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 پی. ژنوتباشندیم واناتیح ریدرصد موارد اسهال نوزاد انسان و سا 52تا  32و عامل  تیعوامل مسبب گاستروانتر نیاز مهمتر یکی Aگروه  یهاروسیروتاو :زمینۀ مطالعه

G هاروسیو نیا یسطح پروتئینژن رمز کننده  یبر اساس توال هاروسیو نیا (VP7) است و  روسیو هیعل یمنیعوامل القاء کننده ا نیاز مهمتر یکیشده که  نییتع

 .کندیعمل م یاختصاص پینسبت به هر ژنوت

 قرار گرفته است. یمورد بررس یانسان روسیروتاو تیدر جمع یگاو A روسیروتاو جیرا یهاپیدر مطالعه حاضر احتمال وقوع ژنوت :هدف

با استفاده از روش  A روسیحضور روتاو یابیو به منظور رد یجمع آور نیسال مبتلا به اسهال از شهر تهران و ورام 2 رینمونه از مدفوع کودکان ز 122تعداد : کارروش

ELISA یخط سلول یمثبت بر رو یهاقرار گرفت. نمونه یمورد بررس MA-104 نمونه( با  99مثبت ) یاهنمونه هیو کشت شدند. سپس کل یبا چند پاساژ جداساز

 قرار گرفتند. یمورد بررس یگاو جیرا یهاپیکننده ژنوت نییتع یاختصاص یمرهایو پرا semi-nested RT-PCRاستفاده از روش 

باند مربوط به قطعه مورد نظر را نشان دادند و در  semi-nested RT-PCRنمونه در مرحله اول  1داده شدند.  صیمثبت تشخ زایمورد در الا 99نمونه،  122از  :نتایج

داده شد که نشان از  صیتشخ G8و  G6دو قطعه  یگریو در د G6 یکیدر  یگاو VP7مثبت بود و وجود قطعه  جینتا ن،یدور دوم، در دو نمونه اخذ شده از شهر ورام

بار  9-5برده شده بودند، پس از  MA104 یخط سلول یمثبت که به رو زایمنتخب الا نمونه 6دارد. هر  بینوترت یانسان روسیروتاو هیت همزمان حداقل با دو جداعفون

 .دیگرد دییمطالعه تا نیمنتخب ا یاهنمونه یهاروسیرا نشان دادند و زنده بودن روتاو (CPE) یسلول بیآثار تخر یپاساژ متوال

 ،یانسان دیدج یهاپیکه در صورت ظهور ت دهدیاست و نشان م یگاو روسیبا روتاو یانسان یهاروسیروتاو یبیوجود نوترت انگریمطالعه ب نیا جینتا :گیری نهایینتیجه
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مقدمه
نوزادان و کودکان است های گاستروانتریت یکی از مهمترین بیماری

میلیون  6/12عامل مسبب  6از  که فارغ از عامل مسبب آن، یکی

د مرگ و میر کودکان در کشورهای در حال توسعه محسوب ارمو

های گروه شود. در میان عوامل مسبب اسهال کودکان روتاویروسمی

A  32-52ها از ویروساز اهمیت ویژه ای برخوردارند چرا که این 

شوند. علاوه بر رد این بیماری در کودکان و نوزادان جدا میدرصد موا

ها در نوزاد سایر حیوانات از جمله گاو نیز نوزاد انسان، این ویروس

 گردند. موجب گاستروانتریت و اسهال می

در جنس روتاویروس و خانواده  Aهای گروه روتاویروس

 دو هاژنومی این ویروس RNAشوند. رئوویریده طبقه بندی می

قطعه تشکیل شده است که درون یک پارتیکل  11ای بوده از رشته
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اند. اعضای جنس روتاویروس سه لایه و فاقد پوشش چربی قرار گرفته

گروه سرمی  7در قالب  VP6 نیپروتئهای آنتی ژنی بر اساس ویژگی

شوند که اند، تقسیم بندی مینامگذاری شده Gتا  Aکه از 

از نظر بیماریزایی اهمیت بالاتری نسبت به  Aهای گروه روتاویروس

اساس توالی ژنتیکی بر Aهای گروه سایر گروه ها دارند. روتاویروس

 VP4و  VP7های سطحی خود که ینئهای رمز کننده پروتژن

بندی تقسیم Pو  Gهای شوند، به ترتیب به ژنوتیپنامیده می

تولید آنتی نقش به سزایی در القای  نیپروتئشوند. این دو می

نقش  VP7ین ئهای خنثی کننده دارند که در این میان پروتبادی

 Pژنوتیپ  37و  Gژنوتیپ  27تا کنون (. 9،6،9) مهمتری دارد

ها اختصاصی است . ایمنی ناشی از ژنوتیپ(23) شناسایی شده است

راین ، بنابباشدنمیها و قادر به ایجاد محافظت در برابر سایر ژنوتیپ

یک  هایترین ژنوتیپبرای ساخت واکسن علیه بیماری آگاهی از رایج

ر در سراسمنطقه بسیار مهم است. به همین دلیل مطالعات بسیاری 

ترین ژنوتیپ موجود در هر منطقه همواره جهان برای تعیین شایع

های دهد که ژنوتیپمطالعات نشان می(. 5،6،9،26) شودانجام می

G1 ،G2 ،G3 ،G4  وG9 های در کنار ژنوتیپG5  وG8  در

 G6 ،G10جمعیت انسانی از بیشترین شیوع برخوردارند. در حالیکه 

با . (3،6) باشندیمگاوی شناخته  Gهای رایج ترین ژنوتیپ G8و 

ز نوترتیبی یکی ا ها، وقوعتوجه به قطعه قطعه بودن ژنوم روتاویروس

شود و ها شناخته میثر در تکامل این ویروسؤمهمترین عوامل م

مشاهدات بسیاری از محققان در جهان وقوع نوترتیبی در میان قطعات 

انسانی و  Aهای در بین روتاویروس VP7ین ئژنی رمز کننده پروت

اند. این مسئله گاوی و تعویض ژنوتیپ ناشی از آن را گزارش کرده

های جدید و بدون سابقه ایمنی در تواند منجر به ورود ژنوتیپمی

مطالعات متعددی جهت تعیین (. 9،12) جمعیت انسانی بشود

گردش کننده در جمعیت انسانی  Aهای روتاویروس Gهای ژنوتیپ

ولی تا (. 7،16،11،21) های نوزاد انجام شده استو همچنین گوساله

رایج گاوی در  Gهای ور ژنوتیپای در مورد امکان حضکنون مطالعه

 جمعیت انسانی در ایران انجام نشده است. 

 Gاین مطالعه با هدف یافتن امکان نوترتیبی و حضور ژنوتیپ 

های شهر تهران و های بالینی اخذ شده از بیمارستانگاوی در نمونه

 مراکز درمانی شهرستان ورامین، صورت گرفت.

 مواد و روش کار

نمونه از کودکان زیر دوسال مبتلا به اسهال در  122تعداد 

ها و مراکز از بیمارستان 1393استان تهران در طول فصل بهار تا پاییز 

نمونه(  52درمانی شهر تهران و شهرستان ورامین )از هر کدام 

درجه سانتیگراد  -22ها پس از اخذ در دمای آوری شدند. نمونهجمع

فظ زنجیره سرد به آزمایشگاه دانشکده نگهداری شدند و با ح

درجه سانتیگراد  -22دامپزشکی منتقل و تا زمان آزمایش در دمای 

 نگهداری شدند.

ژن  ها به منظور حضور آنتیکلیه نمونه آنتی ژن الایزا:

با استفاده از کیت تجاری الایزا ساخت شرکت  Aروتاویروس 
POURQUIER (Pourquier ELISA Trikit, Institut 

Pourquier, France)   ،فرانسه مطابق دستورالعمل شرکت سازنده

 مورد آزمایش قرار گرفتند. 

 ی انسانی اینهابه منظور بررسی زنده بودن روتاویروس کشت:

که در آزمون آنتی ژن الایزا مثبت تشخیص داده  اینمونه 6مطالعه، 

شت ک شده بودند و جذب نوری بالایی داشتند، به منظور جداسازی در

سلول انتخاب شدند. کشت روتاویروس فقط به منظور بررسی زنده 

ا های الایزو کشت نمونه انجام گرفتبودن و تایید صحت آزمایشات 

 MA104های دودمان منفی انجام نگردید. پس از عمل آوری سلول

(Monkey African Green Kidney cell line)  در

های آماده شده تلقیح انجام شد. های کشت سلول، با نمونهفلاسک

های مدفوع جهت تلقیح به کشت سلول به صورت آماده سازی نمونه

درصد مدفوع در محیط 12 ونیسوسپانسزیر انجام شد. پس از تهیه 

دقیقه  22ها به مدت و ورتکس شدید، سوسپانسیون DMEMکشت 

دقیقه سانتریفیوژ شدند و مایع دور در  22222-25222با قدرت 

میلی لیتری با افزودن 5/1های رویی پس از جمع آوری در میکروتیوپ

واحد بین المللی( 1222222میکرولیتر آنتی بیوتیک پنی سیلین )  5

 گرم( ضدعفونی شدند.  1استرپتومایسین ) –

ها به سوسپانسیون تهیه شده به جهت فعال سازی ویروس

میکروگرم/میلی لیتر اضافه  22اوی تریپسین نسبت برابر محلول ح

درجه سانتیگراد گرمخانه  37دقیقه در دمای  22شد و به مدت 

گذاری گردیده و در مرحله بعد، پس از سه مرتبه شستشوی کشت 

فاقد سرم )جنین  DMEMبا محیط  MA104سلول تک لایه 

تلقیح شد.  MA104گوساله(، به فلاسک حاوی کشت سلول 

 37ساعت در گرمخانه در دمای  لقیح شده به مدت یکهای تفلاسک

درجه سانتیگراد نگهداری شد. سپس محتویات فلاسک تخلیه و یکبار 

میلی لیتر محیط کشت  12شستشو شده و در نهایت به آن 

DMEM  میکروگرم/میلی لیتر و فاقد  22حاوی تریپسین با غلظت

در گرمخانه در سرم )جنین گوساله( افزوده شد و به مدت یازده روز 

ها روزانه به گردیدند. نمونهدرجه سانتیگراد نگهداری می 37دمای 

شدند و از آنجایی که معمولًا بررسی می CPEمنظور مشاهده 
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نیاز به عادت دادن  Aهای گروه مشاهده این آثار در کشت روتاویروس

، در صورت لزوم CPEویروس به کشت سلول دارد تا زمان مشاهده 

رت شد. در صومل پاساژ کشت سلول به صورت کور تکرار میسه بار ع

 شد. از محیط کشت عکس برداری می CPEآثار  مشاهده

Semi-nested RT-PCR:  به منظور بررسی احتمال وقوع

کلیه  Semi-nested RT-PCRنوترتیبی، با استفاده از روش 

های های مثبت با استفاده از پرایمرهای تعیین کننده ژنوتیپنمونه

که پیش از این توسط سایر محققان  G8و  G6 ،G10مهم گاوی 

( 12،19، با اندکی تغییرات به شرح زیر بررسی شدند )بودارائه شده 

ژنوم ویروس با استفاده از کیت  dsRNA(. به طور خلاصه 1)جدول 

 VETEK viral DNA/RNA Extraction Kit تجاری 

(iNtRON, South Korea)   استخراج شد. مرحله اول آزمون

RT-PCR  با استفاده از کیتOne-Step RT-PCR 

(Bioneer, South Korea)  و با استفاده پرایمرهایVP7F 

استخراج شده  RNAمیکرولیتر  5با شرایط زیر انجام شد.   VP7Rو

 کسیمستر م تریکرولیم 13به رایمر و میکرولیتر از هر پ 1به همراه 

افزوده  مخصوص یهاوبیکروتیدر داخل م RT-PCR زهیوفلیآماده ل

درجه  62شد و در دستگاه ترمال سایکلر با برنامه دمایی و زمانی 

دقیقه جهت انجام واکنش رونویسی معکوس و  62سانتیگراد به مدت 

دقیقه جهت غیرفعال کردن آنزیم  5به مدت  درجه 95 سپس

چرخه  35رونویسی معکوس و واسرشتی اولیه اعمال شد، در ادامه 

درجه سانتیگراد  52درجه سانتیگراد )یک دقیقه(،  95حرارتی شامل 

درجه سانتیگراد )یک دقیقه( اعمال شد و جهت  72)یک دقیقه( و 

دقیقه در نظر  12درجه سانتیگراد به مدت  72طویل سازی نهایی 

 گرفته شد. 

محصول این واکنش جهت تعیین تیپ با پرایمرهای تعیین 

که در  G10(ET10)و  G6(DT6) ،G8(HT8)های ژنوتیپ

به عنوان پرایمر مشترک،  VP7Fآمده است به همراه پرایمر  1جدول 

ساخت شرکت سیناکلون  PCRبا استفاده از کیت  PCRدر واکنش 

بررسی قرار گرفتند. جهت انجام این واکنش  ایران، به شرح زیر مورد

میکرولیتر بافر،  5/2دور اول با  RT-PCRمیکرولیتر از محصول  2

 dNTPs ،75/2  میکرولیتر MgCl2 ،75/2میکرولیتر  75/2

میکرولیتر آنزیم  5/2میکرولیتر از هرکدام از پرایمرهای ذکر شده، 

Taq DNA polymerase  ز نوکلئاز میکرولیتر آب عاری ا 5/19و

مخلوط شد و با استفاده از دستگاه ترمال سایکلر تحت برنامه دمایی 

 32دقیقه( برای واسرشتی اولیه و سپس  5درجه سانتیگراد ) 99

درجه  92دقیقه(، 1درجه سانتیگراد) 99چرخه حرارتی شامل 

دقیقه( و در آخر  5/1درجه سانتیگراد ) 72دقیقه( و  2سانتیگراد )

 . قرار گرفته شددقیقه  7اد به مدت درجه سانتیگر 72

 1ها در ژل آگاروز محصول آن PCRپس از انجام واکنش 

درصد الکتروفورز شد و پس از رنگ آمیزی با رنگ اتیدیوم بروماید از 

 های مورد انتظار بررسی شدند. نظر حضور باند

 نتایج
نمونه مدفوع اسهالی که با آزمون  122از مجموع  الایزا:

نمونه از نظر حضور  99ژن الایزا مورد آزمایش قرار گرفتند، آنتی

شدند. میزان شیوع کلی  شناختهمثبت  Aژن روتاویروس گروه آنتی

 59درصد و  99که در تهران و ورامین به ترتیب،  درصد بود 99

 درصد محاسبه شد.

ژن خب مثبت شده از نظر حضور آنتیمنت نمونه 6هر  کشت:

 MA104در روش الایزا که به روی کشت سلولی  Aروتاویروس 

بار پاساژ متوالی در محیط کشت سلولی  9-5برده شده بودند، پس از 

MA104  و در حضور تریپسین عادت کرده تکثیر داده شدند و آثار

را ( CPEها )تخریب سلولی ناشی از تکثیر ویروس زنده در سلول

ن های منتخب ایهای نمونهنشان دادند. بنابراین زنده بودن روتاویروس

 مطالعه تایید گردید.

 .های استفاده شده در این مطالعهویژگی و توالی هر یک از پرایمر .1جدول 

 آزمون نام پرایمر ’Sequence 5’ to 3 مفهوم جایگاه اتصال منبع

15 51-71 + ATG TAT GGT ATT GAA TAT ACC AC VP7-F 

G-typing 
15 932-914 - AAC TTG CCA CCA TTT TTT CC VP7-R 

13 499-481 - CTA GTT CCT GTG TAG AAT C DT6 (G6) 
13 273-256 - CGG TTC CGG ATT AGA CAC HT8 (G8) 
13 714-697 - TTC AGC CGT TGC GAC TTC ET10 (G10) 
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از  های مثبت  پسیکی از نمونه کیتوپاتیساوجود آثار تخریب سلولی  .1تصویر 

 .MA104های پاساژ روی سلول 9

 

 

گاوی مربوط به دو نمونه  Gو باندهای  PCR-nested RT-Semiآزمایش  .2تصویر

، دو باند 2( و شماره G8)ژنوتیپ  bp222، یک باند به اندازه 1مثبت که شماره 

 ( را نشان دادند.G6)ژنوتیپ  bp991( و G8)ژنوتیپ  bp222های به اندازه

 

Semi-nested RT-PCR :به ابتدا مطالعه نیا در 

 یعموم یمرهایپرا از VP7 نیپروتئ رمزکننده ژنوم ریتکث منظور

VP7-R و VP7-F با یاقطعه مرهایپرا نیا که شد استفاده 

 VP7 نیپروتئ رمزکننده ژنوم کل از باز نوکلئوتیدی 171طول 

 شد، گذاشته PCR که مثبت یهانمونه از و دهندیم ریتکث را

 و دادند نشان را نظر مورد قطعه به مربوط واضح باند نمونه 1

 دوم دور در یول نکردند جادیا اول ردو در یباند چیه یتعداد

 آوردن دست به مطالعه نیا از هدف. ایجاد گردید نظر مورد باند

ای که برای نمونه 99از مجموع  .نبود یبا روش مولکول وعیش

با  Semi-nested RT-PCRتعیین ژنوتیپ با روش 

 1 در پرایمرهای اختصاصی نوع گاوی مورد آزمایش قرار گرفتند،

باز نوکلئوتیدی  222نمونه باند واضح مربوط به قطعه با طول 

( دیده شد و در یک نمونه دیگر  باند واضح مربوط G8)ژنوتیپ 

باز  222( و G6ز نوکلئوتیدی )ژنوتیپ با 991به قطعات 

( را نشان دادند. که هر دو باند مشاهده G8نوکلئوتیدی )ژنوتیپ 

دهنده وجود عفونت همزمان نوزاد با هر شده در نمونه دوم، نشان

رغم اینکه در واکنش دور اول ها علیدو ژنوتیپ است. سایر نمونه

PCR  ایجاد کرده باز نوکلئوتیدی  111باندهای واضح در طول

 G)واکنش تعیین ژنوتیپ  PCRبودند در واکنش دور دوم 

گاوی با توجه به  Gگاوی( هیچ باندی که معرف وجود ژنوتیپ 

پرایمرهای اختصاصی مورد استفاده باشد، ایجاد نکردند. نتایج 

-Semi-nested RTکلی صورت گرفته در آزمایش دور دوم 

PCR دهد که نشان میReassortment زآرایی یا با

های گاوی و انسانی صورت گرفته است به )نوترتیبی( روتاویروس

گاوی در  VP7طوری که در سه مورد وجود قطعات 

 های انسانی تایید شد.روتاویروس

 بحث
نمونه مدفوع از کودکان زیر  122در مطالعه حاضر تعداد 

دوسال مبتلا به اسهال از دو شهر واقع در استان تهران در طول 

جمع آوری شد. به این منظور از  1393فصل بهار تا پاییز 

ها و مراکز درمانی شهرهای تهران و شهرستان ورامین از بیمارستان

هرستان ورامین به این علت نمونه جمع آوری گردید. ش 52هر کدام 

ها انتخاب شد که علاوه بر بالا درصد نمونه 52برای جمع آوری 

بودن تراکم و جمعیت شهری، در مناطق روستایی اطراف آن 

های صنعتی بسیاری وجود دارد و احتمال برخورد دو گاوداری

جمعیت انسانی و دامی و تبادل ویروس میان این دو جمعیت بالا 

فی به علت پایین بودن ارائه خدمات پزشکی در روستاها است و از طر

و همچنین فاصله ناچیز میان روستاها با مرکز شهرستان ورامین 

به مراکز درمانی این شهر  انیروستائ)شهر ورامین( میزان مراجعه 

های رود احتمال آلودگی با روتاویروسبالا است و از این رو انتظار می

 انی در این شهرستان بالا باشد. جمعیت گاوی در جمعیت انس

مورد در الایزا مثبت تشخیص  99نمونه،  122از  مطالعه نیا در

 از VP7 نیپروتئ رمزکننده ژنوم ریتکث منظور به سپس داده شدند.

 مرهایپرا نیا که شد استفاده VP7-F و VP7-R یعموم یمرهایپرا
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 نیپروتئ رمزکننده ژنوم کل از باز نوکلئوتیدی 111 طول با یاقطعه

VP7 که مثبت یهانمونه از ود دهنیم ریتکث را PCR شد، گذاشته 

ر لی در دوو دادند نشان را نظر مورد قطعه به مربوط واضح باند نمونه 1

 VP7دوم، فقط در دو نمونه ورامین نتایج مثبت بود و وجود قطعه 

  و زایالا نیب جهینت اختلاف. گاوی در روتاویروس انسانی تایید گردید

PCR مهارکننده عوامل حضور به تواندیم PCR مدفوع، نمونه در 

 روش زین و زا،یالا کاذب مثبت پاسخ مرها،یپرا ریسا از استفاده عدم

 بودن یمنف لیدلا از گرید یکی ،(22،29) باشد مربوط RNA استخراج

 لگوا یدینوکلئوت یتوال با مرهایپرا مناسب اتصال عدم ،PCR واکنش

آن در جهش زانیم که هاروسیو RNA در ژهیو به موضوع نیا. است

 خوردیم چشم به شتریب است زنده موجودات ریسا از بالاتر مراتب به ها

(1) . 

نمونه منتخب که بر روی خط سلولی  6در این مطالعه تعداد 

MA104  پاساژ داده شدند، در پاساژ چهارم یا پنجم آثارCPE  را بر

های عادت داده شده روی کشت سلولی تک لایه نشان دادند و ویروس

 72تا  91، در تلقیح به کشت سلولی پس از MA104به کشت سلولی 

آثار مرگ  CO2درصد  5درجه سانتیگراد و  37ساعت انکوباسیون در 

دادند. نتایج حاصل از روشی که در این مطالعه برای سلولی را نشان می

سازی روتاویروس در نظر گرفته شد با روش پیشنهاد شده کشت و جدا

همخوانی دارد؛ آنان  1912و همکارانش در سال  Kutsuzawaتوسط 

. نتایج نشان (17)را مشاهده نمودند  CPEدر پاساژ سوم تا ششم آثار 

 دایپو تکثیر  بودههای نوترتیب این مطالعه فعال دهد که روتاویروسمی

 . کنندیم

-Semi روش از شده ادی یایمزا به توجه با مطالعه نیا در

nested RT-PCR یهاپیژنوت نییتع جهت G موارد در یگاو 

 مرتبط ET10 و HT8 و DT6 یاختصاص یمرهایپرا لهیوس به یانسان

 ،(22) شد استفاده G10 و G6، G8 یگاو روسیروتاو عیشا قطعات با

 و یانسان اسهال موارد در یگاو پیتا G یاختصاص قطعات یبررس تا

 ورد در که ییهانمونه انیم از .شود مشخص یکیژنت یبینوترت وجود

 دو گرفتند قرار یبررس مورد Semi-nested RT-PCR روش با دوم

 طمربو یواضح باند ،اول دور در باند جادیا وه برعلا نیورام شهر از نمونه

 نمونه دو نیا از یکی در که کردند جادیا G8 و G6های سروتیپ دو به

 هر با همزمان عفونت دهندهنشان که شد جادیا G8 و G6 باند دو هر

است. این نتیجه با در نظر گرفتن این واقعیت که ژنوم  پیژنوت دو

 باشد، چرا کهاست بسیار حائز اهمیت می قطعهقطعهها روتاویروس

ی در آلودگی همزمان یک سلول کیژنت یبینوترت احتمال وقوع همواره

 اردد وجود دیجد بینوترت هیسو شیدایپ در نتیجه و با دو روتاویروس

 در هاروسیروتاو همم راهکارهای از یکی ،یکیژنت یبینوترت دهیپد .(1)

 که آنجا از. (22) است زبانیم یمنیا ستمیس از فرار نیهمچن و تکامل

 در است ممکن خاص نقطه کی در رمعمولیغ یهاپیسروت وعیش

 شود جادیا یوانیح و یانسان یهاروسیروتاو نیب یبینوترتوقوع  جهینت

 ست(ا انسان و وانیح یهاروسیروتاو گونه نیب انتقال خود ناشی از که)

زیستگاه  مجاور جمعیت انسانی به واناتیح در غالب پیسروت ای و

و همکاران  Gombold .کند یماریب جادیا هاآن در و تیسراحیوانات 

دو جدایه وحشی روتاویروس میمون  1916در تحقیق جالبی درسال 

(SA11)  و رزوس(RRA) های نژاد را به موشCD-1  نوزاد مادران

 هایسرم منفی بطور همزمان خورانده ودر مقاطع زمانی مختلف از نمونه

مدفوع، ویروس جدا نموده و روی ژل پلی آکریلامید وجود نوترتیبی 

 252درصد ) 31قطعات را بررسی نمودند. نتایج نشانگر میزان نوترتیبی 

ساعت ابتدایی و در ادامه در  12در درصد  25جدایه( بوده که  662از 

درصد جدایه ها نوترتیبی  122-12ساعت، بترتیب،  96و  72طی 

حداقل در یک قطعه را نشان دادند. نیز رفته رفته یک جدایه نوترتیب 

(. نیز 11شده که علت آن فشارهای انتخابی ذکر شده است )غالب می

Graham  های که جدایههنگامی 1917و همکاران در سال

و  MA104روتاویروس انسانی و گاوی را به خط سلولی کلیه میمون 

پلاک متفاوت جدا نموده که  511همزمان تلقیح نمودند،  BSC-1نیز 

از نظر ژنتیک در ژل پلی آکریلامید دارای قطعات متفاوت بودند. نتایج 

نشان داد که نوترتیبی پدیده اتفاقی نیست، مربوط به قطعات خاصی 

سلول، گونه میزبان و فشارهای انتخابی در فراوانی و قطعه  است و نوع

و همکاران در  Maunula(. همینطور 13بسزایی دارد )ثیر أتنوترتیب، 

-1997های های سالجدایه شاخص اپیدمی 17با بررسی  2222سال 

ها، فراوانی بالای تغییرات مشاهده فنلاند و بررسی ژنوتیپ آن 1912

ی قطعات دانسته و عنوان کردند که این تغییرات شده را بدلیل نوترتیب

(. 19) شودیمنبوده و دیگر قطعات را نیز شامل  VP4و  VP7فقط در 

Iturriza-Gomara  3621پس از بررسی  2221و همکاران در سال 

، 1995-99های جدایه روتاویروسی انسانی کشور انگلستان بین سال

درصد گزارش نموده و اظهار داشتند که  2ها را میزان نوترتیبی جدایه

این پدیده نادر نبوده و جمعیت آن در کل جمعیت روتاویروس جهانی، 

روی  1999همکاران در سال  و Unicomb(. نیز 15دار است )معنی

مطالعه نموده و  1992-7های جدایه انسانی بنگلادش بین سال 1539

و همینطور در  Pاز نظر تیپ متفاوت  G9تفاوت زیادی در ژنوتیپ 

مشاهده نمودند و آن را ناشی از نوترتیبی  G4و  G2های جدایه

ز ان نیمتفاوت دانستند. این پژوهشگر VP4 (P)ها با آن Gهای جدایه

های روتاویروس بنگلادش بسیار بالا برآورد تواتر نوترتیبی را در جدایه

نشان دادند که  2213و همکاران در سال  Trojnar(. 21نمودند )
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های از یک جدایه روتاویروس طیورمشابه قطعه جدایه VP4(P)قطعه 

 های طیوری و پستانداریسگ و خوک بوده و نوترتیبی بین روتاویروس

و همکاران در سال  Schumann(. هم چنین 27ان دادند )را نش

در هشت  VP4, VP6, VP7, NSP5با بررسی چهار ژن  2229

 ای وجدایه روتاویروسی ماکیان و بوقلمون، امکان انتقال بین گونه

و  Bányai(. 25های روتاویروس طیور را نشان دادند )نوترتیبی ژن

وع نوترتیبی و بیماریزایی یک در نیکاراگوئه وق 2221همکاران در سال 

(. 2گاوی در کودکان را نشان دادند ) –نوترتیب انسانی  Aروتاویروس 

با مرور و بررسی  2225و همکاران در سال  Gentschدر نهایت 

نوع ها اینطور نتیجه گرفتند که تهای انسانی و تغییرات بالای آنژنوتیپ

دل بالای آن با قطعات بالای تغییرات روتاویروس انسانی و امکان تبا

 ها را درهای دیگر انسانی و نیز دامی، لزوم پوشش همه سروتیپجدایه

 (.  9کند )های نوترتیب انسانی یادآور میواکسن

 امکان ،بهداشت تیرعا عدم در صورت به عبارت دیگر

 نیب یتح و یانسان مختلف یهاهیسو نیب روسیو یعیطب یبینوترت

 ،دش پرداخته آن به مطالعه نیا در که یوانیح با یانسان یهاهیسو

از آنجایی که تبادل  .گرددیم فراهم نوظهور پیژنوت جادیا امکان

های انسانی و گاوی به کرات از نقاط مختف دنیا قطعات بین سویه

و همکاران در سال  Ahmadi( و در مطالعه 6،12گزارش شده )

 دۀ روتاویروسداشتند، تولید سویۀ بازآرایی )نوترتیب( ش 2212

اند، در این مطالعه گاوی را در کشت سلولی با موفقیت انجام داده

های جدا شده از بیماران امکان وجود نوترتیبی در ایزوله

 (.1ها مطالعه و اثبات گردید )بیمارستان

دهد که در صورت به عبارت دیگر نتایج این مطالعه نشان می

های جدید انسانی، به دلیل تفاوت سویه و ظهور تیپ VP7تبادل قطعه 

نوترتیب جدید در پروتئین ایمونوژن، امکان غالب شدن آن در جمعیت 

ج های رایانسانی به علت فقدان ایمنی مادری و کارآیی پایین واکسن

گیری و تلفات چه بسا قابل روی سویه جدید و در نهایت، همه

به مطالعات بیشتر و پایش مداوم ای امکان خواهد داشت که ملاحظه

های موجود روتاویروسی انسانی غالب در بنابراین پایش سویه نیاز دارد.

مناطق آلوده با روتاویروس گاوی و هشیاری و آمادگی در برابر احتمال 

 رسد.وقوع چنین رخدادی منطقی و لازم بنظر می

 سپاسگزاری

زیستی به این وسیله از معاونت پژوهشی دانشکده علوم 

های این طرح و نیز از دانشگاه شهید بهشتی به جهت تـأمین هزینه

کارکنان آزمایشگاه ویروس شناسی و آزمایشگاه مرکزی دانشکده 

دامپزشکی دانشگاه تهران برای مساعدت و همکاری صمیمانه، تشکر 

 گردد.و قدردانی می

 تعارض منافع
عارض در منافع گزارش نشده است.ت سندگانینو نیب
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Abstract 
BACKGROUND: Rotavirus Group A is one of the most important causes of gastroenteritis as it is isolated from 30 to 

50% of infant diarrhea from humans and other animals. G genotype of the virus is determined by gene sequence of a 

surface protein of the virus (VP7), one of the most important factors in inducing immunity against the virus which acts 

very specific to each genotype. 

OBJECTIVES: In the present study the presence of common bovine rotavirus genotypes A was examined in human 

rotavirus population. 

METHODS: A total of 100 stool samples from children under 2 years of age in Tehran and Varamin were collected 

and to track the presence of rotavirus A, were evaluated using ELISA method. Positive samples were isolated and 

cultured on the MA-104 cell line after several passages. The positive samples (49 samples) were determined to be the 

G type using semi-nested RT-PCR and primers specific for bovine common genotype. 

RESULTS: From 100 samples, 49 were positive in ELISA. Eight samples in the first semi nested RT-PCR showed the 

desired rotavirus bands and in the second round, the results were positive for the presence of bovine VP7 in two samples 

taken from Varamin, in one sample, G6, and in another sample, two genotypes of VP7, G6 and G8 were detected, 

indicating infection with at least two strains of human rotavirus reassortant. Six of the ELISA selected positive samples 

that were taken to the cell line MA104, showed effects of cell damage (CPE) after 4-5 consecutive passages, 

demonstrating proliferation of the rotaviruses of this study and so, their viability was confirmed. 

CONCLUSIONS: The results of this study indicate reassortment between bovine and human rotaviruses and show that 

in case of occurrence of bovine and human rotavirus infection and the emergence of new human type, due to 

reassortment strain differences in protein immunogen it is possible to overcome due to lack of maternal immunity in 

the human population and low efficiency of current vaccines and, ultimately, epidemic and considerable losses may 

occur. Hence, more research is warranted. 
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Figure Legends and Table Captions 

Table 1. Characteristics and sequences of each primer used in this study. 

Figure 1. Cytopathic Effect (CPE) of one Elisa positive sample cultured in MA104 cell line after four passages. 

Figure 2. Semi-nested RT-PCR and positive bovine origin G bands; one sample with one band size of 222 bp (G8 genotype) and 

another sample with two band sizes of 222 bp (G8 genotype) and 448 bp (G6 genotype). 
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