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والتفاعل التضاعفي لسلاسل  والاستنساخ العكسي بتقنیات الالیزا والریبا —Cالتحري عن  فایروس التھاب الكبد نمط 

  بین مرضى  دیلزة الكلیة  في محافظة نینوى العراق. الدنا

  

  )3(محمد نظیر معروف                      )2(محمد دواج خالد المعماري                      )1(باسمة احمد عبدالله  

  جامعة الموصل -كلیة العلوم)1( 

  ئرة صحة نینوىدا -مصرف الدم الرئیس في الموصل)2(

 جامعة تكریت -كلیة التربیة)3(

  
  :الخلاصة
) مــن المســببات الكبــرى لالتهــاب الكبــد المــزمن والتشــمع، لــذا هــدفت الدراســة Cیعــد المــرض الصــامت (التهــاب الكبــد الفایروســي نمــط المقدمــة: 

  ظة نینوى/العراق.بین مرضى الدیلزة الدمویة والبریتونیة في محاف Cللتحري عن فایروس التهاب الكبد نمط 
%) اناثــاً والــذین تراوحــت اعمــارهم بــین 42.5( 34%) ذكــوراً و57.5( 46) نمــوذج دم مــن مرضــى الــدیلزة 80جُمــع (المرضــى وطرائــق العمــل: 

) شخصـاً مـن متبرعـي الـدم 100) مـریض دیلـزة بریتونیـة و (30) مریض دیلزة دمویـة و(50%) سنة منهم (37.5) سنة بمعدل عمر (15-60(
ور كعینـــة ســـیطرة. تــم التحـــري عـــن الاجســام المضـــادة للفـــایروس باســتخدام الالیـــزا الجیـــل الثالــث. واكـــدت النتـــائج الموجبــة والمشـــكوك فیهـــا الــذك

لتوكیـد باستخدام تقنیة اللطخـة المناعیـة المأشـوبة الجیـل الثالـث (الریبـا) واسـتخدمت تقنیـة الاستنسـاخ العكسـي والتفاعـل التضـاعفي لسلاسـل الـدنا 
  الموجبة والمشكوك فیها. Anti-HCVصات فحو 

) بـین نســب تواجـد الفـایروس والاجســام المضـادة لــه فـي مرضــى الـدیلزة الدمویــة P≤0.05: اظهــرت الدراسـة وجـود فروقــات معنویـة عنــد (النتـائج
%) موجـــب 2ة و(%) مشــكوك فیهـــا بــین مرضــى الـــدیلزة الدمویــ4%) ســالب و(48%) موجـــب و(48والبریتونیــة وعینــة الســـیطرة حیــث بلغــت (

%) ســـالب بــین متبرعـــي الـــدم. واكــدت النتـــائج الموجبــة والمشـــكوك فیهـــا 99%) موجــب و(1%) ســالب بـــین مرضــى الـــدیلزة البریتونیـــة و(98و(
%) مشــكوك فیــه بــین مرضــى 4%) ســالباً و(52%) موجبــاً و(44باتســخدام تقنیــة الالیــزا الجیــل الثالــث. واســتخدمت تقنیــة الریبــا حیــث اظهــرت (

%) سـالباً بـین متبرعـي الـدم واسـتخدمت تقنیـة 99%) موجبـاً و(1%) سـالباً بـین مرضـى الـدیلزة البریتونیـة و(98%) موجبـاً و(2ة الدمویـة، (الدیلز 
%) موجبــاً بــین 50الاستنســاخ العكســي والتفاعــل التضــاعفي لسلاســل الــدنا لتوكیــد نتــائج الموجبــة والمشــكوك فیهــا بتقنیــة الریبــا. حیــث اظهــرت (

  %) موجب بین متبرعي الدم.1%) موجباً بین مرضى الدیلزة البریتونیة و(2یلزة الدمویة و(مرضى الد
عالیــاً بــیم مرضــى الــدیلزة الدمویــة مقارنــة مــع مرضــى الــدیلزة البریتونیــة  Cكــان انتشــار الاصــابة بالاتهــاب الكبــد الفایروســي نمــط  الاســتنتاجات:
  ومتبرعي الدم.
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    :المقدمة
إلـــى عائلـــة الفایروســـات  Cینتمــي فـــایروس التهـــاب الكبـــد نمـــط

). وفـــي Flaviviridae )Bendinelli et. al.,2000الصــفراء 
بتقنیــة تــم كلونــة جــزء مــن الحــامض النــووي للفــایروس  1989 ســنة

وینتشـر  1989وجماعتـه  Chooالهندسة الوراثیة مـن قبـل الباحـث 
 ,Theodor and Jamal)%) بین سكان العالم 3عالمیا بمعدل (

2006) 

ـــــدم ومشـــــتقاته الملوثـــــة  ـــــق نقـــــل ال ـــــایروس عـــــن طری ینتقـــــل الف
 Lauer andبالفــایروس واســتخدام الأدویــة عــن طــرق الوریــد (

walker., 2001 ـــدیلزة ). وقـــد تحـــدث العـــدوى خـــلال عملیـــات ال
الدمویــة والتنظیــر الــداخلي والعملیــات الجراحیــة والاتصــال الجنســي 
ـــــى الجنـــــین والاشـــــتراك فـــــي اســـــتخدام أدوات  ومـــــن ألام الحامـــــل إل
الحلاقــة وفرشــاة الأســنان واســتخدام أدوات الوشــم والمحــاقن الطبیــة 

 ,CDCغیــر المعقمــة وعــن طریــق أدوات فحــص وقلــع الأســنان (

1998, Zanetti et. al.,1999 .(  
ولا تظهــر الاعــراض المرضــیة عنــد معظــم المصــابین إصـــابة 

ـــــد ( ـــــایروس ، ویحـــــدث الشـــــفاء التلقـــــائي عن %) مـــــن 15حـــــادة بالف
%) مــن الحــالات 85المصــابین إصــابة حــادة بالفــایروس وتتطــور (

 - 10الحـــادة إلـــى حالـــة مزمنــــة. وتتطـــور الحالـــة المرضـــیة عنــــد (
إلــــــــى تشــــــــمع الكبـــــــــد  %) مــــــــن المصــــــــابین إصــــــــابة مزمنــــــــة20

)Cirrhosis 4-1ســـنة مـــن الإصـــابة ویتطـــور ( )30-20() بعـــد 
 Carcinomaحــالات التشــمع إلــى ســرطان خلیــة الكبــد  %) مــن

(HCC)  Hepatocellular )Lauer and walker.,2001 .(  
مختبریــا بــالتحري عــن الأجســام المضــادة لــه  HCVویشــخص 

 Enzyme Linked Immunosorbent Assay بتقنیـة الالیـزا

(ELISA) Barrera et. al., 1995) وتؤكـد النتـائج الموجبـة (
 Recombinant Immunoblotوالمشكوك فیهـا باسـتخدام تقنیـة 

Assay (RIBA)وتستخدم تقنیة الــ .ReverseTranscriptase 

Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)  للتحــري عــن
RNA  الفــــایروس(Richter,2002) ت فــــي ونظــــرا لقلــــة الدراســــا

ــــت  ــــذا حاول العــــراق عــــن انتشــــار الفــــایروس وطــــرق التحــــري عنــــه ل
ــــد  دراســــتنا التحــــري عــــن الأجســــام المضــــادة لفــــایروس التهــــاب الكب

عنــد مرضــى الــدیلزة الدمویــة ومتبرعــي الــدم  -C-الفایروســي نمــط 
وتوكیـد  ELISA HCV 3.0فـي مدینـة الموصـل باسـتخدام تقنیـة 

 RIBA HCV 3.0 النتــائج الموجبـــة والمشـــكوك فیهـــا بتقنیـــة
ــ الفــایروس  RNAللتحــري عــن RT-PCR  ـ واســتخدمت تقنیــة ال

 RIBAلتوكیــد النتــائج الموجبـــة والمشــكوك فیهــا بتقنیـــة الالیــزا و
HCV 3.0.  

    :المواد وطرق العمل
) مــریض مــن دیلــزة الكلیــة مــنهم 80شــملت الدراســة الحالیــة  (

) مــــریض مــــن الــــدیلزة 30) مــــریض مــــن الــــدیلزة الدمویــــة و (50(
) اناثــاً والــذین تراوحــت 34) ذكــوراً و (46البریتونیــة , توزعــوا الــى (

) سنة وجمیعهم 37.5) سنة , بمعدل عمر (60-15اعمارهم بین (
) مــن 100مـن مراجعــي مستشــفى ابـن ســینا وحــدة دیلـزة الكلیــة  و (

لغایــة  2005متبرعـي الـدم الـذكور كعینـة ســیطرة للفتـرة مـن حزیـران 
  .2007اذار 

ــــــدم وف ) مْ لحــــــین 20-صــــــل المصــــــل وحفــــــظ فــــــي (جمــــــع ال
  الاستخدام.

فـي المصـل بتقنیـة الآلیـزا  HCVالتحري عـن الأجسـام المضـادة للــ 
  الجیل الثالث.

  المواد المستخدمة 
الاســـبانیة  Biokitاســتخدمت عـــدة فحــص جـــاهزة مــن شـــركة 

  وتتكون مما یأتي: 
  حفـرة ممــدص  96صـفیحة مـن البـولي ســترین تتكـون مـن

ات عالیـــة النقـــاوة مـــن بروتینـــات علـــى ســـطحها مستضـــد
 الفــایرس مثــل بروتینــات اللــب والبروتینــات غیــر التركیبیــة

NS5 وNS4 و NS3 .  
  محلــول مخفــف النمــاذجSample diluent  یتكــون مــن

  محلول دارئ وبروتینات موازنة ومادة حافظة. 
 ــــالأنزیم المركــــز ــــول المقتــــرن ب  Concentratedالمحل

Conjugate ة للكلوبیـــــولین یتكـــــون مـــــن أجســـــام مضـــــاد
المحضـــــرة فـــــي الارنـــــب والمقترنـــــة بـــــأنزیم  IgGالبشــــري 

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــیدیز   البیروكســــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
Rabbit anti-human IgG antibodies              
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 conjugated with Peroxidase  والــذي حُضـــر
مـن محلـول  3) سـم1) مایكرولیتر منـه إلـى (20بإضافة (

  مخفف المقترن بالأنزیم. 
 م محلـول مخفـف المقتـرن بـالأنزیConjugate Diluent 

مــع بروتینــات مثبتــة   bufferیتكــون مــن محلــول دارئ 
Protein stabilizer  لحفــــظ الخصــــائص الكیمیاویــــة

  والفیزیاویة للمادة وأزاید الصودیوم كمادة حافظة. 
  محلـول الغســلWashing Solution  یتكــون مــن دارئ

% ثایومرســـــال  0.01و Tween 20% و 1الفوســـــفات 
مــاء  3) سـم900منـه إلــى ( 3) ســم100وحُضـر بإضـافة (

  مقطر. 
  محلـول المـادة الأسـاسSubstrate Solution   یتكـون

أســــتیتات المحتویــــة علــــى بیروكســــید  -مـــن دارئ ســــترات
 Citrate acetate buffer contaningالهیـدروجین

hydrogen peroxide  ) 20حُضــــر بإضــــافة  (
ـــــــــــــــــــى   مـــــــــــــــــــایكرولیتر مـــــــــــــــــــن مولـــــــــــــــــــد الصـــــــــــــــــــبغة إل

  المادة الأساس. من محلول  3) سم1(
  مولد الصبغةChromogen  یتكون منTMB    .  
  محلــول الســیطرة الموجــبPositive Control  یتكــون

مـــن مصـــل دم إنســـان مخفـــف غیـــر فعـــال یحتـــوي علـــى 
  وأزاید الصودیوم كمادة حافظة.  HCVأجسام مضادة للـ

  محلـول سـیطرة سـالبNegative Control  یتكـون مـن
ن الأجســـام المضـــادة مصـــل دم إنســـان مخفـــف خـــالي مـــ

  وأزاید الصودیوم كمادة حافظة.  HCVللـ
  محلـــول موقـــف التفاعـــلStop Solution  یتكـــون مـــن

  ) عیاري.1حامض الكبریتیك (
 

  الأجهزة والأدوات المستخدمة 
  اســتخدام جهــاز الألیــزا مــن نــوعBiomaster Jouner 

  الأسبانیة.  Biokitمن شركة 
  ماصــات دقیقــةmicropipettes  10م مختلفــة بأحجــا ،

  مایكرولیتر.  1000،  100

  طریقة العمل 
  حُضــرَ عــدد مــن الحفــر بعــدد النمــاذج المطلــوب فحصــها

والحفـــرة  Blankمـــع مراعـــاة تـــرك الحفـــرة الأولـــى كـــفء 
الثانیـــة والثالثـــة لمحلـــول الســـیطرة الســـالب والحفـــر الرابعـــة 

  والخامسة لمحلول السیطرة الموجب. 
 ) لــول الســیطرة الســالب ) مــایكرولیتر مــن مح200أضــیف

ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــة والثالثـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــة    للحفـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــر الثانیـــــ
) مــــــایكرولیتر مــــــن محلــــــول الســــــیطرة الموجــــــب 200و(

 للحفرتین الرابعة والخامسة. 

 ) مــایكرولیتر مــن محلــول تخفیــف النمــاذج 200أضــیف (
لكـــل حفـــرة ابتـــداءً مـــن الحفـــرة السادســـة فصـــاعداً بعـــدها 

) مــایكرولیتر مــن المصــل لیصــبح التخفیــف 10أضــیف (
1/21.  

 ) دقیقــــة فــــي درجــــة حــــرارة 60حضــــنت الصــــفیحة لمــــدة (
)37 .  )مْ

 ) 300غســـــــــلت الصـــــــــفیحة خمـــــــــس مـــــــــرات بإضـــــــــافة (
ــــول الغســــل المحضــــر مســــبقاً لكــــل  مــــایكرولیتر مــــن محل

 حفرة. 

 ) مــایكرولیتر مــن محلــول المقتــرن بــالأنزیم 100أضــیف (
 المخفف لكل حفرة باستثناء الحفرة الأولى. 

 ) ة فــــي درجــــة حــــرارة ) دقیقــــ30حضــــنت الصــــفیحة لمــــدة
)37 .  )مْ

  .غسلت الصفیحة كما في الخطوة السابقة 

 ) مـــایكرولیتر مـــن محلـــول المـــادة الأســـاس 100أضـــیف (
 المحضر لكل حفرة. 

 ) دقیقــــة فــــي درجــــة حــــرارة 30حضــــنت الصــــفیحة لمــــدة (
 )مْ وفي مكان مظلم. 25-20الغرفة (

 ) مـــایكرولیتر مـــن محلـــول موقـــف التفاعـــل 100أضـــیف (
 لكل حفرة. 

 ) 450قــــــدرت الكثافــــــة الضــــــوئیة عنــــــد طــــــول مــــــوجي (
 نانومیتر. 
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  الحسابات 
  كما یأتي :  cut offحسب الحد الفاصل 

Cut off = NCX + 0.300 
NCX    = معدل القراءات السالبة 
NCX = 0.058 
Cut off = 0.058 + 0.300 
Cut off = 0.358 

وبعــدها تقســم قــراءة الامتصــاص الضــوئي لكــل نمــوذج علــى قیمــة 
  الحد الفاصل 

  
  النتائج 
  1.0 ≥إذا كانت النسبة  موجب:
  0.9 <إذا كانت النسبة  سالب:

   1.0 (Wilbus, 1993) 0.9 ≥إذا كانت النسبة  فیه:مشكوك 
بتقنیة  HCVالتحري عن الاجسام المضادة الخصوصیة للـ 

RIBA الجیل الثالث  
  المواد المستخدمة

 Chiron RIBAاســتخدمت عــدة عمـــل جــاهزة مـــن نــوع 

HCV 3.0  من شركةChiron  یأتي:الامریكیة ویتكون مما    
  أشرطة: یحتوي كل شریط علـى سـبعة حـزم مغطـاة بأحـد

ـــــــــــــــــدات الأتیــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــة     المستضـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ
)NS5  ،c33c  c22, c100,5-1-1  hSoD,  (

مــــــنخفض   IgGوحزمــــــة مســــــتوى الســــــیطرة الاول للـــــــ 
وحزمـــه مســـتوى   IgG control Level Iالكثافـــة

  IgGعــالي الكثافــة   IgG  الســیطرة الثــاني  للـــ

control Level II.  
  محلـــــول تخفیـــــف النمـــــاذج یتكـــــون مـــــن دارئ الفوســـــفیت

%  0.1فضــلا عــن البــروتین البقــري المثبــت ومنظفــات و
 الجینامایسـین كمــادة% ســلفات  0.05.ازایـد الصـودیوم و

 حافظة.

  المقتـــرن بــــالانزیم یتكــــون مـــن ضــــد الكلوبیــــولین البشــــري
anti human IgG ـــم المحضـــ ر فـــي المـــاعز والمعل

%  0.01بأنزیم البیروكسیدیز مع بروتین بقـري مثبـت و 
  حافظة.  ثایومرسال كمادة

 chloro -1-naphthol-4محلول المادة الاساس یتكون مـن 

in methanol  ومحـلـــول دارئ المـــادة الاســاس المتكــون مــن
ـــــدروجین وحُضـــــر كمـــــا فـــــي  دارئ الفوســـــفات وبیروكســـــید الهی

    )1الجدول (
 

 

 

 

 

 

 

 

  محلــول دارئ الغســل المركــز یتكــون مــن دارئ الفوســفات
% ثایومرســال كمــادة حافظــة وحُضــر  0.01ومنظفــات و

 )2كما في الجدول(
 

 

 

 

 

 

 

 ) : تحضیر محلول المادة الاساس1الجدول (
 

 ): تحضیر محلول دارئ الغسل2الجدول (
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  محلـــول الســـیطرة الموجـــب یتكــــون مــــن مصــــل دم بشــــري
% ازایــد  0.01و anti- HCVغیـر فعــال یحتــوي علـى 

 % ســـــــــلفات الجنتاماســـــــــین كمـــــــــادة 0.05الصـــــــــودیوم و
  حافظة. 

  محلـــول الســـیطرة الســـالب یتكــــون مــــن مصــــل دم بشــــري
% ازایـــد  0.01و anti- HCVغیـــر فعـــال وخـــال مـــن 

% ســـــــــلفات الجنتاماســـــــــین كمـــــــــادة  0.05الصـــــــــودیوم و
  حافظة.

 
  الاجهزة والآدوات المستخدمة

  هزاز كهربائي  
  طریقة العمل

   حُضـــر عـــدد الأشـــرطة بعـــدد النمـــاذج المـــراد فحصـــها مـــع
  شریط السیطرة السالب والموجب. مراعاة

   وضــــعتْ الأنابیــــب المحتویــــة علــــى الأشــــرطة فــــي حامــــل
الأنابیب الخاص بها ویسجل رقم النمـوذج والشـریط الخـاص 

  به على ورقة.
  ) فع غطاء الأنبـوب وأضـیف مـن محلـول مخفـف  3) سـم1رُ

 النماذج لكل أنبوب.

  ) مـــایكرولیتر مـــن المصـــل ومحلـــول الســـیطرة 20أضـــیف (
ب والموجــــب لكــــل أنبــــوب وبعــــدها غُطیــــت الأنابیــــب الســــال

زجت بصورة جیدة.  ومُ
   بت بشـریط ضـع الحامل والأنـابیب عـلى هـزاز كهربائـي وثُ وُ

-4دورة/ دقیقــــــة) لمــــــدة  20-16مطــــــاطي، ورُج بســــــرعة (
 م.o) 25-20ساعة في درجة حرارة الغرفة ( 4.30

 .رفع غطاء الأنبوب وسحب المحلول 

  ) النماذج لكل أنبوب . من مخفف3) سم1وضع 

  اغلـــق الأنبـــــوب ووضـــــع فـــي حـــــامل الأنـــــابیب ورج بســــرعة
دقیقــــة فــــي درجــــة حــــرارة  35-30دورة/دقیقــــة لمــــدة 16-20

 الغرفة وبعدها یسحب المحلول من داخله مرة ثانیة .

 )3) سـم30نقلت الأشرطة إلـى وعـاء بلاسـتیكي یحتـوي علـى 
 من دارئ الغسل المحضر مسبقاً مع التحریك.

 ب المحلـــول مـــن وعـــاء الغســـل واعیـــدت العملیـــة ثـــلاث ســـك
 مرات.

 ) مــن محلــول المقتــرن بــالإنزیم لكــل شــریط  3) ســم1اضــیف
 في الوعاء .

  ضع الوعاء على الهزاز ورُج بسرعة  دورة/دقیقة لمدة 110وُ
 دقائق في درجة حرارة الغرفة. )10(

 . سُكب محلول المقترن بالإنزیم 

 ) ع التحریك.من دارئ الغسل م 3) سم30أضیف 

 . سُكب دارئ الغسل واعیدت العملیة ثلاث مرات 

 ) ــــول المــــادة الأســــاس المحضــــر  3) ســــم1أضــــیف مــــن محل
ضــع الوعــاء علــى الهـــزاز  مســبقاً لكــل شــریط فــي الوعـــاء ووُ

) دقیقـــة فـــي درجـــة 20دورة/دقیقـــة لمـــدة ( 110ورُج بســـرعة 
 حرارة الغرفة.

 .سُكب محلول المادة الأساس 
 ) ـــــــى الوعـــــــاء مـــــــن ال 3) ســـــــم60أضـــــــیف مـــــــاء المقطـــــــر إل

 البلاستیكي مع التحریك المستمر.

 .سُكب محلول الغسل وأعیدت العملیة ثلاث مرات 

  قلت الأشرطة بوساطة ملقط إلى ورقة نشـاف للـتخلص مـن نُ
 الماء الزائد.

  تُركت الأشرطة في مكان مظلم في درجة حرارة الغرفـة لمـدة
 ) دقیقة لكي تجف.30(

 
  النتائج

الاعتمـــاد علـــى مقارنـــة كثافـــة حـــزم المستضـــد تفســـر النتـــائج ب
 human IgG (Level I مـع كثافــة حـزم الســیطرة  HCVللــ

&II) ) 4و  3كما الجدول (  
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(Ebeling et. al., 1990; Skidmore, 1990)  

بتقنیة الاستنساخ  RNA HCVالكشف النوعي عن 
  في لسلاسل الـدنا:العكسي والتفاعل التضاع

  
  المواد مستخدمة

 STRPTM Hepatitisاستخدمت عدة عمل جاهزة من نوع  

C virus  من شركةCinnaGen : الأیرانیة وتتكون مما یأتي  
  محلولRNXTM –Plus.  
  محلولMix I.  
  محلولMix II . 
 (DEPC) water Diethyl Poly Carbonate-

treated. 

  انزیمReverase Transcriptase (RT)  . 

 Taq DNA polymerase  . 

  محلـــول ســـیطرة موجـــب یحتـــوي علـــى قطعـــة مـــنDNA 
  .bp 216حجمها 

  زیت معدنيmineral oil. 

  المواد والمحالیل المطلوبة للعمل 
  آكاروز خاص لفصل الأحماض النوویةAgarose for 

nucleic acid separation    
  وحُضـر 3ملغم/سـم 2.5محلول الآیثـدیوم برومایـد بتركیـز 

مـاء  3سـم (1)ملغم من الآیثدیوم بروماید في  2.5باذابة 
 مقطر

  دارئTris-Acetate-EDTA pH 8.0 (TAE) 
 - Trisملـــي مـــول مـــن  40والـــذي حُضـــر باضـــافة 

acetate ) ملــي مــول مـــن 1و (EDTA  إلــى)لتـــر  )1
 )980(وأضــیف إلــى  3ســم )20(مــاء مقطــر ثــم أخــذ منــه

 ماء مقطر. 3سم

  كلورفورمChloroform  . 

 یثانول اEthanol %70 . 

  أیزوبروبانولIsopropanol  . 

  محلـول تحمیـل النمـوذجsample loading   یتكـون مـن
 صبغة البروموفینول الازرق وكلیسرین. 

 
  الاجهزة والادوات المستخدمة 

  جهــــاز التضــــخیم الحـــــراريThermalcycler  مــــن نـــــوع
iCycler  من شركةBioRad   الأمریكیة 

 قـیـــــــــق مبـــــــــرد جهـــــــــاز طــــــــــرد مـركــــــــــزي دCold 

Microcentrifuge  ) 12000تتـــــراوح سرعتـــــه بیـــــن- 
 الألمانیة. eppendorff) دورة/دقیقة من شركة 14000

 ) 2-0.2ماصـــات دقیــــق بأحجـــام مختلفــــة تتـــراوح بــــین  ،
 مایكرولیتر. )20، 10

 .سخان كهربائي مغناطیسي 

  حـوض ترحیـل كهربــائي أفقـي مــن نـوعMini-subcell 

GT  من شركةeppendorff .الألمانیة 

 ) : تفسیر النتائج بالاعتماد على مقارنة كثافة حزم3الجدول (
 human IgG مع كثافة حزم السیطرة  HCVالمستضد للـ

(Level I &II) 

  ) : تفسیر النتائج بالاعتماد على نمط حزم المستضد4الجدول (
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  فولــت مــن شــركة  )150-50(مجهـز قــدرةBio Rad 

 . الأمریكیة

 UV-Transiluminator  مـــن شـــركةBio Rad 

 . الأمریكیة

  كامیرا رقمیةDigital camera  . 
  .اسطوانة زجاجیة مدرجة 

 .تبسات بأحجام مختلفة 

 قناني زجاجیة مقاومة للحرارة تستخدم لتحضیر الآكاروز 

  طریقة العمل
  رحلة الاولىالم

    RNA  RNA Extractionاستخلاص الـ
  450أُضیفl  من محــلولRNXTM-plus  فـي انبـوب

مـن   l 50وأضـیف إلیـه  Eppendorf tubeابنـدورف 
زج بصـورة جیـدة وحُضـن لمـدة ( ) دقـائق فـي 10المصل مُ

  الثلج. 
  100أُضــیف l  ــزج بصـــورة جیـــدة مــن الكلوروفـــورم ومُ

) 5لمـــدة ( 12000gرعة ) ثـــواني وفُصـــل بســـ3-5لمـــدة (
  دقائق.

  قل الطور المائي إلى أنبـوب ابنـدورف جدیـد وأُضـیف لـه نُ
ــــم مســــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــاوٍ    حجــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

ـــــــزج 250-300( ) مــــــایكرولیتر مــــــن الآیزوبروبــــــانول ومُ
 ) دقیقة20م لمدة (o)20بصورة جیدة وحُضن في (

  12000أُجريَ له طرد مركزي بسرعةg  دقیقة. 15لمدة 

  200أُهمــــل الطـــــور المـــــائي وأُضــــیفl  مـــــن الآیثـــــانول
ــزج بصــورة جیــدة، وأُجــريَ لــه طــرد  %70 إلــى الراســب ومُ

 ) دقائق.5لمدة (12000g مركزي بسرعة 

 ) أُهمـــل الطــــور المـــائي وجُفــــف الراســـبRNA بصــــورة (
 دقیقة في درجة حرارة الغرفة. 30-20غیر كاملة لمدة 

   
  200أُهمــــل الطـــــور المـــــائي وأُضــــیفl  مـــــن الآیثـــــانول

ــ 70% زج بصــورة جیــدة، وأُجــريَ لــه طــرد إلــى الراســب ومُ
 ) دقائق.5لمدة (12000g مركزي بسرعة 

 ) أُهمـــل الطــــور المـــائي وجُفــــف الراســـبRNA بصــــورة (
 دقیقة في درجة حرارة الغرفة. 30-20غیر كاملة لمدة 

  30أُضیف l  منDEPC  لآذابةRNA   

 المرحلة الثانیة
  الأولى   PCRبناء القطعة المتممة ودورة 

 ضــعت أنابیــ المستخلصــة فــي الخطــوة الســابقة  RNAب وُ
 RNAدقیقـة وذلـك لمسـخ  )1(م لمدة o 95بدرجة حرارة 

( Denaturation RNA) ضعت في الثلج. وبعدها   وُ
  عُلمت أنابیب ابندورف جدیدة لكل نموذج وكذلك لنمـوذج

السیطرة  الموجب والسالب ووضعت فـي الثلــج  وأُضـیف 
) 1و ( Mix I) مــــایكرولیتر مــــــن 39لكـــــل أنبــــوب (

  مـایكرولیتر مـن )0.3(و RT enzymeمـایكرولیتر مــن 
 Taq DNA polymerase مـــایكرولیتر  )5( و

 المستخلص لكل أنبوب من انابیب المرضى وRNAمن

  DNAمـایكرولیتر مـن نمـوذج السـیطرة الموجـب  )5(

positive 5(إلـــــــــــى أنبـــــــــــوب الســـــــــــیطرة الموجـــــــــــب و( 
الســـیطرة إلـــى انبــوب  DEPC waterمــایكرولیتر مــن 

 ) مایكرولیتر زیت معدني لكل أنبوب.40السالب و(
  ضــــعت فــــي جهــــاز الطــــرد المركــــزي أُغلقــــت الأنابیــــب ووُ

 ثانیة وذلك لمزج محتویاتها. 2-3الدقیق لمدة 
  قلت الأنابیب إلى جهاز التضخیم الحراري وشُـغل حسـب نُ

  الأتي:البرنامج 
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   الثانیة  PCRدورة 
  22(وأضیف لكل أنبــوب عُلمت أنابیب أبنـدورف جدیدة( 

 Taqمـایكرولیتر مـن )0.2(و  Mix IIمـایكرولیتر مـن 

DNA polymerase   )مــایكرولیتر مــن نــواتج 3و (
) مـایكرولیتر زیـت 20الـدورة الاولـى و( PCRتضـخیم الــ 

  معدني لكل أنبوب.
 قلت الأنابیب إلى جهاز التضخیم الحراري وشُـغل حسـب  نُ

 الأتي:البرنامج 

  
  لثة المرحلة الثا

  الترحیل الكهربائي
ـــــــــل الكهربـــــــــائي  ـــــــــت نـــــــــواتج التضـــــــــخیم بوســـــــــاطة الترحی حُلل

Electrophoresis :كما یأتي  
  من 3سم) 100غرام من الآكاروز في ()3(أُذیب TAE 

ــرك حتــى وصــلتْ  ، وتُ وسُــخن المحلــول حتــى أصــبح رائقــاً
) مـایكرولیتر 10م وأُضیف له (o)60-50درجة حرارتهُ (

 ملغــم/ 2.5یوم برومایــد بتركیــز مــن محلــول صــبغة الایثــد
 .3سم

  بــت فوقــه مشــط وكانــت المســافة بــین أُخــذ لــوح زجــاجي وثُ
وذلـــك لعمــل حفـــر فـــي  3) ســـم0.2اللــوح والمشـــط حــوالي(

 الآكاروز.

  ــرك لیتصــلب وبعــدها أُزیــل صُــب الآكــاروز فــوق اللــوح وتُ
 المشط برفق حتى لا یتحطم الآكاروز.

 قل الآكاروز إلى حوض الترحیل الكهرب  ائي. نُ

  غُمـر الآكـاروز بمحلـولTAE ) 2وكـان حجـم المحلـول-

 فوق سطح الآكاروز. 3سم) 1

 ) مــایكرولیتر مــن نــواتج تضــخیم 10مــزج (PCR  الــدورة
مــایكرولیتر مــن محلــول تحمیــل النمــوذج  )2(الثانیــة مــع 

 ووضعت في الحفرة الخاصة لكل نموذج. 

  ) ـــرر تیـــار كهربـــائي بقـــوة ملــــي  )120() فولـــت، 100مُ
ــــــة حركــــــة صــــــبغة )45(ر لمــــــدة أمبیــــــ ــــــة، مــــــع مراقب دقیق

البروموفینــول الأزرق حیــث قُطــع التیــار الكهربــائي عنــدما 
 وصلتْ الصبغة إلى حافة طبقة الآكاروز.

  ضــع تحــت قــل الآكــاروز ووُ ُ  UV-Transilluminatorن
 لملاحظة حزم نواتج التضخیم.

  أُخــذت صــورة للحــزم بوســاطة كــامیرا رقمیــة Digital 

Camera1الصورة ( كما في.(  
  النتائج 

تم مقارنة حجم حزم العینـات المفصـولة مـع حجـم حـزم عینـات 
  :السیطرة السالبة والموجبة وفُسرت النتائج كالأتي

  

  
  

(Weiner et. al., 1995)  
  :التحلیل الاحصائي  

  اســتخدام اختبــارFisher Freeman Halton  لإیجــاد
 ,Landis & Koch)الفروقـات بـین مجـامیع الاختطـار

1997) .   
  أو أقل.0.05وقد عدت النتائج معنویة عند مستوى احتمالیة 

  
    :النتائج والمناقشة

  RIBA & ELISAالفحوصات المناعیة بتقنیتي 
باسـتخدام تقنیـة الالیـزا ویعـد   Anti-HCVیتحرى مبـدئیأ عـن 

النمــوذج متفاعــل اذا كانـــت قــراءة كثافتـــه الضــوئیة اكبـــر مــن الحـــد 
) نانومیتر ویعـاد فحـص  450طول موجي () عند 0.358الفاصل (
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النمـــوذج المتفاعـــل بصـــورة زوجیـــة، فـــاذا كانـــت قـــراءة احـــد النتـــائج 
الزوجیة متفاعلة یعد  النموذج متفاعل ویعطي قیمـة موجبـة امـا اذا 
كانــت قــراءة كثافتــه الضــوئیة مســاویة للحــد الفاصــل فــالنموذج یعــد 

كوك فیهـا باسـتخدام مشكوك فیه، ویعاد توكید النتائج الموجبة والمش
) النسـب المئویـة 5). ویظهر الجدول(RIBA  )CDC,2003تقنیة

  ELISAباســـتخدام تقنیتـــي   Anti-HCVلنتـــائج فحوصـــات 
-antiحیــث كانـــت النســـب المئویــة لنتـــائج فحوصـــات   RIBAو

HCV  بتقنیــــــــةELISA )48) ســــــــالب و 48%) موجــــــــب و (%
موجـب و %) 2%) مشكوك فیـه بـین مرضـى الـدیلزة الدمویـة و(4(
%) موجـــب و 1%) ســـالب بـــین مرضـــى الـــدیلزة البریتونیـــة، (98(
%) ســـالب بـــین متبرعـــي الـــدم, بینمـــا ظهـــرت النســـب المئویـــة 99(

 RIBAبعــــد توكیــــدها بتقنیــــة  Anti-HCVلنتـــائج فحوصــــات 

HCV 3.0 ) ،44) ،مشـكوك 4%) سـالب و(52%) موجـب (%
%) ســـالب 98%) موجـــب و (2فیــه بـــین مرضـــى دیلــزة الكلیـــة و (

%) بــــــین 99%) موجـــــب، (1ین مرضـــــى الـــــدیلزة البریتونیـــــة و(بـــــ
  متبرعي الدم.

ومــــن هنـــــا نســــتنتج بـــــالرغم مــــن الخصوصـــــیة العالیــــة لتقنیـــــة 
ELISA HCV 3.0  ) الا ان 99التـي تصـل الـى اكثـر مـن (%

هــذه النســبة مــن الخصوصــیة لاتبــرهن التنبــأ المطلــوب عــن مســتوى 
ایجابیـة الفحـص وذلــك لان نسـبة الفحوصـات الموجبــة بـین مرضــى 

ــــة الالیــــزا كانــــت ( ــــة بتقنی ــــدیلزة الدموی %) قــــد انخفضــــت الــــى 48ال
ومن هذا یتضـح   RIBA HCV 3.0%) بعد توكیدها بتقنیة 44(

والتـي تحـدث  )False Positive%) نتائج موجبة كاذبـة (4( وجود
ربمــا بســبب وجــود اجســام مضــادة ذاتیــة او وجــود عامــل الرومــاتیزم 

)Rheumatoid Factor(  او وجـــــــود مســـــــتوى عـــــــالي مـــــــن
) وعلـى الـرغم مـن Tobler et. al,2001الكلوبیولینـات المناعیـة (

الاصــابة  الاانهــا لاتفــرق بــین  RIBAالخصوصــیة العالیــة لتقنیــة
  Anti-HCVالقدیمــة والحدیثـــة ولكـــن توكیـــد النتـــائج الموجبـــة للــــ

ـــــــــــــة  یعطـــــــــــــي موشـــــــــــــر جیـــــــــــــد للحاجـــــــــــــة الـــــــــــــى استشـــــــــــــارة طبی
)CDC,1998;Busch et. al, 2000.(  

فیعـــــاد توكیـــــدها  RIBAامــــا النتـــــائج المشـــــكوك فیهــــا بتقنیـــــة 
 NAT(Nucleic Acidباستخدام فحوصات الاحماض النوویة  (

Tests ),NIH2002;CDC,2003; kim et.al., 2005.(  
وقـــد كانـــت نتـــائج الفحوصـــات التوكیدیـــة فـــي مرضـــى الـــدیلزة 

  البریتونیة  ومتبرعي الدم مطابقة لنتائج الفحوصات بتقنیة الالیزا.
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  RT-PCRبتقینة   HCV RNAفحوصات التحري عن 
) في الكشف 1كما في الصورة (  RT-PCRاستخدمت تقنیة 

لتوكید النتائج الموجبة والمشـكوك فیهـا بتقنیـة  الفایروس RNAعن 
RIBA  HCV 3.0 ) مـن النتـائج المشـكوك 4، حیـث ظهـر (%

  RT-PCRبانهـا موجبـة بعـد توكیـدها بتقنیـة  RIBAفیهـا بتقنیـة 
وهــذه دلیــل علــى وجــود تضــاعف نشــط  للفــایروس امــا حالــة كــون 

ـــــــــــــــــــــــــــه  Anti-HCVنتیجـــــــــــــــــــــــــــة فحـــــــــــــــــــــــــــص   مشـــــــــــــــــــــــــــكوك فی
ن هنـاك بدایـة اصـابة أي خـلال فتـرة فهذه الحالة تحـدث عنـدما یكـو 

تحدث في الاشـخاص المصـابین اصـابة مزمنـة  التحول المصلي او
الــى النتــائج المشــكوك فیهــا بتقنیــة  لــذلك یجــب الاهتمــام  HCVـبــ

RIBA  وعدم اعتبارهـا سـالبة، واعـادة توكیـدها بتقنیـةNAT    وذا
اشـــهر مـــن  6لـــم تتـــوفر هـــذه الفحوصـــات یـــتم اعـــادة الفحـــص بعـــد 

ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــار   یخ اول فحـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــص ت
Thomas et. al., 2000; Tobler et.al. ,2001; O'Grady 

etal , 2000) .(  

دول ( ات 5ج ائج فحوص ة لنت ب المئوی  Anti-HCV) النس
  RIBA & ELISA HCV 3.0بتقنیتي 
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ــــــة لتواجــــــد 6اظهــــــر الجــــــدول ( ــــــین النســــــب المئوی ــــــة ب ) مقارن
بین مرضـى الـدیلزة الدمویـة والبریتونیـة  ومتبرعـي  HCVالفایروس 

ـــدم , حیـــث بلـــغ تواجـــده ( ـــدیلزة الدمویـــة و 50ال %) بـــین مرضـــى ال
  %) بین متبرعي الدم .1لدیلزة البریتونیة و (%) بین مرضى ا2(

ــــین مســــتوى تواجــــد  ومــــن هــــذا یتضــــح بوجــــود فــــرق معنــــوي ب
بین مرضـى الـدیلزة  الدمویـة والبریتونیـة ومتبرعـي   HCVالفایروس

) وهذا ربما یعود الى عملیات نقل الـدم P≤0.05الدم عند مستوى (
ایروســي الملــوث بالفــایروس امــا نتیجــة عــدم تــوفر مــواد الفحــص الف

مصرف الدم نتیجة الظروف التي مـر بهـا العـراق او جمـع الـدم  في
مـــن اشـــخاص مصـــابین اصـــابة حدیثـــة بالفـــایروس جیـــث لایمكــــن 
الكشــف عــن الاجســام المضــادة للفــایروس فــي مصــولهم خــلال فتــرة 
التحـــول المصــــلي وهــــي الفتــــرة بــــین دخــــول الفــــایروس الــــى الجســــم 
  وظهــــــــــــــــــــــــــــــــــــــور الاجســــــــــــــــــــــــــــــــــــــام المضــــــــــــــــــــــــــــــــــــــاة لــــــــــــــــــــــــــــــــــــــه 

لتحـول المصـلي فــي بعـض الاشـخاص لاكثـر مـن ســنة وقـد یتـاخر ا
(Ridzon et. al.,1997;;Bux-Gewehr et. al., 2002; 

Sherlock & Dooly,2002) Bendinelli et. a.l .,2000 
ـــدیلزة بالفـــایروس وعـــدم كفایـــة تعقـــیم  او نتیجـــة تلـــوث مكـــائن ال
وتطهیـــــر الادوات والمكـــــائن المســــــتخدمة او الـــــى تلـــــوث المحــــــیط 

او العدوى من مریض الى اخر نتیجة وجودهم في نفـس بالفایروس 
المكــــان وقــــرب الاســــرة مـــــن بعضــــها الــــبعض او الــــى العـــــلاج او 
اســـتخدام نفــــس المحــــاقن الطبیــــة بــــین مرضــــى او نتیجــــة اســــتخدام 
الادویــــة الكابحــــة للمناعــــة او الــــى احتمــــال عملیــــة نقــــل كلیــــة مــــن 

ى شخص مصاب بالفایروس او الى احتمالیة حدوث عدوى للمرضـ
 .Yerly et)مـن قبـل الكـادر الصـحي فـي وحـدات الـدیلزة الدمویـة 

al. , 2001; Delarocque-Astagnead et. al. , 2002 ; 
Rao et al ,2002; Abacioglu et al , 2003 ; 
Zampieron et .al., 2004; 

Diordjevic et.al. , 2005 Allander et.al. , 2006)  .    

بـین مرضــى    HCVفـي نسـبة تواجـد امـا نسـبة الاخـتلاف         
ـــدیلزة الدمویـــة والبریتونیـــة فربمـــا یعـــود الـــى عـــدم اســـتخدام مكـــائن  ال
الـــدیلزة فـــي مرضـــى الـــدیلزة البریتونیـــة حیـــث تكـــون مكـــائن الــــدیلزة 
الدمویـة اكبـر مصـدر للاصـابة بالفــایروس وكـذلك الـى قلـة عملیــات 

دیلزة نقــل الــدم فــیهم مقارنــة مــع عملیــات نقــل الــدم مــع مرضــى  الــ
%) منهم الى عملیات نقل الدم 98الدمویة الذي یخضع اكثر من (

  HCVخـلال عملیـات الــدیلزة الدمویـة. وان نسـبة تواجــد الفـایروس
فـــــي مرضـــــى الـــــدیلزة الدمویـــــة فـــــي دراســـــتنا هـــــي اقـــــل مـــــن نســـــبة 

بـــین مرضـــى الـــدیلزة الدمویـــة فـــي المملكـــة   Anti-HCVتواجـــد
ـــــث بلـــــغ تواجـــــد %). Anti-HCV  )72العربیـــــة الســـــعودیة حی

)Shaheen et.al. , 2005.(  
بـین مرضـى الـدیلزة   HCVومـن هـذا یتضـح بـان نسـبة تواجـد

الدمویـــة فـــي مدینـــة الموصـــل اقـــل مـــن نســـبة تواجـــده بـــین مرضـــى 
الدیلزة الدمویة في المملكة العربیة السعودیة ومقاربـة لنتـائج الدراسـة 

حــول  Mendez-Sanches et al,2004التــي اجراهــا الباحــث 
ــــة فــــي الولایــــات  Anti-HCVتشــــار ان ــــدیلزة الدموی فــــي مرضــــى ال

  %.48المتحدة الامیریكیة، والبالغة 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

) مقارنة بین النسب المئویة لتواجد 6جدول (
مرضى الدیلزة الدمویة بین    HCVفایروس

والبریتونیة ومتبرعي الدم عند فحصھا بتقنیة الـ 
RT-PCR . 
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نتائج فحوصات الكشف النوعي عن  (1)توضح الصورة 
RNA  الفایروس حیث یشیرDNA Marker  إلى قطعDNA 

 PCنموذج السیطرة السالب و  إلى NCمختلفة الاوزان الجزیئیة و
أرقام  الى P1,2,3,4,5,6,7,8إلى نموذج السیطرة الموجب و

نماذج المرضى واعتبرت النتیجة موجبة للحزمة التي وزنها 
  زوج قاعدة نتروجینیة. 216الجزیئي 
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Detection of Hepatits C Virus (HCV) by ELISA, RIBA and Reverse Transcriptase- 
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Abstract: 
Introduction: the silent disease (Hepatitis C virus) is considered as one of the major causes of chronic 
hepatitis and cirrhosis, hence the aims of study to detect Hepatitis C virus among hemodialysis and peritoneal 
dialysis in Nineveh Governorate/Iraq. 
Patients and Methods: (80) blood samples were collected from dialysis patients 46 (57.5%) males, (42.5%) 
females at age (15-60) years, the average age (37.5) years, include (50) heamodialysis patients, (30) 
peritoneal patients and (100) person from health blood donors as a control group. 
We used ELISA version 3.0 to detect anti-HCV and confirm the positive and equivocal results by 
Recombinant Immunoblot Assay version 3.0 (RIBA HCV 3.0), and used Reverse Transcribtase Polymerase 
Chain reaction (RT-PCR) to confirm positive and equivocal results by RIBA technique. 
Results: the current study showed significant differences (P≤0.05) between percentage of anti-HCV and 
HCV RNA between heamodialysis, peritoneal dialysis and control group. The percentage of anti-HCV when 
tested by ELISA in serum of heamodialysis patients was (48%) positive, (48%) negative, (4%) equivocal, 
while (2%) positive (98%) in serum of peritoneal dialysis, (1%) positive, (99%) negative in control group. 
We used RIBA technique to confirm positive and equivocal results in ELISA the results showed (44%) 
positive, (52%) negative and (4%) equivocal between heamodialysis patients, (2%) positive, (98%) negative 
between peritoneal dialysis, while showed (1%) positive, (99%) between control group. 
We used (RT-PCR) to confirm positive and equivocal results in RIBA technique; it showed (50%) positive 
between heamodialysis patients, (2%) positive in peritoneal dialysis, (1%) positive in control group. 
Conclusion: the prevalence of Hepatitis C virus was higher in Heamodialysis than peritoneal dialysis in 
Nineveh Governorate/Iraq. 
 


