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  در مبتلایان بهRT-PCR و RI BA -3مقایسه نتایج تست تکمیل 

 Cویروس هپاتیت 

4، فهیمه رنجبر کرمانی3، زهرا عطایی2، علی طالبیان1کتر صدیقه امینی کافی آبادد
 

 
 خلاصه

 RIBA نتایج تست های تکمیلی   و عوارض شناخته شده و گزارشهای مختلف از          C نظر به شیوع و روند رو به افزایش هپاتیت         :سابقه و هدف  
، این تحقیق روی    )ELISA به روش ( HCV در بیماران با تشخیص    RT-PCRو   RIBA و بـه مـنظور مقایسـه نتایج تست های          RT-PCR و

 . مراجعین به سازمان انتقال خون ایران در تهران انجام گرفت

-RT و RIBA-3 با روشهای    ELISA-3یمار با نتیجه مثبت در       ب 80روی نمونه های    . تحقیق با طراحی توصیفی انجام شد      :مـواد و روشـها    

PCR    برای. مورد مطالعه قرار گرفتند ELISA.    نسل سوم   » سها«با کیتANTI-HCV      و در کیت های نسل سوم RIBA     آنتی بادی علیه آنتی 
 باند به عنوان مثبت تلقی و با        1 بینایی بیش از     موارد فاقد باند به عنوان منفی، یک باند به عنوان موارد           RIBA در تفسیر . استفاده شد  Core ژن

 .آماره توصیفی ارائه گردیدند

و ) Non-Reactive(درصد منفی  8/23 درصد بینا بینی و 2/16 درصد مثبت، RIBA ،60  بیمار مورد بررسی در تست تکمیلی    80از   :یافته ها 
مثبت نیز   RT-PCR  درصد تست  7/91مثبت،   RIBA  با نتیجه   بیمار 48از  .  درصـد منفی بودند    40درصـد مثبـت، و      RA-PCR، 60 در روش 
به  RIBA-3 بیماری که در تست      13از بین    دندبومثبت   RT-PCR درصد در تست   RIBA  ،90 باند در تست     4 نمونـه دارای     20از  . داشـتند 

به عنوان منفی  RIBA  در تستمواردی که. مثبت گزارش شدند RT-PCR  مورد در روش 4گزارش شدند   ) Indeterminate (عنوان بینابینی 
 . منفی گزارش شدندنیز RT-PCR ارزیابی شدند در متد

 باشد و در همه موارد منفی      هم مثبت می   RT-PCR مثبت باشد، با احتمال قوی در تست       RIBA اگـر نتایج تست    :نتـیجه گیری و توصیه ها     
RIBA    نتـیجه تسـت ، RT-PCR    انجام تست  در موارد بینابینی، ضرورت   . هم منفی می گردد  RT-PCR  البته این موضوع نیاز به     . وجود دارد

 .تحقیق بیشتر نیز دارد

 ، پروتئینهای ساختمانی و غیرساختمانیC، , HCV (RT-PCR)3-RIBAویروس هپاتیت  :واژگان کلیدی
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 مقدمه
 non مهمترین عامل هپاتیت C (HCV)ویروس هپاتیت 

A-non B  و یکی از علل مهم هپاتیت پس از تزریق خون به شمار
به علت تظاهر بیماری به شکل هپاتیت مزمن یکی ). 2 و 1(می آید 

 مهـم در ایجـاد سـیروز محسوب می گردد، لذا در این              از عوامـل  
تظاهرات بالینی  . بـیماری شیوع کارسینوم سلول کبدی بیشتر است       

از سایر علل هپاتیت ویروسی قابل       C عفونـت بـا ویروس هپاتیت     
افـتراق نـبوده ولـی تمایل به سیر مزمن بیماری در آن شایع تر از                

 ).3 و 2(سایرین است 

 :شود به دو گروه تقسیم می C تتستهای تشخیصی هپاتی

 گـروه اول، تسـتهای سـرولوژیک کـه آنتی بادی بر علیه            
 . ویروس را می سنجند

گـروه دوم، تسـتهای ملکولـی هسـتند کـه ژنوم ویروس             
 .کنند را مشخص می) C )HCV-RNAهپاتیت 

 تسـتهای سـرولوژیک شـامل تسـتهای غربالگـری با متد           
ELISA) Enzyme Linked Immunosorbent Assay ( و

 Recombinant Immunoblot Assay( RIB(تست تکمیلی آن 
با هدف حذف واکنشهای غیراختصاصی نمونه های        RIBA .هستند

ــت در روش ــی رود دارد ELISA مثب ــار م ــایی. بک  RNA شناس
 Polymerase (  بـا روشهای ملکولی مانند Cویـروس هپاتیـت   

Chain Reaction( PCR  ــا جهــت شناســایی عفونــت حــاد ب
 ـ روس، تایید تشخیص عفونت و پیگیری پاسخ به درمانهای ضد          وی

 ).4(ویروسی کاربرد دارند 

 84 تا   23در بررسـی پیشـینه تحقـیق مشاهده گردید که           
نیز مثبت   PCR مثبت بودند در   RIBA درصـد افرادی که درتست    

، عوارض HCV با توجه به روند رو به افزایش  ). 7 و   6،  5(شـدند   
ع از وضعیت آن در کشور و به منظور شـناخته شـده آن، عدم اطلا     
، این تحقیق روی    RT-PCRو   RIBA مقایسـه نـتایج تسـت های      

و مراجعه   ELISA با تشخیص به روش   ( C مبـتلایان بـه هپاتیـت     
 .کننده به سازمان انتقال خون تهران انجام گرفت

 
 مواد و روشها

 بیمار مورد بررسی قرار گرفتند که تا        80در ایـن مطالعـه      
دریافت  C جـام تسـت هـیچگونه درمانی جهت هپاتیت        هـنگام ان  

نکـرده بودنـد و بـه علل مختلف جهت بررسی آلودگی با ویروس       
 بـه آزمایشـگاه مرکـزی سـازمان انتقال خون مراجعه            Cهپاتیـت   
تعدادی از بیماران دارای یکی از عوامل خطر جهت ابتلاء          . نمودند

 . رم تهیه شداز بیماران نمونه های پلاسما و س. به عفونت بودند

نمونـه سـرم جهـت آزمایشهای جستجوی آنتی بادی ضد           
مورد استفاده قرار    RIBA و ELISA ویـروس هپاتیت با روشهای    

از نمونه پلاسما    RT-PCR با روش  HCV-RNA گرفت و جهت  
 درجه  -20نمونه های سرم در     زمان انجام تست      تا. اسـتفاده شـد   

جه سانتیگراد نگهداری    در -70سانتی گراد و نمونه های پلاسما در        
 . شدند

 
 Cویروس هپاتیت آزمایشات سنجش آنتی بادی علیه 

کلیه نمونه ها با     HCV جهـت جستجوی آنتی بادی علیه     
بررسی شدند و    ELISA و با متد   Anti-HCV کیـتهای نسل سوم   

سپس جهت بررسی آنتی بادی علیه قسمتهای مختلف ژنوم ویروس  
 HCV RIBA های نسل سومتوسط کیت) بـه عنوان تست تکمیلی (

آنتی بادیهای ضد آنتی     RIBA در کیت . بررسی قرار گرفتند  مـورد   
. مـورد بررسی قرار گرفتند     Core، NS1-3  ،NS2-3  ،NS4، NS5 ژن

آنتـی ژنهـای مصـرفی دارای سـاختمان نوترکیبی بوده و باندهای             
کنترل موجود بر روی هر نوار سلولزی معیاری برای تعیین درجه و            

 . باشند ها در هنگام قرائت نتیجه میشدت باند

نسل سوم، طبق دستورالعمل     HCV-RIBA کلـیه مراحل  
موجود در کیت انجام شده و در تفسیر تست مواردی که هیچگونه            
بـاندی مشـاهده نشـد بـه عنوان منفی و عدم وجود آنتی بادی در                

زمانی که فقط یک باند وجود      . نمونـه سـرم یـا پلاسما منظور شد        
و در صورت   ) Indeterminate(وان موارد بینابینی    داشـت بـه عن    

 ).9 و 8(بیش از یک باند به عنوان موارد مثبت گزارش گردید 

 
  در نمونه خونHCV RNAآزمایش شناسایی 

 مراحل تخلیص،   Cبـرای شناسایی ژنوم ویروس هپاتیت       
جهـت تخلیص اسید نوکلئیک     . تکثـیر و شناسـایی انجـام گـردید        

 –با استفاده از فنل     . پلاسـما استفاده شد      لانـدا    500ویـروس، از    
 HCV .استخراج گردید HCV RNA کلوفـروم و ایزوپـروپانول،  

RNA             تخلـیص شـده بـا استفاده از آنزیم ترانس کریپتاز معکوس
در مرحله بعد با استفاده از آنزیم پلیمراز        . شـد  cDNA تـبدیل بـه   

تکثیر با  توالی مشخص،     ) پرایمر(مقـاوم بـه حرارت و دو آغازگر         
در طی این مرحله میزان ژنوم ویروس       . انجام شد ) آمپلفیکاسـیون (

 .  یا بیشتر افزایش یافت108تخلیص شده تا 

محصول نهایی از طریق الکتروفورز بر روی ژل با استفاده          
در هر  .  نانومتر قرائت شد   302از اتیلـیوم بـروماید در طـول موج          

  مرحله تکثیر  نوبـت کـاری یک کنترل منفی و یک کنترل مثبت از           
RNA        و یـک نمونه مثبت از مرحله استخراج RNA   مورد آزمایش 

کلیه مراحل انجام آزمایش طبق روش توصیه شده در         . قرار گرفتند 
 . کیت انجام گردید
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 یافته ها

نیمی از بیماران، فاکتور    .  نفر انجام گرفت   80تحقیق روی   
. ودخطر مشخص داشتند و در دیگر موارد منشا عفونت نامشخص ب        

 سال  9/27سال و با میانگین سنی      63 تا   4بیماران در محدوده سنی     
 در مورد کلیه بیماران تستهای جستجوی آنتی بادی با روش         . بودند

RIBA   و ELISA         و جسـتجوی ژنوم ویروس با روشRT-PCR 
و  RIBAتوزیع افراد مورد بررسی بر حسب نتایج        . انجـام گـردید   

RT-PCR       که نشان می دهد در      ه ارائـه شد   1در جـدول شـماره 
 8/23 درصــد بینابینــی و 2/16 درصــد مثبــت، RIBA، 60 تســت

 RT-PCR  ،60درصـد منفـی بـوده انـد، همین افراد در آزمایش             
 اگر مواردی که در روش.  درصد منفی بوده اند40درصـد مثبت و    

RIBA        کنار گذاشته شوند   )  نفر 19(بینابینـی تشـخیص داده شدند
 2/91برابر   RIBA پیش بینی مثبت  شـود که ارزش      مشـاهده مـی   

 درصد است و    100برابر   RIBA درصـد و ارزش پـیش بینی منفی       
 . بسیار متفاوت می باشد PCR در موارد بینابینی نتیجه تست

 
 بر حسب نتایج C توزیع مبتلایان به ویروس هپاتیت -1جدول 

 RIBA -3 وRT-PCRتشخیص 
 نتایج 

RT-PCR جمع 
 مثبت یمنف

 RIBAنتایج  

 مثبت 44) 55(* 4) 5( 48) 60(

 بینابینی 4) 5( 9) 2/11( 13) 2/16(

 منفی 0) 0( 19) 8/23( 19) 8/23(

 جمع 48) 60( 32) 40( 80) 100(

 .اعداد داخل پرانتز بیانگر درصد می باشند *
 

 RIBA نتایج بیماران دارای جواب مثبت در تست تکمیلی
در  PCR تستو نیز  Core بـه تفکـیک جـواب تسـت بر حسب        

%) 41( بیمار   20 ارائه گردیده که نشان می دهد        2جـدول شـماره     
 18بوده اند از این گروه       ،Core NS3  ،NS4  ،NS5: دارای باندهای 

  بیمار در تست   11. مثبـت گـزارش شـده انـد        RT-PCR نفـر در  
HCV RIBA  دارای باندهـای :Croe NS3 ،NS4  10بوده اند که 

 بیماری 10از . رش شده اندمثبت گزا HCV R1T-PCR نفرشـان 
 بودند همگی در   Core: NS3 کـه در تست تکمیلی دارای باندهای      

RT-PCRمثبت گزارش شدند . 
 تائید شده با تست تکمیلی C توزیع مبتلایان به ویروس و هپاتیت -2جدول 

RIBA به تفکیک Core و نتایج تست RT-PCR 

 نتایج تست جمع
 RT-PCR 

بر حسب  RIBA-3  نتایج تست
Core)Recative bands(

 

 مثبت منفی

Core) Recative bands( 

)7/41 (20 2 18 NS3 ،NS2 ،NS1 

)9/22 (11 1 10 NS5 ،NS4 

)8/20 (10 0 10 NS3  

 
 ـ13 بینی گزارش ینا بHCV RIBA ر در تست تکمیلییماب

 8(شدند یعنی فقط دارای یک باند مثبت بودند که بیشترین واکنش            
 بـود و مواردی که با وجود پاسخ         Coreنسـبت بـه بـاند       ) بـیمار 

، مثبت گزارش شدند در PCR در HCV RIBA بینابینی در تست
 . منفی بودند PCRسایر موارد . این گروه قرار داشتند

در تست منفی بودند در     )  بـیمار  19(کلـیه مـواردی کـه       
 . نیز منفی گزارش شدند) RT-PCR(آزمایش 

 
 بحث

  که در تست    درصد افرادی  7/91تحقـیق نشـان داد کـه        
RIBA    مثبت بودند در تست PCR       نیز مثبت شدند و همه مواردی

 .نیز منفی بودند PCR که در تست تکمیلی منفی بودند، در تست

 دریافـت کنـنده خون در       294در یـک مطالعـه بـر روی         
 59مثبت گزارش شدند که      ELISA  در تست   درصد 72دانمارک،  

ثبت گزارش  نیز م  RT-PCR و   RIBA  آنهـا در روشـهای     درصـد 
  درصد 31در استرالیا طی بررسی اهداکنندگان خون       ). 10(شـدند   

 مثبت گزارش شده بودند در تست      RIBA افـرادی که در آزمایش    
HCV RNA (RT-PCR)  در مطالعــه ). 11(نــیز مثبــت بودنــد

مورد  HCV RIBA -2اهداکنـنگان در دانمـارک کـه بـا تسـت      
ای نتیجه مثبت بودند     افرادی که دار    درصد 84بررسی قرار گرفتند،    

ــزارش شــدند  PCRدر تســت  ــت گ ــیز مثب  در بررســی .)12( ن
بیش  RIBA -3کسانی که در    % 80اهداکنندگان در شمال کالیفرنیا     

 در  .)13(یز مثبت بودند    ن PCR از دو باند واکنش نشان دادند در      
  درصد افرادی که در تست     84 تا   23مجمـوع ایـن مطالعـات بین        

RIBA       مثبـت بودنـد درPCR     7، 6، 5(نیز مثبت گزارش شدند .(
 HCV RNA  درصد بیماران در آزمایش92در ایـن مطالعـه نـیز    

مثبـت گـزارش شـدند کـه در نیمـی از مـوارد دارای عامل خطر            
 . مشخصی جهت ابتلا به بیماری بودند

مثبت گزارش  HCV RIBA مجموعه افرادی که به عنوان
وجود بر روی نوارهای ژنهای م می شوند متناسب با واکنش به آنتی

در یک مطالعه در تونس افراد را بنابر        . سـلولزی قابل تقسیم هستند    
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واکـنش بـا آنتـی ژنهـای ویروسی به سه گروه تقسیم نمودند که               
  آنتی ژن موجود بر روی نوار شامل4بیشترین واکنش مربوط به هر      

Core: NS3  ،NS4  ،NS5 4/56    در ایـن مطالعـه نیز      .  درصـد بـود
 آنتی  4متعلق به بیمارانی بود که به هر        )  درصد 41(یزان  بیشترین م 

لازم به ذکر است گروهی از بیماران که        . ژن واکـنش نشـان دادند     
مثبت  RT-PCR بودنـد، همگـی در     Core :NS3 دارای باندهـای  

و  Core بنابراین با توجه به بروز آنتی بادیهای ضد       . گزارش شدند 
NS3 ن گروه از بیماران وجود نتیجه مقدم بر سایر آنتی بادیها، در ای

 . قابل پیش بینی است RT-PCR مثبت در

 RIBA بیمارانـی کـه دارای پاسـخ بینابینـی در آزمایش          
گروهی که دارای واکنش . هسـتند بـه سـه گـروه تقسیم می شوند          

 Cمتقاطع با آنتی ژنهای ویروس بوده و عفونت با ویروس هپاتیت            
 ). 15،16(ندارند 

مبـتلا شـده انـد ولی هنوز         C یـت عـده ای کـه بـه هپات       
پاسـخهای آنتـی بادی کامل ایجاد نشده و واکنش فقط به یکی از              

گروه . باندهـای موجود بر روی نوارهای سلولزی مشاهده می شود         
سوم کسانی هستند که بهبودی یافته اند ولی هنوز در خونشان آنتی           

، 14(بـادی های ضدویروسی موجود هست گرچه کاهش یافته اند           
 HCV RIBA یکی از مهمترین علل گزارش بینابینی در تست. )17

در این بررسی   ) 17( باشد   می) Core )3-22Cواکنش به آنتی ژن     
 می  Core مـورد گـزارش بینابینی فقط دارای باند          13 مـورد از     8

 -2در مطالعـه ای در اسـپانیا همـه مواردی که در تست    . باشـند 

RIBA         77دگان کالیفرنیا،    بینابینـی گـزارش شـدند و در اهداکنن %
واکنش نشان   Core ژن به آنتی  -2RIBAمـوارد بینابینی در تست      

50کروی شکل، دارای قطر     ،  RNA ویروس یک رشته منفرد   . دادند
در ساختمان ژنوم آن، .  نانومـتر و دارای پوشـش لیپیدی است     35-

با ) Core) C در انتهای آمینی پروتئینهای ساختمانی شامل پروتئین      

  گیلکو پروتئین متعلق به پوشش ویروس،      2یلودالـتون و     ک 21وزن  
E1   وE2  گیلکوپروتئین. قرار دارد E2  به عنوان NS1 یز نامیده می   ن

باقـیمانده ژنوم ویروس، تعدادی پروتئین را می سازد که به           . شـود 
عنوان پروتئین های غیرساختمانی تلقی می شوند و در تکثیر سلول           

یک  NS5 هیلکاز و  NS4 یروس،دو پروتـئاز و    NS2 .نقـش دارنـد   
RNA  5، 6، 3(پلیمراز را می سازند.( 

 HCV- 3  بیمارانـی که دارای گزارش بینابینی در تست 

RIBA      بـوده اند در مطالعات مختلف RT-PCR    مثبت بودند ولی
 درصد موارد مثبت گزارش شدند 21در مطالعه ای در استرالیا فقط  

ی که دارای پاسخ بینابینی      بیمار 13در ایـن مطالعـه از بیـن         ). 19(
همان مواردی که   (مثبت گزارش شد     RT-PCR  مورد در  4بودنـد   

 ). بودند Core دارای واکنش در باند

با توجه به این بررسی بیمارانی که دارای جواب مثبت در           
3-RIBA        90هسـتند، همانـند سـایر مطالعـات به احتمال بیش از 

 RIBA-3ه در   لازمست گروهی ک  .  مثبت هستند  PCRدرصـد در    
-RT بینابینـی گـزارش شوند جهت بررسی بیماری مورد آزمایش         

PCR    بـه خصـوص بیمارانی که دارای باند         قـرار گـیرند ، Core 
منفی گزارش شوند ضرورتی     RIBA بیمارانی که در تست   . هستند

  .ندارند RT-PCR جهت انجام تست

 
 تشکر و قدردانی

 خون ایران انجام شده     ین تحقیق در مرکز تحقیقات سازمان انتقال      ا
نویسـندگان مقاله از سرکار خانم ندا پسندیده و آقای تقی           . اسـت 

و هپاتیت ) PCR(امینی کارکنان آزمایشگاههای ملکولار پاتولوژی  
و ایـدز سـازمان انـتقال خـون، آزمایشـگاه سـتاد مرکـزی تشکر                

 .نمایند می
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