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ABSTRACT 

Acute hepatopancreatic necrosis disease (AHPND) is one of leading cause of 

mass mortality in cultured shrimp yearly, caused significant increases in 

antibiotic application in shrimp farming. To reduce the use of antibiotic in 

shrimp farming, the study was conducted to evaluate the effect of dietary 

supplementation of the extract from pomegranate (Punica granatum) leaves on 

growth performance, immunity index and resistance of AHPND in whiteleg 

shrimp (Litopenaeus vannamei). The research was carried out in 4 weeks with 

different supplementations, including control treatment, 1% P. granatum and 

2% P. granatum. Results showed that (i) dietary supplementation of 

pomegranate extract could increase the growth rate and innate immunity of 

whiteleg shrimp; (ii) dietary supplementation of 2% pomegranate extract could 

significantly increase survival rate of whiteleg shrimp after being challenged 

to Vibrio parahaemolyticus. The obtained results suggested potential 

applications of the pomegranate extract in commercial shrimp farming.  

TÓM TẮT 

Bệnh hoại tử gan tụy cấp tính là một trong những nguyên nhân gây thất thoát 

sản lượng tôm nuôi hàng năm, dẫn đến gia tăng lượng kháng sinh dùng trong 

hệ thống nuôi tôm. Để giảm thiểu việc sử dụng kháng sinh trong nuôi tôm, 

nghiên cứu được thực hiện nhằm đánh giá ảnh hưởng của chế độ cho ăn thức 

ăn có bổ sung chất chiết lá lựu đến tăng trưởng, thông số miễn dịch và khả 

năng kháng bệnh hoại tử gan tụy cấp tính ở tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus 

vannamei). Thí nghiệm được thực hiện trong 4 tuần với chế độ bổ sung khác 

nhau, bao gồm nghiệm thức đối chứng, nghiệm thức bổ sung 1% chất chiết lá 

lựu và nghiệm thức bổ sung 2% chất chiết lá lựu. Kết quả cho thấy (i) chế độ 

cho ăn bổ sung chất chiết lá lựu mức 2% giúp gia tăng tốc độ tăng trưởng 

(p>0,05), và một số chỉ tiêu miễn dịch không đặc hiệu ở tôm thẻ chân trắng 

(p<0,05); (ii) chế độ cho ăn bổ sung chất chiết lá lựu (2%) giúp tăng tỷ lệ sống 

của tôm thẻ chân trắng khi cảm nhiễm với Vibrio parahaemolyticus (p<0,05). 

Kết quả đạt được của nghiên cứu cho thấy tiềm năng ứng dụng của chất chiết 

lá lựu trong phòng bệnh hoại tử gan tụy cấp trong nuôi tôm thương phẩm. 

1. GIỚI THIỆU 

Bệnh hoại tử gan tụy cấp tính (Acute 

hepatopancreatic necrosis disease - AHPND) được 

xác nhận do Vibrio parahaemolyticus mang plasmid 

chứa gen độc tố PirA và PirB (Photorhabdus insect-

related (Pir)), gây bệnh cho các loài tôm biển (Tran 
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et al., 2013; World Organisation for Animal Health 

[OIE], 2019). Điểm đáng lưu ý, hai gen độc tố được 

xác định nằm trên plasmid, có khả năng truyền cho 

các loại vi khuẩn khác như Vibrio harveyi, V. 

parahaemolyticus và vẫn duy trì độc lực gây chết 

tôm (Lee et al., 2015; Kondo et al., 2015). Các 

chủng vi khuẩn này tồn tại tự nhiên trong môi trường 

nước lợ mặn nên gây khó khăn trong việc phòng 

ngừa bệnh, dẫn đến việc sử dụng thuốc kháng sinh 

trong phòng và trị bệnh cho tôm nuôi là rất phổ biến. 

Kháng sinh mang lại hiệu quả tốt trong việc điều trị 

bệnh vi khuẩn trên tôm (Jayaprakas & Sambhu, 

1996) tuy nhiên việc lạm dụng kháng sinh sẽ ảnh 

hưởng đến môi trường và chất lượng sản phẩm thủy 

sản (Sarter et al., 2007). Do đó, việc nghiên cứu biện 

pháp giúp tôm tăng cường sức đề kháng với mầm 

bệnh, phòng trị bệnh an toàn và thân thiện với môi 

trường nhằm đáp ứng cho nuôi trồng thủy sản bền 

vững là rất cần thiết (Abdul Kader Mydeen & 

Haniffa, 2011).  

Hiện nay, nhiều nghiên cứu đã xác định hiệu quả 

của việc sử dụng chiết xuất thảo dược giúp tôm tăng 

cường hệ miễn dịch và ức chế vi khuẩn gây bệnh 

(Citarasu, 2010). Chiết xuất thảo dược được ghi 

nhận có hoạt tính kháng khuẩn cao, tăng cường hệ 

miễn dịch, ít ảnh hưởng đến môi trường và không 

gây hại cho con người (Ravikumar et al., 2010; 

Abdul Kader Mydeen & Haniffa, 2011). Do vậy, 

việc dịch chuyển từ các loại thuốc tổng hợp sang các 

loại thảo dược như một chất thay thế cho kháng sinh, 

kích thích tăng trưởng trong nghề nuôi thủy sản 

đang trở nên phổ biến, được chấp nhận do hiệu quả 

mang lại (Adedeji et al., 2008). Vi khuẩn được ghi 

nhận không có khả năng đề kháng với các nhóm hóa 

chất hóa học (phytochemical) có trong chiết xuất 

thực vật (Gupta et al., 2014). Tuy nhiên, chiết xuất 

thảo dược được đánh giá không thể hiện hoạt tính 

kháng khuẩn tốt đối với các chủng vi khuẩn đa 

kháng thuốc kháng sinh (Singh et al., 2020). 

Các nghiên cứu trước cũng đã ghi nhận chất 

chiết lá lựu được xác định có hoạt tính kháng khuẩn 

V. parahaemolyticus, V. harveyi với đường kính 

vòng kháng khuẩn lớn tương ứng với 20,7 ± 0,58 

mm và 18,3 ± 0,58 mm (Trần Thị Tuyết Hoa và ctv., 

2020). Bên cạnh đó, cá tra giống được tăng cường 

khả năng đáp ứng miễn dịch và kháng vi khuẩn 

Edwardsiella ictaluri gây bệnh gan thận mủ sau 4 

tuần sử dụng thức ăn có bổ sung chất chiết lá lựu 

(Bùi Thị Bích Hằng & Trần Thị Tuyết Hoa, 2020).  

Do vậy, nghiên cứu ảnh hưởng của chế độ ăn bổ 

sung chất chiết lá lựu lên sinh trưởng và khả năng 

kháng bệnh của tôm thẻ chân trắng (Litopenaeus 

vannamei) được thực hiện nhằm xác định hiệu quả 

tăng cường sức khỏe trên đối tượng tôm biển của 

chất chiết lá lựu. Kết quả nghiên cứu cung cấp thông 

tin khoa học làm cơ sở cho việc sử dụng thảo dược 

rộng rãi trong hoạt động nuôi trồng thủy sản nhằm 

giảm thiểu việc sử dụng kháng sinh trong quản lý 

dịch bệnh thủy sản. 

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Vật liệu nghiên cứu 

Lá lựu sử dụng cho nghiên cứu được thu hái từ 

các tỉnh Cần Thơ và Hậu Giang của vùng Đồng 

Bằng sông Cửu Long. 

Tôm thẻ chân trắng (0,95±0,17g/con) được 

thuần dưỡng trong bể composite 2 tuần và được xác 

định âm tính với các mầm bệnh WSSV, V. 

parahaemolyticus, V. harveyi bằng kỹ thuật PCR.  

Chủng vi khuẩn V. parahaemolyticus (CM5) sử 

dụng cho thí nghiệm cảm nhiễm được chọn từ bộ 

sưu tập vi khuẩn của Bộ môn Bệnh học Thủy sản, 

Khoa Thủy sản, Trường Đại học Cần Thơ. 

2.2. Phương pháp nghiên cứu 

2.2.1. Phương pháp chiết xuất thảo dược  

 Lá lựu được thu hái vào lúc sáng sớm hoặc chiều 

mát rửa sạch, để ráo, sấy khô ở 60oC và xay nghiền 

thành bột (ẩm độ 3,33%). Chiết xuất thảo dược được 

thực hiện bằng kỹ thuật ngâm dầm trong methanol 

99,5% trong 24 giờ ở nhiệt độ phòng (Nguyễn Kim 

Phi Phụng, 2007). Dịch chiết methanol được cô 

quây để loại bỏ dung môi dưới áp suất 200-300 

mmHg thu được cao tổng với hiệu suất thu hồi là 

10,54%. Cao tổng sau thu được trữ ở 4°C cho các 

thí nghiệm tiếp theo.  

2.2.2. Thí nghiệm 1. Khả năng kích thích tăng 

trưởng và tăng cường miễn dịch của tôm 

thẻ chân trắng được cho ăn thức ăn bổ 

sung chất chiết lá lựu 

Chuẩn bị thức ăn: chất chiết lá lựu được áo 

ngoài viên thức ăn (Grobest, độ đạm 39%) với nồng 

độ 1% (10 g/kg thức ăn), 2% (20 g/kg thức ăn), để 

khô tự nhiên ở nhiệt độ phòng, và tiếp tục áo ngoài 

viên thức ăn bằng dầu mực (Vemedim, Việt Nam) 

với liều lượng 2%. Đồng thời, thức ăn không bổ 

sung thảo dược được áo ngoài bằng dầu mực và sử 

dụng cho tôm của nghiệm thức đối chứng. Các loại 

thức ăn được bảo quản ở 4oC.  

Bố trí thí nghiệm: thí nghiệm được bố trí với 3 

nghiệm thức và 3 lần lặp lại cho mỗi nghiệm thức, 

bao gồm: Nghiệm thức đối chứng (ĐC): tôm ăn thức 

ăn không bổ sung thảo dược; Nghiệm thức C1: tôm 
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ăn thức ăn bổ sung 1% chất chiết lá lựu; Nghiệm 

thức C2: tôm ăn thức ăn bổ sung 2% chất chiết lá 

lựu.  

Tôm được nuôi trong bể composite 0,5 m3 chứa 

400 L nước có độ mặn 15‰, với mật độ 40 con/bể 

(tương ứng với 100 con/m2). Tôm thí nghiệm được 

cho ăn thức ăn có bổ sung thảo dược liên tục trong 

4 tuần, cho ăn 4 lần/ngày với lượng thức ăn theo nhu 

cầu của tôm.   

Các chỉ tiêu theo dõi của thí nghiệm:  

Chỉ tiêu môi trường bao gồm: oxy, nhiệt độ, pH 

được kiểm tra và ghi nhận hàng ngày bằng máy 

(Hanna HI9125); chỉ tiêu NH3, NO2 được kiểm tra 

và ghi nhận hàng tuần bằng bộ test Sera. 

Tốc độ tăng trưởng và tỷ lệ sống của tôm sau khi 

kết thúc thí nghiệm được ghi nhận vào tuần 4 (ngày 

28) của thí nghiệm. Các chỉ tiêu tăng trưởng được 

xác định bao gồm: tốc độ tăng trưởng tuyệt đối 

DWG (g/ngày)= (Wf-Wi) /T; tốc độ tăng trưởng đặc 

biệt SGR (%/ngày)= {(lnWf-lnWi) / T} x 100; Hệ 

số tiêu tốn thức ăn FCR = [Lượng thức ăn cho 

ăn/(Wf -Wi)]. Trong đó: Wf là trọng lượng cuối 

cùng, Wi là trọng lượng ban đầu và T là tổng thời 

gian thí nghiệm; Tỷ lệ sống (%) = (số lượng tôm thời 

điểm kết thúc thí nghiệm / số lượng tôm thời điểm 

bố trí thí nghiệm) x 100. 

Tôm (9 tôm/nghiệm thức) được thu mẫu để phân 

tích các chỉ tiêu miễn dịch vào tuần 2 (ngày 14) và 

tuần 4 (ngày 28) của thí nghiệm. Các chỉ tiêu miễn 

dịch được phân tích bao gồm: (i) tổng số tế bào máu 

(Total hemocyte count- THC) (Le Moullac et al., 

1997), định loại bạch cầu (Cornick & Stewart, 

1978), (iii) hoạt tính phenoloxidase (PO)  

(Hernández-Lospez et al., 1996), (iv) hoạt tính 

superoxide dismutase (SOD) (Beauchamp & 

Fridovich, 1971). 

2.2.3. Thí nghiệm 2. Khả năng đề kháng với V. 

parahaemolyticus của tôm thẻ chân 

trắng được cho ăn thức ăn bổ sung chất 

chiết lá lựu 

Sau 4 tuần thí nghiệm bổ sung chất chiết lá lựu, 

tôm được gây nhiễm với vi khuẩn V. 

parahaemolyticus bằng phương pháp ngâm (Tran et 

al., 2013). Mật độ vi khuẩn cảm nhiễm được xác 

định thông qua thí nghiệm xác định giá trị LD50, liều 

gây chết tôm với tỷ lệ 50% (1,9x107 CFU/mL).  

Thí nghiệm cảm nhiễm được thực hiện trong bể 

kính (thể tích 100 L) bao gồm 4 nghiệm thức, mỗi 

nghiệm thức lặp lại 3 lần. Trong đó, ở nghiệm thức 

đối chứng âm (ĐC âm) tôm ăn thức ăn không bổ 

sung chất chiết lá lựu và không cảm nhiễm với V. 

parahaemolyticus; ở nghiệm thức đối chứng dương 

(ĐC dương) tôm ăn thức ăn không bổ sung chất 

chiết lá lựu và cảm nhiễm với V. parahaemolyticus; 

ở nghiệm thức C1 tôm ăn thức ăn bổ sung 1% chất 

chiết lá lựu và cảm nhiễm với V. 

parahaemolyticus; ở nghiệm thức C2 tôm ăn thức ăn 

bổ sung 2% chất chiết lá lựu và cảm nhiễm với V. 

parahaemolyticus. 

Sau khi gây cảm nhiễm, tôm tiếp tục ăn thức ăn 

tương ứng với từng nghiệm thức, và cho ăn theo nhu 

cầu. Tôm được theo dõi ghi nhận dấu hiệu bệnh lý 

và tỷ lệ chết trong vòng 14 ngày. Tỷ lệ chết tích lũy 

của từng nghiệm thức được xác định với công thức: 

Tỷ lệ chết tích luỹ (%) = (số lượng tôm chết/ số 

lượng tôm lúc bố trí thí nghiệm) x 100 

Tôm có dấu hiệu lờ đờ được phân lập vi khuẩn 

trên môi trường TCBS và định danh vi khuẩn V. 

parahaemolyticus với qui trình nested-PCR 

(Dangtip et al., 2015).  

2.3. Xử lý số liệu 

Số liệu được xử lý thống kê bằng phần mềm 

SPSS 20.0 cho phân tích phương sai 1 nhân tố (One-

way ANOVA) bằng kiểm định Duncan với độ tin 

cậy 95% để so sánh sự khác biệt giữa các giá trị 

trung bình của các nghiệm thức. 

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1. Tốc độ tăng trưởng của tôm thẻ chân 

trắng được ăn thức ăn bổ sung chất 

chiết lá lựu 

Tốc độ tăng trưởng của tôm thẻ chân trắng được 

xác định sau 4 tuần ăn thức ăn bổ sung chất chiết lá 

lựu (ở các nồng độ 1% và 2%). Sau 4 tuần, khối 

lượng tôm ở các nghiệm thức có bổ sung chất chiết 

lá lựu (1% - 5,36 g/con và 2% - 6,08 g/con) cao hơn 

nghiệm thức đối chứng, sử dụng thức ăn không bổ 

sung thảo dược (5,21 g/con). Tương tự, tốc độ tăng 

trưởng tuyệt đối (DWG) và tốc độ tăng trưởng đặc 

biệt (SGR) của tôm thẻ chân trắng ở các nghiệm 

thức có bổ sung chất chiết lá lựu (1% và 2%) cũng 

cao hơn nghiệm thức đối chứng - không bổ sung 

thảo dược (Bảng 1). Trong đó, nghiệm thức bổ sung 

2% chất chiết lá lựu có khối lượng tôm, tốc độ tăng 

trưởng tuyệt đối và tốc độ tăng trưởng đặc biệt đạt 

giá trị cao nhất so với các nghiệm thức khác của thí 

nghiệm. Tuy nhiên, sự khác biệt này không có ý 

nghĩa thống kê (p<0,05). 
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Bảng 1. Tốc độ tăng trưởng của tôm thẻ chân trắng sau 4 tuần ăn thức ăn bổ sung chất chiết lá lựu 

Nghiệm thức Wi (g) Wf (g) DWG (g/ngày) SGRw (%/ngày) Tỷ lệ sống (%) FCR 

ĐC 0,95±0,17 5,21±0,45a 0,15±0,02a 6,07±0,32a 86,36±6,60ab 1,21±0,01ab 

C1 0,95±0,17 5,36±0,36a 0,16±0,01a 6,17±0,24a 89,90±3,49b 1,15±0,08a 

C2 0,95±0,17 6,08±0,69a 0,19±0,03a 6,62±0,41a 81,31±3,49a 1,17±0,18a 

Giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn. Các giá trị trên cùng một cột mang mẫu tự (a,b) giống nhau thể hiện sự khác biệt 

không có ý nghĩa thống kê (p>0,05) 

Hệ số tiêu tốn thức ăn (FCR) ở nghiệm thức bổ 

sung 1% (FCR = 1,15), 2% (FCR = 1,17) chất chiết 

lá lựu đạt giá trị thấp hơn nghiệm thức đối chứng 

(FCR = 1,21). Ngoài ra, tôm ở nghiệm thức bổ sung 

1% chất chiết lá lựu đạt tỷ lệ sống cao nhất 

(89,90%). Tuy nhiên, nghiệm thức bổ sung 2% chất 

chiết lá lựu cho tỷ lệ sống thấp hơn nghiệm thức đối 

chứng, nhưng không có sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê (p>0,05). Nguyên nhân có thể là do nồng 

độ bổ sung thảo dược chưa phù hợp có thể gây ức 

chế sự tăng trưởng của động vật thủy sản. Putra et 

al. (2013) ghi nhận nhóm cá mú (Epinephelus 

coioides) có chế độ ăn bổ sung 1% chiết xuất rau 

ngót (Sauropus  androgynous) đạt tốc dộ tăng 

trưởng tốt và tỷ lệ chuyển hóa thức ăn thấp so với 

nhóm cá mú bổ sung chiết xuất rau ngót ở nồng độ 

cao (2,5% và 5% chiết xuất rau ngót).  

Trong thời gian thí nghiệm các yếu tố môi 

trường gồm pH, hàm lượng oxy hòa tan được duy trì 

ở mức thích hợp cho sự sinh trưởng bình thường của 

tôm nuôi. Trong đó, nhiệt độ sáng chiều dao động 

trong khoảng 27,5- 31,5°C, pH ở mức 8, hàm lượng 

DO trung bình khoảng 4,36 mg/L, hàm lượng NH4 

trung bình khoảng 0,13 mg/L. Nhìn chung, các yếu 

tố môi trường được quản lý tốt và không gây ảnh 

hưởng đến sự sinh trưởng tôm trong suốt thời gian 

thí nghiệm. 

Như vậy, tôm được cho ăn thức ăn bổ sung chất 

chiết lá lựu (1% và 2%) đạt tốc độ tăng trưởng tốt 

hơn so với tôm ở nghiệm thức đối chứng, không bổ 

sung chất chiết lá lựu. Các loại thảo dược được ghi 

nhận có khả năng tạo hương vị, kích thích bắt mồi, 

tiết dịch tiêu hóa và giúp hấp thu thức ăn hiệu quả 

hơn. Qua đó, chiết xuất thảo dược giúp cải thiện khả 

năng tiêu hóa, gia tăng sự chuyển đổi thức ăn và dẫn 

đến việc tổng hợp protein cao hơn (Lee & Gao, 

2012). Một số sản phẩm thảo dược được chiết xuất 

từ cây kỳ nham, gừng, cà gai ba thùy, xuyên tâm 

liên, phá cố chỉ, cỏ mực, hương nhu, 

cây Picrorrhiza (thuộc họ hoa mõm sói), diệp hạ 

châu, dây thần thông,… đều có tác động tích cực đến 

tôm như khả năng thúc đẩy giảm stress, giúp tiêu 

hóa tốt và do vậy tăng trưởng tốt hơn (Citarasu et 

al., 1998; Citarasu et al., 2003).  

3.2. Tác động của chế độ cho ăn bổ sung 

chất chiết lá lựu lên chỉ tiêu miễn dịch 

của tôm thẻ chân trắng 

Tôm thẻ chân trắng của các nghiệm thức ăn thức 

ăn có bổ sung chất chiết lá lựu ở các nồng độ 1% và 

2% đều có chỉ số tổng tế bào máu (THC) tăng cao 

hơn nghiệm thức đối chứng. Trong đó, hàm lượng 

THC đạt cao nhất ở nghiệm thức bổ sung 2% chất 

chiết lá lựu ở cả hai thời điểm khảo sát, ngày 14 và 

ngày 28 của thí nghiệm. Sự khác biệt này có ý nghĩa 

thống kê (p<0,05) so với nghiệm thức bổ sung 1% 

chất chiết lá lựu và nghiệm thức đối chứng (Bảng 2). 

So sánh 2 thời điểm thu mẫu cho thấy giá trị THC ở 

nghiệm thức bổ sung 2% chất chiết lá lựu tăng cao 

sau 28 ngày bổ sung và có sự khác biệt có ý nghĩa 

thống kê (p<0,05) (Bảng 2).  

Bảng 2. Chỉ số huyết học (x103 tb/mm3) của tôm 

thẻ chân trắng ăn thức ăn bổ sung chất 

chiết lá lựu ở các thời điểm ngày 14 và  

ngày 28 của thí nghiệm 

Chỉ số 
Thời điểm thu mẫu 

Ngày 14 Ngày 28 

Tổng tế bào máu  

ĐC 14,94±2,23aA 15,87±1,90aA 

C1 15,29±2,01aA 16,58±1,74aA 

C2 19,44±1,39bA 21,96±2,15bB 

Bạch cầu hạt  

ĐC 1,71±0,52aA 1,72±0,32aA 

C1 1,66±0,38aA 1,92±0,24abA 

C2 2,90±0,44bA 3,51±0,33cB 

Bạch cầu không hạt  

ĐC 13,23±1,78aA 14,14±1,65aA 

C1 13,63±1,76abA 14,66±1,60aA 

C2 16,54±1,05cA 18,45±2,05bB 

Giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn. Các giá trị trên cùng 

một cột mang mẫu tự (a,b,c) giống nhau, các giá trị trên 

cùng một dòng mang mẫu tự (A,B) giống nhau thể hiện 

sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê (p>0,05)  

Tương tự, chỉ tiêu bạch cầu hạt (Granular cell - 

GC) đạt giá trị cao nhất ở nghiệm thức bổ sung 2% 

chất chiết lá lựu, tiếp theo là nghiệm thức bổ sung 

1% chất chiết lá lựu và nghiệm thức đối chứng. So 

sánh 2 thời điểm thu mẫu ngày 14 và ngày 28 cho 
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thấy giá trị GC có sự khác biệt có ý nghĩa thống kê 

ở nghiệm thức bổ sung 2% chất chiết lá lựu (p<0,05) 

(Bảng 2). 

Ở thời điểm 14 ngày, chỉ tiêu bạch cầu không hạt 

(Hyaline cell - HC) cũng đạt giá trị cao nhất ở 

nghiệm thức bổ sung 2% chất chiết lá lựu với mật 

độ là 16,54 x103 tb/mm3 khác biệt có ý nghĩa thống 

kê với các nghiệm thức còn lại (p<0,05). Tương tự, 

ở thời điểm 28 ngày bổ sung giá trị HC đạt cao nhất 

ở nghiệm thức bổ sung 2% chất chiết lá lựu (18,45 

x103 tb/mm3) và thấp nhất ở NT đối chứng với mật 

độ là 14,14 x103 tb/mm3. So sánh ở 2 thời điểm thu 

mẫu, kết quả ghi nhận chỉ số HC của nghiệm thức 

bổ sung 2% chất chiết lá lựu (18,45 x103 tb/mm3) ở 

thời điểm 28 ngày bổ sung ghi nhận giá trị cao hơn 

và khác biệt có ý nghĩa thống kê so với các nghiệm 

thức còn lại ở thời điểm 14 ngày (p<0,05) (Bảng 2). 

 

Hình 1. Hoạt tính PO (490 nm), SOD (U/ml) của tôm thẻ chân trắng thời điểm 14 ngày và 28 ngày ăn 

thức ăn bổ sung chất chiết lá lựu 

Các giá trị trong cùng một đợt có mẫu tự (A, B, a, b) giống nhau thể hiện sự khác biệt không có ý nghĩa thống kê 

(p>0,05) 

Tôm thẻ chân trắng của các nghiệm thức ăn thức 

ăn có bổ sung chất chiết lá lựu (1% và 2%) đều có 

hoạt tính enzyme phenoloxidase (PO) và superoxide 

dismutase (SOD) cao hơn nghiệm thức đối chứng ở 

cả hai thời điểm thu mẫu (Hình 1). Trong đó, nghiệm 

thức bổ sung 2% chất chiết lá lựu có giá trị cao nhất 

và khác biệt có ý nghĩa thống kê (p<0,05) so với 

nghiệm thức đối chứng cả hai thời điểm khảo sát. 

Như vậy, việc bổ sung chất chiết thảo dược vào thức 

ăn giúp gia tăng hoạt tính enzyme PO và SOD trong 

máu tôm, giúp tăng cường hệ miễn dịch của tôm thẻ 

chân trắng. SOD là enzyme được tạo ra từ cơ chế 

đáp ứng miễn dịch kháng lại các tác nhân gây hại 

đến cơ thể giáp xác – tôm (Campa-Cordova et al., 

2002). Reverter et al. (2017) ghi nhận tác dụng của 

chất chiết thảo dược đến phản ứng miễn dịch, tăng 

cường bảo vệ vật chủ chống lại tác nhân gây bệnh là 

phụ thuộc vào liều lượng và thời gian mà vật chủ 

tiếp xúc với chất chiết thảo dược. Kết quả phân tích 

hoạt tính PO và SOD cho thấy việc bổ sung chất 

chiết lá lựu mức 2% giúp gia tăng hoạt tính PO và 

SOD, tăng cường cơ chế đáp ứng miễn dịch của tôm 

thẻ chân trắng. 

Kết quả nghiên cứu cho thấy việc bổ sung chất 

chiết lá lựu vào chế độ ăn của tôm thẻ chân trắng 

giúp gia tăng các chỉ số huyết học (tổng tế bào máu, 

bạch cầu hạt và bạch cầu đơn nhân) và các chỉ tiêu 

miễn dịch không đặc hiệu (PO và SOD).  

3.3. Khả năng đề kháng V. 

parahaemolyticus của tôm thẻ chân 

trắng được cho ăn thức ăn bổ sung chất 

chiết lá lựu  

Tôm thẻ chân trắng được cho ăn thức ăn có bổ 

sung chất chiết lá lựu trong vòng 28 ngày, được cảm 

nhiễm với vi khuẩn V. parahaemolyticus bằng 

phương pháp ngâm. Kết quả ghi nhận nghiệm thức 

đối chứng âm (tôm không cảm nhiễm với V. 

parahaemolyticus) có tỷ lệ chết tích lũy là 4,5%. 

Nguyên nhân là do tôm có hiện tượng ăn nhau khi 

lột xác và kết quả kiểm tra cho thấy tôm chết ở 

nghiệm thức này không nhiễm khuẩn V. 

parahaemolyticus. Tôm ở các nghiệm thức cảm 

nhiễm với V. parahaemolyticus (NT ĐC dương; NT 

C1; NT C2) xuất hiện tôm chết sau 48 giờ cảm 

nhiễm. Tôm chết có dấu hiệu khối gan tụy nhợt nhạt, 

ruột rỗng không chứa thức ăn (Hình 2A). Tỷ lệ chết 

tăng dần vào những ngày tiếp theo cho tới ngày thứ 

9 sau cảm nhiễm thì tôm ngừng chết.  
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Hình 2. Tôm thẻ chân trắng thí nghiệm cảm nhiễm với vi khuẩn V. parahaemolyticus gây bệnh hoại tử 

gan tụy cấp  

A: Tôm nhiễm bệnh nhạt màu ruột rỗng, gan tụy teo (mũi tên); B: Kết quả điện di sản phẩm PCR phát hiện V. 

parahaemolyticus (Giếng M: Thang DNA 100 bp; Giếng (+): Đối chứng dương; Giếng (-): Đối chứng âm; Giếng 1, 2, 

3, Mẫu DNA của vi khuẩn phân lập tương ứng với nghiệm thức đối chứng không bổ sung chất chiết lá lựu, bổ sung 1%, 

2% chất chiết lá lựu 

Trong đó, nghiệm thức tôm sử dụng thức ăn 

không bổ sung chất chiết lá lựu (NT đối chứng 

dương) có tỷ lệ chết tích lũy là 71,1%, NT C1 (tôm 

sử dụng thức ăn bổ sung 1% chất chiết lá lựu) tỷ lệ 

chết tích lũy là 68,89%, NT C2 (tôm sử dụng thức 

ăn bổ sung 2% chất chiết lá lựu) có tỷ lệ chết tích 

lũy thấp nhất 44,4% (Hình 3). Như vậy, kết quả cho 

thấy nghiệm thức bổ sung 2% chất chiết lá lựu có 

hiệu quả cao nhất, với tỷ lệ chết tích lũy (44,4%) 

khác biệt có ý nghĩa (p < 0,05) so với nghiệm thức 

đối chứng (71,1%). Điều này cho thấy việc bổ sung 

chất chiết lá lựu ở mức phù hợp có khả năng giúp 

tôm kháng lại tác nhân gây bệnh hoại tử gan tụy cấp 

tính, V. parahaemolyticus. 

 

Hình 3. Tỷ lệ chết của tôm thẻ chân trắng sau 14 ngày cảm nhiễm với vi khuẩn V. parahaemolyticus 
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Tôm thẻ chân trắng ở các nghiệm thức cảm 

nhiễm với V. parahaemolyticus đều cho sản phẩm 

khuếch đại thể hiện vạch sáng ở vị trí 230 bp (Hình 

2B). Kết quả PCR cho thấy tôm thẻ chân trắng của 

thí nghiệm chết là do tôm nhiễm vi khuẩn V. 

parahaemolyticus. 

Chế độ cho ăn có bổ sung chất chiết xuất từ thảo 

dược cũng đã được xác định giúp tăng sức đề kháng 

với mầm bệnh trên tôm sú (Penaeus monodon). Cụ 

thể, tôm sú được cho ăn thức ăn có chứa chiết xuất 

mảnh cộng (Clinacanthus nutans) có tỷ lệ chết giảm 

(33,3% ở nhóm bổ sung 0,1% chiết xuất) so với 

nhóm đối chứng (75,5%) (Direkbusarakom et al., 

1996). Tương tự, chiết xuất methanol của một số 

thảo dược như tai tượng xanh (Acalypha indica), cỏ 

gà (Cynodon dactylon), hồ hoàng liên (Picrorrhiza 

kurroa), sâm Ấn độ (Withania somnifera) và hương 

thảo (Zosmarinus officinalis) kết hợp bổ sung trong 

chế độ ăn của tôm trong 60 ngày, có khả năng kích 

thích miễn dịch và bảo vệ tôm khỏi bệnh đốm trắng 

(Yogeeswaran et al., 2012). 

Các hợp chất alkaloids, glycosides, polyphenols, 

và terpenes chiết xuất từ thực vật đã được xác định 

có khả năng kháng khuẩn (Ahn, 2017). Các bộ phận 

khác nhau của cây lựu được xác định chứa nhiều loại 

hoạt chất sinh học. Trong đó, vỏ và rễ chứa tanin, 

alkaloid và polyphenol, các hợp chất này có hoạt 

tính kháng khuẩn mạnh (Ahmad & Beg, 2001; Naz 

et al., 2007); hạt lựu có chứa steroid; bột quả chứa 

vitamin, khoáng chất, chất béo, protein và 

carbohydrate (Lama et al., 2001). Chất chiết lựu 

được ghi nhận có khả năng kháng nhiều tác nhân gây 

bệnh bao gồm: vi khuẩn gram dương (Streptococcus 

mutans, Staphylococcus aureus..), vi khuẩn gram 

âm (Vibrio parahaemolyticus, Enterobacter 

aerogenes,  Salmonella enterica,…) và cũng có hiệu 

quả kháng nấm (Cryptococcus neoformans, 

Candida albicans,…) (Sajjad et al., 2015). Kết quả 

nghiên cứu cho thấy việc bổ sung chất chiết lá lựu 

vào chế độ cho ăn của tôm thẻ chân trắng ở mức bổ 

sung phù hợp (2%) giúp nâng cao sức đề kháng của 

tôm đối với vi khuẩn V. parahaemolyticus gây bệnh 

hoại tử gan tụy cấp.  

4. KẾT LUẬN VÀ ĐỀ XUẤT  

Chế độ cho ăn có bổ sung 2% chất chiết lá lựu 

sau 4 tuần giúp cải thiện tốc độ tăng trưởng của tôm 

thẻ chân trắng và tăng cường miễn dịch ở tôm thẻ 

chân trắng (gia tăng chỉ số huyết học và một số chỉ 

tiêu miễn dịch không đặc hiệu- hoạt tính PO và 

SOD). Ngoài ra, chế độ cho ăn có bổ sung 2% chất 

chiết lá lựu giúp tăng tỷ lệ sống của tôm thẻ chân 

trắng khi cảm nhiễm với vi khuẩn gây bệnh hoại tử 

gan tụy cấp (V. parahaemolyticus).  

Đề nghị tiếp tục thực hiện thí nghiệm khảo sát 

chu kỳ bổ sung chất chiết lá lựu vào thức ăn để tìm 

hiểu khả năng ứng dụng trong thực tế. 
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