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Background and Aims: Salmonella Spp. is one of the most common causes of bacterial 

gastroenteritis and foodborne diseases. More than 2500 serotypes of Salmonella have been 

identified which most of them cause infections in humans. 

Phylogenetic analysis of the family Enterobacteriaceae has not been subjected to extensive 

variation based on 16S rRNA sequences. In fact 16S rRNA gene was not thought to solve 

taxonomic problems concerning closely related species because of its highly degree of 

conservation in own structure. So, 23S rRNA gene which has a potential to classified related 

strains under sub-species level were candidate to analysis of Salmonella spp. 

The aim of this study was to evaluate the clinical Salmonella strains’ relationship using  

23S rRNA gene sequence. 

Materials and Methods: DNA of identified Salmonella spp. from patients with acute 

diarrhea was extracted. Sequences of 23S rRNA were determined after PCR tests. The whole 

gene sequences were used to generate phylogenetic trees based on Neighbor-joining method by 

MEGA 5.05 5. 

Results: Helix (25 and 45) structures were detected in the most of different serotypes 

isolates. All S.Typhi included helix-25 in ribosomal structure, but in the other strains, helix-45 

was also observed. The similarity between Salmonella spp. was 99-100% based on 23S rRNA. 

 Conclusions: 23S rRNA gene sequence data was better to analyze at subspecies level and 

differentiation between serovars. According to variety in Salmonella serotypes based on 

difference in Anti gene O and H, application of new molecular methods and substituting them 

with traditional assays are needed. 
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 های تهرانی بالینی بیمارستانهانمونهشده از جدای سالمونلاهای بررسی فیلوژنی سویه

  23S rRNA براساس تعیین توالی ژن 
 

 2، فاطمه فلاح1،3یزالمحمدرضا  ،*1،2بخشمرسده تاج
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ی ناشی از غذا است. تاکنون بیش هایماریبو  باکتریایی ترین عوامل گاستروانتریتیکی از مهم سالمونلاباکتری  :زمینه و هدف

براساس  اسهیانتروباکترساختار فیلوژنی خانوادة  .زا هستندبرای انسان بیماری اکثر آنهاشده که سرووار از این جنس شناسایی 2500از 

مشکلات  تواندینم، شده در ساختار خودحفاظت یبالا یتوال زانیم لیبه دلاین ژن  وسیعی ندارد. بنابراین تنوع 16S rRNAتوالی 

انتخاب شد که  23S rRNAژن  سالمونلا، هایسویه بررسی ر برایی نزدیک به هم حل کند. به این منظوهاگونهبندی را در طبقه

ی بالینی با سالمونلای هاهیسوی مرتبط به هم را در سطح زیرگونه دارد. هدف از این مطالعه بررسی قرابت هاهیسوتوانایی تفکیک 

 است. 23S rRNAاستفاده از توالی ژن 

پس از  23S rRNAو توالی ژن از بیماران با علائم گوارشی، استخراج  سالمونلاشدة دییتأی هانمونه DNA :کار روش و مواد

PCR  در آنها تعیین شد. درختچة فیلوژنی براساس روشNeighbor-joining افزار و با نرمMEGA 5.05 5 .رسم شد 

 تیفی تنها یسالمونلاهای شد. در سویه دهید های مختلفسروتیپ با هاهیسودر بین اکثر  45و  25دو ساختار مارپیچ  ها:یافته

 بین 23S rRNAبراساس توالی  سالمونلای هاهیسوقرابت  زانیم مشاهده شد. 45مارپیچ  هاهیسوو در بقیة  25ساختار مارپیچ 

 بود. درصد 100-99 

ا توجه به . بدهدیمنشان  هاتمایز بیشتری برای آنالیز در سطح زیرگونه و تفریق سروتیپ23S rRNA  نتایج ژن :گیرینتیجه

های نوین مولکولی در این راستا و کارگیری روشبه لزوم سطحی، Hو  Oی هاژنآنتی براساس تفاوت سالمونلاهای تنوع سروتیپ

 .رسدیمهای سنتی ضروری به نظر جایگزینی آن با روش

 

 23S rRNA، تعیین توالی، ، فیلوژنیسالمونلا کلمات کلیدی:
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مهمقد
 23S و 16Sزیرواحدهای ریبوزومی ة ی کدکنندهاژنآنالیز 

طور گسترده و برای یی است که امروزه بههاروش از جمله

پژوهشگران . شودیمها استفاده بندی و شناسایی پروکاریوتطبقه

توالی عنوان نشانگر فیلوژنی، و با مقایسة در آغاز بررسی این ژن به

، متوجه شدند ممکن است هاسمیکروارگانیمریبوزومی  RNAژن 

میکروارگانیسمی حاوی چندین کپی از یک ژن یا اپرون ریبوزومی 

بندی فیلوژنی شده در طبقه. از الزامات کلیدی ژن مطالعه(1)باشد 

ی بر علم و حاوی مبتن تکثیر،آن است که همگانی، پایدار، قابل

بندی ی ریبوزومی در هر طبقههاژنباشد. اطلاعات ژنی بالایی 

. علاوه بر این، (2)روند فیلوژنی به شمار می علم پایة و اسکلت

های کدکنندة پروتئین به آرامی در نسبت به ژن های ریبوزومیژن

ی هاگونهوتحلیل فیلوژنی حال تکامل هستند و این امر در تجزیه

ویژه مدل میت است. بهیا مرتبط با هم بسیار حائز اه و هم از دور

براساس مقایسه و  صرفاهای ریبوزومی ساختار ثانویة ژن

نظر  . به(3) ردیگیمآمده صورت دستهای بهتحلیل توالیوتجزیه

نتیجة نقش مهم و آن  یداریو پا یشدگحفظ یزانم رسدیم

 حیاتی و اساسی عملکرد از جزئی عنواناساسی این ساختار به

های ریبوزومی به دلیل کد نکردن پروتئین، ژنباشد؛ زیرا  سلولی

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 

 1397آبان -مهر – 4 شماره – 12سال 

www.ijmm.irage: Journal homep 

 

 

مقاله 

 پژوهشی

http://www.ijmm.ir/


1397آبان  - مهر▐ 4 ةشمار 12 سال▐شناسی پزشکی ایران میکروب ةمجل  

241 

 

 راژن  یندر ا گونه فعالیت آنزیمی ندارند و سلول اغلب جهشهیچ

ی هاجهشکند؛ به این معنا که این ساختارها در اثر یتحمل م

ی، حذف و یا اضافه شدن نوکلئوتیدی دچار تغییر ماهیتی و انقطه

 یلوژنیف یهایدر بررس. گفتنی است (4) شوندینمعملکردی 

آنها  یتوال یشدگثبات و حفظ یزانوجود دارد که م یاندک یهاژن

 .(5)باشد  یبوزومیر یهاژن یمشابه توال

مارکر  23S rRNAها، ژن تدر مطالعات فیلوژنی پروکاریو

شده و متغیری مناسبی است. ساختار اولیة این ژن نواحی حفظ

از  جفت باز 3000همچنین به دلیل داشتن توالی، حدود . دارد

شده که آن را  یلتشک یو بلندتر یشترب یاطلاعات یهاتیموقع

کاندید مناسبی برای بررسی اطلاعات فیلوژنی در سطح زیرگونه 

(Sub-species )شتریو طول ژن ب یهرچقدر توالزیرا  ؛است هکرد 

ژن بارةنکته در نیاست. ا یشتریب یارهیاطلاعات ذخ یباشد حاو

 شودینم هساخت نئیپروت از آنها که ییهاژن ژهیوبهدار و خانه یها

افتهیچراکه در اجداد مشترک و براساس  ؛است تیاهم زئارحایبس

 .تتکامل آنها در طول زمان حفظ شده اس ریمس یتکامل یها

ی هایتوال در این ساختار تحت عنوان ی متغیرهاقسمت بخشی از

شناسایی شده IVS (Intervening sequences )گر یا مداخله میانی

 23Sدارد که در تکامل ( Helix)این ساختار اساس مارپیچ . است

rRNA  زیرا در  است؛ مؤثر اسهیانتروباکتری هاگونهدر برخی از

 .(6،7) شودینمهمة اعضای این خانواده دیده 

کپی از اپرون ریبوزومی در  7مطالعات نشان داده است 

وجود  Salmonella typhimuriumو  Escherichia coli کروموزوم

-5S rRNA-23S rRNA"قالب کلی  که همة آنها در یک دارد

tRNA-16S rRNA" (7) رندیگیمقرار  و پایانگر ژن. 

 S. typhimuriumدر  23S rRNAی اضافه در اقطعهوجود 

 IVSشناخته شده است. گزارش شده که   IVS تحت عنوان ناحیة

 Salmonellaی هاگونه 23S rRNA ژن 1170و  550در جفت باز 

در  Helix 45و  Helix 25این دو ناحیه با عنوان  .شودیموارد 

 .(8) ی شده استمعرف 23S rRNAساختار ثانویة ژن 

IVS ی باکتریایی مانند هاجنسطور پراکنده در بین دیگر به

Campylobacter  وHelicobacter .همچنین مشخص  وجود دارد

ی متعدد ژن زیرواحد هایکپبین  در IVSشده است که انتشار 

( ناهمگون است. این فرضیه مطرح است که rrl) بزرگ ریبوزومی

IVS  ممکن است در روندی تکاملی نتیجة انتقال افقی با

بوده یا با  (Conjugation) یوغیپلاسمیدی باشد که در حال هم

 .(6،7،9)فاژ القایی منتقل شده است 

 اسهیانتروباکترخانوادة  یکی از اعضای Salmonella یباکتر

دار بوده و هوازی یا صورت باسیل گرم منفی تاژهاست که به

بندی این جنس براساس روش اختیاری است. طبقه هوازیبی

Kauffman-white  2500. تاکنون بیش از ردیگیمصورت 

به دست خانواده  ینا از H و Oژن سروتیپ براساس ساختار آنتی

مدفوعی وارد بدن شده و  –از راه دهانی آمده است. این باکتری 

 .(10)مسمومیت غذایی و تب تیفوئید باشد  عامل تواندیم

 یآهستگ به یبوزومیر یهاژن در یتکامل روند که آنجا از

 زیتما در یمؤثر نقش ساختار نیا رسدیم نظر به است، داده یرو

ی متفاوتی در زمینة فیلوژن مطالعات. دارد یکدیگراز  هاگونه

شده به ثبت رسیده های حفاظتبا استفاده از توالی ژن سالمونلا

های که توانایی جداسازی را در حد زیرگونه دارند )مانند ژن است

کننده ، فاکتور طویل2، توپوایزومراز 2و  1سیتوکروم اکسیداز 

 در مطالعات  23S rRNAجایگزین ژن توانندیمپروتئین و ...( و 

 .(11،12)شوند  یلوژنیف

های بالینی سالمونلامطالعة حاضر با هدف بررسی فیلوژنی 

 های تهران و با استفاده از توالی ژن جداشده از بیمارستان

23S rRNA برای اولین بار در ایران انجام شده  و تعیین قرابت آنها

منظور بهبه یلوژنیف نعییتاست. بر این اساس این مقاله در پی 

آنها  یکیو نزد یحاصل و مقدار دور یهاهیآوردن قرابت سودست

ی هایبررسهمچنین با  است. 23S rRNAاز هم براساس ژن 

 های موجود و توالی آنها در ساختار ژنیIVSگرفته فراوانی صورت

 شده است. مشخص ی سالمونلاهاهیسو

 هامواد و روش
از افراد مبتلا به اسهال  سالمونلای بالینی هاهیسوی هانمونه

بیمارستان طالقانی، کودکان )های تهران به بیمارستان طی مراجعه

، در مدت (مفید، لقمان، مرکز طبی کودکان، میلاد، امام حسین

آوری شده است. نمونة ( جمع94پاییز  تا 93از تابستان )ماه  15

مدفوع افراد در محیط کری بلر به آزمایشگاه منتقل و به مدت 

 ,F (Merckسلنیت  در محیط درجه 37ساعت در دمای  24-18

Germanyی انتخابی و هاطیمحبه ها نمونهسپس  سازی شد.( غنی

آگار  کولات دزوکسی -لیزین -اختصاصی مک کانکی و گزیلوز

(XLD)، (Merck, Germany)  ساعت در دمای  18-24به مدت

ی مشکوک به هایکلنشناسایی  لسیوس انتقال یافت.سدرجة  37

ی ها)تستی بیوشیمیایی اختصاصی هااز طریق آزمایش سالمونلا

( صورت گرفت و در تراتیسپروسکوئر و  ایندول، متیل رد، وژز

روش سرولوژی و آگلوتیناسیون روی به سالمونلاهای نهایت جدایه

های اختصاصی مؤسسة رازی تعیین سروتیپ شدند. سرملام با آنتی
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خیص تشیی که سروتیپ آنها غیرقابلهاهیسوی تکراری و هانمونه

های جداشده در کلیة باکتری بود از مطالعة حاضر حذف شدند.

ی ( حاوMerck, Germany) (TSB) براث یسو یپتیکتر محیط

 درجة سلسیوس ذخیره شد. -80گلیسرول در دمای  درصد 10

DNA کلروفرم استخراج شد -شده با روش فنلدییتأی هانمونه

بافر در لسیوس سدرجة  -20در دمای  DNAی هانمونه. (13)

(TE )Tris-EDTA های بعدی نگهداری شد.برای تست 

 مریپرا یطراح

 شده برای طراحی پرایمر از توالی ژنومی سویة ثبت

(GenBank accession number NC-004631) ازS. typhi عنوان به

 Geneافزار با استفاده از نرم الگو استفاده شد. کلیة پرایمرها

runner (v3.05) .آوردن توالی کامل ژن دستبرای به طراحی شدند

23S جفت باز در سویة مزبور به ثبت رسیده  3200با حدود  که

ژن  3′و 5′جفت باز فرادست و فرودست  50ها از حدود بود، پرایمر

طراحی شدند. برای تسهیل تعیین توالی، ژن مدنظر به چهار قطعه 

با جفت باز بود که  900-1100تقسیم شد که طول هریک حدود 

پوشانی داشت. پرایمرهای جفت باز هم 50-70قطعة قبل حدود 

ی در توال ییندستگاه تع یاز خطا تعیین توالی برای جلوگیری

 کار به ی وطراح خوانش توالیها و به دست آوردن توالی کامل ژن،

 Bioneerکلیة پرایمرها را شرکت بیونیر ) .(1شد )جدول  گرفته

Co, Ltd, Daejeon, Republic of South Korea.سنتز کرد ) 

 

 

 پرایمرهای تعیین توالی. 1جدول 

Product size Sequences (5´- 3´) Primer Gene 

bp* 1100-900 
TCAAGCTGAAAATTGAAACACAG 

GCTATCTCCCGGTTTGATTG 

SAL23S FWD1 

SAL23S REV1 
23S rRNA Part I 

 
TACTCCTGACTGACCGATAG 

CTATCGGTCAGTCAGGAGTA 

23S Sequencing FWD1 

23S Sequencing REV1 

bp 1031-900 
GGGAAACCGAGTCTTAAC 

GATTTACCTGGAACACATAC 

SAL23S FWD2 

SAL23S REV2 
23S rRNA part II 

 
AAAGCGTAATAGCTCACTGGTC 

GCATTCGCACTTCTGATACC 

23S Sequencing FWD2 

23S Sequencing REV2 

bp 950 
GCGTAGTCGATGGGAAAC 

CGACCAGGATTAGCCAAC 

SAL23S FWD3 

SAL23S REV3 23S rRNA 

part III 
 

CACGTAGGTGAAGTGATTTA 

CCTTAGGACCGTTATAGTTAC 

23S Sequencing FWD3 

23S Sequencing REV3 

bp 900 
GACACTGAACATTGAGCCTTG 

GTGCTGAAAATCGTCTCTCATC 

SAL23S FWD4 

SAL23S REV4 
23S rRNA part IV 

 
TGTTTGGCACCTCGATGTC 

GGCATGACAACCCGAACA 

23S Sequencing FWD4 

23S Sequencing REV4 

 *bpجفت باز : 
 

 PCR برنامۀ

در حجم نهایی  23S rRNAبرای چهار قطعه ژن  PCRبرنامة 

مولار میلی Tris-HCl،50مولار میلی 10شامل  (lµ) تریکرولیم 25

KCl ،5/1 2مولار یلیمMgCl ،20  میکرومولار ازdNTPs  و یک

ایران( در دستگاه -)سیناژن DNA Taq polymeraseواحد آنزیم 

به محلول واکنش،  انجام شد. AG 22331اپندورف مدل 

مولار از  کرویم 5/0حدود شده برای هر قطعه پرایمرهای طراحی

در نهایت چهل نانوگرم از  اضافه شد. Reverseو   Forwardرشتة 

DNA .باکتری به هر واکنش اضافه شد 

یکلر شامل دناتوراسیون اولیه در دمای برنامة ترموسا واکنش

دقیقه بود. سپس دناتوراسیون  5درجة سلسیوس به مدت  94

ثانیه  30درجة سلسیوس به مدت یک دقیقه،  94 ثانویه در دمای

، 59ترتیب ( برای چهار قطعه بهannealingدمای اتصال پرایمر )

 27ثانیه دمای تکثیر اولیه در  30 درجة سلسیوس، 63و  55 ،58

دقیقه در  10درجة سلسیوس و در آخر تکثیر نهایی به مدت 

با  PCRدرجة سلسیوس صورت پذیرفت. محصول  72 دمای

 ,Merck) آمیزی، و روی ژل آگاروزاتیدیوم بروماید رنگ

Germany )5/1 فرابنفش نور تحت درصد (UV) .مشاهده شد 

 تعیین توالی

 Roche (Germany)با استفاده از کیت  PCRمحصول 

 ,genetic analyzer (Foster City 3130  تخلیص شد و با دستگاه

CA, USA) Applied Bio System ABIنوکلئوتیدی هر  ، ترادف
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( و Sequencingبا استفاده از پرایمرهای تعیین توالی ) دو رشته

ی هایتوال( مشخص شد. آنالیز Amplificationکننده )تکثیر

انجام، و در  Chromasو  Laser gene 6افزارهای حاصل با نرم

 MEGA و Clustal W 1.81افزار نهایت درخت فیلوژنی با نرم

 رسم شد. 5.05

 هایافته
های سالمونلانمونه  52نمونة قابل سروتیپ از بین  27تعداد 

های وابسته به دانشگاه شهید شده از برخی بیمارستانآوریجمع

. فراوانی های تهران انتخاب شدبهشتی و دیگر بیمارستان

، 8/14% S. paratyphi C( n=4) ترتیبهای جداشده بهسروتیپ

(8=n)6/29%S.typhi( ،5=n )5/18% S. paratyphi B، (7=n)26% 

S. paratyphi A و (3=n)1/11% S. enteritidis .بود 

( نشان 1قطعات اول و دوم ژن )شکل  PCRنتایج حاصل از 

 یةناحو به دلیل وجود  ی مختلفهانمونهکه این قطعه در  دهدیم

IVSهای توجه به اینکه هفت نسخه از ژن با ای متغیر دارد.، اندازه

ی اافتهی نیچن های موجود است،اسهیانتروباکتردر اغلب  ریبوزومی

مربوط به  PCRمحصول ، 1توجه به شکل  دور از انتظار نیست. با

تا  2ای ه، حاکی از تنوع اندازة باندی است. در چاهکاول ژن ةقطع

یمجفت باز نشان  1031با اندازة  PCRباند محصول وجود تک 6

نسخة  7دارد. به عبارتی هر  IVSنسخه توالی  7کل  دهد

دارند؛ در حالی که  25 چیمارپ یتوالریبوزومی در ساختار ژنی خود 

باز حاکی از نبود این  جفت 900اندازة باند  9تا  7ی هاچاهکدر 

ی ژن مزبور است. در هانسخهلیة ( در ک25قطعه )مارپیچ 

باز نشان  جفت 1031و  900، وجود دو باند 12تا  10ی هاچاهک

ی ژن ریبوزومی در ساختار خود توالی هانسخهکه برخی  دهدیم

(IVS) فاقد آن هستند. دارند و برخی نیز 

نیز  23S rRNAهمین مشاهدات دربارة قطعة دوم ژن 

اسـت )شکل  45ختار مارپیچ توضیح است که دربرگیرندة ساقابل

بود؛  25تیفی همگی واجد قطعة مارپیچ  یسالمونلای هاهیسو(. 1

ی سالمونلاو  Aی پاراتیفی سالمونلای هاهیسودر  در حالی که

ی هایکپاین قطعه مشاهده نشد. بیشترین تنوع  Cپاراتیفی 

مربوط  Cو  Bی پاراتیفی سالمونلای هاهیسوبه  23Sکروموزومی 

ساختار ریبوزومی آنها دیده شد. در قطعة  درهر دو قطعه است که 

جز ها بهاست، اکثرنمونه 45دوم ژن که دربرگیرندة مارپیچ 

در  45 فاقد قطعة مارپیچ ،Cو   B ی پاراتیفیسالمونلای هاهیسو

ی هاهیسوبرخلاف قطعة اول، در  ساختار کروموزومی خود بودند.

در ساختار  45از مارپیچ ی انشانهگونه ی تیفی هیچسالمونلا

کروموزومی این سروتیپ مشاهده نشد. این در حالی است که 

ی انتریتیدیس در ساختار خود واجد قطعة سالمونلای هاهیسو

 بود. 45و فاقد مارپیچ  25مارپیچ 

 
 

 
چاهک  :23S rRNAمربوط به قطعۀ اول و دوم ژن  PCR. 1 شکل   

حصول مربوط به : م6-2، چاهک DNA Ladder markerاول 

(، bp 1031باند )ی ژن با اندازۀ هایکپدر همۀ  IVSدارای  هایتوالی

باند ی ژن با اندازۀ هایکپدر همۀ  IVSی فاقد هایتوال: 9-7چاهک 

(bp 900،) یکپهایی است که در برخی از مربوط به توالی 12-10 چاهک

 .اندبودهو در برخی فاقد آن  IVSی ژن دارای ها
 

حذف و درخت  IVSتوالی قطعات  رسی فیلوژنی،برای بر

 Neighbour joiningو روش  MEGA 5.05افزار نرم فیلوژنی با

ی دارای هاهیسوخوبی به 23S rRNA( . توالی 2ترسیم شد )شکل 

مجزا قرار داد.  بندی کرد و در یک خوشةسروتایپ یکسان را طبقه

ی بین اهملاحظتفاوت قابل آمدهدستخوشة به 7از آنالیز 

به  احتمالاًدیده نشد که  Cو  Bی پاراتیفی سالمونلاهای سروتیپ

در ساختار آنها است. میزان قرابت  IVSی هاقطعهدلیل حضور 

ی انتریتیدیس با سالمونلاو  A ،Cی پاراتیفی سالمونلا یهاهیسو

 نیب Kimura two parameterو   Maximum likelihood روش

ی تیفی و پاراتیفی سالمونلایزان برای بود. این م درصد 100-99

B  ی هاهیسوخوبی گزارش شد. این توالی به درصد 8/99-100بین

طور ای مجزا قرار داده و آنها را بهی تیفی را در خوشهسالمونلا

ی سالمونلاها جدا کرد. این امر برای کامل از دیگر سروتیپ

 هانمونهوت اتف رسدیمانتریتیدیس به وضوح مشاهده نشد. به نظر 

  .ها در این امر دخالت داشته استIVSو ساختار توالی 

   1    2       3    4     5     6      7    8    9      10   11   12 
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 .Mega 5.05افزار نرم ۀوسیلبه Replicates Bootstrap 1000و  Neighbor joiningبا روش  S rRNA23فیلوژنی ژن  ۀدرختچ .2شکل 

E:Salmonella enterica serovar enteritidis ،A:Salmonella enterica serovar para typhi A،B:Salmonella enterica serovar para 

typhi B ،C: salmonella enterica serovar paratyphi C  وT:Salmonella enterica serovar Typhi .یتوال FDL933 E-coli 0157:H7  در

NCBI عبارتی کنترل و یا به برایOut Group .استفاده شد 

 

 گیرینتیجهبحث و 
در  رودیما به کار هیباکتربندی رای طبقهیی که بهاکیتکن

ی هاروش. اگرچه (1) ردیگیمدو دستة فنوتیپی و مولکولی قرار 

سنتی و مرسوم مثل بررسی خصوصیات مورفولوژی و فیزیولوژی، 

خصوصیات بیوشیمیایی و سرولوژی هنوز هم کاربرد وسیعی دارد، 

ه مشابه ی جدید و تازهاکیتکندر چند دهة اخیر استفاده از 

رو به افزایش نهاده  PCRو  DNAهای بادی، پروبمنوکلونال آنتی

 هازولهیا. در بسیاری از موارد، اختلاف ژنتیکی بین (14)است 

، مثل تفاوت در فاژ کندیمهای شاخص فنوتیپی ایجاد تفاوت

و  بیوتیکیی آنتیهامقاومتها، ، ایزوزیمهامیآنزژن، تایپ، آنتی

 .(2،15)اهمیت است  حائزکه از لحاظ بالینی  لیکیی متابوهاچرخه

های بندی ابزار مناسبی برای مطالعة ویژگیی تیپهاروش

برای  ی پاتوژن است. به همین منظور امروزههایباکتراپیدمیولوژی 

ی غیرمرتبط و هاهیسوو  هاجنستعیین ارتباط اپیدمیولوژی بین 

ی هاهیسوط تکاملی بین مرتبط با هم و نیز تعیین و شناسایی ارتبا

نزدیک به هم و اشتقاق آنها از یک نیای سلولی، از ابزار مولکولی 

 .(2،16) شودیماستفاده 

نیز زیرواحد  و  16S rRNAتوالی ژن زیرواحد کوچک ریبوزوم

طور مکرر برای تعیین ارتباط فیلوژنی بین به 23S rRNAبزرگ آن 

؛ چراکه اغلب شودیم و شناسایی گونه و جنس استفاده هایباکتر

 از ترقیدق وتر راحتتعیین توالی به منظور شناسایی باکتری 

ی هایبررساست. برای  فیزیولوژیکی یا بیوشیمیایی یهاروش

تعیین توالی  Polyphasic)فیلوژنی با استفاده از روش چندفازی )

است؛ زیرا در همة  ترمرسومو  ترمعمول 23S rRNAو  ژن

ها وجود دارد، عملکرد آنها در طول زمان حفظ شده است، باکتری

نواحی بسیار  تر از همه وجودو مهم شوندیمراحتی تعیین توالی به

 .(3،14،17)ها است نی آتوالدر  حفظ شده تا نواحی بسیار متغیر

زیرواحد بزرگ ریبوزوم حاوی اطلاعات بیشتری نسبت به 

تر بودن آن، بلکه ک است و نه تنها به دلیل بزرگزیرواحد کوچ

یمی است که میزان جهش بالاتری دارد و اگستردهحاوی نواحی 

ی نزدیک به هم کاربرد هاهیسوبرای بررسی تکاملی بین  تواند

 .(1،18،19)باشد داشته 

ممکن است برای آنالیز  16S rRNAاز آنجا که توالی ژن 

ی مربوط به یک هاگونهویژه هم؛ بهی نزدیک به هاگونهفیلوژنی 
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ی مختلف هاگونهجنس به دلیل شباهت بسیار زیاد توالی آن در 

ها و ی یک جنس کافی نباشد، پیشنهاد شده از شاخصهایباکتر

 .(2،20،21)ی دیگر استفاده شود هاژن

تعلق دارد. در  اسهیانتروباکتربه خانوادة  Salmonellaجنس 

وع سروتیپی این جنس، شناسایی و حال حاضر با توجه به تن

یممحسوب  یکی از مشکلات سالمونلای هاهیسوتعیین سروتیپ 

در این  های جدید تعیین هویت. بنابراین استفاده از روششود

ها استفاده از درختچة مقوله ضروری است. یکی از این روش

 .(10)دار است های خانهفیلوژنی براساس تعیین توالی ژن

گرفته مبنی بر تمایز و تحقیقات صورت نتایج با توجه به

 رسدیم، به نظر 23S rRNAبراساس توالی  سالمونلاهای سروتیپ

تری دارد عملکرد بهتر و دقیق 16S rRNAاین ژن در مقایسه با 

های سالمونلا. بنابراین در تحقیق حاضر برای بررسی فیلوژنی (22)

اده شد. نتایج حاصل استف 23S rRNAبالینی جداشده، از توالی ژن 

 سالمونلای مشابه دربارة جنس هاقیتحقاز این بررسی با دیگر 

 مقایسه است.قابل

همکاران، با استفاده از توالی  و Christensen ،1998در سال 

ی هاهیسو، ارتباط فیلوژنی 23S rRNAو  16S rRNAژن 

Salmonella  یالتورا بررسی کردند. آنها در این تحقیق نتایج را با

بررسی  Shigellaو  E.coli برای GeneBankشده در ی ثبتها

حکایت از  Salmonellaنمونه  16کردند. نتیجة تحقیق آنها روی 

 S. bongori، 5/3-8/2و  S. entericaی هاهیسو آن داشت که بین

و  S. typhiی هاهیسووجود دارد. در این میان بین  درصد تفاوت

S.typhimurium  دیده شد که این مقدار تفاوت  د درص 3/0تنها

ی هاهیسوبا  هایبررسبا نتایج تحقیق فعلی همخوانی دارد. اما 

Shigella   وE.coli  قرابت نشان داد. تحقیق  درصد5/91حدود

 16S و توالی بین دو ساختار  سالمونلادیگر آنها روی جنس 

rRNA 23وS rRNA  نیز معلوم کرد توالیInternal transcribed 

spacer (ITS))) 23 خوبی ژنبهS rRNA ها قادر به تمایز سروتیپ

از یکدیگر نیست. نتیجة آنها با بررسی مطالعة اخیر در تمایز و 

 .(23،24) ، مشابه بودهاهیسودر تمایز  23S rRNAدقت ژن 

در را  IVSساختار  نو همکارا Pabbaraju، 2000سال  در

پژوهش  یهاافتهیمشابه  یزآنها ن ی. بررسبررسی کردند سالمونلا

 ترعیشا 25 یچساختار مارپ هاهینشان داد در غالب سو یراخ

وجود داشت و  25 یچتنها مارپ یفیاما در سرووار ت ،( است>60%)

ی فعل یبررس یجآنها با نتا یافتةنشد.  یدهد 45 یچساختار مارپ

 یفیت یسالمونلا یهاهیسو مدر تما براساس آن است که همسو

 یمولکول یهایبا بررس یمشاهده شد. از طرف 25 یچرپ( ما100%)

 سالمونلا یهارگونهیتمام ز در ( نشان دادندMLEE)روش  شتریب

 یو همکاران رو Pabbaraju یوجود دارد. بررس یچمارپ یساختارها

کرد که  دییتأ سالمونلا یهارگونهیسرووار متعدد مربوط به ز 72

منتقل شده و  هاهیسو نیب یانتقال عمود یقساختار از طر ینا

 Salmonella یرگونةاست. پژوهش آنها نشان داد ز یکاملا تصادف

bongori ی کهدر حال را دارد؛ 45و  25 یجهر دو ساختار مارپ 

 مطالعة درآمده دستبه یجةمشابه نت S. enteritidis یهاهیسو

 45 مارپیچ دربارة آنها نتایج دیگر. را دارد 25 مارپیچ قطعة حاضر،

 مطالعة یهاهیسو در مشابه سرووارهای نبودِ و نوع تفاوت دلیل به

 .(8،19) نبوده است بررسی و بحث قابل حاضر

سویة  120و همکاران با مطالعة  Hunt 2006در سال 

ی بالینی و غذا و با استفاده از توالی هانمونهی جداشده از سالمونلا

ی هاهیسوبت و بررسی وجود مارپیچ در آنها، قرا 23S rRNAژن 

یادشده را بررسی کردند. آنها نیز مشابه نتایج پژوهش فعلی، در 

را مشاهده کردند و در  25ساختار مارپیچ  S.typhiی هاهیسوکل 

ثابت  45وجود مارپیچ  S. paratyphi Cو  S. enteritidisی هاهیسو

شد. بررسی فیلوژنی آنها بدون در نظر گرفتن ساختارهای مارپیچ 

را  Salmonellaدر حد زیرگونه جنس  تواندیماین ژن  نشان داد

 3/99-100ی یکسان را با قرابتی بین هاگونهبندی کرده و طبقه

درصد از هم متمایز کند. این میزان قرابت با نتیجة قرابت 

در مطالعة حاضر همخوانی داشت اما برخلاف  سالمونلای هاهیسو

ساختار مارپیچ  S. enteritidisی هانمونهنتایج آنها، در مطالعة ما 

به دلیل تفاوت در منبع و  تواندیمرا نشان ندادند. این امر  45

در  هاهیسوها و تفاوت تکاملی محل جغرافیای جداسازی نمونه

 .(25)مناطق مختلف باشد 

 و Tajbakhshپژوهشگران )مقایسة این روش با مطالعة قبلی 

 ترقیدقکارایی  23S rRNAنشان داد ژن  2011همکاران( در سال 

 هاهیسوطوری که قادر است دارد؛ به 16S rRNAو بهتری نسبت به 

بندی کند، در حالی که برای توالی ژن طبقه را تا سطح زیرگروه

16S rRNA  ی هاهیسوتمایز در حد سرگروه وجود ندارد و تفکیک

استفادة توأمان  توانیمپذیر نیست. از این رو نزدیک به هم امکان

یبررسدر  را 23S rRNAو  16S rRNAهای ریبوزومی توالی ژن از

 .(22)پیشنهاد داد  گریعنوان مکمل همدبهی فیلوژنی ها

Souii ( فیلوژزنی 2012و همکاران )را در نواحی  سالمونلا

IVS  و ژنtRNA ی آنها هاافتهریبوزومی بررسی کردند. براساس ی

شده بود و حفاظت ملاکا سالمونلادر بین سرووارهای  tRNAتوالی 

تغییری در ساختار آن وجود نداشت. اما مشابه یافتة پژوهش اخیر، 

و  یگزینی، جایی از قبیل جهشهاتفاوت، IVSدر نواحی 
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شدگی توالی با توجه به نتایج تعیین توالی دیده شد که حذف

شده را از هم تفکیک کند. این خوبی سرووارهای مطالعهتوانست به

 نندة نتایج مطالعة حاضر در کاربرد توالی کدییتأبررسی 

23S rRNAعنوان توالی هدف جهت جداسازی و تعیین ، به

 .(26)است  سالمونلاسرووارهای 

های به اهمیت روش توانیمی این مطالعه ریگدر نتیجه

ترکیب با آنالیز تعیین توالی اشاره کرد که در  ( درPCRمولکولی )

ها کاربرد دارد. با توجه املی باکتریشناسایی ارتباط فیلوژنی و تک

با استفاده از توالی  سالمونلافیلوژنی  نتایج این مطالعه، بررسی به

و دیگر زیرواحدهای  16S rRNAدر مقایسه با  23S rRNAژن 

 صورت دقیقی دارد. بررسی اخیر بهترمناسب ریبوزومی عملکرد

 هاهیسو گریاز د 23S rRNAرا براساس توالی  S. typhiی هاهیسو

تعیین توالی و  رسدیممتمایز ساخت. با توجه به این نتایج به نظر 

به، مقرونترعیسرتواند روشی می 23S rRNAآنالیز فیلوژنی ژن 

در  سالمونلاتر برای تعیین و شناسایی سرووارهای و آسان ترصرفه

ها و یا سرمهای مرسوم سروتایپنگ با آنتیمقایسه با روش

ة فیلوژنی مطالع باشد. MLSTمانند  تردهیچیپولکولی های مروش

 برای درک و شناسایی انتشار عمدتاعلاوه بر بحث تکامل، 

زا در انسان و مطالعات اپیدمیولوژی کاربرد دارد. ی بیماریهاهیسو

های مولد تب تیفوئید در سالمونلاایران جزو کشورهایی است که 

ی و اندمیک بوده و صورت بومبرخی مناطق جغرافیایی آن به

براساس مطالعة حاضر . شودیمسالانه موارد متعددی از آن گزارش 

شده، شناسایی و ثبت گزارش 23S rRNAی ژن هایتوالو 

ی هاهیسوی بومی ایران، بررسی فیلوژنی و اپیدمیولوژیک هاهیسو

ی مولد هاهیسوزا، افزودن موارد جدید از بیماری یسالمونلا

پذیر به بت توالی به درختچة فیلوژنی حاضر امکانتیفوئید پس از ث

ی هاهیسوشدن منبع اطلاعاتی ژنومی . این امر به غنیرسدیمنظر 

خواهد  یانیکمک شا ینهزم ینمحققان در ا دیگر ةو مطالع کشور

 کرد.

 سپاسگزاری
نویسندگان مقاله مراتب سپاسگزاری و قدردانی خود را از 

خاطر ت گوارش و کبد بهکلیة همکاران در مرکز تحقیقا

. این مطالعه با حمایت مالی ندکنیمهای ایشان اعلام مساعدت

های گوارش و کبد دانشگاه علوم پزشکی شهید پژوهشکدة بیماری

 بهشتی انجام شده است.

 تعارض منافع
 بین نویسندگان تعارض در منافع گزارش نشده است.
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