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Tóm tắt. Ở Việt Nam, kỹ thuật multiplex PCR đã được sử dụng để chẩn đoán nhiều bệnh trên vật nuôi 

nhưng kỹ thuật này hiện nay chưa được áp dụng để chẩn đoán bệnh trên cừu. Trong nghiên cứu này, 

chúng tôi đã phát triển một kỹ thuật multiplex PCR để phát hiện đồng thời hai tác nhân chính gây tụ 

huyết trùng trên cừu Phan Rang là Pasteurella multocida và Mannheimia haemolytica. Bằng cách sử dụng 

hai cặp mồi đặc hiệu, với nồng độ tối ưu của mỗi mồi là 5 pM, phương pháp này đã nhân thành công 

đoạn gen kmt1 từ P. multocida và gcp từ M. haemolytica trong cùng một phản ứng chứa hỗn hợp DNA 

tổng số của hai vi khuẩn này ở nồng độ thấp nhất là 0,1 ng mỗi loại. Thêm vào đó, phản ứng multiplex 

PCR này không bị ảnh hưởng bởi sự có mặt nhân tạo của một số DNA từ vi khuẩn khác. Đặc biệt, phương 

pháp multiplex PCR này có độ ổn định đạt 100% khi thử nghiệm trên quy mô nhỏ với 20 mẫu DNA thô 

thu được từ phương pháp xử lý nhiệt trực tiếp hay xử lý nhiệt sau khi làm giàu 10 mẫu thực địa. Đây là 

nghiên cứu đầu tiên ở Việt Nam về việc chẩn đoán tụ huyết trùng trên cừu bằng kỹ thuật multiplex PCR, 

kỹ thuật không chỉ có giá trị để phát hiện vi khuẩn P. multocida và M. haemolytica ở cừu mà còn có vai trò 

tham khảo để chẩn đoán những vi khuẩn này trong các đối tượng vật nuôi khác. 
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Abstract. The multiplex PCR assay has been used to diagnose different diseases in livestock in Vietnam; 

however, this method has not been well-applied to sheep diseases. This study developed a multiplex 

PCR assay to detect the two main agents, Pasteurella multocida and Mannheimia haemolytica, causing 

Pasteurellosis in sheep. By using two pairs of specific primers, with the optimum concentration of each 

primer being 5 pM, this method successfully amplified the kmt1 gene from P. multocida and the gcp gene 

from M. haemolytica in the same reaction containing DNA of P. multocida and M. haemolytica at the lowest 

concentration of 0.1 ng each. Moreover, this multiplex PCR reaction is not affected by the artificial 

presence of some other bacterial DNA. In particular, this multiplex PCR showed 100% confidence in a 

stability test on a small scale with 20 raw DNA samples obtained from direct heat treatment or 

enrichment before heat treatment of 10 field samples. This is the first study in Vietnam on diagnosing P. 

multocida and M. haemolytica by multiplex PCR. This method is valuable for detecting P. multocida and 

M. haemolytica in sheep and serves as a reference for detecting these bacteria in other household animal. 
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1 Mở đầu 

Theo số liệu của tổng Cục thống kê tới đầu 

năm 2021 cả nước có khoảng trên một trăm nghìn 

con cừu, so với các vật nuôi khác như trâu, bò, lợn, 

dê, ngựa thì tổng đàn cừu ở hiện nay còn ở mức 

thấp. Mặc dù hiện nay có một số giống cừu nhập 

nội được nuôi phục vụ công tác giống nhưng giống 

cừu bản địa, còn gọi là cừu Phan Rang, chiếm ưu 

thế gần như tuyệt đối (trên 93%) [1]. Sự thích nghi 

và chiếm ưu thế của cừu Phan Rang tại Ninh 

Thuận, một tỉnh mưa ít, nắng nhiều, quanh năm 

khô hạn đã gợi ý về một tiềm năng chuyển đổi cơ 

cấu vật nuôi cho những vùng khô hạn chịu ảnh 

hưởng bởi biến đổi khí hậu [2]. Tuy nhiên, như đã 

đề cập ở trên cừu Phan Rang không chỉ có số lượng 

nhỏ mà còn được nuôi tập trung tại một khu vực 

nên các nghiên cứu liên quan tới giống cừu này còn 

rất hạn chế, các nghiên cứu đã công bố chủ yếu tập 

trung vào chăn nuôi [3–5], bên cạnh đó còn có một 

số ít nghiên cứu liên quan tới chuỗi giá trị [6], tới 

đa dạng di truyền của cừu Phan Rang dựa vào gen 

ty thể [7]. Tuy nhiên các nghiên cứu liên quan tới 

các bệnh trên cừu vẫn còn hạn chế, trong số những 

bệnh thường gặp thì tụ huyết trùng là một trong 

những bệnh được quan tâm sớm hơn cả, giai đoạn 

2004 - 2007 nhóm nghiên cứu ở Phân viện Thú y 

miền Trung dựa vào điều tra dịch tễ học bệnh tụ 

huyết trùng ở cừu và nhận thấy rằng Pasteurella 

multocida và Mannheimia haemolytica là tác nhân 

chính gây tụ huyết trùng ở Ninh Thuận, Khánh 

Hòa và Đắk Lắk [8]. Bên cạnh đó, một số công bố 

gần đây về chẩn đoán phân tử đối với tác nhân gây 

tụ huyết trùng như P. multocida [2,9], M. haemolytica 

[10] đã được công bố. P. multocida và M. haemolytica 

có thể coi là hai tác nhân chính gây bệnh hô hấp 

trên cừu, gây thiệt hại lớn đối với ngành chăn nuôi 

cừu [11], trong đó M. haemolytica thường gây viêm 

phổi [12] còn P. multocida thường gây viêm phế 

quản phổi ở cừu trưởng thành và gây nhiễm trùng 

máu ở cừu non [13]. Các nghiên cứu trước đây gợi 

ý rằng hai vi khuẩn này là những vi khuẩn cơ hội, 

chúng có thể sống trong phổi những con cừu khoẻ 

mạnh mà không gây nên các triệu chứng của bệnh 

tụ huyết trùng trong điều kiện bình thường, nhưng 

khi vật chủ ở trạng thái căng thẳng hay suy giảm 

miễn dịch chúng sẽ tấn công và gây bệnh [14], và 

một điểm đáng lưu ý là khi cừu mẹ bị nhiễm tụ 

huyết trùng sẽ lây nhiễm vi khuẩn này sang con 

của chúng [12]. Một số nghiên cứu chẩn đoán sự có 

mặt của P. multocida và M. haemolytica ở vật nuôi đã 

được triển khai, đặc biệt ở các nước có đàn cừu lớn 

như Ấn Độ, Trung Quốc [12,15–17]. Đặc biệt có 

những nghiên cứu đã sử dụng kỹ thuật PCR đa 

mồi (multiplex PCR) để phát hiện đồng thời cả hai 

tác nhân này trong một phản ứng [15,17]. Việc áp 
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dụng kỹ thuật multiplex PCR trong chẩn đoán 

bệnh trên vật nuôi có thể áp dụng để phát hiện 

nhiều tác nhân (từ 2 tác nhân trở lên) trong một 

phản ứng, nó không chỉ giúp tăng cường độ nhạy, 

độ đặc hiệu mà còn tiết kiệm thời gian mà còn làm 

giảm chi phí xét nghiệm [18–20]. Bệnh tụ huyết 

trùng trên cừu ở Việt Nam cũng được cho là do hai 

tác nhân chính là P. multocida và M. haemolytica gây 

nên nhưng các công bố trước đây chỉ tập trung 

phát hiện từng tác nhân riêng lẻ [2,9,10], vì vậy 

trong nghiên cứu này chúng tôi tập trung phát 

triển phương pháp multiplex PCR để chẩn đoán cả 

hai tác nhân trên trong cùng một phản ứng nhằm 

ứng dụng kỹ thuật này hiệu quả hơn trong chẩn 

đoán tụ huyết trùng ở cừu Phan Rang. 

2 Vật liệu và phương pháp 

2.1 Vật liệu  

Các chủng vi khuẩn P. multocida, M. 

haemolytica và Fusobacterium necrophorum; cặp mồi 

FKMT1/RKMT1; các mẫu thực địa được cung cấp 

từ đề tài khoa học và công nghệ cấp Bộ thuộc 

chương trình khoa học công nghệ cấp Bộ thực hiện 

tại Đại học Huế từ 2021, mã số: CT-2021-01-DHH-

02; chủng Escherichia coli ATCC 25922 được nhận 

từ phòng thí nghiệm Công nghệ vi sinh, Viện Khoa 

học sự sống, Đại học Thái Nguyên; chủng Vibrio 

alginolyticus được cung cấp từ đề tài khoa học và 

công nghệ độc lập cấp Quốc gia, thực hiện tại 

phòng thí nghiệm Tế bào, Viện Công nghệ sinh 

học, Đại học Huế từ năm 2021, mã số 

ĐTĐLCN.95/21 . 

2.2 Thời gian và địa điểm  

Các thí nghiệm được thực hiện tại phòng thí 

nghiệm tế bào, Viện Công nghệ sinh học, Đại học 

Huế từ tháng 1/2022 - 3/2023. 

2.3 Phương pháp 

Phương pháp thiết kế mồi  

Trong nghiên cứu này chúng tôi đã thiết kế 

mồi để nhân đoạn gen mã hoá cho protein O-

sialoglycoprotein endopeptidase (gcp) bằng cách 

so sánh sự tương đồng của một hệ gen của M. 

haemolytica đã công bố trên ngân hàng gen bằng 

phần mềm ClustalW2 để chọn khu vực có mức độ 

bảo thủ cao để thiết kế mồi (mã số của các gen đã 

tham khảo từ ngân hàng gen bao gồm CP017495.1; 

CP087379.1; CP097333.1; LS483299.1). Sau khi chọn 

được khu vực bảo thủ thì sử dụng phần mềm 

Primer3 (https://primer3.ut.ee/) để thiết kế mồi đặc 

hiệu. Cặp mồi FGCP1/RGCP1 dùng để nhân đoạn 

gen có kích thước khoảng 478 nucleotides. Ngoài 

ra, nghiên cứu này còn sử dụng cặp mồi 

FKMT1/RKMT1 để nhân gen kmt1 từ P. multocida 

theo công bố của Nguyễn Thị Kim Cúc và cộng sự 

[9]. Thông tin về trình tự, kích thước đoạn gen 

được khuyếch đại cùng nhiệt độ/thời gian gắn mồi 

được trình bày ở Bảng 1.

Bảng 1. Thông tin về các cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu 

Trình tự mồi Kích thước sản phẩm 

(bp) 

Nhiệt độ (oC) /Thời gian gắn 

mồi (s) 

Tài liệu tham khảo 

Phản ứng PCR 

FKMT1: 

CCTCCGACTAACACCCAAGT 

RKMT1: 

TGGGCTTGTCGGTAGTCTTTT 

633 56oC/30s [9] 

FGCP1: 

TAAAAGTTGACGGCGTTGGG 

RGCP1: 

AAATTGTGGGCGAGGGTAGAA 

478 55oC/30s 
Thiết kế trong nghiên 

cứu này 

https://primer3.ut.ee/
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Trình tự mồi Kích thước sản phẩm 

(bp) 

Nhiệt độ (oC) /Thời gian gắn 

mồi (s) 

Tài liệu tham khảo 

Phản ứng multiplex PCR 

FKMT1: 

CCTCCGACTAACACCCAAGT 

RKMT1: 

TGGGCTTGTCGGTAGTCTTTT 

FGCP1: 

TAAAAGTTGACGGCGTTGGG 

RGCP1: 

AAATTGTGGGCGAGGGTAGAA 

478 và 633 55oC/30s [9] và nghiên cứu này 

Phương pháp tách chiết DNA tổng số từ vi khuẩn 

Các chủng P. multocida và M. haemolytica 

được cấy ria trên đĩa môi trường BHI (Himedia, Ấn 

Độ), E. coli cấy ria trên đĩa môi trường LB 

(Himedia, Ấn Độ) và V. alginolyticus cấy ria trên đĩa 

môi trường tryptic soy agar (TSA) (Himedia, Ấn 

Độ). Một khuẩn lạc thuần khiết của mỗi vi khuẩn 

được cấy vào 5 mL môi trường, lần lượt là  các 

chủng P. multocida, M. haemolytica cấy vào môi 

trường BHI lỏng (Himedia, Ấn Độ), E. coli cấy vào 

môi trường LB lỏng (Himedia, Ấn Độ), V. 

alginolyticus cấy vào môi trường tryptic soy broth 

(TCBS, Himedia, Ấn Độ). Ba vi khuẩn P. multocida, 

M. haemolytica, E. coli trong môi trường lỏng được 

lắc với tốc độ 150 vòng/phút ở 37oC; môi trường 

lỏng chứa V. alginolyticus được nuôi ở 30oC với tốc 

độ lắc 150 vòng/phút. Các ống môi trường chứa vi 

khuẩn được lắc qua đêm và thu sinh khối tế bào để 

tách DNA tổng số bằng bộ kit G-spin™ Genomic 

DNA Extraction (Intron, Hàn Quốc) theo hướng 

dẫn của nhà sản xuất cho vi khuẩn Gram âm. DNA 

tổng số sau khi được hoà tan trong nước khử ion 

thì được kiểm tra nồng độ bằng nanodrop one 

(Thermo Fisher, Mỹ). 

Phương pháp PCR 

PCR được thực hiện bằng máy PCR MJ mini 

thermal cycler (Bio Rad, Mỹ) cho từng cặp mồi 

FGCP1/RGCP1 và FKMT1/RKMT1 (nồng độ mỗi 

mồi là 10 pM) riêng lẻ để kiểm tra khả năng khuếch 

đại của 02 cặp mồi này với DNA tổng số của P. 

multocida và M. haemolytica (mỗi loại 100 ng/phản 

ứng) trước khi tiến hành phản ứng multiplex PCR. 

PCR được tiến hành gồm các bước trước biến tính 

(94oC trong 5 phút); tiếp theo 30 chu kỳ PCR, mỗi 

chu kỳ gồm 3 bước ((biến tính  ở 94oC trong 30 

giây; gắn mồi (theo thông tin ở bảng 1), nhiệt độ 

gắn mồi của cặp mồi FGCP1/RGCP1 được kiểm tra 

bằng phần mềm IDT (https://sg.idtdna.com) và 

gradient nhiệt độ gắn mồi từ 50 - 65oC; kéo dài 

(72oC trong 30 giây)); kết thúc ở 72oC trong 10 phút 

và bảo quản ở 4oC. Sản phẩm PCR sau đó được 

chạy kiểm tra trong gel agarose 1,5% có bổ sung 1X 

thuốc nhuộm huỳnh quang Safe red (Intron, Hàn 

Quốc) và chạy trong đệm 1X TAE ở điều kiện 100 

V/30 phút, kết quả được soi trên máy Mupid one 

led Illuminator (Nippon, Đức) và chụp hình.   

Phương pháp multiplex PCR 

Phản ứng multiplex PCR được kết hợp 02 

khuôn mẫu DNA từ P. multocida và M. haemolytica 

(mỗi loại 100 ng) và 04 mồi FGCP1/RGCP1/ 

FKMT1/RKMT1 (nồng độ mỗi mồi được kiểm tra 

từ 2,5 pM tới 10 pM để lựa chọn nồng độ tối ưu), 

nhiệt độ gắn mồi được lựa chọn là nhiệt độ gắn mồi 

của cặp mồi có nhiệt độ gắn mồi thấp hơn (cặp mồi 

FGCP1/RGCP1). 

Phương pháp kiểm tra độ nhạy của phản ứng 

multiplex PCR 

DNA tổng số của P. multocida và M. 

haemolytica lần lượt được pha loãng và mỗi loại 

https://sg.idtdna.com/
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DNA được sử dụng ở nồng độ 100, 10, 1, 0.1, 0.01 

ng/phản ứng với điều kiện tối ưu của phản ứng 

được được xác định ở phương pháp multiplex 

PCR. 

Phương pháp đánh giá độ đặc hiệu 

DNA tổng số của P. multocida, M. 

haemolytica, P. multocida và M. haemolytica (100 ng 

mỗi loại) lần lượt được trộn DNA tổng số của E. 

coli và/hoặc V. alginolyticus với nồng độ tương 

đương để kiểm tra độ đặc hiệu của phản ứng với 

điều kiện đã được trình bày ở phần phương pháp 

multiplex PCR. 

Phương pháp kiểm tra độ ổn định của phản ứng 

multiplex PCR với mẫu DNA thô 

Dịch nuôi cấy vi khuẩn P. multocida, M. 

haemolytica thuần khiết ở mật độ 107 CFU/mL đã 

được ly tâm 13000 rpm/phút trong 5 phút, thu cặn 

tế bào và hoà tan trong 100 µL TE (từ bộ Kit G-

spin™ Genomic DNA Extraction) có bổ sung 

Triton X-100 (Sigma, Mỹ) tới nồng độ cuối cùng đạt 

0,1% [9]. Dịch tế bào sau đó được ủ ở 99oC trong 10 

phút (Stuart block heater, Anh), và thu lại dịch nổi 

chứa DNA thô bằng cách ly tâm 13000 rpm/phút 

trong 5 phút, sau đó bảo quản ở -20oC tới khi sử 

dụng làm khuôn mẫu cho phản ứng multiplex 

PCR.  

Thí nghiệm với mẫu hiện trường sử dụng 10 

mẫu ngoáy mũi cừu, ngay sau khi thu thập các que 

ngoáy mũi được bảo quản trong ống 15 mL có chứa 

2 mL môi trường vận chuyển mẫu, các ống này 

được giữ lạnh trong thùng bảo quản mẫu chuyên 

dụng có đá túi và chuyển về phòng thí nghiệm 

trong vòng 24 giờ. Tại phòng thí nghiệm, các mẫu 

được trộn lại bằng máy vortex, sau đó 1,5 mL mẫu 

được ly tâm trực tiếp, loại bỏ môi trường và hoà 

tan cặn vào 50 µL TE chứa 0,1% Triton X-100 và 

tiến hành xử lý nhiệt như mẫu vi khuẩn, lượng môi 

trường chứa mẫu còn lại được chuyển sang làm 

giàu trong 4,5 mL môi trường BHI theo tài liệu 

tham khảo đã công bố trước đó [21, 22], tế bào sau 

đó được hoà tan trong 100 µL TE có 0,1% Triton X-

100 và xử lý nhiệt như trên. DNA tổng số từ mẫu 

ngoáy mũi trực tiếp hoặc mẫu ngoáy mũi đã được 

làm giàu sẽ được bảo quản ở -20oC tới khi sử dụng. 

Tất cả các mẫu DNA thô đều sử dụng cho 

phản ứng PCR/Multiplex PCR ở nồng độ 1 µL/ 

phản ứng. 

3 Kết quả và thảo luận 

3.1 Multiplex PCR phát hiện sự có mặt của P. 

multocida và M. haemolytica 

Để phát hiện sự có mặt của P. multocida trong 

các mẫu cừu Phan Rang, nhóm nghiên cứu của 

chúng tôi trước đây đã sử dụng cặp mồi 

FKMT1/RKMT1 [9], tương tự chúng tôi cũng đã sử 

dụng phương pháp multiplex PCR với 2 cặp mồi 

Rpt2 và PHSSA tham khảo từ nhóm nghiên cứu 

của Kumar [23] để phát hiện M. haemolytica [10], 

tuy nhiên khi chúng tôi ghép cặp mồi nhân gen 

kmt1 với rpt2 hoặc kmt1 với phssa thì phản ứng 

multiplex PCR không hoạt động hiệu quả ở nhiệt 

độ gắn mồi tương ứng với cặp mồi FKMT1/RKMT1 

(56oC) hay các cặp mồi Rpt2/PHSSA (55oC) (kết quả 

không được trình bày trong công bố này).  

Ngoài các cặp mồi khuếch đại gen rpt2 và 

phssa thì một số công bố về chuẩn đoán M. 

haemolytica gợi ý gen mã hoá gcp cũng là một gen 

có khả năng phát hiện đặc hiệu vi khuẩn này [24–

26], vì vậy nhóm nghiên cứu đã thiết kế bổ sung 

cặp mồi để nhân gen gcp. Hình 1 minh họa cho kết 

quả PCR (giếng 1 và 2) và multiplex PCR (giếng 3) 

để phát hiện lần lượt P. multocida, M. haemolytica, P. 

multocida và M. haemolytica. Kết quả này gợi ý rằng 

cặp mồi FKMT1/RKMT1 và FGCP1/RGCP1 đã 

nhân hiệu quả hai gen kmt1 và gcp từ khuôn mẫu 

DNA tổng số, tuy nhiên phản ứng multiplex PCR 

với điều kiện ghép cơ học thành phần của phản 

ứng PCR đơn ở nhiệt độ gắn mồi 55oC (theo điều 

kiện PCR của cặp mồi FGCP1/RGCP1) cho kết quả 

sản phẩm PCR là hai băng với kích thước mong đợi 

nhưng mờ hơn so với phản ứng PCR đơn lẻ. Điều 
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này gợi ý hai cặp mồi này có thể sử dụng cho phản 

ứng multiplex PCR nhưng cần tối ưu điều kiện 

phản ứng để nâng cao hiệu quả nhân gen. Đặc biệt 

phản ứng multiplex PCR với hai cặp mồi KMT1 và 

GCP1 không nhân các băng không đặc hiệu khi sử 

dụng DNA khuôn là DNA từ các vi khuẩn khác 

(Hình 1, giếng số 4, 5). 

Các nghiên cứu trước đây về kỹ thuật 

multiplex PCR gợi ý rằng để có thể áp dụng thành 

công phương pháp này cần xem xét mối liên hệ 

giữa nồng độ của các mồi dùng trong phản ứng, 

nồng độ của đệm PCR, nồng độ MgCl2 so với nồng 

độ dNTPs, nhiệt độ gắn mồi, lượng DNA khuôn và 

enzyme taq DNA polymerase, trong đó tối ưu 

nồng độ mồi cho mỗi gen đích là một tiêu chí cần 

thiết [27].  

 

Hình 2. Xác định tụ huyết trùng bằng multiplex PCR sử 

dụng mồi FKMT1/RKMT1 và FGCP1/RGCP1. M. 1kb 

DNA ladder Marker Plus (NEB, Anh), 1. PCR khuếch 

đại gen kmt1 từ P. multocida, 2. PCR khuếch đại gen gcp 

từ M. haemolytica, 3. Multiplex PCR khuếch đại gen 

kmt1 và gcp từ P. multocida và M. haemolyticam, 4. 

Multiplex PCR khuếch đại gen kmt1 và gcp từ P. 

multocida và F. necrophorum, 5. Multiplex PCR khuếch 

đại gen kmt1 và gcp từ E. coli và F. necrophorum 

3.2 Tối ưu điều kiện của phản ứng multiplex 

PCR để phát hiện P. multocida và M. 

haemolytica 

Trong nghiên cứu này, do điều kiện gắn mồi 

tối ưu cho phản ứng PCR đơn cho FGCP1/RGCP1 

(55oC) và FKMT1/RKMT1 (56oC) không có sự khác 

biệt lớn nên việc tối ưu nhiệt độ gắn mồi không 

phải là nhân tố chính mà nồng độ DNA khuôn, 

nồng độ mồi sử dụng được kiểm tra đầu tiên. Theo 

kết quả khảo sát thì việc tăng nồng độ DNA khuôn 

và giữ nguyên nồng độ mồi (10 pM mỗi mồi) và 

nhiệt độ gắn mồi ở 55oC không có ảnh hưởng đáng 

kể tới độ sáng của hai băng sản phẩm DNA trong 

phản ứng multiplex PCR trong khi giảm nồng độ 

các DNA khuôn đi 100 lần (tương ứng với 1 ng mỗi 

loại) thì không xuất hiện băng DNA nữa (kết quả 

không trình bày trong công bố này). Điều đáng lưu 

ý là khi giảm nồng độ mồi xuống thì các băng DNA 

xuất hiện rõ nét hơn. Theo kết quả ở hình 2 thì khi 

sử dụng cặp mồi FKMT1/RKMT1 ở nồng độ mỗi 

mồi là 2,5 pM thì gen kmt1 sáng rõ nhất, nhưng ở 

cùng nồng độ thì cặp mồi FGCP1/RGCP1 thể hiện 

hiệu quả nhân gen gcp kém hơn (giếng số 1). Kết 

quả tương tự được quan sát khi tăng nồng độ của 

cặp mồi FKMT1/RKMT1 ở nồng độ mỗi mồi là 5 

pM và giữ nguyên nồng độ của cặp mồi 

FGCP1/RGCP1. Điều đáng lưu ý là khi giữ nồng độ 

của cặp mồi FKMT1/RKMT1 ở nồng độ 2,5 pM mỗi 

loại và tăng nồng độ của cặp mồi FGCP1/RGCP1 

lên 5 pM mỗi loại thì sản phẩm nhân gen gcp hiệu 

quả hơn so với sử dụng 2,5 pM mỗi loại (giếng 3). 

Đặc biệt khi sử dụng cả 4 mồi ở nồng độ 5 pM mỗi 

loại hiệu quả của phản ứng multiplex PCR với hai 

gen có thể được xem là tương đương (giếng số 4) 

nhưng khi tăng nồng độ của cặp mồi 

FKMT1/RKMT1 10 pM mỗi loại thì hiệu quả nhân 

gen kmt1 lại giảm xuống (giếng số 5) và khi tăng 

nồng độ của mỗi mồi FGCP1/RGCP1 lên 10 pM thì 

 
Hình 1. Ảnh hưởng của nồng độ mồi tới phản ứng 

multiplex PCR. M: 1kb DNA ladder Marker Plus 

(NEB, Anh), 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8: phản ứng multiplex 

PCR với nồng độ mồi khác nhau. Nồng độ DNA 

khuôn là 100 ng mỗi loại. 
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dù cặp mồi FKMT1/RKMT1 có sử dụng ở 5 hay  10 

pM mỗi loại thì phản ứng đều giảm hiệu quả đáng 

kể (giếng số 6, 7).   

Trước đó, Henegariu và cộng sự [28] đã gợi ý 

nồng độ của các cặp mồi khác nhau rất quan trọng 

cho thành công của phản ứng multiplex PCR, trong 

nghiên cứu đó nhóm tác giả đã sử dụng các mồi 

với nồng độ dao động từ 40 đến 60 pM. Tương tự, 

nghiên cứu khác của Sint và cộng sự [29] cũng cho 

rằng nồng độ của các cặp mồi trong phản ứng 

multiplex PCR cần được khảo sát cẩn thận để có 

thể khuyếch đại tất cả các gen quan tâm, cụ thể 

trong thí nghiệm để phát hiện 7 tác nhân (Pardosa 

spp.; Nebria rufescens; Oreonebria castanea; Mitopus 

glacialis; Nebria jockischii; Nebria germari và 

Collembola) trong một phản ứng thì nhóm tác giả đã 

sử dụng nồng độ khác nhau của các cặp mồi, dao 

động từ 100 pM tới 400 pM. So sánh với kết quả 

của chúng tôi thì nồng độ mồi của các nghiên cứu 

khác đều cao hơn nhưng về cơ bản từ kết quả này 

của chúng tôi một lần nữa khẳng định nồng độ mồi 

có vai trò hết sức quan trọng trong phản ứng 

multiplex PCR, việc xác định được nồng độ mồi tối 

ưu là cần thiết để phản ứng diễn ra hiệu quả. 

3.3 Đánh giá độ nhạy và độ đặc hiệu của 

phương pháp multiplex PCR để phát hiện 

P. multocida và M. haemolytica 

Sau khi xác định được nồng độ mồi phù hợp 

cho phản ứng multiplex PCR là 5 pM mỗi loại thì 

độ nhạy của phản ứng đã được kiểm tra với nồng 

độ khuôn được pha loãng với tỷ lệ 10 lần, từ 0,01 - 

100 ng. Kết quả ở hình 3 gợi ý rằng ở nồng độ 100 

ng phản ứng diễn ra hiệu quả, cả hai băng DNA là 

sản phẩm của hai cặp mồi đều được nhân lên rõ 

ràng, khi giảm nồng độ khuôn xuống 10 và 100 lần 

thì băng DNA giảm độ sáng, khi giảm 1000 lần thì 

băng DNA xuất hiện rất mờ và khi giảm 10000 lần 

thì băng DNA không xuất hiện nữa. Điều này thể 

hiện rằng hai cặp mồi của phản ứng multiplex PCR 

có thể phát hiện ra vi khuẩn P. multocida và M. 

haemolytica ở nồng độ khoảng 0.1 ng/phản ứng.  

 

Hình 3. Độ nhạy của phản ứng multiplex PCR. M: 1kb 

DNA ladder Marker Plus (NEB, Anh), 1, 2, 3, 4, 5: phản 

ứng multiplex PCR với nồng độ khuôn DNA khác 

nhau. Nồng độ mỗi mồi sử dụng là 5 pM 

 

Hình 4. Độ đặc hiệu của phản ứng multiplex PCR. M: 

1kb DNA ladder Marker Plus (NEB, Anh), 1, 2, 3, 4, 5, 6, 

7: phản ứng multiplex PCR tổ hợp DNA khuôn khác 

nhau, mỗi loại 100 ng; nồng độ mỗi mồi sử dụng là 5 

pM 

So với kết quả liên quan tới chuẩn đoán P. 

multocida và M. haemolytica thì kết quả của chúng 

tôi có thể xem là có giới hạn phát hiện cao hơn so 

với công bố của Wisselink và cộng sự [30] khi giới 

hạn phát hiện 4 tác nhân P. multocida, M. 

haemolytica, Histophilus somni và Trueperella 

pyogenes vào khoảng từ 1 - 10 fg. Tuy nhiên, trong 

công bố của Zhang và cộng sự [15] thì phương 

pháp multipex PCR của nhóm này có thể phát hiện 

ra P. multocida, M. haemolytica và T. pyogenes ở nồng 

độ 40 pg, cao gấp khoảng 2,5 lần so với nghiên cứu 

của chúng tôi (0,1 ng tương ứng 100 pg). Đặc biệt 
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nếu so với phương pháp multiplex PCR để phát 

hiện một số loại vi khuẩn khác thì phương pháp 

của chúng tôi có giới hạn phát hiện tương đương 

với kết quả của Li và cộng sự [20] khi nhóm tiến 

hành phản ứng multiplex PCR để theo dõi đồng 

thời 4 tác nhân Escherichia coli, Salmonella, Klebsiella 

pneumoniae, và Staphylococcus aureus. Nhưng cũng 

có những công bố tiến hành tối ưu nồng độ khuôn 

cho từng cặp mồi và thấy rằng có sự khác nhau về 

giới hạn phát hiện của DNA cho từng cặp mồi 

nhưng cũng giới hạn ở mức độ picogram [31]. Điều 

này khẳng định mức độ giới hạn theo dõi của từng 

phương pháp với các cặp mồi khác nhau cho các 

tác nhân khác nhau là khác nhau, nên khi phát triển 

một phương pháp mới cho các đối tượng mới cần 

có sự khảo sát về giới hạn phát hiện để xác định 

giới hạn theo dõi. 

Để kiểm tra độ đặc hiệu của phản ứng, thí 

nghiệm đã được thiết kế bằng cách bổ sung DNA 

của E. coli và/hoặc V. alginolyticus vào phản ứng 

multiplex PCR. Kết quả ở hình 4 gợi ý rằng sự có 

mặt của DNA tổng số từ P. multocida và M. 

haemolytica là cần thiết cho sự xuất hiện hai băng 

DNA, sự có mặt/vắng mặt của E. coli và/hoặc V. 

alginolyticus không ảnh hưởng tới sự xuất hiện của 

các băng DNA dù phản ứng có P. multocida, M. 

haemolytica hay cả P. multocida và M. haemolytica. 

Trước đó Zhang và nhóm nghiên cứu [15] cũng đã 

báo cáo việc sử dụng cặp mồi KMT1 và artJ-lktC có 

thể phát hiện đặc hiệu sự có mặt của P. multocida 

và M. haemolytica dù có bổ sung thêm 1 hay nhiều 

loại DNA từ nguồn vi sinh vật khác. Không chỉ 

vậy, kỹ thuật multiplex PCR thực hiện trên các tác 

nhân gây bệnh khác cũng cho kết quả đặc hiệu khi 

phối trộn hoặc gây nhiễm nhân tạo các tác nhân 

khác ngoài tác nhân cần theo dõi [18,20,30]. Điều 

này gợi ý rằng phản ứng multiplex PCR có thể phát 

hiện đặc hiệu các tác nhân gây bệnh trong điều 

kiện có hỗn hợp các loại DNA khuôn. 

3.4 Đánh giá độ ổn định của phương pháp 

multiplex PCR để phát hiện P. multocida 

và M. haemolytica 

Để kiểm tra sự ổn định của phản ứng 

multiplex PCR chúng tôi đã bước đầu sử dụng một 

số mẫu thực địa để kiểm tra sự có mặt của hai vi 

khuẩn P. multocida và M. haemolytica bằng kỹ thuật 

multiplex PCR và PCR đơn. Dựa theo kết quả được 

minh hoạ ở Hình 5 thì kết quả phản ứng multiplex 

PCR là đồng thuận với kết quả ở phản ứng PCR 

đơn. Đối với mẫu DNA tách chiết từ các chủng 

thuần khiết bằng phương pháp xử lý nhiệt thì các 

băng xuất hiện tương ứng với loại DNA khuôn 

được sử dụng (giếng số 1, 2, 3 lần lượt chứa P. 

multocida, M. haemolytica, P. multocida và M. 

haemolytica). Ở mười giếng tiếp theo, từ 4 – 13, khi 

sử dụng DNA thô tách trực tiếp từ mẫu hiện 

trường thì cũng có kết quả tương tự, trong đó có 

một mẫu có mặt của cả hai tác nhân (giếng số 5), 4 

giếng có mặt của P. multocida (giếng số 5, 6, 7, 12), 

một giếng có mặt của M. haemolytica (giếng số 11). 

Điều đáng quan tâm là 10 mẫu này khi được làm 

giàu vi khuẩn qua đêm trong môi trường BHI thì 

có hai mẫu dương tính với cả hai vi khuẩn (giếng 

số 15 và 21), sáu mẫu dương tính với P. multocida 

(giếng số 14, 16, 17, 19, 22), 1 mẫu dương tính với 

M. haemolytica (giếng số 21). Kết quả multiplex PCR 

đã được kiểm tra lại với PCR đơn và các kết quả là 

hoàn toàn phù hợp. Tuy nhiên, từ kết quả này có 

thể thấy rằng nếu sử dụng DNA tách chiết trực tiếp 

từ môi trường vận chuyển mẫu, khả năng phát 

hiện tác nhân P. multocida và M. haemolytica thấp 

hơn so với DNA tách chiết từ môi trường đã được 

làm giàu, điều này có thể chủ yếu do mật độ vi 

khuẩn trong môi trường vận chuyển mẫu thấp dẫn 

đến nồng độ DNA khuôn thấp hơn giới hạn theo 

dõi dẫn tới âm tính giả trong khi với môi trường đã 

được làm giàu mật độ tế bào tăng lên nên hiệu quả 

chẩn đoán cao hơn, tần suất xuất hiện của tác nhân 

nhiều hơn. Với một số nghiên cứu mức độ ổn định 

của phản ứng multiplex PCR cũng có thể được 

kiểm tra bằng phương pháp giống nhóm nghiên 
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cứu của chúng tôi đó là so sánh multiplex PCR với 

PCR đơn [20]. Tuy nhiên, với một số nghiên cứu 

khác, họ có thể tiến hành kiểm tra sự ổn định bằng 

cách kiểm tra hoạt động của phản ứng multiplex 

PCR bằng cách lây nhiễm nhân tạo tác nhân gây 

bệnh vào vật chủ và thu mẫu để chẩn đoán [15] 

hoặc so sánh kết quả của phản ứng multiplex PCR 

với các phương pháp miễn dịch thông thường trên 

mẫu bệnh phẩm trong phòng xét nghiệm [18]. Thí 

nghiệm của chúng tôi không có điều kiện để tiến 

hành lây nhiễm hai vi khuẩn này vào cừu do vấn 

đề liên quan tới đạo đức động vật nhưng nhóm 

nghiên cứu cũng đã tiến hành kiểm tra độ ổn định 

của phương pháp với một số mẫu hiện trường 

cung cấp bởi đề tài khoa học và công nghệ thuộc 

chương trình khoa học và công nghệ cấp Bộ Giáo 

dục và Đào tạo, mã số CT-2021-01-DHH-02 và thấy 

rằng có sự thống nhất giữa phương pháp multiplex 

PCR và PCR đơn, điều này gợi ý rằng phương 

pháp này là một phương pháp tiềm năng để ứng 

dụng trong chẩn đoán đồng thời P. multocida và M. 

haemolytica. 

4 Kết luận 

Chúng tôi đã phát triển thành công kỹ thuật 

multiplex PCR để phát hiện đồng thời P. multocida 

và M. haemolytica, hai tác nhân chính gây bệnh tụ 

huyết trùng ở cừu Phan Rang với hai cặp mồi 

FKTM1/RKMT1 và FGCP/RGCP. Phương pháp 

này có khả năng phát hiện sự có mặt của hai vi 

khuẩn này ở nồng độ 0,1 ng và có thể phát hiện đặc 

hiệu hai gen kmt1 và gcp của P. multocida và M. 

haemolytica trong trường hợp có mặt của DNA từ 

E. coli và/hoặc V. alginolyticus. Bằng kỹ thuật này 

chúng tôi có thể phát hiện ra tác nhân gây bệnh 

trong dịch chứa DNA thô của chủng thuần khiết, 

hay từ các mẫu hiện trường. Mặc dù nghiên cứu 

cho thấy kỹ thuật multiplex PCR có tiềm năng 

trong việc phát hiện trực tiếp tác nhân gây bệnh từ 

mẫu hiện trường nhưng việc làm giàu vi khuẩn từ 

các mẫu ngoáy mũi sẽ giúp hạn chế âm tính giả do 

có những mẫu mật độ vi khuẩn thấp dẫn đến hàm 

lượng DNA trong mẫu thô dưới ngưỡng theo dõi. 

Ngành chăn nuôi ngày càng phát triển đồng thời 

với việc đối mặt với nguy cơ về dịch bệnh, chính vì 

vậy việc phát triển kỹ thuật multiplex PCR cho tụ 

huyết trùng cho cừu cần được nghiên cứu áp dụng 

cho một số đối tượng vật nuôi khác để đánh giá 

hiệu quả trước khi áp dụng trong thực tế.  
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chương trình Khoa học Công nghệ cấp Bộ Giáo dục 

và Đào tạo, mã số: CT-2021-01-DHH-02 và nhóm 

nghiên cứu mạnh mã số: NCM.DHH2020.13.  

 

Hình 5. Độ ổn định của phương pháp multiplex PCR để phát hiện P. multocida và M. haemolytica. A. multiplex 

PCR, B. PCR đơn với cặp mồi FGCP/RGCP, C. PCR đơn với cặp mồi FKMT1/RKMT1. M: 1kb DNA ladder 

Marker Plus (NEB, Anh); 1, 2, 3: DNA khuôn lần lượt là P. multocida, M. haemolytica, P. multocida và M. 

haemolytica; 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13: DNA khuôn tách chiết trực tiếp từ 10 mẫu hiện trường; 14, 15, 16, 17, 18, 

19, 20, 21, 22, 23: DNA khuôn tách chiết từ mẫu hiện trường đã được làm giàu 
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