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ABSTRACT 

 

Background and Aim:. Glanders disease (Burkholderia mallei) is one of the most important common diseases of humans 

and animals. B. mallei is one of the oldest gram-negative bacteria known to man. This study was conducted with the aim of 

searching the genome of B. mallei bacteria from horse blood.  
Materials and Methods: Samples (n=384) were randomly collected from horses of Oshnaveh (West Azerbaijan, Iran) 

region in 2020. All samples were extracted with DNA extraction kit (Favorgen, Taiwan) for molecular analysis. Primers 

designed, based on Flip and AT5 genes with AmplifiX software and PCR method was used for molecular diagnosis. 

Results: Results showed that 9.1% (35 of 384 blood samples) was positive for the presence of B. mallei genome with 

AT5 gene primers. However, none of the samples, even a single positive sample with AT5 primers, were positive with 

Flip primers. Considering that B. mallei are a non-motility bacterium (without flagella), negativity of PCR results based 

on flagellum flip primers is reasonable. 

Conclusion: According to the results of this research, the percentage of infection was low, but considering the importance of 

the disease and its zoonosis, it is better to report isolated cases to the health and care institutions. 
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 مراز در شهرستان اشنویهای پلیدر خون اسب به روش واکنش زنجیره بورخولدریامالئیتشخیص مولکولی 

 1امیر توکمه چی،  1هزاداحمد حاجی

 گروه میکروبیولوژی، دانشکده دامپزشکی، دانشگاه ارومیه، آذربایجان غربی، ایران.  .1

 چکیده 

است.  مالئیبورخولدریاهای مشترک بین انسان و دام است. عامل این بیماری باکتری گرم منفی به نام ترین بیماریبیماری مشمشه از مهم زمینه و هدف: 

های خون از نمونه مالئی بورخولدریاوجوی ژنومی باکتری وسیلۀ انسان است. این مطالعه با هدف جستشده بههای شناختهترین باکتریاین باکتری از قدیمی

 انجام شده است.  1399آذربایجان غربی در سال  اشنویهاسبان منطقه 

منظور بررسی مولکولی از تمامی آوری شد. در مرحلۀ بعد بهنمونه خون از اسبان منطقه جمع 384صورت تصادفی تعداد در این مطالعه به ها: مواد و روش

ای استفاده ای پلیمراز آشیانهاستخراج شد. همچنین برای تشخیص مولکولی از روش واکنش زنجیرهDNA (Favorgen, Taiwan )ها با کیت استخراج نمونه
 طراحی شدند. AmplifiXافزار با نرم AT5و  Flipهای شده در این مطالعه براساس ژنشد. پرایمرهای استفاده

 بورخولدریادرصد( ازنظر وجود ژنوم  1/9نمونه ) 35ای، ای پلیمراز آشیانهزنجیرهشده با روش واکنش نمونه خون بررسی 384نتایج نشان داد که از ها: یافته

   مثبت نشدند. Flipبا پرایمرهای  AT5نمونۀ مثبت با پرایمرهای های حتی تککدام از نمونهمثبت بود. اما هیچ AT5با پرایمرهای ژن  مالئی

 Flipبراساس پرایمرهای ) PCRبا توجه به اینکه باکتری بورخولدریا مالئی یک باکتری بدون حرکت )بدون تاژک( است. منفی بودن نتایج  نتیجه گیری: 

گیر رد تکشده پایین بود، اما با توجه به اهمیت بیماری مشمشه و زئونوز بودن آن  بهتر است مواهای بررسیتاژکی( منطقی است. هرچند میزان آلودگی در نمونه
   را هم به نهادهای بهداشتی و مراقبتی گزارش داد.
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 مقدمه

که یک   بورخورلدریاهای جنس های بورخولدریایی را باکتریعفونت     

هایی که این کند. عفونتهوازی است، ایجاد میباکتری گرم منفی و 

است و   کنند، گاهی در انسان و حیوان مشترکها ایجاد میباکتری

 سودومالئی بورخولدریاشود. سمی ظاهر میشکل پنومونی و سپتیبه

(Burkholderia pseudomallei،)  بورخولدریا مالئی

(Burkholderia mallei)  کمپلکس  بورخولدریا سپاسیاو

(Burkholderia cepacia complexازجمله شناخته )ترین شده

 . (1)های این جنس هستند گونه

های مشترک (، که جزو بیماریMelioidosisمشمشه )بیماری شبه     

پسودومالئی   بورخولدریاای به نام بین انسان و دام است، با باکتری

(Burkholderia pseudomllei) که در خاک و آب شود ایجاد می

مناطق بومی مانند آسیای جنوب شرقی و شمال استرالیا باعث ابتلای 

حیوان و انسان به پنومونی است. مشمشه بیماری مسری و عفونی حاد یا 

خواران و ها، گوشتها و همچنین انسانمزمنی است که بیشتر اسب

های ریوی حاصل از کند. عفونتنشخوارکنندگان کوچ را درگیر می

در نزد بیماران دارای  بورخولدریا سپاسیا کمپلکسکلونیزاسیون باکتری 

و نقص سیستم ایمنی ازجمله ( Cystic Fibrosisسیستیک فایبروزیس )

های رایجی هستند که این گونه از جنس بورخورلدریا در انسان عفونت

 .(2)کند ایجاد می

کشورهای مانند  شور ما، ایران، که در آسیای میانه و در همسایگیک     

های افغانسان و پاکستان واقع شده است، ناخواسته در مسیر ورود بیماری

ها در های اخیر از برخی بیماریگیرد. گزارشای قرار میمنطقه

ها دیگر، افزایش مسافرتکشورهای همسایه عراق و پاکستان و ازطرف

شود که گاهی برخی از به مناطق آسیای جنوب شرقی سبب می

های بومی آن مناطق شوند که در ایران شگران مبتلا به بیماریگرد

 .(5-3)گزارش قبلی یا بروزی از آن وجود نداشته است 

 بورخولدریاهایی با منشأ باکتری ها، آلودگیدر میان این نوع بیماری     

ها و دارای رویکردی متفاوتی است، ازطرفی بومی نبودن این نوع بیماری

ندادن آزمایشگاهی و بالینی ویژه عامل ایجادکننده از تشخیص صحیح 

ها، وضعیت اطلاع از بروز و سودوموناسهای مشابه نظیر سایر باکتری

در ایران را دچار ابهام  بورخولدریاهایی با منشأ باکتری شیوع آلودگی

کند. در ایران به چند دلیل گزارش زیادی درمورد تشخیص می

وجود ندارد: شباهت فنوتایپی  بورخولدریاتری هایی با منشأ باکبیماری

های وابسته و مجهز نبودن بیشتر با جنس بورخولدریاباکتری 

ها به ابزار تشخیص مولکولی برای تشخیص ژنوتایپی آزمایشگاه

شود. ازنظر ها از همدیگر، باعث ایجاد خطا در تفکیک باکتری میباکتری

های ریوی ئم سایر عفونتهای بورخولدریایی علابالینی، چون عفونت

کند امکان اشتباه در تشخیص بالینی ویژه سل ریوی را تقلید میبه

 .  (6)دهد ها را افزایش میبیماری با آن گروه از باکتری

های اخیر با مطرح شدن احتمال بروز مشمشه در ایران و ر سالد     

این  وحش تهران بهبروز مشمشه در ببر سیبری و کشتن شیرهای باغ

های غرب کشور دلیل و ازطرفی افزایش موارد سرولوژی مثبت در اسب

های پس از جنگ دنبال قاچاق این حیوان از کردستان عراق در سالبه

عراق و انتشار و انتقال آسان این بیماری ازطریق تماس با حیوان آلوده در 

صورت تهدیدی جدی برای نظام سلامت جوامع انسانی، این بیماری به

کشور مطرح شد و ضرورت آمادگی مقابله با این بیماری و شناخت 

با هدف اثبات وجود این مطالعه .  (8, 7)بیشتر آن آشکار گشت هرچه

 های خون اسب شهرستان اشنویهدر نمونه بورخولدریا مالئیآلودگی به 

 . انجام شده است

 مواد و روش کار

 های خونآوری نمونهجمع

انجام شد. با توجه  1399صورت توصیفی در سال این بررسی که به     

به نامشخص بودن میزان شیوع این بیماری و در نظر گرفتن میزان 

نمونه خون با مراجعه به  384اشنویه تعداد درصدی آن در 50شیوع 

لیتری میلی 5روستاهای اشنویه و ازطریق ورید وداج و به کمک سرنگ 

یری در حضور مادۀ ضدانعقاد گآوری شد. خونجمع 22و سرسوزن گیج 

های هپارین و لوله مخصوص شمارش گلبولی انجام شد. بلافاصله نمونه

پزشکی منتقل شناسی دانشکدۀ دامخون در کنار یخ به آزمایشگاه باکتری

شدند. با توجه به مشترک بودن بیماری مراحل انجام آزمایش با رعایت 

کش، با پوشیدن کلاه، دستشرایط استریل و در زیر هود لامینار فلو و 

 بارمصرف انجام شد.عینک و گان یک

  DNAاستخراج 

 DNAاستخراج  تیبا استفاده از ک خوناز  DNAاستخراج      

(Favorgen, Taiwan) انجام شد.  تیک ۀسازند رکارطبق دستو DNA 

در مراحل  شاتیانجام آزما یبرا وبیکروتیشده داخل میورآهای جمع

 .شد زیبعد فر



 ...تشخیص مولکولی بورخولدریامالئی در خون اسب

 

  PCRمراحل انجام 

 Scholz, et)ها از روش در نمونه بورخولدریا مالئیمنظور ردیابی به     

al., 2006) .استخراج  پس استفاده شدDNA  با استفاده از کیت

 PCRاستخراج شده تا زمان انجام  DNAاستفاده شد،  DNAاستخراج 

 DNAد. برای بررسی حضور شگراد نگهداری درجه سانتی -20در فریز 

های از آغازگرهای اختصاصی ژن هادر نمونه بورخولدریا مالئیژنومی 

AT5  وflip   ها با توجه هدف از انتخاب این ژن (. 1د )جدول شاستفاده

 مالئی بورخولدریاها در تشخیص باکتری به دقت و حساسیت بالای آن

ود؛ میکرولیتر ب PCR ،25شده برای انجام است. حجم مواد نهایی استفاده

میکرولیتر، پرایمرهای رفت و برگشت هرکدام یک  5/12مسترمیکس 

 DNAمیکرولیتر  5میکرولیتر درنهایت  5/5میکرولیتر و آب مقطر 

 مشکوک به مواد اضافه شد.

 PCR محصولات زیآنال و الکتروفورز

های تکثیریافتۀ حاصل از ها یا فرآوردهبرای شناسایی آمپلیکون

 ، از روش الکترفورز روی ژل آگارز استفاده شد. PCRهای واکنش

 ساخت ژل آگارز

درصد تهیه 2ها، ژل آگاروز در این مرحله با توجه به اندازۀ آمپلیکون     

با  TBEسی سی 40گرم آگاروز را به  8/0شد که برای این منظور 

اضافه شد و تا شفاف شدن آن حرارت داده شد و در حین  X5/0غلظت 

در زیر safe stain (Smobio, Taiwan )میکرولیتر رنگ  5/1سرد شدن 

هود لامینار به محلول اضافه شد و خوب مخلوط شد تا ترکیب حاصل 

کاملاً یکنواخت شود. درنهایت مخلوط حاصل، در زیر هود داخل 

ای و سفت شدن ریخته شد. با ژله های مخصوص ژل الکترفورزقالب

 شد.استفاده مخلوط، ژل آگاروز برای انجام الکتروفورز 

 هابارگذاری نمونه

پر شد؛  (X5/0با غلظت نیم ) TBEابتدا تانک الکتروفورز با محلول 

میکرولیتر در  10سپس ژل در داخل آن قرار گرفت. و از هر نمونه 

رای اطمینان از صحت نتایج چاهک مربوطه در ژل آگاروز ریخته شد. ب

آزمایش در هر الکترفورز، یک کنترل مثبت و یک کنترل منفی بارگذاری 

عنوان یک نشانگر استاندارد استفاده شد. با شد. نشانگر مولکولی نیز به

و وزن مولکولی آن، حرکت به طرف آند آغاز  DNAتوجه به بار منفی 

 DNAشد. پس از سپری شدن مدت زمان لازم برای تفکیک قطعات 

 برداری شد.تکثیر شده، با دستگاه مخصوص تصویربرداری از ژل عکس

 هاداده یآمار تجزیۀ

 Chi-square) یکا یآمار روش از استفاده باها داده یآمار تجزیۀ     

Tests ) یآمار ۀبرنام از. شد انجام دو SPSS 22 ۀنسخ (IBM, USA )

 .دش استفاده یآمار آزمون انجام یبرا

 نتایج 

واکنش  روش از استفاده با شدهیبررس خون نمونه 384 از درمجموع     

اسب  از شدهآوریجمع خون نمونه 35 تعداد ایای پلیمراز آشیانهزنجیره

 بورخولدریا مالئی DNA وجود نظراز AT5درصد( با پرایمر ژن 1/9)

مثبت  Flipها با پرایمرهای ژن کدام از نمونه. همچنین هیچبودند مثبت

  .(1 شکل)نبودند 

 بحث

های عفونی در بین ترین بیماریبیماری مشمشه یکی از خطرناک     

صورت مزمن و در قاطرها ها بهها است. این بیماری معمولاً در اسباسب

ها میزبانان اصلی این کند. اسبو کشنده بروز می صورت حادها بهو الاغ

های آلوده به بیماری خواران ازطریق خوردن گوشتاند، گوشتبیماری

شوند. بیماری مشمشه یک بیماری شغلی محسوب مشمشه مبتلا می

شده مانند های تدوینشود. مشمشه در قرن گذشته با اجرای برنامهمی

با ضعف بهداشتی و کاهش استفاده محدودیت تجارت اسب از کشورهای 

 . (9)ونقل شیوع و بروز کمتری داشته است ها در حملاسب

دنبال آن گسترش فقر در بیشتر کشورهای اما جنگ و ناآرامی و به     

خاورمیانه مانند عراق و سوریه، زمینه را برای ظهور مجدد این بیماری را 

در میان شیرها  1389 . وقوع مشمشه(10)در کشورها فراهم کرده است 

های بروز این وحش تهران، یکی از جدیدترین گزارشو ببرهای باغ

. براساس گزارش سازمان جهانی (9)بیماری در کشور ایران است 

ها ( و مراکز کنترل و پیشگیری از بیماریOIEبهداشت حیوانات )

(CDC ،)دلیل انتقال ازطریق تنفس، فقدان به یمالئ ایبورخولدر

ها باعث شده که این بیوتیکهای مؤثر و مقامت ذاتی به آنتیواکسن

های مشترک و انسان ترین پاتوژنباکتری را جزء مهمترین و خطرناک

 ,Lipstiz et al., 2012; CDC)المللی معرفی شود دام در جوامع بین

2000; Riedel, 2004 متاسفانه هیچ واکسن یا روش پیشگیری برای .)

ندارد و روش اولیه برای کنترل بیماری مشمشه این بیماری وجود 

شناسایی و معدوم کردن حیوانات آلوده و رعایت شرایط قرنطینه کامل 

 . (10)است
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های تشخیصی بیماری مشمشه شامل کشت ترشحات تازه، روش     

(. Elschner et al., 2019)الایزا، تست مالئین و تست کمپلمان است 

است. این  1352در این مربوط به سال  آخرین اپیدمی بیماری مشمشه

نفر انسان و  5اپیدمی در استان کردستان )منطقۀ دزلی( باعث تلف شدن 

. اما مطالعۀ رسمی در ایران (Tadjbakhsh, 1994رأس اسب شد ) 200

ارش (، بوده است، در گز1349دست بهارصفت و همکاران )به

اسب و مادیان گزارش بار در مشمشه( را برای اولینمیلوئیدوزیس )شبه

(، میلوئیدوزیس انسانی را برای 1356. پورتقوا و همکاران )(11)دادند. 

. در جدیدترین مطالعۀ (11)شکل پنومونی گزارش کردند بار بهاولین

(، 1398ستاد و همکاران )شده در ایران در منطقۀ اشنویه یزدانانجام

اند، اما در این دههای منطقۀ اشنویه گزارش دابیماری مشمشه در اسب

. ضعف تأمین (12)مطالعه به میزان شیوع و موارد مثبت اشاره نشده است 

های کنترل و پیشگیری بیماری و فقدان های اجرای برنامههزینه

امکانات آزمایشگاهی مناسب از عوامل شکست تشخیص مناسب و 

در ویژه در موارد مزمن بیماری است. زودهنگام عامل عفونی مشمشه، به

پور و همکاران، در کشور ایران دشتی 2021ای که در سال مطالعه

اند، سه سویۀ متفاوت از باکتری انجام داده PFGEبراساس روش 

های مؤسسۀ رازی، سویۀ شناسایی شد که شامل سویه بورخولدریا مالئی

جداشده از ببر، منطقۀ اشنویه و سویۀ سمیرم بودند. نتایج این مطالعه 

منظور بررسی فیلوژنی و مطالعات به PFGEنشان داد که روش 

 . (13)استاندارد است  بورخولدریا مالئیاپیدمیولوژی درخصوص باکتری 

ای مولکولی ههای تشخیصی مانند تکنیکامروزه از جدیدترین روش     

های مبتنی بر شود. تکنیکهای تخصصی استفاده میدر آزمایشگاه

های مرجع تحت نظارت ای پلیمراز در اغلب آزمایشگاهواکنش زنجیره

OIE (7)شود استفاده می. 

شود، های که برای طراحی پرایمر استفاده میترین ژنیکی از مهم     

 1051از ژن به طول ای در این قسمت است. قطعه 23SrRNAژن 

های بورخولدریا مالئی و جفت باز وجود دارد که بین تمام گونه

هم خیلی به DNA-DNAپسودومالئی ازنظر ژنتیکی و هیبریداسیون 

های ناچیزی در ژنوم دارند. تفاوت موجود در نوکلئوتید اند و تفاوتنزدیک

ریق باشد، در این قسمت تیمدین مقابل سیتوزین باعث تفمی 2143

. در مطالعۀ (14)شود  می بوخورلدریا پسودومالئیو  بورخولدریا مالئی

جفت بازی در قسمت  1051(، یک لوکوس 1998برنفید و همکاران )

23SrRNA  طراحی  کردند که قابلیت تفریق بین این دو گونه را دارد

(15) .Ulrich  ( پرایمر براساس ژن 2006و همکاران ،)flip   در باکتری

را طراحی کردند، این ژن پروتئین فلاژلین را کد  لدریا مالئیبورخو

رغم اینکه باکتری بورخولدریا مالئی بدون حرت است، اما از کند. علیمی

. تشخیص (14)فاکتورهای مهم در تفریق بین این دو گونه باکتری است 

بازپدید در طغیان اخیر مشمشه در امارات متحده عربی  بورخولدریا مالئی

 IS407-flipشولز و همکاران با تکثیر و مطالعۀ لوکوس زنی  توسط

عنوان ابزار تشخیصی حساس، ساده و سریع برای انجام گرفت و به

 .(16)کار رفت های بالینی بهتشخیص اختصاصی این باکتری در نمونه

و همکاران درمورد خطرات وقوع بیماری مشمشه  Adhikariاخیراً      

. (17)اند دلیل ظهور جدید این بیماری هشدار دادهدر کشور نپال به

و همکاران  Erdemsurakhای در کشور مغولستان همچنین در مطالعه

(، با استفاده از تست ثبوت کمپلمان و تست رزبنگال با بررسی 2020)

اسب  337های مغولستان از ت اسبموارد مثبت بیماری مشمشه در جمعی

های رزبنگال و درصد( به ترتیب با تست3/8) 28درصد( و 7/7اسب ) 26

. همچنین براساس مطالعات بیماری (18)ثبوت کمپلمان مثبت بودند 

کن شده است، با این حال مشمشه در کانادا و اروپای غربی ریشه

بی، اروپای شرقی، های پراکنده هنوز در شرق آسیا، آمریکای جنوعفونت

گیری شمال آفریقا و خاورمیانه گزارش شده است. همچنین موارد تک

 .(18)انسانی هم گزارش شده است 

های (، عفونت2021و همکاران ) Ramachandranبراساس مطالعۀ      

ایالت هندوستان گزارش شده است  6در  یمالئ ایبورخولدرجدید ناشی از 

شوند. ات، راجستان، دهلی و تامیل نادو میکه شامل: جامو، کشمیر، گجر

ترین عامل شیوع این بیماری نتایج این مطالعه نشان داده است که مهم

در ایالت هندوستان تجارت اسب و رعایت نکردن قرنطیه است. در این 

 . (19)رأس اسب آلوده به بیماری مشمشه بودند  6رأس اسب و  4مطالعه 

(، در منطقۀ پنجاب 2022و همکاران ) Brangschدر مطالعۀ      

ها بین جدا شده از اسب یمالئ ایبورخولدرسویه  19پاکستان ژنوم 

ها در نقاط مختلف توالی یابی و ژنوتیپ آن 2020تا  1999های سال

 .(20)تعیین شد 

های ثانویه در زمان تواند به آلودگیمی PCRاز دلایل منفی شدن      

توانند می DNAas؛ زیرا برخی آنزیم مانند اشاره نمود DNAاستخراج 

را منفی کنند. در  PCRژنومی شوند و درنتیجه تست  DNAباعث لیز 

در تشخیص بیماری مشمشه در  PCRبرخی مطالعات حساس 

شده است. همچنین میزان کفته(  110CFU/mlترین میزان کلنی )پایین

ژنوم اعلام شده است. این مطالعات  20000تشخیص معادل ژنوم قابل

حساسیت بالای در تشخیص ژنوم  PCRنشان داده است که تکنیک 



 ...تشخیص مولکولی بورخولدریامالئی در خون اسب

 

های را دارد. بنابراین از دیگر دلایل منفی بودن نمونه بورخولدریا مالئی

شده های استخراجونهدر نم DNAتواند پایین بودن میزان این مطالعه می

کشت داده  بورخولدریا مالئیشده ابتداد باکتری باشد، چون مطالعات انجام

دلیل نبود اند، ولی در مطالعۀ ما بهانجام داده DNAو بعد استخراج 

. (10)( امکان کشت و استخراج وجود نداشت 3آزمایش مناسب )سطح 

یص قطعی اطلاعات اپیدمیولوژیکی بیماری مشمشه تنها با تشخ

آمده است و هیچ گزارش رسمی و قطعی از دستدار بههای علامتاسب

به بعد در نقاط مختلف جهان وجود ندارد.  2012وقوع مشمشه از  سال 

کنی این بیماری منظور ریشهبنابراین ضرورت ایجاد اقدامات کنترلی به

لازم است. همچنین افزایش اطلاعات عمومی از وجود بیماری مشمشه 

ها، با تأکید بر تأثیر اقتصادی و پیامدهای سلامت ر میان جمعیت اسبد

 شود.عمومی اکیداً توصیه می

 گیری نتیجه

ایران  وای است که در منطقۀ اشنویه مطالعۀ حاضر اولین مطالعه     

تواند بسیار کاربردی و حائزاهمیت انجام شده است و نتایج آن می

را اسبان اشنویه  بورخولدریا مالئیباشد. نتایج این مطالعه، شیوع 

استان آذربایجان غربی نشان داد. با توجه به نتایج این مطالعه 

صورت توان نتیجه گرفت که گزارش مشمشه در کشور حتی بهمی

. با توجه گیر، هشداری برای نهادهای بهداشتی و مراقبتی استتک

به مشکلات تشخیصی سریع و دقیق عامل عفونی مشمشه، 

های اختصاصی شناسایی ارگانیسم در این مطالعه با استفاده از ژن

مطابق با استاندرادهای تشخیصی سازمان جهانی بهداشت حیوانات 

(OIEبا حساسیت و اختصاصیت بالا انجام گرفت ). 
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