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چکیده

هاي براي انجام آزمایش مالئیناسیون و شناسایی داماست و مانده مهم مشمشه در خاورمیانههاي باقیایران یکی از کانون:هدفوزمینه
ژنوتایپینـگ گـردد. روش بـراي تولیـد مـالئین اسـتفاده مـی     Burkholderia mallei Razi 325مبتلا به مشمشه و یا آلوده از سویه غیربـومی  

Multi Locus Variable number tandem repeat Analysis (MLVA)پذیرفته شده اسـت. مالئیبورخولدریاالمللی تایپینگ به عنوان روش بین
جام شد.ان، سویه مورد استفاده در تولید صنعتی مالئین در ایران325رازي مالئیبورخولدریاساختار ژنتیکی یین مطالعه به منظور شناسایا

،VNTR140،VNTR1367لوکـوس شـناخته شـده    4با اسـتفاده از  MLVA genotypingاز روش یفین مطالعه توصیدر ا:بررسیروش
VNTR2065 وVNTR2971 لوکوس جدید 2وVNTR24 وVNTR41د.یاستفاده گرد

صورت همزمان توسط یک پروتکل مقـدور گردیـد.   بهنتیکی منطقه ژ6انجام آمپلیفیکاسیون هر PCRسازي فرآیند نتیجه با بهینه:هاهیافت
،VNTR140،VNTR1367،VNTR2065،VNTR2971هـاي  در ژنـوم ایـن سـویه در لوکـوس    . محصولات آمپلیفیکاسیون تعیین توالی شدند

VNTR24 وVNTR41 ین سـاختار ژنتیکـی   اداشت.کپی از واحدهاي تکرار شونده خاص هر لوکوس وجود 2و 1، 12،6، 3، 2به ترتیب
شناخته Burkholderia mallei SAVP1و Burkholderia mallei BMQهاي سویهوBurkholderia mallei ATCC 23344با آنچه از سویه چینی 

قایسه گردید.م؛شده است
ها نشان داد.هاي فوق را به کمک این لوکوسو سویهRazi 325امکان تشخیص افتراقی میان حاصلهنتایج :گیرينتیجه
MLVA ،VNTR، ژنوتایپینگ Razi 325مالئیبورخولدریا، ، مالئینمشمشه:هاواژهکلید
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مقدمه
)Glandersه (توضــیحات مســتند در مــورد مشمشــتــرینیقــدیم

از مـیلاد مسـیح   قبـل  350و 425هاي بقراط و ارسطو در سالتوسط 
بورخولـدریا حـال شناسـایی و جداسـازي    با ایـن ). 1شده است (ه یارا

ممکـن نگردیـد  1882به عنوان عامل بیماري تـا پـیش از سـال    مالئی
در حال حاضر وقوع طبیعی مشمشه از نظر جغرافیایی محدود به ).2(

آمریکـاي  نیـز ، آفریقا و )6و5(خاورمیانه)،4و3(از آسیاهاییبخش
هـاي اصـلی   گردد. ایـران همچنـان یکـی از کـانون    می)7و2(جنوبی

جـوزف  ).6(گـردد اندمیک بیمـاري در غـرب آسـیا محسـوب مـی     
دزیره تولوزانی، پزشک فرانسوي ناصـرالدین شـاه در قـرن نـوزدهم     

ان اشاره نمـوده اسـت  هاي ایرمیلادي به وجود بیماري در تک سمی
در میــان شــیر و ببرهــاي 1389وقــوع اپیــدمی مشمشــه در ســال ).8(

کـه در نتیجـه آن   اسـت وحش تهران از جدیدترین موارد بیماري باغ
وسانان تلف هاي کمیاب این گربهچندین قلاده از گرانبهاترین گونه

).6شدند (معدوم به ناچاریا بنابر ملاحظات قرنطینه 
گونه مستقل شناسایی و تعریف 43بیش از خولدریابوردر جنس 

بورخولـدریا و مـالئی بورخولـدریا در ایـن میـان   ).10و9(شده است
) به عنوان دو گونه بسیار نزدیـک از  Melioidosis(عامل سودومالئی

نظـر خصوصــیات فنــوتیپی و ژنـوتیپی و همچنــین تظــاهرات بیمــاري   
).11(شوندمیایجاد شده در انسان و دام بیمار شناخته 
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ــته بـــــه  ــPCRروش ژنوتایپینـــــگ وابســـ ــامه بـــ MLVAنـــ

(Multi locus Variable Number Tandem Repeatanalysis) در
کـاربرد دارد.  زا هاي بیماريمطالعات اپیدمیولوژي و فیلوژنی باکتري

و مـــالئیبورخولـــدریاغربـــالگري ژنـــوم کامـــل بـــا ياهدر مطالعـــ
لوکـوس ژنتیکـی در قالـب یـک     32سـودومالئی تعـداد   بورخولدریا

در ).12شـد ( هـا معرفـی   براي این پاتوژنMLVAسیستم ژنوتایپینگ
معرفـی و کـاربري   VNTRلوکـوس دیگـر   10تعداد يگریه دمطالع

).13ه شد (آنها در تایپینگ هر دو پاتوژن نشان داد
هـاي  در شرایطی که منطقه غرب آسیا و خاورمیانه یکی از کانون

در بحـرین ؛گـردد انـدمیک مشمشـه محسـوب مـی    قدیمی و پایـدار  
اپیــدمیولوژي ) 16(و امــارات متحــده عربــی)4(، پاکســتان)15و14(

هاي مولکولار بیولوژي مورد بررسی قـرار  مشمشه با استفاده از روش
بـه  مالئیبورخولدریاگرفته است. ضمن آنکه ژنوم یک سویه هندي 

یش از ایـن منتشـر   طور کامل تعیین توالی گردیده و اطلاعـات آن پ ـ 
اند جمعیـت ایـن بـاکتري از    این مطالعات نشان داده).17(استشده

نقــش ســنتی اســت.تنـوع ژنتیکــی قابــل توجــه در منطقــه برخــوردار  
ویــژه اسـب در اقتصــاد کشـورهایی نظیــر پاکســتان و   هســمیان ب ـتـک 

اهمیت آن در ورزش پرطرفدار و تـاریخی اسـب دوانـی در ایـران و     
طقه به عنـوان عامـل مـوثر در پایـداري پـاتوژن و      کشورهاي عربی من

).4(تنوع ژنتیکی آن معرفی شده است
و بـا اسـتفاده از  MLVAکـارگیري روش  هدر مطالعه حاضر بـا ب ـ 

مـورد  B. malleiRazi325لوکوس ژنتیکی ساختار ژنتیکـی سـویه   6
ــایج    ــت و نت ــه اس ــرار گرفت ــی ق ــهبررس ــا   ب ــده ب ــت آم ــویه 3دس س

Burkholderia mallei ATCC 23344     ایـن سـویه چینـی در سـال)
ــت)      1944 ــده اسـ ــدا شـ ــه جـ ــه مشمشـ ــتلا بـ ــار مبـ ــک بیمـ از یـ

Burkholderia mallei)؛18( BMQ وBurkholderia mallei SAVP1 که
؛صـورت کامـل تعیـین تـوالی ژنتیکـی شـده      هپیش از این ژنوم آنها ب

کـه  اسـت کرومـوزوم  2داراي مالئیبورخولدریامقایسه شده است. 
شوند.شناخته می(II)و کوچک(I)هاي بزرگنام کروموزومهب

مـالئی بورخولـدریا این مطالعه به منظور شناسایی ساختار ژنتیکی 
، سـویه مــورد اســتفاده در تولیـد صــنعتی مــالئین در ایــران   325رازي 

انجام شد.
بررسیروش

سـازي  این مطالعه توصیفی در مؤسسه تحقیقـات واکسـن و سـرم   
.دیانجام گرد1391-92يهاسالیطرازي کرج 

باکتريکشت 
B. malleiسویه  Razi درون یک لوله کشت محتوي محیط 325

گـراد بـه مـدت   درجـه سـانتی  37ژلوز گلیسیرینه کشت و در دمـاي 
هاي باکتري نگهداري شد.ساعت تا زمان مشاهده پرگنه48

اکتريماده ژنتیکی باستخراج 
معـادل  ).19(اده قـرار گرفـت  روش ساده جوشانیدن مـورد اسـتف  

توسـط آنـس   سـاعته بـاکتري   48از کشت)µl 10(یک لوپ کامل 
کی ـدر موجود TB-lysisبافرμl400و بهبرداشتبار مصرف یک

ــت (   ــد نش ــر ض ــوب داراي واش ــد.  O-ringمیکروتی ــال داده ش ) انتق
ماري محتـوي آب  بنعمق به کمک یک وزنه فلزي در میکروتیوب 

30و بـه مـدت   یافـت  گراد) استقراردرجه سانتی95(در حال جوش
غیرفعـال گـردد.   يقه در همین وضعیت نگه داشته شـد تـا بـاکتر   یدق

و پـس از خنـک   افت یماري انتقال به خارج از بنمیکروتیوب سپس 
مایع فوقـانی  .وژ گردیدیفیسانترg10000در قه یدق10به مدت شدن 

فیلتـر  و از ه شـد رداشـت بـا دقـت ب  محتوي ژنوم بـاکتري  دست آمده به
عبور داده شد تا از فقـدان بـاکتري زنـده در مـایع     µl 0.2سرسرنگی 

ماده ژنتیکـی  . سوسپانسیون محتوي صاف شده اطمینان حاصل گردد
نگهـداري  آزمایشـگاه  فریـزر یـا  تا زمان مصرف در یخچـال  باکتري 

به کار PCRهاي صورت مستقیم در واکنشبه. این سوسپانسیونشد
شد.گرفته

MLVAآزمون 

VNTRهاي انتخاب لوکوس

ــوع  ــوس 6از مجم ــن VNTRلوک ــتفاده در ای ــورد اس ــهم مطالع
شدند.انتخاب )U'Ren)12لوکوس بر اساس مطالعه 4

و VNTR140،VNTR1367،VNTR2065شـامل هـا  لوکوس
VNTR2971هــاي . لوکــوسبودنــدVNTR2065 وVNTR1367

ــوس  ــک و لوکـ ــوزوم کوچـ ــرروي کرومـ ــابـ و VNTR2971ي هـ
VNTR140    ــتقرار ــاکتري اس ــزرگ ب ــوزوم ب ــرروي کروم ــدب .دارن
مورفیسـم مشـاهده شـده    لوکـوس براسـاس میـزان پلـی    4انتخاب این 

ــطلاح    ــه اصــ ــه بــ ــذیرفت کــ ــورت پــ ــا صــ ــه آنهــ ــب بــ منتســ
Nei's Diversity Index  در تحقیـق  ).12(شـود شـناخته مـیU'Ren

یس تنــوع ژنتیکــی لوکــوس انتخــابی از بــالاترین مقــادیر انــد4همــه 
از دو لوکـوس  مطالعه حاضـر علاوه بر این در ).12(برخوردار بودند

(دو کرومـوزوم کوچـک و   ژنـوم کامـل   جدید نیز اسـتفاده گردیـد.   
با استفاده از ) ATCC 23344(Burkholderia malleiسویه بزرگ) 

هـاي  و بـا اسـتفاده از مؤلفـه   Tandem Repeat Finder verافـزار  نرم
ــرمفــرضپــیش ــزار ن ــرار گرفــت اف ــدین ترتیــب .مــورد جســتجو ق ب

با واحدهاي تکـرار شـونده بـه    VNTR24وVNTR41هايلوکوس
ک).ی(جدول شدندزوج باز انتخاب 24و 5ترتیب 

انتخاب و طراحی پرایمر
در مـــــورد لوکـــــوس U'Renزوج پرایمرهـــــاي پیشـــــنهادي 

VNTR1367هـا از  وسمورد استفاده قرار گرفتند. در مورد بقیه لوک ـ
ــه  وVNTR24،VNTR2065،VNTR2971،VNTR41جملـــــ

VNTR140افزار آرتمیس بخشی از ژنوم بـاکتري بـه   ستفاده از نرمابا
اي انتخاب گردید که لوکوس مورد نظـر  به گونهKb 2طول تقریبی 
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قطعه قرار داشته باشد. براي طراحی پرایمـر از  یمیانقسمت در تقریباً
هـاي برنامـه بـه    فـرض پـیش ).21و20شـد ( تفاده اس ـPrimer 3برنامه 
در PCRاي تنظیم گردید که انـدازه مـورد انتظـار محصـولات     گونه

ک).یند (جدول قرار داشته باشزوج باز500-700محدوده 
PCR

و دستیابی به یک پروتکل مشترك PCRسازي شرایط براي بهینه
در PCRواکـنش  24لوکـوس،  6و واحد قابـل اسـتفاده بـراي همـه     

اي عـددي بـه گونـه   6گـروه  4مورد هر لوکوس انفـرادي در قالـب   
دمـاي  6متـرادف بـا   PCRواکـنش  6بینی گردیـد کـه   تنظیم و پیش

ــف  ــه 9/64و annealing)55 ،7/56 ،1/59 ،4/60 ،9/62مختل درج
میـزان پرایمـر   گـروه  دودردر عین حـال  شدند.انتخاب گراد)سانتی

ــا 1مصــرفی ( ــد گــروه ) و در دو پیکومــول5و ی ــزان کلری دیگــر می
. مـواد و  عنـوان متغیـر اعمـال گردیـد    ه) بmM 2.5یا 1mMمنیزیوم ( 

جـز پرایمرهـا و   بـه (PCRهـاي  اجزاء متعارف مورد نیـاز در واکـنش  

DNA templateصورت آماده مصرف بـه صـورت کیـت بـا نـام      ه) ب
مـورد اسـتفاده قـرار   (Ampliquor®, Denmark)رآمپلیکـو تجـاري  

گرفتنــد. پرایمرهــاي مــورد اســتفاده توســط آزمایشــگاه همکــار       
جـویی در زمـان   (ماکروژن کره جنوبی) تهیه شدند. به منظـور صـرفه  

master mixجـویی در مصـرف مـوارد اولیـه از روش    اجرا و صـرفه 

تنظـیم گردیـد.   µL12برابر با PCRاستفاده شد و حجم هر واکنش 
اسـتفاده  ه عنـوان کنتـرل منفـی    ب ـDouble Distilled PCR waterاز 

بـا  Initial denaturationشـامل یـک مرحلـه    PCR. واکـنش  گردید
نوبت 30ه و به دنبال آن یثان300به مدت گرادیدرجه سانت95يدما

گـراد یدرجـه سـانت  95يبـا دمـا  Denaturationهـاي متـوالی   چرخه
يا دمـا ب ـExtensionه، ی ـثان30به مدت annealingه،یثان30مدت به

یل ـیتکمیینهـا مرحلـه کیه و یثان30به مدت گرادیدرجه سانت72
)Final extension (گراد یدرجه سانت72يدماه دریثان600به مدت

آمده است.2در جدول PCRهاي اجزاء سازنده واکنشانجام شد.

ر آملیفیکاسیون آنهاو پرایمرهاي مورد استفاده دVNTRهاي ژنتیکی هاي لوکوسویژگی:1جدول

منبع
Amplicon size

(bp)

Nucleotide sequence (5'→ 3')Consensus repeat
sequenceChromosome

Locus/
primer

B
M

Q

SA
V

P
1

A
T

C
C

23
34

4

R
az

i 3
25

اله 
مط

ضر
652628628604حا

TTC TCG AAC TCG CCC TTC AC
GCGCGAACTGCG
ACGACATCCGCTLarge (I)

VNTR24f

CGG TGT TTT CGG TGC ATC TGVNTR24r

عه 
طال

م
ضر

509509509509حا

ATG AGC TTC TGC CCA TCG AC
GGCGCLarge (I)

VNTR41f

GTT GGG AAT AGA ACG GCG TGVNTR41r

U
'R

en
ن (

کارا
 هم

و
14(

563571571563

GTC GGG CAT TCC GTT TCA GA
GCGCCGAASmall (II)

VNTR140f

AAC GGG AAG GGC GAG TCTVNTR140r

486468495504

GGC GCT GCC GTG GCC GGA CGA  C
ACATCGAACSmall (II)

VNTR1367f

GCC GGC GAA GCA TCG AGG CGGVNTR1367r

666658674674

GGA AGT CCC CGA GTG AAC TG
TCGATGACSmall (II)

VNTR2065f

GTT ACG ACT TCT CCG GGC ATVNTR2065r

634741748741

AAC GAC GGT GTG GTC TTT CA
AAGCACGSmall (II)

VNTR2971f

CAA CAC GCT CGT CTA CCT GAVNTR2971r

مورد استفادهPCRهاي زمان واکنش-هاي دمااجزاء ساختار و پروتکل چرخه:2جدول
Total volume

(µl)
PCR water

(µl)
DNA

template (µl)
MgCl22 (µl)Primer

reverse1 (µl)
Primer forward1

(µl)
PCR master

mix (µl)
PCR protocol

125/15/201161
1214/15/236/01162
1215/35/202/02/063
1274/25/236/02/02/064
121/45/102/02/06Universal
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و تصویرنگاري ژلالکتروفورز
رنـگ  ) از پـیش Invitrogen® , USAآگـاروز ( درصـد  5/1ژل 
رانش ژل بارگـذاري  مورد استفاده قرار گرفت.Red Safe®شده با 

بـه  V/cm 2در میدان الکتریکی بـه قـدرت   PCRشده با محصولات 
در جریان عکسبرداري از ژل حاصلهانجام و تصاویر ساعت 2مدت 

مقایسـه  ) 22(سـاخت مؤسسـه رازي  DNA size markerبا بانـدهاي  
ن شود.یتعیPCRصولات اندازه تقریبی محتا دیگرد

PCRسازي شرایط اجراي بهینه

و هـاي چهارگانـه هـر لوکـوس     نتایج تصویري آزمـون با بررسی 
یـک پروتکـل واحـد دمـا و     لوکـوس  6هاي مربوط به بازنگري یافته

همــه در مــورد غلظــت اجــزاء ســازنده (منیزیــوم کلرایــد و پرایمــر)  
همه PCRجراي در ا. این پروتکل )2انتخاب شد (جدول ها لوکوس

کار گرفته شد.انتخاب شده بهلوکوس6
PCRي محصولات تعیین توالی نوکلئوتیدها

دسـت آمـده مربـوط بـه     بـه آمپلیکـون  6توالی نوکلئوتیدهاي هر 
B. malleiسویه  Razi در آزمایشـگاه همکـار (مـاکروژن کـره     325

اي افزاره ـکـارگیري نـرم  ههـا بـا ب ـ  جنوبی) تعیین توالی گردید و یافته
) 24(.Chromas lite Version 2.1و )Clustal)23تخصصـی نظیـر   

گردیدند.پردازش 
هایافته

)universal(یـک پروتکـل مشـترك   با موفقیـت در دسـتیابی بـه    
PCR)لوکـوس  6فیکاسـیون هـر   امکـان آمپلـی  )دما و اجزاء سازنده

B. malleiمربوط به ژنـوم   Razi و کی ـشـکل  فـراهم گردیـد (  325
تعیـین  تولید و تمـامی آنهـا   PCRمحصول 6. بدین ترتیب )2جدول

شدند.توالی نوکلئوتیدي 
تکـرار شـونده   که متشکل از یک واحدVNTR140در لوکوس 

ــول  ــه طـ ــد (8بـ ــود؛) GCGCCGAAنوکلئوتیـ ــویهبـ ــوم سـ در ژنـ

B. mallei Razi تکرار از این واحد مشاهده گردید. در 2تعداد 325
.Bمقایسه با ژنوم سـویه   Mallei ATCC 2344  هـاي  کـه کرومـوزوم

تکـرار از ایـن واحـد وجـود     3؛اندطور کامل تعیین توالی شدهآن به
متشکل از یک واحد تکرار شونده VNTR1367. در لوکوس شتدا

ــول   ــه طــ ــد (9بــ ــویه ACATCGAACنوکلئوتیــ ــوم ســ ) در ژنــ
B. mallei Razi ــداد 325 ــویه 3تعـــ ــرار و در ســـ تکـــ

B. mallei ATCC 2344تکرار از این واحد مشاهده گردید. 2دادتع
ــول  VNTR2065در لوکــوس  ــه ط ــونده ب ــرار ش ــد تک ــک واح از ی

تکــرار در ژنــوم هــر دو ســویه   TCGATGAC (12نوکلئوتیــد (8
B. mallei Razi B. malleiو 325 ATCC 2344  در شـد مشـاهده .

تکرار از یک واحد تکرار شـونده بـه   6تعداد VNTR2971لوکوس 
ــول  ــد (نوکل7طـــــ ــویهAAGCACGئوتیـــــ ــوم ســـــ ) در ژنـــــ

B. mallei Razi B. malleiسـویه  زینو 325 ATCC 2344  مشـاهده
صورت جالب توجهی در همین لوکوس یک واحد تکرار هگردید. ب

) شناسـایی گردیـد   CCGCACGنوکلئوتیـد ( 7شونده دیگر به طول 
B. malleiتکــرار از آن در ژنـوم سـویه   4کـه تعـداد    Razi و325

مشـاهده شـد. در   B. mallei ATCC 2344ار در ژنـوم سـویه   تکـر 5
کپــی از واحــد تکــراري بــه طــولکیــتعــدادVNTR24لوکــوس 

ــد (24 ) در GCGCGAACTGCGACGACATCCGCTنوکلئوتیــ
B. malleiژنوم سـویه   Razi کـه در ژنـوم سـویه   شـد شناسـایی  325

B. mallei ATCC 2344 کپی از این واحد تکراري معرفـی  2تعداد
کپـی از یـک تکـرار    2نیـز  VNTR41ه است. در مورد لوکـوس  شد

) هــم در ژنــوم ســـویه  GGCGCنوکلئوتیـــد (5شــونده بــه طــول    
B. mallei Razi ــایی 325 و هـــم در ژنـــوم ســـویهشـــدشناسـ
B. mallei ATCC 2344د.یمشاهده گرد

BM 24وBM 41يهامربوط به لوکوسMLVA genotypingهاي در مورد آزمایشPCRیند اسازي فربهینه:1شکل 

را به ترتیب annealingگرادیان دمایی مرحله 6تا 1اعداد است. Dو A ،B ،Cي هاپروتکلفیکاسیون مربوط به نتایج ژل الکتروفورز محصولات آمپلی
مول از هر پرایمر وپیکیکBو Aسري در PCRهر واکنش در دهند.گراد نشان میدرجه سانتی9/65و7/62،9/63، 1/60، 7/56، 1/56برابر با 

و Bهاي ، غلظت این ترکیب در سريMgCl2ر ارتباط با میزان است. دبرابر با پنج پیکومول Dو Cهايمیزان همین پرایمرها در مورد سريوجود دارد و 
Dهاي سري و غلظت همین ترکیب در واکنشمولار برابر با یک میلیA وCهاي میانی در هر قسمت تصویر مربوط به ستوناست. مولار میلی5/2ر براب

DNA size marker900و 700، 500، 300، 100باند (5که داراي استbp.هستند (

VNTR 24
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بحث
ون همزمان هر شش لوکـوس یکاسیفین مطالعه امکان آمپلیانجام ا
VNTR24 ،VNTR41 ،VNTR140 ،VNTR1367 ،VNTR2065

را نشان داد. عـلاوه  PCRک پروتکل واحدیتوسط VNTR2971و 
B. malleiه یسویکین ساختار ژنتیبر ا يهات لوکوسیدر موقع325

د.ین گردییو تعییفوق شناسا
از اولیگونوکلئوتیـدهاي  U'Renدر روش ژنوتایپینگ پیشـنهادي  

امـا در  )؛12(فلورسنت استفاده شدهاي گذاري شده با رنگعلامت
مطالعه حاضر با توجه به موضوع محدودیت در تجهیزات و همچنین 

اي تنظیم گردیـد کـه امکـان اجـراي تمـام      هزینه، روش کار به گونه
فیکاسـیون قطعـات ژنـومی بـا اسـتفاده از یـک ماشـین        مراحل آمپلـی 

ایـن در  ترموسایکلر معمولی قابل اجرا باشد. ایـن اسـتراتژي پـیش از   
ــورد روش   ــا موفقیــت در م SNP typingآزمایشــگاه نویســندگان ب

).19(باسیلوس آنتراسیس به کار گرفته شده است
ــال     ــه رازي، در س ــود در مؤسس ــات موج ــاس اطلاع 1956براس

ــویه    ــک ســـ ــیلادي یـــ ــدریامـــ ــلی  بورخولـــ ــام اصـــ ــا نـــ بـــ
Maleomyces mallei U-7     از استکهلم سـوئد بـر روي محـیط ژلـوز

ــیرینه  ــام    گلیســ ــه نــ ــس بــ ــه وارد و از آن پــ ــن مؤسســ ــه ایــ بــ
Burkholderia mallei Razi شناخته شد. تهیه و تولیـد صـنعتی   325

مالئین در ایـران در تمـام نـیم قـرن گذشـته بـا اسـتفاده از ایـن سـویه          
.صورت پذیرفته است

B. malleiشناخت ساختار ژنتیکی سویه  Razi دستکم از دو 325
المللـی نـاظر بـر    از نظر مقررات بـین ولاًااست. دیدگاه داراي اهمیت 

هاي بیولوژیک کـه شناسـایی خصوصـیات فنـوتیپی و     تولید فرآورده
ژنوتیپی سویه (بـذر) مـورد اسـتفاده در تولیـد فـرآورده را ضـروري       

از نظـر کسـب توانـایی تشـخیص افتراقـی در شـرایطی       اً یداند و ثانیم
یهــــاي اتفــــاقی آزمایشــــگاهنظیــــر احتمــــال بــــروز آلــــودگی

)cross contamination  هـاي مختلـف ایـن    ) در جریان کار بـا سـویه
بـا انجـام مطالعـه حاضـر و     هسـتند. باکتري که در آزمایشگاه موجود 

ارتقاء اطلاعات موجود اکنون دو نگرانی مورد اشاره تا حـد زیـادي   
گـردد در حـال حاضـر مطالعـه     اند. یادآور میمورد توجه قرار گرفته

کـه  مـالئی بورخولدریاهاي کلینیکی دي جدایهمشابهی بر روي تعدا
ــال ــان  در س ــران از میزب ــر در ای ــاي اخی ــان  ه ــف در جری ــاي مختل ه

در حـال انجـام   ؛آوري گردیـد هاي مشمشه جداسازي و جمعاپیدمی
).6است (

هـاي  به منظور آگاهی از ارتباط ژنتیکی میان این سـویه بـا سـویه   
احـدهاي تکـرار شـونده    هاي ودیگر شناخته شده جهانی، تعداد کپی

Burkholderia malleiهاي هم ارز در بین سـویه در لوکوس Razi 325

Burkholderia malleiالمللیسویه شناخته شده بین3و  ATCC23344 ،
Burkholderia mallei SAVP1 وBurkholderia mallei BMQ که ژنوم

ایـن  .)2(شـکل  مقایسـه گردیـد  ین توالی شده؛ یطور کامل تعهآنها ب
مقایسه درجاتی از تشابه میان این سویه غیربـومی ایـران و سـه سـویه     

با تنها یک آلل کمترین میزان VNTR41دیگر را نشان داد. لوکوس 
بـا چهـار آلـل بیشـترین میـزان      VNTR1367تنوع ژنتیکی و لوکوس 

تنوع ژنتیکی را در میان چهار سویه تحت بررسی نشان داد.
مــورد بررســی در ایــن مطالعــه چهــار لوکــوس ژنتیکــی 6از بــین 

و VNTR140،VNTR1367،VNTR2065لوکـــــــــــــــــــوس (
VNTR2971   المللــی ژنوتایپینــگ  ) پــیش از ایــن در سیســتم بــین

و سودومالئی پذیرفته شده و بیشـترین سـطح تنـوع    مالئیبورخولدریا
اند. در همین حال از دو لوکوس جدیـد  ژنتیکی را از خود نشان داده

ــی شــده در مطا ــه حاضــر معرف ــاختار VNTR24)و(VNTR41لع س
Burkholderia malleiدر میان سویه VNTR41لوکوس  Razi 325

امــا در مــورد ؛و ســه ســویه دیگــر از تنــوع ژنتیکــی برخــوردار نبــود 
آلـل در میـان چهـار سـویه سـطح      3بـا مشـاهده   VNTR24لوکوس 

هـا مشـاهده گردیـد و جالـب     توجهی از تنوع ژنتیکی میان سویهقابل
کــــه ایــــن لوکــــوس زمینــــه افتــــراق میــــان ســــویه توجــــه آن

Burkholderia mallei Razi 325       بـا سـه سـویه دیگـر را بـه تنهـایی
رسـد در بـازنگري سیسـتم ژنوتایپینـگ     نظـر مـی  نمایـد. بـه  فراهم می

).12تواند مورد توجه قرار گیرد (این لوکوس میMLVAجهانی 
گیرينتیجه

هـاي کلینیکـی   آن به تمام جدایـه با توسعه مطالعه حاضر و تعمیم 
هاي ژنتیکی تحت بررسی ایران و در کنار آن افزایش تعداد لوکوس

Burkholderia mallei  BMQ
Burkholderia mallei SAVP1
Burkholderia mallei  ATCC23344
Burkholderia mallei  Razi 235

0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.11 0
Linkage Distance

نمایشی از ارتباط ژنتیکی میان سویه غیرایرانی VNTRلوکوس 6بر اساس UPGMAدرخت :2شکل 
Burkholderia mallei Razi 325 سویه شناخته شده بین المللی 3مورد استفاده در تولید مالئین در ایران با

ATCC23344،SAVP1 وBMQ
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)59پیدر(پی3شماره/18دوره/1395پاییز /گرگانپزشکیعلومدانشگاهعلمیمجله

تر از اپیدمیولوژي مشمشه در توان ضمن دستیابی به درك صحیحمی
ایران کیفیت اجرا و مبانی برنامـه مبـارزه بـا ایـن بیمـاري را در ایـران       

ارتقاء بخشید.
قدردانیوتشکر

اخـذ  يبـرا الیکـا فـرج تبریـزي    نامـه خـانم   انیپان مقاله حاصل یا
دانشـگاه آزاد  از یشناس ـکـروب یدر رشـته م کارشناسی ارشـد درجه 
مؤسسه تحقیقات واکسن و سـرم سـازي   بود.شهرکرد واحد یاسلام

) 2-18-18-90060شـــماره (رازي در قالـــب پـــروژه تحقیقـــاتی  

اي هاي اجرا و عـلاوه بـر آن فضـاي آزمایشـگاهی مناسـب بـر      هزینه
مراتـب  مقالـه انجام ایـن تحقیـق را تـامین نمـوده اسـت. نویسـندگان      

الـه انتصـار و دکتـر هـادي     احترام خود را نسبت به مرحوم دکتر فـتح 
ــین و    ــاي پیش ــدایتی رؤس ــنه ــانی ــد   ز کارکن ــق و تولی ــش تحقی بخ

هاي باکتریـایی هـوازي دامپزشـکی    توبرکولین و مالئین و نیز واکسن
خـاطر پـور بـه   شجاعت دشتیيز آقاند. انمایمؤسسه رازي اعلام می
گردد.هاي میکروبی تشکر میکمک در انجام کشت
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________________________________________________________________________________________________________________________________

Abstract
Background and Objective: Iran remains a major stronghold for glanders in the Middle East. In Iran, the
non-indigenous Burkholderia mallei Razi 325 strain is used in manufacturing of the mallein, required for
malleination of animals. Multi Locus Variable number tandem repeat analysis is currently the standard
globally accepted genotyping system for Burkholderia mallei. This study was done to survey the genomic
structure of Burkholderia mallei Razi 325, the strain used for industrial production of Mallein.

Methods: In this descriptive study, a MLVA genotyping system with 4 previously-characterized loci
VNTR140, VNTR1367, VNTR2065, VNTR2971 along with two new loci of VNTR24, VNTR41 was
used.

Results: Optimization of PCRs resulted in a single protocol that enabled simultaneous amplification of all
the six loci. Sequencing of PCR products revealed there were 2, 3, 12, 6, 1 and 2 copies of the unit repeat
hold in the genome of the Burkholderia mallei Razi 325 strain. This observation was extended to include
the already-whole genome sequenced Chinese Burkholderia mallei ATCC 23344 and Burkholderia mallei
BMQ and also Burkholderia mallei SAVP1 strains.

Conclusion: The Burkholderia mallei Razi 325 strain is distinguishable from the other three strains
through MLVA genotyping method.

Keywords: Glanders, Mallein, Burkholderia mallei Razi 325, MLVA genotyping, VNTR
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