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 ABSTRACT 
 

 Background:  Shigella species are one of the most common causes of bacillary dysentery and sometimes death especially in 
children and immune-compromised individuals. The diversity of disease-causing species and the emergence of drug 
resistance make it difficult to select the appropriate antibiotic to treat shigellosis. One of the important causes of resistance 
in Shigella isolates is the presence of genes encoding broad-spectrum beta-lactamase enzymes. The aim of this study was to 
determine the frequency of Shigella sonnei strains producing CTX-M-2, CTX-M-8, and CMY beta-lactamase genes by 
Multiplex PCR and to investigate their association with antibiotic resistance in S. sonnei strains. 

 Materials & Methods:   This descriptive cross-sectional study was conducted in a period of 6 months from the beginning of 
June to the end of October 2016. A total of 200 diarrhea specimens were collected from the patients with suspected shigellosis 
from the Children's Medical Center (Tehran). The antibiotic susceptibility testing was performed using disk diffusion method on 
Müller-Hinton agar in accordance with CLSI instructions. After DNA extraction, the presence of CTX-M-2, CTX-M-8, and Ampc-
dependent CMY genes was determined by Multiplex-PCR using specific primers. 

Results:   From all the samples, 60 (30%) S. sonnei strains were obtained using standard microbiological and biochemical 
tests. Majority of the strains were resistant to erythromycin (26 strains, 43.3%) and cefepime (24 strains, 40%). The molecular 
test results showed that 40 (66.6%) and 33 (55%) of the strains carried the CTX-M-8 and CMY genes, respectively (P<0.05). 
The CTX-M-2 gene was not detected in any of the samples. 

Conclusion:   The results indicate a high frequency of CMY gene among Shigella sonnei isolates and higher resistance of these 
strains was found against erythromycin and cefepime. Therefore, careful medical care and proper and timely use of 
appropriate antibiotics to prevent the spread of resistant isolates seems inevitable. 
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Introduction

Shigella species are members of the Enterobacteriaceae 
family with four groups: group A (Shigella dysentery), 
group B (Shigella flexneri), group C (Shigella boydii) and 
group D (Shigella sonnei) (1). The infectious dose of 
Shigella is less than 200 bacilli; therefore, shigellosis can 
spread rapidly among communities with low health 
standards (2). Bacterial dysentery (Bacillary dysentery or 
shigellosis) is considered as one of the most important 
acute gastrointestinal diseases, especially in children and 
immune-compromised patients which cause high number 
of fatalities in addition to economic losses and social 
problems (3). Anorexia, fever, intestinal inflammation, 
bloody-purulent stools, abdominal pain, tenesmus, and 
feeling of incomplete bowel emptying with anal pain are 
the symptoms of this disease (4). It is estimated that 165 
million cases of bacillary dysentery and 1.1 million deaths 
occur annually worldwide, about 60% of which are in 
children younger than five years old (5). 

The appropriate and timely antibiotic treatment shortens 
the course of the disease and reduces its complications and 
prevents the transmission of the disease to the healthy 
people. Today, due to the widespread use of antibiotics, 
Shigella species have become resistant to many antibiotics, 
including the third generation of cephalosporins. This issue 
has made the treatment of this disease difficult (6). The most 
important problem in the treatment of people with shigellosis 
is the development of multi-drug resistance (MDR) (7). 
Production of the beta-lactamase enzymes is the main reason 
for the gram-negative bacteria resistance to beta-lactams (8). 
These enzymes destroy the amide ring of beta-lactams. Beta-
lactamase enzymes are divided into four groups A to D based 
on the amino acid sequences. Broad-spectrum beta-
lactamase enzymes (ESBLs) are from class A beta-lactamases 
that hydrolyze broad-spectrum cephalosporins with a side 
chain of Oximino, causing bacterial resistance to penicillins, 
the first, second and third generations of cephalosporins and 
aztreonam. They are inhibited by beta-lactamase inhibitors 
such as clavulanic acid (9). 

The CTX-M beta-lactamase genes were first reported in 
1989 from Japan and spread to the other parts of the 
world since then (10). Today, these beta-lactamase 
enzymes are divided into five groups: CTX-M1 was 
reported from Germany in 1989 (11), CTX-M-2 was 
reported from Japan in 1986, CTX-M-8 was reported from 
Brazil in 1996 (12), CTX-M-9 was reported from Spain in 
1994, and the CTX-M-25 was reported from Canada in 
2000 (10). These beta-lactamase genes have little 
association with the TEM and SHV beta-lactamase 
members, and instead there is a high similarity between 
the chromosomal enzymes Amp-C, especially KLU-1 and 
KLU2, and the CTX-M enzymes. There are theories based 
on the derivation of these enzymes from one species (13). 

Broad-spectrum beta-lactamase-producing bacteria are 
placed in the human and animal intestines which are very 
difficult to control and eradicate because ESBL genes can 

be transmitted between different genus, species, and 
different strains of intestinal bacteria (7). There are some 
reports of Shigella sonnei multiple-resistance to 
antibiotics, especially cephalosporins third-generation 
such as cefotaxime and ceftriaxone.  

In recent years, the emergence of the antibiotic 
resistance phenomenon has raised many concerns in the 
medical communities due to the failure of the treatment 
process (8). Due to the development of broad-spectrum 
beta-lactam antibiotic resistance genes in Shigella sonnei 
strains and the high speed and accurate detection of 
molecular methods and simultaneous identification of 
several genes, this study aimed to identify broad-spectrum 
beta-lactamase genes CTX-M-2, CTX-M and Ampc-
dependent CMY gene in Shigella sonnei strains isolated 
from diarrheal specimens by Multiplex-PCR method and 
the antibiotic resistance pattern of these strains. 

 

Materials and Methods 

In this descriptive cross-sectional study, diarrheal 
stool samples of the patients with suspected shigellosis 
were randomly collected from the Children's Medical 
Center (Tehran) over a period of 6 months from the 
beginning of June to the end of October 2016. A total of 
200 diarrhea stool samples were collected in disposable 
sterile containers specified for stool collection, 
including 94 male and 106 female samples. The samples 
were examined macroscopically for the consistency, 
mucus and blood presence and microscopically for the 
red and white blood cells. The inclusion criteria included 
the presence of blood and mucus in diarrheal stool, 
tenesmus and no antibiotic use and the exclusion 
criteria were the absence of Shigella in the positive 
culture samples or arbitrary use of antibiotics before 
referral. The stool samples were transferred to the 
laboratory in Kerry-Blair (Merck, Germany) medium at 
the earliest opportunity. The Selenite-F (SF) medium was 
used to enrich the samples. After incubation at 37°C for 
8 hr, the samples were transferred from the SF medium 
to Salmonella-Shigella agar (SS) and McConkey agar 
(Merck, Germany) and incubated for 24 to 48 hr at 37°C. 

Finally, to differentiate and confirm Shigella species 
the biochemical tests (oxidase, catalase, SIM, MRVP, 
citrate consumption, TSI test, urease production, 
phenylalaninidaminase, lysine decarboxylase, sodium 
malonate, and decarboxylation of the amino acids 
ornithine and mannitol) were conducted. The isolates 
with biochemical properties: lactose negative, gas 
production negative, immobilized, lysine 
decarboxylation negative, citrate negative, urea 
hydrolysis negative and methyl red positive were 
considered as Shigella isolate. Serotyping tests were 
performed on the slides of fresh Shigella cultures using 
Baharafshan Co. kits by agglutination method (1, 2). 
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Disk Diffusion 

The antibiotic susceptibility test was performed using disk 
diffusion method and according to the instructions of the 
Laboratory and Clinical Standards Institute (14) on Müller-
Hinton agar medium (Merck, Germany) for the antibiotics 
trimethoprim-sulfamethoxazole (25 µg), erythromycin (30 
µg), amoxicillin (25 µg), ceftriaxone (30 µg), cefepime (30 
µg), amoxiclav (25 µg) (produced by Himedia Co, India). 

After bacterial DNA extraction using gram-negative 
bacterial genomic DNA extraction kit of Iranian Biological 
Resource Center (Cat no. MBK0041) and confirmation of 
the extracted DNA purity using biophotometer (Bio-Rad, 
USA), the genes CTX-M-2, CTX-M-8 and CMY were 
amplified using M-PCR method and specific primer 
sequences (Table 1) in thermocycler (Eppendorf, 
Germany) in the final volume of 25 µL including 10.5 µL 
PCR master mix 5X (Sinaclon, Iran) containing Taq DNA 
polymerase (0.05 U/µL), MgCl2 (3 mM) and dNTPs (0.4 

mM), 0.7 μL of each primer, 1 μL of template DNA (10 ng) 
and 12.1 μL of double-distilled water for 33 cycles. The 
primer BLAST was performed on the website 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/.  

Thermal cycling included denaturation step at 95°C for 
1 min, primer annealing at 60°C for 30 sec and elongation 
step at 72°C for 1 min. Finally, the PCR products were run 
on 1% agarose gel containing ethidium bromide (Figure 
1). In the molecular study, Shigella sonnei ATCC 25931 
and Escherichia coli ATCC 25922 (prepared from the 
Microbial Bank of Pasteur Institute of Iran) were used as 
negative and positive controls, respectively. 

Statistical Analysis 

Data were collected and analyzed using SPSS 
software version 16. The statistical analysis was 
performed using Pearson-Chi Square test. The P-
value<0.05 was considered as significant level. 

 

Table 1. Sequence of the primers 

Target gene Primer sequence (3´ to 5´) Product length (bp) 

CTX-M-2 
F: TTAATGATGACTCAGAGCATTC 

R: GATACCTCGCTCCATTTATTG 
901 

CTX-M-8 
F: CGCTTTGCCATGTGCAGCACC 

R: GCTCAGTACGATCGAGCC 
307 

CMY 
F: TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 
R: TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 

462 

 

Results 

From a total of 200 diarrheal fecal samples obtained 
from children, 60 isolates of Shigella sonnei were 
obtained, of which 28 isolates (46.6%) were from boys 
and 32 isolates (53.3%) belonged to female fecal 
samples. All the strains obtained in this study were 
Shigella sonnei confirming by the slide agglutination 
test. The results of antibiotic susceptibility test 

showed that all (100%) Shigella sonnei isolates were 
sensitive to cotrimoxazole. Also, only eight isolates 
(13.4%) were resistant to ceftriaxone (Table 2). In the 
other words, the highest percentage of resistance 
among the isolates of this study was related to 
erythromycin (43.3%) and cefepime (40%). From 60 
Shigella isolates in this study, 19 (31.6%) strains were 
resistant to three different classes of antibiotics and 
were considered as MDR. 

 

Table 2. Antibiotic resistance pattern of the isolates under study 

Antibiotic Sensitive (S) (%) Intermediate (I) (%) Resistant (R) (%) 

Cotrimoxazole 60 (100) 0 (0.0) 0 (0.0) 

Erythromycin 30 (50) 4 (6.7) 26 (43.3) 

Amoxicillin clavulanic acid 40 (66.6) 8 (13.4) 12 (20) 

Cefepime 30 (50) 6 (10) 24 (40) 

ceftriaxone 40 (86.6) 0 (0.0) 8 (13.4) 

 

The presence or absence of broad-spectrum beta-lactamase genes was studied on all 60 Shigella sonnei 
isolates of the children's diarrheal stool samples. The frequencies of CMY and CTX-M-8 genes were 66.7% 
(n=40) and 55% (n=33), respectively (Figure 1). All the strains were negative regarding CTX-M-2 gene (Figure 
2). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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Figure 1. The M-PCR test result on some isolates. C+: Positive control (E. coli ATCC 25922), C: Negative control (Shigella sonnei ATCC 
25931). The numbers 1-12 are clinical strains collected from diarrhea (M: DNA marker: 100 bp, Fermentas).  

 

Figure 2. Number and results of beta-lactamase genes in Sony Shigella samples 

 

 

Discussion 

Shigellosis is endemic worldwide and is the most 
common cause of bacterial dysentery (1). The disease 
heals spontaneously in adults, while it is very 
dangerous in infants and children which can lead to 
death (3). In developing countries, this disease still 
remains an important health issue (4). 

Due to the increase in antibiotic resistance in 
intestinal pathogens, it seems that opting a suitable 
drug to treat these infections has become difficult, thus, 
determining the drug resistance pattern on a regional 
and periodic basis seems necessary for this bacterium. 
In accordance with the present study, Abbaspour et al., 
(16) in 2014 showed that 23.3% and 24.4% of Shigella 
sonnei isolates were resistant to ceftriaxone and 
cefixime, respectively. In the present study, 31.6% of 
the strains were MDR and the highest resistance (40%) 
was related to cefepime. The results showed a 
significant association (P<0.02) between the presence 
of ESBL genes and the incidence of resistance to 
cephalosporins such as cefepime. In a study conducted 
by Bonnet et al., in 2007 in Brazil, the beta-lactamase 
genes CMY-2 and AmpC were examined. In line with our 

study, all the strains with multiple resistance in the 
Bonnet et al., study contained CMY gene (17). 

Like our study, Hussain et al., in Pakistan in 2011 
showed that the frequencies of CTX-M and CMY genes 
were 57.7% and 50%, respectively (18). Contrary to 
the present study, Mendonça et al., in 2007 in 
Portugal showed that blaCTX-M-2 had the highest 
abundance among other genes in the isolates (19). 
This difference can be due to differences in the year of 
the study, geographical distance, variety of strains and 
sample size. Again, contrary to the present study, the 
broad-spectrum beta-lactamase gene CTX-M-2 in 
cefotaxime-resistant Shigella sonnei was detected in 
Argentina by molecular method in the study 
conducted by Radice et al., in 2001. The strains 
containing this gene were reported to be resistant to 
commonly used cephalosporins (20). This gene was 
not detected in any of the samples in our study. This 
difference could be due to the geographical distance 
and genetics of the strains. 

More comprehensive studies are needed to identify 
different types of beta-lactamase classes and other 
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resistance genes in Shigella strains in the country. 
Also, by determining the antibiotic resistance pattern 
and using the appropriate antibiotics when treatment 
is needed, antibiotic resistance and the spread of 
resistant strains in the community among human 
populations can be prevented. One of the salient 
features of the present study is the simultaneous 
study of resistance genes using M-PCR method. It is 
suggested that, the presence of other resistance genes 
and determining the genetic relationship of these 
strains should be considered in the future studies. 

 

Conclusion 

Based on the present study results, it was found that 
the highest resistance in Shigella sonnei strains was 
against cefepime and the most common broad-
spectrum beta-lactamase gene in these strains was 
CMY. There was a statistically significant association 

between the presence of CMY gene and resistance to 
cefepime (P<0.05). For the high prevalence of beta-
lactam antibiotic resistance genes in Shigella sonnei 
strains, careful medical care and proper and timely use 
of appropriate antibiotics are essential to prevent the 
spread of resistant strains. 
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   وابسته  CMY  ژن  و  CTX-M-2،  CTX-M-8 الطیف وسیع  بتالاکتاماز هایژن   شناسایی

  Multiplex-PCR روش با  کودکان   اسهال هاینمونه  از شده   جداسازی شیگلا سونئی در  Ampc به

 ها آن  بیوتیکی آنتی  متو مقا  الگوی تعیین و
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 موضوع:

 ی پزشک  یشناس  ی باکتر
 

 

 

  و   کودکان  در  ویژه به  ومیرمرگ  گاهی   و  باسیلی  دیسانتری  شایع  عوامل  از  یکی  عنوانبه  شیگلا  هایگونهزمینه و اهداف:  

  مناسب  بیوتیکآنتی   انتخاب  دارویی،  مقاومت  بروز  و  بیماری  ایجادکننده   هایگونه  تنوع.  هستند  مطرح  ایمنی  نقص  دارای  افراد

  کدکننده   هایژن   حضور  شیگلا  هایایزوله  در  مقاومت  بروز  مهم  عوامل  از  یکی.  سازدمی  مواجه  مشکل  با  را  شیگلوزیس  درمان  برای

سونئی  هایسویه  فراوانی  تعیین  مطالعه  این  از  هدف  لذا،.  باشدمی  الطیفوسیع   بتالاکتامازهای   های ژن   تولیدکننده   شیگلا 

 مقاومت  باوجود  هاآن   ارتباط  بررسی  و  Multiplex PCR روش  با  CTX-M-2   ،  CTX-M-8،  CMYبتالاکتامازهای

 .است شیگلا سونئی هایسویه در بیوتیکیآنتی

 1395  آبان  انتهای  لغایت  خرداد ابتدای  از  ماهه  6 زمانی  بازه   یک  در  که  مقطعی-توصیفی  مطالعه  این  در  مواد و روش کار:

  آوری جمع(  تهران)  اطفال  طبی  مرکز  بیمارستان  از  شیگلوزیس  به  مشکوک  بیماران  از  اسهالی  نمونه  200  تعداد.  گردید  انجام

 دستورالعمل  با   مطابق  و  آگار  هینتون  مولر  محیط   روی  بر  دیسک  از  انتشار  روش  از  استفاده   با  بیوتیکیآنتی   حساسیت  آزمون.  گردید

CLSI   استخراج    از   پس.  شد  انجامDNA ، هایژن  حضورCTX-M-2  ،  CTX-M-8، CMY    به   وابسته  Ampc  استفاده   با  

 .گردید تعیین Multiplex-PCR توسط  اختصاصی پرایمرهای از

سونئی  سویه(  %30)  60  تعداد  اخذشده،  هاینمونه   مجموع  از :هایافته   استاندارد   هایآزمون   از  استفاده   با  شیگلا 

  مقاوم(  %40  سویه  24)  سفپیم  و(  43/ 3%  سویه،  26)  اریترومایسین  به  هاسویه  اکثر.  آمد  دستبه  بیوشیمیایی  و  میکروبیولوژیکی

 CMY  و CTX-M-8 هایژن  حامل  ترتیب   به  هاسویه  از(  %55)  33  و(  %66/ 6) 40  که  داد  نشان  مولکولی  آزمون  نتایج.  بودند

 .نگردید  شناسایی هانمونه از یکهیچ  در  CTX-M-2ژن همچنین .(P<0.05) بودند

 به نسبت هاسویه  این بیشتر مقاومت  و شیگلا سونئی های ایزوله   میان  در  CMY ژن  بالای فراوانی  بیانگر  نتایج   : گیری نتیجه 

 جهت  مناسب  های بیوتیک آنتی   از  موقعبه   و  صحیح  استفاده   و  پزشکی  دقیق  های مراقبت   جهت  همین  به.  است   سفپیم  و  نیس ی تروما ی ار 

 .رسد می   نظر  به  ناپذیر اجتناب   امری   مقاوم   های ایزوله   شیوع از   جلوگیری 
 

 ..Multiplex-PCR دیفیوژن، دیسک الطیف،وسیع بتالاکتاماز ، شیگلا سونئی :هاواژه  کلید
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  که   باشند می   انتروباکتریاسه   خانواده   از   عضوی   شیگلا   های گونه 
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  هستند (  سونئی   شیگلا ) D گروه   و (  بوییدی   شیگلا ) C گروه   ، ( فلکسنری 
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  1/ 1  و   باسیلی   دیسانتری   مورد   میلیون   165  سالیانه   که   شود می   زده 

  در   آن   % 60  حدود   که   دهد می   رخ   جهان   سراسر   در   مرگ   میلیون 

 .(5)  باشد می   سال   پنج   زیر   کودکان 

  کرده   کوتاه   را   بیماری   دورۀ   موقع به   و   مناسب   بیوتیکی آنتی   درمان 

  سالم   افراد   به  بیماری   انتقال   از   جلوگیری   و   آن   عوارض   کاهش  سبب   و 

  ها، بیوتیک آنتی   از   گسترده   استفاده   به   توجه   با   امروزه   اما   شود، می 

  سوم   نسل   ازجمله   ها بیوتیک آنتی   از   بسیاری   به   هم   شیگلا   های گونه 

  با   را   بیماری   این   درمان   امر   همین   و   اند شده   مقاوم   ها سفالوسپورین 

  مبتلابه   افراد   درمان   در   مشکل   ترین مهم .  (6)   است   کرده   مواجه   مشکل 

 (multi drug resistance-MDR) دارویی   چند   مقاومت   بروز   شیگلوز 

  مقاومت   دلیل   ترین عمده   بتالاکتاماز   های آنزیم   تولید .  (7)  است 

  حلقه   ها آنزیم   این .  (8)  است   ها بتالاکتام   به   منفی   گرم   های باکتری 

  سکانس   اساس   بر   بتالاکتامازها .  کنند می   تخریب  را   ها بتالاکتام  آمیدی 

  بتالاکتامازهای .  شوند می   تقسیم  d تا  a گروه   چهار   به   آمینواسیدی 

  و   بوده  A کلاس   بتالاکتامازهای   از  (ESBLs) الطیف وسیع 

  را   مینو   اکسی   جانبی   زنجیر   یک   با   الطیف وسیع   های سفالوسپورین 

  ها، سیلین پنی   به   باکتریایی   مقاومت   بروز   باعث   و   کنند می   هیدرولیز 

  شوند می   آزترئونام   و   سوم   نسل   دوم،   نسل   اول،   نسل   های سفالوسپورین 

  مهار   اسید   کلاولانیک   مانند   بتالاکتاماز   های مهارکننده   توسط   و 

  بار   اولین   برای   1989  سال   در    CTX-M  بتالاکتامازهای .  (9)  شوند می 

  گسترش   دنیا   مختلف   نقاط   در   ازآن پس   و   شدند   گزارش   ژاپن   کشور   از 

  تقسیم   گروه   5  به   بتالاکتاماز   های آنزیم   این   امروزه .  (10)  یافتند 

   ، (11)   شد   گزارش   آلمان   از   1989  سال   در   که CTX-M1  : شوند می 

CTX-M-2   شد،   گزارش   ژاپن   از   1986  سال   درCTX-M-8   سال   در  

  اسپانیا   از   1994  سال   در CTX-M-9   ، (12)   شد   گزارش   برزیل   از   1996

  شد   گزارش   کانادا   از   2000  سال   در  CTX-M-25 و   گردید   گزارش 

  و   TEM  بتالاکتامازهای   اعضا   با   کمی   ارتباط   بتالاکتامازها   این .  (10)

SHV   کروموزومی   آنزیم   میان   بالایی   همانندی   عوض   در   و   دارند  Amp-

C   ویژه به  KLU-1   و  KLU2   های آنزیم   با  CTX-M   نظریاتی   و   دارد   وجود  

 .( 13)   دارد   وجود   گونه یک   از   ها آنزیم   این   بودن   مشتق   بر   مبتنی 

  انسان   روده   در   الطیف وسیع   بتالاکتاماز   تولیدکننده   های باکتری 

  دشوار   بسیار   ها آن   کنی ریشه   و   کنترل   و   شده   جایگزین   ها دام   و 

  های سویه   و   گونه   جنس،   بین   در   توانند می  ESBL های ژن   زیرا   باشد، می 

  بر   مبنی   هایی گزارش (.  7)   شوند   منتقل   ای روده   های باکتری   مختلف 

  الخصوص علی   و   ها بیوتیک آنتی   به   شیگلا سونئی   چندگانه   مقاومت   بروز 

  وجود   سفتریاکسون   و   سفوتاکسیم   مانند   ها سفالوسپورین   سوم   نسل 

  ها بیوتیک آنتی   به   مقاومت   پدیده   بروز   اخیر   های سال   در .  دارد 

  درمان   روند  شکست  دلیل  به   پزشکی   جوامع  در  را  فراوانی   های نگرانی 

  به   مقاومت   های ژن   گسترش   به   توجه   با .  (8)  است   آورده   پدید 

  و   شیگلا سونئی   های سویه   در   الطیف وسیع   بتالاکتام   های بیوتیک آنتی 

  زمان هم   شناسایی   و   مولکولی   های روش   دقیق   و   بالا   تشخیص   سرعت 

  بتالاکتاماز   های ژن   شناسایی   مطالعه   این   از   هدف   لذا   ژن،   چندین 

  در  Ampc به   وابسته  CMY ژن  و  CTX-M-2 ،CTX-M-8 الطیف وسیع 

 روش   با   اسهالی   های نمونه   از   شده   جداسازی   شیگلا سونئی   های سویه 

Multiplex-PCR  است   ها سویه   این   بیوتیکی آنتی   مقاومت   الگوی   و. 
 

 روش پژوهش 

  اسهالی   مدفوع   های نمونه   مقطعی،   - توصیفی   مطالعه   این   در 

  مرکز  بیمارستان  از   تصادفی   صورت به  شیگلوزیس   به   مشکوک  بیماران 

  لغایت   خرداد   ابتدای   از   ماهه  6 زمانی   بازه  یک  در (  تهران )   اطفال   طبی 

  مدفوع   نمونه   200  تعداد   درمجموع .  شد   آوری جمع   1395  آبان   انتهای 

  مدفوع   آوری جمع   مخصوص   بارمصرف یک   استریل   ظروف   در   اسهالی 

  آوری جمع   مؤنث   جنس   از   نمونه   106  و   مذکر   جنس   از   نمونه   94  شامل 

  ماکروسکوپی   صورت به   خون   و   موکوس   قوام،   وجود   ازنظر   ها نمونه .  شد 

.  شدند   بررسی   میکروسکوپی   صورت به   قرمز   و   سفید   گلبول   داشتن   و 

  خون،  همراه  به  اسهالی  مدفوع   وجود  شامل  مطالعه   به   ورود   معیارهای 

  معیارهای   از   و   بوده   بیوتیک آنتی   مصرف   عدم   و   زورپیچ   موکوس،   و   بلغم 

  یا   و   مثبت   کشت   های نمونه   در   شیگلا   حضور   عدم   به   توان می   خروج 

  مدفوع   های نمونه .  برد   نام   مراجعه   از   قبل   بیوتیک آنتی   خودسرانه   مصرف 

  آزمایشگاه   به   فرصت   اولین   در (  آلمان   مرک، )   بلیر - کری   محیط   در 

  ها نمونه   سازی غنی   منظور به  F (SF)-سلنیت   محیط   از .  شدند   منتقل 

  به   سیلیسوس   درجه   37  در   گذاری   گرمخانه   از   پس .  گردید   استفاده 

- سالمونلا   های محیط   روی   بر  SF محیط   از   ها نمونه   ساعت،   8  مدت 

 کشور   ، Merck شرکت )   آگار   کانکی ¬مک   و  (SS) آگار   یگلا ش 

Germany)  سیلیسوس  درجه  37 در   ساعت  48 تا  24 برای   و   منتقل  

  از   شیگلای   های گونه   تأیید   و   افتراق   جهت   پایان،   در .  شدند   انکوبه 

  مصرف   ، SIM ،  MRVP  کاتالاز،   اکسیداز، )   بیوشیمیایی   های آزمون 

  لیزین   دآمیناز، آلانین فنیل   آز، اوره   تولید   ، TSI آزمایش   سیترات، 

  آمینه   اسیدهای   دکربوکسیلاسیون   مالونات،   سدیم   دکربوکسیلاز، 

  های ویژگی   با   جداشده   جدایه .  گردید   استفاده (  مانیتول   و   اورنیتین 

  واکنش،   حرکت،   بدون   منفی،   گاز   تولید   فی، من   لاکتوز :  بیوشیمیایی 

  و   منفی   اوره   هیدرولیز   منفی،   سیترات   منفی،   لیزین   دکربوکسیلاسیون 

  نظر   در   شیگلا،   جنس   به   متعلق   جدایه   یک   عنوان به   مثبت   رد   متیل 

  شرکت   های کیت   از   استفاده   با   سروتایپینگ   های آزمون .  شد   گرفته 

  اسلاید   روی   آگلوتیناسیون   روش   به   شیگلا   تازه   های کشت   از   بهارافشان 

 .( 2  ،   1)   گردید   انجام 
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 دیفیوژن(   دیسک )   دیسک   از  انتشار  آزمایش

 از   انتشار  روش  از   استفاده  با  بیوتیکی آنتی   حساسیت   آزمون 

 بالین  و  آزمایشگاه  استاندارد   موسسه   دستورالعمل   اساس   بر   و   دیسک 

 برای (  آلمان   مرک، )   آگار   هینتون   مولر   محیط  روی  بر (  14) 

 ، (µg 25) سولفامتوکسازول   –  متوپریمتری   هایبیوتیک آنتی 

 سفتریاکسون   ،(µg 25) سیلین آموکسی   ،(µg 30) اریترومایسین 

 (30 µg) ،   سفپیم (30 µg)،   کلاو   آموکسی (25 µg)،   از  شده)تهیه 

 .گردید   انجام (  هندوستان   ،Himedia شرکت 

 استخراج   کیت   از   استفاده   با   باکتریایی  DNA استخراج   از   پس 

DNA  شماره   به   ایران   ژنتیکی   ذخایر   مرکز   منفی   گرم   باکتریایی   ژنومیک 

(Cat no. MBK0041)  خلوص   درجه   تأیید   و DNA  با   شده استخراج  

  ، CTX-M-2 های ژن   ، (Bio-Rad, USA) بیوفتومتر   دستگاه   از   استفاده 

CTX-M-8    و CMY  روش   از   استفاده   با M-PCR  از   استفاده   با   و  

  سایکلر ترمال   دستگاه   در (  1  جدول )   اختصاصی   پرایمری   های توالی 

 میکرولیتر   10/ 5  شامل   میکرولیتر   25  نهایی   حجم   در (  آلمان   اپندورف، ) 

PCR master mix 5X    ،(  ایران   )سیناکلون ( حاویU/µL  05 /0  ) Taq 

DNA polymerase ( ،mM  3 )   MgCl2 ( 0/ 4و  mM ) dNTPs  ،   7 /0 

(  نانوگرم   10)   الگو  DNA از   میکرولیتر   1  پرایمرها،   از   یک   هر   از   میکرولیتر 

  ردیابی   سیکل   33  برای   استریل   تقطیر   بار   دو   آب   میکرولیتر   12/ 1  و 

  پایگاه   در  (primer BLAST) پرایمرها   صحت .  شدند 

انجام     /https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blastاینترنتی 

  دمای   در   واسرشتگی   مرحله   شامل؛   مطالعه   این   در   دمایی   شرایط .  شد 

  60  در   پرایمرها   اتصال   مرحله   دقیقه،   1  مدت   به   سلسیوس   درجه   95

  درجه  72 در  سازی  طویل  مرحله  و  ثانیه  30 مدت  به  سلسیوس  درجه 

  ژل   در  PCR واکنش   محصولات   پایان،   در .  دقیقه   1  مدت   به   سلسیوس 

  مطالعه  در (. 1  شکل )  گردید  الکتروفورز   بروماید اتیدیوم  حاوی  % 1 آگارز 

سونئی   از   مولکولی    و   منفی   کنترل   عنوان به  ATCC 25931 شیگلا 

  بانک   از  شده تهیه )   مثبت  کنترل   عنوان به  ATCC 25922 اشریشیا کلی 

.شد   استفاده (  ایران   پاستور   انستیتو   میکروبی 

  مورداستفاده پرایمرهای  توالی  .1 جدول

Target gene Primer sequence (3´ to 5´) Product length (bp) 

CTX-M-2 
F: TTAATGATGACTCAGAGCATTC 

R: GATACCTCGCTCCATTTATTG 
901 

CTX-M-8 
F: CGCTTTGCCATGTGCAGCACC 

R: GCTCAGTACGATCGAGCC 
307 

CMY 
F: TGGCCAGAACTGACAGGCAAA 

R: TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC 
462 

 

 آماری  وتحلیل تجزیه 

 آنالیز   ،16  نسخه  SPSS افزار نرم   در   ها داده   آوری جمع   از   پس

  (Pearson-Chi Square) دو- کای  پیرسون   آزمون   از   استفاده   با   آماری 

 نظر  در  0/ 05  از   کمتر  مطالعه  این   در  داریمعنی   سطح.  گردید  انجام

 .شد   گفته 

 هایافته 

  کودکان   از   آمده دست به   اسهالی   مدفوع   نمونه   200  مجموع   از 

(  % 46/ 6)   جدایه   28  که   آمد   دست   به   شیگلا سونئی   جدایه   60  تعداد 

  مؤنث   جنس   مدفوع   نمونه   به   متعلق (  % 53/ 3)   ایزوله   32  و   پسرها   از 

  نتایج   از   استفاده   با   مطالعه   این   در   آمده دست به   های سویه   تمامی .  بود 

 .بودند   شیگلا سونئی   اسلایدی   آگلوتیناسیون   آزمون 

  تمامی   که   داد   نشان   بیوتیکی آنتی   حساسیت   آزمون   نتایج 

.  بودند   حساس   کوتریموکسازول   به   شیگلا سونئی   های ایزوله (  % 100) 

  به   شیگلا سونئی   های سویه   از (  % 13/ 4)   سویه   هشت   تنها   همچنین 

  درصد   بیشترین   دیگر، عبارت به (.  2  جدول )   بودند   مقاوم   سفتریاکسون 

  اریترومایسین   به   مربوط   مطالعه   تحت   های ایزوله   بین   در   مقاومت 

  این   در   شیگلا   جدایه   60  مجموع   از .  بود (  % 40)   سفپیم   و (  % 43/ 3) 

  مقاوم   بیوتیک آنتی   مختلف   کلاس   سه   به   سویه (  % 31/ 6)   19  مطالعه، 

 .شدند   گرفته   نظر   در  MDR عنوان به   و   بودند 

 

 مطالعه  تحت  های جدایه بیوتیکیآنتی مقاومت الگوی .2  جدول

Antibiotic Sensitive (S) (%) Intermediate (I) (%) Resistant (R) (%) 

Cotrimoxazole 60 (100) 0 (0.0) 0 (0.0) 

Erythromycin 30 (50) 4 (6.7) 26 (43.3) 
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Amoxicillin clavulanic acid 40 (66.6) 8 (13.4) 12 (20) 

Cefepime 30 (50) 6 (10) 24 (40) 

ceftriaxone 40 (86.6) 0 (0.0) 8 (13.4) 

 

  روی   بر  الطیفوسیع  بتالاکتاماز  هایژن   وجود  عدم   یا  وجود

 اسهالی  مدفوع  نمونه  از  جداشده  شیگلا سونئی  ایزوله  60  تمامی

  ترتیب  به CTX-M-8  و CMY های ژن  فراوانی.  شد  انجام  کودکان

  ها سویه  تمامی(.  1  شکل)  بود (n=33) %55  و (n=40) %7/66  برابر

.(2شکل ) بودند منفی CTX-M-2 ژن  وجود ازنظر

 

 
(، ATCC 25931  شیگلا سونئی)  منفی  کنترل :C،(ATCC 25922  اشریشیا کلی )  مثبت  کنترل :+C .هاجدایه  از  تعدادی  روی  بر M-PCR آزمایش  نتیجه.  1  شکل

 .M (DNA size marker 100 bp, Fermentas) و اسهالی   هاینمونه از  شده آوریجمع بالینی  هایسویه 1-12 هاینمونه

 

 

 شیگلا سونئیهای  های بتالاکتاماز در نمونهژن  فراوانی. 2شکل 
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 بحث

 عامل   ترینشایع   و  بوده  اندمیک   جهان   تمام  در   شیگلوزیس 

 بالغین  در   بیماری   این.  (1)  است   باکتریایی  خونی   اسهال   ایجاد 

 بسیار   کودکان   و   نوزادان   در   که درحالی   یابد،می   بهبود   خود خودبه 

 کشورهای  در .  (3)  شود   منتهی  مرگ  به  تواندمی   و   بوده   خطرناک

 مهم  ۀ مسئل   یک   عنوان به   همچنان   بیماری   این   توسعه درحال 

 .(4)   باشد می   بهداشتی

 ای،روده   های پاتوژن   در   بیوتیکی آنتی   مقاومت   افزایش   به   نظر 

 ها عفونت   این  درمان  جهت   مناسب داروی  یک  اتخاذ  رسدمی  نظر  به 

 دارویی  مقاومت  الگوی   تعیین  لذا  است،  شده  مواجه   مشکل  با

 نظر   به   ضروری   باکتری  این  برای   ایدوره   و  ای منطقه   صورت به 

 در   (16)  همکاران   و    Abbaspour  حاضر،   بامطالعه   مطابق .  رسدمی 

 به   شیگلا سونئی  های جدایه   از   % 23/ 3  که   دادند  نشان  1393  سال 

 پیش   مطالعه  در.  اند بوده   مقاوم  سفیکسیم،  به  %24/ 4  و  سفتریاکسون 

( %40)   مقاومت میزان   بیشترین  و بودند  MDR هاسویه   از   %31/ 6  رو 

 داری معنی   ارتباط  که  داد  نشان  نتایج.  بود  سفپیم   به   مربوط  هاسویه 

(02/0P<)  هایژن   حضور   بین ESBLs به  مقاومت  بروز  و 

 Bonnet که   ای مطالعه  در . دارد  وجود  سفپیم   نظیر   ها  سفالوسپورین 

 ژن   دادند،   انجام   برزیل  کشور   در  2007  سال  در   همکاران  و 

 پیش  بامطالعه   مطابق .  شدند   بررسی  AmpC و  CMY-2 بتالاکتاماز 

 و  Bonnet مطالعۀ   در   چندگانه   مقاومت   دارای   های سویه   تمامی   رو، 

 حاضر،  مطالعه   همانند .  (17)   بودند CMY ژن   دارای   همکاران 

Hussain   پاکستان  در  2011 سال  در  خود   تحقیقات   در  همکاران   و 

 % 57/ 7  برابر  ترتیب  به CMY و  CTX-M ژن   فراوانی  که  دادند نشان 

 همکاران   و    Mendonça  رو،  پیش   بامطالعه  مغایر.  (18)   بود  %50  و 

 دارای  blaCTX-M-2 دادندکه   نشان  پرتقال  در   2007  سال   در 

 جداسازی  هایایزوله   میان   در  هاژن   سایر  بین  در  فراوانی  بیشترین 

 سال   در   اختلاف   درنتیجه   تواند می   اختلاف  این.  (19)  بودند   شده 

 در.  باشد  نمونه  حجم  و  هاسویه   تنوع   جغرافیایی،  فاصله   مطالعه،   انجام

 در  CTX-M-2 الطیف وسیع   بتالاکتاماز   ژن   رو،   پیش   بامطالعه   تضاد 

 توسط   آرژانتین   کشور   در   سفوتاکسیم  به   مقاوم   شیگلا سونئی   باکتری 

Radice   شد   ردیابی  مولکولی  روش  با  2001  سال  در  همکاران  و .

 هایسفالوسپورین   به   نسبت   ژن   این  واجد   های سویه   که   شد   گزارش 

 در  ژن   این  که درصورتی .  (20)  داشتند  مقاومت  رایج،   شده مصرف 

 اختلاف  این  و  نگردید  شناسایی  ما  مطالعه  هاینمونه   از  یکهیچ 

 .  باشد   هاسویه   ژنتیک   و  جغرافیایی   فاصله  دلیل   به  تواند می 

 هایکلاس   انواع  شناسایی  جهت  تری جامع   و  تر وسیع   مطالعات

 کشور   در   شیگلا   های   سوی   در   مقاومتی  های ژن   سایر   و   بتالاکتاماز 

 و  بیوتیکیآنتی   مقاومت   الگوی   تعیین   با  همچنین .  باشد می   نیاز 

 باشد  درمان  به  نیاز  که  مواقعی  در   مناسب  هایبیوتیک آنتی   از  استفاده

 انتشار   از   و   آورد   عمل   به   جلوگیری   بیوتیکیآنتی   مقاومت  از   توان می 

. کرد   ممانعت  انسانی  هایجمعیت   بین   در   جامعه  در   مقاوم  های سویه 

 هایژن   زمان هم   بررسی   حاضر   مطالعه   برجسته   های ویژگی   از 

 پیشنهاد  دیگر   سوی   از .  باشد می  M-PCR روش   از   استفاده  با   مقاومتی

 تعیین   و  مقاومتی  های ژن   سایر   وجود  آتی  های بررسی   در   گرددمی 

 .گیرد   قرار   مدنظر  هاسویه   این   ژنتیکی   ارتباط 

 

 گیری نتیجه 

 بیشترین  که  گردید  مشخص  حاضر  مطالعه  نتایج  اساس  بر

  و   باشدمی  سفپیم  به  نسبت  شیگلا سونئی  هایسویه  در  مقاومت

 CMY هاسویه  این  در  الطیفوسیع  بتالاکتاماز  ژن  ترینشایع

  به   مقاومت  و  CMY هایژن   حضور  بین  آماری  ازنظر.  باشدمی

  گرددمی  (. پیشنهاد>05/0Pدارد )  وجود  داریمعنی  ارتباط  سفپیم

  های بیوتیک آنتی  به  مقاومت   هایژن  بالای  شیوع  به  توجه  با

  و  پزشکی  دقیق  های مراقبت ، شیگلا سونئی هایسویه در  بتالاکتام 

 جهت  مناسب   های بیوتیک آنتی  از  موقعبه  و   صحیح  استفاده

 .باشدمی ضروری مقاوم  هایسویه  شیوع از جلوگیری

 سپاسگزاری 

  به   چراغیشاه  فرشته  دکتر  خانم  سرکار  از  مقاله  نویسندگان

 همچنین،.  کنندمی  قدردانی   و  تشکر  مثبت  کنترل  سویه  تهیه  خاطر

  کارکنان  از  که  دانند می  لازم  خود   بر  مقاله  نویسندگان  تمامی

  از  و  میکروبی  هایسویه   تهیه  برای  اطفال  طبی  مرکز  بیمارستان

  انجام   در  را  ما   که  پاسارگاد  تحقیقاتی  آزمایشگاه  پرسنل  و   مدیریت

 .راداریم تشکر کمال  رساندند یاری پروژه این اجرای و

 تعارض در منافع 

مالی   حمایت  بدون  که  است  مستقل  پژوهشی  مقاله  این 

انجام در  سازمانی  است.   نویسندگان حاضر، مطالعۀ انجام شده 

 .اندنداشته منافعی تضاد ونهگهیچ
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