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وسیله ه در نوزادان مشکوک نگهداری شده در شیرخوارگاه ب  Cبررسی عفونت ویروس هپاتیت  

 HCV-Core Ag-Elisaو تست  Real-Time PCRآزمایش کمی 
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 دهیچک

دوران  ولی این راه مهمترین دلیل عفونت در ،دهدمادر به جنین به ندرت روی میاز C (HCV ): هرچند که میزان انتقال عفونت ویروسی هپاتیت زمینه و هدف

هدف از مطالعه حاضر، . باشدمنفی بیشتر می HIVمثبت نسبت به مادران  HIVاز مادر به جنین در مادران  HCVباشد. احتمال انتقال عفونت نوزادی و کودکی می

 باشد.( ویروس میCore-Agای )اند و نیز روش الیزا برای پرو تئین هستهمثبت بوده HCV-Abدر نوزادانی که از نظر وجود  Cبررسی کمی ژنوم ویروس هپاتیت 

های تشخیصی شامل: تشخیص آنتی ماه(، تست2-7شوند )سن بودند و در شیرخوارگاه نگهداری می  HCVنوزاد که مشکوک به عفونت 29ای : برهاو روشمواد 

و در نهایت  Real-Time PCRای خون محیطی توسط تست کمی های تک هستهدر پلاسما و سلول HCV- RNA-HIVهای ضد آنتی بادی ، HCVهای ضدبادی

 کار برده شد. ه ( بHCV-Core Agیا ) HCVای های هستهتشخیص آنتی ژن

ای خون محیطی غیر قابل تشخیص بود. های تک هستهدر پلاسما و سلول HCV-RNAدر تمام نوزادان تشخیص داده شد اما  HCVهای ضد آنتی بادی نتایج :

 ن  وجود نداشت.در خون نوزادا HIV 1 و 2های ضد همچنین آنتی بادی

از مادر به نوزادان بی سرپرست انجام شده است. با توجه به مطالعه حاضر، استفاده از تست آنتی  HCV: تعداد مطالعات کمی در زمینه انتقال عفونت گیرینتیجه

 این ویروس از مادر به جنین کمک کننده باشد.تواند در پیش بینی و در نهایت ممانعت از انتقال در خون می HCVای همراه با ارزیابی کمی ژنوم ژن هسته

 

 ، کودکان بی سرپرستTime PCR-Real ،Ag Elisa-HCV Coreهپاتیت سی،  عفونت :کلمات کلیدی

 
 

 

 مقدمه
( مهمترین علت ایجاد HCV) Cعفونت با ویروس هپاتیت 

 170حدود  هپاتیت مزمن، سیروز کبدی و نیز سرطان کبد است.

وع باشند. شیمیلیون نفر در سراسر دنیا به این ویروس آلوده می

این ویروس برخلاف بسیاری از کشورهای منطقه در ایران حدود 

، این درحالی است که میزان ابتلا به (1) گزارش شده است 0.5%

یالیز ن داین ویروس در قشر پر خطر مانند معتادان تزریقی و بیمارا

 .(2-4) و هموفیلی به طور مشخصی بالاتر گزارش شده است

انتقال این ویروس از طریق جنسی و نیز از طریق شغلی پایین 

 .(5-9) است است و میزان انتقال از مادر به نوزاد نیز بسیار متغیر

که از نظر وجود ژنوم ویروس  Cمادران مبتلا به عفونت هپاتیت 

 دکننمنفی باشند به ندرت ویروس را به جنین خود منتقل می

چه میزان بار ویروس  اند که هر. مطالعات متفاوت نشان داده(10)

در مادر بیشتر باشد احتمال عفونت جنین با این ویروس افزایش 

 .(12 ،11) یابدمی

تواند خطر در مادران نیز می HCVو  HIVعفونت هم زمان 

. از طرفی نقش چندین ژن (13) انتقال به جنین را افزایش دهد

که در پاسخ ایمنی میزبان شرکت دارند و نیز پیشینه ژنتیکی فرد 

مقاله پژوهشی
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هیچ  .(14) حائز اهمیت است HCVدر انتقال افقی عفونت 

که سزارین در مقایسه با زایمان طبیعی  های مبنی بر ایننشآن

خطر انتقال افقی را کاهش دهد وجود ندارد به علاوه با توجه به 

سایر مطالعات تغذیه با شیرمادر باعث انتقال عفونت از مادر به 

 .(16 ،15) شودنوزاد می

در نوزادان بی  HCVهدف از این مطالعه تعیین حضور عفونت 

سرپرست واجد آنتی بادی ضد ویروس بود. برای پی بردن به وجود 

ای های تک هستهیا عدم وجود ژنوم ویروس در پلاسما و سلول

 Real-Time PCR( از تست کمی PBMCsخون محیطی )

 HIV، ضد HCVهای ضد استفاده شد به علاوه حضور آنتی بادی

نیز به روش   HCV-Core Agیا  HCVای های هستهو آنتی ژن

 الیزا مورد ارزیابی قرار گرفت.
 

 هامواد و روش

 :های بیمارنمونه  

ها پسر( که مادران آن 13دختر و  6نوزاد بی سرپرست ) 29

تا آذرماه  1388داشتند از تاریخ دی  HCVهای ضد آنتی بادی

به مرکز تحقیقات میکروب شناسی بالینی استاد البرزی  1390

دانشگاه علوم پزشکی شیراز ارجاع داده شدند. این نوزادان در مرکز 

در شیراز که توسط وزارت بهداشت بی سرپرست نگهداری کودکان 

ری ایران راه اندازی شده است، نگهدا جمهوری اسلامی دولت

ماه بود و  7الی  2شدند سن این نوزادان در زمان نمونه گیری می

ها اطلاعاتی در دسترس نبود. مطالعات در زمینه جزئیات تولد آن

در این نوزادان را تایید  HCVهای ضد یمقدماتی، وجود آنتی باد

 کرده بود.

 EDTAهای حاوی میلی لیتر خون در ظرف 5از این بیماران 

دست آمده از این مطالعه برای رد یا تائید ه عات بگرفته شد. اطلا

 در این نوزادان مورد استفاده قرار گرفت.  HCVحضور عفونت 

روسای این مرکز نگهداری نوزادان بی سرپرست تنها در 

ها در مطالعه اجازه چاپ صورت فاش نشدن هویت شرکت کننده

 اطلاعات حاصل از این مطالعه را دادند.

 :ای خون محیطی و پلاسماهستههای تک سلول  

 EDTAهای خون محیطی که توسط میلی لیتر از نمونه 5

 ficoll hypaque  (Axis-sheildمیلی لیتر 5تیمار شده بودند به 

pox As,osli lymphoprep Norway) ای های تک هستهسلول

 45به مدت  800خون محیطی با استفاده از سانتریفیوژ )دور 

و آنتی  HCVهای ضد سپس آنتی بادیجدا شدند  دقیقه(

با استفاده از نسل سوم الیزا مورد ارزیابی  HIV 1,2های ضد بادی

مطابق  Cut-offقرار گرفتند سپس اطلاعات پردازش و تعیین 

نیز با استفاده از  HCV-Core Agدستور العمل انجام شد. تست 

های تجاری موجود و مطابق دستور العمل شرکت سازنده کیت

 جام شد.ان

  :هانمونه RNAاستخراج و تلخیص   

های تک های پلاسما و سلولی ویروسی از نمونهRNAژنوم 

روش <<ای خون محیطی با استفاده از فرم تغییر داده شده هسته

. به (17) استخراج شد >>اسید گوانیدیوم تیوسیانات فنل کلروفرم

ای خون سلول تک هسته 6101میکرولیتر سرم یا  200اختصار 

 RNXمیکرولیتر از محلول  600میکرولیتر( با  400محیطی )

Solution  میکرولیتر کلروفورم اضافه  200مخلوط گردید سپس

میکرولیتر  600ی کل از فاز آبی با استفاده از RNAشد و مخلوط 

ایزوپروپانول رسوب داده شد. در نهایت به دنبال سانتریفیوژ کردن 

دست آمده در مجاورت هوا قرار گرفته ه دور بالا رسوب بنمونه در 

 diethylو پس از خشک شدن در آب مقطر تیمار شده با 

pyrocarbonate  حل گردید برای اطمینان از کارایی روند استخراج

و نیز پروسه روند سنتز  PCRهای ژنوم عدم وجود ممانعت کننده

cDNA ،6  میکرولیتر ازRNA یت به هر نمونه کنترل موجود در ک

 اضافه شد.
Real –Time PCR 

از کیت تجاری  HCVبرای اندازه گیری بار ژنوم ویروس 

Real-Time PCR کار رفته مطابق ه و دستور العمل ب استفاده شد

در  اییحفاظت شده با کیت بوده است. در این روش منطقه بسیار

ژنوم هدف قرار گرفته و شناسایی  5’ناحیه غیر کد شونده انتهای 

 Taq-manتست  Master Mixشود. فرایند تکثیر با استفاده از می

Real –Time PCR ای انجام گردید.و به صورت تک مرحله 

 7500مورد استفاده در این تحقیق  Real-Time PCRدستگاه 

Applied Biosystem  و برنامهPCR به شرح زیر بوده است:   
C 48  دققه )نسخه برای معکوس(، 30برای c95  برای مدت

ثانیه  10برای  c 95دور 45پلیمراز(،   DNAدقیقه )فعالیت 10

 ثانیه )اتصال پرایمر 60برای مدت  c 60الگو( و  DNA)واسرشت 

 و طویل شدن آن(. 
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 نتایج
نوزاد مشاهده  29در پلاسمای کل  HCVهای ضد آنتی بادی

در هیچکدام از نوزادان  HIV 1,2های ضد شد اما آنتی بادی

های پلاسمای ذکر شده از نظر آنتی مشاهده نگردید. تمام نمونه

منفی بودند. این نکته قابل ذکر است که  HCVای ژن هسته

های متفاوت انجام و نتایج های سرولوژی دو مرتبه در زمانتست

هیچ  یدر پلاسما HCVیکسان بود. ژنوم  در هر دو زمان کاملاً

-HCV RNA Real یک از نوزادان تشخیص داده نشد و نتایج 

Time PCRای خون محیطی نیز منفی های تک هستهدر سلول

 بود.

 

 گیریو نتیجهث حب
 HCVدر بسیاری از مطالعات نشان داده شده است که 

های مغز استخوان را آلوده کند. وجود ها و سلولتواند لمفوسیتمی

ای خون های تک هستهویروس در سلولبا حس مثبت ژنوم 

به نوزاد همراه  HCVمحیطی مادری به میزان بالایی با انتقال 

به دلیل غیر قابل تشخیص بودن ژنوم ویروس در  .(19 ،18)است 

ای های تک هستهپلاسمای نوزادان از یک طرف و نیز نقش سلول

برای  (21 ،20)از طرف دیگر  HCVخون محیطی در عفونت 

ها ها و پی بردن به نقش آندر این سلول تشخیص ژنوم ویروس 

های تک برای سلول  Real- Time PCRدر عفونت نوزادان تست

طور که نتایج  ای خون محیطی نوزادان انجام شد. همانهسته

های تک و نه در سلول پلاسما نشان داد ژنوم ویروس نه در

 ای خون محیطی مشاهده نشد.هسته

مرکز نگهداری از کودکان بی سرپرست یاد شده در شیراز به 

نوزادان بی سرپرست در ایران  عنوان مهمترین مرکز نگهداری از

باشد. طبق اطلاعات این مرکز هیچ یک از نوزادان مشکلی در می

ها پس از تولد در ه و وزن آنزمینه بدشکلی و یا نابالغی نداشت

محدوده نرمال بوده است با این حال هیچ اطلاعاتی در زمینه سن 

مادران وجود نداشت اما این موضوع که این مادران در بین قشر 

در  HCVآید. احتمال انتقال پر خطر باشند به نظر منطقی می

دوران شیردهی نیز وجود دارد که نوزادان شرکت کننده در این 

 اند.العه از این دوران بی بهره بودهمط

توجه به پیشنهادات سایر مطالعات برای  قابل ذکر است با

اطمینان از عدم ابتلا به عفونت پرستاران این کودکان با این 

ضروری به نظر  PCR و HCVویروس، انجام تست آنتی بادی ضد 

 .(22 ،21) رسدمی

با توجه به این موضوع که تمام نوزادان از نظر آنتی بادی ضد 

HCV ها نیز از توان نتیجه گرفت که مادران آنمثبت بودند می

اما به دلیل در دسترس  مثبت بودند HCVنظر آنتی بادی ضد 

 HCVنبودن این مادران هیچ تخمینی در مورد میزان بار ویروسی  

 توان زد.ها نمیدر آن

از آنجایی که این نوزادان از نظر وجود ژنوم ویروس منفی 

هایی با شرایط زندگی مناسب به فرزندی بودند توسط خانواده

از  تخصصی این نوزادان پسهای پذیرفته شدند. بنابراین پیگیری

به فرزندی گرفته شدن به دلیل زندگی کردن دور از شیراز و یا 

ها به پیگیری توسط خودشان امکان نداشت. ترجیح خانواده

های مجدد به منظور پیگیری حذف همچنین امکان انجام تست

 های مادری از این نوزاردان نیز وجود نداشت.آنتی بادی

های اولیه در تشخیص HCVای ستههای هاهمیت آنتی ژن

عفونت در بسیاری از مطالعات مشخص گردیده است. همچنین 

تواند در پیش بینی ردیابی این آنتی ژن در طول دوره درمان می

. در (23-25) پاسخ به درمان ضد ویروسی کمک کننده باشد

تشخیص  برای HCVای هسته  مطالعه حاضر تست آنتی ژن

احتمالی عفونت در این نوزادان استفاده شد. بررسی این آنتی ژن 

 تواند به طور غیر مستقیم نشان دهنده رونوسی ویروس باشدمی

(26، 27). 

ویروسی همراه با تست  RNA Real- Time PCRانجام تست 

تواند نشانه قوی برای پیش می HCVای تشخیص آنتی ژن هسته

باشد. به علاوه با توجه به  HCVبینی وجود یا عدم وجود عفونت 

های زودتر از آنتی بادی HCVای برخی مطالعات، آنتی ژن هسته

 .(28) تواند تشخیص داده شودضد ویروس می

در نتیجه این مطالعه که از معدود مطالعات انجام شده در 

از مادر به جنین در نوزادان بی  HCVزمینه انتقال عفونت 

ای باشد، استفاده از روش تشخیص آنتی ژن هستهسرپرست می

HCV و ارزیابی ژنومHCV  ای خون های تک هستهدر سلول

محیطی همراه با تست کمی تشیخص ژنوم ویروس در پلاسما به 
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انتقال یافته  HCVقطعی در تشخیص عفونت  عنوان روش نسبتاً

 از مادر به کودک قابل توجه است.
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Abstract 

Background & Objective: HCV infection may be transmitted from an infected mother to her fetus in a low percentage; 

however, it is the most important route of infancy HCV infection. The chance of HCV transmission in HIV/HCV co-

infected mothers is higher than that in HCV mono-infected ones. The aim of this study is to assess HCV infection status 

in orphan newborns in Shiraz, Iran by quantitative PCR assay and HCV core-Ag Elisa. 

Materials & Methods:  Twenty nine HCV suspected infants, 2-7 months old, were evaluated for HCV and HIV 

antibodies, HCV core antigen and quantitative genome viral load. 

Results: Although HCV-Ab was detected in all the studied infants, HCV-RNA was not detected in plasma or Peripheral 

Blood Mono-Nuclear Cells (PBMCs). HIV 1, 2 Abs were not detected in none of them, either. 

Conclusion: A few studies have been conducted on the HCV transmission from infected mothers to their infants. 

According to the present results, assessment of HCV viral load and HCV core-Ag can serve as reliable tests for the 

prediction or exclusion of HCV infection from mothers to infants. 
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