
 

، دوره دهم، شماره اول86بهار   

43   

 
  
  
 
 
  
 

ت های جدا شده در کش های شهر تهران و شناسایی ویروس پایش محیطی ویروس پولیو در فاضلاب
  هیبریدیزاسیونبپرو های الیزا و افتراق بین تیپی توسط روش  ومیکرونوترالیزاسیون سلولی با روش
  2دکتر رخشنده ناطق ،3مریم قدسی، 1پور سارا صادقی، 2، دکتر محبوبه ساریجلو2، دکتر حمیده طباطبائی*1دکتر محمد کارگر

   دانشگاه آزاد اسلامی جهرم ،گروه آمار و ریاضی -3 تهران  علوم پزشکیشناسی، دانشکده بهداشت، دانشگاه  ویروس گروه-2 گروه میکروبیولوژی، دانشگاه آزاد اسلامی جهرم -۱
  

 20/1/86 :پذیرش  10/5/85: دریافت
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  0711-62622102:   نمابر0917-3149203: تلفن.  جهرم، دانشگاه آزاد اسلامی، گروه میکروبیولوژی: ولؤنویسنده مس* 

 mkaragarmicro418@yahoo.com: پست الکترونیک

Title: Poliovirus environmental surveillance in sewage system of Tehran: isolation and identification of 
viruses by cell culture and microneutralization, and intratypic differentiation by ELISA and probe 
hybridization. 

Authors: Kargar M, (PhD); Tabatabaei H, (PhD); Sarijlou M, (PhD); Sadeghi pour S, (MSc); Ghodsi 
M,(MSc); Nategh R, (MD, PhD). 
Introduction: In some countries, wild polioviruses have been isolated from environment without 
being recovered from clinical cases. Therefore, to confirm polio eradication, WHO has recommended 
environmental surveillance using sewage specimens and surface water. Due to wild Poliovirus circulation 
in Afghanistan and Pakistan and the probability of wild virus entrance to Iran, and also to assure wild 
poliovirus eradication, Tehran was chosen as the target area. 
Methods: In this study, 63 sewage samples were obtained from 6 main sewage disposals in Tehran by 
grab sampling and direct, pellet, two-phase method in sensitive cell lines. The isolated viruses were 
serotyped by microneutralization method and differentiated intratypically by ELISA and probe 
hybridization techniques. 
Results: From all specimens, only 14 (22.22%) were identified as poliovirus, none of which were wild 
type. From these polioviruses, 6(9.52%), 13(20.63%) and 14(22.22%) were isolated from direct, pellet 
and two-phase concentrated specimens, respectively. The most frequent viruses were Polio1 and Polio2 
(14.28%) and Polio 3(71.43%). 
Conclusion: Results have revealed the efficacy of immunization coverage and surveillance programs 
in Iran.  
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 مجله پژوهشی حکیم

  ...پایش محیطی ویروس پولیو در44

 چکیده
ه ویـروس   ، گردش خفت  بالینیهای   در بعضی از کشورهای دنیا با وجود عدم جداسازی ویروس پولیوی وحشی از نمونه              :مقدمه

کنی ویروس فلج اطفال،  یید نهایی ریشه أهمین دلیل سازمان جهانی بهداشت جهت ت       به. های فاضلاب گزارش شده است     در نمونه 
در این پژوهش با توجه به چرخش ویروس پولیوی         . های سطحی را پیشنهاد نموده است      های فاضلاب و آب    پایش محیطی نمونه  

کنـی ویـروس     تان و همچنین احتمال ورود این ویروس به ایران، جهت اطمینان از ریـشه             وحشی در دو کشور افعانستان و پاکس      
  .پولیوی وحشی، پایش محیطی در شهر تهران انجام شده است

سـال    در مدت یکGrab sample سیستم تصفیه فاضلاب اصلی شهر تهران با روش 6 نمونه از 63در این پژوهش :ارـروش ک
. های سلولی حساس شناسـایی گردیـد        ویروس پولیو در رده    ظ رسوبی و دوفاز،   م و دو روش تغلی    های مستقی  تهیه شد و با روش    

های الایزا و پروب هیبریدیزاسیون افتراق       های پولیوی جدا شده با روش میکرونوترالیزاسیون تعیین تیپ و با روش            سپس ویروس 
  . داخل تیپی انجام شد

ویروس پولیو جداسازی گردیدکه خوشبختانه هیچ کـدام ویـروس          ) ٪22/22(د   مور 14ها، تنها از     از مجموع کل نمونه    :ها یافته
، تغلیظ رسوبی و ترتیب با روش مستقیم ویروس پولیو به) ٪22/22 (14و) ٪63/20 (13 ،)٪52/9 (6از این تعداد    . وحشی نبودند 

و ) ٪28/14هر کدام بـا فراوانـی   (و دو های جدا شده مربوط به پولیوی تیپ یک  بیشترین فراوانی ویروس. جداسازی شد  دوفاز
  . بود) ٪43/71با فراوانی ( پولیوی تیپ سه 

هـای   ید پایش مناسب انجام شده در سال      ؤسازی در ایران و همچنین م      دهنده سطح مناسب پوشش ایمن     نتایج نشان  :گیری  نتیجه
  .اخیر در کشور است

  .پایش محیطی، ویروس پولیو، فاضلاب، تهران :واژگان  گل
  مقدمه 

ها و خانواده پیکورناویریـده       جنس انتروویروس  جزوویروس پولیو   
و مهمترین پـاتوژن   باشد می  سروتیپ3این ویروس دارای . است

در سـال   ).2 و 1(د شـو  عامل فلج شل حاد محسوب مـی  انسانی
کنـی   منظـور ریـشه     طرحی را بـه    ،بهداشتجهانی   سازمان   1988

دلیـل محقـق     مـود ولـی بـه      تدوین ن  2000ویروس پولیو تا سال     
کنی در بعضی کشورها ایـن هـدف تـاکنون تحقـق             نشدن ریشه 
کنـی بـا     هـای ریـشه    انجـام اسـتراتژی   ) .4 و   3 و   1(نیافته است   

، 1سـازی  ایمـن  اعلام روزهای ملـی  سازی، پوشش گسترده ایمن
کنی کامل    منجر به ریشه   3گیری  و لکه  2 فلج شل حاد   پایش موارد 
 از غـرب  2000در سال ، از آمریکا 1994 در سال حشیویروس و

ترتیب تا سال  بدین. از اروپا گردید 2002 در سال واقیانوس آرام 
 کـشور، در    10 کشور بـه     125 تعداد کشورهای اندمیک از      2001
   بـه شـش کـشور       2003 به هفت کـشور و در سـال          2002سال  

  
                                                      
1 National Immunization Days (NIDs) 
2 Acute Flaccid Paralysis (AFP)  
3 Mopping up 

  
  

محـدود شـده    نیجریـه و مـصر   نیجر، ،هند پاکستان، افغانستان،
کنی ویـروس فلـج اطفـال از       در ایران برنامه ریشه    .)4 و   1(است  
علاوه بر واکسیناسیون جاری و  و تاکنـون    دــش  آغاز 1992سال  

ســـازی در منـاطق      اعلام چنـدین نوبـت روزهـای ملـی ایمـن          
انجـام شـده     4ای ازی ناحیـه  س ـ   ایمـن  پرخــطر، چندین نوبت نیز   

 2 و 13 ،12: ترتیب  به1998 و 1997، 1996 های در سال. است
از .  اسـت  شـده مورد ویروس پولیو وحـشی در ایـران جداسـازی           

 و 1997هـای   مورد ویروس وحشی جدا شده در سال15مجموع 
ه است   مورد مربوط به استان سیستان و بلوچستان بود        13،  1998

عـدم  مـصر ، بـا وجـود        : در بعضی از کشورهای دنیـا ماننـد       . )3(
، گـردش   بـالینی هـای    جداسازی ویروس پولیوی وحشی از نمونه     

 بـه   .)6( های فاضلاب گزارش شده است     خفته ویروس در نمونه   
کشورهای واقع در نواحی     بهداشت به جهانی   همین دلیل سازمان  

پایش محیطی را از کنی ویروس فلج اطفال،      پرخطر، پس از ریشه   
 ).9(  پیشنهاد نموده اسـت     های سطحی و فاضلاب    آب های نمونه

                                                      
4 Subnational Immunization Days (SNIDs) 
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45  محمد کارگر و همکاراندکتر 

 سروتیپ ویروس 3کدام از   تاکنون هیچ2000خوشبختانه از سال 
دلیل مجـاورت    اما به  .نشده است  وحشی پولیو در ایران جداسازی    

پاکـستان در مرزهـای شـرقی        انستان و ــور افغ ــایران با دو کش   
، خطـر ورود    )که دارای گردش ویروس پولیوی وحـشی هـستند        (

بـا توجـه بـه      . ویروس پولیوی وحشی از این کشورها وجـود دارد        
دلایل زیر در فاز اول پایش محیطی در ایـران           ل یاد شده به   یمسا

داشـتن بیـشترین جمعیـت در بـین         : شهر تهران انتخاب گردیـد    
   ؛ از جمعیــت کــل کــشور٪20شــهرهای کــشور بــا نزدیــک بــه 

انتقال مسافر و همچنین مهاجرت از سایر نقاط کـشور بـه              و  نقل
  . رکزداشتن چندین سیستم تصفیه فاضلاب متمو ؛ این شهر

هدف از این پژوهش، پایش محیطـی فاضـلاب و جداسـازی و             
هـای مـشتق از      های واکسن، وحـشی و سـوش       سوش تشخیص
کنی بیمـاری فلـج      یید ریشه أویروس پولیو و در نهایت ت      1واکسن

  .استاطفال در ایران 
  

   روش کار
 بـا همکـاری شـرکت آب و فاضـلاب تهـران از              :گیری نمونه
 سیـستم تـصفیه فاضـلاب       6 از   1382مـاه     تا آبـان   1381آذرماه  

.  تهیه شدGrab Sample  نمونه با روش 63اصلی شهر تهران 
ها مربوط به فاضلاب خام بودند و از قسمت ورودی           تمامی نمونه 

  . آوری شدند  جمع٢فاضلاب
لیتـر بـود و توسـط ظـروف          های ارسالی یک   حجم تمامی نمونه  
ســی مرکــز شنا دار بــه آزمایــشگاه ویــروس پلاســتیکی در پــوش

واقع در انـستیتو تحقیقـاتی دانـشگاه علـوم           ٣کشوری فلج اطفال  
در تمـامی مـوارد مشخـصات       . گردیـد   پزشکی تهران منتقل مـی    

و حرارت pH برداری، تاریخ،  محل نمونه(نمونه فاضلاب ارسالی 
در انتقال و نگهـداری  . شد نامه تنظیمی ثبت می در پرسش ) نمونه
ولی رعایـت زنجیـره سـرد و        ها قبـل از تلقـیح کـشت سـل          نمونه

  .گرفت انجام میگراد   درجه سانتی4 نگهداری در حرارت
صـورت مـستقیم و بـا دو         های فاضلاب به    نمونه :ها تیمار نمونه 

 مورد بررسی قرار 5 دو فاز و روش تغییر یافته ٤روش تغلیظ رسوبی  
لیتـر از فاضـلاب       میلـی  500،  ش رسوبی برای تغلیظ با رو   . گرفت

 ـ    متـری    میلـی  Nunc (50( لولـه پلاسـتیکی      10ه  تهیه شده را ب
 بـه   RPM 2000و دور   گـراد       درجـه سـانتی    5 منتقل و در حرارت   

 دقیقه سانتریفوژ نمودیم و سپس رسوب حاصـل بـه دو            10مدت  
 نگهداری  گراد   درجه سانتی  4ت  قسمت مساوی تقسیم و در حرار     

                                                      
1 Vaccine Derived Polioviruses (VDPV) 
2 Influent 
3 National poliovirus laboratory (NPL) 
4 Pellet 
5 Two-phase 

ــد ــازروش. ش ــشنهادی  دو ف ــتفاده از روش پی ــا اس ــوی ، ب  و ٦هُ
 400: صـورت زیـر انجـام شـد         به 2001در سال   ) 7(نش  همکارا
 روش(لیتر از مایع رویـی حاصـل از سـانتریفوژ مرحلـه اول               میلی

و  لیتـــری ریختـــه 1000را در داخـــل یـــک ارلـــن ) رســـوبی
PEG6000 ،30% )Merck(بــه   مــــربوط %20 دکــســتران  و
 ,Leuconostoc mesenteroides )D5376 باکتـــــری

Sigma(  وNaCl) Merck (5 ــه ــولار ب ــه   م ــب ب ــزان ترتی : می
 به  (V/V)لیتر    میلی 16 و   (W/V) گرم   20،  (W/V)گرم  6/133

 بـا   8 تـا    7 محلول در دامنۀ     pHآن اضافه گردید و پس ازتنظیم       
بـا دور    ٧مـدت یـک سـاعت آنـرا روی شـیکر           سود یک نرمال به   

RPM 260   سپس محـــتویات ارلن را به داخــل      . قرار داده شد 
در  ٩لیتری ریخته و یک شب      میلی 400 ٨دا کننده یک قیــف جـ ـ 

 5در مرحلـه بعـد      .  نگهـداری گردیـد    گراد   درجه سانتی  4یخچال  
 تشکیل شده در بـین دو       ه و لای  10لیتر از لایه رسوب انتهایی     میلی
 مرحلـه قبـل     Pellet هـای   آوری شد و به یکی از لوله         جمع 11فاز

هـا و    کتریدر مرحله آخـر بـرای از بـین بـردن بـا             .اضافه گردید 
) Pellet (لیتر از نمونه مستقیم فاضلاب، رسوب  میلی4ها به    قارچ

لیتـر کلروفـرم      میلـی   یـک  Pellet،   دو فـاز   و مخلوط تغلیظ شده   
)Merck (   دقیقه در دور     20اضافه و RPM 200 ر روی شـیکر     ب

 دقیقـه در  10لوله قرار داده و در نهایت محتویات لوله بـه مـدت          
مـایع   و   ، سانتریفوژ گراد   درجه سانتی  5  و حرارت  RPM 2000ر  دو

  .آوری شد های استریل جمع تیمار شده رویی در کرایو تیوب
بـرای  Hep-2 و  L20B، RDهای سلولی   از رده:کشت سلولی

های غیر پولیویی اسـتفاده      جداسازی ویروس پولیو و انتروویروس    
های موجـود     وسیله انتروویروس  های سلولی به   حساسیت رده  .شد

 فاضلاب،  تیمار یک نمونه3هر  برای. مایشگاه تعیین گردیددر آز
. شـد   در نظر گرفتهHep-2  و L20B ،RDکشت سلولی  لوله6

 میکرولیتـر  200 سـلولی  فاضلاب به هر لوله کشت میزان تلقیح
 روز  7 به مـدت     گراد  سانتیدرجه   36دمایبود و پس از تلقیح در       

ــد ــرای مــشاهده . نگهــداری گردی ــه هــر روز لوCPEب ــا  ل هــا ب
 -20ی  های مثبت در دمـا      میکروسکوپ معکوس بررسی و نمونه    

  روز،7 همچنـین پـس از   .گردیـد  نگهداری میگراد  درجه سانتی
پـس از   و فریـز گـراد   درجه سانتی -20منفی در دمای  های لوله

بـرای  ). 8( شـد  مـی پاساژ مجـدد داده   اتاق گرم کردن در دمای
مثبـت ولـی روی      RDمواردی کـه نمونـه روی کـشت سـلولی           

L20B      ژ   منفی شده بـود، پاسـاRD    بـه L20B     صـورت گرفـت 
)11 .(  

                                                      
6 Hovi 
7 Horizontal shaker 
8 Separation funnel 
9 Overnight 
10 Bottom phase 
11 Interphase 
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  ...پایش محیطی ویروس پولیو در46

 پـس از تعیـین نتـایج کـشت سـلولی            :تست نوترالیزاسـیون  
شـده بودنـد،       مثبـت  Hep-2 و   L20Bهـایی کـه بـر روی         نمونه

.  برای انجام تست نوترالیزاسـیون پولیـو اسـتفاده شـدند           مستقیماً
 ــ ــیون از پلی ــست نوترالیزاس ــام ت ــرای انج ــر  تب ــای میکروتیت   ه

برای هر ویروس پولیـوی جداشـده از        . استفاده شد ) میکرو پلیت (
 و  PII  ،PII و PIهای مخلوط    سرم  و آنتی  ١سرم مجموع پولیو   آنتی
PIII،PI  و  PIII 8(استفاده شد.(  

 توسـط  )RIVM(پولیـو   الایـزای   کیت اختصاصی:تست الایزا
  فلج اطفال قرار   های بهداشت در اختیار آزمایشگاه   جهانی  سازمان  

 IgGهای میکروپلیت کـه توسـط         در این تست چاهک   . گیرد می
 پوشیده شده با سوش 3و 2 ،1های تیپ   پولیو ویروسضد گاوی

های   سرم سپس انکوباسیون با آنتی   . شوند  مجاور می و  معین پــولی 
پس . یابد  تیپ ادامه می   ی اختصاص 2خرگوشی جذب متقاطع شدۀ   

  IgG خرگوشـی متـصل نـشده،   هـای   سـرم  از شستـشوی آنتـی  
شـود تـا     اضـافه مـی  ٣دار شـده بـا پراکـسیداز    خرگوشی نشان ضد
 ک الـف  در چاه ـ . هـای خرگوشـی را شناسـایی نمایـد          سـرم  آنتی

که هم بـا ویـروس      (بادی خرگوشی ضدپولیو ویروس توتال       نتیآ
 ک ب  ، در چاه ـ  )دهند  هم با ویروس وحشی واکنش می      واکسن و 

بادی ضدپولیوی   آنتیک ج   در چاه بادی ضدپولیوی وحشی و      آنتی
 OD کـه    ی ب و ج   ها  هر کدام از چاهک   . شود واکسن ریخته می  

سـوش  ه دو برابر و نـیم دیگـری را داشـته باشـند، نـشان دهنـد          
  ).8و  7( ویروس مورد نظر است

 در ایـن تـست از اختلافـات         :تست پـروب هیبریدیزاسـیون    
 پـروب   .شود  موجود در ژنوم ویروس واکسن و وحشی استفاده می        

و  سـاخته  واکـسن   ویـروس VP1/2Aمناسب که برای قـسمت  
 ویروس واکسن از وحشی به کـار  دار شده، برای افتراق بین نشان
 ه غیرقابل ترجم  ههمچنین از پروب دیگری که برای ناحی      . رود می

هـا حفاظـت شـده        ساخته شده و در تمامی انتروویـروس       ٤ ژنوم 5َ
برای انجام تست پروب    . دشو  می  عنوان شاهد استفاده   است نیز به  

کـه تیـپ آن     (هیبریدیزاسیون، باید تیتر بالایی از ویروس پولیـو         
 ویروس  RNAدر این روش     .وجود داشته باشد  ) معلوم شده است  

هـای    ب    سـپس پـرو   . شـود  استخراج و بر روی فیلتر قرار داده می       
های باند نشده    پروب. شود آن افزوده می   به   DIG5دار شده با    نشان

 شده توسط واکـنش   د  های بان   خارج و پروب   ،حل شستشو طی مرا 
صـورت   واکـنش مثبـت بـه   . گـردد  شناسایی می  سوبسترا-آنزیم

  ). 8 و 7( شود  خاکستری مشخص میه لکهمشاهد

                                                      
1 Pooled Polio (PP) 
2 Cross-absorbed 
3 Horseradish Peroxides (HRP) 
4 5′Non – translated region 
5 Digoxigenin 

  طریـق   و از  SPSS13افزار   دست آمده با نرم    هآنالیز آماری نتایج ب   
 و فریـدمن    8 کـای دو   ،7زوج شده تی  ،  6 آنالیز واریانس  های آزمون

  .انجام شد
  

  نتایج 
خانه قیطریـه،     تصفیه 6، از   1382ماه   ، تا آبان  1381از آذرماه سال    

  زرگنده، صاحبقرانیه، اکباتـان، شـوش و محلاتـی شـهر تهـران،             
بیشترین جمعیت تحت پوشـش فاضـلاب       .  نمونه تهیه گردید   63

اکباتان در غرب شهر تهران با        مربوط به سیستم تصفیه فاضلاب      
و کمترین جمعیت مربوط بـه      %) 25/84(ن نفر   میلیو جمعیت یک 

. بـود %) 59/0( هزار نفر    7صاحبقرانیه در شمال تهران با جمعیت       
گیری طوری طراحی     نمونه ،بهداشتجهانی  طبق توصیه سازمان    

 از هر سیستم تصفیه فاضـلاب هـر مـاه یـک       شده بود که تقریباً   
علـت   کـه بـه   ( به استثنای تصفیه خانه زرگنـده     . نمونه تهیه شود  

گیـری از آن     نمونه  امکان ادامه  1382تعمیرات، از خردادماه سال     
بـرداری    در سایر موارد فراوانی توزیع نمونـه       ،)محل وجود نداشت  

صورت مستقیم و بـا      در این پژوهش ویروس پولیو به     . یکسان بود 
 Hep-2 وL20B ،RDی هـــای ســـلول دو روش تغلـــیظ در رده

سـروتیپ مختلـف    سـپس بـرای تعیـین سـه         . جداسازی گردیـد  
در . ویروس، تـست میکرونوترالیزاسـیون اختـصاصی انجـام شـد          

 10ن و واکـس   ٩هـای وحـشی     منظور افتراق بین تیـپ     مرحله بعد به  
ژنیک الایـزا و ژنومیـک پـروب          های آنتی  ویروس پولیو، از تست   

آوری   نمونـه جمـع    63از مجموع   . زاسیون استفاده گردید  یهیبرید
) %22/22( نمونـه    14ویـروس و    انترو) %33/60( نمونه   38شده،  

تیپـی   هـای افتـراق بـین      با انجام تست  . ویروس پولیو جدا گردید   
های پولیوی جدا شده مربـوط       مشخص گردید که تمامی ویروس    

بیـشترین فراوانـی جداسـازی      . باشـند   مـی  SL به تیـپ واکـسن    
ویروس پولیو مربوط به سیستم تصفیه فاضلاب شوش با درصـد           

  پولیوی جداشده بود و با آزمون فرض       های   از کل ویروس   71/35
خانـه دو     این فرض که میزان جداسازی در ایـن تـصفیه          کای دو 

.  رد نـشد   =p 58/0باشـد بـا میـزان        ها می  خانه برابر سایر تصفیه  
 SLهای مختلف ویروس پولیوی      بیشترین فراوانی جداسازی تیپ   

و سـپس   ) %43/71فراوانی  ( مورد جداسازی    10 با   P3مربوط به   
فراوانـی  ( مـورد جداسـازی      2 هـر کـدام بـا        P2 و   P1وط به   مرب
همچنین بیشترین تیپ ویروس جداشده از مناطق       . بود) 28/14%

فراوانـی  (خانـه شـوش       و تـصفیه   P3مورد پـژوهش مربـوط بـه        
   ).1نمودار (بود ) 57/28%

  

                                                      
6 ANOVA 
7 t- paired test 
8 Chi- Square 
9 Non Sabin Like (NSL) 
10 Sabin Like (SL) 
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، دوره دهم، شماره اول86بهار   

47  محمد کارگر و همکاراندکتر 

  
اشـده از   های پولیوی جد    توزیع فراوانی انواع ویروس    -1نمودار  

  واحدهای مورد پژوهش

م، تغلیظ رسـوبی و     ابتدا با آزمون فریدمن بین سه روش مستقی       
 داری مـشاهده شـد    ا در جداسازی ویروس پولیو تفاوت معن      دو فاز 

)01/0 p<(   های زوج شده بـه ایـن نتیجـه          نمونه تی   با آزمون و
باشد کـه   رسیدیم که این تفاوت تنها مربوط به روش مستقیم می     

 و  >p) 01/0( متفـاوت اسـت       رسوبی و دو فاز    ش تغلیظ با دو رو  
ــشد    ــشاهده ن ــاوتی م ــز تف ــده نی ــاد ش ــیظ ی ــین دو روش تغل    ب

)182/0 p=( .          همچنین میزان همبـستگی ایـن دو روش تغلـیظ
با آزمون فریدمن مشخص شد     . >p) 01/0( دست آمد  ه ب 843/0

 Hep-2و   L20B  ،RDکه جداسازی ویروس در سه رده سـلولی       
ی اما در رده سلول   . <p)05/0(اری را با یکدیگر ندارد      تفاوت معناد 

RD ظ رسوبی و دو فاز    یزان جداسازی ویروس با دو روش تغلی       م، 
نمـودار   ( داشـت  >p) 01/0(تفاوت معناداری را با روش مستقیم       

طور کلی در این پژوهش، بین جداسازی ویروس پولیـو در            به .)2
. <p)05/0( ارتبــاط معنــاداری مــشاهده نــشد ،فــصول مختلــف

ظ همچنین میزان جداسازی ویروس پولیو بـا هـر دو روش تغلـی            
) %35/6بـا فراوانـی     ( در فصول بهار و تابـستان         دو فاز   و رسوبی

  .یکسان بود

  
های پولیوی جداشده بـر روی        توزیع فراوانی ویروس   -2نمودار  

  با سه روش مختلف Hep-2 و L20B .RDهای سلولی  رده

  گیری  و نتیجهبحث
 کـشور از ناحیـه مدیترانـه شـرقی          18 در   2005تا ابتدای سال    

کـن شـده اســت و تنهـا در           ویروس پولیوی وحـــشی ریـشــه     

صورت  افغانستان و پاکستان این ویروس به      کشـــورهـای مصر، 
زارش شده  موارد پولیو گ%99). 13 و 1(اندمیک باقی مانده است  

 مربوط به  سه کشور هند، نیجریه و پاکستان بوده           2002در سال   
کنی جهـانی فلـج اطفـال،        یکی از موانع بزرگ ریشه    ). 14( است

 هنـد، ، پاکـستان   کـشور افغانـستان،  6گردش ویروس وحشی در 
توانـد بـرای    له مـی أکه ایـن مـس  ) 4(نیجریه و مصر است  نیجر،

عنوان نمونه پـس     به.  باشد جوار این کشورها خطرناک    مناطق هم 
بنـین، بوتـسوانا،   :  کـشور 11کنی ویروس فلج اطفـال در       از ریشه 

کامرون، گینه، مالی، عربستان سعودی، بورکینافاسـو، جمهـوری         
 2004آفریقای مرکزی، چـاد، سـاحل عـاج و سـودان، در سـال               

بـا  . پولیـویی در ایـن کـشورها گـزارش شـد           AFPمجدداً موارد   
شده مشخص گردید کـه علـت        های جدا  بررسی ژنوتیپ ویروس  

هـای پولیـوی بـومی کـشور          ورود ویـروس   ،یاد شده  AFPموارد  
 ،2005 مـاه اول سـال       6در پاکستان در     ).14(نیجریه بوده است    

شش ناحیه گردش فعال ویروس پولیوی وحشی وجود داشته کـه    
متاســفانه بیــشتر ایــن منــاطق در نزدیکــی مرزهــای ایــران بــا  

فلـسطین   در   .)13(ن و پاکـستان قـرار دارنـد         کشورهای افغانستا 
پایش محیطی ویروس پولیـو بـا       ،  1997 تا   1989 از سال    اشغالی

و همکارانش انجام  ١مانوری های فاضلاب توسط  استفاده از نمونه  
در  AFPدر این مطالعه در حالی که هیچ گزارشـی از وقـوع              .شد

ر  د3 و 1 شـیوع ناشـی از پولیـوی تیـپ        5کشور وجود نداشـت،     
 ٢دِشـپانده  همچنین). 6( نشان داده شد     1996 تا   1990های   سال

های فاضـلاب در      با پایش محیطی نمونه    ،2000 تا 1999در سال   
 بـا   3 و   1هند موفق به جداسازی ویروس پولیوی وحـشی تیـپ           

هـا باعـث     این گزارش  ).12( گردید دو فاز    تغلیظ استفاده از روش  
کنی ویروس پولیوی  هبهداشت پس از ریشجهانی شد که سازمان  

در منــاطق پرخطــر، پــایش تکمیلــی بــا  AFPوحــشی از مــوارد 
های فاضـلاب و مـدفوع افـراد سـالم را توصـیه              استفاده از نمونه  

  ). 12 و 9(نماید 
آمیز بودن    معیار موفقیت  ،بهداشتجهانی  مطابق توصیه سازمان    

 ،کنی فلج اطفال   پایش محیطی ویروس پولیو در مرحله آخر ریشه       
 از %30هــای غیــر پولیــویی در حــداقل  یص انتروویــروستــشخ
   ).9(های فاضلاب است  نمونه

را معرفی   رسوبی   ما در این پژوهش برای اولین بار روش تغلیظ        
 همراه روش را به  تغلیظ رسوبیزمان روش صورت هم نمودیم و به
. بهداشت استفاده نمودیم  جهانی  یید سازمان   أ مورد ت  تغلیظ دو فاز  
 ترتیـب بـا روش مـستقیم،       های مورد بررسی بـه     مونهاز مجموع ن  

                                                      
1 Manory 
2 Deshpande 
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 مجله پژوهشی حکیم

  ...پایش محیطی ویروس پولیو در48

 27و ) ٪87/39( 25، )٪63/20( 13:تغلــیظ رســوبی و دو فــاز  
له أشـد کـه ایـن مـس        انتروویروس غیرپولیـویی جـدا    ) 85/42٪(

دهنده مقبولیـت دو روش تغلـیظ یـاد شـده بـرای              تواند نشان  می
با توجه بـه متفـاوت بـودن نـوع و           . جداسازی ویروس پولیو باشد   

زمـان از ایـن دو       های پولیو جداشـده، اسـتفاده هـم        عداد ویروس ت
از . گـردد   تر محیطی پیشنهاد مـی     روش تغلیظ جهت پایش دقیق    

 گیرندههای موشی که ژن      سلول (L20Bهای    سلول 1998سال  
جـایگزین رده   ) کنـد  سلول انسانی برای ویروس پولیو را بیان می       

زمان با   تفاده هم تواند در صورت اس     گردید که می   Hep-2سلولی  
، سرعت عمل، دقت و اطمینان در تشخیص ویـروس          RDسلول  

همین دلیـل مـا در ایـن بررسـی از رده           به). 11( پولیو را بالا ببرد   
در ایـن   . ستفاده کـردیم   ا Hep-2 و   RDه  همرا  به L20Bسلولی  

 L20B ویروس پولیو واکسن بر روی سـلول         14پژوهش، تمامی   
 ویروس بر روی    10و  %) 85/92( RD مورد بر روی     13،  %)100(

در ایـن تحقیـق     . جداسازی شدند %) Hep-2) 42/71رده سلولی   
 L20B بـه    RD موارد مثبت شده بر روی       بالینیهای   مانند نمونه 

ین در نمونه   یتلقیح شدند تا در صورتی که ویروس پولیو با تیتر پا          
دو  . تکثیـر کـرده و جداسـازی گـردد         L20Bباشد، در    موجود می 

های روش    های روش مستقیم و چهار مورد از نمونه         نمونه مورد از 
له أایـن مـس   .  مثبـت شـدند    L20B بـه    RDتغلیظ، پس از پاساژ     

ییدکننـده نقـش مکملـی ایـن دو رده سـلولی بـرای              أتوانـد ت   می
پـایش محیطـی     .ها و ویروس پولیو باشـد      جداسازی انتروویروس 

و مشتق  ای برای نمایش گردش ویروس پولی      همچنین ابزار بالقوه  
های کـوچکی از    های اخیر اپیدمی   در سال ). 9( باشد از واکسن می  

پولیومیلیت مرتبط با گردش سوش واکسن جهش یافتـه در بـین            
کودکان غیرواکسینه مشاهده شده که به آن، ویروس پولیـوی در           

گوینـد و اغلـب      می 1نحــال چـــرخـش مشــتق از واکســـ ـ   
واکـسن سـابین تفـاوت       بـا سـوش      %2- 3 آنها بین    VP1توالی  

 سـوش مـشتق از      2002ای کـه درسـال       به گونه .  دهد نشان می 
 2 در هائیتی، فیلیپین، جمهوری دومینیکن و تیپ         1واکسن تیپ   

 در همـین سـال  ). 14( مشتق از واکسن در ماداگاسکار یافت شد
 تیپ  VDPV ، و همکارانش در استونی از فاضلاب      2تیسبلومکو

هـای   مترین ویژگی زیـستی سـوش     مه ).15( جداسازی نمودند    3
CVDPVs      فـرد آن ماننـد     ، قـابلیت ایجاد فلـج و انـتقال فـردبه

  ).4(هـای وحشی است  ویـروس
هـای پولیـوی جداشـده از نظـر          در این پژوهش تمامی سـوش     

های واکـسن و     بادی جذب متقاطع شده سوش     ژنیک با آنتی   آنتی
                                                      
1 Circulating Vaccine Derived Polioviruses (CVDPVs) 
2 Blomqvist 

ون مـورد   وحشی و از نظر ژنومیک با روش پـروب هیبریدیزاسـی          
 ویـروس پولیـوی   14خوشـبختانه تمـامی      .ارزیابی قـرار گرفتنـد    

هـایی    بودند همچنین در روش الایـزا جـواب        SLش  جداشده سو 
 Non-reactive ،  Double reactive ،Non vaccine:ماننـد 
like)   های مشتق از واکسن       که ویژگی سوشVDPV نیز )  است

پـایش محیطـی   علاوه بر ایـن، خوشـبختانه در    .مشاهده نگردید
 VDPVهــای وحــشی و  اســتان سیــستان و بلوچــستان ســوش

دهنـده   توانـد نـشان    له مـی  أاین مس . ویروس پولیو جداسازی نشد   
یید أهمچنین ت  سازی در کشور و    سطـــح مناسب پــوشش ایمن   

و در   AFP بـالینی دیگری بر پـایش مناسـب و حـساس مـوارد            
  . کنی ویروس فلج اطفال در ایران باشد نهایت ریشه

طور کلی در اغلب کشورهای دنیا و همچنـین ایـران میـزان              به
 2کننده در بدن افراد جامعه بـر علیـه تیـپ             های خنثی    بادی  آنتی

 کننده  خنثیهای    بادی    و میزان آنتی   1ویروس پولیو بیشتر از تیپ      
یکـی از  . (P2 > P1 > P3)باشـد    مـی 3 بیـشتر از تیـپ   1تیپ 

 ـ دلایل اصلی سطح بالاتر آنتی      2 علیـه تیـپ      کننـده   خنثـی ادی  ب
ــی  ــو، آنت ــروس پولی ــودن    وی ــرض ب ــشتر و در مع ــسیتی بی ژنی

همین دلیـل   به. باشد های سطحی این تیپ از ویروس می       ژن  آنتی
کـن   ، اولین ویروس پولیویی بوده که ریشه      2ویروس وحشی تیپ    

 ،OPVرو پـس از واکـسیناسیون همگـانی بـا       از ایـن  . شده است 
دلیـل ســطح بیــشتر    بــه2تیـپ  هـای واکــسن   گـردش ویــروس 

تواند دلیلی بر سـطح   این مسأله می .است بادی در بدن کمتر   آنتی
تر ایمنی نسبت به این تیپ از ویـروس در افـراد سـاکن در                 پایین

نتیجه این که، علـت جداسـازی       . مناطق جنوب شهر تهران باشد    
تـر     از محـیط، سـطح پـایین       3هـای تیـپ       تعداد بیـشتر ویـروس    

کننده در بدن افـراد جامعـه و در نتیجـه گـردش               یبادی خنث   آنتی
 از طرفی جداسازی بیشتر ویروس پولیـو  .بیشتر این ویروس است   

ای  دلیل واکسیناسیون ناحیـه    تواند به  در فصول بهار و تابستان می     
در بعـضی از    ) های اردیبهشت و خـرداد     در ماه (در زمان پژوهش    

ران و  مناطق پرخطر کـشور و همچنـین مهـاجرت بـه شـهر ته ـ             
دلیل جداسازی   به. گردش بیشتر ویروس در فصول یاد شده باشد       

 ش تغلیظ رسـوبی و دو فـاز  مقادیر یکسان از ویروس با هر دو رو      
 ،گیری نمود که در هنگام واکـسیناسیون عمـومی         توان نتیجه   می

  . امکان جداسازی ویروس با هر دو روش تغلیظ وجود دارد
   اروپـایی اسـت کـه       با توجـه بـه اینکـه ترکیـه آخـرین کـشور            

علـت   کن شده اسـت و همچنـین بـه         پولیوی وحشی در آن ریشه    
انجـام پـایش     وضعیت نابـسامان عـراق و تـردد زائـران ایرانـی،           

هـای آذربایجـان غربـی،       های فاضلاب اسـتان    محیطی در نمونه  
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، دوره دهم، شماره اول86بهار   

49  محمد کارگر و همکاراندکتر 

بـه امیـد روزی کـه       . گـردد  کرمانشاه و کردستان نیز پیشنهاد می     
  . شه کن شودویروس پولیو از سراسر جهان ری

  تشکر و قدردانی
از  مراتــب ســپاس و قــدردانی خــود را ،نگارنــدگان ایــن مقالــه

 ـهـای مـالی و اجرا       حمایت ی قطـب علمـی انـستیتو تحقیقـات         ی
همچنین از  . دارند بهداشتی دانشگاه علوم پزشکی تهران ابراز می      

 جناب آقای مهندس عباس حاج حریری، سرکار خـانم مهنـدس           
 

 

  خـانم مهرنـوش مطلبـی در حـوزه معاونـت           نشاط مجد و سرکار     
برداری فاضلاب استان تهران و امـور نظـارت بـر            نظارت بر بهره  

های استان تهـران صـمیمانه سپاسـگزاری         کیفیت آب آزمایشگاه  
  .شود می
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