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در  )CCHF(كنگو-ژنوم ويروس تب كريمه s RNAبررسي مولكولي وتعيين توالي بخش 
  ايران

  3بهمني ميرزاخليل و 2چيني كار صادق ،1،*قرباني انسيه
 بخش زيست شناسي، دانشگاه پيام نور، بجنورد 1

  آزمايشگاه آربو ويروس، انستيتو پاستور ايران، تهران 2
  وهشكده زيست شناسيپژ، )ع(دانشگاه امام حسين، تهران 3

  15/2/88: تاريخ پذيرش     3/4/87 :تاريخ دريافت

  چكيده

كه عموماً  بونياويريدهشود كه توسط ويروسهاي خانواده  كنگو يك بيماري عفوني كشنده محسوب مي –تب هموراژيك كريمه 
در  .اروپاي مركزي و شرقي ديده شده استاين بيماري در بخشهايي از آفريقا، آسيا، . شود يابد، ايجاد مي انتقال مي ها كنهتوسط 

اما اطلاعات اندكي از تنوع ژنتيكي و نحوه شيوع آن در . سالهاي اخير موارد انساني اين بيماري در ايران نيز مشاهده شده است
فاصله  بيمار ايراني كه در 5از  )CCHF (كنگو  –تب هموراژيك كريمه  عامل بيماري در اين پروژه، ويروس .باشد ايران مي
آناليز ژنتيكي انجام شده بر روي بخش . به اين بيماري مبتلا شده بودند، جدا شده و مورد بررسي قرار گرفت 1381- 82سالهاي 

S نوكلئوتيدي جدا شده از بيماران مختلف شباهت  توالي دهد كه كند، نشان مي اين ويروس كه پروتئين نوكلئوكپسيد آن را كد مي
اين   به دست آمده از بيماران ايراني با سويه ويروس Sي  دهد كه قطعه نشان ميشجره نامه بررسي . زيادي به يكديگر دارند

و احتمال دارد كه اين بيماري از كشور پاكستان به ايران منتقل شده ) درصد 4/99(ويروس از كشور پاكستان شباهت زيادي داشته 
افغانستان و روسيه، احتمال  همسايه از جمله تركيه، عراق، پاكستان، اين بيماري در منطقه و كشورهاي گسترشالبته با . باشد

  .جديد نيز همراه باشد جهشهاي با تواند مي اين ويروس  باشد، كه ورود زياد مي نيز ورود اين بيماري از ساير كشورها به ايران

ترسيم  ،DNAتعيين توالي  ،وكلئكمقايسه توالي اسيد ن ، CCHF ويروس  ،كنگو –كريمه  تب هموراژيك :كليديواژه هاي 
    شجره نامه

   enciehghorbani@yahoo.com:، پست الكترونيك09151874434 :نويسنده مسئول، تلفن تماس *

  دمهمق
خونريزي   يك تب  كنگو - هموراژيك كريمه يماري تبب

 خانوادهو از  جنس نايروويروسدهنده ويروسي از 
 نايروويروسجنس عنصر  32تمام .باشد  مي  بونياويريده

كنه ( ايكسوديديا ) كنه نرم( آرگاسيد هاي به وسيله كنه
نمونه از اين ويروسها  3شود، اما فقط  منتقل مي) سخت

ويروس  - 1 :شود  منجر به بيماريزايي در انسان مي
 CCHF ويروس -3نايروبي ويروس  -2 يداگب گوسفندي

 استكه مهمترين بيماريهاي انساني ناشي از اين ويروسها 
  .)11 و 4(

تك رشته اي با قطبيت  RNAيك  CCHFژنوم ويروس
كه موجب بيماري بالقوه كشنده در انسان  باشد مي منفي
اين بيماري اصولاً يك بيماري مشترك بين انسان . شود  مي

گير رخ  و دام است، اما موارد انساني آن نيز به صورت تك
 30متوسط مرگ و مير حاصل از اين بيماري . دهد مي

مطرح بوده،  برخي موارد كه انتقال بين انساني و دردرصد 
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) درصد 30 – 50(در حد بالاتري نيز گزارش شده است 
در  1382-83مرگ ومير در  نتيجه ابتلا به بيماري در سال 

  . )7، 6 ( بوده است درصد 03/24ايران 

محدوده وسيعي از حيوانات  CCHFويروس كه  در حالي
ر مي كند، بسياري از پرندگان به اهلي و وحشي را بيما

اما شترمرغ مستعد اين بيماري بوده و . ويروس مقاومند
ممكن است شيوع بالايي از بيماري را در نواحي آندميك 

، از گوسفند و بز، گاوحيوانات اهلي همانند . نشان دهد
تعدادي از . دنشو ناقل ويروس، آلوده مي كنه طريق نيش

ه ويروس هستند، اما اغلب آنها ها مستعد آلوده شدن ب كنه
وكتور اصلي و مهم اين ويروس محسوب شده كه معمولاً 

  .)7، 5 ،4( باشد مي گونه هيالومااز جنس كنه 

انسان نيز از طريق ارتباط مستقيم با خون يا بافتهاي آلوده 
دامهاي روستايي، مايعات بدن كنه آلوده و يا گزش توسط 

ود، و يا از طريق شغلهاي ش كنه، در اين مرحله ويرميك مي
مرتبط با دام آلوده همانند كشاورزان، قصابان و دامپزشكان 

  ) .1( شود منتقل مي

از آنجايي كه اين بيماري روز به روز در منطقه و به 
باشد ، و از طرفي  خصوص كشور ما در حال پيشرفت مي

چون اين ويروس خطرناك در بسياري از جنگها از جمله  
راق به عنوان سلاح بيولوژيك استفاده شده جنگ ايران و ع

است، لذا توجه به اين بيماري واين ويروس خطرناك حائز 
 ) .4(باشد  اهميت مي

  روشها مواد و
 :از سرم خون بيماران CCHFويروس  RNAاستخراج 

ويروسي، سرم خون بيمار است،  RNAچون منبع حاوي 
 ،يتر  ميلي ل 75/0از سرم بيمار ميلي ليتر 25/0به ازاي
براي مايعاتي همچون . شد اضافه LS ترايزول محلول 

 طوريه ، بودرقيق ش 1:1خون بهتراست كه نمونه به نسبت 
نسبت به نمونه هميشه  LS  ترايزولكه حجم نهايي محلول 

نمونه هموژنيزه شده را به مدت سپس . باشد 3:  1به ميزان 

تا   قرارداده درجه سانتي گراد 15 -30دقيقه در دماي 5
سپس . ودكمپلكس نوكلئوپروتئيني به طور كامل جدا ش

محلول ليتر  ميلي 75/0كلروفرم به ازاي ميلي ليتر  2/0
 مخلوطثانيه  15هر تيوب به مدت  .شد اضافه  LS ترايزول

 15تا  2براي  درجه سانتي گراد 25 - 35 شده و در دماي
 15مدت ه نمونه ها ب  .)10و 9،  8(شد دقيقه قرار داده 
 g و با سرعت درجه سانتي گراد 2-8دقيقه دردماي 

بعد ازسانتريفوژ . شد سانتريفوژ ) دور در دقيقه( 12000
فاز پاييني كه قرمز رنگ است . شد فاز تقسيم  3نمونه به 

باشد، فازمياني شيري رنگ و فاز  كلروفرم مي–وحاوي فنول
 فاز آبي بالا قرار گرفته كه در RNA. استبالايي بي رنگ 

حجم ترايزول استفاده شده  درصد 10معمولاً حجم آن 
  .باشد براي هموژنيزاسيون مي

ه ب. شد به يك تيوپ جديد منتقل  RNAفاز آبي حاوي 
از فاز آبي از ايزوپروپيل الكل  RNAمنظور ته نشين سازي 

 15-30دقيقه دردماي اتاق  10شد، نمونه به مدت  استفاده 
درجه  2-8و در دماي نگهداري شده  درجه سانتي گراد

دور ( g 12000دقيقه با سرعت  10به مدت  سانتي گراد
  .شد سانتريفوژ ) دردقيقه

را برداشته و رسوب  RNAفاز آبي موجود بر روي رسوب 
RNA  نمونه مخلوط   .شد شستشو داده  درصد 70با اتانول

با  و درجه سانتي گراد 2-8دقيقه در دماي  5شده و براي 
محلول  .سانتريفوژ شد) دور در دقيقه( g 7500سرعت  

شد كه  ريخته و اجازه داده  را دور RNAروي رسوب 
دقيقه خشك  20در دماي آزمايشگاه به مدت RNAرسوب 

يا  RNase آب فاقدليتر ميلي 50در  RNAسپس . دوش
  ) .10 و 9(حل گرديد  SDS درصد5/0

 RNAپس از به دست آوردن : RT-PCR وPCR واكنش 
اران، اين نمونه ها همراه با يك نمونه كنترل از سرم بيم

سويه (نمونه كشور نيجريه  ويروسي RNAمثبت كه حاوي 
مورد  cDNAمنظور توليد وتكثير ه باشد، ب مي) 10200
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بررسي قرار گرفت و در اين راستا به طراحي پرايمرهاي 
  .مورد نظر پرداخته شد

استخراج  RNAاز روي  cDNAبه منظور سنتز و تكثير 
شده از سرم بيماران، طراحي و سفارش پرايمر مناسب 

براي هر مرحله كارپرايمر مخصوص آن طراحي . انجام شد
اين . كشور سوئد تهيه شد Genset oligoكت  و از  شر

 DNAاز  bp  536 پرايمرها قادر به سنتز يك رشته
 .باشند مي

F2: 5´TGG ACAC CTT CAC AAA CTC3´  
R3: 5´GAC AAA TTC CCT GCA CCA3´  

به دست  bp 536 قطعه PCR محصولبراي تعيين توالي 
نمونه سرم خون بيمار، هر يك از محصولات  5آمده از 

PCR به وكتور خاص  Topo TA منتقل و به كشور سوئد
داراي  پرايمرهاي استفاده شده در اين مرحله. فرستاده شد
 . توالي زيربود

M13 پرايمر پائين دست  : 5´ GTA AAA CGA CGG 
CCA G3´ 

M13 5 : پرايمر بالا دست´ CAG GAA ACA GCT 
ATG AC3´ 

استخراج  RNAميكروگرم از  cDNA ،7به منظور سنتز 
ميكروليتر آنزيم واكنش 1وR 2 پيكو مول پرايمر 2شده با 

 10مخلوط شده و به همراه ) MMLV(رونويسي معكوس 
 dNTPداكسي ريبونوكلئوتيدتري فسفاتميلي مولار  

دقيقه در 60-45ي مولار بافر واكنش به مدت ميل250و
درجه  95درجه سانتي گراد وسپس در دماي  42دماي 

 3سپس براي .  دقيقه قرار گرفت 3سانتي گراد به مدت 
   .گرديد دقيقه بر روي يك كيسه يخ منتقل

از ميكروليتر  PCR  ،5به روش  DNAبه منظور تكثير 
ي طراحي به همراه پرايمرهاسنتز شده  cDNAمحصول 

درجه  50بادماي اتصال   Genset oligoشده با نرم افزار 
سيكل متوالي  40سانتي گراد به دستگاه ترموسايكلر براي 

  ) .10، 3(منتقل گرديد 

Cycle Time Temperature 

Denatuaration 5 min 95° C 

Denatuaration 
 
 
 
30 s 
 
30 s   40 cycle 
 
30 s 

95° C 

Primer annealing 47° C 
Extension      30s 72° C 

Extension 15 min 72° C 

Extension Hold 4° C 

  

  نتايج
نمونه هاي انساني استفاده شده در اين پروژه از استانهاي 

پس از نمونه     باشند و سيستان و بلوچستان، قم و مركزي مي
گيري از خون بيماران، كه در نهايت دقت ورعايت نكات 

اين عمل به علت خطر بسيار زياد آن (شد، ايمني انجام 
توسط كادر آموزش ديده بيمارستاني كه بيمار در آن 

، با رعايت نكات ايمني ودر يك .)شد بستري بود، انجام
فلاسك مخصوص به آزمايشگاه آربوويروس آورده شد و 

 -  20گذاري و در دماي  پس از انتقال به آزمايشگاه شماره
تمام اين مراحل در اتاقك .(ي شددرجه سانتي گراد نگهدار

و تحت شرايط خاص  3ژيك سطح حاوي هود بيولو
سرم .) دستكش و ماسك انجام شد ، پوشيدن گان،ايمني

اين بيماران عموماً در روزهاي پنجم و ششم بيماري از 
از سرم  RNAپس از استخراج ) .3و  2(بيمار جدا شد 

خليص ت RNAاز  cDNAبيماران به منظور سنتز وتكثير 
استفاده شد، ونتايج حاصل از  RT-PCRاز تكنيك  ،شده

اين روشها به صورت عكس در صفحات بعدي مقاله آمده 
  ) .10و 5(است 

ويروس  Sاز قطعه  bp 536 در اين روش ، يك توالي
CCHF   پرايمر  2به كمكF2  وR3  اين . توليد و تكثير شد
ده بود، بيمار به دست آم 5آن از   RNAكه  bp 536توالي 

و يك ) 10200سويه (همراه با يك نمونه كنترل مثبت 
بود،   RNase آب فاقدليتر نمونه كنترل منفي كه حاوي ميلي
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بر روي   PCRتكثير شد و محصول   RT – PCR با روش
ماركر مورد استفاده . درصد الكتروفورز شد1ژل آگارز 

 5هر . بود) شركت فرمنتاز( DNA ladder (100 bp)يك
داراي يك باند مشخص  bp 536مورد نظر در ناحيه  نمونه
 CCHFويروس  RNA كه اين نشان دهنده حضور . بودند

  R3و  F2به خصوص قطعه مورد نظر كه توسط دو پرايمر (
محصول  . ها مي باشد در اين نمونه) مشخص شده است 

PCR   به دست آمده از روش بالا به منظور تعيين توالي به
   ) .1شكل( ده شد كشور سوئد فرستا

  
ژنوم ويروس  Sبخش  bp 536قطعه  PCRمحصول  -1شكل

CCHF - نمونه كنترل منفيN  :  حاويRNase free water - 
 CCHFاستخراج شده ويروس  RNA حاوي :  Pنمونه كنترل مثبت

استخراج  RNA  5حاوي : 1-5نمونه هاي شماره  -) 10200سويه (
  شده از سرم بيماران

به منظور آناليز مولكولي توالي به دست آمده از نرم افزار  
: آدرس اينترنتي(Dnasis كامپيوتري 

www.ncbi.nlm.nih.gov (در اين آناليز ابتدا .استفاده شد
 nنمونه ايراني ، توسط برنامه  5قطعه به دست آمده از 

Blast  ژنتيكي عات بانك اطلاتوالي موجود در  20با
ترين توالي با  مقايسه شد و بعد از به دست آوردن شبيه

نمونه هاي ايراني، هر يك از تواليها به طور جداگانه با اين 
  Dnasisنتيجه اين مقايسه با نرم افزار . توالي مقايسه شدند

نمونه  5سپس ).3شكل (به صورت شجره نامه ترسيم شد

اي همسايه عراق و ايراني با تواليهاي موجود از كشوره
پاكستان به طور جداگانه مقايسه و نتيجه به دست آمده به 

  ) .2شكل(صورت شجره نامه ترسيم شد 

هاي  ها با نمونه پس از مقايسه توالي اسيد نوكلئيكي نمونه
 6 ژنتيكي ، با استفاده از برنامهبانك اطلاعات موجود در 

frame translate  اي آن  هر نمونه به توالي اسيدآمينه
 استفاده از ترجمه شد و توالي اسيدآمينه اي به دست آمده با

بانك با ساير تواليهاي پروتئيني موجود در  X Blastبرنامه  
ژنتيكي مقايسه شد و نتيجه آن  به صورت شجره اطلاعات 

  ).4شكل(نامه آمده است 

  
توالي به دست آمده از بيماران ايراني با توالي  5مقايسه  - 2شكل 

با  3بيشترين شباهت  مربوط به نمونه  -شورهاي عراق و پاكستان ك
بود و ميزان  Genbank AJ 538198نمونه كشور پاكستان با شماره 

با نمونه  1شباهت نمونه  -. باشد مي درصد 4/99شباهت 
با نمونه پاكستاني  4و2شباهت نمونه  -. باشد مي درصد 3/99پاكستاني

 درصد 1/77با  5باهت مربوط به نمونهكمترين ش -باشد  مي درصد 99
  .باشد مي

  

  
نمونه توالي موجود در  20نمونه ايراني با  5مقايسه توالي  -3شكل

  ژنتيكيبانك اطلاعات 
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توالي پروتئيني ايران با توالي پروتئيني كشورهاي  5مقايسه  -4شكل 

 100عراق و پاكستان بيشترين شباهت نمونه ايراني به نمونه پاكستان با 
 9/95ايران   شباهت نمونه عراقي با نمونه. باشد شباهت مي  درصد

  باشد مي  درصد

  بحث
 Sي  بخشي از قطعه توالي تعيين ،پژوهشهدف اصلي اين 

و مقايسه آن با ساير ) bp536يك قطعه ( CCHFويروس 
كارهاي  .دژنتيكي بوبانك اطلاعات هاي موجود در توالي

  Sايران، بر روي بخش  تحقيقاتي در مورد اين بيماري در
شود كه در آزمايشگاه آربوويروس  اين ويروس محدود مي

در اين پروژه ) . 3(انستيتو پاستور ايران انجام شده است 
ژنوم ويروس، پس از تكثير تعيين  S سعي شده تا قطعه 

توالي شود، تا توالي قطعه اي از ويروس شايع در كشور 
بانك اطلاعات در د مشخص شده و با ساير تواليهاي موجو

  .ژنتيكي مقايسه شود 

 5نتايج به دست آمده از اين پروژه حاكي از آن است كه 
مورد نظر كه عموماً از استانهاي مختلف كشور  توالي

به ) خصوصاً استان سيستان و بلوچستان، قم و مركزي(
كه  طوريه دست آمده شباهت زيادي به يكديگر داشته ب

 درصد 3/87 - 4/99يكديگر بين ها با  درصد شباهت نمونه
و  درصد 3/87، 4به  5شباهت نمونه . (باشد متغير مي

و تفاوت ) باشد مي درصد 4/99، 2به  4شباهت نمونه 
. باشد متغير مي درصد  2/0 -  3/13ها با يكديگر بين  نمونه

 5و تفاوت نمونه  درصد  2/0، 2با نمونه  4تفاوت نمونه (
  ).باشد يم درصد  3/13، 3 مونهن با 5و نمونه  1نمونه با 

هاي  توان گفت كه نمونه با توجه به نتايج به دست آمده مي
 5مورد آزمايش وابستگي زيادي با يكديگر داشته و هر 

سويه مورد مطالعه شباهت فراواني به سويه هاي به دست 
از طرفي شباهت هر يك از نمونه ها . آمده از پاكستان دارند

كه ) 10200سويه ( كنترل مثبتيروسي ، نمونه وS با قطعه 
به صورت زير  ،اند شدهنمونه هاي مورد نظر با آن مقايسه 

ي  با شماره( 10200به سويه  درصد 100 ،5نمونه  :باشد مي
Genbank ،88410U باشد و  شبيه مي) از كشور نيجريه

، 3، نمونه درصد 3/88، 2، نمونه  درصد 6/87، 1نمونه 
  به اين ويروس شبيه درصد 6/84، 4و نمونه  درصد 9/87

  .باشد مي

هاي  دهد كه نمونه نتايج حاصل از اين بررسي نشان مي
مورد نظر، شباهت زيادي با نمونه ويروسي به دست آمده 

كه شباهت هريك  طوريه ب. از كشور پاكستان دارد
 Genbank ,با شماره (ها با نمونه پاكستاني  ازنمونه

538198(AJ  باشد مي درصد  4/99 - 3/99بين.  

ترجمه شده  توالي 5ي  به مقايسه ،BlastXنتايج حاصل از 
 ژنتيكيبانك اطلاعات ترجمه شده  تواليبا چندين 

 54 تواليدر اين مقايسه مشخص شده كه . پردازد مي
كشور پاكستان نشان  تواليرا نسبت به  جهش كمترين

  ) .است درصد 100پروتئيني  تواليشباهت دو . (دهد مي

توان چنين بيان كرد كه  بررسي نتايج به دست آمده مي با
از طريق  واين بيماري از كشور پاكستان ورود احتمال 

اما با توجه به نتايج .  قاچاق دامهاي آلوده بسيار زياد است
درصد  100كه ) 5نمونه (ها  به دست آمده از يكي از نمونه

ما در  باشد، وبا وجود اين كه كشور شبيه نمونه نيجريه مي
يك منطقه پرخطر از لحاظ اين بيماري قرار گرفته است، و 
بر اساس جديدترين اطلاعات به دست آمده از  كليه 
كشورهاي همسايه، روسيه، تركيه، افغانستان، پاكستان، 

با اين بيماري درگير بوده و مواردي ... كوزوو، آذربايجان و
ا از اين بيماري از اين كشورها گزارش شده است، لذ

احتمال ورود اين بيماري از ساير كشورها به كشور ما زياد 
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هاي جهش تواند همراه با است، كه ورود اين ويروس مي
هاي ويروسي تازه وارد  جديد باشد، به طوري كه نمونه

هاي مورد بحث در اين پروژه كاملا متفاوت  شده با نمونه
باشند، كه اين امر هم اكنون در آزمايشگاه آربوويروس 

با توجه به . باشد استور در حال تحقيق و بررسي ميپ
افزايش تعداد بيماران در كشور، جلوگيري از ورود و انتقال 

به  آلودهدامهاي  قاچاق اين بيماري كه اساساً از طريق
اند و يا با انتقال  كشور كه با گزش نيش پشه آلوده شده

الزامي  ،CCHFهاي آلوده به ويروس  مستقيم از طريق كنه
و اين امر يك كوشش فراگير درسطح كشور و منطقه . است

  . كند را طلب مي
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Molecular analysis and sequence of the small RNA segment of the 
Crimean– Congo hemorrhagic fever virus(CCHFv) in Iran 
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Abstract  
Crimean– Congo hemorrhagic fever (CCHF) is a potentially fatal disease caused by a 
tick– borne virus in the family Bunyavirdae. The disease occurs in parts of Africa, Asia, 
Middle East, and Eastern Europe. During recent years, an increasing number of human 
CCHF cases have been diagnosed in Iran, but very little in formation is available on the 
prevalence and genetic diversity of CCHF in Iran. In the present study, CCHF virus 
(CCHFv) isolate from five Iranian patients infected during 2002 were examined 
genetically. Nucleotede sequencing of the S-segment encoding the nucleocapsid protein 
(NP), respectively, revealed that the different isolates were related closely to one 
another. Phylogenetic analysis of partial S-segment nucleotide sequences showed that 
the viruses clustered along with strain from Pakistan in one distinct lineage. (99.4%) 
and this viruses probably is transmitted from Pakistan to Iran. However due to the 
spread of the disease in a broad territory around Iran and nieghbouring countries like, 
Turkey, Iraq, Pakistan, Afghanistan, Russia the possibility of transmission of the disease 
from these countries cannot be excluded.  

Keywords: Crimean– congo hemorrhagic fever virus (CCHFv), RNA extraction, PCR 
and RT-PCR reaction, DNA sequencing. 
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