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كاربرد سیستم تایپینگ MLVA 8 لوكوسی بر جدایه های 
بوركولدریا مالیای جمع آوری شده در ایران از سال 
1391 تا 1399، به روزرسانی جدید

چکید ه 

بورکولدریا مالیای با وجود سال های طولانی اجرای برنامه های تست و کشتار توسط کشورهای منطقه، همچنان تک سمیان در خاورمیانه و خاور 
دور را آلوده می نماید. در ایران نیز گزارشات موردی مشمشه و به صورت نادر موارد عفونت انسان مشاهده می گردد. تکنیک لوکوس های 
است. در مطالعه  ثابت نموده  مالیای  بورکولدریا  میان سویه های  افتراق  در  را  توانایی خود  پلی مرف در طول  تکرار شونده  حامل واحدهای 
حاضر یک سیستم تایپینگ مولکولی سویه مشتمل بر 8 لوکوس گزارش می گردد. این سیستم به صورت آزمایشگاهی بر روی 6 جدایه بومی 
معرف جدیدترین همه گیری های مشمشه در ایران و یک سویه بورکولدریا مالیای اجرا گردید. علاوه بر این مجموعه ای از ژنوم 20 سویه مرجع 
بورکولدریا مالیای و 2 سویه بورکولدریا سودومالیای اخذ شده از بانک های اطلاعاتی Pubmed نیز در مطالعه وارد و به صورت رایانه ای مورد 
 Nei’s diversity index ارزیابی قرار گرفتند. آلل های شناسایی شده از فقط 1 مورد )لوکوس 41( تا 10 مورد )لوکوس 13( متفاوت و مقادیر
نیز از 0.53 تا 0.89 تعیین گردید. در مجموع 27 جدایه تحت آزمایش توسط سیستم تایپینگ مورد استفاده در 25 تیپ ژنتیکی و 7 جدایه و 
سویه ایران در 6 تیپ ژنتیکی دسته بندی شدند. نویسندگان معتقدند تا زمان اقتصادی شدن بسترهای تعیین توالی کامل ژنوم در آزمایشگاه های 
با بودجه محدود در کشورهای در حال توسعه، نسخه های بهینه MLVA نظیر آنچه در این مطالعه شرح داده شده است، می توانند در پیشبرد 
تحقیقات همه گیرشناسی بورکولدریا مالیای و آشکارسازی ارتباطات میان جدایه های آن در مقیاس محلی، منطقه ای و جهانی به خوبی موثر 

باشند.

MLVA ،كلمات كلیدی: بورکولدریا مالیای، مشمشه
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Burkholderia mallei remains actively plaguing soliped populations across the Middle and Far East despite the long years 
of ongoing test and slaughter schemes run by the region States. This includes Iran with occasional reports of glanders 
and rarely-occurred cases of human infections. The Multiple locus Variable Number of Tandem Repeat (VNTR) Analysis 
(MLVA) has proved very effective in resolving of Burkholderia mallei strains. Here, a molecular strain-typing system 
based on 8 variable-number tandem-repeat (VNTR) loci is reported. This strategy was laboratory-tested on a panel of 6 
indigenous isolates representing the most recent outbreaks of glanders in Iran and a single Swedish strain of B. mallei. 
A further collection of 20 B. mallei and 2 B. pseudomallei reference strains genomes obtained from Pubmed databases 
were also included in the study to conduct in-situ assessment. The number of alleles detected ranged from 1 (Locus 41) 
to 10 (locus) with the Nei’s diversity index values ranged from 0.53 to 0.89. On the whole, the typing system designated 
27 isolates into 25 genotypes and more specifically the 7 B mallei from Iran to 6 types. Authors believe by the time when 
the whole genome sequencing platforms have come economically available to the low-income laboratory settings in the 
developing world, the optimized versions of MLVA typing method such as the one described here deliver broad potential for 
epidemiological investigation of B. mallei and revelation of relationships between isolates at local, regional and worldwide 
scale.

 Key words: Burkholderia mallei, Glanders, PCR-VNTR

مقدمه
نامیده می شود  نیز   Glanders Equinia، Malleus، Farcy و  مشمشه که 
یک بیماری به شدت عفونی است که بیشتر با تظاهرات بالینی مشخصه 
و غشاهای مخاطی  پوست  در  تشکیل زخم  به  منجر  یعنی ضایعات  آن 
شناخته می شود. این بیماری برای نخستین بار توسط یونانیان )450-425 
پیش از میلاد( و سپس رومی ها )500-400 پس از میلاد( شرح داده شد 
ابتلا  موارد  از  بسیاری  در  دام  و  انسان  میان  بیماری مشترک  این   .)21(
انسانی حتی با وجود استفاده از رژیم درمانی مبتنی بر آنتی بیوتیک و 
گزارش  بود.  خواهد  همراه  بیمار  مرگ  با  مناسب  پزشکی  مراقبت های 
وقوع بیماری به OIE جزو الزامات قانونی برای کشورهای عضو اعلام شده 

است )7(. تک سمیان و از جمله الاغ، قاطر و اسب مهم ترین میزبان های 
طبیعی بورکولدریا مالیای عامل ایجاد بیماری می باشند عفونت در الاغ 
می گردد،  منتهی  مزمن  شکل  به  اسب  در  و  حاد  شکل  به  منجر  بیشتر 
عفونت های  همچنین  و  مزمن  و  حاد  شکل  دو  هر  بروز  که  حالی  در 
پنهان در قاطر مشاهده می شود )21(. عامل بیماری یک باکتری گرم منفی 
بدون حرکت هوازی و یک پاتوژن درون سلولی است. همراه با کاهش 
اهمیت اقتصادی تک سمیان در حمل و نقل و اجرای برنامه تست و کشتار 
حیوانات آلوده، وقوع بیماری در مقیاس جهانی در یکصد سال اخیر رو به 

کاهش گذاشته است.
تولید  در  کاندید  عنوان  به  را  آن  باکتری  این  باکتریولوژیک  ویژگی های 
و  توسعه  منع  مجمع  به  مربوط  مباحث  همچنین  و  زیستی  سلاح های 
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بورکولدریا  آمریکا  در   .)8( است  داده  قرار  بیولوژیک  سلاح های  تکثیر 
 Category B Bio-Threat مالیای به عنوان یک پاتوژن خطرناک در گروه
agent بر اساس طبقه بندی CDC، قرار دارد )14(. در عمل و در جریان 
جنگ جهانی اول آلمان نسبت به استفاده نظامی از باسیل های بورکولدریا 
مالیای در بخارست رومانی )1916( و در آراس )Arras( فرانسه )1917( 

اقدام نمود )6(.
در شرایطی که در آمریکای شمالی و اروپای غربی بیماری ریشه کن شده 
محسوب می گردد، در آمریکای جنوبی، اروپای شرقی، خاور دور و البته 
خاورمیانه همچنان موارد دامی و انسانی بیماری مشاهده می شود )15(. 
در آسیا بیماری همچنان از نپال )1(، هند )1(، پاکستان )17(، افغانستان 
فارس  خلیج  جنوبی  حاشیه  کشورهای  عراق)10(،  بنگلادش)17(،   ،)17(
اخیر  سال های  در   .)3( می گردد  گزارش  ایران  البته  و   )4( ترکیه   ،)15(
بورکولدریا  از  بیشتری  موارد جدید مشمشه جدایه های  با وقوع  همراه 
مالیای در موسسه رازی جداسازی و جمع آوری شده اند )2، 3، 11 و 18(.

در سال 2007 در امریکا یک سیستم ژنوتایپینگ وابسته به PCR مبتنی 
بر لوکوس های حامل واحدهای تکرارشونده پلی مرف در طول معروف به 
 (Multi Locus Variable number of  Tandem Repeat Analysis (MLVA
معرفی گردید که به تدریج به روش بین المللی تایپینگ بورکولدریا مالیای 
تبدیل گردید. با این وجود با انجام مطالعات تکمیلی بعدی علیرغم قدرت 
ممکن  پیشنهادی  لوکوس های  از  برخی  که  شد  داده  نشان  زیاد  تفریق 
بورکولدریا  جدایه های  از  زیادی  تعداد  حتی  یا  و  برخی  ژنوم  در  است 
مالیای وجود نداشته باشند )22(. این یافته ها سبب شده است که در مورد 
بین المللی   MLVA سیستم  در  استفاده  مورد  لوکوس های  تعداد  و  نوع 
MLVA و لوکوس های  اختلاف نظر وجود داشته باشد و اعمال سیستم 
پاتوژن در مطالعات همه گیر  بیشتر  بر روی جدایه های  ژنتیکی مختلف 
شناسی بین المللی مورد توجه قرار گیرد )16(. در مطالعه حاضر به منظور 
مالیای یک  بورکولدریا  نیز وضعیت جمعیتی  و  ژنتیکی  ارزیابی ساختار 
روش MLVA با استفاده از 8 لوکوس بر روی همه 6 جدایه موجود در 
آرشیو موسسه رازی که تاکنون از تک سمیان ایران جداسازی گردیده اند، 
بین المللی مقایسه و تحلیل  با اطلاعات سویه های مرجع  یافته ها  و  اجرا 

گردیده اند.

مواد و روش ها 
جدایه های مورد مطالعه 

جریان  در  و  کشور  دامپزشکی  سازمان  نظر  زیر  ده ساله  دوره  یک  طی 
تهران  وحش  باغ  در  مشمشه  همه گیری های  صحرایی  ارزیابی  عملیات 
آذربایجان  استان  در  اشنویه   ،)1391( البرز  استان  در  کردان   ،)1389(
غربی )1393(، سمیرم در استان اصفهان )1396(، قم )1398( و کرمانشاه 
)1399(، اکیپ اعزامی موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی رازی نسبت 
به اخذ نمونه خون و سواپ از چشم، منخرین و همچنین زخم های جلدی 
از دام های مشکوک یا بیمار و بر حسب مورد انجام کالبدگشایی دام ها 
بر  موسسه  به  آن ها  انتقال  از  پس  نمونه ها  میکروبی  نمود. کشت  اقدام 
انجام   )OIE( دام  بهداشت  جهانی  سازمان  سفارش  مورد  روش  اساس 
جدایه   6 موفقیت آمیز  جمع آوری  به  منجر  اقدامات  این  انجام  گرفت. 
استفاده  حاضر  مطالعه  انجام  در  آنها  از  که  گردید  مالیای  بورکولدریا 

گردید. علاوه بر این سویه سوئدی Burkholderia mallei Razi 325 که 
از سال 1956 به آرشیو باکتریایی موسسه اضافه شده و از آن در تولید 
صنعتی آنتی ژن مالئین استفاده شده است نیز به عنوان سویه مرجع در 

این تحقیق وارد گردید.

بازیافت و تجدید کشت باکتری
فوق  سویه  و  جدایه ها  محتوی  میکروفیوژتیوب های   1399 تابستان  در 
)ذخیره شده در محیط نگه دارنده TSB/Glycerine( از آرشیو باکتریایی 
موجود در فریزر 75- درجه سانتی گراد برداشت و بر روی لوله های کشت 
محیط ژلوز گلیسیرینه تجدید کشت و انکوبه ) 37 درجه سانتی گراد، 48-
 PCR- fliP-IS407A) 24 ساعت( گردید. با استفاده از آزمایشات ژنتیکی
PCR-BimA &) هویت باکتری ها به عنوان بورکولدریا مالیای تایید مجدد 

گردید.

استخراج  کروموزروم باكتری
از توده پرگنه های خالص باكتری )محیط ژلوز گلیسیرینه( معادل یک آنس 
میكروفیوژ  یک   در   TB-lysis بافر  میکرولیتر   400 به  و  برداشت  کامل 
آب  حمام  یک  عمق  در  دقیقه   20 مدت  به  تیوب  یافت.  انتقال  تیوب 
باکتری  تا  گرم محتوی آب جوشان )96 درجه سانتی گراد( نگهداری شد 
 )g8700 /دقیقه  10( سانتریفیوژ  میكروتیوب  محتویات  گردد.  فعال  غیر 
گردید و مایع شناور فوقانی محتوی کروموزوم باكتری برداشت گردید. 
خوندار كشت  آگار  پلیت  یك  روی  مایع  از همین  میکرولیتر   10 معادل 
از غیر فعال شدن  تا  انکوبه گردید )37 درجه سانتی گراد، 24 ساعت(  و 
تا زمان  باكتری  باکتری اطمینان حاصل شود. سوسپانسیون محتوی ژنوم 

انجام آزمایشات PCR در یخچال نگهداری شد.

PCR ساخت پرایمر و آزمون های مولكولی وابسته به
این   .)1 )جدول  شد  استفاده  پیشین  شده  معرفی  پرایمر  زوج   8 از 
پرایمرها امکان تكثیر 8 لوکوس VNTR مشتمل بر مناطق 140، 1367، 
مطالعه  در  معرفی شده  لوکوس های  از مجموعه  و 1217   2065 ،2971
U’Ren )20( و همچنین لوکوس های 41، 24 و 13 را که پیش از این در 
موسسه رازی شناسایی و معرفی شده اند )2، 13 و 19( فراهم می نماید. 
واکنش های PCR به گونه ای تنظیم گردیدند که حجم همه آنها معادل 12 
میکرولیتر تنظیم گردید. اجزا تشکیل دهنده واکنش در مورد لوکوس های 
 DNA Master mix) میکرولیتر   6 شامل   2971 و   2065 و   1367 و   24
هر  از  میکرولیتر   0/4  ،DMSO میکرولیتر   0/6  ،(Amplicon, Belgium
پرایمر پیشران و پسران )از محلول 5 پیکامول/میکرولیتر(، 0/35 میکرولیتر 
محلول کلرور منیزیم )از محلول 50 میلی مولار( همراه با 2/5 میکرولیتر 
از سوسپانسیون ژنوم باکتری و 1/75 میکرولیتر آب مقطر دو بار تقطیر و 
 DNA Master mix) در مورد لوکوس های 13 و 1217 شامل 6 میکرولیتر
هر  از  میکرولیتر   0/5  ،DMSO میکرولیتر   0/6  ،  (Amplicon, Belgium
پرایمر پیشران و پسران )از محلول 5 پیکامول/میکرولیتر(، 0/35 میکرولیتر 
محلول کلرور منیزیم )از محلول 50 میلی مولار( همراه با 2/5 میکرولیتر از 
سوسپانسیون ژنوم باکتری و 1/55 میکرولیتر آب مقطر دو بار و در مورد 
 (DNA Master mix (Amplicon, Belgium 41 و 140 شامل 6 میکرولیتر

كاربرد سیستم تایپینگ MLVA 8 لوكوسی   ...
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، 0/6 میکرولیتر DMSO، 0/5 میکرولیتر از هر پرایمر پیشران و پسران )از 
پیکامول/میکرولیتر(، 0/35 میکرولیتر محلول کلرور منیزیم)از  محلول 5 
ژنوم  سوسپانسیون  از  میکرولیتر   2/5 با  همراه  میلی مولار(   50 محلول 
باکتری و 2/15 میکرولیتر آب مقطر دو بار تقطیر تقطیر، تنظیم گردید. 
برنامه حرارتی و زمانی PCR در مورد لوکوس های 24 و 1367 و 2065 و 
2971 شامل یک مرحله آغازین واسرشت سازی )95 درجه سانتی گراد/300 
s( و به دنبال آن 7 چرخه تکراری مشتمل بر یک مرحله واسرشت سازی 
)95 درجه سانتی گراد/s 60(، یک مرحله اتصال )66 درجه سانتی گراد/60 
چرخه   27 و   )s سانتی گراد/60  درجه   72( طویل سازی   مرحله  یک   ،)s
درجه   95( واسرشت سازی  مرحله  یک  بر  مشتمل  تکراری  متعاقب 
، یک   )s 30/(، یک مرحله اتصال )66 درجه سانتی گرادs 30/سانتی گراد
مرحله طویل سازی )72 درجه سانتی گرادs 30/C( و در نهایت یک مرحله 
نهایی تکمیلی  طویل سازی نهایی )72 درجه سانتی گراد/s 600( گردید. 
آغازین  مرحله  یک  شامل  این چرخه   1217 و   13 لوکوس های  مورد  در 
آن 35 چرخه  دنبال  به  و   )s )95 درجه سانتی گراد/300  واسرشت سازی 
تکراری مشتمل بر یک مرحله واسرشت سازی )95 درجه سانتی گراد/30 
s(، یک مرحله اتصال )58 درجه سانتی گراد/s 40(، یک مرحله طویل سازی 
طویل سازی  تکمیلی  نهایی  مرحله  یک  و   )s سانتی گراد/60  درجه   72(
نهایی )72 درجه سانتی گراد/s 600( گردید. در مورد لوکوس های 41 و 
140 چرخه شامل یک مرحله آغازین آغازین واسرشت سازی )95 درجه 
سانتی گراد/s 300( و بدنبال آن 35 چرخه تکراری مشتمل بر یک مرحله 
واسرشت سازی )95 درجه سانتی گراد/s 30(، یک مرحله اتصال )63 درجه 
سانتی گراد/s 30(، یک مرحله طویل سازی )72 درجه سانتی گراد/s 30( و 
 )s 600/یک مرحله نهایی تکمیلی طویل سازی نهایی )72 درجه سانتی گراد

اجرا گردید. تعیین تقریبی اندازه طول محصولات PCR بروش متعارف 
الکتروفورز ژل پیش رنگ شده (Red Safe) آگاروز USA( %1.5( در میدان 
در  ای  مقایسه  تصویربرداری  و  2 ساعت(  مدت  به   2  V/cm( الكتریكی 
 DNA size marker از  استفاده  با   (BioRad®, USA) داك  ژل  دستگاه 

صورت پذیرفت.

PCR تعیین توالی نوكلئوتیدهای محصولات
اندازه طولی دقیق محصولات تكثیر از طریق تعیین توالی نوکلئوتیدها 
صورت پذیرفت. نتایج در قالب فایل های الکترونیکی کروماتوگراف پس 
از دریافت با استفاده از نرم افزار Chromas بازنگری و در صورت لزوم 
اصلاح و پس از تبدیل به فایل های متنی ذخیره گردیدند. ژنوم 22 سویه 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) تارنمای  از  مالیای  بورکولدریا  مرجع 

genome/browse/#!/prokaryotes/477/) جمع آوری و قطعات هم ارز با 
استفاده از نرم افزار Artemis استخراج و بصورت فایل متنی )txt( ذخیره 
شدند. پس از تهیه فایل های متنی تلفیقی مشتمل بر قطعات ژنتیکی تعیین 
توالی شده و قطعات هم ارز از ژنوم سویه های مرجع بورکولدریا مالیای 
مرجع با استفاده از نرم افزار Clustal )12( با مناطق هم ارز مقایسه شد.

تعیین شاخص تنوع ژنتیکی
قدرت تفریق هر یک از لوکوس های 8 گانه مورد بررسی تحت آزمون با 
 Σ−1 و بر اساس فرمول ریاضی Nei’s diversity index استفاده از شاخص

Allele)) 2 تعیین گردید )جدول 1(.

نتایج

شكل 1- تکثیر موفقیت آمیز همه لوکوس های MLVA در 7 جدایه و سویه مورد مطالعه در بررسی حاضر.
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نتیجه  در  باکتریایی  آرشیو  از  شده  بازیافت  سویه  و  جدایه ها  هویت 
اجرای آزمایشات ژنتیکی (PCR- fliP-IS407A & PCR-BimA) به عنوان 

بورکولدریا مالیای تایید گردید.
در آزمون های PCR تکثیر قطعات هدف در همه جدایه ها و سویه مورد 
توالی  تعیین  که  حالی  در   )1 )شکل  پذیرفت  انجام  موفقیت  با  بررسی 
دلیل  به  آزمایش  تکرار  علیرغم   PCR محصول   3 مورد  در  نوکلئوتیدها 
پذیر  امکان  توالی  تعیین  محصول  کروماتوگرام های  نامطلوب  کیفیت 

نگردید. 
مالیای  بورکولدریا  باکتری های  میان  در  مجموع  در   MLVA آزمون  در 
رازی و سویه های منتخب تحت مطالعه در تحقیق  موجود در موسسه 
حاضر در مورد لوکوس های 140، 1367، 2971، 2065 و 1217 به ترتیب 
1، 2، 4، 4 و 2 آلل و در مورد لوکوس های 41، 24 و 13 به ترتیب 1، 1 و 

3 آلل شناسایی گردید )جدول 1(.
کار  به  لوکوس   8 ژنتیکی  تنوع   Nei's diversity index شاخص  محاسبه 
رفته در این تحقیق با شمول 22 سویه شناخته شده بورکورلدریا مالیای 
که ژنوم آن ها به طور کامل تعیین توالی و اطلاعات آن در اختیار عموم 
قرار دارد در کنار جدایه ها و سویه تحت بررسی در این تحقیق به ترتیب 
0/84، 0/55، 0/89، 0/54 و 0/84 در مورد لوکوس های 140، 1367، 2971، 

لوکوس های 41، 24 و 13  ، 0/53 و 0/86 در مورد   0 و  2065 و 1217 
محاسبه گردید )جدول 1(.

در بررسی مقایسه ای نرم افزاری (in silico analysis) نشانه هایی از حذف 
بخش یا بخش هایی از لوکوس VNTR1217 و VNTR1367 به ترتیب در 
3 و 4 سویه غیر ایرانی این باکتری شناسایی گردید )جزئیات این یافته ها 

در متن حاضر ارائه نشده است(.
نمودار Minimum spanning tree پروفایل های MLVA، 6 جدایه بومی و 1 
سویه غیر بومی بورخولدریا مالیای ایران، 18 سویه بین المللی بورخولدریا 
نشان  دو  شكل  در  سودومالیای  بورکولدریا  بین المللی  سویه   2 و  مالیای 

داده شده است.

بحث
در میان 8 لوکوس مورد استفاده در این تحقیق دو لوکوس 13 و 1367 
موفق به تشخیص افتراقی میان سویه Burkholderia mallei Razi 325 و 
جدایه های ایرانی این باکتری شدند. به نظر می رسد این لوکوس ها پتانسیل 
کاربری به عنوان مارکرهای تشخیص تفریقی میان جدایه های بومی و غیر 
بومی ایران را داشته باشند که البته درستی این مشاهده با انجام مطالعات 

شكل 2- نمودار Minimum spanning tree پروفایلهایMLVA  6 جدایه بومی و 1 سویه غیر بومی بورخولدریا مالیای ایران، 18 سویه بین المللی بورخولدریا 

مالیای و 2 سویه بین المللی بورکولدریا سودومالیای. هر دایره نشان دهنده یک پروفایل ژنتیکی می باشد و اندازه هر دایره با تعداد جدایه/سویه های معرف آن 

پروفایل متناسب است. اعداد کنار خطوط متصل کننده میان دایره ها نشان دهنده عددی تفاوت میان پروفایل های  MLVAو تفاوت در اندازه لوکوس ها می باشد.

كاربرد سیستم تایپینگ MLVA 8 لوكوسی   ...
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آتی و شمول جدایه های بیشتر ایرانی ارزیابی خواهد گردید.
این  در  رفته  بکار  لوکس   8 تفریقی  قدرت  میان  مقایسه ای  بررسی  در 
لوکوس  ایرانی و  لوکوس های 24، 140 در ژنوم تمام جدایه های  مطالعه 
41 در میان همه جدایه ها و سویه های مورد مطالعه در این تحقیق بدون 
 41 لوکوس  از  استفاده  ترتیب  بدین  که  گردیدند  مشاهده  پلی مرفیسم 
در روش ژنوتایپینگ MLVA بورکولدریا مالیای نمی تواند سودمند باشد. 
 )10( آلل ها  تعداد  میزان  بیشترین  ارایه  لوکوس 13 ضمن  عین حال  در 
از  قدرتمند  لوکوس  دومین  عنوان  به  آزمون  تحت  باکتری های  میان  در 
نظر قدرت تفریق ظاهر گردید. به نظر می رسد این لوکوس می تواند به 
  MLVA عنوان یک کاندید در معرفی نسخه اصلاح شده روش ژنوتایپینگ

بورکولدریا مالیای در مقیاس بین المللی در نظر گرفته شود.
استفاده از روش ژنوتایپبنگ MLVA با بکار گیری 8 لوکوس مورد نظر 
این مطالعه هفت جدایه ایرانی و سویه سوئدی موجود در موسسه رازی 
قابل  نشانه ای  می تواند  که  نمود  تفکیک  ژنتیکی  پروفایل  هفت  در  را 
اعتماد از وجود تنوع قابل توجه ژنتیکی در جمعیت بورکولدریا مالیای و 

کانون های متعدد حضور و فعالیت باکتری در ایران باشد )9(.
از  بین المللی  جدایه   30 با  ایرانی  جدایه های  مقایسه ای  ارزیابی  در 
باکتری های تحت بررسی  ارتباط ژنتیکی میان  کشورهای دیگر و تحلیل 
از نظر همه گیرشناسی همان گونه که در شكل 2 نمایش داده شده است 
جدایه های ایرانی با یکدیگر مشابهت ژنتیکی بیشتری دارند. این مشاهده 
نظر  از  احتمالاً  ایرانی  جدایه های  که  باشد  این  نشان دهنده  می تواند 
تکاملی از یک کلون اجدادی اشتقاق یافته و سپس به تدریج در این نواحی 

جغرافیایی انتشار یافته اند )9(.
جدایه های  محدود  تعداد  میان  در  متعدد  ژنتیکی  تیپ های  مشاهده 
ایرانی تحت مطالعه در این تحقیق ضمن اشاره بر گستردگی تنوع ژنتیکی 
جمعیت باکتری در ایران می تواند نشانه ای از موفقیت سیاست های بکار 
گرفته شده مدیریتی در مهار موارد وقوع بیماری در میان جمعیت های 
تک  سمیان و محدود نگه داشتن دامنه همه گیری به موارد تک گیر باشد 
که در عین حال نشان دهنده ماندگاری و حرکت بیماری در نتیجه معرفی 
این   .)16( بود  خواهد  گله  به  باکتری  حامل  و  آلوده  جدید  تک سمیان 
در  مشمشه  پایداری  عامل  رایج  پدیده  عنوان  به  این  از  پیش  مشاهده 

منطقه خاورمیانه معرفی شده است )5 و 9(.
در   MLVA ژنتیکی  تایپینگ  سیستم  اعمال  یافته ها،  جمع بندی  در 
وجود  نشانه های  تشخیص  و  مالیای  بورکولدریا  جدایه های  دسته بندی 
انتقال عفونت و موارد وقوع مشمشه در گله های  زنجیره های احتمالی 
تک سمیان می تواند کاربردی و سودمند باشد و با شمول جدایه های بیشتر 
یافته های این سیستم تحلیل دقیقتری از ارتباطات همه گیری میان موارد 

وقوع بیماری در ایران قابل استنتاج خواهد بود.

تشکر و قدردانی
امکانات و هزینه های عملیات آزمایشگاهی و صحرایی اجرای این مطالعه 
پروژه  قالب  در  استفاده  مورد  باکتریایی  سویه  و  جدایه ها  همچنین  و 
تحقیقاتی شماره 97017-054-18-18-01 توسط موسسه تحقیقات واکسن 
شجاعت  نجف پور،  رضا  آقای  از  است.  شده  فراهم  رازی  سرم سازی  و 
دشتی پور و علی دهقان پور به خاطر مساعدت در انجام عملیات بازیافت، 

کشت و استخراج ژنوم باکتری تقدیر می گردد. فرانک ابنا رودحله دانش 
آموخته دکترای تخصصی میکروبیولوژی دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی 

واحد علوم و تحقیقات تهران می باشد.
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