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 پژوهشي( ه)مقال

به مقاوم  A/H3N2 آنفلوانزا يهاروسيو R292Kو  H274Y يهاجهش ييشناسا

 ين توالييش تعروبا داز ينيهارکننده نورامم يدارو
 

  ، 3يجندق يعين زهرا شفينازن ،*3انياوري ژيلا، 2آزاد يطلعت مختار، 1اين يئکربلا يهاد محمد

  4يم ناصريمر

  
 دهيچك
 يمهم يهايدميو اپ يپاندم ۀجادکننديعامل ا A آنفلوانزا يهاروسيو :نه و هدفيزم

و  يريگشيپ ۀنيدر زم ياقات گستردهيمقابله با آنها تحق يکه برا هستنددر جهان 
 ۀمهارکنند يعنوان داروهفلو بيا تامير يويراً اوسلتامياخ شود.يدرمان انجام م

رود. ظهور يکار مهها بسروين ويو درمان ا يريگشيجهت پ (NAI) دازينينورام
با . است يروسيضد و يمشکلات مصرف داروهاجمله مقاوم از  يهاروسيو

صورت  NAIبه  ييمسئول مقاومت دارو يهاجهش يکه بر رو يقات مختلفيتحق
ده يد 414، 472، 111 يهاگاهيداز، جهش در جاينيم نوراميت فعال آنزيگرفته در سا

-جهش يمقاوم در گردش بررس يهاروسيو ييسات شنايشده است. با توجه به اهم

 يآنفلوانزا يهاروسيدر و ييمسئول مقاومت دارو R292Kو  H274Y يها
A/H3N2 ن مطالعه قرار داده شد.يعنوان هدف اهب ين توالييبا روش تع 

ه مستعد جهش در ژن يناح (Amplification) ريتکث يبرا :يبررس روش
 يآنفلوانزا ۀنمون 05 يبر رو Conventional RT-PCRداز، تست ينينورام

A/H3N2 محصولات  ،انجام شدهPCR دند. و نتايج تحليل و آناليز ش ين توالييتع 
ها فاقد نمونه ۀيم که کليافتيدر يکيد نوکلئياس يهايتوال يابيل و ارزيبا تحل ها:افتهي

 افت نشد.ي يچ مورد مقاوميبوده و ه R292Kو  H274Y يهاجهش
 يهاجهش ييثر، شناساؤم يل به اهداف درمانين يکه برايياز آنجا :يريگجهينت

ن يرود، در ايبه شمار م يضرور يبالا امر يژگيت و ويبا حساس ييمقاومت دارو
آن همچون دقت و توان  ياياستفاده کرد و از مزا ين توالييتوان از روش تعيراستا م

 ييمقاومت دارو يهاش جهشيدايپ يابيرد يآن برا يبالا و کارآمد ياتيعمل
در  يعنوان تست انتخابهبهره جست و ب يخوبهدر جامعه ب آنفلوانزا يهاروسيو

 از آن استفاده کرد. يصيتشخ يهاشگاهيآزما
 

 ي، مقاومت به داروين تواليي، تعA/H3N2 آنفلوانزاروس يو :د واژگانيکل
 .ريوياوسلتام
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 مقدمه
 يبا سنس منف RNAژنوم  يدارا آنفلوانزا يهاروسيو

از  يکيعنوان هد که بنباشي( مياقطعه 8و قطعه قطعه )

 دنشويم يبندده طبقهيريکسووياورتوم ۀخانواد ياعضا

را ها روسين ويد ايات نوکلئوکپسياساس خصوص بر .(4و1)

 يهاروسيو (4).کننديم ميتقس Cو  A ،Bپ يت 3به 

ک خود يرات خاص ژنومييهر ساله به خاطر تغ آنفلوانزا

ر متفاوت يو ممرگبا  يدمياد اپجيا يخطر برا ۀعامل بالقو

رو در نياز ا .(3و4) دنادهش شناخته يدر جوامع انسان

کلان جهت مبارزه،  يهانهياز کشورها پرداخت هز ياريبس

ستم يس يهاتياز اولو هاروسين ويو درمان با ا يريگشيپ

جاد يا يماريدرمان ب يبرا (.3) قرار گرفته است يبهداشت

 ( وNA) دازينينورام يژنها آنفلوانزا يهاروسيشده با و

از  لذا (.2و3) هنددي( را مورد هدف قرار مM2) يونيکانال 

کانال  ياه( و مهار کنندهNAI) دازينينورام يهامهار کننده

از مهار  (.2) کنندياستفاده م (M2 Inhibitor) يوني

ن و يها )آمانتادتوان به آدامانتانيم يونيکانال  يهاکننده

ضد  ين داروهايعنوان اوله ن( اشاره کرد که بيمانتادير

سفانه أمت .(3و1) شونديشناخته م A آنفلوانزا يهاروسيو

دار يپدمقاوم  يهاوسريوسرعت هبها ن دارويبا استفاده از ا

-عيشا ۀاز جمل S31Nو  V27A يهاجهش(. 2و4) ندشد

 M2شناخته شده در ژن  ييمقاومت دارو يهان جهشيتر

که ( NAI)داز ينيمهار کننده نورام ياز داروها (.3) باشنديم

توان به يم ،رونديکار مهب يخوبهب آنفلوانزادر کنترل 

 (.6و0) لنزا( اشاره کردير )ريويفلو( و زانامير )تاميوياوسلتام

 يهاسال ين داروها در طيمقاوم به ا يهاش موتانتيدايپ

 آنفلوانزا يهاروسيه ويدنبال استفاده آنها علهب 4558-4557

A/H1N1  با مطالعات ( 7و6) افتيرفته رفته گسترش

-روسيوگر يد يهاپيتحت تافتند که ين درامحقق ،شتريب

علاوه بر تحت  H3N2و  H5N1 مانند A آنفلوانزا يها

-يم مقاومن داروها يا جاد جهش بهيبا ا H1N1پ يت

شناخته شده که  يهان جهشيترعياز جمله شا .(8، 0)دشون

شود ير ميوياوسلتام يبه دارو ياديزمقاومت جاد يباعث ا

 (8، 7) ( اشاره کردN2در  H274Y) H275Yتوان به يم

از نوع  ن جهشيان ذکر است که ايشا

Nonsynonymous ک جهش نقطهيصورت هبوده که ب-

ن( يتوزي)س Cباز  ،دازينيژن نورام 842د يدر نوکلئوت يا

د يباعث تولترجمه ن( شده و در سطح يمي)ت Tن باز يگزيجا

گاه ي( در جاYن )يروزيت يجاه( بHن )يديستيهنه يد آمياس

مانند  زين يگريد يهاجهش(. 1، 7، 6) شوديم ميفعال آنز

E119V  وR292K جاد يکه عامل ااند، شده ييشناسا

  آنفلوانزا يهاروسيدر ومقاوم به دارو  يهاموتانت

A/H3N2 در جهش (. 15) ندباشيمR292K ون يموتاس

( رخ N2داز )ينيژن نورام 876د يگاه نوکلئوتيدر جا يانقطه

 يجاه( بRن )ينينه آرژيد آمياس ۀدهد که در سطح ترجميم

رد و مقاومت يگيقرار م ميفعال آنز تي( در ساK) نيروزيت

ه و تحت يرويب ۀاستفاد (.15)شوديجاد ميا ييدارو

ن داروها باعث گسترش ينامناسب از ا يهادستورالعمل

 از کشورها شده است ياريارو در بسمقاوم به د يهاموتانت

مقاوم  يهاروسيو يو غربالگر ييشناسا يامروزه برا(. 15)

 ،يينگ به عنوان استاندارد طلايپيوتافن يهابه دارو از روش

مانند  ييهاجهش ييشناسا يبرا (.3،11) کنندياستفاده م

H274Y ،R292K رونديکار مهز بين يگريد يهاروش، 

از  يکيکه  ژنوم به روش سانگر يابييتوالاز جمله 

مقاوم به  يهاجهش ييشناسا ،آن به طور گسترده يکاربردها

 يابيت رديتوجه به اهمجه با ير نتد (.0،11) باشديدارو م

مناسب، ق، يدقک روش ي يمعرفمقاوم به دارو  يهاروسيو

 است. لازم متعدد يهاجهشت پوشش ير و با قابليفراگ

 ين تواليياز روش تعن مطالعه يدر اداف هن ايل به اين يبرا

در  R292Kو  H274Y  يهاجهش ييبه منظور شناسا

 استفادهA/H3N2  لوانزاآنف يهاروسيژن نورامينيداز و

 .شد
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 يبررس روش

مار مبتلا يب 05 يحاضر از سواب گلو يطعقم ۀدر مطالع

 آنفلوانزاه مرکز ملي که بA/H3N2  آنفلوانزاروس يبه و

بهداشت دانشگاه  ۀشناسي دانشکدويروس واقع در گروه

استفاده  ،ارسال شده بودند 1315علوم پزشکي تهران در سال

 High Pure Viral Nucleicت ياز ک يريکارگهشد. با ب

Acid kit (Roche) ها انجام شد.نمونه ص ژنوميتخل 

با روش  R292Kو  H274Y يهاجهش يابيرد يبرا

-Conventional RTک تست يبا انجام  يلان توييتع

PCR جهش ۀياطراف ناح يدينوکلئوت 455 منطقه حدود-

مر ياک جفت پرين کار يا يافت. براير يمورد نظر تکث يها

Forward  وReverse دست هب يهايبا استفاده از توال

 Bioeditۀو با برنام شده يطراح Genebankآمده از 

version 7.1.3.0 (2011)  وOLIGO5 ياز لحاظ دما 

قرار گرفتند.  يه مورد بررسيثانو ي( و ساختارهاTmذوب )

 ۀگرفتن محدود در بر يشده برا يطراح يمرهايپرا يتوال

ش داده ينما 1در جدول  R292Kو  H274Y يهاجهش

  شده است.

-One Step RTت يبا استفاده از ک RT-PCRتست 

PCR (Qiagen) .15 تيطبق دستورالعمل ک انجام شد 

تر يکروليم dNTP Mix ،4تر يکروليم 5x،4تر بافر يکروليم

One Step RT-PCR Enzyme Mix ، 0/4 تر يکروليم

 46و  Reverse و Forward يمرهايک از پراي از هر

اضافه  RNAتر يکروليم 0مخلوط و  ddH2Oتر يکروليم

ر ژنوم با استفاده از يمعکوس و تکث يبردارنسخه شد.

م يمقابل تنظ ۀطبق برنام PeqLab termocyclerدستگاه 

 1قه، يدق 1گراد يسانت ۀدرج 65 يکل با دمايس 1شد: 

با کل يس 1قه، يدق 35گراد يسانت ۀدرج 05 يکل با دمايس

 25دنبال آن ه قه و بيدق 10گراد يسانت ۀدرج 10 يدما

 07ه، يثان 35گراد يسانت ۀدرج 12 ير با دمايکل تکثيس

قه و يدق 1گراد يسانت ۀدرج 74ه، يثان 35گراد يسانت ۀدرج

 تيدر نهاقه. يدق 15گراد يسانت ۀدرج 74 يينها کليک سي

شده و  Runدرصد 1ژل آگاروز  يبر رو PCRمحصولات 

ۀ دهندشينما 1 شکلارسال شدند.  ين توالييانجام تع يبرا

ن ييتع يد شده براييأت ۀعکس ژل الکتروفورز چند نمون

 Bioeditۀبرنام با ين توالييج تعينتا باشد.يم يتوال

version 7.1.3.0 (2011)   وOLIGO5 ند.شد ليتحل  

 

 هاافتهي
 که از 1315شده در سال  يآورنمونه جمع 05 از تعداد

آنها  يتمام ،گرفته شده بود ير بستريا غيو  يماران بستريب

و  بوده يمنف R292Kو  H274Y يهاجهشاز لحاظ 

ت افيمورد نظر  يهاگاهيدر جا ياجهش نقطهگونه چيه

بوده و  يوحش ۀيها از نوع سوهيسو يتمامنشد. لذا 

 ها وجود نداشت. ن نمونهيمقاوم به دارو در ا يهاموتانت
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 R292Kو  H274Yجهش  ۀبراي تکثير محدود Reverseو   Forwardهاي پرايمرهايتوالي :1جدول 

 

 

 

 

 

 
 Nucleotide Sequencingييد شده براي انجام ألکتروفورز چند محصول تعکس ژل ا :1شکل

 

 بحث
 يهاروسيمقابله با و يموجود برا يد داروهاينسل جد

 ييکه کارا هستند دازينيامرنو ۀمهارکنند ي، داروهاآنفلوانزا

ن يشتر از ايب ۀبا استفاد. (14) باره دارندنيدر ا يمناسب

 به دارو مقاوم يهاش موتانتيدايپ يها برايداروها نگران

ر در سطح ييک تغيجاد يبا ا (.11) ه استافتيش يافزا

د ير اسييکه موجب تغ آنفلوانزاروس يد در ژنوم وينوکلئوت

-يروس ميداز وينيم نوراميفعال آنزگاه ينه موجود در جايآم

(. 11) نديآيود موجه مقاوم به دارو ب يهاموتانت، شود

، E119Vگاه ين جايته شده در اشناخ يهان جهشيترعيشا

R292K  وH274Y با  ياديزان زيباشند که به ميم

 (.0، 3)هستند ر در ارتباط يويمقاومت در برابر اوسلتام

ک ي يدارا A آنفلوانزا يهاروسيو H274Y يهاموتانت

داز ينيژن نورام 842د يدر نوکلئوت ينيگزيجا ياجهش نقطه

(N2خود م )گاه ينه در جايد آمياس رييباشند که باعث تغي

و  ن شدهيديستين به هيروزيه از تد شدين توليپروتئ 472

روس به يو مقاومت و يميت فعال آنزير ساييمتعاقب آن تغ

 (.14، 6،15) دشويجاد ميار يوياوسلتام يدارو

 جهش شکل،ن يز به همين R292K گاهيجادر 

 شود کهيجاد ميا يابه گونهد يدر سطح نوکلئوت ينيگزيجا

گاه ين در جايزيل يجاه ن بينينه آرژيدآمياسبعد از ترجمه، 

جاد يو باعث ا هداد روس رخيداز وينين نوراميپروتئ 414

شروع  ين برايبنابرا. شوديمقاوم به دارو م يهاموتانت

در گردش بهتر  يهاروسيوابتدا  ،يدر مواقع بحران درمان

 يبررس NAژن  گاه فعالياز لحاظ جهش در جا که است

 يمتفاوت يدرمان ياستراتژ ،شد ييشناسا يجهششوند و اگر 

 Name 5’                3' 

1 Forward Primer(H3F678) 5'-GGA GTC AGA ATG CGT TTG TAT C-3' 

2 Reverse Primer(H3R876) 5'-GAG CCT TTC CAG TTG TCT CTG-3' 



                                                    861                                                                                  و همکاران                                              اين يئکربلا يهاد حمدم

 31313131، ، 44  ، شمارة، شمارة3131شاپور، دورة شاپور، دورة مجلة علمي پزشكي جندیمجلة علمي پزشكي جندی

 

 يبرار يويزانام از ريوياوسلتام يجاه بمثال  يبرا ،اتخاذ گردد

 (.3،15)استفاده شود مار ينجات جان ب

 ييشناسا يبراج ينگ رايپيژنوتا يهااز جمله روش 

 توان بهيم NAIبه مقاوم  يآنفلوانزا يهاروسيو

Pyrosequencing  وNucleotide Sequencing   به

 يبرا يبيا و معايمزا يک داراياشاره کرد که هر روش سانگر

با انجام  (.13، 11، 7) هستندن کار يانجام ا

 يتوان تواليسانگر م  Nucleotide Sequencingروش

 يژگيت و ويق، با حساسيطور دقها بروس ريوکامل ژنوم 

مورد نظر و  يهاجهش ييشناسا يکرده و برا ييبالا شناسا

مورد استفاده  يخوبه روس بيگر در ژنوم ويد يهاا جهشي

از ياد، نيتوان به صرف زمان زيب آن مياما از معا ،قرار داد

، 12، 11) بر بودن آن اشاره کردنهيبه افراد متخصص و هز

عنوان روش ه ن وجود امروزه از روش سانگر بيبا ا (.10

 شودياد مياوم به دارو مق يهاروسيو ييشناسادر  يانتخاب

(14 ،12 ،10.) 

، مقاومت 4511 و همکارانش در سال (Smithت )ياسم

به  A/H3N2 آنفلوانزا يهاروسير را در ويويبه اوسلتام

ان کردند و گزارش دادند که در ي( ب32/1درصد ) 1/4زان يم

درصد  10ش از يحساس به دارو ب يهاروسين وياروپا ا

گزارش کرد ( Zambonزامبون ) (.1) دنشوين زده ميتخم

-شده در سال يآورجمع ۀنمون 4555ش از يب يکه با بررس

ر يويدر ژاپن با وجود استفاده از اوسلتام 4557تا  4552 يها

ها روسين ويش مقاومت در ايدايماران، پيدرمان ب يبرا

 ۀدهندات نشانن مطالعيا (.15) درصد بوده است 1کمتر از 

-يا مکشوره يبه دارو در برخ وممقا يهاروسيوش يدايپ

-نمونه يحاضر که بر رو ۀن در مطالعيرغم اياما عل ،باشد

 يدر مرکز مل (4511) 1315شده در سال يآورجمع يها

 بهداشتۀ دانشکد يشناسروسيگروه و واقع در آنفلوانزا

 جهشگونه چيه ،انجام شدتهران  يدانشگاه علوم پزشک

ها نمونه يافت نشد و تمامي هان نمونهيدر ا ييمقاومت دارو

ان ذکر است يالبته شا ر گزارش شدند.يويحساس به اوسلتام

-ين مطالعه ميمهم ا يهاتيکه تعداد کم نمونه از محدود

شتر يب ۀتر با تعداد نمونعيقات وسيلذا انجام تحق ،باشد

 شود.يه ميتوص

 

 يريگجهينت
روش  حاضر ۀتوان گفت که مطالعيت مينهادر 

Nucleotide Sequencing  کارا،  يبه عنوان روشرا

-جهش يجستجو يبالا برا يژگيو و تيق و با حساسيدق

 آنفلوانزا يهاروسيو مقاوم به دارو نه تنها در يها

A/H3N2 ،دينمايم يها معرفپيگر تحت تيد يبلکه برا. 

 

 يقدردان
 يپرسنل مرکز مل ۀيما از زحمات کل يتشکر و قدردان

بهداشت  ۀشناسي دانشکدويروس گروه واقع در آنفلوانزا

 يبانين مطالعه با پشتيباشد. ايدانشگاه علوم پزشکي تهران م

 تهران انجام شد. يدانشگاه علوم پزشک يمال
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Abstract 
Background and Objective: Influenza A viruses are the major 

cause of epidemics and pandemics worldwide. Many researches are 

underway in order to prevent and treat. Recently Oseltamivir 

(Tamiflu), a neuraminidase inhibitor (NAI), has been used for their 

treatment and prevention. The pitfall of using antiviral drugs is 

emergence of resistant mutants. Different researches in enzyme 

active site mutation analysis of NAI resistant mutants revealed that 

common mutation sites are located at 119, 274, 292 residues. The 

aim of this study was detection of R292K and H274Y mutations in 

circulating influenza A/H3N2 viruses by using nucleotide 

sequencing method. 

Subjects and Methods: In order to amplify NA gene mutation 

sites, we used conventional RT-PCR assay on 50 influenza 

A/H3N2 isolates and then PCR products were sequenced. 

Evaluation and analysis of raw data by Bioedit version 7.1.3.0 

(2011) software was performed. 

Results: Evaluation of nucleotide sequences did not show any 

isolates with R292K and or H274Y mutations and all the examined 

viruses were sensitive to NAI. 

Conclusion: The findings of this study demonstrate that circulating 

A/H3N2 viruses are sensitive to NAI and lack resistant mutation 

sites. As detection of drug resistant mutants with high sensitivity 

and specificity is very important for efficient treatment strategies, 

we suggest nucleotide sequencing as a choice method in 

laboratories protocol because of its accuracy, capability and high 

efficiency for monitoring of influenza drug resistant mutants in 

population. 

 

Keywords: Influenza A/H3N2 virus, Nucleotide Sequencing, 

Oseltamivir Drug Resistant.  
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