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  چكيده
 شويم، پايش آزمايشگاهي ويـروس پوليـو،       كني جهاني پوليوويروس وحشي نزديك مي      كه به ريشه    همچنان :هدف

هاي موجـود در زمينـه    نگرانيبا توجه به . يابد توسط روش استاندارد طلايي كشت سلولي، اهميتي صد چندان مي     
هاي مـشتق از واكـسن در كـشورهايي كـه            هاي وحشي وارداتي و پوليوويروس     ويروسس  شناسايي دقيق و حسا   

هاي سلولي مورد استفاده در آزمايشگاه       اند، در اين مطالعه حساسيت رده      كن كرده  ويروس پوليوي وحشي را ريشه    
ه و با يكديگر سنجيد طور همزمان نسبت به ويروس استاندارد و ويروس موجود در واكسن خوراكي پوليو پوليو به

هاي  هاي در گردش در جامعه و نيز ويروس        ها براي شناسايي دقيق پوليوويروس     مقايسه شد تا از حساسيت سلول     
  .وارداتي اطمينان حاصل شود

 آزمون حساسيت سلولي با استفاده از دستورالعمل استاندارد سازمان بهداشت جهـاني بـراي سـه                 :ها مواد و روش  
واكسن خوراكي  ظرفيتي استاندارد و     هاي يك   با استفاده از سه سروتيپ ويروس      Hep2 و   RD  ،L20Bرده سلولي   

  .بار تكرار شد آزمايش هر چهار پاساژ يك.  انجام گرفتپوليو
 2 و   1 اسـتاندارد بـيش از پوليـو         2 و پوليـو     1 نسبت به پوليـو      Hep2 و   L20Bهاي سلولي     حساسيت رده  :نتايج

 در هـر سـه   RDهمچنين رده سلولي .  اين وضعيت برعكس است 3 پوليو    است و در مورد    واكسن خوراكي پوليو  
هاي  تر است و نيز ميزان حساسيت همگي رده  حساسواكسن خوراكي پوليونوع ويروس پوليو، نسبت به ويروس  

  .يابد سلولي، با افزايش شماره پاساژ كاهش مي
مـا را از دقـت و حـساسيت         ) ره پاساژ كمتر  با شما  (L20B و   RD استفاده همزمان از دو رده سلولي        :گيري نتيجه
  .سازد هاي وارداتي مطمئن مي هاي در گردش در جامعه و نيز ويروس ها براي رديابي انواع ويروس سلول

 
  RD ،L20B ،Hep2 حساسيت سلولي، ويروس پوليو، :كليدواژگان
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   و همكاراناشكيكي زهرا شوكتي   به ويروس پوليوRD ،L20 ،Hep2هاي  مقايسه حساسيت سلول
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  مقدمه-1
هـاي اخيـر پيـشرفت       كني جهاني فلج اطفال در سـال       ريشه
طـوري كـه در حـال حاضـر ويـروس            داشته است به  اي   فزاينده

 وحشي تنها در معدودي از كـشورهاي  (Polio Virus)پوليوي 
  بـا ايـن حـال،      ]. 1[آفريقايي و آسيايي در حـال گـردش اسـت           

هاي اخير ويروس پوليـوي وحـشي توانـسته اسـت از             طي سال 
ــن      ــاري از اي ــشورهاي ع ــي از ك ــه برخ ــوده ب ــشورهاي آل   ك

هـاي جديـدي از       انتقال يابد و اپيـدمي     (Polio-Free)ويروس  
.  را در ايــن منــاطق ايجــاد كنــد(Poliomyelitis)پوليوميليــت 

هاي كشورهاي عاري از اين      علاوه بر اين، يكي ديگر از نگراني      
ــروس  ــور وي ــروس، ظه ــسن    وي ــشتق از واك ــوي م ــاي پولي ه

(Vaccine Derived Polio Viruses: VDPV)  و به گـردش 
عه اسـت كـه در ايـن صـورت نيـز اپيـدمي              ها در جام   افتادن آن 

در نتيجـه    VDPV .پوليوميليت را در جامعه سبب خواهد شـد       
تكثير بيش از يك سال ويـروس واكـسن در بـدن افـرادي كـه                
نارسايي ايمني هومورال دارنـد يـا گـردش حـداقل يـك سـاله               

اي كه پوشـش واكـسيناسيون خـوبي         ويروس واكسن در جامعه   
هاي پي در پي در      ل ايجاد آن جهش   شود و دلي    حاصل مي  ،ندارد

ژنوم ويـروس در نتيجـه تكثيـر طـولاني مـدت آن و برگـشت                
طوري كه اين ويروس      عصبي است به   (Virulence)ويرولانس  

تواند مانند ويروس پوليوي وحشي موجب بيماري فلج شود          مي
كنـي فلـج اطفـال،       هـاي انتهـايي ريـشه      از اين رو در سـال     ]. 2[

تري را برعهـده     ي پوليو مسئوليت سنگين   هاي تشخيص  آزمايشگاه
هــاي پوليــوي وحــشي وارداتــي،  دارنــد زيــرا رديــابي ويــروس

 بايد با حـساسيت و دقـت بـالا          VDPVهاي واكسن و     ويروس
  . انجام گيرد

هاي بيماران فلج شل حـاد       ها در نمونه   رديابي پوليوويروس 
شود كه روش استاندارد طلايـي       وسيله كشت سلولي انجام مي     به
در ]. 3[شــود  راي جداســازي ويــروس پوليــو محــسوب مــيبــ

رابدوميوســاركوما  [RDهــاي گذشــته از دو رده ســلولي  ســال
(Rhabdomyosarcoma) [ وHep2)  رده ســـلولي مـــشتق از

براي جداسازي ويـروس پوليـو اسـتفاده        ) سرطان حنجره انسان  

  ؛ ولـــي امـــروزه ســـازمان بهداشـــت جهـــاني ]4[شـــد  مـــي
(World Health Organization: WHO) توصيه كرده است 

سلول پوشـشي نوتركيـب    (L20B و RDهاي سلولي  كه از رده  
هاي بيماران فلج شل     براي رديابي ويروس پوليو درنمونه    ) موش

هــاي مــورد اســتفاده بايــد از  و ســلول] 5[حــاد اســتفاده شــود 
حساسيت لازم و كافي براي جداسازي ويروس پوليو برخوردار         

هـاي مـورد اسـتفاده در        ن حساسيت سـلول   براي سنجيد . باشند
هـاي مختلـف ويـروس پوليـوي         هاي پوليو، از رقـت     آزمايشگاه
شـود   اسـتفاده مـي   ) شود  ارسال مي  WHOكه توسط   (استاندارد  

ولي اين ويروس ممكن است تفاوتي جزئي با ويروس موجـود           
 كـه  (Oral Polio Vaccine: OPV)در واكسن خوراكي پوليو 

طـوري كـه      بـه  ؛شود داشته باشـد     استفاده مي  در كشور ما، ايران،   
هــا نــسبت بــه ويــروس اســتاندارد برابــر بــا  حــساسيت ســلول

جــا كــه در  از آن. نباشــد OPVحــساسيت نــسبت بــه ويــروس
شود و   است كه از افراد واكسينه دفع مي       OPVحقيقت ويروس   

در  VDPVافتـد و منـشا بـالقوه ايجـاد          در جامعه به گردش مي    
يد بـا دقـت بـالا شناسـايي شـود، سـنجيدن         جامعه ما است و با    

 همزمان با ويـروس     OPVها نسبت به ويروس      حساسيت سلول 
از ايـن رو مطالعـه حاضـر بـه منظـور            . استاندارد ضروري است  

 L20B و RD  ،Hep2هـاي سـه رده   مقايسه حـساسيت سـلول  
نــسبت بــه هــر ســه ســروتيپ ويــروس پوليــوي اســتاندارد بــا 

 و  OPVسه سروتيپ ويروس    ها نسبت به     حساسيت اين سلول  
ترين سلول نسبت بـه ويـروس پوليـوي          همچنين تعيين حساس  

براي تجزيـه و تحليـل آمـاري از         .  انجام شد  OPVاستاندارد و   
  .آزمون آماري تجزيه و تحليل واريانس سه طرفه استفاده شد

  

  ها  مواد و روش-2
 براي  WHOآزمون حساسيت سلولي مطابق با دستورالعمل       

ظرفيتـي   هـاي يـك   لولي بـا اسـتفاده از ويـروس   هر سـه رده س ـ  
(Monovalent)    استاندارد و OPV    جا كـه    از آن ]. 6[ انجام شد

OPV         صـورت    حاوي هر سه سروتيپ ويروس پوليو است و به
ظرفيتـي بـه     شود، ويروس يك    تهيه مي  (Trivalent)ظرفيتي   سه
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ظرفيتـي   سرمي از واكـسن سـه      كمك جذب توسط مخلوط آنتي    
طور جداگانـه    ظرفيتي به   صورت كه واكسن سه    حاصل شد بدين  

 و  3+1 ، پوليـو     2+1هـاي پوليـو      سرم هاي مساوي از آنتي    با حجم 
گـراد    درجـه سـانتي    37 مخلوط شده و يك ساعت در        3+2پوليو  

، 3ظرفيتـي سـروتيپ       يـك  OPVترتيب ويروس    قرار گرفت تا به   
ظرفيتـي   سپس ويروس يك. دست آيد   به 1 و سروتيپ    2سروتيپ  

كشت سلولي مناسب تلقيح شد تـا تغييـرات و مـرگ سـلولي              به  
(Cytopathic Effect: CPE)     چهار مثبـت ديـده شـود و مـايع 

  . كار برده شد رويي اين كشت سلولي براي آزمون به
روش انجام آزمون حـساسيت سـلولي طبـق دسـتورالعمل            

WHOطور خلاصه به شرح زير است  به: 

هاي  سروتيپ ويروس  از هر سه     10-9 تا   10-2هاي    رقت -1
  . تهيه شدOPVظرفيتي  استاندارد و يك

 مخـصوص كـشت     (Microplate)هاي    در ميكروپليت  -2
 چاهك براي هر رقت اختصاص داده شد و از رقت           20سلولي،  

دو رديـف   . ها ريخته شـد     ميكروليتر در آن   100مربوط به ميزان    
 ميكروليتـر   100براي كنترل سلول در نظر گرفته شـد كـه فقـط             

  .حيط كشت در آن ريخته شدم
ــا RD( ســلول مربــوط -3 ــا L20B ي ــا رقــت ) Hep2 ي ب

  .ها اضافه شد  به تمامي چاهك2-1×105
ها با ورقه چسب مخصوص پوشانده شـد و           ميكروپليت -4

  . درجه قرار گرفت36 روز در انكوباتور 7 تا 5مدت  به
طور روزانه با ميكروسـكوپ معكـوس بـراي          ها به   پليت -5

  . كنترل شدCPE مشاهده 
لگاريتم تيتر ويروس كه توسط سلول      ( حساسيت سلول    -6

 : تعيين شد(Karber)بر طبق فرمول كاربر ) شود شناسايي مي

Log CCID50=L–d(S-0.5). 
L : درصد 100لگاريتم كمترين رقتي كه CPEداده است؛   
d :ها؛ تفاوت لگاريتم رقت  
S :  فاده هاي است هاي مثبت به كل چاهك     جمع نسبت چاهك

  .شده در هر رقت

جا كه اين مطالعه به منظـور مقايـسه حـساسيت سـه رده          از آن 
 در شناسايي انـواع مختلـف ويـروس         Hep2 و   L20  ،RDسلولي  

بايـست بـه     آزمـون مـي  (Validity)پوليو انجام شد، بـراي اعتبـار    
تعداد دفعات تكرار بر اين اساس تعيين شـد         . شد دفعات تكرار مي  

هـاي سـلولي     انتخاب شود تا اگـر يكـي از رده        كه چه تعداد نمونه     
طـور   مورد مطالعه در تشخيص يكـي از انـواع ويـروس پوليـو بـه              

، بتوان فرضيه (d=μ1-μ2)تر باشد  داري از دو رده ديگر مناسب معني
ها را در سطح احتمال خطـاي        يكسان بودن حساسيت تمامي سلول    

ر اوليـه   مقـادي .  رد نمـود   β-1=80/0 و بـا تـوان       =05/0αنوع اول   
ها براساس يك مطالعه اوليه      ها و انحراف معيار آن     حساسيت سلول 

(Pilot)         بـا اسـتفاده از فرمـول        8 تعيين شد و تعداد دفعات تكـرار 
n=[(Z1-α/2+Z1-β)/d]2 در نتيجه آزمون براي هـر رده       . دست آمد   به

  همچنـين آزمـون هـر      .  بار تكرار شـد    8سلولي و هر نوع ويروس      
راي هر سه رده سلولي انجام گرفت تا تأثير شماره          بار ب   پاساژ يك  4

  .نيز بر حساسيت آن بررسي شود) سن سلول(پاساژ 
 

   نتايج-3
هـاي   با انجام آزمون حساسيت سلولي با استفاده از ويروس        

 روي هـر سـه رده      OPV اسـتاندارد و     3 و پوليو  2، پوليو 1پوليو  
ــلولي  ــل   RD و L20B و Hep2س ــه و تحلي ــون تجزي  و آزم

هـاي سـلولي     انس سه طرفه مشاهده شد كه حـساسيت رده        واري
L20B   و Hep2     استاندارد بـيش از     2 و پوليو    1 نسبت به پوليو 
؛ اما در مورد پوليو     )2 و   1هاي   جدول( است   OPV 2 و   1پوليو  

 3 اين وضعيت برعكس است يعني اين دو رده سلولي پوليـو             3
OPV      3جدول  (د  كنن  استاندارد شناسايي مي   3 را بهتر از پوليو .(

 در هر سه نـوع ويـروس        RDهمچنين ديده شد كه رده سلولي       
آزمـون آمـاري    . كنـد   را بهتر شناسايي مي    OPVپوليو، ويروس   

 نـسبت بـه ويـروس       Hep2نشان داد كه حساسيت رده سلولي       
همچنـين ميـزان    . پوليو از دو رده سلولي ديگر بسيار كمتر است        

وس پوليـو، بـا     هاي سلولي نسبت به ويـر      حساسيت همگي رده  
  .يابد افزايش شماره پاساژ كاهش مي
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   و همكاراناشكيكي زهرا شوكتي   به ويروس پوليوRD ،L20 ،Hep2هاي  مقايسه حساسيت سلول
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

34  

 بار تكرار آزمـون و  8اعداد منفي، ميانگين  ظرفيتي؛    يك OPV استاندارد و    1 نتيجه آزمون حساسيت سلولي براي هر سه رده سلولي با استفاده از ويروس پوليو                1جدول  
اعداد منفي سه رديف سمت راست جدول از بالا به پـايين،  ). با استفاده از فرمول كاربر(ي شده است نشان دهنده لگاريتم تيتري از ويروس است كه توسط سلول شناساي   

  .است) افزايش سن سلول(ها با افزايش شماره پاساژ سلول  نشان دهنده كاهش حساسيت سلول
  

        RD  L20B  Hep2  رده سلولي

ارد  ويروس
اند

است
يو 

پول
 

1  
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يو 
پول

 
1  
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1  
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1  

ارد
اند

است
يو 

پول
 

1  
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ن 
نگي
ميا

  

ن 
نگي
ميا

O
PV

  

كل
ن 
نگي
ميا

  

                    شماره پاساژ سلول
3  41/7-  44/7-  59/7-  51/7-  54/6-  75/6-  18/7-  23/7-  20/7-  
7  38/7-  42/7-  51/7-  37/7-  44/6-  27/6-  11/7-  02/7-  10/7-  
11  13/7-  39/7-  47/7-  34/7-  27/6-  18/6-  95/6-  97/6-  00/7-  
15  11/7-  12/7-  33/7-  05/7-  19/6-  08/6-  87/6-  75/6-  80/6-  
19  94/6-  92/6-  16/7-  97/6-  00/6-  96/5-  70/6-  60/6-  65/6-  

ميانگين بر حسب ويروس استاندارد يا 
OPV  19/7-  *26/7-  *41/7-  25/7-  *29/6-  24/6-        

        -26/6  -33/7**  -22/7**  ميانگين كل براي رده سلولي
  . استOPVهنده بيشتر بودن حساسيت رده سلولي نسبت به ويروس استاندارد يا نشان د*: 

  . است1  سلولي نسبت به ويروس پوليوهاي ترين رده نشان دهنده حساس**: 
  

 بار تكرار آزمـون و  8اعداد منفي، ميانگين  ظرفيتي؛    يك OPVارد و    استاند 2 نتيجه آزمون حساسيت سلولي براي هر سه رده سلولي با استفاده از ويروس پوليو                2جدول  
اعداد منفي سه رديف سمت راست جدول از بالا به پـايين،  ). با استفاده از فرمول كاربر(نشان دهنده لگاريتم تيتري از ويروس است كه توسط سلول شناسايي شده است    

  . است) افزايش سن سلول(پاساژ سلول ها با افزايش شماره  نشان دهنده كاهش حساسيت سلول
  

        RD  L20B  Hep2  رده سلولي
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                    شماره پاساژ سلول
3  35/7-  49/7-  38/7-  32/7-  54/6-  47/6-  09/7-  09/7-  10/7-  
7  06/7-  46/7-  12/7-  15/7-  51/6-  18/6-  90/6-  93/6-  90/6-  
11  04/7-  36/7-  08/7-  09/7-  33/6-  06/6-  84/6-  84/6-  80/6-  
15  01/7-  24/7-  05/7-  06/7-  01/6-  01/6-  69/6-  77/6-  70/6-  
19  91/6-  02/7-  02/7-  01/7-  81/5-  91/5-  59/6-  56/6-  60/6-  

ميانگين بر حسب ويروس استاندارد يا 
OPV  09/7-  *32/7-  *14/7-  13/7-  *24/6-  13/6-        

        -18/6  -13/7**  -20/7**  ميانگين كل براي رده سلولي
  .ت اسOPVودن حساسيت رده سلولي نسبت به ويروس استاندارد يا نشان دهنده بيشتر ب*: 

  . است2ه ويروس پوليو  سلولي نسبت بهاي ترين رده نشان دهنده حساس**: 
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  1389 پاييز 3 شماره 13دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

35  

 بار تكرار آزمـون و      8ظرفيتي؛ اعداد منفي، ميانگين       يك OPV استاندارد و    3 نتيجه آزمون حساسيت سلولي براي هر سه رده سلولي با استفاده از ويروس پوليو                3جدول  
اعداد منفي سه رديف سمت راست جدول از بالا به پـايين،  ).  كاربربا استفاده از فرمول(نشان دهنده لگاريتم تيتري از ويروس است كه توسط سلول شناسايي شده است    

  . است) افزايش سن سلول(ها با افزايش شماره پاساژ سلول  نشان دهنده كاهش حساسيت سلول
  

        RD  L20B  Hep2  رده سلولي
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O
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نگي
ميا

  

                    شماره پاساژ سلول
3  93/6-  45/7-  91/6-  18/7-  79/5-  32/6-  80/6-  54/6-  98/6-  
7  91/6-  28/7-  90/6-  07/7-  71/5-  04/6-  60/6-  51/6-  79/6-  
11  91/6-  13/7-  88/6-  02/7-  63/5-  99/5-  60/6-  48/6-  71/6-  
15  55/6-  09/7-  86/6-  88/6-  51/5-  84/5-  50/6-  31/6-  60/6-  
19  41/6-  07/7-  86/6-  80/6-  46/5-  83/5-  40/6-  24/6-  57/6-  

ميانگين بر حسب ويروس استاندارد يا 
OPV  74/6-  *19/7-  89/6-  *99/6-  62/5-  *01/6-        

        -82/5  -94/6**  -97/6**  ميانگين كل براي رده سلولي
  . استOPVد يا بودن حساسيت رده سلولي نسبت به ويروس استانداران دهنده بيشتر نش*: 

  . است3 سلولي نسبت به ويروس پوليو هاي ترين رده نشان دهنده حساس**: 
  

   بحث-4
كني ويروس پوليوي وحشي تا       ريشه WHO كه   1988سال  

 را در دســتور كــار خــود قــرار داد، تعــداد مــوارد  2000ســال 
 مـورد در    1315 به   1988 مورد در سال     350000 از   پوليوميليت

 تعـداد كـشورهايي كـه       2008 و در سـال      ]7[ رسيد   2007سال  
  هـا گـردش داشـت بـه         ويروس پوليـوي وحـشي بـومي در آن        

در . ]7[ كشور افغانستان، پاكستان، نيجريه و هند محدود شـد           4
 شروع  1994كني فلج اطفال از سال       ايران نيز فعاليت براي ريشه    

 مــيلادي تــا بــه امــروز بــا وجــودي كــه 2001د و از ســال شــ
كشورهاي همسايه شـرقي مـا همچنـان آلـوده اسـت، ويـروس              

كن شده و آخرين موارد ويـروس        پوليوي وحشي از ايران ريشه    
هـاي    ويـروس  2000حشي شناسايي شـده در ايـران در سـال           و

  .]1[وارداتي از كشور پاكستان بوده است 
ي و مراقبت موارد فلج شل حـاد        بايد توجه داشت كه ردياب    

  ها در حال گـردش      تنها به كشورهايي كه ويروس وحشي در آن       
  
  
  

  
  
  
  
  

هاسـت   شود، بلكه حتي كشورهايي كـه سـال        است محدود نمي  
اند، نيز هنوز بايـد بـه        كن كرده  ويروس پوليوي وحشي را ريشه    

هـا و    فاضلاب(پايش بيماران فلج شل حاد و حتي پايش محيط          
زيـرا نگرانـي عمـده ايـن        ] 11-8[ادامه دهند   ) حيهاي سط  آب

كــشورها، ورود ويــروس وحــشي وارداتــي و همچنــين ظهــور 
VDPV          رو  از ايـن  ]. 12[ و به گردش افتادن آن در جامعه است

حاد  هاي پايش كه شامل رديابي موارد فلج شل        لازم است برنامه  
هاي آزمايـشگاهي بـراي شناسـايي ويـروس پوليـو در             و آزمون 
صـورت خيلـي دقيـق و         بيماران فلج شل حاد اسـت بـه        مدفوع

حساس انجام شود تا رديابي ويـروس پوليـو بـه بهتـرين نحـو               
 .ممكن صورت گيرد

كشت سلول نقش بسيار مهمي در رديـابي ويـروس پوليـو            
دارد و روش استاندارد طلايي براي جداسـازي ويـروس پوليـو            

 ـ          . ]3[شود   محسوب مي  راي سه رده سلولي كـه در دهـه اخيـر ب
 كه زيـر نظـر      ،هاي پوليو  جداسازي ويروس پوليو در آزمايشگاه    
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   و همكاراناشكيكي زهرا شوكتي   به ويروس پوليوRD ،L20 ،Hep2هاي  مقايسه حساسيت سلول
  ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

36  

WHO  اند، عبارتند از رده سـلولي        استفاده شده  ،كنند  فعاليت مي
RD)     رده سـلولي     )سلول رابدوميوسـاركوماي انـساني ،L20B 

سلول پوشـشي نوتركيـب مـوش كـه گيرنـده ويـروس پوليـو               (
صاصي وسـيله مهندسـي ژنتيـك روي آن سـوار شـده و اخت ـ              به

رده سلولي مشتق از     (Hep2و رده سلولي    ) ويروس پوليو است  
ــسان   ــره ان ــرطان حنج ــلول   ). س ــه س ــاني ك  در L20Bاز زم

تـدريج اسـتفاده از سـلول     هاي پوليو استفاده شـد، بـه      آزمايشگاه
Hep2  هاي  هاي مورد استفاده در آزمايشگاه     سلول.  كاهش يافت

 جداسـازي   بايـست حـساسيت لازم و كـافي را بـراي           پوليو مي 
ويروس پوليو داشته باشند و دائماً از نظر حساس بـودن كنتـرل             

هاي مختلـف    طور معمول توسط رقت    كنترل حساسيت به  .شوند
ها  گيرد ولي حساسيت سلول    ويروس پوليوي استاندارد انجام مي    

نسبت به ويروس استاندارد ممكن است نشان دهنده حـساسيت        
  . نباشدOPVبه ويروس موجود در 

اي بـراي سـنجش حـساسيت        جا كـه تـاكنون مطالعـه       از آن 
هاي مورد استفاده در آزمايشگاه پوليو نسبت بـه ويـروس            سلول

 كشورمان انجام نگرفته و هميشه براي آزمـون         OPVموجود در   
حساسيت سلولي از ويروس استاندارد استفاده شـده اسـت، در           

 از  Hep2 و   RD  ،L20B هاي سلولي  اين بررسي حساسيت رده   
ظرفيتي استاندارد ويروس پوليو و      هاي يك  تيتراژ سروتيپ طريق  

ظرفيتي شده موجـود در واكـسن خـوراكي          هاي سه  نيز سروتيپ 
در اين مطالعه سعي شد كه شـرايط آزمـايش          . پوليو ارزيابي شد  

ــا، ( ــر دم ــشت  pHاز نظ ــيط ك ــتفاده در مح ــورد اس ــواد م ) ، م
المقدور ثابت نگه داشته شود تا اثر تغييرات تيتـر ويـروس             حتي

  .در حساسيت سلول به دقت ارزيابي شود
نكته قابل توجه در زمينه مطالعه انجام شده ايـن اسـت كـه              

ها بدين نحو و با ايـن   تاكنون در مطالعات قبلي حساسيت سلول 
 ـ     طـوري كـه در مطالعـات بـسيار          هجزئيات بررسي شده است؛ ب

هاي سلولي، به دسـتورالعمل     محدود قبلي بررسي حساسيت رده    
 در رابطه بـا اسـتفاده از ويـروس اسـتاندارد عمـل              WHOاكيد  

هـاي   ها و رقت   يكسان بودن شرايط، شماره پاساژ سلول     نشده و   
گانه پوليـو مـورد توجـه قـرار          مختلف ويروس و حتي انواع سه     

 در سـاير تحقيقـات انجـام شـده بـراي            ين همچن ـ .نگرفته است 
هاي باليني كه حـضور      ها، اكثراً از نمونه    بررسي حساسيت سلول  

 استفاده شده است    ،ها قطعي نبوده   يا عدم حضور ويروس در آن     
هـاي بـاليني    در مطالعات تقريباً مشابه خارجي كه از نمونـه        ]. 5[

سـه  عليرغم حساسيت هر    است كه    اند، مطرح شده   استفاده كرده 
 L20Bرده سلولي بـه ويـروس پوليـو، حـساسيت رده سـلولي           

نسبت به اين ويروس به مراتب بـيش از دو رده سـلولي ديگـر               
 از طرفي در مطالعات مشابه ديگري، رده سـلولي        ].13،  5[است  

L20B  هاي سلولي براي ويـروس پوليـو        ترين رده   از اختصاصي
 معرفي شـده اسـت كـه امكـان جداسـازي ايـن ويـروس را در                

هـاي غيرپوليـويي     هايي كه شامل مخلوطي از انتروويروس      نمونه
(Non-Polio Enteroviruses)اند، فراهم آورده است   نيز بوده

 RDها نيـز رده سـلولي        البته در برخي از اين بررسي     ]. 15،  14[
ترين رده سلولي نسبت به ويروس پوليو معرفي         عنوان حساس  به

  ].4، 16[شده است 
ــ ــين حــساسيت  معــدودي از مطالع ــاره تعي ات داخلــي درب

هاي مختلف نسبت به ويروس پوليو انجـام شـده         هاي رده  سلول
كه در اين مطالعات نيز شرايط استاندارد براي تعيين حـساسيت           
سلولي در نظر گرفته نشده است و در نهايت نيز حساسيت سـه             

 در جداسازي ويـروس پوليـو       RD  ،L20B  ،Hep2رده سلولي   
مطالعات ديگري نيـز در     ]. 18،  17[اند   هدر يك حد گزارش شد    

ــساسيت رده  ــسه ح ــه مقاي ــراي    زمين ــف ب ــلولي مختل ــاي س ه
هـا   ها انجام شده كه در اين مطالعات از ساير سلول          پوليوويروس

نظيـر رده سـلولي پوشـشي       ) علاوه بر سه رده سـلولي مـذكور       (
، SKCO-1  ،HT-29تمايز يافته مشتق از سـرطان روده انـسان          

HRT-18هاي اوليه كليه ميمون   وسلول(Primary Cultures 

of Cynomolgus Monkey Kidney: PMK)  استفاده شـده 
  كـه حـساسيت تمـامي ايـن         در اين بررسي با وجود ايـن      . است

 نوع سلول براي پوليو ويروس يكـسان گـزارش شـده، گفتـه              5
 SKCO-1  ،HT-29  ،HRT-18شده است كه سه رده سـلولي        

صورت قابل تـوجهي نـسبت بـه          به PMK و   RDدر مقايسه با    
بررسي متفاوت ديگـري نيـز      ]. 19[ترند   ها حساس  انتروويروس
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اي ســخت رشــد انــساني، نظيــر     هــاي روده روي ويــروس
ــروس  ــوويروس و انترووي ــا اســتفاده از رده ســلولي  70پولي ، ب

در اين مطالعه گزارش شد كه      .  انجام شد  Caco-2سرطان روده   
تب بيشتري براي جداسازي    رده سلولي مذكور حساسيت به مرا     

هاي سلولي انساني، كـه      هاي ذكر شده در مقايسه با رده       ويروس
روند،  كار مي  ها به  صورت معمول براي جداسازي اين ويروس      به

نكته حايز اهميـت ايـن اسـت كـه در ايـن             ]. 20[دهد   نشان مي 
ها در نظـر گرفتـه       مطالعات نيز غلظت ويروس موجود در نمونه      

لي كـه هـدف از آزمـون حـساسيت سـلولي            در حا  ،نشده است 
ها در مقابل تيتر معيني از ويروس        برآورد كردن حساسيت سلول   

يـك از ايـن      طور كه مشخص است در هيچ      بنابراين همان . است
مطالعات از ويروس استاندارد و دستورالعمل اسـتاندارد آزمـون          
حساسيت سلولي استفاده نـشده و تنهـا بـه درصـد جداسـازي              

هاي بـاليني اكتفـا شـده اسـت و ايـن در        از نمونه ويروس پوليو 
هـا از نظـر      حاليست كه معلوم نبوده واقعـاً چنـد درصـد نمونـه           

هـا   اند و ميزان تيتر ويـروس در نمونـه         ويروس پوليو مثبت بوده   
  .چقدر بوده است

نتــايج مطالعــه حاضــر و آزمــون آمــاري تجزيــه و تحليــل 
 Hep2لولي  واريانس سه طرفه نشان داد كـه حـساسيت رده س ـ          

تـر    بسيار پـايين OPVنسبت به ويروس پوليوي استاندارد و نيز    
از دو رده سلولي ديگر است و بهتر است در آزمايشگاه پوليو از             

  . آن استفاده نشود
تـرين   حـساس  RDهمچنين مشاهده شـد كـه رده سـلولي          

همـان ويـروس پوليـوي در        (OPVسلول نسبت بـه ويـروس       
است، ضـمن   ) VDPVلقوه ايجاد   گردش در جامعه ما و منشا با      

اين كه حساسيت قابل توجهي نسبت به ويروس اسـتاندارد نيـز         
هـاي   اين يافته ما را از رديـابي حـساس و دقيـق ويـروس          . دارد

 مــورد اســتفاده در  RD توســط ســلول  VDPVواكــسن و 
  . سازد آزمايشگاه مطمئن مي
 حساسيت بالاتري نسبت به ويروس     L20Bاز طرفي سلول    

هـاي   د نشان داد كه اين امـر مـا را از رديـابي ويـروس              استاندار
 مــورد اســتفاده در آزمايــشگاه L20Bوارداتــي توســط ســلول 

 بـراي ويـروس     L20Bكـه سـلول      به دليل اين  . سازد مطمئن مي 
پوليو اختصاصي است و علاوه بر حساسيت نسبت به ويـروس           

هـاي   استاندارد، حساسيت قابل توجهي نيز نـسبت بـه ويـروس          
OPV توان گفت كه استفاده همزمان از دو رده سلولي          د، مي  دار

RD   و L20B             در آزمايشگاه پوليو مـا را از دقـت و حـساسيت 
هـاي در    هاي مورد استفاده بـراي رديـابي انـواع ويـروس           سلول

 و  VDPVهـاي واكـسن،      اعـم از ويـروس    (گردش در جامعـه     
  . سازد مطمئن مي) هاي وارداتي ويروس

داد كـه حـساسيت هـر سـه رده          نتيجه تحقيق حاضر نشان     
كـاهش  ) افـزايش سـن سـلول     (سلولي با افزايش شماره پاسـاژ       

 بـه بعـد     15طوري كه بهتـر اسـت از شـماره پاسـاژ             يابد، به  مي
تـر   هاي جوان  استفاده نشود و اين امر ضرورت استفاده از سلول        

ها بـه   دهد تا حساسيت سلول و با شماره پاساژ كمتر را نشان مي    
  . حداكثر برسد

تفاوت مشاهده شده در نتيجـه آزمـون حـساسيت سـلولي بـا              
 ايـن امـر را خـاطر    OPVاستفاده از ويروس استاندارد و ويـروس    

سازد كه بهتر است براي آزمون حساسيت سلولي تنها بـه            نشان مي 
استفاده از ويروس استاندارد اكتفا نشود و هر كشوري به همـراه آن           

اسـتفاده كنـد تـا از دقـت         مورد استفاده خود نيز      OPVاز ويروس   
. هاي در گردش در جامعه اطمينـان حاصـل نمايـد           رديابي ويروس 

كني  تواند ما را در پيشبرد هر چه بهتر مراحل نهايي ريشه اين امر مي
ويروس فلج اطفال ياري دهد و اطمينان كافي را در زمينه شناسايي            

 VDPVهاي پوليوي وحـشي، واكـسن و         حساس و دقيق ويروس   
  .هاي بيماران فلج شل حاد حاصل نمايد ر نمونهموجود د

 

  تشكر و قدرداني-5
نويسندگان از پرسنل آزمايـشگاه تـشخيص كـشوري فلـج           

. نماينـد  اطفال براي كمك در كار عملي اين تحقيق قدرداني مي         
نامه دانـشجويي و بـا پـشتيباني مـالي           ر قالب پايان  داين مطالعه   

هــران در بخــش دانــشكده بهداشــت دانــشگاه علــوم پزشــكي ت
شناسي دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهـران         ويروس

  .انجام گرفت
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   و همكاراناشكيكي زهرا شوكتي   به ويروس پوليوRD ،L20 ،Hep2هاي  مقايسه حساسيت سلول
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