(12) BAN MO TA SANG CHE THUOC BANG POC QUYEN SANG CHE

aor e enmeroe o0 LI
CUC SO HU'U TRi TUE
1-0023947
(51) CI12N 1/20; AOIN 63/02; A23K 1/16  (13) B
(21) 1-2013-02619 (22) 31/01/2012
(86) PCT/KR2012/000758 31/01/2012 (87) WO02012/105804 09/08/2012
(30) 10-2011-0009792 31/01/2011 KR
(45) 25/06/2020 387 (43) 25/12/2013 309A

(73) CJ CHEILJEDANG CORPORATION (KR)

330, Dongho-ro, Ssangnim-dong, Jung-gu, Seoul 100-400, Republic of Korea
(72) YANG, Si Yong (KR); WOO, Seo Hyung (KR); KANG, In Hye (KR); SEO, Hyo
Seel (KR)
(74) Cong ty Luat TNHH Pham va Lién danh (PHAM & ASSOCIATES)

(54) CHUNG VI KHUAN BACILLUS SP.CJP-14 VA CHE PHAM LGI KHUAN CHUA
CHUNG VI KHUAN NAY

(57) Sang ché d& cap dén cac loi khuan dé kiém soat sinh hoc chong Saprolegnia sp. va cu
the sang ché dé cap dén ching vi khuan méi duoc phan 1ap c6 thé trc ché sy phat trién ctia
nam Saprolegnia sp. gay bénh va tao ra cac thé mang sat; sang ché dé cap dén moi truong
nudi cdy thu duoc bang cach nudi ciy chung vi khuan, san phdm c6 dic hodc san phim sy
kho cua moi truong nay, ché pham loi khuan, phy gia thirc 4n, chat khang vi sinh vat, chat
khang nam hoic chat cai thién chat luong nude chira chung vi khuan, méi trudong nudi cy,
san pham c6 dic hodc san pham siy kho cua moi truong nay; va phuong phap nudi ca hoac
dong vat giap xac, phong ngura bénh nam thuy mi & dong vat va cai thién chét lugng nude
sir dung chuing vi khuan, méi trudng nudi ciy, san pham co dic hoic san pham siy kho cua
moi truong nay.

16,000

14,000 2
12,000 /
10,000 T~ -

3:0[}0 \%ﬂ\\ . mdi trwedng
6,000 \ —=—B14

4,000

2:000 \\

U T ] | I T ]
0 6 12 18 24 30 36

Thei gian

Nong dé cua axit nitro (ug)




23947

Linh vue ky thuat dwgce dé cip

Séng ché dé cap dén céac loi khudn (probiotics) dé kiém soat sinh hoc chéng
nidm Saprolegnia sp. va cu thé, sang ché @& cip dén chung vi khudn méi phéan
lap e ché su phat trién cia nim Saprolegnia sp. gy bénh va tao ra cac thé
mang sat (siderophores); sang ché dé cap dén moi truomg nudi cdy thu duge
bing cach nudi cdy chung, san pham cb dic hodc san phim sy khd cua méi
truong nay; ché phdm loi khuén, phu gia thic &n, chét khang vi sinh vat, chat
khang ndm hodc chat cai thién chét luong nudce chira ching, moi truong nudi
cdy, san pham c6 dic hoic san phiam sdy kho cta mdi trirong nay; phuong phép
nudi ca hodc dong vat gidp xac sir dung ching, moi trudng nudi ciy, san phim
cd dic hoic san pham sdy kho cta mdi trudng nay; phuong phdp phong ngira
bénh nidm thuy mi & dong vat bang cach bd sung ching, moi truong nudi ciy,
san pham cb dic hodc san phdm sdy kho ctia méi trudng nay; va phuong phap
cai thién chat luong nudc nhd xir Iy bang ching, moi trudng nudi cdy, san phim

cd dic hodc san pham say kho cia méi truong nay.
Tinh trang ky thuat ciia sang che

O nhiing khu vuc phét trién nhu Hoa Ky, chau Au va Nhat Ban chéng han,
nguoi ta cht y nhidu dén viée cai thién doi séng an udng dé phong ngtra bénh tat
& ngudi trudng thanh, vi dan sé va tiéu chuén séng cia ngudi dan trén toan thé
gi6i ngay cang ting cao. Do d6, nhu cau vé cac san pham tir c4 tiép tuc gia tang,
dan dén su phat trién nhanh chéng vé san xut nuéi tréng thily san. Cong nghiép
nudi trong thuy san da trd thanh mot nganh déng gép quan trong dbi véi nén
kinh té ctia nhidu nudc va sy bung nd bénh tit & c4 nudi s& din dén nhing ton
thit kinh té nghiém trong (Jose Luis Balcazar et al. Veter.Microbio.
114(2006):173-186; Laurent venrschuere et al. Microbio.Mot. Biol.Rev. Dec.
2000.655-671).
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Su xuit hién bénh & c4c trang trai nudi c4 1a do ca nhiém bénh hoic do céc
tdc nhan giy bénh lay truyén tir moi trudng nude bién gan cac trang trai nudi
trong thiy san va cling do ngudn cung cip thirc an cho c4 bi nhiém hoic do cac
diéu kién mét vé sinh & c4c trang trai nudi c4. Cac bénh nhiém trung & ca duogc
phan thanh nhiém tring do ndm, do vi khuén va do virut. Trong s6 nay, nhidém
tring do ndm dién hinh do nidm Saprolegnia sp. gdy ra (xem tai liéu Diagnosis
of Fish Diseases and Treatment Measures, The Ministry of Maritime Affairs and
Fisheries, 2001). Nam Saprolegnia sp. gap pho bién trong céc hé sinh thai nudc
ngot va 13 gidng ndm chinh trong nudc gy ra nhiém tring ndm ning né cho cé
nuée ngot. O ¢4, ndm Saprolegnia sp. xAm nhép qua cdc mo biéu bi, thuong
khéi dau & dau hodc vay c4 va c6 thé lan ra toan bd bé mat co thé c4, din dén
xuit hién nhimg bénh trdm trong ¢ cac trang trai nudi ca. Pa c¢b théng bdo 1a
nam Saprolegnia sp. gy ra cac nhidm tring tién phat, nhung trong hau hét moi
truong hop, né xuat hién & dang tac nhan giy bénh thir phét, tiép sau tén hai tién
phat trén da gy ra boi cc ky sinh tring nhu c4c virut va vi khuan ching han

(xem tai liéu Aquatic fungi and fish production in Egypt, II-in vivo studies).

Pé phong ngira céc tén hai do ndm Saprolegnia sp. gy ra, cac thubc diét
nim tong hop (vi du, xanh malachite, v.v.) dd dugc st dung. Tuy nhién, cic
thudc diét nAm téng hop nay khong phén hity sinh hoc mét cach dé dang va cé
Xli hudng t6n tai 1au trong méi truong dan dén su thodi bién moi truong, cling
nhu gy ra céc tadc dong bét 1oi nhe hoic nang, va mot 36 loai ndm da phat trién
tinh khang d6i véi cac hoa chat nay. Do do, viée st dung cac héa chit nay d3 bi
han ché va d& c6 nhiéu nd luc nhim phat trién cac loai héa chét thay thé cho cac
héa chat nay (xem tai liéu Ebele M. et al. African Journal of Biotechnology
Vol.8 (24), 7130-7132, 2009). Trong mét nd luc nhur vay, US 6160023 di boc 10
viéc sur dung bronopol dé didu tri cac bénh khic nhau do céc vi sinh vat thuay
sinh gdy ra, bao gdm céc nhiém tring do nim, nhiém trung do dong vat nguyén
sinh va bénh do vi khuin & mang c4 va phuong phap khir khuin céc bé va/hoic
trang thiét bi nudi ca nho st dung bronopol. Tuong tu, KR 0782500 d3 boc 10

tac nhén di€u tri nhiém trung do nam & ca, chira chat chiét tir ciy thily xwong bo
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(acorus calamus) lam hoat chét.

Trong khi d6, véi nhu cdu nudi tréng thiy san than thién méi truong dang
ngdy cang gia ting, nén hién nay viéc st dung loi khuin lam chét ting cuong
mién dich duoc chép thuén rong rai. Viéc st dung loi khuén da duogc R. Fuller
phd cap rong rii vao nam 1989 va duéi dang thtrc 3n b sung chitra vi sinh vat
séng c6 tac dong hitu ich cho vat chu qua viéc cai thién cén bing vi sinh vat
dudng ruodt cia vat chi. Vi du, cac vi khudn nhu Lactobacillus, Enterococcus,
Bifidobacterium va Bacillus, nAm men nhu Saccharomyces va nim nhu
Aspergillus d3 dugc str dung 1am cac loi khuén. Céc loi khuin dugc cong nhan
la an toan (Generally Recognized As Safe - GRAS) va khong con chira gen gy
ddc cho ngudi va dong vat va cling khong tao ra cac chét giy bénh. Loi khuan 1a
cac vi sinh vat dugc thtra nhan 1a c6 hiéu qua cai thién ning suét & vat nuodi. Cac
loi khuin duoc dic trung boi kha nang khong gdy bénh, ting sinh dé dang in
vitro, phat trién nhanh trong co thé va c6 tinh khang véi axit va mat. Ngoai ra,
céc lgi khudn nay phai c6 hoat tinh khéng bi trc ché béi cac thanh phin cia thic
an, c¢6 thé duy tri duoc tac dung cta chiing & nhiét do trong phong va c6 thé dé

dang duoc trdn vai thic an thich hop.

Céac loi khuan ¢6 tic dung canh tranh véi céc vi khudn gdy bénh dudng ruét
dé ngin chin su bam chit cia cac vi khuan nay vao biéu md duong rudt va phuc
hdi nhanh chéng hé vi khuén chi dudng rudt bi thay dbi do hiu qua cia viéc
diéu tri bang khang sinh. Ngoai ra, cac loi khudn phong ngtra nhiém trung do
céc vi sinh vit gay bénh va tic ché qua trinh ting sinh cua chung, thiic ddy su
ting sinh ctia hé vi khudn chi dudng rudt bing cach h tro cac didu kién ti w,
tao ra axit lactic hodc axit axetic cdu thanh cac axit hiru co duong rudt va lam
giam d6 pH trong rudt dé ngan chin sy ting sinh ctia cac vi khun gdy bénh co
hai. Do d6, viéc cung cép loi khuin c6 nhiéu tac dung néu trén sé& duy tri duoc
hé vi khuén chi duong rudt va ting ning suat & vat nuoi. Trong nudi trong thay
san, cac loi khuan ciing duoc bd sung vao thic #n cho ¢4 hoic bd sung vao
nuée. Gan déy, di c6 cic nghién ctru dé ting cudng mién dich chéng lai cac tac

nhan gy bénh va cai thién chat luong nude nhd st dung loi khuan trong chin
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nudi ca hodc tom (Jigiu Li et al. Aquaculture 291(2009) 35-40). Cac loi khuan
tidu biéu dugc str dung dé kiém soét sinh hoc trong nudi trong thily san 14 céc vi
khudn c6 loi nhu Lactobacillus, Enterococcus va Bacillus. Bacillus 1a mot vi
khuan sinh ndi bao tr, hinh que, ram duong va c6 hinh thé dic biét trong sb cac
ching duoc sir dung lam loi khudn. Cac chung vi khun nhu Bacillus subtilis (B.
subtilis), Bacillus cereus (B. cereus), Bacillus coagulans (B. coagulans),
Bacillus clausii (B. clausii), Bacillus megaterium (B. megaterium) va Bacillus
licheniformis (B. licheniformis) duoc st dung lam loi khuin. Bacillus ¢4 kha
nang chiu nhiét t6t hon so vé&i Lactobacillus 12 chung khong tao ra cac noi bao
ttr. Ngoai ra, Bacillus c¢6 kha niang sdng sét & d6 pH thép trong hang rao da day
va do d6 hau hét vi khudn dua vao déu t6i duoc rudt non ma khong bi bién ddi
(Barbosa, T.M. et al. Appl. Environ. Microbiol. 71(2005)968-978; Spinosa, M.
R. et al. Res. Microbiol. 151(2000):61-368). Da duoc thong bao ring, Bacillus
dugc st dung cho ngudi & dang thirc dn bd sung va cho dong vét & dang thirc &n
tdng truong, cling nhu dé thic diy su phat trién va tang cuong tinh khang bénh
cho c4 hoic tom trong nudi trdng thily san, cai thién chét luong nude va tée do
phat trién ctia tom va gidm bét cac phay khuin gdy bénh (Dalmin, G. et al.
Indian J. Exp. Biol 39(2001) 939-942; Wang, Y.B. et al. Fish. Sci. 71(2005)
1034-1039).

Trong khi d9, thé mang sat 12 mot loai khang sinh duoc tao ra boi cac vi
sinh vét, bao gdm ca céc vi khudn gdy bénh, khi ching canh tranh véi cac vi
sinh vat khac dé phét trién nhanh va ting sinh trong mot moi truong nhat dinh.
Céc thé mang sat lién két véi cac ion sit (Fe’") va sau d6 duge van chuyén vao
trong té bao thong qua hé van chuyén sit 4i tinh cao, céc ion sit (Fe>*) nay hd
tro cho su phat trién ctia vi sinh vat. Vi sinh vt tao ra thé mang sit do c¢é canh
tranh vé céc ion sit (Fe’"), luong thé mang sét cao s& tc ché su phat trién cta
céc vi sinh vat khac. V& khia canh nay, cac vi khuén tao ra thé mang sit d3 duoc
nghién ctru mot cach tich cuc dé st dung lam chét kiém soét sinh hoc tiém nang.
Niam 1970, khi ¢6 théng béo ring dat e ché & cic ving nong nghiép 1a do cac

hoat déng dbi khéng cta cac vi sinh vét trong dit, su canh tranh ctia cac thé
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mang sat dic hiéu do Pseudomonas sp. san xuat ra di duoc nghién ctru lam
phuong phap kiém soét sinh hoc dé e ché su phét trién cla cac tic nhan gly
bénh trén thuc vat (Sang-Min Woo and Sang-Dal Kim, Kor. J. Microbiol.
Biotechnol. Vol.36(4):326-335(2008)). Cho t6i nay, da duoc thong béo ring, thé
mang sat 13 mét chat chuyén héa hoa tan dugc trong nuéc cé phan tir lugng thip
tuong duong 1kDa hoic thip hon va c6 4i tinh cao déi véi cac ion sit. Céc thé
mang st dugc phén chia thanh loai catechol va loai hydroxamat theo cdc nhom
chtrc lién két véi ion sét, cac thé mang sit va céac lgi khuan tao ra sit d3 duge
nghién ctru mét céch tich cuc. Mot trong cac nghién ctru d6, US 6746672 da boc
16 phuong phap e ché sy phét trién ctia Lactococcus lactis (L. lactis) nho st
dung cac thé mang sit dugc tao ra béi bifidobacteria. KR 037043 di boc 10
ching vi khudn d6i khang méi cia Pseudomonas fluorescens 1.520 tao ra thé
mang sat, phuong phap Gc ché su phat trién ctia Rhizobacterium, Fusarium
solani gdy bénh trén thuc vat nho st dung Pseudomonas fluorescens LS20 va
phuong phap diéu tri bénh gy ra béi cac ndm gdy bénh trén thuc vat nho sir
dung céc thé mang sit. KR 0747700 d& bdc 16 vé Bacillus subtilis tao ra thé
mang sit va ché phim kiém soat Phytophtora capsici hoac Fusarium oxysporum

chira c4c thé mang sat dugc tao ra theo cach d6 1am hoat chét.

Hau hét c4c patent lién quan déu chi dé cép dén viéc sir dung cic vi sinh
vat tao ra thé mang sit dé kiém soét sinh hoc d6i vdi cac vi khuan hodc nam gay
bénh trén thuc vat, va chua c6 thdng béo nao vé truc khuan c6 1gi duoc sir dung

dé trc che céac vi khuan gay bénh cho ca.

Céc tac giad sang ché da phan 18p dugc cac loi khuén tir nguén tur nhién,
trong d6 cac loi khudn nay c6 hoat tinh khang vi sinh vt cao chdng lai céc vi
khuan gay bénh trong chin nudi c4, tém va cé kha ning san xuét ra cic enzym

‘phén cit hidu qua, va cac tac gia sang ché da tién hanh khao sat kiém tra cac dac
tinh hinh thé, sinh héa va di truyén cta ching. Két qua, cac tac gia sang ché di
phat hién ra ré'mg, loi khuén nay 14 loai Bacillus ¢6 tinh chiu nhiét tét, c6 nang

sudt cao trong viéc tao ra thé mang sat va rc ché nam nudc Saprolegnia sp.
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Ban chit ky thuit ciia sang ché

Vén dé k§y thuat

Céc tac gia sang ché da phat hién ra ring, vi khudn Bacillus sp. mai duoc
phan 18p c6 thé e ché su phat trién cia ndm nude Saprolegnia sp., c6 ning suét
cao trong viéc tao ra thé mang sit dé canh tranh véi cac vi khudn gy bénh vé su
thu nap sit va do d6 c6 thé duoc sir dung lam ché phdm loi khuén trong chan
nudi c4 va dong vit giap xéac, bang cach d6 dd hoan thanh sang ché.
Giai phép k¥ thuat
| Muc dich ctia séng ché 1a d&& cép dén chung vi khuén méi dugc phan lap,
chiing nay trc ché su phat trién cta nim Saprolegnia sp. va tao ra cac thé mang

sat.

Muc dich khac cta sang ché dé cdp dén méi trudng nudi cay thu duoc bang
c4ch nubi cdy ching vi khuan, san pham c6 dac hodc san pham say khé ctia moi

trudong nay.

Muc dich khac nita cta sang ché la dé cip dén ché pham lgi khuan chia
chung vi khuan, mdi truong nudi cay, san pham cd dic hodc san pham say kho
cuia moi trudng nay.

Muc dich khéc nita cia sdng ché 1a dé cap dén phu gia thirc dn chira ching
vi khuén, moi truong nuoi cay, san pham c6 dic hoic san pham say kho cuia moi
trudng nay.

Muc dich khéc nita cia sang ché 1a dé cap dén phuong phdp nudi c4 hoic
dong vat gidp xac st dung chung vi khuan, méi truong nudi cay, san pham co
ddc hodc san pham say kho ciia moi trudng nay.

Muc dich khéac nira cia sang ché 1a de cap dén chat khang vi sinh vat hodc
chat khang nam chta ching vi khuan, méi truong nudi cdy, san pham cd dic
hodc san pham say kho ctia méi truong nay.

Muc dich khic nfta ciia sang che 1a dé cép dén phuong phap phong ngira

bénh nam thiy mi bang cach bo sung ching vi khuan, méi trudng nudi ciy, san
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pham c6 dic hodc san pham say kho ctia méi truong nay.

Muc dich khéc nita ctia sang ché 1a dé cdp dén chat cai thién chat lugng
nudc chua ching vi khuan, méi truong nudi cay, san pham cd dic hodc sian
pham say kho cua méi truong nay.

Muc dich khéc nita cla sang ché 1a d€ cap dén phuong phdp cai thién chat
luong nude nho xtr Iy bang ching vi khuan, méi truong nudi cay, san pham cd
dédc hodc san pham say kho ciia moi truong nay.

Hiéu qua dat duoc cua sang ché

Vi khuan Bacillus sp. CJP-14 méi dugc phan 1ap theo sang ché thé hién tac
dung khang ndm hiru hidu déi v6i ndm nuée Saprolegnia sp. va cling tao ra cac
thé mang sit. Do d6, vi khudn nay. c6 thé dugc mg dung rong rii trong nhiéu
san phdm c6 kha niang kiém soét nhidm tring do ndm khac nhau bao gdm nhiém
tring do nim Saprolegnia sp. va nhiém tring do vi khuan, nhu céc phu gia thac
an trong nudi trong thiy san, céc ché pham loi khudn va c4c chét cai thién chit
lugng nudc.

MBS ta vin tit cac hinh vé

Cac muc dich néu trén va cac muc dich khac, cic ddu hiéu va thuén loi
khac ctia sang ché s& duoc hiéu mot cach rd rang hon théng qua phin mo ta chi
tiét sau day két hop vdi cac hinh v& kém theo, trong dé:

FIG. 1 13 anh thé hién vi khuan Bacillus sp. CJP-14 theo sang ché trc ché sy
phat trién ctia ndm nuéc Saprolegnia sp-;

FIG. 2 1a anh thé hién hoat tinh khang vi sinh vat thong qua su hinh thanh
thé mang sit cta vi khudn Bacillus sp. CJP-14 theo sang ché trén cac tic nhan
gdy bénh cho c4, Vibrio harveyi (VH1, VH2, VH3), Vibrio cholerae (VC),

Vibrio vulnificus (VV) va Aeromonas salmonicida (AS) trong moi truong CAS;

FIG. 3 12 anh thé hién sy xuét hién huyét tan cta vi khuan Bacillus sp. CJP-

14 theo sang ché; va
FIG. 4 13 hinh v& db thi thé hién viéc st dung axit nitro cia vi khuin
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Bacillus sp. CIP-14 theo sang ché.

M6 ta chi tiet sang che

Theo mot phuong 4n, sang ché dé cap dén ching vi khuin Bacillus sp.
CJP-14 méi duge phan 1ap (KCCM11143P). Ching vi khudn nay cé kha ning

tao ra c4c thé mang sat va cling rc ché su phat trién cia nam Saprolegnia sp.

Cu thé, cdc mau ngudn goc tir nudc bién dugc tdp hop & cac trang trai nudi
tom xung quanh vung ddo Ganghwa va dugc nudi cay trong moéi truong BHI ran
c6 bd sung 3% natri clorua. Sau d6, quan sat theo ddi cic khuan lac vé su tao

nhém va tién hanh phan l4p c4c chung.

Trong s6 céc ching dugc phan 1ap, céc chung thé hién hoat tinh khang
khudn manh d6i véi céc vi khudn gay bénh dién hinh tin coéng ca nudi, bao gdm
cac chung Aeromonas salmonicida, Vibrio harveyi, Vibrio anguillarum,
Edwardsiella tarda, Streptococcus iniae va Vibrio haemolyticus dugc chon

thong qua sang loc 1an thr nhét.

Trong s céc chung sang loc 1an thir nhat c6 hoat tinh khang khuin manh,
céc chiing c6 hoat tinh enzym phén cit manh nhu proteaza, xenlulaza, amylaza

va lipaza duoc chon théng qua sang loc 14n thit hai.

Trong sb céc chung sang loc 1an tht hai, ching duoc chon cudi cing 1a
Bacillus sp. CJP-14 ¢6 tac dung trc ché manh dbi v6i nAm Saprolegnia sp., day
13 ndm g4y bénh & ca nudc ngot, chling nay ¢ ning suit cao trong viéc tao ra
thé mang sit dé thu hut céc ion sét (Fe’*), nho d6 thé hién hoat tinh déi khang

canh tranh doi véi su phat trién cia cac vi khuan gy bénh khic.

Vi khuén Bacillus sp. CJP-14 hinh thai dang que, gram duong va thé hién
99% murc d6 tuong dong so véi vi khudn Bacillus sp. W30 theo két qua phan
tich trinh ty bazo ADN ribosom 16S. Khi so sanh két qua nay véi két qua ma
trinh tu bazo ADN ribosom 16S ctia ching vi khuan Bacillus subtilis AH18 tao
ra thé mang sit da biét thé hién 98% mirc d¢ twong ddng so véi ching vi khuin

Bacillus subtilis CICC 10088 (xem: KR 0717700), c6 thé thdy ring, ching vi
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khuan theo sang ché 1a mét ching vi khudn méi chua hé dugc biét dén. Ngoai
ra, ching vi khuan theo sing ché c6 kha ning tao ra thé mang sit cling nhu
xenlulaza, proteaza, amylaza va lipaza, trong khi d6 ching vi khuan Bacillus
subtilis AH18 chi c6 kha ning tao ra xenluloza va auxin ngoai cac thé mang sét
ra, chting t6 rang, ching vi khuan theo sang ché 1a mét chung vi khuén méi chua

hé duoc biét dén.

Do d6, cac tac gia sang ché d ndp luu ching vui khuin Bacillus sp. CJP-
14 méi duge phén 14p tai bo suu tip ching gibng gbc Han Qubc (Korean
Federation of Culture Collection) (tai Korean Culture Center of
Microorganisms, 361-221, Yurim B/D 3F, Hongje-1-dong, Seodaemun-gu,
Seoul) ngay 14/12/2010 1a chung vi khudn “Bacillus sp. CJP-14”
(KCCM11143P).

Theo phuong 4n khéc, sang ché dé cap dén méi truong nudi ciy thu duge
bang cach nuéi cdy ching vi khudn Bacillus sp. méi duge phan 14p, san phim co
dic hodc san pham sdy khé ciia méi trrong nay. Cu thé, moi truong nudi ciy
theo sang ché ¢ nghia 13 méi trudng trong d6 chung vi khuan Bacillus sp. CJP-
14 méi dugc phan 14p duoc nudi cdy va tdt hon 12 mai truong nudi cay chia

ching vi khuan nay.

Nhu duge st dung theo sang ché, méi trudng nudi cdy c6 nghia 1a moéi
truong chta cc chat dinh dudng can thiét dé nudi ciy té bao dong vat, t& bao
thuc vat hodc vi khuan va méi truong nudi cdy c6 nghia 1a moi truéng long
trong d6 chiing dugc cdy truyén va nudi cdy trong mdi trudng do. Mbi truong
nudi cdy c6 thé 13 méi truong chira chiing hozc phan dich loc nudi cay duoc bao
ché bang cach loai bo ching ra khéi mdi truong nudi ciy trong dé chung da
dugc cdy truyén va nuédi cdy & d6. San pham c6 dic cia moi truong nudi cy cé
nghia 13 c4c sin pham dugc biao ché bang cach ¢6 dic mai truong nudi cdy va
san pham sdy kho ctia moéi trudng nudi ciy ¢ nghia 1a cac san phim duoc bao
ché bang cach loai bé nude ra khéi moi trudng nudi cdy. Phuong phap sdy kho

c6 thé bao gébm phuong phap hong kho khong khi, hong khé tu nhién, sy phun
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va sdy dong lanh, nhung khong chi gi6i1 han & cac phuong phép nay.

Theo mét phuong 4n khac nita, sang ché dé cdp dén ché pham lgi khuan
chira hoat chat 1a Bacillus sp. méi dugc phén 1ap hodc méi trudng nudi ciy nd,
san pham c6 dédc hodc san pham say khé clla méi trudng nay va chat mang duoc

dung.

Nhu duge st dung theo sang ché, thuat ngit “chit mang dugc dung” d& cép
dén chit mang hodc chét pha lodng ma khong gay ra kich thich dang ké nao cho
sinh vét va khong pha huiy hoat tinh sinh hoc cling nhu cac dic tinh ctia hop chat
sir dung. Dé thiét 1ap hdn hop thanh ché phim 16ng, chit mang dugc dung v6
trung va tuong thich sinh hoc cé thé dugc st dung nhu nudc mudi, nudc vo
tring, nudc mudi dém, dung dich albumin truyén, dung dich dextroza, dung dich
maltodextrin, glyxerol va hén hop ctia mot hodc nhiéu chit mang nay. Néu can
thiét, cdc chét phu gia thong thuong khéc c6 thé duoc bd sung nhu céc chét
chdng oxy hoa, chit dém, chit kim khuln va chét tuong tu. Ngoai ra, cac chit
pha lodng, chét phén tan, chit hoat dién, chét két dinh va chit 1am tron c6 thé
duogc bd sung thém vao hdn hop dé bao ché thanh cac ché phdm tiém nhu dung
dich nudc, huyén phu va nhii tuong hodc thanh dang vién tron, vién nang, dang

hat hodc vién nén.

Bacillus sp. méi duge phan 1ap duoc chira lam hoat chét trong cac logi
khuén theo sang ché séng trong duong da day - rudt cia ca hodc dong vat giap
xé4c nudi dé te ché cac vi khudn gay hai va tc ché su ting sinh cla céc vi khuén
gay bénh. Ngoai ra, cac enzym phéan cit ¢6 loi duoc tao ra bdi ching vi khuin
ndy s& tao diéu kién thuan lgi cho sy hip thu va tinh hitu ich cta cac chét dinh
dudng dé cai thién hé sé chuyén déi thice an.

Ché pham theo sang ché chira tir 5 x 10* dén 5 x 10" CFU/ml va tét hon
chia tir 1 x 10° dén 1 x 10° CFU/ml ctia Bacillus CJP-14. |

Tét hon néu ché phdm theo séng ché ¢6 thé duogc bao ché thanh dang phéan
lidu theo dudng miéng, va vi du vé dang phan lidu theo dudng miéng c6 thé bao

gom dang vién nén, vién det, vién ngdm hinh thoi, cac huyén phu nudc hodc nhii
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hoa, dang bot hodc dang hat, nhil twong, vién nang cung hodc mém, sird hodc
con ngot. Dbi véi ché phim nhu vién nén va vién nang, chét phu gia hitu dung 12
chit két dinh nhu lactoza, sacaroza, sorbitol, manitol, tinh bot, amylopectin,
xenluloza hodc gelatin, t4 dugc nhu dicanxi phosphat, chit phan hiy nhu tinh
bdt ngd hodc tinh bot khoai lang, chét 1am tron nhu magie stearat, canxi stearat,
natri stearylfumarat hodc sap polyetylen glycol. Pdi véi vién nang, chit mang

16ng nhur lipit c6 thé duge st dung thém ngoai cac hop chét néu trén.

Theo mét phuong an khéc nita, sang che dé cép dén phu gia thirc dn chtra
chung vi khuan Bacillus sp. méi dugc phan 1ap hodc moi trudng nudi cay cua

no, san pham c6 dac hodc san pham say kho ctia moéi truong nay.

Dién hinh, tat ca cc loai Bacillus déu c6 thé tao ra ndi bao tit ¢6 tinh chiu
nhiét rat cao. Do d6, Bacillus sp. CJP-14 méi duoc phan lap cé thé duoc bao ché
& dang phu gia thirc #n va sau d6 duoc bd sung vao thie an. Theo cach khéc,
Bacillus sp. CJP-14 méi duogc phan 1ap c6 thé duge bd sung truc tiép trong qua
trinh bao ché thirc an. Chung vi khuan Bacillus sp. CJP-14 trong thic dn theo
sang ché c6 thé & dang léng hodc dang sdy kho va tdt hon 1a & dang bot siy khd.
Phuong phap siy khé c6 thé bao gdbm hong kho khong khi, hong kho tu nhién,
sdy kho phun va siy kho dong lanh, nhung khong chi gidi han béi cac phuong
phép nay. Chung vi khuan Bacillus sp. CJP-14 theo séng ché c6 thé duoc tron
vao bot theo ty 18 nim trong khoang tir 0,05 dén 10% theo trong luong va tot
hon nim trong khoang tir 0,1% dén 1% theo trong lugng, tinh theo trong lugng
thitc n. Ngoai ra, thirc dn trong nubi trong thiy san c6 thé bao gbm thém céc
chét phu gia thong thudng dé cai thién kha ning bao quén, ngoai ching vi khuin

Bacillus sp. CJP-14 theo sang ché.

Thitc &n chira ching vi khudn Bacillus sp. CJP-14 theo séng ché c¢6 thé bao
gém cac thic an géc thuc vat nhu céc loai hat, qua hach, cic san phém phu ché
bién thtic an, tao, chat xo, du, tinh bot, bdt xay thd va san phdm phu ctia céc
loai hat va cic thic an gbc dong vat nhu protein, cac chat v6 co, md, chit

khoang, protein don bao, dong vat phu du va bot ¢4, nhung khéng chi giéi han &
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cac chat nay.

Theo sang ché, ché phdm loi khudn chta ching vi khuan Bacillus sp. CJP-
14 bao gbém cac chit phu gia dé ngan chin sy suy giam chat luong, nhu céc chat
két dinh, chit nhii héa va chét bao quan ciing nhu bao gbm céc chat phu gia dé
gia ting tinh hitu dyng, nhu c4c axit amin, vitamin, enzym, chat tao huong, nito
phi protein, cac silicat, chét dém, dich chiét va cac oligosacarit, nhung khong chi
giéi han bai cac chét nay. Ngoai ra, ché pham loi khuan chta ching vi khuin
Bacillus sp. CJP-14 c6 thé bao gém thém cac hdn hop thirc &n trén san, nhung
khéng chi giéi han béi cac hdn hop nay.

Theo mot phuong 4n khéc nira, sang ché dé cap dén phuong phép nudi ca
hodc dong vat gidp x4c, bao gom budc xtr ly trang trai nudi cd hodc dong vat
gidp xac nho sir dung ching vi khuan méi duge phéan 14p, mdi trudng nudi cay,

san pham c6 ddc hodc san pham say kho cia méi truong nay.

Nhu d& mé td & trén, ching vi khuan Bacillus sp. CJP-14 méi duoc phan
1ap theo sang ché c6 pham vi hoat tinh khang vi sinh vat rdng va cling ¢6 hoat
tinh d6i khang canh tranh dé tc ché su phat trién ciia cac vi khuén gy bénh
khac. Do dé, chung vi khuan dugc st dung dé phong ngira bénh gdy ra bdi cac
vi khuan gy bénh thong thudng trong nudi trong thily san, nhd d6 ¢ thé nuéi

ca hodc dong vat gidp xac mot cach an toan.

Theo mot phuong an khéc nita, sang ché dé cép dén chat khang vi sinh vat
hodc chat khang nam chira ching vi khuan méi duge phén 14p, méi trudng nudi

cdy, san pham cd dic hodc san pham say khé clia moéi trudng nay.

Nhu duge st dung theo sang ché, thuat ngit “phong nglra” duoc du dinh
bao gf‘)m tAt ca cac hoat dong dé ngan chin hodc lam cham sy tién trién cia bénh
trong qua trinh sir dung ché phim.

Chiing vi khuan Bacillus sp. CJP-14 méi duoc phan lap theo sang ché c6
hoat tinh khang vi sinh vat chéng lai 6 loai vi khudn gy bénh mé ta & trén trong
nudi tréng thily san va tao ra cac thé mang sat thé hién kha nang chiém giir sit

hidu qua. Do dé, ching vi khuan Bacillus sp. CJP-14 méi duoc phén lap theo
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sang ché c¢6 hoat tinh dbi khéng canh tranh dé trc ché su phat trién cia céc vi
khuan gy bénh khéc. Ngoai ra, khing dinh rang, Bacillus sp. CJP-14 méi duoc
phén 18p c6 kha ning tic ché su phat trién cta ndm nudc Saprolegnia sp. gay
bénh. Do d6, Bacillus sp. méi dugc phan 14p dugc st dung ¢ phong ngira bénh

gy ra boi cdc vi khuan gdy bénh mo ta ¢ trén trong nubi trong thiy san.

Theo mot phuong 4n khéc nira, sing ché dé cip dén chat cai thién chat
lugng nudce chtra Bacillus sp. méi duoc phén 18p, méi trudng nudi cay, san

pham c6 déc hodc san pham siy kho cia moi trudng nay.

Ching vi khudn Bacillus sp. CJP-14 méi dugc phén 14p theo sang ché cé
thé duoc st dung dé lam giam ham luong axit nitro ¢c6 mét trong mdi trudong

nudi trong thuy san.

Pé cai thién chét lugng nuée, Bacillus sp. CJP-14 méi dugc phan 14p theo
sang ché c6 thé dugc bao ché riéng biét & dang chét cai thién chét lugng nudc
hodc Bacillus sp. CJP-14 méi dugce phén 18p, méi trudng nudi cdy, san phdm cd
dic hoic san pham sdy kho cia méi trudng nay c6 thé duoc phun truc tiép.
Chung vi khuan Bacillus sp. CJP-14 trong chat cai thién chit luong nudce theo

séng ché c6 thé & dang long hogc dang sdy kho va tét hon 14 & dang bot siy kho.

Déi voi chit cai thién chét lugng nude, chat mang vé tring va tuong thich
sinh hoc ¢ thé duoc su dung nhu nude mudi, nude vo triung, nudc mudi dém,
dung dich albumin truyén, dung dich dextroza, dung dich maltodextrin, glyxerol
va céc hdn hop ctia mot hodc nhiéu chét mang nay. Néu can thiét, cac chét phu
gia théng thudng khac c6 thé duge bd sung nhu cac chét chong oxy héa, chét
dém, chat kim khuin va chit twong tw. Ngoai ra, cac chit pha lodng, chit phéan
tan, chat hoat dién, chét két dinh va chat 1am tron ¢6 thé duoc bd sung thém vao
hén hop dé bao ché cac ché phdm tiém nhu céc dung dich nuéc, huyén phu va

nhll tuong hodc dang vién tron, vién nang, dang hat hoic vién nén.

Néu str dung cht cai thién chat luong nude, thi chét lugng nudce cla trang
trai nudi tréng thiy san c6 thé duoc cai thién. Cu thé, chét cai thién chét luong

nudce co thé duge bod sung vao trang trai nudi trong thiy san trudce hoic trong khi
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nudi tréng thity san. TSt hon néu chét ndy duoc b sung vao trang trai nudi trong
thity san truée khi nudi trong thily san va dugc gitt lai trong mét thoi gian xac
dinh trude. Do d6, Bacillus sp. CJP-14 méi duge phan 14p theo sang ché tao ra
day du cac thé mang sét thé hién kha ning chiém gift sét hiéu qua va do do tc
ché su phat trién cta cac vi khudn gdy bénh khac va ndm Saprolegnia sp. Ngoai
ra, chit cai thién chét luong nudc dugce bd sung mot hodac nhiéu 1an trong khi

nudi trong thiy san dé ngin chin su phét trién thém Saprolegnia sp.

Theo mét phuong 4n khac nita, sang ché dé cap dén phuong phép cai thién
chat luong nuée, phuong phap nay bao gdm budc xir ly nudce bang Bacillus sp.
méi duge phén 1ap, méi trudng nudi ciy, san phdm cd dic hoic san pham siy
khé ciia mdi truong nay. Nudce da cai thién ¢ thé duoc sir dung trong trang trai
nudi trong thiy séan va ciing c6 thé duge si dung lam nuéc udng cho vat nudi
hoic con ngudi. V& khia canh nay, nudc xt Iy bang Bacillus sp. mdi dugc phéan
1ap, mdi truong nudi cdy, san phdm c6 dic hoic san phdm sdy kho ciia mdi
truong nay t6t hon 1a duoc tinh ché trudc khi st dung va budc tinh ché nuée

dugc thuc hién theo phuong phap di biét.

Vi du thye hién siang ché
Sang ché c6 thé duoc hidu rd hon thong qua céc vi du dudi day, cac vi du
ndy duoc dua ra dé minh hoa 1dm 3 ban chét chir khong nhdm gi6i han pham vi

yéu cau bdo hd cua sang che.

Vi du 1: Phan lap Bacillus sp. CIP-14
Vi du 1-1: Tiép nhan mau va phan lap chung

Xét thay ring, dic diém cta loi khudn 1 c¢6 tinh dic hidu cao v6i méi
truong va vat chi, cic tic gia sang ché da tap hop cac mau ngudn gde tir nude
bién & cac trang trai nudi tom ma it xuit hién cac loai bénh tai trang trai va co
ning sut cao. Mu tip hop dugc pha lodng hang loat va duoc trai 1én thach BHI
(Difco, USA) c6 bd sung 3% natri clorua, tiép theo bing cach nudi cdy & nhiét
do 37°C trong thoi gian 24 gio. Viéc chia nhdm céc chiing phén 14p tir mdi mot

mau duoc tién hanh bang cach quan sat khuan lac va cac ching dugce lua chon.
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Céc khuan lac lya chon duoc nuéi cdy trong moi truong méi 3 1an dé phéan lap.
Cac chung phéan 14p duogc luu giit trong moi trudng chira 20% glyxerol & nhiét
d6 -70°C hodc thap hon.

Vi du 1-2: Lya chon c4c chung c6 hoat tinh khang khuan va khang nim cao

Pé lya chon lan thir nhét cac ching c6 hoat tinh khang vi sinh vat chéng lai
cac vi khudn giy bénh dién hinh trong nudi trong thiy san, thir nghiém vé hoat
tinh khang vi sinh vat chdng lai 6 loai vi khudn bao odm Aeromonas
salmonicida, Vibrio harveyi, Vibrio anguillarum, Edwardsiella tarda va Vibrio

haemolyticus dugc tién hanh.

Hoat tinh khang vi sinh vat chéng lai cac vi khudn gy bénh dugc danh gia
théng qua phan tich ving sang. Tron 3ml thach 0,7% (trong lugng/thé tich) va
timg 150pl moi trudng nudi cdy dang khudy cta 6 loai vi khudn gdy bénh
(OD600=2,0) dugc tron két hop va phi 1én mdi truong BHI dé bao ché thach
mém. 10ul méi trudng nudi cdy chung da lua chon dugc nhod giot 1én thach mém
da bao ché va tién hanh nudi cdy trong thoi gian 18 gid & nhiét d6 30°C. Sau dé,
tién hanh quan st sy xuét hién vung sang xung quanh cac ching dugc nhd vao.
Trong s6 53 loai chung lwa chon, thi 20 ching thé hién hoat tinh khang vi sinh
vat chbng lai mot loai bat ky trong s 6 loai vi khuin gy bénh trong nudi trong

thity san dugc sang loc 1an tha nhat (Bang 1).

Bang 1. Hoat tinh khéng vi sinh vat ctia c4c ching lua chon 14n tht nhét

1(2|3|4]|5|6|7|8|9|1011|12|13]14]15]16]17]18
AS + - + - - + - - + - + + + + - - - -
ST |+ | - |+ |- |-|-+]-]|-|-|+|+|+|+|+!-1-1-
ET | - |- | -|-]-1+|-|-1]-|-1+/|+/|-1+]|-/1-1=-1-
VH| - | = | = |- - - -|-]-1-1+|+|-]+]|-1]-1-71-
VP | - | - | - |- -|-1-]-|-]-]+|+|-/|+]-1-1-1-+
VA + | - |+ | - -+ -|-]-|-1+1-1-1-1=1-1=-1-

1912021 (22(23|24(25[26(27(28|29(30]31]32|33]34]35]36
AS | - | - | - | -+ -|-|+]+|-|-]-1-1+|-1-1+1-
SI | - | -] -] -|+|-1]-]+ N e
ET | - | - | - | - |+ | - -|+|+]|-|-1-1-1-1-1-1-1-
VH| - | - | = | - |+ |- | -]+ - -1+|-|-1-|-1-1-]-




ve | - |- - -] -1-1]-T+«]-]-T+«]-T7T-T-T7-T7-71-T7-

val - |- - -1-T-T-1]+«"1-1-1-1-"1-T-1-T1T-"1-7-

3713813940 |41 |42 |43 (44|45 |46 |47 |48 |49|50 (515253

AS | - | - | - - - - -] -] -] -]+

+
_|_

ST | = |+ -] -|-]-|-|-1-"]-|-1-/1-1]-]-

+ |+

VP | - | - - - -] -]-1-1-1-1-1-1-1-]1-

VAl - | - - -1-1-1-1-1-1-"1-|-1-1-1-/1-71-

-: khéng c6 hoat tinh, +; ¢6 hoat tinh
AS: Aeromonas salmonicida,
SI: Streptococcus iniae;
ET: Edwardsiella tarda;
VH: Vibrio harveyi,
VP: Vibrio hemolyticus;
VA: Vibrio anguillarum.
Vi du 1-3: Lua chon céc ching ¢6 hoat tinh enzym cao
Vi du 1-3-1: Thu thap dich chiét enzym tho

Pé lua chon céac chiung c6 hoat tinh enzym phéan cét phtrc hop, 20 loai
chuing c6 hoat tinh khéng vi sinh vat dugc nuéi cdy trong méi truong BHI trong
thoi gian 1an luot 8, 24 va 48 gid va moi truong nudi cay cac ching nay duge
tap hop, tiép theo bang cach ly tdm & nhiét 6 4°C va tdc doc 13.000 vong/phut
trong thoi gian 5 phut. Dich nudi cdy bé mit cudi cing dugce sir dung lam dich
chiét enzym thé dé phén tich hoat tinh enzym va moi truong chira timg chit nén

cua cac enzym dudi day dugc sir dung dé xac dinh su thodi bién chat nén.

Vi du 1-3-2: Hoat tinh proteaza

Bao ché méi trudong YM (Difco, USA) c6 bd sung 2% sita gy (Sigma,
USA) 1am chét nén. B4 sung 3pl dich chiét enzym thé da tap hop vao timg médi
trudng chat nén va sau d6 tién hanh phan tmg & nhiét d6 30°C trong thdi gian 2
gid. Hoat tinh enzym duge xac dinh théng qua sw xuét hién ving sang & xung

quanh dich chiét enzym thé, ving nay duoc hinh thanh do su thoéi bién chit
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nén.

Vidu 1-3-3: Hoat tinh xenlulaza

Bio ché moi trudng YM c6 bd sung 1% CMC (cacboxyl metyl xenluloza)
lam chat nén. BS sung 3pl dich chiét enzym tho da tap hop vao tiimmg moi trudng
chat nén v sau d6 tién hanh phan Gng & nhiét d6 30°C trong thoi gian 2 gid, tiép
theo bang cach nhudém mau bang dung dich thudc nhudém dod cong g6 0,2% trong
thoi gian 30 phut va khir mau bing dung dich nuéc NaCl 1M. Hoat tinh enzym
duogc xac dinh théng qua su xuét hién ving sang & xung quanh dich chiét enzym

thd, viing nay duge hinh thanh do su thoai bién chét nén.

Vidu 1-3-4: Hoat tinh amylaza

Bao ché méi truong YM c6 bd sung 1% tinh bdt hoa tan lam chit nén. B
sung 3ul dich chiét enzym tho da tap hop vao timg mdi truong chit nén va sau
d6 tién hanh phan tng & nhiét d6 30°C trong thoi gian 2 gid, tiép theo bing cach
nhudém mau bé‘mg dung dich nuéc chia 0,1% I2 va 2% KI. Hoat tinh enzym
dugc xé4c dinh thong qua sy xuét hién ving sang & xung quanh dich chiét enzym

th, viing nay duoc hinh thanh do su thoai bién chit nén.

Vidu 1-3-5: Hoat tinh lipaza

Bio ché méi trudong YM c6 b sung 1% tricaptylin lam chét nén. B4 sung
3 ul dich chiét enzym tho da tap hop vao timg méi trudng chét nén va sau dé tién
hanh phan ung & nhi¢t do 30°C trong thoi gian 2 gid. Sau d6, hoat tinh enzym
dugc xéc dinh théng qua sy xuat hién ving séng & xung quanh dich chiét enzym

thd, ving nay dugc hinh thanh do sy thoai bién chét nén.

Trong s6 20 loai ching ¢6 hoat tinh khéng vi sinh vét, thi 6 ching tao ra 4
loai enzym phan cit bao gdm proteaza, xenlulaza, amylaza va lipaza duoc chon

nhu duge thé hién trong Bang 2 sau:
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Bang 2. Kha ndng san xuat enzym phan cdt cla cac ching dugc sang loc lan thir

hai
Enzym Proteaza Amylaza Xenlulaza Lipaza

E};‘g} %;a; 8 gidr | 24.gid | 8giv | 24gi0 | 8giv | 24 givy | 8 givr | 24 giv
11 | + |+ |+ ] ;
12 | | | | | ; +
14 ++ + + ++ | +H ; SR
23 | + |+ |+ ; -
26 | + 4 | - +
52 |+ + + | ; ++

-: khéng cé hoat tinh, +; ¢4 hoat tinh, ++: hoat tinh manh, +++: hoat tinh rat
manh
Vi du 2: Thir nghiém in vitro vé tac dung Gc ché ddi véi nAm gdy bénh & ca nudc
ngot
Téc dung tc ché ddi véi ndm Saprolegnia sp. gay bénh & cd nudc ngot
duoc khao sat in vitro sit dung 4 ching dai dién cé hoat tinh khang vi khuén va

khang nam manh va c6 kha nang tao ra enzym phtrc hop.

Nam Saprolegnia sp. dugc nudi cay theo cach nudi ciy tinh trén méi
truong ran PDA (Difco, USA) & nhiét d6 30°C trong thoi gian 72 gio. Ndm
Saprolegnia sp. nudi cdy trén méi truong rén duoc cit thanh kich ¢& 5Smm x
Smm (dai x réng) va duoc ciy truyén vao gifta moi truong rin PDA méi va
dugc nudi cdy trong thoi gian 24 gio. Céy 20pl ctia mbi ching trong sb 4 chung
dai dién 1én cac dia bing gidy v6 khudn va sau d6, dugc cdy truyén 1én moéi
truong ran c6 nAm Saprolegnia sp. duoc nudi cay trong do, tiép theo béng cach
nudi cdy & nhiét d6 30°C trong thdi gian 48 gio. Nhu dugc thé hién trong Bang
3, su xuat hién ving séng xung quanh 4 chung dai dién dugc quan sét thiy (FIG.

).
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Bang 3. C4c tac dung trc ché déi véi su phat trién cia nim Saprolegnia sp.

Chung dai dién Su xuét hién vong sang
CJP11 ++
CJP12 +
CJP14 +++
CJIP26 +++
-: khong c6 hoat tinh, +; c6 hoat tinh, ++: hoat tinh manh, +++: hoat tinh rt
manh

Pé danh gi4 cac tac dung trc ché dbi véi ndm Saprolegnia sp. trong moi
truong 16ng, 4 ching dai dién dugc nudi cy trong méi trudng BHI & nhiét do
37°C, 200 vong/phiit trong thoi gian 8 gid. Timg méi trudng nudi cdy dugc pha
loding hang loat & mat d6 10° CFU, 10’ CFU, 10° CFU, 10° CFU va 10* CFU va
dugc bo sung vao timg giéng cia cac dia 24 giéng (Falcon, USA) va ndm
rSaprolegnia sp. dugc bd sung vao d6 v6i mat do 102 t6i thé tich cudi cung 1ml.
Bo sung 0,5ml méi trudng l6ng PDB (Difco, USA) chira 0,5g/L pepton va 20g/L
dich chiét nAm men véao d6, tiép theo bang cach nudi cdy & nhiét d6 25°C trong
thoi gian 48 gio. Su e ché hoat tinh nAm dugc danh gi4 thong qua sy ran hoa va
2 ching dai dién tic ché sy phét trién ctia nAm Saprolegnia sp. dugc thé hién

trong Bang 4 dudi day.

Bang 4. Tac dung tc cheé ctia 2 ching dai dién d6i v6i su phét trién clia nam

Saprolegnia sp.

Chung thir nghiém | 10® | 107 | 10° |10° | 10*
CJpP14 -+ | | - -
CJIP26 ++ |+ + - -

+, Duong tinh; -, Am tinh

Viduy 3: Lya chon céc ching c6 ning suat cao trong viéc tao ra thé mang sit

Dé khao sat kha ning tao ra thé mang sat ciia 4 chiing dai dién c6 cac hoat
tinh khang khuan va khéang ndm manh va cé kha nang tao enzym phuc hop, thir
nghiém CAS duoc tién hanh. Méi truong CAS duoc bao ché nhu sau.
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Bang 5. Thanh phan ctia méi trudng CAS dé danh gi4 kha ning tao ra thé mang

sat
Dung dich Fe (1ImM FeCl;.6H,0 trong 10mM HCI) 1,5
Dung dich CAS (0,121g CAS trong 100ml nude cét) 7,5
HDTMA (0,0219g HDTMA trong 50ml nuéc ct) 50
Dung dich dém piperazin, d6 pH = 6,5 30

(4,307g piperazin trong 30ml nudc cat)
Nudc cat 100 (phan con lai)
MBbi chiing trong sé 4 ching dai dién dugc cdy truyén véi 0,1% trong moi
trudng 1ong BHI va dugc nudi cdy ¢ nhiét d6 37°C va téc do 200 vong/phit
trong thoi gian 18 gid. Ngoai ra, mdi mdt trong s cc vi khun gdy bénh Vibrio
harveyi, Vibrio cholerae, Vibrio vulnificus va Aeromonas salmonicida duoc ciy
truyén vé6i 0,1% trong moi truong LB ¢6 bd sung 2% natri clorua va duogc nudi
cdy & nhiét do 30°C, tdc d6 200 vong/phut trong thoi gian 18 gid. Timg 16p néi
trén bé mat nuoi céy dugc loc sir dung dung cu loc kich thuée 0,45um va 16p ndi
trén bé mit nudi céy da loc dugc stir dung dé tién hanh thir nghiém. Mot giéng co
duong kinh 0,5cm dugce tao ra trong thach CAS va timg 50pl 16p ndi trén bé mat
nudi cy da loc duge ciy truyén vao giéng nay va tién hanh phan Ung & nhiét d6
37°C trong thoi gian 8 gio. Nhu duoc thé hién trén FIG. 2, mot vung sang mau
da cam xung quanh giéng, viing ndy dugc tao ra khi st dung sit, dugc quan sét
thdy. Chung vi khuan Bacillus sp. CJP-14 c6 kha ning tao ra thé mang sit manh
nhét trong sé 4 chiing dai dién va 4 loai vi khuan gy bénh néu trén cubi cling

dugc lya chon (Bang 6).

Bang 6. Danh gia kha ning tao ra thé mang sit

Chung dai Kha nang tao ra Cac vi khuédn gay Kha nang tao ra
dién thé mang sat bénh & ca chan nudi thé mang sat
CJP11 ++ Vibrio harveyi ++
CJP12 + Vibrio cholerae ++
CJP14 +++ Vibrio vulnificus ++
CJP26 ++ Aeromonas +
salmonicida
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Vi du 4: Nhén dién chiing luya chon va xac dinh dic tinh sinh 1y va héa sinh cua
ching nay
Vi du 4-1: Nhan dién ching

Trong s 4 ching dai dién, ching CJP-14 thé hién tac dung Gc ché manh
d6i voi ndm Saprolegnia sp. va ¢ nang suét cao trong viée tao ra thé mang sat
sau cung duoc lya chon, nhén dién va phan tich. Viéc nhan dién ching dugc tién
hanh bang cac phuong phép sinh 1y va héa sinh cling nhu cac phuong phap hé
théng héa phan tir. Ching duoc phat hién c¢6 dic tinh hinh thé cta vi khuin hinh
que, Gram duong. Phan tich trinh ty ADN ribosom 16S chtig minh ring, ching
6 99% muc d6 tuong ddng vé6i ching vi khudn Bacillus sp., bidu thi mét vi sinh
vat mdi. Trinh tuy bazo cia ADN ribosom 16S cta ching phén 14p duoc néu
trong SEQ ID NO. 1. Phén tich trinh tu bazo dugc tién hanh bé‘mg cach khuéch
dai ADN ribosom 168 bang cach st dung dung cu PCR premix (Bioneer, Korea)
va cac doan mdi chung 27F va 492R ¢ trinh tu bazo bén dudi. Thao tac khuéch
dai gen duoc tién hanh vdi tong thé tich phan tmg 20ul trong téng cong 30 chu
ky bao gdm cac chu ky & nhiét d6 94°C trong thot gian 1 phut, & nhiét d6 56°C
trong thoi gian 1 phit va & nhiét d6 72°C trong thoi gian 1 phut dé phan tich
trinh tur bazo cia ADN d4 khuéch dai.

27F: 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'(SEQ ID NO.2)
92R: 5'-GGYTACCTTGTTACGACTT-3'(SEQ ID NO.3)

Vi sinh vat méi theo sang ché nhan dién theo phuong phép néu trén dugc
nop luu tai B suu tdp ching gidng gdc Han Quéc (Korean Federation of
Culture Collection) (tai Korean Culture Center of Microorganisms, 361-221,
Yurim B/D 3F, Hongje-1-dong, Seodaemun-gu, Seoul) vao ngay 14/12/2010 1a
chiing vi khuan “Bacillus sp. CJP-14” (KCCM11143P).

Vi du 4-2: X4c dinh dic tinh sinh ly va héa sinh
Dé phén tich dic tinh héa sinh cia chiing vi khuan Bacillus sp. CJP-14 theo
séng ché, cac mo hinh 1én men dudng cia ching duoc phén tich nho st dung hé

API 50 CHB (Korean Culture Center of Microorganisms, Korea) (Bang 7).
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Péi chimg - | Esculin +
Glyxerol + | Salixin +
Erythritol - | Xenlobioza +
D-Arabinoza - | Maltoza +
L-Arabinoza + | Lactoza +
Riboza + | Melibioza -
D-Xyloza + | Sacaroza

L-Xyloza - | Trehaloza

Adonitol - | Inulin -
BMetyl-xylosit - | Melezitoza -
Galactoza - | D-Rafinoza +
D-Glucoza + | Amidon +
D-Fructoza + | Glycogen +
D-Manoza + | Xylitol -
L-Sorboza - | PGentiobioza -
Rhamnoza - | D-Turanoza -
Dulxitol - | D-Lyxoza -
Inositol + | D-Tagatoza -
Manitol + | D-Fucoza -
Sorbitol + | L-Fucoza -
aMetyl-Dmannosit - | D-Arabitol -
aMetyl-glucosit + | L-Arabitol -
N Axetyl glucosamin | - | Gluconat -
Amygdalin 2 xeto-gluconat -
Arbutin 5 xeto-gluconat -

+, Duong tinh; -, Am tinh
Vi du 5: Tinh an toan va viéc st dung
Vi du 5-1: Tan huyét p
Sy tan huyét B 1 su phan giai hoan toan cac t& bao méu dé, gdy ra do qua

trinh thily phan phospholipit boi c4c vi khuén sinh phospholipaza.
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Pé khao st su tan huyét ctia ching vi khudn Bacillus sp. CJP-14, dia thach

mdu chira TSA (tryptic soy agar) (Difco, USA) va 5% mau ctru (Kisan Biotech,
Korea) dugc bao ché. Sau khi cdy thanh vach bang Bacillus sp. CIP-14 trén dia
thach méu da bao ché, tién hanh G & nhiét d6 37°C trong thoi gian 24 giy dé
khao sat sur tan huyét. Nhu duoc thé hién trén FIG. 3, khong quan sat thdy c6 su
tan huyét.

Vi du 5-2: St dung axit nitro

Dé khao sat viéc sir dung axit nitro cia ching theo sang ché, méi truong
chira axit nitro dugc bao ché nhu thé hién trong Bang 8 dudi day. 0,1% chuing vi
khudn Bacillus sp. CJP-14 duoc cdy truyén trong méi truong da bao ché va sau
do dﬁqc nudi cdy & nhiét do 30°C, téc do 200 vong/phtt trong thoi gian 6 gio,
12 gid va 24 gid. Mau méi trudng nudi cdy duge tap hop tai mdi mét 1an nudi
céy. Cac mau méi truong nudi céy da tap hop dugc ly tAm & nhiét d6 4°C, téc do
13.000 vong/phut trong thoi gian 5 phit dé thu duoc 16p ndi trén bé mit va tién
hanh xé4c dinh ham luong axit nitro & 16p ndi trén bé mit thu dugce dé dinh luong

ham lugng tiéu thu.

Béng 8. Thanh phan ctia méi trudng dé dénh gia viéc su dung axit nitro

Nitrit (NaNO,) 0,5g/L.
Natri phosphat diaxit (Na,HPO,) 13,5g/L
Kali Phosphat diaxit (K,HPOy,) 0,7g/L

Magie sulfat (MgSO,7H,0) 0,1g/L
Canxi clorua (CaCl,) 0,18g/L
Natri bicacbonat (NaHCOs) 0,5g/L
St (III) clorua (Fecl;6H,0) 0,014g/L
Glucoza (glucoza) 0,5g/L

Néong d6 ban ddu cua axit nitro trong mdi truong xap xi 1a 10mg. Khi
ching vi khuan Bacillus sp. CIP-14 phat trién st dung axit nitro, luong axit
nitro tiéu thu 1a x4p xi 94% sau khi nudi cay trong thoi gian 30 gio (xem trén

FIG. 4).
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Céc két qua néu trén chimg t6 ring, chung vi khudn Bacillus sp. CJP-14 thé
hién tac dung tic ché d6i véi ndm nudce Saprolegnia sp., thé hién kha nang tao ra

thé mang sit va hoat tinh khéang vi sinh vit.

Vi du 6: Hidu qua déi v6i ndm Saprolegnia sp. gdy bénh & ca nudc ngot

Tién hanh danh gia higu qua cta ching vi khudn Bacillus sp. CJP-14 ¢6 tac
dung trc ché déi véi ndm Saprolegnia sp. gdy bénh & ca nudc ngot in vitro va ¢
nang suét cao trong viéc tao ra thé mang sit. C4c tac gia sang ché tién hanh gay
nhiém bang ndm Saprolegnia sp. cho trimg ¢4 hdi cau vong da thu tinh véi su 6
mit ctia ching vi khuan Bacillus sp. CJP-14 theo sang ché va sau d, kiém tra ty

1& xuét hién mét ca (%).

Cu thé, 500 tring ca hdi cau Véng da thu tinh duoc dat vao trong mot cde
mo chira nuéce ngot tinh khiét va sau do, tring duge ngam nhing trong dé cung
v6i nam Saprolegnia sp. va cung vo1 tmg ham luong duogc trinh bay trong Bang
9 trong thoi gian 30 phit, mdi ngay mét lan trong vong 3 ngay va sau do, ty 1€
xuat hién mét ca (%) duoc x4c dinh nhu sau (Bang 9). Natri clorua va formalin

duge sir dung 1am nhém dbi chimg.

Ty 1& xuat hién mét c4 (%) = (s6 luong trimg mé mét / sé lugng trimg thu
tinh st dung) x 100

Bang 9. Hi¢u qua doi voi nam Saprolegnia sp.

Nhém xir ly Nbng do S6 lugng trimg Ty 1& xuat
da thu tinh hién mat (%)

Bacillus sp. CIP14 Ix107CFU | 300 | 547
Bacillus sp. CJP 14 1x 10°CFU | 200 532
Bacillus sp. CIP14 | 1x 10’ CFU 300 40,5

Natri clorua 10 ppm 300 52,3
Formalin (37% dung 120 ppm 300 19,5

dich formaldehyt) -

Nhom doi ching - 300 05 |

Nhu duoc thé hién trong Bang 9, ty 16 xuat hién mét ciia nhém ddi chung la

0,5% va ty 1¢ 6 nhém dung natri clorua va formalin hién nay dang duoc sir dung
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1am chat khang nim 14n luot 1a 52,3% va 19,5%. Xt Iy bing ching vi khudn
Bacillus sp. CJP-14 néng ds6 1 x 10® CFU hoic cao hon thé hién hi€u qua manh
hon so véi natri clorua va dung dich formalin, cho thay tac dung Gc ché cua
Bacillus sp. CIP-14 theo sang ché dbi v6i nAm Saprolegnia sp. gdy bénh & ca
nudc ngot.

Vi du 7: Hiéu qua cua loi khuén

Dé kiém tra xem chung vi khudn Bacillus sp. CJP-14 theo sang ché trén
thyc tién 6 thé hién hoat tinh lgi khun hay khong khi dugc bd sung vao thirc
&n va ca duge nudi dudng bang thic in nay, ching vi khuan Bacillus sp. CJP-14
theo sang ché dugc tron vé6i thitc dn va ca bon con duoc nudi dudng bang thire
&n tron nay trong thoi gian 8 tudn dé xé4c dinh ty 18 ting trong, téc do phét trién
hang ngay, hé s6 chuyén ddi thirc an, ty 1 hiéu qua cua protein thirc &n va ty 1&
sdng sot.

Cu thé, thirc 3n co ban (nhém dbi chiing) dugc bao ché dé c¢6 ham lugng
ning luong tuong duong 30% protein thd, nhu dugc thé hién trong Béang 10. Vi
khudn Bacillus sp. CJP-14 cua ching vi khuan theo sang ché duogc bd sung vao
thitc 3n co ban dé tao ra thuc an tron chira 5% Bacillus sp. CJP-14 va luong
xenluloza dugc giam theo lugong bd sung loi khudn vé& ham luong nang lugng

tuong duong.

Béng 10. Thanh phan thtc an co ban

Nguyén liéu tho %
Bot ca 36,0
B4 dau nanh 12,0
Bot gluten ngd 8,0
Bot mi 30,4
Dau gan muc 5,0
Ba dau nanh 5,0
CMC 1,0
Xenluloza 0,5
Hdn hop khoang chét 1,0
Vitamin premix 1,0
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Cé bon con st dung trong thtr nghiém nay cé trong lugng trung binh ban
dAu 14 25g va 25 ca dugce phan ngiu nhién vao trong bé PP tron thé tich 150L.
Nudc bién loc cat duoce sir dung 1am nuéc nudi céy va toc dd dong duoc kiém
soat & tbe do tir 2 dén 3L/phut. Bé duogc b tri da bot dé cung cip oxy va tudn
hoan nuéc nudi cdy. Chu ky sang duoc duy tri trong diéu kién chu ky 12 gio
sang:12 gid t6i (12L:12D) sir dung dén huynh quang. Nhiét d6 nude nudi cly
dugc duy tri trong diéu kién nhiét do tu nhién tir 21 dén 29°C trong toan b giai
doan thtr nghiém. C4 duoc cho 3n no 2 1an mét ngay. Toc do phat trién duoc xac
dinh ¢t mdi 3 tuan va toan bd ca dugc bd déi trong thoi gian 24 gid trudce khi

danh gia (xem trong Bang 11).

Béang 11. Hi€u qua cua loi khuan & c4 bon

Nhom d6i chtmg | Nhom tha nghiém
Trong luong trung binh cudi cing (g) 50,6 + 1,71“ | 574 3,8
Ty 18 tang trong (%) 103,03 = 5,6 130,05 + 9,3
Téc do phat trién hang ngay (%) 1,42 £ 0,06 1,67+ 0,08
Ty 1 sdng (%) 77,3 +£15,1° 973 +2,3"
Heé s6 chuyén dbi thirc an 15,9 4+ 0,15 1,16 + 0,05
Ty i€ hi€u qua cua protei}n thic an | 1,10_i (),‘lﬁ‘q' 1,40 £ 0,0b

Nhu duge thé hién trong Bang 11, viéc bd sung Bacillus sp. CJP 14 1am
tang toc do phat trién t6i x4p xi 13% so v6i nhém dbi chimg va cling 1am tdng
hé sé chuyén dbi thirc n va ty 18 hiéu qua cia protein thirc &n so véi nhém ddi

chimg. Ty 18 sbéng ciing tang x4p xi 25% so v6i nhém dbi chimg.

Céc két qua nay chimg minh rang, Bacillus sp. CJP 14 ¢6 kha nang tao ra
enzym phirc hop tao diéu kién thuan loi cho téc d6 phén cit va téc d6 ting trong

cua ca va gidm thiéu bai tiét, dan dén cai thién chat lugng nudc.
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YEU CAU BAO HO
1. Chung vi khuan Bacillus sp. CJP-14 (KCCM11143P).
2. Méi trudng nudi cdy chira ching vi khuan Bacillus sp. CIP-14
(KCCM11143P) theo diém 1.
3. Mbi truong nubi ciy theo diém 2, trong d6 méi trudng nudi ciy 1a & dang san
phim cb dic hodc san phim sy kho.
4. Ché pham loi khudn, trong d6 ché phim nay chira hoat chit 1a ching vi khuin
theo diém 1, hodc moi truong nudi cdy theo diém bt ky trong s cac diém 2 va
3.
5. Phu gia thirc &n, trong d6 phu gia nay chira hoat chét 1a ching vi khuin theo
diém 1, hodc méi truong nudi ciy theo diém bt ky trong sb cac diém 2 va 3.
6. Chét khang vi sinh vAt, trong d6 chit khang vi sinh vt nay chtra ching vi
khuédn theo diém 1, hoic méi truong nudi ciy theo diém bAt ky trong sb cac
diém 2 va 3.
7. Chét cai thién chat luong nudc, trong d6 chét céi thién chat luong nudc niy
chtra chiing vi khuan theo diém 1, hoic méi trudong nudi cdy theo diém bAt ky
trong s6 cac diém 2 va 3.
8. Chét chdng nim, trong d6 chét chdng nédm ndy chita ching vi khuan theo

diém 1, hodc méi trudng nudi cay theo diém bat ky trong s6 cac diém 2 va 3.
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