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LOT CAM DOAN

T6i xin cam doan dé tai: “Nghién ciru phin lip tuyén chon thue
khuan thé ly giai dic hiéu Bacillus cereus giy ngd ddc thwe pham” 12 do
t61 truc tiép thuc hién dudi sy huéng din ctia PGS.TS. Pong Vin Quyén dira
trén nhitng tai liéu, s liu do chinh t6i tu tim hiéu va nghién ciru. Chinh Vi
vay, cac két qua nghién ctru dam bao trung thuc va khach quan nhit. Pong
thoi, két qua nay chua timg xuat hién trong bat ctr mot nghién ctru ndo. Cac sd
lidu, két qua néu trong ludn van la trung thuc, néu sai t6i hoan chiu trach
nhiém.

Tac gia lun van

Trinh Thu Trang



LOI CAM ON

Vi 1ong biét on sau sédc, trude tién toi xin giri 101 cam on chan thanh va
sdu sac nhit t6i PGS.TS. Pong Vin Quyén, 1a ngudi thdy da truc tiép hudng
dan, dinh hudng nghién ctru va chi bao t6i trong sudt thoi gian thyc hién dé
tai tai phong Vi sinh vat hoc phan tir, Vién Céng nghé sinh hoc, Vién Han 1am
Khoa hoc va Cong ngh¢ Viét Nam.

T6i cling xin bay t6 10ng biét on chan thanh dén cac can bo nghién ciu
tai phong Vi sinh vat hoc phan tir da tan tinh chi bao va truyén dat nhiéu kinh
nghiém thyc tién quy gid trong hoat dong nghién ctru khoa hoc & linh vuc vi
sinh vat hoc.

T6i xin gui 101 cam on t6i Ban giam dbc, cac thiy, co gido thudc Khoa
Cong nghé sinh hoc, Phong Pao tao, Quan 1y Khoa hoc va Hop tac qudc té
cua Hoc vién Khoa hoc va Cong nghé - Vién Han 1am Khoa hoc va Cong
nghé Viét Nam da tao moi diéu kién, day bao va truyén dat cho em nhiéu kién
thirc trong qua trinh hoc tap tai Hoc vién.

Cudi cung, ti xin giri 101 cam on gia dinh, ban bé va ngudi than da luon
dong vién va 1a hau phuong virng chic giup t6i ¢6 két qua nhu ngay hom nay.

Tac gia luan van

Trinh Thu Trang
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MO PAU

Ngo doc thuc phém do nhiém vi sinh vat dang 1a mot van dé nghiém
trong trén toan thé gidi, anh hudng ning né dén stc khoe cong ddng va nén
kinh té. Theo t6 chirc y té thé gigi (WHO), hang nim trén thé gidi (bao gdm
ca Viét Nam) xay ra khoang 600 triéu ca ngd doc thuc phim, giy ra cai chét
ctia khoang 420.000 ngudi mdi nim, trong d6 sd ca ngd doc do vi sinh vt
gy ra chiém téi 66%. Trong sb cac tic nhan vi sinh vat, Bacillus cereus la
mot trong nhitng tic nhin gay hu hong thuc phdm pho bién nhat. Ching la
nhirng vi khuan gram duong, hinh que, c6 kha ning hinh thanh bao tir va sinh
doc to gay ngd doc voi hai thé bénh 1a thé tiéu chay va thé gay non. B. cereus
cO mdt trong bun dat, nudc thai va cac loai thuc phélm nhu stra, thit, rau cu ...
Hién nay, mot sd phuong phap da duoc ap dung trong qua trinh bao quan va
ché bién thuc pham nham @c ché vi khuan bao gdm cac phuong phap xu 1y
vat 1y (nhiét, ap suat, tia UV ...), phuong phdp hoa hoc hay str dung khang
sinh. Tuy nhién, cic phuong phap nay c6 thé 1am thay d6i cac dic tinh cam
quan va chit luong cia thuc phAm hodc anh huong dén stic khoe cua nguoi
tiéu dung do du lugng khang sinh trong thyc pham. Do d6 viéc tim ra phuong
phap méi hiéu qua va an toan hon trong bao quan va ché bién thyc pham 1a
van dé dang rat duoc quan tim. Liéu phap thuc khudn thé st dung céc vi rat
c6 kha ning ly giai vi khuan (bacteriophage) dugc xem 1a liéu phép hiéu qua
do c6 tinh ddc hiéu cao, chi phi thip, an toan, thin thién v6i moi truong. T
thuc té trén, chung t6i thuc hién dé tai “Nghién ctru phén lap tuyén chon
thuwe khuin thé ly giai dic hiéu Bacillus cereus giy ngé doc thwe pham”
hudng dén muc tiéu san xuit va ung dung dung thuc khuan thé dé kiém soat
B. cereus.

Muc dich nghién ciru: Phan lap va sang loc dugc ching thuc khuan thé
c6 kha ning ly giai dic hiéu véi cac ching vi khuan Bacillus cereus.

NoOi dung nghién ciru:

Noi dung 1: Phan 1ap, sang loc va tuyén chon thuc khuan thé c6 kha
nang ly giai c&c chung vi khuan Bacillus cereus.

Noi dung 2: Nghién ctru cac diéu kién anh hudng dén su 6n dinh thuc
khuén the.



Chuwong 1. TONG QUAN TAI LIEU
1.1. Tong quan vé vi khuan Bacillus cereus

B. cereus khong chi 1a tic nhin giy hu hong thuc phim ma con duoc
biét dén rong rai v6i kha ning gy ngd doc thuc pham. Cac béo cédo hang nim
ctia Co quan An toan thyc pham Chau Au (ESPA) ciing cho thiy B. cereus la
mdt trong cac tac nhan giy ngd doc thuc pham hang dau chi sau Clostridium
botulinum, Salmonella va virus [1]. Trong vong 5 niam, 2011-2015, c6 gan
300 vu bung phat ngd doc thuc phéll’l’l do B. cereus da dugc bao cao ¢ cac
qudc gia Chau Au [1]. Theo cac khao sat duoc thyc hién tai Hoa Ky, ¢ hon
mot triéu ca bénh li€n quan dén thuc phém mdi nam la do ddc td vi khuén,
bao gdm ca B. cereus. Mot béo céo gan day ctia Phap cho rang B. cereus la
mdt trong nhitng nguyén nhan quan trong nhat gay ngd doc thuc pham tai
nuée ndy [2].Tai Trung Qudc, B. cereus dugc ghi nhan 14 tic nhin gdy bénh
ding tht hai véi hon 4000 ca dugc bao cao [2].

Tai Viét Nam, ngo doc thuc phém dang 1a mot van d& nhuc nhdi, da co
1.604 vu ngd doc duoc ghi nhan tir ndm 2010 dén nam 2020, nguyén nhan
gy ngod doc chi yéu do vi sinh vat (chiém 38,7%), B. cereus dugc xem la mot
trong nhitng nguyén nhan chinh [3]. Viéc tim hiéu dic diém, ciu trac cua loai
vi khuan ndy mang ¥ nghia quan trong trong viéc hd tro tim phuong phap
ngin ngira, han ché nhirg truong hop mic bénh do B. cereus.

1.1.1. Phan loai
Phan loai quéc té B. cereus:
» Thudc gioi: Bacteria
* Nganh (phylum): Firmicutes
* Lop (class): Bacilli
» Bo (order): Bacillales
» Ho (family): Bacillaceae
* Chi (genus): Bacillus
» Loai (species): B. cereus

Thuat nglr “Bacillus” c¢6 nghia 1a “hinh que”, trong khi tir “cereus” trong
tiéng Latin chi sy “giéng sap”, theo d6, kiéu hinh ctia B. cereus co thé d&
dang nhan biét qua quan sat khudn lac trén dia thach agar hodc cic méi trudng

chon loc khac [4]. Ban dau, nd dugc phan lap tir khong khi trong mot chudng



bo boi Frankland vao nam 1887 va sau d6 dugc phat hién boi Plazikowski
vao nim 1906 qua cac ca ngd doc thuc pham tai Chau Au [5]. Chi Bacillus
dugc hinh thanh vao ndm 1920 va da trai qua nhiéu thay ddi 1on trong nhiéu
thap ki qua. Pac diém kiéu hinh giita cac loai khiac nhau 1a khac nhau, do do,
chung duoc sir dung dé phan loai (vi du kha ning di chuyén, tan huyét...).
Ngoai ra, viéc phan loai con dya vao dic diém sinh hoa, cu thé 1a kha nang
san xuit doc td bénh than/protein hinh ndén, protein tinh thé diét con trung va
protein synthetase cta doc t6 gy non (cereulide). Nhitng dic diém nay c6 thé
mat di, khong dong nhat trong cting mot loai hodc hién dién cung lac & nhiéu
loi, vi vy, c6 thé gay kho khin trong viéc phan loai [6].
1.1.2. Pic diém hinh thai cia Bacillus cereus

Hinh thdi té bao vi khudn

Vi khuan B. cereus c6 hinh que manh thang hodc hoi cong; kich thudc té
bao rong 1,0 — 1,2 pum, dai 3,0 — 5,0 um, t& bao xuat hién don 1¢ hodc tao
thanh chudi ngin khi quan sat dudi kinh hién vi (Hinh 1.1A). Nhiéu chung
thudc B.cereus c6 kha nang di dong nhd céc tién mao, di chuyén cham. B.
cereus c6 kha nang hinh thanh ndi bao tur hinh elip hodc hinh try ma khéng
1am phong té bao; bao tir xuat hién c6 mau xanh lyuc trong té bao sinh dudng
mau do qua phuong phap nhudém bao té bao Schaeffer-Fulton (Hinh 1.1B).
Bao tir ctia B. cereus c6 kha ning chdng chiu tot ¢ cac diéu kién moi truong
cuc doan nhu nhiét dg, tia cuc tim, pH hodc méi truong ngheéo dinh dudng,
cling nhu c¢6 kha ning dé khang cac hoéa chat khir nhiém, dung dich ion, ozon.
Chinh vi kha ning ndy nén B.cereus dugc tim thidy & hiu hét moi noi, nhiéu
loai moi trudng séng, do d6 viéc 6 nhiém thuc pham bai vi khuan nay 1a kho
c6 thé tranh khoi [7].



Hinh 1. 1. Té bao vi khuan Bacillus cereus quan sat qua kinh hién vi

(Ngudn: Microbiologyinpictures.com)

(A) Té bao quan sdt dwéi kinh hién vi

(B) Té bao dwrgc nhuém bao tir bang phirong phdp Schaeffer-Fulton

Hinh thai khudn lac

La loai vi khuan d& phat trién trén cidc moi truong nudi cdy vi khuan
thong thuong: B. cereus co thé sinh truong & dai nhiét do rat rong tir 10 -
48°C, t6i wu nhat 1a 28 - 35°C. Bo pH tir 4,9 — 9,3, tdi wu nhat cho sy phat
trién cta vi khuan 12 7 - 7,2 va hoat do nude tir 0,92 dén 1,0.

B.cereus hinh thanh khuén lac 16n (3 — 8 mm), mau xam, bé mat phéng,
thudng c6 ria gd ghé, vong tan huyét p xung quang khuan lac trén méi truong
thach mau ctru (Hinh 1.2A); trén moi truong MYPA (Mannitol-Egg Yolk-

Polymyxin d6), B.cereus c¢6 khuan lac nho (2 — 3 mm), ria ring cua, mau do

hong, xung quanh c6 vong duc do thuy phan lecithin long d6 tring (Hinh
1.2B)

Hinh 1. 2. Hinh thai khuan lac B. cereus

(A) B. cereus trén moi truong thach mau cvru

(B) B. cereus trén moi truong MYPA



Bdc diém sinh héa

Pé phan biét B. cereus véi cac vi khuan trong Bacillus nhém 1(B.
anthracis, B. thuringiensis ...) dua trén cac thir nghi€ém sinh hda vdi cac dac
diém duoc trinh bay trong bang sau:

Bang 1.1. Pic diém sinh hoa ctia B. cereus so sanh véi cac loai Bacillus khac
c6 ho hang gan

Dac tinh Loai
B. cereus B. antharacis B. thuringiensis
Ky khi + + +
Sinh Catalase + + +
Thuy phan Casein + + +
Khtr Nitrate + + +
Phan trng Voges — + + +
Proskauer
Sinh truong ¢ NaCl 7% + + +
Sinh truéng ¢ 60°C - - -
Str dung glucose + + +
Di dong +* - +*
Tan huyét trén thach +* - L x
mau cuu
Khang khang sinh B- +* - *
lactam
Tao tinh thé protein doc - - +

Chu thich: + phan Uing duong tinh; +* hon 95% ching c6 phan Gng duong
tinh; - phan g am tinh.
1.1.3. Tinh hinh ngé @éc thwc pham do Bacillus cereus

B. cereus dugc xac nhan Ia sinh vat gy bénh duong tiéu hdéa vao nam
1947 khi nhiéu nguoi bi tiéu chay phai nhap vién tai Na Uy sau khi an sot
vani [8]. 20 nam sau, dang bénh ndn mtra duwgc mo ta khi c6 cac truong hop
ngd doc thuc phém xuat hién & Anh sau khi an com chin. D6 cling la lan dau
tién ngudi ta cong nhan rang B. cereus tao ra it nhat hai loai doc t6 khac nhau
1a nguyén nhan gy ra tiéu chay hodc nén [9]. Tai Nhat Ban, tong sb c6 5.141

vu ngd doc thuc phim di xdy ra giita naim 1982 va 1986; trong s6 do, sd vu



giy ra boi nhiém vi sinh vat 1a 3.740 vy, B. cereus giy ra 73 vu. Trong
khoang thoi gian 10 ndm, nim 1986 dén nam 1995, di dién ra 852 vu bung
phat ngd doc thuc pham, 26.173 ca mac bénh va 20 ca tir vong duoc bao céo
& Dai Loan. Trong s cic ca bénh ndy ¢ 555 trudng hop (chiém 65% sb ca
mac) 1a ngd doc do nhiém vi sinh vat. Loai vi khudn gy bénh tht ba trong s6
nhitng vu ngd doc nay 1a B. cereus (chiém 18% s cac truong hop). Khi tom
tat dir liéu vé cac bénh do tiéu dung thuc phém va san phém thit ctia Trung
Quodc tir ndm 1991 dén nam 1994 ctia Co quan Thanh tra Thuc pham khu vuc
Ha Lan, Simone va cong su (1997) da bao cao 2.621 vu ngd doc, trong dé co
7.567 nguoi bi bénh. Trong sb cac tic nhan gdy bénh di biét, B. cereus ¢ mirc
cao nhat, chiém 19% [10]. Theo bao cdo méi nhat cia Co quan An toan Thyc
pham Chau Au (2007) vé sy bung phat dich bénh, B. cereus la tac nhan gay ra
77 vu dich va gay ra 17,1% truong hop do ddc to vi khuan. Tai Viét Nam,
viéc ngd doc do B. cereus da khong con méi la. Thang 1 nam 2021, vu ngd
doc tap thé do B. cereus gy ra tai mdt khu cong nghé thudc tinh Phu Yén da
khién 80 cong nhan phai nhap vién diéu tri, ddy chi 1 mot trong vo sb nhiing
ca ngd doc thuc phim xdy ra tai Viét Nam nguyén nhan tir loai vi khuan gay
bénh nay.

Phan 16n céc ca ngd doc thuc phém do B.cereus khong duogc bdo cao.
Nguyén nhan 13 do triéu chimg bénh ngin va nhe nén cic bénh nhan thudng
khong di kham. Hon nira, cac truong hop ngd doc do B.cereus thuong bi
nham I4n vi triéu chirng cua bénh non mtra khé phan biét véi céac triéu chung
nhiém doc do S.aureus va bénh tiéu chay co cac triéu chimg giong véi C.
perfringens loai A [4]. Ngoai ra, su khac biét 1on vé hé thong giam sat va bao
céo gitta cac qudc gia nén rat kho dé so sanh dit liéu va wéc tinh ty 16 mac
bénh thuc su.

Céc vi dy vé cac truong hop va cac dot bung phat ngd doc lién quan dén

B.cereus duoc trinh bay trong Bang 1.2



Bang 1. 2. Mot $6 truong hop ngd doc thuc phém do B.cereus duogc bao céo trén thé gio1 va Viét Nam

Nim Pija diém Loai thyc pham Hé qua Tai liéu
tham khaio
1955 Na Uy Sét vani 4 vu bung phat, hon 400 bénh nhan vdi tri€u chung [8]
dau bung, tiéu chay
1975 Phan Lan Com 18 bénh nhdn voéi triéu chimg budn ndn, ndén mira, [11]
dau bung
1986 My Com va thit ga trong nha an | 160 nhan vién nhap vién [12]
bénh vién
1985 My Thit bo him 23 ngudi mic bénh [13]
2000 Y Banh kem 173 bénh nhan [14]
2007 bric Béanh pudding gao Gay ngd doc ¢ 43 tré em va 3 nguoi lon [15]
2008 Oman Suat an bénh vién 58 bénh nhan [16]
2012 Viét Nam | Suét an ban trd tai truong hoc | 30 em hoc sinh mam non bj ngd doc [17]
2014 Trung Qudc Dau den 1én men 139 bénh nhan [18]
2007- 2014 Phap Thuc pham gidu tinh bt va | 74 vu bung phat [2]
rau cu
2003- 2013 Brazil Ngii cde, nude sot 346 bénh nhan [19]
2021 Viét Nam Suit an cong nghiép 80 cong nhan phai nhap vién [20]




1.1.4. Céc yéu to gay doc caa Bacilus cereus

B. cereus duoc biét dén co kha ning gy ngd doc thuc phdm vai hai thé
bénh dién hinh 14 ndon mira va tiéu chay.

Poi véi thé bénh tiéu chay

Ba doc té rudt da dugce chimg minh 13 ¢6 lién quan dén hoi chimg nay.
Hemolysin BL (Hbl) 13 mot phtrc hop doc t6 rudt ba thanh phan bao gdm céc
protein L1, L2 va B (dugc ma hoa tuong tng bdi cac gen hblD, hblC trong
mot operon nam trén nhiém séc thé). Nhu tén goi cua nd, doc td ruodt nay co
kha niang 1am tan mau va gy ra sy ly giai thAm thau bang cach hinh thanh
mdt 16 xuyén mang, sau khi lién két doc 1ap vdi ba thanh phan ciia n6. Poc t6
rudt khong phan giai (Nhe) ciing 1a mot phirc hop ba protein bao gdm céc
protein NheA, NheB va NheC va dugc ma hdéa boi mdt operon nam trén
nhiém sic thé véi cac gen nheA, nheB va nheC. Nhe ciing giy doc té bao va
gy ra cac 10 rdng xuyén mang va ciu trac cta Hbl va Nhe d3 dugc ching
minh 13 ¢6 lién quan v6i nhau; ca hai déu can ca ba thanh phan dé hoat dong
sinh hoc t6i da. Poc t6 rudt thir ba 1a cytotoxin K (CytK) con dugc goi 1a
EntK. Pay 1a mét protein don duoc mi hoa béi gen cytK nim trén nhiém sic
thé va 12 mot doc t6 hinh thanh 16 rdng khéc [5].

Hoi chtng tiéu chay 1a do an phai cac t& bao chtr khéng phai do doc td
da tao san dugc ung hd bdi thuc té 1a doc tb khong bén nhiét, nhanh chong bi
phan huy & pH = 3 va bi thiy phan bdi cac enzym phan gidi protein cua
duong tiéu hoa. Tuy nhién, van c6 nhitng lo ngai rang & tré nho c6 axit da day
thép, chit doc c6 thé dugce bao vé khéi su bién tinh nhu vay khi n6 c6 trong
chat nén thuc pham [5].

Poi véi thé gay nbn

Poc t6 gdy non dugc cho 1a mét lipid khong khang nguyén va cuc ky
bén véi nhiét (90 phat & 126 °C), pH acid va kiém (pH 2 va 11) va véi su
phan giai ctia protease trong dudng tiéu hoa. Nhitng dic diém nay la dién hinh
ctia cac doc to dugc hinh thanh sin trong thuc pham. Poc t6 ndy cd ban chat
la m§t dodecadepsipeptide c6 mot vong 4 acid amin véi phan tir lugng 1,2
kDa va/ hodc oxy acid c¢6 thanh phin nhu sau: [D-O-Leu-D-Ala-L-O-Val-L-
Val]s.

Gan giong véi ionophore kali, valinomycin, ddc t0 nay la san pham cua



qua trinh sinh tong hop khong théng qua ribosome duoc ma hoa béi cum gen
24kb cereulide synthetase (ces) pBCE. Plasmid nay cho thiy mdi lién hé véi
plasmid doc lyc pXO1 cua B. anthracis, cing cb muc d6 gan giii ctia nhém B.
cereus [21]. Gay non duoc tao ra bang cach lién két cta doc td da duoc tao
san v4i cac thy thé 5-HTs kich thich day than kinh phé vi dan dén kich thich
trung tAm nodn ctia ndo va gy ra phan xa ndn, theo cach tuong tu voi doc t6
rudt cta Staphylococcus. Céc triéu ching cé thé kho phan biét véi nhiém doc
do tu cau. Su san sinh ddc t6 gdy ndén xay ra trong pham vi nhiét do 12-37°C
nhung nhiét d6 toi wu 1a 12—15°C, phu hop véi tinh trang ngd doc do thuc
pham khong dugc bao quan lanh dung cach [5].
1.2. Tong quan vé thuc khuan thé

Thuc khuan thé (TKT) hay con goi 1a phage 1a c4c virus chi lay nhiém vi
khuan, gay ra su ly giai té bao vi khuan. Ké tir khi duoc phéat hién cach day
gan mot thé ki trude, TKT da dugc tmg dung trong nhiéu linh vuc bao gdm y
té, nong nghiép va thuc pham.
1.2.1. Lich st phat hién va nghién ciru

Lan dau tién Ernest Hankin (1896) va Nikolay Fyodorovich Gamaleya
(1898) di mo ta hoat dong khang khuan cta cac chit chua biét d6i v6i Vibrio
cholerae va Bacillus subtilis. Chat nay c6 thé di qua bd loc milipore, duoc
biét 1a co thé giit lai cac vi sinh vat 1on hon nhu vi khuan, Hankin d3 cong bd
cong trinh cua minh bang tiéng Phap trong Bién nién sir cia Vién Pasteur
[22]. Nam 1915, Frederick Twort dua ra gia thuyét rang hiéu Gng nay co thé
do virus gay ra, nhung 6ng da khong tién hanh nghién ctru dé xac nhan diéu
d6 [23]. Felix d’Herelle vao naim 1917, ngudi da ching minh rang hoat dong
khang khuan quan sat duoc 1a do virus c6 kha niang ky sinh va tiéu diét vi
khuén gay ra. Cac tdc nhan nay duoc dat tén 1a thuc khuén thé, tén duoc hinh
thanh tir cac tir “vi khuan’ va “phagein’ (nghia 14 “an” theo tiéng Hy Lap).
Theo Maura va Debarbieux (2011), nghién ctru vé thuc khuan thé trong thé
ky qua c6 thé dugc chia thanh ba thoi ky [24]. Giai doan dau tién I giai doan
bat dau ngay sau khi phat hién ra thyc khuan théng qua tng dung y té do
d’Herelle dé& xuit dé diéu tri bénh ta va cac bénh duong rudt khac. Ong da
phat minh ra mot ky thuat duoc goi 1a “liéu phap phage” [25]. Pong thoi,

TKT ciing di dugc sir dung dé kiém soat bénh trén ciy trong [26]. Cac tmg
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dung nay d3 mo rong khip thé gidi cho dén nhirg nim 1940, khi ching trd
nén 13i thoi do su ra doi cia thude khéang sinh, chi con dugc s dung & mot )
nuéc Pong Au va Lién X6 cii [27]. Giai doan th hai bat dau vao nhirng nim
1940, v61 mot tng dung mdi cua thuc khuan vao linh vuc di truyén dan dén
s xuit hién ctiia mot nganh duoc goi 1a “sinh hoc phan tir” [28]. Giai doan
thir ba bit dau cach day 20 nim va lién quan dén cac nghién ctru vé thuc
khuan thé tip trung vao chirc ning sinh thai ctia ching trong sinh quyén va
rmg dung cta ching dé kiém soat va xac dinh vi khuan [24].

1.2.2. Hinh thai va phéan loai

TKT 14 virus xdm nhiém vi khuan va chung phu thudc hoan toan vio cac
tai nguyén ndi bao cia té bao vat chu dé sinh ton va nhan 18n, cho nén ching
duoc coi 14 ky sinh ndi bao bat budc [29]. TKT 1a nhimng virus ¢ tinh dic
hi€u cao vi ching tdn cong vao mdt loai cu thé hodc chi mot chung vi khuan
don 1é. Tuy nhién, ciing ¢6 nhitng TKT c6 thé lay nhiém sang nhiéu loai sinh
vat chu, gém cac loai khac nhau trong cung mot chi hodc cac thanh vién cua
cac chi khac thudc cung mét ho [30].

Theo Uy ban Quéc té vé phan loai virus, TKT c6 thé duogc phan loai dua
trén hinh thai va loai vat liéu di truyén (dsDNA, sDNA, dsRNA, sRNA). Hau
hét cac TKT dugc tim thiy va mé ta cho dén nay thudc bd Caudovirales [31].
TKT thudc bo Caudovirales dugc phan thanh 3 ho riéng biét dua trén hinh
thai dudi cua chung: Siphoviridae c6 dudi dai khong co dudi (chiém 60%
TKT da biét), Myoviridae dudi dai co dudi (chiém 25%) va Podoviridae c6
duoi rat ngan (15%) [32] (Hinh 1.3)

A B B c

Hinh 1. 3. Hinh anh biéu thi cau trac virion
(A) Ho Myoviridae; (B) Ho Siphoviridae; (C) Ho Podoviridae.
(Ngudn: Harald Eriksson, 2015) [33]
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CAu trac cia TKT ¢6 dudi bao gdm vat liéu di truyén (DNA hodc RNA)
va vo caspid bao boc acid nucleic. Dudi cua TKT dugc hinh thanh tir protein
chiu trach nhi€ém cho viéc hép phu cua ching lén bé mit vi khuan.

Céc ho TKT khéng c6 dudi ciing dd dugc mé ta, tuy nhién cé rat it thanh
vién. Ching duoc phin biét boi hinh dang (hinh que, hinh cau), c6 16p phu
lipit hodc khong, c6 DNA chudi don hoidc kép, hay RNA don hoidc kép [32].
1.2.3. Sw nhan Ién cia thuc khuan thé trong té bao vat chi

Budc dau tién ctia qua trinh xAm nhiém 13 sy hdp phu ctia TKT 1én bé
mit té bao vi khuan boi cau trac dudi cia TKT véi mot thu thé cu thé trén bé
mit té bao, sau do tiém vat lidu di truyén tir dudi vao té bao chit cua vat chu
[24]. Sau d6, vé co ban, cac qué trinh tiép d6 di theo chu yéu mot trong hai
con duong:

-Péi voi TKT doc luc: bo gen ciia chiung ngay lap tirc didu chinh phan
16n cac qua trinh trao doi chit cua té bao vat chu, vat liéu di truyén cua virus
duoc nhan 1én, cac vat liéu san cé trong té bao duoc su dung dé sinh téng hop
nhirng thanh phan can thiét cho viéc hinh thanh TKT mdi. Sau khi cac thanh
phan duogc tong hop, TKT duoc lp rap trong té bao thanh TKT trudng thanh,
mang té bao bi ly giai va giai phong hang trim TKT thé hé con sén sang xam
nhiém cac té bao vat chi khéc.

- Péi voi TKT 6n hoa: vat liéu di truyén cta virus thudng dugce tich hop
vao nhiém sic thé cta vi khudn duoc goi 12 prophage. Té bao vi khuin mang
prophge con duoc goi 14 té bao tiém tan (lysogen), vat lidu di truyén ctia TKT
dugc sao chép sang cac té bao con trong nhiéu thé hé [34]. Piéu nay c6 thé
dan dén thay d6i kiéu hinh cta vat chu va trong mot s6 trudong hop lam ting
Kha ning gdy bénh ctia vi khuan néu bo gen ctia chung mang gen mi hoa doc
t hodc cac yéu td doc luc khac [35]. Khi cé cac tac nhan giy dot bién lam ton
thuong DNA (nhu tia cyc tim, soc nhiét,..) tic dong, prophage c6 thé 1ap tic
bi kich hoat chuyén sang dang gy doc va bat dau qua trinh sinh tan [29].

- Ngoai ra, cac chu ky xdm nhiém khac ciing dugc bao cdo. Chu ky gia
tiém tan (pseudo lysogenic) 14 giai doan ma phat trién dinh tré cia TKT trong
té bao chu, khong co su nhin 1én cua vat liéu di truyén (nhu trong qué trinh
sinh tan) hay sao chép dong thoi voi bd gen cia té bao (nhu trong qua trinh

tiém tan), nucleic acid cua virus s& trong trang thai khong hoat dong. Hién
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tuong nay xay ra thudng do cac didu kién khong thuan loi cho té bao vét chu
(vd: mdi truong nghéo dinh dudng). Trong trang thai gia tiém tan, qua trinh
xam nhiém bi ngung lai, cho phép vi khuan c6 nhiéu thoi gian hon dé c6 thé
chuyén sang moi trudng thuan lgi @& TKT c6 thé phat trién va nhan 1én [36].
Mot loai chu trinh khéc cling da dugc mé ta & mdt s6 TKT dang soi1 (vd: TKT
M13), @6 1a su xAm nhiém kéo dai, TKT duoc phat trién va lién tuc duoc giai

phong thong qua su bai tiét ma khong lam mat kha ning séng cua té bao vat

”
chu.
Dliliéecua & Phage gin vao té bao vi khuan ::rlii’zaf(’)rgoiaoe
@ p va bom DNA cua né vao trong phag
E Nhiéu t€ bao phan chia
Chu trinh cua tao ra mot s6 hrong

Phaﬂe Phage DNA
Nluem sic the cua
é vi khuén

S

16n céc té bao vi
khuan b1 nhiém phage
Doi khi, mot sb prohpage tach khoi
nhi&m sac thé cua té bao vi khuan va
divao chu trinh sinh tan

5 T ; p
B & o, é%‘“\ ) ) &/% Q@
‘) 3
@ Chu trmh sinh tan Chu trinh tiém tan ) g
C6 hay khong c6 nhitng Vi khuan sinh san binh thudng,
Dung giai té bao, giai phong Phage nhén t6 nhat dinh sao chép lai cic prophage va di

hu trinh sinh [, Piniaiorch truyén qua cdc thé hé té bao
10aC|

’!Can dwoc dwaral - trinh tiém tan

‘ Prophage /
FITRY  %( @7\13

DNA va protem cua Phage duogc tong hop DNA ctia Phage két hop voi nhiem sac
va lap rap tao thanh nhing Phage méi thé cua vi khuan tao thanh Prophage

Hinh 1. 4. Chu ky sinh tan va tiém tan cta thyc khuan thé
(Ngudn: Cambell, 2020)

1.2.4. Mot s6 nghién ciru va @ng dung

Trong nhitng nam qua, TKT da duoc ung dung & cac muc dich khac
nhau trong nhiéu linh vuc bao gdom diéu tri va phong nglra cac bénh truyén
nhim & nguoi va dong vat, cdy trong va kiém soat sinh hoc mam bénh tir
thuc pham [37].

1.2.4.1. Ung dung tri bénh ¢ nguoi

Viéc sir dung khang sinh bira bai va khong diing cach di 1am gia ting sd
luong vi khuan khang thudc, diéu nay tré thanh mdi de doa nghiém trong dbi
v6i viée diu tri bénh truyén nhiém trén toan thé gidi [38]. Mot sb vi khuan
gdy bénh nhu Staphylococcus sp., Enterococcus sp., Streptococcus
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, ... di dugc xac dinh 1a khang thudc
[39]. Viéc diéu tri thong thudng bang khang sinh thuong khong dap tng ddi
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v6i sy nhidm trung boi cac loai vi khuan nay [40]. Cac van dé kho khan lién
quan dén phat trién thudc khang sinh méi dd hudng su quan tim dén liéu phap
thuc khuan thé trong diéu tri bénh trén ngudi [38].

Tuy nhién viéc ap dung liéu phap thue khudn thé trong diéu tri va phong
ngira cac bénh nhiém tring & ngudi van gip phai nhiéu thach thic nhu viée
han ché quy dinh, thach thirc vé van dé san xudt, tinh dic hiéu,... [41]

1.2.4.2. Ung dung trong chiin nudi va trong trot

Bén canh cac ung dung cua thuc khuan thé trong diéu tri bénh & nguoi,
cac tac nhan nay ciing duoc sir dung dé diéu tri va kiém soat cdc bénh nhiém
tring do vi khuan ¢ dong vat nudi va cdy trong [42]. Pong vat nudi va cay
trong sir dung trong san xuat thuc phim 1a mot trong nhitng nguén 1ay nhiém
vi khuan gay ngd doc thuc pham [42].

Cac vi khuan nhu Escherichia coli, Bacillus spp., Salmonella spp. va
Listeria spp. 1a tac nhan gy bénh cha yéu tir thuc pham cé ngudn goc dong
vét va co6 thé hién dién trong duong tiéu hda ctia gia suc nhai lai, gia ciAm va
lon ma khong cé triéu chirng [43]. Do su gia tang tinh khang khang sinh cua
mot s6 vi khuan nay nhiéu nuéc trong lién minh chiu Au d3 cAm st dung
khang sinh thuong xuyén trong chan nudi [44]. Cac bién phap can thiép khac,
chang han nhu liéu phap thuc khuan thé d3 ndi 1én nhu mot giai phap thay thé
dé kiém so4t vi khuin giy bénh trén dong vat va cdy trong [45]. Liéu phap
nay c6 thé ngin ngira bénh tat va giam sb luong vi khuan gy hai trong duong
tiéu hoa, cling nhu giam thiéu su xdm nhdp cua ching vao chudi thic an va

lam giam nguy co gdy bénh cho nguoi tiéu dung [46] (Bang 1.3)
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Bang 1. 3. Mot s6 nghién ctru img dung TKT trén dong vat nudi va ciy trong

Poi Vi khuan chi Két qua nghién ciru TLTK
tuong
Khoai Dickeya solani | Giam ty 1é mac bénh va muc do [47]
tay nghiém trong trong cac thir

nghiém trong phong thi nghiém.
bdi voi thu nghiém trén thyuc dia,
khoai tay dugc xtr Iy TKT cho
ning suat cao hon.

Ctru E. coli O157: H7 | Phage cocktail 1am giam >99,9% [48]
sO lugng vi khuan

Lon Salmonella spp. | Giam Salmonella spp. 90 —99,9% | [49]
trong amidan, hoi trang va manh

trang lon
Bo sira Staphylococcus | Khong phét hién su gia ting té [50]
aureus bao trong sira khi diéu tri bang
TKT

Tém su Vibrio harveyi | Ty 1¢ song sot cua tom st dat 85% | [51]
khi str dung phage, cao hon so voi

khi sir dung khéng sinh
Catré Flavobacterium | Sau khi dugc xur Iy bang phage, [52]
columnare ca khong co6 triéu chirng bénh va

ty 1& sbng dat 100% sau khi cho
nhiém va&i Flavobacterium
columnare

Ca chua Ralstonia Xur Iy bang TKT lam gidm sy [53]
solanacearum phat tri€n ctia vi khuan nhung
khong trc ché hoan toan

1.2.4.3. Ung dung trong nganh céng nghiép thuc pham

Mot trong nhirng linh vuc hira hen nhat dé ung dung TKT Ia kiém soat vi
khuin gy bénh va hu hong thuc pham. Su hién dién cta vi sinh vat c6 thé
anh huong dén sy an toan ctia thuc pham va gy ra cac van dé sirc khoe cong
dong nghiém trong ciing nhu gay thiét hai kinh té. Hing ndm, hang triéu
truomg hop bénh do thyc pham da dugc bio céo trén toan thé gidi, nguyén
nhan 13 do diéu kién vé sinh kém trong chudi san xuat [54]. Cac vi khuan
chinh lién quan dén bung phat dich bénh tir thyc pham 1a Campylobacter spp.,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus
spp. va cac chung E. coli gay bénh [55]. Cac cong nghé khic nhau c6 thé

duoc st dung dé giam hoac loai bé cac mam bénh va sy hu hong cua thuc
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phim nhim dam bao an toan cho ngudi tiéu dung va kéo dai thoi han st dung
ctia san phim. Tuy nhién, nhiéu cong nghé c6 thé thay doi chat luong cam
quan cua thuc phim va khéng dap tmg nhu cau ctia nguoi tiéu ding vé thuc
pham it chat bao quan. Do d6, viéc tim kiém cac cong nghé moi dé giai quyét
cac van dé lay nhiém vi sinh trong thuc pham ngay cang ting. Mot s6 nghién
ctru vé viée str dung TKT dé kiém soét vi khuan trong thuc pham duoc trinh
bay trong Bang 1.4.

Bang 1. 4. Mot s6 nghién ciru vé viée st dung TKT dé kiém soat vi khuan
trong thuc phdm

Thye | Vi khuan giy bénh Két qua chinh TLTK
phflm
Rau diép | E. coli EHEC San pham thuong mai [56]
vathit | O157: H7 EcoShield™ lam giam vi khuan
bo gay bénh trong thit bo > 94%, rau
diép 87% trong vong 5 phut
Stta bot | Enterobacter Phage c6 nong d6 10° PFU/mlc6 | [57]
sakazakii hiéu qua cao trong viéc tiéu diét
vi khuan
Pho mai | Listeria Xt 1y bang phage lam giam 3,5 [58]
mém monocytogenes log CFU/g L. monocytogenes &
4°C
Taova | Listeria Ca hai loai qua déu giam so luong | [59]
dua lugi | monocytogenes vi khuan gy bénh sau khi xtr 1y
bang TKT. Tuy nhién, sé luong
TKT gidm nhanh do pH acid
Sita Staphylococcus TKT lam giam s6 lugng S. aureus | [60]
aureus trong qua trinh lam sita dong

Cac dic diém nhu tinh dic hiéu, kha nang tu nhan lén, gitt cac dac tinh
cam quan cua thyc phdm, va an toan v6i méi trudng lam cho cong nghé nay
tr& nén hap dan dé kiém soat vi khuan gy bénh trong thuc pham. Tuy nhién,
mdt s6 khia canh can duoc quan tdm trong viéc lya chon cac TKT ding cho
cac phuong phép xt 1y thirc an nhu pham vi vat chu, trinh tu bd gen va chu ky
lay nhiém. Hon nira, cdn danh gia cac tic dong gy ra boi cac dic tinh cia
thuc phdm va cic budc ché bién, ching han nhu d6 pH, nhiét d6 va diéu kién
bao quan. Phin 16n cac nghién ctru kiém tra kha ning ly giai ciia TKT ¢ nhiét

do phat trién t61 vu do61 vo1 mam bénh. Cac quy dinh do61 voi viée ap dung
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TKT trong xt 1y sinh hoc cac san phim thuc pham 14 rat chit ché va c6 thé
ngan can viéc dua ching vao mdt s6 thi truong nhat dinh. Tuy nhién, c6 mot
s6 san phadm da dugc phé duyét c6 san trén thi truong dé kiém soat sinh hoc vi
khuan gdy bénh trong thuyc pham. Mot trong nhitng san phim nay duoc dit
tén 1a ‘Listex’ va duoc tao boi huyén phu TKT chdng lai L. monocytogenes.
Nhitng két qua nady mé ra trién vong cua viéc ap dung liéu phap thuc khuan
thé trong ché bién va bao quan thyc pham.

Tai Viét Nam hién van chua c6 bao cdo nao vé viéc ap dung thuc khuan
thé trong viéc kiém soat vi khuan gy ngd doc thuc pham B. cereus du loai vi
khuan nay 1a mot trong nhiing tic nhan giy ngd doc hang dau. Do do, viéc
nghién ctru vé thuc khuan thé dic hiéu B. cereus I rat can thiét nham phat
trién va ing dung ché pham TKT trong kiém soat su lay nhiém B. cereus cia
g6p phan vao viéc ning cao chat luong san phim va kiém soét an toan thyc

pham ¢ nudc ta.
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Chuong 2. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1. POI TUQNG NGHIEN CUU

- Vi khudn vt chi

4 chung vi khuan Bacillus cereus (VTCC 11273, VTCC 10949, VTCC
11289, VTCC 11265) dugc cung cap bai Trung tdm Ngudn gen Vi sinh vat
Qudc gia — Vién Vi sinh vat va Cong nghé sinh hoc, Cau Gidy, Ha Nai.
Ngudn géc phan 1ap vi khuan tir dat va rong sun.

. Nguo”‘n mau

39 miu nudc thai sinh hoat va 15 mau dat dugc thu thap & nhiéu dia
diém khac nhau tai quan Cau giay, Ha Noi, Viét Nam vao thang 02/2022. Cac
mau dugc dung trong tdi vo tring va bao quan & 4°C.
2.1.1. Hoa chat

- Hoa chat: Cao nim men, cao thit, tryptone (Himedia-An Do) ; NaCl

(Trung Qudc), MgS0s, Tris-HCI, manitol, phenol do, agar bacteri

- MOi truong :

Moi truong 1 : Moi truong LBA (Luria-Bertani) (g/L)

Cao nAm men 10g; Tryptone 5g; NaCl 10g; agar 20g; nugc 1000mL; pH
=6,2-7,0

Moi truong 2: Moi truong chon loc B. cereus MYP (Manitol — egg Yolk
— Polymicine agar)

Manitol 10g; Peptone 10g; Phenol do 0,0025g; long do trirng ga 10mL;
NaCl 10g; cao thit 1g Agar 20g; nuéc 1000mL; pH=7,2£0,2

- Céc loai dung dich

Dung dich HCI 6M va dung dich NaOH 5M dé diéu chinh pH

Dung dich mudi NaCl 5M: 29,22¢g NaCl, 100mL nudc

Dung dich mudi MgSO4 1M: 12,3g MgSO4, 50mL nuéc

Dung dich dém Tris-HCI 1M, pH 7,5: 7,882g Tris-HCI, 90mL nudc,
diéu chinh pH bang dung dich NaOH.

Dung dich d&¢m SM (Sodium chloride, Magnesium sulphate) (mL/L)

5M NaCl 20mL; 1M Tris-HCI 10mL; 1M MgSO,4 50mL; H,O 920mL
2.1.2. Trang thiét bi

- L0 visong
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- Ta nubi vi sinh vat

- May khuay tir (RotoLab, OSI)

- May ly tam (Microcentrifuge — Sorvall, M¥)
- Tulanh 4°C

- Tu lanh sau -20°C; -80°C (Sanyo, Nhat Ban)
- May khuay tron Vortex (RotoLab, OSI)

- May quang pho (Shimadzu, Nhat Ban)

- Can phan tich 10*g (Mettler Toledo)

- Can dién 102g (Mettler Toledo)

- Tu cay vo tring (Sanyo)

- Pipet cac loai (Pipettman)

- Noi khtr tring (Nhat Ban)

- May ly tam lanh (Sorvall Biofuge Fresco)

2.2. PHUONG PHAP NGHIEN CcUU

2.2.1. Phwong phap phan lap thuc khuan thé
Xk 1y mdu:
- Mau nuéc thai duoc ly tdm 10.000 vong/phut trong 10 phit dé loai bo
can ban.
- Mau dat dugc nhat bo séi da, 14 rung.

Lam giau:
Cac mau st dung dé phan 1ap TKT duoc 1am gidu bang phuong phap mo
ta bdi Twest va Kropinski (2009) cé chinh stra [61]:
- 10ml mau nuéc thai duoc cho vao éng falcon cung véi 10ml moi
truong LB va 100pl mdi dich vi khuan chi thi d nudi qua dém.
- Tuong tu, 10g miu dit dugc bd sung 100ml méi trudng LB cing 100pl
mdi dich vi khuan chi thi. CAc mau sau dé dugc nudi lic qua dém &
37°C, 150 vong/pht.

Phéan lap TKT bang phuong phap nho giot trén bé mat thach 2 16p véi

mot vai chinh stra [62]:
- Ly tdm hdn hop dich nuéi vi khudn + phage qua dém ¢ 10.000
vong/phut trong 10 phat dé loai bo cin, phan dich ndi thu duoc loc qua
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mang loc 0,22um dé loai vi khuan con sét lai. Dich thu duoc goi 1a dich
phage.

- Nho 10pl dich phage thu dwgc 1én dia thach 2 16p dd dugc bd sung 100
ul vi khuan chi thi. Bé kho & nhiét do phong

- Lat nguoc dia va nudi 37°C trong 24 gio va quan sat sy hinh thanh
vung ly giai trén I6p vi khuan.

- Mai ving tan quan sat dugc trong thi nghiém thach 2 16p duogc lay ra
bang dau tip pipette vd tring cho vao 10ml méi truong LB cing véi
100l dich mdi loai vi khuan chi thi, nui lic qua dém ¢ 37°C.

- Hon hop dugc ly tam 10.000 vong/pht trong 10 phiat dé thu dich noi,
dich néi dugc loc qua mang 0,22pum dé loai vi khuan.

- Dich TKT sau d6 duoc pha lodng ra cac dai nong do, 100 pl dich mdi
ndng d6 pha lodng tron cung 100 pl vi khuan chi thi (OD = 0,7) duoc
dung dé d6 dia thach 2 16p. Cac dia dugc nudi qua dém 37°C, quan sét
hinh thai va sé luong vét tan dé xac dinh mat &6 phage.

Tinh sach TKT

- M@t vét tan riéng ré quan sat dugc can than lay ra va hoa vao 1ml dém
SM, vortex nhe dé TKT hoa vao dém.

- Ly tdm hdn hop 6000 vong/phat trong 5 phat, thu dich ndi va loc qua
mang 0,22um.

- 100ul dich loc TKT duogc tron vao 3ml moi truong LB 0,7% agar (55-
60°C) cung véi 100pul dich vi khuan thir nghiém, sau d6 duoc do déu
lén mit thach LB 2%. Quan séat hinh thai vét tan hinh thanh sau khi
nudi ¢ 37°C trong 24 gio.

Lap lai budc nay 3 — 5 1an dén khi quan sat thiy sy dong déu vé kich
thude vét tan.

- Dich TKT sau d6 duoc pha lodng ra cac dai nong do, 100 pl dich mdi
nong d6 pha lodng tron cting 100 pl vi khuan chi thi (OD = 0,7) duoc
dung dé db dia thach 2 16p. Cac dia dugc nudi qua dém 37°C, quan sat
hinh thai va sé luong vét tan dé xac dinh mat do phage.
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2.2.2. Khao sat phé vat chi ciaa thwc khuan thé

Phé vt chii cta thuc khuan thé duge khao sat dwa vao phuong phap nho

giot trén bé mat thach hai 16p [63].

Chuan bi dia thach 2 16p: bd sung 100 pl dich vi khuan chi thi (108
CFU/ml) vao 3ml thach agar 0,7%, tron déu va d6 hdn hop 1én dia petri
da chuan bi sin 1 16p méi truong LB 2% agar.

Nho 10ul dich TKT da tinh sach, 10pl dich moéi truong LB va dém SM
(d6i chitng &m) 1én dia thach.

Pia thach dugc dé khd & nhiét do phong truéc khi nudi u & 37°C trong
24 gio. Quan sat cac ving vi khuan bi ly giai.

Thuc thi nghiém véi ting ching vi khuan B. cereus khac nhau. Thi
nghiém duoc bé tri véi 3 1an lap lai

2.2.3. Xac dinh ty 1¢ 1ay nhiém cia thuc khuan thé

Ty 1é 1ay nhiém (MOI) dugc dinh nghia 1a ty 1& gilta cac tic nhan lay

nhiém (vi dy nhu virus...) v6i vat chu muc tiéu (vi du: té bao...) [64]. Thi

nghiém xé4c dinh ty 1& 1ay nhiém duogc dya trén phuong phap dé xuat boéi Lu

va cong su (2003) voi mot vai sira doi [65].

Vi khuan B. cereus (khoang 10° CFU/ml) dugc lay nhiém véi TKT
tuyén chon & cac ty 16 0,01; 0,1; 1 va 10 PFU/CFU.

Hon hop dugc nudi lac trong 3,5 gio & 37°C. Sau d6, ly tim hdn hop &
12.000 vong/phat trong 10 phat, dich nbi thu duoc dugc loc qua mang
loc 0,22um.

Dich trong thu duoc duoc xac dinh mat d6 TKT bang phuong phap
thach hai 16p. Quan sat va dém sé lugng vét tan

Két qua tai ty 16 MOI nao c6 mat 6 TKT cao nhat trong vong 3,5 gid
dugc coi 1a MOI t6i wu va duoc str dung trong thi nghiém tiép theo.

2.2.4. Xay dung dwong cong sinh truéng cia thuwc khuan thé

Puong cong sinh trudéng cua thuc khuan thé duoc xac dinh dua trén

phuong phap da duoc moé ta boi Hong va cong sy (2014) nhu sau [66]: Tron
déu TKT vé6i 500puL dich vi khuan (108 CFU/mL) véi ti 16 MOI thich hop. U
hén hop & 37°C trong 10 phat d& TKT dugc hap phy, sau d6 ly tam & 10.000
vong/phut trong 30 gidy ¢ nhiét d§ phong. Phén cin c6 chira vi khuin hép phu
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TKT duoc hoa lai trong 10ml méi truong LB. Liy 100ul miu mdi 5 phiat
trong 1,5 gio dé xac dinh mat do TKT va vi khuan. Thuc khuédn thé trong mdi
mau duoc xac dinh bang phuong phap dém vét tan, thi nghiém duogc lap lai 3
lan. Thoi ki tiém tang duoc xac dinh truc tiép trén dudng cong sinh trudng va
hé s6 nhan virus dugc tinh theo céng thirc sau [67]:

S6 TKT trung binh & pha can bang

Hé s6 nhan virus = — —
SO té bao bi xam nhiem
Trong do, sb té bao bi xam nhiém duoc xac dinh béng cach trir sb luong

té bao ban dau cho sb té bao khéng bi xAm nhiém.

2.2.5. Phan loai chiing thuc khuan thé dwoc tuyén chon

Hinh thai thuc khuan thé dugc quan sat va phan tich bang phuong phap
soi kinh hién vi dién tir truyén qua (TEM) [68]

Chudn bi mdu soi kinh

Dich thuc khuan thé tinh sach (108 PFU/mL) dugc nho 1én mang ludi
dong phu carbon va dugc nhuém am ban bang dung dich 2% uranyl acetate
(pH 4.0) trong 20 gidy. Hinh thai TKT dugc quan sat va chyp lai bang kinh
hién vi dién tir EM 1010- Jeol v&i hiéu dién thé 100kV tai Vién V¢ sinh dich
t& Trung wong. Thuc khuan thé duoc phan loai dua cic nguyén tic phan loai
ctia Uy ban quéc té vé phan loai virus (International Committee on Taxonomy

of Viruses).

2.2.6. Nghién ciru cac diéu kién anh hwéng dén sw on dinh cia TKT

Piéu kién nhiét @ [69]

Nhiét do 1a mot yéu tb quan trong ddi vaoi kha nang séng sot cua thé thuc
khuan [70-72]. DPé xac dinh sy anh huong cta nhiét d6 ddi véi TKT, dung
dich TKT d3 biét truéc mat do (khoangl0® PFU/mI) duge G trong vong 1 gidy
& cac didu kién nhiét do 20 °C, 30 °C, 37 °C, 50 °C, 70 °C va tai cac nhiét do -
80°C, -20°C, 4°C sau 3, 7, 10 ngay. Mat 6 TKT duogc xac dinh bang phuong
phép thach 2 16p.
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Piéu kién pH

Thtr nghiém do pH anh hudng dén hoat tinh ctia TKT duoc thuc hién
dwa trén phuong phap duoc mé ta bai Li va cong sy (2020) ¢ su sira doi
[69]: Dich TKT tinh sach v&i ndng d6 biét trude (102 PFU/ml) duoc hoa vao
dém SM vé6ipH 2, 4, 6, 7, 8, 10, 12 (v/v = 1:1) va dé & nhiét d6 phong trong 1
gior. Mat d6 TKT duogc xac dinh bang phwong phap thach 2 16p.

Diéu kién dé man [69]

Khao sat sy on dinh ctia TKT trong NaCl bang cach hoa TKT trong dung
dich NaCl voi néng do khac nhau (50, 100, 200, 300, 400, 500 va 1000 mM)
va dé trong 1 gio. Mat do TKT ¢ cac nong d6 mudi khac nhau dugc xac dinh
bang phuong phap dém vét tan.

Diéu kién tia UV

Phuong phap khao sat sy anh huong cia UV ddi véi TKT dua trén
phuong phap cua Sui va cong sy (2021) voi mot vai chinh stra [73]. TKT (mat
do 108 PFU/mI) dugc phoi nhiém tia cuc tim (budc song 254nm), khoang
cach tir miu kiém tra dén ngudn tia 1a 0,6m trong tu cy vi sinh. RGt 100pl

mdi 10 phat trong 1 gio dé xac dinh mat d6 bang phuwong phap thach hai 16p.

2.2.7. Phwong phap xir 1y so liéu
Tat cac cac thi nghiém déu dugc thuc hién 3 1an, két qua duoc biéu dién
& dang gia tri trung binh (Mean) + sai s6 (SD). Su khac biét vé mat do phage
gilta cic nhom thi nghiém dugc danh gia bang ANOVA-one way va Post —
hoc test str dung phan mém SPSS (Tap doan IBM, Armonk, New York, Hoa
Ky). Muc sai khac y nghia & muc p < 0,05.
Do thi dugc vE sir dung Excel.
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Chuong 3. KET QUA VA THAO LUAN

3.1. Két qua phan lap TKT

Véi 54 mau nghién ctru (39 mau nudce thai sinh hoat va 15 mau dat duogc
thu thap ¢ nhiéu dia diém khac nhau tai quan Cau gidy, Ha Noi) (Hinh 3.1),
sir dung 4 ching vi khuan chi thi dé phan 1ap thyc khuan thé bang phuong
phap nho giot trén thach hai 16p, chung t6i dd ghi nhan duoc 17 miu co sy
xuét hién cta thuc khuan thé voi vét tan trong & vi tri nhd giot, trong do 2
chung thuc khuan thé (16, 17) tir ngudn nudc thai tai khu vuc dan cu sinh
hoat va 15 chiing thuc khuén thé (20, 21, 22, 23, 24, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35) tir dit ¢ dia ban quan Cau Gidy, Ha Noi. Tt ca cac dong thuc
khuan thé phan 1ap dugc tinh sach it nhat 3 1an cho dén khi quan sat thay céc
vét tan rd rang va cé kich thude dong déu (Hinh 3.2B) va duogc st dung cho
cac thi nghiém tiép theo. Cac dong TKT c6 sy da dang vé kich thude vét tan
toe 1 —3 mm.

A i e B i —
.

Hinh 3. 1. Hinh énh mﬁu nghién ctru dugc str dung dé phan lap TKT (4) Mdu
nwoc thai (B) Mdu ddt dwoc bo sung moi truong lam giau



Ti 16 c6 mat cua TKT chiém 31,48% (17 mAu trén 54 mAu nghién ciru).
Trong do, ti 16 TKT duoc phan 1ap tir dt 1a 100% (15/15) cao hon rat nhiéu
so v&i phan 1ap tir mau nude thai sinh hoat chi co 5,13% (2/39). (Bang 3.1).

Bing 3. 1. Ti 1& phan 1ap TKT tir mau nghién ctru

Pic diém miu S6 lwong miu | SO lwong miu cé Til¢
TKT
Nuwéc thai 39 2 5,13%
Pit 15 15 100%
Tong 54 17 31,48%

Hinh 3. 2. Mot s6 két qua phan lap TKT

(A) Két qud khdo sat sw c6 mdt cia TKT bang phwong phdp nhé giot voi
VICC 11273 (trdi), VICC 11289 (phdi) lam vi khudn chii
(B) Két qua tinh sach dong TKT 24 (trdi), TKT 16 (phdi) véi chiing VICC
11273 la vi khudn ki chii
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Két qua nghién ctru cua chung toi kha twong dong véi két qua trong céc
nghién ctru cla céc tac gia trudc. Guinebretiere va cong su (2003) da udc tinh
c6 dén 10%— 10° bao tir vi khuan B. cereus c6 trong 1 gram dat khé [74]. Theo
Radosevich va cong su (2005), TKT c6 thé tim thay & bat ky méi truong nio
c6 chira ki chu thich hop va TKT la nhitng sinh vat rat phd bién trong dit
[75]. Két qua thu duogc ciing twong dong véi nghién ctru trude d6 ciia Oh va
cong su (2017), cac tac gia phan lap thyc khuan thé tir toan bo 11 miu dat thu
thap duoc véi ty 1€ phan lap 1én dén 100%; duong kinh vét tan tr 1 — 4 mm
[76]. Lee va cong sy (2011) phan 1ap dugc tir dat hai thue khuan thé c6 hinh
dang vét tan khac nhau, str dung chung vi khuan B. cereus phan lap tir khoai
tay nghién; duong kinh hai thuc khuan thé déu kha nho chi khoang 1mm [77].
Hai thyc khuan thé ly giai B.ceresus (S1-BC va S2-BC) duoc Roseline va
cong sy (2021) phan lap tir dat mun den va dat da ong [78]. Thorne (1968) da
phan 1ap duoc thé thuc khuan CP — 51 tir d¢at nhiém vi khuan B.cereus NRRL
569 va 1a thuc khuan thé dugc tham chiéu rong rai nhét trong nhom thuc
khuan thé ly giai B.cereus tinh cho dén nay [79]. Khong chi phd bién & trong
dat, nudc thai ciing 1a noi tim thdy thuc khuan thé nhu cong bd cua
Weinbauer (2004) [80]. That vay, cho ti nay di c6 mdt vai bao cao vé TKT
phan lap tir nude thai nhu Rovik va cdng sy (2017) di cong bd 9 TKT xam
nhiém B.cereus dugc phan lap tir nudc thai tai mot loat cac bénh vién tai
Indonesia [81]; Gdoura-Ben Amor va cong su (2022) da phan lap dugc TKT
ly giai Bacillus cereus tir cic mau nudc thai trudc va sau khi xir 1y tai mot nha
may xtr Iy nudc thai tai Phap [82].

Trong nghién cru nay, ching to61 st dung mot phuong phap lam giau
bang cach sir dung hdn hop toan b ching B. cereus dé nhan nudi cac TKT
hién dién trong trong mau, nhu vy, du TKT cé trong mau véi ) luong nho
cling s& duoc nhan 1én. Phuong phap ndy giup ting cudng xac suat phan lap
dugc thé thuc khuan mot cach nhanh chong va hiéu qua. Phuong phap nay
khac biét v6i phuong phap lam giau truyén thong khac khi chi bo sung moi
truong dé ting sinh hé vi sinh vat c6 san trong miu vat bao gom ca vi khuin
B.cereus, tuy nhién, cac loai vi sinh vat khac khong phai B.cereus cling sé&
duoc nhan 18n canh tranh voi vi khuan dich, diéu nay c6 thé 1am giam hiéu

qua phan 1ap TKT mong mudn. Nghién ciru ctia chung ti dya trén cac nghién
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clru clia cac tac gia trudc, cac tac gia sir dung hang loat cac chung vi khuan dé
phan 1ap nhiéu loai TKT lay nhiém vi khuan gay bénh Campylobacter jejuni
va Vibrio harveyi [83,84].

3.2. Két qua xac dinh phé vat chii cia TKT

BSn chung vi khuan B. cereus (VTCC 11273, VTCC 11289, VTCC
11265 va VTCC 10949) duoc st dung lam vi khuan chi thi dé xac dinh phé
vat chu, lya chon chang thuc khuan thé c6 kha nang tiéu diét nhiéu chung vi
khuan.

Cac két qua duoc biéu dién & Bang 3.2 cho thay TKT 24 c6 kha ning
tiéu diét ca 4 chung vi khuan tha nghiém véi vét tan rd rang, két qua nay cho
thiay TKT 24 1a TKT doc luc manh nhat, c6 pho hoat vat chi rong va 1a chang
tiém nang dé phat trien ché pham TKT; tiép dén la cac dong ki hieu (22, 23,
30, 33, 35) ly giai dugc 3 chang trén tong s6 4 chang vi khuan chi thi; cac
dong (20, 21, 26, 27, 28, 29, 31, 32, 34) c6 kha ning ly giai 2 chang vi khuan
chi thi, cac dong TKT nay xam nhiém céc chung vi khuan véi mic d¢6 manh
yéu khac nhau thé hién qua vét tan rd hay mo. Cubi cing 2 dong TKT 16, 17
duoc phan 1ap tir nuwéc thai sinh hoat chi ly giai dugc 1 chang vi khuan trén
tong 4 chung vi khuan chi thi dugc tht: nghiém, vét tan hinh thanh tir 2 dong
TKT rd va trong, pho vat cha hep cua 2 dong TKT nay thé hién su dic hiéu
dén cap chung cua TKT (Hinh 3.3ABCD).

Két qua nghién ctu cta ching toi co sy twong dong véi két qua cua cac
nghién ctru trudc. Kong va cong su (2018) phan lap dugc chung TKT duoc ki
hiéu PBC2 tir nu6c cong tai Lién Bang Nga, chang TKT nay c6 dic diém ly
giai rat dac hiéu, chi ly giai duoc 1 chung vi khuan trong sé 9 chiing B. cereus
dugc thir nghiém [85]. Khac biét véi két qua nghién cau cua EI — Arabi va
cong su (2013), thuc khuan thé Be431v3 dugc phan 1ap tir mot nha may xir ly
nudc thai tai Canada c6 kha niang ly giai toan bo 17 chang vi khuan B.cereus
thir nghiém [86]. Hai chung TKT ky hi¢u FWLBc1 va FWLBc2 ly giai tuong
ng 6 va 9 trén 12 chang vi khuan thte nghiém [77]. Trong mét nghién ctu
khéc, khi khao sat phé ki chi cua thé thuc khuan ®BCO1 cé4c tac gia cho thay
ching co6 kha nang ly giai ca 5 chang B.cereus chi thi [87]. Theo Kutateladze



va Adamia (2010), TKT c6 tinh dic hiéu mot lodi vi khuan hoic vai dong

trong cung mot loai [38].

Cac TKT c6 pham vi vat chi rong duoc coi 1 hitu ich hon trong mot sé
rng dung [88]. Bdi vai liéu phap TKT, mot TKT cd phd ki cha rong tiéu diét
nhiéu chung vi khuan twong duong véi mét loai khéng sinh phé rong. Hién
nay, nhiéu dong TKT duoc tron thanh cocktail dé cd thé diét nhiéu chung vi
khuan gay bénh [38]. Vi ly do trén, TKT ki hiéu 24 thé hién kha ning ly giai
manh nhat & ca 4 ching vi khuan kiém dinh nén duoc lva chon dé tién hanh
cac nghién cau tiép theo. Vi pho ly giai nhiéu chung vi khuan gay bénh B.
cereus, TKT 24 c6 thé 1a ung cir vién tiém ning trong viéc tao ché pham TKT
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tic ché B. cereus trong nganh cong nghiép thuc pham.

Bang 3. 1. Pho vat chu cia 17 dong TKT phan lap
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Cha thich: (+): TKT xdm nhiém vi khudn; (-): TKT khéng xdm nhiém vi

khuan
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Hinh 3. 3. M6t sb hinh anh thi nghiém khao sat pho vat chu

(A): Két qua thi nghiém nhé giot trén vi khuan VICC 11273 véi déi chitng dm
la moi truong LB, dém SM

(B): Két qua thi nghiém nhé giot trén vi khuan VICC 11289 véi doi chitng dm
la moi truwong LB, dém SM

(C): Két qua thi nghiém nhé giot trén vi khudan VICC 11265 véi doi chirng dm
la moi truwong LB, dém SM

(D): Két qua thi nghiém nhé giot trén vi khuan VICC 10949 véi doi ching

am la moi truong LB, dém SM
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3.3. Két qua quan sat hinh thai TKT qua TEM

Hinh thai thé thyc khuan cua TKT sé 24 duoc xac dinh qua kinh hién vi
dién tir truyén qua TEM. Duya vao hinh anh thu duoc (Hinh 3.4), c6 thé thay
TKT 24 ¢6 ciu trac dau dudi rd rang, do do, ching thudc bd Caudovirales.
TKT c¢6 cdu trac dau thap nhi dién, kich thudc 93,3 + 2,5 nm; dudi dai co dudi
duoc v6i kich thuée 131 + 3 nm khi co lai va khoang 174 + 4 nm khi dudi. Tt
nhitng hinh anh quan sat duoc, dua theo Uy ban Quéc té vé phan loai virus
(ICTV), TKT 24 dugc xac dinh thudc ho Myoviridae [89].

T Sk A o 100 nm nm
Hinh 3. 4. Hinh thai TKT 24 dugc soi bang TEM khung ti 16 100 nm

(A) TKT 24 véi dudi dang co lai (a — dau, b — ¢é, ¢ — vé dudi, d — dia goc
(base plate), e - dng duéi (tail tube))
(B) Hinh anh TKT 24 6 trang thdi dudi dudi

Kich thuéc dau cua TKT 24 16n hon so voi TKT CP — 51 (90nm):
BPS10C, BPS13 (79,9nm) va vB_BceM_Bc431v3 (85,4 nm) nhung nho hon
so v&di FWLBc1 (97 £ 5 nm); FWLBc2 (96 + 6 nm); JBP901 (95 + 5 nm)
[79,86,90]. Kich thudc dudi ciia TKT 24 lai twong ddi ngan hon so véi cac
TKT da cong bd trén. Kich thudc dudi ciia TKT 24 chi 174 nm khi & trang
thai dudi, ngin hon hon so v&i chung CP -51 (185 nm); vB_BceM_Bc431v3
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(180 £ 3 nm); FWLBc1 (210 + 25 nm); FWLBc2 (219 + 10 nm); BPS10C,
BPS13 (193,5 nm) [77,79,91,92].

Theo Gillis va cong su (2014), TKT xdm nhiém nhém vi khuan B.
cereus thudng thudc bo Caudovirales. Cho dén nay, chua co béo cdo niao vé
thuc khuan thé xAm nhiém nhom vi khuan nay thudc dang soi [93]. Tir cac dir
liu dugc phén tich, thue khuan thé xAm nhiém B.cereus thudc ho Myoviridae
kha pho bién [93]. Ngoai ra, ¢ nhiéu bao céo phan tich TEM trude ddy xac
dinh hinh thai TKT B.cereus ciing 1a mot phan thudc ho Siphoviridae
[76,77,82], mot sd it bdo cdo TKT B.cereus thudc ho Podoviridae [69,94] hay
ho Tectiviridae [95]. Cac thuc khuan thé c6 dudi thudng duoc bao cdo cd dau
30 — 160 nm va chiéu dai dudi tir 10 — 800nm [96].

3.4. Két qua xac dinh hé so da nhiém virus (MOI) in vitro

Theo Abedon va cdng su (2017) MOI 1a ty 1& giita tic nhan 1dy nhiém
v6i muc tiéu 1ay nhiém va ty 18 nay co thé dugc kiém soat bang cach diéu
chinh mat do twong ung ciia cac tic nhan va vat cha lay nhiém [97]. Theo
Silva va cong su (2014), MOI rat quan trong trong hiéu qua gay bat hoat cua
vi khuan [98]. Do d6, trudce khi xac dinh anh hudng cta cac yéu tb méi truong
dén hoat luc ciia TKT can phai xac dinh MOI tdi wu duoc sir dung.

Két qua xac dinh MOI duoc trinh bay ¢ Hinh 3.5. Dya vao Hinh 3.5 ¢0
thé thay tai MOI 0,01 mat d6 TKT 24 dat gia tri cao nhat (khoang 2.3 x 101
PFU/ml twong duong 5 + 0,11 log) so véi mat do TKT ban du sau 3,5 gio thi
nghiém. Tai MOI 0,1 mat do TKT ting 1én 3 + 0,1 log. Cudi cung, mat do
TKT chi tang 1én 1,4 £ 0,01 log va 1,0 + 0,08 log tuong ung véi MOI 1 va 10.
Su khac biét vé mat do TKT ¢ cac gia tri MOI khac nhau 14 c6 ¥ nghia théng
ké (p < 0,001). Tir nhirng két qua nay co6 thé thiy, TKT xdm nhiém vi khuin
hiéu qua nhat véi ty 18 0,01. Vi MOI 0,1; 1; 10 déu thiy duoc ¢ su nhan 1én
cua TKT tuy nhién chua dat gia tri cao, dac biét tai MOI 10 c6 thé théy luong
TKT tiang 1én chi vao khoang 1 log sau 3,5 gio thr nghiém, thap nhat trong
cac ty 1¢ duoc khao sat. biéu nay thé hién mac du luong TKT 16n hon s6 té

bao chu nhung sy xAm nhiém té bao lai khong dat hi¢u qua.
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Hinh 3. 5. Két qua xac dinh ty 1& 1y nhiém (MOI) (y nghia thong ké dugc
thuc hién béng cach so sanh gia tri moi gia tri MOI véi gia tri cuia MOI 10.
Gia tri trung binh cua ba xét nghiém doc 1ap duogc hién thj. Dau hoa thi cho
biét sy khac biét co ¥ nghia: *** p < 0,001)

Theo nghién ctru cua Xiuling Ji va cong su (2015), TKT WMY22 ting
1én khoang 4 log sau 4 gio thi nghiém & MOI 0.1 cao nhat trong sd 6 ty 1&
MOI dugc nghién ctru. O cac MOI >1, két qua mat d6 TKT dém duogc chi
taing khoang 1 log so véi TKT dau vao va tai MOI 100 sd lwong TKT ting
thip nhat. Theo Kasman va cong sy (2002), tuy nong d6 vi khuan khong anh
hudng dén viéc nhan 1én cua thuc khuan thé nhung ¢ sé lugng TKT dau vao
cao hon s luong té bao vi khuan ki chu thi s lugng TKT con chau duge sinh
ra thap [99].

Mot s nghién ctru da ching minh rang viéc str dung phage trén bé mat
bi 6 nhiém cta thyc pham lam giam sé luong vi khuan va dam bao an toan
thie pham [100]. Khi mot TKT ddc luc xAm nhap vao té bao chu, nd s& nhan
Ien va ly giai té bao, din dén sy bung phat cac hat virus. Do d6, v6i mdi lan ly
giai té bao chi, sd lugng TKT s& ting 1én. Tuy nhién, néu ty 18 TKT cao c6
thé ly giai vi khuan ma khong c6 su nhan Ién cia TKT. Trong qua trinh ly giai
ma khong ¢6 sy nhan 1én, TKT hap thy vao bé mit cia té bao cha & ty 1¢ MOI

cao (> 100) va ly giai té bao chu tai nhiéu ving bé mat té bao din dén cai chét
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clia vat chu giéng nhu sy ly giai [101]. Ty 16 MOI thap c6 lgi cho tinh kha thi
thuong mai ctia tmg dung quy mé 16n vi nd lam giam chi phi chuan bi, tinh

sach va tmg dung cua thé thuc khuan [102].

3.5. Két qua xdy duwng duong cong sinh truéng don béc

Thoi ki tiém tang 1a khoang thoi gian TKT dugc hip phu cho dén khi ly
giai mang té bao va trude khi giai phong ra ngoai [103]. Xac dinh dugc duong
cong sinh trudng s& giup tim ra thoi diém thu nhan TKT vé&i higu suat cao

nhét.
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Hinh 3. 6. Buong cong sinh truong cia TKT 24

Dya vao Hinh 3.6, c¢6 thé thay TKT 24 c6 thoi ki tiém tang vao khoang
40 phut. Sau 40 phut tro di s6 lugng TKT duoc giai phong ra moi trudng ting
1én dang ké, cung voi sy nhan 1én cua TKT la sy giam di cua ) luong vi
khuan, d6 duc cta moi trudng dan giam di. Mat do quang do duoc sau 80
phut giam xudng thap nhat, & thoi diém nay vi khuan da bi ly giai gan nhu
hoan toan va trong moi truong chi con sot lai xac vi khuan. Nong do cua vi
khuén tai thoi diém nay cling duoc khao sat, ching t6i nhan thy ¢ sy giam

mat d6 dang ké 6,2 + 0,3 log so v6i mat do t& bao ban dau. Trong thoi gian
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nay luong TKT dat dén cao nhat va gan nhu khong thay ddi c6 thé 1y giai 1a
do vi khuan di gan nhu bj ly giai hoan toan.

S6 luong TKT méi duoc sinh ra tir mot t& bao bi xdm nhiém duoc goi 1a
hé s6 nhan virus hay burst size [104]. Hé s nay c6 thé dugc tinh truc tiép tir
dudng cong sinh trudng bang cach ldy sd luong PFU trung binh tai pha can
bang chia cho s6 té bao vat chil bi xdim nhiém [67]. Tir cong thic trén, ching
t6i tinh duoc hé sd nhan virus trung binh cia TKT 24 1a 63 + 3 TKT xam
nhiém m&i mot té bao ki chu.

Lee va cong su (2011) d3 bao cédo hai thé thuc khuan FWLBcl va
FWLBc2 c¢6 thoi ki tiém tang dai 93 phat ddi véi FWLBc1 va 84 phut dbi véi
FWLBc2, ca 2 dong TKT déu c6 hé s6 nhan virus 16n lan lugt 1a 322 va 300
PFU trén 1 té bao vat chu [77]. Li va cong su (2020) di nghién ctru dic trung
tang truong cua TKT c6 ki hiéu DLc1 trén ki cha B. cereus 1582-3B, cac tac
gia cho thay thoi ki tiém tang 1a 31 phut voi hé s6 nhan virus trung binh 13 20
PFU/té bao bi xdm nhiém [69]. Hé s6 nhan virus cia TKT WMY22 vao
khoang 78 PFU/té bao & 15°C véi thoi ki tiém tang 1a 70 phut [94]. Pic diém
sinh truéng cta thé thyc khuan Be431v3 trén ching vi khuan B. cereus LIH
431 c6 thoi ki tiém tang 85 phut véi hé sd nhan virus 1a 318 PFU/té bao. So
sanh v6i cac TKT ly giai B.cereus khac, TKT 24 ¢6 thoi gian tiém tang ngin
hon FWLBc1 (93 phut), FWLBc2 (84 phut), Bc431v3 (85 phut), WMY22 (70
phut), nhung dai hon DLc1 (31 phat); hé s6 nhan virus ctia TKT 24 thip hon
FWLBc1 (322 PFU/té bao), FWLBc2 (300 PFU/té bao), Bc431v3 (318
PFU/té bao), WMY22 (78 PFU/té bao) va 16n hon gap 3 1an so vdi thé thyuc
khuan DLc1 (20 PFU/té bao).

Theo Abedon (2001) hé sé nhan virus ¢6 lién quan dén thoi ki tiém tang,
thong thudng véi thoi ki tiém tang dai thi hé s6 nhan 16n, v6i thoi ki tiém tang
ngan thi hé s6 nhan nho hon; 6ng ciing thir nghiém céac diéu kién moi truong
nham tim ra thoi ki tiém tang t6i wu, tuy nhién céc diéu kién trong phong thi
nghiém con ¢6 nhiéu khic biét vdi moi trudng phat trién ciia TKT bén ngoai
phong thi nghiém [105]. Viéc t6i da hoa tdc do phat trién ciia TKT c6 lién

quan dén toi uu thoi gian sinh san (generarion time) va hé s6 nhan virus [87].
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Thir nghiém cac diéu kién anh huong dén thoi ki ting trudng cua thuc
khuan nham t6i vu hoa kha ning phat trién, t6i wu hoa quy trinh san xuit, ing

dung quy mé pilot hodc cong nghiép.

3.6. Két qua xac dinh cac diéu kién méi trwong anh huwdong dén tinh on
dinh cia TKT 24
3.6.1. Két quda xdc dinh dnh hwong cua nhiét dé dén su on dinh cua TKT

Nhi¢t do dong mot vai trd quan trong trong vi¢c gén, xam nhap, nhan 1én
ciia TKT trong té bao vat chu va kéo dai thoi ky tiém an (trong trudng hop
TKT 6n hoa). O nhiét d6 thap hon nhiét d6 t6i wu, vat chat di truyén ctia TKT
it xdm nhap vao té bao chu vi khuan hon, do d¢, thuc khuan thé tong hop
dugc it hon. O nhiét d6 cao hon cé thé kéo dai thoi gian cua giai doan tiém
tang [87]. Bén canh d6, TKT c6 kha ning chiu nhiét tot, hoat dong tét trong
giai nhiét d6 rong ciing 13 yéu t6 quan trong trong cac tng dung sau nay.

Pé danh gia dugc anh hudng cua nhiét do dén hoat tinh cta TKT, dich
TKT (2,0 x 108 PFU/mL) dugc U cac nhiét do 20°C, 30°C, 37°C, 50°C, 70°C
trong vong 1 gio; va tai cac nhiét do -80°C, -20°C, 4°C, mat d0 TKT duoc
khao sat sau 3, 7, 10 ngay, két qua duoc ghi nhan va thé hién & Hinh 3.7 va
Hinh 3.8.
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Dua vao Hinh 3.7, 3.8 chiing t6i nhan thdy TKT 24 c6 tinh 6n dinh cao &
dai nhiét do tir 4°C dén 50°C. O 20 - 30°C, mat do TKT khong c6 sy thay doi
dang ké theo thoi gian (p > 0.05); trong khi d6, mat d6 TKT giam 0,4 + 0,15
log & 37°C va 0,6 + 0,2 log ¢ & 50°C, va mat d6 TKT giam manh nhit ¢ 70°C
(giam 5,7 + 0,12 log PFU) sau 1 gio 0. Anh hudng cta nhiét d6 dén tinh 6
dinh cua TKT dd duoc chi ra trong nhiéu nghién ctru truée. Kha ning hoat
dong & dai nhiét do 16n cling duoc ghi nhan & TKT DLcl (4 dén 55°C), theo
d6 hoat tinh giam nhanh chéng tir 65°C va mat hoan toan hoat tinh sau 1 gio
& 75°C [69]. Nguoc lai, TKT VMY22 dugc phan lap tir song bang Mingyong
thudc tinh Van Nam, Trung Qubc c6 kha nang chiu nhiét d¢ cao tuong dbi
kém khi ty 1¢ TKT song sot giam gan 30% chi sau 10 phut tai 40°C va chi con
lai 40% sau 1 gio [94]. Pac diém chéng chiu nhiét do c6 thé co lién quan dén
dic diém moi truong phan 1ap TKT, khi TKT phéan lap tir dat c6 kha ning
chiu nhiét d6 cao 1én dén 50°C va gén nhu bi mat hoat tinh & nhiét do thép,
trong khi TKT phan lap tor méi truong cod diéu kién nhiét d6 lanh hon nhu
song bang thi nguoc lai [94].

Theo két qua & Hinh 3.8, mat d6 TKT 24 khong thay doi sau 10 ngay ¢
4°C, trong khi & cac diéu kién nhiét d6 khac (-20°, -80°C), chung t6i ghi nhan
sy gidm 2 — 3 log PFU chi sau 3 ngay bdo quan. Sau 7 ngay, mat o0 TKT
giam di 4,7 log & diéu kién -20°C va 6,4 log ¢ diéu kién -80°C. Sau 10 ngay
bdo quan & -80°C thi TKT hoan toan bi mat hoat tinh; & -20°C mat do con lai
khong dang ké (~10 PFU/mL). Két qua trén tuong tu voi hai TKT FWLBc1
va FWLBc2 duogc phan lap tir dét thu thap & New Zealand da dugc bao céo on
dinh t6t & 4°C hon 1a & -80°C vdi tat ca diéu kién méi trudng, dém hodc
glycerol [77]. TKT DLc1 dugc bao quan 1én t¢i 1 nam & 4°C ma khong co sy
thay d6i nhiéu vé mat do [69]. Thorne va Holt (1974) da quan sat thay TKT
Bacillus cereus CP-51 nhay cam v&i nhiét do thap va sdng sot tét hon ¢ nhiét
d6 phong, nhiét do tdi wu cho sy 6n dinh cua TKT CP-51 1a 15°C [106]. Theo
Cac tac gia, moéi truong dinh dudng chiét xuat nAm men (NBY) dd 6n dinh
TKT trong diéu kién lanh. Sau khi b6 sung NBY, TKT pha lodng 10 lan van
gitt duoc 36% hoat tinh sau 7 gio va 19% sau 24 gio & 0°C. Khi cac mau
dugc bao quan & 15 ° C, khong quan sat thiy su bat hoat khi chung dugc pha
lodng 10 lan trong NBY. Kha ning ly gidi vin con duoc quan sat thdy trong 2
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tudn. Theo kiém tra bang kinh hién vi dién t, CP-51 c6 dau hinh luc giac va
dudi dai co lai duge [107]. Nhu da dugce chirng minh boi Ackermann va cong
su (2004), TKT c6 dudi la loai c6 kha nang it bi thoai hoa nhat khi luu trix va
thé hién kha niang sdng sot 1au nhat; mot sé loai ¢ thé ton tai sau 10 — 12 nim
¢ 4°C [108].

Két qua nghién ctru cho thdy TKT 24 c6 kha ning chiu diéu kién dong
lanh kém. Do d6, ¢ nghién ctu sép t&1, chung to1 s€ thir nghiém xac dinh loai
mdi trudng hodc thanh phan hoa chit co thé gitp TKT 24 6n dinh & nhiét do
thap. Trong sudt qua trinh thyc hién nghién ciru nay, TKT duoc luu trir & 4°C
va thuong xuyén duoc nhan giébng méi dé dam bao mat do ciing nhu hoat tinh
cua TKT.

3.6.2. Két qud khdo sat dnh hweng ciia pH dén si 6n dinh cia TKT 24

Theo Jonczyk-Matysiak va cong sy (2018) pH moi truong 1a mdt trong
nhirng diéu kién quan trong nhét han ché sy ton tai ctia vi khuan, do d6 cling
13 yéu té chinh han ché hoat déng ctia TKT [107].
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Hinh 3. 9. Két qua anh huong cua pH dén TKT
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Két qua thé hién tai Hinh 3.9 cho thdy TKT 24 ¢6 tinh on dinh t6t & dai
pH rong (pH 2 — 12), t6i vu nhit & pH 6 — 8 khi mat do TKT dém duoc sau
khi @ 1 gid gan nhu khong thay ddi so v&i ban dau (~108 PFU/mI). Mat do
TKT tai pH 2 va 12 giam di khong déng ké chi 0,3 log sau 1 gio thi nghiém.
Két qua nay tuong dong voi nghién ctru cua Li va cong su (2020), cac tac gia
nay ciing chi ra rang TKT Bacillus cereus vB_BceP-DLcl khéng thay doi
nhiéu vé mat do va on dinh ¢ dai pH tuong d6i rong 5 — 11. Kha nang chiu pH
ctia TKT phan lap phu thudc vao dija diém, moi truong ma ching phan lap.
Piéu nay da duogc chi ra trong cac nghién ctu trude d6. Shin va cong su
(2014) cho thay hai TKT BPS10C va BPS13 chi 6n dinh & dai pH 6 — 8, tdi
vu nhat & pH 6; ca hai TKT déu mat hoat tinh & pH 2 va 10,5; TKT BPS13
con gilr dugc hoat tinh & pH 4,3 va 9,5 nhung mat d§ da giam tuong ing dén
6 va 4 log [92]. Hai TKT BaceFT01va BaceCMO02 duoc phan lap tir dich dau
tuong 1én men déu giit duoc hon 60% hoat tinh & dai pH tir 6 dén 10, va mat
hoat tinh hoan toan ¢ diéu kién pH < 4 va pH > 13, bén canh d6 céc tac gia
quan sat thiy su két tia ctia TKT khi ¢ diéu kién acid [109]. TKT phén lap &
vung khi hau lanh c6 kha nang chiu lanh tdt, Ji va cong su (2015) cho théy
TKT VMY?22 thé hién su 6n dinh & nhiét do thip va hoat dong tét & dai pH
tir 5 dén 9 va t6i wu nhat & pH 8 [94].

Thong thudng, cac nghién cru vé hoat tinh ly giai ctia vi khuan da chi ra
rang hoat tinh ctia TKT kém hiéu qua hon ¢ pH nho hon 5 va 16n hon 10 va
t61 vu nhat & pH trung tinh tir 6-8 [110,111]. Mot thé thuc khuan c6 kha ning
xam nhiém sé g.'fm vao mot vi tri thu thé trén bé mit té bao vi khuan bﬁng cach
st dung lysozyme ctia thé thuc khuin dé pha v& thanh té bao vi khuin. Qua
trinh nay rat quan trong d6i voi sy Xam nhiém cta thyc khuan thé. Tuy nhién,
pH c6 thé anh huong dén hoat dong cua enzym lysozyme va véi cac protein
capsid khac, do d6 ngan can su hép phu cua thuc khuin vao céc vi tri thu thé
trén té bao vat chu [112].

Mic du hau hét TKT déu 6n dinh & pH trung tinh [98], nghién ctru cua
chung t6i cho thdy hoat tinh ctia TKT 24 hau nhu khong bi anh huong du &
gi4 tri pH thap hon pH trung tinh. Kha ning chiu pH phé rong cua TKT 24
goi ¥ tiém ning tmg dung cua TKT nay trong viéc phat trién ché pham sinh

hoc dé kiém soat sy 1ay nhiém cta B. cereus trong qua trinh ché bién va bao
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quan thuc pham. TKT 24 s& van giit dugc hoat tinh khi dugc 4p dung vao cac
loai thye pham c6 tinh acid nhu thyc pham 1én men (kim chi, dau 1én men,...)

hodc cac loai thuc phdm rau xanh, dau hi,...co tinh kiém.

3.6.3. Két qud khdo sat dnh huéng cua tia cuc tim dén TKT

Mot nguyén nhin quan trong gdy chét TKT trong tu nhién 13 tia cyuc tim
(UV). UV duoc biét 1a gay ton thuong, dot bién hoic gay chét cho vi sinh vét,
né ciing 1a nguyén nhan chinh gay chét TKT trong cac mdi trudng co tiép xiic
v4i anh sang mat troi. T goc do tng dung, TKT chét do tia cuc tim gay ra 1a
mot tréd ngai 16n ddi voi viée sir dung rong rai va linh hoat TKT trong nganh
cong nghiép thuc pham. Liéu phap TKT ngay cang duoc chi trong trong san
xuit thyc pham vi nhiéu wu diém ctia né. Dé can nhic mot dong TKT c6 thich
hop dé tng dung trong doi séng hay khong can xem xét tac dong ctia UV d6i
v6i sy phat trién ctia TKT.

Thir nghiém duogc tién hanh bang ciach cho TKT phoi nhiém tia UV
(budc song 254nm), khoang cach tir miu thi nghiém dén ngudn chiéu tia 13
0,6m va xac dinh mat do & cac thoi diém cu thé. Cac két qua thu nhan dugc
thé hién & Hinh 3.10, theo d6, mat d6 TKT 24 giam dan theo thoi gian tiép
xtc véi tia cuc tim. Mat d6 giam 0,8 log sau 20 phut chiéu tia, giam 1,5 log

sau 40 phut va 2,3 log sau 60 phdt tiép xtic véi tia cuc tim.
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TKT (y nghia thong ké dugc thuc hién bang cach so sanh gia tri & cic thoi
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1ap duoc hién thi. Dau hoa thi cho biét su khac biét ¢ ¥ nghia: *** p < 0,001)

Cac két qua nghién ciru cho thiy, TKT 24 c6 kha ning chdng chiu tia
cuc tim twong ddi tot, két qua ndy c6 thé dugc giai thich do méi truong noi
TKT 24 duoc phan 1ap 1a phén dat trén bé mat, do do thuong xuyén tiép xuc
véi bic xa mat troi, va day co thé 1a su chon loc tu nhién giap cho TKT 24
chdng chiu tia cyc tim tot hon. Gia thuyét ctia chung toi dugc ciing ¢d boi cac
nghién ctru trude d6, thue khuan thé xam nhiém Brucella arbortus phan 1ap tir
nude thai cdng ngadm duoc bao cdo mat hoan toan hoat tinh chi sau 3 phut tiép
xuc voi tia UV [113], do cac TKT phan 1ap trong nudc cbng ngam it tiép xuc
véi blirc xa mat troi do dé kha nang chiu buc xa tia UV kém. Tuong tu,
Phongtang va cong su (2021) di kiém tra kha ning chdng chiu tia cyuc tim cta
hai thuc khuén thé BaceFT01 va BaceCMO02 phan 1ap tor ddu nanh 1én men,
cac TKT nay ciing it tiép xuc véi tia cuc tim, ca hai TKT déu giit duge hoat
tinh sau 15 phut chiéu tia, tuy nhién bat hoat hoan toan sau 60 phut [109].

Ty vao muc dich st dung, néu TKT dugc phun tryc tiép 1én thuc pham
hodc bé mat thiét bi co thé s& gip phai diéu kién khic nghiét nhu tia cyc tim

s€ dan dén viéc mat kha nang xdm nhiém ctia TKT va lam giam hiéu qua khir
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trung [114], do d6 viéc sang loc duoc TKT c6 kha nang chiu dugc tia cuc tim

t6t s& cO y nghia 16n trong san xuit va Gmg dung ctia TKT.

3.6.4. Két qud khdo sat su dnh huéng cua nong dé NaCl dén tinh én dinh cua
TKT

Bacillus cereus dugc bao céo c6 kha ning chiu min tét 1én dén 10%
NaCl [115], cung v6i kha ning tao bao tir va mang sinh hoc khién B.cereus la
mot trong nhiing tac nhan gay 6 nhiém thudng xuyén duogc tim thiy ¢ cac loai
thiue pham c6 ham luong mudi cao nhu thit, rau ¢t mubi,... [76,116]. Do do6
néu cac TKT khong c6 kha ning chiu mudi tét s& kho c6 kha nang ticu diét
nhom vi khuan ndy. Vi vy trong nghién ctru nay ching toi khdo sat kha ning
chiu man cua TKT 24.

Nghién clru sy anh huong cua néng do NaCl duoc thuc hién béng cach
tron dich TKT tinh sach v&i mat 4 da biét (108 PFU/ml) vé4i dung dich NaCl
c6 néng d6 khac nhau (thé tich 2 dung dich bang nhau), két qua thir nghiém
dugc thé hién & Hinh 3.11.
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Hinh 3. 11. Két qua khao sat su anh huong cua néng d6 NaCl dén tinh on
dinh cta TKT (¥ nghia thong ké duoc thuc hién bang cach so sanh gid tri &
cac nong d6 NaCl khac nhau v6i ndng d6 NaCl OmM. Gia tri trung binh cua
ba xét nghiém doc 1ap duoc hién thi. Dau hoa thi cho biét sy khac biét c6 ¥
nghia: ** p < 0,01 va *** p <0,001)

Mat do TKT 24 gan nhu khong thay d6i & ndng d6 mubi tir 0 — 400mM
(p > 0,05) va chi giam nhe 0,2 log & 500 mM va 0,5 log & 1M. Su sai khac vé
nong do TKT & diéu kién 500mM va IM dbi véi cac diéu kién con lai co y
nghia théng ké (p < 0,05). Piéu nay thé hién rang TKT 24 bi anh hudng bai
nong do NaCl > 500mM. Két qua nay cho thay TKT 24 c6 kha ning chiu min
kha t6t va ciling tuong ddng véi cac béo céo cia Li va cong su (2020), cAc tac
gia nay ciing phan lap duoc TKT DLc1 chiu dugc do mudi 1én dén 500mM va
chi gidm nhe 6 1 M.

Ahmandi va cong sy (2017) da bao cdo TKT P100 va AS11 ly giai
L.monocytogenes van hoat dong tot & nong do NaCl 2 — 3,5%, 13 nong do
mudi thuong gip ¢ san pham thit an 1ién [117]. Mot s6 nghién ctru khéac ciing
phan 1ap dugc TKT chiu min tt trong phé mai mudi, vi qué trinh 1am pho
mai yéu cau nong do mudi cao, thong thudng 1a 1,5 — 2,3% tuy ting loai pho

mai [118]. P4 c6 nhiing bao cdo vé phan lap va st dung TKT kiém soat
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Staphylococcus aureus, L.monocytogenes trong cac san pham tir sita bao gdm
phd mai di dugc cong bd trén thé gidi [114]. Thé thuc khuan c6 yéu cau vé
mudi & ndng d6 thap dé ting kha ning 1ay nhiém va ting truong. O ndng do
thip, cac ion mudi tuong tac voi protein va 6n dinh ciu trac protein bang cach
trung hoa dién tich cua protein. Tuy nhién, v6i ndng do cao hon, NaCl lam
tang kha ning bién tinh nhiét cua protein va cé thé giy anh huong xau dén su
on dinh cAu tric cua axit nucleic cia TKT. Kha nang chiu dung d0 man cua
TKT di dugc cong bd trong nhiéu nghién ctru trude do, nong dd6 mudi toi uu
ctia mot thue khuan thé V. anguillarum duogc phan 1ap tir ao nudi ca tir 15 - 45
g/l. Cac tac gia ndy ciing cho thay, khi bao quan thé thuc khuan V. vulnificus
& 4°C véi nong do mudi 22 g/l va & 30°C véi ndng d6 mudi 10 g/l, ching van
duy tri hoat tinh sau 52 ngay luu tri.

Seaman va Day (2007) da phan lap thanh cong TKT tir mot mau dat cta
mot bai mudi & Oklahoma (M¥). P6 min ctia mach nudc ngam & khu vuc nay
dao dong trong khoang 4% dén 37% va do min cua dat tr 0,3% dén 27%.
Mot trong nhitng TKT duge phan 1ap dugc tai khu vuc nay la ®gspC thudc
ho Myoviridae, c6 bd gen 16n bat thudng (340 kb). Phan tich hé gen cua
®gspC, Cac tac gia cho rang chling mang cac gen ma hda cho céc protein gidp
chang thich nghi tét trong méi truomg ¢6 néng d6 mudi cao [119].

Theo Hidaka (1971), kha ning chju min ¢ néng do tuong duong voi do
min ctia moi trudng sinh trudng cua TKT. Tac gia di tha nghiém tinh 6n dinh
ciia 5 chung thyc khudn thé bién trong méi trudng c6 bd sung cic loai mudi
v6 co khac nhau (nuéc cat, NaCl 5%, NaCl 3%, nudc bién nhan tao pha loang
sau 1an, nudc bién nhan tao va moi trudng co chira nudc bién). Qua quan sat,
ho nhan théy rﬁng tat ca cac TKT gz‘?m nhu bi bat hoat trong modi trudong chira
0,5% NaCl so vo1i cac moi truong dugc thi nghiém con lai. Nhitng quan sat do
cho thiy cac TKT c6 kha ning xdm nhiém vi khuan manh nhat & nong do
mudi gan twong duong véi nudc bién, ngudn phan lap ban dau cia ching
[110].

Theo Thorne va Holt (1974), viéc bd sung 10 mmol/L Mg?* vao moi
truong NBY c¢6 thé bao vé TKT CP-51 khéi sy bat hoat trong diéu kién nhiét
dd bat loi. CP-51 da duoc bao cdo véi kha nang chiu lanh kém hoan toan

khong quan sat su bat hoat khi 1 trong 1 gio ¢ 0 °C trong méi truong NBY
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pH 6,8 c6 chira cac ion Mg?*. Trong khi do, & cing mdt diéu kién nhiét d6 va
pH, hiéu gia TKT CP-51 ban dau d3 bi giam di 60% khi duoc @ trong moi
truong khong c6 Mg?* [106]. Két qua nay goi ¥ viéc bd sung mudi hodc cac
jon kim loai dé tang kha nang hoat dong ctia TKT. V61 kha nang chiu dugc
nong d6 NaCl cao, TKT 24 cho thiy duogc tiém ning tng dung cua ching
trong ché bién va bao quan thyc phAm nham han ché su 1ay nhiém va phét

trién cua B. cereus.
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KET LUAN VA KIEN NGHI
KET LUAN
1. i phan 1ap duoc 17 chung thuc khuin thé c6 kha ning ly giai cac ching
Bacillus cereus va liwa chon duge thuc khuan thé s6 24 (TKT 24) c6 hoat tinh
ly giai manh nhat. Phan loai TKT 24 thudc ho Myoviridae, bo Caudovirales.
Xac dinh duoec MOI tdi wu cua thue khuén thé s6 24 13 0,01; thoi gian tiém an
khoang 40 phut, giai phong luong thuc khuan thé mdi trung binh dat 63
PFU/té bao xam nhiém.
2. Xac dinh duoc mot s6 dic diém cua TKT 24: (1) On dinh & nhiét 46 4 -
50°C; (2) chiu pH tir 2 — 12, t6i wu nhat & pH 6 — 8; (3) ¢6 kha ning chiu tia
cuc tim tét, giam 0,8 log sau 20 phut chiéu tia, giam 1,5 log sau 40 phat va
2,3 log sau 60 phut; (4) Chju dugc ndng d6 mudi 1én dén 400 mM, va giam
nhe 6 500 mM (0,2 log) va 1M (0,5 log).

KIEN NGHI

Tiép tuc tuc nghién ctru dic tinh sinh hoa cta cic ching thyc khuin thé
khac cing nhu nghién ctru tao phic hop thuc khuan thé (phage cocktail) dé
phat trién va tao ché phim thuc khudn thé ung dung trong ché bién va bao

quan thuc pham.
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