
 

   

استفاده از یک سیستم VNTR بومی شده متکی بر دو 
لوکوس در دسته بندی ژنتیکی جدایه های صحرایی 
بورخولدریا مالئی در ایران
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چكید ه 

بورخولدریا مالئی باکتری مسبب مشمشه با میزبان های عمدتا تک سمی خود سازگای یافته است و قادر به ادامه حیات طولانی در خارج 
از بدن میزبان نیست. ایران بصورت سالانه اپیدمی های این بیماری را تجربه می نماید. در سال های اخیر ژنوتایپینگ مبتنی بر لوکوس های 
ارزیابی  هدف  با  است.  شده  پذیرفته  مشمشه  برای  انتخابی  روش  عنوان  به  سرهم  پشت  تکرار شونده  واحدهای  از  متشکل  چندگانه 
مقایسه ای قدرت تفریق دو لوکوس VNTR به نام های VNTR1217  و VNTR13 تکنیک VNTR-PCR بر روی 5 سویه بورخولدیا 
اندازه و همچنین ساختار ژنتیکی تعیین  از درستی  PCR به منظور اطمینان  توالی نوکلئوتیدهای محصولات  ایران اجرا گردید.  مالئی 
 VNTR13 گردید. ضمنا تعداد 29 سویه بورخولدریا مالئی نیزدر تحقیق وارد شدند. نتایج نشان دادند همه سویه ها در ژنوم خود لوکوس
را که در تحقیق حاضر معرفی گردید حمل می نمایند در حالیکه وجود لوکوس VNTR1217 در ژنوم 4 سویه احراز نگردید. اندیکس 
Nei' di درمورد لوکوس VNTR13 بالاتر از VNTR1217 )0.8 در مقایسه با 0.74( تعیین گردید. تعداد آلل های شناخته شده توسط 
لوکوس های VNTR13 و VNTR1217 در میان سویه های ایران بترتیب 2 و 3 مورد بود. بر اساس این یافته ها اگر بنا بر انتخاب مجموعه 
ای از لوکوس های VNTR مناسب برای معرفی یک سیستم جهانی MLVA در مورد بورخولدریا مالئی وجود داشته باشد لازم است همه 
لوکوس های فعلی بر روی کلکسیونی از سویه های بورخولدریا مالئی از تمام جهان مورد آزمایش قرار گیرد. انجام چنین تحقیق گسترده ای 

تنها در صورت همکاری میان آزمایشگاه های مرجع مورد تایید OIE امکان پذیر خواهد بود.
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Burkholderia mallei, the causative agent of Glanders, is a host-adapted bacterium that does not survive outside of its 
mostly soliped hosts. Iran is among those countries that experience annual outbreaks of the disease. Recently, multiple 
locus variable number of tandem repeat analysis (MLVA) has achieved broad acceptance as the method of choice in 
genotyping of B. mallei. In order to comparative assessment of diversity indices provided by two tandem repeat loci 
namely VNTR1217 and VNTR13, five Iranian B. mallei strains were examined by VNTR-PCR. The amplification 
products were sequenced to guaranty accuracy of sizing and nucleotide structure of unit repeats. A further 29 B. mallei 
strains were also included in the study. As observed, all the 34 B. mallei strains carried the VNTR13 locus that was 
characterized by this study while VNTR1217 was missing in the genome of 4 studied strains. A higher Nei's diversity 
index (Nei' di=0.80) was presented by VNTR13 compared to that of VNTR1217 (Nei's di= 0.74) when MLVA ap-
plied on the whole panel of 34 strains. Among the Iranian strains, VNTR13 detected 3 alleles while VNTR1217 found 
two alleles. Findings of this study back the assumption that if a standard panel of VNTR loci are to be selected for a 
universal MLVA typing system suitable for B. mallei, all the reported loci from across the world are then expected to 
assess against a global collection of B. mallei strains. Such extensive investigation is possible only if an international 
collaboration between OIE-approved Glanders reference laboratories is set.
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مقدمه
بورخولدریا مالئی (Burkholderia mallei) عامل بیماری مشمشه در 
انسانی می باشد  پاتوژن قادر به آلوده سازی میزبان های  تک سمیان یک 
انتقال  توان  نظیر  خاص  ویژگی های  دلیل  به  جهانی  جامعه  نظر  از  که 
از  بسیاری  به  ذاتی  مقاومت  و  مناسب  واکسن  فقدان  تنفس،  طریق  از 
نظر  از  اول  درجه  ارگانیزم های  فهرست  در  معاصر  آنتی بیوتیک های 
ایران مانند  تسلیحات بیولوژیک قرار دارد )22(. در سال 2016 میلادی 
کانون  یک  عنوان  به  همچنان  خاورمیانه  کشورهای  از  دیگر  برخی 
باقی ماند )4(. تعداد موارد شناسایی و گزارش  اندمیک مشمشه  پایدار 
اتفاقی   میزبان های  دیگر  و  گله های تک سمیان  در  مشمشه  سالانه  شده 
بورخولدریا مالئی )10, 20( در مقایسه با بیماری نظیر سل گاوی در ایران 
کنوانسیون  دیدگاه  از  پاتوژن  این  اهمیت  بدلیل  اما  نیست  توجه  قابل 
منع توسعه و تکثیر سلاح های بیولوژیک به عنوان یک عامل بیولوژیک 
مرگبار اعمال برنامه های تحت حمایت دولت در کنترل بیماری و کاهش 

خسارت های مربوط به آن به عنوان یک تکلیف قانونی کشورهای عضو 
تعداد   2017 اکتبر  در  است.  شده  شناخته  دام  جهانی  بهداشت  سازمان 
توالی  تعیین  کامل  بطور  آن ها  ژنوم  که  مالئی  بورخولدریا  سویه های 
گردیده است به 28 مورد )شامل 10 سویه از ترکیه یک سویه از هندوستان 
)8, 9( و یک سویه از بحرین )5(( بالغ گردید ضمن آنکه توالی غیر کامل 
ژنوم باکتری در 36 سویه دیگر نیز بتدریج در اختیار عموم قرار گرفته 
است. بدین ترتیب با اضافه شدن دانش موجود بنظر می رسد زمان برای 
 (OIE) بازنگری و بروز رسانی پروتکل های سازمان بهداشت جهانی دام
در مورد مشمشه فرا رسیده باشد. در حال حاضر روش ژنتیکی معروف 
یا    Multiple Locus Variable number Tandem Repeat Analysis به 
بطور خلاصه MLVA-VNTR که در سال 2009 میلادی در آمریکا )23, 
ژنتیک  به  مربوط  تحقیقات  در  متعارف  روش  یک  یافت  توسعه   )24
شناخته  بین المللی  مرجع  آزمایشگاه های  در  مالئی  بورخولدریا  جمعیت 
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اندازه ژنوم جدایه ها/ این سیستم ژنوتایپینگ تفاوت میان  می شود. در 
نتیجه  در  طبیعی  بصورت  که  متعدد  لوکوس های  در  پاتوژن  سویه های 
 Tandem) تفاوت در تعداد قطعات معروف به واحدهای تکرار شونده
Repeat=TR) در هر لوکوس دیده می شود معیار تشخیص افتراقی میان 
  32 تعداد   U'Ren پیشنهادی  روش  در  می گیرد.  قرار  سویه ها  جدایه ها/ 
دیگری  لوکوس های  آن  از  پس  سال های  در  شدند.  گرفته  بکار  لوکوس 
نیز معرفی و بکار گرفته شده اند )14, 15(. در مطالعه حاضر دو لوکوس 
بورخولدریا  همچنین  و  مالئی  بورخولدریا  ژنوم  در  که   VNTR جدید 
سودومالئی شناسایی شده اند معرفی و توانایی آن در کشف افتراق میان 
کلکسیونی از جدایه های ایرانی بورخولدریا مالئی بصورت آزمایشگاهی 
 (in silico analysis) و در بین سویه های جهانی به کمک آنالیز با کامپیوتر

مورد ارزیابی قرار گرفته است.

مواد و روش ها
جدایه )سویه( های بورخولدریا مالئی

به عنوان سویه استاندارد از  Burkholderia mallei Razi 325 استفاده 
موسسه  به  ورود  از  پس  ایران  بومی  غیر  آزمایشگاهی  سویه  این  شد. 
رازی کرج از آزمایشگاه همکار در سوئد در سال 1956 بصورت پیوسته 
در تولید انبوه آنتی ژن مالئین مورد استفاده قرار گرفته است. علاوه بر 
مالئی که در سال های  بورخولدریا  این سویه چهار جدایه صحرایی حاد 
اشنویه(  )قاطر،  غربی  آذربایجان  استان های  در  مبتلا  حیوانات  از  اخیر 
اصفهان )اسب، سمیرم( البرز )اسب، کردان( و تهران )ببر، باغ وحش ارم( 
جداسازی و در آرشیو باکتری موسسه رازی نگهداری می گردند نیز در این 
با استفاده از پروتکل های  تحقیق وارد گردیدند. هویت هر پنج باکتری 
مرسوم میكروبیولوژیكی، بیوشیمیایی و همچنین ژنتیکی )آزمون Flip و 

آزمون Bim A( به عنوان بورخولدریا مالئی تأیید گردید.

بازیافت و تجدید کشت باکتری
میکروتیوب های محتوی چهار جدایه حاد همراه با سویه آزمایشگاهی 
تحت بررسی در محیط نگه دارنده TSB همراه با 50 درصد گلیسیرین 
و  آگار خون دار  محیط  در  و  برداشت  سانتی گراد،  درجه   -75 فریزر  در 
تجدید  گلیسیرین(   0.005 حاوی  مغذی  )آگار  گلیسیرینه  ژلوز  همچنین 
درجه   37 دمای  با  گرمخانه  در  48-24 ساعت  به مدت  و  گردید  کشت 

سانتی گراد  قرار داده شد.

استخراج ژنوم باكتری
 10( پلاستیکی  لوپ  یك  باکتری  ژنتیکی  ماده  به  دستیابی  برای 
به  و  برداشت  آگار خون دار(  )محیط  باكتری  كشت  از  کامل  میکرولیتر( 
یک میكروتیوب مجهز به واشر ضد نشت (O-ring) محتوی μl 400 بافر  
به  مناسب  فلزی  وزنه  یك  از  استفاده  با  تیوب  یافت.  انتقال   TB-lysis
مدت 30 دقیقه در کف یک بن ماری حاوی آب در حال جوش )95 درجه 
سانتی گراد( استقرار یافت. پس از غیر فعال شدن باکتری میكروتیوب به 
مدت 10 دقیقه در g 8700 سانتریفیوژ گردید و بخش مایع بالایی شناور 
μl 0.2 در سطح که محتوی ژنوم باكتری بود برداشت و از فیلتر سرسرنگی

عبور داده شد. مقدار 10 میکرولیتر از مایع بدست آمده بر روی یك پلیت 

داده شده و در 37 درجه سانتی گراد  آگار خوندار كشت  محیط مغذی 
به مدت 24 ساعت نگهداری گردید تا از نظر رشد احتمالی باکتری مورد 
زمان  تا  باكتری ها  ژنتیکی  ماده  محتوی  محلول های  گیرد.  قرار  ارزیابی 

مصرف در یخچال یا فریزر نگهداری شدند. 

طراحی و ساخت پرایمر  
Burkholderia mallei  (ATCC 23344) سویه  ژنوم  الکترونیکی  فایل 

کوچک(  )کروموزوم   2 و  بزرگ(  )کروموزوم   1 کروموزوم  دو    شامل 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ به   مراجعه  طریق  از  دسترسی  )قابل 
 Tandem برنامه  از  استفاده  با  و  دریافت   )  000011705.1_assembly/GCA
repeat Finder  و با اتکا بر تنظیمات پیش فرض مورد جستجو از نظر وجود 
واحدهای تکرار شونده قرار گرفت. اطلاعات خروجی این مرحله در قالب 
فایل Excel جمع آوری و بر اساس اندازه واحد های تکرار شونده تعداد 
واحدهای  توالی  میان  همسانی  )درصد(  میزان  لوکوس  هر  در  تکرارها 
تکرار شونده در هر لوکوس بصورت مستقل در مورد هر کروموزوم انجام 
پذیرفت. در مرحله بعد کلیه لوکوس های دارای واحدهای تکرار شونده 
پشت  شونده  تکرار  واحدهای  همه  در  نوکلئوتیها  )توالی  یکسان  کاملا 
سرهم در یک لوکوس واحد کاملا یکسان می باشند( انتخاب گردیدند. با 
انتشار یافته پیشین معرفی احتمالی این لوکوس ها  مراجعه به اطلاعات 
وجود  بعد  مرحله  در  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد  دیگر  محققین  توسط 
B. mallei ATCC23344 شناخته شده  لوکوس های جدید در ژنوم سویه 
مورد بررسی قرار گرفت. پس از انتخاب لوکوس های مورد نظر موقعیت 
مکانی هر لوکوس مورد نظر با استفاده از برنامه Artemis )1( در ژنوم 
هدف شناسایی گردید. در مرحله بعد یک قطعه ژنتیکی به طول حدود 2 
kb از ژنوم باكتری به گونه ای انتخاب گردید كه لوكوس مورد نظر بصورت 
تقریبی در میانه آن قرار گیرد. با هدف جستجو بدنبال بهترین زوج پرایمر 
PCR در طول قطعه انتخاب شده از برنامه Primer3 )25( استفاده شد 
بطوری که اندازه مورد انتظار محصول PCR در محدوده  700-300 زوج 

باز قرار داشته باشد )جدول 1(.

آزمون های مولكولی
آزمون های Flip و Bim A بر اساس روش های متعارف موجود اجرا 
مورد  در   PCR اجرای  پروتكل  بهترین  به  دستیابی   .)19  ,15( گردیدند 
MLVA-VNTR از نظر اجزاء واکنش و همچنین چرخه های آن بر اساس 
روش های موجود انجام پذیرفت )19(. بدین ترتیب در مورد آزمون های 
 DNA Master mix هر واکنش متشکل از 8 میکرولیتر از Bim A و Flip
پیکو.مول   5( کاری  محلول  از  میکرولیتر   0.4  ،   ((Amplicon, Belgium
 1.5 با  همراه  پسران  و  پیشران  پرایمر  دو  از  هریک  میکرولیتر(  هر  در 
تقطیر  بار  دو  مقطر  آب  میکرولیتر   5.7 و  باکتری  ژنوم  نمونه  میکرولیتر 
دمای  در  مقدماتی  گرمایش  مرحله  یک  شامل   PCR چرخه های  گردید. 
94 درجه سانتی گراد به مدت 5 دقیقه و سپس 30 چرخه تکراری مشتمل 
مورد  )در  سانتی گراد  درجه   65 ثانیه   30 برای  سانتی گراد  درجه   94 بر 
Bim A، 56 درجه سانتی گراد( برای 30 ثانیه، 72 درجه سانتی گراد برای 
60 ثانیه گردید. در پایان یک مرحله نهایی 72 درجه سانتی گراد برای 7 

دقیقه اعمال گردید.
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در مورد آزمون های VNTR13 و VNTR1217 در هر واکنش  15 
میکرولیتر از DNA Master mix (Amplicon, Belgium)، 1.2 میکرولیتر از 
محلول کاری )5 پیکومول در هر میکرولیتر( از پرایمرها ییشران و پسران 
مقطر  آب  میکرولیتر   8.4 و  باکتری  ژنتیکی  ماده  میکرولیتر   3 با  همراه 
گرمایش  مرحله  یک  از  متشکل   PCR چرخه های  گردید.  تقطیر  بار  دو 
 35 و سپس  دقیقه   5 به مدت  سانتی گراد  درجه   95 دمای  در  مقدماتی 
چرخه تکراری مشتمل بر 95 درجه سانتی گراد برای 30 ثانیه، 58 درجه 
سانتی گراد برای 40 ثانیه، 72 درجه سانتی گراد برای 60 ثانیه گردید. در 
پایان یک مرحله نهایی 72 درجه سانتی گراد برای 10 دقیقه اعمال گردید.
 Invitrogen®) آگاروز  درصد   1 ژل  از  استفاده  با   PCR محصولات 
یک  در  ساعت   2 مدت  به   Red Safe  ® با  شده  رنگ  پیش   (, USA

ژل  دستگاه  در  و سپس  الکتروفورز   V/cm  2 قدرت  به  الكتریكی  میدان 
  DNA size marker تصویر برداری گردیدند. از (BioRad®, USA) داك
 PCR محصولات  اندازه  تقریبی  تعیین  برای   bp  100 شده  استاندارد 

استفاده گردید.

،PCR تعیین اندازه و توالی نوكلئوتیدهای محصولات
تعیین شاخص تنوع ژنتیکی

ژنتیکی،  اندازه و همچنین شناسایی ساختار  تعیین دقیق  به منظور 
تحت  سویه  و  جدایه ها  همه  مورد  در  آمپلیفیکاسیون  محصولات  همه 
 Macrogen,) آزمون جهت تعیین توالی نوکلئوتیدها به آزمایشگاه همکار
های  )فایل  شده  دریافت  نتایج  گردیدند.  ارسال   (South Korea

Amplicon size (base pair)Locus

555519507483471459447435411VNTR13

634306
 ,31063 ,10229

KC1092 ,34299

 CP008704.1، 11،

 CP009148.1, JHU,

FMH

T1,T2,T3,T,325

4,T5,T6,T7,T8,T

9,T10

 India,

Kordan

 CP0078021،

CP0005481, Oshna-

vieh, Semirum, Tiger

SAP1

 BMQ,

 ATCC23344,

Bahrain

Strains

Primers
Locus Properties

Primer r (5’→ 3’):  GGC AAC GCG CAC ATC AAG APrimer f (5’→ 3’):  GCA GAC AAA AGG GTA CGC AAT

Nei's diversity index:  0.80Unit Repeat:  CGGCGAGGGAAA

Amplicon size (base pair)Locus

 No PCR( 0
)product

679669649639629619VNTR1217

,CP010066.1

,BMQ

,CP008711.1

,CP008705.1
T5

SAVP1India
 ATCC23344,

 T1,T2,T3,T4,T6,T7,T8,T9,T10, JHU, FMH,

CP009148.1

 Bahrain, ,34306

CP010065.1

 ,31063 ,11 ,10299 ,34299

 CP0078021, CP0005481,

KC1092

KordanStrains

Primers

Locus Properties

Primer r (5’→ 3’):  GCT CAC CGG ACA AAC GCT CPrimer f (5’→ 3’):  GAT CGC TTC GTG GTT CCG TT

Nei's diversity index:  0.74Unit Repeat: CGGACCTAGG

جدول 1- لوكوس های VNTR و پرایمرهای PCR مورد استفاده در این تحقیق. اندازه محصول PCR و سویه های مربوط به هر محصول مشخص شده اند.
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کروماتوگراف( با استفاده از نرم افزار Chromas بازنگری و پردازش و به 
 ATCC 11(  با مناطق هم ارز از ژنوم سویه( AliView کمک نرم افزار 
Burkholderia mallei 23344 مقایسه شد. محاسبه میزان تنوع ژنتیکی و 
قدرت تفریق هر یک از لوکوس های تحت آزمون با استفاده از شاخص 
Nei’s diversity index و بر اساس فرمول ریاضی Σ (Allele−1)2 صورت 

پذیرفت.

نتایج
در نتیجه اجرای آزمایش های بیوشمیایی هویت سویه و جدایه های 
آزمون های  در  گردید.  تایید  مالئی  بورخولدریا  عنوان  به  بررسی  تحت 
آزمون در  باز  زوج   250 طول  به  قطعه  یک  تولید  با  نیز   مولکولی 

Bim A و قطعه دیگری به اندازه 989 زوج باز در آزمون Flip یافته های 
آزمون ها بیوشیمایی مورد تایید قرار گرفت. جستجو بدنبال لوکوس های 
 (ATCC) منجر به شناسایی تعداد قابل توجهی لوکوس در ژنوم سویه TR
 VNTR13(23344) گردید که از میان آنها لوکوس  Burkholderia mallei
شونده  تکرار  واحد  اندازه  به  توجه  با   VNTR  1217 لوکوس  با  همراه 
ژنوم  میان  در  لوکوس  این  در  موجود  تکرارهای  تعداد  در  تنوع  و 
گردیدند.  انتخاب  بیشتر  بررسی  برای  بین المللی  شده  شناخته  سویه های 
واحدهای تکرار شونده در لوکوس VNTR13 شامل 13 نوکلئوتید از قرار 
CGGCGAGGGAAA می باشند. دو زوج پرایمر به منظور تکثیر لوکوس

VNTR13 و VNTR1217 طراحی گردیدند و با اعمال اصلاحات محدود 
که  گردیدند  اجرا  ای  گونه  به  آمیز  موفقیت  بصورت   PCR واکنش های 
فراهم  پروتکل مشترک  از یک  استفاده  با  لوکوس  دو  PCR هر  اجرای  
تعیین  از  PCR پس  اندازه محصول   VNTR13 لوکوس مورد  در  گردید. 

با  برابر  اشنویه  و  تهران  سمیرم،  های  جدایه  در  نوکلئوتیدها  توالی 
تعیین  باز  باز، در سویه کرج 459 و در سویه رازی471 زوج  447 زوج 
گردید )تصویر 1(. نتایج تعیین توالی محصولات PCR در مورد لوکوس 
VNTR1217 نشان داد اندازه این قطعه در جدایه های سمیرم، اشنویه، 
برابر 619 و در جدایه تهران معادل 649 زوج   325 Razi کرج و سویه 
باز تعیین شد. محاسبه Nei's diversity index تنوع ژنتیکی لوکوس های 
بورخولدریا  شده  شناخته  سویه   29 میان  در   VNTR1217 و   VNTR13
و جدایه  5 سویه  و  است  شناخته شده  کامل  بطور  آنها  ژنوم  که  مالئی 
تحت بررسی در این تحقیق میزان این شاخص را بترتیب 0.8 و 0.74 نشان 
داد )جدول 1(. در بررسی کامپیوتری (in silico analysis) نشانه هایی از 
حذف بخش یا بخش هایی از لوکوس VNTR1217 در 5 سویه غیر ایرانی 

این باکتری شناسایی گردید.

بحث
 VNTR13 و   VNTR1217 لوکوس  دو  میان  از  حاضر  مطالعه  در 
است.  نگردیده  گزارش  این  از  بیش   VNTR13 لوکوس  استفاده  مورد 
یافته های آزمایشگاهی حاصل از تعیین توالی این لوکوس در میان سویه 
و  رازی  موسسه  در  موجود  ایرانی  جدایه های صحرایی  و  آزمایشگاهی 
همچنین تجزیه و تحلیل ژنوم 30 سویه بورخولدریا مالئی با استفاده از 
نرم افزار نشان داد که تعداد 9 آلل از این لوکوس در میان جمعیت تحت 
بررسی قابل شناسایی می باشد در مقایسه با لوکوس  VNTR1217 تعداد 
آلل های قابل شناسایی محدود به 7 مورد می باشد. در میان 5 سویه و 
جدایه ایرانی تحت بررسی سه آلل شناسایی گردید. در بررسی مقایسه ای 
توان و قدرت تمایز میان این دو آلل، اندیکس Nei توان تفریقی بیشتری 

 DNA .بر روی سویه/جدایه های ایرانی بورخولدریا مالئی  VNTR1217 و VNTR13 با استفاده از لوکوس های VNTR-PCR حاصل از اجرای p شکل 1- یافته های 

size marker  مورد استفاده دارای باندهایی به فاصله bp 100 می باشد. برای جزئیات به متن مراجعه شود,
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با  گذشته  مطالعه  دو  جریان  در  داد.  نشان   VNTR13 لوکوس  برای  را 
استفاده از روش MLVA-VNTR بر روی جدایه های ایرانی لوکوس های  
VNTR13 ،VNTR41، VNTR140 نتوانستند تمایزی میان جدایه های ایرانی 

نشان دهند )15, 19(.
استفاده  مورد  پرایمرهای  بدنبال   (in silico) نرم افزاری  جستجوی 
به  قادر  سویه   5 در   VNTR1217 لوکوس  تکثیر  برای  تحقیق حاضر  در 
نشان دهنده  می تواند  موضوع  این  نگردید.  لوکوس  موقعیت  شناسایی 
وقوع حذف بخش یا بخش هایی از این لوکوس در ژنوم سویه های تحت 
بررسی باشد. وقوع حذف ژنتیکی در لوکوس های VNTR پدیده ای است 
که پیش از این در میان بسیاری از باکتری های دیگر مشاهده و گزارش 

شده است.
ایرانی  جدایه های  است  شده  داده  نشان   2 شکل  در  که  همانگونه 
ارتباط  که   Minimum Spanning Tree درخت  در  مالئی  بورخولدریا 
ژنتیکی میان باکتری های تحت بررسی از نظر اپیدمیولوژی نشان می دهد 
در مجاورت یکدیگر قرار گرفته اند. با استناد بر یافته های تحقیق حاضر 

 3 دستکم   Razi325 آزمایشگاهی  و  خارجی  سویه  گرفتن  نظر  در  بدون 
گروه )کلون( از بورخولدریا مالئی در ایران فعالیت دارند در همین حال 
این باکتری ها به سویه های جدا شده از هندوستان و ترکیه در مقایسه با 
سویه جدا شده از بحرین نزدیکتر بنظر می رسند. توسعه مطالعه حاضر از 
طریق افزایش تعداد لوکوس ها و همچنین کابرد روش های دیگر تایپینگ 

می تواند به بررسی دقیق تر این ارتباطات ژنتیکی کمک کند.
کشورهای  بهداشتی  مشکل  عمده  بطور  مشمشه  حاضر  حال  در 
توسعه نیافته و یا در حال توسعه می باشد که ضعف در تامین هزینه های 
اجرای برنامه های کنترل و ریشه کنی بیماری و همچنین فقدان امکانات 
آزمایشگاهی مناسب برای شناسایی عامل بیماری وجود دارد. بر همین 
 (Office des Epizootis- OIE) دام  بهداشت  جهانی  سازمان  اساس 
 Manual of Diagnostic Tests and) تشخیص  پروتکل های  تدوین  در 
روش های  از  استفاده  بیماری  این   (Vaccines for Terrestrial Animals
می نماید  پیشنهاد  تخصصی  آزمایشگاه های  در  تنها  را  مولکولی  جدیدتر 
مولکولی  روش های  جزو   MLVA-VNTR تکنیک  حاضر  حال  در   .)13(

 MLVA میان 34 سویه بورخولدریا مالئی بر اساس تیپ های ژنتیکی بدست آمده از )Minimum Spanning Tree( شکل 2- نمایش درخت ارتباطات متصور ژنتیکی

typing بر مبنای لوکوس های VNTR13 و VNTR1217.دایره های قرمز رنگ تیپ هایی را نشان می دهند که تنها اختصاص به یک سویه دارند و دایره های سبز 

مربوط به تیپ هایی هستند که در دو سویه شناسایی شده اند. برای توضیحات بیشتر به متن مراجعه شود
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از  پیش  راهنمای قدیمی تر منتشر شده  OIE در نسخه های  اشاره  مورد 
   PCR-restriction fragment سال 2009 میلادی در مورد مششمه که شامل
 ,(2)pulsed field gel electrophoresis   ,(21)length polymorphism
or multilocus sequence typing (MLST (7) ribotyping) )6(  می باشد، 
رفرانس  آزمایشگاه های  در همه  اکنون  این روش  اینحال  با  ندارد.  قرار 
 ,12  ,3( می گیرد  قرار  استفاده  مورد  جهان  سرتاسر  در   OIE مشمشه 
سویه ها  از  بین المللی  آرشیو  یک  وجود  فقدان  بدلیل   .)26  ,24  ,18-16
و جدایه های جهانی که امکان ارزیابی همزمان فراوانی و تنوع ژنتیکی 
مرتبط با لوکوس های شناخته شده VNTR در این باکتری را فراهم نماید 
علیرغم فراوانی نسبی لوکوس های معرفی شده TR در ژنوم بورخولدریا 
مالئی، معرفی یک سیستم MLVA-VNTR بین المللی با تعداد محدودتری 
از این لوکوس ها فراهم نگردیده است. برهمین اساس شناسایی و استفاده 
از لوکوس هایی نظیر VNTR13 که در جمعیت های منطقه ای بورخولدریا 
تفریقی  قدرت  از  فعال مشمشه  کانون های  عنوان  به  ایران  نظیر  مالئی 
سیستم  تعریف   و  توسعه  در  می تواند  می باشند  برخوردار  توجه  قابل 

MLVA-VNTR  بین المللی مورد تایید OIE سودمند باشد.

تشکر و قدردانی

در  موجود  آزمایشگاهی  امکانات  و  مالی  منابع  توسط  مطالعه  این 
موسسه رازی کرج و بصورت پروژه تحقیقاتی ثبت شده شماره 90060-

18-18-2 مورد حمایت قرار گرفته است. شجاعت دشتی پور دانش آموخته 
کارشناسی ارشد دانشگاه پیام نور واحد تهران شرق می باشد.
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