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(57) Sang ché d& cap dén quy trinh xac dinh nhom vi khuan Bacillus séng ¢ trong san
pham loi khuan, cy thé 13 quy trinh dé dinh danh va dinh luong dong thdi bon loai vi khuan
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus clausii va Bacillus coagulans song phd
bién trong cac san pham loi khuan da chung bang k¥ thuat PCR dinh lugng truc tiép tir
khuan lac moc trén dia thach nudi cdy mau. Quy trinh giup hd trg viéc kiém dinh va kiém
soat chat lugng san pham loi khuan da ching trong qua trinh san xuat, bao quan va luu
thong san pham. Sang ché ciing dé cap dén hon hop nhom cip mdi va dau do dé xac dinh
nhom vi khuan nay.
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Linh vwe k§ thuit dwoe dé cap

Sang ché thudc linh vuc cdng nghé vi sinh va cong nghé di truyén tng dung, cu thé
14 séng ché d& cap dén quy trinh x4c dinh nhém vi khuin Bacillus sdng ¢6 lgi bao gdm
bén loe‘ii Bacillus subtilis, Bacillus clausii, Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis
sdng c6 trong san phim loi khudn cin kiém dinh bang k¥ thuat real time PCR da mdi va

hdn hop cic cip mdi va dau do dic hidu dung trong quy trinh nay.

Tinh trang ky thuit ciia sang ché

Vi sinh vét hitu ich da va dang dugc cha y boi tinh hiéu qua trong viéc hd tro tiéu
hoa cling nhu ting cudng kha nang hip thy thirc 3n boi ngudi va dong vat. Pi c6 nhiéu
san phdm vi sinh dugc Ung dung rong rdi, tuy nhién, cic ché phdm vi sinh nay thuong &
dang vi khuan séng nén bi anh huong nhiéu béi cac yéu td moi truong. Piéu nay bét loi
ngay ca v6éi nha san xuit, ngudi tiéu ding va cling 1a mot thach thc khong nho dbi véi
cac nha quan ly. Viéc kiém so4t, kiém dinh chit luong ciia cac ché phdm vi sinh vét hitu

ich nay phu thudc vao nhiéu yéu t§ va 1a mot thach thic khong nhé vé mit k¥ thuat.

D3 ¢6 nhiéu cong cu nhim dinh lugng, dinh danh cac ching, loai vi sinh vat hitu ich
nhu giai trinh tu gen 16S rARN, phén tich dic tinh sinh héa hodc PCR. Trong d6, viéc
dinh danh céc ching vi khudn trong cac san phdm lgi khudn bing k¥ thuat PCR dinh
lwong c6 nhidu vu diém so véi giai trinh ty gen 16S rARN, phén tich ddc tinh sinh ly-
sinh hod. K§¥ thudt nay cé c6 d¢ dic hiéu va dd chinh xac cao hon céac quy trinh vi sinh
cling nhu hoé sinh va c6 d9 déc hiéu va chinh xac twong duong véi quy trinh giai trinh tu
gen 16S rRNA ddng thoi tiét kiém thoi gian va giam thiéu thao téc thi nghiém, gidm

nguy co nhiém chéo va giam gia thanh.

Hién cac san phérn loi khudn dugc san xuét & dang bao tu bén nhiét chu yéu chira
nhém vi khudn thudc chi Bacillus ma chii yéu 14 bén loai bao gdm Bacillus subtilis,
Bacillus clausii, Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis. Cac k¥ thuét dinh tinh va
dinh lwong loi khudn c6 trong ché pham vi sinh thudng tap trung chu yéu vao dinh lugng
bbn loai nay. Tuy nhién, do trong san phim lgi khudn, tily vao timg nha san xuét, thuong

c6 céc loai vi khuan hd sinh di kém va thuong dugc phdi tron véi rat nhidu loai khac. Do
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d6, viéc dinh lugng nhém vi khuén thude chi Bacillus nay thuong bi anh hudng boi cac
loai khéc.

Viéc dinh danh va dinh luong cac loai Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis,
Bacillus clausii va Bacillus coagulans bing k¥ thuat real time PCR sit dung chit huynh
quang SYBR Green di phat trién trong mot vai nam tré vé day. Tuy nhién, cac phuong
phép nay thudng chi dinh danh tirng loai ma khoéng c6 kha niang dinh danh va dinh luong
dodng thoi ca bdn loai Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus clausii va Bacillus
coagulans quan tdm trong mdt 1an phén tich. Nghia 14 cac phuong phap nay khong phat
trién dé c6 thé ap dung cho kiém dinh chit luong céc san phdm loi khudn da chung, tic 1a

dang hdn hop ciia nhiéu ching thudc cac loai néi trén.

Trong khi @6, rat nhidu c4c san phim thyc phim chuc ndng va thirc in bd sung chin
nudi 1 cac loi khuén da chung thudc céc loai nay, vi du nhu: Livespo COLON (thuc
phidm chirc ning hd tro didu tri dai trang cua cdng ty Livespo Global) bao gdm Bacillus
subtilis va Bacillus clausii, Livespo Pregmom (thuc phdm chirc ning cho ba me va tré
em cla cdng ty Livespo Global) bao gdm Bacillus subtilis, Bacillus clausii va Bacillus
coagulans, Bioplus 2B (thirc in bd sung cho lon va gi cia cong ty Chris Hansen) va
Green Bio S1 (thirc an bd sung cho tom cia cong ty Europhamra Vietnam).... C4c san
phim nay khi gtri di kiém nghiém tai céc don vi c6 chirc nang thi chi két luan duoc sw ¢6
mit ciia cac loai vi khudn ndy trong mau va chi dinh lugng duogc téng s6 vi sinh vat co
trong mau chu khong dinh lugng dugc mirc d9 hoat dong, kha ning sinh truéng cua ting
loai trong mau. Ly do 1a céac loai vi khuin nay déu thudc chi Bacillus nén c6 hinh thai
khuén lac kha gidng nhau va c6 tinh chét sinh ly-sinh hoa gan giii nhau nén chi c6 thé
dinh danh chinh x4c bing céc k§ thuat phan tich gen; trong khi d6 ndng d6 cua ching lai
rat khac nhau trong hdn hop nén sau khi pha lodng mAu va ciy trai miu trén dia thach thi
phéi dinh danh tit ca (hang chuc téi ca trim) khudn lac moc trén dia thach dé tir d6 tinh
dugc kha nang sinh truéng (dinh lugng vi khudn séng) cia timg loai c¢6 trong mau. Piéu
nay khéng nhitng tén kém cho viéc dinh danh va dinh lvgng ma con 12 mot thach thirc rat
16n ddi véi cac nha quan Iy trong viéc kiém dinh san phdm d& bao vé nguoi ti€u dung
cling nhu ngay ban than cdc nha san xut trong viéc phan tich, kiém soat chat lugng san

pham cua minh.

Do d6, cdn c6 mét quy trinh c6 kha ning danh gia, dinh tinh, dinh luong duoc ddng

thoi nhém vi khudn Bacillus sdng ¢6 trong ché phim lgi khudn mot cach don gian, hiéu
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qua, ¢ d6 tin cdy va gidm dugc s6 lan phan tich dé c6 thé hd trg c4c nha quan ly ciing
nhu cdc nha sén xuat trong viéc kiém soat, cong bo chat luong san pham loi khuén trén

thi trudng.

Ban chit ky thuit ciia sang ché

Sang ché nhim giai quyét céc van d& da néu & trén, theo do sang ché @& xuit quy
trinh x4c dinh nhém vi khudn Bacillus séng c6 trong san pham loi khuén cin kiém dinh
va hdn hop cac cip mdi va dau do dung trong quy trinh ndy. Quy trinh theo sang ché dé
x4ac dinh ddng thoi hodc riéng r& bdn loai vi khudn Bacillus song c6 1oi bao gdm Bacillus
subtilis, Bacillus clausii, Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis c6 trong san phim
loi khuén cin kiém dinh dé phuc vu cho qua trinh san xuét cing nhu kidm soat chit

lwong san phim.

Theo khia canh thir nhét, sang ché d& cdp dén quy trinh x4c dinh nhém vi khuin
Bacillus séng ¢6 trong san phdm loi khuén cin kidm dinh, trong d6 quy trinh nay bao

gbm cac budc:

a) thu nhan khuén lac ctia nhém vi khudn Bacillus bang cach hdoa miu sén pham loi
khuan can kiém dinh véi dung dich NaCl 0,9% theo ty 1¢ 1/10 (w/v) rdi pha lodng miu
theo loat vé6i ty 1€ 1/10 (v/v) rdi cdy 100 pl timg miu d3 dugc pha lodng nay 1én moi
truong thach Luria-Bertani va 0 trong 48 gid, thu nhan cac khuin lac moc trén dia thach

¢6 mirc d pha loang dat tir 10 dén 100 khudn lac/100 pl;

b) thu ADN téng sb cia vi khuin bang cach chuyén c4c khudn lac thu duge vao 100
ul dung dich NaCl 0,9%, tron déu, gia nhiét dén 96°C trong 10 phit nhim pha v té bao
dé thu ADN tdng sb cua vi khuln;

¢) xac dinh nhém vi khudn Bacillus séng co loi béng cach tién hanh PCR dinh
lwong da mdi v6i hdn hop thanh phin phan ting bao gdm tir 1 dén 5 pl ADN tbng sb, tir
10 dén 50 mM tris-HCI pH tir 7,9 dén 9,0, tir 6 dén 30 mM KCl, tir 0,05 dén 0,15%
Triton X-100, tlr 200 dén 400 uM dNTP, tir 0,5 dén 5 don vi Taq polymeraza, tir 100 nM
dén 1 pM cho mdi mdi xudi va nguge, tir 25 dén 500 nM cho mbi ddu do va nuée vira du

thé tich tir 20 dén 25 pl, trong d6:

- c3p mdi dé xac dinh Bacillus subtilis bao gdm mdi xudi ¢6 trinh ty néu trong SEQ
ID NO.1, mdi ngugc co trinh tur néu trong SEQ ID NO.2 va dau do bét ky dugc chon tir
nhém oligonucleotit ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.9 dén SEQ ID NO.13 dugc gén
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huynh quang FAM & d4u 5° va chit hép thy huynh quang IBFQ, BHQ hoic TAMRA &
déu 3’;

- c3p mdi dé xéac dinh Bacillus clausii bao gdm mdi xudi ¢6 trinh ty néu trong SEQ
ID NO.3, mdi nguoc ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.4 va dau do bat ky dugc chon tir
nhém oligonucleotit c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.14 dén SEQ ID NO.18 dugc gén
huynh quang HEX, TET, VIC, JOE, hodc Yellow555 & diu 5° va chét hip thu huynh
quang IBFQ, BHQ hoic TAMRA & diu 3’;

- cip mdi dé xac dinh Bacillus coagulans bao gdm mdi xudi ¢6 trinh tw néu trong
SEQ ID NO.5, mdi ngugc ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.6 va diu do bat ky duoc
chon tir nhém oligonucleotit ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.19 dén SEQ ID NO.23
dwoc gin huynh quang ROX, Red610 hodc Texas Red & ddu 5° va chét hép thu huynh
quang IBFQ hoic BHQ & du 3°; va

- c3p mdi dé xéc dinh Bacillus licheniformis bao gdm mdi xudi ¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO.7, mdi ngugc ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.8 va diu do bat ky duoc
chon tir nhém oligonucleotit ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.24 dén SEQ ID NO.28
dwoc gin huynh quang Cy5 & déu 5’ va chit hép thu huynh quang IBFQ hoic BHQ & dau
3’:va

d) két lugn vé su c6 mit va luong vi khuan Bacillus séng bao gdm Bacillus subtilis,
Bacillus clausii, Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis c¢6 trong mau san phdm loi
khuin can kiém dinh theo biéu dd huynh quang thu dugc tir phan tng PCR dinh luong

cic ADN tach tir cac khudn lac.

Theo mét phuong 4n wu tién, trong d6 quy trinh nay c6 thé xac dinh ddng thoi hoic
riéng r& bdn loai vi khuin Bacillus sdng ¢6 1oi bao gdm Bacillus subtilis, Bacillus clausii,

Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis c6 trong san pham loi khuan can kiém dinh.

Theo khia canh thi hai, sing ché d& cap dén hdn hop nhém cdp mdi va dau do dé
xac dinh nhém vi khuin Bacillus sdng c6 trong san phim lgi khun bang quy trinh theo
sang ché, trong d6 hdn hop nay bao gdm:

- c3p mdi dé xac dinh Bacillus subtilis bao gdm mdi xudi c6 trinh ty néu trong SEQ
ID NO.1, mdi nguoc c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.2 va dau do bat ky dugc chon tir
nhém oligonucleotit ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.9 dén SEQ ID NO.13 duoc gin
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huynh quang FAM & diu 5° va chét hip thu huynh quang IBFQ, BHQ hoic TAMRA &
dau 3%

- c3p mdi dé xé4c dinh Bacillus clausii bao gdm mdi xudi ¢6 trinh tw néu trong SEQ
ID NO.3, mdi ngugc c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.4 va d4u dod bét ky duoc chon tir
nhom oligonucleotit ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.14 dén SEQ ID NO.18 duoc gin
huynh quang HEX, TET, VIC, JOE, hodc Yellow555 & dau 5’ va chét hip thu huynh
quang IBFQ, BHQ hoic TAMRA & diu 3;

- cip mdi dé x4c dinh Bacillus coagulans bao gdm mdi xudi c6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO.5, mdi ngugc c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.6 va déu do bét ky duoc
chon tir nhom oligonucleotit ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.19 dén SEQ ID NO.23
dugc gin huynh quang ROX, Red610 hoic Texas Red & dAu 5° va chét hép thy huynh
quang IBFQ hoic BHQ & diu 3’; va

- cip mdi dé xéac dinh Bacillus licheniformis bao gdm mdi xudi ¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO.7, mdi ngugc c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.8 va diu do bét ky duoc
chon tir nhém oligonucleotit c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.24 dn SEQ ID NO.28
dugc gén huynh quang Cy5 & diu 5’ va chat hép thu huynh quang IBFQ hoic BHQ & diu
3%

Theo mdt phuong 4n wu tién, trong d6 mdi mdi xudi va mdi nguge cd ndng do tir

100 nM dén 1 pM, mbi déu do c6 ndng do tir 25 dén 500 nM.

Ngoai ra, séng ché con @& cap dén kit dé xac dinh nhém vi khuin Bacillus ¢6 trong
san phdm loi khuén, trong d6 kit nay chira hdn hop hoa chit bao gdbm nhém cip mdi va

dau do néu trén va huéng dan st dung.

M0 ta van tit cac hinh vé

Hinh 1 14 két qua PCR dinh lwong da mdi da diu do thé hién dudng cong khuéch
dai tin hiéu FAM déc hi€u cho Bacillus subtilis (PC-FAM), tin hiéu HEX dic hiéu cho
Bacillus clausii (PC-HEX) tin hi¢u Texas Red dic hiéu cho Bacillus coagulans (PC-
Texas Red), tin hiéu Cy5 dac hiéu cho Bacillus licheniformis (PC-Cy5) ctia mau KT01
gém 4 chung Bacillus subilis VTCC 11010, Bacillus clausii VITCC 12283, Bacillus
coagulans VTCC 11111, Bacillus licheniformis VTCC 10723; so sanh v&i mau KT02
gdm 4 ching Bacillus aquimaris VICC 11260, Bacillus megaterium VTCC 910088,
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Bacillus acidophilus VICC 12284, Bacillus casei VTCC 10411 chi c6 tin hiéu nén rit
thip (NC).

Hinh 2 13 két qua PCR dinh lugng SYBR Green don mdi phat hién don loai vi
khun tir cac khudn lac cia mau KTO1 thé hién qua cac dudng cong tin hiéu Al, B1, C1,
D1 va dudng A2, B2, C2, D2 x4c dinh nhiét dd néng chay Tm (melting curve) dic hiéu
twong ung cho ting loai Bacillus subtilis, Bacillus clausii, Bacillus coagulans, va

Bacillus licheniformis.

Hinh 3 13 két qua PCR dinh luong da mdi va da ddu do Tagman thé hién dudong
cong khuéch dai tin hiéu FAM déc hiéu cho Bacillus subtilis va tin hiéu HEX dic hiéu
cho Bacillus clausii cha mot s6 khudn lac dai dién moc trén moi trudong thach Luria-

Bertani v6i mau loi khuén thir nghiém TMO1 can kiém dinh.

Hinh 4 13 két qua PCR dinh lugng da mdi va da ddu do Tagman thé hién dudng
cong khuéch dai tin hiéu FAM (ddc hiéu cho Bacillus subtilis) va tin hiéu HEX (dic hiéu
cho Bacillus clausii), tin hiéu Texas Red (ddc hiéu cho Bacillus coagulans) ctia mot s6
khun lac dai dién moc trén méi truong thach Luria-Bertani véi mau loi khuén thu dugc
tir mAu loi khudn thir nghiém TMO2 cin kiém dinh.

Mo ta chi tiét sang ché

Sau day, sang ché duogc md ta chi tiét voi cac phuong an thyc hién cu thé, tuy nhién,

c4c phuong 4n nay chi nhdam muyc dich md ta chi tiét sang ché chir khong nhdm muc dich

han ché pham vi yéu cau bao hd cia sang ché.

Theo sang ché, san phdm loi khuén cin kiém dinh chi c4c san pham chtra vi sinh vét
hitu ich ¢6 loi cho hé ti€u héa ctia nguoi hodic dong vat. Cac loai vi sinh vat hitu ich nay
c6 thé gdbm nhidu loai vi sinh vét khéc nhau, nhung chira it nhit mét hodc ca bbn loai
Bacillus séng cn xac dinh sy c6 mat va/hoic luong té€ bao séng bao gém Bacillus

subtilis, Bacillus clausii, Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis.

Céc k¥ thuat PCR dinh luong (real time PCR) va céc thiét bi thuc hién 12 da biét va
c6 thé thuc hién dugce boi ngudi ¢6 hiéu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay. Céc
ky thudt gén dau phat huynh quang bao gdm: FAM (Fluorescein amidite), HEX (6 -
carboxy - 2'4,4',5',7,7" — hexachlorofluorescein), TET (5'-Tetrachlorofluorescein), JOE
(6-carboxy-4',5'-dichloro-2',7'-dimethoxyfluorescein, VIC  (Victoria), Yellow555
(Yakima yellow phosphoramidite), ROX (6-carboxy-X-rhodamine), Texas Red
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(sulforhodamine 101 acid chloride), Red610 (Fluor Red 610 Amidite), Cy5 (Cyanine-5)
vao ddu 5’ ctia cAc trinh ty nucleotit 1am du do, va chét hép thu huynh quang bao gdbm
IBFQ (Iowa black fluorescence quencher) va BHQ1/2 (Black Hole Quencher 1 hoic 2)
vao dau 3’ cua céc trinh tu nucleotit 1am dau do, co thé thyc hién dugce theo huéng din

cta nha cung cap.

Céc dau do huynh quang dugc str dung theo sang ché thiét ké duwa trén trinh ty dic
hiéu ctia ctia san phdm PCR dich thu dugc. Vi du, ddu 5° ctia mAu do c6 gén chét phat
huynh quang FAM, HEX, Texas Red hodc Cy5 véi cac budc song kich thich/phat xa
twong tng 1a 495/520 nm; 540/570 nm; 580/604 nm; 650/670 nm, c6 thé phén biét trén 4
kénh mau huynh quang ctia may PCR dinh lugng; trong khi d6 ddu 3’ cua cdc miu do co
gin (Iowa black fluorescence quencher) 12 chat hdp thu dugc ca 4 loai huynh quang nay
va khong phat ra tin hi¢u. Ngbéi ra, & giam tin hiéu nén, ddu do con duge gan thém ZEN
hoic TAO & nucleotit thir 9 dé hdp thu toan bd tin hiéu huynh quang khi phan ng chua
dién ra. Khi phan tng xay ra, ddu do s& bit cip voi khudn va bi enzym Taq ADN
polymeraza cit bo dé kéo dai mbi tdng hop soi bd sung, do vay chét chi thi s& dugc giai
phéng, tach r&i khéi chit hip thu va phat huynh quang khi nhén ngudn sang kich thich.
Can cit vao cudng d§ huynh quang thu duge s& xac dinh dugc lugng ADN c6 trong mau,

tir 6 ¢6 thé xac dinh duge luong vi khuén turong tng c6 trong mau ban dau.

Sang ché d& xuét quy trinh x4c dinh nhém vi khudn Bacillus ¢6 trong san phim loi
khuén cin kiém dinh va hdn hop cac cip mdi va dau do ding trong quy trinh ndy. Quy
trinh theo séang ché dé xac dinh ddng thoi hodc riéng r& bbn loai vi khudn Bacillus ¢6 loi
bao gdm Bacillus subtilis, Bacillus clausii, Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis
c6 trong san phim loi khudn cin kiém dinh @& phuc vu cho qu4 trinh san xuét cling nhu

kiém soét chét luong san phim.

Theo khia canh thir nhét, sang ché @& cip dén quy trinh xac dinh nhém vi khuén
Bacillus c6 trong san phdm loi khuén can kiém dinh, trong d6 quy trinh nay bao gdm céc
budc: a) thu nhan khuén lac cia nhom vi khuén Bacillus; b) thu ADN téng s6 cua vi
khuén; ¢) xéac dinh nhom vi khudn Bacillus séng co loi; va d) két ludn vé sy c6 mait va

lwong vi khudn Bacillus séng.

M3u san phim lgi khuén cin kiém dinh c6 thé 12 san phim bit ky & dang bot, dang

10ng, dang hén hop chira mdt hoic nhiéu loi vi khuan c6 lgi séng hodc c6 kha ning phat
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trién trong didu kién thuan loi khi duoc st dung cho ngudi va dong vat hoic ciing c6 thé
1a m3u gidng gbc Bacillus c6 loi & dang bao tir. Cac mAu san phim nay c6 thé chira mot
hodc nhi€u loadi Bacillus subtilis, Bacillus clausii, Bacillus coagulans va Bacillus

licheniformis c6 trong san pham lgi khuan can kiém dinh.

Trong budc thu nhan khudn lac ciia nhém vi khudn Bacillus, tién hanh pha lodng
mAu san phim loi khuan cén kiém dinh v6i dung dich NaCl 0,9% theo ty 1& 1/10 (w/v).
Tiép d6 pha loang mAu theo loat véi ty 1€ 1/10 (v/v). Muc dich cta viéc pha lodng nay
nhim dam bao lrgng vi khuin sdng c6 trong mAu c¢6 thé phat trién thanh cac khun lac va
thu nhén dugc. Tuy véi luong vi khudn c6 trong miu ma ndng do pha loang c6 thé khac
nhau, mién c6 thé thu dugc tir 100 dén 1000 vi khudn/ml. Sau khi pha, cdc miu nay duoc
cdy 100 pl 1én bé mit moi truong thach Luria-Bertani véi dung tich tir 15 dén 20 ml dugc
db trong dia petri c6 dwdng kinh tir 90 dén 120 mm (goi tit 12 méi truong thach Luria-
Bertani) va i trong 48 gid. Budc pha lodng miu nay dam bao lwong vi khudn sau khi ciy
s€ cho nhiing khuén lac moc riéng r€ va dém dugc trén moi truong thach Luria-Bertani,
tir 6 ¢6 thé xac dinh duoc lugng té bao vi khuin sdng ¢6 trong san phdm men vi sinh.
Mau ndy sau d6 dwogc cdy trai 1én mdi truong thach Luria-Bertani t6i wu cho vi khuén
Bacillus phat trién, tiép d6 1 trong 48 gior dé vi khudn sinh truéng. Qua trinh nay nhim
dam bao thu nhan dugc cac ching vi khuin séng, c6 kha ning phat trién. Sau khi u, thu

nhan céac khuan lac.

Theo céc phuong 4n cu thé, lvong khuén lac trong mau pha lodng thu dugc téi vu
khi cdy trén mbi dia moi truong thach Luria-Bertani véi lwong 100 pl ndm trong khoang
tlr 25 dén 100 khuén lac/da thach.

Trong buéc thu ADN téng s6 cua vi khuin, cac khudn lac sau khi thu nhan duoc
trén mdi dia moi trudong thach Luria-Bertani, dwoc chuyén vao 100 pl dung dich NaCl
0,9%. Sau khi tron déu, gia nhiét dén 96°C trong 10 phit nhim pha v té bao dé thu ADN

tong so cua vi khuan.

Can hru y ring, vé Iy thuyét hoan toan c6 thé x4c dinh timng khuén lac (dinh danh)
dua trén phuong phap theo sang ché d6i v6i mot trong bdn loai vi khuin Bacillus quan
tAm. Viéc xac dinh timg khuén lac 12 mét phwong 4n lya chon theo séang ché.

Trong budc xac dinh nhém vi khudn Bacillus sdng c6 loi, tién hanh PCR dinh lwong

da mdi. Thanh phan phan tng PCR da mdi bao gém tir 1 dén 5 pul ADN tdng sb, tir 10
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dén 50 mM tris-HCI pH tir 7,9 dén 9,0, tir 6 dén 30 mM KCI, tir 0,05 dn 0,15% Triton
X-100, tir 200 dén 400 uM dNTP, tir 0,5 dén 5 don vi Taq polymeraza, tir 100 nM dén 1
UM cho m&i mdi xudi va nguge, tir 25 dén 500 nM cho m&i diu do va nuéc vira da thé
tich tir 20 dén 25 pl. Theo d6, viée thiét ké cac cap mdi diic hiéu cho bdn loai vi khudn
quan tim dugc ti wu theo diéu kién phan tmg PCR da mdi. Cac cip mdi va dau do dugc
thiét ké sao cho ching khong bit cdp chéo, c6 cung khoang nhiét d khi thuc hién PCR
da mdi. Céc cap mdi va dau do dic hidu duge thiét ké riéng dé xac dinh dac hiéu cho
timg loai Bacillus quan tdm, cu thé 13 bbn loai Bacillus subtilis, Bacillus clausii, Bacillus

coagulans va Bacillus licheniformis can xac dinh.

Dé xéc dinh loai Bacillus subtilis, cip mdi dugc thiét ké dya trén trinh tw gen aprE
mi hod cho tién than cua sﬁbtilisin (subtilisin precursor) c6 d bao toan cao & loai
Bacillus subtilis va san phém PCR dic hi€u cho loai Bacillus subtilis thu duogc c6 kich
thude 159 bp. Cip mdi dé xac dinh Bacillus subtilis bao gdm mdi xudi ¢6 trinh tw néu

trong SEQ ID NO.1 va mbi ngugc c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.2 sau:

CGTAGGTCCTGAGCTTGATGTA SEQ ID NO.1

GCGTTTGTCCAAGTCGG SEQ ID NO.2

Diu do dic hiéu cho loai Bacillus subtilis dugc thibt ké dua theo san phdm PCR
dugc khuéch dai boi cdp mdi néu trén. Theo sang ché, diu do dic hiéu cho loai Bacillus
subtilis 12 doan oligonucleotit bat ky dugc chon tir nhém nucleotit ¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO.9 dén SEQ ID NO.13 bén dudi. Cac ddu do nay dugc gin huynh quang
FAM ¢ diu 5° va mét trong cac chit hip thu huynh quang IBFQ, BHQ, hoic TAMRA &
dAu 3’ thuén loi cho phat hién béi PCR dinh lwong & kénh mau tht 1 cia may.

TGGCTCCTGGTGTATCCATCCAA SEQ ID NO.9
AAAGCACACTACCTGGAGGCACTT SEQ ID NO.10
GCGCTTACAACGGAACGTCAA SEQ ID NO.11
GGCGACTCCTCACGTTGC SEQ ID NO.12
CGGAGCAGCAGCGTTAATTCT SEQ ID NO.13

Pé xé4c dinh loai Bacillus clausii, cap moi dugc thiét ké dua trén trinh tw gen Erm34
mi hod cho peptit din dudng va riboxom methylaza (putative leader peptide and
ribosomal methylase) c6 d§ bao toan cao & loai Bacillus clausii va san phérn PCR dac

hiéu cho loai Bacillus clausii thu dugc c6 kich thude 132 bp. Cip mdi dé xac dinh
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Bacillus clausii bao gdm mdi xudi c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.3 va mdi ngugc ¢6

trinh ty néu trong SEQ ID NO.4 sau:

AATTTTTACCGCCCCTCAAG SEQ ID NO.3

ACTTTTGGAACATGCCGAAC SEQ ID NO.4

DPau do dic hiéu cho loai Bacillus clausii dugc thiét ké dua theo san phém PCR
dugc khuéch dai boi cip mdi néu trén. Theo sang ché, dau do dic hiéu cho loai Bacillus
clausii 12 doan nucleotit bat ky dugc chon tir nhém nucleotit ¢6 trinh ty néu trong SEQ
ID NO.14 dén SEQ ID NO.18 bén dudi. Céc dhu do nay duoc gin mét trong 5 loai huynh
quang HEX, TET, VIC, JOE, hoic Yellow555 & ddu 5’ va mét trong 3 chit hip thu
huynh quang IBFQ, BHQ, hoic TAMRA & diu 3’thuén loi cho phét hién bdi PCR dinh

lugng & kénh mau th 2 clia may.

AAAAAAAGTGCGGCAGGCAATC SEQ ID NO.14
GCGATGGTTTGTGACGCGAT SEQ ID NO.15
AATCGGCGTCAAACCTGAGACACC SEQ ID NO.16
GTGGCCATGCTTCATGCCAG SEQ ID NO.17
GCAGTGGGCGATGGTTTGTG SEQ ID NO.18

Dé xac dinh loai Bacillus coagulans, cap mdi duoc thiét ké dua trén trinh ty gen ma
hoa cho protein comK c¢6 d bao toan cao & loai Bacillus coagulans va san phdm PCR
duc hi€u cho loai Bacillus coagulans thu dugc c6 kich thuge 106 bp. Cap mdi dé xac
dinh Bacillus coagulans bao gdbm mdi xudi ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.5 va mbi

nguoc c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.6 sau:

GCAGGTTGCTTATGAAATCAAC SEQ ID NO.5

CCAGGCTTAAATCCAATACAG SEQ ID NO.6

Déu do dic hiéu cho loéi Bacillus coagulans dugc thiét ké dua theo san phdm PCR
dugce khuéch dai béi cdp mdi néu trén. Theo sang ché, ddu do dic hiéu cho loai Bacillus
coagulans 13 doan nucleotit bat ky dugc chon tir nhém nucleotit ¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO.19 dén SEQ ID NO.23 bén duéi. Cac ddu do nay dugc gin dugc gin mot
trong 3 loai huynh quang ROX, Red610 hozc Texas Red ¢ ddu 5° va mot trong 2 chét hip
thu huynh quang IBFQ hoic BHQ & diu 3’ thuan loi cho phét hién béi PCR dinh luong &

kénh mau thir 3 cia méy.

CGACGCTCCCGGATGC SEQ ID NO.19
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AACAGGGATACAGGGCGATGG SEQ ID NO.20
ATCGCCCTGTATCCCTGTTGTTTC SEQ ID NO.21
CCGCTCTCTTCCATCGCCC SEQ ID NO.22
TGTTGTTTCAAGAATTGCATCCGGG SEQ ID NO.23

Dé xdc dinh loai Bacillus licheniformis cip mdi duoc thiét ké dya trén trinh tu gen
mi hoa cho ADN ligaze phu thugc vao ATP (ATP-dependent DNA ligase) c6 dd bao toan
cao & loai Bacillus licheniformis vi sin phdm PCR dic hiéu cho loai Bacillus
licheniformis thu dugc c6 kich thuéc 216 bp. Cip mdi dé xac dinh Bacillus licheniformis
bao gdm mdi xudi c6 trinh ty-néu trong SEQ ID NO.7 va mbi ngugc c6 trinh t néu trong
SEQ ID NO.8 sau

GTCAACGACACAATTTCCCCGT SEQ ID NO.7

AGCTCCCTCAGGCGGCAATT SEQ ID NO.8

Déu do dic hiéu cho loai Bacillus licheniformis dugc thiét k& dya theo san phém
PCR dugc khuéch dai boi cap mdi néu trén. Theo sang ché, dau do dic hiéu cho loai
Bacillus licheniformis 13 doan nucleotit bt ky dugc chon tir nhém nucleotit ¢6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO.24 dén SEQ ID NO.28 bén dudi. Cac diu do nay dugc gin huynh
quang Cy5 & dau 5’ va mot trong 2 chét hip thu huynh quang IBFQ hoic BHQ & ddu 3
thuén loi cho phat hién béi PCR dinh lugng ¢ kénh mau tht 4 cia may.

ATCGTGATCGGCAAGTGTTCTT SEQ ID NO.24
TCCGAAATTTCCGGAAATGTGTTTTCG SEQ ID NO.25
TTCGCCGGTCGCAGCAATCTTTAA SEQ ID NO.26
AGCGGCTGTGAGTTTCTGCT SEQ ID NO.27
GACCCCGATACCCGTCATATTTG SEQ ID NO.28

Theo d6, c6 thé thdy ring, véi phan tng PCR dinh luong da modi theo sang ché,
hoan toan c6 thé x4c dinh ddng thoi hodc riéng 1& bbn loai loi khuén Bacillus sdng bao
gdm Bacillus subtilis, Bacillus clausii, Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis c6
trong san phdm loi khuin cin kiém dinh.

Trong buédc két luan vé éu c6 mit va lugng cua nhém vi khuén Bacillus séng co loi,
cac loai vi khudn sbéng c6 loi quan tdm bao gdm Bacillus subtilis, Bacillus clausii,
Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis dugc xac dinh dwa trén biéu d6 huynh
quang dugc xac dinh bai tin hiéu huynh quang FAM, HEX/TET/VIC/JOE/Yellow555,
ROX/Texas Red/Red 610 va Cy5 tuong tng. Can clt vao cuong do va gia tri chu ky
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ngudng (C;, threshold cycle) cta biéu d huynh quang thu dwoc tir phén Umg PCR dinh
lugng, c6 thé két ludn vé su ¢6 mat va ham lugng cua vi khuén Bacillus ¢6 loi trong mau
san phdm loi khuén cin kiém dinh.

Theo d6, quy trinh theo séng ché c6 thé x4c dinh dugc ddng thoi bén loai vi khuin
Bacillus ¢6 1¢i bao gdbm Bacillus subtilis, Bacillus clausii, Bacillus coagulans va Bacillus
licheniformis.

Ngoai ra, ngudi c6 hidu biét trung binh trong linh vuc k¥ thudt nay khi can ctr vao
quy trinh x4c dinh nhém vi khun Bacillus c6 trong san phim loi khudn theo sang ché
dugc mo td & trén hoan toan c6 thé nhan thdy ring quy trinh theo sang ché co6 thé xac
dinh dwoc Bacillus subtilis, Bacillus clausii, Bacillus coagulans hodc Bacillus
licheniformis ddc lap.

Do d6, theo mdt phuong 4n wu tién, quy trinh theo sang ché xac dinh loai Bacillus
subtilis, trong d6 mdi xudi c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.1, mdi ngugc c6 trinh ty néu
trong SEQ ID NO.2 va dau dd dugc chon tir nhém nucleotit c6 trinh ty néu trong SEQ ID
NO.9 d¢én SEQ ID NO.13

Theo mt phuwong 4n wu tién khéc, quy trinh theo sang ché c6 thé x4c dinh loai
Bacillus clausii, trong d6 mdi xudi co trinh tr néu trong SEQ ID NO.3, mdi nguoc co
trinh ty néu trong SEQ ID NO.4 va doan dugc chon tir nhém nucleotit ¢é trinh tu néu
trong SEQ ID NO.14 dén SEQ ID NO.18.

Theo mdt phuong 4n wu tién khac, quy trinh theo sang ché c6 thé xdc dinh loai
Bacillus coagulans, trong 6 mdi xudi c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.5, mbi ngugc co
trinh tu néu trong SEQ ID NO.6 sau va dau do duge chon tir nhom nucleotit ¢6 trinh tyu
néu trong SEQ ID NO.19 dén SEQ ID NO.23.

Theo mot phuong 4n wu tién khac, quy trinh theo sang ché c6 thé x4c dinh loai
Bacillus licheniformis, trong &6 mdi xudi c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.7, mdi nguoc
cé trinh ty néu trong SEQ ID NO.8 va dau do duoc chon tir nhém nucleotit ¢6 trinh tu
néu trong SEQ ID NO.24 dén SEQ ID NO.28.

Theo khia canh thir hai, sang ché d& c4p dén hén hop nhém cip mdi va diu do dé
xéac dinh nhém vi khuén Bacillus c6 trong san phim loi khun bing quy trinh theo sang
ché, trong d6 hdn hop nay bao gdm:

- c3p mdi dé xac dinh Bacillus subtilis bao gdm mdi xudi ¢6 trinh tw néu trong SEQ

ID NO.1, mdi nguge c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.2 va diu do bét ky dugc chon tir
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nhém oligonucleotit ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.9 dén SEQ ID NO.13 duoc gén
huynh quang FAM & dAu 5° va chét hdp thy huynh quang IBFQ, BHQ hoic TAMRA &
dhu 3’

- cip mdi dé xac dinh Bacillus clausii bao g6m moi xudi ¢6 trinh tw néu trong SEQ
ID NO.3, mdi ngugc c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.4 va dau do bat ky dugc chon tir
nhom oligonucleotit ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.14 dén SEQ ID NO.18 duoc gin
huynh quang HEX, TET, VIC, JOE, hoic Yellow555 & dau 5’ va chét hip thu huynh
quang IBFQ, BHQ hoic TAMRA & diu 37

- cip mdi dé x4c dinh Bacillus coagulans bao gdm mdi xubi c¢6 trinh tw néu trong
SEQ ID NO.5, mdi ngugc ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.6 va diu do bét ky duoc
chon tir nhom oligonucleotit ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.19 dn SEQ ID NO.23
duoc gin huynh quang ROX, Red610 hodc Texas Red & dAu 5° va chét hép thy huynh
quang IBFQ hoic BHQ & dau 3’; va

- cap mdi dé x4c dinh Bacillus licheniformis bao gdbm mdi xudi ¢6 trinh tu néu trong
SEQ ID NO.7, mdi ngugc c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.8 va du do bat ky duogc
chon tr nhém oligonucleotit ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.24 dén SEQ ID NO.28
duoc gén huynh quang Cy5 & ddu 5’ va chét hép thu huynh quang IBFQ hoic BHQ & du
3.

Hdn hgp nhém cip mdi va dau do theo sang ché nay chura céc cap mdi ¢6 trinh tyr
néu trong SEQ ID NO.1 dén SEQ ID NO.8, v6i mdi mdi xudi va nguge c6 ndng do tir
100 nM dén 1 pM va céc déu do c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.9 dén SEQ ID NO.28
ndng do tir 25 dén 500 nM .

Séng ché con d¢€ cép dén kit d€ xac dinh nhoém vi khuan Bacillus ¢6 trong san pham
lgi khuan, trong d6 kit ndy chira hdn hop bao gdm nhém ciip mdi va dau do néu trén va
huéng dan st dung.

Vi du thwe hién sang ché
Vi du 1: Sén xudt hén hop nhém cdip méi va dau do cho PCR dinh lwong da moi

Pé thyc hién phan tng PCR xé4c dinh nhém vi khudn Bacillus séng c6 lgi bao gdbm
Bacillus subtilis, Bacillus clausii, Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis c6 trong
san phém loi khuén cén kiém dinh, tién hanh san xuét hdn hop nhém cédp mdi va dau do

dung cho PCR dinh lvong da mdi, trong d6 cac doan mdi va dau do duoc tdng hop nhéan
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tao va cac thanh phan dung dich phén tng dugc pha cho 100 phan tmg duoc chuin bi

theo bang sau:

Thanh phin va ndng d6 hoa chét trong mdi phan

Dinh lwgng va n(‘}ng

STT rng do dung dich goc

Dung dich dém 2X bao gdm 20 mM tris-HCI pH 8,8,

1 |20 mMKCI, 0,2% Triton X-100, 400 pM dNTP, 2 1 ml
don vi Taq polymeraza, lvong 10 pl

2 | Mbi xudi: SEQ ID NO.1, ndng d 250 nM 5 pl ndng d6 100 pM
Mbi nguge: SEQ ID NO.2, ndng do 250 nM 5 pl ndng @6 100 pM
Pau do: SEQ ID NO.9 gin huynh quang FAM ¢ dAu .

4 | 5°, hap thu ZEN ¢ nucleotit thir 9 va hap thu IBFQ & 5 ul ndng d6 10 pM
dau 3’, nong d6 50 nM _

5 | Moi xubi: SEQ ID NO.3, nong 49 250 nM 5 pl ndng d6 100 pM

6 | Mbinguge: SEQ ID NO.4, ndng d6 250 nM 5 pl ndng do 100 pM
Dau do: SEQ ID NO.14 gén huynh quang HEX ¢ dau ‘

7 |'5’, hap thu ZEN ¢ nucleotit thr 9 va hap thu IBFQ & 5 pl nong d6 10 pM
dau 3’, nong 46 50 nM
Mdi xudi: SEQ ID NO.5, ndng d6 100 nM 5 pl ndng do 50 pM

9 | Mdi ngugc: SEQ ID NO.6, ndng d 100 nM 5 pl ndéng d6 50 pM
Pau do: SEQ ID NO.19 gén huynh quang Texas Red A A

101§ dAu 5° va hip thu IBFQ & diu 37, néng db 25 nM > plnong 46 5 uM

11 | Mbi xudi: SEQ ID NO.7, ndng d6 250 nM 5 pl ndéng d6 100 pM -

12 | Mbi nguoc: SEQ ID NO.8, ndng d9 250 nM 5 pl ndng d6 100 pM
D?lu do: SEQ ID NO.24 gén huynh quang Cy5 dau 5 .

13 | hap thy TAO ¢ nucleotit thir 9 va hap thy IBFQ & dau 5 pl ndng do 10 pM
3’, néng d6 50 nM

14 | Nudc khir ion vira da 20 pl 940 pl
Tdéng cong 2 ml

Thanh phéan phan ng PCR nay c6 thé st dung duge cho 100 phan tng PCR.

Vi du 2. Xdc dinh nhém vi khudn Bacillus séng trong méau sin phim loi khuén

Dé x4ac dinh nhém vi khuan Bacillus song trong cac mau san pham loi khuén, tién

hanh tht nghiém vé6i 04 mau vi khuén loi khuin bao gém 02 mAu san phém lgi khuén két

hop 4 ching vi khuin Bacillus va 02 mAu san phim dugc ban trén thi trudng & dang hdn

dich trong nudc, trong do:

-15-



33575

Mau KT 01: bao gdm 4 ching chuén Bacillus subilis VICC 11010, Bacillus clausii
VTCC 12283, Bacillus coagulans VTCC 11111, va Bacillus licheniformis VICC 10723

dugc sit dung 1am méu ddi chimg dwong dé kidm dinh do dic hiéu cua quy trinh.

Mau KT 02: bao gdm 4 ching chudn Bacillus aquimaris VTCC 11260, Bacillus
megaterium VTCC 910088, Bacillus acidophilus VTCC 12284, Bacillus casei VTCC

10411 dugc st dung lam mAu ddi chiing 4m dé kiém dinh d6 dic hiéu cua quy trinh.

MAiu TM 01: miu san phim thuong mai, dugc nha san xut cong bd gdm 2 loai vi
khuan Bacillus subtilis va Bacillus clausii v6i ndng do vi sinh vat tbng cong >3 x 10°

CFU/5 ml dugc sir dung @ kiém dinh do vi sinh vét séng trong san phim.

Méu TM 02: miu san phdm thuong mai, dwgc nha san xut cong bd gdm 3 loai vi
khuin Bacillus subtilis, Bacillus clausii va Bacillus coagulans vGi néng d6 vi sinh vat
téng cong >3 x 10° CFU/5 ml dugc st dung d& kiém dinh vi sinh vét sdng trong san

phim.

Cac mau néu trén dugc thu nhan, 1ic déu, sau dé hat 1 ml hdn dich, pha loadng véi
dung dich NaCl 0,9% theo ty 18 1/10 rdi pha lodng theo loat tiép bang dung dich NaCl
0,9% véi ndng d6 1/10 dén ty 16 10 rdi cAy 100 pl 1én mdi truong thach Luria-Bertani
chira 15g/1 pepton, 5 g/l cao ndm men, 5 g/l NaCl va 16 g/l thach. Sau khi cdy, day nip va
dé yén 15 phat & nhiét do phong, sau d6 14t Gp dia va nudi cdy & 37°C trong 48 gid dé thu
nhén khuén lac. Sau 48 gio, khuén lac trén moi truong nudi céy mdi dia dugc dém va lua
chon dia thach c6 néng d9 pha lodng mdi trudng thach c6 khoang tir 10 dén 100 khuin

lac. Cac néng d6 pha loang dugc chon ¢6 do pha lodng 10,

Khuén lac trén mdi dia thach c¢6 do pha loang 106 (khoang 25-100 khuén) duoc thu
nhén va chuyén vao 100 pl dung dich NaCl 0,9%, tron d&u, gia nhiét dén 96°C trong 10
phiit nhdm phé v té bao dé thu ADN tdng sb cta vi khuan.

Nap 5 pl ADN tdng s thu dugc tir mdi khuin lac vao mdi khay trén khay PCR-96
khay, trong d6 mdi khay da duogc bd sung 20 pL dung dich cho mdi PCR dinh luong
dugc chudn bi theo Vi du 1 dé dat tdng lwong 12 25 pL. Tién hanh PCR dinh luong trén
hé théng Light Cycler 96 (Roche Diagnostics) v6i chu trinh nhiét 1 chu ky (95°C trong
10 phut), 40 chu ky (95°C trong 15 gidy, 60°C trong 60 gidy).
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Két qua dinh luong bing k¥ thuat PCR dinh lwong da mdi va da ddu do cia miu KT
01 va KT 02 dugc trinh bay trén Hinh 1 cho thiy dwong tin hiéu huynh quang FAM,
HEX, Texas Red, va Cy5 & mau KT 01 (d6i chimg dwong, PC) dugc phat hién vai gia tri
chu ky ngudng Ci<35, trong khi ¢6 miu KT 02 (ddi ching 4m, NC) khong c6 duong tin
hiéu.

Két quéa kiém tra lai cac khuén lac duong tinh & miu KT 01 bing PCR SYBR Green
don mdi cho tlimg loai dugc trinh bay & Hinh 2 cho thiy sy tring khép v& mit dinh danh
lodi: mau tin hiéu huynh quang FAM ciing cho tin hiéu huynh quang SYBR Green ¢ hén
hop mdi dic hiéu v6i Bacillus subtilis, mu tin hiéu huynh quang HEX ciing cho tin hiéu
huynh quang SYBR Green & hdn hop mdi dic hiéu véi Bacillus clausii, mAu tin hiéu
huynh quang Texas Red ciing cho tin hiéu huynh quang SYBR Green & hdn hop mdi dic
hiéu v6i Bacillus coagulans, mau tin hiéu huynh quang Cy5 ciing cho tin hiéu huynh
quang SYBR Green & hdn hop mdi dic hidu voi Bacillus licheniformis. Vi két qué nay,
c6 thé két luan quy trinh md ta theo sang ché dic hiéu cho 04 loai vi khudn Bacillus
subtilis, Bacillus clausii, Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis. Quy trinh ndy c6
thé dinh lugng duge 04 loai chi véi mot 1in PCR duy nhét, giam 4 14n chi phi céc thanh
phan dNTPs, enzym Taq polymeraza, dém pha hdn hgp va dung cu tiéu hao, va ddng thoi
giam 4 1an thoi gian thao tac thi nghiém so véi k§ thust PCR SYBR Green don mdi. Vi
dy, v6i quy trinh mé ta trong sang ché chi phai tién hanh 80 phan tmg cho 80 khuén lac
moc trén dia, trong khi d6 s& phai tién hanh téi 320 phan tng khi ap dung k¥ thuat PCR
SYBR Green.

Két qua PCR dinh luong d6i v6i mau TM 01 dugc trinh bay & Hinh 3 cho thiy mot
s6 khuin lac dai dién c6 duodng tin hiéu FAM véi gia tri Ci<35 thudc loai Bacillus subilis;
Khuén lac ¢6 duodng tin hi€u HEX véi gia tri Ci<35 thudc loai Bacillus clausii. Can ci
vao gié tri dudng tin hiéu, tinh tdng lugng vi sinh vét sir dung cong thirc tinh két qua theo

cong thuc sau:
NB. subritis = Ceam/(V x d) = 5,0 x 108 CFU/ml = 2,5 x 10° CFU/5 ml
NB. clausii = Crex/(V x d) = 3,6 x 108 CFU/ml = 1,8 x 10° CFU/5 ml
Trong d6:
Cram = 50 va Cugex =36 1a téng s6 khuén lac dém dugc trén dia ma khi chay real

time PCR c6 tin hiéu FAM va HEX; V'=0,1 vad=10°.
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Nhu vay, téng s& vi khuén Bacillus subtilis va Bacillus clausii ¢6 trong mau thuong
mai 01 st dung dé kiém dinh 1a 4,3 x 10° CFU/5 ml, dat yéu cAu theo cong bd ciia nha

san xuat.

Két qua PCR dinh lugng ctia mAu TM 02 dugc trinh bay & Hinh 4 cho thAy mt s
khuén lac dai dién c6 duong tin hiéu FAM véi gia tri C<35 thudc loai Bacillus subilis;
Khun lac c6 dudng tin hiéu HEX véi gid tri Cr<35 thudc loai Bacillus clausii; Khuin lac
c6 duong tin hi€u Texas Red v6i gid tri Ci<35 thudc loai Bacillus coagulans. Cin ¢t vao
gid tri duong tin hiéu, tinh téng luong vi sinh vat st dung cong thirc tinh két qua theo

cong thirc sau:
NB. subsitis = Cram/(V x d) = 3,5 x 108 CFU/ml = 1,75 x 10° CFU/5 ml
NB. clausii = Cuex/(V x d) = 3,2 x 108 CFU/ml = 1,60 x 10° CFU/5 ml
NB. coagutans = Crex/(V x d) = 1,1 x 108 CFU/ml = 5,5 x 10® CFU/5 ml
Trong do6:

Cram = 35, Cuex = 32, Cupx = 11 14 téng s6 khudn lac @ém dugc trén dia ma khi

chay PCR dinh lugng c6 tin hiéu FAM, HEX, va Texas Red; V'=0,1 va d =10,

Nhu vay, tdng s6 vi khuln Bacillus subtilis, Bacillus clausii c6 trong mau TM 02

dugc kiém dinh 1 3,9 x 10° CFU/5 ml, dat yéu cAu theo cong bd cta nha san xuét.
Hiéu qua dat dwgc clia sang ché

Quy trinh x4c dinh nhém vi khudn Bacillus séng theo sang ché 1a mot cdng cu cho
phép xéc dinh dic hiéu nhém loi khudn Bacillus séng thuong sit dung trong cac ché
pham lgi khuén, cho phép danh gi, x4c dinh duoc luong, thanh phén loai vi khudn hitu
ich ¢6 trong ché pham loi khudn. Quy trinh theo séng ché cho phép cac nha quan 1y, cac
nha san xuét c6 kha ning kiém dinh cling nhur kiém soat dugc thanh phén, chit lugng clua
san phim vi sinh séng, cu thé 13 c4c san phim loi khuln chtra vi khudn Bacillus sdng bao
gém Bacillus subtilis, Bacillus clausii, Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis mot
cach chinh x4c véi d9 tin cdy cao.

Quy trinh theo sdng ché ¢6 kha ning dinh tinh va dinh lwong ddng thoi hoic riéng
r& bbn loai vi khudn lgi khuin séng thuong ¢6 bao gdm Bacillus subtilis, Bacillus clausii,
Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis giip cac nha quan ly phan 1ap va dinh tinh,

dinh lugng timg loai chi bing mot phan tmg duy nhit. Quy trinh con cho phép danh gia
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chit lwong ciing nhu thanh phin san phim vi sinh & céc giai doan khac nhau trong qué

trinh phén 14p, san xut ciing nhu lvu théng san phdm.

Céc doan mdi va ddu do dugc tdi wu hoa cho phén ung PCR giup tdng hi€u qua
cting nhu chit luong hinh 4nh tin hiéu huynh quang thu dugc. Cac doan mdi va dau do
dic hidu cho phép nhén dic hiéu dong thoi hodc riéng r& ADN cia Bacillus subtilis,
Bacillus clausii, Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis, ting do nhay va hiéu suét

clia quy trinh theo sang ché.

Quy trinh theo sang ché don gian va wu viét hon k§ thuat PCR SYBR Green don
moi da dugce cong bd trén thé gi6i hién nay & khia canh van dam bao dugc d6 dic hidu
tuong duong, nhung gitp tiét kiém chi phi hoa chét, dung cu tiéu hao va thoi gian kidm
dinh xudng 4 1an, giam dang k& nguy co nhim 14n trong qué trinh nap ADN khuon vao
hdn hgp phan g, vi vdy c6 kha ning ap dung rong ri giup kiém dinh cling nhu kiém

soat va theo ddi dwgc chit lugng ciia ché phim vi sinh hivu ich.
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YREU CAUBAO HO
1. Quy trinh x4c dinh nhém vi khuan Bacillus sdng c6 trong san pham lgi khuén cin kiém

dinh, trong d6 quy trinh ndy bao gbém cac budc:

a) thu nhén khuin lac cia ﬁh(’)m vi khuin Bacillus b%mg cach hoa miu san phém loi
khudn cén kiém dinh véi dung dich NaCl 0,9% theo ty 1& 1/10 (w/v) rdi pha lodng miu
theo loat véi ty 18 1/10 (v/v) rdi cdy 100 pl ting mu da duogc pha lodng nay Ién moi
truong thach Luria-Bertani va 4 trong 48 gid, thu nhin céac khuén lac moc trén dia thach

c¢6 muc d6 pha loang dat tir 10 dén 100 khudn lac/100 pl;

b) thu ADN téng s cta vi khuin bang cach chuyén cac khuan lac thu dugc vao 100 ul
dung dich NaCl 0,9%, tron déu, gia nhiét dén 96°C trong 10 phit nhdm pha v& t& bao dé
thu ADN téng s6 ctia vi khuén;

¢) x4c dinh nhém vi khudn Bacillus séng c6 loi bang cach tién hanh PCR dinh lugng da
mdi véi hdn hop thanh phin i)hén ting bao gbdm tir 1 dén 5 pl ADN tdng sb, tir 10 dén 50
mM tris-HCI pH tir 7,9 dén 9,0, tir 6 dén 30 mM KCL, tir 0,05 dén 0,15% Triton X-100,
tir 200 dén 400 uM dNTP, tir 0,5 dén 5 don vi Taq polymeraza, tir 100 nM dén 1 uM cho
mdi mdi xudi va ngugc, tir 25 dén 500 nM cho mdi dAu do va nuéc vira du thé tich tir 20

dén 25 pl., trong do:

- c3p mdi dé xé4c dinh Bacillus subtilis bao gdm mdi xubi ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID
NO.1, mdi nguoc c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.2 va dau do bét ky dugc chon tir
nhém oligonucleotit ¢ trinh ty néu trong SEQ ID NO.9 dén SEQ ID NO.13 duoc gin
huynh quang FAM & d4u 5° va chat hip thu huynh quang IBFQ, BHQ hoic TAMRA &
dau 3’; '

- cdp mdi dé x4c dinh Bacillus clausii bao g6m moi xudi c6 trinh tu néu trong SEQ ID
NO.3, mdi nguge cé trinh tw néu trong SEQ ID NO.4 va ddu do bit ky duoc chon tir
nhém oligonucleotit ¢é trinh tw néu trong SEQ ID NO.14 dén SEQ ID NO.18 dugc
gin huynh quang HEX, TET, VIC, JOE, hoic Yellow555 & ddu 5° va chit hép thu
huynh quang IBFQ, BHQ hoic TAMRA & dau 3’;

- cap moi dé xé4c dinh Bacillus coagulans bao gdbm mdi xudi c6 trinh ty néu trong SEQ
ID NO.5, mdi nguoe c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.6 va déu do bat ky duge chon
tir nhém oligonucleotit ¢6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.19 d&n SEQ ID NO.23 duoc
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gin huynh quang ROX, Red610 hodc Texas Red & diu 5° va chét hép thy huynh quang
IBFQ hoic BHQ & dau 3°; va

- cap mdi dé x4c dinh Bacillus licheniformis bao gdbm mdi xubi ¢6 trinh ty néu trong
SEQ ID NO.7, mdi nguge c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.8 va diu do bét ky duogc
chon tir nhém oligonucleotit c6 trinh tu néu trong SEQ ID NO.24 dén SEQ ID NO.28
dwoc gin huynh quang Cy5 & ddu 5° va chét hép thu huynh quang IBFQ hoic BHQ &
dau 3’; va
d) két luan v& sy c6 mit va lwong vi khudn Bacillus séng bao gbém Bacillus subtilis,
Bacillus clausii, Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis c6 trong mau san pham loi
khuén can kiém dinh theo biéu d huynh quang thu dugc tir phan ing PCR dinh lugng
cac ADN téach tir cac khuén lac.

2. Quy trinh theo diém 1, trong d6 quy trinh nay c6 thé xac dinh ddng thoi hodc riéng 1€
bén loai vi khudn Bacillus sdng c6 loi bao gdm Bacillus subtilis, Bacillus clausii,

Bacillus coagulans va Bacillus licheniformis c6 trong san pham lgi khuan can kiém dinh.

3. Hon hgp nhém cip mdi va dau do dé xac dinh nhém vi khudn Bacillus song ¢ trong

san phim loi khun bing quy trinh theo diém 1, trong d6 hdn hop nay bao gbm:

- cdp mdi dé x4c dinh Bacillus subtilis bao gbm mdi xubi ¢6 trinh tw néu trong SEQ ID
NO.1, mdi nguge c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.2 va dau do bat ky dugc chon tir
nhém oligonucleotit ¢é trinh ty néu trong SEQ ID NO.9 dén SEQ ID NO.13 dugc gin
huynh quang FAM & d4u 5° va chit hép thy huynh quang IBFQ, BHQ hodc TAMRA &
déu 3’;

- cdp mdi dé xac dinh Bacillus clausii bao gém mdi xudi o trinh ty néu trong SEQ ID
NO.3, mdi nguge c6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.4 va diu dod bat ky dugce chon tir
nhém oligonucleotit ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.14 dén SEQ ID NO.18 duogc
gén huynh quang HEX, TET, VIC, JOE, hodc Yellow555 & dau 5’ va chit hép thu
huynh quang IBFQ, BHQ hosic TAMRA & diu 3’;

- cip mdi dé xac dinh Bacillus coagulans bao gdbm mdi xubdi c6 trinh tr néu trong SEQ
ID NO.5, mdi nguge ¢6 trinh ty néu trong SEQ ID NO.6 va ddu do bét ky dugc chon
tir nhém oligonucleotit c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.19 dén SEQ ID NO.23 dugc
gin huynh quang ROX, Red610 hodc Texas Red & dau 5° va chit hip thu huynh quang
IBFQ hoic BHQ & du 3’; va
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- cap mdi dé xac dinh Bacillus licheniformis bao gdm mdi xudi c6 trinh tw néu trong
SEQ ID NO.7, mdi ngugc c6 trinh tw néu trong SEQ ID NO.8 va diu do bét ky duoc
chon tir nhém oligonucleotit ¢6 trinh tyr néu trong SEQ ID NO.24 dén SEQ ID NO.28
dugc gin huynh quang Cy5 & ddu 5° va chét hap thy huynh quang IBFQ hoic BHQ &
dau 3.

4. Hon hgp nhém cip mdi va dau do theo diém 3, trong d6 mdi mdi xudi va mdi nguoc

c6 ndng do tir 100 nM dén 1 pM, mdi diu do c6 ndng do tir 25 dén 500 nM.

-22-



33575

HINH 1

4800 - - Lot ==>PC_HEX

4500
4200
3.500

34600
| - —>PC_FAM
2000 |
2700 ¢ — FAM
2400 |
2100 |

1.800 .

o Hex

Huynh quang

=+= Texas Red
4 == G5

1500
1200 e —>PC_CY5
——

0900 |

o
0.600
0300
o.000 0%
0300 1 smremcd i SR
000 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1860

d e sy PC_Texas

e v §

2_0.0_0 2200 2400 26,00 28.00 30.00 3200 3400 36.00 38.00 40.0C
Chuky

HINH 2

3500 B T ) B e

3.000 0.003

2500 -
2000
{ ! — SYBR Green 1 5 M
E\ 1500 i § — SiBR Greenl

1000 - i
0.01

0.000 0 =2

I

400 800 1200 1600 2000 2400 2600 3200 000 = R e
Chuky 7200 7500 7800 BLO0 8400 4700 9000 9300 9600

,,,,,, - B2. - R

3200
2400
2400
2000

£ e

= 1200
0300
0400
o000 2200

0.002

= SYBR Greenl = SYBR Greenl

~dF{dT

0.c01

e e b 4
.
. - et

e Tew=res s 0000
4.00 8.00 1200 16.00 20.00 24.00 2800 3200 66,00 €900 7200 7500

Chuky

7800 8100 8400 €2.00 $0.00 9300 9600
Nhigt &g

C2. R . s - -

“200 T ] 0.604 2

3500

3.000 - 000 .
% 2400 — SYER Green] %n.ooz . — SBRGreenl
2 1800 !

1200 0.001

000

0400 8% < -

- e - 0000 AT e O
000 400 8O0 1200 1600 20.00 2400 2800 3200 3600  $0.¢ €600 6990 7280 75.00 7800 8100 8400 8700 $0.00 9300 9600
Chuky Nhigt 4

D2.

3200 | .

2200

2400 | 0.002
i 2000 -,
£ 1 — SYBR Green! — SYBRGreen|
H

1200 0001

0.800

0500

0.000 000, 1

- - - e 0.000 crespeimassee e -
4.00 8.00 1200 1600 20.00 24.00 28.00 3200 6600 €9.00 7200 7500 20.00 8100 400 87.00 90.00 93.00 9600
Chuky Nhiét 43

~dF (T

-23-



Huynh quang

33575

HINH 3

—+ Khudn lac 01

2200
2000 =" "™ Khuan lac 02
1800 7
1500 == Khudn lac 03
| -
1400
H ' o —— 2
1200 | - Khuan lac 04
. - FAM
1.060 - Hex
S
0.800
0.600
0.400 -
0.200
N
oon0 Q0 . - . Rt
0.00 200 4.00 6.00 3.00 10,00 12,60 14,00 16.00 18.00 1’70&»0’ 22.0’0” ’2’4.007 25~‘;0 V ZVS.GO 3000 3200 3’74.007 3600 38.00 is.ﬂ(
Chuky
AY
1500 y — Khuan lac 02
3 2
1400 "= Khuan lac 01
1300 | o .
.'A. »
1200
1100 s
100 : —» Khudn |
: E . -
asto | ; . P udn lac 04
E ! —
S 0800
:" e Hex
g om0 2
) v == Texas Red
T 04600 e
- .w (ys
05600
~ Khuan lac 05
0.400
...=~> Khudn lac 03
- 2
0300 <+ e Khudn l3c 06
0.200 -
0.100 ;
et . oot
000 299 s S—
-0.100 . - - - - - —
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000

0.00 2.00 4.00 £.00
Chu ky

-24-



<110>
<120>

<130>
<160>
<170>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<400>

33575

DANH MUC TRINH TU

Truong Pai hoc Khoa hoc Tu nhién, Pai hoc Qubc gia Ha No&i

Quy trinh x&c dinh nhém vi khuldn Bacillus séng cé trong san
phdm lgi khudn va hén hop nhém cidp mdi va ddu do dé& xac dinh
nhém vi khudn nay

28

1

22

ADN

Trinh ty nhdn tao

Poan mdi

1

CGTAGGTCCTGAGCTTGATGTA

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<400>

2

17

ADN

Trinh ty nhdn tao

Poan mdi

2

GCGTTTGTCCAAGTCGG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<400>

3

20

ADN

Trinh tu nhdn tao

Poan mdi

3

AATTTTTACCGCCCCTCAAG

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<220>
<400>

4

20

ADN

Trinh ty nhén tao

Poan mdi

4

ACTTTTGGAACATGCCGAAC
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<210> 5

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 5
GCAGGTTGCTTATGAAATCAAC

<210> 6

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 6
CCAGGCTTAAATCCAATACAG

<210> 7

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh tuy nhan tao
<220>

<223> Poan mdi

<220>
<400> 7
GTCAACGACACAATTTCCCCGT

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Poan moi

<220>
<400> 8
AGCTCCCTCAGGCGGCAATT

<210> 9

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> DPau do

<220>
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<400> 9
TGGCTCCTGGTGTATCCATCCAA

<210> 10

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> bPiu do

<220>
<400> 10
AAAGCACACTACCTGGAGGCACTI

<210> 11

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220>

<223> Dau do

<220>
<400> 11
GCGCTTACAACGGAACGTCAA

<210> 12

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Pau do

<220>
<400> 12
GGCGACTCCTCACGTTGC

<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhédn tao
<220>

<223> Dau do

<220>
<400> 13
CGGAGCAGCAGCGTTAATTCT

<210> 14

<211> 22

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Dau do
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<220>
<400> 14
AAAAAAAGTGCGGCAGGCAATC

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tyu nhén tao
<220>

<223> Pau do

<220>
<400> 15
GCGATGGTTTGTGACGCGAT

<210> 16

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhdn tao
<220>

<223> Pau do

<220>
<400> 16
AATCGGCGTCAAACCTGAGACACC

<210> 17

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Pau dod

<220>
<400> 17
GTGGCCATGCTTCATGCCAG

<210> 18

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Pau do

<220>
<400> 18
GCAGTGGGCGATGGTTTGTG

<210> 19

<211> 16

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
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<220>
<223> Pau do

<220>
<400> 19
CGACGCTCCCGGATGC

<210> 20

<211> 21

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Pau do

<220>
<400> 20
AACAGGGATACAGGGCGATGG

<210> 21

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Pau do

<220>
<400> 21
ATCGCCCTGTATCCCTGTTGTTTC

<210> 22

<211> 19

<212> ADN

<213> Trinh ty nhan tao
<220> '
<223> Pau dod

<220>
<400> 22
CCGCTCTCTTCCATCGCCC

<210> 23

<211> 25

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Pau do

<220>

<400> 23
TGTTGTTTCAAGAATTGCATCCGGG

<210> 24
<211> 22
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<212> ADN

<213> Trinh tu nhan tao
<220>

<223> Pau do

<220>
<400> 24
ATCGTGATCGGCAAGTGTTCTT

<210> 25

<211> 27

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Pau dod

<220>
<400> 25
TCCGAAATTTCCGGAAATGTGTTTTCG

<210> 26

<211> 24

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220> '
<223> DPiu do

<220>
<400> 26
TTCGCCGGTCGCAGCAATCTTTAA

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Trinh tu nhén tao
<220>

<223> Pau do

<220>
<400> 27
AGCGGCTGTGAGTTTCTGCT

<210> 28

<211> 23

<212> ADN

<213> Trinh ty nhén tao
<220>

<223> Pau do

<220>

<400> 28
GACCCCGATACCCGTCATATTTG
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