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  چكيده 

استروانتريت حاد در كودكان و از علل مهم مرگ و مير كودكان جهان مي روتا ويروس عامل مهم اتيولوژيك بيماري گ :سابقه و هدف

  Pدر اين مطالعه نخست اقدام به تعيين ميزان بروز عفونت روتا ويروس در كودكان مبتلا به گاستروانتريت حاد شد، ونيز ژنوتيپ . باشد 

  .  مربوطه ترسيم شدPhylogenetic Treeنهايتاً  روتا ويروسهاي اخذ شده از بيماران تعيين  گرديد و 

 Multiplex RT-PCR گرديد و نيز با تكنيك A اقدام به شناسايي روتا ويروس گروه RNA-PAGEبا استفاده از تكنيك : روش كار

Semi-nestedو پرايمرهاي اختصاصي ژنوتيپ هايP  روتا ويروس شناسايي و با تعيين سكانس تعدادي از ژنوتيپ هاي ويروس آناليز 

  .تيك سويه هاي ويروس صورت پذيرفتفيلوژن

 P[8] مشخص گرديد و نيز ژنوتيپ هاي  Aروتا ويروس گروه %) 29( نمونه 83 بيمار با گاستروانتريت حاد 285از : يافته ها 

)9/81(% ،P[4]) 4/8(% ،P[6])2/7 (% وژنوتيپ ميكس)شناسايي شد كه ژنوتيپ %) 4/2P[8] بالاترين انسيدانس را داشته است 

 شناسايي شده در چرخش در تهران با روتا ويروس هاي اخذ شده در ساير كشورهاي آسيا نيزهمولوژي بالا داشته P[8]وتيپ هاي ژن.

  .اند 

 .در كودكان مبتلا به گاستروانتريت حاد شايعترين سويه ويروسي بوده استP[8]دراين بررسي روتا ويروس ژنوتيپ : نتيجه گيري 

 .رد واكسن مناسب روتا ويروس در كودكان ايران راه گشا خواهد بودنتايج اين بررسي جهت كارب

  VP4   روتاويروس ، گاستروانتريت ،ژنوتيپ :واژگان كليدي 
  

  

  مقدمه
 عامل مهم اسهال شديد كودكان در كشورهاي در حال Aروتا ويروسهاي گروه 

ي ها در بيماري اسهال يكي از معمول ترين بيمار. توسعه و توسعه يافته جهان است

 سال، در سراسر جهان مي باشد كه سالانه باعث بيش از 5گروه سني كودكان زير 

متعلق به آفريقا و جنوب آسيا مي % 80 مرگ ومير دركودكان است و600000

 و همكاران روتا ويروس انساني را همراه با اسهال  1973Bishopدر سال). 1(باشد

 ماهگي ، 24-6صوص در سنين سال به خ5همه گير در كودكان و اطفال زير 

از آن به بعد عده اي از ويروسها همراه با گاستروانتريت شديد در ).2(شناسايي نمودند

 سال اخير در ويتنام بيش 15مطالعات نشان داده است در . كودكان مشخص گرديد

 كودكان مبتلا به گاستروانتريت حاد در بيمارستان ها ، به علت عفونت به ٪50از 

 كشور آسيايي نشان داده 9همچنين با بررسي در ). 3(وس بستري بوده اندروتا وير

از كودكان مبتلا به گاستروانتريت حاد بستري در بيمارستان ها % 45شد، حدود 

گاستروانتريت ويروسي در مقايسه با اسهال باكتريايي ). 4(اند ،روتا ويروس مثبت بوده

 Aگروه ). 5(اي در حال توسعه داردو انگلي، شيوع و مرگ و مير بيشتري در كشوره

روتا ويروس ها از عوامل اتيولوژيك مهم اسهال شديد در كودكان مي باشد كه تهيه 



  

از اهداف مهم جهاني در نظر  وكاربرد واكسن مناسب در اين راستا براي ارتقا سلامت،

گرفته شده است وبكارگيري واكسن موثر در كشورهاي مختلف با پيگيري مسائل 

  ). 6( تحت بررسي مي باشدايمني
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يريده روتا ويروس ها با ساختمان بيست وجهي بدون پوشش از خانواده رئوو

دو پروتئين روتا ويروسي .  سگمانته هستند11 دورشته اي RNAبا ژنوم  

)VP7 گليكوپروتئين يا آنتي ژن G-Type ( مربوط به كپسيد خارجي

مربوط به )  P-Typeپروتئين حساس به پروتئاز يا آنتي ژن  (VP4و

اسپيك هاي كپسيد خارجي از پروتئين هاي ساختماني هستند كه باعث القا 

 بادي هاي خنثي كننده مي شوند و اين دو پروتئين اساس سيستم آنتي

طبقه بندي براي ژنوتيپ هاي روتا ويروسي مي باشند به طور دقيق تا كنون 

از روش هاي شناسايي روتا ). 7( شناخته شده استP تايپ 28 وGتايپ 19

 RNA- PAGE -ويروس ها مي توان تكنيك هاي الكترون ميكروسكوپي

  ).8( را نام بردRT-PCRكس آگلوتيناسيون و تكنيك  لات-اليزا -

 روتا ويروسي در VP4در اين مطالعه چگونگي چرخش ژنوتيپ هاي 

 در 1389- 1387كودكان مبتلا به گاسترولنتريت حاد در طي سالهاي 

  . تهران بررسي  گرديد 

  

  روش كار 

  سال با گاستروانتريت حاد بستري در5 نمونه مدفوع از كودكان زير285

 -89بيمارستانهاي تخصصي كودكان مفيد و بهرامي تهران طي سالهاي 

براي شناسايي عفونت . جمع آوري شد  به همراه پرسشنامه بيماران1387

 RNAجهت استخراج .  استفاده شدRNA-PAGEروتا ويروس از تكنيك 

و ) M1+SDS  1%(  استات– نخست از محلول سديم  PAGEدر تكنيك

ستفاده گرديد و پس از سانتريفيوژدر نهايت فاز رويي كه نيز فنل و كلروفرم ا

 قرار -20 ژنومي مي باشد را به اتانول اضافه نموده و سپس در RNAحاوي 

  RNA بر اساس حركت  PAGEتكنيك تشخيصي. گرفته شد

صورت مي گيرد كه پس از % 10الكتروفورتيك بر روي ژل پلي اكريل آميد 

 سگمنت ژنوم روتا ويروس در ژل قابل 11 رنگ آميزي با روش نيترات نقره

  ).9(روئيت مي باشند 

 از نمونه هاي روتا ويروس مثبت RNAنخست استخراج ,جهت ژنوتايپينگ 

صورت گرفت و ) كيا ژن (QIAamp Viral RNAبا بهره گيري از كيت 

 PCR از lµ 4  به ازاي هر نمونه RT-PCRسپس جهت انجام  تكنيك

، mgcl2(25Mm) از بافر mix  dNTP ، lµ 2 ازlµ 2بافر ،

lµ5/0Random Hexamer، lµ 5/0Ribonuclease Inhibitorو  

lµ1آنزيم  M.Mulv  مورد استفاده قرار گرفته است ودر نهايت نمونه ها 

 semiاز تكنيك ,در ادامه . در ترموسايكلر با شرايط مناسب  قرار گرفت

Nested –PCRاول ، ٔدر مرحله.  استفاده گرديد cDNA همراه با 

 بافر PCRو تركيبات )Con2-Con3(پرايمرهاي اختصاصي طراحي شده 

x10 ،mgcl2(25mM)، dNTP(10mM)  و آنزيم Taq 

Polymerase براي مشاهده  .  در ترموسايكلر با شرايط مناسب قرار گرفت

استفاده شد و در % 5/1 مي باشد از ژل آگارز 877bp كه  VP4 قطعه

اين مرحله با . رد نظر ،مرحله دوم صورت پذيرفتصورت مشاهده باند مو

مي باشد و بسته Con3 وP[4]، P[6]، P[8] ، P[9]پرايمرهاي اختصاصي 

همچنين پس .به ژنوتايپهاي مختلف قطعات با اندازه هاي متفاوتي بدست آمد

از تعيين ژنوتيپ هاي روتا ويروس ،حدود يك سوم از نمونه ها سكانس 

 از طريق سايت Bank Genبت در گرديد وسكانسها براي ث

www.ncbi.com فرستاده شد در نهايت با بهره گيري از برنامه Clustal 

W نزديكي سكانسهاي ، P Type شناسايي شده و با سكانسهاي ارائه شده 

 با Phylogenetic Tree مقايسه گرديد و GenBankدر  ديگر كشورها

 ترسيم MEGA4مه در برنا    neighbor- joiningاستفاده از مدل

   ).10(گرديد

 

  يافته ها

 سال با بيماري 5 نمونه مدفوع از كودكان بيمار زير 285در اين پژوهش 

گاستروانتريت حاد بستري در  بيمارستان هاي تخصصي كودكان مفيد و 

 PAGEجمع آوري شد و با تكنيك 1387- 89بهرامي طي سالهاي 

RNA- ويروس مثبت بوده ازنمونه ها روتا %) 29 (83 مشخص شد كه

روتا ويروس منفي مي باشند و نيزمشخص شد كه بيش از %)71 (202و

پيروي Long pattern  RNAاز نمونه هاي روتا ويروس مثبت ، از % 90

 به عنوان دومين الگوبوده Pattern   RNA Shortنموده و الكتروفروتايپ

  .است

يباً مشابه بوده توزيع گاستروانتريت روتا ويروس در دختران و پسران تقر

پسران عفونت روتا ويروس % 54دختران و % 46است، به طوري كه در 

 تا 12، %46 ماه سن 12ميزان شيوع در كودكان كمتر از . مشخص گرديد

ميزان بيماري در فصل بهار و تابستان . بود% 18 سال 5 تا 2، و %36 ماه 24

  .  بود% 5/49، و زمستان %5/21، پاييز %5/14هركدام 

(  غالب در بيماران با گاستروانتريت روتا ويروس VP4ر اين مطالعه ژنوتيپد

9/81 (% P[8] وسپس )4/8 (%P[4] ، )2/7(% P[6] و ژنوتيپ ميكس 

 .شد  را شاملP[4]P[6] و P[4][8]شناسايي شد كه % 4/2

آناليزومقايسه نمونه هاي بدست آمده با يكديگرو با سايرنمونه ها از نقاط 

در بيماران با گاستروانتريت حاد روتا ويروس، توسط درخت مختلف جهان 

فيلوژنتيك صورت گرفت به طوري كه موارد شناسايي شده وثبت شده 

  ).1نمودار (مشخص گرديده است HQدربانك ژن با پيشوند 

  

  



  

شناسايي شده  با سكانس  P مقايسه سكانس ژنوتيپ هاي.1نمودار

 توسط Phylogenetic Treeژنوتيپ هاي ساير كشورها با ترسيم 

 bootstrap با  neighbor jouining مدل MEGA4برنامه 

1000 
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  بحث

 سال با 5 مهمترين انتروپاتوژن ويروسي در كودكان زير Aس گروه روتا ويرو

گاستروانتريت شديد ، در كشورهاي در حال توسعه و توسعه يافته جهان 

اين ويروس از لحاظ فصلي ،جغرافيايي ، چرخش گونه ها ونوتركيبي . است

غير معمول بين روتا ويروس هاي انساني و حيواني در مناطق مختلف تنوع 

 . گسترده اي داردبسيار

 RNA_PAGEدر اين مطالعه با بهره گيري از تكنيك تشخيص مولكولي 

 در كودكان مبتلا به گاستروانتريت  Aاقدام به شناسايي روتاويروس گروه 

از كودكان با گاستروانتريت حاد % 29به طوري كه . حاد در تهران گرديد

 كشورمان نظير روتا ويروس شناسايي گرديد، كه با مطالعات گذشته در

-85درسال % 8/28،مشهد 1386- 1387 در سالهاي ٪4/28مرودشت 

 ،تهران 1385 در سال ٪15، گرگان 1385در سال %8/30 ،اصفهان 1384

% 4/61،مازندران1378 – 79در سال%37 و 1384- 1385در سال % 35

 و تهران 1381درسال% 5/29، اهواز 1384در سال% 9/66و1383درسال

قابل ذكر ). 11-20( قابل مقايسه مي باشد1375-1376در سال % 7/15

است كه روش هاي تشخيصي در اين مطالعات بر اساس به كارگيري تكنيك 

ELISA به نظر مي رسد بيشترين شيوع . و روش هاي مولكولي بوده است

 1383-1384گاستروانتريت روتا ويروس در استان مازندران در سالهاي 

  . اتفاق افتاده است

مطالعات مشابهي در سايرنقاط جهان به طور مثال در ايتاليا همچنين 

 ، در ژاپن 2007در سال % 2/55 ، كشور پرتغال 2008در سال 9/34%

% 37 ،كردستان عراق عفونت روتا ويروس 2005 و2006در سالهاي 4/19%

 ،تركيه 2004و 2005درسالهاي %28 ،عربستان صعودي2005در سال 

 تا 2002در سالهاي %2/78، و در كره 2002تا 2000درسالهاي % 4/23

 9 بيمارستان در36همچنين در مطالعاتي كه در.  گزارش شده است2004

 انجام شده  ميانگين عفونت روتا ويروس به 2004كشور آسيايي در سال 

 سال مبتلا به گاستروانتريت حاد مشخص شده 5در كودكان زير % 45ميزان 

  ). 21-28(است 

با Long Pattern  RNAتروفروتايپ هاي روتا ويروس در اين مطالعه، الك

 و سويه غالب و پايدار محسوب شده  در چرخش بوده % 90فراواني بيش از 

 درتهران انجام شده 1383 تا 1380در مطالعه اي كه در سالهاي . است

الگوي غالب بوده درحالي Long Pattern  RNAسويه هاي روتا ويروس 

 چرخش ا بRNA Short Patternكه سويه هاي روتا ويروس 

 همچنين در بررسي كه در اهوازانجام گرفت ).5(شده است ناپايدارمشاهده

 Shortبوده و سويه هاي ويروسي با الگوي % Long 78الكتروفروتايپ 

 اپيدميولوژي بررسي طي جنوبي آفريقاي در) . 19( معرفي گرديد22٪

بيمارستان  در ستريب شيرخوران در روتاويروس مولكولي گاستروآنتريت

 هستند Short Types% 27 و Long Types% 69كه  شد مشخص

 پايداري بيشتري Short Types  به نسبت Long Typesوسويه هاي 

  ) .29(نشان دادند 

در اين مطالعه مشخص شد كه ميزان اسهال روتا ويروس در دختران و 

نيز تفاوت معني همچنين در مطالعات پيشين .پسران تقريباً مشابه بوده است

  .داري از لحاظ جنس براي عفونت روتا ويروس گزارش نشده است

 2در اين تحقيق بيشترين شيوع گاستروانتريت روتا ويروس در كودكان زير 

طبق گزارشات ثبت شده در مطالعات مختلف ، كودكان .سال مشاهده شد 

ه بيشترين زير دوسال بيشترين آمار عفونت روتا ويروسي را نشان داده اند ك

از كودكان زير % 6/67در ايتاليا .  ماهگي مي باشد24 تا 6ميزان بين سنين 

كه با ميزان عفونت روتا ويروس در كشورهاي در حال ) 21( سال بودند 2

  ) .9(توسعه قابل مقايسه مي باشد 

در اين مطالعه بيشترين موارد گاستروانتريت روتا ويروس كودكان در فصول 

مشاهده شد كه با گزارشات اخيردر ارتباط با ) ن و پاييززمستا( سرد سال

در ). 13- 12(توزيع فصلي عفونت روتا ويروس در كشورمان مطابقت دارد 

 سال صورت گرفت كه شيوع بيماري 10استراليا مطالعاتي در طي 

گاستروانتريت روتا ويروس را از نظر دمايي و رطوبت بررسي كرد و نشان داد 

 عفونت روتا ويروسي در زمستان و سپس بهار بوده است كه بيشترين ميزان

و كمترين ميزان در تابستان مي باشد و همچنين نشان داده شد كه دما و 

و نيز در گزارش جامعي )30(رطوبت با ميزان شيوع اين بيماري رابطه دارد 

فرانسه، بلژيك، ايتاليا، آلمان ،سوئد ،اسپانيا، (كه در كشورهاي اروپايي 

صورت گرفت نيز حداكثر شيوع فصلي بيماري ،در ماههاي سرد ) انگليس

  ).31(سال نشان داده است

در تهران در كودكان مبتلا به 1387- 89 ما كه طي سالهائدرمطالعه

 سويه P[8]%) 9/81(گاستروانتريت حاد انجام شد روتا ويروس ژنوتيپ 

يه هاي  سوP[6]%)2/7(  وP[4]%) 4/8(غالب ويروسي وسپس ژنوتيپ هاي 

در مطالعاتي كه طي سالهاي گذشته در ايران . روتا ويروس در چرخش بودند

 گزارش P[4] وP[8]ژنوتيپ هاي ,،عربستان صعودي وژاپن انجام شده 

 سويه P[6] ژنوتيپ 2000و1999دركنيا در سالهاي). 32-23-25(شدند 

  غالب شناختهP[8] ويروسي غالب بوده در حالي كه در سالهاي بعد تايپ

ژنوتيپ غالب ) 2008 -1981( سال 28در ژاپن درطي ). 33(شده است 

P[8]G1 كردستان 2001و2000در تركيه در سالهاي ). 34( بوده است ، 

  VP4 )P[8] و در بسياري از كشورها هر سه تايپ 2005عراق در سال 

،P[4]و P[6] (وغالب ترين شناسايي شد كه با آمار مطالعاتي ما تشابه دارد 

%) 50> (G2P[4]و G1P[8]ودر عراق %) G4P[8]) 44سويه در تركيه 

را %) 2/78(در كره كه بيشترين آمارعفونت روتا ويروسي) 26-24(بوده اند 

 سويه غالب  P[8]در ميان كودكان با گاستروانتريت حاد نشان داده است ،

و %) 3/2 ( P[9]،%) 15حدود ( به ميزان مشابه P[6]وP[4]بوده و %)53(

در ). 27( گزارش شده استG12P[6]وG8P[8]ژنوتيپ هاي غير معمول 

ميان كشورهاي آسيايي هند بيشترين ميزان بيماري گاستروانتريت 

 روتاويروس را به خود اختصاص داده است به طوري كه تايپ غير معمول 

P[19]وP[11]تايپ معمول روتا ويروس انساني با سويه 3 علاوه بر 

G9P[19]وG10P[11] 4/2در تحقيق ما ). 35( ، گزارش شده است٪ 

 برزيل نيز در سال  ودرمشاهده شد) P[4]P[8]وP[6]P[4](سويه ميكس

 ، P[6]P[8] گزارش شد كه شامل VP4 تايپ هاي ميكس از 2007

P[4]P[6]و P[4]P[6]P[8]و در همان سال در پرتغال تايپ  بودند

P[4]P[8]36-22( نيز گزارش شد (. 

و  تب آبكي، اسهال باليني علائم با ويروسي گاستروانتريتهاي معمول بطور

 مي  مشاهده بندرت موارد اين در پيچه دل معمولا و است همراه استفراغ

 هاي اين يافته .دارد شيوع را بيشتر علائم همه از اسهال ميان اين در .شود



  

باليني از علائم  ترين شايع بطوريكه دارد همخواني بيماري طبيعت با بررسي

و دهيدراتاسيون نوع متوسط % 67 و تب% 81 آبكي اسهال نوع جمله

ارش زدر بيماران با گاستروانتريت روتا ويروس مشاهده شد كه با آمار گ61%

  ). 37( در تهران نزديك است 1384شده در سال 
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 P[8]درآناليزفيلوژنتيك سويه هاي روتا ويروس مشخص شد كه سويه هاي 

در چرخش در كودكان تهران از نظر سكانس نوكلئوتيدي با ژنوتيپ هاي 

P[8]ولوژي را دارد و در مرتبه  در چرخش در كشور روسيه بيشترين هم

دوم با سكانسهاي مشخص شده در كشور هاي آسيايي از جمله چين ، هند، 

تايلند و ژاپن نزديكي دارند و نهايتاً اين سويه هاي در چرخش با سويه هاي 

P[8]ژنوتيپ هاي . نيز تشابه بسيار نزديكي دارند) ايتاليا( كشورهاي اروپايي

P[4]با سويه هاي در گردش در كشورهاي آسيا  در چرخش  در اين مطالعه 

. ، آفريقا، اروپا و آمريكاي جنوبي داراي همولوژي ونزديكي بالايي مي باشد 

 شناسايي شده دارايي همولوژي بالايي با سويه P[6]همچنين ژنوتيپ هاي 

هاي در چرخش در كشورهاي آسيايي، اروپايي ، آفريقايي و آمريكاي شمالي 

در نتيجه ميتوان ذكر كرد ،تشابه سكانس نوكلئوتيد . و جنوبي داشته اند

 شناسايي شده در اين مطالعه با كشور هاي مختلف جهان، مي VP4ژنوتيپ 

 P[6] و P[8]، P[4]تواند بيانگر چرخش جهاني سويه هاي ژنوتيپ هاي 

  . باشد2010 و 2009در سالهاي 
  

  نتيجه گيري

س عامل مهم گاستروانتريت نتايج اين مطالعه نشان مي دهد كه روتا ويرو

 سويه روتا ويروسي P[8] سال در تهران مي باشد و  5حاد كودكان زير 

غالب بوده ونيز سويه هاي ويروسي شناسايي شده در اين مطالعه با روتا 

  .ويروسهاي در چرخش با كشورهاي آسيايي قرابت آنتي ژنيك بالا داشته اند
  

  تشكر وقدرداني 

يمانه پرسنل بخش ويروس شناسي انستيتو از زحمات و همكاري صم 

پاستور و نيز كادر پرستاري بيمارستان كودكان بهرامي و مفيد كه در انجام 

  .مراحل مختلف اين تحقيق مارا ياري نمودند سپاسگزاري مي نماييم
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