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 چکيده
 نيز ۲۰۰۰واز سال شده  مشاهده نپوليوي وحشي تا کنون موردي از ) ميلادی۲۰۰۰دسامبر  (۱۳۷۹آذرماه از ايران کشور در : و هدف زمينه

 بدليل بالا ،ی وحشیوليو پحذف به رغماما  . معرفی شده استWHOتوسط  )Polio free( وحشی  پوليويايران بعنوان کشوری عاری از

بطوريکه در سال رديابی شده است ،  Acute Flaccid Paralysis (AFP) موارد  ازتعداد زيادیسالانه  ،  مراقبتحساسيت نظامبودن 

 در حدود که (بايجان غربي در استان آذر در اين سال.ه استبود مورد ۴۵۰ ، رديابی شده )لن بارهيشامل سندرم گ(AFP  تعداد موارد ۱۳۸۲

موارد  ) در اين استان مشاهده شودAFP مورد بيمار مبتلا به ۱۱هر سال حدود  سال دارد و طبق انتظار بايد در ۱۵ کودک زير ۱۱۰۰۰۰۰

 در کشور بعنوان يکی از مهمترين شاخص های AFP تعداد موارد . استرسيده نفر ۷۰يعنی   مورد انتظارموارد  برابر۶ به بيش از مشاهده شده

 يک مورد به ازای هر يکصد هزار نفر جمعيت WHOنتظار قابل قبول توسط اهميت زيادی دارد که ميزان مورد اپوليوارزشيابی نظام مراقبت از 

 استاندر  AFPدر اين بررسي سعي شده است که عوامل انتروويروسي غير پوليويي که در ايجاد موارد  . سال در نظر گرفته می شود۱۵زير 

 اين پژوهش شناسايي هرچه بيشتر انتروويروس هاي غير هداف لذا يکي از ا، نقش داشته اند مورد بررسي ورديابي قرار گيردآذربايجان غربی

رونويسی _ واکنش زنجيره ای پلی مرازتکنيک مولکولی   وL20وHep2وRD رده سلولیاستان با استفاده از سه  در اين ، پوليويي در گردش

 .بوده است (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction)معکوس 

سروتيپ .  تزريق شدندRD,L20,Hep2 سلولی رده ۳به   و شدهآماده سازی AFPنه های مدفوع بيماران مبتلا به تمام نمو :روش کار

، تشخيص  در صورت جداسازی ويروس های پوليو. مشخص گرديد(Neutralization Test)تست خنثی سازی با روش  ويروس ها

تست تمام نمونه ها  صورت گرفت و بالاخره در ای هيبريديزاسيون و اليزا تست هبا استفاده از )سوش واکسن و وحشی(افتراقی داخل تيپی 

RT-PCR  با استفاده از پرايمرPan-Ev انجام شد. 

 رده سلولیبعنوان حساسترين  لذا  جدا شد وRD سلولی ردهويروس توسط  ۹مايد که ن سازی جدا را ويروس۱۰کشت سلولی توانست  :نتايج

 جدا RD نمونه هايی بودند که بر روی  مربوط به  مورد۷ مورد ويروس را رديابی کرد که ۱۶نيز  RT-PCRتست مولکولی . شناخته شد

اگر .  می باشد نشان دهنده حساسيت بالای اين روش امررديابی ويروس را افزايش دهد که اين% ۱۰به ميزان  توانست  RT-PCR.ه بودندنشد

 نقش AFP که در ايجاد های غير پوليويیشناسايی انتروويروس   جهت رديابی وRT-PCR  استفاده از ترکيب دو روش کشت سلولی وچه

  .  از لحاظ ابتلا به انتروويروس ها منفی بودندAFPاز بيماران مبتلا به% ۷۵ بيش ازاما  ،بسيار ارزشمند می باشد دارند
 قرار گيرندمورد بررسی  )کمپيلو باکتر ژژونی(ر ويروسی و غي) فلاوی ويروس ها( ويروسی عوامل ديگر نظراز  ن اين بيمارابايد :نتيجه گيری

رونويسی معکوس_  واکنش زنجيره ای پلی مراز,کشت سلولی , فلج شل حاد, انتروويروس:واژگان کليدی
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٨٠

  همقدم
 در  هستند ووس ها از خانواده پيکورنا ويريدهرانترووي     

ر د از بيماريها ي سروتيپ دارند که با طيف وسيع۷۰حدود 

 عفونت با اين .)Rotbart et al. 2000( ارتباط می باشند

     اما , است بودهويروس ها در اکثر موارد بدون علامت 

 يويژه در بچه ها و افراده  را بي خطرناکييها تواند بيماريم

اين گروه از . کند ايجاد ، دارنديکه ضعف سيستم ايمن

 ي عصباهدستگ را در ي توانند اشکالات متعدديويروسها م

انسفاليت , مننژيت , مثل پوليوميليت  (CNS) يمرکز

 يعفونت ها, هرپانژيا , ديابت , وهمچنين ميوکارديت 

بيماري دست وپا ودهان و عفونت , ينا پلورود , يتنفس

             .)Pallenseh et al. 2001(  ايجاد کننديچشم

 يککوکسا, يو ويروس ها  پول,ميان انتروويروس هااز      

 ي انسانياکوويروس ها وانتروويروس ها,  ويروس ها

  آسيب برسانندي مرکزي توانند به سيستم عصبي م۷۱و۷۰

)Pallenseh et al. 2001; Schweighardt et al. 

 اد بخصوص در ايج پوليوويروسها،از اين ميان )2001

 .Pallenseh et al( د کني را ايفا مينقش اصلپوليوميليت 

2001(.             

 دستگاه ي حرکتي نورونهاتخريبپوليوميليت در واقع      

هاي  تکثير اوليه پوليو ويروس در بافت. است ياعصاب مرکز

ويروس ,  باشديم  پير و لوزه هايويژه پلاکهاه  بيمخاط

  وتکثير در اين  ي دهان‐يپس از انتقال از طريق مدفوع

 . استيروز بعد از عفونت قابل ردياب۳تا۱ يمحل ها در ط

و  تر تکثير ي عمقي لنفاوي ويروس در بافت ها،بعد از آن

و بدنبالش حمله ) Minor viremia( اوليه يباعث ويرم

کبد , مغز استخوان  , يغدد لنفاو( رتيکواندوتليال يبه بافتها

 تواند مورد ي در اين مرحله مCNS.  گرددي م،)وطحال 

از  CNS ييها بيمار، احتمال بيشتر باحمله قرار بگيرد اما

 يدنبال ويرمه  در بافت رتيکولواندوتليال ب هاويروس تکثير

 يافراددر بيشتر .  افتدياتفاق م)  Major viremia(ثانويه 

        آلوده  ديگر يکه با پوليوويروس يا انتروويروس ها

     کنترل   ثانويهيقبل از ويرم  ايجاد شدهعفونت,  شونديم

 Pallenseh( باشديدون علامت م معمولا بيبيمار  شود ويم

et al. 2001; Schweighardt et al. 2001(. 

,  استي حياتCNS ورود ويروس به ي براياگر چه ويرم     

 اپيدميولوژيک و مطالعات ي يافته هاتعدادی ازاما 

 نشان داده اند که پوليوويروس ها همچنين قادرند يآزمايشگاه

 استفاده از جريان  باي و محيطياز طريق اعصاب جمجمه ا

باعث ) Retrograde axonal flow( اکسون يبرگشت

 احتمال بروز فلج در افراد آلوده کمتر . گردندCNS يبيماريها

         وقوع مرگ نيز محتمل است.  است%۵/۰از 

)Pallenseh et al. 2001(.  

  تصميمي سازمان بهداشت جهان کهي وقت،۱۹۸۸در سال      

 ميلادی  پوليو را ريشه کن کند، اين ۲۰۰۰ تا سال گرفت

 قاره بصورت اندميک وجود ۵ کشور در ۱۲۵ در بيماری

اگر چه .  کردي هزار نفر را مبتلا م۳۵۰ بيش ازسالانه و داشت 

 را در ي اما پيشرفت زياد، انجام نشد۲۰۰۰ تا سال يريشه کن

 که يتا جايموجب شد،  يقطع انتقال پوليوويروس وحش

 وجود ي وحشي پوليوي اندم، کشور۷ در  فقط۲۰۰۲سال در

 در آمريکا در سال يپوليوميليت بومآخرين مورد  .داشت

در مناطق   و۱۹۹۷در مناطق غرب اقيانوسيه در سال  , ۱۹۹۱

 در ۲ ي وحشي پوليوآخرين  و ه است بود۱۹۹۸اروپا در سال 

            است گزارش شده هنداز کشور ۱۹۹۹سال 

)Dowdle et al. 2003(. 

ميلادی موفق به قطع  ۱۹۹۸کشور ايران که از ابتدای سال      

 ۲۰۰۱از ابتدای سال   پوليوی وحشی و بومی ويروسهچرخ

موفق به حذف کامل بيماری از کشور گرديده است، با حفظ 

کيفيت نظام مراقبت فلج شل حاد، توانسته ميزان کشف موارد 

که در سال  طوريه فلج شل حاد غيرپوليويی را افزايش دهد ب

                                              .  مورد رسيده است۴۵۰ اين تعداد به ۱۳۸۲

 ي شده است که عوامل انتروويروسي سعيدر اين بررس     

 بخصوص در اين استان AFP که در ايجاد موارد يغير پوليوي

 از ي لذا يک؛ قرار گيردي ورديابيقش داشته اند مورد بررسن
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٨١

 بيشتر ي سلولي هاردهاهداف ما در اين پژوهش استفاده از 

 هرچه بيشتر ي جهت شناسايي مولکوليوروش ها

 در گردش در اين سال بوده ي غير پوليوييانتروويروس ها

 .است

           استاندارد طلايیاز تکنيک کشت سلول به عنوان     

)  (Gold Standardانتروويروس ها از ي جداسازي برا 

در  اما ؛ شودياستفاده منمونه بيماران وسروتيپ کردن آنها 

يا عدم   پايين بودن تيتر ويروس در نمونه وصورت

مثل (  از انتروويروس هاي به بعضيحساسيت کشت سلول

   مثبت به اشتباهيگاه نمونه ها , )A  ی ويروسهايکوکساک

 (Rotbart et al. 2000; Santos  شونديگزارش م يمنف

et al. 2003(. ي منحصر به فردي سلولرده همچنين يک 

 وجود ي انتروويروسي همه سرو تيپ هاي جدا سازيبرا

 يجهت ردياب, ي مولکولي لذا امروزه از روش ها؛ندارد

,  اين روشي کنند که از مزيتهايانتروويروس ها استفاده م

بهترين روش  . باشديود در کيفيت نتايج مبهب سرعت بالا و

 RT-PCR در تشخيص انتروويروس ها روشيمولکول

 . کندي ميدر نمونه بيماران شناساي ويروس را که ژنوم است

 ياز نمونه ها% ۳۵تا %۱۵ مختلف از ي هايبسته به بررس

 کاذب ي بصورت منفي انتروويروس ها در کشت سلوليحاو

 وجود انتروويروس ها در که  در حالي؛ شونديگزارش م

  شده استي رديابRT-PCRاين نمونه ها با روش 

)Rotbart et al. 2000; Santos et al. 2002(. 

 از روش و نيز استفاده ي سلولردهکار بردن چندين ه ب     

RT-PCRي منفي که کشت سلولي مدفوعي نمونه هاي رو 

 يوس ها موارد بيشتر انتروويري در شناسايمی تواند, داشتند

 . کمک کننده باشدAFPايجاد کننده 

 

 روش کار
 مدفوع  بيماران مبتلا ي نمونه هاي تمام: نمونه يآماده ساز

 دمای  و دره شدي جمع آوري استان آذربايجان غربAFPبه 

 ي جهت از بين بردن باکتريها و ويروس ها وی نگهدار‐۲۰

 ازیآماده سفرم و و کلر PBSپوشش دار با استفاده از بافر 

 .شدند

 AFPبيماران مبتلا به  مدفوعي نمونه ها: ويروس يجداساز

تزريق  RD,L20,Hep2رده سلولی  ۳ به  پس از آماده سازی

        )رده سلولی ۳ لوله کشت از هر ۲هر نمونه به (شدند 

 با ميکروسکوپ معکوسلوله های تزريق شده هر روز 

)invert(  تغييرات ه لوله هايی کمورد بررسی قرار گرفت و

وحتی لوله هايی که در آنها مشاهده شده ) CPE(سلولی 

 .شدندفريز می  ‐۲۰تغييرات ديده نشده بوددر پايان هفته در 

) پاساژ دوم(به سلولهای سالم و  شدهدوباره نمونه ها ذوب 

  .گرديدمی    تزريق

 ي که بر روي نمونه هاياز : NT روش  بايتعيين تيپ ويروس

 TCID50١٠٠ مناسب  ي شدند رقت ها مثبت،يکشت سلول

ساير   پوليوويروسها وي اختصاصي سرمهايتهيه و با آنت

 به  CPE مشاهده يها مجاور کرديم سپس برا انتروويروس

مورد معکوس  با ميکروسکپ  ها پليت، روز۷  تا ۵مدت

 .سرو تيپ ويروس مشخص شد  وگرفتند قرار يبررس

 با روش ‐۱ :تعيين سوش واکسن از وحشي پوليو ويروس

اسيون پروب هيبريد که با استفاده از اسيونيزمولکولي هيبريد

 معلوم NTبر روی تيتر بالايی از ويروس پوليوکه تيپ آن با

 بر روی ،استخراج شده ،  ويروسRNA .شده انجام می گيرد

پروب هايی که با ديگوکسی ژنين نشاندار  .فيلتر قرار می گيرد

   متصل RNAده می شوند وبه  افزو به اين ترکيبشده اند،

       طی مراحل شستشو خارج  پروب باند نشده. می گردند

و پروب باند شده توسط واکنش آنزيم سوبسترا  شوند می

 واکنش مثبت توسط مشاهده لکه ؛شناسايی می گردد

 روش آنتي  با استفاده از‐۲. خاکستری رنگ شناسايی می شود

که های ميکروپليت که در اين روش چاهک  ؛ژنيک اليزا

    پوشيده ۳و۱،۲ گاوی ضد پوليوويروس تيپIgGتوسط

سپس  .شده اند، با سوش معين پوليو مجاور می شوند

 ءانکوباسيون با آنتی سرم های خرگوشی جذب متقاطع شده

پس از شستشوی آنتی سرمهای . اختصاصی تيپ ادامه می يابد
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ا  ضد خرگوشی نشاندار شده بIgGخرگوشی متصل نشده، 

سرم های خرگوشی را پراکسيداز اضافه می شود تا آنتی 

  .شناسايی نمايند

 آماده شده  نمونه۷۰  بر رويابتدا : RT-PCRانجام تست 

 (Extraction)، خالص سازی AFPبيماران مبتلا به از

 Pan-En    ر با استفاده از پرايمسپس  ؛ گرفتانجام 

 که يينمونه ها. ند قرار گرفتRT-PCRتحت  )۱جدول (

 ي کشت سلول دارایي  مثبت شدند ولRT-PCRتوسط 

 سروتيپ ويروس ۳برای اطمينان از عدم وجود  ، بودنديمنف

مورد بررسی  نيز )۱جدول  (Pan-Polioپوليو با پرايمر 

قرار گرفتند وهمچنين جهت اطمينان  از عدم رشد روي 

 .شدند سلولی تزريق رده هایبه  کشت سلولي
 

 نتايج 

 مدفوع ي انترو ويروسها از نمونه هايداسازنتايج ج) ۱

مدفوع نمونه  :)RD,L20,Hep2 (ي سلولرده ۳توسط 

 يسلول رده ۳به  ,AFP بيمار مبتلا به ۷۰ آماده سازی شده

)Hep2,RD,L20( به تفکيک رده های تزريق شده بود که 

 ويروس توسط RD ، ۴ ويروس توسط ۹سلولی تعداد 

L20 ويروس توسط ۵ و Hep2 ۲جدول(   گرديد جدا(. 

 نوع ۸  نشان داده شده است۳همانطور که در جدول 

 پوليو RD سلولی رده بر روی .ويروس جدا شده است

بر روی  و ۲۰و ۱۳، ۷، ۶ و اکوويروس ۳و۲، ۱ويروس

Hep2از  و۱۲واکوويروس ۳و۲،۱ پوليو ويروسL20 پوليو 

 ۱۰که در کل تعداد   جدا شده است۳و ۲، ۱ ويروس

 .)۳جدول( ه استويروس جدا شد

 مدفوع بااستفاده ي انتروويروسها از نمونه هاينتايج ردياب) ۲

 خالص ،مدفوعآماده سازی شده  نمونه RT-PCR:  ۷۰از 

 يمولکول  سپس تحت آزمايشو )(Extractionيساز

RT-PCR با پرايمرPan-Enدر نتيجه، که  قرار گرفتند 

 مورد از ۹ ،و از اين تعداد شدند مثبت مورد از نمونه ها۱۶

  ۷  جدا شده بودند و نيز  )RD( ي سلولردهحساسترين طريق 

 . جداشدند ي کشت منفيمورد آن از نمونه ها

 از Pan-En  و با پرايمر RT-PCRي که با  مورد۶     

-Panدوباره با پرايمر  ، شدندي رديابي کشت منفينمونه ها

Polioيشدند يعن ي قرار گرفتند که منفي مورد بررس 

 .کدام پوليو نبودندهيچ

مورد %) ۸/۲۲(۱۶ توانسته RT-PCR يدر اين بررس     

 مورد ۷ ي کنيم که در مقايسه با کشت سلوليويروس را ردياب

 )۲جدول( . کرديمي بيشتر ردياب%)۱۰(

 
  بحث

 ,بروز فلج شل حاد بخصوص در کودکان و جوانان      

ه  ب؛ وجهان است ايراني از مشکلات بهداشتيعنوان يکب

 AFP مورد ۳۴۹۱۵ در کل جهان ۲۰۰۳طوريکه در سال 

مربوط به ايران بوده  مورد ۴۵۰از اين تعداد  و گزارش شد

 عوامل ايجادکننده يبنابراين بررس ،)WHO 2004( است

AFPدر ايران حائز اهميت است .                                                        

 و AFP ايجاد کننده يانتروويروس هالعه در اين مطا     

 سال مبتلا به ۱۵ بيمار زير ۷۰ در ي سيستم عصبيبيماريها

AFP يمورد بررس ۲۰۰۳ درسال يغرب در استان آذربايجان 

                                                                                    .قرار گرفتند

 يها بوسيله انتروويروسAFP  احتمال ايجاد در اين مطالعه   

 وتلاش ما اين يلذا  تمام سع. مد نظر بوده استيغير پوليوي

  آزمايش های  وي کشت سلوليهاروش بود که با استفاده از 

 يانتروويروس عوامل ی از بتوانيم تعداد بيشتريمولکول

 . کنيم ي شناساي  هستند،AFP ايجاد کننده   را که يغيرپوليوي

   ۲ هر نمونه(AFP  مبتلا به بيمار ۷۰ نمونه ،در ابتدا    

 رده سلولی ۳ به آماده سازی پس از) ساعت ۲۴ به فاصله مرتبه

RD, L20, Hep2 ي نمونه بر رو۱۰ تلقيح شدند که        

 با توجه به جدول ,%)۲۸/۱۴ (مثبت شدند ي سلولي هارده

 يبا جداساز RD يسلول رده ،ي سلولي هاردهاز بين  ۱شماره 

 ردهحساسترين   از بهترين ويبعنوان يک%) ۹۰( ويروس ۹
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 وهم ي پوليوييکه هم انترويروس ها  شناخته شديسلول

 . گرديدي جداسازاز آن يغيرپوليوي

تهيه  ترانس ژنيک  هایاز موشکه  L20 ي سلولرده     

 سه ي اختصاصي گيرنده ها، ژنتيکيبوسيله مهندس شده و

 رده , آن قرار گرفته استي بر رووويروسپوليسروتيپ 

  همکه باشد ي پوليو مي ويروس هاي جداسازي برامناسب

 در ارش نتايج را زمان گز همتر و  را آسانيجداساز

 کوتاه تر نموده  فلج شل حادي مربوط به ريشه کنيفعاليتها

 ي رديابي اختصاصا براي سلولرده هر چند که اين .است

 ريشه ي در طول سال هايل و، شدهيپوليوويروس ها طراح

 A ي ويروس هاي از کوکساکي نشان داده شده که بعضيکن
 Nadkarni(    باشنديرا دارا مآن  ي رونيز قدرت تکثير

et al. 2003(. همانطور که در جدول شماره در اين مطالعه 

مورد ويروس جدا  L20 ۴ ي بر رو نشان داده شده است۱

  .د مورد پوليوويروس بودن۴شده که هر 

حساسيت  ،۱  توجه به جدول شماره بامطالعهدر اين      

Hep2 پوليوويروسها مثل ي جدا سازيبرا RDو L20 

  های  انترويروسي جدا سازي تواناي،بوده و علاوه بر آن

  سلولیرده با استفاده از,  را نيز داشته استيغيرپوليوي

Hep2نماييم ي جداساز را مورد انتروويروس۵يم  توانست .  

 ي سلوليحساسيت کشت ها و مقايسه يهدف از بررس

 ي هاردهترکيب  يا رده ي شناساي،مختلف در اين مطالعه

 ي است که بيشترين حساسيت را در جداسازيسلول

 ي ريشه کني در برنامه هااگر چه .داشته باشندها  انتروويرس

 RD رده دو(WHO) ي سازمان بهداشت جهان ،فلج اطفال

 توجه به ه است اما در اين مطالعه با را توصيه کردL20و

 از Hep2وRD  رده نتايج حساسيت دو ،۱ جدول شماره

 . است بوده بيشترL20 وRD ردهدو 

 Goldعنوان به  ياز کشت سلولكه  نيبا توجه به ا       

Standardاما ، شوديمياد  انتروويروس ها ي در جداساز 

 گران يان پاتوژنيک انسي ويروس هاي رديابيبراروش اين 

 هفته ها ي تاييد نتايج مثبت نياز به روز ها وحتياست وبرا

 ،ياز طرف و )Reynolds et al. 2001(  باشديوقت م

 ي انتروويروسهاي درجداساز L20 و RD,Hep2 هرچند

 حساسيت ي داراAFP ايجاد کننده ي و غير پوليوييپوليوي

 که يينيک کلياز همه نمونه ها %۷۵باشند اما تقريبا  ي ميبالاي

 شود از لحاظ ي فرستاده مAFPبه آزمايشگاه تشخيص 

لذا  ،)Santos et al. 2002(هستند  ي ويروس منفيجداساز

 انتروويروس ها از تکنيک ي افزايش قدرت شناساييبرا

 .گرديد استفاده RT-PCR يمولکول

توسط  AFP بيمار مبتلا به ۷۰ در اين مطالعه نمونه مدفوع     

RT-PCRکه توانستيم از کل  نمونه گرفترارق يرس مورد بر 

 يرديابرا  مورد انتروويروس ۱۶ تعداد ،AFPبيماران مبتلا به 

 شدند که ي رديابي مورد از نمونه هاي۷، کنيم که از اين تعداد

 ي قابل جداساز)RD( ي سلولردهترين  با استفاده از حساس

 بعنوان RD رده طور که در بالا اشاره شد همان .نبودند

ويروس %) ۸/۱۲(  مورد۹تعداد  , ي سلولردهترين  حساس

 مورد ۱۶ اين ميزان به RT-PCRجدا کرده در حاليکه با 

-RT ي تست مولکولييعن.انتروويروس رسيده است %) ۸/۲۲(

PCR  ياحتمال ردياب%) ۱۰( مورد ۷ توانسته به تعداد 

انتروويروسها را افزايش دهد که اين نشان دهنده حساسيت 

های يو اين يافته در ارتباط با بررس باشدي مRT-PCR يبالا

در تمام . می باشدRT-PCRپيشين در مورد حساسيت بالای 

 می تواند RT-PCR مطالعات گذشته نشان داده شده، که

 نسبت به کشت %۳۵ تا ۵رديابی انتروويروس ها را بين 

 Rotbart et al.1997; Romero(سلولی افزايش دهد 
1999; Santos et al. 2002.( 

 RT-PCR ويهر چند با ترکيب دو روش کشت سلول      

اري از يو بساز نمونه ها جواب مثبت داشته ، % ۸/۲۲حدود 

روسي  منفي يماران ممكن است از لحاظ انترووينمونه هاي ب

ب در کشت  کاذي بايد در نظر داشت که جواب منفيول ،باشند

 اتفاق ي مختلف تواند در اثر عواملي م RT-PCRيا  ويسلول

  مناسب نمونهيعدم انتقال ونگهدار ‐۱: بيافتد که عبارتند از

 د شوني کاذب در کشت سلولي ممکن است باعث نتايج منفکه
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)Landry et al. 2003; Kessler et al. 1997( .۲‐

 يها ويروسي از کوکساکي انتروويروس ها مثلا بسياريبعض

 Santos(    سخت رشد هستندي در کشت سلولAگروه 
et al. 2002; Ishiko et al. 2002; landry et al. 

در   تواننديم  که،)Inhibitors(بازدارنده ها  ‐۳. )2003

 حضور ‐۴. اختلال ايجاد کنند PCRمراحل مختلف

 باشد که هر چند ي م۲و۱ مثل پاراکوويروسيسروتيپ هاي

ني يبال كي ويولوژيدماپي و ياز لحاظ خصوصيات کشت سلول

مرهاي يروس ها است ولي با پرايه انترووي بقمشترك با

 غلظت ‐۵. نمي باشند ابيي قابل ردPan-Evاختصاصي

از دست دادن ويروس بعلت چند  پايين ويروس در مدفوع و

 ي تواند باعث نتايج منفيم  کردن نمونهFreeze-thawبار 

 .Landry et al(  مورد نظر شونديکاذب در تمونه ها
2003; Kessler et al. 1997(. 

-RT که با روش ي تمام نمونه هاي،لازم به ذکر است      
PCRيپرايمر اختصاص  و Pan-Ev به کمک , بودند مثبت

نتايج نشان ؛  قرار گرفتندي نيز مورد بررسPan-polioپرايمر

 ي از انترويروس هاي موجود يکي ويروس هاکهداده 

  . بوده استيغيرپوليوي

 که آزمايشنشان داده شده   در اين مطالعههر چند       

 يبيشتر ي توانسته انتروويروس هاRT-PCR يمولکول

 اما با توجه به ، کندي شناسايينسبت به کشت سلول

, روش مشاهده شدهدو  ك ازي که در هر يمحدوديت هاي

 در RT-PCR و ياستفاده از ترکيب دو روش کشت سلول

ده  ايجاد کنني انتروويروس ها ازي موارد بيشتريشناساي

AFPتواند کمک کننده باشدي م .        

چ ي به بعد ه ميلادی۲۰۰۱در كشور ما كه از سال       

ص يابي و تشخي رد،ه استوي وحشي جدا نشديپول

 نقش دارند از اهميت AFPجاد يي كه در ايروس هايانتروو

 . می باشد برخورداريبالاي

  انجام شدهيدر بررس ۳و۲با توجه به جدول شماره       

بهترين Hep2 وRD  ي سلولردهبدليل اينکه ترکيب دو 

  وي پوليويي انتروويروس هاي از لحاظ جداسازنتيجه را

 ي در مناطق سلولی ردهاستفاده از اين دو ,  داشتهيغيرپوليوي

 شايع است و ي فلج شل حاد غير پوليوييکه اپيدم

 . شوديپيشنهاد مپوليوويروس ريشه کن شده است 

 دقيق علاوه بر سروتيپ کردن ي هاي در بررسلازم است      

,  NT از طريق ي جدا شده از کشت سلوليويروس ها

 را نيز توسط RT-PCR شده توسط ي رديابي هاويروس

 ) يبا استفاده از پروب و پرايمر اختصاص (ي مولکوليتست ها

تعيين هويت کرده تا نقش , ويا سکانس کردن ژنوم ويروس 

 در ايجاد موارد فلج شل يوويروس مختلف انتريسروتيپ ها

 .حاد مشخص گردد

 

 نتيجه گيری
 ي وحشيبا در نظر گرفتن اين موضوع که با حذف پوليو      

 در طول سال در کودکان AFP يهنوز تعداد قابل ملاحظه ا

-RT روش يبا وجود اينکه در اين بررس افتد ونيز ياتفاق م
PCRاز بيماران %۷۵ ي بالاي اضافه گشته ولي به کشت سلول 

  بودند،ي از لحاظ ابتلا به انتروويروس ها منفAFPمبتلا به 
 از ي ديگري مدفوع نمونه هاي علاوه بر نمونه هالازم است

      ي بررسيبرا) خون ,ي نخاعيمايع مغز ( ماران فوق يب

مثل  ي غيرانتروويروسي ويروس هايردياب  گردد ويجمع آور

 ينيز عوامل باکترياي  و ويريدهي خانواده فلاويويروس ها

  قرار گيردي و غيره مورد بررسيمثل کمپيلو باکتر ژژون

)Chaves et al. 2001; Solomon et al. 2003; 
Grimwood et al. 2003(.   

 

 تشکر و قدرداني  
انستيتو تحقيقات بهداشتي  نگارندگان اين مقاله از       

اي مالي و دانشکده بهداشت دانشگاه تهران به دليل حمايته

 و همچنين از مرکز )۱۸۶۹شماره  (اجرايي اين طرح پژوهشي

ونه ها مديريت بيماريها که در جمع آوری و ارسال نم

 .مي نمايند همکاری لازم را داشته اند، صميمانه تشکر
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 .  مورد استفاده قرار گرفتندRT-PCRپرايمرهايی که برای انجام روش  ‐۱جدول 

 
Pan-Enterovirus 
(PanEV) 

5'-ACACGGACACCCAAAGTAGTCGGTTCC-3' 
5'- TCCGGCCCCTGAATGCGGCTAATCC-3' 

114 base pairs 

Pan-Poliovirus 
(Pan PV) 

5'-TTIAIIGCRTGICCRTTRTT-3' 
5'-CITAITCIMGITTYGAYATG-3' 

79 base pairs 

          Chomczynski 1987; WHO Manual 
 
 

  سلولی هايردهتفکيک  ويروس هاي جدا شده به  فراواني مطلق ونسبيدير مقا ‐ ۲جدول                        

 
Hep2 L20 RD رده 

 تعداد ۹ ۴ ۵

  درصدنسبت ۹۰ ۴۰ ۵۰

 
 

 سلولی رده ۳ سروتيپ های انتروويروسی جدا شده به تفکيک ‐ ۳جدول 

 
Hep2 L20 RD رده سلولی 

 سروتيپ

 ۱پوليوويروس  ۱ ۱ ۱

 ۲پوليوويروس ۱ ۱ ۱

 ۳ليوويروسپو ۲ ۲ ۲

 ۶اکوويروس ۱ ۰ ۰

 ۷اکوويروس ۲ ۰ ۰

 ۱۳اکوويروس ۱ ۰ ۰

 ۲۰اکوويروس ۱ ۰ ۰

 ۱۲اکوويروس ۰ ۰ ۱

 کل ۹ ۴ ۵

 

 )هر بيمار دو نمونه (AFP بيمار مبتلا به ۷۰ فراوانی مطلق و نسبی ويروس های شناسايی شده از  ‐۴ جدول
 RT-PCR به تفکيک دو روش کشت سلولی و 

ع تکنيکنو تعداد بيمار  درصد تعداد ويروس 

۲/۱۴ ۹ کشت سلولی ۷۰  

۷۰ RT-PCR ۱۶ ۸/۲۲  
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