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 مقاله پژوهشي 

 
 با روش تعيين توالي در اهداكنندگان خون Bويروس هپاتيت  ژنوتيپشيوع 

  كرمان، اصفهان و يزد 
 

 3، مژگان نوروزي6باغيان ، احمد قره1زهره شريفي

 
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 
 .هاي خوني منتقل شوود  وردهآتواند از طريق خون و فر هايي است كه مي ترين بيماري يكي از عمده  Bهپاتيت 

هود  از   .ص داده شوده اسوت  يها تشخ ونيو ارتباط آن با موتاس  Bتيروس هپاتيو يها ژنوتيپ ينيت باليهما
 خوون  در ميوان اهداكننودگان   Bهاي ويروس هپاتيوت   بررسي حضور و ميزان شيوع ژنوتيپ                      اين مطالعه،  انجام
 .بوديزد  و اصفهان كز انتقال خون كرمان،امر

 ها وشر مواد و
 Bژن سطحي ويروس هپاتيت  نفر از اهداكنندگان خون كه از نظر حضور آنتي 161 سرم ،مقطعي در اين مطالعه

(HBs Ag )مورد آزمايش  به طور تصادفي ساده انتخاب شده و ،با روش الايزا مثبت تشخيص داده شده بودند
روس يو و ژنوتيوپ و تكثير  nested-PCRوسيله ه ب Pژن  سكانسويروس،  DNAپس از استخراج . قرار گرفتند

وسويله برناموه   ه هواي رفورانس بو    دست آمده و تواليه هاي ب توالي .ن شدييتع sequencingبا روش  Bت يهپات
Clustal W وسيله روش ه مرتب شدند و درخت فيلوژنتيكي آن بNeighbor-joining (NJ) آناليز  .ترسيم گرديد

 .انجام شد 5/11SPSS افزارنرم  آزمون فيشر و آماري با استفاده از
 ها يافته
  nested-PCRبا روش كه %( 65/48 - %34/66با فاصله اطمينان % 5/55)نمونه 66 ،مثبت HBsAgنمونه  161از 

ان اهداکنندگان داوطلب خون آلووده  يدر م D ژنوتيپ. شدند ين توالييهاي مثبت تع بر روي نمونه ،مثبت بودند
 .دين گردييتع % B 111 تيروس هپاتيبه و

 ينتيجه گير 
تواند در تهيه  يم يجهن نتيا .بود% 111خون در اين مطالعه  اهداكنندگان در B تيروس هپاتيو D ژنوتيپوع يش

صي يهاي تشخ هاي كنترل كيفي جهت ارزيابي روش چنين تهيه پانل هم Bت يروس هپاتيصي ويهاي تشخ كيت
 .روس مورد استفاده قرار گيرديو

 ، ژنوتيپ، اهداکنندگان خون Bت يوس هپاتريو :ات كليديكلم
 

 
 
 
 
 
 
 

 21/78/ 4   :تاريخ دريافت 
 77/  22/8  :تاريخ پذيرش 

 
  شناسي ـ استاديار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران ويروس PhDـ 2
 24441-2218: ـ صندوق پستي ـ دانشيار مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران باليني ايمونوهماتولوژي PhD: مؤلف مسؤولـ 1
  ـ مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايران كارشناس ارشد هماتولوژي و بانك خون -3
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  مقدمه 
در جهـان   يسلامت عمـوم  يكي از مشكلات Bهپاتيت     
 1حـدود    ،طبـ  ممـار سـازمان بهداشـت جهـاني     . باشد مي

 ـبيليون نفر در سراسر جهـان بـا و   ملـوده   Bت ي ـروس هپاتي
 .هاي مـزم  دارنـد   ميليون نفر عفونت 313اند و حدود  دهش

هـد و  د باليني حاد جديد روي مـي  هپاتيتميليون  4سالانه 
يك ميليون ناقل هر سال از هپاتيت فعال مزم ، سـيروز يـا   

يكي از  Bويروس هپاتيت (. 2)ميرند سرطان كبدي اوليه مي
ان تري  عوامل ايجاد كننده هپاتيت حاد، مـزم  و سـرط   مهم

. باشـد  كبد در مسيا، مفريقا و كشورهاي اروپاي جنـوبي مـي  
 ـ   دو رشته B  ،DNA ژنوم ويروس هپاتيت ه اي اسـت كـه ب

ــي  ــوي نمـ ــل حلقـ ــور كامـ ــد و طـ ــريم  4داراي  باشـ فـ
 ايـ   ويـروس   چـون  .(1)باشد مي C,S,X,P(ORF)خواندني

به من  ،شود منتقل  منهاي  از طري  خون و فرمورده تواند مي
من از مادر  ديگر انتقال هاي راه .گويند نيز ميهپاتيت سرمي 

به جني ، تماس جنسي، تماس با سر سوزن و سرنگ ملوده 
ملودگي به ويـروس  . خصوص در معتادي  تزريقي استه ب

عفونت حاد، عفونت مزم   به سه حالت متفاوت Bهپاتيت 
 B فرم مزم  هپاتيـت . شود يـده مـعلامت دي يـاقلي  بـو ن
در سـال   . (3)گرددهاي كبد  به سرطان سلول منجر تواند مي

 A-Dژنوتيـ    4براي اولي  بار  اوكاموتو و همكاران 2877
درصدي يا بيشتر ژنوم كامـل تعيـي     7را بر اساس انشعاب 

روس يو Sنوردر و همكاران ژن ،  2881در سال  .(4)كردند
بنـدي شـده بـود     توسط اوكاموتو طبقه را كه قبلًا  Bتيهپات

هـا نشـان دادنـد كـه كمتـري        سه قرار دادند و منمورد مقاي
 .(1)باشـد  مـي % 2/4هـا   ميـان ژنـوم   Sهاي توالي ژن  تفاوت
 4هاي حداقل  با استفاده از تفاوت E و  Fجديد يها ژنوتي 

  Gهاي سپس ژنوتي  .تعيي  شدند Sدرصدي در سطح ژن 
از كشورهاي كاليفرنيا و ممريكاي مركزي گـزارش داده  H و 

تــاكنون مشــ    HBVژنوتيــ   7 براي  كــلًابنــا ،شــدند
 . (4)اند شده
مگهي دراز  كه تصوير باليني، پيش اند نشان داده ها همطالع    

ي بستگي دارد كـه  ژنوتيپپاسخ به درمان به  و مدت بيماري
 يهـا  ژنوتيـ  چنـي    هـم (. 8)شـود  بيمار به من ملـوده مـي  

ــو ــروس هپاتيـ ــايي و  B تيـ ــغ جفرافيـ ــاز توزيـ  يا ژهيـ
ــدبرخورد ــ  .  ارن ــاي   Aژنوتي در ممريكــاي شــمالي، اروپ

 Cو  B هـاي  ژنوتيـ   .باشد شمالي، هند و مفريقا فراوان مي
در اروپـاي جنـوبي،    Dو ژنوتيـ    هسـتند در مسيا فـراوان  

 Eژنوتيـ    .شود خاورميانه، منطقه مديترانه و هند يافت مي
ــوبي   ــي و جن ــاي برب ــ   ودر مفريق ــاي  Fژنوتي در ممريك

در ايـالات   Gژنوتيـ   . باشـد  فـراوان مـي   جنوبي و مركزي
در ممريكـاي مركـزي و    Hممريكا و اروپا و ژنوتي   همتحد

 (.7، 8)استكاليفرنيا فراوان 
به س  بيمـار، پاسـخ ايمنـي،     HBV دوره باليني بيماري     
. اسـت كنـد وابسـته    چني  سوشي كه افراد را ملوده مـي  هم

مسـا   تيت مرگمنجر به هپا ،كمتر از يك درصد عفونت حاد
. اسـت در بيماران سيروزي معمول C  ژنوتي (. 23)شود مي

شـود و   ابلب منجر به مزم  شـدن بيمـاري مـي   A  ژنوتي 
در D  ژنوتيـ  . گـردد  ابلب  در بيماران مزم  مشاهده مـي 

در بـرب   مواد م در تزريقـي كننده  بيماران هپاتيتي مصرف
پاسـخ  ، C  ژنوتيـ  افراد مبتلا بـه  (. 22)مشاهده شده است

 HBsAgبادي عليه  پاسخ منتي. دهند كمتري به اينترفرون مي
(. 21)شـود  افراد ملوده مي ژنوتي منجر به تفيير  HBeAg و

 ـن Bروس هپاتيت يالگوي توزيغ جفرافيايي ژنوتي  و ز بـا  ي
 (. 23)ها در حال تفيير است افزايش مهاجرت

هـايي   ، از روش Bت ي ـروس هپاتيبراي تعيي  ژنوتي  و    
بـا   Line-PCR-RFLP  ،PCR Probe-Assayيـابي  توالينند ما

اسـتفاده   الايـزا اختصاصـي و روش  استفاده از مبازگرهـاي  
 تـري  روش  در حال حاضر تعيـي  تـوالي دقيـ     شود كه مي
هاي شايغ و بيـر شـايغ    كشف و مشكارسازي جهشو  بوده
 .پذير است امكان با من
 ـB تي ـهپات ويروس( S)ژن انول      ل بـا ژن  طـور كام ـ ه ب
هايي كـه بـر ا ـر     بنابراي  ويروس ،پوشاني دارد مراز هم پلي

 ـ   مـراز من  داروهاي ضد ويروسي در ژن پلي ه هـا تفييراتـي ب
تا ير  زني Sممك  است اي  تفييرات بر روي ژن  ،وجود ميد

 .شـود  HBsAgبـه   anti-HBsبگذارد و باعث كاهش اتصال 
مقاومـت بـه   مراز مـرتبط بـه    ها در ژن پلي بعضي موتاسيون

ممك  است باعث كـدون خاتمـه زودرس در    ،لامي وودي 
عـدم شناسـايي   . شود HBsAgدر نتيجه عدم ترشح  و Sژن 

HBsAg  در حضورHBV–DNA تواند به دليل موتاسيون  مي
در ايـ  مطالعـه ژن    ،بـه ايـ  دلايـل    .مراز باشـد  در ژن پلي

 . مورد مطالعه قرار گرفت B مراز ويروس هپاتيت پلي
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ويـروس   ژنوتايپينگهدف از اي  مطالعه تعيي  شيوع و     
هـاي كرمـان، يـزد و     در اهداكنندگان خون پايگاه Bهپاتيت 
 .بوداصفهان 

 
  هاروش مواد و 

هـا از   نمونـه . بـود مطالعه انجام شده يك مطالعه مقطعي     
افرادي كه جهت اهداي خون به سه پايگاه  كرمـان، يـزد و   

 HBsAgد و مزمايش منان از نظـر  مراجعه كرده بودن اصفهان
و  اهداكننـده  پس از فراخـوان  .موري گرديد جمغ ،مثبت بود

-antiوanti-HCV از نظـر  هـايي كـه   نمونه ،خونگيري مجدد

HIV  منفي بودند و  HBsAgتاييدي ماننـد   مزمايشها با  من
تصادفي ساده  صورته كنندگي مثبت بودند ب خنثي مزمايش

 .جهت مطالعه انت اب شدند
موري و در  اهداكننـده خـون جمـغ    213هاي سرم  نمونه    

جمعيت مورد مطالعه شامل  .ندنگهداري شد  ـºC 83دماي 
. نـد بودسال  13 - 41بي   فاصله سني زن در 11 مرد و 81

ژن سـطحي   منتي نظراز  الايزانمونه سرم با روش  213همه 
 .مثبت بودند HBsAg ويروس

 
 PCR هه آميزيته مواد مورد استفاده در :1جدول

 
 غلظت مقدار مواد
 PCR µL 1/1 X 23بافر 

dNTP µL 1/3 mM 23 
MgCl2 µL 1/1 mM 11 

Taq مراز پلي µL 1/3 U 1 
d.H2O µL 3/23  -
 F1 µL 1/3 µM  23مبازگر 
 R1 µL 1/3 µM  23مبازگر 

 
 High) ياز كيت است راج اسيد نوكلئيك با خلوص بالا    

pure nucleic acid kit )بـراي اسـت راج    رُوشDNA HBV 
سـازي اسـيد نوكلئيـك     اي  كيت براي خـال  . استفاده شد

ويروس از سرم طراحي شده اسـت و مطـاب  دسـتورالعمل    
ــايش انجــام شــد  ،كيــت ــه  .مراحــل مزم در مخــري  مرحل

بـاز   ،وسيله بافر ت لي ه اسيدهاي نوكلئيك خال  شده ب
 .يافت شدند

بـه منظـور توليـد انبـوه     ،  DNA HBVپس از است راج     
از  µL 13. استفاده شد nested PCRاز روش  ،ژنوم ويروس

 .راج شده افزوده شدــاست  µL 1 DNA هـب PCR هزـممي
ــه اول      ــازگر از ،  nested PCRدر مرحل ــه  F1مب  13ك
 يبـا تـوال   nt84-14 در فواصـل   HBVوم ـوكلئوتيد از ژنـن

5'-CCTGCTGGTGGCTCCAGTTC-3' مبـازگر  بود و R1 
 nt در فواصل Bوم كامل هپاتيت ـوكلئوتيد از ژنـن 12كه از 
 CGT CCC GCG ACA GGAT -'5يو با توال 2424-2381

CCA GTT-3' هقطع ـ استفاده شـد كـه   ،تشكيل شده بود pb 
 . كرد را ايجاد مي 2343
محصول  µL 1 به،  PCR هاز مميز µL 13 دوم هدر مرحل    
،  nested PCRدر مرحلـه دوم   .دافزوده ش PCRاول  همرحل
 - nt313)نوكلئوتيـــد 11 داراي R2و   F2 مبازگرهـــاياز 
 CYT GGC CWA AAT TCG CAG-'5تـوالي   بـا ( 187

TCCC-3' ــد  11و ــوالي (  nt2328-888)نوكلئوتي ــا ت -'5 ب

GCA AAN CCC AAA AGA CCA CAAT-3'   از ژنـوم
را   pb812  هبه ترتيب استفاده شد كه قطع ـ Bكامل هپاتيت 

 . (2جدول )كرد ايجاد مي
ــ     شــامل  nested PCRاول  هدمــايي در مرحلـ ـ هچرخ

 1گراد به مدت  درجه سانتي 84دناتوراسيون اوليه در دماي 
شــامل  ســيكل تكثيـر  31ســپس واشـنش طـي    .بـود  دقيقـه 

ــاتوره ــدت   دن ــه م ــدن ب ــاي   41ش ــه در دم ــه  84 اني درج
  43ر دمـاي  انيـه د  41به مدت  مبازگرهاگراد، اتصال  سانتي

 انيـه در دمـاي    41گراد، طويل شدن به مـدت   درجه سانتي
هـا   در نهايت طويل شدن سنتز رشته گراد و درجه سانتي 81

ادامـه   ،گـراد  درجـه سـانتي   81دقيقه در دمـاي   23به مدت 
بـا همـان    nested PCRدوم ه دمايي در مرحل ـ هچرخ. يافت

 سيكل دمايي مرحله اول انجـام شـد وفقـط دمـاي اتصـال     
 .تفيير يافت گراد درجه سانتي 14به مبازگرها

از  nested PCRبــراي مشكارســازي نتــايه مرحلــه دوم     
  ولكوليـوزن م رـنشانگ ز و ازوارـروي ژل مگ روفورزـالكت
pb233 ها استفاده شد در كنار نمونه. 
    µL 233 از محصول مرحله دوم  PCRـ  كيـت    وسـيله ه ب

(High pure PCR product purification kit) ت لي   رُوش
جهت تعيي  توالي به شـركت تكـاپو زيسـت ارسـال      شد و
مناليز توالي با استفاده از ژن رفرانس و بـه كمـك نـرم    . شد
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 سپس بـا اسـتفاده از نـرم افـزار     .انجام شدCEQ8000  افزار
CLUSTAL W، ـ  هـاي ژن   دسـت ممـده بـا تـوالي    ه توالي ب

وسـيله روش  ه ب .هاي م تلف مرتب شد ژنوتي رفرانس از 
Neighbor-joining (NJ)  ، فيلوژنتيكي رسـم شـد و   درخت

بـار رسـم درخـت     2333 ،براي اعتبار درخـت فيلوژنتيـك  
 .تكرار شد

 
 يافته ها

از اهدا كنندگان خون ( نمونه از هر استان 43)نمونه 213    
كرمـان كـه از لحـار سـرولوژي      و يزد، اصفهان هاي پايگاه

HBsAg ــد ويروســي  DNAت اســت راج جهــ ،مثبــت بودن
 ،اختصاصي مبازگرهايسپس با استفاده از  .نـداده شدـاستف

  مزمايش Bمراز ويروس هپاتيت  ليـــاحيه ژن پـنبـر روي 

  
  
 
 
 

                                                                             
 احيووه ژنبوور روي ن nested-PCRالكتروفووورز محصووول  :1شووكل 
اختصاصوي بور روي ژل    آغازگرهايبا  Bويروس هپاتيت  مراز پلي
 جفت بوازي  111ر وزن مولكولينگانش 1 ستون شماره % .1ز وگارآ

 ،3سوتون شوماره    .سرم كنترل منفي ،6 ستون شماره .(Roche)است
 -15 هشومار  هاي ستونو  4 - 8 اي شمارهه ستون. سرم كنترل مثبت

ها يافوت شوده    در آن  HBV- DNAكه  است سرم اهداكنندگاني 11
 -HBVاست كوه  اي  همربوط به سرم اهداكنند 6ستون شماره . است

DNA در آن يافت نشده است. 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ن مطالعه بوا  هاي اي دهد كه تمامي ايزوله اهداكنندگان خون نشان مي HBVهاي  بررسي آناليز فيلوژنتيك ايزوله. ترسيم درخت فيلوژنتيكي: 6شكل 
بوراي  . گيرنود  ها در اين مطالعه استفاده شد، در يك گروه قرار موي  كه به عنوان ژن رفرانس از آن Bويروس هپاتيت ،  Dهاي ژنوتيپ  ساير ايزوله

 . ها نشان داده شده است بار تكرار شده كه نتايج تكرار رسم درخت در كنار ايزوله 1111صحت درخت فيلوژنتيكي رسم درخت 

1IR.IBTO
9IR.IBTO

D_X02496_XXHEPAV
11IR.IBTO

D_X59795_HBVAYWM

D_X72702_HBVORFS
D_X65258_HBVAYWCI

F_X75658_HHVBFFO

C_M12906_HPBADRA
D_X65259_HBVAYWE

F_X75663_HHVBF

E_X75664_HHVBE4
E_X75657_HHVBBAS

A_X70185_HBVXCPS

A_X51970_HVHEPB
A_V00866_HBVADW

A_S50225_S50225

342

610
A_M57663_HPBADW

966

846

938

G_AB064310
G_AB056513
G_AF160501_AF1605

G_AF405706

1000

1000

B_D00331_HPBADW3

780

277

478

B_M54923_HPBADWZ

B_D00329_HPBADW1
B_D00330_HPBADW2

861

D_X68292_HBVDNA

C_X75656_HHVCCHA
C_X75665_HHVBC

C_M38454_HPBADR1C

C_V00867_HBVADR
C_D12980_HPBCG

C_X52939_|HBVPREX

C_L08805_HPBETNC

375

C_M38636_HPBCGADR
C_X14193_HBVADRM

C_X01587_HBVADR4909
C_D00630_HPBADRC

865

527

178

543

242

466

999

952

805

926

197

388

205

996

1000

1000

982

940

986

851

917

886

920

14IR.IBTO

D_M32138_HPBHBVAA
18IR.IBTO

32IR.IBTO

D_X65257_|HBVAYWC
35IR.IBTO

908

1000

1000

784

825

724

2IR.IBTO

53IR.IBTO
54IR.IBTO847
3IR.IBTO

7IR.IBTO
8IR.IBTO
34IR.IBTO

990

55IR.IBTO

726

406

596

523

6IR.IBTO

882

16IR.IBTO

731

12IR.IBTO
15IR.IBTO

33IR.IBTO
49IR.IBTO1000

952

1000

704

10IR.IBTO

1000

1000

0.05

bp

bp

 2    1  3   4   1   4    8   7   8  23 22 21  23  24 21 
 
 8 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

6-
06

-1
0 

] 

                               4 / 9

https://bloodjournal.ir/article-1-366-en.html


 و همكاران بابيان احمد قره                                                                                     با روش تعيي  توالي Bويروس هپاتيت  ژنوتي شيوع 

 

 858 

 nested PCR پس از انجام  .انجام شدnested PCR   بـرروي
ــه 48 ،هــا نمونــه ( CI %81 = 41/47 -34/44، % 1/18)نمون
نمونه از استان كرمـان   17 نمونه از استان اصفهان، 11يعني 
 ـ 28و  مثبـت   HBV-DNA زد از نظـر ــ ـان يـه از است ــنمون

 (.2شكل )شدند
 .ت ـاب شـدند  نمونه از هراستان جهت تعيي  توالي ان 28   

كـه  ( نمونه از هـر اسـتان   23)نمونه 33 ،پس از تعيي  توالي
ها به خـوبي   واضح بود و تعيي  توالي من ها كروماتوگرام من
بررسـي منـاليز فيلوژنتيـك    . منـاليز شـدند   ،انجام شـده بـود  

اهــداكنندگان خون نشان داد كه تمامي  HBVهـاي  ايـزوله
ويروس هپاتيـت   ، Dتي  هاي ژنو اي  مطالعه با ساير ايزوله

B ها در اي  مطالعـه اسـتفاده    كه به عنوان ژن رفرانس از من
بـراي صـحت درخـت     .گيرنـد  در يك گروه قرار مـي  ،شد

 (. 1شكل )بار تكرار شد 2333رسم درخت  ،فيلوژنتيكي
دربانـك    BLASTافزار ايزوله با استفاده از نرم 33تمامي     
ا استفاده از بالاتري  نمره ب. ررسي قرار گرفتندــورد بـژن م
 هـاي  بازها، تـوالي ايزولـه   (matching)اساس جفت شدنبر 

HBV هـايي از كشـورهاي بـلاروس،    اهداكنندگان با ايزوله 
 ـ  طـور نزديكـي يعنـي    ه قزاقستان، ازبكستان، هند و چـي  ب

 از نظر توالي نوكلئوتيدها شباهت داشـتند % 87-%88حدود 
 . قرار گرفتند D1 ي ژنوتساپ ،  D ژنوتي در گروه  و
 

 بحث
اي  تحقي  اولي  مطالعه در ايران است كه جهت تعيـي       

در جمعيت اهداكننـدگان خـون    Bويروس هپاتيت  ژنوتي 
هاي كرمان، اصـفهان و يـزد بـه روش تعيـي  تـوالي       پايگاه

(sequencing )مراز ويروس هپاتيت بر روي ژن پلي B  انجام
يك بيمـاري  ،  Bاتيت عفونت مزم  ويروس هپ .شده است

از جمعيـت جهـان   % 1باشد كه بيش از  وسيغ و گسترده مي
و يكـي از بزرگتـري  مشـكلات بهداشـتي      كـرده را ملـوده 

ايــران در منطقــه . شــود محســوب مــيجهــان و كشــور مــا 
 CDC (Centerهاي دارد و بر طب  گزارش خاورميانـه قـرار

for Disease Control)   يـت  شيوع عفونت مزم  هپات؛B  در
مثبـت   HBsAgميزان شيوع . من، در سطح متوسط قرار دارد

(. 24)تـده اس ــزارش ش ــگ ـ% 4/3در ايران 2318در سال 
 در  و% 8/2ولي ـراد معمـاف ت درـمثب HBsAgزان شيوع ـمي

 .(21)گزارش شده است% 1/3ان خون ــگ  اهداكنندـبي
 هـا  من% 3انـد و   قرار گرفتـه   HBVمعرض  ايرانيان در% 31

در مقايسـه بـا   (. 24)باشند مي Bناقل مزم  ويروس هپاتيت 
هـاي   هپاتيـت % 11ول ؤمس HBVايالات متحده كه عفونت 

% 73تـا   %83ولؤمس ـ HBVمزم  گزارش شـده، در ايـران   
باشـد و نشـان داده شـده كـه      هاي مـزم  مـي   موارد هپاتيت

هاي كبدي در ايـران   علت اصلي بيماري Bويروس هپاتيت 
 (.28)است

يي ايــغ جفرافيــاز توز Bت يــروس هپاتيــهــاي و تيــ ژنو 
دريـاي   هظـاهراً در حـوز   Dژنوتيـ   .برخوردارنـد   يا ژهيو

بـا   الهشود و اي  مس ـ مديترانه و خاورميانه فراوان يافت مي
تعيـي    .باشـد  محل جفرافيايي ايـران در جهـان منطبـ  مـي    

ــ    ــ  HBVژنوتي ــاخت  س ــ  س ــراي روش ــارير بيب و  يم
هـا از لحـار     زيـرا ژنوتيـ    استم زايي ويروس مه بيماري
يكـديگر  العمـل در برابـر درمـان بـا      زايـي و عكـس   بيماري

  . تفاوت دارند
ويروس هپاتيـت   ژنوتي هاي م تلفي براي تعيي   روش    

B ها تعيي   گيرد كه يكي از اي  روش مورد استفاده قرار مي
ــي ــوالي م ــدر ا .باشــد ت ــه جهــت تعي ــي  مطالع ــيوع ي   ش

از . از روش تعيـي  تـوالي اسـتفاده شـد     HBVهاي   ژنوتي
 HBV-DNA نمونـه از نظـر   48 ،مثبت HBsAg  نمونه 213

توانـد بـه    مـي  نتـايه  مورد منفي بودند كـه ايـ    12مثبت و 
مثبـت  HBsAg  ممكـ  اسـت افـرادي    .م تلف باشد دلايل

ــي   ــند ول ــد مدر  HBV-DNA باش ــي باش ــا منف ــون  ،نه چ
 ـHBV-DNA  هايي كه براي تشـ ي  و شناسـايي   روش ه ب
ممك  اسـت حساسـيت لازم را نداشـته و بـه      ،رود كار مي

از ربم مثبت بـودن   علي،  HBV-DNA دليل پايي  بودن بار
در نمونـه هـا قابـل شناسـايي      HBsAg  ، HBV-DNA  نظر
 .نباشد
مواردي نيز وجود دارد كه تكثير ويروس متوقف شده و     

 وزاسـت ولـي هن ـ   anti-HBsفرد در مرحلـه مشكارسـازي   

HBsAg (.27)من از سرم حذف نشده است 
ويـروس در داخـل ژنـوم     DNA هم چني  ممك  اسـت     

هاي كبدي قـرار گرفتـه اسـت و بنـابراي  در سـلول       سلول
قابـل شناسـايي    ، HBc Agيـا   يويروس ـ مزاد DNA ،كبـدي 
اي  گروه از بيماران ذرات كامـل ويـروس را توليـد    . نيست
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نـد و ژنـوم ويـروس كـه در     كن يا بسيار كم توليد مي نكرده
را HBsAg  فقـط ، داخل ژنوم سلول كبدي قرار گرفته است

 (.28)كند توليد مي
 Bروس هپاتيـت  يو ژنوتي كه جهت تعيي   هايي همطالع    

 S هـاي  بيشتر در بيماران و بر روي ژن ،در ايران انجام شده
شـه توسـط    يا مطالعـه . بوده اسـت  Bروس هپاتيت يو Cو 

بيمــار  23بــر روي  1338ان در ســال  گــودرزي و همكــار
HCC (Hepato Cellular Carcinoma)   با روش تعيي  تـوالي

انجام شد، مشـكار نمـود    Pre Sه يو مناليز فيلوژنيكي در ناح
ــه ــه ژنوتيــ    كــه تمــام واريت تعلــ   Dهــاي جــدا شــده ب

 (.  13)داشتند
 238علويان و همكاران بر روي  اي كه توسط در مطالعه    

 ،مثبـت بودنـد انجـام گرفـت     HBs Agكـه از نظـر   ايرانـي  
تنهــا ژنــوتيپي بــود كــه در ايــ  افــراد شــناخته  Dژنوتيــ  

 (.24)شد
همكاران بـر روي   اي كه توسط اميني باويل و در مطالعه    

با اسـتفاده از روش تعيـي    B  بيمار هپاتيت مزم  11نمونه 
ها  ميان ايزوله در D ژنوتي  انجام شد، C توالي بر روي ژن

ــود ژنوتيــ  ــر روي  در مطالعــه(. 12)بالــب ب  11اي كــه ب
بـا اسـتفاده از    ،اهداكننده خـون در تهـران صـورت گرفـت    

مش   شد كـه همگـي    Sبر روي ژن  PCR-RFLPروش 
شناسـايي   ژنوتيـ  (. 11)بودنـد  Dها داراي ژنوتيـ    واريته

قبلـي   هـاي  هبا نتايه مطالع ،(D يژنوت)شده در اي  مطالعه 
 .بقت دارددر ايران مطا

ــم      ــايه ه ــتان،   در كشــورهاي همس ــه، پاكس ــون تركي چ
گـزارش شـده    D، ژنوتيـ  تـري    اففانستان و روسيه شـايغ 

تـري    در كشورهاي هند، عربستان و مصر نيـز شـايغ   .است
كـه در   تيپيژنـو تـري    بنـابراي  شـايغ  . باشـد  يم D ژنوتي 

است كه بـا   D ژنوتي  ،منطقه مديترانه شرقي گزارش شده
 (.13، 14)لعه ما مطابقت داردمطا
اهداشنندگان خون در مقايسه بـا   HBV يها توالي ايزوله    
بلاسـت،   يهاي موجـود در بانـك ژنـي در جسـتجو      توالي

را  بــا كشــورهاي  امتيازهــا هــا و بــالاتري  بهتــري  انطبــاق
و  چني  كشورهاي هنـد  ازبكستان هم قزاقستان، بلاروس و

 .        چي  نشان داد
 انجام   HCCبيمار 23ر روي ـب لًاـه قبـاي ش هـالعـدر مط    

ــه  ،شــده ــا ســوش   بيشــتري  شــباهت ايزول ــا ب  Swedishه
(AF121240SW  )  در مطالعـه  (. 13)گزارش گرديـده اسـت

ــاران  ــل و همن ــي باوي ــوالي    ،امين ــي  ت ــالايي ب شــباهت ب
  HBVهـاي   بيماران ايراني با توالي ايزولـه  HBVهاي  ايزوله

و در  كيه و عربسـتان سـعودي گـزارش شـده    تر يششورها
ــر رو  يمطالعــه ديگــر ــر روي بيمــاران مــزم  و ب  يشــه ب

ارتبــان نزديكــي بــي   ،انجــام شــده بــود Cو  S   هــاي ژن
 هايي از كشورهاي ليتواني، ملمان با سوش يهاي ايران ايزوله

بيشتري   ،در مطالعه اخير(. 12)فرانسه گزارش شده است و
ايـران بـا كشـورهاي تـازه اسـتقلال       هاي شباهت بي  ايزوله

قزاقســتان، ازبكســتان، بــلاروس و  ليــيافتــه شــوروي از قب
احتمال دارد شـباهت  .هاي هند و چي  مشاهده گرديد ايزوله

هــاي  يــزد بــا ايزولــه و هــاي اصــفهان، كرمــان بــي  ايزولــه
ها و  مسافرت به دليل افزايش ،كشورهاي تازه استقلال يافته

از طـرف ديگـر بـه    . باشدي همسايه داد و ستد  با كشورها
 Cو  Sاز ژن هــاي  ،يقبلــ هــاي هكــه در مطالعــ ل ايــ يــدل
تعيي  ژنوتي  اسـتفاده شـده بـود    براي  B روس هپاتيتـوي

مراز مورد مطالعه قرار گرفتـه   ودر اي  مطالعه ناحيه ژن پلي
هاي مورد مطالعه و طـول قطعـات بـا     شايد ناحيه ژن ،است
م تلف شباهت نشان دهد كه هاي در گردش مناط   سوش

هاي ويروس  تنها با تعداد كافي نمونه و توالي كامل تمام ژن
 . توان به نتيجه قطعي دست يافت مي Bهپاتيت 

هاي بـي  كشـورها ممكـ      ها و مسافرت مهاجرت انسان    
در . شود Bهاي ويروس هپاتيت ر ژنوتي يياست منجر به تف

 ـ Bهپاتيت در هند، ژنوتي  ويروس  كومار مطالعه طـور  ه ب
گزارش شده كه در طـول   Dژنوتي   ،اوليه در جمعيت هند

خصوص در ه زمان به علت مهاجرت افراد از اروپا به هند ب
 Bويـروس هپاتيـت   Aهند شمالي به طور نسبي با ژنوتي  

 (.11)جايگزي  شده است
ممك   ،با يكديگر Bهاي هپاتيت  پوشاني ژن به دليل هم    

 يهـا  ان ژني ـها در يك ژن بر روي ب نويموتاس ياست بعض
در نتيجـه ايـ  ويـروس در      ر باشـد و ؤم ـ sAg ديگر مثـل 
هــاي  هــاي خــون افــراد اهداكننــده خــون بــا كيــت  نمونــه

بنـابراي  بررسـي    .نباشد شناساييسرولوژيكي تجاري قابل 
 ـ Pو  C   ،S هـاي  ها بر روي ژن موتاسيون خصـوص در  ه ب

تواند  مي ،وجود دارد مندميكشكل ه ايران كه اي  ويروس ب
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ــابي روش ــالگري خــون   در ارزي هــاي ســرولوژيك در برب
اهميـت   ي ايـ  مطالعـه  ها يافته .(14)اهداكنندگان مهم باشد

تواند جهـت تهيـه    كه مي دهد يمرا نشان  HBV ژنوتايپينگ
 هاي كنترل كيفي براي ارزيابي روش تش يصـي و هـم   پانل
هاي  د برنامهتكميل و بهبو ،هاي تش يصي خريد كيت چني 

 . ر باشدؤبربالگري در كشور ما، بسيار م
 

 گيري نتيجه
اهداكننـدگان   HBVهـاي   بررسي مناليز فيلوژنتيك ايزوله    

هاي اي  مطالعه در ژنوتي   خون نشان داد كه تمامي ايزوله 
D  ،HBV  توانـد در تشـ ي     ايـ  نتـايه مـي   . قرار دارنـد

به منظـور تهيـه    Bايمونولوژيكي و ژنتيكي ويروس هپاتيت 
هـم چنـي  تهيـه     Bهاي تش يصي ويـروس هپاتيـت    كيت
هـاي تش يصـي    هاي كنترل كيفي جهت ارزيابي روش پانل

  . ويروس مورد استفاده قرار گيرد
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Abstract 
Background and Objectives 

Hepatitis B is one of the major diseases that has the potential to be transmitted by blood 

transfusion. Specific genotypes of hepatitis B virus are increasingly recognized for their 

clinical significance and association with particular viral mutations. The aim of this study was 

to investigate the prevalence of hepatitis B virus genotypes in blood donors of Kerman, Yazd 

and Isfehan Blood Centers. 

Materials and Methods 

Sera of 120 blood donors, who were positive for hepatitis B surface antigen (HBsAg) using 

ELISA method, were selected. HBV DNA was extracted from sera using commercial kits and 

the p gene sequences were amplified by nested-PCR. HBV genotypes were determined by 

direct sequencing of the polymerase gene of HBV. The obtained sequences were aligned with 

Clustal W programme. Phylogenetic trees were constructed by the Neighbor-joining (NJ) 

method. The data were analyzed with Fisher test by SPSS 11.5 

                                                                                                       

Results 

Out of 120 HBsAg positive volunteer blood donors, 69 (57.5% , CI 95% = 48.65-66.34)) were 

positive for HBV DNA sequence. Sequence analysis was done on the positive samples. 

Genotype D was detected among 100% of HBV infected volunteer blood donors.   

                                                                                                             

Conclusions 

The prevalence rate of genotype D was found to be 100%. These findings may have an impact 

on the immunological and genetic diagnosis of HBV as well as on the selection of diagnostic 

kits and viral quality control panels. 

Key words:  Hepatitis B virus, Blood Donors, Genotype  
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