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مقدمه
ازدار RNAهـاي یـروس وآنفلـوانزا هـاي یروسو

ــوویریده   ــانواده اورتومیکس ــخ ــندیم ــالانه . باش س
براي آنفلوانزاهايیروسویروممرگوهایريگهمه

. )1-2(رودیمــانســان یــک نگرانــی مهــم بشــمار 
ي از در بسـیار هـا یـروس وپیشگیري و درمان ایـن  

يهـا درمـان . هـدف  باشـد یم ـموردتوجـه کشورها
M2) و کانــال NA(ژن نورامینیـداز ،یروسـی ضدو

کانال مهارکننده. داروهاي باشدیمآنفلوانزاویروس 
M2 مهارکننـده نورامینیـداز (  داروهاي وNAI( دو

معرفـی شـده   یروسیضدويداروهاکلاس اصلی از 
ــان   ــگیري و درم ــراي پیش ــوانزاآب ــنفل ــندیم .باش

بـه عنـوان  هـا (آمانتـادین و ریمانتـادین)    آدامانتان
اولین داروهایی بودند که M2کانال يهامهارکننده

ولـی )3-6و 1نـد ( بکـار رفت Aيآنفلـوانزا بر ضد 

داروهـا پدیـد   ایـن  هاي مقاوم بـه  موتانتسرعتبه
ایـن ژن  درهـا موتاسـیون تـرین یعشـا ). 2آمدند (
V27A وS31Nاوسلتامیویر (تامی فلو) باشندیم .

و زانامیویر (رلنزا) داروهاي مهارکننده نورامینیـداز  
)NAIند که کارایی خوبی در درمان ی هست) ویروس

). تـا قبـل از   5(دارندآنفلوانزاگسترده يهاعفونت
مقـاوم بـه   A/H1N1يآنفلوانزاهايیروسوظهور 

ــی   ــلتامیویر در ط ــالاوس ــاس ، 2007-2008يه
بـود  شایعمقاوم به دارو غیر يآنفلوانزايهایروسو
هايیروسواین موتانت هاي مقاوم نه تنها در ). 7(

دیگـر  هايیپتبلکه در تحت A/H1N1يآنفلوانزا
). 8شــد (نیــز دیــده A/H3N2و A/H5N1مثــل 

بــه عنــوان) N2در H275Y)H274Yموتاســیون 
موتاســیون مقاومــت دارویــی بــه    تــرینیعشــا

هـا یـروس ود کـه در ایـن   ش ـته اوسلتامیویر شناخ
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باریویاسلتامبهمقاومA/H3N2يآنفلوانزايهاروسیوییشناسا
-Real-time RTتست PCR

چکیده
هـا انجـام شـده    تحقیقات زیادي در مورد پیشگیري و درمان این ویـروس Aيآنفلوانزاهايهاي ویروسبا افزایش اپیدمیي اخیرهاسالدر :هدفوزمینه

باشـد.  یهـا م ـ پیشگیري و درمان ایـن ویـروس  درمؤثربه عنوان یکی از داروهاي ویروس) )NA(است. داروي اسلتامیویر یا تامی فلو (مهارکننده نورامینیداز 
یجادکننـده مقاومـت دارویـی در    این تغییـرات  تـر مهـم از H274Yگـردد. جهـش   یم ـباعث ایجاد مقاومـت دارویـی   NAجهش در چند سایت مختلف ژن 

-Realتستبا274با بررسی جایگاه اسلتامیویرمقاوم بهA/H3N2يآنفلوانزاهايیروسوشناساییهدف این مطالعه باشد.یمAي آنفلوانزاهاي یروسو
time RT- PCRباشدیم .

-Real-time RTتسـت  حساس و مقاوم طراحـی شـد، سـپس    A/H3N2هايیروسوهاي اختصاصی جهت شناسایی در ابتدا پرایمر و پروب: ارروش ک
PCR از ژن 274جهت شناسایی جهش در جایگاهNAانجام گرفت  .
.یافت نشدها هیچ ویروس مقاومی در این نمونهلذا و بودهH274Yجهش فاقدها نمونه مورد آزمایش تمامی آن50: از هایافته

-Real-time RT. تسـت  رودیدرمانی مـؤثر امـري ضـروري بشـمار م ـ    يهاي مقاوم به دارو براي راهکارها: شناسایی سریع و دقیق موتانتگیريیجهنت
PCRهـاي  یـروس عنوان تست روتین براي شناسایی مقاومت وه تشخیص طبی بهايیشگاهدر آزماتواندیبه عنوان تستی سریع و با توان بالاي عملیاتی م

آنفلوانزا به داروهاي مهارکننده نورامینیداز بکار رود.

-A/H3N2 ،Real-time RTي: ویروس آنفلوانزاهاواژهکلید PCRی، مقاومت داروی

11/11/89تاریخ پذیرش: 25/5/88تاریخ دریافت: 

3/10/93تاریخ پذیرش: 3/12/92تاریخ دریافت: 
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ــوع   ــیون از ن ــهموتاس ــایگزینی  يانقط ــوده و ج ب
ژن 824جاي تیمیدین در نوکلئوتیـد  ه سیتوزین ب

NAهــايیــروسواغلــب اکنــون ). 9(وجــود دارد
ــوانزا ــه دارو ،در گــردشA/H3N2يآنفل مقــاوم ب

و فقدان دستورالعمل مناسب در استفاده از اندشده
وتانت هاي مقـاوم کمـک   داروها به گسترش این م

فنوتایپینگ يهاروش). امروزه 10کند (یمزیادي 
ــوان ــه عنـ ــی در بـ ــتاندارد طلایـ ــالگرياسـ غربـ

). 11(انـد شـده مقاوم به دارو شناخته هايیروسو
بـه روش سـانگر   NAآنالیز توالی ژن ،اینرغمیعل
هــایی مثــل بــراي شناســایی موتاســیونتوانــدیمــ

H274Yمقاومـت دارویـی   و دیگر موتاسیون هاي
هر دو روش فنوتایپینک و تعیین تـوالی،  بکار رود.

تجهیـزات  ، نیازمند صرف نیروي کار زیاد، یرگوقت
و 11(باشـند یمگران براي انجام آزمایش و خاص 

بنابراین نیاز به یک روش سریع، فراگیـر و بـا   ؛ )12
هـاي یـروس وصرف کمترین زمان براي شناسـایی  

) NAIننـده نورامینیـداز (  ي مهارکهـا مقاوم به دارو
چنـدین  تـاکنون . رسـد یم ـامري ضروري به نظـر  

A/H1N1هـاي یـروس ومطالعه جهـت شناسـایی   
Real-time RT-PCRمقاوم به اسلتامیویر با روش 

) ولی در حال حاضر هـیچ  14و 13صورت گرفته (
A/H3N2هـاي یـروس وجهت شناسایی يامطالعه

در ایـن  مقاوم با روش ذکر شده انجام نشده اسـت. 
راستا مطالعه حاضر بـر روي نمونـه سـواب گلـوي     

A/H3N2يآنفلــوانزابیمــاران مبــتلا بــه ویــروس 
شناســاییهــدف ایــن مطالعــه   شــد. طراحــی

ــروسو ــايی ــوانزاه ــه A/H3N2يآنفل ــاوم ب مق
-Realتسـت بـا 274با بررسی جایگاه اسلتامیویر

time RT- PCRشناسایی موتاسیون وC بهT در
ــاه ــد لئنوکجایگ ــروسوNAژن 824وتی هــايی
بود.A/H3N2آنفلوانزا

راکروش
آنفلـوانزا نمونه مثبت از لحاظ 50در این مطالعه 

A/H3N2 بـه مرکـز ملـی    1390که در طی سال
دانشـکده  شناسـی یـروس وگـروه واقـع در  آنفلوانزا

بهداشت دانشگاه علوم پزشکی تهران ارسـال شـده   
بـا اسـتفاده از   هـا نمونـه RNAانجام گرفت. بودند 
ــت High Pure Viral Nucleic Acid kitکی

(Roche)  اسـتخراج  با توجه به دستورالعمل کیـت
با انجام یک تسـت  H274Yردیابی موتاسیون .شد

Real-time RT-PCRــراي نوکل ــد ئب ژن 824وتی
NAآنفلــوانزاهــايیــروسوA/H3N2 مــورد نظــر

.گرفتانجام 
براي Real-time RT-PCRطراحی تست جهت

ــتفاده از H274Yموتاســـیون شناســـایی  ــا اسـ بـ
و بـا  NCBIرفرانس برگرفته از سایت يهاسکانس

حفاظت شده در اطراف جایگـاه  هايیتوالتوجه به 
، پرایمرها و پروب هاي مربوطه طراحی شدند. 824

Bioedit versionيافزارهـا نـرم در ایـن روش از  
والی ت ـاستفاده شـد.  OLIGO5و (2011) 7.1.3.0

براي شناسـایی  شدهیطراحپرایمرها و پروب هاي 
شـده دادهنمـایش  1در جدول H274Yموتاسیون 

است.
Qiagen Quantitectکیـت دسـتورالعمل  طبق 

Probe RT-PCR kit ، ــت -Real-time RTتس
PCR میکرولیتر مخلوط 5انجام شد:بدین صورت
RNA ــر مســترمیکس 5/12همــراه ، 2xمیکرولیت

Enzymeمیکرولیتـــر 25/0عـــلاوهبـــه Mix ،2
ــاي    ــک از پرایمره ــر از هری و Forwardمیکرولیت

Reverse ،1   هـاي  میکرولیتر از هـر یـک از پـروب
میکرولیتر آب. براي انجام 25/1حساس و مقاوم و 

ــت  ــتگاه Real-time RT-PCRتســـ از دســـ
Rotorgene 6000 5-plex HRM  استفاده گردیـد
سیکل بـا  1شد: که بدین صورت برنامه آن تنظیم 

سیکل با 1دقیقه، 30گرادیسانتدرجه 50دماي 
ــه، و 15گــرادیســانتدرجــه 95دمــاي  45دقیق

59ثانیه، 15گرادیسانتدرجه 94سیکل با دماي 
گـراد یسانتدرجه 60ثانیه و 60گرادیسانتدرجه 

این روش بر این اساس طراحی شـد کـه   ثانیه.60
ــود   ــورت وج ــاه Cدر ص NAاز ژن 824در جایگ

ویروس را شناسـایی  Greenدر کانال FAMپروب 
در ایــن جایگــاه کــه Tنمایــد و در صــورت وجــود 

در Cy3پروب باشدیمیافتهجهشنشانگر ویروس 
ثبت شود.Orangeکانال 

هایافته
نمونه مثبـت از نظـر ویـروس    50در این مطالعه 

قرار گرفتند. ایـن  یبررسموردA/H3N2يآنفلوانزا
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یلهوسبهاز گلوي بیماران با بیماري تنفسی هاونهنم
لحـاظ وجـود ویـروس    از وجمع آوري شده سواب

Real-time) با تسـت  A/H3N2)Ct>20آنفلوانزا
RT-PCR  .ــد ــده بودن ــزارش ش ــت گ ــت مثب جه
مهارکنندهمقاوم به داروهاي هايیروسوشناسایی 

نورامینیداز در زمینه محـل موتاسـیون مـورد نظـر     
ــا ــه    مطالع ــافتیم ناحی ــه دری ــت ک ــام گرف تی انج

باشدیمN2ژن 824موتاسیون، جایگاه نوکلئوتید 
که آن مورد هدف مطالعه قـرار گرفـت. موتاسـیون    

نورامینیــداز در مهارکننــدهمقاومــت بــه داروهــاي 
ژن 824در نوکلئوتید A/H3N2يآنفلوانزاویروس 

N2  ) ــین ــایی تیم ــه جابج ــTدر نتیج ــاي ه ) ب ج
سـت کـه باعـث تبـدیل کـد مولـد       ) اCسیتوزین (

) در جایگـاه  TAT) به تیروزین (CATهیستیدین (
. بـراي  شـود یمپروتئین تولیدي 274اسید آمینه 

ایــن ناحیــه طراحــی پرایمــر و پــروب انجــام شــد.
ناحیه موتاسیون که بودياگونهبهطراحی پرایمرها 
ــی ــدژن نورامینیــداز مقاومــت داروی و را دربرگیرن

Mutation siteمحدوده که ياگونهبهنیز پروب ها 
-Realتسـت  نتـایج ).1(جـدول  را پوشش دهنـد 
time RT-PCR پـروب  2با استفاده ازTaqMan

 ـCy3و FAMکه بـا گزارشـگرهاي فلورسـنت     ه ب
) و H274وحشـی ( سـویه ترتیب بـراي شناسـایی   

از بدست آمد. ،نشاندار شده بودند) Y274موتانت (
ــداد  ــار شــده 50تع ــه ک ــک حــاوي  نمون ــیچ ی ، ه

( جدول نبودندH274Yموتاسیون مقاومت دارویی 
در FAMســویه وحشــی از طریــق گزارشــگر ). 2

ــول ــوجط ــانومتر و وار530م ــه  ن ــاوم ب ــت مق یان
824د یک تغییر در نوکلئوتید جاوسلتامیویر که وا

ــNAژن  ــدیم ــگر  باش ــق گزارش در Cy3از طری
ــوجطــول ــانومتر 570م ــوري داشــتند. جــذبن ن

متسـع شـده بـراي سـویه وحشـی و      هاينالیگس
موتانت اختصاصی بودند.

گیريیجهنتو بحث 
هـا را  نیازآنفلـوانزا هايیروسوسریع ژنوم تکامل

و غربـالگري متعـدد در  يهاروشبراي بکار گیري 
شناسایی موتانت هاي مقاوم بـه دارو خـاطر نشـان    

ینکارآمـدتر به عنـوان NAI. امروزه )15(کندیم
). 1(باشـند یم ـآنفلوانزاهايیروسوضدداروها بر 

در مـورد  هاینگرانگزارشات اخیر حاکی از افزایش 
هايیروسو). 1(باشدیمNAIپیدایش مقاومت به 

مقاوم به دارو با موتاسیون در جایگاه فعال آنزیم در 
ایـن  ینتـر مهـم ازجملهآیندیموجود ه بNAژن 

از نـوع يانقطـه بـه جهـش   توانیمموتاسیون ها 
و 274، 119جــایگزینی اســید آمینــه در جایگــاه 

یـک  H274Y). در موتاسـیون  3(اشاره کـرد 292
ــاه   ــدي در جایگ ــر نوکلئوتی رخ NAژن 824تغیی

تغییر اسیدآمینه هیسـتیدین بـه   منجر بهکهداده 
و هدشNAپروتئین گلیکو274تیروزین در جایگاه 

متعاقـــب آن موتانـــت هـــاي مقـــاوم بـــه داروي 
). بنـابراین بـراي   3(شـوند یم ـیر ایجـاد  اوسلتامیو

بایـد از  در گـردش هـاي یروسوشروع درمان ابتدا 
بررسـی  مربوط به مقاومت دارویـی لحاظ تغییرات 

شوند و اگـر موتاسـیون شناسـایی شـد اسـتراتژي      
براي مثـال زانـامیویر   ،درمانی متفاوتی اتخاذ گردد

). 1بکار رود(داروي جایگزینبه عنوان
متعـددي در  يهـا تستتایپینگ و ژنويهاروش

). 16-18(وجــود داردآنفلــوانزابحــث نظــارت بــر 
ژنوتایپینـگ بـراي شناسـایی    يهـا روشترینیجرا

، توالی RT-PCRتست NAIموتانت هاي مقاوم به 
باشندیمPyrosequencingیابی به روش سانگر و 

H274YNameپرایمرها و پروبهاي بکاررفته جهت ردیابی موتاسیون هايتوالی-1جدول  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-3'3 Sensitive Probe FAM-AAAATCGTTCATACTAGCACATTGTCAGGAA-BHQ14 Resistant Probe Cy3-AAAATCGTTCATACTAGCATATTGTCAGGAA-BHQ2
Real-time RT-PCRSamplesبا تست H274Yخلاصه نتایج جستجوي موتاسیون -2جدول  Sample type H274 Y274 Interpretation Nucleotide 82450 (A/H3N2) Throat swab Positive Negative Wild type C
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Wholeکامـل ویـروس (  ). تعیین تـوالی 20و 19(
genome تغییـرات  توانـد یم) روش دقیقی است و

کلی ژنوم ویروس را مشخص کنـد امـا معایـب آن    
، اضافی متعددبودن، نیاز به انجام کارهاي یرگوقت

امکــان تعیــین تــوالی جمعیــت مخلــوط گرانــی و 
. علیرغم این اخیـراً روش انتخـابی   ویروسی را دارد

شناســایی تغییــرات ژنــومی کــه منجــر بــه ایجــاد 
تـوالی یـابی بـه    شودیمي مقاوم به دارو هاموتانت

).18و15(روش سانگر معرفی شده است
ــه  ــن مطالع ــه 50در ای ــوانزانمون A/H3N2آنفل

بـراي  Real-time RT-PCRانتخاب شدند. تسـت  
یبه صـورت A/H3N2آنفلوانزاهايیروسوNAژن 
شد که قادر به شناسایی موتانت هاي مقاوم یمتنظ

)Y274 ــروسو) و ــايی ) باشــد. H274وحشــی (ه
سویه وحشی هانمونهدریافتیم که تمامی یتدرنها

)H274 ــوده و ــ) ب ــهیچه ــاومی در گون ــت مق موتان
وجود نداشت.هانمونه

و همکارانش Smithدر مطالعه انجام شده توسط 
میزان مقاومت دارویـی در ویـروس   2011در سال 
ونشان درصد گزارش شده A/H3N29/2آنفلوانزا

ویروس يهاعفونتدرصد 95بیش از کهشدهداده
در اروپا حساس به اوسـلتامیویر  A/H3N2آنفلوانزا

بـیش از  و ژنوتـایپی یبررسی فنوتایپ.)9(باشدیم
نشان 2007تا 2004نمونه در ژاپن از سال 2000

کـه مقاومـت بـه اوسـلتامیویر بـا وجـود       دهـد یم ـ
تـر از  استفاده از این دارو براي بهبودي بیماران کم

) که در مقایسه با مطالعه ما 10درصد بوده است(1
هانمونهموتاسیون مقاومت دارویی در این گونهیچه

حساس به اوسلتامیویر هانمونهیافت نشد و تمامی 
گزارش شدند.

در نتیجه شناسایی سریع و دقیق موتانـت هـاي   
مـؤثر اي اتخاذ راهکارهاي درمـانی  رمقاوم به دارو ب
در این راسـتا بـا   که رسدیمبه نظر امري ضروري 

Real-timeتوجه به نتایج مطالعه دریافتیم تسـت  
RT-PCRروشی سریع، دقیق و بـا تـوان   به عنوان

ما را در این امر یاري رسـاند.  تواندیمعملیاتی بالا 
Real-timeمعایـب تسـت   ازجملـه علیرغم اینکه 

RT-PCR ــاتوانی در شناســایی موتاســیون هــاي ن
دارویی جدید و حساسیت کمتر نسبت بـه  مقاومت

ــاروش ــگيهـ ــفنوتایپینـ ــدیمـ ــا در باشـ امـ

تشخیصی با حداقل دارا بـودن یـک   هايیشگاهآزما
از ایـن تکنیـک   توانیمReal-time PCRدستگاه 

دربراي شناسایی موتاسـیون هـاي شـناخته شـده     
بـه  آنفلوانزاهايیروسواومت قایجاد حساسیت و م

بهــره یروســیضدور داروهــاي و دیگــاوســلتامیویر
محدودیت این تحقیق تعداد نمونه کم بـود  ست. ج

ایـن روش بتـوان تعـداد    ياندازراهکه امید است با 
نمونه بیشتري را بررسی نمود.

بـه را Real-time RT-PCRبنـابراین مـا تسـت    
غربـالگري روشی سریع و با کـارایی بـالا در   عنوان

روشـی  عنوانهبو موتاسیون هاي مقاومت دارویی 
ــد ــاي  کارآم ــیون ه ــایی موتاس ــهدر شناس يانقط

.کنیمیمپیشنهاد 

تشکر و تقدیر 
تشکر و قدردانی ما از زحمات کلیه پرسنل مرکز 

دانشکده شناسییروسوگروهواقع در آنفلوانزاملی 
. ایـن  باشدیمبهداشت دانشگاه علوم پزشکی تهران 

پزشـکی  مطالعه با پشتیبانی مـالی دانشـگاه علـوم    
ام انـج 91/ص/2028/130تحت طرح شماره تهران 

شد.
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Abstract
Background: Currently, with increasing risk of influenza A virus epidemics, a lot of studies
have been performed. Oseltamivir or Tamiflu (the neuraminidase (NA) inhibitor) is one of
the effective drugs for preventing and treatment of these viruses. The H274Y mutation is
from the most important drug resistant factors in influenza A viruses. The aim of this study
was detection of Oseltamivir resistant influenza A/H3N2 viruses by 274 position inspection
using Real-time RT-PCR.
Methods: Initially, specific primers and probs for detection of sensitive and resistant
A/H3N2 viruses were designed. The Real-time RT-PCR assay was performed to detect
mutation in 274 position of NA gene.
Results: Of 50 A/H3N2 specimens, all were negative for H274Y mutation and no resistant
viruses were selected.
Conclusion: Quick and accurate recognition of drug resistant mutants is necessary for
effective treatment strategies. Real-time RT-PCR assay is a rapid operational test which
could be performed in the laboratories for detection of influenza viruses resistant to NA
inhibitor.
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