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Background and Aim: Shigella infection is one of the prevalent causes of diarrhea 

disease in most developing countries in children under 10 years old. Conventional 

microbiological examination to identify Shigella species are time-consuming and requires a lot 

of work and cost. The object of the present research was to isolate and identify of serotypes of 

Shigella, Shigella sonnei from patients with bacillary dysentery and to detect their one major 

virulence genes ipaH by using PCR.  

Materials and Methods: 3000 stool sample from children with diarrhea admitted in two 

famous hospitals in1391 in summer & autumn in Tehran were used in this study. The 

identification of isolated was done by serogrouping and biochemical test & the prevalence of 

ipaH gene determined by PCR method using specific pairs of primers. Antimicrobial 

susceptibility of isolates was performed according to the CLSI guidelines. 

Results: All Shigella spp isolates in this study harbored the ipaH gene. Out of 160 shigella 

isolates, 50 isolates determined as S. sonnei with serogrouping and biochemical test. 90% of 

isolates were resistant to Tetracycline, Cotrimoxazole, Streptomycin and Minocycline. 

Conclusions: We conclude that ipaH PCR procedure is more reliable, sensitive, easier, 

reproducible and specific which is significantly faster than current conventional detection assays 

such as serologic test. Althuogh in this study we report that among Shigella .spp cause diarrhea 

infection most of them are S .sonnei resistant antibiotic. 
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از کودکان مبتلا به اسهال مراجعه کننده به دو  شیگلا سونئی بررسی فراوانی جدایه های

و بررسی الگوی حساسیت آنتی  1931 بیمارستان امام خمینی و میلاد در تهران در سال

 هابیو تیکی ایزوله
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سال در کشورهای در حال  01 اسهال و مرگ و میر در کودکان زیراز عوامل شایع شیگلا  زمینه و اهداف:

در   ,باشدیمروتین ازمایشگاهی برای جداسازی انواع شیگلا وقت گیر و هزینه بر  یهاروش. توسعه شناخته شده است

ری بر اساس اهمیت تشخیص ژن از نمونه بیماران مبتلا به دیسانتشیگلا سونئی  یهاگونهاین مطالعه به جداسازی زیر 

  با روشهای روتین بیوشیمیایی و سرولوژیک پرداخته شده است. مقایسهدر  PCRبا  ((ipaHتهاجمی و اختصاصی  

نمونه مدفوع از کودکان مبتلا به اسهال مراجعه کننده به دو  0111عه تعداد در این مطالمواد و روش کار: 

ی استاندارد هاآزمون هانمونهجمع آوری گردید. سپس بر روی  0030در تابستان و پاییز  بیمارستان امام خمینی و میلاد

شناسایی شده به وسیله  شیگلا هاییزولهایید تأانجام شد. برای  شیگلای هاگونهبیوشیمیایی و سرولوژیک مربوط به 

ارزیابی قرارگرفت. آزمون سرولوژیک مربوط به زیر  مورد PCR به وسیله ipaHها بیوشیمیایی، حضور ژن آزمون

جداسازی گردید. تست انتی بیوگرام  شیگلا سونئی)تهیه شده از شرکت بهار افشان( انجام شد و سویه  ی شیگلاهاگونه

 انجام شد. شیگلا سونئیهای یزولها( بر روی CLSIاساس جدول  بر)ی بیوتیک آنت 01به مربوط 

در  دقت این روش و در انها تائید گردید ipaHجدا سازی شد و حضور ژن  شیگلا ییزولها 061تعداد : هایافته

ه از ( با استفاد%03له )ایزو 01ایزوله  061ز میان شود. ایمگزارش  %011ی روتین سرولوژیک هاآزمونمقایسه با 

 %31همچنین اند. بندی شدهطبقه شیگلا سونئیهای اختصاصی در گروه سرمچنین آنتیهای بیوشیمیایی و همآزمون

 نشان دادند. مقاومت به تتراسایکلین و کوتریماکسازول و استرپتومایسین و مینو سایکلین شیگلا سونئیهای یزولها

پذیر تر از روش های  تکرار و تر، حساس تر، آسان تر ینانقابل اطم PCR ipaHاستفاده از روش : گیرینتیجه

مقاوم به آنتی بیوتیک ها گزارش می  شیگلا سونئیعامل اسهال شایع،  همچنین .ستابیوشیمیایی و سرولوژیک  مرسوم

 شود. 

 کودکان بیمار ,نتی بیوتیکیآحساسیت  ,سونئی یگلاش کلیدی کلمات 

 پزشکی ایران محفوظ است. شناسیمیکروببرای مجله این مقاله  و استفاده علمی از نشر حق چاپ، :© رایتکپی
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 مهمقد

به عنوان یکی از عوامل بیماریزای عفونی در گلا شیباکتری 

انترو این باکتری از خانواده  .(6 ،2 ،1) جهان مطرح است
از لحاظ مورفولوژیک باسیل گرم منفی بدون  باشد ویم باکتریاسه

ی جوان به صورت هاکشتکه گاهی در  باشدیماسپور 

اری هوازی اختیشود. این ارگانیسم بیکوکوباسیل نیز دیده می

ولی در شرایط هوازی رشد بهتری دارد. باکتری شیگلا دوز  ،بوده

باکتری  عدد 222عفونی بسیار پایین دارد به طوری که کمتر از 

متعدد این  های انتقالراه .(2 ،1)باشند قادر به بیماریزایی می

یان را باکترو همچنین پتاسیل بالای بیماریزایی در این  باکتری

بیماری یک تا سه روز  دهد. دوره کمونیممورد اهمیت قرار 

باشد. شروع بیماری همراه با تب و کرامپ شکمی و اسهال می

شدید آبکی همراه است. یک تا دو روز بعد روده بزرگ نیز مانند 

 پزشکی ایران یشناسکروبیممجله 

 1325 خرداد و تیر  – 2شماره  – 11سال 
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ولی همراه  ،شود. اسهال حالت آبکی نداردروده کوچک درگیر می

دی درد در ناحیه شکم و اسپاسم معق .گرددیمخون و بلغم دفع 

باشد. عوارض می به دنبال دارد. معمولاً عفونت خود محدود شوند

کند و بیشتر دهیدراتاسیون شدید متعدد فیزیولوژیکی ایجاد می

 ,(. در کودکان با سوء تغذیه2 ،1شود )موجب مرگ در بیماران می

درصد در ی سمی نیز گزارش شده است. سندروم رایتر که سپت

شود. عوارض یمدیده  فلکسنری باشیگلا آلوده افراد کمی از

سوراخ شدگی روده، مگاکولون  گوراشی مانند هپاتیت ضعیف،

بادی ترشح شده در خون توکسین نیز گزارش شده است. آنتی

 ،1) کندنیز فرد را در برابر عفونت محدود محافظت نمی افراد بیمار

 -. بیماری شیگلوز از فردی به فرد دیگر از طریق مدفوعی(2

و به وسیله افراد با دست آلوده و کمتر توسط آب و غذا دهانی 

شود. شیگلا به وسیله تهاجم و تکثیر در سلولهای منتقل می

  ,های ژن ساختاریکند. پروتئینآسترکولون ایجاد بیماری می

اتصال ارگانیسم به سلولها و همچنین تهاجم آنها، تکثیر داخل 

ها کند. این ژنری میسلولی و انتشار سلول به سلول را واسطه گ

 (lorge virulence plasmidزایی بزرگ )روی پلاسمید بیماری

شوند. شوند اما به وسیله ژنهای کروموزومی تنظیم میحمل می

در رتبه سوم به عنوان عامل اسهال  شیگلامطالعات نشان داده که 

ی در حال توسعه شیوع کشورهاباشد و در یمدر کودکان 

یباً در تمام نقاط جهان بومی است تقربیماری  بیشتری دارد. این

ولی در نقاطی که وضعیت بهداشتی ضعیف و جمعیت زیاد است 

با توجه به اهمیت  .(4 ،3)شود یمبه صورت اپیدمی ظاهر 

در بیماریزایی در کودکان و سالمندان و  شیگلا باکتری

در این تحقیق به بررسی سویه  ,های گزارش شده در ایراناپیدمی

و بررسی مقاومت انتی بیوتیکی این باکتری در  یگلا سونئیش

کودکان مبتلا به اسهال مراجعه کننده به بیمارستان در تهران 

 .پرداخته شده است

 هاروشمواد و 
 

 نمونه وریآجمع 

نمونه مدفوع از کودکان مبتلا به  3222 دراین بررسی تعداد

ران در سالهای اسهال از دو بیمارستان امام خمینی ومیلاد در ته

ها بیشتر در فصل این نمونه جمع اوری شد. 6392-6396

با علائم  از کودکان با سن کمتر از ده سال پاییز و تابستان و

 اند.بالینی مانند تب و کرامپ شکمی وتب و بی حالی جدا شده

 های مدفوع ابتدا در محیط مغذی سلنیتسواپ آغشته به نمونه

(SF)  درجه سلسیوس نگهداری و  31در  ساعت 61به مدت

کشت داده  (سالمونلا شیگلا اگار) آگار SS بر روی محیط سپس

هایی که به ساعت کلنی 24در بررسی پلیت ها بعد از  اند.شده

شباهت  شیگلارنگ صورتی کمرنگ بودند واز لحاظ مورفولوژی به 

 68داشتند بر روی محیط مغذی نوترینت اگار برده وبه مدت 

ها بعد از ان کلنی جه سلسیوس انکوبه شدند.در 31ساعت در 

به این  ,شدندمورد ارزیابی سرولوژیک و بیو شیمیایی قرار داده

سیترات، اوره و  ،TSIهای بیوشیمیایی از جمله ترتیب که تست

بر اساس  شیگلا سونئیدکربوکسیلاسیون لیزین برای جداسازی 

 جام شدان جنس شیگلابرای  WHOفنوتیپ و مقایسه با رفرنس 

شیگلا ها به کمک انتی سرم اختصاصی سرو تایپینگ ایزوله .(5)
 تهیه شده از شرکت بهار افشان صورت گرفت. سونئی

 شیگلا سونئیبررسی حساسیت انتی بیوتیکی 

و تهیه نیم  (Kirby bauerئر )این بررسی به روش کربی با

و کشت بر روی محیط  شیگلا سونئیایزوله  22 مک فارلند از

بیوتیک تهیه شده از  نتیآ 62گار به همراه آر هینتون مول

 22موکسی سیلین کلاوونیک اسید )آآلمان شامل:   MAXشرکت

 32تتراسایکلین ) ,(میکروگرم 22)کوتریماکسازول  ,میکروگرم(

 32سفوتاکسیم ) ,میکروگرم( 32مینوسایکلین ) ,میکروگرم(

لوکساسین سیپروفومیکروگرم(،  22موکسی سیلین )آمیکروگرم(، 

استرپتومایسین میکروگرم(،  62میکروگرم(، جنتامایسین ) 2)

انجام  میکرو گرم( 32)و نالیدیکسیک اسید میکروگرم(  32)

گرفته است. انتخاب انتی بیوتیک های نامبرده بر اساس جدول 

CLSI (2262 )(. 12، 21، 21باشد )یم 

 PCRها با استفاده از یزولهایید مولکولی تأ

DNA ها به روش جوشاندن استخراج شد و از آن به یرباکت

های یید ایزولهتأاستفاده گردید.  PCRالگو در  DNAعنوان 

های بیوشیمیایی به وسیله تکثیر با تست شیگلا سونئیجداشده 

صورت  شیگلابا استفاده از پرایمرهای اختصاصی جنس  ipaHژن 

 (.68) گرفت
Forward: 5'-TGGAAAAACTCAGTGCCTCT-3' 

Reverse: 5'-CCGTCCGTAAATTCATTCT-3' 

 مخلوط واکنش طبق مقادیر زیرمی باشد:

 ید منیزیم( کلر,(DW یکرلیترم 2/66 یرتقطآب دو بار 

)2MgCl) 2 اغازگر ،یترلمیکرو F  وR  میکرولیتر 2/2کدام هر, 
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تهیه شده )  taq polymeraseیکرولیترم 2/2پلیمراز  taqیم آنز

میکرو لیتر و حجم   2  هدفد مور ،DNA (ازشرکت سیناژن

 باشد.یممیکرو لیتر  22نهایی واکنش 

 2 سلسیوس درجه 92سرشتگی اولیه  وامراحل ازمایش: 

 28اتصال  ،دقیقه 6 سلسیوس درجه 92واسرشتگی  ،دقیقه یکبار

دقیقه  6 سلسیوس درجه 12تکثیر  ،ثانیه 32 سلسیوسدرجه 

 .دقیقه یکبار 6رجه سلسیوس د 12تکثیر نهایی  ،تکرار( 32)

 :PCRکتروفورز محصول ال

 ماده و به مقدار موردآرا  میکرولیترTBE X2/2 ابتدا بافر

اگارز تهیه  %6ژل سپس  نیاز در تانک الکتروفورز ریخته شود.

 حل کرده و دران Safe red میکرولیتر از رنگ 1مقدار  کرده و

 1مقدار  درون قالب ریخته و بعد از شانه گذاری و بستن ژل

بافر لودینگ در  را به همراه یک قطره PCRکرولیتر از محصول می

ساعت الکتروفورز  6درجه به مدت  92ریخته و در ولتاژ  چاهک

 GEL DUCTمحصول الکتروفورز رادر دستگاه  سپس انجام گردد.

 یه استاندارد جهت کنترل مثبت سو عکسبرداری شود.

(Shigella sonnei ATCC 9290از ) WHO  .تهیه گردد 

 

 هایزولهای شیگلا در میان هاگروهنمودار درصد فراوانی زیر  :6نمودار 

 هایافته

 های شیگلای شناسایی شدهیزولهاتعداد 

لاکتوز  شیگلا های بیوشیمیایی در جنسنتایج حاصل از تست

سیترات  ,تولید گاز هیدروژن سولفور منفی ,ساکاروز منفی ,منفی

باشند وایزوله های هیدرولیز اوره منفی ومتیل رد مثبت می ,منفی

سویه  جداسازی گردید. همچنین تست شناسایی شیگلا

تین دکربوکسیلاز منفی و تولید اندول منفی و شیگلاسونئی اورنی

بر  که در سویه سونئی ONPGتخمیر مانیتول مثبت وازمون 

باشد، مثبت می شیایاشر ها و همچنین جنسخلاف سایر سویه

 صورت گرفت.

نمونه جمع اوری شده از دو بیمارستان در  3222از مجموع 

 PCRو  بیوشیمیایی هاینمونه به وسیله تست 612تهران تعداد 

یید شدند. از این تعداد نیز در پاسخ به تأبه عنوان جنس شیگلا 

 و شیگلا سونئیمتعلق به  (%32ایزوله ) 22 ,های سرولوژیکتست

( شیگلا %2/62ایزوله ) 22و  شیگلا فلکسنری ( ایزوله22%) 42

 شناسایی شدند دیسانتری( شیگلا %1/1) ایزوله 66و بوییدی 

 .(6شماره  نمودار(

 PCRبا استفاده از  هانمونهیید تأ

جفت  169باند  ipaHژن  PCRمحصول مورد انتظار از 

 (.6 شکل (ایزوله شیگلا مشاهده شد 612بازی بود که در همه 

 

 M: (size .برای تشخیص جنس شیگلا ipaHتکثیر ژن  : 6شکل 

marker 1kbp)  کنترل مثب6چاهک :( تShigella sonneiATCC 9290)  ،

 .باشندیم ipaH+هستند که  جفت باز 169دارای باند  یهاهی: سو1 تا 2چاهک 

 کنترل منفی :1 چاهک

 

 شیگلا سونئیتایج حاصل از انتی بیوگرام ن

 شیگلا سونئیدر این مطالعه بیشترین حساسیت در سویه  

نسبت به سیپروفلوکساسین مشاهده شد. بیشترین مقاومت نسبت 

به استرپتومایسین، تتراسایکلین، مینوسایکلین و کوتریماکسازول 

شود. نتایج حاصل از آنتی بیوگرام به همراه درصد یمگزارش 

 است. مشخص شده 6شماره ها در جدول مقاومت آن

 



 ه اسهالاز کودکان مبتلا ب شیگلا سونئی بررسی فراوانی جدایه های |و همکاران  افشاری

22 

 

های توزیع مقاومت آنتی بیوتیکی در میان ایزوله  صددر 6جدول 

 شیگلا سونئی

 آنتی بیوتیک در صد مقاومت

5/22  کوآموکسی کلاو 

25/42  آموکسی سیلین 

3/24  تتراسایکلین 

 مینوسایکلین 23

25/2  جنتامایسین 

 استرپتومایسین 22

 سیپروفلوکساسین 1

5/2  نالیدیکسیک اسید 

14/29  کوتریماکسازول 

 سفوتاکسیم 2

 

 بحث

یکی از عوامل اسهال حاد آبکی در کودکان جهان  شیگلا

اخیر در ایران نشان داده است که  مطالعه .(5است )معرفی شده 

یکی از عوامل مهم دیسانتری باسیلی بوده و مقاومت آنتی  شیگلا

 .(6)ست بیوتیکی آن در طیف وسیعی گزارش شده ا

به عنوان  %32، شیگلاایزوله  612در این مطالعه از میان 

 Nowroozi  .به وسیله سروتایپینگ مشخص شدندشیگلا سونئی 

 شیگلاایزوله  322در میان  2221و همکاران در سال 

را جداسازی و به عنوان  شیگلا فلکسنریایزوله ( %21/42)642

مار با آ. که این (22)ها گزارش نمودند ایزوله غالب در میان نمونه

 شیگلا ازهای اخیر نشاندهنده شیفت این باکتری توجه به بررسی
بر اساس گزارشات مختلف،  باشد.می شیگلا سونئیبه  فلکسنری

در یک ناحیه  شیگلا سونئیو شیگلا فلکسنری نسبت بروز 

ی منعکس کننده وضعیت استاندارد بهداشتی آن ناحیه جغرافیای

است؛ هنگامیکه سطح عمومی بهداشت شخصی و محیطی بالا 

یابد کاهش می ((B سروگروه شیگلا فلکسنریرود، میزان شیوع 

رود. می بالاتر (D)سروگروه  شیگلا سونئیدر حالیکه نسبت بروز 

شیگلا شیوع با وجود اینکه ایران یک کشور در حال توسعه است، 
ای به عنوان سروگروه غالب مشابه کشورهای پیشرفته سونئی

همچون کانادا و امریکا است و نیز مانند این کشورها عفونت ناشی 

 (2, 2) استدر کودکان بیشتر از بزرگسالان گزارش شدهشیگلا از 

باشد. طبق یمواین نشان دهنده ارتقا سطح بهداشت در جامعه 

 2222و همکاران در سال  Sivapalasingamای که توسط مطالعه

شود درصد یمانجام شده است در جامعه که بهداشت رعایت 

یابد یمفزایش ا شیگلا سونئیکاهش و  شیگلا فلکسنریشیوع 

. در حالی که در کشورهایی مانند تایوان و بنگلادش این (9)

. (11)تعلق دارد  شیگلا فلکسنریعنوان و درصد فراوانی به 

در بررسی در دو  2263همکاران در سال  و Eftekhari همچنین

ایزوله  32نمونه مدفوع  122شهر خراسان رضوی و تهران بین 

شیگلا سونئی شناسایی  %8/12ودر این میان آورده شیگلا بدست 

سال و همکاران در  Farshadای که توسط . در مطالعه(2کردند )

ا به عنوان هسویه %3/14انجام شد  شیگلاسویه  82روی  2223

ی که امطالعه. همچنین در (6)گزارش شده است  شیگلا سونئی

Ranjbar  شیگلا،ایزوله  32میان  در 2228سال و همکاران در 
 Soltandallal .(5شدند )گزارش  شیگلا سونئی به عنوان 9/28%

ایزوله  31در بررسی خود در میان  2263سال و همکاران در 

 .(16) تهاجمی را جداسازی نمودندسونئی شیگلا ایزوله  9 شیگلا

به کار  شیگلایید جنس تأ جهت ipaHدر این مطالعه ژن 

گرفته شد این ژن تهاجمی هم بر روی کروموزوم و هم برروی 

پلاسمید قرار دارد با توجه به اینکه استاندارد شناسایی گونه 

باشد درصد یمی بیوشیمیایی و سرولوژیک هاروششیگلا 

ژن نامبرده به کمک  ر رفته یعنی شناساییحساسیت تست به کا

PCR  های شناسایی شده از یزولها)تعداد  [ها با فرمول یزولهادر

های شناسایی شده یزولهاو بیو شیمیایی(/ )تعداد  PCRدو روش 

طبق فرمول مورد  محاسبه گردید. ] 622 × (به روش بیوشیمیایی

یک و ی سرولوژهاتستاستفاده همخوانی نتایج حاصل از 

 PCRبه روش  ipaH بیوشیمیایی با روش تاییدی ژن هدف

ی سرولوژیک هاتستتخمین زده شد و این روش در کنار  622%

و بیوشیمیایی جهت تست تاییدی در تشخیص عامل بیماری 

باشد و از این حیث که قربانیان اصلی و یمشیگلوز مورد استفاده 

سالمندان یب پذیر مورد تهاجم این باکتری کودکان و آس

باشند تشخیص دقیق و سریع این باکتری در پروسه درمان یم

کند. طبق مطالعات گذشته راه سریع یمنقش به سزایی ایفا 

باشد یم PCR یاسهانتروباکترجهت تمایز این جنس در خانواده 

و همکاران بر روی  Thongای که توسط . در مطالعه(15)

در  ipaHژن که  ده شدصورت گرفته نشان داشیگلا های یزولها
و  Farshad. همچنین (11) حضور دارد شیگلا هاییزولهاهمه 

ایزوله شیگلا انجام دادند  82همکاران نیزدر بررسی که بر روی 

ی سرولوژیک تعیین هاتستمشاهده کردند که نتایج حاصل از 

 بیماران مشابه است و ipaHی هاژن PCRبا نتایج  شیگلاجنس 
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این تست جهت مطالعات  PCRسهولت روش با توجه به دقت و 

اپیدمیولوژیک نسبت به روشهای متداول سرولوژیک ارجحیت 

توان از حضور یا عدم می شیگلایید ژنتیکی تأبرای  (.6) دارد

ی هاروشبرد اما به کارگیری  ( بهرهipaH) حضور این ژن

بیوشیمیایی و سرولوژیک استاندارد در کنار این روش برای 

 لزامی است.کاهش خطا ا

درمان مناسب آنتی بیوتیکی شیگلوز در عوارض بیماری و 

به اینکه در  باتوجه یر به سزایی دارد.تأث یوع آنشحدت وحتی در 

ها نسبت به سایر سویه شیگلامطالعات اخیر مقاومت بالایی در 

گزارش شده است و همچنین در نظر گرفتن اینکه طبق گزارشات 

باشد بررسی یممربوط به شیگلا سونئی درصد بالایی از این گونه 

مورد توجه  ها در این باکتری در این مطالعهمقاومت آنتی بیوتیک

های بیوتیکها به آنتیقرار گرفته است. در این مطالعه نمونه

بالای  یم حساسیت نشان دادند وسفوتاکسیپروفلو کساسین و س

ن مقاومت کوتریماکسازول و استرپتومایسی ,به مینو سایکلین 92%

بیشترین مقاومت  2221و همکاران در  Savadkoohiنشان دادند. 

انتی بیوتیکی درایزوله های شیگلا را نسبت به کوتریماکسازول 

در  2221و همکاران در  Rahbar .(12) ( گزارش نمودند%8/13)

مقاوم به کوتریماکسازول  %98های شیگلا را یزولهابررسی خود 

در بررسی به  2263و همکاران در  Mirnejad .(21دادند )گزارش 

های شیگلا بیشترین مقاومت را نسبت یزولهابر روی  آمدهعمل 

به استرپتومایسین و کوتریماکسازول و کمترین مقاومت به 

های ها برنامهدر اپیدمی (.21) کردند اعلامسیپروفلوکساسین 

های مقاوم چند ای طراحی شود که سویهدرمانی باید به گونه

های این مطالعه برخی ایزوله در جدید به وجود نیایند. وییدار

بیوتیک مقاومت نشان دادند آنتی به بیش از چهارشیگلا سونئی

که این مسئله نگران کننده است و باید نظارت بیشتری در 

 درمانی بیماران صورت گیرد. خود ها دربیوتیکآنتی استفاده از

 تقدیر و تشکر 

حقیقات عفونی اطفال بیمارستان از کلیه پرسنل مرکز ت

مفید که دراین مطالعه ما را یاری نمودند کمال سپاس و تشکر را 

 م.یدار

 تعارض منافع:

پزشکی ایران هیچ  شناسیمیکروببین نویسندگان و مجله  

 وجود ندارد. گونه تعارض منافعی
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