
 ها مجله دنیای میکروب
 7733( زمستان 73سال یازدهم شماره چهارم )پیاپی 

 773-773صفحات 

 در استان گیلان Cویروس هپاتیت  1aژنوتیپ  NS5Bشناسایی جهش های ژن 

 3، مهناز هوشمند راد3، حمدالله رحیمی دوگاهه7*لیلا اسدپور
 استادیار، گروه زیست شناسی، واحد رشت، دانشگاه آزاد اسلامی، رشت، ایران. 1

 کارشناس ارشد، گروه زیست شناسی، واحد تنکابن، دانشگاه آزاد اسلامی، تنکابن، ایران. 2

 چکیده

عامل اصلی هپاتیت مزمن کبدی است که سالیانه باعث مرگ هزاران نفر در دنیا می گردد. پروتئین  Cویروس هپاتیت  سابقه و هدف:

NS5B ،RNA  پلی مراز وابسته بهRNA  است که توسط ژنNS5B  کد می شود و در همانندسازی ویروس نقش دارد. از جمله

می باشند. ظهور سویه های مقاوم به  NS5Bداروهای موثر در درمان این عفونت های ناشی از این ویروس مهارکننده های پروتئین 

ژنوتیپ  NS5Bاین داروها یک مانع بزرگ در موفقیت درمان می باشد. هدف از این مطالعه بررسی جهش های احتمالی در ناحیه 

1a  ویروس هپاتیتC .در استان گیلان است 

مثبت استخراج و شناسایی مولکولی و تعیین سروتیپ آن   HCVبیمار آنتی 222ژنومی ویروس از پلاسمای  RNAمواد و روش ها: 

تکثیر و به منظور   1aسویه دارای ژنوتیپ  11در  NS5Bژن   آن  و تعیین توالی محصول انجام شد. پس از  RT-PCRبه روش

 شناسایی جهش ها توالی یابی گردید.

درصد( فراوان ترین ژنوتیپ های شناسایی شده در گیلان بودند. بر  5/33)  1aدرصد( و  2535)  3aبه ترتیب ژنوتیپ های یافته ها: 

، Q309نوع جهش بدمعنی در کدون های  7سویه ،  2مورد بررسی در  1aسویه دارای ژنوتیپ  11اساس نتایج توالی یابی، از میان 

A327 ،S254 ،K304 ،N307 ،R250  وA334  .شناسایی شد 

در گیلان می باشد. شناسایی جهش ها یا پلی مورفیسم مرتبط با  Cاز ژنوتیپ های شایع ویروس هپاتیت  1aژنوتیپ نتیجه گیری: 

 مفید باشد. Cمی تواند در بهینه سازی درمان و تعیین کارایی داروها در درمان هپاتیت  Cمقاومت در ویروس هپاتیت 

 NS5B.، مقاومت دارویی، جهش Cهپاتیت واژگان کلیدی: 

 37تیر ماه پذیرش برای چاپ:    37خرداد ماه دریافت مقاله: 

 *( آدرس برای مکاتبه: رشت، دانشگاه آزاد اسلامی واحد رشتت، گتروه زیستت شتنتاستی.

 asadpour@iaurasht.ac.irپست الکترونیک:  131155151/1تلفن:    

 م دمه     

یک مشکل عمده بهداشتی در ستراستر                                 Cویروس هپاتیت                      

میلیون نفر در دنیا به عفونت ایتن                                   171جهان می باشد و حدود                     

هزار نفر از بیماری هتای کتبتدی                               711ویروس مبتلا هستند و                    

ناشی از این عفونت جان خود را از دست متی دهتنتد. ایتن                                                  

ویروس منجر به ایجاد هپاتیت حاد و مزمن، سیروز و کارسینوم                                                         

 (.      2و     1سلول های کبدی می گردد )                       

یک ویروس پوشش دار و دارای ژنومتی از                                      Cویروس هپاتیت              

 کتیتلتو بتاز            /33تک رشته ای با  ول تقریبتی                            RNAجنس     

می باشد. این ویروس ع وی از خانواده فتلاوی ویتریتده و                                                  

دارای تتوالتی               Cاست. ویروس هپاتیت                   هپاسی ویروس             جنس     

نوکلئوتیدی مت یر در  ول ژنوم ختود است و بتر استتتاس                                                  

زیتر تتیتپ           31ژنوتیپ و حدود                 7مطالعتا  فیلوژنتیتک بته                         

تقسیم می شود. تفاو  ژنوتیپ ها حاصل اختلاف در بیش یتا                                                     

شتایتع تتریتن             1  توالی نوکلئوتیدها است. ژنوتیپ                                 51برابر       

ژنوتیپ با گسترش جهانی می باشد که پاس  بته درمتان آن                                                   

درصد موارد عفونت با ایتن                           2  عی  است. هم نین بیش از                         
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  2و     5ویروس ایجاد می شتود. پس از آن ژنتوتتیتپ هتای                                          

 (.    2- بیشترین شیوع را دارند )                       

کش  نشده بتود و                   Cکه ویروس هپاتیت                 1331تا  بل از سال               

هی گونه کیت آزمایشگاهی نیز برای شناسایی ویروس وجتود                                                    

نداشت، اصلی ترین راه انتقال آلودگی، خون و فرآورده ختونتی                                                        

آلوده به ویروس بود. اما با کش  ویروس و تولید کیتت هتای                                                      

آزمایشگاهی تا حد زیادی از انتقال ویروس جلوگیری به عمتل                                                       

آمد. به  ور کلی این ویروس در مایعا  بیولوژیک مانند خون،                                                         

سرم، پلاسما، بزا  دهان، اشک، مایع منی، مایع آسیت و متایتع                                                        

م زی نخا ی یافت می شود و تماس با این مایعا  بیولوژیتک                                                      

 (.  /و     2می تواند موجب انتقال عفونت گردد )                                 

به دلیل تعدد ژنوتیپ ها و زیتر تتیتپ هتای                                        Cدرمان هپاتیت              

(. از داروهایی کته در حتال                          2ویروس پی یده و دشوار است )                          

حا ر در دست مطالعه می باشند، می توان به مهارکننده هتای                                                       

پروتئاز و مهارکننده های پلی مراز ویروس اشتاره نتمتود کته                                                      

به ارم ان آورده انتد.                        Cامیدهای زیادی را برای درمان هپاتیت                                    

نکته شایان توجه در مورد این داروها، این است کته متقتاو                                                       

به این داروها در اثر مصرف آنهتا مشتاهتده                                         Cویروس هپاتیت              

شده است. این امر به دلیل جهش و ت ییرا  آمینتواستیتدی در                                                      

 ر  می دهد.            NS5Bپروتئین های هدف مانند                       

NS5B      یکRNA                      پلی مراز وابسته بتهRNA             استت کته در

پردازش ژنوم ویروس به منظور ایجاد رشته الگوی متنتفتی و                                                    

(. ایتن        /سپس رونویسی نسخه های دختری ژنوم دخالت دارد )                                            

آنزیم دارای دو جایگاه می باشد: یک جایگاه کاتالیتیتک بترای                                                         

اتصال ترکیبا  نوکلئوتیدی و چهار جایگاه دیگر برای ت ییترا                                                           

آلوستریک که ترکیبا   یرنوکلئوتیدی می توانند به آنها متصتل                                                          

در میتان تتمتام                RNAپلی مراز وابسته به                      RNAشوند. ساختار              

(. تاکنون           1ژنوتیپ های این ویروس بسیار حفاظت شده است )                                          

تعدادی از این جهش های مقاومتی در نواحی یاد شده شناسایتی                                                        

 شده اند.          

  NS5Bهدف این مطالعه بررسی جهش های احتمالی در ناحیته                                               

، به منظور بررسی د یل مقاومتت                               Cویروس هپاتیت                a1ژنوتیپ        

 ، در استتتان گتیتلان                 NS5Bبه داروهای مهار کننده پروتئیتن                               

 می باشد.        

  مواد و رو  ها             

نمونه پتلاتستمتای                222در این مطالعه،                ال ( جمع آوری نمونه:                      

مثبت )بیماران مثبت از نظر آنتی بتادی  تد                                           HCVبیماران آنتی            

HCV                           به آزمتایشتگتاهتای                  32و      3( مراجعه کننده در سال های

تشخی   بی شهر رشت مورد بررسی  رار گرفت. نمونه هتای                                                   

درجه ستلتیتستیتوس                -21پلاسما تا زمان انجام آزمون در دمای                                   

 نگهداری شدند.               

: به منتظتور استتتختراج                       N  و ساخت             N ب( استخراج            

RNA        از کیتQ Aa p        شرکت(Qia                      استتتفتاده )آلتمتان ،

، پس از استتتختراج،                  RNAگردید. به دلیل ناپایدار بودن مولکول                                     

c NA                                                        .با استفاده از کیت )یکتا تجهیز آزما، ایران( ساخته شتد

بتا        RNas   r، رندوم هگزامر و آب مقطر                          RNAبدین منظور            

درجته        71د یقه در دمتای                 2یکدیگر مخلو  شدند و به مد                             

سلیسیوس  رار گرفتند. سپس آنزیم و دیگر اجزای واکنتش بته                                                      

  1/به متد           c NAمخلو  ا افه و برای انجام واکنش سنتز                                     

درجه سلیسیوس  رار گرفتت. در نتهتایتت                                    2 د یقه در دمای               

د یقته         11درجه سلیسیوس به مد                        71مخلو  واکنش در دمای                     

  یرفعال گردد.               RTنگهداری شد تا آنزیم                     

بته    :       ج( شناسایی مولکولی و تعیین ژنوتیپ ویروس هپاتتیتت                                              

حاصتل        c NA، از       Cمنظور شناسایی مولکولی ویروس هپاتیت                                    

 TR - 5با استفاده از پرایمر اختصاصی ناحیه                                      PCRدر واکنش          

 منبع (bpطول قطعه تکثیر یافته ) توالی پرایمر نام پرایمر

5 -UTR (5 - CAAGCACCCTATCAGGCAGT-3 )F 
(5 - AGCGTCTAGCCATGGCGT-3 )R 

25  3 

NS5B (5 - GATACCCGCTGTTTTGACTC-3 )F 
5 - CTGGTCATAGCCTCCGTGAA-3 () R 

577 11 

 NS5Bو ژن  HCVژنوم   TR - 5پرایمر های مورد استفاده به منظور تکثیر ناحیه. 1جدول 
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استفاده گردید. توالی نوکلئوتیدی پرایمرهای متورد                                                  HCVژنوم      

نشان داده شده است. واکنش نتهتایتی در                                     1استفاده در جدول                 

  2التگتو،         c NAمیکترولتیتتتر             5میکرولیتر شامل:                   22حجم     

  11پتیتکتومتول(            11میکرولیتر از هر پرایمر رفت و برگشت )                                    

، ایتالیاPCR    (Go d    ou    H  i             )میکرولیتر از مستر میکس                      

  PCR A a a tiانجام شد. برنامه دمایی دستگاه ترموسایکلر )                                          

   a       در شرایط زیر انجام گرفت: واسرشت شدن اولتیته                                           (     ، آلمان

سیکل حترارتتی شتامتل                    51د یقه،          2به مد           C      32در دمای         

ثانیه، اتصال پرایمتر                       1/به مد            C      3واسرشت شدن در دمای                    

بته      C      72ثانیه، گسترش در دمای                        1/به مد           /C      2در دمای         

  11بته متد           C      72ثانیه و گسترش نهایی در دمای                               1/مد      

 در ژل آگتاروز              PCRد یقته. در نتهتایتت متحتصتو                          

   التتکتتتتتروفتتورز گتتردیتتدنتتد و بتتا دستتتتتگتتاه                                132

 V tra s i  u i ator                                        مورد ارزیابی  رار گرفتند. به متنتظتور

برای توالتی یتابتی بته                      PCRتعیین ژنوتیپ نمونه ها، محصول                              

شرکت ماکروژن کره جنوبی ارسال گردید. نتایتج حتاصتل بته                                                   

، مورد بررستی  ترار                   B AST(کمک  نرم افزار آنلاین بلاست )                           

 (.          3گرفت )      

 NS5Bتکثیر ژن        و بررسی جهش های آن:                         NS5Bد( تکثیر ژن             

با استفاده از پرایمرهای اختصتاصتی ایتن ژن                                          PCRدر واکنش          

انجام گرفت. توالی نوکلئوتیدی پرایمرهای مورد استتتفتاده در                                                        

 در حتجتم          PCRنشان داده شده است. واکنش نهایی                                  1جدول      

میکرولیتر همانند مرحله  بل انجام شد با این تتفتاو  کته                                                       22

ثانیه بود.              1/به مد             C      /2دمای اتصال پرایمر در این مرحله،                                 

  التکتتتروفتورز              132در ژل آگاروز                 PCRدر نهایت محصو                   

متورد        V tra s i  u i ator گردید و در پایان با دستتتگتاه                            

ارزیابی  رار گرفت. پس از ا مینان از تک باند بودن محصو                                                           

PCR                                                    نمونه ها با حف  زنجیره سرمایی برای توالی یتابتی بته ،

شرکت  ماکروژن کره جنوبی ارسال شدند. نتایتج حتاصتل بته                                                   

 C C(،  نترم افتزار               B ASTکمک  نرم افزار آنلاین بلاست )                           

 ai   or    ch  3.5                      ( و نرم افزار کرومتاسChro as      از )

نظر وجود جهش در نمونه های مورد مطالعه نسبت به نتمتونته                                                     

 مورد بررسی  ترار گترفتت                         NCBاستاندارد موجود در سایت                         

 (11      .) 

 یافته ها        

در ایتن        و ژنوتایپین :                    ال ( نتایج ردیابی ژنوم ویروس                              

با تولید  طعاتی به                      Cمطالعه شناسایی مولکولی ویروس هپاتیت                                     

انجام گرفت. از متقتایسته                         PCRجفت باز در واکنش                     25 ول     

توالی نوکلئوتیدی محصو   واکنش با توالی های ثبت شده در                                                       

در نتمتونته هتا               3aو      1a   ،1    ،1cنوع ژنوتیپ               بانک ژنی،           

و     1شناسایی گردید. نتایج حاصل از تکثیر این ژن در شتکتل                                                  

نشتان        1فراوانی ژنوتیپ های مختل  این ویروس در نمودار                                              

 داده شده است.               

نمونه از ویروس                  11در    و تعیین توالی آن:                     NS5Bب( تکثیر ژن             

، محصولی با  ول                   NS5Bاز تکثیر ژن               1aبا ژنوتیپ             C هپاتیت      

جفت باز ایجاد شد. نتایج حاصل از تکثیتر ایتن ژن در                                                   577

 HCVفراوانی ژنوتیپ های مختل  ویروس : 1نمودار 

 111( متارکتر HCV    .Mژن  RT-PCRنتایج مربو  به محصول . 1شکل 

( کتنتتترل 2، ستون C( نمونه مثبت ویروس هپاتیت 1جفت بازی، ستون 

 ( کنترل منفی.5مثبت، ستون 
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نشان داده شده است. از آنالیز توالی نوکلئوتتیتدی ایتن                                                     2شکل     

مورد دو تا چهار جهش بد معنی شناسایی گردید                                               2نمونه ها در             

 (.  5-2)شکل های          

،   Q309   ،A327این جهش ها موجب ت ییرا  آمیتنتواستیتدی                                    

S254   ،K304   ،N307   ،R250     وA334                        گردیدند. هم نین تتمتام

نمونه های مورد بررسی دارای یک یا چند جهش خاموش نتیتز                                                    

نتوع جتهتش           55بودند. به  وری که در مجموع جدایه هتا                                     

خاموش شناسایی شد. فهرست جهش های بدمعنی و ت یتیترا                                                   

آمینواسیدی مشاهده شده در نمونه های توالی یتابتی شتده در                                                      

 نشان داده شده است.                    2جدول      

 

  ح    

یکی از مهمترین عوامل ایجاد بیماری هتای                                           Cویروس هپاتیت              

 کبدی می باشد. بیش از دو دهته از زمتان کشت  ویتروس                                               

می گذرد، اما گزینه های درمانی آن هنتوز متحتدود                                               Cهپاتیت        

(. بخشی از این محدودیت به دلیل جتهتش هتای                                        11هستند )       

کته      NS5Bمتعدد در ساختار ژنوم ویروس به ویت ه در ژن                                          

موثر در پتردازش ژنتوم                       RNAپلی مراز وابسته به                       RNAیک  

 ویروس به منظور ایجاد رشته الگتوی متنتفتی و رونتویستی                                                

 (.  7نسخه های دختری ژنوم می باشد )                             

در مطالعه حا ر بیش ترین ژنوتیپ های مشتاهتده شتده بته                                                  

بودنتد کته بتا             1c و  3a ،    1a   ، 1ترتیب مربو  به ژنوتیپ های                           

( و همکاران در                 Hoss i i Mo haddaمطالعه حسینی مقدم )                   

و همکاران در شمال هند و ح  شتنتاس                                     )V r a(تهران، ورما             

)Ha hsh  as(                                            و همکاران در  ا مشهر کاملا  هم خوانتی دارد 

 (1 -12      .) 

  )Sa i i Rad(اما در مطالعا  دیگری که توسط صمیمی راد                                        

و همتکتاران و حتجتازی                     )Ma h oo h(و همکاران، مخلو                   

)H  a i(                                1و همکاران انجام گرفت، ژنوتیپa                 دارای بیشتتریتن

 فراوانی بود کته بتا متطتالتعته حتا تر متتتفتاو  استت                                          

(. بر این اساس میزان شیوع ژنوتیپ هتای متختتتلت                                             17-12)   

در منا   مختل ، بسته به شرایط ا لیمی و                                          Cویروس هپاتیت              

ژنتیکی آن منطقه متفاو  است. بروز متقتاومتت نستبتت بته                                                 

 به دلتیتل جتهتش در                  Cداروهای مختل  در ویروس هپاتیت                               

ر       NS5Bو      NS    ،NS5ژن های مختل  این ویروس مانند                              

می دهد. از جمله شایع ترین این جهتش هتا متی تتوان بته                                                 

 310N   ،S2 2T   ،S32 G   ،T329      وQ309R   

 اشاره نمود.             

به بتررستی شتیتوع                 2112و همکاران در سال                    ) asp (جاسپ      

ویتروس         NS5Bجهش های آمینواسیدی در نواحی مرکزی و                                     

در جدایه های ونزو لایی پرداختند. نتایج آنها نشتان                                                   Cهپاتیت        

  2در تمام ژنوتیپ ها به جز ژنتوتتیتپ                                  Q309Rداد که جهش            

 (.      11مشاهده می شود )               

، جهش هایی که به  تور                       211و همکاران در سال                    ) Ki(کیم     

 در بتیتمتاران              C بیعی در ناحیه  یرساختاری ویروس هپاتیت                                        

مزمن که تحت درمتان بتودنتد، متورد                                 HCVکره ای آلوده به                 

و     )Casti ho(، کاستیلو           2111(. در سال           13بررسی  رار دادند )                  

 تعداد نمونه کدون تغییر  ازی تغییر آمینواسیدی
Gln>Arg 
Q309R 

GGG>CAC 513 
2 

Ala>Gln 
A327Q 

GAG>CCG 527 
Lys>Arg 
K304R 

GGG>AAA 51  
1 

Asn>Gly 
N307G 

CGGC>AA 517 
Ser>Thr 
S254T 

CCACC>T 22  
1 Lys>Arg 

K304R 
GGG>AAA 51  

Asn>Gly 
N307G 

CGC>GAA 517 
Arg>Lys 
R250K 

GAG>AGA 221 

1 
Lys>Arg 
K304R 

GGG>AAA 51  
Asn>Gly 
N307G 

CGGC>AA 517 
Ala>Thr 
A334T 

CAACA>G 55  

 جهش های بدمعنی مشاهده شده در نمونه های توالی یابی شده. . 2جدول 

جتفتت  111( مارکر NS5B  ،Mژن  PCRنتایج مربو  به محصول .  2شکل 

 جفت باز. 577با  ول  PCR( محصول 2تا  1بازی، ستون های 



 و همکاران لیلا اسدپور . در استان گیلان  Cویروس هپاتیت  1aژنوتیپ   NS5Bشناسایی جهش های ژن  .1537ها، سال یازدهم، شماره چهارم زمستان  دنیای میکروب

 

336 

در ویتروس             NS5Bهمکاران به بررسی ارتبا  واریانت هتای                                   

با مقاومت به داروهای  دویروسی جدید در بیماران                                                 Cهپاتیت        

 یرخویشاوند پرداختند. بر اساس نتایج تحقی  آنها، شایع تریتن                                                           

   Q309Rبود. بر اساس این مطالعته، جتهتش                                Q309Rجهش،      

به وی ه در بیماران آسیایی استت.                                  NS5Bشایع ترین جهش در                  

در هتیت            T329یا     S2 2   ،S32 Gدر این مطالعه، جهش های                        

 (.  11یک از نمونه های مورد بررسی مشاهده نگردید )                                          

مشاهده شد. هم نین در                        Q309Rدر مطالعه ما نیز جهش شایع                           

،   S2 2Tنتیجه مشابهی در مطالعه حا ر نیتز جتهتش هتای                                         

S32 G     وT329                                       .در هی  کدام از نمونه ها یافت نشد 

به متطتالتعته             2115و همکاران در سال                    )Pao ucci(پا ولوچی          

   NS5Bجهش های مقاومت به مهتارکتنتنتده هتای نتاحتیته                                       

 پرداختند. نتایج این مطالعه نشتان داد کته در ستویته هتای                                                    

 از      NS5Bجهتش هتای متقتاومتت در                       1aدارای ژنوتیپ              

 N307G.و ت ییر آمینواسیدی  AAC>GGC: با ت ییر کدونی GGبه  517در مو عیت  Aaالکتروفروگرام مربو  به ت ییر بازهای : 2شکل

 Q309R.و ت ییر آمینواسیدی  CAG>CGG: با ت ییر کدونی Gبه  513در مو عیت  Aالکتروفروگرام مربو  به ت ییر باز : 5شکل

 K304R.و ت ییر آمینواسیدی  AAG>AGG: با ت ییر کدونی Gبه   51در مو عیت  Aالکتروفروگرام مربو  به ت ییر باز :  شکل
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  1232نتیتز در          452H و     V321    ،M42     ، 44 Hجمله      

،   159F   ،V321    ،C31 N بیماران وجود دارد. این جهش ها                               

M42     ، 452H   ،R4 5G     وV499A         ( 21بودند    .) 

اگرچه هی  یک از جهش های این مطالعه در تحقیت  حتا تر                                                  

،   Q309Rمشاهده نشد، اما علاوه بر مشاهده جتهتش شتایتع                                         

چندین جهش بد معنی دیگر نیز دیده شد. مقایسه نتایج حاصتل                                                       

از این تحقی  و سایر مطالعا  انجام شده نشان می دهتد کته                                                      

نقش مهمی در عمتلتکترد                       NS5Bجانشینی های آمینواسیدی در                         

 ویروس دارند.              

در دو نتمتونته               Q309Rدر این مطالعه، جهش مقاومت شایع                                

،   S254Tمشاهده شد. هم نین جهش های بدمعنی دیگری مانند                                              

K304R   ،R250K                                       مشاهده شد که در مطالعا  دیگر گتزارش

نشده بودند. بنابراین به منظور بررسی اهمیتت جتهتش هتای                                                   

 جدید، باید مطالعا  گسترده تری به عمل آید.                                         

 نتیجه گیری          

با توجه به متفاو  بودن پاس  به درمان ژنوتیپ های مختتلت                                                        

، ژنوتایپین  نقش مهمی در مدیریت درمتان                                       Cویروس هپاتیت              

از شایع ژنوتیتپ                   1aهپاتیت ناشی از این ویروس دارد. ژنوتیپ                                     

در گیلان می باشد. شناسایی جهش هتا                                   Cهای ویروس هپاتیت                  

یا پلی مورفیسم مرتبط با مقاومت در این ژنتوتتیتپ ویتروس                                                    

می تواند در بهینه سازی درمان مفید باشد. هم نتیتن                                                  Cهپاتیت        

بستیتار         Cاین داده ها در تعیین کارایی داروها در درمان هپاتیت                                                    

 حا ز اهمیت هستند.                 

 

 ت کر و قدردانی              

 نویسندگان  این مقتالته از دانشتگتاه آزاد استلامتی واحتد                                                 

 رشت به دلیل همکاری در اجرای این پروژه کتمتال امتتتنتان                                                 

 را دارند.         

References 

1. Von Delft A, Donnison TA, Lourenço J, Hutchings C, Mullarkey CE, Brown A, Pybus OG, 

Klenerman P, Chinnakannan S, Barnes E. The generation of a simian adenoviral vectored HCV 

vaccine encoding genetically conserved gene segments to target multiple HCV genotypes.  

Vaccine. 2018; 36(2): 313-321. 

2. Chantratita W, Song KS, Gun Ho C, Pongthanapisith V, Thongbaiphet N, Wongtabtim G, 

Pasomsub E, Angkanavin K, Nimse SB, Sonawane MD, Warkad SD. 6 HCV genotyping 9G test 

and its comparison with VERSANT HCV genotype 2.0 assay (LiPA) for the hepatitis C virus 

genotyping. J Virol Methods. 2017; 239: 1-8. 

3. Ali N, Allam H, May R, Sureban SM, Bronze MS, Bader T, Umar S, Anant S, Houchen CW. 

Hepatitis C virus-induced cancer stem cell-like signatures in cell culture and murine tumor  

xenografts. J Virol. 2011; 85(23): 12292-12303. 

4. Messina JP, Humphreys I, Flaxman A, Brown A, Cooke GS, Pybus OG, Barnes E. Global  

distribution and prevalence of hepatitis C virus genotypes. Hepatol. 2015; 61(1): 77-87. 

5. Lauer GM, Walker BD. Hepatitis C virus infection. New Engl J Med. 2001; 345(1): 41-52. 

6. Bennett JE, Dolin R, Blaser MJ. Principles and practice of infectious diseases. Elsevier Health 

Sci; 2014; 1: 1336-1356. 

7. Ranjith-Kumar CT, Kao CC. Biochemical activities of the HCV NS5B RNA-dependent RNA 

polymerase. Hepatitis C viruses: Genomes and molecular biology. Norfolk (UK): Horizon  

Bioscience. 2006: 293-310. 

8. Pockros PJ. New direct-acting antivirals in the development for hepatitis C virus infection. 



 و همکاران لیلا اسدپور . در استان گیلان  Cویروس هپاتیت  1aژنوتیپ   NS5Bشناسایی جهش های ژن  .1537ها، سال یازدهم، شماره چهارم زمستان  دنیای میکروب

 

338 

Therap Adv Gastroenterol. 2010; 3(3): 191-202. 

9. Motawi TM, Rizk SM, Shaker OG, Mokhtar OZ. MicroRNAs as predictor markers for response 

to interferon treatment of chronic hepatitis C genotype-4 in Egyptian patients. PloS one. 2015; 10

(3): 1-12. 

10. Castilho MC, Martins AN, Horbach IS, Perez RD, Figueiredo FA, Pinto PD, Nabuco LC, Lima 

DB, Tanuri A, Porto LC, Júnior F. Association of hepatitis C virus NS5B variants with resistance 

to new antiviral drugs among untreated patients. Mem Inst Oswaldo Cruz. 2011; 106(8): 

968-975. 

11. Huang T, Wang J, Cai YD, Yu H, Chou KC. Hepatitis C virus network based classification of 

hepatocellular cirrhosis and carcinoma. PLoS One. 2012; 7(4): e34460. 

12. Hosseini Moghaddam SM, Keyvani H, Kasiri H, Kazemeyni SM, Basiri A, Aghel N, Alavian 

SM. Distribution of hepatitis C virus genotypes among hemodialysis patients in Tehran: a  

multicenter study. J Med Virol. 2006; 78(5): 569-573. 

13. Verma V, Chakravarti A, Kar P. Genotypic characterization of hepatitis C virus and its  

significance in patients with chronic liver disease from Northern India. Diagn Microbiol Infect 

Dis. 2008; 61(4): 408-414. 

14. Haghshenas MR, Babamahmoodi F, Rafiei AR, Vahedi V. The correlation between HCV  

genotypes and liver damage in HCV patients. J Mazandaran Uni Med Sci. 2011; 21(85): 76-83. 

15. Samimi Rad K, Nategh R, Malekzadeh R, Norder H, Magnius L. Molecular epidemiology of 

hepatitis C virus in Iran as reflected by phylogenetic analysis of the NS5B region. J Med Virol. 

2004; 74(2): 246-252. 

16. Makhloogh A, Aezinia N, Haghshenas MR, Tirgar-fakheri H, Maleki I, Taghvaei T.  

Comparison of Hepatitis C Virus Genotypes in Hemodialysis and Nonuremic Patients.  

Armaghane Danesh. 2010; 15(3): 283-292. [In Persian] 

17. Hejazi MS, Ghotaslou R, Farshdoosty Hagh M, Mohammadzadeh Sadigh Y. Genotyping of 

hepatitis C virus in northwest of Iran. Biotechnol. 2007; 6(3): 302-308. 

18. Jaspe RC, Sulbarán YF, Sulbarán MZ, Loureiro CL, Rangel HR, Pujol FH. Prevalence of  

amino acid mutations in hepatitis C virus core and NS5B regions among Venezuelan viral  

isolates and comparison with worldwide isolates. Virol J. 2012; 9(1): 214. 

19. Kim DW, Lee SA, Kim H, Won YS, Kim BJ. Naturally occurring mutations in the  

nonstructural region 5B of hepatitis C virus (HCV) from treatment-naïve Korean patients  

chronically infected with HCV genotype 1b. PLOS One. 2014; 9(1): e87773. 

20. Paolucci S, Fiorina L, Mariani B, Gulminetti R, Novati S, Barbarini G, Bruno R, Baldanti F. 

Naturally occurring resistance mutations to inhibitors of HCV NS5A region and NS5B  

polymerase in DAA treatment-naive patients. Virol J. 2013; 10(1): 355. 



 

Study of NS5B gene mutations in hepatitis C virus genotype 1a  

in Guilan Province 

Leila Asadpour1, Hamdollah Rahimi Dogaheh2, Mahnaz Houshmand Rad2 

1Assistant Professor, Department of Biology, Rasht Branch, Islamic Azad University, Rasht, Iran. 
2M.Sc., Department of Biology, Tonekabon Branch, Islamic Azad University, Tonekabon, Iran. 

 

Abstract 

Background & Objectives: Hepatitis C virus is the main cause of chronic hepatitis, resulting in a 

thousand deaths every year. NS5B protein is an RNA-dependent RNA polymerase that is encoded 

by the NS5B gene and involved in virus replication. One of the most effective drugs in the  

treatment of infections caused by this virus are NS5B protein inhibitors. The emergence of the 

strains resistant to these drugs is a major obstacle to the success of treatment. The aim of this 

study was to investigate possible mutations in the NS5B region of hepatitis C virus genotype 1a in 

Guilan province. 

Materials & Methods: HCV genomic RNA was extracted from the plasma samples of 225  

anti-HCV positive patients and its molecular identification and genotyping was carried out by  

RT-PCR and product Sequencing. Then, the NS5B gene was amplified in 10 strains with genotype 

1a and subsequently sequenced to determine mutations in this region. 

Results: Genotypes 3a (53.3%) and 1a (36.9%) were the most abundant genotypes identified in 

Guilan. According to sequencing results, out of 10 investigated genotype 1a strains, 5 strains 

showed 7 types of missense mutations in codons Q309, A327, S254, K304, N307, R250, and 

A334. 

Conclusions: Genotype 1a is one of the common genotypes of hepatitis C virus in Guilan.  

Identifying mutations or polymorphisms associated with resistance in hepatitis C virus can be  

useful in optimizing the treatment and determining the efficacy of drugs in treating hepatitis C  

virus. 
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