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 (JSIAU)مجله علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامی، 

 ۱۳۸۷زمستان  ۱/۷۰شماره  ۱۸جلد 

 

 

  سال٠-١٤سروتايپينگ انتروويروسها و نقش آنها در ايجادمننژيت آسپتيك كودكان 
 

 

 

 ميرساسان ميرپور

 دانشگاه آزاد اسلامی، لاهيجان، ايرانواحدلاهيجان، ، گروه ميكروبيولوژي

 

 

 

 چکيده

ويروسها اين  ) تعيين هويت   (به منظور بررسي نقش انتروويروس ها در ايجادمننژيت آسپتيك وسروتايپينگ           

 ، شـهدا تجـريش  ،)ع( امام حـسين  ، سال كه با علايم باليني مننژيت آسپتيك به بيمارستانهاي بهرامي          ١٤دركودكان زير 

 مراجعـه نمـوده     ١٣٧٤ تـا آذرمـاه      ١٣٧٣وتختي ازآذرمـاه سـال      ) ع( امام خميني    ،)ع( علي اصغر  ، كودكان تهران  ،مفيد

 همراه بـا تنظـيم پرسـشنامه شـد و در بخـش ويـروس                (CSF)ي اقدام به جمع آوري نمونه مايع مغزي نخاع        ،بودند

 نــوع كــشت ســلولي ٢شناســي انــستيتوپاستورايران بــه جداســازي انتروويروســها از مــايع مغــزي نخــاعي بــر روي 

 L. B.M Pools  وتعيين هويت اين ويروسها ي جدا شده با استفاده از آنتي سـرم هـاي  GMK2 و  HeLaمداوم

از % ١٥در ايـن بررسـي   . آسـپتيك انجـام پـذيرفت      بيمار با علائم مننژيت ٢٦٦ بر روي اين مطالعه. مبادرت گرديد

بيشترين موارد بيماري درگروه سني زير يك       . بيماران با علائم مننژيت آسپتيك مبتلا به مننژيت انتروويروسي بوده اند          

 آمـاري بـين متغيـر فـصل و     ارتبـاط معنـي دار  ). % ٥٠(و در فصل تابـستان ديـده شـدند   ) %٥/٤٢(سال قرارداشتند

همچنـين اخـتلاف معنـي دارآمـاري بـين فـصل تابـستان و        . (p < 0/005 )جداسازي انتروويروسها وجود داشـت  

ــده شــد    ــروس دي ــروس و مننژيــت آســپتيك غيرانترووي ــا در ايجــاد مننژيــت انترووي ــصل ه . (p<0/001 سايرف

و ) % ٩٥ ( B5  سروتيپ هـاي B كوكساكي گروه  شامل ويروسهاي،انتروويروسهايي كه در اين مطالعه جدا گشتند

B4) بودند) % ٥ . 

 

 

 B6کوکساکی ويروس  ،B5 کوکساکی ويروس انتروويروس، مننژيت آسپتيك،: واژه های کليدی
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 مقدمه

ازمهمتـرين عوامـل    . مننژيت آسپتيك يكي از شايع ترين بيماري ها در دوران كودكي و نـوزادي مـي باشـد                 

ويروسـهايي كوچـك بـا      ,  انتروويروس ها جزء خانواده پيكورناويريده بوده       )١( .روس ها هست  ايجادكننده آن انترووي  

  )٢( . داشته وتقارن آيكوساهدرال دارندRNA نانومتر مي باشند اسيدنوكلئيك ٣٠-٢٥قطر 

. پوست وسيستم عصبي ايجاد مي كنند     ,  قلب ، گوارشي ،انتروويروسها علائم باليني مختلفي درسيستم هاي تنفسي      

انـواعي از انتروويـروس هـا شـامل         . ضايعات سيستم عصبي بـه شـكل مننژيـت ومننگوانـسفاليت ظـاهر مـي گـردد                

ايجاد مننژيت  ٧١-٦٨ اكوويروس و انتروويروس هاي جديد سروتيپ هاي ،BوA  كوكساكي ويروس ،پوليوويروس

اين بيماري در فصل پاييز و تابستان  سن و جنس در بروز مننژيت حاصل از انتروويروسها نقش داشته و  )٣( .مي كنند

 GMK21و  Hela2  كشت سـلولي مناسـب بـراي ايـن دسـته ازويـروس هـا        )٤( .از شيوع بيشتري برخوردار است

  )٣( .مي باشد

 ضايعات سيستم عـصبي ناشـي از ايـن ويـروس هـا عمومـا مننژيـت بـوده                    ،بر اساس گزارشهاي داده شده    

% ٥٦درآزمايش هاي به عمل آمده مشخص گرديد كـه          .  سال تشكيل داده اند    ١٥واكثريت بيماران را كودكان كمتر از       

توسـط كوكـساكي    % ٢٨ و   Bتوسط كوكـساكي ويروسـهاي    % ٣٤ ،مننژيت هاي انتروويروس توسط اكوويروس ها      از

  )٣( .د  ايجادمي شوAويروس هاي 

 

 روش ماده و

 محلول Melincks Bط  محي،MEM (Minimum Essential Medium)محيط : استفاده مورد مواد

 LBM ( A – H) آنتـي سـرمهاي   ،PBS (Phosphate Buffer Saline)، FCS محلـول  ،EDTA ،تريپسين

Pools،    كشت سلولي HeLa و  GMK2،   نمونه CSF،       وسـايل آزمايـشگاهي   ( محلول پنيسيلين و استرپتومايـسين :

 ).  نئوبار لام و ميكروسكوپ نوري، ميكروسكوپ معكوس، لوله كشت سلولي،ميكروپليت

 

 روش كار

 به تيره هاي كشت  CSFنمونه هاي, براي انجام اين بررسي. محيط ها و محلول ها طبق دستور تهيه شدند

 تلقيح گرديد و براي تاييد نمونه هاي مثبت پاساژ دوم           ، كه به انتروويروس حساس هستند     HeLa , GMK2سلولي  

بـه دو روش مـاكرو و       ) تعيـين هويـت     ( سـروتايپينگ    سپس عمل تيتراسيون صـورت گرفـت و درپايـان         . انجام شد 

 . ميكرونوتراليزاسيون براي هركدام از نمونه هاي مثبت انجام گرديد

 
1. Green Monkey Kidney 
2. Cell of Cervical Carcinoma 

 تلقيح نمونه

 : نيمك  به روش زير تلقيح ميGMK2 و HeLa را درلوله هاي كشت سلولي CSF ميلي ليتر ازنمونه ٢/٠

 . دهيم  جديد شستشو ميMEM ميلي ليتر ٢ لوله ها را خالي كرده وكشت سلولي را با MEM محيط -
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3 ۱۳۸۷، زمستان ۱/۷۰شماره ، ۱۸جلد ، )JSIAU( مجله علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامی، 

  دقيقـه قـرار    ٦٠-٤٠ درجه سانتي گراد بـه مـدت         ٣٧ به هرلوله اضافه مي كنيم و در       CSF ميلي ليتر ازنمونه     ٢/٠ -

 . مي دهيم و هر پانزده دقيقه لوله ها راحركت مي دهيم

لوله هاي فـوق  . است به لوله ها اضافه مي كنيم(FCS) سرم جنيني گاو % ٢ه حاوي   را كMEMسپس محيط  -

 .  روز آنها را كنترل مي كنيم٧ درجه سانتي گراد داراي دي اكسيد كربن قرار داده و مدت ٣٧را در انكوباتور

 ميكروتيتراسيون

  هـاي كـشت سـلولي را دارد   سـلول % ٥٠اين عمل براي تعيين مقدار ميكروبي است كـه توانـايي از بـين بـردن     

(TCID50/ml)گردد  و به روش زير انجام مي : 

 ميكروليتـر در چهـارحفره ميكروپليـت وارد        ٢٥ از نمونه مثبت تهيـه نمـوده و از هركـدام             ١٠-٩ تا ١٠-١رقت هاي  -

 .مي كنيم

يتـر و   ميكرول٥٠ Cell Control ريخته و در حفره MEM ميكروليتر از محيط ٢٥بر روي هركدام از رقت ها  -

 .مي ريزيمMEM  ميكروليتر٧٥ Medium Controlدرحفره 

 حـاوي  HeLa ميكروليتر از سوسپانـسيون سـلولي   ٥٠ Medium Controlبرروي همه حفره ها به جزحفره  -

 درجـه حـاوي دي      ٣٧ميكروپليت را با سلوفون پوشانده و در انكوباتور         .  سلول در ميلي ليتر مي ريزيم      ١٥٠٠٠٠

 .هيماكسيدكربن قرار مي د

 CellControlاگــر در حفــره .  روز بــا ميكروســكوپ معكــوس بررســي مــي كنــيم٦ميكروپليــت را پــس از  -

,Monolayer       حفره   ٤اگر در هر  .  تشكيل شده بود نتايج را مي خوانيم CPE    ٣و به ترتيب اگر   % ١٠٠ ديده شد 

 اسـتفاده از فرمـول    بـا   . عنـوان مـي گـردد     % ٢٥و  % ٥٠, %٧٥ داشـته باشـند بـه ترتيـب          CPE حفـره    ١ و يا    ٢, 

Kalber, TCID50/mlرا حساب مي كنيم  . 

  هررقت   CPE                        مجموع درصدهاي 

 X =] 0/5- ──────────────── [ 1-- = 1 TCID50/ml     

                                             100   
 .دهيم ه ازاي هر عدد صحيح يك صفر قرارميآنتي لگاريتم بگيريم و ب Xبراي محاسبه كافي است از 

 )تعيين هويت (سروتايپينگ 

اصول كار روشن است كافي اسـت  . به دو روش ماكرونوتراليزاسيون  و ميكرونوتراليزاسيون انجام مي پذيرد   

م  در ميكروپليت نخـواهي    CPEنمونه جدا شده را با آنتي سرم ها روبروكنيم و درصورت همسان بودن آنها هيچ نوع                 

  خوانـده  ١پاسـخ هـا طبـق جـدول     .  استفاده شد HeLa وكشت سلوليLBMدراين روش از آنتي سرم هاي . ديد

 . مي شود

 

 نتايجبحث و 

% ٥/٤٧ ،اسـتفراغ % ٥/٩٧ ،افـراد داراي تـب    % ١٠٠تابلوي باليني كودكان مبتلا به مننژيت انتروويروسي نشان مي دهـد          

نتـايج نـشان داده اسـت بـالاترين نـسبت           ). ٢شكل  ( ردرد بوده اند  س% ٤٥سفتي گردن و  % ٥/٤٢ ،تشنج% ٥/٨٢ ،تهوع

 سـال   ١-٤و پـس از آن دركودكـان        %) ٥/٤٢(درصد بيماري مننژيت آسپتيك انتروويروسي دركودكان زير يك سـال           
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مننژيت انتروويروسي در پسران به مراتـب بيـشتراز         ). ٣-شكل(مي باشد   % ) ١٥(سال   ١٠-١٤  سال و  ٤-٩, %) ٥/٢٧(

بـوده اسـت پـس از آن        %) ٥٠(بالاترين درصـد بيمـاري در فـصل تابـستان           % ). ٥/٣٢درمقابل  % ٥/٦٧( است   دختران

پس از تعيين هويت ويروس هـا مـشخص گرديـد           ). ٤ -شكل(مي باشد %) ٥(و پاييز %) ٥/١٧(زمستان  , %) ٥/٢٧(بهار

ك انتروويروسـي نقـش     درمننژيـت آسـپتي   %) ٥ (B4و%) ٩٥ (B5 سروتيپ هـاي     Bتنها كوكساكي ويروسهاي گروه     

 ).٥ -شكل(دارند

مننژيت آسپتيك در بسياري ازكشورهاي جهان گسترش دارد ايـن بيمـاري يكـي از بيمـاري هـاي متـداول                     

طبق بررسي هاي انجام شده انتروويروس ها بيشترين عامل ايجادكننده آن هستند بـا              . دركودكان و نوجوانان مي باشد    

ژيت باكتريايي شايع تراست وگسترش مننژيت ناشي از انتروويروس ها در اكثـر       توجه به اينكه مننژيت آسپتيك از منن      

نتايج حاصل از اين بررسي نشان داده اسـت كـه بـين    . اقدام به انجام اين بررسي گرديد , نقاط جهان اثبات شده است    

يرانتروويـروس  گروه هاي سني در بيماران مبتلا بـه مننژيـت انتروويـروس و بيمـاران مبـتلا بـه مننژيـت آسـپتيك غ                       

همچنين اختلاف معني داري بين گـروه سـني زيـر يـك سـال و                 . (p>0/05,X2=3/683)همبستگي وجود ندارد    

سايرگروههاي سني بيماران از نظر درصد شناسايي مننژيت انتروويروس ومننژيت آسپتيك غيرانتروويروس ديده نمي              

 %).٥/٤٢(بيشترين ميزان جداسازي انتروويروس درگروه زير يكسال انجام شد . (p >0/05, X2=2/799)شود

 نشان داده شده كه ارتباط معني دارآماري بين جنس با مننژيـت انتروويـروس               ،با توجه به بررسي انجام شده     

 و ازكودكــان پــسر درصــد بيــشتري (p>0/05,X2=0/166)ومننژيــت آســپتيك غيرانتروويــروس وجــود نداشــته 

 .جدا شده است) درصد٥/٣٢(نسبت به كودكان دختر) درصد٥/٦٧(ويروس انترو

نتايج نشان دادكه بين فصل با مننژيت انتروويروس ها ومننژيت آسپتيك غيرانتروويروس همبـستگي وجـود                

. انجـام شـد  %) ٥٠(بيشترين ميزان جداسازي انتروويروس ها در فـصل تابـستان   . (P< 0/005, X2=14/604)دارد

. (p<0/001 ,X2=12/542)  دارآماري بين فصل تابستان و سايرفصل ها در ايـن مـورد وجـود دارد   اختلاف معني

بررسي انجام شده نشان دادكه نسبت درصد مننژيت آسپتيك ناشي از انتروويروس ها در يافته هـاي بـاليني كودكـان                     

 درصد  ٤٥ و   ٥/٤٢, ٥/٨٢, ٥/٤٧, ۵/۹۷ ،١٠٠ سفتي گردن و سردرد به ترتيب        ، تشنج ، تهوع ، استفراغ ، تب :شامل بيمار

وكوكساكي ويروس  %) ٩٥ (B5طبق بررسي انجام شده سروتيپ هاي جدا شده شامل كوكساكي ويروس            . بوده است 

B4) از مـوارد مننژيـت آسـپتيك ناشـي از انتروويـروس هـا مـي                % ١٥در اين مطالعـه مـشخص گرديـد       . بودند%) ٥

%) ۱۴( مـورد  ٧ نمونـه مغـزي نخـاعي        ٥٨جـام شـد از       ان Watanabeدر يـك بررسـي كـه توسـط          ). ١شكل  (باشد

از مواردمننژيت آسپتيك توسـط انتروويروسـها       % ٤١ Chonmaitreeبراساس گزارش   .  )٥( انتروويروس جدا گرديد  

 سـال در ژاپـن نـشان داده شـد         ٢ دركودكـان كمتـراز    1993-1989طي يك بررسـي درسـالهاي       .  )٦( انجام مي شود  

مقايسه نتايج بدست آمده از ايـن بررسـي بـا مطالعـه            %). ٦٠( مورد وجود داشتند   ٢٧٤از نمونه   ١٦٤انتروويروس ها در  

Watanabe       مشابه بوده ولي از بررسي Chonmaitree    علـت ايـن امرگـسترش ناهماهنـگ ايـن         .  كمترمـي باشـد

 البتـه . همچنين مي تواند به علت عدم رعايت مـوازين بهداشـتي درمنـاطق خـاص باشـد                . ويروس درجهان مي باشد   

واكسيناسيون خيلي مهم است چون دركشورهايي كه واكسن اوريون استفاده نمي شود اين ويروس در ايجاد مننژيت                 

 سال انجام پذيرفت بيشترين موارد بيماري دركودكـان زيريـك           ١٤دراين بررسي كه دركودكان زير    .  )٨،  ٧،  ٤( نقش دارد 
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5 ۱۳۸۷، زمستان ۱/۷۰شماره ، ۱۸جلد ، )JSIAU( مجله علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامی، 

ازنوزادان بيمار مننژيت انتروويروسي داشـتند      % ٥١ مشخص شدكه    Doganدرطي بررسي   %). ٥/٤٢(سال بوده است    

در ايـن   . )٩(و ميزان جداسازي ويروس ارتباط مستقيمي با تعداد لكوسيت هاي موجود درمايع مغزي نخـاعي داشـت                  

درمطالعه اي مـشابه    %). ٥/٦٧(پژوهش ديده شدكه موارد مننژيت انتروويروس دركودكان پسر بيش ازدختربوده است            

Hensel  همچنين .  )١٠(بيشتربوده است   %) ٦٦(كه در موارد بيماري مننژيت آسپتيك درصد مبتلايان پسر         گزارش نمود

Bazart   و Etter             ١٢،  ١١( بوده اسـت  % ٦٩ در بررسي هاي جداگانه اي نشان داده اند كه درصد ابتلاء دركودكان پسر(  .

ابـستان در مقايـسه بـا سايرفـصول         بررسي حاضر نشان مي دهد كه تعداد بيماران بامننژيت انتروويـروس در فـصل ت              

طـي  .  )١٠(   انجام داده اند مشابه بوده است       Hensel  و    Alerajكه در مقايسه با مطالعاتي كه       %)٥٠(بيشتربوده است   

 نشان داد كه نمونه هاي مننژيت آسـپتيك در تابـستان بـه خـصوص مـاه                  Yamashita ساله در ژاپن   ١١يك بررسي   

 .  )١٣( ودجولاي با شدت بيشتري ديده مي ش

شكل 1: درصد موارد مننژيت انتروويروس در مقابل مننژيت غير آنتروويروس

15%

85%

مننژيت انتروويروس
مننژيت غير انتروويروس

 

تب  استفراغ تهوع تشنج سفتي گردن سردرد

مننژيت انتروويروس 
مننژيت غيرانتروويروس 
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شكل2:نمودار توزيع علايم باليني در بيماران با مننژيت انتروويروس و مننژيت غير انتروويروس
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زير يكسال
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شكل 3: نمودار توزيع فراواني بيماران با مننژيت انتروويروسي و مننژيت غير انتروويروسي در
 گروه هاي سني مختلف 

مننژيت انتروويروس
مننژيت غيرانتروويروس

 

بهار تابستان
پائيز

زمستان

مننژيت انتروويروس
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تعداد بيماران

فصل

شكل 4: نمودار توزيع فراواني بيماران با مننژيت انتروويروس و مننژيت غير انتروويروس در 
فصل هاي مختلف

مننژيت انتروويروس
مننژيت غيرانتروويروس

 
 

انتروويروس

CoxsackieB1

CoxsackieB2
CoxsackieB3

CoxsackieB4
CoxsackieB5

CoxsackieB6
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شكل 5: نمودار سروتيپهاي انتروويروسي جدا شده 
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7 ۱۳۸۷، زمستان ۱/۷۰شماره ، ۱۸جلد ، )JSIAU( مجله علوم پايه دانشگاه آزاد اسلامی، 

 به نام خدا
 پرسشنامه

 بررسي مننژيت و مننگوانسفاليت ويروسي
 :تاريخ دريافت نمونه:                                                                 شماره نمونه بيمار

 :نوع نمونه
 :                        جنس:  سن:                                    نام و نام خانوادگي

 :پزشك معالج:                                بخش:                                      بيمارستان
 :شهرستان:                                                                  محل سكونت

 ):الفلج اطف, سرخجه, سرخك, اوريون(سابقه واكسيناسيون
 :خلاصه شرح حال بيمار 

 :تهوع:                        استفراغ:                  سردرد:               تب
 :اسهال:                            تشنج:                     سفتي گردن

 :ساير علايم باليني
 :نتايج آزمايشگاه

 :ميزان قند
 :ميزان پروتئين

  Mono Poly                                                                                               :           سلول
WBC               RBC 

 :نتيجه آزمايش باكتريولوژي
 :نتيجه آزمايش ويرولوژي
 :نتيجه آزمايش سرولوژي

 

 
Table 1: Code for reading results 

If Neutralized 
By Pool(s): 

 
Virus Is: 

If Neutralized 
By Pool(s): 

 
Virus Is: 

A 
B 
C 
D 
E 
F 
G 
H 

AB 
AC 
AD 
AE 
AF 
AG 
AH 
BC 
BD 
BE 
BF 
BG 
BH 

E١٥ 
E٢١ 
E٢٤ 
E٢٥ 
E١١ 
E٢٧ 
E٣١ 

CA١٦ 
CA٧ 
CB١ 
E٣٣ 
CB٤ 
E٧ 
E٤ 
E١ 
E٢ 

CB٢ 
P٢ 
E١٩ 
CA٩ 
E٣ 

CD 
CE 
CF 
CG 
CH 
DE 
DF 
DG 
DH 
EF 
EG 
EH 
FG 
FH 
GH 

ACF 
AEG 
BDF 
BFH 
CEG 
DEH 

E٦ 
CB٥ 
P١ 

CB٣ 
E١٢ 
E١٣ 
E١٤ 
E١٦ 
P٣ 
E١٨ 
E١٧ 
E٢٢ 
E٢٠ 
CB٦ 
E٢٣ 
E٢٩ 
E٥ 
E٢٦ 
E٩ 
E٣٠ 
E٣٢ 
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  گيري نتيجه

طـي  . (B4,B5)كوكساكي ويروس ها در ايران شيوع دارند      , اين بررسي نشان دادكه از بين انتروويروس ها       

%) ١٧ (B5, %)٨/١٢ (B4 ,%)٨/٢٩ (B1 شـامل    Bبررسي انجام شده در شهرتاجيمي ژاپـن كوكـساكي ويروسـهاي            

از موارد مننژيـت انتروويروسـي      % ١٤ نشان دادكه    Doganدر يك بررسي    .  )١٢( تعيين گشتند %) ٣٤(١٦واكوويروس  

را %) ٤٦ (B3 كوكـساكي ويـروس      Glimakerدر بررسـي ديگـري      .  )٩(  بـوده اسـت    Bناشي ازكوكساكي ويروس    

 سروتيپ انتروويروسي شامل كوكساكي ويـروس       ٨دادكه   نشان   Yamashitaساله  ١١طي يك بررسي    .  )١٤( جداكرد

B3 ,B5   بـا توجـه بـه نتـايج        .  )١٣(  بيشترين عوامل اپيدمي در ژاپـن هـستند        ٣٠و  ١٨, ٩, ٧, ٦, ٤ و اكوويروس هاي

, ناهمگوني كه در بررسي هاي مختلف بدست آمده است مي توان اين مسئله را عنـوان نمودكـه شـرايط جغرافيـايي                     

نتايج اين بررسي نشان ميدهدكـه انتروويـروس هـا          . بهداشتي در انتشار اين ويروس ها سهيم هستند       اپيدميولوژيكي و 

بـا  .  سـال مـي باشـند      ١٤ازعوامل ويروسي اصـلي ايجادكننـده مننژيـت آسـپتيك و مننگوانـسفاليت دركودكـان زيـر                

ي انتروويروسـي بـه     عفونـت هـا   , درنظرگرفتن شرايط بهداشتي و اجتماعي جامعه و امكان بـروز آلـودگي مـدفوعي             

خصوص در فصل هاي گرم سال به عنوان مشكل بهداشتي مطرح بوده و از راه هاي جلوگيري انتشار عفونـت هـاي                      

انتروويروسي رعايت اصول بهداشتي و جلوگيري از برقراري شرايط مناسب براي انتقال اين ويروس هـا دركودكـان                  

دكان به مننژيت انتروويروس آلوده بودندكـه مـي توانـد اطـلاع     از كو% ١٥نتايج اين تحقيق نشان داد كه حدود  . است

 .جامعي در جهت كاربرد بي مورد آنتي بيوتيك ها در رابطه با اين شكل باليني باشد
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