
 1396، 4، شماره 30جلد                                                  )                           مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

430 

در  آزمونو ارزيابي عملكرد اين  Bجهت تشخيص ويروس هپاتيت  PCRطراحي آزمون 
  كاشان غربالگري مراجعين به سازمان انتقال خون

  3و2سيد مهدي سادات الحسيني و*1روح االله نخعي سيستاني

 و مولكولي سلولي زيست شناسيدانشگاه كاشان، دانشكده شيمي، گروه كاشان، 1

  اسلامي واحد زنجان، گروه ژنتيك مولكوليدانشگاه آزاد زنجان، 2
 سازمان انتقال خون كاشان  كاشان، 3

  9/12/95 :تاريخ پذيرش    3/6/95 :تاريخ دريافت

  چكيده

هدف از اين . باشدهاي خوني مياز جمله ويروسهاي شايعي است كه يكي از راههاي انتقال آن خون و فرآورده Bهپاتيت 
كه بتوان از آن به منظور تشخيص ويروس هپاتيت  )PCR( مرازياي پليس واكنش زنجيرهطراحي آزموني است بر اساپژوهش 

B پرايمر جفت قابليت تا  با بار مشخص ويروس تهيه شد خون در اين مطالعه يك نمونه. هاي باليني استفاده نموددر نمونه
بيوانفورماتيكي، با آزمون  بررسييز علاوه بر همچنين اختصاصيت آن ن .در تشخيص ويروس مورد ارزيابي قرار گيردطراحي شده 

نيز  كاشان همچنين از اين روش در غربالگري مراجعين سازمان انتقال خون. عليه سه ويروس شايع ديگر تا حدي تأييد گرديد
 جفت پرايمركه  نتايج اين مطالعه نشان داد .شداين سازمان مقايسه  متداول درروش با نتايج حاصل از  استفاده گرديد و نتايج آن

ذره ويروس در هر  100نمايد و حساسيت آن در حدود را تكثير مي Bاختصاصي ژنوم ويروس هپاتيت  به طورطراحي شده 
هاي همچنين در نمونه. است زاي متداول در سازمان انتقال خوناز روش الاي ترنزديك به سه برابر حساسليتر خون است كه ميلي

نتايج فاقد  ،طراحي شده آزمون. مطابقت داشتبا نتايج تأييد شده سازمان انتقال خون كاشان  كاملاً PCRباليني، نتايج آزمون 
به تواند نقش هاي سازمان هم ميدر كاهش هزينه ،خون يكه علاوه بر جلوگيري از حذف داوطلبين سالم اهدا بودمثبت كاذب 

هزينه انجام آن  اولاًكه ايگزين روش جاري غربالگري اين ويروس نمود رسد بتوان آن را جبنابراين به نظر مي .يي داشته باشدسزا
  .گردندخون منع نمي يبخشي از واجدين شرايط، از اهدا ثانياًباشد و تر ميبسيار پايين

  B، هپاتيت الايزا،  مرازياي پليواكنش زنجيره: كليدي واژه هاي

  r.nakhaei@kashanu.ac.ir: كيپست الكتروني،  03155913045: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
يكي از مشكلات عمده سلامت در دنيا  Bبيماري هپاتيت 

و كشور ايران بوده و عامل يكي از شديدترين عفونتهاي 
اين ويروس هر ساله  .)8( باشدويروسي كبدي در جهان مي

مرگ حدود يك تا دو ميليون نفر در سراسر جهان  مسئول
ميليون  300حدود كه شود يو تخمين زده م )16(است 

به جز افرادي كه از (در سراسر جهان  Bناقل هپاتيت 
). 14 و 3( وجود دارد )وضعيت خود آگاهي ندارند

باعث بيماري هپاتيت مزمن، سيروز  Bويروس هپاتيت 
تواند از مي Bهپاتيت  ).14( شودكبدي و سرطان كبد مي

رد حاد اين عفونت در موا. طريق تزريق خون منتقل شود
تواند منجر به منجر به مرگ و مير و در موارد مزمن مي

هپاتيت مزمن، سيروز كبدي و كارسينوماي سلولهاي كبدي 
اي از طريق تزريق خون نقش عمده HBVانتقال  ).9( شود

را در شيوع اين ويروس در سراسر جهان در چند دهه 
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كرده است و هنوز هم به عنوان يك تهديد در ايفاء  گذشته
كشورهاي در حال توسعه كه داراي شيوع بيشتري هستند 

 سازمان بهداشت جهاني به گفته). 12( آيدبه حساب مي
)WHO  شيوع هپاتيتB كنندگان خون در سال در بين اهدا

، كشورهاي درصد 02/0هاي توسعه يافته در كشور 2015
و كشورهاي كمتر توسعه يافته  درصد 64/0 در حال توسعه

  ).17( شود ين زده ميتخم درصد 59/3

 S )Hepatitis B surfaceحضور آنتي ژن سطحي  بررسي

antigen، HBsAg( ترين روش جهت شناسايي شايع
تواند اگر چه در اوايل آلودگي مي. است Bويروس هپاتيت 

ماه بعد از  3جواب منفي كاذب ايجاد كند اما يك تا 
 دهدارائه مي تري رادقيقتشخيص  با ويروس، آلودگي

آزمون  آزموناز  پيشرفتهدر بسياري از كشورهاي  ).14(
به همراه ) Nucleic acid test ،NAT( اسيدهاي نوكلئيك

 HBVهاي سرولوژيكي جهت شناسايي بهتر ويروس آزمون
 Hepatitis C virusو ديگر عوامل عمده ويروسي مثل 

)HCV( و Human immunodeficiency virus )HIV(  در
در خصوص  .شودمني خون استفاده ميراستاي افزايش اي
ي DNAدر حال پيشرفت، استفاده از  Bبيماري هپاتيت 

- تر و دقيقبه تشخيص سريع HBs Agبه جاي  Bهپاتيت 

 HBVباعث جلوگيري از انتقال تواند انجامد كه ميتري مي
يا  ،Bداراي عفونت نهفته هپاتيت  هايتزريق خون به واسطه

 Sآنتي ژن سطحي  با Bت داراي ويروس هپاتي هايخون
  .)12( شوديافته تغيير 

 به همراه HBs Agبه تداوم حضور   HBVعفونت مزمن 
. شوددر سرم بيمار گفته ميماه  6بيش از   HBVژنوم

درصد افراد با عفونت مزمن به دليل عدم بروز  80حدود 
تعداد  ،علاوه بر اين. علائم از بيماري خود آگاهي ندارند

 HBVمنفي داراي عفونت نهفته HBs Agكمي از افراد 
اما  هستند در كبد HBV DNAهستند كه اين افراد داراي 

 ژنوم ويروس ممكن است در سرم آنها وجود نداشته باشد
و  HBs Agدر حالي كه شاخصهاي سرولوژيكي مثل 

Anti-HBc عفونت  .)14( تواند مثبت يا منفي باشدمي
به  Occult hepatitis B virus infection  (OBI)نهفته 

در سرم يا كبد شخص بيمار با  HBV DNAحضور 
در  معمولاًشود و مي گفتهمنفي  Sشاخص آنتي ژن سطحي 

 IU/ml200در سرم كمتر از HBV DNAاين هنگام ميزان 
  .)12( باشدمي

ترين اهداف سازمان انتقال خون بررسي بدون شك از مهم
از جمله زا تر حضور پاتوژنهاي بيماريهر چه دقيق

 با وجود غربالگري كه. باشدعفونتهاي حاد هپاتيت مي
سازمان انتقال خون  Bاز نظر هپاتيت خونهاي اهدايي 

در . مي باشدخونهاي انتقالي شاهد حضور اين ويروس در 
 آزمونبا  طراحي شده PCRآزمون  شداين مطالعه سعي 

  .گيردمورد مقايسه قرار سازمان انتقال خون،  يالايزا

  و روشها مواد
 يك نمونه خوني داراي ويروس با بار مشخص :هانمونه

تخصصي از آزمايشگاه  )mlيك ميليارد ذره در هر (
تهران، خيابان شهيد بهشتي، بعد از (كيوان  ويروس شناسي

، طبقه 498سينما آزادي به طرف خيابان ولي عصر، پلاك 
 20همچنين از تعداد . هديه دريافت شد به عنوان) همكف

 به عنوانتوسط سازمان انتقال خون كاشان  قبلاًدي كه فر
نفر از بين  300مبتلاي قطعي تشخيص داده شده بودند و 

 به صورتبه سازمان ظرف يك ماه كه  مراجعه كنندگان
بيمار  20و همچنين  شدندتصادفي سيستماتيك انتخاب 

بيمار دياليزي كه در زمره دريافت كنندگان  30تالاسمي و 
  . از سازمان هستند، نمونه گيري انجام گرديد دايمي خون

جهت  :Bويروس هپاتيت  Sبررسي حضور آنتي ژن 
 Murexاز كيت  HBVبراي ويروس  الايزا آزمونانجام 

HBs Ag Version 3  استفاده  در سازمان انتقال خونكه
) Davinci(داوينچي  توسط دستگاه اتوماسيون شود ومي

اين آزمايش بر روي  .استفاده شد ساخت كشور فرانسه
-آوردن سرم از لوله ژل به دستجهت . سرم انجام گرفت
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، Vacuum collection system )VACUTEST KIMAدار 
مستقيم  به طوراستفاده شد بدين ترتيب كه خون ) ايتاليا

آوري گرديد و پس از گذشت زمان ها جمعتوسط اين لوله
 rpmا در دور هگيري در دماي اتاق، لولهدقيقه از خون 30

سپس سرم از . شدند سانتريفيوژدقيقه  5به مدت  2000
  . آوري گرديدبخش بالاي ژل لوله جمع

كيت استخراج اسيد  روش كار  طبق: DNAاستخراج 
با نام تجاري Nucleic acid extraction kit) (نوكلئيك 

RIBO-prep شركت AmpliSens، DNA ز مورد نياز ا
به منظور  .شد تهيه يمارانپلاسماي اهداكنندگان و ب

جهت . از پلاسماي خون استفاده گرديد DNAاستخراج 
، EDTAK2 Tube PET )Narangهاي تهيه پلاسما از لوله

هاي هاي خون به لولهبدين منظور نمونه. استفاده شد) چين
تكان داده شد تا با  به خوبيآوري انتقال داده شد و جمع

دقيقه در  5س به مدت سپ. ماده ضد انعقاد مخلوط گردد
rpm 2000 شد و پلاسما برداشت  سانتريفيوژ و دماي اتاق

  . گرديد

DNA ي استخراج شده توسط بررسي جذب نوري در طول
به  260 جذب نسبتبا بررسي تعيين كميت، و  280موج 
  . تعيين كيفيت گرديد 280

طراحي پرايمر بر اساس ناحيه با حداكثر : طراحي آغازگر
م اين ويروس در بين كليه تواليهاي گزارش همولوژي ژنو

با تكيه بر تواليهاي مربوط  NCBIشده پايگاه نوكلئوتيد در 
به منظور يافتن . به ايران و كشورهاي همسايه انجام گرفت

تك اين آوردن تواليهاي تك به دستاين ناحيه، پس از 
جهت انجام همرديفي  ClustalWافزار ژنومها از نرم
توالي پرايمرهاي طراحي شده در زير . ده شدچندگانه استفا
  :ذكر شده است

HBV forward Primer: 5ʹ-TTG TCC TCC AAC TTG 
TCC TG-3ʹ 
HBV reverse Primer: 5ʹ-CCA ATA CCA CAT CAT 
CCA TAT AGC -3ʹ 

 ژنوم ويروس 365تا  346رو منطبق بر موقعيت پرايمر پيش

وم ويروس ژن 734تا  757و پرايمر برگشتي در موقعيت 
  .است

با غلظت  PCRواكنش : زنجيره اي پليمرازانجام واكنش 
1X  از بافرPCR ،mM 5/2  ازMgCl2 ،mM 2/0  از هر

از  1Uاز هر كدام از پرايمرها،  pM 4/0ها، dNTPكدام از 
ناژن و در حجم يشركت س Taq DNA polymeraseآنزيم 

  . انجام گرفتميكروليتر  20

درجه  95دماي  اي دردقيقه 5  مرحلهيك  PCRبرنامه 
 چرخه 35ها، و جهت جدا شدن اوليه رشته سانتي گراد

گراد به سانتي درجه 95شامل مرحله واسرشت در دماي 
درجه سانتي  4/59مرحله اتصال در دماي  ثانيه، 30مدت 
 72، مرحله طويل شدن در دماي ثانيه 30به مدت  گراد

 مرحلهپايان يك  در و ثانيه 45درجه سانتي گراد به مدت 
 درجه سانتي گراد 72اي دماي پيشروي نهايي در دقيقه 10

 Fluoro Dyeبا ماده PCRسپس محصولات  .قرار داده شد

DNA Fluorescent Loading Dye  رنگ آميزي و در ژل
 bp 412طول آمپليگون . درصد الكتروفورز شدند1آگارز 
در  .مشاهده شد GEL DOCنتيجه كارتوسط دستگاه . است

تهيه شده از (تمامي واكنشها از نمونه كنترل مثبت 
  .استفاده گرديد) آزمايشگاه تخصصي ويروس شناسي كيوان

Real-Time PCR:  به منظور بررسي صحت نتايجPCR 
هايي كه نتايج آنها با آزمون الايزا مغايرت داشت از نمونه

اين آزمايش در . استفاده گرديد Real-Time PCRآزمون 
و ) قم، ميدان سعدي، ساختمان كيميا(اه آريا آزما آزمايشگ

، بر )، روسيهGeneproof )GeneProofبا استفاده از كيت 
اساس دستورالعمل كيت و توسط كاركنان همان آزمايشگاه 

  .انجام گرديد

به منظور تعيين سطح حساسيت كيت : حساسيت آزمون
خون كامل  هم از و) الايزا( از سرمهم مورد استفاده، 

)PCR(  هاي الايزا آزمونو  تهيهوالي متمثبت رقتهاي نمونه
  .شد روي آنها انجام  بر PCRو 
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  نتايج
مورد استفاده،  الايزاي به منظور تعيين سطح حساسيت كيت

تهيه شد و با قرائت جذب  1,000,000/1تا  10/1رقتهاي 
 10در ادامه . مثبت بود همچنان cut-offو مقايسه با پارامتر 

شد تهيه  10,000,000/1تا  1,000,000/1رقتهاي نمونه با 
 رقت تا  Murexكيت  كه مشخص گرديد نهايتاً و

  .حساس است HBs Agبه حضور  3,000,000/1

نمونه مجهول مراجعه كننده به  300از  الايزا آزموندر 
مورد  5مورد فاقد واكنش و  295 ،انتقال خونسازمان 

 آزمونرحله نمونه وارد م 5حساس اعلام شد كه اين 
 HBsو  HBc Ab آزمونكه با استفاده از دو  ييدي شدندأت

Ag Confirmatory Test  در نهايت تنها يك مورد به عنوان
ان تالاسمي و دياليزي در مورد بيمار .ييد شدأنمونه مثبت، ت

 ). 1جدول(ها منفي بود كليه نمونه

 بررسيمورد  هاينمونهدر  HBs Agنتايج آزمون الايزا  -1جدول 

 تعداد افراد الايزا مثبت تعداد كل افراد مورد بررسي

 5 300 داوطلبين سالم اهداء كننده خون

 0 30 بيماران همودياليزي

 0 20 بيماران مبتلا به تالاسمي

 20 20 مثبتHBs Agبيماران

 ياهداء كنندهداوطلب سالم  300براي  PCRنتيجه واكنش 
افراد دياليزي و  يليهخون، يك مورد مثبت و براي ك

 HBs Ag ينمونه 20از ). 2جدول (تالاسمي منفي شد 

 18 ،هاي قبلدر سالتوسط سازمان مثبت گزارش شده 
 .)1شكل (نشان داده شد مورد منفي  2شد اما  ييدأمورد ت

  مورد مطالعه هايدر نمونه PCRنتايج آزمون  -2جدول 

 مثبت  HBV DNA تعداد افراد  تعداد كل افراد مورد بررسي

 1 300 داوطلبين سالم اهداء كننده خون

 0 30 بيماران همودياليزي

 0 20 بيماران مبتلا به تالاسمي

 18 20 مثبت HBs Agبيماران 

  

  
كنترل  2چاهك . كنترل مثبت 1از سمت چپ تصوير چاهك : HBVويروس  Sجفت بازي از ژن  412قطعه  PCRالكتروفورز محصول  -1شكل 
هاي مثبت ساير چاهكها نمونه. منفي HBV-DNAهاي نمونه: 7و  4چاهك ). bp )SMOBIO 100نشانگر وزن مولكولي  11ي چاهك منف

  .PCRشناسايي شده توسط 

 2نمونه منفي به همراه  2جهت اطمينان از صحت نتايج، 
نمونه مثبت در بخش مولكولي آزمايشگاه رازي قم توسط 

Real-Time PCR ي با كيت تجارGene Proof  كه دقت آن
 تأييد نتايج  و  شد   تكرار كپي در هر ميلي ليتر بود  10تا 
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   .)2شكل (گرديد 

  
به بعد مثبت  36 چرخهكه از ) نمودار سبز رنگ(H6 و ) نمودار زرد رنگ( H3  :هاي مثبتبراي نمونه Real-Time PCRنتيجه آزمون  -2شكل

  .دارند كه بدون تغيير تا انتها ادامه) نمودار بنفش( H5و ) نمودار آبي  H2 (هاي منفيشود و نمونهميشدن آن با اوج گرفتن نمودار نمايان 

طراحي شده بر اساس تعداد  آزمونحساسيت  بررسيدر 
هاي مختلف س موجود در سرم خون با تهيه رقتذرات ويرو

ميليون بار رقت قابل شناسايي بود كه با  10، تا DNAاز 
ذره ويروس در هر  100نمونه مثبت، تا  توجه به غلظت

 طراحي شده قابل آزمونتوسط ) 8چاهك (ميلي ليتر خون 
قابل مشاهده  3 در شكل آزموننتيجه . شناسايي است

  .است

 

 bp 100نشانگر وزن مولكولي :  1از سمت چپ تصوير چاهك : HBVويروس  Sجفت بازي از ژن  412قطعه  PCRالكتروفورز محصول  -3شكل 
)SMOBIO.( اندرقيق شده برابريبا فواصل ده بار  10-7تا  1نمونه كنترل مثبت به ترتيب با رقتهاي  8تا  2چاهك.  

رفته جهت  به كاربه منظور ارزيابي اختصاصي بودن روش 
 ييDNAويروس سه  ، از ژنومHBVشناسايي ويروس 

ويروس هرپس  ،)(CMV سايتومگالوويروس شامل
استفاده  (EBV) بار- س اپشتنويرو و (HSV)سيمپلكس 

از اين سه ويروس با  هيچ كدامداد شد كه نتايج نشان مي
ها نشان داده( شونداين پرايمرهاي طراحي شده تكثير نمي

  . )داده نشده است

روي ژل  3µlهاي مثبت مقدار نمونه  PCRاز محصول 
باند  اندازهييد أالكتروفورز شد و پس از ت درصد 1آگارز 

مالزي  1st BASEهت تعيين توالي به شركت مربوطه، ج
با ، لياعمل تعيين تواز سالي بعد ار ليهاياتو. فرستاده شد

 )Blast(بلست ، NCBIنومي ژبانك ه در ثبت شد ليهاياوت
 PCRنشان داد كه محصول  بلستنتايج حاصل از . شد

 Bويروس هپاتيت  S، با توالي ژن طراحي شده هايپرايمر
  .دارند همولوژي درصد NCBI ،99ثبت شده در پايگاه 

  بحث
يك بيماري با عامل ويروسي از خانواده هپادنا  Bهپاتيت 

اين بيماري به عنوان يك مشكل بهداشتي  .باشدويريده مي
به دليل انتقال راحت بيماري از . در دنيا و ايران مطرح است

پوست آسيب ديده، مادر به  مخاط، نظيرراههاي مختلف 
 و فقدان شيوع فصلي خاص، پرخطررفتارهاي  جنين،

. استبيماري در سراسر دنيا و در تمام سنين قابل مشاهده 
ترين راه انتقال بيماري از راه تزريق خون و همچنين اصلي

به بعد جهت  1960از سال . باشدتماسهاي نزديك مي
تشخيص موارد بيماري از روشهاي تشخيص سرولوژيكي 

ايمونواسي، لومينسانس و ، راديوالايزامختلف مانند روش 
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PCR  شده عفونت استفاده اين براي تشخيص و شناسايي
د نكه هر كدام از اين روشها محاسن و معايبي دار است

از حساسيت بالايي برخوردار است اما  الايزاروش  ).7و1(
در قسمت مركزي پروموتور در ناحيه پايين  جهشبروز 
گردد جب ميمو Gبه  Aنوكلئوتيد  تغييرو  HBe Agدست 

كه حتي با وجود مقادير زيادي از ذرات ويروسي در سرم 
قادر به  الايزابيشتر كيتهاي تشخيصي  و آلوده بودن فرد،

 بنابراين روش سرولوژيك، .شناسايي اين موارد نباشند

. نيستروش مناسبي براي پيگيري و كنترل بيماري 
از  Nested PCR و PCRمانند  PCRبر مبناي ي يهاروش

حساسيت بالايي نسبت به روشهاي سرولوژيك برخوردار 
در نمونه  copy/ml 10-1بوده و قادر به شناسايي حتي 

ص و پيگيري عفونت  لذا اين روشها براي تشخي .دنباشمي
  .هستندهاي مزمن بسيار مناسب به خصوص عفونت

ي DNA منفي در بيماراني كه از نظر HBs Ag آزمون
HBV از . دلايل مختلفي داشته باشدواند تمثبت هستند، مي

در  آزمونو يا انجام  Sدر ژن  جهشجمله آنها وقوع 
مراحل اوليه عفونت كه حتي در صورت آلوده بودن فرد 

 4تا  HBs Ag 2 آزمون. شودجواب منفي كاذب ايجاد مي
شود، در حالي كه هفته بعد از عفونت در سرم مثبت مي

HBV DNA گرددمي از هفته اول عفونت مثبت.  

سازمان انتقال خون، به منظور غربالگري اهداكنندگان از 
افراد را دسته  Murexبا استفاده از كيت  Bنظر هپاتيت 

واكنش  آزمونكند، تعداد زيادي از افراد به اين بندي مي
هاي دهند و خون اين دسته از افراد به صورت فرآوردهنمي

اكز درماني در اختيار مر خوني فاقد شاخصهاي ويروسي
هاي واكنش داده با اين كيت نمونه). 1حالت (گيرد قرار مي

  ). 2حالت (شوند از چرخه اهداي خون خارج مي

هاي نمونه از آلوده بودن سپس به منظور اطمينان يافتن
هاي تكميلي زير آزمونواكنش داده با كيت فوق، يكي از 

  :انجام مي شود

كه براي ) HBs Ag Confirmatory( Confirm آزمون )1
هاي در نمونه  Bهپاتيت Sتأييد حضور آنتي ژن سطحي 

مثبت شده، به  Murex HBs Agسرم يا پلاسما كه با كيت 
  . رودكار مي

-Antiمدتي پس از آلودگي، تيتر :  Anti-Hbc آزمون )2

Hbc  در خون فرد مبتلا افزايش يافته و ممكن است تا پايان
 .عمر حتي پس از بهبودي ثابت بماند

تكميلي آنها مثبت شود بيمار  آزمونكه  در هر حال افرادي 
به . شوندتلقي شده و جهت مشاوره به پزشك معرفي مي

، پزشك مربوطه جهت آزموندلايل ذكر شده براي هر 
اطمينان از حضور ويروس در بدن و بررسي مقدار تيتر 

را  Real-time PCRويروس به منظور شروع درمان، 
ويروس،  هاينسخهر صورت بالا بودن دهد و دپيشنهاد مي

بر اين فرآيندها علاوه بر زمان. نمايددرمان را شروع مي
  . بودن و افزايش هزينه، معايب ديگري نيز دارند

پاسخ   Murex Hbs Agممكن است افرادي باشند كه به 
در آنها مثبت  Anti-Hbcويروس و  DNAمنفي بدهند اما 

مار از غربالگري سازمان باشد كه در اين صورت افراد بي
انتقال خون شده به عبور كرده و خون آلوده وارد سيستم 
شود و بدين ترتيب افراد نيازمند به دريافت خون تزريق مي
با  اين صورتدر  .باعث انتشار اين بيماري خواهد شد

توان حضور ويروس را استفاده از روشهاي مولكولي مي
افرادي باشند كه  از سوي ديگر ممكن است .نمود أييدت

بهبود يافته باشند و ديگر ويروسي در بدن آنها نباشد اما به 
بيمار  به عنواندليل حساسيت بالاي كيت مورد استفاده 

 بنابراين. معرفي شوند و از چرخه اهداء خون حذف گردند
 آزمون الايزاسرولوژيك  آزموناگر در ابتدا به جاي انجام 

PCR توان به حضور يا عدم مي در يك مرحله ،انجام شود
بنابراين افرادي تحت . حضور ويروس در افراد پي برد
شوند خون خارج نمي ءعنوان مثبت كاذب از چرخه اهدا

-يا با خونهاي آلوده درمجموعه دهندگان خون باقي نمي

  .مانند
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 شد تأييد الايزابر  PCR آزموندر پژوهش حاضر نيز مزيت 
 Murex Hbs Agنش داده در نمونه واك 5كه از بين  چرا كه

هاي تكميلي مثبت آزمونتنها يك نمونه در مرحله دوم با 
در يك  PCRاين در حالي است كه با واكنش . اعلام شد

 4بنابراين . تشخيص داده شدمرحله، همان يك نمونه 
اهداء  نمونه مثبت كاذب در عين سالم بودن از چرخه

كه سازمان در هايي شوند و با وجود تمام هزينهخارج مي
نمايد اما اين اهداكنندگان را از قبال اين افراد صرف مي

دهد و اين خود سالانه خسارت هنگفتي را به دست مي
  . نمايدسازمان تحميل مي

مثبت  PCR آزمونبا كه منفي  الايزا، نمونه در اين مطالعه
يافت  ،يا به اصطلاح عفونت هپاتيت مخفيتعيين شود، 

عات زير كه در داخل و خارج كشور در اما در مطال. نشد
هاي اهدايي انجام شده چنين هاي اخير روي خونسال

در سال  پورآذر و همكاران .اتفاق افتاده استمواردي 
  HBs Agنمونه خون اهداشده كه از نظر  545روي   2005

انجام دادند  HBV DNAو  anti-HBc آزمونمنفي بودند 
 5نفر  43از اين  بت ومث anti-HBc) درصد 8( نفر 43كه 
در  بهبهاني و همكاران .)11( مثبت بودند HBV DNAنفر 

 HBs Agنمونه خون اهدايي كه   2000روي  2005سال 
انجام دادند  anti-HBc آزمونآنها منفي گزارش شده بود 

مورد  16از اين تعداد  مثبت و) درصد 55/6(مورد  131 كه
واعظ جليلي  ).2(مثبت بودند  HBV DNA) درصد 2/12(

 ءنمونه خون اهدا 1000روي  2011در تحقيقي در سال 
انجام داد  anti-HBc آزمونآنها منفي بود  HBs Agشده كه 

درصد  50نمونه  80مثبت و از اين ) درصد 8(نمونه  80 كه
از  2002هنينگ در سال  ).15(بودند   HBV DNAداراي 
) درصد 25/1(مورد  216 كننده بار اول،ء اهدا 14251ميان 
 HBV آزموننمونه مورد  205 .مثبت داشتند anti-HBcكه  

DNA  كلينمن در  ).5(مورد مثبت بود  17قرار گرفتند كه
 آزمونمنفي  HBs Agنمونه خون  395روي  2003سال 
PCR  مثبت و حاوي ) درصد 7/3(مورد  4انجام داد كه

HBV DNA  6(بود.(  

در  2011ال حصونا و همكارانش در مطالعه اي كه در س
آنها  HBsAgشده كه  اهداء  نمونه خون 5410مصر روي 

 آزمونمنفي گزارش شده و سالم تشخيص داده شده بودند 
HBV DNA  9/0(مورد  48انجام دادند كه در نهايت 

در پژوهشي كه  ).4(از اين نمونه ها مثبت بودند ) درصد
كننده اهداء  429توسط اولوئينكا در نيجريه روي  اخيراً

به  HBV DNA) درصد 17(مورد  72خون انجام شد 
زيانلين  ).10(عنوان عفونت نهفته خون تشخيص داده شد 

 اهداء كننده 1033اي روي در مطالعهنيز و همكارانش  يه
خون شنژن در جنوب  ياهدا خون مراجعه كننده به مركز

انجام  HBV DNAو  anti-HBc آزمون 2014چين در سال 
  HBVمورد داراي عفونت نهفته  14عداد دادند كه از اين ت

  .)18( بودند

روي گيرندگان  HBV DNAدر اين پژوهش غربالگري 
هاي خوني كه بيماران تالاسمي خون و فرآورده
و مورد مثبتي  ه شدباشند انجام دادوهمودياليزي مي

توان واكسينه بودن دليل آن را مييك كه  گرديدمشاهده ن
كه توسط  ايدر مطالعه .دانست HBVاين بيماران در برابر 

در مركز انتقال خون تهران بر  2009زهره شريفي در سال 
كودك تالاسمي صورت گرفت نتايج حاصل با  99روي 
 3اين افراد در  .)13( همخواني داشتاين پژوهش نتايج 

به دليل اين كه  .نوبت واكسن نوتركيب دريافت كرده بودند
هاي گروهخون دارند، لذا از مكررا تزريق  بيماران تالاسمي

و  الايزااز روش  بررسيدر اين . شوندپرخطر محسوب مي
Nested PCR  جهت بررسي عفونت هپاتيتB  استفاده

نفر بعد از واكسيناسيون از نظر  89كودك،  99از . گرديد
HBs Ab  ،با روش  بررسيدر اما مثبت بودهNested PCR 

ي بودند و مورد نفر منف 99تمام  HBV DNAاز نظر وجود 
  ).13(مثبتي يافت نگرديد 

طراحي شده در اين پژوهش در  PCRجموع، آزمون در م
مطالعات مقدماتي توانست با حساسيت بالاتر نسبت كيت 
تجاري الايزاي سازمان انتقال خون و با اختصاصيت كامل، 
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. را تشخيص دهد Bهاي آلوده به ويروس هپاتيت نمونه
اگر مطالعات تكميلي به خصوص  رسدبنابراين به نظر مي

درباره اختصاصيت آن عليه ساير پاتوژنها تأييد گردد 
ها را تواند جايگزين الايزا گردد و در نتيجه هزينه مي

كاهش دهد و تنها با يك مرحله آزمايش وجود ويروس را 
اهداء  از حذف بي دليل به علاوه. در نمونه تأييد نمايد

  .ل آيدكنندگان مجاز جلوگيري به عم
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Abstract 

Hepatitis B virus (HBV) is of common viruses that transmitted by blood and blood 
products. The aim of this study is to design a polymerase chain reaction-based test to 
detect HBV in clinical samples. In this study, one blood sample with known load of 
HBV is prepared to assess the ability of designed primer pair. The specificity of the 
primer pair was somewhat confirmed by testing against three common virus types, in 
addition to bioinformatics analysis. The test was also used to screen applicants of blood 
transfusion organization of Kashan and its results compared with results of a current 
method used by this organization. The results of this study showed that the designed 
primer pair specifically amplifies the HBV genome and its sensitivity is 100 particle per 
ml of blood, which is more sensitive than the results of the ELISA method currently 
used in blood transfusion organization. In clinical samples, however, the results of the 
polymerase chain reaction (PCR) test were completely in accordant with the results 
obtained by blood transfusion organization after confirmatory tests. The designed test 
has no false positive results in contrast to ELISA, which, in addition to preventing the 
exclusion of healthy volunteer blood donors, could also have a significant role in 
reducing costs of the organization. So, it seems that it can replace the current screening 
method of this virus, that firstly the cost of doing it is much lower and secondly a part of 
bona fide person are not prevented from donating blood. 
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