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دلیل  های زیر یک ماه به هگوسالو میر های دام هستند و مرگ  عامل اصلی اسهال در اکثر گونه، Aهای گروه  روتاویروس

 تشخیص برای .آورد می باردر بسیاری از کشورها شایع است و هر ساله خسارات اقتصادی هنگفتی را به  یاسهال روتاویروس

 با توجه به ویروس شناسایی و جداسازی اما کرد، استفاده مولکولی و سرولوژیکی های روش از توان می بیماری سریع

کشت سلول و نیز  خاص های روش بوده و به دشوار بسیار معمول های با روش آن خاص ساختار و بیولوژیکی خصوصیات

 و مبارزه کنترل، به کشور هر در جداشده بومی های سویه از واکسن تهیه برای های سلولی مناسب احتیاج دارد. تلاش تیره

 طور به .کند می جلوگیری بیماری این از ناشی اقتصادی های زیان از زیادی حد تا و کند می کمک آن کردن کن ریشه احیاناً

 جداسازی برای لازم عفونت و شوند می تکثیر سلولی های تیره از محدودی تعداد در تنها کمی ها به مقدار روتاویروس کلی،

 سلولی کشت در ویروس تیتر و تکثیر افزایش باعث خاصی شرایط در تریپسین وجود اما .های سلولی ندارند در کشت را ویروس

 این .شود می سلولی مرگ باعث و بوده نیز برای سلول سمی سلولی کشت در حد از بیش تریپسین دیگر، طرف از. شود می

 برای آن غیر سمی غلظت در کاربردی و استاندارد روش و ها روتاویروس زایی عفونت در تریپسین عملکرد تشریح به مقاله

 .پردازد می ها روتاویروس جداسازی جهت مناسب سلولی های تیره
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 مقدمه
 پرورشی حیوانات در اسهال اصلی عامل ها روتاویروس

 اپیدمیولوژی و تشخیص بالینی، علائم. هستند جهان در

(. 2، 1است ) یکسان ها گونه همه در بیماری این

 2 تا 1 های گوساله در اسهال باعث اغلب ها روتاویروس

 با مجدداً ها گوساله از برخی. شوند می ای هفته

 از را ویروس مداوم طور به و یا شوند می ها آلوده روتاویروس

 های گوساله در عفونت اما کنند، می دفع مدفوع طریق

 .(2است ) بالینی تحت اغلب( ماه یک از بیش) مسن

 اندازد می خطر به را ها گوساله سلامت روتاویروسی اسهال

 به منجر همچنین. دهد می کاهش گاوها در را تولید و

 شود. همچنین می میر و مرگ افزایش و وزن کاهش

نیز  را دام و انسان بین مشترک بیماری به ابتلا پتانسیل

. دارد وجود G تا A از روتاویروسی گروه (. هفت1دارد )

 شوند، می یافت حیوانات و انسان در C و A، B های گروه

 در فقط G و D، E، F گروه های ویروس که حالی در

 کپسید پروتئین با ها گروه این .(1-5دارند ) وجود حیوانات

 ترین مشخصه مهم. شوند می مشخص( VP6) میانی

 بر و آنهاست سروتیپی ویژگی ها روتاویروس ژنی آنتی

 سرولوژیکی های روش توسط شده تعیین نوع تعریف اساس

 از گروه هر در .است سازی خنثی های آزمایش با عمدتاً و

 پلاک کاهش های تست اساس بر ها سروتیپ ها، روتاویروس

 تقسیم سروتیپ چند به هیپرایمیون سرم با سازی خنثی و

 با که است نوعی ژنوتیپ تعریف، طبق همچنین .شوند می

 هیبریداسیون ،RT-PCR مانند غیر سرولوژیکی های روش

 این از استفاده با .گردد می تعیین ژنومی توالی تعیین یا

ژنوتیپ از پروتئین  71 و سروتیپ 10 حدود ها، آزمایش

VP7 نوع که شده شناسایی G 10 و شوند می نامیده 

 نامیده Pنوع  که VP4 ژنوتیپ از پروتئین 77 و سروتیپ

 سلولی کشت های (. تکنیک11، 14، 1، 7، 1، 0)شوند  می

 و تشخیصی اهداف برای ویروس جداسازی برای معمولاً

 شناسایی یا واکسن تولید برای ویروس تکثیر همچنین

 های ژن توالی تعیین یا ژنی آنتی تنوع نظر از ویروس بیشتر

 ها روتاویروس جداسازی کلی طور به .شوند می استفاده آن

 .است مشکل بسیار دلیل چند به آزمایشگاهی شرایط در

 های نمونه از معمول طور به توان نمی را ها ویروس این

 تعداد در تنها ها ویروس (. این12کرد ) جدا مدفوع

 تکثیر کمی میزان به و سلولی های تیره از محدودی

 .ندارند را ویروس جداسازی برای لازم عفونت و شوند می

 شرایط در تریپسین مانند پروتئولیتیک های آنزیم وجود اما

 های کشت در ویروس تیتر و تکثیر افزایش باعث خاصی

 این حد از بیش مقدار دیگر، طرف از. شود می سلولی

 سلولی مرگ باعث و بوده سمی سلولی کشت در ها آنزیم

 غلظت در عملی و استاندارد روش یک بنابراین، .شوند می

 برای مناسب سلولی تیره از استفاده با آن سمی غیر

 (.1است ) ها ضروری روتاویروس جداسازی

خانواده  از ها روتاویروسها:  روتاویروس های ویژگی

 ویروسی کامل ذرات. هستند (Reoviridae) رئوویریده

 نانومتر 57 -144 قطر دارای و بوده پوشش بدون

 یک از متشکل لایه سه پروتئینی کپسید یک از و باشند می

 تشکیل داخلی لایه یک و میانی لایه یک بیرونی، لایه

هستند  مقاوم بسیار pH و گرما به ها ویروس این. اند شده

 آنگستروم 124 طول به زائده 14(. 17، 10، 11، 14، 0)

 ویروس این به و آمده بیرون بیرونی لایه صاف سطح از

 ها روتاویروس شکل ظاهری. است داده مانند چرخ ظاهری

 ژنوم (.17، 11است )( میانی لایه) VP6 پروتئین دلیل به

 ای رشته دو RNA قطعه 11 دارای ها ویروس این

(dsRNA )( 11، 17، 11، 7، 5، 1، 1، 1است.) این 

 سایر و  RNAبه وابسته پلیمراز RNA دارای ها ویروس

 RNA های نسخه تولید به قادر که هستند هایی آنزیم

 های ژنوم وجود دلیل به (.11، 1، 1باشند ) می دار سرپوش

 ها ویروس این در اغلب ژنتیکی بازآرایی شده، قطعه قطعه

 سیتوپلاسم در ویروس تکثیر (.11، 1، 1شود ) می دیده

 در ویروس کشت (.11، 1، 1دهد ) می رخ آلوده های سلول

 پروتئولیتیک های آنزیم افزودن با آزمایشگاهی شرایط

 پپتید پلی جداکردن طریقاز  ها آنزیم این. شود می تسهیل

 افزایش باعث ،VP8 و VP5 به خارجی VP4 کپسید

 VP8. شوند می ها سلول به ویروس ورود تسهیل و عفونت
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 ویروس اتصال برای که میزبان سلول روی های گیرنده با

 عفونت افزایش باعث و دارد تعامل هستند، ضروری

 سلولی غشای نفوذ تواند می VP5 شود و ها می روتاویروس

 سیر ها این ویروس (.11، 11، 1، 1، 1دهد ) افزایش را

 ذرات مثال، عنوان به دارند فردی به منحصر مورفوژنیک

 تشکیل آندوپلاسمی شبکه به زدن جوانه با ویروس

. شوند می غشاء دارای یک موقت طور به و شوند می

شوند  می آزاد آلوده سلول لیز با غشاء بدون های ویروس

 ساختمانی پروتئین شش دارای ها روتاویروس (.1، 2)

 شش و VP7 و VP1، VP2، VP3، VP4، VP6 شامل

(. 17، 10، 14، 7، 5، 0هستند ) غیر ساختمانی پروتئین

VP4 های سویه از بسیاری است و در هماگلوتینین یک 

 ایفا را سلول به ویروس اتصال نقش و وجود دارد ویروس

 دو به VP4 پروتئولیتیکی تریپسین، به موجب اثر. کند می

 و( کیلودالتون 14 تقریبی مولکولی وزن با) VP5 پروتئین

VP8 (27 کیلودالتون )به را ویروس نفوذ که شده تبدیل 

 تیتر و عفونت افزایش باعث و کند می تسهیل سلول داخل

 های نمونه به تریپسین (. اگر15، 11شود ) می ویروس

 بسیار سلولی کشت در ویروس عفونت نشود، اضافه مدفوع

 این (. در17، 12، 1رود ) می بین از حتی و یابد می کاهش

 ها سلول سطح از اندوسیتوز با عمل ویروسی ذرات حالت

 (.11دهد ) نمی رخ عفونت بنابراین و شوند می حذف

 های نمونه از ها روتاویروس جداسازی مراحل

 اصول رعایت باتریپسینه کردن:  روش به مدفوع

 حیوان رکتوم تحریک پس از های مدفوع نمونه اخلاقی،

 مدفوع های نمونه. شود می تهیه( ماهه 4-1های  گوساله)

 دار درب استریل ظروف در و شده تهیه چوبی کاردک با

 وقت اسرع در آنها مشخصات ثبت از پس. شود می ریخته

 آزمایشگاه به یخ و بر روی( ساعت 12 از کمتر)

 در آزمایش زمان تا و شوند می منتقل شناسی ویروس

o دمای
C74- 17، 10، 11، 7، 0، 1شوند ) داده می قرار ،

 اوج و بیماری شروع زمان در برداری نمونه اگر (.21، 24

 بیشتر ویروس جداسازی احتمال شود، انجام بالینی علائم

 و سازی آماده و آزمایشگاه به ها نمونه سریع انتقال. است

 فریزر در نگهداری بدون سلولی های تیره به سریع تلقیح

، 14، 7کند ) می کمک ویروس جداسازی فرآیند به نیز

استفاده از  با % 14 مدفوعی سوسپانسیون تهیه (.17

 14مدفوع در  گرم 1)  (PBS)محلول فسفات بافر سالین

 از ویروس جداسازی جهت( =PBS، 2/5pH لیتر میلی

 در روتاویروس آلودگی نظر از که مدفوعی های نمونه

 برای. گیرد صورت می هستند مثبت تشخیصی های تست

 دستگاه از توان می سوسپانسیون، کردن همگن و مخلوط

 صورت به را آن توان می یا کرد استفاده (Vortex)ورتکس 

 سپس سانتریفیوژ  (.11، 14، 7، 1، 7، 1داد ) انجام دستی

 دمای  در دقیقه در دور 1444 در
o
C0 17 -24 مدت به 

میکرولیتر  744 مقدار به رویی مایع دقیقه و برداشت

 (. مرحله بعد عبور10، 11، 7، 5، 1، 7گیرد ) صورت می

 های باکتری حذف برای میکرون 07/4 فیلتر دادن از

استریل،  های میکروتیوب در آن ریختن و مدفوع در موجود

 میکروگرم 7 میزان به تریپسین با نمونه کردن تریپسینه

o دمای در لیتر و انکوباسیون میلی در
C15 14 مدت به 

شستشوی  (.21، 17 ،14 ،7، 5 ،1) باشد دقیقه می

 74-14 سطح پوششیرشد یافته )با  MA104های  سلول

های کشت  های کشت سلولی و فلاسک ( در لولهدرصد

یا محیط  PBS محلول ( با2و  1های  سلولی ثابت )شکل

حذف سرم از کشت منظور  به مرتبهسه  ، برایکشت

(. مرحله بعد، 17، 12، 14، 5، 1گیرد ) صورت می سلولی

 یافته رشد های سلول به شده تریپسینه نمونه تلقیح

MA104 کشت های فلاسک و سلولی کشت های لوله در 

 14 های لوله برای تلقیح باشد. مقدار ثابت می سلولی

 2/4-7/4 مربع، متر سانتی 1 کشت سطح با لیتری میلی

 کشت سطح با سلولی کشت های فلاسک برای و لیتر یمیل

(. 14، 1، 7است ) لیتر میلی 1 مربع، متر سانتی 27

 منفی A گروه روتاویروس از نظر که مدفوعی های نمونه

، 1شوند ) می تلقیح منفی کنترل عنوان به اند، شده اعلام

 لوله و فلاسک یک از کار، سری هر در (. همچنین14

 مدفوع نمونه تلقیح بدون سلول، همان حاوی سلولی کشت

 همراه به مشابه شرایط در PBS با محلول تلقیح و
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 گرفته نظر در منفی کنترل عنوان به شده تلقیح های نمونه

o دمای  در (. انکوباسیون14، 1شود ) می
C15 مدت به 

سلول انجام  داخل به ویروس جذب منظور به ساعت 7/1-1

 دستگاه در شده تلقیح سلولی کشت های گیرد. لوله می

 شوند است قرار داده می انکوباتور در که چرخان لوله کشت

بر  چرخان لوله کشت دستگاه چرخش سرعت( 1 شکل)

. باشد می کند که شود می تنظیم دقیقه در دور 0/4 روی

شوند  داده می قرار انکوباتور در نیز ثابت کشت های فلاسک

 ویروس جذب زمان پایان در شده تلقیح (. نمونه17، 5، 1)

(. 1گردد ) نمی تخلیه سلولی کشت های فلاسک و ها لوله از

 Dulbecco's Modified Eagle) محیط مرحله بعد افزودن

Medium) DMEM محیط و بالا، تریپسین گلوکز حاوی 

باشد  می سازی غنی جهت( TPB) براث فسفات تریپتوز

 محیط و لیتر میلی در میکروگرم 7/4 میزان به تریپسین)

TPB به درصد 14 میزان به DMEM شود می اضافه .)

 در تریپسین لیتر میلی در میکروگرم 7/4 از بیشتر مقادیر

، 14، 5، 1شود ) می سلولی سمیت باعث کشت، محیط

 تلقیح سلولی کشت های لوله دادن (. مرحله بعد قرار21

 کشت های و فلاسک چرخان لوله کشت دستگاه در شده

oانکوباتور  در شده تلقیح سلولی
C15 (. به1باشد ) می 

 سلولی کشت های فلاسک و ها لوله همه روز، 10 مدت

اثرات  تا شوند می مشاهده معکوس میکروسکوپ زیر روزانه

 10 عرض (. در1، 7شود ) مشاهده( CPE) ضایعات سلولی

 تغییر صورت در سلولی، های کشت بررسی از پس روز

یک  (HCl)از اسید کلریدریک  استفاده با ،pH شدید

 تنظیم pHیک نرمال  (NaOH)نرمال و یا سود سوزآور 

 روز 10 در CPE مشاهده عدم صورت در (.1گردد ) می

oفریزر به ها فلاسک و ها لوله بررسی، از پس
C54- منتقل 

برای این  (.17، 1شود ) تهیه کور پاساژ آنها از تا شوند می

 شود می انجام مرتبه سه برایو انجماد  کار عمل ذوب

o فریزر در انجماد و اتاق دمای در ذوب)
C54-)  سپس

 به سلولی کشت های فلاسک یا ها لوله از نمونه آوری جمع

 دقیقه در دور 1444-0444 در کافی و سانتریفیوژ مقدار

صورت  رویی محلول آوری دقیقه و جمع 17-24 مدت به

 7 مقدار به تریپسین (. سپس افزودن14، 1، 7)گیرد  می

oدر انکوباتور  دادن قرار لیتر و  میلی در میکروگرم
C15 

در  (. لازم به ذکر است که تلقیح1گردد ) انجام می

(. 1گیرد ) قبل صورت می روش همانند جدید های سلول

مرتبه  7 تا کور پاساژ ،CPE مشاهده عدم صورت در

 و( P0) اولیه پاساژ (. یک17، 14، 1یابد ) می متوالی ادامه

شود  داده می نمونه هر برای( P1-P5) کور پاساژ 7 حداقل

 در CPE مشاهده عدم صورت در مجموع (. در14، 1، 7)

 در منفی بالا اطمینان با را نمونه این توان می پاساژ، 1 این

 هر در CPE مشاهده صورت (. در14، 1، 7گرفت ) نظر

 حدود به سلولی تخریب میزان پاساژ ممکنه، هنگامی که

o فریزر به درصد رسید 74
C54- عمل . شود می منتقل

 سلول سپس به و انجام مرتبه سه انجماد برای ذوب و

 پاساژ 2-1 حداکثر و( ثابت کشت) شود می تلقیح جدید

 اگر. شود ادامه داده می ویروس تیتر افزایش منظور به دیگر

CPE گردید، مشاهده شده انجام پاساژهای در مکرر طور به 

 انجام RT-PCR روش با تشخیص جهت تأیید سازی آماده

 با ای مرحله دو RT-PCR روش (. ابتدا7 -5گردد ) می

 از نظر VP6 ژن اختصاصی پرایمرهای از استفاده

گیرد  انجام می ها دستورالعمل بر طبق A گروه روتاویروس

 ژنوتیپ شناسایی منظور (. به22، 17، 14، 7، 1، 7)

 از استفاده با PCR روتاویروس،مثبت  های نمونه

 G ژنوتیپ شناسایی برای VP7 ژن اختصاصی پرایمرهای

 انجام P ژنوتیپ برای VP4 ژن اختصاصی پرایمرهای و

 G ژنوتیپ شناسایی منظور (. به11، 7، 1، 7گیرد ) می

 ژن PCR اولیه محصول از روتاویروس مثبت های نمونه

VP7، واکنشSemi nested PCR پرایمرهای از استفاده با 

 غیره و G5، G6، G8، G10، G11 های ژنوتیپ اختصاصی

 RT-PCR(. 7 -5شود ) می انجام G تایپ تعیین برای

 روتاویروس مثبت های نمونه تایپ برای روش مؤثرترین

 مانند سروتایپینگ های روش به نسبت PCR. باشد می

 .(20، 21، 1است ) تر سریع و تر حساس الایزا
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 (6) (x 25 :بزرگنمایی) چرخان لوله کشت سیستم در یافته رشد MA104 های سلول -1شکل 

 

 
 (6) (x 40 :بزرگنمایی) ثابت سلولی کشت سیستم در یافته رشد MA104 های سلول -2شکل 

 

 
 oC37 (6)انکوباتور  در شده تلقیح سلولی کشت های لوله حاوی چرخان لوله کشت دستگاه -3شکل 
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 تلقیح از پس چهارم یا سوم روز از CPE ظهور معمولاً

 سلولی تخریب حداکثر به روز 2-1 از پس و شود می شروع

(. 7 و 0 های شکل) است درصد 74-14 حدود که رسد می

 حاوی های فلاسک و ها لوله سلولی، تخریب حداکثر در

CPE فریزر  به o
C54- مرتبه  1 از پس و شوند می منتقل

 تلقیح های جدید سلول بر روی مجدداً انجماد، -عمل ذوب

 افزایش با .یابد می ادامه مرتبه 1-0 تا کار این و شوند می

 کاهش تلقیح از پس CPE ظهور زمان پاساژها، تعداد

 روز CPE، 2-1پاساژها  آخرین در طوری که به. یابد می

 از پس) قبل از تر سریع و شود می مشاهده تلقیح از پس

 میزان تخریب حداکثر به( CPE شروع از روز 2-1

 طویل و تیره، گرد، صورت به توان می را CPE .رسد می

 ای رشته به شبیه تدریجی تخریب و ها سلول شدن مثلثی

 منفی، کنترل های نمونه در. کرد مشاهده مروارید از

 نباید کور و اولیه پاساژ از پس سلولی گونه آسیب هیچ

 شود. مشاهده

 

 
 (5 ،6) (x 25 :بزرگنمایی) چرخان لوله کشت سیستم در MA104 های سلول در CPE -4 شکل

 

 
 (5 ،6)(x 40 :بزرگنمایی()گرانوله و مثلثی تیره، گرد، بزرگ، دیده آسیب های سلول)سلولی ثابت کشت سیستم در MA104 های سلول در CPE -5 شکل
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 گیری و نتیجه بحث
 خسارات باعث ها گوساله در روتاویروس عفونت

 های هزینه میر، و مرگ و سرایت دلیل به سنگین اقتصادی

 تنوع ها روتاویروس. شود می رشد کاهش همچنین و بالا

 در مشکلاتی را مسئله این و دارند زیادی ژنی آنتی

، 1کند ) می ایجاد واکسیناسیون و اپیدمیولوژی تشخیص،

 با A گروه های (. روتاویروس27، 10، 11، 7، 5، 1، 7

 های پروتئین ژنومی توالی و ژنی آنتی های ویژگی به توجه

VP7 و VP4 های ژنوتیپ به G و P این. شوند می تقسیم 

 مولکولی یا سرولوژیکی های روش با توان می را ها ژنوتیپ

 یا ها سروتیپ اساس این (. بر11، 7، 1کرد ) شناسایی

 و G ژنوتیپ 71 تاکنون. شوند می بندی طبقه ها ژنوتیپ

 شناسایی A گروه های روتاویروس در P ژنوتیپ 77

 ،G1، G3شامل Gژنوتیپ  7 آنها، میان (. از7اند ) شده

G5، G6، G7، G8، G10 و G11 ژنوتیپ 1 و P  شامل

P[1]، P[5]، P[11]، P[14]، P[17] و P[21] اسهال در 

 های ژنوتیپ آنها بین از و دارند نقش گاوی روتاویروسی

G6، G8 و G10 همچنین و P[1]، P[5] و P[11] دلیل به 

، 7هستند ) توجه قابل جهان سراسر در آنها بالای شیوع

1 ،7 ،1 ،14 ،11.) Sunil-chandra  وMahalingam 

 از اسهالی غیر و اسهالی مدفوع نمونه 174( 1111)

 در مختلف گاوداری 5 از روزه 1-174های گاومیش گوساله

 از استفاده با غیر مستقیم الایزای روش با سریلانکا را

 27 تعداد، این کردند. از آزمایش مونوکلونال های بادی آنتی

 از پس. بودند مثبت A گروه روتاویروس از نظر نمونه

 7به میزان ) کرده تریپسینه را آنها ها، نمونه سازی آماده

 در MA104 های سلول به و( لیتر میلی بر میکروگرم

 محیط سپس. کردند تلقیح چرخان لوله کشت سیستم

 بر میکروگرم 7/4به میزان ) تریپسین حاوی نگهدارنده

 ها سلول به مایع را فسفات تریپتوز محیط و( لیتر میلی

 به موفق متوالی پاساژ 0-1 از پس و کردند اضافه

 دادن قرار و لوله در سلولی کشت .شدند ویروس جداسازی

 سطح کم، سرعت با چرخان لوله کشت دستگاه در آن

 و کرده فراهم آنها داخلی های دیواره تمام در را کشت

 از پس همچنین. شود می سلول کشت باعث افزایش سطح

 بیشتری شانس ملایم چرخش این ویروسی، نمونه افزودن

 فراهم سلولی کشت سطح در ها ویروس گرفتن قرار را برای

 تلقیح از پس روز 0 در معمولاً CPE ظهور .کند می

 2 به حتی CPE مشاهده زمان پاساژ، تکرار با. شد مشاهده

 پاساژ تعداد افزایش با. یافت کاهش تلقیح از پس روز

 ظهور و تکثیر به ویروس نهم، پاساژ در ،CPE با ها سلول

 در .کرد عادت نیز ثابت سیستم کشت در CPE علائم

 روش در ،CPE حاوی های سلول از شده تهیه های نمونه

 سرم آنتی از استفاده با غیر مستقیم، فلورسنت بادی آنتی

(. 11شد ) تأیید A گروه روتاویروس هیپرایمیون،

 کلیه سلولی های تیره حساسیت مورد در هایی گزارش

 های سلول همچنین و( LLC-MK2 و BSC-1) میمون

 سلولی تیره و( MRC-5) انسانی دیپلوئید فیبروبلاستی

 که دارد وجود ها روتاویروس به( IBRS-2) خوک کلیه

 محیط کشت به تریپسین لیتر در میلی میکروگرم 7 -14

 جداسازی از (. همچنین گزارشی12شود ) می اضافه

 وجود( BSC-1) میمون کلیه سلول از گاوی روتاویروس

 های سلول در نیز گاوی روتاویروس (. تکثیر12دارد )

Madin Darby Bovine Kidney (MDBK )شده گزارش 

 های آنزیم از استفاده تحقیقات، از بسیاری (. در14است )

 جداسازی برای تریپسین و پانکرآتین مانند پروتئولیتیک

 نپروتئی ها آنزیم این. است شده توصیه ها روتاویروس

 این با شکند و می VP5 و VP8 به را VP4 ساختمانی

شود  می تسهیل سلول به ویروس ورود و اتصال عمل،

 های روتاویروس تیتر افزایش محققان از (. بسیاری14)

 تریپسین اگر. اند کرده توصیف تریپسین حضور در را گاوی

 کشت در ویروس عفونت نشود، اضافه مدفوع های نمونه به

، 12، 1رود ) می بین از حتی و یابد می کاهش بسیار سلولی

 امکان ها روتاویروس جداسازی معمول، های روش (. با11

 روتاویروس ،1111 سال در بار اولین برای. نیست پذیر

شد  معرفی نوزاد های گوساله در اسهال عامل عنوان به

(12 .)Babiuk کلیه های سلول از( 1155) همکاران و 

 جداسازی برای EMEM محیط و( BSC-1) میمون
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 ها سلول تلقیح، از قبل. کردند استفاده گاوی روتاویروس

 از سرم تا شده شسته (Hanks)هنکس  محلول با بار دو

 در که ها گوساله اسهالی های نمونه از. شود خارج محیط

 روتاویروس به درصد آلوده 144 ایمونوفلورسانس روش

 مدفوع های نمونهدرصد  02 در ویروسی ذرات بودند، گاوی

 با آنها .شد مشاهده الکترونی میکروسکوپ زیر در

 سلولی، کشت در آنها تلقیح و ها نمونه تریپسینه کردن

. شدند ها نمونه از درصد 57 در ویروس جداسازی به موفق

ها ویروس  درصد از نمونه 17 فقط در تریپسین، حذف با

 دشوار ها روتاویروس جداسازی کلی، طور (. به12شد ) جدا

 سلول چندین از توان می ها ویروس سایر برای. است

 ترین مناسب ها، روتاویروس برای اما کرد، استفاده مختلف

 عنوان به OIE توسط سلول این) است MA104 سلول،

 شده معرفی ها روتاویروس جداسازی برای سلول بهترین

 برخی وجود که شد می تصور ابتدا (. در7 -5است( )

 کشت در ویروس جداسازی از مدفوع، در ها بادی آنتی

 را ها بادی آنتی تریپسین آن و کند می جلوگیری سلولی

 اما. کند می آلوده را ویروس نتیجه در و کند می غیر فعال

. نیست درست فرضیه این که شد مشخص بعداً

از  عبارتند گیرند می قرار بحث مورد اکنون که هایی فرضیه

 معیوب که ویروسی از ذرات زیادی تعداد اینکه تولید

 نشت و نیستند، همچنین تولید تکثیر به قادر و هستند

 محیط داخل در اینترفرون مانند ها مهارکننده از برخی

 ویروس پیکره از خارج در از مواد برخی و نیز وجود کشت

 ویروس تکثیر و برداری پوشش از میزبان سلول اجزای یا

 از ها روتاویروس جداسازی اولین (.12کنند ) جلوگیری می

 همکاران و Mebus توسط 1152 سال در سلولی کشت

 بیماری بار اولین برای آنها ،1111 سال در. شد انجام

 روش. کردند توصیف ها گوساله در را روتاویروسی اسهال

 به تریپسین افزودن و تلقیح از قبل نمونه کردن تریپسینه

 1171 سال در همکارانش و Sato توسط کشت محیط

 نه کشت محیط به تریپسین (. افزودن12، 1، 7شد ) ارائه

 تعداد بلکه دهد، می افزایش را ویروس زایی عفونت تنها

 معیوب ویروسی ذرات. دهد می افزایش نیز را عفونی ذرات

 در و ترند حساس تریپسین به کامل های ویروس به نسبت

 همچنین تریپسین. روند می بین از تریپسین حضور

 باعث تریپسین بنابراین،. کند می غیر فعال را رفروناینت

 توسط تریپسین اثر (. مکانیسم12شود ) می عفونت افزایش

Arias که است ارائه شد و این 1117 سال در همکاران و 

VP4 به VP5 و VP8 های  سلول از آنها. شود شکسته می

 .کردند استفاده ویروس تلقیحبرای   MA104ساعته 07

 سلولی کشت به نمونه تلقیح از که پس کردند توصیه آنها

 که صورتی در شده، تلقیح نمونه جذب برای لازم زمان و

 در میکروگرم 7 حاوی کشت محیط و نشود برداشته نمونه

 نتیجه بهترین گردد، اضافه آن به تریپسین لیتر میلی

  PBSمحلول از منفی کنترل عنوان به .شد خواهد حاصل

 سلولی کامل تخریب. شد استفاده =2/5pH و مولار 1/4

 همچنین مقادیر. داد رخ CPE ظهور از پس ساعت 11

 محیط در از تریپسین لیتر میلی در میکروگرم 7 از بیشتر

 و Rodriguez(. 12شود ) می سلولی سمیت باعث کشت

 از استفاده با را گاوی روتاویروس( 2440) همکاران

 و Villarreal(. 21کردند ) جدا MA104 های سلول

 از روتاویروس جداسازی به موفق( 2441) همکاران

(. 17شدند ) MA104 های سلول از استفاده با ها جوجه

Castrucci با را گاوی روتاویروس( 1171) همکاران و 

 کردن تریپسینه و MA104 های سلول از استفاده

 نگهداری، محیط به تریپسین افزودن و مدفوع های نمونه

 از استفاده بدون را ویروس نتوانستند آنها. کردند جدا

 .(25-11کنند ) جدا تریپسین
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Summary 

 

Group A rotaviruses are the main cause of diarrhea in most livestock species, and the death of calves under one 

month due to rotavirus diarrhea is common in many countries and causes huge economic losses every year. Se-

rological and molecular methods can be used for quick diagnosis of the disease, but isolation and identification 

of the virus causes the disease in terms of the specific biological and structural characteristics of this virus is 

very difficult in usual methods, and needs to special methods of cell culture and suitable cell line. The effort to 

prepare a vaccine from the native strains isolated in each country helps to control, combating and possibly erad-

icate it and prevents the economic losses caused by this disease to a great extent. In general, rotavirus small 

amount reproduces only in a limited number of cell lines and they do not have the infectivity necessary to isolate 

the virus. But the presence of trypsin, under certain conditions, increases the proliferation and titer of the virus 

in cell cultures. On the other hand, too much trypsin in cell culture is toxic and causes cell death. This article 

describes the function of trypsin in the infectivity of rotaviruses, and standard and practical method in its non-

toxic concentration for the appropriate cell line to isolate rotaviruses. 
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