
 ها مجله دنیای میکروب
 4932( پاییز 42سال هشتم شماره سوم )پیاپی 

 431-433صفحات 

 در  VNTR))بهینه سازی روش آنالیز واحدهای پشت سر هم تکرار شونده 
 بورخولدریا مالئیماشین های ترموسایکلر کلاسیک به منظور تایپینگ مولکولی 

 9، الهه تاج بخش4، کیوان تدین4*، نادر مصوری4رضا نجف پور

  استادیار، موسسه تحقیقات و 2 کارشناس ارشد، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد شهرکرد، دانشکده علوم پایه، گروه میکروب شناسی، شهرکرد، 1 

 استادیار، دانشگاه آزاد اسلامی، واحد شهرکرد، دانشکده علوم پایه، گروه میکروب شناسی، شهرکرد 3سرم سازی رازی، کرج، 

 چکیده

عامل مشمشه و یکی از قدیمی ترین بیماری های عفونی واگیردار و مشترك بین انسان و حیوان  مالئی  بورخولدریا  سابقه و هدف:

 های است که اغلب تك سمی ها )اسب، الاغ، قاطر و گورخر( را مبتلا می نماید. همگام با پیشرفت در مطالعه ژنوم  باکتری 

این توسعه یافته اند.  بورخولدریا مالئیدر سال های اخیر، روش های مولکولی به منظور مطالعه مقایسه ای و اپیدمیولوژی  بیماری زا

( بر پایه چهار VNTRمطالعه برای اولین بار با هدف بهینه سازی روش آنالیز متکی بر واحدهای پشت سر هم تکرار شونده )

 انجام شد. بورخولدریا مالئیبه منظور تایپینگ مولکولی  BM2971و BM140  ،BM1367 ،BM2065لوکوس

به عنوان سویه استاندارد از آرشیو میکروارگانیسم های موسسه  Razi 325  بورخولدریا مالئیدر این مطالعه، سویه مواد و روش ها: 

لوکوس، نتایج مربوطه برای هر  4برای هر  PCRتحقیقات واکسن و سرم سازی رازی تهیه شد. پس از استخراج ژنوم و انجام 

لوکوس به صورت مستقل و تجمیعی مورد بازبینی قرار گرفت. یك دستورالعمل واحد قابل اجرا از نظر دما و غلظت اجزای مهم 

 متغیر سازنده ) کلرایدمنیزیم و پرایمرها( برای همه لوکوس ها تنظیم شد. 

 لوکوس مورد مطالعه نشان داد. 4مقایسه توالی جدایه با سویه های مرجع، پلی مورفیسم را در هر یافته ها: 

بود که هم از نظر اجزا و هم از نظر دما  PCRشاخص ترین یافته کاربردی این تحقیق، توسعه یك دستورالعمل واحد نتیجه گیری: 

 فراهم نمود.  PCRامکان اجرای چهار واکنش متفاوت را به صورت هم زمان در یك دور فعالیت ماشین 

 Bm2971.لوکوس  ،Bm2065لوکوس ، Bm1367لوکوس ، Bm140لوکوس بورخولدریا مالئی، واژگان کلیدی: 

 44مرداد ماه پذیرش برای چاپ:    44اردیبهشت ماه دریافت مقاله: 

*( آدرس برای مکاتبه: کرج، موسسه تحقیقات وسرم سازی رازی، بخش توبرکولین، مالئین و 

 n.mosavari@rvsri.ac.irپست الکترونیك:        42834042640یونین کرج.       تلفن: 

 م دمه     

مشمشه یکی از بیماری های عفونی واگیردار و مشترك بین                                                            

انسان و حیوان می باشد که اغلب تك سمی ها )اسب، الاغ،                                                    

قاطر و گورخر( را مبتلا می سازد. عامل ایجاد بیماری، باکتری                                                          

می باشد.            )     B            m(بورخولدریا مالئی                  گرم منفی          

انسان به مشمشه حساس است و عدم درمان در بیشتر موارد                                                    

(. این بیماری به عنوان یك                           2و 1منجر به مر  افراد می گردد )                           

(. به واسطه امکان انتشار این                              3بیماری شغلی مطر  است )                      

و نبود واکسن و درمان مو ر و                                ریزگردها        ارگانیسم از طریق                  

قطعی برای آن، در زمینه جنگ های بیولوژیك و تهدیدهای                                                    

 (.  0و   4بیوتروریستی مورد توجه می باشد )                               

پیشرفت های اخیر در مطالعه ژنوم عوامل بیماری زای                                                 

باکتریایی و توسعه روش های مولکولی، مطالعه مقایسه ای و                                                       

(.     و   8را هموار ساخته است )                      بورخولدریا مالئی                اپیدمیولوژی             

اپیدمیولوژی مولکولی به دنبال تکمیل و ارتقا  کیفی سط                                                       

دانش اپیدمیولوژی کلاسیك با به کارگیری روش ها و ابزارهای                                                        

مدرن مولکولی می باشد. اگر چه از نظر تئوری قابل                                                
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اعتمادترین راهکار در تشخیص و مقایسه سویه ها بررسی                                                   

ژنوم کامل آن ها است. اما سط  پیشرفت روش های                                             

آزمایشگاهی تعیین توالی نوکلئوتیدها و سرعت عمل تجهیزات                                                       

در حال حاضر به گونه ای نیست که این امکان را به صورت                                                     

فراگیر فراهم نماید. به همین دلیل این روش یك راه حل                                                    

عملی نیست و در حال حاضر روش های انگشت نگاری                                             

ژنتیکی که در واقع به بررسی بخش یا بخش های محدود از                                                    

ژنوم سویه های بیماری زای میکروارگانیسم ها می پردازد از                                                        

 (.      6استقبال عمومی برخوردار است )                            

اکتشاف و بهینه سازی این روش های تایپینگ مولکولی                                                 

موجب افزایش  رفیت و توانایی در شناسایی هر چه بهتر                                                   

شیو  این بیماری، انجام نظارت و درك و توضی  اپیدمیولوژی                                                        

سویه ها و سروتی  ها گردیده است. به طوری که به وسیله ی                                                       

آن ها می توان ارتبا  ژنتیکی میان سویه های بیماری زای                                                      

 (.  4مربو  به یك گونه واحد را اندازه گیری نمود )                                           

( به       Tan  m r   aاستفاده از واحدهای تکرار شونده ژنومی)                                     

دلیل مشاهده تنو  در تعداد آن ها در مناطق وی ه ای از ژنوم                                                          

نام دارند، به عنوان عامل تنو                                   VNTRباکتری که لوکوس               

ژنتیکی، در مطالعه تنو  ژنتیکی میان سویه های باکتری                                                    

   .( 11و 14عمومیت یافته اند )                  

به تازگی پ وهش های اپیدمیولوژیکی نشان داده است که                                                   

در حال حاضر در                  بورخولدریا مالئی                گسترش جغرافیایی                 

سراسر جهان با فعالیت های دامپروری و تجارت دام در                                                  

گذشته و حال در ارتبا  می باشد و از الگوهای انتشار                                                   

 مشخ ی پیروی می کند. ایران به عنوان خاستگاه یکی از                                                   

کهن ترین تمدن های شناخته شده بشری یکی از هسته های                                                   

اصلی و اولیه پرورش اسب از سوی انسان محسوب می گردد.                                                    

علاوه بر این قرار گرفتن ایران بر سر شاهراه کهن جاده ابریشم                                                           

 که مسیر تجارت بین المللی دام و فرآورده های دامی برای                                                      

قرن های متمادی بوده است، نشان گر اهمیت آگاهی از                                                 

 در این کشور               بورخولدریا مالئی                ساختار ژنتیکی جمعیت                     

با توجه به آسانی، تکرار پذیری                                 VNTR(. روش        12می باشد )         

 و قدرت تشخی ی بالا در مطالعات ژنوم نسبت به سایر                                                

روش های ژنوتایپینگ برتری دارد. مطالعه حاضر به منظور                                                     

،    BM140بر پایه چهار لوکوس                       VNTRبهینه سازی روش              

BM1367   ،BM2065   وBM2971                            به منظورتایپینگ مولکولی

برای اولین بار صورت گرفت. در این مطالعه                                           بورخولدریامالئی               

چگونگی اعمال تغییرات تکنیکی شر  داده می شود که با                                                   

استفاده از آن ها می توان تمام چهار لوکوس معرفی شده را با                                                          

کلاسیك و به کارگیری یك دستورالعمل                                     PCRاستفاده از روش              

واحد به گونه ای تک یر نمود که فرآورده های به دست آمده                                                       

 آماده انجام آزمون تعیین توالی باشند.                                    

بود که          PCRهدف از این مطالعه توسعه یك دستورالعمل واحد                                            

بتواند از نظر اجزا و دما امکان اجرای چهار واکنش متفاوت را                                                           

جهت       PCRبه صورت هم زمان در یك دور فعالیت ماشین                                        

 ایجاد نماید.              بورخولدریا مالئی                تایپینگ مولکولی                 

 مواد و روش ها               

   بورخولدریا مالئی                سویه        الف( جدایه ها و سویه باکتری:                            

( به عنوان سویه                 B            m      Razi325رازی )          325

( از آرشیو            RTCC 2375استاندارد به شماره شناسایی )                            

میکروارگانیسم های موسسه تحقیقات واکسن و سرم سازی                                                  

 رازی در مطالعه حاضر تهیه شد.                              

سویه مورد مطالعه از محی  کشت مایع                                       ب( کشت باکتری:              

 نوترینت گلیسرینه و محی  کشت جامد آگار گلیسرینه                                                

 (M rc     rman                                     در محی  آگار خون دار تجدید کشت و )

درجه         3ساعت در گرمخانه با دمای                           24-46به مدت        

 سلیسیوس قرار داده شد.                     

ژنوم باکتری به روش جوشانیدن                                 ج( استخراج ژنوم باکتری:                       

استخراج گردید. به همین منظور معادل یك لوپ کامل از کشت                                                       

 میکرولیتر بافر                  444ساعته باکتری برداشته شد و به                                24

TB-  sis                                     ( در یك میکروتیوب دارای واشر ضد نشت -rin    )

انتقال داده شد. به کمك یك وزنه فلزی مناسب میکروتیوب در                                                        

(     C    40 کف محفظه یك بن ماری محتوی آب در حال جوش )                                         

دقیقه در همین وضعیت نگه داشته                                 34قرار داده شد و به مدت                       

شد تا باکتری های انتقال داده شده در فرم رویشی به طور کامل                                                           
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به        44 6      غیرفعال گردند. در مرحله بعد میکروتیوب در                                        

دقیقه سانتریفیوژ گردید و مایع شناور سطحی                                            14مدت     

میکرولیتر عبور                  2 4محتوی ژنوم باکتری از فیلتر سر سرنگی                                     

داده شد. این اقدام احتیاطی به منظور از بین بردن احتمال باقی                                                             

ماندن باکتری فعال در سوسپانسیون محتوی ماده ژنتیکی                                                   

میکرولیتر از سوسپانسیون به                              14باکتری صورت گرفت. میزان                         

دست آمده بر روی یك پلیت محی  مغذی آگار خون دار                                                

انتقال داده شد                   C    3 کشت داده شد.  رف کشت به گرمخانه                                 

 ساعت نگه داری و از نظر وجود هر گونه                                       24و به مدت          

نشانه ای از رشد احتمالی باکتری مورد بررسی قرار گرفت.                                                      

سوسپانسیون های محتوی ژنوم استخراج شده باکتری پس از                                                    

اطمینان از غیرفعال شدن کامل همه سلول های باکتری تا زمان                                                         

 (.  13م رف در یخ ال یا فریزر نگه داری شدند )                                      

        B            mژنوم کامل سویه                    د( طراحی پرایمر:                

 ( TCC 23344                        با استفاده از برنامه )    m       (14        مورد )

جستجو قرار گرفت. موقعیت مکانی تمام چهار لوکوس بر                                                  

از         2اساس پرایمرهای طراحی شده مکان یابی شد. حدود                                             

ژنوم باکتری در محدوده هر لوکوس به گونه ای انتخاب                                                  

گردید که لوکوس مورد نظر تقریبا  در میانه قرار داشته باشد.                                                           

طراحی پرایمر برای هر لوکوس به صورت مستقل با استفاده از                                                        

( صورت گرفت و در تنظیمات                          18و     10)      m   3   برنامه      

زوج باز           404-04 در محدوده             PCRبرنامه، اندازه مح ول                      

 (.    1تعریف شد )جدول                

در این مطالعه، برای هر لوکوس                                  ه( آزمون های مولکولی:                     

به گونه ای تنظیم شد که هر                             PCRچهار دستورالعمل                 

دمای مختلف              8واکنش تک یر مترادف با                         8دستورالعمل از               

درجه        4 80و     4 83،     82،   1 84،     08،   1 08ات ال )       

سلیسیوس تشکیل شده باشد. با هدف دستیابی به شش دمای                                                   

درجه سلیسیوس، دو دمای                           14مختلف در محدوده  متغیر                        

درجه سلیسیوس برای ماشین                           88و بیشینه            08کمینه       

ترموسایکلر تعیین گردید. شش دمای اشاره شده در عمل  بر                                                      

اساس توانایی های فنی ترموبلاك دستگاه مشخص گردیدند.                                                   

مستقل در مورد هر                    PCRواکنش         24بدین ترتیب در مجمو                      

 آزمایش مولکولی صورت پذیرفت.                             

از طرف دیگر در مورد نیمی از واکنش ها میزان پرایمر م رفی                                                         

پیکومول از هر                 0پیکومول( و در نیمی دیگر برابر با                                    1)معادل        

پرایمر استفاده گردید. در عین حال در نیمی از واکنش ها تنها                                                           

به کلرید منیزیم موجود در مخلو  آماده م رف تجارتی                                                  

( اکتفا گردید در حالی که در نیم دیگر آن ها                                            mM    1آمپلیکور )          

با اضافه کردن مقدار اضافی غلظت نهایی این ماده در هر                                                     

تنظیم گردید. اعمال این روش باع                                    mM     2 0 واکنش در حد             

شد انجام تمام آزمایش های مولکولی مورد استفاده در این                                                      

تحقیق با استفاده از بهترین دستورالعمل اجرایی ممکن از نظر                                                          

دمای ات ال، غلظت کلرید منیزیم و هم چنین میزان پرایمر                                                      

 صورت گیرد.          

برای        :    و( الکتروفورز و ت ویربرداری از مح ولات                                       

درصد آگاروز با درجه                       0 1از ژل         PCRالکتروفورز مح ولات                   

( از پیش رنگ شده با                     nvi ro  n       بیولوژی مولکولی )                 
 R    a                                              استفاده شد. پس از بارگذاری، ژل ها به مدت 

رانده و سپس               V cm 2ساعت در میدان الکتریکی به قدرت                                  2

(    3'به  5'پرایمرها)  لوکوس ها )موقعیت در ژنوم()   bp) سایز محصول تکثیر   

BM 140 F)  GTC GGG CAT TCC GTT TCA GA 570 

BM 1367  F)  GGC GCT GCC GTG GCC GGA CGA C 494 

BM 2065 F) GGA AGT CCC CGA GTG AAC TG 673 

BM 2971 
F) AAC GAC GGT GTC GTC TTT CA 
R) CAA CAC GCT CGT CTA CCT GA 

747 
(533318..534065(  

مکانی  لوکوس ها و پرایمرهای مورد استفاده در این تحقیق. طول فرآورده های به دست آمده از  تک یر هر لوکوس )در مقیاس زوج باز( و موقعیت: 4جدول 

 ( مشخص گردیده است.TCC 23344 )       B            mژنومآن ها بر اساس 
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( مورد ت ویربرداری                     BioRa      در دستگاه ژل داك )                  

قرار گرفتند. با مقایسه باندهای مشاهده شده هر لوکوس با                                                       

    244استاندارد              N باندهای سایز مارکر                    

 (       nvi ro  n                        اندازه تقریبی مح ولات )PCR 

 مشخص گردید.           

نتایج ت ویری                  :        ز( بهینه سازی دما و اجزای آزمون های                                   

مربو  به آزمون های چهارگانه هر لوکوس به صورت مستقل                                                    

و یافته های تمام چهار لوکوس به صورت تجمیعی مورد                                                 

بازبینی قرار گرفت و یك دستورالعمل واحد قابل اجرا از نظر                                                         

دما و غلظت اجزای مهم متغیر سازنده ) کلراید منیزیم و                                                     

(. از این           2پرایمرها( برای همه لوکوس ها تنظیم شد )جدول                                            

دستورالعمل واحد برای تک یر هر چهار لوکوس ژنوم سویه                                                      

B. m      Razi325                                     موجود در آرشیو میکروبی موسسه رازی

 استفاده شد.               

، از      PCRبه منظور انجام واکنش های                              :      ( شرای           

(    n or     rman    دستگاه ترموسایکلر اپندورف )                           

مشتمل بر یك               PCRاستفاده گردید. تمام دستورالعمل های                                    

  N دور حرارتی مقدماتی برای جداسازی دو رشته                                         

 )واسرشت ابتدایی( و به دنبال آن تعداد متفاوتی از                                                 

  40چرخه های تکراری شامل مراحل واسرشت شدن با دمای                                               

 دمای مختلف ات ال                    8 انیه ،           34درجه سلیسیوس به مدت                     

درجه سلیسیوس(                   4 80و     4 83،     82،   1 84،     08،   1 08) 

درجه سلیسیوس                2  انیه، گسترش اولیه با دمای                              34به مدت        

 انیه بود که با یك مرحله نهایی تکمیلی                                                             34به مدت        

  انیه در دمای                 844)گسترش نهایی( به مدت                      

 درجه سلیسیوس خاتمه یافت. در مجمو  این آزمون با                                                  2 

 سیکل انجام شد.                34

به    :         ( تعیین توالی نوکلئوتیدها و تعیین اندازه مح ولات                                                  

منظور اطمینان از درستی عملکرد دستورالعمل به دست آمده                                                      

توالی نوکلئوتیدهای مح ولات تک یر یافته مربو  به هر چهار                                                        

لوکوس جهت تعیین توالی به شرکت ماکروژن کره جنوبی                                                 

( و      1)      C  s aارسال گردید. نتایج با استفاده از نرم افزارهای                                                 

C romas                                              پردازش و هم خوانی آن ها با مناطق هم ارز از 

         B            m( TCC 23344 ژنوم معرفی شده )                

 مقایسه گردید.             

 یا ته ها        

واکنش برای هر                 24چهارگانه )در مجمو                       PCRآزمون های           

لوکوس( در مورد هر چهار لوکوس به صورت مستقل با                                               

موفقیت اجرا گردید. دستیابی به یك دستورالعمل واحد مشترك                                                        

از نظر دما و اجزای سازنده با توجه به یافته های مستقل چهار                                                           

لوکوس امکان پذیر گردید و در عمل همه لوکوس ها با                                                 

تک یر شدند. مح ولات                      PCRموفقیت در جریان یك فرآیند                           

چهار گانه با موفقیت در آزمایشگاه همکار تعیین توالی                                                    

نوکلئوتیدی شدند و بررسی مقایسه ای آن ها با ژنوم سویه                                                      

نشان دهنده                    B            m( TCC 23344 استاندارد )           

مطابقت کامل مح ولات با قطعات هم ارز در ژنوم این سویه                                                     

بود. تک یر لوکوس های چهار گانه در تمام جدایه ها با استفاده                                                            

با موفقیت صورت پذیرفت                         PCRاز دستورالعمل به دست آمده                           

هم خوانی                   (. هم چنین با استفاده از نرم افزار                                    1)شکل      

 توالی های تعیین شده هر چهار جایگاه با مناطق هم ارز                                                    

 نشان              B            m( TCC 23344 ژنوم معرفی شده )                

 (.  2داده شد )شکل              

 

 PCRروش 
 PCRواکنش

)µl( 

 پرایمر

 )µl(پیش رونده   

 پرایمر

 )µl(پس رونده  

 کلرید منیزیم

)µl( 

DNA 

 )µl(الگو

 آب م طر

)µl( 

 حجم نهایی

)µl( 

4 8 4 2 4 2 4 38 2 0 2  4 12 

4 8 4 2 4 2 4 2 0 2 36 12 

9 8 1 1 4 38 2 0 1 14 12 

2 8 1 1 4 2 0 4  6 12 

 مورد استفاده در این تحقیق. PCR اجزای سازنده مورد استفاده در دستورالعمل های: 4جدول 
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 بح    

دارای وی گی هایی می باشند                             سودومالئی         و     بورخولدریا مالئی                

که آن ها را در زمره بهترین عوامل مناسب برای تولید                                                   

(. بدین ترتیب               14و     16تسلیحات بیولوژیك قرار می دهد )                              

 توانایی در تشخیص سریع، درست و هم نین افترا  بین                                                 

که عوامل                  سودومالئی         و     بورخولدریا مالئی                سویه های          

بیماری زای انتخابی مناسب برای این گونه تسلیحات هستند،                                                       

 (.    24از اهمیت زیادی برخوردار می باشد )                                 

  بورخولدریا،           گونه مستقل در جنس                     43با وجود معرفی بیش از                      

)عامل         بورخولدریا سودومالئی                    و     بورخولدریا مالئی                

M  ioi osis                                             به عنوان دو گونه بسیار نزدیك از نظر )

وی گی های فنوتیپی و ژنوتیپی و هم نین تظاهرات بیماری                                                     

(.    21-23ایجاد شده در انسان و دام بیمار شناخته می شوند )                                               

ضمن آنکه یافته های جدید ژنتیکی نشان داده اند که                                                 

احتمالا در جریان بروز فرآیندهای تکاملی                                         بورخولدریا مالئی                

به یك         بورخولدریا سودومالئی                    ژنومی پس از ورود یك سویه                          

(. آمپلیفیکاسیون                  24میزبان حیوانی موجودیت یافته است )                                 

 شناخته شده در ژنوم                      VNTRبسیاری از لوکوس های                     

به راحتی و بدون نیاز به                           بورخولدریا سودومالئی                    جدایه های           

نیز       بورخولدریا مالئی                انجام تنظیمات فنی در مورد جدایه های                                     

قابل انجام می باشند. در حالی که این لوکوس ها یا اصالتا  در                                                            

بورخولدریا            ژنوم سایر بورخولدریاهای بیماری زا، مانند                                          

.  نتایج ژل BM2971و BM140  ،BM1367 ،BM2065مربو  به لوکوس های  MLV    no   inدر مورد آزمایش های  PCRبهینه سازی فرآیند  :4شکل

، 1 08گرادیان دمایی مرحله ات ال پرایمر را به ترتیب برابر با  8تا  1. اعداد    B  C   الکتروفورز مح ولات آمپلی فیکاسیون مربو  به دستورالعمل های 

یك پیکومول از هر پرایمر وجود دارد و ميیيزان  Bو   در سری  PCRنشان می دهند. در هر واکنش   درجه سلیسیوس  4 80و  4 83،   82، 1 84،   08

برابر با یيك   و  B، غلظت این ترکیب در سری های M C 2برابر با پنج پیکومول می باشد. در ارتبا  با میزان   و   Cهمین پرایمرها در مورد سری های

بانيد در ميحيدوده  0مورد استفاده دارای   N میلی مولار می باشد، سایز مارکر 0 2برابر  Cو   میلی مولار و غلظت همین ترکیب در واکنش های سری 

 می باشد.     444الی  144
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بورخولدریا            و     )                         B(    تایلندنسیس          
وجود ندارند و یا آن که                          )                   B(    سپاسیا      

آمپلیفیکاسیون آن ها در جدایه های این گونه ها با دشواری                                                        

،     VNTR140   ،VNTR1367(. لوکوس های              20همراه می باشد )               

VNTR2065     وVNTR2971                              مورد استفاده در تحقیق حاضر

در همین گروه قرار دارند. بر همین اساس استفاده از سیستم                                                        

ضمن آن که از نظر اپیدمیولوژیکی ارزشمند                                           MLVژنوتایپینگ            

می باشد، توانایی تشخیص تفریقی میان دو گونه نزدیك                                                  

با دیگر گونه های                    بورخولدریا سودومالئی                    و     بورخولدریا مالئی                

 (.  20جنس بورخولدریا را نیز فراهم می نماید )                                      

در میان چهار لوکوس ژنتیکی مورد استفاده در این مطالعه                                                      

و     VNTR140   ،VNTR1367   ،VNTR2065تمامی لوکوس های                 

از ژنوم سویه های استاندارد  Bm2971(   و) Bm 140 ( ( ( ،B  )Bm1367( ،C  )Bm2065چیدمان مقایسه ای توالی نوکلئوتیدها در لوکوس های:  4شکل

 TCC2344 ،NCTC10229 ،NCTC10247 ،  VP1  و.B .m      Razi325  انجام گرفته است. اعداد پایانی  2.0.11        ترسیم این ت ویر به وسیله برنامه

 سمت راست نشان دهنده طول قطعه هم ارز از لوکوس در هر ژنوم و ستاره ها نشانگر وجود نوکلئوتیدهای هم پوشان می باشند. خطو  نقطه چین 

 )در صورت وجود( نبود نوکلئوتیدهای هم پوشان در میان ژنوم های مورد تحقیق را نشان می دهد.
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VNTR2971                                  بر روی کروموزوم کوچك )کروموزوم 

بورخولدریا            ( باکتری قرار گرفته اند. کروموزوم بزر                                         2شماره       

اساسا  ژن هایی را شامل می گردد که برای رشد باکتری                                                     مالئی     

مورد نیاز می باشند. در حالی که کروموزوم کوچك محتوی                                                    

ژن های متنوعی است که در بقای ارگانیسم و تطابق آن با                                                     

 (.  20شرای  محیطی دخالت دارند )                         

بالا بودن سط  تنو  ژنتیکی در لوکوس های مورد مطالعه                                                   

 پیش از این مورد توجه محققین دیگر نیز قرار گرفته است                                                     

(. نگارنده موضو  استفاده از این لوکوس در هر نو                                                  20) 

در      بورخولدریا مالئی                مطالعه مشابه دیگر بر روی جدایه های                                    

 ایران را مورد تذکر قرار می دهد.                               

از اولیگونوکلئوتیدهای                         R n  در روش ژنوتایپینگ پیشنهادی                            

(     20علامت گذاری شده با رنگ های فلورسنت استفاده شد )                                              

اما در مطالعه حاضر با توجه به موضو  محدودیت در                                                

تجهیزات و هم نین هزینه، روش کار به گونه ای تنظیم                                                  

گردید که امکان تک یر قطعات ژنومی با استفاده از یك ماشین                                                         

ترموسایکلر معمولی قابل اجرا باشد. این روش پیش از این در                                                         

  NPs م سسه رازی با موفقیت در مورد روش تایپینگ                                          
 (.  28به کار گرفته شد )                   باسیلوس آنتراسیس                

یکی از شاخص ترین یافته های کاربردی این تحقیق توسعه و                                                      

می باشد که هم از نظر                        PCRمعرفی یك دستورالعمل واحد                          

اجزا و هم از نظر دما امکان اجرای چهار واکنش متفاوت را به                                                          

 فراهم         PCRصورت هم زمان در یك دور فعالیت ماشین                                     

می نماید. این درحالی است که در روش محققین دیگر از                                                   

بیش از یك دستورالعمل برای تک یر قطعات ژنتیکی مورد نظر                                                       

 استفاده شده است.                

 از دیگر یافته های کاربردی مطالعه حاضر شناسایی                                               

  B            m      Razi 325وی گی های ژنتیکی سویه                       

می باشد. بر اساس اطلاعات موجود در م سسه رازی، در سال                                                     

با نام اصلی               بورخولدریا          میلادی یك سویه                 1408

     m     m       -7                                از استکهلم سو د بر روی محی

ژلوز گلیسیرینه به این م سسه وارد و از آن پس به نام                                                    

B            m      Razi 325                           شناخته شد. تهیه و تولید

صنعتی مالئین در ایران در تمام نیم قرن گذشته با استفاده از این                                                               

 سویه صورت پذیرفته است. شناخت ساختار ژنتیکی سویه                                               

B. m      Razi 325                                              حداقل از دو دیدگاه دارای اهمیت

 می باشد. اولا  از نظر مقررات بین المللی نا ر بر تولید                                                      

فرآورده های بیولوژیك که شناسایی خ وصیات فنوتیپی و                                                   

ژنوتیپی سویه )بذر( مورد استفاده در تولید فرآورده را ضروری                                                           

می داند.  انیا  از نظر کسب توانایی تشخیص افتراقی در شرایطی                                                            

مانند احتمال بروز آلودگی های اتفاقی آزمایشگاهی )آلودگی                                                        

متقاطع( در جریان کار با سویه های مختلف این باکتری که در                                                         

آزمایشگاه موجود می باشند. با انجام مطالعه حاضر و ارتقای                                                         

اطلاعات موجود اکنون دو نگرانی مورد اشاره تا حد زیادی                                                     

 مورد توجه قرار گرفته اند.                         

در مطالعه           بورخولدریا مالئی                  در جریان استخراج ماده ژنتیکی                              

حاضر پس از غیرفعال نمودن باکتری توس  حرارت،                                             

میکرولیتر گذرانیده شد                         2 4سوسپانسیون به دست آمده از فیلتر                                 

 (.  13تا هرگونه احتمال بقای باکتری از بین برده شود )                                              

طراحی پرایمرهای مورد استفاده در این تحقیق به گونه ای                                                      

صورت پذیرفت که اندازه تمام قطعات مورد انتظار در محدوده                                                        

زوج باز باشد. بدین ترتیب شناسایی آن ها در                                             04-404 

 جریان ژل الکتروفورز را آسان تر می نماید.                                          

 نتیجه  یری          

با توجه به نتایج به دست آمده در این پ وهش، با توسعه مطالعه                                                            

حاضر و تعمیم آن به تمام جدایه های بالینی ایران در سال های                                                           

آینده و در کنار آن افزایش تعداد لوکوس های ژنتیکی مورد                                                       

بررسی می توان ضمن دست یابی به درك صحی  تر از                                              

اپیدمیولوژی مشمشه در ایران کیفیت اجرا و مبانی برنامه مبارزه                                                             

 با این بیماری را در ایران ارتقا  بخشید.                                       

 تشکر و قدردانی              

نویسندگان این مقاله از تمامی کارکنان موسسه تحقیقات                                                      

واکسن و سرم سازی رازی و هم چنین از کارکنان بخش                                                

توبرکولین، مالئین، یونین و بخش واکسن های هوازی این                                                    
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موسسه به وی ه سرکار خانم مریم مهره کش حقیقت و آقای                                                    

مهدی دهقان پور به دلیل همکاری صمیمانه در اجرای این                                                    

پ وهش کمال امتنان را دارند. هزینه های مربو  به انجام این                                                          

تحقیق به طور کامل توس  موسسه تحقیقات واکسن و سرم                                                  

سازی رازی و در قالب یك فقره پروژه تحقیقاتی به شماره                                                     

 تامین گردیده است.                   44484-16-16-2
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Abstract 

Background & Objectives: Glander is one of the important zoonotic diseases that is usually caused 

in solipeds including horse, donkey, mule, zebra and rarely in human. In the recent years, many 

molecular methods have been developed for the genome study of the Burkholderia mallei. The 

present study was aimed to optimize VNTR method on the basis of BM140, BM1367, BM2065 

and BM2971 loci in order to molecular typing of B. mallei for the first time. 

Materials & Methods: In this study, B. mallei Razi 325, as a standard strain, was obtained from 

the microbial archive of the Razi Vaccine and Serum Research Institute. Following DNA  

extraction and PCR amplification of 4 loci, results of each locus was analysed independently and 

in different combinations. A special protocol was set in terms of temperature and concentrations 

of the cotenants (MgCl2 and primers) for each locus.  

Results: A comparison of the sequences of our isolate with the standard strains indicated the  

presence of polymorphism in these loci. 

Conclusion: Achievement of a common PCR protocol, which  is able to proceed simultaneously 

four different reactions in one PCR run, was the primary outcome of this research. 

Keywords: Burkholderia mallei, BM140, BM1367, BM2065, BM2971. 
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