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 Nghiên cứu này nhằm định danh và đánh giá hoạt tính kháng khuẩn của 

chủng vi khuẩn Bacillus sp. B10. Phân tích hình thái và phản ứng sinh 

hóa cho thấy B10 là vi khuẩn Gram dương, sinh bào tử, có hoạt tính 

catalase và oxidase dương tính. Trình tự gen 16S rRNA dài 1484 bp có 

hàm lượng G+C 55,5% và thể hiện độ tương đồng 99,5% với Bacillus 

velezensis, thuộc nhóm Bacillus amyloliquefaciens trong phức hợp 

Bacillus subtilis. Tiềm năng kháng khuẩn từ dịch nuôi cấy ngoại bào của 

chủng B10 được đánh giá bằng phương pháp khuếch tán lỗ thạch cho thấy 

khả năng ức chế mức trung bình đối với Vibrio alginolyticus (11,3 ± 0,4 

mm), ức chế yếu Photobacterium damselae (3,9 ± 0,2 mm) và không thể 

hiện hiệu quả kháng Enterobacter hormaechei. Kết quả cho thấy chủng 

B10 thể hiện hoạt tính ức chế chọn lọc đối với Vibrio alginolyticus, gợi ý 

khả năng sinh các hợp chất có tác dụng kháng khuẩn đặc hiệu, nhiều khả 

năng liên quan đến các lipopeptide thường gặp ở chi Bacillus. Dữ liệu này 

cung cấp cơ sở ban đầu cho các nghiên cứu tiếp theo về hoạt tính kháng 

khuẩn của chủng B10 và ứng dụng trong nuôi trồng thủy sản. 

Từ khóa: 

Bacillus velezensis; 

16S rRNA; 

Lipopeptide; 

Vibrio alginolyticus. 

 

 

 

 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ  

Bacillus là chi vi khuẩn Gram dương, hình que, có khả năng sinh bào tử và phân bố phổ biến trong tự nhiên. 

Nhiều loài trong chi này đã được biết đến với các đặc tính có lợi, đặc biệt là khả năng sản xuất enzyme ngoại 

bào với giá trị công nghiệp cao. Các enzyme này được ứng dụng rộng rãi trong lĩnh vực công nghiệp thực 

phẩm và dược phẩm như protease, amylase, cellulase, giúp nâng cao hiệu quả sản xuất và chất lượng sản phẩm 

(Su et al., 2020). 

Trong nông nghiệp, các chủng Bacillus đóng vai trò quan trọng nhờ khả năng cố định đạm, sản xuất kháng 

sinh tự nhiên và các chất ức chế sinh học, góp phần kiểm soát vi sinh vật gây bệnh ở cây trồng. Nhờ vậy, việc 

ứng dụng chế phẩm Bacillus giúp giảm thiểu sử dụng hóa chất bảo vệ thực vật và kháng sinh tổng hợp, từ đó 

hướng tới nền nông nghiệp an toàn, bền vững (Petkova et al., 2025; Khan et al., 2022). 

Đặc biệt, một số chủng Bacillus sp. có khả năng sinh các hợp chất kháng khuẩn với hoạt tính mạnh, thể 

hiện tiềm năng ứng dụng không chỉ trong kiểm soát bệnh ở cây trồng và vật nuôi mà còn trong y học ở người 

(Zhang et al., 2023). Trong những năm gần đây, các loài tiêu biểu như Bacillus velezensis, Bacillus 

amyloliquefaciens và Bacillus licheniformis đã được ghi nhận có phổ kháng khuẩn rộng, đồng thời có khả năng 

tổng hợp đa dạng các nhóm hợp chất kháng khuẩn đặc hiệu, thể hiện tiềm năng ứng dụng cao trong lĩnh vực 

kiểm soát vi sinh vật gây bệnh và phát triển chế phẩm sinh học. B. velezensis thường chứa các đảo gen tổng 

hợp nonribosomal peptides (NRPs) tạo iturin/fengycin/surfactin và được báo cáo có hoạt tính kháng cả vi 

khuẩn và nấm gây bệnh thực vật cũng như tiềm năng ứng dụng sinh học (Kenfaoui et al., 2024). B. 

amyloliquefaciens liên tục được phân lập từ nhiều nguồn môi trường với hoạt tính kháng khuẩn rộng (bao gồm 

tác nhân Gram-dương và Gram-âm), nhiều nghiên cứu gần đây còn xác định các hợp chất cụ thể đóng góp cho 

hiệu lực kháng khuẩn (Palacios-Rodriguez et al., 2024). B. licheniformis được biết đến với các peptide kháng 
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khuẩn và lipopeptide (ví dụ lichenysin) có tác dụng ức chế vi khuẩn gây bệnh và giảm hình thành biofilm 

(Shleeva et al., 2023). Do đó, việc nghiên cứu, phân lập và định danh các chủng Bacillus mới, đồng thời khảo 

sát khả năng kháng khuẩn của chúng, là vấn đề có ý nghĩa khoa học và thực tiễn. 

Việc khảo sát khả năng kháng khuẩn của các chủng Bacillus bản địa, đặc biệt đối với các vi khuẩn gây bệnh 

như Vibrio alginolyticus, Enterobacter hormaechei và Photobacterium damselae có ý nghĩa quan trọng trong 

phát triển các chế phẩm sinh học phục vụ nông nghiệp. Xuất phát từ những cơ sở trên, nghiên cứu này nhằm 

định danh chủng vi khuẩn Bacillus sp. B10 bằng phương pháp định danh gen 16S rRNA và đánh giá hoạt tính 

kháng khuẩn của chủng đối với các vi sinh vật gây bệnh nêu trên. Kết quả nghiên cứu sẽ góp phần bổ sung dữ 

liệu khoa học và làm cơ sở phát triển các ứng dụng chế phẩm sinh học hoặc kiểm soát sinh học hiệu quả, an 

toàn. 

2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Đối tượng nghiên cứu  

Chủng Bacillus sp. B10 được cung cấp bởi Phòng thí nghiệm Di truyền – Vi sinh học, Trường Đại học Sư 

phạm, Đại học Huế. 

Thời gian thu mẫu: ngày 01 tháng 02 năm 2025. 

Địa điểm thu mẫu: Đầm Thủy Tú, thành phố Huế (hình 1). 

 

Hình 1. Địa điểm thu mẫu. 

2.2. Phương pháp định danh 

2.2.1. Định danh sơ bộ qua các đặc điểm sinh hóa 

Để xác định sơ bộ loài, chủng B10 được quan sát và mô tả đặc điểm hình thái khuẩn lạc trên Luria–Bertani 

(Luria–Bertani broth: tryptone 10 g, NaCl 10 g, yeast extract 5 g; pH 7,0) agar, sau đó so sánh với khóa phân 

loại trong Bergey’s Manual (Brenner et al., 2006). Sau 12–18 giờ nuôi cấy, mẫu được tiến hành nhuộm Gram 

theo phương pháp Hucker cải tiến, sử dụng Gentian violet làm thuốc nhuộm chính và Safranin làm thuốc 

nhuộm đối chứng nhằm xác định phản ứng Gram. Dựa vào sự khác biệt cấu trúc thành tế bào: vi khuẩn Gram 

dương (+) giữ màu tím, trong khi Gram âm (–) bắt màu hồng (Dũng, 2003). Khả năng sinh bào tử được kiểm 

tra bằng cách nuôi khuẩn lạc ở 30°C trong 7 ngày, sau đó cố định tiêu bản lên lam kính có chứa một giọt nước 

cất vô trùng và nhuộm theo phương pháp Ogietska. Quan sát dưới kính hiển vi bào tử bắt màu đỏ với Fuchsin 

Ziehl và tế bào chất giữ màu xanh bởi Xanh methylen Loeffler, chứng minh chủng vi khuẩn có khả năng hình 

thành nội bào tử (Dũng, 2003). Hoạt tính oxidase được kiểm tra bằng cách đặt khuẩn lạc lên giấy thấm tẩm N-

dimethyl-paraphenylenediamine (Công ty TNHH Nam Khoa, Việt Nam); sự chuyển màu xanh trên giấy cho 

thấy phản ứng dương tính. Đồng thời, khả năng sinh enzyme catalase được đánh giá bằng cách nhỏ dung dịch 

hydrogen peroxide (H₂O₂) 3% trực tiếp lên khuẩn lạc. Hiện tượng sủi bọt khí do giải phóng O₂ xác nhận sự 

hiện diện của catalase, qua đó khẳng định đặc tính hiếu khí của vi khuẩn (Dũng, 2003).  

2.2.2. Tách chiết và tinh sạch DNA tổng số 

Vi khuẩn được nuôi cấy qua đêm trong môi trường LB dịch thể trước khi tiến hành tách chiết DNA tổng số 

bằng bộ kit HTOneTM Genomic DNA Extraction (HT Biotech, Việt Nam). Mẫu được chuẩn bị bằng cách thu 

nhận khoảng 5 x 106 tế bào vi khuẩn B10 thông qua ly tâm ở tốc độ 3.000 vòng/phút trong 5 phút. Sau khi loại 
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bỏ dịch nổi, phần cặn được rửa bằng 200 µL dung dịch PBS, tiếp tục ly tâm và loại bỏ dịch nổi. Cặn tế bào thu 

được sau đó được hòa trong 200 µL PBS. Thêm vào hỗn dịch 10 µL enzyme Proteinase K, trộn đều và ủ ở 56 

°C trong 15 phút; trong quá trình ủ, mẫu được vortex nhẹ 3–5 lần để tăng hiệu quả phân giải protein. Sau khi 

hoàn tất, hỗn hợp được đưa về nhiệt độ phòng. Tiếp theo, bổ sung 10 µL RNase A nhằm loại bỏ tạp RNA, trộn 

đều và ủ ở nhiệt độ phòng trong 15 phút (QIAGEN, 2023; Thermo Fisher Scientific, 2018). 

Quá trình ly giải được tiến hành bằng cách thêm 200 µL Lysis Buffer và vortex trong 30 giây, sau đó hỗn 

hợp được chuyển vào cột lọc silica, bổ sung 300 µL ethanol tuyệt đối, trộn đều và ủ trong 3 phút trước khi ly 

tâm ở 8.000 vòng/phút trong 1 phút. Cột lọc được rửa lần lượt bằng 700 µL Wash Buffer 1 (ly tâm 8.000 

vòng/phút, 1 phút) và 500 µL Wash Buffer 2 (ly tâm 16.000 vòng/phút, 1 phút), sau đó ly tâm cột rỗng ở 

16.000 vòng/phút trong 1 phút để loại bỏ ethanol dư. DNA được rửa giải bằng cách thêm 50–100 µL Elution 

Buffer đã được gia nhiệt ở 65°C, ủ ở nhiệt độ phòng trong 3 phút và ly tâm ở 8.000 vòng/phút trong 1 phút. 

Sản phẩm DNA tinh sạch được bảo quản trong dung dịch đệm acid nucleic vô trùng hoặc lưu giữ lâu dài ở –

20°C (QIAGEN, 2023; Thermo Fisher Scientific, 2018). 

2.2.3. Khuếch đại trình tự 16S rRNA bằng phản ứng PCR 

Trình tự 16S rRNA được khuếch đại bằng phản ứng PCR với cặp mồi 27F 

(5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAC-3') và 1492R (5'-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3'). Chu trình PCR 

bao gồm giai đoạn biến tính ban đầu và hoạt hóa enzyme ở 95 °C trong 5 phút, tiếp theo là 35 chu kỳ gồm: 95 

°C trong 30 giây, 55 °C trong 20 giây và 72 °C trong 1 phút. Giai đoạn kéo dài cuối được thực hiện ở 72 °C 

trong 5 phút và sau đó giữ ở 25 °C trong 5 phút (Chakravorty et al., 2007; Janda & Abbott, 2007).  

2.2.4. Giải trình tự gen 16S rRNA và phân tích dữ liệu 

Sản phẩm khuếch đại PCR được giải trình tự theo phương pháp Sanger. Dữ liệu trình tự thô được xử lý 

bằng cách loại bỏ các đoạn có chất lượng thấp và lắp ráp thành trình tự hoàn chỉnh sử dụng phần mềm Clone 

Manager v9.0 kết hợp với ChromasPro v2.1.10. Trình tự lắp ráp hoàn chỉnh sau đó được so sánh với cơ sở dữ 

liệu GenBank của NCBI bằng công cụ BLASTn để định danh sơ bộ chủng vi khuẩn. Để xây dựng cây phát 

sinh chủng loại, các trình tự 16S rRNA tham khảo (chủng chuẩn) được thu thập từ cơ sở dữ liệu LPSN (List 

of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature, https://lpsn.dsmz.de). Các trình tự này được căn chỉnh 

đa chuỗi (multiple sequence alignment) bằng phần mềm MAFFT phiên bản 7.525 với các thiết lập mặc định. 

Cây phát sinh chủng loại được thực hiện bằng phương pháp ước lượng hợp lý tối đa (maximum likelihood) 

trong phần mềm IQ - TREE. Mô hình thay thế tối ưu được lựa chọn bằng thuật toán ModelFinder Plus và quá 

trình đánh giá độ tin cậy của các nhánh trên cây phát sinh chủng loại được thực hiện thông qua 1000 lần lặp 

bootstrap. 

2.3. Khảo sát tiềm năng kháng khuẩn của Bacillus sp. B10 

Phương pháp khuếch tán giếng thạch Kirby-Bauer có điều chỉnh được sử dụng để đánh giá tiềm năng kháng 

khuẩn của B10 trên các chủng vi khuẩn kiểm định bao gồm V. alginolyticus, E. hormaechei và P. damselae 

(Ngamsurach & Praipipat, 2022). Chủng Bacillus sp. B10 được nuôi lắc 200 vòng/phút trong môi trường LB 

broth ở 37 °C trong 24 giờ. Dịch nuôi cấy được ly tâm ở 4°C, 6.000 vòng/phút trong 15 phút để thu dịch nổi. 

Huyền phù vi sinh vật kiểm định được chuẩn hóa đến OD600 = 0,3; sau đó 100 µL được trải đều lên bề mặt đĩa 

thạch MHA (Mueller–Hinton agar: Beef Extract 300 g, tryptone 17,5 g, tinh bột 1,5 g; pH 7,3) bằng tăm bông 

vô trùng. Trên mỗi đĩa thạch, ba giếng có đường kính 6 mm được tạo bằng dụng cụ đục vô trùng, sau đó lần 

lượt nạp 100 µL mẫu dịch sau ly tâm, đối chứng dương (doxycycline 20 µg đối chứng dương cho 2 chủng V. 

alginolyticus và P. damselae, levofloxacin 30 µg đối chứng dương cho E. hormaechei) và đối chứng âm (môi 

trường LB vô trùng) vào từng giếng tương ứng. Sau khi nạp mẫu, đĩa được ủ ở 4°C trong 120 phút để dịch 

khuếch tán đều trong giếng, rồi chuyển sang ủ ở 37°C trong 24 giờ. Hoạt tính kháng khuẩn được ghi nhận bằng 

cách đo đường kính vòng vô khuẩn (mm) xung quanh mỗi giếng. 

2.4. Phương pháp xử lý số liệu  

Trong nghiên cứu này, các thí nghiệm được lặp lại 3 lần, kết quả được trình bày ở giá trị trung bình ± độ 

lệch chuẩn (Mean ± SD). Kết quả nghiên cứu được xử lý bằng phần mềm thống kê IBM SPSS Statistics 20. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Đặc điểm hình thái khuẩn lạc và sinh hóa của Bacillus sp. B10 

Sau 24 giờ nuôi cấy trên môi trường LB agar (LBA), khuẩn lạc của chủng Bacillus sp. B10 có hình dạng 

tròn, bờ rìa răng cưa, phát triển lan tỏa và có xu hướng kết dính với nhau tạo thành các mảng lớn. Khuẩn lạc 

có màu trắng ngà, lồi nhẹ, bề mặt hơi nhám và khô. Kích thước khuẩn lạc dao động trong khoảng 1–3 mm. Sự 

sinh trưởng mạnh của khuẩn lạc thể hiện qua khả năng lan rộng trên bề mặt môi trường, hình thành các dải và 

cụm liên tiếp (hình 2). 
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Hình 2. Đặc điểm hình thái khuẩn lạc chủng B10. 

Kiểu hình này phổ biến ở Bacillus spp. trên môi trường giàu dinh dưỡng: nhiều chủng tạo khuẩn lạc màu 

trắng kem, đục, bề mặt thô hoặc khô, có bờ không đều trên LB hoặc NA; trong nghiên cứu của (Zhou et al., 

2022) chủng BR-01 được xác định là Bacillus velezensis có khuẩn lạc màu trắng, phẳng, mờ đục, sần sùi và 

nhăn nheo với các cạnh không đều trên môi trường NA; tương tự theo mô tả của (Trang et al., 2020), 22 chủng 

phân lập thuộc nhóm Bacillus subtilis khi nuôi trên môi trường TSA đều có khuẩn lạc màu trắng đục hoặc 

trắng sữa, nhăn, có viền răng cưa không đều. Theo nghiên cứu của (Liu et al., 2024), Bacillus velezensis phát 

triển các khuẩn lạc màu trắng kem, hình bán nguyệt, có viền không đều và bề mặt nhẵn, ẩm khi nuôi cấy trên 

đĩa thạch LB trong 12 giờ ở 37°C, khác biệt này có thể do điều kiện nuôi cấy (nhiệt độ, pH, thành phần LB) 

hoặc do đặc điểm di truyền từng chủng.  

 

Hình 3. Khảo sát một số đặc điểm sinh hóa của chủng B10 

(a): nhuộm gram; (b): nhuộm bào tử; (c): hoạt tính catalase; (d): hoạt tính oxidase. 

Kết quả nhuộm Gram cho thấy tế bào vi khuẩn B10 hình que, bắt màu tím của thuốc nhuộm gentian violet, 

có đặc tính Gram dương (hình 3a). Theo Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, các loài trong chi 

Bacillus đều có thành tế bào peptidoglycan dày, giàu acid teichoic, giúp giữ lại thuốc nhuộm tinh thể tím và 

iod trong quá trình nhuộm Gram, do đó thể hiện phản ứng Gram dương (Brenner et al., 2006). Nhiều nghiên 

cứu cũng xác nhận đặc điểm này, theo nghiên cứu của (Hân et al., 2021) mô tả 29 chủng Bacillus sp. phân lập 

từ sản phẩm đậu nành lên men đều có Gram dương, hình que. Các chủng Bacillus phân lập từ mẫu phân của 

người khỏe mạnh trong nghiên cứu của (Bách et al., 2024) cũng được mô tả tế bào hình que và Gram dương. 

Kết quả Gram dương của B10 củng cố cơ sở sơ bộ rằng chủng này thuộc chi Bacillus và thể hiện đặc trưng ổn 

định của nhóm vi khuẩn hiếu khí sinh bào tử. 

Sau 7 ngày nuôi cấy trên môi trường LBA, B10 hình thành nội bào tử và nằm ở vị trí trung tâm (hình 3b). 

Trong nghiên cứu của (Hân et al., 2021), các chủng Bacillus có nội bào tử hình bầu dục, nằm giữa hay trong 

khoảng từ trung tâm đến gần cuối tế bào, giống với quan sát trên chủng B10 của chúng tôi. Theo Harirchi et 

al., 2022, Bacillus là chi đặc trưng bởi khả năng hình thành bào tử nội sinh giúp vi khuẩn tồn tại trong điều 

kiện bất lợi. Vì vậy, kết quả quan sát bào tử của B10 củng cố thêm căn cứ định danh trong phạm vi chi Bacillus. 

Thử nghiệm catalase được tiến hành với dung dịch H₂O₂ 10% cho kết quả dương tính, đặc trưng bởi sự xuất 

hiện bọt khí do sự giải phóng O₂ trong quá trình phân hủy hydrogen peroxide dưới tác dụng của enzyme 

catalase (hình 3c). Tương tự, phản ứng oxidase xác định bằng giấy tẩm N-dimethyl-para-phenylenediamine 

cũng cho kết quả dương tính, thể hiện qua sự xuất hiện màu xanh tím đặc trưng trong khoảng 10–30 giây sau 

khi tiếp xúc (hình 3d). Các kết quả này hoàn toàn phù hợp với báo cáo của (Hân et al., 2021), cũng như nghiên 

cứu của (Cơ & Dung, 2019), khi cả hai nhóm tác giả đều ghi nhận các chủng Bacillus sp. có phản ứng catalase 

và oxidase dương tính, phản ánh đặc trưng sinh hóa điển hình của chi Bacillus. 
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Dựa trên đặc điểm hình thái và sinh hóa bao gồm tế bào hình que, Gram dương, sinh nội bào tử ở vị trí 

trung tâm, catalase dương và oxidase dương và dựa trên khóa phân loại của Bergey có thể xác định sơ bộ 

chủng B10 thuộc chi Bacillus. 

3.2. Phân tích trình tự 16S rRNA và mối quan hệ phát sinh chủng loại của Bacillus sp. B10  

Trình tự nucleotide của chủng Bacillus sp. B10 được xác định sau khi loại bỏ các đoạn mồi và tín hiệu 

nhiễu trong dữ liệu thô, thu được trình tự cuối cùng có chiều dài 1484 nucleotide, đảm bảo chất lượng và tính 

toàn vẹn của vùng gen phân tích. Phân tích thành phần nucleotide của gen 16S rRNA cho thấy trình tự gồm 

368 base adenine (A, chiếm 24,80%), 293 base thymine (T, chiếm 19,74%), 471 base guanine (G, chiếm 

31,74%) và 352 base cytosine (C, chiếm 23,72%). Tỷ lệ (A+T)/(G+C) đạt 0,80 cho thấy trình tự có hàm lượng 

G+C cao (55,5%), đặc trưng cho các loài thuộc chi Bacillus. Hàm lượng G+C cao thường phản ánh cấu trúc 

bộ gen bền vững, khả năng thích nghi tốt với điều kiện môi trường khác nhau. 

Trình tự 16S rRNA sau khi được lắp ráp hoàn chỉnh đã được so sánh với cơ sở dữ liệu của NCBI bằng công 

cụ BLAST. Kết quả phân tích BLAST cho thấy các trình tự tương đồng hàng đầu đều có độ bao phủ truy vấn 

đạt 100% và mức độ tương đồng về nucleotide dao động từ 99,2% đến 99,5%. Trong đó, trình tự có độ tương 

đồng cao nhất là Bacillus velezensis chủng FZB42 (mã số gia nhập Genbank NR_075005.2) với giá trị tương 

đồng 99,5%. Các trình tự có mức tương đồng tiếp theo bao gồm các loài thuộc nhóm phức hợp B. subtilis như 

B. subtilis, B. vallismortis, B. amyloliquefaciens và một số loài khác thuộc chi Bacillus. (bảng 1). Kết quả này 

cung cấp bằng chứng chứng tỏ chủng B10 thuộc cụm B. amyloliquefaciens” (gồm B. velezensis–B. 

amyloliquefaciens–B. siamensis) trong phức hợp B. subtilis (Liang et al., 2024). 

Bảng 1. Kết quả tìm kiếm sự tương đồng với trình tự 16S rRNA 

Dữ liệu khi BLAST được sử dụng làm cơ sở cho bước phân tích phát sinh chủng loại nhằm xác định chính 

xác hơn mối quan hệ tiến hóa của chủng B10 với các loài trong phức hợp B. subtilis. Trình tự 16S rRNA của 

chủng B10 và các chủng tham chiếu thuộc nhóm Bacillus subtilis group (gồm B. velezensis, B. 

amyloliquefaciens, B. subtilis, B. vallismortis, B. stercoris và B. licheniformis) được sử dụng để xây dựng cây 

phát sinh chủng loại. Trình tự Staphylococcus aureus ATCC 12600 được chọn làm nhóm ngoài để xác định 

nguồn gốc. Kết quả phân tích phát sinh loài cho thấy Bacillus sp. B10 nằm trong cùng cụm với các chủng B. 

velezensis (FB-4, BS-3-108, Kham-18, Z5090-2 và G-PG3) và có khoảng cách di truyền rất ngắn (<0,01), thể 

hiện mối quan hệ tiến hóa gần gũi. Cụm này tách biệt rõ với các loài khác như B. amyloliquefaciens, B. subtilis, 

B. vallismortis và B. stercoris, cho thấy sự phân nhánh đặc trưng trong nhóm B. subtilis sensu lato (hình 4). 

Trong khi đó, B. licheniformis và S. aureus nằm ở các nhánh xa hơn, phản ánh sự khác biệt về di truyền và 

khẳng định tính hợp lý của việc chọn outgroup. Sự phân bố này chứng minh rằng chủng Bacillus sp. B10 có 

mối quan hệ tiến hóa gần nhất với B. velezensis, qua đó cho phép khẳng định chủng nghiên cứu thuộc loài B. 

velezensis hoặc cùng cụm phân loại tiến hóa (B. velezensis group). Những ghi nhận này phù hợp với các nghiên 

STT Tên chủng Tên khoa học 

Điểm 

tương 

đồng cao 

nhất 

Độ bao 

phủ truy 

vấn (%) 

Tỷ lệ 

tương 

đồng trình 

tự (%) 

Chiều 

dài 

trình tự 

(bp) 

Mã truy cập 

1 
Bacillus velezensis strain 

FZB42 16S 
Bacillus velezensis 2691 100% 99.46% 1550 NR_075005.2 

2 
Bacillus subtilis subsp. subtilis 

strain 168 

Bacillus subtilis 

subsp. subtilis 
2686 100% 99.39% 1550 NR_102783.2 

3 
Bacillus vallismortis strain 

DSM 11031 
Bacillus vallismortis 2680 100% 99.33% 1530 NR_024696.1 

4 Bacillus subtilis strain DSM 10 Bacillus subtilis 2675 100% 99.26% 1517 NR_027552.1 

5 
Bacillus amyloliquefaciens 

strain NBRC 15535 

Bacillus 

amyloliquefaciens 
2673 100% 99.32% 1475 NR_112685.1 

6 
Bacillus amyloliquefaciens 

strain NBRC 15535 

Bacillus 

amyloliquefaciens 
2671 100% 99.39% 1472 NR_041455.1 

7 
Bacillus subtilis strain IAM 

12118 
Bacillus subtilis 2669 100% 99.19% 1550 NR_112116.2 

8 
Bacillus stercoris strain JCM 

30051 
Bacillus stercoris 2669 100% 99.19% 1508 NR_180796.1 

9 Bacillus cabrialesii strain TE3 Bacillus cabrialesii 2669 100% 99.19% 1550 NR_180419.1 

10 
Bacillus inaquosorum strain 

BGSC 3A28 
Bacillus inaquosorum 2669 100% 99.19% 1538 NR_104873.1 
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cứu trước đây cho thấy các chủng B. velezensis thường có trình tự 16S rRNA tương đồng cao (>99%) và mang 

đặc điểm sinh lý–sinh hóa tương tự, đặc biệt về khả năng sinh tổng hợp lipopeptide kháng khuẩn như surfactin, 

iturin và fengycin (Markelova & Chumak, 2025). 

 

Hình 4. Cây phát sinh chủng loại của B10 và các loài gần gũi được xây dựng bằng trình tự 16S rRNA. 

3.3. Tiềm năng kháng khuẩn của Bacillus sp. B10 

Kết quả khảo sát tiềm năng kháng khuẩn của dịch nuôi cấy ngoại bào cho thấy chủng Bacillus sp. B10 thể 

hiện hoạt tính kháng khuẩn trung bình đối với V. alginolyticus với đường kính vùng ức chế đạt 11,3 ± 0,4 mm, 

trong khi không ghi nhận được vùng ức chế đối với E. hormaechei và chỉ ức chế yếu đối với P.damselae (3,9 

± 0,2mm) (bảng 2). 

Bảng 2. Đường kính vòng vô khuẩn của Bacillus sp. B10 với các chủng vi khuẩn kiểm định  

Vi sinh vật kiểm định Đường kính vòng kháng khuẩn Mean ± SD (mm) 

V. alginolyticus 11,3 ± 0,4 

P. damselae 3,9 ± 0,2 

E. hormaechei 0 ± 0 

Điều này chứng tỏ Bacillus sp. B10 có thể có khả năng sinh ra các hợp chất kháng khuẩn chuyên biệt tác 

động chọn lọc vi khuẩn Gram âm thuộc chi Vibrio nhưng phạm vi tác động hẹp, không có hiệu quả rõ rệt 

(Sreedharan et al. 2023). Sự khác biệt này có thể xuất phát từ cấu trúc màng ngoài của vi khuẩn đích, đặc tính 

khuếch tán của hợp chất kháng khuẩn hoặc cơ chế đề kháng tự nhiên của vi sinh vật kiểm định (Rouvier et al., 

2025). 

 

Hình 5. Đường kính vòng vô khuẩn (a): V. alginolyticus, (b): P. damselae và (c): E. hormaechei 

(1): Dịch ngoại bào của chủng B10; (2): doxycycline 20 µg; (3): levofloxacin 30 µg (-): LB broth. 

Kết quả ghi nhận trong nghiên cứu này cho thấy hoạt tính kháng khuẩn của dịch nuôi cấy ngoại bào chủng 

B10 tương đối thấp so với một số báo cáo trước đó về các chủng B. velezensis và B. subtilis, vốn đã được chứng 
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minh có khả năng tiết ra lipopeptide kháng khuẩn (như surfactin, iturin, fengycin) ức chế mạnh các vi khuẩn gây 

bệnh thủy sản thuộc chi Vibrio. Các hợp chất này có khả năng phá vỡ màng tế bào, gây mất mát ion và protein 

qua màng tế bào, từ đó làm mất cân bằng nội môi, ức chế quá trình sinh trưởng hoặc dẫn đến chết tế bào đích 

(Markelova & Chumak, 2025; Zhou, 2025). Trong nghiên cứu của (Yu et al., 2022) chủng B. velezensis YA215 

được xác định chứa ba nhóm lipopeptide (surfactin, iturin và fengycin) và có phổ hoạt tính kháng khuẩn và kháng 

nấm rộng. Chủng này có tác dụng ức chế mạnh đối với các vi khuẩn gram dương như Bacillus 

licheniformis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus CGMCC26003, Bacillus nanotuberculosis, Bacillus 

subtilis CGMCC1.14985 và Bacillus subtilis CGMCC1.15792 và đối với các vi khuẩn gram âm như Escherichia 

coli CGMCC44102, Salmonella typhimurium CGMCC11190 và Shigella flexneri CGMCC110599. Trong thử 

nghiệm khả năng kháng nấm, YA215LE cũng thể hiện tác dụng ức chế mạnh đối với Fusarium oxysporum 

f.sp.cubense, Rhizopus stolonifer CGMCC3.31 và Penicillium expansum CICC 40658. Chủng B. velezensis D-

18 trong nghiên cứu của (Monzón-Atienza et al., 2024) có khả năng phá vỡ tín hiệu giao tiếp vi khuẩn và sinh 

biofilm của V. anguillarum - tức là cơ chế ức chế ngoài việc gây chết trực tiếp còn có cơ chế gián tiếp, cho thấy 

tiềm năng ứng dụng cao trong phòng ngừa bệnh vi khuẩn ở thủy sản. 

Bacillus sp. B10 không gây ức chế đối với E. hormaechei có thể do sự ảnh hưởng của các điều kiện nuôi 

cấy và sinh trưởng, bao gồm thành phần môi trường, giai đoạn phát triển của tế bào, pH, nhiệt độ, cũng như 

nồng độ và thời gian ủ của dịch nuôi cấy ngoại bào. Những yếu tố này chi phối quá trình tổng hợp và tiết ra 

các hợp chất kháng khuẩn thứ cấp, điển hình như lipopeptide hoặc bacteriocin, vốn đóng vai trò chính trong 

hoạt tính kháng khuẩn của các chủng Bacillus spp. (Shi et al., 2024). Ngoài ra, giá trị sai số chuẩn thấp (SD < 

0,4 mm) phản ánh tính lặp lại cao và độ tin cậy tốt của kết quả giữa ba lần thí nghiệm lặp lại. 

4. KẾT LUẬN 

Chủng Bacillus sp. B10 được định danh thuộc phức hợp B. subtilis, gần nhất với B. velezensis, với các đặc 

điểm sinh hóa điển hình của chi Bacillus và trình tự 16S rRNA tương đồng cao với B. velezensis FZB42 (G+C 

= 55,5%), cho thấy tính ổn định về phân loại. Thử nghiệm hoạt tính kháng khuẩn in vitro cho thấy dịch ngoại 

bào của B10 có khả năng ức chế V. alginolyticus ở mức trung bình và ức chế yếu P. damselae, trong khi không 

ảnh hưởng đến E. hormaechei, phản ánh khả năng kháng khuẩn ở mức trung bình. Kết quả này cung cấp cơ sở 

khoa học ban đầu cho việc nghiên cứu chủng B10, đồng thời gợi ý các nghiên cứu tiếp theo nên đánh giá hiệu 

quả in vivo, khảo sát khả năng ứng dụng trong kiểm soát vi khuẩn gây bệnh, và thử nghiệm các điều kiện nuôi 

cấy hoặc bổ sung nhằm tăng cường hoạt tính kháng khuẩn của chủng. 

Lời cám ơn: Nghiên cứu được tài trợ bởi Trường Đại học Sư phạm, Đại học Huế trong khuôn khổ đề tài 

mã số T.25.TN.106.06. Chân thành cảm ơn Quý Thầy Cô CB-GV Khoa Sinh học đã giúp đỡ nhóm tác giả 

hoàn thành nghiên cứu này. 

PHỤ LỤC 

Trình tự nucleotide 16S rRNA của chủng Bacillus sp. B10: 

AGACGACGCTGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGAGCTTGCTCCCTG

ATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTCCG

GGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTCAGACATAAAAGGTGGCTT

CGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAA

GGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG

ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGC

CGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTGCCGTTC

AAATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCC

GCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGT

TTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTT

GAGTGCAGAAGAGGAGAGTGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGA

ACACCAGTGGCGAAGGCGACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGGA

GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGG

TTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGA

CTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG

CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTT

CGGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA

GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAAGGTGAC

TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTG

GGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGTTAAGCCAATCC
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CCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGAAGCTGGAATCGCTA

GTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACA

CCCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTTTAGGAGCCAGCCGCCGAAGG

TGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTCGTAC 
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 This study aimed to identify and evaluate the antibacterial activity of 

the bacterial strain Bacillus sp. B10. Morphological and biochemical 

characterization revealed that strain B10 is a Gram-positive, spore-

forming bacterium exhibiting positive catalase and oxidase 

activities. The 16S rRNA gene sequence (1484 bp) exhibited a G+C 

content of 55.5% and shared 99.5% similarity with Bacillus 

velezensis, belonging to the Bacillus amyloliquefaciens group within 

the Bacillus subtilis complex. The antibacterial potential of the 

extracellular culture supernatant of strain B10, evaluated using the 

agar well diffusion assay, showed moderate inhibition against Vibrio 

alginolyticus (11.3 ± 0.4 mm), weak inhibition against 

Photobacterium damselae (3.9 ± 0.2 mm), and no inhibitory effect 

on Enterobacter hormaechei. These results indicate that strain B10 

exhibits selective inhibitory activity against Vibrio alginolyticus, 

suggesting the production of specific antibacterial compounds, 

likely related to lipopeptides commonly synthesized by members of 

the genus Bacillus. The findings provide preliminary evidence for 

further investigation of the antibacterial mechanisms of strain B10 

and its potential application in aquaculture. 
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