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TÓM TẮT 

Nghiên cứu được thực hiện nhằm đánh giá và so sánh khả năng diệt khuẩn và điều trị bệnh của kháng sinh 

amoxicillin và amoxicillin kết hợp với clavulanic acid cho vi khuẩn Streptococcus agalactiae gây ra trên cá rô phi. Để 

thực hiện nghiên cứu, 4 chủng S. agalactiae phân lập từ cá rô phi nhiễm bệnh thu ở các trại nuôi miền Bắc năm 

2022 và đang lưu giữ trong điều kiện -80°C được lựa chọn để nuôi cấy phục hồi, định danh bằng phương pháp sinh 

hoá, giám định PCR. Khả năng ức chế vi khuẩn được đánh giá qua kỹ thuật khuếch tán trên thạch và nồng độ ức 

chế tối thiểu (MIC), hiệu quả điều trị được đánh giá thông qua cảm nhiễm và sử dụng kháng sinh để điều trị và theo 

dõi tỷ lệ sống sau 14 ngày. Kết quả kiểm tra kháng sinh đồ cho thấy amoxicillin/clavulanic acid cho kích cỡ vòng vô 

khuẩn S. agalactiae lớn hơn, nồng độ ức chế tối thiểu (MIC) là 2 µg/ml đối với amoxicillin, giảm xuống 0,25 µg/ml với 

amoxicillin/clavulanic acid. Kết quả cảm nhiễm và điều trị cho thấy amoxicillin kết hợp với clavulanic acid cho hiệu 

quả điều trị và tỷ lệ sống cao hơn (91,1%) so với amoxicillin (77,8%). Đây là nghiên cứu đầu tiên so sánh, đánh giá 

hiệu quả diệt khuẩn và điều trị của amoxicillin khi kết hợp và không kết hợp clavulanic acid trên vi khuẩn gây bệnh ở 

động vật thuỷ sản. 

Từ khoá: Streptococcus agalactiae, amoxicillin, clavulanic acid, diệt khuẩn, hiệu quả điều trị. 

Evaluating Bactericidal Effect and Therapeutic Efficacy of Amoxicillin  
and Amoxicillin Combined with Clavulanic Acid  

on Streptococcus agalactiae Isolated from Diseased Tilapia 

ABSTRACT 

The study evaluated and compared the bactericidal effect and treatment of the disease of tilapia caused by 

Streptococcus agalactiae with amoxicillin and amoxicillin combined with clavulanic acid. To conduct a study, 4 isolates of 

S. agalactiae isolated from diseased tilapia were selected for identification by biochemical methods and PCR assay. The 

inhibition ability of antibiotics was evaluated through the diffusion method on agar plate and the minimum inhibitory 

concentration (MIC). The treatment efficacy was evaluated 14 days post challenge. The results showed that amoxicillin 

combined with clavulanic acid revealed bigger inhibition zones. The minimum inhibitory concentration of amoxicillin was 

2 µg/ml compared to that of only 0.25 µg/ml of amoxicillin and clavulanic acid. The results of treatment experiments 

showed that amoxicillin combined with clavulanic acid could yielded higher treatment efficacy (91.1%) than those treated 

with amoxicillin alone (77.8%). This is the first study to compare and evaluate the inhibitory and therapeutic efficacy of 

amoxicillin with and without clavulanic acid on pathogenic bacteria in aquaculture. 

Keywords: Streptococcus agalactiae, amoxicillin, clavulanic acid, inhibition, treatment efficacy, tilapia. 

 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Trong nhĂng nëm gæn đåy, ngành nuôi 

trồng thûy sân đã không ngÿng phát triển và 

ngày càng chiếm vð trí quan trọng trong ngành 

thûy sân nói riêng và kinh tế đçt nþĆc nói 

chung. Trong đó, cá rô phi có nhiều đặc điểm 

þu thế, đþĉc xem là đối tþĉng nuôi nþĆc ngọt 
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chû lăc ć Việt Nam vĆi mýc tiêu sân xuçt phýc 

vý xuçt khèu (MARD, 2019). Nghề nuôi cá rô 

phi phát triển theo hþĆng thâm canh hóa, nuôi 

mêt độ cao, sā dýng nhiều thĀc ën nhìm tëng 

sân lþĉng nuôi nhþng luôn đi kèm vĆi gia tëng 

nhanh lþĉng chçt thâi tÿ hệ thống nuôi dén 

đến ô nhiễm môi trþąng nþĆc, tích lüy các chçt 

thâi hĂu cĄ. Đåy là điều kiện thuên lĉi để các 

loäi tác nhân gây bệnh lây lan và bùng phát 

thành dðch bệnh, gây ânh hþćng thiệt häi 

nhiều về kinh tế cho ngþąi nuôi. Một trong 

nhĂng bệnh nguy hiểm nhçt trên cá rô phi là 

bệnh xuçt huyết do vi khuèn Streptococcus 

agalactiae gåy ra (TrþĄng Đình Hoài & cs., 

2014). Bệnh gây tỷ lệ chết cao, trên diện rộng 

và gây thiệt häi nghiêm trọng về kinh tế, ânh 

hþćng đến sân lþĉng cá rô phi ć nhiều quốc gia 

trên toàn thế giĆi. Täi Việt Nam, bệnh do vi 

khuèn S. agalactiae gây ra trên cá rô phi nuôi 

đã đþĉc phát hiện tÿ nëm 2009, sau đó đþĉc 

báo cáo ć khíp các vùng trong câ nþĆc (Đặng 

Thð Hoàng Oanh & Nguyễn Thanh PhþĄng, 

2012; TrþĄng Đình Hoài & cs., 2014). Các 

nghiên cĀu về lâm sàng, phân lêp và biến đổi 

mô học cüng đã đþĉc nghiên cĀu täi Việt Nam 

(TrþĄng Đình Hoài & cs., 2014).  

Để ngën ngÿa và điều trð các bệnh do vi 

khuèn trên động vêt thûy sân, kháng sinh 

thþąng đþĉc sā dýng thông qua thĀc ën trộn 

thuốc (Rico & cs., 2013). Một trong các loäi 

kháng sinh đþĉc sā dýng phổ biến trong điều 

trð bệnh thûy sân nói chung và bệnh do  

S. agalactiae nói riêng là amoxicillin (Kim Vën 

Vän & TrþĄng Đình Hoài, 2021). Amoxicillin là 

một kháng sinh thuộc nhóm beta lactam, hoät 

phổ kháng khuèn rộng trên nhiều vi khuèn, 

cüng nhþ giá thành hĉp lý (Längin & cs., 2009). 

Tuy nhiên, nhiều loäi vi khuèn, đặc biệt là các 

loäi cæu khuèn, thþąng sân sinh enzyme beta-

lactamase, làm phân huy nhanh kháng sinh 

amoxicillin và giâm tác dýng điều trð. 

Clavulanic acid là một hoät chçt có liên quan 

cçu trúc vĆi penicilin và có khâ nëng bçt hoät 

nhiều enzyme beta-lactamase do vi khuèn gây 

ra (Brown, 1986). Do vêy, kết hĉp amoxicillin 

vĆi clavulanic acid có thể tëng hoät lăc cho 

kháng sinh, tëng hiệu quâ điều trð bệnh vi 

khuèn và đã đþĉc Āng dýng nhiều trong nhân 

y và thú y (Litster & cs., 2012). Tuy nhiên, 

trong thûy sân các nghiên cĀu để đánh giá, so 

sánh khâ nëng Āc chế và điều trð giĂa 

amoxicillin và amoxicillin kết hĉp clavulanic 

acid còn hän chế. Nghiên cĀu này đþĉc thăc 

hiện, đánh giá khâ nëng diệt khuèn cûa 

amoxicillin và amoxicillin kết hĉp clavulanic 

acid trên vi khuèn S. agalactiae gây bệnh trên 

cá rô phi. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu  

Các chûng vi khuèn S. agalactiae phân lêp 

tÿ cá rô phi nhiễm bệnh ć các träi nuôi miền 

Bíc nëm 2022; Kháng sinh amoxicillin (AX) và 

amoxicillin + clavulanic acid (AC, tỷ lệ phối trộn 

4:1) đþĉc cung cçp bći VIC Animal Heath Ltd, 

Belarus; cá rô phi khỏe phýc vý thí nghiệm câm 

nhiễm, điều trð; Các trang thiết bð, hệ thống bể 

thí nghiệm, dýng cý, hóa chçt phýc vý nuôi cçy 

phýc hồi, đðnh danh, câm nhiễm vi khuèn và 

điều trð.  

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Nuôi cấy phục hồi và định danh  

vi khuẩn 

Vi khuèn S. agalactiae (04 chûng, ký hiệu 

ST-RP-HD-3-22; ST-RP-HN-5-22; ST-RP-BN-

6-22; ST-RP-BN-7-22) phân lêp đþĉc tÿ cá rô 

phi nhiễm S. agalactiae thu ć một số träi nuôi 

miền Bíc nëm 2022 đþĉc lþu giĂ trong glyceron 

ć điều kiện -80°C đþĉc sā dýng để thăc hiện 

nghiên cĀu. Vi khuèn đþĉc nuôi cçy phýc hồi và 

giám đðnh läi bìng phþĄng pháp hình thái, sinh 

hóa có sā dýng bộ kit thā API 20 Strep và đþĉc 

tách DNA để giám đðnh bìng kỹ thuêt PCR, sā 

dýng đoän gene đích có kích cĈ 474bp theo 

phþĄng pháp thăc hiện nhþ mô tâ cûa Li & cs. 

(2010) vĆi DNA chûng đối chĀng dþĄng là chûng 

chuèn S. agalactiae ATCC 51487. Sân phèm 

khuếch đäi DNA đþĉc phån tích trên máy điện 

di sā dýng bân gel chĀa 1,3% agarose đþĉc 

nhuộm bìng dung dðch Redsafe (Intron, Hàn 

Quốc). Hình ânh điện di bân gel đþĉc chýp bìng 

hệ thống Gel imager (Bio-Rad, Mỹ).  
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2.2.2. Đánh giá khâ năng diệt khuẩn của 

amoxicillin và amoxicillin kết hợp 

clavulanic acid bằng phương pháp kháng 

sinh đồ 

Các chûng vi khuèn S. agalactiae (n = 4) 

sau khi đþĉc giám đðnh bìng phþĄng pháp PCR, 

đþĉc sā dýng để đánh giá khâ nëng Āc chế vĆi 

hai loäi kháng sinh AX và AC theo phþĄng pháp 

kháng sinh đồ (Bauer, 1966). 

Vi khuèn S. agalactiae sau khi tëng sinh 

đþĉc pha loãng ć nồng độ 106 CFU/ml và chang 

đều lên đïa thäch Mueller Hinton (MHA) sā 

dýng que ria bìng bông đã khā trùng. Kháng 

sinh amoxicillin và amoxicillin kết hĉp 

clavulanic acid đþĉc nhỏ trăc tiếp lên các tçm 

giçy kháng sinh tríng vô trùng đþąng kính 

6mm ć các nồng độ amoxicillin 10; 15; 20 µg/đïa 

lên đïa môi trþąng đã chang cçy vi khuèn, nuôi 

cçy ć nhiệt độ 28C và đo kích thþĆc vòng vô 

khuèn sau 36 gią.  

2.2.3. Đánh giá nồng độ ức chế tối  

thiểu (MIC) 

PhþĄng pháp xác đðnh MIC đþĉc tiến hành 

bìng kỹ thuêt pha loãng thäch theo mô tâ cûa 

Wiegand & cs. (2008). Tiến hành pha loãng hai 

loäi kháng sinh AX và AC vào các đïa môi 

trþąng nuôi cçy MHA để đät dãy các nồng độ 

0,125; 0,25; 0,5; 1, 2; 4; 8; 16; 32; 64 µg/ml theo 

phþĄng pháp và tiêu chuèn cûa CLSI M49-A. Vi 

khuèn S. agalactiae (n = 4) đþĉc ria cçy læn lþĉt 

trên môi trþąng MHA có chĀa hai loäi kháng 

sinh ć các nồng độ pha loãng, đïa đối chĀng vi 

khuèn đþĉc ria cçy lên môi trþąng TSA không 

pha kháng sinh. Nồng độ Āc chế tối thiểu (MIC) 

cûa kháng sinh AX và AC đþĉc xác đðnh sau 48h 

nuôi cçy ć nhiệt độ 28C theo mô tâ cûa 

Wiegand & cs. (2008). 

2.2.4. Xác định liều gây chết 50% (LD50) 

Lăa chọn ngéu nhiên 01 chûng vi khuèn  

S. agalactiae (ST-RP-HN-5-22) tÿ 04 chûng để 

xác đðnh độc lăc liều gây chết 50% trên cá rô phi 

theo phþĄng pháp tiêm vào xoang býng. Cá rô 

phi (n = 315) đþĉc đþa vào câm nhiễm có khối 

lþĉng 30-35 g/con, cá đþĉc kiểm tra khỏe mänh 

và đþĉc nuôi thuæn dþĈng 1 tuæn trong bể nhăa 

có thể tích 4.000l có sýc khí và cho ën hàng ngày.  

Vi khuèn đþĉc nuôi tëng sinh trong môi 

trþąng TSB ć 28C, sau đó tiến hành đo mêt độ 

bìng máy so màu quang phổ ć bþĆc sóng 600nm 

(OD600) và đþĉc điều chînh về 108 CFU/ml kết 

hĉp vĆi nuôi cçy, đếm mêt độ trên đïa thäch. 

Dðch vi khuèn sau đó đþĉc pha loãng thành các 

nồng độ (103, 104, 105, 106, 107, 108 CFU/ml) để 

tiêm câm nhiễm cho cá kèm theo 1 lô đối chĀng 

(tiêm PBS).  

VĆi mỗi mêt độ vi khuèn, tiến hành tiêm  

15 con/bể vĆi lþĉng 0,1 ml/cá vào xoang býng và 

đþĉc nuôi theo dõi trong các bể có thể tích 100 

lít nþĆc, mỗi mêt độ tiêm đþĉc bố trí lặp läi 3 

læn. Để xác đðnh tỷ lệ chết tích lüy và biểu hiện 

cá nhiễm bệnh, thí nghiệm đþĉc tiến hành theo 

dõi trong 14 ngày. Duy trì nhiệt độ môi trþąng 

nþĆc trong quá trình nuôi sau câm nhiễm ć mĀc 

khoâng 31-33C, các yếu tố môi trþąng khác 

đâm bâo trong giĆi hän cho phép và không có să 

khác biệt giĂa các bể thí nghiệm. Méu cá câm 

nhiễm sau khi chết đþĉc thu để quan sát triệu 

chĀng, bệnh tích, nhuộm Gram, soi tþĄi quan 

sát să xuçt hiện cûa vi khuèn trong mô bào và 

đþĉc giám đðnh nhanh bìng PCR để khîng đðnh 

läi tác nhân gây bệnh. Liều gây chết 50% cá thí 

nghiệm (LD50, lethal dose) đþĉc xác đðnh theo 

công thĀc cûa Reed & Muench (1938). 

2.2.5. Phương pháp câm nhiễm và điều trị  

Chûng vi khuèn (ST-RP-HN-5-22) sau khi 

đþĉc xác đðnh liều gây chết 50% đþĉc sā dýng 

để câm nhiễm và tiền hành các phác đồ điều trð. 

Tổng số 12 bể thí nghiệm chĀa 100l nþĆc đþĉc 

sā dýng, mỗi bể chĀa 15 cá rô phi. Thí nghiệm 

đþĉc bố trí gồm 4 lô: Lô TN1: đối chĀng (-) chî 

tiêm PBS; Lô TN2 đối chĀng (+) tiêm vi khuèn 

liều LD50, nhþng không điều trð; Lô TN3: tiêm vi 

khuèn liều LD50 và điều trð bìng amoxicillin và 

Lô TN4: tiêm vi khuèn liều LD50 và điều trð 

bìng amoxicillin kết hĉp clavulanic acid  

(Hình 1). Khi phát hiện cá bít đæu xuçt hiện 

dçu hiệu bçt thþąng cûa bệnh, tçt câ các lô đþĉc 

khā trùng nþĆc bìng BKC vĆi liều 0,5 ml/m3 và 

tiến hành các phác đồ điều trð ć lô TN3 và TN4. 

Kháng sinh AX (40 mg/kg cá) và AC (40 mg/kg 

cá) đþĉc trộn vào thĀc ën và cho ën trong 5 

ngày. Sau khi kết thúc liệu trình điều trð, các bể 
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thí nghiệm sẽ đþĉc khā khuèn läi bìng BKC vĆi 

liều lþĉng tþĄng đþĄng liều ban đæu.  

Hàng ngày kiểm tra và theo dõi các thông 

số môi trþąng nhiệt độ, pH, DO đþĉc đo hàng 

ngày bìng máy đo môi trþąng đa nëng (YSI, 

Mỹ), NH3/NH4
+ đo 3 ngày/læn bìng kít đo nhanh 

(Sera, ĐĀc). Biểu hiện cûa cá và số lþĉng cá chết 

đþĉc theo dõi và kiểm tra hàng ngày. VĆi các 

méu cá mĆi chết hoặc síp chết, tiến hành giâi 

phéu quan sát triệu chĀng bệnh tích, nhuộm 

gram soi tþĄi méu mô để đánh giá să xâm 

nhiễm cûa vi khuèn ć các hệ cĄ quan và giám 

đðnh läi bìng kỹ thuêt PCR. Sau 14 ngày, hiệu 

quâ điều trð đþĉc đánh giá thông qua tỷ lệ sống 

cûa cá rô phi ć các lô. 

2.2.6. Xử lý số liệu 

Các số liệu về tỷ lệ cá chết tích lüy trong quá 

trình câm nhiễm, mĀc độ kháng, nhäy cûa vi 

khuèn vĆi tÿng loäi kháng sinh đþĉc thống kê mô 

tâ bìng phæn mềm Excel 2016, giá trð trung bình 

cûa đþąng kính vòng vô khuèn giĂa hai loäi 

kháng sinh đþĉc so sánh bìng kiểm đðnh T-test, 

so sánh tỷ lệ sống cûa cá rô phi ć các lô thí 

nghiệm đþĉc phân tích Chi-square bìng phép 

thā Fisher’s Exact Test trên phæn mềm SPSS 20. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Kết quâ nuôi cấy phục hồi và định 

danh vi khuẩn 

Tçt câ 04 chûng vi khuèn S. agalactiae 

phân lêp tÿ méu cá rô phi có biểu hiện lồi mít, 

xuçt huyết đặc trþng thu ć một số träi nuôi 

miền Bíc nëm 2022 và đang lþu giĂ trong điều 

kiện -80C đã đþĉc nuôi cçy phýc hồi thành 

công trên môi trþąng thäch TSA. Sau 24h nuôi 

cçy, các chûng vi khuèn thuæn có các đặc điểm 

hình thái, sinh hoá tþĄng đồng nhau. Khuèn läc 

vi khuèn có màu tríng, hình tròn, kích cĈ nhỏ, 

khoâng 0,1-0,5mm, phát triển sau 36h nuôi cçy. 

Vi khuèn thuæn thuộc nhóm Gram (+), hình cæu 

vĆi đþąng kính khoâng 0,5-1µm, liên kết vĆi 

nhau thành cặp hoặc däng chuỗi ngín, không di 

động (Hình 2). 

  

 Hình 1. Sơ đồ thực hiện thí nghiệm theo dõi hiệu quâ điều trị bệnh của kháng sinh 

 

Ghi chú: (A): Khuẩn lạc vi khuẩn trên đĩa TSA; (B): Khuẩn lạc vi khuẩn; (C)-Hình dạng vi khuẩn khi  

nhuộm Gram. 

Hình 2. Vi khuẩn thuần phát triển khi được nuôi cấy phục hồi trên thạch TSA 
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Bâng 1. Đặc tính hình thái và sinh hoá của vi khuẩn phân lập từ mẫu cá rô phi 

Chỉ tiêu hình thái, sinh hoá 
Chủng sử dụng trong nghiên cứu 

(n = 4) 
Chủng chuẩn 

S. agalactiae ATCC 51487 

Gram (+) (+) 

Di động - - 

Hình dạng Liên cầu Liên cầu 

VP (Voges Proskauer) + + 

HIP (HIPpuric acid) + + 

ESC (ESCulin) - - 

PYRA (PYRrolidonyl Arylamidase) - - 

αGAL (α-GALactosidase) - - 

βGUR (β-GlUcuRonidase) - - 

βGAL (β-GALactosidase) - - 

PAL (ALkaline Phosphatase) + + 

LAP (Leucine AminoPeptidase) + + 

ADH (Arginine DiHydrolase) + + 

RIB (RIBose) + + 

ARA (ARAbinose) - - 

MAN (MANnitol) - - 

SOR (SORbitol) - - 

LAC (LACtose) - - 

TRE (TREhalose) + + 

INU (INUlin) - - 

RAF (RAFfinose) - - 

AMD (AmiDon) - - 

GLYG (GLYcoGen) - - 

 

Các đặc tính sinh hóa cûa 04 chûng  

S. agalactiae khi thā bìng kit API 20 Strep 

(Bâng 1). Các đặc điểm hình thái, sinh hoá cûa 

các chûng vi khuèn phân lêp đþĉc trong nghiên 

cĀu đều tþĄng đồng vĆi kết quâ ghi nhên đþĉc 

đối vĆi chûng chuèn S. agalactiae ATCC 51487. 

Kết quâ giám đðnh bìng PCR 04 chûng vi khuèn 

đều dþĄng tính vĆi S. agalactiae, khi điện di cho 

väch DNA ć vð trí 474bp, trùng vĆi väch DNA cûa 

chûng đối chĀng dþĄng S. agalactiae ATCC 

51487 (Hình 3). Kết quâ giám đðnh PCR khîng 

đðnh 4 chûng này là S. agalactiae. 

3.2. Kết quâ kháng sinh đồ của kháng sinh 

amoxicillin và amoxicillin kết hợp 

clavulanic acid đối với S. agalactiae  

Vi khuèn S. agalactiae gây bệnh trên cá rô 

phi có mĀc độ nhäy khá cao đối vĆi câ 2 loäi 

kháng sinh amoxicillin và kháng sinh kết hĉp 

amoxicillin - clavulanic acid. Đối vĆi kháng sinh 

amoxicillin, đþąng kính vòng vô khuèn trung 

bình cûa 4 chûng là 24,7mm; 25,5mm; 29,0mm, 

tþĄng Āng vĆi các nồng độ 10µg; 15µg và 20µg. 

Khi sā dýng kháng sinh kết hĉp amoxicillin - 

clavulanic acid, ć cùng nồng độ kháng sinh, 

đþąng kính vòng vô khuèn đều cao hĄn có ý 

nghïa thống kê (P <0,05) so vĆi khi sā dýng 

kháng sinh amoxicillin, đät 26,5mm ć nồng độ 

10 µg/đïa; 29,2mm ć nồng độ 15 µm/đïa và 

34,3mm ć nồng độ 20 µg/đïa (Bâng 2 và Hình 4). 

Nhþ vêy, khâ nëng Āc chế vi khuèn  

S. agalactiae cûa kháng sinh kết hĉp amoxicillin - 

clavulanic acid cao hĄn so vĆi kháng sinh 

amoxicillin. Kết quâ này hoàn toàn phù hĉp và 

tþĄng đồng vĆi các nghiên cĀu trþĆc. Mặc dù 

clavulanic acid chî có hoät tính kháng khuèn yếu, 

nhþng khi bổ sung clavulanic acid vào amoxicillin 

đã làm tëng khâ nëng diệt khuèn cûa amoxicillin 

đối vĆi các loài vi khuèn có khâ nëng sân xuçt 

enzyme -lactamase (Todd & Benfield, 1990). 
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Ghi chú: M: Marker, giếng 1-4: 04 chủng vi khuẩn S. agalactiae trong nghiên cứu; N: Đối chứng âm; P: Đối 

chứng dương. 

Hình 3. Kết quâ giám định PCR các chủng vi khuẩn S. agalactiae 

Bâng 2. Kết quâ thử kháng sinh đồ của kháng sinh amoxicillin  

và kháng sinh kết hợp amoxicillin - clavulanic acid trên các chủng S. agalactiae (n = 4) 

Tên kháng sinh 
Nồng độ kháng sinh/đĩa (µg) 

10 15 20 

Amoxicillin (AX) 24,7
a 
± 0,7

 
25,5

a 
± 0,9

 
29,0

a
 ± 0,8

 

Amoxicillin/Clavulanic (AC) 26,5
b 
± 1,2

 
29,2

b
 ± 1,1

 
34,3

b
 ± 1,3

 

Ghi chú: Trong cùng một cột, các giá trị mang các chữ cái khác nhau thể hiện sự sai khác có ý nghĩa 

thống kê (P <0,05). 

 

Ghi chú: Kết quả kháng sinh đồ của kháng sinh amoxicillin (A-D) và amoxicillin kết hợp clavulanic acid (E-H) 

với vi khuẩn S. agalactiae. 

Hình 4. Hình ânh thử kháng sinh đồ trong nghiên cứu 
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Bâng 3. Kết quâ xác định nồng độ ức chế tối thiểu (MIC)  

của amoxicillin (AX) và amoxicillin kết hợp clavulanic acid 

Chủng vi khuẩn 
Nồng độ kháng sinh (µg) 

0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 

Kháng sinh amoxicillin 

ST-RP-HD-3-22 + + + + - - - - - - 

ST-RP-HN-5-22 + + + + - - - - - - 

ST-RP-BN-6-22 + + + + - - - - - - 

ST-RP-BN-7-22 + + + + - - - - - - 

Kháng sinh amoxicillin kết hợp clavulanic acid  

ST-RP-HD-3-22 + - - - - - - - - - 

ST-RP-HN-5-22 + - - - - - - - - - 

ST-RP-BN-6-22 + - - - - - - - - - 

ST-RP-BN-7-22 + - - - - - - - - - 

Chú thích (+) : Vi khuẩn phát triển; (-) : Vi khuẩn không phát triển. 

3.3. Xác định nồng độ ức chế tối thiểu 

(MIC) của kháng sinh amoxicillin (AX) và 

kháng sinh kết hợp amoxicillin - clavulanic 

acid đối với vi khuẩn S. agalactiae  

Trên môi trþąng nuôi cçy MHA, khi không 

bổ sung kháng sinh (đối chĀng), câ 4 chûng vi 

khuèn S. agalactiae thā nghiệm đều phát triển 

tốt. Tuy nhiên, khi bổ sung kháng sinh ć các 

nồng độ pha loãng khác nhau vào môi trþąng 

nuôi cçy, să phát triển cûa vi khuèn có khác 

biệt rõ rệt. 

Đối vĆi môi trþąng nuôi cçy có bổ sung 

kháng sinh amoxicillin, vi khuèn phát triển 

bình thþąng ć các nồng độ 0,125µg; 0,25µg; 

0,5µg; 1µg. Tuy nhiên ć nồng độ kháng sinh tÿ 

2µg vi khuèn bð Āc chế hoàn toàn và không quan 

sát đþĉc să xuçt hiện cûa khuèn läc trên đïa 

thäch nuôi cçy (Bâng 3, Hình 5A; B; C). Nhþ 

vêy có thể thçy nồng độ Āc chế tối thiểu (MIC) 

cûa amoxicillin đối vĆi vi khuèn  

S. agalactiae là 2 µg/ml. 

Đối vĆi môi trþąng nuôi cçy bổ sung kháng 

sinh amoxicillin kết hĉp vĆi clavulanic acid, nồng 

độ Āc chế tối thiểu (MIC) giâm rõ rệt. Câ 4 chûng 

vi khuèn chî phát triển đþĉc ć môi trþąng có 

nồng độ kháng sinh 0,125 µg/ml và bð Āc chế 

hoàn toàn khi môi trþąng nuôi bổ sung kháng 

sinh ć nồng độ tÿ 0,25 µg/ml trć lên (Bâng 2, 

Hình 5D; E; F). Kết quâ cho thçy kháng sinh 

amoxicillin kết hĉp vĆi clavulanic acid có tác 

dýng làm tëng độ nhäy vĆi vi khuèn  

S. agalactiae so vĆi kháng sinh amoxicillin, giá 

trð MIC cûa amoxicillin kết hĉp vĆi clavulanic 

acid giâm xuống còn 0,25 µg/ml so vĆi 2 µg/ml 

cûa amoxicillin. 

Một nghiên cĀu liên quan cûa Woo & cs. 

(2021), phân tích về độ nhäy cûa kháng sinh 

vĆi vi khuèn Streptococcus parauberis phân 

lêp tÿ cá biển. Kết quâ nghiên cĀu cho thçy các 

chûng đþĉc nghiên cĀu kháng penicillin và 

ampicillin (1,2%), tetracycline (68,7%), 

oxytetracycline (72,3%), doxycycline (53,0%) và 

erythromycin (37,3%), nhþng đều nhäy vĆi 

amoxicillin/clavulanic. Mặc dù, Woo & cs. 

(2021) không so sánh mĀc độ kháng giĂa AX và 

AC, tuy nhiên kết quâ nghiên cĀu cho thçy bổ 

sung Clavunalic acid đã giúp cho việc trð bệnh 

Streptococcus sp. có hiệu quâ tốt hĄn các loäi 

kháng sinh khác. Nghiên cĀu cûa Darwish & 

cs. (2003) về đánh giá hiệu quâ cûa amoxicillin 

trong kiểm soát S. iniae ć cá vþĉc cho thçy 

MIC dao động lĆn tÿ 0,0156-0,5 g/ml, biến 

thiên lĆn so vĆi MIC = 2 g/ml cûa amoxicillin 

đối vĆi 4 chûng S. agalacitiae trong nghiên cĀu 

này, să khác biệt về MIC có thể do loài vi 

khuèn khác nhau, số lþĉng chûng nghiên cĀu 

khác nhau.  
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3.4. Xác định LD50 của vi khuẩn  

S. agalactiae trên cá rô phi 

Kết quâ theo dõi diễn biến sau câm nhiễm 

vi khuèn S.agalactiae cho thçy xu hþĆng gây 

chết ć mêt độ cao nhçt (107 CFU/cá), cá chết rçt 

nhanh ngay sau khi tiêm, tỷ lệ chết đät đến mĀc 

35,6% sau 24h tiêm, tỷ lệ chết đät mĀc 100% 

sau 3 ngày tiêm. Ở mêt độ tiêm thçp hĄn, 106, 

105, 104, 103 và 102 CFU/cá, cá có xu hþĆng chết 

chêm dæn, tỷ lệ chết sau 14 ngày theo dõi læn 

lþĉt là 88,9; 75,6; 53,3; 46,7 và 33,3%. Giá trð 

LD50 thu đþĉc cûa chûng vi khuèn S. agalactiae 

(ST-RP-HN-5-22) trên cá rô phi đät mĀc  

3,2 × 103 CFU/cá. Thăc hiện giâi phéu, kiểm tra 

cá thí nghiệm cho thçy ć lô đối chĀng cá vén 

khỏe mänh, không chết và không có các dçu 

hiệu bệnh lý bçt thþąng nào. Trong khi đó ć các 

lô gây nhiễm, tçt câ các méu cá chết hoặc gæn 

chết tÿ sau 3 ngày tiêm cá đều có biểu hiện: bỏ 

ën, tách đàn, bĄi xoín vặn, đen thån, xuçt huyết 

da, gốc vây. Một số méu cá chết ć giai đoän 

khoâng sau 4 ngày gây câm nhiễm có biểu hiện 

mít mą đýc; lồi mít, nội täng sþng, xuçt huyết 

hoặc xuçt hiện dðch viêm (Hình 7). 

Khâ nëng gåy bệnh và mĀc độ độc lăc cûa vi 

khuèn S. agalactiae trên cá rô phi đã đþĉc 

nhiều tác giâ trên thế giĆi nghiên cĀu, 

Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn (2009) 

sā dýng vi khuèn S. agalactiae tiêm cho cá  

rô phi và tìm đþĉc giá trð LD50 khoâng  

3,97 × 105 CFU/ml. Đặng Thð Hoàng Oanh & 

Nguyễn Thanh PhþĄng (2012) khi nghiên cĀu 

khâ nëng gåy bệnh cûa vi khuèn S. agalactiae 

trên cá điêu hồng cüng thu đþĉc kết quâ LD50 là 

4,89 × 104 CFU/ml. Să sai khác về LD50 ć các 

nghiên cĀu so vĆi nghiên cĀu này có thể do độc 

lăc cûa chûng vi khuèn sā dýng, să khác biệt về 

điều kiện môi trþąng, đặc biệt là nhiệt độ trong 

quá trình câm nhiễm. 

3.5. Kết quâ câm nhiễm và điều trị  

Trong suốt thąi gian thí nghiệm, các yếu tố 

môi trþąng tþĄng đối ổn đðnh do hệ thống thí 

nghiệm đþĉc kiểm soát chặt chẽ. Nhiệt độ đo 

đþĉc täi các bể thí nghiệm đều nìm trong 

khoâng tÿ 30-32ºC, theo Balarin & Haller 

(1982) nhiệt độ thích hĉp cho sinh trþćng và 

phát triển ć cá rô phi là 20-35°C. Ngoài ra, 

nhiệt độ tÿ 31-33℃ cüng là điều kiện phù hĉp 

cho să phát triển và gây bệnh cûa S. agalactiae 

(TrþĄng Đình Hoài & cs., 2014). Một số thông số 

môi trþąng nþĆc khác nhþ hàm lþĉng oxy hòa 

tan đþĉc giĂ ć mĀc 5,9-6,5 mg/l, pH 7,1-8,2, 

NH3/NH4
+ 0-0, 5 mg/l phù hĉp vĆi să sinh trþćng 

và phát triển cûa cá rô phi (Phillipart &  

Ruwet, 1982). 

 

Ghi chú: Vi khuẩn trên môi trường TSA không bổ sung kháng sinh (A, D), có kháng sinh amoxicillin (B),(C); và 

có kháng sinh amoxicillin kết hợp clavulanic acid (E),(F).  

Hình 5. Kết quâ thử MIC trên 04 chủng S. agalactiae 
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Hình 6. Tỷ lệ chết tích lũy của cá sau khi tiêm câm nhiễm chủng vi khuẩn S. agalactiae 

 

Ghi chú: (A): Cá xuất huyết gốc vây, lồi mắt (mũi tên); (B- C): Cá lồi mắt, đục mắt; (D): Não xuất huyết (mũi 

tên); (E): Ruột, gan xuất huyết (mũi tên); (F): Gan tụ huyết, mật sưng.  

Hình 7. Triệu chứng và bệnh tích cá nhiễm bệnh 

Kết quâ câm nhiễm vi khuèn S. agalactiae 

bìng phþĄng pháp tiêm LD50 cho thçy sau  

48-56h tiêm câm nhiễm, cá bít đæu xuçt hiện 

các triệu trĀng bệnh nhþ bĄi lą đą, giâm ën. Các 

phác đồ điều trð đþĉc thăc hiện ngay 60h sau 

câm nhiễm. Các bể đþĉc khā trùng và hai lô cá 

điều trð đþĉc sā dýng kháng sinh amoxicillin và 

kháng sinh kết hĉp amoxicillin - clavunanic 

acid. Diễn biến tỷ lệ cá chết tích luỹ ć các lô thí 

nghiệm đþĉc thể hiện ć hình 8. 

VĆi lô đối chĀng dþĄng (cá đþĉc tiêm câm 

nhiễm nhþng không điều trð), cá bít đæu chết 

sau 72h câm nhiễm, tỷ lệ chết tëng dæn và tỷ lệ 

sống sau 14 ngày cûa thí nghiệm là 48,9%. Khi 

tiến hành nhuộm tþĄi gan, thên, não cûa cá chết 

có xuçt hiện vi khuèn S. agalactiae vĆi mêt độ 

cao trong mô bào (Hình 10A). Đối vĆi lô không 

câm nhiễm vi khuèn, không ghi nhên cá chết, tỷ 

lệ sống cûa cá đät 100% sau 14 ngày thí nghiệm 

và không xuçt hiện vi khuèn trong mô gan, 

thên, não khi nhuộm tþĄi (Hình 10B).  

Trong khi đó, các lô câm nhiễm vi khuèn 

đþĉc điều trð bìng kháng sinh đều có tỷ lệ sống 

cûa cá sau thí nghiệm (77,8-91,1%) cao hĄn so 
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vĆi lô câm nhiễm không điều trð (P <0,05). Tỷ lệ 

sống cûa rô phi ć lô điều trð kháng sinh 

amoxicillin kết hĉp clavulanic acid cao hĄn so 

vĆi lô cá đþĉc điều trð vĆi kháng sinh amoxicillin 

(P <0,05). Cá ć lô đþĉc điều trð amoxicillin kết 

hĉp clavulanic acid hồi phýc nhanh, hoät động 

bình thþąng sau 3 ngày điều trð, khi tiến hành 

nhuộm tþĄi các mô gan, thân, não sau quá trình 

thí nghiệm không còn phát hiện vi khuèn câm 

nhiễm tồn täi trong cĄ thể cá (Hình 10C). Đối 

vĆi lô điều trð bìng kháng sinh amoxicillin, 

ngoài hiệu quâ điều trð bệnh thçp hĄn, kết quâ 

nhuộm Gram mô gan, thên, não cûa cá sau thąi 

gian theo dõi điều trð vén còn phát hiện râi rác 

một lþĉng nhỏ vi khuèn S. agalactiae xuçt hiện 

trong mô bào (Hình 10D). Nhþ vêy, kết quâ điều 

trð thā nghiệm cho thçy lô thí nghiệm điều trð 

bìng AC có hiệu quâ cao hĄn và diệt khuèn triệt 

để hĄn so vĆi lô thí nghiệm điều trð bìng 

amoxcillin và lô thí nghiệm không điều trð. 

Hiện nay việc điều trð bệnh nhiễm khuèn  

S. agalactiae trên cá nþĆc ngọt đã đþĉc nghiên 

cĀu trong đó amoxcillin thþąng đþĉc sā dýng vĆi 

liều 40 mg/kg cá (Chardin & cs., 2009; Kim Vën 

Vän & TrþĄng Đình Hoài, 2021). Tuy nhiên, 

bệnh do vi khuèn S. agalactiae thþąng hay bð 

tái nhiễm sau quá trình điều trð do vi khuèn tồn 

täi låu trong môi trþąng nþĆc, do khâ nëng diệt 

khuèn cûa kháng sinh chþa triệt để hoặc vi 

khuèn kháng vĆi loäi kháng sinh sā dýng trong 

điều trð. Kết quâ đánh giá nồng độ Āc chế tối 

thiểu cûa AC so vĆi AX và hiệu quâ điều trð thu 

đþĉc tÿ nghiên cĀu này là thông tin quan trọng 

và hĂu ích để xây dăng các phác đồ điều trð phù 

hĉp nhìm nâng cao hiệu quâ điều trð bệnh do vi 

khuèn S. agalactiae gây ra trên cá rô phi. 

  

Hình 8. Diễn biến tỷ lệ chết tích lũy của cá ở các lô thí nghiệm trong 14 ngày theo dõi 

  

Ghi chú: AX: Lô điều trị sử dụng amoxicillin; AC: Lô điều trị sử dụng amoxicillin kết hợp clavulanic acid;  

ĐC (+): Lô cảm nhiễm không điều trị; ĐC (-): Lô tiêm bằng PBS, không điều trị. 

Hình 9. Tỷ lệ sống của cá rô phi trong các lô thí nghiệm  
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Ghi chú: (A): Lô đối chứng (+); (B): Lô đối chứng (-); (C): Lô điều trị bằng kháng sinh amoxicillin kết hợp 

clavulanic acid; (D): Lô điều trị bằng kháng sinh amoxicillin.  

Hình 10. Hình ânh nhuộm tươi mô thận của cá từ các lô thí nghiệm ở ngày thứ 14 

4. KẾT LUẬN  

Kết quâ nghiên cĀu đã cho thçy việc bổ 

sung acid clavulanic đã làm tëng hiệu quâ diệt 

khuèn cûa amoxicillin đối vĆi vi khuèn  

S. agalactiae gây ra trên cá rô phi thông qua 

đánh giá kết quâ kháng sinh đồ và nồng độ Āc 

chế tối thiểu. Ở quy mô phòng thí nghiệm, 

amoxicillin đþĉc bổ sung acid clavulanic vĆi tỷ 

lệ phối trộn 4:1 vĆi liều lþĉng 40 mg/kg cá đã 

giúp tëng hiệu quâ điều trð bệnh do vi khuèn  

S. agalactiae và nâng cao tỷ lệ sống cho các rô 

phi. Tuy nhiên, cæn tiếp týc thā nghiệm các 

công thĀc và tî lệ phối trộn giĂa amoxicillin và 

acid clavulanic để đät hiệu quâ tối þu và giâm 

đþĉc lþĉng acid clavulanic 
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