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Tóm tắt 

Nhiễm khuẩn là một trong những vấn đề lớn lên sức khoẻ của con người, bên cạnh đó 

tình trạng kháng kháng sinh đang dần trờ nên cấp bách. Để giải quyết vấn đề trên, có hai xu 

hướng tiếp cận trong lĩnh vực nghiên cứu là tìm hiểu cơ chế lan truyền tính kháng và tìm ra 

loại kháng sinh mới. Tính tới hiện tại, số lượng kháng sinh phân lập tự nhiên hiện chiếm ưu 

thế hơn so với kháng sinh tổng hợp. Mục tiêu của bài nghiên cứu là khảo sát hoạt tính ức chế 

một số vi khuẩn gây bệnh của cao chiết ethanol hạt xay nhung (Dialium cochinchinensis 

Pierre), loài Dialium phân bố đặc thù và quý hiếm tại Tây Nguyên, Việt Nam. Phương pháp 

tiến hành gồm hai giai đoạn là khảo sát độ nhạy của vi khuẩn gây bệnh với cao chiết hạt xay 

bằng thí nghiệm khuếch tán dược liệu trong đĩa thạch sau đó xác định nồng độc MIC và MBC 

bằng phương pháp pha loãng dược liệu và tái hoạt hoá vi khuẩn trên thạch. Dịch chiết hạt 

xay cho thấy khả năng kháng mạnh với các chủng vi sinh gram dương với MIC (mg/mL) đối 

với S. aureus 6538; S. aureus 25923; R. equi 6939; B. cereus 46 và L. monocytogenes 13932 

lần lượt là 3,13; 4,17 ± 1,04; 2,60 ± 0,52; 0,59 ± 0,11; 4,17 ± 1,04. 

Từ khóa: Dialium cochinchinensis, kháng khuẩn, khuếch tán đĩa thạch, MIC 

Abstract 

ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF Dialium cochinchinensis Pierre ETHANOL 

EXTRACT  

Bacterial infections are a major cause of pathogens in humans. Additionally, 

antibiotic resistance has become a growing concern. Two approaches have been 

proposed to address these issues: investigating the mechanism of resistance transmission 

and developing new antibiotics. The purpose of this study was to determine the lethality 

of Dialium cochinchinensis ethanol seed extract against a variety of pathogenic bacteria. 

The agar diffusion assay was used to determine the bacterial sesitive and then the MIC 

and MBC were determined. The seed extract demonstrated a high level of resistance to 

gram-positive microorganisms, with MIC (mg/mL) values of 3,13; 4,17 ± 1,04; 2,60 ± 

0,52; 0,59 ± 0,11; 4,17 ± 1,04 for S. aureus 6538; S. aureus 25923; R. equi 6939; B. 

cereus 46 và L. monocytogenes 13932, respectively. 
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1. Đặt vấn đề 

Cây xay nhung có tên khoa học là D.cochinchinensis Pierre là một loài cây phân 

bố chuyên biệt tại khu vực Tây Nguyên Việt Nam, cây được đưa vào sách đỏ từ năm 

1996 và hiện đang được bảo vệ tại khu bảo tồn sinh quyển Kon Chư Răng (Đỗ Huy 

Bích và nnk., 2006; Hợp, 1997). Các bộ phận của cây xay từ lâu đã được khai thác phục 

vụ cho nhu cầu đời sống của con người như để lấy gỗ, làm thực phẩm và làm thuốc chữa 

nhiều bệnh ở người bao gồm cả những bệnh lý do vi sinh vật như tiêu chảy, kháng nấm 

(Đỗ Huy Bích và nnk., 2006). Vì tính chất phân đố đặc thù, hiện chưa có nhiều nghiên 

cứu về hoạt tính kháng khuẩn trên đối tượng này được thực hiện so với các đối tượng 

cùng chi khác mà điển hình là Guineense. Các nghiên cứu trên đối tượng Guineense cho 

thấy khả năng kháng khuẩn mạnh của cao chiết từ nhiều bộ phận của cây như vỏ thân, 

vỏ quả, lá và hạt (Ajiboye và nnk., 2018; Okeke và nnk., 2016). Hoạt tính kháng khuẩn 

cũng được ghi nhận trên nhiều đối tượng cùng chi trong các nghiên cứu khác như 

Ovoideum Thwaites (Bulugahapitiya và nnk., 2020), Indum (I và nnk., 2016), Angolense 

Welw. Ex Oliv  và nnk. (2020).  

Các nghiên cứu về hoạt tính kháng khuẩn luôn được coi trọng vì nhiễm khuẩn là 

một trong những vấn đề phổ biến và gây ảnh hưởng hàng đầu lên sức khoẻ của con người 

(Moghadamtousi và nnk., 2014). Theo WHO, hiện nay tình trạng nhiễm trùng bệnh viện 

cùng với sự kháng kháng sinh đang dần trở nên nghiêm trọng mà cả thế giới đang phải 

đối mặt, con người có thể phải chịu thời kì hậu kháng kháng sinh khi mà tình trạng đa 

kháng lan rộng và các vết thương nhỏ khi đó cũng có thể trở thành nguyên nhân gây tử 

vong. Ước tính đến 2050 sẽ có khoảng 10 triệu người chết do nhiễm vi sinh kháng kháng 

sinh (Hutchings và nnk., 2019). Đối mặt với vấn đề nổi cộm nêu trên, có hai xu hướng 

tiếp cận trong lĩnh vực nghiên cứu là tìm hiểu về sự kháng thuốc và quá trình lan truyền 

tính kháng trong quần thể vi khuẩn, hướng tiếp cận còn lại là tập trung tìm kiếm các nguồn 

cung cấp kháng sinh mới (Obolski và nnk., 2015). Với hơn 100 năm nghiên cứu và phát 

triển kể từ lần đầu tiên kháng sinh được đưa vào sử dụng, hiện chỉ khoảng 122 loại kháng 

sinh được ít nhất một quốc gia liệt kê trong cơ sở dữ liệu thuốc thiết yếu toàn cầu (Global 

Essential Medicines), trong đó phần lớn là kháng sinh có nguồn gốc từ tự nhiên (Adekoya 

và nnk., 2021; Hutchings và nnk., 2019). Có sự chênh lệch đáng lo ngại trong tốc độ kháng 

kháng sinh phát sinh trong quần thể vi khuẩn và tốc độ tìm ra thuốc kháng sinh mới được 

ứng dụng (Ventola, 2015). Trong những năm gần đây, các nghiên cứu tìm kiếm kháng 

sinh mới đang được chú ý phát triển, giai đoạn từ 2017 đến 2021 có 25 loại kháng sinh 

mới được phát hiện với 398 bài báo trên Medline, 43 bài báo trên Science Direct cùng 

131 bài báo cáo thử nghiệm lâm sàng (Al-Tawfiq và nnk., 2021). Như đã đề cập, cây xay 

nhung được sử dụng trong y học dân tộc để chữa trị các bệnh liên quan tới vi khuẩn cùng 

với các dữ liệu khoa học về hoạt tính kháng khuẩn ghi nhận từ các cây cùng chi khác cho 

thấy khả năng cao trong việc ghi nhận hoạt tính kháng khuẩn từ xay nhung. Trong bài 

báo cáo này, cao chiết ethanol hạt xay nhung được tiến hành khảo sát hoạt tính ức chế lên 

sự phát triển của một số chủng vi khuẩn gây bệnh thông thường.  



http://doi.org/10.37550/tdmu.VJS/2022.03.306 

 
56 

2. Phương pháp nghiên cứu 

2.1. Chuẩn bị cao chiết  

Cao chiết hạt xay nhung (D.cochinchinensis Pierre) được thu nhận bằng phương 

pháp ngâm dầm bột khô nghiền từ hạt xay trong ethanol 96% (tỉ lệ 1:10 w/v) trong 4 ngày 

sau đó cô quay chân không ở 45oC để loại bỏ dung môi. Cao chiết được hoà tan lại trong 

ethanol để tiến hành các thí nghiệm. 

2.2. Chủng vi khuẩn và hoạt hoá sinh khối vi khuẩn 

Các chủng vi khuẩn được sử dụng cho khảo sát bao gồm các chủng vi khuẩn gram 

dương: Staphylococcus aureus ATCC 6538 (SA38), S. aureus ATCC 25923 (SA23), 

Rhodococcus equi ATCC 6939 (RE39), Listeria monocytogenes ATCC 13932 (LM32), 

Bacillus cereus phân lập (BC46); Các chủng vi khuẩn gram âm: Proteus mirabilis ATCC 

25933 (PM33), Citrobacter freundii ATCC 8090 (CF90), Samonella enterica ATCC 

14028 (SE28), Escherichia coli ATCC 8739 (EC39), E. coli ATCC 25922 (EC22); chủng 

vi sinh kháng thuốc: S.aureus kháng methicillin phân lập từ bệnh viện đại học Y dược 

Tp.Hồ Chí Minh (MRSA). 

Vi khuẩn được hoạt hoá và nuôi cấy lắc trong môi trường TSB (Acumedia, Mỹ) 

qua đêm trước khi tiến hành các thí nghiệm. Dịch sinh khối được hiệu chỉnh về mật độ 

108 CFU/ml tương đương với độ đục chuẩn 0.5 Mc Farland để sử dụng cho các thí 

nghiệm. (Donay và nnk., 2007). 

2.3. Khảo sát khả năng kháng khuẩn bằng phương pháp khuếch tái đĩa thạch 

Môi trường đĩa thạch MHA (HiMedia, Ấn Độ) được lựa chọn sử dụng cho thí 

nghiệm với bề dày môi trường thạch đạt 2/3 chiều cao đĩa petri. Sinh khối đã hoạt hoá ở 

108 CFU/ml được trải đều lên bề mặt đĩa thạch bằng tăm bông cấy vô trùng. Sau khi sinh 

khối khô trên bề mặt thạch, tiến hành tạo giếng mẫu có kích thước đường kính Ø6mm 

bằng dụng cụ đục giếng vô trùng. Mỗi đĩa môi trường được nạp mẫu vào 4 giếng gồm: 

dịch chiết ở nồng độ 150mg/ml, 100mg/ml, 50mg/ml và 0mg/ml. Sau 20 giờ ủ ở 35oC, 

kích thước vòng ức chế được tính là hiệu của đường kính vùng không có vi khuẩn mọc 

trừ cho đường kính giếng thử nghiệm là 6mm. 

2.4. Xác định nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) 

Nồng độ ức chế tối thiểu (minimum inhibitory concentration – MIC) được thực hiện 

trên các chủng vi khuẩn được xác định là nhạy cao với cao chiết từ thí nghiệm khuếch tán 

đĩa thạch. Thí nghiệm tiến hành bằng phương pháp pha loãng dược liệu trong môi trường 

MHB (HiMedia - Ấn Độ) (Elshikh và nnk., 2016). Dịch sinh khối hoạt hoá được hiệu 

chỉnh nồng độ 105 CFU/ml bằng môi trường MHB. Thí nghiệm được tiến hành trên đĩa 

96 giếng vô trùng với thành phần mỗi nghiệm thức gồm 50µl cao chiết các nồng độ và 

50µl dịch sinh khối ở 105 CFU/ml. Đối chứng dương là ampicillin, đối chứng âm là môi 

trường MHB. Hỗn hợp dịch sinh khối với cao chiết được tiếng hành ủ ở 35oC trong vòng 

20 giờ trước khi ủ với 30µl resazurin 0,02% trong 30 phút. Kết quả MIC được ghi nhận 

là nồng độ thấp nhất mà resazurin chưa chuyển màu. 
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2.5. Xác định nồng độ diệt khuẩn tối thiểu (MBC) 

Nồng độ diệt khuẩn tối thiểu (minimal bactericidal concentration – MBC) được xác 

định là nồng độ mà tại đó 99,9 % vi khuẩn bị chết dưới tác động của cao chiết (Wiegand 

và nnk., 2008). Thí nghiệm được phát triển từ thí nghiệm xác định MIC, theo đó tất cả 

sinh khối từ các giếng mà resazurin chưa chuyển màu được trải riêng lẻ lên các đĩa thạch 

môi trường TSA (Acumedia, Mỹ) và ủ 35oC trong vòng 20 giờ. Nồng độ MBC được xác 

định là nồng thấp nhất mà số khuẩn lạc ít hơn 10 (Sutton, 2011). 

2.6. Phương pháp xử lý số liệu 

Các thí nghiệm được tiến hành với 3 lần lặp độc lập. Các phương pháp thống kê, so 

sánh được tiến hành trên phần mền Graphpad Prism phiên bản 9.0.0. với giá trị alpha là 

0,05. Kết quả được biểu hiện dưới dạng trung bình cộng kết quả và độ lệch chuẩn. 

 

3. Kết quả nghiên cứu và thảo luận 

3.1. Tác động ức chế của cao chiết hạt xay lên các chủng vi khuẩn thử nghiệm 

 

Hình 1. Kết quả vòng ức chế ghi nhận trên các chủng gram dương: BC46, LM32, RE39 

và các chủng gram âm: PM33, SE28, EC339. Nồng độ cao chiết: 150 mg/ml (1), 

100mg/ml (2), 50 mg/ml (4) và chứng âm (3). R. equi ATCC 6939 (RE39), 

L.monocytogenes ATCC 13932 (LM32), B. cereus phân lập (BC46), P. mirabilis ATCC 

25933 (PM33), S. enterica ATCC 14028 (SE28), E. coli ATCC 8739 (EC39) 
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Mẫu cao chiết bổ sung vào các giếng sẽ khuếch tán trong thạch agar đã được cấy 

khuẩn trên bề mặt. Tác động ức chế tăng sinh vi khuẩn được ghi nhận khi xuất hiện các 

vòng ức chế tăng sinh xung quanh giếng từ đó phản ánh khả năng kháng khuẩn của cao 

chiết lên chủng vi khuẩn đang thử nghiệm. Kết quả cho thấy các chủng vi khuẩn gram 

dương thể hiện tính nhạy cảm với cao chiết trong khi đó hầu hết các chủng gram âm 

không xuất hiện vòng ức chế trừ PM33. Vòng ức chế càng lớn cho thấy tác động cao chiết 

lên sự phát triển của vi khuẩn càng mạnh mẽ. Hình 1 ghi nhận lại kết quả quan sát vòng 

ức chế của 6/10 chủng thử nghiệm và cho thấy sự khác biệt cảm quan rõ ràng về tác động 

của cao chiết đối với các chủng gram dương so với các chủng gram âm. Cũng như các 

chất kháng sinh, các hợp chất kháng khuẩn cần xâm nhập vào trong tế bào để thực hiện 

được hoạt tính sinh học của mình và thường theo hai cách là thông qua màng lipid đối 

với các chất kỵ nước hoặc thông qua kênh thẩm thấu đối với các chất ưa nước. Cấu trúc 

màng ngoài xuất hiện ở vi khuẩn gram âm là lớp kép phospholipid và lipopolysaccharides 

(LPS) có cấu trúc bất đối xứng và có tính kỵ nước cao hơn nhiều so với các lớp 

phospholipid điển hình, tính kỵ nước tạo nên do tương tác mạnh của các LPS kém lưu 

động cùng với cấu trúc vùng lõi LPS cung cấp một rào cản để ngăn chặn sự xâm nhập 

của các chất kháng khuẩn kỵ nước. Ngoài ra, sự thay đổi trong chức năng của các phân 

tử porin trên màng ngoài cũng cho thấy sự giảm thẩm thấu đáng kể đối với các chất kháng 

khuẩn tan trong nước ở vi khuẩn gram âm kháng kháng sinh (Delcour, 2009). Nghiên cứu 

trước đây trên cao chiết hạt của cây cùng chi là D. guineense cho thấy nồng độ MIC vượt 

mức 200 mg/ml trên các chủng vi khuẩn gram âm (Ajiboye và nnk., 2018). 

 

Hình 2. Kết quả đường kính vòng kháng khuẩn ghi nhận được ở các chủng nhạy cảm 

với cao chiết hạt xay. S. aureus ATCC 6538 (SA38), S. aureus ATCC 25923 (SA23), 

R.equi ATCC 6939 (RE39), L. monocytogenes ATCC 13932 (LM32), B. cereus (BC46), 

P.mirabilis ATCC 25933 (PM33), S.aureus kháng methicillin (MRSA). 

Tác động của cao chiết lên các chủng vi khuẩn được xác định thông qua phạm vi 

gây ức chế tăng sinh, phạm vi này được số hoá thông qua đo đạc đường kính vòng kháng 
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khuẩn không bao gồm đường kính giếng mẫu. Một kết quả đáng chú ý là khả năng vượt 

qua tính kháng methicillin của cao chiết hạt xay trên chủng MRSA với đường kính vòng 

kháng khuẩn ở nồng độ 50, 100 và 150 mg/ml lần lượt là 7,75 ± 0,48; 9,00 ± 0,58 và 

10,00 ± 0,71. S. aureus là một trong những nguyên nhân hàng đâu gây ra nhiễm trùng 

máu, việc nhiễm MRSA làm tăng cao tỷ lệ tử vong ở bệnh nhân ung thư máu so với bệnh 

nhân nhiễm S. aureus nhạy methicillin (Nam và nnk, 2019). Theo thống kê có hơn 60% 

ca nhiễm S. aureus tại Việt Nam được xác định là MRSA và con số này rơi vào khoảng 

37% khi xác định trên ca nhiễm trùng máu (Nam và nnk., 2019).  

Kết quả kiểm định one-way anova dữ liệu thuộc các nghiệm thức cao chiết nồng độ 

150mg/ml cho thấy có sự khác biệt mang y nghĩa thống kê trong tác động của cao chiết 

hạt xay lên các chủng có xuất hiện vòng kháng khuẩn với p-value < 0,0001. Kết quả so 

sánh hậu định cho thấy tác động của cao chiết lên BC46 và SA38 là mạnh nhất song 

không có sự khác biệt mang tính thống kê trong tác động của cao chiết hạt xay lên hai 

chủng này, p-value = 0,95 > alpha = 0,05. Tác động ức chế của cao chiết lên PM33 được 

ghi nhận là thấp nhất. Trước đây trên hoạt động ức chế tăng sinh lên S. aureus cả chủng 

nhạy và kháng methicillin cũng được ghi nhận trên đối tượng cùng chi là D. ovoideum 

(Bulugahapitiya và nnk., 2020). Chủng PM33 là chủng gram âm duy nhất thể hiện tính 

nhạy với cao chiết. Trong ghi nhận của Adeyinka và cộng sự về MIC của cao chiết hạt 

cùng chi D. guineense lên Proteus mirabilis là 150mg/ml và 200mg/ml đối với cao chiết 

methanol và ethanol với kích thướng vòng kháng khuẩn ghi nhận từ 4-6mm tương tự như 

kết quả trong bài nghiên cứu này (Ajiboye và nnk., 2018). 

3.2. Nồng độ ức chế tố thiểu (MIC) 

 
Hình 3. Kết quả giá trị MIC của cao chiết hạt xay và chứng dương lên các chủng vi 

khuẩn thử nghiệm: S. aureus ATCC 6538 (SA38), S. aureus ATCC 25923 (SA23),  

R. equi ATCC 6939 (RE39), L. monocytogenes ATCC 13932 (LM32), B. cereus (BC46) 

Các chủng vi khuẩn thể hiện tính nhạy cảm cao với cao chiết hạt xay được tiến hành 

xác định nồng độ ức chế tối thiểu sau 20 giờ tiếp xúc với cao chiết. Trong thí nghiệm này, 
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thuốc nhuộm resazurin được sử dụng như chất chỉ thị khả năng sống hoặc chết của quần 

thể sinh khối vi khuẩn. Thuốc thử resazurin lần đầu tiên được Pesch và Simmert (1929), 

là một chất nhận điện tử nên có thể phát hiện hoạt động của ty thể và các phản ứng sinh 

hoá trong tế bào chất của tế bào sống vì vậy cho phép phát hiện tình trạng sống chết của 

cả tế bào nhân sơ và nhân thực (Rampersad, 2012). Dựa trên sự chuyển màu của resazurin 

từ xanh sang hồng trong dịch sinh khối, nồng độ MIC (mg/ml) được xác định cụ thể là 

3,13; 4,17 ± 1,04; 2,60 ± 0,52; 0,59 ± 0,11; 4,17 ± 1,04 lần lượt cho SA38; SA23; RE39; 

BC46 và LM32. Ampicillin được dùng làm đối chứng dương cho thí nghiệm đồng thời 

kiểm tra tính đúng của thí nghiệm thông qua giá trị MIC ghi nhận. Kết quả giá trị MIC 

của Ampicillin phù hợp với các nghiên cứu trước đó (Hình 3). 

Kết quả MIC đại diện cho dịch chiết hạt xay trong ethanol khi tiến hành so sánh 

hoạt tính kháng khuẩn với các loại dịch chiết dược liệu khác trên cùng đối tượng. Có sự 

khác biệt trong giá trị nồng độ MIC của cao chiết hạt xay lên các vi khuẩn thử nghiệm, p-

value < 0,001. Chủng BC46 chịu tác động mạnh nhất từ cao chiết với p-value = 0,04 < 

alpha = 0,05. Chủng BA23 và LM32 có giá trị MIC cao nhất và có giá trị MIC trung bình 

như nhau. Hiệu quả tác động ghi nhận thông qua giá trị nồng độ được xem xét là kém 

hoạt động hơn so với đối tượng cùng chi là D. angolense khi được thử nghiệm trên các 

chủng vi khuẩn tương tự (V và nnk., 2020).  

3.3. Nồng độ diệt khuẩn tối thiểu (MBC) 

 

Hình 4. Kết quả nồng độ MBC của cao chiết hạt xay lên các chủng thử nghiệm:. 

S.aureus ATCC 6538 (SA38), S. aureus ATCC 25923 (SA23),  

R. equi ATCC 6939 (RE39), B. cereus (BC46) 

Bên cạnh việc đáng giá tác động ức chế sự tăng trưởng của vi khuẩn, tác động diệt 

khuẩn cũng cần được chú ý. Để xác định được giá trị MBC, sinh khối từ nghiệm thức 

MIC được tái hoạt hoá trên môi trường hoạt hoá vi khuẩn (Hình 4A). Giá trị MBC cũng 

là một giá trị có ý nghĩa trong việc đánh giá và so sánh dược liệu về khả năng gây chết tế 

bào vi sinh vật. Giá trị MBC (mg/ml) của cao chiết hạt xay lên các chủng RE39; BC46; 
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SA38 và SA23 lần lượt được nghi nhận là 41,67 ± 8,33; 2,34 ± 0,45; 31,25 ± 10,83 và 

33,33 ± 8,33. Đối với LM32 có MBC tương đối cao vượt ngưỡng thử nghiệm >50mg/mL 

cho thấy khả năng gây chết của dịch chiết hạt xay lên đối tượng này là hạn chế. Nồng độ 

MBC của ampicillin cũng được xác định trong khoàng từ 3,39 đến 10,42 (µg/ml) cho các 

chủng thử nghiệm ngoại trừ RE39, nồng độ MBC của ampicillin của RE là cao hơn 

ngưỡng thử nghiệm tại 25µg/ml. Trước đó giá trị MBC của ampicillin lên các chủng 

R.equi đạt cao nhất ở ngưỡng 128µg/ml (Giacometti và nnk., 2005). 

Kết quả phân tích thống kê giá trị MBC bằng kiểm định Turkey cho thấy BC46 là 

chủng chịu tác động mạnh mẽ nhất từ dịch chiết hạt xay với P value = 0,025 < alpha 

=0,05. Kết quả này cho thấy tính không tương đồng so với kết quả phân tích giá trị MIC 

đồng thời cho thấy một khía cạnh khác trong sự tác dụng của một loại dược liệu lên các 

chủng vi sinh vật về hoạt tính ức chế tăng trưởng và hoạt tính diệt khuẩn. Khoảng cách 

nồng độ giữa MIC và MBC có sự khác biệt và phụ thuộc vào đối tượng cũng như cao 

chiết thử nghiệm. Cao chiết ethanol hạt xay thể hiện hoạt tính kháng khuẩn mạnh lên các 

chủng vi khuẩn gram dương thử nghiệm thể hiện thông qua giá trị nồng độ ức chế và nồng 

độ diệt khuẩn tối thiểu thấp. 
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