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  مقدمه

دست آمده ههاي بهاي جهاني و پيشرفتبا وجود تلاش
 در زمينه پيشگيري، درمان و كنترل سندرم نقص ايمني اكتسابي

)AIDS(ميزان افراد آلوده با ويروس نقص ايمني انساني ، )HIV (
]. 1[ فزايش استابيماران در حال  اين مير دنبال آن مرگ وهو ب

 2011سال  ارهاي سازمان بهداشت جهاني دربرطبق جديدترين آم
آلوده شده كه اكثر اين بيماران متعلق  HIVميليون نفر با  35حدود 

بين  ].2[ باشدفريقايي و كشورهاي در حال توسعه ميآبه كشورهاي 
هاي ترين ناراحتيگاستروانتريت يكي از شايع ،مثبت  HIVبيماران

  .كندرا ايجاد مي كه خود طيف وسيعي از علائم گوارشي است
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كه  باشدهال ميدر در بين اين علائم بيشترين شكايت مربوط به اس
مثبت در  HIVاز بيماران  درصد 90و  50ترتيب در بيش از هب

- كشورهاي توسعه يافته و در كشورهاي در حال توسعه ديده مي

تواند مثبت مي HIVهر چند علائم گوارشي در افراد  ].3- 5[ شود
اما ]. 6[ در اين بيماران باشد HIVناشي از عملكرد پاتولوژيك 

ن داده است كه بسياري از اين علائم گوارشي تحقيقات جديد نشا
 استهاي كلاسيك و انواع عوامل فرصت طلب ناشي از پاتوژن

هاي شناسايي شده مرتبط با اسهال در اين ها و باكتريانگل ].9-7[
هاي كريپتوسپوريديم، ميكروسپروديا، بيماران شامل استرين
ل مايكوباكتريوم هاي غير معموني و سويهژسالمونلا، كمپيلوباكترژو

مل ويروسي واعلي رغم اين مطلب ميزان رديابي ع ]10[ باشدمي
همين ها بوده بهها و باكتريمراتب بالاتر از انگلهدر اين بيماران ب

هاي ايجاد كننده گاستروانتريت بسيار مورد ويروسامروزه  دليل
ويروس مسئول بيش از نيمي از روتا]. 11[ توجه قرار گرفته است

هاي نوزادان در جهان و متعاقب آن ميزان بالاي مرگ اسهال كل
طور معمول هب ].12،13[ باشدومير در كشورهاي در حال توسعه مي

كودكان  نوزادان وشديدترين علائم در طي عفونت اوليه در بين 
عفونت مجدد با اين ويروس نيز  ].14[ افتدسال اتفاق مي 5زير 
مراتب كمتر از عفونت اوليه هنها باست اما شدت عفونت در آ شايع
نوعي سيستم ايمني بدنشان ه با اين وجود در افرادي كه ب. باشدمي

  :خلاصه
 توسط اگرچه گاستروانتريت در اين بيماران. باشدميمبتلا به ايدز ترين تظاهرات در بيماران استروانتريت يكي از معمولگ :سابقه و هدف

 ،هدف از اين مطالعه. خصوص روتاويروس هنوز مشخص نيستهدر اين بين نقش عوامل ويروسي ب ، ليكنشودايجاد مي تعدديعوامل م
  .باشدمثبت مي HIVراد شيوع روتاويروس در اف ميزان بررسي

مثبت مراجعه كننده به بيمارستان امام خميني كه از  HIVنمونه مدفوع از بيماران  75در اين مطالعه مقطعي  :هامواد و روش 
با ) VP6(، ششمين ناحيه محافظت شده ژنوم ويروس ويروسي RNAاستخراج  پس از .آوري شدجمع ،نددبرگاستروانتريت رنج مي

ي شده و با تعيين توالي يدرصد آگارز شناسا 5/1وسيله الكتروفورز روي ژل به واكنش محصولدر نهايت  .تكثير شد RT-PCRروش 
  . تائيد شد

هاي ويروس استاندارد هاي مثبت روتاويروس و نيز سويهبراي تمامي نمونه )bp433 (با اندازه مورد انتظار  RT-PCRمحصولات  :نتايج
  . تائيد شدند توالي يابي مستقيم بودند و بانمونه مثبت ) درصد 3/25( 19در مجموع ، HIVفرد آلوده به  75يان م از. دست آمدندوحشي به

مطالعات ، اما ه استدست آمددرصد به 25در حدود  مثبت HIV بيماران در روتاويروس فراواني مطالعهاين در  اگرچه :گيرينتيجه
   .مورد نياز است گاستروآنتريتمثبت داراي  HIV انبيمار در روتاويروس ژنوتيپ براي مشخص كردن يبيشتر

  گاستروانتريت، HIV، روتاويروس :واژگان كليدي
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تواند كاهش يافته يا دچار اختلال شده است اين ويروس مي
مشكل آفرين باشد از جمله در كهنسالان، بيماران پيوندي و 

 چنين دراند و همبيماراني كه تحت شيمي درماني قرار گرفته
ايدز خصوص در بيماراني كه وارد مرحله هب HIVبيماران آلوده با 

ها يكي از اعضاي خانواده روتاويريده روتاويروس]. 15[ اندشده
صورت هباشد كه داراي يك كپسيد سه لايه و فشرده بوده كه بمي

اي و قطعه قطعه ويروس دو رشته) dsRNA(بيست وجهي، ژنوم 
هاي ترين لايه كپسيد شامل پروتئينخليدا]. 16[ گيردرا در بر مي

است كه توسط قطعه ششم از ژنوم ) VP6( 6ويروس شماره 
- هايي است كه بوسيله تستتوپشود و داراي اپيويروس بيان مي

توالي  ].18،17[ گيردهاي تشخيصي معمول مورد شناسايي قرار مي
خانواده ويروس، نوكلوتيدي اين ناحيه بشدت در بين اعضا 

چنين اين پروتئين فراوانترين پروتئين هم. فظت شده استمحا
دارد  A-Gهاي هگرو زيرويروس است كه نقش مهمي در تعيين 

هم در انسان و هم در حيوانات  A-Cهاي هگرو زير ،در اين ميان
هاي تشخيصي متنوعي براي رديابي روش]. 17-20[ شودديده مي

توان به جمله مي آن باشد كه ازاين ويروس در مدفوع موجود مي
اكريلاميد و ميكروسكوپ ، ژل پليالايزا ،RT-PCRهاي تكنيك

از  RT-PCRحساسيت ميزان از نظر  .الكتروني اشاره كرد
 مولكولار حساسيت بالايي برخوردار است و در مطالعات

ويروسي پائين  تيترتواند مواردي كه در آنها ميزان مي ژياپيدميولو
]. 21[ خوبي شناسايي كندهب) رتيكل ويروسيپا 105 كمتر از( است

در تحقيق حاضر، بنابر اطلاعات ما براي اولين بار در ايران ميزان 
مثبت كه از  HIVعفونت روتاويروسي در بين بيماران شيوع 

  . بررسي شده است گاستروانتريت رنج مي برند
  

  هامواد وروش
  باليني هاينمونه

بر روي  )Cross  sectional(بررسي مقطعي  اين مطالعه
از ( كنندهمثبت با علامت گاستروانتريت مراجعهHIV بيماران 

به بيمارستان امام ) 1389-90هاي سراسر كشور در طي سال
نمونه مدفوع از  75تعداد . خميني تهران صورت گرفته است

بر طبق ( با رضايت آگاهانه و داوطلبانهصورت تصادفي، به بيماران
-هم. آوري شدجمع) و پاستور ايرانتپزشكي انستيآئين نامه اخلاق 

 HIVمنظور رعايت اصول ايمني زيستي و غير فعال كردن چنين به
دي كرومات پتاسيم  درصد 5/2هاي باليني با محلول نمونه

)K2Cr2O7 ( پس از پر كردن . مخلوط شدند 1:1به نسبت
 ها كد گذاري شده و با حفظ شرايط دمايي بهپرسشنامه، نمونه

  .بخش هپاتيت و ايدز انستيتو پاستور منتقل گرديد

  هاي باليني آماده سازي نمونه
  :هاي بالينيويروسي از نمونه RNAاستخراج 

از مدفوع   RNAبدين منظور از كيت تجاري تخليص 
(QIAamp Viral RNA Extraction Kit, USA ) ، طبق

از  μl140از  ژنوم ويروس. پروتكل كيت با كمي تغيير استفاده شد
يا از  سوپرناتانت كشت سلول براي كنترل مثبت ويروس و

 براي افزايش ميزان. از مدفوع استخراج شد درصد 10سوپانسيون 

كيت  (Elution buffer) ژنوم ويروس استخراج شده بافر الوشن 
گراد گرم نموده و سپس مورد درجه سانتي 80 ابتدا در دماي

شده تا زمان انجام آزمايش  استخراج RNAاستفاده قرار گرفت و 
چنين هم. گراد نگهداري شدنددرجه سانتي - 70در شرايط 

dsRNA كشت سلولي  حاصل از ويروسيMA-104  عفوني
عنوان نمونه كنترل مثبت هروتاويروسي ب SA-11شده با استرين 

  .شد ستفادها
با الكتروفورز  PCRارزيابي محصولات  وRT-PCR  انجام تست

   :روزبر روي ژل آگا
اي ژنوم روتاويروس جهت با توجه به ماهيت دو رشته

 RNAديگر، ميكروتيوپ حاوي كي رشته از جدا سازي دو
گراد قرار داده و درجه سانتي 95دقيقه در  5مدت هاستخراج شده ب

 μlدر مرحله بعد، . آن بلافاصه  به ظرف يخ انتقال داده شد پس از
در ميكروتيوپ  μl20 ي  استخراج شده در حجم نهاي  ژنوم از 5

PCR    حاويpM20  از پرايمرR2  و pM10   از پرايمرR1   و
 ,Master Mix RT-PCR One Step(Intronميكروليتر از 8

Korea) گراد درجه سانتي 50دقيقه در   30مدت  هافزوده و ب
با استفاده از   PCRدنبال آنهانجام گرفت و ب  cDNAسنتز

با دماي دناتوراسيون اوليه  )2شماره  لجدو(پرايمرهاي اختصاصي 
CO 94 سيكل متوالي  30دقيقه آغاز گرديد و با انجام  5مدت هب
)CO 95 ثانيه،  دماي اختصاصي اتصال پرايمر 45مدت به CO 52 
ادامه يافته و در ) ثاتيه 60مدت  به C O 72ثانيه و 45مدت به

 CO 72  دمايدقيقه در  5مدت هنهايت با انجام مرحله نهايي ب
بر روي نهايي محصول  ،PCRبعد از اتمام مراحل . خاتمه يافت

  .درصد مورد ارزيابي قرار گرفت 5/1ژل آگارز 
  

  توالي يابي 
 خالص شده PCRاز محصول  μl5توالي يابي براي 

صورت دو طرفه توسط شركت هبR و  F توسط پرايمرهاي
Seqlab آلمان انجام شد.  
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  آناليز آماري 
ها با كمك نرم صل از توالي يابي مستقيم نمونهاحنتايج 

با استفاده از توالي ژنوم  Bioeditو   Cluster Xافزارهاي
-هچنين نتايج بارزيابي شده و هم) EMBL/GenBank(رفرانس 

 SPSSافزار آماري دست آمده با اطلاعات پزشكي بيماران از نرم
هاي كيفي از براي بررسي ارتباط داده. استفاده شد 16 ويرايش

آزمون  كاي مربع و جهت بررسي ارتباط بين بيماري و هر كدام از 
  05/0 كمتر از  P.مستقل استفاده شد tمتغييرهاي كمي از آزمون 

)05/0P≤ (دار لحاظ شددر آناليزها از نظر آماري معني.  
  

  نتايج
بر  RT-PCRانجام  و ويروسي   RNAپس از استخراج 

نمونه كنترل  ، درانجام شدوفورز محصول الكترروي آن در نهايت 
مربوط به تكثير  bp 433هاي مثبت بيماران يك باند مثبت و نمونه
هاي منفي باندي كه در نمونهدر حالي ،ديده شد VP6 قسمتي از ژن

- نمونه مدفوع جمع 75ز مجموع ا. مبني بر تكثير اين ناحيه ديده نشد

از نظر روتاويروس  مورد 19 )درصد 3/25(آوري شده از بيماران 
از نظر  .گرديدتائيد نيز توسط توالي يابي نتايجكه اين شدند مثبت 

مثبت با علامت  HIVداري بين جمعيت آماري اختلاف معني
س وگاستروآنتريت با عفونت روتاويروس مثبت و جمعيت روتاوير

چون اسهال، كرامپ شكمي، منفي از نظر علائم گاستروانتريت هم
چنين اطلاعات دموگرافيك شامل سن، جنس، غ و همتهوع و استفرا

  ).2 شماره جدول(يافت نشد   TCD4وزن بدن و ميزان

  
  توالي پرايمرهاي استفاده شده - 1 شماره جدول

  نام پرايمر  ′3-′5توالي  طول محصول دماي اتصال  منبع

)21(  ۵٢o C ۴٣٣ bp AAGTAGCTGGATTTGATTATTCF-RT 
GACTCACAAACTGCAGATTCAAR-RT 

 
  بدون عفونت روتاويروسي/ با علامت گاستروآنتريت با HIVتوزيع فراواني علايم باليني، سن و جنس مبتلايان به  - 2جدول شماره 

 علائم باليني
ويروس مثبتروتا  

N=19 
 روتاويروس منفي

N=56 P Odds Ratio (95% CI) 

) 13 اسهال 4/68% ) 41 ( 2/73% ) 6/0  82/0 ( 25/0 - 7/2 ) 

) 11 كرامپ شكمي 9/57% ) 33 ( 9/58% ) 87/0  82/0  ( 27/0 - 5/2 ) 

) 4 تهوع 1/21% ) 13 ( 2/23% ) 81/0  06/1 ( 27/0 - 1/4 ) 

) 4 استفراغ 1/21% ) 10 ( 8/17% ) 7/0  57/2 ( 56/0 - 7/11 ) 

05/35 سن ± 8/8  2/36 ± 5/7  66/0  98/0 ( 9/0 - 06/1 ) 

CD4   ميزان  6/220 ± 3/164  6/247 ±137 7/0  1( 99/0 - 004/1 ) 

7/63 وزن ±20 5/65 ±12 36/0  97/0 ( 93/0 - 02/1 ) 

) مرد( جنس    2/84%  80%  68/0  92/0 ( 71/0 - 18/1 ) 

  
 
  
  
  
 
  
  
  

  
  

  .با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي درصد 5/1والكتروفورز آگارز بر روي ژل  RT-PCRنتايج حاصل از  -1شماره  شكل
  .هاي بالينينمونه: 8 الي 4 ، رديفDNA 100 bp (Fermentas) ماركر :3كنترل مثبت، رديف : 2كنترل منفي، رديف: 1رديف

 
    

433bp 
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  بحث
گاستروانتريت از جمله تظاهرات باليني شايع در 

مراه هبه طور مكرر وهرود كه معمولا بشمار ميهمثبت ب  HIVافراد
عوامل  ].22[ شوداسهال، تب و كسالت در اين افراد ديده مي

ه در اين اتيولوژيك متعددي در ايجاد اين علائم شركت دارند ك
هاي گوارشي بسيار پر خصوص ويروسهبين نقش عوامل عفوني ب

كه ميزان شناسايي حداقل يك عامل طوريهب ].23[ اهميت است
در ونزوئلا طيفي از  HIVافراد سروپوزتيو  ويروسي گوارش در

دهد و اين ميزان در ايالات آلودگي را نشان مي درصد 52تا  4/6
. گزارش شده است درصد 35ا ت 20متحده و آرژانتين از 

هاي گوارشي بسيار مورد توجه ها در بين ويروسروتاويروس
اسهال ترين عامل ايجاد عنوان شايعهاست، زيرا اين ويروس ب

رود اگرچه شمار ميهشديد و مرگ آور در بين كودكان و نوزادان ب
صورت بدون علامت  هدر بالغين آلودگي با اين ويروس بيشتر ب

چون سوء تغذيه شديد و نقص اما در شرايط خاص هماست 
در مورد نقش روتا  ].15[ تواند نگران كننده باشدسيستم ايمني مي

مثبت  HIVها در ايجاد علائم گاستروانتريت در افراد ويروس
و نقيضي وجود دارد، در تحقيقات صورت گرفته در  اطلاعات ضد

و   HIVآلوده با نبيمارا هاي گوارشي درزامبيا، ميزان ويروس
داري نداشته هرچند اين نتايج با نتايج افراد سالم تفاوت معني
 ].24[ حال توسعه كمي متفاوت است حاصل از كشورهاي در

Fontana همكاران در مطالعه خود نشان دادند، كه ميزان شيوع  و
مثبت به مراتب بيشتر از افراد  HIVروتاويروس در مدفوع بيماران 

و در مطالعه مشابهي كه در اسپانيا انجام شد  ]25[ باشدسالم مي
 HIVترين عامل انتريك در بيماران عنوان شايع هها بروتاويروس

ديگر نتايج متنوعي را از نظر ميزان مطالعات ]. 26[ شناخته شدند
- هنشان داد بمثبت  HIVشناسايي روتاويروس در مدفوع بيماران 

، درصد 6/13در آلمان  ،درصد 18انگلستان  دركه اين ميزان طوري
 درصد 5/2و در نواحي شمالي برزيل  درصد 2/8در سنگال 

دهد اين نشان مينيز مطالعه حاضر  گزارش شد نتايج حاصل از

در  اين اختلاف و باشدمي درصد 3/25حدود  ايران در ميزان در
تواند ناشي از گوناگوني در اقليم، جغرافيا و شيوع ميزان شيوع مي

چنين اختلاف در سطح مناطق مختلف مورد مطالعه و همفصلي 
 مثبت باشدHIV بهداشتي جامعه، علي الخصوص در بين جمعيت 

دار نبودن ارتباط بين از طرف ديگر با توجه به معني ].27،1[
اسهال، كرامپ ( هاي گاستروانتريتعفونت به روتا ويروس و نشانه

طور  لعه ايراني ايندر جمعيت مورد مطا) استفراغ شكمي، تهوع و
صورت هرسد كه در مواقعي، حضور ويروس در مدفوع بنظر ميبه

بدون علامت باشد و گاستروانتريت ايجاد شده در اين افراد ناشي 
  .  از ديگر عوامل عفوني است

  
   گيرينتيجه

- ها در ايجاد علائم گاسترودر مورد نقش روتاويروس

و نقيضي وجود دارد،  مثبت اطلاعات ضد HIVانتريت در افراد 
عنوان اولين گزارش از بررسي شيوع روتا  هنتايج اين مطالعه ب

تواند در ميمثبت ايراني است كه  HIVمدفوع بيماران  ويروس در
هاي ممانعت از گسترش عفونت ،هاي فرصت طلبمديريت عفونت

در جهت مهار هر دو  موثر پروتكل دارويي تعيين يك بيمارستاني و
، هرچند اهميت داشته باشد) و روتاويروس HIV(ويروس 
- بيشتري در تائيد نقش روتاويروس در ايجاد گاسترو مطالعات

  .اين بيماران مورد نياز مي باشدو بررسي ژنوتيپ شايع در انتريت 
  

  تشكر و قدرداني
بخشي از طرح تحقيقاتي مصوب شماره حاصل اين مقاله 

ر ايران در بخش است كه با حمايت مالي انستيتو پاستو 523
نويسندگان از زحمات كليه . هپاتيت و ايدز به انجام رسيده است

-آوري و انجام طرح همكاري صميمانه داشتهعزيزاني كه در جمع

اين مقاله با هيچ  منتشر درنتايج  .نماينداند،  تشكر و قدرداني مي
  .فرد حقيقي و يا حقوقي تضاد منافع ندارد
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