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ABSTRACT 

The metacercariae species were detected on 3 fish species: striped catfish 
(Pangasianodon hypophthalmus), climbing perch (Anabas testudineus) and 
mullet (Mugil cephalus) by morphological and genetic characters (using 28S 
gene of genomic ribosome).  474 metacercariae were obtained from three fish 
species, in which 159 metacercariae  on  striped catfish including 3 species 
(Clonorchis sinensis, Centrocestus formosanus, Haplorchis taichui), 181 
metacercariae of 3 unidentified species of 3 different genera (Centrocestus, 
Haplorchis, Metagonimoides) were found on the climbing perch,  and 134 
metacercariae of 3 genera (Procerovum, Stellantchasmus, Clonorchis) on the 
mullet. Prevalence fluctuates depending on the infected metacercariae and fish 
species, the lowest was 2.13% for Centrocestus formosanus on striped catfish 
and the highest is 83.33% for Procerovum sp. on mullet. Phylogenetic tree was 
constructed using 28S rDNA gene of ribosomal DNA. The phylogram showed 
the monophyly of studied metacerarian genera, except Haplorchis and 
Procerovum. Species of two different family (Heterophyidae and 
Opisthorchiidae) were placed in the same clade. Sequence differences of species 
rang from 2% to 9%. Research need to be conducted to species identification 
based on morphological and genetic characteristics. 

TÓM TẮT 

Các loài metacercariae được phát hiện trên các loài cá tra (Pangasianodon 
hypophthamus), cá rô đồng (Anabas testudineus) và cá đối (Mugil cephalus) 
dựa vào đặc điểm hình thái và di truyền (sử dụng đoạn gen 28S của hệ gen 
ribosom). Nghiên cứu thu được 474 metacercariae trên 3 loài cá, trong đó trên 
cá tra thu được 159 metacercariae bao gồm 3 loài (Clonorchis sinensis, 
Centrocestus formosanus, Haplorchis taichui), trên cá rô đồng thu được 181 
metacercariae bao gồm 3 loài chưa xác định thuộc 3 giống (Centrocestus, 
Haplorchis, Metagonimoides) và trên cá đối thu được 134 metacercariae bao 
gồm 3 loài chưa định danh thuộc 3 giống (Procerovum, Stellantchasmus, 
Clonorchis). Tỉ lệ cảm nhiễm dao động tùy theo loài metacercariae và loài cá 
nghiên cứu, thấp nhất là 2,13% đối với Centrocestus formosanus trên cá tra 
và cao nhất là 83,33% đối với Procerovum sp. trên cá đối. Metacercariae 
được kiểm chứng phân loại và xây dựng cây phát sinh chủng loại dựa trên gen 
28S rDNA. Cây phát sinh loài cho thấy sự đồng dạng (monophyly) của các 
giống nghiên cứu, ngoại trừ giống Haplorchis và Procerovum. Các loài thuộc 
2 họ Heterophyidae và Opisthorchiidae được sắp xếp chung 1 nhánh. Sự khác 
biệt di truyền của các loài dao động từ 2% đến 9%. Cần tiến hành định danh 
các loài nghiên cứu dựa trên đặc điểm hình thái và di truyền. 
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1 ĐẶT VẤN ĐỀ 

Sán lá song chủ có nguồn gốc từ động vật thủy 
sản lây nhiễm cho người (Food - born trematode 
parasite) là vấn đề toàn cầu, trong đó có Việt Nam 
(WHO, 2004). Sự phát triển của ngành nuôi trồng 
thủy sản hiện nay có thể làm tăng nguy cơ nhiễm 
bệnh do ký sinh trùng gây ra, đặc biệt thông qua 
các vật chủ trung gian như ốc và cá. Theo Tổ chức 
Y tế Thế giới có hơn 40 triệu người nhiễm sán lá 
gan, khoảng 70 loài được biết là nhiễm vào con 
người. (WHO, 2004). 

Hiện nay, việc nghiên cứu sán lá song chủ có 
nguồn gốc từ động vật thủy sản có khả năng lây 
nhiễm cho người được tiến hành ở nhiều tỉnh thành 
trên cả nước như: Hà Nội, Hải Dương, Nam Định, 
Nghệ An, Phú Yên, Khánh Hòa, Cần Thơ, An 
Giang (Nguyen Diem Thu et al., 2007, Vo The 
Dung et al., 2008, Nguyễn Văn Đề và ctv., 2003, 
Trần Văn Quyên và ctv., 2012). Rất nhiều loài cá 
nước ngọt được ghi nhận là vật chủ trung gian của 
các loài ký sinh trùng ở giai đoạn metacercaria như 
cá tra (Pham Cu Thien et al., 2009, Dinh Thi Thuy 
et al., 2010); cá mè, cá chép, cá trắm cỏ, cá trôi, cá 
diếc, cá rô phi, trong đó cá mè nhiễm cao nhất 
(Dương Thị Hoa và Nguyễn Ngọc Phước, 2009, 
Nguyễn Văn Đề và Phạm Văn Khuê, 2009, Trần 
Văn Quyên và ctv., 2012); cá rô đồng (Pham Cu 
Thien et al., 2007), Cá nước lợ (cá đối) và cá biển 
(cá mú) cũng được ghi nhận có sự hiện diện của ấu 
trùng metacercaria (Vo The Dung et al., 2008).  

Định danh ấu trùng sán giai đoạn metacercariae 
dựa trên đặc điểm hình thái thường gây nhầm lẫn 
vì sự hạn chế của các đặc điểm phân loại (hình 
dạng, kích thước bào nang, các giác bám, cơ quan 
sinh dục, tuyến bài tiết). Các chỉ thị phân tử của 
gen ribosom thuộc hệ gen nhân (18S, 28S, ITS1 và 
ITS2) được ứng dụng rộng rãi trong định danh loài 
và nghiên cứu di truyền phả hệ (Kim Văn Vạn và 
ctv., 2007, Katokhin  et al. 2008, Skow et al., 2008, 
2009). Nghiên cứu này nhằm xác định tình hình 
nhiễm và thành phần loài metacercariae trên cá tra, 
cá đối và cá rô đồng dựa vào đặc điểm hình thái và 
di truyền, đồng thời khảo sát mối quan hệ phát sinh 
loài của các loài metacercariae thu được trên cá. 

2  PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 

2.1 Phương pháp thu mẫu 

Metacercariae được thu từ 283 cá thể cá  
tra (Pangasianodon hypophthamus Sauvage, 1878) 
ở các tỉnh An Giang, Đồng Tháp, Vĩnh Long  
và Cần Thơ, 15 cá thể cá rô đồng (Anabas 
testudineus Bloch, 1792), 6 cá thể cá đối (Mugil 
cephalus Linnaeus, 1758) thu ở tỉnh Khánh Hòa. 
Cá tra được vận chuyển sống hoặc bảo quản lạnh 
trong thùng xốp và vận chuyển về phòng thí 
nghiệm; các loài cá đối, cá rô đồng thu tại chợ 
Vĩnh Hải, tỉnh Khánh Hòa. Kích thước và trọng 
lượng trung bình của các loài cá được trình bày 
trong Bảng 1. 

Bảng 1: Số lượng và kích thước trung bình các loài cá nghiên cứu 

Loài cá Nơi thu mẫu Số lượng (n) Chiều dài (mm) Khối lượng (g) 

Cá tra (Pangasianodon 
hypophthamus) 

An Giang 30 216,5 ± 81,5 159,46 ± 134,43 
Vĩnh Long 68 185 ± 69 88,14 ± 72,14 
Đồng Tháp 113   296 ± 122    380,88 ± 305,2 
Cần Thơ 66 262,5 ± 52,5      192,97 ± 157,87 

Cá rô đồng (Anabas testudineus) Khánh Hòa 15         121 ± 14  40,93 ± 14,26 
Cá đối (Mugil cephalus ) Khánh Hòa 6          132 ± 4 30,35 ± 2,85 

Giá trị trình bày dưới dạng: giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn 

2.2 Phương pháp tiêu cơ 

Cá được nghiền nhỏ cho vào dung dịch tiêu cơ 
(8 ml HCl + 6g pepsin trong 1000 ml nước cất), 
cho mẫu vào tủ 370C trong 2-3 giờ, sau đó tiến 
hành lọc với lưới lọc kích thước 1x1 mm, quan sát 
phần lắng trên kính soi nổi, kiểm tra, thu và đếm số 
lượng metacercariae (Sohn, 2009).  

2.3 Phân loại hình thái 

Metacercariae được định loại dựa vào các đặc 
điểm hình thái (hình dạng, cấu trúc thành bào nang, 

giác bụng, giác miệng, cơ quan sinh dục) theo  
Bùi Quang tề (2006), Hà Ký và Bùi Quang Tề 
(2007); Sohn et al. (2009); Pinto et al. (2012). Đo 
các thông số hình thái gồm kích thước bào nang, 
thành bào nang (nếu dày), giác miệng, giác bụng, 
tinh hoàn, kích thước gai miệng, số lượng móc  
sinh dục. 

2.4 Tách chiết DNA, nhân gen bằng kỹ 
thuật PCR và giải trình tự 

DNA từ 15 – 20 cá thể metacercariae của cùng 
1 loài được tách chiết bằng bộ kit DNeasy® Blood 
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& Tissue (Qiagen) theo hướng dẫn của nhà sản 
xuất. Một phần của đoạn gen 28S rDNA được 
khuếch đại sử dụng đoạn mồi được thiết kế 20H-F: 
5’ ACT TTC ACA GAG TGG TCA CC 3’; 19S-R: 
5’ TCA GGT GGA AAG TCT ACC G 3’ (Nghiên 
cứu hiện tại). 

Phản ứng PCR được tiến hành với tổng thể tích 
50µl (bao gồm 9 μL khuôn DNA, 5 μL 10X Dream 
Tag Buffer, 1 μL dNTP, 1 μL mỗi mồi, 0.25 μL 
Tag DNA polymerase và 32,75 nước cất cho đủ thể 
tích), phản ứng được tiến hành theo chu trình nhiệt 
gồm 940C trong 3 phút; 40 chu kỳ của 940C trong 
30s, 560C trong 45s, 720C trong 1 phút; chu kỳ 
cuối 720C trong 7 phút (Olson et al., 2003). 

Sản phẩm PCR được tiến hành phản ứng giải 
trình tự theo nguyên tắc Dye – labelles dideoxy 
terminator (Big Dye Terminator v.3.1, Applied 
Biosystems) với các đoạn mồi tương tự như phản 
ứng PCR theo chương trình luân nhiệt như sau: 
96oC trong 20 giây, 50oC trong 20 giây, cuối cùng 
là 60oC trong 4 phút. Sản phẩm sau đó được phân 
tích bằng thiết bị ABI Prism 3.700 DNA Analyser 
(Applied Biosystems) tại Công Ty TNHH Nam 
Khoa, TP HCM. 

2.5 Phân tích mối quan hệ phát sinh loài 

Trình tự gen 28S rDNA của các loài 
metacercariae thu được từ 3 loài cá nghiên cứu 
được xử lý và kết nối bằng phần mềm Geneious, 
sau đó kiểm chứng bằng chương trình BLAST 
(ncbi.nlm.nih.gov/Blast). Các trình tự được dóng 
hàng (alignment) bằng phần mềm Bioedit (Hall, 
1999), sau đó được kiểm tra, chỉnh sửa bằng mắt 
thường và xác định mức độ tương đồng của các 
loài. Cây phát sinh loài được xây dựng dựa trên 9 
trình tự của các loài metacercariae thu được và 6 
trình tự từ Genbank sử dụng phần mềm MEGA 
6.06 (Kumar et al., 2009) và PAUP v4.0 
(Swofford, 2001) bằng thuật toán Maximum 
parsimony (MP) và Maximum likelihood (ML) với 
giá trị bootstrap (độ tin cậy) (BT) 1000 lần lặp lại. 
Echinochasmus japonicus được sử dụng làm nhóm 
ngoại vì trình tự của loài này thể hiện sự khác biệt 
cần thiết với các trình tự trong nghiên cứu hiện tại. 

3   KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN 

3.1 Thành phần loài metacercaria trên cá 
dựa vào đặc điểm hình thái và di truyền 

Nghiên cứu tiến hành thu 283 cá thể cá tra 
trong các đợt thu mẫu ở An Giang, Đồng Tháp, 
Vĩnh Long và Cần Thơ, 15 cá thể cá rô đồng, 6 cá 
thể cá đối được thu ở khu vực chợ Vĩnh Hải, Nha 

Trang. Dựa vào đặc điểm và các thông số hình thái 
và đặc điểm di truyền (trình tự gen 28S rDNA), 
474 cá thể metacercariae thuộc 9 loài được phát 
hiện trên 3 loài cá nghiên cứu. Hình thái ngoài, đặc 
điểm hình thái các loài metacercariae phát hiện 
được trình bày ở Bảng 2. 

Kết quả khuếch đại gen 28S rDNA hiển thị  
dải DNA đích có chiều dài 381bp đúng như tính 
toán lý thuyết (Hình 1). So sánh kết quả trên ngân 
hàng quốc tế Genbank cho thấy các loài đều có 
trình tự tương đồng với các loài trên Genbank 
(Centrocestus formosanus, Clonorchis sinensis và 
Haplorchis taichui) với tỉ lệ tương đồng là 100%. 
Tuy nhiên, 6 loài còn lại cho thấy sự khác biệt với 
các loài cùng giống (tỉ lệ tương đồng dao động từ 
86-90%) và không có trình tự tương đồng trên 
GenBank, vì vậy được ghi nhận là loài chưa xác 
định (Clonorchis sp. Haplorchis sp., 
Metagonimoides sp,. Centrocestus sp., 
Stellantchasmus sp. và Procerovum sp.)  

 
Hình 1: Kết quả điện di sản phẩm PCR đoạn gen 
28S rDNA của các loài metacercaria. Giếng M: 
Thang chuẩn DNA 100bp, Giếng 1-5: Sản phẩm 
PCR đoạn gen 28S rDNA, giếng 6: Chứng âm 

3.2 Tỉ lệ cảm nhiễm các loài metacercaria 
trên cá 

Tỉ lệ cảm nhiễm của 9 loài metacercaria thu 
được trên cá tra, cá rô đồng và cá đối được thể hiện 
ở Bảng 2. 

Tỉ lệ cảm nhiễm của các loài metacercariae dao 
động giữa các loài cá, ở cá tra thu được 3 loài với tỉ 
lệ cảm nhiễm từ 2,13% (Centrocestus formosanus) 
đến 43,47% (Haplorchis taichui). Trên cá rô đồng 
thu được 3 loài với tỉ lệ cảm nhiễm dao động từ 
6,67% (Centrocestus sp.) đến 40% (Haplorchis 
sp.), và trên cá đối thu được 3 loài với tỉ lệ nhiễm 
dao động từ 33,33% (Clonorchis sp.) đến 83,33% 
(Procerovum sp.). Tỉ lệ cảm nhiễm thấp nhất là 
2,13% đối với Centrocestus formosanus trên cá tra 
và tỉ lệ cảm nhiễm cao nhất là 83,33% đối với 
Procerovum sp. trên cá đối. 
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 Bảng 2: Tỉ lệ cảm nhiễm và đặc điểm hình thái các loài metacercariae phát hiện trên các loài cá 
nghiên cứu 

Loài cá 
Nơi thu 

mẫu 
Metacercariae thu 

được (n) 
Metacercariae  

quan sát 

Tỷ lệ 
cảm 

nhiễm 
(%) 

Hình ảnh   Đặc điểm hình thái 

 
Cá tra  

(Pangasianodon 
hypophthalmus) 

 
 
 
 

An 
Giang 

0 - -  
 

Đồng 
Tháp 

0 - -  
 

Vĩnh 
Long 

14 

Clonorchis sinensis 14,89 

Bào nang hình elip kích thước 259,5 
± 0,5 x 225,5 ± 0,5 μm, thành bào 
nang 1 lớp mỏng, giác miệng lớn 
thấy rõ có kích thước 35 x 46,5 ± 
0,5μm, giác bụng gần bằng giác 
miệng(*) nằm ở giữa 2 ruột kéo dài 
xuống tuyến bài tiết, kích thước giác 
bụng 34,5 ± 0,5 x 44, hầu thấy rõ 
nằm dưới giác miệng, bào nang nhìn 
rõ dưới kính hiển vi, có sắc tố màu 
vàng nâu nằm rải rác khắp cơ thể, túi 
bài tiết hình chữ O ở phía cuối cơ 
thể. 

Centrocestus 
formosanus 

2,13 

Bào nang hình ôvan, kích thước 260 
x 121 μm, thành bào nang 2 lớp 
mỏng. Giác miệng kích thước 34 x 
46 μm; có khoảng 32 gai lớn xếp so 
le chung quanh giác miệng, chiều dài 
gai 14 μm; dưới miệng là hầu có kích 
thước nhỏ, giác bụng có kích thước 
24 x 43 μm. Túi bài tiết hình chữ X(*) 
ở phía cuối cơ thể. 

Cần 
Thơ 

145 Haplorchis taichui  43,47 

Bào nang hình trứng, kích thước 220 
x 165,5 ± 0,5 μm, thành bào nang 1 
lớp mỏng, giác miệng có kích thước 
28,5 ± 0,5 x 41 μm, giác bám giao 
phối (*) hình găng tay có khoảng 16 
gai hình que bao xung quanh gần 
tuyến bài tiết, kích thước mỗi gai 3 
μm, giác bám bụng nằm lõm sâu vào 
trong 2 nhánh ruột không nhìn thấy 
rõ, có sắc tố màu vàng nâu nằm rải 
rác khắp cơ thể, túi bài tiết hình chữ 
O và chiếm phần lớn phía sau cơ thể. 

Cá rô đồng  
(Anabas testudineus) 

 
 
 

Nha 
Trang 

181 

Centrocestus sp.  6,67 

Bào nang hình ôvan, kích thước 
212,5 ± 7,5 x 120,5 ± 0,5 μm, thành 
bào nang 2 lớp mỏng. Giác miệng 
kích thước 32 x 44 ± 0,5 μm; có 
khoảng 30 gai lớn xếp so le chung 
quanh giác miệng, chiều dài gai 9 
μm; giác bụng có kích thước 20 x 39 
± 0,5 μm. Túi bài tiết hình chữ X(*) ở 
phía cuối cơ thể. 

Haplorchis sp. 40 

Bào nang hình trứng, kích thước 210 
x 155,5 ± 0,5 μm, thành bào nang 1 
lớp mỏng, giác miệng có kích thước 
28,5 ± 0,5 x 41 μm, giác bám giao 
phối (*) hình găng tay không nhìn 
thấy rõ bao xung quanh gần tuyến 
bài tiết, giác bám bụng không nhìn 
thấy rõ, có sắc tố màu vàng nâu nằm 
rải rác khắp cơ thể, túi bài tiết hình 
chữ O và chiếm phần lớn phía sau cơ 
thể. 
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Loài cá 
Nơi thu 

mẫu 
Metacercariae thu 

được (n) 
Metacercariae  

quan sát 

Tỷ lệ 
cảm 

nhiễm 
(%) 

Hình ảnh   Đặc điểm hình thái 

Metagonimoides sp. 26,67 

Bào nang gần tròn kích thước 154 ± 
1 x 153 μm, thành bào nang 1 lớp 
mỏng, giác miệng nhỏ kích thước 
25,5 ± 0,5 x 42 μm, giác bụng gần 
tròn thường lõm vào trong ở gần cuối 
cơ thể nên khó nhìn thấy rõ kích 
thước 32 x 39,5 ± 0,5, sắc tố màu 
vàng nâu nằm rải rác toàn bộ cơ thể, 
túi bài tiết hình chữ V và chiếm phần 
lớn phía sau cơ thể. 

Cá đối 
(Mugil cephalus ) 

 
 

Nha 
Trang 

134 

Procerovum sp. 83,33 

Bào nang hình elip kích thước 255 x 
187,5 ± 2,5 μm, giác bám miệng có 
kích thước 26 ± 1  x 39 μm, giác 
bám bụng có kích thước 23,5 ± 0,5 x 
32 μm nằm dưới ruột, thành bào 
nang 1 lớp trong suốt mỏng, có 1 
tinh hoàn nhỏ nằm ở bên phải ruột(*), 
sắc tố màu vàng nâu nằm rải rác 
khắp cơ thể, túi bài tiết hình chữ D 
phía sau cơ thể. 

Stellantchasmus sp.  66,67 

Bào nang hình elip, kích thước 225 ± 
5 x 156,5 ± 1,5 μm, thành bào nang 1 
lớp mỏng, giác miệng có kích thước 
41 x 53,5 ± 0,5 μm lớn hơn giác 
bụng nằm ở vị trí lệch sang bên phải 
của đường giữa hai ruột tịt(*) kích 
thước 27,5 ± 0,5 x 32 ± 1, lỗ sinh dục 
nằm ở mép phải giác bụng gần túi 
bài tiết(*), các sắc tố màu vàng nâu 
nằm rải rác xung quanh cơ thể, túi 
bài tiết hình chữ D lớn ở phía cuối cơ 
thể. 

Clonorchis sp. 33,33 

Bào nang hình elip kích thước 171,5 
± 3,5 x 134,5 ± 0,5 μm, thành bào 
nang 1 lớp mỏng, giác miệng lớn 
thấy rõ có kích thước 38 x 46,5 ± 
0,5μm, giác bụng gần bằng giác 
miệng(*) có kích thước 39,5 ± 0,5 x 
48, bào nang nhìn rõ dưới kính hiển 
vi, có sắc tố màu vàng nâu nằm rải 
rác khắp cơ thể, túi bài tiết nhỏ hình 
chữ D ở phía cuối cơ thể. 

Giá trị trình bày dưới dạng: giá trị trung bình ± độ lệch chuẩn 

Ghi chú: Dấu (-) chưa xác định được. Gạch dưới đặc điểm phân loại chủ yếu 

Ở cá tra, metacercariae thu được tập trung ở 
Cần Thơ và Vĩnh Long (lần lượt là 145 
metacercariae/66 cá thể và 14 metacercariae/68 cá 
thể), chủ yếu ở cá có kích thước nhỏ (Bảng 1), 
trong khi các điểm thu mẫu khác (Đồng Tháp và 
An Giang) không tìm thấy metacercariae (Bảng 2). 

Dinh Thi Thuy et al. (2010) phát hiện được 4 
loài metacercariae (Haplorchis pumilio, H. taichui, 
Centrocestus formosanus và Procerovum sp.) trên 
cá tra với tỉ lệ nhiễm dao động từ 1,66 - 6,45% tùy 
theo mô hình nuôi. Nhóm tác giả cũng ghi nhận sự 
xuất hiện của metacercariae theo mùa và độ tuổi 
của cá, cá nhiễm metacercariae cao nhất vào mùa 

mưa và độ tuổi từ 61 đến 90 ngày. Lê Thị Kim 
Gương và ctv. (2010) phát hiện Haplorchis pumilo 
và 1 loài metacercaria chưa xác định trên cá tra 
giống ở Tiền Giang, Đồng Tháp và Cần Thơ với tỉ 
lệ cảm nhiễm chung là 8,33%. Pham Cu Thien et 
al. (2007) ghi nhận tỉ lệ nhiễm metacercaria trên cá 
tra khá thấp (0,03%). Nghiên cứu hiện tại phát hiện 
3 loài metacercariae trên cá tra và ghi nhận sự xuất 
hiện của metacercaria theo kích thước và khu vực 
địa lý. Tỉ lệ cảm nhiễm cao nhất đối với loài 
Haplorchis taichui (43,47%) tập trung chủ yếu ở cá 
thu tại Cần Thơ là khá cao so với các nghiên cứu 
trước đây. 
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Vo The Dung et al. (2008) nghiên cứu trên cá 
đối (Mugil cephalus) ở tỉnh Khánh Hòa, Việt Nam 
phát hiện được 2 loài metacercariae là Pygidiopsis 
summa và Heterophyopsis continua. Kim  et al. 
(2006) phát hiện được 4 loài metacercariae trên cá 
đối ở Hàn Quốc là Pygidiopsis summa, 
Heterophyes nocens, Heterophyopsis continua và 
Stictodora sp. Các nghiên cứu trên khác với nghiên 
cứu hiện tại trên cá đối tìm thấy được 3 loài 
metacercariae (Procerovum sp., Stellantchasmus 
sp. và Clonorchis sp.) dựa vào đặc điểm hình thái 
và di truyền. Chai et al. (2012) phát hiện được 2 loài 
metacercariae (Procerovum varium và Stellantchasmus 
falcatus) với tỉ lệ cảm nhiễm trung bình là 11,94%. 
Nghiên cứu này phù hợp với nghiên cứu hiện tại ở 
metacercaria thuộc 2 giống Procerovum và 
Stellantchasmus), tuy nhiên tỉ lệ cảm nhiễm của 2 
giống trên trong nghiên cứu hiện tại cao hơn (lần lượt 
là 88,33 và 66,67%) 

 Rim et al. (2008) không tìm thấy metacercariae 

trên cá rô đồng. Luangphai et al. (2003) phát hiện 
được 3 loài metacercariae (Stellantchasmus 
falcatus, Acanthostomum sp, Centrocestus caninus) 
trên cá rô đồng ở Thái Lan. Pham Cu Thien et al. 
(2007) cho thấy tỉ lệ cảm nhiễm loài Haplorchis 
pumilio và Centrocestus formosanus trên cá rô 
đồng lần lượt là 38,46% và 7,69%. Các nghiên cứu 
trên giống với nghiên cứu hiện tại cũng phát hiện 
được 3 loài metacercariae trong đó có 2 loài cùng 
giống với nghiên cứu trên là Centrocestus sp và 
Stellantchasmus sp. Tỉ lệ cảm nhiễm dao động từ 
6,67-40% cũng phù hợp với nghiên cứu của Pham 
Cu Thien et al. (2007).  

3.3 Khảo sát mối quan hệ phát sinh loài 

Kết quả phân tích đối với dữ liệu trình tự gen 
28S rDNA dựa trên phương pháp MP, ML cho kết 
quả tương tự về cây phát sinh loài. Kết quả được 
trình bày ở Hình 2 với cây phát sinh loài thu được 
từ phân tích MP với giá trị BT của thuật toán MP, 
ML được biểu hiện trên các nhánh.  

 

Hình 2: Cây phát sinh loài dựa vào trình tự gen 28S rDNA của các loài metacercaria với giá trị BT 
của thuật toán MP và ML được thể hiện trên các nhánh. Loài có kí hiệu GB được lấy từ GenBank. 

Echinochasmus japonicus được sử dụng làm nhóm ngoại 
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Cây phát sinh loài dựa trên trình tự gen 28S 
rDNA (Hình 2) cho thấy sự hiện diện của 2 nhóm 
chính: Nhóm 1 gồm các loài thuộc giống 
Haplorchis, Procerovum, Clonorchis, Centrocestus 
và Metagoninoides. Nhóm 2 gồm 2 loài thuộc 
giống Stellantchasmus. Nhóm 1 được chia thành 
các nhóm nhỏ: Nhóm 1.1 gồm các loài thuộc  
giống Haplorchis và Procerovum; Nhóm 1.2 thuộc 
giống Clonorchis;  nhóm 1.3 thuộc giống 
Metagonimoides và nhóm 1.4 là loài Centrocestus 
formosanus. Kết quả cho thấy các loài thuộc họ 
Opisthorchiidae (Clonorchis spp.) và 
Heterophyidae (các loài còn lại trừ giống 
Stellantchasmus) nằm cùng 1 nhánh đồng dạng 
(monophyly).  

Loài Clonorchis sp. thuộc họ Opisthorchiidae 
nhưng sắp xếp cùng nhánh với các loài thuộc họ 
Heterophyidae cho thấy sự không phù hợp giữa 
phân loại dựa trên hình thái và di truyền. Hơn nữa, 
ở mức độ giống Haplorchis và Procerovum cũng 
cho thấy sự thiếu phân tách dựa vào đặc điểm di 
truyền. Các loài Haplorchis sp. và Haplorchis 
taichui thể hiện sự gần gũi với các loài thuộc giống 
Procerovum hơn là với các loài Haplorchis khác 
(H. pumilio và H. yokogawai). Điều này chứng tỏ 
các loài này có quan hệ gần gũi với nhau. Nghiên 
cứu này phù hợp với nghiên cứu của Thaenkham et 
al. (2010).  

 Loài Stellantchasmus sp. có quan hệ họ hàng 
với loài Stellantchasmus falcatusGB (sự khác biệt 
trình tự là 2,7%) dù nằm trong cùng một nhánh 
nhưng thể hiện là 2 loài khác nhau thuộc cùng một 
giống (BT 100%). Hai loài này tách ra một nhánh 
riêng biệt so với các loài khác dù thuộc cùng họ 
Heterophyidae. Giống như loài Stellantchasmus 
sp., các loài Clonorchis sp., Metagonimoides sp. và 
Haplorchis sp. tương tự cũng có quan hệ họ hàng 
với loài Clonorchis sinensisGB, Metagonimoides 
oregonensisGB và Haplorchis taichui (sự khác biệt 
trình tự lần lượt là 8,3%, 7,2% và 3,8%)  

Skov et al. (2009) nghiên cứu ký sinh trùng gây 
hại cho người trên cá nước ngọt tại Việt Nam. 
Nhóm nghiên cứu ghi nhận sự hiện diện của 
metacercariae thuộc giống Haplorchis (H. pumilio 
và H. taichui) và Procerovum sp. trên cá mè trắng, 
cá trôi Trung Quốc và cá rô đồng. Trình tự tương 
đồng của gen ITS2 rDNA được xác nhận giữa 
cercaria Type A từ ốc Melanoides tuberculata với 
metacercariae từ cá và cá thể trưởng thành của 
Haplorchis pumilio từ miền Bắc, Việt Nam, tuy 
nhiên có sự khác biệt giữa trình tự gen ITS2 rDNA 
của các loài trong nghiên cứu này với các trình tự 

từ nghiên cứu ở Isaren (Dzikowski et al. 2004). 
Kim Văn Vạn và ctv. (2007) ghi nhận sự tương 
đồng trình tự ITS2 rDNA của 2 loài sán lá ruột H. 
pumilio và H. taichui (cá thể trưởng thành từ người 
và metacercariae từ cá) với các loài sán lá tương tự 
ở Thái Lan (Ando et al., 2001). Nhóm tác giả cũng 
ghi nhận mức độ tương đồng thấp với nghiên cứu 
từ Isarel (Dzikowski et al., 2004). Dinh Thi Thuy 
et al. (2010) sử dụng gen ITS2 rDNA để kiểm 
chứng phân loại các loài metacercaria trên cá tra. 
Nhóm tác giả ghi nhận sự khác biệt nhỏ trong trình 
tự của loài H. taichui và H. pumilio, tuy nhiên, 
trình tự của loài Procerovum sp. thể hiện sự tương 
đồng cao. 

Nghiên cứu hiện tại cho thấy dựa vào đặc điểm 
hình thái rất khó phân biệt các loài metacarcariae 
thuộc cùng một giống. Kết quả cho thấy sự tương 
đồng về trình tự gen 28S rDNA của các loài 
metacercariae tìm thấy trên cá tra với các loài 
tương tự trên Genbank (Thaenkham et al., 2010), 
tuy nhiên trên cá đối và cá rô đồng, các loài đều 
cho thấy sự khác biệt trình tự với các loài cùng 
giống. Các chỉ thị phân tử cần được áp dụng trong 
việc phát hiện và nghiên cứu dịch tễ ký sinh trùng 
gây hại cho người, đồng thời nghiên cứu cũng cần 
tập trung xác định các đặc điểm phân loại đặc 
trưng cho các loài nghiên cứu. 
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