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CHUO’N Gl1
MO DAU
1.1 Tinh cip thiét

Viét Nam da xac dinh thay san 1a nganh kinh té mii nhon tir nhitng nam dau thap nién
90. C4 rd phi la mot trong nhitng d6i twong nudi pho bién va da duoc xac dinh 1a san pham
thaty san chu luc ciia nudc ta sau tom nudc man, lo va ca tra (Bo Nong nghiép va Phat trién
ndng thon, 2016). Streptococcus agalactiae 1a mot trong hai loai vi khuan chinh anh huéng
dén viéc san xuat ca rd phi (loai con lai 1a S. iniae), 1a tac nhan gay ra bénh 16i mat, xuat
huyét trén ca rd phi - mot bénh gay chét nhanh, ty 18 chét cao & tit ca cac giai doan phat
trién cua ca, gay thiét hai kinh té rat nghiém trong cho nguoi nudi (Lingam va ctv, 2021).
Giai phéap phd bién dé kiém soét bénh do S. agalactiae gy trén ca ro phi la sir dung khang
sinh, tuy nhién viéc lam dung khang sinh c6 thé dan dén hién tuwong khang khang sinh cua
cac chang vi khuan (Zhang va ctv, 2018 va 2020), lam ting ty 1é mam bénh khang khang
sinh. Bén canh do, sir dung khang sinh khdng chinh xéac (khdng phu hop véi ching vi khuan
gay bénh hoic khong dung liéu lugng, ligu trinh) c6 thé anh huong xau dén chat lugng va an
toan thuc phiam (Zhang, 2021). Do d6, hién nay, mét trong nhitng xu hudng duoc xem la
bén vitng va hop Iy vé mat kinh té (Maulu va ctv, 2021) trong viéc kiém soét dich bénh trén
thay san 1a st dung thao dugc c6 ngudn gdc tir thién nhién dé phong tri bénh do vi khuan,
trong d6 co6 vi khuan S. agalactiae trén cé ro phi. Tai Viét Nam, nghién cau ang dung thao
duge dé phong tri bénh néi chung va do vi khuan S. agalactiae noi riéng dang dan dugc
quan tam, tuy nhién cdng trinh nghién ctu sir dung thao duoc nhu 1a mét giai phap dé nang
cao sirc dé khang, kha ning phong bénh trén ca rd phi ¢ Viét Nam van con rat khiém ton vé
s6 lugng. Nghién ctru nay duoc tién hanh nham chon ra loai cao chiét thao duogc ¢ hiéu qua
khang vi khuan S. agalactiae gay bénh trén ca ro phi va dénh gia anh huong cia thao dugc
1én tang truong, kha ning nang cao mién dich,... khi dugc bo sung vao khau phan an cua cé.
1.2 Muc tiéu tong quéat

Nghién ciru giai phép sir dung cao chiét tir thao duoc bd sung vao thirc an, nhu 13 giai
phap hiéu qua phong, tri bénh trén c4 rd phi, thay thé cho viéc st dung hda chat, khang sinh.
1.3 Muc tiéu cu thé

Xac dinh duoc loai thao dugc va loai dung mdi phi hop dé tao ra cao chiét c6 kha
nang khang hiéu qua véi vi khuan S. agalactiae ¢ diéu kién in vitro.

Panh gia hiéu qua bd sung cao chiét thao dwoc vao thirc an 1én ting trudng, ting
cudng mot sé chi tiéu mién dich khong dic hiéu va kha niang khang bénh do vi khuan
S.agalactiae gay ra trén cé rd phi giong.

1.4 Ngi dung nghién ciru

Noi dung 1: Xac dinh kha ning khang vi khuan gy bénh S. agalactiae ¢ diéu kién in
vitro ctia mét sb dich chiét va cao chiét thao dugc.

Noi dung 2: Xac dinh anh huong cua cao chiét 1én ting truéng va kha ning bao vé ca
ré phi khang lai vi khuan gay bénh S. agalactiae ¢ diéu kién in vivo.

Noi dung 3: Xac dinh anh huéng cua cao chiét 1&n cac chi tiéu mau, chi tiéu mién dich
va hinh thai biéu mé ruot cua cé rd phi.
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Noi dung 4: Xac dinh ham lugng hoat chat chinh va khao sét tinh khang khuan cua cao
chiét thao duoc dya trén ham lwong hoat chat chinh.
1.5 Co s6 lwa chon cac ngi dung nghién cau

Cac thao dugc duoc dung trong nghién ctu déu da duoc ching minh cé hoat tinh
khang khuan nhung chwa duoc nghién ciu kha niang khang vi khuan S. agalactiae tai Viét
Nam. Trong d6 c6 ba loai chua tirng tim thay thong tin cong bd két qua nghién ciu trén thé
gidi (ca hanh tim, 14 kinh giGi va ca riéng); riéng ca girng cé thong tin cong bé trén vi khuan
S. agalactiae, tuy nhién hinh thirc thao duoc ding trong thi nghiém 1a dang tinh dau.

Céc cong trinh di cong bd trong va ngoai nude cho thiy, ethanol 1a dung méi cho dich
chiét co tac dung khang S.agalactiae, trong khi d6 dung méi methanol chua dugc khao sat
nhiéu trén vi khuan S. agalactiae. Do d6 nghién cttu nay chon dung mai Ia ethanol va
methanol dé chiét xuat thao duoc dung trong cac thi nghiém (cac dung méi sau dé s& dugc
loai bo sau qua trinh ¢6 quay chan khong nén khong gy doc hai cho co thé dong vat thi
nghiém). Ngoai ra, mic du chloroform ciing 14 dung méi chua dugc khao sat nhiéu trén vi
khuan S. agalactiae nhung day 1a mot chat doc véi moi truong nén chua dugc chon dé thuc
hién trong nghién cau nay.

Céc ty Ié bo sung thao dugc vao thirc dn va cac chi tiéu theo ddi (ting truong, ty 18
sbng, chi tieu mién dich,...) dugc tham khao tir cc nghién ctru dd cong bd trén ca rd phi
(Emmanuel va ctv, 2018; Dotta va ctv, 2018; Doan va ctv, 2019; Abdul va ctv, 2020;...).

1.6 Nhirng dong gop moi caa luan an

Nghién ctu da khang dinh duoc hiéu qua cua hai loai nguyén liéu thao duoc gom vo
qué (Cinnamomum verum) va gung (Zingiber officinale) khi b6 sung vao thic dn dudi dang
cao chiét trong viéc hd tro nang cao kha ning khang bénh do vi khuan S. agalactiae gay ra
trén ca ro phi giéng.

Nghién ctru di xac dinh ham lugng hoat chat cinamic aldehyde chua trong vo qué (100
g va 200 pg) c6 kha nang khang vi khuan S. agalactiae.

Nghién ctru da xac dinh su hién dién tai huyén Cu Chi, Thanh phé H6 Chi Minh cua
chung vi khuan S. agalactiae gay bénh trén cé rd phi, thuoc CC283 (clonal complex 283),
kiéu trinh tu ST283 va mang cac yéu té doc lrc quan trong; dong gop thém co sé dit liu vé
kiéu trinh tu cta céc chung vi khuan phan lap duoc tai Viét Nam.

1.7 B6 cuc cia luan an

Luan &n chinh thizc gom 136 trang (khdng bao gom phu luc), c6 4 chuong, 18 bang s6
licu va 22 hinh. Luan &n di tham khao tong cong 185 tai liéu trong d6 30 tai liéu tiéng Viét
va 155 tai liéu tiéng Anh.

CHUONG 2
PHUONG PHAP NGHIEN CUU
2.1 Thoi gian, dia diém nghién ciu

Nghién ctru duoc thuc hién tir thang 11 nam 2017 dén thang 12 nam 2022, tai Vién
Nghién ciu Nudi trong Thay san I, 116 Nguyén Pinh Chiéu, Phuong Pa Kao, Quan 1,
Thanh phé H6 Chi Minh.

2.2 Vat liéu nghién ctru
2.2.1 Thi nghiém in vitro
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Thao duoc va ngudn cé bénh ding trong nghién ctu néu tai Bang 2.1 va Bang 2.2. Pia
gidy khang sinh Doxycycline (30 pg) do Céng ty Nam Khoa san xuét; hoa chat, dung cu,
thiét bi.

Bang 2.1 C&c loai thao dugc dugc dung trong nghién ciru

Loai thao A B0 phan Trang A X
TT dworc Tén khoa hoc sir dung thai Nguon goc
L Houttuynia A s 14 . Huyén Hoéc Mon, TP.HCM;
1 Diépca cordata than, canh va la tuoi Vién Y hoc dan toc
> Cihanhtim  Allum sguyerrll Cuénco Zﬁ i Huyén Vinh Chau, tinh Soc
ascalonicum . nguy Trang; Vién Y hoc dan toc
khong vo
. . Elsholtzia . . Huyén Hoéc Mon, TP.HCM;
3 Kinhgidi i la WOl VighY hoc dan toc
y A zx Cinnamomum R A Huyén Chg DPon, tinh Bac Can;
4 Vo than que verum vo than kho Vién Y hoc dan toc
- Zingiber A . Huyén Lam Ha, tinh Lam
5 Cuaging officinale nguyen cu con vo tuot bong; Vién Y hoc dan toc
- Alpinia A o B g . Huyén Bén Luc, tinh Long An;
6 Carieng officinarum nguyen cu con vo WOl y/ién Y hoc dan toc
Bang 2.2 Cac chung S. agalactiae dung trong nghién cuu
o Trong  Dau hiéu bénh NG
TT Chiing Nguon goc phén lap lwgng tich 1am sang phé?w I)%p

(gram)  lGc thu mau

1 SA-12.1 Ca ro phi do (Oreochromis sp.) 1100 Mat 1061, duc
nudi ¢ xa Thanh Son, huyén Binh 50 nhe, gan nhat 13/11/2017

2 SA-26.1 Quén, tinh Bong Nai mau ,
Ca ro phi van (O. niloticus) nudi ¢ Loi  mat, xuat

3  SA-2.1-CC* Trung tdm Giong thuy san va cay 25 huyét hau mon, 11/04/2019
trong, huyén Cu Chi, TP. HCM gan nhat mau

*: cung cap boi Trung tdm Quan trac méi trwong va bénh thuy san Nam Bg, Vién Nghién
cieu Nudi trong thay san 11,
2.2.2 Thi nghiém in vivo

V6 than qué va cu gung duoc cung cap boi Vién Y hoc Dan toc — Tp. H6 Chi Minh.
Chuang vi khuan S. agalactiae SA-2.1-CC.Thirc an Cargill-7414; héa chat, dung cu, thiét bi.
Ca rd phi van (Oreochromic niloticus) giong c6 khéi lwong trung binh 4-6 gram/con, khoe
manh, sach bénh S. agalactiae, dugc cung cap bai Trung tdm Gidng thiy san va cay trong
(huyén Cu Chi, Tp. H6 Chi Minh). Ca duogc van chuyén vé Phong thi nghiém u6t thudc
Vién Nghién ciru Nudi trong thay san 2 (Quan Go Vap, Tp. Ho Chi Minh), nuéi dudng 5
ngay trong bé composite ¢ suc khi lién tuc trudc khi tién hanh bé tri thi nghiem.
2.3 Phuwong phap nghién ctiru
2.3.1 N§i dung 1: Xac dinh kha ning khang vi khuin gay bénh S. agalactiae & diéu
Kién in vitro cia mat sé dich chiét va cao chiét thaoe dwoc
2.3.1.1 Phan ldp va dinh danh vi khudn S. agalactiae

Mau bénh pham dugc cdy trén dia moi truong Brain Heart Infusion Agar (BHIA,
110886, Merck) dé phan 1ap vi khuan va méi truong Blood Agar (BA, Merck) dé xac dinh
cac dang tan huyét (Buxton, 2005). Sau khi xac dinh dic diém sinh hoa va dinh danh vi
khuan theo cAm nang cua Cowan va Steels (Barrow va Feltham, 1993) bang test kit API 32
Strep (BioMerieux, Phap), vi khuan duoc guri di dinh danh tai Phong Xét nghiém ctia Cong
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ty TNHH Dich vu va Thuong mai Nam Khoa (Quén 7, Tp. H6 Chi Minh), bing phuong
phap giai trinh ty gen 16S rRNA va so sanh véi trinh tu trén Ngan hang gen NCBI.
2.3.1.2 Khdo st khd nang khdng vi khudn S. agalactiae ciia cao chiét dang thd

a. Thu dich chiét va cao chiét

Dich chiét va cao chiét duoc thu bang phuong phap tach chiét véi dung mdi & nhiét do
cao (c6 hiéu chinh), mé ta bai Nayak va ctv (2017). Sau khi cac loai thao dugc duoc nghién
thanh dang bot min, cho 10 g bot ciia mdi loai (tinh trén khéi lwong kho) vao 100 ml dung
mdi (ethanol hoic methanol). Chiét xuat trong 120 phut véi bé diéu nhiét lic voi nhiét do
60°C, tdc do lac 120 vong/phut. Sau do, cac dich chiét duoc loc thd (qua vai sach da dugc
tiét trung) rdi tiép tuc loc qua gidy Whatman véi kich thuéc 16 loc 0,45 um bang dung cu
loc dung bom chéan khong dé tao thanh cac dich chiét géc. Pé thu cao chiét, cac dich chiét
gbc duogc tién hanh c¢6 quay phan dich loc & 60°C va ap sudt chan khong dé loai bo dung
moi, thanh dang cao 16ng (10 ml) ¢c6 ham lugng kho cua thao dugc trong dung méi la 1
g/ml. Cac dich chiét va cao chiét dugc bao quan trong ti lanh & -20°C. Luong dich chiét,
cao chiét sir dung cho cac thi nghiém in vitro dugc tham khao tir cac nghién ctru twong tur
hoic ¢6 lién quan vi khuan S. agalactiae.

b. Khdo sat kha ndng khdng khuan

< Dich chiét

Thi nghiém sang loc kha nang khang khuan cua dich chiét duoc thuc hién bﬁng
phuong phap khuéch tan giéng thach (Balouiri va ctv, 2016). Hai ching S. agalactiae SA-
12.1 va SA-26.1 duogc sir dung véi mat do 10° CFU/mI. MAu dich chiét thao duge gbe (0,1
g/ml) duoc bd sung 0,8 ml dung méi (twong tmg dung mdi dung dé tach chiét) dé tién hanh
diéu chinh ndéng do bot thao duoc vé 20 mg/ml (hay 20 g/l) tinh theo khéi luwong khod
(Faikoh va ctv, 2014). Cac dia thach BHIA duoc cdy trai 1000 ul dich khuan/dia S.
agalactiae bang que thuy tinh tam giac trong 1 phit, sau d6 cac giéng (duong kinh 8 mm)
dugc khoan trén bé mit thach. Dich chiét thao duoc voi lugng 80 pl (twong duong 1,6 mg
thao dugc thd) duoc bom vao mdi giéng (mdi nghiém thirc duoc 1ap lai 6 1an). Cac dia thach
duoc dit vao ti mat & 4°C trong 15 phut va sau d6 duoc @ trong ti 4m ¢ 30°C trong 48 gio.
O nghiém thirc ddi chtng, sir dung dung méi ethanol va methanol (khéng chira thao dugc).

% Cao chiét

Thi nghiém khao sat kha ning khang khuan cua cao chiét duoc thyc hién bang phuong
phap dia gidy khuéch tan trén mai truong thach (Kirby-Bauer, 1996). Hai chung SA-12.1 va
SA-26.1 dugc st dung voi mat do 10° CFU/mI. Céc dia thach BHIA dugc cdy trai v6i 1000
ul dich khuan S. agalactiae (phuong phap trai dia twong tuy muc khao sat kha ning khang
khuan cuaa dich chiét). Cao chiét thao duoc voi lugng 20 pl (twong dwong 20 mg thao duoc
thd) dugc tAm vao mdi dia gidy vo trung co dudng kinh 6 mm, day 1 mm (mdi cao chiét
thao duoc dugc tam vao 6 dia giéy). Cac dia giéy dd duoc tdm cao chiét dugc dat 1én mat
thach & 3 vi tri ctia dinh hinh tam giac bang nhip tiét trung. Sau d6, cac dia thach dugc dit
vao ti mat & 4°C trong 15 phit va dugc U trong ti 4m & 30°C trong 48 gio. O nghiém thuc
dbi chtmg, cac dia khang sinh Doxycycline (30 pg) do Céng ty TNHH Dich vu va Thuong
mai Nam Khoa san xuat duoc st dung va ciing duoc 13p lai 6 1an.

% Ddnh gid khd ndang khdang khuan ciia dich chiét va cao chiét
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Sau khi u 48 gid, do duong kinh vong khang khuan (néu c6) tao ra xung quanh cic
giéng/dia gidy.

- Véi dich chiét: kha ning khang khuin duoc danh gia theo 02 muc (Nascimento va
ctv, 2000), cu thé: D > 7 mm: vi khuan man cam véi dich chiét (hay dich chiét c6 kha ning
khang vi khuan); D < 7 mm: vi khuan khang véi dich chiét (hay dich chiét khong cé kha
ning khang vi khuan). Trong d6: D = Da — Dy, Véi Dy 1a duong kinh vong khang khuan tao
ra boi dung méi twong méi & nghiém thie ddi chiung; Da = Dy — Dy, V6i Dy 1a dudng kinh
vong khang khuan tao thanh xung quanh cac giéng, D, 1a duong kinh giéng.

- Véi cao chiét: kha ning khang khuan duoc danh gia theo 04 mirc (Claustra va ctv,
2005), cu thé: D < 10 mm: vi khuan khang véi cao chiét (hay cao chiét khong ¢ kha ning
khang vi khuan); 10 mm < D < 13 mm: cao chiét c6 kha niang khang vi khuan & muc trung
binh; 14 mm < D < 19 mm: cao chiét c6 kha nang khang vi khuan; D > 19 mm: cao chiét co
kha nang khang vi khuan & mac manh. Trong d6: D = D, — D,, véi D; 1a duong kinh vong
khang khuan tao thanh xung quanh dia giy, D, 1a duong kinh dia giay.
2.3.1.3 Xdc dinh gia tri MIC va MBC caa cao chiét dgng thd

a. Xac dinh gia tri MIC (Minimum Inhibitory Concentration, Nong dé #c ché téi thiéu)

Thi nghiém dugc thyc hién trén dia 96 giéng, thé tich mbi giéng 200 ul (Al-Haj va ctv,
2018), 4 lan lap lai cho mdi loai cao chiét. 100 il moi loai cao chiét duge cho vao mdi
giéng, nong do vat chat kho trong giéng dau tién dat 32.000 pg/ml. Sau d6 tién hanh pha
lodng bac hai trong mdi truong DMSO, cho dén khi dat nong d6 thap nhat 1a 62,5 pg/ml
(tong cong co 10 néng dd). Cac giéng ddi ching am chira 200 pl méi truong MHB. Cac
giéng dbi chung duong chira 100 pl moi trudong MHB. Dich khuan S. agalactiae mat do
2x10* CFU/mI. 100 pl vi khuin duogc bd sung vao tit ca cac giéng (trir giéng ddi ching 4m),
mat do vi khudn trong mdi giéng dat 2x10° CFU/giéng (twong dwong 10° CFU/100 pl). Sau
khi cac dia 96 giéng dugc 1 trong ta am ¢ 30°C trong 24 gio, 20 pl thudc thir resazurine
0,01% duogc cho vao mdi giéng. Quan sat sy d6i mau cua thude thir resazurine tr mau xanh
sang mau hoa ca, mau tim va mau hong (chiing to ¢6 sy ting trudng cua vi khuan) & ting
giéng (Faikoh va ctv., 2014). Gia tri MIC d6i véi mdi loai cao chiét thao duoc 13 néng do
thao duogc thap nhat tai d6 vi khuan khong phat trién (thude thir resazurine khong doi mau).

b. Xdc dinh gia tri MBC (Minimum Bactericidal Concentration, Nong dé diét khuan
toi thiéu)

Thi nghiém dugc thyc hién bang phuong phap trai dia (Oonmetta-Aree va ctv, 2006).
100 pL hdn dich duoc hut ra tir mdi giéng thudc bon diy nong do lién tiép, bat dau tir day
ndng do tai d6 xac dinh gia tri MIC dén lan luot ba diy ndéng do lién k& cao hon ndng do
MIC, sau d6 hon dich duoc cé'ly trai trén cac dia thach BHIA va duogc u ¢ 30°C. Sau 24 gio,
ching t61 tién hanh quan sat sy hién dién cua cac khuén lac trén moi truong thach. Gia tri
MBC la ndng d6 thap nhat trong cic ndng do cua cao chiét da duoc cay trai, tai d6 khong co
khuan lac nao xuét hién trén dia thach BHIA (Lorian, 1995).

2.3.2 Ndi dung 2: Xac dinh anh hwéng cia cao chiét 1én ting trwéng va kha ning bao
vé ca ro phi khang lai vi khuan gay bénh S. agalactiae
2.3.2.1 Xde dinh dnh hwéng ciia cao chiét 1én #ing truéng
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Tur két qua caa thi nghiém in vitro, cao chiét vo qué va cao chiét ging duoc chon dé
thuc hién thi nghiém tiép theo. Cao chiét girng va cao chiét vo qué duoc chiét xuit bang
phuong phép tach chiét voi dung méi ethanol & nhiét do cao tuong ty nhu & muc 2.3.1.2.a
va duoc b sung vao thirc an véi cac ty & 10 g/kg, 20 g/kg va 40 g/kg. Thi nghiém duoc
thue hién trén ca rd phi gidng (5 g/con), trong 8 tuan va tai cac bé composite thé tich 500 lit
chtra 300 1it nuée (co suc khi lién tuc), mat do 30 con/bé, cho ca an hang ngay 4% khoi
lwong than/ngay (Bhujel, 2013), bao gém cac nghiém thuc thé hién ¢ Bang 2.3. M&i nghiém
thie 13p lai 3 1an.

Bang 2.3 Cac nghiém thirc cia thi nghiém xac dinh anh hudng cua viéc bd sung cao
chiét vao thire an 1én ting trudng cia ca ro phi

Nghiém thirc Thirc an

NT1 Khong bo sung thao duoc

NT2 Bo6 sung cao chiét gung véi ty 1€ 10 g/kg thic an
NT3 Bo6 sung cao chiét gung véi ty I€ 20 g/kg thic an
NT4 Bo6 sung cao chiét gung véi ty I€ 40 g/kg thic an
NT5 Bo6 sung cao chiét vo qué vai ty 1€ 10 g/kg thire an
NT6 Bo6 sung cao chiét vo qué vai ty 1€ 20 g/kg thire an
NT7 Bo6 sung cao chiét vo qué vai ty 1€ 40 g/kg thire an

Sau khi két thic 8 tuan thi nghiém, thu toan bd ca trong cac bé dé danh gia cac chi
tiéu gom: ty 1 song (X (%) = (N/Ng) x 100), ting truong khéi luong (WG, gram = W, —
W,), tang truong khdi lwong theo ngay (DWG, gram/ngay = (W, — W,)/T), toc do ting
truong dac hiéu theo khéi lwong (SGR, %/ngay = In (W,) — In(W,)/ T x 100), hé s6 chuyén
hoa thirc an (FCR = Luong thirc dn (100% vat chat khd) / (W, — W4)). Trong d6: Ni: sd
lwgng ca cudi thi nghiém; No: s6 luong ca ban dau thi nghiém; Wy: khdi luong ca khi bat
dau thi nghiém (duoc can tirng con); W,: khdi luong cé khi két thdc thi nghiém (can chung
toan bo ca trong 1 bé va tinh trung binh); T: thoi gian thi nghiém.
2.3.2.2 Xde dinh gia tri LDso va C4c yéu té déc luc

a. Xdc dinh gié tri LDsg

Thi nghiém duoc thuc hién trong cac bé nhya thé tich nude 40 lit, trén ca rd phi gidng
(4-5 glcon) mat d6 12 con/bé; gom 6 nghiém thac, mdi nghiém thac l1ap lai 3 lan; trén 3
chung vi khuan (SA-12.1, SA-26.1 va SA-2.1-CC) vdi 5 nong do gay nhiém khéac nhau va
st dung phuong phéap tiém vi khuan vao xoang bung c4. C& & nghiém thirc di ching duoc
tiém 0,1 ml nudc mudi sinh 1y 9 %g; c& & cac nghiém thirc con lai dugc tiém 0,1 ml dich vi
khuan véi cac mat do tir 10° CFU/mI @én 10” CFU/mI. Tién hanh suc khi va cho c4 an trong
qué trinh thi nghiém. Ca duoc ghi nhan ty Ié chét trong 7 ngay sau khi gay nhiém (khong
ghi nhan nhitng con chét trong vong 5 gio sau khi tiém). Bén ngay thir 6, c& ¢ cac nghiém
thirc bat dau ngung chét, ghi nhan sé liéu tai ngay thir 7 va xéac dinh liéu gy chét LDs, theo
cong thirc ciia Reed and Muench (1938): LDsy = 10%™.

b. Xdc dinh cac yéu té déc luc cua ching vi khudn cé gid tri LDsg thdp nhat

Can ctr két qua xac dinh LDs, chung S. agalactiae SA-2.1-CC duoc giri giai trinh tu
toan bd bd gen (Whole Genome Sequencing) tai Cong ty TNHH LOBI Viét Nam (Quan
Cau Giay, Ha Noi), dé xac dinh cac yéu to doc lyc. Phuong phap Phenol — Chloroform
truyén théng mé ta boi McKiernan va ctv (2017) dugc ap dung trén miu S. agalactiae dé
tach chiét DNA dat yéu cau phan tich lllumina.
2.3.2.3 Xdc dinh dnh hwéng cia cao chiét 1én kha néing bdo vé ca ro phi
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B4 tri thi nghiém duoc trinh bay tai Hinh 2.1 va Hinh 2.2, thyc hién trén c4 rd phi
gidng 4 g/con. Cao chiét girng va cao chiét vo qué chiét xuit bang phwong phap ngam kiét
(Poan Vin Cudng va ctv., 2019). Hiéu qua bao vé cua cao chiét thao duoc duge danh gia
thong qua chi sb ty 1¢ séng trong d6i RPS (Amend, 1981): RPS (%) = {1 — [S6 ca chét &
mdi NT/ Sb ca chét & NT dugc cam nhidm vi khuan & nhém 1]} x 100.

‘ Ca r6 phi giong ‘

l

Thuan dudng trong bé composite 5 ngay

NT1 H NT2 | | NT3

‘ NT4 ‘ ‘ NT5

| NT6 \ NT7 ‘

Giaidoan 1

’ Nguon ca cho Giai doan 2 ‘

|

‘ Cam nhiem v vi khuan |

Theo dii ci chét Giai doan 2

14ngay
RPS
Hinh 2.1 So d6 bé tri thi nghiém xac dinh kha ning bao vé cé ro phi

Bo sung 10, 20 va 40 ake cao chiét qué

NTS. NT6. NT . Giai doan 1: fir ngay
NT2. NT3.NT4 X0 lan | | 0 (bat dau cho dn)

denngay 28 (bat dau
NT1 gay cam nhiem)
Ngayv 28

B6 sung 10, 20 va 40 g/kg cao chiét gimg

Thate an binh thirong

Ngay

v

v

Cho an

Cam nhiém
1
1
1
1
_ '
Ngay 0 Ngay 10
& 2
Tiém mréc nuod ginh 1y Tlutre dn binh thuong a
Giai doan 2: tir NT 11 a0 bi NT1 NT 12
b eodt = | Thue an binh thuong
ngay 0 (bt dau 5 Thite dn binh throng
giy camnhiém) va | ﬁ; - = NT: 21,2223
kéo dan dén ngay - 4 “bé a0 chié .
10 (két thic gay NT4 Ticp e bo sung cao chict gimg NT: 31.32.33 Fx3lan
cam nhiém) Thire 3 bink t
- . -
ﬁ; nre in binh thuong NT 242526
5
- Tiep tuc bo sung cao chiet que PO
NT7 g NT: 34,35 306

Hinh 2.2 Cac giai doan cua thi nghiém xac dinh kha nang bao vé ca ro phi

2.3.3 Ngi dung 3: Xac dinh anh hwéng cia cao chiét 1&n cac chi tiéu mau, chi tiéu mién
dich va hinh thai rugt caa cé ré phi

Thi nghiém duogc bé tri riéng biét, cing thoi diém véi Thi nghiém Xac dinh anh huong
ctia cao chiét 1&n kha ning bao vé ca ro phi. Ba dot thu mau mau va rudt ca tai 3 thoi diém
da duoc tién hanh (Hinh 2.3) bang cach thu ngau nhién 3 con/bé/miu mau (twong ¢ng 3
mau mau/nghiém thuec). O thoi diém sau 28 ngay nudi (tirc trudc khi cam nhidm), sé lwong
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mau mau duoc thu ciing 13 3 mau (mic du bd tri 6 bé/nghiém thtc) dé pha hop sé luong
mau mau thu vao hai thoi diém 5 va 10 ngay sau cam nhidm. Sau khi thu mau méu, mau
rudt tiép tuc duoc thu bing chon ngau nhién 1 trong 3 con c4 da dung dé thu mau méu
(twong tng 3 mau rudt/nghiém thic). Tai thoi diém ngay truéc khi cam nhiém vi khuan (tac
la thoi diém sau 28 ngay nudi), toan bo cac nghiém thirc duoc thu mau mau va rudt. Con tai
cac thoi diém 5 ngay va 10 ngay sau khi cam nhidm véi vi khuan, cac mau & toan bo céac
nghiém thac caa nhom 2 va 3 duoc thu, riéng nhom 1 chi mau & nghiém thace 1.2 dugc thu
(do muc tiéu ctia nghién ciru 12 khao st anh huéng cua cao chiét trong viéc hd trg nang cao
ste dé khang, mién dich caa ca khi tiép xdc vai tc nhan gay bénh).

‘ Ca rd phi giéng ‘

‘ Thuan duémg trong bé composite 5 ngay ‘

Nghiém thire ¢a an thirc dn Cic nghiém thire ca an thire
khong bo sung cao chiet an ¢o bo sung cao chieét
¢ 28 ngay ¢

‘ Cam nhiém véi vi khuan

5 ngay ll 0 ngay

‘ Phan tich céc chi tiéu dot 1 ‘

| Phan tich cac chi tiéu dot 2

Phan tich cac chi tiéu dot 3 ‘

Hinh 2.3 B4 tri thi nghiém khao sat cac chi tiéu mién dich va mé hoc ruot

Phan tich té bao mau va cac chi tieu mién dich: Sé luong hong cau (RBC) va bach
cau (WBC) duoc do theo phuong phap dugc mé ta boi Natt va Herrick (1952). Cac loai
bach ciu khac nhau dugc xac dinh theo mé ta ctia Claver va Quaglia (2009), phan trim cia
mdi loai WBC duogc dém trong téng s6 200 té bao duoc xac dinh. Hoat tinh thuc bao thong
qua chi s thuc bao (PA) dugc xéac dinh theo Findlay va Munday (2000).

Phan tich chi tiéu hinh thai mé rugt ca: Mau rudt ca dugc ¢b dinh trong dung dich
formalin 10%, sau d6 xir 1y theo phuong phap md hoc truyén thdng lam ra cac tiéu ban.
Chiéu cao nhung mao (VH, um) dugc do tir dinh cua nhung mao dén dinh cua 16p dém;
chiéu rong nhung mao (VW, pum) duoc do theo bé ngang nhé nhat caa nhung mao; dién tich
nhung mao (VA) duoc tinh theo cong thac: 27 x (VW/2) x VH (Bentley va ctv, 2019); do
day 16p dém niém mac (um) duoc do tir dinh dén day cua niém mac co (Dos Santos va ctv,
2005) (Hinh 2.4).

Hinh 2.4 Céc chi tiéu khao sat hinh thai mé hoc rudt cua cé thi nghiém: chiéu cao nhung
mao (mili tén mau den), chiéu rong nhung mao (mii tén mau vang), d6 day 16p dém niém
mac (mii tén mau xanh)
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2.3.4 N§i dung 4: Xac dinh ham lwong va kha ning khang khuén caa hoat chét chinh
2.3.4.1 Xdc dinh ham lwong hogt chdt 6-gingerol va cinnamic aldehyde

Cao chiét girng va cao chiét vo qué dugc phan tich xac dinh thanh phan hoat chit
khang khuan bang phuong phap sic ky 1ong cao 4p HPLC tai Trung tam Sam va Dugc liéu
Thanh phé HO Chi Minh.
2.3.4.2 Khdo séat khd néing khdng vi khudn cia hogt chdt chinh

Sau khi c6 két qua xac dinh thanh phan hoat chét chinh, khao sat kha niang khang
khuan cua cao chiét theo ham luwong hoat chat chinh trén ching S. agalactiae SA-2.1-CC da
duoc tién hanh, biang phuong phap dia gidy khuéch tan trén méi truong thach (Kirby-Bauer,
1996). Cach thirc tién hanh va danh gia twong ty muc 2.3.1.3. Mdi dia gidy vo tring c6
duong kinh 6 mm duoc tadm cao chiét sao cho ham lugng hoat chét chinh dat 50, 100 va 200
Hg, mdi ndng do lap lai 6 lan. Khang sinh Doxycycline duoc st dung ¢ nghiém thac ddi
chting va duoc 13p lai 6 lan.
2.3.4.3 Xdc dinh gia tri MIC va MBC cua cao chiét theo ham lwong chdt chinh

a. Xac dinh MIC

Thi nghiém duogc thuc hién trong tr muc 2.3.1.3.a. 100 pl mdi loai cao chiét dugc cho
vao cac giéng, nong do hoat chét chinh trong giéng dau tién dat 200 pg/100 pl cao chiét
thao dugc. Sau d6 tién hanh pha lodng bac 2 trong mdi truong DMSO 1% (Tjernberg va ctv,
2005) cho dén khi dat nong d6 hoat chét chinh thap nhat 13 1,5625 pg/100 pl cao chiét thao
duoc (tong cong c6 08 néng do,) mdi ndng do lap lai 4 1an. Cac giéng dbi ching am chira
200 pl moéi truong BHIB (110493, Merck). Cac giéng doi chimg duong chira 100 ul BHIB.
Dich khuan S. agalactiae mét do 10* CFU/ml va mét do vi khuan trong mdi giéng dat 5x10°
CFU/ml. Sau 48 gio u 4m, cho 20 pl thudc thir resazurine (0,01%) vao mdi giéng. Quan sat
su d6i mau cua thude thir tuong ty muc 2.3.1.3 va ghi nhan gia tri MIC.

b. Xac dinh MBC: thuc hién twong tu muc 2.3.1.3.b.
2.4 Xir ly s6 liéu: Tat ca cac so lieu duoc nhap va luu trit bang Excel. Su khéac biét giita cac
nghiém thic vé cac chi tiéu (trir cac thong s6 mdi truong nude, LDsy va RPS) dugc phan
tich théng ké bang kiém dinh One-way ANOVA véi phép thir Tukey & mirc ¥ nghia P <
0,05 bang phan mém SPSS 20.0.

~ CHUONG 33
KET QUA VA THAO LUAN
3.1 Néi dung 1: Xac dinh kha ning khang vi khuan gay bénh S. agalactiae & diéu kién
in vitro cia mat sé dich chiét va cao chiét thao dwoc
3.1.1 Phan lap va dinh danh céc chiing S. agalactiae sir dung trong nghién ciu
Két qua phan 1ap cho thiy co6 thiy 5/12 miu ca thu duoc c6 sy hién dién cta vi khuan
S. agalactiae. Nam chiing vi khuan phan 1ap dugc tir cac miu cé thu tai tinh Pong Nai, cling
v6i chung SA-2.1-CC dugc cung cip boi Vién Nghién ctru Nudi trong thay san II (phan 1ap
duoc tir mau ca rd phi van giong thu duoc ¢ huyén Cu Chi, TP. HCM), dugc gui dinh danh
bang phuong phap giai trinh tw gen 16S rRNA. Két qua dinh danh cho thiy tit ca cac chung
déu 1a S. agalactiae. Nghién ctru dd chon 2 ching phan 1ap duoc tir mau ca tai tinh Dong
Nai (ching SA-12.1 phén 1ap duoc tir mau ca thuong pham; chung SA-26.1 phan 1ap duoc
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tir mau c4 gidng) va ching SA-2.1-CC dé thuc hién cac thi nghiém tiép theo; trong d6 hai
chung SA-12.1 va SA-26.1 dugc dung dé khao sat kha ning khang khuan cua cac dich chiét
thao dugc va cao chiét tach chiét vai dung méi & nhiét do cao nham tao tién dé xac dinh
duoc cac loai dich chiét thao dugc cho kha ning khang khuan tbt nhat. Riéng két qua khao
sat loai cao chiét cho két qua khang khuan tot nhat bang phuong phap tach chiét ngim kiét
trén ching SA-2.1-CC dugc ké thira tir Poan Vin Cuong va ctv (2019).
3.1.2 Sang loc kha niing khang S. agalactiae caa dich chiét

Nghién ctu tién hanh khao st kha niang khang khuan cua 7 loai dich chiét thao dwgc
(Bang 2.1) véi hai chung vi khuan S. agalactiae SA-12.1 va SA-26.1. Két qua cho thay, chi
c6 dich chiét cia vo qué va ca ging c6 kha nang khang véi vi khuan (D > 7 mm), vong
khang khuan tao ra boi hai dich chiét nay 16n hon va su khac biét c6 y nghia thong ké (P <
0,05) so vé&i nghiém thirc d6i chung (chi chira dung méi) (Bang 3.1). Dya vao két qua nay,
V6 qué va cu gimng duoc chon dé tiép tuc thi nghiém & dang cao chiét.

Bang 3.1 Puong kinh vong khang khuan (mm) tao thanh xung quanh cac giéng tam
dich chiét thao duoc sau 48 gio tiép xuc véi vi khuan SA-12.1 va SA-26.1

Puong kinh vong khang khuan (mm)

Loai dich

STT chiét/dung moi SA-12.1 SA-26.1

Ethanol Methanol Ethanol Methanol
1 Cay diép ca 2,40 + 0,45 360+0,84  310+1,00° 4,68+124°
2 Cu hanh c6 vo 2,15 +1,21*° 2,02 £1,32% 0,77 £0,41° 0,90 +£0,73°
3 Cu hanh khéng vo 1,82 +0,38% 0,85 +0,42° 0,66 +0,86°  1,60+0,87*
4 L& kinh gioi 2,23 +0,93" 2,52 +£0,74% 1,08+0,74*  3,18+1,39™
5 V6 qué 7,23 +£0,52° 4,93 +1,08“ 3,02 +1,50° 5,10 +1,22°
6 Cu gung 3,53 +£1,29° 6,35 + 2,73° 8,27 +0,82° 9,27 +1,33°
7 Curiéng 0,70 + 0,55 1,10 +0,71° 3,50 + 3,58° 4,43 +0,61°
- Dung moi 2,58 £ 0,49 2,92 +0,38 2,42 £ 0,38 1,92+1,16

Ghi chd: So liéu thé hi¢én gia tri rung binh + dg léch chuan; trén clng mét cgt, cac
chiz cai khac nhau bicu thi su khac biér c6 y nghia thong ké (P < 0,05). So li¢u duong kinh
vong khang khuan tao ra xung quanh cac gieng tam dich chiet thao duwoc da duoc trir di so
liéu dwrong kinh vong khang khuan tqo ra bgi dung moi.

3.1.3 Khao sat kha niing khang S. agalactiae ciia cao chiét dang tho

Két qua khao séat kha ning khang khuan cua cao chiét thao duoc trong hai dung moi
ethanol va methanol d6i voi hai chung SA-12.1 va SA-26.1 cho thay, cao chiét vé qué cho
duong kinh vong khang khuan cao hon va khac biét c6 y nghia thong ké (P < 0,05) S0 V4i
cao chiét girng khi khao sat trén ca hai ching SA-12.1 va SA-26.1. Pong thoi, duong kinh
vong khang khuan tao ra bai ca hai loai cao chiét khi khao sat trén chang SA-26.1 cao hon
khi khao sét trén ching SA-12.1; va cao chiét vo qué cho dudng kinh vong khang khuan gan
trong duong voi dudng kinh vong khang khuan tao ra boi khang sinh Doxycycline (30 pg)
khi khao sét trén chung SA-26.1. Bén canh do, cao chiét girng chiét xuét véi ca hai dung
mdi ethanol va methanol déu cho thay khéng cé kha ning khang khuan khi khao st trén
chung SA-12.1 (duong kinh vong khang khuan lan luot 13 6,42 mm va 9,50 mm), trong khi
lai c6 kha nang khang khuan khi khao sét trén chung SA-26.1 dwong kinh vong khéang
khuan lan luot 12 14,83 mm va 19,62 mm). Cao chiét vo qué chiét xuat vai ca hai dung moi
ethanol va methanol déu cho thay cé kha niang khang khuan khi khao sét trén hai chung SA-
12.1 va SA-26.1, trong d6 trén ching SA-26.1 cho thiy kha ning khang khuan cua cao chiét
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qué & mic manh (Bang 3.2). Két qua néu trén 1a co s& dé lya chon vo qué va cu gung cho
viéc thyc hién céc thi nghiém tiép theo.

Bang 3.2 Buong kinh vong khang khuan (mm) tao thanh xung quanh céc dia gidy tam
cao chiét thao duoc sau 48 gio tiép xUc véi vi khuan SA-12.1 va SA-26.1

Pwong kinh vong khang khuan (mm)

Loai cao
chiet/dung SA-12.1 SA-26.1 SA-2.1-CC
mol Ethanol Methanol Ethanol Methanol Ethanol

Vo qué 17,67 £2,23°  1625+141" 3342+0,97° 32,75+538"  3345-34,23

Cu gung 6,42 + 0,86° 9,50 +0,71% 14,83 + 0,68% 19,67 +0,68° 15,12 — 16,47
Khang sinh
Doxycycline 26,58 +1,16 34,58 +1,20 -
(30 pg)

Ghi chd: So liéu thé hién gia tr; rrung binh + dg léch chudn; trén cling mgt cot, cac
chiz cai khac nhau bieu thi s khac biér co y nghia thong ké (P < 0,05).

**: Nguon Dodn Van Cuong va ctv, 2019.
3.1.4 Xac dinh gia tri MIC va MBC cia cao chiét girng va cao chiét vé qué

Cao chiét girng va vo qué trong ca hai loai dung méi déu c6 kha ning diét khuan
(MBC/MIC = 2) khi thir nghiém trén hai chung SA-12.1 va SA-26.1 (Bang 3.3).

Bang 3.3 Két qua xac dinh gia tri MIC va MBC cua cao chiét girng va vo qué dang tho
dbi voi hai chung SA-12.1 va SA-26.1 trong dung mdi ethanol va methanol

MIC MBC

Chiing Loai cao chiet Loai dung méi (ug/ml) (ug/mi) MBC/MIC
Gimg Ethanol 4.000 8.000 2
SA-12.1 Methanol 2.000 4.000 2
' V6 qué Ethanol 8.000 16.000 2
Methanol 8.000 16.000 2
Gimg Ethanol 2.000 4.000 2
SA-26.1 Methanol 2.000 4.000 2
' V6 qué Ethanol 4.000 8.000 2
B Methanol 4.000 8.000 2
SA-2.1-CC Gung Ethanol 1.000 2.000 2
Vo que Ethanol 2.000 8.000 4

**: Nguon Poan Vin Cuong va ctv, 2019.

Nhu vay, cao chiét girng va vo qué déu thé hién kha ning khang vi khuan S. agalactiae
khi khao sat trén hai chung SA-12.1, SA-26.1 do nghién ciu nay phan lap duoc (dung moi
ethanol va methanol), va trén ching SA-CC-2.1 (dung méi ethanol). Trén co s& cac két qua
thi nghiém in vitro ghi nhan duoc va céng bb cua Poan Van Cudng va ctv (2019), hai loai
thao duoc thé hién kha ning khang S. agalactiae t6t nhat trong céc loai thao duoc duoc
khao sat, gom cao chiét vo qué va ca ging duoc chon dé tién hanh thi nghiém xac dinh anh
hudng 1én ting trudng cua ca ré phi khi bd sung vao thirc an. Bén canh do, két qua cho thay
khi so sanh trén ting loai cao chiét, duong kinh vong khang khuan va gia tri MIC, MBC
duoc tao ra tir cao chiét vo qué va cao chiét girng chiét xuat boi ethanol va methanol cho két
qua khdng c6 khac biét 1on. Trong nghién ciru ciia Poan Van Cuong va ctv (2019), ethanol
1a dung méi duoc str dung dé chiét xuat cao chiét thao dugc. Mit khéc, ethanol 1a dung moi
c6 tinh an toan cao, thuan tién va duoc khuyén khich st dung trong quy mé cong nghiép
cling nhu trong cac huéng phat trién vé duogc 1y. Do d6, nghién ciru ndy da chon dung moi
ethanol dé chiét xuat cao chiét vé qué va cao chiét girng phuc vu cho céc thi nghiém in vivo.
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3.2 N§i dung 2: Xac dinh anh hwéng cia cao chiét 1en ting truéng va kha ning bao vé
ca ro phi khang lai vi khuin gay bénh S. agalactiae
3.2.1 Xé&c dinh anh hwéng cia cao chiét 1&n ting truéng

Véi cac ham luong bo sung (10, 20 va 40 g/kg thirc an) cua cao chiét gung va cao
chiét vo qué vao thac an, sy phét trién va sinh truong cua ca thi nghiém khéng bi anh
huong. Véi chi tieu FCR, ca & nghiém thac khong bd sung cao chiét thao dugc vao thire dn
(NT1) c6 FCR cao nhét (1,54) trong khi ca ¢ nghiém thic dugc an thirc dn bo sung cao chiét
v6 qué véi ham lugng 20 g/kg (NT6) c6 FCR thap nhat (1,38), nhung sy khac biét nhung
khong c6 ¥ nghia théng ké (P > 0,05). Ghi nhan dbi véi chi tiéu ting truéng va ty & séng tir
nghién cau nay cho thay c6 su khéc biét véi mot sé nghién ciu cua Doan va ctv (2019a,
2019b, 2019c) d3 cong b trén cung ddi twong cé rd phi (tac dung thuc day ting truong khi
b6 sung 5 g/kg thice an chiét xuat cua cdc chi thién, 10 g/kg thire dn chiét xuat caa bot ludi
cop, 2 g/kg thirc n chiét xuat cua tra xanh) khi viéc bo sung cao chiét girng va cao chiét vo
qué khéng co tac dung cai thién ting truong va ty 18 song mot cach rd rét (thé hién qua su
khé&c biét c6 y nghia thong ké). Tuy vay, nghién ciu lai ¢ su twong dong khi két qua theo
ddi tang trudng trén cao chiét vo qué phu hop vai nhan dinh cua nhiéu nha nghién cau rang
viéc st dung thire dn c6 chaa thanh phan da duoc chiang minh c6 vai trd gilp nang cao kha
ning khang bénh thi khong phai luc nao ciing gitp d6i twong nudi dat duoc su ting truong
t6t nhat (Galindo-Villegas va Hosokawa, 2004; Ndong, 2007).
3.2.2 Xac dinh gia tri LD, va cac yéu té doc luc
3.2.2.1 Xdc dinh gia tri LDx

Chang SA-2.1-CC c6 doc luc cao nhat (LDsp = 1,3 X 10° CFU/mI). Gié tri LDs, cua
chung SA-12.1 va SA-26.1 cao hon trén chung SA-2.1-CC va tuong duong vdi gia tri LDxg
trén ca ro phi da dwoc cong bd (khoang 10° - 10° CFU/mI). Chaung SA-2.1-CC duoc chon dé
cam nhiém cé trong céc thi nghiém in vivo tiép theo va dugc chon dé giai trinh ty toan bo bo
gen dé xac dinh céc yéu té doc lyc.
3.2.2.2 Xdc dinh cac yéu té dac luc

Chang vi khuan SA-2.1-CC duoc giai trinh ty toan bo bo gen dé xac dinh céc yéu to
doc luc, khang dinh thém co sé vé doc luc thdng qua kiéu hinh. Két qua cho thay, hé gene
cia chung nay chtra bay locus la adhP(9), pheS(5), atr(7), gIlnA(1), sdhA(3), glcK(3) va
tkt(2), duoc xép thudc nhom ST 283 khi st dung co s¢ dir liéu phan loai vi sinh vat
PubMLST. Bén canh d6, tim thay 11/14 gen doc luc hién dién & chung SA-2.1-CC, trong d6
gom 3/5 gen nhém bam dinh, 5/6 gen nhém xam lan (quan trong nhat) va toan bo 4 gen
nhom khang mién dich (Bang 3.4). Hai gen phd bién Ia cfo (CAMP factor) va cylE (B-
hemolysin/cytolysin) (Zhang, 2021) déu hién dién trong chung S. agalactiae CC-2.1. Nhin
chung, chiung SA-2.1-CC mang cac yéu té doc luc quan trong da dwoc cdng bd trén vi
khuan S. agalactiae, gom 11/14 gen doc luc di duwoc biét va thuoc phic
hop chung riéng biét CC283 vai kiéu trinh tu ST283.
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Bang 3.4 Cac gen doc luc tim thay trong chung S. agalactiae SA-2.1-CC

. Tén gen . Sw hién Co sé dir liéu
STT Nhom (Lin va ctv, 2011) Ghi chi dién gen doc luc
fbsA Fibrinogen-binding protein A -
fbsB Fibrinogen-binding protein B -
1 Bam dinh pavA Fibronectin-binding protein Co -
Imb Laminin-binding protein Co -
scpB* C5a peptidase Co i
cfb CAMP factor Co VFDB
cylE B-hemolysin/cytolysin Co Victors
2 Xam l4n bca C-a protein -
hylB Hyaluronate lyase Co VFDB
spbl Hemolysin 111 Co -
rib Surface protein Co -
. . bac C-B protein Co -
3 Eg‘gg%’;‘gm pbplA/ ponA Penicillin-binding protein1A Co Victors
dich CSpA Serine protease Co -
: scpB* Cha peptidase Co -

*: gen scpB drge xép ca nhém bdm dinh va nhém né tranh mién dich
3.2.3 Xac dinh anh hwéng ciia cao chiét 1én kha niing bao vé ca ro phi

Sau khi cam nhiém, c& ¢ cac nghiém thac (trir nghiém thirc ca duoc tiém nuéc mudi
sinh Iy, NT1.1) bat dau cé céac biéu hién bénh Iy va chét véi sé luong kha nhiéu trong vong
24 gio. SO lugng ca chét bat dau giam tir ngay tha 2, ngung chét & ngay tha 7 d6i véi cac
nghiém thic bo sung cao chiét vao thire an va ¢ ngay tha 8 d6i voi nghiém thire ca dugc
tiém vi khuan nhung cho an thtrc an khong bo sung cao chiét (NT1.2); dong thoi ca & céc
nghiém thie déu c6 biéu hién céc dau hiéu bénh 1y trén co thé. Két thuc thoi gian 10 ngay
theo dbi, ty 1¢ chét tich lily ghi nhan duoc cho thay & nghiém ca duoc tiém vi khuan nhung
cho an thtrc an khong bo sung cao chiét (NT1.2) 1a cao nhat (77,8%), nghiém thuc tiép tuc
bo sung cao chiét vo qué véi ham lugng 20 g/kg thic an sau khi cam nhiém vi khuan la thap
nhat (37,8%), cac nghiém thicc con lai dao dong tir 51,1% dén 68,9%. O ca hai nhom
nghiém thtc, cao chiét vo qué v6i ham luong 20 g/kg déu cho hiéu qua bao vé cao nhit. O
nhom 2, nhin chung hiéu qua bao vé cua cao chiét vo qué cao hon khi so sanh véi cao chiét
gimng, tuy nhién chi s6 RPS déu thip hon 50% (Bang 3.5).

Bang 3.5 Hiéu qua bao vé cua cao chiét ging va cao chiét vo qué vai ca rd phi khi
duoc cam nhiém vi khuan S. agalactiae

STT Loai cao chiet Ham lwgng cao chiét RPS (%)
thao dwoc (9/kg thire dn) Nhom 2  Nhom 3
1 10 20,0 34,3
2 Gung 20 21,4 24,3
3 40 20,0 11,4
4 ) 10 21,4 17,1
5 Qué 20 34,3 51,4
6 40 22,9 30,0

Ghi chti: Nhoém 2: khéng tiép tuc cho an thdo dwoc sau khi cam nhiém véi vi khuan;
Nhoém 3: tiép tuc cho dan thdo dwoc sau khi cam nhiém véi vi khuan; Nghiém thyc khong
cam nhiém véi vi khudn va khdng bé sung cao chiét: ty 1é song cua ca 1a 100% nén khong
c6 két qua RPS.

3.3 Ndi dung 3: Xac dinh anh hwéng caa cao chiét 1én céc chi tiéu mau, chi tiéu mién
dich va hinh thai rugt caa cé ré phi
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3.3.1 Xac dinh anh hwéng Ién chi tiéu mau va chi tiéu mién dich
3.3.1.1 Mt d¢ hong cdu va bach ciu

Két qua phan tich mat d6 hdng ciu, bach ciu trong nghién ctru ndy hoan toan phu hop
v6i cac cong bd trude ddy. O thoi diém truéc khi cam nhiém (tec 12 sau 28 ngay thi
nghiém), mat do hong cau trong méau cé thi nghiém nam trong khoang pht hop, dao dong tir
1-3,5x10° té bao/mm® trén ca nude ngot (Glomski va Pica, 2006). Bach ciu trong méau cé
c6 sd lugng it hon hong cau khoang tir 10 — 100 lan. Ty 1é (%) cua bach cau lympho ludn
cao nhit, tiép theo 14 bach ciu don nhan, va cudi cing 1a bach cau da nhan, hoan toan phu
hop véi cong bd ciia Hrubec va ctv (2000) va Goda (2008) trén c4 rd phi. Di vai cao chiét
gung, sau thoi gian cam nhiém vi khuan (5 va 10 ngay), nghién ciru ghi nhan duoc su khéc
biét khong co y nghia vé mit thong ké (P > 0,05) gita mat do hong cau cua ca ¢ nghiém
thire NT 1.2 véi cac nghiém thie tiép tuc bd sung cao chiét ging; va & thoi diém sau 5 ngay
cam nhiém vi khuan, mat ¢6 hong cau déu giam & tat ca cac nghiém thac. Ddi voi mat do
bach cau, ¢ thoi diém trudce khi cam nhiém va sau 5 ngay cam nhiém véi vi khuan, su khéc
biét mat do bach cau cua ca & cac nghiém thic khong cé y nghia vé mat théng ké (P > 0,05);
dén thoi diém sau 10 ngay cam nhidm véi vi khuan, co su gia ting mat do bach cau &
nghiém thac 1.2 va & hau hét cac nghiém thac bd sung cao chiét ging; dong thoi su khac
biét nay cd y nghia vé mat théng ké (P < 0,05) giira nghiém thic NT 1.2 va NT 2.2 (Hinh
3.1). Bén canh d6, két qua phan tich ty 1¢ cac loai bach cau cho thay, sau khi cam nhiém vi
khuan thi ty 1 bach cau don nhan va bach cau trung tinh & cac nghiém thac dugc bd sung
cao chiét giing véi tat ca cac ham lugng déu cao hon & nghiém thic 1.2 va sy khac biét nay
c6 ¥ nghia vé mit théng ké (P < 0,05); tuy nhién diéu nay chua rd rang ¢ ty 18 bach cau
lymphocyte (Hinh 3.2).

Déi vai cao chiét vo qué, sau 5 ngay cam nhiém vi khuan, mat do hong cau déu giam o
tat ca cac nghiém thac va ghi nhan su Khac biét co ¥ nghia vé mat théng ké (P < 0,05) gitra
mat do hong cau caa ca ¢ nghiém thic NT 1.2 véi nghiém thuc tiép tuc bo sung cao chiét vo
qué ham luong 20 g/kg (NT 3.5); sau ngay thtr 10 cam nhiém vi khuan, mat ¢6 hong cau
ting & cac nghiém thuc tiép tuc bd sung cao chiét vo qué nhung tiép tuc giam & cac nghiém
thirc khong tiép tuc bo sung cao chiét vo qué (Hinh 3.3). BSi véi mat do bach ciu, ¢ thoi
diém truge khi cam nhidm va sau 5 ngay cam nhiém véi vi khuan, mat do bach cau cua cé &
hau hét cac nghiém thirc b sung cao chiét vo qué déu cao hon so véi ciia ca & nghiém thirc
cho an thire an khong b sung cao chiét, tuy nhién nhiing sy khac biét nay khong c6 y nghia
vé mat théng ké (P > 0,05); dén thoi diém sau 10 ngay cam nhiém véi vi khuan, cé su gia
taing mat do bach cau ¢ nghiém thic 1.2 va cac nghiém thirc khong tiép tuc bd sung cao
chiét vo qué, trong khi & cac nghiém thic tiép tuc bd sung cao chiét vo qué thi lai giam;
ddng thoi su khac biét nay c6 ¥ nghia vé mat théng ké (P < 0,05) (Hinh 3.9). Bén canh do,
két qua phan tich ty Ié cac loai bach cau cho thay, sau khi cam nhiém vi khuan thi ty 1 bach
cau don nhan va bach cau trung tinh ¢ cac nghiém thirc duoc bd sung cao chiét vo qué véi
ham lugng 20 va 40 g/kg thtrc an déu cao hon & nghiém thuc 1.2 va su khac biét nay cé y
nghia vé mat thong ké (P < 0,05) (Hinh 3.4).
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Hinh 3.1 Mat d6 hong cau (A) va bach cau (B)
cua cac nghiém thirc bo sung cao chiét gung tai
cac thoi diém cam nhiém khéc nhau

Hinh 3.2 Ty I¢ c4c loai bach cau cia cac nghigm thirc bo sung cao chiet gimng
tai cac thoi diém cam nhiém khac nhau (A: bach cau don nhéan, B: bach
cau lympho; C: bach cdu trung tinh)

Ghi chu (chung cho Hinh 3.1 va 3.2): Trong cuing thoi diém va doi véi méi logi bach cau, cac nghiém thic c6 cac chiz cai khac nhau thé hién
sir khac biét c6 y nghia thong ké. NT 1.2: ¢4 cam nhiém véi vi khudn va khdng bé sung cao chiét vao thire an; NT 2.1: b6 sung 10 g/kg cao chiét
ging trieéc khi cam nhiém; NT 2.2: bé sung 20 g/kg cao chiét girng trwedc khi cam nhiém; NT 2.3: bé sung 40 g/kg cao chiét girng trueée khi cam
nhiém; NT 3.1-3.3: bé sung cao chiét girng Véi ham heong twong g nghiém thirc 2.1-2.3, trweéc va sau khi cam nhiém.
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Hinh 3.4 Ty I¢ céc loai bach cau cua cac nghiém thirc bo sung cao chiét vo qué
tai cac thoi diém cam nhiem khac nhau (A: bach cau don nhan,
B: bach cau lympho; C: bach cau trung tinh)

Ghi cht (chung cho Hinh 3.3 va 3.4): Trong cuing thei diém, cac nghiém thizc c6 cac chi cai khac nhau thé hién s khac biér ¢é y nghia
thong k&. NT 1.2: c& cam nhiém véi vi khudn va khong bé sung cao chiét vao thize dn; NT 2.4: b6 sung 10 g/kg cao chiét vé qué truéc khi cam
nhiém; NT 2.5: bé sung 20 g/kg cao chiét vé qué trueéc khi cam nhiém; NT 2.6: bé sung 40 g/kg cao chiét vé qué truéc khi cam nhiém; NT 3.4-
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3.3.1.2 Hoat tinh thuc bao

O thoi diém truée khi cam nhiém, chi sé thuc bao cua ca & cac nghiém thirc bo sung
thao dugc vao thirc an cho thy su khéac biét khong cd y nghia vé mit thong ké (P > 0,05) so
VGi c& & nghiém thace cho an thtrc an khong bo sung cao chiét thao duoc (NT 1.2). O thoi
diém 5 ngay sau cam nhiém vi khuan, chi sé thuc bao & cac nghiém thic da sé tang nhe so
vé6i thoi diém trude khi cam nhidm. Bén thoi diém 10 ngay sau cam nhiém vi khuan, chi sb
thuc bao tiép tuc ting ¢ cac nghiém thirc, tuy nhién cac nghiém thic tiép tuc bd sung cao
chiét ging & cac ham luong khac nhau déu cé chi s6 thuc bao thap va cé su khéac biét ¢ y
nghia v& mit théng ké (P < 0,05) so véi nghiém thirc 1.2. Bén canh d6, ghi nhan sy khéac
biét c6 y nghia vé mat théng ké (P < 0,05) vé chi s thuc bao giira nghiém thic tiép tuc bd
sung cao chiét vo qué ham lugng 20 g/kg thic an (nghiém thic c6 RPS cao nhit) so Véi
nghiém thuc 1.2 (Hinh 3.5).
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Hinh 3.5 Chi s6 hoat tinh thuc bao cua cac nghiém thirc bo sung cao chiét girng (A) va cao
chiét vo qué (B) tai cac thoi diém cam nhiém khac nhau

Ghi cht: Trong cuing thoi diém, cac nghiém thizc ¢6 cac chir cai khac nhau thé hién si
khac biér ¢é ¥ nghia thong k&. NT 1.2: c& cam nhiém véi vi khuan va khdng bé sung cao
chiét vao thite dan; NT 2.1: bé sung 10 g/kg cao chiét girng truéc khi cam nhiém; NT 2.2: bé
sung 20 g/kg cao chiét girng trwedc khi cam nhiém; NT 2.3: bé sung 40 g/kg cao chiét ging
trieéc khi cam nhiém; NT 2.4: bo sung 10 g/kg cao chiét vé qué fruedc khi cam nhiém; NT
2.5: bé sung 20 g/kg cao chiét vé qué trieéc khi cam nhiém; NT 2.6: bé sung 40 g/kg cao



-18 -

chiét vo qué rrusc khi cam nhiém; NT 3.1-3.6: bo sung cao chiét gang/qué véi ham fugng
twong wng nghiém thuc 2.1-2.6, truoc va sau khi cam nhiem.

Nghién ctru ndy da chi ra dugc rang, ¢ kich thudce ca thi nghiém (4 gram/con), véi thoi
gian b6 sung 28 ngay va tiép tuc bo sung sau 10 ngay cam nhiém véi vi khuan, cao chiét vo
qué (ham luong bd sung 10, 20 va 40 g/kg thire an) da gitp nang cao chi sé huyét hoc (hdng
cau), gitp 1am ting bach ciu don nhan va bach ciu trung tinh; dong thoi ¢ ham luong bd
sung 20 g/kg thire an giup gia ting hoat tinh thuc bao. Con ddi véi cao chiét gung trén cung
kich thuéc ca va thoi gian bd sung cho thay gidp cai thién chi s6 bach cau (ting sb luong
bach cau tong, bach cau don nhan va bach cau trung tinh). Nhin chung, két qua cho thay cao
chiét vo qué cho két qua hd trg nang cao mién dich tét hon cao chiét girng khi thi nghiém
trén ca rd phi giéng.

3.3.2 Xic dinh anh hwéng cia cao chiét 18n hinh thai mé rudt ca

O nghién ctru nay, cac chi s6 hinh thai biéu mo rudt (dién tich nhung mao va do day
I6p co niém mac) dugc quan sat tai rudt trudc, giita va sau ciia ca bién dong 16n giita cac
nghiém thirc cho an bang cao chiét giimg va cao chiét vo qué & cac ham luong khac nhau.
Tuy nhién, nghién ctru chua ghi nhan dugc su khac biét c6 y nghia vé mat thong ké cua céc
chi s6 nay trén ca ba doan rudt & ca hai thoi diém sau cam nhiém (5 va 10 ngay) véi vi
khuan S. agalactiae giita da sd cac nghiém thirc c6 bd sung hai loai cao chiét so véi nghiém
thizc khdng bo sung cao chiét (NT 1.2). Nhu vdy, viéc bo sung cao chiét v qué va cao chiét
gimg vao thirc dn v6i cac ham luong trong nghién ciru nay chua ghi nhan sy anh hudng bat
loi dén hinh thai mé hoc rudt cta ca (Hinh 3.6), twong tu quan sat cia Agbebi va ctv (2013)
khi cho c4 tré phi (Clarias gariepinus) an thirc an bo sung toi va két luan cia Lewis va ctv
(2019) riang hau hét cac san pham thao duoc dugc bd sung vao ché do an cua ca khdng gay
ra bt ky su thay d6i bt loi nao dén hinh thai rudt cta ca duoc quan sat.

Péi véi cao chiét ging, két qua phan tich ¢ ca ba thoi diém cam nhiém véi vi khuan
cho thay, dién tich nhung mao va d6 day 16p co niém mac caa ca ba doan rudt hau nhu
khong ghi nhan su khac biét vé mat thong ké ( P > 0,05) khi so sanh giita nghiém thtic c4 an
thire an khong bo sung va cd bd sung cao chiét ging (Hinh 3.7 va 3.8). Béi véi cao chiét vo
qué, két qua phan tich & thoi diém trudc cam nhidm véi vi khuan cho thay, ¢ doan rudt
truée, dién tich nhung mao cua ca ¢ nghiém thac bd sung cao chiét vo qué véi ham lwong
20 g/kg thirc an 13 cao nhat, tuy nhién khong ghi nhan sy khac biét vé mat théng ké (P >
0,05) khi so sanh vai nghiém thirc khong bé sung cao chiét; trong khi d6, & doan rudt sau,
dién tich nhung mao cua c& & nghiém thic bd sung cao chiét vo qué véi ham lugng 40 g/kg
thirc an 12 cao nhit va su khéc biét co ¥ nghia vé mit théng ké ( P < 0,05) khi so sanh vai
nghiém thirc khong bo sung cao chiét. O thoi diém sau 5 ngay cam nhiém véi vi khuan, dién
tich nhung mao va do day niém mac ghi nhan duoc ¢ ca ba doan rudt déu giam ¢ tat ca céc
nghiém thac va hau nhu khong ghi nhan su khac biét vé mit thong ké (P > 0,05) gitra cac
nghiém thic. O thoi diém sau 10 ngay cam nhiém véi vi khuan, dién tich nhung mao ¢ doan
rudt trude va doan rudt giita cua ca thuoc cac nghiém thac khong cho an cao chiét vo qué
tiép tuc giam so véi thoi diém sau 5 ngay, trong khi d6 chi s6 nay & nghiém thuc cé4 an thic
an khong b sung cao chiét nhung c6 cam nhidm vai vi khuan (NT 1.2) va cac nghiém thuc
tiép tuc cho n cao chiét vo qué ting; va hau nhu khong ghi nhan su khéc biét vé mat thdng
ké (P > 0,05) gitta c4c nghiém thuc. Di véi chi s d6 day niém mac, chi ghi nhan sy khéc
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biét c6 ¥ nghia vé mat théng ké (P < 0,05) giita nghiém thuc tiép tuc bd sung cao chiét vo
qué ham luong 10 g/kg thirc dn v6i nghiém thic 1.2 (Hinh 3.10). Nghién ctu da ching
minh rang viéc bd sung cao chiét vé qué véi cac ham luong 40 g/kg thirc an trong thoi gian
28 ngay nudi da gitp gia ting kha nang hap thu chat dinh dudng cia té bao rudt sau ca.

¥ = K K?l

Ghi cha:

A: Rudt trudc cia NT khong bd sung va
khong cam nhiém sau 5 ngdy cam nhiém;
B: Rudt trude cia NT bd sung cao chiét
vo qué 20 g/kg sau 5 ngay cam nhiém;

C: Rudt truée cua NT bd sung cao chiét
gimg 20 g/kg sau 5 ngay cam nhiém;

D: Rudt trudc ciia NT bd sung cao chiét
vo qué 20 g/kg sau 10 ngay cam nhiém;

E: Rudt giita ciia NT bd sung cao chiét vo
qué 20 g/kg sau 10 ngay cam nhiém;

F: Rudt sau caa NT bd sung cao chiét vo

. P qué 20 g/kg sau 10 ngay cam nhiém.
Hinh 3.6 Hinh anh mé hoc rudt ca trong nghién ctru

Hinh thai mé hoc cta rudt phan anh stc khoe cua ca do lién quan dén kha ning hap
thu chat dinh dudng va chirc nang mién dich. Nghién ctru nay cho thay, dién tich nhung mao
ctia nghiém thtic ca an thirc an khong bd sung cao chiét nhung c6 cam nhiém véi vi khuan
(NT 1.2) ciing ting tuong tu & c4c nghiém thirc tiép tuc cho dn cao chiét vo qué. Cong b
ciia Ayotunde va ctv (2011) di chi ra rang, c6 nhitng tén thuong bénh Iy va thay d6i md hoc
ghi nhan duoc & mang, gan, da va than cua cé rd phi van (giai doan va truéng thanh) khi cho
tiép x(c vai chiét xuat nudc caa hat cham ngay (Moringa oleifera) voi cac nong do dudi
muc gay chét va co su thiét hai cia cac co quan khac nhau khi ca tiép x(c véi thoi gian dai
va nong d6 cao. Ngoai ra, An va ctv (2019) ciing di chi ra rang, su tuong tac gitra hé vi sinh
vat dudng rudt va cac loai thude thao duogc cé thé duoc dugc quy cho cac phan tir nho hoat
dong co thé hap thu va thay d6i hé vi sinh vat dudng ruot va cac chat bai tiét caa n6. Tuy
nhién, do viéc kiém tra ham luong cao chiét trong méi truong nudc sau khi cam nhiém chua
duogc thyc hién, do do tac gia chua nhan dinh dugc chinh xac vé viée ¢6 hay khong su anh
huodng tir cao chiét trong moi truong nudce lén hinh thadi mé hoc rudt ca. Bén canh do, nghién
ctru nay ghi nhan dién tich nhung mao va do day niém mac & mot sé nghiém thirc bé sung
thao duoc thé hién sy khac biét c6 ¥ nghia thong ké theo tirng thoi diém thu mau (ngay 0, 5
va 10 ngay sau cam nhiém). Theo Adeniyi va ctv (2022), viéc giam ty 1& chiéu cao nhung
mao cho théy kha nang hép thu chét dinh dudng bi suy gidm, su hién dién cua ddc td va
hiéu sudt giam. Cac té bao cdc téng hop chit nhay, tao thanh mot 16p bao vé trong mang
biéu mé rudt chdng lai vi khuan va chat doc. Cac té bao cde ¢ rudt cao hon gilp cé co kha
nang bao vé chéng lai cac moi de doa tir mam bénh. Nghién ctu nay chua tién hanh do
chiéu cao té bao cbc & rudt cua ca, do do tac gia chua dua ra dugc 1y giai chinh xac cho viée
thay d6i hinh thai rudt trong thoi gian ngin xay ra & mot sé nghiém thirc bo sung thao duoc.
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Hinh 3.7 Dién tich nhung mao rudt ca caa cac nghiém thac bo sung cao chigt gung tai cac thoi diem cam nhiem khac nhau
(A: rudt trude; B: rudt gitra; C: rudt sau)
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Hinh 3.8 Do day I6p dém niém mac rudt ca cua cac nghiém thirc bo sung cao chiét girng tai cac thoi diém cam nhidm khac nhau
(A: rudt truac; B: rudt gitra; C: rudt sau)

Ghi cha: Trong cung thoi diém, cac nghiém thic c6 cac chir cai khac nhau thé hién sy khac biét ¢ ¥ nghia thong ké. NT 1.2: c& cam nhiém
véi vi khudn va khdng bé sung cao chiét vao thize dn; NT 2.1: bé sung 10 g/kg cao chiét girng trieéc khi cam nhiém; NT 2.2: bé sung 20 g/kg cao
chiét girng trweée khi cam nhiém; NT 2.3: bé sung 40 g/kg cao chiét girng trieéc khi cam nhiém; NT 3.1-3.3: bé sung cao chiét ging véi ham lwong
twong 1ng nghiém thizc 2.1-2.3, trieéc va sau khi cam nhiém.
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Hinh 3.9 Dién tich nhung mao ruét ca cia cac nghiém thirc bo sung cao chiét vo qué tai cac thoi diém cam nhiém khac nhau
(A: rudt truac; B: rudt gitra; C: rudt sau)
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Hinh 3.10 D6 day I6p dém niém mac rudt ca cua cac nghiém thirc bd sung cao chiét vo qué tai cac thoi diém cam nhidm khac nhau
(A: rudt truac; B: rudt gitra; C: rudt sau)

Ghi chi: Trong cuing thoi diém, cac nghiém thitc c6 cac chir cai khac nhau thé hién si khac biér c6 y nghia thong ké. NT 1.2: c& cam
nhiém véi vi khudn va khdng bé sung cao chiét vao thize an; NT 2.4: bé sung 10 g/kg cao chiét vé qué trueéc khi cam nhiém; NT 2.5: bé sung
20 g/kg cao chiét vé qué trudc khi cam nhiém; NT 2.6: bé sung 40 g/kg cao chiét vé qué truéc khi cam nhiém; NT 3.4-3.6: bé sung cao chiét
V6 QUé Vi ham heong tirong 1vng nghiém thirc 2.4-2.6, trueéc va sau khi cam nhiém.



-22 -

3.4 N$i dung 4: Xac dinh ham lwong va kha ning khang khuén cia hoat chét chinh
3.4.1 Xac dinh ham lwgng hoat chit chinh

Két qua xac dinh ham lwong 6-gingerol va cinnamic aldehyde dwogc trinh bay trong
Béng 3.6 va Bang 3.7.

Bang 3.6 Két qua phan tich ham lugng 6-gingerol

TT Nguyén liéu Ham lwong 6-gingerol trung binh (%)
1 Cu gung 52
2 Caolong gungty 1€ 1:20 (1 ml) 0,48
3 ~ Cao dac gung 12,41
4 Ché pham thire an (1 ml) 0,0048

Bang 3.7 Két qua phan tich ham lugng cinnamic aldehyde
Ham luwgng cinnamic aldehyde

TT Nguyeén liéu trung binh (%)
1 Vo than qué 1,56
2 Caolongvoquétylé 1:30 (1 ml) 1,46
3 Cao dac vo qué 12,56
4 Ché pham thirc an (1 ml) 0,0086

3.4.2 Kha ning khéng S. agalactiae ciia cao chiét theo hoat chat chinh

Nham chuan hoa ham lugng cao chiét pht hop phéi tron vao thic an cho ca ré phi ¢
cac thi nghiém trong tuong lai, khao st kha nang khang S. agalactiae theo ham luong hoat
chat chinh da dugc thuc hién. Két qua cho thay, hoat chat cinnamic aldehyde trong vo qué
va hoat chét 6-gingerol trong cu ging déu c6 kha ning khang d6i véi vi khuan khao sat, va
kha nang khang khuan & ham luong hoat chat 200 ug khac biét co6 ¥ nghia théng ké (P <
0,05) so v&i hai ham Iuwong con lai. Tuy nhién, chi ¢ ham luong 200 pg hoat chat cinnamic
aldehyde cho két qua khang khuan gan twong dwong khang sinh Doxycycline 30 pg (Bang
3.8).

Bang 3.8 Puong kinh vong khang khuan (mm) tao thanh xung quanh cac dia gidy tam
cao chiét thao dugc theo ham lwong hop chét chinh sau 24 gio tiép xuc véi vi khuan SA-
2.1-CC

Tylé hopchat Hamlwgng Hamlwong Pwong kinh
TT Nghiém thirc chinh trongcao  cao chiet hop chat vong khang
chiet thd (%) thé (ug) chinh (ug)  khuan (mm)

‘ 402,9 50 8,02 % 0,29°

. (G_Sr‘]"g”egrol) 12,41 80538 100 8,58 + 0,44°
1.611,6 200 10,22 + 1,06°

Doxycycline 30 ug 20,12 £ 0,45

£ : 398,1 50 9,28 £ 0,69°

) Q”aﬁég'h”r:jiry'c 12,56 796,2 100 10,13 +0,77°
y 1.592,4 200 19,48 + 1,45°

Doxycycline 30 ug 20,25+ 0,48

Ghi chl: Sé liéu thé hién gia tri trung binh + do léch chudn; trén cung mét ¢t va doi
véi méi logi cao chiét, cac chiz cai khac nhau biéu th; si khac biét ¢é y nghia thong ké (P <
0,05).

Cao chiét vo qué tiép tuc duoc xac dinh gia tri MIC va MBC tinh theo ham luong hoat
chat chinh d6i véi vi khuan S. agalactiae CC-2.1 (10* CFU/mI). Két qua cho thiy, gia tri
MIC cua cao chiét vo qué 12 62,5 ug/ml va gia tri MBC 1a 250 pg/ml (ty 16 MBC/MIC = 4).
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Nhu vay, cao chiét vo qué tinh trén ham lugng chit chinh trong dung mdi ethanol c6 kha
nang diét khuan.

Két hop két qua thi nghiém in vitro trén cao chiét dang tho va két qua céac thi nghiém
in vivo, két qua cua nghién ctiru cd thé 1am mé hinh tham khao cho céc nghién cuu tiép theo,
cling nhu ¢6 kha nang phat trién cac mé hinh thir nghiém thudc thay cho chudt. Nghién ciu
nay chua danh gia anh huong riéng ting hoat chat nén c6 thé dé xuat cac md hinh thi
nghiém trong tuong lai bao gom: (1) Str dung cao chiét vo qué véi ham luong b sung
khoang 20-23 g/kg thtrc an (twong duong ham lugng cinnamic aldehyde 100 pg/g thic an)
trong qua trinh nudi ca giai doan gidng dé hd trg nang cao sic khoe cua ca, giup lam ting
sirc dé khang cua ca trudc tac nhan gay bénh 1a vi khuan S. agalactiae (hiéu qua phong
bénh); (2) Str dung cao chiét vo qué véi ham lugng bo sung khoang 46-47 g/kg thtc an
(twong duong ham lugng cinnamic aldehyde 200 pg/g thire an) thay thé khang sinh khi ca bi
nhiém vi khuan S. agalactiae, va sir dung trong thoi gian ngan (hiéu qua tri bénh); (3) Xéc
dinh thoi gian phd hop dé sir dung cao chiét vo qué (ham luong trong khoang 46-47 g/kg
thizc an) nhu mot liéu phap thay thé hoan toan cho khang sinh khi ca bi nhiém vi khuan S.
agalactiae; (4) Sir dung cao chiét vo qué voi ham lugng bo sung khoang 46-47 g/kg thirc an
(twong dwong ham luong cinnamic aldehyde 200 ug/g thirc an), khao sat kha nang bao ho
RPS va cac tac dong duogc ly caa cao chiét trén cé rd phi gidng va ca thuong pham & diéu
Kién ao nudi binh thuong va ao nudi khi bi tac dong boi cac diéu kién thoi tiét, khi hau bat
loi; (5) St dung cao chiét vo qué trong nudi ca ro phi thuong pham va thuc hién tinh toan
gia thanh, chi phi san xuat. Tir 46 ma rong, ap dung trong quy md san xuat thyc té dé danh
gia tinh kha thi caa viéc sir dung cao chiét vo qué dé kiém soat vi khuan S. agalactiae, thoi
gian str dung cao chiét trong phong tri bénh va két luan vé hiéu qua kinh té khi tng dung
trong diéu kién san xuat.

Han ché: Nghién ctru nay chua thuc hién kiém tra ham luong cua vi khuan va ham
lugng cao chiét trong mdi trudng nude sau khi cam nhiém, do d6 chua dua ra dwgc nhan
dinh vé su hién dién cling nhu tac dong cua vi khuén va cao chiét trong moi trudng nudc
dén ca thi nghiém. Trong twong lai, nghién cttu bd sung can duoc tién hanh dé c6 day du co
s xac dinh chinh x4c tic dong cua cao chiét ging va cao chiét vo qué ddi véi ca va moi
truong nudc.

Nhu vay, cac két qua trong nghién ctru nay da giup khang dinh tiém ning ung dung
cua cao chiét vo qué va cao chiét girng trong viéc nang cao kha ning khang bénh do vi
khuan S. agalactiae gay ra trén céa ré phi gidng. Pong thoi, cac két qua cua nghién ciu goi
m& cac van dé can nghién ctu trong tuwong lai, nhu nghién ciru hidu qua cia hon hop hai
loai cao chiét (vo qué, girng) nham phat huy téi da vu thé ciia mdi loai trong ting thoi diém
b6 sung vao thtrc an; khao sat kha ning khang khuan cua hoat chét cinamic aldehyde tinh
khiét d6i vai vi khuan S. agalactiae; danh gia anh huong ciaa cao chiét vo qué khi bo sung
vao thire an 1én kha nang hap thu dudng chét caa ca thi nghiém sau thoi gian cam nhiém dai
hon.

~ CHUONG 4
KET LUAN VA PE NGHI
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4.1 Két luan

Cao chiét vo qué va cao chiét gimg duoc chiét xuat trong dung méi ethanol 96% va
methanol 99,8% c6 kha ning diét vi khuan S. agalactiae (MBC/MIC = 2).

Cao chiét vo qué va cao chiét gimg duogc bd sung v6i cac ham luong 10, 20 va 40 g/kg
vao thire an trong 8 tudn chua ghi nhan anh huong dén su sinh trudng va phat trién cia ca ro
phi gibng.

Cao chiét vo qué va cao chiét girng (10, 20 va 40 g/kg thire an) duoc bd sung vao thire
an cho ca ro phi gidng trong 28 ngay va tiép tuc trong 10 ngay sau khi c4 duoc cam nhiém
v6i S. agalactiae gitp ting cudng kha ning khang bénh cua ca va giup nang cao chi sd
huyét hoc va mot s chi tiéu mién dich khong dic hiéu (mat do hong ciu, mat do bach ciu
téng, sb lugng bach ciu don nhan, bach cau trung tinh va hoat tinh thuc bao), va chua ghi
nhan sy anh hudng dén hinh thai biéu md rudt cua ca.

Cao chiét vo qué dugc b sung voi ham luong 20 g/kg thirc dn c6 hiéu qua bao vé cao
nhat (RPS dat 51,4%) d6i véi ca ro phi gidng gay nhiém voi vi khuan S. agalatiae.

Cao chiét vo qué duoc bo sung vao thirc an voi ham lugng 40 g/kg thic in trong thoi
gian 28 ngay nudi gitip gia ting kha nang hap thu chat dinh dudng cia té bao rudt sau cta
ca.

Hoat chat cinnamic aldehyde (trong cao chiét vo qué) véi ham lugng 100 pg/g thic an
va 200 pg/g thic an c6 kha nang khang vi khuan S. agalactiae, trong d6 ham luong 200
ng/g thirc an c6 kha nang khang khuan gan twong duong khang sinh Doxycycline 30 pg.

Nghién ctru xac nhan sy hién dién cta vi khuan S. agalactiae mang cac yéu té doc luc
quan trong, thudc CC283, kiéu trinh tw ST 283 tai khu vuc huyén Ca Chi, Thanh phd Ho
Chi Minh (chung SA-2.1-CC).

4.2 Pé nghi

Thuc hién nghién ciru phdi hop hai loai cao chiét (vo qué, gimg) dé nang cao kha nang
khang bénh do vi khuan S. agalactiae trén ca ro phi; dong thoi khao sat kha ning khang S.
agalactiae cua hoat chat cinnamic aldehyde tinh khiét.

Thuc hién cac nghién ciu danh gia kha ning hap thu dudng chat caa ca thi nghiém sau
thoi gian cam nhiém dai hon va & cac giai doan sinh truang khac nhau cua ca.

Thuc hién phan tich hé vi khuan dudng rudt cua ca sau thoi gian cho an thirc dn bd
sung cao chiét vo qué va cao chiét gung.

Thuc hién nghién ctru xac dinh chinh x4c tac dong cua cao chiét girng va cao chiét vo
qué ddi véi ca va moi trudng nudc.

Thuc hién cac mé hinh sir dung cao chiét vo qué, khao sat kha nang bao ho RPS va cac
tac dong duoc ly cia cao chiét trén ca r phi giéng va ca thuong pham ¢ diéu kién ao nudi

binh thuong va ao nudi khi bi tac dong bai cac diéu kién thoi tiét, khi hau bat loi.
Thuc hién cac mo hinh sir dung cao chiét vo qué trong nudi c4 r6 phi thuong pham dé
danh gia tinh kha thi, thoi gian st dung cao chiét trong phong tri bénh do vi khuan S.

agalactiae va két luan vé hiéu qua kinh té khi ung dung trong diéu kién san xuat.
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