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Tóm tắt:
Nghiên cứu nhằm đánh giá khả năng kháng khuẩn của năm loại cao chiết thảo mộc gồm lá bàng (LB), trầu không 
(TK), lá ổi (OI), lá sen (LS) và xuyên tâm liên (XTL) đối với Aeromonas schubertii CL238 - tác nhân gây bệnh đốm 
trắng nội tạng trên cá lóc (Channa sp.). Phương pháp giếng khuếch tán trên đĩa thạch được sử dụng để xác định 
hoạt tính kháng khuẩn, đồng thời xác định nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) và nồng độ diệt khuẩn tối thiểu (MBC). 
Nghiên cứu cho thấy, cả năm loại cao chiết đều có khả năng ức chế sự phát triển của A. schubertii CL238. Trong đó, 
các cao chiết LB, TK và OI có MIC/MBC là 6,25/12,5 mg/ml; còn LS và XTL có MIC/MBC là 12,5/25 mg/ml. Dựa trên 
hiệu lực kháng khuẩn, hai cao chiết TK và OI được chọn để đánh giá tính an toàn trên cá lóc giống ở liều 1xMBC và 
5xMBC. Kết quả theo dõi trong hai tuần cho thấy, liều 1xMBC không gây chết cá (tỷ lệ sống 100%), trong khi liều 
5xMBC ghi nhận tỷ lệ sống lần lượt là 85±5% (TK) và 35±5% (OI). Ngoài ra, liều gây chết 50% (LD50) của vi khuẩn 
A. schubertii CL238 trên cá lóc giống (7 g/con) được xác định là 1,7x10² CFU/ml. Kết quả cho thấy, cao chiết trầu 
không có tiềm năng cao nhất trong phòng ngừa bệnh đốm trắng nội tạng trên cá lóc.
Từ khóa: Aeromonas schubertii, bệnh đốm trắng nội tạng, cao chiết thảo mộc, Channa sp..
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Abstract:
This study aims to evaluate the antibacterial activity of five herbal extracts, Terminalia catappa (LB), Piper betle (TK), 
Psidium guajava (OI), Nelumbo nucifera (LS), and Andrographis paniculata (XTL), against Aeromonas schubertii 
CL238, a pathogenic agent responsible for visceral white spot disease in Snakehead fish (Channa sp.). The agar 
well diffusion method was employed to assess antimicrobial activity, as well as determine the minimum inhibitory 
concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC). All five extracts exhibited inhibitory 
effects against the growth of A. schubertii CL238. Specifically, the LB, TK, and OI extracts demonstrated MIC/
MBC values of 6.25/12.5 mg/ml, while LS and XTL presented MIC/MBC values of 12.5/25 mg/ml. Based on their 
demonstrated antibacterial efficacy, the TK and OI extracts were selected to assess safety on Snakehead fingerling 
fish at doses of 1xMBC and 5xMBC. After a two week observation period, the 1xMBC dose caused no mortality 
(100% survival) for both extracts, whereas the 5xMBC dose resulted in survival rates of 85±5% (TK) and 
35±5% (OI). Furthermore, the median lethal dose (LD50) of A. schubertii CL238 on fingerling Snakehead fish 
(7 g/fish) was determined to be 1.7x10² CFU/ml. The results indicated that betel leaf extract showed the 
most favourable preliminary profile among the tested extracts.
Keywords: Aeromonas schubertii, Channa sp., herbal extract, visceral white spot disease.
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1. Đặt vấn đề

Cá lóc (Channa sp.) là đối tượng thủy sản đang được 
nuôi phổ biến ở các tỉnh Đồng bằng sông Cửu Long như 
An Giang, Đồng Tháp, Cần Thơ [1]. Trong những năm 
qua, để nâng cao năng suất và đầu ra, cá lóc được nuôi 
theo mô hình thâm canh với mật độ cao [2]. Đây cũng 
là một trong những nguyên nhân chính khiến dịch bệnh 
lan rộng, ảnh hưởng nghiêm trọng đến sản xuất và hiệu 
quả kinh tế nuôi cá lóc thương phẩm ở khu vực Đồng 
bằng sông Cửu Long [3]. Trong nuôi trồng thủy sản, 
nhóm vi khuẩn Aeromonas spp. thường tìm thấy trong 
môi trường nước, chúng gây thiệt hại đáng kể cho đối 
tượng thủy sản trên toàn thế giới [4, 5]. Trong đó, vi 
khuẩn Aeromonas schubertii được xác định là tác nhân 
gây bệnh mới nổi trong các mô hình nuôi thủy sản [6, 7]. 
Vi khuẩn A. schubertii được phát hiện lần đầu tiên trên 
thế giới là gây bệnh ở người [8]. Năm 2010, nguyên nhân 
gây chết hàng loạt trên cá lóc nuôi tại Trung Quốc được 
xác định là do A. schubertii [9]. 

Tại Việt Nam, nghiên cứu đầu tiên về bệnh đốm trắng 
nội tạng trên cá lóc được xác định là do vi khuẩn A. 
schubertii gây ra [10]. Đồng thời, A. schubertii cũng được 
ghi nhận gây bệnh đốm trắng nội tạng trên cá lóc nuôi 
thâm canh ở bốn tỉnh Trà Vinh, An Giang, Đồng Tháp và 
Đồng Nai, bệnh thường xảy ra trên cá lóc giống [1] với tỷ 
lệ mắc bệnh 45-50%, gây ảnh hưởng đến sự phát triển 
của cá lóc nuôi và gây thiệt hại nghiêm trọng về kinh tế 
[1, 11]. Những nghiên cứu gần đây cho thấy, A. schubertii 
phân lập từ cá lóc bị bệnh ở tỉnh Vĩnh Long, An Giang, 
Cần Thơ có khả năng kháng đồng thời nhiều loại kháng 
sinh [12-14]. Điều này chứng tỏ rằng, việc phòng và điều 
trị bệnh đốm trắng nội tạng ở cá lóc sẽ trở nên khó khăn 
hơn. Ngày nay, giải pháp xử lý sinh học bằng các dược 
liệu thảo mộc được xem là lựa chọn tối ưu và cần thiết, 
đem tới những tác động tích cực trong điều trị bệnh, 
an toàn và hiệu quả đối với cá lóc thương phẩm. Do đó, 
nghiên cứu về các sản phẩm có nguồn gốc từ thảo mộc 
thiên nhiên là cần thiết để góp phần xử lý các bệnh trên 
cá lóc hiện nay, hướng đến mô hình nuôi thương phẩm 
bền vững, đảm bảo an toàn sinh học và giá trị thương 
mại của thủy sản.

2. Vật liệu và phương pháp nghiên cứu

2.1. Vật liệu

Mẫu cá lóc có biểu hiện bệnh đốm trắng nội tạng 
được nuôi trên bể xi măng tại xã Bình Thành, tỉnh Đồng 
Tháp, Việt Nam (10°32’42.0”N 105°31’28.4”E).

Các loại thảo mộc khô có nguồn gốc tại Việt Nam gồm 
lá bàng, lá trầu không, lá ổi, lá sen và xuyên tâm liên 
được cung cấp bởi Công ty TNHH Tấn Phát, TP. Hồ Chí 
Minh, Việt Nam.

Cá lóc giống thử nghiệm có trọng lượng khoảng 
7 g/con được mua tại trại giống của Hợp tác xã Tương 
Lai (xã Tân An Hội, TP. Hồ Chí Minh, Việt Nam), cá được 
thuần dưỡng trong bể composite hai tuần trước khi tiến 
hành thí nghiệm.

2.2. Phương pháp nghiên cứu

2.2.1. Phương pháp phân lập, định danh chủng vi 
khuẩn A. schubertii CL238

Mẫu gan, thận của cá bệnh được cấy ria trên môi 
trường TSA, xuất hiện các khuẩn lạc màu vàng nhạt, tròn 
đều, hơi lồi ở tâm. Kích thước khoảng 0,5-1,5 mm sau khi 
ủ 24-48 giờ. 

Định danh vi khuẩn phân lập bằng phương 
pháp giải trình tự gen 16S rRNA với cặp mồi 
27F- 5’-AGAGTTTGATCCTGGCTC-3’, 1492R- 
5’-TACGGTTACCTTGTTACGACT-3’ [15]. Khuẩn lạc đơn 
của các chủng được tăng sinh trong 5 ml môi trường 
TSB (Himedia, Ấn Độ), ủ 28oC, lắc 240 vòng/phút, 24 
giờ. Dịch tăng sinh qua đêm (1 ml) được dùng để tách 
DNA bằng bộ kit Thermo Fisher Scientific. Phản ứng PCR 
được thực hiện với bộ kit DreamTaq PCR Master Mix 
2X. Thành phần phản ứng gồm có 1 μl DNA, 0,2 μM mỗi 
mồi (PhusaBiochem), 1X DreamTaq Green PCR Master 
Mix trong tổng thể tích 25 μl. Chương trình nhiệt gồm 
một chu kỳ 94oC trong 5 phút, 30 chu kỳ với 94°C trong 
30 giây, 60°C trong 30 giây, 72°C trong 30 giây, và một 
chu kỳ 72oC trong 10 phút. Sản phẩm PCR được kiểm 
tra trên gel agarose 1%. Kết quả điện di được quan sát 
bằng máy chụp ảnh gel điện di GelDoc-it2. Sản phẩm 
khuếch đại được tinh sạch bằng bộ kit GeneJET Thermo 
Fisher Scientific (Mỹ). Khoảng 200-300 ng/µl sản phẩm 
PCR đã tinh sạch và 1,6 µM mồi tương ứng được dùng 
để giải trình tự bằng BigDyeTM Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Applied Biosystems, Mỹ). Thành phần 
phản ứng PCR BigDye gồm 1 μl mẫu DNA, 1,6 μM mồi, 2 
μl BigDye™ Terminator v3.1 và 1X dung dịch đệm trong 
thể tích 20 μl. Chương trình nhiệt gồm 30 chu kỳ, nhiệt độ 
bắt cặp 50oC và bổ sung thêm bước kéo dài ở 60oC trong 
vòng 4 phút. Sản phẩm PCR BigDye sau đó được tinh 
sạch bằng hỗn hợp NaOAc 3M: EDTA 125 mM: ethanol 
99% với tỷ lệ 1:1:25 và ethanol 70%, trước khi được giải 
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trình tự trên dòng máy Genetic Analyzer 3500 (Hitachi). 
Mỗi đoạn trình tự được giải hai chiều. Các trình tự được 
phân tích bằng công cụ Align Sequence trong phần mềm 
MEGA 6 [16] và công cụ BLAST trên ngân hàng gen NCBI.

2.2.2. Ngâm và thu hồi các cao chiết thảo mộc sử dụng 
trong nghiên cứu

Ngâm và thu hồi cao chiết thảo mộc: Thảo mộc khô 
được xay nhuyễn thành bột mịn, ngâm trong dung môi 
ethanol 70o (w/v: 1/10) trong 72 giờ. Sau đó dịch chiết 
được lọc chân không qua giấy lọc Whatman có kích thước 
lỗ 25 µm, tiếp tục ngâm kiệt thảo mộc lần hai với ethanol 
70o. Tất cả dịch chiết được cô quay chân không (BUCHI 
Labortechnik AG) ở nhiệt độ 50oC thu hồi ethanol, sấy 
khô cao chiết ở 65oC đến khối lượng không đổi, sau đó 
cao chiết khô sẽ được hòa tan với dung môi DMSO với 
nồng độ cuối 0,5%. Tính hiệu suất thu hồi cao chiết 
như sau: 

Hiệu suất (%) =  

5 
 

lần hai với ethanol 70o. Tất cả dịch chiết được cô quay chân không (BUCHI 
Labortechnik AG) ở nhiệt độ 50oC thu hồi ethanol, sấy khô cao chiết ở 65oC đến khối 
lượng không đổi, sau đó cao chiết khô sẽ được hòa tan với dung môi DMSO với nồng 
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2.2.3. Khảo sát hoạt tính cao chiết thảo mộc đối kháng A. schubertii CL238 
Khảo sát hoạt tính kháng vi khuẩn A. schubertii CL238 của các cao chiết thảo mộc 

bằng phương pháp giếng khuếch tán đĩa thạch của Kirby - Bauer [18]. 
Cách tiến hành: Vi khuẩn A. schubertii CL238 được nuôi cấy trong môi trường TSB, 

lắc 250 vòng/phút ở 28oC, thời gian 24 giờ. Ly tâm 4.000 vòng/phút, ở 4oC, trong 15 
phút thu cặn; huyền phù cặn với nước muối 0,85% sao cho OD600nm=0,5. Trải 100 µl 
dịch vi khuẩn A. schubertii CL238 trên môi trường MHA được hấp khử trùng và đổ đĩa 
petri với độ dày 4-5 mm. Sau đó, tiến hành đục lỗ thạch, đường kính mỗi giếng 8 mm. 
Hút 30 µl cao chiết thảo mộc sàng lọc được pha loãng ở các nồng độ 1, 5, 10, 15, 20 
mg/ml được nhỏ vào giếng. Kháng sinh Doxycycline (100 µg/ml) và dung môi DMSO 
cho thí nghiệm được làm đối chứng cho thí nghiệm. Tiến hành ủ ở 28oC, trong thời gian 
24 giờ, ghi nhận đường kính vòng kháng khuẩn D (mm) xung quanh bề mặt giếng thạch. 
Chủng vi khuẩn E. coli ATCC 25922 được sử dụng song song để đảm bảo chính xác 
của thí nghiệm. Chủng vi khuẩn được tăng sinh trong môi trường LB lỏng hấp vô trùng 
ở điều kiện 37°C, 250 vòng/phút, trong 24 giờ. Sau đó tiến hành các bước thí nghiệm 
tương tự như đối với chủng vi khuẩn A. schubertii CL238. Thí nghiệm được thực hiện 
lặp lại ba lần. 

2.2.4. Đánh giá nồng độ cao thảo mộc ức chế tối thiểu và nồng độ tiêu diệt tối thiểu 
đối với chủng vi khuẩn A. schubertii CL238 

Khi biết được nồng độ bắt đầu xuất hiện vòng kháng khuẩn của cao chiết thảo mộc, 
bắt đầu khảo sát nồng độ ức chế tối thiểu chủng vi khuẩn A. schubertii CL238. Tính 
nhạy cảm của vi khuẩn A. schubertii CL238 đối với một hợp chất xác định dựa vào nồng 
độ ức chế tối thiểu (MIC) và nồng độ tiêu diệt tối thiểu (MBC). MIC là nồng độ thấp 
nhất trong dãy nồng độ thử nghiệm của một hợp chất có khả năng ức chế sự phát triển 
của vi khuẩn A. schubertii CL238 sau một thời gian ủ xác định. MBC là nồng độ thấp 
nhất làm giảm 99,9% lượng vi khuẩn A. schubertii CL238 ban đầu. Cao thảo mộc được 
đánh giá nồng độ MIC nhằm xác định nồng độ cao mà ở đó ức chế được 80% sự tăng 
trưởng của vi khuẩn A. schubertii CL238. Phương pháp pha loãng các cao chiết bậc hai 
trên đĩa 96 giếng được sử dụng để xác định nồng độ MIC đối với cao tổng của các thảo 
mộc mà có thể ức chế sự tăng trưởng của vi khuẩn A. schubertii CL238 (không làm đổi 
màu resazurin).  

 x 100     [17]

2.2.3. Khảo sát hoạt tính cao chiết thảo mộc đối kháng 
A. schubertii CL238

Khảo sát hoạt tính kháng vi khuẩn A. schubertii 
CL238 của các cao chiết thảo mộc bằng phương pháp 
giếng khuếch tán đĩa thạch [18].

Cách tiến hành: Vi khuẩn A. schubertii CL238 được 
nuôi cấy trong môi trường TSB, lắc 250 vòng/phút ở 
28oC, thời gian 24 giờ. Ly tâm 4.000 vòng/phút, ở 4oC, 
trong 15 phút thu cặn; huyền phù cặn với nước muối 
0,85% sao cho OD600nm=0,5. Trải 100 µl dịch vi khuẩn 
A. schubertii CL238 trên môi trường MHA được hấp 
khử trùng và đổ đĩa petri với độ dày 4-5 mm. Sau đó, 
tiến hành đục lỗ thạch, đường kính mỗi giếng 8 mm. 
Hút 30 µl cao chiết thảo mộc sàng lọc được pha loãng 
ở các nồng độ 1, 5, 10, 15, 20, 25, 50, 75, 100 mg/ml 
được nhỏ vào giếng. Kháng sinh Doxycyline (100 µg/
ml) và dung môi DMSO cho thí nghiệm được làm đối 
chứng cho thí nghiệm. Tiến hành ủ ở 28oC, trong thời 
gian 24 giờ, ghi nhận đường kính vòng kháng khuẩn D 
(mm) xung quanh bề mặt giếng thạch. Chủng vi khuẩn 
E. coli ATCC 25922 được sử dụng song song để đảm bảo 
chính xác của thí nghiệm. Chủng vi khuẩn được tăng 
sinh trong môi trường LB lỏng hấp vô trùng ở điều kiện 
37°C, 250 vòng/phút, trong 24 giờ. Sau đó tiến hành các 
bước thí nghiệm tương tự như đối với chủng vi khuẩn 
A. schubertii CL238. Thí nghiệm được thực hiện lặp 
lại ba lần.

2.2.4. Đánh giá nồng độ cao thảo mộc ức chế tối thiểu 
và nồng độ tiêu diệt tối thiểu đối với chủng vi khuẩn 
A. schubertii CL238

Khi biết được nồng độ bắt đầu xuất hiện vòng kháng 
khuẩn của cao chiết thảo mộc, bắt đầu khảo sát nồng độ 
ức chế tối thiểu chủng vi khuẩn A. schubertii CL238. Tính 
nhạy cảm của vi khuẩn A. schubertii CL238 đối với một 
hợp chất xác định dựa vào nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) 
và nồng độ tiêu diệt tối thiểu (MBC). MIC là nồng độ thấp 
nhất trong dãy nồng độ thử nghiệm của một hợp chất có 
khả năng ức chế sự phát triển của vi khuẩn A. schubertii 
CL238 sau một thời gian ủ xác định. MBC là nồng độ thấp 
nhất làm giảm 99,9% lượng vi khuẩn A. schubertii CL238 
ban đầu. Cao thảo mộc được đánh giá nồng độ MIC nhằm 
xác định nồng độ cao mà ở đó ức chế được 80% sự tăng 
trưởng của vi khuẩn A. schubertii CL238. Phương pháp 
pha loãng các cao chiết bậc hai trên đĩa 96 giếng được sử 
dụng để xác định nồng độ MIC đối với cao tổng của các 
thảo mộc mà có thể ức chế sự tăng trưởng của vi khuẩn 
A. schubertii CL238 (không làm đổi màu resazurin). 

Tiến hành thực hiện khảo sát MIC như sau: hai chủng 
vi khuẩn A. schubertii CL238 và E. coli được tăng sinh 
tương tự như ở thí nghiệm kiểm tra khuếch tán đĩa 
thạch. Môi trường MHB được bơm 100 µl vào các giếng 
từ cột thứ 2 của đĩa 96 giếng. Thảo mộc được pha loãng 
như bảng 1.
Bảng 1. Nồng độ pha loãng của các cao thảo mộc trên đĩa 96 giếng.

Cao chiết 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Nồng độ pha loãng thảo mộc ở 
đĩa 96 giếng (mg/ml) 100 50 25 12,5 6,25 3,12 1,56 0,78 0,39 0,195

Dịch vi khuẩn sau đó được bơm 100 µl vào mỗi giếng, 
ở các giếng đối chứng sẽ thay thế bằng dung môi DMSO, 
Doxycycline (1.000 µg/ml). Các đĩa 96 giếng trên được 
ủ trong điều kiện 24 giờ, ở 28°C. Sau đó 30 µl thuốc thử 
resazurin 0,01% được cho vào mỗi giếng và quan sát sự 
đổi màu để đánh giá MIC. Các giếng có sự đổi màu từ 
xanh sang hồng cho thấy có sự tăng trưởng của vi khuẩn 
trong giếng.

Giá trị MBC là nồng độ thấp nhất trong dãy nồng độ 
của các dịch cao chiết có thể tiêu diệt toàn bộ vi khuẩn 
A. schubertii CL238. Từ kết quả của thí nghiệm, xác định 
MIC mẫu ở các giếng không làm đổi màu thuốc thử 
resazurin được kiểm tra để xác định MBC của cao thảo 
mộc bằng phương pháp trải đĩa. 100 µl hỗn hợp từ các 
giếng kiểm tra MIC không chuyển sang màu hồng được 
trải lên môi trường thạch có nhiệt độ phù hợp với vi 
khuẩn được kiểm tra, quan sát sự xuất hiện của vi khuẩn 
sau thời gian phù hợp để xác định MBC, thí nghiệm được 
lặp lại ít nhất ba lần.
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2.2.5. Đánh giá tính an toàn của cao chiết thảo mộc 
chọn lọc

Cao chiết TK và OI được hòa tan trong nước muối 
0,85% ở hai nồng độ 1xMBC và 5xMBC, trung hòa ở 
nhiệt độ phòng sau ba giờ trước khi tiêm vào xoang bụng 
cá [19].

Thí nghiệm gồm: NT đối chứng âm, đối chứng dương 
và bốn nghiệm thức thảo mộc 1xMBC (12,5 mg/ml) 
và 5xMBC (62,5 mg/ml) cho hai loại thảo mộc (TK và 
OI). Mỗi nồng độ được bố trí 10 cá/bể và lặp lại hai lần, 
phương pháp tiêm vào xoang bụng với 100 µl/cá, đối 
chứng dương tiêm nước muối 0,85%. Thời gian theo dõi 
triệu chứng và ghi nhận tỷ lệ cá chết trong hai tuần.

2.2.6. Xác định liều gây chết 50% (LD50) của chủng vi 
khuẩn A. schubertii CL238

Vi khuẩn A. schubertii CL238 được tăng sinh trên môi 
trường TSB, lắc 200 vòng/phút ở 28°C trong 24 giờ. Ly 
tâm thu sinh khối ở 4.000 vòng/phút, 20 phút, 4°C, rửa 
vi khuẩn hai lần bằng nước muối 0,85% và điều chỉnh 
về các nồng độ (102, 103, 104 CFU/ml), xác định lại nồng 
độ vi khuẩn bằng phương pháp đếm khuẩn lạc trên đĩa 
thạch TSA. Tiến hành tiêm xoang bụng với liều 100 µl/cá 
(10 cá/bể, lặp lại hai lần), nghiệm thức đối chứng được 
tiêm nước muối 0,85%. Cá được tiếp tục nuôi trong bể 
nhựa 60 l với hệ thống cấp/xả nước và thổi khí độc lập. 
Thời gian theo dõi trong hai tuần. 

Liều gây chết 50% (LD50) được xác định theo công 
thức: LD50=10a-x [20], trong đó: a là số lũy thừa mà tại đó 
vi khuẩn gây chết thấp nhất (trên 50%), x được tính dựa 
vào công thức: x=(Pa-50)/(Pa-Pu) với Pa là tỷ lệ chết cận 
trên và Pu là tỷ lệ chết cận dưới của liều gây chết 50%.

2.2.7. Phương pháp xử lý số liệu

Dữ liệu được trình bày dưới dạng giá trị trung bình ± 
độ lệch chuẩn. Các số liệu ghi nhận và xử lý theo các thuật 
toán xác suất thống kê và vẽ biểu đồ tỷ lệ sống/chết tích 
lũy của các thí nghiệm bằng phần mềm GraphPad Prism 
8.0 với mức ý nghĩa (p<0,05). Cây phát sinh loài, giá trị 
bootstrap được xử lý bằng phần mềm MEGA 6.

3. Kết quả và bàn luận

3.1. Phân lập và định danh chủng vi khuẩn 
A. schubertii CL238

3.1.1. Phân lập chủng vi khuẩn A. schubertii CL238

Gan cá lóc bị bệnh xuất hiện nhiều nốt trắng, đục - 
đây là biểu hiện tổn thương điển hình ở cơ quan nội tạng 

khi cá bị nhiễm khuẩn (hình 1). Các nghiên cứu trước 
đây đã ghi nhận cá lóc nhiễm A. schubertii thường có 
các biểu hiện bệnh lý đặc trưng như gan sưng to, hoại 
tử, xuất huyết dưới da, dịch tụ trong xoang bụng và tổn 
thương nghiêm trọng ở gan và thận [1, 9]. Những dấu 
hiệu này giúp định hướng sớm nguyên nhân gây bệnh là 
do vi khuẩn thuộc chi Aeromonas gây ra.
 (A)                                                         (B)

    

Hình 1. Giải phẫu bệnh phẩm và phân lập vi khuẩn. (A) Gan cá có 
nhiều nốt trắng, đục; (B) Hình dạng khuẩn lạc CL238 mọc trên môi 
trường TSA sau 48 giờ cấy ria.

Khuẩn lạc của chủng CL238 mọc trên môi trường TSA 
sau 48 giờ cho thấy đặc điểm hình thái điển hình: tròn, 
bờ đều, hơi lồi, màu vàng đục, đường kính 1-1,5 mm, 
phù hợp với mô tả khuẩn lạc của A. schubertii trong các 
nghiên cứu trước đây [1, 10].

3.1.2. Định danh chủng vi khuẩn A. schubertii 
CL238 bằng phương pháp giải trình tự gen 16S rRNA

Hình 2. Vị trí trong cây quan hệ di truyền của chủng A. schubertii 
CL238 trong nghiên cứu này so với các trình tự tham chiếu trên 
GenBank. Cây quan hệ di truyền có độ tin cậy tối đa được xây dựng 
cho vùng gen 16S rRNA bằng cách sử dụng mô hình Kimura 2 tham số 
và 1.000 bản sao bootstrap. Các giá trị bootstrap trên 50% được hiển 
thị tại các điểm phân nhánh. Trình tự gen từ nghiên cứu này được xác 
định là A. schubertii. 

Cây quan hệ di truyền (hình 2) được xây dựng dựa 
trên trình tự gen 16S rRNA có kích thước 1281 bp được 
so sánh với các chủng vi khuẩn thuộc chi Aeromonas, 
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với giá trị bootstrap thể hiện mức độ tin cậy gốc nhánh. 
Kết quả phân tích cho thấy, chủng CL238 có quan hệ 
gần gũi với các chủng Aeromonas schubertii, cùng nhánh 
với chủng A. schubertii 186 (mã số LN849808.1) với 
giá trị bootstrap là 95. Các chủng A. schubertii (CDC 
2446-81, ATCC 43700, LF1708, WL-2, Z20170706, 
HYL2, CUVETASCO3) tạo thành một nhóm có giá trị 
bootstrap dao động từ 54 đến 99, cho thấy đây là nhóm 
đồng nhất về mặt di truyền. Chủng CL238 nằm gần các 
chủng này củng cố giả thuyết rằng nó thuộc cùng loài với 
A. schubertii. Trong khi đó, các chủng Aeromonas veronii 
(YY01, QB205, GCA707) tạo thành một nhóm riêng 
biệt với giá trị bootstrap cao (giá trị 100), cho thấy sự 
phân tách rõ ràng về mặt di truyền giữa A. veronii và 
A. schubertii. Chủng A. hydrophila CIAHRT 11 nằm ở 
nhánh ngoài.

3.2. Kết quả đối kháng của năm loại cao chiết thảo 
mộc

3.2.1. Kết quả đánh giá khả năng kháng khuẩn 
A. schubertii CL238 bằng phương pháp giếng khuếch tán

Kết quả thu nhận hiệu suất cao chiết thảo mộc được 
ghi nhận tại bảng 2.

Kết quả thu hồi cao chiết từ năm loại thảo mộc cho 
thấy, hiệu suất thu hồi dao động từ 12,00 đến 18,84%, 
phản ánh sự khác biệt đáng kể về hàm lượng chất chiết 
xuất trong từng loại nguyên liệu. Cao chiết LS trong 
nghiên cứu này có hiệu suất thu hồi cao nhất với 18,84%, 

cho thấy nguyên liệu giàu các hợp chất có thể hòa tan 
trong dung môi ethanol 70%, trong khi kết quả nghiên 
cứu của K.S. Lee và cs (2006) [21] với hiệu suất thu hồi 
cao chiết trong ethanol 70% đạt 8,16%. Sự khác biệt này 
có thể phụ thuộc vào nguồn gốc, thời gian thu hoạch thảo 
mộc. XTL cho hiệu suất thu hồi thấp nhất 12,00%, có thể 
do hàm lượng tinh dầu và diterpenoid trong cây thường 
tồn tại ở nồng độ thấp và yêu cầu dung môi hoặc điều 
kiện chiết xuất đặc biệt hơn để đạt hiệu quả cao. Ngoài 
ra, các cao chiết LB, TK và OI chứa các hợp chất tanin, 
phenolic và saponin cho hiệu suất thu hồi trung bình từ 
14 đến 16%. Sự khác biệt về hiệu suất thu hồi giữa các 
nguyên liệu phản ánh sự đa dạng trong thành phần hóa 
học của các hợp chất cũng như mức độ tương tác với các 
dung môi chiết khác nhau. 

Kết quả đánh giá khả năng kháng khuẩn bằng phương 
pháp giếng khuếch tán đĩa thạch của năm loại cao chiết 
thảo mộc với chủng vi khuẩn A. schubertii CL238 được 
ghi nhận tại bảng 3 và hình 3.

Bảng 3. Kết quả đường kính vòng vô khuẩn của các cao chiết thảo mộc ở các nồng độ khác nhau [22].

Nồng độ (mg/ml)
Đường kính vòng vô khuẩn (mm)

LB TK OI LS XTL

100 21,50ab±1,80 30,50a±4,33 25,67ab±3,79 27,33ab±0,76 22,67b±3,51

75 20,17a±2,57 28,00a±4,58 22,00a±4,00 23,00a±3,00 21,50a±3,77

50 18,67a±3,33 25,67a±6,05 20,00a±3,46 19,67a±2,08 20,50a±3,91

25 16,17a±3,33 23,00a±6,08 18,00a±1,80 17,67a±0,57 18,00a±2,65

20 15,33a±2,31 21,83a±5,39 16,00a±3,46 14,33a±0,57 17,00a±1,50

15 14,00ab±2,00 20,17a±4,19 14,17ab±3,33 7,67ab±6,66 12,67b±2,52

10 11,67a±0,57 16,00a±4,00 12,50a±2,60 0b 4,00ab±6,93

5 9,00ab±8,54 13,33a±3,06 11,50a±1,00 0b 0b

1 4.33a±7,51 3,67a±6,35 0b 0b 0b

Bảng 2. Hiệu suất thu hồi của năm loại cao chiết thảo mộc.

STT Cao chiết thảo mộc Khối lượng 
cao lần 1 (g)

Khối lượng 
cao lần 2 (g)

Hiệu suất 
thu hồi (%)

1 LB 4,17 0,91 16,68

2 TK 3,78 1,99 15,16

3 OI 3,65 1,41 14,16

4 LS 4,71 1,12 18,84

5 XTL 3,00 0,85 12,00

Các ký tự trong cùng một hàng khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05). 
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Thành phần cao chiết thảo mộc thường chứa các loại 
chất chống oxy hóa mạnh như flavonoid, tannin, saponin, 
steroid [23]. Trong đó, đặc biệt nhóm flavonoids (morin, 
mori-3-Olyxoside, morin-3-O-arabinoside, quercetin, 
quercetin-3-O-arabinoside) có khả năng kháng lại một 
số vi khuẩn gây bệnh phổ biến trên cá nước ngọt như: 
A. hydrophila, F. columnare, S. agalactiae… [24]. Các hợp 
chất trên có tác động trong việc kháng khuẩn thông qua 
việc phá vỡ thành tế bào, ngăn chặn sự tổng hợp protein 
và DNA, ức chế tiết enzyme của vi khuẩn [25].

3.2.2. Kết quả đánh giá nồng độ ức chế tối thiểu và 
nồng độ tiêu diệt tối thiểu (MBC)

Giá trị MIC của năm loại cao chiết đối với vi khuẩn 
A. schubertii CL238 được mô tả trong hình 4, phản ánh 
kết quả đánh giá in vitro về khả năng kháng khuẩn của 
các mẫu thử cao chiết ở các nồng độ pha loãng khác nhau.

Hình 4. Đánh giá in vitro khả năng kháng khuẩn của năm loại cao 
chiết với vi khuẩn A. schubertii CL238.

Bảng 4. Kết quả nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) và nồng độ diệt 
khuẩn tối thiểu (MBC)của năm loại cao chiết thảo mộc.

Thảo mộc MIC MBC MBC/MIC

TK 6,25 mg/ml 12,5 mg/ml 2

LB 6,25 mg/ml 12,5 mg/ml 2

OI 6,25 mg/ml 12,5 mg/ml 2

LS 12,5 mg/ml 25 mg/ml 2

XTL 12,5 mg/ml 25 mg/ml 2

Doxycycline 15,62 µg/ml 31,25 µg/ml

Nước vô trùng x x

DMSO 0,25 ml 0,5 ml

Khi giá trị MBC/MIC≤4, dịch chiết thảo mộc được xem 
là có khả năng diệt khuẩn, trong khi giá trị MBC/MIC>4 
chỉ cho thấy, tác dụng kìm khuẩn [26]. Dựa trên tiêu chí 
này, kết quả nghiên cứu cho thấy cả năm cao chiết đều 
có giá trị MBC/MIC=2, chứng tỏ tất cả các loại cao chiết 
đều có khả năng diệt vi khuẩn A. schubertii CL238. Đáng 
chú ý, các cao chiết LB, OI và TK có giá trị MIC/MBC là 
6,25/12,5 mg/ml, thấp hơn so với LS và XTL với MIC/MBC 
là 12,5/25 mg/ml, minh chứng hiệu lực diệt khuẩn của 
LB, OI và TK mạnh hơn so với hai cao chiết còn lại.

3.2.3. Đánh giá tính an toàn của cao chiết thảo mộc TK 
và OI trên cá lóc giống

Dựa trên kết quả đánh giá khả năng kháng khuẩn 
thông qua phương pháp giếng khuếch tán và giá trị 
MIC/MBC, hai cao chiết TK và OI đã được lựa chọn để 
tiếp tục đánh giá tính an toàn trên cá lóc giống, không 
chọn LB vì tính đối kháng in vitro không ổn định như 
TK và OI. Kết quả về tỷ lệ sống tích lũy (%) sau khi xử lý 
được trình bày ở hình 5. 

(A) 			           (B)                                                       (C)                                                       (D)
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Các ký tự trong cùng một hàng khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05).  
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Hình 3. Hoạt tính kháng khuẩn của cao chiết trầu không đối với vi khuẩn A. 
schubertii CL238. (A) Nồng độ 100, 75, 50 mg/ml; (B) Nồng độ 25, 20, 15 mg/ml; (C) 
Nồng độ 10, 5, 1 mg/ml; (D) Đối chứng: Doxycycline (1.000, 100, 10 µg/ml) và DMSO. 

Thành phần cao chiết thảo mộc thường chứa các loại chất oxy hóa mạnh như 
flavonoid, tannin, saponin, steroid [23]. Trong đó, đặc biệt nhóm flavonoids (morin, 
mori-3-Olyxoside, morin-3-O-arabinoside, quercetin, quercetin-3-O-arabinoside) có 
khả năng đề kháng lại một số vi khuẩn gây bệnh phổ biến trên cá nước ngọt như: A. 
hydrophila, F. columnare, S. agalactiae… [24]. Các hợp chất trên có tác động trong 
việc kháng khuẩn thông qua việc phá vỡ thành tế bào, ngăn chặn sự tổng hợp protein và 
DNA, ức chế tiết enzyme của vi khuẩn [25]. 

3.2.2. Kết quả đánh giá nồng độ ức chế tối thiểu và nồng độ tiêu diệt tối thiểu (MBC) 
Giá trị MIC của năm loại cao chiết đối với vi khuẩn A. schubertii CL238 được mô 

tả trong hình 4, phản ánh kết quả đánh giá in vitro về khả năng kháng khuẩn của các 
mẫu thử cao chiết ở các nồng độ pha loãng khác nhau. 

 
Hình 4. Đánh giá in vitro khả năng kháng khuẩn của năm loại cao chiết với vi khuẩn 
A. schubertii CL238. 
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Hình 5. Tỷ lệ sống tích lũy (%) của cá lóc giống sau tiêm ổ bụng với 
thảo mộc TK và OI ở hai nồng độ 1xMBC và 5xMBC.

Qua kết quả đánh giá tính an toàn cho thấy, hai 
loại cao chiết thảo mộc TK và OI an toàn 100% ở nồng 
độ 1xMBC (12,5 mg/ml), đối với nồng độ 5xMBC 
(62,5 mg/ml) ở cao chiết TK có tỷ lệ sống 85±5% và ở 
cao chiết OI có tỷ lệ sống 35±5%. Tại nghiệm thức OI 
5xMBC, tỷ lệ cá chết cao từ ngày thứ 2 và giảm dần đến 
ngày thứ 6 và sau đó ngưng chết, điều này cho thấy cao 
chiết OI biểu hiện độc tính cao ở nồng độ 5xMBC. Do 
đó, cao chiết TK được xác định có tiềm năng ứng dụng 
phòng bệnh đốm trắng nội tạng trên cá lóc giống.

3.3. Xác định nồng độ gây chết 50% (LD₅₀) chủng 
vi khuẩn A. schubertii CL238 trên cá lóc giống

Sau thời gian theo dõi hai tuần, thí nghiệm được ghi 
nhận và đánh giá tỷ lệ chết tích lũy (%) tại hình 6.

Hình 6. Tỷ lệ chết tích lũy (%) của cá lóc giống sau cảm nhiễm với 
A. schubertii CL238 ở các nồng độ khác nhau bằng phương pháp 
tiêm ổ bụng.

Dựa trên kết quả tỷ lệ chết tích lũy được trình bày tại 
hình 6, nồng độ gây chết 50% (LD50) của chủng vi khuẩn 
A. schubertii CL238 trên cá lóc giống được xác định là 
1,7x10² CFU/ml. So sánh với các nghiên cứu trước cho 
thấy LD50 trong nghiên cứu này thấp hơn đáng kể. Cụ thể, 
Y.F. Chen và cs (2012) [9] xác định LD50 của chủng 
A. schubertii trên cá lóc Channa maculata dao động trong 

khoảng 1,4x104-6,4x106 CFU/ml. Tương tự, T.T. Dung và cs 
(2019) [1] ghi nhận LD50 của hai chủng vi khuẩn A. schubertii 
SCL30 và STC56 trên cá lóc giống lần lượt là 6,59×10³ 
CFU/ml và 8,12x10³ CFU/ml. Ngoài ra, xác định LD50 của 
chủng A. schubertii HNL.6.1T là 3,32x104 CFU/ml [10]. Giá 
trị LD50 trong nghiên cứu hiện tại thấp hơn có thể được lý 
giải bởi hai yếu tố chính. Thứ nhất, cá lóc giống sử dụng 
trong thí nghiệm có kích cỡ nhỏ hơn (7 g/con) so với các 
nghiên cứu trước đó (9-20 g/con), khiến chúng dễ mẫn cảm 
hơn với vi khuẩn. Thứ hai, độc lực của vi khuẩn A. schubertii 
có xu hướng gia tăng theo thời gian, có thể do sự xuất 
hiện ngày càng nhiều chủng kháng kháng sinh. Các chủng 
A. schubertii gần đây đã kháng 8/11 loại kháng sinh được 
khảo sát, với 100% chủng thể hiện khả năng kháng ít nhất 
hai loại kháng sinh trở lên, cho thấy nguy cơ lan truyền gen 
kháng sinh ngày càng gia tăng [14].

4. Kết luận

Trong nghiên cứu này, chủng vi khuẩn gây bệnh đốm 
trắng nội tạng trên cá lóc (Channa sp.) đã được phân lập 
và định danh thông qua giải trình tự gen 16S rRNA là 
A. schubertii. 

Năm loại cao chiết thực vật gồm LB, TK, OI, LS và 
XTL được đánh giá khả năng kháng khuẩn thông qua 
phương pháp khuếch tán trên đĩa thạch và xác định giá 
trị MIC/MBC. Trong đó, trầu không được xác định lại 
loại cao chiết có tác dụng kháng khuẩn tốt, ổn định và 
an toàn cho vật chủ nhất. Nồng độ gây chết 50% (LD50) 
của chủng A. schubertii CL238 trên cá lóc giống được xác 
định là 1,7x10² CFU/ml.
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