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Tém tat. P. multocida va M. haemolytica 1a nhitng tac nhan chinh gay ra tu huyét trung trén nhiéu loai
gia sc, gia cam dan téi nhitng thiét hai kinh t& 16n cho nganh chan nudi. D& phat hién nhiing vi khuan
nay, mot s6 phuong phdp truyén thdng da duoc sit dung tir nhiing nam 80 cta thé ky XX. Mac du
khong thé pht nhén vai tro ctia nhitng phuong phap truyén théng trong chan doan tu huyét trung &
giai doan dau nhung nhitng phuong phép nay rat han ché€ vé d6 nhay va d6 ddc hiéu, vi vay nhiéu
phuong phap chén doan hién dai duwa dua vao trinh tw hé gen cta vi khudn da duoc 4p dung d€
nang cao do nhay, do ddc hiéu va d6 6n dinh ctia xét nghiém. Bao cdo nay dua trén nhitng két qua ctia
nhém nghién cttu, cdc cong bé lién quan téi chan dodn, dinh tuyp va nghién cttu da hinh tu huyét
trung bﬁmg ky thuat PCR, multiplex PCR, real-time PCR va LAMP va phén tich nhiing diém manh,
diém yéu ctia tling phuong phép nham danh gia toan dién hon vé ting dung chi thi phan tir trong chan
doéan tu huyét trung.
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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.
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1 Mo dau

Pasteurellaceae 1a mot ho vi khuan Gram
am gom cac chi Pasteurells, Haemophilus,
Actinobacillus, va Mannheimia, hdu hét trong sd
ching déu c6 kha nang gay bénh ¢ dong vat, ddc
biét cac chung gay bénh thuwong bam vao niém
mac khoang miéng, duong ho hédp va sinh duc [1].
Trong chi Pasteurella c6 it nhat khoang 20 loai va 3
dwdi loai [2], trong d6 P. multocida la tac nhan gay
bénh chinh trong chi nay. Bén canh d6, M.
haemolytica 1a tac nhan gay bénh chinh cua chi
Mannheimia. Ca P. multocida va M. haemolytica déu
la tdc nhan c6 pho vat chu rong, bao gom hau hét
cac loai dong vat nhu bo, dé, ctru.... [3-5]. Hai loai
nay déu la vi khuan gram am va c6 kich thudc
nho ttt 0,2-2 um, ching dugc coi la mam bénh co
hoi va c6 kha nang ton tai trong vat chi ma khong
gay bénh trong diéu kién binh thuwong [6, 7]. Hai
vi khuan nay c6 moét s6 dac trung vé ddc diém
hoa sinh dé€ cé thé phan biét voi cac loai thudc ho
khac nhu kha nang sinh enzyme oxidases, kha
nang lén men cac loai carbothydrate, kha nang
sinh mot s6 chat khit nitrate [5]. P. multocida dwoc
xac dinh la ¢6 5 tuyp huyét thanh vo nhay gom
cac tuyp A, B, D, E, F; ngoai ra ¢ 16 tuyp huyét
thanh ttr 1-16, trong khi d6 d6i v6i M. haemolytica
s0 luong tuyp huyét thanh vo nhay chua dugc ghi
nhén hét, nhung it nhat c6 12 tuyp da dwoc cong
bd bao gom 1-2, 5-9, 12-14, 16, 17 [8]. Cac tuyp
huyét thanh vé nhay v6 cung quan trong do nd
lién quan t6i sy ddc hiéu twong tac véi vat cha va

kha nang gay bénh cua hai loai vi khuan nay.

Hién nay bénh do P. multocida va M. haemolytica
c6 thé dugc kiém soat bang vaccine va mot 8 loai
khang sinh nhung viéc chan doan phat hién su c6
madt cua chung cung viéc dinh loai tuyp huyét
thanh van déng vai trd quan trong trong viéc tam
soat va xtt ly bénh hiéu qua. Trong nghién cttu
nay ching toi cung cip cac thong tin vé cac ky
thuat phan tt st dung trong viéc phat hién, dinh
tuyp va nghién cttu da hinh trong quén thé nhiing

vi khuan nay.

2  Chan doan P. multocida va M.
haemolytica bing phuwong phap
PCR don gen

Tt nhitng nam 1955, P. haemolytica (nay la
M. haemolytica) da dugc xem la nguyén nhan gay
nén hién twong xuat huyét ¢ cttu non [9]; sau dé
nhiéu nghién cttu da phat hién tu huyét trung, cu
thé 1a P. haemolytica da dwoc dé cap toi trong
nhiéu nghién ctu [10-15] nhung hau hét cac
nghién cttu nay déu dwa vao triéu ching lam
sang, giai phau dong vat hodc nudi cay vi sinh.
Téi nam 1996 nhém nghién ctu cta Davies [16]
da khuéch dai gen ma hod r16S phan tich sy da
dang cua cac loai P. haemolytica. Sau nay khi ky
thuat PCR dwoc ap dung rong rai hon, viéc chan
doén P. multocida va M. haemolytica bang phuong
phap nay ciing nhanh chéng dwoc thuc hién. Tt
1997, nhém nghién cttu ctia Kasten [17] da st
dung cdp moi ddc hiéu cho gen pls cua P.
multocida d€ phat hién vi khudn nay trong dan ga

tay va nhan thdy ngudng phat hién thap nhat ctua
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phuong phédp nay la 10 vi khuan hodc tuong tng
khoang 24 pg DNA tinh sach. Ngay tiép sau do
nhoém nghién ctu ctia Townsend [18] ngoai viéc
thiét k& thanh cong moi dédc hiéu dé€ nhan gen
kmt1, con thiét k&€ duoc mot cdp mdi dinh tuyp P.
multocida B:2; B:5 va B:2,5. Khong chi P. multocida,
P. haemolytica cling dwgc dinh tuyp bang phuong
phép PCR, cu thé€ Angen va nhém nghién ctru [19]
da dwa vao cac cum gen r16S dé€ xac dinh chi mdi,
chi Mannheimia, va P. haemolytica chinh thitc duoc
déi tén thanh M. haemolytica. Day ¢ thé noi la
nhitng nghién ctu dau tién ¢ng dung PCR dé
chudn doan phat hién va dinh tuyp caa P.
multocida va M. haemolytica. Tuy nhién, cac nghién
ctu sau nay khing dinh gen psl st dung boi
Kasten va cong su [17] c6 su tuong dong 1on véi
H. influenza, diéu nay cé thé khong phai la van dé
16n khi chan doan trén gia cam do khong tim thay
H. influenzae trong cidc mau gia cAm nhung van cd
nguy co duong tinh gia khi cdc mau nghién ctru
c6 H. influenzae thay vi P. multocida [20]. Twong tuw
nghién cttu ctia nhém Townsend [18], Lee va cong
s [21] cling phat trién phuong phap PCR dua
trén thiét k€ moi nhan gen kmtl phat hién P.
multocida trong rudt ga da khtr trung thanh cong
nhung khong phat hién duoc vi khuan nay trong
mo chwa kht trung. Pac biét, nghién cttu ctia Lee
[21] goi y viéc lam giau P. multocida trong moi
treong BHI (brain heart infusion broth) gitip cho
phan ting PCR hiéu qua hon. Viéc chan doan phat
hién va dinh tuyp P. multocida, M. haemolytica
bang PCR sau thoi diém nam 2000 ngay cang phd
bién vdi nhitng cong bs dién hinh ctia nhém [18,
22-30].

Ngoai ra mot s6 bién thé cia PCR nhw
repetitive extragenic palindromic sequence (REP-
PCR) hay phuong phép khuéch dai doan cat gidi
han (RFLP-PCR), phuong phap phan tich da hinh
doan DNA khuéch dai ngﬁu nhién (RAPD,
random amlipfied polymorphic DNA) ciing dugc
str dung trong viéc xac dinh ddc diém phan t& ctia
mot s6 chung, ddc biét 1a xac dinh da hinh céc
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ching trong 1 tuyp huyét thanh tr cac dan/vat
cht khac nhau nhung khong qua pho bién [31-
35]. Trong phwong phap REP-PCR, nhém nghién
ctu da thiét k€ cdp modi phd quat (universal
primer) dé€ nhan céc trinh tw lap lai palindromic
trong hé gen cua vi khuan d€ danh gia muc d6 da
hinh. B6i véi phuong phdp RFLP-PCR, nhém
nghién ctu cua Jabbari [32] da phoi hgp PCR va
RFLP d€ thuc hién viéc xac dinh kiéu gen ctia mot
sO chung P. multocida phan 1ap tit gia cam, nhoém
tdc gia da nhan gen ompH tt cac chang P.
multocida phan 1ap bang cip mdi dic hiéu va tién
hanh cét san phdm PCR cta gen ompH béng 3
enzyme EcoRI, cfol va Hindlll d& thu duoc cac
doan cit giéi han khac nhau. Twong tw, nhém
ciing ap dung phuong phap nay dé€ phan tich kiéu
gen cua cac ching P. multocida phan lap tit bo va
ctru [33]. Ttr nhitng két qua nay cac tac gia da goi
y viéc c6 thé sit dung phuong phap nay dé xac
dinh kiéu gen cho nhitng chung P. multocida phan
lap tir cac vat chua khac nhau. Ngoai ra, cac chung
P. multocida, P. haemolytica cling cd thé duoc xac
dinh béng phuong phap ngung két mién dich [36]
hodc bang kj thuat PCR [37], sau d6 cic chiing
nay c6 thé duoc tiép tuc phan tich da hinh st
dung cac mdi ngau nhién (RAPD).

Nho viéc ap dung PCR va cac bién thé ctua
PCR vao chudn doan phat hién hay dinh tuyp cta
P. multocida, M. haemolytica da trd nén dé dang,
nhanh chéng va chinh Xxdc hon nhiéu so vdi
nhitng phuong phdp truyén thong, tuy nhién
phuong phédp nay cling ¢6 nhitng han ché d6 la
yéu cau thiét bi hién dai, hoa chat dat tien va dic
biét can nhitng nguoi thuyc hién duwgc dao tao

chuyén sau.

3 Chan doan P. multocida va M.
haemolytica bing phuong phap
multiplex PCR

Ky thuat multiplex PCR thuc chat la ky
thuat PCR thong thuwong dugc cai bién bang cach
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stt dung nhiéu hon mot cdp moi trong mot phan
ting nham khai thac t6i da hiéu qua ctia phan tng
[38]. K¥ thuat nay ngay sau khi duwgc duwa ra da
dwoc dong dao cac nha khoa hoc, cac nhém
nghién ctru ap dung rong rai cho linh vyc chan
doan phan tit bao gom viéc xac dinh hiéu qua cta
viéc xoa gen [39, 40], nghién cttu dot bién, da hinh
[41, 42], chan doan cac bénh truyén nhiém véi cac
tac nhan khac nhau, ung thuw,... [29, 43-46], do no
thé hién vu diém noi bat hon so véi PCR truyén
thdng, ddc biét la viéc tiét kiém thoi gian, chi phi
va cong sttc nhung van dam bao duoc két qua thi
nghiém. Phwong phap multiplex PCR ciing duoc
ap dung hiéu qua trong viéc chudn doan P.
multocida va/hoac M. haemolytica v6i cac tac nhan
khac. Ky thuat nay da dugc st dung dé phat hién
P. multocida trong cidc mau cé nhiém véi nhiéu tac
nhén gay bénh, cu thé Wei va cdng su [47] da phat
trién phuong phap dé€ phat hién su hién dién cua
dong thoi bon tac nhan P. multocida, Salmonella
enterica, Riemerella anatipestifer, va Escherichia coli
gay bénh trén vit trong cing mot phan tng va
khong tao ra cac san phdm khong ddc hiéu ké ca
khi mau bi nhiém dong thoi cac tac nhan vi khudn
khac nhw Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Clostridium perfringens, M. gallinarum, M.
synovige, va M. gallisepticum. Tuong tw, P.
multocida cting duoc phat hién dong thoi cung 3
tac nhan khac gom A. pleuropneumonia, H. parasuis
va Bordetella bronchiseptica trong cac mau 14y tir 1o
md lon [48]. Nhém nghién ctru nay da khang dinh
phan &ng multiplex nay khong bi anh hwong du
c6 tai nhiém thém véi 1, 2, hodc 3 tic nhan gay
bénh khac. Trong ca hai nghién cttu cia Wei [47],
va Ly [48] déu str dung mo6i dé nhan gen kmtl1, tuy
nhién cac cdp moi duoc thiét ké khac nhau cho
moi nghién cttu dé€ dam bao tinh ddc hiéu cua
phan tng. M. haemolytica cling dwgc phat hién
trong cdc mau bénh pham dong thoi véi mot s6
tac nhan khac, trong nam 2018, Tatatabae [49], va
Abinet [50] da cong bo hai phuong phap
multiplex PCR dé phat hién M. haemolytica. Trong

nghién ctru ctia Tatatabae [49], 3 cap moi (Lkt; HP
va rl6S) da duoc st dung dé€ tang cuong kha
nang phat hién dac hiéu M. haemolytica tit ciru &
Iran. D& phat hién M. haemolytica bang phan tng
multiplex PCR, nhom nghién cttu cua Abinet [50]
da st dung hai cdp md6i RPT2 va PHSSA d€ nhan
vi khuan nay ¢ cttu ctia Ethopia va mdt nghién
ctru tuong tu ctia Nguyen [29] cling cong bs st
dung thanh cong phan ttng multiplex PCR véi hai
cap moéi RPT2 va PHSSA d€ phat hién M.
haemolytica & cttu Phan Rang ctia Viét Nam. Mot
nghién ctru gan day ctia Nguyén Thi Thu Thao va
cong su [51] da sit dung moi KMT1 va GCP1 dé
phat hién doéng thoi hai tdc nhan P. multocida va
M. haemolytica & cttu Phan Rang trong cling mot
phan tng, déc biét bai bdo nay da chan doan
thanh cong mot s6 mau hién truong thong qua st
dung khuoén mau tir DNA thd, thu tir viéc x@ ly
nhiét vi khuan da dwoc lam giau trong nuwdc cd
triton X. Ngoai ra ky thuat nay con duoc st dung
dé€ phan loai cac chung P. multocida dwa vao gen
ma hod phan tit LPS (lipopolysaccharide) [52]; xac
dinh gen doc luc cuia cac chung P. multocida phan
lap tit cdc mau bénh phdm [53]; phan loai tuyp
huyét thanh vo nhay cua cac chung M. haemolytica
[54]; P. multocida [27]; d€ phat hién cac dwdi loai
cua P. multocida [55]. Cac cong bo da duoc liét ké
O trén déu ap dung thanh cong phan ng PCR
hodc la d€ phat hién nhiéu tac nhan trong cung 1
phan ting hodc phat hién dédc hiéu mot tac nhan
thong qua viéc sit dung cac cap moi khac nhau dé
nhan nhiéu gen dich va du theo phuong thic nao
thi déu hudng téi mot muc tiéu chung do la tiét
kiém chi phi, nang cao hiéu qua va chat luwong
chdn doan, day chinh 1a nhitng tiéu chi quan
trong dé ap dung phuong phap nay trong thuc té.
Mutiplex PCR méc du cé nhitng uu diém khong
thé pht nhan nhung ciing c6 nhitng han ché nhat
dinh nhu phan tng phitc tap hon, hiéu qua
khuyéch dai thdp hon, hiéu qua khuyéch dai con
bi anh huong bdi ngudn mau khac nhau cho phan
tng [56,57].
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4 Chan doan P. multocida, M.
haemolytica bing phuong phap

khuéch  dai  diang  nhiét
(Loop-mediated isothermal

Amplificatiob-LAMP)

LAMP la mot ky thuat khuéch dai DNA
trong dieéu kién dang nhiét (isothermal) duoc
nhom nghién cttu cua Notomi [58] [an dau tién
cong bs nam 2000 nh3m khuéch dai hiéu qua, dac
hiéu va nhanh choéng tac nhan dwoc quan tam.
Khac véi nhitng phuong phap phat hién DNA
dpa trén nguyén ly caa PCR, LAMP st dung 4
moi d€ nhén ra 6 trinh tu khac nhau ctia phan ti
DNA dich, va dac biét phwong phap nay duoc
thuc hién ma khong can may luan nhiét. Véi
nhitng wu di€ém vuot trdi, LAMP da nhanh chéng
duoc tng dung rong rai trong chuin doan nhiéu
loai tac nhan gay bénh khac nhau [59-68]. K¥
thuat LAMP da duoc ap dung lan dau d€ chan
doan P. multocida trén lon va trong nghién ctu
nay tac gia da hoan thién phan tng Pm-LAMP
dung moi thiét ké cho gen kmtl trong mot gio o
63°C, v6i nguong phat hién toi thiéu dat 10 vi
khuan/mL, duoc xem 1a nhay hon PCR 10 lan, véi
dd nhay dat 100% va do dac hiéu la 90,9% [69].
Déc biét, nhém nghién cttu cd thé phat hién duoc
két qua duong tinh bang cach bd sung thudc
nhudm huynh quang quan sat dudi den cye tim
ma khong can budc dién di. Nghién ctru nay da
goi y day 1a mot phwong phap hiru hiéu dé phat
hién P.multocida ¢ giai doan sém mot cach nhanh
chong [69]. Twong tw, nghién citu cua Moustafa
va cong sut [70] da phat trién hai phuong phap
LAMP, mot dé€ phat hién sp c6 mdt cua
P.multocida goi la Pm-LAMP va mét dé€ xac dinh
cac chung P.multocida tuyp B2, c6 kha nang gay
xudt huyét (hemorrhagic septicemia-HS) con goi
la HS-LAMP trén trau bo. Nhom nghién cttu cua
Moustafa [70] ciing rit ngan thoi gian phan tng
cua Pm-LAMP xudng con trén 30 phut véi luong
mau chi can 10 pg, d6 ddc hiéu va d6 nhay lan
lwot 1a 93% va 91%, va HS-LAMP chi con 27 phut
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véi lerong mau t6i thidu 1a 5 pg, véi ty 1& dac hidu
93% va do nhay dat 97%. Nhu vay, véi nghién
ciru ctia Moustafa va cong su [69] da giam thoi
gian ctia phan ttng LAMP con mot ntta so voi
nghién ctru dau tién ctia Sun va cong sy, va dang
lvu y 1a phan tng nay c6 thé nhéan ra tuyp huyét
thanh B2 ctuia P.multocida la tuyp cé kha nang gay
xuat huyét [70]. Sau d6, téi ndm 2022, c6 ba nhém
nghién ctru tap trung vao phat trién LAMP, nhém
thi nhat cua Akondi [71] da 4p dung ky thuat
LAMP cho chuan doan P.multotida trén tradu dua
trén gen kmtl teong te nhu Sun va cong su [69]
nhung lwa chon vi tri gén mdi khac; véi s thay
d6i nay nhém nghién cttu da hoan thanh phan
tng sau 45 phut véi cho rang d6 nhay ca phwong
phap LAMP trong nghién cttu nay gdp 104 lan so
v6i PCR thong thuong. D6i véi hai nghién ctiu
con lai, nhém tac gia da tap trung phap hién 3 tac
nhan goém P. multocida, M. haemolytica va
Histophilus somni [72, 73]. Mohan va cdng su [72]
da phdi hop 12 mdi (4 mdi cho mdi téc nhan) dé
phat hién sy c6 mat ctia t6i thi€éu 104 ban sao DNA
cta cac tac nhan véi d6 chinh xac, d6 nhay va do
déc hiéu lan lwot 1a 97%, 99% va 89%. Day la lan
dau tién ky thuat LAMP dwoc ap dung cho cung
luc 3 tac nhan, bao gom ca P. multocida va M.
haemolytica. Cung muc dich phat hién nhiéu tac
nhan trong phan tng LAMP, Garrigos da phat
trién ky thuat LAMP d€ ap dung truc tiép tai
trang trai, khai thac t6i da mét trong nhitng thé
manh cua LAMP la su thay d6i pH cua thanh
phén hoa chat sau phan ting, diéu nay c6 thé nhan
ra dé dang bdng cach b8 sung chat chi thi pH
(khong can chi thi huynh quang). Véi y tudng
nay, nhom tac gia da cé thé phat hién ra phan tng
duong tinh nho kiém tra sy thay d6i mau sac cua
ong PCR sau phan tng. Nhém nghién ctu cta
Garrigos [73] da thanh cong phat hién si ¢ mat
caa P. multocida, M. haemolytica va H. somni &
trang trai bang phuong phap LAMP dua trén
phuwong phap so mau véi do nhay dat tix 66,7-
100%, do ddc hiéu 100% vdi thoi gian 60 phut (bao

gom ca budc so mau). Véi cdng bd nay, nhém téc
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gia da mo ra mot trién vong to 16n cho ting dung
LAMP trong trang trai chan nudi nho viéc chuyén
giao quy trinh cdng nghé dé cac chu trai cd thé
thiec hién quy trinh dwa theo tai liéu hwdng dan
v6i 1 block nhiét ¢é thé diéu chinh nhiét trong dai
hoat dong 60-65°C ma khoéng can cac may luan
nhiét dat tién, khé st dung. Trong cong bd gan
day nhat, Dassanayake va nhom nghién ctu [74]
da xac dinh M. haemolytica tuyp 1 va 2 thanh cong
béng phan ttng LAMP, nhom da kh:fmg dinh do6
nhay va d¢ ddc hiéu cua phuong phap so mau
LAMP cho mdi tuyp déu dat 100% va giéi han
theo doi dat tir 1-100 ban sao DNA cho 1 phan
tng. Ttr nhitng két qua nghién cttu lién quan téi
phan tung LAMP d€ phat hién P. multocida
hoac/va M. haemolytica cho thdy day la mot
phuong phép tiém ndng cho viéc ap dung ky
thuat nay vao thuc tién do nhitng diém manh caa
phuong phap nay nhu su khuéch dai duoc thuc
hién theo chu trinh dang nhiét dan téi khong yéu
cau may luan nhiét, c6 thé quan sat két qua phan
tng dua vao chat nhuém huynh quang bang cach
soi true tiép 6ng phan tng duwdi den UV do hiéu
qua nhan gen cyc ki t6t, dan téi lwong DNA dam
ddc trong Ong phan tng c6 thé két hop truc tiép
v6i thuéc nhudm, bén canh d6 do sw thay doi pH
phan tng trong qua trinh thuc hién, phan tng
duong tinh cia LAMP con c6 thé phét hién dé
dang bang phuwong phap so mau, day chinh la
diém manh da va dang dwoc khai thac hiéu qua
dé€ co thé ap dung rong rai phwong phap nay

trong thuc tién.

Midc du cé rat nhiéu diém manh nhung
cling phai khang dinh rang LAMP van c6 nhiing
diém can xem xét khi trién khai trén dién rong,
han ché dang luu y nhat caa phuong phap nay la
hién tuong duong tinh gia, diéu nay c6 thé la do
thao tac lam lay nhiém cac san pham khuéch dai
cua phan tng LAMP trudc d6 vao cac hoa chat
hodc vao truc tiép phan tng [72]. Vi vay can luu y
dé han ché tdi da hién tuwong nay bf“mg cach thuc

hién phan tng ¢ cac khu vuc khac nhau dé€ tranh
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lay nhiém chéo phan tng, dong thoi can chia nho
hoa chat d& han ché ngudn nhiém va cling c6 thé
dung UDG (Uracil-DNA glycosylases) va UTP
(Uracil-DNA glycosylases) dé€ loai bé cac cum
khuéch dai tir phan tng LAMP truéc d6 trong

moi treong phan tng [75].

5 Chan doan dodn P. multocida, M.
haemolytica bang phuong phap
real-time PCR

Ciing giong nhu mot sd tac nhan gay bénh
khac, ky thuat real-time PCR hay con goi 1a PCR
dinh Iwong da duoc st dung rong rai trong viéc
chdn doan va dinh tuyp cac chung P. multocida
hodc/va M. haemolytica. Nghién cttu ctia Guenther
va cong su cho thiy ky thuéat real-time PCR c6
mot s6 diém thuédn loi hon ky thuat PCR trong
chudn doan va da phat trién ki thuat nay nham
phan biét cac loai trong chi Mannheimia, bao gom
nam loai M. haemolytica, M. varigena, M. ruminalis,
M. granulomatis va M. glucosida tlr chung nuoi cay
cling nhu tir cdc mau mo cta nhigu dong vat khac
nhau (bo, cttu, dé, meo, ga, cho, lon...) [76]. Ky
thuat real-time PCR st dung SYBR Green va cac
cap moi dac hiéu cho gen sodA ctia nhém nghién
cttu ¢6 kha nang phat ra cac chung vi khudn trén
v6i do ddc hiéu cao, va chi can ¢ 5 gio cho toan
bd qua trinh xét nghiém, gom ca thoi gian tach
chiét, tinh sach DNA. Diéu dang luu y la ngudng
phat hién ctia phwong phap duogc xac dinh 6 gidi
han 103 vi khudn/gram mo [76]. Nghién cttu tuong
tu ctia Dutra va cong su [77] cling st dung
phuong phap nay va thanh cong xac dinh sy c6
mat ctia P. multocida trong mo6 phoi cua lon trong
céc 10 m& & Brazil bang cgp mdi dic hiéu cho gen
kmt1. Ngoai ra, Scherrer va cdng su [78] da phat
trién ky thuat real-time PCR str dung mbi va mau
do ddc hiéu cho gen toxA dé€ phat hién P. multocida
trong nhiing mau bénh phdm ti lon bi viém teo
miii truyén nhiém 4c tinh (Progressive atrophic

rhinitis). Ky thuat nay c6 thé phat hién ra sy ¢6
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mdt cua nhitng vi khudn nay 6 ngudng toi thiéu la
ban sao hé gen vi khuan, ddc biét so véi PCR
truyén théng chi c6 thé phat hién ra 90/203 mau
dwong tinh véi toxA trong khi real-time PCR cé
thé phét hién 101/203 mau duwong tinh véi gen nay
[78]. Sau d6, khong chi dung d€ phat hién cac tac
nhan riéng 1é, ky thuat real-time PCR cling da
duoc phaét trién d€ nhan dién nhiéu hon mot tac
nhan trong moét phan tng (multiplex real-time
PCR). Nhém nghién ctru ctia Settypall [79] da ting
dung thanh céng phuong phap nay dé€ phat hién
dong thoi 4 tdc nhan gom virus (Peste des petits
ruminants virus, Capripoxvirus), vi khuan (P.
multocida) va Mycoplasma (Mycoplasma capricolum
capripneumoniae) st dung moéi va mau do dic
hiéu tr dé va ctru. Hiéu qua cua phan tng
multiplex real-time PCR la twong duong so vdi
PCR don véi ngudng phat hién 1a 12 ban sao cho
Capripoxvirus, 163 ban sao cho Peste des petits
ruminants virus; 13 ban sao cho P. multocida va 23
ban sao cho M. capricolum capripneumoniae [79].
Sau d6 nhém nghién cttu cta Kishimoto [80] da
thanh cong phat trién ky thuat real-time PCR dé
phat hién dong thoi 16 tdc nhan trong 1 phan tGng
véi d6 nhay cao, nghién ctru mau hién truong da
xac nhan cdc mau ngody mii tir dong vat thi
nghiém c6 thé chita dong thoi 4-10 tac nhan khac
nhau. Cac nghién cttu ti€p theo cta cac tac gia
khac ciling tap trung vao viéc ap dung ky thuat
real-time PCR d€ phat hién nhiéu tac nhan, trong
do co P. multocida va/hodc M. haemolytica trong
mot phan tng [81-83]. Thém vao d9, ky thuat nay
ciing duoc ap dung dé€ dinh tuyp huyét thanh cho
M. haemolytica [84]. Bang cach so sanh phuong
phép real-time PCR v6i phuong phap ngung két
hong cau gian tié€p (indirect hemagglutination) thi
thdy rang 3 tuyp huyét thanh A1, A2 va A6 dac
trung O nhitng doi twong vat nudi khac nhau, Al
thuong thdy ¢ bo va ctru nhung khong c6 ¢ dé,
trong khi d6 A2 lai tap trung ¢ dé va A6 thi tim
thdy ¢ ca dé, ctru va bo. Mac du vay nghién ctru
nay ciing goi y vé viéc khi st dung real-time PCR
cho dinh tuyp huyét thanh ctia M. haemolytica trén

DOI: 10.26459 /hueunijns.v133i1C.7380

ctru thi nén thyc hién cung véi phan tng tng
mién dich dé c6 két qua chinh xac hon [84]. Tt cac
phan tich trén c6 thé thdy rang real-time PCR la
phuwong phap chan doan P. multocida va/hodc M.
haemolytica rat hiéu qua, véi do nhay cao nhung
han ché ctia phuong phép la can thiét bi hién dai,
con nguoi dugc dao tao va hoa chat d4t tién, vi
vay viéc trién khai ap dung ky thuat nay trong
thuc t& van rat han ché, chu yéu van la trong
phong thi nghiém. Mot s phuong phap phan ti
stt dung trong chan doan bénh tu huyét trung &
dong vat gay ra boi hai loai P. multocida va M.
haemolytica duoc tong hop tai bang 1.
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Bang 1. M6t s6 phuong phap phéan tir dung trong chan doan P. multocida va M. haemolytica & ddng vat

Ph hép st ich ch
TT rong phap su Téc nhan giy bénh Gen dich cho tu Vit chia D6 nhay D6 dic hidu TLTK
dung huyét trung
1 P. haemolytica r16S ND ND ND [16]
i 4 5 ND
2 P. multocida pls Ga tay 10vi khl}an, hoge 24 [17]
pg/phan tng
3 P. multocida kmtl ND ND 100% [18]
4 P. haemolytica r16S ND ND ND [19]
PCR
5 P. multocida kmt1 Ga 10 vi khuén/phan ND 21]
ung
6 P. multocida Random Ga ND 52/58 [22]
7 P. multocida ToxR Lon ND ND [23]
8 M. haemolytica gcp Dé ND ND [24]
Bo, ctru, dé,
9 REP-PCR P. multocida Random meo, ché, gia ND ND [26]
cam
10 PCR P. multocida kmt1 Clr, bo, trau, ND ND [27]
gia cam
PCR/multipl kmt1/ i hod
11 CR/multiplex P. multocida ELgen ma o Lac da ND ND 28]
PCR seroty
12 M.haemolytica Rpt2/PHSSA Ciru ND ND [29]
PCR
13 P. multocida Kmt1 Ctru ND ND [30]
14 RFLP-PCR P. multocida ompH Gia cAm ND ND [32]
15 P. multocida ompH Bo, ctru ND ND [33]

12
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TT Phuong phdp six Téc nhan gy bénh Gen dich cho ty Vit cha Do nhay Do dic hiéu TLTK
dung huyét trung
P. multocida, Salmonella enterica Kmtl,invA, r16S

1 ’ ’ ’ ’ ’ Vi 1 han U 1009 47

6 Riemerella anatipestifer, va Escherichia coli Pho i’ 0 pg/phan ung 00% 471

A. ia, H. is Ve AP-1V, 1
17 pleuropneumonia, H. parasuis va L kmtl, Lon ND ND (48]
Bordetella bronchiseptica hps, Bb-fla
18 Lkt; HP va r16S ND ND [49]
19 M. haemolytica RPT2 va PHSSA ND ND [50]
Ctru
20 RPT2 va PHSSA ND ND [29]
Multiplex PCR
21 P. multocida va M.haemolytica KMT1 va GCP1 [51]
22 P. multocida LPS locus Ga, “at'AbO’ ND ND [52]
lon, ga tay
23 P. multocida P, ighB, Tréau, Bo ND ND [53]
tbpA, ToxA
24 M. haemolytica Hyp, Core, TupA Bo ND ND [54]
25 P. multocida kmt1, gatD, r16S Gia cAm ND ND [55]
26 Lon 10 vi khuan/mL 90,9% [69]
P. multocida kmt1
27 Trau bo 5-10 pg/phan ting 93% [70]
28 LAMP Trau 10 pg/phan ting 97% [71]
. . . Kmtl, ompP1, 1 ,
29 P. mult(.)czdu, M haemo‘lytzca, vd omp16, rsmL, rsmC, Bo 10 ba,n sao/phan 899 [72]
Histophilus somni ing
IktA
30 Real-time PCR . M haemolytica, M', vaflgena, M. . SodA C?\o, ga‘, lon, 10° vi khuan/g mo ND [76]
ruminalis, M. granulomatis va M. glucosida clru, meo

31 P. multocida kmt1 Lon 1.16-8.25 ban ND [77]

sao/phan tng

DOI: 10.26459/hueunijns.v133i1C.7380
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TT Phuong phip si Tac nhan giy bénh Gen dich cho ty Vit chit Do nhay Do dic hiéu TLTK
dung huyét trung
32 P. multocida toxA Lon ND ND [78]
Peste des petits ruminants virus,
13 bé ha
33 Capripoxvirus, P. multocida va kmt1 Ctru 3 beg;nsao/p an ND [79]
Mycoplasma capricolum capripneumoniae &
Bovine viral diarrhea virus, bovine
coronavirus, bovine parainfluenza virus
3, bovine respiratory syncytial virus,
influenza D virus, bovine rhinitis A
3 virus, bo.vme rhlmt.ls B virus, l.)ovme SodA, kmt1 Bo 1 CFU/1 phan tng ND (80]
herpesvirus 1, bovine adenovirus 3,
bovine adenovirus 7, M. haemolytica, P.
multocida, H.somni, Trueperella
pyogenes, Mycoplasma
bovis va Ureaplasma diversum
98.3% cho M. [82]
P. 1 . ica, H. i . . . 4x 101 100 ica va
35 multoczda\, M. haemolytica, H. somni Kit thuong mai Bo x 10 t70 2,x 0 haemolytica va
va T. pyogenes CFU/phan ting 100% cho P.
multocida
. 1 . s, H. [, Vi 1.2-12CFU/pha
36 M. haemolytica, M b?UlS, somni, va LD, Pm1231 Bo 2 2,C U/phan 88% [83]
P. multocida tng
37 M. haemolytica Kit thwong mai Bo, ctru, dé ND ND [84]

ND: khong xac dinh
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6 Két luan

Trong bai bao nay, chung t6i da tong hop
boén phuwong phap chan doan dwa vao cac chi thi
phén tr d€ phat hién nhanh, nhay va déc hiéu P.
multocida va/hodc M. haemolytica, nhitng tac nhan
chinh gay tu huyét trung trén gia suc, gia cam.
Mic du cac phuwong phap nay da duoc khang
dinh ¢6 vai tro quan trong trong chan doan tu
huyét trung nhung mdi phuong phdp van con
nhitng han ché nhat dinh dan téi viéc khd ap
dung ¢ hién truong néu khoéng coé doi nga ky
thuat vién c6 trinh do, ¢ thiét bi phu hop. C6 thé
ndi trong cac ky thuat dwoc dé cap, ky thuat
multilex PCR va LAMP thé hién nhiéu tiém nang
ung dung nhat nhung cac kit thwong mai hién
nay lai tap trung chu yéu vao PCR (AccuPower®
Pasteurella multocida PCR Kit, Bioneer, Han Qudc;
LiliF® PAS PCR Kit, Intronbio, Han Qudc); Real
time PCR (Mannheimia haemolytica Real Time PCR
Kit, Biopremier, B6 Dao Nha; VetMAX™ P.
multocida Toxinogenic Kit, Thermofisher, M¥; Bio-
t kit® M. haemolytica & P. multocida biosella,
Phép). Vi vay, cdc nghién cttu lién quan van lién
tuc duoc thye hién dé€ tim ra phuong phap hiéu
qua hon, don gian hon va gia thanh thap hon dé
6 thé dp dung rong rai trén thuc té.

HO tro tai chinh

Nghién ctru nay dugc tai tro ti dé tai thudc
chuong trinh Khoa hoc Cong nghé cap Bo Gido duc
va Dao tao, ma sd: CT-2021-01-DHH-02.
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