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that causes AHPND with an inhibition zone diameter of 14.66±0.31 

mm and capable of producing 2 enzymes gelatinase and proteinase 

with clear zones diameters of 3.38±0.64 mm and 5.23±1.40 mm, 
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belong to the species Rhodobacter sphaeroides and was named 
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  25/4/2024 Ngành thủy sản đang phải đối mặt với nhiều thiệt hại lớn về năng 

suất do tình trạng dịch bệnh và ô nhiễm nước. Vì vậy, hiện nay nhiều 

nhà nghiên cứu đã tiến hành tìm kiếm và lựa chọn các dòng vi khuẩn 

vừa có khả năng đối kháng với vi khuẩn gây bệnh và vừa có khả 

năng sinh các enzyme sử dụng làm probiotic, phân hủy chất hữu cơ, 

giảm ô nhiễm nguồn nước. Chủng vi khuẩn tía quang hợp (VKTQH) 

ND42 vừa có khả năng đối kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus gây 

bệnh hoại tử gan tuỵ cấp (AHPND) với đường kính vòng kháng 

khuẩn đạt 14,66±0,31 mm; đồng thời có khả năng sinh tổng hợp 2 

loại enzyme gelatinase và proteinase (kích thước vòng phân giải của 

2 enzyme lần lượt là 3,38±0,64 mm và 5,23±1,40 mm) đã được lựa 

chọn sử dụng làm chế phẩm sinh học ứng dụng trong nuôi tôm thẻ 

chân trắng. Bằng phương pháp xác định trình tự gen 16S rRNA, 

chủng ND42 được xác định thuộc loài Rhodobacter sphaeroides và 

được đặt tên là Rhodobacter sphaeroides ND42. 
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1. Giới thiệu 

Hàng năm ngành thủy sản đã đóng góp khoảng 3-4% tổng GDP của Việt Nam, trong đó có 

nuôi tôm nước lợ. Năm 2023, tổng sản lượng thuỷ sản đạt 9,23 triệu tấn, tăng 2,2% so với cùng 

kỳ năm 2022. Sản lượng nuôi trồng ước đạt 5,45 triệu tấn, sản lượng khai thác đạt 3,85 triệu tấn 

[1]. Trong đó, sản lượng tôm năm 2023 đạt 1,21 triệu tấn, tăng 5,8% so với năm 2022 [1]. 

Cùng với sự phát triển về năng suất thì ngành này cũng đang phải đối mặt với nhiều khó khăn 

như ô nhiễm môi trường nước và dịch bệnh, mà đặc biệt là bệnh hoại tử gan tụy cấp (Acute 

Hepatopancreatic Necrosis Disease - AHPND) với tỷ lệ chết lên đến 100% do vi khuẩn V. 

parahaemolyticus gây ra [2]. 

Để hạn chế dịch bệnh, người nuôi thường sử dụng kháng sinh và việc sử dụng kháng sinh lâu 

dài sẽ dẫn tới tồn dư kháng sinh trong sản phẩm thuỷ sản, làm ảnh hưởng đến sức khỏe người tiêu 

dùng. Do vậy, việc sử dụng chủng vi khuẩn vừa có khả năng sinh các enzyme hỗ trợ tiêu hoá 

thức ăn, đồng thời có khả năng sinh chất kháng khuẩn đối kháng với vi khuẩn gây bệnh được 

đánh giá là một giải pháp tiềm năng và đạt hiệu quả cao.  

Một số vi sinh vật thường được sử dụng làm chế phẩm sinh học trong nuôi trồng thuỷ sản điển 

hình thuộc các chi Bacillus, Nitrobacter, Nitrosomonas, Lactobacillus, Propiobacterium… và 

gần đây các nhà khoa học còn quan tâm tới nhóm vi khuẩn tía quang hợp (VKTQH) bởi những 

vai trò của chúng trong việc kiểm soát chất lượng nước (giảm H2S, kim loại nặng, COD…) [3]-

[5]; cung cấp nguồn protein đơn bào (SCP) [6], [7] và sử dụng làm probiotic trong nuôi trồng 

thuỷ sản [8]-[13] . 

Ở Việt Nam, nhóm VKTQH đã và đang được ứng dụng trong nhiều lĩnh vực như xử lý nước 

thải đậm đặc hữu cơ [14], xử lý sulfide trong các nguồn nước ô nhiễm [15], sử dụng làm thức ăn 

tươi sống cho con giống động vật biển [16]. Tuy nhiên, hiện nay vẫn chưa có công bố nào về việc 

tuyển chọn VKTQH sử dụng làm probiotic trong nuôi tôm thẻ chân trắng. Do đó, bài báo này 

trình bày kết quả nghiên cứu lựa chọn chủng VKTQH vừa có khả năng sinh enzyme phân hủy 

chất hữu cơ giảm ô nhiễm môi trường nước ao nuôi và vừa có khả năng kháng vi khuẩn V. 

parahaemolyticus gây bệnh AHPND. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

Chủng VKTQH ND42 được phân lập từ nước ao nuôi tôm thẻ chân trắng tại xã Giao Phong, 

huyện Giao Thủy, tỉnh Nam Định. 

Chủng vi khuẩn kiểm định Vibrio parahaemolyticus BLV10 chứa 02 gen độc PirA, PirB được 

phân lập từ tôm bị bệnh AHPND tại xã Vĩnh Bình, huyện Hòa Bình, tỉnh Bạc Liêu và được lưu 

trữ tại Phòng Thí nghiệm trọng điểm Công nghệ gen - Viện Công nghệ sinh học, Viện Hàn lâm 

Khoa học và Công nghệ Việt Nam. 

Môi trường nuôi cấy VKTQH là môi trường GA bao gồm cao nấm men (2 g/L); acetate (5,44 

g/L); K2HPO4 (0,5 g/L); (NH4)2HPO4 (0,8 g/L); KH2PO4 (0,5 g/L); MgSO4.7H2O (0,2 g/L); 

CaCl2.2H2O (0,053 g/L); vi lượng SL6(*) (1 mL/L); dung dịch vitamin B12
(**) (10 mg trong 100 

mL nước) (0,4 mL/L); glutamate (3,8 g/L); NaCl (15 g/L); pH 6,8-7,0. 

(*) Thành phần dung dịch vi lượng SL6: CoCl2.6H2O (0,25 g/L); CuCl2.5H2O (0,01 g/L); 

MnCl2.4H2O (0,07 g/L); ZnCl2 (0,1 g/L); NiCl.6H2O (0,01 g/L); Na2SiO3.5H2O (0,01 g/L); 

FeCl2.4H2O (1,8 g/L); H3BO3 (0,5 g/L); Na2MoO4.2H2O (0,03 g/L); H2O 1 lít. 

(**) Dung dịch vitamin B12 được khử trùng bằng màng lọc và bổ sung vào môi trường trước 

khi sử dụng. 

Môi trường TSB (Tryptic Soy Broth) sử dụng để nuôi cấy vi khuẩn V. parahaemolyticus có 

thành phần casein peptone 15 g; soya peptone 5 g; NaCl 15 g; nước cất vừa đủ 1.000 mL. 

Môi trường TSA sử dụng để xác định khả năng VKTQH đối kháng với vi khuẩn V. 

parahaemolyticus gồm tryptone 15 g; soytone 5 g; NaCl 15 g; agar 15 g; nước cất 1.000 mL.  
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Môi trường GA thạch (1,5% agar) có bổ sung từng loại cơ chất là 1% gelatin; 1% casein; 1% 

tinh bột; 0,5% CMC và 1% tributyrin tương ứng để xác định khả năng sinh enzyme gelatinase, 

proteinase, amylase, cellulase và lipase. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp nuôi cấy VKTQH  

VKTQH được nuôi trong lọ peniciline có thể tích 13 ml (chứa 10 ml) môi trường GA lỏng, 

đậy kín bằng nút cao su để hạn chế oxy xâm nhập, bổ sung NaCl 15 g/l, nhiệt độ 28-30℃, ánh 

sáng khoảng 5.000 lux. Sau 2-7 ngày thu dịch nuôi cấy để xác định khả năng đối kháng với V. 

paraheamolyticus và khả năng sinh enzyme. 

2.2.2. Phương pháp xác định khả năng đối kháng 

Tiến hành tiền sàng lọc sử dụng phương pháp 2 lớp thạch  

Chủng vi khuẩn V.paraheamolyticus được nuôi trong môi trường TSB lỏng, nhiệt độ 28-30℃, 

lắc 150 vòng/phút. Sau 18h nuôi cấy, thu dịch vi khuẩn và điều chỉnh mật độ tế bào 1x105 

CFU/ml (OD660=0,1) [13]. 

VKTQH nuôi trong môi trường GA sau 2 ngày nuôi thu dịch và điều chỉnh mật độ tế bào 

OD660 = 0,5; hút 10 µl mẫu VKTQH nhỏ lên trên bề mặt đĩa thạch (môi trường TSA) và tiếp tục 

nuôi ở điều kiện vi hiếu khí có chiếu sáng trong 5 ngày.  

Khi nhiệt độ môi trường TSA đạt khoảng 40℃ thì bổ sung 10% giống vi khuẩn V. 

paraheamolyticus đã chuẩn bị như trên, lắc đều và đổ một lớp mỏng lên trên đĩa thạch chứa môi 

trường TSA đã nuôi VKTQH được 5 ngày. Tiến hành nuôi các đĩa này ở 30-32℃ trong 18 giờ và 

xác định hoạt tính kháng khuẩn thông qua vòng vô khuẩn. 

Xác định khả năng kháng khuẩn bằng phương pháp khuếch tán giếng thạch   

 Sau 7 ngày nuôi cấy VKTQH tiến hành ly tâm dịch ở 8.000 vòng/15 phút, sau đó tiến hành cô 

đặc dịch bằng phương pháp đông khô. Dịch sau khi đông khô được hòa tan lại trong metanol 

(10%) để được nồng độ đậm đặc gấp 20 lần so với dịch nuôi ban đầu. Đối chứng là methanol 

10%. Hút 50 µL dịch vi khuẩn kiểm định lên bề mặt đĩa thạch TSA và trang đều. Tiến hành đục 

lỗ trên đĩa thạch và hút 120 µL dịch VKTQH đã được cô đặc nhỏ vào giếng thạch, ủ ở 35℃ trong 

18h [13]. Hoạt tính kháng khuẩn (HTKK) của VKTQH được xác định theo công thức (1): 

                                               HTKK = D - d (mm)                                                                (1) 

Trong đó: D: Đường kính vòng vô khuẩn + đường kính lỗ khoan. 

                 d: Đường kính lỗ khoan. 

2.2.3. Phương pháp xác định hoạt tính enzyme  

VKTQH sau 2 ngày nuôi cấy được điều chỉnh về mật độ OD660 = 1, sau đó hút 50 µl nhỏ vào 

từng giếng thạch chứa các cơ chất gelatin, casein, tinh bột tan, CMC và tributyrin để tiến hành 

nghiên cứu khả năng sinh tổng hợp các loại enzyme tương ứng là gelatinae, protease, amylase, 

cellulase và lipase cần khảo sát khả năng sinh enzyme. Các đĩa được ủ trong điều kiện hiếu khí - 

tối, nhiệt 30-32℃, trong 5 ngày [13]. Để làm rõ sự xuất hiện của vòng phân giải cơ chất, cần tiến 

hành nhuộm đĩa thạch với dung dịch Lugol đối với thí nghiệm xác định khả năng phân giải tinh 

bột tan, với dung dịch Congo Red 1% (trong 15 phút; rửa lại bằng NaCl 1M) đối với thí nghiệm 

xác định khả năng phân giải CMC, với dung dịch Frazier đối với thí nghiệm xác định khả năng 

phân giải gelatin và casein. Riêng đối với sự phân giải tributyrin, sự phân giải tributyrin sẽ tạo 

thành vòng trong hơn trên nền môi trường có màu trắng đục, do vậy không cần thêm sự hỗ trợ để 

hiện vòng. Hoạt tính sinh enzyme (HT) được xác định thông qua vòng phân giải cơ chất theo 

công thức (2): 

                                               HT = D - d (mm)                                                                       (2) 

Trong đó: D: Đường kính vòng phân giải + đường kính lỗ khoan. 

                d: Đường kính lỗ khoan. 
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2.2.4. Phương pháp định danh vi khuẩn sử dụng gene 16S rRNA 

Tách chiết DNA tổng số: VKTQH sau khi nuôi tăng sinh trong môi trường GA được cho vào 

ống eppendorf 1,5 mL, tiến hành thu sinh khối bằng cách ly tâm 8.000 vòng/phút trong 15 phút. 

Sử dụng kit Gen JET (Thermo) để tách DNA tổng số, xác định chất lượng DNA bằng điện di  

trên gel agarose 1%. 

Phản ứng PCR: Gene 16S rRNA được phân lập sử dụng cặp mồi có trình tự mồi xuôi F1 (5’- 

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) và mồi ngược R1 (5’-ACGGCTACCTTGTTACGACT-3’) 

được thiết kế theo. Hỗn hợp phản ứng PCR (tổng thể tích 25 µl) gồm 12,5 μl master mix; 1 μl 

mồi mỗi loại (10 pmol); 1,0 μl DNA khuôn; 9,5 μl nước cất vô trùng. Phản ứng PCR được thực 

hiện theo chương trình: 95℃/3 phút; 30 chu kỳ (95℃/30 giây; 50℃/45 giây; 72℃/50 giây; 72℃/8 

phút) và giữ ở 4℃. Sản phẩm PCR được điện di trên gel agarose 1% và tiến hành tinh sạch trước 

khi đọc trình tự. Sản phẩm PCR chứa đoạn gen 16S rRNA được giải trình tự theo phương pháp 

sử dụng các dideoxynucleotide của Sanger bằng máy giải trình tự gen tự động. Trình tự 

nucleotide của gen 16S rRNA được phân tích bằng phần mềm BioEdit và so sánh mức độ tương 

đồng với trình tự đã được công bố trên GenBank bằng chương trình BLAST để định danh loài vi 

khuẩn. Sau đó, sử dụng phần mềm Mega 11 để xây dựng cây chủng loại của các chủng vi khuẩn 

nghiên cứu với các loài gần gũi. 

2.2.5. Phương pháp xử lý số liệu 

Mỗi thí nghiệm được tiến hành 3 lần độc lập. Kết quả được thể hiện dưới dạng giá trị trung 

bình ± độ lệch chuẩn (TB ± SD). Tính toán số liệu được thực hiện bằng phần mềm Microsoft 

Excel phiên bản 2019. 

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Khả năng đối kháng với vi khuẩn V. paraheamolyticus của VKTQH 

Kết quả tiền khảo sát khả năng đối kháng của chủng ND42 với vi khuẩn gây bệnh V. 

paraheamolyticus bằng phương pháp đối kháng trực tiếp trên 2 lớp thạch cho thấy chủng 

VKTQH ND42 có xuất hiện vùng sáng xung quanh (Hình 1A). 

Phương pháp đối kháng trực tiếp trên 2 lớp thạch chỉ cho biết chủng khảo sát có đối kháng 

hay không mà không biết rõ chủng này sinh hợp chất kháng khuẩn hay đối kháng do cạnh tranh 

dinh dưỡng. Do đó, thí nghiệm tiếp theo sử dụng phương pháp khuếch tán giếng thạch để xác 

định chủng ND42 có sinh chất kháng khuẩn hay không và kết quả được trình bày ở Hình 1B. 

  
Hình 1. Kết quả đối kháng của chủng ND42 với vi khuẩn V. paraheamolyticus gây bệnh AHPND  

(A: Đối kháng trực tiếp trên 2 lớp thạch, B: Phương pháp khuếch tán trên giếng thạch) 

Hình 1B cho thấy, chủng ND42 có khả năng đối kháng với  vi khuẩn V. paraheamolyticus với 

đường kính vòng kháng khuẩn là 14,66±0,31 mm.  

Theo nghiên cứu của Chumpoll khi tiến hành xác định khả năng đối kháng với vi khuẩn V. 

paraheamolyticus của các chủng VKTQH phân lập từ ao nuôi tôm ở một số tỉnh của Thái Lan, 

trong thí nghiệm này tác giả cũng tiến hành ly tâm, thu dịch và sử dụng phương pháp đông khô 

để làm đậm đặc 20 lần dịch nuôi cấy VKTQH [13]. Kết quả cho thấy VKTQH có khả năng ức 

chế vi khuẩn V.paraheamolyticus với đường kính vòng kháng khuẩn từ 10-13 mm. Trong đó 

chủng TKW17 có khả năng ức chế mạnh nhất với đường kính vòng kháng khuẩn là 13,21 mm 
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[13]. Như vậy, so sánh với kết quả nghiên cứu của chúng tôi, chủng ND42 có đường kính vòng 

kháng khuẩn lớn hơn so với chủng TKW17 phân lập ở Thái Lan. 

3.2. Khả năng sinh enzyme của chủng VKTQH 

Sử dụng môi trường GA với 1,5% thạch và bổ sung mỗi loại cơ chất: gelatin, casein, tinh bột 

tan, CMC và tributyrin để xác định khả năng sinh các enzyme gelatinase, protease, amylase, 

cellulase và lipase tương ứng từ chủng ND42 . Kết quả sau 5 ngày cho thấy chủng ND42 có khả 

năng sinh enzyme gelatinase và proteinase với đường kính vòng phân giải lần lượt là 3,38±0,64 

mm và 5,23±1,40 mm (Hình 2).  

  

Hình 2. Khả năng sinh enzyme gelatinase (A) và proteinase (B) của chủng VKTQH ND42 

Chumpoll và cộng sự (2017) cũng tiến hành xác định khả năng sinh enzyme gelatinase của 

các chủng VKTQH. Kết quả đã tuyển chọn được 6 chủng có khả năng sinh enzyme mạnh nhất 

trong tổng số 185 đó là các chủng: S3W10, S3W11, SS15, STW181, W164, TKW17 với đường 

kính vòng phân giải từ 9,93-34,33 mm [13]. 

Như vậy, chủng ND42 có khả năng sinh enzyme gelatinase thấp hơn các chủng VKTQH trong 

nghiên cứu của Chumpol. 

3.3. Kết quả định danh bằng phương pháp giải trình tự gene 16S rRNA 

  
Hình 3. Kết quả điện di DNA tổng số (A) và sản phẩm PCR nhân gene 16S rRNA của chủng ND42 (B) 

(M: GeneRuler 1 kb DNA Ladder) 

 
Hình 4. Trình tự gene 16S rRNA của chủng vi khuẩn là Rhodobacter sphaeroides ND42 trên GenBank  
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DNA tổng số từ chủng ND42 được điện di để kiểm tra trên gel agarose 1% thu được băng 

DNA sắc nét, có hàm lượng đủ để tiến hành phản ứng PCR nhân gene 16S rRNA (Hình 3A). 

Gene 16S rRNA được phân lập từ DNA tổng số sử dụng cặp mồi đặc hiệu và sản phẩm PCR thu 

được có kích thước khoảng 1,5 kb theo như dự đoán (Hình 3B). Gene 16S rRNA được giải trình 

tự có kích thước 1327 nucleotide (Hình 4) và được đăng ký trên GenBank với mã số PP702412. 

Kết quả phân tích bằng phần mềm BLAST trong NCBI cho thấy, gene 16S rRNA của chủng 

ND42 có độ tương đồng hơn 99% so với loài đã công bố trên GenBank (Hình 5). 

 
Hình 5. Kết quả phân tích tương đồng gene 16S rRNA phân lập từ chủng ND42 với các trình tự đã 

công bố trên GenBank bằng BLAST trong NCBI 

Bằng phần mềm MEGA 11, gene 16S rRNA từ chủng ND42 và một số loài đã công bố trên 

GenBank để xây dựng cây phát sinh chủng loại (Hình 6) cho thấy, chủng ND42 nằm cùng nhánh 

với các loài thuộc chi Rhodobacter và có độ tương đồng 99,92% so với loài Rhodobacter 

sphaeroides được đối chiếu trên GenBank có mã số MN640796.1; MN625849.1; MN605654.1; 

KY266821.1. Như vậy, chủng VKTQH ND42 được xác định là chủng vi khuẩn Rhodobacter 

sphaeroides ND42. 

 
Hình 6. Cây phát sinh chủng loại gen 16A rRNA của VKTQH với một số loài trên GenBank 

4. Kết luận 

Chủng VKTQH ND42 phân lập có khả năng đối kháng với vi khuẩn V. parahaemolyticus 

đường kính vòng kháng khuẩn là 14,66±0,31 mm và có khả năng sinh 2 loại enzyme gelatinase, 

proteinase với đường kính vòng phân giải lần lượt là: 3,38±0,64 mm và 5,23±1,40 mm. Gene 16S 

rRNA từ chủng ND42 được phân lập có kích thước 1327 nucleotide, được đăng ký trên GenBank 

với mã số PP702412 và dựa trên trình tự gene 16S rRNA chủng ND42 được đặt tên là  

Rhodobacter sphaeroides ND42. 
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