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WITH THE CAPACITY TO INHIBIT Salmonella enterica subsp enterica serovar
Enteritidis ATCC 49223 AND Vibrio spp.
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1. Giéi thiéu

Mot trong nhirng thach thie ma nganh tom phai d6i mat 1a tinh trang khang khang sinh (AMR)
do qua trinh diéu tri bénh trong nuéi tdm [1], [2]. Su nhiém cta cac san pham thuc pham nudi
trong thuy san véi du luong khéang sinh thé hién méi nguy hiém tiém an ddi véi sac khoe nguoi
tiéu dung do ngd doc thuc pham, phét trién cac van dé di Gmg, thay d6i hé vi khuan duong ruot,
cling nhu khi sy xuat hién va lan rong sau d6 cua tinh trang khang khang sinh [3]. Nam 2021, tdm
nhap khau vao My tir nhiéu quéc gia chau A da bi tir chdi do ¢ su hién dién cua vi khuan
Salmonella spp. [4]. Bén canh d6, sy nhiém nhiéu ching vi khuan Vibrio khac nhau thuong gay ra
bénh Vibtiosis ¢ tom [5] day la mam bénh dang bao dong cua dong vat bién va quan thé nudi trong
thuy san, ching c6 thé gay nhiém tring nghiém trong ¢ nguoi thdng qua viéc tiéu thu hai san va
cac san pham nudi trong thuy san bi 6 nhiém [6].

Hién nay, thuc khuan thé duoc str dung rong rdi nhu mot tac nhan kiém soét sinh hoc trong
nganh cong nghiép thuc pham va néng nghiép, xur 1y nudc thai va nudi trong thuy san [7]. Cac
nghién ctru chi ra rang viéc ap dung truc tiép thuc khuan thé hoac hdn hop thuc khuan thé vao thuc
pham c6 thé lam giam dang ké sy 6 nhidm vai cac mam bénh truyén qua thuc pham khac nhau [8].
Tran Trung TG va cong su (2018) da danh gia dwoc hiéu qua phong tri bénh do vi khuan E. coli
gdy ra trén ga dbi voi thuc khuan thé BT.PR3, HG.PR3 va HG.PD5 [9]. Pham-Khanh va cong su
(2019) cho thay thuc khuan thé KIT03 c6 thé 1ay nhiém vao vi khuan E.coli 0157:H7, typ huyét
thanh Salmonella enterica Choleraesuis va Enteritidis nghién ctu bao céo rang thuc khuan thé
(TKT) «KITO3 c6 thé tiéu diét vi khuan dugc thir nghiém va ngan chan sy phét trién caa ching
[10]. Liéu phép thuc khuan thé ciing dwoc tién hanh trong diéu kién in vivo, chirng minh thyuc khuan
thé co thé kiém soét nhiém triing do vi khuan & ca, tom va cc san pham thuy san khéc trong nui
trong thuy san [11], [12]. Trong cac thir nghiém & trai gidng, viéc xtr ly bang thuc khuan thé dol
Vi au tring Penaeus monodon bi nhidm vi khuan Vibrio harveyi di mang lai ty & séng sot caa au
trung trén 85% va chung minh thuc khuan thé s& Ia sy thay thé hiéu qua cho khang sinh [13].
Nghién ciau vé danh gia hiéu qua diéu tri cua thuc khuan thé d6i véi vi khuan Vibrio
parahaemolyticus trén tdm thé chan trang (Litopenaeus vannamei) cho két qua day trién vong.
Nghién ciu chi ra sau 24h xir ly thyc khuan thé 1am mat sé vi khuan trong nuéc giam manh tir
4,6x10* CFU/ml xubng con 6,5x102 CFU/mI va sau 2 ngay mat sb vi khuan tiép tuc giam la 3,3x102
CFU/mI [14]. Chan va cong su (2018) da ching minh nhitng loai virus trén khong doc hai ddi voi
con ngudi va c6 thé phan huy mang sinh hoc cia vi khuan nhd cac enzyme khang khuan
(enzybiotic). Loai enzyme nay 1a cac protein dugc ma hoa bai cac thuc khuan thé, dugc chang
minh 12 c6 trién vong hon thudc khéang sinh [15].

Trong nghién ctru ndy, hai thuc khuan thé dugc xac dinh 1a c6 phd ky cha rong lay nhidm trén
cac chung vi khuan Salmonella, Vibrio va E.coli 13 VT232 va o5A, duoc phan lap tir nuée thai
a0 tdm tai Vinh Thuén, Kién Giang duoc san loc va tinh sach. TKT #VT232 duoc chon dé tién
hanh khao sat cac dic diém sinh hoc vé& anh huéng nhiét d6 va pH. Viéc khao sat anh huong cua
nhiét d6 va pH ¢ thé s& gitp ich rat nhiéu trong viéc mé rong hon nhitng nhan thirc vé thuc khuan
thé cua vi khuan Salmonella ciing nhu cung cip mét thuc khuan thé tiém ning trong viéc kiém soat
céc dong vi khuan Salmonella spp. va Vibrio spp.

2. Vat liéu va phwong phap nghién ciu
2.1. Cac chaing vi khudn

Céc chung vi khuan lam ky chu (Bang 1) la cc dong vi khuan ciia ATCC va NCTC. Vi khuan
dugc nudi cay trong moi Tryptic soy broth (TSB) va méi truong thach TSA (TSB bo sung 1,5%
agar) ¢ 37°C lac ¢ toc d¢ 120 vong trén phat trong 24 gio.
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Bang 1. Cac dong vi khuan duwoc sir dung trong nghién citu

STT  Mavi khuan Tén day di

ATCC 49223 Salmonella enterica subsp enterica serovar Enteritidis ATCC 49223
ATCC 14028 Salmonella enterica subsp enterica serovar Typhimurium ATCC 14028
ATCC 13076 Salmonella enterica subsp enterica serovar Enteritidis ATCC 13076
ATCC 17802 Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802

NCTC 10885 Vibrio parahaemolyticus NCTC 10885
ATCC 29307 Vibrio vulnificus ATCC 29307
NCTC 11218 Vibrio vulnificus NCTC 11218
ATCC 25922 Escherichia Coli ATCC 25922

T
1
2
3
4
5 NCTC 10884 Vibrio parahaemolyticus NCTC 10884
6
7
8
9
2

.2. Phan Igp va tach dong thgc khudn thé

Thuc khuan thé duoc phan lap tir nude va bun day cua cac ao tdm o Kién Giang, Soc Trang va
Hau Giang. HAn hop gom 2,5 mL mau va 7,5 mL moi trudng TSB tién hanh lac véi toe d6 120
vong/phat ¢ 37°C trong 24 gio. Dich tang sinh sau d6 ly tam 12000 vong/phut trong 10 phdt ¢ 4°C,
rdt phan dich trong chuyén sang 5ng mai, thu duoc cac dong thuc khuan thé thd. Tiép dén, 200 uL
vi khuan Salmonella (108 CFU/mL) duoc nudi ciy qua dém tron véi 5 mL méi trudng TSA bén
ran da duoc u ¢ 56°C va trai 1én dia thach TSA (phuong phap double layer agar — drop method)
[16]. Thuc khuin thé dwoc nho 1&n mat méi trudng ban ran chira vi khuan 2 pL/giot u & 37°C trong
24 gio. Cac dia duoc quan sat dé tim sy hién dién cua vét tan. Cac vét tan trong sudt duoc thu thap
vao Eppendorf 1,5 mL chira dung dich dém natri clorua magie sulfat (SM buffer: 50 mM Tris/HCI,
pH 7,5; 100 mM NaCl; 10 mM MgSOx va 0,01% gelatin). Thuc khuan thé dugc tach dong bang
phuong phap khao sat vét tan bang agar hai 16p (double layer agar — plaque assay) dua trén su dong
déu cua vét tan [16].

2.3. Higu gia thuc khudn thé

Hiéu gié thuc khuan thé duoc xac dinh bang phuong phép agar hai 16p [16]. RUt 100 pL huyén
phu thuc khuan thé dugc pha lodng thich hop va 100 pL huyén phii vi khuan cho vao éng Eppendorf
1,5 mL mix nhanh va & nhiét do phong trong 15 phit. Sau d6 chuyén hdn hop huyén phu vao
éng nghiém chira méi truong TSA.

Hiéu gié thuc khuan thé dugc tinh theo cong thic:

Phage titer = N X % X %

Trong d6, N 1a s lugng vét tan trong mot dia cu thé, DF 1a hé sé pha loang phage cho dia d6
va V la thé tich gbc phage duoc rit ra ban dau, tinh bang mL. Con s6 két qua dwoc dua ra dudi
dang don vi hinh thanh vét tan trén mililit (pfu/mL). Thi nghiém duoc lap lai ba lan dé dam bao
tinh chinh xac cho nghién ciu [17].

2.4. Pham vi vt chii ciia theee khudn thé

Pham vi vat chu caa thuc khuén thé duoc xac dinh bang phuong phap nhé giot trén bé mat hai
I6p agar sir dung céc ching vi khuan duoc mé ta trong Bang 1 [16]. Cho vao dia méi truong TSA
hdn hop gom 5 mL méi trudng TSA (agar 0,5%) va 100 uL huyén phi vi khuan, phoi dia 15-20
phut. Sau d6, dung micropipet rat 5 pL huyén pha ting dong thuc khuan thé nho vao cac 6 tuong
ng. U qua dém sau 24 gio, quan sét sy hinh thanh vét tan dua trén cac dic diém, vét tan trong, duc
va khdng phan @ng (thi nghiém duoc lap lai ba lan) [18].

2.5. Phdn tich dj én dinh nhiét va pH

Do 6n dinh nhiét duoc xac dinh bang cach nudi ciy cac mau thyc khuén thé da phén Iap va tinh
khict ¢ -20, 4, 37, 60 va 70°C, hi¢u gia cua thuc khuan theé duge xac dinh bang phuong phap khao
sat vét tan bang agar hai 16p & 30 phat va 60 phat sau nudi cay [18]. D6 6n dinh pH dugc xac dinh
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bang cach tron cac mau thyc khuan thé da phan 14p va da tinh ché trong mot loat ng nghiém chira
dung dich d&m SM (50 mM Tris/HCI; pH 7,5; 100 mM NaCl; 10 mM MgSO, va 0,01% gelatin)
vei cac gia tri pH khac nhau (2; 3; 5; 7; 9 va 10), (nghiém thirc dbi chimg dugc st dung ¢ pH=7,5).
Sau khi u & 37°C trong hai gio, hiéu gia thuc khuan thé dugc xac dinh bang phuong phap khao sat
vét tan bang agar hai 16p.

3. Két qua va ban luan
3.1. Phan I@p, sang loc va xdc dinh phgm vi ky chii ciia thuc khudn thé

Bén muoi chin dong thuc khuan thé dugc khao sat kha nang ly giai dbi véi vi khuan ky chi la
céc dong vi khuan cia ATCC (Bang 2). Hai dong thuc khuan thé c6 phd ky chii rong 1a oPm5 va
oPm12 voi kha ning 1ay nhiém lan luot 12 9/9 va 8/9 dong vi khuan, tuy nhién kich thudc cac vét
tan kha nho va duc. Diéu nay chiing t6 kha nang lay nhiém cua hai dong thuc khuan thé nay kha
thap. Muoi dong thuc khuan thé c6 kha nang lay nhiém trén ca bon chung vi khuan khac nhau la
S.enteritidis, S.typhimurium, V.parahaemolyticus va E.coli 1a sKG76, «GR76, obl, V18, o84,
a3A, o5A, V85, aMix va 203. Dic biét, duong kinh vét tan cua cc dong thuc khuan thé nay lén
va trong hon. C6 thé thiy cac dong thuc khuan thé nay la thuc khuan da ky chi [19]. M6t s6 nghién
ctru da chimg minh céac thyc khuan thé da ky chi bao gom vB_EcoM_swi3 ly giai vi khuan
Salmonella va E.coli [20], KFS-EC3 ly giai vi khuan E.coli, Salmonella va Shigella [21], PEfL ly
giai vi khuan Pseudomonas va E.coli [22]. Nghién ciru cua Malki va cong su (2015) [23] da phat
hién duoc bdn thuc khuin thé 1a oFenriz, esHabibi, sMoody va oVader c6 kha ning lay nhidm trén
ca bdn chang vi khuan P.aeruginosa (ATCC 15692), E.coli (ATCC 8739), Arthobacterium sp. va
Microbacterium sp.. Nhu vy, pham vi ky chu ciia thuc khuan thé khdng chi c6 thé lay nhiém trong
cung mét loai ma con cd thé lay nhiem chéo gitra cac loai. Thuc khuan thé VT232 va thuc khuan thé
5A 13 hai thuc khuan thé dwoc chon dé tién hanh tinh sach va nghién ciru sau hon vé dic diém hinh
thai, dic diém sinh 1y ciing nhu cdu tric bd gen. Hinh 2a va 2c cho thiy céc vét tan cua thuc khuéan
thé oV T232 va #5A c6 hinh dang va kich thudc khac nhau, sau cac lan sang loc va tinh ché cac mang
thuc khuan thé sVT232 va 5A c6 kich thudc va hinh dang dong nhat (Hinh 2b va Hinh 2d).

Bang 2. Pho ky chu cua 49 dong thuc khudn thé trén 9 dong vi khuan ATCC va NCTC

STT  Mathuc Nguén ATCC ATCC ATCC ATCC NCTC NCTC ATCC NCTC ATCC
khuan the phén 49223 14028 13076 17802 10885 10884 29307 11218 25922

lap

1 Pm1 Bun day +++ +++ - - - R "
2 Pm2 Bun day +++ +++ - - - - +
3 Pm3 Bun day +++ + + - - - +
4 Pm4 Bun day +++ + - - - - +
5 Pm5 Bun day + + + + + + + + +
6 Pm6 Bun day +++ ++ - - - - +
7 Pm7 Bun day ++ - - - - - +
8 Pm8 Bun day +++ + + - - - +
9 Pm9 Bun day +++ - + - - - +
10 Pm10 Bun day ++ + + + - - + +
11 Pmil Bun day +++ + - .
12 Pm12 Bun day + + + + + + + +

13 Pm13 Bun day +++ +++ - +++ - -

14 Pm14 Bun day +++ +++ - +++ - -

15 Pm15 Bun day ++ + + +++ - - + +

16 Pm16 Bun day ++ ++ + +++ - -

17 V232 Ao tbm +++ + + - - - +
18 Grl Lo md e + + - - -

19 Gr2 Lo md 4+ 4+ - - - -

20 Gr3 Lo mb +H+ - . - B, } . . +

http://jst.tnu.edu.vn 379 Email: jst@tnu.edu.vn


http://jst.tnu.edu.vn/
mailto:jst@tnu.edu.vn

TNU Journal of Science and Technology 229(05): 376 - 383

STT  Maéthuc Nguén ATCC ATCC ATCC ATCC NCTC NCTC ATCC NCTC ATCC
khuén thé phéan 49223 14028 13076 17802 10885 10884 29307 11218 25922

lap
21 5A_23 Ao tbm ++ + + + - - - R ¥
22 5A 02 Ao tom ++ + - + - - - - -
23 VT232 Ao tdm +++ +++ +++ - - - - - -
24 5A Ao tom ++ ++ - + - - - - +
25 231 Ao tdm ++ ++ - - - - - R +
26 232 Ao tdm +++ ++ - - - - . _ +
27 233 Ao tom +++ +++ - - - - - - +
28 234 Ao tom +++ +++ - - - - - - +
29 KG76 Ao tbm +++ +++ ++ +++ - - - - +++
30 GR76 Lo mo . . ++ ++ - - . + it
31 bl Bun day +++ ++ +++ +++ - - - - ++
32 Vth2 Ao tdbm ++ +++ + - - - - R R
33 Vth28 Lo mé ++ +++ - - . - . _ ot
34 V18 Ao tbm +++ +++ +++ +++ - - - - 4+
35 V84 Ao tdm +++ +++ +++ +++ - - - - T4+
36 4A Ao tbm +++ ++ +++ - - - - - -
37 3A Ao tdm +++ + +++ +++ - - - - ++
38 2A Ao tdm +++ ++ +++ - - - - - R
39 1A Ao tbm +++ + +++ - - - - - -
40 V85 Ao tdm +++ +++ +++ - - - - R "
41 L1 Ao tom +++ ++ +++ - - - - - +
42 L2 Ao tbm ++ + +++ - - - - -
43 L3 Ao tdm +++ + +++ - - - - R +
44 L4 Ao tdm +++ + +++ +++ - - - - +
45 Mix Ao tdm ++ +++ +++ +++ - - - - 4+
46 GR23 Lo mé +++ ++ o+ ++ - - B, . .
47 03 Ao tdm ++ + +++ ++ - - - - o+
48 01 Ao tdm +++ + +++ ++ - - - - -
49 L32 Ao tbm ++ +++ +++ + - - - - -

Ghi cht:+++: vét tan trong 8, ++: vét tan kha trong; +: vét tan khong rd; - :

(b)
Hinh 1. Su hinh thanh vét tan cuia 49 dong thuc khudn thé trén vi khudn S. enterica subsp enterica serovar
Enteritidis ATCC 49223 (a,b) va vi khudn V. parahaemolyticus ATCC 17802 (c,d)

(Thet nghi¢m kheo sét vét tan duot thuc hién bang phirong phdp nhé giot trén bé mat agar hai lop. Cac vét
tan xuat hi¢n trong va rd trén nén duc cua vi khuan.)

3.2. B$ on dinh nhigt dg va pH

Dé nghién ctru kha nang ton tai cia thuc khuan thé VT232 trong cac diéu kién moi truong khac
nhau, d6 6n dinh nhiét d6 va pH cua thuc khuan thé dugc udce tinh bang cach xac dinh kha ning
sbng sot dya trén sy hinh thanh vét tan (PFU). Thuc khuan thé VT232 dugc phat hién la duy tri
mirc d6 1ay nhiém cao sau khi i & nhiét do -20, 4, 37 va 60°C trong 30 phut va 60 phit twong ng,
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nhung nhay cam & nhiét d6 70°C. B¢ 6n dinh cia thyc khuan thé VT232 giam dan khi ting thoi
gian u cuing nhiét 6 (Hinh 3a). Ngoai ra, d6 6n dinh cta thuc khuan thé VT232 duoc do ¢ pH 2,
3,5,7,9 va 10 (d6i chang & pH=7,5). Dit liéu cho thay thuc khuan thé VT232 duy tri hoat dong
t6t trong diéu kién pH 5-10 va hoat dong giam dang ké & pH 2-4, hau nhu thuc khuan thé VT232
bi trc ché khi & pH=2 (Hinh 3b).

@) (b) o (© A )
Hinh 2. Phén Igp va tinh sqch thuc khudn thé VT232 (a,b) va thuc khudn thé 5A (c,d).

(a) Dich loc thd cua thirc khudn thé VT232; (b) Dich loc cia thuec khudn thé V7232 sau khi dwoc tinh sach
(cac ki hiéu 6 vuéng dé thé hién hinh thai vét tan cua thiec khuan thé VT232); (c) Dich loc thé cua thuc
khuan thé 5A; (d) Dich loc cia thuc khudn thé 54 sau khi dwoc tinh sach (cac ki hiéu 6 vudng do thé hién
hinh thai vét tan cua thuc khudn thé 5A).

N V1232
VT232 r 1 — 35—+

" 12 23 :f
:= “ EE /’f
i g 6 3? s /
Bay 4 E‘ 30 /
= 2 == 4 /
g, = /

S 0 /
é.li 2 /

Nhiét a5 (°C) , w4

m30phit 060 phat

(a) (b)
Hinh 3. H¢ n dinh nhiét (a) va pH (b) cia thic khudn thé VT232

Két qua nay phi hop véi hau hét cac nghién ciru cho thy rang cac thuc khuan thé c6 kha ning
khéng kiém t6t hon acid va 6n dinh & nhiét d6 dudi 60°C [24], [25]. Theo mot s6 bao cdo lién quan,
thuc khuén thé ovB_SalP. LDW 16 dugc phat hién ¢ tinh 6n dinh trong nhiét do 40-60°C va giam
khi nhiét do trén 60°C, hiéu gia cua evB_SalP_LDW16 giam dang ké khi pH<5 va bat hoat khi pH
c6 gia tri bang 2 [26]; thuc khuan thé «P23 6n dinh trong khoang nhiét do 4-65°C va pH 5-10 [27];
thuc khuan thé evB_VpS_BA3 va ovB_VpS CAS8 déu 6n dinh trong khoang nhiét d6 20-40°C va
bat hoat & 60°C; thyc khuan thé ovB_VpS_BA3 4n dinh trong khoang pH 6-7 va thuc khuan thé
ovB_VpS_CAS8 6n dinh trong khoang pH 5-7 va gan nhu bat hoat khi gia tri pH bang 4 [28]; thuc
khuan thé ovB_ValP_VA-RY-3 4n dinh trong khoang nhiét d tir 4-56°C ¢6 hoat tinh cao trong
khoang 4-37°C va pH 2-10 [29]; thuc khuan thé ovB_SalP_TR2 6n dinh trong khoang 4-60°C va
pH 4-11 [18].
4. Két luan

Nghién ctu phan lap duoc 49 dong thyc khuén thé tr nuéc va bun déy ao tom. Phat hién hai
dong c6 pho ky chu rong lay nhiem lan luot 9/9 va 8/9 dong ky ch, chin dong thuc khuan thé co
kha nang ly giai vi khuan S.enteritidis, S.typhimurium, V.parahaemolyticus va E.coli. Thuc khuan
thé VT232 c6 kha nang ly giai S. enteritidis va S. typhimurium véi kha nang chiu nhiét va do on
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dinh pH cao thé hi¢n hoat tinh khang Salmonella vuot troi. Do d6, VT232 1a mot tac nhan kiém
soat sinh hoc day hua hen, tict kiém chi phi va hiéu qua dugc &p dung dé kiem soat cdc mam bénh
chinh do vi khuan Salmonella gy ra trong chan nu6i va thuy san.
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Nghién ctru nay dugc hoan thanh vai sy hd tro tir dé tai nghién ctu khoa hoc do Quy Phét trien
Khoa hoc va Cong nghé quoc gia Nafosted tai tro (Ma so dé tai: 106.04-2019.335).
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