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چكید ه 

بورخولدریا مالئی عامل اتیولوژیک بیماری زئونوزی مشمشه، یکی از خطرناك ترین و قدیمی ترین بیماری های واگیردار در تک سمیان 

است. کشور ایران به عنوان کانون مشمشه در دنیا شناخته شده است. مطالعۀ حاضر به منظور جداسازی باکتری بورخولدریا مالئی از 

نمونۀ خون یک مورد اسب مبتلا به مشمشه در منطقۀ اشنویه آذربایجان غربی در دهه گذشته و تعیین هویت مولکولی ارگانیسم با 

استفاده از ژن های اختصاصی BimA ،IS407-flip و 23S rRNA انجام گرفت. نمونۀ خون اسب مبتلا به مشمشه در محیط دی فازیک حاوی 

بویون و ژلوز گلیسیرینه همراه با آنتی بیوتیک کشت داده شد. بورخولدریا مالئی با آزمون های بیوشیمیایی شناسایی و خالص سازی شد. 

ایزولۀ باکتری با تزریق به میزبان حساس و بررسی علائم پاتوبیولوژیکی آن، تایید شد. تعیین هویت ایزولۀ کلینیکی بورخولدریا مالئی 

بر اساس تکثیر و تعیین توالی ژن های اختصاصی BimA ،IS407-flip و 23S rRNA باکتری انجام گرفت. بورخولدریا مالئی از نمونۀ خون 

اسب مبتلا به مشمشه جداسازی و شناسایی شد. حدود 72 ساعت متعاقب تزریق سوسپانسیون باکتری بصورت درون صفاقی به خوکچه 

 23S و BimA ،IS407-flip هندی نر و کلونیزاسیون باکتری در بافت بیضه، علامت بارز تورم بیضه در حیوان مشاهده شد. تکثیر قطعات

rRNA محصولات مورد انتظار در اندازه های به ترتیب 989، 250 و 526 جفت باز را نشان داد. بورخولدریا پسودومالئی و پسودوموناس 

آئروژینوزا به عنوان کنترل منفی استفاده شدند. گزارش مشمشه هشداری برای مراقبت های بیشتر نهادهای بهداشتی است. با توجه به 

 23S و BimA ،IS407-flip مشکلات تشخیص سریع و دقیق عامل عفونی مشمشه، شناسایی ارگانیسم با استفاده از ژن های اختصاصی

rRNA مطابق با استانداردهای تشخیصی سازمان جهانی بهداشت حیوانات )OIE( صورت گرفت.

کلمات کلیدی: بورخولدریا مالئی، BimA ،IS407-flip، مشمشه

شناسایی و تعیین هویت مولکولی باکتری بورخولدریا 
مالئی جدا شده از نمونه ی خون اسب مبتلا به مشمشه
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Burkholderia mallei is a causative agent of glanders, a zoonotic disease and one of the most dangerous and oldest 
contagious diseases in equidae. Iran has still been recognized as the major center for glanders. The present study was 
conducted to isolate B. mallei from blood specimen of an infected horse with glanders reported from Oshnavieh-West 
Azerbaijan in the past decade and molecular identification based on specific genes BimA, IS407-flip, and 23S rRNA.The 
blood sample of infected horse were cultured in biphasic medium containing nutrient broth and nutrient agar supplemented 
with glycerin and antibiotic. The bacterial isolate was identified by biochemical tests. The isolate was inoculated to male 
guinea pig intraperitoneally as a sensitive host for pathobiological studies. B. mallei isolate was verified by PCR and 
sequencing of BimA, IS407-flip, and 23S rRNA genes. B. mallei was isolated from blood sample of infected horse. The 
major sign of testicular swelling was seen in the male guinea pig after about 72 h IP inoculation with B. mallei and 
testicular colonization. The PCR amplification of BimA, IS407-flip, and 23S rRNA genes of B. mallei resulted in expected 
sizes of 989 bp, 250 bp, and 526 bp, respectively. Burkholderia pseudomallei and Pseudomonas aeruginosa were used 
as negative control.The report of glanders is alarming for healthcare organizations and need to monitor carefully. Due to 
the complication of diagnosis of glanders infectious agent, the identification of B. mallei using BimA, IS407-flip, and 23S 
rRNA is according to the diagnostic standards of World Organisation for Animal Health (OIE).
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مقدمه

و  منفی  گرم  باسیل   (Burkholderia mallei) مالئی  بورخولدریا  باکتری 
اما  بود،  گرفته  قرار  در جنس سودوموناس  گذشته  در  که  است  هوازی 
بعداً با مطالعه ی تفاوت در سکانس نوکلئوتیدی ژن 16S rRNA، تفاوت 
جدید  جنس  به  باکتری  دیواره ی  لیپید  و  چرب  اسیدهای  ساختمان  در 
اتیولوژیک  عامل  ارگانیسم  این   .)4( یافت  تغییر  بورخولدریا  مستقل  و 
بیماری های  قدیمی ترین  و  خطرناك ترین  از  یکی   (Glanders) مشمشه 
به فرم  واگیردار در تک سمیان )اسب، الاغ، قاطر( است. بیماری عموماً 
ندول های جلدی (Farcy) و زخم در دستگاه تنفس فوقانی و ریه ها تظاهر 
پیدا می کند )13(. اهمیت این بیماری در انتقال به انسان در موارد تماس با 

حیوانات آلوده و یا هر گونه مواجه شدن با عامل عفونی به ویژه در موارد 
شغلی همچون مربیان اسب، دامپزشكان، قصابان و كاركنان آزمایشگاه ها 
موجب شده که مشمشه بیماری زئونوز (Zoonosis) مورد توجه جامعه 
جهانی باشد. انتقال عامل عفونی از راه تنفسی، مجاری گوارشی، مخاط 
نیز  انتقال آلودگی به محیط  چشم، خراش های پوستی صورت می گیرد. 
حیوانات  لاشه ی  یا  و  پوستی  زخم های  بزاق،  بینی،  ترشحات  طریق  از 
بیماری ها  از  پیشگیری  و  کنترل  مرکز   .)18( می گیرد  شده صورت  تلف 
(CDC)، بورخولدریا مالئی را به دلیل ویژگی های خاص نظیر توان انتقال 
از طریق آئروسل، فقدان واکسن مناسب و مقاومت ذاتی به بسیاری از 
 .)3( است  داده  قرار  زیستی  تهدید  عوامل   B رده ی  در  آنتی بیوتیک ها 
مشمشه همراه شاربن به عنوان اولین سلاح میکروبی مورد استفاده در 
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جریان جنگ جهانی اول بودند )11(. ایران به دلیل موقعیت جغرافیایی 
مشمشه  بیماری  بالای  شیوع  با  کشورهایی  در همسایگی  شدن  واقع  و 
همچون افغانستان، پاکستان و عراق، ناخواسته در مسیر ورود این عامل 
ریشه کنی  و  کنترل  بهداشتی،  نهادهای  اینکه  علیرغم  دارد.  قرار  عفونی 
این بیماری را از 60 سال پیش تاکنون در برنامه ی خود قرار دادند، ایران 
به عنوان یک کانون  از کشورهای خاورمیانه  همچنان مانند برخی دیگر 
دقیق  تشخیص   .)5( می شود  شناخته  جهان  در  مشمشه  اندمیک  پایدار 
شباهت  ارگانیسم،  نبودن  بومی  به  توجه  با  مالئی  بورخولدریا  و سریع 
ورود  احتمال   ،(Pseudomonas spp.) وابسته  جنس های  با  آن  فنوتیپی 
ارگانیسم از کشورهای همسایه با ورود تك سمی های غیرمجاز به ایران، 
توجه  لزوم  و  زیستی  تهدید  به عنوان  عفونی  عامل  این  تهاجم  احتمال 
احتمالی  خسارت های  کاهش  و  کنترل  به منظور  غیرعامل   پدافند  به  
در کشور از اهمیت خاصی برخوردار است )6(. در این بین، تست های 
دارای  ارگانیسم  اختصاصی  قرار دادن ژن های  اساس هدف  بر  مولکولی 
دقت و اختصاصیت بالا است. مطالعه ی حاضر به منظور جداسازی باکتری 
بورخولدریا مالئی از نمونه ی خون یک مورد اسب مبتلا به بیماری مشمشه 
در منطقه ی اشنویه آذربایجان غربی و تعیین هویت مولکولی ارگانیسم 
با استفاده از آزمون های بیوشیمیایی و مولکولی بر پایه ی تکثیر ژن های 

اختصاصی BimA ،IS407-flip، و 23S rRNA انجام گرفت.

مواد و روش ها
جداسازی باکتری  

گذشته  دهه  در  را  گزارشی  غربی  آذربایجان  استان  دامپزشکی  اداره ی 
در  مشمشه  بیماری  به  بارکش  اسب  چندین  ابتلا  احتمال  بر  مبنی 
جغرافیایی محل  مختصات  با  غربی  آذربایجان  اشنویه  مرزی   منطقه ی 

''37º  2'  34.522 مشروح در سیستم DMS، به آزمایشگاه رفرانس مالئین 
مراجعه  با  داد.  ارائه  کرج  رازی  واکسن و سرم سازی  تحقیقات  موسسه 
به بیماری و تست  اولیه تعداد 197 اسب  مشکوک  به محل و معاینات 
Intradermo-) پایین  پلک  در  جلدی  بین  خام  مالئین  آنتی ژن  تزریق 

مبتلا  اسب   6 تعداد  بیماری،  اولیه  تشخیص  جهت  حیوان   (palpebral
در  نمونه ها  گرفت.  انجام  خون  از  نمونه برداری  و  شناسایی  مشمشه  به 
محیط دی فازیک حاوی بویون )مایع نوترینت( و ژلوز گلیسیرینه همراه 
انتخابی کردن محیط، کشت داده شد و در دمای  با آنتی بیوتیک جهت 
37 درجه ی سانتی گراد به مدت 24 تا 72 ساعت گرماگذاری گردید )19(.

شناسایی بیوشیمیایی جدایه های باکتری
 کلنی های باکتری بر روی محیط نوترینت آگار )ژلوز( گلیسیرینه حاوی 
رنگ آمیزی  و  میکروبیولوژیکی  مورفولوژیکی،  لحاظ  از  گلیسیرین   %4
آگار  باکتری، در محیط  از خلوص  اطمینان  از  بررسی گردید و پس  گرم 
خوندار کشت داده شده و به مدت 48-24 ساعت در دمای 37 درجه ی 
از  استفاده  با  باکتری  اولیه ی  شناسایی  گردید.  گرماگذاری  سانتی گراد 
 TSI (Triple Sugar Iron Agar) ،آزمون های بیوشیمیایی کاتالاز، اکسیداز
نیترات،  احیای  گاز،  و  ایندول  تولید   ،SIM (Sulfide-Indole-Motility)
آنتی بیوتیک های  به  نیز آزمون مقاومت  اکسیداسیون گلوکز و لاکتور و 
کلیستین و پلی میکسین B انجام گرفت. جهت تأیید نتایج از استریپ های 

نیز   20E  API® (bioMerieux, Marcy-l’Etoile, France) تجاری
 37 دمای  در  ساعت   24 مدت  به  استریپ ها  شد.  استفاده  توام  بصورت 
درجه ی سانتی گراد گرماگذاری و شناسایی باکتری  بر اساس آنالیز واکنش 
 (RTCC 2375) استاندارد  سویه ی  گرفت.  انجام  استریپ ها  رنگی 
در  استاندارد  سویه ی  به عنوان  نیز   Burkholderia mallei Razi 325
نظر گرفته شد. این سویه ی غیر بومی آزمایشگاهی، سویه ی تولیدی انبوه 
آنتی ژن مالئین موسسه رازی ایران بوده و در سال 1956 میلادی توسط 

آزمایشگاه همکار از کشور سوئد وارد موسسه شده است.

تزریق ایزوله ی خالص شده ی باکتری به حیوان آزمایشگاهی
فسفات  بافر  به  آگار خون دار  محیط  از  باکتری  خالص  و  تازه  کلنی های 
با غلظت  از سوسپانسیون حاصل  و  تلقیح شد   (PBS 0.01 M, pH 7.4)
CFU/ml 107 و مقدار 1 میلی لیتر بصورت درون صفاقی (IP) به خوکچه ی 
هندی نر در محدوده ی وزنی 400-350 گرم تزریق شد. مقدار 1 میلی لیتر 
از بافر فسفات نیز بصورت جداگانه و به عنوان کنترل منفی به خوکچه  
تزریق شد. خوکچه ها در قفس های جداگانه در ایزولاتور قرار گرفته و 
تورم بیضه ی حیوان بعد از 72-48 ساعت از نظر بروز پدیده ی اشتراوس 
(Strauss reaction) مورد بررسی قرار گرفت )19(. جهت حصول اطمینان از 
باکتری مسبب پدیده اشتراوس، مجدداً بورخولدریا مالئی از بیضه ی خوکچه 

هندی جداسازی و با آزمون های بیوشیمیایی مورد تایید قرار گرفت.

استخراج DNA باکتری
استخراج DNA باکتری با روش فنل-کلروفرم انجام گرفت. بطور خلاصه، 
درجه ی   37 دمای  در   )10 mg/ml( لیزوزیم  با  باکتری ها  سوسپانسیون 
دیواره ی  تخریب  و  شدند  گرماگذاری  ساعت  یک  مدت  به  سانتی گراد 
دمای  در  درصد   10  SDS، K پروتئیناز  از  استفاده  با  باکتری ها  سلولی 
65 درجه سانتی گراد و به مدت 10 دقیقه انجام شد. گرماگذاری بعدی 
 CTAB/NaCl با  دقیقه   10 مدت  به  سانتی گراد  درجه   65 دمای  در 
با استفاده از مخلوط فنل-کلروفرم-  DNA انجام گرفت و محلول سازی 

ایزوآمیل الکل به ترتیب به نسبت 25، 24، و 1 میکرولیتر انجام شد و در 
نهایت DNA ژنومی با استفاده از ایزوپروپانول سرد ترسیب و با اتانول 
EDTA-Tris (1X TE) در بافر DNA 70 درصد شستشو داده شد. رسوب

حل شد. DNA استخراج شده در ژل آگارز 1 درصد و بافر TBE 1X به 
و  کمیت  شد.  کیفیت سنجی  و  الكتروفورز  ولت   80 در  دقیقه   30 مدت 
ND-1000 UV/) نانودراپ  DNA نیز با دستگاه اسپکتروفوتومتر  غلظت 

Vis, USA) تعیین شد. در نهایت، DNA استخراج شده تا زمان استفاده 
به فریزر 20- درجه ی سانتی گراد انتقال یافت.

PCR تعیین هویت مولکولی به روش
تعیین هویت ایزوله ی کلینیکی بورخولدریا مالئی بر اساس تکثیر و تعیین 
توالی ژن های اختصاصی BimA، IS407-flip و 23S rRNA باکتری انجام 
بانک  به  با مراجعه  از ژن ها  برای هر یک  پرایمر  )17(. طراحی  گرفت 
انتخاب  و   NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore) اطلاعاتی
توالی های مرجع (NC_006348 و NC_006349) و با استفاده از نرم افزار 
از  استفاده  با   PCR واکنش   .)1 )جدول  گرفت  انجام    AlleleID 7.84
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آنزیم  حاوی   (Ampliqon®, Denmark) آمپلیکون  تجاری  مسترمیکس 
نهایی 25 میکرولیتر  پلیمراز و نشانگر رنگی قرمز در حجم   Taq DNA
از هر  الگو، 0/5 پیکومول   DNA از  بر میکرولیتر  نانوگرم  با محتوی 10 
 (PeQLab, Germany) پرایمر فوروارد و ریورس در دستگاه ترمال سایکلر
در 35 چرخه تکثیری با شرایط دمایی زیر انجام گرفت: مرحله ی واسرشت 
شدن رشته ها در دمای 95 درجه ی سانتی گراد به مدت 1 دقیقه، مرحله ی 
اتصال در دمای 56 درجه ی سانتی گرد برای ژن BimA، دمای 65 درجه ی 
 23S دمای 58 درجه ی سانتی گرد برای ژن ،IS407-flip سانتی گرد برای ژن
به  سانتی گرد  درجه ی   72 دمای  در  گسترش  و  بسط  مرحله ی  و   rRNA
 TBE مدت 1 دقیقه. محصولات تکثیر یافته در ژل آگارز 2 درصد با بافر
1X به مدت 1 ساعت در 80 ولت الكتروفورز شد. نهایتاً، محصولات تکثیر 
شده جهت تعیین توالی به شرکت ماکروژن (MacroGen, Korea) ارسال 
 Clustal و Chromas Lite 2.0 شد. توالی های تعیین شده با نرم افزارهای

X 2.0.11 بررسی شدند.

نتایج
شناسایی ایزوله ی باکتری

آگار  و  گلیسیرینه  ژلوز  محیط  در  باکتری   کشت  از  ساعت   24 از  پس 
خوندار (SBA)، کلنی های موکوئیدی گرد، صاف، محدب، خاکستری رنگ 
و نیمه شفاف رویت شد. مطالعات میکروسکوپی، باسیل و کوکوباسیل های 
گرم منفی صاف و بعضاً خمیده با دو طرف گرد را نشان داد. خصوصیات 
بیوشیمیایی جدایه های باکتری در جدول 2 و مطابقت نتایج با استریپ های 
تجاری  API® 20E در شکل 1 نشان داده شده است. حدود 72 ساعت 
خوکچه  به  درون صفاقی  بصورت  باکتری  سوسپانسیون  تزریق  متعاقب 
هندی نر و کلونیزاسیون باکتری در بافت بیضه، علامت بارز تورم بیضه 
بافت شناختی  و  آناتومیکی  2(. مطالعات  در حیوان مشاهده شد )شکل 
از بیضه حیوان، ضایعات هیستوپاتولوژیکی ناشی از فعالیت پاتوژنیسیته 

باکتری را نشان داد )شکل 3(.

ReferenceTm )°C(Amplicon size )bp(Primer sequence (3→'5')Target

)17(56250F: TTC GAT CGA TTC CTG CTA TCBimA

)17(65989R: GCG TTA AAC GCC GTA CTT TCIS407-flip

)17(58526F: TCA GGT TTG TAT GTC GCT CGG 23S rRNA (Specific for Species)

)17(581051R: CTA GGT GAA GCT CTG CGC GAG23S rRNA (Interspecies)

جدول 1- مشخصات پرایمرهای اختصاصی قطعات تکثیری هدف

StatusBiochemical Test 

VariableOxidase

+Catalase

+Growth at 42ºC

+Nitrate reduction

-Motility

-Indole

No ChangeTSI

-H2S

-Oxidation of lactose

Resistant (no zone)Colistin/Polymyxin B

جدول 2- آزمون های بیوشیمیایی ایزولۀ بورخولدریا مالئی
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API® 20E شکل 1- تعیین خصوصیات بیوشیمیایی ایزولۀ بورخولدریا مالئی با استریپ تجاری

)استریپ A: خصوصیات بیوشیمیایی سویۀ استاندارد Burkholderia mallei Razi 325 ، استریپ B: خصوصیات بیوشیمیایی ایزولۀ بورخولدریا مالئی(

شکل 2- تورم بیضه خوکچه هندی نر )پدیده اشتراوس( ناشی از تزریق درون صفاقی بورخولدریا مالئی

شناسایی و تعیین هویت مولکولی باکتری   ...
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شکل 3- ضایعات گرانولوماتوزی چرکی-التهابی و نفوذپذیری در اپیدیدم در برش مقطعی بافت بیضه خوکچۀ هندی نر متعاقب 72 ساعت از تزریق 

درون-صفاقی )IP( بورخولدریا مالئی )رنگ آمیزی ائوزین-هماتوکسیلین با بزرگنمایی 400 برابر(

PCR تعیین هویت ایزوله ی باکتری با روش
اختصاصی   23S rRNA و   BimA ،IS407-flip به  مربوط  قطعات  تکثیر 
به  اندازه های  در  انتظار  مورد  محصولات  مالئی  بورخولدریا  ایزوله ی 
ترتیب 989، 250 و 526 جفت باز را نشان داد )شکل 4 و 5(. بورخولدریا 
پسودومالئی به عنوان کنترل منفی استفاده شد. همچنین تکثیر قطعه ی 
نظر  مورد  اندازه  بورخولدریا  جنس  گونه های  بین  مشترک   23S rRNA
1051 جفت باز را نشان داد )شکل 6(. پسودوموناس آئروژینوزا به عنوان 
کنترل منفی استفاده گردید. توالی های تعیین شده ی قطعات تکثیر یافته، 
بیشترین شباهت نوکلئوتیدی را به قطعات هم ارز موجود در سویه های 
 Burkholderia mallei NCTC 10229,) مالئی  بورخولدریا  استاندارد 

NCTC10247, ATCC23344, SAVP1) نشان داد.

بحث 
امروزه، مشمشه به عنوان مشکل بهداشتی جدی در کشورهای در حال 
پیدا  بروز  مزمن  و  حاد  فرم های  به  مشمشه   .)8( است  مطرح  توسعه 
می کند. شناخت این بیماری در میزبان های اختصاصی و به ویژه در اسب 
حائز  انسان  به  آن  انتقال  احتمال  و  بیماری  بودن  زئونوتیک  جهت  به 
اهمیت است. علائم بالینی در مشمشه حاد در اسب شامل تب، زخم های 
جلدی، ندول های نکروتیک در کانال بینی همراه با ترشحات زرد رنگ 
چسبناک و عفونی است. در فرم جلدی مشمشه (Farcy) آبسه های پوستی 
و  ترشحات چرکی  به  منجر  لنف  در مسیر  و زخم  لنفاوی  ندول های  و 
عفونی زرد رنگ می شود )7 و 13(. در ایران از سال 1370 تاکنون بیشترین 
موارد مشاهده شده ی مشمشه به فرم تنفسی بوده که معمولا با علائم 
ترشحات موکوپورولانت از منخرین همراه با رال تنفسی و زخم منخرین 

و گاها ترشحات چرکی غلیظ به رنگ عسل بود )5(.
بر اساس اسناد موجود، در سال های 1311-1307 بیماری مشمشه در ایران 

شایع شد و قربانیان زیادی را از خود بر جای گذاشت و موجب وحشت 
عمومی مردم از این بیماری شد. با رواج اتومبیل و کم شدن کاربرد اسب 
در زندگی روزمره ی انسان و نیز اپیدمی حادث شده ی طاعون اسبی که 
باعث از بین رفتن جمعیت زیادی از اسب های کشور گردید، تلفات بیماری 
مشمشه در ایران کاهش یافت )5(. در سال 1352، آخرین آندمی مشمشه 
در ایران در منطقه ی دزلی کردستان رخ داد که موجب تلف شدن 200 
 1372 سال  تا   1352 سال  از  بعد   .)15( شد  انسان  نفر   5 و  اسب  راس 
در سال های 1372-1386،  نگردید.  گزارش  در کشور  بیماری  مورد  هیچ 
مجددا بیماری در کشور و در شهرهای تهران، اصفهان، ارومیه و جزیره ی 
کیش ظهور پیدا کرد )5(. با اینکه پیشینه ی جداسازی بورخولدریا مالئی 
در ایران به سال های 1327 و 1329 بر می گردد )16(، اما اولین گزارش 
بهارصفت  رسمی جداسازی گونه های بورخولدریا در سال 1349 توسط 
و همکاران در مورد میلوئیدوزیس )شبه مشمشه( اسبی و مادیان ارائه 
گردید )1(. در سال 1356 نیز اولین مورد میلوئیدوزیس انسانی به شکل 
ایران توسط پورتقوا و همکاران گزارش شد )10(. مردانی  پنومونی در 
و همکاران در سال 1390 به نقل از اداره ی مبارزه با بیماری های دامی 
بیماری مشمشه  به  ابتلا  موارد  که  کرد  اعلام  کشور  دامپزشکی  سازمان 
در اسب های ایرانی از 5 مورد در سال 1376 به 50 مورد در سال 1389 
دام  و  انسان  بین  مشترک  بیماری  این  بازپدیدی  مسئله،  این   .)9( رسید 
را نگران کننده کرده بود. تقی پور و همکاران در سال 1389 و خاکی و 
همکاران در سال 1390، مشمشه را در ببرهای سیبریایی ارسال شده به 
سایر  و معدوم سازی  به مرگ  منجر  که  کردند  گزارش  تهران  باغ وحش 

گوشت خواران جهت پیشگیری از انتشار بیماری در آن مرکز گردید )5(.
بیماری و  پیشگیری  برنامه های کنترل و  اجرای  تأمین هزینه های  ضعف 
فقدان امکانات آزمایشگاهی مناسب از عوامل شکست تشخیص مناسب 
و زودهنگام عامل عفونی مشمشه به ویژه در موارد مزمن بیماری است. 
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شکل 4- تکثیر ژن های IS407-flip و BimA بورخولدریا مالئی در سایز bp 250 برای ژن IS407-flip و سایز bp 989 برای ژن BimA. سمت چپ، ستون C-: کنترل منفی 

IS407- ایزولۀ بورخولدریا مالئی، ستون 2: تکثیر ژن  IS407-flip ستون 1: تکثیر ژن ،(SMOBiO, Taiwan) 100 bp plus سایز مارکر :M بورخولدریا پسودومالئی(، ستون(

100 (SMOBiO, Taiwan)، ستون A: تکثیر  bp plus سایز مارکر :M کنترل منفی )بورخولدریا پسودومالئی(، ستون :-C سمت راست، ستون .Razi 325بورخولدریا مالئی flip

ژن BimA بورخولدریا مالئی Razi 325، ستون B: تکثیر ژن BimA ایزولۀ بورخولدریا مالئی.

شکل 5- تکثیر ژن 23S rRNA اختصاصی بورخولدریا مالئی در سایز bp 526. ستون M: سایز مارکر )bp plus-Fermentas 100 O’ Gene Ruller(، ستون 1: کنترل 

منفی )Negative control(، ستون 2: تکثیر ژن 23S rRNA بورخولدریا مالئی Razi 325، ستون 3: تکثیر ژن 23S rRNA ایزولۀ بورخولدریا مالئی.

شناسایی و تعیین هویت مولکولی باکتری   ...
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از طرف دیگر، بروز جنگ و ناامنی های منطقه خاورمیانه، شیوع فزاینده 
آن در ده سال اخیر در ایران و نیز گزارش اپیدمی های نقطه ای در مناطق 
بکارگیری روش های تشخیصی سریع و دقیق عامل  لزوم  ایران،  مختلف 
حیوانات  بهداشت  جهانی  سازمان  اساس،  این  بر  می طلبد.  را  بیماری 
 Manual of Diagnostic Tests) در تدوین پروتکل های تشخیصی (OIE)
and Vaccines for Terrestrial Animals) این بیماری، روش های جدیدتر 
مولکولی را در آزمایشگاه های تخصصی پیشنهاد می کند. در حال حاضر، 
روش های مبتنی بر PCR در اغلب آزمایشگاه های رفرانس تحت نظارت 

OIE مورد استفاده قرار می گیرد )8(.
در همه ی اعضای جنس بورخولدریا، قطعه ی 23S rRNA به طول 1051 
این  افتراق  برای  و  است  گونه ای  مشترک  که  دارد  وجود  بازی  جفت 
و  مالئی  بورخولدریا  می شود.  استفاده  مشابه  جنس های  سایر  از  جنس 
 DNA-DNA هیبریداسیون  و  ژنتیکی  نظر  از  پسودومالئی  بورخولدریا 
دارند.  ژنوم  در  اندکی  بسیار  تفاوت های  و  هستند  نزدیک  بهم  بسیار 
تفاوت نوکلئوتیدی در تیمیدین مقابل سایتوزین در نوکلئوتید 2143 در 
توالی 23S rDNA باکتری جهت افتراق بورخولدریا مالئی و بورخولدریا 
پسودومالئی از هم استفاده می شود )17(. برنفیند و همکاران با طراحی 

بورخولدریا  و  مالئی  بورخولدریا   23S rRNA جفت بازی   1051 لوکوس 
 .)2( نمودند  استفاده  مشابه  گونه های  از  آنها  تفریق  برای  پسودومالئی، 
تفاوت  است.  فلاژلین  پروتئین  کننده ی  کد  مالئی  بورخولدریا    flip ژن 
تک نوکلئوتیدی و تغییر نوکلئوتید گوانین به سیتوزین در موقعیت بازی 
بورخولدریا  و  مالئی  بورخولدریا  بین  فلاژلین   fliC ژن  توالی  در   798
پسودومالئی علیرغم غیر متحرک بودن بورخولدریا مالئی، از فاکتورهای 
مهم افتراق دو گونه ی باکتری است )17(. با این وجود، اسپارگ وهمکاران 
نشان دادند که این موتاسیون در بورخولدریا مالئی اختصاصی نبوده و 
در برخی از سویه-های بورخولدریا پسودومالئی نیز دیده می شود )14(. 
امارات  بازپدید در طغیان اخیر مشمشه در  بورخولدریا مالئی  تشخیص 
متحده عربی توسط شولز و همکاران با تکثیر و مطالعه ی لوکوس ژنی 
IS407-flip انجام گرفت و به عنوان ابزار تشخیصی حساس، ساده و سریع 
برای تشخیص اختصاصی این باکتری در نمونه های بالینی به کار رفت )12(. 
ژن BimA بورخولدریا مالئی کد کننده ی پروتئین مورد نیاز برای حرکت 
اکتینی درون سلولی ارگانیسم جهت فرار از پاسخ های ایمنی میزبان است. 
و  مالئی  بورخولدریا   BimA ژن  نوکلئوتیدی  توالی  در  تفاوت  علیرغم 
بورخولدریا پسودومالئی، بورخولدریا مالئی پروتئین BimA عملکردی را 
کد می کند. با توجه به تفاوت نوکلئوتیدی ژن BimA این دو گونه ی باکتری 
به ویژه در بخش '5 و انتهای آمینی، این ژن مارکر تشخیصی مهم برای 
افتراق دو گونه است )17(. اولریچ و همکاران از ماکر BimA برای شناسایی 
پسودومالئی  بورخولدریا  از  آن  افتراق  و  مالئی  بورخولدریا  اختصاصی 
استفاده کردند )17(. با تکمیل تعیین توالی کل ژنوم بورخولدریا مالئی و 
Sanger Institute, http://) بورخولدریا پسودومالئی توسط موسسه سانگر
 Institute of Genome) و موسسه تحقیقات ژنومی (/www.sanger.ac.uk
ژنوم  تفاوت های  شدن  مشخص  و   (/Research, http://www.tigr.org
این دو گونه می توان برای طراحی لوکوس های اختصاصی و بهینه سازی 

روش های تشخیصی-تفریقی استفاده کرد.

نتیجه گیری کلی
گزارش مشمشه در کشور حتی بصورت تک گیر، هشداری برای نهادهای 
با توجه به مشکلات تشخیص سریع و دقیق  بهداشتی و مراقبتی است. 
استفاده  با  مطالعه  این  در  ارگانیسم  شناسایی  مشمشه،  عفونی  عامل 
با  مطابق   23S rRNA و   IS407-flip ،IS407 اختصاصی  ژن های  از 
با   (OIE) حیوانات  بهداشت  جهانی  سازمان  تشخیصی  استانداردهای 

حساسیت و اختصاصیت بالا صورت گرفت.

 تشکر و قدردانی
پژوهش حاضر، حاصل بخشی از نتایج پایان نامه ی دوره ی دکتری تخصصی 
میکروبیولوژی نویسنده اول است که با حمایت مالی موسسه تحقیقات 
واکسن و سرم سازی رازی کرج انجام گرفت. نویسندگان مراتب قدردانی 
بعمل  رازی  و سرم سازی  واکسن  تحقیقات  موسسه  از  را  خود  سپاس  و 
می آورند. از دکتر محمد اسلام پناه در بخش آسیب شناسی موسسه رازی در 
تهیه تصاویر میکروسکوپی و مطالعات پاتوبیولوژیکی قدردانی می گردد. 
همچنین از سازمان دامپزشکی استان آذربایجان غربی و کوشش های دکتر 

خیری کمال تشکر را دارم. 

شکل 6- تکثیر ژن 23S rRNA مشترک گونه های بورخولدریا در سایز bp 1051. ستون 1: تکثیر ژن 

23S rRNA مشترک ایزولۀ بورخولدریا مالئی، ستون 2: تکثیر ژن 23S rRNA مشترک بورخولدریا 

 bp 50 سایز مارکر :M ستون ،)Pseudomonas aeruginosa( ستون 3: کنترل منفی ،Razi 325 مالئی

plus
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