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  چكيده
كـه از نظـر       ايـن  با وجود    كه در آن فرد      است B يك فرم باليني از بيماري هپاتيت        B عفونت نهفته هپاتيت     :هدف

HBsAg اما داراي    استفي   من HBV-DNA     اي را در    اين فرم از بيماري مشكلات عديـده      . است در خون محيطي
 در ميـان    Bهدف از انجام اين تحقيق بررسي وضعيت عفونـت نهفتـه هپاتيـت              . وجود خواهد آورد   هانتقال خون ب  

  .است رفسنجاناهداكنندگان خون 

آوري  انتقـال خـون رفـسنجان جمـع      ازپلاسما نمونه   3700 در اين مطالعه مقطعي توصيفي تعداد        :ها روش مواد و 

 ـ   بـه .  مورد ارزشيابي قرار گرفتنـد     anti-HBc  و HBsAg از نظر    ELISAوسيله آزمايش    شد و به   دسـت   همنظـور ب
-HBV مثبـت از نظـر وجـود     anti-HBc منفـي و HBsAgهاي   تمام نمونهB آوردن موارد عفونت نهفته هپاتيت

DNAاي  زنجيره واكنش تكثير  با روش)PCR(بررسي شدند .  

هـا از    از اين نمونـه   )  درصد 51/9( نمونه   352 منفي نشان داد كه      HBsAgهاي    نتايج اين تحقيق روي نمونه     :نتايج

 با  HBV-DNA مثبت از نظر     anti-HBc منفي و    HBsAg هاي با بررسي اين نمونه   . ندهست مثبت   anti-HBcنظر  
 54/1 منفـي و حـدود       HBsAg مثبـت و     anti-HBc از افـراد     صـد  در 1/16 (57، مشخص شد كه     PCRآزمايش  

  . مثبت بودندHBV-DNAنمونه ) ها  از كل نمونهدرصد

. كنـد  ييـد مـي   أها را ت    روي اهداكنندگان خون مطابقت دارد و آن       محققان حاضر هاي قبلي     اين نتايج با بررسي    :گيري نتيجه

بايد بررسي بيـشتري     و   است در بين اهداكنندگان خون بالا       Bپاتيت  رسد كه شيوع اين فرم از عفونت ه        نظر مي  بنابراين به 
  .عمل آيد  از اين طريق بههاي خوني  بعد از تزريق خون و فراوردهB هپاتيت احتمال در ارتباط با امكان

  

  B ،HBV-DNA ،HBsAg ،anti-HBc عفونت نهفته هپاتيت :واژگانكليد
  

   مقدمه-1

هاي اخير بـه     ل خون طي سال   خطر انتقال عفونت از طريق انتقا     

   هـايي  اما با اين وجود گـزارش     ]. 1[ ميزان زيادي كاهش يافته است    

  

از سراسر دنيا مبني بر انتقال عفونت از طريق انتقال خون منتشر            

  از  شده   نتقلمهاي    در ميان عفونت   Bهپاتيت  ]. 3 ،2[ شده است 
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ــود      ــه خ ــال را ب ــزان انتق ــشترين مي ــون بي ــال خ ــق انتق   طري

ــصاصاخ ــه؛ ]2[داده اســت  ت ــه ب ــدين  گون ــه چن ــهاي ك   مطالع

  B (Hepatitis B Virus: HBV)هپاتيــت  ويــروسانتقــال 

 (Post Transfusion Hepatitis: PTH) خون انتقال از طريق

ــزارش را ــرده گ ــد ك ــال  ]. 4 ،2[ ان ــاهش انتق ــراي ك    ازHBVب

ــق ــراورده طري ــالي الا  خــون و ف ــايش غرب ــاي آن از آزم ــزاه   ي

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay: ELISA)  بـراي 

ــشخيص  در  HBsAg (Hepatitis B surface Antigen)تـ

 امــا بــا ايــن وجــود ؛]5[ شــود هــاي خــوني اســتفاده مــي فــراورده

هـاي    از طريـق خـون     HBV مبني بر انتقـال عفونـت        هايي گزارش

HBsAgبررســيدهــد  كــه نــشان مــي ]5 ،2[  منفــي وجــود دارد 

 بـراي تـشخيص آلـودگي بـه         HBsAg نظـر    هاي خوني از   فراورده

HBV  جـا كـه      از آن . كنـد   كفايت نميPCR       يـك آزمـايش بـسيار 

 را در نمونه تشخيص     DNA و قادر است مقادير پايين       بودهحساس  

تر اسـتفاده كـرد    عنوان آزمايش حساس   توان از آن به    ، مي ]6 ،5[دهد  

 HBsAgغيـاب    را در    HBVتـوان آلـودگي بـه        اي كه مـي    گونه به

بـادي    اولـين آنتـي    anti-HBcكـه    با توجه به اين   ]. 5[ خيص داد تش

 و تيتر بـالاتري از همـه        گيري است  قابل اندازه  HBVاست كه عليه    

از عنوان آزمون تكميلـي      بهتوان   مي،  ]7 ،5[هاي ديگر دارد     بادي آنتي

 HBVافـرادي كـه بـا        در   Bهپاتيـت   بادي براي تشخيص     اين آنتي 

كه يكـي از دلايـل       اين با توجه به  ]. 5[ده كرد   اند استفا  برخورد داشته 

 B عفونـت نهفتـه هپاتيـت        ، وجـود فـرم بـاليني      PTHاصلي ايجاد   

(Occult hepatitis B virus (HBV) Infection: OBI)  اسـت 

در مطالعات قبلي به بررسي اين فرم       نيز   محققان حاضر   و ]9،  8،  5[

 بررسـي  پـروژه حاضـر بـراي        ]10 ،8[نـد   از عفونت پرداختـه بود    

 رفـسنجان   شهرسـتان  در ميـان اهداكننـدگان خـون         OBIوضعيت  

ــا تطراحــي شــده ــوني  أ ت ــر وضــعيت كن ــدي ب ــان OBIيي  در مي

  . باشداين منطقه جغرافيايياهداكنندگان خون 

  

  ها مواد و روش -2

   جمع آوري نمونه-2-1

ــداد  ــده  3700تعـ ــد شـ ــازه منجمـ ــماي تـ ــدد پلاسـ    عـ

(Fresh Frozen Plasma: FFP)سـي طـي     سـي 5/0  به ميزان

كننـدگان بـه      از مراجعـه   1387 تـا فـروردين      1386هاي دي    ماه

 50 تـا    18سازمان انتقال خون رفسنجان كـه داراي سـنين بـين            

 درجـه   -20هـا در      سـپس نمونـه    .آوري شـد   سال داشتند جمـع   

 براي مدت دو ماه نگهداري شـد و بـراي نگهـداري             گراد سانتي

 . استفاده شدگراد تي درجه سان-70بيش از دو ماه از دماي 

 براساس مطالعات گذشـته و بـا اسـتفاده از           حجم كل نمونه  

تعيـين شـد و در ايـن         نفـر    3500 هاي آماري بـه تعـداد      فرمول

  . اهداكننده بررسي شد3700تحقيق 

  

 ELISAهاي  آزمايش -2-2

هـاي    از كيـت   HBsAgهـا از نظـر       براي غربـال كـردن نمونـه      

ELISA تجارتي (Behring, Germany) طبق رهنمودهاي شركت 

 HBsAgهـاي منفـي دوبـاره از نظـر           نمونـه . سازنده، اسـتفاده شـد    

  .در ايـن آزمـايش از روش سـاندويچ اسـتفاده شـد            . آزمايش شدند 

   و بـا اسـتفاده     ELISA منفـي بـا روش       HBsAg هـاي  سپس نمونه 

هـا    غربال كردن نمونهبراي (RADIM, Italy)هاي تجاري  از كيت

   آزمـايش anti-HBc (anti-Hepatitis B core antigen)  نظـر  از

تمـام   در ضمن . كرد آزمايش اخير از روش رقابتي استفاده مي      . شدند

   وanti-HCV (anti-Hepatitis C Virus)ها از نظر وجـود   نمونه

anti-HIV (anti-Human Immunodeficiency Virus)    نيـز بـا

  .ندشدبررسي ) ELISA) Behring, Italyهاي تجاري  كيت

 
  DNA استخراج -2-3

 پلاســما  ميكروليتــر200 از DNA HBVبــراي اســتخراج 

   پلاسـما بـا     ميكروليتـر  200اي كـه ابتـدا       گونـه  استفاده شـد بـه    

ــر200 ــاز  ميكروليت ــيk) 200 پروتئين ــرم در ميل ــر  ميكروگ ) ليت

و گـراد    درجـه سـانتي    72 دقيقه در    10مدت   مخلوط و سپس به   

سـپس  . نگهـداري شـد   گـراد    درجه سـانتي   4 دقيقه در    5سپس  

بعد از  . كلروفرم انجام شد  /استخراج توسط روش استاندارد فنل    

 فاقد   آب  ميكروليتر 30 توسط اتانول مقدار   DNAنشين كردن    ته

DNase (DNase free) ــافه و در ــه آن اضـ ــه -20 بـ  درجـ
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  . نگهداري شدگراد سانتي

  

2-4- PCRو الكتروفورز   

PCR مل اين موارد بودانجام شد كه شاميكروليتر  25 در حجم:  

Tris-HCL KCl 10مولار  ميلي ،MgCl2 5/1مـولار   ميلي ،

ميكرومول  dNTP  ،6/0 ميكرومول از هر200،  درصد1ژلاتين 

 استخراج شده   DNA نانوگرم از    500،  (Primer) رآغازگاز هر   

 Taq (Taq DNA پليمـراز  DNA آنـزيم   واحـد 5 همـراه  بـه 

polymerase) هاي   چرخه .نوتركيبPCR       به ايـن گونـه بـود :

درجـه   5/58 دقيقه،   1مدت    به گراد  درجه سانتي  94: چرخهيك  

 40مـدت    بـه گـراد    درجه سانتي  72 ثانيه،   40مدت   بهگراد   سانتي

مدت   به گراد  درجه سانتي  94: صورت  به چرخه 35ثانيه و سپس    

 درجـه   72  و  ثانيـه  40مدت   بهگراد    درجه سانتي  5/58 ثانيه،   40

ر جلوبرنـده بـه     آغازگترتيب توالي   .  ثانيه 40 تمد  به گراد سانتي

  ´TCGTGGTGGACTTCTCTC-3-´5: گونـــه بـــود ايـــن

  :گونــه بــود  ر معكــوس بــه ايــن  آغــازگو ترتيــب تــوالي  

5´-ACAGTGGGGGAAAGCCCAT-3´     طي ايـن PCR 

يـك  . تكثيـر داده شـد   HBV از Sاز ژن بـاز   جفـت  500مقدار  

تهيه و  CinnaGen  از شركتHBVنمونه كنترل مثبت از ژنوم 

 درصـد  5/1براي الكتروفورز ابتدا يـك ژل آگـارز         . شداستفاده  

  همـراه   را بـه   PCR از محصول     ميكروليتر 10درست شد سپس    

  برومـــو فنـــل بلـــو(از بـــافر رنگـــي همـــراه ميكروليتـــر  4

  وجـود بانـد   . شـد روي ايـن ژل الكتروفـورز       ) همراه ساكارز  به

  در ضـمن  . نشانگر مثبـت بـودن نمونـه اسـت        بازي   جفت 500

اسـتفاده  بازي   جفت ladder 100براي نشان دادان اندازه باند از       

ــد ــكل  (ش ــركت   ). 1ش ــوق از ش ــواد ف ــام م   CinnaGenتم

هـاي    بـا كيـت    PCR بايستي ذكر كـرد كـه آزمـون          .تهيه شدند 

HBV-DNA-PCR ــركت ــرايCinnaGen از شـ ــين  بـ  تعيـ

  .ندشد مقايسه آزمونحساسيت 

  

  نتايج -3

آوري شـــده از  ونـــه جمـــع نم3700روي  ايـــن تحقيـــق

كننــده بــه ســازمان انتقــال خــون  اهداكننــدگان خــون مراجعــه

منظـور   بـه  ELISA هـاي  نتـايج آزمـايش   . رفسنجان انجام شد  

هـا    نشان داد كه تمامي نمونه     HBsAgگيري   اندازه تشخيص و 

تمـــامي  و  منفـــي بودنـــدHBsAgاز نظـــر )  درصـــد100(

بـا انجـام    . دنـد منفي بو نيز   HIVو   HCVاهداكنندگان از نظر    

ــايش  ــه ELISAآزم ــود   ب ــين وج ــور تعي  در anti-HBcمنظ

 نمونــه 352 منفــي، مــشخص شــد كــه HBsAgاهداكننــدگان 

با بررسـي ايـن     .  مثبت بودند  anti-HBcاز نظر   )  درصد 51/9(

ــه ــاي نمون ــي و HBsAg ه ــت anti-HBc منف ــا مثب  PCR ب

 مثبت و   anti-HBc از افراد     درصد 1/16 (57مشخص شد كه    

HBsAgــي ــر از آن)  منف ــا  نف ــدHBV -DNAه ــت بودن   مثب

 بـا   .دهد  نتايج اين الكتروفورز را نشان مي      1شكل  . )1جدول  (

 از  HBV-DNA-PCRهـاي    مقايسه آزمـون حاضـر بـا كيـت        

 در  DNA نسخه   100 كه قادر به رهگيري      CinnaGenشركت  

ليتر هـستند مقايـسه شـدند كـه نتـايج يكـساني را در                هر دسي 

گيري كرد كه آزمـون      گونه نتيجه  توان اين  ن مي بنابراي. برداشتند

 HBV-DNA نـسخه از     100حاضر قادر به رهگيري حـداقل       

طـور كـه در شـكل         همـان  .ليتر خون محيطي است    در هر دسي  

 بـازي   جفت 100  حاوي باند  5 و 4هاي   شود ستون  مشاهده مي 

 نتايج اين . ها است  دهنده مثبت بودن اين نمونه      نشان كهند  هست

 منفـي   HBsAgهاي    از نمونه   درصد 1/16ان داد كه     نش تحقيق

 54/1 مثبت بودند و حـدود       HBV مثبت از نظر     anti-HBcو  

 دهنـده  كـه نـشان    آلوده بودنـد     HBVها به     از كل نمونه   درصد

OBI  1جدول (در اهداكنندگان خون است(.  

  

 تعداد كل اهداكنندگان مـورد بررسـي و همچنـين نتـايج حاصـل از                1جدول  

  .دهد  را نشان ميHBV آزمايشگاهي نشانگرهاي هاي بررسي
  

  موارد
HBV-DNA 

 در ميان مثبت

اهداكنندگان 
anti-HBc 

  مثبت

  موارد
HBV-DNA 

 در ميان مثبت

كل اهداكنندگان

  موارد
anti-HBc 

 در ميان مثبت

كل اهداكنندگان

HBsAg موارد

در ميان  مثبت

كل اهداكنندگان

تعداد كل 

اهداكننده 

مورد بررسي

  فر ن57

 ) درصد1/16(

   نفر57

 ) درصد54/1(

   نفر352

 ) درصد51/9(
) درصد0( نفر 0   نفر3700
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  5  4  3  2  1  

  
  

 HBsAg در اهداكننـدگان خـون بـا         PCR توسط   DNAنتايج تكثير    1 شكل

دهنده آلـودگي بـه      نشانبازي   جفت 500 وجود باند    ؛ مثبت anti-HBcمنفي و   

DNA HBV 1ستون  . است: ladderكنترل  :3ستون   ؛ثبتنترل م  ك :2ستون   ؛ 

   دو نمونه مثبت:5 و 4 هاي ستون ؛منفي

 

  بحث -4

ند هـست  ييها ترين بيماري  هاي ويروسي از خطرناك    هپاتيت

د نشـو   ايجاد مي  HBVهاي مختلفي از جمله      كه توسط ويروس  

]11 .[HBV  ــاي روشاز ــد  ه ــي مانن ــون و  مختلف ــال خ  انتق

طـي  ]. 11 [نمايـد  مـي زايـي    خوني منتقل و بيماري   هاي   وردهافر

 و  HBsAg غربـالگري هـاي    آزمـايش  علـت   بـه  هاي اخيـر   سال

ميـزان انتقـال    هاي جذب اهداكنندگان،     برنامه همچنين تغيير در    

HBV             از طريق انتقال خون به ميزان زيادي كاهش يافتـه اسـت 

 اسـتفاده از ايـن آزمـايش غربـالي، انتقـال            اما با وجـود   ]. 5 ،2[

هـاي ويروسـي     ان را در ميان بيماري     بالاترين ميز  HBVعفونت  

نتـايج  ]. 8 [دهـد  را تشكيل مـي    از طريق انتقال خون       شده منتقل

 از اهداكنندگان خـون      درصد 54/1دهد كه    اين تحقيق نشان مي   

محققـان  مطالعات گذشـته    . ندهست Bمبتلا به فرم نهفته هپاتيت      

ــر ــد545  رويحاضـ ــفهاني ه اهداكننـ ــده 270و  اصـ  اهداكننـ

 45/1 و ]8 [ درصــد92/0 ترتيــب  بــه كــهدادان نــشرفــسنجاني 

بـا مقايـسه دو     .  بودند OBI از اهداكنندگان مبتلا به      ]10[درصد  

شـود كـه گرچـه تعـداد نمونـه مـورد             مطالعه قبلي مشخص مي   

مطالعه در ميان اهداكنندگان رفـسنجاني كمتـر بـوده امـا شـيوع       

OBI يل دل. دست آمده در ميان اهداكنندگان خون بالاتر است         به

ــي  ــر را م ــن ام ــاوت  اي ــوان در تف ــي و   ت ــژادي، ژنتيك ــاي ن ه

بنـابراين مطالعـه    . ايمونولوژيكي دو گروه مورد بررسي دانـست      

تـر اهداكننـدگان نـه       اخير محققان حاضر روي جمعيت گسترده     

ــشان   ــه ن ــته بلك ــايج گذش ــر نت ــدي ب ــا تأيي ــده  تنه ــيوعدهن   ش

در . است ي ايران  ميان اهداكنندگان خون    در OBI  درصدي 1-2

ساير مناطق جهان نيز مطالعـات زيـادي بـه بررسـي ايـن نـوع                

طـور مثـال     اند كه بـه    بيماري در ميان اهداكنندگان خون پرداخته     

 اهداكننده خون ميزان    1536 با بررسي    (Almedia)آقاي آلمديا   

. ]12[ درصد در برزيل گـزارش كـرد         6/3 را   anti-HBcشيوع  

هاي مورد    ميان نمونه   در OBI مورد   2اين مطالعه تنها به وجود      

در مطالعه ديگري كه در كشور ايتاليا       . ]12[بررسي دست يافت    

 درصـد   85/4 نمونه انجام گرفت نشان داده شد كـه          6313روي  

 نفـر آلـوده بـه     14 مثبت بودند كه در اين ميان        anti-HBcافراد  

HBV-DNA  ــيوع ــزان ش ــابراين مي ــد؛ بن ــان OBI بودن  در مي

 5در پاكستان   . ]13[شود   تخمين زده مي   درصد   22/0ها   ايتاليايي

اهداكننـده مـورد بررسـي آلـوده بـه          )  درصـد  5/0 (966نفر از   

HBV-DNA 16[ و مكزيــك ]15[در عمــان . ]14[ بودنــد[ 

ده شگزارش   OBI درصدي   7/0 درصدي و    5/0ترتيب شيوع    به

 در ميـان    OBI محققين ايراني نيز به بررسي ميزان شـيوع          .است

اي كه مطالعـه بهبهـاني       گونه اند به  وجه داشته اهداكنندگان خون ت  

(Behbahani)     كننـده    اهداكننده مراجعه  2000 و همكاران روي

 درصـد از    8/0به سازمان انتقال خون استان فارس نشان داد كه          

طـي مطالعـه ديگـري      . ]2[ بودند   OBIها آلوده به فرم باليني       آن

اكننـده   اهد 2000 و همكاران نيز ضمن بررسي       (Amini)اميني  

. ]17[ درصـدي را در تهـران نـشان دادنـد            15/0تهراني شـيوع    

رسد كه در مقايسه با مطالعات انجـام شـده دنيـا و در               نظر مي  به

هايي كه در ايران مطالعه شده است، مطالعـه حاضـر            ساير استان 

ــشترين شــيوع  ــشان  OBIبي ــدگان خــون ن ــان اهداكنن  را در مي

 ـبه دلا   ممكن است  اين تفاوت . دهد مي نـوع  ) 1:  باشـد  زيـر ل  ي

  ،]18[ اسـت    D كـه اغلـب نـوع         در ايران  HBV ژنوتيپ شايع 

 ايرانيـان زمينه ژنتيكي و ايمونولـوژيكي متفـاوت          و پس  نژاد) 2

 در anti-HBcشيوع بالاتر ) 3نسبت به ديگر جوامع و همچنين 

در . ]10 ،8[ميان اهداكنندگان مورد بررسـي در مطالعـه حاضـر           

 ـ        در ميـان    OBIا وجـود شـيوع بـالاي        پاسخ به اين سؤال كـه ب

 نيز به همان اندازه گـزارش       PTHاهداكنندگان خون، چرا ميزان     

  باز  جفت500 →

  

  باز  جفت100 →
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احتمالاً تعداد نسخه   ) 1: توان به دلايل زير اشاره كرد      شود، مي  نمي

 بسيار پايين و حتي در بعضي       OBIويروس موجود در مبتلايان به      

نـابراين بـه    و ب]5[ليتر برسـد    نسخه در هر دسي100موارد به زير  

در افـراد سـالم از نظـر        (محض ورود ويروس سيستم ايمني ذاتي       

  قادر خواهد بود با اين ميـزان كـم ويـروس مقابلـه            ) سيستم ايمني 

 OBI دهد كه سرم افراد مبـتلا بـه     مطالعات نشان مي  ) 2؛  ]19[كند  

  HBs-Ab (Hepatitis B surface Antibody) بـالايي از  كه تيتر

 ـ  دارند، عفونت  نظـر   ، بنـابراين بـه    ]20[سيار كمـي دارنـد      زايي ب

 توسـط نمونـه افـراد مبـتلا بـه           PTHرسد كه احتمال ايجاد      مي

OBI   كه داراي HBs-Ab  با تيتر نسبتاً خوبي هستند، بسيار كـم 

 قـادر بـه توليـد       OBI طـي    HBVجا كـه     از آن ) 3؛  ]10[باشد   

HBsAg رسـد كـه برخـي از     نظـر مـي    به مقدار كافي نيست، به

HBV-DNA         زايـي   هاي موجود در سرم فاقـد قـدرت عفونـت

 در ايـن    PCR با   HBV-DNAباشند، بنابراين اگر چه آزمايش      

  دهنـده وجـود ويـروس      شود اما اين مسئله نـشان      افراد مثبت مي  

  

امـا بـا    . ]21[افـراد نيـست     زا در خون محيطي ايـن        كامل عفونت 

 يك مشكل جـدي     OBIرسد كه    نظر مي  ل ذكر شده به   يوجود دلا 

 را در ميان    ياشتي در انتقال خون باشد و ممكن است مشكلات        بهد

سنجي و بررسـي      امكان بنابراين .كنندگان خون ايجاد كند    دريافت

  تــر از جملــه هــاي تكميلــي و حــساس مــايشآزهزينــه و فايــده 

anti-HBc   و PCR         و بررسي امكان آلودگي از اين طريق پس از 

  .رسد نظر مي ضروري بهانتقال خون 

  

   و قدردانيتشكر -5

نويسندگان اين مقاله از تمامي كارمندان سازمان انتقال خون        

 انجام اين پـروژه و      دردريغشان    بي هاي همكاري بابترفسنجان  

داشـتي    كه بدون هـيچ چـشم      اهداكنندگان خون همچنين تمامي   

 مربـوط همـت     هـاي   انجـام آزمـايش    بـراي اقدام به اهدا خـون      

 .نمايند گماردند، تقدير و تشكر مي
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