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TÓM TẮT
Nghiên cứu này nhằm phân lập chủng vi khuẩn Lactobacillus từ phân gà và đánh giá các đặc tính sinh học của chúng nhằm hướng đến chọn chủng tiềm năng cho việc nghiên cứu sản xuất probiotics. Mẫu được xét nghiệm tại phòng thí nghiệm Khoa Chăn nuôi Thú y, Trường Đại học Nông Lâm, Đại học Huế. Kết quả nghiên cứu cho thấy có 28 chủng vi khuẩn đã được phân lập với các đặc điểm hình thái và sinh hoá của Lactobacillus như các tài liệu đã mô tả trước đây. Kết quả kiểm tra tính đề kháng kháng sinh cho thấy có 100% chủng vi khuẩn kháng với 2/5 loại kháng sinh thử nghiệm, tất cả 28 chủng đều có khả năng sinh protease và amylase ngoại bào, có 24/28 chủng đề kháng với các loại vi khuẩn đường ruột như E. coli và Sallmonella trong đó các chủng LB14, LB21, LB27 có khả năng kháng Salmonella mạnh nhất (đường kính 22mm) và chủng LB17 có khả năng kháng lại E. coli mạnh nhất (đường kính 15mm). Kết quả nghiên cứu này là tiền đề cho các nghiên cứu tiếp theo về các điều kiện tối ưu hóa cho sự phát triển của vi khuẩn Lactobacillus nhằm hướng đến sản xuất chế phẩm probiotics sử dụng trong chăn nuôi.
Từ khóa: Lactobacillus, Emzym nội bào, Kháng kháng sinh
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ABSTRACT
The purpose of this study was to isolate potentially probiotic Lactobacillus strains from chicken manure and evaluate their biological properties. The experiment was implemented at the laboratory of the Department of Animal sciences and Veterinary medicine, University of Agriculture and Forestry, Hue University. After isolation, Lactobacillus strains were tested for antibiotic resistance, extracellular enzyme production and resistance to intestinal bacteria. The study results indicated that all of 28 isolated strains had typical characteristics of Lactobacillus bacteria. Regarding the biological characteristics of bacteria, the results showed that 100% of bacterial strains were resistant to 2/5 tested antibiotics, all 28 strains were capable of producing extracellular protease and amylase. Furthermore, 24/28 strains were resistant to intestinal bacteria. Among them, strains LB14, LB21, LB27 had the strongest resistance to Salmonella (22mm) and strain LB17 had the strongest resistance to E. coli (15mm). The results of this study are the basis for further research on optimal conditions for the growth of Lactobacillus bacteria with a view to develop the probiotic products using in animal farming.
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1. MỞ ĐẦU
Theo tổ chức Nông Lương thế giới (FAO), Việt Nam là một trong ba nước trong khu vực được dự đoán có tỷ lệ sử dụng thuốc kháng sinh ở vật nuôi tăng cao nhất trong giai đoạn 2010 – 2030 (FAO, 2016). Hiện tượng kháng thuốc kháng sinh có ảnh hưởng đến tính bền vững của hệ thống sản xuất lương thực, quản lý chăn nuôi và an toàn dịch bệnh. Do đó, việc phát triển các chất thay thế kháng sinh đang nhận được sự quan tâm đáng kể (Turner và cs., 2001). Kháng sinh khi được sử dụng trong thời gian kéo dài đã dẫn đến tình trạng kháng thuốc của vi khuẩn hoặc rối loạn hệ vi sinh vật đường ruột. Ngoài ra, sự tồn dư kháng sinh trong thịt gia súc, gia cầm và thủy, hải sản đã ảnh hưởng đến chất lượng thịt, giảm giá thành sản phẩm ảnh hưởng đến sức khỏe con người, gây ra những tác động tiêu cực đến năng suất, chất lượng và ảnh hưởng xấu cho môi trường sinh thái (Nguyễn Thị Trúc Linh, 2018).
Các sản phẩm có nguồn gốc tự nhiên ngày càng được sử dụng phổ biến nhằm nâng cao sức khỏe và bảo vệ con người trước các yếu tố bệnh tật, một trong số đó là các probiotic ngày càng được quan tâm và sử dụng nhiều trên thế giới (Senok, 2005). Vi khuẩn thuộc nhóm Lactobacillus là nhóm điển hình được sử dụng trong nhiều sản phẩm probiotic cho người và động vật. Vi khuẩn này mang lại nhiều lợi ích cho vật chủ như bám vào tế bào biểu mô ruột, tồn tại và tăng mật độ trong vật chủ, ngăn chặn hoặc giảm sự bám vào tế bào của các tác nhân gây bệnh, cạnh tranh dinh dưỡng với vi khuẩn gây bệnh, kích thích miễn nhiễm cho vật chủ, tạo ra acid, H2O2 và bacteriocin để ức chế sự tăng trưởng của các tác nhân gây bệnh (Reid, 2006). Bacteriocin được tạo ra bởi các chủng Lactobacillus có khả năng ức chế được nhiều loài vi khuẩn gây bệnh (Kizerwetter-Swida and Binek, 2009). Trịnh Hùng Cường (2011) và cs. đã phân lập các chủng Lactobacillus spp. có khả năng ức chế được vi khuẩn Vibrio spp.. Hệ vi sinh vật có lợi trong đường tiêu hoá gia súc gia cầm có sự khác biệt về quá trình thích nghi trên các cấu trúc niêm mạc khác nhau vì vậy Timmerman và cs., (2006) đã cung cấp bằng chứng cho thấy chế phẩm sinh học đặc trưng cho loài có tác dụng tốt hơn so với chế phẩm sinh học có nguồn gốc từ các loài khác. Chính vì vậy, khi phát triển chế phẩm sinh học dùng cho gia cầm, việc sử dụng các vi sinh vật bản địa được ưu tiên hơn, vì nó không chỉ mang lại cơ hội tốt nhất cho sự sống sót của lợi khuẩn mà còn làm giảm bớt nhiều thách thức liên quan đến việc đưa vi khuẩn ngoại lai vào (Dunne, 2001; Schrezenmeir và De Vrese, 2001). Một số chế phẩm probiotic đang lưu hành tại Việt Nam có nhiều thành phần vi khuẩn trong đó chủ yếu là Bacillus và Lactobacillus, tuy nhiên nguồn nguyên liệu hoàn toàn ngoại nhập, giá thành cao. Do đó việc nghiên cứu các vi sinh vật, đặc biệt là nhóm vi khuẩn Lactobacillus có tiềm năng để tạo chế phẩm probiotic nhằm khắc phục các tình trạng trên là hết sức cần thiết. 
Để tạo tiền đề cho việc sản xuất một chế phẩm sinh học đảm bảo cho chăn nuôi gia cầm, chúng tôi tiến hành tuyển chọn các chủng Lactobacillus được phân lập từ ruột gà, kiểm tra các đặc điểm sinh học của vi khuẩn Lactobacillus để phát triển chế phẩm sinh học cải thiện sức khỏe đường tiêu hóa, thông qua đó làm tăng khả năng tiêu hóa các chất dinh dưỡng, tăng hiệu quả sinh trưởng và hiệu quả kinh tế, giảm sử dụng kháng sinh trong chăn nuôi gà thịt.
2. NỘI DUNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1 Nội dung
[bookmark: _Toc103805058][bookmark: _Toc103805316]Phân lập các chủng Lactobacillus spp. từ đường tiêu hóa gà thịt.
Xác định một số đặc tính sinh học của các chủng Lactobaciillus phân lập được bao gồm: khả năng sinh enzyme ngoại bào, khả năng kháng kháng sinh của vi khuẩn, khả năng kháng E. coli và Salmonella của các chủng phân lập được.
2.2 Vật liệu và phương pháp nghiên cứu
2.2.1. Vật liệu nghiên cứu
Mẫu phân lập Lactobacillus spp.: 52 mẫu phân gà được lấy từ 26 hộ chăn nuôi gà thịt lông màu thả vườn tại tỉnh Thừa Thiên - Huế. Gà được chọn để lấy mẫu không sử dụng các chế phẩm sinh học hay sử dụng kháng sinh trong vòng 3 tuần trước khi lấy mẫu. Mẫu phân được lấy trực tiếp từ đường ruột của gà và bảo quản lạnh trước xét nghiệm. Mẫu được xử lý trong vòng 24h sau khi lấy mẫu.
Môi trường nghiên cứu: de Man, Rogosa and Sharpe broth/agar (MRS broth/agar, SBC Scientific, Ấn Độ), nước muối sinh lý, Luria-Bertani Broth (LB broth, SBC Scientific, Ấn Độ), Mueller-Hinton, CaCO3.... 
Chủng vi khuẩn đường ruột E. coli ATCC 25922 và Salmonella ATCC 25923 (Được cung cấp bởi Công ty R.E.P Biotech) sử dụng để đánh giá khả năng ức chế của các chủng Lactobacillus được phân lập.
2.2.2. Phương pháp nghiên cứu
Phân lập các chủng Lactobacillus đường tiêu hóa gà
Lactobacillus spp. được phân lập theo Hoque và cs. (2010). Pha loãng mẫu phân trong LB broth. Hút 100 µL mẫu cấy trải lên đĩa thạch MRS vô trùng (pH = 6,5), ủ 24 - 72 giờ ở 37°C trong điều kiện yếm khí. Những khuẩn lạc có màu trắng đục hoặc kem, rìa tròn hoặc chia thùy, khuẩn lạc nằm trên đường cấy chuyển và không lẫn với những khuẩn lạc có hình thái và màu sắc lạ được quan sát và chọn lọc, sau đó tiến hành cấy chuyển vi khuẩn trên môi trường thạch MRS có bổ sung 1% CaCO3. Chọn những khuẩn lạc có vòng tan CaCO3 xung quanh, thực hiện cấy chuyển nhiều lần đến khi độ thuần vi khuẩn được xác định. Tiến hành xác định đặc điểm sinh học: nhuộm Gram, hình thái tế bào và phản ứng Catalase theo quy trình tiêu chuẩn. 
Chủng phân lập có phân giải CaCO3 hiển thị Gram dương (+), Catalase (-) âm tính được coi là Lactobacillus. Các chủng Lactobacillus phân lập được tăng sinh trong MRS lỏng và bảo quản mẫu trong Glycerol 50% theo tỷ lệ 1:1.
Xác định đặc điểm sinh học của các chủng Lactobacillus
Đánh giá khả năng sinh enzyme ngoại bào
Khả năng sinh enzyme ngoại bào của các dòng vi khuẩn được đánh giá bằng phương pháp đục lỗ thạch (Taheri và cs., 2012). Các chủng Lactobacillus spp. tăng sinh trong MRS đến 108 CFU/ml. Dịch nuôi được ly tâm 10.000 vòng/phút trong 15 phút để thu phần dịch lỏng bên trên tế bào, nhỏ 10 µL dịch chứa enzyme ngoại bào vào giếng thạch trên môi trường MRS được bổ sung 1% tinh bột cho phản ứng khảo sát khả năng sinh enzyme amylase và 1% gelatin cho phản ứng khảo sát khả năng sinh enzyme protease, lỗ chính giữa nhỏ nước muối sinh lý làm đối chứng; quan sát khả năng tạo vòng phân giải cơ chất sau 24h. Thuốc thử Lugol được sử dụng để đánh giá đối với amylase dựa vào vòng phân giải cơ chất có màu xanh tím nhạt và tricloroacetic acid 25% (TCA) đối với protease dựa vào vòng phân giải cơ chất có màu trắng trong.
Thử nghiệm khả năng đề kháng kháng sinh 
Các dòng vi khuẩn đã phân lập được nuôi tăng sinh tới 108 CFU/ml. Sau đó cấy trải 100 µL dung dịch lên đĩa thạch MH, đặt khoanh giấy kháng sinh sau khi bề mặt thạch khô sau đó đĩa được ủ ở 37oC trong 24 giờ. Tiến hành đo đường kính vòng vô khuẩn của các chủng lợi khuẩn Lactobacillus. Đọc kết quả kháng kháng sinh theo hướng dẫn của CLSI (CLSI, 2021).
 Thử nghiệm lợi khuẩn kháng vi khuẩn gây bệnh ở đường tiêu hóa trên gà
Các dòng vi khuẩn gây bệnh gồm E. coli ATTC 25922 và Salmonella ATCC 25923 được nuôi tăng sinh tới 108 CFU/ml. Sau đó cấy trải 100 µL dung dịch vi khuẩn gây bệnh trên lên đĩa thạch MRS. Tiến hành đục lỗ, nhỏ 10 µL dịch vi khuẩn Lactobacillus có nồng độ 108 CFU/mlvào lỗ thạch, lỗ chính giữa nhỏ nước muối sinh lý để đối chứng. Kích thước vòng vô khuẩn được dùng để xác định khả năng đối kháng vi khuẩn gây bệnh của các chủng lợi khuẩn Lactobacillus. 
2.3. Phương pháp quản lý và xử lý số liệu
Số liệu được nhập và xử lý thống kê mô tả trên phần mềm Excel (2020). So sánh các tỷ lệ bằng phương pháp Chi-square. Các tỷ lệ được cho là sai khác có ý nghĩa thống kê khi giá trị p < 0,05. 
3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 
3.1. Kết quả phân lập Lactobacillus spp. từ mẫu phân
Từ các mẫu phân gà thu thập từ một số nông hộ trên địa bàn tỉnh Thừa Thiên - Huế đã phân lập được 28 chủng vi khuẩn trên môi trường thạch MRS. Qua quan sát hình thái khuẩn lạc của 28 chủng vi khuẩn trên môi trường MRSA sau 48 giờ ủ ở 37oC cho thấy: cả 28 chủng đều có khuẩn lạc hình tròn, bìa nguyên, nhô cao, bóng ướt, trong đó 25 chủng có khuẩn lạc màu trắng ngà (89,29%) và 3 chủng còn lại khuẩn lạc có màu trắng đục (10,71%), đường kính khuẩn lạc dao động từ 0,2 mm – 2,6 mm. Các chủng đều có dạng hình que (trực khuẩn), hai đầu tròn, đứng riêng lẻ hoặc chuỗi ngắn khi quan sát dưới kính hiển vi quang học. Kết quả quan sát đặc điểm khuẩn lạc và hình thái tế bào của các chủng vi khuẩn được thể hiện ở bảng 3.1 sau:
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Bảng 1. Đặc điểm hình thái và sinh hóa của các chủng vi khuẩn phân lập được
	Đặc điểm
	Số lượng
	Tỷ lệ (%)

	Đặc điểm khuẩn lạc
	Hình tròn, bìa nguyên, nhô cao, bóng ướt
	28
	100,00

	
	Màu trắng ngà
	25
	89,29

	
	Màu trắng đục
	3
	10,71

	Hình dạng
tế bào
	Hình que
	28
	100,00

	Đặc điểm sinh hóa
	Phân giải CaCO3
	28
	100,00

	
	Gram dương
	28
	100,00

	
	Phản ứng Catalase (âm tính)
	28
	100,00



3.2. Đặc tính sinh học của các chủng Lactobacillus phân lập được
3.2.1. Khả năng kháng kháng sinh của Lactobacillus spp. 
Để tiến hành xác định mức độ kháng kháng sinh của các chủng Lactobacillus spp., 5 loại kháng sinh thường được sử dụng phổ biến trong điều trị bệnh tiêu chảy ở gia cầm được sử dụng để thực hiện kháng sinh đồ, bao gồm: enrofloxacin (5 µg/ml), ertapenem (10 µg/ml), doxycycline (30 µg/ml), linezolid (30 µg/ml), streptomycin (10 µg/ml). Kết quả được trình bày ở Bảng 2.
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Bảng 2. Tính mẫn cảm kháng sinh của các chủng Lactobacillus spp. phân lập được đối với một số loại thuốc kháng sinh
	Kháng sinh
	Đề kháng (R)
	Trung gian (I)
	Mẫn cảm (S)

	
	n
	Tỷ lệ %
	n
	Tỷ lệ %
	n
	Tỷ lệ %

	Enrofloxacin 
	28
	100,00
	0
	0,00
	0
	0,00

	Ertapenem 
	3
	10,71
	3
	10,71
	22
	78,57

	Doxycycline 
	1
	3,57
	2
	7,14
	25
	89,29

	Linezolid 
	4
	14,29
	0
	61,29
	24
	85,71

	Streptomycin 
	28
	100,00
	0
	0,00
	0
	0,00



Mức độ nhạy cảm, trung bình và kháng kháng sinh của các chủng vi khuẩn Lactobacillus spp. được đánh giá theo tiêu chuẩn CLSI (2021).
Dựa vào tiêu chuẩn của CLSI (2021), kết quả xác định tính mẫn cảm của vi khuẩn Lactobacillus spp. trên 5 loại kháng sinh (bảng 2) cho thấy tất cả các chủng vi khuẩn Lactobacillus spp. phân lập được đều kháng 2/5 loại kháng sinh (enrofloxacin và streptomycin). Bên cạnh đó, phần lớn các chủng vi khuẩn ở mức mẫn cảm với 3 loại kháng sinh còn lại là ertapenem, doxycycline và linezolid.
Tương tự, kết quả đánh giá sự mẫn cảm với kháng sinh của 88 chủng Lactobacillus có nguồn gốc từ gà của Dec và cs. (2017) ghi nhận hơn 70% các chủng đều kháng lại tiamulin, tetracyline và lincomycin. Báo cáo trước đó của Cauwerts và cs. (2006) cũng cho thấy hơn 89% các chủng Lactobacillus phân lập từ lỗ huyệt gà kháng 1 trong 2 hoặc cả 2 loại kháng sinh thử nghiệm. Casarotti và cs. (2017) đã báo cáo rằng tất cả L. delbrueckii nhạy cảm với vancomycin và gentamicin, trong khi các chủng khác thuộc loài L. rhamnosus , L. casei và L. fermentum lại kháng thuốc. Liên quan đến khả năng kháng kháng sinh của Lactobacillus có thể chuyển những gen đề kháng sang cho các loại vi khuẩn gây bệnh khác trong đường tiêu hóa, theo một số tác giả, khả năng kháng vancomycin của Lactobacillus sẽ không được truyền sang vi khuẩn gây bệnh vì đây là một đặc điểm nội tại, được mã hóa bởi các gen nhiễm sắc thể (Divya và cs., 2012) và sự thay thế đầu cuối D-alanine bằng D-lactate hoặc D-serine trong muramyl-pentapeptide ngăn chặn sự gắn kết của vancomycin (Gueimonde và cs., 2013).
3.2.2. Khả năng sinh enzyme ngoại bào của Lactobacillus spp. phân lập được  
Khả năng sinh enzyme ngoại bào của các chủng Lactobacillus có vai trò rất quan trọng, như một đặc điểm mong muốn đặc biệt trong các chất bổ sung dành cho động vật nhằm hỗ trợ tiêu hóa thức ăn, giảm phát thải từ phân (Lee và cs., 2001). Từ 28 chủng Lactobacillus spp. đã phân lập được, khảo sát khả năng sinh enzyme ngoại bào (amylase – phân giải tinh bột, protease – phân giải protein) đã thu được kết quả ở Biểu đồ 1.
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Qua Biểu đồ 1 cho thấy đường kính vòng phân giải của enzyme protease dao động từ 10 - 21 mm, trong đó chủng LB23 có khả năng sinh enzyme protease lớn nhất (21mm) và các chủng LB3, LB5, LB10, LB20 có khả năng sinh enzyme protease thấp nhất (10mm). Đường kính vòng phân giải của enzyme amylase dao động từ 4 – 14mm, trong đó chủng LB6 có khả năng sinh enzyme amylase cao nhất (14mm) và có 11 chủng có khả năng sinh enzyme thấp (LB7, LB8, LB15, LB18, LB22, LB23, LB24, LB26, LB27, LB28) (4 mm). Như vậy, tất cả các chủng Lactobacillus spp. phân lập được đều có khả năng sinh enzyme protease và amylase. Khả năng sinh 2 loại enzyme này của vi khuẩn không giống nhau, hầu hết các chủng đều có khả năng sinh enzyme protease tốt hơn so với enzyme amylase. 
Kết quả nghiên cứu này tương đồng với kết quả thí nghiệm khảo sát khả năng sinh enzyme của các chủng Lactobacillus spp. phân lập từ manh tràng gà của Lee và cs. (2008) cho thấy các chủng vi khuẩn đều khả năng sinh enzyme protease và amylase. Kết quả đã công bố trong nghiên cứu của Nguyễn Thị Hồng Nhung và cs., (2019) cũng chỉ ra rằng: chủng LT7 là Lactobacillus plantarum có đường kính vòng phân giải cơ chất của protease cao hơn so với amylase.
3.2.3 Khả năng kháng vi khuẩn gây bệnh của các chủng Lactobacillus spp. được phân lập  
Hoạt tính kháng khuẩn chống lại mầm bệnh là một tính năng tiềm năng quan trọng khác được xem xét trong việc lựa chọn các chủng lợi khuẩn tiềm năng để duy trì sự cân bằng vi khuẩn lành mạnh trong đường tiêu hóa. Từ 28 chủng phân lập được, tuyển chọn những chủng có hoạt tính kháng mạnh với 2 chủng vi khuẩn chỉ thị gồm E. coli và Salmonella. Kết quả nghiên cứu thu được thể hiện ở biểu đồ 2. 
Biểu đồ 2. Đường kính vòng vô khuẩn (mm) của các chủng Lactobacillus spp. phân lập được đối với các vi khuẩn gây bệnh



















Hầu hết các chủng Lactobacillus spp. phân lập được đều có khả năng kháng các vi sinh vật gây bệnh trên đường ruột (24/28, chiếm 85,7%), trong đó chỉ có 11/24 chủng có khả năng kháng cả 2 loại vi khuẩn gây bệnh (LB1, LB4, LB6, LB11, LB14, LB15, LB17, LB18, LB19, LB21, LB22, LB27), hầu hết các chủng này có đường kính vòng kháng khuẩn với Salmonella (4 - 22mm) lớn hơn vòng kháng khuẩn với E. coli (5-15 mm). Bốn chủng còn lại (LB3, LB13, LB23 và LB24) không có khả năng kháng lại các vi khuẩn gây bệnh này. 
Có 13/28 chủng kháng vi khuẩn E. coli và có tới 23/28 chủng có khả năng kháng lại vi khuẩn Salmonella. Trong đó các chủng LB14, LB21, LB27 có khả năng kháng Salmonella mạnh nhất (22mm) và chủng LB17 có khả năng kháng lại E. coli mạnh nhất (15mm). 
Nhiều nghiên cứu đã báo cáo rằng, có nhiều loài trong chi Lactobacillus có khả năng tạo ra các loại protein có khả năng diệt khuẩn tốt (Verschuere, 2000). Theo Mokoena (2017), vi khuẩn Lactobacillus có trong chế phẩm sẽ tạo ra các chất kháng khuẩn như bacteriocin, các acid hữu cơ như acid lactic, acid acetic…. Các chất này làm giảm môi trường pH trong đường ruột, kích thích hoạt hóa kháng khuẩn chống lại những vi khuẩn gây hại nghiêm trọng với vật nuôi như E. coli, S. typhi, Klebsiella sp. Ngoài ra, pH thấp còn gây cản trở việc hấp thu NH3 từ ruột vào mô và thúc đẩy bài tiết NH3 từ máu vào ruột. Jin và cs. (1998) cho biết 12 chủng Lactobacillus phân lập từ đường ruột gà có khả năng ức chế 5 chủng Salmonella. Nghiên cứu trong điều kiện in vitro của Bhatia và cs. (1989) đã cho thấy việc sản xuất axit lactic bởi Lactobacillus acidophilus đã làm ức chế mầm bệnh đường tiêu hóa.
Trong nghiên cứu in vivo về ảnh hưởng của Lactobacillus plantarum LGFCP4 được phân lập trong phòng thí nghiệm từ đường tiêu hóa của gà Guinea đến quần thể vi sinh đường tiêu hóa ở gà thịt, Vineetha và cs. (2017) nhận thấy số lượng E. coli và Salmonella giảm đáng kể ở các nhóm gà bổ sung L. acidophilus và bổ sung L. plantarum LGFCP4. 
4. KẾT LUẬN 
Tổng số 28 chủng vi khuẩn có đặc tính hình thái, sinh hóa điển hình của Lactobacillus đã được phân lập từ phân gà lông màu nuôi thả vườn tại Thừa Thiên Huế. Toàn bộcác chủng Lactobacillus đều đề kháng với 2 loại kháng sinh là Enrofloxaxin và Streptomycin. 
Cả 28 chủng phân lập được đều có khả năng sinh enzyme ngoại bào. Trong đó chủng vi khuẩn LB23 có khả năng sinh enzyme protease lớn nhất (21mm) và các chủng LB3, LB5, LB10, LB20 có khả năng sinh enzyme protease thấp nhất (10mm). LB6 có khả năng sinh enzyme amylase cao nhất (14mm) và có 11 chủng có khả năng sinh enzyme amylase thấp (LB7, LB8, LB10, LB15, LB18, LB22, LB23, LB24, LB26, LB27, LB28) (4 mm).
Có 24/28 chủng vi khuẩn có khả năng kháng lại vi khuẩn gây bệnh đường ruột trong đó LB14, LB21, LB27 có khả năng kháng Salmonella mạnh nhất (22mm) và chủng LB17 có khả năng kháng lại E. coli mạnh nhất (15mm). 
Nghiên cứu đã phân lập được 24 chủng Lactobacillus tiềm năng cho các nghiên cứu chế phẩm sinh học thay thế kháng sinh dùng phòng chống bệnh tiêu chảy trên gia cầm.
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HUAF

JOURNAL

OF

AGRICULTURAL

SCIENCE

AND

TECHNOLOGY

ISSN

2588-1256

Vol.

8(2)-2024:

4246-4254

4246

Nguy

?

n

Th

?

Qu

?

nh

Anh

v

à

cs.

PH

Â

N

L

?

P

V

À

ÐÁ

NH

GI

Á

Ð?

C

T

Í

NH

SINH

H

?

C

C

?

A

C

Á

C

CH

?

NG

VI

KHU

?

N

LACTOBACILLUS

C

Ó

TI

?

M

N

A

NG

PROBIOTI

C

S

S

?

D

?

NG

TRONG

CH

A

N

NU

Ô

I

Nguy

?

n

Th

?

Qu

?

nh

Anh

1

,

Nguy

?

n

Th

?

Hoa

1

,

Phan

Th

?

H

?

ng

1

,

Nguy

?

n

Xu

â

n

H

ò

a

1

,

Phan

V

u

H

?

i

1

,

Nguy

?

n

Th

?

Kim

Nga

2

,

L

ê

Minh

Ð?

c

1

*

1

Tr

u?

ng

Ð?

i

h

?

c

N

ô

ng

L

â

m,

Ð?

i

h

?

c

Hu

?

;

2

C

ô

ng

ty

c

?

ph

?

n

C

ô

ng

ngh

?

sinh

h

?

c

R.E.P

.

*T

á

c

gi

?

li

ê

n

h

?

:

leminhduc.1104@huaf.edu.vn

Nh

?

n

b

à

i:

31/10/2023

Ho

à

n

th

à

nh

ph

?

n

bi

?

n:

03/12/2023

Ch

?

p

nh

?

n

b

à

i

:

07/12/2023

T

Ó

M

T

?

T

N

ghi

ê

n

c

?

u

n

à

y

nh

?

m

ph

â

n

l

?

p

ch

?

ng

vi

khu

?

n

Lactobacillus

t

?

ph

â

n

g

à

v

à

dá

nh

gi

á

c

á

c

d?

c

t

í

nh

sinh

h

?

c

c

?

a

ch

ú

ng

nh

?

m

h

u?

ng

d?

n

ch

?

n

ch

?

ng

ti

?

m

n

a

ng

cho

vi

?

c

nghi

ê

n

c

?

u

s

?

n

xu

?

t

probiotics.

M

?

u

du?

c

x

é

t

nghi

?

m

t

?

i

ph

ò

ng

th

í

nghi

?

m

Khoa

Ch

a

n

nu

ô

i

Th

ú

y,

Tr

u?

ng

Ð?

i

h

?

c

N

ô

ng

L

â

m,

Ð?

i

h

?

c

Hu

?

.

K

?

t

qu

?

nghi

ê

n

c

?

u

cho

th

?

y

c

ó

28

ch

?

ng

vi

khu

?

n

dã

du?

c

ph

â

n

l

?

p

v

?

i

c

á

c

d?

c

d

i

?

m

h

ì

nh

th

á

i

v

à

sinh

ho

á

c

?

a

Lactobacillus

nh

u

c

á

c

t

à

i

li

?

u

dã

m

ô

t

?

tr

u?

c

dâ

y.

K

?

t

qu

?

ki

?

m

tra

t

í

nh

d?

kh

á

ng

kh

á

ng

sinh

cho

th

?

y

c

ó

100%

ch

?

ng

vi

khu

?

n

kh

á

ng

v

?

i

2/5

lo

?

i

kh

á

ng

sinh

th

?

nghi

?

m,

t

?

t

c

?

28

ch

?

ng

d?

u

c

ó

kh

?

n

a

ng

sinh

protease

v

à

amylase

ngo

?

i

b

à

o

,

c

ó

24/28

ch

?

ng

d?

kh

á

ng

v

?

i

c

á

c

lo

?

i

vi

khu

?

n

du?

ng

ru

?

t

nh

u

E.

coli

v

à

Sallmonella

t

rong

dó

c

á

c

ch

?

ng

LB14,

LB21,

LB27

c

ó

kh

?

n

a

ng

kh

á

ng

Salmonella

m

?

nh

nh

?

t

(

du?

ng

k

í

nh

22mm)

v

à

ch

?

ng

LB17

c

ó

kh

?

n

a

ng

kh

á

ng

l

?

i

E.

coli

m

?

nh

nh

?

t

(

du?

ng

k

í

nh

15mm).

K

?

t

qu

?

nghi

ê

n

c

?

u

n

à

y

l

à

ti

?

n

d?

cho

c

á

c

nghi

ê

n

c

?

u

ti

?

p

theo

v

?

c

á

c

d

i

?

u

ki

?

n

t

?

i

u

u

h

ó

a

cho

s

?

ph

á

t

tri

?

n

c

?

a

vi

khu

?

n

Lactobacillus

nh

?

m

h

u?

ng

d?

n

s

?

n

xu

?

t

ch

?

ph

?

m

probi

o

tics

s

?

d

?

ng

trong

ch

a

n

nu

ô

i

.

T

?

kh

ó

a

:

Lactobacillus,

Emzym

n

?

i

b

à

o,

Kh

á

ng

kh

á

ng

sinh

ISOLATION,

AND

BIOLOGICAL

CHARACTERISTICS

EVALUATION

OF

LACTOBACILLUS

STRAINS

FOR

POTENTIAL

PROBIOTIC

USE

IN

ANIMAL

PRODUCTION

N

guyen

Thi

Quynh

Anh

1

,

Ng

uyen

Thi

Hoa

1

,

Phan

Thi

Hang

1

,

Nguyen

Xuan

Hoa

1

,

Phan

Vu

Hai

1

,

Nguyen

Thi

Kim

Nga

2

,

Le

Minh

Duc

1

*

1

University

of

Agriculture

and

Forestry,

Hue

University;

2

R.E.P

.

Biotechnology

Joint

Stock

Company

.

ABSTRACT

The

purpose

of

this

study

was

to

isolate

potentially

probiotic

Lactobacillus

strains

from

chicken

manure

and

evaluate

their

biological

properties.

The

experiment

was

implemented

at

the

laboratory

of

the

Department

of

Animal

sciences

and

Veterinary

medicine,

University

of

Agriculture

and

Forestry,

Hue

University.

After

isolation,

Lactobacillus

strains

were

tested

for

antibiotic

resistance,

extracellular

enzyme

production

and

resistance

to

intestinal

bacteria.

The

study

results

indicated

that

all

of

28

isolated

strains

had

typical

characteristics

of

Lactobacillus

bacteria.

Regarding

the

biological

characteristics

of

bacteria,

the

results

showed

that

100%

of

bacterial

strains

were

resistant

to

2/5

tested

antibiotics,

all

28

strains

were

capable

of

producing

extracellular

protease

and

amylase.

Furthermore,

24/28

strains

were

resistant

to

intestinal

bacteria.

Among

them,

strains

LB14,

LB21,

LB27

had

the

strongest

resistance

to

Salmonella

(22mm)

and

strain

LB17

had

the

strongest

resistance

to

E.

coli

(15mm).

The

results

of

this

study

are

the

basis

for

further

research

on

optimal

conditions

for

the

growth

of

Lactobacillus

bacteria

with

a

view

to

develop

the

probiotic

products

using

in

animal

farming.
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