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ISOLATION AND EVALUATION OF POTENTIAL PROBIOTIC OF Bacillus subtilis
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Tóm tắt – Thu thập 60 mẫu ruột gà từ các trại
gà ở thành phố Cần Thơ, Trà Vinh, và An Giang,
nghiên cứu ghi nhận được 22 chủng có khả năng
là vi khuẩn Bacillus spp. với các đặc điểm như
vi khuẩn hình que, khuẩn lạc trắng đục, tròn lồi,
và là vi khuẩn gram dương. Các chủng vi khuẩn
được tìm thấy (22 chủng) tiếp tục được khảo sát
về khả năng di động và xin bào tử. Kết quả lựa
chọn được 5/22 chủng để tiến hành chạy PCR và
giải trình tự gen. Các vi khuẩn nghi ngờ được
xác định bằng kĩ thuật giải mã trình tự gen 16S
rRNA. Hai khuẩn tìm được là Bacillus subtilis,
đặc tính probiotic của hai chủng TV12 và AG10
được khảo sát các đặc điểm bao gồm: khả năng
bám dính, sức chịu đựng được trong môi trường
pH và muối mật của hệ tiêu hoá, mức độ tự bám
dính. Tại pH 2 và 3, hai vi khuẩn có tỉ lệ sống
khá cao là 56,07% (TV12), 55,06% (AG10) và
duy trì tỉ lệ sống trong suốt 180 phút khảo sát
ở nồng độ muối mật 0,3%. Về mức độ tự bám
dính, khả năng liên kết của hai chủng tăng gấp
đôi sau 5 giờ thử thách ở nhiệt độ tiêu chuẩn.

Từ khóa: Bacillus subtilis, phân lập,
probiotic, ruột gà.

Abstract – The study was conducted on 60
chicken intestine samples collected from chicken
farms in Can Tho City, Tra Vinh Province, and
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An Giang Province. The results obtained a to-
tal of 22 potential Bacillus spp. with cultural
characteristics such as circular colonies, fuzzy
white, round, rod-shaped bacteria, and gram-
positive. These bacterial strains (22 strains) were
further examined for motility and spore formation
capabilities. Five out of the 22 strains were
selected for PCR and gene sequencing. Suspected
bacteria were identified using 16S rRNA gene
sequencing. After collecting the Bacillus subtilis,
the probiotic properties of the two strains TV12
and AG10 were evaluated with criteria including
the tolerance of acid bile salts (pH and bile salts),
and aggregation ability. The study recorded that
the two bacterial strains had quite high survival
rates of 56.07% (TV12) and 55.06% (AG10),
respectively at pH 2 and 3, and maintained
survival rates during 180 minutes at 0.3% bile
salt concentration. Regarding aggregation ability
and high temperature doubled after 5 hours of
incubation at standard temperature.

Keywords: Bacillus subtilis, intestine sample,
isolation, probiotics.

I. ĐẶT VẤN ĐỀ

Hiện nay, dịch bệnh trên động vật đang ngày
càng có chiều hướng tăng cao và khó kiểm soát.
Vì vậy, kháng sinh được dùng trong việc ngăn
ngừa bệnh ngày càng rộng rãi. Trương Huỳnh
Anh Vũ và cộng sự [1] cho biết kháng sinh được
sử dụng chưa được kiểm soát đã dẫn đến thịt tươi
sống cũng có thể vấy bẩn các dạng vi trùng, vi
khuẩn có khả năng kháng kháng sinh. Do đó,
một số biện pháp thay thế đang được nghiên
cứu, trong đó có vấn đề sử dụng các chế phẩm
probiotic. Đặc biệt, các hộ chăn nuôi gia cầm,
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probiotic dựa trên việc sử dụng vi khuẩn Bacillus
spp. đang trở nên phù hợp như là lựa chọn thay
thế cho việc dùng kháng sinh [2]. Theo Kabir
[3], việc sử dụng probiotic có rất nhiều ưu điểm
như giúp khả năng tiêu hoá và hấp thụ thức ăn
tốt hơn, hạn chế sự phát triển vi khuẩn có hại,
từ đó giúp vật nuôi tăng sức đề kháng chống lại
bệnh và tăng năng suất vật nuôi [4]. Trong đó, vi
khuẩn Baccillus được sử dụng rộng rãi vì chưa
có nghiên cứu ghi nhận chủng này có khả năng
gây hại trong quá trình sử dụng [5]. Tuy nhiên,
việc tìm được vi khuẩn chuyên biệt trên gia cầm
vẫn còn hạn chế [6] và chỉ có một vài chủng nhất
định có đặc tính sinh học thích hợp để sử dụng
làm probotic. Vì vậy, nghiên cứu này có mục tiêu
tìm ra chủng vi khuẩn có thể dùng làm probiotic
ứng dụng trong thực tế.

II. TỔNG QUAN NGHIÊN CỨU

Từ lâu, vi khuẩn Bacillus spp. có ưu điểm là
an toàn và có khả năng thích nghi cao đối với
tác động lí hoá. Do vậy, vi khuẩn này được ưu
tiên để chế tạo probiotic cho vật nuôi ở quy mô
công nghiệp. Ngoài ra, hai đặc điểm quan trọng
quyết định để trở thành vi khuẩn probiotic là khả
năng phát triển và khả năng bám dính [7, 8] trong
hệ tiêu hoá. Chaiyawan et al. [9] thực hiện chọn
lọc vi khuẩn hình thành bào tử tại địa phương
có đặc tính sinh học, 164 chủng vi khuẩn hình
thành bào tử đã được phân lập từ 152 mẫu ruột
được thu thập từ 38 con gà thả vườn ở địa phương
được nuôi ở phía bắc Thái Lan. Để xác định các
chủng vi khuẩn, phương pháp xác định dựa vào
hình thái và sinh hóa, sau đó là phân tích trình
tự 16S rDNA. Dựa vào trình tự 16S rDNA, T3-1
được xác định là Bacillus spp. Bào tử của chủng
này có khả năng kháng dịch dạ dày và dịch ruột
non mô phỏng, nhiệt độ cao lên tới 100oC và
có thể tồn tại trong nước có chứa dư lượng clo
5 ppm trong 120 phút. Razdan et al. [10] khảo
sát các vi khuẩn được phân lập trong điều kiện
pH thấp 2.0, muối mật (0,02 – 0,25%) và NaCl
(2–14%). Kết quả cho thấy các chủng đều tồn
tại được ở môi trường đường tiêu hoá. Ngoài ra,
các chủng CM-4 và KD-7 đáng chú ý nhất vì có
thể chống lại một số chủng gây hại như S.ureus
và Streptococcus spp. Tương tự, khảo sát của Lê
Thị Hải Yến và cộng sự [6] tìm được 42 chủng

từ phân và mẫu đất tại trại gà ở Cần thơ. Các
chủng này được sàng lọc qua các xét nghiệm như
xét nghiệm lecithinase và catalase, xét nghiệm
Voges-Proskaeur (test VP), xét nghiệm amylase,
khả năng tồn tại ở 50oC và xét nghiệm cellulose.
Để định danh vi khuẩn, nhóm tác giả sử dụng
bộ kit API CH50B và giải mã trình tự gen 16S
rRNA để khẳng định lại kết quả nghiên cứu của
kit API, kết quả chủng vi khuẩn CT11 đã được
xác định là Bacillus subtilis. Ramlucken et al.
[2] cũng tiến hành đánh giá bằng việc đánh giá
khả năng sống sót và tăng sinh của chủng khuẩn
phân lập trong điều kiện dịch tiêu hóa và độ bám
dính trên tế bào biểu mô, sản xuất các enzym
ngoại bào và thể hiện hoạt tính đối kháng chống
lại các mầm bệnh. Kết quả thu được sáu chủng
phân lập đã được chọn do khả năng sinh học
toàn diện của một probiotic. Các chủng được xác
định bằng trình tự RNA 16S và tìm ra các chủng
phân lập này là B. subtilis và B. velezensis. Khảo
sát của Nguyễn Thị Hạnh Chi và cộng sự [11],
Nguyễn Thị Phương Thảo và cộng sự [12] cũng
đã nghiên cứu được vi khuẩn Bacillus spp. có
thể sinh enzyme và có thể sống sót và phát triển
được ở 50oC, kháng các vi khuẩn có hại đường
tiêu hóa Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella với đường kính vùng ức chế 12–22
mm; có thể chống chịu trong môi trường có độ
pH 2,0 và muối mật 2%. Các nghiên cứu trước
đây đã cho thấy vấn đề probiotic đang rất được
quan tâm và sẽ là một xu thế tất yếu để ứng dụng
trong tương lai, do vậy việc tìm ra chủng vi khuẩn
probiotic có đặc tính probiotic và nguồn gốc từ
Việt Nam là thật sự cần thiết.

III. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

A. Địa điểm nghiên cứu

Thí nghiệm được thực hiện tại Phòng Thí
nghiệm Công nghệ Sinh học Động vật, Khoa
Chăn nuôi, Trường Đại học Cần Thơ và Phòng
Thí nghiệm Trường Đại Học Trà Vinh.

Mẫu được giải trình tự gen 16S rRNA Bacillus
spp. tại Công ty TNHH T&N Biosolution (Việt
Nam).

B. Vật liệu nghiên cứu

Tổng cộng 60 mẫu ruột (20 mẫu/tỉnh) được thu
lấy tại các trại gà ở tỉnh An Giang, tỉnh Trà Vinh

69



Lý Thị Thu Lan, Nguyễn Thị Anh Thư, Nguyễn Thị Mỹ Hằng và cộng sự THÚ Ý

và thành phố Cần Thơ. Mẫu được kí hiệu gồm
hai chữ cái đầu tiên là tên của tỉnh tương ứng
như Trà Vinh: TV, Cần Thơ: CT, An Giang: AG;
và số thứ tự từ 1 đến 20 đại diện cho số thứ tự
của mẫu thu được.

C. Phương pháp xác định các chủng Bacillus
spp.

- Phân lập vi khuẩn
Mẫu ruột (ruột non và ruột già) sẽ được nghiền

và pha loãng theo phương pháp Aslim et al. [13].
Mẫu sau khi được pha loãng, ủ trong 2 giờ ở
nhiệt độ 37°C để tăng sinh. Sau đó, lấy 1 ml
dung dịch mẫu đã tăng sinh chuyển vào ống tube
để xử lí nhiệt ở nhiệt độ 80°C trong 30 phút. Sử
dụng que cấy, cấy mẫu lên môi trường LB (Lauryl
Tryptose Broth-Himedia) và ủ ở nhiệt độ 37°C
trong 24 giờ. Các khuẩn lạc Bacillus spp. được
nhận dạng dựa trên mô tả của David et al. [14]
với đặc điểm như có màu trắng đục, hình dạng
tròn, bìa nguyên. Vi khuẩn sẽ được lưu trữ trong
ống Eppendorf chứa môi trường NB với glycerol
20% theo tiêu chuẩn TCVN 8736 - 2011. Sau khi
được nuôi cấy, phân lập, thực hiện nhuộm Gram
để chọn lọc ra các chủng có đặc điểm của vi
khuẩn Bacillus spp. như hình que, Gram dương,
sinh bào tử và di động.

- Kiểm tra khả năng di động
Sử dụng que cấy chấm khuẩn lạc Bacillus spp.

từ đĩa TSA cho vào các ống nghiệm chứa môi
trường thạch chuyên biệt LB đặt theo phương
thẳng đứng, nuôi thích hợp ở 37oC/24 giờ. Dựa
vào đặc điểm mọc theo đường cấy để xác định
sự di động của vi khuẩn: di động (mọc lan ra),
không di động (mọc thẳng đứng).

- Định danh vi khuẩn
Quy trình trích xuất DNA được mô tả

theo Breugelmans et al. [15], sau khi li
trích DNA, sử dụng cặp mồi được thiết
kế theo Lane et al. (1985) [16] để thực
hiện PCR với trình tự gồm: 27F: (5’-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) 1492R: (5’-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’27F), hỗn
hợp được cho vào ống tube chuyên dùng trong
PCR với chu kì gia nhiệt như Hình 1. Triển khai
điện di các sản phẩm PCR trên gel agarose 2%,
110 V, 400 mA trong 15 phút. Các mẫu điện di
PCR sẽ được quan sát thông qua hình ảnh hiện

trên gel bằng hệ thống chụp hình Logic 1500
Imaging System của Kodak. Tiến hành giải mã
trình tự gene để xác định tên loài [5] đối với các
mẫu có vạch DNA đậm và rõ trên gel agarose.

Hình 1: Chu kì gia nhiệt
của phản ứng PCR [16]

D. Phương pháp kiểm tra đặc điểm Probiotic

- Ảnh hưởng của pH lên khả năng tồn tại của
vi khuẩn

Bố trí được thực hiện ở mức pH khác nhau: 2
và 3. Nghiên cứu được lặp lại ba lần theo mô tả
của Erkkilä et al. [17]. Huyền phù vi khuẩn (được
nuôi trong môi trường NB ở 37oC trong 24 giờ)
trong dịch đệm PBS (pH = 7,2). Tiếp tục pha
loãng để có được mật độ vi khuẩn là 108 cfu/ml.
Sau đó, cho 1 ml dịch huyền phù vào 9 ml dung
dịch (NaCl, Na2HPO4, H2O và KH2PO4) được
chuẩn độ về các pH = 2 và 3 bằng HCL 1 M.
Cho dung dịch đã được trộn đều ủ trong máy lắc
90 phút ở 37oC. Các sinh vật sống sót được đếm
trên môi trường thạch NB (37oC trong 24 giờ).
Đếm số lượng khuẩn lạc ở các đĩa có từ 30 đến
300 khuẩn lạc, dựa vào số lượng khuẩn lạc để
tìm ra mật độ vi khuẩn ban đầu theo công thức
sau: Stbo/ml = Ax100×B

Trong đó:
Số khuẩn lạc trung bình đếm được của ba giọt

là A (số khuẩn lạc/10 µl).
Hệ số pha loãng là B (ví dụ 104; 105; 106;. . . )
Hệ số chuyển đổi từ 10 µl đến 1 ml là 100
- Tác động của nồng độ muối mật lên khả năng

chống chịu của vi khuẩn
Nghiên cứu dựa trên mô tả bởi Gilliland et

al. (1984) [18] , sau tăng sinh của vi khuẩn ở
môi trường NB trong 24 giờ, đo chỉ số quang
học (OD) tại bước sóng 600 nm nhằm đưa nồng
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độ vi khuẩn ở mức 108 cfu/ml, với OD từ 0,3
đến 0,5. Lấy 1,5 ml dung dịch nuôi cấy chứa
vi khuẩn với mật số 108 cfu/ml và chuyển vào
4 ống Eppendorf (2 ml), li tâm với tốc độ 2.000
vòng/phút trong 15 phút để thu tế bào. Tiếp theo,
rút 1,5 ml nước cất vô trùng để rửa tế bào và thu
cặn. Cặn thu được từ 04 ống Eppendorf (1 ml)
được chuyển vào 04 ống nghiệm chứa 9 ml môi
trường NB có bổ sung 0,3% muối mật và được kí
hiệu lần lượt là G0, G1, G2, G3, các ống nghiệm
được lắc đều. Sau các mốc thời gian (0, 60, 120
và 180 phút) tương ứng với các ống nghiệm G0,
G1, G2, G3, tiến hành pha loãng và đếm sống
nhỏ giọt để đếm mật số vi khuẩn. Mật số khuẩn
lạc mà vi khuẩn sống được trên môi trường nuôi
cấy sẽ được ghi nhận.

Số lượng khuẩn lạc ở các đĩa có từ 30 đến 300
khuẩn lạc được đếm, mỗi khuẩn lạc phát triển từ
một tế bào vi khuẩn, dựa vào số lượng khuẩn lạc
để tìm ra mật độ vi khuẩn ban đầu theo công
thức sau: Stbo/ml = Ax100×B

Trong đó:
Số khuẩn lạc trung bình đếm được của ba giọt

là A (số khuẩn lạc/10 µl).
Hệ số pha loãng là B (ví dụ 104; 105; 106;. . . )
Hệ số chuyển đổi từ 10 µl đến 1 ml là 100
- Đánh giá khả năng tự bám dính của vi khuẩn
Áp dụng phương pháp của AlGburi et al. [19]

để triển khai thí nghiệm, nuôi vi khuẩn trong NB
và lắc ở 120 vòng/phút, ở nhiệt độ 37°C trong 24
giờ. Sau khi tăng sinh, sinh khối tế bào thu được
được rửa hai lần và tái huyền phù dung dịch đệm
PBS. Sau đó, đo chỉ số quang học (OD) tại bước
sóng 600 nm và đưa mật độ vi khuẩn để đạt mức
108 cfu/ml. Tiếp tục rút 4 ml dịch vi khuẩn cho
vào 04 ống nghiệm và đánh dấu là TR1, TR2,
TR3, TR4. Ủ các ống nghiệm ở nhiệt độ 37°C
và đo OD của từng ống nghiệm tại 04 thời điểm
60, 120, 180 và 240 phút. Đặc tính tự bám dính
được đo như sau:

Khả năng tự bám dính (%) = (A0˘At)/A0×
100.

Trong đó:
A0: OD 600 của dung dịch tế bào ở thời điểm

t = 0 giờ;
At : OD 600 dung dịch tế bào ở các thời điểm

t = 60 phút, 120 phút, 180 phút, 240 phút.

E. Xử lí số liệu

Nghiên cứu sử dụng phần mềm Excel 2013
để tổng hợp số liệu và phân tích thống kê theo
Minitab 16.1, ở mức ý nghĩa 95%.

IV. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

A. Kết quả phân lập và định danh vi khuẩn
Bacillus spp.

Phân lập vi khuẩn Bacillus spp.
Hình 2 cho thấy có 22 chủng vi khuẩn chiếm

tỉ lệ 36,67% (22/60 mẫu) có đặc điểm được ghi
nhận như sau: hầu hết các khuẩn lạc có dạng
tròn đều, màu trắng trong hoặc trắng đục, và hình
dạng bìa nguyên. Kết quả này tương thích với Lee
et al. [20], Nguyễn Thị Hạnh Chi và cộng sự [11]
và Lu et al. [21], các khuẩn lạc Bacillus spp. có
màu trắng, tròn, khô, bìa nguyên, Gram dương
và tế bào có kích thước trên 3 µm.

Hình 2: Khuẩn lạc trên môi trường LB

Khả năng sinh bào tử
Nghiên cứu đã chọn 22 dòng vi khuẩn để kiểm

tra việc sinh bào tử. Vi khuẩn được tăng sinh,
sau đó nuôi cấy trên môi trường LB (dành cho
Bacillus spp.) ở 37oC/24 giờ.

Kết quả Bảng 1 cho thấy rằng, trên môi trường
LB, tỉ lệ vi khuẩn sinh bào tử là 9/22 (40,90%).
Tỉ lệ nghiên cứu này tương đương với Nguyễn
Thị Hạnh Chi [11], tìm được 137 chủng vi khuẩn
nghi ngờ là vi khuẩn Bacillus với đặc điểm như
trực khuẩn Gram dương và sinh bào tử khi quan
sát sau 48 giờ. Trong đó, vi khuẩn có bào tử ở
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Bảng 1: Kết quả sinh bào tử của vi khuẩn
phân lập từ tỉnh Trà Vinh, tỉnh An Giang

và thành phố Cần Thơ

trung tâm chiếm 50,36% và 37,96% khuẩn lạc
có bào tử không làm biến đổi hình dạng tế bào.

Kiểm tra sự di động của vi khuẩn
Từ kết quả sinh bào tử, 09 dòng vi khuẩn được

chọn lọc để kiểm tra sự di động.

Bảng 2: Sự di động của dòng vi khuẩn

Bảng 2 thể hiện tỉ lệ vi khuẩn di động được là
khá cao, với 5/9 dòng vi khuẩn, chiếm 55,56%,
trong khi các dòng vi khuẩn không di động chiếm
4/9 dòng (44,44%). Theo Nguyễn Lân Dũng [22],
khi vi khuẩn đó có thể phát triển lan ra theo
đường cấy cho thấy vi khuẩn có sự di động. Dựa
vào kết quả di động (Hình 3), 05 chủng vi khuẩn
Bacillus spp. được chọn lọc vì theo Lee et al.
[20], Nguyễn Thị Hạnh Chi và cộng sự [11], hầu
hết các đặc điểm như hình que, Gram dương,
sinh bào tử và di động đều xuất hiện ở vi khuẩn
Bacillus spp.

Hình 3: Vi khuẩn di động khi phát triển
trong môi trường LB

Định danh vi khuẩn
Năm chủng được chọn lọc dựa vào các đặc

điểm của chủng Bacillus spp. được đưa vào để
thực hiện phản ứng PCR với cặp mồi 27F và
1492R, khuếch đại vùng 16S rRNA của vi khuẩn.
Sản phẩm PCR có kích thước 1464 bp (Hình 4).

Hình 4: Kết quả PCR trên thạch agarose

Kết quả giải trình tự thu được đoạn gene 16S
rRNA của dòng Bacillus là 898 nucleotides và
đạt độ tương đồng cao lên đến 99% khi đối sánh
trên ngân hàng gene thế giới bằng chương trình
BLAST, do đó vi khuẩn được xác định là B.
subtilis đủ độ tin cậy. Trình tự đoạn gene 16S
rRNA của dòng Bacillus như sau Hình 5.

Janda et al. [23] đề nghị độ dài trình tự gen 16S
khi giải mã để định danh loài cần ít nhất từ 500
đến 525 bp và khi đối sánh trình tự đoạn gen với
mức độ tương đồng đạt ≥ 99% thì độ chính xác
đến mức độ loài (Hình 6). Như vậy, từ 22 chủng
vi khuẩn ban đầu được sàng lọc các đặc điểm vi
khuẩn và sử dụng phương pháp PCR, giải trình
tự gen 16S rRNA trên 5 chủng, có hai chủng vi
khuẩn được phân lập từ tỉnh Trà Vinh (TV10) và
An Giang (AG12), xác định là Bacillus subtilis.

B. Đặc tính probiotic của hai chủng Bacillus
subtilis

Khả năng chịu pH
Môi trường axit trong hệ tiêu hoá được coi là

một môi trường khắc nghiệt, vì có độ pH rất thấp.
Theo Lê Thị Hải Yến và cộng sự [6], để có thể
trở thành chủng probiotic tiềm năng, vi khuẩn có
thể chịu đựng trong môi trường có pH thấp.

72



Lý Thị Thu Lan, Nguyễn Thị Anh Thư, Nguyễn Thị Mỹ Hằng và cộng sự THÚ Ý

Hình 5: Trình tự đoạn gene 16S rRNA
của dòng Bacillus

Hình 6: Trình tự gene vi khuẩn

Hình 7: Tỉ lệ sống ở pH 2 và 3 của vi khuẩn
Bacillus subtilis

Qua Hình 7, chủng AG10 có tỉ lệ sống sót cao
hơn chủng TV12 ở pH thấp với tỉ lệ lần lượt là
55,06 (AG10) và 56,07 (TV12), sự chênh lệch
này không ý nghĩa về thống kê. Ngoài ra, 02
chủng đều có tỉ lệ sống giảm từ pH 2 đến pH
3 nhưng sự giảm này không quá khác biệt với
chủng AG10 (từ 69,87% đến 56,07%) và TV12
(từ 68,44% giảm còn 55,05%). Tỉ lệ nghiên cứu
này thấp hơn Lê Thị Hải Yến và cộng sự [6], ở
pH 2 và 3 thì chủng VL28 có tỉ lệ sống đến 98%
và Vũ Thanh Thảo và cộng sự [12], ghi nhận
tỉ lệ sống của chủng B. subtilis BS02 là 95% ở
pH 2. Tuy nhiên, ở pH = 2, tỉ lệ sống của 02
chủng tương đồng với chủng B. subtillis natto
trong nghiên cứu của Nhi et al. [24] (59,68%
ở pH = 2). Hồ Thị Trường Thy và cộng sự [25]
nghiên cứu trên chủng B. subtillis B20.1 cho biết
chủng này có thể chịu đựng tốt ở pH 4 và 5,
nhưng lại giảm tỉ lệ sống ở pH 2 và 3. Do đó,
cả 02 chủng AG10 và TV12 có thể sống sót ở
độ pH thấp (> 50%) và cho thấy được đặc tính
probitic tiềm năng.

Khả năng chịu đựng trong điều kiện muối
mật 0,3%

Theo Gillilan et al. [18], môi trường muối mật
0,3% được xem là lựa chọn để đánh giá vi sinh
vật có thể chịu đựng môi trường mật. Do đó,
ngoài việc chịu được pH thấp, chủng vi khuẩn
cần vượt qua được nồng độ muối mật trong đường
tiêu hoá.

Theo Hình 8, kết quả 02 chủng có thể duy trì
sự sống cao trong điều kiện muối mật 0,3% và có
xu hướng tăng trong suốt thời gian 180 phút từ
66,52% đến 72,64% (TV12) và từ 66,64% đến
72,18% (AG10), đạt đỉnh cao ở thời điểm 120
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Hình 8: Vi khuẩn tồn tại trong muối mật

phút với tỉ lệ 77,31% (TV12) và 77,28% (AG10).
Sự khác nhau này không có ý nghĩa trong thống
kê. Kết quả này tương đương với Trần Quốc Việt
và cộng sự [26] và Trịnh Thị Hồng Mơ [5], các
tác giả đã tìm được vi khuẩn Bacillus có thể sống
sót ở điều kiện muối mật 0,3%. Ngô Chí Công
và cộng sự [27] cũng khảo sát 11 chủng vi khuẩn
Bacillus spp. về sự chịu đựng chịu muối mật ở
các phần trăm muối mật khác nhau, kết quả đạt
được các dòng vi khuẩn đều có thể duy trì sự
sống và phát triển và tồn tại ở muối mật 0,3%.
Thêm vào đó, theo Chaiyawan et al. [9], thời gian
vận chuyển thức ăn từ dạ dày và mề đến ruột non
là khoảng hơn 120 phút. Do đó, vi khuẩn được
khảo sát có thể duy trì trong suốt 180 phút. Điều
này chứng tỏ vi khuẩn có thể vượt qua rào cản
trong đường tiêu hoá. Vì vậy, các chủng Bacillus
spp. tiềm năng được tìm thấy khả năng rất cao
vượt qua hàng rào đường tiêu hoá trong gia cầm.

Khả năng tự bám dính
Sau thời gian theo dõi 240 phút, Bacillus

subtilis có độ bám dính cao và xu hướng tăng
gấp đôi so với lúc bắt đầu. Tỉ lệ bám dính (Hình
8) tăng ở chủng TV12 (từ 23,90% đến 65,44%)
và AG10 (từ 24,42% đến 66,63%)

Kết quả tương đương với Hmani et al. [28] tại
vị trí hỗng tràng, theo đó độ bám dính của tế bào
B. subtilis HB2 và DB430 với tế bào ruột gà cho
thấy có tiềm năng tốt. Trên thực tế, độ bám dính
tế bào biểu mô của HB2 và DB430 ở tá tràng (độ
bám dính lần lượt là 82 và 80%) và hỗng tràng
(độ bám dính lần lượt là 69 và 68%) so với ở hồi
tràng (độ bám dính lần lượt là 56 và 48%). Theo
Kos et al. [29], tự bám dính là khả năng liên kết
của vi khuẩn trong cùng một chủng để có thể
tạo thành một quần thể, qua đó các vi khuẩn sẽ

Hình 9: Độ tự bám dính của 02 vi khuẩn
Bacillus subtilis

có được kiểu quan hệ hỗ trợ cùng loài để tăng
cường sức sống và phát triển, đồng thời giúp vi
khuẩn không bị đào thải ra ngoài và cạnh tranh
mạnh mẽ hơn các vi khuẩn khác. Hmani et al.
[28] cũng cho rằng đặc tính bám dính rất quan
trọng vì nó ngăn chặn sự trục xuất nhanh chóng
của men vi sinh bằng sự co bóp và chuyển động
nhu động của ruột, đồng thời cũng có thể ngăn
chặn sự bám dính của mầm bệnh bằng các tương
tác không gian hoặc tắc nghẽn các thụ thể tế bào
cụ thể và loại bỏ chúng khỏi đường ruột. Do đó,
02 chủng trên đều có khả năng tương đương nhau
trong việc được chọn làm probiotic.

V. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ

Từ 60 mẫu ruột gà, nghiên cứu đã tìm được
02 chủng Bacillus subtilis là AG10 và TV12. Vi
khuẩn được khảo sát các đặc điểm probiotic và
chứng minh cả 02 chủng có thể sống phát triển
trong điều kiện pH thấp và muối mật ở 0,3% với
tỉ lệ tương đương nhau. Bên cạnh đó, khả năng tự
bám dính của 02 chủng cũng ở mức cao, qua đó
có thể thấy cả AG10 và TV12 đều có thể được
sử dụng để sản xuất ra các probiotic trong chăn
nuôi.

Các nghiên cứu tiếp theo có thể sử dụng các vi
khuẩn được tìm thấy để sản xuất probiotic và thử
nghiệm khả năng phòng, điều bệnh trong chăn
nuôi gà.
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