
 

  
 

9931 تابستان | 2شماره  | دهمسال  |مجله دانشگاه علوم پزشکی فسا   

 

 و همکاران عباسیابوالفضل 

journal.fums.ac.ir 

8432 

 

 
 

های بالینی به روش از نمونه جداشدهشیگلا سونئی  AmpCمورفیسم ژنومی بررسی مولکولی پلی
PCR-RFLP 

 

 *ابوالفضل عباسی، کیومرث امینی
 

 یرانساوه، ا ی،واحد ساوه، دانشگاه آزاد اسلام یه،دانشکده علوم پا یکروبیولوژی،گروه م

 

 08/18/0411 :تاریخ پذیرش مقاله                                   84/01/0412 اریخ دریافت مقاله:ت

 دهیچک
توسعه كـشورهای پیشرفته و درحالهای ناشـی از آن مـشکلات جـدی را در ای اسـت كـه عفونت( باسـیل گـرم منفـی رودهShigella) شیگلا زمینه و هدف:

بیوتیک شده است كه متنوع مقاومت به آنتی یكشور باعث بروز الگوها یکدر  یگلاشهای در گونه ampCمانند  یهای بتالاكتامازایجاد كرده اسـت. وجود ژن

 یگلاشهای در سویه ampCژن بتالاكتاماز  یوعش یبررس طالعهم ینسلامت جامعه داشته باشد. هدف از ا یبرا یجد یارتواند خطرات بسها میژن ینا یوعش

 بود. RFLPژن به روش  ینای در اجهش نقطه یک یوعش یبررس ینو همچن یسونئ

ها یهدر سو AmpCژن  تکثیر PCRسپس با روش  ،شد ییشناسا یکروبیو م یوشیمیاییهای ببا استفاده از تست یسونئ یگلاش یهسو 01 ابتدا ها:مواد و روش

 یمآنزاز استفاده  با RFLP یکتکنصورت گرفت. مثبت بودند  ampCكه ازنظر ژن  یهاینمونه یژن بر رو ینای در اجهش نقطه بررسی در ادامه .گردید انجام

Hinf1 .انجام شد 

( Aبه  Gای )جهش نقطه یدارا ampCهای درصد از ژن 43تعداد  ینبودند. از ا ampCژن بتالاكتاماز  یدرصد( دارا 01) یهسو 41جداشده  یهسو 01 از نتایج:

 بودند.

های حامل این در این در سویه (Aبه  Gای )جهش نقطهتوجهی و شیوع قابل ampCافزایش شیوع ژن  دهندهنشان مطالعات ینحاصل از ا نتایج گیری:نتیجه

 بیوتیکی نقش داشته باشد.ژن بود كه این موتاسیون ممکن است در افزایش مقاومت آنتی

 

 ampC، PCR-RFLPژن بتالاكتاماز  ،یسونئ یگلاش کلمات کلیدی:
 

 

 

 مقدمه
 یكودكان در كشورها یروماسهال عامل مهم مرگ یماریب

 یلیونم 0تا  3كه سالانه  شودیزده م ینتوسعه است. تخمدرحال

. دهندیاسهال، جان خود را از دست م هاییماریكودک براثر ب

روده است كه توسط  یالتهاب یعفون یماریب یک یسانترید

كه مخاط روده را موردتهاجم  شودیم یجادا هایییکروارگانیسمم

اقد ، فحركتیب ی،گرم منف یل، كوكوباسیگلاش. دهندیقرار م

در  یسمارگان ین(. ا0است ) یاریاخت هوازییاسپور و كپسول و ب

 یوناسهال خ یا یگلوزقرار دارد و عامل ش یاسیهخانواده انتروباكتر

ج دارد ها روا( است كه فقط در انسانیلیباس یسانتری)د یلیباس

قرار  یالتهاب یبموردتهاجم و تخر یاروده یومتل یو در آن اپ

شیگلا دیسانتری،  دارد شامل: یرگروهز 3 یگلا. جنس شگیردیم
ها آن یمامه تك شیگلا سونئی وشیگلا فلکسنری، شیگلا بوئیدی 

د خون شوند كه باوجو یگلوزشدیسانتری باسیلی موجب  توانندیم

در  یمشکل اساس  (.8) شودیو موكوس در مدفوع مشخص م

با  هایییهظهور سو هایسمارگان یناز ا یناش یهادرمان عفونت

كه اغلب  ( استMultidrug resistance-MDRمقاومت چندگانه )

و  مورتالیتی یشافرا ی بیمار،شدن زمان بستر یمنجر به طولان

 هاییکروببا م یسهدر مقا یدرمان ینهبالا رفتن هز موبیدیتی،

 Drugو سرانجام شکست درمانی ) بیوتیکیحساس به آنت

Therapeutic Failure-DTF )(4گردد )یم. 

 یزهسته مرك یدرولیزهستند كه با ه هایییمآنز مازهابتالاكتا

. شوندیم اهبیوتیکیآنت ینشدن ا یرفعالحلقه بتالاكتام سبب غ

-Aگروه ) 3به  شانیهرا بر اساس ساختمان اول هایمآنز ینآمبلر ا
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Dنمود كه نوع  بندییم( تقسB ( متالوبتالاكتامازMBLs نوع ،)C 

 یفالطیعوس یهمان بتالاكتامازها Aو نوع  ینازهمان سفالوسپور

(ESBLم )نوع  هاییمآنز (3باشند )یAmp-C یسونئ یگلادر ش 

 كروموزم یبر رو هایمآنز یناست. ژن كد كننده ا شدهییشناسا

قادر به  یمآنز ینا یحاو هاییقرار دارند. باكتر یدپلاسم یا

 یتین،سسفوك ین،سفازول ین،سفالوت هایبیوتیکیآنت یدرولیزه

 دهننممانعت ك یهابتالاكتام یباتو ترك هاسیلینیپن یشترب

 هاییمآنز ها،یاز باكتر یاریدر بس (.0باشند )یبتالاكتاماز م

AmpC یانبالا ب یزاندر م یونهستند و در اثر موتاس ییالقا 

به  هایتربالا، باعث مقاومت باك یاربس یان. بشوندیم

 اكسونیو سفتر یدیمسفتاز یم،شامل سفوتاكس هاینسفالوسپور

 ،هیپنومون بسیلاكل یلاز قب هایاز باكتر ی. در بعضشوندیم
 یبر رو هایمآنز ین، ژن كد كننده اپروتئوسو  یشیا كلیاشر

از  كمتر یاربس هایمآنز ینواسطه اقرار دارد. مقاومت به یدپلاسم

 یوعش یش(. امروزه، افزا0است ) یعوس یفبا ط یبتالاكتامازها

نوع  یبتالاكتام بواسطة بتالاكتامازها هایبیوتیکیمقاومت به آنت

AmpC ینیالب ینگران یکبه  یسونئ یگلاش هاییهسو ینب رد 

 دیتول ییتوانا توانندیم هایسمارگان یناست. ا شدهیلتبد

كسب كنند. علاوه بر  یدپلاسم یرا بر رو AmpCبتالاكتاماز نوع 

را  ینوع كروموزوم AmpCبتالاكتاماز نوع  توانندیم هاینكه اآن

 هایمنزآ ینا یعیدر حالت طب كهیكنند درحال یدتول یادبه مقدار ز

طور كه گفته شد همان .(2 ،3شوند )یم یدبه مقدار كم تول

AmpC  در كلاسC و  گیردیقرار م یگروه بوش بتالاكتاماز

 CMY, LAT, BIL, ACT, MOX, FOX, DHA, ACCشامل 

نوع  ترینیجو را ترینیعشا CMY-2 یانم ینهستند كه از ا

 به دلیل تنوع بالای ژنومی گروه است. ینا یاییجغراف شدهیعتوز

AmpC  و گسترش این ژن در اعضای انتروباكتریاسه و اهمیت

ر توسعه، هدف از انجام مطالعه حاضشورهای درحالشیگلا در ك

 یگلاش هاییهدر سو AmpC یژنوم مورفیسمیپل یمولکول یبررس
 .است PCR-RFLPبه روش  ینیجداشده از موارد بال یسونئ

 

 هاروشو  مواد

 یری و جداسازی باکتریگنمونه -1

ماهه از  1مقطعی در یک بازه زمانی  – وصیفیمطالعه تاین 

انجام گردید.  0413لغایت انتهای خرداد سال  0410ابتدای مهر 

گاه در آزمایش قبلاًكه  شیگلا سونئیسویه  01این مطالعه بر روی 

شده بود انجام گردید. یآورجمعپاسارگاد )واقع در تهران( 

 هاییطمحبر روی  هانمونهتائید مجدد تمامی  منظوربه

، كشور Merck(، )شركت SSشیگلا آگار )-اختصاصی سالمونلا

Germany 43ی در گرمخانه گذار( كشت داده شدند. پس از 

 ز،نظیر اكسیداز، كاتالابیوشیمیایی  یهااز آزمون یوسسلسدرجه 

SIM ،MR-VPسیترات، آزمایش  ، مصرفTSIآز، اوره ، تولید

الونات، ممصرف سدیمدكربوكسیلاز، آلانین دآمیناز، لیزینفنیل

، XLDدكربوكسیلاسیون اسیدهای آمینه اورنیتین و مانیتول، 

ها استفاده یهسوجهت شناسایی ( S2Hهیدروژن ) سولفید تولید

 .(01 ،1)شد 

و پلی مورفیسم  ampCبررسی حضور ژن بتالاکتاماز  -2

 RFLP-PCRآن با استفاده از تکنیک 

تفاده با اس یاییباكتر هاییزولها یتهو یینو تع یبعد از جداساز

استخراج  یک،و سرولوژ یولوژیکاستاندارد باكتر یهااز روش

DNA منظور از روش  ینانجام شد. بد یباكترBoiling 

 DNAدرجه خلوص  یید. جهت تأید)جوشاندن( استفاده گرد

( استفاده Bio-Rad, USA) یوفتومترشده از دستگاه باستخراج

این  در شدهاستفادهتوالی الگونوكلئوتیدی پرایمرهای . یدگرد

 (.00()0)جدول  آمده است 0تحقیق در جدول 

 PCRتوالی پرایمر مورداستفاده جهت انجام  -1جدول 

SNP detected 

(position) 

Endonuclease 

used in RFLp 

analysis 

PCR 

fragment 

size(bp) 
 نام ژن پرایمر توالی نوکلئوتیدی پرایمر منبع

C→T(1060) 

G→A(1150) HinfI 489 (00)  
CCTGACCCAGGACAAGATGC 

AGGTTGGCATCGACGAAGCGC 
1160 

1428 ampC 
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 PCRتکنیک  2-1

، NCBI یتشده در ساانتخاب یآغازگرها BLASTپس از  

شامل  یترل یکروم 80 ییبه حجم نها Multiplex-PCRواكنش 

 ی( حاویرانكلون، ا ینا)س PCR master mix 5X یترل یکروم 0/3

Taq DNA polymerase (0.05 U/µl) ،) 3 mM2MgCl و )

dNTPs (0.4mM) ،0 به غلظت  یمرهااز پرا یکاز هر  یکرولیترم

نانوگرم( و  01الگو ) DNAاز  یترل یکروم 0 یکرومولار،م 2/1

 انتیبا استفاده از گراد یلاستر یرآب دو بار تقط یترلیکروم 0/03

انجام  یرصورت زبه یکلس 41 ی)اپندورف، آلمان( برا یکلرترموسا

به مدت  یوسدرجه سلس 10 یدر دما یگرفت؛ مرحله واسرشتگ

به مدت  یوسدرجه سلس 02در  یمرهامرحله اتصال پرا یه،ثان 01

به مدت  یوسدرجه سلس 38در  یساز یلو مرحله طو یهثان 31

 .صورت گرفت یهثان 01

 RFLPتکنیک  2-2

از شركت فرمنتاز انجام  Hinf1 یمتوسط آنز RFLPواكنش  

 همیبر رو 8طبق جدول  یرمقاد یممنظور انجام هضم آنزشد. به

درجه  43 یساعت در دما یکشد و سپس به مدت  یختهر

 یمزكردن آن یرفعالمنظور غبه یتقرار داده شد و درنها گرادیسانت

قرار داده شد  گرادیدرجه سانت 20 یدر دما یقهدق 81به مدت 

 %0در ژل آگارز  M-PCRمحصولات واكنش  یان،در پا (.08)

 ی. در تمامید( الکتروفورز گرد0.5µg/ml) برومایدیدیومات یحاو

عنوان كنترل مثبت به ATCC 9290 یسونئ یگلاشمراحل فوق از 

استفاده  یعنوان كنترل منفبه ATCC 25922 یشیاكلیاشرو از 

 .یدگرد
 

 نتایج
 یگلانمونه ش 01آمده از مجموع دستبه یجبا توجه به نتا

 .(0)شکل  بودند ampCژن  یدارا یهسو( %01) 41 ی،سونئ

ژل آگارز  یمحصولات هضم شده بر رو یمی،پس از هضم آنز

 Hinf1 یمبرش آنز یزطور كه در آنالشدند. همان یجداساز

 431قطعه  8 یمیكه بعد از برش آنز رودیمشاهده شد انتظار م

در اثر  كهی(. درصورت8کل مشاهده شود )ش یباز 031و  یباز

 RFLPمقادیر و مواد مورد استفاده در واكنش  .2جدول 

 مقدار )میکرولیتر( ماده

 R 4بافر 

 00 آّب

 PCR 01محصول 

 Hinf1 0آنزیم 

 

 
تا  0ی از چاهک شماره موردبررسهای نمونه -چاهک دوم: كنترل منفی -مثبت كنترل چاهک اول: AmpCجهت تکثیر ژن  PCRآزمون  -1شکل 

 bp01. سایز ماركر 08شماره 
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برش  یگاهشود جا یلتبد ین( به آدنG) ینگوان یدجهش نوكلئوت

ما برش نخواهد خورد. از  PCRو محصول  رودیم یناز ب یمآنز

( توسط %04) یهسو 01تعداد  ampCژن  یدارا یهسو 41تعداد 

 یباز 431و  یباز 031برش خورد و دو قطعه  Hinf1 یمآنز

( برش نخوردند كه %43) یهسو 00شد و تعداد  یلتشک

 جهش بودند. ینا یدارا یهسو 00است كه  یندهنده انشان

 

 بحث 
 ییدكنندهعوامل تهد ینتراسهالی یکی از مهم هاییماریب

توسعه هستند كه كشورهای درحالدنیا بخصوص در مت در لاس

ر دنقش مهمی از اهمیت بالائی برخوردارند. شیگلا در كودكان 

 .عامل اسهال دارد یهاخونی در بین پاتوژن یهاایجاد اسهال

عنوان یک واكنش دفاعی به بیوتیکیمقاومت در برابر آنت

 هاییهظهور سو .(04)دهد یزا رخ معوامل عفونت ییلهوسبه

 .شده استمقاومت دارویی متفاوت در نقاط مختلف جهان گزارش

 لاگشی یهابا توجه به تحقیقات رنجبر و همکاران توزیع سرگروه

 یگلاش ،%1/02 سونئی لاشیگدر ایران به ترتیب اهمیت شامل: 
 %4/0 دیسانتری لاشیگو  %4/4 لا بوئیدیشیگ ،%3/40 فلکسنری

ما صرفاً بر روی گونه سونئی انجام  یبه همین علت مطالعه. است

 ترینیجلاكتام در حال حاضر رامواد ضد میکروبی بتا. (03) شد

از ه رویی. اسـتفاده بباشندیباكتریایی م یهاعفونتای درمان بر

گرم منفی در برابر  هاییها منجر به بروز مقاومت باكترآن

 هاییم. آنزشده استبتالاكتام در سراسر جهان  هایبیوتیکیآنت

بتالاكتام را  یهابیوتیکآنتی (ESBLs) الطیفیعبتالاكتامـاز وس

تیپیک كـه  AmpC یهاكننـد. آنزیمو غیرفعـال مـی یدرولیزه

ث باعـ باشندیكلاولانیـک م یداس به مقاوم یسـفالوسـپورینازها

. دگردنیها ممقاومـت در برابر اغلب اكسی امینوسفالوسپورین

كه منجر به  هستیم AmpCیی در ژنهاجهشامروزه شاهد 

ه های نسل چهارم شددر برابر سفالوسپورینها افزایش فعالیت آن

 ناپذیرییدر انواع كروموزومی جدا ییهاچنین جهش است.

AmpC صورت همـسان از به توانندیها مداده است، اما آنرخ

بد. با توجه به اهمیت گسترش یا AmpC یانـواع پلاسمید

باكتری شیگلا سونئی و مقاومت بالای این باكتری هدف از این 

شیگلا  AmpCمورفیسم ژنومی بررسی مولکولی پلیعه مطال

 است. PCR-RFLPی بالینی به روش هانمونهاز  جداشدهسونئی 
حاكی از افزایش شیوع این ژن در بین  شدهانجام مطالعات

باكتری  818 یكه بر رو یدر مطالعهكه طوریها است. بهیباكتر

 یهادر كشور هند انجام شد. ژن سودوموناس آئروژینوزا

 و الطیف(یعوس)بتالاكتامازهای  ESBLو  ampCبتالاكتاماز 

نمونه دارای  081قرار گرفتند. كه  یمتالوبتالاكتاماز موردبررس

AmpC .زمان هم (%4/41) بودندAmpC  وESBL دارا بودند  را

 زمان داشتندطور همو متالوبتالاكتاماز را به ampC (%0/30و )

ژن بتالاكتاماز  هاMDRدر این مطالعه سطح بالایی از  .(00 ،00)

 01آمده از مجموع دستبه یجبا توجه به نتا. كردندیرا حمل م

 بودند. ampCژن  یدارا یهسو( %01) 41 ی،سونئ یگلانمونه ش

ژن  یوعش یبه بررس 0423 در سال و همکارانیاكان ن

 ینیبال هاییزولهدر ا ampCنوع  الطیفیعوس یبتالاكتامازها

 یلاكلبس ینیبال یزولها 002پرداختند. از یه پنومون یلاكلبس
 یدازنظر تول یه،اول یدر غربالگر یزولها 001(%2/31) ومونیهپن

ESBLs ( 8/24مثبت بودند كه%)یپیدر آزمون فنوت یزولها 11 

 
 RFLP-PCRنتایج آزمون . ی از چاهک سیزدهم تا بیست و چهارمموردبررسهای نمونه -چاهک دوم: كنترل منفی -چاهک اول: كنترل مثبت -2شکل 

 1kb. سایز ماركر bp 431و  bp 031 یباندهاو وجود 
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 ampC یهاژن یدارا یزولها 01(%3/2مثبت شدند و ) ییدیتأ

 33و همکاران  Huang 8110همچنین در سال  (.03) بودند

از كودكان دو مدرسه جداسازی كردند كه  شیگلا سونئیسویه 

ها حاكی از مقاومت به یهسوبررسی پروفایل مقاومتی این 

های مولکولی یبررسها بود كه یهسواین  %80سفتریاكسون در 

مسئول مقاومت به سفتریاكسون در این  ampCنشان داد كه ژن 

 یبا بررس 8110و همکاران در سال  Mirelis .(02)ها است هیسو

 یجهنت ینبه ا ESBLsازنظر  یكل یااشرش ینیکیكل یزولها 33

. در (01دارد )وجود  هایزولها %83در  ampCكه ژن  یدندرس

از مطالعه حاضر شیوع كمتری از آمده دستبه یجنتامقایسه با 

ر تیمیقدتواند تفاوت یماین ژن گزارش شد كه دلیل این امر 

 هاآنبودن مطالعه مطالعات ذكرشده بوده كه مقایسه مطالعه ما و 

 .استسیر افزایشی شیوع این ژن  دهندهنشان

ژن  یدارا هاییباكتر از های حامل ژنیزولهادر تعدادی از 

ampC، دیده ژن در این  یاجهش نقطه یدرصد 43 یوعشاهد ش

و همکاران نیز نشان داد كه  Corvecی مطالعهشود. می

 اشرشیا كلیاز پروموتور این ژن در  -00موتاسیون در ناحیه 

 Flury. همچنین مطالعه (81)شود یمباعث افزایش بیان این ژن 

 انتروباكتر كلوآكهایزوله  83بر روی  8100و همکاران در سال 

ند، ها داشتها و سفالوسپورینكه مقاومت سطح بالا به كارباپنم

موتاسیون  4-80ایزوله  83شان داد كه در هركدام از این ن

 ampCها باعث افزایش بیان ی وجود دارد كه این موتاسیونانقطه

در برابر  شدهمشاهدهكننده مقاومت یهتوجشده بودند كه 

توانند یمی انقطهی هاجهش درواقع. (80)ها بود سفالوسپورین

باشند  املاماز در طول تکبتالاكت ینساختار ا ییرتغ دلیلی برای

 نابراینب؛ ها شده استبیوتیکیمقاومت به آنتكه منجر به افزایش 

به  (.03) كند یدامعه را تهدـج یدـج یعنوان خطربه توانندیـم

موجود در  یهاجهش ینو همچن یوعش یشپا یلدل ینهم

برخوردار  ییبالا یتبتالاكتاماز در جوامع مختلف از اهم یهاژن

 است.

 

 گیرینتیجه
حاكی از روند رو  شدهانجامنتایج این مطالعه و مطالعات قبلی 

این امر باعث افزایش  ؛ كهاست ampCژن  به افزایش شیوع

های كلیدی در درمان بیوتیکیآنتكه  هامقاومت به سفالوسپورین

. كندیمها را مشکل یباكتربوده شده و درمان عفونت  هاعفونت

نتایج این مطالعه و سایر مطالعات شاهد از طرفی با توجه به 

 ییردال بر تغ تواندیمهایی در این ژن هستیم كه موتاسیون

 یلكه به دلاست  املبتالاكتاماز در طول تک ینساختار ا

را  هابیوتیکیممکن است مقاومت به آنت یانقطه یهاجهش

جامعه را  یجد یعنوان خطربه توانندیم بنابراین افزاش دهند

های دارای یهسولذا بررسی فعالیت این آنزیم در  كند یدتهد

همچنین باید به  ؛ وای برخوردار استیژهوموتاسیون از اهمیت 

 های دارای موتاسیون توجه ویژه شود.یهسواین 
 

 تشکر و قدردانی
 003نامه كارشناسی ارشد با كد یانپاپژوهش حاضر از پروژه 

. نویسندگان استدر دانشگاه آزاد اسلامی واحد ساوه  شدهثبت

خود را از كاركنان آزمایشگاه  سپاسگزاریكمال تشکر و مقاله 

كه در انجام مراحل )تهران( پژوهشی میکروبیولوژی پاسارگاد 

 .دندارعملی این تحقیق یاری نمودند اعلام می
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Abstract 
 

Background & Objective: Shigella is a gram-negative bacillus that has caused serious infection 

problems in developed and developing countries. The existence of beta-lactamase genes such as 

AmpC in Shigella species in one country has led to a variety of antibiotic resistance patterns, which 

can have very serious health risks for the community. The aim of this study was to investigate the 

prevalence of AmpC β-lactamase gene in S. sonnei strains and determine the prevalence of a spot 

mutation in this gene by RFLP method. 

Materials & methods: Sixty strains of S. sonei were detected using biochemical and microbiological 

tests. Subsequently, the amplification of ampC gene was performed by PCR method. Then, a point 

mutation analysis on this gene was performed on ampC gene positive strains. RFLP technique was 

performed using Hinf1 enzyme. 

Results: Among 60 isolates, 30 (50%) isolates were positive for ampC beta-lactamase gene. 

Furthermore, A to G point mutation was detected in 11 (37%) ampC gene carrying isolates. 

Conclusion: The results of this study showed an increasing rate in the prevalence of ampC gene and 

noticeable prevalence of A to G point mutation in the strains carrying this gene. This mutation may 

help increase resistance to cephalosporins. 

 

Keywords: Shigella sonnei, ampC beta-lactamase gene, RFLP-PCR 
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