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  چكيده

باشـند. از   هاي چشـمي كودكـان و بزرگسـالان مـي     ونتها از عوامل شايع در بروز عف شده، ويروس هاي انجام براساس پژوهشزمينه و هدف: 

ها اشاره نمـود. در ايـن ميـان ويـروس هـرپس       توان به هرپس سيمپلكس ويروس، آدنوويروس و انتروويروس ترين اين عوامل ويروسي مي شايع

هـا در   ه كه علت اكثر نابينـايي ها در بزرگسالان است، و در عود حملات منجر به كراتيت هرپسي شد % عفونت60-90، عامل 1سيمپلكس تيپ 

هـاي   باشد؛ لذا تشـخيص سـريع جهـت درمـان ضـروري اسـت. ايـن بررسـي نيـز بـا هـدف تعيـين شـيوع عفونـت               كشورهاي در حال توسعه مي

صورت  1388هاي وابسته به دانشگاه علوم پزشكي تهران در سال  كننده به بيمارستان كونژنكتيويت هرپس سيمپلكس ويروس در بيماران مراجعه

  گرفت.

ها در محيط  بيمار با تابلوي باليني كونژنكتيويت ويروسي انجام شد. نمونه 100مقطعي، بر روي  -صورت توصيفي مطالعه به اينروش بررسي: 

آوري و در محيط كشت سلولي تلقيح شدند. اثرات سايتوپاتيك ويروس بـا كشـت سـلولي كنتـرل مقايسـه و جهـت تأييـد نتـايج،          انتقالي جمع

  دار در نظر گرفته شد. معني p>05/0اسكوئر صورت گرفت و  ها با استفاده از آزمون كاي به كار برده شد. تجزيه و تحليل داده PCRيك تكن

 9، در PCRوسـيله روش   %) توسط كشت سلول هرپس سـيمپلكس ويـروس ايزولـه و بـه    2مورد ( 2نمونه مورد بررسي،  100از تعداد ها:  يافته

%) قـرار داشـت. تفـاوت    5/13سـال (  6-26مثبـت، در گـروه سـني     HSVوس رديـابي شـد. بيشـترين فراوانـي بيمـاران بـا       وير DNA%) 9مورد (

  داري بين سن جنس در ابتلا به كنزنكتيويت هرپسي مشاهده نشد.  معني

عـود مكـرر عفونـت، صـدمات     هاي چشمي هرپسي عامل اصلي نابينايي اسـت، و بـا توجـه بـه      عفونت نتايج اين مطالعه نشان دادگيري:  نتيجه

، نسبت بـه درمـان   صورت گرفته HSVرسد، تا با تشخيص سريع و اختصاصي  نظر مي ها ضروري به متعاقب آن و تشابهات باليني با ساير عفونت

  آن اقدام لازم صورت پذيرد.
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  مقدمه 

 2دار DNA)، ويروس HSV-1( 1هرپس سيمپلكس ويروس تيپ 

هـرپس ويرينـه و    αست كه متعلـق بـه زيرخـانواده    اي خطي ا رشته

ــت (   ــده اس ــرپس ويري ــانواده ه ــژوهش 1-3خ ــاس پ ــاي  ). براس ه

ها يكي از عوامـل شـايع    شده در بسياري از كشورها، ويروس  انجام

باشـند   هاي چشمي در كودكـان و بزرگسـالان مـي    در بروز عفونت

بـا شـيوع    1). عفونت چشمي ناشي از هرپس سيمپلكس تيپ 6-4(

نفر در سال، گزارش شده است  100000در  9/5-7/20ساليانه بين 

پزشــكي كونژنكتيويــت و كراتيــت دو شــكل رايــج  ). در چشــم7(

). التهاب ملتحمه (كونژنكتيويـت)  4باشند ( هاي چشمي مي بيماري

توانـد توسـط برخـي از     ويروسي عفونت شايع چشمي است كه مي

از شديد تا عفونـت   عوامل ويروسي ايجاد شود. شدت اين بيماري

). كونژنكتيويـت  5،6خفيف سريعاٌ محدودشونده، متفاوت اسـت ( 

همراه با پرخوني خفيف با ريزش اشك تا التهاب ملتحمه شديد به 

ــر مــي  ــم مهــم 5،6باشــد ( همــراه ترشــحات چركــي متغي ). از علائ

ــاس   ــم، احسـ كونژنكتيويـــت احســـاس جســـم خـــارجي در چشـ

مراه با پرخـوني ملتحمـه   خراشيدگي، سوزش، خارش و فتوفوبي ه

اســت، درصــورت احســاس درد، درگيــر بــودن قرنيــه نيــز مطــرح  

شـود   ). عود حملات هرپسي غالباٌ به كراتيت تبديل مـي 8باشد ( مي

% از بيماران داراي علائم كلينيكي 10)، كه در اين حالت حدود 8(

م قرنيـه و  أ). كراتوكونژنكتيويت ويروسـي، درگيـري تـو   9هستند (

علت فعاليت هـرپس سـيمپلكس    ه كه در بيشتر موارد بهملتحمه بود

ها ناشـي از سـرخك    ها در برخي از عفونت ويروس و آدنوويروس

هاي ناشـي از هـرپس سـيمپلكس     ). كراتيت1،10شود ( مشاهده مي

ترين نوع كراتيت ويروسي است كه  ، شايع1ويروس خصوصاٌ تيپ 

سـعه شـناخته   هـا در كشـورهاي در حـال تو    عامل مهم اكثر نابينايي

ترين علت زخم قرنيه و كـوري در   )، همچنين شايع8،1شده است (

). در نهايت تشخيص سـريع و  11،2باشد ( ايالت متحده آمريكا مي

رسـد   نظر مي درست براي شروع درمان سريع و مناسب ضروري به

هاي آزمايشـگاهي در تشـخيص هـرپس سـيمپلكس      ). از تست12(

ژن ويروسـي   ولي، رديـابي آنتـي  توان به سيتولوژي سـل  ويروس مي

(ايمونواسي)، جداسـازي ويـروس توسـط كشـت سـلول، رديـابي       

DNA  ــروس ــاره  ISH (In Situ Hybridisation)و  PCRوي اش

هــا از نظــر حساســيت و اختصاصــي بــودن  نمــود كــه ايــن تكنيــك

هــاي قرنيــه و كوتــانئوس  ). اگرچــه لزيــون13،4متفــاوت هســتند (

شد، ولي بايستي هرپس سـيمپلكس  با ايجادشده تيپيك و خاص مي

ويروس جداسازي و رديابي شود. با توجه به مطالعات معدودي كه 

در مورد اپيدميولوژي هرپس سيمپلكس ويروس انجام گرفته است 

ها و صدمات وارده بر اثر ايـن ويـروس بـه     )، عود مكرر عفونت9(

علت  كند كه مورد بررسي قرار گيرد. همچنين به چشم، ايجاب مي

بودن تظاهرات بيماري چشـمي ناشـي از هـرپس سـيمپلكس       ابهمش

ها، ضروري است تا بـا تشـخيص سـريع و     ويروس با ديگر عفونت

اختصاصي هرپس سيمپلكس ويروس از درمـان نامناسـب بيمـاران    

). در ايــن مطالعــه نيــز جهــت تشــخيص هــرپس 14اجتنــاب شــود (

مـاران  شده از بي هاي اشك گرفته سيمپلكس ويروس بر روي نمونه

با تابلوي باليني كونژنكتيويتي ويروسي از تكنيك كشـت سـلول و   

(Polymerase Chain Reaction) PCR     جهـت تأييـد آن اسـتفاده

  گرديد.
  

  روش بررسي

بيمـار حـداقل    100مقطعي بر روي  -اين بررسي به روش توصيفي

ساله بـا تـابلوي بـاليني كونژنكتيـويتي ويروسـي       70و حداكثر  5/1

هاي وابسـته بـه دانشـگاه علـوم پزشـكي       ده به بيمارستانكنن مراجعه

ايران انجام گرفت. پس از تهيه و تنظيم پرسشنامه، توسـط پزشـك   

اي نـرم   متخصص در درمانگـاه مربوطـه بـا اسـتفاده از سـواب پنبـه      

گيـري شـد و بـه     استريل از ملتحمه بيماران و قطرات اشـك نمونـه  

كـه   ml2در حجـم  ) Viral Transport Mediumمحـيط انتقـالي (  

 2قبلاٌ در آزمايشگاه ساخته شده بود، منتقل گرديد. براي هر بيمار 

و ديگـري بـراي    PCRاي اسـتريل، يكـي جهـت روش     سواب پنبه

ــه    ــه شــد. تمــامي نمون ــاي  تكنيــك كشــت ســلول در نظــر گرفت ه

شده قبل از هرگونـه درمـان، ضـد ويروسـي شـده و در       آوري جمع

شناسـي   ل بـه بخـش ويـروس   ظروف حاوي يخ خشك پس از انتقا

 -C°70دانشگاه علوم پزشكي ايـران تـا زمـان آزمـايش در فريـزر      

ــروس، از   ــازي وي ــراي جداس ــدند. ب ــداري ش ــت   نگه محــيط كش

DMEM )Dubleccoś Modified Eeagle Mediumشـده  ) ساخته 

) كه قادر به تحمل Veroاز رده سلولي كليه ميمون سبز آفريقايي (

اي رشـد و تكثيـر ويـروس هـرپس     پاساژهاي مكـرر و حسـاس بـر   

). بـراي ايـن منظـور ابتـدا     12باشد، استفاده گرديـد (  سيمپلكس مي

بار مصرف كشت سلولي  هاي يك ها بعد از رشد در فلاسك سلول

Nunc ــه ــيح نمون ــايش و تلق ــه   ، جهــت انجــام آزم ــاران ب ــاي بيم ه



 و همكاران ليلا نورمحمديان                        ...   هاي كننده به بيمارستان در بيماران مراجعه 1فراواني عفونت كونژونكتيويت ناشي از هرپس سيمپلكس تيپ 

 ٣

بار مصرف انتقال داده شـدند. در   اي يك خانه 24هاي  ميكروتيوپ

نمونـه بيمـاران    Veroس از تشكيل منولاير سلولي از سلول ادامه، پ

منظـور   بـه  C°37به آنها تلقيح گرديد و به مـدت يـك سـاعت در    

ها انكوبه شدند. سپس محيط كشت سـلولي جديـد    جذب ويروس

شـده از دانشـكده    ) خريـداري FBS% 8همراه با سـرم جنـين گـاو (   

لــوده بــه هــاي آ دامپزشــكي دانشــگاه تهــران، بــر روي بســتر ســلول

ها در انكوباتوري بـا   ويروس اضافه شد. در مرحله بعد، ميكروپليت

 منظور % قرار داده شدند. به95و رطوبت  CO2% 5و  C°37شرايط 

)، يـك خانـه جهـت    CPEمشاهده اثـرات سـايتوپاتيك ويـروس (   

كـه   1كنترل مثبت (آلوده با بذر ويروس هـرپس سـيمپلكس تيـپ    

بادي  زمايشگاه توسط منوكلونال آنتيقبلاٌ از بيمار جدا شده و در آ

تعيين تيپ شـده بـود) و يـك خانـه جهـت كنتـرل        HSV-1برعليه 

منفي (كنترل شاهد سلولي) كـه آلـوده بـه ويـروس نبـود، در نظـر       

گرفته شد و تمام مراحل فوق بر روي آنها صورت گرفـت. سـپس   

هـا جهـت    هـاي سـلولي حـاوي نمونـه     ساعت كشـت  48هر روز تا 

اتيك حاصل از ويروس هرپس سيمپلكس در مقايسه اثرات سايتوپ

وسـيله ميكروسـكوپ    كشت سلولي كنترل منفي و كنترل مثبت، به

  ).12) بررسي شدند (Invertمعكوس (

 PCRجهت تأييد نتـايج مثبـت و منفـي كشـت سـلول از تكنيـك       

علت آنكه امكان غيرفعال شدن ويروس تا زمـان   استفاده گرديد. به

اشت؛ لذا در كنـار تكنيـك كشـت سـلول،     انجام آزمايش وجود د

PCR       ــازي و اســتخراج ــد. جهــت جداس ــز گذاشــته ش  DNAني

دقيقه جوشـانده شـدند،    10شده به مدت  هاي گرفته ويروس، نمونه

شده از شـركت تكـاپو    توسط كيت خريداري PCRسپس تكنيك 

هـا انجـام    بـر روي تمـامي نمونـه    40زيست و توسـط ترموسـايكلر   

  گرديد. 

  باشد: داراي مراحل زير ميHSV-1 هت ج PCRسيكل 

 40يك سـيكل (جداسـازي اوليـه)، سـپس      C°95دقيقه در  3ابتدا 

 30؛ C °50ثانيـه،  30؛ C°95باشـد:   مرحلـه مـي   3سيكل كه شـامل  

يك سيكل  C°72دقيقه در  3ثانيه و مرحله نهايي  30؛ C°72ثانيه، 

  (طويل شدن نهايي).
  

 ها يافته
ــي نمونــه بيمــار برحســب  100شــده از  آوري مــعهــاي ج توزيــع فراوان

% بيمـاران  5/87ماههاي مختلف در تصـاوير نمـايش داده شـده اسـت.     

% خارش و تحريك، 75دچار پرخوني، درد و ريزش اشك بودند. در 

  % فارنيت مشاهده گرديد.  2/6% فوليكولي و 2/31% ادم، 68/8
  

  
  ماه

 نمودار: مبتلايان به كنزنكتيويت ويروسي براساس فصل 

 

نفر زن بـا   41نفر مرد و  59شده،  برداري بيمار نمونه 100از مجموع 

سال بودند. عفونت ناشي از هرپس سـيمپلكس   8/33ميانگين سني 

%) نسبت به افراد مؤنـث بـا   7/77مورد ( 7ويروس در افراد مذكر با 

%) بالاتر گزارش شد. بين جنس و سـن (جـدول) بـا    2/22مورد ( 2

، از نظـر آمـاري   1رپس سيمپلكس تيـپ  ابتلا به عفونت ويروس ه

  داري وجود نداشت.  اختلاف معني
  

 1جدول: توزيع مبتلايان به كنزنكتيويت هرپس سيمپلكس ويروس تيپ 

  براساس سن و جنس

 

جهـت كشـت سـلول بـراي مشـخص نمـودن        Veroاز رده سلولي 

شده از بيماران استفاده  ههاي چشمي گرفت حضور ويروس در نمونه

نمونه مشـاهده گرديـد،    2شد. اثرات سايتوپاتيك ويروسي تنها در 

هاي بيماران مورد مطالعـه توسـط كشـت     % از نمونه2در  HSVلذا 

  .سلول جدا شد

مونولاير طبيعي قبل از تلقيح نمونه، اثرات سايتوپاتيك   veroسلول

 veroونولاير شده بر روي سلول م ويروس هرپس سيمپلكس تلقيح

مـورد از   9، در PCRويـروس توسـط    DNA سـاعت  24پـس از   و

هاي  گروه

 سني (سال)

موارد مثبت 

 (درصد)

جنس (درصد 

 موارد مثبت)

كل موارد 

 مثبت (درصد)

 مرد زن مرد زن

< 5 )0 (0 )0(3 0 0 )0 (0 

6-26 )1 (17 )4(20 8/5 20 )9/12 (5 

27-47 )0 (14 )3(21 0 2/14 )2/7 (3 

48-68 )1 (7 )0(13 2/14 5/12 )4/13 (1  

>69 )0 (3 )0(2 0 0 )0 (0 

 9) 9( 9/11 9/4 59) 7( 41) 2(  كل
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 ٤

ــه ــابي   نمون ــا ردي ــده ــايش  گردي ــايج آزم ــتفاده از   PCR. نت ــا اس ب

، همچنين سـايز مـاركر بـه    صورت گرفت هاي مثبت و منفي كنترل

 bp196ويروس به دسـت آمـده    DNAاندازه باند  و bp100اندازه 

  . بود

 
  

                                                              
 
  

  

  

  

  

  
) از بيماران HSV-1( 1هرپس سيمپلكس تيپ  DNAشكل: رديابي 

  % 10اكريل اميد  در ژل پلي  PCRتوسط روش 

نمونه كنترل منفي  ،2دهد. رديف  را نشان مي bp 100سايز ماركر ،1رديف 

نمونه  ،7-4هاي  است. رديف bp196كنترل مثبت  3و رديف شماره 

  باشد. بيماران مي

  

  بحث

هـا در بـروز اشـكال     ويـژه ويـروس   ها بـه  بسياري از ميكروارگانيسم

تـرين آنهـا    اند، كه از شايع هاي چشمي انسان شناسايي شده عفونت

هـا را نـام    ها و انتروويروس ها، آدنوويروس توان هرپس ويروس مي

وم قرنيـه،  تلي ـ ). پيدايش هرگونه اختلال در عمل طبيعي اپي11برد (

كند. اگرچه كراتو كونژنكتيويـت   چشم را براي كراتيت مستعد مي

در ايران هم همانند بسـياري از ديگـر كشـورهاي در حـال توسـعه      

باشد، ولي تحقيقات انـدكي راجـع بـه     يك مشكل شايع و مهم مي

 100آن در ايران صورت گرفته است. در اين پژوهش از مجمـوع  

% پس 2مبتلايان به كونژنكتيويت،  شده از آوري نمونه چشمي جمع

از نظر ويروس هرپس سيمپلكس تيپ  PCRبعد از  %9از كشت و 

اند كه كمي بـالاتر از نتـايج ديگـر مطالعـات      مثبت گزارش شده 1

فـر و همكـارانش در سـال     كه در تحقيـق تميـزي   طوري باشد، به مي

)، در مطالعــه مدرســي و همكــارانش در 8% (2، فراوانــي آن 1381

) و در پژوهشــي كــه در كراچــي 11% (4/1، 1374-1376هاي ســال

ــالهاي   ــي س ــت،   1990-1992ط ــام گرف ــزارش 15% (3/2انج ) گ

گرديد. اگرچه روش كشت سلول روش اسـتاندارد طلايـي جهـت    

توانـد تكنيـك    اسـت، امـا مـي    HSV-1هـاي فعـال    رديابي عفونـت 

قرنيـه    هـاي عميـق   از لايـه  HSV-1غيرحساسي نيز براي جداسازي 

اشد و از طرفي، ممكن است قـادر بـه رديـابي عفونـت نيـز نباشـد       ب

). جداســازي ويــروس توســط تكنيــك كشــت ســلول نيــاز بــه 13(

ارگانيسم زنده، فعال و محيط انتقالي ويروس جهت انتقال سريع به 

گيري از بيماران و انتقال  آزمايشگاه دارد، همچنين فاصله بين نمونه

ها در دماي مناسب بايد سريع انجام  به آزمايشگاه و قراردادن نمونه

گيـر اسـت. در حقيقـت،     شود كه اين روند معمولاٌ سـخت و وقـت  

احتمالاٌ علت كـاهش فراوانـي ويـروس جداشـده توسـط تكنيـك       

كشت سلول به دلايل بالا بوده كه امكان غيرفعال شدن ويروس تـا  

شود. مطالعات ديگر محققين نيز  زمان انجام آزمايش را موجب مي

عنـوان مثـال در    كند. به اين زمينه صحت مطالب بالا را تأييد ميدر 

مـورد   48، از 2005و همكارانش در سال   MA-E1پژوهش توسط

اي  ) و در مطالعـه 12وسيله كشت سلول جـدا شـد (   مورد به 10تنها 

انجام گرفت از  2004كه توسط خدادوست و همكارانش در سال 

). همچنين 4( جدا گرديدمورد توسط كشت سلول  3مورد تنها  25

 23مـورد   478، از 2000و همكـارانش در سـال     Eiichiدر مطالعه

و همكارانش در سال  Pramod) و در تحقيق 6مورد گزارش شد (

). 16مورد توسط كشت سلول جدا گرديد ( 14مورد،  70از  1998

PCR)    يك روش تشخيصي حساس و سريع آزمايشـگاهي جهـت

). در مقايسـه ايـن مطالعـه    17( )باشد يها م شناسايي هرپس ويروس

جهت رديـابي   PCRهاي ديگري كه در آنها از تكنيك  با پژوهش

DNA  هــا اســتفاده شــده بــود مثــل پــژوهش       هــرپس ويــروس

ــط ــال   MA-E1توس ــي  2005در س ــن فراوان ــزارش 2/29، اي % گ

). در پـژوهش خدادوسـت و همكـارانش نيـز در سـال      12گرديد (

2004 ،88 %DNA HSV-1 شـده از قطـرات    هـاي گرفتـه   مونـه در ن

دهنـده حسـاس بـودن ايـن      ) كه نشـان 4اشك بيماران رديابي شد (

در قرنيـه و قطـرات اشـك     HSV-1 DNAتكنيك جهـت رديـابي   

باشد، نتايج به دست آمده نيز مبين غيرفعال شـدن ويـروس بـود     مي

كه توسط كشـت سـلول قابـل شناسـايي نبـود، ولـي بـا اسـتفاده از         

PCR ،DNA شـده از   رديابي شد. با مقايسـه نتـايج كسـب    ويروس

توان به اين نتيجه دست يافت كـه   اين مطالعه با تحقيقات ديگر مي

هاي فوق از نظر شـيوع كونژنكتيويـت در    اندكي اختلاف بين يافته



 و همكاران ليلا نورمحمديان                        ...   هاي كننده به بيمارستان در بيماران مراجعه 1فراواني عفونت كونژونكتيويت ناشي از هرپس سيمپلكس تيپ 

 ٥

ــاوت      ــاي تف ــود گوي ــه خ ــود دارد ك ــان وج ــف جه ــاطق مختل من

  جغرافيايي و بهداشتي اين مناطق با ديگر نقاط است.
 

  گيري هنتيج

هاي ناشي از هرپس سيمپلكس ويروس به دو صورت فعال  عفونت

ــه اينكــه   و عودشــونده مــي ــا توجــه ب توانــد وجــود داشــته باشــد. ب

هاي چشمي ناشي از هرپس سـيمپلكس ويـروس منجـر بـه      عفونت

شـود و عـود حمـلات هرپسـي      درگيري توأم قرنيـه و ملتحمـه مـي   

)، همچنــين 8غالبــاٌ بــه كراتيــت هرپســي قابــل تبــديل اســت (      

، عامل مهم اكثر 1هاي ناشي از اين ويروس خصوصاٌ تيپ  كراتيت

باشـد؛ لـذا ضـرورت     ها در كشورهاي در حـال توسـعه مـي    نابينايي

تشخيص صحيح و درست جهت شروع درمان سريع و مناسب بايد 

  مورد توجه بيشتري قرار گيرد.
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