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Tóm tắt. Vi khuẩn lactic (Lactic Acid bacteria – LAB) được sử dụng làm chế phẩm sinh học kích thích tiêu 

hóa, miễn dịch và là lựa chọn thay thế phù hợp cho thuốc kháng sinh thông thường trong hệ thống nuôi 

trồng thủy sản. Nghiên cứu này xác định khả năng đối kháng Vibrio parahaemolyticus và một số đặc điểm 

sinh hóa của chủng Weissella cibaria HN07 được phân lập từ hệ tiêu hóa của tôm chân trắng (Litopenaeus 

vannamei). Theo đó, chủng vi khuẩn HN07 có khả năng đối kháng mạnh với V. parahaemolyticus K5 với 

đường kính kháng khuẩn đạt 21 mm. Thông qua giải trình tự gen 16S rRNA, chúng tôi xác định chủng HN07 

là Weissella cibaria. Kết quả thử khả năng kháng kháng sinh cho thấy Weissella cibaria HN07 nhạy cảm với 

ampicilin và chloramphenicol nhưng lại kháng các loại kháng sinh thuộc nhóm sulfonamides và kanamycin. 

Đồng thời, kết quả cũng cho thấy Weissella cibaria HN07  không làm tan tế bào máu trên môi trường Blood 

agar chứa 5% máu cừu. Vì vậy, Weissella cibaria HN07 là chủng vi khuẩn an toàn và cũng là chủng vi sinh 

vật tiềm năng để sản xuất chế phẩm sinh học ứng dụng trong phòng trị bệnh AHPND trên tôm chân trắng. 

Từ khóa: đối kháng, probiotic, tôm chân trắng, Vibrio parahaemolyticus, Weissella cibaria 
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Abstract. Lactic acid bacteria (LAB) are used as digestive and immune stimulant probiotics and are suitable 

alternatives to conventional antibiotics in aquaculture systems. In this study, we determine the antagonistic 

ability of Vibrio parahaemolyticus and some biochemical characteristics of the Weissella cibaria HN07 strain 

isolated from the digestive system of white-leg shrimp (Litopenaeus vannamei). Accordingly, bacterial strain 

HN07 has a strong antagonistic ability against V. parahaemolyticus K5 with an antibacterial diameter of 21 

mm. Through sequencing the 16S rRNA gene, we determined that strain HN07 is Weissella cibaria. The results 

of antibiotic resistance tests show that Weissella cibaria HN07 is sensitive to ampicillin and chloramphenicol 

but resistant to sulfonamides and kanamycin antibiotics. At the same time, the results show that Weissella 

cibaria HN07 does not dissolve blood cells on the Blood agar medium containing 5% sheep blood. Therefore, 

Weissella cibaria HN07 is a safe bacterial strain and a potential microorganism to produce probiotics applied 

in the prevention and treatment of AHPND on white-leg shrimp. 

Keywords: antibacterial activity, probiotic, Vibrio parahaemolyticus, Weissella cibaria, white-leg shrimp 

1  Đặt vấn đề 

Tôm chân trắng, Litopenaeus vannamei, là một trong những loài thủy sản được nuôi chính  

ở các nước Châu Á và Châu Mỹ Latinh [1]. Tuy nhiên, các bệnh truyền nhiễm đã xuất hiện và lây 

lan trên toàn thế giới, gây thiệt hại về kinh tế và đe dọa sản xuất lương thực và nuôi trồng thủy 

sản bền vững [2]. Đặc biệt, bệnh hoại tử gan tụy cấp tính (Acute hepatopancreatic necrosis disease 

– AHPND) làm tôm chết hàng loạt trong thời gian rất ngắn, gây thiệt hại nặng nề về kinh tế. 

Vibrio parahaemolyticus chứa hai gen PirA và PirB mã hóa cho protein độc tố nhị phân PirAB và 

được xác định là tác nhân chính gây bệnh AHPND [3]. Để quản lý những vấn đề này, người nuôi 

tôm đã thường xuyên sử dụng thuốc kháng sinh để kiểm soát V. parahaemolyticus [4]. Tuy nhiên, 

việc sử dụng kháng sinh trên diện rộng có thể gây ra những hậu quả tiêu cực đối với sức khỏe 
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con người, môi trường sinh thái và đặc biệt là tình trạng kháng kháng sinh của vi khuẩn do sự 

tồn dư của kháng sinh trong sản phẩm thủy sản và môi trường sống của động vật thủy sản [5]. 

Ngày nay, việc sử dụng chế phẩm sinh học là một chiến lược thay thế để giảm sự bùng 

phát dịch bệnh cho tôm chân trắng [6]. Theo FAO [7], probiotics là "vi sinh vật sống, khi được sử 

dụng với lượng thích hợp sẽ mang lại lợi ích sức khỏe cho vật chủ." Chế phẩm sinh học có khả 

năng ngăn ngừa bệnh cho tôm [8]. Một số chủng probiotic đã được chứng minh là có tác dụng 

điều chỉnh hệ vi sinh vật đường ruột và khả năng chống lại mầm bệnh của tôm đối với vi khuẩn 

gây bệnh [3]. Ngoài ra, chế phẩm sinh học còn cải thiện sự tăng trưởng, sức khỏe của tôm nuôi 

và chất lượng nước của hệ thống nuôi tôm [9]. Các chủng probiotic được sử dụng nhiều bao gồm 

vi khuẩn axit lactic (LAB), Bacillus sp., nấm men, v.v. [10]. Trong số đó, LAB được chú ý nhiều 

trong nuôi trồng thủy sản do tác dụng kháng khuẩn mạnh [11].  

Vi khuẩn axit lactic là vi khuẩn Gram dương, hình que và thường được tìm thấy trong các 

thủy vực thủy sinh và cả trong các ao nuôi tôm [12]. Việc lựa chọn LAB không chỉ nhờ vào khả 

năng đối kháng mạnh mà còn khả năng phát triển của vi khuẩn trong niêm mạc của vật chủ [13]. 

Trong những năm gần đây, một số nghiên cứu cho rằng các vi sinh vật phân lập từ đường tiêu 

hóa phù hợp và hiệu quả hơn các chủng từ các nguồn khác vì chúng thích nghi tốt với môi trường 

đường tiêu hóa [14]. Theo Sha và cs., việc bổ sung Enterococcus faecium NRW-2 phân lập từ đường 

ruột của loài tôm nương (Fenneropenaeus chinensis) có thể ức chế thành công sự phát triển của V. 

harveyi và V. parahaemolyticus ATCC 17802 [12]. Kanjan và cs. đã phân lập được chủng Weissella 

cibaria KY10 có nguồn gốc từ đường tiêu hóa của tôm chân trắng khỏe mạnh có tác dụng kháng 

khuẩn mạnh chống lại vi khuẩn V. parahaemolyticus T.11 gây bệnh AHPND ở tôm [15]. Do đó, 

phân lập và chọn lọc LAB từ ruột tôm là một cách tiếp cận tiềm năng để thu được lợi khuẩn thích 

nghi tốt.  Loại LAB này được sử dụng như một tác nhân kiểm soát sinh học hiệu quả với mức độ 

ức chế cao đối với vi khuẩn V. parahaemolyticus.  

Mục đích của nghiên cứu này là xác định khả năng đối kháng của LAB phân lập từ hệ tiêu 

hóa của tôm với chủng V. parahaemolyticus mang gen độc tố nhị phân. Bên cạnh đó, chủng này 

được nghiên cứu thêm các đặc điểm sinh hóa và tính an toàn để xác định tiềm năng tạo chế phẩm 

sinh học ứng dụng trong nuôi trồng thủy sản. 
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2 Vật liệu và phương pháp 

2.1  Vật liệu 

Chủng vi khuẩn lactic, ký hiệu là HN07 từ bộ sưu tập LAB phân lập từ ruột tôm chân trắng 

(L. litopenaeus) tại tỉnh Thừa Thiên Huế, được bảo quản ở –40 C trong môi trường de Man, Rogosa 

và Sharpe (MRS, Merck, Đức) và bổ sung glycerol (25% v/v) [16]. 

Chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus K5 mang hai gen độc tố PirA và PirB được xác định là 

tác nhân gây bệnh AHPND trên tôm chân trắng nuôi tại huyện Phong Điền, tỉnh Thừa Thiên Huế  

[17].  

2.2 Xác định khả năng đối kháng với V. parahaemolyticus  

Chủng HN07 được sàng lọc khả năng đối kháng với chủng vi khuẩn chỉ thị                                      

V. parahaemolyticus K5 bằng phương pháp khuếch tán đĩa thạch có một vài điều chỉnh nhỏ [18]. 

Dịch huyền phù của dòng chỉ thị được nhân sinh khối và điều chỉnh để đạt mật độ 108 tế bào/mL. 

50 µL dịch nuôi cấy được cấy trải lên môi trường LB đã hấp khử trùng. Các giếng với đường kính 

6 mm được tạo trên trên mặt môi trường bằng thanh kim loại vô trùng. Vi khuẩn lactic được nhân 

sinh khối trong 5 mL môi trường MRS, lắc với tốc độ 180 vòng/phút ở 30 °C trong máy lắc Innova 

4230 Refrigerated Benchtop Incubator Shaker (New Brunswick Scientific, Mỹ). Sau 24 giờ nuôi 

cấy, mật độ tế bào được điều chỉnh đến mật độ 108 tế bào/mL và ly tâm với tốc độ 8.000 vòng/phút 

trong 15 phút ở 4 °C để loại bỏ tế bào bằng máy ly tâm HERMLE Z 216 MK (HERMLE 

Labortechnik, Đức). 50 μL dung dịch sau ly tâm được cho vào từng giếng trên đĩa thạch đã chứa 

vi khuẩn chỉ thị. Mẫu được ủ ở 4 °C trong 15 phút đến khi dung dịch trong giếng khuếch tán đều. 

Sau đó, đĩa được tiếp tục ủ ở 30 °C trong 24 giờ và kiểm tra đường kính vòng vô khuẩn (zone 

diameter of inhibition – ZDI) xuất hiện trên bề mặt đĩa. 

Mức độ đối kháng được đánh giá dựa vào ZDI: không đối kháng khi ZDI = 0 mm; đối 

kháng yếu khi 0 < ZDI ≤ 10 mm; đối kháng trung bình khi 11 < ZDI ≤ 14 mm; đối kháng mạnh khi 

ZDI ≥ 15 mm [19]. 

2.3 Định danh phân tử 

Việc xác định phân tử của dòng phân lập được thực hiện bằng cách giải trình tự đoạn 16S 

rRNA. Chủng vi khuẩn được nuôi cấy trong 5 mL môi trường MRS ở 30 °C với tốc độ lắc 180 

vòng/phút trong 18 giờ. Sinh khối tế bào được thu bằng cách ly tâm ở tốc độ 8.000 vòng/phút 

trong 5 phút. DNA tổng số được tách chiết bằng cách sử dụng cetyl trimethyl ammonium 

bromide theo Sambrook [20]. Sau khi kiểm tra chất lượng bằng điện di trên gel agarose 0,8%, 

DNA tổng số được sử dụng làm khuôn mẫu cho phản ứng PCR khuếch đại trình tự 16S rRNA 
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bằng cặp mồi 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') và 1492R                                                                     

(5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’). Sản phẩm PCR được giải trình tự nucleotide tại công ty 

Firstbase (Malaysia) theo phương pháp Sanger bằng máy giải trình tự gen Applied Biosystems® 

Genetic Analyzers. Trình tự nucleotide được so sánh đối chiếu với dữ liệu trên Genbank. Cây 

phát sinh loài được xây dựng sử dụng phần mềm MEGA 11 [21]. 

2.4 Khả năng chịu mặn 

Khuẩn lạc vi khuẩn từ môi trường MRS agar trên đĩa Petri được cấy chuyền vào 5 mL môi 

trường MRS và tiến hành nuôi cấy ở 37 °C trong 48 giờ. Sinh khối sau khi nuôi cấy được thu nhận 

bằng cách ly tâm ở tốc độ 5.000 vòng/phút ở 4 °C trong 5 phút. Sinh khối được tiếp tục tái huyền 

phù trong nước muối sinh lý và điều chỉnh để OD600nm = 1. Sau đó, tiến hành phân phối vào mỗi 

ống Ependoff 100 µL huyền phù và 900 μL môi trường MRS bổ sung thêm NaCl ở các nồng độ 

0, 5, 10, 15 và 20% (w/v). Đo OD600nm tại các thời điểm 0 và 48 giờ ủ ở 37 °C [22]. 

2.5 Khả năng kháng kháng sinh 

Khả năng kháng kháng sinh của chủng vi khuẩn được nghiên cứu bằng cách nuôi khuẩn 

lạc trên 5 mL môi trường MRS có bổ sung 25, 50, 100, 250, 500 µg·mL–1 kháng sinh                                  

(sulfapiridine, sulfathiazole, sulfamethoxazole, oxytetracyclin hydrochloride và chlotetracyclin 

hydrochloride) và đối chứng không bổ sung kháng sinh ở 37 C trong 24 giờ. Mật độ tế bào được 

xác định bằng cách đo tại OD600nm. 

2.6 Xác định hoạt tính tan máu 

Để đánh giá hoạt tính tan máu, chủng phân lập được cấy ria trên môi trường Blood agar 

chứa 5% máu cừu. Sau đó, đĩa được ủ ở 37 C trong 24 giờ. Hoạt tính tan máu được xác định dựa 

vào vòng phân giải tan máu xuất hiện xung quanh khuẩn lạc trên môi trường chứa máu cừu [23]. 

2.7 Xử lý số liệu 

 Mỗi thí nghiệm được bố trí lặp lại ba lần. Số liệu thực nghiệm được xử lý trên phần mềm 

SPSS 16.0.  

3 Kết quả và thảo luận 

3.1 Thử nghiệm khả năng đối kháng V. parahaemolyticus  

 Kết quả cho thấy, chủng HN07 có khả năng đối kháng mạnh với V. parahaemolyticus K5 với 

đường kính đối kháng ZDI = 21 mm (Hình 1). Linh và cs. đã phân lập được 51 chủng LAB từ ruột  
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Hình 1. Vòng đối kháng V. parahaemolyticus của chủng HN07 

tôm chân trắng (Penaeus vannamei). Các chủng này có đường kính kháng V. parahaemolyticus từ 6 

đến 18 mm [24]. Kanjan và cs. đã phân lập được 106 khuẩn lạc LAB từ hệ tiêu hóa tôm, trong đó 

mười chủng phân lập có khả năng ức chế đối với V. parahaemolyticus T.11 với đường kính kháng 

khuẩn lớn hơn 15 mm. Trong số này, chủng W. cibaria KY10 có hoạt tính kháng khuẩn lớn nhất 

là 18 mm [15]. Do đó, chủng HN07 trong nghiên cứu này có khả năng đối kháng mạnh hơn với                    

V. parahaemolyticus so với các chủng LAB phân lập ở ruột tôm trong nghiên cứu trước đây. 

3.2 Định danh phân tử 

Chủng vi khuẩn được nuôi cấy trong 5 mL môi trường MRS ở 30 C với tốc độ lắc 180 

vòng/phút trong 18 giờ. Sau đó, sinh khối tế bào được thu và tách chiết DNA làm khuôn mẫu để 

khuếch đại trình tự 16S rRNA.  Sản phẩm PCR được giải trình tự nucleotide thông qua công ty 

Firstbase (Malaysia). Trình tự 16S rRNA của chủng HN07 được so sánh với các chủng vi khuẩn 

khác bằng phân tích BLAST trong cơ sở dữ liệu NCBI. Kết quả phân tích BLAST cho thấy trình 

tự của chủng này có tính tương đồng cao (100%) với các chủng W. cibaria khác. Cây phát sinh loài 

dựa trên trình tự của gen 16S rRNA được trình bày trên Hình 2. Chủng HN07 được xác định là 

W. cibaria HN07 (mã số: MK990004). 
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Hình 2. Cây phát sinh loài của chủng W. cibaria HN07 và một số loài Weissella khác trên Genbank 

3.3 Khả năng chịu mặn 

 Để đánh giá khả năng chịu mặn, chủng W. cibaria HN07 được nuôi cấy trong môi trường 

MRS bổ sung nồng độ muối 5, 10, 15 và 20%. Kết quả cho thấy nồng độ muối càng cao thì tỉ lệ 

sống của chủng này càng giảm (Hình 3). Ở nồng độ muối 5%, tỉ lệ sống là 35,23%, nhưng ở nồng 

độ muối 20% chỉ còn là 16,82%. Các chủng W. cibaria trong nghiên cứu của Lee và cs. chỉ có khả 

năng phát triển ở nồng độ muối thấp khoảng 3%, còn ở nồng độ muối cao hơn các chủng này bị 

ức chế  hoàn toàn [25].    

 

Hình 3. Khả năng chịu mặn của W. cibaria HN07. Các chữ cái khác nhau cho biết sự khác biệt                                               

có ý nghĩa thống kê với p < 0,05 
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3.4 Khả năng kháng kháng sinh 

Khả năng kháng kháng sinh của chủng W. cibaria HN07 được đánh giá trên các loại kháng 

sinh khác nhau ở nồng độ 25, 50, 100, 250 và 500 µg·mL–1. Các thử nghiệm cho thấy chủng W. 

cibaria HN07 sinh trưởng tốt trên môi trường không có kháng sinh. Bên cạnh đó, W. cibaria HN07 

phát triển tốt khi có sulfapyridine, sulfathiazole, sulfamethoxazole và kanamycin. Trong khi đó, 

oxytetracycline hydrochloride và chlortetracycline hydrochloride có khả năng ức chế W. cibaria 

HN07 ở nồng độ ≥100 μg·mL–1. Ampicillin và chloramphenicol ức chế hoàn toàn W. cibaria HN07 

ở nồng độ 25 µg·mL–1 (Bảng 1). Trong nghiên cứu đánh giá tính an toàn của probiotic W. cibaria, 

chủng W. cibaria JW15 thể hiện khả năng kháng mạnh với kanamycin và vancomycin trong khi 

nhạy cảm với ampicillin, chloramphenicol, clindamycin, erythromycin, gentamicin, streptomycin 

và tetracycline [26].  

3.5 Hoạt tính tan máu 

Hemolysin là một enzyme độc của vi khuẩn gây bệnh như Bacillus cereus và có hoạt tính 

tan máu để phá hủy hồng cầu trong cơ thể vật chủ, cũng như có khả năng gây phù và thiếu máu 

[27, 28]. Nói chung, β-hemolysis có liên quan đến khả năng gây bệnh của vi sinh vật. Trong nghiên 

cứu của chúng tôi, chủng W. cibaria HN07 không cho thấy hoạt tính tan máu β (Hình 4). Do đó, 

chủng W. cibaria HN07 được coi là chủng an toàn. Kết quả này tương đồng với các kết quả nghiên 

cứu trước đây: các chủng W. ciabria CMU và W. cibaria JW15 đều không thể hiện hoạt tính tan 

máu trên môi trường bổ sung 5% máu cừu [23, 26]. 

Bảng 1. Thử nghiệm khả năng kháng kháng sinh của W. cibaria HN07 

Kháng sinh 
Nồng độ kháng sinh (µg·mL–1) 

500 250 100 50 25 

Sulfapiridine + + + + + 

Sulfathiazole + + + + + 

Sulfamethoxazole + + + + + 

Oxytetracyclin hydrochloride – – – + + 

Chlotetracyclin hydrochloride – – – + + 

Ampicilin – – – – – 

Kanamycin + + + + + 

Chloranphenicol – – – – – 

Chú thích: – không phát triển; + có phát triển 
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Hình 4. Thử nghiệm hoạt tính tan máu của W. cibaria HN07 trên môi trường Blood agar 

4 Kết luận 

Chủng vi khuẩn HN07 có khả năng đối kháng mạnh với vi khuẩn V. parahaemolyticus K5. 

Chủng này thuộc loài W. cibaria, được đặt tên là W. cibaria HN07, và đã được đăng ký trên 

Genbank với mã số: MK990004. W. cibaria HN07 có khả năng tồn tại ở nồng độ muối cao lên tới 

20%.  

W. cibaria HN07 có khả năng kháng một số loại kháng sinh thuộc nhóm sulfonamides và 

kanamycin. Trong khi đó, nó lại nhạy cảm với ampicillin và chloramphenicol. W. cibaria HN07 

không thể hiện hoạt tính tan máu β và đây là chủng vi khuẩn an toàn.   
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