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TOM TAT

Nghién ciru ndy dé dwoc tién hanh nham danh gid tiém ndng vé kha nang bam dinh,
khdng E. coli va B. cereus trong diéu kién in vitro ciia 9 ching vi sinh vdt: B. pumilus NI, B.
pumilus B2/1, B. clausii Bl, B. clausii B2/2, L. suntoryeus LIl1, E. faecium LII3/1, B. subtilis
LII4, L. casei LII5/I va nam men S. cerevisiae LAS5. Két qua cho thdy tat ca cdc ching déu cé
kha nang t bam dinh, ti 1é bam dinh cing ching cao nhdt ¢ S. cerevisiae LAS va thap nhdt ¢ B.
clausii B1. Vi khudn sinh lactic va ndm men c6 khd ndang bam dinh trong cing ching cao hon so
voi nhom Bacillus. Co 4 chung (B. pumilus B2/1, B. clausii B2/2, L. suntoryeus LIl1, L. casei
LII5/1) ¢6 kha nang bam dinh dong thoi véi vi khudn E. coli va B. cereus. Ty 1é bam dinh giita
té bdo vi sinh vat thir nghiém voi vi khudn E. coli dat gia tri cao nhat 1o 82,88% (L. casei
LII5/1). B. pumilus B2/1, L. suntoryeus LII1 va S. cerevisiae LAS ¢6 kha nang bam dinh tot doi
voi B. cereus (49,87%,; 47,13%;, 48,47%). B. clausii Bl, B. clausii B2/2 va S. cerevisiae LAS
khéng ikc ché 2 loai vi khudn E. coli va B. cereus. Ching B. subtilis LII4 va B. pumilus B2/1 doi
khdng véi E. coli nhung khong doi khing B. cereus. Ching E. faecium LII3/1 va L. suntoryeus
LII1 ¢6 khd ndng doi khéang manh nhat d6i véi ca E. coli va B. cereus. Céc thir nghiém in vivo
can dwoc tién hanh d@é khang dinh mire do dnh hwéng cia cde ching vi sinh vit nay trén dong

vat.

Tir khéa: bam dinh, khang khuan, probiotics, vi sinh vt

1. Pat van dé

Trong nhitng ndm gan day, hudng nghién ciru vé probiotics ciing dd duogc trién
khai béi mot sé nhom nghién ctru trong nude. Nhiéu ching vi sinh vat da va dang duoc
phan lap, tuyén chon tiém ning 1am probiotics. D& gop phan danh gia tiém ning cua cic
ching vi sinh vét nay, nghién ctru nay di dugc tién hanh nhim danh gia kha niang bam
dinh va khang mot sb vi khuan gay bénh & muc d0 in vitro ciia mot sb ching vi sinh vat
o tiém nang st dung lam probiotics cho lgn, tao nguyén li€u cho viéc san xuét cac ché
pham probiotics sau ny.



2. Vat liéu va phwong phap nghién ciru
2.1 Vit liéu nghién cuu

Céac ching vi khuan Bacillus pumilus N1, Bacillus pumilus B2/1, Bacillus
clausii B1, Bacillus clausii B2/2, Lactobacillus suntoryeus LII1, Enterococcus faecium
LII3/1, Bacillus subtilis LI14, Lactobacillus casei LII5/1 va nAm men Saccharomyces
cerevisiae LAS dugc Phong Thi nghiém Trung tdm, Khoa Chan nuéi - Tha y, Truong
Pai hoc Nong Lam Hué cung cép.

2.2. Phwong phdp nghién curu
2.2.1 Panh gia kha nang bam dinh cua cac chung vi sinh vdt

Kha ning bam dinh giira cac té bao vi sinh vat thudc ciing mot chung (tw bam
dinh)

Kha nang bam dinh gitra cac té bao vi sinh vat thudc cung 1 ching duogc xac
dinh theo phuong phap cia Del Re va cs. (2000) c6 cai tién theo mo ta ctia Kos va cs.
(2003). Vi sinh vat dugc nudi trong 18 gio & 37°C trong moi trudng MRS agar (d6i véi
nhém vi khuén sinh acid lactic) hodc méi truong NA agar (d6i v6i nhom vi khuan
Bacillus) va Hansen agar (d6i v6i ndm men). Sinh khéi té bao vi khuan dugc thu bing
cach ly tam 5000 vong/phut trong 15 phat. Té bao vi sinh vat duoc rira 2 1an va tai
huyén phu trong dém PBS sao cho ndng d6 dung dich té bao vi khuén dat khoang 10°
CFU/ml. Sau d6, 4 ml dich huyén phu té bao duoc tron déu trong 10 gidy. Kha ning
bam dinh cua cac té bao trong cing 1 chung duoc xac dinh trong 5 gid & nhiét d6 phong.
Sau mdi gio, 1y 0,1 ml dich ndi phia trén cho vao 1 dng nghiém khac chira 3,9 ml PBS
va xac dinh mat d6 quang cua dung dich & budc séng 600nm (ODgqp).

Khé nang tu bam dinh (%) = (Ao — A¢)/Ap x 100
Trong do: Ap: ODggp ctiia dung dich té bao & thoi diém t=0 gio

A¢: ODggo dung dich té bao ¢ cac thoi diémt=1,2, 3, 4 va 5 gio
Kha nang bam dinh gitra cac chung vi sinh vat khac nhau

Khé nang bam dinh gilra cac ching vi sinh vat nghién ctru dugc xac dinh theo
mo ta caa Kos va cs. (2003). Phuong phap chuan bj mau cho thtr nghiém nay duoc tién
hanh nhu phuong phap thir nghi¢m kha nang tuy bam dinh. Kha nang bam dinh gitra 09
chung vi sinh vat néu trén véi nhau va véi vi khudn kiém dinh (E. coli va B. cereus)
duoc x4c dinh bang cach iy 2 ml dich huyén phu té bao ctia mdi chung trén déu trong
10 giay. Ong d6i chimg chira 4 ml dich huyén phu té bao cua timg ching vi khuan riéng
biét duge chuin bi ¢ cung thoi diém. Mat do quang ¢ budc song 600nm cua céac dich
huyén phu dugc xac dinh ¢ 2 thoi diém: ngay sau khi tron va sau khi u 5 gio & nhiét d6
phong. Dung dich dugc dem do ODgy duoc chuan bj bang cach 1y 0,1 ml dich ndi phia
trén cho vao 1 dng nghiém khac chira 3,9 ml PBS. Kha ning bam dinh giita cac ching
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vi sinh vat khac nhau dugc tinh toan theo cong thirc ciia Handley va cs. (1987):

Kh4d ndng bdm dinh gitta cic chung khic nhau (%) = [((Ax — Ay)/2) —
A(x+y)]/[(Ax+Ay)/2]x100

Trong do: Ax 12 ODgq ctia chung vi khuan x ¢ éng dbi ching
Ay 12 ODgq ctia chung vi khuan y ¢ éng dbi ching
A(x+y) 1a ODggp ctia hdn hop 2 chung vi khuan x va y
2.2.2. Kha nang doi khéng giita vi sinh vét thir nghiém véi vi khudn gdy bénh

Kha nang khang khuan cta cic chung vi sinh vt thir nghiém d6i véi cac chung
vi khuan kiém dinh (E. coli va B. cereus) duoc xac dinh theo phuong phap cua De
Angelis va cs. (2006), Aslim va cs. (2006). Vi sinh vat duoc nudi cdy qua dém (khoang
16 - 18 gi®) trong mdi trudng 16ng trén may lic dé dat mat do t& bao la 10° CFU/ml.
Sau d0, dung dich té bao vi khuan nuéi cdy duoc loc qua mang cellulose ¢ duong kinh
16 loc 0,20 um dé loai bo hoan toan té bao vi khuan. Cac ching vi sinh vat kiém dinh (E.
coli va B. cereus) c¢6 nong do tir 10°- 10° CFU/ml duoc ciy trai trén cac dia moi truong
NA agar v6i thé tich 100 pl. Sau d6, sir dung cac éng thép di duge vo trang khoan cac
16 dudng kinh 5 mm trén cac dia thach. Dich loc ctia timg chung vi sinh vat thir nghiém
duoc cho vao vao cac 16 thach véi thé tich 50 ul. Cac dia thach dugc u qua dém 6 37°C.
Kha nang khang E. coli va B. cereus cua cac chung vi sinh vat thir nghiém dugc xac
dinh dua vao duong kinh vong vo khuan xuat hién xung quanh 16 thach.

3. Két qua va thao luin

3.1. Khd néng bdm dinh giiva cdc té bao thudc ciing mét chiing ciia vi sinh vit
(tw bam dinh)

Kha nang tu bam dinh cua céc té bao vi sinh vét duoc trinh bay ¢ dd thi 1 va 2.
Ty 1¢ bam dinh giira cac té bao vi sinh vét thudc ciing 1 ching c6 xu hudng ting dan
theo thoi gian. Tuy nhién, kha niang tu bam dinh ctia cac ching vi khuan Bacillus kém
hon nhiéu so véi cac ching vi khuén sinh acid lactic va nAm men. Sau 5 gio G ¢ nhiét do
phong, ty 1& bam dinh giita cac t& bao cung ching dat gia tri cao nhit ¢ chung S.
cerevisiae LA5 (99,09%) va thap nhét ¢ ching B. clausii B1 (18,18%). Cac chung thudc
nhém vi khuén sinh acid lactic c6 kha nang ty bam dinh dat ty 1¢ kha cao, dao dong tur
58,26% - 78,40% sau 5 gid u & nhiét do phong.

Két qua nay chimg to:



2 —-8— Bacillus pumilus (N1)

]
< - Bacillus pumilus (B2/1)
S 5t
S = o .
= = —a— PBacillus subtilisi (LII4)
=] E i , o
= = —— Jacillusclausii (B1)
\§ ED —.— Bacillus clausii (B2/2)
O w3
(O] =
— e
c— Sy
= 4 . ' .

i} l 2 3 4 3
Thoi gian v (gio)
Do thi 1. Khd nang bam dinh trong cung chung cua vi khuan chi Bacillus
& 100 - s » = o)
=

= 80 A —=— Saccharomyees cerevisiae (LAS)
~ =
N = .
S 8 ¢ —— Enterococcus faecium (LII13/1)
= o =]
g = o .
o BE —=— Enterococus faecium (LI13/1)
g = 40 A
R = . ; .
e 0 —— Lactobacillus casei (LII5/1)
NoA = 20 1
o =
= &

X o

0 1 2 3 4 ]
Thoigianu (gid)

Do thi 2. Kha ndng bam dinh trong cing ching ciia vi khudn sinh lactic va ndm men
3.2. Kha nang bam dinh giita cac chung vi sinh vdt khac nhau

Két qua nghién ctru kha ning bam dinh giita cac chung vi sinh vat thir nghiém
dbi v6i cac vi khuan gdy bénh nhu E. coli va B. cereus dugc trinh bay & bang 1. Trong 9
chung vi khuan thr nghiém, c6 4 ching (B. pumilus B2/1, B. clausii B2/2, L. suntoryeus
LII1 va L. casei LII5/1) c6 kha ning bam dinh dong thoi véi vi khudn E. coli va B.
cereus. Trong d6 chung L. suntoryeus LII1 c6 ty I¢ bam dinh véi E. coli va B. cereus
gan nhu nhau (48,84% d6i v6i E. coli va 47,13% dbi voi B. cereus). Ty 1& bam dinh
gifta t& bao vi sinh vat thir nghiém vé6i vi khuan E. coli dat gia tri cao nhat 1a 82,88% (¢
chung L. casei L115/1). Ching B. pumilus B2/1 ¢6 kha ning bam dinh tt nhat doi vé6i vi
khuén B. cereus, ty 1€ bam dinh dat 49,87%. Nguoc lai, tuy cung thudc loai B. pumilus
nhung céc té bao chung N1 khong c6 kha ning bam dinh véi té bao vi khuan B. cereus.
Nhu vdy, c6 thé thiy su sai khac dang ké vé kha nang bam dinh véi cac vi khuan gy
bénh gitra cac chung trong cung 1 loai.



Bang 1. Kha nang bam dinh giita cdac chung vi sinh vat thi nghiém

doi voi vi khuan E. coli va B. cereus

TT Chiing vi sinh vat thir nghiém Khd nang bam dinh (%)
E. coli B. cereus

1 Bacillus pumilus (N1) 0,93 -
2 Bacillus pumilus (B2/1) 2,29 49,87
3 Bacillus clausii (B1) 2,70 -
4 Bacillus clausii (B2/2) 7,53 2,08
5 Bacillus subtilis (L114) - 10,53
6 | Lactobacillus suntoryeus (LII1) 48,84 47,13
7 | Lactobacillus casei (LII5/1) 82,88 10,43
8 Entorococcus faecium (L113/1) - 19,92
9 Saccharomyces cerevisisae (LAS) - 48,47

Ngoai ra, kha nang bam dinh gitta cac chung vi sinh vat thir nghiém véi nhau
ciing dd duoc xac dinh. Két qua ¢ bang 2 cho thay hau hét cac ching vi sinh vat thir
nghiém c6 kha nang bam dinh v6i nhau, trong d6 c6 6 cap vi sinh vat ¢6 kha nang bam
dinh dat ty 1€ hon 57% (N1-LII4, N1-LII3/1, B2/1-LAS, B2/2-LAS, LI1I4-LAS va LII1-
LA5). Ching S. cerevisiae LA5 ¢6 kha ning bam dinh t6t d6i voi hau hét cac chung vi
sinh vat tht nghiém (trr E. faecium LI13/1). Ty 1€ bam dinh cua S. cerevisiae LAS dat
gid tri cao nhat ddi voi ching B. pumilus B2/1 (76,42%). Két qua bang 2 cho thay sd
lidu thu dugc cta chung t6i ¢6 nhiéu diém tuong tu két qua nghién ctru cia Kos va cs
(2003).

Bang 2. Kha nang bam dinh giita cdac chung vi sinh vat thi nghiém

Chiing vi sinh vt Kha nang bam dinh (%)

thir nghi¢m N1 | B21 | B1 | B2/2 | LII4 | LII1 |LII5/1|LII3/1| LAS
B. pumilus (N1) x | 745 - - 16979 | 1781 - |70,73| 0,50
B. pumilus (B2/1) | 7,45 | x - - 723 | 23,68 | 19,63 | 23,68 | 76,42
B. clausii (B1) - : X - - 4824 - | 2877|1212
B. clausii (B2/2) - - - X 224 26,50 | 43,69 | - | 62,58
B. subtilis (LII4) | 69,79 | 7,23 - 2.24 X 547 | 21,93 | 6,88 | 68,31
fml) SUnioryeus| 17 1| 23,68 | 48,24 | 26,50 | 5.47 x | 41,86 | 45,36 | 57,35
L. casei (LII5/1) - 11963 - 43,69 21,93 | 41,86 | x - | 36,84




E. faecium (L113/1) | 70,73 | 23,68 | 28,77 - 6,88 | 45,36 - X -

S. cerevisisae

(LAS) 0,50 | 76,42 | 12,12 | 62,58 | 68,31 | 57,35 | 36,84 - X

3.3. Kha nang khdng vi khudn E. coli va B. cereus ciia cdc chiing vi sinh vit
thir nghiém

Bang 3. Kha nang khang E. coli va B. cereus cua cac chung vi sinh vdt thir nghiém

Puong kinh vong vé khuin (mm)

Chiing vi sinh vat E. coli B. cereus
thfl’ nghiém 106 107 108 106 107 108
CFU/ml | CFU/ml | CFU/ml | CFU/ml | CFU/ml | CFU/ml
) 7,67
B. pumilus (N1) £ 0,17 - - - - -
6,33 6,50 6,17

B. pumilus (B2/1) £0.17 +0.00 +0.17 i ] )

B. clausii (B1) - - - - - ;

B. clausii (B2/2) - - - - - -

B 8,17 7,00 6,33
B. subtilis (L114) +0.44 +0.00 £ 033 - - -
8,33 8,00 7,17 8,33 7,67 733
L. suntoryeus (LILL) | g 34 + 0,00 +0,17 +0,17 +0,33 +0,33
. 6,83 6,50 6,33 6,17
L. casei (LII5/1) £ 0.17 - - 0,00 £ 0.17 £ 0.17
7,67 6,83 6,67 7,83 7,67 7,50

E. faecium (LI3/1) 1 )5 +0,17 +0,17 +0,17 | +0,17 | +0,00

S. cerevisiae (LAS) - - - - - -

Két qua xac dinh kha ning khang khuan cua cac chung vi sinh vat thir nghiém
dbi véi cac vi khuan kiém dinh (E. coli va B. cereus) dugc trinh bay & bang 3. Chi c6
3/9 chung vi sinh vét thir nghiém hoan toan khong c6 kha ning wc ché ca 2 loai vi
khuén E. coli va B. cereus & tat ca cac nong do thi nghiém, cc chung nay bao gém B.
clausii B1, B. clausii B2/2, va S. cerevisiae LAS. Trong 9 chung vi sinh vat thir nghi¢m,
c¢6 2 ching (L. suntoryeus LII1 va E. faecium LII3/1) c6 kha ning khang tt véi ca E.
coli va B. cereus & ca 3 murc ndng d6 néu trén. Trong d6, chung L. suntoryeus LII1 ¢o
kha nang dbi khang manh nhat dbi véi vi khuan E. coli va B. cereus, dudng kinh vong
vo khuan dat 7,17 — 8,33 mm ddi vé6i E. coli va 7,33 — 8,33 mm dbi véi B. cereus. Su
d6i khang E. coli va B. cereus ctia L. suntoryeus LII1 ¢6 xu hudng cao hon sy dbi khang
E. coli va B. cereus cua E. faecium LII3/1.

Két qua & bang 1 va bang 3 cho thay ca 3 ching vi khuan thuéc nhom sinh acid
lactic (L. suntoryeus LII1, L. casei LII5/1, E. faecium LII3/1) déu c6 kha ning bam dinh
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va trc ché ca 2 loai vi khuan kiém dinh. Céc dic tinh nay cho thiy kha ning bam dinh
voi cac tac nhan gay bénh cua cac chung vi sinh vat thir nghiém s€ lam giam ty 1¢ bam
dinh ctia tac nhan giy bénh lén biéu mo, giam kha niang phat trién va gy bénh cia
chung. Pong thoi, sy bam dinh gitta vi sinh vat ¢ loi va tac nhan giy bénh sé& thic day
cac té bao tiép xuc gﬁn nhau hon, tir d6 tao diéu kién thuén loi cho cac hoat chat c6 tac
dung khang khuan do té bao vi sinh vat co loi tiét ra trong qua trinh sinh truéng tac
dong truc tiép 1én vi sinh vat gay bénh, lam tang hi€u qua bao v€ vat chu trudc sy lay
nhiém.

4. Két luan

Tat ca cac chung vi sinh vat thir nghiém déu c6 kha ning bam dinh gitta cac té
bao véi nhau trong cung mdt chung. Tuy vay, kha nang nay cua cac ching thudc chi
Bacillus thép hon nhiéu so véi cia céac ching vi khuén sinh lactic (18,18% - 37,55% so
voi 58,26% - 78,40%) va ndm men (99,09%). Sau 5 gid t ¢ nhiét d§ phong, ti 1€ ty bam
dinh cao nhat dbi voi S. cerevisiae LA5 (99,09%) va thap nhat d6i véi B. clausii Bl
(18,18%). Trong cung mdt loai, ti I¢ ty bam dinh cia cac ching khic nhau co thé 1a
khac nhau.

Cac chung B. pumilus B2/1, B. clausii B2/2, L. suntoryeus LII1 va L. casei
LII5/1 ¢6 kha niang bam dinh dong thoi véi vi khuén E. coli va B. cereus. Cac ching B.
subtilis L114, E. faecium L113/1 va S. cerevisiae LAS hoan toan khong bam dinh véi E.
coli nhung bam dinh v6i1 B. cereus. Nguoc lai, B. pumilus N1 va B. clausii B1 khong
bam dinh véi B. cereus nhung lai bam dinh véi E. coli. Ti 1¢ bam dinh cta L. suntoryeus
LII1 v6i E. coli tuong tu véi ti 1¢ bam dinh v6i B. cereus (48,84% so voi 47,13%). Ti 1€
bam dinh gitra L. casei LII5/1 véi E. coli dat cao nhit trong s6 9 ching vi sinh vat thir
nghiém (82,88%). Trong cung loai B. pumilus, sy bAm dinh cta hai chung N1 va B2/1
dbi v6i E. coli va B. cereus 1a khac nhau. Trong s6 9 chung vi sinh vt thir nghiém, hau
hét cac ching déu c6 kha ning bam dinh véi chung khac. Ching S. cerevisiae LAS ¢6
kha nang bam dinh t&t voi 7/8 ching con lai (trir E. faecium LII3/1).

Cé6 3/9 chung vi sinh vat thir nghiém (B. clausii B1, B. clausii B2/2 va S.
cerevisiae LAS5) hoan toan khong c6 kha ning trc ché E. coli & ca 3 ndng d6 10°, 107 va
10 CFU/ml. Cac chung E. faecium LII3/1, L. suntoryeus LI, B. subtilis LI4, B.
pumilus B2/1 ¢6 kha ning trc ché E. coli & ca 3 mirc ndng d6 10°, 107, 10° CFU/ml. Cac
chung L. casei L115/1 va B. pumilus N1 c¢6 kha niang tc ché E. coli nhung chi & ndng d6
10° CFU/ml. Chiing E. faecium LII3/1 va L. suntoryeus LII1 ¢6 kha ning tc ché manh
E. coli va ca B. cereus & ca 3 murc ndng d6 khac nhau.
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STUDY ON AGGREGATION ABILITY AND ANTIBACTERIAN
CHARACTERISTICS IN IN VITRO CONDITIONS OF NINE
MICROORGANISM STRAINS WITH POTENTIALS AS PROBIOTICS

Ho Le Quynh Chau, Ho Trung Thong, Nguyen Thi Khanh Quynh
College of Agriculture and Forestry, Hue University

Tran Thi Hoai

Department of Veterinary Medicine of Thua Thien Hue Province

SUMMARY

This study was done to evaluate the probiotic potentials through aggregation ability and
inhibition to E. coli and B. cereus of 9 following microbial strains: B. pumilus N1, B. pumilus
B2/1, B. clausii Bl, B. clausii B2/2, L. suntoryeus LIl1, E. faecium LII3/1, B. subtilis LIl4, L.
casei LII5/1 and S. cerevisiae LAS5. The results showed that all of the tested strains had
autoaggregation ability, the highest in S. cerevisiae LAS5 and the lowest in B. clausii Bl. The
lactic acid-producing bacteria and yeast had a higher autoaggregation ability in comparison
with Bacillus species. Four strains including B. pumilus B2/1, B. clausii B2/2, L. suntoryeus
LIIl and L. casei LII5/1 had the coaggregation ability both with E. coli and B. cereus. The
highest ratio of coaggregation with E. coli was 82,88% for L. casei LII5/1. B. pumilus B2/1, L.
suntoryeus LII1 and S. cerevisiae LAS had good coaggregation to B. cereus (49,87%, 47,13%;
48,47%, respectively). B. clausii Bl, B. clausii B2/2 and S. cerevisiae LAS did not inhibit the
development of both E. coli and B. cereus. B. subtilis LII4 and B. pumilus B2/1 inhibited the
development of E.coli but produced no effect on B. cereus. Amongst nine tested strains, E.
faecium LII3/1 and L. suntoryeus LIII most strongly inhibited E. coli and B. cereus.
Experiments in in vivo conditions should be done to determine effects of these microbial strains

and their combinations on animals.
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