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 TÓM TẮT 

Nghiên cứu đánh giá khả năng kháng các chủng vi khuẩn Streptococcus agalactiae thuộc kiểu 

huyết thanh III và Ib trên cá rô phi của một số loại cao chiết thảo dược: tía tô (Perilla frutescens), kinh 

giới (Elsholtzia ciliata), bạch chỉ (Angelica dahurica), xuyên tâm liên (Andrographis paniculata), cỏ 

mực (Eclipta prostrata), cỏ gà (Cynodon dactylon), sài đất (Wedelia chinensis), mướp đắng 

(Momordica charantia). Các loại cao chiết được chiết xuất trong 3 loại dung môi: nước cất, ethanol 

96% và methanol 99,8%, được xử lý nhiệt và cô quay để loại bỏ dung môi. Kết quả đánh giá khả năng 

kháng khuẩn của 4 loại cao chiết từ thảo dược cho thấy: tía tô, kinh giới, xuyên tâm liên và cỏ mực 

trong dung môi nước cất cho khả năng kháng khuẩn cao nhất với các chủng Streptococcus agalactiae 

ST283 kiểu huyết thanh III and S. agalactiae ST1395 kiểu huyết thanh Ib. Nồng độ ức chế tối thiểu 

(MIC) và nồng độ tiêu diệt tối thiểu (MBC) của 4 loại cao chiết thảo dược này dao động từ 312 mg/L 

đến 2500 mg/L trên các chủng S. agalactiae ở cả hai kiểu huyết thanh. Cao chiết của 4 loại thảo dược 

an toàn cho cá rô phi ở các nồng độ MBC, 2x MBC và 10x MBC. Kết quả nghiên cứu khả năng kháng 

S. agalactiae trong điều kiện in vivo của 4 loại cao chiết thảo dược này bằng phương pháp tiêm đã chứng 

minh khả năng bảo vệ cao cho cá rô phi chống lại vi khuẩn gây bệnh, cho thấy tiềm năng ứng dụng các 

loại cao chiết này trong nuôi trồng thủy sản nhằm phòng và trị bệnh do S. agalactiae gây ra trên cá. 

Từ khóa: Cao chiết thảo dược, Khả năng kháng khuẩn, Streptococcus agalactiae, Cá rô phi, 

Oreochromis sp. 
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ABSTRACT 

The curent study was conducted to investigate the antagonism effect towards Streptococcus 

agalactiae serotype III and S. agalactiae serotype Ib in tilapia (Oreochromis sp.) by herbal extracts, 

namely perilla leaf (Perilla frutescens), Vietnamese balm (Elsholtzia ciliata), angelica (Angelica 

dahurica), king of bitter (Andrographis paniculata), white eclipta (Eclipta prostrata), bermuda grass 

(Cynodon dactylon), wedelia grass (Wedelia chinensis), bitter melon (Momordica charantia). The 

extracts of these herbs were prepared in distilled water, ethanol 96% or methanol 99.8%, which were 

subsequently subjected to heat treatment and vacuum evaporation to remove the solvents. The 

antagonist results of these extract showed that, the extract of perilla leaf, Vietnamese balm, king of bitter 

and white eclipta in either distilled water exhibited the strongest growth-inhibiting effect towards 

Streptococcus agalactiae ST283 serotype III and S. agalactiae ST1395 serotype Ib strains. The MBC 

(minimal bactericidal concentration) and MIC (minimal inhibitory concentration) values of the extract 

of perilla leaf, Vietnamese balm, king of bitter and white eclipta in distilled water for both serotypes of 

S. agalactiae strains were from 312 mg/L to 2500 mg/L.  The results of the toxicity experiment showed 

that all these four herbal extracts at the dose of MBC, 2x MBC and 10x MBC were safe for fish. The in 

vivo investigations on the resistance to S. agalactiae of these four herbal extracts by injection method 

in tilapia showed the high protection suggesting the potential herbal plants for aquaculture use, in the 

prevention and treatment of S. agalactiae infection in fish. 

Keywords: Herbal extract, Antibacterial, Streptococcus agalactiae, Tilapia, Oreochromis sp. 
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1. MỞ ĐẦU 

Cá rô phi (Oreochromis sp.) là giống 

cá nước ngọt thuộc họ Cichlidae. Tại Việt 

Nam, đây là một trong những đối tượng 

nuôi nước ngọt phổ biến, đặc biệt được nuôi 

nhiều ở khu vực đồng bằng sông Cửu Long 

và các tỉnh miền Trung. Trong những năm 

gần đây, dịch bệnh trên cá rô phi do vi 

khuẩn Streptococus agalactiae ngày càng 

tăng và trở thành một thách thức lớn cho 

nghề nuôi cá nước ngọt nói chung và cá rô 

phi nói riêng. Biểu hiện của bệnh do vi 

khuẩn S. agalactiae gây ra là mắt bị lồi đục, 

có hiện tượng bơi xoắn ốc hoặc bơi vòng 

tròn, xuất huyết và viêm màng não, và có tỉ 

lệ gây chết cao lên đến 60 -70% trong vòng 

5 - 7 ngày, do đó gây nên nhiều thiệt hại 

kinh tế cho người nuôi (Nguyễn Ngọc 

Phước và cs., 2019).  

Cho đến nay, khả năng gây nhiễm tự 

nhiên của vi khuẩn này chỉ giới hạn ở bốn 

phân nhóm (clonal complexes - CC) đã biết, 

mỗi phức hợp lại liên kết với một kiểu huyết 

thanh khác nhau: CC7 với kiểu huyết thanh 

Ia, CC283 với kiểu huyết thanh III, CC552 

với kiểu huyết thanh Ib và CC2 với kiểu 

huyết thanh IV (Delanoy và cs., 2021). Tuy 

nhiên gây bệnh cho cá rô phi nuôi tại Việt 

Nam hiện nay chủ yếu là các chủng thuộc 

hai phức hợp CC283 (kiểu huyết thanh III) 

gây bệnh trên cá nuôi ở Đồng bằng sông 

Cửu Long và CC552 (kiểu huyết thành Ib) 

gây bệnh trên cá nuôi ở Thừa Thiên Huế 

(Phuoc và cs., 2021, FAO, 2021). Sử dụng 

kháng sinh là giải pháp phổ biến được nhiều 

hộ nuôi lựa chọn để phòng trị bệnh do vi 

khuẩn S. agalactiae trên cá rô phi. Tuy 

nhiên, việc sử dụng kháng sinh có thể gây 

nên hiện tượng kháng kháng sinh của vi 

khuẩn gây bệnh trong nuôi trồng thủy sản. 

Điều này dẫn đến việc giảm hiệu quả sử 

dụng thuốc, đồng thời gây nên các vấn đề 

về sức khỏe cho con người và ô nhiễm môi 

trường do tồn dư lượng lớn thuốc kháng 

sinh cả trong cơ thể động vật thủy sản và 

ngoài môi trường nuôi (Novais và cs., 

2018).  

Thảo dược được xem là giải pháp 

thay thế an toàn cho việc sử dụng kháng 

sinh trong nuôi trồng thủy sản (Seyyednejad 

và Motamedi, 2010; Najak và cs., 2017). 

Rất nhiều nghiên cứu trong và ngoài nước 

cũng cho thấy có một số loại thảo dược có 

hiệu quả tốt trong việc ức chế vi khuẩn gây 

bệnh trên cá. Theo Citarasu và cs. (2010), 

các loại dược có khả năng kích thích tăng 

trưởng, kích thích miễn dịch, hoạt động 

kháng khuẩn và chống lại các tác nhân gây 

bệnh như vi khuẩn, nấm, ký sinh trùng. Sử 

dụng thảo dược thay thế cho thuốc kháng 

sinh trong quản lý sức khỏe cá không chỉ an 

toàn cho người tiêu dùng mà chúng còn có 

vai trò quan trọng trong nuôi trồng thủy sản. 

Hiện nay, đã có một số nghiên cứu cho thấy 

rằng nhiều loại thảo dược có khả năng 

kháng vi khuẩn Gram dương gây bệnh như 

tía tô, xuyên tâm liên, kinh giới, cỏ mực và 

một số loại thảo dược khác (Đỗ Tất Lợi, 

2000; Milud và cs., 2010). Một số loại thảo 

dược đã được thử nghiệm trong phòng và trị 

bệnh cho các đối tượng thủy sản như: cây 

xoan (Melia azedarach L), sài đất (Wedelia 

chinensis), tỏi (Allium sativum L.), cây 

xuyên tâm liên (Andrographus 

panicullata), cỏ nhọ nồi (Eclipta alba 

Hassk), cây trâm bầu (Combretum 

quadrangulare) (Trương Thị Mỹ Hạnh và 

cs., 2017; Hoàng Mộng Huyền và cs., 

2020). Trong nghiên cứu này, 8 loại cao 

chiết thảo dược gồm: tía tô (Perilla 

frutescens), kinh giới (Elsholtzia ciliata), 

bạch chỉ (Angelica dahurica), xuyên tâm 

liên (Andrographis paniculata), cỏ mực 

(Eclipta prostrata), cỏ gà (Cynodon 

dactylon), sài đất (Wedelia chinensis), 

mướp đắng (Momordica charantia) được 

sử dụng để đánh giá khả năng kháng 

Streptococus agalactiae trong điều kiện in 
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vitro và thử độc tính trên cá rô phi nhằm 

chọn ra loại thảo dược có hiệu quả cao để 

làm tiền đề cho việc tạo chế phẩm thảo dược 

phòng trị bệnh trên cá rô phi. 

2. NỘI DUNG VÀ PHƯƠNG PHÁP 

NGHIÊN CỨU 

2.1. Nguồn gốc thảo dược và phương 

pháp chiết xuất cao chiết 

2.1.1. Nguồn gốc thảo dược  

Các loại thảo dược tía tô (Perilla 

frutescens), kinh giới (Elsholtzia ciliata), 

bạch chỉ (Angelica dahurica), xuyên tâm 

liên (Andrographis paniculata), cỏ mực 

(Eclipta prostrata), cỏ gà (Cynodon 

dactylon), sài đất (Wedelia chinensis), 

mướp đắng (Momordica charantia) được 

thu gom nguyên cây ở Thừa Thiên Huế, 

được đem về phòng thí nghiệm, sau đó đưa 

đi rửa sạch với nước và thu lá cắt nhỏ; riêng 

bạch chỉ thu phần rễ củ. Các loại thảo dược 

được cho vào tủ sấy ở nhiệt độ 60-70oC 

trong 6 giờ trước khi chiết xuất cao chiết. 

Nghiền nhỏ riêng từng loại thảo dược khô 

bằng máy xay sinh tố đa năng Philips 

HR2221/00 (Hà Lan). Bảo quản thảo dược 

ở 4oC. Các loại thảo dược sử dụng trong 

nghiên cứu được trình bày ở Bảng 1. 

Bảng 1. Các loại thảo dược sử dụng trong nghiên cứu và nguồn gốc 

Loại thảo dược  
Bộ phận sử 

dụng 

Trạng 

thái 
Nguồn gốc 

Tía tô (Perilla frutescens) Toàn cây Tươi 
Xã Quảng Thành- Thừa Thiên 

Huế 

Kinh giới (Elsholtzia ciliata) Toàn cây Tươi 
Xã Quảng Thành- Thừa Thiên 

Huế 

Bạch chỉ (Angelica dahurica) Rể (củ) Khô Thành phố Huế 

Xuyên tâm liên (Andrographis 

paniculata) 
Lá Tươi Thành phố Huế 

Cỏ mực (Eclipta prostrata) Toàn cây Tươi 
Xã Quảng Thành- Thừa Thiên 

Huế 

Cỏ gà (Cynodon dactylon) Toàn cây Tươi 
Xã Quảng Thành- Thừa Thiên 

Huế 

Sài đất (Wedelia chinensis) Toàn cây Tươi  
Xã Quảng Thành- Thừa Thiên 

Huế 

Mướp đắng (Momordica charantia) Toàn cây Tươi 
Xã Quảng Thành- Thừa Thiên 

Huế 

2.1.2. Phương pháp chiết xuất 

Cao chiết các loại thảo dược trong 

các dung môi: methanol 99,8%, cồn 96% và 

nước cất được tiến hành theo phương pháp 

của Trần Hùng và Nguyễn Viết Kình (2015) 

gồm các bước như sau: Cân mỗi loại thảo 

dược 30 g và chia thành 3 phần bằng nhau, 

trộn lần lượt với 3 loại dung môi gồm nước 

cất, ethanol và methanol với tỷ lệ 1: 10 

(tương đương 10 g thảo dược và 100 mL 

dung môi). Sau đó đem chưng cách thủy ở 

nhiệt độ 60-70oC trong vòng 120 phút, lọc 

để loại bỏ phần bã thảo dược. Dịch chiết của 

3 loại dung môi đem đi cô quay ở nhiệt độ 

60oC, áp suất chân không để loại bỏ hết 

dung môi, sau đó cho nước cất đủ 20 mL 

(bằng 1/5 thể tích ban đầu) thu được cao 

chiết thí nghiệm, và bảo quản ở nhiệt độ -

20ºC để sử dụng trong các thí nghiệm. 

2.2. Vi khuẩn thí nghiệm 

12 chủng vi khuẩn gây bệnh 

Streptococcus agalactiae được phân lập từ 

mẫu cá rô phi bị bệnh lồi mắt xuất huyết 

trong đó 6 chủng thuộc Sequence Type (ST) 

283 (kiểu huyết thanh III) phân lập tại Cần 

Thơ và 6 chủng ST 1395 (kiểu huyết thanh 

Ib) phân lập tại Thừa Thiên Huế (Phuoc và 

cs., 2021). Các chủng vi khuẩn đã được định 

danh là S. agalatiae group B thuộc phân 

nhóm Clonal complex (CC) 283 kiểu huyết 
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thanh III và kiểu huyết thanh Ib thuộc CC 

552 bằng phương pháp MLST (Multilocus 

Sequence Typing) tại trường Đại học 

Glasgow, Vương quốc Anh và được cung 

cấp từ phòng thí nghiệm Khoa Thủy sản, 

trường Đại học Nông Lâm, Đại học Huế. 

Các chủng vi khuẩn đã được định 

danh là S. agalactiae được bảo quản trong 

glycerol 15% và được bảo quản ở nhiệt độ -

4oC. Mẫu vi khuẩn được đem nuôi cấy và 

phục hồi bằng phương pháp cấy ria trên đĩa 

môi trường Tryptic Soy agar (TSA, 

Himedia, Ấn Độ). Dùng que cấy vòng đã 

thao tác vô trùng nhúng vào dung dịch mẫu 

có chứa chủng vi khuẩn S. agalactiae bảo 

quản trong glycerol 15%. Ria que cấy thành 

các đường trên đĩa petri có chứa môi trường 

TSA. Sau mỗi đường ria, đốt khử trừng que 

cấy và làm nguội trước khi thực hiện các 

đường ria tiếp theo. Dùng parafin bao bọc 

kín và nuôi cấy ở nhiệt độ 28°C trong 24 

giờ.  S. agalactiae tạo khuẩn lạc nhỏ, màu 

trắng, tròn trên môi trường TSA. Sau đó, 

chủng vi khuẩn thí nghiệm được nuôi cấy 

tăng sinh trong môi trường Tryptic Soy 

Broth (TSB, Himedia, Ấn Độ) trong tủ ấm 

(GFL 3032, hãng GFL) ở 30°C với tốc độ 

lắc 180 vòng/phút trong 24 giờ. Mật độ vi 

khuẩn sau khi nuôi cấy được xác định theo 

phương pháp đo mật độ quang học (Optical 

density- OD) ở bước sóng 600 nm trên máy 

quang phổ UV-VIS (U2900, Hitachi, Nhật 

Bản) và được pha loãng về giá trị OD=1 

(tương đương mật độ vi khuẩn là 108 

cfu/mL). Mật độ vi khuẩn sau đó được pha 

loãng về 106 cfu/mL để thử khả năng kháng 

khuẩn của cao chiết thảo dược ở các loại 

dung môi khác nhau. 

2.3. Cá thí nghiệm 

Cá rô phi (Oreochromis sp.), trọng 

lượng cơ thể trung bình 20 g được mua từ 

Trung tâm giống Thuỷ sản Thừa Thiên Huế 

và được nuôi ở trong bể composite 1 m3 tại 

phòng thí nghiệm Bệnh học thuỷ sản, Khoa 

Thuỷ sản, trường Đại học Nông Lâm Huế. 

Cá được nuôi cách ly trong bể nhựa 1000-L 

với nhiệt độ duy trì trong khoảng 28-30oC 

trong 14 ngày (Hình1). Cá thí nghiệm được 

cho ăn bằng thức ăn Cargill (Việt Nam) hai 

lần/ngày ở mức 3% trọng lượng thân vào 

lúc 8 giờ sáng và 2 giờ chiều. Sục khí liên 

tục 24 giờ/ngày. Trước khi bố trí thí 

nghiệm, đàn cá được kiểm tra không bị 

nhiễm vi khuẩn Streptococcus agalactiae 

bằng cách cấy trực tiếp mẫu não của 5 cá 

ngẫu nhiên trong bể lên môi trường TSA và 

ủ ở nhiệt độ 28oC trong 24 giờ (Phuoc và 

cs., 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Hình 1. Cá thí nghiệm được nuôi cách ly 
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2.4. Khảo sát hoạt tính kháng khuẩn của 

các loại cao chiết 

Khả năng kháng khuẩn của cao chiết 

từ các loại thảo dược ở các dung môi khác 

nhau được tiến hành theo phương pháp của 

Tucker và cs. (2009) gồm các bước như sau: 

Trải đều vi khuẩn lên môi trường 

Muller Hinton agar (MHA, Himedia, Ấn 

Độ) đã chuẩn bị trước như mục 2.2. Đĩa 

thạch được để khô 15 phút trước khi đục các 

lỗ giếng đường kính 6 mm với khoảng cách 

thích hợp trên đĩa thạch đã trải vi khuẩn.  

Hút chính xác 100 μL nước cất vào 

các giếng thạch để làm đối chứng âm. Sau 

đó cho 100 μL cao chiết của các loại thảo 

dược trong các dung môi methanol, ethanol 

và nước cất (nồng độ tương đương 2500 

μg/giếng) vào các giếng khác nhau. Đối 

chứng dương với kháng sinh là penniciline 

(125 μg). 

Sau đó để 30 phút cho các chất thử 

nghiệm khuếch tán vào lớp thạch trước khi 

ủ ở nhiệt độ 28 - 30oC. Kiểm tra đường kính 

vòng kháng khuẩn sau 24 giờ. Mức độ 

kháng vi sinh vật của cao chiết thảo dược 

được đánh giá theo Faikoh và cs., (2014) 

(Bảng 2). Thí nghiệm được tiến hành 4 lần 

lặp lại.  

Từ kết quả sàng lọc khả năng kháng 

khuẩn, 4 loại cao chiết thảo dược trong dung 

môi thích hợp cho kết quả tốt nhất được 

chọn để xác định nồng độ ức chế tối thiểu 

và nồng độ tiêu diệt tối thiểu (MBC) cũng 

như thử khả năng kháng khuẩn và độc tính 

trên cá rô phi. 

Bảng 2. Bảng đánh giá mức độ kháng khuẩn của các loại cao chiết thảo dược 

Đường kính vòng kháng vi sinh vật (mm) Mức độ kháng vi sinh vật 

≥ 15 Mạnh 

7,5 – 15 Trung bình 

< 7,5 Yếu 

0 Không kháng 

2.5.  Xác định nồng độ ức chế tối thiểu 

(Minimum Inhibitory Concentration - 

MIC) và nồng độ tiêu diệt tối thiểu 

(Minimum Bactericidal Concentration – 

MBC) của cao chiết từ các loại thảo dược 

Nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) được 

xác định theo phương pháp pha loãng nồng 

độ trên đĩa 96 giếng theo phương pháp của 

CLSI (2012). 

Chuẩn bị vi khuẩn: Mười hai chủng 

vi khuẩn S. agalactiae thuộc hai phân nhóm 

ST 283 (kiểu huyết thanh III) và ST 1395 

(kiểu huyết thanh Ib) được chuẩn bị như 

mục 2.2, sau đó mật độ vi khuẩn sau đó 

được pha loãng về 106 cfu/mL để thử 

nghiệm.  

Cao chiết thảo dược: Bốn loại cao 

chiết thảo dược trong loại dung môi cho kết 

quả kháng khuẩn tốt nhất được lựa chọn để 

tiến hành thí nghiệm.  

Cho 100 µL dung dịch vi khuẩn vào 

từng giếng của đĩa 96 giếng chứa sẵn 100 

µL dung dịch cao chiết các loại thảo dược 

được pha loãng thành các nồng độ khác 

nhau theo cơ số 2 với dung dịch gốc ban đầu 

là nồng độ 5000 mg/L cho đến 15,5 mg/L. 

Sau đó bổ sung 20 µL thuốc thử resazurin 

0,01% vào mỗi giếng và được nuôi cấy ở 

30°C trong 24 giờ. Thuốc thử resazurin có 

màu xanh dương trong dung dịch, các giếng 

có sự tăng trưởng của vi khuẩn sẽ làm đổi 

màu của dung dịch resazurin từ màu xanh 

sang màu hồng. Quan sát sự đổi màu, ghi 

nhận giá trị MIC là nồng độ của giếng 

không làm đổi màu của thuốc thử resazurin 

ở nồng độ thấp nhất của dịch chiết ức chế 

được mật độ vi khuẩn. 

Nồng độ tiêu diệt tối thiểu (MBC) 

được xác định theo CLSI (1998) bằng 

phương pháp trải đĩa thạch. Hút chính xác 
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20 µL dịch thử nghiệm trên các giếng không 

có sự đổi màu của resazurin 0,01% từ thí 

nghiệm trên, nhỏ lên môi trường thạch 

MHA đã chuẩn bị sẵn và được ủ ở 30oC sau 

24 giờ để quan sát sự sống sót của vi khuẩn. 

Giá trị MBC là nồng độ thấp nhất trong dãy 

nồng độ của cao chiết có thể tiêu diệt toàn 

bộ vi khuẩn trong giếng (vi khuẩn không 

phát triển trên đĩa thạch). 

2.6. Khảo sát độc tính của các cao loại 

thảo dược trên cá rô phi 

Chuẩn bị thảo dược: 4 loại cao chiết 

có hoạt tính kháng khuẩn tốt nhất được khảo 

sát độc tính trên cá rô phi bằng phương pháp 

cho ăn. Độc tính của các cao chiết này trên 

cá rô phi được khảo sát ở các nồng độ: 1x 

MBC, 5x MBC và 10x MBC (pha loãng 

bằng dung môi Phosphate-buffered saline 

(PBS) và được ủ ở 28oC trong 3 giờ. Trộn 

thức ăn cùng dung dịch thảo dược để cho cá 

thí nghiệm ăn. Nghiệm thức đối chứng âm 

là trộn PBS vào thức ăn. Cá được thả nuôi 

riêng trong bể thể tích 120-L với hệ thống 

nước chảy tốc độ 14 L/ phút, nhiệt độ duy 

trì trong khoảng 28-30oC và được cho ăn 2 

lần mỗi ngày với liều lượng 3% trọng lượng 

thân vào lúc 8 giờ sáng và 2 giờ chiều. Thức 

ăn sử dụng trong thí nghiệm là Cargill (Việt 

Nam). Mỗi nghiệm thức gồm 10 con cá và 

được lặp lại 3 lần. Tổng số cá trong thí 

nghiệm này 360 con. Thử nghiệm được thực 

hiện trong 14 ngày, tỷ lệ chết của cá được 

theo dõi và ghi nhận hàng ngày. 

2.7. Đánh giá khả năng kháng vi khuẩn 

của cao thảo dược trên cá rô phi 

Bốn loại cao chiết trong loại dung 

môi có hoạt tính kháng khuẩn tốt nhất được 

đánh giá khả năng kháng khuẩn trên cá rô 

phi bằng phương pháp tiêm 

Balasubramnian và cs., (2008). Chủng vi 

khuẩn S. agalactiae ST 283 (kiểu huyết 

thanh III) được sử dụng trong thí nghiệm 

này. 

Thí nghiệm được bố trí trên 180 cá 

gồm 6 nghiệm thức bao gồm: nghiệm thức 

đối chứng âm – cá được tiêm với PBS, đối 

chứng dương – cá được tiêm với huyền phù 

vi khuẩn với mật độ 106 cfu/mL (liều gây 

chết 50% LD50 được xác định từ nghiên cứu 

của Phuoc và cs. (2021)), bốn nghiệm thức 

còn lại – cá được tiêm với hỗn hợp dung 

dịch vi khuẩn mật độ 106 cfu/mL trộn với 

cao thảo dược ở nồng độ MBC được xác 

định ở thí nghiệm 2.4 và ủ ở 28oC trong 3 

giờ. Thể tích dung dịch tiêm vào xoang 

bụng của mỗi cá là 0,1 mL, mỗi nghiệm 

thức gồm 10 con cá và được lặp lại 3 lần. 

Cá sau khi cảm nhiễm được nuôi trong bể 

nhựa 120-L với hệ thống nước chảy tốc độ 

14 L/ phút, nhiệt độ duy trì trong khoảng 28-

30oC. Cá thí nghiệm được cho ăn bằng thức 

ăn Cargill (Việt Nam) hai lần/ngày ở mức 

duy trì (2% trọng lượng thân) vào lúc 8 giờ 

sáng và 2 giờ chiều. Sục khí liên tục 24 

giờ/ngày. Tỷ lệ chết của cá được ghi nhận 

hàng ngày. Phân lập vi khuẩn từ não và thận 

đối với cá chết trong suốt thí nghiệm. Kết 

thúc thí nghiệm, phân lập vi khuẩn từ não 

với 50% cá sống ở mỗi nghiệm thức (Phuoc 

và cs., 2021). Căn cứ vào tỷ lệ sống của cá 

tại các nồng độ thảo dược khác nhau để 

đánh giá hoạt tính bảo vệ cá trước vi khuẩn 

S. agalactiae của các loại cao chiết từ thảo 

dược. 

2.8. Phương pháp xử lý số liệu 

Tất cả các số liệu thí nghiệm được xử 

lý thống kê theo phân tích phương sai 

(ANOVA) bởi trình ứng dụng GLM 

(General Linear Model) của phần mềm 

SPSS 20.0. Sự sai khác giữa các giá trị trung 

bình được xác định theo phương pháp 

Tukey với độ tin cậy 95%.  
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3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Kết quả thử khả năng kháng khuẩn 

của các loại cao chiết thảo dược 

Khả năng kháng khuẩn của các loại 

cao chiết thảo dược trong các dung môi 

khác nhau được thể hiện qua các Bảng 3, 4 

và 5 và Hình 2.

Bảng 3. Kích thước trung bình vòng kháng khuẩn của các loại cao chiết thảo dược đối với các chủng 

vi khuẩn ST 283 (kiểu huyết thanh III) và ST 1395 (kiểu huyết thanh Ib) trong dung môi là nước cất 

Loại cao chiết thảo dược 
Đường kính vòng vô khuẩn (mm) 

S. agalactiae ST 283 S. agalactiae ST 1395 

Tía tô 17,4a ± 0,4 18,1a ± 0,6 

Kinh giới 17,9a ± 0,4 18,1a ± 0,9 

Xuyên tâm liên 18,7a ± 0,4 19,2a ± 0,6 

Sài đất 14,9b ± 0,6 14,7b ± 0,7 

Bạch chỉ 15,0b ± 0,5 15,6b ± 0,5 

Cỏ gà 12,6c ± 0,8 14,1b ± 0,6 

Cỏ mực 15,3b ± 0,9 16,1b ± 0,6 

Mướp đắng 10,5c ± 0,3 10,3c ± 0,4 

Đối chứng dương (penniciline) 0 15,6b ± 0,6 

Đối chứng âm (nước cất) 0 0 

Số liệu trình bày là giá trị trung bình ± Độ lệch chuẩn; trên cùng một cột, các chữ cái khác nhau biểu 

thị sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 

Bảng 4. Kích thước trung bình vòng kháng khuẩn của các loại cao chiết thảo dược đổi với các chủng 

vi khuẩn ST 283 (kiểu huyết thanh III) và ST 1395 (kiểu huyết thanh Ib) trong dung môi ethanol 

Loại thảo dược 
Đường kính vòng vô khuẩn (mm) 

S. agalactiae ST 283 S. agalactiae ST 1395 

Tía tô 12,6a ± 0,6 11,9b ± 0,9 

Kinh giới 12,4a ± 0,5 12,3b ± 0,7 

Xuyên tâm liên 10,6b ± 0,6 10,7c ± 0,6 

Sài đất 12,3a ± 0,6 13,3b ± 0,6 

Bạch chỉ 12,1a ± 0,7 10,3c ± 0,6 

Cỏ gà 12,5a ± 0,5 11,2b ± 1,1 

Cỏ mực 9,6b ± 0,6 9,3c ± 0,6 

Mướp đắng 13,6a ± 0,6 12,5b ± 0,5 

Đối chứng dương (penniciline) 0 15,6a ± 0,6 

Đối chứng âm (nước cất) 0 0 

Số liệu trình bày là giá trị trung bình ± Độ lệch chuẩn; trên cùng một cột, các chữ cái khác nhau biểu 

thị sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 

Bảng 5. Kích thước trung bình vòng kháng khuẩn của các loại cao chiết thảo dược đổi với các chủng 

vi khuẩn ST 283 (kiểu huyết thanh III) và ST 1395 (kiểu huyết thanh Ib) trong dung môi methanol  

Loại thảo dược 
Đường kính vòng vô khuẩn (mm) 

S. agalactiae ST 283 S. agalactiae ST 1395 

Tía tô 14,3a ± 1,5 14,7a ± 0,6 

Kinh giới 15,3a ± 0,6 15,7a ± 1,1 

Xuyên tâm liên 13,8a ± 0,9 14,1a ± 1,1 

Sài đất 14,3a ± 0,6 13,3a ± 0,6 

Bạch chỉ 15,6a ± 1,2 15,6a ± 0,8 

Cỏ gà 12,3b ± 0,6 12,7a ± 1,4 

Cỏ mực 14,3a ± 1,1 14,3a ± 0,6 

Mướp đắng 11,9b ± 0,85 10,8b ± 1,1 

Đối chứng dương (penniciline) 0 15,6a ± 0,6 

Đối chứng âm (nước cất) 0 0 

Số liệu trình bày là giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn; trên cùng một cột, các chữ cái khác nhau biểu thị 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 
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Trong 8 loại thảo dược được sử dụng 

để nghiên cứu khả năng kháng vi khuẩn S. 

agalactiae phân lập từ cả hai vùng Đồng 

bằng sông Cửu Long và Thừa Thiên Huế 

cho thấy 4 loại cao chiết thảo dược: tía tô, 

kinh giới, xuyên tâm liên, cỏ mực ở dung 

môi nước và methanol đều có đường kính 

vòng kháng khuẩn cao nhất. Không có sự 

sai khác về kích thước vòng kháng khuẩn 

của các loại cao chiết thảo dược trên các 

chủng S. agalactiae ở các kiểu huyết thanh 

khác nhau. Nhiều nghiên cứu cho thấy cao 

chiết xuyên tâm liên có khả năng kháng 

khuẩn mạnh và có khả năng kích thích miễn 

dịch trên cá chép Ấn Độ (Catla catla) 

(Xavier và cs., 2012). Cao chiết xuyên tâm 

liên trong dung môi nước có tác dụng kháng 

mạnh với vi khuẩn S. agalactiae gây bệnh 

trên cá rô phi (Rattanachaikunsopon và 

Phumkhachorn, 2009). Trong nghiên cứu 

chúng tôi, cao chiết lá xuyên tâm liên trong 

cả hai dung môi nước và methanol 99,8% 

đều cho kết quả kháng khuẩn với các chủng 

S. agalactiae ở hai nhóm huyết thanh cao 

hơn khả năng kháng khuẩn của cao chiết 

xuyên tâm liên trong dung môi ethanol 96% 

và methanol 99,8% đối với chủng S. 

agalactiae SA4 trong nghiên cứu Nguyễn 

Thị Trúc Quyên và cs. (2019). Như vậy, 

nguồn gốc thảo dược và loại dung môi ảnh 

hưởng đến khả năng kháng khuẩn của cao 

thảo dược.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2. Khả năng kháng khuẩn của các loại cao chiết kinh giới (1),  cỏ gà (2), mướp đắng 

(3), xuyên tâm liên (4), cỏ mực (5), và tía tô (6), và penniciline (7) ở dung môi ethanol lên chủng vi 

khuẩn S. agalactiae ST 283 (A) và S. agalactiae ST 1395 

Trong 3 loại dung môi, cao chiết 

các loại thảo dược với dung môi ethanol tạo 

đường kính vòng kháng khuẩn trung bình 

trên tất cả các chủng S. agalactiae thử 

nghiệm, thấp hơn cao chiết thảo dược với 

dung môi là nước và methanol (Hình 2). Ba 

loại dung môi: nước, methanol và ethanol 

đều là những dung môi phân cực với độ 

phân cực với độ phân cực tăng dần. Theo 

nghiên cứu của Trịnh Thị Trang và Nguyễn 

Thanh Hải (2016) thì các loại dung môi tách 

chiết khác nhau thì khả năng hoà tan các 

hợp chất trong thực vật khác nhau. Dung 

môi ethanol cho khả năng tách chiết các hợp 

chất từ lá trầu không tốt hơn các dung môi 

có độ phân cực thấp là methanol và nước. 

Tuy nhiên trong nghiên cứu này, các hợp 

chất trong 8 loại thảo dược sử dụng lại hoà 

tan tốt ở dung môi có độ phân cực thấp hơn 

là methanol và nước. Như vậy, dung môi có 

độ phân cực thấp (nước) có khả năng tách 

chiết các hoạt chất trong các loại thảo dược 

trong nghiên cứu này là cao nhất.  
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Khi dùng kháng sinh penicilline làm 

đối chứng dương, penicilline không tạo 

vòng kháng khuẩn đối với các chủng S. 

agalactiae ST 283 phân lập từ cá rô phi nuôi 

tại Cần Thơ, nhưng tạo vòng kháng khuẩn 

có đường kính 15,6 ± 0,6 mm đối với các 

chủng S. agalactiae ST 1395 phân lập tại 

Thừa Thiên Huế. Điều này cho thầy rằng 

các chủng S. agalactiae ST 283 phân lập 

trên cá rô phi nuôi tại Cần Thơ có hiện 

tượng kháng kháng sinh penicilline. Theo 

nghiên cứu của Đặng Thị Hoàng Oanh và 

cs., (2005) việc trộn những loại thuốc kháng 

sinh như oxytetracycline, streptomycin và 

penicillin vào thức ăn của cá để phòng và trị 

bệnh là rất phổ biến ở vùng Đồng Bằng 

Sông Cửu Long dẫn đến nhiều dòng vi 

khuẩn có khả năng đa kháng thuốc. 

3.2. Kết quả xác định nồng độ ức chế tối 

thiểu (MIC) và nồng độ tiêu diệt tối thiểu 

(MBC) của các loại cao chiết thảo dược 

Từ kết quả sàng lọc khả năng kháng 

khuẩn ở điều kiện in vitro, 4 loại cao chiết 

thảo dược: xuyên tâm liên, cỏ mực, tía tô và 

kinh giới trong dung môi nước có khả năng 

kháng khuẩn mạnh với vi khuẩn S. 

agalactiae thuộc hai nhóm kháng nguyên 

III và Ib. Vì vậy, bốn loại cao chiết này được 

chọn để xác định nồng độ ức chế tối thiểu 

(MIC) và nồng độ tiêu diệt tối thiểu (MBC) 

được trình bày ở Bảng 6.

Bảng 6. Nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) và nồng độ tiêu diệt tối thiểu (MBC) của 4 loại cao chiết 

trong dung môi nước trên vi khuẩn S. agalactiae gây bệnh trên cá rô phi 

Loại cao chiết 
Nồng độ ức chế tối thiểu 

(MIC) (mg/L) 

Nồng độ tiêu diệt tối thiểu 

(MBC) (mg/L) 

Xuyên tâm liên 312 312 

Kinh giới 625 1250 

Tía tô 1250 2500 

Cỏ mực 1250 2500 

Không có sự sai khác về giá trị MIC 

và MBC của các loại cao chiết thảo dược 

trên các chủng S. agalactiae ở các kiểu 

huyết thanh khác nhau. Xuyên tâm liên cho 

khả năng kháng khuẩn tốt nhất với nồng độ 

ức chế tối thiểu (MIC) và nồng độ tiêu diệt 

tối thiểu (MBC) là 312 mg/L, thấp hơn các 

loại thảo dược còn lại. Cỏ mực và tía tô có 

khả năng diệt khuẩn thấp nhất với nồng độ 

ức chế tối thiểu (MIC) và nồng độ tiêu diệt 

tối thiểu (MBC) lần lượt là 1250 mg/L và 

2500 mg/L. Giá trị MIC và MBC của xuyên 

tâm liên, tía tô và kinh giới trên vi khuẩn S. 

agalactiae ở nghiên cứu này thấp hơn giá trị 

MIC và MBC cao chiết từ quế lên vi khuẩn 

S. agalactiae trong nghiên cứu của Nguyễn 

Thị Trúc Quyên và cs. (2019). Khi tỉ lệ 

MBC/MIC nhỏ hơn hoặc bằng 4 thì cao 

chiết được xem là có khả năng diệt khuẩn; 

nếu tỉ lệ MBC/MIC lớn hơn 4 thì chiết xuất 

có tác dụng kìm khuẩn (Canillac và 

Mourey, 2001). Như vậy, cao chiết xuyên 

tâm liên, kinh giới, tía tô và cỏ mực trong 

dung môi nước đều có khả năng diệt khuẩn 

(MBC/MIC <4). 

3.3. Kết quả khảo sát độc tính của các cao 

loại thảo dược trên cá rô phi 

Kết quả khảo sát độc tính của các loại 

thảo dược trên cá rô phi cho thấy tỉ lệ sống 

100% của cá rô phi khi được cho ăn thức ăn 

trộn với các nồng độ MBC của dung dịch 

chiết thảo dược tía tô, kinh giới, xuyên tâm 

liên, cỏ mực và dung dịch đối chứng nước 

sau 14 ngày theo dõi (Bảng 7). Điều này cho 

phép kết luận rằng các loại thảo dược này 

an toàn cho cá rô phi và có thể sử dụng trong 

nghiên cứu phòng trị bệnh trên cá. 

  



TẠP CHÍ KHOA HỌC VÀ CÔNG NGHỆ NÔNG NGHIỆP              ISSN 2588-1256            Tập 7(1)-2023: 3452-3464 

https://tapchidhnlhue.vn   3461 

DOI: 10.46826/huaf-jasat.v7n1y2023.1033 

Bảng 7. Tỉ sống của cá rô phi khi cho ăn các loại thảo dược 

Thảo dược 
Tỷ lệ sống (%) 

1x MBC 5x MBC 10x MBC 

Xuyên tâm liên  100 100 100 

Kinh giới   100 100 100 

Tía tô   100 100 100 

Cỏ mực  100 100 100 

Đối chứng PBS 100 100 100 

3.4. Đánh giá khả năng kháng vi khuẩn 

của cao thảo dược trên cá rô phi 

Kết quả khảo sát hoạt tính của các 

cao chiết thảo dược kháng vi khuẩn S. 

agalactiae ở nồng độ 312 mg/L với xuyên 

tâm liên, 1250 mg/L với kinh giới, 2500 

mg/L với cỏ mực và tía tô cho thấy, các cao 

thảo dược còn lại đều có hiệu quả bảo vệ cá 

trước vi khuẩn S. agalactiae (Bảng 8). Các 

mẫu cá chết ở nghiệm thức đối chứng 

dương và bốn mẫu cá chết ở nghiệm thức sử 

dụng cao cỏ mực, đều thấy xuất hiện vi 

khuẩn S. agalactiae trên mẫu phân lập vi 

khuẩn từ não và thận ở môi trường TSA, 

không phân lập được mẫu vi khuẩn ở các 

mẫu cá sống sau thí nghiệm (Hình 3), chứng 

tỏ các loại cao thảo dược ức chế được vi 

khuẩn S. agalactiae.   

Bảng 8. Tỷ lệ cá chết ở thí nghiệm khảo sát hoạt tính của các cao thảo dược kháng vi khuẩn 

Streptococcus agalactiae 

Thảo dược (nồng độ mg/L) Tỷ lệ chết (%) 

Xuyên tâm liên (312) 0 ± 0,00a 

Kinh giới  (1250) 0 ± 0,00a 

Tía tô  (2500) 0 ± 0,00a 

Cỏ mực (2500) 13,33 ± 5,77b 

Đối chứng dương (chỉ vi khuẩn không có thảo dược) 60 ± 0,00a 

Đối chứng âm (chỉ tiêm PBS) 0 ± 0,00a 

Số liệu trình bày là giá trị trung bình ± Độ lệch chuẩn; trên cùng một cột, các chữ cái khác nhau biểu 

thị sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (p < 0,05). 

Đây là nghiên cứu đầu tiên thử khả 

năng kháng S. agalactiae trong điều kiện in 

vivo mặc dù hiệu quả của các chất chiết xuất 

từ thảo dược đã được nhiều nhóm tác giả 

trong và ngoài nước nghiên cứu trong điều 

kiện in vitro. Xuyên tâm liên đã được 

nghiên cứu sử dụng làm chất kháng khuẩn 

trong nuôi trồng thủy sản 

(Rattanachaikunsopon và Phumkhachorn, 

2009; Xavier và cs., 2012). Dịch chiết từ tía 

tô còn có khả năng đối kháng mạnh với các 

chủng vi khuẩn thuộc nhóm Streptococcus 

(Del Campo và cs., 2000) đặc biệt cao chiết 

tía tô trong dung môi ethanol-nước có khả 

năng chống oxy hóa và khả năng kháng 

khuẩn cao (Phan Thanh Tâm và cs. 2013). 

Ngoài ra, các axit hữu cơ kinh giới và cỏ 

mực có tác dụng kháng vi khuẩn Gram 

dương đặc biệt là nhóm vi khuẩn 

Streptococcus (Yasuko Sekita và cs., 2016). 

Trong cỏ mực có các chất: saponin, tanin, 

chất đắng, caroten, ancaloit, tinh dầu, 

vitamin E, vitamin A, vitamin K...  có tác 

dụng cầm máu, diệt khuẩn, tiêu viêm, tăng 

cường miễn dịch, ức chế ung thư, tuy nhiên 

nếu nồng độ dùng quá cao có thể dẫn tới rối 

loạn tuần hoàn (Đỗ Tất Lợi, 2000). Trong 

thí nghiệm này cao chiết cỏ mực ở nồng độ 

2500 mg/L gây chết 13,33% cá thí nghiệm 

chứng tỏ nồng độ này có thể gây ngộ độc 

cho cá. Cần nghiên cứu phương pháp chiết 

xuất tốt hơn để tăng khả năng kháng khuẩn 

của cao chiết cỏ mực và giảm liều dùng để 

tránh gây ngộ độc cho cá.  
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Hình 3. Tiêm dung dịch vi khuẩn và thảo dược vào cá (hình A) và cá sống sau thí nghiệm 

(Hình B) 

Vi khuẩn Streptococcus agalatiae là 

tác nhân gây bệnh chính trên cá rô phi nuôi 

trên thế giới và Việt Nam, trong đó các 

chủng thuộc ST 283 thuộc kiểu huyết thanh 

III là nhóm có độc lực rất mạnh và vừa gây 

bệnh cho cá vừa gây bệnh cho người (Phuoc 

và cs., 2021; FAO, 2021), chính vì vậy 

chủng S. agalactiae ST 283 được ưu tiên 

lựa chọn trong thử nghiệm khả năng kháng 

khuẩn của các loại cao chiết trong điều kiện 

in vivo. Trong nghiên cứu của chúng tôi, cao 

chiết lá xuyên tâm liên, kinh giới và tía tô 

đều có hiệu quả bảo vệ tốt cho cá rô phi đối 

với vi khuẩn S. agalactiae ST 283 gây bệnh 

trên cá rô phi. Cao chiết cỏ mực cũng có 

tiềm năng bảo vệ khá tốt khi tỷ lệ chết của 

cá sau 14 ngày cảm nhiễm chỉ 13,33%.  

4. KẾT LUẬN 

Trong 8 loại thảo dược được sử dụng 

để thí nghiệm, cao chiết tía tô, kinh giới, 

xuyên tâm liên, cỏ mực với dung môi nước 

và methanol có khả năng kháng khuẩn tốt 

nhất đối với các chủng S. agalactiae ở cả 

hai nhóm huyết thanh III và Ib. 

Giá trị MIC và MBC của các loại cao 

chiết thảo dược không phụ thuộc vào kiểu 

huyết thanh của vi khuẩn thí nghiệm. Xuyên 

tâm liên cho khả năng kháng khuẩn tốt nhất. 

Các loại cao chiết xuyên tâm liên, 

kinh giới, tía tô, và cỏ mực trong dung môi 

nước được xác định an toàn cho cá rô phi và 

có thể sử dụng trong nghiên cứu phòng trị 

bệnh trên cá. 

Cả 4 loại cao chiết thảo dược xuyên 

tâm liên, kinh giới, tía tô, và cỏ mực trong 

dung môi nước đều có khả năng bảo vệ cao 

cho cá rô phi với vi khuẩn S. agalactiae. 
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