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Lot néi dau
TCVN 13044:2020 dwoc xay dung trén co s& tham khao EN 15785:2009;

TCVN 13044:2020 do Ban ky thuat tiéu chudn quéc gia TCVN/TC/F17
Thire dn chédn nudi bién soan, Téng cyc Tiéu chudn Do lwdng Chét lwong
thdm dinh, Bo Khoa hoc va Cang nghé cong bé.
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L&i giéi thigu

Phirong phép nay dugc xay dyng dé dinh lugng va phén biét cac vi khuén Bifidobacterium probiotic,
nhdm kiém soat viéc ghi nhan diing cach cac san phadm thirc dn chan nudi . Phirong phap dinh lvong
dwere dua ra d6i véi cac loai Bifidobacterium d4 duge xac nhan higu lyc trong mét nghién ceu lién phong
thir nghiém P21,

Phuong phap nay khdng chon loc dbi véi Bifidobacterium probiotic nhung c6 thé dwoc ap dung dé
dinh lwgng ching trong c4c chét phy gia, sén phdm premix va thirc &n chan nudi khi sé Iwgng
Bifidobacterium probiotic c6 mat cao hon so véi sb Igng céc vi khudn khac.
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Thire d@n chan nudi - Phan lap va dinh Iwgng Bifidobacterium spp.

Animal feeding stuffs — Isolation and enumeration of Bifidobacterium spp.

1 Pham vi ap dung

Tiéu chudn nay quy dinh cac nguyén téc chung dé dinh lugng vi khudn Bifidobacterium probiotic trong
cac mlu thiec &n chan nudi (chdt phy gia, sdn phdm premix va thirc an chian nudi) c6 chira
Bifidobacterium & dang don 1& hodc hdn hop voi cac vi sinh vat khac. Tiéu chudn nay khéng ap dung
cho thirc &n chan nudi cd chira chat khoang duwge xac dinh 1a thire an chian nudi bd sung co thanh
phén chii yéu la chét khoang va chira it nhat 40 % tro thd I,

C6 nhiéu loai mau thire &n chan nudi khac nhau:
a) Céc chét phy gia chira khodng 10 don vj hinh thanh khun lac (CFU)/g.
b) Céc san pham premix chira khodng 108 CFU/g.

c) Thirc &n chan nudi dang b6t hodc dang vién, chira khodng 10° CFU/g va bao gdm ¢a céc loai thirc
&n chan nudi hoan chinh, cac chét thay thé sia.

Gi@i han phat hién dwee xac dinh trong TCVN 6404 (ISO 7218).
2 Tailiéu vién dan

CAc tai liéu vién dén sau la rét can thiét cho viéc ap dung tiéu chudn. Déi véi cac tai liéu vién dan ghi
nam cdng bé thi 4p dung phién ban dugc néu. Déi vai cac tai liu vién din khdng ghi ndm cbng bé thi
ap dung phién ban mai nhét, bao gom ca cac stra ddi, bd sung (néu cd).

TCVN 6404 (ISO 7218), Vi sinh vét trong thuc phdm va thirc &n chdn nudi — Yéu cAu chung va huong
dén kiém tra vi sinh vét.
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TCVN 6507-1 (ISO 6887-1), Vi sinh vt trong thyc phdm va thirc &n chan nuéi - Chudn bj méu thi,
huyén phi ban du va cac dung dich pha lodng thdp phan dé kiém tra vi sinh vét— Phan 1: Céc nguyén
téc chung dé chuén bj huyén phu ban déu va céc dung dich pha loang thap phan.

TCVN 6952 (ISO 6498), Thire &n chan nui — Huéng din chudn bj mau th.

3 Thuét ngi? va dinh nghia
Trong tiéu chudn nay ap dung cac thuat ngl va dinh nghfa sau:

3.1

Bifidobacterium (bifidobacteria)

Cac vi khuan hinh thanh khuan lac pht hop véi md ta vé cac loai nay, khi U trén mdi trudng quy dinh
& 37 °C tr 36 h dén 48 h; trong diéu kién yém khi.

Hinh thai cac khuan lac:

a) tron;

b) 13i;

c) vién déu;

d) mau kem;

e) bé mét lang béng;

f) mo dyc.

Buérng kinh khuan lac thay ddi ttr 0,5 mm dén 1 mm.

Kiém tra cac khudn lac dwoc chon béing kinh hién vi cho thdy cac té bao c6 dang hinh que khac nhau.

4 Nguyén tac
a) Chuén bj cac dia thach vo triing da lam khé.
b) LAy mot phdn mau thir dai dién trong diéu kién vé tring.

¢) Chuan bj huyén phii ban d4u tir phan mau thir ddng nhat dé thu dugc cac té bao vi khudn phan bd
dong déu.

d) Chun bj cac dich mau pha lodng thap phan tiép theo tir huyén ph ban dau & gidm sé lwong vi
sinh v4t trén mot don vj thé tich va cho phép dém cac khuén lac sau khi 0.
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e) Céy cac dia da chudn bi mdt lvgng cac dich mAu pha lodng téi wu va st dung que dan mau vd
tring dé phan tan dich céy.

f) Latngugc cac diava (& 37 °C £ 1 °C, tir 36 h dén 48 h, trong diéu kién yém khi.
g) Dém céc khudn lac dién hinh, cd cic dic didm cla Bifidobacterium nhw 33 md ta & trén.

h) Kiém tra x4c nhan hinh thé té bao clia cac chiing phan Iap trong chi Bifidobacterium bing kinh hién

vi.

i) Tinh sé khudn lac trén gam hodc kilogam mau thirc &n chan nubi.

5 Dung dich pha lodng, mdi trwwéng va cac dic tring kiéu hinh
5.1 Dung dich pha loang

5.1.1 Dung dich pha lodng dung cho huyén phu ban d4u

Dung dich pha lodng nay dugc sir dung dé chudn bi day pha loang thap phan tir huyén pht miu thir
ban du 10" trong céc vat chira thich hop (vi dy: hdp, chai hodc binh).

5.1.1.1 Dung dich pha lodng ban déu diing cho chét phy gia

Dung dich mudi dém phosphat (PBS): Hoa tan 8 g natri clorua, 0,2 g kali clorua, 1,15 g dinatri hydro
phosphat, 0,2 g kali dihydro phosphat, pH 7,3 + 0,2 trong 1 L nwéc cat. Phan phdi dung dich muédi
nay vao cac vat chira thich hop (vi du: hop, chai hogic binh). Hap 4p lwc tat ca cac vat chira d& day
kin ndp c¢6 chira dung dich pha loang ban dau & 121 °C + 1 °C trong 10 min. D& tranh hao hyt trong
qua trinh hép, can st dung chai ¢6 nép van.

P2 dung dich pha loang ngudi dén nhiét do phong trude khi str dyng.
Do pH cla dung dich pha lodng @& dam bao kha nng dém thich hop.
5.1.2 Dung djch pha lodng ding cho pha lodng thip phan

Dung dich pha loéng nay dwgc st dung dé pha lodng thap phan huyén phit mau thi ban d4u va cac
dich mau pha lo#ng tiép theo.

Dung dich muéi pepton dugc chudn bj theo TCVN 6507-1 (ISO 6887-1).

Chuén bj dung dich 1 g casein thliy phan béng enzym, vi dy: pepton casein thiiy phan enzym tuyén tuy
(hodc pepton c6 cling chét lwgng) va 8,5 g natri clorua trong mét lit nwdc cét. Hoa tan cac thanh phin
vao nuwére. Chinh pH dén 7,0 £ 0,2 & 25 °C + 1 °C. D& pha loang thap phén, cho vao cac 6ng nghiém vé
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trung c6 chira 9,0 ml + 0,1 mi dung dich hodc s dyng chai c6 ndp vén dé tranh hao hyt khdi lvgng
trong qua trinh hép ap luc.

Hap khir triing & 121 °C 1 °C trong 15 min. D& dung dich pha lodng ngudi dén nhiét 4 phong trrdre
khi st dung.

5.2 Moi trwdmg

5.2.1 Yéu ciu chung

C6 bdn méi trwomg dugc siv dung:

a) Thach MRS (de Man, Rogosa va Sharpe);

b) Thach MRS cé bé sung triphenyl tetrazolium clorua (TTC);

c) AMRSA: méi treerng thach MRS da axit hoa;

d) Mai tredmg chon loc: Mai treng MRS bé sung cystein hydroclorua va mupirocin.

Déi véi phwong phap dinh lwgng Bifidobacterium théng dung, viéc si dung thach MRS la du dé gia
dinh réng chiing vi khun probiotic c6 mét véi s6 Iwgng Iém hon nhiéu so véi céc loai vi sinh vat khac.
Day Ia mdi truong thich hgp cho sy phét trién clia cac vi khuén lactic nher Pediococcus, Enterococcus
va Lactobacillus. C6 thé chon loc vi khudn bing cach chinh pH, vi Pediococcus, Lactobacillus va
Bifidobacterium chiu dwgc pH thap hon Enterococcus (pH 5,0 dén pH 6,5) va phét trién dugc trén moi
tredng thach MRS da axit hda. Khi dy kién Pediococcus va Lactobacillus cd mat, méi tredng thach
MRS ¢6 bd sung TTC cho phép phan biét cac khudn lac cha Bifidobacterium co mau ndu dd khac nhau
sau khi G yém khi. M6i trong MRS bd sung mupirocin duwgc chon ding cho Bifidobacterium va duoc
st dung khi cac vi khuan lactic probiotic khac c6 mat véi sb lwgng I6n hon hon so véi Bifidobacterium.

52,2 Thanh phén
52.21 Thach MRS
Thanh phan clia thach MRS trén méi lit nwére ¢t nhu sau:

20,0 g dextrose, 10,0 g polypepton, 10,0 g chét chiét thit, 5,0 g chét chiét ndm men, 5,0 g natri axetat
ngam ba phan tir nweére, 2,0 g natri phosphat, 2,0 g tri-amoni xitrat, 1,0 g Tween 80, 0,2 g magie sulfat
ngam bay phan ti nwéc, 0,05 g mangan sulfat ngdm bdn phan t& nwére, 15,0 g thach, pH 6,5 £ 0,2.

CHU THICH: C6 thé sz dyng mdi tréng thach MRS Bacto™ Lactobacilius ciia Phong thir nghiém Difco hodc
clia cac nha cung cAp san xuét mdi treéng c6 thanh phan twong tur khac.
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5.2.2.2 Thach MRS ¢6 bé sung TTC
5.22.3 AMRSA
5.2.2.4 Méitrwong chon loc

B4 sung dung dich cystein hydroclorua 0,05 % (vi du: Sigma C-1276 hoéc trong duong) vao thach MRS
(5.2.2.1) dé cd ndng A9 cudi cling 1A 50 pg mupirocin trén mililit (vi dy: Oxoid CT0523B hodc twong
duong).

5.2.3 Chun bj

5231 Thach MRS

Hoa tat ca cac thanh phan trong nuwdc cdt va khir tring bing hép ap lyc & 121 °C + 1 °C trong 15 min.
5.2.3.2 Thach MRS cé bd sung TTC

Hoa 1 g triphenyl tetrazolium clorua (TTC) trong 100 mi nwéce va loc vd triing. Sau khi hdp ap luc, thém
1 ml dung dich da chuAn bj vao 100 ml mai triedrng thach MRS (5.2.3.1) degc i & 48 °C + 1 °C.

CHU THICH: TTC bj phan hiiy do hap ap Iyc.
5.2.3.3 AMRSA

Chinh pH clia thach MRS dén 5,4 + 0,1 bang HCI trwérc khi hdp ap lyc. Khir tring & 121 °C £ 1 °C
trong 15 min.

5.2.3.4 Mdi trrdng chon loc

B& sung dung dich cystein hydroclorua 0,05 % ((khéi lwong/thd tich) (vi dy: Sigma C-1276 hoic twong
dwong) vao mdi trwdng chon loc (5.2.2.4) '

Dé chuan bj dung dich mupirocin, cho vao 50 dia (vi dy: Oxoid CT0523B hodc twong dwong véi 200 pg
méi dia), mdi dia 10 ml nuwéc cét & 37 °C, vé triing va I&c trong 30 min. Gan dung dich ra khdi c4c dia
va thém vao mdi da 190 ml méi trwéng tan chdy dwgc gite & nhiét dd khodng 48 °C trwdrc khi rét va dé
khé. Néng do mupirocin cudi ciing 1a 50 ug/ml.

5.3 Dic tring kiéu hinh

Déc trung kiu hinh clia Bifidobacterium dudi kinh hién vi 1a cac té bao hinh que. Hinh thé té bao co
thé dwoc st dung dé phan biét Bifidobacterium véi Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus va
Bacillus.
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6 Thiét bj va dung cy thdy tinh

Chi str dung thiét bi, dung cy phong thlr nghiém vi sinh théng thudng va cy thé nhu sau:
6.1 Thiét bj khir triung khd (ti sdy) va khir tring wét (ndi hép ap lyc)

Theo TCVN 6404 (1SO 7218).

6.2 Tdam

Cé kha nang duy tri nhiét @ & 37 °C+ 1 °C.

6.3 Ndi cach thay

Cé kha nang duy trinhiét d@ & 48 °C £ 1 °C.

6.4 Thiét bj tron

B§ trén hai tbc dd hodc c6 thé didu chinh dwgc (18 000 r/min va 22 000 r/min), co bat tron mot lit da
dugrc khtr triing trong ti sdy & 170 °C dén 180 °C trong 1 h.

6.5 May khudy co hoc

May khudy co hoc, vi du: may trén Vortex [xem TCVN 6404 (1ISO 7218)] hodc trong duwong.
6.6 Can

Cé thé cén chinh xac dén 0,01 g.

6.7 Kinh hién vi

C6 thé sir dung kinh hién vi phan pha & d6 phéng dai tir 600x dén 1 000x.

6.8 Binh hodc chai cé nap vin cé dung tich thich hop.

6.9 Ong nghiém cé dung tich thich hop.

6.10 Pipet va diu tip vé tring dé phan phdi 100 pi va 1 ml

Cac dAu tip c6 16 rong gén vao pipet d& hit va pha loang mAu thirc &n chan nudi da ddng nhét.
6.11 May do pH.

6.12 Dfia Petri v6 triing, dwéng kinh trong 90 mm.

6.13 Que dan mau

Que dan mAu hinh chix L hoc hinh tam giac vé triing béing thiy tinh hodc kim loai hodc que dan mau
v triing diing mdt 1an béng chét déo.

10
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6.14 Thiét bj G yém khi

Binh hoZc budng yém khi thich hep.

7 Liy mau
Viéc l4y mau khdng quy dinh trong tiéu chuén nay.
Viéc ldy mAu khéng quy dinh trong tiéu chudn nay. Nén Iy méu theo TCVN 11923 (ISO/TS 17728) ¥,

Méu gri dén phong th( nghiém phai Ia mau dai dién va khdng bi hu héng hodc bién dbi trong subt qua
trinh van chuyén va bao quan.

CANH BAO - Thic hién cac bién phap phong ngira dé tranh kha ning nhiém chéo miu véi vi
sinh vat. Dac biét sau khi 1dy mau cac chat phy gia va san phdm premix bd sung vi sinh vat. Néu
cén, lam sach va khi tring thiét bj gitra méi Ian 1dy miu, dic biét Ia sau khi ldy mau cac chit
phu gia va san phdm premix c6 chira vi sinh vat. Cho miu vio vét chiva vé tring.

8 Chuén bj méu thi

Chuén bj mau thir theo TCVN 6952 (ISO 6498) va tiéu chudn san pham thich hgp. Néu khéng ¢ tiéu
chudn cy thé thi cac bén lién quan ty thda thuan van d& nay. TCVN 6952 (ISO 6498) dwa ra cac
hwéng dan chung vé chudn bj mau thir.

9 Céch tién hanh
9.1 Thirc &n chdn nudi ¢ hé vi sinh vat probiotic don hoac da thanh phin

Néu Bifidobacterium 1 thanh phan vi khudn duy nhét trong thirc &n chan nudi thi st dung thach MRS.
Néu ching chiém wu thé hon so vé&i hé vi sinh vat bd sung thi cé thé tién hanh trén AMRSA hoic
MRS + TTC hodc mdi trerdng khang sinh chon loc. Néu Bifidobacterium khéng chiém wu thé thi sir dung
mdi trrdrng khang sinh chon loc.

9.2 Chuan bj dia thach
Chun bj thach MRS theo hwéng dan clia nha san xuét.
Tién hanh axit hoa thach MRS dé chudn bi thach AMRS trrére khi hép ap luc.

Pdi véi thach MRS + TTC, hap 4p lwc thach MRS & 121 °C + 1 °C trong 15 min, khi méi treéng trong
ndi cach thay da ngudi dén nhiét do 48 °C £ 1 °C, bd sung TTC d4 loc vo triing.

11
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Lam tan chdy mdi trerdng co' ban thach MRS c6 bd sung cystein-hydroclorua véo trwéc ngdy stiv dyng
va gitr & 48 °C £ 1 °C. Cho mupirocin {xem 5.2.2.4) vao méi trrdng ngay trwére khi rot.

Rét vao mdi dra Petri (6.12) khodng 15 ml méi trwdng trong didu kién vo tring va dan déu dé tao thanh
mét lép ddng nhét.

Kiém tra do vo tring clia cac dia da khd.

CANH BAO - Céc probiotic cé xu hwéng ldng nhanh sau khi trén. Can tranh diéu nay bang cach
xt? Iy cdc mdu ddng nhét diing céch.

Céc dia da khd néu dwoc bdo quan dang cach tranh bi mét nudrc, co thé gilr dwoc 2 tudn trong td lanh.
Trong treéng hop nay, d& cac dia dén nhiét d6 phong khoang 30 min trwée khi st dung.

9.3 Chuan bj huyén phi ban dau va dich mau pha loing thap phan

Cén 20 g £ 0,1 g chét phy gia hodc san phdm premix va 50 g + 0,5 g mau thiec &n chan nudi cho vao
bat trén v tring. Thém vao 180 ml hodc 450 mi dung dich mudi dém & nhiét dd phong.

CHU THICH 1:  CAn kiém tra pH ctia huyén pht ban d4u va hiéu chinh pH trong dai tir 7,3 dén 8,1,
Tron cac chat phy gia va san pham premix trong 3 min & téc dé cao (xem 6.4) va pha lodng ngay.

CANH BAO - Cac probiotic ¢6 xu hwéng léng nhanh sau khi trgn. Can tranh didu nay bing cach
xt¥ ly cdc mau dong nhét diing cach.

Tron thirc &n chan nudi trong 1 min & toc dd cao (xem 6.4); bat dau tron & téc dd thap @& tranh bj ban
tung tée, sau @6 bat cong téc chuyén sang téc do cao. D& yén mau trong 30 min. Diéu quan trong 1&-
thiee &n dwore vién lai dé hap thy chét Idng. Tron trong 2 min & téc d6 cao (xem 6.4) va pha loang ngay,
sl dyng pipet c6 d4u hut 15 rdng.

CHU THICH 2:  C6 thé tranh tao bot manh trong huyén phis ban du khi trdn bang cach st dyng chét chdng tao
bot phit hop (vi dy: chét chéng tao bot silicon) & néng dd thich hop.

Trong tredng hop cac san phdm dang vién nang, phai st dung cac chat phu gia phi hop (vi dy:
polyoxyetylensorbitanmonooleat; hogc twong dwong) & nhiét o thich hep (vi du: 40 °C).

Khéi legng clia thé tich pipet da hit phai duoc xac dinh dé thu dwoc hé sé hidu chinh déi véi viéc tinh
sb dém céc lodi Bifidobacterium.

Chuén bj mét day cac dich mdu pha lodng thich hep (ddy dich m3u pha lodng) st dung pipet vé tring,
vi du bd phén phdi dung méi micro cai dat & mire 1 ml. Chuyén 1 ml huyén phis ban déu vao éng

12
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nghiém chira 9 ml dung dich mudi pepton vd triing da dé dén nhiét d phong va tron béng may tron
Vortex trong 5 s. Lap lai quy trinh ndy si dyng dich m3u pha lodng 102 va chudn bj c4c dich miu pha
lodng tiép theo cho dén khi thich hop dé tinh s dém té bao. Sau quy trinh pha loang nay, cdy ngay cac
dra nhwr md ta trong 9.4.

Kiém tra trwéc d8 xac dinh ham Iwgng ddng trong huyén phi ban ddu. Ham lugng ddng vugt qua
200 mg/kg thi cin s dyng cac thubc thir tao phire, vi dy: axit iminodiaxetic & ndng d thich hgp lién
quan dén gi4 trj pH.

9.4 Clyvauim

Mai dich mau pha loang da chon cdy hai dia thach riéng ré, mdi dra 0,1 ml dung dich. Dan déu nhanh
dung dich trén bé& méat méi tredng bang que dan mau vd tring.

L4t ngwoc cac dia rdi xép thanh chdng va G yém khi & 37 °C tir 36 h dén 48 h.

CANH BAO - Dich mau pha loang thich hgp da chon phai déng nhat trwéc khi cdy miu vao
cac dia

9.5 Pém khudn lac

Sau khi  trong cac diéu kién quy dinh néu trén, chon cac dia chira hon 30 khudn lac va khéng qua
300 khudn lac dé dinh lugng sé don'vi hinh thanh khuan lac (CFU).

Dém cac khudn lac Bifidobacterium gia dinh trén cac dia va Iy gia trj trung binh dé tinh s6 lugng don
vi hinh thanh khuan lac trén mdi gam thirc &n chan nudi theo TCVN 6404 (ISO 7218).

9.6 Hinh thé té bao - khing dinh

Tuy thudc vao sb Iwgng cac khudn lac ¢ hinh thai khac nhau xudt hién sau khi G, méi kidu hinh thai
chon ngéu nhién ti 2 khuan lac dén 5 khuan lac.

Lay mét khudn lac, hoa céc té bao vao 20 pl PBS trén mét lam kinh, day lamen lén va quan sat bang
vat kinh dau clia kinh hién vi & 46 phong dai tir 600x dén 1 000x. Néu cac té bao hinh que cé nhiéu
dang khéc nhau: ngén, déu, mdng c6 cac d4u nhon, tron déu, dai c6 ubn cong hodc nhé ra hodc co
nhiéu nhanh lé¢n; nhon, dang thiy hoi phan nhanh hodc cac dau hinh thia; don Ié hoéc trong cac chudi
nhiéu hinh dang; trong cac tap hgp hinh sao hodc cac cum té bao dwgre xép theo hinh chi v hodc hinh
que xép song song, thi c4c t& bao nay duoc coi 12 Bifidobacterium.

Néu phat hién cac khuan lac co déc didm khac trong qué trinh khang dinh thi cn Iap lai phép phan tich
v@i mbi trwong chon lgc hon (mdi treérng MRS + TTC, mdi trwérng AMRSA, méi tredmng khéang sinh
chon lgc).

13
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10 Biéu thj két qua

Trung binh sé don vi hinh thanh khudn lac (CFU) trén mdi gam thirc an chan nudi ddi vai vi khuén hinh
thanh cac khuén lac dién hinh trén méi treéng quy dinh va bidu hién hinh thai dién hinh, dwoc tinh theo
TCVN 6404 (ISO 7218).

S lwgng Bifidobacterium. spp trén méi gam hoc méi mililit, N, dwoc tinh bang Cong thire (1):

2.0 (1)

Ne— &=
V(n, +0,1n,)d
> C latdng sb cac khuén lac dém dugc trén tat ca cac dia;

V  lathé tich dich cdy dwoc st dung cho mdi dfa, tinh bing millit (ml);
m  lasé dia dém dwgc & d6 pha loang thir nhét;

n>  lasé dia dém dugce & d9 pha loang thr hai;

d 14 hé sb pha loang clia dd pha loang thi? nhét.

Lam tron két qua thu dwgc dén hai chir sb co nghia. Déi véi sé c6 ba chr s6, lam tron chiz sb thir ba
dén s gan 0 nhét. Trong trrong hep chiz sb thir ba 12 5 thi 1am tron xuéng néu hai ch sé dAu tién I3
6 chdn va 1am tron 1én néu hai chir s6 dau tién 14 s6 8.

Két qua 1a s vi sinh vat trén mdi gam san pham, dugc biéu thi bang mét sé tir 1,0 d&n 9,9 nhan véi Ity

thira twong (ng cla 10.

11 Do chum
11.1 Yéu cau chung

D§ chum cia phuong phap st dung cdc mai trudmg khac nhau vé do 1p lai va dd téi lap dugc xéc
dinh trong mét nghién cibu lién phong thlr nghiém.

11.2 Nghién ctru lién phong thir nghiém

Chi tiét nghién c(ru lién phong thr nghiém vé 4o chym clia phurong phép dwece cong bd (xem Tai lidu
tham khdo [1], [2]) va dugc tém tit trong Phy luc B. Giéi han I3p lai va gi6i han téi 1ap dwoc xac dinh, st
dung ba logi mu thirc &n chan nudi bj nhiém & hai mirc. Cac gid trj thu due tir nghién clru lién phong
thtr nghiém co thé khéng ap dung dwgc cho cac dai néng do va nén mAu khac voi cac dai ndng dd va

nén mau da néu.
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11.3 D6 lap lai

Chénh lgch tuyét déi gitra hai két qua th nghiém (sb lwgng Bifidobacterium trén gam hodc mililit)
don 18, doc lap (da chuyén vé logio) hodc ty sb clia hai két qua thir nghiém cao hon dén thap hon trén
thang chuén, thu dwgc trén vat liéu thi gibng hét nhau, trong cling mét phdng thir nghiém, do cling
mot ngudn thre hién, st dung cuing thiét bj, trong mét khoang thari gian ngén, khéng duwgc qua 5 % cac
trierdrng hep I6n hom gidi han 13p lai r.

11.4 Do tai lap

Chénh lgch tuyét déi gitva hai két qua thir nghiém (sé lwgng Bifidobacterium trén gam hodc mililit) don
& (da chuyén vé log1o) hodc ty sb cla hai két qua thir nghiém cao hon dén thdp hon trén thang chudn,
thu dwoc trén vat liéu thir gidng hét nhau, trong cac phong thir nghiém khac nhau, do nhirng ngudi khac
nhau thye hién, sir dung céc thiét b khac nhau, khéng duwoe qua 5 % cac trrdng hop 1o hon gidi han tai
13p R.

12 Bao cao thir nghiém

Béo céo thr nghiém phai ghi rd:

a) théng tin cin thiét & nhan biét day dd vé mau thir;

b) phwong phap ldy mau da dung, néu biét;

¢) phuwong phép thir da dung, vién ddn dén tiéu chuan nay;

d) nhiétdd G,

€) mai chi tiét thao tac khéng quy dinh trong tiéu chun nay hodc dwoc xem Ia tiy chon, cling véi

f) moi chi tiét v& c4c tinh huéng bét thuwérng c6 thé anh hudng dén két qua thr nghiém;

g) cac két qua th nghiém thu dugc, hodc, néu kiém tra dd I4p lai, thi néu két qua cubi cung tﬁu duwoe.

h) méi fruerng (xem 5.2.1).
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Phu luc A
(Tham khdo)

Lwu y vé cach tién hanh

M8i trréing thach MRS cho phép tht ca cac vi khuan lactic va ca cac lodi vi sinh vat khac phat trién.
Viéc bd sung TTC véo thach MRS Ia c4ch tét nhét dé phan biét, vi dy: Bifidobacterium cé mau dé khac
nhau sau khi G yém khi.

Trén mdi treérng thach MRS d3 axit hda (AMRSA) cac vi sinh vat khac ngodi Bifidobacterium dugc sl
dyng lam phu gia thirc &n chan nuéi nh vi khuan Enterococcus hodc Bacillus khéng hinh thanh khudn
lac. Chi mét sé loai ndm men, ndm méc hodc vi khuan Lactobacillus va Pediococcus 1a ¢6 thé hinh
thanh céac khuan lac trong cac diéu kién quy dinh.

Cén s dung mdi trvdng MRS chon loc bd sung mupirocin néu Bifidobacterium cé ndng dd thap hon
cac vi sinh vét probiotic khac.

Chét chéng ndm nhu nystatin (50 U/ml) c6 thé dwoc thém vao thach MRS, AMRSA hodc MRS + TTC

dé trc ché ndm mdc va ndm men.
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Phuluc B
(Tham khaa)
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Mot nghién ctru lién phong thir nghiém gém cé 17 phdng thir nghiém clia 11 nwére chau Au tham gia

tién hanh & hai mirc nhiém khac nhau (th4p va cao). Phép thir dwgc td chirc vao ndm 2002 va dugc

phéi hop cling Phong thir nghiém Khoa hoc Trung tam . D&i véi nghién clu lién phong ther nghiém,
cac mau thir ddng nhét dwoe chudn bj bing cach str dung thirc dn chan nudi ¢o chira Bifidobacterium
la thanh phan duy nhét trong cac mau bj nhidm & mirc cao (tly thudc vao méi trudng dugc st
dyng dbi véi MRS 14 6,6 x10° va méi trudng Bifidobacterium chon loc la 9,5 x 107) va két hgp voi
vi khudn Pediococcus frong mau thir ¢d dic thap hon (tiy thudc vao méi trueng dwgce st dung, ddi
v&i MRS 1a 1,3 x 10° va mdi trwdng Bifidobacterium chon loc 12 1,9 x 108), D liéu d6 chum thu dugc

tir phép thir dwgc tom tit trong Bang B.1.

Bang B.1 -Dir liéu d§ chum thu dwgc tir nghién ciru cdng tac 12

Miu
MRSA | MRSA+TTC| AMRSA BSM
Théng sé (5.2.2.1) (5222) | (5223 (5.2.2.4)
Mirc | Mrc | Mirc | Mc | Mirc | Mbc | Mlc Mtrc
thdp | cao | thdp | cao | thdp | cao | thdp | cao
86 lwgng mau 2 2 2 2 2 2 2 2
&I » . "
S0 uo'lng‘ph(’:ng‘thu nghiém cdn lai 5 5 7 9 6 9 8 10
sau khi trir ngoai 1&
Gl bung bioi, tiir bang 530 | 7.69 | 522 | 749 | 508|753 527 | 7.81
logt CFU/g .
- :
B lich chuln iép lal, s, tinh bang 015 013 | 027 | 018|031 |012| 033 | 009
log1e CFU/g
D0 Iéch chuan twong dbi I3p lai, CVr,
0 Igch chudn tuang doildp 8l CVe, | o0 | 174 | 526 | 242 | 6,11 | 1.60 | 630 | 1,19
tinh bing %
Gioi han Iap lai, r 043 | 0,38 | 0,77 | 051 | 0,87 | 0,34 | 093 | 026
l&ch chuan tai [4p. s, tinh ba
B9 lech chuln tal l4p, sw, tish bang | o) | o 0c | 090 | 030 | 0,44 | 026 | 035 | 021
log1o CFU/g
B9 loch chudn tirong ddital p, CVa, |, ) 330 | 551 [521]874|350| 655 | 2,62
tinh bing %
Giéi han i lap, R 0,67 | 0,71 | 081 | 109 | 124 | 074 | 097 | 057
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