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1. ��T V�N �� 

Burkholderia spp. có h�n 60 loài t�n t�i trong môi tr��ng ��t, n��c gây b�nh 
� ��ng v�t và ng��i, trong �ó bao g�m ph�c h� Burkholderia pseudomallei: B. 
mallei, B. pseudomallei, B. thailandensis và m�t s� loài m� r�ng nh� B. 
oklahomensis, B. humptydooensis… Các loài trên t��ng ��ng v� ki�u hình, tính ch�t 
sinh hóa, tuy nhiên có các y�u t� ��c l�c khác nhau, d�n ��n kh� n�ng gây b�nh 
khác nhau [13]. 

B. pseudomallei là tác nhân gây b�nh melioidosis, b�nh truy�n nhi�m c�p tính 
trên ng��i [11]. B�nh melioidosis có di�n bi�n lâm sàng ph�c t�p, t� l� t� vong cao, 
quá trình �i�u tr� lâu dài v�i m�t s� ít kháng sinh nh�y [1]. B�nh melioidosis t�p 
trung ch� y�u � vùng �ông Nam Á và phía b�c n��c Úc [16]. G�n �ây phát hi�n 
b�nh melioidosis và s� phân b� c�a B. pseudomallei � Châu M�, Madagascar, 
Mauritius, mi�n Nam, B�c n��c M�, �ông và Tây Phi, �n ��, Nam Á, Trung Qu�c 
và �ài Loan [2]. B. pseudomallei có chung m�t t�p h�p 2.590 gen v�i các thành 
viên khác c�a gi�ng Burkholderia, có tính ��ng h�c cao. 86% b� gen B. 
pseudomallei K96243 d�ng protype ph� bi�n trong t�t c� các ch�ng và t��ng �ng 
v�i vùng gen trung tâm (core genome), 14% có bi�n ��i trong t�t c� các ch�ng phân 
l�p [6]. Vùng gen bi�n ��i bao g�m nhi�u ��o di truy�n (genomic island) �óng vai 
trò liên quan ��n ��c l�c và kh� n�ng gây b�nh c�a vi khu�n [17]. 

B. thailandensis ���c tìm th�y trong ��t và n��c � Thái Lan và các n��c 
�ông Nam Á khác. B. thailandensis có ki�u hình và ki�u gen t��ng t� B. 
pseudomallei, khó phân bi�t v�i B. pseudomallei trên vùng gen rRNA 16S (rDNA), 
không có ��c l�c, ít khi gây b�nh trên ng��i và ��ng v�t [3, 7]. 

B. mallei là nguyên nhân gây b�nh � ��ng v�t nh� ng�a, bò (b�nh Glanders) 
phân b� � Châu Phi, Châu Á, Trung �ông, Trung và Nam M� [15]. Ng��i nhi�m 
b�nh do s� ti�p xúc tr�c ti�p c�a vùng da, màng niêm m�c l� loét v�i m�m b�nh, hít 
ph�i n��c b�t t� ng�a ho�c ng��i m�c b�nh. B�nh Glanders hình thành các t�n 
th��ng d�ng n�t trong ph�i và các v�t loét màng niêm m�c c�a ���ng hô h�p trên 
[14]. Theo Trung tâm Ki�m soát và phòng ng�a b�nh t�t Hoa K� (CDC), c� hai loài 
B. mallei và B. pseudomallei ��u có ��c l�c cao, có th� gây b�nh trên di�n r�ng khi 
b� phát tán. V� m�t di truy�n, so v�i B. mallei, B. pseudomallei không ch�a trình t� 
chèn IS407A trong gen fliP. Ngoài ra �o�n gen này ch�a các trình t� khác bi�t v�i 
các loài Burkholderia khác nh� B. cepacia [4]. 

B. cepacia th��ng gây b�nh do ti�p xúc tr�c ti�p gi�a ng��i v�i ng��i; v�i 
d�ng c� nhi�m, môi tr��ng ch�a m�m b�nh. B�nh c�nh lâm sàng r�t �a d�ng t� 
không có tri�u ch�ng ��n viêm ph�i n�ng suy hô h�p gây khó kh�n trong ch�n �oán 
và �i�u tr� [10]. 
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Phân lo�i Burkholderia spp. d�a vào ki�u hình và ki�u gen và các tính ch�t 
sinh hóa. Trong nghiên c�u này, các m�u ��t thu th�p � các huy�n Nghi L�c, Di�n 
Châu (Ngh� An) ���c x� lý và nuôi c�y trên môi th��ng th�ch ch�n l�c Ashdown, 
ti�n hành xác ��nh các tính sinh hóa trên máy Vitek 2, multiplex PCR và realtime 
PCR. Phát hi�n và phân lo�i B. pseudomallei và B. mallei ���c th�c hi�n trong cùng 
m�t ph�n �ng realtime PCR. Ngoài ra, nhóm tác gi� th�c hi�n ph�n �ng multiplex 
PCR �� phát hi�n và phân lo�i B. pseudomallei, B. thailandensis và B. cepacia [8]. 

2. V�T LI�U VÀ PH��NG PHÁP NGHIÊN C�U 

2.1. V�t li�u 

M�u ��t (102 m�u) ���c thu th�p t�i huy�n Nghi L�c, huy�n Di�n Châu t�nh 
Ngh� An vào tháng 9 n�m 2016.  

2.2. Ph��ng pháp nghiên c�u 

2.2.1. Thu th�p, x� lý và phân l�p m�u ��t 

L�y 40÷50 g ��t khu v�c ��ng ru�ng, n�m sâu d��i m�t ��t kho�ng 30 cm. 
M�u thu th�p ��ng trong các túi nilong có n�p khóa, b�o qu�n � nhi�t �� th��ng. 
Cân 10 g ��t vào �ng falcon 50ml, b� sung 10ml dung d�ch mu�i Threonine (TBSS-
C50) vào t�ng �ng m�u. �óng ch�t n�p, � và l�c � 40°C/40 gi�. Hút 100�l dung 
d�ch n�i, c�y trên môi tr��ng th�ch ch�n l�c Ashdown (tryptone 1g, agar 1,5g, 
glycerol 4ml, crystal violet (0,01%), 0,5ml neutral red (1%) 0,5ml, gentamicin n�ng 
�� cu�i 4mg/l. � ��a � 42°C. Sau 24 gi� nuôi c�y, phát hi�n 04 m�u có các khu�n 
l�c màu h�ng. Sau 48 gi� các khu�n l�c chuy�n màu h�ng tím, b� m�t khô. T�ng 
sinh ch�ng trong môi tr��ng LB v�i glycerol 20% trong 18 gi�. B�o qu�n t�i -80°C. 

2.2.2. Test sinh hóa trao ��i ch�t 

S� d�ng h� th�ng ��nh danh Vitek 2 v�i th� ��nh danh GN xác ��nh 54 tính 
ch�t sinh hóa ��c tr�ng c�a các ch�ng Burkholderia spp..  

2.2.3. K� thu�t sinh h�c phân t� 

V�i các ch�ng nghi ng� Burkholderia spp., l�a ch�n khu�n l�c �i�n hình tách 
DNA. Các ch�ng ���c b�t ho�t b�ng dung d�ch thimerosal v�i n�ng �� 0.01% � 
65°C trong vòng 30 phút. Tách chi�t DNA b�ng b� sinh ph�m DNA-Sorb 
(Amplisens - Nga). Ti�n hành multiplex PCR v�i 03 c�p m�i bao g�m bm1F2: ACG 

TTC CTC GGC GCG ACG GAA AC, bm14R2: CCG GAT GAT GTT TCG AGT AGC CGT G �� 
dài khu�ch ��i 352bp; bps1F4: CGC ATT CGT TTT GCT GGG TTG CAT, bps8R4: TCT GCA 

GCG ACG AGC CGA TCC A, �� dài khu�ch ��i 440bp; bps1F3: ACG GCA ATT CCT CCA 

TTG CGA, bps1R3: CTC GTC AGG GTT GCG TCC GGA GT, �� dài khu�ch ��i 727bp �� 
phát hi�n và phân lo�i B. cepacia, B. pseudomallei, B. mallei và B. thailandensis, 2x 
PCR master mix solution (i-Taq) (INtRON- Hàn Qu�c). �i�u ki�n nhi�t �� c�a ph�n 
�ng PCR là: 95°C/5 phút, (94°C /30 giây, 59,9°C/30 giây, 72°C/ 45 giây) 35 chu k�, 
72°C/1 phút, 4°C b�o qu�n trên máy PCR. Các s�n ph�m PCR ���c ki�m tra trên 
gel �i�n di Agarose 1,5% (Thermal Scientific, Hoa Kì) trên máy �i�n di c�a hãng 
Consort - EV222 (B�), nhu�m màu các phân t� DNA b�ng ch�t nhu�m Ethidium 
Bromide (Thermal Scientific, Hoa Kì).  
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Ti�n hành phát hi�n vi khu�n B. pseudomallei và B. mallei ��ng th�i b�ng b� 
sinh ph�m realtime PCR “Ampligen Burk-mallei/pseudomallei-��- Nga”. M�u dò 
g�n ch�t phát hu�nh quang FAM/Green phát hi�n B. mallei ���c thi�t k� trên vùng 
gen fliP. M�u dò g�n hu�nh quang JOE/ Yellow phát hi�n B. pseudomallei ���c thi�t 
k� trên �o�n gen mã hóa protein gp68 và là m�t ph�n c�a vùng RimL. S�n ph�m 
ADN sau tách chi�t, pha loãng 10.000 l�n, s� d�ng 10 �l DNA, t�ng th� tích ph�n 
�ng 25 �l ���c ti�n hành ch�y realtime PCR. �i�u ki�n nhi�t ��: 95°C/15 phút, 5 
chu k� (95°C/10 giây, 62°C/35 giây), (95°C/10 giây, 62°C/35 giây, FAM/green, 
JOE/yellow, Cy5/red) 40 chu k�. Th�c hi�n ph�n �ng trên máy Rotor-Gen Q. 

3. K�T QU� VÀ BÀN LU�N 

3.1. Phân l�p trên môi tr��ng th�ch ch�n l�c 

T� 102 m�u ��t �ã thu th�p, sau khi x� lý và nuôi c�y trên ��a th�ch ch�n l�c 
Ashdown phát hi�n ���c 04 m�u ��t có khu�n l�c (m�u 2.1; 3.2; 3.3; 3.4) nghi ng� 
Burkholderia spp. Màu s�c, hình thái khu�n l�c m�c trong 24 gi� ��u có màu h�ng, 
trong 48 ��n 96 gi� chuy�n sang màu h�ng tím. Nuôi c�y trên môi tr��ng ch�n l�c, 
d�a vào hình thái ��c tr�ng là m�t trong các tiêu chu�n �� phát hi�n B. 
pseudomallei. Tuy nhiên, do Burkholderia spp. �a d�ng v� loài, ��c �i�m v� hình 
thái khá t��ng ��ng, c�n ti�n hành xác ��nh tính ch�t sinh hóa. 

3.2. ��nh danh ch�ng vi khu�n Burkholderia spp. trên h� th�ng Vitek 2 

Các khu�n l�c �i�n hình phân l�p t� các m�u 2.1; 3.2; 3.3; 3.4 ���c ti�n hành 
xác ��nh ��c �i�m sinh hóa b�ng máy Vitek 2. K�t qu� cho th�y 04 m�u trên thu�c 
nhóm B. cepacia v�i các ��c �i�m nh�: D-cellobiasis (dCEL+), không có L-
prolinaramidase (ProA-), tyrosinarilamidase (TyrA-) và �-N acetylgalactosaminidase 
(NAGA-). Tuy nhiên có s� khác bi�t v� ph� sinh hóa gi�a m�u 2.1 v�i 03 m�u còn 
l�i, vì v�y c�n ti�n hành các ph�n �ng sinh h�c phân t� (multiplex PCR, realtime 
PCR) b�i vi�c xác ��nh loài b�ng máy Vitek 2 th��ng có m�t s� sai sót khi phân bi�t 
gi�a B. pseudomallei và B. cepacia, s� tr��ng h�p phát hi�n �úng B. pseudomallei 
ch� chi�m t� 63% ��n 81%, t��ng t� sai sót khi phân bi�t gi�a B. thailandensis và 
B. cepacia v�i B. pseudomallei [5, 9, 12].  

3.3. ��nh danh b�ng ph�n �ng multiplex PCR và realtime PCR 

Trong ph�n �ng multiplex PCR, hai c�p m�i (Bm1F2, Bm1R2 và Bps1F3, 
Bps1R3) t��ng �ng v�i �� dài �o�n gen khu�ch ��i là 352 bp và 727 bp ���c thi�t 
k� trên vùng gen B metallo-beta-lactamase �� phân bi�t ph�c h� B. pseudomallei và 
Burkholderia cepacia. �� phân lo�i B. pseudomallei, B. mallei và B. thailandensis 
s� d�ng c�p m�i Bps1F4, Bps1R4 ���c thi�t k� trên vùng gen D beta-lactamase v�i 
�� dài 440 bp. Nh� v�y n�u xu�t hi�n 3 b�ng (352 bp, 440 bp và 727 bp) kh�ng ��nh 
B. pseudomallei, xu�t hi�n hai b�ng (352bp và 440bp) kh�ng ��nh B. thailandensis, 
xu�t hi�n m�t ho�c hai b�ng (727bp ho�c 352bp; 727bp) kh�ng ��nh B. mallei, n�u 
ch� xu�t hi�n m�t b�ng (352bp) là B. cepacia [8]. 



 

Thông tin khoa h�c công ngh� 

T�p chí Khoa h�c và Công ngh� nhi�t ��i, S� 13, 11 - 2017 173 

K�t qu� �i�n di s�n ph�m ph�n �ng multiplex PCR c�a các m�u nghiên c�u 

���c th� hi�n � hình 1. K�t qu� ��nh danh loài ���c trình bày � b�ng 1. M�u ch�ng 

d��ng là B. pseudomallei cho k�t qu� xu�t hi�n 03 b�ng �i�n di. M�u 2.1 xu�t hi�n 

02 b�ng �i�n di kh�ng ��nh là B. thailandensis. Các m�u 3.2; 3.3 và 3.4 t��ng �ng 

nhóm B. cepacia khi ch� xu�t hi�n 01 b�ng �i�n di. 

 

  

Hình 1. K�t qu� �i�n di s�n ph�m ph�n �ng multiplex PCR 

M: Thang chu�n DNA (100 bp); K-: ch�ng âm; K+: ch�ng d��ng,  

các m�u 2.1; 3.2;3.3;3.4 

B�ng 1. K�t qu� ph�n �ng multiplex PCR 

M�u nghiên c�u 
�� dài �o�n gen khu�ch ��i (bp) 

��nh danh loài 
727 440 352 

Ch�ng âm - - -  

Ch�ng d��ng + + + B. pseudomallei 

2.1 - + + B. thailandensis  

3.2 - - + B. cepacia  

3.3 - - + B. cepacia  

3.4 - - + B. cepacia  

3.4. Phát hi�n Burkholderia spp. b�ng realtime PCR 

Ti�n hành ph�n �ng realtime PCR v�i các m�u: 01 ch�ng d��ng B. 

pseudomallei, 01 ch�ng d��ng B. mallei, 01 ch�ng âm B. pseudomallei, 01 ch�ng 

âm B. mallei và 04 m�u. Ki�m tra n�i ch�ng trên kênh Red, nh�n th�y các m�u ��u 

có tín hi�u hu�nh quang v�i giá tr� Ct < 31.  

727 bp 

440 bp 
352 bp 

   M    K+   2.1   3.2    3.3    3.4    K-   

1 kb 

              

            500bp 
            400bp 
           300bp 
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Hình 2. Kênh Red c�a realtime PCR  

 

Hình 3. Kênh Green c�a realtime PCR phát hi�n B. mallei, kênh Yellow c�a 
realtime PCR phát hi�n B. pseudomallei 

Kênh Green phát hi�n B. mallei, ch� xu�t hi�n tín hi�u hu�nh quang c�a ch�ng 
d��ng B. mallei v�i giá tr� Ct là 21.16; kh�ng ��nh không có m�u nào d��ng tính 
v�i B. mallei. 

Kênh Yellow phát hi�n B. pseudomallei, ch� xu�t hi�n tín hi�u hu�nh quang 
c�a ch�ng d��ng B. pseudomallei v�i giá tr� Ct là 18.87; kh�ng ��nh không có m�u 
nào d��ng tính v�i B. pseudomallei.  

Nh� v�y trong 04 m�u (2.1; 3.2; 3.3; 3.4) không có m�u nào d��ng tính v�i B. 
pseudomallei và B. mallei. K�t qu� này t��ng ��ng v�i xét nghi�m trên máy Vitek 
2, ph�n �ng multiplex PCR. 

4. K�T LU�N 

Phân l�p ���c 04/102 m�u d��ng tính v�i Burkholderia spp. trên môi tr��ng 
th�ch ch�n l�c t�i huy�n Di�n Châu và huy�n Nghi L�c, t�nh Ngh� An n�m 2016. 

K�t h�p các xét nghi�m sinh hóa, realtime PCR, multiplex PCR xác ��nh 
ch�ng 2.1 là B. thailandensis và các ch�ng 3.2; 3.3; 3.4 là B. cepacia. 
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SUMMARY 

IDENTIFICATION AND DIFFERENTIATION OF BURKHOLDERIA SPP.  

FROM ENVIRONMENTAL SOIL IN NGHE AN PROVINCE 

More than 60 species belong to Burkholderia genus were found in water and 

soil environment, some of them could cause diseases for both human and animals. 

The B. pseudomallei complex classically consisted of B. mallei, B. pseudomallei, B. 

thailandensis and some extended species such as B. oklahomensis, B. 

humptydooensis... based on similarity in phenotypes and biochemical characteristics. 

In this study, both realtime PCR and multiplex PCR techniques were applied to 
identify and classify Burkholderia spp. from environmental soil samples collected in 

Nghe An province. Realtime PCR method was used to classify B. mallei, B. 

pseudomallei while multiplex PCR method was aplied to differentiate B. 

pseudomallei, B. thailandensis and B. cepacia. Four Burkholderia spp. strains were 

isolated in which 1 strain was B. thailandensis and 3 others were B. cepacia. 

T� khóa: Burkholderia spp., B. pseudomallei, B. mallei, B. thailandensis, 

B. cepacia. 
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