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 به روش (Argasidae)هاي نرم   در کنهCCHFتشخيص ويروس 
Rt-PCR  

  ، وحيده مظاهري، نورايرپيازکاحمديمير، رامين کار ، صادق چيني، مهدي آسمارمنوچهر شيراني
  

  RNA يک (Crimean- Congo Haemorrhagic Fever) کنگو -ويروس تب خونريزي دهنده کريمه: چکيده
ان  است که موجب بيماري بالقوه کشنده در انسBunyaviridae خانواده Nairovirus از جنس  منفيSenseويروس با 

 گونه و زيرگونه مختلف کنه، ۳۱ حداقل از CCHFويروس ) ۴(باشد مي% ۳۰ اين بيماري متوسط مرگ و مير). ۱(شود مي
ي انساني در اين بيماري باعث شده است مرگ و مير بالا). ۱و۴( جدا گرديده است(Argasidae)منجمله دو گونه از خانواده 

با توجه به اين . چنين اطلاع از آلودگي مخازن و ناقلين هر منطقه اهميت ويژه پيدا کند تا تشخيص سريع و دقيق بيماري و هم
، بکارگيري يک تکنيک تشخيصي مناسب در بررسي )۵و۳(از ايران گزارش گرديده است) ۱۹۹۹ (۱۳۷۸که بيماري از سال 

 Reverse Transcription)در اين مقاله براي اولين بار کاربرد روش . هاي مناطق الزامي است ي کنهآلودگ
Polymerase Chain Reaction) Rt-PCR جهت تشخيص ويروس CCHF هاي نرم   در کنه(Argasidae) 

اري پس از شناسايي تا سطح آوري شده از روي گوسفندان مناطق مختلف استان چهارمحال بختي هاي جمع کنه .گردد تشريح مي
 ويروسي از آنها RNA, Rt-PCR به روش  CCHF اسيدنوکلئيک ويروس ي، تشخيصاتگونه، طي يک سري آزمايش

 سيکل دمايي تکثير ۳۰ در PCR ساخته شده با روش  cDNA.   استفاده شد cDNAاستخراج، بعنوان الگو، براي سنتز 
 به اتيديوم برومايد، الکتروفورز و بر روي دستگاه آغشته% ۱/۵ در ژل آگارز PCRمحصول . گرديد

U.V.Transilluminator بيني شده، مربوط به محصول  باند پيش.  شناسايي شدPCR هاي مورد  کنه%) ۳/۲۲(۴/۱۲۴ در
هاي نرم   قادر است در کنهRt-PCRاين تحقيق براي اولين بار به روشني نشان داد که روش مولکولي . آزمايش رويت شد

گردد، آلودگي  هاي خارجي گوسفندان محسوب مي که از عمده انگل Ornithodoros lahorensis Neomannجمله من
العاده تشخيص دهد و به عنوان روشي مناسب در ارزيابي اپيدميولوژيک آلودگي   را به سرعت و حساسيت فوقCCHFويروسي 

  . مورد استفاده قرار گيردCCHFمناطق به ويروس 
   چهار محال و بختياري– CCHF – Ornithodoros lahorensis – Rt-PCR :ديهاي کلي واژه

  
  :مقدمه

 Crimean- Congo) کريمه -ويروس تب خونريزي دهنده کنگو
Haemorrhagic Fever)  از جنسNairovirus  خانواده 

Bunyaviridae يک RNA  ويروس Sense  منفي است که
اين بيماري اصولاً ). ۱(ودش موجب بيماري بالقوه کشنده در انسان مي

اما موارد انساني ). ۲(است) زئونوز(بيماري مشترک بين انسان و دام 
متوسط مرگ ). ۳(دهد  رخ مي (Sporadic)گير  آن نيز بصورت تک

و در برخي موارد % ۳۰ حاصل از اين بيماري (Mortality)و مير 
تري  مطرح بوده، در حد بالا(Nosocomial) بيمارستانيکه انتقال 

  درصد مرگ و مير در نتيجه ابتلاي به ). ۴(گزارش گرديده است
  
  

، ۱۳۸۰و در سال % ۶۲/۲۹ ۱۳۷۸-۷۹بيماري در ايران در سال 
هاي آسيا، آفريقا و اروپا  پراکندگي آن در قاره). ۵(بوده است% ۲۹/۱۱

داران آلوده، خون و  عفونت انساني متعاقب تماس با مهره). ۴(است
). ۱(افتد ش آن اتفاق ميبدن کنه آلوده و نيز گزيعات ترشحات آنها، ما

 Hyalomma)هايي از جنس هيالوما  ناقلين عمده اين ويروس کنه
spp)ويروس ). ۴( هستندCCHF گونه و زيرگونه ۳۱ حداقل از 

ها متعلق به  دو گونه از اين کنه). ۴(مختلف کنه جدا گرديده است
 Argas persicusشند با مي) هاي نرم کنه (Argasidaeخانواده 
Oken در ازبکستان و کنه Ornithodoros lahoresis 

Neumann مرگ و مير بالاي اين بيماري در ). ۱و۹( در ايران
انسان، تشخيص سريع و دقيق و اطلاع از وجود ويروس عامل بيماري 

. سازد در مخازن و ناقلين هر منطقه را ضروري و با اهميت مي
جهت آگاهي بموقع از امکان بروز بيماري در راهکارهاي گوناگوني در 

از جمله اين . شود مناطق آندميک و مستعد در پيش گرفته مي
 بيماران مراجعه کننده (Screening)راهکارها؛ غربالگري 

آلودگي  مشکوک، بررسي آلودگي حيوانات مخزن و نيز مطالعه امکان
صي در اين مطالعات روشهاي تشخي. هاي مناطق مذکور است کنه

مختلفي مورد استفاده قرار گرفته است که عمدتاً بر پايه جداسازي 
ها و يا سنجش پاسخهاي ايمني در آنها استوار بوده  ويروس از نمونه

 Polymerase Chain (PCR)اخيراً روش مولکولي ). ۴(است
Reaction  بعنوان روش شناسايي مستقيم ويروس با دقت و 
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هاي خون و  روس در نمونه وي RNAحساسيت بالا جهت تشخيص 

). ۷و۴(آميزي بکار گرفته شده است بافت آلوده بيماران بطور موفقيت
 نيز (Ixodidae)هاي سخت  اين روش در شناسايي آلودگي کنه

در مقاله حاضر کاربرد روش مولکولي ). ۶(استفاده شده است
Reverse transcription-Polymerase Chain 

Reaction (Rt-PCR)خيص   براي تشRNA ويروس 
CCHFهاي نرم   در کنه(Argasidae)را خواهيم داشت .  

  مواد و روشها
 و از روي گوسفندان  Argasidaeهاي مورد آزمايش از خانواده  کنه

آوري شده  مناطق مختلف استان چهارمحال و بختياري جمع) ميش(
شناسي پزشکي  شناسي و حشره اين کنه در بخش انگل. بودند

 ايران تا سطح گونه مورد شناسايي قرار گرفته سپس انستيتوپاستور
 و تشخيص آلودگي Rt-PCRجهت انجام آزمايش مولکولي 

هاي خونريزي دهنده آن  ويروسي، به آزمايشگاه آربوويروسها و تب
  .مؤسسه منتقل گرديدند

  Rt-PCRپروتکل 
   RNAاستخراج ) الف

 آزمايش با هاي آزمايش و سرسمپلرهاي مورد ابتدا کليه ظروف، لوله
. شوند  ساعت تيمار مي۲۴به مدت ) ۱۰۰۰/۱غلظت  (Depcمحلول 

 موجود بر سطوح آنها صورت  Rnaseاين کار بمنظور از بين بردن 
 اتوکلاو شوند Depcلازم است کليه اشياي تيمار شده با . گيرد مي

 باقي مانده بر سطح اجسام Depcاين کار باعث غيرفعال شدن 
  .شود مي
شوند، به درون   شسته مي PBS 1X ميکروليتر ۱۵مقدار ها با  کنه

به ميزان هم . شوند اي منتقل، به آرامي و با احتياط له مي هاون شيشه
 ۲۰گردد و به مدت   اضافه مي Lysis Bufferحجم مايع حاصل، 

-rpm۱۴۰۰۰سپس در دور . شود  انکوبه مي0C۶۵دقيقه در دماي 
به لوله جديد )  بالايي محلولفاز(سوپ . گردد  سانتريفوژ مي۱۳۰۰۰

 به آن افزوده Denaturation Buffer ميکروليتر ۱۰منتقل و 
پس از . گيرد  دقيقه بر روي يخ قرار مي۲۰گردد، حداقل به مدت  مي

. شود  سانتريفوژ ميrpm ۱۴۰۰۰-۱۳۰۰۰ دقيقه در ۱۰ايجاد رسوب، 
 Wash ميکروليتر ۳۰۰سوپ دور ريخته شده، به رسوب باقي مانده 

Bufferشود  افزوده و به آرامي ورتکس مي.  
گيرد،   سانتريفوژ انجام ميrpm ۱۴۰۰۰-۱۳۰۰۰ دقيقه در ۵در مدت 

 ۱۰شود و اپندورف حاوي رسوب به مدت   ميختهاين بار سوپ دور ري
  .ماند دقيقه بر روي ورقه جاذب رطوبت بطور وارونه باقي مي

 دقيقه ۲-۵ها  ورفدنمانده، اپ  باقي Wash Bufferبه منظور تبخير 
  .با درب باز در دماي اتاق خواهند ماند

 دقيقه ۱۰ افزوده و مدت  Elution Buffer ميکروليتر ۲۰سپس 
در اين حال مرحله استخراج ). ۷(شوند  نگهداري مي0C۶۵در دماي 

RNAپذيرد  ويروس پايان مي .  
  :پرايمرهاي مورد استفاده در اين پژوهش

 F2:TGG ACAاي سکانس  دار Forward DNAپرايمر 
CCT TCA CAA ACT C3´ کامل کننده RNA ويروس 

 مثبت ويروس Sense وابسته به رشته ۱۳۵-۱۵۳بين نوکلئوتيدهاي 
CCHF   است در حاليکه پرايمر ۱۰۲۰۰استرين رفرانس بوده و 

Reverse  داراي سکانسR3:GAC AAA TTC CCT 
GCA CCA3´ بوده و کامل کننده Massage Senseبين  

  ).۷( است۶۵۳-۶۷۰نوکلئوتيدهاي 
   (cDNA) مکمل DNAساخت ) ب

 ۲ استخراج شده به RNA ميکروليتر از cDNA ۵براي ساخت 
 افزوده و مجموع محلول با آب مقطر Forwardميکروليتر پرايمر 

مدت . شود  ميکروليتر رسانده مي۱۰ به حجم (DDW)دوبار تقطير 
محلول مذکور به مدت يک . شود  انکوبه مي0C۴۲ دقيقه در دماي ۳

سپس مواد زير به . شود  سانتريفوژ ميrpm۱۴۰۰۰-۱۳۰۰۰دقيقه در 
  :گردد آن افزوده مي

RNase Inhibitor     ۱ ميکروليتر   
DNTPs Mix       ۲ ميکروليتر   

Reaction Buffer 5X     ۴ ميکروليتر   
Reverse Transcriptase Enzyme ۱ ميکروليتر   

DDW         ۲ميکروليتر   
   ميکروليتر ۱۰        جمع 

 دقيقه در 0C۴۲ ،۳ ثانيه در دماي ۳۰محتويات اپندورف به مدت 
0C۹۵ 0 دقيقه در ۳ وC۰شود  انکوبه مي.  

 به روي يخ rpm ۱۴۰۰۰-۱۳۰۰۰پس از يک دقيقه سانتريفوژ در 
  ).۷(رسد  به اتمام ميcDNAمنتقل و در اين حال ساخت 

   DNA (DNA Amplification)تکثير ) ج
 ساخته شده، ابتدا در يک لوله اپندورف مخصوص DNAثير براي تک
PCR ميکروليتر از محلول ۵ مواد زير به cDNA ساخته شده 

  .شود افزوده مي
 ۲ به مقدار Pmo/µlit (Forward) F2 100پرايمر  -

  ميکروليتر 
 ۲به مقدار Pmo/µlit (Reverse) R3 100پرايمر  -

  ميکروليتر 
- 10X    Reaction Bufferميکروليتر ۱۰ مقدار به   
- 5mM    Mgc12 ميکروليتر۳به مقدار    
- dNTPs Mix   ميکروليتر ۲به مقدار   
حجم .  ميکروليتر۱ به مقدار Tap DNA Polymerase آنزيم -

 ۱۰۰ بار تقطير به  ميکروليتر آب دو۷۵محلول حاصل با افزودن 
دمايي محلول حاصل براي اجراي برنامه . شود ميکروليتر رسانده مي

PCRبه منظور جلوگيري از تبخير محتويات اپندورف در .  آماده است
 ميکروليتر روغن معدني به محلول ۷۵حين انجام واکنش تکثير، 

ها به دستگاه منتقل و برنامه دمايي با محتوي  اپندورف. گردد اضافه مي
   سيکل دمايي ؛۳۰
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   ثانيه ۳۰ درجه سانتيگراد به مدت ۹۵
   ثانيه ۳۰ به مدت  درجه سانتيگراد۴۷
   ثانيه ۳۰ درجه سانتيگراد به مدت ۷۲

 دقيقه در دستگاه ۵ درجه سانتيگراد به مدت ۷۲به انضمام يک سيکل 
  .گردد ترموسايکلراجرا مي

 در ژل آگارز آغشته به اتيديوم برومايد، الکتروفورز و PCRمحصول 
  ).۷(گيرد مورد شناسايي قرار مي

  نتايج
هاي  کنه%) ۳/۲۲ (۴/۱۲۴ آزمايش، هاي مورد از مجموع کنه

Ornithodoros lahorensi Neumann داراي نتيجه مثبت 
باند روشن مربوط .  تشخيص داده شدندCCHFو آلوده به ويروس 

 536هاي مثبت در امتداد باند کنترل مثبت و مارکر با اندازه  به نمونه
bpشکل . ( در معرض تابش اشعه ماوراء بنفش مشاهده شدA(  

هاي مثبت هر يک جداگانه حداقل يک بار بصورت تکرار مورد  نمونه
  .آزمايش قرار گرفتند که نتايج آنها مشابه نتايج اوليه و مثبت بودند

کنترل مثبت بکار رفته در اين آزمايش تا کشف اولين مورد کنه آلوده، 
انساني با علائم کلينيکي تيپيک بيماري، با  CCHFنمونه خون بيمار 

 مثبت (IgM) اختصاصي ELISA و Rt-PCRآزمايش نتيجه 
بود اما پس از کشف اولين مورد کنه آلوده، نمونه مذکور خود بعنوان 

ه کنترل منفي بکار رفت. کنترل مثبت آزمايشات بعدي بکار گرفته شد
 بار تقطير و در آزمايشات بعدي، در اولين آزمايشات، آب مقطر دو

  . منفي بودRt-PCRنمونه کنه آزمايش شده با جواب 
  بحث

 با  CCHF به ويروس (Argasidae)هاي نرم  بررسي آلودگي کنه
 تا قبل از انجام اين پژوهش Rt-PCRاستفاده از روش مولکولي 

سابقه بوده است و اين مطالعه در نوع خود براي اولين بار انجام  بي
هاي نرم در  هاي قبلي براي تشخيص آلودگي کنه پژوهش. گرفته است

بر مبناي جداسازي ويروس و به ) ۱۹۷۹(و ايران ) ۱۹۷۸(ستان ازبک
آخرين بررسي انجام ). ۹و۱(روش کشت سلولي صورت گرفته است

نشين  ها در منطقه خاور ميانه مربوط به کشور سلطان شده بر روي کنه
 در خلال اپيدمي بيماري در اين کشور است که ۱۹۹۶عمان در سال 
 Hylomma anatulicum)هاي سخت  بر روي کنه

anatulicum)  به روشELISAدر اين تحقيق .  بوده است
که ). ۹( مثبت تشخيص داده شدندIgGبادي  ها، آنتي از کنه% ۷/۸۱

با اين وجود در مقايسه . اين نتايج بيانگر وجود ويروس در آنها نيست
 Rt-PCRبا نتايج بدست آمده در پژوهش انجام شده با روش 

از ميزان بالاتري برخوردار است در اين ) ها از کنه% ۳/۲۲آلودگي (
بايست موضوع از دو جنبه مورد توجه قرار گيرد، اول  خصوص مي

اينکه تحقيق انجام شده در کشور عمان، در خلال اپيدمي بيماري و 
در فصل فعاليت ناقلين آن صورت گرفته است در حالي که نتايج 

ط به فصل زمستان بدست آمده در ايران به دليل ماهيت تحقيق مربو
و ) رسد هاي سخت ناقل در اين فصل عملاً به صفر مي فعاليت کنه(

ديگر آنکه معمولاً . تقريباً دو سال بعد از اپيدمي در آن منطقه است
اند و داراي  را طي کرده)  روز۵-۳(تعداد دامي که دوره کوتاه ويرمي 

داراي باشند از تعداد دام ويرميک و   ميIgGبادي ضدويروس  آنتي
بنابراين منطقي است که تعداد ميزبان و ناقل با . ويروس بيشتر هستند

 مثبت، بيشتر از تعداد واقعي دام يا ناقل  ELISAنتيجه آزمايش 
  .آلوده به ويروس باشد

 به CCHF اختصاصي  ELISAهاي تشخيصي،  در بين روش
گيري  تر است اما اين روش با اندازه جهت حساسيت بالا متداول

 تنها يک سابقه از مواجهه سيستم IgG و IgMهاي  بادي يآنت
در مقابل ). ۴(دهد ايمني بدن حيوان يا انسان با ويروس به دست مي

  ).۴(کند  وجود ويروس را تأييد يا رد ميRt-PCRروش مولکولي 
ها از  آوري کنه دومين موضوع قابل بحث در مقاله اينکه پس از جمع

 ترتيب يک، دو و سه ماه پس از ها به روي گوسفندان، اين کنه
آوري، مورد آزمايش قرار گرفتند و در اين مدت هيچ خونخواري  جمع

بر روي هيچ گونه جانوري انجام ندادند، با اين وجود پس از گذشت 
سه ماه از نگهداري آنها در انکوباتور، نتايج مثبت که حاکي از وجود 

بار ثابت  فته براي اوليناين يا. ها بود، مشاهده شد ژنوم ويروس در کنه
هاي نرم   حداقل سه ماه در کنهCCHFکرد که ويروس 

Ornithodoros lahorensis Neumannاز . ماند  باقي مي
کنه آنجايي که بسياري از موارد آلودگي انساني در نتيجه له نمودن 

 در کنه مذکور CCHF بقاء ويروس ،)۴و۱(دهد آلوده با دست رخ مي
يولوژيک، اين کنه را بعنوان يکي ديگر از مخازن نظر اپيدم از نقطه

هاي خون  تذکر آن که در نمونه. سازد  مطرح ميCCHFويروس 
شود تنها تا روز شانزدهم بيماري  انساني که در خلال بيماري تهيه مي

 قابل شناسايي است و با از بين Rt-PCRژنوم ويروس با روش 
 Rt-PCRولي و رفتن ويروس در خون، نتايج آزمايشات کشت سل

  ).۷(منفي خواهد بود
 استخراج شده، RNAهاي ديگر در اين پژوهش اين که  از يافته

cDNA  سنتز شده و محصول PCR در اثر انجماد متوالي، گسسته 
(Denaturate)  شده و قابل کاربرد در مراحل بعدي آزمايش و يا 

ر روي اين واقعه با پديدار شدن تدريجي اسمير ب. تشخيص نخواهد بود
هاي الکتروفورز شده متوالي پس از هر بار انجماد، قابل مشاهده  ژل

  .است
موضوع قابل ذکر در خصوص پرايمرهاي مورد استفاده در اين 

اند که قابليت  اي طراحي گرديده پژوهش اين که پرايمرها به گونه
تشخيص هفت سوش متفاوت شناخته شده مربوط به آسيا، آفريقا و 

سازد تا بدون هيچ  اين پرايمرها محقق را قادر مي. باشد مياروپا را دارا 
جوار را نيز  محدوديتي حتي سوشهاي وارد شده از کشورهاي هم

ها و  ها ممکن است با جابجايي ميزبان اين سوش. تشخيص دهد
نظير اين پرايمرها در . به کشور وارد شوند) کنه(ناقلين بيماري 

نساني در امارات متحده عربي با هاي خون ا اي بر روي نمونه مطالعه
  ).۸(موفقيت بکار گرفته شده است
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  پيشنهادات
، بررسي CCHF يدر تحقيقات پيرامون اپيدميولوژي بيمار) ۱

 مناطق، منجمله کنه (Argasidae)هاي نرم  آلودگي کنه
Ornithodoros lahorensis  به عنوان يک شاخص مهم که 
 است مورد CCHFگي ويروس نمايانگر نيمه پنهان کوه يخ پراکند

  .توجه قرار گيرد
ها و ناقلين  در بررسي چگونگي وضعيت بقاء ويروس در ميزبان) ۲

 مورد توجه و Rt-PCRع يمناطق، روش حساس، دقيق و سر
  .استفاده قرار گيرد

ريزي و اجراي يک طرح تحقيقاتي منسجم که بر مبناي  با پي) ۳
هاي سخت   آلودگي کنهروشهاي آماري دقيق استوار باشد، ميزان

(Ixodidae) ًخصوصا Hyalomma spp. استان چهارمحال و 
  . مورد بررسي قرار گيرد CCHFبختياري به ويروس 

هاي نرم و  هاي پژوهشي مشابه، بررسي آلودگي کنه در قالب پروژه) ۴
هاي ديگر کشور در جهت  هاي استان سخت انگل بر روي دام

  . در آن مناطق صورت گيردCCHFبيني احتمال بروز اپيدمي  پيش
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