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Tóm tắt - Hội chứng hoại tử gan tụy cấp tính (AHPNS) do vi khuẩn 

Vibrio parahaemolyticus gây ra trên tôm có thể dẫn đến việc tôm 

chết hàng loạt một cách nhanh chóng. Đây là nguyên nhân hàng đầu 

gây thiệt hại nặng nề cho nuôi trồng thủy sản. Hiện nay, sử dụng lợi 

khuẩn - probiotics để thay thế kháng sinh trong việc kiểm soát, tiêu 

diệt các chủng vi sinh vật gây bệnh ở nuôi trồng thủy sản là hướng 

nghiên cứu có giá trị thực tiễn cao. Trong nghiên cứu này, nhóm tác 

giả đã phân lập và sàng lọc được 5 chủng từ dưa cải và dịch tôm 

chua có khả năng đối kháng với Vibrio parahaemolyticus bằng 

phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch và đối kháng trực tiếp. Từ 

những đặc tính sinh lý, sinh hóa cho thấy các chủng thu được có khả 

năng là vi khuẩn lactic, một đại diện đặc trưng của probiotics. Tuy 

nhiên, những nghiên cứu, thí nghiệm đánh giá sâu hơn về các chủng 

vi khuẩn này cần được tiến hành trước sử dụng chúng để sản xuất 

làm chế phẩm bổ sung vào thức ăn nuôi tôm. 

 Abstract - Acute Hepatopancreatic Necrosis Syndrome 

(AHPNS), caused by Vibrio parahaemolyticus in shrimp can 

lead to the rapid mass death of farmed shrimps. This outbreak 

of disease is the leading cause of heavy losses in aquaculture. 

Using probiotics, as 'bio-friendly agents' in place of antibiotics 

for disease prevention in shrimp aquaculture has been 

developed recently. In this study, we have successfully isolated 

5 species from pickled mustard green juice, fermented shrimp 

paste which have displayed the antagonistic ability against 

Vibrio parahaemolyticus by disk diffusion technique. These 

isolated species showed similar biochemical and biophysical 

characteristics to lactic acid bacteria as one of three common 

known probiotics. Nevertheless, a deeper investigation needs to 

be done before applying these species as a supplement of 

shrimp food. 

Từ khóa – Probiotics; tôm chua; Vibrio parahaemolyticus; hoại 

tử gan tụy cấp tính; hội chứng chết sớm. 

 Key words – Probiotics; shrimp paste; V. parahaemolyticus; 

AHPNS; EMS. 
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1. Đặt vấn đề 

Nuôi tôm là một trong những ngành công nghiệp lớn, 

đóng góp vào sự phát triển kinh tế của khu vực ven biển 

Việt Nam, với giá trị xuất khẩu 3,4 tỉ đô la vào năm 2019. 

Ngành công nghiệp này đạt được sự phát triển mạnh mẽ, 

chỉ trong vòng 10 năm từ năm 2005, đến nay nó đã vươn 

lên đứng hàng thứ 3 trong thị trường xuất khẩu tôm của 

thế giới, chỉ sau Thái Lan và Ấn Độ. Chính phủ Việt Nam 

đã đề xuất một chiến lược tham vọng nhằm đưa tổng giá 

trị xuất khẩu tôm lên 10 tỉ đô la vào năm 2025 [1]. Tuy 

nhiên, ngành nuôi tôm là một ngành nhiều rủi ro do hạn 

hán, thiếu sự điều hành và dịch bệnh. 

Bệnh do vi khuẩn Vibrio spp. gây ra là một dịch bệnh 

nguy hiểm ở tôm, có thể gây chết hàng loạt và là nguyên 

nhân chính gây thiệt hại về kinh tế cho các nông trại tôm 

trên toàn thế giới. Trong đó nguy hiểm nhất là bệnh hoại 

tử gan tụy cấp tính (viết tắt là AHPNS) do Vibrio 

parahaemolyticus gây nên. Sử dụng kháng sinh để ngăn 

ngừa và điều trị nhiễm khuẩn Vibrio đã được áp dụng ở 

nhiều nơi trên thế giới, trong đó có cả Việt Nam [2]. Việc 

lạm dụng kháng sinh đã dẫn tới sự xuất hiện của các 

chủng kháng kháng sinh với tỉ lệ cao ở nhiều nơi trên thế 

giới như Thái Lan, Ấn Độ [3]. Sự xuất hiện ngày càng 

nhiều các chủng kháng sinh đã phát sinh một nhu cầu cấp 

thiết trong việc tìm kiếm giải pháp thay thế cho việc ngăn 

ngừa và điều trị bệnh ở tôm. 

Sử dụng probiotics, một nhân tố thân thiện với môi 

trường ví dụ như vi khuẩn lactic và Bacillus spp. để thay 

cho kháng sinh trong việc ngăn ngừa bệnh ở các hồ nuôi 

tôm đã được phát triển gần đây [4]. Probiotics là vi sinh 

vật không gây bệnh và không gây độc khi được nuôi cấy 

chung với các vật nuôi trong hồ thủy sản. Chúng có thể 

cạnh tranh với các vi khuẩn gây bệnh và ức chế sự phát 

triển của các vinh sinh vật gây bệnh này trong khi đó lại 

kích thích sự tăng trưởng của tôm mà không có tác dụng 

phụ không mong muốn nào [5].  

Việc nghiên cứu và phát triển các sản phẩm có chứa 

các vi sinh vật có lợi, probiotics có khả năng ức chế sự 

phát triển và tiêu diệt các loài vi sinh vật gây bệnh và giúp 

cân bằng hệ vi sinh trong môi trường chăn nuôi thủy sản 

ngày càng được quan tâm chú ý. Tuy nhiên, số lượng chế 

phẩm probiotics ở nước ta còn hạn chế, đa phần được 

nhập ngoại và giá thành tương đối cao, việc thích ứng với 

điều kiện khí hậu ở Việt Nam của các chủng probiotics 

ngoại nhập còn chưa đảm bảo. Cho đến này đã có nhiều 

nghiên cứu trong nước đã cho thấy, việc sử dụng các vi 

sinh vật có lợi đem lại hiệu quả xử lý cao, nhưng chưa tạo 

ra được nhiều chế phẩm giúp tôm kháng lại bệnh hoại tử 
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gan tụy cấp tính tốt nhất. Vì thế việc phân lập và lựa chọn 

các chủng probiotics có khả năng đối kháng với vi khuẩn 

Vibrio parahaemolyticus gây bệnh AHPNS trên tôm và 

sản xuất thành chế phẩm vẫn còn là một vấn đề cấp thiết. 

Thêm vào đó, nghiên cứu của nhóm tác giả cho thấy, 

bên cạnh những nguồn phân lập thường được quan tâm 

như hệ tiêu hóa hay nước hồ nuôi tôm [6, 7], sản phẩm 

truyền thống tôm chua Huế là một nguồn giống tiềm năng 

trong việc phân lập các chủng probiotics cho tôm. Đây là 

những nghiên cứu bước đầu trong việc tạo ra chế phẩm 

probiotics nhằm thay thế kháng sinh trong việc phòng 

bệnh gây ra bởi Vibrio parahaemolyticus cho tôm.  

2. Vật liệu và phương pháp 

2.1. Vật liệu 

2.1.1. Đối tượng nghiên cứu 

Chủng vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus 

(V.parahaemolyticus) gây bệnh hoại tử gan tụy cấp tính 

trên tôm nuôi được cung cấp bởi Viện Công nghệ sinh 

học, Đại học Huế. 

Các chủng vi sinh vật phân lập được từ dịch tiêu hóa 

của các loại tôm thẻ, dịch nước muối dưa cải, dịch nước 

tôm muối chua và nước hồ nuôi tôm tại Đà Nẵng. 

2.1.2. Môi trường sử dụng nghiên cứu 

Môi trường nuôi cấy V.parahaemolyticus: pepton-

kiềm: Cao thịt pepton 10g, NaCl 5g, nước cất vừa đủ 

1000 mL, pH 8-8.5; Môi trường thạch thử kháng khuẩn sử 

dụng môi trường pepton-kiềm có bổ sung 2% agar [8]. 

Môi trường phân lập và nuôi cấy các chủng vi sinh vật: 

MRS (Man, Rogosa và Sharpe): Cao thịt 10g, cao nấm men 

5g, cao thịt pepton 10g, D-glucose 20g, Ch3COONa.3H2O 

8.3g, K2HPO4.H2O 0.06g, Tween80 1ml, NaCl 15g, nước 

cất vừa đủ 1000 ml; Môi trường MRS-Agar sử dụng môi 

trường MRS và bổ sung 2% agar [6]. 

Các môi trường trên được hấp khử trùng ở 1210C 

trong 15 phút trước khi sử dụng. 

2.2. Phương pháp 

2.2.1. Phân lập và làm thuần các chủng vi sinh vật. 

Với mẫu tôm thẻ: Sử dụng tôm tươi sống thu thập ở 

chợ Hòa Khánh và hồ nuôi tôm ở thôn Trương Định trên 

địa bàn Đà Nẵng, sau khi mang về tôm được khử trùng bề 

mặt bằng cồn 700, tách lấy hệ tiêu hóa ở phần ruột tôm, 

nghiền mịn với dung dịch NaCl 0,9%. Pha loãng đến các 

nống độ thích hợp bằng dung dịch NaCl 0,9%. Ở mỗi 

nồng độ khác nhau hút 100µl dịch nổi cấy trải lên đĩa môi 

trường MRS-agar, nuôi cấy ở 370C trong 24 giờ. 

Với các mẫu từ môi trường nước hồ nuôi tôm, dịch 

dưa cải muối, dịch tôm muối chua: Pha loãng các dung 

dịch mẫu bằng dung dịch NaCl 0,9% đến nồng độ thích 

hợp. Tại mỗi nồng độ hút 100µl dịch nổi cấy trải lên đĩa 

môi trường MRS-agar, nuôi cấy ở 370C trong 24 giờ. 

Sau 24 giờ nuôi cấy, chọn các khuẩn lạc riêng lẻ có 

đặc điểm khác nhau, sau đó làm thuần trên môi trường 

MRS-agar. Sau khi làm thuần, tăng sinh các chủng thu 

được trong môi trường MRS lỏng, nuôi lắc ở 180v/p, 

370C trong 18 giờ. Các chủng sau khi nuôi cấy được bảo 

quản với Glycerol ở -200C. 

2.2.2. Khảo sát khả năng đối kháng của các chủng vi sinh 

thu được với V. parahaemolyticus  

Sử dụng phương pháp khuếch tán đĩa thạch với một số 

thay đổi nhỏ để khảo sát khả năng đối kháng của canh 

trường sau nuôi cấy và đối kháng trực tiếp khuẩn lạc giữa 

các chủng vi sinh vật phân lập được với vi khuẩn 

V.paralaemolyticus [6]. 

Khảo sát khả năng đối kháng của canh trường: Sử 

dụng canh trường của vi khuẩn nuôi cấy trên môi trường 

MRS lỏng sau 18 giờ. Hút 1 mL dịch canh trường vào 

ống eppendorf 1.5ml ly tâm 10.000 v/p, 5 phút, thu dịch 

nổi. Sử dụng dịch nổi để khảo sát khả năng đối kháng. 

Khả năng đối kháng giữa các chủng vi sinh thu được với 

vi khuẩn V.parahaemolyticus được xác định thông qua sự 

xuất hiện của các vòng đối kháng (vòng vô khuẩn) tại các 

vị trí được đánh dấu trên đĩa thạch. 

Khảo sát khả năng đối kháng trực tiếp của khuẩn lạc: 

Sử dụng khuẩn lạc đã được thuần chủng để khảo sát. Sau 

24 giờ cấy trải trên đĩa thạch ở 370C, tiến hành đục lỗ thu 

khoanh thạch có chứa khuẩn lạc của các chủng lợi khuẩn 

phân lập được. Khoanh thạch có chứa lợi khuẩn này sẽ 

thay thế cho các lỗ thạch đã được đục ra trên các đĩa chứa 

vi khuẩn V.parahaemolyticus đã qua 24 giờ nuôi cấy ở 

370C. Sau đó, tiến hành đồng nuôi cấy trong 24 giờ ở 

370C. Khả năng đối kháng giữa các chủng vi sinh phân 

lập được với V.parahaemolyticus được thể hiện qua các 

vòng đối kháng xuất hiện trên đĩa thạch. 

Đường kính vòng vô khuẩn được xác định bằng hiệu của 

đường kính ngoài vòng vô khuẩn trừ cho đường kính lỗ thạch.  

Dựa vào sự xuất hiện của các vòng đối kháng trên đĩa 

thạch để lựa chọn các chủng vi sinh phân lập được có khả 

năng kháng lại vi khuẩn V.parahaemolyticus. 

Tất cả các thí nghiệm được lặp lại 2 lần với tất cả các 

chủng vi sinh vật phân lập được. 

2.2.3. Xác định một số đặc điểm sinh hóa của các chủng 

vi sinh vật được chọn 

Xác định một số đặc điểm sinh hóa, sinh lý của các 

chủng vi sinh được lựa chọn bằng các thí nghiệm sau: 

Quan sát khuẩn lạc nuôi cấy trên đĩa thạch, nhuộm Gram, 

nhuộm vỏ nhầy, phản ứng catalase, phản ứng oxidase, khả 

năng di động và khả năng sinh bào tử [9]. 

Quan sát khuẩn lạc sau 24÷48 giờ nuôi cấy trên đĩa 

thạch. Tiến hành nhuộm Gram trên vi khuẩn sau nuôi cấy 

trong môi trường lỏng. Nhuộm bào tử của khuẩn lạc sau 4 

ngày nuôi cấy trên môi trường MRS-agar. Nhuộm vỏ nhầy 

của khuẩn lạc sau 24÷48 giờ nuôi cấy. Sử dụng dung dịch 

H2O2 30% để kiểm tra hoạt tính catalase và dung dịch 

tetramethyl-p-phenylenediamine dihydrochloride 1% để 

kiểm tra hoạt tính oxidase. Khả năng di động của các 

chủng vi sinh được xác định bằng các đối chứng 2 phương 

pháp: Nuôi cấy trên môi trường bán rắn (MRS +0.35% 

agar) và quan sát sự di động dưới kính hiển vi bằng 

phương pháp giọt treo ngược. 

2.2.4. Khảo sát khả năng đối kháng giữa các chủng được chọn 

Sử dụng phương pháp khuếch tán đĩa thạch để khảo 

sát khả năng đối kháng giữa các chủng vi sinh được chọn. 

Kiểm tra sự đối kháng, cạnh tranh giữa các vi khuẩn phân 
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lập được để lựa chọn những hỗn hợp chủng khi phối trộn 

với nhau có thể làm tăng hoạt tính kháng khuẩn với vi 

khuẩn gây bệnh V.parahaemolyticus. 

2.2.5. Khảo sát khả năng đối kháng của các hỗn hợp 

chủng sau khi phối trộn với V.parahaemolyticus 

Sử dụng phương pháp khuếch tán đĩa thạch để tiến 

hành khảo sát khả năng đối kháng của các hỗn hợp chủng 

thu được với vi khuẩn V.parahaemolyticus.  

Tiến hành phối trộn các hợp hỗn chủng trong môi 

trường MRS lỏng, nuôi cấy trong 18 giờ ở 370C, lắc 

180v/p. Sau đó, sử dụng dịch nuôi cấy để khảo sát khả 

năng kháng lại V.parahaemolyticus bằng phương pháp 

khuếch tán trên đĩa thạch tương tự như khảo sát các chủng 

đơn lẻ ban đầu. 

2.2.6. Xử lý số liệu 

Các số liệu về kích thước của hình ảnh được đo đạt 

bằng phần mềm ImageJ 1.52a. 

3. Kết quả và thảo luận 

3.1. Phân lập các chủng vi sinh vật 

Vi khuẩn probiotics khá phổ biến trong tự nhiên, việc 

lựa chọn các nguồn phân lập có khả năng thu nhận vi 

khuẩn probiotics là yếu tố cân nhắc đầu tiên khi tiến hành 

nghiên cứu. Ở đây, nhóm tác giả sử dụng dịch dưa cải 

muối lên men, môi trường có tính acid sẽ cho khả năng 

phân lập ra các vi khuẩn lactic cao; Lựa chọn hệ tiêu hóa 

của tôm sống thì khả năng sẽ có sự hiện diện của các vi 

khuẩn có lợi giúp tôm nâng cao sức đề kháng. Ngoài ra, 

dịch tôm muối chua đã được sử dụng cho việc phân lập 

probiotics ứng dụng trong các sản phẩm lên men [10], tuy 

nhiên nhóm tác giả chưa ghi nhận có nghiên cứu nào sử 

dụng chúng như nguồn probiotics cho tôm.  

Từ các nguồn mẫu, qua quá trình phân lập thu nhận 

được 12 chủng vi sinh vật có đặc điểm hình thái khác 

nhau gồm: 3 chủng 1T, 2T, 3T được phân lập từ hệ tiêu 

hóa của tôm thẻ; 5 chủng 7TC, 8TC, 9TC, 10TC, 11TC 

được phân lập từ dịch tôm muối chua; 3 chủng 4C, 5C, 

6C được phân lập từ dịch nước dưa cải muối chua; Và 

chủng 12N từ nước hồ nuôi tôm. 

3.2. Lựa chọn các chủng phân lập được có khả năng đối 

kháng với V.parahaemolyticus, vi khuẩn gây bệnh trên tôm 

Sau khi phân lập và làm thuần các chủng vi sinh vật, 

tiến hành tăng sinh và sử dụng phương pháp khuếch tán đĩa 

thạch để khảo sát khả năng đối kháng giữa các chủng vi 

sinh vật phân lập được với vi khuẩn V.parahaemolyticus 

gây bệnh hoại tử gan tụy cấp tính trên tôm.  

 

Hình 1. Hình ảnh khuẩn lạc các chủng kháng V.parahaemolyticus 

phân lập được. 4C và 6C phân lập được từ dịch muối chua dưa cải; 

8TC, 9TC, 11TC phân lập được từ dịch tôm chua  

 

Hình 2a. Đặc điểm vi khuẩn 4C                     Hình 2b. Đặc điểm vi khuẩn 6C                 Hình 2c. Đặc điểm vi khuẩn 8TC 

 

Hình 2d. Đặc điểm vi khuẩn 9TC      Hình 2e. Đặc điểm vi khuẩn 11TC 

Hình 2. Một số đặc điểm của 5 chủng vi sinh vật được chọn: (1) Nhuộm gram; (2) Nhuộm bào tử; (3) Nhuộm vỏ nhầy;  

(4) Hoạt tính catalase; (5) Hoạt tính oxidase; (6) pH canh trường sau nuôi cấy 
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Nhóm tác giả tiến hành khảo sát khả năng ức chế vi 

khuẩn gây bệnh cho tôm V.parahaemolyticus bằng dịch sau 

nuôi cấy của các chủng vi khuẩn phân lập được, đã được làm 

thuần trong môi trường MRS lỏng. Để loại trừ khả năng 

kháng vi khuẩn gây bệnh liên quan đến pH thấp của dịch sau 

nuôi cấy do sự tạo thành các acid hữu cơ, pH của dịch sau 

nuôi cấy này được kiểm tra bằng giấy quỳ. Kết quả ở Hình 2 

cho thấy, không có sự thay đổi pH đáng kể nào của dịch sau 

nuôi cấy so với môi trường trước nuôi cấy (pH 6.5-6.8). Vì 

vậy, nhóm tác giả đã không tiến hành trung hòa dịch sau 

nuôi cấy trước khi khảo sát sự đối kháng bằng dịch canh 

trường. Ngoài ra, một vài chủng vi khuẩn có khả năng ức chế 

hoặc gia tăng khả năng ức chế vi khuẩn đối kháng chỉ khi có 

sự tồn tại của vi khuẩn đối kháng. Để gia tăng khả năng phân 

lập được các chủng lợi khuẩn, nhóm tác giả tiến hành khảo 

sát sự đối kháng giữa các chủng vi sinh phân lập với 

V.parahaemolyticus bằng khuẩn lạc. 

Sau khi làm thuần, ghi nhận có 5/12 chủng có khả 

năng đối kháng với V.parahaemolyticus. Trong đó, 2 

chủng 4C, 6C được phân lập từ dịch nước muối dưa cải 

và 3 chủng 8TC, 9TC, 11TC được phân lập từ dịch tôm 

muối chua. Hình ảnh và đặc điểm khuẩn lạc các chủng 

phân lập được thể hiện ở Hình 1, Bảng 1. 

Các thí nghiệm cho thấy, khả năng đối kháng của các 

chủng vi sinh phân lập được với vi khuẩn gây bệnh 

V.parahaemolyticus đều được thể hiện qua các vòng đối 

kháng trên đĩa thạch ở cả 2 phương pháp đối kháng bằng 

canh trường và đối kháng trực tiếp khuẩn lạc. Kết quả thí 

nghiệm được thể hiện trong Bảng 1.  

Khảo sát sự đối kháng giữa các chủng vi sinh phân lập với 

V.parahaemolyticus bằng dịch nuôi cấy cho kết quả đường 

kính các vòng đối kháng từ 3,8 mm đến 6,7 mm, và đối kháng 

bằng khuẩn lạc cho vòng đối kháng từ 5,6 mm đến 6,8 mm. 

Nhìn chung, các chủng vi khuẩn đều cho đường kính vòng đối 

kháng bằng khuẩn lạc lớn hơn và trong suốt hơn so với vòng 

đối kháng bằng canh trường. Kết quả này có thể được giải 

thích do nồng độ chất ức chế vi khuẩn gây bệnh 

V.parahaemolyticus được tạo thành xung quanh các khoanh 

thạch chứa khuẩn lạc của các lợi khuẩn cao hơn so với nồng 

độ của chúng trong canh trường sau nuôi cấy. Ngoài ra, đối 

với các chủng vi khuẩn 8TC và 9TC, do có khả năng tạo bào 

tử và di động (Bảng 2), chúng sẽ ăn lan ra bề mặt thạch có 

chứa vi khuẩn gây bệnh, dẫn đến khả năng ức chế sự sinh 

trưởng của V.parahaemolyticus ở diện tích lớn hơn khi được 

cho đối kháng bằng khuẩn lạc. Tuy nhiên, nhóm tác giả không 

loại trừ khả năng, nguyên nhân có thể do sự kích thích từ vi 

khuẩn gây bệnh. Những hạn chế của các phương pháp nghiên 

cứu hiện có dẫn đến việc không thể kết luận cơ chế tạo nên sự 

khác biệt này. Mặc dù vậy, những kết quả này là rất quan 

trọng cho những nghiên cứu tiếp theo của nhóm tác giả, đặc 

biệt trong việc duy trì và gia tăng hoạt tính kháng vi khuẩn gây 

bệnh ở các chế phẩm từ các chủng lợi khuẩn thu được này.  

Bảng 1. Khả năng đối kháng giữa các chủng vi sinh phân lập được với V.parahaemolyticus 

 4C 6C 8TC 9TC 11TC 

Đối kháng bằng 

canh trường 

     

D-d  4.0 6.7 5.1 4.5 3.8 

Đối kháng bằng 

khuẩn lạc 

     

D-d  5.6 6.3 6.8  6.5 6.33 

D: đường kính vòng ngoài, d: đường kính lỗ thạch 

Bảng 2. Một số đặc điểm của 5 chủng vi sinh vật có khả năng đối kháng với V.parahaemolyticus 

Đặc điểm 4C 6C 8TC 9TC 11TC 

Khuẩn lạc 

(quan sát từ 24-48h nuôi 

cấy) 

Hình tròn, màu 

trắng đục, bề mặt 

trơn bóng, mép 

phẳng đều 

Hình tròn, màu 

trắng sữa, bề mặt 

trơn bóng, méo 

phẳng đều 

Hình tròn, màu 

trắng đục, bề mặt 

sần sùi, mép dạng 

răng cưa 

Hình tròn, màu trắng 

đục, bề mặt nhăn 

nheo, nhô cao, mép 

dạng răng cưa 

Hình tròn, màu 

trắng đục, bề mặt 

trơn bóng, mép 

phẳng đều 

Hình 

thái vi 

khuẩn 

Hình thái 

Hình que, tồn tại 

đơn lẽ hoặc kết 

chuỗi ngắn 

Hình que, tồn tại 

đơn lẽ hoặc kết 

chuỗi ngắn 

Hình que, tồn tại 

đơn lẽ hoặc kết 

chuỗi ngắn 

Hình que, tồn tại 

đơn lẽ 

Hình que, tồn tại 

đơn lẽ 

Kích thước 
(0.73 – 1.2) x  

(1.5 – 3) μm 

(0.71 – 1.02) x 

 (1.5 – 3.3) μm 

(0.61 – 0.9) x  

(1.7 – 3.2) μm 

(0.8 – 1.2) x  

(1.9 – 3.7) μm 

(0.73 – 1.18) x  

(1.6 – 3.1) μm 

Sinh 

hóa 

Nhuộm Gram Gram dương Gram âm Gram dương Gram dương Gram dương 

Nhuộm bào tử Không sinh bào tử Không sinh bào tử Có sinh bào tử Có sinh bào tử Không sinh bao tử 

Nhuộm vỏ nhầy Có vỏ nhầy Không có vỏ nhầy Có vỏ nhầy Có vỏ nhầy Không có vỏ nhầy 

Sinh 

lý 

Hoạt tính Catalase Âm tính Âm tính Dương tính Dương tính Âm tính 

Hoạt tính oxidase Âm tính Âm tính Dương tính Dương tính Âm tính 

Khả năng di động Không di động Không di động Di động Di động Không di động 
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3.3. Xác định một số đặc điểm sinh hóa của các chủng 

vi sinh vật được chọn 

Sau khi lựa chọn được các chủng vi sinh vật có khả 

năng đối kháng với V.parahaemolyticus. Tiến hành xác 

định một số đặc điểm sinh hóa gồm các thí nghiệm nhuộm 

Gram, nhuộm vỏ nhầy, nhuộm bào tử, thử hoạt tính 

catalase, hoạt tính oxidase, khảo sát khả năng di động. Kết 

quả thu nhận được một số đặc điểm của 5 chủng vi sinh vật 

được thể hiện trong Bảng 2 và Hình 2 dưới đây. Các kết 

quả này cho thấy, nhóm tác giả đã thu được 5 chủng vi sinh 

vật kháng V.parahaemolyticus khác nhau. Trong đó, chủng 

4C và 11TC được phân lập từ 2 nguồn khác nhau nhưng 

đều có những đặc điểm tương tự nhau và là các đặc điểm 

của vi khuẩn lactic [10, 14]. Ngoài ra, các chủng 8TC và 

9TC lại mang những đặc điểm sinh hóa và sinh lý tương tự 

như các chủng vi khuẩn thuộc chi Bacillus spp. [15, 16]. 

Tuy nhiên, việc định dạng bằng các phương pháp sinh học 

phân tử sẽ được tiến hành ở các nghiên cứu tiếp theo nhằm 

xác định chính xác hơn các vi sinh vật phân lập được.  

3.4. Khảo sát khả năng dối kháng lẫn nhau giữa các 

chủng được chọn 

Để gia tăng sự đa dạng cho hệ vi sinh đường ruột cho 

tôm, tăng tỷ lệ đối kháng với các vi khuẩn gây bệnh và 

đảm bảo sự cân bằng hệ sinh thái môi trường khi sử dụng 

chế phẩm, việc phối trộn nhiều chủng vi sinh vật trong 

cùng một chế phẩm là điều cần thiết. Việc đồng nuôi cấy 

và sử dụng hỗn hợp các chủng cùng nhau sẽ giúp tăng khả 

năng đề kháng với vi khuẩn gây bệnh hoại tử gan tụy cấp 

tính V.parahaemolyticus vừa đảm bảo ổn định hệ sinh thái 

môi trường [11, 12, 13]. Vì vậy, nhóm tác giả tiến hành 

đánh giá khả năng đối kháng giữa các chủng vi sinh vật 

phân lập được trước khi tiến hành đồng nuôi cấy. 

Sử dụng phương pháp đối kháng trực tiếp bằng tế bào 

để khảo sát khả năng đối kháng lẫn nhau giữa các chủng vi 

sinh được chọn lọc, nhằm tìm ra các hỗn hợp chủng có khả 

năng chung sống với nhau và có thể gia tăng khả năng đối 

kháng với vi khuẩn gây bệnh V.parahaemolyticus. 

 

 

Hình 3. Khả năng đối kháng lẫn nhau giữa  

các chủng vi sinh vật được lựa chọn 

a: Đối kháng giữa 8TC với 4C, 6C, 9TC, 11TC; b: Đối kháng 

giữa 4C với 6C, 9TC, 11TC; c: Đối kháng giữa 9TC với 6C, 

11TC; d: Đối kháng giữa 6C với 11TC 

Bảng 3. Khả năng đối kháng lẫn nhau giữa các chủng vi sinh 

được chọn lọc 

1 4C 6C 8TC 9TC 11TC 

4C - √ x x √ 

6C √ - x √ √ 

8TC x x - √ x 

9TC x √ √ - √ 

11TC √ √ x √ - 

x: đối kháng với nhau (không thể sống chung) 

√: Có thể sống chung với nhau 

Sự đối kháng giữa các chủng được thể hiện trong 

Bảng 3 và Hình 3. Kết quả khảo sát cho thấy, chủng 8TC 

chỉ có thể sống chung với chủng 9TC, những chủng còn 

lại hầu như có thể chung sống cùng nhau. 

3.5. Khảo sát khả năng đối kháng giữa các hỗn hợp 

chủng với vi khuẩn V.parahaemolyticus. 

Tương tự các thí nghiệm khảo sát khả năng đối kháng 

của các chủng vi sinh vật đơn lẻ, các chủng vi khuẩn sau 

khi đồng nuôi cấy cùng nhau sẽ tiến hành khảo sát khả 

năng đối kháng với vi khuẩn gây bệnh hoại tử gan tụy cấp 

tính V.parahaemolyticus bằng phương pháp khuếch tán 

trên đĩa thạch. Để đảm bảo việc so sánh khả năng ức chế 

vi khuẩn gây bệnh, các hỗn hợp chủng và các chủng đơn 

lẻ tương ứng được kiểm tra tính đối kháng trên cùng một 

đĩa thạch đã được nuôi cấy trải V.parahaemolyticus. Kết 

quả khảo sát được thể hiện ở Bảng 4. 

Bảng 4. Đường kính vòng đối kháng của dịch canh trường sau 

đồng nuôi cấy các hỗn hợp chủng hoặc các chủng đơn lẻ tương 

ứng với V.parahaemolyticus  

Hỗn hợp 

chủng 

4C + 

6C 

4C + 

11TC 

6C 

+9TC 

6C + 

11TC 

8TC + 

9TC 

9TC + 

11TC 

 4,1 4,0 7,7 6,2 6,1 5,4 

Chủng 

đơn lẻ 
4C 4C 6C 6C 8TC 9TC 

 4,2 4,1 6,9 7,0 5,7 4,3 

Chủng 

đơn lẻ 
6C 11C 9TC 11C 9TC 11TC 

 7,1 3,7 4,6 3,9 4,3 3,6 

Kết quả ở Bảng 4 cho thấy, có sự gia tăng khả năng 

kháng vi khuẩn gây bệnh ở các hỗn hợp chủng (6C 

+9TC), (8TC +9TC), (9TC + 11TC) so với các chủng đơn 

lẻ tương ứng. Trong đó, hỗn hợp chủng 6C và 9TC cho ra 

đường kính vòng đối kháng là vượt trội hơn hẳn so với 

các chủng riêng lẻ và so với các hỗn hợp chủng khác. Các 

kết quả này cho thấy, tiềm năng tạo thành chế phẩm với 

hỗn hợp các chủng nhằm gia tăng khả năng ức chế 

V.parahaemolyticus. 

4. Kết luận 

Qua quá trình phân lập và sàng lọc nhóm tác giả đã 

thu nhận được 5 chủng vi sinh vật gồm: 4C, 6C, 8TC, 

9TC, 11TC và 3 hỗn hợp chủng vi sinh vật gồm (6C 

+9TC), (8TC +9TC), (9TC + 11TC) có khả năng đối 

kháng với vi khuẩn V.parahaemolyticus gây bệnh hoại tử 

gan tụy cấp tính trên tôm. 

Trong đó, chủng 4C được phân lập từ dịch dưa cải 
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muối chua và chủng 11TC phân lập từ dịch tôm muối 

chua có những đặc điểm sinh hóa tương đồng với chi 

Lactobacillus spp. [10, 14], chủng 8TC, 9TC được phân 

lập từ dịch tôm muối chua có những đặc điểm sinh hóa 

tương đồng với chi Bacillus spp. [15, 16], chủng 6C được 

phân lập từ dịch nước dưa cải muối vẫn chưa xác định 

được chủng loài. 

Lời cám ơn: Nhóm tác giả chân thành cám ơn Viện 

Công nghệ sinh học, Đại học Huế cho việc cung cấp 

chủng vi khuẩn V.parahaemolyticus gây bệnh gan tụy cấp 

tính cho tôm. Chủng giống vi khuẩn là sản phẩm từ đề tài 

cấp bộ của Viện. 

Bài báo này được tài trợ bởi quỹ Khoa học Công nghệ 

Murata và Trường Đại học Bách khoa – Đại học Đà Nẵng 

với đề tài có mã số: T2020-02-08MSF. 
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