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Linh vuc k§ thuit dwoc dé cip

Giai phap hiru ich dé cap dén ché phim dua trén cac hop chat thiosulfinat va/hoic
thiosulfonat va san phdm thirc an chtra ché pham nay. Cac ché phim nay hitu dung trong
ngan ngira nhidm khuan & dong vat séng dudi nuée, cu thé 14 trong linh vuc nudi trong

thuy san.
Tinh trang k¥ thuat ciia giai phap hiru ich

Thuat nglt “nudi tféng thuy san” dugc dung dé dé cap dén viéc nudi cac sinh vat
song dudi nudce (c4, tao, lodi giap xéac, dong vat than mém v.v.) trong mdi trudng khép kin
(ao, sobng, hd, léng). Puoc thuc hién trong vai tri€u ndm & chau A, hé théng “thudn héa”
tai nguyén du6i nudce ndy da co su phat trién dang ké trén quy mé toan ciu va d trd thanh

hoat dong kinh té dang ké & mot sb nuéc.

Ngay nay, thach thirc 16n nhét trong nganh nay 1a t6i wu hoa ning suat dé dap tng
nhu ciu tiéu thu phat trién lién tuc. Linh vuc phét trién chinh dé dat duge muc dich nay
bao gdm viéc gia ting va da dang hoa céc cac loai nudi trong thuy san. O cac don vi san
Xuét quy mo 16n, noi ma dong vét séng dudi nudc tiép xtic v6i cac diéu kién bt budc, cac
vén d& lién quan dén bénh va su xudng cip cua diéu kién moi truong thuong gia ting va

dan dén ton thit kinh t& dang ké.

Viéc ngin ngira va kiém soat nhiém khuan chi yéu lién quan dén viéc st dung cac
san pham tha y. Cho dén nay, van dé vi khuan da duoc kiém soat bang cach st dung cac
chét khang sinh. Viéc str dung rong rai chit khang sinh da thiic ddy su phat trién cac chiing
vi khuén khang thubc. Sy khang nay c6 thé dé dang duoc truyén sang cac chiing khéc, hodc
sau su bién dbi bo gen da co, hodc bang cach chuyén vét chét di truyén giita cac té bao boi
plasmit hodc vat an vi khuin. Su khang do chuyén plasmit da duoc thdy trong nhiéu tac
nhin gdy bénh vi khuidn bao gbdbm cic loai Aeromonas spp, Edwardsiellaspp,
Photobacterium spp, Streptococcus spp, Ienacibaculumspp, Vibrio spp, Yersinia spp v.v..

Dé han ché cac van d¢ vé tinh khang lién quan dén chat khang sinh, cac cach diéu tri ma

_2-



3555

duoc 1am thich Gng thuc t& v6i mdi loai va cac phuong phéap khac can duge phét trién dé

duy tri moi trwong vi khuan lanh manh cho dong vat.

Céc bién phap thay thé ma dudng nhu cé trién vong hién nay bao gdm chung ngira,

kich thich mién dich, va loi khuén.

Chung ngira 12 bién phap quan trong trong viéc ngan ngira cac bénh nhiém khuin &
ngudi va dong vat, va duogc sit dung rong rai doi voi ca. Thuat ngit “vicxin” cé thé chi
duoc ap dung chinh xé4c khi muc dich 1a dé dat dugc su bao vé kéo dai bang cach hoat hoa
bd nhé mién dich, vi nd huéng dén phan tng mién dich dic thu. Chung ngtra yéu cau su
kich thich so bd bang khang nguyén va dua vio té bao lympho can duoc thuc hién. Ngoai
ra, phan 16n cac vicxin thuong mai thuong lam ting tinh khang vé6i chi mot hodc hai tac
nhan gdy bénh cu thé va chi tao ra tinh khang bénh tam thoi, va didu nay hiy hoai cac loi

ich ctia bién phép thay thé nay.

Céc chét kich thich mién dich c6 thé tdng cuong su mién dich v4i mot pham vi rong
cac tdc nhan gdy bénh; do do, chung 1a khong dac thL‘L Kich thich mién dich c6 thé dat dugc
theo nghia chung hon, vi du, béng cach nhim dén su hoat héa bd sung, sy hoat hoa dai
thuc bao, su thuc bao tich tu boi bach cau trung tinh va bach ciu don nhan, va su tiét
xytokin, ma khong yéu ciu phan tung dic thi v6i khang nguyén xac dinh. Chét kich thich
mién dich d4 duoc nghién ctru su & c4 va loai gidp xac, ca trén quy md dong vat va quy
md té bao. Chung duoc sit dung 1am chét phong ngira dé chdng lai cac bénh nhidm khuan
& dong vat va cling c6 tac dung lam phan tir canh bdo, ma hoat héa hé mién dich khong dic
thi. Tuy nhién, viéc st dung mot sd chét kich thich mién dich trong thoi gian dai dudng
nhu khong tao ra cac uu diém bd sung khi so sanh véi liéu don; sy qua lidu c6 thé con trc
ché cac phan tng mién dich va do d6 lam giam sy phét trién cia dong vat. Cudi cing,
chung thuong c6 tic dung trong thoi gian ngin va thuong khong hiéu quéa khi bénh Xudt

hién. Do d6, bién phép thay thé nay ciing ¢ cac han ché.

Cuoi cung, trong vai nam gan day, lgi khuan da c6 tdm quan trong I6n trong nudi
trong thiy san. Logi khuan dugc xac dinh 1a c4c vi sinh vat song ma c6 tac dung c6 loi trén
vat cha bang cach dieu chinh hé vi khuan trong rudt cia ching theo céch tich cuc, bang

cach toi uu hoa viée str dung thyc an tiéu thu ctua chung, kich thich phan ung mién dich
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v6i tac nhan gay bénh clia chung, va bing cach cai thién chét luong moi trudng xung quanh
chung. Viée sir dung lgi khuan va cic san phim thuong mai chira loi khuan trong nudi
trdng thiy san (thuong trong ndng trai nudi tdm) cé cac két qua nhit dinh cho thay tinh
khang bénh ma tuong tu voi tinh khang bénh thu dugc véi chét khéng sinh dugc st dung
hién nay. Do d6 c6 su quan tim dén bién phép thay thé dé giai quyét van dé vé tinh khang
chit khang sinh. Tuy nhién, theo dinh nghia, loi khudn dugc s dung 1am chét diéu tri du
phong. Chiing c¢6 thé ngan ngira su xuét hién bénh, nhung khéng tao ra phwong thire diéu
tri hiéu qua, vi ching tac dong 1€n vat chu hon 1a tdc nhan gy bénh. Ngoai ra, dué¢i dang
céc vi sinh vat séng, khi ching duoc 4p dung, khong co su diéu tri hoa hoc khac nhiam
chéng lai cac vi sinh vt nhu nAm hodc sinh vat ky sinh c6 thé dugc st dung vi céc su didu
tri ndy 1am thay d6i hidu qua cta loi khudn. Loi khuan nay ciing c6 thé bi tiéu diét dé dang
b6i cac hop chit hoa hoc hodc thude ma 1am anh huéng dén hidu qua ciia chiing va lgi ich

dai han cua chiing.

Céac phuong phép thay thé nay, mic du di ching to hidu qua ctia ching, bi gi¢i han
boi thue té 1a ching co ban duoc dung dé ngan ngira, thudng ddc thi v6i mot hodc mot sd
tac nhan gy bénh, va rat khong hiéu qua trong viéc diéu tri bénh dai han. Cac phuong phap
nay ciing phu thudc vao sinh ly cia dong vat chu va mot s6 yéu t6 nhu di truyén cia cac
loai, giai doan ctia chu ky séng, va méi truong nudi twong téc voi loai va lidu cta céc san

pham nay, ma c6 thé lam gidm hiéu qua cta chung.

Su phat trién ciia cac thanh phan c6 hoat tinh ti nhién c6 tinh chét khang khuén tao
ra hiéu qua ma it phu thudc vao moi truong va chire ndng sinh ly cua vét chu, va tao ra phé
khang vi khuén rong hon vi cc thanh phan c6 hoat tinh nay nham truc tiép dén tac nhan
gdy bénh, ma cho phép hai loai tmg dung: img dung diéu tri du phong & vat chu va ung
dung diéu tri & vt chl va mdi truong nuoi.

Ciing duoc biét tir giai phap k¥ thuat da biét 1a propyl thiosulfinat (PTS: propyl
thiosulfinate) va propyl thiosulfonat (PTSO: propyl thiosulfonate), ma la cac dan Xuét tu
nhién cua ho hanh (Alliaceae), nhu hop chit khang khuan va khang vi khuan phd rong tac
dong twong duong dén cac vi sinh vét don bao nhu vi khuan gram dwong, vi khuan gram

am va cac virut, hodc cac tac nhan gay bénh khac nhu ky sinh trung da bao.
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Vi du, don yéu ciu cip patent chau Au s6 EP 2552432 A2 dé xudt sir dung hop chét
propyl thiosulfinat (PTS) c6 cong thirc R—SOa-S—R, trong d6 R 1a nhém n-propyl (—
CH2—CH2—CH3), va céac hop chét propyl thiosulfonat (PTSO) c¢6 cdng thirc R—SOa-
S—R, trong d6 R 1a nhém n-propyl (—CH2—CH2—CH3), dé 1am giam s6 lugng tac nhan
gy bénh thudc loai ky sinh don bao & dong vat. Dé chinh xac, ky sinh don bao duge xac
dinh 1a sinh vat don bao ma 1a ky sinh tring ctia dong vat c¢6 xuong sdng va dong vat khong
c¢6 xuong séng. Thuat ngit “ky sinh don bao” bao gdm cic loai Babesia, Cryptosporidium,
Eimeria, Gregarina, Monospora, Neospora, Plasmodium, Theileri va Toxoplasma. Ché
phém dugc mo ta trong tai liéu nay co ban dugc st dung trong linh vuc nudi gia cam, lon,

hoic loai nhai lai, nhung khéng bao gdm cac loai dudi nuée.

Cong bd don qudc t8 WO 2015049587 A2 d& xuét st dung cac hop chét twong tur dé
1am giam ky sinh tring gdy bénh & dong vat song dudi nude. Dé chinh x4c, ky sinh tring
nghién ctru nay bao gém céc ky sinh tring thudc cic nhém dong vat khac nhau, nhu nhém
song chién tao ky sinh ngoai, trung co6 10ng to, trung chéan 16ng, giun sén nhu nganh don,
san 14, san day, giun tron, ky sinh trung ky sinh ngoai nhu dong vét than mém, loai giap
xdc, va ran bién. Tuy nhién, tai liéu nay khong lién quan dén sy nhiém vi khuén va virut
ctia a0 nudi trong thiy san.

Ngodi ra, viéc didu tri nhiém khudn trong c4u tric va méi trudng nudi van tiép tuc.
Ban chit k§ thuit ciia gidi phap hitu ich

Muc dich cta giai phap hitu ich 14 lam giam bét cac van dé néu trén.

Muc dich khac cta giai phap hitu ich 14 dé xudt ché phdm méi thich tng véi viéc
nudi trong thiy san.

Muc dich khéc cta giai phap hiru ich 1a dé xuét bién phap hiéu qua ma dugce sir dung
mot cach d& dang dé diéu tri hodc ngan ngira sy nhiém ky sinh tring gip phéi trong viéc
nudi trong thiy san.

Giai phap hitu ich dé xut ché phim chua it nhit mot hop chit c6 cong thic I sau

R-SOa-S-R’ (1),

trong d6 a bang 1 hodc 2 va R va R’ doc 1ap véi nhau 1a nhém Ci-Cs alkyl béo hodc
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khong béo, mach thrfmg hoac mach nhanh,

dé sir dung hang ngay hoic sir dung déu dan hon, trén it nhit tAm ngay, trong viéc
ngan ngura sy nhiém ky sinh trung, va cu thé 1a nhiém vi khuan hoic virut, & dong vat séng
dudi nude duoc nudi trong ciu tric nudi trong thily san, cu thé 12 trong ao nudi trong thiy
san,

it nhat mot hop chét néu trén chiém 0,003% khéi luong duwa trén téng khdi luong

cta ché pham.

C6 loi néu giai phap hitu ich d& xudt ché phdm chia it nhat mot hop chit ¢ cong

thire I sau
R-SOa-S-R’ (I),

trong d6 a bang 1 hodc 2 va R va R’ doc 1ap v&i nhau 12 nhém C1-C5 alkyl béo hoidc
khong béo, mach thing hoic mach nhanh,

it nhAt mot chat nén vo co, it nhit mot hop chat néu trén chiém 15% khéi lugng dua
trén khoi lugng ctia hdn hop gdm it nhat mot hop chét néu trén va it nhit moét chat nén vo

co néu trén,

dé str dung hang ngay hoic stir dung déu din hon, trén it nhat t4m ngay, trong viéc
ngan ngira sy nhidm ky sinh tring, va cu thé 1a nhiém vi khuan hodc virut, & dong vt séng
duéi nude duoc nudi trong ciu tric nudi trong thiy san,

it nhit mot hop chét néu trén chiém 0,003% khéi lugng dua trén tong khéi luong
ctia ché pham.

M3 ta vin tiit cac hinh vé

Giai phép hiru ich s& dugc hiéu rd hon dwa vao cic hinh vé sau.

Fig.1 thé hién cac duong cong minh hoa ty 1& tir vong tich lily (truc y) dugc thay
theo % & ca vuoc con chiu Au Dicentrarchus labrax, 21 ngay sau khi nhiém ching
Photobacterium damselae subsp. piscicida PP3, phu thudc vao ca khong duoc bd sung
(dudng cong c6 hinh thoi mau den) ché pham theo giai phap hiru ich hozc ché phim theo
giai phap hiru ich dugc ap dung & muc 0,1% (tic 1a 0,003% PTS/PTSO; duong cong cd
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hinh vudng mau xam) trong 28 ngay trudc khi nhiém thir nghiém.

Fig.2 thé hién cac dudng cong minh hoa ty 1é tir vong dugc thiy & c4 1o phi con
song Nile Oreochromis niloticus, 21 ngay sau khi nhiém Streptococcus agalactiae, phu
thudc vao ca khong duoc bd sung (dudng cong c6 cac hinh vudng mau den) ché phim theo
giai phap hitu ich hodc ché pham theo giai phép hitu ich dwoc 4p dung & mirc 0,1% (ttc 14
0,003% PTS/PTSO; dudng cong vai hinh chit thap mau xam) hodc ca duge bo sung chét

khang sinh (duong cong véi cac dudng tron) trong 28 ngay trude khi nhiém thir nghiém.

Fig.3 thé hién cac dudong cong minh hoa ty 18 tir vong durgc thdy & hau 4u tring cua
tém tring Penaeus vannamei, 14 ngay sau khi nhiém Vibrio parahaemolyticus, phu thudc
vao tom khong bi nhiém (duong cong c6 cac hinh vuéng mau xam) hozc bi nhiém (duong
cong c6 cac hinh tam gidc mau den), hodc bi nhiém va dugc bd sung bang ché pham theo
giai phap hitu ich ap dung ¢ mirc 0,1% (dudong cong c6 cic hinh chit thap mau den), hoac
& murc 0,3% (duong cong véi hinh chit thap mau xam), hodc & 0,5% (dudng cong co céac
hinh tron mau xam) trong 20 ngay trudc khi nhiém thir nghiém.

MO ta chi tiét giai phap hiru ich

Giai phap hiru ich dugc dua trén su quan sat béi cac tac gid giai phéap hitu ich rang
lidu cu thé cua it nhat mot hop chit c6 cong thic I, st dung phuong phap 4p dung cu thé,
khién cho ¢6 thé ngan ngira sy nhiém khuén trong céc ciu triic nudi trong thuy san. Cac
tac gia giai phap hitu ich da chimg to ring lidu lugng 0,003% la dac biét thich hop dé ngan

ngtra su nhiém khudn.

Theo giai phap hitu ich, “viéc sir dung hang ngay hodc su dung déu dan hon” nghia
la st dung mot lén/ngay, hoac tham chi vai lén/ngéy, vi du bubi sang va budi tbi, hodc budi
sang, budi tra va budi toi. Viéc sir dung nay sé& phu thudc vao thuc tién ciia ngudi nudi va
nhu cdu dinh dudng ciia dong vit sdng dudi nude dang xem xét. Ngudi c6 kién thirc trung

binh trong linh virc k§ thuat nay s& biét diéu chinh tan suit theo loai.

Theo giai phap hiru ich, “trén it nhat tim ngay” nghia 1 trong 8 ngay, 9 ngay, 10
ngay, 11 ngay, 12 ngay, 13 ngay, 14 ngay, 15 ngay, 16 ngay, 17 ngay, 18 ngay, 19 ngay, 20
ngay, 21 ngay, 22 ngay, 23 ngay, 24 ngay, 25 ngay, 26 ngay, 27 ngay, 28 ngay, 29 ngay, 30

ngay, hodc 31 ngay, hodc tham chi 16n hon. Nguoi c6 kién thirc trung binh trong linh vuc
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k¥ thuat nay s€ diéu chinh viéc st dung theo nhu cau diéu trj du phong cua cua viéc nudi
trdng thily san dang xem xét. Trong truong hop bat ky, quan trong 14 sir dung trong it nhét

& ngay.

Trong viéc st dung néu trén, vi khuan duéi nude dugce nhim dén boi ché pham theo
giai phap httu ich 1a vi khudn cua céc gibng sau: Aerococcus, Aeromonas, Allivibrio,
Brucella, Campylobacter, Carnobacterium, Chryseobacterium, Citrobacter, Clostridium,
Corynebacterium,  Edwardsiella,  Elizabethkingia,  Escherichia,  Eubacterium,
Flavobacterium, Francissella, Hafnia, Halomonas, Lactococcus, Listonella, Moraxella,
Moritella, Mycobacterium, Neisseria, Nocardia, Pasteurella, Photobacterium,
Plesiomonas, Pseudomonas, Renibacterium, Rhodococcus, Salmonella, Serratia,
Shewanella, Staphylococcus, Streptobacillus, Streptococcus, Tenacibaculum, Vagococcus,

Vibrio, va Yersinia.

Trong viéc st dung néu trén, virut dudi nude duogc nhim dén bsi ché pham theo giai
phép hitu ich 1a cac virut thude cac gidng sau ciing nhu cac gidng virut sau: Alphavirus,
Aquabirnavirus, Baculovirus, Betanodavirus, Brevidensovirus, virus Cricket paralysis,
Densovirus, Ebolavirus, Giardiavirus, Isavirus, Nodavirus, Novirhabdovirus, Okavirus,

Orthomyxovirus, Ranavirus, Rhabdovirus, Totivirus, va Whispovirus.

C6 loi néu giai phéap hitu ich dé xuét ché phim chira it nhit hai hop chit c6 cong
thire [ sau

R-SOa-S-R’ (1),

trong d6 a bang 1 hodc 2 va R va R’ doc 1ap v6i nhau 1a nhém Ci-Cs alkyl béo hodc
khong béo, mach théng hodc mach nhanh, dbi voi viée st dung néu trén,

it nhét hai hop chit néu trén ¢6 céc cau tric héa hoc khac nhau.

N6i cach khac, giai phap hiru ich dé xuat ché phdm ding cho viéc sir dung néu trén,
ché phdm nay chira it nhat hai, cu thé 12 hai hop chat c6 cong thirc I riéng biét, it hai hop

chét néu trén chiém 0,003% khéi lugng dya trén téng khdi lugng cua ché phém.

Co thé dic biét ¢o 1oi néu hai hop chat, ma c6 céac cau tric hda hoc riéng biét, sao

cho hop chit thir nhat c6 a= 1 va hop chét thu hai ¢6 a =2. Trong trudng hop bét ky, khong
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¢6 trudng hop ndo ma hai hop chit niy c6 thé c6 cong thirc hoa hoc gidng nhau, hoic chi

khac nhau vé dang mudi.

Co6 loi néu giai phap hiru ich dé xuat ché pham dung cho viéc st dung néu trén,

trong d6 ché phdm nay chira hdn hop cta céc hop chét sau
CH3-CH2-CH>-SO-S-CH»-CH»-CHj3 va CH3-CH2-CH»-SO»-S-CH2-CH2-CHs,
hdn hop nay chiém 0,003% khéi lugng ché pham.

Theo giai phap hitu ich, hop chét ¢6 cong thire CH3-CH>-CH,-SO-S-CH>-CH,-CHs
duge dé cap dén dudi dang di(n-propyl)thiosulfinat hodc PTS, va hop chét c6 cong thire
CH3-CH-CH,-S0»-S-CH,-CH,-CHj; dugc dé cap dén dudi dang di(n-propyl) thiosulfonat
hoac PTSO.

Theo mot phwong 4n c6 lgi hon, giai phap hiru ich d& xuét ché pham chira hdn hop

cua PTS va PTSO, doi v6i viéc st dung néu trén.

Ciing c6 lgi néu ché pham néu trén & dang bdt ma c6 thé duoc phén tan, vi du trong

nudce nudi, hodc dugce chira trong thirc an, hodc dugc phan tan trén hoic trong thirc an.

Cu thé 13, ¢6 1oi néu ché phim néu trén chira it nhit mot hop chét, cu thé 13 it nhat
hai hop chét néu trén, va chit nén v co, it nhat mot hop chét néu trén chiém 15% khdi
lugng dua trén khéi lugng ciia hdn hop gdm it nhat mot hop chit va it nhat mot chit nén
vO co néu trén.

Van ¢6 loi hon néu ché phdm néu trén chira:

a. hdn hop cua it nhdt mot hop chét va it nhit mot chit nén vo co néu trén véi
lwong 20% khdi luong,

b. mdt hodc nhidu hop chit cho phép én dinh va phan tan ché pham trong nuéc
v6i lwong nam trong khoang tir 40 dén 61% khéi lugng dua trén tong khéi luong ctia ché
phim, va mot hodc nhiéu hop chat kich thich tw mién véi luong nim trong khoang tir 19
dén 40% khéi luong.

Ché phdm dic biét c6 loi theo giai phap hitu ich 14 ché phdm chtra cac thanh phan

sau:
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hén hop, duoc tao ra béi hdn hop PTS/PTSO véi lugng 15% khéi lwong va chét nén

silic oxit véi luong 85% khéi lugng, va6i lugng 20% khéi lugng,
sorbitol vé6i lwong 10% khéi luong,
dextroza v6i luong 5% khoi luong,
vitamin E v6i lugong 5% khdi luong va vitamin C véi lugng 5% khéi luong, va
metionin v6i lugng 4% khdi luong,

ty 18 phan trim duoc biéu thi theo khdi lwong dua trén tong khdi lugng clia ché
pham, ngoai trir ty 1& phén tram khéi lwong cia hdn hop PTS/PTSO va chit nén silic oxit,
ma dugce biéu thi theo khéi lugng dua trén téng khdi lugng ciia hdn hgp PTS/PTSO va chét

nén silic oxit.

Ché pham dic biét c6 loi theo giai phéap hitu ich 1a ché phdm chta cac thanh phan

sau:

hén hop, duoc tao ra béi hdn hop PTS/PTSO véi lugng 15% khéi lwgng va chit nén

silic oxit véi lwong 85% khdi lugng, véi lugng 20% khéi Iugng,
bentonit véi lugng 34% khdi luong,
sepiolit vi luong 17% khéi hrong,
sorbitol v6i luong 10% khdi luong,
dextroza véi lugng 5% khoi luong,
vitamin E v6i luong 5% khéi luong va vitamin C véi luong 5% khdi lugng, va
metionin v6i lugng 4% khoi luong,

ty 1& phan trim dugc biéu thi theo khéi luong dua trén tong khdi lwong cua ché
pham, ngoai trir ty 1 phén trim khéi lugng ctia hdn hop PTS/PTSO va chét nén silic oxit,
ma duoc bidu thi theo khéi luong dua trén tbng khdi lwong ciia hdn hop PTS/PTSO va chit
nén silic oxit.

Ngoai ra, mét trong sb cac khia canh dic biét c6 lgi clia gidi phép hitu ich dé xuét

ché pham dugc tao ra boi:
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hdn hop, duoc tao ra béi hdn hop PTS/PTSO véi lwong 15% khdi lugng va chét nén

silic oxit voi luong 85% khéi luong, voi lugng 20% khdi luong,
bentonit voi lugng 34% khdi luong,
sepiolit véi lugng 17% khoi luong,
sorbitol véi lugng 10% khéi luong,
dextroza v6i luong 5% khéi luong,
vitamin E vé6i lwong 5% khdi lwong va vitamin C véi lugng 5% khéi lugng, va
metionin véi luong 4% khoi luong,

ty 1¢ phin tram dugc biéu thi theo khéi luong dwa trén téng khéi lugng cia ché
phém, ngoai trur ty 1€ phﬁn tram khoi lugng cia hén hop PTS/PTSO va chét nén silic oxit,
ma duge biéu thi theo khdi luong dwa trén tdng khdi lugng ctia hén hop PTS/PTSO va chat

nén silic oxit,

dé str dung hang ngay hoic sir dung déu din hon, hodc sir dung thudng xuyén hon,
trong ché phim bd sung dinh dudng trén it nhat tdm ngay, trong viéc ngin nglra su nhiém
ky sinh trung, va cu thé 13 nhiém vi khuén, & dong vat séng dudi nude dugce nudi trong ao

nuoi trong thuy san,

hén hop PTS/PTSO duoc st dung & vé6i lugng 0,003% khéi luong dua trén tong

khoi lugng cua ché pham.

Ché phdm néu trén 13 ché phdm 1am cho san phdm 6n dinh, dé st dung trong nui
trong thay san, va phan tdn dugc trong nuée véi hoat tinh khang vi khuin chi yéu; san
phdm nay duoc ting cudng béi cac tinh chat kich thich mién dich va bao vé hé théng té

bao ctia dong vat song dudi nudc muc tiéu.

Tom lai, theo mot trong s6 cac khia canh c¢6 1oi, giai phap hitu ich dé xuét viéc sir
dung ché phim néu trén & ty 16 0,1% tong ché pham (chira thanh phén c6 hoat tinh c6 cong
thirc I va céc hop chét khac). Vi c6 loi néu cac hoat chat cia ché pham (PTS/PTSO) tao ra
15% ctia phin 20% khoi lugng dua trén tong khéi lugng ctia ché pham, do d6 can hiéu

ring thanh phan c6 hoat tinh (hén hop PTS/PTSO) dugc str dung & 0,003% khdi lugng dua

-11-



3555

trén tong khoi lwgng ctiia ché pham ban dau.

No6i cach khac, ¢6 lgi néu giai phap hitu ich dé cdp dén ché pham chua it nhat mot

hop chét c6 cong thirc I sau
R-SOa-S-R’ (I),

trong do6 a béng 1 hodc 2 va R va R’ doc 14p v6i nhau 1a nhom Ci-Cs alkyl béo hoac
khong béo, mach théng hoac mach nhénh,

ché phdm nay duoc st dung & trang thdi dugc pha lodng, dugc tao huyén phu hoic
duoc phén tan theo ty 1€ 1/1000, trong dung moi hodc chét rin, dé st dung hang ngay hoic
sir dung déu dan hon, trén it nhét tdm ngay, trong viéc ngin ngira sy nhiém ky sinh trung,
va cu thé 1 nhiém vi khudn hoic virut, & dong vat séng dudi nude duge nudi trong cAu

triic nudi trong thuy san,

sao cho it nhat mot hop chét néu trén, khi duogc str dung & trang thai duoc pha loang,
duge tao huyén phu hodc duge phén tén theo ty 1& 1/1000, chiém 0,003% khéi lugng dua
trén téng khdi lwong ctia ché pham khong dugc pha lodng, khong dugc tao huyén phi hoic
khong dugc phan tan.

C6 loi hon néu giai phap hitu ich dé xuat ché pham ding cho viéc sit dung néu trén,
trong d6 dong vét trong ao nuodi trong thity san 1a ca hoic loai gidp xdc c6 mudi chan.

Vi du vé ¢4 va loai giap xac c6 muoi chén, cu thé 1a tom, duoc néu dudi day, ma
khong nham gi6i han.

VAan ¢6 loi hon néu giai phap hitu ich dé xuét ché phim néu trén déi véi vige sir
dung néu trén, trong dé it nhat hai hop chét 1a cac ty 1é twong dbi theo khéi lugng thay dbi
tir 60/40 dén 40/60.

Theo giai phap hitu ich, hdn hop PTS/PTSO nghia 14, trong d6 PTS chiém 60% hdn
hop v6i PTSO, véi PTSO chiém 40% hdn hop va ngugc lai. Giai phap hitu ich cling dé
xuat hdn hop chira 50% ctia mdi hop chit trong s6 hai hop chét nay.

Ngoai ra, theo giai phdp hitu ich, “ty 1& twong ddi tir 60/40 dén 40/60” nghia la céc
ty 16 PTS/PTSO sau: 60/40, 59/41, 58/42, 57/43, 56/44, 55/45, 54/46, 53/47, 52/48, 51/49,
50/50, 49/51, 48/52, 47/53, 46/54, 45/55, 44/56, 43/57, 42/58, 41/59, va 40/60.
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Giai phap hitu ich con dé xuét ché phdm chira it nhat mot hop chét c6 cong thic I

sau
R-S0a-S-R’ (1),

trong d6 a bang 1 hodc 2 va R va R’ doc 1ap v6i nhau 12 nhém Ci-Cs alkyl béo hoac
khong béo, mach thiang hoic mach nhénh,

dé st dung hang ngay hodc st dung déu dan hon, trén it nhat tim ngay, trong vi¢c
diéu tri nhiém ky sinh tring, va cu thé 1a vi khuan, & dong vat song dudi nuée duge nudi

trong c4u trac nudi trong thily san, cu thé la trong ao nudi trong thuy san,

it nhat mot hop chat néu trén chiém tir 0,009 dén 0,012% khdi luong dua trén tong

khéi lwong ctia ché pham.

Theo gii phép hitu ich, “tir 0,009 dén 0,012% khdi lugng” nghia la céc ty 1¢ bing
0,009% khdi luong, 0,0091% khéi lwong, 0,0092% khéi lwgng, 0,0093% khdi lugng,
0,0094% khéi lugng, 0,0095% khdi lugng, 0,0096% khdi lugng, 0,0097% khdi lugng,
0,0098% khéi lugng, 0,0099% khdi luong, 0,01% khdi luong, 0,0101% khdi lugng,
0,0102% khéi lugng, 0,0103% khdi luong, 0,0104% khéi lugng, 0,0105% khdi lugng,
0,0106% khéi luong, 0,0107% khéi lugng, 0,0108% khéi lugng, 0,0109% khdi lugng,
0,0110% khéi luong, 0,0111% khdi lugng, 0,0112% khéi lugng, 0,0113% khéi lugng,
0,0114% khéi luong, 0,0115% khéi lugng, 0,0116% khéi lugng, 0,0117% khdi lugng,
0,0118% khéi luong, 0,0119% khéi lugng, va 0,012% khdi lugng.

C6 loi néu giai phap hitu ich dé xuét ché pham diing cho viéc sir dung néu trén, ché
ph&m nay chira it nhat hai, cu thé 14 hai hop chét c6 cong thiic I, ché pham chra tir 0,009
dén 0,012% khéi lugng hop chit néu trén, cu thé 1a hai hop chét, dua trén téng khdi luong
ctia ché pham, cu thé ché pham nay chtta hon hop cua cac hop chét sau:

CH3-CH-CH,-SO-S-CH,-CHo-CH3  va  CH3-CHa-CH»-SO,-S-CHz-CH>-CHs, cu
thé 14 theo céc ty 1& tir 60:40 dén 40:60 khéi lwgng so v6i nhau, cu thé 1a 50:50.

C6 loi néu giai phap hitu ich dé xuit ché pham duoc tao ra boi

hdn hop, duoc tao ra béi hdn hop PTS/PTSO véi lugng 15% khdi lugng va chét nén

silic oxit véi lwong 85% khédi lugng, véi lwgng 20% khéi lugng,

-13-



3555

sorbitol véi lugng 10% khéi lugng,
dextroza voi luong 5% khoi lugng,
vitamin E v6i luong 5% khdi lugng va vitamin C véi lugng 5% khéi luong, va
metionin vé6i lugng 4% khdi luong,

ty 16 phan tram duoc bidu thi theo khéi lugng dua trén tong khdi lugng ciia ché
pham, ngoai trir ty 1¢ phén tram khéi lwong ctia hdn hgp PTS/PTSO va chét nén silic oxit,
ma duoc bidu thi theo khdi lwong dua trén tdng khéi lwong ctia hdn hgp PTS/PTSO va chét

nén silic oxit,
C6 loi néu giai phap hiru ich dé xuat ché pham dugc tao ra boi

hén hop, duoc tao ra béi hdn hop PTS/PTSO véi lugng 15% khéi lugng va chit nén

silic oxit véi lugng 85% khéi lugng, véi lugng 20% khéi lugng,
bentonit véi luong 34% khdi lugng,
sepiolit voi lwong 17% khéi luong,
sorbitol voi lugng 10% khéi lugng,
dextroza véi luong 5% khdi lugng,
vitamin E véi luong 5% khéi lugng va vitamin C vé6i luong 5% khéi Iwong, va
metionin v6i luong 4% khéi lwong,

ty 16 phan tram duoc bidu thi theo khéi lugng dua trén téng khdi luong cla ché
phém, ngoai trir ty 16 phan trim khdi luong ctia hdn hop PTS/PTSO va chét nén silic oxit,
ma duoc bidu thi theo khéi luong dua trén téng khdi lwvong ciia hdn hop PTS/PTSO va chét
nén silic oxit,

dé str dung hang ngay hodc str dung déu din hon hodc thuong xuyén hon trong thuc
pham bd sung dinh dudng trén it nhat tam ngay, trong viéc diéu tri su nhiém ky sinh tring,
va cu thé 1a nhim vi khuén, & dong vat sdng dudi nuée duge nudi trong ao nudi trong thuy
san,

hén hop PTS/PTSO duoc sir dung v6i lwong tir 0,009 dén 0,012% khéi lugng dua
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trén tong khoi lugng cua ché pham.

To6m lai, theo mot trong sb cac khia canh c6 loi, giai phap hitu ich dé xuét viéc su
dung ché phim néu trén & ty 18 tir 0,3 dén 0,4% toan bo ché pham (chira thanh phan c6
hoat tinh c6 cong thic I va céc hop chét khac). Vi ¢6 loi néu céc hoat chét cua ché phém
(PTS/PTSO) chiém 15% clia phan 20% khéi lugng dwa trén tdng khdi luong cia ché pham,
do d6 can hiéu ring thanh phin c¢6 hoat tinh (hdn hop PTS/PTSO) duoc st dung véi lugng
tir 0,009 dén 0,012% khdi lwong dua trén tong khéi lugng cta ché pham ban dau.

N6i cach khéc, c¢6 loi néu giai phap hiru ich d& cap dén ché pham chira it nhat mot

hop chét c6 cong thirc I sau
R-SOa-S-R’ (I),

trong d6 a bang 1 hoic 2 va R va R* doc 1ap v6i nhau 1a nhém C1-C5 alkyl béo hodc
khong béo, mach théng hodc mach nhanh,

ché phdm nay dugc st dung & trang thai dugc pha loang, dugc tao huyén phu hoic
duge phan tan theo ty 18 tir 3/1000 dén 4/1000, trong dung moi hodc chat ran, dé sit dung
hang ngay hodc st dung déu dan hon, trén it nhat tim ngay, trong viéc ngin ngira sy nhiém
ky sinh trung, va cu thé 14 nhiém vi khuén hoic virut, & dong vat séng dudi nude duge nudi

trong ao nudi trong thiy san,

sao cho it nhat mot hop chat néu trén, khi dugc sir dung ¢ trang thai dugc pha loang,
duge tao huyén phi hodc duoc phan tan theo ty 18 tir 3/1000 dén 4/1000, chiém tir 0,009
dén 0,012% khéi luong dua trén tong khéi lugng ciia ché pham khong dugc pha lodng,
khong duoc tao huyén phu hodc khdng dugc phan tan.

Hon nita, giai phép hitu ich d& xuit san phdm thtic an chira it nhit mot chét dinh

dudng, va ché pham nhu néu trén, cho mot trong so céc viéc s dung nhu néu trén.

San phim thirc in néu trén chira cac chét dinh dudng can thiét cho sy phat trién, cho
viéc duy tri sy chuyén hoa co ban, va cho su séng cua dong vat du tinh. Céc chat dinh
dudng nay 1a cac chit dinh dudng dua trén cac cacbohydrat, hodc & dang dudong don hodc
duong phtre, céc lipit, cu thé 1a & dang axit béo bdo hoa hoac khong bao hoa, sterol, hoac

protit, cu thé 1a chira tit ca hoac mot phén trong s6 hai muoi axit amin. Cac chit dinh dudng

-15-



3555

cling chira cac khoang chét va cac vitamin. Ché pham thirc in theo giai phép hitu ich duoc

mo ta trong céc vi du dudi day.
Ngoai ra, giai phép hitu ich dé xuét ché pham chira:
- it nhdt mot hop chét ¢ cong thiic I sau:
R-SOa-S-R’ (I),

trong d6 a bang 1 hoic 2 va R va R’ doc 1ap v6i nhau 1a nhém C1-C5 alkyl béo hodc
khong béo, mach théng hodc mach nhanh, va

- it nhat mot chat nén vo co,

it nhit mot hop chéit néu trén chiém 15% khéi luong dua trén khéi lugng cia hdn

hop gom it nhét mot hop chét néu trén va it nhét mot chit nén vo co néu trén.
Van c6 loi hon néu giai phép hitu ich dé xuit ché pham chta
- it nhét hai hop chét c6 cong thirc I sau
R-SOa-S-R’ (),

trong do a bﬁng 1 ho#c 2 va R va R’ doc 1ap vai nhau 1a nhém C1-C5 alkyl béo hodc
khong béo, mach théng hodc mach nhéanh, dbi véi viéc str dung néu trén,

it nhit hai hop chét néu trén chiém 15% khéi luong dua trén khdi lugng cta hén
hop gbém it nhat mot hop chit néu trén va it nhat mot chit nén vo co néu trén, it nhit hai
hop chit néu trén c6 céc cAu triic hoa hoc khac nhau,

va

- it nhat mot chét nén vé co.

C6 loi néu giai phap hitu ich dé xuat ché pham néu trén, chira:

a. hdn hop gdm it nhit mot hop chét néu trén, hodc it nhét hai hop chét, va it nhat
mot chét nén vo co néu trén voi luong 20% khoi luong, it nhét mot hop chit néu trén, hoic
it nhit hai hop chét, chiém 15% khéi lvong dua trén khdi lugng ctia hdn hop gom it nhat

mdt hop chat néu trén, hodc it nhat hai hop chat, va it nhat mot chat nén vo co néu trén,

b. céc hop chét cho phép 6n dinh va phan tan ché phim trong nuée vé6i lugng tir
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40 dén 61% khdi lwong dua trén téng khdi lugng cua ché phém, va
c. hop chét kich thich mi&n dich v6i lugng tir 19 dén 40% khdi luong.
Van c6 loi hon néu giai phap hitu ich d& xuét ché pham dugc tao ra béi

hdn hop, dugc tao ra boi hdn hgp PTS/PTSO véi lugng 15% khéi lugng va chit nén

silic oxit véi luong 85% khdi lugng, voi lugng 20% khéi lugng,
sorbitol voi lugng 10% khéi Iugng,
dextroza véi lugng 5% khdi lugng,
vitamin E v6i luong 5% khdi lugng va vitamin C véi lugng 5% khéi luong, va
metionin voi luong 4% khéi lugng,

ty 1¢ phan trim duogc biu thi theo khdi lugng dua trén tong khdi luong cta ché
pham, ngoai trir ty 1& phén trim khéi lwgng ciia hdn hgp PTS/PTSO va chét nén silic oxit,
ma duge biéu thi theo khéi lugng dua trén tdng khdi lwong ctia hdn hop PTS/PTSO va chét

nén silic oxit.
C6 loi néu giai phéap hitu ich dé xuat ché pham néu trén, chira:

a. hon hop ca it nhat mot hop chat néu trén va it nhat mot chat nén vo co néu trén

v6i lwong 20% khdi luong,

b. c4c hop chét cho phép n dinh va phan tan ché pham trong nuéc voi lugng tir 40

dén 61% khdi lugng dua trén tong khoi lugng cua ché phdm, va
c. hop chét kich thich mi&n dich v6i luong tir 19 dén 40% khoi lugng.
Van c6 loi hon néu giai phap hiru ich dé xuit ché phim duoc tao ra béi

hdn hop, dugc tao ra bdi hdn hop PTS/PTSO véi lugng 15% khdi lugng va chat nén

silic oxit v6i lugng 85% khéi lugng, véi luong 20% khéi lugng,
bentonit voi lugng 34% khéi luong,
sepiolit v&i lugng 17% khoi lugng,
sorbitol v6i lugng 10% khoi luong,

dextroza véi luong 5% khéi lugng,
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vitamin E véi lugng 5% khéi lugng va vitamin C véi lugng 5% khéi luong, va
metionin v&i luong 4% khéi luong,

ty 1€ phén tram dugc biéu thi theo khéi lugng dua trén téng khoi lugng cta ché
pham, ngoai trir ty 1& phén tram khéi lwong ctia hdn hgp PTS/PTSO va chét nén silic oxit,
ma duoc biéu thi theo khéi lwgng dua trén tdng khdi lwong ctia hdn hop PTS/PTSO va chét

nén silic oxit.

Hon nita, giai phap hitu ich dé xuit san phim thirc n chia it nhét mot chat dinh

dudng, va ché pham nhu xéc dinh ¢ trén.

San pham thirc An néu trén chira cac chét dinh dudng cén thiét cho su phat trién, cho
viéc duy tri su chuyén hoéa co ban, va cho su séng cua dong vat dy tinh. Cac chét dinh
dudng nay 1a cac chét dinh dudng dwa trén cac cacbohydrat, hodc & dang dudong don hodc
duong phtre, céc lipit, cu thé 1a & dang axit béo bdo hoa hodc khong bdo hoa, sterol, hodc
protit, cu thé 1a chira tit ca hodc mot phéan trong s6 hai muroi axit amin. Céc chat dinh dudng
ciing chtra cac khoang chét va cac vitamin. Ché pham thirc in theo giai phap hitu ich dugc

mo ta trong cc vi du duéi day.
Vi du thwe hién gidi phap hiru ich
Vi du 1 — Bao ché ché phiam theo giai phap hitu ich

Ché pham theo giai phép hitu ich dugc dva trén kha ning khang khuan ctia cac hop
chit R-SOa-S-R. Mot trong s cac dang c6 lgi ctia ché pham theo giai phap hitu ich chira
cac hop chit R-SOa-S-R cuy thé, tron 13n v6i bay thanh phan khac c6 cac tinh chat lam 6n
dinh va kich thich mién dich. Ché phém dugc tao ra theo cach sao cho tao ra san phém ma
n dinh, d& st dung trong nudi trong thity sin, va phan tan dugc trong nudce c6 hoat tinh
khang vi khudn chu yéu, ma dugc ting cudng béi cac tinh chét kich thich mién dich, va
bao vé hé té bao cua dong vat séng dudi nuée dich.

Budc tht nhét trong viéc san xuat ché pham bao gdm viéc tao ra cac hop chét R-
SOa-S-R. Mic du céc hop chit nay c6 thé thu dugc tir viée tong hop héa hoc, ¢6 loi néu
chung c6 thé duge chiét tir cdy thudc ho hanh (theo danh phép phat sinh loai APG) va cu

thé 1a giéng t4i, ma 1a mot thanh vién cua ho nay. Phin 16n cac cdy da biét thudc gibng toi
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14 t6i tay (Allium ampeloprasum), hanh (Allium cepa L.), cu to1 dugc trong (Allium sativum
L.), hanh tam (Allium ascalonicum), hanh tuoi (Allium fistulosum L.), va he (Allium

schoenoprasum L.).

PTSO ciing ¢6 thé thu duge bang cach tong hop hodc phan ly (hodc oxy hoa) PTS.
Viéc thu dugce PTS béng céch chiét va viéc thu dugc PTSO dugc mo ta cu thé trong don
yéu cau cAp patent chdu Au s6 EP A11721534. Céc hop chat R-SOa-S-R ciing c6 thé thu
dugc theo cac phuong phap dugec md ta trong don yéu cau cip patent Phap sé6 FR

A2813884.

Khi thu dugc, cac hop chit R-SOa-S-R, & dang dau, sau d6 duoc tron véi silic oxit

theo ty 16 khdi luong 15:85 (%) dé bién dbi dung dich hop chét thanh bot.

Tiép d6, bot nay chira cac hop chit R-SOa-S-R duoc tron voi bay thanh phan sau &
dang bot va theo ty 1€ dugc thé hién, bang cach sir dung thiét bi tron cong nghiép: bentonit
(34%), bot chira cac hop chit R-SOa-S-R (20%), sepiolit (17%), sorbitol (10%), dextroza
(5%), vitamin E (5%), vitamin C (5%), va metionin (4%), ty 1€ phén tram duogc biéu thi

theo khéi lwong dua trén téng khdi lwong ctia ché pham.
Tai thoi diém nay, cac hop chit R-SOa-S-R chiém 3% khéi luong ctia ché pham.

Viéc 4p dung ché pham gdm 8 thanh phin chiém tir 0,1 dén 0,4% khdi luong thirc
an nghia 1a céc hop chit R-SOa-S-R chiém tir 0,003 dén 0,012% khdi lugng cudi ciia thire

-

an.

Thirc an dugc mo ta theo giai phap hitu ich 1a thirc dn du dinh dé nubi dong vat, va
chinh x4c hon dé dong vat trong nudi trdng thity san nhim cung cip cho ching cac chit
dinh dudng can thiét cho su phat trién, séng va su chuyén hoa co ban cia ching. O day,

~, G

thudt nglr “thirc an nuoi trong thily san” c6 nghia 1a thirc &n thuong dugc tao ra béi nguoi
¢6 kién thtrc trung binh trong linh vuc k¥ thuat nay. Vi duy, thic &n nudi trong thity san c6
thé duge xem 14 thirc 4n nhén tao (trc 1a thirc dn duoc ché bién va duge san xut) dé bd
sung hodc thay thé thirc an tu nhién trong nganh nudi trong thity san. Thirc 4n nay thuong

duogc tao ra ¢ dang phién, hat hodc vién nén.

Thong thuong, nguyén liéu nuoi trdng thuy san dé cap dén nguyén liéu nhan tao ma

hitu dung cho su phét trién cla ca va loai giap xac c6 muoi chan. Thirc an dugc ché bién
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nay dugc tao ra boi cic thanh phan khac nhau theo cac ty 1€ thay d6i, ma bd sung cho nhau
dé tao ra thirc an hoan chinh dép tng cac yéu cAu dinh dudng cta cic loai nudi trong thiy

san dich.

Tharc an nudi trong thiy san bao gbm cac thanh phan nhé va thanh phan 16n. Noi
chung, cac thanh ph?m duoc st dung véi liéu 16n hon 1% duogc goi l1a thanh phén I6n. Cac
thanh phan duoc sit dung v6i lidu lwgng nhé hon 1% dugc goi la thanh phan nho. Mdi
trong s6 cac loai thanh phdn 16n va thanh phan nhé nay dugc chia thanh céc thanh phan ¢6
cac chirc nang dinh dudng hodc chirc nang k¥ thuat. Cac thanh phan c6 chirc nang k¥ thuat
cai thién chét luong vat Iy ctia thirc &n nuoi trong thity san. Céc thanh phan c6 chirc ning
dinh dudng cung cap cho dong vat séng dudi nuée cac chét dinh dudng va ning luong ma
cn thiét cho sy phat trién, sdng, va su chuyén hoa co ban cuia ching. Céc chét dinh dudng
nay la céc chat dinh dudng dua trén cacbohydrat, hodc ¢ dang duong don hodc duong
phuc, céc lipit, cu thé 1a & dang axit béo bdo hoa hodc khong bao hoa, sterol, hodc protit,
cu thé 1a chira tit ca hoic mot phan trong s6 hai muoi axit amin. Céc chat dinh dudng ciing

chtra cac khoang chat va céac vitamin

Ché phidm c6 thé dugc chira trong thirc dn trong cc giai doan phat trién Au tring,
hau 4u trung, hoac 4u thé, hoic giai doan phat trién khac bat ky ctia dong vat nudi tréng

thuy san.

Khi khong c6 bénh bat ky, ché pham theo giai phap hitu ich duge b sung dudi dang
bién phap ngan nglra vao thirc dn nudi trong thily san va qua qua trinh san xuét ddi véi thirc
an nay & lidu luong 0,1%. Ché phdm, ma dugc xem 14 thanh phan nhé, dugc két hop ¢ thoi
diém tai d6 céc thanh phﬁn duoc trén 1an & lidu luong dé xuét, trude quy trinh ép dun hodc
€p.

Khi di mic bénh, ché phdm theo giai phap hitu ich dugc bd sung duéi dang bién
phap diéu tri vao thirc &n nudi trdng thuy san truc tiép vao hat ép dun va & lidu luong 0,4%.
Luong ché pham & dang bot, twong duong v6i 0,4% thirc an, dugc pha loang trong nude
theo ty 1€ bot:nude bang 1:15, va tiép dé dugce phun truc tiép 1én bé mit cua thirc an bing
cach sur dung can phun. Néu cén, sau do cac hat duoc phu béng dau dong vat hodc dau thuc

vét dé ngan khong cho ché pham tao mudi khi ¢ trong nuée nudi ciia cac loai dudi nude.
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Vi du 2 — Hiéu qua in vitro

Hoat tinh khang vi khudn ctia ché pham theo gidi phép hitu ich dugc thir nghiém
bing céch do ndng do e ché tdi thidu dugc biéu thi theo phan tridu (ppm) ddi véi 10 téc
nhan gdy bénh vi khuan duéi nuée. Vi khudn nudc mém duoc tao ra béi Aeromonas
salmonicida, Edwardsiellatarda va Yersinia ruckeri, trong khi vi khuan nudc bién hodc vi
khuidn nuéc lg duge tao ra bdi Aeromonas salmonicidasalmonicida, Photobacterium
damsela damsela, Streptococcus iniae, Tenacibaculummaritimum, ITenacibaculum

discolor, Vibrio harveyi, Vibrio alginolyticus, va Vibrio anguillarum.

Ché phdm (A), dugc tao ra béi nhém gdm 8 thanh phin dugc mo ta theo giai phap
hiru ich cling nhu 3 san phém tu nhién duoc céng nhan dudi dang cé hoat tinh khang vi
khuan: (B) xitrala, ma 13 thanh phén chinh ctia diu sa va cac dau tir cac cy khac ciia gidng
Cymbopogon, (C) eugenol, thanh phan chinh ctia dinh huong, va (D) carvacrol, thanh phan
chinh cia diu xa huwong va dau kinh gi6i, dugc cho vao dung dich trong nudce cit va dugc
pha long lién tiép trong nuéce cét truc tiép trong céc 16 ctia vi dia 96 16. 100 pl moi truong
nudi vi khuan dich véi lugng g@)m 10® don vi tao thanh cum khuin/ml (CFU/ml) duoc bd
sung vao mdi 10 trong vi dia & thoi diém cay. Tiép d6 vi dia dugc nudi ciy trong 18 gidy &
25°C. Tiép d6 ndng do trc ché tbi thiéu dugc tinh bang cach quan sat cac 16 ma thé hién va
khong thé hién sy phat trién vi khudn dué6i dang ham cua liéu lugng ciia ché pham hoic
san pham két hop. Nong do trc ché tbi thiéu cang thip thi san pham cang hiéu qua hon, vi

can it san pham hon dé tao ra su e ché tdc nhan gay bénh.

Sau 18 gid nudi cdy, cac két qua (bang 1 dudi day) cho thdy rang ché phim gdm 8
thanh phin duoc mo ta theo giai phap hiru ich ¢6 ndng do e ché téi thiéu thdp nhat, phu
thudc vao ching tac nhan gy bénh, ndm trong khoang tir 16 dén 125 ppm, so v6i 64 dén
1000 ppm dbi v6i san phdm B, so v6i 64 va 2000 ppm ddi v6i san pham C, va so véi 32
va 250 ppm ddi véi san phdm D. Céc gid tri nay cho thdy rang hiéu qua ciia ché pham theo
giai phap hitu ich 1a t6t nhat khi so sanh v6i cac san phdm khang khuén khéc.

Béang 1. Bang 1 thé hién ndng do wc ché t6i thiéu (biéu thi theo ppm) so véi 10
chung tdc nhan gy bénh cua ché phdm theo giai phap hitu ich so véi 3 san phidm dugc

coéng nhan 1a khang khuan. (A) Ché phim duoc tao ra boi nhém gdm 8 thanh phan duoc
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md ta theo giai phap httu ich, (B) xitrala, (C) eugenol, va (D) carvacrol.

(A) (B) © (D)
Aeromonas 64 250 250 250
salmonicida
Edwardsiellatarda 125 1000 500 250
Photobacterium 3 500 1000 125
damsela
Streptococcus iniae 125 500 1000 64
T enacibaculummarit 16 64 64 32
imum
Tf.znaczbaculum 16 64 15 64
discolor
Vibrio harveyi 64 1000 1000 250
Vibrio alginolyticus 125 1000 2000 250
Vibrio anguillarum 16 500 1000 64
Yersinia ruckeri 125 1000 500 250

Vi du 3 — So sénh tac dung ciia PTS/PTSO va ciia ché phim theo gidi phap hiru ich

Hoat tinh khang vi khudn ctia ché phdm theo giai phap hitu ich (A) va hon hop dwoc
tao ra boi cac hop chit R-SOa-S-R don (B) dugc so sanh v6i hoat tinh khang vi khuén cia
céc chat khang sinh d6i chimg dugc stt dung trong nudi trong thuy san (enrofloxacin (C),
erytromyxin (D), va oxytetraxyclin (E)). Chiing dugc thir nghi€ém bang cach do noéng do
lic ché t6i thiéu biéu thi theo ppm ddi véi 5 tac nhan gdy bénh vi khuan duéi nudc:
Aeromonas salmonicidasalmonicida, Streptococcus iniae, Vibrio harveyi, Vibrio
anguillarum, Vibrio parahaemolyticus.

Sau khi lam tan bang va nudi ciy cAp hai cdc chiing tc nhan gy bénh, cac chung
nay dugc nuoi cdy trong mdi truong 1éng Marine Broth trong diéu kién hao khi 25°C trong
24 gidr. Mittc mat d6 vi khudn thay ddi phu thuc vao chiing, va dat t6i 107 dén 10° CFU/ml
sau 24 gio. Tiép d6 cac chiing tic nhan gay bénh nay dugc pha lodng dé dat dén mat do 10°
CFU/ml dbi vé6i cac thir nghiém thir thach.

Hon hop duoc tao ra bdi cac hop ch4t R-SOa-S-R don hoic ché phém duoc tao ra
b&i nhom gdm 8 thanh phan dugc mo ta theo giai phap hitu ich cling nhu 3 chat khéng sinh

dich dugc cho vao dung dich trong nudc cit va dugc pha loang lién tiép trong nudc cét

-2



3555

truc tiép trong cac 16 ctia vi dia 96 16. 100 pl mdi truong nudi vi khuén dich vé6i luong 10°
CFU/ml dugc bd sung vao mdi 15 trong vi dia & thoi diém cdy. Tiép d6 vi dia dugc nudi
cy trong 18 gio & 25°C. Tiép do ndng do e ché tdi thiéu duoc tinh bang cich quan st
céc 16 ma thé hién va khong thé hién sy phat trién vi khudn dué6i dang ham cia lidu luong
ctia ché phédm hodc chét khang sinh két hop. Céc thir nghiém duogc 1ap lai tdi thiéu 3 1an
trong mot day dé thu dwoc gid tri trung binh thuc.

Sau 18 gid nudi cdy, cac két qua (bang 2 duéi day) cho thdy ring ché pham dua trén
cac hop chit R-SOa-S-R don chiém 20% ché phdm gom 8 thanh phan dwgc mo ta theo giai
phép hitu ich c6 ndng d6 trc ché tdi thiéu ma tuong tu véi ché phdm gdm 8 thanh phan. Do
do6 cac thanh phan ctia ché phim nay tao ra sy hiép tro ma ting cudng kha nang khang vi
khuin cta ché pham duya trén cic hop chit R-SOa-S-R don va khién cho c6 thé giam liéu
lrong cua cac hop chit R-SOa-S-R nay trong toan bd ché phim béi hé s6 bang 5, lam cho
viéc 4p dung ché pham nay kha thi v& mit kinh té.

Hon nita, sau 18 gid nudi cdy, ché pham dua trén cac hop chét R-SOa-S-R don ciing
nhu ché phim gdm 8 thanh phan duoc md ta theo giai phap hitu ich ¢6 ndng dd e ché toi
thiéu nim trong khoang tir 19 dén 150 ppm phu thudc vao chung, ma la tuong tu (khéc biét
béi nho hon hé s6 10) véi ndng do Ge ché t6i thidu thu dugc véi chat khang sinh: 3 dén 9
ppm dbi véi enrofloxaxin, 19 dén 300 ppm dbi véi oxytetraxyclin, va 25 déri 75 ppm dbi
véi erytromyxin.

Bang 2. Bang 2 thé hién ndng do tic ché tbi thiéu (ppm) doi v6i 5 ching tac nhan
gay bénh ciia ché phdm gdm 8 thanh phan dugc md ta theo giai phap hitu ich (A) so véi
hén hop duoc tao ra boi cac hop chit R-SOa-S-R don (B) va 3 chét khang sinh duoc quan
tam trong viéc nudi trdng thuy san: enrofloxaxin (C), erytromyxin (D), va oxytetraxyclin

(E).

(A) (B) ©) (D) (E)
fa‘;’,;‘;;’;‘;’c’l";a 75 75 9,38 9,38 >300
Streptococcus iniae 18,75 18,75 4,69 <3,125 12,5
Vibrio anguillarum 25 18,75 3,12 50 18,75
Vibrio harveyi 100 150 6,25 50 37,5
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Vibrio
parahaemolyticus

50 37,5 <3,12 18,75 12,5

Vi du 4 — Thir nghiém hi¢u qua ciia gidi phap hiru ich

Trong trudng hop thi nhét, ché pham theo giai phép hitu ich dugc thi nghiém dudi
dang phuong phap ngan ngira cac bénh do vi khun trong viéc nudi trong thiy san.

DPuoc tht nghiém trong cac didu kién th@r nghiém nudi cd vuoc chau Au
(Dicentrarchuslabrax), ca 16 phi sdng Nile (Oreochromis niloticus), va tom tring (Penaeus
vannamei), lan luot duge nhiém Photobacterium damselae, giy ra bénh do pasteurella &
ca vuoc, Streptococcus agalactiae, gay ra bénh do lién cau khuén & ca ro phi, va Vibrio
parahaemolyticus, gdy bénh hoai tr gan tuy cap & tom.

A- Nubdi ca virge chdau Au

Déi voi ca vuoe chau Au (Dicentrarchuslabrax), ca con, nang 8,7 + 0,7 g, dugc
phan bé trong thing bing soi thity tinh dung tich 200 1 & ty 1¢ 35 con/thing. Nudc bién, &
d6 man 35% va nhiét 6 20 = 0,5°C, dugc tudn hoan lién tuc trong hé théng nudi. Chu ky
14 gio sang/10 gio t61 trong mot ngdy dugc thue hién v6i sy oxy hoa nude duge duy tri &

muc trén 90%.

2 cach diéu tri duoc ap dung: (A) thirc an chuyén dung cho ca vugce chau Au ma
khong duge b sung va (B) thirc an chuyén dung cho cé vugc chiu Au dugc b sung ché
pham duogc 4p dung duéi dang bién phap phong ngira ¢ mirc 0,1% thirc an. Liéu lugng
0,1% tuong (g v6i su u6e tinh lidu lvong hiéu qua cin thiét dé quan sat hiéu qua cua ché
pham néu trong cac vi du 2 va 3.

M>bi cach diéu tri duge chia thanh 3 nhom gidng nhau. Vi hé théng st dung su tuin
hoan, nén su lan truyén tac nhan gay bénh gitta cc thing c6 thé nhén thay duoc va do d6
khong thé thuc hién didu tri ma khong c6 ¢4 bi nhiém.

Trong toan bo thoi gian thir nghiém (28 ngay khong nhiém tiép theo 1a nhiém, tiép
d6 14 21 ngay theo ddi sau nhiém), c4 duge cho an tuy y 3 1an/ngay (09:00, 14:00 va 17:00)

trong tudn va hai lan/ngay (10:00 va 16:00) vao cubi tuan.

Thirc an chuyén dung cho cé vugce chau Au (A va B) duoc ché bién dé dap tmg nhu

cau dinh dudng cia lodi nay. Do d6 thic &n nay chtra 44% protein va 17% chét béo. Mbi
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thirc n duoc san xuit theo quy trinh x4c dinh rd rang. Céac thanh phén rin tao ra thirc in
duoc nghién trong may nghién bua (Hosokawa Micron, SH1, Ha Lan) dé thu dugc mirc
nghién nho hon 200 pm. Bot thu dugce duoc tron voi ché pham theo gidi phap hitu ich
(trong cach diéu tri thir nhét) va véi cac thanh phan 16ng, nhu dau, trong thiét bi tron kiéu
canh quat (Mainca RM90, Ty Ban Nha). Tiép d6 hdn hop duge 1am 4m bang 25% nudc.
Sau d6, thtrc an dugc tao ra bing cach sir dung quy trinh ép dun & nhiét do duoc kiém soat
bang thiét bi ép dun vit kép (Italplast P55, Italia). Kich c¢& cudi cia hat thirc dn [a 1,5 mm.,
Tiép theo quy trinh ép dun, thirc &n dugc sdy trong 16 @i luu (OP 750-UF, LTE Scientifics,
Vuong qudc Anh) & 40°C trong 6 gio.

Ché pham theo giai phap hitu ich dugc bd sung vao thirc dn trong cach diéu tri (B)

trong quy trinh ép dun & liéu lrgng 0,1%.

Sau 28 ngay nudi trong cac didu kién néu trén, c4 trong mdi thing bi nhiém ching
Photobacterium damselae subsp. piscicida PP3. Sau khi gdy mé c4 sau sy nhung chim
trong 2-phenoxyethanol & 200 ppm, tac nhan gay bénh dugc tiém qua mang bung voi 50
ul méi trudong TSB (TSB: tryptic soy broth) chira 10° CFU/ml chung PP3. Mot sy tiém

duoc thuc hién.

Ty 1é tir vong dugc theo ddi trong 21 ngay. Ca chét dugce 1y hang ngay ra khoi

thung. Trong thoi gian nay, ca tiép tuc dugc nudi voi cac cach di€u tri néu trén.

Két qua ty 1é tir vong (Fig.1) cho thay rang, 21 ngay sau khi tiém chung tac nhin
gAy bénh thudc ching Photobacterium damselae subsp. piscicida PP3, ché phim theo giai
phap hitu ich dugc ap dung ¢ mirc 0,1% thirc an lam tang déng ké stc khang cuia ca vuge
con chau Au véi tac nhan gy bénh. Bdi vy, ty 1€ tt vong dugc giam 18,1% so véi viéc
diu tri ma khong duogc thuc hién véi ché pham bt ky. Ty 1¢ tir vong twong tu ciing dugc
giit én dinh 7 ngay sau khi tiém déi v6i cach didu tri chira ché pham.

B- Nudi ca ro phi

Pbi vé6i ca 16 phi song Nile (Oreochromis niloticus), ca con, nang 12 + 0,4 g, duoc
phan bd trong thing bang chét déo dung tich 100 1 & ty 1€ 30 con/thung. Nude, c6 d) man
0% va nhiét do 28,4 + 0,3°C, duoc thay thé lién tuc & ty 1& 200 I/h.
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3 céach diéu tri dugc 4p dung: (A) thirc dn chuyén dung cho cé rd phi song Nile ma
khong duogc bd sung, (B) thirc an chuyén dung cho cé rd phi song Nile dugc bd sung ché
pham dugc ap dung dudi dang bién phéap phong ngira & mirc 0,1% thure an, va (C) thire an

chuyén dung cho ca rd phi song Nile ma dugc bd sung chit khang sinh (amoxyxilin).

Mbi cach diéu tri duoc chia thanh 5 nhém giéng nhau. Vi hé théng st dung su tudn
hoan, nén su lan truyén tac nhan gy bénh giita cac thing c6 thé nhén thay duoc va do d6

khong thé thyc hién diéu tri ma khong 6 c4 bi nhiém.

Trong toan bo thoi gian thir nghiém (28 ngay khong nhiém tiép theo 1a nhiém, tiép
d6 14 21 ngay theo dbi sau nhiém), ¢4 dugc cho an tuy ¥ 3 lan/ngay (09:00, 14:00 va 17:00)

trong tudn va hai 1dn/ngay (10:00 va 16:00) vao cubi tuan.

Thttc dn chuyén dung cho ca r6 phi sdng Nile (A, B va C) dugc ché bién dé dap tung
nhu cAu dinh dudng cta loai nay. Do d6 thirc n nay chira 30% protein va 8% chit béo.
M®i thirc an dugc san xuit theo quy trinh x4c dinh rd rang. Cac thanh phén rin tao ra thic
4n duoc nghién trong may nghién baa (Hosokawa Micron, SH1, Ha Lan) dé thu duoc mire
nghién nho hon 200 um. Bot thu duge duge tron v6i ché pham theo gidi phap hitu ich
(trong cach diéu tri thu hai) va véi cac thanh phin long, nhu dau, trong thiét bi tron kiéu
canh quat (Mainca RM90, Tay Ban Nha). Tiép d6 hdn hop dugc lam am bang 25% nudc.
Sau do6 thirc an duoc tao ra béng cach str dung quy trinh ép dun ¢ nhiét 4o dugc kiém soat
bang thiét bi ép dun vit kép (Italplast P55, Italia). Kich c¢& cudi cua hat thire &n 1a 1,5 mm.
Sau trinh ép dun, thirc an duge sy trong 16 dbi luu (OP 750-UF, LTE Scientifics, Vuong
qudc Anh) & 40°C trong 6 gio.

Ché phdm theo giai phép hitu ich dugc bd sung véo thirc an trong céch diéu tri (B)
trong quy trinh ép dun & lidu lugng 0,1%. Chét khang sinh, d6i v6i mot phan ctia no, dugce
b sung vao thirc an trong cch diéu tri (C) trong quy trinh ép dun & lidu luong 80 mg/kg
thé trong ctia ca.

Sau 28 ngay nudi trong diéu kién néu trén, c trong mdi thung bi nhiém
Streptococcus agalactiae.

Su nhiém thtr nghiém dugc thuc hién bang cach nhing chim truc tiép trong thung

nudi ding cho c4. Sau khi ngt hé théng tudn hoan, thé tich ¢6 dinh 50 ml m6i truong nudi
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24 gity chira Streptococcus agalactiae & mat 4o 10° CFU/ml dugc bd sung vao mdi thiing
100 1. C4 6 lai trong hé thdng khép kin trong 1 gio, va tiép d6 su tudn hoan duoc bat dau
lai. Sy nhiém dién ra ty nhién tir c4 sang ca boi sy tiép xuc don gian. Muc dich cua thu
nghiém nhiém la dé thu duoc gia tri toi thiéu bang 30% ty 1¢ tir vong trong khoang thoi
gian 3 tuan sau nhiém. Hé théng anh sang cuc tim gitta mdi thing khién cho c6 thé gi6i

han su khuéch tan cta vi khuan gy bénh va do d6 gi6i han sy nhiém chéo.

Ty 1€ tr vong dugc theo ddi trong 21 ngay. Ca chét dugc iy hang ngay ra khéi mdi

thung. Trong thoi gian ndy, ca tiép tuc dugce nudi véi cung mot cich di€u tri nhu néu trén.

Két qua ty 1¢ tir vong (Fig.2) cho thdy rang, 21 ngay sau khi tiém ching tic nhan
gay bénh Streptococcus agalactiae, ché pham theo giai phdp hitu ich dugc 4p dung & murc
0,1% thirc &n lam ting dang ké strc khang cua cé rd phi con song Nile v6i tac nhan gy
bénh. Céc két qua ciing cho thiy rang murc giam ty 18 tir vong dugc thiy v6i ché pham 1a
gAn bing mirc giam ty 18 tir vong dugc thdy vé6i chat khang sinh, c6 thip hon mot chit. Boi
vay, ty 1€ tir vong dugc giam 8,7 + 4% so véi viéc diéu tri ma khong dugc thuc hién véi
ché phédm bét ky. Dbi voi amoxyxilin, cht nay 1am giam ty 18 tir vong bang 15,3 £ 7% so
v6i viée diéu tri ma khong dugc thuc hién voi ché pham bt ky.

C - Nudi tom

Déi v6i tom trang (Penaeus vannamei), hdu 4u tring duoc 1y ¢ giai doan 5 (PL5)
dugc phan bd trong bé nudi bang thiy tinh dung tich 100 1 & ty 1& 1000 con/bé nudi trong
mdi trudng hgp. Nude ¢6 40 man 25%, nhiét do 27 + 1°C, va dugc thay thé hang ngay &
ty 16 20% tong thé tich.

5 cach diéu tri duoc 4p dung: (A) thirc dn chuyén dung cho tdm tring ma khong
duge bd sung va khong duge 1am cho nhiém, (B) thic dn chuyén ding cho tém tring ma
khong duge bd sung va dugc lam cho nhiém, (C) thitc dn chuyén dung cho tom tring ma
dugc bd sung ché pham duoc 4p dung dudi dang bién phap phong ngira & mirc 0,1% thirc
an va dugc 1am cho nhiém, (D) thttc dn chuyén dung cho tom tring ma duoc b sung ché
pham duoc 4p dung duéi dang bién phap phong ngira ¢ mirc 0,3% thirc an va dugc 1am
cho nhiém, va (E) thtrc 4n chuyén dung cho tom tring ma dugc bd sung ché pham dugc ap

dung dudi dang bién phap phong ngira & mtre 0,5% thitc dn va dugc lam cho nhiém.
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Trong toan bo thoi gian thir nghiém (20 ngay khong nhiém tiép theo 1a nhidm, tiép
d6 1a 14 ngay theo ddi sau nhiém), hau 4u tring tom duoc cho an 5 1an/ngay (07:00, 11:00,
15:00, 19:00, va 23:00).

Thite an chuyén ding cho tém tring (A, B, C, D va E) la thitc 4n thuong mai thich
ung véi giai doan hau 4u tring cta tom tring & dang hat nén c6 c& hat nam trong khoang

tir 100 pm dén 400 pm, phu thudc vao tudi ciia hau 4u tring.

Ché pham theo giai phap hitu ich dugc b sung vao thirc an trong cach diéu tri (C)
sau quy trinh nén hat ¢ lidu lwong 0,1%. Ché pham theo giai phap hitu ich dugc bd sung
vao thte an trong cach diéu tri (D) sau quy trinh nén & lidu lwong 0,3%. Ché pham theo
giai phap hitu ich duoc bd sung vao thirc 4n trong cich didu tri (D) sau quy trinh nén & liéu
lugng 0,5%. Lugng ché phém & dang bét, tuong duong véi 0,1%, 0,3%, hodc 0,5% thirc
an, duoc pha lodng trong nude theo ty 1€ bot:nudc tuong ing bang 1:60, 1:20, va 1:12, va
tiép d6 duoc phun truc tiép 1én bé mat ctia thirc 3n bang cach sir dung can phun. Néu can,
sau d6 cac hat dugc pht bang dau dong vat hoic dau thuc vét d& ngan khong cho ché pham

tao muoi khi & trong nude nudi tom.

Sau 20 ngay nudi trong didu kién néu trén, tom trong mdi thung, ngoai trir thing
tiép nhan cach didu tri (A), bi nhiém Vibrio parahaemolyticus, vi khuan gy bénh hoai ttt

gan tuy cip tinh & tom.

Su nhiém thit nghiém dugc thuc hién bang cach nhing chim trurc tiép vao céc thing
nudi tom. Dung dich vi khuén Vibrio parahaemolyticus & mat do 106 CFU/ml dugc bd sung
vao mdi thung 100 1. Sw nhiém dién ra mot cach tu nhién tir hau 4u trung sang hau 4u tring
b1 su tiép xuc don gian.

Ty 1€ t& vong dugc theo ddi trong 14 ngay. Tom chét duoc loai bo hang ngay ra khoi

mdi thung. Trong thoi gian nay, tom ti€p tuc dugc nudi véi cac cach dieu tri nhu néu trén.

Két qua ty 1& tir vong (Fig.3) cho thdy rang, 14 ngay sau khi tiém chuing tac nhan
gay bénh Vibrio parahaemolyticus, ché pham theo giai phap hitu ich dugc 4p dung ¢ mire
0,1%, 0,3%, hoac 0,5% thirc an lam tang dang ké strc khéng cda hau 4u trung tom voi tac
nhin gy bénh. Boi vay, ty 1€ tir vong dugc giam lan lugt 42%, 54%, va 57%, so v6i cach

diéu tri nhiém ma khong duogc thuc hién v6i ché pham bat ky. Két qua ty 1é tir vong dudi
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dang ham cua lidu lugng cling thé hién hé sb dap tng bac hai, thé hién réng mac du 0,1%
1a lidu lrong hiéu qua, nhung 0,5% khong t6t hon 0,3%, va do d6 liéu sau dugc xem 1a tdi
wu & tom. Ddi v6i tom khong bi nhiém, chiing ¢6 ty 1€ tr vong thap nho hon 10%, ma dugc

xem 12 tu nhién trong céac diéu kién nuoi nay.
Vi du 6 — Nghién ciru sinh ly

Ché phim theo giai phap hitu ich dwogc 4p dung dudi dang phuong phdp dé ngin
ngira cac bénh do vi khuén trong viéc nudi trdng thily san. Cach diéu tri du phong ctia san
pham 14 do su hoat hoa céc thong s6 khang vi khuan trong mau ctia ¢4 truée khi nhiém téc
nhéin giy bénh, cho phép ca tang strc khang cia ching ¢ thoi diém tai d6 tac nhan gy bénh

xuat hién trong moi truong ma khong tac dong thuc su dén viéc dém mdu co ban.

Sau 28 ngay thir nghiém, trong d6 cé vugc con chau Au duge nubdi bang (A) thirc an
chuyén dung cho céd vuoc chau Au ma khéng duoc bd sung hoic (B) thic dn chuyén dung
cho ¢4 vugc chiu Au duge bd sung ché pham duge 4p dung duéi dang bién phap phong
ngtra ¢ muc 0,1% thire an, 4 ca dugc chon cho mot thung, va tiép do dugce gdy mé trong
1000 ppm 2-phenoxyetanol. Sau d6, mau thtt méu dugc 1iy. Hai phan phan uéc ctia mau
tuoi duge dong nhit hoa dé do hoat tinh khang vi khuén ¢6 trong khoang, ttrc 12 hoat tinh
lysozym, su bung nd trong dudng tiéu hoa, hoat tinh khang vi khudn, va céc thong sb huyét
hoc. Hai phan phan uéc khéc dugc ly tim & 8000 g trong 10 phut & 4°C dé thu duoc huyét
tuong. Ngay sau khi thu gom mdu, céc kinh phét duoc 14y, dugc sy va tiép d6 dugc nhudom
mau bang chit nhuém mau Wright (Hematocolor, Merck) va tiép d6 dugc cb dinh bing

formol-ethanol (10% formaldehyt: 37% etanol tuyét doi).

Profin mau c6 cac théng s sau: hematocrit, trong g véi thé tich chiém bai hong
cdu trong tong thé tich mau, biéu thi theo %. Phuong phap nay bao gb6m bude nap mau vio
éng mao dén, tiép do bit kin mot trong sb cac diu cua éng bing cic mau nhé chét déo
platixin, va tiép d6 ly tam 6ng trong 10 phut & 8000 g. Sau budce nay, ty 1é phén tram tuong
d6i cua té bao hong cau (RBC: red blood cell) ¢6 thé dugc tinh. Hemoglobin (Hb) dugc do
bang cach st dung phwong phap do mau. Tir hai thong s6 nay (RBC va Hb), mot s6 thong
s6 khac dugc tinh. Thé tich trung binh cta hdong cdu (MCV: mean corpuscular volume)

trong (mg vai cong thirc (hematocrit (%) / RBC (106 ul)) x 10 va luong hemoglobin trung
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binh trong hong cdu (MCH: mean corpuscular hemoglobin) twong tng véi cong thirc

(hemoglobin (g dl) / RBC (10° uL)) x 10.

Té bao bach ciu chira trong mau duoc dém bang cach pha loang theo ty 1& 1/20 cua
mau da lam dong nhét trong dung dich nuéce mudi Hank chtra heparin (30 don vi/ml). Hong
cau chira trong méau dugc dém, dbi véi phﬁn cua chung, sau khi pha loang theo ty 1¢ 1/200
trong dung dich nuéc mubi Hank chira heparin (30 don vi/ml). Tiép d6 viéc dém duge thuc
hién bang cach st dung budng Neubauer. Mat do cla té bao hdng cu va bach ciu dugc

bidu thi 1an luot bai 104 t& bao/ul va 100 té bao/ul.

Trong sb cac co ché bao vé mién dich cta vat chi, su thuc bao dugc quan sat, ma
duogc di kém voi su giai phong dot ngdt ctia cac phan tir oxy phan ng, thudng dugc goi l1a
su bung nd trong dudng tiéu hoa. Tién hanh do trén bach ciu trong mau cta c4 dugc 14y
khi két thic 28 ngay thir nghiém. 4 pl mau twoi duge pha lodng trong 96 pl dung dich nuée
mudi Hank chtra heparin (30 don vi/ml) va dugc dua vao cac 16 cta vi dia 96 16 v&i 100 pl
huyén phtt luminol (2 mM luminol trong 0,2 M dung dich dém borat ¢ d6 pH 9,0, v6i 2
ug/ml phorbol myristat axetat, Sigma) trong 2 gi & 25°C. Mdi mau thir so v6i mAu tring
ma mau thtr mau khong duoc bd sung vao. Su phat quang hoa hoc dugc tao ra boi luminol
dugc do ctt mdi 3 phut boi bd doc phat quang (Synergy HT, Biotek) dé tao ra cac dudng
cong dong luc. Mdi mau thir duoc do trong 3 nhém gidng nhau va su phit quang twong d6i

bidu thi theo don vi 4nh sang twong d6i (RLU: relative light unit).

Lysozym la phéan tir lién quan dén co ché bao vé ctia vat chit. Lysozym duge do bang
cach st dung thitr nghiém do d6 duc. Dung dich Micrococcus lysodeikticus (0,5 mg/ml
trong dung dich dém phosphat 0,05 M & d6 pH 6,2) dugc chuén bi trong vi dia. 15 pl huyét
tuong va 250 pl dung dich néu trén dugc tron dé tao ra thé tich cubi 265 pl. Phan ting phan
giai vi khuin duoc thue hién ¢ 25°C, & mic hép thu 450 nm. Mtrc hép thu nay dugc doc
sau 0,5 va 4,5 phut trong bd doc vi dia tir Synergy HT. Dung dich lysozym long trang tring
da kho lanh (Sigma) dugc pha lodng trong dung dich dém phosphat 0,05 M ¢ d6 pH 6,2 dé
tao ra dudng cong chuén. Ty 1 lysozym ctia mau thir méu duge thay sau khi sir dung cong

thirc rut ra tir dudong cong chuan.

Hoat tinh diét khudn chira trong méu cuia ca dugc do bang cach sir dung ching
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Photobacterium damselae subsp. piscicida PP3. Vi khudn dugc nudi cdy trong 48 gio &
25°C trong mdi trudng nudi ciy TSA (TSA: tryptic soy agar; Difco Laboratoires) va tiép
d6 dugc cly trong méi truong TSB (TSB: tryptic soy broth; Difco Laboratoires), mdi trong
s6 hai moi trudong nay dugc bd sung NaCl & ndng do cudi 1% (khdi lwong/thé tich). Vi
khuén cdy trong méi truong TSB tiép d6 dugc nudi cdy trong 24 giy & 25°C trong sy khudy
khéng d6i & 100 tpm. Vi khuén trong giai doan phat trién theo s6 mil duoc thu gom bang
cach ly tim & toc do 3500 g trong 30 phut va tiép d6 duoc tai tao huyén phu trong dung
dich nuéc mudi Hank chtra heparin (30 don vi/ml). Mat d6 ctia chiing dwgc diéu chinh dén
106 CFU/ml. 20 pl huyét twong dugc b sung vao cac 16 cua vi dia 96 16. Dung dich nuéc
mubi Hank chita heparin (30 don vi/ml) duoc st dung 1am mau déi chung. 20 pl ctia ching
PP3 & 106 CFU/ml dugc bd sung vao mdi 15 va tiép d6 dwoc nudi cdy & 25°C trong 2,5 gio.
25 pl 3-(4,5 dimetyl-2-y1)-2,5-diphenyltetrazoli bromua (1 mg/ml, Sigma) duoc b sung
vao mbi 16 va tiép d6 duge nudi ciy & 25°C trong 10 phit dé cho phép tao ra formazan.
Tiép do, cac vi dia dugc ly tim & tbc dd 2000 g trong 10 phut va chét ling dugc hoa tan
trong 200 pl dimetyl sulfoxit (Sigma). Mirc hép thu formazan hoa tan dugc do & 560 nm.
Hoat tinh diét khuin duoc bidu thi theo %, dua vao chénh léch gitra vi khuan séng sot va

s0 vi khuan trong mau doi ching.

Sau 28 ngay cho an, phan 16n cac thong s6 méu (xem bang 4) lién quan dén héng
cAu va hemoglobin van khong thay dbi, bit ké phwong thirc cho n (A hodc B). Ché pham
theo giai phap hitu ich dugc ap dung 6 murc 0,1% thirc dn khong lam thay dbi dang ké cac
thong sd sinh 1y co ban. Trai lai, ché phim lam tang té bao bach cdu dugc tao ra trong su
mi2n dich, cho dii su tang nay khong 1a dang k& vé& mit théng ké. Pong thdi, su bung nd
trong duong tiéu hoa, lysozym va hoat tinh khang vi khuén cia té bao bach cau duoc hoat
hoéa dang k& boi ché phidm va mirc tang ty 1& phén trim cta n6 so v6i mau d6i chimg 1an
Twot 13 39%, 25%, va 8%. Su hoat hoa rong hé théng mién dich bam sinh nay 1am tang strc
manh cho ca khi &p luc gay bénh xudt hién, va khién cho ¢6 thé hiéu cac co ché lién quan

dén viéc ing dung ché pham.

Bang 4. Bang 4 thé hién cac thong s6 mau va cac thong so khang vi khuan dugc
thdy & c4 vuoc con chu Au Dicentrarchus labrax, 28 ngay sau nu6i va trude khi nhiém

ching Photobacterium damselae subsp. piscicida PP3, phu thudc vao ca khong duge b6
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sung (A) ché pham theo giai phap hitu ich hogc ché pham dugc ap dung & murc 0,1% (B).

Théng s6 (A) (B)
Hematocrit % 22,6 19,3
Hemoglobin g/dl 1,3 1
Thé tich trung binh ciia hong ciu um’ 120,7 108
Lwong hemoglobin trung binh trong pg/té bio 6,7 5,8
héng ciu
Té bao hong cau x10° pl 1800000 1900000
Té bao bach cau x10* pl 47000 61000
Sw bung nd trong dwong tiéu héa RLU 615 855
Lysozym ug/ml 2,8 3,5
Hoat tinh diét khuin % 19 28

Vi du 6 — Thir nghiém tic dung diéu tri

Trong truong hop thi hai, ché phdm theo giai phép hitu ich dugc ap dung dudi dang

phuong phap didu tri cac bénh vi khuan trong viéc nudi trong thiy san.

Thir nghiém trong diéu kién nudi ty nhién do6i véi ca 16 phi song Nile (Oreochromis

niloticus) bi nhiém Streptococcus spp ma gay ra bénh do lién cau khun.

C4 16 phi con séng Nile ¢6 kich ¢ ddng déu va khéng c6 ddu higu bat ky cia bénh
hodc su di dang dugc lam thich nghi v6i mdi truong trong 4 tudn vé6i thire an thuong mai
1,5 mm cho dén khi chiing dat dén trong lugng ban dAu 10 g/c4 dé chuan bi cho thir nghiém
thuong mai. Tiép do6 cac ca con nay dugc phan bd deng nhét, phu thudc vao trong luong

ctia chung, gifta 12 16ng dung tich 12m3 (2,5 x 25 x 2,0 m).

Sau su xuét hién bénh do vi khuén lién quan dén Streptococcus spp, ché pham theo

giai phap hiru ich dugce ap dung theo hai ché d6 st dung: 8 ngay hodc 14 ngay.

3 cach diéu tri dugc ap dung: (A) thirc an thuong mai chuyén dung cho C4 16 phi
song Nile ma khong dugc b6 sung, (B) thirc an thuong mai chuyén ding cho Ca rd phi
song Nile duoc bd sung ché phdm dugc 4p dung duéi dang bién phap diéu tri & murc 0,4%
thtre 4n trong 8 ngay sau bénh xuét hién, va (C) thirc an thuong mai chuyén dung cho Cé
r6 phi song Nile ma duoc bd sung ché pham dugc ap dung dudi dang bién phap diéu tri &
mirc 0,4% thirc an trong 14 ngdy sau khi bénh xuét hién. Mdi cach diéu tri dugc ép dung

v6i 4 1dng/cach didu tri. Mdi 16ng chira 300 ca.
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Thé trong tir 10 dén 200 g, thi ca duge cho an tiiy ¥ 3 1an/ngay (08:00, 12:00, va
17:00). Thé trong tir 200 dén 600 g, thi ¢ dwgc cho an tity y hai lan/ngay (08:00 va 17:00).

Thtte &n chung dung cho ¢4 r6 phi song Nile (A, B va C) 1a thirc an nudi trong thiy
san nhu néu trén trong vi du 1 va dugc ché bién dé dap ung nhu cau dinh dudng cua loai

nay trong toan bd chu ky nuoi.

Khi bénh d4 xuét hién, ché phdm theo giai phap hitu ich duge bd sung dudi dang
bién phap diéu tri vao thirc an cta cac cach diéu tri (B va C) truc tiép vao céac hat ép dun
va & lidu luong 0,4%. Luong ché phém & dang bot, tuong duong véi 0,4% thuc an, duoc
pha lodng trong nudc theo ty 1€ bot:nude bang 1:15, va tiép d6 dugc phun truc tiép 1én bé
mit cia thte an bing cach sir dung can phun. Néu cin, sau d6 cac hat dwoc pht bang dau
dong vat hodc dau thuc vat dé ngan khong cho ché phém tao mudi khi & trong nudc nudi
ca.

Sau giai doan nhiém lién quan dén Streptococcus spp va ap dung ché pham véi hai
ché @5 st dung khéc nhau, két qua ty 1é tir vong cho thdy rang viéc p dung & muc 0,4%
trong 8 ngay (B) lam giam ty 1¢ ttr vong 20% so véi mau dbi ching khong c6 ché phim
(A). Mittc giam ty 16 t&r vong 13 40% déi véi cach didu tri dugc thuc hién v6i ché phdm &
0,4% trong 14 ngay (C). Su phét trién cai thién sau bénh veé mat ting trong luong va chi sb
bién ddi cling dugc quan sat phu thudc vao liéu ché pham dugc 4p dung trong 8 ngay (B)
hodc 14 ngay (C). Béi vdy, sinh khdi cudi ciia cac cach didu tri B va C duoc gia tang lan
luot bing 55,2% va 117% so véi A; chi sb bién dbi ciia cac cach diéu tri B va C duoc t6i

vu héa 1an luot bang 32,5% va 47,5% so vé6i A.

Céc két qua (bang 3 dudi ddy) x4c nhan rang ché phdm theo gii phap hiru ich ¢6
tac dung diéu tri sau tb1 thiéu 8 ngay 4p dung, nhung hiéu qua chéng lai tic nhan gy bénh

12 81 wu sau 14 ngay 4p dung.

Bang 3. Bang 3 thé hién ty 1& tir vong va cac thong sb phat trién (sinh khdi cudi, kg,
va chi sb bién ddi) duoc thdy & ca rd phi con song Nile Oreochromis niloticus sau khi
nhiém Streptococcus spp, phu thudc vao liéu ca khong duge bd sung (A) bang ché phdm
theo giai phap hiru ich hay khong hodc liu ché pham nay dugc ap dung & muc 0,4% trong
8 ngay (B) hodc 14 ngay (C) sau khi bénh xuét hién hay khong.
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(A) B) ©
Ty 18 song (%) 30 50 70
Sinh khéi cubi (kg) 210 326 456
Chi sé bién dbi 4 2,7 2,1

Vi du 7 — Thitr nghiém in vitro

Hoat tinh khang vi khuan ciia ché phim theo gidi phap hitu ich dugc thir nghiém
bing cach do ndng do e ché t6i thiéu biéu thi theo phan tridu (ppm) ddi v6i 10 tic nhan
gdy bénh vi khuén dudi nuée. Vi khudn nude mém dugce tao ra bdi Aeromonas salmonicida,
Edwardsiellatarda va Yersinia ruckeri, trong khi vi khuin nuéce bién hodc nude lg duoc
tao ra boi Aeromonas salmonicidasalmonicida, Photobacterium damseladamsela,
Streptococcus iniae, Tenacibaculummaritimum, Tenacibaculum discolor, Vibrio harveyi,

Vibrio alginolyticus, va Vibrio anguillarum.

Ché pham (A), dugc tao ra bdi nhom gbm 8 thanh phan dugc mo ta theo giai phap
hitu ich cfing nhu 4 san pham tu nhién dugce cong nhan 12 c6 kha nang khang vi khuén: (B)
xitrala, ma 14 thanh phan chinh ctia dAu sa va cac dau tir cac cAy khac ctia loai Cymbopogon,
(C) eugenol, thanh phan chinh cta dinh huong, (D) carvacrol, thanh phén chinh ciia dau xa
huong va diu kinh gi6i, va (E) alixin nguyén chat, hop chat luvu huynh hitu co du thira
trong cac loai thugc ho hanh va cé ché phém CH,=CHCH,-SOS-CH,CH=CH; dugc cong
nhan dang dudi dang hoat chit ma tuong duong phan 16m véi cac hoat chat duoc mo ta
trong ché pham (A), dugc cho vao dung dich trong nudc cat va duoc pha loang lién tiép
trong nudc cit truc tiép trong céc 16 ctia vi dia 96 16. 100 pl modi trudong nudi vi khuén dich
v6i lwong gdm 10° don vi tao thanh cum khudn/ml (CFU/ml) duge b sung vao mdi 16
trong vi dia & thoi diém cdy. Tiép d6, vi dia dugc nudi cdy trong 24 gid & 25°C. Tiép d6
ndng do we ché t6i thiéu dugce tinh bing cach quan sét cdc 16 ma thé hién va khong thé hién
su phat trién vi khuén dudi dang ham cua lidu lugng cua ché pham hodc san pham két hop.
Nong d trc ché tdi thiéu cang thap thi san pham cang hiéu qua hon, vi can dén san pham

it hon dé tao ra su i ché tac nhan gay bénh.

Sau 24 gid nudi cdy, cic két qua (bang dudi day) cho thdy rang ché phim goém 8

thanh phan dugc md ta theo gidi phap hitu ich c6 ndng do trc ché tdi thiéu thip nhat, phu
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thudc vao chuing tdc nhan giy bénh, nam trong khoang tir 16 dén 125 ppm, so véi tir 64
dén 1000 ppm dbi v6i san pham B, so v6i tir 64 dén 2000 ppm dbi véi san pham C, so v6i
tir 32 dén 250 ppm déi v6i san phim D, va so v6i it nhit 4000 ppm ddi v6i san pham E.
Céc gia tri nay cho thdy rang hiéu qua khang vi khuén khac biét phu thudc vao cac san
pham thir nghiém va ring hiéu qua khang vi khuan ctia ché pham theo giai phap hiru ich 1a
t6t nhét khi so sanh v6i cac san pham khang khuén khéac. Ngoai ra, khi so sanh véi san
phém tuong tu, nhu alixin, hiéu qua khang vi khun cua céac hoat chit dugc md ta theo giai

phép hitu ich t6t hon dang ké.

Bang du6i day thé hién ndng do tc ché i thidu (biéu thi theo ppm) dbi véi 10
ching tac nhan giy bénh cua ché phim theo giai phap hitu ich so v6i 4 san pham dugc
cong nhan la khang khuan. (A) Ché phdm dugce tao ra béi nhom gdm 8 thanh phén dugc

mé ta theo giai phap hitu ich, (B) xitrala, (C) eugenol, (D) carvacrol, va (E) alixin nguyén

chét.
(A) B) © (D) (E)

Aeromonas 64 250 250 250 >4000
salmonicida
Edwardsiellatarda 125 1000 500 250 >4000
Photobacterium 32 500 1000 125 >4000
damsela
Streptococcus iniae | 125 500 1000 64 >4000
1.‘ enacibaculummari 16 64 64 37 ~4000
limum
Tenacibaculum 16 64 125 64 >4000
discolor
Vibrio harveyi 64 1000 1000 250 4000
Vibrio alginolyticus | 125 1000 2000 250 4000
Vibrio anguillarum | 16 500 1000 64 4000
Yersinia ruckeri 125 1000 500 250 >4000

phuong an khéic s€ dugc thay rd véi nguoi co kién thuc trung binh trong linh vyc k¥ thuat

Giai phéap hitu ich khong chi gigi han ¢ cac phuong dn duge md ta ¢ déy, va cac

nay.
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YEU CAU BAO HOQ
1. Ché pham cha:
- c4c hop chat ¢6 cong thic:
CH;3-CH»-CH,-SO-S-CH,-CH,-CH3 va CH3-CHa-CH»-SO2-S-CH,-CH»-CHs,
va
- it nhAt mot chét nén vé co,
cac hop chét nay chiém 15 % khéi lwong dua trén khéi luong ctia hdn hop gdm
cac hop chét nay va it nhat mot chit nén vo co nay.
2. Ché phim theo diém 1, trong d6 chét nén vé6 co 1a silic oxit.
3. Ché phém theo diém 1 hoic 2, trong d6 cac hop chét nay chiém 0,003 % khéi
luong dua trén tong khéi lugng cla ché pham.
4. Ché phém theo diém 1 hoic 2, trong d6 cac hop chét nay chiém 0,009 % khoi
lwong dya trén téng khéi lugng cua ché phém.
5. Ché phim theo diém bét ky trong sd cac diém tr 1 dén 4, trong d6 cac hop chat
nay c6 ty 1é twong dbi theo khéi lugng trong khoang tlr 60/40 dén 40/60.
6. Ché phdm theo diém 1 hoic 2, chia:
a. hdn hop cia cac hgp chét va it nhat mot chit nén vo co vé6i luong

20 % khéi luong,

b. cac hop chét cho phép ché phim c6 do on dinh va c6 kha nang
phén tan trong nude voi lugng tir 40 dén 61 % khdi lugng dua trén
téng khdi luong cua ché pham, va

c. céc hop chit kich thich mién dich v6i lugng tir 19 dén 40 % khbi

lugng.
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