
چکیده
ــل  ــان تبدی ــطح جه ــی در س ــت عموم ــدی بهداش ــکل ج ــه مش ــت ب ــا COVID-19( 2019( اس ــاری کرون ــل بیم ــه عام ــروس SARS-CoV-2 ک وی
ــر بگــذارد.  ــا تاثی ــال کروناویروس ه ــا و انتق ــزان بق ــر می ــد ب ــط می توان ــای محی ــک نشــان داده اســت دم ــات آزمایشــگاهی و اپیدمیولوژی شــده اســت. تحقیق
ــرژی.  ــه ان ــد و ن ــه ماده ان ــه ن ــتند ک ــدی هس ــای جدی ــرده، میدان ‌ه ــی ک ــا را معرف ــری آن ه ــی طاه ــه محمدعل ــری )TCFs( ک ــعوری طاه ــای ش میدان‌ه
بنابرایــن، غیرقابــل ســنجش اند و نمی تــوان آن هــا را به طــور مســتقیم مشــاهده یــا اندازه گیــری کــرد. بــا ایــن حــال، اثبــات و ارزیابــی اثــرات ایــن میدان هــا 
ــی  ــا و عفونت زای ــر بق ــعوری )1 و 2( ب ــدان ش ــرات دو می ــی اث ــدف بررس ــا ه ــه ب ــن مطالع ــت. ای ــر اس ــتاندارد امکان پذی ــی اس ــای علم ــق آزمایش ه از طری
 CPE در دماهــای مختلــف انجــام گرفــت. بــرای ارزیابــی اثــر میدان هــای شــعوری بــر تکثیــر ویــروس در دماهــای مختلــف از  SARS-CoV-2 ویــروس
)بررســی اثــر ســیتوپاتیک(، 50% دوز عفونــی )TCID50( و ارزیابــی تعــداد کپــی RNA ویــروس اســتفاده شــد. نتایــج نشــان داد همراهــی میدان هــای 
ــدت 30  ــروس را در م ــای شــعوری وی ــا شــود. میدان ه ــروس کرون ــی وی ــی و زنده مان ــر عفونت زای ــد باعــث کاهــش بیش ت ــا می توان ــا دم شــعوری )1 و 2( ب
ــود. همچنیــن، میدان هــای  ــد. امــا در گــروه کنتــرل، ویــروس در همیــن دمــا فعــال ب دقیقــه در دمــای 56 درجــه ی ســانتی گراد به طــور کامــل از بیــن بردن
 .)p<0.05( ویــروس نســبت بــه گــروه کنتــرل شــدند RNA شــعوری در دماهــای 4 و 24 درجــه ی ســانتی گراد در مــدت 24 ســاعت باعــث کاهــش تیتــر و
در ایــن مطالعــه بــرای نخســتین بــار نشــان دادیــم TCFs می توانــد بــه عنــوان مداخلــه ای کیفــی بــر بقــایSARS-CoV-2  در شــرایط دمایــی گوناگــون 

ــه می شــود. ــر توصی ــات بیش ت ــف انجــام مطالع ــر ویروس هــا در شــرایط محیطــی مختل ــرات TCF ب ــرای بررســی اث ــر بگــذارد. ب تاثی
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مقدمه 

از  بســیاری   (SARS-CoV-2) کرونــا  ویــروس  حاضــر،  حــال  در 
ــر نشــان  ــرار داده اســت. شــواهد اخی ــر ق کشــورهای جهــان را تحــت تاثی
ــرادی  ــان اف ــروس می ــال وی ــی انتق ــیر اصل ــی مس ــرات تنفس ــد قط می ده
ــس  ــت لم ــن اس ــن، ممک ــتند. همچنی ــک هس ــاس نزدی ــه در تم ــت ک اس
ــراد  ــدون تمیزکــردن دســتْ اف ــا دهــان ب ــوده و لمــس چشــم ی ســطوح آل
ــل  ــش عوام ــاره ی نق ــادی درب ــای زی ــرا گزارش ه ــد ]1[. اخی ــوده کن را آل
ــده  ــر ش ــا منتش ــروس کرون ــال وی ــت در انتق ــا و رطوب ــد دم ــی مانن محیط
ــاری  ــیوع بیم ــا ش ــش دم ــا افزای ــت ب ــده اس ــزارش ش ــت ]2، 3[. گ اس
ــم  ــال ک ــا و انتق ــن دم ــاط بی ــا ارتب ــد ام ــش می یاب COVID-19 کاه
اســت  ]4[. بررســی های آزمایشــگاهی و اپیدمیولوژیــک نشــان داده اســت 
ــر  ــا تاثی ــای کرون ــال ویروس ه ــا و انتق ــر بق ــد ب ــط می توان ــای محی دم
ــروس  ــوری وی ــازی ف ــای غیرفعال س ــن، روش ه ــر ای ــاوه ب ــذارد. ع بگ

ــت ]9-5[. ــاز اس ــورد نی ــن م ــگاهی ایم ــرایط آزمایش ــرای ش ب

بــر اســاس نظریــه‌ی طاهــری، میدان‌هــای شــعوری گوناگــون بــا 
ــعور  ــبکه‌ی ش ــه‌ی ش ــه زیرمجموع ــد ک ــود دارن ــی وج ــای متنوع کارکرده
کیهانــی هســتند. ایــن میدان‌هــا ماهیــت غیرفرکانســی دارنــد و ایــن امــکان 
وجــود دارد کــه بــا طراحــی آزمایش‌هایــی اثــرات آن‌هــا را ثبــت و بررســی 
کــرد. لازم بــه ذکــر اســت اثــرات میدان‌هــای شــعوری‌)ط( از طریــق ذهــن 
اعلام کننــده )فرادرمانگــر( آغــاز می‌شــود ]10[. در تحقیقــات پیشــین، 
تاثیــرات میدان هــای شــعوری بــر ســلول ســرطانی MCF7 ]11[، حافظــه 
فضایــی و رفتــار اجتنابــی یــک مــدل مــوش دارای بیمــاری آلزایمــر ]12[، 
گیــاه گنــدم ]13[، رشــد جمعیــت باکتریایــی ]14[ و فعالیــت الکتریکــی مغــز 
ــا ]15[  ــت فرادرمانگره ــان جمعی ــی در می ــام فرادرمان ــدت انج ــول م در ط
ــا هــدف بررســی تاثیــر  مــورد ارزیابــی قــرار گرفتــه اســت. ایــن مطالعــه ب
میــدان هــای شــعوری 1 و 2 بــر بقــای ویــروس کرونــا در معــرض دماهــای 
مختلــف و بــرای دوره هــای زمانــی مختلــف مــورد ارزیابــی قــرار گرفــت و 
عفونت زایــی ویروســی از طریــق روش TCID50 و تعــداد کپی هــای 

ــا ارزیابــی شــد. RNA ویــروس کرون

مواد و روش ها

روش استفاده از میدان های شعوری 

نمونه هــای مــورد مطالعــه بــر اســاس دســتورالعمل ارائه شــده در وب ســایت 
مدیریــت تحقیقــات در حــوزه ی میدان هــای شــعوری1 ، تحــت تاثیــر ایــن 
میدان هــا قــرار گرفتنــد. جزییــات بیش تــر در بخــش ملاحظــات مشــترک 
ایــن شــماره ارائــه شــده اســت. در مطالعــه ی حاضــر، میدان هــای شــعوری 
ــلولی در  ــت س ــک‌های کش ــا در فلاس ــال دم ــروع اعم ــا ش ــان ب هم زم

گروه‌هــای تیمــار آزمایشــگاهی اعمــال شــدند.

کشت سلول Vero و ویروس کرونا

ــینیزه و  ــلولی Vero تریپس ــت از رده ی س ــکT-75  کانفلون ــک فلاس ی
ــن  ــرم جنی ــا %10 س ــط DMEM ب ــاره در محی ــد و دوب ــانتریفیوژ ش س
گاو )Gibco(  معلــق شــد. همچنیــن، ســلول ها کشــت داده شــدند و 
در دمــای 37 درجــه ی ســانتی گراد و CO2 %5 تــا کانفلونســی 80% 

انکوبــه شــدند. نمونه هایــی کــه قبــا از نازوفارنکــس بیمــاران کوویــد-19 
real- در تجزیه وتحلیــل Ct value 10( مثبــت جــدا شــده بودنــد
time PCR( بــرای مطالعــه ی حاضــر اســتفاده شــدند. تمــام آزمایش هــا 
ــت  ــد ]16[. فعالی ــام ش ــه انج ــه ی س ــتی درج ــی زیس ــگاه ایمن در آزمایش
 ویروس کشــی مقایســه ای در دماهــای مختلــف در گروه هــای میــدان هــای

ــه بررســی شــدند. بنابرایــن،  شــعوری 1، 2 و گــروه کنتــرل به طــور جداگان
ــروس، real-time PCR و  ــر وی ــش تکثی ــه آزمای ــروع ب ــش از ش پی
ــیون  ــرای روش TCID50 )تیتراس ــد. ب ــام ش ــن TCID50 انج همچنی
ویــروس(، ســلول ها و ویروس هــا در چاهک-هــای 96 تایــی کشــت 
ــد  ــی ش ــتفاده از روش Reed-Muench ارزیاب ــا اس ــج ب ــدند و نتای ش
ــا  ــروس ب ــت وی ــج، کش ــل نتای ــاس تجزیه وتحلی ــر اس ــرانجام، ب ]17[. س
 TCID50/mL)تیتــر ویــروس( بــا لگاریتــم 6 و مقــدارCt =11 بــرای 
ــای  ــر میدان ه ــت تاثی ــف و تح ــای مختل ــیون در دماه ــح در انکوباس تلقی

ــرل انتخــاب شــد. ــروه کنت شــعوری و گ

غیرفعال سازی ویروس کرونا در دماهای مختلف

ــرل  ــت و کنت ــروه تس ــف در گ ــای مختل ــی در دماه ــه ی عفونت زای  مقایس
بــر اســاس دســتورالعمل اســتانداردهای اروپــا A2-214476 انجــام شــد. 
ــا  ــروس ب ــت وی ــی کش ــع روی ــر از مای ــار میکرولیت ــه، چه ــور خلاص به ط
غلظــت TCID50 106/mL بــا توجــه بــه مشــخصات زیــر در دماهــای 
ــاعت،  ــرای 24 س ــانتی گراد ب ــه ی س ــد: 4 و 24 درج ــرار داده ش ــف ق مختل
ــه، 60 درجــه ی ســانتی گراد  ــرای 30 دقیق 56 و 60 درجــه ی ســانتی گراد ب
ــه.  ــدت 30 دقیق ــه م ــانتی گراد ب ــه ی س ــه، 80  و 92 درج ــرای 60 دقیق ب
ــنجش  ــرای س ــروس، ب ــی وی ــظ و بازیاب ــس از تغلی ــا پ ــه ه ــپس نمون س

TCID50 وReal-time RT-PCR  کشــت داده شــدند.

تغلیظ و تیتراسیون ویروس  

ــروس از روش رســوب پلی اتیلن گلیکــول  ــرای تغلیــظ وی در ایــن مطالعــه ب
ــا  ــلولی ی ــل سیتوتوکســیک کشــت س ــردن عوام ــن ب ــرای از بی )PEG( ب
ــر  ــا 1.5 میلی لیت ــا ب ــن، آن ه ــد. بنابرای ــتفاده ش ــای PCR  اس بازدارنده ه
ــاعت در  ــدت 8 س ــه م ــپس ب ــدند. س ــوط ش ــول PEG-6000 مخل محل
ــه هــم زده شــدند  ــار درجــه ی ســانتی گراد در 150 دور در دقیق ــای چه دم
ــع  ــد. مای ــانتریفیوژ ش ــه در 3600g س ــدت 50 دقیق ــه م ــی ب ــع روی و مای
رویــی حــاوی PEG  برداشــته شــد و رســوب حاصــل در یــک میلی لیتــر 
ــه در  ــدت 40 دقیق ــه م ــاره ب ــل و دوب ــفات )PBS( ح ــر فس ــول باف محل
4000g ســانتریفیوژ شــد. مایــع رویــی از طریــق فیلتــر غشــایی اســتریل 
 TCID50 ــرای روش ــر آن ب ــده و 50 میکرولیت ــر ش ــر فیلت 0.2 میکرومت
ــروس )در ســه تکــرار(  ــه ی تیتراســیون وی ــت 96 خان ــه چاهک هــای پلی ب
ــای  ــد. پلیت ه ــه ش ــپس در C˚ 37 و CO2 5٪ انکوب ــد و س ــه ش اضاف
96 خانــه هــر 24 ســاعت از نظــر CPE )اثــر ســیتوپاتیک( کنتــرل شــدند 
و نتایــج پــس از شــش روز گــزارش شــد. بــه مــوازات آن، ایــن فراینــد در 
ــلول،  ــت س ــک های کش ــه در فلاس ــر نمون ــد و ه ــال ش ــک ها دنب فلاس

کشــت شــد.

1. www.COSMOintel.com 2. https://www.analytice.com
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جدول 1. تیتر ویروس کرونا در گروه های مورد مطالعه

جدول 2. تعداد کپی RNA ویروس کرونا در گروه های مورد مطالعه

Real-time RT-PCR

از  پــس  فلاســک ها  در  کشت شــده  نمونه هــای  رویــی  مایــع 
تمــام  شــد.  فرســتاده   real-time RT-PCR بــرای  روز  شــش 
ســایکلر ترمــو  در  توصیه شــده  دســتورالعمل  اســاس  بــر   واکنش هــا 

ــه  ــی ب ــواد مصرف )Corbett 6000 Rotor-Gene-Q( انجــام شــد. م
 RNA ــر ــم RT، 10 میکرولیت ــر آنزی ــت: 0.1 میکرولیت ــرح اس ــن ش ای
 Roche MasterMix ــر ــار میکرولیت ــک، چه ــا بلان ــده ی استخراج ش
ــه ی  ــزه. برنام ــز آب دیونی ــروب و نی ــوط آغازگر-پ ــر مخل ، 0.5 میکرولیت
ــه در  ــانتی گراد و 30 ثانی ــه ی س ــای 55 درج ــه در دم ــه ثانی ــش: س گرمای
ــای 95  ــه در دم ــه ثانی ــه(، س ــک چرخ ــانتی گراد )ی ــه ی س ــای 95 درج دم
ــانتی گراد )45  ــه ی س ــای 60 درج ــه در دم ــانتی گراد و 12 ثانی ــه ی س درج

ــه(. ــک چرخ ــانتی گراد )ی ــه ی س ــای 40 درج ــه در دم دوره( و 10 ثانی

تحلیل آماری

ــان 95٪  ــا اطمین ــزار SPSS )نســخه ی 26( و ب ــق نرم اف  داده هــا از طری
ــرار  ــل ق ــورد تجزیه وتحلی ــا م ــن تیماره ــاداری بی ــخیص معن ــرای تش ب
گرفتنــد. از آنالیــز ANOVA  بــرای تشــخیص تفاوت هــای معنــادار بیــن 

ــد. ــتفاده ش ــا اس نمونه ه

نتایج و بحث

ــداد  ــر و تع ــر تیت ــعوری ب ــای ش ــر میدان ه ــج تاثی ــای 1 و 2 نتای جدول ه
کپــیRNA  ویــروس را نشــان می دهنــد. آزمایش هــا و همچنیــن 
ــان  ــه نش ــن مطالع ــج ای ــد. نتای ــام ش ــرار انج ــار تک ــه ب ــا س ــنجش ها ب س
باعــث  داد کاربــرد هم زمــان دمــا و میدان هــای شــعوری می توانــد 
ــه  ــود. ب ــای SARS-CoV-2  ش ــی و بق ــت زای ــر عفون ــش بیش ت کاه
ــر  ــت تاثی ــانتی گراد تح ــه ی س ــای 56 درج ــروس در دم ــال، وی ــوان مث عن
ــر  ــن، ب ــود. همچنی ــده ب ــذف ش ــل ح ــور کام ــعوری، به ط ــای ش میدان ه
اســاس جــدول 1 در دمــای چهــار درجــه ی ســانتی گراد )دمــای یخچــال( و 
24 درجــه ی ســانتی گراد )دمــای اتــاق( تحــت تاثیــر میدان هــای شــعوری، 
در مقایســه بــا گروه هــای کنتــرل کــه بــدون اعمــال میدان هــای شــعوری 
ــوع  ــر دو ن ــرای ه ــاداری (p<0.05) ب ــاوت معن ــدند، تف ــه داری می ش نگ
ــای  ــد میدان ه ــان می ده ــن نش ــد. ای ــزارش ش ــعوری 1 و 2 گ ــدان ش می
شــعوری نقــش اصلــی را در کاهــش عفونت زایــی و بقــای ویــروس در ایــن 
ــج اعمــال میدان هــای شــعوری  ــن حــال، نتای ــا ای ــد. ب ــا می کنن دماهــا ایف
ــروه  ــابه گ ــروس، مش ــای وی ــر بق ــانتی گراد ب ــه ی س ــای 60 درج در دم
ــردن  ــرای از بیــن ب ــدازه ی کافــی ب ــه ان ــود. از آن جــا کــه دمــا ب کنتــرل ب
ــنی  ــعوری را به روش ــای ش ــر میدان ه ــوان اث ــود، نمی ت ــالا ب ــروس ب وی

نشــان داد. 

ردیف دما/زمان
)TCID50( تیتر ویروس

اولیه کنترل میدان شعوری 1 میدان شعوری 2
1 4 °C for 24h 1× 106 1 × 105.7 1×105* 1×104.7*

2 24 °C for 24h 1× 106 1×105.5 1×104.2* 1×104*

3 56 °C for 30 min 1× 106 1×102 ND* ND*

4 60°C for 30 min 1× 106 ND/NDa ND ND
5 60°C for 60 min 1× 106 ND ND ND
6 80°C for 30 min 1× 106 ND ND ND

7 92°C for 30 min 1× 106 ND ND ND

ND: Not detected )عدم ردیابی ویروس(. ستاره )*( تفاوت معناداری )p<0.05( را بین گروه های تیمار TCFs در مقایسه با 
گروه های کنترل نشان می دهد.

ردیف دما/زمان
RNA تعداد کپی

اولیه کنترل میدان شعوری 1 میدان شعوری 2
1 4 °C for 24h 4×106 3.2×106 2×106* 2×106*

2 24 °C for 24h 4×106 3×106 2×106* 1.8×106*

3 56 °C for 30 min 4×106 1×103 1×102* 1×102*

4 60°C for 30 min 4×106 1×102.2 1×102 1×102

5 60°C for 60 min 4×106 1×102.5 1×102 1×102

6 80°C for 30 min 4×106 1×102 1×102 1×102

7 92°C for 30 min 4×106 1×102 ND ND

ND: Not detected )عدم ردیابی ویروس(. ستاره )*( تفاوت معناداری )p<0.05( را بین گروه های تیمار TCFs در مقایسه 
با گروه های کنترل نشان می دهد.
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بحث

ــام  ــیاری انج ــای بس ــط تلاش ه ــا در محی ــار ویروس ه ــح رفت ــرای توضی ب
ــا  ــا ب ــت و دم ــه، رطوب ــک مطالع ــج ی ــاس نتای ــر اس ــت ]18[. ب ــده اس ش
کوویــد-۱۹ رابطــه‌ای  معکــوس  را نشــان داده اســت؛ بنابرایــن، لازم اســت 
کشــورهایی کــه میــزان رطوبــت و دمــای پایینــی دارنــد توجــه بیش تــری 
بــه ایــن بیمــاری داشــته باشــند ]19[. طــور مشــابه، مشــخص شــده اســت 
کــه دمــای بــالا باعــث افزایــش ســرعت تجزیــه SARS-CoV-2 روی 
ــزارش  ــال، گ ــن ح ــا ای ــود ]20[. ب ــال آن می‌ش ــش انتق ــطوح و کاه س
ــا گرم شــدن  ــد-19 ب ــر کاهــش کووی ــی ب ــچ مدرکــی مبن شــده اســت هی
ــای  ــا میدان ه ــا ب ــب دم ــان داد ترکی ــج نش ــدارد ]21[. نتای ــود ن ــوا وج ه
شــعوری)ط( می توانــد باعــث کاهــش بیش تــر عفونت زایــی و بقــای 

 SARS-CoV-2شــود.

در نتیجــه، بــه نظــر مــی رســد عــاوه بــر مراقبت هــای بهداشــتی، 
میدان هــای شــعوری می تواننــد بــه عنــوان مداخلــه ای کیفــی بــرای 

ــا ایــن حــال،  جلوگیــری از ابتــا بــه کوویــد-19 در نظــر گرفتــه شــوند. ب
ــون و  ــای گوناگ ــر ویروس‌ه ــای شــعوری ب ــرات میدان ه ــرای بررســی اث ب

ــود. ــه می‌ش ــری توصی ــات بیش ت ــا تحقیق ــواع آن‌ه ان

تقدیر و تشکر

 )KVSL( ایــن مطالعــه در آزمایشــگاه تخصصــی ویروس شناســی کیــوان
در تهــران انجــام شــده اســت. مــا از اعضــای ایــن آزمایشــگاه بــرای کمــک 
ــم  ــرکار خان ــندگان از س ــن، نویس ــم. همچنی ــکر می کنی ــا تش در آزمایش ه
ــی  ــکر و قدردان ــماره تش ــن ش ــالات ای ــی مق ــش ادب ــرای ویرای ــی ب هدایت

می‌کننــد.
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ــی  ــلیت و قدردان ــب تس ــت. مرات ــال ۲۰۲۱ درگذش ــه در س ــود ک ــل ب ــتاق در کازمواینت ــوز و مش ــته، دلس ــری برجس ــی، پژوهش گ ــه امان ــم لال ــرکار خان س
ــم. ــا می‌کنی ــان دع ــر ایش ــش خاط ــرای آرام ــته و ب ــراز داش ــات اب ــن تحقیق ــان در ای ــاده ی ایش ــای فوق‌الع ــود را از تلاش‌ه ــه ی خ صمیمان
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