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 گرگان   نهفته در بیماران تحت همودیالیز مزمن در بیمارستان  پنجم آذرBهپاتیت 
 
 

 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 

 
 
 
  

  
  

 چکیده    
 یک معضل بزرگ بهداشتی در سراسر جهان Bعفونت با ویروس هپاتیت :             زمینه و هدف

ماران همودیالیزي در کشورهاي در حال توسعه همچنان  در بیB فرم مزمن و مخفی عفونت هپاتیت .است
 در سرم در غیاب تشخیص آنتی ژن B ویروس هپاتیت DNA نهفته به معنی حضور Bهپاتیت . بالا است

 در بیماران تحت B هدف از این مطالعه بررسی شیوع عفونت نهفته هپاتیت .سطحی این ویروس می باشد
  .الاتري جهت ابتلا به این عفونت هستندهمودیالیز می باشد که داراي ریسک ب

 بیمار دیالیزي که حد اقل هفته اي دو نوبت در بیمارستان 100مطالعه بر روي   : روش بررسی         
تمامی بیماران . پنجم آذر گرگان دیالیز شده و به روش سرشماري انتخاب شده بودند، انجام شد

 cc10سپس .  منفی بودندHBsAg و در سه ماهه اخیر  را دریافت کردهHBVواکسیناسیون کامل علیه 
 کیفی به PCR با استفاده از روش HBVDNAنمونه پلاسما بیماران، به منظور جداسازي و شناسایی 

 .آزمایشگاه ارسال شد

 سال بوده و به 60/54آن ها مؤنث بودند متوسط سن بیماران % 52بیماران مذکر و  از% 48: ها یافته        
 بیمار همودیالیزي که مورد مطالعه قرار 100در بین تمامی .  ماه تحت همودیالیز قرار داشتند48توسط طور م

 نهفته در B یافت نشد و میزان هپاتیت B ویروس هپاتیت  DNA منفی بودند، موردي ازHBsAgگرفتند و 
 . این افراد صفر درصد می باشد

 نهفته در افراد تحت همودیالیز شهر گرگان و هم Bد هپاتیت نتایج بیانگر عدم وجو: نتیجه گیري            
 HBVراستا با برخی مطالعات بوده واین امر با توجه به واکسیناسیون کامل بیماران تحت همودیالیز علیه 

 .قابل توجیه می باشد

   ، گرگانHBsAg  نهفته، همودیالیز، Bهپاتیت         واژه هاي کلیدي

  

 
  
  
  
  
  
  
  
 
  
  

  

 : مقالهآدرس 
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  قدمهم
 ویروس و DNA مخفی یا نهفته با حضور Bعفونت هپاتیت         

 در سرم افراد شناسایی می شود که با حضور  HBsAgعدم حضور
 و HBcآنتی (یا عدم حضور مارکرهاي سرولوژیک عفونت قبلی 

از اشخاص % 20 به طور کلی حدود . همراه می باشد)HBsیا آنتی 
امی مارکر هاي سرولوژیکی  مخفی براي تمBمبتلا به هپاتیت 

آن ها براي مارکرهاي سرولوژیکی عفونت % 80منفی بوده و 
بیشتر مطالعات نشان داده اند که هپاتیت . هاي قبلی منفی می باشند

B مخفی معمولاً با میزان کم DNA  ویروس هپاتیت B مرتبط 
مخفی ممکن است پیشرفت فیبروز کبدي را B هپاتیت ). 1(است

همچنین  ).2(ریسک سرطان کبد را افزایش دهد سرعت داده و 
           در بخش همودیالیزBفاکتور مهمی جهت انتقال هپاتیت 

این ویروس DNA لذا در این جمعیت ها جداسازي . می باشد
مطالعات .  مورد تاکید قرار گرفته استHBsAgعلاوه بر  سنجش 

 نهفته را در بیماران همودیالیزي Bمختلفی که شیوع هپاتیت 
 متفاوت گزارش 58% تا 0ی کرده است، میزان آن را بین بررس

کرده اند که این تفاوت می تواند تابعی از نحوه نمونه گیري، 
حساسیت و اختصاصیت تستها، میزان واکسیناسیون، مراقبت 

). 3،4(یالیز اختصاصی براي بیماران باشد بهداشتی و ماشین همود
گیري از مصرف واکسیناسیون افراد مستعد و کارمندان، جلو

مجدد دیالیز، اختصاص دادن اتاق دیالیز و نیز کارمند و ماشین 
ویژه براي افراد عفونی، همگی از عوامل محدود کننده انتقال 

اگر چه در .  در واحدهاي دیالیز محسوب می شودHBVعفونت
این میان تنها واکسیناسیون بیماران و کارمندان مستعد، تأثیر در 

). 3(  خواهد داشتB عفونت مخفی هپاتیت محدود کردن انتقال
 مخفی شناخته نشده است،  Bاگرچه علت اصلی عفونت هپاتیت

 می تواند با Bنشان داده شده که وضعیت عفونت مخفی هپاتیت 
موتانت هاي ویروسی که توسط سنجش هاي رایج براي شناسایی 
آنتی ژن سطحی شناسایی نمی شوند در ارتباط باشد و نیز هپاتیت 

خفی می تواند به علت سرکوب رونویسی ویروسی، بیان ژنی و م
 نهفته می تواند به علت آلودگی با Bهپاتیت . ترشح ویروسی باشد

ویروس هاي موتاسیون یافته اي باشد که با روش هاي تشخیص 
ت ــیـپاتــروز هـ در ب).5(وندـی نمی شـایـاسـنـج شـولی رایـکـلـم

 Bسرکوب فعالیتی با ـمنـتم ایـیسور کلی فعالیت سـفی به طـمخ  
  

  
  

موارد . ویروس و فاکتورهاي اپی ژنتیک، نقش اساسی دارند
 HBsAg  ویروس در غیابDNAمتعددي براي علت حضور 
 ویروس در DNAاینتگره شدن : ارائه شده است که شامل

 window، دوره S ژن MHRکروموزوم میزبان، موتاسیون در 
، سرکوب HCV با عفونت به دنبال عفونت حاد، همراهی 

 و تشکیل HBsAgایمنی، ضعف آزمایشگاه درتشخیص 
  HBsAgکمپلکس هاي ایمنی می باشد که باعث مخفی شدن 

 نتایج اخیر منتشر شده در منطقه گلستان نشان داد ).6(می شود
، P120S ،R122K ،M133I ،S143Lکه موتاسیون هاي 

G145R در ناحیه  که به عنوان موتاسیون هاي فرار ایمنیS  
این ویروس شناسایی می شوند و موجب شکست آزمون هاي 

 می شوند Bدر افراد مبتلا به هپاتیت   HBsAg تشخیصی
هدف از این مطالعه بررسی وضعیت عفونت ). 7(وجود دارد

      در بیماران تحت همودیالیز شهر گرگان  Bنهفته هپاتیت 
 . می باشد

  روش بررسی
 اقل هفته اي دو نوبت در بیمار دیالیزي که حد100     

بیمارستان پنجم آذر گرگان همودیالیز می شدند به روش 
تمام بیماران در . سرشماري انتخاب شده و وارد مطالعه شدند

تمامی افراد ذکر .  منفی داشتندHBsAgسه ماهه اخیر تست 
.  قرار گرفته بودندHBVشده تحت واکسیناسیون کامل علیه 

 .ز بیماران تهیه گردید نمونه ي خون اcc10مقدار

.  منتقل گردیدEDTAو به لوله هاي حاوي ماده ضدانعقاد 
درجه ي 20پلاسما از نمونه خون جدا و در فریزر دماي منهاي

. سانتی گراد تا زمان استخراج اسید نوکلئیک نگه داري شد
اطلاعات دموگرافیک و بالینی از پرونده بیماران استخراج و به 

  spss 16اصل از آزمایشات در نرم افزار همراه سایر نتایج ح
 .وارد شد

از کیت تجارتی ) DNA(براي استخراج اسید نوکلئیک     
Qiagenاستفاده شد و  DNA ویروس از  µl200 نمونه پلاسما 

با استفاده از کیت استخراج اسید نوکلئیک طبق دستورالعمل 
 PCR حاصل بلافاصله جهت انجام DNA. تخلیص گردید

 گردید و مقادیر باقی مانده جهت تائید یا تکرار استفاده
  . درجه سانتی گراد نگه داري شد20آزمایشات در منهاي 

  

 ...دیالیز نهفته در بیماران تحت هموBهپاتیت  /8
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پرایمر هاي اختصاصی  مورد استفاده شامل پرایمرهاي زیر بود 
شده و سکانس انتخابی تایید  بررسی BLASTتوسط نرم افزار که 
 Sاي از ژن مکمل ناحیه % 100توالی پرایمري انتخاب شده . شد

ناحیه تکثیري دربرگیرنده دترمینانت  . می باشدBویروس هپاتیت 
a و اپی توپ هاي ایمنی همورال و سلولی و ناحیه تعیین کننده 

  ):8 (.ژنوتیپ و ساب ژنوتیپ ویروس می باشد
5' CTA GAC TCG TGG TGG ACT TCT C 3'   (Forward) 
250-272 
5' AAG CCA NAC ART GGG GGA AAGC 3   '(Reverse)  
732-709 

 طبق  S جفت بازي از ژن482با استفاده از پرایمرهاي فوق، قطعه 
ش ــنــات واکــویــتــحــم. دــردیــ گPCRر ــروش زی

 )mM5/2(MgCl2 ،1x PCR buffer،  )mM1/0 :(لـامــش

dNTP ،) pmol/µl2/0( پرایمرهاي)Forward,Reverse(، 
که   ng    200 DNAو ) U 5/2( پلی مراز Taq DNA آنزیم 

 PCR براي انجام µl 50 توسط آب مقطر استریل به حجم نهایی
 .رسید

  سیکل بود که مراحل مختلف آن، دما و30شامل   ،PCRمراحل 

  .  نشان داده شده است1زمان لازم براي انجام آن در جدول شماره 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

فورز شده و با  الکترو5/1% در ژل آگارز PCRسپس محصول 
.  مشاهده شدGel Docاتیدیوم برماید رنگ آمیزي و با دستگاه 

 از آب مقطر به عنوان کنترل منفی PCRدر تمام آزمون هاي 
 بار PCR  Real-Timeواز یک نمونه بیمار که با روش 

  .ویروسی بالایی داشت، به عنوان کنترل مثبت استفاده شد
 یافته ها 

آن ها مذکر % 48بیماران   بوده و از سال54سن متوسط بیماران 
 48به طور متوسط بیماران به مدت . آن ها مؤنث بودند% 52و 

 ماه و 1تحت همودیالیز قرار گرفته بودند که کمترین آن ها ماه 
 منفی HBsAg بیمار ، 100تمامی .  ماه  بود333بیشترین آن ها 

می  نیز در آنان منفی گزارش شد و در تماPCRنتایج بوده و 
 Bیافت نشد و میزان هپاتیت  HBV-DNA منفی، HBsAgافراد 

 منفی که تحت همودیالیز قرار HBsAgنهفته در بین افراد
 بیانگر اطلاعات 2جدول شماره . گزارش شد% 0گرفتند 

 . دموگرافیک و بالینی بیماران تحت همودیالیز گرگان می باشد

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 B ویروس هپاتیت Sناحیه اي از ژن  براي تکثیر PCRزمانی   پروتکل دمایی و- 1جدول شماره

 
 زمان (C˚)دما  نام مرحله

Primary Denaturation 94 5دقیقه  

Denaturation 94  20ثانیه  

Annealing 60 30ثانیه  

Extention 72 40ثانیه  

Final extention 72 5دقیقه  
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 بحث
 مخفی در افراد مورد Bدر این مطالعه موردي از هپاتیت    

 واکسینه شده Bبررسی که تحت همودیالیز بوده و علیه هپاتیت 
مطالعات مختلف .  یافت نشدPCRبودند با به کارگیري روش 

 58% تا 0 نهفته را در بیماران همودیالیزي بین Bشیوع هپاتیت 
 تواند تابعی از نحوه متفاوت گزارش کرده اند که این تفاوت می

نمونه گیري، حساسیت و اختصاصیت تست ها، میزان 
واکسیناسیون، مراقبت بهداشتی و تخصیص ماشین همودیالیز 

  ).4،3(اختصاصی براي بیماران باشد 
که  Jardim وFabrizi یافته ما با نتایج به دست آمده از مطالعه    

 ایتالیایی و  مخفی را در افراد تحت همودیالیزBشیوع هپاتیت
گزارش نموده اند و روش به کار گرفته شده براي % 0برزیلی 

). 9،10( می باشد، هم خوانی و مشابهت دارد PCRشناسایی نیز 
 ویروس در DNAدر نقطه مقابل نیز موارد متعددي از جداسازي 

گزارش گردیده % 50 منفی به میزان کم تا HBsAgدیالیزي هاي 
  .است
 مخفی را در مطالعات Bع عفونت هپاتیت تفاوت در شیو      

مختلف می توان به عوامل مختلفی از جمله حساسیت در روش 
  ت روش ـساسیـه حـاگرچ). 5(بت دادـروس نسـشناسایی ژنوم وی

  
  

  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 Real-time PCR نسبت به روش هاي معمولPCRبالاتر      
 Bاتیت بیشتر مطالعات نیز نشان داده اند که هپمی باشد و 

 مرتبط Bویروس هپاتیت   DNAمعمولاً با میزان کم یفمخ
لیکن نتایج متفاوتی در استفاده از تکنیک مذکور نیز ) 1(است

   Altindisبه طوري که نتایج حاصل از . گزارش گردیده است
 منفی با HBsAg در ترکیه بر روي بیماران همودیالیزي 

 HBV 4/12% ، شیوع Real-Time PCRاستفاده از روش 

DNA در حالی که در مطالعه) 11( را نشان داده استGwak  
 نهفته صفر بوده B شیوع هپاتیت Real-Time PCRبا روش 

به نظر می رسد که علیرغم حساسیت بالاي روش ). 12(است
 ضمن بیان تشابه نتایج آن با PCRمذکور نسبت به تکنیک 

نه، بخصوص مطالعه حاضر، نیاز به تحقیقات بیشتري در این زمی
  .به صورت مقایسه اي وجود دارد

تفاوت در نوع نمونه در دسترس نیز می تواند به عنوان      
). 5( مخفی باشد Bعامل دیگر در تفاوت شیوع هپاتیت

Oesterreicher شیوع هپاتیت B مخفی را در سلول هاي تک 
و در سرم % 9/8هسته اي خون محیطی افراد تحت همودیالیز 

 گزارش کرده است که نتایج حاصل از این مطالعه %0این افراد 
  ل ـیـد به دلـر می توانـن امطالعه ما هم خوانی دارد و ایبا نتایج م

  
 
 

(%)منفی   HBV-DNA  
 ( 20-10 )    ( %4 ) 

 ( 30-21 ) ( %5 ) 
 ( 40-31 ) ( %7 ) 

) سن 50-41 ) ( %17 ) 
 ( 60-51 ) ( %36 ) 
 ( 70-61 ) ( %14 ) 
 ( 90-71 ) ( %17 ) 
) (مرد)   %48 ) 

) (زن)                 جنس %52 ) 
 ( 40-1 ) ( %60 ) 

)ماه(مدت زمان دیالیز   ( 80-41 ) ( %24 ) 

  ( 120-81 ) ( %9 ) 
  ( 333-121 ) ( %7 ) 

 

 توزیع فراوانی بیماران دیالیزي شهر گرگان بر مبناي سن، جنس و سابقه دیالیز: 2جدول شماره 

 ... نهفته در بیماران تحت همودیالیزBهپاتیت 
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  ). 13(استفاده از سرم در هر دو مورد باشد 
شاید بتوان گفت که یکی از مهمترین علل تفاوت در نتایج     

یون در  نهفته واکسیناسیون و یا عدم واکسیناسBشیوع هپاتیت 
در رفسنجان کاظمی عرب آبادي ). 5(افراد تحت همودیالیز باشد

 HBsAgهاي  نمونه کل از  درصد54/1حدود که نشان داد
بودندکه متفاوت از یافته هاي این  مثبت HBV-DNAمنفی،

و البته شاید بتوان این مورد را به عدم واکسیناسیون مطالعه بوده 
 بر روي بیماران  Ismailمطالعه. )14(این نمونه ها نسبت داد

 را HBVدیالیزي مصري که هیچ یک از آن ها واکسیناسیون علیه 
 این افراد ٪2/5دریافت نکرده اند نشان داد که به طور متوسط در 

HBV-DNA یافت شد که متفاوت از نتایج مطالعه ما می باشد و 
 مخفی در Bشاید دریافت واکسن عامل اصلی عدم بروز هپاتیت 

% 4/20 نشان داد که در Siagris مطالعه ).5(رسی ما باشد افراد بر
افرادي که واکسیناسیون کامل را دریافت نکرده و تیتر مناسب 
آنتی بادي هاي سرمی علیه آنتی ژن سطحی در آنها مشاهده نشده 

 وجود داشت که می تواند تاکیدي بر نقش HBV-DNAبود، 
 بر Goralمطالعه در مقابل ). 15(موثر واکسیناسیون کامل باشد

 ٪1/57 منفی که تنها  HBsAg بیمار تحت همودیالیز50روي 
 را دریافت HBVآنان در طول زندگی خود واکسیناسیون علیه 

 را گزارش نمود که علیرغم ٪0کرده اند شیوع هپاتیت مخفی 
تفاوت در پوشش واکسیناسیون افراد تحت مطالعه ما با نتایج این 

  ).3(مطالعه همخوانی دارد
        مخفی مطرح B عامل دیگري که در شناسائی هپاتیت       

 ویروس است که Sمی باشد موتاسیون هاي فرار ایمنی در ژن 
 را تغییر داده، باعث شکست آزمایشات HBsAgآنتی ژنیسیته 

 و فرار ویروس از دست سیستم ایمنی HBsAgتشخیصی شناسایی 
 هپاتیت 8/3% با نشان دادن شیوع Minuk). 7(میزبان می شود 

 ونیز HBsAgمخفی آن را با سطح پائین بار ویروسی و فقدان 
مطالعات ). 16( مرتبط دانست G145Rسطح بالاي موتاسیون 

 S را در ژن G145Rانجام شده در استان گلستان نیز موتاسیون 
  ). 7(نشان داده است

ر روي بیماران و همکاران ب Besisikدر مطالعه اي که توسط      
 PCR، با به کار گیري روش HCVتحت همودیالیز با عفونت 

  آنها ) ٪4/36( مخفی در Bانجام شد، مشخص گردید که هپاتیت 
  

  

  
  

آن ها سابقه ) ٪1/9(وجود دارد و در این میان تنها 
این یافته نیز مشابه با ). 17( را داشتندHBVعلیه  واکسیناسیون

یون کامل و نیز آلوده بودن به مطالعه قبل، عدم واکسیناس
 را می تواند به عنوان ریسک فاکتوري براي HCVعفونت 

 مخفی مطرح نماید و توجیه کننده عدم Bشیوع بالاي هپاتیت 
  .همخوانی آن با مطالعه ما به حساب  می آید

، مدت B از جمله عوامل احتمالی در اختلاف در شیوع هپاتیت 
          در نظر گرفته   مودیالیززمان دیالیز در بیماران تحت ه

 ٪7/2 مخفی را در B هپاتیت Yakaryilmaz).  5(می شود
 ماه همودیالیز نشان داد که متفاوت از نتایج 98موارد با متوسط 

از مجموعه ). 18( ماه می باشد 48حاضر با متوسط زمان دیالیز 
 را Cریسک فاکتورها، پیوند کبد و همراهی عفونت با هپاتیت 

از جمله عوامل موثر در بروز هپاتیت مخفی به نیز می توان 
  ).19،17( دانستBesisik و campeترتیب بر اساس مطالعه 

  گیري  نتیجه 
 نهفته در افراد تحت Bهپاتیت  وجود نتایج بیانگر عدم     

همودیالیز شهر گرگان بوده واین امر با توجه به واکسیناسیون 
بل توجیه می باشد  قاHBVکامل بیماران تحت همودیالیز علیه 

  .که این نتایج با برخی مطالعات هم راستا می باشد
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