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 منفی  HBsAgدر افراد با شاخص سرولوژیکی  HBV-DNAبررسی 
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 چکیده 
یکی از مشکلات بزرگ سلامت  Bعفونت ویروس ھپاتیت  مقدمھ: 

جھانی و شایع ترین عفونت ویروسی مزمن شناختھ شده بشری 
است و در بیش از دو میلیارد نفر از مردم دنیا دیده شده 

جھان حامل ھفتاد میلیون نفر در سطح  و است. بیش از سیصد
 حامل این ویروس درصد 3در ایران حدود  و این ویروس ھستند

می باشند. بیماران دارای اشکال مختلف بالینی بوده و در 
ممکن است در  آن ھا، HbsAgمنفی بودن  برخی افراد با وجود

وجود داشتھ باشد. روش ھای  Bروس ھپاتیت ـــسرم خونشان وی
کھ روش الیزای  دارد وجود B مختلفی براي تشخیص ھپاتیت

HBsAg  .و روش ھای مولکولی کمی و کیفی، از آن جملھ ھستند
در سرم خون  HBV-DNAاین مطالعھ با ھدف تعیین مقدار كپي 

 داوطلبان سالم در جامعھ ایلام انجام شده است.
-89شاھدی کھ در سال -این مطالعھ مورد روش ھا: مواد و

و تعیین  الیزا بھ روش HBsAgبھ منظور بررسی وجود  88
داوطلب  نفر 70در سرم Real-Time PCRمقدار کپی ویروس بھ روش

کھ بھ دلایل مختلف بھ  Bسالم از نظر ابتلا بھ ویروس ھپاتیت
درمانی شھر ایلام مراجعھ و اعلام می کردند -مراکز بھداشتی

بھ عنوان گروه  ،نشده اند Bتاکنون مبتلا بھ ھپاتیت  كھ
 نفر بیمار مبتلا بھ ھپاتیت  70 مورد و مقایسھ آن با سرم

B ایلام بھ انجام رسید. شھرمزمن، بھ عنوان گروه شاھد در 
نفر گروه  70: نتایج پژوھش نشان داد کھیافتھ ھاي پژوھش

 HBsAg در تست الیزای مزمن)Bشاھد(بیماران مبتلا بھ ھپاتیت 
 2نفری مورد(داوطلبان سالم)   70 روهـــدر گ مثبت بودند.

 ) درصد 2/97نفر( 68ت و ــمثب HBsAg) درصد 8/2ر(ـــــنف
HBsAgچنین در گروه مورد(داوطلبان  منفی گزارش شدند. ھم

سالم) علاوه بر آن دو نفر کھ با استفاده از تست الیزا 
منفی نیز  HBsAgبا وجود  )درصد 3/4نفر دیگر( 3 مثبت شدند،

در سرم خود، حامل ویروس  Real-Time PCRبھ روش مولکولی کمی
51770
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 مقدمھ 
یکی  Bعفونت ویروس ھپاتیت 

از مشکلات بزرگ سلامت جھانی 
است و در بیش از دو میلیارد 
نفر از مردم دنیا اتفاق 
افتاده است و ھم اکنون بیش 

نفر  میلیوناز سیصد و ھفتاد 
سطح جھان حامل این ویروس  در

ھا  ر آنــــد کھ اکثــــھستن
ا ـــــدر جنوب شرقی آسی

دگی می ــــزن
از سیصد و  .)5،4،3،2،1(،کنند

در  HBVھفتاد میلیون حامل 
میلیون نفر بھ  30سطح جھان 

میلیون  60علت سیروز کبدی و 
نفر بھ علت کارسینومای 

وت می ــــولار فــــھپاتوسل
). حاملین این 5،3،2(،نمایند

ویروس در ایران بھ طور متوسط 
 )8،7،6(.می باشد درصد3-14/2

عات  طی در مطال کھ  عدد  مت
انجـام شـده  1980-2004سال ھای

بـا وجـود منفـی بـودن  اسـت،
HBsAg ، حضور ویـروسHBV   بـا

کولی  ھای مول ستفاده از روش  ا
بھ تأیید رسیده  افراددر سرم 

بھ نظـر مـی ). 12،11،10،9(،است
رسد بھ دلیل وجود این عفونت 

بدن  ھا در  قرن  بھ  وبرای 
منظور فرار از سیستم ایمنی، 

یروس  تھ وو ھش یاف شکل  ج بھ 
یکی  جدید ادامھ حیات می دھد.
 HBVاز معروف ترین جھش ھـای 

ژن ویروس  (pre core)در منطقھجھش 
 Cمی باشد کـھ در اثـر آن ژن 

نبوده و  HBeAgقادر بھ تولید 
 را تولید می کنـد. HBcAgفقط 

 ا خصوصویروس این نوع  ابتلا بھ
شورھای  پای در ک سیایی و ارو آ

ــده  ــزارش ش ــتر گ ــرقی بیش ش
 )13(.است

تظـاھر  مزمن بـا Bھپاتیت 
HBsAg بھ دلیـل ، منفی در سرم
ھش  ھای ج لف در ژن  یروس مخت و

ممکـن اسـت   S بھ خصوص در ژن
HBV  ــد ــھ تولی ــادر ب  HBsAgق

ــت  ــد و عفون ــدون  HBVنباش ب
معمـــولی مشـــاھده  Sپـــادگن 

این مطالعھ با ھدف . )14(،شود
در  HBV-DNAتعیین مقدار کپـی 

سالم  لب  فراد داوط خون ا سرم 
در جامعـھ ایـلام انجـام شـده 

 است.
 مواد و روش ھا 

- ین مطالعھ از نوع موردا
تـا  88شاھدی بوده و از بھمن 

ــر ــاه  تی ــھر 89م ــلام  در ش ای
 70گـروه  2. انجام شـده اسـت

سال  20-40نفری با دامنھ سنی 
بھ  بتلا  ماران م شکل از بی مت

حداقل  با گذشتمزمن  Bھپاتیت 
 تشخیص بیماری زمان یک سال از

گروه  ،ھا آن نوان  شاھد بھ ع
از داوطلبانی کھ بھ  نفر  70و

دلایل مختلف بھ مراکز بھداشتی 
و درمانی مراجعھ می کردند و 

تاکنو کھ  شتند  می دا ھار  ن اظ
مبــتلا  B بـھ بیمــاری ھپاتیـت

ند شده ا گروه  ،ن نوان  بھ ع
شدند. خاب  طرح  مورد انت ین  ا

دانشگاه در کمیتھ اخلاق پزشکی 
و از  ھمورد تأئید قرار گرفت

ھر دو گروه رضایت نامھ کتبی 
 .ه استشد اخذنیز 

 نمونھ گیری
از دو گــروه مــورد و         

نمونـھ خـون وریـدی  ml5شاھد 
درون لولھ ھای گرفتھ شد و در 

ــد. ــھ ش ــتریل ریخت ــس از  اس پ
ــکدگ ھای ــنم ذاری،ـــ ونھ 

ــدت  ــھ م ــون ب ــھ در 5خ  دقیق
rpm10000 ســـانتریفیوژ شـــد و 

جدا  خون  سرم از  ھای  نھ  نمو
لھ ھای استریل گردید و در لو

 ذخیـــره پلاســـتیکی و درب دار
 د.شدرجھ فریز -20گردید و در 

 تست الیزا
ــروه          ــر دو گ ــرای ھ ب

ســــالم) و  مورد(داوطلبــــان
) تست ھای CHBVمورد(ببماران 
-HBsAg,HBeAg,Anti  ســــرولوژیکی

HBe,Anti-HBc ـــ ـــزا ب ھ روش الی
انجام شد. کیت مورد استفاده 

Diaplus ساخت کشور اسپانیا بود 
کــھ مراحــل کــار مطــابق بــا 

یت  ستورالعمل ک شد ود جام    ان
نتایج با دستگاه الیزا ریدر 

 .خوانده شد
 از سرم DNAاستخراج 
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برای انجام این تست         
نده  شخص کن کھ م می  کولی ک مول

و مقـــدار آن  HBV-DNAحضـــور 
 DNAلازم بود تا ابتـدا  ،است

ــرم  ــای س ــھ ھ ــروس از نمون وی
مــــورد(داوطلبین ســــالم) و 

) CHBVکنترل(بیمـــــــــاران
جداگردد. بدین منظور از کیت 

ــتخراج  ــوص اس ــروس  DNAمخص وی
-QIAMP با نام تجـاری Bھپاتیت

DSP استفاده شد. اساس این کیت
فیلترتیوپ ھای سلیکاژلی است 

بر  دقیقا  ،شو و و تکرار شست
رالعمل شـــرکت مبنـــای دســـتو

 lنھایـت  ورت گرفت کھ در ــص
5  ازDNA  ــده در ــتخراج ش اس

انتھای لولھ ھای اپندورف جمع 
ید  نوانگرد بھ ع یره در  و  ذخ

. سـپس نگھداری شـد -OC20دمای
استخراج،  برای تعیین صحت کیت

استخراج شده  DNA نمونھ از 2
کیفی مورد  PCRبا استفاده از 

این کیت  ارزیابی قرار گرفت.
 Taq حــاوی یــک مســتر شــامل:
 dNTP پلیمراز، لودینگ بـافر،

و پرایمرھای فوروارد و ریورس 
 بھ قرار زیر بود:

F:5/-CACTCACCAACCTCTTGTCC-3/ 

R:5/-TGAAGTTTCCGTCCGAAGGT-3/ 
حرارتی اعمال شده بھ واکنش 

 قرار زیر است:
National denaturation     95 در دمای  

 2مدت  بھ ھ سانتی گرادـدرج
  Denaturationتکرار، بار 1دقیقھ 

درجھ سانتی گراد 95 در دمای
در  Annealing ثانیھ، 30بھ مدت 

درجھ سانتی گراد بھ  61دمای 
در دمای   Extentionثانیھ، 45مدت 

سانتی گراد بھ مدت درجھ  72
در  Final extentionو  انیھــــث 30
 درجھ 72 ایــــدم
ثانیھ،  7سانتی گراد بھ مدت  

 )Denaturationکھ از مرحلھ دوم(
 Final extention (42(تا مرحلھ آخر

 بار این سیکل تکرار می شود.
Real-Time PCR 

راج ــپس از استخ       
DNAام ــــرای انجـــــ، ب

Real-Time PCR  از کیت
با  HBVاری مخصوص ـــــــتج

اخت ــــــس aj-Roboscreen نام
شور آلمان استفاده ــــــک

 Taq ترکیب محلول ھا، شد.
بافر و واکنش  پلیمراز،

لا ـــحرارتی اعمال شده کام
ق با دستور شرکت ــــمنطب

اساس این  سازنده کیت بود.
و  Absolut quantificationکیت 

تا  101تغییرات استاندارد از 
ر میلی ــــــکپی در ھ 108

ونھ بوده است. ـــلیتر از نم
ولی بر ــــــاین تست مولک

روه ـــــروی ھر دو گ
لبین بھ ظاھر ـــــمورد(داوط

) CHBVسالم) و شاھد(بیماران
 ام پذیرفت.ــــانج

 ي پژوھشیافتھ ھا
 نتایج تست الیزا      
HBsAg از گروه  نفر 70برای ھر

) و مورد CHBVشاھد(بیماران
 آمده است. 1در جدول 

در   HBeAgتست الیزای نتایج
نفری شاھد(بیماران  70گروه 

CHBV:بھ قرار زیر است ( 
 37) مثبت و درصد 3/31نفر( 22

در  ) منفی گردید.درصد 53نفر(
نفر گروه  70از  HBeAgتست 

نفر  1) مورد(داوطلبان
نفر  69) و درصد 5/1مثبت(

) منفی درصد 5/98ابقی(م
 گردیدند.

در گروه      
 CHBV (37شاھد(بیماران

 Anti-HBe  در )درصد 53ر(ــنف
) در درصد 3/31نفر( 22مثبت و 

منفی شدند. نتیجھ این تست 
 70ھمین تست در تمامی گروه 

 ان(داوطلبنفری مورد
 ) منفی گردید.درصد 100(سالم)

نفر از گروه  11در این بین 
) ھم در CHBVشاھد(بیماران 

و ھم در تست  Anti-HBeتست 
HBeAg .در تست  منفی شدندAnti-

HBc100 افراد  درصد
در و  )،CHBVشاھد(بیماران 

 2/4نفر( 3تنھا گروه مورد 
در بررسی  ) مثبت شدند.درصد

در سرم ھر دو  DNAوجود 
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نتایج حاصلھ بھ شرح  ،گروه
 زیر است: 

نفر از گروه  70در 
نفر  CHBV( 69شاھد(بیماران

 HBV-DNA)دارایدرصد 5/98(
 )درصد 1/7(نفر 5. سرم بودند

سالم)  اناز گروه مورد(داوطلب
بود کھ  HBV-DNAنیز حاوی 

از گروه  نفر 5مقدار کپی این 
بھ ھمراه نتیجھ تست  مورد

 2جدول  ھا در  سرولوژیکی آن

میانگین      آورده شده است.
مقدار کپی افراد 

مثبت  HBV-DNAداوطلب(مورد) 
10656/1  (شاھد)و افراد بیمار
108 04/3  کپی در میلی لیتر

بوده است. منحنی استاندارد و 
داوطلب  دنمونھ ھای سرم افرا

بوده  HBV-DNAکھ حاوی 
در  )=E درصد 95و  =1R2اند(

نشان داده  1نمودار شماره 
 شده است.

 
 

دو گروه مورد(داوطلبان سالم) و  HBsAg. نتایج تست 1جدول 

 ) با استفاده از تست الیزاCHBVشاھد(بیماران

                               
 تست سرولوژی

گروه                             

HBsAg مثبت HBsAg    منفی 

تعــداد  
 کل

 درصد تعداد درصد تعداد

ــار  کنترل(بیم
CHBV( 

70 70 100 0 0 

  
ــب   مورد(داوطل

 سالم)
 

70 2 8/2 68 2/97 

 
 

 5در سرم  با توجھ بھ تست سرولوژیکی  HBV-DNAمقدار کپی مقایسھ  .2جدول 

 سالم) ان(داوطلبنفر از گروه مورد

 شماره
 داوطلب

HBV-DNA     
کپی در 
 میلی لیتر

HBsAg HBeAg Anti-HBe Anti-HBc 

1  10549/5  - - - - 
2 10316/2 - - - + 
3  10626/7 - + - - 
4 10319/8 + - - + 
5 10328/1 + - - + 

 
 
 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


  مجلھ علمی دانشگاه علوم پزشکی ایلام                                    
 90بھار ، اول، شماره نوزدھمدوره 

 36

 
سالم)  نفر از گروه مورد(داوطلبان 5 نمونھ سرم منحنی استاندارد و .1نمودار

  بود. HBV-DNAکھ حاوی 
 

 گیري بحث و نتیجھ
بھ  HBsAgبھ طور کلی حضور 

یروس و یر و جزا تکث  يسایر ا
 خون و نیز ھعفونت زا در چرخ

بر حضور مواد ژنومیک ویروسی 
شاره دارد.  لت و ا بد دلا در ک

د نذشتھ نشان می دھمطالعات گ
و  HBsAgبـا  کھ تکثیر ویـروس

ماری مت  بی بدون علا بدی  ھای ک
 ). مطالعـات16،15(،مرتبط است

د کھ آنتی نی دھنشان م متعدد
در بیمــاران،  Bھپاتیــت  eژن 

نت  ماری و عفو شرفت بی طر پی خ
ف یی را ا ھدزایش ـزا کھ  مي د

در نھایـت منجـر بـھ ھپاتیـت 
عال شرفتھ ،ف سیروز  ،مزمن پی

ــای  ــلول ھ ــرطان س ــد و س کب
) خواھــــــد HCCکبــــــدی(

. حـــاملین )19،18،17،16(،شـــد
 HBeAg بــا مــزمن بــدون علامــت

 رـبا بار ویروسی کمتو  منفی
تـر و لیژنوم بر میلی  105از 

آلانین ترانسفراز کبدی نرمال، 
در حالتی نسبتا پایدار قرار 
ـــرفت  ـــھ پیش ـــد ک ـــی گیرن م

کلینیکی بیماری و  کیلوژیپاتو
 )20(.ھا کمتر است در آن

مطالعــھ بــر اســاس نتــایج 
  )موردافراد سالم جامعھ( حاضر

 6/98و افراد بیمار  درصد 1/7
 مدر ســر HBV-DNAدارای  درصــد
ن کپی در و میانگی بودندخود 

سـرم آن ھـا بـا میلـی لیتـر 
 Real timeاده از روش ـــــاستف

PCR 56/1× 106 رتیبـــــبـــھ ت 
کپی در میلـی لیتـر  10804/3و

ــوده ــت. ب ــزارش اس ــاس گ  براس
افراد داوطلب کھ داده ھای آن 

سش یق پر مع  ھا از طر مھ ج نا
ایـــن افـــراد  ،آوری گردیـــد

بھ  بتلا  جھ م ھیچ و بھ  تاکنون 
ــت  ــی  Bھپاتی ــد، ول ــده ان نش

 Real-Time PCR ی یج مولکــولنتــا
العھ مشخص نمود ـــدر این مط

داوطلبان در سرم  درصد 1/7کھ 
ــاوی  ــود ح ــتند. HBV-DNAخ  ھس

در سرم برخی از  HBV-DNA وجود
داوطلبان مورد بررسی در این 

منفی بودند،  HBsAgمطالعھ کھ 
بدون  يممکن است بھ دلیل ابتلا

ضعیف آن ھا  یا علامت بالینی و
در گذشتھ باشد کھ  Bبھ ھپاتیت
 ررسی، ــبھ ھنگام ب

 
ــان  ــاز پنھ ــراد در ف ــن اف ای

بـوده انـد کـھ  )Occultبیماری(
 خود از آن بی اطلاع بودند.

با ویژگی  Bعفونت ھپاتیت     
HBsAg )منفیOccult( سـتسـال ھا 

بـھ عنـوان یـک موضـوع چـالش 
برانگیــــــــز ویــــــــروس            

کـھ  .)21(،بوده استB ھپاتیت 
بیش از ھفتاد  1980-2004از سال

چاپ  بھ  صوص  ین خ لھ در ا مقا
از ). در این فـ12(،رسیده است

یروس  پی و قدار ک ماری م از بی
ــر از  ــولا کمت ــی در  104معم کپ

میلی لیتر است کھ در مقایسھ 
 HBsAg با فاز ناقل مـزمن بـا

کپی در  108-1011مثبت کھ معمولا 
شد می با تر  لی لی فاوت  ،می ت

 )22،21(.آشکار دارد
ــت  ــیوع ھپاتی ــاز  Bش در ف

) کــھ بـــھ روش Occultپنھــان(
مولکـــولی انجـــام گرفـــت در 

، در ھنگ کنگ درصد 11ایتالیا 
و در انگلــیس صــفر  درصــد 9/6

ــھ  ).23،22(،بــوده اســت مطالع
Fukuda  در ژاپن کھ  1996در سال

ــت  ــروه از جمعی ــر روی دو گ ب
افـراد سـالم و الکلیسـم ھـا 

 Bام گرفت، شیوع ھپاتیت ــانج
ــا  ــی( HBsAgب ) بــھ Occultمنف

بـوده  درصـد 20ترتیب صـفر و 
 )25،24(.است
ضر    عھ حا فردر مطال   یک ن

 کھ )CHBV اناز شاھدان(بیمار
HBV-DNA  نشـد جدا وياز سرم ،

فرد مورد نظر مشخص گردید کھ 
مــاه از داروی ضــد  6بــیش از 

ــت ــی ھپاتی ــتفاده  B ویروس اس
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بھ علاوه ممکن است  ،نموده است
ـــل  ـــد مراح ـــتلال در رون اخ

شگاھی  جھ آزمای ین نتی لت ا ع
 .بوده باشد

بر اساس یک مطالعھ کھ بر 
نفر داوطلـب در  ھزار 250روی 

ــخص  ــت، مش ــورت گرف ــران ص تھ
ـــگ ــھ ــ ــد از  6/3ردید ک درص

درصـــد زنـــان  6/1مـــردان و 
. می باشند HBsAgتھرانی حامل 

درصد بیماران ایرانی مبتلا  84
بـھ سـیروز کبـدی بـا تظـاھر 

HBcAb درصد  51 وHBsAg  در سرم
درصـد  72چنین  خود بودند. ھم

از مبتلایــــــــان بــــــــھ 
ومای ــــــــــــــــــکارسین

ـــھپاتوسل ــدی دارای ــ ولار کب
HBcAb  ــد دارای  46و  HBsAgدرص

 )13(.در سرم خود بوده اند
و  Kalciogluدر مطالعــــــھ 

کـھ بـر  2004ھمکاران در سال 
 Bبیمار مزمن ھپاتیـت  40روی 

ــد ــام ش ــھ  ،انج ــان داد ک نش
این بیمـاران ھـم در  درصد100

تســـت الیـــزا و ھـــم در روش 
ــولی  ــل  Real-Time PCRمولک حام

ند خود بود سرم  یروس در  و  و
سرم آن پی در  یانگین ک ھا  م

1074/2 میلی لیتر از  رــدر ھ
. در صورتی کھ )26(،نمونھ بود

با وجود مثبت در مطالعھ حاضر 
سرم ھـر  HBsAgشدن تست الیزای

(بیمار مزمن شاھدنفر گروه  70
روش  بـا درصـد B 6/98)ھپاتیت 

، کپـی Real-Tim PCRمولکولی کمی

یروس  شتندو مر دا ین ا لت ا . ع
نوع می تواند در استفاده از 

مـی و یـا دقـت ک PCRکیت ھای 
 گر باشد.فرد آزمایش 

ــــھ   و Eui Kungدر مطالع
کـھ بـر  2008 ھمکاران در سال

بیمار انجام شد ھمگـی  30روی 
 HBV-DNAدر ســرم خــود حامــل  
یانگین کپ ند و م ــبود ی در ـ

در ھـر  106 73/3 ایـن مطالعـھ
 )27(.میلی لیتر از سرم بود

سالم جامعھ حاملین  تشخیص
ــت  ــتفاده از تس ــا اس ــرفا ب ص

نمــی توانــد  HBsAgغربــالگری 
گر مناسبی برای محک زدن  نشان

صد  عی در سالم آن حاملیواق ن 
ت بالایی در ـــجامعھ کھ اھمی

ار ــــــــــانتقــــال و انتش
بھ ھمین  باشد. بیماری دارند،

ــک روش  ــتفاده از ی ــل اس دلی
کیفــی و  PCRمولکــولی ماننــد 

ت ـــمی بایس (Real Time PCR)کمی 
 ی یـایـدایبـھ عنـوان تسـت ت

ط ھمکــاران ـــــــتکمیلــی توس
ستور شک در د ــک پز  ارـــــــ

 لحاظ شود. آنان، آزمایشگاھی
 سپاس گزاري

پرو     ین  قژا ی از اته تحقی
حوزه  شی  بارات پژوھ حل اعت م

ــوزش، ــت آم ــن آوری و  معاون ف
تحقیقات دانشگاه علوم پزشکی 
ایلام تأمین شده است کھ بدین 
ین  کاران ا یھ ھم سیلھ از کل و

بھ عمل را بخش کمال قدردانی 
 می آوریم.
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Abstract  
Introduction: Hepatitis B infection is a 
considerable health problem throughout the 
world involving more than 2 billions 
people. It is estimated that over 370 million 
people are chronic carriers of HBV 
worldwide. It has been revealed that 3% of 
Iranian populations are chronic carriers of 
this virus. The current study aimed to detect 
HBV DNA amongst some HBsAg negative 
individuals as chronic carriers of HBV 
using sera as a source of infection in 
Ilam(western Iran). 
 
Materials & Methods: In a case–control 
study, the viral DNA in sera of 70 healthy 
individuals as case group was evaluated 
during 2009-10. Samples were tested using 
PCR and Real Time PCR while for some 
immunological evaluations Elisa was 
performed using sera of healthy people. 
 

Findings: All the 70 individuals (100%) in 
control group were HBsAg positive, while 
in the case group, only 2 people (2.8%) 
were HBsAg positive. 3 individuals in case 
group were positive using PCR and Real 
Time PCR, indicating that about 7% of 
healthy individuals were chronic carriers of 
HBV.  
 
Discussion & Conclusion: It was 
concluded that seronegative HBsAg 
indicating individuals can be carriers of 
HBV-DNA. Therefore, ELISA test of 
HBsAg can not alone be a reliable approach 
to diagnose hepatitis B in people without or 
with chronic H.B. As a result, Medical 
doctors are expected to apply other 
diagnostic methods such as molecular 
approaches to detect the disease. 
 
Keywords: hepatitis B ,negative HBsAg, 
serum, ELISA, Real-Time PCR 
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