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TÓM TẮT 
Nghiên cứu này bao gồm: phân lập, định danh và tuyển chọn vi khuẩn FLAB từ hệ tiêu hóa 

ong mật với khả năng kháng vi khuẩn gây bệnh thối ấu trùng ở ong mật, định hướng sử dụng probiotic 
cho ong, định hướng cho giải pháp thay thế hoặc phối hợp với việc sử dụng kháng sinh trong điều 
trị bệnh ở ong hiện nay. Kết quả tuyển chọn được 4 chủng vi khuẩn FLAB có khả năng kháng cao 
với vi khuẩn gây bệnh thối ấu trùng trên ong mật gồm Melissococcus pluton, Paenibacillus larvae 
và Paenibacillus alvei với đường kính vòng kháng khuẩn từ 8,67±0,58 mm đến 15,33±0,58 mm, có 
khả năng bám dính khá cao và tồn tại được trong điều kiện pH thấp của hệ tiêu hóa ong mật. Bên 
cạnh đó, các vi khuẩn đều không nhạy cảm với 2 loại kháng sinh thường sử dụng trong điều trị bệnh 
ở ong là streptomycin và kanamycin để có thể phối hợp sử dụng trong giới hạn cho phép, mà không 
làm ảnh hưởng đến hệ vi sinh vật có lợi. Các vi khuẩn được khảo sát có khả năng tồn tại ở nhiệt độ 
đến 60oC trong định hướng cho việc tạo chế phẩm bằng phương pháp sấy phun. Kết quả định danh 
theo trình tự 16s rRNA xác định cả 4 chủng đều là Lactobacillus kunkeei với độ tương đồng là 
99,24%-99,44%. Nổi bật là chủng L. kunkeei M8, chủng FLAB bản địa với các hoạt tính probiotic 
cao để có thể phát triển tạo chế phẩm probiotic cho ong mật. 

Từ khóa: bệnh thối ấu trùng ở ong; vi khuẩn Fructophilic lactic acid; vi khuẩn Lactic acid; 
Lactobacillus kunkeei 

 
1. Giới thiệu 

Vi khuẩn Fructophilic lactic acid (FLAB) được xem là nhóm vi khuẩn lactic acid 
(LAB) “không thông thường” do việc ưu tiên sử dụng fructose thay vì glucose làm nguồn 
carbon chính. Chúng thường được tìm thấy ở các môi trường giàu fructose như hoa quả, trái 
cây lên men, ruột các loại côn trùng giàu fructose như ong mật, ruồi nhiệt đới (Camponotus 
japonicas). Cho đến nay, nhiều nghiên cứu đã phát hiện ra nhiều vi khuẩn FLAB thuộc hai 
chủng: Fructobacillus (F. fructosus, F. durionis, F. ficulneus) và Lactobacillus (L. kunkeei, 
L. apinorum, L. florum) (Endo & Dicks, 2014). 
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Nhóm nghiên cứu của Endo và cộng sự (2009-2014) đã báo cáo vi khuẩn FLAB tiêu 
biểu trong hệ tiêu hóa ong mật là các chủng vi khuẩn thuộc L. kunkeei và Fructobacillus và 
có tác động tích cực đến ong mật (Endo & Dicks, 2014; Endo, 2018). Do tập tính tìm kiếm 
thức ăn, hệ vi sinh vật có lợi có thể tồn tại trong bầy ong thông qua nguồn thức ăn (Vásquez 
& Olofsson, 2009). Nhiều nghiên cứu về khả năng kháng vi khuẩn gây bệnh thối ấu trùng 
của vi sinh vật phân lập từ hệ tiêu hóa ong mật với kết quả nổi bật là L. kunkeei thể hiện tính 
ức chế cao đối với Melissococcus pluton, Paenibacillus larvae và Ascophaera apis (Ugras, 
2017; Arrendondo, 2018; Iorizzo, 2020). Các nghiên cứu in vivo cũng được tiến hành và thu 
được các kết quả tích cực như bổ sung lactic acid và acetic acid vào chế độ ăn của đàn ong 
giúp tăng sản lượng mật (Pătruică, 2012), hay tỉ lệ tử vong của ấu trùng nhiễm P. larvae 
giảm tới 56,67% khi bổ sung L. kunkeei vào chế độ ăn của ong (Arrendondo, 2018; Al-
Ghamdi, 2018). Khi bổ sung các vi khuẩn Lactobacillus vào thức ăn cho ong, sự có mặt của 
các vi khuẩn có lợi tăng, hoạt động phân giải protein của ấu trùng tăng, mầm bệnh xâm nhập 
vào cơ thể ong giảm (Daisley, 2020).  

Do đó, nghiên cứu khả năng kháng vi khuẩn gây bệnh của FLAB là một giải pháp điều 
trị các bệnh thối ấu trùng ở ong mật, thay thế việc sử dụng kháng sinh, giúp hạn chế dư lượng 
kháng sinh trong các sản phẩm từ ong mật và hiện tượng kháng kháng sinh những năm gần 
đây. Trên thế giới, việc nghiên cứu và bổ sung probiotic trong ngành nuôi ong đã được thực 
hiện trên nhiều nước. Tuy nhiên, hướng nghiên cứu này chưa được nghiên cứu tại Việt Nam 
và chưa có chế phẩm probiotic cho ong trên thị trường. Vì vậy, trong nghiên cứu này, chúng 
tôi tiến hành phân lập các chủng vi khuẩn FLAB từ hệ tiêu hóa ong mật và khảo sát khả năng 
kháng khuẩn gây bệnh thối ấu trùng ở ong cùng một số hoạt tính probiotic khác. Kết quả 
mong muốn là tuyển chọn được vi khuẩn FLAB có tiềm năng để làm tiền đề phát triển tạo 
chế phẩm probiotic cho các nghiên cứu sau này. 
2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu 
2.1. Vật liệu và hóa chất 

6 mẫu ong mật được thu thập tại trại ong Long Kiều (Di Linh, Lâm Đồng). 
Các chủng vi sinh vật gây bệnh thối ấu trùng ở ong mật gồm Melissococcus pluton, 

Paenibacillus larvae và Paenibacillus alvei được cung cấp từ Bộ môn bệnh học, Trại ong 
mật trong Khu Thực nghiệm Trường Đại học Nông Lâm Thành phố Hồ Chí Minh. 

Hóa chất: bộ hóa chất nhuộm Gram, đĩa kháng sinh streptomycin 10 µg/mL và 
kanamycin 30 µg/mL (cung cấp bởi Công ty TNHH Nam Khoa), đệm Phosphate-Buffered 
Saline (PBS). 

Môi trường de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) phân lập, nhân giống, nuôi cấy và giữ 
giống vi khuẩn; môi trường Fructose-Yeast-Peptone (FYP) lỏng sàng lọc chủng vi khuẩn 
FLAB; môi trường Glucose-Yeast-Peptone (GYP) lỏng nhằm sàng lọc chủng vi khuẩn 
FLAB có ưu thế; môi trường Nutrient Agar (NA) và Nutrient Broth (NB) để tăng sinh vi 
khuẩn gây bệnh thối ấu trùng ở ong và khảo sát hoạt tính kháng khuẩn. 
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2.2. Phân lập và sàng lọc vi khuẩn FLAB từ hệ tiêu hóa ong mật 
• Phân lập: Ong mật được ngâm trong cồn 96o trong 2 phút để loại bỏ các vi khuẩn bên 

ngoài, sau đó rửa lại 3 lần với nước cất vô trùng. Tiến hành giải phẫu trong điều kiện vô 
trùng, dùng kéo và kẹp tách hệ tiêu hóa ong mật. Mẫu thu được chuyển vào ống vô trùng 
chứa 10 mL MRS lỏng được bổ sung 2% fructose. Đồng nhất mẫu trong 1-2 phút và thu dịch 
huyền phù. Pha loãng dịch huyền phù với nước muối sinh lí 0,9%. Hút 200 µL dịch huyền 
phù với các nồng độ khác nhau được cấy trang lên các đĩa Petri chứa môi trường thạch MRS, 
ủ ở 37oC, 48 giờ. Quan sát và chọn các khuẩn lạc dựa vào màu sắc, kích thước và hình dạng, 
chuyển vào đĩa thạch MRS mới và ủ ở điều kiện đã nêu trên, quá trình cấy được lặp lại nhiều 
lần cho đến khi độ thuần vi khuẩn được xác định  
(Salman, 2018). 

• Sàng lọc FLAB trên môi trường đặc hiệu: Nhằm sàng lọc các ứng viên FLAB, các 
vi khuẩn phân lập được tăng sinh trong 5 mL FYP lỏng, ủ ở 37oC, sau 24 giờ đo OD610nm để 
kiểm tra khả năng sinh trưởng. Các chủng vi khuẩn phát triển tốt trong môi trường FYP tiếp 
tục được tăng sinh trong cả hai môi trường FYP lỏng và GYP lỏng và so sánh khả năng sinh 
trưởng bằng phương pháp đo OD610nm sau 18, 24, 30 giờ.  

Kiểm tra hình thái khuẩn lạc đặc trưng, kích thước, màu sắc và quan sát vi thể dưới 
kính hiển vi quang học ở độ phóng đại 40x và 100x. Kiểm tra sinh hóa vi khuẩn FLAB bằng 
các thí nghiệm sinh hóa: nhuộm Gram và thử nghiệm Catalase (Kandler, 1986). 
2.3. Sàng lọc và tuyển chọn các chủng vi khuẩn FLAB có khả năng kháng vi khuẩn gây 
bệnh cho ong mật 

Các ứng viên FLAB được tăng sinh trong môi trường FYP lỏng ở 30oC trong 24 giờ. 
Các chủng vi khuẩn gây bệnh cho ong mật gồm M. pluton, P. larvae và P. alvei, được nuôi 
cấy trong 5 mL môi trường NB ở nhiệt độ 37oC trong 24 giờ. Sau đó hút 200 µL dịch khuẩn 
chỉ thị được cấy trang lên các đĩa Petri chứa môi trường NA, với mật độ 108 CFU/mL, ổn 
định trong 30 phút và đục 5 giếng, giếng đối chứng âm chỉ chứa môi trường FYP, đường 
kính giếng 5 mm. Hút 100 µL dịch vi khuẩn FLAB được cho vào các giếng, ủ ở điều kiện vi 
hiếu khí, nhiệt độ 37oC trong 24-48 giờ. Sau thời gian ủ, đo đường kính vòng kháng khuẩn 
(ĐKVKK) được tính theo công thức (1): 

𝐻𝐻 = 𝐷𝐷 − 𝑑𝑑 (1) 
Với H là đường kính vòng kháng khuẩn (mm), D là đường kính vòng vô khuẩn (mm), 

d là đường kính giếng (mm).  
Hoạt dược tính theo phương pháp Moore và cộng sự (2013) (Moore, 2013). Thí nghiệm 

được lặp lại ba lần. 
2.4. Khảo sát các hoạt tính probiotic khác 
2.4.1. Khảo sát khả năng chịu pH thấp 

Các chủng vi khuẩn tuyển chọn được tăng sinh trong môi trường MRS lỏng ở 37oC 
trong 48 giờ. Thu lấy sinh khối vi khuẩn bằng cách li tâm 4000 vòng/phút trong 10 phút.  
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Rửa sinh khối thu được với 1,5 mL nước cất vô trùng và chuyển dịch huyền phù vi 
khuẩn vào ống nghiệm chứa môi trường MRS đã chỉnh pH 3 và pH 4. Khả năng chịu pH 
thấp được khảo sát bằng cách xác định mật độ tế bào ở 0 và 3 giờ ở điều kiện pH khảo sát, 
kiểm tra mật độ tế bào bằng phương pháp định lượng gián tiếp (Hoben, 1982). 
2.4.2. Khảo sát khả năng tự bám dính 

Thí nghiệm được tiến hành theo phương pháp của Kos và cộng sự (2003). Vi khuẩn 
được tăng sinh trong 30 mL môi trường MRS lỏng, li tâm 4000 vòng/phút trong 15 phút và 
thu sinh khối. Sinh khối tế bào vi khuẩn được rửa 2 lần bằng đệm PBS pH 7,2 vô trùng, sau 
đó được tái huyền phù trong 4 mL đệm PBS (OD600nm=1) (OD ban đầu). Để yên huyền phù 
ở 37oC trong 5 giờ. Đo OD dịch trên bề mặt. Các tế bào vi khuẩn tự kết dính lại với nhau sẽ 
tạo nên những hạt có kích thước lớn hơn và lắng xuống trong dung dịch. Do đó theo thời 
gian mật độ tế bào ở bề mặt dịch vi khuẩn sẽ giảm đi. Mức giảm của OD phản ánh tỉ lệ vi 
khuẩn đã kết dính. Khả năng tự kết dính là phần trăm độ giảm OD600nm dịch bề mặt của mẫu 
đã để yên 5 giờ so với ban đầu được tính bằng công thức (2): 

(1 − 𝐴𝐴𝑡𝑡
𝐴𝐴𝑜𝑜

) × 100 (2) 

Với Ao là OD600nm tại thời điểm 0 giờ; At là OD600nm tại thời điểm 1 đến 5 giờ (Kos, 
2003). 
2.4.3. Khảo sát độ nhạy cảm kháng sinh 

Độ nhạy cảm kháng sinh của chủng vi khuẩn tuyển chọn được đánh giá bằng phương 
pháp khuếch tán đĩa có hiệu chỉnh (Salman, 2018). Tiến hành trải 200 µL dịch vi khuẩn đã 
tăng sinh trong môi trường MRS lỏng (ủ ở 37oC trong 24 giờ) lên đĩa Petri. Kháng sinh sử 
dụng gồm: Streptomycin nồng độ 10 µg/mL và kanamycin 30 µg/mL. Đĩa kháng sinh, đường 
kính đĩa 5mm, được đặt lên mặt thạch và ủ ở 37oC trong 24 giờ. Sau thời gian ủ, đo kích 
thước vòng vô khuẩn và so sánh với các giá trị tiêu chuẩn về mức độ nhạy cảm với kháng 
sinh.  

Tính nhạy cảm với kháng sinh được đánh giá theo hướng dẫn của CLSI (Clinical and 
Laboratory Standards Institute, 2014). ĐKVKK (mm) tương ứng sẽ được xác định là: kháng: 
R (Resistant) ≤ 14 mm, nhạy cảm vừa: 14 mm < S+ (Susceptible) ≤ 19 mm, nhạy cảm mạnh: 
S++ ≥ 20 mm (Sharma, 2015). 
2.4.4. Khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ 

Chủng vi khuẩn khảo sát được nuôi trên môi trường MRS lỏng ở 37oC trong 24 giờ. 
100 µL dịch tăng sinh được cấp vào ống nghiệm chứa 5 mL môi trường MRS lỏng. Ủ các 
ống nghiệm lần lượt ở nhiệt độ 40oC, 45oC, 50oC, 55oC và 60oC. Sau 24 giờ nuôi cấy, đo 
mật độ quang học của dịch nuôi vi khuẩn ở OD610nm để kiểm tra khả năng chịu nhiệt của 
chủng vi khuẩn khảo sát. 
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• Định danh vi khuẩn 
Chọn các vi khuẩn có các hoạt tính probiotic cao định danh bằng phương pháp giải 

trình tự gen 16sRNA tại Công ty Nam Khoa. 
• Xử lí thống kê 

Độ lặp lại của các thí nghiệm thử hoạt tính được xử lí bằng phần mềm Excel và SPSS 
version 22.0. 
3. Kết quả và thảo luận 
3.1. Phân lập và sàng lọc vi khuẩn FLAB từ hệ tiêu hóa ong mật 

Từ 6 mẫu ong mật ban đầu, sau quá trình phân lập trên môi trường MRS và sàng lọc 
trên môi trường FYP thu được 9 chủng FLAB được kí hiệu từ M1 đến M9. Tiếp tục sàng lọc 
chọn chủng FLAB ưu thế trên 2 môi trường đặc hiệu FYP và GYP, kết quả thu được 4 chủng 
M4, M5, M6 và M8 với các đặc điểm hình thái được thể hiện trong Bảng 1.  

Bảng 1. Đặc điểm hình thái các vi khuẩn FLAB phân lập từ hệ tiêu hóa ong mật  

STT Kí 
hiệu 

Hình thái khuẩn lạc Hình dạng  
tế bào Hình dạng Màu sắc Kích thước 

(mm) Bề mặt 

1 M4 Tròn Trắng đục 1-2 Phẳng,  
không nhân 

Que ngắn,  
đơn hoặc đôi 

2 M5 Tròn Trắng đục 0,5-1,5 Phẳng,  
không nhân Que ngắn, chùm 

3 M6 Tròn Trắng sữa 1-3 Bóng, lồi,  
không nhân Que dài, đơn 

4 M8 Tròn Trắng đục 0,5-1,5 Bóng, lồi,  
không nhân 

Que dài, đơn, đôi, 
chuỗi dài 

 

 
Hình 1. Hình thái khuẩn lạc các vi khuẩn FLAB tuyển chọn trên môi trường MRS 

 
Hình 2. Hình ảnh vi thể các vi khuẩn FLAB tuyển chọn 
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3.2. Sàng lọc và tuyển chọn các chủng vi khuẩn FLAB có khả năng kháng vi khuẩn gây 
bệnh cho ong mật 

Tiến hành kiểm tra khả năng kháng vi khuẩn gây bệnh thối ấu trùng của 4 chủng FLAB 
là M4, M5, M6 và M8. Sau 24 giờ ủ, kết quả thu được 4 chủng vi khuẩn FLAB đều có khả 
năng kháng cả 3 chủng gây bệnh thối ấu trùng ở ong. Trong đó, các chủng M4, M5 và M8 
có hoạt tính kháng khuẩn mạnh (9 mm ≤ ĐKVKK ≤ 20 mm) với cả 3 chủng vi khuẩn gây 
bệnh (Bảng 2).  

Kết quả của đề tài tương tự kết quả của Forrgren (2010) chứng minh rằng nhóm vi 
khuẩn LAB, gồm cả vi khuẩn L. kunkeei phân lập từ hệ tiêu hóa ong mật có khả năng kháng 
khuẩn mạnh với P. larvae (Forsgren, 2010). Nghiên cứu của D. Arredondo (2017), 57/65 
chủng phân lập có khả năng kháng với P. larvae, trong đó có 7 chủng FLAB với L. kunkeei 
có ĐKVKK từ 8±1 đến 20±8mm (Arrendondo, 2018). Thí nghiệm của Ugras (2017), phân 
lập được chủng L. kunkeei HD1 có khả năng kháng mạnh với M. pluton với ĐKVKK 17 mm 
(Ugras, 2017). Các chủng đề tài đã phân lập được có khả năng kháng mạnh như các chủng 
của các nghiên cứu phân lập được trước đó. 

Bảng 2. Đường kính vùng kháng khuẩn của các vi khuẩn phân lập đối kháng 
 với vi khuẩn gây bệnh thối ấu trùng ở ong mật 

STT Chủng vi 
khuẩn 

Đường kính vùng kháng khuẩn H=D-d (mm) 
M. pluton P. larvae P. alvei 

1 M4 14,33 ± 0,58 9,33 ± 0,58 9,33 ± 0,58 
2 M5 14,33 ± 0,58 9,67 ± 0,58 9,33 ± 0,58 
3 M6 14,00 ± 1,00 8,67 ± 0,58 9,00 ± 1,00 
4 M8 15,33 ± 0,58 9,33 ± 0,58 10,00 ± 1,00 

 Ghi chú: Kết quả là giá trị trung bình của 3 lần lặp lại  

 
Hình 3. Kết quả đối kháng của chủng M8  

với M. pluton (Hình a), P. larvae (Hình b) và P. alvei (Hình c) 
3.3. Khảo sát các hoạt tính probiotic khác 

Khả năng tồn tại và bám dính vào biểu mô của FLAB trong hệ tiêu hóa ong mật là điều 
kiện quan trọng để các chủng tăng sinh trong đường tiêu hóa, chống lại sự loại bỏ ngay lập 
tức do tác động của nhu động ruột và cạnh tranh về vị trí bám, nguồn thức ăn trong hệ vi 
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sinh đường ruột với các vi sinh vật có hại, kích thích hệ miễn dịch và kháng khuẩn chống lại 
vi khuẩn gây bệnh (Kos, 2003). 
3.3.1. Khảo sát khả năng chịu pH thấp 

Cả 4 chủng FLAB M4, M5, M6, M8 được theo dõi khả năng chịu pH từ 0 giờ đến 3 
giờ. Kết quả được trình bày ở Hình 4 cho thấy các chủng này có khả năng tồn tại và sinh 
trưởng trong môi trường pH 3 và 4. Đặc biệt, chủng M5 và M8 có khả năng sinh trưởng tốt 
ở pH 3 (tăng lần lượt là 1,09 và 1,13 log CFU/mL sau 3 giờ khảo sát) trong khi ở pH 4, 
chủng M6 và M8 có sự sinh trưởng đáng kể hơn (tăng lần lượt là 2,98 và 2,17 logCFU/mL 
sau 3 giờ khảo sát) các chủng còn lại. 

Các chủng vi khuẩn phân lập từ hệ tiêu hóa ong mật có khả năng tồn tại và sinh trưởng 
ở điều kiện pH 3 và 4, kết quả này phù hợp với nghiên cứu của Serp Ugras (2017), chủng L. 
kunkeei HD1 phân lập từ hệ tiêu hóa ong mật có khả năng phát triển tốt trong môi trường 
pH 3 (Ugras, 2017), hay nghiên cứu của D. Arredondo (2017), tất cả các chủng phân lập từ 
hệ tiêu hóa ong mật đều cho thấy khả năng tồn tại ở pH 5 và 7, nhưng chỉ 27/65 chủng tồn 
tại trong môi trường pH 3 với khả năng mật độ tế bào còn lại sau 4 giờ ủ từ 23-100% so với 
mật độ ban đầu (Arrendondo, 2018).  

Kết quả khảo sát cho thấy cả 4 chủng đều có xu hướng phát triển trong môi trường pH 
thấp của diều ong mật. Đặc biệt là chủng M5, M8 có khả năng tồn tại và phát triển tốt hơn 
các chủng còn lại. 

 
Hình 4. Đồ thị biểu diễn sự thay đổi mật độ vi khuẩn ở điều kiện pH 3 và pH 4 

3.3.2. Khảo sát khả năng tự bám dính 
Khả năng tự bám dính là tiêu chí để đánh giá tiềm năng probiotic do liên quan đến khả 

năng bám dính vào biểu mô của hệ tiêu hóa, thể hiện khả năng sống sót, hoạt động ổn định, 
khả năng cạnh tranh và khả năng đối kháng với vi sinh vật khác trong đường ruột. Các vi 
khuẩn cùng dòng có thể liên kết được với nhau, giúp tăng cường sức sống và sự phát triển 
theo kiểu mối quan hệ hỗ trợ cùng loài tạo hàng rào sinh học bảo vệ hệ tiêu hóa (Kos, 2003). 
Các nghiên cứu đi trước đã báo cáo về các protein, glycoprotein, trachoic và lipoteichoic 
acid trên bề mặt tế bào các vi khuẩn Lactobacillus có vai trò quan trọng trong bản chất kỵ 
nước bề mặt và khả năng tự bám dính của chủng vi khuẩn (Tou, 2013). Kết quả cho thấy khả 
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năng tự kết dính của 4 chủng khảo sát khá cao. Đặc biệt là chủng M8 và M4 đạt lần lượt là 
48,99% và 59,71% (Bảng 3). 

Kết quả này tương tự với kết quả của một số nghiên cứu về khả năng tự bám dính của 
các chủng Lactobacillus đã được công bố như Lactobacillus acidophilus M92 lên đến 70% 
ở nhiệt độ phòng theo nghiên cứu của Kos và cộng sự (năm 2003) (Kos, 2003). Khả năng tự 
bám dính của 20 chủng vi khuẩn thuộc cái loài L. plantarum, L. casei, L. rhamnosus trong 
nghiên cứu của Yanfeng Tou (năm 2013) đạt từ 24,16-41,39% sau 5 giờ ủ ở 37oC (Tou, 
2013). 

Bảng 3. Khả năng bám dính của các vi khuẩn tuyển chọn 
STT Chủng vi khuẩn Khả năng bám dính (%) 

1 M4 59,71 
2 M5 29,05 
3 M6 35,63 

4 M8 48,99 

Từ các công bố tương tự về vi khuẩn Lactobacillus, kết quả khả năng tự bám dính của 
các chủng vi khuẩn khảo sát trong đề tài này tương đối cao và đặc biệt là 2 chủng M4 và 
M8. 
3.3.3. Khảo sát độ nhạy cảm kháng sinh 

Nhiều vi khuẩn Lactobacillus có khả năng kháng kháng sinh với cơ chế kháng nội tại 
như các kiểu hình phổ biến kháng trimethoprim, vancomycin và kanamycin. Cơ chế nội tại 
hữu ích để phục hồi hệ vi sinh vật đường ruột sau khi điều trị bằng kháng sinh. Tuy nhiên, 
cơ chế kháng nội tại thường không phổ biến, trong khi đề kháng do thu nhận các yếu tố di 
truyền di động phổ biến hơn. Khi kháng kháng sinh do gene kháng nằm trên các yếu tố di 
truyền di động (như plasmid hoặc transposon) thì đặc tính này mang nguy hiểm do nó có thể 
truyền cho các chủng vi khuẩn gây bệnh. Các nghiên cứu đi trước đã khẳng định khả năng 
và bản chất kháng kháng sinh của các chủng vi khuẩn probiotic là rất khác nhau, ngay cả 
trong cùng một loài và cần có các nghiên cứu để đảm bảo các chủng kháng kháng sinh là an 
toàn khi sử dụng (Jaimee, 2015). 

Cả 4 chủng vi khuẩn M4, M5, M6, M8 đều không nhạy cảm với 2 loại kháng sinh sử dụng 
phổ biến trong điều trị bệnh ở ong mật. Kết quả này phù hợp với nghiên cứu của G. Jaimee và 
cộng sự (2015) về việc các loài Lactobacillus có bản chất đề kháng với aminoglycoside 
(gentamycin, kanamycin, streptomycin và neomycin) do chất vận chuyển bị suy giảm hoặc bất 
hoạt bởi 3 loại enzyme biến đổi aminoglycoside (AMEs) gồm N-acetyltransferases (AACs), O-
phosphotransferases (APHs), và O-nucleotidyltransferases (ANTs) làm cho kháng sinh không 
gắn được vào tiểu phân 30S của ribosome (Jaimee, 2015). 
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Bảng 4. Kết quả độ nhạy cảm kháng sinh của các chủng vi khuẩn tuyển chọn 

STT Chủng vi khuẩn 
Streptomycin (10 

µg/mL) 
Kanamycin (30 

µg/mL) 
1 M4 R R 
2 M5 R R 
3 M6 R R 
4 M8 R R 
Ghi chú: R: kháng; S: nhạy cảm 

 
Hình 5. Thí nghiệm kháng kháng sinh của chủng M4  

với 2 loại kháng sinh streptomycin (Hình a) và kanamycin (Hình b) 
Như vậy, trong quá trình điều trị bệnh cho ong mật, giải pháp trước mắt có thể đặt ra 

là phối hợp sử dụng các chủng vi khuẩn này và các chất kháng sinh với liều lượng và tiêu 
chuẩn cho phép, do các kháng sinh này không có khả năng tiêu diệt và làm mất đi hoạt tính 
của các chủng vi sinh vật hữu ích đã tuyển chọn bên trong cơ thể ong mật. 
3.3.4. Khảo sát ảnh hưởng của nhiệt độ 

Với định hướng làm tiền đề tạo chế phẩm bằng quá trình sấy phun, vi khuẩn probiotic 
sử dụng phải chịu được nhiệt độ của quá trình sản xuất. Thông thường, nhiệt độ đầu ra của 
quá trình sấy phun các vi khuẩn Lactobacillus ở các nghiên cứu đã công bố từ 45oC trở lên 
(Huang, 2017). Đề tài tiến hành khảo sát sự phát triển của các vi khuẩn tuyển chọn ở các 
nhiệt độ khác nhau từ 40oC đến 60oC. 
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Hình 6. Đồ thị biểu diễn giá trị OD610nm các chủng vi khuẩn tăng sinh 

 ở các nhiệt độ khảo sát (môi trường MRS lỏng, sau 24 giờ) 
Mật độ tế bào của các chủng khảo sát có xu hướng giảm khi nhiệt độ tăng dần. Các 

chủng vi khuẩn đều phát triển ở nhiệt độ 40oC và 45oC, ở các nhiệt độ cao hơn, mật độ vi 
khuẩn bắt đầu giảm. Các chủng M5, M6 và M8 có thể phát triển trong khoảng nhiệt độ từ 
40oC đến 60oC. Trong khi chủng M4 không có dấu hiệu phát triển khi ủ ở nhiệt độ 60oC. Kết 
quả thu được ở đề tài phù hợp với các công bố về khả năng chịu nhiệt độ của các loài FLAB. 
Ở các loài FLAB, khoảng nhiệt độ trung bình từ 20-40oC, tối đa là 50oC, một số ít có thể 
phát triển ở 55oC (Endo & Dicks, 2014).  

Như vậy, các chủng M5, M6, M8 có khả năng chịu nhiệt độ đến 60oC trong định hướng 
tạo chế phẩm probiotic bằng phương pháp sấy phun. 
3.3.5. Định danh vi khuẩn 

Từ kết quả của các thí nghiệm trên, 4 chủng M4, M5, M6 và M8 mang nhiều tiềm năng 
để tạo chế phẩm probiotic điều trị bệnh thối ấu trùng cho ong thay thế và phối hợp sử dụng 
kháng sinh. Vì vậy, đề tài tiến hành định danh 4 chủng vi khuẩn này bằng kĩ thuật giải trình 
tự 16S rRNA. 

Kết quả giải trình tự gene 16S rRNA của 4 chủng tuyển chọn được giải trình tự trực 
tiếp và so sánh trình tự với ngân hàng dữ liệu NCBI. Kết quả cho thấy 4 chủng M4, M5, M6 
và M8 có độ tương đồng khác nhau lần lượt là 99,24%, 99,43%, 99,44% và 99,43% với 
chủng Lactobacillus kunkeei. Vì các chủng được phân lập từ các mẫu ong khác nhau và độ 
tương đồng về trình tự 16S rRNA cũng có sự khác nhau nên có thể nói L. kunkeei là chủng 
lợi khuẩn chiếm ưu thế trong hệ tiêu hóa ong mật. 

Kết quả này tương đồng với các nghiên cứu đi trước về chủng vi khuẩn chiếm ưu thế 
trong hệ vi sinh đường ruột và mang các đặc tính để trở thành probiotic tiềm năng cho ong 
mật như nghiên cứu của Endo và cộng sự (2009-2014) với kết quả trong hệ tiêu hóa của ong 
mật đa số là các dòng vi khuẩn thuộc chủng Lactobacillus kunkeei và các chủng 
Fructobacillus (Endo & Dicks, 2014); nghiên cứu của D. Arredondo và cộng sự (2017) cũng 
tiến hành phân lập vi khuẩn từ hệ tiêu hóa ong mật trên môi trường MRS, các phân tích hóa 
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lí và định danh, thu được cả 4 đều thuộc chủng L. kunkeei, với các đặc tính probiotic bổ sung 
nhau, với các hoạt tính probiotic cao (Arrendondo, 2018).  
Bảng 5 Kết quả định danh các chủng vi khuẩn tuyển chọn bằng kĩ thuật giải trình tự 16S rRNA  

STT Chủng vi khuẩn Mức tương đồng với Lactobacillus kunkeei (%) 

1 M4 99,24 

2 M5 99,43 

3 M6 99,44 

4 M8 99,43 

Như vậy, đề tài đã tuyển chọn được 4 chủng FLAB L. kunkeei mang các hoạt tính probiotic 
tiềm năng tạo chế phẩm probiotic cho ong mật và từ kết quả của thí nghiệm kiểm tra hoạt tính 
probiotic cho thấy chủng L. kunkeei M8 là chủng có ưu thế hơn các chủng còn lại. 
4. Kết luận và kiến nghị 

Nghiên cứu này tuyển chọn được 4 chủng thuộc loài L. kunkeei, góp phần xây dựng 
bộ sưu tập FLAB, đây là chủng vi khuẩn ưu thế trong hệ vi sinh vật đường ruột của ong mật. 
Với các đặc điểm probiotic ưu thế và khả năng kháng mạnh vi khuẩn gây bệnh thối ấu trùng 
trên ong của bộ chủng, đặc biệt là chủng L. kunkeei M8, làm định hướng cho các nghiên cứu 
mở rộng in vivo làm tiền đề tạo chế phẩm điều trị các bệnh thối ấu trùng ở ong mật, hướng 
tới thay thế và phối hợp sử dụng kháng sinh trong tương lai. 

Nghiên cứu kiến nghị thực hiện kiểm tra gene kháng kháng sinh của chủng L. kunkeei 
M8 nhằm đảm bảo tính an toàn của chủng giống trước khi sử dụng tạo chế phẩm probiotic 
cho ong mật. 

 

 Tuyên bố về quyền lợi: Các tác giả xác nhận hoàn toàn không có xung đột về quyền lợi. 
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ABSTRACT 

This study aims to isolate, name, and choose Fructophilic lactic acid bacteria (FLAB) from 
the gastrointestinal tracts of honeybees and also to determine their antibacterial activity against 
foulbrood disease bacteria in honey bees. The FLABs are oriented to create probiotic products that 
are alternated or coordinated with the current antibiotic treatment in bees. Four strains were 
selected with high antibacterial activity against Melissococcus pluton, Paenibacillus larvae, and 
Paenibacillus alvei with inhibitory zones of 8,67±0,58 mm to 15,33±0,58 mm. All the four strains 
had potential probiotic properties as auto-aggregation and acid intolerance. Besides, all strains 
showed resistance to streptomycin and kanamycin in the treatment of bee diseases so that they can 
be alternated or coordinated with antibiotic within the permitted limits, without affecting the 
beneficial microbiota. The bacteria were able to survive at 60oC involving several stresses of spray-
drying conditions. All strains were identified as Lactobacillus kunkeei by sequencing of the 16S rRNA 
gene with from 99.24% to 99.44% identity score. The L. kunkeei M8 strain possesses the best 
probiotic potential amongst the four strains. Therefore, it may be used as a candidate in the 
applications of probiotic additives for honey bees. 

Keywords: Foulbrood disease; Fructophilic lactic acid bacteria; Lactic acid bacteria; 
Lactobacillus kunkee 
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