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  چكيده

يكي از راه هاي  .هستند  آب هاي سطحي مشهد در معرض خطر آلودگي به نورويروس ها : هدف   

 انسان سبب شيوع بيماري انتقال از طريق آب مي باشد كه انتقال اين ويروس ها به هاشايع انتقال اين ويروس 

  . ند گاستروانتريتيس مي شودهايي مان

هاي مختلف از آب سطحي سدهاي طرق و كارده چندين بار نمونه  در اين تحقيق در زمان :روش كار   

 Trizol- 1تجاريسه كيت تجاري  ازپس از فيلتراسيون و تغليظ اوليه نمونه ها . گيري صورت گرفت

2Tripure-  3 Bioneer - براي بدست آوردن حداكثرRNA سپس كميت . روسي استفاده شدكل وي

RNA  اندازه گيري شد و در ادامه واكنش رونويسي اسپكتروفوتومتر نانودراپدستگاه استخراج شده با

. كل بر اساس روش استاندارد صورت گرفت cDNAبراي ساخت  M-MLVمعكوس با استفاده از آنزيم 

 514و203ه اي پليمراز با تكثير قطعات تعيين و با همسان سازي غلظت آنها از واكنش زنجير cDNAمقادير 

به منظور رديابي و شناسايي نور ويروس استفاده  پليمراز RNA جفت بازي از جايگاه هاي ژني كپسيد و 

اي  پليمراز به روش آشيانهاي  سپس به منظور شناسايي و اثبات حضور نوروويروس واكنش زنجيره. گرديد

آزمون . تروفورز گرديدكال درصد 6/1ژل آگارز حاصل بر روي  PCRو محصولات  صورت گرفت

 cDNAسري متفاوت رقت  ششحساسيت به منظور بررسي سنجش ميزان حساسيت اين روش با استفاده از 

ي مشابه مين رقت هاچو هبراي كپسيد  10000/1و  1000/1، 100/1، 20/1، 10/1، 5/1 نمونه كنترل مثبت

  .انجام شد پليمراز نمونه كنترل مثبت براي

و دو  انساني 2  سطحي به نوروويروسهاي  نتايج اين تحقيق وجود سه نمونه آلودگي آب :نتايج و بحث 

با نتايج آزمون حساسيت مشخص  همچنين  ،را ثابت نمود انساني  1نمونه آلودگي آب به نوروويروس 

، براي كل  cDNA 1/ 20، 10/1، 5/1 رقتهاي بكاربرده شده در اين تحقيق تنها در  گرديد كه با روش



را در آب هاي سطحي و ساير نمونه هاي آلوده رديابي ها  مي توان نورويروسبراي پليمراز  5/1كپسيد و

  . نمود

 Douplex و RT-PCRهاي مولكولي مانند  بطور كلي اين تحقيق نشان داد كه روش :نتيجه گيري

PCR  سدهاي  سطحيهاي  در آبها  وسجهت تشخيص نورور در ايران  كه دراين تحقيق براي اولين بار

از  .باشد مي هاي سطحي در آبها  ويروس اين، روشي مناسب براي رديابي بكاربرده شده است طرق و كارده

احتمال از آنجا كه  و شود مي براي تامين برخي از نيازهاي آبي شهر مشهد استفاده سدهاي طرق و كاردهآب 

بيماري هاي نورو  هبا توجه به احتمال شيوع گسترد لذاها زياد مي باشد  آب اينوجود نور ويروس در

  .هاي سطحي نمايند ويروسي مسئولين ذيربط بايد توجه بيشتري به حذف اين نوع آلودگي ويروسي از آب
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  2  مقدمه: اولفصل       

  مقدمه

كه براي تكثير به موجود زنده ديگري نياز  هستند يهاي بسيار كوچك ميكرو ارگانيسمها  ويروس    

اسيدهاي  لازم براي سنتز پروتيين ها،هاي  آنزيم(ي لازم براي متابوليسم ها بدليل فقدان آنزيم. مندند

هر ذره  . كنند مي براي تكثير از امكانات  متابوليكي سلول ميزبان استفادهها  ويروس) نوكلئيك و توليدانرژي

هاي  يدشود اس مي ويروسي در خارج از بدن ميزبان به حالت خنثي بوده اما هنگامي كه وارد سلول ميزبان

ها  معمولا بسياري از ويروس. شود مي ن فعال گشته و طي واكنش هايي منجر به تكثير ويروسآنوكلئيك 

را بر اساس نوع ها  باشد و در يك نوع طبقه بندي ويروس مي ميزبان اختصاصي داشته كه شامل انسان يا حيوان

ديگري مثل هاي  توانند ميزبان ها مي وسوير. كنند مي حيواني،انساني و گياهي تقسيمهاي  ميزبان به ويروس

  .)Morris., 1972( شود مي باكتريها نيز داشته باشند كه به آنها باكتريوفاژ گفته

  

  
  )Flint et al., 2000(ها با چند ميكروارگانيسم  مقايسه اندازه ويروس:1-1شكل



 

 

  3  مقدمه: اولفصل       

 است كه بسياري از عفونتاهميت آنها از نظر پزشكي اين . مختلف اهميت دارندهاي  ها از جنبه ويروس

. شوند مي باعث مرگ از اوقاتاي  و درپارهويروسي دارند  ءمنشاكند  مي هايي كه بشر را درگير و تهديد

د، مثل ند و توليد بيماري كننند در محل ورود تكثير شونتوا مي بعد از ورود به بدن ميزبانها  ويروسبرخي از

پس از ورود به محلي، به ها  غالب ويروس .)روتا ويروس ها(ارشيو گو) نزالاوآنف(دستگاه تنفسيهاي  بيماري

  يابند مي ، تمايل داشته و در آنجا تكثيراستاي  محل خاص ديگري كه بافت يا عضو ويژه

)Cann., 2005.(  

  انتقال ويروس بين افرادمختلفهاي  روش 1-1    

ه شده در محيط كه ناشي از سرفه انتقال ويروس بين افراد متفاوت ممكن است بر اثرذرات پراكند    

تماس با  تماس جنسي با فردآلوده، خوني آلوده، هاي ياعطسه فرد آلود هستند، محصولات و فرآورده

امروزه مشخص شده است كه . كنه صورت گيرد حيوانات ناقل ويروس و يا انتقال از طريق ناقليني مانند پشه،

باشند ها  ويروسبعضي از انتقال هاي  توانند از اصلي ترين راه يم هاي فوق آب و مواد غذايي نيز علاوه بر راه

 آلوده كننده آب و مواد غذايي كه ها و اين امر دانشمندان را بر آن داشته تا تحقيقات وسيعي بر روي ويروس

آلوده كننده آب و هاي  در بين ويروس ).Koopmans and Duizer., 2004(انجام دهند مي باشند،

اين  .كنند از اهميت زيادي برخوردار هستند روده را آلوده ميهاي  يروس هايي كه سلولو مواد غذايي،

شوند و سپس از طريق مدفوع يا استفراغ فردآلوده به  مي روده تكثيرهاي  پس از آلوده كردن سلولها  ويروس

  ).,.Blackwell et al., 1985 2004; Koopmans & Duizer (شوند مي محيط اطراف پخش

يابند بر اساس نوع بيماري كه  مي يروس هايي كه از طريق خوراكي و يا آب و مواد غذايي انتقالو    

  :شوند مي كنند به سه گروه اصلي كه گروه اول و دوم مهم ترهستند تقسيم مي ايجاد

  هستنداي  رودههاي  ويروس هايي كه عامل عفونت  -1

  دارنداي  هپاتيت كه انتقال رودههاي  ويروس -2



 

 

  4  مقدمه: اولفصل       

 ديگر باعث ايجاد بيماريهاي  ويروس هايي كه در روده تكثير يافته و در صورت مهاجرت به بافت - 3

  .گردند مي

ترين عوامل  يكي از مهم نوروويروس شوند در ميان ويروس هايي كه از طريق آب و غذا منتقل مي   

  ). Koopmans et al., 2002(باشد مي عفونت معده و رودهايجاد كننده 

تقريباعلت و سراسر جهان هستند  غيرباكتريايي معده و روده  در هاي  از علل عمده اپيدميها  سنوروويرو

  ).Atmar et al., 2001(روده و معده شناسايي شده اندهاي  نيمي ازشيوع عفونت

د بررسي باش مي آباي  مولد عفونت رودههاي  انتقال ويروسهاي  ترين راه از آنجا كه يكي از مهم  

  .ابدي اي مي آب  اهميت ويژهبي ويكرمآلودگي 

حدود  (آب شهر مشهدهاي  بخشي از نياز هستندهاي سطحي  مهم ترين منابع آبي مشهد آبيكي از    

  .شود مي طرق و كارده هستند تامين  سد رودخانه هاي از دو منبع آب سطحي كه) ميليون مترمكعب 23

 سد كارده  1-2

هدف از احداث اين . كيلومتري شمال مشهد ساخته شده است  70 اين سد بر روي رودخانه كارده و در

  .باشد مي هاي كشاورزي و و استفاده از آن در شرب فراهم كردن آب براي كشت زمينسد 

  سد طرق  1-3

هدف از . كيلومتري جنوب شرق شهر مشهد ساخته شده است  25اين سد بر روي رودخانه طرق و در 

 و استفاده از آن در شرب ي اراضي كشاورزي موجود در پايين دست سدذخيره آب برا احداث اين سد ،

  .باشد مي

بعنوان يكي از عوامل آلوده ها  نوروويروس براي شناسايي و رديابي مولكوليهاي  از روشدر اين بررسي 

   .شود مي استفاده مشهدسد طرق و كارده سطحي هاي  در آب ويروسيكننده 
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 تعريف ويروس 2-1

در روم . است يافته تغييرات زيادي ها  گذشت سالماهيت آن طي و ويروس  شده از بيان تعريف     

موجودات (ها در قرن نوزدهم، ويروس به ميكروپاتوژن. رفت مي باستان، واژه ويروس به معني زهر به كار

 كه گروهي از موجودات بيماري زابه از آغاز قرن حاضر ويروس  ،اماشد مي گفته) ميكروسكوپي بيماري زا

  . دشو  مي درون سلولي هستند اطلاقانگل اجباري 

Luira  موجودات بسيار ريز، غير قابل رؤيت با «: ويروس را بدين گونه تعريف كرده است  1953در سال

 خصوصيت بارزبه طور كلي » .يابند مي كثيرشوند و در آن ت مي ميكروسكوپ معمولي كه وارد ياخته زنده

 اند و قادر به تكثير در خارج از محيط ياخته نيستنداي  انگل اجباري درون ياخته اين است كهها  ويروس

Fenner., 1968) .(  

  

  :ماهيت ويروس 2-2

يف حيات جاندارند يا بي جان؛ بستگي به معيارهايي دارد كه در تعرها  پاسخ اين سوال كه آيا ويروس   

يك ذره ويروسي را به تنهايي نمي توان يك جاندار به حساب آورد ولي اگر همين ويروس . بريم مي به كار

نشان وارد سلول مناسبي شود قادر به همانندسازي، جهش و نوتركيبي خواهد بود كه همگي اين خصوصيات 

  .)Schaechter et al., 1989(حيات اند  دهنده

كه پس از جدا شدن از سلول شكل  استزنده اي  ، ماده1967در سال   Darnellو  Luiraبنا به عقيده   

بنا . قادر به ادامه چرخه ژنتيكي خود باشد سلول ديگرو با ورود مجدد به  هدرو حالت خاص خود را حفظ ك

رد ساخت توان از سلول جدا كرد و بدون اينكه تغيير حالت دهند به سلول ديگر وا مي راها  ويروس بر اين نظر

  .زنده دانست توان مي ها را ويروس بنا براينو تكثير آنها رامورد بررسي قرار داد
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  ها اهميت ويروس 2-3

اهميت آنها از نظر پزشكي اين است كه بسياري از . مختلف اهميت دارندهاي  از جنبهها  ويروس    

 باعث مرگها  ازويروس روهيگكند عامل ويروسي دارند،  مي هايي كه بشر را درگير و تهديد عفونت

عامل ايجاد  گروهي... و ها  ، انسفاليتBشوند، مانند هاري، ايدز، آبله، ابولا، كريمه ـ كنگو، هپاتيت  مي

اقتصادي و هاي  زيانها  ومسري بوده كه در برخي موارد شيوع ناگهاني و سريع اين بيماري حادهاي  ناراحتي

نزا، سرماخوردگي، سرخك، سرخجه، اوريون، هرپس اچون آنفلو، سازد مي جاني زيادي به كشورها وارد

در  و تعدادي از ويروس هاشوند مانند سرخجه، سيتومگالو ويروس  مي باعث اختلالات جنينياي  دسته... ها

و فلج ها  يا مولد بيماريهاي ماندگار مانند آنسفاليت و ،Bايجاد سرطان نقش دارند مثل پاپوواويروس و هپاتيت

ها از نظر تحقيقات بيولوژيك به عنوان حاملين مواد مختلف براي انتقال به  ويروس همچنين .باشند يم اطفال

  ).Cann., 2005( هستندبدن مورد توجه 

  

  نوروويروس 2-4

اما شناخت اهميت . در انسان شناخته شد رودهمعده و  عفونتاولين ويروس ايجاد كننده  ويروسنورو  

حساس و قابل دسترس براي  تشخيص مناسب، هاي به علت فقدان روش زا يآن به عنوان يك عامل بيمار

 و افزايش نياز به دستها  اخير در فهم بيولوژي مولكولي نوروويروسهاي  پيشرفت. محدود مانده است همه 

را افزايش  اهميت تحقيقات در رابطه با اين ويروسها  مناسب براي شناسايي اين ويروسهاي  روش يابي به

 در بزرگسالان و كودكاناي  عفونت رودههاي  يكي از عوامل مهم اپيدميها  امروزه نوروويروس .استداده 

رسد،  مي ايجاد شده بر اثر نوروويروس كشنده نبوده و كوتاه مدت به نظراي  عفونت رودهاگرچه . باشند مي

آسيب پذير هاي  يتجمع تواند شديد شده و گاهي اوقات در مي بيماري گوياي آن است كهشواهد اخير 

و مراكز بهداشت ها  د بستري در بيمارستاناربدست آمده از موهاي  آمار .باشد كشنده )افراد مسن و كودكان(

اما با اين حال . باشد مي ،اي  رودههاي  عفونت ترين از شايععفونت نوروويروسي دهد كه  مي و درمان نشان
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مطالعات . نمي باشدها  بل دسترس براي همه كلينيكبراي نوروويروس قا مناسب شناساييهاي  روشهنوز 

 داشته و پراكندگي آنهااي  انتقال سريع منطقهمتنوع نوروويروس هاي  سروتيپ دهد كه مي نشان اپيدميولوژي

كنترل شيوع اين .اين امر بي شباهت به الگوي انتشار آنفولانزا نمي باشد كه گيرد مي صورتجهان  در سراسر

محققين را بر آن داشته تا تحقيقات خود را به  لذا ،قيقات بيشتري استحث و گفتگو و تبح ويروس نيازمند

  .)(Roger et al., 2009سوق دهندها  متفاوت نوروويروسهاي  سمت كار بر جنبه

  

  تاريخچه نوروويروس 2-4-1

كتريايي در روده اي غيربا عفونتسال است كه به عنوان يكي از علل شيوع  75بيش از ها  ويروسنورو    

نام اين بيماري را به دليل افزايش شيوع اين بيماري درطول  Zahorsky 1929در سال .نظر گرفته شده اند

  .)(Zahorsky et al., 1929زمستان بيماري استفراغ زمستان پيشنهاد كردهاي  ماه

غير باكتريايي اي  رودهكاران نمونه مدفوع بيماراني كه كه دچار عفونت مو ه Gordon 1940در سال    

 Gordon et )تواند از طريق انسان منتقل شود مي كه عامل آلودگي دريافتندو ه بودند را جمع آوري كرد

al., 1947)  

ويروسي پس از كشت در تخم مرغ و جنين مرغ با شكست  زاي يرتلاش براي شناسايي عامل بيما 

هاي  ري گزارش داد كه در يكي از مدرسهيكي از مراكز كنترل و پيشگيري بيما 1968در سال  .مواجه شد

درحدود پنجاه درصد از دانش آموزان  فراغ زمستاني شيوع پيدا كرده است وابتدايي در نوروواك بيماري است

آلوده  تقربيا يك سوم آنها از طريق تماس باخانواده و ياافراد مريض ديگر وو معلمان به اين بيماري مبتلا شده 

وليه براي شناسايي عامل موثر در ايجاد بيماري با شكست مواجه شد، اما مدفوع افراد اهاي  تلاش .شده بودند

بيماري كه جمع آوري شده بود در موسسه ملي سلامت براي مطالعات تجربي مورد استفاده قرار گرفت 

Dolin et al., 1971)(.  
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. يماري شدندبي اين و ديگر همكارانش، موفق به كشف علت اصل Kapikan، 1968در اواخر سال      

از طريق آزمايش ايمنوالكترون ميكروسكوپي مايع تصفيه شده مدفوع گروهي از دانش  1968آنها در سال 

ويروس، عامل  نورو آموزان يك مدرسه ابتدائي كه همگي مبتلا به التهاب معده و روده بودند، دريافتند كه

ختار ژنومي وبيماري زايي آن ناشناخته باقي مانده ، اپيدميولوژي، سا1990تا سال  .بوده است اصلي بيماري

  .)Jiang., 1992(توالي از ژنوم نوروويروسي راكلون كرد  Jiangبود تا اينكه 

  

  :شناسايي نوروويروس ها 2-4-2

مدفوع مشاهده شدند و به  هاي  با كمك ميكروسكوپ الكتروني در نمونهها  نوروويروس 1993قبل از     

كه اي  به آنها داده شد و بر اساس منطقهعلت شباهت ظاهري با ويروس نورواك  نام ويروس شبه نورواك 

ژنوم  توالي پس از تعيين. نوروواك هاوايي: براي مثال. شدند مي گرديدند نامگذاري مي در آن مشاهده

  7/7در حدود اي  مثبت با اندازهاي  تك رشته  RNA مشخص شد كه ژنوم اين ويروس يك  ،ويروسنورو

بدين . پوشش ليپيدي ميباشد نجان مانند محصور شده و فاقددر يك پوشش پروتئيني ف كيلو باز داشته و

نام ( .ترتيب اين ويروس به عنوان يك جنس جديد در خانواده كليسي ويريده به نام نوروويروس شناخته شد

كليسي ويروس  .)باشد مشتق شده است مي كليسي ويريده از كلمه كاليكي كه به زبان يوناني به معناي فنجان

نشان داده شده است   1همانطور كه در تصوير شماره  بوده و RNAتك رشته مثبت از جنس  ژنوم داراي ها

كه از اين ميان .  Norovirus  ،Sapovirus  ،Lagovirus  ،Vesivirus:  شامل چهار زيرگروه هستند

Norovirus  ،Sapovirus بهو  زياد بودهها  تنوع ميان نوروويروس .باشد مي قادر به آلوده كردن انسان 

 (Pendu et al., 2006) .شوند مي تقسيم ه ژنيپنج گرو طور كلي به

دسته بندي  Genogroup 3نومي به ژانساني بر اساس توالي هاي  نوروويروساز ميان نوروويروس ها،   

حداقل  GI شود مثلا در دسته شامل طبقه بندي ريز تر و دروني تر ميهر دسته خود و GI,GII,GIV:شدند
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شوند  نوشته مي  GI.I صورت متفاوت قرار گرفته و بههاي  پ و تعداد زيادي زيرگروه با پروتايپژنوتاي 25

  .قرار دارد Genotype 1 و  Genogroup  1دهد ويروس مورد نظر در  مي كه نشان

بر اساس محلي كه اولين بار در آن يافت شده و نامگذاري شده بودند  ي كه قبلاديگر هاي ژنوتايپ   

نوروويروس به دليل  ژنوتايپ ها ياين تنوع وسيع . شوند اساس توالي ژنتيكي طبقه بندي ميهمه بر 

باشد  مي خويشاوندهاي  فراوان وابسته به خطاهاي همانند سازي و نيز نوتركيبي بين ويروساي  نقطههاي  جهش

)Nayak et al., 2009; Bullra et al., 2007(.  

 هاي  علت بسياري از اپيدمي ،تحقيقات نشان مي دهد ها ن نوروويروسرغم اين تنوع  وسيع در مياي عل    

. باشد مي 4و ژنوتايپ  2 گروه ژنيمحدود مرتبط با  سروتيپاخير چندين هاي  گاستروانتريتيس شايع در سال

  . هستند كه  محدود به حيوانات بوده و تا بحال در انسان مشاهده نشدندها  سروتيپبا اين حال بعضي از 

                                     

  

  

  

  

  

  

  

 Norovirus شوند به چهار جنس متفاوت تقسيم ميها  كليسي ويروس: 1-2شكل

،Sapovirus،Lagovirus  ،Vesivirus .) (Pendu et al., 2006  
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  ساختمان كلي ويروس ها 2-5

بخش مركزي و اصلي . م داردويروسي كه داراي تمام اجزاي ساختماني طبيعي خود باشد ويريون نا   

تشكيل شده كه  RNAيا  DNAكه در حكم هسته ويروس است از يك مولكول اسيد نوكلئيك  وسوير

  . درون پوششي به نام كپسيد قرار گرفته است

در سطح .درون غلافي از جنس ليپيد يا ليپوپروتئين محصور شده است نوكلئوكپسيدها  بيشتر ويروس در

هستند اي  وجود دارد كه داراي ساختمان شيميايي مشخص و خواص بيولوژيكي ويژه زوايديها  اين ويروس

)Morris., 1972(.  

  

  ها  اصول ساختماني ويروس2-5-1
  ساختمان فيزيكي كپسيد ويروس ها      

  :توان در سه گروه زير طبقه بندي كرد مي راها  آرايش ساختماني ويروس

  .و نوروويروس هاها  مانند ادنو ويروس ٢با تقارن مكعبيي ها يا ويروس  ١بيست وجهيهاي  ـ ويروس1

  .آنفلونزاهاي  يا تقارن حلزوني مانند ويروس ٣با تقارن مارپيچيهاي  ـ ويروس2

  .پاكسهاي  داراي ساختمان مركب مثل ويروسهاي  ـ ويروس3

  

  بيست وجهي يا با تقارن مكعبيهاي  ويروس 2-5-2

سطح،  20يوستن بيست مثلث متساوي الاضلاع به وجود آمده كه داراي از به هم پها  كپسيد اين ويروس   

 كه در بودهها  يكي از خصوصيات ويروسكپسومرها نحوه آرايش  . فصل مشترك است 30راس و  12

  ).Cann., 2005( شود مي در نظر گرفته بندي آنها طبقه

                                                 
1 icosahedrique 
2 Cubic symmetry 
3 Helical symmetry 


