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Abstract 

 

Background and purpose: Influenza is one of the viral infections of the respiratory system, 

which causes death in high-risk groups every year. The genomic changes of influenza virus make it 

susceptible to drug resistance, therefore, continuous monitoring of the influenza virus is highly important 

in order to recognize the efficacy of available drugs. The current study investigated the neuraminidase 

gene mutations of Influenza A/H3N2 in Mazandaran province between 2016 and 2018.  

Materials and methods: Twenty Influenza A/H3N2 samples of patients hospitalized in 

Mazandaran province were included in the study. PCR and electrophoresis tests were performed using 

primers designed for the region of the neuraminidase gene that contained the desired mutations. Then, the 

PCR product was sequenced to determine the mutations.  

Results: A total of 57 mutations were detected at the level of nucleotides, among which 19 were 

observed in all isolates, 13 were seen in most isolates, and 25 single mutations that were identified in 

some isolates. A total of 28 mutations were detected at the amino acid level, among which 13 mutations 

were observed in all isolates, 6 were detected in most isolates, and 9 single mutations seen in some 

isolates.  

Conclusion: Although the sequence of the active site region is conserved in different subtypes of 

the neuraminidase gene, this region is still subject to mutation and genomic changes, which indicates 

changes in the active site region of the neuraminidase gene.  
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 پژوهشـي

 يهاروسيوموجود در ژن نورآمينيداز جهش هاي  يي شناسا
در نمونه هاي استان مازندران طي سال هاي  A/H3N2آنفلوانزا 

 1397لغايت  1395
  

        1مهدي ربيعي رودسري
        2مهدي حق شناس
  3يعبدالوهاب مراد

         4هادي رضوي نيكو
  6و5محمدرضا حق شناس

  چكيده
 هــايهاي ويروسي دستگاه تنفسي است كه هر ساله باعث مرگ در گروهيكي از عفونت فلوانزاآنبيماري  و هدف: سابقه

 كند، بنابراين نظارت مداوم به منظــور آگــاهيآن را مستعد مقاومت دارويي مي آنفلوانزاتغييرات ژنومي ويروس . شودخطر ميپر 
در ويــروس آنفلــوآنزاي  موجــودهاي جهش شناساييدر مطالعه حاضر شود. از اثربخشي داروهاي موجود بسيار احساس مي

A/H3N2 ه استمورد بررسي قرار گرفت 1397لغايت  1395هاي استان مازندران از سال در نمونه.  
تاييــد  نمونــه 20 ،اســتان مازنــدران يهــامارستانيدر ب يمبتلا به آنفلوانزا بستر بيمارانهاي از بين نمونه ها:مواد و روش

اي از ژن ناحيــهدر و الكتروفــورز  PCR يهــاتســت ،العه شدند. با استفاده از پرايمرهــاي طراحــي شــدهوارد مط H3N2 شده
هــا جهت مشخص شدن موتاسيون PCR، انجام شد. سپس محصول بوده است هاي مورد نظرنورامينيداز كه حاوي موتاسيون

  تعيين سكانس شد.
 13 ،هــاجهش در تمــام ايزولــه 19يي گرديد كه در اين ميان جهش در سطح نوكلئوتيدها شناسا 57در مجموع  ها:يافته

جهــش در ســطح  28ها مشاهده گرديد. در مجموع جهش بصورت انفرادي در برخي از ايزوله 25ها و جهش در اكثر ايزوله
صــورت هجهــش بــ 9هــا و جهــش در اكثــر ايزولــه 6 ،هاجهش در تمام ايزوله 13اسيدآمينه شناسايي گرديد كه در اين ميان 

  ها مشاهده گرديد.انفرادي در برخي از ايزوله
هاي مختلف از ژن نورامينيــداز ايــن ناحيــه وجود حفاظت شده بودن توالي ناحيه اكتيو سايت در ساب تايپبا  استنتاج:

  باشد.از ميدستخوش موتاسيون و تغييرات ژنومي قرار دارد كه نشان دهنده تغييرات در ناحيه اكتيو سايت ژن نورامينيد همچنان
  

  ، موتاسيونA/H3N2 ، مقاومت داروئي، Aآنفلوآنزا تايپ  واژه هاي كليدي:
  

  مقدمه
هاي دستگاه تنفسي آنفلوانزا يكي از عفونتبيماري 

باشد كه مجاري تنفســي فوقــاني و تحتــاني را درگيــر مي
 .)1(شــودكند و توسط ويــروس آنفلــوآنزا ايجــاد مــيمي

 انواده ارتوميكســوويريدهويروس آنفلــوانزا متعلــق بــه خــ
   8تـــا  7) حـــاوي kb 13 ~ژنـــوم آن (طـــولبـــوده كـــه 

  .)2-4(دـباشمي ايهـك رشتـي تـسنس منف RNAه ــقطع
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 پژوهشـي

نوكلئــوپروتئين قطعات  بر حسب تغييرات آنتي ژني در و
، Aو پروتئين ماتريكس، به سه تايــپ آنفلــوآنزاي تايــپ 

كه در اين ميــان، شوند بندي ميطبقه C، و تايپ Bتايپ 
ترين و شديدترين پــاتوژن انســاني به عنوان شايع Aتايپ 

. ويــروس آنفلــوانزاي )5،6(باشــددر بين اين سه تايپ مي
گليكوپروتئين ژنيك بر اساس خصوصيات آنتي Aتايپ 

بندي هايي دستههماگلوتينين و نورآمينيداز به ساب تايپ
ــي ــاكنون م ــود. ت ــوپروتئين  16ش ــپ از گليك ــاب تاي س

 ساب تايپ از گليكــوپروتئين 9و  (H1-H16)هماگلوتينين 
كــه رايــج  )3،7(شناسايي شده است (N1-N9)نورامينيداز 

 هاي انســانيهاي منتشر شده در جمعيتترين ساب تايپ
H1N1  وH3N2 ــوانزاي  .)8-10(باشــدمــي ــروس آنفل وي
، بــراي پايــدار مانــدن، بــه دو مكانيســم تكــاملي Aتايــپ 

موتاسيون و نوتركيبي ژنومي وابسته است تا بطور مــداوم 
از سيســتم ايمنــي ميزبــان فــرار كنــد و بــا شــرايط جديــد 

 RNAفقدان توانايي پــروف ريــدينگ در  .)5(سازگار شود
بــه  Aويروس آنفلــوانزاي تايــپ  RNA پليمراز وابسته به

طور كلي مطالعات به. )11،12(كندتغييرات كمك مياين 
 و N294S ،I222V هــايموتاســيون دهنــده وجــودنشــان

H274Y  درساب تايپH3N2 در  كه )17،19،20(باشدمي
گــردد و بســته بــه مــيايجاد  انفولانزاويروس  دازينينورآم
بســته بــه تايپ/ســاب ( دازيــنيهــاي نورآممهاركننــدهنــوع 

بــه  ؛و نوع دارو متغيــر اســت) دازينيژني نورآمتايپ آنتي
 دازيــنيهــاي نورآمهمــين دليــل، مقاومــت بــه مهاركننــده

عمدتا بر اساس آزمايش ويــروس هــا از طريــق ســنجش 
ايــن در ارتبــاط بــا آنــاليز تــوالي  دازينيمهار فعاليت نورآم

هاي موتانتشيوع كه با توجه به اين .)21(باشدمي قسمت
وجــود ايــن  ،باشــندمقاوم از نظر جغرافيائي نيز متغيــر مــي

چنين درمــان بيمــاري را پيچيــده ها كنترل و همموتاسيون
طــور قابــل ه هاي ويروس آنفلوانزا بــعفونت كرده است.

 گزارش كه شوندتوجهي موجب بيماري و مرگ و مير مي
لوانزا مرگ مرتبط با آنفهزار  500تا  250ساليانه گرديده 

سرعت انتشار بــالاي بيمــاري، بــالا . )14،15(اتفاق مي افتد
 هاي در معرض خطــربودن ميزان مرگ به ويژه در گروه

چنــين غيــر و قابل انتقال بودن بين حيــوان و انســان و هــم
از دلايل اهميت اين ويروس  يبيني بودن بيمارقابل پيش

بــراي واكسيناسيون اولين روش طور كلي به .)13(باشدمي
اما بــه ) 16(باشدپيشگيري از عفونت ويروس آنفلوانزا مي

دليل تغييرات مــداوم آنتــي ژنيــك ويروســي آنفلــوانزاي 
و عــدم مطابقــت بــين واكســن آنفلــوانزاي  )14،16(فصلي

فصلي و ويروس آنفلوانزاي منتشرشده و نــاتواني ميزبــان 
هاي واكسن بايــد ســاليانه براي ايجاد پاسخ مناسب، سويه

علت همين كوتاهي عمر واكسن به .)16،17(اب شوندانتخ
 صرف وقت و هزينه چنينهمتزريق سالانه آن، و آنفلوانزا و 

 بالا براي توليد آن، داروهاي ضدويروسي اولين خط دفاعي
در  بنــابراين .)18(باشــدهاي نوظهور ميدر مقابل ويروس

 ژن نورامينيــدازدر  موجود يهاجهش ييشناساحاضر مطالعه 
در استان مازنــدران بــين  A/H3N2آنفلوانزا  يهاروسيو

  مورد بررسي قرار گرفت. 1397تا  1395هاي سال
  

  مواد و روش ها
 كــه بــوده يمقطعــ -يفيمطالعه توص كيمطالعه  نيا

ــه ــتري در از نمون ــوانزا بس ــه آنفل ــتلا ب ــاران مب ــاي بيم ه
تــا  1395هــاي هاي اســتان مازنــدران بــين ســالبيمارستان

هاي مذكور پــس از تاييــد از فاده گرديد. نمونهاست 1397
ــه روش  ــوانزا ب ــروس آنفل و  Real-Time PCRنظــر وي

. گرديددرجه نگهداري  -80تعيين ساب تايپ در فريزر 
ســاب تايــپ  Aنزاي لــوآنمونــه آنف 20در اين مطالعــه از 

H3N2 استفاده گرديد. (كد  1397تا  1395هاي بين سال
  .)IR.MAZUMS.REC.1397.1741اخلاق: 

  
  RNAاستخراج 

بــا اســتفاده از  مــارانيهاي باز نمونه RNA استخراج
 از شــركت Viral RNA/DNA Kits PureLinkTMكيت 

Invitrogen انجام شــد. در مرحلــه اســتخراج RNA ،25 
ليتري ميلي 5/1 هايبتيوكرويمرا به ميكروليتر پروتئيناز 

ه از نمونــ تــريكروليم 200اســتريل اضــافه كــرده و ســپس 
به آن اضــافه  Lysis Bufferبيمار و هم حجم آن محلول 



  A/H3N2 روسيو دازينيژن نورآم يهاجهش
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محلــول  گرديــد.ثانيه با ورتكــس مخلــوط  15و به مدت 
دقيقــه  15بــه مــدت گــراد درجه سانتي 56 يدما فوق در

. انجــام شــد وژيفيسانتر هيثان 2-3انكوبه و سپس به مدت 
 96-100 الكــل ميكروليتــر 250 دست آمــدهبهبه محلول 

ثانيه با ورتكــس  15ه و سپس به مدت اضافه كرد درصد
 دقيقــه در 15آن را مخلوط كرده و محلول فوق به مدت 

بــه . محلــول گرديــد انكوبــه درجــه ســانتيگراد 56دمــاي 
كه حــاوي فيلتــر  Viral Spin Cهايببه تيو دست آمده

بــه  g6800دور  بــاو ســپس  شــدهمخصوص است اضــافه 
فيلتــر . ســتون حــاوي گرديــد وژيفيســانتر قــهيدق 1مــدت 

 مخصوص را به ميكروتيوپ ديگر منتقل كرده و با اســتفاده
دو بــار ميكروليتر  500به ميزان  Wash Bufferمحلول  از

 1به مــدت  g 6800عمل شستشو را انجام داده و در دور 
محلــول  در نهايــت انجــام شــد. وژيفيســانتر مجــددا قهيدق

ــانتر ــتفاده از س ــا اس ــه و ب ــوپ دور ريخت ــل تي    وژيفيداخ
. فيلتــر مخصــوص انجام شد حذف اتانل از فيلتربالا  دور

Viral Spin C ليتري موجود در ميلي5/1 هايبرا به تيو
 انكوبــه اتــاق ميكروليتر 50كيت قرار داده و سپس به ميزان 

 وژيفيدقيقــه بــا دور بــالا ســانتر 1كرده و سپس بــه مــدت 
با اســتفاده  بوده را. محلول حاصله كه حاوي ژنوم گرديد

ــپكتوفتومتر از ا ــرار دادهس ــابي ق ــورد ارزي ــپس در  م و س
   جهــت اســتفاده از تســتگــراد درجــه ســانتي -80 دمــاي

Real Time PCR  گرديدنگهداري.  
  

  cDNAسنتز 
 يتجــار تيــاز ك cDNAبه منظور سنتز  مرحله نيدر ا
بــا  كــايساخت كشــور آمر applied biosystemشركت 

 high capacity cDNA reverse transcription kit نــام
 10از مجمـــوع  cDNAســـنتز  ي. بـــراديـــاســـتفاده گرد

 و RT-Bufferاز  تريكروليم 2 شامل: كسيمستر م تريكروليم
  از  تـــــريكروليم 2 و dNTP MIXاز  تـــــريكروليم 8/0

RT Random Primer  از  تــريكروليم 2/4وNuclease 

Free Water اضــافه شــده  ميكروليتــر 2/0 وپيكروتيبه م
بــه  روسيــاستخراج شده و RNAاز تر ميكرولي 10سپس 

 يياضــافه و حجــم نهــا كسيمســترم يحــاو وبيــكروتيم
در دستگاه ترمال ها نمونه. ديرسميكروليتر  20واكنش به 

ــه منظــور انجــام واكــنش رونو كلريســ ــيب معكــوس  يس
(Revers Transcription) هقيدق 10 :ييمطابق برنامه دما 

 37 يدر دمــا قــهيدق 120گراد، يدرجه سانت 25 يدر دما
درجـــه  85 يدر دمـــا قـــهيدق 5گـــراد و يدرجـــه ســـانت

 -20 يحــاو وبيــكروتيم اني. در پاانجام شد گراديسانت
و  روسيــو RNAپس از اســتخراج  شد. يدرجه نگهدار

 دازينيمآنور ژن هيناح ريتكث ندآيفر، cDNAآن به  ليتبد
 يطراحــ يمرهايها بود به كمك پراونيموتاس يكه حاو

  .انجام گرفت PCRش شده و به رو
  
ــدول ــماره  ج ــه  :1ش ــده ناحي ــي ش ــاي طراح ــات پرايمره   مشخص

Active Site  ويروس انفلوانزايA/H3N2  
 

Amplicon 
Size (bp) 

TM نام پرايمر  توالي  

698 8/60 5ˊ-AGGATTTGCACCTTTCTCTAAGGAC-3  ́ FLU N2-F 

698 4/60 5ˊ-TTCTGGGTGTGTCTCCAACAAG-3  ́ FLU N2-R 

  
  PCRتست 

 حجم نهايي واكنش بــراي PCRنظور انجام تست مبه 
 تــريكروليم 20باشد كه شامل: مي تريكروليم 25هر نمونه 

 هــايبه ميكروتيوب 2مستر ميكس مطابق جدول شماره ز ا
ml2/0 از  تــريكروليم 5ســپس  ،انتقــال داده شــدهcDNA 

سنتز شده نمونه مورد نظر را به ميكروتيــوب فــوق اضــافه 
يفيوژ مختصــر بــه دســتگاه ترمــال كــرده و پــس از ســانتر

بــا  sensoquestشــركت  Labcycler basicسايكلر مدل 
 گراددرجه سانتي 95استفاده از پرتكل دو دقيقه در دماي

ثانيــه در  C95 ،30 ثانيه در دماي 20سيكل شامل ( 35و 
دقيقــه  5) و سپس C72 دقيقه در دماي 1و  C62 دماي

  انجام شد. PCRتست گراد درجه سانتي 72 در دماي
  

  PCRتهيه مستر ميكس به منظور انجام تست  :2جدول شماره 
  

 (µl) حجم غلظت نهايي اجزاي واكنش (غلظت اوليه )

PCR   
MasterMix 

 

10x PCR Buffer (with MgCl2  2 µm) 1 X 5/2 

dNTPs Mix  2.5  µm each 2 

mi-Pfu DNA polymerase (2.5  U/µl) 0.6 units 25/0 

Primer F  (10 pmol /µl) 0.4 pmol /µl 1 

Primer R  (10 pmol /µl) 0.4 pmol /µl 1 

Distilled water - 25/13 

Total volume - 20 
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  تست الكتروفروز
محــدوده ژنــي  تكثيربه منظور مشاهده و تاييد نتيجه 

 5/1مــورد نظــر از روش الكتروفــرز بــر روي ژل آگــارز 
ين روش پس از آماده سازي درصد استفاده گرديد. در ا
هــا در ميــدان الكتريكــي در ژل آگارز و الكتروفرز نمونه

ــافر  ــول  TBEمجــاورت ب ــا ط ــدهاي ب ــراي  bp 698بان ب
 Uv transilluminatorتوسط دستگاه  A/H3N2هاي نمونه

  مشاهده گرديد.
  

ژن  هــايموتاســيون تعيــين و هاسكانس يابي، آناليزتوالي
  نورآمينيداز

و مشــاهده بانــد  PCRروفــرز محصــول پــس از الكت
 همراه پرايمرهــايبه PCR محصولات ،اختصاصي موردنظر

 كــره ماكروژن شركت به يابيطراحي شده، جهت توالي
و توســط  Sangerهــا بــه روش نمونــه ارسال شــد. جنوبي

تعيــين  ABI 3730XL Capillary Sequencerدســتگاه 
توسط  هاي دريافتي پس از دريافت. سكانسندتوالي شد

ها آناليز و كيفيت گراف 4/6/2 ورژن chromasافزار نرم
هــاي سكانس FASTAفرمت  مورد ارزيابي قرار گرفت.

بــا ســكانس  NCBIلاين در سايت صورت آنهدريافتي ب
بلاست گرديد و  N2كامل ژن نورامينداز در ساب تايپ 

از نظر مطابقت با سكانس رفرانس بررسي و تاييد شــدند. 

ــه منظــور  ــقب ــق بررســي دقي ــر و شناســايي جايگــاه دقي ت
هــاي ايجــاد شــده از تغييــرات نوكلئوتيــدي و موتاســيون

 ورژن BioEdit Sequence Alignment Editorافــزار نــرم
هــاي استفاده گرديد. به منظور بررســي موتاســيون 5/2/7

 كلئوتيــديتوالي نو BIOEDITافزار ايجاد شده توسط نرم
مينه ترجمــه شــد و ســپس بــا براساس فريم خود به اسيد آ

هــا نمقايســه و موتاســيو N2سكانس اسيد آمينه پــروتئين 
  شناسايي شدند.

  

  هايافته
 بيمــاران بــا درگيــري هــاينمونــه از مطالعــه ايــن در
بــين  در كــه مازنــدران هــاي اســتاندر بيمارســتان تنفســي
 شناســيبــه آزمايشــگاه ويــروس 1397 تــا1395 هايسال

 نظــراز و ند زنــدران ارســال شــدپزشكي ما علوم دانشگاه
 Real Time PCRويــروس آنفــولانزا بــه روش  وجــود

استفاده گرديد. در بين نمونــه هــا مورد تاييد قرار گرفتند 
بودنــد. پــس از  A/H3N2نمونه مربوط به آنفلوانزاي  20

 پرايمرهــا بــا هاي مذكورنمونه PCRتست  ،cDNAسنتز 
ــراي خــاص پروتكــل و ــ ب ــدا ژنر تكثي انجــام ز نورآميني

به منظور شناسايي و تاييــد صــحت قطعــات ژنــي  .گرديد
 بر روي ژل آگارز  PCRالكتروفرز محصول  ,تكثير شده

  ).1 تصوير شمارهانجام شد (درصد  5/1
  

 
  

  باشدجفت باز مي 698نش . طول باند حاصل از اين واك H3N2ساب تايپ  Aژن نورآمينيداز آنفلوانزا  PCRتصوير باند الكتروفورز محصول  :1تصوير شماره 
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ــه منظــور بررســي جهــش ــداز و آهــاي ژن نورب ميني
هــاي نوكلئوتيــدي تــوالي ،مقايســه تغييــرات ايجــاد شــده

  ســـال گذشـــته  3مازنـــدران طـــي  H3N2هـــاي ايزولـــه
ــال( ــين س ــاي ب ــه 1397-1395)ه ــان ب ــم زم ــورت ه   ص

با يكديگر و يك تــوالي حســاس بــه اوســلتاميوير كشــور 
ــوط ــراق مرب ــايه ع ــال  همس ــه س ــام 2009ب ــا ن ــذاري ب گ

A/IRAQ/WRAIR1157P/2009(H3N2) ـــــــــــــــا  ب
Accession Number:CY069479.1  ــد ــه گردي مقايس

در ايــران از  2009در ســال  H3N2دليل فقدان تــوالي ه(ب
هــاي توالي كشور همسايه عراق استفاده گرديــد). تــوالي
و  تــرنوكلئوتيدي مــورد مطالعــه بــه منظــور بررســي بــيش

يند حين آزمــايش و همچنــين آاشي از فركاهش خطاي ن
مقايسه در سطح جهاني با ايزولــه رفــرانس و حســاس بــه 

بــا  2009مربوط به كشور آمريكــا در ســال   WHOدارو 
 A/NEW YORK/1190/2009(H3N2)(نامگــذاري 

(Accession Number: CY173529.1  مقايسه گرديد (
ســه مورد مقاي BioEditافزار و نتايج حاصل به كمك نرم

منظــور شناســايي بــه H3N2در ســاب تايــپ  .قرار گرفت
هــاي مينيداز در نمونهآها و بررسي تغييرات ژن نورجهش

 كه اپيدمي 1397و  1396 ،1395هاي مورد مطالعه در سال
H3N2 هــاي شناســايي شــده در غالب بوده است جهــش

 انــد.بنــدي شــدهدر ســه گــروه دســته H3N2ساب تايــپ 
شــوند كــه تمــام هــايي مــيشگــروه اول مربــوط بــه جهــ

و  1396 ،1395هــاي هــاي مــورد مطالعــه در ســالايزولــه
 ،T333Gجهــش شــامل  19اند. ها را كسب كردهآن 1397

G334T، A338G، T443C، C471T، A489G، T501C، 
A643G ،A663T ،C666T ،G773A ،G735A ،T739A، 
C800A ،G828A ،G849A ،C890A ،T897C و A898C 

رار دارنـــد. گـــروه دوم مربـــوط بـــه در ايـــن گـــروه قـــ
ها مشاهده شده باشند كه در برخي از سالهايي ميجهش

هــا در ژنــوم اند و بــر خــلاف گــروه قبلــي در همــه ســال
هــا مربــوط دسته ديگر از جهش .ويروس حضور نداشتند

باشــد كــه تنهــا در يــك ايزولــه مشــاهده به مــواردي مــي
در  ،جهــش 5شــامل  1395ها در سال اند. اين جهششده

 10شــامل  1397ســال در جهــش و  10شامل  1396سال 
  .بيان شده است 3كه در جدول شماره  باشدجهش مي

  
ــماره  ــدول ش ــيون :3ج ــايموتاس ــده در  ه ــاد ش ــدي ايج نوكلئوتي

  A/H3N2آنفلوآنزاي 
  

  سال
  موتاسيون هاي گروهي

 تكرار شونده در همه سال ها

  موتاسيون هاي گروهي 
 تكرارشونده در يك سال

  فراواني ) درصد(

  موتاسيون هاي انفرادي 
  در همه سال ها

1395  

T333G 
G334T 
A338G 
T443C 
C471T 
A489G 
T501C 
A643G 
A663T 
C666T 
G773A 
G735A 
T739A 
C800A 
G828A 
G849A 
C890A 
T897C 
A898C 

 

G384A 50% 
C418A 50% 
T465C 10% 
G477A 15% 
G627A 40 % 
A660C 10% 
G681A 10% 
G787A 10% 
C870A 30%  

 

A351G 
C413A 
G477A 
C537A 
G588A 

1396  A660C 100%  A420G 
A424G 
C426A 
T532C 
A874G 
A880G 
A888C 
C901G 
T579C 

G819T/A  
 

1397  C376T 100% 
A411G 40% 
T465C 100% 
G477A 10% 
A660C 100% 
G681A 70% 
T771C 30% 
G787A 80% 
A913T 20% 
T908A 20%  

G486A 
A544G 

G819T/A 
C825T 
A827G 
A916G 
G456A 
T719C 
A700G 
G691A 

  

  بحث
 500تــا  250بيماري آنفلــوانزا ســالانه عامــل حــدود 

ترين و رايج Aمرگ در جهان است كه آنفلوانزاي  هزار
هــاي آنفلــوانزا شديدترين پــاتوژن انســاني در بــين تايــپ

  ).14،15(باشدمي
 Aهــاي متفــاوتي از آنفلــوآنزاي تاكنون ساب تايپ

 H3N2هــا، ســاب تايــپ اند كه در بــين آندهشناسايي ش
 ).8- 10(باشــدعامل اپيدمي فصلي سالانه در سراسر جهان مي

 دو كلاس از داروهاي ضد ويروسي در پيشگيري و درمــان
 باشد. دسته اول داروهاي آدامــانتيننفلوانزا مورد تاييد ميآ

باشند. داروي هاي نورآمينيداز ميو دسته دوم مهاركننده
تــرين داروي رايــج Tamifluووير بــا نــام تجــاري اسلتامي

ــه  ــوانزا، جــزو دســته دوم قــرار دارد. دارو ب درمــاني آنفل
شوند و به عنوان قسمت كاتاليتيك نورآمينيداز متصل مي

 كند. اتصــالهاي فعاليت نورآمينيداز عمل ميكنندهممانعت
 ACTIVE SITE)ايــن داروهــا بــه حفــره ناحيــه فعــال (
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ويــروس باعــث مهــار فعاليــت  رآمينيدازنوگليكوپروتئين 
 شود و با مهار بــرش اسيدســياليكسياليدازي ناحيه فعال مي

ســطح ســلول مــانع رهــا شــدن ويــروس از ســطح ســلول 
ــه اكتيــو ســايت مــي ــه موتاســيون در ناحي گــردد. هرگون

تواند با تغيير شكل فضايي در اين ناحيه مــانع ويروس مي
دارو در ايــن  اتصال دارو و يــا كــاهش ســطح اتصــال بــه

جايگاه و در نتيجه مقاوم شدن ويروس و يا كاهش ميزان 
هاي شناســايي شــده جهش. )22،23(حساسيت دارو گردد

در سه گروه دســته  H3N2ساب تايپ  Aدر آنفلوآنزاي 
شــوند هايي ميگروه اول مربوط به جهش بندي شده اند.
 ،1395هــاي هــاي مــورد مطالعــه در ســالكه تمام ايزولــه

جهش شامل  19ها را كسب كرده اند. آن 1397و  1396
T333G، G334T، A338G، T443C، C471T، A489G، 
T501C، A643G ،A663T ،C666T ،G773A ،G735A، 
T739A ،C800A ،G828A ،G849A ،C890A ،T897C 

در ايــن گــروه قــرار دارنــد. مشــاهده ايــن  A898C و
ا هــهاي گروهي در هر سه ســال و در تمــام ايزولــهجهش
دهنــده تغييــر ژنــوم ويــروس و پايــدار شــدن آن در نشــان
هــايي گروه دوم مربوط بــه جهــش باشد.هاي بعد ميسال
از جمله . اندها مشاهده شدهباشند كه در برخي از سالمي

در بين هشت ايزوله مورد  1395ها كه در سال اين جهش
بــا فراوانــي  C418Aو  G384A هايمطالعه شامل جهش

بــا  G627Aو  C870Aهــاي باشد و جهشميدرصد  50
توان اشاره كــرد. از مي درصد 40تا  30 از ترفراواني كم
درصــد  10هاي با فراواني بسيار پايين حدود جمله جهش

ــــش ــــامل جه ــــاي ش  و G477A، A660C، G681Aه
G787A  2از بــين  1396توان اشاره كرد. در ســال ميرا 

ــدليل حجــ ــه ب ــرار گرفت ــه مــورد مطالعــه ق ــايين ايزول م پ
ــه ــش نمون ــا جه ــري تنه ــر دو ايزولــه  A660Cگي در ه

شناسايي گرديد در حالي كه اين جهش در سال گذشــته 
 1397درصد مشاهده گرديد. در سال  10با فراواني فقط 

در همــه  C376Tاز بين ده ايزولــه مــورد مطالعــه جهــش 
هــا بــا فراوانــي ها مشاهده گرديد. از جملــه جهــشايزوله

ــر حــدود  ــايين ت ــه جهــشدرصــد مــي 40پ هــاي تــوان ب

A411G  وT771C هــاي اشاره كــرد. جهــشA913T  و
T908A  درصــد در ايــن ســال  20نيز بــا فراوانــي حــدود

مشاهده شدند. نكته قابل توجــه در ايــن ســال مربــوط بــه 
باشد كــه در دو ســال گذشــته از فراوانــي هايي ميجهش
درصــد در  100تــا  70درصد به فراواني حدود  10حدود 

تثبيت شدن ايــن  دهندهاند كه اين امر نشانها رسيدهزولهاي
باشــد كــه مــي H3N2نفلوانزا آها در ژنوم ويروس جهش

بــا  A660Cو  T465Cتــوان بــه ها مياز جمله اين جهش
 70با فراوانــي  G787Aو  G681Aدرصد و  100فراواني 

هــا دســته ديگــر از جهــش درصــدي اشــاره كــرد. 80تــا 
باشــد كــه تنهــا در يــك ايزولــه مربــوط بــه مــواردي مــي

 5شــامل  1395هــا در ســال اند. ايــن جهــشمشاهده شده
جهش در  10شامل  1397و سال  1396در سال و  جهش

  باشد.ها ميهر كدام از سال
در چين بر  2011-2007هاي اي كه بين سالدر مطالعه

هــاي صورت گرفت موتاســيون H3N2روي ساب تايپ 
D147N، H150R، V194I، I215V ،K221D و Y310H 

كــه اي ديگــري چنــين در مطالعــههم )24(مشاهده گرديد
ـــال ـــين س ـــاي ب ـــددر چـــين  2014 -2017ه  انجـــام ش
ـــيون ـــايموتاس  S247T و E221D، T267K، S245N ه

هــاي مازنــدران مطابقــت مشاهده گرديد كه با موتاســيون
اي كـــه در افريقـــاي جنـــوبي بـــين در مطالعـــه ).25(دارد
ــال ــاي س ــپ  2009 -2013ه ــاب تاي ــر روي س  H3N2ب

 و D147N ، I215Vهـــاي صـــورت گرفـــت موتاســـيون
E221D هــاي شناســايي مشاهده گرديد گه بــا موتاســيون

اي كــه در مطالعــه .)26(شــده در مازنــدران مطابقــت دارد
 -2016هــاي در كــره بــين ســالو همكــاران  Leeتوسط 
موتاســـيون  ،صـــورت گرفـــت A/H3N2بـــر روي  2011

E221D اســيد امينــه آســپارتيك اســيد  نين شدبا جايگز
(D)  شناسايي گرديــد كــه  2012در سال  221در جايگاه

هاي در گردش مشاهده گرديد. از در همه سويه 2016تا 
هاي مازندران از سال كه اين موتاسيون در سويهجاييآن

دهنــده تثبيــت مشاهده گرديده است نشان 2018تا  2016
هــاي گردش دنيا در ســالهاي در اين موتاسيون در سويه
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هــاي باشد. از طرفي موتاســيونمي حاضرتر از مطالعه قبل
S245N، S247T و T267K  ــــال ــــره  2014در س در ك

شناسايي شده كه در هر سه سال مطالعه در مازنــدران در 
هــا مشــاهده در همــه ســويه 2016-2018هــاي بــين ســال

ين ي كه در ايران صورت گرفــت از بــمطالعهدر  ).27(گرديد
بررسي شده موتاسيون مقاومت دارويــي  H3N2 ايزوله 50

به اوسلتاميوير مشاهده نگرديــد. البتــه در مطالعــه مــذكور 
ــه روش  H274Yفقــط موتاســيون   Real Time PCRب

هــاي مقاومــت دارويــي بررسي گرديد و ساير موتاســيون
  .)28(بررسي نشد

ــپ  ــيون H3N2در ســاب تاي ــاي موتاس  ، E119Vه
R224K ، R292K  وN294S تــرين و شــديدترين شــايع

هرچنــد ؛ باشــندعامل مقاومت دارويي به اوسلتاميوير مــي
تــر عامــل هــاي ديگــري بــا ميــزان شــدت كــمموتاســيون

هــا بــه داروي اوســلتاميوير شــناخته مقاومت اين ويــروس
ــين  ــد. از ب ــده ان ــتان  20ش ــه در اس ــورد مطالع ــه م ايزول
هــيچ كــدام  1397و  1396 , 1395هاي مازندران در سال

هاي شديد مقاومت بــه اوســلتاميوير مشــاهده از موتاسيون
دهنــده تاثيرگــذار بــودن تواند نشاننشد كه اين مسئله مي

داروي اوسلتاميوير در پيشگيري و درمان عفونــت ناشــي 
بــا توجــه بــه ميــزان پــايين د. باشــ H3N2از ســاب تايــپ 

 هاي اخيــرفراواني مقاومت به داروي اوسلتاميوير در سال
هــا گردد پايش سالانه و مداوم اين موتاســيونپيشنهاد مي

در حجم نمونه بــالاتري صــورت گيــرد تــا ميــزان شــيوع 
  مقاومت در صورت مشاهده گزارش گردد.

  

  سپاسگزاري
از معاونت محترم تحقيقات دانشگاه علــوم پزشــكي 

ــ ــتان ب ــدران و گلس ــته مازن ــاطر حماي ــالي و خ ــاي م ه
مه عزيزاني كه در انجــام همكاران محترم آزمايشگاه و ه

اين پروژه همكاري لازم را داشته انــد تشــكر و قــدرداني 
. ايــن مقالــه حاصــل )1741(كــد طــرح  به عمل مي آيــد
 مشترك دانشگاه علوم پزشكي مازنــدران طرح تحقيقاتي

  باشد.با دانشگاه علوم پزشكي گلستان مي
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