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TÓM T6T 
Citrobacter spp. là vi khuJn c$ h?i gây bFnh trong nuôi trLng th>y s#n và là ch>ng vi khuJn Fa 
kháng thucc Fang F#=c quan tâm hiFn nay. &h gi#i quyet v;n Ff này m?t cách hiFu qu# và an 
toàn, viFc tìm kiem các biFn pháp thay the kháng sinh Fang tr: nên c;p thiet. HiFn nay, sa dbng 
thKc khuJn thh là biFn pháp sinh h(c F[y tifm nnng thay the kháng sinh Fh Fifu tr) các bFnh do 
vi khuJn gây ra. Do Fó, nghiên c u “Kh#o sát sK #nh h#:ng c>a thKc khuJn thh Fen vi khuJn 
Citrobacter spp. phân lKp t\ n#Gc ao tôm” F#=c thKc hiFn. Ket qu# nghiên c u phân lKp vi khuJn 
t\ n#Gc ao tôm F#=c F)nh danh là Citrobacter freundii bEng kÜ thuKt gi#i mã trình tK vùng 16S 
rDNA và so sánh vGi ngân hàng dx liFu NCBI. T\ các mWu tôm bFnh, n#Gc và bùn Fáy ao tôm Fã 
phân lKp F#=c 58 dòng thKc khuJn thh. BEng ph#$ng pháp agar hai lGp Fã tuyhn ch(n F#=c 6 
dòng thKc khuJn thh là: ƆTb, ƆBAM2, ƆBAM1, ƆVH3, ƆDH2 và ƆDH3 có kh# nnng lây nhiBm vào 
vi khuJn Citrobacter freundii. Trong Fó, dòng thKc khuJn thh ƆDH3 Fã thh hiFn vet tan rõ ràng và 
trong suct nh;t trên nfn vi khuJn Citrobacter freundii. ThKc khuJn thh ƆDH3 F#=c ch(n Fh Fánh 
giá kh# nnng #nh h#:ng c>a chúng lên mKt sc vi khuJn và hình thái khuJn l'c Citrobacter 
freundii bEng ph#$ng pháp tr#i Fem. Ket qu# Fánh giá cho th;y, dòng thKc khuJn thh ƆDH3 làm 
gi#m mKt sc vi khuJn và FLng th%i làm thay F@i vf hình thái khuJn l'c vi khuJn Citrobacter 
freundii.   

T\ khóa: Citrobacter spp., thKc khuJn thh, ph#$ng pháp agar hai lGp, vet tan. 

 
1. $%T V(N $*  
Nuôi trLng th>y s#n là m?t trong nhxng 

ngành kinh te mÇi nh(n có nhifu c$ h?i phát trihn 
: the giGi và ViFt Nam. T'i ViFt Nam, nghf nuôi 
trLng th>y s#n Fã mang l'i thu nhKp lGn cho ng#%i 
dân và Fóng góp quan tr(ng cho nfn kinh te. Tuy 
nhiên, trong quá trình canh tác, ng#%i dân vWn còn 
ggp không ít khó khnn vf môi tr#%ng nuôi, ô 
nhiBm nguLn n#Gc… do các vi sinh vKt có h'i gây 
ra nh#: Vi khuJn Vibrio spp., Pseudomonas spp., 
Desulfovibrio spp., Citrobacter spp.,  Aeromonas 
spp. 

Citrobacter spp. là nguyên nhân gây nhiBm 
trùng cho cá và các loài th>y s#n khác. Citrobacter 
spp. phân bc r?ng rãi trong tK nhiên và là m[m 
bFnh gây bFnh cho ng#%i và F?ng vKt th>y s#n [1]. 
Trong sc các loài Citrobacter F#=c báo cáo là gây 

bFnh : F?ng vKt th>y s#n có Citrobacter braakii và 
Citrobacter freundii, nhxng loài này gây bFnh 
nhiBm trùng huyet, viêm ru?t ngng, t@n th#$ng 
thKn và mang c>a cá da tr$n. &ci vGi cá chép, l#$n, 
cá Fuci n#Gc ng(t và tôm, loài này gây bFnh viêm 
d' dày ru?t xu;t huyet và xu;t hiFn các khci u : 
gan và lách [2]. Bên c'nh Fó, Citrobacter cÇng liên 
quan Fen các tr#%ng h=p nhiBm trùng huyet x#y ra 
trên ng#%i, chúng có thh gây viêm màng não và 
nhiBm trùng ph@i : trå s$ sinh và trå nhn. NhiBm 
trùng do Citrobacter spp. có thh gây ta vong vGi t| 
lF ta vong chung #Gc tính kho#ng 33 - 48%, bao 
gLm t| lF ta vong 30% Fci vGi trå em. &ci t#=ng dB 
m+c bFnh nh;t là trå em, ng#%i b) suy gi#m miBn 
d)ch và ng#%i già [3]. Do Fó, vi khuJn này F#=c coi 
là m?t v;n Ff quan tr(ng Fci vGi s c khne c?ng 
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FLng và là m[m bFnh c$ h?i trong viFc nuôi trLng 
th>y h#i s#n. 

Tr#Gc tình hình Fó, Fh Fifu tr) các bFnh do 
Citrobacter spp. và các vi sinh vKt khác gây ra, 
ng#%i ta th#%ng sa dbng các biFn pháp nh#: Thucc 
kháng sinh, thucc hóa h(c, các lo'i che phJm sinh 
h(c, trong Fó thucc kháng sinh F#=c sa dbng m?t 
cách r?ng rãi. Tuy nhiên, viFc l'm dbng kháng 
sinh dWn Fen sK xu;t hiFn nhóm vi sinh vKt kháng 
kháng sinh, Fifu này là m?t v;n Ff nghiêm tr(ng 
và cho th;y c[n có các chien l#=c Fifu tr), phòng 
ng\a thay the. ThKc khuJn thh (TKT — 
bacteriophage) là m?t trong nhxng liFu pháp Fã và 
Fang F#=c nghiên c u Fh thay the cho kháng sinh 
F#=c phân lKp t\ môi tr#%ng tK nhiên. Các TKT có 
nhxng Fgc tính Fa d'ng an toàn và thân thiFn vGi 
môi tr#%ng [4]. Nhifu nghiên c u Fã xác F)nh 
hiFu qu# c>a viFc sa dbng TKT giúp tôm, cá tnng 
tr#:ng tct, tnng c#%ng hF miBn d)ch và  c che vi 
khuJn gây bFnh [5]. Madurantakam Royam và 
Nachimuthu (2020) [1] Fã sa dbng TKT MRM19 
và MRM57 làm tác nhân kihm soát sinh h(c  c che 
Citrobacter spp. trên cá ngKa vEn. Oliveira và cs 
(2016) [6] Fã sa dbng TKT vB_CfrM_CfP1 Fh 
kihm soát các bFnh nhiBm trùng trên ng#%i do 
Citrobacter freundii gây ra. Vì vKy, nghiên c u 
“Kh#o sát sK #nh h#:ng c>a thKc khuJn thh Fen vi 
khuJn Citrobacter spp. phân lKp t\ n#Gc ao tôm” 
F#=c thKc hiFn vGi mbc tiêu tìm ra các dòng TKT 
có kh# nnng  c che bFnh trong nuôi trLng th>y 
s#n. 

2. V,T LI/U VÀ PH45NG PHÁP 
2.1. VKt liFu 
TKT F#=c phân lKp t\ n#Gc ao nuôi tôm, bùn 

Fáy ao và tôm bFnh t'i tBnh Sóc Trnng, Kiên Giang 
và thành phc C[n Th$.  

Vi khuJn Citrobacter spp. F#=c phân lKp t\ 
mWu n#Gc và bùn Fáy ao tôm t'i tBnh Kiên Giang, 
Sóc Trnng và thành phc C[n Th$. 

Hóa ch;t F#=c sa dbng trong nghiên c u: Môi 
tr#%ng TSB (Tryptone Soya Broth - ãn &?), môi 
tr#%ng TCBS (Thiosulfate Citrate Bile Sucrose 

Agar — ãn &?), XLD (Xylose Lysine Deoxycholate 
Agar - ãn &?), môi tr#%ng TSA (Tryptone Soya 
Agar — ãn &?). 

Th%i gian thKc hiFn: T\ tháng 6/2023 — 
02/2024. 

2.2. Ph#$ng pháp  
2.2.1. Phân lKp và nhKn diFn các chB tiêu hình 

thái, sinh lý và sinh hóa vi khuJn 
T\ 80 mWu n#Gc ao nuôi tôm, bùn Fáy ao và 

tôm bFnh F#=c l(c Fh phân lKp vi khuJn và TKT. 
L;y 7 mL mWu n#Gc ao nuôi và 13 mL môi tr#%ng 
TSB (Tryptone Soya Broth) vào cng falcon Fh qua 
Fêm nhEm tnng sinh khuJn. Rút 100 µL mWu tr#i 
trên môi tr#%ng TCBS (Thiosulfate Citrate Bile 
Sucrose Agar). Sau 24 gi%, ch(n nhxng khuJn l'c 
tròn, màu Fen Fgc tr#ng Fh tiep tbc c;y ròng. Vi 
khuJn F#=c nhKn diFn bEng các chB tiêu sinh lý và 
sinh hóa, nh#: Catalase, oxidase, nhu?m Gram, 
tính di F?ng, kh# nnng sinh khí H2S F#=c thKc 
hiFn theo mô t# c>a  Truong Thi Bich Van và Tran 
Vo Minh Thu (2023) [7]. 

2.2.2. NhKn diFn vi khuJn bEng kÜ thuKt sinh 
h(c phân ta 

Quá trình ly trích ADN vi khuJn F#=c thKc 
hiFn theo mô t# c>a Gupta (2019) [8] và vi khuJn 
F#=c xác F)nh bEng cách khuech F'i trình tK 16S 
rDNA vGi cgp mLi xuôi 27F 
(5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) và mLi 
ng#=c 1492R (5’ GGTTACCTTGTTACGACTT 3’). 
Ph#n  ng PCR khuech F'i vùng trình tK 16S rDNA 
vGi chu kõ nhiFt gLm giai Fo'n tifn bien tính: 
NhiFt F? 95oC trong 5 phút; giai Fo'n bien tính: 
NhiFt F? 95oC trong 30 giây; giai Fo'n g+n mLi: 
NhiFt F? 54oC trong 30 giây; giai Fo'n kéo dài: 
NhiFt F? 72oC trong 2 phút (30 chu kõ); giai Fo'n 
hoàn t;t: NhiFt F? 72oC trong 10 phút. S#n phJm 
PCR có m?t bnng xu;t hiFn sáng và rõ nét trên gel 
agarose 2% vGi kích th#Gc mong mucn kho#ng 
1.500 bp [3] sà F#=c sa dbng Fh gi#i trình tK. 

2.2.3. Phân lKp TKT 
L;y 2,5 mL mWu n#Gc cho vào cng falcon ch a 

7,5 mL môi tr#%ng TSB, tien hành l+c 120 
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vòng/phút : 37oC trong 24 gi%. Sau 24 gi%, d)ch 
tnng sinh F#=c thêm vào 1% chloroform, l+c Ffu 
bEng máy vortex, > Fá 30 phút. Ly tâm dung d)ch 
12.000 vòng/10 phút : 4oC, rút ph[n d)ch trong 
chuyhn sang cng mGi, thu F#=c thKc khuJn thh 
thô. Trx l'nh : 4oC Fh chuJn b) cho các thí nghiFm 
tiep theo. MZi mWu TKT thô F#=c sàng l(c và tách 
ròng trên ph@ ký ch> bao gLm nhifu dòng vi 
khuJn Vibrio spp. TKT phân biFt dKa vào kh# 
nnng xâm nhiBm trên các dòng vi khuJn ký ch> 
khác nhau. 

2.2.4. Kh#o sát kh# nnng xâm nhiBm c>a các 
dòng TKT vào vi khuJn 

&ánh giá kh# nnng xâm nhiBm c>a TKT bEng 
ph#$ng pháp tha nghiFm vet tan [9]: ChuJn b) môi 
tr#%ng nfn (TSB + 1,5% agar), môi tr#%ng bán r+n 
(TSB + 0,5% agar), vi khuJn F#=c nuôi lnng trong 
môi tr#%ng TSB trong 24 gi%. Sau Fó, hút 200 µL 
huyfn phù vi khuJn hòa tr?n trong môi tr#%ng bán 
r+n và F@ lên môi tr#%ng nfn Fh yên 1 phút. Tiep 
theo, nhn 2 µL d)ch TKT lên FÑa, Fci ch ng âm là 
môi tr#%ng TSB, > : 37oC trong 24 gi%. So vGi mWu 
Fci ch ng, t'i v) trí nhn dung d)ch TKT neu xu;t 
hiFn vet tan (plaques) thì dung d)ch có TKT ký 
sinh trên te bào vi khuJn.  

Sàng l(c TKT bEng ph#$ng pháp kh#o sát vet 
tan agar hai lGp: Sa dbng ph#$ng pháp kh#o sát 
vet tan bEng agar hai lGp [9]. ChuJn b) vi khuJn 
F#=c tnng sinh 24 gi% trong môi tr#%ng TSB : 
nhiFt F? phòng. ChuJn b) môi tr#%ng TSA (1,5% 
agar) và môi tr#%ng bán r+n TSA (0,5% agar) > ;m 
: 56oC. Sa dbng micropipette rút 100 µL t\ng dòng 
TKT : F? pha loãng thích h=p hòa tr?n vGi 100 µL 
huyfn phù vi khuJn, > 15 phút : nhiFt F? phòng. 
&Lng nh;t hZn h=p TKT và vi khuJn vGi 5 mL môi 
tr#%ng bán r+n. HZn h=p Fã FLng nh;t F#=c F@ 
Ffu lên lGp môi tr#%ng nfn, > : nhiFt F? phòng. 
Sau 24 gi%, kh#o sát hình thái và kích th#Gc vet 
tan. 

2.2.5. Kh#o sát #nh h#:ng c>a TKT Fen mKt 
sc, hình thái vi khuJn 

 Kh#o sát sK tác F?ng c>a TKT lên mKt sc, 
hình thái vi khuJn bEng ph#$ng pháp tr#i Fem 
theo mô t# c>a Tr#$ng Th) Bích Vân và cs (2022) 
[10] vGi m?t sc thay F@i. ChuJn b) FÑa môi tr#%ng 
XLD agar. ChuJn b) d)ch huyfn phù vi khuJn và 
nuôi lnng trong môi tr#%ng TSB trong 24 gi%. HZn 
h=p gLm: 100 µL huyfn phù vi khuJn F#=c pha 
loãng Fen nLng F? phù h=p và cho 100 µL TKT 
tr?n Ffu và Fh yên 30 phút, sau Fó hút 200 µL tr#i 
Ffu trên FÑa môi tr#%ng XLD agar (Fci ch ng là 
100 µL huyfn phù vi khuJn : nLng F? 10-5 + 100 µL 
TSB). ´ : nhiFt F? phòng sau 24 gi% và tien hành 
xác F)nh sc l#=ng (CFU/mL) và quan sát hình thái 
khuJn l'c. 

2.3. Xa lý sc liFu 
 Sa dbng ph[n mfm Microsoft Office Excel 

2016 Fh và các bihu FL thh hiFn các ket qu# thu 
F#=c và ch#$ng trình ANOVA t\ ph[n mfm 
Minitab 16.0 Fh phân tích so sánh các giá tr) trung 
bình theo phép tha Fisher. 

3. K:T QU< NGHIÊN C?U VÀ TH<O LU,N 
3.1. Ket qu# phân lKp vi khuJn 
Ket qu# phân lKp F#=c m?t dòng vi khuJn N1 

(Citrobacter spp.) trong n#Gc ao tôm. Quan sát sK 
hình thành khuJn l'c trên môi tr#%ng TCBS (Hình 
1) cho th;y, khuJn l'c có hình d'ng tròn và Fen, 
có kích th#Gc 2 - 3 mm, bf mgt nhón bóng và mép 
khuJn l'c phñng. SK xu;t hiFn khuJn l'c có màu 
Fen trên môi tr#%ng TCBS là do trong môi tr#%ng 
này vi khuJn sinh khí H2S tác dbng vGi ferric 
citrate (C6H5FeO7) nên d'ng khuJn l'c có màu Fen 
[11]. Bên c'nh Fó, khí H2S F#=c t'o ra thông qua 
quá trình kha các axit amin ch a l#u huõnh nh# 
cysteine và methionine, hogc thông qua quá trình 
kha các h=p ch;t l#u huõnh vô c$ nh# thiosulfate, 
sunfat, sulfite trong quá trình phân h>y protein, 
hogc trong quá trình hô h;p k• khí chuyhn F@i 
electron thành l#u huõnh thay vì oxy [12]. Qua ket 
qu# phân lKp trên, ch(n F#=c dòng vi khuJn có 
khuJn l'c Fen Fã tách dòng Fh tien hành các thí 
nghiFm tiep theo. 
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Hình 1. Dòng vi khuJn N1 (Citrobacter spp.) c;y 
ròng trên môi tr#%ng TCBS (A); hình d'ng khuJn 

l'c vi khuJn N1 (Citrobacter spp.)  
d#Gi kính nhìn n@i (B) 

3.2. NhKn diFn vi khuJn bEng các chB tiêu sinh 
lý, sinh hóa 

 
Hình 2. Ket qu# tha nghiFm catalase (A), oxidase 
(B), nhu?m Gram (C), tính di F?ng (D), kh# nnng 
sinh khí H2S (E) c>a mWu vi khuJn &C: Salmonella 

senovar Enteritidis ATCC 49223 và N1: 
Citrobacter spp. 

Ket qu# tha nghiFm catalase cho th;y, mWu vi 
khuJn N1 (Citrobacter spp.) d#$ng tính vGi 
catalase (x#y ra hiFn t#=ng s>i b(t) (Hình 2A). Vì 
vKy, mWu vi khuJn Fang kh#o sát có sK hiFn diFn 
c>a enzyme catalase nên có kh# nnng phân h>y 
H2O2 thành H2O và O2. Tha nghiFm oxidase cho 
th;y, vi khuJn N1 (Citrobacter spp.) âm tính vGi 
oxidase do không F@i màu s+c trong 60 giây (Hình 
2B). Có thh ket luKn rEng, te bào vi khuJn không 
có sK hiFn diFn c>a enzyme cytochrome oxidase. 
Ket qu# nhu?m Gram (Hình 2C) cho th;y, mWu vi 
khuJn N1 (Citrobacter spp.) có d'ng hình que và 
thu?c vi khuJn Gram âm vì vi khuJn này b+t màu 

hLng c>a thucc nhu?m safranine. Hình 2D cho 
th;y, môi tr#%ng b) vJn Fbc và khuJn l'c phát trihn 
lan ra khni F#%ng c;y, ch ng tn mWu vi khuJn N1 
(Citrobacter spp.) có kh# nnng chuyhn F?ng; ket 
qu# tha nghiFm trên môi tr#%ng SIM (Hình 2E) 
cho th;y, mWu vi khuJn N1 (Citrobacter spp.) có 
sinh khí H2S. BEng ch ng là có ket t>a Fen d(c 
theo F#%ng c;y trong môi tr#%ng vì môi tr#%ng 
SIM ch a amoni sulfat màu và natri thiosunfat. 

T;t c# các ket qu# tha nghiFm sinh lý, sinh 
hóa trên c>a mWu vi khuJn N1 Ffu t#$ng FLng vGi 
Fgc Fihm sinh lý, sinh hóa c>a mWu vi khuJn Fci 
ch ng (Salmonella ATCC 49223). 

3.3. Ket qu# FiFn di PCR vGi Fo'n gen 16S 
rDNA và gi#i trình tK 

Ket qu# FiFn di mWu PCR c>a Fo'n gen 16S 
rDNA vGi cgp mLi 27F và 1492R cho th;y, mWu vi 
khuJn N1 có xu;t hiFn bnng : v) trí 1.500 bp (Hình 
3), ket qu# này t#$ng FLng vGi ket qu# nghiên c u 
c>a Alkhafaji và Hashim (2018) [3], Fã phân lKp 
F#=c 3 mWu thu?c Citrobacter freundii bEng cách 
khuech F'i Fo'n gen 16S rDNA. So sánh trình tK 
vùng gen 16S rDNA c>a dòng vi khuJn N1 vGi 
trình tK c>a các loài vi khuJn trong ngân hàng gen 
NCBI bEng công cb BLAST, ket qu# cho th;y, 
trình tK vùng gen c>a dòng vi khuJn N1 có F? 
t#$ng FLng 99,59% vGi dòng vi khuJn Citrobacter 
freundii (Hình 4). T\ các tha nghiFm sinh lý, sinh 
hóa và ket qu# so sánh trình tK c>a mWu N1 trên 
ch#$ng trình BLAST, có thh xác F)nh rEng, mWu vi 
khuJn N1 là Citrobacter freundii. 

 
Hình 3. &iFn di s#n phJm PCR trên gel 

agarose (L: Ladder; 1: N1) 
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Hình 4. Ket qu# BLAST trình tK 16S rRNA c>a mWu vi khuJn N1 trên NCBI 

3.4. Ket qu# phân lKp thKc khuJn thh 

Các dòng TKT F#=c phân lKp t'i huyFn An 
Minh, tBnh Kiên Giang; huyFn Duyên H#i, tBnh Sóc 
Trnng và quKn Cái Rnng, thành phc C[n Th$. Ket 
qu# phân lKp F#=c 58 dòng TKT, trong Fó có 40 

mWu n#Gc ao tôm, 9 mWu bùn Fáy ao tôm, 1 mWu 
n#Gc ao sò huyet, 1 mWu bùn ao sò huyet, 1 mWu 
n#Gc ao cua, 1 mWu bùn ao cua, 2 mWu tôm bFnh, 2 
mWu n#Gc ao cá và 1 mWu bùn ao cá F#=c thh hiFn 
qua b#ng 1. 

B#ng 1. Các dòng TKT F#=c t\ phân lKp t\ n#Gc ao nuôi tôm, bùn Fáy ao và tôm bFnh  
t'i tBnh Sóc Trnng, Kiên Giang và thành phc C[n Th$ 

Ghi chú: STT: sc th  tK, TKT: thKc khuJn thh. 
3.5. Kh# nnng xâm nhiBm c>a TKT bEng 

ph#$ng pháp tha nghiFm vet tan 

Nghiên c u vf kh# nnng xâm nhiBm vi khuJn 
Citrobacter freundii c>a TKT bEng ph#$ng pháp 
nhn gi(t TKT F#=c thh hiFn. Sau khi kh#o sát kh# 
nnng lây nhiBm c>a 58 dòng TKT trên vi khuJn 
Citrobacter freundii nhKn th;y, t'i v) trí nhn gi(t 
quan sát trong 24 gi% chB có 6 dòng TKT có xu;t 
hiFn các vet tan là các dòng: ƆTb, ƆBAM2, ƆBAM1, 
ƆVH3, ƆDH2, ƆDH3 trên nfn vi khuJn kí ch> thh 
hiFn qua hình 5, còn l'i 52 dòng TKT vet tan 
không rõ hogc không có vet tan. Quan sát hình 5 
cho th;y, có hai kihu hình vf hình thái vet tan 
F#=c hihn th) là vet tan trong suct và vet tan m% 
Fbc vGi F#%ng kính vet tan dao F?ng trong kho#ng 
10 - 20 mm. y 4 dòng TKT: ƆBAM2, ƆBAM1, 
ƆVH3, ƆDH3 nhKn th;y các vet tan trong và rõ trên 

nfn Fbc c>a vi khuJn sau 24 gi%. Trong khi Fó, 2 
dòng TKT: ƆTb và ƆDH2 chB xu;t hiFn vet tan m%. 

SK khác nhau gixa hai vet tan chính là sK 
t#$ng tác vKt lý và hóa h(c gixa TKT vGi vi khuJn 
khi chúng tiep xúc ban F[u. Các ph#n  ng này có 
thh gây ra các bien F@i trong môi tr#%ng xung 
quanh vi khuJn, làm thay F@i sK phát trihn c>a 
chúng và cuci cùng dWn Fen sK hình thành c>a các 
vet tan trong suct hogc m% Fbc. Quá trình này 
ph#n ánh sK Fa d'ng và ph c t'p c>a c$ che t#$ng 
tác gixa TKT và vi khuJn [13]. Kihu hình thái vet 
tan trong Fihn hình là dòng TKT F?c, n$i mà vi 
khuJn ký ch> sau khi b) TKT nhân lên sà chet và 
t'o ra m?t vet tan rõ ràng. Trong tr#%ng h=p này, 
vi khuJn ký ch> không thh tiep tbc phát trihn sau 
khi b) #nh h#:ng b:i TKT [14]. Ng#=c l'i, kihu 
hình thái c>a vet tan m% hay Fbc th#%ng F#=c 

STT TKT STT TKT STT TKT STT TKT STT TKT STT TKT 
1 ƆNT1 11 ƆNT11 21 ƆNT21 31 ƆB1 41 ƆAM1 51 ƆDH3 
2 ƆNT2 12 ƆNT12 22 ƆNT22 32 ƆB2 42 ƆAM2 52 ƆDH4 
3 ƆNT3 13 ƆNT13 23 ƆNNT1 33 ƆB3 43 ƆAM3 53 ƆVHC1 
4 ƆNT4 14 ƆNT14 24 ƆNNT2 34 ƆB4 44 ƆBM1 54 ƆVHC1 
5 ƆNT5 15 ƆNT15 25 ƆNC1 35 ƆB5 45 ƆBM2 55 ƆBVH1 
6 ƆNT6 16 ƆNT16 26 ƆNC2 36 ƆNS 46 ƆVH1 56 ƆBVH2 
7 ƆNT7 17 ƆNT17 27 ƆNB 37 ƆBS 47 ƆVH2 57 ƆBVHC 
8 ƆNT8 18 ƆNT18 28 ƆNNB 38 ƆNAC 48 ƆVH3 58 ƆTb 
9 ƆNT9 19 ƆNT19 29 ƆNXP 39 ƆBAC 49 ƆDH1   
10 ƆNT10 20 ƆNT20 30 ƆNTB 40 ƆTB 50 ƆDH2   
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quan sát : các dòng TKT ôn hòa. Khi TKT này 
xâm nhKp vào vi khuJn ký ch>, chúng không giet 
chet vi khuJn mà thay vào Fó g+n phân ta ADN 
vào gen c>a vi khuJn, t'o ra prophage. Vi khuJn 
mang prophage F#=c g(i là te bào tifm tan 
(lysogen) [15]. SK khác nhau vf hình thái vet tan 
t'o b:i các dòng TKT có thh là do sK khác nhau vf 
cách th c xâm nhiBm cÇng nh# vf tcc F? sinh 
tr#:ng c>a TKT [16]. 

 
Hình 5. Ket qu# tha nghiFm vet tan c>a 6 dòng 
TKT phân lKp xâm nhiBm trên Citrobacter 

freundii. A: Vi khuJn Citrobacter freundii; B: Vi 
khuJn Citrobacter freundii + các dòng TKT 
Vì vKy, qua ket qu# kh#o sát trên nhKn th;y, 

dòng TKT ƆDH3 cho vet tan trong và rõ nh;t, 
ch ng tn TKT này có kh# nnng ly gi#i hoàn toàn. 
Vì vKy, tiep tbc ch(n TKT ƆDH3 Fh tien hành tách 
dòng và thí nghiFm kh#o sát ho't tính ly gi#i trên 
vi khuJn Citrobacter freundii. 

3.6. Sàng l(c TKT bEng ph#$ng pháp kh#o sát 
vet tan agar hai lGp  

Tien hành sa dbng ph#$ng pháp agar hai lGp 
Fh Fánh giá m c F? #nh h#:ng và hình thái vet tan 
c>a TKT ƆDH3 Fci vGi vi khuJn Citrobacter 
freundii. Ket qu# cho th;y, các vet tan phân bc Ffu 
trên toàn b? FÑa th'ch (Hình 6). Sau khi quan sát 
các vet tan trên bf mgt FÑa th'ch nhKn th;y, các 
vet tan khác nhau vf hình d'ng và kích th#Gc nên 
sà cho ra nhifu h$n m?t lo'i TKT cho cùng m?t vi 
khuJn ký ch>. Hình 6 cho th;y, có hai hình d'ng 
vet tan trên FÑa th'ch F#=c hihn th) là vet tan hình 
tròn, trong suct và vet tan có tâm trong, có vòng 
sáng bên ngoài. T\ Fó, có thh tách dòng và phân 
lKp F#=c 2 dòng TKT khác nhau cho cùng m?t vi 
khuJn ký ch>. 

 
Hình 6. Ket qu# kh#o sát vet tan c>a TKT ƆDH3  

Sau nhifu l[n sàng l(c Fã tách dòng thành 
công hai TKT có kích th#Gc và hình d'ng FLng 
nh;t thh hiFn qua hình 7A và 7B.  

 
Hình 7. Hình thái vet tan ƆDH3.1 (A) và ƆDH3.2 

(B) trên nfn vi khuJnCitrobacter freundii 
Hai hình thái vet tan c>a TKT ƆDH3 F#=c thh 

hiFn qua hình 7. Quan sát hình 7A cho th;y, sK 
hiFn diFn các vet tan trong, rõ, có vòng sáng bên 
ngoài, t c là các vùng bán trong suct xung quanh 
vet tan; hình 7B cho th;y, các vet tan hình tròn và 
trong suct trên nfn vi khuJn Citrobacter freundii, 
Fihn hình cho các TKT sinh tan [17]. Quá trình ly 
gi#i vi khuJn c>a TKT bEng ph#$ng pháp agar hai 
lGp cho th;y, TKT ho't F?ng theo c$ che làm gi#m 
hogc lo'i bn màng te bào c>a vi khuJn. TKT bám 
vào Fihm thb c#m c>a te bào vi khuJn bEng bf mgt 
: cuci, sau Fó tiêm vKt liFu di truyfn c>a nó vào và 
sa dbng b? máy trao F@i ch;t c>a vKt ch> Fh nhân 
lên, dWn Fen sK phân gi#i te bào và gi#i phóng các 
TKT mGi bên trong màng te bào. Các TKT có F[u 
lGn h$n sà có xu h#Gng hình thành các vet tan nhn 
h$n, ng#=c l'i, TKT có F[u nhn các vet tan hình 
thành sà lGn h$n. &ifu này có thh là do thKc te các 
virion lGn h$n (có F[u lGn h$n) sà khuech tán 
chKm h$n qua lGp th'ch trên cùng so vGi các 
virion nhn h$n, do Fó t'o ra các vet tan nhn h$n 
[14]. 
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3.7. ënh h#:ng TKT Fen mKt sc vi khuJn 

Ket qu# kh#o sát kh# nnng t#$ng tác c>a hai 
dòng TKT ƆDH3.1 và ƆDH3.2 vGi vi khuJn 
Citrobacter freundii bEng ph#$ng pháp tr#i Fem 
cho th;y, mKt sc vi khuJn có sK thay F@i (Hình 8). 

 
Hình 8. ënh h#:ng c>a TKT lên mKt sc vi khuJn 

Citrobacter freundii 
Ghi chú: &C: Vi khuJn Citrobacter freundii; 

ƆDH3.1: Vi khuJn Citrobacter freundii + ƆDH3.1; 
ƆDH3.2: Vi khuJn Citrobacter freundii + ƆDH3.2. 

SK thay F@i mKt sc vi khuJn khi b@ sung TKT 
ƆDH3.1 và ƆDH3.2 khác biFt có ý nghÑa so vGi Fci 
ch ng không b@ sung TKT (p<0,05). y nghiFm 
th c Fci ch ng, chB có vi khuJn F#=c nuôi trong 
môi tr#%ng TSB có mKt sc khuJn l'c là 8,71 log10 

CFU/mL, : hai nghiFm th c ch>ng TKT ƆDH3.1 
và ƆDH3.2 có mKt sc khuJn l'c l[n l#=t là 7,63 log10 

CFU/mL và 7,11 log10 CFU/mL cho th;y có sK 
gi#m rõ rFt so vGi nghiFm th c Fci ch ng. Ket qu# 
trên cho th;y, TKT ƆDH3.2 (gi#m 1,6 log10 

CFU/mL) làm gi#m mKt sc vi khuJn cao h$n TKT 

ƆDH3.1 (gi#m 1,08 log10 CFU/mL). &ifu này có 
thh F#=c gi#i thích, do khi ch>ng TKT vào vi 
khuJn, TKT sinh tr#:ng, phát trihn m'nh d[n  c 
che sK phát trihn c>a vi khuJn Citrobacter 
freundii, làm vi khuJn gi#m s c scng và chet Fi 
nên sc l#=ng khuJn l'c hình thành ít h$n so vGi 
nghiFm th c Fci ch ng [18]. 

3.8. ënh h#:ng TKT Fen hình thái vi khuJn 

SK thay F@i hình thái vi khuJn khi t#$ng tác 
vGi hai dòng TKT ƆDH3.1 và ƆDH3.2 F#=c thh 
hiFn qua hình 9. Quan sát khuJn l'c bEng kính soi 
n@i cho th;y, hình thái khuJn l'c Citrobacter 
freundii trên môi tr#%ng XLD có màu tr+ng Fbc, 
hình tròn, bf mgt nhón, bóng có rìa màu tr+ng và 
kích th#Gc khuJn l'c kho#ng 2 mm (Hình 9A), ket 
qu# mô t# t#$ng tK vGi ket qu# nghiên c u c>a 
Awad và Al-saadi (2022) [19]. Sau khi b@ sung 100 
µL TKT ƆDH3.1 và ƆDH3.2 vào huyfn phù vi 
khuJn Citrobacter freundii Fã làm thay F@i hình 
d'ng khuJn l'c m?t cách rõ rFt, Fifu này quan sát 
th;y : hình 9B và 9C. y nghiFm th c ch>ng TKT 
ƆDH3.1 và ƆDH3.2, không cho th;y sK khác biFt vf 
màu s+c và kích th#Gc khuJn l'c, nh#ng có thh 
nhKn th;y : c# hai nghiFm th c khi ket h=p TKT 
Ffu làm thay F@i hình d'ng khuJn l'c t\ d'ng 
nguyên, tròn thành khuJn l'c có hình thái rnng 
c#a, các rìa không FLng Ffu.  

 
Hình 9. ënh h#:ng TKT lên hình thái vi khuJn Citrobacter freundii 

Ghi chú: A: Vi khuJn Citrobacter freundii; B: Vi khuJn Citrobacter freundii + ƆDH3.1; C: Vi khuJn 
Citrobacter freundii + ƆDH3.2 

&ifu này có thh gi#i thích là do sK phân gi#i 
c>a TKT tiet ra enzyme lytic xâm nhiBm vào vi 
khuJn ký ch>. BEng cách phá vö c;u trúc 
peptidoglycan c>a thành te bào vi khuJn, enzyme 
lytic không chB làm cho vi khuJn gi#m Fi mà còn 
làm thay F@i bf mgt và hình d'ng ban F[u c>a vi 
khuJn [20]. &ifu này không chB #nh h#:ng Fen 

kh# nnng  c che vi khuJn mà còn m: ra nhxng 
trihn v(ng mGi trong viFc phát trihn các ph#$ng 
pháp Fifu tr) sinh h(c Fh kihm soát vi khuJn gây 
bFnh.  

4. K:T LU,N 
Phân lKp F#=c 1 dòng vi khuJn Citrobacter 

freundii qua các tha nghiFm sinh lý, sinh hóa và 
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ket qu# gi#i trình tK. Tuyhn ch(n F#=c hai dòng 
TKT ƆDH3.1 và ƆDH3.2 có kh# nnng xâm nhiBm 
và hình thành vet tan hoàn toàn vGi ch>ng vi 
khuJn Citrobacter freundii. Sau khi ch>ng hai 
TKT ƆDH3.1 và ƆDH3.2 vào vi khuJn ký ch> 
Citrobacter freundii (N1) Fã làm thay F@i mKt sc 
và hình thái khuJn l'c vi khuJn này. Ket qu# c>a 
nghiên c u cho th;y tifm nnng c>a thKc khuJn thh 
trong viFc  c che vi khuJn Citrobacter freudii gây 
bFnh F?ng vKt th>y s#n và trên ng#%i. 

L'I C<M 5N 
Nghiên c u này F#=c hoàn thành vGi sK hZ tr= 

t\ Ff tài nghiên c u khoa h(c do QuÜ Phát trihn 
Khoa h(c và Công nghF Qucc gia (Nafosted) tài 
tr= (Mã sc Ff tài: Mã sc: 106.04-2019.335). 
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INVESTIGATING THE EFFECTS OF BACTERIOPHAGES AGAINST Citrobacter spp. 

BACTERIA ISOLATED FROM WATER IN SHRIMP PONDS 
Truong Thi Bich Van1, Le Thi Cam Tu1, Ha Thi Bao Tran1,  

Le Anh Gia Huy1, Nguyen Pham Anh Thi1 
1Institute of Food and Biotechnology, Can Tho University 

Summary 
Citrobacter spp. is an opportunistic pathogen that causes diseases in aquaculture and is a 
multidrug-resistant bacterial strain of current concern. To effectively and safely address this 
issue, finding alternatives to antibiotics is becoming more urgent than ever. Currently, using 
bacteriophages is a potential biological method to replace antibiotics in treating diseases caused 
by bacteria. Therefore, the study "Investigating the effects of bacteriophages against 
Citrobacter spp. bacteria isolated from water in shrimp ponds” was conducted with aim of 
indentifying at least one phage strain capable of infecting Citrobacter spp. isolated from shrimp 
pond bottom water and mud. This project aims to identify phage strains capable of inhibiting 
Citrobacter spp. bacteria. The result was the isolation of a bacteria strain from shrimp pond 
water and the identification of bacterial sample N1 as Citrobacter freundii. From samples of sick 
shrimp, shrimp pond water and mud, 58 bacteriophage strains were isolated. Using the drop-
plaque method, six phage strains, ƆTb, ƆBAM2, ƆBAM1, ƆVH3, ƆDH2 and ƆDH3, were selected 
for their ability to infect Citrobacter spp. Among them, the DH3 bacteriophage strain showed 
the clearest and most transparent plaque on the Citrobacter freundii bacterial background. The 
DH3 bacteriophage was chosen to evaluate its impact to bacterial population and morphology of 
Citrobacter freundii colonies using the spread counting method. The evaluation results 
indicated that the phage strain ƆDH3 reduced the bacterial population and altered the 
morphology of Citrobacter freundii. 
Keywords: Citrobacter spp., bacteriophage, the double - layer agar (DLA), plaque. 
Ngày nhKn bài: 19/4/2024 
Ngày chuyhn ph#n biFn: 7/5/2024               
Ngày thông qua ph#n biFn: 24/5/2024 
Ngày duyFt Fnng: 31/5/2024 


