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  چكيده
  .باشد ترين عامل اسهال و استفراغ شديد در نوزادان در جهان مي شايعA  روتاويروس انساني گروه :سابقه و هدف

دو بيمارستان كودكان در تهران از  نمونه مدفوع از اطفال و نوزادان با اسهال و استفراغ شديد از         ۱۸۰در بررسي حاضر،    :  روشها مواد و 
   .هاي آلوده معين گرديد آوري شد كه با استفاده از روش سرولوژي الايزا نمونه  جمع۱۳۸۰ تا دي ماه ۱۳۷۹دي ماه 
هاي ويروسي با استفاده از  هاي تعيين تيپ سرمي نمونه ررسيب.  نمونه تشخيص داده شد۶۶روتاويروس در A عفونت گروه  :ها يافته
 G4 و G1هاي   در آزمايشات الايزا نشان داد كه سروتيپ(G1، G2، G3، G4، G6، G8، G9)هاي مونوكلونال هفت سروتايپ  بادي آنتي
  .باشد هاي سرمي درحال گردش در بين اطفال و نوزادان آلوده در تهران مي ترين تيپ شايع
شـيوع فصـلي   همچنـين بيشـترين   . ين فراواني را نشان دادنـد  بيشترG4 و G1هاي  سروتايپ  بر اساس نتايج اين مطالعه،     :گيري  نتيجه

   . در فصل سرما مشاهده شدروتاويروسي
  .تيپ سرمی، اطفال ،ويروسروتا :واژگان كليدي

  

  مقدمه
روتاويروسها از مهمترين عوامل اتيولوژيـك اسـهال و اسـتفراغ           

 ۹۰اين ويروسها، بـيش از    . شديد در نوزادان و كودكان هستند     
 ميليون ۱ و عامل )۱(كنند  سال را آلوده مي۳ل زير درصد اطفا

  .)۲ (باشند مورد مرگ در سال مي
اند كه به     روتاويروسها، ويروسهاي بيست وجهي و بدون پوشينه      

 هسـتند  شامل سه لايه پروتئيني واند   خانواده رئوويريده متعلق  
ــي  دو رشــتهRNA قطعــه ۱۱كــه  ــكن اي را احاطــه م ). ۳ (دن

 لايـه  .باشد  و ژنوم ميVP3 و VP1 ،VP2 شاملترين لايه    داخلي
 و  VP7 و لايه خارجي شـامل گليكـوپروتئين         VP6مياني شامل   

  ).۴،۵ ( استVP4اسپايكهاي دايمر 
 VP4 سروتيپ براساس دو پـروتئين كاپسـيد خـارجي            شاخص

) ، بخاطر اينكه پروتئين حساس به پروتئاز است       Pسروتيپهاي  (
) كــه گليكــوپروتئين اســت، بخــاطر اينGســروتيپهاي  (VP7و 

 A (HRV)روتــاويروس انســاني گــروه . )۳ (شــود تعيــين مــي
ترين عامل اسهال و استفراغ شديد در نـوزادان در جهـان          شايع
 روتـاويروس   A از گـروه     G سـروتيپ    ۷تا بحـال،    . )۶ (باشد  مي

 ۴انساني توسط مطالعات خنثي سازي تعيين شـده اسـت كـه           
  .اي دارند انتشار عمده) G4 تا G1(سروتيپ 

ها در مناطق     مطالعات اخير نشان داده است كه برخي سروتيپ       
 )۷ ( كه در هندG9از قبيل سروتيپ . ترند خاصي از جهان شايع

  .)۸ ( كه در برزيل وجود داردG5و سروتيپ 
هاي سرمي درحال گـردش در تهـران و        در بررسي حاضر، تيپ   

  .توزيع فصلي روتاويروس را طي يك سال تعيين نموديم
  

  مواد و روشها

 سال مبتلا به اسهال حاد كـه        ۷هاي مدفوع كودكان زير       نمونه
بـه مركـز طبـي      ۱۳۸۰ تـا دی مـاه       ۱۳۷۹در فاصله دی مـاه      
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  در کودکان A       تعيين تيپ سرمی روتاويروس گروه                                                             مجله پژوهش در پزشكي    / ٢١٢  

كودكان شهيد حسن اهري و بيمارستان كودكان مفيد مراجعه       
 نمونـه جهـت     ۳۰۰در مجمـوع،    . آوري شـد     جمع ،كرده بودند 

 نمونـه جهـت    ۱۸۰آوري گرديد كه از اين تعـداد          بررسي جمع 
  .جداسازي روتاويروس و آزمايش الايزا مورد مطالعه قرار گرفت

 ساعت پس از مراجعه بيماران به مراكـز  ۲۴ها حداكثر تا      نمونه
از هر بيمار نمونه مدفوع در دو لوله        . آوري گرديد   پزشكي جمع 

هاي حاوي    هاي مدفوعي به لوله     نمونه. جداگانه برداشت گرديد  
 -TNC HCl, PH=7.4)، 100mM Nacl، 1 mM Cacl2) (10mM Tris بـافر 

 .جهت انجام آزمايشات الايزا و ميكروسكپ الكتروني منتقل شد 
 نگهـداري   -cْ۲۰ و همچنـين تعـدادي در        -cْ۴هـا در      اين لوله 

  .)۹ (شدند
روش الايزا كه در اين بررسي به كار رفت مطابق روشـي اسـت          

زمايشـات از   در ايـن آ   ). ۳،۴(كه قـبلا شـرح داده شـده اسـت           
ــتيرن   يپل ــي اســ ــاف پلــ ــه صــ ــاي تــ ــاهكي۹۶تهــ    چــ

(F-8 Immunomodules, NUNC, Denmark)استفاده شد  .  
 ميكروليتر از محلول گامـاگلبولين اختصاصـي       ۱۰۰ابتدا مقدار   

 رقيق شده بود، به حفرات ۱۰۰/۱در بافر پوششي كه به نسبت 
 ۲ درجـه سـانتيگراد بـه مـدت      ۳۷پليت اضافه شد و پليت در       

  سـپس سـه بـار شستشـو بـا بـافر           . عت گرماگذاري گرديـد   سا
(PBS-Tween)ميكروليتر از ۱۰۰بعد از اين مرحله .  انجام شد 

ــه ــايش   نمون ــورد آزم ــاي م ــدفوعي (ه ــيونهاي م و ) سوسپانس
به چاهكهاي جداگانه ) كنترل مثبت و منفي(هاي كنترل    نمونه

 سـاعت انكوبـه     ۲ بـه مـدت      cْ۳۷ها در     سپس پليت . اضافه شد 
. بعد از اين مرحله، سه بار شستشو توسط بافر انجام شد. ديدگر

 ميكروليتر از آنزيم كنژوگـه كـه در بـافر كنژوگـه             ۱۰۰سپس  
رقيق شده بود به چاهكها اضافه شـد و انكوباسـيون در دمـاي              

cْ۳۰-۱۵     بعـد از سـه بـار       .  دقيقـه انجـام گرفـت      ۶۰ به مـدت
 ۵ وَ ۵ و ۳ وَ A : ۳ ميكروليتـــر از سوبســـتراي ۵۰شستشـــو، 

 ميكروليتـر از  ۵۰ و (TMB) (DAKO, UK)تترامتيل بنزيدين 
 بـه  H2O2 (DAKO, UK)پراكسـيدهيدروژن   : Bسوبسـتراي  

 ۱۰بمــدت cْ۳۰-۱۵چاهكهــا اضــافه و انكوباســيون در دمــاي 
نيم ساعت بعد نتايج بررسي و در جداولي كه          .دقيقه انجام شد  

 ،ين واكـنش  در ا .  يادداشت شدند  ،به اين منظور تهيه شده بود     
بروز رنگ آبي به منزله واكنش مثبت و عـدم تغييـر رنـگ بـه                 

جذب فتـومتري محتـوي   . گرديد  عنوان واكنش منفي تلقي مي    
 ارزيـابي   ١ ناتومتر توسط دستگاه طيـف سـنج       ۴۵۰اهكها در   چ

  ).۱۰ (شد

                                                 
1 ELISA reader 

ها با اسـتفاده از روش الايـزا    هاي سرمي نمونه    تعيين تيپ برای  
  . به صورت زير عمل شد

ــدا ــولين  ابت ــا ايمونوگلب ــر چاهــك ب ــه ه ــا HRV از  G   ت   ب
، G1 ،(DS-1)G2، (Ito)G3، (ST3)G4(D)هــــاي  ســــروتايپ
(PA169)G6 ،(HAL 1166)G8و  (W161)G9  پوشـانيده شـد     .

حجــم از سوسپانســيون /  درصــد وزن۱۰اي بــه نســبت  نمونــه
 g۲۰۰۰ با سـانتريفوژ در      (PBS)مدفوع در بافر فسفات سالين      

يقه ميان گريز گرديد و مايع رويي در آزمايشات  دق۱۰به مدت 
ژن همولـوگ هـر سـرو تايـپ           آنتـي . الايزا به كار گرفتـه شـد      

  .روتـاويروس بــه عنــوان كنتــرل بررسـي بــه كــار گرفتــه شــد  
PBS-Tween 20-Ca حجـم بـود در    / درصـد وزن ۲ كه حاوي

بعد از انكوباسـيون  . چربي به مجموعه افزوده شد   شيرخشك بي 
هاي مونوكلونال روتاويروس  بادي  ساعت آنتي۳ت  به مدcْ۳۷در

  هــاي ســرمي مــذكور كــه در محلــول  از تيــپ(HRV)انســاني 
PBS-Tween حاوي يك درصد سرم آلبومين گاوي (BSA) به 

 سـپس  . رقيق شده بود را به چاهك ها افـزوديم        ۱۰۰/۱نسبت  
در مرحلـه   . ساعت انكوبـه گرديـد  ۲ به مدت   cْ۳۷مجموعه در   
 گوسفند كنژوگه شده با آنزيم پراكسـيد   Gبولين  بعد، ايمونوگل 

   در۱۰۰۰/۱از ضــــدايمونوگلبولين انســــاني را در رقــــت   
PBS-Tween20   درصد از    ۱ حاوي BSA       تهيه و بـه مجموعـه 

.  انكوبه شدند  cْ۳۷ ساعت در    ۵/۱ تا   ۱پليتها به مدت    . افزوديم
ــترا   ــول سوبســــــــ ــا، محلــــــــ   ABTS در انتهــــــــ

(2,2 Azinobis diethylbenzothiaxolin 6-sulfonic acid)  به
  .ها اضافه شد حفره

 دقيقه در تاريكي نگاه ۳۰ تا ۲۰پليتها در حرارت اتاق به مدت     
داشته شد و سپس به وسـيله اسـپكتروفتومتر، طيـف سـنجي               

  انجـام گرفـت    nm۴۲۰ها با كاربرد فيلتر با اندازه منافـذ           نمونه
)۱۱( .  

ني توسـط دو   ها در ميكروسكپ الكترو     تعيين تيپ سرمي نمونه   
  .  انجام گرفت٣ و دكوراسيون٢تكنيك بدام اندازي
 تكنيك بدام اندازي

در اين روش از پولكهاي نيكلي ميكروسكپ الكتروني كه داراي     
 استفاده  ، و پوشش كربن بودند    Formvarاي از فيلم حامل       لايه

 يك درصد قرار A ابتدا روي قطراتي از محلول پروتئين       .گرديد
ها را توسط      ساعته، سطح پولك   ۴انكوباسيون  پس از   . داده شد 

ــرات    ــا روي قط ــد از آن پولكه ــته و بع ــافر فســفات شس  ۱۰ب
 ۵۰/۱هاي مونوكلونال مذكور در رقت  بادي ميكروليتري از آنتي 

ها روي قطـرات      قرار داده شد و بعد از شستشوي مجدد، پولك        
                                                 

2 Trapping 
3 Decoration 
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•۳ شماره •۲۸سال   ۲۱۳ /                    عفت حبيبي و همکاران                                                                                    ٨۳ پاييز  

زمـان انكوباسـيون    . سوسپانسيون حـاوي ويـروس نهـاده شـد        
.  ساعت بـود  ۳مار شده با آنتي باديهاي مونوكلونال       پولكهاي تي 

 عمـل  پـس از آن سپس عمل شستشو با آب مقطر انجام شد و       
 صورت =PH ۴ درصد با ۲آميزي با محلول استات اورانيم  رنگ

  بــه منظــور كنتــرل آزمــايش از ســرم نرمــال در . )۱۲( گرفــت
. هاي ويروسي بعنوان شاهد اسـتفاده گرديـد     بدام اندازي پيكره  

 هاي تهيـه شـده مـورد بررسـي و مشـاهده در              نمونهدر نهايت   
  . قرار گرفتTEMميكروسكپ 

   كنيك دكوراسيونت
 و Formvarدر اين بررسـي از پولكهـاي مسـي داراي پوشـش            

 اين ترتيب كه اين پولكها بـه مـدت    به.غبار كربن استفاده شد  
 ميكروليتــري سوسپانســيون ۱۰-۱۵ دقيقــه روي قطــرات ۱۵

بعد از ايـن مرحلـه، سـطح پولـك را           . حاوي ويروس نهاده شد   
ــره    ــته و آن را روي قطـ ــفات شسـ ــافر فسـ ــط بـ   اي از  توسـ

.  قـرار داديـم    ۵۰/۱هاي مونوكلونال مذكور در رقت        آنتي بادي 
ا را با آب مقطر استريل شسته و         دقيقه، سطح پولكه   ۱۵بعد از   

 بـا    درصد،۲آميزي با محلول استات اورانيم  بلافاصله عمل رنگ
۴PH=۱۲،۱۳ ( انجام شد .(  
  

  ها يافته
  :نتايج آزمون الايزا

ظر گرفته شد كه چگالي نـوري آن         ن يك نمونه وقتي مثبت در    
در . بزرگتر يا مساوي با سه برابر چگالي نوري كنترل منفي بود    

 نمونــه داراي ۶۶ نمونــه مــورد بررســي، ۱۸۰پــژوهش از ايــن 
% ۳۷به عبارت ديگر، روتاويروسـها در   . روتاويروس شناخته شد  

توزيـع سـني   .  سال مورد بررسي وجود داشت۷از كودكان زير    
  دو گــروه ســني نشــان  اســهال روتاويروســي دربــه مبتلايــان 

 سـال   ۳-۷% ۳۵ سـال و     ۳نمونـه هـا زيـر       % ۶۵می دهد کـه     
 نمونه كه طي يك سال مورد بررسي قرار         ۱۸۰از بين   . داشتند

گرفت، روتاويروسها در فصل زمستان بيشترين فراواني شيوع را      
 آورده شـده    ۱در شـکل    توزيـع فصـلي روتـاويروس       . نشان داد 

  . است
  :نتايج تعيين تيپ سرمي با استفاده از روش الايزا

ــي  ــتفاده از آنت ــا اس ــرمي   ب ــاي س ــال تيپه ــاي مونوكلون   باديه
G1 ،G2 ،G3، G4 ،G6 ،G8 و G9ــزا معــين   در بررســي هــاي الاي

گرديد كـه ده نمونـه بـه كـار بـرده شـده كـه از نظـر حضـور           
 و  G1هاي سـرمي       داراي تيپ  ، مثبت بودند  (HRV)روتاويروس  

G4 نمونـه داراي تيـپ      ۴ نمونه تحت بررسي،     ۱۰ از   .باشند   مي 
كـنش   نمونـه وا   ۱ و   G4 نمونه داراي تيپ سرمي      G1  ،۵سرمي  

  .هاي فوق نشان نداد بخصوص با هيچ يك از سروتايپ

  :پ الكترونيوتيپ سرمي روتاويروسي با استفاده از ميكروسك
العمل نزديك با     نتي باديهاي مونوكلونال بخوبي قادر به عكس      آ

هـايي كـه در       نمونـه . ژن بـا تيـپ سـرمي هماننـد بودنـد            آنتي
 روش بـدام  آزمايشات قبلي تيپ سرمي آنها تعيين شده بود بـا      

  .گرديدند اندازي و دكوراسيون كاملاً متمايز مي
 نمونـه  ۳ نمونه مدفوع حاوي روتاويروس در اين بررسي،      ۱۰از  

 G4بـادي    نمونه به وضوح بـا آنتـي  ۴  وG1بخوبي با آنتي بادي     
  .دكور گرديدند

  
  
  
  
  
  
  
  

 تا دي ماه ۱۳۷۹شيوع فصلي روتاويروس ازدي ماه  -۱ نمودار
   در تهران۱۳۸۰

  
  بحث

مطالعات پيشين در خصوص درگيری کودکان      اين بررسي   
 بعنـوان   Aی گـروه    روتاويروسـها بـه   )  سال ۳-۵(کم سال   

مهمترين عامل اسهال حاد در كودكان كشـورهاي توسـعه    
  ). ۱۴-۱۶ (كند يافته يا درحال توسعه را تأييد مي
 از  Aهـاي سـرمي گـروه         در اين بررسي، براي تعيين تيپ     

HRVــه ــاي  در نمون ــي ه ــدفوع آنت ــال    م ــادي مونوكلون ب
 ساندويچي به   EIA در   VP7اختصاصي خنثي كننده براي     

 بيشترين فراواني را نشان  G4 و G1هاي    سروتايپ .كار رفت 
دادند كه با نتـايج گـزارش شـده در منـابع علمـي جهـان            

  ). ۱۱،۱۴ (مطابقت دارد
 ۱۰ لازم براي تعيين تيپ سـرمي        اتدر اين بررسي، امكان   

گـاهي عـدم   . هاي مدفوع فراهم بـود   نمونه از%) ۱۵(نمونه  
هـا ممكـن اسـت     موفقيت براي تعيين تيپ سـرمي نمونـه      

هـاي قابـل تشـخيص بـا          مربوط به عدم حضور اپـي تـپ         
كـه دچـار تغييـر در    (باديهاي مونوكلونال به كار رفته    آنتي

حضـور فاكتورهـاي   عـلاوه بـر ايـن    .  باشـد  )انـد   سويه شده 
نيز در اين خصـوص مـوثر       فوع  هاي مد   محافظتي در نمونه  
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از طرفي، آلودگي همزمان بـا دو    ). ۱۷(شناخته شده است    
هـاي     ممكن است منجر بـه آلـودگي       HRVتيپ سرمي از    

  .نقيض گردد و مخلوط و نتايج ضد
 در نقـاطي بـا آب و        HRVنوسان فصـلي شـيوع آلـودگي        

هواي معتـدل گـزارش شـده و تأييـد گرديـد كـه شـيوع                
الگوي اپيدمي  .دتر سال وجود دارد فراوانتري در فصول سر   

 ۵اي     در آمريكاي شمالي كه حاصل مطالعـه       HRVسالانه  
 مركز بهداشتي در آمريكـا، كانـادا و مكزيـك           ۸۸ساله در   

  ).۱۸ (است نيز الگوي مشابهي به دست داده است

 مــاه الگــوي پــذيرش ۱۲در ايــن بررســي در طــول ايــن 
يگـر نوسـان   بيمارستاني با اسهال حـاد از مـاهي تـا مـاه د     

البته با توجه به طـول زمـان بررسـي مـا قـادر بـه               . داشت
هـاي   تعيين اين نوسان بطـور قابـل اعتمـاد در طـول مـاه             

شـيوع فصـلي روتاويروسـي       با اين حال     .مختلف نگرديديم 
نوســان فصــلي ذكــر شــده در كتابهــا در ايــن مطالعــه بــا 

  مطالعــات جــامعتر و طــولانی تــر بــر روی  .مطابقــت دارد
  . ای بيشتر در اين زمينه رهگشا خواهد بودنمونه ه
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