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Tóm tắt. Nghiên cứu này nhằm phân lập và lựa chọn các chủng Lactobacillus từ phân gà bản địa tại những 

khu vực nông thôn quanh thành phố Huế, có khả năng chống lại vi khuẩn Escherichia coli FG31-1 và 

Salmonella typhimurium FC13827 gây bệnh tiêu chảy ở gà. Trong số 67 Lactobacillus spp. phân lập được, 7 

chủng được lựa chọn dựa trên hoạt tính kháng khuẩn cao với cả 2 mầm bệnh được chọn. Sau khi khẳng 

định tính an toàn (không có hoạt tính dung huyết và không tiềm ẩn chứa gene mã hoá kháng kháng sinh), 

5 chủng đã được định danh bằng giải trình tự 16S rRNA để khẳng định từ chi Lactobacillus. Kết quả 5 chủng 

được định danh gồm LA8 (L. plantarum 1582), LA3 (L. plantarum JDM1), LA18 (L. acidophilus NCFM), LA5 

(L. agilis DSM 20509), LA36 (L. agilis La3). Trong đó, chủng có tiềm năng được lựa chọn là L. plantarum 1582 

dựa trên các đặc tính probiotic vượt trội như khả năng sinh enzyme ngoại bào (amylase và protease), khả 

năng bám dính vào niêm mạc ruột (tính kị nước, khả năng tự/đồng kết tụ), khả năng chống chịu axit và 

muối mật của đường tiêu hóa gà. Kết quả nghiên cứu này là cơ sở khoa học cho việc sử dụng chế phẩm sinh 

học từ Lactobacillus như một giải pháp thay thế kháng sinh tiềm năng chống lại vi khuẩn gây bệnh đường 

tiêu hóa trong chăn nuôi gà. 

Từ khoá: Probiotic, kháng kháng sinh, Lactobacillus, E. coli, Salmonella 
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Abstract. This study aimed to isolate and select Lactobacillus strains from indigenous chicken feces, which 

were collected from rural areas surrounding Hue City, capable of counteracting Escherichia coli FG31-1 and 

Salmonella typhimurium FC13827, which cause diarrhea in chickens. Among the 67 isolated Lactobacillus spp., 

7 strains were selected based on their high antibacterial activity against both pathogens. After confirming 

their safety (no hemolytic activity and no potential for antibiotic resistance gene transfer), 5 strains were 

identified using 16S rRNA sequencing to confirm their belonging to the Lactobacillus genus. The result 

showed that the identified strains include LA8 (L. plantarum 1582), LA3 (L. plantarum JDM1), LA18 (L. aci-

dophilus NCFM), LA5 (L. agilis DSM 20509), and LA36 (L. agilis La3). Among them, L. plantarum 1582 was 

selected as the most promising strain based on its superior probiotic characteristics, such as extracellular 

enzyme production (amylase and protease), adhesion to intestinal mucosa (hydrophobicity, auto/co-aggre-

gation ability), and tolerance to acidic and bile salt conditions of the chicken gastrointestinal tract. In 

conclusion, this finding provides a scientific basis for using Lactobacillus-based probiotics as a potential al-

ternative to antibiotics in combating gastrointestinal pathogens in poultry farming. 

Keywords: Antibiotic resistance, Lactobacillus, E. coli, Probiotic, Salmonella spp. 

1 Đặt vấn đề 

Escherichia coli (E. coli) và Salmonella là vi khuẩn Gram âm phổ biến gây ra các bệnh đường 

tiêu hóa ở gà, gây thiệt hại kinh tế đáng kể cho ngành chăn nuôi [1]. Đặc biệt, đây là những bệnh 

có khả năng lây truyền từ động vật sang người (zoonoses), chủ yếu thông qua thực phẩm bị 

nhiễm khuẩn, gây ra các vấn đề sức khỏe cộng đồng [1]. Hiện tại, không có vắc xin có hiệu quả 

trực tiếp để bảo vệ gà khỏi nhiễm khuẩn, chủ yếu là do các vi khuẩn có nhiều type và thiếu khả 

năng bảo vệ chéo [2]. Trên thực tế, cả E. coli và Salmonella đã được WHO liệt kê là một trong 

những mầm bệnh cần xác định tính mẫn cảm kháng sinh trước điều trị [3]. Vấn đề kháng kháng 

sinh đang gia tăng do lạm dụng kháng sinh trong chăn nuôi, khiến nhiều loại kháng sinh thông 

dụng đã bị kháng bởi E. coli và Salmonella spp., làm giảm hiệu quả của kháng sinh, thay đổi hệ vi 

sinh vật đường ruột và ảnh hưởng xấu đến sức khỏe [4]. Do đó, cần tìm kiếm các giải pháp thay 

thế kháng sinh như probiotic bao gồm cả vi sinh vật sống và các chất chuyển hóa của chúng, khi 

được sử dụng bằng đường ăn/uống sẽ mang lại lợi ích sức khỏe cho vật chủ tiếp nhận [5]. Cơ chế 

tác động của các chủng lợi khuẩn lên vật nuôi rất đa chiều và phức tạp. Các vi sinh vật lợi khuẩn 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/serotype
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thay đổi quần thể vi sinh vật trong hệ tiêu hóa bằng cách cân bằng số lượng hệ vi sinh vật có lợi 

và có hại [6, 7]. Probiotic còn có liên quan đến việc sản xuất các chất kháng khuẩn, chẳng hạn như 

acid hữu cơ hoặc bacteriocin [5]. Ngoài ra, men vi sinh cho thấy khả năng bám dính vào biểu mô 

ruột và chúng có thể can thiệp vào quá trình giao tiếp của vi khuẩn gây bệnh, ngăn cản sự xâm 

chiếm của chúng [8]. Không giống như thuốc kháng sinh, men vi sinh không thể gây ra sự xuất 

hiện của vi khuẩn kháng thuốc hoặc dư lượng thuốc và thân thiện với môi trường [9]. Thành 

phần của quần thể vi khuẩn trong đường tiêu hóa, được hỗ trợ bởi việc sử dụng men vi sinh, 

thường liên quan đến việc tăng năng suất của vật nuôi, ảnh hưởng đến quá trình tiêu hóa và hấp 

thu chất dinh dưỡng hiệu quả hơn, tăng khả năng miễn dịch và kiểm soát dịch bệnh [10, 11], nâng 

cao chất lượng thịt và giảm phát thải khí độc ở gà thịt [12, 13]. Vi khuẩn acid lactic (LAB) bao 

gồm các loài và chủng Lactobacillus khác nhau là một trong những loại vi khuẩn phổ biến nhất 

đáp ứng các đặc điểm này và do đó ngày càng được sử dụng làm chế phẩm sinh học [6]. So với 

các chế phẩm sinh học thương mại hiện có (chủ yếu được nhập khẩu), thường chứa các chủng lợi 

khuẩn được sử dụng chung cho nhiều loài vật nuôi, việc sử dụng các chủng vi khuẩn probiotic 

được phân lập từ các giống gà bản địa có thể mang lại hiệu quả cao hơn. Các chủng vi khuẩn này 

đã thích nghi với điều kiện môi trường và hệ vi sinh vật đường ruột của gà, do đó có khả năng 

sống sót và phát triển tốt hơn, đồng thời giảm thiểu các rủi ro liên quan đến việc sử dụng vi 

khuẩn ngoại lai [14, 15].   

Đây là nghiên cứu đầu tiên ở nước ta nhằm phân lập, lựa chọn các chủng Lactobacillus 

tiềm năng từ phân gà bản địa chống lại một số vi khuẩn Gram âm (E. coli và Salmonella spp.) gây 

bệnh tiêu chảy trên gà thịt, dựa vào khả năng kháng khuẩn và các đặc tính probiotic. 

2 Nội dung và phương pháp 

2.1 Đối tượng, vật liệu nghiên cứu 

Chủng LAB từ phân của gà bản địa (Gà Kiến). 

Môi trường MRS, Muller Hinton Agar (MHA), môi trường BHI (Brain Heart Infusion), 

xylene.  

Chủng Escherichia coli FG31-1 và Salmonella typhimurium FC13827 (Genbank ID: CP142680.1 

và MN704402.1), phân lập từ gà tiêu chảy nghi nghi nhiễm E. coli và Salmonella spp., các chủng 

đều mang gene độc lực invA và stn, được lưu trữ tại Phòng thí nghiệm Vi sinh, Khoa Chăn nuôi 

thú y, Trường Đại học Nông Lâm – Đại học Huế.  

2.2 Thời gian và địa điểm 

Thí nghiệm được tiến hành từ tháng 5 đến tháng 8 năm 2024 tại thành phố Huế, tỉnh Thừa 

Thiên Huế.  
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2.3 Phương pháp nghiên cứu 

Phương pháp phân lập và giám định Lactobacillus spp. 

Lactobacillus spp. được thu thập bằng ngoáy tăm bông vào trực tràng của gà thịt bản địa 

(Gà Kiến) khỏe mạnh, nuôi bán chăn thả, không bổ sung các loại men tiêu hóa. Phân lập 

Lactobacillus theo phương pháp của Man và cs. [16], 10 g mẫu được làm giàu trong môi trường 

MRS (40 ml), đồng nhất và cấy ở 37 °C trong 24 giờ với tốc độ lắc 200 v/p trong điều kiện yếm 

khí. Các ống có độ đục được chọn và tiếp tục cấy vào đĩa thạch MRS, ủ 24–72 giờ ở 37 °C trong 

điều kiện yếm khí. Khuẩn lạc trắng và kem giả định là Lactobacillus, được tinh sạch qua ba lần 

chuyển trên môi trường MRS. Xác định đặc điểm sinh học gồm nhuộm Gram, hình thái tế bào, 

phản ứng catalase và phân giải CaCO3. Chủng Gram+, phân giải CaCO3, không có hoạt tính 

catalase được coi là Lactobacillus và bảo quản ở -20 °C trong môi trường MRS thêm 30% glycerol. 

Sơ đồ về các tiêu chí để xác định và lựa chọn các chủng Lactobacillus tiềm năng nhằm thay thế 

kháng sinh trong chăn nuôi gà thịt được trình bày như Sơ đồ 1. 

Phương pháp đánh giá khả năng kháng vi khuẩn gây bệnh đường tiêu hóa ở gà 

Hoạt tính kháng khuẩn của các chủng Lactobacillus đối với vi khuẩn gây bệnh được đánh 

giá bằng phương pháp khuếch tán giếng thạch [17]. Đĩa Muller Hinton Agar (MHA) được phủ 

với 0,5 OD 630 huyền phù vi khuẩn gây bệnh. Sau 15–20 phút, sáu giếng (cách nhau 30 mm) được 

đục trên thạch MHA. Mỗi giếng chứa 100 μl dịch nuôi cấy canh thang MRS qua đêm của các 

chủng Lactobacillus đã chọn (điều chỉnh thành 0,5 OD 630). Dịch được để khuếch tán vào thạch 

trong một giờ ở 4 °C. Sau đó, đĩa được ủ ở 37 °C trong 24 giờ. Công thức đánh giá: Đường kính  

 

 

Sơ đồ 1. Quy trình xác định và lựa chọn các chủng Lactobacillus (LAB)  
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(ĐK, mm) = Đường kính vòng vô khuẩn – Đường kính giếng. Kết quả được coi là có tính kháng 

khuẩn khi ĐK ≥ 10 mm [18]. 

Phương pháp đánh giá tính an toàn của chủng Lactobacillus được chọn với mục đích kháng 

khuẩn 

Đánh giá khả năng dung huyết: Các chủng Lactobacillus phân lập (108 CFU/ml) được cấy 

lên đĩa thạch MRS bổ sung 7% máu cừu. Sau 48 giờ ủ ở 37 °C, quan sát vùng dung huyết. Mức 

độ dung huyết được phân loại thành vùng màu xanh lục nhạt – vàng đậm quanh khuẩn lạc là 

dung huyết α, vùng màu vàng nhạt là dung huyết β, và không có vùng là γ [19]. 

Thử nghiệm khả năng đề kháng kháng sinh: Các chủng Lactobacillus được nuôi đến 108 

CFU/ml (OD 0,48 – 0,52), sau đó cấy 100 μL lên đĩa MH. Đĩa kháng sinh (5 mm) được đặt lên 

thạch và ủ 24 giờ ở 37 °C. Đo ĐK vòng vô khuẩn. Kháng sinh thử nghiệm gồm ciprofloxacin                

(30 µg/ml), erythromycin (15 µg/ml), tetracycline (30 µg/ml), gentamicin (10 µg/ml), ampicillin 

(10 µg/ml), vancomycin (30 µg/ml), streptomycin (10 µg/ml), ertapenem (5 µg/ml), kanamycin 

(30 µg/ml), doxycycline (30 µg/ml) (Oxoid, Anh). Kết quả được phân loại theo CLSI (2021) dựa 

trên ĐK vòng vô khuẩn: kháng (R), nhạy trung bình (I), và nhạy (S). 

Phương pháp định danh các chủng Lactobacillus nghi ngờ 

Chọn chủng giám định gen thông qua phân tích trình tự đoạn gen ổn định mã hóa 

ribosome 16S rRNA. Các mồi xuôi và ngược 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) và 1492R 

(TACGGCTACCTTGTTACGACTT) được sử dụng để khuếch đại ở 1500 bp [20]. Phản ứng PCR 

được thực hiện với 20 μl chứa NZYTaq 2× Green Master Mix, 0,5 μl mỗi đoạn mồi xuôi và ngược 

(nồng độ là 0,3 μM), 6 μl nước không có DNase và 2 μl khuôn mẫu DNA (khối lượng 50 ng). Sau 

khuyếch đại, 10 μl sản phẩm PCR được phân tích để điện di và sau đó được hình ảnh hóa dưới 

tia UV bằng ImageMaster (Pharmacia Biotech, Anh). Sản phẩm PCR kích thước 1,5 kb được tinh 

chế và giải trình tự bằng các mồi giống với mồi PCR (27F và 1492R). Sau khi giải trình tự bằng 

phương pháp Sanger và BLAST, dữ liệu được so sánh với cơ sở dữ liệu Genbank của NCBI để 

xác định các chủng Lactobacillus.  

Phương pháp phân tích thuộc tính probiotic của Lactobacillus spp. 

Đánh giá khả năng sinh enzyme ngoại bào: Chỉ tiêu này được tiến hành bằng phương pháp 

đục lỗ thạch [21]. Sau khi được nuôi cấy trong môi trường MRS, dịch nuôi cấy Lactobacillus spp. 

được ly tâm để thu dịch chứa enzyme ngoại bào. Sau đó nhỏ dịch này lên các giếng thạch MRS 

đã bổ sung tinh bột (sinh amylase) hoặc gelatin (sinh protease). Khả năng sinh enzyme được đánh 

giá dựa trên sự hình thành vòng phân giải cơ chất xung quanh giếng sau 24 giờ. 

Đánh giá tính kỵ nước bề mặt tế bào: Xét nghiệm đặc tính kỵ nước được thực hiện theo 

phương pháp được mô tả bởi Thapa và cs. [22] bằng cách dùng khả năng bám dính của vi sinh 

vật với hydrocarbon kết hợp với xylene. Nuôi cấy các chủng Lactobacillus trong 10 ml MRS, ly 

tâm ở 6000 vòng/phút trong 5 phút và rửa hai lần bằng dung dịch Ringer. Ngâm lại tế bào trong 
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dung dịch này, điều chỉnh mật độ quang ~0,08 ở 600 nm. Thêm 1 ml xylene vào 5 ml huyền phù 

vi khuẩn, trộn mạnh 2 phút và để yên 5 phút. Loại bỏ pha nước phía dưới, đo ở 600 nm. Tỷ lệ 

phần trăm kỵ nước = [(OD 0 – OD) / OD 0] × 100, với OD 0 và OD là mật độ quang trước và sau 

khi trộn với xylene. 

Đánh giá khả năng tự kết tụ và đồng kết tụ: Thử nghiệm tự kết tụ và đồng kết tụ được thực 

hiện bằng các phương pháp như được mô tả bởi Mallappa và cs. [23]. Các chủng Lactobacillus 

được ly tâm ở 8500 vòng/phút trong 10 phút và cho vào dung dịch muối đệm phốt phát, ủ tiếp 4 

giờ ở 37 °C. Mẫu (0,2 mL) huyền phù được lấy ra, đo OD 600 nm trước và sau khi ủ. Tính tự kết 

tụ bằng công thức: 1 – [At / Ao] × 100, với Ao và At là mật độ quang trước và sau ủ. Xét nghiệm 

đồng kết tụ Lactobacillus spp. được chuẩn bị như trong xét nghiệm tự kết tụ. Huyền phù E. coli 

trong môi trường BHI được chuẩn hóa thành khoảng 1 × 108 CFU/mL. Trộn 1 ml huyền phù 

Lactobacillus với 1 ml huyền phù E. coli và khuấy trong 10 giây, để lắng tự nhiên. Đối chứng chỉ 

chứa 2 ml huyền phù vi khuẩn. Đo độ hấp thụ ở bước sóng 600 nm sau 5 giờ ủ ở 37 °C. Tỷ lệ phần 

trăm tổng hợp tính bằng công thức: (OD 600 (x) + OD 600 (y) – OD 600 (x + y)) / (OD 600 (x) + OD 

600 (y)) × 100. 

Đánh giá khả năng dung nạp axit và mật: Khả năng chịu axit và mật của Lactobacillus spp. 

được tiến hành theo mô tả của Mallappa và cs. [23]. Các chủng Lactobacillus được nuôi cấy qua 

đêm và tạo huyền phù trong 10 ml MRS với pH 2 và 50 ml MRS chứa 0,3% muối mật (Himedia, 

Ấn Độ). Kích thước vật liệu cấy được điều chỉnh theo độ đục chuẩn 0,5 McFarland (~1,5 × 108 

CFU/ml). Sau đó, ủ các ống ở 37 °C trong 3 giờ, lấy mẫu dịch (300 μL) ở 0, 1, 2, và 3 giờ để đo 

động lực tăng trưởng bằng quang phổ kế ở 600 nm. Đồng thời, lấy mẫu dịch (100 μL) để đếm 

tổng số tế bào sống theo phương pháp đĩa chuẩn.  

Phương pháp xử lý số liệu 

Tất cả các xét nghiệm được thực hiện ba lần độc lập trong ba lần và dữ liệu được biểu thị 

dưới dạng trung bình (Mean) ± độ lệch chuẩn (SD) và tỉ lệ %. Số lượng được chuyển đổi thành 

log10 CFU/mL. Phân tích thống kê được thực hiện bằng cách sử dụng phần mềm IBM.SPSS (Phiên 

bản 22) và ý nghĩa thống kê được so sánh, phân tích bằng oneway ANOVA, sau kiểm tra hậu 

kiểm của Tukey và được coi là có ý nghĩa ở mức α = 0,05.   

3 Kết quả và thảo luận 

Trong nghiên cứu này chúng tôi phân lập được 67 chủng LAB từ 30 mẫu phân của gà bản 

địa. Trong đó, 7/67 chủng LAB có khả năng kháng cả hai mầm bệnh E. coli và Salmonella. Kết quả 

nghiên cứu ghi nhận được rằng 7/7 chủng đều an toàn khi không dung huyết và kháng kháng 

sinh, 5/7 chủng LAB được định danh bằng giải trình tự PCR16s, và 2/5 chủng LAB được lựa chọn 

dựa trên đặc tính kỵ nước, đồng kết tụ, tự kêt tụ, khả năng chịu axit và muối mật.  

Theo Paul và cs. [24], dựa trên nhiều yếu tố khác nhau, hệ vi sinh vật đường ruột của các 

giống gà bản địa nuôi thả khác với các giống gà thương phẩm. Thức ăn cho gà thả vườn trên 
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nhiều nguồn thức ăn tự nhiên có thể làm phong phú thêm sự đa dạng hệ vi sinh vật của chúng; 

kết quả là, so với các giống thương mại, các giống gà thả vườn có khả năng miễn dịch cao hơn, 

và do đó, có thể chống lại các bệnh truyền nhiễm khác nhau tốt hơn [25]. 

3.1 Phân lập các chủng Lactobacillus 

Tổng cộng có 67 chủng phân lập từ 30 mẫu phân của gà thịt bản địa khỏe mạnh được xác 

định sơ bộ là Lactobacillus spp. dựa trên tiêu chí hình thái là có màu trắng, khuẩn lạc hình tròn, 

bìa nguyên, nhô cao, bóng ướt, đường kính khuẩn lạc dao động từ 0.2 mm – 2.6 mm (Hình 1 A). 

Các chủng đều có dạng hình que (trực khuẩn), hai đầu tròn, đúng riêng lẻ hoặc chuỗi ngắn (Hình 

1 C). Kết quả kiểm tra sinh hóa cho thấy trên môi trường MRSA có bổ sung 1% CaCO3 (Hình 1 B, 

khuẩn lạc Lactobacillus có vòng trong suốt xung quanh do CaCO3 bị phân giải bởi acid lactic, tất 

cả các chủng đều là Gram dương. Tuy nhiên, vi khuẩn không có phản ứng Catalase (âm tính). 

Kết quả giám định đặc tính, hình thái và sinh hóa cho thấy các chủng vi khuẩn đặc trưng 

của chi Lactobacillus như mô tả của Arimah và cs. [26].   

3.2 Lựa chọn chủng Lactobacillus dựa trên các đặc tính thay thế kháng sinh  

Kết quả xét nghiệm khả năng kháng vi khuẩn gây bệnh trên gà của các chủng Lactobacillus 

như Hình 2. 

Với mục tiêu tìm chủng vi khuẩn tiềm năng thay thế kháng sinh, việc đánh giá hoạt tính 

kháng khuẩn là tiêu chí tiên quyết. Hoạt tính đối kháng với 2 chủng vi khuẩn Gram âm gây bệnh 

đường tiêu hóa được thử nghiệm với 67 chủng Lactobacillus được phân lập. Kết quả ở Hình 2 đã 

chọn ra được 7 chủng Lactobacillus (10,45%) có hoạt động ức chế chống lại cả 2 mầm bệnh                               

(ĐK ≥ 10 mm). Còn lại, 11 chủng (16,42%) có thể ức chế được 1 trong 2 mầm bệnh và 49 chủng 

(73,13%) không ức chế được mầm bệnh nào. Nhìn chung, đối với vi khuẩn E. coli FG31-1, 

3 chủng LA3, LA5 và LA8 có ĐK (18 – 19 mm) lớn hơn đáng kể (P < 0,05) so với các chủng khác 

là LA18, LA17 và LA36 (~13 – 14 mm). Trong khi đó, đối với S. typhimurium FC13827, ĐK của các 

   

A B C 

Hình 1. Phân lập các chủng Lactobacillus. A: Khuẩn lạc Lactobacillus trên đĩa MRS; B: Khuẩn lạc Lactobacillus 

phân giải CaCO3; C: Tế bào vi khuẩn Lactobacillus dưới kính hiển vi (× 100) 
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Hình 2. Đánh giá một số đặc tính kháng khuẩn của các chủng Lactobacillus được lựa chọn. Giá trị có chữ số 

(a, b hoặc A, B, C) khác nhau thể hiện sai khác có ý nghĩa thống kê (P < 0,05) 

chủng Lactobacillus nhỏ hơn (~10 – 18 mm) so với E. coli FG31-1 (14 – 19 mm); chủng LA 18 có ĐK                            

(18,3 mm) cao hơn đáng kể (P < 0,05) so với chủng LA8 và LA54 (14,7 và 10,3 mm). 

Tương tự, Lactobacillus spp. phân lập từ phân lợn cho thấy hoạt động kháng khuẩn chống 

lại mầm bệnh đường ruột bao gồm vi khuẩn E. coli [27]. Lactobacillus có thể ức chế sự phát triển 

của vi khuẩn gây bệnh thông qua nhiều cơ chế, bao gồm sản xuất axit lactic từ việc lên men 

carbohydrate, từ đó làm giảm pH môi trường để ức chế sự phát triển của vi khuẩn [28]. Bên cạnh 

đó, Lactobacillus spp. có khả năng sản xuất các hoạt chất kháng khuẩn như bacteriocin, hydrogen 

peroxide [29], H2O2 [30] và các axit hữu cơ khác như axit acetic, axit propionic... [31]. Hoạt động 

này, cùng với cơ chế loại trừ cạnh tranh, trong đó các chủng lợi khuẩn cạnh tranh với mầm bệnh 

để lấy chất dinh dưỡng và vị trí gắn kết, đã ngăn chặn mầm bệnh xâm nhập vào ruột.   

3.3 Đánh giá sự an toàn của các chủng Lactobacillus 

Hoạt động dung huyết 

Vi khuẩn dương tính với dung huyết được coi là không an toàn để sử dụng làm chế phẩm 

sinh học do độc lực của chúng gây phù nề và thiếu máu. Hemolysin do mầm bệnh tạo ra được 

cho là có tác dụng ly giải tế bào vật chủ để giải phóng các hợp chất chứa sắt như huyết sắc tố, có 

lợi cho sự phát triển của vi khuẩn trong cơ thể vật chủ [32]. Trong khi kết quả xét nghiệm dung 

huyết β được coi là có hại, thì dung huyết γ và α được coi là an toàn. Trong nghiên cứu này, tất 

cả các chủng đều biểu hiện dung huyết α, biểu hiện an toàn (Hình 3). Tương tự, Reuben và cs.  

 

Hình 3. Các chủng có vùng sáng màu vàng đậm quanh khuẩn lạc, biểu hiện dung huyết α   
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[33] đã báo cáo rằng phần lớn các chủng Lactobacillus được phân lập từ ruột gà và gà thịt không 

có khả năng gây dung huyết. 

Khả năng kháng kháng sinh 

Sự an toàn của men vi sinh đã nhận được sự chú ý ngày càng tăng do khả năng chuyển 

giao và lan truyền các gen kháng kháng sinh giữa các vi sinh vật [34]. Do đó, sự vắng mặt của các 

gen mã hoá kháng kháng sinh là lựa chọn quan trọng để đảm bảo an toàn cho men vi sinh. Nghiên 

cứu của Campedelli và cs. [35] cho thấy các gen kháng thuốc mắc phải đôi khi xuất hiện ở các 

loài Lactobacillus.   

Trong nghiên cứu này, chủng LA3 và LA27 đã kháng (R) với vancomycin, trong khi các 

chủng khác thì ở mức nhạy (IS). Đối với các kháng sinh còn lại, mức độ khác của các chủng 

Lactobacillus ở mức trung bình (IS) hoặc nhạy (S). Tuy nhiên, 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 [36] và sự thay thế đầu cuối d -alanine bằng 

d -lactate hoặc d -serine trong muramyl-pentapeptide ngăn chặn sự gắn kết của vancomycin [37]. 

Như vậy, nhìn chung các chủng Lactobacillus được lựa chọn đều an toàn và sử dụng cho các thử 

nghiệm tiếp theo. 

3.4 Định danh vi khuẩn Lactobacillus dự kiến   

Qua xác định bằng trình tự 16S rRNA cho thấy các chủng được lựa chọn đều dương tính 

với kích thước 1500 bp sau điện di gel agarose. Trình tự 16S rRNA được gửi vào GenBank và xây 

dựng cây phát sinh loài dựa trên trình tự gen. Năm chủng Lactobacillus định danh với ký hiệu 

LA8, LA3, LA18, LA5 và LA36, được xác định tương ứng là L. plantarum 1582, L. plantarum JDM1, 

L. acidophilus NCFM, L. agilis DSM 20509 và L. agilis La3 thông qua giải trình tự gen 16S rRNA. 

Bảng 1. Khả năng kháng kháng sinh của các chủng Lactobacillus được lựa chọn 

Kháng sinh Nồng độ (μg-1) LA3 LA5 LA8 LA18 LA27 LA36 LA54 

Ciprofloxacin 30 S S S S IS S S 

Erythromycin 15 IS IS S IS S IS S 

Tetracycline 30 IS IS IS IS IS IS IS 

Gentamicin 10 IS S S IS S S S 

Ampicillin 10 S S S S S S S 

Vancomycin 30 R IS IS IS R IS S 

Streptomycin 10 S IS S IS S IS IS 

Ertapenem 5 IS S S S S S S 

Kanamycin 30 S S S S S S S 

Doxycycline 30 S IS S S S S S 

 Chú thích: Độ nhạy kháng sinh được biểu thị bằng R (kháng), IS (trung bình) hoặc S (nhạy). 
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Các trình tự gen này đã được đánh giá dựa trên cơ sở dữ liệu NCBI với các số truy cập ID 

tương ứng là MT597487.1, CP001617.1, CP000033.2, KM886859.1 và CP016766.1 (Bảng 2). 

3.5 Lựa chọn chủng Lactobacillus dựa trên đặc tính probiotic  

Khả năng sinh enzyme ngoại bào của các chủng Lactobacillus là đặc tính probiotic quan 

trọng nhất nhằm hỗ trợ tiêu hóa thức ăn và giảm phác thải từ phân [38]. Kết quả cho thấy ĐK 

vòng phân giải của enzyme protease của chủng LA3 và LA18 là khoảng 20 mm, lớn hơn đáng kể 

(P < 0,05) so với chủng LA5 (14mm). Trong khi đó, ĐK vòng phân giải của enzyme amylase là 

tương đương nhau (P = 0,126) giữa các chủng Lactobacillis và dao động từ 3,67–5,0 mm, khoảng 

1/3 so với khả năng sinh enzyme protease. 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 Kim và cs. [39], các chủng vi khuẩn đều khả năng sinh enzyme protease và amylase. Sự 

khác biệt về enzyme giữa các chủng Lactobacillus có thể bắt nguồn từ nguồn gốc của chúng. Các 

chủng từ thực phẩm giàu tinh bột lên men thường có khả năng phân giải tinh bột mạnh [40]. Mức 

độ liên kết của enzyme với tế bào cũng ảnh hưởng đến đặc tính sinh hóa của vi khuẩn. Lee và cs. 

[38] phát hiện hoạt động phân giải tinh bột của L. acidophilus L23 liên quan chặt chẽ với tế bào 

niêm mạc ruột, cho thấy enzyme này gắn liền với thành tế bào. 

Tính kỵ nước trên bề mặt tế bào ảnh hưởng đến khả năng bám dính tổng thể và có thể tạo 

điều kiện thuận lợi cho sự tiếp xúc giữa tế bào biểu mô của lợi khuẩn và vật chủ, giúp lợi khuẩn 

cạnh tranh với các vi khuẩn gây bệnh, sản xuất enzyme tiêu hóa [41]. Tính kỵ nước cao cho thấy 

vi khuẩn có thể liên kết tốt hơn với niêm mạc ruột và được phân thành 3 loại: thấp (< 33%), trung 

bình (33%–66%) hoặc cao (> 66%) [42]. Kết quả cho thấy chủng LA8 và LA18 thể hiện tính kỵ nước 

cao (66,07% và 66,98%), và cao hơn đáng kể (P < 0,05) so với các chủng khác. 

Khả năng của lợi khuẩn hình thành các tập hợp tế bào thông qua sự tự kết tụ (sự kết tụ của 

vi khuẩn cùng chủng) hoặc sự kết tụ đồng thời (sự kết tụ của vi khuẩn thuộc các chủng khác nhau 

về mặt di truyền) cũng có thể góp phần vào sự tồn tại của chủng lợi khuẩn trong ruột. Hơn nữa, 

sự kết tụ có thể hoạt động đối kháng với các vi sinh vật gây bệnh [43]. LA36 cho thấy khả năng 

đồng kết tụ cao nhất với cả hai chủng vi khuẩn gây bệnh S. typhimurium FC13827 (42,13%) và E. 

coli FG31-1 (40,80%). Trong khi đó, chủng LA8 có khả năng đồng kết tụ với E. coli FG31-1 (18,16%) 

thấp hơn đáng kể (P < 0,05) so với các chủng còn lại (40–45%) (Bảng 3). 

Bảng 2. Xác định các chủng Lactobacilllus bằng giải trình tự 16S rRNA 

Mẫu phân lập Chủng Lactobacillus 
Tỉ lệ tương đồng 

(%) 

ID GenBank của chủng 

tham chiếu 

LA8 L. plantarum 1582   99,86 MT597487.1 

LA3 L. plantarum JDM1 100 CP001617.1 

LA18 L. acidophilus NCFM 98,73 CP000033.2 

LA5 L. agilis DSM 20509 100 KM886859.1 

LA36 L. agilis La3 100 CP016766.1 
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Bảng 3. Đặc tính probiotic của các chủng phân lập 

Đặc tính LA3 LA5 LA8 LA18 LA36 SEM 
P 

value 

Sinh enzyme ngoại bào        

protease (mm) 19,33a 14,00c 17,33ab 20,00a 17,67ab 0,42 <0,001 

amylase (mm) 4,33 5,00 3,67 4,67 5,00 0,22 0,126 

Kỵ nước (%) 49,15c 50,88c 66,07a 66,98a 61,66ab 2,97 0,006 

Đồng kết tụ (%)        

với S. typhimurium 

FC13827 28,97b 34,52ab 30,36b 31,55b 42,13a 2,70 0,024 

với E. coli FG31-1 40,21a 38,71a 18,16b 45,08a 40,80a 3,21 0,079 

Tự kết tụ (%) 35,58c 57,75a 62,31a 56,74a 23,21d 2,16 <0,001 

Chống chịu axit (%)        

 ở pH = 2 84,59a 70,42b 83,71a 84,41a 83,87a 0,87 0,039 

 ở pH = 3 90,99a 76,71b 89,45a 91,42a 90,49a 0,79 0,021 

Chống chịu muối mật 

(%) 
       

 ở mức 0,3% 85,13b 96,02a 95,54a 96,75a 82,00b 1,89 0,009 

 ở mức 0,5% 78,24b 82,35a 82,66a 82,61a 74,34b 1,44 0,017 

Tổng số đặc tính probi-

otic cao*   
4/10 4/10 6/10 8/10 4/10 - - 

Chú thích: Giá trị có chữ số mũ (a-d) khác nhau biểu thị sai khác có ý nghĩa thống kê (P < 0.05);                     

* Tính bằng số giá trị cao nhất (có chữ số mũ là a).  

 

A   
B   

Hình 4. Đường kính vòng phân giải tinh bột (A) và gelatin (B) của vi khuẩn Lactobacillus 

Khả năng chịu axit và muối mật là hai yếu tố quan trọng để vi khuẩn probiotic có thể sống 

sót và phát triển trong môi trường đường tiêu hóa của gà. Độ pH của dạ dày tuyến và mề là                  

1,9 – 4,5 và thức ăn phải di chuyển trong khoảng thời gian 2 giờ, trong khi đó, nồng độ muối mật 

trong phần trên của ruột non (tá tràng) ở gà có thể dao động từ 0,1 đến 0,5% [44]. Theo Prabhura-

jeshwar và Chandrakanth [45], vi khuẩn có nguồn gốc từ vật chủ thường thích nghi tốt hơn với 
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điều kiện tiêu hóa của chúng, giúp chúng xâm chiếm hiệu quả hơn so với vi khuẩn từ các nguồn 

khác. Bằng chứng trong nghiên cứu này, các chủng Lactobacillus phân lập đều có khả năng chịu 

axit tốt ở pH 2 và pH 3, với tỷ lệ sống sót trên 70%. Trong đó, LA18 cho thấy khả năng sống sót 

cao nhất (84,41% ở pH 2 và 91,42% ở pH 3). Bên cạnh đó, các chủng Lactobacllus đều có khả năng 

chịu muối mật tốt ở nồng độ 0,3% và 0,5%, với tỷ lệ sống sót trên 74%. Trong đó, LA5 cho thấy 

khả năng sống sót cao nhất (96,02% ở 0,3% và 82,35% ở 0,5%).  

Đánh giá chung về các đặc tính probiotic cho thấy chủng vi khuẩn LA8 (L. plantarum 1582 

có nhiều đặc tính (8/10 đặc tính) vượt trội hơn so với các chủng khác (4–6/10 đặc tính) nên được 

lựa chọn sử dụng trong sản xuất thử nghiệm chế phẩm sinh học. Chủng phân lập này do có khả 

năng kháng axit và muối mật, đồng thời tạo ra hàm lượng axit hữu cơ cao nên tương thích hơn 

với đường tiêu hóa của gia cầm, dẫn đến tăng năng suất sinh trưởng và đồng thời cải thiện hệ 

thống miễn dịch. Ngoài ra, những chủng phân lập này cho thấy khả năng cao để gắn vào các tế 

bào biểu mô ruột và loại bỏ cạnh tranh của vi khuẩn E. coli và Salmonella spp. xâm nhập vào niêm 

mạc ruột.   

4 Kết luận 

Từ 67 chủng Lactobacillus phân lập từ phân gà bản địa theo các đặc tính kiểu hình và sinh 

hóa, 7 chủng (10,45%) đã được lựa chọn dựa trên khả năng kháng khuẩn với cả hai mầm bệnh 

gây tiêu chảy ở gà (E. coli FG31-1 và S. typhimurium FC13827). Sau khi được kiểm tra và xác nhận 

không có khả năng gây dung huyết và không mang gen kháng kháng sinh, 5/7 chủng đã được 

định danh bằng giải trình tự 16S rRNA để khẳng định từ chi Lactobacillus. Trong số 5 chủng được 

chọn, chủng LA8 (L. plantarum 1582) có nhiều đặc tính probiotic vượt trội hơn so với các chủng 

khác, bao gồm khả năng sản xuất ezyme tiêu hóa (amylase và protease), đặc tính bám dính                        

(kỵ nước, tự/đồng kết tụ) và chống chịu acid (pH 2,0–3,0) và muối mật (0,3 – 0,5%).  Do đó, L. 

plantarum 1582 có thể là tiềm năng trong sản phẩm men vi sinh bản địa phù hợp để sử dụng trong 

chăn nuôi gà trong việc thay thế kháng sinh chống lại vi khuẩn gây bệnh đường tiêu hóa, tuy 

nhiên cần thêm nghiên cứu in vivo để khẳng định hiệu quả. 
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