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  چكيده

ها  نوروويروس. هاي حاد هستند يکي از مهمترين عوامل شايع گاستروانتريت) NoVs( هاي انساني س نوروويرو: و هدفزمينه
توان به پنج ژنوگروه  ها را مي نوروويروس. باشد دهاني مي -اند و انتقال آنها به صورت فرد به فرد و از راه مدفوعي بسيار عفوني

اطلاعات کافي . ل عمده عفونتهاي نوروويروسي در انسان شناخته شده است به عنوان عامII و Iهاي  بندي کرد که ژنوگروه تقسيم
هدف اين مطالعه تعيين ميزان عفونت . ويروسي مربوط به افراد بزرگسال در تهران وجود نداردورهاي نو در رابطه با اسهال

 شهدا تجريش در تهران مراجعه هاي حاد که به بيمارستان  سال با مشکلات گوارشي و اسهال۱۸نوروويروسي در افراد بالاي 
 .اند است کرده

 تا بهمن ۱۳۸۷هاي حاد بودند، در تهران بين خرداد ماه   سال که دچار اسهال۱۸بيماران بالاي    نمونه مدفوعي از۶۷ :روش بررسي
 II  وIنوتايپ توانستند بين ژ  به وسيله پرايمرهايي که طراحي شده بودند و ميRT-PCR استخراج و RNA. آوري شد  جمع۱۳۸۷

  .نوروويروس تمايز قائل شوند انجام گرديد
 بود و در فصل Iهر سه نمونه مثبت متعلق به ژنوگروه . رديابي گشت) %۵/۴( نمونه مدفوعي بيمار ۳ويروس در  نوروRNA :ها يافته

  .  سال بود۳۲±۷/۸متوسط سن افراد مبتلا . شناخته شد يزئپا
ل در موارد گاستروانتريت در افراد بزرگسال ؤوروس را به عنوان يک عامل ويروسي مس اين نتايج نقش نورووي:گيري نتيجه

هاي حاد افراد بزرگسال در تهران   نوروويروس در گاستروانتريتIهمچنين اين نتايج نشان دهنده برتري ژنوتايپ . کند آشکار مي
  .است

   نوروويروس، گاستروانتريت، تهران:ها کليد واژه
  ۱۷/۴/۸۹ :      پذيرش مقاله۲/۳/۸۹ :      اصلاحيه نهايي۳/۱۲/۸۸ :وصول مقاله

  
  مقدمه

يکي از مهمترين ) NoVs(هاي انساني  نوروويروس
باکتريايي  هاي حاد غير وع گاستروانتريتـعوامل شي

  اب ـهـکلات و التـل مشـامـوان عـه عنـب بـد و اغلـنـهست

  
  

هاي سني در سرتاسر  گوارشي تک گير در همه گروه
توان به  نوروويروس مي در کنار. شوند جهان شناخته مي

اي مانند روتاويروس،  هاي روده ساير ويروس
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 ۲۹      سيد رضا محبي

 ۱۳۸۹بهار / دوره پانزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان

آدنوويروس و آستروويروس اشاره کرد که از اين ميان 
روتاويروس به عنوان عامل عمده اسهال در نوزادان و 

شود  ه ميـاختـشن% ۲/۹وع ـال با شيـ س۵کودکان زير 
 آستروويروس در عفونتهاي  سهم آدنوويروس و.)۱- ۴(

گزارش شده % ۷/۲و % ۲هاي به ترتيب  گاستروانتريتي
ها از کشورهاي مختلف حاکي از آن  گزارش). ۴(است 

ها عامل نوروويروسي  از کل اسهال% ۱۷تا % ۵است که 
پيشگيري  مرکز کنترل و (CDCبه گزارش ). ۵(دارند 
ه در اثر  ميليون گاستروانتريت حاد هر سال۲۳، )ها بيماري

افتد و  عفونت نوروويروسي در ايالات متحده اتفاق مي
 شوند  نفر در اثر اين بيماري بستري مي۵۰۰۰۰هر ساله 

نوروويروس در هر دو گروه سني افراد بالغ و ). ۶(
هاي  که نقش عفونت) ۷(کند  کودکان ايجاد بيماري مي

هاي حاد در افراد بالغ  نوروويروسي در ايجاد اسهال
ه بقيه عوامل ويروسي و باکتريايي از اهميت قابل نسبت ب

  .توجهي برخوردار است
ها کوچک و فاقد پوشش با اندازه  اين ويروس

nm۴۰ -۲۷ است که حاوي يک RNA تک رشته مثبت 
  وORF1.  استORF با سه ناحيه Kb ۷/۷ -۵/۷به طول 
ORF2 و هاي غير ساختاري  ينئپروت به ترتيب

 ORF3  .کنند  ميکدرا ) VP1( کپسيد هاي ينئپروت
 VP1ين کوچکي است که در ارتباط با ئکدکننده پروت

  ).۸(کند  عمل مي
) G I - G V( ژنوگروه ٥اراي د نوروويروس

 در گاو IIIدر انسان،   IVو I، IIه ژنو گرو. مختلف است
 مسئول II و Iژنوگروه . است بيماريزا  در موشVو 

  ).۹(است موارد عمده عفونت در انسان شناخته شده 
ها نسبتاً به آساني در اماکن عمومي  نوروويروس

انتقال آنها به صورت دهاني مدفوعي در . شوند منتشر مي
ها،  هاي بسته مانند بيمارستانها، مدرسه محيط

به . باشد مي... ها و  هاي سالمندان و کشتي آسايشگاه
هاي گاستروانتريت  گيري  در اغلب همهCDCگزارش 

 خوردن غذاي :ل اصلي انتقال شاملنوروويروسي عوام
 تماس مستقيم با فرد عفوني  وآلوده، نوشيدن آب آلوده

  ).۱۰(بوده است 
همچنين مطالعات ديگر نشان دادند که منشاء 

هاي خوراکي،  تواند صدف آلودگي اين ويروس مي
 همچنين ساندويچ و ، يخ،ها، سبزيجات خام، آب ميوه

 اين رابطه از هاي خوراکي در سالاد باشد که صدف
توانند  اهميت بيشتري برخوردار هستند، زيرا آنها مي

 به عبارت .هايي موجود در محيط را تغليظ کند ويروس
 Filter-Feeders هاي خوراکي به صورت  ديگر صدف

تواند  کنند که مصرف خام اين ماده غذايي مي عمل مي
  ). ۱۱(باعث افزايش احتمال آلودگي شود 

 ساعت بعد از ورود ويروس ۲۴-۴۸علائم بيماري 
 ساعت ۱۲شکار مي شود و در بعضي افراد اين زمان تا آ

 و به صورت ملايم و خود محدود  تقليل مي يابدنيز
ساعت  ۶۰تا  ۱۲علائم بيماري . شونده اتفاق مي افتد

 هفته بعد از بهبودي نيز ۲در بعضي افراد تا . يابد ادامه مي
  .زي استقابل جداسااز مدفوع آنها ويروس 

با توجه به اين که تاکنون گزارشي مبني بر ميزان 
سهم نوروويروس در ايجاد عفونتهاي گاستروانتريتي در 
ايران نشده است، هدف اين مطالعه شناسايي ميزان شيوع 

 و Iهاي  عفونت نوروويروسي و همچنين تعيين ژنوگروه
II هاي   سال با اسهال۱۸ اين ويروس در بين بيماران بالاي
کننده به بيمارستان شهداي تجريش در تهران  اد مراجعهح

،  در اين مطالعه همچنين اثر فاكتورهاي سن. باشد مي
جنس، توزيع جغرافيايي، توزيع فصلي، منبع آب 
آشاميدني و وضعيت بستري بودن بيماران بر روي حضور 

 . مورد بررسي قرار گرفت،ژنوم ويروس
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 ...شناسايي و تعيين ژنو      ۳۰

 ۱۳۸۹بهار / وره پانزدهمد/ نمجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستا

  روش بررسي 
 به شمار )مقطعي(  تحليلي- فياين مطالعه از نوع توصي

  .رود مي
 سال دچار ۱۸ نمونه مدفوعي از بيماران بالاي ۶۷

کننده به  هاي حاد مراجعه مشکلات گوارشي و اسهال
بيمارستان شهداي تجريش در تهران طي خرداد ماه 

ها پس از  کليه نمونه. آوري شد  جمع۱۳۸۷ تا بهمن ۱۳۸۷
رد به  تحت زنجيره س،آوري از بيمارستان جمع

آزمايشگاه منتقل گرديدند و تا انجام آزمايشات 
  . ندشد ذخيره - ۲۰مولکولي در دماي 

هاي مدفوعي   رقيق سازي نمونه:رقيق سازي نمونه
 انجام شد و در ادامه با  NaCl%۸۹/۰توسط محلول 

محلول فيلتر .  فيلترگرديدندµm ۲/۰ استفاده از فيلترهاي
استفاده قرار  مورد RNA جهت استخراج ،شده حاصل

  .گرفت

 RNA استخراج : سازيCDNA و RNAاستخراج 
 QIAamp viral RNA kitاز نمونه مدفوعي توسط 

)QIAGENطبق دستورالعمل کيت صورت ) ، آلمان
-RevertAidTM M  سازي با استفاده ازCDNAگرفت و 

MuLV Reverse Transcriptase) Fermentas ،
    .بلافاصله انجام شد) کانادا

 به وسيله دو جفت پرايمر جهت :PCR انجام
 و ORF1  که ناحيه مياني بين domain  N/Sتکثير

ORF2 است، مطابق  سه مطالعه مربوط به کاگياما و 
و گاليمور و ) ۱۳(، کوجيما و همکاران )۱۲(همکاران 
اين پرايمرها قادر ). ۱جدول . (انجام شد) ۱۴(همکاران 

 .نوروويروس بودند II  وIبه ايجاد تمايز بين  ژنوگروه 
استفاده از اين روش حساسيت بالاي آن در  علت

  ).۱۵ -  ۱۷(شناسايي ويروس است 

  
  پرايمرهاي مورد استفاده در اين تحقيق: ۱جدول 

  
 PCR طي دو مرحله RT-PCR و Nested PCR انجام 

 ۵/۲، مخلوطي که شامل PCRدر هر دو مرحله . شد
 X ۱ ،۷۵/۰ با غلظت10X PCR Bufferميکروليتر 
  واحد۵/۲ ميلي مول، ۵/۱با غلظت  MgCl2ميکروليتر 

Taq DNA Polymerase ،۵/۰ ميکروليتر از مخلوط 
 از هر  پيکو مول۵ و dNTP ميلي مول از هر  ۲/۰حاوي 

به CDNA  ميکروليتر از ۵پرايمر تهيه شد که در نهايت 

 ميکروليتر از محصول مرحله اول ۲ و PCRمرحله اول 
PCR به Nested PCR اضافه گرديد و توسط آب مقطر 

 ميکروليتر رسيد و در ترموسايکلر طبق ۲۵به حجم نهايي 
  . گذاشته شد۳ و ۲برنامه جدول 

  مرينام پرا  مري پرايتوال  ژنوگروه
GenogroupI  5- ATH GAA CGY CAA ATY TTC TGG AC -3 Noro GI Forwar - PCR 
GenogroupI  5- CCA ACC CAR CCA TTR TAC A -3 Noro GI Reverse - PCR  

GenogroupII  5- CNT GGG AGG GCG ATC GCA A -3 Noro GII Forwar - PCR 
GenogroupII  5- CCR CCN GCA TRH CCR TTR TAC AT -3 Noro GII Reverse - PCR 
GenogroupI 5- GGA GAT CGC AAT CTC CTG CCC -3 Noro GI Forwar -Nested PCR 
GenogroupI 5- CCA ACC CAR CCA TTR TAC A -3 Noro GI Reverse - Nested PCR  

GenogroupII 5- TGG GAG GGC GAT CGC AAT CT -3 Noro GII Forwar - Nested PCR 
GenogroupII 5- CCR CCN GCA TRH CCR TTR TAC AT -3 Noro GII Reverse -Nested PCR 
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 ۳۱      سيد رضا محبي

 ۱۳۸۹بهار / دوره پانزدهم/ مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي كردستان

  PCRبرنامه : ۲جدول 

  
 Nested PCRبرنامه : ۳جدول 

  
محصولات واکنش توسط الکتروفورز بر روي ژل 

با استفاده از شناساگر اتيديوم برمايد مورد % ۱آگارز 
  .ارزيابي قرار گرفتند

 Nested PCR و RT-PCRاصل از  حDNAطول قطعه 
  . آمده است۴ در جدول II و  Iبراي ژنوگروه 

  
   بر روي ژل آگاروزDNAاندازه طول قطعات : ۴جدول 

 
 Genogroup 

I 
Genogroup 

II 
PCR 597 bp 468 bp 

Nested PCR 324 bp 300 bp 

اطلاعات بدست آمده با استفاده از نرم افزار آماري 
SPSS ver. 11.5 در . تجزيه و تحليل قرار گرفت مورد

آناليز توصيفي از فراواني و درصد فراواني و نيز شاخص 
-Chiمرکزي ميانگين و در آناليز تحليلي از تست آماري 

square و Mann-Whitney Uاستفاده شد .  
  

  ها يافته
نمونه مرد %) ۵۳ (۳۶ نمونه مدفوعي بيمار ۶۷از بين 

 سال ۳۵±۰/۱۱ان متوسط سن مرد. زن بودند%) ۴۷ (۳۱و 
 ۳حضور نوروويروس در .  سال بود۴۰±۷/۱۴و زنان 

 Iنمونه تائيد شد که همگي متعلق به ژنوگروه %) ۵/۴(
 سال بود، که از ۳۲±۷/۸متوسط سن افراد مبتلا . بودند

  .  نفر مرد و يک نفر زن بودند۲اين تعداد 
 ۳۶نمونه در شش ماهه ابتداي سال و %) ۴۷ (۳۱

در شش ماهه دوم سال اخذ شد که نيز %) ۵۳(نمونه 
هاي مثبت نوروويروس همگي متعلق به فصل پائيز  نمونه

  .بودند)  نمونه در آبان ماه۱ نمونه در آذر ماه و ۲(
آوري شده در  هاي جمع توزيع جغرافيايي نمونه

شود   آورده شده است، همانطور که مشاهده مي۵جدول 
و %) ۳۴(بيشترين تعداد نمونه مربوط به غرب تهران 

از . باشد مي%) ۱۲(کمترين آن مربوط به جنوب تهران 
 ۲اي که حضور نوروويروس در آن تاييد شد   نمونه۳بين 

نمونه مربوط به جنوب تهران و يک نمونه %) ۶/۶۶(
  .مربوط به شرق تهران بود%) ۳/۳۳(

    
  مناطق جغرافياييوزيع  ت:۵جدول 

  

رنامهمراحل ب  C˚ تعداد سيکل ها زمان دما 
 min ۱ ۱۰ ۹۵ دناتوراسيون اوليه

 ۳۰s ۹۵ دناتوراسيون
 ۳۰s ۴۸ اتصال پرايمرها

ساخت رشته مکمل و 
  ۷۲ طويل شدن

۲ min 

 
 
۴۰  

 

 min ۱ ۷ ۷۲ طويل شدن نهايي

 تعداد سيکل ها زمان دما ˚C مراحل برنامه
 ۲min ۱ ۹۵  اوليهدناتوراسيون

  ۳۰s ۹۵ دناتوراسيون
 ۳۰s ۳۰ ۴۸ اتصال پرايمرها

ساخت رشته مکمل و 
 طويل شدن

۷۲ ۲ min  

 min ۱ ۵ ۷۲ طويل شدن نهايي

 هاکنندگان از شهرستان مراجعه جنوب  تهران شمال تهران شرق تهران غرب تهران 

 ۱۰%)۱۵( ۸%)۱۲( ۱۷%)۲۵( ۹%)۱۳( ۲۳%)۳۴( ها کل نمونه

 ۰ ۲ ۰ ۱ ۰ هاي مثبت نمونه
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مربوط به %) ۶۱(نمونه  ۴۱ ، نمونه۶۷در ميان 
متعلق به بيماران %) ۳۹ ( نمونه۲۶بيماران بستري شده و 

يي هاي مثبت به بيماران سرپا سرپايي بود که کليه نمونه
  .تعلق داشت

در اين مطالعه منبع آب آشاميدني بيماران نيز مورد 
 ۴از آب شهري، %) ۸۸ ( بيمار۵۹بررسي قرار گرفت که 

 ۲از آب تانکر و %) ۳(بيمار  ۲از آب چاه و %) ۶(بيمار 
با توجه . نيز از آب معدني استفاده کرده بودند%) ۳ (بيمار

ني که دچار به اين که منبع آب آشاميدني تمامي بيمارا
عفونت نوروويروسي شده بودند آب شهري بوده است، 
ارتباط مشخصي ميان آب مصرفي و عفونت 

 همچنين رابطه .)<۰۵/۰p (نوروويروسي مشاهده نگرديد
هاي سني و ابتلا مشاهده نشد  داري بين گروه معني

)۰۵/۰p>.(  
  

  بحث
ها به عنوان يکي از مهمترين عوامل  از نوروويروس

اين  .شود هاي حاد غير باکتريايي ياد مي يتگاستروانتر
شار آن به راحتي امکان تويروس بسيار عفوني است و ان

با اين وجود، تا به حال هيچ گزارشي مبني بر . پذيراست
 نشده است،  ارائهتعيين ميزان شيوع اين ويروس در ايران

بيماري % ۴۰اين در حالي است که اين ويروس عامل 
ميزان . )۱۸( ايالات متحده است هاي ناشي از غذا در

شيوع اين ويروس در ايتاليا در طي يک شيوع در 
، در )۲۰% (۹/۹، پاکستان )۱۹(% ۴/۴۸بيمارستان کودکان 

گزارش شده ) ۲۲% (۱۲و در برزيل ) ۲۱% (۹/۱۱هند 
  .است

 ۳اي که بررسي شد   نمونه۶۷در اين مطالعه از بين 
از % ۵/۴نمونه مثبت تشخيص داده شد که اين مقدار برابر 

در مقايسه با ساير . هاي مدفوعي اسهالي است کل نمونه

اي متفاوت نسبت به ما دارند  کشورهايي که الگوي تغذيه
شيوع نوروويروس در سويس . يابد اين آمار تغييراتي مي

، )۲۵% (۱۲، نيکاراگوئه )۲۴% (۹/۲۱، تايوان )۲۳(% ۹/۱۷
) ۲۱% (۹/۱۱و هند ) ۱۹% (۴/۴۸، ايتاليا )۲۲( %۱۲برزيل 

تواند به علت رژيم غذايي  اين افزايش آمار مي. است
به عنوان . متفاوت نسبت به کشورهاي خاور ميانه باشد

 صدف ؛مثال مصرف خام محصولات دريايي مانند
 اصلي انتشار اين ويروس است هاي خوراکي يکي از راه

اي در کشورهاي خاورميانه از  که اين الگوي تغذيه) ۱۱(
جمله ايران بسيار نادر است، در نتيجه شيوع اين ويروس 

  .کند را در اين کشورها کمتر مي
هاي  هاي نوروويروسي در تمام گروه گاستروانتريت

شود و محدوديت سني در ابتلا به اين  سني ديده مي
هاي حاصل از اين مطالعه  يافته). ۲۶(  وجود نداردبيماري

نيز هيچگونه ارتباطي بين گروه سني خاص و ابتلا به اين 
 .دهد بيماري را نشان نمي

گرچه احتمال ابتلاء به گاستروانتريت نوروويروسي 
زايي  در تمام طول سال وجود دارد، اما اوج پيک عفونت

يي که از ، تا جا)۲۳(نوروويروس در فصل سرما است 
و استفراغ فصل سرد ياد  اين بيماري تحت عنوان اسهال

که نشان دهنده رابطه  ابتلاء به ) ۲۷(شود  مي
فصول ( نيمه دوم سال درگاستروانتريت نوروويروسي 

 RNAنوروويروس يک  با توجه به اينکه. است) سرد
در برابر افزايش دما  RNA ويروس است، ناپايداري 

يشتر اين ويروس را در نيمه دوم تواند علت شيوع ب مي
رفت در اين  همان طور که انتظار مي .سال توجيه کند

مطالعه نيز اين رابطه تاييد شد به طوري که کليه 
هاي مثبت مرتبط با آبان و آذر بود که کاملاً با ساير  نمونه

  ).۲۰و  ۲۴و  ۲۸-۳۱(مطالعات مشابه مطابقت دارد 
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ورت گرفت بررسي ديگري که در اين مطالعه ص
. ارتباط بين توزيع جغرافيايي و عفونت نورويروسي است

کننده به بيمارستان  شهدا از نظر محل  بيماران مراجعه
همان ). ۳جدول (سکونت مورد ارزيابي قرار گرفتند 

 ۳از %) ۶/۶۶ ( نمونه مثبت۲طور که در بالا آمده است 
نمونه مدفوعي مثبت نوروويروس از جنوب تهران بود 

هاي  ين آمار اهميت شيوع نوروويروس در محيطکه ا
کند و زمينه  تر زندگي را آشکار مي شلوغ با سطح پائين

را براي بررسي بيشتر شيوع نوروويروس در اين ناحيه 
  . سازد هموار مي

همانگونه که در بالا نيز آمده است گاستروانتريت 
نوروويروسي يک بيماري خود محدود شونده با مدت 

 دوره بيماري است و اغلب بيماران خصوصاً زمان کوتاه
د و در نياب بزرگسالان بدون درمان خاصي بهبود مي

با توجه به . ارندنهايت بيماران نياز به بستري شدن ند
نتايج بدست آمده در اين مطالعه نيز هيچ کدام از 
بيماراني که گاستروانتريت با عامل نوروويروسي داشتند 

ارستان بستري نشده بودند که به صورت بلند مدت در بيم
با مطالعات قبلي که در ساير کشورها  "اين نتايج کاملا

  ). ۲۷ و ۳۲(انجام شده مطابقت دارد 
با در نظر گرفتن اين موضوع که آب آشاميدني 

قال اين بيماري است، احتمال تآلوده يکي از موارد ان
انتقال عفونت نوروويروسي از راه آب آشاميدني مورد 

هيچ کدام . ه بيماران نيز مورد بررسي قرار گرفتاستفاد
اي از مصرف  از بيماراني که دچار عفونت بودند سابقه

منابع آب غير شهري مانند آب چاه، تانکر و آب معدني 
رسد عامل انتقال  را ذکر ننمودند و بنابراين به نظر مي

نوروويروس در بيماران مورد مطالعه از راههاي ديگر به 
  . آلوده بوده استغير از آب 

همان طور که اشاره شد نوروويروس دو ژنوگروه 
گروه  عمده بيماريزا در انسان دارد که در اين تحقيق ژنو

  تشخيص I سال ژنوگروه ۱۸غالب آن در بيماران بالاي 
  .داده شد

اين نتايج نقش نوروويروس را به عنوان يک عامل 
د ويروسي مسؤول در موارد گاستروانتريت در افرا

  .کند فصول سرد آشکار مي در خصوصاً بزرگسال
  

  تشكر و قدرداني
 يهايماريقات بيت مرکز تحقي با حمايقاتين طرح تحقيا

.  انجام شديد بهشتي شهيگوارش و کبد  دانشگاه علوم پزشک
دانند از کارکنان محترم  يسندگان مقاله بر خود لازم مينو

ه علوم  گوارش و کبد دانشگايهايماريقات بيمرکز تحق
 يدينا سيده مي خصوصاً سرکار خانم سيد بهشتي شهيپزشک

ن طرح تشکر و ي ايمانه در اجراي صميبه خاطر همکار
  .ندي نمايقدردان
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