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 ـ بـر حـضور ا     ي مبن يزارشات است، گ  كي هپاتوتروپ يروسي، و C تي هپات روسيگرچه و  : و هدف  زمينه  ـ و ني  در  روسي

 مخلوط يها  عفونتي مطالعه رونيدر ا.  وجود دارديطي خون محيا هسته  تكيها  از جمله سلوليمناطق خارج كبد
 كبـد   يوپـس ي و نمونـه ب    يطيح خون م  يا هسته  تك يها  در پلاسما، سلول   روسي و ني متفاوت ا  يها ژنوتيپ نيچن و هم 

 مبـتلا بـه عفونـت       مـار ي ب 152 ي پژوهش رو  نيا: روش بررسي .  شد ي بررس C تيمن هپات  مبتلا به عفونت مز    مارانيب
پـس از  . ، انجـام شـد  1389 ني تـا فـرورد  1387 سـال  وري از شهرروزگري فمارستانيكننده به ب    مراجعه C تيمزمن هپات 

ا اسـتخراج شـد و      ه ـ   آن RNA ماران،ي كبد ب  يوپسي و ب  يطي خون مح  يا  هسته  تك يها   نمونه پلاسما و سلول    يآور  جمع
 ـ وژنوتيپ نوع ديي تأيبرا. دي گردنيي، تعINNO-LiPA™ HCV II تي، با استفاده از كC تيات هپروسي وژنوتيپ  روس،ي

.  بـود 2/31±9/16 ي مورد بررس ـماراني بي سننيانگيم :ها يافته . شد ي توال نييها، تع   نمونه UTR-’5 هي ناح PCRمحصول  
 يا  هسته  تك يها  ، در سلول  %)6/2 (ماري چهار ب  ي در پلاسما  C تي هپات روسي مختلف و  يها  ژنوتيپعفونت مخلوط با    

 مـورد  مـار ي ب48از %) 8/18 (مـار ي ب9 كبـد  يوپسي و نمونه بي مورد بررسماري ب152از %) 6/6 (ماري ب 10 يطيخون مح 
 يهـا    سلول  پلاسما، يها   در نمونه  روسي و ژنوتيپ مورد   21%)8/13(قابل ذكر است كه در      .  داده شد  صيشخ ت يبررس
مطالعه حاضر نـشان داد كـه نـسبت         : گيري  نتيجه.  با هم متفاوت بود    ماراني كبد ب  يوپسي و ب  يطي خون مح  يا  هسته تك

آلـوده   ويـروس  ايـن  هاي متفاوتي از ژنوتيپ هستند با Cهپاتيت  قابل توجهي از بيماراني كه دچار عفونت با ويروس
    . رديابي نباشنداند كه ممكن است در پلاسماي بيماران قابل شده

  .ژنوتيپ، عفونت مخلوط، Cويروس هپاتيت  :كليدي كلمات

 
  

 دار RNA ويروسي C، Hepatitis C Virus (HCV)ويروس هپاتيت 
 قلاوي ويريده باشد كه در خانواده      با پلاريته مثبت و داراي پوشش مي      

)Flaviviridae(     و جنس هپاسي)Hepacivirus( 1.ها قـرار دارد    ويروس 
مبتلا  C ميليون نفر در سراسر جهان به عفونت هپاتيت          170 نزديك به 

 ميليون نفر سـالانه بـه ايـن عفونـت مبـتلا             3-5باشند و در حدود      مي
، Cزنند ساليانه عفونت مزمن با ويروس هپاتيت          تخمين مي  2.گردند مي

ن نشده، بيمـاري     هزار نفر در اثر سيروز جبرا      250-350منجر به مرگ    
  ه به توالي ـبا توج 3.ي و هپاتوسلولار كارسينوما باشديكبدي مرحله نها

  
اراي مشخص شده است كه اين ويـروس د        ،Cهپاتيت  ويروس   ژنومي
 اين ويـروس داراي     4.باشد ي مي يهاي مجزا   ها و ساب ژنوتيپ    ژنوتيپ
 سـاب ژنوتيـپ     70 و بـيش از      5)1-6هاي   با نام  (ژنوتيپ اصلي  شش

 4و6.باشد كه در سراسر دنيا منتشر شده است مي) … ,a, b, cهاي ا نامب(
 بايـد نـوع   Cويروسي بر عليه عفونت هپاتيت      قبل از شروع درمان ضد    

كـه طـول دوره درمـان، دوز     ژنوتيپ ويـروس را تعيـين كـرد تـا ايـن           
ويروس  7.مصرفي و روش نظارت بر درمان مشخص گردد        ريباويرين

هـاي كبـدي      و در سلول   باشد وتروپيك مي  يك ويروس هپات   Cهپاتيت  
 ولي توالي ژنـومي ويـروس را        رساند، ها آسيب مي   تكثير يافته و به آن    

تـوان   از جمله اين مناطق مي    . توان در مناطق خارج كبدي نيز يافت       مي

 مقدمه

 چكيده

  
  624- 1390،630، دي 10شماره  ،69هران، دورهمجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي ت
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 625            فرح بخارائي سليم و همكاران                   

 

 
 1390دي ، 10شماره ، 69كده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره مجله دانش

اي خون محيطي، سيستم اعصاب مركزي و مغز         هسته هاي تك  به سلول 
 لازم به ذكر    8-10. اشاره كرد  C استخوان بيماران مبتلا به عفونت هپاتيت     

 از طريق يك واسطه تكثيـري بـا پلاريتـه           Cويروس هپاتيت   است كه   
هاي كبـدي محـل اوليـه تكثيـر ايـن            گرچه سلول . شود  تكثير مي  نفيم

ويروس هستند ولي شواهدي از حضور ويروس با پلاريتـه منفـي در             
چنـين    هـم  .شـود  اي خون محيطي نيـز يافـت مـي         هسته هاي تك  سلول

 يافت شـده در     Cگزارش شده است كه توالي ژنومي ويروس هپاتيت         
در نمونـه سـرمي و      ي موجـود    هـا   تـوالي   بـا  ها ممكن است   اين سلول 

 بنابراين احتمال دارد كـه ايـن        11و12.بيوپسي كبد بيماران متفاوت باشد    
اي خون محيطي بـه صـورت مـستقل          هسته هاي تك  ويروس در سلول  

 در مخازن خارج كبـدي از       Cوس هپاتيت   رديابي ژنوم وير  . تكثير كند 
 Cنظر انتقال، پيشرفت بيماري و درمان مؤثر بر عليه عفونـت هپاتيـت              

هـاي   ايـن، سـلول     عـلاوه بـر    13.اي برخـوردار اسـت     از اهميت ويـژه   
اي خون محيطي ممكن است مكاني خـاص و مـصون بـراي            هسته تك

 باشـد و ويـروس بتوانـد پـس از خاتمـه درمـان              Cويروس هپاتيـت    
 به طور   .ضدويروسي هنگامي كه شرايط مناسب بود، مجددا تكثير يابد        

 پس از پيوند كبد احتمال دارد بيمار به علت حضور ويـروس در      ،مثال
 Cاي خون محيطي دچار عود عفونت بـا هپاتيـت            هسته هاي تك  سلول
 از سرم فـرد پـاك شـود،    C بنابراين، حتي اگر ويروس هپاتيت       14.شود

اي خـون    هـسته  هـاي تـك    ثر تكثير ويروس در سلول    احتمال دارد در ا   
 هـدف از مطالعـه حاضـر        15.عفونت شود عود   منجر به  اًمحيطي مجدد 

 در  Cهاي مختلـف ويـروس هپاتيـت         تعيين حضور و فراواني ژنوتيپ    
اي خون محيطي و بيوپسي كبـد در         هسته هاي تك  نمونه پلاسما، سلول  

  . استCبيماران مبتلا به عفونت مزمن هپاتيت 
  

  
 بيمـار مبـتلا بـه    152روي  (Cross sectional)مقطعي اين مطالعه 

كه براي شروع درمـان، از تـاريخ از شـهريور            Cعفونت مزمن هپاتيت    
وابسته بـه   (، به بيمارستان فيروزگر     1389فروردين سال    تا   1387سال  

پـس از   . نجام شـد   ا ،مراجعه كرده بودند  ) دانشگاه علوم پزشكي تهران   
نامه كتبي جهت شركت در طـرح حاضـر و پـر كـردن               كسب رضايت 

هاي دموگرافيـك و     اي كه حاوي سؤالات مربوط به ويژگي       نامه پرسش
  ش ـا بخـاي لازم بـه ا هماهنگيـا بـه  بود، نمونه غيرهسابقه بيماري و

  .آوري شد جمعجراحي و آزمايشگاه بيمارستان فيروزگر 
ليتر از نمونه     ميلي پنجدر حدود    :ها سازي نمونه  هآوري و آماد   جمع

ضـد انعقـاد    مـاده   هـاي اسـتريل حـاوي        خون محيطي بيماران در لوله    
EDTA سـپس . آوري شد و بلافاصله به آزمايشگاه ارسال گرديـد         جمع 

هـاي   ل سـلو  . شـد  آن جداسـازي  نمونه، پلاسـماي    كردن   سانتريفوژ   با
س گراديانـت غلظتـي بـا       هـا بـر اسـا      اي خون محيطي نمونه    هسته تك

 جدا شد و سه بار (Lymphoprep, Oslo, Norway) استفاده از فايكول
داري  د و براي نگـه    شو ش شست) =2/7PH±1/0با  (با بافر سالين فسفات     

 دارنـده   نگـه  ميكروليتـر محلـول    200هـا، بـه ميـزان        بهينه ايـن سـلول    
RNALater (Ambion Inc, Austin, TX)ــه آن ــدهــا اضــافه  ، ب . گردي

 تا زمان انجام    ،اي خون محيطي   هسته هاي تك  هاي پلاسما، سلول   نمونه
Cدر فريزر    آزمايش

º 70-، نامـه    از كـسب رضـايت     سپ .داري شد   نگه
 تن  48شناسي، از    كتبي به منظور انجام آزمايشات پاتولوژي و ويروس       

نمونه حاصل در پليت    . از بيماران مورد مطالعه بيوپسي كبد گرفته شد       
ه دو قسمت تقسيم شد و يك قسمت آن داخل فرمالين قـرار             استريل ب 

 داده شده و به آزمايشگاه پاتولوژي ارسال گرديد و قـسمت ديگـر در             
 قرار داده شده و براي انجـام آزمايـشات         RNALaterدارنده   محلول نگه 

در  زمان انجام آزمـايش   شناسي به آزمايشگاه انتقال يافت و تا         ويروس
Cفريزر  

º 70-، استخراج   .گرديدي  دار  نگهRNA  هاي پلاسـما،     از نمونه
جهـت تعيـين     :اي خون محيطـي و بيوپـسي كبـد         هسته هاي تك  سلول

، ابتـدا  RT-nested PCR و انجـام آزمـايش   C ويروس هپاتيت ژنوتيپ
RNA براي استخراج . ها استخراج شد ويروسي از نمونه RNA ويروسي

 ,Qiagen GmbH) شـركت كيـاژن   RNAاز پلاسما، از كيت اسـتخراج  

Hilden, Germany)   استفاده شد و جهت اسـتخراجRNA   ويروسـي از
 شـركت   RNAاي خون محيطـي، كيـت اسـتخراج          هسته هاي تك  سلول

(Invitek GmbH, Germany)دوچنين از  هم.  مورد استفاده قرار گرفت 
  متر مكعب از بيوپسي كبد بيماران بـا اسـتفاده از كيـت اسـتخراج           ميلي

RNA/DNA،ــر ــك  ش  RNA ،(Invitek GmbH, Germany)كت اينويت
، مطابق بـر دسـتورالعمل       روش انجام استخراج  . ويروسي استخراج شد  

  .ها بود هر كدام از كيت
جهت تعيين ژنوتيـپ ويـروس       :Cتعيين ژنوتيپ ويروس هپاتيت     

 Ghent, Belgium) INNO-LiPA™ HCV II از كيت تجـاري  Cهپاتيت 

(Innogenetics,  بـه ايـن صـورت       به اختـصار   اين روش    . استفاده شد 
هـاي پلاسـما،      استخراج شده از نمونه    RNAابتدا با استفاده از     : باشد مي

  بررسيروش
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هاي ذكر    با روش (اي خون محيطي و بيوپسي كبد        هسته هاي تك  سلول
 ويروس با استفاده از پرايمرهـاي       )UTR-′5(، ناحيه حفاظت شده     )شده

دار شده با بيوتين بـه طـور         محصول نشان . شود بيوتينيله شده تكثير مي   
هـاي   اسـتريپ  هـاي اختـصاصي متـصل شـده بـه          معكوس به پـروب   

شـود و سـپس نوارهـا بـا كرومـوژن انكوبـه              نيتروسلولزي هيبريد مي  
نتايج حاصل به صورت باندهاي بنفش رنگ روي نوارهـاي          . گردد مي

بـا توجـه بـه بانـدهاي حاصـل از ايـن             . شود نيتروسلولزي حاصل مي  
تـوان ژنوتيـپ     يسه آن با الگـوي موجـود در كيـت مـي           آزمايش و مقا  

 16.ويروس را با استفاده چارت تفسير آزمايش اين كيـت تعيـين نمـود       
روش تعيين توالي يك روش مرجـع بـراي تعيـين ژنوتيـپ ويـروس               

هاي مـشخص شـده بـا روش         جهت تأييد ژنوتيپ  . باشد  مي Cهپاتيت  
 ـ      ه نمونه ب  10فوق،    در. والي گرديـد  صورت تصادفي انتخاب و تعيين ت

هـاي    استخراج شـده از نمونـه      RNAبا استفاده از    ها   تعيين توالي نمونه  
اي خون محيطي و بيوپـسي كبـد، ناحيـه           هسته هاي تك  پلاسما، سلول 
 RT-nested PCR بـا روش  C ويروس هپاتيـت  UTR -’5حفاظت شده 

ايـن شـركت    . ) جفت بـاز   211 با طول ( محصول حاصل    17.تكثير شد 
.  ارسـال شـد  (Macrogen Co, Korea) براي تعيين توالي به ها را نمونه
 باز  در كامپيوتر  33/2 ويراست Chromasافزار   با نرم هاي حاصل    توالي

هـا   ، توالي )/NCBI)www.ncbi.nlm.nih.govسايت  شد و با استفاده از      
Blast    هپاتيـت    هاي ويروس   شدند و سپس ژنوتيپ C مقايـسه بـا     ، در

 .هاي مرجع اين ويروس در بانـك ژن جهـاني تعيـين گرديـد              سكانس
هـاي   ، بـا شـاخص    16 ويراسـت  SPSSافزار    نرم باتحليل آماري نتايج    
، با فاصله اطمينـان     (SD)معيار   ميانگين و انحراف   آماري توصيفي مانند  

95 %(CI) و آزمون Student’s t-test05/0 . انجام شده استP<  از نظـر 
  .دار در نظر گرفته شد آناليز آماري، معني

  
  

 وارد مطالعه حاضر C بيمار مبتلا به عفونت مزمن هپاتيت 152
. دين مرحله انتقال خون داشتندتن از بيماران چن 141%)8/92(. شدند

  بيمار مبتلا به44%)9/28(لاسمي، ا بيمار مبتلا به ت%98)5/65(
.  بيمار نامشخص بود10%)6/6(عفونت در هموفيلي بودند و منبع 

 سال بوده و تعداد 2/31±9/16ين سني بيماران مورد مطالعه ميانگ
 Viral)ميانگين بار ويروسي .  تن از بيماران مذكر بودند%109)7/77(

load) ويروس هپاتيت C،  در پلاسماي بيماران مورد بررسي
 1a ژنوتيپ .بود) 7/5×106 تا 430اي  هبا دامن (8/6×7/7±105×104

 جدا شده بود كه فراواني آن در ژنوتيپترين  فراوان Cويروس هپاتيت 
% 5/58اي خون محيطي  هسته هاي تك ، در سلول%6/60نمونه پلاسما 

 C ويروس هپاتيت ژنوتيپ). 1جدول (بود % 1/52و در بيوپسي كبد 
اي خون محيطي و  ههست هاي تك جدا شده در نمونه پلاسما، سلول

 21%)8/13( يبه بود به استثنا مطالعه مشابيوپسي كبد بيماران مورد
. ها با هم اختلافاتي داشت  جدا شده در اين نمونهژنوتيپبيمار كه 

. شود ديده مي 2 بيمار در جدول 21نتايج و اطلاعات دموگرافيك 
شود، عفونت مخلوط ويروس   مشاهده مي1در جدول  طور كه همان

اي  هسته هاي تك بيمار، در سلول 4%)6/2( در پلاسماي Cاتيت هپ
.  بيمار رديابي شد9%)8/18( بيمار و در كبد 10%)6/6 (خون محيطي

 ويروس كه يك ناحيه UTR -′5از تعيين توالي ناحيه  با نتايج حاصل
 ينگيپاژنوتباشد، مشخص شد كه نتايج حاصل از  مي حفاظت شده

 با روش تعيين توالي كه ™INNO-LiPA با روش Cويروس هپاتيت 
 ويروس ژنوتيپي براي تعيين يو استاندارد طلا يك روش مرجع

  .هماهنگي دارد% 100 باشد،  ميCهپاتيت 
  

  اي خون محيطي و بيوپسي كبد هاي تك هسته هاي پلاسما، سلول در نمونه Cهاي ويروس هپاتيت  ژنوتيپفراواني : 1 -جدول
  فراواني در بيوپسي كبد  اي خون محيطي هاي تك هسته سلول فراواني در  فراواني در پلاسما  Cهاي ويروس هپاتيت  ژنوتيپ

1a )6/60(%92  )5/58(%89  )1/52%(25  
1b )9/7(%12  )5/8(%13  )3/8(%4  

2 )0/0(%0  )0/0(%0  )0/0(%0  
3 )6/27(%42  )7/25(%39  )8/20(%10  
4 )3/1(%2  )7/0(%1  )0/0(%0  

  9%)8/18(  10%)6/6(  4%)6/2( عفونت مخلوط
  48  152  152 مجموع

 هايافته
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 1390دي ، 10شماره ، 69كده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره مجله دانش

  اي خون محيطي و بيوپسي كبد هاي تك هسته هاي پلاسما، سلول  در نمونهCهاي ويروس هپاتيت  ژنوتيپتوزيع : 2 -جدول
  بيماري   بار ويروسي  )به سال(سن / جنس   رديف

  اي زمينه
هاي ويروس  ژنوتيپ
  در پلاسما Cهپاتيت 

 در Cهاي ويروس هپاتيت  ژنوتيپ
  اي خون محيطي هسته هاي تك سلول

هاي ويروس  ژنوتيپ
  در بيوپسي كبد Cهپاتيت 

  3a 3a/1a  3a  تالاسمي  76500  15/ مؤنث   1

 1a 3a 1a  تالاسمي  138000    36 / مؤنث  2

  1a/3a 1a  هموفيلي  597000  17/ مذكر   3

 1a/1b 1b  1a/1b/3a  تالاسمي  989000  23/ مذكر   4

 1a/1b 1b 1a/1b  ميتالاس  226000  23 /مذكر  5

  1a 3a  تالاسمي  450  33/ مذكر   6

 3a 1a 1a/3a  تالاسمي  250000  26/ مذكر   7

  1a 3a/1a  تالاسمي  106000  17/ مذكر   8

 1a 1a 1a/3a  تالاسمي  780000  25/ مذكر   9

 1b 1a/1b 1b/3a  تالاسمي  10800  30/ مؤنث   10

 3a 3a 3a/1b  تالاسمي  750000  27/ مؤنث   11

 3a 3a 1a/3a  تالاسمي  5590000  14/ مذكر   12

 1a 1a/3a 1a  تالاسمي  1190000  28/ مذكر   13

  1a 1a/3a  هموفيلي  1150000  19/ مذكر   14

  1a 1a/1b  تالاسمي  890000  20/ مذكر   15

 3a 3a 3a/2a  تالاسمي  618000  22/ مؤنث   16

  3a 3a/2a  تالاسمي  167000  27/ مذكر   17

   3a 3a/2a  هموفيلي  230000  46/ مذكر   18
   3a 3a/2a  هموفيلي  273000  27/ مذكر   19
   3a 4  نامشخص  480000  57/ مذكر   20
  3a 3a/1a  3a  هموفيلي  193000  22/ مذكر   21

  

  
  

، روي  C ويـروس هپاتيـت      ژنوتيپمطالعه حاضر به جهت تعيين      
 انجام شد   C با ويروس هپاتيت      بيمار مبتلا به عفونت مزمن     152نمونه  

هاي  هاي پلاسما، سلول   و شيوع عفونت مخلوط اين ويروس در نمونه       
ر ااي خون محيطي و بيوپسي كبد بيماران مـورد ارزيـابي قـر             هسته تك

هـاي    بيمـار، در سـلول     4%)6/2(عفونت مخلوط در پلاسماي     . گرفت
 9%)8/18( بيمار و بيوپـسي كبـد        10%)6/6(اي خون محيطي     هسته تك

 21%)8/13(چنين مشخص شد كـه       هم. بيمار مورد رديابي قرار گرفت    
هـاي   هاي مختلف در نمونه    ژنوتيپنفر از بيماران مورد بررسي، داراي       

اي خـون محيطـي و بيوپـسي كبـد خـود             هسته هاي تك  پلاسما، سلول 
عفونت مخلوط، عفـونتي اسـت كـه فـرد بـا دو و يـا چنـد                  . باشند مي

عفونـت مخلـوط   .  آلـوده شـود   Cهپاتيـت    مختلـف ويـروس      ژنوتيپ
ويروسي از اهميت بالاي باليني برخوردار است و ممكن اسـت منجـر            

عفونـت  ويروسي و يا عـود  اري حادتر، عدم پاسخ به درمان ضد به بيم 
در مطالعــه حاضــر  18.ويروســي شــودپــس از اتمــام دوره درمــان ضد

ي ا هـسته  هـاي تـك     مختلف در سـلول    Cهاي ويروس هپاتيت     ژنوتيپ
هاي ويـروس در پلاسـما و        ژنوتيپخون محيطي حضور داشت كه از       

اي  هـسته  هاي تـك    بنابراين سلول  .)2جدول  (بيوپسي كبد متفاوت بود     
خون محيطي، ممكن است تايپ ويروسي متفاوتي را در خـود داشـته             

اين بافتـه  . نمونه پلاسما و بيوپسي كبد قابل رديابي نباشد باشند كه در 
اي  هـسته  هـاي تـك    مبني بر حضور ويروس در سلول     هاي قبلي    فرضيه

خون محيطي به عنوان محل تكثير خارج كبـدي ويـروس را تقويـت              
گزارشـات متعـددي وجـود دارد مبنـي بـر ايـن كـه                8و13و14و19.كند مي

 بحث
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        مزمن  Cتي هپات در كبديوپسي خون و بيا  تك هستهيها  در سرم، سلولC تي هپاتروسي مختلف ويها ژنوتيپ               628

 
 1390دي،10شماره،69مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره

، مـانعي بـراي عفونـت بـا         Cعفونت با يك ژنوتيپ ويروس هپاتيـت        
ين بـا مواجهـه متعـدد بـا         بنـابرا . باشد هاي ديگر ويروس نمي    ژنوتيپ

هــاي در معــرض خطــر   بــه خــصوص در گــروهCويــروس هپاتيــت 
 هـستند و انتقـال      غيـره چون كساني كه دچار بيماري تالاسمي يـا          هم(

، احتمال دارد كه فـرد دچـار عفونـت مجـدد بـا              )اند خون مكرر داشته  
ژنوتيپ ديگري از ويروس شود و در نتيجه دچار عفونت مخلـوط بـا              

چنين مشخص شده است كه عفونت با يك اسـترين           هم. ويروس شود 
 منجر به سركوب ويروس قبلي در حد زيـر          Cجديد ويروس هپاتيت    

شود   مي (PCR)اي پليمراز    محدوده تشخيص با آزمايش واكنش زنجيره     
گيـرد و    مادامي كه ويروس ديگر تحت درمان ضدويروسـي قـرار مـي           

 18و20و21.ا تغيير دهد   نتيجه درمان ضدويروسي ر    ،آيد تحت كنترل در مي   
 در نمونه   Cدر مطالعه حاضر شيوع عفونت مخلوط با ويروس هپاتيت          

اي خـون محيطـي    هـسته  هـاي تـك   ، در سـلول %6/2پلاسماي بيماران   
گـزارش شـده    . بـود % 8/18 و در بيوپسي كبـد بيمـاران         %6/6بيماران  

 در بيمـاران مبـتلا بـه        Cاست كه عفونت مخلوط با ويروس هپاتيـت         
 در حدود Type specific primers با روش آزمايش Cهپاتيت عفونت 

چنين گزارشـات متعـددي وجـود دارد مبنـي بـر              هم 22و23.باشد مي% 1
كه در بيماراني كه دچار همـوفيلي هـستند و مكـرر انتقـال خـون                 اين

     در حـدود   Cاند، ميـزان عفونـت مخلـوط بـا ويـروس هپاتيـت               داشته
سي حاضر مشخص شد كه درصد قابل       در برر  24و25.باشد مي% 31-6/1

هـاي    در سـلول   Cي از ويـروس هپاتيـت       ژنـوتيپ توجهي از بيماران با     
اي خون محيطي آلوده بودند كـه در نمونـه بيوپـسي كبـد و                هسته تك

طـور كـه ذكـر شـد، در ايـن            همان. ي نبود ها قابل شناساي    پلاسماي آن 
ينـگ  وتيپژن بـراي انجـام   INNO-LiPA TM HCV II Kitمطالعه از كيت 

تـر از روش      استفاده شد كه روشي بـسيار حـساس        Cويروس هپاتيت   
-INNOيكي از مـشكلات روش      . باشد  مي RFLPينگ توسط متد    ژنوتيپ

LiPA TM HCV IIهـــاي مخلـــوط  ، تـــشخيص پـــايين عفونـــت

 بنابراين ميزان دقيق شيوع عفونت مخلوط در كشور ما          7و18و26،باشد مي
دومين  .در مطالعه حاضر بالاتر باشد    ممكن است از تعداد برآورد شده       

 بيمـار   48كاستي كه در مطالعه حاضر وجود داشت اين بود كـه تنهـا              
از % 8/18انديكاسيون انجام بيوپسي كبد را داشتند و مشخص شد كـه            

 هـستند كـه     Cاين بيماران داراي عفونت مخلوط با ويـروس هپاتيـت           
 مخلوط احتمالاً صد بالاي عفونت    اين در . باشد  نسبت قابل توجهي مي   

 Cها مخـزن اصـلي ويـروس هپاتيـت           تيبه اين دليل است كه هپاتوس     
پذير  كه انجام بيوپسي كبد براي تمام بيماران امكان         يجاي از آن . هستند
هـاي   ينـگ روي سـلول    يپاژنوترسـد آزمـايش      باشد، بـه نظـر مـي       نمي
اي خون محيطي به عنوان يك مخزن خارج كبـدي ويـروس             هسته تك

   14و27.كننده و ارزشمند باشد ، بتواند بسيار كمكCهپاتيت 
دهد بيماراني كه چندين بـار انتقـال خـون           مطالعه حاضر نشان مي   

) غيـره چون بيمـاران مبـتلا بـه تالاسـمي و همـوفيلي و               هم(اند   داشته
هـاي مخلـوط بـا        عفونـت  ابـتلا بـه   هايي در معرض خطر بـراي        گروه

ه درمـان ضدويروسـي پاسـخ       ها ب  اين گروه .  هستند Cويروس هپاتيت   
 در ايـن    Cچنين فراواني عـود مجـدد هپاتيـت          دهند و هم   مناسبي نمي 

ريـزي درمـاني بـراي عفونـت         رسد برنامـه   به نظر مي  . ها بالاست  گروه
 ويروس موجـود در پلاسـما بـه عنـوان           ژنوتيپ با توجه به     Cهپاتيت  

. هدف، ممكن است يكي از عوامل شكست درمان ضدويروسي باشـد          
ــاب ــال دارد بن ــت  ييپاژنوتراين احتم ــروس هپاتي ــگ وي ــه Cن  در نمون
اي خون محيطي و بيوپسي كبد روشي سـودمند و           هسته هاي تك  سلول

   .قابل تأمل باشد
 عوامـل   يبررس"نامه تحت عنوان     اني از پا  يله حاصل بخش  ا مق نيا

 ـهپات (يروس ـيو  ـدخ)  ... وتي  بـا علـت   ي مـزمن كبـد  يمـار ي در بلي
 و 1389 در سال    يشناس روسي و ي تخصص يكترا در مقطع د   "ناشناخته

 و خـدمات  ي دانشگاه علوم پزشـك  تيباشد كه با حما    يپ م / 454كد  
  است تهران اجرا شده ي درمانيبهداشت

  

 
  

1. Inamullah, Idrees M, Ahmed H, Sajid-ul-ghafoor, Ali M, Ali L, 
Ahmed A. Hepatitis C virus genotypes circulating in district 
Swat of Khyber Pakhtoonkhaw, Pakistan. Virol J 2011;8:16. 

2. Castillo I, Rodríguez-Iñigo E, López-Alcorocho JM, Pardo M, 
Bartolomé J, Carreño V. Hepatitis C virus replicates in the liver 
of patients who have a sustained response to antiviral treatment. 
Clin Infect Dis 2006;43(10):1277-83. 

3. Chevaliez S, Pawlotsky JM. Hepatitis C virus: virology, diagnosis 
and management of antiviral therapy. World J Gastroenterol 
2007;13(17):2461-6. 

4. Smith DB, Pathirana S, Davidson F, Lawlor E, Power J, Yap PL, 
Simmonds P. The origin of hepatitis C virus genotypes. J Gen Virol 
1997;78 ( Pt 2):321-8. 

5. Yun Z, Lara C, Johansson B, Lorenzana de Rivera I, Sönnerborg A. 
Discrepancy of hepatitis C virus genotypes as determined by 

References

  
Bokharaei-Salim M. et al. 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
6-

29
 ]

 

                               5 / 7

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-184-en.html


  
 629                 عمومي            

 

 
1390دي ، 10، شماره 69مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره   

phylogenetic analysis of partial NS5 and core sequences. J Med 
Virol 1996;49(3):155-60. 

6. Simmonds P, Bukh J, Combet C, Deléage G, Enomoto N, 
Feinstone S, et al. Consensus proposals for a unified system of 
nomenclature of hepatitis C virus genotypes. Hepatology 
2005;42(4):962-73. 

7. Hadziyannis SJ, Sette H Jr, Morgan TR, Balan V, Diago M, 
Marcellin P, et al. Peginterferon-alpha2a and ribavirin 
combination therapy in chronic hepatitis C: a randomized study 
of treatment duration and ribavirin dose. Ann Intern Med 
2004;140(5):346-55. 

8. Xu DZ, Xie Y, Li ZQ. Clearance of HCV RNA in peripheral 
blood mononuclear cell as a predictor of response to antiviral 
therapy in patients with chronic hepatitis C. Hepatobiliary 
Pancreat Dis Int 2005;4(4):550-3. 

9. Vera-Otarola J, Barría MI, León U, Marsac D, Carvallo P, Soza 
A, et al. Hepatitis C virus quasispecies in plasma and peripheral 
blood mononuclear cells of treatment naïve chronically infected 
patients. J Viral Hepat 2009;16(9):633-43. 

10. Kusaka S, Okusa T, Araki A, Fujiki K, Takashimizu I, Okayasu 
I, et al. Prediction of relapses after interferon-alpha therapy by 
hepatitis C virus RNA in peripheral blood mononuclear cells. J 
Med Virol 1995;46(3):265-8. 

11. Laskus T, Radkowski M, Wang LF, Jang SJ, Vargas H, Rakela 
J. Hepatitis C virus quasispecies in patients infected with HIV-1: 
correlation with extrahepatic viral replication. Virology 
1998;248(1):164-71. 

12. Castillo I, Rodríguez-Iñigo E, Bartolomé J, de Lucas S, Ortíz-
Movilla N, López-Alcorocho JM, et al. Hepatitis C virus 
replicates in peripheral blood mononuclear cells of patients with 
occult hepatitis C virus infection. Gut 2005;54(5):682-5. 

13. Blackard JT, Smeaton L, Hiasa Y, Horiike N, Onji M, Jamieson 
DJ, et al. Detection of hepatitis C virus (HCV) in serum and 
peripheral-blood mononuclear cells from HCV-monoinfected 
and HIV/HCV-coinfected persons. J Infect Dis 2005;192(2):258-
65. 

14. Gong GZ, Lai LY, Jiang YF, He Y, Su XS. HCV replication in 
PBMC and its influence on interferon therapy. World J 
Gastroenterol 2003;9(2):291-4. 

15. Mason WS, Xu C, Low HC, Saputelli J, Aldrich CE, Scougall C, 
et al. The amount of hepatocyte turnover that occurred during 
resolution of transient hepadnavirus infections was lower when 
virus replication was inhibited with entecavir. J Virol 
2009;83(4):1778-89. 

16. Stuyver L, Wyseur A, van Arnhem W, Hernandez F, Maertens G. 
Second-generation line probe assay for hepatitis C virus genotyping. 
J Clin Microbiol 1996;34(9):2259-66. 

17. Schröter M, Zöllner B, Schäfer P, Laufs R, Feucht HH. Comparison 
of three HCV genotyping assays: a serological method as a reliable 
and inexpensive alternative to PCR based assays. J Clin Virol 
2001;23(1-2):57-63. 

18. White PA, Li Z, Zhai X, Marinos G, Rawlinson WD. Mixed viral 
infection identified using heteroduplex mobility analysis (HMA). 
Virology 2000;271(2):382-9. 

19. Laskus T, Operskalski EA, Radkowski M, Wilkinson J, Mack WJ, 
deGiacomo M, et al. Negative-strand hepatitis C virus (HCV) RNA 
in peripheral blood mononuclear cells from anti-HCV-positive/HIV-
infected women. J Infect Dis 2007;195(1):124-33. 

20. Wietzke-Braun P, Maouzi AB, Mänhardt LB, Bickeböller H, 
Ramadori G, Mihm S. Interferon regulatory factor-1 promoter 
polymorphism and the outcome of hepatitis C virus infection. Eur J 
Gastroenterol Hepatol 2006;18(9):991-7. 

21. Jarvis LM, Watson HG, McOmish F, Peutherer JF, Ludlam CA, 
Simmonds P. Frequent reinfection and reactivation of hepatitis C 
virus genotypes in multitransfused hemophiliacs. J Infect Dis 
1994;170(4):1018-22. 

22. Holland PV, Barrera JM, Ercilla MG, Yoshida CF, Wang Y, de Olim 
GA, et al. Genotyping hepatitis C virus isolates from Spain, Brazil, 
China, and Macau by a simplified PCR method. J Clin Microbiol 
1996;34(10):2372-8. 

23. Antonishyn NA, Ast VM, McDonald RR, Chaudhary RK, Lin L, 
Andonov AP, et al. Rapid genotyping of hepatitis C virus by primer-
specific extension analysis. J Clin Microbiol 2005;43(10):5158-63. 

24. Bocşan IS, Neamţu A, Rădulescu A, Rafiroiu C, Suteu O, Pascu O, 
et al. The markers of hepatitis B, C and D viral infection in multiply 
transfused patients. Bacteriol Virusol Parazitol Epidemiol 
1995;40(2):109-13. 

25. Isobe K, Imoto M, Fukuda Y, Koyama Y, Nakano I, Hayakawa T, et 
al. Hepatitis C virus infection and genotypes in Japanese 
hemophiliacs. Liver 1995;15(3):131-4. 

26. Qian KP, Natov SN, Pereira BJ, Lau JY. Hepatitis C virus mixed 
genotype infection in patients on haemodialysis. J Viral Hepat 
2000;7(2):153-60. 

27. Roque-Afonso AM, Ducoulombier D, Di Liberto G, Kara R, Gigou 
M, Dussaix E, et al. Compartmentalization of hepatitis C virus 
genotypes between plasma and peripheral blood mononuclear cells. J 
Virol 2005;79(10):6349-57. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Different hepatitis C virus genotypes in serum, peripheral blood mononuclear cells, and liver biopsy in hepatitis C infection 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 tu

m
j.t

um
s.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
6-

29
 ]

 

                               6 / 7

https://tumj.tums.ac.ir/article-1-184-en.html


  
630        

 

 
 1390دي،10، شماره69مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره

 

 

Investigating the presence of different hepatitis C virus genotypes in 
serum, peripheral blood mononuclear cells, and liver biopsy specimens 

of patients with hepatitis C virus infection 
 

 
 

  

 
Farah Bokharaei-Salim Ph.D.1* 
Hossein Keyvani Ph.D.1 

Farhad Zamani M.D.2 

Fatemeh Jahanbakhsh Sefidi 
Ph.D. student1 

Afsaneh Amiri M.D.2 

 
1- Department of Virology, Tehran 
University of Medical Sciences, 
Tehran, Iran. 
2- Gastroenterology and Liver 
Disease Research Centre, Tehran 
University of Medical Sciences, 
Tehran, Iran 
 
 
 
 

 
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 
  

 

 
*
Corresponding author: Department of 

Virology, Tehran University of Medical 
Sciences, Highway Hemmat, Tehran, 
Iran. 
Tel: +98- 21- 88602205 
E-mail: Bokharaeifarah@gmail.com 

 

                                                                    Received: August 27, 2011    Accepted: October 12, 2011

 
Background: Hepatitis C virus (HCV) is essentially considered as hepatotropic, but 

virus sequences have also been found in other important extrahepatic sites, including 

peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). This study was done to investigate the 

presence of mixed infection and the differences between hepatitis C virus genotypes in 

plasma, peripheral blood mononuclear cells, and liver biopsy specimens in patients with 

hepatitis C virus infection. 
Methods: One hundred and fifty two patients with established chronic hepatitis C 

infection attending Firouzgar Hospital, affiliated to Tehran University of Medical 

Sciences, from September 2008 to April 2010 were enrolled in the present study. After 

collecting plasma, peripheral blood mononuclear cell, and liver biopsy specimens, RNA 

was extracted from the samples and hepatitis C virus genotyping was performed using 

INNO-LiPA™ HCV II kit. The hepatitis C virus genotyping was confirmed by 

sequencing the RT-nested PCR product of 5’-UTR fragments. 

Results: The mean age of the participants was 31.2±16.9 years. Multiple hepatitis C 

virus genotypes were detected in 4 (2.6%) out of 152 plasma samples, 10 (6.6%) out of 

152 peripheral blood mononuclear cell samples, and 9 (18.8%) out of 48 liver biopsy 

specimens. Hepatitis C virus genotypes were different in the plasma, PBMC, and liver 

biopsy specimens of 21 (13.8%) patients. 

Conclusion: The present study shows that a significant proportion of patients with 

chronic hepatitis C infection are infected by multiple hepatitis C virus genotypes which 

may not be detectable in their plasma specimens.  

 

Keywords: Genotype, Hepatitis C Virus (HCV), mixed infection. 
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