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Linh vue k§ thuit dwoc dé cap

Sang ché d& cap dén linh vuc cong nghé sinh hoc va c6 thé dugc ding dé san
xuit hoat chit gramicidin S bing cach st dung ching Aneurinibacillus migulanus
VKPM B-10212. Chung d6t bién thu dugce cho phép san xudt chit gramicidin ning

suét cao.
Tinh trang k¥ thuit ciia sang ché

Céc phuong phap san xuét gramicidin S d4 biét bao gdm viée nubdi cdy chim
chung Bacillus brevis trong moi trudng tdng hop [V.V. Korshunov. Chirc ning sinh 1y
cta sy chuyén hoéa Bacillus brevis subsp. G.-B. két hop v6i viéc sinh tdng hop
gramicidin S.- Luén van ung cir, 1962, Moscow, MSU, V.V. Korshunov, N.S. Egorov.
Moéi truong téng hop dé nudi cdy Bacillus brevis va san xudt grammidin.
Mikrobiologiia, 1962; 31: 3, 515-519, V.N. Shaposhnikov, IL.Rabotnova,
A.B. Silaev et. al. Phuong phap san xuét gramicidin S két tinh. Patent s6 187243,
1963, M.B. Kupletskaya. Tac dung thong khi vé su phat trién va san xuét grammidin
nho nudi céy Bacillus brevis var. G.-B. Mikrobiologiia, 1965; 34: 5, 905-909,
G.G. Zharikova. Su bién di tw nhién cia vi khudn bao tir va sy sinh tong hop chit
khang sinh polypeptit. - Doct. diss., 1972, Moscow, MSU, A.I Berezovskaya,
AN. Vypiyach, N.S. Egorov et. al. Ching Bacillus brevis 101 - sinh gramicidin S. -
Patent sb 686463, 1978, Phuong phap nudi cdy chim ching Bacillus brevis 101 dé san
xuét gramicidin S, -RU2447143, 11/24/2008].

Quy trinh tudn hoan ¢4 biét dé san xuét gramicidin S bao gdm viéc nudi ciy hau
hét cac ching Bacillus brevis [T.P. Udalova, Dic tinh cta Bacillus brevis var. Sy ting
truéng va phat trién G.-B gén véi sy sinh tdng hop gramicidin S. - Cand. Diss., 1979,
Moscow, MSU], da duoc st dung dé tdng hop san pham khi nuoéi cdy chung Bacillus
brevis 101 [T.P. Yudina, dic tinh sinh ly va hoéa sinh cla Bacillus brevis subsp sinh
grammidin. G.-B. va céc bién thé cua ching - Cand. Diss., 2002, Moscow, MSU],
duoc dic trung béi viéc thuc hién nap mot 1an moi treong dinh dudng vao 10 phan
tng, gieo gidng bing chit cdy, nudi cdy trong khi suc khi va khudy trong vong 27 gid

cho dén khi dit dwgc d6 pH 6,0 va nho hon
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Ban chit ky thuét ciia sang ché

Muc dich cua sang ché 13 tao ra mot phuong phép hiéu qua hon dé san xuét
gramicidin v6i ndng suét cao vé mat cong nghiép va tao ra cac vi sinh vét ¢ thé duoc
st dung trong phuong phép. Muc dich dat dugc bing cach tao ra ching méi

Aneurinibacillus migulanus, VKPM B-10212.
M ta vin tit cac hinh vé

Fig.1 1 két qua phén tich gi6i han cia doan ADN ma hoa gen 16S ARN trong
ching thr nghiém 101.

Fig.2 1a cay phét sinh loai véi cac chung tuong ddng duoc xay dung
M6 ta chi tiét sang ché

Trong mot phuong an thuc hi€n, sang ché d& cap dén ching vi khudn
Aneurinibacillus migulanus VKPM B-10212.

Trong mot phuong an thuc hién, sang ché d& cap dén ching vi khuin
Aneurinibacillus migulanus VKPM B-10212 sinh gramicidin.

Trong mot phuong 4n thyc hién khac, sang ché @& cap dén viée sir dung ching
vi khuén Anewrinibacillus migulanus VKPM B-10212 dé san xuit gramicidin.

Tén chung va tén ri€ng cla su nudi cly: Aneurinibacillus migulanus.

Sé truy cap: VKPM B-10212.

Phuong phap: chiing dugce tao ra nhu mot dot bién.

Viéc nudi cdy duge nhan dang bdi RNCIM FSUI "GosNIIGenetika" (Moscow),
bao c4o nhan dang vé& ching s6 101 st dung phuong phap phén tich 16S ARN ngay
16/03/2009. Gidy ching nhan ndp luu kém theo. Ngay ndp luu: 03/03/2009.

Pic tinh nubi cdy va hinh thai ciia ching: cac que dai tir 4 dén 8 um, rong tir 0,6
dén 0,7 pm, ching sinh céc bao tir ¢6 céc canh hinh bau duc trong khoang tir 0,8 pm
dén 1,0 pm. N6 1a loai wa khi. N6 khong bién thanh thé 16ng gelatin. N6 khong thuy
phéan tinh bot. N6 st dung nito & dang amoni va amin. Khi dugc nudi cly trén méi
treong phat trién thach tring ciia Gauze va Brazhnikova trong khoéng tir 40 gior dén 48
gio & nhiét d6 trong khodng 40+1°C, né tao ra cac cum khuén hinh tron, nhd 1én bén
trén bé mit thach tréng v6i hinh miéng nai Ira x4c dinh hodc tdm diém. Cac cum
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khuin c6 mau be, md duc va c6 dd sét nhio. Cac cum khuin ¢6 thé dugc loai bé mot
cach d& dang ra khoi bé mit thach tring str dung mdt vong ldp tiém chung. Hinh dang
va kich thuéc cla cac cum thay dbi 16n phu thudc vao thanh phan méi trudng, mat do
gieo va cac nhin t6 khac. Trong qué trinh nudi cdy, né co thé tach ra thanh cac bién
thé 6 hinh thai hoc khéc biét va viéc san xuét khéang sinh giam.

Linh vuc Gng dung dbi véi chung: san xuét cong nghiép cac khang sinh.

San phdm tdng hop bdi ching: hydroclorua gramicidin S (két tinh).

Khi dugc nudi ciy trong binh lic & méi truong “Phong thi nghiém Thong
thuong” 16ng trong 72 gid, do hoat tinh cua ching (kha nidng sinh), hiéu suit san xudt
khéc, sinh 2+0,3 g/L gramicidin S twong tng v6i 0,2+0,02 Zeramicidin 8/sinh khéi. Khi
phat trién trong thiét bi 1én men & cac didu kién toi wu, viéc san xuét cy thé gramicidin
S ¢6 thé ting 16n dén 0,4 eramicidin 8/gsinh knéi- Kha ndng sinh trung binh cla chung duy
tri & trang thai hoat dong trén mdi trudong thach tring vao ngay 27/01/2009 1a 2.073
g/L gramicidin S; ham luong tap chét lién quan 13 15,3%.

Phuong phap xac dinh sy hoat dong cua chung bao gdm k¥ thuat: chiét
gramicidin S tir chit 1ong nudi cdy bing ruou etyl, sau khi xdc dinh ndng do

gramicidin S bang k¥ thuat sic ky chét 1ong hiéu qua cao.

Phuong phép, diéu kién va thanh phin mdi truong dé luu ching 1au dai: luu cac
bao ti trén hat k&, luu céac té bao sinh dudng va cac bao ti & trang thai kho dong lanh

(v6i khoang tir 10 dén 20% sira).

Phuong phép, diéu kién va thanh phin mbi truong dé m& rong chung: phét trién
trén moi truong thach cua Gauze va Brazhnikova (nudc men 50% thé tich hoic 28
mg% dya vao amin nito, pepton 1%, NaCL 0,5%, thach-thach 3%, d6 pH 7,0) trong
khoang thoi gian tir 48 dén 70 gid & 40°C. Viéc nudi ciy trén mdi trudng “Phong thi
nghiém Thong thudng” chit léng ban tong hop (d6i v6i 1 lit dung dich: 20 mL
glyxerol chung cit, 8 mL axit lactic mtrc d thuc phém 40%, 9,9¢ KoHPOq4, Sg NaCl,
0x2 g MgSO4-7H20, 8,12g amoni oxalat, dén 5mg% thé tu phan giai ndm men) trong
binh 14¢ 0,75 L (c6 0,1L dung méi) trén binh lac tron (tbc dd quay 220 vong/phit, bién
dod 1 m) & nhiét dd 40°C trong khoang thoi gian tir 48 dén 72 gio.
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Céc diéu kién t6i wu va thanh phin méi trudng 1én men: Moéi trudong “Lén men
Thong thuong” (30 mL glyxerol, 24,6 mL axit lactic 40%, 2 g KoHPOs, 5 g NaCl; 0,2
g MgS04-7TH20, 12g amoni oxalat, dén 10 mg% thé tu phan giai ndm men, dén 20
mg% hydrolyzat cazein, 2 mL Laprol, d0 pH sau khi ti€t trung nim trong khoang tir
7,02 dén 7,2). Su suc khi 1a 1,25 m® Ox/m® dung dich/gid; 4p sudt 1a 0,5 MPa; cudng
d6 khudy nén tao ra viéc chuyén d6i khdi oxy nim trong khoang tir 0,2 mmol dén 0,3
mmo} Oo/Lephit vao lac bit ddu 1én men dén trong khoéang tir 0,4 mmol dén 1,0 mmol
O»/Lephut vao luc két thiic viéc 1én men, tiy thudc vao sinh khéi da thu duoc (trong
khoang tir 0,035 mmol dén 0,045 mmol O2/gpiomass*phtit). Trang thai héa hoc & pH
trong khoang tir 6,4 dén 7,2. Viéc nudi ciy & trong khoang thoi gian tir 16 gidy dén 48
gid, tiry thudc vao phuong phéap 1én men. ADN ctia ching chira vi trf giéi han HindIIL

Chung khong giy bénh & dong vat va khong gay bénh & cay.

Fig.1. Phan tich gi¢i han cua doan ADN ma héa gen 16S ARN trong chung thir
nghiém 101.

1. Doan ADN ma hda gen 16S ARN cia chung thir nghiém 101, diéu tri bang

enzym gidi han.

2. D4u Thang ADN 1 kb (10000, 8000, 6000, 5000, 4000, 3500, 3000, 2500,
2000, 1500, 1000, 750, 500, 250 bp, tir dudi 1€n)

3. Poan ADN mai hda gen 16S ARN cua ching thir nghiém 101, khong diéu tri

bing enzym giéi han.
Vi du thwc hién sang ché
Vi du 1. Dinh danh ching 101 cho loai st dung xét nghiém 16S ARN
Céc giai doan lam viéc

I. Sang loc nudi cdy cho dén khi thanh cum khudn riéng va thu dugc sinh khéi

cho xét nghi¢m 16S ARN
I1. Phén 1dp ADN
III. Chon ché d6 va mdi PCR
M>i bao toan dé san xuét 16S rADN:

8f - aga gtt tga tcc tgg ctc ag
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926r - ccg tca att cct ttr agt tt

1492r - ggt tac cct tgt tac gac tt

v6i cac ché do phan tGng:

1. 95°C cho 3 phut.

2.35 chuky

95°C cho 30 giay.

57°C cho 30 gidy.

72°C cho 1 phut. 30 gidy.

3.72°C cho 5 phu.

IV. Giai Trinh ty 16S rADN, so sanh trinh ty va x4y dung cdy phén loai
Viéc gidi trinh tu dugc thye hién trén may giai trinh tu tw dong AE3000.

D&i v6i viée phén tich trinh ty, cic chuong trinh may tinh phét sinh loai chuyén

dung dugc dung.

Su 8n dinh cta viéc tai sinh két qua. Cac phan tng PCR dugc thuc hién & it

nhét ba ban sao.
Diéu kién ddi véi dién di PCR mau
Gel agaroza 1,0%, dién di & dién truong SV/cm.
V. Phan tich giéi han ma hoa doan ADN gen 16S ARN
a) Giai trinh ty viing bién d6i 16S rtADN

Viéc gidi trinh tu cdc vung bién ddi 16S rADN tao ra trinh ty nucleotit sip xép

nhu sau d6i véi ching 101:
atgaaggttttcgatcgtaaagttctgtigttagggaagaaccgecggggatgacctcee

cggtctgacggtincctaaacgagaaageccccggctaatctacggtgeccageageege

ggtaatacgtagggggcaagegttgtccggaattattgggcgtaaagegegegeaggegg

cttcttaagtcaggtgtgaaagceccacggetcaaccgtggagggccacttgaaactggga
agcttgagtgcaggagaggagagceggaattccacgtgtageggtgaaatgegtagagatg
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tggaggaacacccgtggegaaggeggcetctetggectgtaactgacgetgaggegegaaa

gegtggggagegaacaggattagataccectggtagtccacgecgtaaacgtigagtget

aggtgttggggactccaatccteagtgetcgeagetaacgeaat

aagcactccgectggg

b) Phan tich két qua giai trinh ty va xay dyng céy phan loai

Sang loc so bd céc co sd dir liéu RDP-II va GenBank cho thdy rang chung thi
nghiém thudc nhéom c6 hé théng duédi sau day: Vi khudn; Firmicutes; Bacillales;
Paenibacillaceae; nhom Aneurinibacillus; Aneurinibacillus, tinh twong déng 98% voi
loai Aneurinibacillus migulanus va Aneurinibacillus aneurinilyticus.

Céac trinh tu duoc bat cidp voi céc trinh ty twong tmg tir cac loai vi khuén lién
quan nhét sin c¢6 tir co s& dit liéu GenBank.

Céc két qua trinh tw xit ly bang chuong trinh mdy tinh dt & website cia RDB 1I
(Ribosomal Database Project II), két qua nay dong vai trd xac dinh ho hang gitra cac vi
sinh vt va x4y dung céc ciy phat sinh loai, dugc trinh bay dudi dang d6 hoa.

Bang 1. Ma tran khoang cach

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
101.txt 1 - 0980 0987 0,958 0,991 0.892 0,907 0,989 0,958 0,989

Ab.anurly3 2 0,020 -- 0,985 0,955 0,989 0,895 0,909 0,991 0,955 0,991
Ab.migulan 3 0,013 0,015 -- 0,962 0,996 0,902 0,912 0,994 0,962 0,994
Abithaerph 4 0,042 0,045 0,038 -~ 0,967 0903 0,912 0,965 1 0,965
Ab.migula2 5 0,009 0,011 0,004 0,033 -~ 0,902 0,917 0,998 0,967 0,998
B.badius2 6 0,108 0,105 0,098 0,097 0,098 -- 0,889 0,905 0,903 0,905
Oxl.oxali2 7 0,093 0,091 0,088 0,088 0,083 0,111 -- 0,919 0912 0,919
Ab.anurly2 8 0,011 0,009 0,006 0,035 0,002 0,095 0.081 -- 0965 1

Ab.thaerp2 9 0,042 0,045 0,038 0,000 0,033 0,097 0,088 0,035 --- 0,965
Ab.anurlyt 10 0,011 0,009 0,006 0,035 0,002 0,095 0,081 0,000 0,035 ---

Bang 2. Mo ta trinh tu
Ab.migula2 Aneurinibacillus migulanus DSM 2895 (T)

_7-



40975

Ab.anurly2  Aneurinibacillus aneurinilyticus DSM 5562 (T)
Ab.migulan Aneurinibacillus migulanus ATCC 9999 (T)

Ab.anurlyt  Aneurinibacillus aneurinilyticus NCIMB 10056
Ab.anurly3  Aneurinibacillus aneurinilyticus ATCC 12856 (T)

Ab.thaerph  Aneurinibacillus thermoaerophilus str. 1L.420-91 DSM 10154 (T)
Ab.thaerp2  Aneurinibacillus thermoaerophilus DSM 10155

Oxl.oxali2  Oxalophagus oxalicus str. Alt Ox1 DSM 5503 (T)
B.badius2  Bacillus badius ATCC 14574 (T)

101.txt Chuing thtr nghiém 101

Phan tich thém v& co s& dit liéu 168 rARN RDP II cho théy tinh tuong dong véi
cing loai vi khudn, va loai lién quan nhét 13 Aneurinibacillus migulanus va
Aneurinibacillus aneurinilyticus.

Duya vao dit liéu phén tich, ciy phat sinh loai véi cdc chung tuong ddng duogc
xdy dung (Fig.2).

Tiéu chudn c6 lién quan cta vi sinh vat véi mot lodi cu thé it nhét 12 97% tinh
tuong ddng. St dung chiéu chun nay, ching thir nghiém c6 thé dugc goi 14 loai
Aneurinibacillus migulanus hodc Aneurinibacillus aneurinilyticus.

" Pbi voi viée dinh danh chinh x4c hon, phan tich gi¢i han ma héa doan ADN
gen 16S ARN dugc st dung.

Poan ADN trong Aneurinibacillus migulanus dugc bao cdo la bao gbm Vi tri
gi6i han HindlIIl, trong d6 Aneurinibacillus aneurinilyticus khong chira vi tri gidi han
nay.

Viéc phén tich giéi han dugce thuc hién dé ma hoa doan ADN gen 16S ARN
trong ching thir nghiém 101. Két qua phén tich dugc thé hién trén Fig.1.

Su c6 mit ctua cac doan 620 bp va 870 bp sau khi xur Iy doan ADN véi enzym
gi6i han HindIII chi ra rng vi tri HindIII dugc bao gdm trong doan ADN tir ching thir
nghiém 101. Tiéu chuén nay cho phép d& cip ching thir nghiém 101 dén loai
Aneurinibacillus migulanus.

Vi du 2. Phuong phép san xuét gramicidin S

Gramicidin S dugc san xuét sir dung cong nghé 1én men. Phuong phép bao gbm
bdn bude: xir Iy ching sinh Aneurinibacillus migulanus VKPM B-10212 trong phong
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thi nghiém, bao ché nguyén liéu vacxin, nudi cdy chét ding d8 tiém chung trong thiét
bi 1én men & phong thi nghiém, tao ra su sinh tbng hop gramicidin S trong thiét bi 1én
men chinh.

Céc tham sd chinh cua viéc 1én men duoc chon dya vao hinh théi va do 4n dinh
cia chung sinh Aneurinibacillus migulanus, VKPM B-10212. Thoi gian nudi cy
chung sinh trén moi trudong thach trong 16ng 4p nam trong khoang tir 48 gid dén 120
gi® va cho phép chét dung dé tiém ching v6i mot luong 16n so v6i nudi cdy trén dia
Petri. Huyén phii vi khudn duge luu trong dung dich glyxerol bdo vé 15% & nhiét do
nim trong khoang tir -20°C dén -80°C.

Viéc diéu ché so bd chit ding dé tiém chung duoc thuc hién trong thiét bi 1én
men & phong thi nghiém trén mdi trudng thach va khong c6 cac vi sinh vét khac.

Sau d6, chit dung dé tiém ching dugc chuyén dén thiét bi 1én men‘tié’p theo v6i
luong nadm trong khodng tir 1% dén 2,5% khéi lugng dung dich 1én men chira natri
xitrat, amoni clorua, kali dihydro phosphat, axit D- va L-lactic theo ty 1€ 1:1, bot chiét
xuAt nAm men, bot cazein, chét khir bot Struktol J 647. Cac tham s6 t6i wu cho quy tinh
1én men 14 mat d quang hoc nim trong khoang tir 10 dén 20, d6 pH nim trong khoéng
tr 5,5 dén 7,5 va khong c6 cac vi sinh vét khdc. Quy trinh 1€n men dién ra trong
khoang thoi gian tir 48 gity dén 120 gio.

Giai doan san xuét tiép theo bao gbm viéc 1én men chit ding dé tiém ching
trong thiét bi 1én men chinh. Khéi lwgng chét ding dé tiém chung 13 ndm trong khoang
tir 8% dén 17% moi trudng 1én men chita natri xitrat, amoni clorua, kali dihydro
phosphat, axit D- va L-lactic theo ty 1€ 1:1, bot chiét xuit nAm men, bot cazein, chét
khir bot Struktol J 647. Gi tri pH ti wu ndm trong khoang tir 6,5 dén 7,0 duoc diéu
khién bang cach bd sung dung dich amoniac. Nong d dinh dudng t81 wu duge duy tri
bing cach bd sung dung dich glyxerol, amoni sulfat va bot ngd. Quy trinh 1én men
din ra trong khoang thoi gian tir 48 dén 120 gio.

Sinh khéi tao ra duoc loc béng thiét bi bd loc gém st dung phuong phép loc
qua may siéu loc, lam sach sinh khéi béng nude khit ion hoa dé loai bo cac chét ban ra
khoi sinh khéi. Sinh khéi d4 c6 ddc dugc sdy kho trong mdy sdy phun & nhiét do
180°C. Sinh khéi da sdy dugc lam sach bing axeton & nhiét do 40°C dé loai bo cac
chét ban c6 mau. Axeton dugc loai bé bang cach ria bang nito tiép theo mot hoac

nhiéu 14n trang bang axeton va sdy chan khong v6i nhiét do 45°C.
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Tiép theo, gramicidin S dugc chiét béng etanol, diéu chinh do pH nam trong
khoang tir 3,0 dén 4,0 bang axit clohydric pha lodng (HCl:etanol = 1:2). Viéc chiét
duoc thuce hién 1ap di 1dp lai, loai bod chét chiét béng nito nén. Sau khi tach etanol, sinh
khdi dugc 1am kho chan khong & nhiét d6 khoéng 47°C.

Sinh khéi khd duoc hoa tan trong nude va dugc lam méAt mau bang cacbon hoat
tinh tiép theo viéc loc trén may loc €p, trang béng etanol dé giam thét thoat san phim
qua viéc thdm hat bé mit cacbon.

Chét chiét da thu duoc chuyén vao thiét bi két tinh, dugc pha lodng bang nudc
khit i6n héa. duge bd sung dung dich natri clorua va dugc 1am néng 1én nhiét do trong
khoang tur 55°C dén 65°C. Sau khi dugce 1am sach, dung dich dugc lam lanh xuéng
nhiét d6 khong qué 5°C. Tinh thé da thu duogc tach trong may ly tAm va sdy chan
khong & nhiét do cao nhét khoang 65°C, dwgc nghién pin, sing qua céc ludi sang 400
va 200 pum va duge dong goi trong cac tai nhya polyetylen dit trong cac thung chira

bing nhom.
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YEU CAU BAO HO
1. Ching vi khuén Aneurinibacillus migulanus VKMP B-10212 sinh gramicidin.
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DANH MUC TRINH TU

<110> JOINT STOCK COMPANY "VALENTA PHARMACEUTICALS"
<120> CHUNG ANEURINIBACILLUS MIGULANUS

<130> PCT/RU2017/000326

<160> 1

<210> 1

<211> 480

<212> rADN

<213> Aneurinibacillus migulanus, chling VKPMB-10212

<400> 1

atgaaggttt tcgatcgtaa agttctgttg ttagggaaga accgeegggg atgacctccc 60
cggtctgacg gttncctaaa cgagaaagee cccggctaat ctacggtgee cagcagecge 120
ggtaatacgt agggggcaag cgttgtecgg aattattggg cgtaaagcgc gcgcagsces 180
cttcttaagt caggtgtgaa agcccacggc tcaaccgtgg agggecactt gaaactggga 240
agcttgagtg caggagagga gageggaatt ccacgtgtag cggtgaaatg cgtagagatg 300
tggaggaaca cccgtggega aggeggctct ctggcctgta actgacgetg aggegegaaa 360
gcgtggggag cgaacaggat tagatacccc tggtagtcca cgeegtaaac gttgagtgct 420

aggtgttggg gactccaatc ctcagtgctc gcagctaacg caataagcac tccgectggg 480
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