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نام نويسند گان مجله علمي پژوهشي د انشگاه علوم پزشكي ارتش جمهوري اسلامي ايران

سال نهم    شماره 4    صفحات  275  تا  284    زمستان 1390

مقاله
مروري

مروري بر روش هاي تشخيص آزمايشگاهي بيماري تب خونريزي دهنده كريمه–كنگو
كيوان مجيد زاده 1، محمد سليماني1، *آرش قليان چي لنگرودي2

چكيد ه
سابقه و هدف: بيماري تب خونريزي دهنده كريمه و كنگو (CCHF)، يك بيماري ويروس خونريزي دهنده تب دار حاد مشترك 
بين انسان و دام مي باشد.ميزان مرگ و مير گزارش شده اين بيماري بين 50 –2% است. تشخيص دقيق و سريع جهت كنترل، درمان 

و شناسايي بيماران و همچنين براي مطالعات همه گيرشناسي حياتي است.
مواد وروش ها: در اين مقاله، مروري جامع با استفاده از بررسي منابع و همچنين نتايج حاصل از مطالعات و تحقيقات نويسندگان 
در خارج و داخل كشور بر روي روش هاي تشخيص بيماري CCHF (شامل: امنيت زيستي، نمونه گيري و روش هاي آزمايشگاهي) 

گرديده است.
يافته ها: روش هاي آزمايشگاهي تشخيص بيماري CCHF بر سه راهكار جداسازي ويروس، روش هاي سرولوژيكي (الايزا، آزمون 
فلورست غير مستقيم و مهارآگلوتيناسيون مهاري غير فعال معكوس) و روش هاي تعيين آنتي ژن (الايزا، واكنش زنجيره اي پلي 

مراز و ريز آرايه) استوار است.
بحث و نتيجه گيري: تشخيص سريع براي درمان به موقع بيماران، جلوگيري از عفونت هاي بيمارستاني و حملات بيوترورستي 
مفيد است. همچنين تشخيص بين سويه هاي غير نوتركيب شده و نوتركيب شده بسيار حياتي است. با توجه به امكانات موجو در 
ايران و كمبود اطلاعات از عامل اين بيماري، بايد روش هاي بومي در هر سه جنبه تشخيصي ذكر شده، به ويزه با تاسيس امكانات 

آزمايشگاهي با امنيت زيستي چهار طراحي و عملياتي شود.
كلمات كليدي: تب خونريزي دهنده كريمه، كنگو، روش تشخيصي، تست آزمايشگاهي

استاديار، ايران، تهران، دانشگاه علوم پزشكي آجا، دانشكده پزشكي، مركز تحقيفات بيوتكنولوژي تسنيم 1 ـ
استاديار، ايران، تهران، دانشگاه تهران، دانشكده دامپزشكي، گروه ميكروبيولوژي (*نويسنده مسوول) 2 ـ

ghalyana@ut.ac.ir :تلفن: 61117000 -021            آدرس الكترونيك  

مقدمه
بيماري تب خونريزي دهنده كريمه - كنگو (CCHF)، يك بيماري 
ويروس خونريزي دهنده تب دار حاد مشترك بين انسان و دام 
مي باشد. ويروس تب خونريزي دهنده كريمه-كنگو (CCHFV) در 
اواسط دهه 1940در شبه جزيره كريمه (در جنوب اوكراين) براي 
اولين بار مشاهده شد.در سال 1956 اين ويروس دوباره از يك بيمار 
با تب يك روزه دراستنلي ويل (كه امروزه به كيسانگانيدرجمهوري 

نام  دو  بعد  به  آن  از  شد،  جدا  دارد)  كنگوشهرت  دموكراتيك 
كريمه ـ كنگو براي اين ويروس به صورت تركيبي به كار گرفته 
شد (1).عامل ايجاد بيماري، ويروس CCHF از خانواده بونيا ويريده 
جنس نايرو ويروس است. ژنوم ويروس از نوع RNA تك رشته اي 
با قطبيت منفي است كه از سه قطعه L (Large) با اندازه 14/4 – 6/5 
كيلو باز، قطعهM (Medium) با اندازه 6/3 – 3/2 كيلو باز و قطعه 
S (Small) با اندازه 2 – 0/8 كيلو باز تشكيل شده است. ويروس
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CCHF در زير ميكروسكوپ الكتروني به شكل كروي با قطري در 

حدود 100 نانومتر ديده مي شود و داراي هسته فشرده احاطه شده 
با پوشش ليپيدي است كه از درون آن برآمدگي هاي ميله اي شكل 
با طول 10– 5 نانومتر بيرون زده است (1، 2). اين ويروس بر اثر 
گزش كنه ها و يا تماس مستقيم با امعاو احشا دام هاي آلوده تازه 
كشتارشده و يا تماس با خون و ترشحات بدن بيمار و يا آئروسل هاي 
پراكنده در فضا، به خصوص در همه گيري ها و در مراكز بهداشتي و 
درماني از فرد مبتلا به دوره ويرمي به شخص سالم انتقال مي يابد. 
موارد تك گير و همه گير CCHF در انسان ها نيز اتفاق مي افتد و ميزان 
عفونت زايي ويروس 100 – 20% گزارش شده است. اين بيماري 
مرگ و مير بالايي دارد و ميزان مرگ و مير گزارش شده اين بيماري 
بين 50 – 10% است و همه گيري هاي داخل بيمارستان آن نيز شايع 
مي باشد. ميزان مرگ و مير ناشي از بيماري در مناطق مختلف دنيا 
تفاوت قابل ملاحظه اي دارد و اين تفاوت فقط مربوط به اختلاف 
سرويس تشخيصي و درماني پزشكي مناطق مختلف نيست بلكه 
بيشتر به حدت و بيماري زايي گونه هاي متفاوت ويروس در مناطق 
مختلف دنيا بستگي دارد (2، 3). شروع علايم ناگهاني بوده و حدود 
1 تا 7 روز طول مي كشد. (متوسط 3 روز) علايم اوليه بيماري شبيه 
آنفلوانزا مي باشد.بيمار دچار سردرد شديد، تب، لرز، درد مفاصل، 
درد عضلات، گيجي، درد و سفتي گردن، درد چشم و ترس از نور 

مي گردد. ممكن است حالت تهوع و استفراغ بدون ارتباط با غذا 
خوردن، گلودرد و احتقان ملتحمه در اوايل بيماري وجود داشته 
باشد كه گاهي با اسهال، درد شكم و كاهش اشتها همراه مي شود. 
تب اغلب بين 3 تا 16 روز طول مي كشد. تورم و قرمزي صورت، 
گردن، قفسه سينه و پر خوني خفيف ناحيه حلق و ضايعات نقطه اي 
در كام نرم و سخت شايع است. لكوپني و بخصوص ترومبوسيتوپني 
شديد در اين مرحله ديده مي شود. حيوانات نشخوار كننده مانند 
گاو، گوسفند و بز تا يك هفته پس از كسب عفونت ويروس را 
اين  در  علامتي  گونه  هر  فاقد  و  داشت  خواهند  خود  خون  در 
مدت مي باشند (4، 5). اين بيماري از گذشته دور در كشور ما 
وجود داشته است و در بعضي مناطق ايران نام ”حصبه قره ميخ“ را 
براي آن انتخاب نموده بودند. هر چند سابقه تاريخي وجود موارد 
مشترك تب هموراژيك كنگو – كريمه در ايران به صدها سال قبل 
و گزارش موارد محتمل به حدود سه دهه قبل برمي گردد ولي با 
توجه به اينكه وجود موارد قطعي بيماري در سال هاي اخير به اثبات 
رسيده است، لذا تب هموراژيك كنگو – كريمه جزو بيماري هاي 
بازپديد درايران به حساب مي آيد (6، 7، 8). جدول شماره يك 
خلاصه اي از تاريخچه CCHF را در ايران نشان مي دهد. هم اكنون 
تشخيص اين بيماري در آزمايشگاهي در انستيتو پاستور ايران زير 
نظر كميته كشوري صورت مي گيرد. همچنين مركز تحقيقات زيست 

جدول1- تقويم بيماري تب خونريزي دهنده كريمه كنگو در ايران (6، 7، 8، 9، 10، 11)
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فن آوري تسنيم نيز با توجه به تجربه هاي ارزشمند در زمينه تشخيص 
مولكولي مي تواند به عنوان مرجعي جهت انجام آزمون هاي مولكولي 
به عنوان مركز پشتيبان كشور مطرح گردد. وضعيت اپيدميولوژيكي 
موارد محتمل گزارش شده و قطعي بيماري نشان مي دهد كه اين 
بيماري در كشور اندميك است (9، 10، 11). در غياب علايم باليني 
مشخص، پزشكان نياز به تشخيص سريع و قابل اعتمادي دارند تا 
بتوانند محافظت بيمارستاني مناسب و درمان ضدويروسي سريع را 
آغاز نمايند. همچنين تشخيص تفريقي با ساير عوامل ايجاد كننده 
تب هاي خونريزي دهنده بايد صورت پذيرد. با توجه به موارد فوق 
و اهميت تشخيص سريع بيماري در موارد حملات بيولوژيك و 
شيوع ناگهاني بيماري، در اين مقاله مروري به بررسي روش هاي 

تشخيص آزمايشگاهي بيماريCCHF مي پردازيم.

مواد و روش ها
اين مطالعه از نوع مرور منابع و همچنين حاصل مطالعات و تحقيقات 
نويسندگان در كشور، نتايج تحقيقات ارزشمند در مركز تحقيقات 
زيست فن آوري تسنيم، تحقيقات منتشرشده و اطلاعات جمع آوري 
معتبر  منابع  همچنين  و  خارجي  داخلي،  مقالات  كتب،  از  شده 
اينترنتي در زمينه تشخيص آزمايشگاهي بيماري تب خونريزي دهنده 
كريمه – كنگو بوده كه در بخش هاي امنيت زيستي، نمونه گيري، 
جداسازي ويروس، روش هاي تشخيص سرولوژيك - مولكولي 

و روش هاي نوين تشخيصي تهيه و تدوين گرديده است.

يافته ها
امنيت زيستي در تشخيص

خونريزي  تب هاي  كننده  ايجاد  عوامل  ساير  مانند   CCHF عامل 
دهندهدر طبقه بندي زيستي سطح چهار (BSL4) از سطوح جهار گانه 
طبقه بندي زيستي قرار مي گيرد و علت آن نيز به علت انتقال انسان 
به انسان، خطر بالا جهت ايجاد عفونت بيمارستاني - آزمايشگاهي 
و همچنين عدم وجود واكسن براي اين بيماري مي باشد. همچنين 
اين عامل يكي از عوامل طبقه شده جهت استفاده در بيوتروريسم 
بوده (1) و قوانين مشخص در كشورهاي مختلف جهت كار با آن 
وجود دارد. البته به علت عدم توليد در مقياس بالا، اين عامل به طور 
وسيعي نمي تواند جهت توليد سلاح بيولوژيك قرار گيرد.با توجه به 

وسعت ميزبانان ويروسي CCHF (پرنده، انسان، جونده و حيوانات 
اهلي) و كنه هاي ميزبان نوع نمونه جهت تشخيص متفاوت مي باشد.

خون،  روي  بر  معمول  به طور  آزمايشگاهي  تشخيص  انسان  در 
پلاسما، سرم و يا مايعات بدن و يا بيوپسي صورت مي گيرد.انتقال 
نمونه هاي مشكوك به CCHF بايد طبق پروتكل هاي ويژه (12) كه 
مرتبط با حمل نمونه هاي عفوني با خطر بالا است، صورت گيرد.به 
همراه نمونه بايد برگه اطلاعات كلينكي و اطلاعات اپيدميولوژي 
بيمار ارسال گردد. كشت ويروس  CCHF نياز به امكانات امنيت 
زيستي سطح 4دارد. در آزمايشگاهي كه فاقد امنيت زيستي فوق 
مي باشند، بايد با روش هاي معتبر، نمونه قبل از تشخيص غير فعال 
كرد.دستورالعمل كنوني جهت تب هاي خونريزي دهنده جهت غير 
فعال كردن نمونه شامل استفاده از حرارت، تباش گاما و تريتون 
X100 قبل از دستكاري نمونه مي باشد (10).ويروس به علت داشتن 
انولوپ به حلال هاي چربي و دترجنت هاي غير يوني حساس و 
همچنين عامل CCHF مانند ساير خانواد بو نياويريده، به هيپوكلريت 
سديم، فرمالدهيد، بتاپروبيولاكترن (%0/1 در 4 درجه سانتي گراد 
براي سه روز) و يا حلال هاي ليپدي حساس است.نمونه سرمي بايد 
توسط حرارت در 60 درجه سانتي گراد به مدت 60 ثانيه غير فعال 
شود. نمونه بافت بايد در بافرفرمالين%10 و يا ساير ثابت كننده هاي 
بافتي كه جهت تشخيص ويروس قابل استفاده مي باشند، قرار گيرد.
همچنين تيمار با استون (%100- 85)، گلوترالدهيد (%1 بيشتر) و با 
فرمالين%10 به مدت 15 دقيقه مناسب مي باشد. كليه واكنش گرهاي 
تشخيصي كه در آزمايشگاه BSL4 مورد استفاده قرار مي گيرند، بايد 

قبل از استفاده مورد تابش قرار گيرند (10، 11).

نمونه گيري
انسان

براي مراقبت بيماري سه تعريف طبقه بندي شده (مظنون – محتمل 
– قطعي) وجود دارد:

با  بيماري  ناگهاني  شروع   :(Suspected) مظنون  تعريف 
تب + درد عضلات + تظاهـرات خونريزي دهنده (شامل: راش 
پتشي، خونريزي از بيني و مخاط دهان، استفراغ خوني يا ملنا، 
هماتوري) + يكي از علايم اپيدميولوژيك (سابقه گزش با كنه يا 
له كردن كنه با دست، تماس مستقيم با خون تازه يا ساير بافت هاي 
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دام ها و حيوانات آلوده، تماس مستقيم يا ترشحات دفعي بيمار قطعي 
يا مشكوك به CCHF، اقامت يا مسافرت در يك محيط روستايي كه 
احتمال تماس با دام ها وجود داشته اما يك تماس خاص تصادفي 

را نمي توان مشخص نمود.
تعـــريف محتمل (Probable): مــــوارد مظنون + ترمبوسيتوپني 
(كاهش پلاكت كمتر از 150000 در ميلي مترمكعب) كه مي تواند 
يا  مترمكعب)  ميلي  در   3000 از  كمتر  سفيد  (گلبول  لكوپني  با 
لكوسيتوز (گلبول سفيد بيش از 9000 در ميلي مترمكعب) همراه 
باشد. طبق جدول معيارهاي تشخيص باليني تب خونريزي دهنده 
نيز  شود  بيشتر  يا  و  امتيازهاي 12  جمع  چنانچه  كنگو  كريمه- 
به عنوان مورد محتمل تلقي شده و تحت درمان قرارمي گيرد.

تعريف قطعي (Confirmed): موارد محتمل + تست سرولوژيك مثبت 
يا جدا كردن ويروس براساس دستور العمل كشوري نمونه گيري سرم 
از موارد مشكوك به بيماري CCHF در سه نوبت انجام مي گردد كه 
شامل: روزهاي صفر (بلافاصله پس از تشخيص باليني بيمار)، روز 
پنجم (پنج روز پس از اولين نمونه گيري)، و روز دهم (ده روز پس از 
اولين نمونه گيري) است و در هر بار نمونه گيري 10 سي سي از خون 
بيمار مشكوك را سانتريفوژ نموده و سرم جدا شده را در سه عدد لوله 
ميكروتيوب دو ميلي ليتري ريخته و در شرايط رعايت زنجيره سرد 
به آزمايشگاه مورد تاييد وزارت بهداشت انتقال داده مي شود.طرح 
شماتيك حمل نمونه در شكل 1 آورده شده است. لازم به يادآوري است 
كه كليه مراحل نمونه گيري، انتقال و آزمايش بايد تحت شرايط ايمني 
خاص و با احتياط كامل انجام گيرد. زمان ويرمي و پاسخ آنتي بادي 
(IgG وIgM) دربيماري تب خونريزي دهنده كريمه – كنگو و كاربرد 

آزمون هاي سرولوژي و مولكولي در تشخيص آن در شكل 2 آورده 
شده است [برگرفته از دستور العمل كشوري وزارت بهداشت، درمان 

وآموزش پزشكي] (12، 13). 

دام
عفونت با اين ويروس در دام بدون علامت بوده و زمان دقيق 
بروز ابتلا به ويروس در اين حيوانات مشخص نمي باشد لذا در 
دام هاي مشكوك و يا در موارد تحقيقاتي از دام ها، يك بار نمونه 
خون تهيه شده و پس از تهيه سرم آن، از نظر وجود يا عدم آنتي 
بادي lgG مورد بررسي قرار مي گيرند. در هر نمونه گيري پس از 
ثبت مشخصات دام و ساير اطلاعات لازم (جنس، سن، كد، نام 
صاحب دام، روستا، بخش، تاريخ) 10 – 5 ميلي ليتر خون دام را 
با احتياط كامل با استفاده از ونوجكت از وريد ژيگولار گردن دام 
تهيه و در داخل جعبه يخ دار قرار گيرد و مدت 60 – 30 دقيقه 
صبر نموده تا نمونه لخته بسته، سپس نمونه ها را در سريعترين 
زمان ممكن تحت شرايط زنجيره سرد به آزمايشگاه هاي مراكز 
بهداشتي و درماني جهت سانتريفوژ نمودن و تهيه سرم ارسال 
شود.در آزمايشگاه ابتدا با يك لوله مخصوص سطح لخته خون را 
از جداره شيشه نمونه خون جدا نموده و سپس نمونه ها را داخل 
دستگاه سانتريفوژ قرار داده و پس از تنظيم نمودن، نمونه ها را به مدت 
10 – 5 دقيقه با سرعت 8000 سانتريفوژ نموده و در مرحله بعدي 
سرم جدا شده از هر نمونه را با استفاده از سمپلر در 3 ميكروتيوب 
(1/5 – 1 ميلي ليتر) ريخته و پس از بستن درب ميكروتيوب و 

شكل 1- تصويري شماتيك از حمل نمونه سرم محتمل جهت تشخيص 
آزمايشگاهي (برگرفته از دستور العمل كشوري وزارت بهداشت، درمان 

وآموزش پزشكي)

شكل 2- زمان ويرمي و پاسخ آنتي بادي (IgG و IgM) در بيماري تب خونريزي 
دهنده كريمه – كنگو جهت استفاده در آزمون هاي تشخيصي سرولوژي و 

مولكولي (10، 11)
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پوشاندن با پارافيلم و درج كد نمونه بر روي آن نمونه هاي سرم 
را به يخچال انتقال و تحت شرايط زنجيره سرد در مدت حداكثر 
36 ساعت به آزمايشگاه مورد تاييد سازمان دامپزشكي ارسال نموده 
يا در غير اين صورت نمونه ها را در فريزر 20 - درجه سانتي گراد 
قرار داده و در اولين فرصت ممكن آنها را به همان صورت منجمد 
به آزمايشگاه مورد تاييد سازمان دامپزشكي جهت آزمايش هاي 

سرولوژي ارسال گردند (10، 12، 13).

كنه 
كنه ها را از بدن (لاله گوش، كشاله ران، قاعده دم، پشت و زير 
گردن) با استفاده از پنس سر كج جدا نموده، طوري كه به كنه 
مخصوص  قوطي  يا  لوله  داخل  را  كنه ها  سپس  نرسد،  آسيب 
مشخصات،  كليه  قوطي،  يا  لوله  روي  و  داده  قرار  جمع آوري 
شامل: تاريخ صيد، نام روستا، نام صاحب دام، كد دام و تعداد 
از  مناسب  شرايط  در  و  گردد  درج  دام  از  شده  جمع آوري  كنه 
و  شناسايي  جهت  آزمايشگاه  به  را  كنه ها  دما،  و  لحاظ رطوبت 
تعيين گونه ارسال گردد. پس از تعيين گونه، هر كنه را درون يك 
ميكروتيوب قرار داده و با درج كد مربوطه، به آزمايشگاه مورد 
شود. ارسال  مولكولي  آزمايش  جهت  دامپزشكي  سازمان  تاييد 

رعايت موارد ايمني در حين نمونه گيري و ساير مراحل كار بسيار 
ضروري و لازم است (پوشيدن دستكش لاتكس، ماسك، لباس 

كار و غيره) (10، 12، 13).

جداسازي ويروس
ويروس CCHF به طور معمول از تزريق داخل مغزي (IC) به موش هاي 
جوان شيرخوار مانند ساير عوامل آربو ويروسي تكثير مي يابند. 
ويروس سبب ايجاد بيماري و مرگ در موش هاي شيرخوار بروش 
داخل مغزي و يا داخل محوطه بطني (IP) ظرف 6-4 روز مي نمايد. 
در داخل آزمايشگاه، رده هاي مختلف سلولي جهت كشت ويروس 
مورد استفاده قرار گرفتند. اين رده ها، عبارتند از: سلول اوليه جنين 
جوجه، جنين انسان، سلول كليه ميمون سبز و رده هاي سلولي 
مي باشند.  MK2CER, LLC-SW13,VeroE6, Vero6 مانند:  سرطاني 

رده هاي سلولي با منشا كنه اي نيز مورد استفاده قرار گرفتند اما 
به علت شرايط خاص و پيچيده كشت اين ويروس زياد مورد 

توجه نمي باشند.بسياري از سويه هاي CCHFV، اثرات ساتيوپاتيك 
ايجاد نمي نمايند و تكثير ويروس ظرف 6-2 روز از كشت توسط 
آسيت  مايع  از  استفاده  با  مستقيم  غير  فلورسانت  ايمونو  آزمون 
پروتئين  عليه  بادي  آنتي  مونوكلونال  و  موش  شده  ايمن  فوق 
نوكلئوكپسيد صورت مي پذيرد.در هر صورت واكنش متقاطع كمي 
با نايروويروس هاي مشابه مانند هازار و همچنين دگبي و ويروس 
بيماري گوسفند نايروبي ايجاد مي نمايند.اغلب مونوكلونال آنتي 
 CCHFV بادي عليه نوكلئوكپسيد واكنش متقاطعي را با ساير سويه هاي
ايجاد مي كند. به علاوه اينكه واكنش متقاطع با ديگر نايروويروس، 
ويروس Qualyub، مشاهده شده است. تشخيص رشد ويروس با 
آزمون واكنش زنجيره اي پلي مراز (PCR) نيز صورت مي گيرد. ساير 
روش هاي كلاسيك مانند ايمونوديفوژن، تثبيت كمپلمان و ممانعت 
از همگلوتيناسيون نيز براي تشخيص رشد ويروس مورد استفاده 
قرار مي گيرد.رده سلولي SW-13 به طور گسترده اي جهت جداسازي 
CCHFV در آسيا، روسيه و آفريقا مورد استفاده قرار مي گيرد و ظرف 

چهار روز ويروس در اين رده سلولي پلاك ايجاد مي كند.اگرچه 
رده هاي سلولي در جداسازي ويروسي داراي حساسيت كمتري 
نسبت به تزريق داخل مغزي در موش شيرخوار برخوردار بوده اما 
آنها جواب سريع تري را در معرض محققين و واحدهاي تشخيص 
 ،CCHF قرار مي دهند.در آفريقاي جنوبي از 26 نمونه جهت تشخيص
20 مورد آن از تزريق به موش شيرخوار و در 11 مور از كشت سلولي 
جدا گرديد. جدا سازي ويروس CCHF از كنه فقط با تزريق داخل 
مغزي به موش شيرخوار قابل انجام است. به هر حال، روش هاي 
داخل آزمايشگاهي 10 تا 100 برايرتيتر كمتري نسبت به ترزيق 
داخل مغزي به موش شيرخوار ايجاد مي نمايند. ويروس به محض 
مشاهده علايم باليني قابل تعيين بوده و به مدت طولاني (تا 12 روز) 
 CCHF بيماراني كه دچار .(بالا IgM حتي با حضور) .باقي مي ماند
بسيار حاد گرديده اند، ويروس تا LD50 10 6/2 در موش تيتر ايجاد 
نموده است.در عفونت آزمايشگاهي كه در شترمرغ ايجاد گرديده، 
ويروس فقط 4 روز بعد از ايجاد عفونت تعيين و آنتي بادي از روز 

5 تا 13 قابل تشخيص گرديد (1، 2، 10).

تشخيص سرولوژيك
تشخيص سرولوژيك عفونت CCHF بر اساس تعيين آنتي بادي ويژه 
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IgM در IgG كه توسط سيستم ايمني ميزبان به ويژه عليه نوكلئوكپسيد 

ايجاد مي گردد، استوار است.افزايش تيتر چهار برابري در IgM در 
دو نمونه خون نشان دهنده عفونت مي باشد. تشخيص سرولوژيكي 
حتي چندين روز پس از بيماري قابل اعتماد است. اگرچه ممكن 
است در موارد كشنده پاسخ سرولوژيك مشاهده نگردد.آزمون هاي 

سرولوژيك مختلفي جهت تشخيص اين بيماري وجود دارد.
آزمون فلورست غير مستقيم (IFA): روش IFA يك روش مناسب و 
راحت جهت تشخيص سرولوژيكي بيماري ها مي باشد. اسلايدهاي 
سلول هاي عفوني شده با CCHF در BSL4 آماده مي گردند و قبل 
از استفاده فيكس مي شوند. دقت هاي سرم نمون از 25/1 تا 50/1 
آماده مي گردد و در نهايت توسط FITC تشخيص گذاشته مي شود. 
حذف  جهت  سرم  تيمار   ،IgM تشخيص  جهت  مورد  اين  در 
 IFA .فاكتور روماتوئيد با واكنش گرهاي تجاري صورت مي گيرد
(پيوتين- استرپتوآويدين) آنتي بادي IgM را در%25 بيماران زودتر 
تشخيص مي دهد.روشIFA قابليت تشخيص IgM از روز 4 شروع 
بيماري را در افرادي كه زنده مي باشند دارا مي باشد.آزمون IFA با 
آنتي ژن طبيعي جهت تفريق سرو لوژيكي تب هاي خونريزي دهنده 
 CCHF ابولاي سودان، ابولاي زئير، ماربورگ، تب دره ريفت، لاسا و
 ،BSL4 صورت مي گيرد. جهت غلبه بر مشكلات تهيه اسلايد در
پروتئين نو تركيب نوكلئو كپسيد جهت توليد اسلايد مورد استفاده 
 CCHF ژن نوكلئو كپسيدويروس ،Hela قرار گرفته است.سلولهاي
را از سويه چيني 4802 بيان مي كنند، جهت توليد آنتي ژن جهت 
 Semliki Forest كشت داده مي شوند.از سوي ديگر از سيستم IFA

جهت بيان نوكلئو كپسيدسويهIbAr 10200 . به كار گرفته شده است 
(10، 14).بيشترين روشي كه براي تشخيص IgG استفاده مي شود، 
الايزاي ساندويچ است كه آنتي ژن ويروس در پليت هايي كه با آنتي 
بادي ضد ويروس CCHF پوشيده شده، تعيين مي گردد. اين روش ها 
به صورت گسترده جهت بررسي سرمي در حيوانات مورد استفاده 
قرار مي گيرد.الايزاي رقابتي با استفاده از كونژوگه پروكسيد از ضد 
ويروس خرگوشي جهت تست گونه هاي مختلفي از حيوانات اهلي 
و وحشي صورت مي گيرد.3 مورد از 72 مورد تاييد شده CCHF در 
بيماران آفريقاي جنوبي داراي واكنش متقاطع با ويروس هاي هازارا، 
دگبر و گوسفند نايروبي با استفاده از آزمون الايزا بودند. در يك 
مطالعه ديگر يك عدد از 162 مورد تاييد شده توسط الايزا با آنتي 

ژن ديگر واكنش نشان داد. شركت EuroImmnue نيز اسلايد هاي 
تجاري جهت تشخيص IgM و IgG را نيز با آنتي ژن هاي نوتركيب 
بيوتكنولوژي  تحقيقات  مركز  حاضر  حال  است.در  نموده  توليد 

تسنيم قادر به انجام اين آزمون مي باشد (15، 16).
مهار   :(RPHA) معكوس  فعال  غير  مهاري  آگلونيناسيون  مهار 
آگلونيناسيون مهاري غير فعال معكوس (RPHA) توسط آنتي بادي 
سنتتيك عليه ويروس CCHF، گلبول قرمز گوسفندي تثبيت شده با 
گلوترآلدهيد و آنتي ژن غير فعال شده با استون مغز موش شيرخوار 
عفوني شده صورت مي گيرد. اين روش جهت تشخيص آنتي بادي 
عليه ويروس CCHF در جانواران وحشي و انسان كاربرد دارد (10).
آزمون الايزا (ELISA): الايزا رايج ترين روش تشخيص آنتي بادي 
عليه CCHFV مي باشد كه از ايمونو فلورسنت غير مستقيم حساس تر 
مي باشد.اين روش ابتدا با استفاده از آنتي ژن طبيعي كه در مغز موش 
شيرخوار و يا كشت سلول تهيه گرديده، انجام مي شود.رايج ترين 
منشا آنتي ژن CCHFV از ساسپنسيون مغز موش شيرخوار عفوني 
شده و يا مغز موش شيرخوار عفوني شده با بتاپيرپيولاكتون يا 
حرارت (يك ساعت، 60 سانتي گراد) به دست مي آيد. توليد كليه 
آنتي ژن هاي طبيعي در آزمايشگاه هاي BSL4 صورت مي گيرد و 
قبل از استفاده اشعه تابانده مي شود.عدم واكنش متقاطع يا واكنش 
ضعيف در سرم حيوانات در سنگال گزارش گرديده است (10، 
13).استفاده از پروتئين نوتركيب نوكلئوپروتئين با منشا سويه هاي 
Nigeria IbAr10200 و China 8402, Greec AP92 جهت استفاده در 

 IgM, الايزا گزارش گرديده و الايزاي انجام شده جهت اندازهگيري
IgG بسيار حساس و اختصاصي بوده است. زماني كه آنتي ژن هاي 

 CCHF فوق با گروه نايروويروس مورد بررسي قرار گرفت، فقط با
و به طور ضعيف با ويروس هازار واكنش نشان داد.به طور معمول 
IgG و IgM، 4 تا 5 روز پس از شروع علايم شروع به افزايش مي نمايند.

در10%،65%،83%،94%  بادي  آنتي  جنوبي،  آفريقاي  بيماران  در 
و%100 بيماران در روز 4، 6، 7، 8، 9 به ترتيب تشخيص داده شده 
است. بيشترين ميزان تيتر IgM، 3-2 هفته پس از شروع بيماري و 
ميزان تيتر IgM چهار ماه بعد از بيماري غير قابل تشخيص مي باشد. 
مي ماند.همچنين  باقي  سال  چندين  مدت  به   IgG تيتر  ميزان  اما 
بقاي فعاليت آنتي بادي IgM در نشخوار كنندگان از انسان كوتاه تر 

مي باشد (17، 18).
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تعيين آنتي ژن: تشخيص آنتي ژن يك روش بسيار مناسب جهت 
تشخيص عفونت هاي حاد اين بيماري مي باشد.آنتي ژن ويروس 
پسيو  هماگلوتيناسيون  آزمون  يا   Capture- ELISA روش  توسط 
مطالعات  در  الايزا  روش  كه  مي گردد  تعيين   (RPIAA) معكوس 
گوناگون حساس تر تشخيص داده شده است.به موازات جداسازي 
ويروس، حضور آنتي ژن در خون به طور رايج تري در موارد كشنده 
انساني (9/11) نسبت به موارد غير كشنده (9/17) تشخيص داده 
شد.در بيماراني كه زنده مي مانند، اگر نمونه 5 روز پس از شروع 
بيماري گرفته شود حضور آنتي ژن در خون با اعتماد بالاتري 
قابل تشخيص مي شود و اين احتمالا به علت تشكيل كمپكس 
هايبريداسيون  تكنيك هاي  و  شيمي  مي باشد.ايمنوهستيو  ايمني 
جهت تشخيص آنتي ژن در بافت هاي تثبيت شده با فرمالين مورد 
استفاده قرار مي گيرند. توزيع ويروس در 12 مورد كشنده بيماري 
در آفريقاي جنوبي مورد بررسي قرار گرفت. كه در اين مطالعه 10 
مورد بافت كبدي توسط ايمونوهستيو شيمي مثيت و 5 مورد نيز 

توسط هايبريداسيون مثبت گرديد (10، 14).

تشخيص مولكولي
واكنش زنجيره اي پلي مراز(PCR)  روشي حساس جهت تشخيص 
عوامل مختلف و همچنين سنجش كمي ويروس در نمونه در مدت 
زمان كوتاهي مي باشد. سرعت بالا و تشخيص ظرف هشت ساعت 
از موارد ذكر شده مفيد روش مولكولي بر روش كشت ويروس 
بوده است. PCR نمونه هاي بسياري كه كشت ويروس آن منفي 
گرديده، مثبت شده است.از ديگر مزاياي PCR استفاده از آن به 
صورت مطالعه گذشته نگر بر روي نمونه سرم ها مي باشد.روش 
مولكولي قابليت بررسي مطالعات اپيدميولوژي مولكولي و همچنين 
تشخيص از كنه را فراهم مي كند. RNA ويروسي در سرم افراد تا 
چندمين روز پس از بيماري قابل تشخيص است. حداقل در بيماران 
مبتلا به HIV جمع كردن خوندر لوله هاي حاوي EDTA نشان داده 
است كه عملكرد PCR افزايش مي يابد. در مطالعه اي ويروس در 

دو نمونه اي كه 1 و 13 روز پس از شروع بيماري گرفته شده بودند 
بر روي Vero76 يا مغزي موش شيرخوار جدا گرديد اما در 12 
نمونه ژنوم ويروس از 16-12 روز پس از بيماري تشخيص داده 
شد. در نمونه هايي كه جهت تشخيص مولكولي مطرح مي باشد، 
ويروس در 60/15 مورد از بزاق بيمارجدا گرديد. اگرچه ميزان 
ويروس نسبت به خون كمتر بود اما داراي همبستگي معني داري 
بود. ژنوم ويروس مي تواند با استفاده از دستورالعمل هاي بر مبني 
استفاده از دترجنت، در آزمايشگاه BSL2 صورت گيرد.اغلب مرحله 
نسخه برداري معكوس (RT) در تكنيك ها، خطر آلوده شدن را 
 CCHF كاهش مي دهد (1، 10). جهت تشخيص مولكولي ويروس
از نواحي ثابت ژن كوچك (S) ويروس كه نوكلئوپروتئين را كد 
مي كند، استفاده مي نمايند.پرايمرهاي معروف F2,F3 (كه قطعه536 
آشيانه اي  مرحله  در  (كه   F3,R2 و  مي كنند)  تكثير  را  باز  جفت 
(Nested) قطعه259 جفت باز را تكثير مي كنند) بر اساس سويه 

مرجع IbAr 10200 كه ازنوعي كنه هيالوما (H.exacavatum) در سال 
1970 در نيجريه جدا گرديد، طراحي شده است.توالي پرايمر ها 
در جدول شماره 2 آورده شده است.RFLP جهت تجزيه و تحليل 
نمونه هاي  در  مي باشد.  استفاده  قابل  يابي  توالي  قبل  سكانس ها 
سرمي كم و يا كنهبايد از روش آشيانه اي (Nested) جهت تشخيص 
دقيق استفاده نمود.كيت هاي استفاده شده جهت استخراج ژنوم از 
سرم و كنه در جدول شماره 3 و 4 آورده شده است.يك واكنش
RT – PCR موفق به يك الگوي RNA سالم و با كيفيت بالا نياز دارد. 

RNA استخراج شده بيش از 2 تا 3 ساعت قابل نگهداري نيست و 

 RNA تهيه شود. تمام مراحل استخراج cDNA سريع بايد از روي آن

(32) RT-PCR جدول2- ليست پرايمر جهت استفاده در تشخيص ويروس بيماري تب خونريزي دهنده كريمه كنگو با استفاده از

           
Burt et al  1998 TGG ACA CCT TCA CAA ACT C  GAC AAA TTC CCT GCA CCA  

جدول 3- كيت قابل استفاده جهت استخراج RNA از كنه

     
1 TRIzol Invitrogen 

2 RNeasy Mini Kit Qiagene 

3 High Pure RNA Isolation Kit Roch  
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در زير هود بيولوژيك مجهز به فيلتر سه مرحله اي كه از قبل با 
نور UV استريل شده و با استفاده از سرسمپلر ها و ميكروتيوب هاي 
استريل شده و RNase Free انجام شود و همچنين از دستكش هاي 
لاتكس و ماسك حين كار كردن استفاده شود. همچنين سرسمپلر و 
ميكروتيوب هاي آلوده، در محلول آب ژاول10 درصد نگهداري شده 
و پس از استريل كردن با استفاده از دستگاه اتوكلاو دور ريخته شود. 
براي كاهش فعاليت RNase كه در حين ليز سلولي آزاد مي شود، بهتر 
 RNase از بازدارنده هاي RNA است در زمان ليز سلولي و استخراج
استفاده نمود. در تجربه نويسندگان استفاده از RNase out در مرحله 
تشخيص، مفيد واقع مي شود. برنامه PCR جهت انجام واكنش طبق 
جدول شماره 5 مي باشد. (لازم بذكر است برنامه ذكر شده جهت 

استفاده از كيت هاي دو مرحله ايمي باشد) ابتدا جهت مرحله،  
نسخه برداري معكوس  cDNA (RT) را با استفاده از پرايمر R3 و يا 
Random Hexamer ساخته و سپس PCR طبق برنامه اجرا مي گردد. 

قليان چي و همكاران سه نوع كيت تك مرحله اي شركت هاي 
با  را   (Amersham) آمرشام  و   (Bioneer) بيونير   ،(Qiagene) كياژن 
يكديگر جهت تشخيص ژنوم ويروس CCHF مقايسه نمودند. در 
اين مطالعه هر يك از كيت قابليت تشخيص ژنوم ويروس را داشته، 
اما كيت كياژن باندهاي واضح تري ايجاد نمود (19، 20، 21).در
 S با استفاده از پرايمرهايي كه ژن One- Step Real- Time RT PCR

را هدف قرار مي دهند، جهت تشخيص CCHF توسعه يافته است. 

جدول 4- كيت قابل استفاد جهت استخراج RNA از سرم

      
1 TRIzol Invitrogen 

2 QIAamp Viral RNA Mini Kit Qiagene 

3 High Pure RNA Isolation Kit Roch  
4 AccuPrep Viral RNA Extraction BioNeer  

جدول 5- جدول برنامه PCR جهت تكثير cDNA ويروس تب خونريزي دهنده 
كريمه كنگو (19، 20، 21)

 ) ( ( )      
  95 300 1   
  95 30 

 
40   

 50 30 
 72 40 
  72 10 1   

 ،23 ،22) Real Time RT-PCR  جدول 6- ليست پرايمر و پروب جهت استفاده در تشخيص ويروس بيماري تب خونريزي دهنده كريمه كنگو با استفاده از
(29 ،28 ،27 ،26 ،25 ،24

             
Dorsten et al 2002  ATGCAGGAACCATTAARTC

TTGGGA 
CTAATCTAATCATATCTGACAACA

TTT 
FAM-CTAATCATGTCTGAC 

AGCATCTC-TAMRA 
Yapar et al  2005  TCTTYGCHGATYTCHTTYC GGGATKGTYCCRAAGCA FAM-ACASRATCTAYATGCAYCC 

TGCAYCCTGC- TAMRA 
Simon et al  2006  GGC TGG CGTGACTCCTGA TGGCTGTTTCCCTAGCTCAAA FAM  ACC TTC CCG ACG GTG TCA 

CAG TTC C TAMRA 
Duh et al  2006  GCTTGGGTCAGCTCTACTG

G 
GCATTGACACGGAAACCTA FAM- AGAAGGGGCTTGAGTG- 

DABCYL 
Garrison et al 2007  GGA GTG GTG CAG GGA 

ATT TG 
CAG GGC GGG TTG AAA GC FAM-CAA GGC AAG TAC ATC A  

T-MGBNFQ 
Wolf et al 2007  CAAGGGGTACCAAGAAAAT

GAAGAAGGC 
GCCACAGGGATTGTTCCAAAGCA

GAC 
FAM-ATCTACATGCACCCTG 

CTGTGTTGACA-TAMRA 
Kondiah et al 2010  G(C/T)TGCTGG(C/T)TAGAG

TCAG 
CTCAAAGATATAGTGGCTGC FAM-GCTCCTTTTATCCTGTTAAX 

ITACTTTTCTT-TAMRA 
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در روش هاي اوليه روش سايبرگرين (SyberGreen) مورد استفاده 
قرار گرفته و هم اكنون بر اساس روش TaqMan استوار گرديده 
است. كليه پرايمرها و پروب مورد استفاده در مطالعات محققين 
در زمينه تشخيص بيماري CCHF  در جدول شماره 6 ذكر گرديده 
است. اين روش نسبت به روش سنتي داراي حساسيت بالاتري 
بوده و علاوه بر داشتن خطر آلودگي كمتر، قابليت تعيين ميزان 
ويروسي را نيز دارد.حساسيت با استفاده از پلاسيمد استاندارد از 
102 تا 107كپي در هر ميلي ليتر گزارش گرديده است و مي توان 

حدت بيماري را با اين تعيين غلظت ويروسي در سرم بيمار پيش 
بيني نمود (23-29). شركت Prime Design (UK)، دو نوع كيت
 Real-Time استاندارد و پيشرفته جهت تعيين ميزان ويروس بر اساس 
نوكلئوكپسيد ويروسي ژن طراحي كرده است كه از ويروسهاي 
متفاوت با توزيع جغرافيايي متنوع جهت طراحي آن استفاده شده 
است.اين كيت تجاري داراي كنترل هاي مثبت، كنترل مثبت داخلي، 
كنترل استخراج و ساير موارد كنترل كيفي مناسب مي باشد. مطالعات 
شخصي نويسندگان نشان مي دهد بسياري از سويه هاي ايران با اين 

كيت جواب مناسب نمي دهد (19).

روش هاي نوين
يك روش ماكرواري (Macro Array) با دانسيته پايين جهت تشخيص 
بيماري در كشورهاي در حال توسعه و انجام عمليات تشخيص در 
فيلد ابداع گرديده كه توانايي تشخيص 6/3 كپي ازژنوم را در هر 
واكنش دارد و با سويه هاي پاكستان، ايران و آفريقا اعتبار سنجي 
گرديده است. از مزاياي روش فوق علاوه بر ويژگي و حساسيت، 

تشخيص  كيت  حاضر  مي باشد.درحال  تشخيص  بالاي  سرعت 
جديدي جهت پايش سرمي بر اساس تكنيك پلي مريك ميكروسفر 
تشخيص جهت آگلوتيناسيون حجمي در روسيه طراحي گرديده 
است. هم اكنون اين جهت در كنار الايزا و PCR در سطوح مختلف 
همه گير شناسي بيماري در روسيه در حال استفاده مي باشد. يكي 
ديگر از راهكارهاي تشخيص اين بيماري استفاده از ميكروسكوپ 
الكتروني در مقاطع اندام هاي بدن بيمار مانند كبد مي باشد كه با 
توسعه ميكروسكوپ الكتروني در دنيا در حال رايج شدن است. 
با   (MicroArray) آرايه  ريز  تشخيصي   (Chip) تراشه هاي  همچنين 

همكاري شركت كياژن توليد گرديده است (10، 30، 31).

بحث و نتيجه گيري
از  جلوگيري  بيماران،  موقع  به  درمان  براي  سريع  تشخيص 
 CCHF عفونت هاي بيمارستاني و حملات بيوترورستي ناشي از
و  شده  نوتركيب  غير  سويه هاي  بين  تشخيص  همچنين  و  مفيد 
نوتركيب شده بسيار حياتي است با توجه به موارد عنوان شده و 
تجربيات شخصي نويسندگان و هچنين امكانات موجو در كشور 
و كمبود اطلاعات از عامل اين بيماري، بايد روش هاي بومي در هر 
سه جنبه تشخيصي ذكر شده، بويژه با تاسيس امكانات آزمايشگاهي 
با امنيت زيستي چهار طراحي و عملياتي شود.همچنين با توجه 
به وضعيت اپيدميولوژي بيماري، ساختار ژنتيكي ويروس و بحث 
بيوتروريستي بودن عامل بيماري توصيه مي شود پايش دقيق و منظمي 

از اين ويروس در مناطق مرزي كشور صورت گيرد.
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Abstract

Background: Crimean-Congo hemorrhagic fever (CCHF) is a potentially fatal zeonosis disease caused 

by a tick-borne virus from the Bunyaviridae family. The CCHF virus is transmitted to humans through the 

bite of the Ixodid ticks or contact with the blood or tissues of CCHF patients or infected livestock. Human 

infections begin with the nonspecific febrile symptoms, but progress to a serious hemorrhagic syndrome with 

a case fatality rate of 2-50%. As Rapid and precise diagnosis approach is critical for control, treatment and 

detection of patients and is useful for epidemiological studies.

Materials and Methods: We conducted a review study on the different research works on diagnosis field 

in the world and Iran scientific databases, according to laboratory diagnosis of CCHFin bio safety, sampling 

and diagnosis assays aspects.

Results: Laboratory Diagnosis of CCHF is based on three approaches: Virus Isolation, Serological assays 

(IIF, RPHA, and ELISA) and antigen detect assays (ELISA, RT-PCR, Real Time RT-PCR and Microarray)

Conclusion: Early diagnosis is critical for patient therapy, prevention of potential nosocomial infections 

and in biological attacks. Also, the ability to distinguish between an infection with a reassortant and a non-

reassortant variant may have prognostic value. According to Iranian health center facilities, we should design 

and established domestic methods in each three approaches especially in BSL4 facilities in Iran.
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