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ABSTRACT 
Antagonistic activity of Bacillus circulans B3 (B3), Bacillus subtilis N26.3 (N26.3), 
Pediococcus acidilactici LA61 (LA61) with Edwardsiella ictaluri were evaluated, and non-
specific immune parameters of the striped catfish (Pangasianodon hypophthalmus), and its 
susceptibility to Edwardsiella ictaluri Gly09M were determined when the fish fed diets 
containing single strains of B3, N26.3, LA61, and mixed strains (B3, N26.3, LA61) at 1x107 
cfu/g of feed for 4 weeks. The results showed that B3, N26.3, and LA61 bacteria inhibited to 
E. ictaluri with the clear zone 22.5 ± 0.7mm, 20.3 ± 0.6 mm, , and 17.7 ± 1.5 mm, 
respectively. Fish fed a diet containing LA61 and mixed strains at 107 cfu g-1 had significantly 
higher survival rates than those fed the control diet after challenge with E. ictaluri Gly09M, 
causing increases in the survival rates of 22.2% and 42,2%, respectively, compared to the 
control group. The phagocytic activity (PA) and respiratory burst of head kidney leucocytes 
of fish fed single strain diets and mixed strain diet at 107 cfu g-1 were significantly higher than 
those of fish fed the control diet after 4 weeks of feeding. However, phagocytic index (PI) had 
no significant difference between groups. Lysozyme activity of fish serum of fish fed LA61 
and mixed strain diet at 107 cfu/g significantly increased compared to those of fish fed control 
diet, and had increased by 1,6- and 2,3-fold, respectively compared to control group. We 
therefore recommend dietary administration of mixed strains (B3, N26.3, and LA61) at 107 
cfu g-1 to enhance innate immunity and disease resistance of Pagasianodon hypophthalmus 
against Bacillary Necrosis of Pangasius (BNP) causing by E. ictaluri. 
Keywords: probiotic, innate immune, disease resistance, Edwardsiella ictaluri, 
Pangasianodon hypophthalmus 

ĐẶT VẤN ĐỀ 
Sản lượng cá tra tăng rất nhanh chóng trong những năm gần đây. Cùng với sản lượng tăng, ô 
nhiễm môi trường và dịch bệnh bùng phát đã gây thiệt hại kinh tế cho người nuôi. Có nhiều 
bệnh được phát hiện trên cá tra như bệnh do nấm Achlya sp. (Lý Thị Thanh Loan et al., 2007), 
bệnh nhiễm trùng máu (MAS) do vi khuẩn Aeromonas hydrophila (Crumlish et al., 2010; 
Subagja et al., 1999), và bệnh gan thận mủ (BNP) gây ra bởi Edwardsiella ictaluri (Crumlish 
et al., 2002; Ferguson et al., 2001). Trong đó bệnh gan thận mủ (BNP) xảy ra ở hầu hết các 
giai đoạn phát triển của cá tra. Trong một vụ nuôi, bệnh có thể xuất hiện 3-4 lần, đặt biệt ở 
giai đoạn cá giống gây thiệt hại rất lớn, tỉ lệ hao hụt lên đến 90% nếu không chữa trị kịp thời 
(Dung et al., 2003; Nguyễn Văn Hảo et al., 2000-2003). Phương pháp phòng và trị bệnh 
truyền thống đã lạm dụng sử dụng thuốc kháng sinh và hóa chất diệt khuẩn đã gia tăng những 
chủng vi khuẩn gây bệnh kháng kháng sinh đặc biệt là vi khuẩn gây bệnh gan thận mủ (E. 
ictaluri) trên cá tra (Dung et al., 2008; Nguyễn Hữu Thịnh và Trương Thanh Loan, 2007). Để 
thay thế dần dần phương pháp phòng bệnh truyền thống, phương pháp phòng và trị bệnh bằng 
liệu pháp sinh học ngày càng được ưa chuộng như vaccine, các chất tăng cường hệ miễn dịch 
(immunostimulants), chế phẩm sinh học (probiotic). Nghiên cứu về vaccine ứng dụng trên cá 
tra vẫn đang được nhiều nhà khoa học quan tâm. Vaccine được cho là phương pháp hiệu quả 
nhất trong phòng ngừa một số bệnh gây ra bởi vi khuẩn và virus, nhưng chưa được sử dụng 
phổ biến có thể là do giá thành quá cao, thời gian nghiên cứu lâu và thường gây sốc cho cá 
(Ellis, 1988). Nhiều nghiên cứu và ứng dụng thành công việc sử dụng các chất tăng cường hệ 
miễn dịch tự nhiên và có phổ phòng ngừa bệnh rộng trên các động vật thủy sản (Bricknell and 
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Dalmo, 2005; Sakai, 1999). Hơn thế nữa, phương pháp trị liệu sinh học bằng vi sinh vật có lợi 
(probiotic) được mong đợi và trở thành công cụ phòng ngừa, điều trị nhiều bệnh hiệu quả 
trong nuôi trồng thủy sản (Balcázar et al., 2006; Gatesoupe, 1999; Irianto and Austin, 2002; 
Vine et al., 2006). Probiotic bao gồm nhóm như tảo (Tetraselmis), nấm men (Debaryomyces, 
Phaffia, và Saccharomyces), vi khuẩn gram dương (Bacillus, Carnobacterium, Enterococcus, 
Lactobacillus, Lactococcus, Micrococcus, Streptococcus và Weissella) và gram âm 
(Aeromonas, Alteromonas, Photorhodobacterium, Pseudomonas, và Vibrio) đã được sử dụng 
thành công trên các đối tượng giáp xác, cá, và động vật thân mềm (Irianto and Austin, 2002). 
Các vi khuẩn thuộc nhóm vi khuẩn lactic, Bacillus, Pseudomonas, Vibrio, … có khả năng tiết 
ra các hợp chất kháng khuẩn như acid hữu cơ, hydrogen peroxide, carbon dioxide, 
siderophore và bacteriocin ứng chế sự phát triển của các vi sinh vật gây bệnh (A. hydrophila, 
A. salmonicida, V. anguillarium, V. ordalii, Pasteurella piscida, Edwardsiella tarda, 
Flavobacterium psychrophilum, Photobacterium damselae piscicida, …) (Gatesoupe, 1999; 
Verschuere et al., 2000; Vine et al., 2006). Nhóm vi khuẩn Bacillus ngày nay được được sử 
dụng phổ biến do có chúng có nhiều đặc tính ưu việt như có khả năng chịu dựng pH thấp 
trong dạ dày,  điều hòa miễn dịch, tiết ra các chất kháng khuẩn (Hong et al., 2005). Gần đây 
có nhiều nghiên cứu nhóm Bacillus spp. có khả năng tiết ra enzyme N-acyl-homoserine 
lactonase phân cắt phân tử tín hiệu quorum sensing (Defoirdt et al., 2011; Dong et al., 2000; 
Lee et al., 2002) nhằm làm giảm độc lực của các vi khuẩn gram âm gây bệnh cho động vật 
thủy sản. Nhiều nghiên cứu ứng dụng thành công các chủng vi khuẩn lactic và Bacillus spp. 
có khả năng tăng cường tỉ lệ sống nhiều loài cá như cá hồi (Oncorhynchus mykiss), cá rô phi 
(Oreochromis niloticus), cá hồi Đại tây dương (Salmo salar), cá bơn (Paralichthys olivaceus) 
(Balcázar et al., 2007; Pirarat et al., 2006; Robertson et al., 2000; Taoka et al., 2006).  

Tuy nhiên có rất ít nghiên cứu ứng dụng probiotic cho cá da trơn (catfish). Shelby và đồng tác 
giả (2007) đã thử nghiệm sử dụng các loại chế phẩm vi sinh như Biomate ST-20 
(Enterococcus faecium), Bioplus 2B (B. subtilis, B. licheniformis), Bactocell PAMD 
(Pediococcus acidilactici), LA-51 (Lactobacillus spp.), Clear-Flo 1002 (11 loài Bacillus spp.), 
Clear-Flo 1005 (14 vi khuẩn gram dương và 8 vi khuẩn gram âm), Clear-Flo 1006 (6 vi khuẩn 
gram dương và 10 vi khuẩn gram âm) bổ sung vào thức ăn của cá nheo Mỹ (Ictalurus 
punctatus, cá giống) và cho ăn trong vòng 5-8 tuần. Kết quả cho thấy sản phẩm probiotic 
Biomate ST-20 và Bactocell PAMD có tỉ lệ bảo hộ RPS đạt từ 30%-68%, tuy nhiên tỉ lệ sống 
không có sự khác biệt giữa lô thí nghiệm và đối chứng. Một nghiên cứu gần đây nhất chứng 
tỏ probiotic (Bacillus spp.) có tác dụng tăng cường tỉ lệ sống cá nheo Mỹ (Ictalurus punctatus) 
và cá tra (Pangasianodon hypophthalmus) với tỉ lệ bảo hộ ðạt 13,5%-15,2% ðối với cá nheo 
Mỹ và 19,6% ðến 86,3% ðối với cá tra sau khi gây nhiễm với E. ictaluri (Ran et al., 2012).  
Hệ miễn dịch tự nhiên ðóng vai trò quan trọng trong cõ chế bảo vệ của cá chống lại các mầm 
bệnh. Mục ðích của nghiên cứu ngày nhằm ðánh giá các thông số miễn dịch tự nhiên nhý hoạt 
ðộng thực bào, sản sinh oxy hoạt hoá, hoạt tính lysozyme của cá tra và sức ðề kháng của 
chúng sau khi cảm nhiễm với Edwardsiella ictaluri Gly09M sau khi cho ãn thức ãn trộn vi 
khuẩn ðõn chủng Bacillus circulans B3, B. subtilis N26.3, và Pediococcus acidilactici LA61 
và hỗn hợp 3 chủng. 

 
VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

Vật liệu 
Cá tra giống (15-20g/con) được cung cấp từ Trung Tâm Quốc Gia Giống Thủy Sản Nam Bộ, 
Viện Nghiên Cứu Nuôi Trồng Thuỷ Sản II. Chủng vi khuẩn khảo sát bao gồm: Bacillus 
circulans B3 (viết tắt B3, phân lập từ bùn), B. subtilis N26.3 (viết tắt N26.3, phân lập từ 
nước), Pediococcus acidilactici LA61 (viết tắt LA61, phân lập từ hệ tiêu hoá). Vi khuẩn gây 
bệnh gan thận mủ Edwardsiella ictaluri Gly09M trên cá tra nhận từ Trung Tâm Quốc Gia 
Quan Trắc Cảnh Báo Môi Trường và Phòng Ngừa Dịch Bệnh Thủy Sản Khu Vực Nam Bộ, 
Viện Nghiên Cứu Nuôi Trồng Thủy Sản II.  
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Phương pháp nghiên cứu 

Hoạt tính kháng khuẩn 
Sử dụng phương pháp giếng khuếch tán để xác định khả năng kháng khuẩn của các chủng 
Bacillus spp. và vi khuẩn lactic dựa theo mô tả của Chythanya và đồng tác giả (2002) và được 
tóm tắt như sau: trải 50 µl (mật độ 108 cfu/ml) dịch vi khuẩn gây bệnh E. ictaluri (tăng sinh 
trong môi trường BHI, 24 giờ, 28oC) lên đĩa thạch BHI (Heart Infusion Broth, India), để khô 
tự nhiên 15 phút. Hút 50 µl dịch khuẩn khảo sát vào 3 giếng có đường kính 8mm trên đĩa 
thạch đã trải vi khuẩn gây bệnh. Đo đường kính vòng kháng khuẩn sau 24-48 giờ ủ ở 28oC. 

Chuẩn bị thức ăn thí nghiệm 
Thức ăn tổng hợp Green Feed của Thái Lan (protein thô 30%, Ca 1,0%-2,5%, P 1,0-1,5%, 
chất xơ 7%, độ ẩm 11%) được bổ sung các chủng vi khuẩn B3, N26.3, LA61 (đơn chủng) và 
hỗn hợp 3 chủng trên theo tỉ lệ 1:1:1 (các chủng vi khuẩn đông khô trong skim milk) để đạt 
mật độ 1x107 cfu/g thức ăn. Sau đó thức ăn được áo một lớp dầu mực (5% v/w lượng thức ăn) 
và để khô tự nhiên khoảng 15 phút và giữ trong tủ lạnh 4oC sử dụng trong vòng 3 ngày. Trước 
khi sử dụng thức ăn, tiến hành xác định mật độ tế bào sống trong 1g thức ăn. Thức ăn đối 
chứng sử dụng dầu mực với lượng thể tích tương đương với thức ăn thí nghiệm. Thức ăn trộn 
với vi khuẩn được sử dụng cho thí nghiệm cảm nhiễm và thí nghiệm xác định các thông số 
miễn dịch tự nhiên. 

Thí nghiệm cảm nhiễm 
 Chuẩn bị dịch vi khuẩn gây bệnh 

E. ictaluri Gly09M được ủ trên môi trường BA (Blood agar, India) và bổ sung 5% máu cừu ở 
28oC trong 36-48 giờ. Sau đó được nuôi cấy trong hệ thống lên men 5 lít (Bioflow, USA) 
chứa môi trường lỏng BHI với các thông số lên men như nhiệt độ 28oC, pH 7, sục khí 0,5 
vvm, tốc độ khấy 200 rpm, thời gian lên men 24 giờ. Sau đó dựa vào đường chuẩn đã dựng 
sẵn (Y = 8x108×X – 6x106, R2 = 0,99, X: giá trị OD, Y: mật độ vi khuẩn cfu/ml) để xác định 
mật độ vi khuẩn trong dung dịch gốc.  
 Phương pháp xác định LD50 

Xác định mật độ vi khuẩn E. ictaluri Gly09M gây chết 50% (LD50) cá tra giống dựa trên 
phương pháp của Reed and Muench (1938). Cá tra giống (18,5g/con) được thuần trong bể 
composite 20m3 trong 2-4 tuần, sau đó chuyển 15 con vào bể kính 150 lít và thuần thêm 2 
tuần, mỗi nghiệm thức lập lại 3 lần. Khảo sát LD50 bằng phương pháp ngâm với mật độ E. 
ictaluri Gly09M: 1x105, 1x106, 1x107, 1x108 cfu/ml và nghiệm thức đối chứng bổ sung BHI. 
Theo dõi cá chết hàng ngày cho đến khi cá ngưng chết trong 3 ngày liên tục. Từ đó xác định 
liều gây chết gấp 2xLD50 cho thí nghiệm cảm nhiễm (Newaj-Fyzul et al., 2007). 
Khoảng cách tỉ lệ (proportionate distance, PD) giữa hai nồng độ có tỉ lệ chết lớn hơn 50% và 
nhỏ hơn 50% được tính theo công thức sau: 
                        
 
 
Vậy LD50 của vi khuẩn này đối với cá là: LD50 = 10n-PD cfu/ml, trong đó n: số mũ thấp nhất 
của vi khuẩn gây chết trên 50%. 
 Bố trí thí nghiệm 

Thí nghiệm cảm nhiễm tiến hành trong bể kính 150 lít (thể tích 100 lít/bể), mỗi bể chứa 15 
con/bể (cá có trọng lượng trung bình 20,5 g/con), mỗi nghiệm thức lập lại 3 lần. Thí nghiệm 
bao gồm 6 nghiệm thức: nghiệm thức đối chứng dương và âm (thức ăn không bổ sung vi 
khuẩn), 4 nghiệm thức còn lại bổ sung các chủng vi khuẩn khảo sát. Cá tra sau khi cho ăn 
trong 4 tuần, nghiệm thức đối chứng dương và nghiệm thức có thức ăn bổ sung vi khuẩn được 
gây nhiễm với E. ictaluri Gly09M (mật độ gấp 2xLD50) bằng phương pháp ngâm và nghiệm 
thức đối chứng âm ngâm với môi trường BHI. Trong suốt quá trình cảm nhiễm, không thay 
nước, và cá được cho ăn bằng thức ăn thí nghiệm. Hàng ngày đếm số lượng cá chết trong mỗi 

Tỷ lệ chết >50%  -  50% 
Tỷ lệ chết >50% - Tỷ lệ chết <50% 

PD =  
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bể và thu mẫu cá vừa chết kiểm tra vi khuẩn gây bệnh trong thận bằng cách trải trên môi 
trường thạch máu có bổ sung 5% máu cừu, sau đó định dang bằng bộ kít API20E 
(BioMérieux, Marcy l’Etoile, France) và phần mềm APIWEBTM để xác định vi khuẩn gây 
bệnh. Thí nghiệm kết thúc khi cá trong các nghiệm thức không chết trong vòng 3 ngày liên 
tục. Xác định tỉ lệ sống tương đối RPS (relative percentage of survival) theo công thức sau: 
RPS = [1 – (số cá chết ở nghiệm thức cho ăn thức ăn thí nghiệm/số cá chết ở nghiệm thức cho 
ăn thức ăn đối chứng)] x 100 

Thí nghiệm miễn dịch 
Thí nghiệm bao gồm 5 nghiệm thức trong đó 01 nghiệm thức đối chứng (thức ăn không bổ 
sung vi khuẩn), 4 nghiệm thức bổ sung vi khuẩn với mật độ 1x107 cfu/g. Mỗi nghiệm thức có 
3 bể, mỗi bể có 15 con/bể. Mẫu cá được thu ngẫu nhiên mỗi bể 1 con và mỗi nghiệm thức thu 
3 con (tương ứng với 3 lần lập lại) tại thời điểm ban đầu và sau 4 tuần để lấy máu thu huyết 
thanh dùng cho phân tích hoạt tính lysozyme (lysozyme activity) và tế bào bạch cầu được 
phân lập từ thận trước (head kidney) dùng để phân tích các chỉ tiêu như khả năng hoạt động 
thực bào (phagocytic activity), chỉ số thực bào (phagocytic index), hoạt động sản sinh oxy 
hoạt hóa (superoxide anion production). Tất cả các thí nghiệm, cá được cho ăn theo tỉ lệ 3% 
trọng lượng thân, cho ăn 2 lần/ngày. Sục khí liên tục, nước tuần hoàn và thay nước 30%/tuần.   

Thu mẫu máu và huyết thanh 
Thu mẫu máu cá ở thời điểm trước khi bố trí thí nghiệm và sau 4 tuần cho ăn thức ăn trộn với 
vi khuẩn, mỗi nghiệm thức bắt ngẫu nhiên 3 con cá từ 3 bể của mỗi nghiệm thức. Tiến hành 
gây mê cá trước khi lấy máu ở động mạch chủ đuôi của cá bằng ống tiêm 1ml vô trùng. Mẫu 
máu được giữ ở nhiệt độ phòng trong 30 phút, sau đó ly tâm 4000 ×g trong 5 phút ở 4oC. 
Huyết thanh được giữ lạnh ở -80oC cho đến khi tiến hành đo các thông số miễn dịch (Yeh et 
al., 2008). 

Thu nhận bạch cầu từ thận trước của cá 
Quá trình thu mẫu và phân lập đại thực bào từ thận trước của cá dựa theo phương pháp của 
Yeh và đồng tác giả (2008). Thận trước được rửa với 1ml L-15 (L1518, Sigma). Sau đó thận 
trước được nghiền và lọc qua lưới có mắt lưới 100 μm và cho thêm 3ml môi trường L-15. 
Dịch thận trước được nhỏ nhẹ nhàng vào ống falcon 15ml đã chuẩn bị gradient tỉ trọng 
37/51% Percoll (P4937, Sigma), sau đó ống falcon 15 ml được ly tâm 400 ×g, trong 30 phút ở 
4oC. Tế bào bạch cầu được thu từ lớp xen kẽ hai lớp 37/51% Percoll và rửa hai lần với L-15, 
sau đó ly tâm 400 ×g, trong 10 phút ở 4oC. Các tế bào bạch cầu được pha loãng về mật độ 
2x106 tế bào/ml trong môi trường L-15 để đánh giá các thông số miễn dịch như hoạt động 
thực bào và sản sinh oxy hoạt hoá.    

Hoạt động thực bào 
Hoạt động thực bào được xác định dựa vào phương pháp mô tả bởi Yeh và đồng tác giả 
(2008). Tiến hành lấy dịch bạch cầu (thu từ thận trước đã pha loãng mật độ về  2x106 tế 
bào/ml trong môi trường L-15) cho vào microplate 12 giếng (500μl/giếng) được đặt vào đĩa 
vô trùng ủ 60 phút ở 28oC trong một buồng ẩm. Rửa giếng 2 lần với dung dịch L-15 nhằm 
loại bỏ những tế bào không cố định trên giếng. Sau đó thêm tiếp 500μl hạt huỳnh quang 
(2x106 tb/ml) dạng huyền phù cho vào những giếng ủ trong tối 2 giờ ở 28oC, sau đó rửa bỏ hạt 
huỳnh quang không được thực bào bằng dung dịch PBS. Tiếp tục cho vào 500μl dung dịch 
formalin/giếng để cố định tế bào trong tối 30 phút, sau đó tế bào nhuộm màu với propidium 
iodide (0,1% trong PBS) trong 10 phút ở trong tối. Rửa các giếng bằng PBS lập lại lần 2 và để 
khô ở nhiệt độ phòng. Tiến hành đếm số lượng đại thực bào bằng kính hiển vi huỳnh quang 
(Olympus IX 50, Tokyo, Japan). Hoạt động thực bào được định nghĩa như là số phần trăm tế 
bào thực bào từ 100 tế bào đếm được và chỉ số thực bào là số lượng trung bình các hạt được 
thực bào trên mỗi tế bào thực bào (Yeh et al., 2008). 



 475

Sản sinh oxy hoạt hóa 
Sản sinh oxy hoạt hóa được tạo ra từ tế bào bạch cầu thận trước được phân tích theo phương 
pháp của Cook và đồng tác giả (2001) và được bổ sung bởi Yeh và đồng tác giả (2008) bằng 
cách đo sự khử nitroblue tretrazolium (N5514, Sigma) tạo thành formazan như là đo số lượng 
superoxide sản sinh trong nội bào. Tóm tắt như sau: 100μl dung dịch poly-L-lysine (0,2%, 
P6282 Sigma) cho vào đĩa 96 giếng để yên từ 60 phút để tăng sự bám dính của tế bào lên bề 
mặt của giếng. Sau đó các giếng được rửa một lần với 100μl L-15 và cho vào 100μl bạch cầu 
bạch cầu từ thận trước (2x106 tế bào/ml trong môi trường L-15) đem ủ ở nhiệt độ 28oC trong 
2 giờ. Sau đó các giếng được rửa 2 lần với L-15 để loại bỏ những tế bào không dính. Các 
giếng được cho vào 100μl Zymosan (0,1% trong McHBSS, Z4250 Sigma) ủ ở nhiệt độ phòng 
30 phút. Zymosan được loại bỏ, sau đó các giếng được rửa 2 lần với 100μl McHBSS, cho vào 
100μl nitroblue tretrazolium (0,3%) ủ 30 phút ở nhiệt độ phòng. Phản ứng được ngừng lại 
bằng cách thêm vào 100μl methanol cồn tuyệt đối và các bạch cầu được rửa 3 lần với 100μl 
methanol (70%). Các giếng để khô tự nhiên, sau đó thêm vào 120μl KOH và 140μl 
dimethylsulfoxide (DMSO, D2650 Sigma) trong 2 phút. Sản sinh oxy hoạt hóa được biểu thị 
bằng lượng giảm cơ chất NBT được đo ở bước sóng 630 nm. 

Hoạt tính lysozyme 
Hoạt tính lysozyme trong huyết thanh được đo theo phương pháp của Ellis và đồng tác giả 
(1990) dựa trên sự phân giải vi khuẩn gram dương Micrococcus luteus (M3770, Sigma) của 
enzyme lysozyme. Tóm tắt như sau: dựng đường chuẩn lysozyme có các nồng độ như sau: 
nồng độ lysozyme chuẩn từ lòng trắng trứng gà (L4631, Sigma) được pha loãng bậc 2: 16, 8, 
4, 2, 0 μg/ml trong dung dịch đệm phosphate PBS 0,05M (pH 6,2). Hút 10μl dịch từ các nồng 
độ pha loãng cho vào đĩa 96 giếng, tiếp theo cho 200μl/giếng dịch huyền phù Micrococcus 
luteus (pha 0,2mg/ml trong dung dịch đệm PBS). Đối với mẫu huyết thanh của cá, hút 10μl 
cho vào đĩa 96 giếng, thêm 200μl/giếng vi khuẩn Micrococcus luteus. Hỗn hợp được ủ ở nhiệt 
độ 27oC và OD530nm được được đo trong 1 phút và 6 phút. Một đơn vị hoạt tính của 
lysozyme được định nghĩa là số lượng enzym làm giảm độ hấp thu 0,001/phút/ml huyết thanh. 
Lysozyme được tính dựa vào đường chuẩn lysozyme đã biết nồng độ trước. 

Xử lý số liệu  

One-way analysis of variance (ANOVA) được sử dụng để phân tích số liệu. Khi bảng 
ANOVA xác định sự khác biệt có ý nghĩa giữa các nhóm, phép so sánh multiple comparision 
test (tukey’s) được sử dụng để so sánh sự khác biệt có ý nghĩa có ý nghĩa thống kê (p<0,05) 
giữa các nghiệm thức bằng phần mềm SPSS version 13.0 (SPSS Inc., 1989-2004). Trước khi 
phân tích, số liệu phần trăm được chuẩn hoá bằng hàm Asin. 

KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

Kết quả 
Hoạt tính kháng khuẩn 
Bảng 1. Đường kính vòng vô khuẩn của B. circulans B3, Bacillus subtilis N26.3, 
Pediococcus acidilactici LA61 đối với E. ictaluri Gly09M 
Chủng vi khuẩn Vòng vô khuẩn kháng E. ictaluri (mm)* 
B. circulans B3 22,5 ± 0,7 
Bacillus subtilis N26.3 20,3 ± 0,6 
Pediococcus acidilactici LA61 17,7 ± 1,5 

(*) số liệu biểu thị trung bình của 3 lần lập lại 

Các chủng vi khuẩn Bacillus spp. và P. acidilactici LA61 có khả năng ức chế vi khuẩn gây 
bệnh gan thận mủ E. ictaluri Gly09M, tương ứng với vòng vô khuẩn theo thứ tự 22,5 ± 0,7 
mm, 20,3 ± 0,6 mm, 17,7 ± 1,5 mm (Bảng 1). 
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Xác định liều gây chết LD50 
Bảng 2. Kết quả khảo sát LD50 bằng phương pháp ngâm 

Mật độ E. ictaluri 
(cfu/ml) 

Tổng số 
cá (con) 

Tổng chết 
(con) 

Tổng 
sống 
(con) 

Tổng chết 
dồn (con) 

Tổng sống 
dồn (con) 

TL chết 
dồn (%) 

105 45 12 33 12 43 21,8 
106 45 35 10 47 10 82,5 
107 45 45 0 92 0 100,0 
108 45 45 0 137 0 100,0 

PD = 0,5352446  
LD50 = 2,92×105 cfu/ml  

Kết quả khảo sát LD50 bằng phương pháp ngâm cho thấy ở mật độ 2,92x105 cfu/ml E. ictaluri 
gây tỉ lệ chết 50% cho cá tra (trung bình 18,5g/con) (Bảng 2). Do đó liều sử dụng cho thí 
nghiệm cảm nhiễm bằng 2 lần LD50, tức là 5,83x105 cfu/ml E. ictaluri Gly09M (Bảng 2). 

Khả năng bảo vệ cá tra kháng bệnh gan thận mủ 
Tất cả cá ở nghiệm thức đối chứng âm (ngâm với môi trường BHI) có tỉ lệ sống 100%. Các 
nghiệm thức còn lại, cá bắt đầu chết vào ngày thứ 6. Sau 9 ngày cảm nhiễm, tỉ lệ sống của cá 
ở nghiệm thức LA61 và hỗn hợp cao khác biệt có ý nghĩa (p<0,05) so với đối chứng, và tăng 
22,2% và 42,2% so với đối chứng theo thứ tự. Trong các nghiệm thức trộn vi khuẩn, nghiệm 
thức hỗn hợp vi khuẩn cho tỉ lệ cao khác biệt có ý nghĩa (p<0,05) so với các nghiệm thức đối 
chứng và nghiệm thức bổ sung vi khuẩn đơn lẻ (Hình 1). 

 
Hình 1. Tỉ lệ sống của cá tra sau khi cảm nhiễm với E. ictaluri Gly09M, sau khi cho ăn thức 
ăn bổ sung vi khuẩn B3, N26.3, LA61 và hỗn hợp (mật độ 1x107 cfu/g) sau 4 tuần. Số liệu 
biểu thị giá trị trung bình và sai số chuẩn (n=3). Các chữ cái khác nhau ở cùng thời điểm biểu 
thị khác biệt có ý nghĩa (p<0,05). 
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Hoạt động thực bào và chỉ số thực bào 
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Hình 2. Hoạt động thực bào (A) và chỉ số thực bào (B) của cá tra P. hypophthalmus được cho 
ăn thức ăn đối chứng, B3, N26.3, LA61, và hỗn hợp ở mật độ 1x107 cfu/g trong 4 tuần. Số 
liệu (trung bình ± SE, n=3) tại cùng thời điểm với chữ cái khác nhau biểu thị khác biệt có ý 
nghĩa (p<0,05) giữa các nghiệm thức. 

Hoạt động thực bào (PA) của tế bào bạch cầu của cá tra được cho ăn thức ăn trộn vi khuẩn B3, 
N26.3, LA61, và hỗn hợp cao khác biệt có ý nghĩa (p<0,05) so với đối chứng và tăng gấp 3,3-; 
3,1-; 4,0-; và 4,6 lần so với đối chứng theo thứ tự sau 4 tuần cho ăn. Hoạt động thực bào của 
tế bào bạch cầu của cá tra giữa các nghiệm thức cho ăn thức ăn trộn vi khuẩn khác biệt không 
có ý nghĩa (p>0,05) và trong đó nghiệm thức bổ sung hỗn hợp vi khuẩn có hoạt động thực bào 
cao nhất. Tuy nhiên chỉ số thực bào (PI) khác biệt không có ý nghĩa (p>0,05) giữa các nghiệm 
thức (Hình 2). 
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Hình 3. Sản sinh oxy hoạt hoá của cá tra P. hypophthalmus được cho ăn thức ăn đối chứng, 
B3, N26.3, LA61, và hỗn hợp ở mật độ 1x107 cfu/g trong 4 tuần. Số liệu (trung bình ± SE, 
n=3) tại cùng thời điểm với chữ cái khác nhau biểu thị khác biệt có ý nghĩa (p < 0,05) giữa 
các nghiệm thức. 
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Sản sinh oxy hoạt hoá của tế bào bạch của cá tra được cho ăn thức ăn trộn với B3, N26.3, 
LA61 và hỗn hợp cao khác biệt có ý nghĩa (p<0,05) so với đối chứng và tăng gấp 3,4-, 3,5-, 
3,3-, và 4,1 lần so với đối chứng, theo thứ tự. Tuy nhiên, sản sinh oxy hoá của cá tra ở các 
nghiệm thức bổ sung vi khuẩn khác biệt không có ý nghĩa (p>0,05) (Hình 3). 
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Hình 4. Hoạt tính lysozyme của cá tra P. hypophthalmus được cho ăn thức ăn đối chứng, B3, 
N26.3, LA61, và hỗn hợp ở mật độ 1x107 cfu/g trong 4 tuần. Số liệu (trung bình ± SE, n=3) 
tại cùng thời điểm với chữ cái khác nhau biểu thị khác biệt có ý nghĩa (p<0,05) giữa các 
nghiệm thức. 
Hoạt tính lysozyme trong huyết thanh của cá tra được cho ăn thức ăn trộn với LA61 và hỗn 
hợp tăng cao khác biệt có ý nghĩa so với đối chứng và tăng 1,6 và 2,3 lần so với đối chứng sau 
4 tuần cho ăn, theo thứ tự. Trong đó hoạt tính lysozyme ở nghiệm thức hỗn hợp (7,14 ± 0,17 
µg/ml) tăng cao khác biệt có ý nghĩa (p<0,05) so với nghiệm thức bổ sung LA61 (5,03 ± 0,57 
µg/ml) (Hình 4). 

Thảo luận 
Probiotic được sử dụng phổ biến như là tác nhân kiểm soát sinh học trong nuôi trồng thuỷ sản 
bởi chúng có những đặc tính ưu việt như tiết ra chất kháng khuẩn và cạnh tranh vị trí bám, 
kích thích tiêu hoá, tăng trưởng, kích thích hệ miễn dịch tự nhiên (Ringo and Gatesoupe, 
1998). Nhiều nghiên cứu chứng minh rằng các Bacillus spp. có khả năng tiết ra hợp chất 
kháng khuẩn thuộc kháng sinh họ peptide, lipopeptide và bacteriocin (Abriouel et al., 2011; 
Sharma et al., 2006). Aly và đồng tác giả (2008) chỉ ra rằng B. subtilis tiết ra hợp chất đối 
kháng với A. hydrophila và Pseudomonas fluorescens. Chủng Bacillus sp. JB-1 có phổ kháng 
khuẩn rộng đối với vi khuẩn gây bệnh trên động vật thủy sản như Streptococcus iniae, 
Lactococcus garvieae, Aeromonas salmonicida, Yersinia ruckeri, V. ordalii, V. anguillarum 
(Brunt et al., 2007). Vi khuẩn lactic acid có thể sản sinh ra các chất như: bacteriocins, nisin, 
H2O2, acid hữu cơ và các chất này có khả năng ứng chế sự phát triển của các vi khuẩn gây 
bệnh (Ringo and Gatesoupe, 1998). Nhiều vi khuẩn lactic (L. plantarum, Carnobacterium sp., 
C. divergens, và Lactococcus lactis) được phân lập từ hệ tiêu hóa của cá, chúng có thể sản 
sinh ra các hợp chất ức chế nhiều loài vi khuẩn gây bệnh ở in vivo hay in vitro hoặc cả in vivo 
và in vitro  như Aeromonas salmonicida, A. hydrophila, Pasteurella piscida, Edwardsiella 
tarda, Flavobacterium psychrophilum, Photobacterium damselae subsp. piscicida, 
Streptococcus milleri, Vibrio anguillarum, V. ordali. Vi khuẩn Pediococcus acidilactici 13 
cũng có khả năng tiết ra bacteriocin và ức chế vi khuẩn gây bệnh Listeria monocytogenes 
trong thực phẩm (Altuntas et al., 2010). Theo nghiên cứu của Castex và đồng tác giả, 2008) 
sử dụng Pediococcus acidilactici (strain MA 18/5M, CNCM) trộn vào thức ăn cho tôm 
Litopenaeus stylirostris, kết quả cho thấy tổng số vi khuẩn gây bệnh Vibrio sp. trong hệ tiêu 
hoá giảm khác biệt có ý nghĩa so với đối chứng. Điều này cũng phù hợp với kết quả của 
nghiên cứu kiểm tra hoạt tính kháng khuẩn của chủng Bacillus circulans B3, Bacillus subtilis 
N26.3, Pediococcus acidilactici LA61 đối kháng với vi khuẩn E. ictaluri. 
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Hệ vi sinh vật trong đường ruột của cá phụ thuộc rất lớn vào môi trường nuôi, do vậy 
probiotic có thể đưa vào vật chủ thông qua cho vào môi trường nước và thức ăn (Salinas et al., 
2008). Có rất ít nghiên cứu tác dụng tương hỗ của hỗn hợp probiotic lên vật chủ, sử dụng đơn 
chủng hay đa chủng, đa loài có thật sự giúp cho vật chủ có khả năng tăng cường sự bảo vệ 
chống lại sự xâm nhập các vi sinh vật gây bệnh vẫn còn chưa hiểu rõ ràng (Salinas et al., 2005; 
Timmerman et al., 2004). Các chủng vi khuẩn có các đặc tính probiotic khác nhau nên tác 
dụng lên vật chủ sẽ khác nhau. Do đó việc tạo sản phẩm probiotic theo hướng sử dụng đa 
chủng và đa loài nên được khuyến kích (Timmerman et al., 2004) nhằm bổ trợ cho nhau và 
tăng cường hiệu quả sử dụng của sản phẩm. Nghiên cứu sử dụng đơn chủng hay hỗn hợp vi 
khuẩn (Lactobacillus delbru ̈eckii ssp. lactis và Bacillus subtilis) ở mật độ 1x107 cfu/g cho cá 
Sparus aurata ăn trong 3 tuần, kết quả cho thấy tăng hoạt tính bổ thể, peroxidase, hoạt động 
thực bào, và tăng hàm lượng IgM trong huyết thanh ở nghiệm thức bổ sung hỗn hợp vi khuẩn 
(Salinas et al., 2008). Hỗn hợp vi khuẩn lactic (Lactococcus lactis ssp. lactis CLFP 100, 
Leuconostoc mesenteroides CLFP 196, và Lactobacillus sakei CLFP 202) được bổ sung vào 
thức ăn ở mật độ 106 cfu/g cho cá Oncorhynchus mykiss ăn trong 14 ngày, kết quả làm tăng 
hoạt động thực bào, bổ thể, oxy hoạt hoá (Balcázar et al., 2007). Hỗn hợp vi khuẩn (B. subtilis, 
L. acidophilus, Clostridium butyricum và S. cerevisiae) ở mật độ 107-108 cfu/g dùng làm thức 
ăn cho cá bơn Paralichthys olivaceus (15g) trong 50 ngày, kết quả thu được tăng hoạt tính 
lysozyme (Taoka et al., 2006). Tương tự trong nghiên cứu này, hỗn hợp vi khuẩn bao gồm 
Bacillus spp. và vi khuẩn lactic Pediococcus LA61 được bổ sung vào thức ăn với mật độ 
1x107 (cfu/g) cho cá tra ăn trong 4 tuần, kết quả thu được hỗn hợp có khả năng kích thích hệ 
miễn dịch tự nhiên như hoạt động thực bào, sản sinh oxy hoạt hoá và hoát tính lysozyme tăng 
cao so với khi sử dụng đơn chủng và đối chứng.  

Do vậy, kết luận rằng sản phẩm probiotic bao gồm hỗn hợp các chủng B. circulans B3, B. 
subtilis N26.3, P. acidilactici LA61 sử dụng ở nồng độ 1x107 cfu/g và cho ăn trong 4 tuần có 
khả năng tăng cường sức đề kháng, kháng bệnh gan thận mủ gây ra bởi E. ictaluri trên cá tra. 
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