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Abstract 
 
Background: In 2015-2016 flu season, the subtype A/H1N1/pdm09 was reported with a widespread of 92% 
in Iran.  A phylogenetic study based on the HA protein located the viruses in the new subgroup 6B.1. 
Therefore, by observing this change, the effectiveness of the vaccine was investigated from an 
immunological point of view.  
Materials and methods: The investigated viruses were selected from among the sequenced samples based 
on the diversity and abundance of substitutions, by aligning with the Bioedit software and drawing a 
phylogenetic tree by the maximum likelihood method in the Mega software, and were propagated by MDCK 
cells. Next, by injecting two doses of human influenza vaccine two weeks apart into the two rabbits, their 
serum on day (0) before immunization, 21 and 30 days after the injection, isolated and after treatment, the 
antibody produced was used for Hemagglutination inhibition (HI) test. The data were analyzed in the Excel 
chart.   
Results: The mean HI titer in the positive control sample was 960, and in samples 831, 836, 807 and 808 
were 40, 20, 180 and 120, respectively. The results showed that the antibody obtained from the vaccine had 
neutralizing properties against the circulating viruses, but it was significantly reduced compared to the 
reference strain (P<0.001). No titer was observed in the negative control sample. 
Conclusion: The requirement of genetic and immunological evaluation of vaccine efficiency for influenza 
viruses is necessary every year; so it is essential to provide appropriate methods available to laboratories. 
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  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م
  11تا  1صفحات ، 1403 بهار، 1، شماره 34 ورهد

  

 هايدر برابر سويه آنفلوانزا بررسي ايمونولوژيكي كارايي واكسن
A/H1N1/pdm09  در گردش ايران  

 5، رامين يعقوبي4، فاطمه فتوحي3عباس جمالي، 2،1عاطفه محبي
 علوم و تحقيقات فارس، دانشگاه آزاد اسلامي، فارس، ايرانپرديس  گروه ميكروبيولوژي، 1 
 فناوري هاي نوين واحد شيراز ،دانشگاه آزاد اسلامي، شيراز، ايران  گروه زيست شناسي، دانشكده علوم كشاورزي و2
  تهران، ايران استاديار، بخش آنفلوانزا و ساير ويروس هاي تنفسي، انستيتو پاستور ايران،3
 تهران، ايراننفلوانزا و ساير ويروس هاي تنفسي، انستيتو پاستور ايران، استاد، بخش آ4
 دانشگاه علوم پزشكي شيراز، شيراز ، ايران ،و ترميم اعضا تحقيقات پيونداستاد، مركز 5

   كيدهچ
زارش شد. مطالعه درصدي در ايران گ 92، با انتشار گسترده  A/H1N1/pdm09زيرگونه 1394در آنفلوانزاي فصلي سال  :سابقه و هدف

قرار داد. بنابراين با مشاهده اين تغيير، اثربخشي واكسن از  6B.1ها را در زير گروه جديد ، ويروس HAفيلوژنتيكي بر اساس پروتئين 
 . ديدگاه ايمونولوژيكي مورد بررسي قرار گرفت

سازي با نرم ها، به روش همرديفع و فراواني جانشينييابي شده براساس تنوهاي تواليهاي مورد بررسي از بين نمونهويروس :روش بررسي
تكثير شدند. در ادامه با تزريق   MDCKهاي انتخاب و توسط سلول maximum likelihood افزار بايواديت و ترسم درخت فيلوژنتيكي به روش

روز بعد از تزريق  30و  21زايي، قبل از ايمني )0( دو دوز واكسن آنفلوانزا انساني به فاصله دو هفته به دو سر خرگوش، سرم آنها در روز
ها در ) مورد استفاده قرار گرفت. ميانگين دادهHIبادي توليد شده جهت انجام تست ممانعت از هماگلوتيناسيون(جداسازي و پس از تيمار، آنتي

   .نمودار اكسل مورد بررسي قرار گرفت

و 180، 20، 40به ترتيب تيتر  808 و 807، 836، 831هاي به شماره و در نمونه 960تيتر  كنترل مثبت در نمونه HIميانگين عيار  ها:يافته
هاي در گردش است، ولي كنندگي بر عليه ويروسنتايج نشان دادند كه آنتي بادي حاصل از واكسن، واجد خاصيت خنثي را نشان دادند. 120

  .مونه كنترل منفي هم هيچ تيتري مشاهده نشد) داشت. در ن(P< 0.001نسبت به سويه مرجع، كاهش چشمگيري 
هاي مناسب و لذا ارائه روش است؛هاي آنفلوانزا ساليانه ضروري لزوم بررسي ژنتيكي و ايمونولوژيكي كارايي واكسن براي ويروس :گيرينتيجه

  .ها لازم استدر دسترس آزمايشگاه
 .HIتست  ن،ينيهماگلوت ني، پروتئ2009 يپاندم H1N1گونه  ريز A پيآنفلوانزا ت روسيو واژگان كليدي:

  

  1مقدمه
تـرين عوامـل   يكـي از مهـم   Aبه ويـژه نـوع    هاي آنفلوانزاويروس
رونـد. طبـق آمـار    به شمار مـي  هاي حاد تنفسي در انسانعفونت

                                                 
 ـو ريبخش آنفلوانزا و سا: آدرس نويسنده مسئول ي عبـاس جمـال  ، پاسـتور  تويانسـت  ،يتنفس ـ يهـا  روسي

)email: jamali@pasteur.ac.ir  ( 

ORCID ID: 0009-0006-4859-0988    
   2/2/1402: تاريخ دريافت مقاله
  21/5/1402: تاريخ پذيرش مقاله

تـا   5ها و درصد از بچه 30تا  20سازمان بهداشت جهاني، سالانه 
. در )1( شوندزا مبتلا ميدرصد از بزرگسالان به بيماري آنفلوان 10

طي صد سال اخير چهار پاندمي گسترده از ويـروس آنفلـوانزا در   
ايل ماه آوريل  سراسر جهان به وقوع پيوست، كه پاندمي اخير در او

در ميان مـردم   A/H1N1، توسط ويروس جديد آنفلوانزاي 2009
امريكا و مكزيك مشـاهده شـد و بـه سـرعت در سراسـر جهـان       

را رقـم زد. بـا    21گسترش يافت و اولين پاندمي آنفلوانزاي قـرن  
توجه به منشأ خوكي ويروس، آن را اغلب ويروس آنفلوانزا با منشأ 
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 3/ و همكاران ي عاطفه محب                                                                                                    1403 بهار    1 شماره   34 دوره

 Swine-Origin Influenza A virus :S-OIV (A/H1N1(خـوك  
نامند. در رابطه بـا ايـن   مي 2009پاندمي  Aيا ويروس انفلوانزاي 

ويروس، واكسن نه تنها يكي از مؤثرترين ابزار بـراي پيشـگيري از   
گسترش بيماري است، بلكه جهـت كـاهش شـدت بيمـاري نيـز      

در حال حاضر واكسن آنفلوانزا متشكل از سـويه   .)2(كاربرد دارد 
و  H1N1هـاي   ، تحـت تيـپ  A تيـپ هايي از ويروس آنفلوانزاي 

H3N2  و ويروس آنفلوانزاي تيپB  بروز پانـدمي )4, 3(هستند . -

هاي كشنده اين ويروس كه معمولا حاصل تغييـرات ژنتيكـي آن   
 ـ   كي از دغدغهباشد يمي ه هاي اصلي سـازمان بهداشـت جهـاني ب

هاي آنفلوانزاي رايج به منظور ايجاد رو واكسن رود. از اينشمار مي
هاي در طور ساليانه و بر اساس سويهه ايمني قابل قبول و كارآمد ب

همـاگلوتينين   .)6, 5( شـوند گردش در همـان سـال توليـد مـي    
تـرين  ترين گليكوپروتئين سطحي پوشش و همچنين اصليعمده
هـاي  باديرود كه توسط آنتيشمار ميژن ويروس آنفلوانزا بهآنتي

از ايـن رو همـاگلوتينين از جملـه     ؛شودخنثي كننده شناخته مي
هـاي ضـد ويـروس آنفلـوانزا بـه حسـاب       ترين اهداف واكسنمهم
. هماگلوتينين از قطعه چهارم ژنوم ويروس، به صـورت  )7( آيدمي

در طـي سـيكل    نتز شـده كـه  س ـ HA0يك پروتئين پيش سـاز  
زايي به كمك آنزيم پروتئاز سلول ميزبان به دو زيـر واحـد   عفونت
HA1 )327  و (اسيد آمينهHA2 )222  شـكند،  اسيد آمينه) مـي

سولفيدي به يكـديگر متصـل   اين دو زيرواحد توسط يك باند دي
ي ويـروس و  زايـي ذره بـراي عفونـت   HAماننـد. بـرش   باقي مـي 

در HA1 . ناحيـه )8( يزبـان ضـروري اسـت   گسترش عفونت در م
 HAدر انتهاي كربوكسيليك مولكول  HA2 انتهاي آميني و ناحيه

ن را ناحيـه كـروي همـاگلوتيني    HA1انـد. زيـر واحـد    قرار گرفته
است و شـامل   ي سلولدهدكه محل اتصال به گيرندهتشكيل مي

اسـت   Cb و Sa ،Sb  ،Ca1  ،Ca2ژني به نام هاي پنج سايت آنتي
)10 -8( . 

ايـران، از زمـان بـروز     A/H1N1هاي در گـردش  در بررسي سويه
كه مطالعه ما مورد  ،1394تا سال  2009آخرين اپيدمي در سال 

تغييراتي نشان نداد كه  NAو HAهاي نظر بود، آناليز ژنتيكي ژن
منجر به انتخاب ويروسي شود كه باعث افزايش پتانسيل اپيـدمي  

حال در زمستان و يا مخصوصا منجر به ويرولانس بالا گردد. با اين
 ايآنفلوانزا در ايران شيوع غافلگيرانه )،2015- 2016( 1394پاييز 
 888در ميـان   94تا بهـار   92كه در فاصله بهار  طوريه ب ،داشت

نمونه ارسالي به آزمايشگاه آنفلوانزا در انستيتو پاستور ايران، حدود 
بودند و اين در حالي است كه از بهار  Aواجد آنفلوانزاي نوع  12%
نمونه آزمايش شده، سويه  1800از  %30درحدود  95تا  بهار  94

H1N1 ها صـورت  اي كه بر روي توالي اين نمونهمطالعه بودند. در
هـاي مختلـف   گرفت، مشاهده شد كه چنـدين جهـش در مكـان   

بر اسـاس آنـاليز درخـت     كه رخ داده HAژني آنتيژني و غيرآنتي
هاي درگردش ايـران در سـاب   فيلوژنتيك، مشخص شد كه سويه

اي دارند. در اين ساب كـلاد، جـايگزيني اسـيده    قرار  6B.1كلاد 
در سر هماگلوتينين در مقايسـه   I216Tو  S84N ،S162Nآمينه 

، S162N، كـه جـايگزيني   )11(با سال گذشته اتفاق افتـاده بـود   
- N، يـك موتيـف جديـد بـالقوه     6B.1اختصاص به سـاب كـلاد   

ايجـاد كـرده اسـت. ايـن      Saگليكوزيلاسيون در سايت آنتي ژني 
يافت شد كه  1394هاي آنفلوانزا فصلي نمونه ٪97جايگزيني در 

. بـا مشـاهده ايـن    )13, 12(قبلا در اين منطقه گزارش نشده بود
 A/California /07/2009هـا، و مغـايرت آن بـا سـويه    جـايگزيني 

(H1N1)   به عنوان سويه مرجع واكسن، كارايي واكسن موجود بر
هاي در گردش ايران مورد بررسي قرار گرفت. مطالعات عليه سويه

insilico   با پيش گويي ساختار سه بعدي تغييرات ايجاد شـده در
تئين هماگلوتينين، ممانعت شكل فضايي از فعاليت آنتي توالي پرو

بـادي ضـد   سـازي آنتـي  بادي را نشان داد. از اينرو توانايي خنثـي 
آنفلوانزاي سويه واكسن، با نمونه هاي سرمي خرگوش بـه منظـور   

     .بررسي ايمونولوژيكي واكسن، مورد آزمايش قرار گرفت
  

  مواد و روشها
از  :HIفلوانزا جهـت تسـت   انتخاب نمونه ويروسي آن- الف

، كه با 1394نمونه ارسالي به انستيتو پاستور ايران در سال  1836
هـاي آنهـا   تيپ و تحـت تيـپ   Real-time PCRاستفاده از روش 

ــه    ــود، نمون ــده ب ــايي ش ــپ     شناس ــت تي ــا تح ــار ب ــاي بيم ه
A/H1N1/pdm09 هاي هاي مراقبت ويژه استانبستري در بخش

سـال) و  18- 60( اساس سـن بيمـار   مركزي ، زنجان و سمنان بر
اي ( از جمله بيمارهاي نقـص ايمنـي،   شرايط بدون بيماري زمينه

عروقي، ريوي و زنان باردار) مورد بررسي قـرار گرفـت. از    –قلبي 
ترين تعداد و تنوع جانشيني هايي كه داراي فراواننمونه اين تعداد،

 NCBIثبـت شـده در سـايت      HA1در اسيدهاي آمينـه تـوالي   
)http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU(  ــا ــد، بـ بودنـ

 Bio Edit[ استفاده از روش همرديف سازي با نرم افزار بايواديـت 
)https://www.bioedit.com([  انتخاب شدند 7ورژن )11(.  

: پس از همرديـف سـازي    HA1آناليز فيلوژنتيكي قطعه  - ب
هاي شاخص آنفلوانزاي فصلي، ها و انتخاب سويهنمونه HA1توالي 

جهت آناليز فيلوژنتيكي مورد استفاده قرار گرفتنـد. بـراي تعيـين    
مورد  هاي در گردش با سويه هاي مرجع، توالي هاي فاصله سويه

 GISAIDسايت بو   NCBI فلوانزا درنياز از پايگاه داده اطلاعاتي آن
)http://platform.gisaid.org ( دريافت شدند و درخت فيلوژنتيكي

بر پايه توالي اسـيدآمينه توسـط    maximum likelihoodبه روش 
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رسـم   )http://www.megasoftware.net(  6نرم افزار مگـا ورژن  

 .)11( شد

: جهـت انجـام   ژن استانداردتكثير ويروس و تهيه آنتي - پ
 ژن است، از ايننياز به تيتر بالاي ويروس به عنوان آنتي HIتست 

هاي آنفلوانزا انتخاب شده از نمونه بيماران مورد تكثيـر  رو ويروس
-MDCK )Madinقرار گرفتند. بدين منظور، سـلول كليـه سـگ    

darby Canine kidney ( به عنوان رده سلولي مناسب براي تكثير
را  MDCKهـاي  ويروس آنفلونزا مورد استفاده قرار گرفت. سـلول 

 DMEM )Dulbeco Minimum Essentialدر محــيط كشــت 

Medium ( درصد سرم جنين گاو  10حاويFBS    24بـه پليـت 
درجـه   37دار در دمـاي   2COخانه منتقل كـرده و در انكوبـاتور   

هـا، محلـول   د قرار داده شد. پس از رشد و تكثير سـلول گراسانتي
بيمار تلقـيح گرديـد. جهـت     رويي خارج شده و در هر خانه نمونه

 1اتصال ويروس به گيرنده هاي سـطح سـلول، پليـت بـه مـدت      
گـراد قـرار   درجه سـانتي  37دار و دماي  2COساعت در انكوباتور 

ر محيط كشـت  پليت، يك ميلي ليت ءداده شد و سپس به هر خانه
-TPCK )Trypsin L-1 - ويروس حاوي محلول ذخيره تريپسـين 

tosylamide-2-phenylethyl chloromethyl ketone(  اضـــافه
گـراد  درجه سانتي 37دار با دماي  2COگرديد. پليت در انكوباتور 

به مدت يك هفته نگهداري و هر روز جهت مشـاهده اثـر آسـيب    
در زير ميكروسكوپ معكوس  )CPE :Cytopathic effect(سلولي 

ــار        ــون مه ــت آزم ــپس جه ــت.  س ــرار گرف ــي ق ــورد بررس م
 HAواحـد   8نياز به آنتي ژن استاندارد بـا   (HI)هماگلوتيناسيون 

(8 HA units/50μl) باشد كه براي تاييد غلظـت نمونـه هـاي    مي
به صورت جداگانه گذاشته شـد و   HAويروسي تكثير شده، تست 

 انجـام شـد  ) Back Titration(ارونه در نهايت  تست عيارسنجي و
)14 ,15(.  

براي بررسي پاسخ تزريق واكسن آنفلوانزا به خرگوش:  -ت
سـر خرگـوش صـورت     2بادي، تزريق واكسن تجـاري در  آنتي

ها جداسـازي و  گرفت و آنتي بادي توليد شده از سرم خرگوش
. هـر يـك از حيوانـات دو دوز واكسـن     مورد آزمون قرار گرفت

در آدجوانت ) به فواصل دو هفته براي  mg HA  3،75انساني( 
) 0ايمني زايي دريافت كردند. نمونه سرم از خرگـوش در روز ( 

روز پس از تزريق واكسن، جمـع   30و  21قبل از ايمني زايي، 
زايي حيوانات و جمـع آوري سـرم بـر اسـاس     آوري شد. ايمني

    يتـه ملـي اخلاقـي انسـتيتو پاسـتور ايـران انجـام        مصوبات كم
 -20هـاي سـرم در   نمونـه  (IR.PII.REC.1395.94). شـود مي

بـادي  گـراد ذخيـره شـدند و بـراي آنـاليز آنتـي      درجه سـانتي 
مـورد   HI، به وسيله تسـت   Aتيپ  اختصاصي ويروس آنفلوانزا

  .)16(استفاده قرار گرفتند 

براي استفاده از سرم توليـد شـده    آماده سازي سرم: - ث
توسط خرگوش، ابتدا تيمارهايي بـر روي آن انجـام شـد تـا     

هاي غير اختصاصي آن حذف شـود. بـه ايـن    ممانعت كننده
ــ ــب ك ــم از   ترتي ــه حج ــا س ــرم ب ــم از س ــك حج  RDEه ي

)Receptor Destroying Enzyme(   يا عصاره كشت بـاكتري
ــدت   ــه م ــوط شــده و ب ــوكلرا مخل ــا  14ويبري  ســاعت 16ت

(Overnight)  گراد انكوبه شـد.  درجه سانتي 37در بن ماري
دقيقـه   30سپس به منظور غير فعال كردن آنزيم بـه مـدت   

د قـرار داده شـد. جهـت    گـرا درجـه سـانتي   56در بن ماري 
حجـم از سـرم    20هاي غير اختصاصي، بـه  حذف آگلوتينين

درصـد   5/0، يـك حجـم گلبـول قرمـز     RDEتيمار شده بـا  
دقيقـه در دمـاي اتـاق قـرار داده      30اضافه شده و به مدت 

سانتريفوژ شده و  g 800دقيقه با دور10شد. سپس به مدت 
آرامـي جـدا    نهايتا سرم رويي به عنوان سرم تيمار شـده بـه  

شـــد. از سوسپانســـيون آنتـــي ژنـــي اســـتاندارد ويـــروس 
A/California/o4/2009    به عنوان كنتـرل مثبـت و ازPR8 

  .)17, 16( هم به عنوان كنترل منفي استفاده شد
: ايـن تسـت در   (HI)تست مهـار هماگلوتيناسـيون   - ج

 HIشود. مراحل تست انجام ميشكل  Uخانه  96هاي پليت
هاي پليـت بـه   به اين ترتيب است كه ابتدا در تمامي چاهك

ــر از ســتون اول  ــر  25غي ــه شــد و در  PBSميكروليت ريخت
سـرم   10/1ميكروليتـر از رقـت    50هاي سـتون اول  چاهك

ميكروليتـر از چاهـك اول بـه     25اضافه گرديـد. بـا انتقـال    
رقـت سـازي تـا    چاهك دوم رقـت سـازي انجـام شـد، ايـن      

ميكروليتر از  25هاي انتهايي ادامه يافته و در نهايت چاهك
ميكروليتـر آنتـي ژن    25ستون آخـر خـارج گرديـد. سـپس    
ها افزوده شد و پليت بـه  ويروسي استاندارد به تمامي چاهك

 50دقيقه در دماي اتاق قرار داده شـد. در نهايـت    40مدت 
ها افزوده ي چاهكدرصد به تمام 5/0ميكروليتر گلبول قرمز 

ساعت در دماي اتاق، تيتر آنتي بادي  1شد، پس از گذشت 
موجود در سرم خوانده شد. آخرين چاهكي كـه در آن مهـار   
هماگلوتيناسيون صورت گرفته به عنوان تيتر آنتي بـادي در  

  .)16( شودنظر گرفته مي
 و 808، 807، 836، 831 مقـادير متغيرهـاي   :تحليل آماري- چ

H1N1 (control+)  با استفاده از شاخص ميانه و ميانگين توصيف
مورد تجزيـه و   16ورژن  SPSSها با استفاده از نرم افزار . دادهشد

و به صورت نمودار ستوني نشان داده شد. نتايج  تحليل قرار گرفت
  .  دار در نظر گرفته شديمعن 05/0هاي آماري در سطح تست
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  هايافته
هاي آبان تا از ماه 1394در زمان شيوع آنفلوانزاي فصلي سال 

ژانويه  تا  2015اكتبر  اواخر سال، معادل آنفلوانزاي فصلي از ماه
نمونه باليني از بيماران  1836سال ميلادي، تعداد  2016

بستري با علائم حاد عفونت تنفسي، از سه استان (مركزي، 
سمنان و زنجان) به آزمايشگاه آنفلوانزا، انستيتو پاستور تهران 

هايي كه مورد بررسي قرار گرفته و با منتقل شد. از نمونه
تيپ و تحت تيپ آنها  Real-time PCRاستفاده از روش 

هاي مورد آزمون در به عنوان نمونه ،دتشخيص داده شده بو
هاي اين مطالعه استفاده شد. بر اساس اين نتايج، اولين نمونه

هاي آذر و مثبت مربوط به اواخر آبان ماه بود و سپس در ماه
ها، دي به بالاترين حد شيوع خود رسيد. از تعدادكل نمونه

ه نمونه براي ويروس آنفلوانزا مثبت گزارش شد ك 566تعداد 
هاي ارسالي به درصد از كل نمونه 8/30اين تعداد برابر 

آزمايشگاه بودند. كه پس از تعيين تيپ و تحت تيپ تعداد 
مثبت شناسايي  A/H1N1/pdm09) براي % 89نمونه ( 504

مبتلا بودند.  H3N2تيپ ) به  تحت% 5/0مورد ( 3شد و تنها 
 2016، برابر با اوايل سال 1394در اواخر دي ماه سال 

كاهش  A/ H1N1/pdm09ميلادي، شيوع ويروس آنفلوانزا
در بهمن و اسفند ماه با شيوع  Bيافت و ويروس آنفلوانزا تيپ 

  ).  1 كم ظاهر شد (نمودار
هاي جدا شده نشان داد كه آنها نمونه HA1بررسي قطعه ژن 

جايگاه اسيدآمينه با سويه مرجع  11 در
A/California/07/2009 ه اين جايگاها شامل ند كهست متفاوت

P83N ،S84N، D97N ،S162N  ،K163Q ،S185T ،S203T ،
I216T ،A256T ،K283E وI321V به طور 1 بودند (شكل .(

هاي اسيد آمينه اغلب در قسمت گرزي شكل كلي جهش
دمين هماگلوتينين اتفاق افتادند كه ناحيه آنتي ژني و ناحيه 

  اتصالي گيرنده در اين قسمت قرار دارند. 
سويه مرجع  WHOو  ECDC هايبر اساس گزارش

A/California/07/2009  قرار  1در رده بندي فيلوژني در كلاد
- بيان كننده تغييرات رده HAدارد و تغييرات اسيدآمينه در 

 

 
  ) Bio editدر سويه هاي انتخاب شده (با استفاده نرم افزار  HA1توالي قطعه  .1شكل 
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شدند. تغييرات  2009بندي كلاسترها از پاندمي سال 

ها را در آنفلوانزاي فصلي ويروس HA1هاي آمينه در اسيد
با معرفي   6B.1در رده بندي جهاني، ساب كلاد  2015- 2016

A/Slovenia-2903-2015 2قرار داده است (شكل.(  
  
  

 ماه تفكيك به1394 زمستان در آنفلوانزا شيوع .1 نمودار 

  
در اين مطالعه، براي نشان دادن سطح ايمني ايجاد شده 

، بر عليه WHOتوسط واكسن آنفلوانزاي توصيه شده توسط 
انجام شد. جهت  HIهاي در گردش ايران، تست ويروس

بادي خنثي كننده از واكسن آنفلوانزا كه حاوي تهيه آنتي
هاي مرجع است، استفاده شد. قبل از اينكه تزريق سويه

ها واكسن و ايمني زايي صورت گيرد، خونگيري از خرگوش
دا شده از هاي جنمونه از ويروس 4انجام شد. همچنين 

، به HIبيماران، به عنوان آنتي ژن مورد استفاده در تست 
با تيتر مناسب تكثير يافتند. اين  MDCKهاي كمك سلول

درصد با ديگر  97ها از نظر توالي اسيدهاي امينه ويروس
هاي فوق با دو نمونه HIها شباهت داشتند. تست سويه

 2ر نمودار تكرار انجام شد و ميانگين نتايج بدست آمده د
  نمايش داده شده است. 
در  HIشود عيار تيتر ميمشاهده  2همانطور كه در نمودار 

 نسبت به ايزوله 960با تيتر  (H1N1)كنترل مثبت  نمونه
 HIهاي مورد مطالعه بيشترين عيار را دارد و ميانگين تيتر 

 831، 808،807هاي هاي ويروس در گردش با شمارهنمونه
را نشان  120و  180، 20،  40عيار تيتر به ترتيب 836و

دادند. كه در مقايسه با سويه مرجع كه به صورت نمونه 
) داشت. در نمونه P< 0.001مثبت است كاهش چشمگيري (

كنترل منفي هم هيچ تيتري مشاهده نشد. نتايج بدست 
آمده بيانگر اين مطلب است كه ايمني ايجاد شده توسط 

گردش نقش محافظت هاي در واكسن، براي ويروس
هايي كه در ايزوله HIكنندگي كمتري دارد. از اين رو تيتر 

    ژني داشتند عدد هايي در نقاط مختلف آنتيجهش
  . تري نسبت به سويه مرجع نشان دادندپايين

  
  

 
  

با استفاده  HA1درخت فيلوژني بر اساس قطعه پروتئيني . 2شكل 
ت به روش . درخ(MEGA, version 6.0)افزار مگا از نرم

Maximum likelihood )ML براي آناليز  1000) با تكرار
bootstrap هاي ويروسي جدا شده از بيماران، با رسم شد. نمونه

نشانگر دايره سبز مشخص شدند. سويه هاي شاخص كلادها با 
با نشانگر  /A/H1N1 09نشانگر مثلث بنفش،  سويه مرجع پاندمي 

با  outgroupبه عنوان  A/Puerto Rico/8/1934دايره قرمز و 
  اند.نشانگر لوزي آبي درنظر گرفته شده
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نتايج ميانگين تيتر آنتي بادي هر نمونه ويروس حاصل از . 2نمودار  
چاهك مواجه شده با سرم  و دو بار تكرار  آزمايش   5هر آزمايش 
 836و  831، 808، 807هاي بيماران با كد ؛ نمونه HIبراي تست 

به عنوان كنترل ويروس  2009پاندمي  H1N1نشان داده شد. ويروس 
به عنوان كنترل  PR8 (A/Puerto Rico/8/1934)مثبت و ويروس 

، 807، 808سويه  4ويروس منفي به كار رفت. نتايج نشان داد كه هر 
) نسبت به سويه منطبق >001/0Pداري (به طور معني 836و  831

 سينال تيتر آنتي بادي كمتري را نشان دادند.با سويه واك

  
  بحث

ميان  HAژني اپيدميولوژي مولكولي به مطالعه تغييرات آنتي
پردازد هاي در گردش ويروس آنفلوانزا با سويه مرجع ميسويه

تواند براي بهبود واكسن مورد استفاده قرار گيرد. ميزان كه مي
لانه دركشور مورد شيوع و آمار ابتلا به ويروس آنفلوانزا سا

گيرد. براين اساس آزمايشگاه همكار آنفلوانزا و نظارت قرار مي
هاي تنفسي، انستيتو پاستور ايران، نيز در اين ديگر ويروس

هاي راستا هر سال به بررسي فراواني تيپ و تحت تيپ ويروس
 پردازد. آنفلوانزا در سه استان مركزي، زنجان و سمنان مي

در مكزيك  A/H1N1 يروس جديد آنفلوانزا، و2009در آوريل 
. )18(مشاهده شد كه به سرعت در دنيا گسترش پيدا كرد 

هاي رسيده از اين پاندمي در ايران در ماه ژوئن اولين گزارش
مشاهده شد كه پس از آن به صورت آنفلوانزاي فصلي  2009

 فصل آنفلوانزا از ماه شهريور هر سال، شيوع پيدا كرد. معمولا
كند كه هاي بهمن و اسفند ادامه پيدا ميشروع و تا اواخر ماه

برابر با ماه سپتامبر سال ميلادي تا فوريه سال بعد آن است 
)12(. 

 در طي مطالعه اپيدميولوژيكي ويروس آنفلوانزا
A/H1N1/pdm09 ايران، نشان  2011و  2009هاي بين سال

هاي مهر و آبان د كه با آغاز فصل مدارس يعني ماهداده ش
) ميزان شيوع اين ويروس به بالاترين 2009(اكتبر و نوامبر 

مدارس  به همين منظور در آن سال ؛حد خود رسيده است
هاي مركزي و شمال شرقي كشور تعطيل شدند بيشتر استان

تا از انتشار ويروس توسط دانش آموزان جلوگيري گردد. از 
 - 2010مان افزايش شيوع بيماري در آنفلوانزاي فصلي ز

نمونه بيمار با علائم حاد تنفسي، تعداد  40169، از 2009
مورد آن با ابتلا به  156مورد مرگ و مير گزارش شد كه  213

مورد تاييد قرار گرفتند. در  A/H1N1/pdm09 بيماري آنفلوانزا
يش يكسال پس از پيدا 2010 - 2011آنفلوانزاي فصلي 

ويروس پاندمي، ميزان ابتلا به ويروس نسبت به سال قبل 
  .)19( اي داشتكاهش قابل ملاحظه

بيشتر كشورهاي دنيا درگير سه  2011- 2012هاي در سال
- از ماه هاي ويروستيپ آنفلوانزا بودند كه ايران نيز با اين تيپ

 2012- 2013در سال  .)20( هاي اكتبر و نوامبر مواجه بود
 Aدرصدي  5/38شيوع  ،اي كه در شيراز انجام شدمطالعه

/H1N1/pdm09 از نظر تيپ و تحت )21( را گزارش كردند .
  2014- 2015هاي در گردش، طي آنفلوانزا فصليتيپ ويروس

بود كه در آن تحت تيپ  Aدرصد آنفلوانزاي نوع  87حدود 
A/H3N2  با در صد بالايي سويه غالب در جامعه گزارش شد

طالعه، ميزان شيوع هاي آماري در اين م. طبق يافته)22, 13(
 1394ويروس آنفلوانزا در ايران طي آنفلوانزاي فصلي سال 

هاي آذر و دي (نوامبر و دسامبر) ) در ماه2015- 2016(معادل 
هاي قبل، به طور قابل توجهي افزايش نشان داد. نسبت به سال

ه طور كه در بلغارستان نيز نتايجي مشابه به كار ما ب همان
دست آمده توسط ه هاي ب. همچنين داده)23( ندددست آور

WHO  براي مناطق اروپايي نيز حاكي از اين است كه تحت
درصدي تيپ غالب  89با شيوع  A/H1N1/pdm09تيپ 

  . )24( بود 2015- 2016گزارش شده در فصل 
 A/H1N1درصدي در گسترش ويروس  89افزايش ناگهاني 

وشش مناسب واكسن مشابه در ، عليرغم پ 2015- 2016فصل 
هاي اخير، احتمالا ناشي از كاهش اثربخشي واكسن بود. سال

نشان داد كه  HAهاي آنتي ژنيك وجود چند جهش در سايت
  .)25( تواند منجر به كاهش سريع اثر واكسن گرددمي
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اي در اين زمينه، در توالي آمينواسيدي بر اساس نتايج مطالعه

، تغييرات 2016- 2015هاي در گردش ايران در فصل سويه
   .)27, 26, 11( واضحي مشاهده شد

در ويروس ، نقش اصلي خصوصيات آنتي ژني را HAپروتئين 
آنفلوانزا دارد و تغييرات ژنتيكي قابل توجهي را تجربه كرده 

هاي ژن تاكنون، مطالعه مولكولي توالي 2009است. از سال 
HA ها كه از سويهA / H1N1 / pdm09  به دست آمد، نشان

) و چندين clades: گروه ژنتيكي (كلاد 9داد كه حداقل 
 ان منتشر شده است) در جهsubclades: زيرگروه ( ساب كلاد

)12 ,24(.  

، در ساب 2015- 2014هاي هاي اين مناطق در سالويروس
 A/Massachusetts/10/2013قرار داشتند، كه توسط  6Cكلاد 
هاي آمينواسيدي آنها شناسايي شدند و درتوالي 2013در 

در  E172Kو  HA1در  K283Eو  V234Iهاي جايگزيني
HA2 با اين  .)24, 23( قرار دارد 6، نسبت به ويروس كلاد

به  HA، ناحيه سر كروي 2009حال، پس از پاندمي سال 
صورت كامل حفاظت شده باقي بود تا اينكه در آنفولانزاي 

به ناحيه گليكوزيله  162موقعيت  2015- 2016فصلي سال 
- . نتايج ديگر نيز نشان داد كه تمام نمونه)23،28( تبديل شد

هاي مورد مطالعه اين فصل ايران، داراي ناحيه اضافه در 
قرار  Sa در ناحيه آنتي ژني  162بودند، جايگاه  162موقعيت 

، 97، 84اي ههاي ما جايگاهدارد. علاوه بر اين نقاط، در ايزوله
نيز شناسايي شدند. اين در حالي است كه جايگاه  451و  162
گليكوزيلاسيون  .)11(ژني قرار ندارند در نواحي آنتي 97و  84

گليكوزيله است كه با – Nتغييرات پس از ترجمه در نواحي 
اليگوساكاريدها به زيرواحد آسپارژين  اضافه كردن برخي از

)Asn در موتيف ،(Asn-X-Ser/Thrشود.  با اين ، انجام مي
, 29( تواند باشداي بجز پرولين ميهر اسيدآمينه Xتوصيف كه 

30( .  
يك فرآيند پس از ترجمه است  HAگليكوزيلاسيون پروتئين 

-N .)31(گذارد هاي انفلوانزا تأثير ميويروس كه بر تكامل
به عنوان يك مكانيزم مهمي براي  HAگليكوزيلاسيون 

پوشاندن و پايداري پروتئين است و در بعضي موارد بر عملكرد 
مله فعاليت اتصال به گيرنده و برش ، از جHAبيولوژيكي 

گذارد كه در ويرولانس و خاصيت آنتي تأثير مي HA0پروتئين 
ژنيسيته ويروس موثر است. علاوه بر اين، حضور گليكان در 

ژني در مكانيسم فرار ويروس از سيستم ايمني سايت آنتي
كند به اين ترتيب كه با پركردن يا پوشش دادن كمك مي

-پروتئين و همچنين با فرار از مكانيسم خنثي ژنيمناطق آنتي

 كند. از اينها، از خودش محافظت ميباديسازي توسط آنتي

رو باعث افزايش بقاي ويروس در برابر واكسيناسيون گسترده و 
شود. بنابراين، نقش مهمي در سازگاري ميزبان يا عفونت مي

  .)32, 29(كند ها ايفا ميبا ويروس
هاي باديهاي سرولوژيك كه اغلب براي بررسي آنتياز تكنيك

يا ممانعت از  HIموثر اختصاصي عليه آنفلوانزا است تست 
هماگلوتيناسيون است، كه به عنوان يك تست ساده از نظر 

هاي دسترسي و دستورالعمل است. هر واكسني نياز به تست
ط كميته بهداشت جهاني است. تست تكميلي براي تائيد توس

HI ها، در صورت وجود در سرم، باديبر اساس توانايي آنتي
ها و براي جلوگيري از آگلوتيناسيون بين اريتروسيت

بادي در بالاترين رقت هماگلوتينين ويروسي است. تيتر آنتي
 / HAUواحد  4سرمي كه باعث مهار شدن كامل هماگلوتينين 

ميكروليتر از ويروس باشد  HAU / 50واحد  8ميكروليتر يا  25
يا بيشتر از  40برابر با  HIشود. تيتر در نظر گرفته مي HIتيتر 

آن به عنوان يك سطح ايمني محافظت شده مناسبي براي 
براي واكسن هاي  FDAباشد و طبق دستورالعمل استفاده مي

ني پاندمي آنفلوانزا، بهترين پارامتر در حال حاضر براي پيش بي
. از نتايج )15( شودحفاظت از عفونت طبيعي محسوب مي

در بيشتر  HIگونه استنباط شد كه ميانگين تيتر اين 2نمودار
تواند است كه مي 40بالاي  807ها به جز نمونه  نمونه

دهد، ولي ن براي ويروس را نشان كنندگي واكسخاصيت خنثي
 A/Californiaنسبت به سويه كنترل مثبت كه سويه مرجع 

/07/2009 (H1N1)  اي داشتند. بر است، كاهش قابل ملاحظه
يابي، شايد يكي از دلايل كاهش تيتر آنتي اساس نتايج توالي

ژني در بخش آنتي162بادي، ممانعت فضايي ناحيه گليكوزيله 
گردش باشد كه توسط تركيبات قندي به  هاي درويروس

هاي دفاعي سيستم كند كه از مكانيسمويروس كمك مي
  ايمني فرار كند.

هاي حاد ترين عوامل ايجاد عفونتهاي آنفلوانزا از مهمويروس
هاي كشنده اين هستند كه بروز پاندمي تنفسي در انسان

نتيجه  . دراستها معمولا بر اثر تغييرات ژنتيكي آن  ويروس
نتايج آزمايش ممانعت از هماگلوتيناسيون نشان  ،گيري كلي

 داد كه آنتي بادي حاصل از واكسن واجد خاصيت خنثي
هاي در گردش است، ولي نسبت به كنندگي براي ويروس

، كاهش A/California /07/2009 (H1N1)سويه مرجع 
هاي رسيده از بررسي چشمگيري داشتند. بنابر گزارش

در گردش در برخي از كشورها  A/H1N1/pdm09هاي ويروس
و همچنين شواهدي از عدم كارايي مناسب واكسن در 

 Aسازمان بهداشت جهاني ويروس  ،6B.1پيشگيري از ويروس 

/Michigan/45/2015  را براي ساخت واكسن آنفلوانزا سال
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نيز اين واكسن  2019توصيه كرد كه تا سال  2017- 2018
 I295V و S74R  ،S164Tهاي ا جايگزينيمورد تاييد بود. اما ب

، زير گروه A/H1N1هاي ويروس HAدر اسيدهاي آمينه 
6B.1a  6هاي زير گروه  شد. ويروستعريفB.1a  به اضافه

اخيرا به صورت  HA1در اسيدهاي آمينه  S183Pجايگزيني 
اند. از اينرو سويه جهاني شيوع پيدا كرده

A/Brisbane/02/2018 (H1N1)pdm09-like virus  كه معرف
است براي سال  S183Pبه اضافه جايگزيني  6B.1aزير گروه 

دهد كه ها نشان ميجايگزين گرديد. اين يافته 2019 - 2020
شده ساختارمولكولي و مطالعه هاي دقيق و زمان بنديبررسي
هاي آنفلوانزاي در گردش لازم و هاي احتمالي ويروسجهش

  .استضروري 

بر خلاف هايي به شرح زير بود. اي محدوديتاين مطالعه دار
هاي سرولوژي سريع، آسان و كم هاي مولكولي، روشروش
تر هستند و امكان پايش تعداد زياد نمونه در مدت زمان هزينه

ها نيز معايبي دارند. آنتي بادي اما اين روش ،كوتاه فراهم است
ده يا اختصاصي مورد استفاده در اين تست، از تزريق ويروس زن

آيد. در اين روش چون از كل پيكره غيرفعال شده به دست مي
ممكن است آلودگي آنتي بادي مورد  ،شودويروس استفاده مي

با پروتئين هاي ناخواسته ويروس در  HIاستفاده در آزمايش 
ويروس آنفلوانزا و آنتي بادي  HAواكنش اصلي بين پروتئين 

ت آزمايش شوند. اثر نامطلوب داشته و موجب كاهش حساسي

هر چند در اين تست سعي بر اين است كه با تيمار آنزيم 
RDE  بازدارنده هاي غير اختصاصي حذف شوند اما بهره گيري

از فناوري توليد پروتئين نوتركيب پتانسيل خوبي براي تهيه و 
يابي به منبع واقعي آنتي ژن خالص و آنتي بادي دست

دار كه تخم مرغ جنيناختصاصي گردد. همچنين با وجود اين
هاي آنفلوانزا از نمونه ميزبان انتخابي براي جداسازي ويروس

دهند از كشت ها ترجيح ميبيمار است، برخي از آزمايشگاه
MDCK  و يا كليه ميمون رزوس براي جداسازي ويروس

جدايه ويروس رشد يافته  HAاستفاده كنند. اما كاهش عيار 
تخم مرغ، استفاده ازآن را  بر روي كشت سلول در مقايسه با

بايد هاي تشخيصي كند. بنابراين در آزمايشگاهمحدود مي
كه كشت سلول شود اي تهيه و نگهداري ذخيره سلول به گونه

   .از حساسيت مطلوب برخوردار باشد
  

  يتشكر و قدردان
نامه دوره دكتري و دفاع شده در دانشگاه آزاد اين مقاله از پايان

وســيله  از اســتخراج شــده اســت. بــديناســلامي واحــد شــير
دانند مراتب تشكر صميمانه خود را نويسندگان بر خود لازم مي

هـاي مســئولان و همكـاران آزمايشــگاه   از همكـاري و حمايــت 
هاي تنفسي، انستيتو پاستور ايران را به آنفلوانزا و ديگر ويروس

  .عمل آورند
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