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                            دانشگاه آزاد اسلاميپزشكيعلوم جله م                                 
  57 تا 51حات صف، 84تابستان ، 2، شماره 15 دوره                 

  

شناسايي  بلوچستان و پايش محيطي ويروس پوليو در استان سيستان و
   هاي جدا شده دركشت سلولي با روش ميكرونوتراليزاسيونويروس

  يزا  و  پروب هيبريديزاسيونهاي الاي توسط روشو افتراق بين تيپ
 ، **دكتر محبوبه ساريجلو ،** دكتر حميده طباطبائي،*سعيده السادات رضوي، *سيد حامد خدائي، *دكتر محمد كارگر

  **دكتر رخشنده ناطق، *  بابك زارعيان،**موديدكتر شهره شاه مح

 
   واحد جهرم،دانشگاه آزاد اسلامي گروه ميكروبيولوژي، *

  گروه ويروس شناسي ، دانشكده بهداشت و انستيتو تحقيقات بهداشتي ، دانشگاه علوم پزشكي تهران **

  چكيده
گردش خفته ويروس  هاي كلينيكي، پوليوي وحشي از نمونه جداسازي ويروس كشورهاي دنيا با وجود عدمدر بعضي از  :سابقه و هدف

پايش  كني ويروس فلج اطفال، جهت تاييد نهايي ريشه به همين دليل سازمان بهداشت جهاني. هاي فاضلاب گزارش شده است در نمونه
كني ويروس پوليوي  در اين پژوهش جهت اطمينان از ريشه .هاي فاضلاب و آبهاي سطحي را پيشنهاد نموده است محيطي نمونه

 .پايش محيطي استان سيستان و بلوچستان انجام شده است وحشي،
 آبهاي سطحي چندين روستا  بيمارستان و5،  نمونه از دو مركز تصفيه فاضلاب86 ،1383ماه سالاز فروردين تا اسفند :  بررسيروش

مورد بررسي قرار  وجود ويروس پوليو Two-phase  و Pelletآوري و به صورت مستقيم و دو روش تغليظ  جمعGrab sampleبا روش 
هاي الايزا و پروب هيبريديزاسيون افتراق سيون تعيين تيپ و با روشهاي پوليوي جدا شده با روش ميكرونوتراليزاسپس ويروس. گرفت

  .داخل تيپي انجام شد
از . ه خوشبختانه هيچ كدام ويروس وحشي نبودندك دشويروس پوليو جداسازي ) %9/20(  مورد18 در ،ها از مجموع كل نمونه: ها يافته

بيشترين . ند جداسازي شدTwo-phase و Pellet ،به ترتيب با روش مستقيم) %1/15 (مورد  13 و) %3/9 (8 ،)%3/2(مورد  2اين تعداد 
 .بود) %8/27با فراواني  ( تيپ سهو پوليوي) %2/72با فراواني (هاي جدا شده مربوط به پوليوي تيپ دو فراواني ويروس

مويد سازي در ايران به ويژه در منطقه پرخطر مورد بررسي و همـچنين   نشان دهنده سطح مناسب پوشش ايمننتايج: گيري نتيجه
   .بود  در كشـورAFPپايـش مناسـب مــوارد كـلينيكي 

  . فاضلاب، فلج اطفال ويروس ،پايش محيطي :واژگان كليدي
  

  1مقدمه
هــا و خــانواده   نتروويــروسويــروس پوليــو جــزء جــنس ا   

  و باشد مي  سروتيپ 3 اين ويروس داراي . پيكورناويريده است
  ).1،2 (استشل حاد  عامل فلج پاتوژن انساني مهمترين

                                                 
  ارگرجهرم، دانشگاه آزاد اسلامي، گروه ميكروبيولوژي، دكتر محمد ك: آدرس نويسنده مسئول

)email: mkaragarmicro418@yahoo.com  (  
  8/4/1383: مقالهتاريخ دريافت 

  17/2/1384 :تاريخ پذيرش مقاله

فلـج  در يك درصد از مـوارد عفونـت بـا ويـروس پوليـو،       تقريبا
 سـاعت علائـم     48گـردد كـه عمومـا پـس از            مـي  اطفال ايجاد 

 روز ضعف پـيش رونـده       10از   كلينيكي مشخصي ايجاد و پس    
 درصـد ازعفونتهـاي     95 تـا    90.شود به صورت كامل نمايان مي    

 درصـد همـراه بـا    8 تـا  4ويروس پوليو فاقد علائـم كلينيكـي،      
گاستروانتريت يا بيماري شـبه      و   عفونت تنفسي : عوارضي مانند 

 درصـد از مـوارد مننژيـت           2 تا   1همچنين در . باشد انزا مي ولآنف
عموماً پوليوميليت در منـاطق معتـدل       . شود  مي آسپتيك ايجاد 
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در تابستان و پائيز و در مناطق گرمسيري در تمـام فـصول در              
ريسك ابتلا به عفونت مستقيما با      . باشد ميان كودكان شايع مي   

فقــر بهداشــتي، تــراكم جمعيــت  و سيــستم تخليــه فاضــلاب 
ــاي داراي پوشــش نامناســب    ــژه در جمعيته ــه وي نامناســب ب

  .)3 (ون، در ارتباط استواكسيناسي
 سازمان بهداشت جهاني طرحـي را بـه منظـور           1988در سال   

 تـدوين نمـود ولـي بـه     2000كني ويروس پوليو تا سـال     ريشه
كنـي در بعـضي كـشورها ايـن هـدف           دليل محقق نشدن ريشه   
  ).4( تاكنون تحقق نيافته است

 سـازي،  كني با پوشش گسترده ايمـن      هاي ريشه  انجام استراتژي 
ــلا ــياع ــاي مل ــن م روزه ــوارد   ايم ــايش م ــازي، پ و AFP س
كنـي كامـل    منجـر بـه ريـشه   ) 5 ( (Mopping up)گيـري  لكـه 

 از 2000از آمريكـا، در سـال    1994ويروس وحـشي در سـال   
). 6( ه اسـت از  اروپا گرديد 2002غرب اقيانوس آرام و در سال 

 125 تعداد كـشورهاي انـدميك از        2001بدين ترتيب تا سال     
 به هفت كـشور و در سـال         2002 كشور، در سال     10كشور به   

  نيجريه نيجر،  هند، پاكستان،  به شش كشور افغانستان،2003
  ). 6،7(محدود شده است  مصر و 

 1992كني ويـروس فلـج اطفـال از  سـال         در ايران برنامه ريشه   
آغاز شـد و تـاكنون عـلاوه بـر واكـسيناسيون جـاري و اعـلام                 

ســازي در مناطـق پر خـــطر       چندين نوبت روزهاي ملي ايمن    
ــا Subnational Immunization Daysنيزچنـــدين نوبـــت   ي

  و 1997 ،1996در سـالهاي    . ه اسـت  انجام شـد   SNIDsهمان  
 مورد ويـروس پوليـو وحـشي در    2 و 13 ،12  به ترتيب1998

 مـورد ويـروس     15از مجمـوع    . گرديده اسـت  ايران  جداسازي    
، سـيزده مـورد   1998و  1997 وحشي جدا شـده در  سـالهاي  

  . ه استمربوط به استان سيستان و بلوچستان بود
مصــر و اسرائيل، با وجـود  : در بعضي از كشــورهاي دنيا مانند    

هاي كلينيكـي،    عدم جداسازي ويروس پوليوي وحشي از نمونه      
هاي فاضلاب گزارش شده اسـت       گردش خفته ويروس در نمونه    

كـشورهاي   اني بـه به همين دليل سازمان بهداشت جه ـ .)8،9(
،  فلـج اطفـال    كني ويروس  ، پس از ريشه   خطرر پ واقع در نواحي  

  هـاي ســـطحي و فاضـــلاب   آب هاي پايش محيطي را از نمونه
ـــوده اســت  ــشــنهاد نمـ  2000خوشــبختانه از ســال ). 4(پي

 سروتيپ ويروس وحشي پوليو در ايـران        3تاكنون هيچكدام از    
  .جداسازي نشده است

يران بـا دو كـشور افغانـستان و پاكـستان در     به دليل مجاورت ا 
كـه داراي گـردش ويـروس پوليـوي وحـشي           (مرزهاي شـرقي    

بلوچستان جزء مناطق پرخطر      استان سيستان و   ،)10(هستند  
هـدف از  .  اسـت جهت ورود ويروس وحـشي پوليو بـه كـشـور        

هاي سـطحي اسـتان     ، پايش محيطي فاضلابها و آب     اين پژوهش 
 بررسـي وجـود ويـروس پوليـوي         سيستان و بلوچستان جهـت    

ــسن    ــشتق از واك ــشي و م ــد  (VDPV)وح ــت تايي  و در نهاي
  .باشد كني ويروس پوليو در ايران مي ريشه

  

  مواد و روشها
ــديريت   ــز م ــاري مرك ــا همك ــت و   بيماريب ــاي وزارت بهداش ه

 چابهار و زابل از فـروردين تـا         ،مسئولين مراكز بهداشت زاهدان   
 بيمارستان  5 ،يه  فاضلاب   سيستم تصف  2 از   1383اسفند سال   

 ،grab sampleبـا روش    نمونـه 86و روستاهاي اطراف چابهـار  
) Raw sewage( مربوط به فاضلاب خام ها نمونه تمامي. شد تهيه

ــسمت ورودي فاضــلاب  ــد و از ق ــع) Inffluent( بودن آوري  جم
  . شدند

ها يك ليتر بود و توسط ظـروف پلاسـتيكي           حجم تمامي نمونه  
شناسـي مركـز كـشوري فلـج         آزمايشگاه ويـروس  دار به    درپوش
  دانــشگاه علــوم واقــع در انــستيتو تحقيقــاتي) NPL( اطفــال

 نمونه مشخصات در تمامي موارد. گرديد منتقل  پزشكي تهران

در  )و دمـاي نمونـه  PH  ،بـرداري، تـاريخ   محل نمونـه ( فاضلاب
هـا   نمونـه  در انتقـال و نگهـداري  . شد پرسشنامه تنظيمي ثبت 

تلقيح به كشت سلولي رعايت زنجيره سـرد و نگهـداري           قبل از   
  .گراد انجام شد  درجه سانتي4در دماي 

  مـستقيم و بـا دو روش تغلـيظ    بـه صـورت   هاي فاضلاب نمونه
 مورد بررسي   Two-phaseو روش تغيير يافته     ) Pellet(رسوبي  

چنـد سـاعت بـه    ابتدا ظرف محتـوي نمونـه بـراي       . قرار گرفت 
سپس . گراد قرار داده شد     درجه سانتي  4صورت ثابت در دماي     

بـراي تغلـيظ بـا      . مايع رويي به يك ارلن استريل انتقال يافـت        
   لولـه   5ليتـر بـه       ميلـي  75، از باقيمانده فاضلاب     Pelletروش  

 درجـه   5ليتري منتقل و در دماي        ميلي 15استريل   پلاستيكي
سـپس  .  شـد  دقيقه سانتريفيوژ10به مدت RPM  5000و دور 
 درجـه   4 را براي اسـتفاده در مراحـل بعـدي در دمـاي              ها لوله

  .نگهداري گرديد
 و Hovi  بــا اســتفاده از روش پيــشنهادي  Two-phaseروش 

 400 : بـه صـورت زيـر انجـام شـد          2001همكارانش در سـال     
ليتر از مايع رويي فاضلاب كه در مرحله اول جدا شده بود          ميلي

، PEG6000 و ليتري ريختـه    ميلي 1000را در داخل يك ارلن      
30) %Merk (باكتري مربوط به% 20ودكستران  Leuconostoc 

 mesenteroides)D5376, sigma(  2000000با وزن مولكولي  
گــرم 6/133:  مــولار بــه ترتيــب بــه ميــزانNaCl) Merk (5و 

(W/V)،20   گرم (W/V)   ليتـر   ميلي 16 و(V/V)      بـه آن اضـافه 
 با سـود يـك      8  تا 7 محلول در دامنة     PHپس ازتنظيم   . گرديد
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روي  يـك سـاعت بـر    بـه مـدت    ارلن محتوي مواد فوق،نرمال
.  قرار داده شدRPM 260با دور  )Horizonatal shaker(شيكر 

ــه داخــل يــك قيــف جداكننــده     ســپس محتويــات ارلــن را ب
(Separation funnel) 500 يـك شـب     ليتـري ريختـه و    ميلـي

(Overnight) مرحله بعد در. گرديد  درجه نگهداري4 در دماي 
و لايـة  ) bottom phase( ليتـر از لايـه رسـوب انتهـايي      ميلي5

آوري شد و بـه       مع ج (Interphase)تشكيل شده در بين دو فاز       
در ). 7( مرحلـه قبـل اضـافه گرديـد          Pellet هـاي   يكي از لولـه   

 4هـا بـه    و قـارچ   هـا  مرحله آخر بـراي از بـين بـردن بـاكتري    
و تغليظ رسوبي و دو فازي يك هاي مستقيم  نمونه ليتر از ميلي
 دقيقـه در دور  20اضـافه و  ) Merk(ليتر كلروفرم خـالص     ميلي

RPM200       دقيقـه   10سـپس .  بر روي شيكر لوله قرار داده شد 
 درجه سـانتريفيوژ  5و دماي  RPM2000محتويات لوله در دور

آوري   هاي استريل جمـع    و مايع تيمار شده رويي در كرايوتيوب      
  .گرديد
ــاي از رده ــلولي  ه ــازي  Hep-2  و L20B، RDس ــراي جداس ب

 .هاي غيـر پوليـويي اسـتفاده شـد     ويروس پوليو و انتروويروس

هاي موجـود در      هاي سلولي به وسيله انترويروس     حساسيت رده 
  .آزمايشگاه تعيين گرديد

كــشت   لولــه6 فاضــلاب، يــك نمونــه تيمــار 3هــر  بــراي  
  تلقيح نميزا. شد  در نظر گرفتهHep-2  و L20B ، RDسلولي

 ميكروليتر بود و پـس از  200 سلولي كشت فاضلاب به هر لوله
براي .  روز نگهداري گرديد   7 درجه به مدت     36تلقيح در دماي    

ــشاهده  ــهCPEم ــر روز لول ــكوپ   ه ــا ميكروس ــا ب ــوس ه  معك
)Inverted microscope( هاي مثبـت در دمـاي    بررسي و نمونه

  روز،7 از سهمــچنين  پـ ـ  .دندش  درجه نگهــداري مـي-20

 گــرم  از پـس و  فـريز  درجه-20منــفي در دماي  هاي لوله 

پاسـاژ مجـدد   ) Freeze & Thawing( اتـاق   دمـاي  كــردن در
  . شد داده

 L20B مثبت شده ولـي روي       RDه نمونه روي    كبراي مواردي   
  .  صورت گرفتL20B به RDمنفي شده بود، پاساژ 

ايج كـشت سـلولي بـراي       پس از تعيين نت   : تست نوتراليزاسيون 
هاي مثبت تست نوتراليزاسيون اختـصاصي پوليـو انجـام           نمونه
هاي ميـــكروتيتر    براي انجام تست نوتراليزاسيون از پليت      .شد

هــر ويـروس پوليـــوي   براي. اســتفاده شــد) ميــكروپليت(
ـــرم   ـــي ســ ـــده از آنتـ ــدا شــ و  pooled polio (PP)جـ

استفاده  PIII و PIII  ،PI و PII  ،PII و PI هاي مخلوط  ســرم آنتي
  .)11( شد

توسـط  ) RIVM(الايـزاي پوليـو    اختـصاصي  كيـت  :تست الايزا
سازمان بهداشت جهاني در اختيار آزمايشگاههاي فلـج اطفـال          

هاي ميكرو پليت كه توسـط        در اين تست چاهك   . گيرد قرار مي 
IgGپوشيده شده   3و 2و 1هاي تيپ   ويروس،ضد پوليو  گاوي

سـپس انكوباسـيون بـا    . مجاور مي شوند   معين پوليوبا سوش
تيـپ   شده اختـصاصي  هاي خرگوشي جذب متقاطع آنتي سرم

)cross-absorbed (ــي ــه مـ ــد ادامـ ــشوي . يابـ پـــس از شستـ
 ضـد خرگوشـي    IgG ،هاي خرگوشـي متـصل نـشده    سرم آنتي

ــشان ــسيداز  ن ــا پرواك ــده ب ــي) HRP(دار ش ــافه م ــا  اض ــود ت ش
 Aدر چاهــك . ناســايي نمايــدهــاي خرگوشـي را ش  ســرم آنتـي 
كه هم با ويروس    (بادي خرگوشي ضد پوليو ويروس توتال        آنتي

 B، در چاهك    )دهند  هم با ويروس وحشي واكنش مي      واكسن و 
بـادي ضـد      آنتـي  Cبادي ضد پوليوي وحشي و در چاهك         آنتي

 هر كـدام    C و   Bهاي    از چاهك . شود پوليوي واكسن ريخته مي   
نـدة  ، نـشان ده   ري را داشته باشـند    رابر و نيم ديگ    دو ب  ODكه  

  .)11(سوش ويروس مورد نظر است 
در اين تست از اختلافات موجـود       : تست پروب هيبريديزاسيون  
. شـود  وحـشي اسـتفاده مـي     ويروس  در ژنوم ويروس واكسن و      

 ساخته واكسن  ويروسVP1/2Aپروب مناسب كه براي قسمت 

  ويـروس  از واكسن بين ويروس شده، براي افتراق دار  نشان  و

همچنين از پروب ديگري كه براي ناحية . رود مي وحشي به كار
سـاخته شـده و در تمـامي        ) NTRَ5( ژنـوم    5غيرقابل ترجمـة َ   

. شـود  به عنوان شاهد استفاده مي    ،  ها حفاظت شده    انتروويروس
، بايـد تيتـر بـالايي از        اي انجام تست پروب هيبريديزاسـيون     بر

وجـود داشـته    ) ده اسـت  كه تيپ آن معلـوم ش ـ     (ويروس پوليو   
 ويروس استخراج و بر روي فيلتر قرار        RNAدر اين روش    . باشد

ــرو. شــود داده مــي ــشان ب  ســپس پ ــا  هــاي ن  DIGدار شــده ب
Digoxigenin) (   هـاي بانـد نـشده       پروب. شود به آن افزوده مي

شـده توسـط    هـاي بانـد    خـارج و پـروب  ،طي مراحل شستـشو 
واكنش مثبـت بـه   . رددگ شناسايي مي سوبسترا– آنزيم  واكنش

  ).11(شود  صورت مشاهدة لكة خاكستري مشخص مي
ــرم      ــا نـ ــده بـ ــت آمـ ــايج بدسـ ــاري نتـ ــاليز آمـ ــزار آنـ   افـ

SPSS (ver.13, SPSS Inc. USA)   شد انجام.  

  
  ها يافته

 نمونـه از فاضـلاب      86 جمعا   ،1383از فروردين تا اسفند سال      
ــام   ــل و ج ــلاب زاب ــصفيه فاض ــستم ت ــدان،   دو سي ــم زاه  5ج

خاتم الانبيـاء و   ،يتامين اجتماع مارستان اميرالمومنين زابل،بي
ابيطالب زاهـدان و بيمارسـتان بـزرگ چابهـار و آبهـاي              بن علي

 grab sampleسطحي تعـدادي از روسـتاهاي چابهـار بـا روش     
بيشترين جمعيت تحت پوشش به ترتيب مربـوط        . تهيه گرديد 
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و %) 9/54(به سيستم تصفيه زابل با يكصد و بيست هـزار نفـر             
   ).1جدول  (بود % ) 9/22(نفر  هزار زاهدان با پنجاه جام جم

  
واحدهاي مورد ) درصد( فراواني مطلق و نسبت  -1جدول 

  پژوهش بر حسب جمعيت و محل نمونه گيري

 سال 1383
جمعيت يا ظرفيت 

 )به نفر (  اسمي
 تعداد درصد تعداد درصد

  
  محل نمونه گيري 

 

 رستان اميرالمومنين زابلبيما 6500 9/2 7 1/8
 مركز تصفيه فاضلاب زابل 120000 9/54 10 6/11
بيمارســتان تــامين اجتمــاعي  18000 3/8 10 6/11

 زاهدان
 بيمارستان خاتم الانبيا زاهدان 7000 2/3 10 6/11
بيمارستان علي ابـن ابيطالـب       6000 8/2 10 6/11

 زاهدان
ام جم  مركز تصفيه فاضلاب ج    50000 9/22 10 6/11

 زاهدان
 بيمارستان بزرگ چابهار 9000 2/4 11 8/12
 روستاهاي چابهار 1800 8/0 18 9/20

 جمع 218300 100 86 100

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

برداري از واحدهاي مـورد پـژوهش تقريبـا          راواني توزيع نمونه  ف
آوري   نمونه جمع  21يكسان بود و به طور متوسط در هر فصل          

پوليو به صورت مستقيم و با دو روش تغليظ در          هاي   و  ويروس  
ــلولي  رده ــاي س ــدHep-2  و L20B ،RDه ــازي گردي .   جداس

سپس براي تعيين سه سروتيپ مختلف ويروس پوليـو تــست           
در مرحـــله بعـد    .انجام شدميـكرونوتراليزاسـيون اختصاصـي 

 (Non Sabin Like =NSL) تيپهاي وحشــي بيـن افـتراق جهت
ژنيك الايـزا و   هاي آنتياز تست، (Sabin Like=SL)و واكــسن 

  .استفاده گرديدژنوميك پروب هيبريديزاسيون 
حاوي %) 9/56( نمونه   49 ،آوري شده   نمونه جمع  86از مجموع   

ويروس پوليو جدا شد    %) 9/20( نمونه   18انتروويروس بود و از     
ن تيپي مشخص گرديـد كـه تمـام    و با انجام تستهاي افتراق بي    

 (SL)اي پوليوي جـدا شـده مربـوط بـه تيـپ واكـسن         هويروس
بيشترين فراواني جداسازي ويروس پوليو مربـوط بـه        . باشند مي

و % 1/8سيستم تصفيه فاضلاب جـام جـم زاهـدان بـا فراوانـي         
سيستمهاي تصفيه فاضلاب زابل و بيمارستان چابهار هر كـدام          

 Lهاي مختلف ويروس پوليويبيشترين تيپ. بود% 7/4با فراواني 

  .بود) 8/27% (PIIIو ) PII) 3/72% جدا شده مربوط به 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  هاي جدا شده با سه روش مختلف  بر حسب كل نمونه ها و انتروويروس جموع پوليوويروس منسبي توزيع فراواني مطلق و -2جدول     
 پوليوويروس انتروويروس

Two-phase Pellet Direct Two-phase Pellet Direct 
 تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد

 واحد مورد پژوهش

 بيمارستان اميرالمومنين زابل 1 2/1 0 0 0 0 3 5/3 3 5/3 5 8/5
 مركز تصفيه فاضلاب زابل 0 0 2 3/2 4 7/4 5 8/5 10 6/11 15 4/17
 بيمارستان تامين اجتماعي زاهدان 0 0 0 0 0 0 1 2/1 2 3/2 2 3/2
 بيمارستان خاتم الانبيا زاهدان 0 0 0 0 0 0 0 0 2 3/2 2 3/2
 مارستان علي ابن ابيطالب زاهدانبي 0 0 1 2/1 1 2/1 0 0 7 2/8 6 9/6
 مركز تصفيه فاضلاب جام جم زاهدان 0 0 3 5/3 5 8/5 3 5/3 10 6/11 18 9/20
 بيمارستان بزرگ چابهار 1 2/1 2 3/2 3 5/3 1 2/1 4 7/4 8 3/9
 روستاهاي چابهار 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2/1 1 2/1
 جمع 2 3/2 8 3/9 13 1/15 13 1/15 39 4/45 57 3/66

  با سه روش مختلف بر حسب كل نمونه  ويروسهاي پوليوي جدا شده بر روي رده سلوليي توزيع فراواني مطلق و نسب-3جدول 
 رده سلولي

Hep-2 RD L20B 

Two-phase Pellet Direct Two-phase Pellet Direct Two-phase Pellet Direct ويروس  
  تعداد % تعداد % تعداد % تعداد % تعداد % تعداد % تعداد % تعداد % تعداد %

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 Polio 1 

7/4 4 2/1 1 2/1 1 8/5 5 8/5 5 2/1 1 1/8 7 1/8 7 2/1 1 Polio 2 

2/1 1 0 0 0 0 7/4 4 2/1 1 0 0 7/4 4 2/1 1 0 0 Polio3 

8/5 5 2/1  جمع 1 2/1 8 3/9 11 8/12 1 2/1 6 9/6 9 5/10 1 2/1 1
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 از هيچ يك از واحـدهاي مـورد         (SL)ويروس پوليوي تيپ يك     
پس از بررسي نتايج با انجـام آزمـون         .  پژوهش جداسازي نشد  

 مـشخص گرديـد كـه بـين     Post Hocسـپس   آناليز واريانس و
در  (Two-phaseس پوليـو بـا روش مـستقيم و          جداسازي ويرو 

همچنـين بـين    . داري وجـود دارد    اختلاف معنـي  ) 05/0سطح  
داري   اختلاف معنـي Hep-2و L20B جداسازي ويروس در رده 

  ،مـستقيم  روش بـا ). 3جـدول  . (وجود داشت 05/0در سطح 
Pellet و Two-phase     ويـروس پوليـو   13 و 8 ،2بـه ترتيـب 

  ميــزان4باتوجــه بــه جــدول ). 2ل جــدو(جداســازي گرديــد 
فــصل جداســازي ويــروس پوليــو بــا روش مــستقيم در هــر دو 

 درصد بود و بيشترين ميزان جداسازي اين        2/1 زمستان و بهار  
و بـــا روش     %) 7/4(، در فصــل پــاييز      Pelletويروس با روش    

Two-phase صورت گرفت%) 8/5( ، در فصل تابستان.   

  
  بحث

 كشور از    18 ويروس پوليوي وحشي در      ،2005تا ابتداي سال      
كن شده است و تنها در سه كـشور          ناحيه مديترانه شرقي ريشه   

ويـروس بـه    ، افغانـستان و پاكـستان ايـن    مصراين ناحيه يعني
 درصد مـوارد پوليـو      99. )12(صورت اندميك باقي مانده است      

نيجريه  ، مربوط به  سه كشور هند      2002 سال   گزارش شده در  
كنـي   يكـي از موانـع بـزرگ ريـشه        ). 6(ن بوده اسـت     و پاكستا 

 كــشـور 6، گــردش ويــروس وحــشي در جهــاني فلــج اطفــال
كـه  ) 4(نيجريه و مصر است  نيجر، هند، پاكستـان، افغانستـان،

هـم جـوار ايـن كـشورها        توانـد بـراي منـاطق        اين مـساله مـي    
كني ويـروس فلـج      به عنوان نمونه پس از ريشه     . خطرناك باشد 

بنـين، بوتـسوانا، كـامرون، گينـه، مـالي،          :  كـشور  11اطفال در   
عربستان صعودي، بوركينافاسـو، جمهـوري آفريقـاي مركـزي،          

   AFP مجدداً موارد،2004چاد، ساحل عاج و سودان در سال 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

بــا بررســي ژنوتيــپ . پوليــويي در ايــن كــشورها گــزارش شــد
 يـاد   AFPويروسهاي جداشده مشخص گرديد كه علـت مـوارد          

ده ورود ويروسهاي پوليوي بومي كشور نيجريـه بـوده اسـت            ش
)13.( 

شش ناحيه بـا گـردش     ،2005 ماه اول سال 6در پاكستان در 
فعال ويروس پوليوي وحشي وجود داشته كه متاسـفانه بيـشتر           
اين مناطق در نزديكي مرزهاي ايران با كشورهاي افغانـستان و           

 1997 تـا    1989ال   در اسرائيل از س    .)12(پاكستان قرار دارند    
هـاي فاضـلاب    پايش محيطي ويروس پوليو با استفاده از نمونـه  

در ايـن مطالعـه در       . و همكـارانش انجـام شـد       Manoryتوسط  
 5 در كشور وجود نداشت      AFPحالي كه هيچ گزارشي از وقوع       

 1996 تـا    1990ي  ها در سـال   3و1ع ناشي از پوليوي تيپ      شيو
ــشان داده شــد   1999 در ســال Deshpandeهمچنــين . )8(ن

هاي فاضلاب در هند موفق بـه         با پايش محيطي نمونه    ،2000تا
 با استفاده از روش     3و1جداسازي ويروس پوليوي وحشي تيپ      

ها باعث شد كـه سـازمان       اين گزارش . گرديدTwo-phaseتغليظ  
كني ويـروس پوليـوي وحـشي از         بهداشت جهاني پس از ريشه    

لـي بـا اسـتفاده از       ، پـايش تكمي    در مناطق پرخطر   AFPموارد  
  ).14(هاي فاضلاب و مدفوع افراد سالم را توصيه نمايد  نمونه

آميز بودن   مطابق توصيه سازمان بهداشت جهاني معيار موفقيت      
كنـي فلـج     پايش محيطي ويروس پوليو در مرحلـه آخـر ريـشه          

% 30هاي غير پوليويي در حـداقل        اطفال تشخيص انتروويروس  
ر اين پژوهش ما براي اولـين بـار         د. هاي فاضلاب است   از نمونه 

زمـان بـا   في نموديم و به صـورت هم      را معر  Pelletروش تغليظ   
 از روش مورد تاييد سازمان بهداشت جهـاني         ،اين روش تغليظ  

(Two-phase)   هـاي مـورد     از مجمـوع نمونـه    .  استفاده نمـوديم
 و  Pellet،  ين پژوهش به ترتيـب بـا روش مـستقيم         بررسي در ا  
Two-phase:11)8/12%(،31)1/36%(44و)انتروويـروس   )%2/51

شد كه اين مساله نشان دهنـده مقبوليـت دو    غيرپوليويي جدا

  تعداد پوليوويروس ها و انتروويروس هاي جدا شده بر حسب فصل به سه روش مختلفيتوزيع فراواني مطلق و نسب-4جدول 

 ويروس پوليو انتروويروس
Two-phase Pellet Direct Two-phase Pellet Direct 
تعداد درصد تعداد درصد تعداد درصد درصد تعداد درصد تعداد  تعداد درصد

 فصل

8/5  5 3/2  2 2/1  1 3/2  2 2/1  1 2/1  بهار 1 
3/23  20 5/10  9 3/2  2 8/5  5 2/1  تابستان 0 0 1 
1/22  19 1/15  13 7/4  4 5/3  3 7/4  پاييز 0 0 4 
1/15  13 4/17  15 9/6  6 5/3  3 3/2  2 2/1  زمستان 1 
3/66  57 4/45  39 1/15  13 1/15  13 3/9  8 3/2  جمع 2 
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بـا  . باشد روش تغليظ ياد شده براي جداسازي ويروس پوليو مي        
شده با  توجه به متفاوت بودن نوع و تعداد ويروسهاي پوليو جدا

زمان از ايـن دو روش تغلـيظ جهـت          اين دو روش، استفاده هم    
  .)7(ددگر تر محيطي پيشنهاد مي  دقيقپايش

هاي مــوشي كـه ژن      ســلول  (L20B ســلولهاي   1998از سال   
) كنـد رسـپتور سـلول انسـاني براي ويـروس پـوليو را بيان مي        

توانـد در صـورت       گرديد كه مـي    Hep-2جايـگزين رده سلولي    
، دقت و اطمينان    ، سـرعت عمل  RDاستفاده همـزمان با سلول     

لذا مـا در ايـن      ). 15،16(يروس پوليو را بالا ببرد      در تشخيص و  
اسـتفاده  RD  وHep-2 بـه همـراه   L20Bبررسي از رده سلولي 

 ويروس پوليو واكسن بـر روي       18در اين پژوهش تمام     . كرديم
 6و %) 8/77  (RD مــورد بــر روي 14، %)L20B) 100ســلول 

. جداسازي شـدند  %) Hep-2) 3/33ويروس بر روي رده سلولي      
هاي كلينيكي موارد مثبت شـده بـر         ن تحقيق مانند نمونه   در اي 
 تلقيح شدند تا در صورتي كه ويروس پوليو         L20B به   RDروي  

 تكثير كرده و    L20Bباشد در    با تيتر پائين در نمونه موجود مي      
  .جداسازي گردد

اي بـراي نمـايش گـردش        پايش محيطي همچنين ابزار بـالقوه     
در سـالهاي اخيـر      ).7(شـد با ويروس پوليو مشتق از واكسن مي     

 هاي كوچكي از پـولـيوميـليـت مـرتـبــط بـا گــردش       اپيدمي
غيـر واكـسينه     سوش واكسن جهـش يافتـه در بـين كودكـان          

از واكسن   مشتق چرخش پوليودرحال ويروس آن به كه مشاهده شده 
(Circulating Vaccine Derived Polioviruses = cVDPVs) 

 درصد با سـوش  3 تا 2آنها بين  VP1گويند كه اغلب توالي   مي
مهمترين ويژگـي زيـستي     . دهد واكسن سابين تفاوت نشان مي    

، قابليت ايجاد فلج و انتقال فرد به فرد آن cVDPVsهاي  سوش
 ).17( مانند ويروسهاي وحشي است

  پوليـو افـزايش شـيوع      كني سراسري   يكي ديگر از موانع ريشه    
) VDPV( واكـسن    پوليو به علت گردش ويروس پوليو مشتق از       

ش مشتق از واكـسن      سو 2002اي كه درسال     به گونه . )7(است

 2، جمهـوري دومينـيكن و تيـپ          در هائيتي، فيليپـين    1تيپ  
در همـين سـال     ). 6(مشتق از واكسن در ماداگاسكار يافت شد      

Blomqvist        و همكارانش در استوني از فاضـلاب VDPV  تيـپ 
 .)18(جداسـازي نـمودند  3

هـاي پوليـوي جداشـده از نظـر          ش تمامي سـوش    در اين پژوه  
هاي واكسن    جذب متقاطع شده سوش    ،بادي ژنيك با آنتي   آنتي

زاسـيون مـورد    و وحشي از نظر ژنوميك با روش پروب هيبريدي        
 ويـروس پوليـوي     18خوشبختانه تمـامي    . ارزيابي قرار گرفتند  

 جوابهـايي   اچنين در روش الايـز     بودند هم  SLجداشده سـوش   
 Non vaccine like و Non-reactive Double reactiveماننـد  

مشاهده  ) است VDPVهاي مشتق از واكسن      كه ويژگي سوش  (
تواند نشان دهنده سطح مناسب پوشش       اين مساله مي  . نگرديد
سازي در ايران به ويژه در منطقه پرخطر مـورد بررسـي و              ايمن

همـچنين تاييد ديـگري بر پايـش مناسـب و حساس مـــوارد          
  ). 7(  در كشـور ما باشـدAFPينيكي كـل

با توجه به اينكه تركيه آخرين كشور اروپايي است كه پوليـوي            
كن شده است و همچنين به علت وضـعيت   وحشي در آن ريشه 

، انجـام پـايش محيطـي در        سامان عراق و تردد زائران ايراني     ناب
، كرمانـشاه و    هاي آذربايجـان غربـي    هـاي فاضـلاب اسـتان      نمونه

  .گردد نيز پيشنهاد ميكردستان 
  

  تشكر و قدرداني
نگارندگان اين مقاله مراتب سپاس و قدرداني خود را بـه دليـل     
حمايتهــاي مــالي و اجرائــي قطــب علمــي انــستيتو تحقيقــات 

همچنـين  . دارند بهداشتي دانشگاه علوم پزشكي تهران ابراز مي      
از جنــاب آقــاي دكتــر گويــا رياســت محتــرم مركــز مــديريت 

ولين محترم مراكـز بهداشـت      ارت بهداشت و مسئ   بيماريهاي وز 
  .گردد ، زابل و چابهار صميمانه سپاسگزاري ميزاهدان
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