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TÓM TẮT
Trong nghiên cứu này, bằng phương pháp khuếch tán giếng thạch, chúng tôi sàng lọc được chủng 

Bacillus polyfermenticus F27 đối kháng Vibrio parahaemolyticus NT2.5, với đường kính lớn nhất là 18,50 mm. 
B. polyfermenticus F27 được chứng minh có khả năng kiểm soát sinh học V. parahaemolyticus NT2.5 khi thử 
nghiệm nuôi tôm trong thùng 25 lít, mật độ 106 và 107 CFU/ mL giúp tôm đạt tỷ lệ sống lần lượt là 75,55 ± 3,85 
% và 82,22 ± 3,85 % và có tỷ lệ bảo vệ RPS (%) lần lượt là 73,17 % và 80,49 %. Chế phẩm sinh học CPVS 01 
dùng để trộn thức ăn nhằm ức chế vi khuẩn V. parahaemolyticus trong đường ruột tôm, CPVS 02 dùng xử lý 
nước nuôi tôm nhằm ức chế vi khuẩn V. parahaemolyticus trong ao nuôi tôm đã được nghiên cứu sản xuất. Ở 
thí nghiệm trong quy mô bể 1,5 m³, kết quả kiểm soát sinh học V. parahaemolyticus NT2.5 gây bệnh AHPND của 
chủng 2 loại chế phẩm vi sinh ở mật độ 106 và 107 CFU/ mL đạt tỷ lệ sống lần lượt là 78,17 ± 3,79 %, 84,33 ± 
2,75 % và tỷ lệ bảo vệ RPS (%) lần lượt là 77,61 %, 83,93 %. Thử nghiệm trên ao nuôi tôm thương phẩm, ao 
9C dương tính bệnh AHPND từ ngày thứ 50 nhưng tôm vẫn ăn, phát triển bình thường, không có biểu hiện chết 
hàng loạt của bệnh AHPND. Kết quả nghiên cứu cho thấy chế phẩm CPVS 01 và CPVS 02 có tiềm năng ứng 
dụng để phòng trừ sinh học bệnh AHPND trên tôm thẻ nuôi thương phẩm.

ABSTRACT
In this study, by using perpendicular streak method and disk diffusion method, we determined Bacillus 

polyfermenticus F27 has ability to resist V. parahaemolyticus NT2.5, with the largest circular ring of diameter 
18,50 mm. The ability of biological control to V. parahaemolyticus NT2.5 of B. polyfermenticus F27 have been 
proved in 25 liters tank experiment, with 106 CFU/ mL, 107 CFU/ mL, the survival rate (%) of shrimp are 
75.55 ± 3.85 % và 82.22 ± 3.85 %, RPS protection rate (%) are 73.17 % và 80.49 %, respectively. The CPVS 
01 probiotic is used to mix with shrimp feed to inhibit V. parahaemolyticus in the shrimp’s intestinal tract, 
CPVS 02 is used to treat shrimp culture water to inhibit V. parahaemolyticus in ponds, its were researched and 
manufactured. In 1,5 m³ composite tank experiment, the result of the ability of biocontrol V. parahaemolyticus 
NT2.5 causing AHPND of 2 types of probiotics with 106 CFU/ mL, 107 CFU/ mL density, the survival rate (%) 
of shrimp are 78.17 ± 3.79 %, 84.33 ± 2.75 %, RPS protection rate (%) are 77.61 %, 83.93 %, respectively. In 
the commercial scale shrimp farming, although 9C pond is positive with AHPND from 50th day, shrimp ate and 
grown normolly, there was no sign of mass death of AHPND. The results of this study showed that the CPVS 01 
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and CPVS 02 probiotics have potential application to biocontrol AHPND in commercial scale shrimp farming.
Từ khóa: bệnh hoại tử gan tụy cấp tính, tôm thẻ chân trắng, Vibrio parahaemolyticus NT2.5, chế phẩm 

sinh học, Bacillus polyfermenticus F27

MỞ ĐẦU
Việt Nam có tiềm năng lớn về nuôi trồng 

thủy sản, trong đó nghề nuôi tôm chiếm vị trí 
quan trọng. Theo Tổng cục thủy sản, ước tính 
giá trị sản xuất thủy sản năm 2014 đạt gần 188 
nghìn tỷ đồng. Trong đó, giá trị nuôi trồng thủy 
sản ước đạt hơn 115 nghìn tỷ đồng (Tổng cục 
thủy sản 2014b). 

Ở Việt Nam, bệnh hoại tử gan tụy cấp tính 
(AHPND – acute hepatopancreatic necrosis 
disease) được phát hiện năm 2010. Bệnh ảnh 
hưởng đến khu vực các tỉnh sản xuất tôm với 
tổng diện tích ao nuôi tôm khoảng 98.000 ha 
(Mooney, 2012). Trong 11 tháng đầu năm 2014 
ở nước ta dịch bệnh hoại tử gan tụy đã xảy ra 
tại 22 tỉnh/ thành phố với diện tích nuôi tôm 
bị bệnh là 5591 ha, gây thiệt hại hàng nghìn tỷ 
đồng (Tổng cục thủy sản, 2014a).

Nguyên nhân gây bệnh hoại tử gan tụy 
cấp tính (AHPND) được công bố bởi nhóm 
nghiên cứu của Donald Lightner – Đại học 
Arizona (Hoa Kỳ) trên trang Hiệp Hội Nuôi 
Trồng Thủy Sản Toàn Cầu (The Global 
Aquaculture Alliance – GAA) ngày 2/5/2013. 
Vibrio parahaemolyticus gây bệnh AHPND 
được chứng minh trong trình tự bộ gen có 
chứa đoạn gen độc tố PirA và PirB, do Vibrio 
parahaemolyticus bị tấn công bởi một loại thực 
khuẩn thể, quá trình chuyển gen xảy ra và PirA 
và PirB được chèn vào định vị trong plasmid vi 
khuẩn, độc tố này chỉ được tìm thấy trong các 
chủng gây bệnh AHPND (Kondo và cs. 2014). 
Vi khuẩn V. parahaemolyticus xâm nhập vào 
cơ thể tôm qua đường tiêu hóa, tồn tại, phát 
triển mạnh và gây hại  cho cơ quan gan, tụy của 
tôm (theo FAO; Lightner và cs., 2012; Kondo 
và cs., 2014).

Han J.E. và cs., 2015 đã xác định 7 chủng 
V. parahaemolyticus phân lập từ mẫu tôm bệnh 
hoại tử gan tụy ở Việt Nam kháng kháng sinh, 
đây là bằng chứng cho thấy vi khuẩn này có 

khả năng đề kháng kháng sinh rất nhanh, nguy 
cơ dẫn đến thất bại trong việc điều trị bệnh hoại 
tử gan tụy là rất cao. Bên cạnh đó, việc điều trị 
bằng kháng sinh và hóa chất quá nhiều trong ao 
nuôi tôm sẽ tiêu diệt các vi khuẩn gây bệnh lẫn 
các vi khuẩn có lợi (Gatesoupe, 1999). Vì vậy, 
việc sử dụng chế phẩm sinh học giúp các sản 
phẩm thủy sản được an toàn, không gây ảnh 
hưởng đến sức khỏe của con người đang được 
quan tâm (Moriarty và cs., 1997; Verschuere 
và cs., 2000).

Chi Bacillus được nghiên cứu có khả năng 
tạo ra được các enzyme ngoại bào hỗ trợ tiêu 
hóa, sinh kháng sinh hay những chất ức chế 
có những đặc tính đối kháng với các chủng 
vi sinh vật gây bệnh mà được ghi nhận nhiều 
nhất là khả năng đối kháng với Vibrio spp., 
vì thế Bacillus thường được ứng dụng làm 
chế phẩm sinh học trong nuôi trồng thủy sản 
(Domrongpokkaphan và cs., 2006; Ravi và cs., 
2007). Có nhiều nghiên cứu cho thấy khả năng 
kiểm soát sinh học của các chủng Bacilus đối 
với Vibrio (Purivirojkul và cs., 2007; Balcazar 
và cs., 2007; Nguyễn Văn Minh và cs., 2011). 
Trong nghiên cứu này, chúng tôi khảo sát khả 
năng đối kháng V. parahaemolyticus phân lập 
từ mẫu tôm bệnh hoại tử gan tụy của một số 
chủng Bacillus, đồng thời khảo sát, thử nghiệm 
tính hiệu quả của hai loại chế phẩm vi sinh 
CPVS 01 và CPVS 02 trong điều kiện nuôi tôm 
thử nghiệm trong thùng 25 lít, trên quy mô bể 
nuôi1,5m³ và ao nuôi thương phẩm.
II. VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP 
NGHIÊN CỨU
2.1. Đối tượng nghiên cứu

25 chủng Bacillus spp. (F0, F2, F5, F6, F11, 
F12, F13, F14, F21, F26, F27, F33, F34, F35, F36, 
Q16, Q111, Q270, BP76, BD68, BD33, T1, T3, 
T4, X122) được cung cấp từ phòng thí nghiệm 
Công nghệ Vi sinh, Trường Đại Học Mở TP. 
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Hồ Chí Minh. Trong đó, chủng Bacillus sp. F27 
phân lập từ giun quế đã được định danh bằng 
phương pháp sinh hóa kết hợp giải trình 16S 
rDNA, kết quả xác định F27 thuộc loài Bacillus 
polyfermenticus (Nguyễn Văn Minh và cs., 
2010). 

Chủng V. parahaemolyticus NT2.5 phân lập 
từ mẫu tôm có biểu hiện bệnh hoại tử gan tụy 
cấp tính (AHPND) tại ao nuôi tôm thôn Từ 
Thiện, xã Phước Vinh, tỉnh Ninh Thuận, đã 
xác định liều gây chết trung bình LD50 trên 
tôm thẻ, xác định chứa gen độc tố PirB và 
định danh bằng phương pháp giải trình tự 16S 
rDNA. Được cung cấp bởi phòng thí nghiệm 
Công nghệ Vi sinh, Trường Đại học Mở Thành 
phố Hồ Chí Minh được sử dụng trong nghiên 
cứu.

Tôm thẻ chân trắng khỏe mạnh, không 
mang các mầm bệnh, được trung tâm giống 
hải sản cấp I tỉnh Ninh Thuận mua từ Công ty 
TNHH Chăn Nuôi C.P. Việt Nam, tôm được 
kiểm tra âm tính với bệnh AHPND tại phòng 
xét nghiệm của Trung tâm Khuyến ngư tỉnh 
Ninh Thuận.
2.2. Phương pháp nghiên cứu
2.2.1. Hoạt hóa Vibrio parahaemolyticus NT2.5

Từ ống chủng V. parahaemolyticus trên môi 
trường thạch nghiêng Pepton kiềm, chúng tôi 
tiến hành cấy ria trên thạch TCBS và môi trường 
ChromAgar. Sau 24h, chọn những khuẩn lạc 
đặc trưng, riêng lẻ trên đĩa môi trường cấy vào 
ống thạch nghiêng Pepton kiềm, ủ 37ºC/24h.
2.2.2. Xác định khả năng đối kháng B. 
polyfermenticus F27 với V. parahaemolyticus

Phương pháp vạch vuông góc: vi khuẩn gây 
bệnh được cấy thẳng vạch lên đĩa môi trường 
Nutrient agar (NA). Vi khuẩn thử nghiệm 
được cấy thẳng vạch vuông góc với vạch đầu 
tiên, ủ ở 30ºC, quan sát sau 24h (Purivirojkul, 
Areechon, 2007).

Phương pháp giếng khuếch tán: trải dịch V. 
parahaemolyticus gây bệnh (mật độ 105 CFU/
mL) lên đĩa môi trường NA bổ sung 1,5% NaCl. 
Dịch nuôi cấy các chủng khuẩn thử nghiệm sau 
24h trong môi trường NB được li tâm ở 6000 
vòng/phút trong 15 phút. 70 µL dịch nổi sau ly 
tâm được bổ sung vào giếng có đường kính 6 

mm trên đĩa thạch đã trải vi khuẩn gây bệnh. 
Đo đường kính vòng kháng khuẩn tạo thành 
sau 30ºC/24h. Thí nghiệm được thực hiện với 
3 lần lặp lại. (Chythanya và cs., 2002)
2.2.3. Đánh giá hiệu quả phòng trừ sinh học V. 
parahaemolyticus gây bệnh AHPND của chủng 
vi khuẩn B. polyfermenticus F27 trong điều kiện 
nuôi tôm thử nghiệm trong thùng 25 lít.

Chủng B. Polyfermenticus F27 thử 
nghiệm được tăng sinh trên môi trường NB ở 
30ºC/24h. Mật độ thử nghiệm 106 CFU/mL. 
V. parahaemolyticus được tăng sinh trong môi 
trường canh peptone kiềm (bổ sung 3 % NaCl), 
ủ 37ºC/24h, mật độ thử nghiệm dựa vào kết 
quả khảo sát LD50, mật độ sử dụng là 2xLD50 
(Vaseeharan và cs., 2003). Thí nghiệm được 
tiến hành với 4 nghiệm thức và  bố trí 90 con/
nghiệm thức, chia thành 3 thùng mỗi thùng có 
30 con tôm/ 25 lít nước.

Thí nghiệm được bố trí gồm 4 nghiệm thức 
(NT): NT1: gây cảm nhiễm V. parahaemolyticus 
(nồng độ 2 x LD50 ở tất cả nghiệm thức); NT2: 
không gây cảm nhiễm V. parahaemolyticus và 
không dùng B. polyfermenticus F27; NT3: gây 
cảm nhiễm V. parahaemolyticus và bổ sung 
vi khuẩn B. polyfermenticus F27 thử nghiệm 
mật độ 106 CFU/mL; NT4: gây cảm nhiễm 
V. parahaemolyticus và bổ sung vi khuẩn B. 
polyfermenticus F27 thử nghiệm mật độ 107 
CFU/mL. Gây cảm nhiễm V. parahaemolyticus 
(2 x LD50) đồng thời bổ sung B. polyfermenticus 
F27 vào môi trường nước trong bể nuôi. Sau 3 
ngày thì tiến hành thả tôm vào nuôi. Sau đó, 
tiếp tục sử  dụ ng B. polyfermenticus xử  lý  nướ c 
định kỳ  5 ngà y/1 lầ n và kết hợp trộn vào khẩu 
phần thức ăn cho tôm.

Khả năng bảo vệ vật chủ gây nhiễm 
với V. parahaemolyticus của vi khuẩn B. 
polyfermenticus F27 thử nghiệm được đánh giá 
theo ba mức độ: RPS > 50%: cao, 30% < RPS 
≤ 50%: trung bình, RPS ≤ 30%: không có khả 
năng bảo vệ. 

Trong đó: RPS (Relative Percentage of 
Survival): tỷ lệ sống tương đối.

a: số ấu trùng tôm chết ở nghiệm thức bổ 
sung vi khuẩn khảo sát. 
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b: số ấu trùng tôm chết ở nghiệm thức đối 
chứng âm. (Amend, 1981).
2.2.4. Khảo sát, thử nghiệm hiệu quả phòng 
trừ sinh học V. parahaemolyticus gây bệnh 
AHPND của CPVS 01 và CPVS 02 trong quy 
mô bể nhựa composite 1,5 m³

Chế phẩm vi sinh: CPVS 01 - chế phẩm 
dùng để trộn thức ăn nhằm ức chế vi khuẩn 
V. parahaemolyticus trong đường ruột tôm 
(20g CPVS 01/kg thức ăn) và CPVS 02 - chế 
phẩm dùng xử lý nước nuôi tôm nhằm ức chế 
vi khuẩn V. parahaemolyticus trong nước nuôi 
tôm (1kg CPVS 02 mật độ vi khuẩn Bacillus 
polyfermenticus F27 là 109 CFU/mL/1000L 
nước nuôi tôm để đạt mật độ trong bể nuôi là 
106 CFU/mL).

CPVS 01 gồm: Bacillus amyloliquefaciens  
≥ 1 x 109 CFU/g; Bacillus subtilis Q111 ≥ 1 x 
109 CFU/ g; Bacillus polyfermenticus F27 ≥ 1 x 
109 CFU/g; Lactobacillus sp. ≥ 1 x 108 CFU/g; 
Saccharomyces cerevisiae ≥ 1 x 108  CFU/g; 
Enzyme: Amylase, Protease, Lipase. CPVS 02 
gồm: Bacillus subtilis Q111 ≥ 1 x 109 CFU/g ; 
Bacillus polyfermenticus F27: ≥ 1 x 109 CFU/g; 
Bacillus sp. NO8 ≥ 1 x 109 CFU/g.

Thí nghiệm được tiến hành với 6 nghiệm 
thức (NT), mỗi nghiệm thức lặp lại 3 lần (3 bể), 
mỗi bể có 200 con tôm/ 700 lít nước. NT1: gây 
cảm nhiễm V. parahaemolyticus 2 x LD50; NT2: 
không gây cảm nhiễm V. parahaemolyticus và 
không dùng chế phẩm vi sinh; NT3: gây cảm 
nhiễm V. parahaemolyticus 2xLD50 và bổ sung 
chế phẩm vi sinh để đạt mật độ 106 CFU/mL; 
NT4: gây cảm nhiễm V. parahaemolyticus 
2xLD50 và bổ sung chế phẩm vi sinh để đạt 
mật độ 107 CFU/mL.
2.2.5. Khảo sát, thử nghiệm tính hiệu quả của 
CPVS 01 và CPVS 02 nhằm hạn chế bệnh 
AHPND ngoài ao nuôi tôm thương phẩm

Tôm post được nuôi trong 1 ao (1000m³), 
sau 30 ngày tuổi, tôm được chuyển sang thành 
3 ao 9A, 9C, 9D (1000m³/1 ao). Chế phẩm vi 
sinh hỗ trợ tiêu hóa CPVS 01 được trộn với 
thức ăn với liều lượng 20g/ 1kg thức ăn. Chế 
phẩm vi sinh xử lý nước nuôi tôm nhằm ức 
chế vi khuẩn V. parahaemolyticus (CPVS 02): 
được lên men trực tiếp 48 giờ tại ao tôm trước 

khi sử dụng. Thành phần sử dụng để lên men 
1000L CPVS 02 gồm: 3kg men bột CPVS 
02, 10kg mật rỉ đường, 3kg thức ăn cho tôm 
và 100g khoáng. Liều dùng cho ao 1000 m³: 
ao trước khi thả tôm sử dụng 2 lần, mỗi lần 
1000L, cách nhau 2 ngày. Ao đã thả tôm dung 
liều 300L mỗi ngày. 

Đánh giá khả năng kiểm soát V. 
parahaemolyticus: bằng cách kiểm tra mật 
độ khuẩn lạc xanh, kiểm tra bệnh AHPND 
6-7 ngày 1 lần. Các dịch vụ kiểm nghiệm 
được thực hiện tại tại phòng kiểm nghiệm 
ShrimpVet và Viện nghiên cứu Nuôi trồng 
Thủy sản II.

 Đánh giá khả năng xử lý môi trường nước 
và hỗ trợ tiêu hóa: kiểm tra các chỉ số pH (sáng, 
chiều), NH3 và NO2 mỗi ngày, theo dõi hàm 
lượng thức ăn tôm ăn và trọng lượng tôm (đo 
ngẫu nhiên 15 hoặc 20 con). 
2.2.6. Phương pháp xử lý số liệu

Số liệu thu thập được tính toán giá trị trung 
bình, độ lệch chuẩn, so sánh sự khác biệt giữa 
các nghiệm thức theo phương pháp phân tích 
Anova với phép thử Ducan thông qua phần 
mềm Statgraphics plus 3.0 với mức ý nghĩa (p 
< 0,05). 
III. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN
3.1. Khả năng kháng V. parahaemolyticus 
NT2.5 của các chủng Bacillus thử nghiệm

V. parahaemolyticus NT2.5 được hoạt hóa, 
khảo sát hình thái đại thể, và vi thể để kiểm 
tra tính thuần trước khi làm thí nghiệm tiếp 
theo. Bằng phương pháp cấy vạch vuông góc, 
nhận thấy có 9/26 chủng Bacillus (Q16, F2, F27, 
F5, F26, F33, BD68, Q270, Q111) kháng với V. 
parahaemolyticus ở 24h. Bằng phương pháp 
giếng khuếch tán, đường kính vòng kháng 
khuẩn của các chủng thử nghiệm có giá trị từ 
10,33 – 18,50 mm (hình 2). Trong đó, chủng 
Bacillus polyfermenticus F27 có đường kính 
lớn nhất (18,50 mm) và có ý nghĩa thống kê 
so với các chủng còn lại (hình 3), tiếp theo là 
chủng B. subtilis Q16 (16,25 mm). Chủng có 
đường kính vòng kháng nhỏ nhất là Bacillus 
sp. Q270 (10,33 mm). Chúng tôi lựa chọn chủng 
B. polyfermenticus F27 để thực hiện các thí 
nghiệm tiếp theo.



70 • TRƯỜNG ĐẠI HỌC NHA TRANG

Tạp chí Khoa học - Công nghệ Thủy sản  Số 4/2019

3.2. Kết quả đánh giá hiệu quả phòng trừ sinh 
học V. parahaemolyticus gây bệnh AHPND 
của chủng vi khuẩn B. polyfermenticus F27 
trong điều kiện nuôi tôm thử nghiệm trong 
thùng 25 lít.

Với kết quả xác định khả năng kháng V. 
parahaemolyticus của chủng B. polyfermenticus 
F27 cao nhất là 18,50 mm. Từ đó, tiến hành thử 
nghiệm đánh giá hiệu quả kiểm soát sinh học 
của chủng B. polyfermenticus F27. Kết quả 
được trình bày trong bảng 2 và hình 4.

Hình 1. Biểu đồ thể hiện khả năng kháng khuẩn 
của các chủng Bacillus thử nghiệm

Hình 3. Đường kính vòng kháng 
khuẩn của một số chủng thử nghiệm

Bảng 2. Kết quả tỷ lệ tôm sống (%) và RPS (%) khi thử nghiệm trong thùng 25 lít.
Nghiệm thức Tỷ lệ tôm sống (%) RPS (%)

NT1 8,89 ± 8,39c

NT2 92,22 ± 6,94a

NT3 75,55 ± 3,85b 73,17
NT4 82,22 ± 3,85ab 80,49

Trong cùng một cột, các trị số có cùng mẫu tự không có sự khác biệt ở mức ý nghĩa 0,05 qua phép thử Duncan.

Qua kết quả bảng 2 chúng tôi thấy rằng, 
sau 7 ngày thí nghiệm, ở nghiệm thức NT3, 
NT4 được bổ sung chủng B. polyfermenticus 
F27 với các mật độ lần lượt là 106 CFU/mL 
và 107 CFU/mL trong điều kiện gây nhiễm vi 
khuẩn gây bệnh V. parahaemolyticus có tỷ lệ 
tôm sống lần lượt là 75,55 ± 3,85 % và 82,22 
± 3,85 % cao hẳn hơn so với nghiệm thức NT1 
(đối chứng dương) có tỷ lệ tôm sống là 8,89 
± 8,39 % và có sự khác biệt có ý nghĩa (P < 

0,05). Kết quả này cho thấy chủng vi khuẩn B. 
polyfermenticus F27 ở  mật độ 106 và 107 CFU/
mL có khả năng bảo vệ tôm khi gây nhiễm với 
V. parahaemolyticus và đạt tỉ lệ bảo hộ tương 
ứng là 73,17 % và 80,49 %. 

Sau khi gây cảm nhiễm trên tôm thẻ ở thí 
nghiệm thùng 25 lít. Theo dõi tôm biểu hiện 
hoạt động chậm chạp, bỏ ăn, gan tụy teo, dai 
và nhợt nhạt, ruột rỗng của bệnh AHPND ở 
các nghiệm thức thí nghiệm. Sau đó, các mẫu 

Hình 4. Kết quả thử nghiệm khả năng kiểm soát và ức chế V. parahaemolyticus gây bệnh AHPND của 
chủng vi khuẩn B. polyfermenticus F27 trong điều kiện nuôi tôm thử nghiệm trong thùng 25 lít.
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gan tôm bệnh được cố định bằng dung dịch 
Davidson’s và kiểm tra phân tích mô học tại 

Viện nghiên cứu nuôi trồng thủy sản II, kết quả 
được trình bày hình 5A và 5B.

Sau khi đánh giá hiệu quả phòng trừ sinh 
học V. parahaemolyticus gây bệnh AHPND của 
chủng vi khuẩn B. polyfermenticus F27 trong 
điều kiện nuôi tôm thử nghiệm trong thùng 25 
lít. Chúng tôi tiến hành nghiên cứu tạo ra hai 
loại chế phẩm vi sinh dùng xử lý nước nuôi 
tôm và trộn thức ăn hỗ trợ tiêu hóa nhằm hạn 
chế bệnh AHPND, thử nghiệm trên quy mô bể 
nhựa 1,5 m³. Kết quả được trình bày ở bảng 3 
và hình 6.

Hình 5. Biến đổi mô học tôm gây nhiễm V. parahaemolyticus
Chú thích: (A); (C) - gan tụy tôm khỏe mạnh. (B), (D) – gan tụy tôm nhiễm bệnh AHPND.

Bảng 3. Kết quả tỷ lệ tôm sống (%) và RPS (%) khi thử nghiệm ở quy mô bể nhựa 1,5 m3.

Nghiệm thức Tỷ lệ sống (%) RPS (%)

NT1 2,50 ± 2,29f

NT2 98,83 ± 0,29a

NT3 78,17 ± 3,79c 77,61

NT4 84,33 ± 2,75b 83,93

Ở mẫu gan tụy tôm nhiễm bệnh AHPND 
(hình 5B), dấu hiệu teo ống gan tụy, số lượng tế 
bào B, F và R giảm nhiều, các tế bào gan thoái 
hóa, xuất hiện hiện tượng melanin hóa và các 
tế bào máu tập trung quanh các cụm vi khuẩn 
trong vùng bị hoại tử.
3.3. Kết quả khảo sát, thử nghiệm hiệu quả 
phòng trừ sinh học V. parahaemolyticus gây 
bệnh AHPND của CPVS 01 và CPVS 02 
trong quy mô bể nhựa composite 1,5 m³

Trong cùng một cột, các trị số có cùng mẫu tự không có sự khác biệt ở mức ý nghĩa 0,05 qua phép thử Duncan.

Qua kết quả bảng 3 chúng tôi thấy rằng, 
sau 7 ngày thí nghiệm bổ sung chế phẩm 
vi sinh ở nghiệm thức NT4 với mật độ là 
107 CFU/ mL có tỷ lệ tôm sống cao nhất 
(84,33 ± 2,75 %), tiếp đến NT3 với mật độ 
106 CFU/ mL có tỷ lệ tôm sống (78,17 ± 
3,79 %), so với NT1 (đối chứng dương) có 
tỷ lệ tôm sống (2,50 ± 2,29 %) chỉ bổ sung 
V. parahaemolyticus với mật độ 3,89 x 10³ 
CFU/ mL và có sự khác biệt có ý nghĩa (P 
< 0,05). 

Tỷ lệ bảo vệ RPS (%) của nghiệm thức 
NT4 là cao nhất 83,93 % và  đến NT3 là 
77,61 %, kết quả cho thấy sử dụng chế phẩm 
vi sinh ở mật độ 106 và 107 CFU/mL có khả 
năng bảo vệ tôm và đạt chỉ số bảo hộ cao 

đối với V. parahaemolyticus trong điều kiện 
cảm nhiễm. Trong nghiên cứu của Amoah K. 
và cs., (2019), khi bổ sung vào chế độ ăn của 
tôm thẻ chân trắng lượng men vi sinh chứa 
Bacillus coagulans ATCC 7050 108 CFU/
mL, tôm có  kháng lại V. parahaemolyticus, 
kết quả ghi nhận tỷ lệ bảo vệ RPS là 76%. 

Kết quả mô học cho thấy mẫu gan tụy 
tôm nhiễm bệnh AHPND (hình 5D), dấu 
hiệu teo ống gan tụy, số lượng tế bào B, F và 
R giảm nhiều, các tế bào gan thoái hóa, xuất 
hiện hiện tượng melanin hóa và các tế bào 
máu tập trung quanh các cụm vi khuẩn trong 
vùng bị hoại tử, kết quả có sự khác biệt so 
với mẫu gan tụy tôm lành bệnh (hình 5C).
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3.4. Kết quả khảo sát, thử nghiệm tính hiệu 
quả của CPVS 01 và CPVS 02 nhằm hạn chế 
bệnh AHPND ngoài ao nuôi tôm thương phẩm 

Kết quả thử nghiệm tính hiệu quả của 2 loại 
chế phẩm được trình bày ở bảng 4.

Hình 6. Thử nghiệm tính hiệu quả của hai loại chế phẩm vi sinh CPVS 01 và CPVS 02 nhằm hạn chế 
V. parahaemolyticus gây bệnh AHPND trong điều kiện nuôi tôm quy mô bể nhựa 1,5 m³

Bảng 4. Kết quả theo dõi các chỉ tiêu mật độ Vibrio, bệnh AHPND, chỉ tiêu môi trường trên 3 ao nuôi 
tôm sử dụng CPVS 01 và CPVS 02

Ngày 
tuổi

Mật độ Vibrio tổng 
số (CFU/mL)

Tỷ lệ khuẩn lạc vàng/xanh 
(CFU/mL) EMS/ AHPND NH3

(mg/L)
NO2

(mg/L)
Giai đoạn 1: 30 ngày đầu

7 8,75 x 103 8,75 x 103/<101 Âm tính 0,5 0
11 9,40 x 103 9,40 x 103/<101 Âm tính 1 0
23 1,72 x 105 1,72 x 105/<101 Âm tính 0,3 0
30 2,81 x 105 2,81 x 105/<101 Âm tính 0,7 0,05

Giai đoạn 2: 50 ngày sau

35 9A: 3,75 x 104

9D: 3,85 x 104
9A: 3,75 x 104/<101

9D: 3,85 x 104/<101
9A: âm tính
9D: âm tính

9A: 0,5
9D: 0,5

9A: 0,0
9D: 0,0

43
9A: 4,10 x 104

9C: 2 x 104

9D: 4,95 x 104

9A: 4,10 x 104/<101

9C: 1,64 x 104/<103

9D: 4,50 x 104/< 3,75 x 103

9A: âm tính
9C: âm tính
9D: âm tính

9A: 0,5
9C: 1,0
9D: 1,0

9A: 0,0
9C: 0,5
9D: 0,0

50
9A: 1,05 x 104

9C: 4,80 x 104

9D: 3,19 x 104

9A: 7,40 x 103/<3 ,10 x 103

9C: 4,10 x 104/< 5,00 x 103

9D: 2,83 x 104/< 3,65 x 103

9A: âm tính
9C: dương tính

9D: âm tính

9A: 0,3
9C: 1,0
9D: 0,5

9A: 0,0
9C: 0,3
9D: 0,0

58
9A: 4,65 x 104

9C: 6,70 x 104

9D: 8,40 x 104

9A: 4,65 x 104/< 101

9C: 6,70 x 104/< 3,90 x 102

9D: 8,00 x 103/< 3,60 x 102

9A: âm tính
9C: dương tính

9D: âm tính

9A: 0,3
9C: 0,5
9D: 0,3

9A: 0,1
9C: 0,3
9D: 0

63
9A: 1,22 x 104

9C: 7,10 x 104

9D: 2,22 x 104

9A: 1,16 x 104/< 3,75 x 102

9C: 6,60 x 104/< 3,90 x 103

9D: 2,13 x 104/<8,65 x 102

9A: âm tính
9C: dương tính

9D: âm tính

9A: 0,3
9C: 0,5
9D: 0,3

9A: 0,1
9C: 0,5
9D: 0,0

71
9A: 4,3 x 104

9C: 5,9 x 104

9D: 8,35 x 104

9A: 2,92 x 104/< 2,35 x 104

9C: 5,50 x 104/< 3,25 x 103

9D: 3,85 x 104/<4,50 x 104

9A: âm tính
9C: dương tính

9D: âm tính

9A: 0,3
9C: 0,5
9D: 0,3

9A: 0,2
9C: 0,3
9D: 0,2

78
9A: 5,15 x 105

9C: 5,50 x 105

9D: 9,85 x 105

9A: 1,86 x 105/< 3,25 x 105

9C: 4,75 x 105/< 6,10 x 104

9D: 9,85 x 105/<5,60 x 105

9A: âm tính
9C: dương tính

9D: âm tính

9A: 0,3
9C: 0,5
9D: 0,3

9A: 0,2
9C: 0,3
9D: 0,2
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Ao 9C dương tính với bệnh AHPND khi 
xét nghiệm bệnh bằng phương pháp PCR vào 
giai đoạn 50 ngày tuổi, chúng tôi bắt đầu tăng 
liều sử dụng chế phẩm vi sinh CPVS 02 vào 
ao 9C mỗi ngày 1000 lít, CPVS 01 trộn với 
thức ăn vẫn duy trì liều bình thường như quy 
trình. Tôm ăn bình thường, không có biểu hiện 
kém linh hoạt, màu sắc vùng gan tụy và đường 
phân bình thường, không bị chết rải rác, tốc độ 
tăng trưởng tôm tốt. Do kết quả kiểm tra dương 
tính với bệnh AHPND nên chúng tôi duy trì 
liều dùng 1000 lít suốt cả vụ. Kết thúc vụ nuôi 
tôm thử nghiệm 2 chế phẩm vi sinh trên 3 ao 
đã cho thấy hiệu quả trong việc phòng trừ sinh 
học bệnh AHPND.
IV. KẾT LUẬN VÀ KIẾN NGHỊ

Chủng Bacillus polyfermenticus F27 có khả 
năng đối kháng với chủng V. parahaemolyticus, 
đường kính vòng kháng lớn nhất là 18,50 mm. 

Ở thí nghiệm nuôi tôm trong thùng 25 
lít, với mật độ 106 CFU/g và 107 CFU/g, B. 
polyfermenticus F27 có khả năng kiểm soát 
và ức chế Vibrio parahaemolyticus NT2.5 gây 

bệnh AHPND, có tỷ lệ bảo vệ tôm RPS (%) lần 
lượt là 73,17 % và 80,49 %.

Đánh giá khả năng kiểm soát sinh học 
V. parahaemolyticus NT2.5 gây bệnh AHPND 
của chủng 2 loại chế phẩm vi sinh (CPVS 01 và 
CPVS 02) trong điều kiện nuôi tôm thử nghiệm 
trong quy mô bể nhựa 1,5 m³, có tỷ lệ bảo vệ 
RPS (%) lần lượt là 77,61 %, 83,93 %.

Kết quả thử nghiệm khả năng kiểm soát 
bệnh AHPND của hai loại chế phẩm vi sinh 
trong quy mô ao thương phẩm, cho thấy cả 3 
ao đều được kiểm soát tốt chỉ số môi trường, 
kiểm soát và kiềm hãm sự tiến triển của bệnh 
AHPND trong suốt vụ nuôi, tôm ăn bình 
thường, phát triển tốt, không có biểu hiện chết 
hàng loạt của bệnh AHPND. Kết quả nghiên 
cứu này cho thấy chế phẩm CPVS 01 và CPVS 
02 có tiềm năng ứng dụng trong việc phòng trị 
bệnh hoại tử gan tụy cấp tính cho tôm thẻ nuôi 
thương phẩm.

Chúng tôi kiến nghị cần sự hỗ trợ của các 
ban ngành liên quan để quy trình công nghệ 
này được đánh giá lặp lại và trên diện rộng hơn. 
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