
  

  1389ارديبهشت ماه  / 71شماره /  دورة هفدهم  مجله دانشگاه علوم پزشكي ايران      56

يابي مستقيم جهت تعيين   و تواليRFLP-PCRهاي مولكولي  استفاده از روش
   در زندانيان معتاد به مواد مخدر تزريقي استان تهرانB هپاتيتهاي  ژنوتيپ
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  چكيده

طبق ارزيـابي هـايي كـه تـاكنون      . يك مشكل جدي بهداشت جهاني است     B عفونت حاصل ازهپاتيت  : زمينه و هدف  
 ميليون مرگ ناشي از هپاتيت مزمن، سيروز و هپاتوسـلولار در سراسـر              2/1 تا   500000هر ساله حدود     انجام شده، 

ويروس هاي    و ساب ژنوتيپ  ها    اپيدميولوژيكي حاصل از تعيين ژنوتيپ    هاي    از انجائي كه داده   . شود  مي جهان گزارش 
واكسيناسيون، درمانهاي ضد ويروسي، تشخيص و پيـشگيري از بيمـاري را            هاي     كمك شاياني در برنامه    ،Bهپاتيت  
 به مواد مخدر تزريقي مورد بررسي اين ويروس را در زندانيان معتادهاي   سازد، لذا بر آن شديم تا ژنوتيپ        مي فراهم

  .قرار دهيم
 نمونه سرمي ازافراد معتاد به مواد مخدر 122، برروي 2008 در تحقيقي كه به صورت مقطعي در سال        :روش كار 

 درسطح استان تهـران انجـام گرديـد، بـا اسـتفاده از         HBV جهت تعيين نوع ژنوتيپ ويروس       HBsAgتزريقي حامل   
سپس آزمايشات تأييـدي تـوالي يـابي        . ، ژنوتيپ آنها تعيين شد    RFLP و   PCRبه صرفه   ي مولكولي مقرون    ها  روش

ترسـيم  ) Bioedit,Mega,ClustalW(بيوانفورماتيـك    مستقيم انجام و درخت فيلوژنتيكي بااستفاده از نرم افزارهاي        
  .  مورد بررسي قرار گرفتSPSS16 ،P<0.05گرديد و به وسيله آزمون آماري 

 RFLP پـس از هـا   ژنوتيپ كليه نمونه. مثبت گزارش شدند Nested PCRمونه سرمي پس از انجامن115 :ها  يافته
توالي يابي مستقيم بـه همـراه رسـم     و همچنينI(BsrI , StyI, EaeI ,DpnI , HpaI) برشيهاي  با استفاده از آنزيم

ــا روش   ــوژنتيكي ب ــه% 100 در ،Neighbor-Joiningدرخــت فيل ــا، نمون ــپ ه ــپ ســاب ( D ژنوتي  وســاب D1ژنوتي
  .را نشان دادند) ayw2تايپ

  نمونه سرمي مورد مطالعه، مشخص گرديد كـه ژنوتيـپ غالـب در زنـدانيان     115در اين پژوهش از      :نتيجه گيري 
 نزديـك بـا يكـديگر و همگـون     ايرانيـان در ارتبـاط   HBVژنـوتيپي  هـاي    به عبـارتي گونـه    . باشد  مي Dمبتلا، ژنوتيپ   

سيروز،  (Bشديد كبدي ناشي ازعفونت مزمن هپاتيت       هاي    يپ با پايين بودن ميزان بيماري      حضور اين ژنوت   .باشند مي
  . در ايران مطابقت دارد) هپاتوسلولار كارسينوما

  
  HBsAg 3- PCR  4- RFLP افراد معتاد حامل -B  2 ژنوتيپ هپاتيت -1 :كليدواژه ها

  
  18/1/89: ،  تاريخ پذيرش28/7/88: تاريخ دريافت

  

  
  مقدمه
يك مسئله مهم بهداشت جهاني اسـت       B هپاتيت عفونت

در حـال   )1(.يابـد   مـي  انتقـال Bكه توسط ويروس هپاتيـت     
حاضر دو ميليارد انسان در جهـان در معـرض ويـروس            

HBV   ميليون نفـر حامـل ايـن    350 قرار گرفته كه بيش از 

ويروس هستند كه اكثـر آنهـا در آسـياي جنـوب شـرقي              
 نفر را در ايران درگير نموده       كنند و دو ميليون     مي زندگي
حاملان ويروس منبع اصـلي انتـشار آن در جامعـه           . است

ــر ســال حــداقل   ــوده و ه ــان در 1ب ــر در جه ــون نف   ميلي
  

كتـر  اين مقاله خلاصه اي است از پايان نامه خانم فاطمه سالم جهت دريافت درجه كارشناسي ارشد به راهنمايي دكتر محمد رضا آقا صـادقي و مـشاوره خـانم د          
 .1388 سهيلا حكمت، با حمايت سازمان انستيتو پاستور، تهران، ايران سال

(I دانشجوي كارشناسي ارشد بيوشيمي، دانشگاه پيام نور، تهران، ايران 
(II گروه هپاتيت وايدز، انستيتو پاستور، تهران، ايرانبيوتكنولوژي استاديار ،  

(III  ت وايدز، انستيتو پاستور، تهران، ايرانگروه هپاتي ،مولكولي بيولوژي ارشد كارشناس  
(IV،انستيتو پاستور، تهران، ايرانايدز،   گروه هپاتيت و كارشناس بيولوژي  
(V گروه هپاتيت وايدز، انستيتو پاستور، تهران، ايرانژنتيك ارشد كارشناس ،  

(VI انستيتو پاستور، تهران، ايران گروه اپيدميولوژي،،دكتراي آمار   
(VIIرفه اي علوم آزمايشگاهي، معاون اجرايي اداره كل آزمايشگاه مرجع سلامت، تهران، ايران دكتراي ح  

(VIII دكتراي حرفه اي دامپزشكي، عضو هيأت علمي گروه هپاتيت وايدز، انستيتو پاستور، تهران، ايران *) مؤلف مسؤول(  
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باشد كه داراي چهـار قالـب         مي  جفت باز  3200رشته اي با    
باشـد    مـي S,C,P,Xبه نامهاي ) Open Reading Frame(خواندني

كلاًً بـا   ORF S )3(.كه تا اندازه اي با يكديگر همپوشاني دارند
ORF P همپوشاني دارد و هر سه پروتئين سطحي ويروس 

كنـد بـه ايـن ترتيـب كـه            مـي   را كد  SHBs،MHBs،LHBsيعني  
 منجـر بـه     S،Pre-S1،Pre-S2رونويسي و ترجمـه سـه ناحيـه         

منجر به توليد S، Pre-S2 شده و ترجمه نواحي LHBsتشكيل 
MHBs     و ترجمه ناحيه S    منجر به توليدSHBs گـردد كـه      مي

ژن موجـود در سـه نـوع ذره ويروسـي را              آنتـي  بيشترين  
هاي متوسط و بزرگ به عنوان         پروتئين )5و4(.دهد  مي تشكيل

هـاي    بـراي اتـصال بـه گيرنـده       HBVهاي اتصالي     شاخص
هاي لنفوسيتي     و به عنوان اپي توپ     ها عمل كرده    هپاتوسيت

 S در مطالعه حاضر از تـوالي ژن         )6(.كنند  مي نيز ايفاي نقش  
 بـسيار محافظـت شـده       Sبهره گرفته شده است، توالي ژن       

باشد از آنجـايي كـه ايـن ژن         مي Pre-Sنسبت به نواحي ژن     
 همپوشـاني   Pبا جايگاه فعال ترانس كريپتـاز معكـوس ژن          

بـسيار  Pre-S تيـپ نـسبت بـه نـواحي    دارد، براي تعيين ژنو
  . باشد  ميمناسب تر

با استفاده از آناليزهاي تكاملي پيشرفته و بـر اسـاس           
 HBV ژنوتيپ   8شباهت بين ژنوم كامل ويروس، تا كنون        

)A-H (             تنـوع  % 8شناسايي شده اند كـه بـر پايـه بـيش از
مختلـف،  هاي    باشد، علاوه بر ژنوتيپ     مي توالي كامل ژنوم  

ر اساس تغييرات موجود در لوپ هيدروفيل       اين ويروس ب  
شـود    مـي   به زير تيپ هايي تقـسيم      HBsخارجي پروتئين   

ژنيسيته متفـاوت خـود بـا اسـتفاده از            آنتي كه بر اساس    
 به  )7(.ي سرولووژيك قابل تمييز از يكديگر هستند      ها  روش

 A(A1،A2(، B شامل HBVهاي  عنوان نمونه ساب ژنوتيپ 
)B1،B2(، C) C1،C2(،D) D1،D2(   باشد لازم به ذكـر    مي ... و

هـاي    ژنوتيـپ ،است كه بر پايه آنـاليز كامـل تـوالي ژنـوم           
B,C,D   ســاب ژنوتيــپ طبقــه بنــدي   4 هــر كــدام بــه  

 منجـر بـه بيمـاري       HBVهـاي      همـه ژنوتيـپ    )8(.شوند مي
 كبدي شده ولي علايم كلينيكي متفـاوتي را از خـود بـروز          

 D يـا    Cه ژنوتيـپ    دهند به عنوان مثال بيماران آلوده ب       مي
 معمولاً ميزان بالايي از موتاسيون را در ناحيـه          Bهپاتيت  

هاي  پروموتور مركزي نشان داده و در مقايسه با ژنوتيپ       
A و B           ميزان پاسخ كمتري را به درمان اينترفـرون دارنـد 

و باعث پيشرفت سريع بيماري به سمت سيروز كبـدي و           
اد در  امــا گزارشــات متــض)9(.ســرطان كبــد خواهنــد شــد

 نيـز وجـود دارد بـه عنـوان          HBVهـاي     ارتباط با ژنوتيپ  
 در  HBV/Cنـسبت بـه ژنوتيـپ        HBV/B2نمونه ژنوتيـپ    

جوانان تايواني كه سيروز كبدي ندارند بيشتر ديده شـده          
 نـسبت بـه     HBV/Dاست هـم چنـين در اسـپانيا ژنوتـاپ           

شـديد  هـاي      در ارتباط كمتري با بيماري     HBV/Aژنوتيپ  
  )11و10(.باشد  ميكبدي و سرطان

 در بخــشهاي مختلــف HBVهـاي   گـستردگي ژنوتيــپ 
 ژنوتيـپ  جغرافيايي جهان متفاوت است بـه عنـوان نمونـه        

A   ــسمت ــشتر در ق ــا بي ــاني دارد ام ــع جه ــد توزي ــر چن ه
مديترانه اي، اروپـا، آمريكـاي شـمالي، آفريقـا و ژنوتيـپ             

B,C    ژنوتيپ  . شود    مي  در بيماران آسيايي ديدهD  بيشتر 
، اروپاي جنـوبي و ژنوتيـپ       هديترانه، خاورميان در ناحيه م  

 E       دو ژنوتيـپ   .  در بين حاملين آفريقاي جنوبي غالب است
Hو  G   در آمريكاي شمالي، فرانسه، مكزيـك و ژنوتيـپF 

  )12-14(.در آمريكاي مركزي مشاهده شده است
 استفاده از سرنگ    HBVيكي از راههاي انتقال عفونت      

بـا منـشأ خـوني      هـاي     فونتباشد كه در انتقال ع      مي آلوده
با توجه به اينكه ايران جزء نواحي       . كند  مي نقش مهمي ايفا  

قرار دارد، اما شيوع %) 3-1(با شيوع متوسط رو به پايين    
ايــن ويــروس در بــين زنــدانيان معتــاد بــه مــواد مخــدر  

ــي ــي باشــد%4-5حــدود ) IVDU(تزريق ــق )15(.م  در تحقي
اسـتفاده  ) IVDU(حاضر از سرم افـراد پـر خطـر جامعـه          

ايزولـه  هـاي     از آنجايي كه اين افراد در محـيط       . شده است 
قرار دارند بنـابراين امكـان ارتبـاط جنـسي و اسـتفاده از              

لـذا بـر آن شـديم تـا     . سرنگ مشترك بـسيار زيـاد اسـت     
ايــن گــروه پــر خطــر هــاي  مطالعــه اي بــر روي ژنوتيــپ

)IVDU (         انجام داده تا با اطلاع از نوع ژنوتيـپ ايـن افـراد
درمانهاي ضد ويروسي و پيـشگيري از ايـن بيمـاري           در  

  . بتوان اقدامات لازم را به انجام رسانيد
ــوتيپي   ــوع ژن ــه تن ــا HBVاز آنجــايي ك ــاط ب    در ارتب
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الگوهاي باليني متفاوت از عفونت، سختي بيمـاري كبـدي،          
پيــشرفت ســيروز و هپاتوســلولار كارســينوما، حــضور  

ه، آگـاهي از  ويروس و پاسخ به درمانهاي ويروسـي بـود      
هـاي     از اهميت بالايي در برنامه     HBVهاي    توزيع ژنوتيپ 

واكــسيناسيون، درمانهــاي ضــد ويروســي، تــشخيص و  
 لذا از روشي    )16(.گردد  مي پيشگيري از بيماريها برخوردار   

) Sبا استفاده از ناحيه ژن  (PCR-RFLP مقرون به صرفه
هـره  را داشته باشـد ب    ها    كه قابليت شناسايي كليه ژنوتيپ    

اين ويروس در معتادان به مواد      هاي    گرفته شد و ژنوتيپ   
مخـدر تزريقـي بــه عنـوان گــروه پـر خطــر تعيـين تــا در      
ــات    ــوه در برنامــه كــشوري، تحقيق ــاس انب مطالعــات مقي

   .اتيولوژيكي و كلينيكي مورد استفاده قرار گيرد
  

  روش كار
 نمونه سرم معتادان تزريقي كه همگي آنهـا از  122تعداد  

 سال برخوردار   54 تا   34رد و ميانگين تقريبي سني      جنس م 
گيري شده ساكن  ضمناً بيشتر افراد نمونه  . بودند تهيه گرديد  

شهرستانهاي تهران و كرج بوده كـه بـه همـراه پرسـشنامه             
آنها از ندامتگاههاي كرج، رجايي شهر، قزل حـصار گـرد           

 ELISA، تـست    HBsAgجهت بررسي و تأييد     . آوري شد 
  پــس از. انجــام گرفــت) Bioprobesاز كيــت بــا اســتفاده (

 مـاكروليتر  200آنهـا از  DNAها،   تأييد سرولوژيكي نمونه  
 DNA، (High Pure Viralسـرم توسـط كيـت اسـتخراج     

Nucleic Acid Kit)  ــركت ــاخت ش ــيص Roche س  تخل
  ، بـــر روي ناحيـــهNested-PCRجهـــت انجـــام  .گرديـــد

   ازSژن   جفــت بــازي 585بــه شــدت محافظــت شــده    
-O-HBV-F )2820 :پرايمرخـارجي يك جفت    ،HBVژنوم  
2837nt،GGGACACCATATTCTTGG-3´ 5´-(، O-HBV-R 

)821-842nt  ،5´-TTAGGGTTTAAATGTATACCCA-3´ ( براي
 I-HBV-F)203-221 :مرحله اول و يك جفت پرايمرداخلي

nt، GCGGGGTTTTTCTTGTTGA-3´ 5´-(،I-HBV-R) 767-
787 nt، 5´-GGGACTCAAGATGTTGTACAG -3´(  بـــراي

توسط شـركت    مرحله دوم از نواحي مورد نظر طراحي و       
Metabion international AG    در كـشور آلمـان سـاخته   

  

  بــر اســاس روش ارائــه شــده توســطPCRبرنامــه . شــد
Guo-Bing Zengو همكاران انجام گرديد كه برنامه PCR 

 سـيكل در نظـر گرفتـه شـد كـه            35براي راند اول و دوم      
 ثانيـه   180دن اوليه دو رشته الگـو در        شامل دماي جدا ش   

 ċ  ثانيه در  45الگو در     دماي جدا شدن دو رشته     ،ċ 94 در
 ،ċ 53  ثانيـه در   60 دماي اتـصال پرايمـر بـه الگـو در            ،94

دمــاي پيــشروي  ،ċ 72  ثانيــه در90 در دمــاي پيــشروي
 سـپس محـصولات     )17(. بـود  ċ 72  ثانيه در  360نهايي در   

PCRبــا رنــگ ،%2ر ژل آگــارز ، بــه وســيله الكتروفــرز د 
 U.Vآميزي اتيـديوم برومايـد و در نهايـت در زيـر نـور               

 ژنوتيـپ   8سپس جهت تعيـين     . مورد ارزيابي قرار گرفتند   
ــايع   HBV) A-H( RFLP) Restriction Fragmentشـ

Length Polymorphism( آنــزيم 5 بــا اســتفاده از BsrI، 
StyI، EaeI، DpnI، HpaII)   م هض) ساخت شركت فرمنتاز

 همچنــين محــصولات هــضم )17(.آنزيمــي انجــام پــذيرفت
 در Nested-PCRنيز ماننـد محـصولات   ) RFLP( آنزيمي

بـه  .  مورد مطالعه قـرار گرفتنـد      U.Vبا نور    %3ژل آگارز   
 پـس  PCRمنظور تأييد نتايج اوليه تعدادي از محـصولات         

 PCR Template ازتخلــيص از روي ژل بــه كمــك كيــت

purification kit   شـركت  سـاخت)Roche(   مـورد تـوالي ،
ــستقيم  ــابي م  Sequence Laboratories Gottingen)ي

GmbH, SEQ Lab,Germany)با اسـتفاده از  .  قرار گرفت
هـا    نمونـه Clastal W و Bioedit , Megaنـرم افزارهـاي   

بـر اسـاس نتـايج      . قـرار گرفتنـد   اي    مورد ارزيابي مقايسه  
بـه وسـيله    توالي يابي به دست آمده درخـت فيلـوژنتيكي          

 كــه متــداولترين روش اســت   Neighbor-Joiningروش 
 SPSS (واطلاعات آماري به كمك نـرم افـزار  . ترسيم شد

(Version 16، P<0.05تحليل گرديد  .  
  
  ها يافته

آوري شده بـا اسـتفاده از         نمونه سرمي جمع   3000تعداد  
 مـورد بررسـي     HBsAgژن    آنتي  جهت تعيين    ELISAروش  

پـس از  . آنها مثبت گزارش شد%) 4(نمونه  122قرار گرفت كه    
   ژنـوم ويـروس،    787 تا   203براي نواحي   Nested-PCRانجام  
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 نمونه منفـي گـزارش      7 بوده و    HBVDNA نمونه حاوي  115
و با استفاده از     RFLPسپس به روش  ). 1شكل شماره   (شدند  

با CCAAGG(،BsrI )با مكان شناسايي     Stylم  آنزي( آنزيم   5
بــا مكــان شناســايي   CCAGT( ،DpnI )مكــان شناســايي  

GATC( ،HpaII)  با مكان شناساييCCGG(، EaeI )  با مكـان
الگوي ژنوتيپي بيماران مورد ارزيـابي     ) TGGCCAشناسايي  

 122 الگوي مختلف در   5قرار گرفت كه بررسي هضم آنزيمي       
و  289nt در نـواحي     Dنمونه سـرمي نـشان دهنـده ژنوتيـپ          

296nt  2شكل شماره(بودند .(  
تــوان نــوع ژنوتيپهــا را   مــيآنزيمــيه كمــك هــضم بــ

در StyI  شناسايي نمود بدين صورت كـه هـضم آنزيمـي   
 جفـت   332 و 253منجر به ايجاد دو قطعه      nt 455يت  موقع

 در BsrIهضم آنزيمي .  خواهد شدCبازي و ايجاد ژنوتيپ 
 جفت بازي   459 و   126باعث ايجاد دو قطعه      nt 328وقعيت  م
 nt 502هـضم آنزيمـي آن در موقعيـت     و Bژنوتيپ  ايجاد و

ايجـاد    جفـت بـازي و  285 و 300منجر به تشكيل دو قطعـه  
 و StyIعــدم هــضم آنزيمــي  . خواهــد شــدA/E/Gژنوتيـپ  

BsrIهاي   بيانگر وجود ژنوتيپD/F/Hباشد  مي.  
باعـث ايجـاد     nt 302وقعيـت    در م  EaeIهضم آنزيمي   

 HpaII جفت بازي و هـضم آنزيمـي         458 و   100دو قطعه   
 و  81 باعث به وجود آمـدن دو قطعـه          nt 706در موقعيت   

 و  A جفت بازي به ترتيب موجب تشكيل ژنوتيپهـاي          504
E  عدم هضم آنزيمي اين دو آنزيم ژنوتيپ  .  خواهند شدG 

 nt در موقعيت HpaII هضم آنزيمي .را موجب خواهد شد
شود   مي جفت بازي495 و   90 باعث تشكيل دو قطعه      292

  .نمايد  مي را ايجادH  ياFو ژنوتيپ 
 296 و 289 دو قطعـه     nt 491 در موقعيت    DpnIهضم آنزيمي   

  .گردد  ميDشود كه باعث به وجود آمدن ژنوتيپ   ميرا سبب
نتايج حاصـل از تـوالي يـابي مـستقيم بـا رفرنـسهاي              

ژن مـورد   هـاي     ژنومي ويروس هپاتيت موجـود در بانـك       
 D1ژنوتيپ  ساب ،Dبيانگر ژنوتيپ  ارزيابي قرار گرفته و   

  بــوده كــه بــراي ارزيــابي روش   ayw2و ســاب تايــپ  
Neighbor-Joining  بـــار 1000بـــا انجـــام Bootstrap 

resampling ــوژنتيكي ــده    صــحت درخــت فيل ــيم ش ترس

  ).3  شمارهشكل( ارزيابي گشت
 

  
در ) جفـت بـازي    HBV) 585 ژنـوم    S   ناحيـه  PCR -1شكل شماره   

هاي   نمونه :bp100(، 6-1(ركرما :B   Mمبتلا به هپاتيت     سرم بيماران 
  HBV به شش بيمار مبتلا

  
 در سـرم    HBV ژنوم   S  آناليز هضم آنزيمي ناحيه    -2شكل شماره   

  Bمبتلا به هپاتيت  بيماران
M: ماركر)bp100(،1:   نمونهun digest، 2:   هضم بـاآنزيم HpaII، 3 :

 ،StyIهـضم بـاآنزيم   : EaeI، 5باآنزيم  هضم: DpnI، 4  هضم باآنزيم
  BsrIهضم باآنزيم : 6

  

 
 S ،)Samples 1-12آنــاليز فيلــوژنتيكي نــواحي  -3شــكل شــماره 

HBV( جدا شده از زندانيان مبتلا  
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   و نتيجه گيريبحث
 در تمــام جهــان بــه صــورت Bشــيوع بيمــاري هپاتيــت 

جمعيـت جهـان در منـاطق بـا         % 90باشد و تقريبا      اندميك مي 
-8(يوع متوسـط  و يا با ش ـ) HBsAg %8بيش از (شيوع بالا 

2% HBsAg(كنند زندگي مي.)هپاتيـت  )8 B   ،در ايـران، بحـرين 
كويت شيوع پايين و در آمريكا، امارات شيوع متوسـط و در            

در كشور  . عمان، فلسطين، يمن و سوئد شيوع بالايي را دارد        
 جمعيت حامل ويروس هپاتيـت % 3-1ايران به طور متوسط 

B     مختلـف متفـاوت   هستند ولي ميزان شـيوع در اسـتانهاي
و در سيستان و % 7/1به عنوان نمونه در استان فارس . است

 HBV در ايـران     )19و15،18(.رسـد   مـي  %5بلوچستان به بيش از     
شايعترين علـت سـيروز كبـدي و كارسـينوم هپاتوسـلولار            

 هزار نفر از اين تعـداد نيـاز بـه           100باشد و سالانه      كبدي مي 
ه در اثـر عـوارض    نفر هم سالان   6000بستري شدن و حدود     

  )20(.شوند  مي فوتBناشي از هپاتيت 
هـاي    اعتياد به مواد مخدر تزريقـي و انتقـال فـراورده          

ويروسـي در   هاي    خوني آلوده مهمترين راه انتقال هپاتيت     
رونـد و كـشور ايـران بـه علـت قـرار               مـي  به شمار  ايران

داشتن در شـاهراه ترانزيـت مـواد مخـدر و نيـز جايگـاه               
رف ترياك در فرهنگ ايراني همـواره بـا         نسبتاً موجه مص  

. خطر و عوارض اجتمـاعي اعتيـاد رو بـه رو بـوده اسـت              
از % 3 ميليون نفر معـادل      2شود كه حدود      مي تخمين زده 

كننـد    مي كل جمعيت ايران به نوعي از مواد مخدر استفاده        
 و معتادان تزريقي بـه عنـوان گـروه پـر خطـري شـناخته              

ي جامعــه در معــرض شــوند كــه بــيش از افــراد عــاد مــي
آلودگي قـرار دارنـد و بـه عنـوان منـابع خطرنـاك بـراي                

 B(انتشار بيماريهاي عفوني ماننـد ايـدز و انـواع هپاتيـت             
مختلــف هــاي  شــوند و ابــتلا بــه گونــه  مــيمحــسوب) Cو

ويروس هپاتيت موجـب بـروز بيمـاري بـا شـدت بيـشتر              
خواهد شد و در اين موارد پاسخ به درمـان بـا داروهـاي              

از فاكتورهاي خطـر در انتقـال    . شود  مي روسي كم ضد وي 
اين عفونتهاي ويروسي در افـراد معتـاد بـه مـواد مخـدر              

باشـد كـه      مي ، استفاده از سرنگ مشترك    )IVDU(تزريقي

 .دهد  مي وضعيت زندان نيز ريسك اين عفونتها را افزايش       
به همين جهت يك ارتباط مثبت بين زنداني شـدن افـراد و             

  )21(.وجود داردها  انتقال اين بيماري
مطالعات زيـادي نـشان داده اسـت كـه ميـزان شـيوع              

، زنــدانيان يــا زنــدانيان IVDUعفونتهــاي خــوني در بــين 
معتاد به مواد مخدر تزريقـي در بخـشهاي مختلـف آسـيا           

  )22(.متفاوت است
 ،%22و  % 6 در زندانيان ايرلنـدي      C و   Bشيوع هپاتيت   

ر ميـان زنـدانيان      د ، %2/23و% 2/20در زندانيان ايسلندي    
معتاد بـه مـواد مخـدر تزريقـي دانمـاركي و مكزيكـي بـه                

 در افـراد معتـاد بـه مـواد          ،%82،%1/61و% 87،%64 ترتيب
% 92و  % 100) شمال شرقي هند  (مخدر تزريقي در مانيپور   

  )23-27(.گزارش شده است
 مصرف كننده دارو در     161در مطالعه اي كه بر روي       

صـورت پـذيرفت شـيوع       2003كراچي، پاكستان در سال     
بود كه دليل اصلي فاكتور خطـر در ابـتلا          % B 5/7هپاتيت  

توان استفاده مشترك   مي در پاكستان را  C و   Bبه عفونت   
  )28(.از سرنگ بيان نمود

در يك مطالعه كه بر روي افراد زنـداني معتـاد بـه مـواد               
%) 5/3( زنـداني  51مخدر تزريقـي در ايـران صـورت گرفـت      

 Cداراي هپاتيـــت %) 8/35( نفـــر 513 و Bداراي هپاتيـــت 
باشند كه بيشترين رفتار پر خطر در اين گـروه اسـتعمال             مي

مواد مخدر تزريقي، تاتو كـردن و اسـتفاده مـشترك از تيـغ              
 هم چنين ميـزان شـيوع عفونتهـاي         )29(.باشد  مي ريش تراشي 

HIV   و HCV      در بين افـراد IVDU       در زنـدانهاي شـيراز در 
  )30(.گزارش شده است% 78و % 30استان فارس از ايران 

 زندان استان تهران در    3طبق مطالعات انجام گرفته از      
ــر،   ــق حاض ــدانيان  3000تحقي ــر از زن ــورد IVDU نف  م

ــداد    ــه تع ــد ك ــرار گرفتن ــشات ســرولوژيكي ق  122آزماي
 مثبت بودند و از ايـن تعـداد ذكـر شـده             HBsAg%) 4(نفر

 بـه   HCV و   HIVمبتلا به عفونـت همزمـان       % 7/5و  % 8/9
باشند كه بيشترين رفتار پرخطر در ايـن گـروه            مي ترتيب

لازم بـه   . توان استفاده مشترك از سرنگ بيان نمود        مي را
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عـدم صـداقت در     (ذكر است كه به دليـل مـسائل اخلاقـي           
 گفتار زندانيان در ارتباط با رفتارهـاي پـر خطـر جنـسي،            

گاهاً مشاهده شده كـه منجـر بـه تغييـر رونـد در تفـسير                
لـذا در قيـاس بـا       . شـود   مي ات از مسير اصلي خود    تحقيق

دانمارك ،ايـسلند ،ايرلند(ديگر زندانيان كشورهاي مختلـف      
 در ايـران مـشابه      Bدرصد آمـاري بيمـاري هپاتيـت         ...)و

لازم به ذكر است كه از دلايل مهـم         . باشد  مي كشور ايرلند 
 پايين بودن آمار ايران در مقايـسه بـا سـاير كـشورها را             

ــه  مــي ــوان ب ــشكيل  ت برنامــه واكــسيناسيون كــشوري، ت
مثلثي و افـزايش آگـاهي راههـاي انتقـال ايـن            هاي    كلينيك

  .بيماري در بين زندانيان بر شمرد
تعيين ژنوتيپ يك شاخص ژنتيكي براي ژنوم بوده كه 
ژنهــا بــر پايــه حــذف شــدن، اضــافه شــدن و جانــشيني  

ايـن اطلاعـات ژنـوتيپي      . شوند  مي نوكلئوتيدها طبقه بندي  
ويژه ويروسي و رفتارهاي مولكولي را از گونه        هاي    هگون

 نمايـد و بـراي نتـايج كلينيكـي مفيـد و سـودمند               مي تعيين
  )32و31 (.باشد مي

لذا كشف احتمال ارتباط نوع ژنوتيپ ويروس با شدت         
بيماري زايي و وانمودهاي باليني و همين طور پاسـخ بـه            

ي دارو و درمان، ميزان حساسيت آزمايشات كيفـي و حت ـ         
 ،Bارتباط نوع ژنوتيپ با امكـان شـيوع ناگهـاني هپاتيـت             

 حاد و يا مزمن شدن بيماري، تعيين ريشه و مبدأ عفونـت           
  )34و33(.باشد  مي واكسيناسيون از اهميت به سزاييو

 بـر الگوهـاي     HBVرسد كه تنوع ژنـوتيپي        مي به نظر 
باليني متفاوت از عفونت، سختي بيماري كبـدي، پيـشرفت          

وسـلولار كارسـينوما، حـضور ويـروس و         سيروز و هپات  
پاسخ به درمان ويروسي مؤثر بـوده و آگـاهي از توزيـع           

ــپ ــاي  ژنوتي ــه HBVه ــالايي در برنام ــت ب ــاي   از اهمي ه
واكــسيناسيون، درمانهــاي ضــد ويروســي، تــشخيص و  

  )35و33(.باشد  ميپيشگيري از بيماريها برخوردار
Chane        و همكاران گزارش كردند كه ژنوتيپ C HBV 

باعث افزايش خطـر سـرطان كبـد در          Ceه ويژه ژنوتيپ    ب
 در حاليكـه در كـشور       )36(.شـود   مي بيماران هپاتيت مزمن  

 در ارتبـاط   A نسبت به ژنوتيپ     Dهند و پاكستان ژنوتيپ     
   )9(.باشد  مي)HCC(شديد كبدي هاي  بيشتر با بيماري

 و پاسـخ بـه      HBVهـاي     ارتبـاط بـين ژنوتيـپ     ها    داده
 در مطالعه اي در آلمان كـه        .د نموده اند  درمان را نيز تأيي   

 انجام گرفـت، نـشان داد       HBV بيمار مبتلا به     64بر روي   
%) 6در مقابـل    % D) 37 نـسبت بـه ژنوتيـپ        Aكه ژنوتيپ   

 همچنـين   )37(.دهـد   مـي  )اينترفرون (INFپاسخ بيشتري به    
نـسبت بـه    %) B) 41 بيان كرد كـه ژنوتيـپ        Kaoمطالعات  
ضد ويروسـي پاسـخ بهتـري    در درمان  %) C) 15ژنوتيپ  

  )16(.دهد  ميINFبه 
مطالعـات بــر روي   اينترفرونـي، هــاي  بـرخلاف پاسـخ  

ودين بر روي شـمار       و درمان با لامي    HBVهاي    ژنوتيپ
ــان    ــا در طــي درم ــسيتي آنه ــاران و هتروژن كمــي از بيم

ــه اســت  در مطالعــه اي كــه بــر روي )34(.صــورت پذيرفت
شان داد كـه     صورت گرفـت ن ـ    adwبيماران با ساب تايپ     

در ارتبـاط    aywاين ساب تايپ در مقايسه با ساب تايـپ          
  )38(.باشد  ميبيشتري با مقاومت به لامي ودين

 در نــواحي مديترانــه، خاورميانــه و D HBVژنوتيــپ 
باشـد بـه عنـوان مثـال نتـايج            مي جنوب شرق آسيا شايع   

 بيمار مطالعه   44مشابه در تركيه نشان داده است كه همه         
  )39(. را دارندD شده ژنوتيپ

 در Dمطالعــه ديگــر در يمــن نــشان داد كــه ژنوتيــپ  
 تنها  Aباشد در حاليكه ژنوتيپ       مي جمعيت مقيم آنها غالب   

در كشورهايي كه در ارتباط با كشورهاي آفريقايي اسـت        
  )40(.ديده شده است

 Dدهـد كـه ژنوتيـپ         مـي  در مـصر نـشان    هـا     بررسي
قابـــل  را دارد در مHBVبيـــشترين شـــيوع ژنوتيـــپ   

  )41(.باشد  مي در پاكستان غالبA,B,Cهاي  ژنوتيپ
 B بيمار مبتلا بـه هپاتيـت مـزمن          109مطالعه بر روي    
 بيمــار عفونــت 2 و Dژنوتيــپ % 100در كراچــي، همگــي 
  )42(. را نشان دادندAهمزمان با ژنوتيپ 

 ژن Pre- s2نتايج مطالعه آنـاليز فيلـوژنتيكي از ناحيـه    
HBV در روســيه نيــز ژنوتيــپ D را بــه عنــوان ژنوتيــپ 
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 بـه  DوA همچنين در هند تنها ژنوتيـپ    )43(.غالب بيان كرد  
در D باشد و در دهلي نو ژنوتيـپ        مي عنوان ژنوتيپ غالب  

 در حاليكـه    )44(.بيماران مزمن كبدي شـيوع بيـشتري دارد       
 در افـراد    /C HBVژنوتيپ  ) شمال شرقي هند  (در مانيپور 

IVDU ر بـا پيـشرفت     باشـد و در ارتبـاط بيـشت         مي  غالب
  )27(.بيماري كبدي است

بـر روي    در مطالعه اي كه توسط علويان و همكـاران        
هيبريداسـيون   مثبت با استفاده از روش       HBsAg بيمار   109

ــوس ــده  معك ــام ش ــر95 انج ــزمن،  %) 86( نف ــت م  11هپاتي
ــر ــد و %) 10(نف ــر 3ســيروز كب ــي %) 7/2( نف ــل، همگ حام

  )45(. را نشان دادندDژنوتيپ 
در مطالعــه حاضــر و كلــي بدســت آمــده طبــق نتــايج 

 D1ساب ژنوتيـپ    ( Dژنوتيپ   حاصله،هاي    براساس يافته 
 به عنوان تنها ژنوتيپ موجود در بين        )2aywو ساب تايپ    

معرفـي   HBVافراد معتاد به مواد مخدر تزريقي مبتلا بـه          
ژنوتيـپ  در اين پژوهش مـشخص گرديـد كـه          . شده است 

باشـد بـه عبـارتي       مـي  Dغالب در بيماران مبتلا، ژنوتيپ      
نزديـك بـا     ايرانيـان در ارتبـاط       HBVژنـوتيپي   هاي    گونه

هيچ گونه ارتباطي بـين نـوع    وباشند   مييكديگر و همگون  

از نظــر (ژنوتيــپ ويــروس و جمعيــت مــورد مطالعــه     
ايـن امـر بـا نتـايج قبلـي بـه       . وجود ندارد ) اپيدميولوژيكي

ي دســت آمــده در ايــران، خاورميانــه، افغانــستان، آســيا 
مركزي، تركيه، مـصر، دهلـي نـو، بـريتيش كلمبيـا كـاملاً              

  )46(.مطابقت دارد
در پايان باتوجه به نتايج پژوهش بـه عمـل آمـده، بـه              

برنامه ريزي شـده در     هاي    رسد كه واكسيناسيون    مي نظر
 پر خطر، بخـصوص زنـدانيان معتـاد بـه مـواد           هاي    گروه

تلا  آموزش اين افراد جهت پيـشگيري از اب ـ        ،مخدر تزريقي 
مثلثـي در  هـاي   كلينيـك  به اين عفونـت و همچنـين تقويـت     

و درمانهاي ضد ويروسي اختـصاصي بـا        ها    سطح زندان 
 HBV-Genotype D و ساير نوكلئوزيدها عليه لامي ودين

 HBVتوانـد انتقـال     ميBدرافراد آلوده و مبتلا به هپاتيت   
در معـرض خطـر،     هـاي      را در جمعيت   )Dاز نوع ژنوتيپ    (

 لـــذا همچنـــان برخـــورد ريـــشه اي و )47(.كـــاهش دهـــد
كارشناسي با موضوع اعتياد و رسيدگي عاجل به وضـع          
ــد در رأس    ــان بايـ ــشور كماكـ ــدانهاي كـ ــتي زنـ بهداشـ

سياستگزاران و دست انـدركاران مربوطـه در        هاي    برنامه
  .جهت رفع اين معضل اجتماعي بهداشتي قرار گيرد
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Using RFLP -PCR and Direct Sequencing to Determine HBV 
Genotypes in Intravenous Drug User Prisoners in Tehran Province 
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F.Roohvand,PhDII    M.Joolaee,BS Iv   G.Bahramali,MSV 

F.Mostafavi,PhD VI    H.Gholami,MD VII   *S.Hekmat,DVM VIII 
  
  
  
  

Abstract 
Background  & Aim: Hepatitis B virus (HBV) infection is a global health problem. Current researches 

indicate that 500,000 to 1.2 million deaths per year are caused by chronic hepatitis, cirrhosis and 
hepatocellular carcinoma (HCC). HBV genotyping and subtyping provide epidemiological data that may 
contribute to vaccination and antiviral treatment strategies, diagnostic development, and determination 
of the course of the disease. Hereby we decided to evaluate the genotype of this virus in prisoners who  
are addicted to some kinds of injection drugs.  

Patients and Method: In this cross- sectional study which was done in Tehran province in 2008, HBV 
genotypes of serum samples from 122 HBsAg positive intravenous drug user prisoners were determined 
using cost-effective and standard methods such as PCR and RFLP. Then direct sequencing was utilized to 
confirm and revaluate the results of PCR-RFLP. The phylogenetic tree was drawn by computer biosoftware 
(Bioedit,Mega,ClustalW) and the results were assessed by statistical analysis SPSS v.16 (P<0.05)as well.  

Results: 115 samples were reported positive when analyzed by nested PCR. All of these positive 
samples were reported to be genotype D by RFLP using BsrI , StyI, EaeI ,DpnI , and HpaI enzymes. In 
addition,phylogenetic tree drawn by Neighbor-Joining method in 100% of the subjects confirmed the 
existence of genotype D(subgenotype D1, subtype ayw2).  

Conclusion: 115 HBV isolates from prisoners represent homogenous genotypic diversity , and our 
results concur with other reports from Iran, all showing that genotype D is the only detectable genotype 
in this study.This genotype with a low rate of severe liver diseases caused by HBV (cirrhosis, 
hepatocellular carcinoma) is in accordance with our results.  

 
Key Words: 1) Hepatitis B Genotype       2) HBsAg positive Intravenous Drug User 
                     3) PCR             4) RFLP 
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