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ABSTRACT

This study was conducted to evaluate the effects of dietary Bacillus subtilis
and fructooligosaccharides (FOS) on immune response and disease resistance
of red tilapia (Oreochromis sp.). The experiment was in a completely
randomized design with 4 treatments including control; B. subtilis (107
CFU/g); B. subtilis (107 CFU/g) and 0.2% FOS; B. subtilis (10’ CFU/g) and
0.5% FOS. Sampling was conducted after the fish fed diets containing B.
subtilis and FOS for 2 weeks, 4 weeks and after 3 days of infection with
Streptococcus agalactiae. The result of hematology showed that the total
erythrocyte, leukocyte, monocytes, neutrophils, lymphocytes and lysozyme
activity were significantly increased (p<0.05) in supplemental treatments of
B. subtilis and FOS. After S. agalactiae infection, the cumulative mortality of
fish in treatments of B. subtilis and FOS were lower than the one in the control
treatment. In particular, the mortality of B. subtilis 10’ CFU/g + 0,5% FOS
treatment is the lowest (26.7%) and significantly different with other
treatments.

TOM TAT

Nghién ciru duoc thuc hién nham déanh gid anh hwéng cia viéc bo sung vi
khudn Bacillus subtilis va Jructooligosaccharides (FOS) lén dap img mién
dich va kha ndng khang bénh cia cé diéu hong (Oreochromis sp.). Thi nghiém
diege bo tri hoan toan ngau nhién véi 4 nghiém thirc, bao gom: Nghiém thire
doi chirng; B. subtilis (10" CFU/g); B. subtilis (10" CFU/g) va 0,2% FOS; B.
subtilis (107 CFU/g) va 0,5% FOS. Tién hanh thu mau sau khi cd an thirc an
dwoc b6 sung vi khudn B. subtilis va FOS 2 tuan, 4 tudn va sau cam nhiém 3
ngay véi vi khudn Streptococcus agalactiae. Két qua huyét hoc cho thdy tong
té bao hong cau, tong bach cau, té bao don nhén, bach cau trung tinh, té bao
lympho va hoat tinh lysozyme tang lén cd y nghia thong ké (p<0,05) ¢ nghiém
thire bé sung vi khudan B. subtilis va FOS. Sau khi cam nhiém véi vi khudn S.
agalactiae, ti 1¢ chét tich lily ciia cd & cdc nghiém thirc bo sung B. subtilis va
FOS déu thip hon cd doi chimg. Trong do, ti 1¢ chét ¢ nghiém thikc b6 sung B.
subtilis va 0,5% FOS la thdp nhat (26,7%) va khdc biét cé y nghia thong ké so
voi cdc nghiém thirc con lai.

Trich dan: Bui Thi Bich Hing va Nguyén Thanh Phuong, 2019. Anh huong cua viéc bo sung
fructooligosaccharides va vi khuén Bacillus subtilis vao thic an 1én hé mién dich va kha nang
khang bénh cua ca di€u hong (Oreochromis sp.). Tap chi Khoa hoc Truong Pai hoc Can Tho.
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1 GIOI THIEU

Cé diéu hong (Oreochromis sp.) 14 mot trong
nhing dbi tuong thuy san quan trong va c6 nhiéu
tiém ning phat trién trén ca nudc, do d& nudi, chat
lwong thit ngon. Hién nay, c4 diéu hdng dwoc nudi
phd bién trong bé véi mat d tha nudi rit cao ¢ nhiéu
tinh Pong bang séng Ctru Long nhu Tién Giang,
Vinh Long, Can Tho va An Giang. Tuy nhién, c4
diéu hong duoc nudi tham canh véi mat do cao da
va dang gy anh huong xau dén chét lugng moi
trudng nudc, dan den nhiéu dich bénh xay ra gay
thiét hai 16n vé kinh té cho ngudi nudi. Trong so cac
bénh phd bién trén ca diéu hong, bénh phu mét va
xuét huyét do vi khuén Streptococcus agalactiae 1a
nguy hiém nhét, gy thiét hai cao cho nghé nuéi ca
diéu hong tham canh (Pang Thi Hoang Oanh va
Nguyén Thanh Phuong, 2012). Mot trong nhitng
phuong phéap phé bién dé kiém soat mam bénh trong
thity san 1a str dung hoa chat va thudc trong qué trinh
nudi. Thye té cho thay, khoang 75% cac loai khang
sinh diéu tri bing phuong phap cho an c6 thé ro ri ra
moi trudng nude thong qua bai tiét cia ca nudi va
cac thure an du thira (Lalumera et al., 2004). Viéc st
dung hoéa chit, khang sinh khong ding qui dinh ¢
thé tic dong dén moi truong, hién tuong khang
thudc cuia cac loai vi khudn trén ca hay ton luu du
lwong trong san phim thily san lam anh huéng xu
dén strc khoe nguoi tiéu dung (Shah ef al., 2012).
Do vay, viéc tim ra giai phap dé nang cao stc khoe,
phong bénh cho c4 nudi ddng thdi han ché anh
huéng dén méi truong nudi thity san 1a rat can thiét.
Ché pham vi sinh bao gém cac vi khuan c6 loi da tir
lau duoc ap dung trong phong ngira hay diéu tri hiéu
qua mot s6 bénh trén vat nudi trong thity san (Akhter
et al., 2015). Nhom vi khuan Bacillus duge st dung
phé bién do chiing c6 nhiéu dic tinh co lgi nhu kha
nang chiu duge pH thap cua da day, tham gia kich
thich dap ung mién dich va co thé tiét ra cac chit
khang khuan (Nayak, 2010). Nhiéu nghién ctru da
bd sung vi khuan Bacillus subtilis vao thirc an lam
tang kha ning tiéu héa va hip thy dinh dudng cia
c4, thuc day ting truong, nang cao dap tmg mién
dich va kha ning khang vi khuan gay bénh trén mot
s6 loai ¢4 nudi (Cerezuela et al., 2012; Mohapatra et
al., 2012). Bén canh d6, prebiotic 1a ngudn thirc an
bd ich cho céc vi sinh vat c6 loi, thic day chung sinh
tredng nhanh trong hé tiéu hoa cta vat chu. Nghién
clru vé prebiotic trudc day di ghi nhan mét sé loi
ich do prebiotic mang lai cho vat nudi nhu tang
trudng nhanh, cai thién tinh trang sinh 1y va ting
cuong hé mién dich (Ringo et al, 2010).
Fructooligosaccharide (FOS) 1a mdt trong nhitng
ngudn prebiotic quan trong dugc sir dung trén nhiéu
loai ca nu6i nhu Pesetta maxima (Mahious et al.,
20006), Sciaenop ocellatus (Buentello et al., 2010),
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Larimichthys crocea (Aiet al., 2011), Rutilus rutilus
(Soleimani et al., 2012) va Acipenser stellatus
(Akrami et al., 2013). Sy két hop bd sung ché pham
vi sinh va prebiotic s& mang lai nhiéu loi ich hon cho
c4 nudi nhu ning cao ti 1¢ séng, ting cuong hé vi
sinh dudng rudt gitp ¢4 hip thu tét thirc an, ting
truéng nhanh hon va ting stc dé khang, han ché bi
anh huong boi cac tac nhén gy bénh (Zhang et al.,
2014). Tuy nhién, chua co nhiéu nghién ctru két hop
bd sung ché pham vi sinh va prebiotic trén ca diéu
hdng. Vi thé, nghién ctru nay duogc thuc hién nhdm
danh gia kha ning anh hudng cta viéc bd sung
Bacillus subtilis va fructooligosaccharides vao thirc
in 1én dap ung mién dich khong dic hiéu va kha
ning khang bénh phu mit, xuat huyét trén ca diéu
héng.

2 PHUONG PHAP NGHIEN CUU

2.1 Thi nghiém bo sung FOS va Bacilus
subtilis

Cé diéu hong (Orechromis sp.) ¢6 kich ¢& 6 — 10
g/con duge chuyén vé& phong thi nghiém va thuin
dudng 2 tudn dé thich nghi voi diéu kién thi nghiém.
Trude khi thi nghiém, 5 ca duoc bit ngdu nhién va
kiém tra 1am sang vé hinh dang, ky sinh tring va vi
khuén.

Chuin bi thire dn: Thirc dn sir dung cho thi
nghiém la thuc an cong nghiép (28% dam,
Proconco). FOS (Sigma) va vi khuan B. subtilis
(Cong ty sinh pham Khanh Hoa) dugc bd sung vao
thirc an bang cach tron hdn hop vi khuan B. subtilis
va FOS vao trong 10 mL nuéc theo ti 1& ctia mdi
nghiém thirc va phun déu vao thic an, dé kho tu
nhién trong 2 gio. Sau d6, 4o ngoai vién thirc an
bang mot 16p dau muc, tiép tuc dé kho & nhiét do
phong trong 4 gio. Thiic an dugc dong goi va trit &
4°C trong thoi gian thi nghiém.

Bb tri thi nghiém: Thi nghiém duoc bé tri hoan
toan ngau nhién v6i 4 nghiém thirc, 3 1an lap lai. Cac
nghiém thirc bao gdm NT1: dbi chimg (khong bd
sung B. subtilis va FOS); NT2: bd sung B. subtilis
(107 CFU/g); NT3: bo sung B. subtilis (107 CFU/g)
va 0,2% FOS; NT4: b sung B. subtilis (107 CFU/g)
va 0,5% FOS. Ca dugc bb tri voi s6 lugng 40 ca/bé
va cho in 2 lan/ ngay voi khau phan 1a 5% trong
luong than trong thoi gian 4 tuan. Tién hanh thu mau
vao tudn thir 2 va 4 sau khi ca dugc b sung FOS va
B. subtilis. Mbi dot thu mau 3 ca/bé, phan tich chi
tiéu huyét hoc (xac dinh tong hong cau, tong bach
ciu va dinh luong tirng loai bach cﬁu) va hoat tinh
lysozyme va bo thé.

2.2 Thi nghiém cidm nhiém

Sau 4 tuan bo sung FOS va B. subtilis, céa thi
nghiém dugc tién hanh gay cam nhiém véi vi khuan
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S. agalactiae. Vi khuan dugc nudi ting sinh trong
moi truong Brain Heart Infusion Broth (BHIB), ly
tam ¢ 4000 vong/phut trong 15 phut ¢ 4°C. Mat do
vi khuan dugc x4c dinh bang may so mau quang pho
& bude song 1a 610 nm. Sau d6 pha loang vi khuan
dén mat do 10° CFU/mL d¢ tién hanh cam nhiém
cho c4. Thi nghiém dugc bd tri hoan toan ngu nhién
v6i 10 nghiém thirc, trong d6 moi nghiém thirc clia
thi nghiém bd sung FOS va B. subtilis dugc chia
thanh 2 nghiém thirc nho, mot sir dung lam ddi
ching (ti€m 0,1 mL NaCl (0,85%)) va mét st dung
dé cam nhiém vi khuan (tiém 0,1 mL S. agalactiae).
Thi nghiém bd tri 15 ca/bé, mdi nghiém thirc 1dp lai
3 lan. Mdi c4 dwogc tiém 0,1 mL vi khudn (105
CFU/mL). Ghi nhan nhiing biéu hién 14m sang va ti
1& chét ctia cé trong sudt 14 ngay sau khi cam nhiém.
Dau hiéu bénh 1y dwoc ghi nhan, miu than trudc
dugc trit trong ethanol dé tai dinh danh vi khuén.
Sau 3 ngay gay cam nhiém thu 9 ca/nghiém thirc dé
phan tich cac chi tiéu huyét hoc (tong hong cau, tong
bach cau, bach cﬁ_u don nhan, bach cau trung tinh, té
bao lympho va tiéu ciu) va hoat tinh lysozyme. Thi
nghiém dugc bd tri trong diéu kién cé suc khi, khong
thay nudc trong sudt qua trinh thi nghiém, ca dugc
cho an thirc an ddi chimg theo nhu cau.

Ti 18 chét (%) = (Tong s ca chét / Tong sb ca thi
nghiém) x 100

2.3 Phuong phap phén tich cac chi tiéu
huyét hoc

Pinh lwong hong cau (Natt and Herrick, 1952),
mat do héng cAu duoc x4c dinh bﬁng buéng dém
Neubauer va tinh theo cong thirc: HC=C x 10 x 5
x 200 (tb/mm?) (C: Tdng s hdong ciu trong 5 ving
dém).

Dinh lwong téng bach cau va tieng loai bach cau
(Hrubec et al., 2000). Trai mau mau bang cach nho
mot giot mau 1én lame, sau d6 dung lamelle cham
vao giot mau va day lamelle nguoc vé phia trudc.
Maiu méu sau khi kho duge ¢ dinh trong methanol
1 phit. Dé miu kho tu nhién va nhuom Wright &
Giemsa. Téng ) lugng bach cau duge tinh theo
cong thuce:

TBC (tb/mm?) = (S6 BC trong 1,500 té bao x
R)/S6 HC trong 1,500 té bao (TBC: mét d6 tong
bach cdu, BC: bach cau, R: mat do h?)ng cau, HC:
hong cau).

~ Dinh luong ting loai bach cdu trong t(‘)ng‘sé 200
té bao bach cau. Tinh mat d¢ tirng loai bach cau theo
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cong thire: Mat do loai bach cau (tb/mm?) = (S6
luwong moi loai bach cau x TBC)/200

Xac dinh hoat tinh lysozyme (Ellis et al.,1990).
Dung dudng chuin lysozyme vai cac nong do 0,2,
4,8 va 16 pg/mL. Cho 10 puL dung dich tir cac ndng
d6 pha lodng cho vao dia 96 giéng, tiép theo cho 200
uL/giéng dich huyén pht Micrococcus luteus
(Sigma). P6i v6i mau huyét thanh cua ca, cho 10 pL
vao dia 96 giéng, thém 200 pL/giéng vi khuan M.
Iuteus. Hon hop dugc G ¢ nhiét d9 27°C va do & budc
song 495 nm. Hoat tinh lysozyme dugc tinh dya vao
duong chuan lysozyme.

2.4 Phuwong phap PCR dinh danh vi khuin
Streptococcus agalactiae

Vi khuén S. agalactiae dugc phgit hién thep
phuong phap PCR dugc mo ta boi Tran Thi Tuyét
Hoa va ctv. (2014). San pham DNA khuéch dai dac
hi€u hién vach & vi tri 220 bp.

2.5 Phwong phap xir Iy s6 liéu

Tt ca cac sb liéu duge xur 1y bang phan mém
Excel va SPSS voi mirc y nghia 5%.
3 KET QUA
C 31 Anh hwéng cia ché dd cho in thire dn
bo sung FOS va vi khuan Bacillus subtilis 1én
cac chi tiéu mién dich cia ca
3.1.1 Téng hong cau

Két qua thi nghiém cho thay mat d6 hong cau &
c4c nghiém thirc dao dong tir 1,1x10° tb/mm? dén
1,96x109 tb/mm? Sau 2 tuan va 4 tuan ca sir dung
thte an bd sung B. subtilis va FOS, mat do héng clu
& cac nghiém thic bd sung déu ting cao so voi
nghiém thirc ddi chimg, trong d6 NT4 c6 mat do
hdng cau cao nhat lan Iuot 1a 1,87x10° tb/mm? va
1,96x10° tb/mm? & 2 dot thu mau, khic biét c6 y
nghia thong ké so voi NT1 va NT2 (p<0,05). Mat do
hdng cau 6 ca duoc b sung B. subtilis va FOS trong
4 tuan cao hon so v6i cac nghiém thirc chi bd sung
trong 2 tuan, tuy nhién sy khac biét nay khong c6 y
nghia théng ké (p >0,05). Sau khi cam nhiém véi vi
khuén S. agalactiae, mat 4o héng cAu O NT3 va NT4
tang cao lan luot 1a 1,39 va 1,85x10° tb/mm?, khac
biét c6 y nghia thong ké so v6i cac nghiém thirc ddi
chirng (0,85x10° tb/mm?) va NT2 (0,91x10° tb/mm?)
(p<0,05), trong d6 NT4 c6 gia tri cao nhat. Mat do
hdng cau & cac nghiém thirc giam so voi thoi diém
truéc khi cam nhiém, tuy nhién sy khac biét nay
khong c6 y nghia théng ké (p>0,05) (Bang 1).
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Bang 1: Mat d hong cau (x10°tb/mm?) & ca diéu hong sau khi bo sung B. subtilis va FOS

Thoi gian cho in thirc in b sung

Sau khi giy cim nhiém 3 ngay

Nghiém thirc

2 tuin 4 tuin Tiém nuwéc mudi Tiém vi khuin
NT1 1,10+ 0,1142 1,10 £ 0,194 1,11+0,2142 0,85+ 0,2242
NT2 1,17 +£0,3242 1,20 £ 0,2248 1,19 £0,0442 0,91 £ 0,264
NT3 1,29 + 0,204 1,49 + 0,344 1,31 +£0,184%® 1,39 +£0,3240
NT4 1,87 £ 0,364 1,96 + 0,104° 1,91 +£0,224° 1,85+ 0,07~¢

Ghi chii: Cdc gid tri c6 ky ti giong nhau trong ciing mét cét (a, b, ¢), mot dong (4, B, C) thi khdc biét khong cé ¥ nghia

théng ké (p>0,05).

Chi tiéu huyét hoc 1a mot céng cu quan trong
trong viéc danh gia tinh trang sinh 1y va stic khde
clia dong vat bao gdm c4. Thong thudng, cac loai té
bao mau duoc kiém tra nham phan 4nh nhitng dnh
hudng cia cac chét kich thich mién dich 1én hé mién
dich ca (Maita, 2007). Két qua thi nghiém nay cho
thdy bo sung vi khuan B. subtilis va FOS lam thuc
day gia tang té bao hong cau & ca. Thi nghiém trudc
day ciing d ghi nhan cac chi tiéu huyét hoc bao gom
t¢ bao hdng cau, hemoglobin & c4 ré phi
(Oreochromis mniloticus) st dung thirc an chtra
Biogen® (hdn hop Bacillus licheliformes va B.
subtilis) cao hon c¢6 ¥ nghia so voi nhom ca dbi
ching (Khattab ef al., 2004). Marzouk et al. (2008)
ciling béo céo c6 su gia ting t& bao hdng cau ¢ ¢4 O.
niloticus sau khi bd sung B. subtilis va
Saccharomyces cerevisae vao thuc an. Nghién ciru
bd sung vi khuan Lactobacillus acidophilus vio
thirc an cho c& Oncorhynchus mykiss ciing lam gia
tang té bao hong cau va ham lugng hemoglobin
(Faramazi et al., 2011). Tuong tu, ca Acipenser
stellatus str dung thitc &n c6 chira FOS ciing c6 mat
d6 t& bao hdng cdu ting cao hon ci dbi chimg

(Akrami et al., 2013). Tuy nhién thi nghiém cua
Guilherme et al. (2014) chi ra ring bo sung B.
subtilis vao thic an ca 16 phi nudi & mat do thap
khong lam thay di mét d6 hong cau, nhung khi nuéi
ca & mat do cao thi mat do héng cAu giam thép hon
50 Vi ca ddi chimg.

3.1.2 Téng bach cdu

Sau 2 tuan, mat do téng bach cau cua ca sir dung
thirc an c¢6 bd sung B. subtilis va FOS (11,39 —
23,15x10* tb/mm?) ting cao hon so v&i ca & nghiém
thirc ddi chimg (8,75x10* tb/mm?), tuy nhién NT2
va NT3 khong khac biét thong ké so véi nghiém
thirc d6i chig (p>0,05). Téng bach ciu 6 NT4 ting
cao nhét (23,15x10*tb/mm?) va khac biét c6 ¥ nghia
thdng ké so véi cac nghiém thirc con lai (p<0,05).
Sau 4 tudn bd sung B. subtilis va FOS, téng bach cau
clia cd & NT3 va NT4 lan luogt 1a 17,2 va 23,63x10*
tb/mm’, tang cao c6 ¥ nghia thong ké so voi nghiém
thirc d6i chung (8,86x10* tb/mm?®). Giita hai dot thu
mAu, tong bach cau ciia ca ¢ 1an thu mau cia tudn
thtt 4 cao hon so v&i 14n thu mau cta tuén tht 2,
nhung khac biét khong co ¥ nghia thong ké (p>0,05)
(Bang 2).

Bang 2: Mat dd tong bach ciu (x10*tb/mm?) ¢ ca diéu hdng sau khi bd sung B. subtilis va FOS

Thoi gian cho in thirc in bo sung

Sau khi giy cim nhiém 3 ngay

Nghi¢m thire 2 tudn 4 tuan Tiém nuéc mudi Tiém vi khuan
NTI1 8,75 + 2,320 8,86 % 5,08 8,89+ 2,217 9,53 + 1,007
NT2 11,39 + 2,484 12,32 + 4,084 12,18 + 0,607 13,82 2,18
NT3 13,65 + 4,644 17,20 + 2,79 17,01 + 3,494 2577+ 1,865
NT4 23,15 + 4,487 23,63 + 3,184 23,02 + 2,884 36,09 + 6,578

Ghi chii: Cde gid tri c6 ky tw gidng nhau trong ciing mét cét (a, b, ¢), mot dong (4, B, C) thi khdc biét khéng cé ¥ nghia

théng ké (p>0,05).

Sau khi gdy cam nhiém, tong bach cau ciia cac
nghiém thic tiém vi khudn S. agalactiae déu ting
1én so voi cac nghiém thirc tiém nudc mudi, trong
d6 NT3 va NT4 ting cao (25,77 va 36,09x10*
tb/mm?) ¢6 ¥ nghia so voi cdc nghiém thirc twong
tng khong chiu tac dong boi vi khuan. Giita cac
nghiém thirc dwoc tiém vi khuan, tong bach céu &
céc nghiém thirc bd sung B. subtilis va FOS ciing
tang cao, trong d6 NT3, NT4 tang khac bict c6 y
nghia thdng ké so v&i NT1 va NT2. Nghiém thirc
NT4 c6 mat do téng bach cau tang cao nhat va khac
biét v6i cac nghiém thire con lai (p<0,05) (Bang 2).
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Két qua trén cho thiy bo sung B. subtilis va FOS
¢6 tac dung kich thich lam gia tang té bao bach cau
& ca diéu hong. Maryam and Masood (2014) ciing
thyuc hién thi nghiém bd sung B. subtilis vao thuc an
cho ¢ hdi (0. mykiss) vai ti 18 107 té bao/g thirc an.
Cé su dung thirc an duoc bod sung B. subtilis c6 mét
d% bach cau cao hon so véi ca & nhom dbi chung.
Ngoai ra, mot sb tac gia con ghi nhan ché pham vi
sinh thudng it tic dong 1én té bao hong ciu, nhung
ludn tac dong theo hudng co 1gi cho cac té bao bach
cdu & ca nhu bd sung vi khuan Bacillus vao thirc dn
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cho ca r6 phi, c hdi lam ting mat do bach cau trong
mau cua ca (Aly et al.,, 2008; Capkin and Altinok,
2009). Bén canh d6, nghién ciru ciia Akrami et al.
(2013) cho thay bé sung 1% FOS ciing lam tang mat
dd té bao bach cu ¢ ca Acipenser stellatus.

3.1.3 Té bao don nhan

Két qua cho thiy mat d6 t& bao don nhén cia ca
& céc nghiém thirc dwoc bd sung B. subtilis va FOS
tang cao hon nghiém thirc d6i chimg & ca 2 dot thu
mau (Hinh 1). Tuy nhién, chi c6 nghiém thirc NT4
cho két qua ting cao nhit (5,04x10* tb/mm?) va khac
biét c6 y nghia thong ké so véi nghiém thic dbi
chung (p<0,05). Sau cam nhiém véi vi khuan, mat
d6 té bao don nhén ciia ca ¢ cac nghiém thirc NT3,
NT4 tiém vi khuan ting cao c6 y nghia thong ké
(p<0,05) so véi nhitng nghiém thirc con lai.

Két qua nay twong tu véi két qua thi nghiém cta
Moheb et al. (2015) khi cho ca Acipenser baerii su
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dung thirc an c6 bd sung Lactobacillus plantarum
trong 45 ngay. Mat do té bao don nhan cua cé ting
Ién tir ngay th 30 va khac bit c6 y nghia véi
nghiém thirc dbi chimg & ngay 45 sau khi bo sung L.
plantarum. Standen et al. (2013) ciing cho biét c6 su
gia tang mat do té bao don nhan, t& bao bach ciu
trung tinh trong méu, ciing nhu gia ting biéu hién
gen TNFa co vai tro trong viéc kich hoat dap tGng
mién dich khong dic hiéu ciia c4 khi sir dung thirc
an c6 bo sung ché pham sinh hoc. Té bao don nhan
1a mot trong nhing té bao bach cau co vai trd quan
trong trong hé mién dich khong dic hiéu cia ca.
Chung thyc hién nhiéu nhiém vu mién dich khac
nhau nhu bd sung cac dai thuc bao va té bao
dendritic & tinh trang binh thuong; khi viém nhiém,
bach cau don nhan c6 thé di chuyén nhanh chéng
dén cac mé bi nhiém trong vong tir 8-10 gid va s&
biét hoa thanh cac dai thuc bao dé tao ra dap tng
mién dich khong dic hiéu véi tac nhan gy bénh
(Vojgani, 2001).

ENT3 mNT4

Tiém NaCl Tiém vi khuan

Sau cdm nhiém

Hinh 1: Biéu dd mat dj té bao dom nhan (tbx10*tb/mm?) & ca diéu hong khi cho in thirc in bd sung B.
subtilis va FOS

Ghi chii: Cdc gid tri ¢é ky tir giong nhau (a, b, c) thi khdc biét khéng c6 y nghia thong ké trong ciing dot thu méu

(p>0,05)
3.1.4 Té bao trung tinh

Sau 2 tudn bd sung B. subtilis va FOS, mat do
bach cu trung tinh gia ting & cac nghiém thirc dugc
b6 sung nhung khong khac biét ¢6 y nghia thong ké
gitta cac nghiém thie. Mat do té bao trung tinh tiép
tuc ting sau 4 tudn bd sung B. subtilis va FOS,
nghiém thirc NT4 cho két qua mat d¢ té bao trung
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tinh cao nhat (10,47x10* tb/mm®) va co ¥ nghia
thong ké (p<0,05) so v&i nghiém thic dbi chimg
NT1 (3,82x10* tb/mm?). Sau 3 ngay cam nhiém véi
vi khuan S. agalactiae, mat do té bao trung tinh ting
cao ¢ cac nghiém thirc dugce ti€m vi khuén. Nghié¢m
thire NT4 c6 mat do bach ciu trung tinh cao nhat
(15,33x10* tb/mm?), khac biét c6 y nghia thong ké
s0 v&i cac nghiém thure con lai (p<0,05) (Hinh 2).
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ONT1 mNT2 mNT3 mNT4 ¢

Tiém NaCl
Sau cam nhiém

Tiém vi khuan

Hinh 2: Bi¢u dd mit do té bao trung tinh (tbx10*/mm?®) & ca diéu hong khi cho in thirc in bé sung B.
subtilis va FOS

Ghi chii: Cdc gid tri ¢ ky tw giong nhau (a, b, ¢) thi khdc biét khong cé ¥ nghia thong ké trong ciing dot thu mau

(»>0,05)

Tuong tu, Guerreiro ef al. (2014) thuc hi¢n thi
nghiém bo sung FOS (0; 0,5; 1 va 2%) vao thuc an
cho ca Scophthalmis maximus trong 9 tuan. Két qua
cho thdy, FOS lam gia ting mat d¢ tong bach cau
nhung khéng tic dong 1én mat do té bao trung tinh.
Mot nghién ctru khéc tién hanh bé sung 2 loai vi
khudn ¢6 lgi  Enterococcus  faecium — va
Carnobacterium divergens vao thuc an cho ca chép
trong 60 ngay. Ca & cac nghiém thirc duoc bd sung
ché phém sinh hoc cho theiy co su gia tang hoat tinh
cua té bao trung tinh, dong thoi cao nang cao ti 1&
song cuia ¢4 chép khi cam nhiém véi vi khuan gay
bénh Aeromonas hydrophila. Ti1¢ bao h cho ca lén
dén 78% (Ayyaru and Arul, 2011). BS sung ché
pham vi sinh vio thirc in ca ddng nghia véi viéc kich
hoat cac dong té bao bach cau co hat nhu t& bao
trung tinh trong qua trinh dap ing mién dich khong
dic hiéu cuia ¢4 nhim tiéu diét cac tac nhan gay bénh
(Wang et al., 2008).

3.1.5 Té bao lympho

Sau 2 dot thu mau, té bao lympho c6 ting nhe &
cac nghiém thic bd sung B. subtilis va FOS, tuy
nhién méat d§ lympho ctia c4 & NT2 va NT3 khong
khac biét so véi nghiém thire dbi chimg. Két qua té
bao lympho ¢ NT4 (8,09x10° tb/mm’) 1a cao nhat,
ting gdp 2 lan so véi nghiém thic d6i ching
(3,11x10° tb/mm?®) va khac biét c6 y nghia thong ké
s0 voi cac nghiém thirc con lai (p<0,05). Dot thu
mAiu & tuan thir 4 cho thdy mat do & bao lympho &
céc nghiém thirc déu ting cao hon so voi dot thu
mAu cta tuan thir 2 ngoai trir NT4, nhung sy khac
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biét nay khong co y nghia thdng ké (p>0,05) (Hinh
3).

Sau khi giy cam nhiém vo&i vi khuin S
agalactiae, mat do t& bao lympho cia ca & cac
nghiém thirc tiém vi khuan (3,18 — 11,84x103
tb/mm?) cao hon nghiém thirc tiém nuéc mudi sinh
1y (2,93 — 7,90x10° tb/mm?). Té bao lympho & cac
nghi¢m thirc NT3, NT4 (8,75 va 11,84x10’ tb/mm’)
tang cao c6 ¥ nghia thong ké (p<0,05), tuan ty gan
gip 3 va 4 lan so v6i nghiém thic d6i ching
(3,18x10° tb/mm?) (Hinh 3). Qua d6 cho thay, khi bo
sung B. subtilis két hop véi FOS vao thirc dn di kich
thich su gia tang sb luong té bao lympho, tir d6 kich
thich hoat dong cua bach cau va nang cao dap img
mién dich khong dic hiéu & ca.

Két qua thi nghiém nay twong tu véi két qua
nghién ctru ciia Maryam and Masood (2014) khi bd
sung B. subtilis vao thuc an cua ca hoi, 1am tang ti
1¢ té bao lympho trong mau cua ca. Té bao lympho
12 mot trong nhimg té bao mién dich quan trong dé
khang lai tac nhan gay bénh 1a vi sinh vat thong qua
viée kich hoat té bao Th2, kich thich tiét ra cac
cytokine bao gom interleukin 4, tang cudng su phat
trién cua cac te bao tlen than cua té bao mau, biét
hoa cac dong té bao gbc va ting cuong hoat dong
ctia dai thyc bao (Vojgani, 2001). Su gia ting té bao
lympho trong méau cé ciing gian tiép lam tang kha
ning dap ing mién dich ctia c4, lam cé tré nén khoe
manh, ¢ stc dé khang tdt véi nhiéu tac nhan giy
bénh, cac yéu té kich thich, gy stress ciia moi
truong, didu nay s& cai thién ting truong, giam ti 18
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chét & ca nudi (Aly er al, 2008). Ngoai ra,
Hoseinifar ef al. (2011) cling quan sat va ghi nhan
mot sé chi tieu huyét hoc, bao gom chi s0
hemoglobin, tong bach ciu va ndng do té bao
lympno ting cao & cd Huso huso an thirc dn ¢ bd
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sung FOS. Tuy nhién nghién ctru bé sung Mannan
oligosaccharide cho ca H. huso giai doan gidng lai
khong anh huéng dén cic chi tiéu huyét hoc
(Razeghi et al., 2012)

ONT1 mNT2 mNT3 mNT4

Tiém NaCl Tiém vi khuan
Sau cdm nhiém

Hinh 3: Bi¢u d6 mat d9 té bao lympho (x10° tb/mm?) & c4 diéu hong sau khi cho in thirc in b6 sung B.
subtilis va FOS

Ghi chit: Cdc gid tri c6 ky tw giong nhau (a, b, ¢) thi khdc biét khong cé Y nghia thong ké trong ciing dot thu méu

(>0,05).
3.1.6 Tébao tiéu cau

Sau 2 va 4 tuan bo sung B. subtilis va FOS, mat
d té bao tiéu ciu ¢ cac nghiém thic déu khong thé
hign sy khéc biét vi nghiém thirc déi chimg
(p>0,05). Sau cam nhidm véi vi khuan, té bao tiéu
cdu clia ca & tat ca cac nghiém thirc deu tdng cao so
v6i cac nghiém thirc tiém nuéec mudi. Trong do,
nghi¢m thire NT3, NT4 (1,47 va 1,24x10° tb/mm’)
tang rit cao, gip 3 va 2 lan (tuan ty) va co y nghia
thong ké so v&i nghiém thire dbi chimg (0,52x10°
tb/mm?).

Su gia ting té bao tiéu cau cua ca ¢ thi nghiém
nay ciing tuong dong véi thi nghiém cia Pereira et
al. (2016) khi bd sung vi khuan co lgi Weisella
cibaria vao thirc an cho cé lai (Pseudoplatystoma
reticulatqu x P. corruscans?) lam ting s6 luong
té bao tiéu cau trong mau ciia ca. Jatoba et al. (2011)
ciing cho biét co su gia tang sb luong té bao tiéu cau
& ¢4 16 phi khi sir dung thirc dn ¢6 bo sung vi khuan
lactic L. plantarum. Tiéu cau cé vai trd quan trong
trong viéc dong mau, tuy nhién mét vai bao cdo cho
biét tiéu cau con co chire nang thue bao tiéu diét tac
nhan gy bénh & mot sb loai ca xuong (Stosik et al.,
2002).

3.1.7 Hoat tinh lysozyme

Sau 2 tudn bd sung B. subtilis va FOS, hoat tinh
lysozyme trong huy¢t thanh cua ca ¢ cac nghiém
thirc ¢ bo sung B. subtilis va FOS déu tang so véi
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nghiém thirc d6i ching, nhung khac biét khong c6 ¥
nghia thong ké (p>0,05). Tuy nhién, sau 4 tuan b
sung B. subtilis va FOS, hoat tinh lysozyme & céc
nghiém thirc NT2, NT3, NT4 (233,3; 255,4 va 260,7
mg/mL) ting dang ké va khéc biét c6 y nghia théng
ké (p<0,05) so véi nghiém thirc ddi chimg (170,2
mg/mL) (Hinh 5). Sau cam nhiém v&i vi khuén S.
agalactiae, hoat tinh lysozyme clia cd ¢ cac nghiém
thirc tiém vi khudn ting cao hon so véi ¢4 & cac
nghiém thtc tiém nudc mudi. Nghiém thirc NT3,
NT4 tiém vi khuén c6 hoat tinh lysozyme (318,7 va
296 mg/mL) cao hon va c¢6 ¥ nghia thong ké so véi
nghiém thirc d6i ching (218,2 mg/mL) (p<0,05).

Lysozyme la mdt protein c6 vai tro quan trong
trong hé mién dich. Protein nay c6 kha ning pha v&
véch té bao vi khudn va dugc tim thay trong dich
nhiy, mau va cac co quan c¢6 chira té bao bach cau
cua ca (Lie et al., 1989). Hoat tinh lysozyme cua ca
dugc bd sung ché phdm vi sinh ting cao ciing di
dugc mo ta trong nhiéu thi nghiém trudc day (Aly et
al.,, 2008; Marzouk et al., 2008; Akrami et al.,
2013). Guilherme et al. (2014) bd sung B. subtilis
vao thuc an cho ca rd phi (Oreochromis niloticus)
nudi & nhidu méat d¢ khic nhau. Két qua cho thay
hoat tinh lysozyme tdng cao ¢ nhitng ca nudi & mat
dd cao c6 bo sung B. subtilis, trong khi nhiing ca sir
dung thte an d6i chimg, sdng & mat do cao lai cho
hoat tinh lysozyme thép nhit. Maryam and Masood
(2014) cho biét ca hdi st dung thic dn bd sung B.
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subtilis trong 30 ngay cling gia tang hoat tinh
lysozyme, mat do bach ciu, albumin cua huyét
thanh va tong khang thé so véi ca & nghiém thuc ddi
chimg. Ngoai ra, bd sung FOS va Bacillus
licheneformis cho ca Megalobrama terminalis cling
lam té bao bach ciu, hoat tinh lysozyme va hoat tinh
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bd thé tang cao (Zhang et al., 2014). Su gia ting cua
hoat tinh lysozyme & ca duoc bd sung vi khudn co
loi 1a do céc vi khuan nay kich thich té bao bach cau
tang cao boi lysozyme trong huyét thanh cia ca
dugc giai phong tir cac té bao bach cau (Lie et al.,
1989).

EBNT3

B NT4 b
b b

Tiém NaCl  Tiém vi khuan
Sau cam nhiém

Hinh 5: Hoat tinh lysozyme & c4 diéu hong dwoc bo sung B. subtilis va FOS.

Ghi chii: Cdc gid tri c6 ky tir giong nhau (a, b, ¢) thi khdc biét khéng cé ¥ nghia thong ké trong ciing dot thu méu

(>0,05).

3.2 Anh huéng ciia bo sung FOS va vi
khuin B. subtilis dén kha niing khang vi khuin
Streptococcus agalactiae trén ca diéu hong

C4 sau khi tiém, vi khuén boi 1o 4o, mét phuong
huéng, mét 16i va duc, trén than ¢ nhitng d6m xuat
huyét & vay nguc va vay bung, mang tai nhat, bung

truong to, xoang bung c¢6 chira dich mau vang, ndi
tang bi xuét huyét va hoai tir. Cac dau higu néu trén
gibéng voi két qua da dugc ghi nhan trén c4 diéu hong
(Oreochromis sp.) nhiém vi khuin S. agalactiae
(Pang Thi Hoang Oanh va Nguyén Thanh Phuong,
2012) (Hinh 6).

7 -, .

[

Hinh 6: Déau hiéu bénh Iy ciia ca. A. Mit 16i; B. Gan xuét huyét va hoai tir; C. Bung trwong to

Sau 14 ngay cam nhiém vo&i vi khuan S.
agalactiae, nghiém thirc d6i ching (NT1) va
nghiém thirc bd sung vi khuén B. subtilis don (NT2)
bat ddu c6 ca chét vao ngay thir 2 va ti 1¢ chét ting

60

nhanh tir ngay thir 4 &én ngay thir 7. Nghiém thirc
NT1 c6 ti 16 chét tich lily cao nhit 67%, nghiém thirc
NT2 c6 ti 16 chét 60%. Trong khi dé, nghiém thirc
NT3 chi xuét hién ca chét & ngay thir 4, sau o ti 16
chét tang nhanh & ngay thir 6 va thir 7 va két thiic
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vao ngay thtr 10, ti 1& chét tich iy 1a 46,7%. O
nghiém thirc NT4, ca bit diu chét vao ngay thir 3 va
két thiic vao ngay thir 8 sau cam nhidm. Ti 18 chét
tich liiy & nghiém thiic nay 1a 26,7%, thap nhét va
khac biét co y nghia thong ké so voi cac nghiém thirc
con lai (p<0,05). Cac nghiém thirc dbi ching tiém
nude mudi sinh Iy khong xuat hién ca chét (Hinh 7).

Két qua thi nghiém ciing twong dong vai két qua
dugc mo ta boi Zhang ez al. (2014) khi bd sung FOS
va B. licheneformis cho ca Megalobrama terminalis
va cam nhiém v&i vi khuan deromonas hydrophila.
Ti 1é sdng cua ca & nghiém thirc bd sung FOS va B.
licheneformis cao hon so v&i ca & nghiém thic dbi
chimg, trong d6 ti 1¢é sdng cua ca dat cao nhét &
nghiém thic bd sung 0,3% FOS va 107 B.
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licheneformis. Faramazi et al. (2011) ciing cho biét
bd sung Lactobacillus acidophilus vao thic in ca
hdi (Oncorhynchus mykiss) 1am nang cao suc dé
khang ctia ca va tang ti 1é song ctia c khi cam nhidm
v6i vi khudn Pseudomonas aeruginosa. Mot bao cao
trude ddy cho biét vi khudn Bacillus han ché phat
trién cac loai vi khuan khac thong qua viéc canh
tranh thirc an va moi truong song, dong thoi chiing
ciing c6 thé tiéu diét cac loai vi khuan khéac do chiing
¢6 thé tao ra doc t (Aly et al., 2008).

Két qua tai dinh danh vi khuan Streptococcus
agalactiae cho thiy san pham PCR ciia 4 mau cam
nhiém vi khuén ctng véi di chimg duong déu xudt
hién vach & vi tri 220 bp dédc hiéu cua vi khuén S.
agalactiae (Hinh 8).
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Hinh 7: Ti I¢ chét tich lity ciia c4 sau khi caim nhiém véi vi khuin S. agalactiae
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Hinh 8: Két qua dién di san pham PCR

(GlengM thang do ADN 1 kb plus (Invitrogen); Gleng
(-): doi chimg am; Giéng (+): doi chimg duong; Giéng
1: NT1; Giéng 2: NT2; Giéng 3: NT3; Giéng 4: NT4)

4 KET LUAN

Bo sung B. subtilis 107 CFU/g don hay két hgp
véi FOS déu kich thich gia tang su dap ing mién

dich cua ca diéu hong thong qua vi€c gia tang mat
do tong hdng cau, tong bach cau, té bao lympho,
bach cau trung tinh, bach cau don nhén, tiéu ciu,
hoat tinh lysozyme va bé thé. Cé sir dung thirc in co
bd sung B. subtilis va FOS trong 4 tuan cho két qua
dap ing mién dich t6t hon & ca dugc bd sung trong
2 tuln. B6 sung B. subtilis 107 CFU/g va 0,5% FOS
vao thirc an kich thich céc chi tiéu mién dich tSt nhat
va lam tang kha nang khang khuan (Streptococcus
agalactiae) cua ca diéu hong cao nhat.
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