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ARTICLE INFO ABSTRACT 

Received:  20/11/2023 The study was conducted to evaluate the resistance to Vibrio 

parahaemolyticus bacteria causing acute hepatopancreatic necrosis 

disease (VpAHPND) of Bacillus strains, which were isolated from shrimp 

samples, mud and water in intensive shrimp farming ponds in Hon Dat 

district and Kien Luong district of Kien Giang province. The study 

isolated 23 strains of Bacillus. Among the isolates, 11 strains were able 

to resist VpAHPND, with antibacterial diameters ranging from 1.33 - 17.33 

mm. In particular, the Bacillus TCN3 strain attained the highest 

antibacterial ability. At a density of 107 CFU/mL, strain TCN3 has the 

ability to completely kill VpAHPND at a density of 104 CFU/mL. 

Moreover, the TCN3 isolate also has the ability to kill VpAHPND in many 

different environmental conditions of pH, temperature, and salinity. The 

above results provide scientific evidence demonstrating the ability of 

Bacillus to resist VpAHPND and are the first step to select and produce 

supplementary products containing Bacillus that are resistant to bacteria 

that cause acute hepatopancreatic necrosis disease in shrimp. 
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THÔNG TIN BÀI BÁO TÓM TẮT 

Ngày nhận bài:  20/11/2023 Nghiên cứu được thực hiện nhằm đánh giá khả năng kháng vi khuẩn 

Vibrio parahaemolyticus gây bệnh hoại tử gan tụy cấp tính của các 

chủng vi khuẩn Bacillus được phân lập từ mẫu tôm, bùn và nước ao 

nuôi tôm thâm canh ở huyện Hòn Đất và Kiên Lương tỉnh Kiên Giang. 

Nghiên cứu phân lập được 23 chủng vi khuẩn Bacillus; trong đó, 11 

chủng có khả năng kháng VpAHPND, với đường kính kháng khuẩn dao 

động từ 1,33-17,33 mm. Đặc biệt, tuyển chọn được chủng Bacillus 

TCN3 có khả năng kháng khuẩn cao nhất. Ở mật số 107 CFU/mL, 

chủng TCN3 có khả năng diệt hoàn toàn VpAHPND ở mật số 104 

CFU/mL. Đồng thời, TCN3 còn có khả năng diệt VpAHPND ở nhiều điều 

kiện môi trường khác nhau về pH, nhiệt độ, độ mặn. Kết quả trên cung 

cấp các luận chứng khoa học minh chứng khả năng kháng VpAHPND 

của Bacillus và là bước đầu trong nghiên cứu tuyển chọn và sản xuất 

chế phẩm chứa Bacillus kháng vi khuẩn gây bệnh hoại tử gan tụy cấp 

tính trên tôm. 
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1. Giới thiệu 

Vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus mang plasmid có sự hiện diện gen độc tố Photorhabdus insect-

related (Pir: PirA, PirB) được xem là tác nhân gây bệnh hoại tử gan tụy cấp tính (AHPND) trên tôm 

[1], [2]. Đặc biệt gen độc tố có thể được truyền từ loài vi khuẩn Vibrio này sang loài vi 

khuẩn Vibrio khác [2], [3]. Do đó, hiện nay đã xác định có nhiều loài Vibrio cũng mang gen độc lực 

(độc tố) này bao gồm V. harveyi và V. campbellii, V. punensis, V. owensii [2], [3]-[7]. Bệnh có khả 

năng gây chết cao, lên đến 100% đàn tôm, bệnh xuất hiện trên tôm ở thời điểm từ 30 đến 35 ngày kể 

từ giai đoạn postlarvae [8]-[10], ngoài ra bệnh còn xuất hiện ở giai đoạn tôm 46 - 96 ngày nuôi [11]. 

Sử dụng kháng sinh trong phòng và trị bệnh này trên tôm hiện nay đã gây nhiều tác động tiêu cực 

đến tăng trưởng và tồn lưu kháng sinh trong tôm hay xảy ra hiện tượng kháng kháng sinh [12].  

Nhiều chủng vi khuẩn Bacillus spp. đã được báo cáo có khả năng kháng được vi khuẩn V. 

parahaemolyticus gây bệnh hoại tử gan tụy cấp tính, chủ yếu nhờ vào khả năng sinh axit hữu cơ, 

hydrogen peroxide, siderophores, bacteriocin và lysozyme [13], các chủng này được phân lập từ 

nhiều nguồn gốc khác nhau [14]-[16]. Các chủng Bacillus được phân lập trực tiếp từ môi trường 

nuôi có hiệu quả chủ yếu như Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens, B. licheniformis, B. 

coagulans, Bacillus polyfermenticus... [17]-[19]. Với ưu điểm đặc biệt của Bacillus là có khả năng 

sinh bào tử nên chúng dễ dàng sinh trưởng và phát triển cả trong môi trường nước cũng như trong 

hệ tiêu hóa của động vật thủy sản. Ngoài ra nhiều nghiên cứu xác định Bacillus có khả năng sinh 

enzyme ngoại bào, hỗ trợ tiêu hóa thức ăn, giúp thức ăn dễ hấp thụ, vật nuôi tăng trọng tốt và phân 

hủy các thức ăn tồn đọng trong ao, bên cạnh đó còn có khả năng làm sạch môi trường [20]-[21].  

Hiện nay, các nghiên cứu về sự hiện diện và đánh giá vai trò của vi khuẩn có lợi trong ao nuôi 

tôm trên địa bàn tỉnh Kiên Giang vẫn còn hạn chế. Từ những thực tế và tồn tại đó thì việc phân lập 

và xác định khả năng kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus gây bệnh hoại tử gan tụy cấp tính, cũng 

như khả năng phân hủy hữu cơ của vi khuẩn Bacillus spp. phân lập từ ao nuôi tôm ở Kiên Giang 

là điều cần thiết. Kết quả này còn là cơ sở bước đầu cho các nghiên cứu tiếp theo nhằm tạo ra chế 

phẩm sinh học hiệu quả trong phòng bệnh hoại tử gan tụy cấp tính. 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Phương pháp phân lập vi khuẩn 

Mẫu tôm, bùn và nước được thu từ các ao nuôi tôm nước lợ ở 2 huyện Kiên Lương và Hòn Đất 

thuộc tỉnh Kiên Giang.  

1 g (1 ml) mẫu cho vào ống nghiệm có chứa 9 mL nước muối sinh lý (0,85% NaCl), trộn đều 

sau đó mẫu được ủ ở 80ºC trong 20 phút. Để nguội sau đó pha loãng mẫu 10-1, 10-2, sau đó rút 100 

µL mẫu đã pha loãng trải đều các mẫu trên đĩa môi trường Tryptic Soy Agar (Himedia, Ấn Độ) có 

bổ sung NaCl 1,5% (TSA+), ủ ở 28ºC trong 24 giờ. Nhận diện khuẩn lạc Bacillus sp. theo mô tả 

của Boottanun [22].   

Tất các các khuẩn lạc nghi ngờ là vi khuẩn Bacillus sp. thông qua hình dạng khuẩn lạc được 

miêu tả sẽ được dùng để nhuộm Gram, kiểm tra tính di động, thử nghiệm oxidase, thử nghiệm 

catalase, khả năng sinh bào tử. (i) Phương pháp nhuộm Gram: Nhỏ 1 giọt nước cất lên lame, tiệt 

trùng que cấy, lấy 1 ít vi khuẩn trải đều lên giọt nước. Để khô tự nhiên, hơ lướt lame trên ngọn lửa 

đèn cồn để cố định vi khuẩn. Tiến hành nhuộm Gram, cụ thể, nhỏ dung dịch crystal violet lên lame, 

để yên 1 phút, sau đó rửa lại bằng nước cất. Nhỏ dung dịch iodine lên lame, để yên 1 phút. Nhỏ từ 

từ acetone lên lame cho đến khi giọt nuớc trên lame không còn màu tím, rồi rửa lame lại bằng nước 

cất. Nhỏ dung dịch safranin lên lame, để 2 phút. Sau đó rửa lại bằng nước cất, để khô. Quan sát 

hình dạng và kích thước ở vật kính 100X có giọt dầu. (ii) Phương pháp kiểm tra tính di động: Nhỏ 

1 giọt nước muối sinh lý lên lame, tiệt trùng que cấy, lấy một ít vi khuẩn trải đều lên giọt nước. 

Đậy lamen lại, quan sát ở vật kính 40X. (iii) Phương pháp kiểm tra oxidase: Dùng que cấy lấy một 

ít vi khuẩn cho tiếp xúc trên que thử oxidase. Quan sát trong 30 giây và ghi nhận sự thay đổi màu 

sắc. (iv) Phương pháp kiểm tra catalase: Nhỏ 1 giọt dung dịch 3% H2O2 lên lame. Dùng que cấy 
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tiệt trùng lấy 1 ít vi khuẩn cho vào dung dịch 3% H2O2. Quan sát phản ứng sủi bọt với dung dịch 

3% H2O2. (v) Phương pháp kiểm tra khả năng sinh bào tử: Dùng que cấy vô trùng lấy một ít vi 

khuẩn hòa vào 1 giọt nước cất ở giữa phiến kính, làm khô trong không khí, hơ nhanh vết bôi trên 

ngọn lửa đèn cồn 2-3 lần để vi khuẩn gắn chặt vào phiến kính. Nhuộm bằng dung dịch lục malachite 

trong 10 phút, rửa nước. Nhuộm lại bằng dung dịch safranin trong 30 giây, rửa nước, thấm khô. 

Quan sát tiêu bản trên kính hiển vi quang học với vật kính dầu có độ phóng đại 100X. Bào tử bắt 

màu xanh lục, tế bào chất bắt màu màu đỏ hồng [23], nhằm định danh các chủng vi khuẩn này đến 

giống Bacillus.    

2.2. Phương pháp xác định khả năng kháng khuẩn của Bacillus 

2.2.1. Phương pháp phục hồi vi khuẩn và xác định độc lực của chủng V. parahaemolyticus (CM1) 

Vi khuẩn V. parahaemolyticus (CM1) từ bộ sưu tập mẫu bệnh của Khoa NN&PTNT, Trường 

Đại học Kiên Giang được sử dụng cho các thí nghiệm của nghiên cứu. Trước khi thí nghiệm, chủng 

CM1 được định danh lại bằng kỹ thuật PCR.  

DNA chiết tách và được pha loãng về nồng độ 200 ng/µL sẽ sử dụng làm khuôn cho phản ứng 

khuếch đại gen đặc hiệu phát hiện vi khuẩn V. parahaemolyticus gây bệnh hoại tử gan tụy cấp tính 

với trình tự mồi AP4-F1: 5’-ATGAGTAACAATATAAAACATGAAAC-3’, AP4-R1: 5’-AC 

GATTTCGACGTTCCCCAA-3'; AP4-F2: 5’-TTGAGAATACGGGACGTG GG-3’, AP4-R2: 5’-

GTTAGTCATGTGAGCACCTTC-3’. Thành phần hóa chất tham gia phản ứng bước 1: 1X PCR 

buffer (5X), 3 mM MgCl2 (25 mM), 200 μM dNTPs (10 mM), 5 mM mồi AP4-F1 (10 mM); 5 mM 

mồi AP4-R1 (10 mM), 1,5U Taq DNA polymerase (5U); 2 μL DNA (200 ng/μL) và tổng thể tích 

cho phản ứng là 25 μL. Điều kiện phản ứng bước 1: 94ºC trong 2 phút, tiếp theo 94ºC trong 30 

giây, 55ºC trong 30 giây, 72ºC trong 1 phút 30 giây với 30 chu kỳ, cuối cùng 72ºC trong 2 phút. 

Thành phần hóa chất tham gia phản ứng bước 2: 1X PCR buffer (5X), 3 mM MgCl2 (25 mM), 200 

μM dNTPs (10 mM), 3,75 mM mồi AP4-F2 (10 mM); 3,75 mM mồi AP4-R2 (10 mM); 1,5U Taq 

DNA polymerase (5U); 2 μL sản phẩm PCR bước 1 và tổng thể tích cho phản ứng là 25 μL. Điều 

kiện phản ứng bước 2: 94ºC trong 2 phút, tiếp theo 94ºC trong 20 giây, 55ºC trong 20 giây, 72ºC 

trong 20 giây với 25 chu kỳ, cuối cùng 72ºC trong 2 phút. Mẫu có vạch 1269 bp (sản phẩm PCR 

bước 1) và 230 bp (sản phẩm PCR bước 2) là chủng V. parahaemolyticus gây bệnh hoại tử gan tụy 

cấp tính [24] để đảm bảo chủng này mang gen độc lực gây bệnh hoại tử gan tụy cấp tính (VpAHPND).  

2.2.2. Phương pháp vạch vuông góc  

Dùng que cấy tuyệt trùng lấy vi khuẩn V. parahaemolyticus, sau đó cấy thẳng lên bề mặt đĩa 

môi trường TSA+, tiếp tục dùng que cấy lấy chủng vi khuẩn Bacillus cấy thẳng vạch vuông góc với 

vạch đầu tiên. Ủ đĩa ở 28oC và quan sát sau 24 giờ để xác định khả năng kháng vi khuẩn V. 

parahaemolyticus của vi khuẩn Bacillus [25].  

2.2.3. Phương pháp khuếch tán đĩa thạch 

Các chủng vi khuẩn Bacillus có hoạt tính kháng khuẩn ở thí nghiệm vạch vuông góc sẽ được 

sử dụng để khảo sát khuếch tán đĩa thạch, nhằm xác định khả năng sản sinh chất diệt khuẩn. Cụ 

thể, trải chủng CM1 (mật số 107 CFU/mL) lên đĩa môi trường TSA+. Các chủng vi khuẩn Bacillus 

được nuôi trong môi trường Nutrient broth (Himedia, Ấn Độ) bổ sung NaCl 1,5% (NB+) sau 24 giờ 

thì tiến hành ly tâm 13.000 vòng/phút trong 15 phút ở 4ºC. Sau đó rút 50 µL dịch nổi sau khi ly 

tâm cho vào giếng có đường kính 6 mm trên đĩa thạch đã trải chủng CM1. Để ổn định đĩa trong tủ 

lạnh trong 2 giờ và tiếp tục ủ ở 28oC trong 24 giờ. Đọc kết quả bằng cách đo đường kính vòng 

kháng khuẩn tạo thành [26].  

2.2.4. Phương pháp đồng nuôi cấy 

Chọn 01 chủng vi khuẩn Bacillus có hoạt tính cao nhất ở thí nghiệm khuếch tán đĩa thạch dùng 

cho thí nghiệm đồng nuôi cấy. Cụ thể, vi khuẩn gây bệnh và dung dịch Bacillus được tăng sinh 
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trong NB+ sau 24 giờ. Dung dịch vi khuẩn cho vào các ống nghiệm có chứa 5 mL môi trường NB+, 

với tỉ lệ 1:1 sao cho mật số vi khuẩn cuối cùng ở mỗi ống nghiệm đạt 104, 105, 106 và 107 CFU/mL 

(Bảng 1). Đồng nuôi cấy dung dịch trên ở 28oC trong 2 ngày. Kiểm tra mật số vi khuẩn sau mỗi 24 

giờ bằng cách đếm khuẩn lạc trên môi trường TCBS Agar (Thiosulfate Citrate Bile Salts Sucrose 

Agar, Himedia, Ấn Độ) [27]. 

Bảng 1. Thiết kế thí nghiệm đồng nuôi cấy 

Nghiệm thức Nồng độ Bacillus (CFU/mL) Nồng độ VpAHPND (CFU/mL) 

NT1 
105 

 

104 

105 

NT2 
 

106 

104 

105 

106 

NT3 107 

104 

105 

106 

107 

ĐC1 (Không chứa chủng 

Bacillus) 

 104 

105 

106 

107 

ĐC2 (Không chứa V. 

parahaemolyticus) 

105 

106 

107 

 

2.3. Phương pháp xác định khả năng kháng VpAHPND của vi khuẩn Bacillus ở các nồng độ pH, 

nhiệt độ và độ mặn khác nhau 

Chọn chủng vi khuẩn Bacillus sp. có khả năng kháng VpAHPND cao được sử dụng để thực hiện 

thí nghiệm này. Cụ thể:  

Khảo sát khả năng chịu mặn: Chuẩn bị môi trường NB bổ sung NaCl (1; 2; 3% (w/v). Nuôi 

tăng sinh vi khuẩn Bacillus và tuyển chọn vi khuẩn gây bệnh trong môi trường NB+ ở 28°C trong 

24 giờ. Thu sinh khối vi khuẩn bằng cách ly tâm 7000 vòng/phút trong 5 phút. Hòa tan sinh khối 

bằng 1 mL nước muối sinh lý sau đó chuyển dịch huyền phù vi khuẩn vào ống nghiệm chứa 10 mL 

môi trường NB+ với mật số vi khuẩn theo kết quả thí nghiệm đồng nuôi cấy, nuôi lắc ủ ở 28ºC 

trong 24 giờ [28]. Sau đó 24 giờ, tiến hành xác định mật số vi khuẩn VpAHPND bằng phương pháp 

nhỏ giọt trên môi trường TCBS Agar [29]. 

Khảo sát khả năng chịu pH: Đồng nuôi cấy vi khuẩn thử nghiệm, vi khuẩn gây bệnh sau đó 

nuôi lắc trong môi trường NB+ được thay đổi pH về các mức 6, 7, 8, 9. Cách tiến hành tương tự 

như ở độ mặn. 

Khảo sát khả năng chịu nhiệt độ: Đồng nuôi cấy vi khuẩn thử nghiệm, vi khuẩn gây bệnh sau 

đó nuôi lắc ở các mức 25, 30, 35, 40oC. Cách tiến hành tương tự như ở độ mặn. 

2.4. Phương pháp xác định hoạt tính phân giải protein, tinh bột, cellulose 

Chọn chủng vi khuẩn Bacillus có khả năng kháng VpAHPND cao được sử dụng để thực hiện thí 

nghiệm này. Phương pháp thực hiện theo Tâm [30] bằng cách định tính khả năng sinh enzyme 

cellulase, amylase và protease phân giải cellulose, tinh bột và protein tương ứng. Cụ thể, chấm 

điểm chủng Bacillus lên đĩa môi trường starch Agar, CMC Agar, SM Agar (Himedia, Ấn Độ), sau 

đó ủ các đĩa khảo sát ở 28ºC trong 24 giờ. Sử dụng các thuốc nhuộm lugol để hiện vòng phân giải 

trên đĩa thạch đối với xác định khả năng sinh enzyme cellulase, amylase phân giải cellulose và tinh 

bột của vi khuẩn Bacillus. Chủng có khả năng phân hủy hữu cơ khi xuất hiện vòng phân giải xung 

quanh điểm chấm vi khuẩn trên đĩa thạch.   
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2.5. Tính nhạy cảm kháng sinh của vi khuẩn Bacillus 

Tính nhạy cảm kháng sinh của chủng vi khuẩn Bacillus có khả năng kháng VpAHPND cao được 

xác định bằng phương pháp đĩa khuyếch tán đĩa thạch (Clinical and Laboratory Standards Institude-

CLSI). Đặt các đĩa kháng sinh (levofloxacine 5 µg (Lx), kanamycine 30 µg (Kn), 

sufamethoxazole/trimethoprim 23,75/1,25 µg (Bt), doxycycline 30 µg (Dx), tetracyline 30 µg (Te)) 

trên bề mặt đĩa thạch có trải sẵn vi khuẩn Bacillus, sau đó ủ 28oC sau 24 giờ. Đo đường kính vùng 

ức chế tính theo mm.  

3. Kết quả và bàn luận 

3.1. Kết quả kiểm tra độc tính của chủng vi khuẩn CM1 

Chủng vi khuẩn CM1 được kiểm tra lại độc lực gây bệnh hoại tử gan tụy cấp tính bằng kỹ thuật 

PCR với đoạn gen đặc hiệu [24]. Kết quả PCR chủng CM1 với sản phẩm khuếch đại là 230 bp 

(Hình 1), đoạn gen nằm trên plasmid 70 kbp pVA của chủng V. parahaemolyticus. Như vậy chủng 

vi khuẩn CM1 là chủng V. parahaemolyticus gây bệnh hoại tử gan tụy cấp tính trên tôm (VpAHPND), 

chủng này sẽ được sử dụng cho thí nghiệm khảo sát hoạt tính kháng khuẩn của các chủng Bacillus. 

 

Hình 1. Kết quả điện di sản phẩm PCR đối với chủng vi khuẩn Vibrio parahaemolyticus CM1 (VpAHPND). 

Giếng M: thang DNA 1kb, giếng (+): đối chứng dương V. parahaemolyticus, giếng (-): đối chứng âm, 

giếng CM1: chủng vi khuẩn CM1 

3.2. Kết quả phân lập vi khuẩn Bacillus từ ao nuôi tôm 

Nghiên cứu đã tiến hành thu được 25 mẫu, trong đó ở Kiên Lương có 19 mẫu (chiếm 76%) và 

Hòn Đất 6 mẫu (chiếm 24%) (Bảng 2). Từ các mẫu nêu trên đã phân lập được 23 chủng vi khuẩn 

Bacillus, các chủng này có sự tương đồng về các đặc điểm hình dạng khuẩn lạc (Hình 2A), vi khuẩn 

Gram dương hình que (Hình 2B), phản ứng dương tính với catalase, oxydase, có tính di động và 

sinh bào tử (Hình 2C) (Bảng 3) theo mô tả của các nghiên cứu trước đó [16], [19], [22]. 

Bảng 2.  Kết quả phân lập vi khuẩn Bacillus từ ao nuôi tôm thẻ chân trắng thâm canh ở huyện Hòn Đất, Kiên Lương 

Địa điểm Mẫu thu  Tỷ lệ (%) Chủng Bacillus Tỷ lệ (%) 

Hòn Đất 6 24 8 35 

Kiên Lương 19 76 15 65 

Tổng 25 100 23 100 

 
Hình 2. Một số hình thái chủng vi khuẩn Bacillus phân lập. (A) Hình dạng khuẩn lạc, (B) Hình dạng tế 

bào nhuộm Gram, (C) hình dạng bào tử 

Bảng 3. Kết quả hình thái khuẩn lạc và đặc điểm sinh hóa của vi khuẩn Bacillus phân lập 

500 bp 
 
 
100 bp 

M             (+)          (-)       CM1  
230 bp 
 

A B C 
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3.3. Kết quả sàng lọc các chủng vi khuẩn Bacillus đối kháng với vi khuẩn V. parahaemolyticus 

3.3.1. Khảo sát khả năng kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus của các chủng Bacillus 

Kết quả khảo sát cho thấy 11/23 chủng vi khuẩn Bacillus thể hiện khả năng đối kháng với dòng 

vi khuẩn kiểm định (CM1) bằng phương pháp vạch cấy vuông gốc (Hình 3A). Trong đó, số chủng 

Bacillus kháng VpAHPND phân lập tại huyện Kiên Lương là 9 chủng (chiếm 82%) và huyện Hòn Đất 

là 2 chủng (chiếm 18%). 11 chủng vi khuẩn thể hiện khả năng đối kháng với CM1 được sử dụng 

để khảo sát khả năng sản sinh chất diệt khuẩn bằng phương pháp khuếch tán đĩa thạch. Kết quả 

cho thấy đường kính kháng khuẩn dao động từ 1,33-17,33 mm, trong đó hai chủng thể hiện khả 

năng kháng khuẩn cao là chủng TCT4.1 và TCN3 với đường kính kháng khuẩn lần lượt 14 và 

17,33 mm (Bảng 4, Hình 3B). 

Bảng 4. Khả năng kháng khuẩn VpAHPND của các chủng Bacillus phân lập 

STT Ký hiệu  Đường kính vòng kháng khuẩn (mm) Địa điểm phân lập 

1 TCN6.1 3,67 

Kiên Lương 

2 TCN6.2 4,33 

3 TCN2.1 2,00 

4 TCT4.1 14,00 

5 TCN6 3,33 

6 TCN2 2,67 

7 TCN3 17,33 

8 TCN4 2,67 

9 TCN10 3,00 

10 TCT2b2 3,00 
Hòn Đất 

11 TCT2b3 1,33 

 
Hình 3. Đặc điểm kháng khuẩn V. parahaemolyticus của vi khuẩn Bacillus (TCN3). (A) Kết quả kháng khuẩn 

bằng phương pháp vạch vuông gốc, (B) Kết quả kháng khuẩn bằng phương pháp khuếch tán đĩa thạch 

Một số nghiên cứu trước đây cho thấy B. subtilis có khả năng sinh bacteriocin AMPNT-6 (AMP 

A B 
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- Antimicrobial peptides) ức chế V. parahaemolyticus với đường kính vòng kháng khuẩn lên đến 

15,5 mm [31]. Hay chủng Bacillus polyfermenticus F27 đối kháng V. parahaemolyticus NT7 với 

đường kính lớn nhất là 18,5 mm [15]. Ngoài ra, Bacillus được phát hiện có khả năng kháng các 

loài khác thuộc giống Vibrio. B. pumilis có khả năng đối kháng với V. owensii DY05 (tác nhân gây 

bệnh trên tôm hùm bông) bằng phương pháp khuếch tán đĩa thạch với đường kính kháng khuẩn là 

29 mm [28], các chủng B. subtilis B1, B. subtilis B2, B. amyloliquefaciens B4 trong đó vi khuẩn 

B. amyloliquefaciens B4 là tốt nhất với đường kính vòng kháng khuẩn 52,67±4,31 mm ở thời điểm 

48h; hai chủng B. subtilis B1, B. subtilis B2 lần lượt là 49,67±3,15 mm, 44,07±5,19 mm [14]. Do 

vậy, trong nghiên cứu này đã phân lập được các chủng Bacillus sp. kháng với vi khuẩn V. 

parahaemolyticus ở mức kháng và nhạy [32]. Đồng thời chủng vi khuẩn TCN3 thể hiện khả năng 

kháng khuẩn cao nhất được sử dụng cho thí nghiệm tiếp theo. 

3.3.2. Khảo sát khả năng kháng vi khuẩn V. parahaemolyticus của chủng Bacillus TCN3 bằng 

phương pháp khuếch táng đĩa thạch và đồng nuôi cấy 

Kết quả trình bày bảng 4 cho thấy khi có sự hiện diện của Bacillus, mật số V. parahaemolyticus 

sau 24 giờ và 48 giờ nuôi cấy giảm xuống chỉ còn 101-102 mặc dù mật số ban đầu là từ 104 -107 

(Bảng 5). Khi mật số Bacillus càng cao thì hiệu quả làm giảm V. parahaemolyticus càng nhanh và 

càng lớn. Nhìn chung sự phát triển hay kiềm hãm tác nhân VpAHPND phụ thuộc vào mật độ ban đầu 

của V. parahaemolyticus (CM1) và TCN3 

Bảng 5. Kết quả mật độ V. parahaemolyticus (CFU/mL) sau 24 và 48 giờ đồng nuôi cấy với chủng 

Bacillus (TCN3) 
 Mật độ V. parahaemolyticus (CM1) ban đầu (CFU/mL) 

 Không chứa           

V. parahaemolyticus 

10^4 10^5 10^6 10^7 

Sau 24 giờ đồng nuôi cấy  

Không chứa Bacillus (TCN3)  3,9 x 107 5,9 x 107 7,3 x 107 1,3 x 108 

Chủng Bacillus (TCN3) 10^5 0 2,7 x 102 3,0 x 102 - - 

Chủng Bacillus (TCN3) 10^6 0 1,1 x 102 2,6 x 102 3,6 x102 - 

Chủng Bacillus (TCN3) 10^7 0 0 2,1 x102 4,0 x102 4,4 x 102 

Sau 48 giờ đồng nuôi cấy  

Không chứa Bacillus (TCN3)  1,04 x 108 5,9 x 107 1,22 x 108 2,5 x 108 

Chủng Bacillus (TCN3) 10^5 0 5,5 x 101 5,5 x 101 - - 

Chủng Bacillus (TCN3) 10^6 0 0 1,5 x 101 1,2 x 102 - 

Chủng Bacillus (TCN3) 10^7 0 0 0 1,0 x 102 1,2 x 102 

Cạnh tranh về dinh dưỡng và tiết ra chất kháng sinh có thể là các cơ chế mà chủng TCN3 đã 

thực hiện để ức chế VpAHPND trong thí nghiệm đồng nuôi cấy. Cũng tương tự như các nghiên cứu 

trước đây, Nghiên cứu của Phượng và ctv [19] chủng Bacillus B1 bắt đầu từ nồng độ 105 CFU/mL 

có khả năng ức chế hoàn toàn VpAHPND trong 24 giờ khảo sát. Hay các chủng Bacillus (CM3.1, 

TV1.2 và CM2.2) từ nồng độ 105 CFU/mL có khả năng ức chế VpAHPND trong 120 giờ khảo sát 

[16]. Vaseeharan and Ramasamy [27] cho rằng nồng độ 109 CFU/mL B. subtilis BT23 sẽ ảnh 

hưởng đáng kể đến sự phát triển của V. harveyi 103 CFU/mL. Trong điều trị in-vitro và in-vivo 

Bacillus sp. có khả năng ức chế được V. harveyi, làm giảm mật độ vi khuẩn V. harveyi từ 106 xuống 

105 CFU/mL trong thời gian 24 đến 48 giờ. Như vậy, so với các nghiên cứu trước đây chủng TCN3 

từ mật độ 105 CFU/mL có khả năng ức chế VpAHPND trong 48 giờ nuôi chung [25]. 

3.3.3. Khả năng kháng VpAHPND của chủng Bacillus TCN3 ở các nồng độ pH, nhiệt độ và độ mặn 

khác nhau 

Kết quả khảo sát khả năng kháng VpAHPND ở các giá trị pH khác nhau cho thấy chủng vi khuẩn 

TCN3 mật độ 107 CFU/mL có khả năng ức chế hoàn toàn VpAHPND mật độ 104 CFU/mL ở các giá 

trị pH 6, 7, 8 và 9. Kết quả tương tự, chủng TCN3 có khả năng ức chế VpAHPND ở các nhiệt độ 20, 

25, 30 và 35oC sau 24 giờ nuôi cấy. Ở độ mặn 1; 2; 3% chủng TCN3 cũng ức chế sự phát triển của 

VpAHPND (Hình 4). 
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Hình 4. Sự phát triển của vi khuẩn VpAHPND khi nuôi chung với chủng Bacillus TCN3 ở các nồng độ pH, 

nhiệt độ và độ mặn khác nhau 

Theo nghiên cứu của Phúc và ctv. [33] chủng Bacillus BN1 và BD23.1 sinh trưởng và phát triển 

tốt ở pH 5-9. Chủng B. subtilis BRB2.1 và B. siamensis BĐK2.3 phát triển đạt mật số cao nhất ở 

giá trị pH là 7,0 sau 24 giờ nuôi, ngoài ra ở pH 5,0 đến 8,0 sự phát triển của hai chủng này không 

khác biệt có ý nghĩa thống kê [34]. Ngoài ra, một số nghiên cứu trước đây chứng minh các chủng 

Bacillus có khả năng chịu được phổ muối từ 0,5-4% [19], [34]. Bacillus có khoảng nhiệt độ phát 

triển tối ưu rộng trong khoảng giá trị 26-40oC [34]. Điều này cho thấy các chủng Bacillus đều có 

khả năng chống chịu pH, độ mặn và nhiệt độ khá rộng và việc chủng TCN3 có khả năng thích ứng 

với các yếu tố này và không ảnh hưởng đến khả năng sản sinh chất diệt khuẩn. 

3.3. Tính nhạy cảm kháng sinh và hoạt tính phân giải protein, tinh bột, cellulose của chủng 

Bacillus TCN3 

Kết quả cho thấy chủng TCN3 không thấy có sự giải các hợp chất hữu cơ (Bảng 6, Hình 5), tuy 

nhiên chủng này đều nhạy với năm loại kháng sinh thử nghiệm (Bảng 6). Chủng vi khuẩn được 

chọn để tạo chế phẩm probiotic phải đảm bảo tính còn nhạy với nhiều loại kháng sinh thì có tính 

an toàn về mặt sinh học càng cao, nên chúng sẽ không chứa plasmid hoặc các gene kháng kháng 

sinh của các kháng sinh được sử dụng [35]. 

Bảng 6. Kết quả kháng kháng sinh và phân giải hợp chất hữu cơ của chủng vi khuẩn Bacillus (TCN3) 

Ký hiệu 

chủng 

Đường kính kháng khuẩn kháng khuẩn (mm) Hoạt tính phân giải hợp chất hữu cơ 

Lv Kn Bt Dx Te Cellulose  Tinh bột Protein 

TCN3 33,5 22,5 32 28 17,5 - - - 
 

 

Hình 5. Đặc điểm phân giải hữu cơ của chủng vi khuẩn Bacillus (TCN3). (A) Phân giải tinh bột, (B) Phân 

giải cellulose, (C) Phân giải protein 

Tuy nhiên chủng TCN3 rất có tiềm năng trong phòng bệnh VpAHPND rất cao. Do đó, cần được 

giải trình tự đoạn gen 16S-rRNA của chủng TCN3 để định danh đến loài và tiếp tục nghiên cứu tác 

động của chủng TCN3 lên miễn dịch và khả năng kháng bệnh Vibrio parahaemolyticus của tôm 

thẻ chân trắng. 

4. Kết luận  

Phân lập được 23 chủng vi khuẩn Bacillus sp. bao gồm 8 chủng ở huyện Hòn Đất và 15 chủng 

ở huyện Kiên Lương. Trong đó có 11 chủng có khả năng kháng V. parahaemolyticus với đường 

kính kháng khuẩn dao động từ 1,33-17,33 mm. 

Chủng Bacillus TCN3 có khả năng kháng V. parahaemolyticus với đường kính kháng khuẩn 

17,33 mm. Sau 24 giờ đồng nuôi cấy, Bacillus làm cho mật số của V. parahaemolyticus chỉ còn 

A B C 
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102 CFU/ml dù mật số ban đầu là từ 104-107CFU/mL. Ngoài ra TCN3 có khả năng kháng V. 

parahaemolyticus trong điều kiện môi trường khác nhau về pH, nhiệt độ, độ mặn. 
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