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TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện với mục tiêu xác định được chủng Enterococcus có khả năng sinh bacterioicn, định 

hướng ứng dụng bổ sung vào thức ăn nuôi trồng thuỷ sản và thay thế việc sử dụng thuốc kháng sinh hiện nay. 

Trong nghiên cứu này, chủng ET04 được phân lập và đánh giá khả năng đối kháng với vi sinh vật kiểm định 

Staphylococcus aureus, Aeromonas jandaei. Kết quả nghiên cứu cho thấy, chủng ET04 được xác định là có khả 

năng sinh bacteriocin ức chế sự phát triển của các vi sinh vật kiểm định. Hợp chất bacteriocin sinh ra bởi chủng 

ET04 hoạt động ổn định ở pH 2,0 đến 8,0. Trên môi trường MRS có bổ sung 3% glucose và cao nấm men, chủng 

ET04 cho thấy khả năng sinh bacteriocin cao với đường kính vòng kháng khuẩn 14,16 ± 0,81 đến 21,67 ± 0,47mm. 

Kết hợp các đặc điểm hình thái, sinh lý, sinh hoá và phân tích trình tự gen mã hoá 16S rRNA, chủng ET04 được xác 

định là Enterococcus faecalis. 

Từ khoá: Bacteriocin, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Aeromonas jandaei. 

Isolation, Selection, and Characterisation  
of Enterococcus faecalis ET04 Capable of Producing Bacteriocin 

ABSTRACT 

The study was carried out to identify Enterococcus strains capable of producing bacteriocins, orienting the 

applications as a supplement to aquaculture feeds and replacing the current use of antibiotics. In this study, bacterial 

strain ET04 was isolated and evaluated for its ability to antagonize against Staphylococcus aureus and Aeromonas 

jandaei. The research results showed that the bacterial strain ET04 was determined to have the ability to produce 

bacteriocin that inhibited the growth of the tested microorganisms. The bacteriocin compound produced by strain 

ET04 was stable at pH 2.0 to 8.0 and most of the antibacterial activity was lost at pH 10; at pH 12.0 the antibacterial 

activity was completely lost. On MRS medium supplemented with 3% glucose and yeast extract, bacterial strain ET04 

showed the best bacteriocin production ability. Combining morphological, physiological, biochemical, and sequence 

analysis of 16S rRNA genes, strain ET04 was identified as Enterococcus faecalis ET04. 

Keywords: Bacteriocin, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Aeromonas jandaei. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Nuôi trồng thuỷ sân là ngành thực phèm có 

tốc độ phát triển nhanh nhçt và chiếm 50% sân 

lượng thực phèm trên toàn cæu, đòng gòp cho an 

ninh thực phèm và phát triển kinh tế xã hội ở 

nhiều quốc gia (Subasinghe, 2017). Täi Việt 

Nam, theo số liệu của Tổng cục Thống kê, tổng 

sân lượng khai thác của câ nước nëm 2020 là 

3.863,7 nghìn tçn, đät 102,3% so với nëm 2019. 

Hiện nay việc sử dụng các chçt kháng sinh 

trong lïnh vực nuôi trồng thuỷ sân được coi là 

một phương pháp hiệu quâ giúp giâm ânh 

hưởng của các mæm bệnh gây ra bởi vi khuèn. 

Tuy nhiên, việc sử dụng các chçt kháng sinh 

trong kiểm soát các mæm bệnh đang được giâm 

thiểu täi nhiều quốc gia trên thế giới do gặp 

phâi vçn đề kháng kháng sinh và tồn dư kháng 
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sinh trên một số loäi thuỷ sân (Assefa & 

Abunna, 2018).  

Probiotic được biết đến với tiềm nëng thay 

thế chçt kháng sinh như một tác nhân kiểm 

soát mæm bệnh sinh học. Mặt khác, probiotic là 

một chiến lược để câi thiện phân ứng miễn dðch 

và hiệu suçt tëng trưởng của thuỷ sân (Ramos 

& cs., 2017). Các chủng vi khuèn Enterococcus 

được biết đến như một loäi probiotic mới, chúng 

bao gồm các chủng Enterococcus faecalis, 

Enterococcus faecium, Enterococcus durans,… 

đã được chứng minh là có hiệu quâ chống läi các 

vi sinh vêt gây bệnh trên thuỷ sân bìng cách 

sân xuçt các hợp chçt kháng khuèn như 

bacteriocin (Baccouri & cs., 2019). Bacteriocin 

có bân chçt là các phân tử protein được tổng hợp 

ở ribosome của vi khuèn, có khâ nëng kháng läi 

các tác nhân gây bệnh là vi khuèn do sự täo 

thành các kênh làm thay đổi tính thçm của 

màng tế bào. Một số loäi bacteriocin còn có khâ 

nëng phån giâi DNA, RNA và tçn công vào lớp 

peptidoglycan để làm suy yếu thành tế bào.  

Hachin & cs. (2018), đã báo cáo rìng các 

chủng vi khuèn thuộc chi Enterococcus có tiềm 

nëng sử dụng như một chçt bâo quân sinh học 

nguồn gốc từ tự nhiên, có khâ nëng bổ sung vào 

các chế phèm sinh học hay các chế phèm 

probiotic giúp thay thế thuốc kháng sinh do có 

khâ nëng sân xuçt bacteriocin giúp ngën chặn 

sự phát triển của các chủng vi sinh vêt gây 

bệnh. Đặc tính, phổ kháng khuèn và khối lượng 

phân tử của bacteriocin sinh ra từ vi khuèn này 

cho thçy rìng nó là một loäi bacteriocin mới có 

giá trð nghiên cứu, tiềm nëng trong các lïnh vực 

như chën nuôi, nuôi trồng thuỷ sân. Lui & cs. 

(2019) báo cáo rìng chủng vi khuèn E. faecalis 

Gr17 được phân lêp từ cá muối truyền thống 

của Trung Quốc có khâ nëng sinh bacteriocin 

thuộc loäi enterocin Gr17, bacteriocin do chủng 

này sinh ra hoät động ổn đðnh ở nhiệt độ cao 

(60°C, 30 phút và 121°C, 15 phút) và hoät động 

trong phổ pH rộng (2-10), enterocin Gr17 có giá 

trð tiềm nëng như một chçt bâo quân sinh học 

thực phèm.  

Tuy nhiên, kiến thức về tiềm nëng probiotic 

của các chủng vi khuèn Enterococcus täi Việt 

Nam hiện nay vén còn hän chế. Vì vêy, nghiên 

cứu này được thực hiện với mong muốn phát 

hiện và xác đðnh các chủng vi khuèn 

Enterococcus có khâ nëng sinh bacteriocin kiểm 

soát mæm bệnh trong nuôi trồng thuỷ sân. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Thu thập mẫu 

Méu cá phục vụ cho nghiên cứu được thu 

thêp từ các ao nuôi cá nước ngọt täi một số khu 

vực trên đða bàn Hưng Yên, Thái Bình và Nam 

Đðnh theo phương pháp mô tâ bởi Sahoo & cs. 

(2015). Méu vêt sau khi thu thêp được bâo quân 

trong điều kiện länh và vên chuyển ngay về 

phòng thí nghiệm. Sau khi vên chuyển về phòng 

thí nghiệm, các méu cá được rửa säch bề mặt 

ngoài bìng nước và dung dðch Natri clorid 0,9%, 

sau đò các méu này được tiến hành giâi phéu để 

lçy phæn ruột bên trong cơ thể. 

Các chủng vi sinh vêt kiểm đðnh gồm 

Staphylococcus aureus SA12 và Aeromonas 

jandaei AJ07 được phân lêp từ méu cá chép bð 

bệnh thu thêp täi Hưng Yên, được bâo quân, lưu 

trữ täi phòng thí nghiệm Bộ môn Công nghệ vi 

sinh, Khoa Công nghệ sinh học, Học viện Nông 

nghiệp Việt Nam. 

2.2. Phân lập vi khuẩn Enterococcus 

Các chủng vi khuèn Enterococcus được phân 

lêp theo phương pháp mô tâ bởi Sahoo & cs. 

(2015). Một gram méu ruột cá từ các méu đã qua 

xử lý được cít nhó và nghiền mðn để giâi phóng 

toàn bộ vi sinh vêt bên trong ruột cùng với 99ml 

dung dðch nước muối sinh lý vô trùng. Các méu 

sau khi đã đồng nhçt được cçy trâi trên đïa môi 

trường MRS agar (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) nuôi ở 

30C trong 48 giờ täi điều kiện kð khí. Từ các 

méu phân lêp chọn ra các chủng vi khuèn có 

hình däng đặc trưng cho vi khuèn Enterococcus 

như: khuèn läc kích thước nhó, màu tríng đục 

hoặc không màu, có khâ nëng phån giâi CaCO3. 

Các chủng vi khuèn này sau đò được cçy chuyển 

nhiều læn trên môi trường MRS agar cho đến khi 

thu được khuèn läc đồng nhçt. Sau đò được tiến 
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hành nhuộm gram để xác đðnh đặc điểm hình 

thái tế bào và chọn lọc các chủng Enterococcus.  

2.3. Sàng lọc khả năng sinh bacteriocin của 

các chủng phân lập  

2.3.1. Khảo sát khả năng kháng vi sinh vật 

kiểm định của các chủng phân lập 

Khâ nëng kháng các chủng vi sinh vêt kiểm 

đðnh Staphylococcus aureus, Aeromonas jandaei 

được sàng lọc bìng phương pháp khuếch tán đïa 

thäch theo mô tâ bởi Hernandez & cs. (2005). 

Các chủng Enterococcus được nuôi cçy trong 

môi trường MRS dðch thể ở 30C trong 48 giờ. 

Dðch nuôi cçy vi khuèn sau đò được ly tâm với 

tốc độ 10.000 vòng/phút trong 10 phút ở 4C để 

thu phæn dðch nổi phía trên (phæn dðch nổi phía 

trên được điều chînh pH về 6,5 bìng dung dðch 

NaOH để loäi bó tác dụng của axit lactic). Một 

trëm micro-lit dðch sau khi xử lý được chuyển 

vào các giếng thäch trên đïa Petri đã cçy trâi 

chủng vi khuèn kiểm đðnh (chủng vi khuèn 

kiểm đðnh trước đò được nuôi cçy trong môi 

trường LB dðch thể ở 30C trong 24 giờ). Đïa 

thäch được đặt ở 4C trong 2 giờ để dung dðch 

thí nghiệm khuếch tán hết toàn bộ, sau đò ủ ở 

30C và quan sát kết quâ sau 12 giờ nuôi cçy. 

Hoät tính kháng khuèn của các chủng 

Enterococcus được thể hiện qua vòng kháng 

khuèn xuçt hiện quanh giếng thäch và được xác 

đðnh bìng hiệu số giữa đường kính vòng kháng 

khuèn và đường kính giếng thäch. D = D – d 

(D: đường kính vòng kháng khuèn (mm), 

d: đường kính giếng thäch (mm)).  

2.3.2. Nhận biết khả năng sinh bacteriocin 

của các chủng phân lập 

Phương pháp xử lý bởi nhiệt độ: Thí nghiệm 

xác đðnh khâ nëng sinh bacteriocin bìng 

phương pháp xử lý bởi nhiệt độ được tiến hành 

theo mô tâ bởi Rajaram & cs. (2010). Các chủng 

Enterococcus có khâ nëng ức chế sinh trưởng 

đối với chủng vi sinh vêt kiểm đðnh được nuôi 

cçy và xử lý dðch sau nuôi cçy theo phương pháp 

mô tâ trong mục 2.3. Dung dðch sau khi loäi bó 

tác dụng của acid lactic được xử lý ở các nhiệt độ 

40C, 60C, 80C, 100C và 121C trong 30 

phút. Dðch sau khi xử lý ở các điều kiện nhiệt độ 

khác nhau được kiểm tra hoät tính kháng 

khuèn bìng phương pháp khuếch tán đïa thäch 

như đã mô tâ ở trên.  

Phương pháp xử lý với enzyme phân giải 

protein: Các chủng Enterococcus có khâ nëng 

kháng vi sinh vêt kiểm đðnh do có khâ nëng sinh 

bacteriocin được kiểm tra bìng cách xử lý với 

enzyme phân giâi proteinase K (Bio Basic), 

trypsin để khîng đðnh bân chçt protein của chçt 

kháng khuèn bacteriocin. Thí nghiệm được thực 

hiện theo Marwa & cs. (2015), hai trëm micro-lit 

dðch nuôi cçy đã qua xử lý (nuôi cçy và xử lý sau 

nuôi cçy theo phương pháp mô tâ trong mục 2.3) 

được ủ với 10µl enzyme phân giâi protein (10 

mg/ml) ở 37C trong 2 giờ, sau đò đun nóng ở 

100C trong 2 phút để loäi bó các tác dụng còn 

läi của enzyme. Dðch đã xử lý với enzyme được 

kiểm tra hoät tính kháng khuèn bìng phương 

pháp khuếch tán đïa thäch. Các giếng thäch 

không thể hiện hoặc suy giâm khâ nëng kháng 

khuèn cho thçy chçt kháng khuèn có bân chçt 

là protein nên bð phân giâi bởi enzyme phân giâi 

có thể là bacteriocin và ngược läi cho thçy chçt 

kháng khuèn không có bân chçt là protein. 

2.4. Định danh chủng vi khuẩn có khả 

năng sinh bacteriocin  

DNA của các chủng Enterococcus được tách 

chiết theo phương pháp mô tâ bởi Han & cs. 

(2018). Vùng gen mã hoá 16S rRNA của chủng 

tuyển chọn được nhân lên bìng kỹ thuêt PCR 

với cặp mồi 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGC 

TCAG-3’) và 1492R (5’-TACGGYTACCTTGTT 

ACGACTT-3’). Phân ứng được thực hiện theo 

chu trình nhiệt: 95C - 5 phút, 29 chu kỳ (95C - 

30 giây, 56C - 30 giây, 72C - 1 phút), 72C 

trong 10 phút, giữ méu ở 4C. Sân phèm PCR 

được giâi trình tự bìng phương pháp Sanger câi 

tiến täi công ty 1st BASE (Singapore). So sánh 

mức độ tương đồng về trình tự gen mã hoá 16S 

rRNA trên cơ sở dữ liệu GenBank bìng công cụ 

BLAST. Các trình tự tương đồng được cën bìng 

phæn mềm BioEdit (version 7.2.5) sau đò xåy 

dựng cây phát sinh loài của chủng tuyển chọn 

bìng phæn mềm MEGA X (version 10.1.8), độ 

tin cêy được tính bìng thuêt toán Bootstrap với 

1.000 læn lặp läi. Dựa vào cây phát sinh loài, 

mức độ tương đồng trên cơ sở dữ liệu của 

GenBank và giá trð Bootstrap để xác đðnh mối 

quan hệ di truyền của chủng tuyển chọn. 
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2.5. Ảnh hưởng của một số yếu tố đến hoạt 

tính kháng khuẩn của bacteriocin 

2.5.1. Ảnh hưởng của pH đến hoạt tính 

bacteriocin 

Tác động của pH đối với hoät tính kháng 

khuèn được khâo sát bìng phương pháp khuếch 

tán đïa thäch ở dâi pH từ 2,0 đến 12,0 thực hiện 

theo phương pháp mô tâ bởi Ogunbanwo & cs. 

(2003). Bacteriocin sinh ra bởi chủng tuyển chọn 

được điều chînh pH về 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 

12,0 bìng dung dðch HCl và NaOH. Các méu đã 

xử lý được ủ ở 28C trong 16 giờ. Hoät tính 

kháng khuèn được khâo sát bìng phương pháp 

khuếch tán đïa thäch.  

2.5.2. Khảo sát ảnh hưởng của thành phần 

môi trường đến khả năng sinh bacteriocin 

của chủng tuyển chọn 

Ảnh hưởng của thành phæn môi trường được 

thực hiện theo phương pháp mô tâ bởi Nguyễn 

Vën Thành & Nguyễn Ngọc Trai (2012). Chủng 

tuyển chọn được nuôi cçy trên môi trường MRS 

dðch thể có bổ sung glucose, cao nçm men và 

NaCl với hàm lượng 1, 2, 3% w/v để kiểm tra ânh 

hưởng của các thành phæn môi trường đến khâ 

nëng sân sinh bacteriocin. Hoät tính bacteriocin 

ở môi trường bổ sung các nguồn carbon và nitơ 

với hàm lượng khác nhau được khâo sát bìng 

phương pháp khuếch tán đïa thäch. 

2.6. Xử lý số liệu 

Số liệu được thu thêp và xử lý sơ bộ bìng 

phæn mềm thống kê Statgraphics Centrution 

(version 19.1.2). Phæn mềm GraphPad Prism 

9.0.2 được sử dụng để xây dựng biểu đồ và xử lý 

thống kê. Sự sai khác giữa các giá trð trung bình 

được phân tích bìng phån tích phương sai 

ANOVA với độ tin cêy P <0,05 (nested one-way 

ANOVA). Hêu kiểm các giá trð trung bình theo 

cặp được so sánh bìng phương pháp Tukey’s test. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Phân lập vi khuẩn Enterococcus 

Trên môi trường MRS agar, thu được 12 

chủng vi khuèn có khâ nëng phån giâi CaCO3 từ 

8 méu cá thu thêp được täi các đða bàn trong 

khu vực Hưng Yên, Thái Bình và Nam Đðnh. 

Các chủng phân lêp được đều có màu tríng đục, 

khuèn läc hình trñn cò kích thước nhó. Trong 

đò, 4/12 chủng (chiếm tỷ lệ 33,33%) cò đặc điểm 

đặc trưng của chủng Enterococcus là cæu khuèn, 

Gram dương, cò khâ nëng di động và âm tính 

với catalase theo khoá phân loäi của Bergey 

(Vos & cs., 2011) (Bâng 1). Các chủng 

Enterococcus được tuyển chọn để sử dụng cho 

các nghiên cứu tiếp theo. 

Bảng 1. Đặc tính sinh học của các chủng Enterococcus 

Chủng 
vi khuẩn 

Đặc điểm hình thái Đặc điểm tế bào 
Thử nghiệm 

catalase 
Khả năng 
di động 

ET01 Tròn, bìa nguyên, nổi mô, trắng sữa Cầu khuẩn, Gram (+) - + 

ET02 Tròn nhỏ, bìa nguyên, nổi mô, trắng sữa Cầu khuẩn, Gram (+) - + 

ET03 Tròn, bìa nguyên, nổi mô, trắng sữa Cầu khuẩn, Gram (+) - + 

ET04 Tròn, bìa nguyên, dẹt, trắng sữa Cầu khuẩn, Gram (+) - + 

Ghi chú: (-): Âm tính; (+) Dương tính.  

Bảng 2. Đường kính vòng kháng khuẩn của các chủng phân lập 

Chủng vi khuẩn 
Hoạt tính kháng khuẩn (D – d) mm 

Staphylococcus aureus Aeromonas jandaei 

ET01 15,73  0,64 11,56  0,51 

ET02 10,20  0,20 10,73  0,64 

ET03 15,93  0,30 13,20  0,20 

ET04 21,67 ± 0,47 14,16 ± 0,81 
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(A) (B) 

Hình 1. Khả năng đối kháng của các chủng Enterococcus  

với chủng vi sinh vật kiểm định Staphylococcus aureus (A) và Aeromonas jandaei (B) 

3.2. Khảo sát khả năng kháng vi sinh vật 

kiểm định của các chủng Enterococcus 

Các chủng Enterococcus được kiểm tra khâ 

nëng ức chế chủng vi sinh vêt kiểm đðnh 

Staphylococcus aureus và Aeromonas jandaei 

bìng phương pháp khuếch tán trên đïa thäch. 

Tçt câ 4 chủng phân lêp đều cho thçy khâ nëng 

ức chế sinh trưởng đối với vi sinh vêt kiểm đðnh 

(Hình 1). Trong đò, chủng ET04 cho thçy khâ 

nëng kháng mänh nhçt với Staphylococcus 

aureus và Aeromonas jandaei, đường kính vòng 

kháng khuèn cò kích thước læn lượt là là  

21,67 ± 0,47mm và 14,16 ± 0,81mm. Các chủng còn 

läi có khâ nëng kháng khuèn với hoät tính thçp 

hơn so với chủng ET04 với đường kính vòng kháng 

khuèn trong khoâng 7,16 ± 0,23 - 15 ± 0,41mm. 

Kết quâ này tương đồng với nghiên cứu đã 

được công bố của các tác giâ như: Indira & cs. 

(2018) về chủng E. casseliflavus MI001 cho thçy 

khâ nëng đối kháng với Staphylococus aureus 

với đường kính vòng kháng khuèn 15 ± 1mm. 

Abanoz & cs. (2018) đã công bố rìng chủng  

E. faecalis KT11 được phân lêp từ phô mai 

Kargý Tulum có khâ nëng đối kháng với chủng 

vi khuèn Staphylococcus aureus với đường kính 

vòng kháng khuèn là 16,0 ± 1,8. Nghiên cứu của 

Cui & cs. (2020) về chủng E. faecalis CG-9 đã 

chî ra rìng chủng vi khuèn này đã täo ra một 

thành phæn ức chế sự phát triển của vi khuèn 

Gram dương và Gram åm, chống läi nhiều đối 

tượng gåy hư hóng thực phèm và vi khuèn gây 

bệnh như Escherichia coli, Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus. Đặc 

tính, phổ kháng khuèn và khối lượng phân tử 

của bacteriocin sinh ra từ vi khuèn này cho thçy 

rìng nó là một loäi bacteriocin mới có giá trð 

nghiên cứu và ứng dụng tiềm nëng trong ngành 

công nghiệp thực phèm. 

3.3. Sàng lọc khả năng sinh bacteriocin của 

các chủng vi khuẩn Enterococcus 

3.3.1. Xử lý nhiệt 

Bacteriocin có bân chçt là các phân tử 

peptide-protein, hoät tính và chức nëng của 

chúng được quyết đðnh bởi các cçu trúc bêc ba. 

Chúng được täo thành bởi các liên kết disulfua 

và các liên kết hidro. Ở nhiệt độ cao, các liên kết 

hidro bð phá vỡ, làm thay đổi cçu trúc không 

gian ba chiều của protein, làm cho protein thay 

đổi hoặc mçt chức nëng (biến tính). Các chủng 

Enterococcus có khâ nëng đối kháng với hai 

chủng vi sinh vêt kiểm đðnh Staphylococcus 

aureus và Aeromonas jandaei được kiểm tra bân 

chçt của chçt kháng khuèn bìng phương pháp 

xử lý với nhiệt độ.  

Kết quâ thí nghiệm cho thçy, chçt kháng 

khuèn sinh ra bởi 04 chủng tuyển chọn đều bền 

với nhiệt độ cao trong khoâng từ 60C đến 

100C. Trong đò, chçt kháng khuèn sinh ra bởi 

các chủng này bð giâm hoät tính đáng kể khi xử 

lý ở 100C trong 30 phút, hoät tính bð giâm 60% 

khi xử lý ở 121C trong 15 phút và mçt hoät 

tính khi xử lý ở 121C trong 30 phút (Hình 2). 
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Hình 2. Ảnh hưởng của nhiệt độ đến khả năng bền nhiệt  

của chất kháng khuẩn sinh ra bởi 04 chủng vi khuẩn Enterococcus 

Nhiều nghiên cứu trước đåy đã báo cáo rìng 

hæu hết bacteriocin sinh ra bởi các chủng 

Enterococcus có khâ nëng điều chînh để thích 

nghi với nhiệt độ cao. Toit & cs. (2000) chî ra 

rìng chçt kháng khuèn enterocin sinh ra bởi  

E. faecium và E. faecalis thể hiện hoät tính thçp 

hơn khi bð xử lý ở 121C trong 15 phút. 

Losteinkit & cs. (2001) đã chî ra rìng chçt 

kháng khuèn sinh ra bởi chủng E. faecium N15 

có bân chçt là bacteriocin và vén còn hoät tính 

khi xử lý ở 100C trong 2 giờ, hoät tính bð mçt 

hoàn toàn khi xử lý ở 121C trong 15 phút. 

Hwanhlem & cs. (2017) cũng đã báo cáo rìng 

chủng E. faecium được phân lêp từ ruột gà thể 

hiện hoät tính bacteriocin trong 30 phút ở nhiệt 

độ 100C và sau đò bð mçt hoät tính khi xử lý ở 

121C trong 15 phút. Xi & cs. (2018), nghiên cứu 

về hoät tính bacteriocin sinh ra bởi chủng  

E. faecalis TG2 có hoät tính ổn đðnh khi xử lý ở 

121C trong 20 phút, sau 40 phút hoät tính 

giâm xuống còn 50%, hoät tính bacteriocin của 

chủng này có khâ nëng điều nhiệt khi xử lý ở 

121C trong 60 phút. Dựa vào kết quâ thu được 

trong nghiên cứu này kết hợp với các kết quâ đã 

được công bố trước đò, cò thể thçy chçt kháng 

khuèn sinh ra bởi 04 chủng vi khuèn có bân 

chçt là protein và có thể là bacteriocin được sử 

dụng trong nghiên cứu tiếp theo. 

3.3.2. Xử lý bởi enzyme phân giải protein 

Chçt kháng khuèn sinh ra bởi 04 chủng 

Enterococcus tiếp tục được xác đðnh bân chçt là 

bacteriocin bìng cách xử lý với các enzyme có 

khâ nëng thuỷ phån protein như enzyme 

proteinase K và enzyme trypsin. Kết quâ thí 

nghiệm cho thçy các méu sau khi xử lý với 

enzyme thuỷ phån protein đều bð mçt hoät tính 

kháng khuèn với các chủng vi sinh vêt kiểm 

đðnh Staphylococcus aureus và Aeromonas 

jandaei. Qua đò, chçt kháng khuèn sinh ra bởi 

chủng ET04 có bân chçt là protein, bð thuỷ phân 

khi xử lý với enzyme Proteinase K và trypsin 

(Bâng 3). 

Những đặc điểm này tương tự với các công bố 

trước đåy về tác động của enzyme thuỷ phân 

protein đến hoät tính bacteriocin của các tác giâ 

như: nghiên cứu của Toit & cs. (2000) về 

bacteriocin sinh ra bởi các chủng Enterococcus 

phân lêp từ phân lợn, kết quâ cho thçy 

bacteriocin sinh ra bởi các chủng này bð mçt hoät 

tính khi xử lý với enzyme proteinase K,  

-chymotrypsin, trypsin, pronase, papain và 

pepsin. Nghiên cứu của Ahmadova & cs. (2013) 

về vi khuèn E. faecium AQ71 cũng chî ra rìng 

chçt kháng khuèn sinh ra bởi chủng này bð mçt 

hoàn toàn hoät tính khi xử lý với các enzyme 

thuỷ phån protein như protease X, pronase E, 
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protease VII và chymotrypsin II. Từ các kết quâ 

của thí nghiệm kết hợp với các kết quâ được 

nghiên cứu trước đò cho thçy chçt kháng khuèn 

sinh ra bởi các chủng Enterococcus trong nghiên 

cứu này có bân chçt là peptide/protein và là 

bacteriocin. Chủng ET04 có khâ nëng sinh 

bacteriocin và thể hiện hoät tính đối kháng vượt 

trội hơn so với các chủng còn läi, bacteriocin sinh 

ra bởi chủng này thể hiện hoät tính kháng khuèn 

ngay câ khi bð xử lý ở nhiệt độ cao được tuyển 

chọn để thực hiện các nghiên cứu tiếp theo. 

3.3. Định danh chủng vi khuẩn có khả 

năng sinh bacteriocin  

Trong nghiên cứu này, chủng ET04 có các 

đặc điểm giống với chủng vi khuèn Enterococcus 

như khuèn läc hình tròn, bìa nguyên, dẹt, màu 

tríng sữa. Kết quâ quan sát đặc điểm hình thái 

tế bào bìng kính hiển vi quang học ở độ phóng 

đäi 1000X cho thçy chủng ET04 là vi khuèn 

Gram dương, tế bào có hình cæu (Hình 3). 

Để đðnh danh chính xác chủng vi khuèn 

này, phương pháp sinh học phân tử được sử 

dụng dựa trên mức độ tương đồng của đoän gen 

mã hoá 16S rRNA của chủng này với các chủng 

đã được công bố trên Genbank. DNA của chủng 

ET04 được tách chiết theo phương pháp mô tâ 

bởi Han & cs. (2018). Cặp mồi 27F và 1492R 

được sử dụng để khuếch đäi đoän gen 16S 

rRNA, kết quâ thu được một bëng väch duy 

nhçt cò kích thước khoâng 1.500bp phù hợp với 

kích thước lý thuyết khi nhån đoän gen bìng 

cặp mồi này. Kết quâ so sánh trình tự và cây 

phát sinh loài cho thçy chủng ET04 có mức độ 

tương đồng với chủng vi khuèn E. faecalis  

P26-24 là 99,46%, nìm cùng nhánh với chủng  

E. faecalis P26-24 với giá trð bootstrap 99% 

(Hình 4). Xét về giá trð tin cêy và mức độ tương 

đồng cho thçy chủng ET04 và chủng E. faecalis 

P26-P24 là giống nhau. Kết hợp các đặc điểm 

sinh học và sinh học phân tử có thể thçy chủng 

ET04 có quan hệ họ hàng gæn gũi với E. faecalis 

và được đặt tên là E. faecalis ET04. 

Bảng 3. Ảnh hưởng của enzyme phân giải protein  

đến hoạt tính của chất kháng khuẩn của chủng ET04 

Yếu tố tác động 
Đường kính vòng kháng khuẩn (mm) 

Staphylococcus aureus Aeromonas jandaei 

Đối chứng 21,67 ± 0,47 14,16 ± 0,81 

Proteinase K 0 0 

Trypsin 0 0 

Ghi chú: Đối chứng: Chất kháng khuẩn không được xử lý với enzyme phân giải protein 

   

(A) (B) 

Hình 3. Hình thái khuẩn lạc trên môi trường MRS agar (A);  

hình thái tế bào ở độ phóng đại 1000X (B) của chủng ET04 
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Chủng E. faecalis ET04 trong nghiên cứu 

này cho thçy hiệu quâ kháng khuèn thông qua 

cơ chế sân sinh hợp chçt bacteriocin. Bacteiocin 

được sinh ra bởi chủng này cho thçy cơ chế hoät 

động ổn đðnh ở nhiệt độ cao phù hợp với điều 

kiện sân xuçt chế phèm sinh học phục vụ trong 

nuôi trồng thuỷ sân.  

3.5. Ảnh hưởng của pH đến hoạt tính 

bacteriocin  

Kết quâ thí nghiệm cho thçy, hoät tính 

kháng khuèn của chủng vi khuèn ổn đðnh ở  

pH 2,0-8,0. Trong đò ở pH = 2,0 hoät tính kháng 

khuèn đối với các chủng Staphylococcus aureus 

và Aeromonas jandaei giâm so với đối chứng, cụ 

thể là giâm læn lượt là 23% và 25%. Ở pH = 10,0 

hoät tính kháng khuèn bð giâm đáng kể, giâm 

50-66,6% so với khi xử lý ở pH từ 6,0-8,0 và 

giâm xuống 66,6-69,2% so với đối chứng. Khi xử 

lý bacteriocin ở pH = 12,0 hoät tính kháng 

khuèn bð mçt hoàn toàn, qua đò cho thçy 

bacteriocin sinh tổng hợp bởi chủng vi khuèn 

này bð ức chế hoät động ở pH cao (Bâng 4). 

Nhiều báo cáo gæn đåy đã báo cáo rìng 

hæu hết các loäi bacteriocin sinh ra bởi 

Enterococcus có khâ nëng hoät động trong 

phäm vi pH rộng. Toit & cs. (2000) đã báo cáo 

về bacteriocin sinh ra bởi chủng E. faecium và 

E. faecalis có hoät tính kháng khuèn cao nhçt 

ở pH = 7,0. Trong một nghiên cứu tương tự, 

bactericoin được sinh tổng hợp bởi chủng  

E. faecium AQ71 cho thçy hoät tính kháng 

khuèn ổn đðnh ở dâi pH từ 3,0 đến 10,0 

(Ahmadova & cs., 2013). 

 

Hình 4. Cây phân loại của chủng Enterococcus faecalis ET04 

Bảng 4. Ảnh hưởng của pH đến hoạt tính bacteriocin  

sản xuất bởi chủng Enterococcus faecalis ET04 

Giá trị pH 
Đường kính vòng kháng khuẩn (mm) 

Staphylococcus aureus Aeromonas jandaei 

Đối chứng (pH = 6,5) 21,67 ± 0,47 12 ± 0,81 

pH = 2,0 16,67 ± 0,58 9 ± 0,72 

pH = 4,0 18,67 ± 0,33 11 ± 0,80 

pH = 6,0 21,67 ± 0,46 14,16 ± 0,81 

pH = 8,0 21,67 ± 0,29 10 ± 0,79 

pH = 10,0 6,67 ± 0,36 4 ± 0,71 

pH = 12,0 0 0 

Ghi chú: Đối chứng: Enterococcus faecalis ET04 được nuôi cấy trong môi trường MRS 

dịch thể ở pH = 6,5; Kết quả trung bình của ba lần lặp lại ± SD. 
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Ghi chú: MRS: Môi trường MRS broth; Y1, Y2, Y3: MRS broth + 1%, 2%, 3% cao nấm men; G1, G2, G3: MRS 

broth + 1%, 2%, 3% Glucose; N1, N2, N3: MRS broth + 1%, 2%, 3% NaCl. 

Hình 5. Ảnh hưởng của thành phần môi trường  

đến khả năng sinh bacteriocin của chủng Enterococcus faecalis ET04 

3.6. Ảnh hưởng của thành phần môi trường 

đến khả năng sinh bacteriocin của chủng 

tuyển chọn 

Chủng E. faecalis ET04 được nuôi cçy trên 

môi trường MRS có sự thay đổi nồng độ các chçt 

theo tỷ lệ khác nhau nhìm xác đðnh điều kiện 

môi trường nuôi cçy tối ưu cho quá trình phát 

triển và sinh chçt kháng khuèn bacteriocin.  

Kết quâ thí nghiệm cho thçy, thành phæn 

môi trường có ânh hưởng rçt lớn đến hoät tính 

bacteriocin sinh ra bởi chủng E. faecalis ET04. 

Hoät tính kháng khuèn tëng 54,8% khi nuôi cçy 

trong môi trường MRS có bổ sung 3% cao nçm 

men so với môi trường có bổ sung 1% cao nçm 

men. Tương tự như vêy, khi nuôi trong môi 

trường có bổ sung 3% glucose hoät tính kháng 

khuèn tëng 54,2% so với môi trường chứa 1%. 

Việc bổ sung glucose và cao nçm men đã cung 

cçp nguồn nitơ, acid amin để chủng vi khuèn  

E. faecalis ET04 phát triển và tëng khâ nëng 

sinh tổng hợp bacteriocin. Tuy nhiên, khi bổ 

sung NaCl làm giâm hoät tính kháng khuèn của 

bacteriocin. Điều này cho thçy hàm lượng NaCl 

trong môi trường quá cao làm giâm quá trình 

phát triển của chủng này, dén đến hoät tính 

bacteriocin giâm 30,8% khi bổ sung 3% NaCl so 

với môi trường có bổ sung 1% NaCl (Hình 5). 

4. KẾT LUẬN 

Trong nghiên cứu này, chủng Enterococcus 

faecalis ET04 thể hiện hoät tính kháng khuèn 

mänh thông qua cơ chế sân xuçt hợp chçt 

bacteriocin với đường kính vòng vô khuèn  

14,16 ± 0,81 đến 21,67 ± 0,47mm. Bacteriocin do 

chủng này sinh ra cho thçy khâ nëng ức chế 

sinh trưởng đối với hai chủng vi sinh vêt kiểm 

đðnh Staphylococcus aureus và Aeromonas 

jandaei. Hoät tính bacteriocin ổn đðnh ở điều 

kiện nhiệt độ cao là 121C trong 15 phút và có 

phổ pH rộng. Đồng thời, nghiên cứu cũng xác 

đðnh điều kiện môi trường MRS có bổ sung 3% 

glucose và cao nçm men là thích hợp nhçt cho 

khâ nëng sân xuçt bacteriocin của chủng này.  
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