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  چكيده 
 غير قابل شناسايي در خون HBsAg با HBV  به موارد عفونت B) (Occult HBV infectionعفونت نهفته ويروس هپاتيت : سابقه و هدف
ن از انجا كه مطالعات اندكي بر روي موتاسيون هاي ژ.  گزارش شده استB در اشكال مختلف باليني هپاتيت Sموتاسيون هاي ژن . اطلاق مي شود

S در بيماران مبتلا به عفونت نهفته HBV انجام شده است بر ان شديم تا اين موتاسيون ها را در بيماران پر خطر مبتلا به عفونت نهفته HBV 
   .بررسي نماييم

  
يه بيماران  در كل.  مثبت درشهر تهران در اين مطالعه وارد شدندHIV بيمار 106 بيمار همودياليزي و 289 بيمار شامل 395  :روش كار 

HBsAg ,  anti-HBs ،  anti-HCV و anti- HBcاندازه گيري شد .HBV-DNA در پلاسماي بيماران داراي anti-HBc ايزوله به روش 
real time PCRدر بيماران .  مورد بررسي قرار گرفتHBV-DNA مثبت ، ناحيه ژن S توسط nested PCR تكثير شد و موتاسيون هاي ان 
  .يين گرديدبا سكوانسينگ تع

  
 مشاهده شد كه منجر به بروز پديده غير عملكردي شدن 89 در موقعيت G و 60در موقعيت  insertion، T ايزوله 2در : يافته ها

(Nonfunctional) پروتئين هاي HBsايزوله 2در .  گرديد premature stop codon به دليل جايگزيني نوكلئوتيد T با A  44 در موقعيت 
 207 ايزوله ديگر مشاهده شد كه اين جايگزيني در موقعيت 4اسيدامينه در ) substitution( جايگزيني .  مشاهده شد28 موقعيت  درT با Gو 

  . مشاهده نگرديدa" determinant" موتاسيوني در ناحيه . بود(S207N)جانشيني سرين توسط اسپاراژين به صورت 
  

 بازي نمي كنند و HBsAg  نقش مهمي در شناسايي a" determinant"ون هاي ناحيه  اين مطالعه نشان داد كه موتاسي:  نتيجه گيري
  . در تست هاي تشخيصي گردندHBsAg و عدم شناسايي HBVموتاسيون هاي ديگري مي توانند مسئول وجود  عفونت نهفته 

  
  B (Occult HBV infection)، عفونت نهفته ويروس هپاتيت Sموتاسيون ژن : واژگان كليدي 
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  مقدمه
 يكي از مشكلات بهداشت عمومي در  B(HBV)ويروس هپاتيت  عفونت با

ل اصلي هپاتيت مزمن، سيروز و كارسينوم سلول كبدي سراسر جهان و عام
(Hepatocellular Carcinoma=HCC)تخمين زده مي .    مي باشد

شود كه حدود دو بيليون نفرشواهد سرولوژيك آلودگي قديمي يا فعلي با 
HBVميليون نفر حامل مزمن 350بيش از .  را دارند HBV مي باشند و 

). 2و1( غرب اقيانوس آرام زندگي مي كننداين حاملين مزمن در آسيا و% 75
در بين استان هاي مختلف % 5تا بيش از % 7/1 در ايران بين  HBVشيوع 

  ). 3(متغير مي باشد
بدون ) (hepatitis B core antibody anti-HBcبه حضور 

 Hepatitis B  وHepatitis B surface antigen (HBsAg)وجود
surface antibody) anti-HBs (رم درسanti-HBc ايزوله اطلاق مي 

). 4( مطرح باشد HBVشود كه مي تواند به عنوان نشانگر عفونت مزمن 
 در سرم داشته HBV-DNAتعدادي از افراد داراي اين وضعيت سرولوژيك، 

 از طريق انتقال خون، همودياليز ويا HBVكه مي تواند عامل بالقوه انتقال 
  ).  5-8(پيوند اعضا باشد

 به موارد B) (Occult HBV infectionته ويروس هپاتيت  عفونت نهف
 ).9( اطلاق مي شود  غير قابل شناسايي در خونHBsAg   باHBV عفونت 

 HBsAgتئوري هاي متعددي در مورد مكانيسم هاي احتمالي عدم شناسايي 
در سرم مطرح مي باشد از جمله موتاسيون هاي HBV در حضور ويرمي
 و حساسيت ناكافي viral loadويروس ، كاهش  ژنوم Sموجود در ناحيه 

  ). HBsAg) 10تست هاي موجود  براي شناسايي 
 در سراسر جهان مشاهده مي  B ويروس هپاتيت Sموتاسيون هاي ناحيه 

از نقطه نظر باليني موتانت .گردند ولي به طور عمده در اسيا ديده مي شوند
 HBVيعي در عفونت به طور طب.  بسيار حائز اهميت هستندSهاي ناحيه 

سيستم ايمني سلولي و هومورال بر عليه پروتئين هاي اختصاصي ويروس وارد 
 Sدر حاليكه موتانت هاي . عمل شده و موجب پاك سازي ويروس مي گردند

 از شناسايي توسط سيستم ايمني فرار كرده و سبب بيماري HBVويروس 
د و يا كارسينوم مزمن كبدي مي گردند كه مي تواند به سمت نارسايي كب

پيشرفت نمايد به علاوه اين موتانت ها مي توانند به سايرين نيز منتقل شده و 
 از نظر HBVلذا واريانت هاي ). 12 و11( شوندHBVباعث گسترش عفونت 

شناسايي توسط سيستم ايمني ميزبان ،افزايش ويرولانس و تكثير ويروس 
 و نفوذ به سلول هاي كبدي و ،مقاومت به داروهاي انتي ويرال ، تسهيل اتصال

در تست هاي روتين ازمايشگاهي حائز اهميت مي HbsAg عدم شناسايي 
  ).13(باشند

شايع ترين اين موتاسيون ها به صورت جابجايي گليسين به ارژينين در 
اسيد امينه هاي  (  a"determinant"در ناحيه ) G145R (145موقعيت 

 126يد امينه هاي موقعيت هاي تغييرات در اس. مي باشد) 147 تا 124
 HBV نيز در بيماران داراي عفونت نهفته 146 و 144،145، 142، 131،133،

  ). 14-19(در سراسر جهان ذكر شد است
 "a"برخي مطالعات گزارش نموده اند كه موتاسيون هاي ناحيه 

determinant ممكن است نقش اساسي در يافتن HBsAg نداشته و ساير 
 هاي زودرس مي  stop codon كه منجر به ايجاد Sژن موتاسيون هاي 

  ).  20- 22( دخيل باشندHBsAgگردند در ترشح و يافتن 
 در بيماران مبتلا به Sاز انجا كه مطالعات اندكي بر روي موتاسيون هاي ژن 

 انجام شده است بر ان شديم تا اين موتاسيون ها را در HBVعفونت نهفته 
   . بررسي نماييمHBVعفونت نهفته بيماران پر خطر مبتلا به 

  
  

  روش كار
 بيمار 289 بيمار شامل 395اين مطالعه به صورت مقطعي بر روي  

پس ازاخذ .  مثبت در شهر تهران انجام گرفتHIV بيمار 106همودياليزي و 
رضايت نامه و تكميل فرم اطلاعاتي شامل مشخصات دموگرافيك از بيماران 

  . نمونه خون گرفته شد
 HBsAg وanti-HBs    ــت ــتفاده از كيـ ــا اسـ ــزا بـ ــط روش الايـ  توسـ

(Hepanostika bioMerieux, Boxtel, Netherlands)تست شدند   . 
anti-HCV(Hepatitis C virus antibody) و anti-HBc  به ترتيب بـا 

 Dia-Pro و(Biorad, Segrate, Italy)اسـتفاده از كيـت هـاي الايـزا       
Diagnostic, Milano, Italy)( ررسـي شـدند  ب .   ASTوALT  بيمـاران 

 ,MP Biomedicals( بـا روش الايـزا   anti-HIV. نيـز انـدازه گيـري شـد    
Illkirch, France (   بررسي گرديد و نمونه هاي مثبت با روش وسترن بـلات

) Diaplus, San Francisco, USA (تاييد شد.  
 High با اسـتفاده از كيـت   HBV-DNAبراي بررسي عفونت نهفته هپاتيت 

Pure Viral Nucleic Acid kit (Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim, Germany) از نمونه ها استخراج گرديد و سپس توسط real 

time PCR   ــت ــتفاده از كي ــا اس  artus HBV RG PCR kit ب
(QIAGEN, Hamburg, Germany)و دستگاه   Rotor-Gene 3000 

real-time thermal cycler  (Corbett Research, Sydney, 
Australia)  به صورت كمي تعيـين شـد   .Analytical detection limit 

 به صورت كمتـر  IU/ml 50 كمتر از HBV DNA. بودIU/ml20 اين كيت
 مثبـت بـا روش      HBV-DNAسپس نمونه هاي    .   ذكر گرديد  IU/ml 50از  

Nested PCR  با پرايمر هاي PrsS2 (Forward, nt 2820-2837, 5'-
GGGACACCATATTCTTGG)  و S1R (reverse, nt 842-

821, 5'-TTAGGGTTTAAATGTATACCCA) بعنــوان جفــت   
 ,HBS1 (forward, nt 155-173پرايمرهاي خارجي و پرايمرهاي داخلي  

5'-ATGGAGAACATCACATCAG-3') و YS2 (reverse, nt 
767-787,   5'-GGGACTCAAGATGTTGTACAG)  ــورد م

  از bp633 ياد شده يـك قطعـه   Nested PCRوش با ر. بررسي قرار گرفتند
ســپس .  تكثيــر داده شــدB ويــروس هپاتيــت S ژن 787 تــا 155نوكلئوتيــد 
ــصولات ــصول  PCRمحـ  PCR ) Roche توســـط كيـــت تخلـــيص محـ

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany (   خالص شـده و بـراي
  . ارسال شدند) سكوانسينگ(تعيين توالي 

 در  Chromas د از ويرايش ابتدايي توسط برنامـه      سكانس هاي بدست آمده بع    
ــا ســكانس پرايمرهــا مــورد  Bioedit و DNA Starبرنامــه   و در مقايــسه ب

در مـورد آنهـا و      ) Aligned(سپس بررسـي مقايـسه اي       . ويرايش قرار گرفتند  
 DNAسكانسهاي رفرانس دريافت شده از بانك ژن بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     

Star و Bioeditوش  و با ر CLUSTAL W آناليز فيلوژنيك . انجام گرديد
فواصل ژنتيكي بـا اسـتفاده از   .  انجام شدTREECON با استفاده از نرم افزار

 بـراورد   TREECON با برنامـه  matrix   Kimura 2-parameterروش 
      بـا برنامـه  neighbor-joiningشد و درخت فيلوژنيك با اسـتفاده از  روش 

TREECONبـــراي اثبـــات اعتبـــار درخـــت فيلوژنيـــك  .  ترســـيم شـــد 
Resampling  bootstrap 1000   سكانس هاي نوكلئوتيـد    .  بار انجام گرفت

 accession گزارش شده در اين مقاله در بانك ژن تحـت  HBVايزوله هاي 
numbers) FJ629263-FJ629270 (ثبت شدند.  

 chi-square و t و آزمونهاي امـاري   16SPSSيافته ها با استفاده از نرم افزار
تجزيه و تحليل شـد و مـرز معنـي داري اختلافـات روي              ) يا تست دقيق فيشر   (

P<0.05 ــد ــرار داده ش ــورت  .  ق ــه ص ــا ب  means ± standard داده ه
deviations              ضـريب  .  و در صورت لزوم عدد مطلق يا در صـد گـزارش شـدند

  . نيز محاسبه گرديد% CI 95)(اطمينان
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  يافته ها 

 مثبت در HIV بيمار 106 بيمار همودياليزي و 289 بيمار شامل 395 
 سال 55 ±16مودياليزي ميانگين سني بيماران ه.  اين مطالعه وارد شدند

مدت زمان دياليز در اين . انها زن بودند% 40بيماران مرد و % 60 .بود
 و anti-HCV  ،HBsAg ، anti-HBs .  سال بود2/5 ±1/5بيماران 

anti-HIVبيماران مثبت % 34/0و % 5/77، % 8/2، %1/3 به ترتيب در
 IU/l8/9± به ترتيبALT  و ASTميانگين انزيم هاي كبدي . بودند

  . بود4/16 ±4/9 و9/16
انها مرد و % 5/74.سال بود6/36 ±6/9 مثبتHIVميانگين سني بيماران 

 ( cells/mm3  بيمارانCD4ميانگين سلول هاي . زن بودند% 5/25
 با ويروس HIV ميزان عفونت همزمان.  بود07/181±08/349)940-2

 log 10 HIV ميانگين. بود% B 8/3و با ويروس هپاتيت % C  67هپاتيت 
Viral load ميانگين انزيم كبدي.  بود97/1±03/2 بيماران ALT  

IU/L , 1/20± 4/32بود .  
% 8/52 در بيماران تزريق مواد مخدر HIVشايع ترين راه احتمالي انتقال 

  .بود% 5/24و انتقال از همسر الوده
)  مثبت HIV بيمار 22 بيمار همودياليزي و 18( نفر 40 بيمار 395 از 
  %). CI,  95% ،13/10%1/7-1/13(ايزوله بودند  anti-HBc اي دار

HBV-DNA 8/15-2/44( بيمار 40 بيمار از 12 در%CI,  95% ،30 (%
 نفر همودياليزي 9 بيمار 12از اين .  ايزوله شناسايي شدanti-HBc داراي

در تمام اين بيماران HBV-DNA ميزان .  مثبت بودندHIV نفر 3و 
  . ود بIU/ml50كمتر از 

 مثبت، ژنوتيپ HIV بيمار 3 بيمار همودياليزي و 5 بيمار شامل 8در 
HBV و موتاسيون هاي ژن S به روش sequencingبررسي شد  .

    ). 1شكل ( گزارش گرديد Dژنوتيپ كليه ايزوله ها 
 مشاهده 89 در موقعيت G و 60در موقعيت  insertion، T ايزوله 2در 

 را HBs پروتئين هاي (Nonfunctional)شد كه پديده غيرعملكردي 
 به دليل premature stop codon ايزوله 2در .  در پي داشت

 28 در موقعيت T با G و 44 در موقعيت  A با Tجايگزيني نوكلئوتيد 
 TTA→TAA stop mutation به عبارتي ديگر). 2شكل (مشاهده شد

و  15هاي زودرس در موقعيت لوسين  stop codon منجر به ايجاد 
GGA→TGA سبب  stop codon  ژن 10زودرس در گليسين S 
  . گرديدBويروس هپاتيت 

 ايزوله ديگر مشاهده شد كه 4اسيدامينه در ) substitution( جايگزيني
 به صورت جانشيني سرين توسط 207اين جايگزيني در موقعيت 

   ).3شكل( بود (S207N)اسپاراژين
 
  
  
  
  
  
  
 

   درخت فيلوژنتيك ترسيم شده با استفاده از  روش1 شكل 
neighbor-joiningبا برنامه     TREECON  

   
  

 ها و جايگزيني نوكلئوتيدهاي stop codonموقعيت . 2شكل 
  .كشنال گرديده اند نان فانHBsAgمنفرد كه موجب ايجاد 

  

  
  

  
 به 207اسيدامينه در موقعيت ) substitution( جايگزيني. 3شكل 

 )(S207Nصورت جانشيني سرين توسط اسپاراژين
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  بحث

 در B و ژنوتيپ ويروس هپاتيت Sدر اين مطالعه موتاسيون هاي ژن 
اطلاعات .  بررسي گرديدHBVبيماران پر خطر مبتلا به عفونت نهفته 

 در مبتلايان  به عفونت نهفته وجود HBVمحدودي در زمينه ژنوتيپ 
 مبتلايان به عفونت HBVوله هاي مطالعه ما نشان داد كه همه ايز. دارد

 هستند كه با ساير مطالعات در اين خصوص D ژنوتيپHBVنهفته 
 تنها ژنوتيپ قابل شناسايي Dتطبيق مي كند و تاييد مي نمايد كه ژنوتيپ

در اين مطالعه مهم .  در ايران مي باشدHBVدر اشكال باليني مختلف 
 (Nonfunctional)ترين موتاسيون ها كه سبب بدون عملكرد ماندن 

HBsAg گرديد insertion بيمار بود كه موجب 2  نوكلئوتيد منفرد در 
frame shiftو جايگزيني يك نوكلئوتيد جديد شد  .stop codon پره 

 بيمار ديگر مشاهده شد 2 در Gly10   و Leu15ماچور نيز در موقعيت 
  در تست هاي روتين ازمايشگاهيHBsAg كه منجر به عدم شناسايي 

 چهار بيمار تعيين شد S نيز در ژن S207Nموتاسيون . تشخيصي گرديد
  . مشاهده نگرديدa" determinant"ولي  موتاسيوني در ناحيه 

در HbsAg  كه با تشخيصHBVچندين سال است كه موتاسيون هاي 
بسياري از  ). 20(روش هاي سرولوژيك تداخل مي كنند شناخته شده اند

 را تحت تاثير قرار مي دهند كه شايع ترين S ژن aاين موتاسيون ها ناحيه 
ساير موتاسيون هاي تاثير گذار جايگزيني بقاياي .  مي باشدG145Rانها 

در ). 21،23( مي باشد 147 و 124،137 ،121سيستئين در موقعيت هاي 
 اسيد امينه بين 8 تا 2 جايگزيني HBVبيماران مبتلا به عفونت نهفته 

همچنين برخي مطالعات . گزارش شده است 124 و 121موقعيت هاي 
 را در بيماران a" determinant" در ناحيه  missenseموتاسيون هاي 

(  در اروپا ، اسيا و افريقا  گزارش كردند HBVمبتلا به عفونت نهفته 
24،25.(   

 aمطالعات اخير پيشنهاد مي كنند كه ممكن است موتاسيون هاي ناحيه 
 و تشخيص عفونت نهفته نداشته باشند HbsAgنقش اساسي در يافتن 

 premature كه منجر به Sو موتاسيون هاي جديد در ژن  ) 20(
termination ژن S مي گردند در عدم تشخيص HbsAg در روش هاي 

   ).21،22(سرولوژيك موثر باشند
 stop در برزيل انجام شد HIV در مطالعه اي  كه در بيماران الوده به 

codon 26( مشاهده شد216  در موقعيت.(Datta  و همكارانش در 
 HBVمطالعه اي بر روي اهداكنندگان خون داراي عفونت نهفته 

 مشاهده S ژن 207 در موقعيت نوكلئوتيد  (T-A)موتاسيون نقطه اي 

). 27( گرديد69 در اسيد امينه موقعيت stop codonكردند كه منجر به 
Yang و همكارانش نيز stop codon در ژن S  يافتند كه سبب 

 S ژن a" determinant" ناحيهUpstream موتاسيون نقطه اي در 
  ).28(گشته بود

 موتاسيون در ناحيه HBV بهر حال همه بيماران داراي عفونت نهفته 
"a" determinant  ندارند و عوامل ديگري ممكن است مسئول عدم 

هاي چنين عوامل شامل موتاسيون . در سرم باشندHBsAgشناسايي 
تكثير  و ، ژنوتيپ ويروس) a" determinant) 14،21" خارج ناحيه

  ).20(ويروس در سطوح پايين مي باشد 
 استان ايران 25 در HBV بيمار الوده به 249در مطالعه اي كه بر روي 

 ,Ser143Leu, Ile10Leu انجام شد، شايع ترين موتاسيون ها
Gln101Arg, Pro120Ser, Thr118Ala, Ser136Tyr  و

Thr118Lysنوكلئوتيد را بين 15يك ايزوله نيز جايگزيني .  بودند 
 TGG →TGA stop . نشان داد223 و 222نوكلئوتيدهاي 

mutation ايزوله ديگر گزارش شد كه منجر به 2در stop codon 
مطالعه ما كه بر روي ). 29(  گرديدS ژن Trp172زودرس در موقعيت 

 جدا شده از بيماران داراي HBV  ايزوله هايSموتاسيون هاي ناحيه 
 انجام گرفت هيچ يك از موتاسيون هاي فوق الذكر را HBVعفونت نهفته 

 HBVكه در بيماران ايراني مبتلا به ساير اشكال عفونت هاي باليني 
  . مشاهده گرديده بودند را نشان نداد

  
  نتيجه گيري

 تنها Dنوتيپ  ، ژHBVاين مطالعه نشان داد كه مانند ساير اشكال باليني 
 مي باشد و HBVژنوتيپ موجود در بيماران ايراني مبتلا به عفونت نهفته 

 ايزوله توسط anti-HBc بين افراد داراي HBVحضور عفونت نهفته 
 به تنهايي توجيه نمي گردد و a" determinant"موتاسيون هاي ناحيه 

عدم  و HBVساير موتاسيون ها مي توانند مسئول وجود  عفونت نهفته 
  . در تست هاي تشخيصي گردندHBsAgشناسايي 

  
  تشكر و قدرداني

نويسندگان مقاله از انجمن حمايت از بيماران عفوني كشور و دانشگاه پيام 
  .نور اراك به جهت حمايت مالي از طرح فوق قدرداني مي نمايند
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