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چكيده

DNA در سـرم بيمـار منفـي بـوده ولـي             B9ه آنتي ژن سـطحي هپاتيـت         حالتي است ك   8 مخفي Bتيت  هپا: مقدمه

 مخفـي در    Bدر اين مطالعه فراواني هپاتيـت       .  در سرم يا بافت كبدي ايشان قابل كشف باشد         B10ويروس هپاتيت   

.شيميايي و هيستولوژيك آنان تحت بررسي قرار گرفت مزمن ونيز تغييرات بيوCبيماران هپاتيت

 بيمار هپاتيت   27گيري به صورت مبتني بر هدف انجام شد، به طوري كه           نمونه  مطالعه توصيفي  در اين : روش كار   

C  مزمن كه HBsAg به دو مركـز هپاتيـت تهـران و مركـز تحقيقـات      1381 و 1380 آنها منفي بوده و طي سالهاي 

كبد قرار گرفتـه بودنـد   هاي گوارش و كبد دانشگاه علوم پزشكي شهيد بهشتي مراجعه وتحت نمونه برداري      بيماري

 بـراي  11اي پليمـراز بر روي بلوك پارافيني نمونه كبدي اين بيماران آزمايشـات واكـنش زنجيـره   . وارد مطالعه شدند 

 و آنتـي ژن مركـزي     HBsAg براي حضور و كشـف       12ي ايمونوهيستو شيمي  ها و نيز آزمايش   HBVDNAوجود  

. انجام گرفتB13هپاتيت 

.  مثبت گزارش شد   HBVDNAاز نظر   ) درصد19( مورد   5 بيماران در    PCRه بررسي شده       نمون 27از ميان   : نتايج

تغييـرات هيسـتولوژيك   .  منفـي گـزارش گرديـد   HBcAg و HBsAg از نظـر    IHCهاي  در كليه اين بيماران تست    

. مثبت ديده شدHBVDNAوز جبران نشده فقط در گروه يروز و علائم سيرس

 هپاتيت در اين بيماران،. نسبتا قابل توجه استCمخفي در بيماران مبتلا به هپاتيت B فراواني هپاتيت :نتيجه گيري

Bمخفي مي تواند آسيب به كبد را تشديد نموده ، روند پيشرفت به طرف سيروز را تسريع نمايد .

C،HBsAg، HBVDNAهپاتيت  مخفي، بيماري مزمن كبدي، Bهپاتيت : واژگان كليدي
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مقدمه

هر دو از طريق خـون      C2و هپاتيت   B1ويروس هپاتيت   

عفونت با هـر دو نـوع    . و تماس جنسي  انتقال مي يابند      

مخصوصـاً در منـاطقي كـه هـر دو         . ويروس شايع است  

ويروس اندميك هستند و نيـزدر بيمـاراني كـه ريسـك             

 از  HCVعفونـت   . هاي تزريقـي دارنـد    بالايي از عفونت  

 ويروس در  RNAهاي اختصاصي و نيز     اديبطريق آنتي 

 معمـولا از    HBVعفونـت   .سرم تشخيص داده مي شـود     

مطالعات .  شناخته مي شودHBsAgطريق مثبت شدن  

HBsAg  در بيمـاران فاقـد      HBVزيادي وجود عفونت    

را  با يا بدون  نشـانگان سـرمي عفونـت قبلـي     در سرم

)HBcAb   يا HBsAg (   دلايـل . به اثبـات رسـانده اسـت

ولـي  .  در سرم شناخته نشده استHBsAgعدم وجود 

ممكن است بدليل تغييـر و دوبـاره چينـي رديـف ژنـي               

 كه با بيان ژني آن تداخل مي كند يا به دليل            HBVژنوم  

.)1-8( تغيير شكل يافته باشد Sتوليد يك نوع پروتئين 

1- HBV
2 - HCV

 مخفي به طـور شـايع در بيمـاران بـا            Bعفونت هپاتيت   

شــواهد قابــل . ش شــده اســت مــزمن گــزارCهپاتيــت 

 مخفي مي تواند آسيب Bتوجهي وجود دارد كه هپاتيت  

به كبد را تشديد نموده و يا باعث ايجاد سـرطان سـلول             

.)1-8(كبدي شود

Bشيوع هپاتيـت  , عليرغم اهميت باليني بالقوه  

 خصوصا در ايـران هنـوز     Cمخفي در بيماران با هپاتيت      

غيـر از تعيـين   , عـه  در اين مطال  . درستي معلوم نيست  ه  ب

 مـزمن  C مخفي در بيماران با هپاتيت   Bفراواني هپاتيت   

تغييرات پاتولوژيك و سرولوژيك اين بيمـاران را نيـز          , 

.مد نظر قرار داده ايم 

روش كار

C بيمار باتشخيص قطعي هپاتيـت  مـزمن          27

ويـروس  RNAوC3وجودآنتي بادي ويروس هپاتيـت (

و مركـز، مركـز هپاتيـت       از د )  مثبت در سرم   C4هپاتيت  

هاي گوارش و كبـد كـه       تهران و مركز تحقيقات بيماري    

 تحت نمونه برداري كبدي قرار      1382-1381در سالهاي   

 ـ  .گرفته بودند وارد اين مطالعه شدند      صـورت ه  مطالعـه ب

مبتنــي بــر هــدف  توصــيفي وروش نمونــه گيــري   

-1: معيارهـاي ورود بـه مطالعـه عبـارت بودنـد از             .بود

افزايش آنزيمهاي كبدي يا اخـتلال  (ن كبدي  بيماري مزم 

HBsAg منفي بـودن     -2)عملكرد كبد بيش از شش ماه     

 عـدم دريافـت     -4 وجود نمونه بافت كبدي      -3در سرم   

 نمونه هاي پارافيني اين بيماران از       .  درمان ضد ويروس  

بـر روي نمونـه هـا     . بخش پاتولوژي تحويل گرفته شـد     

3 -HCVAb.
4- HCVRNA.

8 - Occult hepatitis B
9 - HBsAg
10 - HBVDNA
11 - PCR: Polymerase chain reaction.
12 -  IHC: Immunohistochemistry 
13 - HbcAg
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ــازي   ــون جداسـ ــه روش HBVDNAآزمـ  و PCR بـ

ــراي     ــيمي ب ــتو ش ــو هيس ــون ايمون و HBcAgنيزآزم

HBsAgــد ــام ش ــگاهي در  .   انج ــل آزمايش ــام مراح تم

آزمايشگاه سازمان انتقال خـون ايـران بـا دقـت زيـاد و              

. بهترين فن آوري انجام گرفت

سابقه قبلي هپاتيت   (بيماران  بهداشتي  اطلاعات  

ــون ,  ــق خ ــي , تزري ــاد تزريق ــي و , اعتي ــال جراح اعم

ــالكوب ــردي ،)يخ ــات ف ــن ( اطلاع ــنس و وزن, س ،)ج

, هـاي خـون     چربـي , قنـدخون   (آزمايشات بيوشيميايي   

و اطلاعـات   ) هاي كبـدي و الكتروفـورز پـروتئين       آنزيم

از  ) Bهـاي ويـروس هپاتيـت     آنتـي بـادي   (سرولوژيك  

. آوري گرديد پرونده بيماران جمع

بر اساس اطلاعات پاتولوژيك هپاتيت مزمن يا       

تغييرات مختصر  , )9( معيارهاي بين المللي   سيروز بر طبق  

ديلاتاسـيون  , و گاهي غير اختصاصـي شـامل اسـتاتوز           

سينوزوئيدي و التهاب مختصر يا نكـروز گـزارش شـده           

.بود

 رنـگ آميـزي ايمونـوپر       :ايمونوهيستو شـيمي    

بـــرروي كليـــه HBsAgو  HBcAgاكســـيداز بـــراي 

ام  انج ـ 2 شركت داكو  1هاي كبدي بوسيله كيت هاي    نمونه

ها با ميكروسـكوپ ايمونوفلورسـانت تفسـير        نمونه. شد

.گرديد

1-Clone HBcAg, lot No:128, antibody 
concenteration: 1/500 code No: BO586
 Clone HBsAg: 3E7, lot No:058, antibody
concenteration: 1/50and code No: M3506

2 - DAKO

 از )10 (3گريـر  به روشHBVDNAجدا سازي

ملاحظـات كـافي    .  نمونه هاي پـارافيني انجـام گرفـت       

هـر  . جهت جلوگيري از آلودگي متقابل صورت گرفـت       

,  نمونه بافت پارافيني     7: نمونه بود    12 شامل   PCRست  

 نمونه مثبـت بـراي      2نفي و    عدد آب به عنوان نمونه م      3

  ژنـوم در ميلـي       3000 و   300اثبات حساسـيت معـادل      

.كار رفته  ب4 دو پرايمرPCRليتر جهت انجام 

35 براي   DNA ميكروليتر از    6طور خلاصه   ه  ب

 درجـه   60,  درجه سانتيگراد براي يك دقيقه       45،سيكل

 درجـه سـانتيگراد بـراي    72سانتيگراد براي يك دقيقه و     

درجــه 72نهــايي و جهــت اكستانســيونيــك دقيقــه 

ــراي ــانتيگراد ب ــه در 10س ــر20دقيق ــول  ميكروليت محل

pH هيدروكلرايـد  - ميلي مول تريس     10واكنشي حاوي   

ــد   5/1، 3/85 ــوم كلراي ــول منيزي ــي م ــركت  ( 2 ميل ش

 مــول 200، 7 ميلــي مــول پتاســيم كلرايــد50، )6پرومگــا

dNTP )  واحـد    5/1،  )8شركت رش Taq-polymerase

ــرار  5/0و   مــول از هــر پرايمــر مــورد آمپليفكاســيون ق

.گرفت

 تسـت  ، دقيـق فيشـر    آزمون  در آناليز آماري از   

p. شـد  ويتنـي اسـتفاده    - تست من    وتي دانش آموزي    

.  ارزشمند تلقي شد05/0كمتر از 

3 - Greer.
4 -ATACCACAGAGTCTAGACTCGTGGTGGACT 
     Primer#1 (nt109-139).  
    AGCCCCTACGAACCACTGAACAAATGGCAC 
    Primer 2R (nt 555-586).
5 -Tris- HCl pH8.3.
6 - MgCl 2. 
7 -KCl.
8 -Roche.
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جهت شركت در اين مطالعـه از كليـه بيمـاران           

. جهت شركت در مطالعه رضايت نامه كتبي اخذ گرديد

نتايج

منفي شامل HBsAg و   C بيمار با هپاتيت       27

بـا  ) درصـد 30( بيمـار زن     8و  ) درصد70( بيمار مرد    19

.مورد مطالعه قرار گرفتندسال 48/32سن متوسط 

HBVDNA بيمار هپاتيت    27 بيمار از    5 در C

1همـانطور كـه در جـدول شـماره          . مثبت گزارش شـد   

دو  بــين داريمعنــينشــان داده شــده اســت ، اخــتلاف 

ـــگ ــت و  HBVDNAروهـــــــــ HBVDNA مثب

علايــم بــاليني ، ســطح منفــي از لحــاظ ســن ، جــنس ،

هاي ضد هپاتيت آنتي باديهاي كبدي و آنزيم

Bديده نشد.

بيشتر بيماران بـا علامـت هپاتيـت  مـزمن  يـا          

علايم غيـر   . علايم غير اختصاصي  مراجعه نموده بودند      

 منفـي و    HBVDNA گروه   اختصاصي وخفيف فقط در   

 مثبـت   HBVDNAدرگروه  بيشتر  علائم ناشي از سيروز     

هرچنـد اخـتلاف دو گـروه از لحـاظ آمـاري            . ديده شد 

. نبوده استدارمعني

HBcAb بيمار و    12 در HBsAb  بيمـار    3  در 

 در  HBsAb درصـد و     40 در   HBcAb. در دسترس بود  

ــاران داراي 20 ــد از بيم ــود مHBVDNA درص ــت ب . ثب

  بـا     HBsAb يـا      HBcAb بين وجود      داريمعنيرابطه  

HBVDNA وجود نداشت مثبت .

نيزو  HBcAg          آزمون ايمونوهيستوشيمي از نظر     

HBsAgدر همه بيماران منفي بود   .

 بيمـار  25از لحاظ پاتولوژي ، هپاتيت مزمن در      

.ديده شد)  درصد7(بيمار 2و سيروز در  )   درصد93(

HBVDNA      بـا  .  بيمـار مثبـت بـود   5در

در بيماران با    توجه به اشكال مختلف هيستو پاتولوژيك     

HBVDNA درصــد 60درصــد ســيروز و  40 مثبــت 

هر چند هپاتيـت مـزمن   . هپاتيت مزمن گزارش شده بود  

 منفـي و سـيروز  فقـط          HBVDNAبيشتر در بيماران با     

ي از لحاظ    مثبت ديده شد ،  ول      HBVDNAدر  بيماران    

.  نبوددارمعنيآماري اين اختلاف  

HBVDNA براساس وجود Cخصوصيات باليني، بيوشيمايي و هيستولوژيك بيماران هپاتيت. 1جدول 

HBVDNA
خصوصيات بيماران 

HBVDNA+
5:تعداد 

HBVDNA-
22:تعداد

)سال(سن
)مونث/مذكر(نسبت جنس

14±41
4/1

18±27
15/7

تظاهرات باليني
سيروز جبران نشده

علايم غير اختصاصي
1) 20(
4) 80(

0) 0(
22) 100(

)ليتر/واحد(آنزيمهاي كبدي
AST
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ALT78±988
161±153

87±118
173±157

سرولوژي
HBcAb+
HBsAb+

2)40(
1)20(

10)5/45(
2) 1/9(

پاتولوژي
سيروز

هپاتيت مزمن
2)40(
3)60(

0) 0(
22)100(

. درصد هستند پرانتزمعرف ارقام  داخل

بحث

.  منفي مورد بررسي قرار داديـم HBsAg  مزمن و C را در بيماران با هپاتيت  HBVدر مطالعه ما وجود عفونت

 مثبت HBVDNA  سرم از نظر    HBsAg مزمن عليرغم منفي بودن      Cدرصد بيماران با هپاتيت   5/18مطالعه ما نشان داد كه      

87در ژاپـن ، درصد22 در اتريش HCV  و HBVعفونت همزمان  . )13 ،1-11(قابل توجه است اين فراواني كاملاً    . بودند

ت ي ـوجود ايـن اخـتلاف در فراوانـي هپات   . درصد گزارش شده است5/5در فرانسه فقط درصد و49 در اسپانيا ،درصد

B تيماران با هپاتبيمخفي درC ر كشف ژنوم ويروس، اختلاف هاي مورد استفاده ددليل اختلاف در حساسيت روشه ب

.)15، 14، 7( مي باشدHBV و نيز اختلاف جغرافيايي از نظر شيوع  عفونت1ويرمي، HBVدر مقدار ذرات 

هاي كبدي اختلافي ديـده  منفي از لحاظ سطح آنزيمHBVDNA مثبت وHBVDNAدر مطالعه ما بين دو گروه

هاي كبـدي و فعاليـت       سطح آنزيم  HBV  مزمن و  عفونت همزمان      Cنشد، ولي ديده شده است كه در بيماران با هپاتيت           

 مثبـت ديـده مـي       HBVDNA درصد از بيمـاران بـا      20 در   HBsAb درصد و    40 در   HBcAb. )18،  1(نسجي  بالاتر است   

HBc در بيمـاران بـا آنتـي بـادي ضـد     Cدر ساير مطالعات نيز نشان داده شده است كه شيوع آنتي بادي ضد هپاتيت .شد

. )13،16-1(بيشتر است

درصد بيمـاران   40عبارت ديگر ه  ب.  مثبت ديده شد   HBVDNAهر دو  بيمار سيروز  فقط در گروه          ,در مطالعه ما  

 ـC در بيماران بـا هپاتيـت    HBVدر ساير مطالعات نيز عفونت مخفي       .  مخفي مبتلا به سيروز بودند     Bبا هپاتيت    طـور  ه ، ب

تواند باعث تسـريع در   ميHBVاين بدان معناست كه عفونت مخفي يا        .  بوده است  قابل توجه با وجود سيروز در ارتباط      

تواند پيشرفت به طرف  در مقادير كم ميHBVنشان داده شده است كه تكثير مخفي       . تبديل هپاتيت مزمن به سيروز گردد     

در بيماران غير HCV وHBVن زمااز طرف ديگر وقوع عفونت هم.  مزمن تشديد نمايدCسيروز را در بيماران با هپاتيت

).3-17، 1(  نسبتا پائين استCسيروزي هپاتيت

1 -Viremia.
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بنابراين عفونت  . شودترين فاكتور خطر براي ايجاد كارسينوم سلول كبدي در نظرگرفته مي          سيروز بطوركلي مهم  

عـث ترانسفورماسـيون     با Cزايي مستقيم مي تواند در بيماران با هپاتيت مـزمن          علاوه بر توانايي در سرطان     HBVمخفي با   

 با عدم پاسخ به درمان با انترفرون در بيماران هپاتيت            HBVعفونت مخفي با    . سرطاني از طريق تشديد ايجاد سيروز گردد      

  سـرم   HBV پـائين آمـده  در حاليكـه سـطح    HCVدر اين بيماران پس ازدرمان با انترفـرون سـطح   . مزمن  همراه است

.)1،14(  شايع تر استHBV وHCV در عفونت همزمان 1bه ژنوتيپ ديده شده است ك. تغييري نمي كند

HBVدر عفونت همزمان . عفونت هپاتيت مخفي معمولا به دليل سركوب شديد تكثير ويروس و بيان ژني است             

عليـرغم تـداوم   ,سـرم HBsAgعلـت منفـي شـدن   .)3(شودميHBV باعث سركوب فعاليت C، ويروس هپاتيت HCVو

 مشخص است ولي به فاكتورهاي مربوط به خود ويروس يا فاكتورهاي مربوط بـه ميزبـان اشـاره شـده      ناHBVعفونت با 

جهـش ژنـي در     ,  يـا يـك ويـروس ناشـناخته جديـد          Cفاكتورهاي ويروسي شامل تداخل اثر با ويـروس هپاتيـت         . است

عوامل مربوط به .باشندميSمخصوصا در ژن,  ژنوم ويروسHBsAgيا جهش در منطقه كد كنندهcore promoterمنطقه

 را در HBVعفونـت   , هاي ايمنـي ميزبـان  گفته مي شود كه مكانيزم. موثرندHBsAgودن ـــــــــميزبان نيز در منفي ب

كـه   وقتـي مخصوصـاً . تـر شـدن ويـروس شـود    كه انتقال به فرد ديگري باعث فعـال      يك شرايط خفته نگاه داشته تا زماني      

.)13-19، 11، 1-6(يمني مصرف گردندداروهاي سركوب كننده سيستم ا

حتـي  , در همه بيماران بـا بيمـاري مـزمن كبـدي    sوc آزمون ايمينوهيستوشيمي براي دو آنتي ژن در مطالعه ما، 

به نظر مي رسد تمام عواملي كه در بالا ذكر شـد و باعـث منفـي شـدن     .  مثبت، منفي گزارش شدHBVDNAبيماران با 

HBsAg     باعـث منفـي شـدن آزمـون        , سركوب شدن قوي تكثير ويروس و نيزكاهش بيان ژني آن         شامل  ,  سرم مي گردند

.)20(ايمينوهيستيوشيمي نيز گرديده اند

 ـ Bدليل شيوع بالاي هپاتيته ب  ،Cدليـل آمـار رو بـه تزايـد هپاتيـت      ه   درايران وعوارض دراز مدت آن ونيز ب

.ا تعداد بيشتري بيمار مي باشدزمان اين دو نيازمند توجه و بررسي دو چندان بعفونت هم

هاي گوارش و كبـد دانشـگاه علـوم     مركز تحقيقات بيماري  كليه هزينه هاي مربوط به اين طرح تحقيقاتي توسط        

. پزشكي شهيد بهشتي پرداخت گرديد، كه به اين وسيله از اين مركز قدرداني به عمل مي آيد
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