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Abstract  
Background: Human group A rotaviruses are the most common viral agents of severe diarrhea in 
children and infants worldwide. 
Objective: The aim of this study was to determine different genotypes of rotaviruses in children 
with acute gastroenteritis in Karaj.  
Methods: This cross- sectional study was performed on 200 stool specimens from under 5 years old 
children with acute gastroenteritis referred to Bahonar hospital in Karaj from September 2011 to 
December 2011. Rotavirus contamination and different genotypes were determined by semi-nested 
multiplex Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction RT-PCR. 
Findings: Rotavirus contamination was found in 27 samples (13.5%). P and G genotypes prevalence 
was found to be: P[8]: 44%, P[4]: 4%,  P[6] P[8]: 4% , G1: 15%, G2: 8%, G4: 8%, G9: 15% and 
G4G9: 8%. 
Conclusion: With regards to the results, P[8], G1 and G9 were the predominant genotypes.  Lack of 
amplification of segments related to VP7 protein and different genotypes in considerable percentage 
of the positive samples suggest the necessity of using other primers and further molecular studies in 
order to select and design new primers.   
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  چكيده
  . ترين عامل ويروسي اسهال شديد كودكان و نوزادان در سراسر جهان هستندانساني شايع Aهاي گروه روتاويروس :زمينه
  .ي در كودكان مبتلا به گاستروانتريت در شهر كرج انجام شدروتاويروسي دخيل در عفونت هاتعيين ژنوتيپمطالعه به منظور  :هدف

كننده به بيمارستان شهيد باهنر  سال با درگيري گوارشي مراجعه 5نمونه مدفوع كودكان زير  200اين بررسي مقطعي بر روي تعداد  :هامواد و روش
ــا دي مــاه   ــه . انجــام شــد 1390شهرســتان كــرج از مهــر ت ــودگي ب ــزان آل ــاويروسمي ــا روش                     روت ــوع  ژنوتيــپ دخيــل در مــوارد درگيــري ب و ن

Semi nested multiplex RT- PCR  تعيين شد .  
 P[8] %44 ،    G1: عبارت بودند از هاي مختلففراواني ژنوتيپ. آلوده بودند روتاويروسبه ) 5/13(%نمونه  27نمونه مورد بررسي،  200از :هايافته

%15 ، G9%15 ، G2%8 ،G4 %8 ،G4G9 %8،P[4]  %4 و P[6]P[8] %4.  
و نيـز  VP7هاي غالب بودند، ولـي عـدم تكثيـر قطعـات مربـوط بـه پـروتئين        به عنوان ژنوتيپ G9و P[8] ،G1ها، با توجه به يافته :گيرينتيجه
تـر جهـت انتخـاب و    هاي مولكولي بيشده از ساير پرايمرها و انجام بررسيهاي مثبت، لزوم استفاهاي مختلف در ميزان قابل توجهي از نمونهژنوتيپ

  . كندطراحي پرايمرهاي جديد را مطرح مي
  

  Multiplex PCRنتريت، رواويروس، ژنوتيپ، گاستروتا :هاكليدواژه
 

 
  :مقدمه 
تـرين عامـل   شـايع  A گـروه  هاي انسـاني روتاويروس     

ادان در سراسر جهـان  ويروسي اسهال شديد كودكان و نوز
عوامـل   اگرچه عوامل باكتريـايي، انگلـي و سـاير    .ندهست

هـا،  ، ادنـو ويـروس  هـا ويروسي از جمله كاليسي ويـروس 
 هـا و ، اسـترو ويـروس  هاي نورواك و شبه نورواكويروس
ولـي   ،ندهسـت گاسترو انتريـت  مهم مسبب از عوامل  غيره

سـهال  مـوارد ا  درصد 40بيش از ها به تنهايي روتاويروس
توسعه يافته و  كشورهايدر كودكان و نوزادان در  را شديد

هـا  روتـاويروس درگيري بـا  . كنندايجاد ميدرحال توسعه 
هـا كـودك و حـدود    ساليانه منجر به بستري شدن ميليون

د كـه عمـده ايـن مـوارد در     شـو مورد تلفات مي هزار 600
ها فاقد روتاويروس. دهندكشورهاي در حال توسعه رخ مي

 RNAهـا  نآو ژنـوم   دارندسه لايه كپسيد  ،هستندشاء غ
اسـاس  ها برروتاويروس .استقطعه  11اي شامل دو رشته

 7بـه   VP6ژني پروتئين سـاختاري  نتيآ هاينوع شاخص
بـا   A ي گـروه هـا روتـاويروس  .دشونبندي ميگروه طبقه
واقـع بـر لايـه     VP7 و  VP4نـوع دو پـروتئين  توجـه بـه   

كننـده  خنثي هايبادينتيآاصلي  خارجي كپسيد كه هدف
     تقسـيم  يهـاي مختلف ـ تيـپ د بـه ژنو هسـتن ضد ويـروس  

 VP4 هايپروتئين گوناگوني براساس تايپينگ P .ندشومي
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 VP7اساس حضور انواع مختلف پـروتئين  تايپينگ بر G و
   )1(.دشوانجام مي

بـه  ابـتلا  ن به عنوان تنها راه پيشگيري از واكسيناسيو     
در سـاليان   .اسـت تلفات در كودكان مطـرح   واري اين بيم

و  (Rota Teq)هاي روتـا تـك   اخير دو نوع واكسن با نام
هـا  نآده كـه اسـتفاده از   شعرضه  (Rotarix)روتاريكس 

كاهش قابل تـوجهي در ميـزان شـيوع و تلفـات ناشـي از      
بـه   )4و3و2(.ها به دنبال داشـته اسـت  روتاويروسدرگيري با 
صادي شديد و تلفات قابل توجه ناشـي  هاي اقتدليل زيان

سازمان جهـاني بهداشـت در    ،يروتاويروساز موارد اسهال 
ــ 2005ســال  ايش بيمارســتاني جهــت شناســايي طــرح پ
بـه منظـور    كشـورهاي مختلـف را   شـايع در  هـاي يپژنوت

با توجه بـه   )2(.دكرپيشنهاد ثر ؤم طراحي واكسن مناسب و
 به ويژه در(كشور  نه تحقيقاتي مستند در داخلكمبود پيشي
فيـايي و بافـت   موقعيت جغرااز يك سو و  )كرج شهرستان

بـا هـدف    مطالعه حاضر ،سوي ديگر اجتماعي اين شهر از
ي در روتاويروســعفونــت هــاي دخيــل در ژنوتيــپ تعيــين

  .دانجام ششهر  اينگاستروانتريت كودكان مبتلا به 
  

  :هامواد و روش 
تحقيقـات مولكـولي   اه زمايشگآدر  اين مطالعه مقطعي     

زاد اسلامي واحد كـرج بـر   شناسي دانشگاه آگروه ميكروب
 5نمونه مدفوع  مربوط بـه كودكـان زيـر     200تعداد  روي

كننـده بـه بيمارسـتان    مراجعه گاستروانتريتسال مبتلا به 
 1390 لمهر تا دي ماه سـا  ازشهيد باهنر شهرستان كرج 

بـه   انتقـال  بلافاصـله پـس از   هـا نمونه RNA .دانجام ش
و ) سـيناژن ( RNX plus كيـت   بـا اسـتفاده از   زمايشگاهآ

 -70 دمـاي و در شركت سازنده استخراج  كار طبق دستور
  .دشداري درجه سيليسيوس نگه

قطعـه   به منظور بررسـي حضـور   RT-PCRواكنَش       
در  Aگــروه ي هــاروتــاويروس VP4كننــده پــروتئين كد

ــه ــانمون ــا ه ــاي  ب ــتفاده از پرايمره      Con2و  Con3 اس
هـاي  ر ايـن تحقيـق نمونـه   د )5(.دش ـانجـام  و  سازيبهينه

هـا بـه   نآ لـودگي آمدفوع كودكان مبتلا بـه اسـهال كـه    

كيــت  بــا اســتفاده از، Aهــاي انســاني گــروه روتــاويروس
ProSpect Rotavirus (Oxoid, UK) ي الايزا روش به

از بيمارسـتان فـوق تخصصـي     ،ده بـود ش ـ ييـد أت مستقيم
مثبـت در   شـاهد بـه عنـوان    كان مفيد تهران تهيـه و كود

ميكروليتـر   5ابتـدا   .شـد  مولكـولي اسـتفاده  هـاي  واكنش
RNA )6بـه مـدت   ) هاي مختلـف استخراج شده از نمونه 

سـپس  . سيوس قرار گرفـت درجه سيلي 98دقيقه در دماي 
ــه  ــوط ميكرو 15ب ــر مخل ــامل  RT ليت ــر 4ش         ميكروليت

RT buffer (5X)  ،1 وليتـر  ميكر)mM10 (dNTPs ،1 
ميكروليتـر مخلـوط    RT ،1نـزيم  آ) واحد 100(ميكروليتر 
 8و ) كدام مول از هرپيكو Con3 )8و  Con2 پرايمرهاي
اضافه  "كربناتدي اتيل پايرو"آب تيمار شده با ميكروليتر 

درجه انجام و  40دقيقه در دماي  60ه مدت واكنش ب. شد
درجـه سيليسـيوس بـه     70ها در دماي لهگرفتن لوبا قرار 
 25در حجـم نهـايي     PCR.متوقف شـد  ،دقيقه 15مدت 

ميكروليتر  5/2: ميكروليتر شامل اجزاي زير به انجام رسيد
PCR buffer (10X)  ،75/0 يكروليتـر كلريـد منيزيـوم    م

 1، )مولارميلي 10( dNTPsميكروليتر  1، )مولارميلي 50(
 Con3 )10 وCon2 مخلـــوط پرايمرهـــاي ميكروليتـــر 

نـزيم  آ) واحـد  2(ميكروليتـر   4/0، )كـدام  مول از هـر پيكو
Taq، 35/17  ميكروليتـر   2ميكروليتر آب مقطر ديونيزه و

cDNA  محصول واكنشRT واكـنش در  . به عنوان الگو
درجه بـه مـدت    95واسرشت در : چرخه زير انجام شد 35
ثانيـه و طويـل    40درجه به مدت  52 ثانيه، اتصال در 40

واسرشت . ثانيه 60درجه سيليسيوس به مدت  72شدن در 
درجه و طويل شـدن نهـايي    95دقيقه در  5اوليه به مدت 

. درجه سيلسيوس انجام شد 72دماي  ردقيقه د 10 به مدت
در  Pهـاي مختلـف   تعيين نوع و فراواني ژنوتيپ منظوربه 

 Semi nested multiplex PCR روش ،مثبت هاينمونه
ــ     هــاي مختلــفژنوتيــپي ويــژه ا اســتفاده از پرايمرهــاب

   .)1جدول شماره (شد  سازيبهينه
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  اطلاعات مربوط به پرايمرهاي مورد استفاده - 1جدول 
  

موقعيت  ويژه نام
 توالي پرايمر اتصال

طول
آمپليكون 
جفت باز

9con1 
VP7 

37-56 TAGCTCCTTTTAAGTATGG 905 

9con2 922-941 GTATAAAATACTTGCCACCA  

9T-1 G1 176-195 TCTTGTCAAAGCAAATAATG 159 

9T-2 G2 262-281 GTTAGAAATGATTCTCAACT 245 

9T-3 G3 484-503 GTCCAGTTGCAGTGTTAG 467 

9T-4 G4 423-440 GGGTCGATGGAAAATTCT 404 

9T-9B G9 131-147 TATAAAGTCCATTGCAC 111 

G12R G12 
 
 
 

VP4 

471-490 AGTACAGTACCAAATTTCAT 454 

Con3 11-32 TGGCTTCGCTCATTTATAGAC  

Con2 868-887 ATTTCGGACCATTTATAACC 877 

1T-1 P8 339-356 TCTACTTGGATAACGTGC 346 

2T-1 P4 474-494 CTATGGTTAGAGGTTAGAGTC 484 

3T-1 P6 259-278 TGTTGATTAGTTGGATTCAA 268 

ND-2 P11 116-133 AGCGAACTCACCAATCTG 123 

  
 5/2 :از بودنـد  اجزا و مراحل دمـايي واكـنش عبـارت        

كلريـد  ميكروليتر  PCR buffer (10X) ،75/0ميكروليتر 
ــوم  ــي 50(منيزي ــولارميل ــر  1، )م  dNTPs )10ميكروليت

، Con3 پرايمر) مولپيكو 10(ميكروليتر  5/0، )مولارميلي
كـدام از پرايمرهـاي    از هـر ) پيكومول 5( ميكروليتر 25/0

   ميكروليتـر   P4, P6, P8, P11 ،2/0هـاي  ويـژه ژنوتيـپ  
ميكروليتر آب مقطر ديـونيزه   Taq ،05/18نزيم آ) واحد 1(

 35واكنش در . VP4قطعه  PCRميكروليتر محصول  1و 
 30درجه بـه مـدت    95واسرشت در : چرخه زير انجام شد

ثانيه و طويل شدن  40درجه به مدت  48 درثانيه، اتصال 
واسرشت اوليه  .ثانيه 50ه مدت درجه سيليسيوس ب 72در 

درجه و طويـل شـدن نهـايي بـه      95دقيقه در  3به مدت 
  .درجه سيلسيوس انجام شد 72ر دماي دقيقه د 10مدت 
 با استفاده از پرايمرهاي ويژه قطعـه  RT-PCRسپس      

)9Con2  9وCon1(  VP7هـاي مثبـت بـا    بر روي نمونه
 VP4قطعـه  مشـابه تكثيـر   شرايط دمايي و مقادير اجزاي 

هـاي  ژنوتيـپ  ،در مرحلـه بعـد   .انجـام شـد   سازي وبهينه
مندرج در جدول (هاي ويژه با استفاده از پرايمر G مختلف
  .تعيين شدندتايپينگ  P مراحل مشابه اجزا وو ) 1شماره 

در  PCRمحصولات نظر در  موردهاي هتشكيل قطع      
بـر   الكتروفورز هاي مولكولي به روشمرحله از واكنش هر

) تايپينـگ ژنوجهـت   درصـد  2( درصـد  5/1روي ژل اگارز 
  .بررسي شد

  
  :هايافته 
به روش الكتروفورز بر  RT-PCRبررسي محصولات      

ــارز  ــد5/1روي ژل اگ ــان درص ــده نش ــه  آدهن ــودگي ب ل
ــاويروس ــربر( روت ــازي  877قطعــه  اســاس تكثي جفــت ب

 .بـود  )درصـد 5/13( نمونـه  27در )VP4 كننده پـروتئين كد
                    محصــــــولات الكتروفــــــورز نتــــــايج اسبراســــــ

Semi nested multiplex PCR   درصد 2بر روي ژل، 
 درصد 44: بود به شرح زير P هاي مختلففراواني ژنوتيپ

P[8] )12 ــه ــه 1( P[4]درصــد  4 ،)نمون  درصــد 4، )نمون
P[6]P[8] )1 مربوط ( بازيجفت   905 قطعه تكثير .)نمونه
هده مشاهاي مثبت مورد از نمونه 13 در) VP7به پروتئين 

 15: عبـارت بـود از  هـاي مختلـف   تايـپ  Gو فراواني شد 
 درصـد  8، )نمونـه  1(  G2درصـد  8، )نمونه G1 )2 درصد

G4 )1 ــه ــد 15، )نمون ــه G9 )2 درص ــد 8و ) نمون  درص
G4G9 )1 2و  1هاي شماره شكل( )نمونه(.   

  

  
  

  P هاييپژنوت به جداسازي مربوط ژل الكتروفورز - 1 شكل
  

    قطعـه ( P8پ ي ـژنوت: از رديـف بـالا   10،9،8،7،6،4،3،1چاهـك   ،ماركر: Mچاهك 
bp 346(،  يـپ  ژنوت: از رديـف بـالا   5چاهكP4 ) قطعـه bp 484(،  از  12 چاهـك

از  12،9،3،1ك چاه ـ ،)346 و bp268 قطعـات  ( P6P8يپ مخلوط ژنوت :رديف بالا
  )bp 346 قطعه( P8 هاييپژنوت :ينيپا رديف



                                          25       همكاران                                                                        دكتر ناصر هرزندي و .../ هاي جدا شده ازروتاويروستشخيص مولكولي و ژنوتيپ     
 

  
  

  Gهاي يپمربوط به جداسازي ژنوت ژل الكتروفورز - 2شكل
  

از رديف  5چاهك ، )bp 404 قطعه( G4: از رديف بالا 2چاهك ، ماركر: Mچاهك 
 از 8چاهك ، )bp 159 قطعه( G1يپ ژنوت: از رديف بالا 7چاهك ، مثبتشاهد : بالا

 G9 يپژنوت: ينياز رديف پا 2و1چاهك ، G4G9يپ نمونه مخلوط ژنوت: رديف بالا
 5چاهك ، )bp 245 قطعه( G2يپ ژنوت: ينياز رديف پا 4چاهك ، )bp 111 قطعه(

  G1يپ ژنوت: ينياز رديف پا

  
  :گيريبحث و نتيجه 
هاي ژنوتيپ G9 و P[8]، G1كه  داد اين مطالعه نشان     
  .ندكرج بود شهر در كودكان گوارشي درگيري موارد در غالب
شده در هندوستان، ايالات متحـده،  هاي انجام تحقيق     

 و G1,G9نيـز   فرانسه و بوركينافاسو بنگلادش، دانمارك،
P[8] هــاي غالــب در مــوارد درگيــري   در زمــره ژنوتيــپ

هـاي  شايان توجه نتايج تحقيـق نكته  )4-9(.اندهگزارش شد
هـاي  در سـاليان اخيـر در مقايسـه بـا دهـه     به عمل آمده 

در موارد  G9توجه ژنوتيپ گذشته پيدايش و افزايش قابل 
ــاويروسدرگيــري ناشــي از  را  G9رو از ايــن .هاســتروت

 )6و5(.اندكردهجهان معرفي  نقاط از برخي در ژنوتيپ نوظهور
هـاي غالـب   رغم همخواني ظاهري انواع ژنوتيپالبته علي

فوق، عدم امكان تعيين تيـپ   هايگزارش شده در تحقيق
، قطعيـت و دقـت در   اه ـقابل توجهي از ژنوتيـپ در ميزان 
ل سـؤا غالب در نقاط مختلف جهان را زير هاي اعلام تيپ

  . بردمي
ضمن بررسي قطعـه   2012ن در سال شجاع و همكارا     
 هـاي هاي جدا شده از نمونهروتاويروسدر  VP7كننده كد

 را به عنوان ژنوتيـپ  G1آلوده در بيمارستان مفيد تهران، 

 2012همكاران در سـال  نجفي و  )10(.دندكرغالب معرفي 
 ،هاي حاصل از دو بيمارسـتان  شـيراز  مونهضمن بررسي ن

 هـاي نمونـه  را ژنوتيپ شـايع در  G1/G4ژنوتيپ مخلوط 
سـال   كارگر و همكـاران در  )11(.مورد بررسي معرفي كردند

سال  5هاي حاصل از كودكان زير در بررسي نمونه 2012
به ترتيـب   را G1 و G4 ،در دو بيمارستان شهرستان جهرم

هاي دخيل در موارد درگيـري  ترين ژنوتيپبه عنوان شايع
ران در سـال  مـدرس گيلانـي و همكـا    )12(.گزارش كردند

كننده مراجعه نوزادان مدفوع هاينمونه بررسي ضمن 2013
 P[4]و  G1 ،P[8] ان بهرامي تهران و معرفـي به بيمارست

ناشي  هاي غالب، با توجه به وقوع تلفاتبه عنوان ژنوتيپ
ريـزي جهـت   ي بر لـزوم برنامـه  روتاويروسسهال از موارد ا

نتـايج   )13(.واكسيناسـيون در نـوزادان تأكيـد كردنـد    انجام 
سـال   دراين گـروه  هاي تحقيق ديگر تحقيق فوق با يافته

نمونه مدفوع حاصل از دو بيمارسـتان   700بر روي  2011
  )14(.بودهماهنگ تخصصي اطفال در تهران 

در تحقيـق   روتـاويروس هـا بـه   لودگي نمونـه آميزان      
در مقايسـه  تر بودن آن علت پايين. درصد بود 5/13 حاضر

 9/36(خــارجي  مشــابه داخلــي و هــايتحقيــقنتــايج بــا 
 78/34، )9(درصــد 8/33، )6(درصـد 4/19 و 2/27، )5(درصـد 
 ،))14(درصد19و  )13(درصد 20، )12(درصد 02/46، )11(درصد

ايـن تحقيـق از    هـاي كـه نمونـه   دليل باشـد به اين  دايش
گاسـتروانتريت  مبـتلا بـه   (گيـري گوارشـي   كودكان بـا در 

  ،ندشدوري آجمع) از ابتلا يا عدم ابتلا به اسهالنظر صرف
ها از كودكان بررسي مورد اشاره نمونه كه در اغلبدر حالي

  .و نوزادان با اسهال شديد اخذ شده بودند
) G و P هاينوع ژنوتيپ(در ارتباط با عدم تعيين تيپ      

قابل تـوجهي  ميزان در  VP7تشكيل نشدن قطعه علت  و
تـوان بـه   هاي مثبت حاصل از ايـن تحقيـق، مـي   از نمونه

نوكلئوتيدي جايگاه اتصـال   فرضيه محتمل تغيير در توالي
. دكـر هاي داخلي اشاره پرايمرهاي مورد استفاده در جدايه

نمونـه   489ع همكـاران از مجمـو   ودر تحقيق سـايموندز  
هـاي  سـال  طـي وري شده از نقـاط مختلـف جهـان    آجمع

از پرايمرهـاي  نمونه با استفاده 366 ، تيپ2006 تا 1996



مقاله پژوهشي                                          / 1393، مهروآبان )75پي در پي( 4، سال هجدهم، شماره مجله علمي دانشگاه علوم پزشكي قزوين                                                   26  
 

تعيـين   )P )Con3/Con2معمول جهت تعيين نوع تيـپ  
كــه بــا بــه كــارگيري پرايمرهــاي جديــد ، در حــاليدشــن

(VP4F/VP4R)  هاي مـذكور بـا   از نمونهدرصد  63تيپ
   )15(.دشموفقيت تعيين 

 دهنـده دخالـت   نتايج اين تحقيـق نشـان  به طور كلي      
P[8]، G1  وG9 البتـه   .هاي غالب بـود به عنوان ژنوتيپ
هاي ژنوتيپ نيز و VP7پروتئين به مربوط قطعات تكثير عدم

لـزوم   ،هاي مثبـت قابل توجهي از نمونهميزان  مختلف در
مولكـولي  هاي انجام بررسي پرايمرهاي ديگر و استفاده از

به منظور يمرهاي جديد تر جهت انتخاب و طراحي پرابيش
هـاي دخيـل   بندي ژنوتيپطبقه ها وروتاويروستشخيص 

  .كرددر موارد درگيري را مطرح 
  

  :گزاريسپاس 
زمايشـگاه  قاي امير بختياري كارشـناس آ از همكاري آ     

ــوژي دانشــگاه آزاد   تحقيقــات مولكــولي گــروه ميكروبيول
  .شودقدرداني مي حد كرجاسلامي وا
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