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Abstract: 
 
Background: Shigella spp have been reported as the common cause of mortality in children. 
Recent studies in Iran have shown that Shigella sonnei is an important specie for nosocomial 
infection. The set1A and set1B are two critical virulence factors for human disease. The aim 
of this study was to evaluate the frequency of set1A and set1B genes in bacterial strains 
isolated from people with diarrhea dysentery using the multiplex-PCR (M-PCR) method. 
Materials and Methods: A total 60 strains of Shigella sonnei were collected from Children 
Medical Center (Tehran, Iran). Then, these isolates were identified by standard biochemical 
and culture phenotypic methods. Detection of both of set1B and set1A virulence genes was 
carried out by M-PCR. Antibacterial susceptibility testing to Amoxicillin, Clavulanic acid, 
Tetracycline, Cefixime, Ceftriaxone, Cefepime and Cotrimoxazole was performed according 
to CLSI guideline using disk diffusion method. 
Results: All 60 isolates were identified as S. sonnei. The highest resistance was observed to 
both of Cotrimoxazole and Cefixime antibiotics, while 95% of strains were sensitive to 
Tetracycline. The prevalence of Set1A and set1B virulence genes were 18 (30%) and 0 (0%) 
strains, respectively. 
Conclusion: Nowadays, the increase of microbial resistance to antibiotics is a global 
problem which is caused by indiscriminate use of drugs. The results showed that the 
prevalence of the gene in the sample set could be a criterion for direct detection of Shigella 
in the sample. 
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    روشبه شيگلا سونئيهاي باليني سويهدر Set1 B    و  Set1 A   هايژنفراواني 
 Multiplex-PCR   

  
مينا صادقي فرد

1
، كيومرث اميني

1*
، جواد نصر

2
، رامك يحيي رعيت

3
 

  

  مقدمه
 ايروده هايعفونت از ايعمده بخش اسهالي هايبيماري

 تعداد بر علاوه هايماريب اين. گيردمي بر در را كودكاندر  ويژههب

 اجتماعي مشكلات و اقتصادي ضررهاي موجب كه مبتلايان زياد

 توسعه حال در كشورهاي در ويژههب را زيادي تلفات ،شودمي فراوان

 طرف از جهاني معضل يك عنوانبه شيگلوزيس ].1[ گرددمي باعث
شيگلا يكي از اعضاي  .است شده بهداشت شناخته جهاني سازمان
. اده انتروباكترياسه و عامل شيگلوز يا اسهال خوني باسيلي استخانو

اي توسط تليوم رودههاست كه در آن اپيانسان شيگلوز بيماري ويژه
   ].2[ گيردباكتري مورد تهاجم و تخريب التهابي قرار مي
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، flexneri S. ،S. dysanteriae: زيرگروه دارد چهارشيگلا 
S.boydii ،sonnei S. توانند موجب زيرگروه مي 4همه  كه

شيگلوز شوند كه با وجود خون و موكوس در مدفوع مشخص 
ميليون مورد  165طبق برآوردها شيگلا سالانه عامل  ].3[ شودمي

 61باشد كه حدود ميليون مرگ در جهان مي 1/1اسهال خوني و 
شيگلا  ].2[ دهنددرصد آن را كودكان زير پنج سال تشكيل مي

صورت بومي و مسئول شيوع بيماري به فلكسنريشيگلا و  سونئي
بيماري ايجاد شده . مسبب بيماري خفيف است شيگلا بوئيدي

. شودقاره هند محدود ميبيشتر به شبه بوئيدي شيگلا توسط
ديسانتري و فلكسنري عامل شيگلوز در كشورهاي در حال توسعه 

ي پيشرفته هستند و سونئي عامل شيوع پراكنده شيگلوز در كشورها
 سلول است 10دوز عفوني شيگلا بسيار پايين و در حدود . است

 و مدفوعهاي راهي است و به آساني از شيگلا بسيار مسر ].4،3[
خوردن آب و غذاي . شوددهان از فردي به فرد ديگر منتقل مي

علايم . شودآلوده و مدفوع انسان منبع اوليه شيگلا محسوب مي
، تب، ورم روده، مدفوع اشتهاييكم :ي شاملمشخص اسهال خون

خوني، چركي، دردهاي شكمي و احساس تخليه ناقص روده با 
زايي شامل تهاجم، تكثير مراحل بيماري ].5[ درد مقعدي است

و كشتن  )سلول به سلول(داخل و بين سلولي داخل سلولي، انتقال 

  : خلاصه
مطالعات اخير در ايران نشان داده است كه شيگلا از عوامل مهم . ومير در كودكان استشيگلا از عوامل شايع مرگ :سابقه و هدف

هدف از اين مطالعه بررسي فراواني . شوندنس شيگلا محسوب ميهاي مهم ويرولااز ژن set1Aو  Set1B. باشدديسانتريه باسيلي مي
  .باشدمي Multiplex-PCRهاي باكتريايي جداشده از افراد مبتلا به اسهال ديسانتري با روش سويهدر  set1A و  set1Bهاي  ژن

ها پس از تاييد سويه. آوري گرديد تهران جمع طبي اطفال سويه شيگلا از مراكز 60مقطعي تعداد در اين مطالعه توصيفي :هامواد و روش
سيلين آموكسيهاي بيوتيكنسبت به آنتيميكروبيولوژيكي، مقاومت ضد ميكروبي آنها  هاي استاندارد بيوشيميايي وبا استفاده از روش
با استفاده از روش ديسك ديفيوژن مورد ارزيابي قرار و كوتريموكسازول  سفپيم سفترياكسون، سفيكسيم، تتراسايكلين، كلاوولانيك اسيد،

   .مورد بررسي قرار گرفت  multiplex-PCRروش باset1A و  set1Bويرولانس هاي وجود ژن ،در نهايت. گرفت
بيوتيكي كوتريموكسازول و هاي آنتيبيشترين مقاومت به ديسك. مورد تاييد قرار گرفتند شيگلا سونئيعنوان هايزوله ب 60تمامي  :نتايج

- به  set1A فراواني ژن. مشاهده شد) درصد 95( بيوتيك تتراسايكلينو بيشترين حساسيت نسبت به آنتي درصد 50سفكسيم با فراواني 

  .  دبو) درصد 0(  set1Bو ژن ) درصد 30(سويه  Multiplex-PCR ،18روش 
 .باشـد مـي علـت فاصـله جغرافيـايي و تفـاوت در نـوع سـروتيپ       بـه بـا سـاير مطالعـات     نتايج اين مطالعـه  هايتفاوت :گيرينتيجه

توانـد معيـاري جهـت تشـخيص مسـتقيم شـيگلا در       هـا مـي  مونـه در ايـن ن  setنشان داد كـه شـيوع ژن   مطالعه حاضر نتايج  ،چنينهم
  .نمونه باشد
  Set A ، Set B ،Multiplex PCR، شيگلا سونئي :كليديواژگان

 435-440 فحات، ص1395، آذر و دي 5پژوهشي فيض، دوره بيستم، شماره –نامه علميو ماهد                                                                     
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 ، دو انتروتوكسين جديد2aشيگلا  در ااخير. باشدسلول ميزبان مي
يا  1 يافت شده است كه اولي انتروتوكسين شيگلاي تيپ

Shigella enterotoxin 1  يا ShET-1 است كه در ژن
- گمان مي ].6[ شودكدگذاري مي set 1يا  1كروموزومي مجموعه 

و چندين  Aاز يك زيرواحد  ShET-1رود كه توكسين فعال 
ن م، انتروتوكسيانتروتوكسين دو. تشكيل شده باشد Bزيرواحد 

ناميده  ShET-2 يا Shigella enterotoxin 2 يا 2شيگلا تيپ 
شود كه وارد سلول شده و روي ريبوزوم سلول پوششي اثر مي

مانع از سنتز پروتئين در  28sريبوزومي  RNAكرده و با تخريب 
شود كه با اين كار باعث مرگ سلول پوششي سلول پوششي مي

 و   Set1 A  هايرسي ژنهدف از اين مطالعه بر  ].7- 9[ خواهد شد
Set1 B  روش به شيگلا سونئيدرMultiplex-PCR  و تعيين

  . باشدميها الگوي حساسيت اين سويه
  

   هامواد و روش
 شيگلا باليني سوش 60 روي تحليليتوصيفي مطالعه اين

آوري جمع تهران از مركز طبي اطفال 1393 سال طي كه سونئي
 هاي بيوشيماييتستا با استفاده از هسويه تمامي .شد انجام گرديد

 ،نيتراتتست  ،SH2، توليد سيتراتسيمون نظيرو ميكروبيولوژيكي 
MRVPتائيدتست دآميناسيون فينل آلانين و ، آز، اندول، اوره 

شركت مرك، ( TSIو  SSها روي محيط تمامي سويه. ندشد
كي بيوتيحساسيت آنتيتست  .مورد تاييد قرار گرفتند) كشور آلمان

روي محيط مولر هينتون آگار و با استفاده از روش انتشار از 
 gµسيلين كلاوولانيك اسيد آموكسيهاي بيوتيكديسك براي آنتي

 ،gµ30سفترياكسون ، gµ 5سفيكسيم  ،gµ 30تتراسايكلين ، 30
 ,gµ 25 )SXT) (MASTو كوتريموكسازول  gµ30سفپيم 

Germany(  آزمايشگاه و بالين بر اساس دستورالعمل استانداردو 
)CLSI, 2013 (انجام شدهاي تحت مطالعه روي تمامي سويه .

اي روي محيط وسيله سوآپ استريل پنبهسوسپانسيون تهيه شده به
- ديسك ،سپس. صورت متراكم كشت داده شدمولر هينتون آگار به

بيوتيكي با پنس استريل در سطح محيط قرار گرفته و هاي آنتي
 گرادسانتيدرجه  37ساعت در دماي  18- 24 مدتمحيط كشت به

وسيله قطر هاله عدم رشد به درنهايت. در انكوباتور قرار داده شد
ژنومي باكتريايي با استفاده از  DNA ].10[ گيري شدكوليس اندازه

 ,Cell culture, Tissues(سيناژن  DNAدستورالعمل كيت 

Gram negative Bacteria and CSF( و  استخراج گرديد

نانومتر  260در طول موج شده درجه خلوص محصول استخراج 
. تاييد شد) OD=1.8-2nm(با استفاده از دستگاه اسپكتروفوتومتر 

و  SetB و    SetAهايبراي شناسايي ژن Multiplex -PCRت ست
هاي اليگونوكلئوتيدي پرايمرهاي اختصاصي با استفاده از توالي

ميكروليتر  25در حجم  PCR واكنش). 1شماره  جدول(انجام شد 
 5/1پيكومول از هر پرايمر،  dNTP  ،10ميكرومول 200شامل 
نانوگرم  50و  Taqواحد آنزيم  MgCl2 ،5/0مول در ليتر ميلي

DNA  95دقيقه در  10سيكل حرارتي شامل . انجام شدالگو 
سيكل شامل  35سپس  ،)دناتوراسيون اوليه( گرادسانتيدرجه 

، مرحله اتصال گرادسانتيدرجه  94انيه در ث 60مرحله واسرشت 
دقيقه در  1و مرحله طويل شدن  گرادسانتيدرجه  60ثانيه در  60
درجه  72دقيقه در  10نهايت يك سيكل در و  گرادسانتيدرجه  72

هاي مورد نظر از نظر حضور ژن PCRمحصولات . بود گرادسانتي
پس از رنگ و  درصد 1ز وبا انجام الكتروفورز روي ژل آگار

در مطالعه . )1 شماره شكل( آميزي با اتيديوم برومايد بررسي شدند
عنوان كنترل مثبت و انتريتيديس به ATCC شيگلا سونئيفعلي 

عنوان كنترل منفي در نظر گرفته به ATCC 25922 اشريشيا كلي
  .شد

  
  نتايج

هايي كه خصوصيات بيوشيميايي  پس از تشخيص، نمونه
مثبت،   MRمنفي، نيترات مثبت، SH2توليد  آنها سيترات مثبت،

VP آز منفي، اندول منفي و تست دآميناسيون فينل منفي، اوره
زرد / قرمز TSIو  SS هايروي محيط سياه نيوآلانين مثبت، كل

 60از ميان . در نظر گرفته شد شيگلا سونئيعنوان هب بود،) اسيدي(
تريموكسازول به كو) درصد 50(نمونه  30، شيگلا سونئينمونه 
 33/68(نمونه  41مقاوم به تتراسايكلين، ) درصد 5(نمونه  3مقاوم، 
مقاوم به ) درصد 50(نمونه  30سفكسيم، به مقاوم ) درصد

 به  مقاوم )درصد 40(نمونه  24سيلين كلاوولانيك اسيد، آموكسي
مشاهده  سفترياكسونبه مقاوم ) درصد 66/26(نمونه  16سفپيم و 

جهت شناسايي  PCRپلكس آزمايش مولتي ).2 شماره جدول(شد 
نشان  مورد مطالعههاي نمونه تماميدر    set1Bو   set1A هايژن

اين و . بودند set1Aحامل ژن ) درصد 30(سويه  18 داد كه
   set1Bژناز نظر وجود ) درصد 100(ها كه تمامي سويهدرحالي

  .بودند منفي
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 اميني  و صادقي فرد
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 يگونوكلئوتيدي استفاده شده در اين مطالعهتوالي پرايمرهاي ال - 1شماره جدول 
(bp) ليگونوكلئوتيدياتوالي  ('to 3 '5) موقعيت ژن  اندازه طول قطعه  كننده فاكتور ويرولانسژن كد   

309 460-477 
751-768 

F=5'-TCACGCTACCATCAAAGA-3' 
R= 5'-TATCCCCCTTTGGTGGTA-3' set1A 

147 70-89 
197-216 

F=5'-GTGAACCTGCTGCCGATATC-3' 
R=5'-ATTTGTGGATAAAAATGACG-3' set1B 

  
هاي مختلف با روش ديسك ديفيوژنبيوتيكنسبت به آنتي شيگلا سونئي نتايج ديسك ديفيوژن) درصد(تعداد  - 2شماره جدول   

  )R( مقاوم  )I (نيمه حساس  )S (حساس  هابيوتيكآنتي

  )6/16( 10  )3/33( 20  )50( 30  كوتريموكسازول
  )5( 3  )3/3( 2  )6/91( 55  تتراسايكلين
  )6/11( 7  )20( 12  )3/68( 41  سفكسيم

  )50( 30  )6/6( 4  )3/43( 26  سيلين كلاوولانيك اسيدآموكسي
  )40( 24  )10( 6  )50( 30  سفپيم

  )6/26( 16  )6/6( 4  )6/66( 40  سفترياكسون
  

  
  

  
  كنترل منفي -Cكنترل مثبت،  +bp  ،C 100؛ ماركر M، 12تا  1ونه هاي مثبت از نمروي تعدادي از جدايه PCRنتيجه آزمايش   -1 شماره شكل

  
  بحث

بيماري شيگلوزيس نوعي بيماري حاد گوارشي است كه 
 صورت اسهال خوني بروز كرده و توسط باكتريدر بيشتر موارد به
سروتيپ مختلف از اين  40بيش از ]. 10[ شودشيگلا ايجاد مي

 .A  )Sگروه زيراصلي شامل گروه زيرباكتري در چهار گونه با 

dysenteriae( ،گروه زيرB )S. flexneri( ،گروهزيرC  )S. 

boydii( ،گروه و زيرD )S. sonnei (12،11[ اندشناسايي شده.[ 
  شيگلا   از   هاييسويه   شيگلا ديسانتري   و   سونئي   شيگلا   ايران  در

  از   بيش  .دهندمي   نشان   خود   را از   بالايي   دارويي   مقاومت   كه هستند 
  از   بيش   يا   يك   به   ايران   موجود در   شيگلايي   هايسويه درصد 90

- آنتي   چند   به   نيز  درصد 87 حدود   و   هستند   مقاوم   بيوتيك آنتي  يك 

 از  حاصل   در مطالعه قنديان و همكاران نتايج .هستند   مقاوم   بيوتيك
 به   هاسويه   تمام ؛ بيوگرام بسيار به نتايج ما نزديك بود آنتي

 جنتامايسين  و پنمايمي   زوكسيم،سفتي لوكساسين،سيپروف  ، آميكاسين 
،  اسيد   نيككلاولا  نيسيل آموكسي    به و   بودند   حساس   درصد  100
 حساسيت   اسيد   ناليديكسيك   و سفالوتين   كلرامفنيكل،   سيلين، آمپي

-كو  و  به تتراسايكلين   نسبت  ولي   ،دادند   نشان   درصد 90   بالاي 

-Mando ].13[ نشان دادند  مقاومت   درصد  50  تقريبا  تريموكسازول

mando  109بيوتيكي مقاومت آنتي 2009و همكاران در سال 
نتايج  ؛سال بررسي نمودند 5كودكان كمتر از  ايزوله شيگلا را در 

 كلرامفينيكل هاي بيوتيكن داد كه ميزان مقاومت نسبت به آنتينشا
-و تري درصد 66 ، تتراسايكليندرصد 56 سيلين، آمپيدرصد 52

M     C+      C-      1    2       3      4          5          6      7        8         9         10      11     12 
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نتايج اين  ].14[ بوده است درصد 84 سولفامتاكسازول متوپريم
تواند اين تفاوت مي ،مطالعه با مطالعه حاضر تفاوت داشته است

- ناشي از منبع نمونه، محل نمونه برداري و يا ميزان مواجهه با آنتي

 مناطق در سونئي   شيگلا   به   ابتلاء   ميزان   كه ييآنجااز    .بيوتيك باشد
 كيفيت   ارزيابي   در   شاخص بهداشتي   يك   عنوان به   تواندمي   مختلف 
ها در د و تعيين شيوع توكسينباش   مورد توجه   جامعه   يك   بهداشت 

هاي ايجاد شده ديسانتري نهايت در هاي شيگلا و شناسايي سوش
 توليد   تحقيق   اين   در   همين راستا   كننده است، در توسط آن كمك

بررسي قرار    مورد    هاي مثبت شيگلانمونه   از   پروتئيني   انتروتوكسين 
-زايي باكتري ژندخيل در بيماري ي ئهاي مهم شيگلااز ژن    .گرفت

روش   Thong  در تحقيق. باشدمي SetB و SetA هاي 
 multiplex-PCR  و    زميوبراي تشخيص همزمان ژن كروم

 و   set1A ، set1B، ial  (هاي حدت  پلاسميد كدگذاري شده ژن
 ipaH   (هاي فراواني ژنو هاي شيگلا طراحي شد در گونه set1A ،

set1B  ژن و ial    وجود  هاي مورد آزمايش از نمونه درصد 40  در
دليل تشابه ژنتيكي شيگلا در كه با نتيجه اين مطالعه به داشت

 ]16[ و همكاران Vargas  ].15[ مطابقت داشته استمحدوده آسيا  
 ShET-2و  ShET-1 شناساييبه  1993تا  1998در سال 
 22( گونه از شيگلا جداشده در اين دوره 51از مجموع . پرداختند

، حداقل )شيگلا ديسانتري 3و  شيگلا سونئي 26، شيگلا فلكسنري
دو . مشاهده شد) درصد 78/60(نمونه  31يك انتروتوكسين در 

فقط  )ودندب شيگلا فلكسنريكه هر دو گونه درصد؛  09/9(نمونه 
 شامل )درصد 17/14(نمونه  21كه حاليدر داشتند ShET-1توليد 

توليد  ديسانتري شيگلا 3 و شيگلا سوئني 15، شيگلا فلكسنري 3
ShET-2 22از ) درصد 69/15(نمونه  8علاوه براين، . داشتند 

در  ].16[ توكسين را توليد نمودندهر دو انترو شيگلا فلكسنري
  set1Aهايي براي شناسايي مولكولي ژنايران مطالعات زياد

صورت  M-PCRزمان در شيگلا با استفاده از طور همبه set1Bو
ها بين تواند دليلي بر وجود تفاوتنگرفته است كه اين خود مي

زاي اختصاصي هاي بيماريدر اين ميان تشخيص ژن. نتايج باشد
وش نتايج ، زيرا اين ريردگغالبا مورد استفاده قرار مي PCRبا 

  . دهدسريع و مطمئني با حساسيت بالايي مي
  

  گيري نتيجه
در اين مطالعه با  M-PCRدست آمده از روش هنتايج ب

هايي داشت كه مطالعات محققين ديگر در نقاط مختلف دنيا تفاوت
علت فاصله جغرافيايي و تفاوت يكي از اختلافات ممكن است به

 setيج نشان داد كه شيوع ژن نتا ،چنينهم. در نوع سروتيپ باشد
 Direct(تواند معياري جهت تشخيص مستقيم ها ميدر اين نمونه

detection (هاي و اطلاع از الگوي ژن شيگلا در نمونه باشد
هاي كاري را در جهت كنترل عفونتتواند راهحدت شيگلا مي

  .يا نمايدهناشي از اين ارگانيسم م
  

  تشكر و قدرداني
 گروهمديريت و پرسنل محترم  ازسندگان نويوسيله بدين

 بخش پرسنل و زاد اسلامي واحد ساوهآدانشگاه  شناسي ميكروب
 اين بردپيش در كه مركز طبي اطفال بيمارستان ميكروب شناسي

-مي عملبه قدرداني اند،داشته سودمند و ارزنده يهمكار تحقيق

  .آورند
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