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CHƢƠNG 1 
MỞ ĐẦU 

1.1 Tính cấp thiết 

Việt N   đã xá  định thủy sản là ngành kinh tế  ũi nhọn từ những n   đầu thập niên 

90. Cá rô phi là một trong những đối tượng nuôi phổ biến và đã đượ  xá  định là sản phẩm 

thủy sản chủ lực củ  nư   t  s u tô  nư c mặn, lợ và cá tra (Bộ Nông nghiệp và Phát triển 

nông thôn, 2016). Streptococcus agalactiae là một trong hai loài vi khuẩn chính ảnh hưởng 

đến việc sản xuất cá rô phi (loài còn lại là S. iniae), là tác nhân gây ra bệnh lồi mắt, xuất 

huyết trên cá rô phi - một bệnh gây chết nhanh, tỷ lệ chết cao ở tất cả  á  gi i đ ạn phát 

triển của cá, gây thiệt hại kinh tế rất nghiêm trọng  h  người nuôi (Lingam và ctv, 2021). 

Giải pháp phổ biến để kiểm soát bệnh do S. agalactiae gây trên cá rô phi là sử dụng kháng 

sinh, tuy nhiên việc lạm dụng kháng sinh có thể d n đến hiện tượng kháng kháng sinh của 

các chủng vi khuẩn (Zhang và ctv, 2018 và 2020), là  t ng tỷ lệ mầm bệnh kháng kháng 

sinh. Bên cạnh đó, sử dụng kháng sinh không chính xác (không phù hợp v i chủng vi khuẩn 

gây bệnh hoặ   hông đúng liều lượng, liệu trình) có thể ảnh hưởng xấu đến chất lượng và an 

toàn thực phẩ  (Zh ng, 2021)  D  đó, hiện nay, một trong những xu hư ng được xem là 

bền vững và hợp lý về mặt kinh tế (Maulu và ctv, 2021) trong việc kiểm soát dịch bệnh trên 

thủy sản là sử dụng thả   ược có nguồn gốc từ thiên nhiên để phòng trị bệnh do vi khuẩn, 

tr ng đó  ó vi  huẩn S. agalactiae trên cá rô phi. Tại Việt Nam, nghiên cứu ứng dụng thảo 

 ượ  để phòng trị bệnh nói chung và do vi khuẩn S. agalactiae nói riêng đ ng  ần được 

quan tâm, tuy nhiên công trình nghiên cứu sử dụng thả   ượ  như là  ột giải  há  để nâng 

cao sứ  đề kháng, khả n ng  hòng bệnh trên cá rô phi ở Việt Nam v n còn rất khiêm tốn về 

số lượng. Nghiên cứu này được tiến hành nhằm chọn ra loại cao chiết thả   ược có hiệu quả 

kháng vi khuẩn S. agalactiae gây bệnh trên  á rô  hi và đánh giá ảnh hưởng của thả   ược 

lên t ng trưởng, khả n ng n ng      iễn dị h,   hi được bổ sung vào khẩu phần  n  ủa cá. 

1.2 Mục tiêu tổng quát 

Nghiên cứu giải pháp sử dụng cao chiết từ thả   ược bổ sung vào thứ   n, như là giải 

pháp hiệu quả phòng, trị bệnh trên cá rô phi, thay thế cho việc sử dụng hóa chất, kháng sinh. 

1.3 Mục tiêu cụ thể 

Xá  định được loại thả   ược và loại dung môi phù hợp để tạo ra cao chiết có khả 

n ng  háng hiệu quả v i vi khuẩn S. agalactiae ở điều kiện in vitro. 

Đánh giá hiệu quả bổ sung cao chiết thả   ược vào thứ   n lên t ng trưởng, t ng 

 ường một số chỉ tiêu miễn dị h  hông đặc hiệu và khả n ng  háng bệnh do vi khuẩn 

S.agalactiae gây ra trên cá rô phi giống. 

1.4 Nội dung nghiên cứu 

Nội  ung 1: Xá  định khả n ng  háng vi  huẩn gây bệnh S. agalactiae ở điều kiện in 

vitro của một số dịch chiết và cao chiết thả   ược. 

Nội  ung 2: Xá  định ảnh hưởng của cao chiết lên t ng trưởng và khả n ng bảo vệ cá 

rô phi kháng lại vi khuẩn gây bệnh S. agalactiae ở điều kiện in vivo. 

Nội  ung 3: Xá  định ảnh hưởng của cao chiết lên các chỉ tiêu máu, chỉ tiêu miễn dịch 

và hình thái biểu mô ruột của cá rô phi. 
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Nội  ung 4: Xá  định hà  lượng hoạt chất chính và khảo sát tính kháng khuẩn của cao 

chiết thả   ược dự  trên hà  lượng hoạt chất chính. 

1.5  Cơ sở lựa chọn các nội dung nghiên cứu 

 Các thả   ượ  được dùng trong nghiên cứu đều đã được chứng minh có hoạt tính 

kháng khuẩn nhưng  hư  được nghiên cứu khả n ng  háng vi khuẩn S. agalactiae tại Việt 

N    Tr ng đó  ó b  l ại  hư  từng tìm thấy thông tin công bố kết quả nghiên cứu trên thế 

gi i (củ hành tím, lá kinh gi i và củ riềng); riêng củ gừng có thông tin công bố trên vi khuẩn 

S. agalactiae, tuy nhiên hình thức thả   ược dùng trong thí nghiệm là dạng tinh dầu. 

 Cá   ông trình đã  ông bố tr ng và ng ài nư c cho thấy, ethanol là dung môi cho dịch 

chiết có tác dụng kháng S.agalactiae, tr ng  hi đó  ung  ôi  eth n l  hư  được khảo sát 

nhiều trên vi khuẩn S. agalactiae. D  đó nghiên  ứu này chọn dung môi là ethanol và 

meth n l để chiết xuất thả   ược dùng trong các thí nghiệm ( á   ung  ôi s u đó sẽ được 

loại bỏ s u quá trình  ô qu y  h n  hông nên  hông g y độc hại  h   ơ thể động vật thí 

nghiệm). Ngoài ra, mặc dù chloroform  ũng là  ung  ôi  hư  được khảo sát nhiều trên vi 

khuẩn S. agalactiae nhưng đ y là  ột chất độc v i  ôi trường nên  hư  được chọn để thực 

hiện trong nghiên cứu này. 

 Các tỷ lệ bổ sung thả   ược vào thứ   n và  á   hỉ tiêu theo dõi (t ng trưởng, tỷ lệ 

sống, chỉ tiêu miễn dị h, ) được tham khảo từ các nghiên cứu đã  ông bố trên cá rô phi 

(Emmanuel và ctv, 2018; D tt  và  tv, 2018; D  n và  tv, 2019; Ab ul và  tv, 2020; )   

1.6 Những đóng góp mới của luận án 

Nghiên cứu đã  hẳng định được hiệu quả của hai loại nguyên liệu thả   ược gồm vỏ 

quế (Cinnamomum verum) và gừng (Zingiber officinale) khi bổ sung vào thứ   n  ư i dạng 

cao chiết trong việc hỗ trợ nâng cao khả n ng  háng bệnh do vi khuẩn S. agalactiae gây ra 

trên cá rô phi giống. 

Nghiên cứu đã xá  định hà  lượng hoạt chất cinamic aldehyde chứa trong vỏ quế (100 

µg và 200 µg) có khả n ng  háng vi  huẩn S. agalactiae. 

Nghiên cứu đã xá  định sự hiện diện tại huyện Củ Chi, Thành phố Hồ Chí Minh của 

chủng vi khuẩn S. agalactiae gây bệnh trên cá rô phi, thuộc CC283 (clonal complex 283), 

kiểu trình tự ST283 và mang các yếu tố độc lực quan trọng; đóng gó  thê   ơ sở dữ liệu về 

kiểu trình tự của các chủng vi khuẩn phân lậ  được tại Việt Nam. 

1.7 Bố cục của luận án 

  Luận án chính thức gồm 136 trang (không bao gồm phụ lụ ),  ó 4  hương, 18 bảng số 

liệu và 22 hình. Luận án đã th    hảo tổng cộng 185 tài liệu tr ng đó 30 tài liệu tiếng Việt 

và 155 tài liệu tiếng Anh. 

CHƢƠNG 2 
PHƢƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1 Thời gian, địa điểm nghiên cứu 

Nghiên cứu được thực hiện từ tháng 11 n   2017 đến tháng 12 n   2022, tại Viện 

Nghiên cứu Nuôi trồng Thủy sản II, 116 Nguyễn Đình Chiểu, Phường Đ  K  , Quận 1, 

Thành phố Hồ Chí Minh. 

2.2  Vật liệu nghiên cứu 

2.2.1 Thí nghiệm in vitro 
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Thả   ược và nguồn cá bệnh dùng trong nghiên cứu nêu tại Bảng 2.1 và Bảng 2.2. Đĩ  

giấy kháng sinh Doxycycline (30 µg) do Công ty Nam Khoa sản xuất; hóa chất, dụng cụ, 

thiết bị. 

Bảng 2.1 Các loại thả   ượ  được dùng trong nghiên cứu 

TT 
Loại thảo 

dƣợc 
Tên khoa học 

Bộ phận  
sử dụng 

Trạng 
thái 

Nguồn gốc 

1 Diế   á 
Houttuynia 
cordata 

thân, cành và lá tươi 
Huyện Hó  Môn, TP HCM; 
Viện Y họ    n tộ  

2 Củ hành tí  
Allium 
ascalonicum 

nguyên  ủ  ó vỏ 
và nguyên  ủ 
 hông vỏ 

tươi 
Huyện Vĩnh Ch u, tỉnh Sóc 
Tr ng; Viện Y học dân tộc 

3 Kinh gi i 
Elsholtzia 
ciliata 

lá tươi 
Huyện Hó  Môn, TP HCM; 
Viện Y họ    n tộ  

4 Vỏ thân quế 
Cinnamomum 
verum 

vỏ th n khô 
Huyện Chợ Đồn, tỉnh Bắ  Cạn; 
Viện Y họ    n tộ  

5 Củ gừng 
Zingiber 
officinale 

nguyên  ủ  òn vỏ tươi 
Huyện     Hà, tỉnh     
Đồng; Viện Y họ    n tộ  

6 Củ riềng 
Alpinia 
officinarum 

nguyên củ còn vỏ tươi 
Huyện Bến  ứ , tỉnh   ng An; 
Viện Y họ    n tộ  

Bảng 2.2 Các chủng S. agalactiae dùng trong nghiên cứu 

TT Chủng  Nguồn gốc phân lập 
Trọng 
lƣợng 
(gram) 

Dấu hiệu bệnh 
tích lâm sàng 
lúc thu mẫu 

Ngày  
phân lập 

1 SA-12.1  Cá rô  hi đỏ (Oreochromis sp.) 
nuôi ở xã Th nh Sơn, huyện Định 
Quán, tỉnh Đồng Nai 

1.100 Mắt lồi, đục 
nhẹ, gan nhạt 
màu 

13/11/2017 
2 SA-26.1 50 

3 SA-2.1-CC* 
Cá rô phi vằn (O. niloticus) nuôi ở 
Trung tâm Giống thủy sản và cây 
trồng, huyện Củ Chi, TP. HCM 

25 
Lồi mắt, xuất 
huyết hậu môn, 
gan nhạt màu 

11/04/2019 

*: cung cấp bởi Trung tâm Quan trắc môi trường và bệnh thuỷ sản Nam Bộ, Viện Nghiên 

cứu Nuôi trồng thủy sản II. 

2.2.2 Thí nghiệm in vivo 

Vỏ thân quế và củ gừng được cung cấp bởi Viện Y học Dân tộc – Tp. Hồ Chí Minh. 

Chủng vi khuẩn S. agalactiae SA-2.1-CC.Thứ   n Cargill-7414; hóa chất, dụng cụ, thiết bị. 

Cá rô phi vằn (Oreochromic niloticus) giống có khối lượng trung bình 4-6 gram/con, khỏe 

mạnh, sạch bệnh S. agalactiae, được cung cấp bởi Trung tâm Giống thủy sản và cây trồng 

(huyện Củ Chi, Tp. Hồ Chí Minh)  Cá được vận chuyển về Phòng thí nghiệ  ư t thuộc 

Viện Nghiên cứu Nuôi trồng thủy sản 2 (Quận Gò Vấp, Tp. Hồ Chí Minh), nuôi  ưỡng 5 

ngày trong bể composite có sục khí liên tụ  trư c khi tiến hành bố trí thí nghiệm.  

2.3 Phƣơng pháp nghiên cứu  

2.3.1 Nội dung 1: Xác định khả năng kháng vi khuẩn gây bệnh S. agalactiae ở điều 

kiện in vitro của một số dịch chiết và cao chiết thảo dƣợc 

2.3.1.1 Phân lập và định danh vi khuẩn S. agalactiae  

M u bệnh  hẩ  đượ   ấy trên đĩ   ôi trường Brain Heart Infusion Agar (BHIA, 

110886, Merck) để  h n lậ  vi  huẩn và  ôi trường Bl    Ag r (BA, Merck) để xá  định 

các  ạng t n huyết (Buxt n, 2005)  Sau khi xá  định đặ  điể  sinh hó  và định danh vi 

 huẩn the  cẩ  n ng  ủ  C w n và Steels (Barrow và Feltham, 1993) bằng test kit API 32 

Strep (BioMerieux, Pháp), vi  huẩn đượ  gửi đi định   nh tại Phòng Xét nghiệ   ủ  Công 
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ty TNHH Dị h vụ và Thương  ại N   Kh   (Quận 7, Tp. Hồ Chí Minh), bằng  hương 

 há  giải trình tự gen 16S rRNA và s  sánh v i trình tự trên Ng n hàng gen NCBI  

2.3.1.2 Khảo sát khả năng kháng vi khuẩn S. agalactiae của cao chiết dạng thô 

a. Thu dịch chiết và cao chiết  

Dị h  hiết và      hiết đượ  thu bằng  hương  há  tách chiết v i dung môi ở nhiệt độ 

cao (có hiệu chỉnh),  ô tả bởi Nayak và ctv (2017). Sau khi cá  l ại thả   ượ  đượ  nghiền 

thành  ạng bột  ịn, cho 10 g bột  ủ   ỗi l ại (tính trên  hối lượng  hô) và  100  l  ung 

môi (ethanol h ặ  methanol). Chiết xuất tr ng 120  hút v i bể điều nhiệt lắ  v i nhiệt độ 

60
0
C, tố  độ lắ  120 vòng/ hút  S u đó,  á   ị h  hiết đượ  lọ  thô (qu  vải sạ h đã đượ  

tiệt trùng) rồi tiế  tụ  lọ  qu  giấy Whatman v i  í h thư   lỗ lọ  0,45 µ  bằng  ụng  ụ 

lọ   ùng bơ   h n  hông để tạ  thành  á   ị h  hiết gố   Để thu      hiết,  á   ị h  hiết 

gố  đượ  tiến hành  ô qu y  hần  ị h lọ  ở 60
o
C và á  suất  h n  hông để l ại bỏ  ung 

môi, thành  ạng     lỏng (10  l)  ó hà  lượng  hô  ủ  thả   ượ  trong dung môi là 1 

g/ml  Cá   ị h  hiết và      hiết đượ  bả  quản tr ng tủ lạnh ở -20
o
C.  ượng  ị h  hiết, 

     hiết sử  ụng  h   á  thí nghiệ  in vitro đượ  th    hả  từ  á  nghiên  ứu tương tự 

h ặ   ó liên qu n vi  huẩn S. agalactiae. 

 b. Khảo sát khả năng kháng khuẩn  

 Dịch chiết 

Thí nghiệ  sàng lọ   hả n ng  háng  huẩn  ủ   ị h  hiết đượ  thự  hiện bằng 

 hương pháp  huế h tán giếng thạ h (Balouiri và ctv, 2016). Hai chủng S. agalactiae SA-

12.1 và SA-26.1 đượ  sử  ụng v i  ật độ 10
6
 CFU/ml. M u  ị h  hiết thả   ượ  gố  (0,1 

g/ml) đượ  bổ sung 0,8  l  ung  ôi (tương ứng  ung  ôi  ùng để tá h  hiết) để tiến hành 

điều  hỉnh nồng độ bột thả   ượ  về 20  g/ l (h y 20 g/l) tính the   hối lượng  hô 

(Faikoh và ctv, 2014). Cá  đĩ  thạ h BHIA đượ   ấy trải 1000 µl  ị h  huẩn/đĩ  S. 

agalactiae bằng que thủy tinh t   giá  tr ng 1  hút, s u đó  á  giếng (đường  ính 8   ) 

đượ   h  n trên bề  ặt thạ h  Dị h  hiết thả   ượ  v i lượng 80 µl (tương đương 1,6  g 

thả   ượ  thô) đượ  bơ  và   ỗi giếng ( ỗi nghiệ  thứ  đượ  l   lại 6 lần)  Cá  đĩ  thạ h 

đượ  đặt và  tủ  át ở 4
o
C tr ng 15  hút và s u đó đượ  ủ tr ng tủ ấ  ở 30

o
C tr ng 48 giờ  

Ở nghiệ  thứ  đối  hứng, sử  ụng  ung  ôi eth n l và  eth n l ( hông  hứ  thả   ượ )   

 Cao chiết 

 Thí nghiệ   hả  sát  hả n ng  háng  huẩn  ủ       hiết đượ  thự  hiện bằng  hương 

pháp đĩ  giấy  huế h tán trên môi trường thạ h (Kirby-Bauer, 1996). Hai chủng SA-12.1 và 

SA-26.1 đượ  sử  ụng v i  ật độ 10
6
 CFU/ml. Cá  đĩ  thạ h BHIA đượ   ấy trải v i 1000 

µl  ị h  huẩn S. agalactiae ( hương  há  trải đĩ  tương tự  ụ   hảo sát khả n ng  háng 

khuẩn của dịch chiết). Cao chiết thả   ượ  v i lượng 20 µl (tương đương 20  g thả   ượ  

thô) đượ  tẩ  và   ỗi đĩ  giấy vô trùng  ó đường  ính 6   ,  ày 1    ( ỗi      hiết 

thả   ượ  đượ  tẩ  và  6 đĩ  giấy)  Cá  đĩ  giấy đã đượ  tẩ       hiết đượ  đặt lên  ặt 

thạ h ở 3 vị trí  ủ  đỉnh hình t   giá  bằng nhí  tiệt trùng  S u đó,  á  đĩ  thạ h đượ  đặt 

và  tủ  át ở 4
o
C trong 15 phút và đượ  ủ tr ng tủ ấ  ở 30

o
C tr ng 48 giờ. Ở nghiệm thức 

đối chứng,  á  đĩ  kháng sinh Doxycycline (30 µg) do Công ty TNHH Dịch vụ và Thương 

mại Nam Khoa sản xuất được sử dụng và  ũng được lặp lại 6 lần.  

 Đánh giá khả năng kháng khuẩn của dịch chiết và cao chiết 
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S u  hi ủ 48 giờ, đ  đường  ính vòng  háng  huẩn (nếu  ó) tạ  r  xung qu nh  á  

giếng/đĩ  giấy   

- V i dịch chiết: khả n ng  háng  huẩn đượ  đánh giá theo 02 mức (Nascimento và 

ctv, 2000), cụ thể: D ≥ 7   : vi  huẩn m n cảm v i dịch chiết (hay dịch chiết có khả n ng 

kháng vi khuẩn); D < 7 mm: vi khuẩn kháng v i dịch chiết (hay dịch chiết không có khả 

n ng  háng vi  huẩn). Tr ng đó: D = DA – DM, v i DM là đường kính vòng kháng khuẩn tạo 

ra bởi  ung  ôi tương  ôi ở nghiệm thứ  đối chứng; DA = D1 – D2, v i D1 là đường kính 

vòng kháng khuẩn tạo thành xung quanh các giếng, D2 là đường kính giếng. 

- V i cao chiết: khả n ng  háng  huẩn đượ  đánh giá the  04  ức (Claustra và ctv, 

2005), cụ thể: D < 10 mm: vi khuẩn kháng v i cao chiết (hay cao chiết không có khả n ng 

kháng vi khuẩn); 10 mm < D < 13 mm: cao chiết có khả n ng  háng vi  huẩn ở mức trung 

bình; 14 mm < D < 19 mm: cao chiết có khả n ng  háng vi  huẩn; D > 19 mm: cao chiết có 

khả n ng  háng vi  huẩn ở mức mạnh. Tr ng đó: D = D1 – D2, v i D1 là đường kính vòng 

kháng khuẩn tạ  thành xung qu nh đĩ  giấy, D2 là đường  ính đĩ  giấy. 

2.3.1.3 Xác định giá trị MIC và MBC của cao chiết dạng thô 

a. Xác định giá trị MIC (Minimum Inhibitory Concentration, Nồng độ ức chế tối thiểu) 

Thí nghiệ  đượ  thự  hiện trên đĩ  96 giếng, thể tí h  ỗi giếng 200 µl (Al-Haj và ctv, 

2018), 4 lần lặ  lại  h   ỗi l ại      hiết. 100 µl  ỗi l ại      hiết đượ   h  và   ỗi 

giếng, nồng độ vật  hất  hô tr ng giếng đầu tiên đạt 32 000 µg/ l  S u đó tiến hành  h  

l ãng bậ  h i tr ng  ôi trường DMSO,  h  đến  hi đạt nồng độ thấ  nhất là 62,5 µg/ l 

(tổng  ộng  ó 10 nồng độ)  Cá  giếng đối  hứng     hứ  200 µl  ôi trường MHB. Các 

giếng đối  hứng  ương  hứ  100 µl  ôi trường MHB  Dị h  huẩn S. agalactiae  ật độ 

2x10
4
 CFU/ml. 100 µl vi  huẩn đượ  bổ sung và  tất  ả  á  giếng (trừ giếng đối  hứng   ), 

 ật độ vi  huẩn tr ng  ỗi giếng đạt 2x10
3
 CFU/giếng (tương đương 10

3
 CFU/100 µl). Sau 

khi  á  đĩ  96 giếng đượ  ủ tr ng tủ ấ  ở 30
o
C trong 24 giờ, 20 µl thuố  thử res zurine 

0,01% đượ   h  và   ỗi giếng  Qu n sát sự đổi  àu  ủ  thuố  thử res zurine từ  àu x nh 

sang màu hoa cà, màu tím và  àu hồng ( hứng tỏ  ó sự t ng trưởng  ủ  vi  huẩn) ở từng 

giếng (F i  h và  tv , 2014)  Giá trị MIC đối v i  ỗi l ại      hiết thả   ượ  là nồng độ 

thả   ượ  thấ  nhất tại đó vi  huẩn  hông  hát triển (thuố  thử res zurine  hông đổi  àu)  

b. Xác định giá trị MBC (Minimum Bactericidal Concentration, Nồng độ diệt khuẩn 

tối thiểu) 

 Thí nghiệ  đượ  thự  hiện bằng  hương  há  trải đĩ  (Oonmetta-Aree và ctv, 2006). 

100 μ  hỗn  ị h đượ  hút r  từ  ỗi giếng thuộ  bốn  ãy nồng độ liên tiế , bắt đầu từ  ãy 

nồng độ tại đó xá  định giá trị MIC đến lần lượt b   ãy nồng độ liền  ề     hơn nồng độ 

MIC, s u đó hỗn  ị h đượ   ấy trải trên  á  đĩ  thạ h BHIA và đượ  ủ ở 30
o
C. S u 24 giờ, 

 húng tôi tiến hành qu n sát sự hiện  iện  ủ   á   huẩn lạ  trên  ôi trường thạ h  Giá trị 

MBC là nồng độ thấ  nhất tr ng các nồng độ  ủ       hiết đã đượ   ấy trải, tại đó  hông  ó 

 huẩn lạ  nà  xuất hiện trên đĩ  thạ h BHIA (Lorian, 1995). 

2.3.2 Nội dung 2: Xác định ảnh hƣởng của cao chiết lên tăng trƣởng và khả năng bảo 

vệ cá rô phi kháng lại vi khuẩn gây bệnh S. agalactiae  

2.3.2.1 Xác định ảnh hưởng của cao chiết lên tăng trưởng 
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Từ kết quả của thí nghiệm in vitro, cao chiết vỏ quế và cao chiết gừng được chọn để 

thực hiện thí nghiệm tiếp theo. Cao chiết gừng và cao chiết vỏ quế được chiết xuất bằng 

 hương  há  tách chiết v i dung môi ethanol ở nhiệt độ cao tương tự như ở mục 2.3.1.2.a 

và được bổ sung vào thứ   n v i các tỷ lệ 10 g/kg, 20 g/kg và 40 g/kg. Thí nghiệ  được 

thực hiện trên cá rô phi giống (5 g/con), trong 8 tuần và tại các bể composite thể tích 500 lít 

chứ  300 lít nư c (có sục khí liên tục), mật độ 30 con/bể, cho cá  n hàng ngày 4% khối 

lượng thân/ngày (Bhujel, 2013), bao gồm các nghiệm thức thể hiện ở Bảng 2.3. Mỗi nghiệm 

thức lặp lại 3 lần.  

Bảng 2.3 Cá  nghiệ  thứ   ủ  thí nghiệ  xá  định ảnh hưởng  ủ  việ  bổ sung     

 hiết và  thứ   n lên t ng trưởng  ủ   á rô  hi 
Nghiệm thức Thức ăn 

NT1 Không bổ sung thả   ược 
NT2 Bổ sung cao chiết gừng v i tỷ lệ 10 g/kg thứ   n 
NT3 Bổ sung cao chiết gừng v i tỷ lệ 20 g/kg thứ   n 
NT4 Bổ sung cao chiết gừng v i tỷ lệ 40 g/kg thứ   n 
NT5 Bổ sung cao chiết vỏ quế v i tỷ lệ 10 g/kg thứ   n 
NT6 Bổ sung cao chiết vỏ quế v i tỷ lệ 20 g/kg thứ   n 
NT7 Bổ sung cao chiết vỏ quế v i tỷ lệ 40 g/kg thứ   n 

Sau khi kết thúc 8 tuần thí nghiệm, thu toàn bộ cá trong các bể để đánh giá  á   hỉ 

tiêu gồm: tỷ lệ sống (X (%)  = (Nt/N0) x 100), t ng trưởng khối lượng (WG, gram = W2 – 

W1), t ng trưởng khối lượng theo ngày (DWG, gram/ngày = (W2 – W1)/T), tố  độ t ng 

trưởng đặc hiệu theo khối lượng (SGR, %/ngày =  ln (W2) – ln(W1)/ T x 100), hệ số chuyển 

hóa thứ   n (FCR =  ượng thứ   n (100% vật chất khô) / (W2 – W1)). Tr ng đó: Nt: số 

lượng cá cuối thí nghiệm; N0: số lượng  á b n đầu thí nghiệm; W1: khối lượng cá khi bắt 

đầu thí nghiệ  (được cân từng con); W2: khối lượng cá khi kết thúc thí nghiệm (cân chung 

toàn bộ cá trong 1 bể và tính trung bình); T: thời gian thí nghiệm. 

2.3.2.2 Xác định giá trị LD50 và các yếu tố độc lực  

a. Xác định giá trị LD50  

Thí nghiệ  được thực hiện trong các bể nhựa thể tí h nư c 40 lít, trên cá rô phi giống 

(4-5 g/con) mật độ 12 con/bể; gồm 6 nghiệm thức, mỗi nghiệm thức lặp lại 3 lần; trên 3 

chủng vi khuẩn (SA-12.1, SA-26.1 và SA-2.1-CC) v i 5 nồng độ gây nhiễm khác nhau và 

sử dụng  hương  há  tiêm vi khuẩn vào xoang bụng cá. Cá ở nghiệm thức đối chứng được 

tiê  0,1  l nư c muối sinh lý 9 
0

/00; cá ở các nghiệm thức còn lại được tiêm 0,1 ml dịch vi 

khuẩn v i các mật độ từ 10
3
 CFU/ml đến 10

7
 CFU/ml. Tiến hành sục khí và cho cá  n tr ng 

quá trình thí nghiệ   Cá được ghi nhận tỷ lệ chết trong 7 ngày sau khi gây nhiễm (không 

ghi nhận những con chết trong vòng 5 giờ sau khi tiêm). Đến ngày thứ 6, cá ở các nghiệm 

thức bắt đầu ngưng  hết, ghi nhận số liệu tại ngày thứ 7 và xá  định liều gây chết LD50 theo 

công thức của Reed and Muench (1938): LD50 = 10
a-x

. 

b. Xác định các yếu tố độc lực của chủng vi khuẩn có giá trị LD50 thấp nhất 

C n  ứ kết quả xá  định LD50, chủng S. agalactiae SA-2.1-CC được gửi giải trình tự 

toàn bộ bộ gen (Whole Genome Sequencing) tại Công ty TNHH LOBI Việt Nam (Quận 

Cầu Giấy, Hà Nội), để xá  định các yếu tố độc lự   Phương  há  Phen l – Chloroform 

truyền thống mô tả bởi McKiernan và ctv (2017) đượ  áp dụng trên m u S. agalactiae để 

tách chiết DNA đạt yêu cầu phân tích Illumina.  

2.3.2.3 Xác định ảnh hưởng của cao chiết lên khả năng bảo vệ cá rô phi 
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Bố trí thí nghiệ  được trình bày tại Hình 2.1 và Hình 2.2, thực hiện trên cá rô phi 

giống 4 g/con. Cao chiết gừng và cao chiết vỏ quế chiết xuất bằng phương  há  ngấm kiệt 

(Đ àn V n Cường và ctv., 2019). Hiệu quả bảo vệ của cao chiết thả   ượ  đượ  đánh giá 

thông qua chỉ số tỷ lệ sống tương đối RPS (Amend, 1981):  RPS (%) = {1 – [Số cá chết ở 

mỗi NT/ Số cá chết ở NT được cảm nhiễm vi khuẩn ở nhóm 1]} x 100. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Hình 2.1 Sơ đồ bố trí thí nghiệ  xá  định khả n ng bảo vệ cá rô phi 

 

Hình 2.2 Cá  gi i đ ạn của thí nghiệ  xá  định khả n ng bảo vệ cá rô phi 

2.3.3 Nội dung 3: Xác định ảnh hƣởng của cao chiết lên các chỉ tiêu máu, chỉ tiêu miễn 

dịch và hình thái ruột của cá rô phi 

 Thí nghiệ  được bố trí riêng biệt, cùng thời điểm v i Thí nghiệ  Xá  định ảnh hưởng 

của cao chiết lên khả n ng bảo vệ cá rô phi. Ba đợt thu m u máu và ruột cá tại 3 thời điểm 

đã được tiến hành (Hình 2.3) bằng cách thu ng u nhiên 3 con/bể/m u  áu (tương ứng 3 

m u máu/nghiệm thức). Ở thời điểm sau 28 ngày nuôi (tứ  trư c khi cảm nhiễm), số lượng 
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m u  áu đượ  thu  ũng là 3   u (mặc dù bố trí 6 bể/nghiệm thứ ) để phù hợp số lượng 

m u máu thu vào hai thời điểm 5 và 10 ngày sau cảm nhiễm. Sau khi thu m u máu, m u 

ruột tiếp tụ  được thu bằng chọn ng u nhiên 1 tr ng 3   n  á đã  ùng để thu m u máu 

(tương ứng 3 m u ruột/nghiệm thức). Tại thời điểm ngay trư c khi cảm nhiễm vi khuẩn (tức 

là thời điểm sau 28 ngày nuôi), toàn bộ các nghiệm thứ  được thu m u máu và ruột. Còn tại 

các thời điểm 5 ngày và 10 ngày sau khi cảm nhiễm v i vi khuẩn, các m u ở toàn bộ các 

nghiệm thức củ  nhó  2 và 3 được thu, riêng nhóm 1 chỉ m u ở nghiệm thứ  1 2 được thu 

(do mục tiêu của nghiên cứu là khảo sát ảnh hưởng của cao chiết trong việc hỗ trợ nâng cao 

sứ  đề kháng, miễn dịch của cá khi tiếp xúc v i tác nhân gây bệnh). 

  

 

 

 

 

 

 

 

Hình 2.3 Bố trí thí nghiệm khảo sát các chỉ tiêu miễn dịch và mô học ruột 

 Phân tích tế bào máu và các chỉ tiêu miễn dịch: Số lượng hồng  ầu (RBC) và bạ h 

 ầu (WBC) đượ  đ  theo  hương  há  đượ   ô tả bởi N tt và Herri   (1952)  Cá  l ại 

bạ h  ầu khá  nh u đượ  xá  định the   ô tả  ủ  Cl ver và Qu gli  (2009),  hần tr    ủ  

 ỗi l ại WBC đượ  đế  tr ng tổng số 200 tế bà  đượ  xá  định  H ạt tính thự  bà  thông 

qu   hỉ số thự  bà  (PA) đượ  xá  định the  Fin l y và Mun  y (2000). 

Phân tích chỉ tiêu hình thái mô ruột cá: M u ruột  á được cố định trong dung dịch 

formalin 10%, s u đó xử lý the   hương  há   ô học truyền thống làm ra các tiêu bản. 

Chiều cao nhung mao (VH, µm) đượ  đ  từ đỉnh củ  nhung     đến đỉnh của l   đệ ; 

chiều rộng nhung mao (VW, µm) đượ  đ  the  bề ngang nhỏ nhất của nhung mao; diện tích 

nhung     (VA) được tính theo công thứ : 2π x (VW/2) x VH (Bentley và ctv, 2019); độ 

dày l   đệm niêm mạc (µm) đượ  đ  từ đỉnh đến đáy  ủa niêm mạ   ơ (D s S nt s và  tv, 

2005) (Hình 2.4). 

 

Hình 2.4 Các chỉ tiêu khảo sát hình thái mô học ruột của cá thí nghiệm: chiều cao nhung 

    ( ũi tên  àu đen),  hiều rộng nhung     ( ũi tên  àu vàng), độ dày l   đệm niêm 

mạ  ( ũi tên  àu x nh) 
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2.3.4 Nội dung 4: Xác định hàm lƣợng và khả năng kháng khuẩn của hoạt chất chính  

2.3.4.1 Xác định hàm lượng hoạt chất 6-gingerol và cinnamic aldehyde 

Cao  hiết gừng và      hiết vỏ quế đượ   h n tí h xá  định thành  hần h ạt  hất 

 háng  huẩn bằng  hương  há  sắ   ý lỏng     á  HP C tại Trung t   S   và Dượ  liệu 

Thành  hố Hồ Chí Minh   

2.3.4.2 Khảo sát khả năng kháng vi khuẩn của hoạt chất chính 

Sau khi có kết quả xá  định thành  hần h ạt  hất  hính, khảo sát khả n ng  háng 

khuẩn của cao chiết the  hà  lượng hoạt chất chính trên  hủng S. agalactiae SA-2.1-CC đã 

đượ  tiến hành, bằng  hương  há  đĩ  giấy  huế h tán trên  ôi trường thạ h (Kirby-Bauer, 

1996). Cá h thứ  tiến hành và đánh giá tương tự  ụ  2 3.1.3. Mỗi đĩ  giấy vô trùng  ó 

đường  ính 6    đượ  tẩ       hiết s    h  hà  lượng h ạt  hất  hính đạt 50, 100 và 200 

µg, mỗi nồng độ lặ  lại 6 lần. Kháng sinh D xy y line được sử dụng ở nghiệm thứ  đối 

chứng và được lặp lại 6 lần.  

2.3.4.3 Xác định giá trị MIC và MBC của cao chiết theo hàm lượng chất chính 

a. Xác định MIC 

Thí nghiệ  đượ  thự  hiện tương tự  ụ  2 3.1.3.a. 100 µl  ỗi l ại c    hiết đượ   h  

và   á  giếng, nồng độ h ạt  hất  hính tr ng giếng đầu tiên đạt 200 µg/100 µl      hiết 

thả   ượ   S u đó tiến hành  h  l ãng bậ  2 tr ng  ôi trường DMSO 1% (Tjernberg và ctv, 

2005)  h  đến  hi đạt nồng độ h ạt  hất  hính thấ  nhất là 1,5625 µg/100 µl      hiết thả  

 ượ  (tổng  ộng  ó 08 nồng độ,)  ỗi nồng độ lặ  lại 4 lần  Cá  giếng đối  hứng     hứ  

200 µl  ôi trường BHIB (110493, Merck). Các giếng đối  hứng  ương  hứ  100 µl BHIB  

Dị h  huẩn S. agalactiae  ật độ 10
4
 CFU/ml và  ật độ vi  huẩn tr ng  ỗi giếng đạt 5x10

3
 

CFU/ml. S u 48 giờ ủ ấ ,  h  20 µl thuố  thử res zurine (0,01%) và   ỗi giếng  Qu n sát 

sự đổi  àu  ủ  thuố  thử tương tự  ụ  2 3.1.3 và ghi nhận giá trị MIC  

b. Xác định MBC: thự  hiện tương tự  ụ  2 3.1.3.b. 

2.4 Xử lý số liệu: Tất  ả  á  số liệu đượ  nhậ  và lưu trữ bằng Ex el  Sự khác biệt giữa các 

nghiệm thức về các chỉ tiêu (trừ  á  thông số  ôi trường nư  ,  D50 và RPS) được phân 

tích thống kê bằng kiể  định One-way ANOVA v i phép thử Tukey ở mứ  ý nghĩ  P < 

0,05 bằng phần mềm SPSS 20.0.  

 

CHƢƠNG 3  
KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Nội dung 1: Xác định khả năng kháng vi khuẩn gây bệnh S. agalactiae ở điều kiện 

in vitro của một số dịch chiết và cao chiết thảo dƣợc 

3.1.1 Phân lập và định danh các chủng S. agalactiae sử dụng trong nghiên cứu 

Kết quả  h n lậ   h  thấy  ó thấy 5/12   u  á thu đượ   ó sự hiện  iện  ủ  vi  huẩn 

S. agalactiae. N    hủng vi  huẩn  h n lậ  đượ  từ  á    u  á thu tại tỉnh Đồng N i,  ùng 

v i  hủng SA-2.1-CC đượ   ung  ấ  bởi Viện Nghiên  ứu Nuôi trồng thủy sản II ( h n lậ  

đượ  từ   u  á rô  hi vằn giống thu đượ  ở huyện Củ Chi, TP  HCM), đượ  gửi định   nh 

bằng  hương  há  giải trình tự gen 16S rRNA  Kết quả định   nh  h  thấy tất  ả  á   hủng 

đều là S. agalactiae. Nghiên  ứu đã  họn 2  hủng  h n lậ  đượ  từ   u  á tại tỉnh Đồng 

N i ( hủng SA-12 1  h n lậ  đượ  từ   u  á thương  hẩ ;  hủng SA-26 1  h n lậ  đượ  
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từ   u  á giống) và  hủng SA-2.1-CC để thự  hiện  á  thí nghiệ  tiế  the ; tr ng đó hai 

 hủng SA-12.1 và SA-26.1 đượ   ùng để  hả  sát  hả n ng  háng  huẩn  ủ  các  ị h  hiết 

thả   ượ  và      hiết tá h  hiết v i  ung  ôi ở nhiệt độ     nhằ  tạ  tiền đề xá  định 

đượ   á  l ại  ị h  hiết thả   ượ   h   hả n ng  háng  huẩn tốt nhất  Riêng  ết quả  hả  

sát l ại      hiết  h   ết quả  háng  huẩn tốt nhất bằng  hương  há  tá h  hiết ngấ   iệt 

trên  hủng SA-2.1-CC đượ   ế thừ  từ Đ àn V n Cường và  tv (2019). 

3.1.2 Sàng lọc khả năng kháng S. agalactiae của dịch chiết  

Nghiên cứu tiến hành khảo sát khả n ng kháng khuẩn của 7 loại dịch chiết thả   ược 

(Bảng 2.1) v i hai chủng vi khuẩn S. agalactiae SA-12.1 và SA-26.1. Kết quả cho thấy, chỉ 

có dịch chiết của vỏ quế và củ gừng có khả n ng  háng v i vi khuẩn (D ≥ 7   ), vòng 

kháng khuẩn tạo ra bởi hai dịch chiết này l n hơn và sự khác biệt  ó ý nghĩ  thống kê (P < 

0,05) so v i nghiệm thứ  đối chứng (chỉ chứa dung môi) (Bảng 3.1). Dựa vào kết quả này, 

vỏ quế và củ gừng được chọn để tiếp tục thí nghiệm ở dạng cao chiết.  

Bảng 3.1 Đường kính vòng kháng khuẩn (mm) tạo thành xung quanh các giếng tẩm 

dịch chiết thả   ược sau 48 giờ tiếp xúc v i vi khuẩn SA-12.1 và SA-26.1  

STT 
Loại dịch 

chiết/dung môi 

Đƣờng kính vòng kháng khuẩn (mm) 

SA-12.1 SA-26.1 

Ethanol Methanol Ethanol Methanol 

1 Cây diếp cá 2,40 ± 0,45
bc

 3,60 ± 0,84
bc

 3,10 ± 1,00
a
 4,68 ± 1,24

c
 

2 Củ hành có vỏ 2,15 ± 1,21
abc

 2,02 ± 1,32
ab

 0,77 ± 0,41
a
 0,90 ± 0,73

a
 

3 Củ hành không vỏ 1,82 ± 0,38
ab

 0,85 ± 0,42
a
 0,66 ± 0,86

a
 1,60 ± 0,87

ab
 

4 Lá kinh gi i 2,23 ± 0,93
bc

 2,52 ± 0,74
ab

 1,08 ± 0,74
a
 3,18 ± 1,39

bc
 

5 Vỏ quế 7,23 ± 0,52
d
 4,93 ± 1,08

cd
 3,02 ± 1,50

a
 5,10 ± 1,22

c
 

6 Củ gừng 3,53 ± 1,29
c
 6,35 ± 2,73

d
 8,27 ± 0,82

b
 9,27 ± 1,33

d
 

7 Củ riềng 0,70 ± 0,55
a
 1,10 ± 0,71

a
 3,50 ± 3,58

a
 4,43 ± 0,61

c
 

- Dung môi 2,58 ± 0,49 2,92 ± 0,38 2,42 ± 0,38 1,92 ± 1,16 

Ghi chú: Số liệu thể hiện 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). Số liệu đường kính 

vòng kháng khuẩn tạo ra xung quanh các giếng tẩm dịch chiết thảo dược đã được trừ đi số 

liệu đường kính vòng kháng khuẩn tạo ra bởi dung môi. 

3.1.3 Khảo sát khả năng kháng S. agalactiae của cao chiết dạng thô 

 Kết quả khảo sát khả n ng  háng  huẩn của cao chiết thả   ược trong hai dung môi 

eth n l và  eth n l đối v i hai chủng SA-12.1 và SA-26.1 cho thấy, cao chiết vỏ quế cho 

đường kính vòng kháng khuẩn cao hơn và khác biệt  ó ý nghĩ  thống kê (P < 0,05) so v i 

cao chiết gừng khi khảo sát trên cả hai chủng SA-12.1 và SA-26.1  Đồng thời, đường kính 

vòng kháng khuẩn tạo ra bởi cả hai loại cao chiết khi khảo sát trên chủng SA-26.1     hơn 

khi khảo sát trên chủng SA-12.1; và cao chiết vỏ quế  h  đường kính vòng kháng khuẩn gần 

tương đương v i đường kính vòng kháng khuẩn tạo ra bởi kháng sinh Doxycycline (30 µg) 

khi khảo sát trên chủng SA-26.1. Bên cạnh đó,      hiết gừng chiết xuất v i cả hai dung 

môi ethanol và  eth n l đều cho thấy không có khả n ng  háng  huẩn khi khảo sát trên 

chủng SA-12.1 (đường kính vòng kháng khuẩn lần lượt là 6,42 mm và 9,50 mm), trong khi 

lại có khả n ng  háng  huẩn khi khảo sát trên chủng SA-26 1 đường kính vòng kháng 

khuẩn lần lượt là 14,83 mm và 19,62 mm). Cao chiết vỏ quế chiết xuất v i cả hai dung môi 

eth n l và  eth n l đều cho thấy có khả n ng  háng  huẩn khi khảo sát trên hai chủng SA-

12.1 và SA-26 1, tr ng đó trên  hủng SA-26.1 cho thấy khả n ng  háng  huẩn của cao chiết 
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quế ở mức mạnh (Bảng 3.2). Kết quả nêu trên là  ơ sở để lựa chọn vỏ quế và củ gừng cho 

việc thực hiện các thí nghiệm tiếp theo. 

Bảng 3.2 Đường kính vòng kháng khuẩn (mm) tạo thành xung quanh  á  đĩ  giấy tẩm 

cao chiết thả   ược sau 48 giờ tiếp xúc v i vi khuẩn SA-12.1 và SA-26.1 

Loại cao 
chiết/dung 

môi 

Đƣờng kính vòng kháng khuẩn (mm) 

SA-12.1 SA-26.1 SA-2.1-CC
**

 

Ethanol Methanol Ethanol Methanol Ethanol 

Vỏ quế 17,67 ± 2,23
b
 16,25 ± 1,41

b
 33,42 ± 0,97

b
 32,75 ± 5,38

b 
33,45 - 34,23 

Củ gừng 6,42 ± 0,86
a
 9,50 ± 0,71

a
 14,83 ± 0,68

a
 19,67 ± 0,68

a
 15,12 – 16,47 

Kháng sinh 
Doxycycline  

(30 µg) 
26,58 ± 1,16 34,58 ± 1,20 - 

Ghi chú: Số liệu thể hiện 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).  

**: Nguồn Đoàn Văn Cường và ctv, 2019. 

3.1.4 Xác định giá trị MIC và MBC của cao chiết gừng và cao chiết vỏ quế 

Cao chiết gừng và vỏ quế trong cả hai loại  ung  ôi đều có khả n ng  iệt khuẩn 

(MBC/MIC = 2) khi thử nghiệm trên hai chủng SA-12.1 và SA-26.1 (Bảng 3.3). 

Bảng 3.3 Kết quả xá  định giá trị MIC và MBC của cao chiết gừng và vỏ quế dạng thô 

đối v i hai chủng SA-12.1 và SA-26.1 trong dung môi ethanol và methanol  

Chủng Loại cao chiết Loại dung môi 
MIC 

(µg/ml) 
MBC 

(µg/ml) 
MBC/MIC 

SA-12.1 
Gừng 

Ethanol 4.000 8.000 2 
Methanol 2.000 4.000 2 

Vỏ quế 
Ethanol 8.000 16.000 2 

Methanol 8.000 16.000 2 

SA-26.1 
Gừng 

Ethanol 2.000 4.000 2 
Methanol 2.000 4.000 2 

Vỏ quế 
Ethanol 4.000 8.000 2 

Methanol 4.000 8.000 2 
SA-2.1-CC

** 
Gừng Ethanol 1.000 2.000 2 

 Vỏ quế Ethanol 2.000 8.000 4 

**: Nguồn Đoàn Văn Cường và ctv, 2019. 

Như vậy, cao chiết gừng và vỏ quế đều thể hiện khả n ng  háng vi  huẩn S. agalactiae 

khi khảo sát trên hai chủng SA-12.1, SA-26.1 do nghiên cứu này phân lậ  được (dung môi 

ethanol và methanol), và trên chủng SA-CC-2.1 (dung môi ethanol). Trên  ơ sở các kết quả 

thí nghiệm in vitro ghi nhận được và công bố củ  Đ àn V n Cường và ctv (2019), hai loại 

thả   ược thể hiện khả n ng  háng S. agalactiae tốt nhất trong các loại thả   ượ  được 

khảo sát, gồm cao chiết vỏ quế và củ gừng được chọn để tiến hành thí nghiệ  xá  định ảnh 

hưởng lên t ng trưởng của cá rô phi khi bổ sung vào thứ   n  Bên cạnh đó,  ết quả cho thấy 

khi so sánh trên từng loại cao chiết, đường kính vòng kháng khuẩn và giá trị MIC, MBC 

được tạo ra từ cao chiết vỏ quế và cao chiết gừng chiết xuất bởi ethanol và methanol cho kết 

quả không có khác biệt l n. Trong nghiên cứu củ  Đ àn V n Cường và ctv (2019), ethanol 

là  ung  ôi được sử dụng để chiết xuất cao chiết thả   ược. Mặt khác, ethanol là dung môi 

có tính an toàn cao, thuận tiện và được khuyến khích sử dụng trong quy mô công nghiệp 

 ũng như tr ng  á  hư ng phát triển về  ượ  lý  D  đó, nghiên  ứu này đã  họn dung môi 

eth n l để chiết xuất cao chiết vỏ quế và cao chiết gừng phục vụ cho các thí nghiệm in vivo. 
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3.2 Nội dung 2: Xác định ảnh hƣởng của cao chiết lên tăng trƣởng và khả năng bảo vệ 

cá rô phi kháng lại vi khuẩn gây bệnh S. agalactiae  

3.2.1 Xác định ảnh hƣởng của cao chiết lên tăng trƣởng  

V i  á  hà  lượng bổ sung (10, 20 và 40 g/kg thứ   n)  ủa cao chiết gừng và cao 

chiết vỏ quế vào thứ   n, sự phát triển và sinh trưởng của cá thí nghiệm không bị ảnh 

hưởng. V i chỉ tiêu FCR, cá ở nghiệm thức không bổ sung cao chiết thả   ược vào thứ   n 

(NT1) có FCR cao nhất (1,54) trong khi cá ở nghiệm thứ  đượ   n thứ   n bổ sung cao chiết 

vỏ quế v i hà  lượng 20 g/kg (NT6) có FCR thấp nhất (1,38), nhưng sự khác biệt nhưng 

 hông  ó ý nghĩ  thống kê (P > 0,05). Ghi nhận đối v i chỉ tiêu t ng trưởng và tỷ lệ sống từ 

nghiên cứu này cho thấy có sự khác biệt v i một số nghiên cứu của Doan và ctv (2019a, 

2019b, 2019c) đã  ông bố trên  ùng đối tượng cá rô phi (tác dụng thú  đẩy t ng trưởng khi 

bổ sung 5 g/kg thứ   n chiết xuất của cúc chỉ thiên, 10 g/kg thứ   n  hiết xuất của bột lưỡi 

cọp, 2 g/kg thứ   n  hiết xuất của trà xanh) khi việc bổ sung cao chiết gừng và cao chiết vỏ 

quế không có tác dụng cải thiện t ng trưởng và tỷ lệ sống một cách rõ rệt (thể hiện qua sự 

khác biệt  ó ý nghĩ  thống kê). Tuy vậy, nghiên cứu lại có sự tương đồng khi kết quả theo 

 õi t ng trưởng trên cao chiết vỏ quế phù hợp v i nhận định của nhiều nhà nghiên cứu rằng 

việc sử dụng thứ   n  ó  hứa thành phần đã được chứng minh có vai trò giúp nâng cao khả 

n ng kháng bệnh thì không phải lú  nà   ũng giú  đối tượng nuôi đạt được sự t ng trưởng 

tốt nhất (Galindo-Villegas và Hosokawa, 2004; Ndong, 2007).  

3.2.2 Xác định giá trị LD50 và các yếu tố độc lực  

3.2.2.1 Xác định giá trị LD50 

 Chủng SA-2.1-CC  ó độc lực cao nhất (LD50 = 1,3 x 10
3
 CFU/ml). Giá trị LD50 của 

chủng SA-12.1 và SA-26 1     hơn trên  hủng SA-2.1-CC và tương đương v i giá trị LD50 

trên  á rô  hi đã được công bố (khoảng 10
5
 - 10

6
 CFU/ml). Chủng SA-2.1-CC được chọn để 

cảm nhiễm cá trong các thí nghiệm in vivo tiế  the  và được chọn để giải trình tự toàn bộ bộ 

gen để xá  định các yếu tố độc lực. 

3.2.2.2 Xác định các yếu tố độc lực  

 Chủng vi khuẩn SA-2.1-CC được giải trình tự toàn bộ bộ gen để xá  định các yếu tố 

độc lực, khẳng định thêm  ơ sở về độc lực thông qua kiểu hình. Kết quả cho thấy, hệ gene 

 ủ   hủng này  hứ  bảy l  us là adhP(9), pheS(5), atr(7), glnA(1), sdhA(3), glcK(3) và 

tkt(2), đượ  xế  thuộ  nhó  ST 283  hi sử  ụng  ơ sở  ữ liệu  h n l ại vi sinh vật 

PubMLST. Bên  ạnh đó, tìm thấy 11/14 gen độc lực hiện diện ở chủng SA-2.1-CC, tr ng đó 

gồm 3/5 gen nhóm bám dính, 5/6 gen nhóm xâm lấn (quan trọng nhất) và toàn bộ 4 gen 

nhóm kháng miễn dịch (Bảng 3.4). Hai gen phổ biến là cfb (CAMP factor) và cylE (β-

hemolysin/cytolysin) (Zhang, 2021) đều hiện diện trong chủng S. agalactiae CC-2.1. Nhìn 

chung, chủng SA-2.1-CC mang các yếu tố độc lực quan trọng đã được công bố trên vi 

khuẩn S. agalactiae, gồ  11/14 gen độc lự  đã được biết và thuộc phức 

hợp chủng riêng biệt CC283 v i kiểu trình tự ST283. 
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 Bảng 3.4 Cá  gen độc lực tìm thấy trong chủng S. agalactiae SA-2.1-CC 

STT Nhóm 
Tên gen  

(Lin và ctv, 2011) 
Ghi chú 

Sự hiện 
diện 

Cơ sở dữ liệu 
gen độc lực 

1 Bám dính 

fbsA Fibrinogen-binding protein A -  

fbsB Fibrinogen-binding protein B -  
pavA Fibronectin-binding protein Có - 
lmb Laminin-binding protein Có - 

scpB* C5a peptidase Có - 

2 X   lấn 

cfb CAMP factor Có VFDB 
cylE β-hemolysin/cytolysin Có Victors 
bca C-α  r tein -  
hylB Hyaluronate lyase Có VFDB 
spb1 Hemolysin III Có - 
rib Surface protein Có - 

3 
Kháng/Né 
tránh  iễn 
 ị h 

bac C-β  r tein Có - 
pbp1A/ ponA Penicillin-binding protein1A Có Victors 

cspA Serine protease Có - 
scpB* C5a peptidase Có - 

*: gen scpB được xếp cả nhóm bám dính và nhóm né tránh miễn dịch 

3.2.3 Xác định ảnh hƣởng của cao chiết lên khả năng bảo vệ cá rô phi 

Sau khi cảm nhiễm, cá ở các nghiệm thức (trừ nghiệm thứ   á được tiêm nư c muối 

sinh lý, NT1.1) bắt đầu có các biểu hiện bệnh lý và chết v i số lượng khá nhiều trong vòng 

24 giờ. Số lượng cá chết bắt đầu giảm từ ngày thứ 2, ngưng  hết ở ngày thứ 7 đối v i các 

nghiệm thức bổ sung cao chiết vào thứ   n và ở ngày thứ 8 đối v i nghiệm thứ   á được 

tiêm vi khuẩn nhưng  h   n thứ   n  hông bổ sung cao chiết (NT1 2); đồng thời cá ở các 

nghiệm thứ  đều có biểu hiện các dấu hiệu bệnh lý trên  ơ thể. Kết thúc thời gian 10 ngày 

theo dõi, tỷ lệ chết tí h lũy ghi nhận được cho thấy ở nghiệ   á được tiêm vi khuẩn nhưng 

 h   n thứ   n  hông bổ sung cao chiết (NT1.2) là cao nhất (77,8%), nghiệm thức tiếp tục 

bổ sung cao chiết vỏ quế v i hà  lượng 20 g/kg thứ   n s u  hi  ảm nhiễm vi khuẩn là thấp 

nhất (37,8%), các nghiệm thức còn lại     động từ 51,1% đến 68,9%. Ở  ả h i nhó  

nghiệ  thứ ,      hiết vỏ quế v i hà  lượng 20 g/ g đều  h  hiệu quả bả  vệ     nhất  Ở 

nhó  2, nhìn  hung hiệu quả bả  vệ  ủ       hiết vỏ quế     hơn  hi s  sánh v i      hiết 

gừng, tuy nhiên  hỉ số RPS đều thấ  hơn 50% (Bảng 3.5). 

Bảng 3.5 Hiệu quả bảo vệ của cao chiết gừng và cao chiết vỏ quế v i cá rô phi khi 

được cảm nhiễm vi khuẩn S. agalactiae  

STT 
Loại cao chiết 

thảo dƣợc 
Hàm lƣợng cao chiết 

(g/kg thức ăn) 
RPS (%) 

Nhóm 2 Nhóm 3 
1 

Gừng 
10 20,0 34,3 

2 20 21,4 24,3 
3 40 20,0 11,4 
4 

Quế 
10 21,4 17,1 

5 20 34,3 51,4 
6 40 22,9 30,0 

Ghi chú: Nhóm 2: không tiếp tục cho ăn thảo dược sau khi cảm nhiễm với vi khuẩn; 

Nhóm 3: tiếp tục cho ăn thảo dược sau khi cảm nhiễm với vi khuẩn; Nghiệm thực không 

cảm nhiễm với vi khuẩn và không bổ sung cao chiết: tỷ lệ sống của cá là 100% nên không 

có kết quả RPS. 

3.3 Nội dung 3: Xác định ảnh hƣởng của cao chiết lên các chỉ tiêu máu, chỉ tiêu miễn 

dịch và hình thái ruột của cá rô phi 
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3.3.1 Xác định ảnh hƣởng lên chỉ tiêu máu và chỉ tiêu miễn dịch  

3.3.1.1 Mật độ hồng cầu và bạch cầu 

Kết quả  h n tí h  ật độ hồng  ầu, bạ h  ầu tr ng nghiên  ứu này h àn t àn  hù hợ  

v i  á   ông bố trư   đ y  Ở thời điể  trư c khi cảm nhiễm (tức là sau 28 ngày thí 

nghiệm), mật độ hồng cầu trong máu cá thí nghiệm nằm trong khoảng phù hợ ,     động từ 

1 - 3,5 x 10
6 

 tế bào/mm
3
 trên  á nư c ngọt (Glomski và Pica, 2006). Bạch cầu trong máu cá 

có số lượng ít hơn hồng cầu khoảng từ 10 – 100 lần. Tỷ lệ (%)  ủ  bạ h  ầu ly  h  luôn 

    nhất, tiế  the  là bạ h  ầu đơn nh n, và  uối  ùng là bạ h  ầu đ  nh n, h àn t àn  hù 

hợ  v i  ông bố  ủ  Hrube  và  tv (2000) và Goda (2008) trên cá rô phi. Đối v i cao chiết 

gừng, sau thời gian cảm nhiễm vi khuẩn (5 và 10 ngày), nghiên cứu ghi nhận được sự khác 

biệt  hông  ó ý nghĩ  về mặt thống kê (P > 0,05) giữa mật độ hồng cầu của cá ở nghiệm 

thức NT 1.2 v i các nghiệm thức tiếp tục bổ sung cao chiết gừng; và ở thời điểm sau 5 ngày 

cảm nhiễm vi khuẩn, mật độ hồng cầu đều giảm ở tất cả các nghiệm thứ   Đối v i mật độ 

bạch cầu, ở thời điể  trư c khi cảm nhiễm và sau 5 ngày cảm nhiễm v i vi khuẩn, sự khác 

biệt mật độ bạch cầu của cá ở các nghiệm thứ   hông  ó ý nghĩ  về mặt thống kê (P > 0,05); 

đến thời điểm sau 10 ngày cảm nhiễm v i vi khuẩn, có sự gi  t ng mật độ bạch cầu ở 

nghiệm thức 1.2 và ở hầu hết các nghiệm thức bổ sung cao chiết gừng; đồng thời sự khác 

biệt này có ý nghĩ  về mặt thống kê (P < 0,05) giữa nghiệm thức NT 1.2 và NT 2.2 (Hình 

3.1). Bên cạnh đó,  ết quả phân tích tỷ lệ các loại bạch cầu cho thấy, sau khi cảm nhiễm vi 

khuẩn thì tỷ lệ bạch cầu đơn nh n và bạch cầu trung tính ở các nghiệm thứ  được bổ sung 

cao chiết gừng v i tất cả  á  hà  lượng đều     hơn ở nghiệm thức 1.2 và sự khác biệt này 

có ý nghĩ  về mặt thống  ê (P < 0,05); tuy nhiên điều này  hư  rõ ràng ở tỷ lệ bạch cầu 

lymphocyte (Hình 3.2).  

Đối v i cao chiết vỏ quế, sau 5 ngày cảm nhiễm vi khuẩn, mật độ hồng cầu đều giảm ở 

tất cả các nghiệm thức và ghi nhận sự khác biệt  ó ý nghĩ  về mặt thống kê (P < 0,05) giữa 

mật độ hồng cầu của cá ở nghiệm thức NT 1.2 v i nghiệm thức tiếp tục bổ sung cao chiết vỏ 

quế hà  lượng 20 g/kg (NT 3.5); sau ngày thứ 10 cảm nhiễm vi khuẩn, mật độ hồng cầu 

t ng ở các nghiệm thức tiếp tục bổ sung cao chiết vỏ quế nhưng tiếp tục giảm ở các nghiệm 

thức không tiếp tục bổ sung cao chiết vỏ quế (Hình 3 3)  Đối v i mật độ bạch cầu, ở thời 

điể  trư c khi cảm nhiễm và sau 5 ngày cảm nhiễm v i vi khuẩn, mật độ bạch cầu của cá ở 

hầu hết các nghiệm thức bổ sung cao chiết vỏ quế đều     hơn s  v i của cá ở nghiệm thức 

 h   n thứ   n  hông bổ sung cao chiết, tuy nhiên những sự khác biệt này  hông  ó ý nghĩ  

về mặt thống  ê (P > 0,05); đến thời điểm sau 10 ngày cảm nhiễm v i vi khuẩn, có sự gia 

t ng mật độ bạch cầu ở nghiệm thức 1.2 và các nghiệm thức không tiếp tục bổ sung cao 

chiết vỏ quế, trong khi ở các nghiệm thức tiếp tục bổ sung cao chiết vỏ quế thì lại giảm; 

đồng thời sự khác biệt này có ý nghĩ  về mặt thống kê (P < 0,05) (Hình 3.9). Bên cạnh đó, 

kết quả phân tích tỷ lệ các loại bạch cầu cho thấy, sau khi cảm nhiễm vi khuẩn thì tỷ lệ bạch 

cầu đơn nh n và bạch cầu trung tính ở các nghiệm thứ  được bổ sung cao chiết vỏ quế v i 

hà  lượng 20 và 40 g/kg thứ   n đều     hơn ở nghiệm thức 1.2 và sự khác biệt này có ý 

nghĩ  về mặt thống kê (P < 0,05) (Hình 3.4). 
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Hình 3.1 Mật độ hồng cầu (A) và bạch cầu (B) 

của các nghiệm thức bổ sung cao chiết gừng tại 

các thời điểm cảm nhiễm khác nhau 

Hình 3.2 Tỷ lệ các loại bạch cầu của các nghiệm thức bổ sung cao chiết gừng 

tại các thời điểm cảm nhiễm khác nhau (A: bạ h  ầu đơn nh n, B: bạ h 

 ầu ly  h ; C: bạ h  ầu trung tính) 

 

Ghi chú (chung cho Hình 3.1 và 3.2): Trong cùng thời điểm và đối với mỗi loại bạch cầu, các nghiệm thức có các chữ cái khác nhau thể hiện 

sự khác biệt có ý nghĩa thống kê. NT 1.2: cá cảm nhiễm với vi khuẩn và không bổ sung cao chiết vào thức ăn; NT 2.1: bổ sung 10 g/kg cao chiết 

gừng trước khi cảm nhiễm; NT 2.2: bổ sung 20 g/kg cao chiết gừng trước khi cảm nhiễm; NT 2.3: bổ sung 40 g/kg cao chiết gừng trước khi cảm 

nhiễm; NT 3.1-3.3: bổ sung cao chiết gừng với hàm lượng tương ứng nghiệm thức 2.1-2.3, trước và sau khi cảm nhiễm. 

A 

C 

B A 

B 
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Hình 3.3 Mật độ hồng cầu (A) và bạch cầu 

(B) của các nghiệm thức bổ sung cao chiết vỏ 

quế tại các thời điểm cảm nhiễm khác nhau 

Hình 3.4 Tỷ lệ các loại bạch cầu của các nghiệm thức bổ sung cao chiết vỏ quế  

tại các thời điểm cảm nhiễm khác nhau (A: bạ h  ầu đơn nh n,  

B: bạ h  ầu lympho; C: bạ h  ầu trung tính) 

 

Ghi chú (chung cho Hình 3.3 và 3.4): Trong cùng thời điểm, các nghiệm thức có các chữ cái khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê. NT 1.2: cá cảm nhiễm với vi khuẩn và không bổ sung cao chiết vào thức ăn; NT 2.4: bổ sung 10 g/kg cao chiết vỏ quế trước khi cảm 

nhiễm; NT 2.5: bổ sung 20 g/kg cao chiết vỏ quế trước khi cảm nhiễm; NT 2.6: bổ sung 40 g/kg cao chiết vỏ quế trước khi cảm nhiễm; NT 3.4-

3.6: bổ sung cao chiết vỏ quế với hàm lượng tương ứng nghiệm thức 2.4-2.6, trước và sau khi cảm nhiễm. 

A 

C 

B A 

B 
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3.3.1.2 Hoạt tính thực bào 

Ở thời điể  trư c khi cảm nhiễm, chỉ số thực bào của cá ở các nghiệm thức bổ sung 

thả   ược vào thứ   n  h  thấy sự khác biệt  hông  ó ý nghĩ  về mặt thống kê (P > 0,05) so 

v i cá ở nghiệm thứ   h   n thứ   n  hông bổ sung cao chiết thả   ược (NT 1.2). Ở thời 

điểm 5 ngày sau cảm nhiễm vi khuẩn, chỉ số thực bào ở các nghiệm thứ  đ  số t ng nhẹ so 

v i thời điể  trư c khi cảm nhiễ   Đến thời điểm 10 ngày sau cảm nhiễm vi khuẩn, chỉ số 

thực bào tiếp tụ  t ng ở các nghiệm thức, tuy nhiên các nghiệm thức tiếp tục bổ sung cao 

chiết gừng ở  á  hà  lượng  há  nh u đều có chỉ số thực bào thấp và có sự khác biệt có ý 

nghĩ  về mặt thống kê (P < 0,05) so v i nghiệm thức 1.2. Bên cạnh đó, ghi nhận sự khác 

biệt  ó ý nghĩ  về mặt thống kê (P < 0,05) về chỉ số thực bào giữa nghiệm thức tiếp tục bổ 

sung cao chiết vỏ quế hà  lượng 20 g/kg thứ   n (nghiệm thức có RPS cao nhất) so v i 

nghiệm thức 1.2 (Hình 3.5). 

 

 

Hình 3.5 Chỉ số h ạt tính thự  bà  của các nghiệm thức bổ sung cao chiết gừng (A) và cao 

chiết vỏ quế (B) tại các thời điểm cảm nhiễm khác nhau 

Ghi chú: Trong cùng thời điểm, các nghiệm thức có các chữ cái khác nhau thể hiện sự 

khác biệt có ý nghĩa thống kê. NT 1.2: cá cảm nhiễm với vi khuẩn và không bổ sung cao 

chiết vào thức ăn; NT 2.1: bổ sung 10 g/kg cao chiết gừng trước khi cảm nhiễm; NT 2.2: bổ 

sung 20 g/kg cao chiết gừng trước khi cảm nhiễm; NT 2.3: bổ sung 40 g/kg cao chiết gừng 

trước khi cảm nhiễm; NT 2.4: bổ sung 10 g/kg cao chiết vỏ quế trước khi cảm nhiễm; NT 

2.5: bổ sung 20 g/kg cao chiết vỏ quế trước khi cảm nhiễm; NT 2.6: bổ sung 40 g/kg cao 

A 

B 
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chiết vỏ quế trước khi cảm nhiễm; NT 3.1-3.6: bổ sung cao chiết gừng/quế với hàm lượng 

tương ứng nghiệm thức 2.1-2.6, trước và sau khi cảm nhiễm. 

Nghiên  ứu này đã  hỉ r  đượ  rằng, ở  í h thư c cá thí nghiệm (4 gram/con), v i thời 

gian bổ sung 28 ngày và tiếp tục bổ sung sau 10 ngày cảm nhiễm v i vi khuẩn, cao chiết vỏ 

quế (hà  lượng bổ sung 10, 20 và 40 g/kg thứ   n) đã giú  nâng cao chỉ số huyết học (hồng 

cầu), giú  là  t ng bạch cầu đơn nh n và bạch cầu trung tính; đồng thời ở hà  lượng bổ 

sung 20 g/kg thứ   n giú  gi  t ng h ạt tính thự  bà   Còn đối v i cao chiết gừng trên cùng 

kí h thư c cá và thời gian bổ sung cho thấy giúp cải thiện chỉ số bạch cầu (t ng số lượng 

bạ h  ầu tổng, bạch cầu đơn nh n và bạch cầu trung tính). Nhìn chung, kết quả cho thấy cao 

chiết vỏ quế cho kết quả hỗ trợ nâng cao miễn dịch tốt hơn      hiết gừng khi thí nghiệm 

trên cá rô phi giống.  

3.3.2 Xác định ảnh hƣởng của cao chiết lên hình thái mô ruột cá  

Ở nghiên  ứu này,  á   hỉ số hình thái biểu  ô ruột ( iện tí h nhung     và độ dày 

l    ơ niê   ạc) đượ  qu n sát tại ruột trư  , giữ  và s u  ủ   á biến động l n giữ   á  

nghiệ  thứ   h   n bằng      hiết gừng và      hiết vỏ quế ở  á  hà  lượng  há  nh u  

Tuy nhiên, nghiên  ứu  hư  ghi nhận được sự khác biệt  ó ý nghĩ  về mặt thống kê của các 

chỉ số này trên cả b  đ ạn ruột ở cả hai thời điểm sau cảm nhiễm (5 và 10 ngày) v i vi 

 huẩn S. agalactiae giữ  đ  số  á  nghiệ  thứ   ó bổ sung h i l ại      hiết s  v i nghiệm 

thức không bổ sung cao chiết (NT 1.2). Như vậy, việ  bổ sung      hiết vỏ quế và      hiết 

gừng và  thứ   n v i  á  hà  lượng tr ng nghiên  ứu này  hư  ghi nhận sự ảnh hưởng bất 

lợi đến hình thái  ô họ  ruột  ủ  cá (Hình 3.6), tương tự qu n sát  ủ  Agbebi và ctv (2013) 

khi cho cá trê phi (Clarias gariepinus)  n thứ   n bổ sung tỏi và  ết luận  ủ  Lewis và ctv 

(2019) rằng hầu hết  á  sản  hẩ  thả   ược đượ  bổ sung và   hế độ  n  ủ   á không gây 

r  bất  ỳ sự th y đổi bất lợi nà  đến hình thái ruột  ủ   á đượ  qu n sát  

Đối v i cao chiết gừng, kết quả phân tích ở cả ba thời điểm cảm nhiễm v i vi khuẩn 

cho thấy, diện tí h nhung     và độ dày l    ơ niê  mạc của cả b  đ ạn ruột hầu như 

không ghi nhận sự khác biệt về mặt thống kê ( P > 0,05) khi so sánh giữa nghiệm thứ   á  n 

thứ   n  hông bổ sung và có bổ sung cao chiết gừng (Hình 3.7 và 3.8). Đối v i cao chiết vỏ 

quế, kết quả phân tích ở thời điể  trư c cảm nhiễm v i vi khuẩn cho thấy, ở đ ạn ruột 

trư c, diện tích nhung mao của cá ở nghiệm thức bổ sung cao chiết vỏ quế v i hà  lượng 

20 g/kg thứ   n là     nhất, tuy nhiên không ghi nhận sự khác biệt về mặt thống kê (P > 

0,05) khi so sánh v i nghiệm thức không bổ sung cao chiết; tr ng  hi đó, ở đ ạn ruột sau, 

diện tích nhung mao của cá ở nghiệm thức bổ sung cao chiết vỏ quế v i hà  lượng 40 g/kg 

thứ   n là     nhất và sự khác biệt  ó ý nghĩ  về mặt thống kê ( P < 0,05) khi so sánh v i 

nghiệm thức không bổ sung cao chiết. Ở thời điểm sau 5 ngày cảm nhiễm v i vi khuẩn, diện 

tích nhung mao và độ dày niêm mạc ghi nhận được ở cả b  đ ạn ruột đều giảm ở tất cả các 

nghiệm thức và hầu như  hông ghi nhận sự khác biệt về mặt thống kê (P > 0,05) giữa các 

nghiệm thức. Ở thời điểm sau 10 ngày cảm nhiễm v i vi khuẩn, diện tích nhung mao ở đ ạn 

ruột trư   và đ ạn ruột giữa của cá thuộc các nghiệm thứ   hông  h   n      hiết vỏ quế 

tiếp tục giảm so v i thời điể  s u 5 ngày, tr ng  hi đó  hỉ số này ở nghiệm thức  á  n thức 

 n  hông bổ sung cao chiết nhưng  ó  ảm nhiễm v i vi khuẩn (NT 1.2) và các nghiệm thức 

tiếp tụ   h   n      hiết vỏ quế t ng; và hầu như  hông ghi nhận sự khác biệt về mặt thống 

kê (P > 0,05) giữa các nghiệm thứ   Đối v i chỉ số độ dày niêm mạc, chỉ ghi nhận sự khác 
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biệt  ó ý nghĩ  về mặt thống kê (P < 0,05) giữa nghiệm thức tiếp tục bổ sung cao chiết vỏ 

quế hà  lượng 10 g/kg thứ   n v i nghiệm thức 1.2 (Hình 3.10). Nghiên cứu đã  hứng 

minh rằng việc bổ sung cao chiết vỏ quế v i các hà  lượng 40 g/kg thứ   n trong thời gian 

28 ngày nuôi đã giú  gi  t ng  hả n ng hấp thu chất  inh  ưỡng của tế bào ruột sau cá. 

 

  Hình 3.6 Hình ảnh  ô họ  ruột  á tr ng nghiên  ứu 

 

Ghi chú: 

A: Ruột trư    ủ  NT  hông bổ sung và 

 hông  ả  nhiễ  s u 5 ngày  ả  nhiễ ; 

B: Ruột trư    ủ  NT bổ sung      hiết 

vỏ quế 20 g/ g s u 5 ngày  ả  nhiễ ; 

C: Ruột trư    ủ  NT bổ sung      hiết 

gừng 20 g/ g s u 5 ngày  ả  nhiễ ; 

D: Ruột trư    ủ  NT bổ sung      hiết 

vỏ quế 20 g/ g s u 10 ngày  ả  nhiễ ; 

E: Ruột giữ   ủ  NT bổ sung      hiết vỏ 

quế 20 g/ g s u 10 ngày  ả  nhiễ ; 

F: Ruột s u  ủ  NT bổ sung      hiết vỏ 

quế 20 g/ g s u 10 ngày  ả  nhiễ   

 Hình thái  ô họ   ủ  ruột  hản ánh sứ   hỏe  ủ   á    liên qu n đến  hả n ng hấ  

thu  hất  inh  ưỡng và  hứ  n ng  iễn  ị h  Nghiên  ứu này  h  thấy,  iện tí h nhung     

 ủ  nghiệ  thứ   á  n thứ   n  hông bổ sung cao chiết nhưng  ó  ảm nhiễm v i vi khuẩn 

(NT 1 2)  ũng t ng tương tự ở các nghiệm thức tiếp tụ   h   n      hiết vỏ quế. Công bố 

của Ay tun e và  tv (2011) đã  hỉ ra rằng, có những tổn thương bệnh lý và th y đổi mô học 

ghi nhận được ở mang, gan, da và thận của cá rô phi vằn (gi i đ ạn và trưởng thành) khi cho 

tiếp xúc v i chiết xuất nư c của hạt chùm ngây (Moringa oleifera) v i các nồng độ  ư i 

mức gây chết và có sự thiệt hại củ   á   ơ qu n  há  nh u  hi cá tiếp xúc v i thời gian dài 

và nồng độ cao. Ng ài r , An và  tv (2019)  ũng đã  hỉ ra rằng, sự tương tá  giữa hệ vi sinh 

vật đường ruột và các loại thuốc thả   ược có thể được được quy cho các phân tử nhỏ hoạt 

động có thể hấp thụ và th y đổi hệ vi sinh vật đường ruột và các chất bài tiết của nó. Tuy 

nhiên, do việc kiể  tr  hà  lượng cao chiết tr ng  ôi trường nư c sau khi cảm nhiễ   hư  

được thực hiện,    đó tá  giả  hư  nhận định đượ   hính xá  về việ   ó h y  hông sự ảnh 

hưởng từ      hiết tr ng  ôi trường nư   lên hình thái  ô họ  ruột  á  Bên  ạnh đó, nghiên 

 ứu này ghi nhận diện tí h nhung     và độ dày niêm mạc ở một số nghiệm thức bổ sung 

thả   ược thể hiện sự khác biệt  ó ý nghĩ  thống kê theo từng thời điểm thu m u (ngày 0, 5 

và 10 ngày sau cảm nhiễm). Theo Adeniyi và ctv (2022), việ  giả  tỷ lệ  hiều     nhung 

     h  thấy  hả n ng hấ  thụ  hất  inh  ưỡng bị suy giả , sự hiện  iện  ủ  độ  tố và 

hiệu suất giả   Cá  tế bà   ố  tổng hợ   hất nhầy, tạ  thành  ột l   bả  vệ tr ng  àng 

biểu  ô ruột  hống lại vi  huẩn và  hất độ . Cá  tế bà   ố  ở ruột     hơn giúp cá có  hả 

n ng bả  vệ  hống lại  á   ối đe  ọ  từ  ầ  bệnh  Nghiên  ứu này  hư  tiến hành đ  

 hiều     tế bà   ố  ở ruột  ủ   á,    đó tá  giả  hư  đư  r  đượ  lý giải  hính xá   h  việ  

th y đổi hình thái ruột tr ng thời gi n ngắn xảy r  ở một số nghiệm thức bổ sung thả   ược. 
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Hình 3.7 Diện tích nhung mao ruột cá của các nghiệm thức bổ sung cao chiết gừng tại các thời điểm cảm nhiễm khác nhau  

(A: ruột trư c; B: ruột giữa; C: ruột sau) 

 
  

Hình 3.8 Độ dày l   đệm niêm mạc ruột cá của các nghiệm thức bổ sung cao chiết gừng tại các thời điểm cảm nhiễm khác nhau  

(A: ruột trư c; B: ruột giữa; C: ruột sau) 

Ghi chú: Trong cùng thời điểm, các nghiệm thức có các chữ cái khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê. NT 1.2: cá cảm nhiễm 

với vi khuẩn và không bổ sung cao chiết vào thức ăn; NT 2.1: bổ sung 10 g/kg cao chiết gừng trước khi cảm nhiễm; NT 2.2: bổ sung 20 g/kg cao 

chiết gừng trước khi cảm nhiễm; NT 2.3: bổ sung 40 g/kg cao chiết gừng trước khi cảm nhiễm; NT 3.1-3.3: bổ sung cao chiết gừng với hàm lượng 

tương ứng nghiệm thức 2.1-2.3, trước và sau khi cảm nhiễm. 

A 

C B 

C B 

A 
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Hình 3.9 Diện tích nhung mao ruột cá của các nghiệm thức bổ sung cao chiết vỏ quế tại các thời điểm cảm nhiễm khác nhau 

 (A: ruột trư c; B: ruột giữa; C: ruột sau) 

   

Hình 3.10 Độ dày l   đệm niêm mạc ruột cá của các nghiệm thức bổ sung cao chiết vỏ quế tại các thời điểm cảm nhiễm khác nhau  

(A: ruột trư c; B: ruột giữa; C: ruột sau) 

Ghi chú: Trong cùng thời điểm, các nghiệm thức có các chữ cái khác nhau thể hiện sự khác biệt có ý nghĩa thống kê. NT 1.2: cá cảm 

nhiễm với vi khuẩn và không bổ sung cao chiết vào thức ăn; NT 2.4: bổ sung 10 g/kg cao chiết vỏ quế trước khi cảm nhiễm; NT 2.5: bổ sung 

20 g/kg cao chiết vỏ quế trước khi cảm nhiễm; NT 2.6: bổ sung 40 g/kg cao chiết vỏ quế trước khi cảm nhiễm; NT 3.4-3.6: bổ sung cao chiết 

vỏ quế với hàm lượng tương ứng nghiệm thức 2.4-2.6, trước và sau khi cảm nhiễm. 

C B 

C B 

A 

A 
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3.4 Nội dung 4: Xác định hàm lƣợng và khả năng kháng khuẩn của hoạt chất chính 

3.4.1 Xác định hàm lƣợng hoạt chất chính  

 Kết quả xá  định hà  lượng 6-gingerol và cinnamic aldehyde đượ  trình bày tr ng 

Bảng 3 6 và Bảng 3 7  

Bảng 3.6 Kết quả  h n tí h hà  lượng 6-gingerol 
TT Nguyên liệu Hàm lƣợng 6-gingerol trung bình (%) 
1 Củ gừng 0,52 
2 Cao lỏng gừng tỷ lệ 1:20 (1 ml) 0,48 
3 C   đặc gừng 12,41 
4 Chế phẩm thứ   n (1  l) 0,0048 

 

Bảng 3.7 Kết quả  h n tí h hà  lượng  inn  i   l ehy e 

TT Nguyên liệu 
Hàm lƣợng cinnamic aldehyde 

trung bình (%) 
1 Vỏ thân quế 1,56  
2 Cao lỏng vỏ quế tỷ lệ 1:30 (1 ml) 1,46  
3 C   đặc vỏ quế 12,56  
4 Chế phẩm thứ   n (1  l) 0,0086 

3.4.2 Khả năng kháng S. agalactiae của cao chiết theo hoạt chất chính 

Nhằm chuẩn hó  hà  lượng cao chiết phù hợp phối trộn vào thứ   n  h   á rô  hi ở 

các thí nghiệ  tr ng tương l i, khảo sát khả n ng  háng S. agalactiae the  hà  lượng hoạt 

chất  hính đã được thực hiện. Kết quả  h  thấy, hoạt chất cinnamic aldehyde trong vỏ quế 

và hoạt chất 6-gingerol trong củ gừng đều có khả n ng  háng đối v i vi khuẩn khảo sát, và 

khả n ng  háng  huẩn ở hà  lượng hoạt chất 200 µg khác biệt  ó ý nghĩ  thống kê (P < 

0,05) so v i h i hà  lượng còn lại. Tuy nhiên, chỉ  ó hà  lượng 200 µg hoạt chất cinnamic 

aldehyde cho kết quả kháng khuẩn gần tương đương  háng sinh Doxycycline 30 µg (Bảng 

3.8).  

Bảng 3.8  Đường kính vòng kháng khuẩn (mm) tạo thành xung quanh  á  đĩ  giấy tẩm 

cao chiết thảo dược theo hà  lượng hợp chất chính sau 24 giờ tiếp xúc v i vi khuẩn SA-

2.1-CC  

TT Nghiệm thức 
Tỷ lệ hợp chất 

chính trong cao 
chiết thô (%) 

Hàm lƣợng 
cao chiết 
thô (µg) 

Hàm lƣợng 
hợp chất 

chính (µg) 

Đƣờng kính 
vòng kháng 
khuẩn (mm) 

1 
Gừng 

(6-gingerol) 
12,41 

402,9 50   8,02 ± 0,29
a
 

805,8 
100   8,58 ± 0,44

a
 

1.611,6 200 10,22 ± 1,06
b
 

Doxycycline 30 µg    20,12 ± 0,45 

2 
Quế (cinnamic 

aldehyde) 
12,56 

398,1 50   9,28 ± 0,69
a
 

796,2 100 10,13 ± 0,77
a
 

1.592,4 200 19,48 ± 1,45
b
 

Doxycycline 30 µg  20,25 ± 0,48 

Ghi chú: Số liệu thể hiện giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn; trên cùng một cột và đối 

với mỗi loại cao chiết, các chữ cái khác nhau biểu thị sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P < 

0,05).  

Cao chiết vỏ quế tiếp tụ  đượ  xá  định giá trị MIC và MBC tính the  hà  lượng hoạt 

chất  hính đối v i vi khuẩn S. agalactiae CC-2.1 (10
4
 CFU/ml). Kết quả cho thấy, giá trị 

MIC của cao chiết vỏ quế là 62,5 µg/ml và giá trị MBC là 250 µg/ml (tỷ lệ MBC/MIC = 4). 
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Như vậy, cao chiết vỏ quế tính trên hà  lượng chất chính trong dung môi ethanol có khả 

n ng  iệt khuẩn. 

Kết hợp  ết quả thí nghiệ  in vitro trên      hiết  ạng thô và  ết quả  á  thí nghiệ  

in vivo, kết quả của nghiên cứu có thể làm mô hình tham khảo cho các nghiên cứu tiếp theo, 

 ũng như  ó  hả n ng  hát triển các mô hình thử nghiệm thuốc thay cho chuột. Nghiên cứu 

này  hư  đánh giá ảnh hưởng riêng từng hoạt chất nên có thể đề xuất các mô hình thí 

nghiệ  tr ng tương l i b   gồm: (1) Sử dụng cao chiết vỏ quế v i hà  lượng bổ sung 

khoảng 20-23 g/kg thứ   n (tương đương hà  lượng cinnamic aldehyde 100 µg/g thứ   n) 

tr ng quá trình nuôi  á gi i đ ạn giống để hỗ trợ nâng cao sức khỏe củ   á, giú  là  t ng 

sứ  đề kháng củ   á trư c tác nhân gây bệnh là vi khuẩn S. agalactiae (hiệu quả phòng 

bệnh); (2) Sử dụng cao chiết vỏ quế v i hà  lượng bổ sung khoảng 46-47 g/kg thứ   n 

(tương đương hà  lượng cinnamic aldehyde 200 µg/g thứ   n) th y thế kháng sinh khi cá bị 

nhiễm vi khuẩn S. agalactiae, và sử dụng trong thời gian ngắn (hiệu quả trị bệnh); (3) Xác 

định thời gian phù hợ  để sử dụng cao chiết vỏ quế (hà  lượng trong khoảng 46-47 g/kg 

thứ   n) như  ột liệu pháp thay thế hoàn toàn cho kháng sinh khi cá bị nhiễm vi khuẩn S. 

agalactiae; (4) Sử dụng cao chiết vỏ quế v i hà  lượng bổ sung khoảng 46-47 g/kg thứ   n 

(tương đương hà  lượng cinnamic aldehyde 200 µg/g thứ   n), khảo sát khả n ng bảo hộ 

RPS và  á  tá  động  ược lý của cao chiết trên cá rô phi giống và  á thương  hẩm ở điều 

kiện    nuôi bình thường và ao nuôi khi bị tá  động bởi  á  điều kiện thời tiết, khí hậu bất 

lợi; (5) Sử dụng cao chiết vỏ quế tr ng nuôi  á rô  hi thương  hẩm và thực hiện tính toán 

giá thành, chi phí sản xuất. Từ đó  ở rộng, áp dụng trong quy mô sản xuất thực tế để đánh 

giá tính khả thi của việc sử dụng cao chiết vỏ quế để kiểm soát vi khuẩn S. agalactiae, thời 

gian sử dụng cao chiết trong phòng trị bệnh và kết luận về hiệu quả kinh tế khi ứng dụng 

tr ng điều kiện sản xuất. 

Hạn  hế: Nghiên  ứu này  hư  thự  hiện  iể  tr  hà  lượng  ủ  vi  huẩn và hà  

lượng      hiết tr ng  ôi trường nư   s u  hi  ả  nhiễ ,    đó  hư  đư  r  đượ  nhận 

định về sự hiện  iện  ũng như tá  động  ủ  vi  huẩn và      hiết tr ng  ôi trường nư   

đến  á thí nghiệ   Tr ng tương l i, nghiên  ứu bổ sung cần được tiến hành để  ó đầy đủ  ơ 

sở xá  định  hính xá  tá  động của cao chiết gừng và cao chiết vỏ quế đối v i cá và môi 

trường nư c. 

Như vậy, các kết quả trong nghiên cứu này đã giú   hẳng định tiề  n ng ứng dụng 

của cao chiết vỏ quế và cao chiết gừng trong việc nâng cao khả n ng  háng bệnh do vi 

khuẩn S. agalactiae gây ra trên cá rô phi giống  Đồng thời, các kết quả của nghiên cứu gợi 

mở các vấn đề cần nghiên cứu tr ng tương l i, như nghiên  ứu hiệu quả của hỗn hợp hai 

loại cao chiết (vỏ quế, gừng) nhằm phát huy tối đ  ưu thế của mỗi loại trong từng thời điểm 

bổ sung vào thứ   n; khảo sát khả n ng  háng  huẩn của hoạt chất cinamic aldehyde tinh 

khiết đối v i vi khuẩn S. agalactiae; đánh giá ảnh hưởng của cao chiết vỏ quế khi bổ sung 

vào thứ   n lên khả n ng hấ  thu  ưỡng chất của cá thí nghiệm sau thời gian cảm nhiễm dài 

hơn  

 

CHƢƠNG 4 
KẾT LUẬN VÀ ĐỀ NGHỊ 
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4.1 Kết luận 

C    hiết vỏ quế và      hiết gừng đượ   hiết xuất tr ng  ung  ôi eth n l 96% và 

 eth n l 99,8%  ó  hả n ng  iệt vi  huẩn S. agalactiae (MBC/MIC = 2). 

C    hiết vỏ quế và      hiết gừng đượ  bổ sung v i  á  hà  lượng 10, 20 và 40 g/ g 

và  thứ   n tr ng 8 tuần  hư  ghi nhận ảnh hưởng đến sự sinh trưởng và  hát triển  ủ   á rô 

 hi giống  

C    hiết vỏ quế và      hiết gừng (10, 20 và 40 g/ g thứ   n) đượ  bổ sung và  thứ  

 n  h   á rô  hi giống tr ng 28 ngày và tiế  tụ  tr ng 10 ngày s u  hi  á đượ   ả  nhiễ  

v i S. agalactiae giú  t ng  ường  hả n ng  háng bệnh  ủ   á và giú  n ng      hỉ số 

huyết họ  và  ột số  hỉ tiêu  iễn  ị h  hông đặ  hiệu ( ật độ hồng  ầu,  ật độ bạ h  ầu 

tổng, số lượng bạ h  ầu đơn nh n, bạ h  ầu trung tính và h ạt tính thự  bà ), và  hư  ghi 

nhận sự ảnh hưởng đến hình thái biểu  ô  ruột  ủ   á  

C    hiết vỏ quế đượ  bổ sung v i hà  lượng 20 g/ g thứ   n  ó hiệu quả bả  vệ     

nhất (RPS đạt 51,4%) đối v i  á rô  hi giống g y nhiễ  v i vi  huẩn S. agalatiae. 

C    hiết vỏ quế đượ  bổ sung và  thứ   n v i hà  lượng 40 g/ g thứ   n tr ng thời 

gi n 28 ngày nuôi giú  gi  t ng  hả n ng hấ  thu  hất  inh  ưỡng  ủ  tế bà  ruột s u  ủ  

cá. 

H ạt  hất  inn  i   l ehy e (tr ng      hiết vỏ quế) v i hà  lượng 100 µg/g thứ   n 

và 200 µg/g thứ   n  ó  hả n ng  háng vi  huẩn S. agalactiae, tr ng đó hà  lượng 200 

µg/g thứ   n  ó  hả n ng  háng  huẩn gần tương đương  háng sinh D xy y line 30 µg   

Nghiên  ứu xá  nhận sự hiện  iện  ủ  vi  huẩn S. agalactiae mang  á  yếu tố độ  lự  

qu n trọng, thuộ  CC283,  iểu trình tự ST 283 tại  hu vự  huyện Củ Chi, Thành  hố Hồ 

Chí Minh ( hủng SA-2.1-CC). 

4.2 Đề nghị 

Thực hiện nghiên cứu phối hợp hai loại cao chiết (vỏ quế, gừng) để nâng cao khả n ng 

kháng bệnh do vi khuẩn S. agalactiae trên  á rô  hi; đồng thời khảo sát khả n ng  háng S. 

agalactiae của hoạt chất cinnamic aldehyde tinh khiết. 

Thực hiện các nghiên cứu đánh giá khả n ng hấ  thu  ưỡng chất của cá thí nghiệm sau 

thời gian cảm nhiễ   ài hơn và ở  á  gi i đ ạn sinh trưởng khác nhau của cá. 

Thực hiện phân tích hệ vi khuẩn đường ruột của cá sau thời gi n  h   n thứ   n bổ 

sung cao chiết vỏ quế và cao chiết gừng. 

Thực hiện nghiên cứu xá  định  hính xá  tá  động của cao chiết gừng và cao chiết vỏ 

quế đối v i  á và  ôi trường nư c. 

Thực hiện các mô hình sử dụng cao chiết vỏ quế, khảo sát khả n ng bảo hộ RPS và các 

tá  động  ược lý của cao chiết trên cá rô phi giống và  á thương  hẩm ở điều kiện ao nuôi 

bình thường và ao nuôi khi bị tá  động bởi  á  điều kiện thời tiết, khí hậu bất lợi. 

Thực hiện các mô hình sử dụng cao chiết vỏ quế tr ng nuôi  á rô  hi thương  hẩ  để 

đánh giá tính  hả thi, thời gian sử dụng cao chiết trong phòng trị bệnh do vi khuẩn S. 

agalactiae và kết luận về hiệu quả kinh tế khi ứng dụng tr ng điều kiện sản xuất. 
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