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TÓM TẮT 

Trypanosoma evansi, Theileria spp. và Anaplasma spp. là các tác nhân ký sinh trùng đường máu quan trọng 

ở bò, gây ảnh hưởng đến sức khỏe đàn và hiệu quả chăn nuôi. Nghiên cứu này nhằm thiết lập phản ứng multiplex 

PCR để phát hiện đồng thời ba tác nhân trên và đánh giá bước đầu khả năng ứng dụng trên mẫu máu bò thực địa 

tại Hà Nội. Ba cặp mồi đặc hiệu khuếch đại vùng gen 16S rDNA của Anaplasma spp., 18S rRNA của Theileria 

spp. và RoTat 1.2 VSG của T. evansi được sử dụng trong phản ứng. Kết quả cho thấy điều kiện tối ưu của 

multiplex PCR là nhiệt độ gắn mồi 54°C và nồng độ 10,0pmol cho mỗi mồi, tạo các băng khuếch đại rõ ràng, đúng 

kích thước dự kiến và không ghi nhận phản ứng không đặc hiệu với Babesia spp., Haemoplasma spp. và 

Rickettsia spp. Phản ứng phát hiện được DNA mục tiêu ở nồng độ 0,2 ng/µl. Khi áp dụng trên 54 mẫu máu bò thu 

tại trại Phù Đổng, Hà Nội, có 19 mẫu (35,2%) dương tính, trong đó Theileria spp. có tỷ lệ phát hiện cao nhất. Kết 

quả multiplex PCR hoàn toàn phù hợp với simplex PCR trên cùng bộ mẫu. Phản ứng này có tiềm năng ứng dụng 

trong sàng lọc nhanh đồng thời các tác nhân ký sinh trùng đường máu trên bò trong điều kiện thực địa ở  

Việt Nam. 

Từ khóa: Ký sinh trùng đường máu, bò, chẩn đoán phân tử, đồng nhiễm, Hà Nội.  

Establishing, Optimizing and Applying Multiplex PCR for the Simultaneous Detection  

of Trypanosoma evansi, Theileria spp. and Anaplasma spp. in Cattle in Vietnam 

ABSTRACT 

Trypanosoma evansi, Theileria spp., and Anaplasma spp. are important blood-borne parasites in cattle that 

adversely affect animal health and production efficiency. This study aimed to establish a multiplex PCR assay for 

the simultaneous detection of these three pathogens and to preliminarily evaluate its applicability to field blood 

samples collected in Hanoi. Three specific primer pairs targeting the 16S rDNA gene of Anaplasma spp., the 18S 

rRNA gene of Theileria spp., and the RoTat 1.2 VSG gene of T. evansi were used in the assay. The results 

showed that the optimal multiplex PCR conditions were an annealing temperature of 54°C and a primer 

concentration of 10.0 pmol for each primer, producing clear amplicons of the expected sizes without non-specific 

amplification with Babesia spp., Haemoplasma spp., or Rickettsia spp. The assay detected target DNA at 

concentrations as low as 0.2 ng/µl. When applied to 54 cattle blood samples collected from Phu Dong farm, Hanoi, 

19 samples (35.2%) were positive, with Theileria spp. showing the highest detection rate. The multiplex PCR 

results were fully consistent with those of simplex PCR performed on the same samples. These findings suggest 

that multiplex PCR is a promising tool for rapid simultaneous screening of major blood parasites in cattle under 

field conditions in Vietnam. 

Keywords: Blood parasites, cattle, molecular diagnosis, coinfection, Hanoi. 

mailto:ddhieu@vnua.edu.vn


Dương Đức Hiếu, Nguyễn Thị Hồng Chiên, Vương Hải Nam, Ngô Phương Anh, Nguyễn Thị Thu Hà
 

11 

1. ĐẶT VẤN ĐỀ 

Ký sinh trüng đāĈng máu là nhóm tác nhân 

gây bệnh quan trõng trên trâu bò Ċ nhiều quøc 

gia nhiệt đĉi và cên nhiệt đĉi, trong đò 

Trypanosoma evansi, Theileria spp. và 

Anaplasma spp. là ba tác nhån thāĈng đāợc quan 

tâm do khâ nëng gåy thiếu máu, søt, suy nhāợc, 

giâm tëng trõng, giâm sân lāợng sąa và làm tëng 

chi phí điều trð, phòng bệnh 

(Seangseerattanakulchai & Piratae, 2021). Trong 

điều kiện chën nuöi bán chën thâ còn phù biến Ċ 

Việt Nam, gia sýc cò nguy cć tiếp xýc thāĈng 

xuyên vĉi ve, ru÷i hút máu và các vêt trung gian 

truyền bệnh khác, tĂ đò làm gia tëng nguy cć lāu 

hành các tác nhån ký sinh trüng đāĈng máu 

trong đàn. Täi Việt Nam, sĆ lāu hành cþa các tác 

nhån ký sinh trüng đāĈng máu trên đàn gia sýc 

bao g÷m Trypanosoma evansi, Theileria spp. và 

Anaplasma spp. đã đāợc ghi nhên khá phù biến 

trong nhiều nghiên cău vĉi tỷ lệ nhiễm khá cao 

læn lāợt là 22,4%; 27,5% và 28% (Ngô Thð H÷ng 

Chiên & cs., 2023; Geurden & cs., 2008; Inoue & 

cs., 2001; Nguyen & cs., 2013). 

Đặc biệt, do cùng chung vector truyền bệnh 

(ve, ru÷i, mòng hút máu) nên tình träng đ÷ng 

nhiễm nhiều tác nhân ký sinh trüng đāĈng máu 

trên cùng mût cá thể gia súc là rçt phù biến. 

Nhiều nghiên cău khoa hõc đã chî ra tỷ lệ đ÷ng 

nhiễm tāćng đøi cao trên bò, điển hình nhā tỷ lệ 

đ÷ng nhiễm Theileria spp. và Anaplasma spp. là 

26,08% ghi nhên täi Thái Lan và 33,5% täi Ấn 

Đû (Koonyosying & cs., 2022; Sa & cs., 2024; 

Weerasooriya & cs., 2016). Điều này càng cþng 

cø thêm tính cçp thiết cþa việc giám sát đ÷ng 

thĈi đøi vĉi nhąng mæm bệnh này trên bò täi 

Việt Nam. 

Bên cänh đò, chèn đoán låm sàng các bệnh 

ký sinh trüng đāĈng máu trên bñ thāĈng gặp 

khò khën vì biểu hiện khöng đặc hiệu và dễ 

nhæm lén vĉi nhiều bệnh truyền nhiễm khác. 

Soi tiêu bân máu nhuûm vén là phāćng pháp 

thāĈng đāợc sĄ dĀng trong thĆc hành do đćn 

giân và chi phí thçp, nhāng đû nhäy hän chế, 

nhçt là Ċ giai đoän mang trùng män tính, ký 

sinh trùng có mêt đû thçp hoặc trāĈng hợp đ÷ng 

nhiễm nhiều tác nhân (Figueroa & cs., 1996). 

Các kỹ thuêt sinh hõc phân tĄ, đặc biệt là phân 

ăng chuúi polymerase (PCR), đã đāợc chăng 

minh cò đû nhäy và đû đặc hiệu cao hćn trong 

phát hiện mæm bệnh ký sinh trüng đāĈng máu, 

đ÷ng thĈi cho phép nhên diện tác nhân ngay câ 

khi tâi lāợng DNA thçp (Bilgiç & cs., 2013a).  

Tuy nhiên, nếu thĆc hiện simplex PCR cho 

tĂng tác nhân riêng, thĈi gian thao tác, lāợng 

hóa chçt tiêu hao và chi phí xét nghiệm sẽ tëng 

lên đáng kể khi cæn sàng lõc sø lāợng méu lĉn. 

Multiplex PCR là giâi pháp có giá trð thĆc tiễn 

vì cho phép khuếch đäi đ÷ng thĈi nhiều gen đích 

trong cùng mût phân ăng, qua đò rýt ngín thĈi 

gian xét nghiệm và nâng cao hiệu quâ sàng lõc 

(Elnifro & cs., 2000). Trên thế giĉi, multiplex 

PCR đã đāợc ăng dĀng để phát hiện đ÷ng thĈi 

mût sø tác nhån ký sinh trüng đāĈng máu trên 

bñ, nhāng täi Việt Nam sø lāợng nghiên cău 

thiết lêp quy trình phù hợp vĉi điều kiện thĆc 

đða còn hän chế.  

Xuçt phát tĂ thĆc tế đò, nghiên cău này 

đāợc thĆc hiện nhìm thiết lêp và tøi āu hoá 

phân ăng multiplex PCR phát hiện đ÷ng thĈi  

T. evansi, Theileria spp. và Anaplasma spp. 

trên bò, đ÷ng thĈi đánh giá bāĉc đæu đû nhäy, 

đû đặc hiệu và khâ nëng ăng dĀng cþa kỹ thuêt 

này trên méu thĆc đða thu täi Hà Nûi. Kết quâ 

nghiên cău đāợc kỳ võng sẽ cung cçp thêm cć sĊ 

kỹ thuêt cho công tác chèn đoán và sàng lõc 

nhanh các bệnh ký sinh trüng đāĈng máu trên 

bò Ċ Việt Nam.  

2. PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1. Nguyên vật liệu  

2.1.1. Mẫu thực địa 

Nghiên cău sĄ dĀng 54 méu máu bò thu 

ngéu nhiên täi träi bñ Phü Đùng, thành phø Hà 

Nûi, vào tháng 3 nëm 2021. Máu đāợc lçy vào 

øng chøng đöng EDTA, bâo quân länh trong quá 

trình vên chuyển và lāu gią Ċ nhiệt đû -20°C 

cho đến khi tách chiết DNA. 

2.1.2. Mẫu đối chứng 

Méu đøi chăng dāćng là mût phæn đoän 

DNA tinh säch cþa mæm bệnh (Anaplasma spp., 

Theileria spp. và T. evansi) đã đāợc giâi trình tĆ 
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và lāu gią Ċ nhiệt đû -20°C täi Phòng nghiên 

cău bệnh truyền lây và vector gieo truyền, 

Trung tâm Nghiên cău xuçt síc và Đùi mĉi sáng 

täo, Hõc viện Nông nghiệp Việt Nam. Ngoài ra, 

để kiểm tra tính đặc hiệu cþa phāćng pháp, 

nhóm tác giâ cÿng sĄ dĀng DNA tinh säch tĂ 

các tác nhân gây bệnh đ÷ng nhiễm phù biến 

khác nhā Babesia spp., Haemoplasma spp. và 

Rickettsia spp. 

2.2. Hoá chất và thiết bị nghiên cứu 

Phân ăng PCR đāợc thĆc hiện bìng 

MyTaq™ HS Mix 2X (Meridian 

Bioscience/Bioline, Vāćng quøc Anh). Đåy là hún 

hợp thāćng mäi đã đāợc chuèn hóa sẵn, bao g÷m 

MyTaq HS DNA polymerase, dNTPs, MgCl2 và 

đệm phân ăng. Do sĄ dĀng hệ mastermix đã tøi 

āu sẵn cþa nhà sân xuçt, nghiên cău têp trung 

khâo sát hai thông sø có ânh hāĊng trĆc tiếp 

nhçt đến hiệu quâ multiplex PCR là nhiệt đû gín 

m÷i và n÷ng đû m÷i. 

Các thiết bð chính sĄ dĀng trong nghiên cău 

g÷m máy luân nhiệt Bioer, hệ thøng điện di 

ngang Cleaver, máy đõc gel GelSMART (Dlab, 

Trung Quøc), micropipette và các dĀng cĀ thao 

tác sinh hõc phân tĄ thông dĀng.  

2.3. Cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu  

Các đoän gen đāợc lĆa chõn để thiết kế 

phân ăng bít cặp vĉi DNA khuön đāợc khai 

thác tĂ các cć sĊ dą liệu trình tĆ gen công bø, 

phù hợp cho việc khuếch đäi DNA cþa 

Anaplasma spp., Theileria spp. và Trypanosoma 

evansi. Ba cặp m÷i sĄ dĀng trong câ phân ăng 

simplex PCR và multiplex PCR đều đāợc tham 

khâo tĂ các nghiên cău trāĉc đò. Cặp m÷i thă 

nhçt khuếch đäi đoän cò kích thāĉc 345bp thuûc 

vüng đæu 5’ cþa gen 16S rRNA, có khâ nëng phát 

hiện nhiều loài Anaplasma khác nhau, bao g÷m 

A. marginale, A. platys, A. phagocytophilum,… 

(Martin & cs., 2005). Cặp m÷i thă hai đāợc thiết 

kế đặc hiệu cho vùng trung tâm biến thiên cþa 

gen 18S rRNA cþa Theileria spp. (Allsopp & cs., 

1993). Cặp m÷i thă ba đích đến là đoän gen 

RoTat 1.2 VSG đặc trāng cþa Trypanosoma 

evansi (Devi & cs., 2018). 

2.4. Phương pháp nghiên cứu 

2.4.1. Tách chiết DNA  

DNA bû gen cþa ký sinh trüng máu đāợc 

tách chiết tĂ 50µl máu toàn phæn theo nguyên 

tíc hçp phĀ đặc hiệu lên màng silica, sĄ dĀng 

bû kit QIAamp® Micro Kit (Qiagen, Đăc). DNA 

sau tách chiết đāợc bâo quân Ċ -20°C cho đến 

khi sĄ dĀng. 

2.4.2. Phương pháp simplex PCR  

Phân ăng simplex PCR đāợc tiến hành 

riêng rẽ cho tĂng tác nhân ký sinh trùng nhìm 

kiểm tra hoät tính cþa tĂng cặp m÷i và làm cć 

sĊ so sánh vĉi phân ăng multiplex PCR. Phân 

ăng đāợc thĆc hiện trong øng PCR vĉi tùng thể 

tích 25µl, bao g÷m 12,5µl Master Mix 2 ×, 8,5µl 

nāĉc không có nuclease, 1µl m÷i xuôi và 1µl m÷i 

ngāợc (n÷ng đû 1pmol múi m÷i), cùng vĉi 2µl 

DNA khuôn là các đøi chăng dāćng tāćng ăng. 

Chu trình nhiệt cþa phân ăng g÷m: biến tính 

ban đæu Ċ 98°C trong 2 phút; tiếp theo là 35 chu 

kỳ g÷m biến tính Ċ 98°C trong 10 giây, gín m÷i 

Ċ các măc nhiệt đû 54°C, 56°C và 58°C trong 10 

giây, kéo dài Ċ 72°C trong 30 giây. Sân phèm 

PCR sau khuếch đäi đāợc bâo quân Ċ -20°C cho 

đến khi phân tích. 

Bảng 1. Trình tự nucleotide của cặp mồi sử dụng trong nghiên cứu 

Tác nhân Gene đích Trình tự 
Kích thước  

của đoạn gen đích 
Nguồn 

Anaplasma spp. 16S rDNA F:GGTACCYACAGAAGAAGTCC 

R:TAGCACTCATCGTTTACAAGTGC 

345bp Martin & cs. (2005) 

Theileria spp. 18S rRNA F:AGTTTCTGACCTATCAG 
 R:TTGCCTTAAACTTCCTTG 

1.095bp Allsopp & cs. (1993) 

Trypanosoma evansi RoTat 1.2 F:GCGGGGTGTTTAAAGCAATA 

R:ATTAGTGCTGCGTGTGTTCG 

205bp Devi & cs. (2018) 
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2.4.3. Thiết lập và tối ưu multiplex PCR  

Phân ăng multiplex PCR đāợc thiết lêp 

nhìm khuếch đäi đ÷ng thĈi các đoän gen đích 

cþa ba tác nhån ký sinh trüng đāĈng máu g÷m 

Trypanosoma evansi, Theileria spp. và 

Anaplasma spp. Phân ăng đāợc thĆc hiện trong 

øng PCR vĉi tùng thể tích 50µl, bao g÷m 25µl 

Master Mix 2x, 14µl nāĉc không có nuclease, 1µl 

múi m÷i xuöi và ngāợc cþa tĂng tác nhân và 5µl 

DNA khuôn là hún hợp đøi chăng dāćng đāợc 

pha trûn theo tỷ lệ 1:1:1 tāćng ăng vĉi ba mæm 

bệnh Trypanosoma evansi, Theileria spp. và 

Anaplasma spp. 

Chu trình nhiệt cþa multiplex PCR tāćng 

tĆ simplex PCR, trong đò nhiệt đû gín m÷i đāợc 

khâo sát Ċ 54°C, 56°C và 58°C. Sau khi lĆa chõn 

đāợc nhiệt đû gín m÷i phù hợp, n÷ng đû m÷i tiếp 

tĀc đāợc khâo sát Ċ bøn măc 1,0; 2,5; 5,0 và 

10,0pmol cho múi m÷i trong mût phân ăng 

nhìm xác đðnh điều kiện täo bëng khuếch đäi 

rô, đýng kích thāĉc và hän chế sân phèm không 

đặc hiệu. 

2.4.4. Điện di và đọc kết quâ 

Sân phèm PCR đāợc kiểm tra bìng phāćng 

pháp điện di trên gel agarose n÷ng đû 1,2%. Múi 

méu g÷m 10µl sân phèm PCR đāợc trûn vĉi 

0,5µl dung dðch loading dye và näp vào giếng 

gel. Sân phèm PCR đāợc điện di trên gel 

agarose 1,2% có bù sung thuøc nhuûm an toàn 

trong đệm TAE 1X Ċ hiệu điện thế 120V trong 

24 phút. Kết quâ điện di đāợc quan sát và ghi 

nhên bìng hệ thøng đõc gel GelSMART (Dlab, 

Trung Quøc). SĆ xuçt hiện cþa các väch DNA 

đặc hiệu đāợc xác đðnh dĆa trên kích thāĉc sân 

phèm khuếch đäi và so sánh vĉi thang chuèn 

DNA (Vazyme, Trung Quøc), tĂ đò xác đðnh kết 

quâ dāćng tính đøi vĉi Theileria spp., 

Anaplasma spp. và Trypanosoma evansi. 

2.4.5. Đánh giá độ nhạy và độ đặc hiệu của 

phân ứng multiplex PCR 

Đû nhäy phân ăng đāợc khâo sát bìng dãy 

pha loãng nøi tiếp DNA đøi chăng dāćng Ċ các 

măc 10-1, 10-2, 10-3, 10⁻4. Giĉi hän phát hiện 

đāợc xác đðnh là măc n÷ng đû DNA thçp nhçt 

sau khi pha loãng vén còn xuçt hiện bëng 

khuếch đäi đặc hiệu có thể quan sát đāợc trên 

gel điện di sân phèm. N÷ng đû DNA trāĉc và 

sau pha loãng đāợc xác đðnh bìng cách đo 

quang phù OD260/280nm vĉi máy Nanodrop 2000 

(Thermo Scientific, Mỹ). 

Đû đặc hiệu cþa phân ăng multiplex PCR 

đāợc đánh giá thöng qua việc kiểm tra khâ nëng 

khuếch đäi khöng đặc hiệu khi sĄ dĀng DNA 

khuön đāợc trûn lén cùng các tác nhân ký sinh 

trüng đāĈng máu khác, bao g÷m Babesia spp., 

Haemoplasma spp. và Rickettsia spp. Bên cänh 

đò, các tù hợp đ÷ng nhiễm chăa hai trong sø ba 

tác nhân mĀc tiêu, bao g÷m: Anaplasma spp. và 

Theileria spp., Theileria spp. và Trypanosoma 

evansi, Anaplasma spp. và Trypanosoma evansi 

vĉi tỷ lệ n÷ng đû DNA 1:1 cÿng đāợc sĄ dĀng.  

2.4.6. Ứng dụng multiplex PCR trên mẫu 

thực địa 

DNA tách chiết tĂ 54 méu máu bò thĆc đða 

đāợc phân tích bìng câ simplex PCR và 

multiplex PCR đã đāợc tøi āu. Kết quâ thu đāợc 

tĂ hai phāćng pháp đāợc đøi chiếu nhìm đánh 

giá măc đû phù hợp cþa multiplex PCR trong 

sàng lõc các tác nhån ký sinh trüng đāĈng máu 

trên bò. 

2.4.7. Xử lý số liệu 

Sø liệu kết quâ xét nghiệm méu đāợc tùng 

hợp và xĄ lý bìng phæn mềm Microsoft Excel.  

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU 

3.1. Kết quả kiểm tra hoạt tính và nhiệt độ 

gắn mồi của từng cặp mồi sử dụng trong 

nghiên cứu 

Trāĉc khi kết hợp các cặp m÷i trong phân 

ăng multiplex PCR, múi cặp m÷i đāợc đánh giá 

riêng rẽ bìng simplex PCR Ċ các nhiệt đû gín 

m÷i 54°C, 56°C và 58°C. Kết quâ điện di cho 

thçy câ ba cặp m÷i đều täo đāợc sân phèm 

khuếch đäi cò kích thāĉc phù hợp vĉi dĆ kiến, 

læn lāợt khoâng 1.095bp đøi vĉi Theileria spp., 

345bp đøi vĉi Anaplasma spp. và 205bp đøi vĉi 

T. evansi (Hình 1). 
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 Bảng 2. Nồng độ DNA đối chứng dương trước và sau pha loãng 

Tác nhân Nồng độ DNA trước pha loãng (ng/µl) Nồng độ DNA sau pha loãng (ng/µl) Tỷ lệ pha loãng 

Anaplasma spp. 

Theileria spp. 

Trypanosoma evansi 

219 21,9  

1 × 10
-1
 

 
203 20,3 

235 23,5 

Anaplasma spp. 

Theileria spp. 

Trypanosoma evansi 

219 2,19  

1 × 10
-2
 203 2,03 

235 2,35 

Anaplasma spp. 

Theileria spp. 

Trypanosoma evansi 

219 0,22  

1 × 10
-3
 203 0,20 

235 0,24 

Anaplasma spp. 219 0,02  

1 × 10
-4
 Theileria spp. 203 0,02 

Trypanosoma evansi 235 0,02 

 

Ghi chú: (BL): Đối chứng âm; (1): Sản phẩm PCR gắn mồi ở nhiệt độ 54C; (2): Sản phẩm PCR gắn mồi ở nhiệt 

độ 56C; (3): Sản phẩm PCR gắn mồi ở nhiệt độ 58C cho lần lượt các mầm bệnh Theileria spp. (A), Anaplasma 

spp. (B), Trypanosoma evansi (C). 

Hình 1. Điện di sản phẩm simplex PCR có chu trình nhiệt với nhiệt độ gắn mồi khác nhau  

Trong ba măc nhiệt khâo sát, nhiệt đû 54°C 

cho tín hiệu khuếch đäi ùn đðnh và rõ nhçt đøi 

vĉi câ ba cặp m÷i, đặc biệt là cặp m÷i phát hiện 

Anaplasma spp. Do đò, 54°C đāợc xác đðnh là 

nhiệt đû gín m÷i tøi āu, phü hợp cho việc 

khuếch đäi đ÷ng thĈi câ ba tác nhån đích. 

3.2. Kết quả tối ưu nhiệt độ gắn mồi trong 

phản ứng multiplex PCR 

Ở nhiệt đû gín m÷i 54°C, phân ăng 

multiplex PCR täo đāợc ba bëng khuếch đäi rõ 

ràng, tách biệt, đýng kích thāĉc dĆ kiến và 

không xuçt hiện bëng phĀ. Khi tëng nhiệt đû 

gín m÷i lên 56°C và 58°C, cāĈng đû bëng 

khuếch đäi giâm, đặc biệt đøi vĉi mût sø bëng 

đích cò kích thāĉc nhó hćn. Kết quâ này cho 

thçy 54°C là nhiệt đû phù hợp nhçt để bâo đâm 

sĆ gín m÷i đ÷ng thĈi và hiệu quâ cþa câ ba cặp 

m÷i trong cùng mût phân ăng (Hình 2). 

3.3. Kết quả tối ưu nồng độ mồi trong phản 

ứng multiplex PCR 

Bøn măc n÷ng đû m÷i đāợc khâo sát g÷m 1,0; 

2,5; 5,0 và 10,0pmol cho múi m÷i, trong điều kiện 

nhiệt đû gín m÷i đāợc cø đðnh là 54C. Kết quâ 

điện di cho thçy câ bøn măc n÷ng đû m÷i trong 

các phân ăng đều cho bëng khuếch đäi đặc hiệu 

(Hình 3). Tuy nhiên, Ċ măc 10,0pmol cho múi m÷i, 

ba bëng khuếch đäi quan sát đāợc rõ nhçt, đ÷ng 

đều hćn và khöng ghi nhên sân phèm khöng đặc 

hiệu. Vì vêy, n÷ng đû 10,0pmol cho múi m÷i đāợc 

lĆa chõn cho quy trình multiplex PCR tøi āu. 
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Ghi chú: (BL): Đối chứng âm; (1): Nhiệt độ gắn mồi 54C; (2): Nhiệt độ gắn mồi 56C; (3): Nhiệt độ gắn mồi 58C. 

Hình 2. Điện di sản phẩm multiplex PCR với các mức nhiệt độ gắn mồi khác nhau 

 

Ghi chú: (BL): Đối chứng âm; (1): Nồng độ mồi 10pmol; (2): Nồng độ mồi 5pmol; (3): Nồng độ mồi 2,5pmol;  

(4): Nồng độ mồi 1pmol. 

Hình 3. Điện di sản phẩm multiplex PCR có các nồng độ mồi khác nhau 

  

Ghi chú: (PC): Đối chứng dương, (BL): Đối chứng âm, (1), (2), (3), (4): Mức pha loãng DNA lần lượt 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 

Hình 4. Điện di sản phẩm multiplex PCR có nồng độ DNA  

được pha loãng dần theo các nồng độ 10-1, 10-2, 10-3 và 10-4  
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Ghi chú: (1): Đối chứng dương; (2): Đối chứng âm; (3): Mẫu đồng nhiễm với Anaplasma spp. và Theileria spp.; 

(4): Mẫu đồng nhiễm với Theileria spp. và Trypanosoma evansi.; (5): Mẫu đồng nhiễm với Anaplasma spp. và 

Trypanosoma evansi.; (6): Mẫu chỉ dương tính với Theileria spp.; (7): Mẫu chỉ dương tính với Anaplasma spp.; 

(8): Mẫu chỉ dương tính với Trypanosoma evansi; (9): Mẫu chỉ dương tính với Babesia spp.; (10): Mẫu chỉ dương 

tính với Rickettsia spp.; (11): Mẫu chỉ dương tính với Haemoplasma spp. 

Hình 5. Điện di sản phẩm multiplex PCR với các mầm bệnh 

Bảng 3. Kết quả phát hiện tác nhân ký sinh trùng đường máu  

trên 54 mẫu bò thực địa bằng simplex PCR và multiplex PCR 

Mầm bệnh Số mẫu kiểm tra Simplex PCR Multiplex PCR 

Theileria spp. 54 14 (25,9%) 14 (25,9%) 

Anaplasma spp. 54 1 (1,84%) 1 (1,84%) 

Trypanosoma evansi 54 2 (3,7%) 2 (3,7%) 

Đồng nhiễm Anaplasma spp. và Theileria spp. 54 2 (3,7%) 2 (3,7%) 

Tổng mẫu dương tính  19 (35,2%) 19 (35,2%) 

 

3.4. Kết quả đánh giá độ nhạy của phản 

ứng multiplex PCR  

Phân ăng multiplex PCR phát hiện đāợc 

đ÷ng thĈi câ ba DNA đích Ċ các măc pha loãng 

10-1, 10-2, 10-3 và 10-4 cþa DNA đøi chăng dāćng. 

Ở măc pha loãng 10-3 tāćng ăng vĉi n÷ng đû 

DNA xçp xî 0,2 ng/µl, các bëng khuếch đäi vén 

đāợc quan sát rõ trên gel, trong khi n÷ng đû 

0,02 ng/µl (măc pha loãng 10-4) bëng khuếch đäi 

khöng cñn đāợc ghi nhên, cho thçy phân ăng 

multiplex PCR cþa nghiên cău này có khâ nëng 

phát hiện DNA mĀc tiêu Ċ n÷ng đû thçp nhçt là 

xçp xî 0,2 ng/µl. 

3.5. Kết quả đánh giá độ đặc hiệu của phản 

ứng multiplex PCR 

ThĄ nghiệm đû đặc hiệu vĉi DNA cþa 

Babesia spp., Haemoplasma spp. và Rickettsia 

spp. trong các tù hợp khác nhau khi trûn lén vĉi 

DNA cþa các tác nhân mĀc tiêu trong nghiên 

cău, phân ăng multiplex PCR không täo bëng 

khuếch đäi khöng đặc hiệu hay ghi nhên phân 

ăng chéo. 

3.6. Kết quả ứng dụng multiplex PCR trên 

mẫu thực địa 

Khi áp dĀng quy trình đã tøi āu trên 54 

méu máu bò thĆc đða, có 19 méu dāćng tính vĉi 

ít nhçt mût tác nhån ký sinh trüng đāĈng máu, 

tāćng ăng tỷ lệ 35,2%. Trong đò, Theileria spp. 

đāợc phát hiện vĉi tỷ lệ cao nhçt, g÷m 14 méu 

nhiễm đćn (25,9%). T. evansi đāợc phát hiện Ċ 

hai méu nhiễm đćn (3,7%), Anaplasma spp. Ċ 

mût méu nhiễm đćn (1,9%) và đ÷ng nhiễm 

Theileria spp. vĉi Anaplasma spp. Ċ 2 méu 

(3,7%). Có 35/54 méu âm tính vĉi câ ba tác 

nhån, tāćng ăng 64,8%. 
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Kết quâ multiplex PCR trên bû méu thĆc 

đða phù hợp vĉi kết quâ thu đāợc tĂ simplex 

PCR, cho thçy quy trình thiết lêp trong nghiên 

cău có thể đāợc sĄ dĀng nhā mût công cĀ sàng 

lõc nhanh đ÷ng thĈi các tác nhân ký sinh trùng 

đāĈng máu quan trõng trên bò. 

4. THẢO LUẬN 

Kỹ thuêt multiplex PCR đã đāợc phát triển 

rûng rãi nhìm tøi āu hòa việc phát hiện đ÷ng 

thĈi các tác nhån ký sinh trüng đāĈng máu trên 

gia súc. Nghiên cău trên thế giĉi thāĈng têp 

trung vào Anaplasma spp., Babesia spp. và 

Theileria spp. do tỷ lệ lāu hành và khâ nëng 

đ÷ng nhiễm cao trong các quæn thể vêt nuôi 

(Koonyosying & cs., 2022; Kubelová & cs., 2012; 

Renneker & cs., 2013). Tuy nhiên, thĆc tế dðch 

tễ täi Việt Nam läi ghi nhên sĆ hiện diện đáng 

kể cþa Anaplasma spp., Theileria spp., 

Trypanosoma spp. (Geurden & cs., 2008; 

Nguyen & cs., 2013; Weerasooriya & cs., 2016). 

SĆ t÷n täi cþa các tác nhân này không chî gây 

ra nhiều vçn đề về săc khoẻ vêt nuôi mà còn là 

rào cân lĉn đøi vĉi nëng suçt cþa đàn gia sýc, hệ 

quâ là gây thiệt häi kinh tế nghiêm trõng trong 

chën nuöi (Strydom & cs., 2023). 

Nghiên cău này đã thiết lêp và tøi āu thành 

công phân ăng multiplex PCR phát hiện đ÷ng 

thĈi T. evansi, Theileria spp. và Anaplasma spp. 

trên bò trong cùng mût phân ăng. Đåy là hāĉng 

tiếp cên cò ý nghïa thĆc tiễn vì trong điều kiện 

chèn đoán thāĈng quy, đặc biệt Ċ các phòng thí 

nghiệm cæn sàng lõc nhiều méu, việc giâm sø 

lāợng phân ăng đćn lẻ sẽ giúp tiết kiệm thĈi 

gian thao tác, hóa chçt và nhân lĆc, đ÷ng thĈi 

vén duy trì khâ nëng phát hiện đ÷ng nhiễm. 

Kết quâ này phù hợp vĉi nhên đðnh cþa các 

nghiên cău ăng dĀng multiplex PCR trāĉc đåy 

trong chèn đoán tác nhån ký sinh trüng đāĈng 

máu trên gia súc (Elnifro & cs., 2000; Bilgiç & 

cs., 2013a; Charaya & cs., 2021). 

Trong nghiên cău này, nhiệt đû gín m÷i 

54°C và n÷ng đû 10,0pmol cho múi m÷i là điều 

kiện phù hợp nhçt cho phân ăng multiplex 

PCR. Về nguyên tíc, multiplex PCR đñi hói các 

cặp m÷i phâi có khâ nëng hoät đûng tāćng 

thích trong cùng mût phân ăng, nếu nhiệt đû 

gín m÷i quá cao hoặc n÷ng đû m÷i quá thçp, 

mût sø đích cò thể bð khuếch đäi yếu hćn do 

cänh tranh vĉi các đích khác. Việc lĆa chõn 

54°C giúp duy trì khâ nëng gín m÷i hiệu quâ 

đøi vĉi câ ba cặp m÷i, trong khi n÷ng đû 

10,0pmol täo đāợc cāĈng đû bëng rô và ùn đðnh 

hćn so vĉi các măc thçp hćn.  

Đû nhäy cþa phân ăng multiplex PCR đāợc 

kiểm chăng thông qua kết quâ n÷ng đû DNA 

thçp nhçt có thể phát hiện đāợc bìng hình ânh 

điện di đøi vĉi vêt liệu di truyền cþa Anaplasma 

spp., Theileria spp. và Trypanosoma evansi, Ċ 

n÷ng đû DNA tāćng ăng læn lāợt là 0,22; 0,20 và 

0,24 ng/µl. Kết quâ điện di cho thçy phân ăng 

multiplex PCR vén khuếch đäi đāợc đ÷ng thĈi 

câ ba mæm bệnh Ċ tçt câ các n÷ng đû DNA khâo 

sát chăng tó quy trình cò đû nhäy tāćng đøi cao 

và ùn đðnh trong điều kiện thí nghiệm. Đ÷ng 

thĈi, phân ăng cho kết quâ âm tính hoàn toàn 

vĉi Babesia spp., Haemoplasma spp. và 

Rickettsia spp., qua đò cþng cø đû đặc hiệu cþa 

các cặp m÷i đøi vĉi ba tác nhån đích. Việc lĆa 

chõn các gen đích bâo t÷n nhā 16S rDNA (đøi 

vĉi Anaplasma spp.), 18S rRNA (đøi vĉi 

Theileria spp.) và RoTat 1.2 (đøi vĉi T. evansi) 

đã đāợc nhiều nghiên cău trāĉc đò chăng minh 

là phù hợp cho chèn đoán phån tĄ vĉi đû đặc 

hiệu và đû tin cêy cao (Allsopp & cs., 1993; Devi 

& cs., 2018; Martin & cs., 2005). 

Kết quâ ăng dĀng trên méu thĆc đða cho 

thçy Theileria spp. là tác nhån đāợc phát hiện 

vĉi tỷ lệ cao nhçt. Điều này phù hợp vĉi đặc 

điểm dðch tễ cþa chi Theileria Ċ vùng nhiệt đĉi, 

nći ve truyền bệnh lāu hành phù biến trên đàn 

bò (Selim & cs., 2022). Việc ghi nhên sĆ đ÷ng 

nhiễm Theileria spp. và Anaplasma spp. cÿng có 

ý nghïa thĆc tiễn, bĊi đ÷ng nhiễm có thể làm 

phăc täp biểu hiện lâm sàng và ânh hāĊng đến 

quyết đðnh điều trð cÿng nhā kiểm soát bệnh 

trong đàn. SĆ phù hợp và đ÷ng nhçt về kết quâ 

giąa multiplex PCR và simplex PCR trên cùng 

mût bû méu thĆc đða bāĉc đæu cho thçy kỹ thuêt 

multiplex PCR thiết lêp trong nghiên cău này 

có tính ăng dĀng cao trong sàng lõc mæm bệnh 

ký sinh trüng đāĈng máu Ċ bò trên thĆc tế. 



Thiết lập, tối ưu hoá và ứng dụng phản ứng multiplex PCR phát hiện đồng thời Trypanosoma evansi, Theileria spp. 
và Anaplasma spp. trên bò tại Việt Nam 

18 

5. KẾT LUẬN  

Nghiên cău đã thiết lêp và tøi āu hoá thành 

công phân ăng multiplex PCR phát hiện đ÷ng 

thĈi T. evansi, Theileria spp. và Anaplasma spp. 

trên bñ. Điều kiện phân ăng phù hợp nhçt là 

nhiệt đû gín m÷i 54°C và n÷ng đû 10,0pmol cho 

múi m÷i. Phân ăng cho các bëng khuếch đäi rõ, 

đýng kích thāĉc, không ghi nhên khuếch đäi 

khöng đặc hiệu vĉi Babesia spp., Haemoplasma 

spp. và Rickettsia spp.. Đ÷ng thĈi, trong phäm 

vi các măc pha loãng thĄ nghiệm, phân ăng ghi 

nhên khâ nëng phát hiện DNA mĀc tiêu Ċ n÷ng 

đû thçp nhçt là xçp xî 0,2 ng/µl.  

Khi áp dĀng trên 54 méu máu bò thĆc đða 

täi Hà Nûi, multiplex PCR cho kết quâ tāćng 

đ÷ng vĉi simplex PCR và phát hiện đāợc 35,2% 

méu dāćng tính vĉi ít nhçt mût tác nhân, trong 

đò Theileria spp. chiếm tỷ lệ cao nhçt. Kết quâ 

cho thçy kỹ thuêt multiplex PCR này có tiềm 

nëng ăng dĀng trong sàng lõc nhanh các tác 

nhân ký sinh trüng đāĈng máu quan trõng trên 

bò täi Việt Nam. 
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