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ABSTRACT 

 

AIMS: Preliminary studies of nucleotide changes in virus genomic sequences identified 13 
haplotype groups. Among these haplotypes, cases H1, H2 and H5 showed the highest 
frequency in the world. Therefore, changes in the mononucleotide label in these haplotypes 
were evaluated using PCR in the Iranian population . 

MATERIALS & METHODS: RNA samples of this cross-sectional study were obtained from 
individuals who were referred to one of the police diagnostic laboratories in Tehran, Iran 
from June to November 2020 and had to be tested for COVID-19 by PCR. 300 samples were 
randomly selected. To identify and determine the frequency, changes of mononucleotide tags 
in haplotypes H1, H2, and H5 of all samples were examined using ARMS-PCR. A number of 
samples were sequenced by the Sanger method to ensure the accuracy of ARMS-PCR results. 

FINDINGS: Genotyping of genomic samples showed that 122 samples had H5 haplotype 
group index mutation H5  (28688T>C) and 158 samples had H1 haplotype group index 
mutation H1  (14408C>T) It was also observed that 11 samples were infected simultaneously 
with two different viral haplotypes. In addition, the H2 haplotype group was not observed in 
the samples. 

CONCLUSION: RNA samples of this cross-sectional study were obtained from individuals who 
were referred to one of the police diagnostic laboratories in Tehran, Iran from June to 
November 2020 and had to be tested for COVID-19 by PCR. 300 samples were randomly 
selected. To identify and determine the frequency, changes of mononucleotide tags in 
haplotypes H1, H2, and H5 of all samples were examined using ARMS-PCR. A number of 
samples were sequenced by the Sanger method to ensure the accuracy of ARMS-PCR results. 
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Introduction
... [1-13]. Preliminary studies identified 66 
haplotypes and sub-haplotypes on SARS-CoV-2 
virus genomic sequences in 13 H1-H13 haplotype 
groups [14, 15]. These groups have been identified 
and defined as the most common genotyped 
haplotypes in viruses spread in the early stages 
of the COVID-19 pandemic [14, 15]. ... [16-18]. 
According to the data obtained from the studies of 
Dr. Elahi et al. On many sequences registered from 
other countries in the GISAID database, it has been 
found that three haplotypes (H5, H2, H1) among 
these haplotypes show the highest frequency 
compared to the others in the early stages of the 
COVID-19 epidemic [14].

Aim (s)
This study aimed to evaluate the evolution of the 
dominant genetic haplotypes of the SARS-CoV-2 
virus in Iran from June to November 2020.

Research Society, Place and Time
Viral RNA samples from this cross-sectional 
study, whose COVID-19 infection was confirmed 
by PCR test, were collected from individuals who 
were referred to one of the police force diagnostic 
laboratories in Tehran, Iran from June to November 
2020.

Sampling Method and Number
The sample size was estimated to be 300 people. 
Sampling was performed completely randomly, 
regardless of age, sex, or severity of the disease 

in infected individuals. In selecting the samples, it 
was also tried not to select people with a relative 
ratio who were likely to be infected with a type of 
virus. The samples were included in the study in 
such a way that first the PCR test of the subjects 
should be positive and also the (Cycle threshold) 
CT of these samples should be between 14 and 24.

Used Devices & Materials
As a pattern, RNA samples were used to perform 
cDNA synthesis reactions using Mastermix cDNA 
synthesis (BIO FACT, Korea; Cat no: BR441-
096). In these reactions, all three reverse PCR 
primers related to each of the three mutations 
were used. After cDNA synthesis from RNA 
samples, the ARMS-PCR technique was used to 
determine the genotype of nucleotides located in 
genomic positions T<14408C in haplotype H1 and 
T<8782C in haplotype H2 and mutation C<28688 
in haplotype H5. For the ARMS-PCR response for 
mutations of T<14408C, T<8782C, and C<28688T, 
six primer pairs were designed using Gene runner 
v6.5.52Beta software to amplify the target genomic 
regions in such a way that the amplified fragment 
was amplified in the region. No mutation occurs 
only in the presence of the unchanged sequence-
specific primer, and amplification of the fragment 
of the mutant region occurs only in the presence of 
the mutant-specific primer (Table 1). 
Therefore, for each synthesized cDNA sample, 
two series of PCR reactions were performed using 
MasterMix PCR (amplicon; 180301-50 2X Master 
Mix Red-Mgcl2: 15mM) and primers related to 

Table 1) List of primers used in this research

Number Primer name sequence primer Tag SNV Haplotype Product 
Name

Piece 
length

1 H1-14408C>T-out-rv TAGATTACCAGAAGCAGCGTG
14408C>T H1 ARMS-

Mutant 216
2 H1-14408C>T-mut.

in-fw TTTATTCTCTACAGTGTTCCAACT

3 H1-14408C>T-out-fw TATACGCCAACTTAGGTGAACG
14408C>T H1 ARMS-

Normal 470
4 H1-14408C>T-wt.in-rv CACTAGTGGTCCAAAACTTTTAG

5 H2-28144T>C-out-fw CTGTAGCTGCATTTCACCAAG
8782C>T H2 ARMS-

Mutant 240
6 H2-28144T>C-mut. 

in-rv CCTGGCAATTAATTGTAAAAGTTG

7 H2-28144T>C-wt. in-fw GGTAATTATACAGTTTCCTGGTT
8782C>T H2 ARMS-

Normal 462
8 H2-28144T>C-out-rv GATCTTTCATTTTACCGTCACCA

9 H5-28688T>C-out-fw ACACCAATAGCAGTCCAGATG
28688T>C H5 ARMS-

Mutant 214
10 H5-28688T>C-mut.

in-rv ATGTGATCTTTTGGTGTATGCAG

11 H5-28688T>C-out-rv AGTTCCTTGTCTGATTAGTTCCT
28688T>C H5 ARMS-

Normal 493
12 H5-28688T>C-wt.in-fw GGTTGCAACTGAGGGAGACT



Jalili et al. 3

JOURN
AL OF POLICE M

EDICIN
E

Vol.11, Issue 1, 2022

ISSN: 2383-3483; Journal of Police Medicine. 2022;11(1):e14

each change. The first reaction was with primers 
related to the non-mutated region and the second 
reaction was performed with the primers related 
to the mutated region. In haplotype H1, the length 
of the amplified fragment corresponding to the 
mutated region was 216 bp and the length of the 
amplified fragment related to the non-mutated 
region was 470 bp. Therefore, in electrophoresis 
of PCR products, mutated and non-mutated 
samples were observed on agarose gel with 
216 and 470 bp bands, respectively. Also, in the 
studied change, in the H2 haplotype, a band with 
a fragment mutation of 240 bp is synthesized 
and in the normal sample, no fragment mutation 
with a length of 462 bp is synthesized. In the H5 
haplotype, the amplitude of the amplified fragment 
for mutated and non-mutated regions was 214 
and 493 bp, respectively. As a result, 214 bp and 
493 bp bands were observed by electrophoresis of 
PCR products on an agarose gel. Then, to verify the 

results of genotyping the target genomic loci, the 
genomic fragments of 20 samples were sequenced 
by the Sanger sequencing method. Sequences 
were analyzed using Sequencher.V5.4.6 software. 
The Wuhan-Hu-1 isolated genome sequence 
(NC_045512.2) was also used as the SARS-CoV-2 
reference sequence using the NCBI database.

Ethical Permissions
This plan was approved by the Research Council 
of the Deputy of Health of the police force in 
2020 with the code 990706/03/33 and all ethical 
considerations were observed.

Finding by Text
A total of 291 valid RNA samples were collected 
from 300 cases of genomic material extracted 
from patients, and the dispersion of the samples 
received during different months was recorded 
(Table 2). 

Table 2) Demographic table of samples received during 
June-November and frequency of H1 and H5 haplotypes

Date of receiving 
the sample 

(month)

Number of 
received 
samples

Number of 
H5 response 

samples

Number of 
H1 response 

samples

 Number of infected
 samples with two

viruses
H5 (%) H1 (%)

Percentage of frequency of 
samples infected with two 

viruses

June 47 38 9 0 80 20 0
July 49 35 13 1 71 27 2

August 50 26 21 3 52 42 6
September 50 17 31 2 32 62 4

October 47 5 39 3 10 83 7
November 48 1 45 2 2 94 4

Total 291 122 158 11 42 54 4

The age of the subjects was reported to be between 
17 and 66 years, which included both males and 
females. After cDNA synthesis and ARMS-PCR 
reactions and electrophoresis of the obtained 
products, it was observed that a total of 122 
samples with C<T 28688 mutation belonged to 
the H5 haplotype, which was in the months of June 
to November (respectively 38-35-26-17-5). 1) 
The sample was observed and 158 samples with 
mutation of T<C14408 belonged to H1 haplotype 
that the distribution of samples during the months 
of June to November were (9-13-21-31-39 and 45) 
respectively (Table 2; Figure 1 and 2 a). 
As a result, they showed a frequency of 42% 
and 54%, respectively. The results of the Sanger 
sequencing also confirmed these results (Figures 
1 and 2 c). The frequency of carriers was also 
compared by sample collection months. In the first 
months of the study period (June), the H5 haplotype 
group was the first group to be observed in the 
Iranian patient population after the COVID-19 
epidemic, but gradually due to H1 haplotype 
prevailed due to the dynamics of the virus genome 
and new changes in the genome; So that in the 

last months of the selected period (November), in 
our samples, haplotype H1 reached a frequency 
of nearly 100% (Figure 3). While examining the 
samples in the period of six months, respectively, 
from June to November, 11 samples (0-1-3-2-3-
2) with two nucleotides were observed in one 
place, which means that the person infected with 
two viruses has genetic haplotypes. Was infected 
differently. At the beginning of the study period, 
when only the H5 haplotype was the dominant 
haplotype, no specimens with two different 
nucleotides were observed at the same site, but 
over time, both H1 and H5 viral haplotypes were 
observed in the population. 11 infected samples 
were observed that were infected with both H1 
and H5 viral haplotypes (Figures 1 and 2b). 
H2 haplotype was also the first group to appear in 
a very short time in the early days of the COVID-19 
epidemic in East Asia, including China. The study 
also tested this haplotype group, which was not 
found in any of the sequences, and as a result, it 
was predicted that the H2 haplotype group was 
most likely removed from the viral population. 
Therefore, no haplotype of H2 was observed in 
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Figure 1) 28688C> T mutation in H5 haplotype: a) Electrophoresis pattern of PCR products with ARMS-PCR protocol, two models 
are presented for each sample. A pattern represents the products obtained with the mutants in the no-mutation region and amplifies 
the 493 base pair fragment (PN). Another represents the products obtained with primers related to the mutated region that amplify 
the 214 bp fragment (PM). Wells 1 and 2 belong to a normal sample (N) in which only 493 bp fragment was observed. Wells 12-3 
correspond to 5 mutant samples (M1-M5) in all of which only 214 bp fragments have been propagated. B) The gel electrophoresis 
pattern is two heterozygous (MN) samples, both of which were 214 and 493 bp, indicating that the infected person was infected with 
two different viruses, as well as a normal non-mutant (NN) sample as a control that was only a fragment. 493 base pairs were found. 
C) Chromatogram of two samples with mutation 28688C> T and one sample heterozygous. The desired mutation point is marked with 
an arrow

Figure 2) Mutation of 14408C>T Existence in haplotype H1: a) The Electrophoresis pattern of PCR products is with ARMS-PCR protocol 
that two models are presented for each sample. One pattern represents products produced with primers from the non-mutation region, 
and the amplifier amplified from it is 470 bp in length (PN). Another represents products obtained with primers from mutant regions 
that amplify a 216 bp fragment (PM). Wells 1 and 2 belong to a normal sample (N) in which only the amplitude corresponding to the 
mutation number region with a length of 470 bp is observed. Wells 12-3 belong to 5 mutation specimens (M1-M5), in all of which only 
216 bp fragments from the mutant region have been amplified. B) The gel electrophoresis pattern is three heterozygous (MN) samples, 
both of which are 216 and 470 bp, indicating that the infected person is infected with two different viruses, as well as a non-mutant 
(NN) sample that is only controlled. 470 based pairs were seen. C) Chromatogram of two samples with mutation 14408C> T and one 
sample heterozygous. The jump point is marked with an arrow.



Jalili et al. 5

JOURN
AL OF POLICE M

EDICIN
E

Vol.11, Issue 1, 2022

ISSN: 2383-3483; Journal of Police Medicine. 2022;11(1):e14

this project. The results of this study also showed 
that all 291 samples that were PCRed were in two 
groups of haplotypes H1 and H5.

Main Comparison to the Similar Studies
The first virus sequence from Iran was uploaded 
on April 4 in GISAID (EPI_ISL_424349). In the 
same study, Eden et al. observed three major 
mutations in G1397A, T28688C, and G29742T in 
the genomes of patients with a history of travel 
to Iran, representing a distinct haplotype group 
of specific viral variants present in Iran at the 

time [19] and indicating the first. The sequence 
is available to the Iranian population with the H5 
strain. As of October 23, 2020, there were only 
eight complete genomes in GISAID that were not 
sufficient to detect the virus in the country, and in 
the only epidemiological study of the outbreak in 
Iran, they used a genomic sequence specified from 
travelers to Iran. After some time, Najmabadi et al. 
In their study performed 50 samples of the virus 
genome in Iran incomplete genomic sequencing. 
The results of Najmabadi et al.’s research show 
that the primary viruses infecting the Iranian 

Figure 3) Frequency changes of H1 and H5 haplotypes: shows the frequency of two common haplotype groups H5 and H1, in a period of 
6 months (June-November). The H5 haplotype was the first group observed in the Iranian patient population, but after a short time, the 
H1 haplotype was able to become the dominant group. During the period of July (July-November), samples infected with two viruses 
with different haplotype groups (H1 and H5) were also observed.

population are in two phylogenetic branches B4 
and B1 [20]. Comparing the results obtained from 
the Najmabadi study and the present study, it was 
found that branch B1 was the same haplotype 
group H5 and branch B4 was the same haplotype 
group H1 [21-23]. Genotyping approaches in this 
study will significantly reduce research costs by 
detecting the dominant strain of the population 
using the simple and inexpensive ARMS-PCR 
technique instead of the costly whole virus 
genome sequencing technique. To the best of our 
knowledge, no such project has been reported in 
Iran before. ... [24, 25]. These mutations can be 
interpreted as meaning that the virus can make 
changes to its genome depending on the conditions 
in which it is located, to increase its proliferation 
rate or its binding power by altering the structure 
of the tentacles to cell surface receptors.

Limitations
Due to temperature sensitivity, the ARMS method 
requires great care in setting up and obtaining the 

correct result. To confirm the correct operation 
of the method, it must be randomly controlled 
by the sequencing method, which was one of the 
limitations of this study.

Suggestions
Due to the frequent changes in the virus genome 
and the possibility of creating new haplotypes 
with different phenotypic effects, it is suggested 
that the changes be examined periodically until 
the complete termination of the disease.

Conclusions
Estimates indicate that the predominant 
population of viruses infecting Iranians at the 
beginning of the epidemic had the H5 haplotype. 
Following the significant expansion of the H1 
haplotype group worldwide and over time, this 
group replaced H5 as the dominant haplotype. 
H1-type sequences have significant changes 
in the RdRp and S genes, which are involved in 
virus replication and binding to the host cell, 
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respectively.

Clinical & Practical Tips in Police Medicine
By identifying the dominant strain of the 
population in the target range at a much lower 
cost than complete genomic sequencing, a prelude 
to other epidemiological studies in the police 
community was provided.
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 مقاله اصیل  دسترسی آزاد 

  در   SARS-CoV-2 روس یو   غالب  یک ی ژنت   یها پ ی هاپلوتا  ی تکامل  ی اب ی ارز
 1399  آبان  تا خرداد   ی زمان   بازه   در   رانیا 

 PhD 2محمدی رضا  ،  MSc 1زاده پیمان تقی ،  MSc 1صالحی صادق ،  PhD  1شیرزاد هادی  ،  PhD 1شیرین جلیلی 

 . در پلیس، معاونت بهداشت، امداد و درمان، فرماندهی انتظامی، تهران، ایران های زیستی و سلامتو فناوری مرکز تحقیقات علوم    1
 . مرکز تحقیقات علوم شناختی و رفتاری در پلیس، معاونت بهداشت، امداد و درمان، فرماندهی انتظامی، تهران، ایران  2

 

 چکیده 

 

درتوالیاهداف:   نوکلئوتیدی  تغییرات  اولیه  ژنومی  مطالعات  منجر های  شناسایی   ویروس،  گروه    13به 
شد استهاپلوتایپی  هاپلوتایپ   .ه  این  بین  نشان   ترینبیش  H5  و H1، H2موارد  ها  از  دنیا  در  را  فراوانی 

در جمعیت    PCRها با استفاده از روش  نوکلئوتیدی، در این هاپلوتایپند. بنابراین تغییرات برچسب تکاهداد
 . ایرانی ارزیابی شد

به   1399که در بازه زمانی خرداد تا آبان سال  مطالعه مقطعی از افرادی  این    RNAهای  نمونهها:  و روش   مواد 
آزمایشگاه از  تهرانیکی  شهر  در  ناجا  تشخیصی  به    های  آنها  ابتلای  و  بودند  به    COVID-19مراجعه کرده 

به منظور شناسایی و  نمونه به روش تصادفی انتخاب شدند.  300تأیید شده بود، گرفته شد.   PCRوسیله تست 
تک برچسب  تغییرات  فراوانی  هاپلوتایپتعیین  در  موجود  نمونه  H5  و H1،H2های  نوکلئوتیدی  با تمام  ها 

تعدادی از   ARMS-PCRارزیابی شدند. جهت کسب اطمینان از صحت نتایج  ARMS-PCRاستفاده از رویکرد 
 . یابی شدند، توالیSangerها به روش  نمونه

دارای جهش شاخص گروه هاپلوتایپی    122  ، های ژنومی نشان دادتعیین ژنوتیپ نمونه:  ها افته ی    H5نمونه 
(28688T>C)  هاپلوتای  158  و شاخص گروه  دارای جهش  همچنین  بودند  H1  (14408C>T)  پینمونه   .
های  نمونه همزمان با دو هاپلوتایپ ویروسی متفاوت آلوده شده بودند. به علاوه در نمونه  11مشاهده شد که  

 .مشاهده نشد  H2مورد بررسی گروه هاپلوتایپی 

ویروسها  ارزیابی :  ی ر ی گ جه ی نت  غالب  جمعیت  دارد که  آن  از  آلودهحکایت  اوایل  های  در  ایرانی  افراد  کننده 
سطح جهان و با    در  H1  یپیهاپلوتابودند. به دنبال گسترش قابل توجه گروه    H5گیری دارای هاپلوتایپ  همه

واجد تغییرات   H1های از نوع  گردید. توالی  H5این گروه به عنوان هاپلوتایپ غالب جایگزین    ،گذشت زمان
 .داشتندتیب در تکثیر ژنوم ویروس و اتصال به سلول میزبان نقش  که به تر  بودند Sو   RdRpمهمی در دو ژن 
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 و همکاران جلیلی       8

 1400 ،1، شماره 11 دوره نامه علمی ـ پژوهشی طب انتظامی  فصل 

 مقدمه 
از    2019در دسامبر سال   استان    افرادتعدادی  در  در شهر ووهان 

  .با علت نامعلوم شدند  الریه ویروسی،هیوبی چین مبتلا به ذات 
بیماری  عامل  ویروس  شناسایی  از  این  سارس  پیش  بر  تصور   ،

بیماری  موجب  کروناویروس  خانواده  اعضای  که  در  بود  زایی 
نمی سال    ؛شوندانسان  در  سارس   2002اما  بیماری  شیوع  و    با 

مبتلایان، محققان    % 10نفر و مرگ بیش از    8000ابتلای بیش از  
بیماری ها میبردند که کروناویروس  پی ایجاد  های توانند سبب 

نیز بیماری جدیدی    2012. در سال  [1]  شدیدی برای انسان شوند 
داد و حدود    ثیر قراراز این خانواده جهان را تحت ثأ  به نام مرس

،  2]  از مبتلایان گردید  %35نفر را مبتلا و باعث مرگ حدود    2500
سال  [.  3 کروناویروس  2019در  خانواده  از  جدیدی  ها  ویروس 

همه با یک  را  آن حدود  جهان  ژنوم  مواجه کرد که  گیری جدید 
  (SARS‐CoV)ه نوکلئوتیدی را با سندرم حاد تنفسی  تشاب  80%

می کروناویروس    SARS‐CoV-2.  [4،  3]   دادنشان  هفتمین 
میخته شنا که  است  کندشده  آلوده  را  انسان  [.  5-7]  تواند 

ازازجمله علای ناشی  بیماری می  م  به بدن درد، تب و  این  توان 
اند  تونهایت میعلائم گوارشی اشاره داشت که در  سرفه خشک و

بیمار فرد  مرگ  به  بر   .شود  منجر  بالای   ،آن  علاوه  انتقال  قدرت 
فرد   به  بی  SARS-COV-2فرد  افزایش  تعداد  موجب  شمار 

باع این ویروس  فرد  به  ث مبتلایان شده و خصوصیات منحصر 
چنین درمان آن بسیار دشوارتر  شده که کنترل ابتلای مردم و هم

کروناویروس سایر  باشداز  ساز[9،  8]  ها  جهانی.  بهداشت    ،مان 
 .  [ 11،  10] نامید  COVID-19بیماری ناشی از این ویروس را 

بررسی توالیاولین  ژنومی  های  روی  یابی  بر 
استخراجنمونه مبتلاهای  افراد  مخاطی  مایع  از  ووهان   شده  در 

 RNAچین مشخص کرد که این ویروس دارای ژنومی از جنس  
حدود  تک طول  به  و    30رشته  بوده  حداقل  کیلوباز    11دارای 

پروتئین   رمزگردان  ژنی  مهماست منطقه  از  ژن.  این  ها  ترین 
ژن  می به  داشت  orf1abتوان  پروتئین  اشاره  زیادی  که  های 

کند که در همانندسازی یمراز ویروسی را رمز م پلی  RNA  جملهاز
دست آن،  ز ژنوم ویروس نقش دارد. در پایینبرداری او رونوشت

نقش  قرار دارد که گلیکوپروتئینی شاخک حاصل از این ژن  Sژن 
به گیرنده ویروس  اتصال  در  را  مهمی  روی  بسیار  موجود  های 

سلول ایفا  سطح  سلول  درون  به  ویروس  ورود  و  هدف  های 
اولیه  .  [13،  12،  1]  کنندمی توالیمطالعات  ژنومی  روی  های 

از کشورهای جهان    SARS-CoV-2ویروس   بسیاری  توسط  که 
  66به شناسایی    ثبت شده بود، منجر   GISAIDای  در پایگاه داده

در   زیرهاپلوتایپ  و  هاپلوتایپی    13هاپلوتایپ    H1-H13گروه 
است  گروه  . [ 15،  14]  شده  عنوان این  به  هاپلوتایپی  های 

هاپلوتایپشایع ویروسهای  ترین  در  ژنومی  های  تغییر 
پاندمی  انتشار اولیه  مراحل  در  و  شن  COVID-19یافته  اسایی 

از دو یا تعداد  . هاپلوتایپ مجموعه[15،  14]  ند اهتعریف شد ای 
یابند.  انتقال میزمان است که به طور همبیشتری تغییر ژنتیکی 

دنبال  هر بنابراین  در  موجود  تغییرات  از  یکی  فقط  کردن 
می شود هاپلوتایپ،  منجر  هاپلوتایپ  آن  شناسایی  به    ؛تواند 

آن توال  بدون  به  نیازی  باشد.  یابی سایر بخشیکه  ژنومی  های 
کنند، برچسب تغییرات به این تغییرات که نقش مارکر را ایفا می

یا  تک  Tag (Single Nucleotide Variant)نوکلئوتیدی 

SNV [ 16-18] شود گفته می  . 
و    دکتر الهی های حاصل از مطالعات  توجه به داده  با
بر  توالی  همکاران  از  ثبتتعدادی  کشورهای  های  سایر  از  شده 

داده پایگاه  در  شدGISAIDای  جهان  مشخص  است ،  از    ه  که 
هاپلوتایپ این  هاپلوتایپمیان  سه  (  H5،H2 ،H1)  ها، 

هاپلوتایپبیش سایر  به  نسبت  را  فراوانی  مراحل  ترین  در  ها 
همه می  COVID-19گیری  اولیه  نشان  خود  به  از  که  دهند 

موقعیت  H1ترتیب   در  جهش  چهار  ،  241C>Tهای  با 
3037C>T  ،14408C>T    23403وA>G    هاپلوتایپ   H2و 

دو موقعیت  با  در  و    28144T>Cو    8782C>Tهای  جهش 
س  H5هاپلوتایپ   موقعیتبا  در  جهش  ،  1397G>Aهای  ه 

28688T>C    29742وG>T  بنابراین با  [14]  شوند تعریف می .
الگوی تغییرات و فراوانی آنتوج به  ها در جهان لازم دانستیم  ه 

در جمعیت ایرانی نیز    هاکه تغییرات موجود در این هاپلوتایپ
قرار ارزیابی  مطالعه    .گیرد  مورد  این  از  هدف  ارزیابی بنابراین 

هاپلوتایپت ویروس  کاملی  غالب  ژنتیکی    SARS-CoV-2های 
 بود.  1399 ماه سالدر ایران در بازه زمانی خرداد تا آبان

 

 ها روش مواد و  
از    RNAهای  نمونه مقطعی،  مطالعه  بازه  افرادی  این  در  که 

سال  زمانی   آبان  تا  از  به    1399خرداد    هایآزمایشگاهیکی 
به  ها ابتلای آنمراجعه کرده بودند و   تهران در شهر  تشخیصی ناجا

COVID-19    به وسیله تستPCR  بود، تأ   گرفته شد.   یید شده 
مورد مطالعه   نمونه  لححجم  با  و  فرمول کوکران  به  اظ با توجه 

اطمینان   در  %95کردن سطح  با  خطای  و  گرفتن    271،  0.01نظر 
حجم نمونه    ،ده درصد ریزشکه با درنظر گرفتن    دست آمد به  نفر 

تصادفی و    گیری به صورت کاملاا نمونه  نفر برآورد شد.   300نهایی  
آلوده   افراد  در  بیماری  بروز  شدت  یا  جنس  سن،  از  نظر  صرف 
از   هم  خاص  موقعیت  داشتن  علت  به  تهران  شهر  شد.  انجام 
انواع   شامل  که  جمعیتی  بافت  لحاظ  از  هم  و  تردد  لحاظ 

از قومیت نمود  مختلفی  به نوعی  ایران  ها و  از جمعیت  کوچک 
ها نیز سعی بر این بود که  در انتخاب نمونه، انتخاب شد.  است

نوع   به یک  مبتلا شدن  احتمال  با نسبت خویشاوندی که  افراد 
بودند دارا  را  نمونه  ،ویروس  ورود  نحوه  نشود.  به   هاانتخاب 

افراد    PCRبایست تست  مطالعه به این صورت بود که ابتدا می
ها  این نمونه  CT(Cycle threshold)مثبت باشد و همچنین  

باشد ممکن است    14تر  پایین  CTباشد. زیرا اگر    24تا    14بین  
به   شود.  ایجاد  خطا  آزمایش  در  ویروس  بالای  حجم  خاطر  به 

اگر   از    CTعلاوه  حجم    24بالاتر  خاطر  به  است  ممکن  باشد 
 پایین ویروس آزمایش انجام نشود.  

واکنش  RNAونه  هرنم انجام  برای  الگو  عنوان  به   ،
سنتز    cDNAسنتز   مسترمیکس  از  استفاده    cDNAبا 

(BIOFACT  کره؛ ،Cat no  :BR441-096)  مورد استفاده قرار  
این واکنش انجام  از هرسه آغازگر معکوس  گرفت. در  ،  PCRها 

  cDNAمربوط به هریک از سه جهش استفاده شد. پس از سنتز  
نمونه واقع  جهت    ، RNAهای  از  نوکلئوتیدهای  ژنوتیپ  تعیین 

موقعیت ژنومیدر  هاپلوتایپ    14408C>T  های  و    H1در 
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8782C>T    هاپلوتایپ جهش    H2در  در    28688T>Cو 
تکنیک    H5هاپلوتایپ   گردید.  PCR-ARMSاز  برای    استفاده 

جهش  ARMS-PCRواکنش   به  و    14408C>Tهای  مربوط 
8782C>T    28688وT>C،    جفت از  شش  استفاده  با  آغازگر 

مناطق    Gene runner v6.5.52Betaافزار  نرم تکثیر  جهت 

شده  طراحی شدند که تکثیر قطعه تکثیر  ای به گونه، ژنومی هدف
به   د  ناحیهمربوط  فقط  جهش  مخصوص  فاقد  آغازگر  حضور  ر 

تغییر ناحیه  توالی  به  مربوط  قطعه  تکثیر  و  رود  پیش  نیافته 
یافته  گر مخصوص توالی جهشدر حضور آغاز  دارای جهش فقط

 .  (1جدول انجام شود )
 

کار رفته در این پژوهش لیست آغازگرهای به( 1جدول    

 طول قطعه  نام محصول  هاپلوتایپ  Tag SNV آغازگر توالی  نام آغازگر  شماره 

1 H1-14408C>T-out-rv TAGATTACCAGAAGCAGCGTG 
14408C>T H1 ARMS-Mutant 216 

2 H1-14408C>T-mut.in-fw TTTATTCTCTACAGTGTTCCAACT 

3 H1-14408C>T-out-fw TATACGCCAACTTAGGTGAACG 
14408C>T H1 ARMS-Normal 470 

4 H1-14408C>T-wt.in-rv CACTAGTGGTCCAAAACTTTTAG 

5 H2-28144T>C-out-fw CTGTAGCTGCATTTCACCAAG 
8782C>T H2 ARMS-Mutant 240 

6 H2-28144T>C-mut. in-rv CCTGGCAATTAATTGTAAAAGTTG 

7 H2-28144T>C-wt. in-fw GGTAATTATACAGTTTCCTGGTT 
8782C>T H2 ARMS-Normal 462 

8 H2-28144T>C-out-rv GATCTTTCATTTTACCGTCACCA 

9 H5-28688T>C-out-fw ACACCAATAGCAGTCCAGATG 
28688T>C H5 ARMS-Mutant 214 

10 H5-28688T>C-mut.in-rv ATGTGATCTTTTGGTGTATGCAG 

11 H5-28688T>C-out-rv AGTTCCTTGTCTGATTAGTTCCT 
28688T>C H5 ARMS-Normal 493 

12 H5-28688T>C-wt.in-fw GGTTGCAACTGAGGGAGACT 

 
نمونه   هر  برای  سری  سنتز  cDNAبنابراین  دو  شده 

از  PCRواکنش   استفاده    PCR  مسترمیکس  با 
(ampliqon2 50-180301؛X Master Mix Red-

Mgcl2: 15mM.  تغییر هر  مربوط  آغازگرهای  و  شد.  (  انجام 
واکنش اول با آغازگرهای مربوط به ناحیه فاقد جهش و واکنش 
دوم با آغازگرهای مربوط به ناحیه دارای جهش صورت گرفت. در  

تکثیر   H1هاپلوتایپ   قطعه  دارای  طول  ناحیه  به  مربوط  شده 
تکثیر   216ش،  جه باز و طول قطعه  ناحیه  جفت  به  مربوط  شده 
جهش،  بد باز    470ون  الکتروفورز  بود جفت  در  بنابراین   .

روی    های دارای جهش و فاقد جهش برنمونه  PCRمحصولات  
جفت بازی مشاهده گردید.    470و    216  ژل آگارز به ترتیب باند

هاپلوتایپ   در  بررسی  مورد  تغییر  در  دارای    H2همچنین  باند 
قطعه طول  جهش  به  نرمال    240ای  نمونه  در  و  باز    فاقدجفت 

قطعه طول  جهش  به  باز    462ای  میجفت  شود.  سنتز 
تکثیر   H5درهاپلوتایپ   قطعه  طول  دارای  نیز  مناطق  برای  شده 

به جهش  فاقد  و  بود که   493و    214ترتیب    جهش  باز  جفت 
  214  ژل آگارز باند  برروی  PCRبا الکتروفورز محصولات  نتیجه  در

باند   و  بازی  مشاهده گردید  493جفت  بازی  به    سپس  .جفت 

های ژنومی  منظور بررسی صحت نتایج تعیین ژنوتیپ موقعیت
ژنومی   قطعات  توالی  20هدف،  روش  به  ،  Sangerیابی  نمونه 

شدند. توالی استفاده  توالی  یابی  با  نرمها  افزار  از 
Sequencher.V5.4.6    مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفت. توالی

استفاده    Wuhan-Hu-1 (NC_045512.2)ژنوم جداشده   با 
داده اطلاعات  بانک  مرجع    NCBIای  از  توالی  عنوان  به  نیز 

SARS-CoV-2  .استفاده شد 
اخ لا م  پژوهشی   :یق لا حظات  شورا  در  طرح  این 

تاریخ   در  ناجا  بهداد  کد   2/07/1399معاونت  با 
اخلاقی    03/33/ش/990706 ملاحضات  تمامی  و  شد  تصویب 

 رعایت گردید. 
 

 ها یافته 
  291مجموع  در  ،شده از بیمارانماده ژنومی استخراجمورد    300از  

گردیدجمعمعتبر    RNAنمونه   نمونهکه    آوری  های  پراکندگی 
ماه طی  مختلف  دریافتی  شد  های  افراد   (.2جدول  )ثبت  سن 

بین  مورد   شامل   66تا    17مطالعه  هم  که  شد  گزارش  سال 
   های زن بودند. های مرد و هم نمونهنمونه

 
 H5و  H1های آبان و فراوانی هاپلوتایپ-شده طی بازه زمانی خردادهای دریافتجمعیت نمونه (2جدول  

تاریخ دریافت  
 نمونه)ماه( 

 تعداد نمونه دریافتی 
تعداد نمونه پاسخ  

 H5داده 
تعداد نمونه پاسخ  

 H1داده 
تعداد نمونه آلوده با  

 دو ویروس 
 H1  )درصد(   H5 )درصد( 

تعداد نمونه آلوده با  
)درصد(   دو ویروس   

 0 20 80 0 9 38 47 خرداد 
 2 27 71 1 13 35 49 تیر 

 6 42 52 3 21 26 50 مرداد 

 4 62 32 2 31 17 50 شهریور 

 7 83 10 3 39 5 47 مهر 

 4 94 2 2 45 1 48 آبان 

 4 54 42 11 158 122 291 مجموع 



 و همکاران جلیلی      10

 1400 ،1، شماره 11 دوره نامه علمی ـ پژوهشی طب انتظامی  فصل 

-ARMSهای  انجام واکنش و    cDNAپس از سنتز  

PCR   مشاهده شد که در آمدهدست و الکتروفورز محصولات به ،
مربوط به هاپلوتایپ   28688T>Cنمونه دارای جهش    122کل  
H5   26-35-38های خرداد تا آبان )که به ترتیب در ماه  بودند-
مشاهده  17-5-1 نمونه  جهش    158و    شد(  دارای  نمونه 

14408C>T    هاپلوتایپ به  پراکنش    بودند  H1مربوط  که 
ماهنمونه طی  )ها  ترتیب  به  آبان  تا  خرداد  -31-21-13-9های 

درالف(   2و    1شکل  ؛  2جدول  )  بود (  45و    39 ترتیب  .  نتیجه 
. نتایج حاصل از  دادنددرصدی را از خود نشان    54و    42فراوانی  

  2و    1شکل  یید کرد )نیز این نتایج را نیز تأ  Sangerیابی  توالی

ماهج(.   تفکیک  به  حاملین  فراوانی  جمعهمچنین  آوری  های 
های  ماه  در  داد، نشان  نتایج  نمونه نیز با یکدیگر مقایسه شد که  

  H5اولیه بازه زمانی مورد بررسی )خرداد ماه( گروه هاپلوتایپی  
درجمعیت    COVID-19گیری  اولین گروهی بود که پس از همه 

شد مشاهده  ایرانی  تدریج    بیماران  به  پویااما  به  توجه  بودن با 
ژنوم،  در  جدید  تغییرات  ایجاد  و  ویروس    H1هاپلوتایپ    ژنوم 

ماه  به طوری که  غالب گردید؛ انتخابدر  بازه  انتهایی  شده  های 
نمونه در  ماه(،  هاپلوتایپ  )آبان  ما  بررسی  مورد  به    H1های 

 (. 3شکل درصدی رسید )   100فراوانی نزدیک به 

 

 
که برای هر نمونه دو الگو ارائه شده است. یک الگو    است  ARMS-PCRبا پروتکل    PCRالگوی الکتروفورزی از محصولات    الف(:  H5موجود در هاپلوتایپ    28688C>Tجهش  (  1شکل 
بنشان  و  دستهدهنده محصولات  است  فاقد جهش  ناحیه  به  مربوط  آغازگرهای  با  می  493قطعه  آمده  تکثیر  را  بازی  نشان PN)  کندجفت  دیگری  ب(.  محصولات  با  دستهدهنده  آمده 

جفت بازی    493که فقط قطعه    است(  N)  مربوط به یک نمونه نرمال  2و    1(. چاهک شماره  PM)  کندجفت بازی را تکثیر می  214که قطعه    استآغازگرهای مربوط به ناحیه دارای جهش  
آنها فقط قطعه    هستند(  M1-M5)  نمونه دارای جهش  5مربوط به   3-12های  مشاهده شد. چاهک الکتروفورز دو نمونه   ب( جفت بازی تکثیر شده است.    214که در همه  الگوی ژل 

مچنین یک نمونه نرمال فاقد  دهد فرد آلوده با دو ویروس متفاوت آلوده شده است و هجفت بازی مشاهده گردید که نشان می  493و    214دو قطعه    که هر  است(  MN)  هتروزیگوت
و یک نمونه هتروزیگوت. نقطه جهش مورد نظر با فلش    28688C>Tکروماتوگرام دو نمونه دارای جهش    ج(جفت بازی دیده شد.    493( به عنوان کنترل که فقط قطعه  NN)  جهش

 مشخص شده است. 

 
ماهه به ترتیب از ها در بازه ششنمونهضمن بررسی  

با دو نوکلئوتید    (2-3-2-3-1-0)نمونه    11خرداد تا آبان تعداد  
با    در یک جایگاه نیز مشاهده گردید، به این معنی که فرد آلوده

هاپلوتایپ دارای  ویروس  متفاوتدو  ژنتیکی  شد   های  ه  آلوده 
به   H5. در ابتدای بازه مورد بررسی، زمانی که تنها هاپلوتایپ  بود

نمونهعنوان   هیچ  داشت،  وجود  غالب  دو  هاپلوتایپ  با  ای 
با گذشت   اما  نشد  مشاهده  جایگاه  یک  در  متفاوت  نوکلئوتید 

  H5و    H1زمان و در فاصله زمانی که هر دو هاپلوتایپ ویروسی  
نمونه آلوده مشاهده گردید که با    11تعداد    ، در جمعیت دیده شد

و   1شکل  د )آلوده شده بودن  H5 و  H1هردو هاپلوتایپ ویروسی 

هاپلوتایپ    2 بود   H2ب(.  اولین گروهی  عنوان  به  در    نیز  که 
اپیدمی   اوایل  در  کوتاهی  بسیار  زمان  در    COVID-19مدت 

جمله کشور چین ظاهر گردید که به طبع آن  منطقه شرق آسیا از
ویروس   ورود  زمان  بودن  نزدیک  به  توجه  و  با  به کشور  کرونا 

این گروه هاپلوتایپ    ،های هاپلوتایپی در این تحقیقبررسی گروه
ها  یک از توالیکه این گروه در هیچهم مورد سنجش قرار گرفت  

با احتمال بسیار بالایی گروه   شدبینی نتیجه پیشدیده نشد و در
است.  H2هاپلوتایپ   ویروسی حذف شده  بنابراین    از جمعیت 

پروژه ه این  از  در  این  مشاهده نشد  H2یچ هاپلوتایپی  نتایج   .
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 قرار داشتند.   H5و   H1در دو گروه هاپلوتایپ   ،انجام شدها  آن  PCRای که  نمونه  291پژوهش نیز مشخص نمود که تمام  

 
برای هر نمونه دو الگو ارائه شده    است،   ARMS-PCRبا پروتکل    PCRالگوی الکتروفورزی از محصولات    الف(:  H1موجود در هاپلوتایپ14408C>T جهش  (  2شکل 

است  جفت باز    470آمده با آغازگرهای مربوط به ناحیه فاقد جهش است و آمپلیکون تکثیرشده حاصل از آن به طول  دستهدهنده محصولات باست. یک الگو نشان
 (PNدیگری نشان .)کندجفت باز را تکثیر می  216ای به طول  که قطعه   استآمده با آغازگرهای مربوط به ناحیه دارای جهش  دستهلات بدهنده محصو   (PM  چاهک .)

  5مربوط به   3-12های  جفت باز مشاهده شد. چاهک  470که فقط آمپلیکون مربوط به ناحیه فاقد جهش به طول    است(  N)   مربوط به یک نمونه نرمال  2و    1شماره  
الگوی ژل الکتروفورز سه نمونه    ب( جفت بازی مربوط به ناحیه دارای جهش تکثیر شده است.    216که در همه آنها فقط قطعه    هستند(  M1-M5)   نمونه دارای جهش

دهد فرد آلوده، با دو ویروس متفاوت آلوده شده است و همچنین یک  جفت بازی مشاهده گردید که نشان می  470و    216دو قطعه    هر   که  است (  MN)   هتروزیگوت
جهش فاقد  نرمال  قطعه  NN)   نمونه  فقط  که  کنترل  عنوان  به  شد.    470(  دیده  بازی  جهش    ج(جفت  دارای  نمونه  دو  نمونه    14408C>Tکروماتوگرام  یک  و 

 قطه جهش با فلش مشخص شده است. هتروزیگوت. ن

 
 H5و  H1هاپلوتایپ   درصد فراوانیتغییرات ( 3شکل  



 و همکاران جلیلی      12

 1400 ،1، شماره 11 دوره نامه علمی ـ پژوهشی طب انتظامی  فصل 

 بحث 
مطالعه   این  از  هاپلوتایپهدف  تکاملی  ژنتیکی ارزیابی  های 

ویروس   تا    SARS-CoV-2غالب  خرداد  زمانی  بازه  در  ایران  در 
ماهبود.    1399سال    آبان  گذشت  گسترده  با  انتشار  آغاز  از  ها 

ویروس در جهان، تنها تعداد بسیار کمی از توالی کامل ویروسی  
از ایران ثبت گردیده است. اگرچه شیوع این بیماری در ایران در  

شده   آغاز  جنوبی  و کره  ایتالیا  با  همراه  فوریه  اما  اوایل  است، 
توالی ژنومی هیچ  ماه  SARS-CoV-2  یابی  اول  در  های 

آوریل    4گیری انجام نشد. اولین توالی ویروس از ایران در  همه
در     GISAID (EPI_ISL_424349)  در است.  شده  بارگذاری 

،  G1397Aو همکاران سه جهش اصلی    Edenهمان مطالعه  
T28688C  و  G29742T   را در ژنوم بیماران با سابقه سفر به

اند که یک نماینده گروه هاپلوتایپی متمایز از ایران مشاهده کرده
تشکیل  را  زمان  آن  در  ایران  در  موجود  خاص  ویروسی  تنوع 

توالی در دسترس جمعیت  19دهند ]می اولین  [ و نشان دهنده 
با سوش   تا    H5ایران  ژنوم  2020اکتبر    23است.  تنها هشت   ،

موجود بود که برای ردیابی ویروس در کشور    GISAIDامل در  ک
از  ایران،  در  شیوع  اپیدمیولوژیک  مطالعه  تنها  در  و  نبود  کافی 

اند.  شده از مسافران به ایران استفاده کردهتوالی ژنومی مشخص
نمونه از    50و همکاران در مطالعه خود    آبادینجمپس از مدتی  

را   ایران  در  موجود  ویروس  انجام  توالیژنوم  ژنومی  یابی کامل 
پژوهش  داده از  حاصل  نتایج  نشان   آبادینجماند.  همکاران  و 
ویروسمی آلودهدهد که  اولیه  دو  های  در  ایران  جمعیت  کننده 

شاخه   دارد.  قرار  فیلوژنتیکی  جهش  B4شاخه  شاخص با  های 
(G1397A-T28688C-G29742T)    نمونه  36که از  ها  مورد 

-C241Tهای شاخص )با جهش  B1اخه  شود و شرا شامل می

C3037T-C14408T-A23403G  نمونه  9( که از  را مورد  ها 
 [.  20نمونه دیگر نیز کیفیت لازم را ندارند ] 5گیرد. دربر می

و    آبادی نجمآمده از مطالعه  دستبا مقایسه نتایج به
شاخه   که  شد  مشخص  حاضر،  گروه    B1پژوهش  همان 

شاخه    H5هاپلوتایپی   هاپلوتایپی    نیز   B4و    H1همان گروه 
های این تحقیق در جهت  بود. به همین منظور امید است یافته

هاپلوتایپ  انتشار  وضعیت  مورد  ارزیابی  کشور  در  ژنتیکی  های 
توالی رویکردهای  خوشبختانه،  گیرند.  قرار  کامل  استفاده  یابی 

ژنومی موجب شد که در مدت زمان بسیار کوتاهی تعداد بسیار 
ت از  ویروسوالیزیادی  به  مربوط  آلودههای  در  های  افراد  کننده 

[ گیرد  قرار  محققان  اختیار  در  مختلف  [.  21-23کشورهای 
تشخیص   توجه  با  مطالعه  این  در  ژنوتیپ  تعیین  رویکردهای 

به    ARMS-PCRسوش غالب جمعیت با تکنیک ساده و ارزان  
توالی پرهزینه  تکنیک  کاهش جای  به  ویروس  ژنوم  کل  یابی 

دنبال هزینه   چشمگیر  به  شد.  خواهند  منجر  تحقیقات  های 
-COVID، عامل بیماری SARS-CoV-2شیوع گسترده ویروس  

از آن که در    19 ناشی  بالای مرگ و میر  در جهان و آمار نسبتاا 
بی اخیر  دهه  رویکردهای  چند  طراحی  است،  بوده  سابقه 
های اساسی  زای مطمئن به یکی از دغدغه پیشگیرانه و مصونیت

این  محق بودن  نوپدید  و  ناشناخته  شد.  تبدیل  حوزه  این  قان 
تر شدن شرایط کمک  ویروس و بیماری مرتبط با آن به پیچیده

بیماری قبیل  این  با  مبارزه  برای  نخستین گام  ها، کسب  نمود. 

زایی و  شناخت و درک کافی از ساختار، نحوه عملکرد و بیماری 
ویژگی خصوص  تشابه  ژنی،  )آرایش  ژنتیکی  توالی  های  بهات 

تغییرپذیری،   سرعت  و  نرخ  خانواده،  اعضای  سایر  با  ژنومی 
[ است  بیماری  منشاء  شایع(  اساس  21،  16،  2تغییرات  بر   .]

مطالعه  با  مشابه  طرحی  انجام  سابقه  این  از  قبل  ما،  دانش 
حاضر در کشور ایران گزارش نشده است. با این حال در زمان آغاز  

مطا محدودی  تعداد  تنها  طرح  انتقال  این  بر  مبنی  مشابه،  لعه 
هاپلوتایپ هم قالب  در  ژنتیکی  تغییرات  مجلات  زمان  در  ها، 

در  تغییرات  همزمان  انتقال  الگوی  بود.  شده  منتشر  علمی 
تکهاپلوتایپ  تغییرات  شناسایی  به  منجر  نوکلئوتیدی  ها، 

ها گردید. امتیاز  در بسیاری از هاپلوتایپ   (Tag SNV)برچسب  
نوکلئوتیدی برچسب این است که بدون تکاصلی این تغییرات  

توالی انجام  به  مینیاز  ژنومی،  کامل  گروه  یابی  نوع  با  توان 
های هر نمونه را با درصد اطمینان  هاپلوتایپی و یا زیرهاپلوتایپ

[. این امر، به خصوص در مورد  15،  14بسیار بالایی تعیین نمود ]
توالی رویکردهای  به  دسترسی  امکان  که  یابی  کشورهایی 

همه مطالعات  در  ندارند،  را  کارآمد  پیشرفته  بسیار  گیرشناسی 
   کند.عمل می

شایع   هاپلوتایپی  گروه  دو  پژوهش  این    و  H5در 
H1  قرار بررسی  مورد  ماه  زمانی شش  بازه  در  نتایج    گرفت،  که 

،  COVID-19این مطالعه نشان داد که در اوایل ایجاد اپیدمی  
هاپلوتا  H5هاپلوتایپ   عنوان  سوشبه  در  غالب  های  یپ 

بسیار  آلوده زمان  در  اما  شد  شناسایی  ایرانی  جمعیت  کننده 
تغییرات  ایجاد  و  ویروس  ژنوم  بودن  پویا  به  توجه  با  کوتاهی 

هاپلوتایپ   به    H1جدید،  و  تبدیل شود  غالب  به گروه  توانست 
به   نزدیک  برسد.    100فراوانی  گروه  درصد  سازنده  تغییر  چهار 

 241C>T ,3037C>T ,14408C>Tشامل    H1هاپلوتایپ  

,23403A>G  و    14408های  بودند. دو تغییر واقع در موقعیت
های  ای در ژنبه ترتیب موجب بروز تغییرات اسیدآمینه  23403
RdRp  رمزکننده(RNA     و ویروسی(  )رمزکننده    Sپلیمراز 

مهم   میspikeپروتئین   )[ حال  24شوند  در  هاپلوتایپ  این   .]
اغلب   در  سراسر  نمونهحاضر  در  انتشار  حال  در  ویروسی  های 

تواند به شود که این امر به احتمال فراوان میجهان مشاهده می
اشاره باشدواسطه دو تغییر نوکلئوتیدی  ژن    .شده صورت گرفته 

RdRp    ناحیه آنزیم  ORFabدر  و  دارد  پلیمراز    RNAقرار 
به   می  RNAوابسته  رمز  مهمرا  از  یکی  عوام کند که  در  ترین  ل 

ژن   و  است  ویروس  ژنوم  مهم  Sتکثیر  اتصال که  در  ژن  ترین 
[ است  میزبان  سلول  به  می25ویروس  بنابراین  این  [.  توان 

با توجه به شرایطی  ها را اینجهش گونه تفسیر کرد که ویروس 
تواند تغییراتی را در ژنوم خود اعمال کند  که در آن قرار دارد می

اتص یا قدرت  تکثیر خود  در  تا سرعت  تغییر  از طریق  را  ال خود 
   های سطح سلولی افزایش دهد.ساختار شاخک به گیرنده

هاپلوتایپ  اطلاعات  بنابراین  تکاملی،  اطلاعات  ارائه  بر  ها علاوه 
پیدایش   احتمالی  مکان  و  زمان  خصوص  در  را  ارزشمندی 

های مختلف ویروسی و الگوی پراکنش آنها در گذر زمان  سوش
ه مهم این بررسی شناسایی تغییرات برچسب  کنند. یافتارائه می

است. به علت منحصر بودن تغییرات در هر هاپلوتایپ،    Tagیا  
نوکلئوتیدهای  می ژنوتیپ  تعیین  با  که  داشت  انتظار  توان 

های متفاوت  موجود در جایگاه برچسب، بتوان هاپلوتایپ سوش
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ه  بینی نمود. همچنین با توجه برا با درصد اطمینان بالایی پیش
توالیهزینه  به  مربوط  گزاف  محدودیت  های  و  ژنوم  کل  یابی 

توالی ابزارهای  به  غربال  دسترسی  رویکرد  جدید،  نسل  یابی 
است،   هزینه  کم  و  آسان  نسبتاا  که  برچسب  نوکلئوتیدهای 

تعداد  می همچنین  و  باشد  ارزشمندی  و  پرکاربرد  گزینه  تواند 
ک توجه  باید  نمود.   غربالگری  را  نمونه  که بیشتری  رد 

با توجه به حساسیت دمایی نیاز به دقت فراوان     ARMSروش
اندازی و کسب نتیجه صحیح دارد شو برای تأیید عملکرد  در راه

می روش  توالیصحیح  روش  با  تصادف  به  یابی کنترل  بایست 
بدون شک    های این مطالعه بود.گردد که این مورد از محدودیت

ج  در به  مربوط  اطلاعات  داشتن  غالب  اختیار  ویروسی  معیت 
تواند در شناسایی مبدأ ویروس یا منبع  کننده هر منطقه میآلوده

واکسن طراحی  ویژه  به  و  آلودگی  و  احتمالی  اختصاصی  های 
بسیار  خاص  منطقه  آن  افراد  ابتلای  از  پیشگیری  برای  مؤثر 

روش این  اصلی  مزیت  بنابراین  باشد.  به  کارآمد  تنها  نه  ها، 
یا   ابتلا  سریع  کمک  تشخیص  مشکوک  افراد  ابتلای  عدم 

نمایند، بلکه در صورت آلوده بودن فرد به ویروس، هاپلوتایپ می
آلوده ویروس  انگشت  اثر  اطمینان یا  درصد  با  را  فرد  آن  کننده 

بالایی مشخص خواهد کرد. در نتیجه با توجه به تغییرات مکرر  
هاپلوتایپ ایجاد  امکان  و  ویروس  اثرات  ژنوم  با  جدید  های 

میفنوت پیشنهاد  مختلف  بیماری یپی  کامل  اتمام  تا  شود 
 تغیرات به تناوب مورد بررسی واقع شوند. 

 

 گیری نتیجه 
ویروسارزیابی  غالب  جمعیت  که  دارد  آن  از  حکایت  های  ها 

 H5گیری دارای هاپلوتایپ  کننده افراد ایرانی در اوایل همهآلوده
توجه گروه   قابل  دنبال گسترش  به    در   H1  یپیهاپلوتابودند. 

زمان با گذشت  و  جهان  هاپلوتایپ    ، سطح  عنوان  به  این گروه 
واجد تغییرات    H1های از نوع  گردید. توالی  H5غالب جایگزین  

تیب در تکثیر ژنوم  که به تر   هستند  Sو    RdRpمهمی در دو ژن  
 . ویروس و اتصال به سلول میزبان نقش دارند

 
انتظامی:   طب  در  و کاربردی  بالینی  درگیری نکات  به  توجه  با 

توانایی و  کرونا  ویروس  با  جامعه  آحاد  در  همه  موجود  های 
به سهم خود   برآن شدیم که  انتظامی  بهداد فرماندهی  معاونت 

م  بازه  در  جمعیت  غالب  سوش  شناسایی  هزینه  در  با  نظر  ورد 
بسیار کمتر از توالی یابی کامل ژنومی قدمی برداشته شود که در  

مط استفاده سایر  پلیس  جامعه  در  ویژه  به  اپیدمیولوژی  العات 
 شود.  

قدردانی: و  به   تشکر  انتظامی  نیروی  بیمارستان  درمان  کادر  از 
سایر   و  پروژه  در  مطالعه  مورد  بیماران  ژنتیک،  آزمایشگاه  ویژه 

افرادی  اساتیدی   یاری و  پروژه  این  انجام  در  بودند  که  ما  رسان 
 کنیم. تشکر می

منافع:   نمایندمی  تصریح   مقاله   نویسندگان  وسیلهبدین   تعارض 
 .ندارد  وجود حاضر  مطالعه بالق در  منافعی تعارض گونهکه هیچ

: شیرین جلیلی، طراحی مطالعه؛ هادی شیرزاد،  سهم نویسندگان
جمع صالحی،  صادق  ایده؛  تحلیل  ارائه  و  تجزیه  و  داده  آوری 

تقیداده پیمان  جمعها؛  تحلیل  زاده،  و  تجزیه  و  داده  آوری 
ایده؛داده ارائه  محمدی،  رضا  نگارش  نویسندگان  همه  ها؛    در 

مقاله  تأیید  با  و  بودند  سهیم  آن  بازنگری   و   لهمقا  اولیه   نهایی 
را   آن  در  مندرج  مطالب  صحت  و  دقت  مسئولیت  حاضر،

   .رندیپذیم 
 معاونت بهداد ناجا حامی مالی این پژوهش بود.  :ی مال  منابع 
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