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   چکیده

 

ها ترین ژنوتیپشایع 1bو  1a، 3aهای در کشور ما ژنوتیپ .باشدویروس هپاتیت سی تنها میزبان آن انسان می هدف:زمینه و 

کهه ههدف دارو ههای   NS5Bو  NS5Aهستند. هدف از این پژوهش تعیین فراوانی بروز جهشهای مقاوم بهه دارو در نهوا ی 
بود که با این داروها تحت درمان قرار   1bهستند در بیماران مبتلا به هپاتیت سی مزمن با ژنوتیپ   Cجدید ضد ویروس هپاتیت 

 داشتند. 

بودنهد و سهابقه  1bبیمارشرکت داوطلبانه داشتند که مبتلا به هپاتیت سی مزمن با ژنوتایپ  29در این پژوهش تعداد  کار: روش

بکهر یها "درمان ناموفق با ریباورین و انترفرون داشتند ولی از نظر درمان با داروهای مسهتقی  اثرهر مهورد بررسهی در ایهن طهر  
native" شدند. ژنوم ویروس از نمونهه سهرم بیمهاران بها اسهتااده از کیهت اسهتخرا  محسوب میRNA ی ویروسهی شهرکت
Roche  .استخرا  شد RT-PCR  وnested PCR استااده از کیهت تاکهارا و پرایمرههای ااتیاخهی اهارجی و داالهی  با

( 7.9.5.3ورژن ) Bio Editنوا ی هدف بطور جداگانه انجام گردید. سپس محیوثت تعیین توالی شد و نتایج توسط نهرم افهزار 
 Multipleترازی توالی ها ) ( ه 6ورژن ) MEGAدر نرم افزار  CLUSTAL Wبررسی شد. سپس با استااده از نرم افزار 

Sequencing .خورت پذیرفت ) 

هها را در منظورشناسایی جهش های مقاوم به داروهای مورد بررسی، بروز این جههشهای هدف بهتجزیه و تحلیل توالی ها:یافته

ههای مقهاوم بهه داروی جههش دلیل عدم وقهو ( نشان داد. هرچند به%24/17بیمار ) 5برابر دو داروی داکلاتاسویر و لدیپاسویر در 
 های بعدی نیز پایدار بود. ، تمام بیماران به درمان ضد ویروسی پاسخ دادند و این پاسخ در پیگیریNS5Bسوفوسبوویر در نا یه 

تهرین کهه سهخت 1bاستااده از داروی سوفوسبوویر در درمان بیماران مبتلا به هپاتیهت سهی مهزمن بها ژنوتایهپ  نتیجه گیری:

ای همراه بهود و علیهر   شناسهایی های ضد ویروسی است با نتایج بسیار امیدوارکننده این ویروس از نظر پاسخ به درمانژنوتایپ 
های مقاوم به داروهای داکلاتاسویر و لدیپاسویر، استااده از سوفوسبوویر به درمان قطعهی بیمهاران انجامیهد. هرچنهد بهدلیل جهش

های ا تمالی که ممکن است منجر به مقاومت در برابهر سهوفوبوویر شهود تها روز جهشماهیت جهش پذیری ویروس پایش روند ب
  ذف ویروس از کشور بسیار ضروری است. 
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Abstract   

 
Background & Aims: Human is the only host of hepatitis C virus. This virus is a member of 

Hepacivirus genus in Flaviviridae family. It is an enveloped virus contains a positive single 

stranded RNA with approximately 9.6 Kb. The main rout of transmission is through the 

blood and secreted fluids so, HCV is considered as a blood- borne virus causing a spectrum 

of mild illness to end-stage liver disease such as hepatocellular carcinoma (HCC). There are 

7 confirmed genotypes. It is estimated that the prevalence of HCV infection is between 

0.3%- 0.5% among the general population to 32.1% among high-risk populations. According 

to studies, genotypes 1a, 3a and 1b are the most common genotypes in Iran. No effective 

vaccine against HCV infection has been developed instead, advances in antiviral treatment 

using drugs that directly affect specific viral genomic regions to inhibit virus replication have 

promising results, particularly in the treatment of genotype 1 of HCV virus as a hard to treat 

genotype. These drugs have been used in our country for few years to treat patients with 

chronic hepatitis C infection so, according to the mutation prone characteristic of HCV 

genome which could be resulted in drug resistance known as resistance associated 

substitutions (RASs). Monitoring of their effectiveness for early detection of resistant 

mutations has the great importance. As the treatment failure could be resulted from these 

DAAs resistance substitutions especially those to NS5A inhibitors so, they are considered a 

major challenge for HCV treatment and elimination. According to the European Association 

for the Study of Liver Diseases (EASL) recommendation baseline identification of RASs to 

DAAs including LDV/SOF and DCV/SOF for HCV genotypes such as 1b could be useful to 

decide on treatment strategy such as its duration or if needed adding other antiviral drugs like 

ribavirin (RBV). 

The aim of this study was to determine the frequency of naturally occurring drug resistant 

mutations in NS5A and NS5B regions as targets of new hepatitis C antiviral drugs; 

Daclatasvir/Ledip and sofosbuvir  in patients with chronic HCV-1b infection who were 

going to be under treatment with these drugs. 

Methods: In this study, there were 29 volunteers with chronic HCV-1b infection who had 

failed to be treated with ribavirin and Peg-interferon and were considered “naïve” to direct 

acting anti-viral drugs such as Daclatasvir/Ladipasvir as the NS5A inhibitors and sofobuvir 

as the NS5B inhibitor The baseline HCV RNA level and HCV genotyping were measured in 

the diagnostic laboratories as commercial accredited services before the initiation of HCV 

antiviral therapy. The blood sampling procedures were explained to the patients clearly and 

the consent form for using their blood samples for further analysis was signed by each 

volunteer or their official custodian. This study was approved by the Ethics Committee of the 

Pasteur Institute of Iran (no: IR.PII.REC.1395.81) according to the standard biosecurity and 

institutional safety procedures. The current study was conducted according to the Helsinki 

Declaration of 1975, as revised in 2008. Viral genome was extracted from serum specimens 

using theHighPure Viral Nucleic Acid kit, Roche, Germany.  cDNA synthesis was done 

using Yekta Tajhiz Azma Kit (Iran),  and nested PCR was performed by using specific 

external and internal primers separately by using the Ex Taq™ kit (TaKaRa, Clontech, 
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Japan). The PCR products underwent electrophoresis on a 1.5% agarose gel containing safe 

stain (YTA, Iran) and the specific bands were purified using the Yekta Tajhiz Azma Gel and 

PCR purification kit (YTA, Iran). Then the purified PCR fragments accompanied by the 

related specific inner primers for each region were sent to GenFanavaran company to be 

sequenced (Sanger sequencing) in South Korea in both directions using a BigDye Terminator 

cycle sequencing kit (Perkin Elmer–Applied Biosystems Inc., CA). The chromatogram was 

used to assess the nucleotide substitutions in whole sequences, and nucleotide redundancy 

was considered when representing ≥15% of the sequence population. The results of 

nucleotide sequences were aligned against reference sequences of HCV-1b and were verified 

by BioEdit software version (7.9.5.3). Multiple alignment was performed by using 

CLUSTAL W software in MEGA version (6). The amino acid substitutions were analyzed 

using geno2pheno [hcv] web application. 

Results: Resistance associated mutations in NS5A region against anti HCV drugs 

(Daclatasvir/Ledipasvir) in this study were identified in 5 (17.24%) patients out of 29 

patients. The identified amino acid substitutions/RASs in the NS5A region of patients with 

HCV-1b infection were L28A 6.9%, L31I/M/V 10.34%, P58D 6.9%, and Y93H /N 

substitutions were identified in all 5 patients (17.24%). In this study, substitutions in aa 93 

were the most identified substitutions (17.24%) while; substitutions in aa 28 and 58 each 

were detected only in two patients (6.9%). Paired NS5A amino acid substitutions were 

identified in 17.24% (5/29) patients including L28A+Y93H in 2 patients, 

L31M+P58D+Y93H in one patient, L31I+Y93N, and L31V+Y93H each in one patient.  

All patients responded to anti-HCV therapy due to the absence of resistant associated 

mutations in NS5b region that is the viral genomic target region of sofosbuvir, and this 

response was sustained at follow-up. 

Conclusion: Combinations of different Direct- Acting Antiviral drugs (DAAs) have been 

used to treat HCV infection to achieve Sustained Virologic Response (SVR) even in patients 

with chronic HCV infection with failure to previous HCV antiviral therapy. They are highly 

efficacious and have fewer side effects with shorter treatment duration. However, resistance 

associated substitutions (RASs) to these Direct-Acting Antiviral drugs may emerge either 

before treatment with DAAs or following drug exposure. The detection rate of NS5A amino 

acid substitutions/RASs in this study was 17.24% which is in concordance with other studies 

that suggest the overall proportion of NS5A RASs in baseline varies between <10% to 

>50%. Many researchers believed that achieving SVR is a multifactorial event such as liver 

conditions (cirrhosis), the previous history of IFN-based treatment, the existence of some 

IFNL3/4 polymorphisms, consuming alcohol, including infection with some genotypes like 

1b, the presence of RASs, being mono-infected with HCV or co-infected such as HIV/HCV, 

and viral load could affect the treatment response in a negative way.  

 Use of Sofosbuvir in treatment of patients with chronic HCV-1b infection which is the most 

difficult to treat HCV genotypes, was very promising. Despite identification of resistant 

mutations against Daclatasvir and Ledipasvir the use of Sofosbuvir resulted in complete 

treatment of patients. However, due to the mutable nature of the virus, monitoring of 

occurrence of possible resistant mutations against Sofosbuvir is necessary to achieve HCV 

elimination in our country. 
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 مقدمه
هپاتیت که از نظر لغوی به معنای التهاب کبد  اتدت 
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اثددر اوامددت م تزددم از سیزدده ب ددیا ی از  تواندد    مدد 
های م تزم، بییا ی های خو  اییند  و  ا وها، ویروس

های ژنتیک  پ ی  آی . ویروس هپاتیت تد  کده بییا ی
تنها میزبان آن ان ان اتت متعزد  بده خدانوا لا ید وی 

( مد Hepacivirusویری لا و سدن  هپاتد  ویدروس  
تد   RNAباش . ژنوم ویروس هپاتیت ت  بده ودو   

های  اتدت ای با پ  یته مثبت از مهیترین ویروس شته
که با آلو لا کرن تزول های کب ی، موسب التهاب کبد  
 هپاتیت( م  شو . ایدن ویدروس هییندین مد  تواند  
موسب آتیب های  ائی  کب  مثت تیروز  تنبز  کب (، 
ترطان کب  و نا تای  کب  گر  . ب یاوزه پ  از اینکه 

س هپاتیت ت  آلدو لا شدو ، وا   مرهزده یر ی به ویرو
ابت ای   یاز ها ( بییا ی م  گر  .   برخ  ایرا  پد  
از این مرهزه ویروس هپاتیت به طو   ائی  از ب ن پاک 
ش لا و هرگز مشکت کب ی پ ی  نید  آید  ولد  هد و  

  و  ایرا ی که به این ویدروس مبدت  مد  شدون   85
 ی  هپاتیدت تد  وا   یاز پیشریته و طولان  م   بییا

مزمن( م  شون . بر اتداس ت یدین تدازمان به اشدت 
میزیون ناقت هپاتیت ت     سهدان وسدو   170سهان  

  و  آنهدا مبدت  بده ندوم مدزمن، و  80 ا   که تقریبا 
ترانجام تع ا ی از آنها مبت  بده ییبدروز کبد ، تدیروز 

. ویدروس (1  شدون کب ی و کا تینوم هپاتوتزولا  مد 
 NS5aهپاتیددت تدد  براتدداس تودداو  تددوال  نددواه 

Core,E1,5`UTR   ،ژنوتید   12   تویه های ویدروس
ژنوتی  آن بدا هد و   7برای آن پیشنها  ش لا اتت که 

و  1aتاب تای  مو   تایی  نهای  اتت. ژنوتیپهای  159
1b  ا ای بیشترین شیوم    تراتر سهدان و هییندین 

 4و  3a ،2هدای    کشو ما ه تن ، ا ولا برآنها ژنوتای 
 ون . ژنوتای  یا  م نیز از ژنوتایپهای شایع    کشو  بش

های این ویروس    ش   بییا ی، اهتیال مزمن شد ن 
و هیینددین    پاتدد  بدده   مانهددای یدد  ویروتدد  بددا 

و بدویهلا تداب  1یک یگر تواو   ا ن  بطو یکه ژنوتای  
هدای ایدن ویدروس    از ت ت ترین تابتای    1bتای 

 پات  به   مان به شیا  میرو .
اخت واک دن مدوثر ازیده ازیرغم ا م مویقیت    ت 

این ویروس، طراه  و تداخت  ا وهدای ید  ویروتد  
بویهلا  ا وهای ن ت س ی  که تحت اندوان  ا وهدای بدا 
اثر م تقیم  و اختصاو  بر ژنوم ویدروس شدناخته مد 

با نتایج  (Direct acting antiviral drugs;DAA) شون .

چشیگیری      مان اوونتهای هپاتیت ت  هیرالا بو لا 
 .(3 ،2   اتت
 

 کار روش
بییا شددرکت  اوطزباندده  29   ایددن پددهوهد تعدد ا  

 1b اشتن  که مبت  به هپاتیت ت  مدزمن بدا ژنوتاید  
بو ن . هیه بییا ان تابقه   مان ناموی  با  یبداویرون و 
انتریرون  اشتن  ول  از نظر   مان با  ا وهای م دتقیم 

 " Nativeبکددر یددا"الاثددر مددو   بر تدد     ایددن طددر  
شدد ن . پدد  از انجددام مشدداو لا و ا ائدده مح ددوب مدد 

توییحا     مو   نحولا مشا کت    طدر ، پرتشدنامه 
نامده از   و    ا امده  یدایتتوتط بییا ان تکییدت شد

بییا ان  اوطزب اخذ گر ی . هیینین پروژلا مدذکو پ  
از بر ت     کییته اخ ق ان تیتو پاتتو  ایران، بدا کد  

مو   تصویب قرا  گریت.   IR.PII.REC.1397.61اخ ق 
بییا ان مذکو  بطو  م تیر تحت نظر سناب آقای  کتر 

ید از آغاز   مان با ازویان و تیم ایشان قرا   اشتن  و پ
 ا وهای س ی ، مراهت نیونه گیری و س اتازی تدرم و 

 Viral هیینین انجام آزمداید تدنجد بدا  ویروتد  
load) هدای کبد  خاو میانده    آزمایشگالا مرکز بییا ی

ها    شدرایط تدرما بده ب دد انجام گر ی . تپ  ترم
و    یریدز   هپاتیت و ای ز ان تیتو پاتتو  ایدران ا تدال

نگه ا ی گر ی . طراهد  پراییدر بدر اتداس  و   -80
PCR  Nested بددرای نددواه  هدد ه  ا وهددا NS5A  و

NS5B  بر اتاس توال  های این  و ناهیده    ژنوتاید )
1b  .بییا ان    طد    مدان    یواودز  از انجام گریت

نظر با  ویروتد  تحدت بر تد  آقدای  کتدر ازویدان و 
م     مان براتداس هیکا ان ایشان قرا   اشتن . طول 

منظو  تایی  هوته بو . به 12تا  8نظر پزش  معالج بین 
 ;sustained virologic response)پاتدد  بدده   مددان 

SVR)   پیگیری بییا ان پ  از   مان و اد م شناتدای
 ها تا یک ال بع  نیز ا امه یایت.  ویروس    نیونه آن

،  1bطراه  پراییرهای مو   اتدتوا لا بدرای ژنوتاید 
   ابت ا با اتتوا لا از نرم ایدزا   NS5Aو   NS5Bنواه  

Gene Runner  هدای مرسدع و بر اتاس توالHCV 1b 
انجددام گریددت و تددپ   NCBIبدده  تددت آمدد لا از 

 Primerپراییرهای طراه  شد لا مجد   بدا ندرم ایدزا  

blast   بر ت  ش .  و  مو   اتتوا لا برای تکثیر نواه
بدا  RT-PCR و   NS5Aژن  مو   نظر، بدرای ناهیده 
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اتتوا لا از ی  سوت پراییدر اختصاود  و بدرای ناهیده 
NS5B   مرهزده  2به  لیت طدولان  بدو ن ایدن ناهیده

nested-PCR     نظر گریته ش  بنابراین ایدن ناهیده   
ق یت هیپوشان تق یم ش  تدا     2طراه  پراییر به 

شددو  نهایددت محصددول  اخزدد  کدده تعیددین تددوال  مدد 
بیشددترین طددول ایددن ناهیدده  ا   بددر بگیددر . تددوال  
پراییرهای اختصاو  هری  از ندواه     سد اول زیدر 

 Forwardقابت مشاه لا اتت. از هر ک ام از پراییرهدای 
مو   نیاز بو . بده هیدین pmol10به میزان  Reverseو 

ازت پراییرها به میزان ی   هم  قی  ش ن . مش صا  
     مو   اتتوا لا قدرا  گریتند  PCRپراییرهای  که    

 ان .آم لا 5-1س اول 
 

 استخراج ژنوم ویروس
سهت اتت راج ژنوم ویروس از نیونه ترم بییدا ان از 

شدرکت   High pure viral Nucleic Acid Kitکیدت 
Roche. Cat. No.11858874001  اتتوا لا گر ی . تیدام

پد  از     زیر هو  انجام گریت. RNAمراهت اتت راج 
بدددا اتدددتوا لا از  RT-PCRاتدددت راج ژندددوم ویدددروس 

  کنند لا  ندواه ریدتکث  خدا س  اختصاود ییرهایپرا
NS5A و NS5B  .هیانگونه به طو  س اگانه انجام گریت

 هیپوشدان ب دد 2بده  هیدناه نیدا ،که قب  اشا لا ش 
منظدو  ه تا هر ب د ب( NS5B2و  NS5B1ش    میتق 
هد ه قدرا    Nested PCRبدر اتداس   یدریپرا  طراه

 .ر یگ
بدا  cDNAابتد ا تدنتز  NS5Aبرای تکثیدر ناهیده   

شدرکت یکتدا  cDNA Synthesis Kitاتتوا لا از کیدت 
انجدام گریدت. بدر طبد   NS5Aتجهیز آزما برای ناهیه 

میکرولیتددر از  1 تددتو العیت کیددت، م زددوط  شددامت 
بده RNAمیکرولیتدر  12پراییرهای  ن وم هگزامر  بده 

میکرولیتر آب بده ایدن م زدوض ایدایه شد .  5/0 هیرالا
گدرا    سه تانت  70 قیقه     مای  5تپ  به م   

   انکوباتو  قدرا  گریدت بعد   وی ید  گذاشدته شد  و 
 dNTP ،5/0میکرولیتددر  1کرولیتددر بددایر، می 4تددپ  

 

 (NS5A)توالی پرایمرهای ااتیاخی  -1جدول 
Stop Start Length Product (bp) 

size 
Primer sequence 

(5’ to 3’) 
Name 

6879 6858 22 737 GACCCCTCYCAYATYACAGCAG Forward Primer 
7595 7575 21 GGACATTGAGCAGCAKACGAC Reverse Primer 

 

 (NS5B1توالی پرایمر های اارجی ) -2جدول 
Stop Start Length Product (bp) 

size 
Primer sequence 

(5’ to 3’) 
Name 

238 218 21 765 CGAAGGCGTCCACAGTTAAGG Forward Primer 
961 982 22 CCGCACTCTCACAGATAACGAC Reverse Primer 

 

 (NS5B1توالی پرایمرهای داالی ) -3جدول

Stop Start Length Product (bp) 
size 

Primer sequence 

(5’ to 3’) 
Name 

365 346 20 612 GTCAACCACATCCGCTCCGT Forward Primer 
938 957 20 GTCGTCTCCACACACACGAGCA Reverse Primer 

 

 (NS5B2توالی پرایمرهای اارجی ) -4جدول

Stope Start Length Product 

size (bp) 
Primer sequence (5’ to 3’) Name 

772 752 21 981 AGGCCATAAGGTCGCTCACAG Forward Primer 
1710 1732 23 GGAGTAGGCAAAGCATGAACCAG Reverse Primer 

 

 (NS5B2توالی پرایمرهای داالی ) -5جدول 

Stop Start Length Product size 

(bp) 
Primer sequence (5’ to 3’) Name 

903 880 24 805 ACATGTTACTTGAAAGCCTCTGCG Forward Primer 
1663 1684 22 GATACACGTCTCCCCCGCTGTA Reverse Primer 
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بده آن  M-MLVمیکرولیتدر  1و  RNasein میکرولیتر 
میکرولیتدر     20ایایه و تانتریویوژ ش . هجم نهدای  
 37 قیقده  مدای  60نظر گریته ش . تدپ  بده مد   
 70 قیقه     مدای 5  سه تانت  گرا  و    انتها برای 

گریدت. بدرای تکثیدر گرا     انکوباتو  قرا    سه تانت 
 Primescript one step، از کیدت تاکدا اNS5Bناهیده 

RT- PCR kitver.2.Cat.NO.RR055A - 1  اتدتوا لا
میکرولیتدر  5/12ش . طب   تدتو العیت کیدت مقدا یر 

2X One Step Buffer ،5/0  میکرولیتددرForward 

Primer ،5/0 میکرولیتدددددددرReverse Primer ،1 
 5/10و  Prime Script one step Enzymeمیکرولیتدر
 25اتددتوا لا شدد  کدده هجددم نهددای   RNAمیکرولیتددر 

میکرولیتر    نظدر گریتده شد . تدپ  م دتر مدیک  
هاوت بده  تدتگالا ترموتدایکزر منتقدت و بدرای ناهیده 

NS5B1  سده تدانت  گدرا  و بدرای ناهیده  58 مای  
NS5B2  سه تانت  گرا     نظر گریته ش .  57 مای   
   با اتتوا لا ازکیت PCRماید  مرهزه  وم آز تپ  

 Takara Ex Taq (Mg2 + free Buffer) Cat. No. 

RR01AM  و پراییر های اختصاود   اخزد  بدرای هدر
 5طب   تدتو العیت کیدت مقدا یر ناهیه انجام گریت. 
میکرولیتددر  MgCl2 ،4میکرولیتددر  4میکرولیتددر بددایر، 

dNTP ،14  میکرولیتددددددرForward Primer ،14 
 EXمیکرولیتددر  Reverse Primer ،25/0میکرولیتددر 

Taq ،8/16 میکرولیتدر  2میکرولیتر آب مقطدر وDNA 

Template  م زوض ش  تپ  م دترمیک  هاودت بده
چرخه بدرای  45  تتگالا ترموتایکزر منتقت ش . تع ا  

 57و  مای اتصال بدرای  ایدن ناهیده  NS5A 45ناهیه 
را  تعد ا  تکد  NS5B1  سه تانت  گرا  و برای ناهیه 

  سده  58با  و  مای اتصدال  35چرخه     مرهزه ی  
تع ا  تکرا  چرخه     NS5B2تانت  گرا  وبرای ناهیه 

  سه تانت  گدرا   57با  و  مای اتصال  35مرهزه ی  
   نظر گریته ش . هیینین تعد ا  تکدرا  چرخده بدرای 

با  و  مدای  35   مرهزه  و  NS5B2و  NS5B1ناهیه 
ت  گدرا  بدرای هدر کد ام    نظدر   سه تان 59اتصال 

 گریته ش . 
و باند   NS5Aبدرای ناهیده  bp  737بان  اختصاود 

و باندد   NS5B1بددرای ناهیدده  bp  612اختصاودد   
بدر  وی ژل  NS5B2بدرای ناهیده  bp  805اختصاود 

 مشاه لا ش .  %1آگا ز 

 / GEL تپ   بان  مو   نظدر بدا اتدتوا لا از کیدت 

PCR Purification mini kit   شددرکت یکتددا تجهیددز
ت زیص و برای تعیین توال  به شدرکت یزاپدهولا ا تدال 
گر ی . نتایج تعیین توال  توتط هیترازی تدازی چند  

و بدددا  (Multiple Sequencing Alignment تدددوال  
از نددواه   1bاتددتوا لا از  توالیهددای  یددران  ژنوتایدد  

NS5A   وNS5B   ب تددت آمدد لا از تددایتNCBI   و
و نرم ایزا   اخزد  آن   6و ژن  MEGAتوتط نرم ایزا  

CLUSTAL W بر تد  و تجزیده و تحزیدت هیر یدم ،
و ژن  Bio Editهددا بددا اتددتوا لا از نددرم ایددزا   تددازی

 ( انجام ش .7.9.5.3 
  

 روش تجزیه و تحلیل آماری
 2Chi Square Test (X(با اتدتوا لا از آندالیز آمدا ی  

های مقاوم بده  ا و    ا تباض بین  متغیرسن  و سهد
 نواه  مو   نظر بر ت  ش . 

 
 هایایته

بییا  براو   ش لا بدو   29   این مطالعه   هجم نیونه
بییا  زن بو ن . میدانگین تدن   13بییا  مر  و  16که 

تال بو . نحدولا ابدت   5/52و برای زنان  60برای مر ان 
بییا  از طری  تز ید  بدا  25به ویروس هپاتیت ت     

بییدا  انتقدال سن د  بدو . هیده  4ترنگ آلدو لا و    
بییددا ان تددابقه   مددان بددا  یبدداویرین و انتریددرون آلوددا 
 اشتن  که به شک ت   مان و بازگشت بییدا ی منجدر 
ش لا بو  ول  هییک ام  تابقه مصدره  ا وهدای مدو   

کده نظر    این بر ت  یعن   اک تاتدویر و ل یپاتدویر 
شدون   ا ن اشدتن .    هیرالا تویوتبوویر تجدویز مد به

(  ا ای سهد    ناهیده  %24/17نیونه    29نهایت از  
NS5A  بو ن .    ناهیهNS5B  b1,b2)  که محت تداثیر

تویوتبوویر اتت سهد  مقاوم به  ا و مشداه لا نشد . 
این بییا ان از نظر مق ا  با  ویروتد   لدو  ویدروس( و 

های کب ی قبدت از آغداز   مدان و    طد  میزان آنزیم 
مصره  ا وها بر ت  م  شد ن  و بد ین ترتیدب  وند  
پات  به  ا و مو   بر ت  قرا  م  گریت. تیام بییدا ان 

 مطالعه هایر بطو  کامت   مان ش ن .
 

 1bژنوتایپ  NS5Aناحیه  PCRنتایج 
cDNA  تازی ناهیهNS5A   1ژنوتایb  توتط کیدت
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cDNA Synthesis Kit    شرکت یکتا تجهیز آزما ودو
توتدط  1bژنوتید   NS5Aناهیه  PCRگریت. واکند 

سودت بدازی    ژل  737کیت تاکا ا انجدام شد  و باند  
قابت مشاه لا مد  باشد .  1آگا ز تایی  ش  که    شکت 
از  وی ژل آگددا وز و  PCRتددپ  ت زددیص محصددول 

 GEL/PCR Purification Miniتوتط کیت ت زدیص  
Kitیت.( وو   گر 
 

 1bژنوتایپ  NS5B2و  NS5B1ناحیه  PCRنتایج 
cDNA  تازی ناهیهNS5B1  وNS5B2   1ژنوتایدb 

 Prime script one step RT-PCRتوتددط کیددت 

Kitver2  وو   گریت. واکندPCR  ناهیدهNS5B1  و
NS5B2   1ژنوتایb  توتدط کیدت تاکدا ا انجدام شد  و

مرهزده  وم از  وی ژل آگدا وز  PCRت زیص محصدول 
 (bp باند   2انجدام شد .    شدکت  NS5Aمانن  ناهیه 

و     NS5B1مربددوض بدده محصددول نهددای  ناهیدده  612
مربدوض بده محصدول نهدای  ناهیده  bp) )805 3 شکت 

NS5B2   1ژنوتایb .م  باش  مش ص ش لا اتت 
   بییا ان مبت  بده  NS5Aج تعیین توال  ناهیه نتای

هدای مقداوم بده نشان  ا  که سهد  هپاتیت ت  مزمن

 
 تاکارا که بانهد  PCRپرایمر ااتیاخی کیت  NS5Aنا یه  PCRمحیول  1شااص وزن مولکولی. ب( ستون  MW (: الفPCRنتایج  اخل از  -1شکل 

bp737 دهد.را نشان می 

 
 5با پرایمر داالی که هر   NS5B1نا یه PCRمحیول  5و  4، 3، 2، 1شااص وزن مولکولی. ب( ستون  MW: الف( PCRنتایج  اخل از  -2شکل  

 دهند.را نشان می bp612 نمونه باند 
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بییا   5 ا وهای  اک تاتویر و ل یپاتویر    مجیوم    
بییدا  از  2بییا  مر  و  16بییا  از  3( شامت  24/17% 

 بییا  سهد های  5بییا  زن شناتای  ش .    این  13

L28A ،  L 31 I/M/V، P 58D و Y93H/N   شناتدای
ن بت به تدایر سهدد هدا  31و  93ش ن . سهد های 

و  28( و سهد های %34/10و  %24/17بیشتر بترتیب 
هدا کیتدر شناتدای  شد    مقای ه با تدایر سهدد 58

( %9/6   بییدا  2هدا    بطو یکه هر ک ام از این سهدد
  هر  NS5Aشناتای  ش ن .هیزمان  سهشها    ناهیه 

بییددا  نیددز  2شناتددای  شدد  و    ( %24/17 بییددا   5
سهددددددددددد  3زمددددددددددان  هددددددددددم( 9/6% 

(L28A+P58D+Y93H,L31M+P58D+Y93H)   شناتددای
بدین  2Chi Square Test (x(بدا آندالیز آمدا ی  گر ید .

سددن  و سهددد ا تبدداض معنددا  ا ی مشدداه لا نشدد . 
 P>0.05.) 

 
 بحث

های اخیر با توسده    تال   مان بییا ی هپاتیت ت 

به  ها( DAA به معری   ا وهای ی  ویروت  م تقیم  
ها م  توانن   DAAطو  قابت توسه  تغییر کر لا اتت. 

 پگیزده شد لا پات  ویروت  بالقولا  ا ن بت به اینتریرون
Peg-IFN)  (  با  یباویرینPR)  5 ،4  بهبو  ب شن). 

 ا وهای ی  ویروت  ن ت س ی  با اثدر م دتقیم بدر 
ای      مدان نتایج امید وا  کنند لا مها  ژنهای ویروت 

سیزده  ا وهدای  بییا ی هپاتیت ت   اشدته اند  از آن
 اک تاتویر و ل یپاتویر با اثر م تقیم بر  وی پدروتیین 

NS5A   .  بر هیانن  تازی ژنوم ویرس اثر مها ی  ا ند
های مقاوم به این  ا وها    ویدروس  هرچن  بروز سهد

 ا و    اکثدر  ژیدم 2ایدن شناتای  ش لا اتت اما هنوز 
.    تدالهای اخیدر (7، 6 شون  های   مان  اتتوا لا م 

 وی تویوتبوویر با اثر بر  وی آنزیم پزییراز ویروتد   ا
ویددروس اتددت بددا تحددول  NS5Bکدده محصددول ناهیدده 

چشیگیری      مان بییدا ان و هییندین ندا   بدو ن 
موا   سهد مقاوم ن بت به این  ا و هیرالا بو لا اتت و 
هیددین امددر اتددتوا لا از ایددن  ا و  ا    کنددا   ا وهددای 

 یپاتویر موسب ش لا اتت  یگری نظیر  اک تاتویر و ل

 
را نشهان  bp805با پرایمر داالی کهه بانهد  NS5B2ژن  PCRمحیول  1شااص وزن مولکولی. ب( ستون  MW: الف( PCRنتایج  اخل از  -3شکل 

 می دهند.

 بر  سب موقعیت و نو  اسید آمینه 1bژنوتایپ  NS5Aنو  جهش های رخ داده در نا یه  -6جدول 

Y93H/N P58D L31 I/M/V L28A  

H D  A 10212 
N  I  10470 

H D M  12018 
H   A 12218 
H  V  12245 
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به ترتیدب  1bو  1a,3a.    کشو  ما ژنوتایپهای (7-10 
و بده  (5 ژنوتایپهای شایع ویروس هپاتیت ت  میباشن  

هیین  لیت، مطالعه بر  وی بییا ان مبدت  بده هپاتیدت 
با شیوم ب یا  پایین این ژنوتاید  بدا  1bت  با ژنوتای  

 اتت.های یراوان    بییا  یاب  هیرالا مح و یت
   بیشتر کشو ها نتدایج پاتد  بده   مدان    مدوا   

بده میدزان  1bاتتوا لا از تویوتبوویر هت     ژنوتای  
.    ایدن (11 ،7 ،6   و  هیدرالا بدو لا اتدت 97بالای 

بر ت  میدزان بدروز سهدد هدای مقداوم بده  ا وهدای 
 NS5A  24/17 تاتددویر و ل یپاتددویر    ناهیدده  اک

بییدا ( شناتدای  شد  کده بدا  29بییا  از  5  و      
مطالعا  انجام ش لا توتدط تدایر محققدین هیداهنگ  

 Chiبددا آنددالیز آمددا ی . هیینددین ، (12 ،11 ،7  ا   

)2Square Test (x  بدین سدن  و سهدد ا تبداض معندا
هرچن  میدزان یراواند  و . (P>0.05  ا ی مشاه لا نش  

شناتای  این سهشها بر ه ب سیعیدت مدو   مطالعده 
متغیر اتت. بطو  مثال    مطالعه ای    غرب چدین بدر 

بییدزان  NS5Aبییا  سهشهای مقاوم    ناهیه  66 وی 
 .(13   و  شناتای  ش لا اتت  42/42
   بیشدتر مطالعدا  Y93Hو  L31Mاواند  سهدد یر
. (13 ،7 ،14، 9   و  گزا   شد لا اتدت  8تا  4بین 

 29/1  ود    4/3   این بر ت   این سهد به میدزان 
بییددا ( شناتددای  شدد .  29/5  ودد   24/17 بییددا ( و

 L31Vه سهد ن بت ب L31M,Iهرچن  یراوان  سهد 
امدا    مطالعده  (14 ،11 ،7 بیشتر گزا   شد لا اتدت 

(. هیینین 29/1هایر یراوان  این سهشها یک ان بو   
   مطالعدددا  ، میدددزان سهشدددهای مقددداوم بددده  ا وی 

بیشدتر  1b  ل یپاتویر ن بت به  اک تاتویر    ژنوتاید
.    ایدن مطالعده سهدد (6،8،9،12 گزا   ش لا اتت 

L28A  برابر ل یپاتویر( و هیینین     P58D  نیدز کده
 2سزو سهشهای مقاومدت   برابدر ل یپاتدویر اتدت    

. سهدد    موقعیدت (14. 12. 10 بییا  شناتای  ش  
93  Y93H/N    از سهد های بدا یدریب تداثیر بدالا )

 ا وی مزبدو  اتدت کده     2مقاومت ویروس ن بت به 
 , Y93H=4)بییدا  شناتدای  شد   5ایدن مطالعده    

Y93N= 1)  8، 11، 15) ، هرچندد  کدده    مطالعددا .
بدا  Y93Hو  L31Mهدا    موقعیتهدای  هیراه  سهد

، (4،5،12  بروز بیشتر مقاومت  ا وی  هیرالا بو لا اتدت
بییا  شناتدای   1این هیراه     مطالعه هایر تنها    

مطالعه ب لیت اتدتوا لا ش  اما چنین مقای ه ای    این 

هیزمان از تویوتبوویر و ا م بروز سهشهای مقداوم بده 
نتددایج   مددان بددا  آن    بییددا ان امکانپددذیر نبددو .

کدده از تدد ت تددرین  1bتویوتددبوویر    ژنوتایدد  
ژنوتایپهای ویروس هپاتیدت تد     پاتد  بده   مدان 

و امید وا  کنند لا ای بدو  و ب   اتت، نتایج ب دیا  خدو
تددای سهددد هددای مقدداوم بدده  ا وهددای ازیددرغم شنا

 اک تاتویر و ل یپاتویر،  هیده بییدا ان مدو   بر تد  
پات  به   مان  اشتن  و با پیگیری یک ال پ  از پایان 
  مان نیز مو  ی از بازگشت بییا ی و یا اوونت مجد   
با ژنوتای   یگر ایدن ویدروس       مدان شد گان ایدن 

هرچن  اتدتوا لا بر ت ، گزا   نش لا اتت.    مجیوم 
از تویوتبوویر   تالهای اخیر با نتدایج   مدان  ب دیا  

. امدا (16 ،13 ،11 ،8 امی  ب شد  هیدرالا بدو لا اتدت 
هیینان پاید موا   هپاتیت ت  به ویدهلا    بییدا ان  

ای کبد ی که    اثر اوونت با این ویروس به آتدیب هد
نظیر ترطان کب ، ییبروز و یا تیروز مبت  ش لا اند  تدا 

   تتیاب  به هذه هپاتیت ت  یرو ی خواه  بو .
 

 گیرینتیجه
 ا وی تویوتبوویر      مان قطع  بییا ان مبت  بده 

کده تد ت تدرین  1bهپاتیت تد  مدزمن بدا ژنوتاید  
ژنوتای  ویروت     پات  به   مدان اتدت کدام  مدوثر 
بو لا و    ایدن بر تد  سهدد مقداوم بده ایدن  ا و    
هییک ام از بییا ان شناتای  نش . بدا توسده بده تولید  
مویقیت آمیز  ا وهای م تقیم الاثر ی  هپاتیت ت  از 
سیزدده تویوتددبوویر    کشددو  کدده منجددر بدده کدداهد 

هدای   مدان  شد لا اتدت، شناتدای  چشیگیر هزینده 
بییا ان مبت  به هپاتیت تد  و   مدان آنهدا  اهگشدای 
 تتیاب  به هذه این ویروس و بییا ی ناش  از آن  تدا 

    کشو  خواه  بو . 1410تال 
 

 تقدیر و تشکر
ب ین وتیزه از تیام هیکا ان ب دد هپاتیدت و اید ز 

  .شوان تیتو پاتتو  ایران ویییانه تپاتگزا ی م 
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 و همکاران سخت یس ینیام هیراض
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