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TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện nhằm phân lập, sàng lọc các chủng vi khuẩn có lợi có khả năng xử lý môi trường 

nước và kháng vi khuẩn Flavorbacterium columnare gây bệnh trên một số loài cá nước ngọt. Tổng số 11 chủng 

Bacillus sp. và 08 chủng Lactobacillus sp. được phân lập từ 15 mẫu bùn ao nuôi tôm, cá nước ngọt và hồ tự nhiên. 

Kết quả đánh giá khả năng phân giải protein, cellulose, tinh bột của Bacillus sp. và CaCO3 của Lactobacillus sp. cho 

thấy 04/19 chủng có khả năng phân giải cao. Quá trình định danh 4 chủng thông qua giải trình tự gene 16S rRNA 

cho kết quả 2 chủng là B. subtilis, 1 chủng là B. amyloliquefaciens và 1 chủng là L. plantarum. Kết quả đánh giá khả 

năng đối kháng của 4 chủng với 6 chủng vi khuẩn F. columnare phân lập từ cá nước ngọt ghi nhận đường kính vòng 

vô khuẩn dao động 9,9-11,5mm với B. subtilis, 13,1-14,9mm với chủng B. amyloliquefaciens, 24,8-28,4mm với 

chủng L. plantarum. Kết quả của thử nghiệm cho thấy 4 chủng vi sinh phân lập trong nghiên cứu này có tiềm năng 

sử dụng để sản xuất chế phẩm xử lý môi trường và phòng bệnh do vi khuẩn F. columnare gây ra trên cá nước ngọt. 

Từ khóa: Bacillus, Lactobacillus, xử lý môi trường, kháng khuẩn, Flavobacterium columnare. 

Evaluation of Environmental Treatment and Antimicrobial Activity  
of Probiotic Bacteria from Aquaculture Ponds Against Flavorbacterium columnare  

ABSTRACT 

This study aimed to evaluate beneficial bacterial strains with the potential for environmental water treatment and 

resistance to the bacterium Flavobacterium columnare, which poses a threat to various species of freshwater fish. A 

total of 11 strains of Bacillus sp. and 8 strains of Lactobacillus sp. were successfully isolated from 15 sediment 

samples from cultured shrimp, fish and natural lakes. Assessment of the protein, cellulose, and starch degradation 

capabilities of Bacillus strains, along with the calcium carbonate dissolution activity of Lactobacillus strains, indicated 

that 4 out of the 19 strains exhibited significant degradation potential. Identification of these 4 strains through  

16S rRNA sequencing revealed 2 strains of Bacillus subtilis, 1 strain of Bacillus amyloliquefaciens, and 1 strain of 

Lactobacillus plantarum. The evaluation of the antagonistic effects of these strains against 6 F. columnare strains 

isolated from freshwater fish demonstrated inhibition zone diameters ranging from 9.9 to 11.5 mm for B. subtilis,  

13.1 to 14.9mm for B. amyloliquefaciens, and 24.8 to 28.4mm for L. plantarum. The results highlight the potential of 

these four isolated microbial strains for developing formulations aimed at environmental remediation and prevention 

disease related to F. columnare in freshwater aquaculture. 

Keywords: Bacillus, Lactobacillus, water treatment, bactericidal, Flavobacterium columnare. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Trong nuôi trồng thuČ sân, chế phèm sinh 

học đþĉc sā dýng phổ biến giúp phân huČ các hĉp 

chçt hĂu cĄ để câi thiện và làm säch môi trþąng 

nþĆc, tëng cþąng tiêu hoá, hçp thu, kích thích 

tëng trþćng và miễn dðch cho động vêt thuČ sân 

(Rengpipat & cs., 2003). Ngoài ra, nhiều loài vi 

sinh vêt thuộc giống Bacilus và Lactobacilus là 

nhĂng chûng vi khuèn có lĉi, có khâ nëng phån 
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huČ hĂu cĄ và cò khâ nëng tiết ra các enzyme để 

Āc chế vi khuèn gây bệnh (Adel & cs., 2017). 

Hiện nay tình hình dðch bệnh trong nuôi trồng 

thuČ sân khá phĀc täp, đặc biệt là các bệnh do vi 

khuèn do să phát triển mänh cûa các mô hình 

nuôi mêt độ cao, ô nhiễm môi trþąng và biến đổi 

khí hêu. Việc sā dýng kháng sinh sai mýc đích 

hay läm dýng thuốc kháng sinh trong kiểm soát 

bệnh làm gia tëng nhanh vi khuèn kháng kháng 

sinh, tồn dþ kháng sinh trong sân phèm thuČ 

sân, tëng chi phí và khò khën cho điều trð bệnh 

(Tÿ Thanh Dung & cs., 2012). Do vêy, sàng lọc 

các chûng vi sinh có lĉi vÿa có khâ nëng xā lý 

môi trþąng vÿa có khâ nëng Āc chế tác nhân gây 

bệnh trăc tiếp trong nþĆc nuôi đang là một xu 

hþĆng tçt yếu trong cûa thăc tế sân xuçt thuČ 

sân hiện nay. Gæn đåy một số chûng vi sinh có lĉi 

mang câ hai đặc tính này đã đþĉc têp trung 

nghiên cĀu và Āng dýng trong nuôi trồng thuČ 

sân nhþ chûng B. Subtilis, B. velezensis có khâ 

nëng làm säch môi trþąng và Āc chế nhiều loäi vi 

khuèn trong ao nuôi nhþ Pseudomonas spp. 

Aeromonas hydrophila, A. salmonicida, 

Lactococcus garvieae, Streptococcus agalactiae 

và Vibrio parahemolyticus (Yi & cs., 2018; Zhang 

& cs., 2021).  

Vi khuèn F. columnare là tác nhân gây 

bệnh tríng da, bäc đuôi đþĉc báo cáo một thêp 

kČ trþĆc đåy, gåy ânh hþćng nghiêm trọng trên 

cá tra nuôi vĆi tČ lệ chết 80-100% cá hþĄng, cá 

giống và 35-60% cá trþćng thành (Tÿ Thanh 

Dung & cs., 2012). Hiện nay tác nhån này đang 

gây ra nhiều vý dðch vĆi tČ lệ chết cao và đþĉc 

coi là bệnh tái nổi nguy hiểm và gây thiệt häi 

nặng nề cho ngþąi nuôi cá nþĆc ngọt täi miền 

Bíc nhþ cá nheo Mč (TrþĄng Đình Hoài & cs., 

2022), cá rô phi (Đoàn Thð Nhinh & cs., 2023), 

cá trím có (TrþĄng Đình Hoài & cs., 2022), cá 

trím đen (Hoai & cs., 2025). Vi khuèn này 

thþąng tồn täi và gây tổn thþĄng, hoäi tā bên 

ngoài cĄ thể nhþ da, mang, đuôi cá täo ra triệu 

chĀng điển hình nhþ tríng da, tríng đuôi, bäc 

mang và rçt khò điều trð bìng kháng sinh theo 

đþąng thĀc ën. Đặc biệt, nếu mêt độ vi khuèn 

cao, gây hoäi tā mang nghiêm trọng, dén đến cá 

thiếu oxy và chết nhanh vĆi tČ lệ cao (TrþĄng 

Đình Hoài & cs., 2022). Do vêy, để phòng bệnh 

chû động do tác nhân này gây ra, giâi pháp sā 

dýng chế phèm vi sinh vÿa có tác dýng làm säch 

môi trþąng nhþng đồng thąi có tác dýng Āc chế 

tác nhân là rçt cæn thiết.  

Nghiên cĀu này đþĉc thăc hiện nhìm phân 

lêp và lăa chọn các chûng vi sinh có lĉi vÿa có 

khâ nëng xā lċ môi trþąng và vÿa có khâ nëng 

kháng khuèn F. columne để Āng dýng trong 

nuôi trồng thuČ sân.  

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu  

 Các méu bùn ao nuôi tôm, cá và hồ tă 

nhiên nþĆc ngọt; các chûng vi khuèn  

F. columnare phân lêp tÿ cá rô phi, cá trím có 

nhiễm bệnh đang đþĉc lþu giĂ täi Phòng Thí 

nghiệm Bệnh ThuČ sân, Khoa ThuČ sân, Học 

viện Nông nghiệp Việt Nam. Các trang thiết bð, 

dýng cý, hóa chçt phýc vý cho quá trình thu 

méu, nuôi cçy, phân lêp và đðnh danh vi khuèn 

và đánh giá khâ nëng đối kháng cûa vi khuèn 

trong điều kiện in vitro. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu  

Tổng số 15 méu bùn đþĉc thu thêp tÿ 03 hệ 

thống thuČ văc bao gồm 05 méu bùn ao nuôi tôm, 

05 méu bùn ao nuôi cá nþĆc ngọt ć giai đoän 

thþĄng phèm và 05 bùn ć hồ tă nhiên. PhþĄng 

pháp thu méu bùn đþĉc thăc hiện theo hþĆng 

dén cûa tiêu chuèn TCVN 6663-13:2000. Méu 

sau khi thu đþĉc vên chuyển và phân tích täi 

phòng thí nghiệm bìng phþĄng pháp vên chuyển 

länh trong các thùng giĂ nhiệt có nhiệt độ tÿ  

3-5C và đþĉc xā lý trong vòng 24h sau thu. 

Méu bùn đþĉc chia làm hai phæn, phæn một 

đþĉc xā lí gia nhiệt ć nhiệt độ 80C bìng bể û 

nhiệt khô (Biologix) trong 20 phút nhìm loäi bó 

tế bào sinh dþĈng và các chûng vi sinh vêt 

không sinh bào tā. Sau khi gia nhiệt, méu bùn 

đþĉc pha loãng bìng NaCl 0,9% theo tî lệ 10g 

méu cho vào 90ml dung dðch NaCl 0,9% và 

votex 30 phút ć 28C. Tiếp týc pha loãng méu 

bùn đến 10-6 và hút 0,1ml dung dðch pha loãng 

nhó lên môi trþąng nuôi cçy Luria-Bertani agar 

(LB, Hymedia, Ấn Độ) và LB agar bổ sung 1% 

muối vĆi chûng tÿ méu bùn ao tôm, sā dýng que 
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chang vô trùng chang đều đến khô, thăc hiện 

lặp läi 3 læn. Phæn méu còn läi không xā lý gia 

nhiệt đþĉc hoà loãng và chang cçy trên Man 

Rogosa Sharpe agar (MRS, Hymedia, Ấn Độ). 

Các đïa sau trang cçy đþĉc û ć nhiệt độ 30C 

trong 24h-48h trong điều kiện hiếu khí. 

2.2.1. Phân lập và sàng lọc chủng 

probiotics có hoạt lực phân giâi cao 

Sau khi chang cçy, tiến hành tách và nuôi 

cçy thuæn khuèn läc chiếm þu thế trên các môi 

trþąng thäch tþĄng Āng. NhĂng khuèn läc rąi 

phát triển trên môi trþąng LB agar đþĉc nghi 

ngą là vi khuèn thuộc chi Bacillus và đþĉc kiểm 

tra hình thái khuèn läc (màu síc, hình däng, 

rìa, độ đồng nhçt), cçy thuæn, nhuộm Gram, thā 

đặc tính di động qua kính hiển vi soi nổi, khâ 

nëng sinh bào tā, thā nghiệm oxidase, thā 

nghiệm catalase theo mô tâ cûa Logan & 

Rodríguez‐Díaz (2006). Trong khi đò, nhĂng 

khuèn läc rąi phát triển trên môi trþąng MRS 

agar đþĉc nghi ngą là vi khuèn thuộc chi 

Lactobacillus và đþĉc nuôi thuæn, nhuộm Gram, 

thā Catalase, phân giâi CaCO3 và hình thành 

Indole theo mô tâ cûa Messi & cs. (2001) và 

Adhikari & Kwon (2017). 

2.2.2. Phương pháp sàng lọc chủng 

probiotics có hoạt lực phân giâi cao 

Xác đðnh hoät tính enzyme ngoäi bào bìng 

phþĄng pháp đýc giếng thäch (đþąng kính 

6mm). Đối vĆi các chûng vi khuèn Bacillus sp., 

tiến hành thā hoät tính phân giâi protein, 

cellulose và tinh bột tþĄng Āng vĆi khâ nëng 

sinh enzyme protease, cellulase và amylase. Môi 

trþąng LB agar đþĉc bổ sung 1% cĄ chçt là 

casein, carboxymethyl cellulose (CMC) hoặc 

tinh bột bíp, tþĄng Āng, để đánh giá hoät tính 

phân giâi protein, cellulose và tinh bột theo 

phþĄng pháp cûa Bonev & cs. (2008). Các chûng 

thuæn Bacillus sp. đþĉc tëng sinh trên môi 

trþąng LB broth ć 28C trong 24h. Hút 100µl 

dðch tëng sinh vi khuèn nhó vào giếng đã đýc 

trên đïa thäch tþĄng Āng và û ć 28C trong 48h. 

Kiểm tra hoät tính phân giâi CMC và tinh bột 

bíp bìng thuốc thā lugol và hoät tính phân giâi 

casein bìng axit acetic 10% theo phþĄng pháp 

cûa da Cruz & cs. (1985). Môi trþąng MRS agar 

đþĉc bổ sung 0,5% CaCO3 và sā dýng phþĄng 

pháp ria cçy đánh giá khâ nëng phân giâi 

CaCO3 cûa Lactobacillus sp. do axit lactic sinh 

ra phân hûy CaCO3 cò trong môi trþąngtheo mô 

tâ cûa Kandler & Wiss (1986).  

Hoät tính cûa enzyme ngoäi bào đþĉc đánh 

giá dăa vào kích thþĆc đþąng kính vòng phân 

giâi cĄ chçt xung quanh giếng thäch, D – d. 

Trong đò: D là đþąng kính vòng phân giâi (mm), 

d là đþąng kính giếng thäch (6mm) hoặc độ rộng 

cûa đþąng cçy sau khi vi khuèn phát triển. Các 

chûng lĉi khuèn cò đþąng kính phân giâi lĆn 

nhçt đþĉc chọn lọc để đðnh danh bìng sinh học 

phân tā và thā nghiệm khâ nëng Āc chế đối vĆi 

vi khuèn F. columnare gây bệnh trên cá nþĆc 

ngọt bao gồm 03 chûng phân lêp tÿ cá rô phi 

(FC-HB3, FC-HN4, FC-HD7) và 03 chûng trên 

cá trím có (FC-TC-HD02, FC-TC-HN03,  

FC-TC-BN05) đã đþĉc phân lêp và giám đðnh 

tÿ nghiên cĀu trþĆc đò (Đoàn Thð Nhinh & cs., 

2023; TrþĄng Đình Hoài & cs., 2022). Các chûng 

lĉi khuèn cò đþąng kính phân giâi lĆn nhçt đþĉc 

chọn lọc để đðnh danh bìng sinh học phân tā và 

thā nghiệm khâ nëng Āc chế đối vĆi vi khuèn  

F. columnare gây bệnh trên cá nþĆc ngọt. 

2.2.3. Phương pháp giâi trình tự đoạn gene 

16S rRNA định danh vi khuẩn 

Các chûng có hoät lăc phân giâi cao đþĉc lăa 

chọn để giâi trình tă gene 16S rRNA nhìm đðnh 

danh loài vi khuèn. Quá trình tách DNA tÿ vi 

khuèn cçy thuæn trên đïa thäch sā dýng bộ kít 

InstaGene Matrix (Bio-Rad, USA) theo các bþĆc 

hþĆng dén cûa nhà sân xuçt. Sân phèm DNA 

sau khi tách đþĉc bâo quân ć nhiệt độ âm sâu  

(-20C). Đoän gen 16S-rRNA đþĉc tách ra tÿ bộ 

gen vi khuèn gây bệnh sā dýng cặp mồi đặc hiệu 

27f (5′-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′) và 

1525r (5′-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC-3′) 

theo mô tâ cûa (Rainey & cs., 1996). Hỗn hĉp 

20µl đþa khuếch đäi DNA bao gồm 1µl mỗi mồi, 

10µl Gotaq green master mix (Promega, USA), 

5µl DNA cûa chûng vi khuèn đang phån tích, 3µl 

nþĆc không DNA. Chu kĊ nhiệt cho phân Āng 

PCR là 95C trong 3 phút, 30 chu kĊ 94C trong 

30 giây, 55C trong 30 giây, 72C trong 2 phút và 



Trương Đình Hoài, Đặng Thị Hoá, Trần Thị Trinh, Đoàn Thị Nhinh, Đỗ Thị Hồng, Đỗ Thị Chung, Nguyễn Thị Hải Yến 

737 

chu kĊ cuối là 72C trong 7 phút. Sân phèm PCR 

sẽ đþĉc cít tÿ bân gel sau khi chäy điện di và 

tinh säch sā dýng kít FastGene Gel/PCR 

extraction kit (Nippon Genetic Co., Ltd). Sân 

phèm DNA tinh säch đþĉc gāi đi giâi trình tă täi 

First Base (Singapore). Trình tă nucleotide cûa 

các đoän gen đþĉc so sánh để đánh giá mĀc độ 

tþĄng đồng vĆi các loài trên dĂ liệu ngân hàng 

gen sā dýng phép so sánh the Blast N algorithm, 

các chûng đþĉc xác đðnh loài khi có dĂ liệu trình 

tă gen 16S-rRNA tþĄng đồng > 97% vĆi chûng 

chuèn ATCC đã đþĉc công bố.  

2.2.4. Phương pháp thử khâ năng đối kháng 

của lợi khuẩn đối với vi khuẩn F. columnare  

Khâ nëng đối kháng giĂa các chûng vi 

khuèn có lĉi có hoät lăc phân giâi tốt nhçt vĆi 

06 chûng vi khuèn F.columnare, đþĉc đánh giá 

dăa vào phþĄng pháp khuếch tán trên thäch 

(Bonev & cs., 2008). Các vi khuèn F. columnare 

đã đþĉc đðnh danh và giám đðnh bìng kč thuêt 

PCR tÿ các các công bố trþĆc đò đþĉc sā dýng để 

nghiên cĀu bao gồm 03 chûng phân lêp tÿ cá 

trím có (TrþĄng Đình Hoài & cs., 2022) và 03 

chûng phân lêp tÿ cá rô phi (Đoàn Thð Nhinh & 

cs., 2023).  

Các chûng vi khuèn F.columnare đþĉc nuôi 

cçy phýc hồi và tëng sinh trên môi trþąng 

Tryptone yeast extract salt (TYES, Tryptone 4g; 

Yeast Extract 0,4g; CaCl2 2H2O 0,5g; MgSO4 

7H2O 0,5g) ć nhiệt độ 28C trong 48h. Sinh khối 

các chûng vi khuèn đþĉc thu, rāa và làm đồng 

nhçt trong Phosphate-buffered saline (PBS). 

Mêt độ vi khuèn đþĉc điều chînh về khoâng  

~ 1 × 108 CFU/ml bìng phþĄng pháp so màu 

theo thang McFarland (mĀc 0,5) và chang đều 

lên TYES agar (TYES + 1,5% agar). Đặt các tçm 

kháng sinh tríng (không chĀa kháng sinh) lên 

bề mặt đïa thäch sau chang vi khuèn.  

Các chûng lĉi khuèn đþĉc tëng sinh trên 

môi trþąng tþĄng Āng ć 28C trong 48h. Sau đò, 

enzyme thô thu đþĉc bìng cách ly tâm dðch tëng 

sinh tốc độ 10.000 vòng/phút, ć 4°C trong 10 

phút và thu dðch nổi. Hút 50µl dung dðch sau ly 

tâm nhó lên tçm giçy kháng sinh tríng trên đïa 

thäch đã chuèn bð và û ć nhiệt độ 28C. Đối 

chĀng âm là giçy kháng sinh nhó PBS và đối 

chĀng dþĄng là tçm kháng sinh chĀa 

Oxytetracyline (OT30) cò hàm lþĉng 30µg 

(Oxoid, Anh). Thā nghiệm đþĉc lặp läi 3 læn. 

Sau 36h tiến hành đo kích cĈ vòng vô khuèn để 

đánh giá khâ nëng kháng khuèn.  

2.2.5. Xử lý số liệu 

Số liệu đþąng kính vòng phân giâi cĄ chçt 

và đþąng kính vòng vô khuèn cûa các chûng vi 

khuèn đþĉc tổng hĉp, phân tích. So sánh khác 

biệt kích cĈ vòng phân giâi cĄ chçt và đþąng 

kính vòng kháng khuèn cûa các chûng lĉi 

khuèn đþĉc thăc hiện bìng phép thā ANOVA, 

Tukey post-hoc vĆi mĀc ċ nghïa P <0,05 sā 

dýng phæn mềm SPSS 20. 

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Kết quâ nuôi cấy, phân lập và xác định 

hình thái vi khuẩn probiotics từ mẫu bùn  

Tÿ 15 méu bùn thu ć 05 ao nuôi cá, 05 ao 

nuôi tôm và 05 hồ tă nhiên, đã phån lêp đþĉc 34 

chûng vi khuèn phát triển trên môi trþąng LB 

agar và 29 chûng phát triển trên môi trþąng 

MRS agar sau 48h nuôi cçy ć 28C trong điều 

kiện hiếu khí. Kết quâ thā đặc tính hình thái và 

sinh hoá cho thçy 11/34 chûng phát triển trên 

môi trþąng LB agar có khuèn läc hình tròn hoặc 

rìa rëng cþa; phîng hoặc đíp nổi; màu tríng 

đýc hoặc vàng kem trên LB agar (Hình 1A, B), 

bít màu Gram dþĄng, hình que, kích thþĆc dao 

động tÿ 0,5-0,9 × 3,2-7,6m (Hình 1C). Các 

chûng đều có khâ nëng di động và hình thành 

nội bào tā; vð trí bào tā nìm giĂa hoặc lệch tâm 

tế bào. Sau khi đối chiếu vĆi khoá phân loäi, 

đðnh danh vi khuèn theo hình thái, sinh hoá cûa 

Logan & Rodríguez‐Díaz (2006) 11 chûng đþĉc 

đðnh danh là Bacillus sp. (Ba01 - Ba11; Bâng 1, 

Hình 1). Trong khi đò, 8 chûng phân lêp trên 

trên môi trþąng MRS khuèn läc hình tròn, màu 

tríng hoặc màu kem, bề mặt bóng, tâm nhô, viền 

nguyên (Hình 1D, E), vi khuèn hình que, kích 

thþĆc dao động tÿ 0,6-1,2 × 1,5-3,3m, bít màu 

Gram dþĄng (Hình 1.F), dþĄng tính vĆi phân Āng 

Catalase, có khâ nëng phån giâi CaCO3 và hình 

thành Indole, đối chiếu vĆi khoá phân loäi cûa 

Adhikari & Kwon (2017) cho kết quâ 8/29  

chûng phát triển trên môi trþąng MRS là 

Lactobacillus sp. (L01 đến L08; Bâng 1, Hình 1). 
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Bâng 1. Thông tin các chủng Bacillus sp.  

và Lactobacillus sp. phân lập trong nghiên cứu 

Môi trường phân lập Phân loại sơ bộ Ký hiệu chủng Nguồn gốc phân lập 

LB Bacillus sp.  B01 AC02 

LB Bacillus sp.  Ba02 AC03 

LB Bacillus sp.  Ba03 AC04 

LB Bacillus sp.  Ba04 AT01 

LB Bacillus sp.  Ba05 AT02 

LB Bacillus sp.  Ba06 AT03 

LB Bacillus sp.  Ba07 AT05 

LB Bacillus sp.  Ba08 HTN1 

LB Bacillus sp.  Ba09 HTN2 

MRS Lactobacillus sp.  L01 AC01 

MRS Lactobacillus sp.  L02 AC03 

MRS Lactobacillus sp.  L03 AT02 

MRS Lactobacillus sp.  L04 AT03 

MRS Lactobacillus sp.  L05 AT05 

MRS Lactobacillus sp.  L06 HTN01 

MRS Lactobacillus sp.  L07 HTN02 

MRS Lactobacillus sp.  L08 HTN04 

Ghi chú: AC: Ao nuôi cá; AT: Ao nuôi tôm; HTN: Hồ tự nhiên. 

 

Ghi chú: A, B: Hình thái khuẩn lạc Bacillus sp. phát trên môi trường LB; C: Hình thái Bacillus sp. nhuộm 

Gram; D, E: Hình thái khuẩn lạc Lactobacillus sp. phát triển trên môi trường MRS; F: Hình thái vi khuẩn 

Lactobacillus sp. nhuộm Gram. 

Hình 1. Đặc điểm hình thái của các chủng vi khuẩn thuần phân lập được trong nghiên cứu 
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Bâng 2. Đường kính vòng phân giâi các loại cơ chất 

 của các chủng vi khuẩn phân lập được trong nghiên cứu 

Chủng 
lợi khuẩn 

Đường kính vòng phân giải (mm) 

Bacillus sp. Lactobacillus sp. 

Protein Tinh bột Cellulose Kí hiệu chủng CaCO3 

Ba01 1
f
 ± 0,9

 
0

g
 ± 0,0

 
0

f
 ± 0,0

 
L01 6

d
 ± 0,0

 

Ba02 23
a
 ± 1,0

 
17

b
 ± 1,7

 
10

c
 ± 1,0

 
L02 0

f
 ± 0,0

 

Ba03 19
b
 ± 1,3

 
18

b
 ± 0,9

 
21

a
 ± 1,3

 
L03 16

a
 ± 1,0

 

Ba04 1,5
f
 ± 0,7

 
0

g
 ± 0,0

 
6

d
 ± 0,5

 
L04 14

b
 ± 0,5

 

Ba05 20
b
 ± 1,6

 
3

f
 ± 1,0

 
11

c
 ± 1,7

 
L05 12

c
 ± 1,7

 

Ba06 5
e
 ± 0,5

 
6

e
 ± 0,5

 
7

d
 ± 1,5

 
L06 11

c
 ± 1,0

 

Ba07 16
c
 ± 1,0

 
13

c
 ± 1,0

 
10

c
 ± 1,0

 
L07 2

e
 ± 0,5

 

Ba08 11
d
 ± 1,8

 
8

d
 ± 1,3

 
3

e
 ± 0,0

 
L08 0

f
 ± 0,0

 

Ba09 21
a
 ± 1,7

 
30

a
 ± 0,9

 
17

b
 ± 0,9

b 
- - 

Ba10 8,5
e
 ± 0,7

 
1,5

f
 ± 0,7

 
0

f
 ± 0,0

f 
- - 

Ba11 18
b
 ± 0,5

 
15

c 
± 1,5

 
6

d
 ± 0,5

 
- - 

Ghi chú: Chủng in đậm là các chủng được chọn lọc để đưa vào định danh bằng sinh học 

phân tử; Trong cùng một cột, các giá trị mang các chữ khác nhau thì khác nhau có ý 

nghĩa thống kê ở mức P <0,05. 

 

Ghi chú: A: Phân giâi protein; B: Phân giâi tinh bột; C: Phân giâi cellulose D: Phân giâi CaCO3. 

Hình 2. Thử khâ năng phân giâi cơ chất 

của vi khuẩn Bacillus sp. (A-C) và vi khuẩn Lactobacillus sp. (D) 

3.2. Kết quâ sàng lọc chủng probiotics có 

khă năng phân giâi hữu cơ cao 

Kết quâ đánh giá khâ nëng phån giâi cûa 

11 chûng Bacillus sp. và 08 chûng Lactobacillus 

sp. vĆi các cĄ chçt là protein, tinh bột, cellulose 

và CaCO3 đþĉc thể hiện ć bâng 2. 

Trong nghiên cĀu, có 8/11 chûng Bacillus sp. 

có khâ nëng phån giâi câ 3 loäi cĄ chçt, cho thçy 

chúng đều có khâ nëng sân sinh enzyme ngoäi 

bào proteases, amylase và cellulase. Trong đò, 3 

chûng đþĉc lăa chọn có vòng phân giâi protein 

đät tÿ 19-23mm, lĆn hĄn so vĆi vòng phân giâi 

cûa các chûng Bacillus khác đþĉc nhóm nghiên 

cĀu Lê Thð Ngọc Hån & cs. (2021) báo cáo, nhþng 

thçp hĄn so vĆi dòng B. subtilis C10 cûa Thu & 

cs. (2020). Enzyme proteases giúp thuČ phân, cít 

đoän protein thành các đoän, mânh nhó và cuối 

cùng thành các axit amin để tế bào vi sinh vêt có 

thể hçp thý đþĉc. Đối vĆi khâ nëng sân sinh 

enzyme amylase, enzyme này giúp B. subtilis 

thuČ phân tinh bột để täo thành nëng lþĉng và 

nguồn carbon cho quá trình nhân lên cûa chúng. 

Có 9/11 chûng có khâ nëng sân sinh vòng phân 
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giâi, trong đò 3 chûng đþĉc lăa chọn có vòng 

phân giâi cao là Ba02 (17mm), Ba03 (18mm), 

tþĄng đþĄng vĆi khâ nëng thuČ phân cûa các 

chûng trong báo cáo cûa Ngô Thð Tþąng Châu & 

cs. (2016) và chûng Ba09 có hoät lăc nổi trội, täo 

vòng phân giâi 30mm, cao hĄn vþĉt trội so vĆi 

chûng đþĉc báo cáo trþĆc đò (Ngô Thð Tþąng 

Chåu & cs., 2016; Đặng Quang Hâi & Træn Thð 

Thanh ThuČ, 2022) và tþĄng đþĄng vĆi chûng 

C10 trong nghiên cĀu cûa Thu & cs. (2019) ghi 

nhên đþĉc. Enzyme cellulase giúp vi sinh vêt 

phân cít polysaccharides thành các đoän 

saccharides mäch ngín. Kết quâ nghiên cĀu cüng 

ghi nhên, 9/11 chûng có khâ nëng täo vòng phân 

giâi đối vĆi test thā cellulose, cho thçy chúng có 

khâ nëng sân sinh enzyme cellulase, trong đò 3 

chûng có vòng phân giâi 10mm (Ba02), 21mm 

(Ba03) và 17mm (Ba09), tþĄng đþĄng vĆi khâ 

nëng phån giâi cûa một số chûng đþĉc nghiên 

cĀu trþĆc đó (Ngô Thð Tþąng Châu & cs., 2016; 

Đặng Quang Hâi & Træn Thð Thanh ThuČ, 

2022), nhþng thçp hĄn so vĆi báo cáo cûa Artha 

& cs. (2019). Nhþ vêy, các chûng này đều có 

tiềm nëng xā lý chçt thâi hĂu cĄ trong môi 

trþąng nuôi thuČ sân. Đối vĆi vi khuèn 

Lactobacillus, khâ nëng phån giâi CaCO3 thể 

hiện khâ nëng thuČ phån đþąng để sân sinh 

axit lactic. Kết quâ đánh giá cho thçy 6/8 chûng 

thể hiện khâ nëng phån giâi CaCO3, trong đò cò 

4 chûng täo vòng phân giâi trên 10mm, đặc biệt 

chûng La03 täo vñng đät 16mm, cao hĄn vþĉt 

trội so vĆi báo cáo cûa Nguyễn Vü Phong & cs. 

(2020). Đåy là một trong nhĂng đặc tính quan 

trọng cûa vi khuèn Lactobacillus bći axit lactic 

sân sinh ra có thể ngën chặn să phát triển cûa 

các vi khuèn gây bệnh (Jones & cs., 2008). Bốn 

chûng Ba02, Ba03, Ba09 và L03 có khâ nëng 

phân giâi tốt vĆi các cĄ chçt đþĉc lăa chọn để 

giám đðnh loài và đánh giá khâ nëng Āc chế vi 

khuèn F. columnare.  

3.3. Kết quâ giâi trình tự gene 16S rRNA  

Kết quâ giâi trình tă gene 16S rRNA cûa 04 

chûng Ba02, Ba03, Ba09 và L03 thu đþĉc các 

trình tă gene cò độ dài tÿ 1401-1478bp. Sā dýng 

phép BLAST trình tă gene thu đþĉc trên 

Genbank cho kết quâ 2 chûng Ba02 và Ba03 có 

mĀc độ tþĄng đồng gene vĆi chûng chuèn 

Bacillus subtilis ATCC6051 læn lþĉt là 99,86 và 

99,67%, chûng Ba09 có mĀc độ tþĄng đồng gen 

vĆi chûng chuèn Bacillus amyloliquefaciens 

ATCC23350 đät 99,65%, trong khi chûng L03 có 

mĀc độ tþĄng đồng gen vĆi chûng chuèn 

Lactiplantibacillus plantarum ATCC 202195 đät 

99,86% (Bâng 3). Nhþ vêy, kết hĉp vĆi kết quâ 

đðnh danh bìng hình thái, sinh hoá và dăa theo 

quy đðnh về đðnh danh vi khuèn dăa trên mĀc độ 

tþĄng đồng gen 16S rRNA (Stackebrandt, 2006) 

đã khîng đðnh đþĉc 2 chûng Ba02 và Ba03 là  

B. subtilis, chûng Ba09 là B. amyloliquefaciens 

và chûng La03 là L. plantarum. 

3.4. Kết quâ xác định khâ năng đối kháng 

đối với vi khuẩn F. columnare 

Kết quâ thā khâ nëng đối kháng cûa các 

chûng lĉi khuèn đối vĆi 06 chûng vi khuèn  

F. columnare cho thçy, các chûng lĉi khuèn đều 

có khâ nëng täo vòng vô khuèn vĆi các mĀc độ 

khác nhau. Hai chûng B. subtilis Ba02 và Ba03 

täo ra vòng vô khuèn trung bình tþĄng Āng đät 

11,5 và 10,7mm đối vĆi chûng F. columnare gây 

bệnh trên cá rô phi, trong khi đät mĀc 9,9mm 

và 10,5mm đối vĆi chûng gây bệnh trên cá trím 

có (Bâng 3). Dðch nuôi cçy vi khuèn  

B. amyloliquefaciens có khâ nëng Āc chế tốt 

hĄn, täo ra vòng kháng khuèn có kích cĈ lĆn hĄn 

cò ċ nghïa thống kê so vĆi 2 chûng B. subtilis, 

đät tþĄng Āng 14,9mm và 13,1mm đối vĆi các 

chûng phân lêp tÿ cá rô phi và cá trím có. 

Trong khi đò, dðch chiết tÿ dðch nuôi cçy vi 

khuèn L. plantarum täo ra vòng vô khuèn lĆn 

nhçt, đät trung bình 28,4mm đối vĆi chûng gây 

bệnh trên cá rô phi và 24,8mm đối vĆi các chûng 

phân lêp tÿ cá trím có, tþĄng đþĄng vĆi vòng vô 

khuèn mà kháng sinh OTC täo ra. 

Trong nuôi trồng thuČ sân, các loài vi 

khuèn có lĉi thuộc nhóm Bacillus, Lactobacillus 

đã đþĉc Āng dýng phổ biến vĆi nhiều mýc đích 

nhþ câi thiện hiệu quâ tiêu hoá và kích thích 

sinh trþćng, Āc chế tác nhân gây bệnh, câi thiện 

chçt lþĉng môi trþąng nþĆc nuôi. Để Āc chế tác 

nhân gây bệnh, các loài lĉi khuèn có khâ nëng 

sân sinh ra các chçt có tác dýng diệt khuèn hoặc 

kìm hãm să phát triển cûa vi khuèn gây bệnh. 
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Bâng 3. Mức độ tương đồng của các chủng nghiên cứu và chủng chuẩn ATCC 

Chủng Chủng chuẩn so sánh Số base  Mức độ tương đồng gene (%) Loài xác định 

Ba02 B. subtilis ATCC6051 1461 99.86 B. subtilis  

Ba03 B. subtilis ATCC6051 1401 99.67 B. subtilis  

Ba09 B. amyloliquefaciens ATCC23350 1431 99.65 B.amyloliquefaciens  

L03 L. plantarum ATCC 202195 1478 99.86 L. plantarum  

Bâng 4. Kết quâ thử khâ năng đối kháng của các chủng vi sinh  

có lợi đối với vi khuẩn F. columnare gây bệnh trên cá nước ngọt 

Chủng Kết quả định danh 
Kích cỡ vòng vô khuẩn (TB ± SD; mm) 

FC-RP (n = 3) FC-TC (n = 3) 

Ba02  B. subtilis 11,5
a*

 ± 1,34 9,9
a
 ± 1,32 

Ba03 B. subtilis 10,7
a
 ± 1,47 10,5

a
 ± 1,42 

Ba09 B. amyloliquefaciens  14,9
b*

 ± 1,77 13,1
b
 ± 1,01 

L03 L. plantarum 28,4
c*
 ± 1,83 24,8

c
 ± 0,65 

Kháng sinh OTC - 29,6
c*
 ± 1,54 25,0

c
 ± 0,97 

Ghi chú: Trong cùng một cột, các giá trị mang các chữ khác nhau thì khác nhau có ý nghĩa thống kê;  

Dấu * thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê giữa các giá trị trong cùng 1 hàng với P <0,05. 

Trong nghiên cĀu, các chûng vi khuèn 

probiotics đều thể hiện khâ nëng Āc chế vi 

khuèn F. columnare vĆi các mĀc độ khác nhau. 

Khâ nëng täo vòng vô khuèn thu đþĉc trong 

nghiên cĀu cûa 2 loài vi khuèn Bacillus đối vĆi 

vi khuèn F. columnare tþĄng đồng kết quâ 

nghiên cĀu cûa Li & cs. (2022). Ngoài  

F. columnare, khâ nëng đối kháng cao cûa vi 

khuèn Bacillus cüng đã đþĉc chĀng minh trên 

nhiều tác nhân gây bệnh trên các đối tþĉng 

thuČ sân khác nhþ Pseudomonas aeruginosa, 

Edwardsiella tarda, Vibrio parahaemolyticus và 

Staphylococcus aureus (Das & cs., 2014; Soltani 

& cs., 2019; Ringø & cs., 2020). Nhìn chung, tác 

dýng kháng khuèn dăa trên một hoặc nhiều cĄ 

chế nhþ sân sinh chçt kháng khuèn, chçt diệt 

khuèn, siderophore, enzyme (lysozymes, 

proteases), hydrogen peroxide hoặc thay đổi 

điều kiện pH ruột vêt nuôi nhą sân sinh ra các 

axit hĂu cĄ (Verschuere & cs., 2000). Kết quâ 

xác đðnh khâ nëng Āc chế vi khuèn  

F. columnare trong điều kiện in vitro cho thçy 

tiềm nëng Āng dýng các nhóm vi khuèn 

probiotics trong phòng và kiểm soát bệnh do vi 

khuèn này gây ra. Ngoài ra, theo nghiên cĀu 

cûa TrþĄng Đình Hoài & cs. (2022) vi khuèn  

F. columnare gây bệnh cá nþĆc ngọt đã cò mĀc 

kháng tþĄng đối cao đối vĆi một số loäi kháng 

sinh đþĉc phép sā dýng trong nuôi trồng thuČ 

sân ć Việt Nam. Vì vêy, có thể sā dýng nhĂng 

chûng vi sinh có lĉi này nhþ giâi pháp để câi 

thiện môi trþąng nuôi, đồng thąi phòng bệnh 

chû động, giúp giâm thiểu hoặc thay thế sā 

dýng kháng sinh trong nuôi trồng thuČ sân và 

bâo vệ môi trþąng sinh thái. 

4. KẾT LUẬN 

Nghiên cĀu này đã phån lêp, tuyển chọn và 

đðnh danh đþĉc 04 chûng vi khuèn có lĉi có khâ 

nëng phån huČ tốt chçt hĂu cĄ trong môi trþąng 

nþĆc nuôi thông qua đánh giá khâ nëng phån 

giâi protein, tinh bột, cellulose và CaCO3. Các 

chûng probiotic phân lêp đþĉc đều có khâ nëng 

đối kháng vĆi vi khuèn F. columnare gây bệnh 

trên cá nþĆc ngọt, trong đò chûng  

B. amyloliquefaciens Ba09 và L. plantarum L03 

cho hiệu quâ kháng khuèn cao nhçt. Kết quâ 

này là tiền đề cho các nghiên cĀu sā dýng chûng 

vi khuèn có lĉi để sân xuçt chế phèm vi sinh 



Đánh giá khả năng xử lý môi trường và kháng khuẩn Flavorbacterium columnare của một số chủng probiotics phân 
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vÿa có khâ nëng xā lċ môi trþąng nuôi và vÿa 

phòng, kiểm soát bệnh do vi khuèn  

F. columnare gây ra. 
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