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  با استفاده  يكاو سالمونلا انتر يسانتريد يگلاش ي،كل يشيااشر يها يباكتر يصتشخ

  23S rDNAژن  يزاز آنال
  

  ، 5ي، احمد حسن4فرد ي، دكتر نورخدا صادق3ي، دكتر نادر شاهرخ2دكتر رضا رنجبر، 1سرشار يثمم
  7ي، فاطمه پورعل6يزهره نصراباد

  
  

  چكيده
از  ييبالا يرها، وجود مقاد يكروارگانيسمم يها سلول يمنحصر به فرد همچون حضور در تمام يها يژگياشتن وبا د يبوزومير DNA يها ژن :مقدمه

 ينهدف از ا. باشند ها مي يكروارگانيسماز م ييبالا يفط ييمناسب جهت شناسا يدايكاند يكشده  محافظت يوجود نواح ينها در سلول و همچن ژن ينا
 ي،كل يشيااشر يها يباكتر يدر افتراق و غربالگر DNAهدف  يكبه عنوان  23S rDNAژن  يشده و اختصاص  محافظت يتوال يبررس ،مطالعه

  .دبو يكاو سالمونلا انتر يسانتريد يگلاش

. يدتهيه گرد يرانپاستور ا يتوانست يكروبيكشت م يوناز كلكس يكاو سالمونلا انتر يسانتريد يگلاش ي،كل يشياهاي باكتريايي اشر سويه :ها روش
پس از بررسي منابع و اطلاعات موجود در بانك ژني، ترادفي از . مورد نظر با استفاده از روش جوشاندن صورت گرفت يها يهاز سو DNAاستخراج 

افزار  نرم ي از مجموعه AlignXافزار  ها، در نرم يتوال يفيرد آن با توجه به هم يدرون ژن ياختصاص ينواح و 23S rDNA ژن ي شده محافظت ينواح
Vector NTI  و شد انتخابPCR )Polymerase chain reaction (يدانجام گرد. 

 ي به اندازه يژن ي وجود قطعه يانگرب يمورد بررس يها از باكتري يك هردر  23S rDNA ژن ياختصاص ي قطعه يفيرد حاصل از هم يجنتا :ها يافته
 و يكاسالمونلا انتر ي،كل يشيااشر يها يباكتراز  يكشده در هر  يطراح ياختصاص يها پروب .مورد مطالعه بود يها يباكتر يجفت باز در تمام 880حدود 

 .را نشان داد يجفت باز 776و  444، 226 يوجود باندها يسانتريد يگلاش

 ي آمده  دسته حصولات بپژوهش با توجه به م ينشده در ا  انتخاب 23S rDNA يتوال كه مطالعه نشان داد ينآمده در ا دسته ب يجنتا :گيري نتيجه
  .باشد مي يكاو سالمونلا انتر يسانتريد يگلاش ي،كل يشيااشر ياييباكتر يها يهسو يمناسب و كارامد جهت افتراق و غربالگر يا يهآن، ناح يرحاصل از تكث

  Vector NTIپاتوژن،  يها ي، باكتر23S rDNAژن  :واژگان كليدي

  
 ي،كليشيااشر يها يباكتر يصتشخ .فاطمه يزهره، پورعل ياحمد، نصراباد يفرد نورخدا، حسن ينادر، صادق ي، رنجبر رضا، شاهرخيثمسرشار م :ارجاع

  2333- 2343): 219( 30؛ 1391مجله دانشكده پزشكي اصفهان . 23S rDNAژن  يزبا استفاده از آنال يكاو سالمونلا انتر يسانتريد يگلاش

  

 مقاله پژوهشي
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و همكاران سرشار يثمم23S rDNAتشخيص با استفاده از آناليز ژن 

  مقدمه
 يهــا روش ينتــر يــجگذشــته، را يهــا دهــه يدر طــ
همچون  يسنت يها روش ي يهها بر پا پاتوژن يصيتشخ

ها بر اساس رشد پـاتوژن   روش ينا .است كشت بوده
 ييكشـت و سـپس شناسـا    يهـا  يطمورد نظر در مح ـ

ــو ــا يهس ــيم يه ــون  يكروب ــتفاده از آزم ــا اس ــا ب  يه
ــوژيكيا در ). 1-3(باشــد  مــي يكيو ســرولوژ يمونول

 يصــيتشخ يهــا ن نــوع روشيــاز مــوارد، ا ياريبســ
بر و پر زحمت  حال زمان ينو در ع يستندن ياختصاص

 ييهـا  روشبـه   يـاز همـواره ن بنـابراين   .باشـند  مي يزن
 يسنت يها تر از روش تر و حساس يعسر تر، ياختصاص

  ). 3-4(گردد  احساس مي
ي هـا  ژن يكـه بـر رو   يبا مطالعـات  1980در سال 

rRNA ــام گرد ــد،انج ــه اهم ي ــتب ــنا ي ــا در  ژن ي ه
روابـــط  ييشناســـا يكروبـــي،معوامـــل  تشـــخيص

. برده شـد  يها پ يهسو ياندر م يو تكامل يشاونديخو
rRNA منحصر بـه فـرد،    يها يژگيداشتن و يلها به دل

. باشند ها مي باكتري يصماركر مناسب جهت تشخ يك
بـه   ؛شوند مي يافتزنده  يها ها در تمام سلول ژن ينا

 از يشدر حال رشد، ب يسلول باكتر يككه در ي طور
 ،5S rRNA ،16S rRNA يهـا  از ژن يكپ ـ 105تا  104

23S rRNA ـ يرمقـاد ). 5-6( يافتتوان  را مي   يفراوان
 يـن ها، عدم حـذف ا  در اكثر سلول rRNA يها از ژن
 يــكژن، دارا بــودن  يانتقــال افق ـ ينـد فرا يهـا ط ــ ژن

 يبرا يدنوكلئوت 3000تا  1500مناسب حدود  ي اندازه
16S  23وS شده بـه   حفاظتوجود مناطق  ينو همچن

. باشـد  ها مـي  ژن ينا يها يتاز مز متغير يهمراه نواح
ــناز ا ــتفاده از ژن ي ــا رو اس ــك rRNA يه ــدف  ي ه

مهــم  يهـا  يكروارگانيسـم م ييمناسـب جهـت شناســا  
 يـن ا يموجود اطلاعات عظ ياز طرف. باشد مي يپزشك

منـابع از   يـن آسان به ا يو دسترس يها در بانك ژن ژن
تـوان بـه    باشند كه مـي  ها مي ژن ينا يها يژگيو يگرد
بار  ينو همكاران اول Wilson). 5-9(ها اشاره كرد  نآ

 يهـا  بـه عنـوان پـروب    rRNA يهـا  با استفاده از ژن
و  16S rRNA يتـوال  ي يسـه به مقا يگونوكلئوتيدي،ال

23S rRNA آن بـا   ي مقايسهسالمونلا و  يها يهدر سو
 يقو دق انتخاب مناسب). 10(ها پرداختند  يباكتر يرسا
 ي،مولكــول يصــيتشخ يهــا هــدف در روش يهــا ژن
 ـ. اسـت  يـت ز اهميحا ياربس كـار،   يـن قـدم در ا  يناول

هـا در   يكروارگانيسـم م يتـوال  يماطلاعات عظ يبررس
 يمنبع قدرتمنـد در طراح ـ  يكباشد كه  مي يبانك ژن

 يـك تكن يـك مورد اسـتفاده در   يها و پروب يمرهاپرا
 يهــا ژن جهــت انتخــاب). 10-13(اســت  يمولكــول

از  يسـت با هـا مـي   و پروب يمرهاپرا يهدف در طراح
 ي يسـه استفاده گردد كه بتوان با مقا يمناسب يتوال يك

هـدف   يهـا  ژن ،مختلف يها يهسو ياندر م يتوال ينا
 يهـا  در روش بنـابراين . انتخـاب نمـود   يرا به درسـت 

كه  ييها ، انتخاب ژنيكنوكلئ يداس ي يهبر پا يمولكول
 يا شـده  مناطق محافظت يها حاو يهوس يتمام يندر ب

از  ياديز يفها، ط ژن ينباشند كه بتوان با استفاده از ا
 اهميت حايز بسيار ،داد يصها را تشخ يكروارگانيسمم

 ياختصاص ـ يها پروب يجهت طراح). 12-14(است 
موجـود در هـر    يهـا  ژن يكروارگانيسـم، م يـك  يبرا

 يا هيـژ نشـان و  يا يصهخص يكبر اساس  يدپاتوژن، با
ــينتع يكروارگانيســــماز آن م ). 14-17(گــــردد  يــ

 يـا  ينتوكس ـ يـك  ياختصاص ـ ي كننـده  كـد  يها يتوال
مانند  DNA ي كدكننده يرغ ي، نواحيرولانسو عوامل

ــر درج ــونده   عناصــ و  )Insertion elements(شــ
كـه بـه    يا شده  محافظت يدينوكلئوت يداس يها يتوال

 يها از ژن ،هستندمطرح  يكيتيلوژنف يعنوان ماركرها
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 ييتوانند جهـت شناسـا   باشند كه مي مي يهدف مناسب
 ).12، 17-19(زا انتخـاب گردنـد    بيمـاري  يها پاتوژن

، 16S rDNA يها دهد، ژن مطالعات مختلف نشان مي
23S rDNAــل ب ــابيني، فواص ــا ژن ين ــا )ITS( يه    ي

16S-23S rDNAيداز،بتاگالاكتوز ي كننده كد يها ، ژن 
RNA ــراز،پل ــاكت يمــ ــلور طوفــ ــاز يــ    Tuي ســ

)Elongation factors Tu( ،F1F0 ATPaseين، پروتئ 
RecA هدف  يها از ژن يك حرارتوش يها ينو پروتئ

هـا   ميكروارگانيسـم  شناسـايي و  تشـخيص مناسب در 
 يـن ا يبـا وجـود تمـام   ). 12، 17، 20-21(باشـند   مي
 يهـا در تمـام   rDNA حضـور  يلهدف، به دل يها ژن

از  ييبـالا  يرها، حضور مقاد ميكروارگانيسم يها سلول
 محافظت يوجود نواح ينها در سلول و همچن ژن ينا
 ـ  و مناسـب   يـه اول يـداهاي هـا، از كاند  آن ينشده در ب

  ).5، 16، 18-19، 22-23( باشد مي
 يا روده يهـا  عفونـت  ي،عفون يها در بين بيماري

تـرين مشـكلات    از شـايع  ي،تنفس ـ يها بعد از عفونت
در ميـان  ). 24(گردنـد   مـي جوامع محسـوب   يپزشك

، شــيگلا )25-26( يشــيا كلــيعوامــل باكتريــايي، اشر
ــا   )32-27( ــالمونلا انتريك ــره )33-37(و س  ي در زم

و  يگوارش ـ يها عفونت ي كننده ترين عوامل ايجاد مهم
مطالعـه،   يـن هـدف از ا . گردنـد  محسوب مي يا روده
 يبه عنـوان نـواح   23S rDNA يها ژن يتوال يابيارز
ــو يدارا ــراق و  ياختصاصــ يالت مناســب، جهــت افت

 يگلاش ـ ي،كل ياشياشر ياييباكتر يها پاتوژن يغربالگر
   .دبو يكاو سالمونلا انتر يسانتريد

  
  ها روش

در : هــا هــاي باكتريــايي، كشــت و شــمارش آن ســويه
 يكل ـ يشـيا هـاي باكتريـايي اشر   تحقيق حاضـر سـويه  

)PTCC 1533(يسـانتري د يگلا، ش ـ )PTCC 1188 ( و
كشـت   يوناز كلكس ـ) PTCC 1709( يكـا  انترسالمونلا

و مورد بررسـي  شد تهيه  يرانپاستور ا يتوانست يكروبيم
هـاي   هـا، طبـق روش   يـك از بـاكتري   هـر . قرار گرفت

و بـه  يح تلق BHI broth ليتر محيط ميلي 5استاندارد در 
سـپس، از هـر   . گـذاري شـد   خانه ساعت گرم 24مدت 
شـد و شـمارش    هاي سريالي تهيه باكتري رقت ي سويه

. بـه عمـل آمـد   ) با استفاده از روش شـمارش كلـوني  (
هاي كشت از نظر خالص بودن كنتـرل   همچنين، محيط

ســپس، ژنــوم هــر نمونــه بــا اســتفاده از روش . شــدند
بــا اســتفاده از  DNA جوشــاندن، اســتخراج و غلظــت

ــوج   ــول م ــپكتروفتومتري در ط ــانومتر  260روش اس ن
  .تعيين شد

ابتدا : 23S rDNAژن  متغير و يعموم يتكثير نواح
بــه ) PCR )Polymerase chain reactionواكــنش 
با كمك يك جفت ) Optimization( يساز ينهمنظور به

ژن  ي شده  محافظت يبر اساس نواح يونيورسالپرايمر 
23S rDNA   و با اسـتفاده ازDNA  شـده از    اسـتخراج

 :Forward پرايمـر . استاندارد صورت گرفت يها يهسو
F: 5'-ACCAGGATTTTGGCTTAGAAG-3' 

: reverseو پرايمر ) 1051- 1071(متناسب با نوكلئوتيد 
R: 5'-CACTTACCCCGACAAGGAAT-3' 

 23S rDNAژن ) 1938-1957(متناسب با نوكلئوتيـد  
بـر اسـاس    ياختصاص ـ يها پروب). 21(د شانتخاب 

از عوامـل   يـك  هـر ، 23S rDNA يتوال متغير ينواح
 ياختصاص ـ يهـا  و از پروب يدانتخاب گرد يكروبيم

يمـر  مـورد نظـر بـه عنـوان پرا     يهـا  يهاز سـو  يكهر 
Forward  ــام ــت انج ــد   PCRجه ــه ش ــر گرفت در نظ

   ).1جدول (
 يهــا و پــروب ير عمــوميمــانتخــاب پرا ي نحــوه
  پس از بررسي منابع و اطلاعات موجود در : ياختصاص
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  هاي مورد استفاده در اين مطالعه پروب .1 جدول
  )جفت باز( محصول ي اندازه  ادف اليگونوكلئوتيدي تر  نام پروب

 AAATCCGGTTCACTTTAACACTGAGGCGTG-3'  444-'5  سالمونلا انتريكا

  CACGCTGATATGTAGGTGAAGTCCC-3'  228-'5  اشريشيا كلي
  TGAAGGTGGCCTGTGAGGGT-3'  776-'5  شيگلا ديسانتري

 
و  23S rDNA بانك ژني، ترادفي از بخش مناسـب ژن 

هـاي   براي باكتري يهاي اختصاصي درون ژن مرنيز پراي
 يكـا و سـالمونلا انتر  يسـانتري د يگلاش ـ ي،كل ـ يشيااشر

تــرادف  .انتخــاب شــد و مــورد بررســي قــرار گرفــت
 بـدين . ارائه شده است 1هاي انتخابي در جدول  پرايمر

بـا  ، 23S rDNAصورت كه پس از بررسي تـرادف ژن  
از  AlignX افـزار  هـا در نـرم   يتـوال  يفـي رد توجه به هم
، Vector NTI advance11افــزار  نــرم ي مجموعــه

 يهـا  و پروب) 21(از قسمت ثابت  يعموم يمرهايپرا
ــاي قســمت از اختصاصــي، ــر ه  23S rDNA ژن متغي

  ). 1 جدول( شدند انتخاب) مطالعه اينشده در  طراحي(
 ي ســپس بــراي تعيــين ميــزان هومولــوژي ناحيــه

هــا، بــا  نيزمشــده بــا ژنــوم ســاير ميكروارگــا انتخــاب
BLAST يكردن در بانك ژن NCBI  وddbj ي مرحله 

 ـ يكلس ـ. يـد گرد ييـد أت يطراح انجـام   يبـرا  يحرارت
واسرشـت شـدن    ي مرحلـه  يكشامل  PCR يشآزما
 گراد انتيس ي درجه 94 دمايدر  يقهدق 4به مدت  يهاول

بـه   گراد انتيس ي درجه 94شامل  يكلس 35و در ادامه 
ــدت  ــهثان 45م ــد ( ي ــت ش ــه 60، )نواسرش  ي درج

  ، )يمرهــااتصــال پرا( يــهثان 45بــه مــدت  گــراد انتيســ
جهــت  يــهثان 45بــه مــدت  گــراد انتيســ ي درجــه 72

 در ييگسترش نها ي مرحله يك يتو در نها گسترش
انجـام   يقـه دق 3به مدت  گراد انتيس ي درجه 72 يدما
از الكتروفـورز بـا اسـتفاده از     يج،نتا يبررس يبرا. دش

 يدبرما يومتوسط اتد يزيآم و رنگ درصد 1ژل آگارز 

  .يداستفاده گرد
  

  ها افتهي
 :سازي شرايط دمايي و اتصال پروب و پرايمرهـا  بهينه

اول واكـنش   ي پرايمر يونيورسال قادر بود در مرحلـه 
در تمـام  . وجود ژنوم باكتري را در محيط نشان دهـد 

صـفحات ژل،   ي آميزي و مشـاهده  موارد پس از رنگ
 880حـدود   يكسـان  ي بـا انـدازه   خـت يكنواهاي  باند

تكثيـر بخـش    ي دهنـده  جفت باز حاصل شد كه نشان
سـازي   نتـايج بهينـه  . بود 23S rDNAمورد نظر از ژن 

 يـن به ا يهاي مورد بررس دمايي براي باكتري ي چرخه
گـراد بهتـرين    سـانتي  ي درجه 72بود كه دماي  يبترت

 يهـا  از پـروب  يكباند براي پرايمر عمومي و در هر 
ــ ــ ياختصاص ــاكتري 23S rDNA يدرون ژن ــا ب  يه

به  يكا،و سالمونلا انتر يسانتريد يگلاش ي،كل يشيااشر
  . يددرجه مشاهده گرد 72و  70، 68 يبترت

ــا ــه PCRحاصــل از  يجنت ــال ي قطع   ژن  يونيورس
23S rDNA:  ــنش ــر رو PCRواك ــاكتر يب ــا يب  يه

 يونيورسـال  يمـر جفـت پرا  يـك مذكور با اسـتفاده از  
  ژن  ي شـده   محافظـت  يده بر اساس نـواح ش  يطراح

23S rDNAوجـود   يـانگر حاصـل ب  يجنتا. ، انجام شد
جفـت بـاز در    880حـدود   ي بـه انـدازه   يژن ي قطعه
  ).1 شكل(د بومورد مطالعه  يها يباكتر يتمام

 ي قطعـه  PCRحاصـل از   يجو نتـا  يتـوال  يبررس
   يفيرد حاصل از هم يجنتا: 23S rDNAژن  ياختصاص
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 23S rDNAاز نواحي عمومي ژن  PCR .1 شكل

  . باشد مي انتريكا سالمونلا و ديسانتري شيگلا كلي، اشريشيا هاي باكتري PCR نتايج ترتيب به 3 تا 1 هاي رديف
 )فرمنتاز( بازي كيلو 1 ماركر سايز: M رديف

  

  
  Vector NTIافزار  با استفاده از نرم 23S rDNA توالي ژن ي شده ترسيم ي نقشه .2شكل 

  
ــه ــ ي قطع ــر 23S rDNAژن  ياختصاص ــك ه از  ي

ــاكتري ــا ب ــيااشر يه ــ يش ــ ي،كل ــانتريد يگلاش و  يس
و  Vector NTIافزار  با استفاده از نرم يكاسالمونلا انتر

هـا بـا    آن با سـاير ميكروارگـانيزم   ي يسهمقا يتنهادر 
BLAST يدر بانك ژن NCBI  وddbj  كـه  نشـان داد 

 يبانـدها  ي به انـدازه شده با توجه   انتخاب يها پروب
ــه خــوب ــاوت، ب ــراق هــر  يمتف ــه افت ــادر ب از  يــك ق

 و يمـر محل انتخـاب پرا . دبومورد مطالعه  يها باكتري
 اســاس بــر كــه 2 شــكل در اختصاصــي يهــا پــروب

 ترســيم Vector NTI افــزار نــرم از حاصــل هــاي داده
  .است شده داده نشان گرديده است،
 از هــر يــك PCR از حاصــل يج، نتــا3در شــكل 

  .است شده آورده مطالعه مورد ميكروبي عوامل
  

  
 23S rDNAاز نواحي اختصاصي ژن  PCRانجام . 3 شكل

   ژن اختصاصي PCR نتايج ترتيب به 3 تا 1 هاي يفدر
23S rDNA شيگلا و انتريكا سالمونلا كلي، اشريشيا هاي باكتري 

  )فرمنتاز( بازي جفت 100 ماركر سايز: M رديف. باشد مي ديسانتري
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  بحث
هـا   از آن يو خطرات ناش ـ يعفون يها يماريب يشافزا
و  يعسـر  يصـي تشخ يها روش يجادا يازمنددرنگ ن يب
. باشـد  هـا مـي   پـاتوژن  يصو تشـخ  ييدر شناسا يقدق

 يككلاس يكروبيولوژيكم يها اگرچه امروزه از روش
هــا  از پــاتوژن ياريبســ يو جداســاز ييشناســا يبــرا

 يهـا  وارگانيسـم يكرم يصشود، امـا تشـخ   استفاده مي
 يها يتمحدود يسنت يها زا با استفاده از روش يماريب

تـوان   ها مي يتمحدود ينا ي دارد كه از جمله يفراوان
 يها ها در روش يكروارگانيسمبر بودن كشت م به زمان

 يهـا  ناكارامد بـودن روش  ينبر كشت و همچن يمبتن
بـودن،   ينهپر هز يلبه دل يمونولوژيكيو ا يكيسرولوژ
از حــد و  يشمثبــت كــاذب، تكــرار بــ يجنتــا وجــود
ــ ــودن آن   ينهمچن ــت ب ــر زحم ــرد    پ ــاره ك ــا اش   ه

 يصـي تشخ يسنت يها روش ،روين از ا). 1- 2، 38- 41(
يستند ها ن پاتوژن يعسر يصروش مناسب در تشخ يك
 يژنـوم  يهـا  يژگـي بـر و  يمبتن يمولكول يها روشو 
 يميقـد  يهـا  بـا روش  يسـه ها، در مقا يكروارگانيسمم

). 3-4، 39-40(باشـند   تر مي يعتر و سر حساس ياربس
 و ها يكروارگانيسمم يصيتشخ يمولكول يها در روش

در  يــديهــدف مناســب از نكــات كل يانتخــاب تــوال
. باشـد  مـي  يكـديگر از  يـايي باكتر يهـا  افتراق پاتوژن

 ي يهجهت انتخاب ناح يژنوم يتوال ي يسهمقا ينبنابرا
در محـل   دي ـبا مـي  يكروبي،در هر عامل م ياختصاص

ــورت دق   ــه ص ــب ژن و ب ــقمناس ــردد  ي ــاب گ    انتخ
)40 ،20 ،16-15 ،11.(   

 يهـا  يمرپروب و پرا يتوال يافزار نرم يها يبررس
مطالعـه نشـان    يندر ا 23S rDNAشده از ژن  انتخاب

  انتخـاب  ياختصاص ـ يها كه پروبين داد، علاوه بر ا
منحصـر بـه    يـايي، عوامـل باكتر  يصشده جهت تشخ

 BLASTباشــد، بلكــه  مــي باكتريــايي ي ســويههمــان 
كـه  نشـان داد   يزن يدر بانك ژن ياختصاص يها پروب
از  يـك  شده بـه عنـوان پـروب در هـر      انتخاب يتوال

 ي شـده   محافظـت  ياز نواح يزمورد نظر ن يها پاتوژن
 يـر عوامـل پـاتوژن غ   يرباشـد كـه در سـا    آن عامل مي

  .است ياختصاص
 rDNA يهـا  اسـتفاده از ژن  يهـا  يژگـي از و يكي
مشــكوك بــه  ي از نمونــه يــاييعامــل باكتر ييشناســا
 يهـا  يطبه كشت آن عامل در مح ـ يازبدون ن ي،آلودگ

 يهـا  از ژن يا قطعـه  ي مشـاهده . باشـد  مي ياختصاص
rDNA  23 يهـا  هماننـد ژنS rDNA  16وS rDNA 

ــا اســتفاده از  يكاســيونف يپــس از آمپلــ در  PCRآن ب
آن نمونـه بـه    يگدلالت بر آلود ي،مورد بررس ي نمونه

 يهـا  يتوال يسپس با بررس. باشد مي ياييعوامل باكتر
در و  يـايي از عوامـل باكتر  rDNA يها ژن ياختصاص

 ياز نــواح ياختصاصــ يهــا پــروب يطراحــ يــتنها
تـوان بـه    به كشت مـي  يازآن، بدون ن ي شده  محافظت

مـورد نظـر از ژنـوم     ي قطعه يربه تكث يمصورت مستق
بانـد   ي اندازه ي و با مشاهده پرداخت يكروارگانيسمم

 ـ ياييمورد انتظار، به نوع عامل باكتر  بـرد  يمشكوك پ
)42 ،40-39 ،11-10.(   

ــا ژن ــهدر مقا 23Sr RNA يه ــا ژن يس    يهــا ب
16S rRNAبـه   يشترب ياختصاص يها ي، با داشتن توال

منحصر بـه فـرد و    يها تر، جهش بزرگ ي اندازه يلدل
 يــتخــود از اهم يبــالا در تــوال يگونــاگون ينهمچنــ
هـا   يكروارگانيسـم م يلوژنتيكيف يها يدر بررس يخاص

 كه دهد مطالعات نشان مي ،ياز طرف. ندهست برخوردار
شـده    با داشتن مناطق محافظـت  23Sr RNA يها ژن

از مناطق مختلـف   ياريبس يمرهايپرا يطراح ي اجازه
. )3، 12-13، 39( دن ـده ژن را مي ينا ي شده محافظت
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معمـول   يرغ يها يوتن در ژنوم پروكارژ يريتكرارپذ
 يدارا rRNA يهـــا كـــه ژني در حـــال ،باشـــد مـــي

ژنـوم   يككه در ي به طور ؛باشند بالا مي يريتكرارپذ
ژن  يـن از ا ياز پـانزده كپ ـ  يشتا ب يكاز  يوتيپروكار

  . وجود دارد
بـه  هـا   يكروارگانيسـم م يتكامل ييراتتغ ،ياز طرف

 ينو ا يستار نگذيرثأت rRNA يها در ژنطور معمول 
خــود  يو تحــول در تــوال ييــرهــا كمتــر دچــار تغ ژن
، هفت اپرون يكليشيامثال در ژنوم اشر يبرا. شوند مي

در صـورت   يوجـود دارد كـه حت ـ   rRNA يها از ژن
اپـرون   يـك هـا، تنهـا    اپـرون  ينحذف شش مورد از ا

 ـ يـد است تا به تول يكاف  rRNAدرصـد از   50از  يشب
است كـه   ينا ي دهنده  نشانله أمس ينا. سلول بپردازد

، بازهم rRNAدر صورت حذف چند اپرون ژن  يحت
و در  مانـد  مـي  يشـده بـاق    ها محافظـت  ژن ينا يتوال

هـا   يكروارگانيسـم م يصـي و تشخ يلوژنتيكيمطالعات ف
  ). 5، 16، 18، 43(دارد  ييارزش بسيار بالا

Pei  جــامع و  ي مطالعــه يــكو همكــاران در
منحصـر   يها يژگيو و يكيژنت يگسترده به گوناگون

ــرد ژن ــه فـ ــا بـ ــوم 184در  23S rDNA يهـ   ژنـ
نشـان داد كـه    هـا  آن يجنتـا . پرداختنـد  يوتيپروكار

 ي يهسـو  يـك در داخـل ژنـوم    23S rDNA يها ژن
 ي يجـه كـه در نت  هسـتند  يخاص منحصـر بـه فـرد   

در  يكروارگانسـيم وارد بـر م  يسـاختار  يها استرس
سـت كـه   ا يدرحـال  يـن ا. باشـد  مختلف مـي  يطشرا
مختلف  يها يهها در سو نژ ينا يساختار يها يتوال

ــاگون و دارا ــاوت يگون ــا تف ــوال ييه  DNA يدر ت
  ). 43( باشد مي

Soull چهـار   يمولكـول  يصو همكاران به تشخ
Serovar ــا اســتفاده از و  يهــا يژگــياز ســالمونلا ب

مطالعه با اسـتفاده   يندر ا. پرداختند rRNAي ها ژن
 يهـا  ژن ييانتها يها يندوم يساختار يها از تفاوت

23S rRNA و rRNA 16S-23S ــ  ــا طراحـ  يو بـ
ــرا ياختصاصــ يهــا پــروب از چهــار  يــك هــر يب

 يتـوال  يها يژگيو يسالمونلا، به بررس يسرووارها
ــا ژن ــندر ا rRNA يه ــرووارها ي ــت نهادر و  س ي
عوامـل   ينا يعسر يصبه تشخ ي،توال ينا ي يسهمقا

 يـر تكث كـه  ان دادنش ـ مطالعه ينا يجنتا. ه شدپرداخت
  هماننـــد  rRNA يهـــا از ژن يونيورســـال ينـــواح

23S rRNA  وrRNA 16S-23S  يـــتنهادر و 
و منحصـر بـه فـرد     ياختصاص ـ يهـا  انتخاب پروب

 يـن ا يبـالا  يبا توجه به گوناگون ي،نواح يندرون ا
مختلف  يسرووارها يها و حت باكتري يانها در م ژن

ــك ــنس،  ي ــكج ــخ  ي ــد در تش ــزار كارام و  يصاب
 ).39( باشد مي ياييعوامل باكتر ييشناسا

Tsiodras يتـوال  يگوناگون يو همكاران به بررس 
در روابـط   يتوال ينا ي يسهو مقا 23S rRNA يها ژن
مختلــف انتروكوكــوس در  يهــا يهســو يشــاونديخو
 هـا  آن يجنتـا . پرداختند 16S rRNA يها با ژن يسهمقا

 زيجهـت افتـراق و تمـا    يتـوال  ينبهتـر كـه  نشان داد 
 يال 2080 ينماب يمختلف انتروكوكس، توال يها يهسو

 V ينكه در دوم 23S rRNAاز ژن  يجفت باز 2380
مناسب جهـت   ي قطعه يه،ناح ينا .باشد مي ،قرار دارد

از  يــكهــر  يبــرا ياختصاصــ يهــا انتخــاب پــروب
  . استانتروكوكوس  يها يهسو

مورد نظر  يندوم يلوژنتيكيف يزآنال يجنتا ،ياز طرف
 16Sژن  يحاصل از بررس يجبا نتا 23S rRNAن در ژ

rRNA  كـه  نشـان داد  يجوجـود نتـا   ينبا ا. بودمشابه 
 يكـي انتروكوكـوس بـا قرابـت ژنت    يهـا  يهسـو  يبرخ
قابل  16S rRNAژن  يبه هم، تنها توسط توال يكنزد



 

  
  1391 اول اسفندهفته / 219شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان  2340

www.mui.ac.ir  

و همكاران سرشار يثمم23S rDNAتشخيص با استفاده از آناليز ژن 

  ). 44(بودند  يكديگرافتراق از 
 23S rDNA يتـــوال يزآنـــال ،مطالعـــه يـــندر ا
ــاكتري ــا ب ــيااشر يه ــ يش ــ ي،كل ــانتريد يگلاش و  يس

 يهــا نشــان داد، انتخــاب پــروب يكــاســالمونلا انتر
 ي شده  محافظت ينواح ياندر م يههر سو ياختصاص

ي طـور ه ب ؛است يتاهم حايز ياربس rDNA يها ژن
 يـدي نوكلئوت يهـا  تفـاوت  يو بررس ـ PCR يجكه نتا
 23S rDNA يمورد مطالعه نشان داد توال يها باكتري
 يده ـ افتـراق  ييتوانـا  يـه، ناح يـن در ا شـده   انتخاب
بـا  . پاتوژن دارد يها از باكتري ياريبس يبرا يمناسب

 ياييباكتر يها پاتوژن يجرا يصكه تشخين ا هتوجه ب
 يهـا  روش ي يهبر پا اغلب يصيتشخ يها يشگاهدر آزما

 يـر هـا غ  روش يـن از ا ياريبس و يصي استتشخ يسنت
تفاده از اســ يجــه، در نتهســتندبــر  و زمــان ياختصاصــ

 ياختصاص ـ يمولكـول  يها يو بررس يژنوم يها يژگيو
 يزا يمـاري عوامل ب يعو افتراق سر يصكه قادر به تشخ

  .است يتاهم حايز يارد، بسنباش ياييباكتر

  

  گيري نتيجه
 يتـوال  كه مطالعه نشان داد ينآمده در ا دسته ب يجنتا

23S rDNA پژوهش با توجه بـه   ينشده در ا  انتخاب
 ـمحصولات  آن،  يـر حاصـل از تكث  ي آمـده   دسـت ه ب

 يمناسب و كارامد جهت افتـراق و غربـالگر   يا يهناح
و  يسانتريد يگلاش ي،كل يشيااشر ياييباكتر يها يهسو

 و تشـخيص  قـدرت  بررسي. باشد مي يكاسالمونلا انتر
 بـا  باكتريـايي  زاي بيمـاري  عوامـل  سـاير  دهـي  افتراق
  .گردد مي پيشنهاد 23S rDNA يها ژن از استفاده

  
  تشكر و قدرداني

 يولـوژي بخـش ب  ينولؤمقالـه از مس ـ  يـن ا يسندگاننو
 يها يهسو ينمأت دليلبه  يرانپاستور ا يتوانست يمولكول

 يولـوژي ب يشـگاه استاندارد و از همكاران محتـرم آزما 
، جنـاب  )عـج ( هال بقيه پزشكي علوم دانشگاه يمولكول

ل كمـا  سفيريو سركار خانم  يمدن يهاشم  دكتر يآقا
  .را دارند يتشكر و قدردان
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Abstract 
Background: Ribosomal DNA (rDNA) genes contain signature structures which are unique for 
groups of organisms. Considering their great number in cells and their protected areas, they render 
ideal targets for specific nucleic acid probes. The present study aimed to investigate the capability of 
some specific regions of 23S rDNA gene as a DNA target for differentiation and screening of 
Escherichia coli, Salmonella enterica, and Shigella dysenteriae.  

Methods: Bacterial reference strains used in this study were E. coli, S. enterica and Sh. dysenteriae 
that were provided by the centers for microbial culture collection (CMCC) at Pasture Institute of Iran. 
DNA extraction was performed by boiling method. Alignment of the 23S rDNA sequences of bacterial 
species was performed by using AlignX (a component of Vector NTI Advance 11.0) and areas 
displaying sequence divergence among species were used for designing universal primers and 
individual bacteria specific probe. 

Findings: The universal polymerase chain reaction (PCR) products of each bacterial species showed 
bands of approximately 880 bp to be being equivalent to the fragment size of 23S rDNA gene. 
Different size bands of 23S rDNA probes were produced and included 228 bp for E. coli, 444 bp for S. 
enterica, and 776 bp for Sh. dysenteriae. 

Conclusion: Comparative sequence analysis of variable and specific regions of 23S rDNA genes 
among the studied bacterial species showed that we were able to amplify specific target among 
universal region for the detection of many enteric pathogenic bacteria. 
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