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لفيروس روتا الانسان في اطفال محافظة بابل  Gو  [Pتحديد الانواع الوراثية ]
 conventional – PCR التقليديباستخدام تقهية تفاعل البلمرة المتسلسل 
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 الخلاصة

 conventional)  المعكوس التقميدي المتسمسلتقنية تفاعل البممرة تقنية الشريط السريع و استعممت في ىذه الدراسة 
reverse transcriptase – PCR) مخمجين من  براز أخذت من أطفال عيناتفي  بغية معرفة الأنواع الوراثية لفيروس الروتا

من  لممدة مناطق متفرقة في محافظة بابل , أظيروا بعض الأعراض المُميزة لالتياب المعدة والأمعاء الحاد مثل الإسيال والحمى والتقيؤ
تراوحت أعمارىم من  , 2012وكانون الثاني و شباط و آذار من العام  2011تشرين الأول و  تشرين الثاني و كانون الأول من العام 

اعطى نتيجة  انموذج 80الشريط السريع , وبعدىا اخذ  باستعمال من عينات براز الاطفال اانموذج470 , إذ اختبر ا  شير  60 -0
 G[ و [Pنواع الوراثية للأ Specific primersوباستعمال بوادئ خاصة  موجبة باستعمال الشريط السريع لمعرفة الانواع الوراثية السائدة

وجد   complementary DNAلفيروس الروتا من النماذج وتحويمو إلى الدنا المتمم  RNAوبعد استخلاص الحامض النووي الريبي 
و  P[8], بينما لوحظ أن الأنواع  G8و  G2و  G4و  G1انتشارا  في المحافظة ىي   Gأن أكثر الأنواع الوراثية المشخصة من النوع 

P[4]  وP[6] ارا  بالنسبة لمنوع الوراثي ىي الأكثر انتشP]. ] 
 .   الاسيال الفيروسي , فيروس الروتا , فحص الشريط السريع وفحص تفاعل البممرة المتسمسل التقميدي -الكممات المفتاحية :

 

Abstract  
Rapid test device technique and  conventional - PCR technique was used in this study for detection of 

rotavirus genotypes in stool samples which were collected from children who were living in different 

area of Babylon governorate with symptoms of acute gastroenteritis such as diarrhoea , fever and 

vomition for the period from October  2011  to  March of  2012 , Their age range from 0 – 60 months , 

470 diarrhoea stools sample from children was tested by using rapid stripe , then 80 sample which gave 

positive result by rapid test device were used to know G and [P] type by using  specific G and [P] 

primer .After extraction of viral RNA and its convertion to cDNA . The results detected that the 

prevalent G – genotypes was G1 , G4 , G2 and G8 respectively , whereas P[8] , P[4] and P[6] was the 

most dispersal P – genotypes . 

Keywords : Viral gastroenteritis , Rotavirus , Rapid test device , RT- PCR test . 

 

 المـــقدمة
يُعددد التيدداب المعددددة والامعدداء الحددداد المشددكمة الثانيدددة التددي تتسدددبب بوفدداة العديدددد مددن الاطفدددال سددنويا بعدددد 

, وعمدى الدر م  سدنوات 5 إصابات المنطقة التنفسية السفمى في كل من الدول الناميدة والمتطدورة للأطفدال دون سدن
من نجاح خدمات الصحة العامة والرقابة الصحية الحالية  في تعقديم الميداه والسديطرة عمدى ميداه الصدري الصدحي 
الا انيا  ير قادرة عمى الحد من مرض الاسيال , إذ اوضحت العديد مدن الدراسدات الحديثدة ان امدراض الاسديال 

 سدددددددددددددنوات فدددددددددددددي جميدددددددددددددع انحددددددددددددداء العدددددددددددددالم 5% مدددددددددددددن وفيدددددددددددددات الاطفدددددددددددددال دون سدددددددددددددن  17مسدددددددددددددؤولة عدددددددددددددن 
 (Mathers et al., 2009;Black et al., 2010). 
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توجد ىنالك العديد من المسببات المرضية التي تصيب المعدة والامعاء منيا مسببات بكتيرية , فيروسية 
المسببات الفيروسية في احداث التياب وطفيمية , يمثل فيروس الروتا المسبب المرضي الاكثر شيوعا من بين 

 من حالات الاسيال المائي الحاد % 39المعدة والامعاء , ويتسبب ىذا الفيروس بحوالي 
 (Levy et al., 2009). 

ويتميز بجزيئتو  ير المغمفة المنشورية التركيب, التي  Reoviridaeينتمي فيروس الروتا الى عائمة  
 dsRNAقطعة من الحامض النووي الريبي المزدوج الخيط  11تتكون من ثلاث طبقات من البروتين المحيطة بد 

وىو البروتين الفيروسي  Protease, إذ تتألف المحفظة الخارجية لمفيروس من البروتين الحساس لإنزيم البروتيز 
وىو البروتين  Glycoprotein والبروتين السكري   P – Genotypeوالذي يحدد النوع الوراثي  VP4 الرابع

 G - Genotype (Pesavento et al., 2006. )والذي يشير الى النوع الوراثي  VP7الفيروسي السابع 
و المجير  LATشخص فيروس الروتا باستعمال العديد من التقنيات مثل فحص تلازن اللاتكسيُ 
ومتعدد , الانتشار في ىلام الاكريلامايد  ELISAإختبار الإمتزاز المناعي المُرتبط بالإنزيم  , EMالالكتروني 
.  Tissue culture, الزراعة النسيجية  Acrylamide and polyacrylamide gel diffusionالاكريلامايد 
 الوقت الحقيقي -تقنيات اكثر حداثة تتمثل باستعمال تقنية تفاعل البممرة المتسمسل المعكوس  تداخيرا اعتم

وكذلك تقنية تفاعل البممرة  Real Time - polymerase chain reaction technique)تفاعلات الكوثرة( 
  Conventional polymerase chain reaction technique)تفاعلات الكوثرة( المتسمسل المألوي 

 .  (2013الخفاجي وأبو المعالي ,)
أظيرت العديد من الدراسات الوبائية التي اجريت في العراق أن فيروس الروتا ىو احد المسببات 

% في  18.5التي تراوحت النسب فييا من  والرئيسة لالتياب المعدة والامعاء في الاطفال دون سن الخامسة  
 ,Mahmood and Feachem)% في اربيل  37بغداد و  % في 30% في البصرة ,  24تكريت , 

1987;Ahmed et al., 2006;Alrifai et al., 2009;Abdulrazzaq et al., 2011. )  
 المواد وطرائق العمل 

 العينات
عينة براز من الأطفال الراقدين والمراجعين في مستشفى بابدل لمدولادة والأطفدال س مستشدفى  470 جُمعت

 2011تشدرين الأول  ولمفتدرة مدن ل ومستشفى الياشمية المصابين سدريريا  بالإسدياليالكفل العام س مستشفى المحاو 
تددر وحفظددت فددي المجمدددة ممم 5س وُضددعت العينددات فددي أنابيددب اختبددار بلاسددتيكية معقمددة سددعة  2012شددباط  الددى

 م لحين إجراء الفحوصات المطموبة . -60تحت درجة حرارة 
 

 One Step Rotavirus Test Deviceاختبار الشريط السريع    
الكشددف عددن فيددروس الروتددا بددراز الاطفددال المصددابين بالاسدديال لمفحددص باسددتعمال عدددة  ا مددننموذجدد 470ع اُخضدد

 مل حسب تعميمات الشركة المصنعة .طريقة الع اجريت ( الألمانية وقدACONالمزودة من شركة )
 استخلاص الحمض النووي )الرنا(

الثلاجة باستعمال عدة استخلاص  المحفوظة فياستخمص الحامض النووي )الرنا( من عينات براز الاطفال 
من شركة  ة( المزود IQeasy™ plus Viral DNA   RNA Extraction kitالحامض النووي الرنا )

(INtRON Biotechnology الاميركية )  حسب تعميمات الشركة المصنعة .بطريقة العمل  اجريتوقد 
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 [Pو] Gمعرفة النوع الوراثي 
عينة من العينات التدي اعطدت نتيجدة موجبدة باسدتعمال فحدص الشدريط السدريع لمعرفدة الاندواع الوراثيدة  80 تخذاُ 

G  [ وP]  السائدة في المحافظة 
 [ باستعمال بوادئ متخصصةPالوراثي ]تحديد النوع  - 1

 تتضمن ىذه الخطوة مرحمتين ىما :
ــة الولــ  باسددتعمال عدددة تحويددل )الرنددا( الددى  cDNAإلددى الدددنا المددتمم  الفيروسددي: تتضددمن تحويددل الرنددا  المرحم
البدادئ ( و con2 R)الخاصدة ب (ATT TCG GAC CAT TTA TAA CCادئ )بوجدود البد)الددنا المدتمم( و 

(TGG CTT CGC TCA TTT ATA GAC A الخداص ب )(con3 F إذ )حسدب بطريقدة العمدل  اجريدت
الواسددم % ورحددل النددات  فددي اليددلام بوجددود  2. بعدددىا حُضددر ىددلام الاكدداروز بتركيددزتعميمددات الشددركة المصددنعة 

فددي جيداز الترحيددل الكيربددائي وبدددأت عمميددة  (bp DNA ladder  100الددليل )المعمددم( فددي إحددد  الحفدر )
قُرئت النتيجة باستعمال جياز انبعاث الأشدعة فدوق البنفسدجية فولت و  100الترحيل لمدة ساعة وبفولتية مقدارىا 

UV transiluminator  د لمتقصي عن وجود قطعة المورث التي تشفر لمVP4 والتي يبمغ طوليا (876 bp). 
 P[10]و  P[8]  ,P[9]و  P[6]و  P[4]والمتضددمنة  VP4: تتضددمن معرفدة الأنددواع الوراثيدة لمددد المرحمـة الثانيــة

 حسب تعميمات الشركة المصنعة .بطريقة العمل  اجريتإذ 
 باستعمال بوادئ متخصصة Gتحديد النوع الوراثي  - 2

 خطوة مرحمتين ىما :تتضمن ىذه ال
باستعمال عدة تحويل )الرنا( الى )الددنا  Cdnaإلى الدنا المتمم  الفيروسي: تتضمن تحويل الرنا  المرحمة الول 

 Beg(الخاصدة ب )GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT CTG Gبوجدود البدادئ ) المدتمم(
9∕ F( والبدادئ )GGT CAC ATC ATA CAA TTC TAA TCT AAG( الخداص ب )End 9∕ R إذ )
% ورحدل الندات   2بعدىا حُضر ىدلام الاكداروز بتركيدز .حسب تعميمات الشركة المصنعة بطريقة العمل  اجريت

لمتقصددي عدن وجددود قطعدة المددورث [ Pفدي اليددلام حسدب طريقددة العمدل المددذكورة فدي التعددري عمدى النددوع الدوراثي ]
 . (bp 1062)والتي يبمغ طوليا  VP7د التي تشفر لم

 G9و  G8و  G4و  G3و  G2و   G1والمتضدمنة  VP7: تتضمن معرفدة الأندواع الوراثيدة لمدد المرحمة الثانية
  حسب تعميمات الشركة المصنعة .بطريقة العمل  اجريتإذ  G12و 
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 النتائج
  نتائج اختبار الشريط السريع 

انموذج براز مأخوذة مباشرة من الاطفال المصدابين بالإسديال باسدتعمال فحدص  470أظيرت نتائ  فحص 
 . (1) وكما ىو موضح في الشكل % 47.65 انموذج و بنسبة مقدارىا 224الشريط السريع ايجابية لد 

 

   
 

 ) ب (                               ) أ (                                               
يظهـر نتيجـة سـالبة لفحــص  -ب  -يظهـر نتيجـة موجبـة لفحـص الشــريط السـريع    -أ  -(: 1شـكل )

 الشريط السريع .
 

  التعرف عم  النوع الوراثيG – genotype ) ) 
وكما ىو موضح في  Gradiant PCRبعد التحري تجريبيا عن درجة الحرارة المثمى لمتبريد باستعمال نظام 

, وجد أن الدرجة الحرارية المثمى التي تستطيع عندىا ( 70 – 55وباستعمال درجات حرارة من )طريقة العمل 
( End9 و   Beg9  وباستعمال البوادئ )م في المرحمة الأولى من التضخيم  60البوادئ بإعادة الارتباط ىي 

 .G التي ثبتتيا منظمة الصحة العالمية والخاصة بالبروتين الفيروسي السابع والذي يشير إلى النوع الوراثي 
الحرارة المثمى في المرحمة الثانية من تفاعل البممرة المتسمسل والمتضمنة معرفة الأنواع الوراثية لمد أما درجة 

VP7  إذ وجد أن النوع الوراثي .  شف عن ستة أنواع وراثيةكُ إذ  م  57فقد كانتG1  ىو الأكثر تواجد وبنسبة
% , وتمثمت الأنواع  12.5بنسبة  G2% بينما تواجد النوع الوراثي  7.5والذي ظير بنسبة  G4% يميو  30

أظيرت نتائ  الدراسة   و% عمى التوالي س  1.25% و  3.75% و  6.25بنسب  G9و  G3و G8الوراثية 
بعض النماذج المُرَحّمة التي لم تظير انتماءىا إلى أي نوع وراثي من الأنواع المذكورة أعلاه وسجمت عمى أنيا 

والتي مثمت نسبة  اانموذج 80من أصل  اانموذج 23ذج  ير مشخصة النوع الوراثي والتي بمغ عددىا نما
 G9و G4نماذج مرضية تظير خمجا مختمطا بالأنواع الوراثية  ةعكست النتائ  أيضا وجود خمس% , و  28.75
 ( .1مبين في الجدول ) وكما
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باستعمال فحص تفاعل  G( : الأنواع الوراثية الخاصة بالبروتين الفيروسي السابع والمعروفة بـ 1جدول )
 . Conventional – PCRالبممرة المتسمسل التقميدي 

المئوية النسبة  النوع  G اسم البادئ العدد 
% 30 24 aBT1    G1 

% 12.5 10 aCT2 G2 
% 3.75 3 G3-Aust G3 

%  17. 5 14 aDT4 G4 
%  6.25 5 aAT8 G8 
%  1.25 1 G9 or Mg9 G9 

 غير مشخصة 23 % 28.75
 
  التعرف عم  النوع الوراثيP – genotype )) 

وكما موضح في طريقة  Gradiant PCRوعند التحري عن الدرجة الحرارية المثمى لمتبريد باستعمال نظام 
, وجد أن الدرجة الحرارية المثمى التي تستطيع عندىا 60الى  45وباستعمال درجات حرارة من  العمل

 con3و  con2وباستعمال البوادئ م في المرحمة الأولى من التضخيم  50البوادئ بإعادة الارتباط ىي 
والذي يشير إلى النوع الوراثي  VP4التي ثبتتيا منظمة الصحة العالمية والخاصة بالبروتين الفيروسي الرابع 

[P] . 
أما درجة الحرارة المثمى في المرحمة الثانية والمتضمنة معرفة الأنواع الوراثية المشفرة لمدبروتين الفيروسي 

بأكبر نسبة  P[8]. ووجد النوع الوراثي شف عن خمسة أنواع وراثية كُ وقد  م , 55فقد كانت  VP4الرابع 
 اانموذج 19وقد وجد في  P[4]ع , يميو النو  اانموذج 80من أصل  اانموذج 29%  إذ شخص في  36.25

نماذج  10% إذ وجد في  12.50فكانت نسبتو  P[6]% . أما النوع  23.75وشكل نسبة  80من أصل 
 % 1.25% و 2.50بأقل النسب إذ بمغا  P[10]و  P[9], بينما تمثل النوعان  اانموذج 80من أصل 

 اانموذج 19, وقد أظير نموذجين بصورة مشتركة في  P[8]و  P[4]عمى التوالي . في حين ظير كلا من 
وشكمت نسبة  P]نتيجة سالبة في الترحيمة الثانية الخاصة بمعرفة الأنواع الوراثية ] اانموذج 80من أصل 

 ( .2مبين في الجدول ) . وكما%  23.75
باستعمال فحص تفاعل  [[P( : الأنواع الوراثية الخاصة بالبروتين الفيروسي الرابع والمعروفة بـ 2جدول )

 ( .conventional – PCRالبممرة المتسمسل التقميدي )
 النوع  P اسم البادئ العدد النسبة المئوية
% 23.75 19 2T-1 P[4] 
%  12.50 10 3T-1 P[6] 
% 36.25 29 1T-1 P[8] 
% 2.50 2 4T-1 P[9] 
% 1.25 1 5T-1 P[10] 
 غير مشخصة 19 23.75 %
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 19بصورة مشتركة في  G1 P[8]/G4لوحظ حدوث خم  مختمط بأكثر من نوع وراثي فقد وجد كلا من 

ىو  G1P[8]وجدنا أن الضرب الوراثي  ا . وأنموذج 11في  G1P[4]/G2انموذج , بينما وجد النوعان 
,  اانموذج 11إذ وجد في  G1[P4]س تُبعو الضرب الوراثي  اانموذج 30أكثر الأنواع انتشارا إذ شخص في 

نماذج س اما الضربان  3في  G4P[8]نماذج , ووجد الضرب  7فقد وجد في  G2P[4]أما الضرب 
G9P[8] وG3P[10]  فقد وجدا في انموذجين لكل ضرب س واخيرا  تواجد الضربانG8P[6]  وG1P[9] 

 في انموذج واحد لكل ضرب . 
 المناقشة

سددنوات , يسددبب مددا  5يُعددد الاسدديال مددن المشدداكل الصددحية الكبيددرة التددي تصدديب الأطفددال بعمددر أقددل مددن 
للإسدديال المددائي ىندداك العديددد مددن المسددببات المرضددية المختمفددة المُسددببة ميددون حالددة وفدداة سددنويا , و م 1.8يقددارب  

 الحدددددددددددددددددددددادس وتُعدددددددددددددددددددددد الفيروسدددددددددددددددددددددات ىدددددددددددددددددددددي المسدددددددددددددددددددددؤولة عدددددددددددددددددددددن أكثدددددددددددددددددددددر مدددددددددددددددددددددن نصدددددددددددددددددددددف الحدددددددددددددددددددددالات
 (Alain and Denis , 2007 ; Boschi- pinto et al., 2007)  يُشدكل فيدروس الروتدا نسدبة أكثدر مدن .

مددن فيددروس الروتددا  Aمددن حددالات الخمدد  الفيروسددية ويصدديب كددلا  مددن الانسددان والحيددوان س وان المجموعددة %  50
سدبب فيدروس الروتدا بوفداة من حالات التياب المعدة والأمعاء في الانسان, ويت % 90ىي المسؤولة عن أكثر من 

 .( Wang et al., 2010; WHO, 2011طفل سنويا  في الدول النامية ) 527000اكثر من 
أجريت العديد من الدراسات لتحديد الأنواع الوراثية المختمفة لفيروس الروتا ففي الدراسة الحالية استعممت 

الفيروس ويعود سبب اختيار ىذه التقنية بسبب تقنية تفاعل البممرة المتسمسل المعكوس التقميدي لمكشف عن 
تضارب نسب الإصابة بيذا الفيروس بين محافظة وأخر  وبين سنة وأخر , إذ سيقودنا ىذا الاختبار لمعرفة 

مة المقاح المتداول في المراكز الصحية لغرض معرفة مد  ملاء الأنواع الوراثية الاكثر شيوعا  في محافظة بابل
 . ن برنام  أعدتو وزارة الصحةلتمقيح الاطفال ضم

ووفقا  لمتقارير المسجمة في جميع انحاء العالم وجد أن الانواع الوراثية الرئيسة السائدة في جميع انحاء العالم 
 P[8]و  P[6]و  P[4]والتي توجد بشكل مشترك مع الانواع الوراثية  G9و G4و G3و G2و G1تقريبا  ىي 

(Santosham et al., 2007. )  
في  (2006وجماعتو ) Ahmedتطابقت نتائ  الدراسة الحالية مع النتائ  التي توصل الييا الباحث 

و  P[8]ىي السائدة في كردستان العراق , اما  G2و  G4و  G1كردستان العراق التي بينت ان الأنواع الوراثية 
P[6]  وP[4] ى الر م من وجود النوع الوراثي فيي الأنواع الوراثية الأكثر انتشارا  في تمك المنطقة , وعمG12 

 في الدراسة الحالية. في كردستان العراق فانو لم يُثبت
تطابقت النتائ  مع النتائ  التي توصل الييا الباحثون في الدول المجاورة منيا ايران , إذ وجد الباحثون وقد 

ىو الاكثر تواجد ويميو  P[8]ع الوراثي ىي الاكثر انتشارا  , بينما كان النو  G8و  G4و  G1ان الانواع الوراثية 
 P[4] (Modaress et al., 2011. )النوع 

شف عنو في كُ كانت النتائ  ىذه مؤيدة لما في ىذه الدراسة و  G9شف عن وجود النوع الوراثي وقد كُ 
   ( .Thtamboonlers et al., 2008كل من ايران و اليابان وتايمند )
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بينما تضاربت النتائ  التي توصمنا الييا مع نتائ  الدراسة التي اجريت في تركيا والتي أوضحت ان 
وتمثل ىذه  G1P[8]ىو الأكثر تواجدا  في تمك المنطقة يميو الضرب المصمي  G4P[8]الضرب المصمي 
 ( .Cataloluk et al., 2005شف عنيا في دراستيم )كُ من ثمثي عدد السلالات التي  السلالات أكثر

   ان حساسية فحص الشريط السريع كانت مشابية  Al-Jibury (2013)و   Al-Khafajiبين  
اما خصوصية فحص   لحساسية فحص تلازن اللاتكس وفحص الانزيم المناعي المرتبط بالانزيم ) الاليزا(

 الشريط السريع فقد كانت اقل من الفحصين الانفين الذكر.  
في بعض النماذج  الروتا باستعمال تقنية تفاعل البممرة المتسمسل المعكوس التقميديص فيروس لم يُشخ

, أو كانت ىذه النماذج ذات نتائ   ( PCRويُعز  ذلك الى العديد من الاسباب منيا حدوث فشل في عمل الد )
كافة البوادئ , وجود سلالات جديدة أو عدم استعمال  الشريط باستخدام فحص False Positiveموجبة كاذبة 

 ( .WHO, 2009المثبتة لدٰ  منظمة الصحة العالمية ) 
 

 المصادر العربية
 PCRingتفاعلات الكوثرة وتصميم البوادئ (   2013الخفاجي   زهرة محمود وأبو المعالي   حسن محمود )

& Primer Design . العراق , 
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