ĐÁNH GIÁ ẢNH HƯỞNG CỦA DỊCH CHIẾT THẢO DƯỢC LÊN

NOÃN NANG CẦU TRÙNG IN VITRO
                                                                                                                            TS. Võ Phong Vũ Anh Tuấn Trung tâm Tư vấn Nông nghiệp và PTNT







anhtuan@nbac.edu.vn
ThS. Phạm Chúc Trinh Bạch

ThS. Trần Thị Bảo Trân
TÓM TẮT

Bệnh cầu trùng (do một số loài thuộc giống Eimeria gây ra) là một bệnh rất phổ biến trong chăn nuôi gà, nhất là chăn nuôi tập trung với mật độ cao. Bệnh có tỷ lệ chết không cao nhưng gây thiệt hại nặng về kinh tế do gà bệnh bị phá hủy tế bào biểu mô ruột dẫn đến giảm hấp thụ chất dinh dưỡng, gà chậm lớn, giảm đẻ. Đề tài được thực hiện nhằm xác định điều kiện ẩm độ giúp noãn nang phát triển thành noãn nang cảm nhiễm cũng như đánh giá ảnh hưởng của thảo dược có tác dụng lên noãn nang cầu trùng gà. Đề tài được thực hiện từ tháng 12 năm 2020 đến tháng 6 năm 2021 tại Phòng thí nghiệm Trường Cao đẳng Nông nghiệp Nam Bộ. Kết quả thử nghiệm hai mức ẩm độ 80% và 90% ở điều kiện nhiệt độ phòng cho thấy ẩm độ 80% giúp hơn 97% noãn nang phát triển thành noãn nang cảm nhiễm sau 4 ngày ủ. Khi nghiên cứu ảnh hưởng của thảo dược (ở các nồng độ 2,5%, 5%, 10% và 15%) cho thấy ở nồng độ dịch chiết thảo dược thấp nhất (2,5%) cũng ức chế trên 50% noãn nang trong quá trình phân bào hay vỏ không bình thường. Thêm vào đó, ở nồng độ thảo dược 15% cho kết quả ức chế sự phân bào bên trong noãn nang hay vỏ không bình thường đạt tỷ lệ khoảng 82%.

Từ khóa: Bệnh cầu trùng, dịch chiết thảo dược, noãn nang, noãn nang cảm nhiễm
SUMMARY

Coccidiosis (caused by Eimeria genus) is a common disease in poultry, especially in high density. The disease has a low mortality but causes heavy economic losses because infected chickens destroy intestinal epithelial cells leading to reduced nutrient absorption, slow growth, and reduced laying. The study was carried out to determine the moisture condition that optimize to develop from unsporulated oocysts into sporulated oocysts as well as to evaluate the influence of herbal extract on chicken oocysts. The study was carried out from December 2020 to June 2021 at the Laboratory of Nambo Agriculture College. The results, when testing two moisture levels of 80% and 90% at room temperature, showed that 80% moisture helped more than 97% from unsporulated oocysts into sporulated oocysts after 4 days of incubation. Moreover, the effects of herbal extract (at concentrations of 2.5%, 5%, 10% and 15%), indicated that the lowest herbal concentration (2.5%) can inhibited over 50% oocysts during meiosis or abnormal shells. In addition, about 82% oocyst were inhibited the meiosis or abnormal shell with a 15% of herbal concentration. 
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1. Đặt vấn đề

Bệnh cầu trùng (do một số loài thuộc giống Eimeria gây ra) là một bệnh rất phổ biến trong chăn nuôi gà, nhất là chăn nuôi tập trung với mật độ cao. Bệnh có tỷ lệ chết không cao như các bệnh khác nhưng lại gây thiệt hại nặng về kinh tế do gà bệnh bị phá hủy tế bào biểu mô ruột dẫn đến giảm hấp thụ chất dinh dưỡng, gàchậm lớn, giảm đẻ (Dalloul và Lillehoj, 2005). Vòng đời của Eimeria spp. rất phức tạp, bao gồm hai giai đoạn phát triển: ngoại sinh (sporogony) và nội sinh (merogony). Trong thời kỳ ngoại sinh, nang noãn thoát ra ngoài cơ thể gà và trong điều kiện nhiệt độ, ẩm độ, oxy phù hợp sẽ phát triển thành noãn nang cảm nhiễm màkhi gà ăn phải sẽmắc bệnh (Graat và ctv, 1994). Các nghiên cứu cho thấy ở nhiệt độ phòng và đầy đủ oxy sẽ giúp noãn nang phát triển thành noãn nang cảm nhiễm nhanh chóng. Bên cạnh đó, một yếu tố khác trong điều kiện thí nghiệm quyết định đến sự phát triển nang noãn là ẩm độ, điều kiện ẩm độ tối ưu sẽ giúp tốc độ noãn nang phát triển nhanh và đạt tỷ lệ cao (Farr và Wehr, 2006). 

Từ những thiệt hại lớn về kinh tế do bệnh cầu trùng gây ra mà công tác phòng và trị bệnh này luôn được quan tâm. Người chăn nuôi thường sử dụng nhóm thuốc sulfamide và một số thuốc đặc hiệu khác để phòng và trịcầu trùng gà. Việc phải sử dụng thuốc thường xuyên dễ dẫn đến tình trạng kháng thuốc và nguy hiểm hơn là khả năng truyền gen đề kháng thuốc ảnh hưởng đến việc sử dụng thuốc điều trị bệnh cho người và vật nuôi. Do vậy, việc nghiên cứu các thảo dược thân thiện với môi trường, giúp phát triển chăn nuôi theo hướng an toàn (Chapman, 1997) là định hướng trong tương lai gần. Xuất phát từ những vấn đề trên cho thấy việc nghiên cứu các thảo dược có hiệu quả trong phòng và trị bệnh cầu trùng đang hết sức cấp thiết. Trước tiên cần nghiên cứu điều kiện ẩm độ giúp noãn nang thành noãn nang cảm nhiễm cũng như cácthảo dược có tác dụng lên noãn nang cầu trùng (Abbas và ctv, 2012). Các kết quả của nghiên cứu này sẽ là cơ sở trong việc nghiên cứu thay thế các thuốc trong phòng và trị bệnh cầu trùng trên gà.

2. NỘI DUNG, VẬT LIỆU VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU
2.1.  Nội dung

Ẩm độ tối ưu trong ủ noãn nang thành noãn nang cảm nhiễm

Ảnh hưởng của dịch chiết thảo dược đến noãn nang ở phòng thí nghiệm (in vitro)

2.2. Vật liệu nghiên cứu

Noãn nang cầu trùng gà

Thảo dược (hỗn hợp tỏi, nghệ và cỏ mực)

2.3. Phương pháp nghiên cứu

Thời gian: Thời gian tiến hành từ tháng 12 năm 2020 đến tháng 6 năm 2021
Địa điểm: Đề tài nghiên cứu tại Trường Cao đẳng Nông nghiệp Nam Bộ, xã Tân Mỹ Chánh, TP Mỹ Tho, tỉnh Tiền Giang
2.4. Bố trí thí nghiệm

2.4.1. Ẩm độ tối ưu trong ủ noãn nang thành noãn nang cảm nhiễm


Phân của những gà có biểu hiện các triệu chứng điển hình của bệnh cầu trùng (tiêu chảy, phân lẫn máu tươi) được thu bằng cách sử dụng tấm nylon mới, sạch đặt dưới sàn chuồng lúc 18 giờ ngày hôm trước và thu phân vào lúc 6 giờ sáng hôm sau. Phân sau khi thu được bảo quản lạnh và chuyển ngay về phòng thí nghiệm. Tại phòng thí nghiệm, phân gà được xét nghiệm và đếm số noãn nang (NN)/1 gram phân. Sau đó phân gà được bố trí vào các đĩa Petri (đường kính 10 cm,cao 1 cm) có độ dày khoảng 0,5 cm, không đậy nắp và được đặt trong hộp nhựa (kích thước: rộng 25 cm, dài 40 cm và cao 15 cm) ở ẩm độ 80% và 90%. Các hộp nhựa này được đặt ở nhiệt độ phòng. Noãn nang và noãn nang cảm nhiễm sẽ được kiểm tra và đếm số lượng dưới kính hiển vi bằng buồng đếm MC. Master hoặc Newbauer (tại phòng thí nghiệm) 2 lần/ngày (7 giờ và 14 giờ), kiểm tra từ ngày 1, 2, 3, 4, 5 sau khi ủ. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần.

                                         Bảng 1. Tỷ lệ noãn nang cảm nhiễm ở 2 mức ẩm độ

	Diễn giải
	Ẩm độ

	
	80%
	90%
	80%
	90%
	80%
	90%
	80%
	90%
	80%
	90%

	
	Ngày kiểm tra

	
	1
	2
	3
	4
	5

	Tổng số noãn nang/1gram phân (NN)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Số NN chưa cảm nhiễm/1gram phân
(NN)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Số NN cảm nhiễm/1gram phân
(NN)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	Tỷ lệ cảm nhiễm (%)
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


2.4.2. Ảnh hưởng của dịch chiết thảo dược đến noãn nang ở phòng thí nghiệm (in vitro)

Dịch chiết thảo dược gồm: tỏi, nghệ và cỏ mực. Tỏi được bóc vỏ lụa và rửa sạch, nghệ (rửa bằng nước sạch) và cỏ mực được rửa sạch (sử dụng thuốc tím), để ráo nước, chiết xuất (ép lấy dịch) và trộn các dịch chiết với nhau. Dịch chiết thảo dược được thử nghiệm ở các nồng độ (pha với nước cất) 2,5%, 5%, 10% và 15%. Thuốc amprolium được pha với nước cất theo nồng độ khuyến cáo của nhà sản xuất (1,25g/L) (El-Khtamvà ctv, 2014). Bố trí 4 lô thí nghiệm, 1 lô đối chứng dương và 1 đối chứng âm (sử dụng dùng bình phun để phun dịch chiết thảo dược 4 nồng độ khác nhau lên lớp phân ở 4 lô thí nghiệm). Lô đối chứng dương được phun dung dịch thuốc amprolium. Lô đối chứng âm phun dung dịch NaCl 0,9%. Lượng dung dịch phun cho 1 lô thí nghiệm (30 gram phân) là 5ml, phun và trộn đều phân với dung dịch phun. Thí nghiệm được thực hiện ở nhiệt độ phòng và ẩm độ tối ưu ở thí nghiệm trên Thí nghiệm được lặp lại 3 lần.

Noãn nang (NN) được đếm và tính số lượng trước khi đưa vào thí nghiệm. Sau đó, phân có chứa noãn nang được bố trí vào đĩa Petri có độ dày khoảng 0,5 cm, không đậy nắp và được đặt trong hộp nhựa có để các khăn ướt đảm bảo ẩm độ tối ưu ở thí nghiệm trên. Xét nghiệm phân ở các lô thí nghiệm và đối chứng sau 1, 2, 3, 4, 5 ngày thử nghiệm để xác định tác dụng của dịch chiết thảo dược đối với noãn nang cầu trùng. Đánh giá như sau: nếu phôi bào của noãn nang vẫn tiếp tục phân chia thì dịch chiết thảo dược không có tác dụng hoặc không đủ diệt noãn nang; nếu phôi bào của noãn nang không phát triển, vỏ noãn nang không bình thường thì dịch chiết thảo dược đã có tác dụng diệt noãn nang. Noãn nang sẽ được quan sát và đếm bằng buồng đếm MC. Master hoặc Newbauer để xác định số noãn nang cảm nhiễm không phát triển, vỏ không thường.
Bảng 2. Hiệu quả của dịch chiết thảo dược trên noãn nang

	Lô
	ĐC âm
	ĐC dương
	1
	2
	3
	4

	Noãn nang
cảm nhiễm
	Số lượng/ 1gram phân

(NN)
	
	
	
	
	
	

	
	Tỷ lệ (%)
	
	
	
	
	
	

	Noãn nang 
không phát triển, vỏ không bình thường
	Số lượng/ 1gram phân (NN)
	
	
	
	
	
	

	
	Tỷ lệ (%)
	
	
	
	
	
	

	Số lần lặp lại
	3
	
	
	
	
	
	


2.5. Xử lý số liệu: các số liệu được xử lý bằng phần mềm Minitab 16.0

3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN

3.1. Tỷ lệ noãn nang cảm nhiễm ở 2 mức ẩm độ
Bảng 3. Tỷ lệ noãn nang cảm nhiễm ở 2 mức ẩm độ
	Diễn giải
	Ẩm độ

	
	80%
	90%
	80%
	90%
	80%
	90%
	80%
	90%
	80%
	90%

	
	Ngày kiểm tra

	
	1
	2
	3
	4
	5

	Tổng số noãn nang/1gram phân (NN)
	73.500
	73.500
	73.500
	73.500
	73.500
	73.500
	73.500
	73.500
	73.500
	73.500

	Số NN chưa cảm nhiễm/1gram phân
(NN)
	73.500
	73.500
	67.500
	68.000
	37.500
	39.500
	1.500
	4.500
	1.500
	4.500

	Số NN cảm nhiễm/1gram phân
(NN)
	0
	0
	6.000
	5.500
	36.000
	34.000
	72.000
	69.000
	72.000
	69.000

	Tỷ lệ cảm nhiễm (%)
	0
	0
	8,16a
	7,48b
	48,98a
	46,26b
	97,96a
	93,88b
	97,96a
	93,88b


Ghi chú: NN (noãn nang); theo hàng ngang các giá trị có chữ cái khác nhau thì sự khác biệt có ý nghĩa về mặt thống kê với (p< 0,05)
Kết quả theo dõi sự phát triển của noãn nang ở hai điều kiện ẩm độ 80% và 90% được trình bày qua bảng 3. Thí nghiệm được thực hiện trong điều kiện nhiệt độ phòng thí nghiệm chỉ khác nhau ở 2 mức ẩm độ. Kết quả cho thấy noãn nang bắt đầu phân bào từ ngày ủ thứ hai và tăng nhanh tỷ lệ cảm nhiễm từ ngày ủ thứ 3. Khi xử lý thống kê cho thấy sự khác biệt về tỷ lệ noãn nang cảm nhiễm rất rõ rệt giữa hai điều kiện ẩm độ ở từng ngày kiểm tra (P<0,05). Kết quả cụ thể cho thấy rõ khi kiểm tra noãn nang ở độ phóng đại 400 lần cho thấy tỷ lệ cảm nhiễm chỉ đạt 8,16% ở ngày ủ thứ 2 trong điều kiện ẩm độ 80%. Kết quả ở điều kiện ẩm độ 90% có phần thấp hơn và chỉ đạt 7,48%. Chuyển sang ngày ủ thứ ba thì kết quả về tỷ lệ noãn nang cảm nhiễm tăng lên khá cao chiếm 48,98 % ở ẩm độ 80% và 46,26% ở điều kiện ẩm độ 90%. Cũng từ bảng số liệu ở bảng 3 cho thấy kết quả về tỷ lệ cảm nhiễm cao nhất ở ngày ủ thứ tư và thứ năm cho cả 2 điều kiện ẩm độ. Khi ủ ở điều kiện ẩm độ 80% cho thấy có 97,96% noãn nang cảm nhiễm cao hơn khi ủ ở điều kiện 90% về ẩm độ (93,88%). Kết quả ở ngày ủ thứ tư và thứ năm tương đương nhau có thể do noãn nang đã đủ thời gian để phát triển và đạt số lượng tối đa ở ngày ủ thứ tư. Kết quả này cũng phù hợp với nhiều kết quả nghiên cứu về thời gian phát triển tử noãn nang thành noãn nang cảm nhiễm từ 72 đến 96 giờ (Cao Thanh Hoàn và ctv (2016), Indrasanti và ctv (2017)).


Kết quả khảo sát cho thấy thời gian phát triển từ noãn nang thành noãn nang cảm nhiễm khoảng 4 ngày. Kết quả này phù hợp với các nghiên cứu của (Cao Thanh Hoàn và ctv (2016), Indrasanti và ctv (2017)). Khi so sánh với sự phát triển của noãn nang ở 2 điều kiện ẩm độ 80% và 90%, kết quả khảo sát thể hiện rõ sự khác biệt có ý nghĩa (P<0,05) qua từng ngày thí nghiệm. Kết quả này nói lên rằng ở điều kiện ẩm độ 80% là điều kiện tối ưu giúp noãn nang phát triển thành noãn nang cảm nhiễm. Kết quả này cũng được thể hiện ở rất nhiều nghiên cứu trong cùng điều kiện của các tác giả trong nước và trên thế giới (Graat và ctv (1993), Waldenstedt và ctv (2001)). Từ kết quả nghiên cứu này, ẩm độ 80% là ẩm độ được chọn áp dụng cho noãn nang phát triển ở các thí nghiệm sau.

3.2. Hiệu quả của dịch chiết thảo dược trên noãn nang ở ngày ủ thứ tư


Để đánh giá hiệu quả của dịch chiết thảo dược lên noãn nang cầu trùng gà trong điều kiện thí nghiệm, thí nghiệm tiến hành thực hiện với ẩm độ tối ưu trong thí nghiệm 1 (80%) và kết quả về sự phát triển của noãn nang cũng được kiểm tra hàng ngày (trong 5 ngày liên tục). Tuy nhiên, kết quả chỉ trình bày ở ngày khảo sát thứ tư để đánh giá ảnh hưởng của dịch chiết thảo dược trên noãn nang (ngày phát triển tối ưu) (Cao Thanh Hoàn và ctv (2016), Indrasanti và ctv (2017)). 

Bảng 4. Hiệu quả của dịch chiết thảo dược trên noãn nang ở ngày ủ thứ tư
	Lô
	
	
	ĐC âm
	ĐC dương
	1
	2
	3
	4

	Noãn nang
cảm nhiễm
	Số lượng (NN)
	71.500
	9.000
	29.500
	25.000
	18.000
	12.500

	
	Tỷ lệ (%)
	97,95f
	12,33a
	40,41e
	34,25d
	24,66c
	17,12b

	Noãn nang 
không phát triển, vỏ không bình thường
	Số lượng (NN)
	1.500
	64.000
	43.500
	48.000
	55.000
	60.500

	
	Tỷ lệ (%)
	2,05f
	87,67a
	59,59e
	65,75d
	75,34c
	82,88b


Ghi chú: NN (noãn nang); theo hàng ngang các giá trị có chữ cái khác nhau thì sự khác biệt có ý nghĩa về mặt thống kê với (p< 0,05)
Kết quả đánh giá ảnh hưởng của dịch chiết thảo dược lên noãn nang cầu trùng ở ngày ủ thứ tư được trình bày qua bảng 4. Khi xét nghiệm phân của các lô thí nghiệm tại thời điểm 4 ngày, kết quả cho thấy tỷ lệ noãn nang cảm nhiễm có sự khác nhau giữa các lô thí nghiệm. Ở lô đối chứng âm (không sử dụng thuốc hay dịch chiết thảo dược) tỷ lệ noãn nang cảm nhiễm chiếm 98,61% trong khi đó tỷ lệ này ở lô đối chứng dương (sử dụng amprolium) và 4 lô sử dụng thảo dược có khuynh hướng giảm thấp. Cụ thể ở lô đối chứng dương tỷ lệ noãn nang cảm nhiễm chỉ chiếm 12,33% khi so sánh với lô 4 (sử dụng 15% dịch chiết thảo dược) (17,12%) mặc dù sự khác biệt có ý nghĩa thống kê (P<0,05). Trong khi đó, các lô 1, 2 và 3 (nồng độ dịch chiết thảo dược 2,5%, 5% và 10%) có tỷ lệ noãn nang cảm nhiễm dao động từ 24,66% cho đến 40,41%.


Kết quả kiểm tra về khả năng ức chế phân bào trong noãn nang cầu trùng ở lô đối chứng dương và 4 lô sử dụng dịch chiết thảo dược cho thấy ở nồng độ dịch chiết thảo dược càng cao thì khả năng ức chế phân bào bên trong noãn nang cũng như sự không bình thường của vỏ noãn nang càng mạnh. Kết quả cụ thể ở lô đối chứng dương có đến 87,67% noãn nang bị ức chế sự phân bào hay noãn nang có vỏ không bình thường, kế đến là lô 4 (sử dụng 15% dịch chiết thảo dược) chiếm 82,88%, tiếp theo là lô 3 (sử dụng 10% dịch chiết thảo dược) và thấp nhất ở lô 1 (sử dụng 2,5% dịch chiếtthảo dược). Khi xử lý thống kê thì kết quả về khả năng ức chế sự phân bào bên trong noãn nang hay ảnh hưởng đến vỏ noãn nang thì lô đối chứng dương có sự khác biệt với 4 lô sử dụng dịch chiết thảo dược (P<0,05). Từ các kết quả ở trong phòng thí nghiệm cho thấy dịch chiết thảo dược với nồng độ từ 2,5% đến 15% đều có tác dụng ức chế sự phát triển của noãn nang cầu trùng gà ở trong phòng thí nghiệm. Nồng độ dịch chiết thảo dược càng cao thì tác dụng ức chế sự phân bào của noãn nang càng rõ. Cụ thể dưới tác dụng của dịch chiết thảo dược, noãn nang cầu trùng phát triển không bình thường (vỏ bị biến dạng, nguyên sinh chất bị thoát ra ngoài). Kết quả thí nghiệm cho thấy có thể dịch chiết thảo dược có khả năng làm cho noãn nang cầu trùng bị mất hay giảm yếu tố gây bệnh trên vật nuôi.

Các nghiên cứu trong nước cũng như trên thế giới đã cho thấy vai trò của dịch chiếtthảo dược (tỏi, nghệ và cỏ mực) trong việc ức chế sự phân bào bên trong noãn nang hay ảnh hưởng trên vỏ noãn nang dẫn đến tiêu diệt noãn nang cầu trùng (Michels (2010), Michels và ctv (2011), El-Khtam và ctv (2014), Trần Huy Liệu (2014) Phạm Diệu Thùy và Dương Thị Hồng Duyên (2019) và Aljedaie và ctv (2020)). Tác giả Trần Huy Liệu (2014), Trần Ngọc Ánh (2014) và nhóm Phạm Diệu Thùy và Dương Thị Hồng Duyên (2019) đã sử dụng tỏi (bột tỏi hay dịch chiết tỏi) trong việc ức chế noãn nang cầu trùng đã cho thấy hiệu quả mang lại rõ rệt khi so sánh với đối chứng dương (sử dụng thuốc như amprolium, five anticoc,…). Trong khi đó nhóm tác giả El-Khtam và ctv (2014) và Aljedaie và ctv (2020) đã sử dụng nghệ kết hợp với tỏi hoặc các thảo dược khác cũng cho thấy hiệu quả tốt trong ức chế noãn nang cầu trùng. 

4.  KẾT LUẬN 

Kết quả nghiên cứu cho thấy ở ẩm độ 80% noãn nang cầu trùng gà phát triển thành cảm nhiễm trên 97% sau 4 ngày ủ ở nhiệt độ phòng. Bên cạnh đó, kết quả thử nghiệm về hiệu quả dịch chiết thảo dược ở điều kiện ẩm độ 80% sau 4 ngày ủ cho thấy hơn 50% noãn nang cầu trùng bị ức chế phân bào hay vỏ noãn nang không bình thường trong đó ở liều 15% dịch chiết thảo dược cho kết quả cao nhất.
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