
  
 455       كودكان در اسهال روسي روتاوVP4[P] يها پي ژنوتكيلوژنتي فزي و آناليكيتنوع ژنت                 

 

 
 1390آبان ، 8شماره ، 69مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

  

   كودكان اسهال حاددر روسي روتاوVP4(P) يها پي ژنوتكيلوژنتي فزي و آناليكي تنوع ژنتيبررس
  

  
  

  

  
  1منش علي اكبر رهبري

شهرزاد مدرس  *2،حسنعلي صابري
هوشنگ  4،پيمان سلامتي 3،گيلاني

  6زهرا حق شناس 5،اخترخاوري

  
بيمارستان  ،هاي كودكان عفوني بيماري گروه -1

، نشگاه علوم پزشكي تهراندا، بهرامي تهران
    . ايران تهران،

، دانشگاه علوم هاي كودكان بيماريگروه  -2
  . ايران پزشكي تهران، تهران،

انستيتو پاستور ، شناسي پزشكي  ويروسگروه -3
 .، تهران، ايرانايران

دانشگاه علوم پزشكي ،  پزشكي اجتماعيگروه -4
  .، تهران، ايرانتهران

  هاي كودكان گوارش بيماريگروه  -5
   هاي كودكان غدد داخلي بيماريگروه  -6
  

، دانشگاه علوم پزشكي تهران، بيمارستان بهرامي
  .، ايرانتهران

  
  

 خيابان شهيد خيابان دماوند،، تهران: نويسنده مسئول*
  021-44246788: تلفن            بيمارستان بهرامي،يكياي

E-mail: Hassansaberi45884@yahoo.com 

 13/04/139:     تاريخ پذيرش11/03/1390: تاريخ دريافت مقاله                                                                           

  
اسهال حاد با اتيولوژي روتاويروس يكي از علل مـرگ و ميـر شـيرخواران               ،  در حال توسعه   در جوامع  : و هدف  زمينه
 روتـاويروس   VP4[P]هاي   م باليني و آناليز مولكولي ژنوتيپ     ي علا ،اين مطالعه تعيين سيماي اپيدميولوژيك    هدف  . است

گيـري از     بهـره  لـذا .  اسـت   بوده 1388يز  ي تا پا  1387طي زمستان    تهران    بيمارستان كودكان بهرامي   بيماراندر چرخش   
حـايز  ت پيـشگيري اسـهال حـاد ويروسـي كودكـان            نتايج حاصله در راستاي كاربرد واكسن مناسب روتاويروس جه        

 سال كـه بـا بيمـاري        14 كودكان زير     مدفوع نمونه 150 (Case-series)مطالعه  در اين   : روش بررسي  .باشد  مياهميت  
اساس  اند همراه با تنظيم پرسشنامه بر       بستري بوده  1388 و   1387هاي   اسهال حاد در بخش عفوني بيمارستان طي سال       

-RNA بـا روش  آزمايشگاه ويرولـوژي   در . شد ها به انستيتو پاستور ارسال     نمونه. پيدميولوژيك تهيه گرديد  پارامترهاي ا 

PAGE      اقدام به شناسايي ژنوم (dsRNA)  هـاي     نمونه روتاويروس مثبت، ژنوتيـپ     درسپس  .  روتاويروس گرديدVP4[P] 
هاي ويروسي شناسـايي     وكلئوتيد ژنوتيپ اساس سكانس ن   نهايتاً بر .  مشخص شد  RT-PCRويروسي با تكنيك مولكولي     

داراي اسـهال حـاد     %) 3/19 ( نفـر  29مطالعـه   در ايـن     :ها  يافته . اقدام گرديد  Phylogenetic-treeشده نسبت به ترسيم     
 Short RNAعفونت ويروسـي بـا  % 10تر از   و كم Long- RNA Pattern داراي الگوي% 90روتاويروس بوده كه بيش از 

Pattern در اين مطالعه ژنوتيپ      .اند  بوده VP4[P8]   مورد   25 . سويه غالب بود P[8] هاي   ساير ژنوتيپو%) 86(  بوده مثبت
 شـيوع بـالاي     گـر   بيان نتايج مطالعه : گيري  نتيجه .اند  بوده% 9/6ميزان شيوع برابر    با   VP4[P4]و   VP4[P6]شامل  ويروسي  

در چـرخش   هـاي روتاويروسـي      آناليز مولكـولي سـويه     .ين در تهران بود   ياسهال حاد روتاويروس در كودكان سنين پا      
  . بودكشورهاي آسياييدر حاكي از تشابه ژنتيكي بالاي 

  ، آناليز فيلوژنتيكRNA-PAGE, RT-PCRاسهال حاد روتاويروس،  :كليدي كلمات

 
  

 بيليون مورد بيمـاري     3-5در جوامع در حال توسعه سالانه حدود        
 گـزارش   سـال پـنج  در كودكـان زيـر   (Acute diarrhea)  حـاد اسـهال 

كـه   چنان .باشد جهان مي   كه علت اصلي مرگ و مير اطفال در        شود مي
 از  %15-35براساس گزارش سازمان جهاني بهداشـت سـالانه حـدود           

ه شيرخوارگي و سنين پـايين كـودكي        موارد مرگ و مير اطفال در دور      
ــن بيمــاري   ــا اي ــاط ب ــا در ارتب ــر 1.اســتدر دني ــات  ب اســاس مطالع

  حادك اسهال ـل اتيولوژيـن عامـتري روس مهمـ روتاوي،اپيدميولوژيك

  
جوامع صنعتي و در حال توسـعه        درتوأم با دهيدراتاسيون در كودكان      

 ميليـون   125در كشورهاي در حال توسـعه سـالانه بـالغ بـر             . باشد مي
كـه  شـود    ديده مـي   سال   پنج اسهال روتاويروس در كودكان زير       مورد

 ـعلا ميليون مورد آن با طيـف       18بيش از     بـاليني متوسـط و شـديد    مي
 جـنس    از  خانواده رئوويريـده و    ازويروس  اين   2و3.گزارش شده است  
 20ينـي   يداراي سـاختار پروت   هـا    آن .ستبندي شده ا   روتاويروس طبقه 

 ژنـوم   .باشد  ميوجهي بوده كه تركيبي از لايه خارجي، مياني و دروني           
 باشـد   مـي  (dsRNA)اي     دو رشته  RNAسگمانت از    11ل  ويروسي شام 

ژنيـك كپـسيد خـارجي بـه         اسـاس سـاختمان آنتـي      ها بر  سروتاويرو

 مقدمه

 چكيده
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 ژنوتيـپ   19شوند كه شامل     تفكيك مي VP4[P] و VP7[G]هاي   ژنوتيپ
G   ژنوتيپ مختلف    28 و P الگوي فصلي اسهال روتاويروس    . باشند  مي

هاي سرد سال و در منـاطق        در جوامع صنعتي با حداكثر اپيدمي در ماه       
اسـهال روتـاويروس     4.شود گرمسيري در تمام فصول سال مشاهده مي      

 5.افتـد   اتفـاق مـي  گي مـاه 6 -24اً در كودكان شيرخوار در سـنين    غالب
 (Group Antigen VP6) ژنتيـك  اساس ساختمان آنتي ها بر روتاويروس

موارد  در اكثر    Aشوند كه روتاويروس گروه       گروه تفكيك مي   هفتبه  
 ،در تهـران شـواهد بـاليني      . نتريت حاد در انسان اسـت     آسبب گاسترو 

 از  .دهـد  ين نـشان مـي    يوفور بالاي اسهال حاد را در كودكان سنين پـا         
باشد لـذا بـا      جا كه روتاويروس عامل اصلي اسهال حاد كودكان مي         آن

 نـسبت بـه شناسـايي و        ،انجام اين مطالعه ضمن بررسي اپيـدميولوژي      
 روتــاويروس در چــرخش در VP4[P]هــاي  لي ژنوتيــپلكــووآنــاليز م

   . اقدام شده است تهرانسال در بيمارستان بهرامي كودكان طي يك
  

  
 كودك دختـر و پـسر   150 از  Case-seriesدر اين مطالعه براساس     

 تـا   1387 سال كه با تابلوي باليني اسهال حاد از زمستان           14سنين زير   
 بـستري    تهران ارستان كودكان بهرامي   در بخش عفوني بيم    1388 يزيپا

 Stool نمونـه بـاليني      ،اند با تشخيص پزشـكان متخـصص اطفـال         بوده
همراه با تنظيم پرسـشنامه براسـاس پارامترهـاي اپيـدميولوژيك مـورد       

ــي ــد  ،بررس ــه گردي ــس از . تهي ــالپ ــهانتق ــشگاه    نمون ــه آزماي ــا ب ه
ــروس ــا   وي ــتور ب ــستيتو پاس ــرهشناســي ان ــك به ــري از تكني ــاي  گي ه

-Semiو   RNA-PAGEلكــولار ويرولوژيــك شــامل وآزمايــشگاهي م

nested multiplexهاي روتاويروسي   و پرايمرهاي اختصاصي ژنوتيپ
ــد  ــايي ش ــپس .شناس ــد  س ــكانس نوكلئوتي ــين س ــا تعي ــدادي،  ب                تع

     هـاي ويروسـي آنـاليز فيلوژنتيـك بـا كـسب اطلاعـات از        از ژنوتيـپ 
Gen bankـ  . استرفته صورت پذي  كـارگيري   ه نتايج اين پـژوهش بـا ب

2 آمـاري  آزمـون و   17 ويراسـت  SPSSي  افزارها نرم
  ،Kolmogorov-

Smirnov test و Mann Whitny U   مورد بررسي و آناليز قـرار گرفـت .
  .دار تلقي شد  معني>05/0Pمقادير 

  

  
 سـال   14سر كودكان زيـر     دختر و پ   Stool نمونه   150در اين پژوهش    
 با تشخيص بيماري اسـهال حـاد        1388يز  ي تا پا  1387كه طي زمستان    

در بيمارستان كودكان بهرامـي در شـهر تهـران بـستري بودنـد مـورد                
در % 3/19 به ميـزان     Aعفونت روتاويروس گروه    . بررسي قرار گرفت  

ترين مـوارد اسـهال روتـاويروس در         بيش. كودكان بيمار شناسايي شد   
و حداكثر شيوع عفونـت ويروسـي در         )%83(  سال دوخواران زير   شير

 5 -14 موارد بيماري در اطفـال       ين شيوع تر  ماهگي و كم   6 -24سنين  
از كـل مبتلايـان بـه اسـهال        . )1جدول  ( =0928/0P. سال مشاهده شد  

 انــد پــسر بــوده)  نفــر15% (52دختــر و )  نفــر14% (48روتــاويروس 
)021/0P=(   42زمـستان   ،  ري در فصول سرد سال    بالاترين شيوع بيما %

% 9تابستان  سال،  هاي گرم    ترين ميزان بيماري در ماه     و كم % 28يز  يو پا 
 داشـتند و   ºC 38 ≥ Tكودكان درجه حرارت    % 83. ه است مشاهده شد 

 تهـوع و اسـتفراغ      دچـار  عفونـت روتـاويروس       با  بيماران اين از 90%
   وعن% 4خفيف و % 18 دهيدراتاسيون متوسط،بيماران % 78 در. ندا بوده

  
  88يز ي تا پا87 سال بستري در بيمارستان كودكان بهرامي تهران از زمستان 14نتريت روتاويروس و غيرروتاويروس در كودكان زير آتوزيع فراواني سني گاسترو: 1 -جدول

  سن  عفونت روتاويروس منفي  عفونت روتاويروس مثبت  مبتلايان به اسهال حاد
  فراواني نسبي  فراواني مطلق  فراواني نسبي  فراواني مطلق  اواني نسبيفر  فراواني مطلق

  %12  14  %3  1  %10  15   ماه0 -6
  %26  32  %35  10  %28  42   ماه6 –12
  %21  26  %48  14  %27  40   سال1 –2
  %13  34  %14  4  %25  38   سال2 -5

  %13  15  %0  0  %10  15   سال5 -14
  %100  121  %100  29  %100  150  مجموع

 هايافته

  بررسيروش
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 ـ   جهت مقايسه سكانس   Phylogeneticدرخت  : 1 -نمودار دسـت آمـده از    ههاي ب
  هاي ساير كشورها مطالعه ما با سكانس

  
 و  10هاي   راساس روند مهاجرت سگمانت   ب). =1P (مشاهده شد شديد  

11 RNA     روتاويروس در سيستم PAGE    هاي باليني   نمونه% 90 بيش از
 RNA نماي% 10تر از   كم وLong RNAعفونت روتاويروس با الگوي 

Short  هـاي روتاويروسـي     در اين مطالعه توزيع ژنوتيپ    . اند  نشان داده
 P[4] مـورد    دوو  %) 9/6( P[6] مورد   دو،  %)P[8]) 2/86 مورد   25شامل  

دست آمـده    ههاي ب  چنين جهت مقايسه سكانس    هم. ه است بود%) 9/6(
 مـدل   MEGA4هاي ساير كشورها توسط برنامه       از مطالعه ما با سكانس    

Neighbor joining با Boot strap 1000   ،و تكنيك درخت فيلوژنتيـك
در آنـاليز    .آمـده اسـت    1درخت فيلوژنيك رسم گرديد كه در نمودار        

 در  P[8]هـاي    هاي روتاويروس مشخص شد كه سويه      فيلوژنتيك سويه 
هـاي   تهران از نظر سكانس نوكلئوتيدي با ژنوتيپ       چرخش در كودكان  

P[8]  چـين   يي شامل روسيه  كشورهاي آسيايي و اروپا    ش در  در چرخ ،
گـر تـشابه     ايـن امـر نـشان     . تـرين همولـوژي را داشـتند       و ايتاليا بيش  

  .باشد هاي روتاويروس در چرخش در كشورهاي آسيايي مي سويه
  

  
مطالعات اخير نشان داده است كه در كشورهاي در حال توسـعه،            

از % 20نتريت اپيدميك بوده و سبب      آتروامل اصلي گاس  روتاويروس ع 
در جوامـع    .موارد مرگ و مير اطفال در سـنين قبـل از دبـستان اسـت              

صنعتي اسهال روتاويروس، يكي از علل مهم بستري شدن كودكان در           

ــا 1و3.باشــد بيمارســتان مــي توجــه بــه نقــش مهــم روتــاويروس در  ب
 اقــدام بــه شناســايي نتريت حــاد كودكــان، در ايــن مطالعــهآگاســترو
 در چرخش در كودكان با اين مشكل بهداشتي شـده           VP4هاي   ژنوتيپ
كودكان % 3/19 در   Aدر اين بررسي عفونت روتاويروسي گروه       . است
نتريت حاد بستري در بيمارستان كودكان      آ سال مبتلا به گاسترو    14زير  

اسـاس مطالعـات اپيـدميولوژيك در منـاطق          بـر . بهرامي مشخص شد  
كودكان مبـتلا بـه     % 70 تا   %10 جهان، عفونت روتاويروس در   مختلف  
از موارد بستري شدن    % 50 بيش از    .استنتريت مشاهده شده    آگاسترو

هـا در رابطـه بـا        مبتلايان به عفونـت سيـستم گوارشـي در بيمارسـتان          
از مـوارد   % 83در اين مطالعـه حـدود        3.دنباش عفونت روتاويروس مي  

شـيوع   سـال بـا حـداكثر        دون زيـر    اسهال روتاويروس در شـيرخوارا    
ترين موارد بيمـاري      ماهه و كم   6 -24عفونت ويروسي در گروه سني      

مطالعـات انجـام شـده در سـاير         .  سال مشاهده شد   5 -14در كودكان   
جوامع در حال توسـعه و صـنعتي شـيوع اسـهال روتاويروسـي را در                

 ـ     7و8. ماهگي نشان داده شده است     6 -24سنين   ت در اين مطالعـه عفون
 ـ        طـور يكـسان مـشاهده       هروتاويروس در كودكان دختر و پسر تقريبا ب

گرديد تاكنون هيچ يك از مطالعات انجام شده در سطح جهان برتـري             
 2.جنس خاصي را در ابتلا به اسهال روتاويروس گزارش نكرده اسـت           

از مــوارد اســهال روتــاويروس در فــصول ســرد ســال و % 42حــدود 
كـه بـا    %) 9( تابستان اتفاق افتاده اسـت       در  بيماري  اين ترين موارد  كم

 مطالعـات مـشابه نيـز       .آمار جوامع با آب و هواي معتدل مطابقت دارد        
ترين موارد اسهال روتاويروس را در فصول سرد و معتـدل سـال              بيش

هرچند در مناطق گرمـسير عفونـت روتـاويروس در          . اند گزارش كرده 
ر اكثر كودكان مبتلا     در مطالعه حاض   3.فصول مختلف اتفاق افتاده است    

C  بالاي به اسهال روتاويروس داراي تب با دماي      
º 38 تهـوع   كه بوده ، 

 هـا  در آن  استفراغ و اسهال آبكي با درجات خفيف، متوسـط و شـديد           
هـاي   لكولي سويه واساس آناليز م   در اين مطالعه بر    .وجود داشته است  

داراي الگـوي   % 90 روتاويروس اخذ شده از كودكـان بيمـار بـيش از          
Long RNA Pattern 10تـر از    و كـم %Short RNA Pattern انـد   بـوده. 
هاي مختلف روتاويروس در مناطق مختلـف دنيـا    تعيين شيوع ژنوتيپ  

و تغييرات ژنتيكـي ايـن ويـروس در طـول زمـان در راسـتاي نحـوه                  
در ايـن   . باشد ز اهميت مي  يارگيري واكسن مناسب روتاويروس حا    ك هب

بــوده اســت و % VP4 P[8] 86تيــپ روتــاويروس غالــب مطالعــه ژنو
ــين ژنوتيــپ هــم ــه اســهال P[6] و P[4]هــاي  چن ــتلا ب  در كودكــان مب
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در مطالعات قبلي كه در تهـران انجـام      .اند روتاويروسي چرخش داشته  
طبق گزارشـات    ترين سويه ويروسي بوده و بر       شايع P[8]شد، ژنوتيپ   

 از چـرخش بـالا در   P[8], P[6], P[4]هـاي   جهاني روتـاويروس سـويه  
مشخص % P[8] 69كه در تركيه     اند چنان  جوامع مختلف برخوردار بوده   

هــاي  از ســويه% 50 بــيش از P[4] و P[8]در بــنگلادش  9.شــده اســت
 و در كشورهاي هلند، هنـد و برزيـل          10اند روتاويروس را تشكيل داده   

يلوژنتيـك  در آناليز ف   11-13. بوده است  P[4]و   P[8]سويه ويروسي شايع    
 سـكانس   ،ه اسـت  در ايـن مطالعـه مـشاهده شـد        كـه    P[8]هـاي    سويه

هـاي   هاي روتاويروس در چرخش در ايران با ژنوتيپ        نوكلئوتيد سويه 
% 95يايي شامل چين و روسيه بيش از        شناسايي شده در كشورهاي آس    

هاي اخير پيشگيري اسهال روتاويروس از       در سال  14و15.مشابهت دارند 
هاي روتاويروس يك ظرفيتـي      كارگيري واكسن  ه با ب  سازي طريق ايمن 
(Rota rix) كه شامل ژنوتيپ G1 P[8] بوده و پنج ظرفيتي (Rota Taq) 

باشـد در برخـي از     ميG1, G2, G3, G4, G9 P[8]هاي  كه شامل ژنوتيپ
گر آن است كه     اين مطالعه نشان  نتايج   16و17.نقاط دنيا اعمال شده است    

يولوژيـك بيمـاري اسـهال حـاد كودكـان در           روتاويروس عامل مهم ات   
، سويه ويروسي شايع در كودكان بيمار VP4 P[8]تهران بوده و ژنوتيپ 

نظــر گــرفتن شــيوع بــالاي عفونــت روتــاويروس  باشــد و بــا در مــي
كارگيري واكسن مناسب روتاويروس در كنترل و پيـشگيري اسـهال            هب
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Background: Acute gastroenteritis is a major cause of morbidity and mortality among 

children in developing countries. Rotaviruses are recognized as the most common 

etiologic factors of gastroenteritis. In this study, we determined the epidemiologic 

features, clinical symptoms and molecular structure of rotavirus VP4(P) genotypes in 

children with acute diarrhea in Bahrami Hospital in Tehran Iran, during 2009 for 

justifying the routine use of rotavirus vaccines in children. 

Methods: One hundred fifty fecal samples from 150 children with acute diarrhea in 

Bahrami Pediatric Hospital in Tehran, Iran were collected from January to December 

2009. The patients’ mean age was 20.9018.19 years (ranging from 1 month to 14 years). 

Fecal samples were transported on ice to the laboratory of virology department of 

Pasture Institute of Iran. The demographic and clinical data for each case were entered 

in an author-devised questionnaire. Group A rotavirus was detected by dsRNA-PAGE. 

Subsequently, rotavirus genotyping (VP4) was performed by semi-nested multiple RT-

PCR and the phylogenetic tree of the Rotavirus nucleotides was constructed. The data 

were analyzed by statistical tests including Wilcoxon signed and Mann-Whitney U. 

Results: Rotavirus was isolated in 19.3% of the samples, more than 90% of which had 

long RNA patterns. The predominant genotype (VP4) was P[8] (86%) and other 

genotypes respectively were P[6] (6.9%) and P[4] (6.9%).  

Conclusion: A high prevalence of the P[8] genotype was found to be the cause of acute 

diarrhea. The analysis of P[8] genotype sequence showed a high level of similarity of 

the virus in  this study with those of other Asian countries.  

 

Keywords: Acute diarrhea, analysis, phylogenetic, RNA PAGE, rotavirus, RT-PCR. 
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