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هاي تنفسي و مسئول ايجـاد اپيـدمي و          ننده بيماري ك  ل ايجاد ترين عوام  از مهم  يك ي آنفلوانزاهاي   ويروس: زمينه و هدف  
واكسيناسيون و داروهاي ضد ويروسي تنها روش موجود جهت . زايي و مرگ و مير بالا هستند پاندمي با توانايي بيماري

مي تـا زمـان      اپيدمي و يا پاند    كهنگام وقوع ي   به. باشند  مي آنفلوانزاهاي   از ويروس  هاي ناشي  نترل عفونت كپيشگيري و   
هـا و   آدامـانتين  .رونـد  ار ميك هعنوان اولين قدم جهت پيشگيري و درمان ب     هسن موثر، داروهاي ضد ويروسي ب     كتوليد وا 

مقاومت به اين داروها اين      افزايش علت هب. باشند  مي آنفلوانزاهاي   ننده نورامينيداز داروهاي ضد ويروس    كداروهاي مهار 
 در ايـران  1392 تـا  1385 از سـال  A/H3N2ي آنفلـوانزا هاي  ومت دارويي ويروسمطالعه با هدف بررسي وضعيت مقا     

  .انجام شد
شت سلول مورد بررسـي     ك جدا شده از     A/H3N2ي  آنفلوانزا نمونه ويروس    50 توصيفي در اين مطالعه  : روش بررسي 

 PCR و محـصولات  انجام گرفت NAو  Mهاي   بر روي ژن  RNA  ،RT-PCRدنبال استخراج    همنظور ب  بدين. قرار گرفت 
  .تعيين توالي شدند تا تغييرات مربوط به مقاومت دارويي مورد بررسي قرار گيرند

غير از چهار نمونه مربوط  ه بA/H3N2هاي  شده در طي هشت سال متوالي تمام ويروس  نمونه بررسي50 از بين :ها يافته
 و  K292R  ،E119Vهاي    موتاسيون NAر ژن    بوده ولي د   S31N حاوي موتاسيون    M2 در ژن    1386 و   1385هاي   به سال 
N294Sكه نشانگر مقاومت دارويي هستند، مشاهده نشد .  
 در حال گردش بـه داروهـاي آدامـانتين مقـاوم و بـه      A/H3N2هاي   نتايج اين مطالعه نشان داد كه ويروس      : گيري  نتيجه

بررسـي وضـعيت مقاومـت دارويـي        چنـين    امـه ايـن مطالعـه و هـم        اد. داروهاي مهاركننده نورامينيداز حساس هـستند     
  .شود  توصيه ميB و A/H1N1ي آنفلوانزاهاي  ويروس

  .، مقاومت داروييH3N2 ، ساب تايپAي آنفلوانزاويروس  :ليديك لماتك

 
  

از جمعيت جهان % 20 يتقريبطور  به ساليانه آنفلوانزاهاي  ويروس
از عفونت  علت عوارض ناشي هار نفر ب هز500از  رده و بيشكرا درگير 

ها و  سنك وا1.دهند ها جان خود را از دست مي با اين ويروس
هاي  نترل عفونتكداروهاي ضد ويروسي جهت پيشگيري و 

  اگرچه واكسيناسيون سالانه روش . روند ار ميك ه بآنفلوانزاهاي  ويروس

  
هاي  مهم و اوليه در جهت حفاظت و پيشگيري از عفونت

باشد ولي استفاده از داروهاي ضد ويروسي   ميآنفلوانزاهاي  سويرو
 2.ها هستند نيز روش موثر و ارزشمند در درمان و كنترل اين عفونت

: اند آنفلوانزا شناسايي شدههاي  نون دو گروه داروي ضد ويروسكتا
 شناسايي 1960كه در اوايل دهه ) آمانتادين و ريمانتادين(ها  آدامانتين

 و 3كنند  عمل ميآنفلوانزاهاي   ويروسM2ليه كانال شده و بر ع
كه ) زاناميوير، پراميوير اسلتاميوير،(داروهاي مهاركننده نورامينيداز 

 مقدمه

 

  45 تا 40هاي  ، صفحه1 شماره،72دوره،1393فرورديني تهران،كي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش  مقاله اصيل

    10/12/1392:        آنلاين05/11/1392:        پذيرش19/06/1392: دريافت                     چكيده
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 وارد بازار شده و بر عليه جايگاه فعال نورامينيداز عمل تازگي به
  .كنند مي

از چهار دهه استفاده موثر از داروهاي آدامانتين در پيشگيري  پس
، مقاومت به اين داروها در ميان آنفلوانزاهاي  ونتو درمان عف

تر  در بيش. سرعت افزايش يافت  بهA/H3N2ي آنفلوانزاهاي  ويروس
ولي مقاومت، تغيير اسيد آمينه سرين به آسپاراژين كموارد اساس مول

رد دارو در ك كه از عمل(S31N)باشد   ميM2ين ي از پروت31در جايگاه 
ثير كردن فعاليت و تك كمنظور بلو ه بM2جهت مهار كانال يوني 

   4.آورد عمل مي هبگيري  پيشويروس 
% 2تر از  مك در سرتاسر دنيا 1995-2002هاي  در طول سال

 به اين داروها مقاوم بودند در A/H3N2ي آنفلوانزاهاي  ويروس
رد و كافزايش پيدا % 3/12 ميزان مقاومت به 2004كه در سال  حالي

. خصوص چين رخ داد ه شديد ابتدا در آسيا ب افزايشكدنبال آن ي هب
 در A/H3N2ي آنفلوانزاهاي   در تمام ويروسS31Nنون تغيير كا هم

در ايالات متحده ميزان . شورهاي آسيايي وجود داردكحال گردش در 
هاي  بود، در سال% 2تر از  مك 2003هاي مقاوم در سال  ويروس

از   به بيش2005-2006هاي  رسيد و در سال% 11 به 2004- 2005
گيري  نترل و پيشكز ك مرروي از اين. ردكافزايش پيدا % 90

 دستور توقف استفاده از داروهاي آدامانتين (CDC)ا كهاي آمري بيماري
  5. اعلام نمود2006را در سال 

عنوان درمان و  هننده نورامينيداز بكنون از داروهاي مهاركا هم
نند، البته گزارشات مبني بر ك  استفاده ميآنفلوانزاهاي  نترل ويروسك

ويژه اسلتاميوير رو به  ههاي مقاوم به اين داروها ب  ويروسپيدايش
ترين جهشي كه منجر به ايجاد مقاومت به  شايع. افزايش است
 A/H3N2ي آنفلوانزاهاي  ننده نورامينيداز در ويروسكداروهاي مهار

 292يگاه  جايگزيني اسيد آمينه ليزين به آرژينين در جا،گردد مي
(K292R)باشد  از نورامينيداز مي.  

K292R  باعث ايجاد مقاومت به اسلتاميوير، زاناميوير و پراميوير
تر شايع از جمله تغيير  هاي كم كه برخي موتاسيون گردد، در حالي مي

تغيير آسپاراژين   و(E119V) 119اسيد گلوتاميك به والين در جايگاه 
 فقط منجر به ايجاد مقاومت به (N294S) 294به سرين در جايگاه 

در مورد تغيير هيستيدين به تيروزين در جايگاه . شوند اسلتاميوير مي
274 (H274Y) هاي   مشاهده شده كه در ويروستازگي بهA/H1N1 

  مقاومتتري در ايجاد  مكي شده و اثر ـجاد مقاومت دارويـمنجر به اي

  6. داردA/H3N2هاي  در ويروس
هاي   باعث ايجاد اپيدميآنفلوانزاهاي  ويروسكه  با توجه به اين

 روي از اينشوند،  گاهي پاندمي با مرگ و مير فراوان مي فصلي و گه
هاي در حال گردش از نظر تغييرات مربوط  بررسي وضعيت ويروس

داروها جهت پيشگيري  منظور استفاده مناسب از به مقاومت دارويي به
  .باشد ار ميو درمان موثر از اهميت بسزايي برخورد

نون مطالعه جامعي در مورد وضعيت ككه تااز آنجايي 
ي در حال گردش در ايران از نظر مقاومت به دو آنفلوانزاهاي  ويروس

با هدف  اين مطالعه بنابراين ،گروه داروهاي ذكر شده وجود ندارد
 در A/H3N2 يآنفلوانزاهاي  روند مقاومت دارويي ويروسبررسي 

  .انجام شدحال گردش 
  

  
دست  ههاي تنفسي ب صورت مقطعي بر روي نمونه اين مطالعه به
 انجام 1392 تا 1385هاي  سال  درآنفلوانزا به كوكآمده از بيماران مش

 وزارت بهداشت و درمان  كارلي بر اساس دستورك طور هب. گرفت
ك به ي نمونه شستشو و يا سواب گلوي تمام بيماران مشكوكپزش
كه به مراكز  ) درجه، بدن درد، سرفه38تب بالاي  (آنفلوانزام يعلا

هاي  كنند جهت غربالگري از نظر ويروس بهداشتي درماني مراجعه مي
  .گيرند  مورد بررسي قرار ميآنفلوانزا

منظور   نمونه به44585در مجموع طي هشت سال متوالي حدود 
 واقع آنفلوانزاركز ملي  به مآنفلوانزاهاي  بررسي و شناسايي ويروس

شناسي دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي  در گروه ويروس
از نظر %) 7/16( نمونه 7447 تهران ارسال گرديد كه حدود

  . مثبت بودندآنفلوانزاهاي  ويروس
 A/H3N2هاي  منظور بررسي وضعيت مقاومت دارويي ويروس به

 نمونه مورد 50داد هايي كه اين ويروس در گردش بود تع از بين سال
در مورد نحوه انتخاب تعداد نمونه با توجه به . ارزيابي قرار گرفت

ي در حال گردش در هر سال از نظر آنفلوانزاهاي  كه ويروس اين
 بررسي تمام وي دارند كنزدي خويشاونديژنيكي  خصوصيات آنتي

 و  نمونه از ابتدا، ميانه50باشد، بنابراين تعداد  ها ضروري نمي نمونه
هايي كه از  منظور تعيين توالي از ويروس هب. پايان فصل انتخاب شدند

لي از بين تمام كدر حالت .  استفاده شد،كشت سلول جدا شده بودند

  بررسيروش
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شوند   شناسايي ميReal Time RT-PCRوسيله  ههايي كه ب ويروس
 روي از اينگردند،  شت سلول جداسازي ميكفقط تعداد محدودي در 

شت سلول جدا شده ك كه از A/H3N2هاي  يروسدر اين مطالعه و
هاي در  ها به تمام ويروس بودند مورد ارزيابي قرار گرفتند كه نتايج آن

  .باشد گردش در همان سال قابل تعميم مي
 شده انتخاب A/H3N2 هاي نمونه از RNAبه اين منظور استخراج 

 High Pure Viral Nucleic Acid Kit (Rocheبا استفاده از 

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)سپس .  انجام شد
 ,One-Step RT-PCR Kit (QIAGENوسيله ه بRT-PCRتست 

Germany)هاي  وسيله پرايمرهاي اختصاصي ژن ه بM2 و NA انجام 
، مخلوط µl 10 ،dNTP µl 2 ميزان كيت به 5Xدر اين روش بافر . شد

 µl 26 و µl 5/2م هر كداسنس  ، پرايمرهاي سنس و آنتيµl 2آنزيم 
ddH2Oعلاوه  ه بµl 5 RNA  دمايي زير پروتكل تحت مخلوط و
  :انجام گرفتواكنش 

C° 60مدت   بهmin 1 ،C° 50مدت   بهmin 30 ،C° 95مدت   به
min 15  ل شاملك سي40و سپس  C° 94ثانيه، 30مدت   به C° 50 
دت م  بهC° 72 و در نهايت min 1مدت   بهC° 72 ثانيه و 30مدت  به

min 10.  
هاي   جهت شناسايي جهشRT-PCRدست آمده از  همحصولات ب

 BigDye Terminator v1.1 Cycleوسيله  همربوط به مقاومت دارويي ب

Sequencing Kit (Applied Biosystems, Austin, TX, USA) و 
Sequencer ABI, (Applied Biosystems, Austin, TX, USA)  تعيين

 Bio Edit v7.2.5افزار  نرم ادست آمده ب هبي ها توالي. توالي شدند

(Tom Hall, Ibis Biosciences, Carlsbad, CA) تجزيه و تحليل 
  .ندشد
  

 
 از نظر وجود A/H3N2نفلوانزاي آ ويروس 50در اين مطالعه 

 مورد NA و M2هاي  تغييرات مربوط به مقاومت دارويي در ژن
هاي  هاي مثبت از نظر ويروس تعداد كل نمونه. فتندبررسي قرار گر

 و تعداد مواردي كه تعيين A/H3N2هاي مثبت  نفلوانزا و تعداد نمونهآ
  .)1جدول (ارايه شد اند  توالي شده

 بود S31N يك مورد حاوي موتاسيون 1385از چهار نمونه سال 
هاي  نهباشد ولي بقيه نمو كه نشانگر مقاومت به داروهاي آدامانتين مي

 فاقد موتاسيون مربوطه بوده 1386علاوه تنها نمونه سال  ههمان سال ب
هاي   تمام نمونه1387از سال. شده حساس بودند بيانو به داروهاي 

 تمام ،دهد  بودند كه نشان ميS31Nمورد مطالعه داراي موتاسيون 
 در گردش در ايران از آن سال به A/H3N2نفلوانزاي آهاي  ويروس
  شده  هاي بررسي مام نمونهـت .باشند اروهاي آدامانتين مقاوم ميبعد به د

  
   در ايران1385-92هاي  اند طي سال  و تعداد مواردي كه تعيين توالي شدهA/H3N2هاي مثبت   تعداد نمونه،نفلوانزاآهاي  هاي مثبت از نظر ويروس ل نمونهكتعداد  :1 جدول
  هاي مثبت ونهل نمكتعداد   هاي تنفسي ل نمونهكتعداد   سال

  نفلوانزاآهاي  از نظر ويروس
  A/H3N2هاي  تعداد ويروس A/H3N2هاي  تعداد ويروس

  بررسي شده در اين مطالعه
1385  1483  139  64    4  
1386  940  83  1    1  
1387  695  79  52     9  
1388  21758  4016  0  0  
1389  6237  1449  4  1  
1390  5636  999  899  32  
1391  7122  347  10  1  
1392  714  35  6  2  

  50  1036  7447  44585  عوجمم
  

 هايافته
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، K292R ،E119Vهاي  در طي هشت سال متوالي فاقد موتاسيون
N294S  وH274Y در ژن NAهاي   بودند كه نشانگر گردش ويروس

     حساس به داروهاي مهار كننده نورامينيدازA/H3N2نفلوانزاي آ
  .دوب

  

  
  

نفلوانزا در ايجاد پاندمي و پيدايش آهاي  ويروستوانايي 
به ايجاد  نفلوانزاي مقاوم به داروهاي ضد ويروسي منجرآهاي  ويروس

مصرف داروهاي .  شده استآنفلوانزانترل بيماري كنگراني در 
هاي مقاوم به  علت افزايش گردش ويروس ه ب1386آدامانتين از سال 

ي و ككه تغييرات ژنتي وجه به اينولي با ت .شود اين داروها توصيه نمي
 مطالعه روي از اينباشد   شايع ميآنفلوانزاهاي  ژني در ويروس آنتي

 ضروري M2هاي در حال گردش از نظر بررسي تغييرات ژن  ويروس
بار هاي حساس به اين داروها   زيرا احتمال دارد كه ويروس،باشد مي
اي آدامانتين در ان استفاده مجدد از داروهك و ام شدهداري پدگريد

  . ايجاد شودآنفلوانزاهاي  پيشگيري و درمان ويروس
شورها از جمله آرژانتين نشان داد كشده در ساير  مطالعات انجام

 در حال A/H3N2هاي   در ويروس2006 از سال S31Nكه موتاسيون 
 در 7.شود چنان شناسايي مي شور وجود داشته و همكگردش در اين 

هاي مقاوم   در ايران افزايش ويروس2009شده در سال   انجامپژوهش
 گزارش شده 2005-2007هاي  به داروهاي آدامانتين در طي سال

   4.است
هاي  ميزان ويروس، جنوبي انجام شد رهكاي كه در  در مطالعه

- 2004هاي   مقاوم به داروهاي آدامانتين در سالA/H3N2ي آنفلوانزا
و  2004- 2005هاي  سي در سالطور محسو هبود اما ب% 7/9، 2003
. رسيد% 92/89و % 81/42 ترتيب به  افزايش يافته و به2005- 2006

شور وجود كاهشي در اين ك روند ك ي2006- 2007هاي  در طي سال
 در 1.رسيد% 100 اين ميزان به 2008ولي در سال %) 4/57(داشت 
  تا2005هاي   نمونه در طي سال273روي  اي كه در هلند بر مطالعه
 در حال A/H3N2هاي  از ويروس% 74از   انجام شد، بيش2008

 كيبياين مطالعه نشان داد كه نوتر . را داشتندS31Nگردش موتاسيون 
هاي حساس به داروهاي   منجر به ظهور مجدد ويروسMدر ژن 

 مطالعات مشابه در استراليا و ايالات متحده نيز 8.آدامانتين شده است

باشد كه  قاوم به داروهاي آدامانتين ميهاي م نشانگر گردش ويروس
  9-12.خواني دارند ها با مطالعه حاضر هم هاي آن يافته

 1997و  1993هاي  با توليد داروهاي مهاركننده نورامينيداز از سال
ي مقاوم به داروهاي آنفلوانزاهاي  دنبال افزايش گردش ويروس هو ب

     يداز انتخاب اصلياكنون داروهاي مهاركننده نورامين آدامانتين، هم
     . باشند  ميآنفلوانزاهاي  در پيشگيري و درمان عفونت با ويروس

هاي مقاوم به  هاي اخير گزارشاتي از شناسايي سوش در سال
خصوص مناطقي كه  ههاي نورامينيداز از سراسر دنيا ب نندهكمهار

نگراني در خصوص . ها بالاست وجود دارد مصرف اين داروها در آن
هاي  ايش ميزان مقاومت به اين داروها اهميت غربالگري ويروسافز

تر  ت دارويي را پررنگمي در حال گردش از نظر بررسي مقاوآنفلوانزا
  .نمايد مي

ي آنفلوانزاهاي  روي ويروس  بر2013اي كه در سال  مطالعه
A/H3N2ويتنام صورت 2012 تا 2009هاي   در حال گردش در سال 

ها به داروهاي مهاركننده نورامينيداز   ويروسگرفت نشان داد كه اين
ي در حال گردش بين آنفلوانزاهاي   بررسي ويروس13.حساس بودند

هاي   در آرژانتين نشان داد كه ويروس2008 تا 2005هاي  سال
A/H3N2اين مطالعه . حساس به داروهاي مهاركننده نورامينيداز بودند 

 در A/H1N1هاي  سمقاومت به داروهاي فوق را در ويرو% 3/34
   14. نشان داد2008گردش در سال 

ها را به داروهاي   در هلند آنA/H3N2هاي  مطالعه ويروس
% 98از  كه بيش حالي مهاركننده نورامينيداز حساس نشان داد، در

 به اين داروها حساس بوده و 2007از   تا قبلA/H1N1هاي  ويروس
ها به اسلتاميوير  روساز اين وي% 24، 2008 تا 2007هاي  در طي سال

 8.مقاوم شده بودند

شده در نقاط  هاي انجام همانند ساير پژوهش نتايج مطالعه حاضر
 در حال گردش به A/H3N2هاي  دهد كه ويروس ديگر دنيا نشان مي

داروهاي آدامانتين مقاوم و به داروهاي مهاركننده نورامينيداز حساس 
چنين بررسي وضعيت  نويسندگان ادامه اين مطالعه و هم. هستند

 را توصيه B و A/H1N1ي آنفلوانزاهاي  مقاومت دارويي ويروس
  .نمايند مي

نفلـوانزا واقـع در گـروه    آز ملـي  ك ـليه پرسنل مركاز   :سپاسگزاري
شناسي دانشكده بهداشت دانشگاه علوم پزشكي تهـران كمـال           ويروس

  .گردد تشكر و قدرداني مي

 بحث
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Background: Influenza viruses are one of the most important etiological agents of res-

piratory disease in humans and cause epidemics and pandemics with substantial mor-

bidity and mortality worldwide. Vaccination and antiviral treatments are the sole and 

essential way for the prevention and control of influenza infection. During an influenza 

epidemic before the production of effective vaccine, antiviral treatments are the first 

step for the prevention and treatment of influenza infection. Adamantanes and neura-

minidase inhibitors are influenza antiviral drugs. Because of the increase of drug resis-

tant viruses, the aim of this study was the evaluation of the antiviral drug resistance in 

influenza A/H3N2 viruses from 2005-2013 in Iran. 

Methods: In this study 50 influenza A/H3N2 viruses isolated in cell culture were tested. 

All samples were subjected to M and NA gene sequencing at the National Influenza 

Center, School of Public Health, Tehran University of Medical Sciences. RNA was ex-

tracted from 200 µl of cell culture supernatants using the Roche high pure viral nucleic 

acid kit. RT-PCR with the Qiagen one step RT-PCR kit was done. The expected size of 

the PCR products were analyzed by electrophoresis using 1% agarose gels. The PCR 

products were sequenced for finding the drug resistant mutants. 

Results: All influenza A/H3N2 viruses except four viruses circulating during 2005-

2006 had Ser31Asn mutation at M2 channel protein. In the analysis of neuraminidase 

gene none of the A/H3N2 viruses had K292R, E119V and N294S mutations responsi-

ble for drug resistant strains. 

Conclusion: This study showed circulating A/H3N2 viruses was resistant to adaman-

tanes but susceptible to neuraminidase inhibitors. The national data analyzed in this re-

search may help increase knowledge about influenza virus antiviral drug resistance, 

which is a global public health concern. The authors suggested continuing this study 

and also the investigation of antiviral drug resistance of influenza A/H1N1 and B vi-

ruses. 
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