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TOM TAT

Dé tai “thir nghiém bt rong buan (Enteromorpha intestinalist) dé phong
bénh vi khudn (Vibrio harveyi) trén tém thé chin tring (Penaeus
vannamei) nudi cong nghiép tai Tra Vinh” duogc thuc hién tai Truong Dai
hoc tra Vinh nham muc tiéu dénh gia kha ning phong bénh vi khuan vibrio
harveyi ctia bot rong bin (Enteromorpha intestinalis) trén tom thé chan tring
(Penaeus vannamei) nudi céng nghiép, nham gop phan han ché st dung khang
sinh trong nudi tom va dam bao an toan thyc pham. Dé tai thuc hién voi 2 noi
dung chinh 1a x4c dinh ndng d6 wc ché tdi thiéu (minimum inhibited
concentration - MIC) cta bot rong bun 1én vi khuan Vibrio harveyi va danh
gia kha nang khang khuan cta bot rong bun trén vi khuan vibrio harveyi.

Két qua xac dinh kha ning khang khuan cta rong bun 1én vi khuén vibrio
harveyi dao dong tir 8-12mm; két qua xac dinh ndong do wc ché t6i thiéu cho
thiy ¢ nong d6 200mg/ml rong biin c¢6 kha nang trc ché hoan toan dbi véi vi
khuan vibrio harveyi. Két qua thi nghiém gay cam nhiém sau cho thiy ¢
nghiém thuc ddi chung tdm chét vai ti & rat cao va mat sé vi khuan ton tai
trong tdm rat 1én (1101 khuan lac), mat sé vi khuan ton tai trén tdm cang giam
khi cho tom an véi liéu lugng rong bin cang ting, cu thé & liéu luong IMIC
mat sé vi khuan t6n tai 376 khuan lac, & nghiém thicc 2MIC mat sé vi khuan
ton tai 83 khuan lac. Nhu vay rong bun c6 kha ning @c ché vi khuan Vibrio
harveyi khi cho tdm an véi liéu 400mg/ml.

Tu khoa: Vibrio harveyi, rong bun, MIC
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PHAN I: MO PAU

Tinh cép thiét caa dé tai

Viéc tham canh hoéa cac ddi twong thuy san da gop phan nang cao hiéu qua trong
nudi trong thuy san, ngoai cac dbi twong xuat khau nhu ca tra, 16 phi, diéu hong. .. Tom thé
la mot trong nhimg dbi tugng co gia tri xuat khau cao. Tuy nhién, viéc mé rong dién tich
nudi ciing nhu viée da dang cac d6i twong nudi va tham canh hoéa di phat sinh nhiéu vén
dé dang quan tim nhu méi trudng, con giéng, thire an va dich bénh. Trong qua trinh nudi
t6m thuong xuat hién céc bénh virus, vi khuan...Trong d6 bénh truyén nhiém do vi khuan
vibrio da gy thiét hai rat 16n trong nghé nudi tdm cong nghiép (Oanh va ctv 2014). Mic
khéc, bién doi khi hau 1am thay doi moi trudng do d6 van dé dich bénh ciing dién bién ngay
cang phuc tap hon. Hién nay da sé nguoi nudi van con théi quen diéu tri theo cam tinh, tri
bao vdy, da sir dung nhiéu loai thudc va hoa chat két hop mot cach tay tién, khong hop Iy
va khéng mang lai hiéu qua. Viéc diéu tri bénh nhu vay sé 1am gia ting su khang thuéc cua
vi khuan gay bénh, du lugng thudc sé ton Iuu trong thit tom va méi trudng, gay anh huong
dén moi trudng va sirc khoe cong dong.

Thao dugc duogc biét dén nhu mét loai thudc phong va tri bénh trén ngudi hang ngan
nam qua. Ngay nay, cac nha nghién ctru ciing d3 quan tdm dén thao duoc trong viéc phong
va tri bénh cho gia suc va dong vat thay san. Nhiéu nghién ciu cho thay thao dugc ding
trong thuy san c6 tac dung diét vi khuan gay bénh, ting cuong stc dé khang va chong oxy
hoa. Dung thao dugc c6 ngudn gde duogc lidu tu nhién, nham giam thiéu viéc sir dung hoa
chat va khang sinh trong thay san, dam bao an toan thuc pham va than thién véi méi truong
xung quanh. Gan day c6 sy quan tdm I6n vé cac chat kich thich mién dich c6 trong thao
dugc sir dung trong nudi trong thity san.

Rong bién noi chung va rong bn (Enteromorpha spp) néi riéng thuoc nganh rong
luc, xuat hién tu nhién & ving bién nhiét d6i va & nhiét doi trén khip thé gidi va ciing duoc
tim thdy & ving ctra séng dam nudce lg va cé kha nang chiu su bién dong 16n cua do man
(Budd and Pizzola, 2002). Nguyén Thi Ngoc Anh, 2013 di khang dinh, rong bin ¢ sinh
lugng 16N va co gia tri dinh dudng cao, vi vay tiém ning st dung rong ban trong nudi trong
thuy san & DPBSCL 1a thiét thuc. Khi b sung rong bién vao thirc in cho cac dbi twong thuy
san giup cai thién su tang trudéng, hiéu qua sir dung thirc an, tang ham luong triglyceride
va protein trong co c4. Ngoai ra, ca in thic an chira rong bién con giup tang dé khang bénh
va chdng stress (Fleurence, 1999). Khi nghién ctu anh hudng khi cho an truc tiép rong bn
Enteromorpha intestinalis va E. clatharata 1én sinh truong va kha nang khang bénh cua ca
Etroplus suratensis Neelakandan et al (2011) d3 khang dinh ca dugc cho an hai loai rong
bun c6 tang trudng vé chiéu dai va khéi lugng cao hon cé y nghia so v6i nhém ca cho an
thirc an cong nghiép, dac biét ca cho an rong bun Enteromorpha intestinalis khéng cé triéu
chang bénh. Huynh Truong Giang va ctv (2011) khang dinh beta glucan trong rong ban cé
tac dung ting cudng kich thich hé mién dich trén cac dbi twong thuy san.
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Qua lugc khao cac cong trinh nghién ctiru khoa hoc vé rong bién trén thé gisi va
trong nudc, CAc tac gia trong nude chu yéu nghién ctu vé ngon loi va tiém ning cua rong
bién 1a chii yéu. Gan day mot sé tac gia da nghién ciru thanh phan hda hoc ciing nhu thanh
phan dinh dudng cta rong bién, mot s6 nghién ciru ciing da khang dinh gié tri dinh dudng
trong rong bién rat cao va wng dung tbt trong nudi trong thuy san. Mot sé nha khoa hoc
nudc ngoai ciing di nghién ciru cac chat chiét xuat tir rong bién trong phong, tri bénh trén
t6m, két qua budc dau ciing da khing dinh cac beta glucan chiét xuat tir rong bién cé kha
nang phong tri bénh trén tdm nudi cdng nghiép. Tuy nhién cac nghién ciru hau nhu chi moi
bat dau. Vi vay, can ¢ nhitng nghién ciru sau hon vé nhitng @ng dung caa rong bién trong
phong tri bénh trén cac di twong thuy san, dic biét trong diéu kién bién doi khi hau nhu
hién nay thi van dé dich bénh trén thay san rat phuac tap.

Ttr nhitng thanh twu khoa hoc trén, dé tai ndy s& tién hanh thir nghiém bot rong bun dé
phong bénh vibrio harveyi trén tom thé chan trang (Penaeus vannamei) nudi cong nghiép
tai Tra Vinh.

Muc tiéu cia dé tai:

Panh gia kha ning phong bénh vi khuan vibrio harveyi cua bot rong ban
(Enteromorpha intestinalis) trén tdm thé chan tring (Penaeus vannamei) nudi cong nghiép,
nham gop phan han ché sir dung khang sinh trong nudi tom va dam bao an toan thyc pham.

Ndi dung trién khai nghién ciru:

N@i dung 1: Thu mau rong va thi nghiém kha nang khang vi khuan vibrio harveyi cua bot
rong ban (tinh nhay).

Ndi dung 2: Danh gia kha ning khang khuan cta bot rong ban trén vi khuan vibrio harveyi



PHAN I1: TONG QUAN TAI LIEU
2.1. Tong quan vé rong bién

Rong bién 1a mot hop phan quan trong cua ngudn loi sinh vat bién, ching 1a bai d&
va noi cu tri cho cac loai dong vat bién, c6 kha niang hap thu manh céc chat dinh dudng
trong moi truong, ché bién va sir dung trong nhiéu linh vyc nhu thue phim, y duoc, my
pham, néng nghiép, chiét xuat nhién liéu sinh hoc va cé thé can biang sinh thai bén virng.
Ngoai ra, rong bién chtra nhiéu chét dinh dudng, cac nguyén té vi luong, c6 thé duoc st
dung 1am thirc an cho ngudi va thay san. Dic biét rong bién cé vai trdo nhu may loc sinh
hoc ciing nhu ¢6 vai tro trong viéc bao vé ngudn gong sinh vat bién va da dang sinh hoc
(FAO, 2003; Dhargalka & Pereira, 2005).

Nhiéu nghién ctru da tim thay rong bién c6 gia tri dinh dudng cao va thay doi theo
loai, theo cac giai doan phat trién, giau chat khoang (iod va canxi), vitamin B12, C) va cac
sac td fucoxanthin, fucosterl, phlorotannin. Pic biét dam trong rong bién c6 tinh tiéu hoa
cao (98%) (Wahbeh, 1997; Fleurence, 1999; Aguilera-Morales, et al,.2005), Theo théng
tin cua tap chi nghé ca Chau Au (2/2007), nudi tdm st quang canh & Thai Lan khi c6 sy
hién dién cua rong bin, tdm con n loai rong nay thi ting trudng nhanh hon va c6 mau sic
dam hon, thit tdm ran chac va c6 mli vi ngon hon, dic biét chat luong nuéc ao nudi tot
hon so vai ao khéng co6 rong bun.

Déi vai cac hop chét B-glucan ly trich tir rong bién thi Chotigeat et al. (2004) ciing
cd nghién cau trén lodi tao ndu Sargassum polycystum. Hop chat fucoidan thd tur S.
polycystum duoc ly trich bang dung dich HCI 0,1 N. Thi nghiém dugc thyc hién trén tdm
st (P. monodon) ¢ 2 kich ¢& khac nhau (5 — 8 g va 12 — 15g). Két qua cho thay ring ¢ ¢&
tdm 5 — 8 g, tom dugc cho dn véi liéu lugng 400mg/ kg tdm/ ngay c6 tac dung 1am ting ti
1& sbng 46% sau 10 ngay cam nhiém véi vi rat ddm trang. Trong khi d6, dbi véi tdm co
trong luong tir 12 — 15 g, chi véi lidu luong 200 mg/ kg tdm/ ngay cd tac dung lam ting ti
18 séng 1én dén 93% sau 11 ngay gay cam nhiém va chi s thuc bao dat dugc 2,36 + 1,28
S0 Vi d6i ching 0,83 + 0,6. Ciing tir nghién ciru nay tac gia ciing da chi ra rang hop chat
fucoidan thé ly trich tir rong nau S. polycystum c6 kha nang khang khuan, véi nong do tc
ché tdi thiéu (MIC) ddi véi céc loai vi khuan Escherichia coli, Staphylococcus aureus va
Vibrio harveyi lan luot 14 6,0, 12,0 va 12,0 mg/mL.

Hang nam dai duong cung cap cho trai dat khoang 200 ty tan rong bién. Nhiéu nha
khoa hoc cho rang trén 90% cacbon trén trai dat duoc téng hop nhd quang hop, trong d6
20% c6 ngudn ngde tir rong bién. Viée tiéu thu san phim tir rong bién (tao da bao & bién)
da trai qua thoi ki lich st rat 1au dai. Cac dau vét khao c6 hoc cho thiy, nguoi Nhat da ding
rong bién tir hon 10.000 nim trudc.

Trong nén van hoa Trung Quéc c6 dai, rong bién duoc coi 1a dic san dung trong cac
mon dn cua triéu dinh va chi hoang toc hay khach cua hoang than, quéc thich méi dugc
thuong thirc. Du rong bién dugc coi 1a mon an dic trung cua chau A, nhung trén thuc té
cac quoc gia c6 bd bién trén thé gidi nhu Scotland, Ireland, Newzealand, quan dao nam
Thai Binh Duong va cac nudc Nam My ven bién ciing d4 st dung rong bién tir rat lau.
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Rong bién ciing duoc sir dung trong nhiéu linh vuc khac. Chung 13 ngudn nguyén
liéu tu nhién cho céng nghiép thue phim (Cai bién Ulva lactuca, bot rong bién, chat tao
gel E400, E401 Alginate—Agar E406, E407, Carrageenan...), my pham (chét tao két cau va
hoat hoa), cong nghiép (Phycocolloids, hydrocolloids tao d6 sanh, gel hodc chat 6n dinh),
thirc an gia stic, nong nghiép ...

Qua cac tai liéu tham khao trong lich sir va trong thoi gian st dung lau dai, khdng co
nguy co gy hai sirc khoe nao duoc dé cap dén rong bién. Vi vay, rong bién duoc xép vao
loai thuc pham chitc ning ngay cang duoc st dung rong rii trén thé giéi.

Hién nay, Nhat Ban, Trung Qudc va Han Qudc 1a nhitng nudc tiéu thy rong bién thuc
pham 16n nhit va nhu ciu cua ho 13 co s¢ cia mot nghé nudi trong thuy san véi san luong
hang nidm trén toan thé gidi khoang 6 tridu tan rong tuoi, tri gia 1én dén 5 ti USD. Cac nudc
va lanh thd cung cip rong bién thuc phim chinh 1a Trung Qudc, Nhat Ban, Han Qudc va
Pai Loan. Cac nudc cung cap chinh rong bién cho cong nghiép 13 Pan Mach, Phap, Na
Uy, Tay Ban Nha, My va Nhat.

Rong bién c6 chira da dang cac thanh phan hoa hoc, ching déu 1a cac thanh phan rat
cO gia tri vé mit dinh dudng cling nhu dugc liéu bao g@)m: céc axit amin, céc axit béo nhiéu
nbi d6i, cac vitamin va khoang chat, polyphenol, cac hop chat chira i6t, laminaran, alginat
va fucoidan. Trong s6 cac hop chét polysacarit ciia rong bién thi fucoidan 1a hop chat dugc
dic biét quan tAm nghién ctru do chung s& hitu rat nhiéu hoat tinh sinh hoc tha vi (khang
u, khang d6ng tu mau, khang virus, khang viém, chéng oxi hoa,...) v4i tiém ning tmg dung
rat 16n dé lam duoc liéu (Trich din: Pham Dtrc Thinh, 2015).

2.1 So lwge vé Rong bun (Enteromorpha intestinalis )
Nganh: Chloropphyta

Lép: Ulvophyceae

Bo: Ulvales

Ho: Ulvaceae

Gidng: Ulva

Loai: Ulva intestinalis (Linnaeus, 1820)

Hinh 2.1: Rong ban Ulva intestinalis
Ulva intestinalis, truéc day goi la Enteromorpha intestinalis, la mét loai tao
xanh trong nganh Chlorophyta, thudc gidéng Ulva (rau diép bién), con dugc biét véi tén goi
phd bién c6 tao be.


https://en.m.wikipedia.org/wiki/Green_alga
https://en.m.wikipedia.org/wiki/Green_alga
https://en.m.wikipedia.org/wiki/Chlorophyta
https://en.m.wikipedia.org/wiki/Sea_lettuce

Pic diém hinh thai hoc ciia Enteromorpha
Céac loai rong bin thudc giéng Enteromorpha rat kho dé phan biét véi nhau
(Budd va Pizzola, 2002). Tan rong dang hinh so1 dai, phan nhanh, dep hodc r6ng cac nhanh
14 ciia Enteromorpha c6 dang 6ng, mau xanh luc va d6i khi bi tay trang do su thay doi cia
diéu kién moi truong, dé xéac dinh mét loai chinh x4c cta Enteromorpha can kiém tra trén
kinh hién vi vé chi tiét t& bao ctia nd. Céc té bao trong Enteromorpha c6 thé thay déi trong
kich thuéc va hinh dang tir loai ndy sang loai khac. Mdi té bao c6 chira mét lyc lap duy
nhat, thay doi kich thuéc tiiy thudc vao kich thudc cia té bao (Trich dan: Bui Thi Ny,
2012).
Vong doi cia rong bun Enteromorpha
Gidng nhiéu loai tao khac, Enteromorpha co hai hinh thic sinh san: vo tinh va hiru
tinh. Thé bao tir c6 hai bo nhiém sic thé, ky hiéu 1a 2n. Trong khi d6 thé giao tir chi c6 mot
bd nhiém sac thé 1n. Thong qua nguyén phan, giao tir (t& bao sinh san hiru tinh) duoc sinh
ra boi thé giao tir va phat trién thanh mot thé bao tir va giam phan tao ra hop tir (t& bao sinh
san vo tinh), va mdi hop tir phat trién thanh 1 thé giao tir, thé giao tir ndy sau d6 tao ra
nhiéu giao tir hon, va chu ky van tiép tuc (Kirby, 2001). Céc giao tir duc va céi co thé cing
hodc khéac kich thudc, cd hai giao to¢r va hop to dugc sinh ra tir nhiing tdn rong
Enteromorpha, khi giao tir duc c6 mau cam vang va giao tir cai ¢6 mau xanh thi chung bat
dau két hop lai v6i nhau dé tao thanh mét cay rong non. Cac giao tir khong thé ton tai trong
thoi gian dai sau khi dugc phat tan néu chiing khong tim thdy mét giao tir khac hoic mot
noi dé phat trién (Trich dan : Bui Thi Ny, 2012).
Piéu kién sinh truwéng ciia rong Bin
Rong bun Enteromorpha phan bd cht yéu & cac ao hd nude tinh, nudce trong, do
min thap. Trong cic ao quang canh, ty nhién va ao nudc thai, nhitng ao hd gan
khu dan cu hodc trén céc trang c6 vat thé dé bam dinh. Mua vu xuit hién rong
bun, thuong vao mua mua khi ma d6 min giam thap khoang 2 - 25%., vao mua
néng néng rong bun it xuat hién va c¢6 hién tuong tan lui .
Phan bd

Enteromorpha 1 loai phan bé trén toan thé gigi, trong nhiéu méi truong khac nhau,
nd ¢ thé chiu dugc cac do man khac nhau tir nude ngot dén nudce bién va ciing tim thay ¢
subi nudc man.

Ching c6 thé phét trién trén bo bién dai duong, trong ving nudc log va trong ndi dia
nuéc ngot, Enteromorpha ciing c6 thé phat trién trén nhiéu loai nén day: cat, bun hoic dat
da, tham chi ca gd, bé téng hoic kim loai hoic phat trién tu do ma khéng can gié thé,
Enteromorpha ciing phat trién & bai tridu ven bién, né ciing c6 thé phat trién véi céc loai
rong va tao khac trong nhiéu maéi truong séng khac nhau .

Theo két qua khao sat thanh phan loai va phan b cua rong bién tai C Lao Cham-
Quang Nam cua Pinh Thi Phuong Anh va Hoang Thi Ngoc Hiéu (2010) da tim thay cac
loai rong bin chi moc & mot sé khu vuc yén séng, nude tinh va mot s loai rong ban chi



phan b ¢ khu vuc c6 dan cu sinh séng gdbm céc loai Ulva kylinii, Ulva intestinalis, Ulva
forme, Ulva sp (Trich dan : Bui Thi Ny, 2012).

Mot s6 nghién ciru theo hudng ing dung cho thay, loai rong Ulva intestinalis c6 tiém
nang ung dung 16n, ngoai khai thac sinh khéi cho hoat dong chuyén héa ethanol, chiét xuat
protein, lam phan bon vi sinh,... thi loai rong nay c6 vai tro quan trong trong cac thay vuc
do kha ning chuyén héa cac dinh dudng hitu co du thira thanh sinh khéi véi téc do kha
nhanh.

Moi truong noi co sy hién dién cua Ulva intestinalis ¢ d6 man kha rong tir 3 — 28
ppt. O c&c x& Binh Khanh, An Théi Bong, Tam Thon Hiép va Ly Nhon. Nén do min vao
mua mua thap hon & cac x4 ven bién Long Hoa va Thanh An. Vao mua kho do min ¢ céc
x& x& Binh Khanh, An Théi Pong,Tam Thén Hiép va Ly Nhon duoc nang cao. Nén do
man toan viing cua huyén Can Gid noi ¢6 su hién dién caa Ulva intestinalis dao dong trong
khoang 3ppt dén 28ppt theo cac don vi quan trac xa hoiac gan bo bién.

pH ghi nhan duoc dao dong tir 6,5 - 8,1, bién dong cua pH gitra 2 mia & cac dia
phuong khac nhau khéng that su ro rét.

Do duc TSS ghi nhan dugc bién dong theo cac loai thuy vuc va theo ving phan bé.
Gia tri TSS duoc ghi nhan cao nhat ¢ viing Tam Thon Hiép 1a 221 mg/l va Ly Nhon 193,3
mg/l.

Sy sinh truong va hinh dang caa rong phu thudc vao cac yéu té méi truong va loai
thiry vre. Trong d6 méi truong wa thich cua rong Ulva intestinalis nam trong ¢6 man tir 10
— 20 ppt, pH dao dong trong khoang 7,4 — 8,1, do sau nén day thich hop 12 0,3 — 0,7 m.

Rong Ulva intestinalis c6 thé phat trién thanh mot quan thé Ion & céc diéu kién thuan
loi vé méi trudng sinh thai. Rong non thuong sinh trudng bam day, hoac ¢ ting nudc thap
hon so vai rong gia trong quan thé rong ghi nhan duoc, rong gia thuong hinh thanh bot khi
va noi 1én phia trén mat nudéc.

Mot sé thay vuc ¢6 Ulva intestinalis phan b thudng cé su xuat hién caa mot sé nhom
rong khac nhu rong dudi chon (Ceratophyllum sp.), rong mén (Chaetomorpha sp.), rong
nhét (Spirogyra sp.) trong diéu kién moi truong c6 do man 0 — 14 ppt; Rong da
(Ceratophyllum demersum) va rong mén (Chaetomorpha sp.) & 6 man cao hon, dén 28
ppt ( Nguyén Vin Tu, 2014).

Gia tri dinh dwéng cida rong ban

Theo két qua phan tich caa Aguilera-Morales et al. (2005), ham lwong protein cua
rong bin dao dong trong khoang 11,6-25,5%, lipid 2,0-3,6%, tro (3236%), giau chat
khoéng (lod va Canxi), vitamin (B12, C), va cac sac t fucoxathin, fucosterol, phlorotanin.
Tong céc axit amin thiét yéu chiém 9,7816,58% trong lugng khd va cac axit béo thiét yéu
alpha linolenic (omega 3 C18:3), dac biét dam rong bun co tinh tiéu hao cao (98%)
(Fleurence, 1999; Aguilera-Morales et al. 2005).

Theo Sauze, (1981) duoc trich dan béi Nguyén Vin Luan (2011) thi Enteromorpha
sp. C6 chira chat diép luc b va khoang chit, chang han nhu magie, canxi va sit. Trong d6
nganh rong luc Chlorophyta chtra 16-22,1% protein, tro 12,4-18,7% va 43,4-60,2%
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carbohydrate. Qua két qua cia Nguyén Van Luan (2011), khao sét vé phan bd, bién dong
sinh lwgng va thanh phan sinh hoéa cua rong bdn Enteromorpha sp. vé thanh phan sinh hoa
co ban cua Eteromorpha sp. tir cac thuy virc khao sat bao gom: ham lugng protein (7,28-
26,64%), lipid (1,05-4,78%), tro (17,14-37,02%), xo (2,949,24%) va carbonhydrate
(36,50-59,76%). Cho thiy kha ning c6 thé sir dung rong bun dé 1am nhién liéu sinh hoc
hoac dung lam thirc an cho cac loai thuy san va con nguoi.

Theo Dere et al. (2003) duoc trich bai H6 Thi Huynh Mai (2011), ham lwong dinh
dudng caa rong bién xanh rat cao gia tri dinh dudng tly thudc vao ting loai, timg giai doan
phat trién, mua sinh san va yéu té méi trudng. Két qua phan tich so bo thanh phan sinh hoa
cho thay rong bun c6 gié tri dinh dudng cao, ham luong carbonhydrat dat 20-25% khdi
luong twoi & rong ban gia (Trich dan: Nguyén Vin Ta, 2014).

Tinh hinh nghién ctru va sir dung cac loai thao dwgc trong phong tri bénh ¢ dong
vat thay san

Viéc ting nang suat, san lugng Nudi trong thuy san bang cach 6 at phat trién nghé
nudi tdm khién dich bénh ngay cang tré thanh mot van dé gay nhic nhbi cho nguoi nubi.
Dé xir ly vain dé ndy, cac loai hoa chat, khang sinh dugc xem nhu bién phap dau tién dugc
con ngudi st dung dé diéu tri cho céc loai thuy san. Tuy nhién, viéc sir dung cac loai hoa
chat, khang sinh khong dung quy céch, lidu lugng dang gay anh huang 16n tsi sinh thai
moi trudng. Bén canh d6, viéc ton du khang sinh con anh huong rat 16n toi siac khoé cua
con ngudi. Trong nhirng nim gan day, xu huéng sir dung thao dugc trong diéu tri cho bénh
thuy san dang duoc st dung rong réi trong viéc diéu tri bénh trén dong vat thuy san. Hon
nira viéc st dung thao dugc c6 bién do an toan Ion, it anh hudng téi moéi truong sinh thai
cling nhu méi trudng nudi, ddng thoi khong anh huong téi sac khoe caa con ngudi. Cac
chiét xuat tir thao duoc nhur hinokiticol, citral, allylisocyanate dwoc sir dung rong réi trong
bao quan, diéu tri bénh do nam, vi khuan gay ra (Trich dan: Nguyén Thé Vuong, 2009).

Niam 1985, Khué Lap Trung da dua ra 22 loai thao duoc, chii yéu phong tri cac bénh
vé vi khuan, ngoai ky sinh tring, bénh duong rudt cho tdm, ca va nhuyén thé nhu: Xuyén
tam lién, dia nién thao, luu x4 tir, quan trong, nga bai ti, tién thao, ...

Tai Thai Lan, Sataporn Direkbusarakom va ctv (1997) da thir nghiém thanh cong kha
nang khang khuan cua céc loai thao dugc nhu: O. sanctum, C. alata, Tinospora cordifolia,
Eclipa alba, Tinospora cripspa, Psidium guajava, Clinacanthus nutans,Andrographic
panniculata, Momordica charatina, Phyllanthus reticulates, P. pulcher, P. acidus, P.
debelis, P. amarus, P. debelis va P. urinaria d6i vai vi khuan Vibrio spp. Tuy nhién, chi
c6 hai cay P.guajava va M.charantina c6 hiéu qua tc ché ddi véi Vibrio spp. Nong do tc
ché téi thiéu cua P. guajava la 0,625 mg/ml va M. charantina 1a 1,25 mg/ml (Trich dan:
Nguyén Thé Vuong, 2009).

Ham luong polyphenol tong sé va hoat tinh chdng oxy héa cua hai loai rong nau
Turbinaria conoides va Turbinaria ornate & viing bién An Do, dugc Chakraborty va ctv
nghién ctru 2013. Cac phuong phap nghién ciru danh gia kha niang chdng oxy héa caa dich
chiét rong duoc st dung trong nghién ciu bao gém kha ning bit géc ty do DPPH, 2, 2°-
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azino — bis — 3 ethylbenzothiozoline — 6 — sulfonic acid diammonium salf (ABTS) va
H202/HO, khda ion Fe 2* va téng ning luong khir. Két qua cho thay kha nang chdng oxy
hoéa cua rong Turbinaria donoides cao hon dang ké so véi rong Turbinaria ornate. Tur két
qua dat duoc tac gia két luan rang dich chiét cua hai loai rong nau nay c6 thé sir dung nhu
thanh phan cua thuc pham chirc ning, gitp ting cudng suc khoe cho con ngudi (Trich
dan: Nguyén Thé Vuong, 2009).

Céc chat oxy hda tiém nang tir cac loai rong bién Kunakeshwar doc theo bo bién phia
tdy Maharashtra, dugc Megha va ctv nghién ctru vao nam 2013. Trong nghién cttu nay,
hoat tinh chdng oxy héa cua loai rong bién an dwgc gdm c6 tao bién (Chaetomorpha media
va Enteromorpha intestinalis), rong nau (Padina tetrastromatica va dictyota dichotoma)
va rong d6 (Gracilaria corticata va Gelidiella acerosa) da dugc xac dinh sir dung dung
moi chiét 1a methanol va ethanol. Két qua nghién ctu nay da thdy Enteromorpha
intestinalis véi dung mdi chiét 1a methanol va Dictyota dichotoma duoc chiét trong ethanol
c6 hoat tinh chdng oxy hoa téng giam manh hon so véi céc loai rong khéac ( Trich dén:
Nguyén Thé Vuong, 2009).

Niam 2013, Indu va Seenivansan di nghién ciru hoat tinh chong oxy hda cia mot sé
loai rong & ving bién déng nam An P gom c6: Chaetomorpha linum, Grateloupia
lithophila va Sargassum wightii. Két qua nghién ctru cho thay rong Sargassum wightii c6
hoat tinh chdng oxy hda tét hon so véi hai loai rong con lai. Hoat tinh chéng oxy hoa (xac
dinh bai khir géc tu do DHHP) cao nhat khi Sargassum wightii dugc chiét trong dung moi
ethanol. Rong dugc chiét trong dung mdi ethanol cé hoat tinh chong oxy hoa tét hon so
Vi chiét trong aceton (Trich dan: Nguyén Thé Vuong, 2009).

Tong quan vé vi khuén Vibrio sp. giy bénh trén dong vat thity san.

Dic diém chung ciia cac vi khuan Vibrio: Gram am, hinh que thang hodc hoi cong,
kich thuéc 0,3-0,5 um x 1,4-2,6 pm, khong hinh thanh bao tir va chuyén dong nho mot
tiém mao hodc nhiéu tiém mao manh, tit ca chung déu yém khi tity tién va hau hét 1a oxy
hoa va 1én men trong moi truong O/F Glucose. Thiosulphate citrate bile salt agar (TCBS)
12 moi trudng chon loc cua Vibrio. Hau hét cac loai déu phat trién trong mdi truong nudce
bién co ban, Na* kich thich cho sy phat trién cia tat ca cac loai Vibrio, chiing khong phét
trién trong moi truong khong mudi NaCl, chung khong sinh HzS, min cam véi Vibriostat
2.4 diamino-6,7 diisopropyl pteridine phosphat (0/129). Co ban ching sdng trong méi
truong nudce bién va cira song (ving nude 10). (Nguyén Thi Minh Trang, 2013) (trich dan
béi Nguyén Thi Trac Linh)

Tom co sy thay d6i mau sac va chuyén sang mau hong nhot nhat khi cam nhiém vi
khuan Vibrio gdy bénh phat sang (Bui Quang té, 2006) (trich din béi Nguyén Thi Truc
Linh)

Ping Thi Hoang Oanh et al. (2006) trong nghién ctu vé xac dinh vi tri phan loai va
kha ning khang thudc khang sinh cua vi khuan Vibrio phat sang phan lap tir hau au tring
tdm st (Penaeus monodon) thu duoc két qua khang sinh d6 cua 26 trong s6 27 dong vi
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khuan phat sang duoc thtr véi 6 loai thude khang sinh thudng dung trong nudi thity san cho
thiy 100% s6 dong vi khuan thir nghiém khang véi ampicilin. Cac dong vi khuan phat sang
thar nghiém man cam véi chloramphenicol, norfloxacin va nitrofurantoin hon so véi
tetracycline va trimethoprim/sulfamethoxazole. Phan lén cac dong vi khuan tht nghiém
chi khang véi mét loai khang sinh (77%). C6 khoang 15% dong vi khuan khang véi 2 loai
khang sinh va 4% khéang véi 4 loai thudc duoc thir. Co 4% sb dong vi khuan khang véi ca
6 loai khang sinh thir nghiém.

Céc chung vi khuan phat sang cé nhimng dic diém hinh thai dién hinh caa vi khuan
gidng Vibrio. Cac dic diém d6 1a di dong, cho phan tmg oxidase va catalase dwong tinh, 1a
vi khuan Gram &m, hinh que, c6 kha nang 1én men glucose trong ca hai diéu kién hiéu khi
va ki khi, tao nitrit tir nitrat, moc trén méi trueong chon loc cho nhém Vibrio (Thiosulfate-
Citrate-Bile salts-Sucrose TCBS) va nhat 12 nhay véi hop chat 2,4-diamino-6,7-diisopropyl
pteridine (0/129,150 pg) 1a hop chét gitip phan biét vi khuan Vibrio va Aeromonas. Cac
chang vi khuan phat sang déu phét trién tét & moi truong cd 3% NaCl, sinh indole va c6
kha nang tao axit tir mannitol va trehalose (West et al.1986).

Mot s6 bénh do vi khuan Vibrio giy ra ¢ tom

S Tén bénh Giai doan tom Vi khuén giy bénh Tac hai
) ) V.parahaemolyticus 5 &t ha
1 Bénh phat sang au trung, giong ) Gay chet hang
V.harveyi loat
2 Bénh do doc than Au tring, giéng V.alginolyticus Gay chét rai rac
3 Bénh d6 than Tém thit Vibrio spp. Gay chét rai rac
o Vibrio spp., .
4 Bénh vo hay dn mon ¢ cac giai doan cia tom chét rai rac, hang
kitin, den mang cua Pseudomonas SPP-, Joat
Proteus sp.
5 Nhiém khuén ¢ ca Cé nudi ao, 16ng Vibrio spp. chét rai rac

( Bui Quang Té, 2006)

Chen (1989) phan lap duoc trong gan tuy tom su cd 18 loai Vibrio trong do: Vibrio
harveyi chiém 26,9% va V. splendidus chiém khoang 0,5%. Hai loai nay thuong lam tom
bi chét nhiéu, 6 Ilc téi 100%, ching c6 thé khang lai 24 loai thudc khang sinh (Baticados
et al., 1991). Chi c6 mét loai khang sinh kiém ché sy phat trién cua hai loai Vibrio nay.
(trich dan boi Nguyén Thi Trdc Linh)



Nghién ciru Vibriosis trén tdm thé chin tring (penaeus vanamei)

T6m thé chan tring 1a mot trong nhirng ddi twong nhay cam véi mam bénh Vibriosis
& mot sb quéc gia trén thé gid1. Hién tai, da cé nhiéu nghién ctru thi nghiém vé doc luc cua
cac chung Vibrio trén dbi twong nay bang mot sé phuong phap khac nhau da dugc ghi nhan
nhu cam nhim biang cich ngdm 4u trang tom thé chan tring vé&i V. harveyiva V.
campbellii (Robertson et al., 1998; Soto-Rodriguez et al., 2006) va phuong phap tiém trén
tom truong thanh (Wanget al., 2005). Tom dugc gdy cam nhiém trong cic thi nghiém nay
déu xay ra hién tuong chét cao (> 50%) trong thoi gian 48 — 96 gid twong Gmg voi mat do
vi khuan 10° CFU/ml déi vé6i phuong phap ngadm va 10* CFU/ml d6i voi phuong phap
tiém. Hau nhu khong ghi nhan duoc bat ki ddu hiéu 1am sang nio trén tom cam nhiém
trong céac thi nghiém noi trén nhung khi tién hanh phéan tich mé bénh hoc trén cac miu thi
phat hi¢én dugc mat s6 bién d6i mo hoc dic trung trén mot $6 co quan gan tyy, mang va co
quan lymphoid. Tém nudi nhiém Vibriosis néi chung thudong biéu hién mot sé dic diém
mé hoc dic trung nhu hién tuong nhiém khuan cuc bo trén cac co quan, sau do6 la su tap
trung cua té bao mau vay quanh cac cum vi khuan, kém theo hién tuong melamin hoa
thudng thay trén co quan lymphoid, gan tuy, mang, mo lién két mang, hé thong tiéu hoa,..
(Lightner, 1996; Robertson et al., 1998; Pitogo et al., 1990). Cac dic diém bénh hoc twong
tu cling duoc ghi nhan khi gy cam nhiém V. harveyi 1én tom thé (Penaeus semisulcatus)
v6i cac mat do vi khuan khac nhau (Mohajeri et al, 2011) va trong thi nghiém cam nhiém
ctia Jayasree et al., (2012) trén t6m st v6i cac chung vi khuan phan lap dugc trén tdm bi
hoi ching mém vo. Bén canh do, cling ghi nhan duoc hién tugng cac té bao mau bao vay
c4c cym vi khuan trén co quan lymphoid (Nash et al., 1992) va hién tugng mét cac khong
bao trén vung gan tuy, 1am anh huong dén kha ning du trir lipid va glycogen cua gan
(Anderson et al., 1988; Mohajeri et al., 2011). (trich dan bai Nguyén Thi Trac Linh)

2.2 Tinh hinh dich bénh trén tdm thé chan triang

2.2.1 Tinh hinh dich bénh trén tdm thé chan trang trén thé gioi

So véi tdm st thi tdm thé chan trang c6 nhidu wu diém hon vé chat luong con gidng
vi loai nay di duogc gia hoa qua nhiéu thé hé dé tao dugc con giéng chat lugng cao nhur
tang truong nhanh, chiu dung tét véi moi trudng va quan trong 1a tdm sach bénh, khang
dugc mot sb bénh dic tha tir d6 ma cac nude trén thé gidi tap trung nudi ddi tugng nay.
TOm thé chan trang dwoc coi 1a loai ¢ kha nang chdng bénh tét hon cac loai tom khac
(Wyban and Sweeny, 1991). Mt du trong thyc té ciing thuong xay ra nhiéu loai bénh
nhung ¢ nhitng bénh gay thiét hai 16n nhu bénh dém trang (WSSV), Taura (TSV), bénh
hoai tir co (IMNV) va hoi chtng hoai tir cap tinh (AHPNS).

Niam 1992 dich bénh TSV lan dau tién xay ra & Ecuador (Lightner, 2011) va nim
1995 & Trung Quéc (Rosenberry, 2002). Bénh hoai tir co xuat bién & Brazil vao nim 2002
(Andrade, 2009). Bénh dom trang xuat hién & Trung Qudc vao nim 1992 sau d6 1a céac
nuéc Chau A .
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Trong nhitng nim gan day thi bénh hoi chiing hoai tir cip tinh gay thiét hai 16n cho
nghé nudi tdm thé chan tring trén thé gii. Bénh nay xuat hién & Trung Qubc nim 2009,
Viét Nam 2010, Thai Lan va Malaysia nam 2011 (Lightner, 2011) va Mexico nam 2013,
con & cac nudc nhu Bangladesh, Ecuador, An D6 va Indonesia chua thay xuat hién bénh
nay .

Tuy bénh hoi ching hoai tir cip tinh dd xuat hién nhiéu nim nhung t6i thang 6 nim
2013 thi Lightner va ctv tai Dai hoc Arizona mai phat hién dugc tac nhan gay bénh hoi
chang hoai tar cap tinh AHPNS trén tdm 1a do mét dong dic biét caa vi khuan Vibrio
parahaemolyticus di nhiém bai mét loai virus duoc biét dén nhu mot thé thuc khuan
(phage), virus ndy xam nhiém da lam vi khuan san xuét ra mot loai doc té cuc manh gay
rbi loan chirc ning co quan tiéu hoa dic biét 1a hé gan tuy cua tom, két qua gan tuy sé& bi
hoai tr. Theo nhan dinh caa cac chuyén gia thuy san trén thé gisi hoi ching hoai tir cap
tinh con xuat hién trong vai ndm tdi va hién nay cac nude dang tim cach khic phuc bénh
nay dé duy tri nghé nuéi tdm phat trién bén viing (Trich dan: Chau Tai Tao, 2013).

2.2.2 Tinh hinh dich bénh trén tdm thé chan trang ¢ Viét Nam
Nam 1990, Viét Nam c6 hon 187.000 ha mat nudc nubi tdm vai san lugng dat dugc
khoang 31.000 tin. Nam 1995, dién tich nudi ting 1én 260.000 ha, san luong dat duoc
52.000 tan. Nhung mit trai cua sy phét trién nhanh chong, khong quy hoach da dan dén
dich bénh bung phét & nhiéu noi. Nam 1994, dich bénh bing phét tai Pong bang séng Cuau
Long: Tra Vinh, Bén Tre, Séc Trang, Long An, Nha Trang ... gy thiét hai hang chyc ty
ddng cho ba con nudi tém. Nam 1996, tai cac tinh mién Nam (tir Pha Yén dén Ca Mau)
dich bénh da xay ra trén 84.917 ha, trong d6 nudi quang canh: 52.017 ha, quang canh cai
tién: 29.011 ha, ban tham canh: 3.829 ha. Téng thiét hai 1én dén hang chuc ty dong. Cac
tinh bi dich bénh nang nhuw Ca Mau hon 70.000 ha, Kién Giang hon 4.000 ha, Bén Tre hon
3.000 ha. Nam 1997, theo wéc tinh cua Nguyén Viét Thing (béo cao nghién ctu khoa hoc)
tinh Bén Tre bi thiét hai nang né nhat véi 20% tém tha bi chét, Tra Vinh véi hon 15% tom
tha bi chét. Ciing trong thoi gian nay dich bénh bung phat nghiém trong & céc tinh Mién
Trung, dic biét vao thang 2-3. Tng sb dién tich bi bénh chiém khoang 80% tong dién tich
nudi tréng gay thiét hai 16n cho cac tinh mién Trung.
Béo c4o két qua Nudi trdng thity san nim 2003 ctia nganh da dua ra két qua: ca nuéc
c6 546.757 ha nudi tom nudc lo thuong pham, trong d6 dién tich bi bénh khoang 30.083
ha. Riéng cac tinh thanh ven bién tir Da Ning dén Kién Giang c6 téi 29.200 ha nudi tom
bi chét, chiém 97,06% dién tich c6 tdm bj chét trong ca nude. Cac bénh xay ra véi tdm cha
yéu 1a ddm trang (WSSV), bénh coi (MBV (Monodon Baculovirus)), bénh do vi khuan
Vibrio, bénh do ky sinh tring, gan ddy xuat hién thém bénh phan tring, teo gan & mot vai
noi. Tai cac tinh Bac Trung B9, theo bao céo cua Vién nghién ciu Nudi trong thuy san |
cho thay: Thanh Hoa c6 hon 40% dién tich nuéi tdm bi nhiém virut dém trang, tap trung &
viing nudi tdm cdng nghiép nhue Khu cong nghiép Hoing Phu, véi 70/110 ha nudi tém bi
nhiém bénh. Nghé An c6 47,8% dién tich nudi tdm nhidm virus dém tring; 30,4% bénh
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MBV; 54,5% bénh dau vang. O Ha Tinh, trong s6 150 ha nudi tdm bj bénh, ¢ 67 ha nhiém
bénh virus ddm tring, trong d6 27 ha ¢ tom nudi chét hoan toan. O céc tinh Quang Binh,
Quang Tri, Thira Thién Hué, ciing c6 tir Xap Xi trim ha cho t6i vai trim ha nudi tém bi
bénh. Tai cac tinh mién Trung, Nam Trung B9, theo Phong bénh hoc thity san -Trung tam
nghién ciu Thay san 111, Khanh Hoa cd ty 1& dién tich nudi tdm bi bénh thap nhat 14,3%,
cao nhit & Ninh Thuan 52,4%. Ty 18 nhiém virus dém tring & tdm nudi tai khu vuc nay
tuy ¢ giam nhung bénh phan trang, teo gan lai xay ra hau hét ¢ cac ving nudi trong diém
nhu Ninh Hai, Phan Rang, Ninh Phuéc c6 nhiing noi 1én téi 90-95% tom bi nhiém bénh.
Theo két qua nghién ciru cua Vién nghién cau Nubi trong thay san 1, tai cac tinh Nam Bo
ty 1& nhidm bénh virus dém tring trén mau tdm & ao nudi quang canh cai tién chiém toi
56%, 50% tém nhiém bénh MBV.

Bénh virus dém trang gay chét tdm hang loat, tac hai lén dén ning suét, san lugng tdm
cua khu vuc. Nam 2007, dich bénh da bung phat trén hon 30 ha ao nu6i tom trén cat &
huyén Phit My (Binh Binh). Tdm chét chii yéu ¢ giai doan 30 - 40 ngay nudi gay ton that
hang chuc ti dong. Nam 2003, ving nudi tom trén cat trong diém tinh Binh Dinh tap trung
tai hai x4 My An, My Thang (Phi M¥) ciing xay ra dich bénh. Nhiing thang dau nim 2008,
mot s6 tinh nudi tdm & Pong Bang Séng Ciru Long nhu: Kién Giang, Bén Tre, Tra Vinh,
Ca Mau bi thiét hai nang do tdm chét hang loat. Nghiém trong nhét tai Ca Mau c6 khoang
34.000 ha tdm bi nhiém bénh, thiét hai tir 10% dén 70%. Viéc tang treang qué nhanh chong
vé dién tich nuéi tom da nay sinh nhiéu bat cap vé 6 nhidm, kiém soat dich bénh, chat lwong
san pham dan dén thiét hai khéng nho vé kinh té ciing nhu mai truong (Trich dan: Nguyén
Thé Vuong, 2009).

2.3 Tinh hinh sir dung thuéc, hda chat trong nudi trong thiy san

NTTS dang phét trién manh trén nhiéu khia canh vé cé dién tich, mirc d6 tham canh.
Loai hinh nuéi, dau tu co sé ha téng va ché bién sau thu hoach. Viéc st dung thude, hoa
chét va ché pham sinh hoc trong nuéi trong thuy san c6 mot dong gop khoéng nho trong su
phat trién cla nganh. Theo béo cdo trinh bay két qua diéu tra hién trang céc loai thude, hoa
chét va ché pham sinh hoc dung trong nudi trong thity san trén toan quc nham dé xuit mot
s6 giai phap quan 1y. C6 it nhat 373 loai hoa chat va CPSH duoc sir dung trong nudi trong
thity san.Trong d6 c6 14 loai hoa chat xir ly dat va nudc, 6 chat gdy mau nudc, 86 loai chat
khtr trung va diét tap, 138 khang sinh, 47 loai CPSH (Mai Van Tai va ctv., 2004).

St dung thudc va hoa chat trong nghé nudi tdm bién ngay cang gia ting do sy chuyén
d6i nhanh chéng tir nudi quang canh sang tham canh. Két qua diéu tra 60 ho nuéi tom va
ngudi ban va phan phi thude va hoa chéat ¢ tinh Séc Trang va Bac Liéu cho thay c6 74
loai thudc va hoa chat trong d6 c6 19 loai khang sinh dang dugc dung trong nghé nudi tom
(Trich dan: Huynh Thi T va ctv., 2006).

Theo Nguyén Vin Nam va Pham Vin Ty (2007) thi viéc hinh thanh 16p bun day do
tich lity dan cac chat hiru co 13 noi sinh séng ctia cac vi sinh vat gy thdi, vi sinh vét sinh
cac khi doc nhu amoniac, nitrit, hydrogen sulfur,... cac vi sinh vat gy bénh nhu Virio,
Aeromonas, E.Coli,... nhiéu loai ndm va nguyén sinh dong vat. Thong thudng cac vi sinh
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vat nay c6 trong moi trudng khi c6 su mét can bang (pha v&) trong hé vi sinh vt trong
nuée thi ching s& tdn cong vét chu, ngoai ra khi méi trudng bi 6 nhidm va tom bi stress
lam anh hudéng dén strc khoe va khi co co hdi thi s& boc phat thanh bénh.

Tai Viét Nam thi hién c6 trén 300 loai hoa chat va thuc duoc st dung trong NTTS,
dic biét trong nudi thuong pham c6 thé gy ra nhitng tac dong x4u dén méi truong nude
va dén chat luvong tom (Trich ddn: Nguyén Thi Phuong Nga, 2004).

Thudc va hoa chat c¢6 thé sir dung mot cach an toan néu tuan theo hudng dan st dung.
Thudc ¢6 thé an toan ddi voi cac truong hop nhung d6i khi lai c6 hai ddi véi mot s6 truong
hop khac. Theo GESAMP (1997), trong nudi quang canh hodc quang canh cai tién thi nhu
cau vé thudc 12 tdi thiéu, chi gii han trong viéc bon phan, xir Iy dat hodc nude (bon voi),
diét tap (dung hat tra hoic day thudc c4). Nhung trong cac hinh thirc nudi tham canh hoic
ban thAm canh thi nhu ciu s dung thudc chita bénh, chat phu gia trong thtrc an, cac
hormon, thudc trir sdu dé diét ki sinh tring nhiéu hon (Trich dan: Lé Kiéu Lam, 2011).

2.4 Tinh hinh nghién ciu va sir dung cac loai thao dwec trong phong tri bénh é dong
vat thay san tai Viét Nam.

Tir xa xua, dan ta da biét dung nhiing cay cé quen thudc trong vudn nha dé tri cac
bénh thong thuong nhu mot s6 bénh dudng rudt, bénh duong hd hap, tiét niéu, tri mun
nhot, rira vét thuong,....

Theo y hoc ¢ truyén, phan 16n nhitng cay thubc co tac dung chita bénh nhiém khuan
da duoc xép trong nhom thude thanh nhiét giai doc, thanh nhiét, to thap, thuée khir han, ...
nhu alicin trong toi, odorin trong he,...

Tir thé ky XIV, Dai y thién su Tué Tinh d3 st dung nhiéu thao moc nhu t6i, he, t0
mac, hat cai, trau khong... dé tri mot sé bénh viém nhiém.

T gitra thé ki XX, theo két qua nghién ctru cia Pham Vian Ngir (1956) trén 500 loai
cay thudc, da khang dinh rang nhiéu cay c6 tac dung khang khuan rat Ion. Theo két qua
nghién ctru cua Nguyén Vin Huong va ctv (1959), trén 1000 cay thudc, chi ra rang khang
sinh thyc vat st dung rat an toan, cé tac dung manh, nhém nghién ctru da dua ra ché pham
cay t0 moc tri bénh tiéu chay.

O Mién Bic, Ha Ky (1995) va ctv trong chuong trinh KN 04 - 12 da nghién ciru mot
s6 loai thao duoc dung dé phong tri bénh trén ca. Budc dau da chon duogc 9 loai cay thube
sau: Rau nghé (Polygonum hydropiper), rau sam (Portulaca cleracea), cay co sita la to
(Euphorbia hirta), co sira 14 nho (Euphorbia thymifolis), sai dat (Wedelia calendu lacae),
nho ndi (Eclipta alba), bd céng anh (Lactuca indica), cay voi voi (Heliotropium indicum),
ciy cho dé rang cua (Phyllanthus urinaria) cé thé sir dung trong phong tri bénh trén dong
vat thuy san.

O mién Nam, cac cay co duoc ding trong phong tri bénh cho vat nudi thuy san cha
yéu tir kinh nghiém dan gian nguoi dan d3 biét ding cay co muc (Eclipta alba), cay trau
(Piper betel) dé tri bénh ki sinh tring cho dong vat thuy san, mot sé dia phuong khac theo
kinh nghiém nguoi dan ciing biét ding mot sb loai thuc vat quen thudc dé chira bénh cho
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t6m ca dem lai hiéu qua nhu & Nghé An, Hué. Ngoai ra mot sé dia phuong dung cdy toi
(Allium sativum) dé phong, tri bénh cho dong vat thuy san.

Bui Quang Té&, L& Xuan Thanh va cong tac vién da nghién ctiru thanh cong hai loai
ché pham thao dugc VTS1-C, VTS1-T phéi ché tir cac hoat chat chiét tach tir toi (Allium
sativum), sai dat (Weledia calendulacea) sir dung phong bénh cho tdm cé, két qua cho thay
to1, sai dt déu c6 tac dung véi ca 6 loai vi khuan: Vibrio parahaemolyticus, V.harveyi,
V.alginolyticus, Aeromonas hydrophyla, Edwardsiella tarda va Hafnia alvei gay bénh &
nudc ngot, nudc lg man.

Nghién cru khéc cia Phan Xuan Thanh (ndm 2002) d3 x4c dinh dugc chat 2-hydroxy-
6-pentandecatrienilbenzoat c6 ngudn gbc tir thao duoc, ¢ tc dung phong trir cac bénh do
vi khuan va nim gay ra. Nham muc dich sir dung cac hoat chat sinh hoc thay thé céc hoé
chat doc hai, khang sinh bi cAm sir dung trong linh vuc nuéi trong thuy san.

Gan day khi nghién ciru kha nang khang ndm cua dich chiét 14 trau, Nguyén Ngoc
Phudc va ctv (2006) két luan chiét xuat tir 14 trau c6 kha nang tiéu diét cac loai nam thuoc
ho Lagenladium, chiung ndm nay gay bénh phé bién trén tém nudc lo, man. Dich chiét 14
trau c6 kha nang tc ché, tiéu diét cac loai vi khuan Aeromonas hydrophyla va Vibrio sp.

Niam 2008, Nguyén Anh Tuan da nghién ctru kha niang khang khuan cua dich chiét
t6i va 14 hung ddi véi vi khuan Areomonas gay bénh dém do ¢ ca Tram Co tai Thira Thién
Hué va cong su dd nghién ciu thir nghiém. (Trich dan: Nguyén Thé Vuong, 2009).

Trong mot nghién ctru vao nam 2006, Nguyén Viét Khué va ctv cho thiy trong sb
nhitng nguoi dugc phong van cd 41,33% ngudi nudi sir dung thao dugc, pho bién 1a t6i va
14 xoan, 15% dung khong hiéu qua, 85% dat hiéu qua tir it dén nhiéu.

Niam 2006 d3 tién hanh thi nghiém ngoai thuc dia 2 loai thao dugc BecaNor TD1 va
BecaNor TD 2 tai 3 tinh Quang Ninh, Nam Pinh, Ha Giang phong bénh cho ca tram co,
hang thang cho ca an dugc thao vai lidu luong 7g/ kg thirc an. Két qua thu duoc cho thay
tai 2 tinh Quang Ninh va Nam Binh, c4 traim c6 cho an thubc phong di khong nhiém bénh
trong khi d6 ¢ cac 16 dbi chimg van c6 hién tuong ca chét do nhiém bénh vi khuan. Tai
tinh Ha Giang, ty 18 chét giam tir 100% xudng con 40% khi cho ¢4 dn thude phong (
Nguyén Thi Ha va ctv, 2006 ).

Tuy nhién, viéc thir nghi€ém chua dugc thyc hién trén dién rong nén chua khéng dinh
duogc hiéu qua cia cac duge thao nay dong thoi chwa duoc ap dung rong rai (Trich
dan: Pham Vin Thu, 2006).

Nim 2007, Nguyén Ngoc Phudc va ctv d tién hanh nghién ciru st dung 14 triu khong
dé tri bénh do nim, vi khuan gay ra trén d6i twong nudi dong vat thuy san. Budc dau di c6
két qua tot & quy mo phong thi nghiém .

Nghién ctru kha nang st dung rong bun (Enteromorpha spp.) lam thirc an cho cé ro
phi (Oreochromis niloticus) duoc thuc hién gém 7 nghiém thirc v6i ba lan 13p lai. Rong
bun tuoi va kho duoc str dung 1am ngudn thirc an thay thé thirc an vién véi phuong thirc
cho an luan phién. Mdi ngay ca duoc cho in hoic 1a thirc dn vién hodc 1a rong bun: (1) thirc
an vién mdi ngay 13 nghiém thirc d6i chung; (2) va (3) rong bun tuoi hodc rong bun kho
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mdi ngay; va 2 ché d6 cho an ludn phién gdm (4) va (5) 1 ngay thirc n vién va 1 ngdy rong
bun tuoi hodc kho; (6) va (7) 1 ngay thirc an thirc an vién va 2 ngay rong bun tuoi hoac
khé. Ca c6 khéi lwong trung binh 13 3,04 g duoc nudi trong bé compozit 120 L, & do min
5%o v&i mat d6 30 con/bé. Sau 6 tuan nudi, ty 1& sdng cua ca thi nghiém khong bi anh
hudng boi nghiém thire thire thirc dn, dao dong tir 81,0 dén 85,7%. Tdc do ting trudng cla
cd ¢ nghi¢m thtrc cho an xen k&€ 1 ngay thirc an va 1 ngay rong blin tuoi hodc kho khac biét
khong c6 ¥ nghia thdng ké (p>0,05) so véi nghiém thic dbi chimg. Ap dung cho an két
hop thic an vién va rong bln, hé sb tiéu tén thirc an cta thirc an vién co thé giam tu 52,6
dén 61,5%. Thanh phan sinh hoa cua thit c sau khi thi nghiém gém ham luong protein va
phét pho khong khac nhau giita cac nghiém thirc. O nghiém thirc d6i chtng, ham luong
lipit, tro va canxi thdp hon ¢ ¥ nghia so voi cac nghiém thirc khac (P<0,05). Két qua cho
thiy rong bin tuoi va kho c6 thé st dung 1am thirc an thay thé mot phan thirc an thuong
mai trong nudi ca ro phi. Ngoai ra, st dung rong bun 1am ngudn thirc an ¢ thé cai thién
chat luong nudc trong bé nudi ( Nguyén Thi Ngoc Anh, 2014).

Nhom nghién cau Nguyén Thi Ngoc Anh va ctv (2013). Trudng dai hoc Can Tho da
nghién ctiu sir dung rong bun (Enteromorpha sp.) lam thic an cho ca nau (Scatophagus
argus). Két qua nghién ctiu cho thay rong bin c6 thé duoc sir dung thay thé mét phan thirc
an vién, gop phan cai thién chat lugng nudc, giam chi phi thirc an va nang cao thu nhap
cho nguoi nudi.

Rong bln c6 trong ty nhién véi sinh lwong rat 16n trong cac thiy vuc nudce 1o (ao
quang canh, kénh tu nhién...) & cac tinh dong bang song Ciru Long. C4 nau c6 gia tri kinh
té kha cao, dugc thi trudng trong nudc wa chudng, dé nudi, va duoc nudi phé bién trong
cac mo hinh quang canh két hop voi cac ddi twong khac ¢ ving nude lo. Két qua nghién
ctru vé dinh dudng ca niu di tim thiy thanh phan thic in trong da day cta ca niu gém
mun ba hitu co, rong, tao... trong d6, rong Enteromorpha va Chaetomorpha 1a pho bién
nhat. Néu sir dung rong bun thay thé duoc mot phan thirc dn vién cho c4 nau s& gop phan
giam chi phi thitc dn va nang cao loi nhuan, dong thoi khuyén khich nong ho sir dung
ngué)n rong bun san co tai dia phuong lam thirc an cho tom, ca.

Nghién ctru cho thdy, ty 1é sdng, ting truéng va ning suat ca nau nudi trong ao cd
rong bin dugc cho an thirc an mdi ngay 2 1an va mdi ngay 3 lan, khong khéc biét so véi ao
nudi khong c6 rong bun va cho in thirc in vién mdi ngay. Ham luong thirc dn va NO; trong
ao nudi ca nau co rong bin thip hon so véi ao khong c6 rong bun. Thanh phan sinh hoa
(ham lugng nudc, protein, tro, Ca va P) cua thit c4 ndu khong bi anh hudng bdi nghiém
thirc thire an. Riéng ham luong lipid ciia thit c4 nu & ao nudi cé rong bun thap hon & ao
nudi chi cho an thirc an vién.

Nubi ¢4 nau trong ao dét cho an thirc n vién két hop véi rong bin giam duge chi phi
thirc an tir 49,65 — 61,36%. Do d6, loi nhuan va hiéu qua sir dung ddng von cao hon so véi
chi cho an thirc an vién. Nudi ¢4 nau trong ao nudc 1g, noi ¢6 rong bun hi¢n dién ty nhién
c6 thé ap dung cho cac ho dan ving nuée lo déng bang song Ctru Long.
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bang Xuan Cuong va ctv (2013) da nghién ctru san loc hoat tinh khang oxy héa cua
5 loai rong mo thu ¢ tinh Khéanh Hoa gom cé S.angustifolium, S.aemulum S.assimile
S.feldmanii va S.ilicifolium. Két qua nghién ctu nay cho thay ham luong phlorotannin/
polyphenol va kha nang chéng oxy hda caa rong S. angustifolium 14 cao nhat.

Huynh Trudng Giang va ctv (2013) di nghién ctru xac dinh duoc thanh phan héa hoc,
hoat tinh chéng oxy hda caa hdn hop polysaccharide trich tir rong mo S.microcystum. Két
qua nghién ctu cho thay rang polysaccharide ly trich tir rong mo S.microcystum cé kha
nang chong oxy héa manh. Té4c gia dé nghi rang polysaccharide tir rong mo ¢ thé nghién
ctru tng dung trong nudi tréng thuy san ting cudng mién dich cho tdm ca nuoi.

Yousif et al. (2004), duoc trich boi Pham Kim Ngan. Thir nghiém rong buan
(Enteromorphar sp.) 1am thire in cho ca dia (Siganus canaliculatus), két qua cho thay ting
truong cua nhom ca duoc bd sung 10% bot rong bun vao khau phan an twong tu véi nghiém
thize dbi ching. Bén canh do, ti 16 séng va ting trudng cua ca tét nhat dugc tim thay ¢
nhém ca dugc cho an thic an dbi ching két hop véi rong bin tuoi.

Nghién ciu caia Tran Kim Théu (2011) vé “Anh huong cua cac loi rong bién khac
nhau 1én méi trudng séng, ting truong va ty 16 sbng cua tom si”. Két qua cho thay md hinh
nudi két hop tdm sl voi rong bin, gitp 1am ting ti 1é séng ting toc do ting truong va lam
giam hé sé tiéu tén thirc dn cua tdm sa.

Nghién ctzu Pham Kim Ngan (2012) vé “ Panh gia kha ning thay thé dam bot ca bang
dam bot rong bun (Enteromorpha sp.) trong wong ca kéo (Pseudapocrytes elongates)
giong. Két qua cho thay dam bot rong bdn cé thé thay thé 40% dam bot ca trong ché bién
thire dn dé wong nudi ca kéo gidng ¢ d6 min 10%o, gitp 1am tang ti 1& song, ting toc dd
tang truong va lam giam hé sé tiéu ton thire an cua cé kéo gidng.
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PHAN 3. VAT LIEU VA PHUONG PHAP NGHIEN CUU

3.1 Dung cu - Héa chat - Méi truwong
Dung cu thi nghiém

Tu am,Tu say, Noi khtr tring mini, Ta ciy; may vortex; kinh hién vi; que ciy; bo tiéu
phau: kéo, pen, khay dung mau, khay dung eppendoft, dia petri thay tinh, lam, lamel, dau
col nhya, giay cuon paraffin, que ciy vong, que cay thang, que thay tinh, khau trang, ging
tay, gidy vé sinh, can dién tu, pipet, gidy bac, dng nghiém, gia dé dng nghiém...
M&bi truong - hoa chat

Moi trudng Chrom agar Vibrio, méi truong NB, méi trudng BHIA, nudc cat, NaCl
0,85%, con.

Thudc dung nhuém Gram, bot rong ban

3.2 Phwong phap nghién ciru
3.2.1 So' @6 nghién ciru tong quat

Mau tém bénh
/[ Utomn 1\A
N\

Quan sat hinh thai
bén ngoai

Quan sat hinh thai
bén trong

<

Phan lap trén moi truong
thach Chrom agar Vibrio

h 4

Chon khuén lac wu thé Xac dinh dic diém
(mau xanh) phan lap dén hinh thai; dac tinh
khi thuan sinh ly, sinh héa

cua vi khuan

A 4
Tha nghiém thao duoc ¢ Xéc dinh mat s vi
cac nong d6 khac nhau khuan & 10°

Hinh 3.1: Seo' @6 nghién ciu tdng quat
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3.2.2 Phuong phap thu miu
Phwong phap thu miu rong

Pia diém thu miu

Rong bin (Enteromorpha intestinalis), dugc thu & Cau Ngang Tra Vinh.

Cach thu mau

Thu méu rong tir cac ao cho vao bao bi, van chuyén vé phong nghién cau bénh hoc
thay san. Rita rong bang nudc ngot, loai bo nhitng phan rong hu va soi, cho rong vao sot
dé cho rao nudc can trong luong rong twoi, phoi kho rong. Khi rong khé can trong lwong
rong tinh lugng rong hao khi phoi kho.

Hinh 3.2: Thro o Hinh 3.3: Phoi rong

Phwong phap thu miu tom

Mau tdm bénh dudng rudt, phan trang dugc thu truc tiép tai ao nudi tdm cua nguoi
dan. Quan sét va ghi nhan hinh thai bén ngoai caa tdm, chd thich s mau thu, tén va dia chi
ctia cha ho. Cho tdm vao keo nhya va trit trong thing da. Van chuyén mau vé phong nghién
ctru bénh hoc thuy san tai Truong Pai Hoc Tra Vinh, khoa N6ng Nghiép — Thay San.

CAc ao nudi tdm ¢ triéu chung bénh dudng rudt, phan tring dugc thu truc tiép tai cac
ao nudi tdm cua nguoi dan, téng sb ao thu dugc 12 20 ao. Mdi ao thu tir 5-6 con tom thé
chan trang.

Hinh 3.4: Chuan bi dung cu thumiu  Hinh 3.5: Thu miu tdm bénh

3.2.3 Phwong phap nudi cay phan lap vi khuan
Phuong phép phan 1ap xac dinh vi khuan gay bénh dua trén phuong phap Frerichs va
Millar (1993) Cowan va Steel (1993).

Phwong phap nudi ciy phan lap
Quan sat va ghi nhan hinh thai bén ngoai, bén trong cua tébm bi bénh
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Dung que cay da khir triing trén ngon dén con (dé ngudi) nhing vao mau gan cua tdm
c6 dau hiéu bénh dé c6 duoc vi khuan, ria cac dudng cay trén méi truong dia thach Chrom
agar Vibrio (thao tac trén ngon dén con) lat nguoc dia lai cho vao tdi nilong, u trong tu 4m
& nhiét d6 35°C trong 24 gio doc két qua va chon khuan lac vu thé (mau xanh) tiép tuc
phan 1ap trén dia thach Chrom agar Vibrio méi dén khi khuan lac thuan.

Hinh 3.6: Tém bénh Hinh 3.8: Pia khuan lac thuan Hinh 3.7: Ciy mau tdm trén moi
trweong Chrom agar Vibrio

3.2.4 Phwong phap xac dinh dic diém hinh thai; dic tinh sinh ly, sinh héa caa vi
Khuan.
3.2.4.1 Phwong phap xac dinh dic diém hinh thai caa vi khuin

a. Nhuom Gram:

Muc dich cta nhuém Gram dé quan séat hinh dang va xac dinh vi khuan thugc nhém
Gram am (-) hay Gram duong (+). Thong thudng vi khuan ¢6 hinh dang nhu sau: hinh cau,
hinh chudi, que ngan, que dai, hinh cong.

Cach nhudém Gram: (Xem phan phu luc C)

b. Tinh di dong:

Dung d¢ kiém tra kha ning di chuyén doc lap cia vi khuan.

Nhiéu loai vi khuan c6 kha ning di chuyén nho tiém mao. Sy di dong nay c6 thé
quan sat dudi kinh hién vi bang phuong phap giot treo & vat kinh 40X dé xac dinh kha
nang di dong cua vi khuan.

Phwong phdp (Xem phan phu luc D)
3.2.4.2 Phwong phap xac dinh dic tinh sinh ly, sinh hoa ciaa vi khuan.

+ Phan wng Oxidase

Phuong phap

Cham nhe que ciy di tiét tring vao mot khuan lac trén dia Chrom Agar. Sau d6 tan
déu vi khuan Ién gidy thir Oxidase.

Quan sat gidy thir Oxidase trong 30 gidy va ghi nhan su thay ddi mau sic.

Két qud:

Néu gidy thir Oxidase chuyén mau cho phan tmg Oxidase dwong tinh(+) va nguoc
lai khéng c6 hién twong chuyén mau thi phan tng Oxidase &m tinh(-).

+ Phan wng Catalase
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Phuong phap:
- Nhoé mét giot dung dich 3% H202 1&n miéng lam.
- Dung que cdy da tiét tring lay mét it vi khuan cho vao dung dich 3% H.0Ox.
Két qua:
Vi khuan cho phan tng Catalase dwong tinh (+) s& gay hién tuong sui bot trong
dung dich 3 % H20> va nguoc lai khong sui bot cho phan tng am tinh (-).
< Phwong phap dinh danh vi khuan bang b kit API 20E

(Xem phan phu luc E)

Phwong phap thu bot rong bun

Rong bin khi d3 rira sach bing nudc ngot, phoi kho, dem xay nhuyén bang may

nghién

Hinh 3.9: Can rong da phoi khd Hinh 3.10: Nghién rong

3.2.5 Xac dinh kha niing khang khuin ciia rong bin déi véi vi khuan Vibrio harveyi
bang phwong phap bing phwong phip khuéch tan giéng thach (Ariole va Nyeche,
2013).

Chudn bj: dia méi truong BHIA+2% NaCl; dau col vang; que tri; dén con, bot rong
bin, 6ng nghiém chira dung dich huyén pht c6 mat do vi khuan 106 CFU/m...

Cach thuc hién:

Pha dich chiét thao duoc: can 1 gram bot rong bin cho vao 5ml nudc cét, sau d6 dem
di vortex.

Dung but 16ng ghi t&n mau, cham 5 15 trén dia sau d6 ki hiéu rong bin, nudc cat

( ddi chung).

Dung pipet hait 200pl dung dich huyén phu (vi khuan vibrio harveyi) trai déu trén dia
moi trrong thach BHIA + 2% NaCl sau d6 cho dia vira trai cho vao ngan mat cua tu lanh
khoang 15 phut, sau 15 phut lay dia ra roi dung dau col vang duc 5 15 trén dia thach BHIA
+ 2% NaCl tao cac giéng co duong kinh mdi 16 6mm (4 15 cho dich chiét thao duoc rong
bin, 1 15 cho nudc cat vo trung vao 1lam d6i chung). Sau d6 dung micropipet 100ul dich
chiét thao duoc rong bin, ( ndng d6 200mg/ml) va 100ul nudce cat bom vao cac 16 thach
tuong tng da ki hiéu trén dia. U trong ti 4m & nhiét do 35°C trong 24 gio.
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Poc két qud:

Sau 24 gid dem dia petri ra quan sat va ghi nhan kha nang khang khuan thdng qua su
hinh thanh vong vé khuan va duong kinh cia vong vo khuan bang cach do duong kinh cua
vong vo khuan. Theo Sivakumar et al. (2012), vong khang vé trang duoc chia thanh 3 loai:

- “4+” : Vong khang vo trung 8-12 mm.

- “++” : Vong khang vo6 trung > 12- 15mm.

-“+++” : Vong khang vo trung > 15mm.

Sau khi xac dinh duoc ¢ kha ning khang khuan tién hanh xac dinh MIC ( CLSI,
2010). ( Trich dan : Chau Hong Thay, 2016).

3.2.6 Xac dinh kha ning khang khuin ciia rong bun ddi véi vi khuén vibrio harveyi
bang phwong phap MIC (Minimum Inhibitory Concentration).

Phuong phap xac dinh ndéng d6 wc ché téi thiéu (MIC): MIC (Minimal inhibitory
concentration ) duoc xac dinh bang phwong phap pha lodng thudc trong méi truong long,
theo tiéu chuan cua Clinical and Laboratory Standards Institute, 2010 (CLSI M49-A).
Xac dinh mat @é vi khuan

Khi vi khuan da thuan, 1dy mét it khuan lac roi trén dia Chrom agar Vibrio cho vao
4ng nghiém chira 10ml nuge mudi sinh Iy vé tring.

Phuong phép so mau: Dung d6 duc chuan McFarland 3 dé so mau xac dinh mat s6
vi khuan. Do duc chuan McFarland 3 ¢ mat s6 vi khuan khoang108 CFU/mL.

Dung dich huyén pht vi khuan trong hon véi d6 duc chuan McFarland 3 thi thém
vao mét it vi khuan. Néu dich huyén pha (vi khuan vibrio harveyi) c6 do duc hon d6 duc
chuan McFarland 3 thi thém nudc muébi sinh Iy.

Dung pipet hat 1ml dung dich huyén phu chira vi khuan v6i mat d6 vi khuan 108
CFU/ml cho vao 6ng nghiém chira 9 ml nudc mubi sinh 1y dé dat d6 pha loang 10 lan. Tiép
tuc pha loang cho dén khi dat mat do vi khuan can thi nghi¢m. Mat do vi khuén céan thi
nghiém 1a 10® CFU/ml.

Pha dich chiét thao dwoc

Rong bun duoc pha bang nuée cat vo tring

Céch pha nhu sau:

Can 1g bot rong bin cho vao éng nghiém chira 5ml nudc cat vo tring. Nong d6 thao duoc
ban dau 1a 200mg/mL, sau d6 hit 5ml dung dich tir ng nghiém ban dau cho vao éng
nghiém thtr 2 chtra Sml nudc cat vo trung ta duoc ndng do thao duoc 50% tiép tuc pha
lodng giéng cach lam nhu trén dé duoc cac dng nghiém c6 ndng do tiép theo.

Céc nong do thao duoc thi nghiém 1a: 200 mg/ml; 100mg/ml; 50 mg/ml; 25 mg/ml
3.3.7.3 Xac dinh ndéng dé tic ché téi thiéu (MIC)

Thi nghiém duoc lap lai 3 1an véi 4 ndng do dich chiét thao duoc, thi nghiém dugc pha
lo&ing trong 6ng nghiém cuing véi 3 ddi chitng &m va 1 d6i ching duong duoc 13p lai moi
nong d6 thao dugc.

Nghiém thtc 1: chira 3ml vi khuén vibrio harveyi c6 mat d6 vi khuan 106 CFU/ml + 3 ml
dich chiét thao duoc nong do 200mg/ml.
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Nghiém thtc 2: chira 3ml vi khuén vibrio harveyi c6 mat do vi khuan 106 CFU/ml + 3 m
dich chiét thao duoc ndng d6 100 mg/ml.
Nghiém thtic 3: chira 3ml vi khuan vibrio harveyi c6 mat d6 vi khuan 106 CFU/mlI + 3 ml
dich chiét thao duoc ndng d6 50 mg/ml.
Nghiém thtc 4: chira 3ml vi khuén vibrio harveyi c6 mat d6 vi khuan 106 CFU/ml + 3 m
dich chiét thao duoc ndng d6 25 mg/ml.
M3i ndng @o pha lodng cé 2 nghiém thire ddi ching:
Déi chang &m (-) : chtra 3ml thao dugc + 3ml nudce cat.
Déi chimg duong (+) : chira 3ml vi khuén vibrio harveyi c6 mat d6 vi khuan 10° CFU/ml
+ 3ml nuée muébi sinh 1y.
U tat ca cac nghiém thuc vao trong ta 4m ¢ nhiét do 35°C trong 24 giod. Sau 24 gio doc két
qua.
Poc két qua

Poc két qua MIC: Sau 24 gio dem tat ca cac ong nghiém di lam MIC pha lodng Vi
nuéc mudi sinh 1y d tiét trung, pha lodng ra 10 lan sau d6 dung micropipet hat 100l dung
dich trong tat ca cac 6ng nghiém vira pha lodng tréi trén moi trudng Chrom agar Vibrio.
Tuong Gng véi 3 1an 1ap lai. Sau d6 dem dia vira trdi cho vao ti am & nhiét d6 35°C trong
24 gio. Sau 24 gio doc két qua. Ong nghiém dau tién khong c6 vi khuan phat trién khi tréi
1én méi trudng Chrom agar Vibrio thi ndng d6 & 6ng nghiém d6 1a ndng d6 wc ché tdi thiéu
cua thao duoc trén vi khuan.

Sau 24 gid dém mat s6 vi khuan ¢ trén timg dia roi so sanh. Truong hop quan sat trén
dia thay c6 tap khuan thi loai bo két qua hoic trén dia c¢d vi khuan phat trién khong lién tuc
thi 1am lai két qua.
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Thir nghiém kha ning mién dich ciia tom khi cho tdém in bot rong biin sau d6 gy
cam nhiém vi khuén vibrio harveyi.

1. Thinghiém cam nhiém trén tém:

Thi nghiém duoc bé tri trong bé kinh chira 20 L nudce c6 d6 man 15%o véi 3 1an lap lai va
4 nghiém thirc: nghiém thicc 1: nghiém thire dbi ching khdng bé sung vi khuan Vibrio
harveyi; nghiém thirc 2: nghiém thizc cam nhiém vi khuan Vibrio harveyi véi mat sé 10
CFU/mL; nghiém thirc 3 nghiém thirc cam nhi@m vi khuan Vibrio harveyi véi mat sé 10°
CFU/mL; va nghiém thic 4 nghiém thic cam nhiém vi khuan Vibrio harveyi véi mat sb
108 CFU/mL. Truéc khi cam nhiém, tom duoc dudng trong bé 3 ngay cho quen véi diéu
Kién méi trudng. Sau d6 tién hanh cam nhiém. Tém cam nhiém dugc b tri 60 con/nghiém
thirc, chia thanh 3 keo dé ngam tdm. M&i keo cho vao 1 L nudc thi nghiém va 20 con tém,
tiép theo d6 vi khuan Vibrio harveyi di dugc nudi sau 18 gio va diéu chinh vé mat s6 2x10°8
CFU/mL vao keo nhua c6 suc khi véi thé tich nhu sau: Nghiém thic 1 khdng bo sung vi
khuan chi cho 1L nuéc thi nghiém vao ngdm tém; nghiém thirc 2 cho 5 mL dung dich vi
khuan Vibrio harveyi vao keo dé ngam tdm; nghiém thtrc 3 cho 50 mL dung dich vi khuan
vao keo; nghiém thuc 4 cho 500 mL dung dich vi khuan vao keo c6 suc khi. Mdi keo ngam
15 phut sau d6 cho tom va ca vi khuan trong keo nhwa cho vao tirng bé thi nghiém c6 chta
19L nuoc.

Thi nghiém dugc bé tri trong thoi gian 14 ngdy, khong thay nude trong 3 ngay dau cam
nhiém. Cac ngay tiép theo thay 30% lwong nudc nudi. Thirc an cho tém in 1a thirc dn cong
nghiép 40% CP, cho in theo nhu cau.

Hinh 3.11 Xac dinh LD50

Céc chi tiéu theo doi:

Theo ddi va ghi nhan sé tdm chét caa tirng nghiém thuc thi nghiém & tirng méc thoi
gian

Tién hanh thu mau va phan tich mé bénh hoc sau 5 va 14 ngay cam nhiém. Cach
thu mau bang cach bat ngau nhién 3 con tdm tir mdi nghiém thirc thi nghiém dé phan tich
mo bénh hoc.

Xac dinh kha ning mién dich cia tdm khi cho dn thirc dn c6 bd sung bdt rong biin
trong diéu kién invivo

B6 tri thi nghiém:
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Thi nghi¢ém mdt nhan td duoc bd tri véi 3 1an 1ap lai trong bé kinh chira 20 L nuéc nudi
tom c6 do0 man 15%o va suc khi. Thi nghiém gém 4 nghiém thic: Nghiém thuc 1 (déi
ching am): cho tom an thirc an khong b sung chét chiét rong bin va ciing khéng cam
nhiém Vibrio harveyi, Nghiém thtic 2 (d6i chimg duong) cam nhiém vi khuan Vibrio
harveyi vé6i lidu gy chét 50% va khong cho tom an thirc dn bd sung chat chiét rong bln ,
nghiém thirc 3: cho tom an thirc dn c6 bd sung chat chiét rong bun véi nong d6 MIC va
cam nhiém vi khuan Vibrio harveyi, va nghiém thtic 4 cho t6m an thirc dn c6 bo sung chat
chiét rong bun véi ndng do 2MIC va cam nhiém vi khuan Vibrio harveyi. M&i bé kinh bo
tri 20 con tom khée c6 kich ¢& trung binh 1gam/con. Trudc khi bd tri thi nghiém dudng
t6m mot tudn cho tdm quen véi diéu kién méi truong. Dbi véi nghiém thire 3 va 4 tién hanh
cho tom an chét chiét rong bun 1 tuan sau d6 tién hanh cam nhiém vi khuan Vibrio harveyi
v6i mat sé gdy chét 50% (LDso). Sau d6, tién hanh cam nhiém vi khuan Vibrio harveyi ¢
nghiém thtrc 2 , 3 va 4 véi lidu gay chét 50%. Thi nghiém dugc bd tri trong thoi gian 20
ngay, khong thay nudc trong 4 ngay dau cam nhiém. Cac ngay tiép theo thay 30% lugng
nudce nudl.
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Hinh 3.12 Bé tri thi nghiém

Cac chi tiéu theo doi:

1. Bém sb luong vi khuan Vibrio harveyi trong ruét tdm biang phuong phap trii mau vao
dia moi truong Chrom agar véi tin xuit 5 ngay/lan bang cach thu mau ngau nhién mdi bé
la 3 con.

2. Bém sb luong vi khuan Vibrio harveyi trong nuéc ngay/lan trong 3 ngay dau bang céch
trai déu miu nudce trén dia chrom agar. T ngay thr 4 tré di dém sb luong Vibrio harveyi
5 ngay/lan.

3. Quan st va ghi nhan cac dau hiéu bat thuong cua tom.

4. Cac yéu té moi truong pH, nhiét d6, dd man, NO2, NH3, va d6 kiém duoc theo ddi va ghi
nhan mdi ngay 1 1an vao budi sang bang may do pH, nhiét ké, khuc xa ké, va bo test NO2,
NHs, va KH.
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PHAN 4. KET QUA VA THAO LUAN

4.1 Két qua phan lap vi khuan Vibrio harveyi

Téng s6 30 miu tom thé chan trang c6 ddu hiéu bénh 1y bén ngoai cua tom thu tir ao
nuodi: Tom bénh hoat dong cham chap, bo an, 16 do va tép mé. Khi tach bo 16p vo dau nguc,
quan sat thdy rudt rdng hodc dut khic

Hinh 4.1: Mau sic gan tai nhot Hinh 4.2: T6m bi dwong rudt réng

Sau khi phan Iap trén méi truong Chrom agar Vibrio 20 mau tdém thé chan tring c6
xuit hién vi khuan vi khuan Vibrio harveyi chiém ti 18 100 %. Két qua phan lap 20 mau
tém thé chan tring trén moi truong Chrom agar Vibrio déu cho thiy khuan lac mau xanh,
hinh tron, 16i, két qua twong tu nhu nghién ctru cua Lé Kidu Xuyén, 2014.

4.2 Két qua kiém tra céc chi tiéu hinh thai, dic tinh sinh ly, sinh héa caa vi khuan
Vibrio harveyi

4.2.1 Két qua nhugm Gram vi khuan

Hinh 4.3 Vi khuan Vibrio harveyi Hinh 4.4 Nhugm Gram vi khuan

Qua két qua nhuém Gram cho thdy vi khuan Vibrio harveyi phan 1ap c6 dic diém
thudc Gram am, c6 hinh que. Két qua nay ciing trong tu nhu nghién ctru cia Lé Kiéu
Xuyén, 2014 va Buler (2004), thi nhém Vibrio harveyi ciing c6 chung dic diém thudc Gram
am, ¢ hinh que thang hoic hoi udn cong va chuyén dong. Vi khuan Vibrio phat trién trén
moi truong thach chon loc Chrom agar Vibrio. Cac dic diém twong tu ciing dugc ghi nhan
trong nghién ctru dinh danh cac ching vi khuan phan 1ap dugc tir tdm bénh hoai tir gan tuy
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thu & mét sb tinh thudéc khu vuc DPBSCL (Nguyén Ngoc Thach, 2013; Nguyén Khic
Thoang, 2013).

4.3 Két qua xac dinh kha niing khang khuan Vibrio harveyi bing phwong phap
khuéch tan giéng thach

Két qua xac dinh kha nang khang khuan Vibrio harveyi bang phuong phap khuéch tan
giéng thach cta vi khudn phan 1ap duoc thi vi khuan c6 tinh nhay yéu véi dich chiét rong
bin sau 3 1an lip.

Hinh 4.5: Két qua xac dinh kha ning khang khuan Vibrio harveyi bang phwong phap khuéch tan
giéng thach

Qua két qua nghién ctru cho thay vong khang khuan cua rong bun dao dong tir 8 —
12mm, so v6i két qua nghién ctru ctia Bang Thi Lua va cs (2015) vé hoat tinh khang vi
khuan trén tdm ctia mot sb cay thudc nam & DPBSCL thi kha ning tao vong khang vo tring
ctia rong bln nhod hon vong khang vo tring ctia mot sd loai thao dugc ciia nghién ciru nay.
Dién hinh nhu dich chiét 14 trau khong va 14 6i véi duong kinh vong vo khuan tuong (g
dao dong tir 15 - 17,3mm va 14,6 - 20mm.

Mot nghién ctru khéac caa Pang Thi Lya va ctv (2015) vé hoat tinh khang khuan cua
l4 sim va hat sim. Két qua thir nghiém ciing cho thay, duong kinh vong vo khuan dat duoc
cao nhat cua dich chiét 14 sim ¢ nong do 30 pg/ul ddi vai 3 chung vi khuan gdy AHPND
1a 14mm. Trong khi d6, dudng kinh vong vo khuan cua dich chiét hat sim & nong d6 30
ng/ul dat tir 17,67mm -18,00mm. So véi két qua nghién cau cua Dang Thi Lua va ctv
(2015) thi kha nang tao vong khang vo tring cua rong bln nho hon vong khang vo trung
cua 14 sim va hat sim trong nghién ctru nay.

4.4 Xac dinh ndng @ wc ché téi thiéu ( MIC) tir dich chiét rong ban
Qua két qua thir nghiém ndng do trc ché toi thiéu ciia rong bin & cac nong d6 25 mg/ml;
50mg/ml; 100mg/ml; 200mg/ml véi mat @6 vi khuan 108 tb/ml (hinh 4.6), sau 24 gio trai
mAu trén moi trudng chrom agar vibrio, két qua trdi mAu thé hién & hinh 4.7.
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Két qua thir nghiém ndng d9 vrc ché toi thiéu caa dich chiét rong bun :

.
B

E

&

Hinh 4.7: Két qua tréi cac nong dé dich chiét rong buin 1én dia Chrom agar Vibrio

Két qua trdi vi khuan sau khi xac dinh ndng d6 tc ché tbi thiéu ciia rong bin & hinh
4.7 cho thay ¢ ndng d6 100 mg/ml rong bin c6 kha niang tc ché vi khuan Vibrio harveyi.
Tuy nhién, & néng d6 200mg/ml rong bun c¢6 kha ning &rc ché hoan toan vi khuan Vibrio
harveyi. Do d6 nong d6 trc ché t6i thiéu (MIC) cua dich chiét rong bun 1a 200mg/ml ddi
v6i vi khudn & mat d6 10 CFU/mI. O ndng d6 thao dugce 25— 50mg/ml tuy vi khuén van
con ton tai nhung mat s6 vi khuan giam di rd rét.
4.5 Két qua x4c dinh kha ning mién dich ciia tdm khi cho én thirc iin c6 bd sung bot
rong ban trong diéu kién invivo

Sau khi cho tom dn bdt rong bin 1 tuan tién hanh gay cam nhiém, két qua & nghiém
thirc d6i chizng tdm c¢6 du hiéu bénh va chét rai rac sau 24 gio gay cam nhiém, ¢ nghiém
thire rong bidn 1 sé luong tdm chét nhidu hon nghiém thirc rong bdn 2, ching to khi cho
t6m an rong ban vai liéu 400mg/ml thi kha ning mién dich cta tom cao hon liéu 200mg/ml
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Bang 4.1. Ghi nhan tdm chét sau khi gay cam nhiém

NGAY bC RB1MIC RB2MIC
12/12/2017 6 con 4 con 1 con
13/13/2917 7 con 3 con 0
14/12/2017 2 con 1 con 2 con
15/12/2017 2 con 2 con 1 con
16/12/2017 3 con 5 con 4 con
17/12/2017 2 con lcon 1 con
Téng 22 con 16 con 9 con

B A

[Fee.

Hinh 4.8 Tom truéc khi TN Hinh 4.9 Tém & NT PC ¢6 d4u hiéu bénh

Sau khi gay cam nhiém theo ddi hoat dong cua tdm, ghi nhan va thu mau tém ciy
trén moi truong chrom agar vibrio. Két qua thé hién & bang 4.2
Biang 4.2. Két qua trai mau:

PC RB1MIC RB2MIC
Lan 1 1052 KL 384 KL 28 KL
Lan 2 1140 KL 310 KL 103 KL
Lan 3 1112 KL 433 KL 120 KL
Tong 1101 KL 376KL 83KL

Thu tdBm & cac nghiém thic thi nghiém dem cay trén méi treong chrom agar vibrio.
Két qua thé hién ¢ hinh 4.2 cho thidy mat sb vi khuan giam dan khi tang luong rong ban,
va ¢ nghiém thire cho tom an rong ban vai liéu luong 2MIC t6m ¢ kha ning mién dich
t6t hon liéu rong ban 1 MIC, ¢ nghiém thirc ddi chitng mat sé vi khuan t6n tai trong tom
rat cao va tém chét 90% sau khi két thic thi nghiém.

Thes mbue THL

Hinh 4.10. s6 khuan lac Hinh 4.11. s6 khuin lac
& nghiém thire d6i chieng & nghiém thic rong ban
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PHAN V. KET LUAN VA KIEN NGHI
5.1 Két luan

Trong tong s6 20 mau tdm thé chan trang sau khi phan Iap trén moéi truong Chrom
agar. Két qua phan lap duoc 20 chung vi khuan Vibrio harveyi

Két qua thir nghiém xac dinh kha ning khang khuan Vibrio harveyi bang phwong
phap khuéch tan giéng thach thi rong bin cé kha ning hinh thanh vong khang khuan trung
binh 8-12mm

Dich chiét rong bun c6 nong d6 tc ché tdi thiéu 1én chung vi khuan Vibrio harveyi la
200 mg/ml.

Két qua thi nghiém cho tom an bot rong bin & néng d6 200mg/ml tdm c6 kha ning
mién dich di véi vi khuan Vibrio harveyi

5.2 Kién nghi

Can ¢6 nghién ctu sau va chi tiét hon kha ning khang khuan cia rong bun trén thay
san
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