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و   منفيHBsAg در اهداكنندگان خون با "ب"بررسي عفونت نهفته هپاتيت 
anti-HBcمثبت   
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  چكيده
اما با اين وجود .  خطر انتقال بيماريهاي عفوني از طريق انتقال خون به ميزان زيادي در طي سالهاي اخير كاهش پيدا كرده است:مقدمه

آزمايش رايج براي شناسايي خونهاي آلوده . يكي از هدفهاي اصلي انتقال خون به صفر رساندن احتمال انتقال بيماريهاي عفوني مي باشد
، Bاما در عفونت نهفته هپاتيت .  مي باشدELISA با روش (HBsAg) تعيين آنتي ژن سطحي ويروس B (HBV)به ويرووس هپاتيت 

HBsAg با روش ELISAنظر  هاي خوني از فرآوردهتر و تكميلي براي غربال كردن  بنابراين تستهاي حساس.  قابل شناسايي نيست
 مناسب HBV  تشخيص آلودگي به براييرا به عنوان يك تست غربالگر anti-HBc بعضي محققين تست . نياز استHBVآلودگي به 
  و همچنين مشخص نمودن ارزش واقعي تست  در اهدا كنندگان خون HBVهدف از اين تحقيق تعيين عفونت نهفته . دانسته اند
anti-HBcشخيص عفونت نهفته هپاتيت  به عنوان يك تست غربالگر در تBبوده است .  

 از  نمونه خون545عداد تانجام گرفت،  1383 ارديبهشت و خرداد در طي ماههايمقطعي  -از نوع توصيفي اين مطالعه :روش بررسي
ونه هاي سپس نم. مورد ارزشيابي قرار گرفتند  HBsAg از نظرELISA و به وسيله تست گرديدسازمان انتقال خون اصفهان جمع آوري 

HBsAg به منظور وجود منفيanti-HBcدست آوردن موارد عفونتهاي نهفته هپاتيت ه به منظور ب.  تست شدندB تمام نمونه هاي 
HBsAgو منفي  anti-HBc  از نظر وجود مثبتHBV DNA با روش PCR بررسي شدند.  

با استفاده . مثبت بودند anti-HBc  از نظر منفيHBsAgونه هاي از نم%) 8(مورد  43  منفي بودند اما HBsAg تمام نمونه ها از نظر :نتايج
 HBV DNA از نظر  از اين نمونه ها%)6/11 (مثبت، مشخص شد كه پنج عدد anti-HBc  منفي HBsAg روي نمونه هاي PCR روش از

  . بودندHBVآلوده به ويروس  مثبت و
 در خون بيماران قابل HBsAg مي باشد كه در اين حالت Bه هپاتيت ، عفونت نهفتHBVكلينيكي عفونت  يكي از فرمهاي :نتيجه گيري

 يك تست بسيار PCR.  مورد نياز استHBV هاي خوني از نظر فرآوردهتري براي غربال كردن  شناسايي نيست، بنابراين تستهاي حساس
  تست  يك وضوح نشان داد كهه نتايج ما ب.  را در مقادير بسيار پايين شناسايي كندHBV DNAباشد حساس است كه قادر مي 

  شدت مورد نياز ه  هاي خوني بفرآورده براي مطمئن شدن از ايمني ومناسب بودن anti-HBc  مثل وهمچنين تست تكميليPCR  مثلحساس
    .مي باشد  
  

  . PCR, HBsAg, anti-HBc, ELISA :واژه هاي كليدي
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  مقدمه

خطر انتقال عفونت از طريق انتقال خون در طي سالهاي 
اما با اين وجود گزارشاتي . اخير به ميزان زيادي كاهش يافته است

 عفونت از طريق انتقال خون منتشر لاز سراسر دنيا مبني بر انتقا
در ميان عفونتهاي منتقله از طريق انتقال خون . )1،2(شده است

 بيشترين ميزان انتقال را به خود اختصاص داده "ب"هپاتيت 
 از طريق HBVبه گونه اي كه چندين گزارش انتقال . )3(است

 HBV براي كاهش انتقال .)1،2،4(كرده اند گزارش  راانتقال خون
 خون ايران از  انتقالنادر سازم  هاي آنفرآوردهز طريق خون و ا

  هايفرآورده در HBsAgي اليزا براي تشخيص گرتست غربال
اما با اين وجود گزارشاتي مبني بر انتقال . شود  استفاده مييخون

 منفي وجود دارد كه HBsAgاز طريق خونهاي  HBV عفونت 
ي خوني از نظر  هافرآوردهمي دهد تنها تست كردن  نشان

HBsAg به آلودگي براي تشخيص HBVو  كفايت نمي كند 
بايستي تستهاي حساستر و يا تستهاي تكميلي را در اين مورد به 

يك تست بسيار حساس است و  PCR نجا كه تست از آ.)4(كار برد
مي توان از ،  را در نمونه تشخيص دهدDNAقادر است مقادير پايين 

  ر استفاده كرد به گونه اي كه حتيت ن به عنوان تست حساسآ
در . )5( را در دوره خسوف تشخيص دادHBV به آلودگي  مي توان

 اولين آنتي بادي است كه عليه anti-HBcضمن با توجه به اينكه 
HBV ديگر شود و تيتر بالاتري از همه آنتي باديهاي مثبت مي 
كه با تي بادي براي تشخيص افرادي  مي توان از اين آن.)1،6(دارد

HBV  برخورد داشته اند استفاده كرد و آن را به عنوان تست تكميلي
HBsAgاز قبيل نژاد انسان، از آنجا كه عوامل مختلفي. )6( به كار برد 

 اثر HBsAg روي بيان HBVوضعيت اكوفيزيكي محل و زير گروه 
 آن  لذا ما بر.)3،7(گذارند و سبب سركوب بيان آن مي شوند مي

عاقب آن بررسي ميزان  و متHBV عفونت شديم تا وضعيت
 را در "ب"تيت وضعيت عفونت نهفته هپا و  anti-HBcشيوع

  . بررسي كنيماصفهان  اهداكنندگان خون
  روش بررسي

پلاسماي تازه منجمد  عدد 545تعداد : مع آوري نمونهج
 در طي ماه هاي ارديبهشت تا  ميزان نيم سي سيبه (FFP)شده 

 سازمان انتقال خون اصفهاناجعه كنندگان به  از مر1383سال خرداد 

 جمع آوري شد سپس نمونه ها  سال داشتند50 تا 18كه داراي سنين بين 
 براي مدت دو ماه نگهداري شد و براي نگهداري بيش -cº20 در

از فرمول   تعداد نمونه ها. استفاده شد– cº70 دماي از دو ماه از
 :زير محاسبه شد

545
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P در صد anti-HBc  در جمعيت مورد نظر طي تحقيقات گذشته

 دقت است d است و 96/1 درصد برابر با 95 با اطمينان Z ، )10(است
  . نفر مي باشد545حجم كل نمونه .در نظر گرفته شده است./. 3كه 

 از HBsAgبراي غربال كردن نمونه ها از نظر : تستهاي اليزا
نمونه هاي .  استفاده شد(RADIM, Italy)اليزاي تجارتي ) 2كيتهاي (

ن تست از روش در اي.  تست شدندHBsAg دوباره از نظر منفي
روش  منفي با HBsAg سپس نمونه هاي. ساندويچ استفاده شد

 جهت  (RADIM, Italy)اليزا و با استفاده از كيتهاي تجاري
تست اخير از .  تست شدندanti-HBcغربال كردن نمونه ها از نظر 

 .كند  رقابتي استفاده ميروش

شد استفاده  پلاسما lµ100 از DNAاستخراج  براي :DNAاستخراج 
د نوط شد مخلk پروتئيناز lµ100 پلاسما با lµ100به گونه اي كه ابتدا 
 cº4 دقيقه در 5 و سپس cº72  دقيقه در10و سپس به مدت 

كلروفرم انجام /نگهداري شد سپس استخراج توسط روش فنل
 آب lµ30 توسط اتانول مقدارDNA كردن ز ته نشينبعد ا. شد

DNase free به آن اضافه شد و در cº20-5( نگهداري شد(. 

PCRو الكتروفورز  :PCR در حجم lµ25 انجام شد كه شامل اين 
  : موارد بودند

  ,10 mM tris-HCL ,50 mM KCl ,1.5 mM MgCl2ژلاتين 
  ازlµ 5 ،پرايمر از هر dNTP ، Mµ 0,6 ميكرومول از هر200 ،1%

 DNA5 آنزيم به همراه استخراج شده units recombinant Taq 

DNA polymerase . ترتيب توالي پرايمر جلو برنده به اين گونه
 و ترتيب ´TAT GTT TCC CTC CTG CTG CT-3-´5: بود

 CCC CCA ACT-´5: توالي پرايمر معكوس به اين گونه بود

CCC AAT TCT AT-3´ طي اين PCRدار  مقbp 354 از ژنوم 
HBVسيكلهاي .  تكثير مي شودPCRيك :  به اين گونه بود
 به cº72،  ثانيه20 به مدت cº60 ثانيه، 60 به مدت cº93 ;سيكل
 20 به مدت cº93:  سيكل به صورت35 ثانيه و سپس 40مدت 
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يك نمونه .  ثانيه40 به مدت cº72 ثانيه، 20 به مدت cº60ثانيه، 
از شركت سيناژن تهيه شد و مورد  HBV كنترل مثبت از ژنوم

 % 5/1گارز براي الكتروفورز ابتدا يك ژل آ. تاستفاده قرار گرف
 از بافر lµ4را به همراه  PCR از محصول lµ10درست شد سپس 

بر روي اين ژل ) برومو فنل بلو به همراه ساكارز(رنگي همراه 
 نمونه  نشانگر مثبت بودنbp 354وجود باند . الكتروفورز كرديم

 از ladder bp100در ضمن براي نشان دادان اندازه باند از . است
 SPSS 11با نرم افزار داروهاي تحقيق .شركت سيناژن استفاده شد

   . مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتXPتحت ويندوز 
  نتايج

 نمونه جمع آوري شده از سازمان انتقال 545اين تحقيق روي 
آزمايش اليزا به منظور تشخيص واندازه  نتايج .خون اصفهان انجام شد

 HBsAg  از نظر%)100( تمامي نمونه ها  نشان داد كهHBsAgگيري 
 43 مشخص شد كه anti-HBcبا انجام تست اليزا براي . منفي بودند

. مثبت بودند anti-HBc منفي از نظر HBsAgاز نمونه هاي %) 8(عدد 
 HBVثبت از نظر  مanti-HBc  منفي وHBsAg با بررسي نمونه هاي

DNA با تست PCR از آنهاعدد %) 11,6( 5 مشخص شد كه HBV 

DNA نتايج اين الكتروفورز را نشان مي دهد)1(شكل . مثبت بودند . 
 و A.1 از شكل 5و 4همانطور كه در شكل مشاهده مي كنيم ستونهاي 

حاوي باند مي باشند و نشان دهنده مثبت B .1 از شكل2،3و 4ستونهاي 
  از نمونه هاي%6/11 اين نتايج نشان داد كه تقريباً. نمونه ها داردبودن 

HBsAg منفي و anti-HBc مثبت از نظر HBV مثبت بودند و حدود 
  .  بودندHBV منفي آلوده به HBsAg  از نمونه هاي/.% 92
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

خون  در اهداكنندگان PCR توسط DNA نتايج تكثير ):1(شكل
باندها وجود آلودگي به .  مثبتanti-HBc منفي و HBsAgبا 

DNA HBVرا نشان مي دهد  .A :1ستون :ladder2 ستون :
: B. دو نمونه مثبت: 5و4كنترل منفي ستون: 3كنترل مثبت ستون

كنترل : 5نمونه هاي مثبت ستون: 4و2،3نمونه منفي ستون: 1ستون
  كنترل مثبت: 6منفي ستون

  بحث
كه  باشند  ويروسي يكي از خطرناكترين بيماريها ميهاي هپاتيت

ايجاد  (HBV) "ب"توسط ويروسهاي مختلفي از جمله ويروس هپاتيت 
يكي .  مي كندآلودگيايجاد  اين ويروس از طرق مختلف .)3(شود مي

در طي . )4(هاي آن مي باشد فرآوردهال خون و از اين راهها انتق
ريق انتقال خون به ميزان از ط HBVسالهاي اخير ميزان انتقال 

زيادي كاهش يافته است كه به علت استفاده از تستهاي غربالي از 
رغم استفاده از تست  علي. )5( مي باشدHBsAgجمله اليزا براي 

 هنوز بالاترين ميزان را در ميان HBVي، انتقال عفونت گرغربال
. )6(ز طريق انتقال خون دارا مي باشدبيماريهاي ويروسي منتقله ا

مطالعات زيادي در سراسر دنيا براي پيدا كردن علت اين امر انجام 
به عنوان  anti-HBcدر سالهاي اخير مطالعات روي . شده است

 متمركز HBV به آلودگيجهت تشخيص خوب شاخص يك 
جمله آمريكا و به گونه اي كه بعضي كشورها از . )9،8،7(شده است

 در ايج به عنوان يك تست ر از آن و را سودمند دانستهين تستاژاپن 
 در حالي كه .)10(استفاده مي كنند مراكز انتقال خون ياه آزمايشگاه

در بعضي كشورها از جمله هند طي تحقيقاتي كه انجام داده اند اين 
يران هنوز تحقيقي روي اين در ا. )11(تست را سودمند ندانسته اند

ياز است يا نه زمينه كه آيا اين تست به عنوان تست تكميلي مورد ن

A 1 2 3 4  5  

-354 

B  2  3  4  5  6  1 

354- 
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بر آن شديم تا ميزان مناسب بودن اين تست لذا . استانجام نشده 
:  به اين علت انتخاب شد كهanti-HBc. را در ايران بررسي كنيم

به   ثانياً بيان وظاهر مي شودHBVزودتر از همه ماركرهاي  ˝اولا
 در گذشته HBVنشانه برخورد با  مدت طولاني باقي مي ماند و

 مثبت باشد شرايط anti-HBc منفي و HBsAgاگر . )5(مي باشد
حالت مزمن در حاملين كه : 1: زير ممكن است وجود داشته باشد

HBsAg در اوايل عفونت كه : 2 قابل اندازه گيري نباشدHBsAg 
مثل ( به فرد anti-HBcانتقال غير فعال : 3قابل اندازه گيري نيست 

كنش غير اختصاصي يك وا: 4) هاي آن فرآوردهانتقال خون يا 
 با anti-HBc موجود در كيتهاي اندازه گيري HBcAgمتقاطع بين 

   .)13،12(آنتي باديهاي ديگر
 HBsAgكه ( FFP نمونه از واحدهاي 545تعداد در اين تحقيق 

تمام . از سازمان انتقال خون اصفهان جمع آوري شد) منفي بودند
 anti-HTLV-1,2 و  anti-HIV, anti-HCV ها از نظر اين نمونه

 اليزا به منظور تشخيص وجود روشنمونه ها توسط  .منفي بودند
HBsAgهمگي منفي بودند سپس از نظر   تست شدند وanti-

HBc  آنها عدد از %)8(عدد  43 مشخص شد كه شدند وبررسي 
 جهت پيدا PCR نمونه ها توسط تست  اينسپس. مثبت بودند

 آنهادد از  ع5كه مشخص شد  تست شدند HBV DNAكردن 
نتايج حاصل از الكتروفور اين نمونه .  بودندHBV DNAآلوده به 

 نمونه عفونت نهفته 5اين .  نشان داده شده است1ها در شكل 
 داشتند و ممكن است با تزريق اين واحدهاي خوني "ب"هپاتيت 

نهفته  عفونت دهد كه نتايج ما نشان مي. دهنعفونت را انتقال د

 دلايلي در ايران دارد كه ممكن است به  شيوع بالايBهپاتيت 
) 2 كه در ايران شيوع دارد HBVنوع سوشي از ) 1: مختلفي باشد

نژاد ايرانيان ) 3منطقه ايران از نظر جغرافيايي و ژئوفيزيكي 
  ).متفاوت از نظر ايمونولوژيكي(

  نتيجه گيري
 به PCRدهد كه استفاده از تست حساس  نتايج ما نشان مي

اما از آنجايي . انتقال خون ايران مورد نياز استهاي نشدت در سازما
كه انجام اين تست به افراد ماهر و آموزش ديده نياز دارد و از نظر 

رون به صرفه نمي باشد لذا ما پيشنهاد مي كنيم كه قهزينه و وقت نيز م
 ايج به صورت رanti-HBcدر سازمان انتقال خون از تست تكميلي 

 استفاده HBsAg در كنار تست شكوكبراي حذف نمونه هاي م
ل يدلا به ايجبه عنوان يك تست ر anti-HBcاستفاده از تست . شود
  :  مي باشدضروريزير 

 در بعضي HBV DNA) 2 )14( در ايرانHBVشيوع متوسط ) 1
  مشاهده   مثبتanti-HBc  و منفي HBsAg نمونه هاي
ان انتقال در پايان ما پيشنهاد مي كنيم كه سازم. )12،11(مي شود

   جهت غربال كردن PCRخون حتي المقدور از تست 
  . هاي خوني استفاده كندفرآورده

  سپاسگزاري
نويسندگان اين مقاله از دانشگاه علوم پزشكي و خدمات 
درماني اصفهان ، سازمان انتفال خون اصفهان ، اساتيد و ديگر 

  در مراحل انجام پژوهش همكاري و راهنماييما را عزيزاني كه 
 .دارندرا  نموده اند كمال سپاس و تقدير 
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