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 مجلة دانشگاه علوم پزشكي بابل
 51-51 ، صفحه0931 مهر، 01، شماره هجدهمدوره 

 

در سویه های سالمونلا تیفی موریوم   mgtCو agfAلکولی ژن های حدت  شناسایی مو

  pcr Multiplex-شده از کودکان مبتلا به گاستروانتریت به روشجدا

 آنتی بیوتیکی آنو تعیین الگوحساسیت 

 
  *PhD(2( ، غلامعلي مرادلي0)MSc(ساره امیری 

 
 

 

 دانشگاه آزاد اسلامی، واحد ساوه-1

 دانشگاه آزاد اسلامی، واحد ساوه پایه، علوم گروه میکروبیولوژی، دانشکده-2

 

 2/1/31 ، پذیرش:02/9/31 ، اصلاح:22/2/31دریافت: 

 
 خلاصه

لمونلا در انسان ها شایع است و به عنوان یک معضل جهاني در بهداشت عمومي مطرح مي باشد. هدف از این مطالعه شناسایي ژن های گاستروانتریت ناشي از سا :سابقه و هدف

agfA وmgtC   در سویه های سالمونلا تیفي موریوم جدا شده از نمونه های مدفوعي به روشmultiplex-PCR .و تعیین الگوی مقاومتي این سویه ها مي باشد 

نتریت بستری شده در بیمارستان مرکز طبي کودکان تهران آکودکان مبتلا به گاسترو  نمونه مدفوع این مطالعه مقطعي بر روی سالمونلا تیفي موریوم جدا شده از ها:د و روشموا

همچنین با استفاده از روش انتشار از ژل و بر اساس مورد بررسي قرار گرفت و  mgtCو  agfAمیزان فراواني ژن های  Multiplex-PCRبا استفاده از روش  انجام گردید.

 .میزان حساسیت آنتي بیوتیكي جدایه های فوق بررسي شدCLSIدستورالعمل 

و  بودند mgtCو  agfAجدایه به طور همزمان واجد هر دو ژن  25جدایه سالمونلا تیفي موریوم بدست آمد که  21نمونه مدفوع  کشت داده شده تعداد  211از مجموع  ها:یافته

 .نددسویه ها به نیتروفورانتوئین مقاوم بو %51همچنین  ( به سیپروفلوکساسین حساس و%011تمامي سویه ها ). بودند agfAجدایه حامل ژن  51و  mgtCجدایه واجد ژن  12

به  agfA، ترین درصد فراواني مربوط به ژن حدتو کم (%2/52) با میزان mgtC ،سویه های سالمونلا تیفيکه فراوانترین ژن حدت در نتایج مطالعه نشان داد  گیری: نتیجه

  .مقاوم ترین بوده است %51فورانتوئین به نیترو حساس بوده اند و نسبت% 011بوده است.همچینین نتیجه گرفته شدکه جدایه های فوق نسبت به سیپروفلوکساسین  (%2/22)میزان

  .حساسیت آنتي بیوتیكي ، mgtCو agfAسالمونلا تیفي موریوم، ژن های  های کلیدی:واژه
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 مقدمه 

 در مرحله اولین هدف، بافت به شان اتصال و بافت در ها ارگانیسم استقرار

های سطحي فیلامنتي هستند که از  (. فیمبریه ها اندامک0و2باشد) مي بیماریزایي

و یک یا تعداد معدودی کپي  fimbrillinهزاران نسخه از تحت واحد اصلي بنام 

از تحت واحد چسبنده که اغلب در نوک فیلامان قرار دارند، تشكیل شده 

کپي از فیمبریه را بیان  911تا  211(. یک سلول سالمونلا ممكن است 9و5است)

(. فیمریه های انتروباکتریاسه به دو گروه 1نمایدکه تحت تغییر فاز قرار مي گیرند)

( و مقاوم به مانوز Mannose Sensitive=MSبطور کلي حساس به مانوز)

(Mannose Resistant =MR) (. بر همین اساس انواع 2)تقسیم مي شوند

یا همان  IVمختلفي از فیمبریه وجود دارند که یكي از آنها فیمبریه تیپ 

GVVPQ  است که اولین بار در اشرشیا کلي بعنوان فیمبریه دارای واکنش

المونلا انتریتیدیس( شناسایي کیلودالتوني س 00)فیمبریه  SEF17متقاطع با  

 )فیمریه متمایل به تجمع(  agfAبوسیله ژن  SEF17شدند. تحت واحدهای 

 

رمزدهي شده و در برخي )نه در همه( سرووارهای سالمونلا دیده مي شوند. وجود 

سویه های سالمونلا  %11در یک سروار متغیر است؛ برای مثال تنها  agfAژن 

مثبت هستند. فیمبریه های کورلي  AgfAژن  تیفي موریوم از لحاظ آنتي

(Curliنوعي از فیمبریه هستند که با چرخه بیرون سلولي تجمع )/ رسوب

(. جزء اصلي سازنده فیمبریه کورلي در اشریشیا کلي 0-3گردهمایي مي نمایند)

 AgfAاست که با معادل آن در سالمونلا تیفي موریوم بنام  CsgAپروتئین 

(. پس از اتصال و کلونیزاسیون، زنده ماندن و تكثیر 01ست)مشابهت ا %52دارای 

 سالمونلاها در درون ماکروفاژها کلید موفقیت این ارگانیسم ها در بیماریزایي 

مي باشد. اکثر ژن های دخیل در پاتوژنز این باکتری در نواحي به نام جزایر 

یستم حمل و (. در سالمونلا سه س5( کد مي شوند)SPIپاتوژنسیته سالمونلاها )

 MgtBو  MgtAو  CorA( بنام Mg+2نقل جهت منیزیوم دو ظرفیتي )

و  mgtAوجود دارد. دو سیستم جذب منیزیوم دوظرفیتي بوسیله جایگاه 
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mgtCB  موجود درSPI-3  (. جایگاه 00شوند)رمزدهي ميmgtCB  دو

و همكاران اظهار کردند Nikbakht  کند.را کد مي MgtBو  MgtCپروتئین 

. (02)ممكن است در تنظیم هموستازی یوني سلول نقش داشته باشد MgtCکه 

پمپ بعنوان تحت واحدی  MgtCو همكاران  Nikbakhtمطالعات بر اساس 

کند و بدین سان در تنظیم ( فعالیت ميATPase +K/+Naاز پتاسیم )سدیم/

استفاده ها، (. افزودن آنتي بیوتیک به جیره غذایي دام02پتانسیل غشا دخالت دارد)

نادرست، بیش از حد و خودسرانه آنتي بیوتیک ها و عدم نظارت دقیق در تجویز 

 (. 2بیوتیک شده است) دارو سبب بروز سویه های مقاوم به آنتي

موجود در سامونلاتیفي با پمپ سدیم/پتاسیم  mgtCبا توجه به شباهت 

agfA  باcsgA  ناسایي ش به منظورمطالعه  و اینموجود در فیمبریه کورلي

در سویه های سالمونلا تیفي موریوم جدا شده از نمونه  mgtCو agfAهای ژن

الگوی مقاومتي  و تعیین multiplex-PCRهای مدفوعي کودکان به روش 

 .(0و5) ها مي باشداین سویه

 

 

 هامواد و روش

ماهه )از ابتدای خرداد لغایت  0این مطالعه مقطعي طي یک بازه زماني 

نمونه مدفوع از بیماران مشكوک به  211انجام شد تعداد  0935انتهای آذر( 

عفونت سالمونلا در بیمارستان مرکز طبي اطفال تهران در ظروف پلاستیكي و 

درب دار استریل جمع آوری شد. تمامي نمونه ها به محیط آزمایشگاه منتقل گردید 

ند و به )مرک، آلمان( منتقل شد Fو به منظور غني سازی به محیط کشت سلنیت

درجه سیلسیوس گرمخانه گذاری انجام گردید.  90ساعت در دمای  5-02مدت

در مرحله بعد بر روی محیط  را SFنمونه های مدفوع کشت داده شده در محیط 

( آگار SSشیگلا )-( و سالمونلاXLDگزیلوز لیزین دزوکسي کولات آگار )

عت انكوبه شد. سا 25درجه سلسیوس برای  90)مرک، آلمان( کشت داده و در 

کلني های رشد کرده و مشكوک با استفاده از تست های روزمره و استانداد 

 (،TSIبیوشیمیایي و میكروبیولوژیكي مانند: مانند تریپل شوگر آیرون آگار )

SIM=Sulfide Indol Motility ،متیل رد-( وگس پرسكوئرMR-VP ،)

. آزمون سروتایپینگ ندمورد شناسایي قرار گرفت S2Hسیمون سیترات و تولید 

( با Vi( و کپسولي )H(، فلاژله)Oبرای مشخص نمودن آنتي ژن های سوماتیک)

( و پلي والان تهیه شده از MAST) والان استفاده از آنتي سرم های مونو

انجام گردید. در تمامي  Slide agglutinationشرکت بهار افشان به روش

به  ATCC 14028یفي موریوم مراحل آزمون از سویه استاندارد سالمونلا ت

 عنوان کنترل مثبت استفاده شد.

حساسیت آنتي بیوتیكي سویه ها از روش انتشار از دیسک و بر روی محیط 

( )ساخت شرکت مرک، کشور آلمان( و بر اساس MHAمولر هینتون آگار )

( صورت گرفته CLSIدستورالعمل موسسه استاندارد آزمایشگاه و بالیني )

ژنومي با استفاده  DNAنظور آنالیز مولكولي ژنهای تحت مطالعه به م .(09)است

 Cell culture, Tissues, Gram negativeسیناژن ) DNAاز کیت 

Bacteria and CSF استخراج گردید. تست )Multiplex-PCR  برای

با استفاده از پرایمر های اختصاصي  mgtC (05)و  agfAشناسایي ژن های 

میكرولیتر انجام شد. هر واکنش  21در حجم  PCRکنش (. وا0 انجام شد )جدول

PCR  میكرومول 211شاملdNTP  ،01  ،میلي  1/0پیكومول از هر پرایمر

باشد. الگو مي DNAنانوگرم  11و  Taqواحد آنزیم  2MgCl ،1/1مول در لیتر 

در دستگاه ترموسایكلر )اپندورف، آلمان( به شرح زیر  Multiplex-PCR واکنش

 درجه سلسیوس )دناتوراسیون اولیه( سپس 31دقیقه در  01یک سیكل  انجام شد.

درجه سلسیوس، مرحله  35ثانیه در  91سیكل شامل مرحله واسرشت شدن  91

درجه  02دقیقه در  0درجه سلسیوس و مرحله بسط  13ثانیه در  21اتصال 

درجه سلسیوس. محصولات  02دقیقه در  1سلسیوس و نهایتاً یک سیكل 

Multiplex-PCR  از نظر حضور ژن های مورد نظر با انجام الكتروفورز بر

و پس از رنگ آمیزی با اتیدیوم بروماید در مقایسه با سویه  %0روی ژل آگارز 

به عنوان کنترل مثبت و سویه   14028ATCCاستاندارد سالمونلا تیفي موریوم 

 .(05دند)به عنوان کنترل کیفي آنالیز ش  25923ATCCاستاندارد اشرشیاکلي 

 

 . توالي الیگونوکلیوتیدی توالي های آغازگر )پرایمر( استفاده شده 0جدول 

 در مطالعه پیش رو

 پرایمرها (1-9)توالي پرایمر  (bpطول محصولات )

220 
F=5ʹ-TACAAGGGATTCGGCATCG-3ʹ  

R= 5ʹ-TAATGGCCTGTTCCCATGTG-3ʹ 
agfA 

211 
F= 5ʹ-AAAATCTGGGTACGCAAACG-3ʹ 

R=5ʹ-ACATTATCCGCTGGAACAGG-3ʹ 
mgtC 

 
 یافته ها

( جدایه سالمونلا تایفي موریوم %91) 21نتایج نشان داد که در مجموع تعداد 

نمونه مدفوع تحت بررسي بدست آمد. در نتایج آزمون حساسیت  211از مجموع 

آنتي بیوتیكي بیشترین میزان مقاومت به نیتروفورانتوئین و نالیدیكسیک اسید به 

( به ایمي پنم، %011ایزوله ) 21( بود. همچنین تمامي 01%( و )51%ترتیب )

(. آنالیز مولكولي ژن های 2سیپروفلوکساسین و سفالكسین حساس بودند )جدول 

 نمونه 51و  mgtC( واجد ژن %2/52نمونه ) 12تحت مطالعه نشان داد که 

(. تكثیر همزمان ژن ها در واکنش 0بودند )شكل  agfA( واجد ژن 2/22%)

Multiplex-PCR  ( جدایه به طور همزمان حامل %51) 25نشان داد که 

 بودند. agfAو  mgtCهای ژن

 

 حساسیت و مقاومت آنتي بیوتیكي  فراواني .2جدول 

 سویه های تحت مطالعه

 عامل ضد میكروبي

 )میكرو گرم(

 (n=21سالمونلا تیفي موریوم )

S)حساس( 

 تعداد)درصد(

I)نیمه حساس( 

 تعداد)درصد(

R)مقاوم( 

 تعداد)درصد(

 µg21  (2/30)11 (5/5)1 (1)1 آموکسي سیلین

 µg911 (01)2 (1)9 (51)10 نیتروفورانتوئین 

 µg01 (011)21 (1/1)1 (1/1)1 ایمي پنم 

 µg91 (2/20)09 (5/5)1 (01)52 نالیدکسیک اسید 

 µg1 (011)21 (1)1 (1)1 سیپروفلوکساسین 

 µg 91 (011)21 (1)1 (1)1سفالكسین 

 µg01 (5/35)13 (2/0)0 (1)1 مروپنم 

 µg 01 (9/05)50 (1)1 (0/20)09 سولفومتاکسازول/تری متوپریم
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 و همكارانساره امیری ؛ ...  mgtCو agfAلكولي ژن های حدت  شناسایي مو

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Ladderاز چپ به راست: )شرکت سیناژن، ایران( M-PCR. نتایج آزمون 0شكل 

100bpسالمونلا تیفي موریوم( 05125 ، کنترل مثبت ATCC کنترل منفي ،)

 mgtC (bp211،)( و bp220) agfA(، ATCC 21329 )اشریشیاکلي

 ؛ سویه های بالیني سالمونلا.0-0

 

 بحث و نتیجه گیری
نمایند که در واکنش هایي را کد ميپروتئین ها مورد مطالعهدر این مطالعه ژن

)افكتور( نقش  های تاثیرگذاربین میزبان و باکتری دخالت مي کنند و این پروتئین

 Alphonsبا مطالعه مشابهمطالعه این مونلا دارند. نتایج مهمي در بقا و تكثیر سال

میزبان نشان -( نقش ژن های ویرولانس را در برهم کنش انگل01و همكاران ) 

 Glidingبا ایفای نقش در حرکت لغزشي ) agfAمي دهد. محصول ژن 

motility سبب اتصال باکتری به سلول های اپي تلیال و در نهایت باعث )

کروموزوم اصلي باکتری ژن دیگری  SPI3شده است. در ناحیه تجمع باکتری 

را کد مي کند. این پروتئین در غلظت کم  mgtCوجود دارد که پروتئیني به نام 
+2mg  و شرایط رشد در درون ماکروفاژ تولید مي شود و در انتقال یون منیزیم به

مزمان حامل ( جدایه به طور ه%51) 25مطالعه این در  درون باکتری نقش دارد.

و همكاران  Amini بودند. این یافته ها با مطالعه agfAو  mgtCژن های 

متفاوت است که این اختلاف مي تواند در نتیجه نوع نمونه )دامي در مقایسه با 

( دریافتند که تمامي سویه های 00و همكاران )Gritli (. 02انساني( باشد )

این بودند. در  mgtCجه حامل ژن از جو ( سالمونلا انتریتیدیس جدا شده011%)

( و نالیدیكسیک اسید %51مطالعه بیشترین میزان مقاومت به نیتروفورانتوئین )

ده و همكاران بو Banisaeed( بودکه مشابه نتایج بدست امده از مطالعه 01%)

( بدست آمده در پژوهش حاضر به %011ایزوله ) 21(. همچنین تمامي 05است )

لذا پیشنهاد مي گردد . ، سیپروفلوکساسین و سفالكسین حساس بودندایمي پنم

( برای درمان First choiceآنتي بیوتیک های مذکور به عنوان گزینه درماني )

عفونت ناشي از این سویه ها استفاده گردد. این نتایج با مطالعات انجام گرفته در 

 ( همخواني دارد.21( و انگلستان )03آمریكا )

Spiliopoulou ( نشان داد20و همكاران )که تمام ایزوله ها به  ند

سفتریاکسون و سیپروفلوکساسین حساس بودند که با مطالعه حاضر تطابق دارد. 

و  Ranjbarنتایج مقاومت به ایمي پنم در مطالعه پیش رو با مطالعه 

و   Diniz-Santos(، 29و همكاران) Soltan Dallal(، 22همكاران)

( تایید نمودند که 22و همكاران ) Ranjbarخواني دارد. ( هم25) همكاران

استفاده بیش از حد و یا انتقال عناصر مقاومت مانند پلاسمید در بین گونه ها 

 انساني سالمونلا مي تواند دلیل بروز مقاومت باشد. 

 
 

 تقدیر و تشكر
آزاد ساوه و آزمایشگاه میكروب  بدینوسیله از معاونت پژوهشي دانشگاه

 ،پاسارگاد و کلیه همكاراني که ما را در انجام این پژوهش یاری نمودند شناسي

 .گرددمي تشكر و قدرداني

M     C+     1      2    3    4    5    6    7    C-  
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ABSTRACT 

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Gastroenteritis caused by salmonella is common in humans and is regarded as 

a global public health issue. The aim of this study is to identify agfA and mgtC genes in salmonella typhimurium strains 

isolated from stool samples using multiplex PCR method and to determine the resistance patterns of these strains.  

METHODS: This cross-sectional study was conducted on salmonella typhimurium isolated from children with 

gastroenteritis admitted to Children's Hospital Medical Center in Tehran. Frequency of agfA and mgtC genes was 

evaluated using multiplex PCR method. In addition, antibiotic susceptibility of these isolates was studied using gel 

diffusion method and according to CLSI guidelines.  

FINDINGS: Of total 200 stool samples, 60 salmonella typhimurium isolates were obtained. Molecular analysis 

showed that 24 isolates contained both agfA and mgtC genes at the same time, while 52 isolates contained mgtC gene 

and 40 isolates carried agfA gene. All strains (100%) were susceptible to ciprofloxacin and 85% of strains were 

resistant to nitrofurantoin. 

CONCLUSION: Results of the study demonstrated that most frequent virulence gene in these strains was mgtC 

(86.6%) and the least frequent virulence gene was agfA (66.6%). Moreover, it was concluded that these isolates were 

100% susceptible to ciprofloxacin and were the most resistant to nitrofurantoin (85%). 

KEY WORDS: Salmonella typhimurium, mgtC and agfA genes, Antibiotic susceptibility. 
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