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  چکیده

 آمده عملهب تحقیقات. گشت ایران هايمرغداري در تلفات از بسیاري عامل که نمود پیدا شیوع ایران در پرندگان آنفلوانزاي از اپیدمی یک 1377 سال رد

ي ناشی از ها به جهت درمان و پیشگیري عفونت.باشدمی H9N2 تیپ تحت با پرندگان آنفلوانزاي ویروس گیري،همه این پیدایش عامل که داد نشان

گرفتند که با افزایش مقاومت ویروس مورد استفاده قرار می) هاآدامانتان( در جهان، داروهاي ضد آنفلوانزاي آمانتادین و ریمانتادین Aهاي آنفلوانزاي ویروس

 به جهت در ایران، 1388  تا1377هاي  بین ساليامقایسهدر یک بررسی . هاي اخیر استفاده از آنها محدود گردیده استآنفلوانزا در برابر این داروها در سال

که آمانتادین جائی،  تحقیقات خود را بر ساختار ژنتیکی ویروسH9N2 تحت تیپ  پرندگانAهاي آنفلوانزاي مقاومت به آمانتادین در ویروسارزیابی 

 مشتمل بر پنج H9N2 تحت تیپیروس آنفلوانزاي پرندگان با  دو گروه و.گذارد، معطوف نمودیمبرجاي می M2 روي کانال پروتئینی را بیشترین اثر خود

-واکنش  شدند، سپس تحت آزمایشاتجداسازيدار در تخم مرغ جنین) 1386-1388  و1377-1385(دو دوره زمانی مربوط به نمونه ویروس مورد بررسی، 

 .قرارگرفته و جهت تعیین توالی فرستاده شدندوي ژل آگاروز بر ر الکتروفورز و) RT-PCR(اي پلیمراز به روش نسـخه بـرداري معکوس هاي زنجیره

 است داده رخ توافق مورد توالی به نسبت آمینه اسیدهاي تعویض توالی، ازاین مجزا هايقسمت که در دادمی نشان M2 ماتریکس پروتئین ژنی توالی تحلیل

بررسی   در.برداشتند در شود،می آمانتادین به مقاومت به منجر 31 جایگاه را که در) S31N (آسپارژین به سرین اينقطه هايجهش مقاوم، هايجدایه کلیه و

 پرندگان آنفلوانزاي هايویروس در آمانتادین به مقاومت گرفت صورت آمانتادین به پرندگان آنفلوانزاي هايویروس تاثیرپذیري از آگاهی تعیین جهت که

 هايویروس از ناشی هايعفونت پیشگیري و درمان جهت گرددمی توصیه رو این از. شد گزارش 1388  تا1386 هايسال در ایران در H9N2 تیپ تحت

 در دارو ثیرپذیريأت عملی آزمایشات رسدمی نظر به همچنین. نپذیرد در مزارع، مصرف خودسرانه آمانتادین صورت H9N2 تیپ تحت پرندگان آنفلوانزاي

  .گردد دارو آن ثرؤم تعمالاس تواند متضمنمی  نیز،درون تنی شرایط

  .1387-1395 :، صفحات20پیاپی ، 4، شماره 5، دوره 1390مجله دامپزشکی دانشگاه آزاد اسلامی واحد تبریز، 

هاي آنفلوانزاي پرندگانمقاومت به آمانتادین، ویروس، M2، پروتئین ماتریکس H9N2تحت تیپ  :هاواژهکلید
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١٣٨٨

  مقدمه

هاي ویروسی ترین عفـونتـرین و مهمتآنفلوانزا یکی از شایع   

هاي شدید ، باعث اپیـدمی و حتی پاندمیAآنفـلوانزاي . باشدمی

 که سالیانه باعث مرگ و باشدهاي حاد تنفسی کشنده میماريبی

میر و تلفات انسانی و حیوانی
1

در آخرین . )20 و 3( گردد می

 در دنیا H1N1واسطه ویروس آنفلوانزاي خوکی پاندمی که به

بوقوع پیوست، به نقل از مرکز جهانی کنترل دارو و پیشگیري 
2
 

 نفر 470/12 در جهان، 2009-2010 میلیون بیمار در سال61از 

هاي آنفلوانزا جزء خانواده ارتومیکسو ویروس. )6(جان باختند 

هاویروس
3
C آنفلوانزاي هاينام به جنس 5 دارايهستند که   ,B

,A ، توگوتویروس
4

آیزاویروس و 
5

. )20  و13( باشندمی 

اي یا صورت لولهه بوده و بهاي آنفلوانزا ، چند شکلیویریون

پوشش خارجی. شوندکروي دیده می
6

ایـن ویروس داراي دو  

) NA( و نورآمینیداز) HA(، هماگلوتینین  سطحیگلیکوپروتئین

) M2(و غشائی ) M1(هاي ماتریکس، پروتئینآنبوده و درون 

 قطعه 8 از Bو A  يوانزاهاي آنفلژنوم ویروس. قراردارند

یل شده است که هرکدام از متفاوت و مارپیچی نوکلئوکپسید تشک

 منفی، نوکلئوپروتئین و ترانس سنس با RNA، داراي آنها

 پروتئین تترامري ، یکM2پروتئین  .)3(باشند کریپتاز می

شی باشد، که یک کانال یونی را در سمت پوشسراسري غشاء می

کانال، خود یک هوموتترامر . کندویروس آنفلوانزا ایجاد می

 زیر .باشدیم) M2(متشکل از چهار واحد کاملاً همسان 

هم متصل شده و هسولفید بوسیله دو باند ديهي مارپیچ بواحدها

مشخص شده . گردندفعال می) اسیديpH( پائین pHوسیله هب

م کننده اسیدیته است  یک کانال یونی تنظیM2است که پروتئین 

و نقش بزرگی در انتقال و جریان یافتن پروتن از اندوزوم 

 از M1اسیدي بدرون ویروس، جهت تفکیک پروتئین ماتریکس 

                                                
1-Enzootic  
2-Centers for Disease Control and Prevention (CDC)  
3-Orthomyxoviridae  
4-Togoto virus  
5-Isavirus  
6-Envelope  

به بیان دیگر پروسه . باشددارا می)RNP(ریبونوکلئوپروتئین

پوشش برداري
7

 16( دهدانتشار را افزایش میو ایجاد نموده را  

انتهاي :  از سه زیر واحد پروتئینی شاملM2پروتئین  .)18 و
8N 

و در معرض با محیط خارج،  ناحیه تراغشائی
9

 که آبگریز 

باشد و انتهايمی
10C متمایل به سمت درون ذره ویروسی ،

 طور بسیارهی که بچهار مارپیچ تراغشائ. تشکیل شده است

-اند، یک کانال دراز و باریکی را ایجاد میهم بسته شدههمحکم ب

عنوان ه بTrp41 بوده وpH گیرنده His37کنند، که در آن 

هاي تراغشائی در میان مارپیچ. کنددروازه یا دریچه عمل می

ش چپگرد در حدود چهار مارپیچ متمرکز شده با یک زاویه پیچ

. دهندیابند و سوراخ منفذ را تشکیل می درجه تجمع می23

-Nسولفیدهاي وسیله ديههاي تراغشائی در یک انتها بمارپیچ

terminalوسیله انتهاي ه و در انتهاي دیگر بC-terminal 

هاي ساختاري زیادي از این کانال بر مدل. اندگسترش یافته

 رزونانس با تصویربرداريزائی و اساس آنالیز توالی جهش

اطیسیمغن
11

بر اساس تصویر . سه بعدي، ساخته شده است 

Val27، Ala30 مشخص شده است که NMRبرداري 

،Leu26دهند، بلکه  سطح پوشش منفذ را تشکیل میGly34و

Ser31و  Leu38مارپیچ تراغشائی، -سازي مارپیچدر فشرده

دهند که نتایج نشان می . )18( کنندعنوان میانجی عمل میهب

 گردهمائی و تجمع تترامري کانال را به شدت S31Nیون موتاس

هاي ایجاد کننده مقاومت، بسته بندي موتاسیون. دهدکاهش می

 تراغشائی را سست نموده و ناهمگنی ساختاري ناحیهمارپیچی 

 فشرده S31Nموتاسیون . دهدرا در حالت بسته شده افزایش می

 را کانالرو  را سست نموده و در نتیجه داTMسازي مارپیچی 

                                                
7

- Uncoating  

N-terminal-8

9
- TransMembrane (TM)

C-terminal-10

11
-)Nuclear Magnetic Resonance (NMR 
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١٣٨٩

بالنتیجه، میل ترکیبی دارو مادامیکه . کنداز هم گسیخته می

طور چشمگیري کاهش هفعالیت کانال محافظت شده است، ب

  .)16( نماید و مقاومت به آمانتادین را القاء مییابدمی

داروهاي پایۀ آدامانتان، آمانتادین و ریمانتادین، که هدفی براي 

عنوان اولین انتخاب داروهاي ضد هباشند، ب میM2کانال 

 براي Aهاي آنفلوانزاي علیه شیوع جمعی ویروس ویروسی بر

 مقاومت گرفتند، اما اخیراًهاي متمادي مورد استفاده قرار میسال

آمانتادین  .)18  و10 ،8( استها گسترش یافته به آدامانتان

 ت ازانعموسیله مه را ب Aهاي آنفلوانزاي همانندسازي ویروس

همانند . شودمانع می  در درون سلول،پوشش برداري ویروس

 که کانال ،باشد میM2 کانال یونیریمانتادین، یک مهارکننده

 کند را سد میM2 ماتریکسله پروتئینوسیهیون تشکیل شده ب

در ژن  به آمانتادینمقاومت در  که مشخصی هايجهش. )11(

M2شوند که در جایگاههایی را شامل می نقش دارند، جهش-

 L26F ،V27A ،A30T، S31N، G34E هاي اسید آمینه

  . )18  و1(گردند  ایجاد می  L38Fو

 آلوده را انسان معمولاً پرندگان، يآنفلوانزا هايویروس چه اگر

 آنفلوانزاي ویروس با انسان آلودگی از نادري موارد کند،نمی

 با که انسانی هايعفونت اغلب. است شده گزارش پرندگان

 با مستقیم تماس از پس است داده رخ مرغی آنفلوانزاي ویروس

 حدود ، 2003 سال نوامبر از. است هگرفت صورت آلوده پرندگان

 از بیش توسط پرندگان يآنفلوانزا با انسانی عفونت مورد 400

 نزدیک شرق و اروپا آرام، اقیانوس آفریقا، آسیا، در کشور دوازده

جهانی بهداشت سازمان. است شده منتشر
1
 انسانی موارد اغلب ،

 با قیممست تماس نتیجه را پرندگان آنفلوانزاي ویروس به ابتلا

 انجام مطالعات. )4( نمایدمی گزارش آلوده مرده یا بیمار پرندگان

 براي که یروسیضدو داروهاي از برخی که دهندمی نشان شده

 عفونت درمان در اندشده ییدأت انسانی يآنفلوانزا ویروس

 حال، این با. کارآمدند نیز هاانسان در پرندگان يآنفلوانزا

 باشند، مقاوم داروها این به توانندمی آنفلوانزا هايویروس

                                                
1-World Health Organization (WHO)  

. مؤثر واقع نشوند همیشه است ممکن داروها این بنابراین

-می نیاز مورد داروها این ثیرأت دادن نشان براي بیشتر مطالعات

 پرندگان، آنفلوآنزاي بیماري املع شناسایی هنگام در  کهباشد

 داروهاي به حساسیت تست مورد باید هاویروسجهت درمان 

جلوگیري از مقاومت  .)5( گیرند قرار آنفلوانزا ویروس ضد

هاي جدید مقاوم به داروئی و همچنین ممانعت از تشکیل تیپ

در سطح مراکز پرندگان  Aهاي آنفلوانزاي نوع دارو در ویروس

بهداشتی درمانی و طبعاً گسترش و شیوع آن در جامعه از 

از .  این تحقیق معطوف نمودعواملی بود که ما را بر انجام

 تحقیق، با مشخص شدن مقاومت هاي خاص انجام اینضرورت

 بایستی از ، این است کهیک ویروس آنفلوانزا به یک دارو

مصرف و استعمال آن خودداري گردد، بدین جهت که اکثر 

  حیوان  نزا مشترك بین انسان وهاي آنفلواتحت تیپ

هاي طیور ي بر گلهثرؤ که لطمات متحت تیپباشند و این می

ها جهت ئی که صاحبان مرغداري از هزینه بالاآورد،وارد می

  نمایند، ممانعت به عمل ف میخرید داروي مقاوم شده صر

 ویروس آنفلوانزا در حال از آن جهت که دائماً همچنین .دآورمی

هاي دیگر باشد از مقاوم شدن تحت تیپب ژنی میتغییر ترتی

  .ویروس نسبت به دارو جلوگیري بعمل خواهد آمد

آنفلوانزاي پرندگان شیوع پیدا نمود که  در ایران 1377در سال 

لطمات اقتصادي بالائی به صنعت مرغداري کشور وارد آورد، در 

-هاي صورت گرفته، عامل موثر، زیر گونه با بیماريجداسازي

-1998در طول دوره زمانی .  شناخته شدH9N2زائی اندك 

طور قابل  در دیگر نقاط جهان نیز بهH9N2، زیر گونه 1994

در این بررسی سعی . )17  و15، 14(شیوع پیدا نمود توجهی 

 اسید آمینه و نوکلئوتیدي پروتئین ماتریکسهاي شد تا توالی

M21385(ره زمانی  شده در دو دوجداهاي  از ویروس-

از نظر  در ایران H9N2 تحت تیپپنج ) 1386-1388و 1377

مورد اومت به داروي ضد ویروس آمانتادین حساسیت و یا مق

  .دنگیر بررسی قـرار
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١٣٩٠

  هامواد و روش

بخش علوم  نمونه ویروس از 5: هاي ویروسینمونه     

، با مشخصات  دانشگاه تهراندرمانگاهی دانشکده دامپزشکی

هاي  ها مربوط به گله نمونه.  اخذ گردید)1 جدول(آورده شده در 

  در طیکه بودند و حومهتهراناستان هاي مرغداريگوشتی 

  .گردیدندسازي  جدا1388  تا1377سالهاي 

دو گروه ویروس آنفلوانزاي پرندگان با  :جداسازي ویروس

 مشتمل بر پنج نمونه ویروس مورد بررسی، H9N2 تحت تیپ

در تخم ) 1386-1388و 1377-1385(دو دوره زمانی مربوط به 

دوره زمانی اول هاي نمونه.  شدندجداسازيمرغ جنین دار 

که به صورت ذخیره) 1377- 1385(
1

بخش  در بانک ویروس 

 -70 در  دانشگاه تهرانعلوم درمانگاهی دانشکده دامپزشکی

داري شده بودند، جهت تعیین تیتر ویروس درجه سلسیوس نگه

مورد آزمایش هماگلوتیناسیون
2

هاي دوره نمونه.  قرارگرفتند

هاي  گلهبافت ناي و ریه نیز که از ) 1386-1388(زمانی دوم 

 تهیه و آماده سازي  و حومهاستان تهرانهاي مرغداريگوشتی 

 روزه 10شده بودند، در کیسه آلانتوئیک تخم مرغ جنین دار 

 و HAهاي تلقیح شده نیز، آزمایش از تخم مرغ. تلقیح گردیدند

هاي با تیتر سپس نمونه. ه شدتعیین تیتر ویروس، صورت گرفت

هاي مولکولی بعدي مورد سب جهت انجام بررسیآنتی ژنی منا

  .استفاده قرار گرفتند

 شده جداهاي ویروس RT-PCR ,RNA   :RNAاستخراج 

 High Pure Viral Nucleicوسیله کیت ه مایع آلانتوئیک باز

Acid Kit ) Roche( با) آلمانCat. No. 11 858 874

و   شدندمطابق دستورالعمل شرکت سازنده استخراج )001

اي پلیمراز به روش نسـخه بـرداري معکوسواکنش زنجیره
3

 از 

  ویروسی با استفاده از پرایمرهاي طراحی شده   RNAروي 

 .ه شدصورت گـرفت،Mطور اختـصاصی جهت قطعه ژن هب

                                                
1-Stock  
2-Haemagglutination Assay) HA(
3- Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR)

 Titan One Tube، از کیت RT-PCRواکنش  جهت انجام

RT-PCR System) Roche(با )  آلمانCat. No. 11

855 476 در شرایط  ،مطابق دستورالعمل شرکت سازنده )001

(سیکل در 1
0c 

 دقیقه و 30 براي 50
0c 

 35و )  دقیقه2 براي 94

(سیکل در 
0c 

 ثانیه ، 45 براي 94
0c 

 دقیقه و 1 براي 58
0c 

68 

( سیکل در 1و )  دقیقه 1براي 
0c 

 استفاده)  دقیقه10 براي 68

ت ساخ) فرادست و فرودست(گردید و یک جفت پرایمر 

مورد استفاده در این بررسی بدین شرح   آلمانMWGشرکت 

 M2UF: 5'(GGA ATT CCA TAT GAG TCT: بود

TCT AAC CGA G)3', (28)M2LR: 5'(GGA ATT 
CCT TAC TCC AGC TCT ATG TTG)3' (27( .  

 PCR محـصول: )Sequencing (هاو آنالیز داده توالی یابی

، %1 آگاروز بر روي ژل نیـز پس از انجام آزمایش الکتروفورز 

   Agarose Gel DNA Extraction Kitوسیـله کیت هب

)Roche(با ) آلمانCat. No. 11 696 505 مطابق  )001

ها و نمونهکت سازنده مورد پالایش قرارگرفت دستور العمل شر

به روش خوانش توالی دو طرفه جهت تعیین توالی ژن 

)Comfort Read Sequencing(بـه MWG  ن ارسال آلما

ها با استفاده از نرم افزارهاي بیوانفورماتیک  نتایج توالی.دگردی

MEGA4  وCLC Sequence Viewer 6 مورد ارزیابی 

در بانک ژن دست آمده هب ايهتوالی. قرار گرفتند

)GeneBank(  توسط برنامهBankItشماره  ند و ثبت گردید

   .ده است آم)2جدول(در  که افت اختـصاص یهادستـرسی بـه آن

  هایافته

  بر روي  ژلشران قطعات مورد نظر پس از PCRمحصول     

  pbطول  قطعات . ، مورد بررسی اولیه قرا گرفتند%1آگاروز 

بر روي ژل پنج نمونه ویروسی کار شده  با  خط . ند بود1027

  نشان داده شده  Lader 1000pb Fermentseکش ژنی 

ند غیر اختصاصی دیده نشد که  در این فرایند با).1نگاره ( است

  .باشداي پلی مراز میگویاي بهینه نمودن مناسب واکنش زنجیره
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و ) 2نگاره (طور که در همان :M2بررسی پروتئین ماتریکس 

 ، نشان داده شده است)3نگاره (ها در مقایسه کروماتوگرام جدایه

   جهششود که یک از نظر تبدیل نوکلئوتیدي مشخص می

 AS110, AS120نوکلئوتید میانی در دو جدایه اي در نقطه

 از نوع AS123, AS130, AS133نسبت به سه جدایه 

 اسید ،31در موقعیت   رخ داده است که در نتیجه آنترانسورژن

تنها . عویض گردیده است آسپارژین تا اسید آمینهآمینه سرین ب

 به ترتیب  A بهGنوکلئوتید   تبدیلیا  و Nبه  S براي تبدیل

 یا نوکلئوتید 31در جایگاه اسیدآمینه شماره اي  نقطهجهشک ی

  .)9 و 7( باشد لازم می92

  گیري و نتیجهبحث

     Yavarian در ) 2009- 2010( و همکاران در دو بررسی

 در دو H3N2ایران مقاومت به آمانتادین و ریمانتادین در سویه 

از .  مورد بررسی قرار دادند2005-2008 و 2005- 2007دوره 

 در ايجهش نقطه نمونه از نوع 10،  مورد بررسی نمونه14

در . بود با تعویض اسید آمینه سرین به آسپارژین 31موقعیت 

هائی از آوري نمونه یاوریان و همکاران با جمع نیزبررسی دوم

عویض نقاط مختلف ایران مقاومت به آمانتادین از نوع ت

 و همکاران  Bai.)22و 21(را اذعان نمودند  S31Nاسیدآمینه 

 تا 2006هاي در تایلند مقاومت به آمانتادین را بین سال) 2009(

 44 نمونه مورد بررسی، 66از .  مورد بررسی قراردادند2008

مربوط به  نمونه 22 و H1N1نمونه مربوط به تحت تیپ 

H3N2 22 استان دیگر بود که از این میان 11، از بانکوك و %

 مقاومت به آمانتادین را با تعویض 2006ها در سال ویروس

S31Nدر همان سال .)2( دادند نشان می Huang و همکاران 

هاي ال بین س، مورد بررسیH9N2 جدایه 17 از  نیز)2009(

صورت جداسازي مولکولی با  در شمال چین 2008-1998

 را گزارش S31Nمقاومت به آمانتادین با تعویض گرفته، 

در ) 2010( و همکاران Suzuki یک سال بعد .)12( نمودند

-2008 در سال H3N2 و H1N1ژاپن با بررسی دو سویه 

موارد  %100 و H1N1از تحت تیپ % 62که  دریافتند 2007

 به آمانتادین مقاومت نشان S31Nبا مدل   H3N2تحت تیپ 

 اساس پروتئین   توالی بر670کنون تا .)19( دهندمی

 در 1389تا سال  در دنیا H9N2 از تحت تیپ M2ماتریکس

جدایه ثبت شده در بانک  670از  . استگردیدهبانک ژن ثبت 

باشند که ، مقاوم به آمانتادین می)84/10(% جدایه 73 تنها ،جهانی

هاي مقاوم از نوع از کل جدایه) 6/84(% جدایه 5از این میان 

) 30/13(% مورد 22 بوده و A30T با تعویض اسید آمینه جهش

 با جهشاز نوع ) 63/10(% جدایه 46 و V27Aاز تعویض نوع 

دهد  که بیشترین آمار را نشان میS31Nید آمینه تعویض اس

  .بودند

دست آمده از ماحصل تحقیقات منتشر شده از هبا بررسی نتایج ب

هاي  جدایههايجهشایران و سایر نقاط جهان و بررسی درصد 

توان اینگونه دست آمده از بانک ژن، میهمقاوم به آمانتادین ب

نه سرین به آسپارژین در گیري نمود که تعویض اسید آمینتیجه

 بیشترین و اصلی ترین عامل ایجاد کننده مقاومت 31موقعیت 

 در تحت تیپ Aهاي آنفلوانزاي به آمانتادین در ویروس

H9N2هاي انجام شده لذا با بررسی. ها باشد و سایر تحت تیپ

 Aهاي آنفلوانزاي رسد که ویروسدر این مطالعه، به نظر می

 از نظر ژنتیکی در 1388 و 1386ل  در ساH9N2 تحت تیپ

، 1377هاي در سالتحت تیپمقایسه با ویروس فوق با همان 

موقعیت   با تعویض زیـر واحد آمینواسیدي در1385 و 1378

S31N پروتئین ماتریکس در ژنـوم M2 مقاومت به ،

. نمایـندآمـانتـادین را عـرضه می

شده از ثبت هاي   کل جدایهCLUSTAL Wبر اساس برنامه 

پروتئین ماتریکس  بر اساس شاخص توالی اسید آمینه ایران،

M2 در بین: مورد بررسی میزان شباهت و تفاوت قرار گرفتند 

 ایران، هايبا جدایه  در این مطالعههاي مورد بررسیجدایه

 AS130) 100 و AS123هاي بیشترین شباهت بین جدایه

 بین جدایه  نیز کمترین تفاوتهمچنین. وجود داشت) درصد

AS120 با جدایه AS133) 94با توجه . وجود داشت)  درصد

هاي ایران از  ویروسبیان نمود کهتوان  میدست آمدههببه نتایج 
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دنبال علت هباید باند که  دچار تغییراتی گشته به بعد1386سال 

هاي بیوانفورماتیکی بیشتر که نیازمند بررسی ،این تغییرات بود

  .باشدمی

هاي  از ویروسM2هاي ژن ن بررسی سعی شد تا توالیدر ای

در ) 1386-1388و 1377-1385( شده در دو دوره زمانی جدا

، پنج ايبررسی مقایسهدر یک . دنگیر  قـرارارزیابیایران مورد 

 در ایـران مورد ارزیابی واقـع شدند و H9N2 تحت تیپ

ا در آمینو اسیـده.  ثبت گردیدندGeneBankاطلاعات آنها در 

هاي جدایه، در تراغشائی در نـاحیه M2ماتریکس پروتئین 

در . دادند تعویض را  نشان نمی1385 و 1378، 1377ي هاسال

 1388 و 1386 هايکه، در درگیري صورت گرفته در سالحـالی

با مقایسۀ آمینو اسیـدها . تعـویض تک آمینو اسید اتفاق افتاده بود

که در ) S(که، اسید آمینه سرین  مشاهده گردید 31در جـایگاه 

  هاي پیشین قرار داشت، در تـوالی مورد توافق در اپیدمی

 جهش یافته بود، که در) N(هاي جـدید به آسپارژین اپیدمی

 نسبت به داروي Aنتیجه منجر به مقاومت ویروس آنفلوانزاي 

مقاومت به هاي ما احتمال بررسی. ضـد ویروس آمانتادین گردید

 به هر حال جهت شناسائی منشاء .دادن را نشـان میآمانتادی

 و شیوع H9N2اصلی ویروس آنفلوانزاي پرندگان با تحت تیپ 

هاي ایران، نیاز به مطالعات یک دهه اخیر آن در سطح مرغداري

 ایران H9N2فیلوژنتیک گسترده و همچنین بررسی جدایه هاي 

  .رسدودمانی بسیار مثمر ثمر به نظر میاز نظر د

  

  .1388 تا 1377هاي هاي گوشتی استان تهران در طی سال جداشده از جوجهH9N2هاي آنفلوانزاي تحت تیپ  ویروس-1جدول 

  

  

  

  )NCBI(پس از ثبت در بانک ژن در این مطالعه  جداسازي شده H9N2هاي تحت تیپ  ویروس شماره دسترسی-2جدول
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  .1388 تا 1377هاي هاي گوشتی استان تهران در طی سالاشده از جوجه جدH9N2 تیپ  پنج جدایه ویروسی تحتPCR محصول -1نگاره 

  )bp 1027طول قطعه (

خط کش ژنی : 6، ردیف AS110یه جدا:5، ردیف AS133یه جدا:4 ردیف ،AS123یه جدا:3، ردیف AS120یه جدا:2، ردیف AS130یه جدا:1ردیف 

)Lader 1000pb Fermentse ( .  

  

  

  

  

  

  

  

هاي هاي گوشتی استان تهران درطی سالاز جوجه  جداسازي شده H9N2هاي  آنفلوانزاي تحت تیپ  جدایهM2 تغییر در توالی پروتئین ماتریکس -2نگاره 

  .CLC Sequence Viewer 6 با استفاده از نرم افزار 1388 و 1386، 1385، 1378، 1377

A : تغییر در توالی اسید آمینه پروتئین ماتریکسM2 ،B :غییر توالی نوکلئوتیدي در پروتئین ماتریکس تM2  
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M2 در توالی پروتئین ماتریکس  از نظر تغییر نوکلئوتیدي جداسازي شده در این مطالعهH9N2حت تیپ  تAآنفلوانزاي  هايجدایهکروماتوگرام  -3نگاره 
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Abstract

Spread of an epidemic of avian influenza in 1998 in Iran was the cause of many deaths on farms. 
Research shows that made the emergence of this epidemic of avian influenza virus subtype H9N2. 
Anti-influenza drugs amantadine and rimantadine (Adamantane) were used for the treatment and 
prevention of infections caused by influenza A virus, but the use of these medications has been limited 
in recent years with increased resistance in the world. In a comparative study between the years 1998 
to 2009 in Iran, to evaluate resistance to amantadine, the avian influenza A virus of subtype H9N2, we 
focused our research on the genetic structure of viruses, amantadine where most of their leaves left on 
the channel protein M2. Two groups of avian influenza A virus H9N2 subtype, were isolated in eggs 
with embryos, including five samples of the virus to two periods (1998-2006 and 2007-2009), then 
were the polymerase chain reaction tests using reverse transcription (RT-PCR) and electrophoresis on 
agarose gel and were sent for sequencing. The M2 sequence analysis displayed in different separate 
parts of this sequence as to consensus sequence that was amino acid changes together. And all of 
resistant isolates contained the point mutations (Ser to Asn) S31N at position 31 that could confer 
resistance to amantadine. The study took place, to determine the effectiveness of awareness of avian 
influenza viruses to amantadine, was reported, amantadine resistance in H9N2 subtype avian 
influenza viruses in the years 2007 and 2009 in Iran. Therefore, it is recommended to avoid the 
arbitrary use of amantadine to treat and prevent infections from avian influenza viruses of H9N2 
subtype in the farms. Furthermore, it seems practical tests of the drug influence invivo, can ensure 
effective use of the drug.

Keywords: Amantadine resistance, Avian influenza A virus, H9N2 subtype, Matrix protein M2
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چكيده

در سال 1377 يك اپيدمي از آنفلوانزاي پرندگان در ايران شيوع پيدا نمود كه عامل بسياري از تلفات در مرغداريهاي ايران گشت. تحقيقات بهعمل آمده نشان داد كه عامل پيدايش اين همهگيري، ويروس آنفلوانزاي پرندگان با تحت تيپ H9N2 میباشد. به جهت درمان و پيشگيري عفونتهاي ناشي از ويروسهاي آنفلوانزاي A در جهان، داروهاي ضد آنفلوانزاي آمانتادين و ريمانتادين (آدامانتانها) مورد استفاده قرار ميگرفتند كه با افزايش مقاومت ويروس آنفلوانزا در برابر اين داروها در سالهاي اخير استفاده از آنها محدود گرديده است. در يك بررسي مقايسهاي بين سالهاي 1377 تا 1388 در ايران، به جهت ارزيابي مقاومت به آمانتادين در ويروسهاي آنفلوانزاي A پرندگان تحت تيپ H9N2 تحقيقات خود را بر ساختار ژنتيکي ويروس، جائيکه آمانتادين بيشترين اثر خود را روي كانال پروتئيني M2 برجاي ميگذارد، معطوف نموديم. دو گروه ويروس آنفلوانزاي پرندگان با تحت تيپ H9N2 مشتمل بر پنج نمونه ويروس مورد بررسي، مربوط به دو دوره زماني (1385-1377 و 1388-1386) در تخم مرغ جنيندار جداسازي شدند، سپس تحت آزمايشات واكنشهاي زنجيرهاي پليمراز به روش نسـخه بـرداري معکوس (RT-PCR) و الكتروفورز بر روي ژل آگاروز قرارگرفته و جهت تعيين توالي فرستاده شدند. تحليل توالي ژني پروتئين ماتريكس M2 نشان ميداد كه در قسمتهاي مجزا ازاين توالي، تعويض اسيدهاي آمينه نسبت به توالي مورد توافق رخ داده است و كليه جدايههاي مقاوم، جهشهاي نقطهاي سرين به آسپارژين (S31N) را كه در جايگاه 31 منجر به مقاومت به آمانتادين ميشود، در برداشتند. در بررسي كه جهت تعيين آگاهي از تاثيرپذيري ويروسهاي آنفلوانزاي پرندگان به آمانتادين صورت گرفت مقاومت به آمانتادين در ويروسهاي آنفلوانزاي پرندگان تحت تيپ H9N2 در ايران در سالهاي 1386 تا 1388 گزارش شد. از اين رو توصيه ميگردد جهت درمان و پيشگيري عفونتهاي ناشي از ويروسهاي آنفلوانزاي پرندگان تحت تيپ H9N2 در مزارع، مصرف خودسرانه آمانتادين صورت نپذيرد. همچنين به نظر ميرسد آزمايشات عملي تأثيرپذيري دارو در شرايط درون تنی نيز، ميتواند متضمن استعمال مؤثر آن دارو گردد.
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كليد واژهها: تحت تيپ H9N2، پروتئين ماتريكس M2، مقاومت به آمانتادين، ويروسهاي آنفلوانزاي پرندگان

مقدمه

   آنفلوانزا يکي از شايعتـرين و مهمترين عفـونتهاي ويروسي ميباشد. آنفـلوانزاي A، باعث اپيـدمي و حتي پاندميهاي شديد بيماريهاي حاد تنفسي کشنده ميباشد که ساليانه باعث مرگ و مير و تلفات انساني و حيواني
 ميگردد (3 و 20). در آخرين پاندمي كه بهواسطه ويروس آنفلوانزاي خوكي H1N1 در دنيا بوقوع پيوست، به نقل از مركز جهاني كنترل دارو و پيشگيري 
 از 61 ميليون بيمار در سال2010-2009 در جهان، 470/12 نفر جان باختند (6). ويروسهای آنفلوانزا جزء خانواده ارتوميکسو ويروسها
 هستند که داراي 5 جنس به نامهاي آنفلوانزاي C ,B ,A ، توگوتويروس
 و آیزاویروس
 ميباشند (13 و 20). ويريونهاي آنفلوانزا ، چند شكلي بوده و بهصورت لولهاي يا كروي ديده ميشوند. پوشش خارجي
 ايـن ويروس داراي دو گليكوپروتئين سطحي، هماگلوتينين (HA) و نورآمينيداز (NA) بوده و درون آن، پروتئينهاي ماتريكس(M1) و غشائي (M2) قراردارند. ژنوم ويروسهاي آنفلوانزای  Aو B از 8 قطعه متفاوت و مارپيچي نوكلئوكپسيد تشكيل شده است كه هركدام از آنها، داراي RNA با سنس منفي، نوكلئوپروتئين و ترانس كريپتاز ميباشند (3). پروتئین M2، یک پروتئین تترامری سراسری غشاء میباشد، كه يك كانال يوني را در سمت پوششي ويروس آنفلوانزا ايجاد ميكند. كانال، خود يك هوموتترامر متشكل از چهار واحد كاملاً همسان (M2) ميباشد. زير واحدهاي مارپيچ بهوسيله دو باند ديسولفيد بههم متصل شده و بهوسيله pH پائين ( pHاسيدي) فعال ميگردند. مشخص شده است که پروتئین M2 يك کانال یونی تنظیم کننده اسیدیته است و نقش بزرگی در انتقال و جریان یافتن پروتن از اندوزوم اسیدی بدرون ویروس، جهت تفکیک پروتئين ماتريكس M1 از ريبونوكلئوپروتئين(RNP) دارا ميباشد. به بیان دیگر پروسه پوشش برداری
 را ايجاد نموده و انتشار را افزايش ميدهد (16 و 18). پروتئين M2 از سه زير واحد پروتئيني شامل: انتهاي 
N و در معرض با محيط خارج،  ناحيه تراغشائي
 كه آبگريز 
ميباشد و انتهاي
C، متمايل به سمت درون ذره ويروسي تشكيل شده است. چهار مارپیچ تراغشائی که بهطور بسیار محکم بههم بسته شدهاند، یک کانال دراز و باریکی را ايجاد میکنند، که در آن His37 گيرنده pH بوده وTrp41 بهعنوان دروازه یا دریچه عمل میکند. مارپیچهای تراغشائی در میان چهار مارپیچ متمرکز شده با یک زاویه پیچش چپگرد در حدود 23 درجه تجمع مییابند و سوراخ منفذ را تشکیل میدهند. مارپيچهاي تراغشائي در يك انتها بهوسيله ديسولفيدهاي N-terminal و در انتهاي ديگر بهوسيله انتهاي C-terminal گسترش يافتهاند. مدلهای ساختاری زیادی از این کانال بر اساس آنالیز توالی جهشزائی و تصویربرداری با رزونانس مغناطیسی
 سه بعدی، ساخته شده است. بر اساس تصوير برداري NMR مشخص شده است كه Val27، Ala30 وGly34  سطح پوشش منفذ را تشكيل ميدهند، بلكه Leu26، Ser31  و Leu38 در فشردهسازي مارپيچ-مارپيچ تراغشائي، بهعنوان ميانجي عمل ميكنند (18).  نتایج نشان میدهند که موتاسیون S31N گردهمائی و تجمع تترامری کانال را به شدت کاهش میدهد. موتاسیونهای ایجاد کننده مقاومت، بسته بندی مارپیچی ناحيه تراغشائي را سست نموده و ناهمگنی ساختاری را در حالت بسته شده افزایش میدهد. موتاسیون S31N فشرده سازی مارپیچی TM را سست نموده و در نتیجه دارو كانال را از هم گسیخته میکند. بالنتیجه، میل ترکیبی دارو مادامیکه فعالیت کانال محافظت شده است، بهطور چشمگیری کاهش مییابد و مقاومت به آمانتادين را القاء مينمايد (16).


داروهای پایۀ آدامانتان، آمانتادین و ریمانتادین، که هدفی برای کانال M2 میباشند، بهعنوان اولین انتخاب داروهای ضد ویروسی بر علیه شیوع جمعی ویروسهای آنفلوانزای A برای سالهای متمادی مورد استفاده قرار میگرفتند، اما اخیراً مقاومت به آدامانتانها گسترش یافته است ADDIN EN.CITE.DATA 
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(8، 10 و 18)
. آمانتادین همانندسازی ویروسهای آنفلوانزای A  را بهوسیله ممانعت از پوشش برداری ویروس، در درون سلول مانع ميشود. همانند ریمانتادین، یک مهارکننده كانال يونيM2  میباشد، که کانال یون تشکیل شده بهوسیله پروتئین ماتريكسM2  را سد میکند (11). جهشهاي مشخصي كه در مقاومت به آمانتادين در ژن M2 نقش دارند، جهشهايي را شامل ميشوند كه در جايگاههاي اسيد آمينه L26F، V27A، A30T، S31N، G34E وL38F   ايجاد ميگردند (1 و 18). 

اگر چه ویروسهاي آنفلوانزای پرندگان، معمولاً انسان را آلوده نميكند، موارد نادری از آلودگي انسان با ویروس آنفلوانزای پرندگان گزارش شده است. اغلب عفونتهاي انسانی كه با ویروس آنفلوانزای مرغی رخ داده است پس از تماس مستقیم با پرندگان آلوده صورت گرفته است. از نوامبر سال 2003 ، حدود 400 مورد عفونت انسانی با آنفلوانزای پرندگان توسط بیش از دوازده کشور در آسیا، آفریقا، اقیانوس آرام، اروپا و شرق نزدیک منتشر شده است. سازمان بهداشت جهانی
، اغلب موارد انسانی ابتلا به ویروس آنفلوانزاي پرندگان را نتیجه تماس مستقیم با پرندگان بیمار یا مرده آلوده گزارش مينمايد (4). مطالعات انجام شده نشان میدهند که برخی از داروهای ضدویروسی كه برای ویروس آنفلوانزای انسانی تأیید شدهاند در درمان عفونت آنفلوانزای پرندگان در انسانها نيز كارآمدند. با این حال، ویروسهای آنفلوانزا میتوانند به این داروها مقاوم باشند، بنابراین این داروها ممکن است همیشه مؤثر واقع نشوند. مطالعات بيشتر برای نشان دادن تأثیر این داروها مورد نیاز ميباشد كه در هنگام شناسایی عامل بیماری آنفلوآنزای پرندگان، جهت درمان ویروسها باید مورد تست حساسیت به داروهای ضد ویروس آنفلوانزا قرار گيرند (5). جلوگیری از مقاومت داروئی و همچنین ممانعت از تشکیل تیپهای جدید مقاوم به دارو در ویروسهای آنفلوانزای نوع A پرندگان در سطح مراکز بهداشتی درمانی و طبعاً گسترش و شیوع آن در جامعه از عواملي بود كه ما را بر انجام اين تحقيق معطوف نمود. از ضرورتهای خاص انجام این تحقیق، با مشخص شدن مقاومت یک ویروس آنفلوانزا به یک دارو، اين است كه بایستی از مصرف و استعمال آن خودداری گردد، بدین جهت که اکثر تحت تيپهای آنفلوانزا مشترک بین انسان و حیوان 
میباشند و این تحت تيپ که لطمات مؤثری بر گلههای طیور وارد میآورد، از هزینه بالائی که صاحبان مرغداریها جهت خرید داروی مقاوم شده صرف مینمایند، ممانعت به عمل 
میآورد. همچنين از آن جهت که دائماً ویروس آنفلوانزا در حال تغییر ترتیب ژنی میباشد از مقاوم شدن تحت تيپهای دیگر ویروس نسبت به دارو جلوگیری بعمل خواهد آمد.

در سال 1377 در ايران آنفلوانزاي پرندگان شيوع پيدا نمود كه لطمات اقتصادي بالائي به صنعت مرغداري كشور وارد آورد، در جداسازيهاي صورت گرفته، عامل موثر، زير گونه با بيماريزائي اندك H9N2 شناخته شد. در طول دوره زماني 1998-1994، زير گونه H9N2 در ديگر نقاط جهان نيز بهطور قابل توجهي شيوع پيدا نمود ADDIN EN.CITE.DATA 
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(14، 15 و 17)
. در اين بررسي سعي شد تا تواليهاي اسيد آمينه و نوكلئوتيدي پروتئين ماتريكس M2 از ويروسهاي جدا شده در دو دوره زماني (1385-1377و 1388-1386) پنج تحت تيپ H9N2 در ايران از نظر حساسيت و يا مقاومت به داروي ضد ويروس آمانتادين مورد بررسي قـرار گيرند.


مواد و روشها

     نمونههاي ويروسي: 5 نمونه ويروس از بخش علوم درمانگاهی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران، با مشخصات آورده شده در (جدول 1) اخذ گرديد. نمونهها مربوط به گلههاي گوشتي مرغداريهاي استان تهران و حومه بودند كه در طی سالهاي 1377 تا 1388 جداسازي گرديدند.


جداسازي ويروس: دو گروه ويروس آنفلوانزاي پرندگان با تحت تيپ H9N2 مشتمل بر پنج نمونه ويروس مورد بررسي، مربوط به دو دوره زماني (1385-1377و 1388-1386) در تخم مرغ جنين دار جداسازي شدند. نمونههاي دوره زماني اول (1385-1377) كه به صورت ذخيره
 در بانك ويروس بخش علوم درمانگاهی دانشکده دامپزشکی دانشگاه تهران در 70- درجه سلسيوس نگهداري شده بودند، جهت تعيين تيتر ويروس مورد آزمايش هماگلوتيناسيون
 قرارگرفتند. نمونههاي دوره زماني دوم (1388-1386) نيز كه از بافت ناي و ريه گلههاي گوشتي مرغداريهاي استان تهران و حومه تهيه و آماده سازي شده بودند، در كيسه آلانتوئيك تخم مرغ جنين دار 10 روزه تلقيح گرديدند. از تخم مرغهاي تلقيح شده نيز، آزمايش HA و تعيين تيتر ويروس، صورت گرفته شد. سپس نمونههاي با تيتر آنتي ژني مناسب جهت انجام بررسيهاي مولكولي بعدي مورد استفاده قرار گرفتند.

استخراج RT-PCR ,RNA  : RNA ويروسهاي جدا شده از مايع آلانتوئيک بهوسيله کيت High Pure Viral Nucleic Acid Kit ( Rocheآلمان) با (Cat. No. 11 858 874 001) مطابق دستورالعمل شركت سازنده استخراج شدند و واکنش زنجيرهاي پليمراز به روش نسـخه بـرداري معکوس
 از روي RNA  ويروسي با استفاده از پرايمرهاي طراحي شده 
بهطور اختـصاصي جهت قطعه ژن M، صورت گـرفته شد. جهت انجام واکنش RT-PCR، از کیت Titan One Tube RT-PCR System (Roche آلمان) با (Cat. No. 11 855 476 001) مطابق دستورالعمل شركت سازنده، در شرايط 1سيكل در (0c 50 براي 30 دقيقه و 0c 94 براي 2 دقيقه) و 35 سيكل در (0c 94 براي 45 ثانيه ، 0c 58 براي 1 دقيقه و 0c 68 براي 1 دقيقه ) و 1 سيكل در (0c 68 براي 10 دقيقه) استفاده گرديد و يك جفت پرايمر (فرادست و فرودست) ساخت شرکت MWG آلمان مورد استفاده در اين بررسي بدين شرح بود: M2UF: 5'(GGA ATT CCA TAT GAG TCT TCT AAC CGA G)3', (28)M2LR: 5'(GGA ATT CCT TAC TCC AGC TCT ATG TTG)3' (27). 

توالي يابي و آناليز دادهها (Sequencing): محـصول PCR  نيـز پس از انجام آزمايش الكتروفورز بر روي ژل آگاروز 1%، بهوسيـله کيت Agarose Gel DNA Extraction Kit 

( Rocheآلمان) با (Cat. No. 11 696 505 001) مطابق دستور العمل شركت سازنده مورد پالايش قرارگرفت و نمونهها جهت تعيين توالي ژن به روش خوانش توالي دو طرفه (Comfort Read Sequencing) بـهMWG  آلمان ارسال گرديد. نتايج تواليها با استفاده از نرم افزارهاي بيوانفورماتيك MEGA4 و CLC Sequence Viewer 6 مورد ارزيابي قرار گرفتند. تواليهاي بهدست آمده در بانك ژن (GeneBank) توسط برنامه BankIt ثبت گرديدند و شماره دستـرسي بـه آنها اختـصاص يافت كه در (جدول2) آمده است. 

یافتهها

   محصول  PCR قطعات مورد نظر پس از رانش بر روي  ژل آگاروز 1%، مورد بررسي اوليه قرا گرفتند. طول  قطعات pb  1027 بودند. بر روي ژل پنج نمونه ويروسي كار شده  با  خط كش ژني Lader 1000pb Fermentse   نشان داده شده است (نگاره 1). در اين فرايند باند غير اختصاصي ديده نشد كه گوياي بهينه نمودن مناسب واكنش زنجيرهاي پلي مراز ميباشد.


بررسي پروتئين ماتريكس M2: همانطور كه در (نگاره 2) و مقايسه كروماتوگرام جدايهها در (نگاره 3) نشان داده شده است، از نظر تبديل نوكلئوتيدي مشخص ميشود كه يك جهش 
نقطهاي در نوكلئوتيد مياني در دو جدايه AS110, AS120 نسبت به سه جدايه AS123, AS130, AS133 از نوع ترانسورژن رخ داده است كه در نتيجه آن در موقعيت 31، اسيد آمينه سرين با اسيد آمينه آسپارژين تعويض گرديده است. تنها براي تبديل S به N و يا تبديل نوكلئوتيد  G بهA  به ترتيب يك جهش نقطهاي در جايگاه اسيدآمينه شماره 31 يا نوكلئوتيد 92 لازم ميباشد ADDIN EN.CITE.DATA 
 ADDIN EN.CITE 

(7 و 9)
.

بحث و نتیجهگیری

     Yavarian و همكاران در دو بررسي (2010-2009) در ايران مقاومت به آمانتادين و ريمانتادين در سويه H3N2 در دو دوره 2007-2005 و 2008-2005 مورد بررسي قرار دادند. از 14 نمونه مورد بررسي، 10 نمونه از نوع جهش نقطهاي در موقعيت 31 با تعويض اسيد آمينه سرين به آسپارژين بود. در بررسي دوم نيز ياوريان و همكاران با جمعآوري نمونههائي از نقاط مختلف ايران مقاومت به آمانتادين از نوع تعويض اسيدآمينه S31N را اذعان نمودند ADDIN EN.CITE.DATA 
 ADDIN EN.CITE 

(21 و 22)
.Bai  و همكاران (2009) در تايلند مقاومت به آمانتادين را بين سالهاي 2006 تا 2008 مورد بررسي قراردادند. از 66 نمونه مورد بررسي، 44 نمونه مربوط به تحت تيپ H1N1 و 22 نمونه مربوط به H3N2، از بانكوك و 11 استان ديگر بود كه از اين ميان 22% ويروسها در سال 2006 مقاومت به آمانتادين را با تعويض S31N نشان ميدادند ADDIN EN.CITE.DATA 
 ADDIN EN.CITE 

(2)
. در همان سال Huang و همكاران (2009) نيز از 17 جدايه H9N2 مورد بررسي، بين سالهاي 2008-1998 در شمال چين با جداسازي مولكولي صورت گرفته، مقاومت به آمانتادين با تعويض S31N را گزارش نمودند ADDIN EN.CITE.DATA 
 ADDIN EN.CITE 

(12)
. يك سال بعد Suzuki و همكاران (2010) در ژاپن با بررسي دو سويه H1N1 و H3N2 در سال 2008-2007 دريافتند كه 62% از تحت تيپ H1N1 و 100% موارد تحت تيپ H3N2  با مدل S31N به آمانتادين مقاومت نشان ميدهند ADDIN EN.CITE.DATA 
 ADDIN EN.CITE 

(19)
. تاكنون 670  توالي بر اساس پروتئين ماتريكسM2  از تحت تيپ H9N2 در دنيا تا سال 1389 در بانك ژن ثبت گرديده است. از 670 جدايه ثبت شده در بانك جهاني، تنها 73 جدايه (%84/10)، مقاوم به آمانتادين ميباشند كه از اين ميان 5 جدايه (%6/84) از كل جدايههاي مقاوم از نوع جهش با تعويض اسيد آمينه A30T بوده و 22 مورد (%30/13) از تعويض نوع V27A و 46 جدايه (%63/10) از نوع جهش با تعويض اسيد آمينه S31N كه بيشترين آمار را نشان ميدهد بودند. 

با بررسي نتايج بهدست آمده از ماحصل تحقيقات منتشر شده از ايران و ساير نقاط جهان و بررسي درصد جهشهاي جدايههاي مقاوم به آمانتادين بهدست آمده از بانك ژن، ميتوان اينگونه نتيجهگيري نمود كه تعويض اسيد آمينه سرين به آسپارژين در موقعيت 31 بيشترين و اصلي ترين عامل ايجاد كننده مقاومت به آمانتادين در ويروسهاي آنفلوانزاي A در تحت تيپ H9N2 و ساير تحت تيپها باشد. لذا با بررسيهاي انجام شده در اين مطالعه، به نظر ميرسد که ويروسهاي آنفلوانزاي A تحت تيپ H9N2 در سال 1386 و 1388 از نظر ژنتيکي در مقايسه با ويروس فوق با همان تحت تيپ در سالهاي1377، 1378 و 1385 با تعويض زيـر واحد آمينواسيدي در موقعيت S31N در ژنـوم پروتئين ماتريكس M2، مقاومت به آمـانتـادين را عـرضه مينمايـند. 

بر اساس برنامه CLUSTAL W  كل جدايههاي ثبت شده از ايران، بر اساس شاخص توالي اسيد آمينه پروتئين ماتريكس M2 مورد بررسي ميزان شباهت و تفاوت قرار گرفتند: در بين جدايههاي مورد بررسي در اين مطالعه با جدايههاي ايران، بيشترين شباهت بين جدايههاي AS123 و AS130 (100 درصد) وجود داشت. همچنين كمترين تفاوت نيز بين جدايه AS120  با جدايه AS133 (94 درصد) وجود داشت. با توجه به نتايج بهدست آمده ميتوان بيان نمود كه ويروسهاي ايران از سال 1386 به بعد دچار تغييراتي گشتهاند كه بايد بهدنبال علت اين تغييرات بود، كه نيازمند بررسيهاي بيوانفورماتيكي بيشتر ميباشد.

در اين بررسي سعي شد تا تواليهاي ژن M2 از ويروسهاي جدا شده در دو دوره زماني (1385-1377و 1388-1386) در ايران مورد ارزيابي قـرار گيرند. در يک بررسي مقايسهاي، پنج تحت تيپ H9N2 در ايـران مورد ارزيابی واقـع شدند و اطلاعات آنها در GeneBank ثبت گرديدند. آمينو اسيـدها در پروتئين ماتريكس M2 در نـاحيه تراغشائي، در جدايههاي سالهای 1377، 1378 و 1385 تعويض را  نشان نميدادند. در حـاليکه، در درگيري صورت گرفته در سالهاي 1386 و 1388 تعـويض تک آمينو اسيد اتفاق افتاده بود. با مقايسۀ آمينو اسيـدها در جـايگاه 31 مشاهده گرديد که، اسيد آمينه سرين (S) که در تـوالي مورد توافق در اپيدميهاي پيشين قرار داشت، در 
اپيدميهاي جـديد به آسپارژين (N) جهش يافته بود، که در نتيجه منجر به مقاومت ويروس آنفلوانزاي A نسبت به داروي ضـد ويروس آمانتادين گرديد. بررسيهاي ما احتمال مقاومت به آمانتادين را نشـان ميداد. به هر حال جهت شناسائي منشاء اصلي ويروس آنفلوانزاي پرندگان با تحت تيپ H9N2 و شيوع يك دهه اخير آن در سطح مرغداريهاي ايران، نياز به مطالعات فيلوژنتيك گسترده و همچنين بررسي جدايه هاي H9N2 ايران از نظر دودماني بسيار مثمر ثمر به نظر ميرسد.

جدول 1- ويروسهاي آنفلوانزاي تحت تيپ H9N2 جداشده از جوجههاي گوشتي استان تهران در طی سالهاي 1377 تا 1388.

[image: image1.jpg]

جدول2- شماره دسترسي ويروسهاي تحت تيپ H9N2 جداسازي شده در اين مطالعه پس از ثبت در بانك ژن (NCBI)
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نگاره 1- محصول PCR پنج جدايه ويروسي تحت تيپ H9N2 جداشده از جوجههاي گوشتي استان تهران در طی سالهاي 1377 تا 1388.

(طول قطعه bp 1027)

رديف 1:جدايه AS130، رديف 2:جدايه AS120، رديف 3:جدايه AS123، رديف 4:جدايه AS133، رديف 5:جدايه AS110، رديف 6: خط كش ژني (Lader 1000pb Fermentse  ).
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نگاره 2- تغيير در توالي پروتئين ماتريكس M2 جدايههاي  آنفلوانزاي تحت تيپ H9N2  جداسازي شده از جوجههاي گوشتي استان تهران درطی سالهاي 1377، 1378، 1385، 1386 و 1388 با استفاده از نرم افزار CLC Sequence Viewer 6.

A: تغيير در توالي اسيد آمينه پروتئين ماتريكس M2، B: تغيير توالي نوكلئوتيدي در پروتئين ماتريكس M2
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نگاره 3- كروماتوگرام جدايههاي آنفلوانزاي A تحت تيپ H9N2 جداسازي شده در اين مطالعه از نظر تغيير نوكلئوتيدي در توالي پروتئين ماتريكس M2
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