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TÓM TẮT 

Nghiên cứu nhằm phân lập và xác định đặc điểm của chủng Enterococcus sinh tổng hợp bacteriocin từ cá nước 

ngọt, hướng đến ứng dụng trong nuôi trồng thủy sản. Từ 10 mẫu cá thu thập tại các tỉnh phía Bắc Việt Nam, 36 

chủng vi khuẩn lactic (LAB) được phân lập. Trong số các chủng phân lập, E22 thể hiện hoạt tính ức chế mạnh nhất 

đối với Aeromonas hydrophila (12,69 ± 0,19mm). Chất kháng khuẩn do E22 sinh ra duy trì hoạt tính khi xử lý ở nhiệt 

độ từ 60 đến 100C, nhưng giảm mạnh ở 121C và mất hoàn toàn hoạt tính sau 30 phút. Hoạt tính bị loại bỏ khi xử 

lý bằng proteinase K và trypsin, cho thấy hợp chất có bản chất là peptide/protein. Phản ứng PCR cho thấy E22 chỉ 

mang gen enterocin A. Trình tự 16S rRNA của E22 có mức tương đồng 99,76% với Enterococcus lactis MHH, được 

đặt tên là E. lactis E22.  

Từ khóa: Bacteriocin, Enterococcus, enterocin A. 

Characterization of Enterococcus lactis strain E22 isolated  
from Common Carp (Cyprinus carpio) with potential for Enterocin A production 

ABSTRACT 

This study was conducted to isolate and characterize bacteriocin-producing Enterococcus strains from 

freshwater fish, with the aim of applications in aquaculture. From 10 fish samples collected in Northern Vietnam, 36 

lactic acid bacteria (LAB) strains were isolated. Among the isolates, strain E22 exhibited the highest inhibitory activity 

against Aeromonas hydrophila (12.69 ± 0.19mm). The antimicrobial substance produced by E22 demonstrated 

thermal stability from 60C to 100C, but its activity declined sharply at 121C and was completely lost after 30 

minutes. The activity was completely eliminated upon treatment with proteinase K and trypsin, confirming the 

peptidic/proteinaceous nature of the compound. PCR analysis revealed that strain E22 carried the enterocin A gene 

exclusively. Furthermore, 16S rRNA gene sequence analysis showed 99.76% identity to Enterococcus lactis MHH, 

thereby identifying it as E. lactis E22.  

Keywords: Bacteriocin, Enterococcus, enterocin A. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Nhiều loài vi khuèn lactic (LAB) đã đþĉc ghi 

nhên là thành phæn cûa hệ vi sinh vêt tă nhiên 

trên động vêt thûy sân. LAB cò các đðc tính quan 

trọng nhþ khâ nëng chðu axit, chðu muối mêt, 

thích nghi vĆi môi trþąng cò độ mðn cao và có 

khâ nëng sinh tổng hĉp bacteriocin. Nhą đò, 

chúng đþĉc xem là nhĂng Āng viên tiềm nëng 

cho bâo quân sinh học nhìm kiểm soát vi sinh 

vêt gåy hþ hóng và mæm bệnh trong thăc phèm, 

đồng thąi là nguồn probiotic triển vọng trong 

nuôi trồng thûy sân (Muñoz-Atienza & cs., 2011).  

Enterococcus là một chi thuộc nhóm vi 

khuèn lactic (LAB), bao gồm nhiều loài, trong 

đò Enterococcus faecalis và Enterococcus 

faecium là hai loài phân bố rộng nhçt trong 

nhiều nguồn khác nhau và đþĉc xem là vi sinh 

vêt thþąng trú trong đþąng tiêu hòa ngþąi và 

động vêt. Enterococci cüng hiện diện trong 
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nhiều loäi thăc phèm, đðc biệt là các sân phèm 

lên men nhþ phô mai, xúc xích và rau cû muối. 

Nhą sć hĂu nhiều đðc tính công nghệ sinh học, 

enterococci có thể đþĉc sā dýng nhþ chûng khći 

động hoðc chûng bổ trĉ (Leroy & cs., 2003). Bên 

cänh đò, chúng cò lĉi thế cänh tranh trong môi 

trþąng nhą khâ nëng sân sinh các peptide 

kháng khuèn gọi là enterocin. Enterocin là các 

peptide nhó, kĎ nþĆc, bền nhiệt và đþĉc phân 

thành bốn nhóm chính: lantibiotic (nhóm I), 

không thuộc lantibiotic (nhóm II), enterocin 

vòng (nhóm III) và các protein lĆn (nhóm IV) 

(Franz & cs., 2007). Enterocin đþĉc quan tâm 

nhiều do có phổ kháng khuèn rộng, có khâ nëng 

Āc chế các vi khuèn Gram dþĄng và một số vi 

khuèn Gram åm nhþ Pseudomonas aeruginosa. 

Một số enterocin khác còn có hoät tính chống läi 

vi khuèn và nçm gåy hþ hóng thăc phèm. Ngoài 

ra, một số enterocin nhþ enterocin A và L50A/B 

thể hiện hoät tính kháng khuèn mänh và đþĉc 

xem là Āng viên thay thế kháng sinh để kiểm 

soát bệnh truyền nhiễm (Kang & cs., 2009).  

Một vài chûng Enterococcus nhþ E. faecalis, 

E. faecium và E. mundtii đã đþĉc công nhên là 

probiotic (Todorov & cs., 2009). Cho đến nay, 

nhiều nghiên cĀu đã têp trung phân lêp 

enterococci tÿ các sân phèm lên men, nhþng các 

nghiên cĀu trên động vêt, đðc biệt là động vêt 

thûy sân vén còn hän chế. Vì vêy, nghiên cĀu 

này đþĉc thăc hiện nhìm phân lêp và xác đðnh 

các đðc điểm đðc trþng cûa chûng Enterococcus 

sinh tổng hĉp bacteriocin tÿ cá, hþĆng đến tiềm 

nëng Āng dýng trong nuôi trồng thûy sân. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Thu thập mẫu và phân lập vi khuẩn 

lactic (LAB) 

Méu cá tþĄi đþĉc thu thêp tÿ các chĉ đða 

phþĄng và vên chuyển đến phòng thí nghiệm 

trong điều kiện länh (4C), việc xā lý méu đþĉc 

tiến hành trong vòng 12 gią sau khi thu thêp. Cá 

đþĉc rāa bìng nþĆc cçt vô trùng và khā trùng bề 

mðt bìng ethanol 70%, sau đò đþĉc mổ trong 

điều kiện vô trùng để tách lçy ruột. Ruột đþĉc cít 

nhó, nghiền mðn và huyền phù trong nþĆc muối 

sinh lċ vô trùng (0,9% NaCl), sau đò pha loãng 

liên tiếp để phân lêp vi khuèn. Dðch huyền phù 

đþĉc cçy trâi trên đïa thäch MRS (g/l: Glucose 

20,0; Meat extract 10,0; yeast extract 5,0; 

peptone 10,0; tween 80 1ml; triamonium citrate 

2,0; K2HPO4.3H2O 2,0; CH3COONa 5,0; 

MgSO4.7H2O 0,58; MnSO4.4H2O 0,28; CaCO3 5,0; 

agar 15,0; pH = 6,5 ± 0,2), các đïa đþĉc û ć 30C 

trong 24 gią trong điều kiện hiếu khí. Các khuèn 

läc riêng lẻ cò đðc điểm điển hình (màu tríng, 

đþąng kính 2-3mm và có mép nguyên vẹn) đþĉc 

chọn ngéu nhiên theo mô tâ cûa Nair & 

Surendran (2005). Các chûng này đþĉc làm 

thuæn bìng cách cçy ria trên môi trþąng thäch 

MRS, sau đò đþĉc bâo quân trong glycerol 30% 

vô trùng và đþĉc lþu giĂ ć -20C. 

2.2. Thử nghiệm hoạt tính kháng khuẩn  

NhĂng chûng vi khuèn Gram dþĄng, åm 

tính vĆi catalase và âm tính vĆi oxidase đþĉc 

chọn để sàng lọc hoät tính kháng khuèn.  

Các chûng đþĉc nuôi cçy qua đêm ć 30C trong 

môi trþąng MRS lóng, sau đò đþĉc ly tâm ć 

10.000 vòng/phút trong 10 phút ć 10C để thu 

đþĉc dðch nổi không chĀa tế bào (cell-free 

supernatants). Dðch nổi này đþĉc trung hòa  

pH = 6,5 bìng NaOH 1M để loäi bó ânh hþćng 

Āc chế tÿ axit hĂu cĄ và đþĉc tiệt trùng bìng 

màng lọc (0,22m, Millipore, Bedford, MA). 

Hoät tính kháng khuèn đþĉc xác đðnh bìng 

phþĄng pháp khuếch tán giếng thäch. Một trëm 

microlit (100l) dðch nổi sau khi tiệt trùng bìng 

màng lọc đþĉc nhó vào mỗi giếng (5mm) täo trên 

thäch mềm (0,8% w/v) đã cçy chûng vi khuèn 

kiểm đðnh Aeromonas hydrophila (phân lêp tÿ 

méu cá chép bð bệnh thu thêp täi Ninh Bình, 

lþu trĂ täi phòng thí nghiệm Bộ môn Công nghệ 

vi sinh, Khoa Công nghệ sinh học, Học viện 

Nông nghiệp Việt Nam). Các đïa đþĉc û ć 30C 

trong 12 gią, sau đò đo đþąng kính vùng Āc chế 

xung quanh giếng. Să xuçt hiện cûa vùng Āc 

chế cò đþąng kính ít nhçt 2mm đþĉc xem là kết 

quâ dþĄng tính. 

2.3. Xác định bân chất của chất kháng 

khuẩn dựa trên độ bền nhiệt và độ nhạy 

với enzyme phân giâi protein 

Dðch nổi nuôi cçy không chĀa tế bào (cell-

free culture supernatants) đþĉc xā lý nhiệt ć các 
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mĀc: 60C trong 30 phút, 80C trong 30 phút, 

100C trong 30 phút, 121C trong 15 phút và 

121C trong 30 phút. Hoät tính còn läi đþĉc kiểm 

tra bìng phþĄng pháp khuếch tán giếng thäch.  

Độ nhäy cûa hĉp chçt kháng khuèn tÿ 

chûng tuyển chọn vĆi enzyme phân giâi protein 

đþĉc đánh giá bìng cách thêm proteinase K và 

trypsin vào dðch nuôi cçy ć nồng độ cuối cùng là 

1 mg/ml (Cui & cs., 2020). Các méu đþĉc û ć 

37C trong 1 gią, và hoät tính còn läi đþĉc kiểm 

tra bìng phþĄng pháp khuếch tán giếng thäch. 

Dðch nổi không chĀa tế bào chþa qua xā lċ đþĉc 

sā dýng làm méu đối chĀng.  

2.4. Phát hiện gen enterocin 

Să hiện diện cûa các gen mã hóa enterocin 

đã đþĉc phát hiện theo phþĄng pháp cûa Gaaloul 

& cs. (2014), bìng kč thuêt khuếch đäi PCR sā 

dýng các cðp mồi đðc hiệu mã hóa các enterocin 

phổ biến nhçt. Các cðp mồi tþĄng tác, nhiệt độ 

gín mồi và kích thþĆc sân phèm khuếch đäi đþĉc 

nêu chi tiết trong bâng 1. Phân Āng PCR cho các 

gen enterocin đþĉc thăc hiện vĆi chþĄng trình 

nhiệt bao gồm: biến tính ban đæu ć 94C trong 5 

phút; tiếp theo là 35 chu kĊ, mỗi chu kĊ gồm biến 

tính ć 94C trong 1 phút, gín mồi ć nhiệt độ 

thích hĉp (Bâng 1) trong 1 phút và kéo dài ć 72C 

trong 40 giây; cuối cùng là bþĆc kéo dài toàn bộ 

chuỗi ć 72C trong 10 phút. Nëm microlit (5l) 

sân phèm PCR cûa mỗi phân Āng đþĉc phân tích 

bìng điện di trên gel agarose (1,5%,w/v), nhuộm 

redsafe, sā dýng đệm 1X TAE vĆi điện áp không 

đổi 100V trong 60 phút và đþĉc quan sát dþĆi 

ánh sáng tā ngoäi (UV trans-illumination) 

(Gaaloul & cs., 2014). 

2.5. Định danh chủng vi khuẩn dựa trên 

đặc điểm sinh học và phân tích trình tự 

gen 16S rRNA 

Chûng vi khuèn đþĉc đðnh danh dăa trên 

să kết hĉp giĂa các đðc điểm sinh học và phân 

tích trình tă gen 16S rRNA. Các đðc điểm hình 

thái và sinh hóa, bao gồm nhuộm Gram, khâ 

nëng di động cùng vĆi các phân Āng sinh hóa 

nhþ methyl red (MR), Voges-Proskauer (VP) và 

phân Āng catalase đþĉc sā dýng để nhên däng 

sĄ bộ chûng vi khuèn. 

DNA tổng số đþĉc tách chiết tÿ dðch nuôi cçy 

qua đêm trong môi trþąng MRS lóng theo quy 

trình mô tâ bći Masoomi & cs. (2016) đã sāa đổi. 

Vùng gen 16S rRNA đþĉc khuếch đäi bìng phân 

Āng chuỗi polymerase (PCR) sā dýng cðp mồi 

27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) và 

1492R (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’). 

Phân Āng đþĉc thăc hiện theo chu trình  

nhiệt: 95C - 5 phút, 29 chu kĊ (95C - 30 giây,  

54C - 30 giây, 72C - 1 phút), 72C trong 10 

phút, giĂ méu ć 4C. Sân phèm PCR đþĉc quan 

sát bìng điện di trên gel agarose 1,5% nhuộm 

redsafe. Giâi trình tă DNA đþĉc thăc hiện bći 

công ty 1st BASE (Singapore) bìng phþĄng 

pháp Sanger câi tiến. So sánh trình tă thu đþĉc 

vĆi các trình tă có sïn trong cĄ sć dĂ liệu công 

cộng GenBank bìng công cý BLAST (Basic 

Local Alignment Search Tool) trên trang web 

cûa Trung tâm Thông tin Công nghệ Sinh học 

Quốc gia Hoa KĊ (NCBI). Phân tích cây phát 

sinh loài dăa trên trình tă gen 16S rRNA đþĉc 

thăc hiện bìng phæn mềm MEGA X theo 

phþĄng pháp maximum likelihood. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Đánh giá hoạt tính kháng vi khuẩn 

Aeromonas hydrophila của một số chủng 

vi khuẩn có tiềm năng sinh tổng hợp 

bacteriocin phân lập được từ ruột cá chép 

3.1.1. Phân lập và sàng lọc chủng vi khuẩn 

Enterococcus có khả năng kháng vi khuẩn 

Aeromonas hydrophila từ ruột cá 

Trên môi trþąng thäch MRS, thu đþĉc 36 

chûng vi khuèn có khâ nëng phån giâi CaCO3 tÿ 

10 méu cá thu thêp đþĉc tÿ các đða bàn trong khu 

văc Hà Nội, Hþng Yên, Thái Nguyên, Ninh Bình 

và Hâi Phòng. Các chûng vi khuèn phân lêp đều 

có khuèn läc màu tríng đýc, hình tròn, kích thþĆc 

nhó. Tế bào cò đðc điểm đðc trþng cûa chi vi 

khuèn Enterococcus là hình cæu, bít màu Gram 

dþĄng theo khòa phån loäi cûa Bergey (Vos & cs., 

2011). Các chûng vi khuèn Enterococcus phân lêp 

sau đò đþĉc kiểm tra khâ nëng Āc chế chûng vi 

sinh vêt kiểm đðnh Aeromonas hydrophila bìng 

phþĄng pháp khuếch tán trên đïa thäch. Trong 

đò, chûng E22 đþĉc phân lêp tÿ ruột cá chép cho 

thçy khâ nëng kháng mänh nhçt đối vĆi 
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Aeromonas hydrophila, đþąng kính vòng kháng 

khuèn là 12,69 ± 0,19mm (Hình 1). Bốn chûng vi 

khuèn còn läi có khâ nëng kháng khuèn vĆi hoät 

tính thçp hĄn so vĆi chûng E22, vĆi đþąng kính 

vòng kháng khuèn trong khoâng tÿ 2,16 ± 0,23 

đến 6,3 ± 0,41mm. 

Kết quâ nghiên cĀu này phù hĉp vĆi nhiều 

công bố trþĆc đåy về khâ nëng đối kháng cûa 

các loài Enterococcus đối vĆi vi khuèn gây bệnh 

thuộc chi Aeromonas. Nhiều nghiên cĀu đã 

chĀng minh rìng các chûng Enterococcus có khâ 

nëng sinh tổng hĉp các chçt kháng khuèn góp 

phæn Āc chế các vi khuèn Gram âm gây bệnh 

nhþ Puvanasundram & cs. (2022) cho thçy khâ 

nëng kháng khuèn cûa E. hirae LAB3 đối vĆi 

chûng vi khuèn gây bệnh Aeromonas 

hydrophila đät 10,3 ± 0,3mm. Một nghiên cĀu 

khác cûa Hakkinen & cs. (2025) trên các chûng 

Enterococcus phân lêp tÿ cá cüng ghi nhên khâ 

nëng Āc chế A. hydrophila, vĆi đþąng kính vòng 

kháng khuèn dao động tÿ 1,70 đến 5,08mm.  

Nhiều nghiên cĀu đã chĀng minh rìng 

Enterococcus có khâ nëng sinh tổng hĉp 

bacteriocin (enterocin) vĆi phổ kháng khuèn 

rộng, Āc chế hiệu quâ câ vi khuèn Gram dþĄng 

và Gram âm.Ben Braïek & cs. (2017) báo cáo 

rìng Enterococcus lactis phân lêp tÿ tôm 

Penaeus vannamei có khâ nëng Āc chế các vi 

khuèn gây bệnh nhþ Listeria monocytogenes và 

Staphylococcus aureus vĆi să hình thành vòng 

kháng khuèn rõ rệt. Ngoài ra, Cui & cs. (2020) 

cüng chĀng minh rìng E. faecalis CG-9 sinh ra 

các hĉp chçt kháng khuèn có khâ nëng Āc chế 

nhiều vi khuèn gây bệnh và gåy hþ hóng thăc 

phèm nhþ Escherichia coli, Listeria 

monocytogenes và Staphylococcus aureus. 

NhĂng kết quâ này cho thçy tiềm nëng cûa các 

chûng Enterococcus nhþ một nguồn bacteriocin 

tă nhiên trong kiểm soát vi khuèn gây bệnh 

theo hþĆng sinh học. 

3.1.2. Đặc tính của chất kháng khuẩn do 

chủng E22 sinh tổng hợp 

Ảnh hưởng của xử lý nhiệt đến hoạt tính 

kháng khuẩn 

Bacteriocin là peptide/protein có hoät tính 

phý thuộc vào cçu trúc bêc ba, đþĉc ổn đðnh bći 

liên kết disulfua và hydro. Nhiệt độ cao phá vĈ 

liên kết hydro, làm biến đổi cçu trúc không gian 

và gây mçt hoät tính (biến tính) (DþĄng Vën 

Hoàn & cs., 2023). Bân chçt cûa chçt kháng 

khuèn sinh tổng hĉp tÿ chûng Enterococcus đối 

kháng vĆi Aeromonas hydrophila đþĉc xác đðnh 

bìng phþĄng pháp xā lý nhiệt.  

Kết quâ cho thçy chçt kháng khuèn sinh bći 

chûng E22 có khâ nëng duy trì hoät tính sau xā 

lý nhiệt, nhþng giâm dæn khi nhiệt độ và thąi 

gian xā lċ tëng. Hoät tính còn läi đät 78,66%, 

63,39% và 53,86% læn lþĉt sau xā lý ć 60, 80 và 

100C trong 30 phút so vĆi đối chĀng. Đáng chú 

ý, chçt kháng khuèn vén duy trì 41,42% hoät 

tính sau xā lý ć 121C trong 15 phút, mçt hoàn 

toàn hoät tính sau xā lý ć 121C trong 30 phút. 

Kết quâ cho thçy chçt kháng khuèn E22 có khâ 

nëng chðu nhiệt tþĄng đối tốt, đðc biệt ć 100C 

trong 30 phút và 121C trong 15 phút. 

Bâng 1. Mồi được sử dụng trong nghiên cứu 

Gen 
Kích thước  

sản phẩm (bp) 
Đoạn mồi Trình tự (5’-3’) 

Nhiệt độ  

gắn mồi (C) 
Tài liệu tham khảo 

EntA 130 A F GGTACCACTCATAGTGGAAA 58 De Vuyst & cs. (2003) 

A R CCCTGGAATTGCTCCACCTAA 

EntB 180 B F CAAAATGTAAAAGAATTAAGTACG 56 De Vuyst & cs. (2003) 

B R AGAGTATACATTTGCTAACCC 

EntP 132 P F GCTACGCGTTCATATGGTAAT 60 De Vuyst & cs. (2003) 

P R TCCTGCAATATTCTCTTTAGC 

LB50A 135 LB50A-F ATGGGAGCAATCGCAAAATTA 50 Batdorj & cs. (2006) 

LB50A-R TTTGTTAATTGCCCATCCTTC 

LB50B 252 LB50B-F ATGGGAGCAATCGCAAAATTA 49 Cintas & cs. (1998) 

LB50B-R CCTACTCCTAAGCCTATGGTA 
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Hình 1. Khâ năng đối kháng với Aeromonas hydrophila 

của các chủng vi khuẩn Enterococcus phân lập từ ruột cá chép (Bar 5mm) 

 

Hình 2. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến hoạt tính kháng khuẩn  

của chất kháng khuẩn do chủng E22 sinh tổng hợp (Bar 5mm) 

Kết quâ này tþĄng đồng vĆi một số báo cáo 

về tính chðu nhiệt cûa chçt kháng khuèn tÿ các 

chûng Enterococcus nhþ nghiên cĀu cûa 

Garmasheva & Oleschenko (2023) ghi nhên 

chçt kháng khuèn tÿ E. faecalis 58, 

Enterococcus sp. 226 và Enterococcus sp. 423 

vén duy trì hoät tính sau xā lý ć 100C trong 20 

phút và 121C trong 15 phút. TþĄng tă, 

Hernandez-Mendoza & cs. (2024) ghi nhên các 

chçt kháng khuèn däng BLIS (bacteriocin-like 

inhibitory substances) tÿ E. lactis vén duy trì 

hoät tính sau xā lý ć 121C trong 15 phút. Các 

kết quâ trên cho thçy khâ nëng chðu nhiệt cûa 

chçt kháng khuèn sinh tổng hĉp bći chûng E22 

phù hĉp vĆi đðc tính đã đþĉc ghi nhên ć một số 

chçt kháng khuèn cûa chi Enterococcus. 

Ảnh hưởng của enzyme phân giải protein 

đến hoạt tính kháng khuẩn 

Chçt kháng khuèn sinh ra bći chûng vi 

khuèn E22 tiếp týc đþĉc khîng đðnh là 
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bacteriocin bìng cách xā lý vĆi các enzyme có 

khâ nëng thûy phån protein nhþ enzyme 

proteinase K và enzyme trypsin. Kết quâ thí 

nghiệm cho thçy các méu sau khi xā lý vĆi 

enzyme thûy phån protein đều bð mçt hoät tính 

kháng khuèn vĆi chûng vi sinh vêt kiểm đðnh 

Aeromonas hydrophila (Hình 3). Qua đò, chçt 

kháng khuèn sinh ra bći chûng E22 có bân chçt 

là protein, bð thûy phân khi xā lý vĆi enzyme 

proteinase K và trypsin. 

NhĂng đðc điểm quan sát đþĉc trong 

nghiên cĀu này tþĄng đồng vĆi các kết quâ đã 

đþĉc công bố về bacteriocin do các loài 

Enterococcus sinh ra. Cý thể, Ben Braïek & cs. 

(2017) khi nghiên cĀu chûng Enterococcus lactis 

phân lêp tÿ tôm Penaeus vannamei đã chĀng 

minh rìng enterocin P có bân chçt 

peptide/protein và bð bçt hoät hoàn toàn khi xā 

lý bìng các enzyme thûy phân protein, khîng 

đðnh đðc trþng điển hình cûa bacteriocin (Ben 

Braïek & cs., 2017). TþĄng tă, Cui & cs. (2020) 

khi nghiên cĀu chûng Enterococcus faecalis  

CG-9 phân lêp tÿ nþĆc bọt ngþąi đã báo cáo về 

một bacteriocin mĆi, hĉp chçt này bð mçt hoät 

tính khi xā lý vĆi các enzyme phân giâi protein. 

Nghiên cĀu cûa Phäm Hồng Hiển & cs. (2022) 

cüng đã xác đðnh đþĉc chûng vi khuèn 

Enterococcus faecium HN1 có khâ nëng sinh 

tổng hĉp bacteriocin, hoät tính kháng khuèn 

cûa bacteriocin sinh tổng hĉp bći chûng vi 

khuèn này bð mçt hoàn toàn khi xā lý bìng 

enzyme proteinase K. Nghiên cĀu trþĆc đò cûa 

DþĄng Vën Hoàn & cs. (2023) đã báo cáo rìng 

hoät chçt kháng khuèn sinh tổng hĉp bći chûng 

vi khuèn Enterococcus faecalis ET04 bð mçt 

hoàn toàn sau khi xā lý bìng enzyme trypsin và 

proteinase K, û ć 37C trong 2 tiếng. Các kết 

quâ này phù hĉp vĆi thí nghiệm trong nghiên 

cĀu hiện täi, khi hoät tính kháng khuèn cûa 

chûng Enterococcus bð ânh hþćng rõ rệt bći các 

enzyme thûy phân protein. Việc đối chiếu các 

kết quâ thu đþĉc vĆi các công bố trþĆc đò cho 

thçy tính nhçt quán về bân chçt protein cûa 

bacteriocin trong nhóm vi khuèn Enterococcus. 

Tÿ đò cò thể khîng đðnh rìng chçt kháng khuèn 

do chûng E22 trong nghiên cĀu này sinh ra là 

bacteriocin. Đáng chú ċ, bacteriocin cûa chûng 

này vén duy trì hoät tính sau khi xā lý ć nhiệt 

độ cao, do đò đþĉc tuyển chọn cho các nghiên 

cĀu tiếp theo. 

  

Hình 3. Ảnh hưởng của enzyme phân giâi protein  

đến hoạt tính kháng khuẩn sinh tổng hợp bởi chủng vi khuẩn E22 (Bar 5mm) 
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Hình 4. Đặc điểm hình thái khuẩn lạc (A) và đặc điểm hình thái tế bào  

ở độ phóng đại 1.000 lần (B) của chủng vi khuẩn Enterococcus sp. E22 

3.2. Nghiên cứu đặc điểm sinh học và phân 

loại của chủng E22 

3.2.1. Đặc điểm hình thái  

Đðc điểm hình thái khuèn läc và tế bào là 

chî tiêu quan trọng trong phân loäi vi sinh vêt, 

góp phæn xác đðnh và đðnh danh vi sinh vêt. Kết 

quâ quan sát hình thái khuèn läc cho thçy 

chûng E22 khi nuôi cçy trên môi trþąng thäch 

MRS täo khuèn läc có däng trñn, kích thþĆc nhó 

(1,98-2,35mm), màu tríng đýc, bề mðt nhïn và 

hĄi lồi. Quan sát dþĆi kính hiển vi quang học ć 

độ phòng đäi 1.000 læn, sā dýng phþĄng pháp 

nhuộm Gram, cho thçy tế bào cûa chûng E22 có 

däng cæu khuèn (0,66-0,80m), bít màu Gram 

dþĄng (Hình 4). Các đðc điểm này phù hĉp vĆi 

các mô tâ trþĆc đåy cûa các vi khuèn thuộc chi 

Enterococcus, vốn có khuèn läc nhó, màu tríng 

đến xám nhät và tế bào có däng cæu khuèn 

Gram dþĄng, thþąng síp xếp thành cðp hoðc 

chuỗi ngín (Moreno & cs., 2006). 

3.2.2. Xác định các đặc điểm sinh lý,  

sinh hóa 

Kết quâ khâo sát các đðc điểm sinh lý - 

sinh hóa cho thçy chûng E22 không có khâ nëng 

di động, không sinh catalase, âm tính vĆi 

oxidase, indole, nitrate và citrate, dþĄng tính 

vĆi phân Āng methyl red (MR) và âm tính vĆi 

phân Āng Voges-Proskauer (VP) (Bâng 2). 

Các đðc điểm này nhìn chung phù hĉp vĆi 

đðc điểm điển hình cûa các vi khuèn thuộc chi 

Enterococcus đã đþĉc công bố trþĆc đåy, bao 

gồm đðc tính không di động, không sinh 

catalase và oxidase, cüng nhþ phân Āng MR 

dþĄng tính. Tuy nhiên, phân Āng Voges-

Proskauer (VP) cûa chûng Enterococcus sp. E22 

cho kết quâ âm tính, trong khi một số nghiên 

cĀu đã ghi nhên phân Āng này có thể dþĄng 

tính hoðc biến thiên tùy theo tÿng chûng. Să 

biến thiên trong kết quâ phân Āng VP này đã 

đþĉc ghi nhên trong nhiều nghiên cĀu trþĆc 

đåy, trong đò phân Āng VP ć Enterococcus spp. 

không ổn đðnh giĂa các chûng (Klibi & cs., 

2013). Điều này có thể liên quan đến să khác 

biệt trong con đþąng chuyển hóa carbon giĂa 

các chûng, đðc biệt là khâ nëng täo acetoin - sân 

phèm trung gian đþĉc phát hiện trong phân Āng 

VP. Ngoài ra, các yếu tố nhþ điều kiện nuôi cçy, 

thành phæn môi trþąng và thąi gian û cüng cò 

thể ânh hþćng đến kết quâ phân Āng. 

3.2.3. Phân loại bằng phân tích trình tự  

16S rRNA 

Để đðnh danh chính xác chûng vi khuèn 

Enterococcus sp. E22, phþĄng pháp sinh học 

phân tā đþĉc sā dýng dăa trên mĀc độ tþĄng 

đồng cûa đoän gen mã hóa 16S rRNA cûa 

chûng vi khuèn này vĆi các chûng vi khuèn đã 

đþĉc công bố trên Genbank. Kết quâ so sánh 

trình tă và cây phát sinh loài cho thçy chûng vi 

A B 
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khuèn E22 có mĀc độ tþĄng đồng vĆi chûng vi 

khuèn E. lactis MHH là 99,76%, nìm cùng 

nhánh vĆi chûng vi khuèn E. lactis MHH vĆi 

giá trð bootstrap 99% (Hình 5). Kết quâ này 

khîng đðnh chûng E22 có quan hệ di truyền rçt 

gæn güi và thuộc cùng loài vĆi E. lactis. Kết 

hĉp các đðc điểm sinh học và sinh học phân tā 

đã phån tích, chûng vi khuèn này đþĉc đðnh 

danh là Enterococcus lactis E22. Trình tă gen 

16S rRNA cûa chûng E. lactis E22 đã đþĉc 

đëng kċ trên cĄ sć dĂ liệu GenBank vĆi mã 

truy cêp PZ812239. 

Bâng 2. Đặc điểm sinh hóa của chủng vi khuẩn Enterococcus sp. E22  

Đặc điểm sinh hóa Enterococcus sp. E22 
Các chủng Enterococcus  

đã được công bố trước đó 
Tài liệu tham khảo 

Hình thái khuẩn lạc Khuẩn lạc tròn, nhỏ, trắng 
đục, bề mặt lồi 

Khuẩn lạc tròn, nhỏ, trắng/xám, bề mặt nhẵn, 
hơi lồi 

Moreno & cs. (2006) 

Đặc điểm tế bào Cầu khuẩn, Gram + Cầu khuẩn Gram dương, xếp đôi/chuỗi Franz & cs. (2011) 

Di động - - Franz & cs. (2011) 

Sinh bào tử - - Moreno & cs. (2006) 

Catalase - - Franz & cs. (2011) 

Oxidase - - Franz & cs. (2011) 

Indole - - Klibi & cs. (2013) 

Khả năng khử nitrate - ± Klibi & cs. (2013) 

Khả năng khử Citrate - - Klibi & cs. (2013) 

MR (Methyl Red) + + Klibi & cs. (2013) 

VP (Voges-Proskauer) - ± Klibi & cs. (2013) 

Ghi chú: (+) phản ứng dương tính; (-) phản ứng âm tính; (±) kết quả biến thiên tùy theo chủng vi khuẩn. 

 

Hình 5. Cây phân loại được xây dựng dựa trên trình tự vùng gen 16S rRNA 

của chủng vi khuẩn E. lactis E22 
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3.3. Phát hiện gen sinh tổng hợp Enterocin 

Phân Āng PCR vĆi cðp mồi enterocin A tÿ 

DNA cûa chûng E. lactis E22 cho một bëng väch 

cò kích thþĆc ~130bp, trong khi các gen 

bacteriocin khác (enterocin P, B, LB50A, LB50B) 

không đþĉc khuếch đäi (Hình 6). Kết quâ này 

tþĄng tă nhþ nghiên cĀu đã công bố trþĆc đò cûa 

De Vuyst & cs. (2003), rìng gen entA là một 

trong nhĂng gen bacteriocin phổ biến nhçt ć các 

chûng Enterococcus, đðc biệt ć nhĂng chûng 

phân lêp tÿ thăc phèm lên men và đþąng ruột 

động vêt. TþĄng tă, Franz & cs. (2007) cüng ghi 

nhên rìng să hiện diện cûa enterocin A thþąng 

cao hĄn đáng kể so vĆi enterocin P hay enterocin 

B trong nhiều nguồn méu khác nhau, phân ánh 

să phân bố không đồng nhçt cûa các gen 

bacteriocin trong chi Enterococcus (Franz & cs., 

2007). Nghiên cĀu cûa Fujii & cs. (2025) phân 

tích gen bacteriocin trên 38 chûng E. faecium 

lâm sàng cho thçy tČ lệ xuçt hiện cûa gen 

enterocin A rçt cao (97,4%), trong khi enterocin 

B chî hiếm gðp (2,6%), và các gen bacteriocin 

khác (enterocin NKR-5-3B, T8, BacAS9) cüng cò 

tæn suçt biến thiên đáng kể giĂa mỗi chûng, điều 

này cho thçy să đa däng và không đồng nhçt cûa 

các gen này trong cùng loài (E. faecium) (Fujii & 

cs., 2025). Một nghiên cĀu khác cüng cho thçy số 

lþĉng và loäi gen bacteriocin khác nhau thay đổi 

giĂa các chûng Enterococcus, chðu tác động bći 

điều kiện sinh thái và đðc điểm di truyền riêng 

cûa tÿng chûng (Suárez & cs., 2015). Bên cänh 

đò, các nghiên cĀu cho thçy các gen enterocin 

nhþ enterocin A, B, P, SEK4 và L50 có phổ 

kháng khuèn khác nhau và thþąng đþĉc khâo 

sát kết hĉp trong các mô hình thā nghiệm để 

đánh giá hiệu lăc đối vĆi các vi khuèn gây bệnh, 

điển hình là Clostridium perfringens (García-

Vela & cs., 2024). 

Kết quâ PCR vĆi cðp mồi entA cho thçy một 

bëng khuếch đäi đðc hiệu ć E. lactis E22, xác 

nhên să hiện diện cûa gen enterocin A. Kết quâ 

này phù hĉp vĆi các công bố trþĆc đåy, trong đò 

entA đþĉc ghi nhên là một trong nhĂng gen mã 

hóa bacteriocin phổ biến ć các chûng 

Enterococcus. Theo Landete & cs. (2024), 

enterocin đòng vai trñ quan trọng trong hoät tính 

kháng khuèn, qua đò gòp phæn vào khâ nëng 

tþĄng tác và cänh tranh cûa Enterococcus vĆi các 

vi sinh vêt khác. Să hiện diện cûa gen enterocin 

A ć chûng E. lactis E22 có thể liên quan đến hoät 

tính đối kháng cûa chûng này đối vĆi Aeromonas 

hydrophila đþĉc ghi nhên trong nghiên cĀu. 

 

Ghi chú: M: Marker; B: Blank; lane 1: LB50A, lane 2: LB50B, lane 3: Ent P, lane 4: Ent A, lane 5: Ent B  

Hình 6. Sân phẩm PCR khuếch đại gen sinh tổng hợp Enterocin từ DNA  

của chủng vi khuẩn E. lactis E22 

500bp 

1500bp 

100bp 
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4. KẾT LUẬN 

Nghiên cĀu đã phån lêp và đðnh danh 

thành công chûng Enterococcus lactis E22 tÿ 

méu cá chép. Chûng vi khuèn này có khâ nëng 

sinh tổng hĉp bacteriocin vĆi hoät tính Āc chế 

mänh đối vĆi Aeromonas hydrophila. Chçt 

kháng khuèn do E. lactis E22 sinh tổng hĉp duy 

trì hoät tính sau khi xā lý nhiệt trong các điều 

kiện khâo sát và bð bçt hoät bći enzyme phân 

giâi protein, cho thçy chçt kháng khuèn có bân 

chçt protein/peptide, phù hĉp vĆi đðc tính cûa 

enterocin. Chûng E. lactis E22 mang gen 

enterocin A và thể hiện các đðc điểm sinh học 

điển hình cûa chi Enterococcus. Kết quâ này cho 

thçy E. lactis E22 là nguồn sinh tổng hĉp 

bacteriocin tiềm nëng, mć ra triển vọng Āng 

dýng nhìm kiểm soát mæm bệnh trong nuôi 

trồng thûy sân theo hþĆng sinh học bền vĂng. 
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