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 زایو آب رودخانه در استان البرز به روش الا یمارستانیب
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 چکیده
ها به طور روسی. روتاواستعامل اسهال حاد کودکان در سطح جهان  نیترعیشا یانسان يهاروسیروتاو Aگروه  :سابقه و هدف

فاضلاب  ير نمونه هاد Aگروه  یانسان يها روسیروتاو صیپژوهش تشخ نیهدف از ااند. پراکنده یطیمح يهادر آب ياگسترده
 بود. زایو آب رودخانه در استان البرز به روش الا یمارستانیفاضلاب ب ،يشهر

 هیتصف ستمیس 4 یو خروج يشده از ورود ينمونه فاضلاب جمع آور 76 يبر رو یفیتوص -یپژوهش به صورت مقطع نیا :یسروش برر
 Aشدند. سپس گروه  ظیتغل یها با روش رسوبنمونه یغان انجام شد. تمامکرج و بر يو آب رودخانه ها یمارستانیفاضلاب ب ،يفاضلاب شهر

  .شدند یی) شناساELISA( زایالا کیتکن ازبا استفاده  یانسان يها روسیروتاو
بوط ) مر%50مورد آن ( 3که شد  ییشناسا Aگروه  یانسان يهاروسی) روتاو%89/7نمونه ( 6مورد پژوهش، در  ياز مجموع نمونه ها :هایافته

 زییتابستان، پا يهاها در فصلروسیآلوده به روتاو يهانمونه یفراوان نی) مربوط به رودخانه کرج بود. همچن%50مورد ( 3فاضلاب و  يبه ورود
 . ) بود%33/33نمونه ( 2) و %50نمونه ( 3)، %66/16نمونه ( 1 بیو زمستان به ترت

 هیتصف يهاستمیمداوم س شیرو پا نیرا نشان داد. از ا یانسان يهاروسیروتاو Aروه گبه  یطیمح يهاآب یآلودگ ،پژوهش نیا :گیرينتیجه
 .است يها ضرورروسیروتاو ییها به منظور شناسافاضلاب و آب رودخانه

 .زایالا ،یروش رسوب ،یطیمح يهاآب ،یانسان يهاروسیروتاو Aگروه  واژگان کلیدي:
 

 1مقدمه
در سطح جهان  ايگرانی عمدههاي منتقله از راه آب نبیماري

هاي زیادي را به کشورهاي مختلف تحمیـل  هستند که هزینه
 2/2کنند. طبق گزارش سازمان بهداشت جهانی، بـیش از  می

هـاي منتقلـه از راه آب   میلیون نفر در سال، به دلیل بیمـاري 
میلیـون نفـر از    4/1دهند که حدود جان خود را از دست می

). انـواع مختلفـی از   1دهند (شکیل میاین تعداد را کودکان ت
 ها سبب ها و ویروساي شامل باکتريزاي رودهعوامل بیماري

                                                 
 يناصر هرزندواحد کرج،  یدانشگاه آزاد اسلامدانشکده علوم،  ،يوژولیکروبیگروه م ،کرج: آدرس نویسنده مسئول

)email: naser.harzandi@kiau.ac.ir  ( 
 1/7/96: تاریخ دریافت مقاله

 1/9/96 :تاریخ پذیرش مقاله

 A). گـروه  2شوند (ایجاد گاستروانتریت منتقله از راه آب می
تـرین عامـل   هـاي انسـانی در حـال حاضـر شـایع     روتاویروس

گاستروانتریت حاد در نوزادان و کودکان کم سـن و سـال در   
هـاي انسـانی عامـل    ). روتـاویروس 3(هسـتند   سرتاسر جهان

هـاي قابـل انتقـال از    زایـی در میـان ویـروس   بالاترین عفونت
شـود کـه   ). تخمـین زده مـی  4( هسـتند طریق آب (آب زاد) 

سـال   5میلیارد حمله اسهال در کودکان زیـر   5تا  3سالیانه 
 1که منجر به  افتددر آفریقا، آسیا و آمریکاي لاتین اتفاق می

. در کشورهاي توسعه یافته میزان ابـتلا  شودون مرگ میمیلی
به طور معمول، تا  .استاما میزان مرگ و میر پایین  ،بالاست

درصد از موارد گاستروانتریت حاد کودکان بسـتري شـده    50
      در سرتاســر جهــان بــه وســیله روتــاویروس هــا ایجــاد شــده 
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هـاي آنتـی ژنـی روي    ها بر اسـاس شـاخص  است. روتاویروس
بـه اضـافه یـک     Gتـا   Aگـروه   7به  VP6ئین ساختاري پروت

هـا  ). روتـاویروس 5شوند (طبقه بندي می Hگروه غیر قطعی 
رئوویریــده بــوده و داراي تقــارن بیســت متعلــق بــه خــانواده 

. ژنـوم   هسـتند وجهی، فاقد پوشینه و داراي کپسید سه لایـه  
پـروتئین   6کـه  است قطعه  11اي شامل دو رشته RNAآنها 

 (NSP)پروتئین غیر سـاختاري   6و  (VP)ري ویروسی ساختا
ها با توجه به نـوع  روتاویروس A). گروه 6، 5کند (می  را کد 

واقع بر لایـه خـارجی کپسـید کـه      VP7و  VP4دو پروتئین 
، هستندهاي خنثی کننده ضد ویروس هدف اصلی آنتی بادي

 شوند. با توجه بـه تقسیم می Gو  Pهاي به ترتیب به ژنوتیپ
اینکه مسـیر انتقـال روتـاویروس از طریـق تمـاس مسـتقیم،       

دهـانی و یــا از طریـق آب و موادغــذایی آلـوده بــه    -مـدفوعی 
هـا و  بنابراین تصفیه فاضـلاب  است؛مدفوع انسانی یا حیوانی 

). 8، 7، 5رسـد ( رعایت مسائل بهداشتی ضروري به نظـر مـی  
اسـهال  واکسیناسیون به عنوان تنها راه پیشگیري از ابتلا بـه  

ــت (   ــرح اسـ ــان مطـ ــات در کودکـ ــی و تلفـ ). 3روتاویروسـ
هاي زائد، فاضلاب تیمار شـده، رسـوبات   ها در آبروتاویروس

هاي زیرزمینـی و همچنـین در   هاي سطحی، آبفاضلاب، آب
ها بـه تعـداد   اند. این ویروسهاي آشامیدنی شناسایی شدهآب

رود بـه آب  بسیار زیاد از افراد بیمار دفع می گردند اما زمان و
شوند. براي بـرآورد خطـر سـلامتی    و فاضلاب بسیار رقیق می

هاي آلـوده شـده بـا    نسبت داده شده به روتاویروس ها در آب
، 9هاي حساس و مطمئنـی مـورد نیـاز اسـت (    فاضلاب روش

ها در انـواع مختلـف   ). زنده ماندن و ثبات روتاویروس11، 10
ــت آن آب ــی و مقاوم ــاي محیط ــر فر ه ــا در براب ــدهاي ه آین

هـاي تصـفیه آب   فیزیکوشیمیایی و شرایط نامناسب سیسـتم 
که انتقال آنها از طریق آب بسـیار مهـم جلـوه    شود سبب می

هاي آلـوده بـه دو   ها در فاضلاب و آبکند. توزیع روتاویروس
هاي ویروسی در جمعیـت و در دسـترس   مورد میزان بیماري

همیـت  بودن سیستم پردازش فاضلاب شهري بسـتگی دارد. ا 
ــی     ــایج بررس ــرفتن نت ــر گ ــات و در نظ ــام مطالع ــاي انج ه

اپیدمیولوژي عفونت روتاویروسی در مطالعات بررسی کیفیـت  
آب نه تنها به دلیل اهمیت آنها به عنوان عامل اصلی اسـهال  
حاد مطرح است، بلکه با توجه به توانایی زنده ماندن طـولانی  

ایـن آب  مجـدد از  ها در محیط هاي آبـی و اسـتفاده   مدت آن
زارع زیـر کشـت نیـز داراي اهمیـت     ها و مبراي آبیاري زمین

). با توجه بـه وجـود نداشـتن هـیچ گزارشـی از      12، 2(است 
ها در استان البرز، پژوهش حاضر با پایش محیطی روتاویروس

روتـاویروس هـاي انسـانی در     Aهدف پایش محیطـی گـروه   
و  هاي تصفیه فاضلاب شهري ، فاضـلاب بیمارسـتانی  سیستم

    .هاي کرج و برغان در استان البرز انجام شدآب رودخانه
 

 مواد و روشها
نمونـه   76توصـیفی بـر روي    –این پژوهش به صورت مقطعی 

 10نمونـه) و خروجـی فاضـلاب (    12شـامل ورودي فاضـلاب (  
نمونه) جمع آوري شده از چهار تصفیه خانـه ي اسـتان البـرز،    

پـل  خانه ي کرج محـدوده  نمونه)،  رود 2فاضلاب بیمارستانی (
ــه کــرج محــدوده ورودي جــاده   20قــدیمی ( ــه)، رودخان نمون
نمونـه) انجـام شـد.     13نمونه) و رودخانه برغان ( 19چالوس (

هاي فاضلاب شهري با همکاري آزمایشگاه مرکـزي آب و  نمونه
اي بـا  هاي فاضلاب بیمارستانی و رودخانهفاضلاب کرج و نمونه

دند. نمونه گیري در دوره منظم مراجعه حضوري جمع آوري ش
) انجـام گرفـت.   1395تـا بهمـن مـاه     1395ماهه (مردادماه  7

ها یک لیتـر بـود کـه در ظـروف پروپیلنـی      حجم تمامی نمونه
 Ice)درپوش دار استریل جمع آوري شـدند و در جعبـه سـرد    

box)  بـه آزمایشـگاه    گـراد انتیسدرجه  4حاوي یخ و در دماي
زمایشگاهی عباسپور در دانشگاه آزاد میکروب شناسی مجتمع آ
دند. مشخصـات کامـل هـر نمونـه     شاسلامی واحد کرج منتقل 

شامل مکان نمونه برداري، نوع نمونه، فصـل، مـاه و روز نمونـه    
 ها ثبت شد.  گیري بر روي بطري

 تغلیظ به روش رسوبی
پیشنهاد شـده توسـط    (Pellet)ها با روش رسوبی تمامی نمونه

). در این روش در ابتـدا  10، 2تغلیظ شدند ( کارگر و همکاران
 15لوله فـالکون   5میلی لیتر برداشته شد و به  75از هر نمونه 

 10مـدت   بـه  xg 5000میلی لیتري استریل منتقل و در دور 
انجام شد. در  ژسانتریفیو گرادیتانس درجه 5دقیقه و در دماي 

نظـور از  بـه م ، وژیفیحاصل از سـانتر  ییرو عیبه مامرحله بعد، 
-میلی لیتر از نمونه 4ها به ازاي هر ها و قارچبین بردن باکتري

، Merckمیلــی لیتــر کلروفــرم خــالص ( 1هــاي تغلــیظ شــده، 
  xg 2000و  xg 200ها به ترتیـب در  آلمان) اضافه شد. نمونه

 گرادسانتیدرجه  5دقیقه و در دماي  10دقیقه و  20به مدت 
سانتریفیوژ، فاز آبـی بـالایی بـا     سانتریفیوژ شدند. پس از پایان

کمک پی پت پلاستیکی استریل جدا و به لوله فالکون استریل 
 -20مراحل بعدي در فریزر  ها تا انجاممنتقل شد. تمامی نمونه

 نگهداري شدند.   گرادسانتیدرجه 
 Aتشخیص روتاویروس هاي گروه 
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روتاویروس هاي انسانی در  Aبه منظور سنجش آنتی ژن گروه 
ــهن ــت   مون ــتقیم از کی ــزاي مس ــه روش الای ــا ب  Rotavirusه

®RIDASCREEN  شــرکتR-Biopharm  ــا میــزان آلمــان ب
 96اسـتفاده شـد. پلیـت      %1/99و ویژگـی   %6/95حساسیت 

هـاي  چاهکی بود که تمام چاهک 8استریپ  12چاهکی شامل 
ــادي   ــی ب ــا آنت ــروئتین    آن ب ــد پ ــال ض ــاي مونوکلون  VP6ه

 ـ  میکرولیتـر از هـر    100د. در ابتـدا  روتاویروسی کد شـده بودن
اي ریختـه شـد و بـه هـر چاهـک      نمونه، درون چاهک جداگانه

سپس انکوباسیون اول بـه مـدت    شد؛اضافه  1محلول کونژوگه 

 2دقیقه انجام شد. پس از شست و شـو، محلـول کونژوگـه     60
حاوي استرپتاویدین پلی پراکسیداز به هر چاهک اضافه شـد و  

شسـت و  دوبـاره  دقیقه انجام شد.  30مدت  انکوباسیون دوم به
و انکوباسیون سـوم بـه   شد شو انجام و سوبستراي آنزیم اضافه 

). در آبـی  (ایجـاد رنـگ  دقیقه و در تاریکی انجام شد  15ت مد
هـا  مرحله آخر، به منظور متوقـف کـردن واکـنش، بـه چاهـک     

). در نهایـت، نتـایج   زرد(ایجـاد رنـگ   شـد  محلول توقف اضافه 
قرائت شده توسط دستگاه خوانشگر الایزا با طول  ODبراساس 

محاسـبه   Cut off pointسـپس   ؛نانومتر خوانده شد 450موج 
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مثبـت در نظـر    Cut off pointدرصد بـالاتر از   10. مقادیر شد
 گرفته شدند.

 تحلیل آماري
 IBMها پس از جمع آوري و دسته بندي، توسط نرم افزار داده

SPSS Statistics version 23  بـدین منظـور از   شـدند تحلیل .
در هاي استقلال (مربع کاي) و دقیق فیشر استفاده شد. آزمون

. شـد در نظر گرفته  دارمعنی P>05/0 ،هاي آماريهمه آزمون
   .دشدنرسم  Excel  2010نمودارها با استفاده از نرم افزار 

 

 هایافته
وه گر ،)%89/7نمونه ( 6نمونه مورد بررسی در  76از مجموع 

A نمونه آلوده به  6. از شدهاي انسانی شناسایی روتاویروس
) مربوط به ورودي فاضلاب شهري و %50نمونه ( 3روتاویروس، 

پل قدیمی کرج محدوده به رودخانه ) مربوط %50نمونه ( 3
 قیآزمون دق جیتعداد نمونه ها، نتا یبا توجه به کم. ندبود

 يریمحل نمونه گو  روسیروتاو وعیش نینشان داد که ب شریف
(رودخانه کرج و برغان))  یسطح يفاضلاب و آب ها ي(ورود

 در). 1 (نمودار )p=074/0( شتوجود ندا ياختلاف معنادار
 نمونه 6 از گرفت، انجام ماه 7 مدت به که حاضر پژوهش
 نمونه 2 ماه، مهر در نمونه 1 ماه، شهریور در نمونه 1 مثبت،

 ندشد داده تشخیص مثبت ماه دي در نمونه 2 و ماه آذر در
هاي توزیع فراوانی فصلی روتاویروس ،3نمودار  ).2 نمودار(

و فصل  روسیروتاو وعیش نیب دهد.را نشان می شناسایی شده
 .)p=889/0وجود نداشت ( ياختلاف معنادار يرینمونه گ

 

 بحث
هاي مرتبط با آنها زاي منتقله از راه آب و بیماريعوامل بیماري

ي عمــده در زمینــه بهداشــت عمــومی در جهــان هــااز نگرانــی
). اگرچه عوامل باکتریایی، انگلی و عوامل 1شوند (محسوب می

ــوویروس  ــد آدن ــی مانن ــاي رودهویروس ــپ ه )، 41و  40اي (تی
هـا از عوامـل   ها و نـوروویروس ها، آستروویروسکالیسی ویروس

هـاي  روتـاویروس  Aولـی گـروه   هسـتند،  ایجاد گاستروانتریت 
درصد گاستروانتریت حاد در نوزادان و  50علت بیش از انسانی 

 A). انتقال گروه 13، 5شوند (سال محسوب می 5کودکان زیر 
هاي انسـانی از آب و حضـور آنهـا در منـابع آبـی از      روتاویروس

). 10، 4اي در بهداشت عمـومی برخـوردار اسـت (   اهمیت ویژه
تـرین  ش، بـی شـوند هایی که توسط مدفوع انسانی آلوده میآب

). از آن جـا  12هاي ویروسی دارند (اهمیت را در انتقال بیماري
هاي آبـی پـایین اسـت، انتخـاب     ها در محیطکه میزان ویروس

روش تغلیظ مناسب جهـت شناسـایی و جداسـازي ویـروس از     
). در پژوهش حاضـر  14(است هاي مورد بررسی ضروري نمونه

-Two)به جـاي اسـتفاده از روش پـر هزینـه تغلـیظ دوفـازي       

phase)  کــه نخســتین بــار توســطHovi  و همکــاران در ســال
که توسط  (Pellet)پیشنهاد شد، از روش تغلیظ رسوبی  2000

رایی آن اثبات پیشنهاد و کا 2009در سال  شکارگر و همکاران
س از انجـام تغلـیظ بـا    ). پ ـ16، 15(شده است، اسـتفاده شـد   

 ها شناسایی شدند.روتاویروس ،استفاده از روش الایزا
همکاران انجـام   توسط کارگر و 2012در پژوهشی که در سال 

نمونـه فاضـلاب جمـع آوري شـده از شـهر       60شد، از مجموع 
، بـا  شیراز که به دو روش دوفازي و رسوبی تغلیظ شـده بودنـد  

نمونـه مثبـت    nested RT-PCR ،15و  زای ـاستفاده از روش الا
). همچنین در مطالعات انجام شـده توسـط   10، 2(شد گزارش 

، از زایــبــا اســتفاده از روش الا، ش در تهــرانکــارگر و همکــاران
نمونـه،   30فاضـلاب جمـع آوري شـده در     نمونـه  92مجموع 

). در پژوهشـی دیگـر کـه    9وجود روتاویروس به اثبات رسـید ( 
و بـا  شـور آفریقـاي جنـوبی    در ک شو همکـاران  Chigorتوسط 

جمـع آوري   نمونه 72انجام شد، از  RT-PCRاستفاده از روش 
هـا بـه روتـاویروس آلـوده     نمونه %9/13شده از رودخانه بوفالو، 

و  Rigotto). همچنین در پژوهش انجام شده توسط 17بودند (
، از RT-PCRبـا اسـتفاده از روش    در کشور برزیـل  شهمکاران

ــه 84 ــو  نمون ــف ان ــطحی، در  اع آبمختل ــاي س ــه  16ه نمون
 ). 18(شد روتاویروس شناسایی 

بـا   ،در کشـور تـونس   شو همکـاران  Sdiri-Louliziدر پژوهش 
ــتفاده از روش  ــام و   250، از RT-PCRاس ــلاب خ ــه فاض نمون

). 19) به روتاویروس آلوده بودند (%32نمونه ( 80تصفیه شده، 
) تشخیص %89/7نمونه ( 6ها در روتاویروس ،در پژوهش حاضر

 یمولکـول  يبا توجه به گسترش روز افزون روش ها .ندداده شد
که در آن  ییپژوهش ها جینتا یبررس نیو همچن PCR ژهیبه و

 يهـا  روسیروتـاو  صیبـه منظـور تشـخ    RT-PCRها از روش 
اســتفاده از  لیــاســتفاده شــده اســت، بــه دل Aگــروه  یانســان

 نی ـده از او دقت بـالا، اسـتفا   تیحساس ،یاختصاص يمرهایپرا
بر اساس نتایج حاصـل  . شود یم هیتوص جینتا دییتا يروش برا

شـیوع روتـاویروس در    ،از تحقیقات در داخل و خارج از کشـور 
ماه هاي سرد سال بیشتر است. نتایج حاصل از پژوهش حاضـر  

سـرد   يهـا هاي انسانی را در مـاه روتاویروس Aنیز شیوع گروه 
ي پــایش محیطــی کنــد. پــژوهش مــا بــر روســال تاییــد مــی

گر حضـور  هاي فاضلاب و رودخانه، نشانها در نمونهروتاویروس
در  ،. در پـژوهش حاضـر  استاي در این منابع این ویروس روده

هاي مربـوط بـه ورودي فاضـلاب و آب رودخانـه، نمونـه      نمونه
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ولی هیچ نمونه مثبت شد، مثبت (آلوده به روتاویروس) گزارش 
د. در سـایر  شفاضلاب مشاهده ن روتاویروسی مربوط به خروجی

ــه مثبــت   پــژوهش هــاي انجــام شــده در داخــل کشــور، نمون
روتاویروسی در خروجی فاضـلاب گـزارش شـده اسـت، امـا در      
پژوهش حاضر نمونه مثبت خروجی فاضلاب یافت نشد که این 

هاي مـورد بررسـی و یـا    تواند به دلیل کمبود نمونهموضوع می
باشد. اما دلیـل دیگـري کـه     هاي تصفیهکارایی احتمالی روش

توان براي این امر متصور شد که البتـه نیـاز بـه تحقیقـات     می
بیشتر در سطح جهانی دارد، ایـن اسـت کـه در تمـام تصـفیه      

هاي استان البرز در مرحله آخر از فرایند تصـفیه فاضـلاب   خانه
از آن جـا کـه در    .شـود از مقادیر بسیار زیاد کلر اسـتفاده مـی  

شده در خارج از کشور تـاثیر کلـر در غیرفعـال     تحقیقات انجام
کردن روتاویروس هـا بـه تاییـد رسـیده اسـت، مرحلـه بعـدي        

تواند بررسی اثر ایـن مـاده بـر روي عـدم ردیـابی      تحقیقات می
). همچنـین در ایـن پـژوهش بـه     21، 20ها باشـد ( روتاویروس

امکان نمونه گیـري بیشـتر از    ،هاي ایجاد شدهدلیل محدودیت
 .وجود نداشتهاي بیمارستانی فاضلاب

ــود       ــران وج ــار در ای ــتین ب ــراي نخس ــر ب ــژوهش حاض در پ
 6ها به اثبـات رسـید. از مجمـوع    ها در آب رودخانهروتاویروس

ــت روتاویروســی  ــه مثب ــه ( 3 ،نمون ــه آب %50نمون ــوط ب ) مرب
کـه ایـن امـر نشـانگر آلـودگی مـدفوعی و        ندرودخانه کرج بود

 .است تخلیه فاضلاب در این رودخانه

سطح بهداشـت، شـرایط آب و هـوایی و     ،از آن جا که در ایران
هاي تصـفیه فاضـلاب بـا    دسترسی و عدم دسترسی به سیستم
بـر ایـن اسـاس یـافتن      ؛توجه به مناطق مختلف، متفاوت است

هـایی  روش جدید تصفیه فاضلاب با تاکیـد بـر حـذف ویـروس    
 . شودها توصیه مینظیر روتاویروس

زاي مـدفوعی  ها به عوامل بیماريآب رودخانهدر مورد آلودگی 
هــاي هـا، در وهلـه اول جمـع آوري لولـه    از جملـه روتـاویروس  

هـا و جلـوگیري   فاضلاب شهري و بیمارستانی از حریم رودخانه
ها و در مرحله بعدي رعایـت  از ساخت و ساز در حریم رودخانه

 .شودبهداشت فردي توصیه می
هاي محیطی بـه روتـاویروس   آلودگی آب ،نتایج پژوهش حاضر

-ها را نشان داد. این امر ضرورت پایش محیطی عوامل بیماري
. در نتیجه،  دهدمیها را نشان زاي روده اي از جمله روتاویروس

ایجاد یک برنامـه مـدون و مـنظم کشـوري بـه منظـور پـایش        
هاي زمانی مشخص محیطی این عوامل در منابع آبی و در دوره

   .رسدروندان ضروري به نظر میت شهبراي حفظ سلام
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