mit dich nuéi cdy cua
ching (1000 kDa hodc nhiéu hon) dugc ding vao khoang bung. C4 dung dich mubi
ding truong va té bao tiy xuong dugc dung vao tinh mach dudi chudt, va phan chit
ndi trén bé mit dich nudi ciy cua chiing (1000 kDa ho#c nhiéu hon) dugc ding vao
khoang bung. Viéc dung nhu néu trén hoan toan dugc thuc hién trong vong 2 gid sau
khi chiéu xa. Ty 1€ séng sot cua cac chudt sau khi thi nghiém da dugc quan sat trong
30 ngay. Nhu dugc thé hién trong FIG. 8A, trong sb cac chudt duge chiéu xa véi 7,5
Gy, trong nhém trong d6 dung dich mudi ding truong dwoc ding, tit ca cac chudt chét
trong vong tir 8 dén 11 ngay. Trong nhém trong d6 chi t€ bao tiy xwong dugc cy
ghép, ty 1¢ sdng st 14 66%. Nguoc lai, nhém duge didu tri bing ca té bao tily xwong
va phan chit ndi trén bé mit dich nuéi cdy ciia ching (1000 kDa hogc nhiéu hon), ty
1¢ sdng s6t 12 100% (FIG. 8A). Trong khi d6, trong trudng hop trong d6 liéu chiéu xa
duoc ting 1én dén 9 Gy, trong nhém trong d6 chi ding dung dich mudi déng truong,
thi tit ca cac chudt chét trong vong tir 6 dén 9 ngdy, va trong nhém trong d6 chi té bao

tity xwong dugc ciy ghép, ty 1& sdng s6t 13 33%. Tuy nhién, trong nhém trong d6 phan
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chit ndi trén bé mat dich nuéi cdy cua ching (1000 kDa hoidc I;hi‘éu hon) dugc dung
v6i té bao tity xwong dugc cdy ghép, ty 18 sbng sot 13 66% (FIG &B). Trong truong
hop céc chudt sdng sét cho dén 13 ngay sau do, tit ca ching con séng trong 30 ngay,
va mét khoang 12 ngay dé dat dén trong luong binh thudng. Ly do cua két qua nhu
dugc néu trén d6 13 phan chét ndi trén bé mat dich nudi cdy cia chung phéan 13p (1000
kDa hozc nhidu hon) lam ting sinh t& bao tiy xwong dugc ciy ghép dé 1am ting ty 18
séng s6t ctia chudt duge chiéu xa. Do d6, tic nhan ting cudng mién dich hoic ta dugc
vacxin theo sang ché c6 thé duogc st dung dé kich thich dp tng ting sinh té bao tay
xuong duge ciy ghép & bénh nhan méc bénh bach ciu.

Theo séng ché, ching Bacillus licheniformis CIMPB361 méi c6 thé c6 hiéu
qua tuyét voi tao ra cidc enzym ti€u hdéa nhu amylaza, xenlulaza, mananaza, va
xylanaza va axit lactic, hiéu qua ting cuong mién dich tuyét voi, hidu qua b trg tuyét
voi dé diy manh san xuét khang thé & dong vat, va hidu qua cam tmg dé ting cuong
d4p tng ting sinh t& bao tiy xwong dugc ciy ghép & bénh nhan méc bénh bach clu.
Do d6, chiing Bacillus licheniformis CIMPB361 dugc phan 1ap méi c6 thé dugc st
dung nhu tdc nhan ting cuong mién dich cho déng vat va ta duge vacxin ciing nhu

ché phdm probiotic.
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Yéu cau bao ho

1. Ching Bacillus licheniformis CJMPB361 tao ra mot hodc nhidu enzym tiéu héa
trong s6 xenluloza, amylaza, xylaza va manaza va axit lactic, va c6 hoat tinh ting

cudng mién dich, dugc luu gitt béi s truy cap KCCM11269P.

2. San phim nudi cdy ctia ching Bacillus licheniformis CIMPB361 1a mot trong nhiéu
sin phdm dugc chon tir nhém bao gdm dung dich nuéi cly ching Bacillus
licheniformis CIMPB361 (sb truy cip KCCM11269P), dung dich c6 dic cia nd, va

vét 1i€u kho tur do.

3. Ché phim probiotic chira chung Bacillus licheniformis CIMPB361 (s6 truy cap
KCCM11269P) theo diém 1 hozc san phim nudi ciy theo didm 2.

4. Chét phu gia thirc 3n gia stc chtra ché pham probiotic theo diém 3.

5. Chét phu gia thirc 3n gia suc theo diém 4, trong d6 chit nay & dang dwogc chon tir

nhém bao g(“)m dung dich dugc c6 dic cao (tir 20 dén 90%), bot, va hat.

6. Thirc &n gia stc chira chit phu gia thirc #n gia stic theo diém 4.

7. T4 dugc dé ngin ngira hodc didu tri bénh suy giam mién dich chira chung Bacillus
licheniformis CIMPB361 (sb truy nhap KCCM11269P), dung dich nudi ciy né, dung
dich ¢d dic cia nd, hodc vat liéu kho tir d6, hogic chira ché phdm probiotic chua
Bacillus licheniformis CIMPB361 (sb truy nhap KCCM11269P), dung dich nudi ciy

nd, dung dich c6 dic ctia n6, hoic vat liéu khé tir 6 1am hoat chét.
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8. T4 dugc dé ngan ngira hoic didu tri bénh suy giam mién dich theo diém 7, trong d6
chung Bacillus licheniformis CIMPB361 (sé truy nhiap KCCM11269P), dung dich
nuoi céy nd, dung dich c6 dac cua nd, hodc vat liéu kho tir nd chira ph?m coO trong
lwgng phan tir nim trong khoang tir 100 dén 300 kDa hogic 1000 kDa hoic nhidu hon,

¢6 hoat tinh ting cudong mién dich.

9. Thuc phdm chirc ning danh cho sttc khoe dé tdng cuong hé mién dich chira ching
Bacillus licheniformis CIMPB361 (sb truy nhap KCCM11269P), dung dich nuéi ciy
clia nd, dung dich c6 dic cta nd, hodc vat liéu kho tir d6, hodc chira ché phém
probiotic chira ching Bacillus licheniformis CIMPB361 (s6 truy nhip KCCM11269P),

dung dich nudi cdy cta n6, dung dich c6 dic ctia no, hodc vat liéu kho tir no.

10. Thuc phdm chirc ning danh cho strc khée theo diém 9, trong d6 thuc phim nay &

dang dugc chon tir nhém bao gom bot, hat, vién nén, vién nang, va 6 uong.

11. T4 dwgc vacxin chita chung Bacillus licheniformis CIMPB361 (s§ truy nhap
KCCM11269P), dung dich nubi céy cua nd, dung dich c6 dac cua no, hodc vat liéu
khd tir d6, hodc chira ché phdm probiotic chira chung Bacillus licheniformis
CJMPB361 (sb truy nhap KCCM11269P), dung dich nudi cdy cta né, dung dich cd

ddc cta nb, hodc vt liéu kho tir @6 1am hoat chat.
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[FIG. 1]

[FIG. 2]
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[FIG. 3]
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[FIG. 4]
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[FIG. 6]
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