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Tóm tắt. P. multocida và M. haemolytica là những tác nhân chính gây ra tụ huyết trùng trên nhiều loại 

gia súc, gia cầm dẫn tới những thiệt hại kinh tế lớn cho ngành chăn nuôi. Để phát hiện những vì khuẩn 

này, một số phương pháp truyền thống đã được sử dụng từ những năm 80 của thế kỷ XX. Mặc dù 

không thể phủ nhận vai trò của những phương pháp truyền thống trong chẩn đoán tụ huyết trùng ở 

giai đoạn đầu nhưng những phương pháp này rất hạn chế về độ nhạy và độ đặc hiệu, vì vậy nhiều 

phương pháp chẩn đoán hiện đại dựa  dựa vào trình tự hệ gen của vi khuẩn đã được áp dụng để 

nâng cao độ nhạy, độ đặc hiệu và độ ổn định của xét nghiệm. Báo cáo này dựa trên những kết quả của 

nhóm nghiên cứu, các công bố liên quan tới chẩn đoán, định tuýp và nghiên cứu đa hình tụ huyết 

trùng bằng kỹ thuật PCR, multiplex PCR, real-time PCR và LAMP và phân tích những điểm mạnh, 

điểm yếu của từng phương pháp nhằm đánh giá toàn diện hơn về ứng dụng chỉ thị phân tử trong chẩn 

đoán tụ huyết trùng. 
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Abstract. P. multocida and M. haemolytica are the main bacteria causing pasteurellosis in household 

animals, leading to extensive economic losses for the livestock industry. Different traditional methods 

have been used since the 1980s to detect P. multocida and M. haemolytica infection. Although these 

methods help diagnose pasteurellosis in the early stages, they are limited in sensitivity and specificity. 

Therefore, modern diagnostic methods that rely on bacterial genomics to improve sensitivity, 

specificity, and stability have developed. This report is based on our team’s results and published 

papers related to diagnosis, typing, and polymorphism of pasteurellosis via PCR, Multiplex PCR, real-

time PCR, and LAMP and analyze the advances and drawbacks of each method to provide a 

comprehensive view of pasteurellosis diagnosis. 

Keywords: LAMP, PCR, P. multocida, M. haemolytica, mutiplex PCR, real-time PCR 

1 Mở đầu 

Pasteurellaceae là một họ vi khuẩn Gram 

âm gồm các chi Pasteurella, Haemophilus, 

Actinobacillus, và Mannheimia, hầu hết trong số 

chúng đều có khả năng gây bệnh ở động vật, đặc 

biệt các chủng gây bệnh thường bám vào niêm 

mạc khoang miệng, đường hô hấp và sinh dục [1]. 

Trong chi Pasteurella có ít nhất khoảng 20 loài và 3 

dưới loài [2], trong đó P. multocida là tác nhân gây 

bệnh chính trong chi này. Bên cạnh đó, M. 

haemolytica là tác nhân gây bệnh chính của chi 

Mannheimia. Cả P. multocida và M. haemolytica đều 

là tác nhân có phổ vật chủ rộng, bao gồm hầu hết 

các loại động vật như bò, dê, cừu…. [3–5]. Hai loài 

này đều là vi khuẩn gram âm và có kích thước 

nhỏ từ 0,2-2 µm, chúng được coi là mầm bệnh cơ 

hội và có khả năng tồn tại trong vật chủ mà không 

gây bệnh trong điều kiện bình thường [6, 7]. Hai 

vi khuẩn này có một số đặc trưng về đặc điểm 

hoá sinh để có thể phân biệt với các loài thuộc họ 

khác như khả năng sinh enzyme oxidases, khả 

năng lên men các loại carbothydrate, khả năng 

sinh một số chất khử nitrate [5]. P. multocida được 

xác định là có 5 tuýp huyết thanh vỏ nhày gồm 

các tuýp A, B, D, E, F; ngoài ra có 16 tuýp huyết 

thanh từ 1-16, trong khi đó đối với M. haemolytica 

số lượng tuýp huyết thanh vỏ nhày chưa được ghi 

nhận hết, nhưng ít nhất có 12 tuýp đã được công 

bố bao gồm 1-2, 5-9, 12-14, 16, 17 [8]. Các tuýp 

huyết thanh vỏ nhày vô cùng quan trọng do nó 

liên quan tới sự đặc hiệu tương tác với vật chủ và 

khả năng gây bệnh của hai loài vi khuẩn này. 

Hiện nay bệnh do P. multocida và M. haemolytica 

có thể được kiểm soát bằng vaccine và một số loại 

kháng sinh nhưng việc chẩn đoán phát hiện sự có 

mặt của chúng cùng việc định loại tuýp huyết 

thanh vẫn đóng vai trò quan trọng trong việc tầm 

soát và xử lý bệnh hiệu quả. Trong nghiên cứu 

này chúng tôi cung cấp các thông tin về các kỹ 

thuật phân tử sử dụng trong việc phát hiện, định 

tuýp và nghiên cứu đa hình trong quần thể những 

vi khuẩn này. 

2 Chẩn đoán P. multocida và M. 

haemolytica bằng phương pháp 

PCR đơn gen  

Từ những năm 1955, P. haemolytica (nay là 

M. haemolytica) đã được xem là nguyên nhân gây 

nên hiện tượng xuất huyết ở cừu non [9]; sau đó 

nhiều nghiên cứu đã phát hiện tụ huyết trùng, cụ 

thể là P. haemolytica đã được đề cập tới trong 

nhiều nghiên cứu [10–15] nhưng hầu hết các 

nghiên cứu này đều dựa vào triệu chứng lâm 

sàng, giải phẫu động vật hoặc nuôi cấy vi sinh. 

Tới năm 1996 nhóm nghiên cứu của Davies [16] 

đã khuếch đại gen mã hoá r16S phân tích sự đa 

dạng của các loài P. haemolytica. Sau này khi kỹ 

thuật PCR được áp dụng rộng rãi hơn, việc chẩn 

đoán P. multocida và M. haemolytica bằng phương 

pháp này cũng nhanh chóng được thực hiện. Từ 

1997, nhóm nghiên cứu của Kasten [17] đã sử 

dụng cặp mồi đặc hiệu cho gen pls của P. 

multocida để phát hiện vi khuẩn này trong đàn gà 

tây và nhận thấy ngưỡng phát hiện thấp nhất của 
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phương pháp này là 10 vi khuẩn hoặc tương ứng 

khoảng 24 pg DNA tinh sạch. Ngay tiếp sau đó 

nhóm nghiên cứu của Townsend [18] ngoài việc 

thiết kế thành công mồi đặc hiệu để nhân gen 

kmt1, còn thiết kế được một cặp mồi định tuýp P. 

multocida B:2; B:5 và B:2,5. Không chỉ P. multocida, 

P. haemolytica cũng được định tuýp bằng phương 

pháp PCR, cụ thể Angen và nhóm nghiên cứu [19] 

đã dựa vào các cụm gen r16S để xác định chi mới, 

chi Mannheimia, và P. haemolytica chính thức được 

đổi tên thành M. haemolytica. Đây có thể nói là 

những nghiên cứu đầu tiên ứng dụng PCR để 

chuẩn đoán phát hiện và định tuýp của P. 

multocida và M. haemolytica. Tuy nhiên, các nghiên 

cứu sau này khẳng định gen psl sử dụng bởi 

Kasten và cộng sự [17] có sự tương đồng lớn với 

H. influenza, điều này có thể không phải là vấn đề 

lớn khi chẩn đoán trên gia cầm do không tìm thấy 

H. influenzae trong các mẫu gia cầm nhưng vẫn có 

nguy cơ dương tính giả khi các mẫu nghiên cứu 

có H. influenzae thay vì P. multocida [20]. Tương tự 

nghiên cứu của nhóm Townsend [18], Lee và cộng 

sự [21] cũng phát triển phương pháp PCR dựa 

trên thiết kế mồi nhân gen kmt1 phát hiện P. 

multocida trong ruột gà đã khử trùng thành công 

nhưng không phát hiện được vi khuẩn này trong 

mô chưa khử trùng. Đặc biệt, nghiên cứu của Lee 

[21] gợi ý việc làm giàu P. multocida trong môi 

trường BHI (brain heart infusion broth) giúp cho 

phản ứng PCR hiệu quả hơn. Việc chẩn đoán phát 

hiện và định tuýp P. multocida, M. haemolytica 

bằng PCR sau thời điểm năm 2000 ngày càng phổ 

biến với những công bố điển hình của nhóm [18, 

22–30]. 

Ngoài ra một số biến thể của PCR như 

repetitive extragenic palindromic sequence (REP-

PCR) hay phương pháp khuếch đại đoạn cắt giới 

hạn (RFLP-PCR), phương pháp phân tích đa hình 

đoạn DNA khuếch đại ngẫu nhiên (RAPD, 

random amlipfied polymorphic DNA) cũng được 

sử dụng trong việc xác định đặc điểm phân tử của 

một số chủng, đặc biệt là xác định đa hình các 

chủng trong 1 tuýp huyết thanh từ các đàn/vật 

chủ khác nhau nhưng không quá phổ biến [31–

35]. Trong phương pháp REP-PCR, nhóm nghiên 

cứu đã thiết kế cặp mồi phổ quát (universal 

primer) để nhân các trình tự lặp lại palindromic 

trong hệ gen của vi khuẩn để đánh giá mức độ đa 

hình. Đối với phương pháp RFLP-PCR, nhóm 

nghiên cứu của Jabbari [32] đã phối hợp PCR và 

RFLP để thực hiện việc xác định kiểu gen của một 

số chủng P. multocida phân lập từ gia cầm, nhóm 

tác giả đã nhân gen ompH từ các chủng P. 

multocida phân lập bằng cặp mồi đặc hiệu và tiến 

hành cắt sản phẩm PCR của gen ompH bằng 3 

enzyme EcoRI, cfoI và HindIII để thu được các 

đoạn cắt giới hạn khác nhau. Tương tự, nhóm 

cũng áp dụng phương pháp này để phân tích kiểu 

gen của các chủng P. multocida phân lập từ bò và 

cừu [33]. Từ những kết quả này các tác giả đã gợi 

ý việc có thể sử dụng phương pháp này để xác 

định kiểu gen cho những chủng P. multocida phân 

lập từ các vật chủ khác nhau. Ngoài ra, các chủng 

P. multocida, P. haemolytica cũng có thể được xác 

định bằng phương pháp ngưng kết miễn dịch [36] 

hoặc bằng kỹ thuật PCR [37], sau đó các chủng 

này có thể được tiếp tục phân tích đa hình sử 

dụng các mồi ngẫu nhiên (RAPD). 

Nhờ việc áp dụng PCR và các biến thể của 

PCR vào chuẩn đoán phát hiện hay định tuýp của 

P. multocida, M. haemolytica đã trở nên dễ dàng, 

nhanh chóng và chính xác hơn nhiều so với 

những phương pháp truyền thống, tuy nhiên 

phương pháp này cũng có những hạn chế đó là 

yêu cầu thiết bị hiện đại, hoá chất đắt tiền và đặc 

biệt cần những người thực hiện được đào tạo 

chuyên sâu. 

3 Chẩn đoán P. multocida và M. 

haemolytica bằng phương pháp 

multiplex PCR 

Kỹ thuật multiplex PCR thực chất là kỹ 

thuật PCR thông thường được cải biến bằng cách 
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sử dụng nhiều hơn một cặp mồi trong một phản 

ứng nhằm khai thác tối đa hiệu quả của phản ứng 

[38]. Kỹ thuật này ngay sau khi được đưa ra đã 

được đông đảo các nhà khoa học, các nhóm 

nghiên cứu áp dụng rộng rãi cho lĩnh vực chẩn 

đoán phân tử bao gồm việc xác định hiệu quả của 

việc xoá gen [39, 40], nghiên cứu đột biến, đa hình 

[41, 42], chẩn đoán các bệnh truyền nhiễm với các 

tác nhân khác nhau, ung thư,… [29, 43–46], do nó 

thể hiện ưu điểm nổi bật hơn so với PCR truyền 

thống, đặc biệt là việc tiết kiệm thời gian, chi phí 

và công sức nhưng vẫn đảm bảo được kết quả thí 

nghiệm. Phương pháp multiplex PCR cũng được 

áp dụng hiệu quả trong việc chuẩn đoán P. 

multocida và/hoặc M. haemolytica với các tác nhân 

khác. Kỹ thuật này đã được sử dụng để phát hiện 

P. multocida trong các mẫu có nhiễm với nhiều tác 

nhân gây bệnh, cụ thể Wei và cộng sự [47] đã phát 

triển phương pháp để phát hiện sự hiện diện của 

đồng thời bốn tác nhân P. multocida, Salmonella 

enterica, Riemerella anatipestifer, và Escherichia coli 

gây bệnh trên vịt trong cùng một phản ứng và 

không tạo ra các sản phẩm không đặc hiệu kể cả 

khi mẫu bị nhiễm đồng thời các tác nhân vi khuẩn 

khác như Staphylococcus aureus, Streptococcus 

pyogenes, Clostridium perfringens, M. gallinarum, M. 

synoviae, và M. gallisepticum. Tương tự, P. 

multocida cũng được phát hiện đồng thời cùng 3 

tác nhân khác gồm A. pleuropneumonia, H. parasuis 

và Bordetella bronchiseptica trong các mẫu lấy từ lò 

mổ lợn [48]. Nhóm nghiên cứu này đã khẳng định 

phản ứng multiplex này không bị ảnh hưởng dù 

có tái nhiễm thêm với 1, 2, hoặc 3 tác nhân gây 

bệnh khác. Trong cả hai nghiên cứu của Wei [47], 

và Ly [48] đều sử dụng mồi để nhân gen kmt1, tuy 

nhiên các cặp mồi được thiết kế khác nhau cho 

mỗi nghiên cứu để đảm bảo tính đặc hiệu của 

phản ứng. M. haemolytica cũng được phát hiện 

trong các mẫu bệnh phẩm đồng thời với một số 

tác nhân khác, trong năm 2018, Tatatabae [49], và 

Abinet [50] đã công bố hai phương pháp 

multiplex PCR để phát hiện M. haemolytica. Trong 

nghiên cứu của Tatatabae [49], 3 cặp mồi (Lkt; HP 

và r16S) đã được sử dụng để tăng cường khả 

năng phát hiện đặc hiệu M. haemolytica từ cừu ở 

Iran. Để phát hiện M. haemolytica bằng phản ứng 

multiplex PCR, nhóm nghiên cứu của Abinet [50] 

đã sử dụng hai cặp mồi RPT2 và PHSSA để nhân 

vi khuẩn này ở cừu của Ethopia và một nghiên 

cứu tương tự của Nguyen [29] cũng công bố sử 

dụng thành công phản ứng multiplex PCR với hai 

cặp mồi RPT2 và PHSSA để phát hiện M. 

haemolytica ở cừu Phan Rang của Việt Nam. Một 

nghiên cứu gần đây của Nguyễn Thị Thu Thảo và 

cộng sự [51] đã sử dụng mồi KMT1 và GCP1 để 

phát hiện đồng thời hai tác nhân P. multocida và 

M. haemolytica ở cừu Phan Rang trong cùng một 

phản ứng, đặc biệt bài báo này đã chẩn đoán 

thành công một số mẫu hiện trường thông qua sử 

dụng khuôn mẫu từ DNA thô, thu từ việc xử lý 

nhiệt vi khuẩn đã được làm giàu trong nước có 

triton X. Ngoài ra kỹ thuật này còn được sử dụng 

để phân loại các chủng P. multocida dựa vào gen 

mã hoá phân tử LPS (lipopolysaccharide) [52]; xác 

định gen độc lực của các chủng P. multocida phân 

lập từ các mẫu bệnh phẩm [53]; phân loại tuýp 

huyết thanh vỏ nhày của các chủng M. haemolytica 

[54]; P. multocida [27]; để phát hiện các dưới loài 

của P. multocida [55]. Các công bố đã được liệt kê 

ở trên đều áp dụng thành công phản ứng PCR 

hoặc là để phát hiện nhiều tác nhân trong cùng 1 

phản ứng hoặc phát hiện đặc hiệu một tác nhân 

thông qua việc sử dụng các cặp mồi khác nhau để 

nhân nhiều gen đích và dù theo phương thức nào 

thì đều hướng tới một mục tiêu chung đó là tiết 

kiệm chi phí, nâng cao hiệu quả và chất lượng 

chẩn đoán, đây chính là những tiêu chí quan 

trọng để áp dụng phương pháp này trong thực tế. 

Mutiplex PCR mặc dù có những ưu điểm không 

thể phủ nhận nhưng cũng có những hạn chế nhất 

định như phản ứng phức tạp hơn, hiệu quả 

khuyếch đại thấp hơn, hiệu quả khuyếch đại còn 

bị ảnh hưởng bởi nguồn mẫu khác nhau cho phản 

ứng [56,57]. 
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4 Chẩn đoán P. multocida, M. 

haemolytica bằng phương pháp 

khuếch đại đẳng nhiệt        

(Loop-mediated isothermal 

Amplificatiob-LAMP) 

LAMP là một kỹ thuật khuếch đại DNA 

trong điều kiện đẳng nhiệt (isothermal) được 

nhóm nghiên cứu của Notomi [58] lần đầu tiên 

công bố năm 2000 nhằm khuếch đại hiệu quả, đặc 

hiệu và nhanh chóng tác nhân được quan tâm. 

Khác với những phương pháp phát hiện DNA 

dựa trên nguyên lý của PCR, LAMP sử dụng 4 

mồi để nhận ra 6 trình tự khác nhau của phân tử 

DNA đích, và đặc biệt phương pháp này được 

thực hiện mà không cần máy luân nhiệt. Với 

những ưu điểm vượt trội, LAMP đã nhanh chóng 

được ứng dụng rộng rãi trong chuẩn đoán nhiều 

loại tác nhân gây bệnh khác nhau [59–68]. Kỹ 

thuật LAMP đã được áp dụng lần đầu để chẩn 

đoán P. multocida trên lợn và trong nghiên cứu 

này tác giả đã hoàn thiện phản ứng Pm-LAMP 

dùng mồi thiết kế cho gen kmt1 trong một giờ ở 

63oC, với ngưỡng phát hiện tối thiểu đạt 10 vi 

khuẩn/mL, được xem là nhạy hơn PCR 10 lần, với 

độ nhạy đạt 100% và độ đặc hiệu là 90,9% [69]. 

Đặc biệt, nhóm nghiên cứu có thể phát hiện được 

kết quả dương tính bằng cách bổ sung thuốc 

nhuộm huỳnh quang quan sát dưới đèn cực tím 

mà không cần bước điện di. Nghiên cứu này đã 

gợi ý đây là một phương pháp hữu hiệu để phát 

hiện P.multocida ở giai đoạn sớm một cách nhanh 

chóng [69]. Tương tự, nghiên cứu của Moustafa 

và cộng sự [70] đã phát triển hai phương pháp 

LAMP, một để phát hiện sự có mặt của 

P.multocida gọi là Pm-LAMP và một để xác định 

các chủng P.multocida tuýp B2, có khả năng gây 

xuất huyết (hemorrhagic septicemia-HS) còn gọi 

là HS-LAMP trên trâu bò. Nhóm nghiên cứu của 

Moustafa [70] cũng rút ngắn thời gian phản ứng 

của Pm-LAMP xuống còn trên 30 phút với lượng 

mẫu chỉ cần 10 pg, độ đặc hiệu và độ nhạy lần 

lượt là 93% và 91%, và HS-LAMP chỉ còn 27 phút 

với lương mẫu tối thiểu là 5 pg, với tỷ lệ đặc hiệu 

93% và độ nhạy đạt 97%. Như vậy, với nghiên 

cứu của Moustafa và cộng sự [69] đã giảm thời 

gian của phản ứng LAMP còn một nửa so với 

nghiên cứu đầu tiên của Sun và cộng sự, và đáng 

lưu ý là phản ứng này có thể nhận ra tuýp huyết 

thanh B2 của P.multocida là tuýp có khả năng gây 

xuất huyết [70]. Sau đó, tới năm 2022, có ba nhóm 

nghiên cứu tập trung vào phát triển LAMP, nhóm 

thứ nhất của Akondi [71] đã áp dụng kỹ thuật 

LAMP cho chuẩn đoán P.multotida trên trâu dựa 

trên gen kmt1 tương tự như Sun và cộng sự [69] 

nhưng lựa chọn vị trí gắn mồi khác; với sự thay 

đổi này nhóm nghiên cứu đã hoàn thành phản 

ứng sau 45 phút với cho rằng độ nhạy cả phương 

pháp LAMP trong nghiên cứu này gấp 104 lần so 

với PCR thông thường. Đối với hai nghiên cứu 

còn lại, nhóm tác giả đã tập trung pháp hiện 3 tác 

nhân gồm P. multocida, M. haemolytica và 

Histophilus somni [72, 73]. Mohan và cộng sự [72] 

đã phối hợp 12 mồi (4 mồi cho mỗi tác nhân) để 

phát hiện sự có mặt của tối thiểu 104 bản sao DNA 

của các tác nhân với độ chính xác, độ nhạy và độ 

đặc hiệu lần lượt là 97%, 99% và 89%. Đây là lần 

đầu tiên kỹ thuật LAMP được áp dụng cho cùng 

lúc 3 tác nhân, bao gồm cả P. multocida và M. 

haemolytica. Cùng mục đích phát hiện nhiều tác 

nhân trong phản ứng LAMP, Garrigos đã phát 

triển kỹ thuật LAMP để áp dụng trực tiếp tại 

trang trại, khai thác tối đa một trong những thế 

mạnh của LAMP là sự thay đổi pH của thành 

phần hoá chất sau phản ứng, điều này có thể nhận 

ra dễ dàng bằng cách bổ sung chất chỉ thị pH 

(không cần chỉ thị huỳnh quang). Với ý tưởng 

này, nhóm tác giả đã có thể phát hiện ra phản ứng 

dương tính nhờ kiếm tra sự thay đổi màu sắc của 

ống PCR sau phản ứng. Nhóm nghiên cứu của 

Garrigos [73] đã thành công phát hiện sự có mặt 

của  P. multocida, M. haemolytica và H. somni ở 

trang trại bằng phương pháp LAMP dựa trên 

phương pháp so màu với độ nhạy đạt từ 66,7-

100%, độ đặc hiệu 100% với thời gian 60 phút (bao 

gồm cả bước so màu). Với công bố này, nhóm tác 
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giả đã mở ra một triển vọng to lớn cho ứng dụng 

LAMP trong trang trại chăn nuôi nhờ việc chuyển 

giao quy trình công nghệ để các chủ trại có thể 

thực hiện quy trình dựa theo tài liệu hướng dẫn 

với 1 block nhiệt có thể điều chỉnh nhiệt trong dải 

hoạt động 60-65oC mà không cần các máy luân 

nhiệt đắt tiền, khó sử dụng. Trong công bố gần 

đây nhất, Dassanayake và nhóm nghiên cứu [74] 

đã xác định M. haemolytica tuýp 1 và 2 thành công 

bằng phản ứng LAMP, nhóm đã khẳng định độ 

nhạy và độ đặc hiệu của phương pháp so màu 

LAMP cho mỗi tuýp đều đạt 100% và giới hạn 

theo dõi đạt từ 1-100 bản sao DNA cho 1 phản 

ứng. Từ những kết quả nghiên cứu liên quan tới 

phản ứng LAMP để phát hiện P. multocida 

hoặc/và M. haemolytica cho thấy đây là một 

phương pháp tiềm năng cho việc áp dụng kỹ 

thuật này vào thực tiễn do những điểm mạnh của 

phương pháp này như sự khuếch đại được thực 

hiện theo chu trình đẳng nhiệt dẫn tới không yêu 

cầu máy luân nhiệt, có thể quan sát kết quả phản 

ứng dựa vào chất nhuộm huỳnh quang bằng cách 

soi trực tiếp ống phản ứng dưới đèn UV do hiệu 

quả nhân gen cực kì tốt, dẫn tới lượng DNA đậm 

đặc trong ống phản ứng có thể kết hợp trực tiếp 

với thuốc nhuộm, bên cạnh đó do sự thay đổi pH 

phản ứng trong quá trình thực hiện, phản ứng 

dương tính của LAMP còn có thể phát hiện dễ 

dàng bằng phương pháp so màu, đây chính là 

điểm mạnh đã và đang được khai thác hiệu quả 

để có thể áp dụng rộng rãi phương pháp này 

trong thực tiễn. 

Mặc dù có rất nhiều điểm mạnh nhưng 

cũng phải khẳng định rằng LAMP vẫn có những 

điểm cần xem xét khi triển khai trên diện rộng, 

hạn chế đáng lưu ý nhất của phương pháp này là 

hiện tượng dương tính giả, điều này có thể là do 

thao tác làm lây nhiễm các sản phẩm khuếch đại 

của phản ứng LAMP trước đó vào các hoá chất 

hoặc vào trực tiếp phản ứng [72]. Vì vậy cần lưu ý 

để hạn chế tối đa hiện tượng này bằng cách thực 

hiện phản ứng ở các khu vực khác nhau để tránh 

lây nhiễm chéo phản ứng, đồng thời cần chia nhỏ 

hoá chất để hạn chế nguồn nhiễm và cũng có thể 

dùng UDG (Uracil-DNA glycosylases) và UTP 

(Uracil-DNA glycosylases) để loại bỏ các cụm 

khuếch đại từ phản ứng LAMP trước đó trong 

môi trường phản ứng [75]. 

5 Chẩn đoán đoán P. multocida, M. 

haemolytica bằng phương pháp 

real-time PCR 

Cũng giống như một số tác nhân gây bệnh 

khác, kỹ thuật real-time PCR hay còn gọi là PCR 

định lượng đã được sử dụng rộng rãi trong việc 

chẩn đoán và định tuýp các chủng P. multocida 

hoặc/và M. haemolytica. Nghiên cứu của Guenther 

và cộng sự cho thấy kỹ thuật real-time PCR có 

một số điểm thuận lợi hơn kỹ thuật PCR trong 

chuẩn đoán và đã phát triển kỹ thuật này nhằm 

phân biệt các loài trong chi Mannheimia, bao gồm 

năm loài M. haemolytica, M. varigena, M. ruminalis, 

M. granulomatis và M. glucosida từ chủng nuôi cấy 

cũng như từ các mẫu mô của nhiều động vật khác 

nhau (bò, cừu, dê, mèo, gà, chó, lợn…) [76]. Kỹ 

thuật real-time PCR sử dụng SYBR Green và các 

cặp mồi đặc hiệu cho gen sodA của nhóm nghiên 

cứu có khả năng phát ra các chủng vi khuẩn trên 

với độ đặc hiệu cao, và chỉ cần có 5 giờ cho toàn 

bộ quá trình xét nghiệm, gồm cả thời gian tách 

chiết, tinh sạch DNA. Điều đáng lưu ý là ngưỡng 

phát hiện của phương pháp được xác định ở giới 

hạn 103 vi khuẩn/gram mô [76]. Nghiên cứu tương 

tự của Dutra và cộng sự [77] cũng sử dụng 

phương pháp này và thành công xác định sự có 

mặt của P. multocida trong mô phổi của lợn trong 

các lò mổ ở Brazil bằng cặp mồi đặc hiệu cho gen 

kmt1. Ngoài ra, Scherrer và cộng sự [78] đã phát 

triển kỹ thuật real-time PCR sử dùng mồi và mẫu 

dò đặc hiệu cho gen toxA để phát hiện P. multocida 

trong những mẫu bệnh phẩm từ lợn bị viêm teo 

mũi truyền nhiễm ác tính (Progressive atrophic 

rhinitis). Kỹ thuật này có thể phát hiện ra sự có 
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mặt của những vi khuẩn này ở ngưỡng tối thiểu là 

bản sao hệ gen vi khuẩn, đặc biệt so với PCR 

truyền thống chỉ có thể phát hiện ra 90/203 mẫu 

dương tính với toxA trong khi real-time PCR có 

thể phát hiện 101/203 mẫu dương tính với gen này 

[78]. Sau đó, không chỉ dùng để phát hiện các tác 

nhân riêng lẻ, kỹ thuật real-time PCR cũng đã 

được phát triển để nhận điện nhiều hơn một tác 

nhân trong một phản ứng (multiplex real-time 

PCR). Nhóm nghiên cứu của Settypall [79] đã ứng 

dụng thành công phương pháp này để phát hiện 

đồng thời 4 tác nhân gồm virus (Peste des petits 

ruminants virus, Capripoxvirus), vi khuẩn (P. 

multocida) và Mycoplasma (Mycoplasma capricolum 

capripneumoniae) sử dụng mồi và mẫu dò đặc 

hiệu từ dê và cừu. Hiệu quả của phản ứng 

multiplex real-time PCR là tương đương so với 

PCR đơn với ngưỡng phát hiện là 12 bản sao cho 

Capripoxvirus, 163 bản sao cho Peste des petits 

ruminants virus; 13 bản sao cho P. multocida và 23 

bản sao cho M. capricolum capripneumoniae [79]. 

Sau đó nhóm nghiên cứu của Kishimoto [80] đã 

thành công phát triển kỹ thuật real-time PCR để 

phát hiện đồng thời 16 tác nhân trong 1 phản ứng 

với độ nhạy cao, nghiên cứu mẫu hiện trường đã 

xác nhận các mẫu ngoáy mũi từ động vật thí 

nghiệm có thể chứa đồng thời 4-10 tác nhân khác 

nhau. Các nghiên cứu tiếp theo của các tác giả 

khác cũng tập trung vào việc áp dụng kỹ thuật 

real-time PCR để phát hiện nhiều tác nhân, trong 

đó có P. multocida và/hoặc M. haemolytica trong 

một phản ứng [81–83]. Thêm vào đó, kỹ thuật này 

cũng được áp dụng để định tuýp huyết thanh cho 

M. haemolytica [84]. Bằng cách so sánh phương 

pháp real-time PCR với phương pháp ngưng kết 

hồng cầu gián tiếp (indirect hemagglutination) thì 

thấy rằng 3 tuýp huyết thanh A1, A2 và A6 đặc 

trưng ở những đối tượng vật nuôi khác nhau, A1 

thường thấy ở bò và cừu nhưng không có ở dê, 

trong khi đó A2 lại tập trung ở dê và A6 thì tìm 

thấy ở cả dê, cừu và bò. Mặc dù vậy nghiên cứu 

này cũng gợi ý về việc khi sử dụng real-time PCR 

cho định tuýp huyết thanh của M. haemolytica trên 

cừu thì nên thực hiện cùng với phản ứng ứng 

miễn dịch để có kết quả chính xác hơn [84]. Từ các 

phân tích trên có thể thấy rằng real-time PCR là 

phương pháp chẩn đoán P. multocida và/hoặc M. 

haemolytica rất hiệu quả, với độ nhạy cao nhưng 

hạn chế của phương pháp là cần thiết bị hiện đại, 

con người được đào tạo và hoá chất đắt tiền, vì 

vậy việc triển khai áp dụng kỹ thuật này trong 

thực tế vẫn rất hạn chế, chủ yếu vẫn là trong 

phòng thí nghiệm. Một số phương pháp phân tử 

sử dụng trong chẩn đoán bênh tụ huyết trùng ở 

động vật gây ra bởi hai loài P. multocida và M. 

haemolytica được tổng hợp tại bảng 1. 
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Bảng 1. Một số phương pháp phân tử dùng trong chẩn đoán P. multocida và M. haemolytica ở động vật 

TT 
Phương pháp sử 

dụng 
Tác nhân gây bệnh 

Gen đích cho tụ 

huyết trùng 
Vật chủ Độ nhạy Độ đặc hiệu TLTK 

1 

PCR 

P. haemolytica r16S ND ND ND [16] 

2 P. multocida pls Gà tây 
10 vi khuẩn hoặc 24 

pg/phản ứng 

ND 

 
[17] 

3 P. multocida kmt1 ND ND 100% [18] 

4 P. haemolytica r16S ND ND ND [19] 

5 P. multocida kmt1 Gà 
10 vi khuẩn/phản 

ứng 
ND [21] 

6 P. multocida Random Gà ND 52/58 [22] 

7 P. multocida ToxR Lợn ND ND [23] 

8 M. haemolytica gcp Dê ND ND [24] 

9 REP-PCR P. multocida Random 

Bò, cừu, dê, 

mèo, chó, gia 

cầm 

ND ND [26] 

10 PCR P. multocida kmt1 
Cừu, bò, trâu, 

gia cầm 
ND ND [27] 

11 
PCR/multiplex 

PCR 
P. multocida 

kmt1/gen mã hoá 

seroty 
Lạc đà ND ND [28] 

12 
PCR 

M.haemolytica Rpt2/PHSSA Cừu ND ND [29] 

13 P. multocida Kmt1 Cừu ND ND [30] 

14 RFLP-PCR P. multocida ompH Gia cầm ND ND [32] 

15  P. multocida ompH Bò, cừu ND ND [33] 
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TT 
Phương pháp sử 

dụng 
Tác nhân gây bệnh 

Gen đích cho tụ 

huyết trùng 
Vật chủ Độ nhạy Độ đặc hiệu TLTK 

16 

Multiplex PCR 

P. multocida, Salmonella enterica, 

Riemerella anatipestifer, và Escherichia coli 

Kmt1,invA, r16S, 

Pho 
Vịt 10 pg/phản ứng 100% [47] 

17 
A. pleuropneumonia, H. parasuis và 

Bordetella bronchiseptica 

AP-IV, kmt1, 

hps, Bb-fla 
Lợn ND ND [48] 

18 

M. haemolytica 

Lkt; HP và r16S 

Cừu 

ND ND [49] 

19 RPT2 và PHSSA ND ND [50] 

20 RPT2 và PHSSA ND ND [29] 

21 P. multocida và M.haemolytica  KMT1 và GCP1   [51] 

22 P. multocida LPS locus 
Gà, vịt, bò, 

lợn, gà tây 
ND ND 

[52] 

23 P. multocida 
pfhA, hgbB, 

tbpA, ToxA 
Trâu, Bò ND ND 

[53] 

24 M. haemolytica Hyp, Core, TupA Bò ND ND [54] 

25 P. multocida kmt1, gatD, r16S Gia cầm ND ND [55] 

26 

LAMP 

P. multocida 

 

kmt1 

 

Lợn 10 vi khuẩn/mL 90,9% [69] 

27 Trâu bò 5-10 pg/phản ứng 93% [70] 

28 Trâu 10 pg/phản ứng 97% [71] 

29 
P. multocida, M. haemolytica, và 

Histophilus somni 

Kmt1, ompP1, 

omp16, rsmL, rsmC, 

lktA 

Bò 
104 bản sao/phản 

ứng 
89% [72] 

30 Real-time PCR 
M. haemolytica, M. varigena, M. 

ruminalis, M. granulomatis và M. glucosida 
SodA 

Chó, gà, lợn, 

cừu, mèo 
103 vi khuẩn/g mô ND [76] 

31  P. multocida kmt1 Lợn 
1.16-8.25 bản 

sao/phản ứng 
ND [77] 
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TT 
Phương pháp sử 

dụng 
Tác nhân gây bệnh 

Gen đích cho tụ 

huyết trùng 
Vật chủ Độ nhạy Độ đặc hiệu TLTK 

32  P. multocida toxA Lợn ND ND [78] 

33  

Peste des petits ruminants virus, 

Capripoxvirus, P. multocida và 

Mycoplasma capricolum capripneumoniae 

kmt1 Cừu 
13 bản sao/phản 

ứng 
ND [79] 

34  

Bovine viral diarrhea virus, bovine 

coronavirus, bovine parainfluenza virus 

3, bovine respiratory syncytial virus, 

influenza D virus, bovine rhinitis A 

virus, bovine rhinitis B virus, bovine 

herpesvirus 1, bovine adenovirus 3, 

bovine adenovirus 7, M. haemolytica, P. 

multocida, H.somni, Trueperella 

pyogenes, Mycoplasma 

bovis và Ureaplasma diversum 

SodA, kmt1  Bò 1 CFU/1 phản ứng ND [80] 

35  
P. multocida, M. haemolytica, H. somni 

và T. pyogenes 
Kit thương mại Bò 

4× 10−1 to 2 × 100 

CFU/phản ứng 

98.3% cho M. 

haemolytica và 

100% cho P. 

multocida 

[82] 

36  
M. haemolytica, M. bovis, H. somni, và 

P. multocida 
LktD, Pm1231 Bò 

1.2-12CFU/phản 

ứng 
88% 

[83] 

37  M. haemolytica Kit thương mại Bò, cừu, dê ND ND [84] 

ND: không xác định 
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6 Kết luận 

Trong bài báo này, chúng tôi đã tổng hợp 

bốn phương pháp chẩn đoán dựa vào các chỉ thị 

phân tử để phát hiện nhanh, nhạy và đặc hiệu P. 

multocida và/hoặc M. haemolytica, những tác nhân 

chính gây tụ huyết trùng trên gia súc, gia cầm. 

Mặc dù các phương pháp này đã được khẳng 

định có vai trò quan trọng trong chẩn đoán tụ 

huyết trùng nhưng mỗi phương pháp vẫn còn 

những hạn chế nhất định dẫn tới việc khó áp 

dụng ở hiện trường nếu không có đội ngũ kỹ 

thuật viên có trình độ, có thiết bị phù hợp. Có thể 

nói trong các kỹ thuật được đề cập, kỹ thuật 

multilex PCR và LAMP thể hiện nhiều tiềm năng 

ứng dụng nhất nhưng các kít thương mại hiện 

nay lại tập trung chủ yếu vào PCR (AccuPower® 

Pasteurella multocida PCR Kit, Bioneer, Hàn Quốc; 

LiliF® PAS PCR Kit, Intronbio, Hàn Quốc); Real 

time PCR (Mannheimia haemolytica Real Time PCR 

Kit, Biopremier, Bồ Đào Nha; VetMAX™ P. 

multocida Toxinogenic Kit, Thermofisher, Mỹ; Bio-

t kit® M. haemolytica & P. multocida biosella, 

Pháp). Vì vậy, các nghiên cứu liên quan vẫn liên 

tục được thực hiện để tìm ra phương pháp hiệu 

quả hơn, đơn giản hơn và giá thành thấp hơn để 

có thể áp dụng rộng rãi trên thực tế. 
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