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ABSTRACT

The efficacy of florfenicol for control of mortality associated with
Flavobacterium columnare was studied in tilapia. F. columnare
T3-8/10 strain used for infection was tested for virulence by bath
challenge to tilapia (body weight: BW 14 - 16 g) and antimicrobial
sensitivity test. The results showed LDso of this bacterial strain
was 4.8 x 10* CFU/mL and it was sensitive to florfenicol. Ex-
periment for control mortality caused by the bacterium in tilapia
(BW 18 — 20 g) was designed with four treatments including neg-
ative control (unifected fish), positive control, NT10 and NT15
(infected with LDsg). Just after infection, fish in positive control,
NT10 and NT15 treatments were treated with florfenicol at doses
of 0, 10 and 15 mg/kg BW /day for 10 days, respectively, by feed-
ing fish with medicated feed. Mortality of fish in positive control
treatment after 14 days of infection was 54.0 & 5.47% and statisti-
cally different in comparison with those in negative control, NT10
and NT15 treatments were 0.0, 3.0 + 4.72 and 2.60 + 2.51%, re-
spectively (P < 0.05). Fish in NT10 and NT15 treatments were
sampled for testing florfenicol residue in the flesh at day 1, 16,
20 and 24 after treatment. The results showed florfenicol residue
levels in the flesh of sampled fish at all testing timepoints were sig-
nificantly lower in comparision with the safe concentration lower
than 1000 ppb regulated by the Ministry of Agriculture and Rural
Development of Vietnam.
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TOM TAT

Nghién cttu hiéu qué cta florfenicol trong kiém soat ty le chét do
Flavobacterium columnare dugc thyc hién trén ca roé phi. Ching F.
columnare T3-8/10 st dung cdm nhidm c4 véi lidu gay chét LDso ca
ro phi thi nghiém (14 — 16 g/ca) bing phuong phap tdm la 4,8 x 10*
CFU/mL va nhay cam vé6i florfenicol. Thi nghiém kiém soat benh do
F. columnare trén ca (18 — 20 g/c4) c6 bén nghigm thitc gom dbi chiing
am DC(-) khoéng gay nhiém; ddi chiing duong DC(+), NT10 va NT15
gay nhiém véi lidu LDso. Ngay sau khi gay nhiém, ca 6 DC(+), NT10
va NT15 duge cap florfenicol véi lidu tuong tng 0, 10 va 15 mg/kg
thé trong cé/ngay trong 10 ngay qua viéc cho c4 an thic an tron sin
khéng sinh. T 1& cA chét sau 14 ngay gay nhiém & DC(+) lén dén 54,0
+ 5,47% va khac bigt c6 ¥ nghia théng ké so véi ty 1 chét & DC(-),
NT10 va NT15 lan lugt 1a 0,0, 3,0 £ 4,72 va 2,60 + 2,51% (P < 0,05).
Ca & NT10 va NT15 duge thu mau kiém tra du lugng florfenicol trong
co thit vdo cac ngay 1, 16, 20 va 24 sau khi ngung cip florfenicol. Du
luong florfenicol trong co thit ca & tit ca cac thoi diém thu miu déu
thap hon rat nhiéu so v6i mitc 1000 ppb quy dinh bdi Bo Nong Nghiep

1. Dat Van Dé

Bénh do Flavobacterium columnare da xay ra
it nhat trén 36 loai ca nudi khip thé gisi, bao
gdm nhicéu loai cd nudi c6 gia tri kinh té quan
trong nhu ca da tron My, ca hdi van, ci tra va
cd ro phi (Edward, 2000). Tai Viét Nam, bénh
do F. columnare cling x4y ra vi gay ton that lon
cho nghé nuoi cé tra tham canh (Tu & ctv. 2012).
Bénh nay cing da anh huéng nghiém trong trén
ca ro phi nuodi. Ca tra, ro phi thuong bi hao hut
rat 16n sau khi c4 bi xay xat do van chuyén hodc
do thay déi diéu kién moi trudng dot ngot do con
mua 1én va kéo dai. Khi nhiém bénh nay, ca chét
nhanh trong thoi gian tit 2 - 4 ngay sau khi c6
biéu hien benh 1y. Ti 1é ca chét khoang 80 - 100%
dbi véi ca uwong trong bé va 35 - 60% nuoi ¢ ao
dat (Tu & ctv., 2012).

Florfenicol 14 khang sinh phd rong c6 thé ding
trong didu tri va lam gidm ti 1é chét do nhiéu loai
bénh trén ca nhu bénh viém rudt va nhiém tring
huyét trén ci da tron My do Edwardsiella ic-
taluri (McGinnis & ctv., 2003), bénh nhiém trung
méu Streptococcus iniae, bénh théi mang, mon

va Phat Trién Nong Thon Viet Nam.

dudi trén ca ro phi do F. columnare (Gaunt &
ctv., 2010). Florfenicol da dugc céc nghién citu
st dung & liu 10 va 15 mg florfenicol/kg thé
trong cd/ngay véi lieu trinh diéu tri trong 10
ngay. Khang sinh nay dugc phép st dung trong
tri cdc bénh nhiém khudn cho ca nudi tai 25 nude
tren thé gisi ké cd My (Gaunt & ctv., 2010). Tai
Viét Nam, florfenicol dugc cho phép st dung han
ché véi du lugng trong co thit ca sau khi thu
hoach & mitc thap hon 1000 ppb (Danh muc héa
chat khang sinh han ché st dung trong san xuit
kinh doanh thiiy sén, thong tu s6 15/2009/TT-
BNN ngay 17 thing 3 nidm 2009 ctia Bo trudng
Bo Nong Nghiép va Phat Trién Nong Thon).

Ca 16 phi ¢6 san lugng nudi ude dat 200 ngan
tan/ndm tai Viet nam. C4 dugc nudi chi yéu
trong 1dng, beé trén song. Hinh thic nudi nay cé
han ché 16n nhat 1a kha ning kiém soat bénh do
sy lay lan ty do ctia mam bénh trong nudc song
va be nuodi. Thém viao dé, viee 4p dung tryc tiép
céc chét sat khuan vao nudc trong bé nudi nhu
treo ti thubc trong be hay tat truc tiép vio be
thudng khong cé hiéu qua phong tri bénh cao do
khong thé duy tri duge nong do héa chat trong
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nuée trong thoi gian dit dai cho viéc sat khuan.
Do han ché trén nén viéc tri bénh cho ca nudi be
chtt yéu van duge ap dung qua dudng tiéu héa,
cu thé 13 bien phap tam thubc vao thic &n cho
ca an.

Nghién citu hieu qué ciia florfenicol trong kiém
soat ty lé chét trén c4 ro phi nudi nhiém F.
columnare 13 yéu cau cip thiét nhim han ché
dugc tac hai clia bénh va nang cao ty 1& séng trong
khi chwa ¢6 bién phap phong bénh hiéu qua. Muc
tieu clia nghién citu nham danh gia hiéu qua ctia
florfenicol véi cac liéu cap thuéc qua dudng tieu
héa trong kiém soat tj 1é chét clia ¢4 ro phi nhiém
F. columnare trong diéu kién phong thi nghiém.

2. Vat Liéu va Phuong Phap Nghién Cdu
2.1. Vi khudn Flavobacterium columnare

Ching Flavobacterium columnare T3-8/10
phan lap tit c4 r6 phi bi bénh mon vay cut dudi
vao nam 2016 luu git tai phong thi nghiém Bénh
Hoc Thuy San, Truong Dai Hoc Nong Lam dugc
stt dung trong nghién cttu nay. Ching vi khuan
nay da duoc dinh danh bing dic diém hinh thai,
sinh héa v& sinh hoc phan tit. Vi khuan tit 6ng
gibng goc duge cay tren Cytophaga agar (CA),
1 6 28°C trong 72 gis. Khuan lac dic trung ciia
vi khuan c6 mau vang nhat dang ré cay, dinh
chat vao mat thach duge tang sinh trong Cy-
tophaga Broth (CB) 6 nhiét do phong trong 48
gio trén may lac ngang v6i toc do 100 1an/phat.
Canh khuan nay dugc st dung cho thi nghiem
cam nhiém.

2.2. Phan lap va dinh danh Flavobacterium
columnare

C4 beénh tir cac thi nghiém cam nhiém duge thu
mAu kiém tra sw cAm nhidm vi khuén tai cac vét
loét trén da va vay bi mon. Nhé6t da tai cac vi tri
nay dugc soi tusi va nhudém gram, quan sat hinh
thai dudi kinh hién vi. Mau cdy ria mau nhét tir
cac vét thuong dudce thyc hién trén moi trusng
chon loc CA bd sung polymyxin B 10 IU/mL va
neomycin 10 pg/mL (Sigma-Aldrich). Cac dia cay
phan lap duge 1 & 28°C trong 72 gis. Sau do,
vi khuan duge cdy thuan bing cach chon nhitng
khuan lac dic trung, ding rieng 18 ciy ria lén moi
truong CA mdi.

Céc gbc vi khuan phan lap thuan duge dinh
danh bing kj thuat Polymerase Chain Reaction
(PCR). Kit NKALKLYS-DNAPREP ctia Cong

ty Trach Nhiém Hou Han Dich Vu Thuong Mai
Nam Khoa (cong ty Nam Khoa) duge st dung ly
trich DNA tit vi khudn phan lap thuan. Khuén lac
vi khuan duge cho vao éng eppendorf 1,5 L chia
500 L dung dich tach chiét, 4 ¢ 96°C trong 10
phiit trong budng @ nhiét kho, lam lanh nhanh
trong khay da trong 10 phuat, sau do ly tam &
13.000 rpm trong 5 phit. 10 pL dich ndi duge
pha loang véi 40 uL TE 1X, danh khudy trong 5
giay va sit dung nhu mach khuén DNA cho phan
ung PCR.

Ky thuat PCR mot buée duge ap dung dé
phat hien Flavobacterium columnare. Cap moi
FcFd (5-TGCGGCTGGATCACCTCCTTTC-
TAGAGACA-3’ va FcRs (5-TAATYRCTAAA-
GATGTTCTTTCTACTTGTT TG-3" dugc su
dung khuéch dai doan gen cé kich thuéc 504 bp
(Panangala & ctv., 2007). Moi dugc cung cap ti
cong ty IDT (M¥) v6i nong do goe 14 100 M (100
pmoles/pL). Thanh phan phan ting PCR v6i thé
tich 25 uL gom Gotag Green Master Mix 2X 12,5
pL, moi xuoi FeFd (20 uM) 0,5 pl, mdi nguge
FcRs (20 upM) 0,5 pL, nuée khong chia DNA 9,5
uL vA DNA ly trich 2 uL. Phan ting khuéch dai
dugc thyc hién trong may luan nhiét BioRad iQ5
v6i quy trinh nhiét gom 1 chu k¥ kich hoat poly-
merase (95°C, 17), 30 chu k¥ bién tinh, bat cip
va tong hgp (theo thit ty 95°C, 30 giay; 63°C, 45
giay va 72°C, 30 giay) va cudi ciing 1 chu ky kéo
dai mach (72°C, 10’). San pham khuéch dai duge
dien di trén gel agarose 3%.

2.3. Xac dinh lidu LDs

Ca ro phi, trong lugng 14 — 16 g/ca, duge sit
dung trong cac thi nghiém cdm nhiém. Truéc khi
thuc hién céc thi nghiem, ndm c& thé ca dugc
kiém tra ngdu nhién tinh trang nhiém ky sinh
trén da vi mang dudi kinh hién vi va nhiém khuan
bing cach ciy miu gan, than va lach trén moi
truong Brain Heart Infusion agar. Sau do, ca dugce
dua vao bé 75 L chita 50 L nude truée khi gay
nhiém 7 ngay cho thich nghi v6i moi truong nude
trong bé.

Moi truong CB da ting sinh ching F.
columnare T3-8/10 duge diéu chinh vé mat do
quang OD 0,2 6 bu6c séng 590 nm va xac dinh
mat do vi khuan bing phuong phap cay trang
dém s6 khuan lac phat trién trén moi trusng CA
duge sit dung gay nhiém cho ca.

Thi nghiém dudc b tri theo phuong phap hoan
toan ngau nhién v6i bén nghiém thitc cé cac lieu
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gay nhiém chénh léch nhau 10 1an (theo thit tu
tit thap dén cao gom nghiém thic T1, T2, T3 va
T4) va 1 nghiém thitc d6i chiing (DC) khong gay
nhifm. C4 dudc gay nhiém bing phuong phip
tdm, moéi nghiém thic c6 2 lan lap lai véi 20
ca/lan lap lai. Stt dung 500 mL canh CB da dugc
diéu chinh OD vao bé nudi ca chita 49,5 L nudc.
Sau d6, lay 5 L nu6c tit bé nay chuyén sang bé
thit hai chita 45 L nuée. Tiép tuc lam nhu vay cho
dén bé thit 4. Nudc trong bé ciia nghiem thiic déi
chitng khong chita canh khuan gay benh.

Ca dugc cho an thic #n Aquaxcel 7404
(Cargill) v6i mic 4% trong lugng than/ngay chia
lam 2 lan (8 giv va 16 git). Nudc trong bé duge
suc khi lién tuc va thay 20 — 30% nuéc mdi ngay.
Nhiét do phong gay bénh dugc git § miic 25°C
bang méy diéu hoa nhiet do. Cac bé thi nghiem
duge chdam s6c nhu nhau. Cac chi tieu NHs, pH
va oxy hoa tan (DO) ctia nuée trong bé duge
kiém tra cdch 3 ngay 1 lan vao lic 8 git sang
béng bo kit Sera. Nhiet do duge do 2 lan/ngay (8
gid va 16 gio) bang nhiet ké rugu. Trieu ching,
bénh tich ciia ca bénh, sb ca chét trong bé duge
ghi nhan ngay hai 1an lién tuc sudt 14 ngdy sau
gay nhiém. C4 bénh dugc thu mau ciy phan lap
vi khuan va tién hanh dinh danh bing k§ thuat
PCR xéac dinh tac nhan gay chét déi véi ca. Lidu
LDsg dugc xac dinh theo phuong phap ciia Reed
& Muench (1938).

2.4. Dac diém nhay khang sinh ctia Flavobac-
terium columnare

Sau loai dia khang sinh gom florfenicol
30 pg (Oxoid),ampicillin 10 pg, doxycycline
30 pg, gentamycin 10 pg, tetracycline 30 ug
va trimethoprim-sulfamethoxazole 1,25/23,75 ug
(Cong ty Nam Khoa) dugc sit dung kiém tra tinh
nhay cam khang sinh ctia chiing F. columnare T3-
8/10. Thi nghiem dugc thuyc hién theo phuong
phap Bauer — Kirbry vé6i moéi truong Mueller-
Hinton Agar (Merck). Dudng kinh vong vo khuan
dugc ghi nhan sau 72 gio 1 ¢ 28°C. Tinh nhay cam
khéng sinh ctia vi khuan duge xac dinh diya viao
huéng dan chuan dugng kinh ctia vong vo khuan
theo tai liu McGinnis & ctv. (2003).

2.5. Stt dung florfenicol kiém soat bénh

Ca ro phi, trong lugng 19 - 21 g/ca, duge sit
dung trong thi nghiém nay. Cach tang sinh vi
khuén, gay nhiém va chim séc ca sau gay nhiém
cling nhu phan 1ap dinh danh vi khudn xac dinh

tac nhan gay bénh dugc thyc hién tuong ty nhu
6 thi nghiém xéac dinh LDs5g.

Thitc &n Aquaxcel 7404 (Cargill) duge nghién
va tron vdi florfenicol (Virbac) 6 hai mic 500 va
750 mg/kg thiic &n. Thitc an d6i chiing khong ¢6
florfenicol. Sau d6 cac thiic an duge bd sung 1%
Carboxy Methyl Cellulose (chat két dinh), tai ép
vién v6i dudng kinh 1 mm, siy & nhiet do 50°C
trong 6 gi v bao quan & ti dong -20°C cho dén
khi st dung.

Thi nghiém dudgc bé tri theo phuong phip hoan
toan ngau nhién vé6i 4 nghiem thitc (NT) gom doi
chitng am DC(-), d6i chiing duong DC(+) duge
cho an thic an khong c6 florfenicol; va NT10 va
NT15 dugc cho an thic dn c¢6 ham lugng florfeni-
col 1an lugt 1a 500 va 750 mg/kg tuong tng véi
lidu florfenicol kiém sodt benh 1a 10 va 15 mg/kg
thé trong ca. M&i NT ¢6 5 1an lap lai v6i 20 ca/lan
lap lai. Tt ngdy 1 dén ngay 10 sau khi gay nhiém,
cd 6 NT DC(-) va DC(+) dugc cho #n thic dn
khong c¢6 florfenicol, ca 6 NT10 va NT15 dugce cho
an thitc an c6 florfenicol. Tt ngay 11 dén ngay 24,
cé trong tat ca cac nghiém thitc duge cho #n thitc
an khong co florfenicol. Lugng thic &n cho ca &n
trong ngay tuong tng 4% trong lugng than.

2.6. Kiém tra ham lugng va du lugng cua flor-
fenicol trong thic &n va co thit ca

Thiic an st dung cho ca & cac nghiém thic cta
thi nghiem st dung florfenicol kiém soat bénh
duge giii mau xét nghiém ham lugng florfenicol
tai Trung Tam Dich Vu Phan Tich Thi Nghiém
thanh phé H& Chi Minh.

C4 thi nghiém cta cic nghiém thic NT10 va
NT15 dugc thu miu kiém tra du lugng florfenicol
trong cd thit vao cac ngay 1, 16, 20 va 24 sau khi
ngung st dung thitc dn c6 florfenicol (tuong ting
v6i cac ngay 11, 26, 30 va 34 sau khi gay nhiém véi
F. columnare). M&i thdi diém thu 1 ca/nghiem
thite. S6 ca thu vao ngay 11 sau gay nhiém khong
dudc tinh vao ty 1é ca chét clia cac nghiém thiic.
Ca dudc gay meé trong nuéc pha thubc gay me
AQUIS® (Bayer) 10 ppm, sau dé duge danh vay,
16¢ ludn thit hai bén co thé cho vao tai nhya rieng
va béo quan ¢ -20°C cho dén khi dugc giti mau
phan tich.

2.7. Phan tich théng ké

Ty 1& ca chét (%) duge chuyén déi sang gid tri
arcsin can bac hai clia ty 1& chét, sau dé thiét
lap bang ANOVA xac dinh sy khac bigt gitta
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cac nghiém thic va phan tich sy khac biét gita
cac nghiém thic & xac suat P < 0,05 bang tric
nghiém Duncan véi phan mém SPSS 16.0.

3. Két Qua va Thao Luan

3.1. Kiém tra stc khée ca trudc khi cAm nhidm
va chéit lugng nudc trong bé ca

Trude khi gay nhiém, ca duge kiém tra tinh
trang nhiém ky sinh triing trén mang va da ciing
nhu tinh trang nhiém khuén trong noi quan gan,
than va lach. Két qua kiém tra cho thay khong
phét hién sy hién dién cta ky sinh trung tir cac
mau nhét, da vi mang ciia ca duge kiém tra. Két
qué kiém tra nhiém khuan ciing cho thay khong
phat hien sy hién dién ctia bat ky khuan lac vi
khudn tit cac mau cdy gan, than va lach cla ca
kiém tra.

Céc chi tieu chat lugng nude trong bé clia ci
hai thi nghiém xéac dinh LDsy v& kiém soat ty le
chét ctia ca do F. columnare ghi nhan dudc déu
dao dong trong khodng gidi han thich hgp cho
st song va phat trién binh thuong ciia ca ro6 phi.
Do nhiét do phong thi nghiem gay benh dugc 6n
dinh béi méy diéu hoa nhiét do nén nhiét d6é nude
trong bé duy tri trong khoang 25 — 28°C. Day la
khoang nhiét do thich hgp cho F. columnare gay
bénh trén ca (Robert & ctv., 1998). Nudc trong
bé dugc suc khi lien tuc nén DO ludn duy tri
¢ mitc 5 — 7 mg/L. Thém vao d6, céc bé dude
thay 20 - 30% lugng nuéc mdi ngay nén pH it
bién dong (6,5 — 7,5) va NH3 & nong do rat thap
(0,0001 - 0,0005 mg/L).

Két qua kiém tra khang sinh do cho théay chiing
F. columnare T3-8/10 nhay hoan toan véi 6 loai
khéng sinh kiém tra, trong d6 dudng kinh vong vo
khuén tai dia florfenicol lén dén 52 mm (Béng 2).
Theo Tu & ctv. (2012), cac ching F. columnare
phan 18p tir ca tra c6 ty 1¢ 85% nhay véi ampi-
cillin va tetracyclin va 30% nhay véi Trimetho-
prime/Sulfamethoxazol. Rahman & ctv. (2010)
bao cao cac chiung F. columnare phan lap tir ca
r6 dong nhay cadm véi chloramphenicol, oxyte-
tracycline, erythromycin va streptomycin. Trong
nghién citu nay, chiing F. columnare T3-8/10 van
con nhay cdm v6i nhidu loai khang sinh. Florfeni-
col cho vong vo khuan cé dudong kinh 16n nhat
nén khang sinh nay dugce uvu tién dugc chon st
dung trong kiém soat benh théi dusi, mon vay
do F. columnare trén cé rd phi.

3.2. Liéu LDs;, cua chiing Flavobacterium
columnare T3-8/10

3.2.1. Phan lap va dinh danh F. columnare

Ca bénh dugc thu mau, soi tuci vd nhudm
Gram mau nhét tai cac vi tri loét da vA mon
vay duéi kinh hién vi. Rat nhiéu vi khuan dang
sgi, méanh, kich thudc khoang 10 -20 pm va di
dong manh c6 thé quan sat dugc trong méu soi
tuoi nhét da. Cac vi khuan dang sgi manh nay
bét mau Gram am khi dugc nhuom Gram (Hinh
1). Day chinh 14 hinh thai dic trung ctia vi khuan
dang sgi F. columnare da dugc bao cao phan lap
tit ca ro phi (Oreochromis niloticus) (Figueido &
ctv., 2005) va ca r6 dong (Anabas testudenius)
(Rahman & ctv., 2010).

Khi ciy phan 1ap cic miu nhét trén mai trusng
chon loc Cytophaga agar c6 b sung khang sinh
neomycin va polymycin, cac khuan lac c6 mau
vang nhat, ria dang ré cay bam chat vao bé mit
thach xuat hien o sau khi @ 6 28°C, 72 gis (Hinh
2). Tit cac mau cay phan lap, vi khuan da duge
phan lap thuan trén moéi trudng Cytophaga dudc
kiém tra bing phan ing PCR véi cip moi dic
hiéu FcFd/FcRs. Tat c vi khuan phan lap déu
cho bang DNA c¢6 kich thuge khodng 504 bp trén
bang dién di (Hinh 3).

3.2.2. Két qua gay nhiém va xic dinh LDjg

Két qua kiém tra mat do F. columnare trong
moéi truong ting sinh diéu chinh vé OD 0,2 biang
phuong phéap ciy trang trén Cytophaga agar dat
8,7 x 108 CFU/mL. Nhu vay, liéu gay nhiém ctia
cac nghiém thic T1, T2, T3 va T4 lan lugt 1a
8,7 x 10%, 8,7 x 10%, 8,7 x 10° va 8,7 x 10°
CFU/mL.

Ngay dau tién sau gay nhiém ca vAn c6 biéu
hién binh thuong. Tuy nhién, sang ngay tha hai
c4 c6 biéu hién 15 do va gidm bat moi. Ca chét tit
ngay thtt 2 tré di va sd lugng chét tang dan cho
dén ngay thit 12 sau gay nhiém. Lidu gay nhiém
cao hon cho s6 lugng c4 chét nhidu hon. C4 bénh
nhe trén da va vay tiét nhiéu nhét. C4 bénh nang
c¢6 ving da hai bén than bi 16 loét va vay tua
rach, cut, ddc biét 1a vay dudi (Hinh 4).

S6 lugng va ty 1é ca chét trung binh ctia cac
nghiém thtc trong thi nghiém xac dinh LDsq
dugc trinh bay & Bang 3. T lé ca chét cong don
nhoé hon 50% va 1én hon 50% s6 ca thi nghiem
thudc cac nghiém thic T1 va T2 v6i mat do vi
khuan gay nhiém lan lugt 1a 8,7 x 10% va 8,7
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Bang 1. B tri thi nghiem kiém soat bénh do F. columnare bing florfenicol

Liéu florfenicol

Nghiém thrtc (meg/kg ca) Gay nhiém Cho &n tir ngay 1 -10 Cho &n tir ngay 11 -24

R Thic an Thic an

bC () 0 Khong khong ¢6 florfenicol khong c6 florfenicol
. Thic an Thic an

bC (+) 0 co khong ¢6 florfenicol khong c6 florfenicol
. Thic an Thic an

NT10 10 o ¢6 florfenicol khong c6 florfenicol
NT15 15 6 Thitc an Thitc an

c6 florfenicol khong c6 florfenicol

Bang 2. Duong kinh vong vo khuan (mm) ctia chiing F. columnare T3-8/10

Khéang sinh Ham lugng (pg) Nhay Khang T3-8/10
Ampicillin 10 >17 <13 32
Doxycycline 30 >16 <12 32
Florfenicol 30 >19 <14 52
Gentamycin 10 >15 <12 28
Tetracycline 30 >19 <14 40
Trimethoprim/sulfamethoxazole 1,25/23,75 >16 <10 26
e
‘.l !
3

Hinh 1. Hinh thai Flavobacterium columnare. Soi tuci (A) va nhuom Gram (B), (kich thudc thanh: 10 pm).

x 10* CFU/mL. Ké qui tinh toan lidu LDs
ctia ching F. columnare T3-8/10 theo phuong
phép ciia Reed & Muench (1938) dat 4,8 x 10*
CFU/mL.

Flavobacterium columnare 13 vi khudn hién
dién trong hau hét moi truong nudi thiy san. Vi
khuadn nay dugc xem la mam beénh co hoi khi
ca bi stress do chat lugng moi trudng nudi kém
nhu oxy hoa tan thip, ndng d6 ammonia, nitrite
tang cao hay ca bi xay sat do co hoc nhu van
chuyén, danh bit (Robert & ctv., 1998). Do dé
trong cac thi nghiém giy cAdm nhiém véi mam

benh co hoi, liéu gay bénh can phai kha 16n dé
gay nhiém thanh cong. Cac két qua nghién citu
da dugc cong b cho thiy lidu LDsg khi gay bénh
béng phuong phap ngam cho ca tra (Pangasian-
odon hypophthalmus) 1a 3,2 x 105 CFU/mL (Tu
& ctv. 2012). Rahman & ctv. (2010) da gay nhiém
c4 ro dong biang phuong phap ngam & mat do 3
-5 x 108 CFU/mL v6i cac ching F. columnare
khéc nhau va da ghi nhan ty 1é ca chét thay déi
tr 40 — 100%. Tuy nhién, Figueido & ctv. (2005)
da khong thanh khi gay nhiém c4 da tron My (Ic-
talurus punctatus) bang phuong phap ngam véi
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Bang 3. S6 lugng va ty 1é ca chét trung binh trong thi nghiém xac dinh LDsg

S6 ca chét  S6 casdng Ty lé chét

Nghiém thic  Lap lai S ¢4 bd tri/lan lap lai cong ddn  cong don  cong dén (%)
T1 2 20 9 25,5 26,1
T2 2 20 21,5 14,5 82,7
T3 2 20 36.5 7 83,9
T4 2 20 54,5 P 96,5

Hinh 2. Phéan lap Flavobacterium columnare tt ca
ro phi. Khudn lac tit miu ciy vét loét da cé ro phi co
mau vang nhat, dang ré cay trén moi truong thach
Cytopha bd sung polymyxin va neomycin sau 72 gid
16 28°C.

mat do vi khuan gay nhiém 3,0 x 107 CFU/mL.
Trong thi nghiém nay c4 dugc gay nhiém bing
phuong phap tdm véi thdi gian tiép xtc gitta ca
va chiing F. columnare T3-8/10 khong gidi han
v6i két qua LDsg dat 4,8 x 10* CFU/mL va thap
hon so v6i nghién citu truée day. So v6i phuong
phap ngam, phuong phap tim hoan toan khong
gay stress cho ca vi khong can chuyén ca sang
bé ngam vi khuan. C4 khong bi stress nén khong
anh huéng dén mutc do bit moi 1a thic #n cé
florfenicol trong thi nghiem kiém soat benh.

3.3. Kiém soat bénh do F. columnare

3.3.1. Lugng thic an ca tiéu thu

Bang 4 trinh bay lugng thitc dn ca dn & cac
nghiém thitc. Két qua cho thay ca & nghiém thitc
DC(-) tieu thu thitc an nhiéu nhat va thap nhat
la ca & DC(+). C4 6 NT10 va NT15 c6 lugng
tieu thu thitc #n thap hon DC(-) tuy nhién sy
khéc biét nay la khong dang ké. Két qua nay
cho thay ham lugng 500 va 750 mg/kg florfeni-
col trong thic sn khong anh hudng dén mic do

bat mdi clia ca ro phi.
3.3.2. Ham lugng florfenicol trong thic an

Két qua kiém tra ham lugng florfenicol trong
thitc &n ctia cac nghigm thitc NT10 va NT15 1an
lugt 1a 407,6 va 678,2 mg/kg. So véi du dinh
ham lugng florfenicol 500 va 750 mg/kg thic an,
ham Iugng florfenicol thyc té c¢6 trong thitc &n st
dung cho ca  NT10 va NT15 thap hon. Trong thi
nghiém nay, ca c6 trong lugng trung binh khoang
20 g/ca. Lugng florfenicol mot ca thé ca trong
NT10 va NT15 can tiéu thy lan lugt 0,2 va 0,3
mg/ngay nham dat duge lidu chi dinh florfenicol
10 va 15 mg/kg cd/ngay. Tu két qué trinh bay
4 bang 7, mot ca thé ca trong NT10 va NT15
in lugng thic &n lan lugt 0,75 va 0,76 g/ngay.
Nhu vay, luong florfenicol mot cé thé c4 trong
nghiém thitc NT10 va NT15 tiéu thu lan lugt 1
0,54 va 0,89 mg/ngay. Roiha va ctv. (2011) da ap
dung liéu chi dinh florfenicol 10 mg/kg ca/ngay
trong diéu tri nhiém khuan F. columnare trén
au trung ca halibut (Hippoglossus hippoglossus).
Tuy nhién, Iugng florohenicol thirc tién du trung
ca trong cac nghiém thic tiéu thu léen dén 30 —
115 mg/kg cé/ngay. Cac két qua trén cho thay
viéc cap thube cho ca theo ding liéu chi dinh c6
phan khé khin hon so v6i dong vat trén can. Tuy
nhién, dac biét ddi véi khang sinh, lwgng khang
sinh ca tieu thu duge thuc té khé c6 thé ding
nhung can cao hon lidu chi dinh nham dat hieu
qué diéu tri cao va han ché tinh trang vi khuan
trd nén dé khang khang sinh.

3.3.3. Ty 1& ca chét 6 cac nghiém thiic

C4a dudc gay nhiém bing phuong phap tam véi
litu F. columnare 6,9 x 104 CFU/mL (xap xi
v6i lieu LDsg 4,8 + 104 CFU/mL). Sau 14 ngay
gay beénh, cd § cac bé dbéi chitng am van boi 16i
linh hoat, phan ng nhanh nhen véi tiéng dong.
Trén co thé ca khong thaiy xudt hién bat cid dau
hiéu nhiém bénh nao. Diéu nay ching té ca &
nghiem thitc DC(-) vAn hoan toan khoe manh. O
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<« Bing DNA 500 bp

Hinh 3. Anh dien di san pham PCR phat hien Flavobacterium columnare clia cic gbc vi khudn phan lap

tit c4 ro phi (bang DNA dic hiéu 504 bp).

Giéng 1: Déi chiing (-). Giéng 2 - 4: Céc goc vi khudn phan 1ap tit c4 bénh ctia thi nghiem LDso.
Giéng 5: Chiing F. columnare T3-8/10. Giéng 6-8: Cac gbc vi khudn phan 1ap tit c4 bénh clia thi nghiem
kiém soat ty lé ca chét do F. columnare bing florfenicol. Giéng LD: Thang DNA 100 bp.

Bang 4. Lugng thiic c4 #n trong 10 ngay thi nghiém kiém soat benh

NT  S6 lugng ca Tong lugng thiic an (g) Lugng thitc dn (g) mot ca thé ca an/ngay
DCO) 100 TTTA 0,78
PC(+) 100 602,2 0,60
NT 10 100 749.,0 0,75
NT 15 100 763,0 0,76

Hinh 4. Biéu hién bén ngoai cia ca bénh trong thi
nghiém LDsg.

cac nghiém thitc gay nhiém, tit ngay thit 2 ca bit
dau chét ¢ DC(+) va NT 10. Trong khi d6 ca &
NT15 chi bat dau chét tir ngay thit 3. C4 § DC(+)

c6 ty lé chét tang lién tuc dén ngay thi 13. Cac
nghiém thitc sit dung florfenicol hoan toan khong
con ¢4 chét sau ngdy thit 3 8 NT10 va ngay thit 6
& NT15 (Hinh 5). Ty 1& ca chét sau 14 ngay gay
nhiém 6 DC(+) len dén 54.0 £+ 5.47% va khac
biét ¢6 ¥ nghia thong ke (P < 0,05) so vé6i ty e
chét & DC(-), NT10 va NT15 lan lugt 1a 0,0; 3,0
+ 4,72 va 2,60 + 2,51%. T¥ 1é ca chét & nghiém
thie NT10 va NT15 khéc biét khong ¢6 § nghia
thong ke so véi 6 DC(-) (P > 0,05).

TAt ci ca chét déu xudt hién cac biéu hien vet
trdng & dudi, hai bén than vi méit nhiéu nhét.
Vimg da bi nhiém khudn méit di mau sang tu
nhién, & mép vét thuong c6 mau xam, tring bao
quanh. Cac vay , dac biét la vay dudi, bi mon va
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Hinh 5. Ty 18 ca chét (%) trong thi nghiém kiém soat cdm nhiém F. columnare béng florfenicol.

cut dan. Két qua phan lap va dinh danh vi khuan
bang k§ thuat PCR cho thay F. columnare 13 tac
nhan duy nhit gay bénh nay trén cé ro phi trong
qué trinh tién hanh thi nghiém tri bénh.

Florfenicol 1a khéng sinh da dugc st dung véi
licu 10 va 15 mg/kg ca v6i ligu trinh 10 ngay
lien tuc nhim kiém sodt nhiéu bénh nhidm khuin
trén nhiéu loai ca khac nhau nhu Francisella asi-
atica trén ca ro phi (Esteban & ctv., 2010), F.
columnare trén au trung ca halibut (Hippoglossus
hippoglossus) (Roiha & ctv., 2011), F. columnare
trén cé sunshine bass (cd me Morone chrysops lai
ca bd Morone sazatilis) (Darwish & ctv., 2012) va
Edwardsiella ictaluri trén loai ca da tron My (Ic-
talurus punctatus) (Patricia & ctv., 2006). Dar-
wish & ctv. (2012) bao céo két qua st dung
florfenicol lidu 15 mg/kg thé trong cé trong licu
trinh 10 ngay diéu tri nhiém khuan ty nhien F.
columnare trén ca sunshine bass da nang cao ty lé
séng lén 90% so véi ca khong duge diéu tri 1a 71%.
Roiha & ctv. (2011) véi lieu va lieu trinh diéu tri
nhu trén da thanh cong trong diéu tri nhiém F.
columnare trén au tring ca halibut (Hippoglossus
hippoglossus). Két qua cho thiy toan bo au tring
trong céc bé khong duge diéu tri chét trong vong
6 ngay sau khi c6 biéu hién benh. Trong khi do,
Au triing & cac bé diéu tri sau 2 ngay da gidm
dang ké ty lé chét va sau 6 ngay ca binh phuc
hoan toan. Ty lé chét clia Au tring & ca bé nay
chi 6 muc 32%.

3.3.4. Du lugng florfenicol trong cd thit ca

Két qua kiém tra du lugng florfenicol trong co
thit ca dugc trinh bay ¢ Bang 5. Thai gian ngung
st dung mot loai khang sinh truée khi thu hoach
c4 néu khong dude quy dinh cu thé cé thé ap
dung theo mitc 500 do ngay. Do 1a nhiét do trung
binh ctia moéi truong nudce trong thoi gian ngung
khang sinh (Edward, 2000). Nhiét do nudc trong
céc bé thi nghiém kiém soat bénh bién dong trong
khoang 25 — 28°C. Nhu vay thoi gian can thiét
dé co thé ca loai thai florfenicol tinh theo nhiét
do cao nhat va thap nhét ctia nuée trong bé 1a 18
dén 20 ngay. Két qua kiém tra du lugng khang
sinh florfenicol trong co thit c4 gidm dan theo
thoi diém thu miu kiém tra (Bang 5) va déu thap
hon mitc 1000 ppb theo thong tu s6 15/2009/TT-
BNN ban hanh ngay 17 thang 3 nam 2009 cua
Bo truéng Bo Nong Nghiep va Phat Trién Nong
Thon.

Bang 5. Du lugng florfenicol trong cg thit ca sau
khi ngung cho an khang sinh (ppb)

Ngay NT10 NT15
1 10,0 50,2
16 3,8 3,8
20 2,0 2,5
24 1,2 2,1
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4. Két Luan va Dé Nghi
4.1. Ké&t luan

Cho c4 an cho &n thic an c6 florfenicol véi
ham lugng 407,6 va 678,2 mg/ke thitc an véi ty
le 4% /ngay déu c6 hicu qua kiém soat tot ty e
chét trén ca ro phi trong diéu kién gay bénh thuc
nghiém vé6i ching Flavobacterium columnare T3-
8/10.

Florfenicol ¢6 thé s dung mot cach an toan
véi du lugng trong co thit ca thi nghiém thap
hon mtc gii han quy dinh.

4.2. Dé nghi

Thit nghiem kiém soat bénh do F. columnare
trén ca ro phi trong ao wong va beé nuoi.
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