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 ELISA and Real Timeباستخدام تقنيــات   Hepatitis Bالتحري عن فيروس  

PCR  في دم ولعاب المرضى فــي محافظــة الانبــار 
 ثائر عبدالله حسن          أميـن سليمان بــدوي   

 كلية الزراعة  –جامعة تكريت 
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 1/11/2011أجريت الدراسة في مختبرات قسم علوم الحياة في كلية التربية جامعة تكريت للفترررة مرر   
في اللعاب ومقارنتررب صم ررد الرردم  Bتي تضمنت التحري ع  فيروس التهاب الكبد نمط وال  1/5/2012ولغاية  

للمرضى الراقدي  والمراجعي  لمستشفى الرمررا ي   Real Time PCRوتقنية  ELISAصاستخدام تقنية الاليزا 
غررر  ل Bالعررام ومستشررفى الفلوجررة العررام والرردي  كانررت لررديهم الرراصات مبكرردة صالتهرراب الكبررد الفيروسرري نمررط 

حيررك كانررت نتررارا الدراسررة كررالاتي ايينررت النتررارا الترري تررم الح ررو   ،اثبررات قايليررة اللعرراب فرري نقررد الالرراصة
(  فرري 1.101±0.335% وبمتوسررط حسررايي مقرردار    99.4كرران موجررو ا ينسرربة  HBsAgعليها ان مستضد 

, والترري اع ررت (0.278±0.330% فرري اللعرراب وبمتوسررط حسررايي مقرردار    48.6م ررد الرردم صالمقارنررة مرر  
(  0.024 ± 0.039ارتفاعررا ملحو ررا عنررد مقارنتهررا صمسموعررة السرري رة الترري كانررت صمتوسررط حسررايي مقرردار   

لمسموعررة م ررد الرردم مرر   T test( لم ررد الرردم واللعرراب علررى الترروالي, وكانررت  رريم  0.014 ± 0.017و 
ذات معنويررة عاليررة تسرراوي ( وكانررت 4.18( وللعرراب مرر  السرري رة تسرراوي  16.25مسموعررة السرري رة تسرراوي  

يرري  اللعرراب وم ررد الرردم   Correlation( كانت نسبة الارتباط P<0.05( صمستوى اختبار مقدار   0  000. 
  28.902لهررا فكانررت تسرراوي  T testوذات معنوية عالية للاختبررار, امررا  يمررة  0.361في فحص الاليزا تساوي 

فررري  HBV DNAترررم تعيررري  مسرررتويات  .( P<0.05وذات معنويرررة عاليرررة جررردا صمسرررتوى اختبرررار مقررردار     
% مرر   95, اذ كرران Real Time PCRعينات اللعاب وم د الدم الموجبررة لفحررص الاليررزا صاسررتخدام تقنيررة 

% مرر  العينررات موجبررة  50عينررات م ررد الرردم المفحولررة موجبررة الحمررد الفيروسرري يينمررا فرري اللعرراب كرران 
HBV DNA . 
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 المقدمة  
هررررو مشرررر لة لررررحية عالميررررة  Bالتهرررراب الكبررررد الفيروسرررري نمررررط 

إذ ان مررا يقرررارب مرر  مليررراري ضررخص قررد تعرضررروا للفيررروس  فررري  ،كبرررى 
 ،(Lavanchy.,2004; Arora et al.,2012جميرر  انحرراع العررالم   

ر عنرردهم الالرراصة مسررببة الوفرراة فرري مليررون ضررخص تت ررو   350واكثر م 
  .(Nguyen et al., 2001جمي  انحاع العالم   
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 Smallفيروسرررراي لرررررغيرا    Bيعررررد فيررررروس التهررررراب الكبررررد نمرررررط 
 DNAذو حرررامو نرررووي منقرررون الاوكسرررسي    Envelopedومغلفررا   

جرررررررررررررن      Hepadnavirusوهرررررررررررررو احرررررررررررررد افررررررررررررررا  عارلرررررررررررررة 
Orthohepadnavirus  Schodel et al.,1993)،   كرران أو  ولرر

مرررر  قبررررد العررررالم   Bمستضررررد السرررر حي لفررررايروس التهرررراب الكبررررد نمررررط لل
Blumberg   سررررررما  صالمستضررررررد الاسررررررترالي م والرررررردي أ1965عررررررام

Australian Antigen    Saadoon،1999)،   إن جزيئررة الفيررروس
نانومتر  42تكون   Dane Particleو ما تسمى صسزيئة  ان الناضسة أ
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غررلاد الخررارجي لهررا    م ررون حيررك ي ررون ال،صررالق ر, ذات فررلاد مز و 
 Surface Antigenمرر  الرردهون وي لرر  عليررب صالمستضررد السرر حي 

(HBsAg)، مرررا الغرررلاد الرررداخلي فهرررو  اللررر  الاساسررري أCore  والررردي
الرردي   Core Antigen (HBcAg)ي ررون مستضررد اللرر  الاساسرري 

 kb 3200يتمثررد   ارررري   DNAيوجررد فرري  اخلررب المررا ة الوراثيررة صشرر د 
 Ganem,2010)،     ي ون تركيDNA  طررر مح ماي وم وناي م  أربعررة أ

 .(Open Reading Frame     Wen et al.,2007للقراعة المفتوحررة 
عرر  طريرر  الرردم والسرروارد السسررمية   Bينتشر فيررروس التهرراب الكبررد نمررط 

خرررلا  اسرررتخدام المحررراق  ال بيرررة وأ وات السراحرررة  ،الاخررررى مثرررد اللعررراب
الم ررراصة م لات رررا  السنسررري أو مررر  اأوأ وات الحلاقرررة أو عررر  طريررر  ا

 Realتم ت وير تقنية   حديثا   ،(Kukka، 2012 الى وليدها عند الولا ة 

Time PCR ساس عملررب علررى الاياسررات الكميررة للحمررو والدي يعتمد أ
في الفيروسات م  زيا ة في المزايا لهد  العملية م  حيك   DNAالنووي  

 رالدقررة العاليررة فرري تشررخيص الرر الحساسررية العاليررة, وقلررة مخرراطر التلررو  و 
DNA  صاسررتخدام عررد  كشرر  خالررة معرردة لهرردا الغررر  Sitnik et 

al.,2010 ).  اللعرراب هيررب المئررات مرر  العنالررر الترري قررد تسرراعد فرري إن
او كدليد على  ،Systemic Diseasesالكش  ع  الامرا  السهازية 

 التعررررر  للمرررروا  الضررررارة فضررررلا عرررر  اع رررراع المبضرررررات الحيويررررة لحالررررة
العديرررد مرررر   ،( Motemayel et al., 2010 والمرررر  ال رررحة 

العمرررد كناقرررد فررري اللعررراب و    HBsAgالدراسرررات يينرررت ام انيرررة وجرررو  
 Irwin et al., 1975 ;Osterholm et    للعرردوى يرري  الاضررخان

al.,1979)،  لنقد الالاصة الررى  للعاب  ورامم   ان ي ون ال  فان م   لدا
أ وات وخ ولررررا ا وات الاسرررررنان عرررر  طريرررر  الاضررررترا  صررررا الالررررحاع

ت طبيرررررررر  الاسررررررررنان الملوثررررررررة صاللعرررررررراب كالفرضرررررررراة او عرررررررر  طريرررررررر  ا وا
 Goldman،2002  ,)التحرررررري عررررر  انتقرررررا   لررررردا هررررردفت الدراسرررررة الرررررى

الم ررررايي  صالتهرررراب  فرررري  م ولعرررراب المرضررررى HBVالالرررراصة صفيررررروس 
 . Bالكبد نمط 

 طرائق العمل  
ضررخص  200عرراب مرر   م ول عينررة   400جم   تضمنت الدراسة  

 25و ،Bمريضررررا م ررررايي  صالتهرررراب الكبررررد الفيروسرررري نمررررط  175مررررنهم 
تررم جمرر  عينررة الرردم عرر   .Controlضخ رراي ألررحاع كمسموعررة سرري رة 

 5طريرر  سررح  الرردم يواسرر ة المحقنررة مرر  الوريررد مباضرررة, اذ أخررد حرروالي 
فقررد تررم استح ررا  كميررة مناسرربة للعرراب ا لعينررة امررا صالنسرربة ،مررريو  \مد  

ى  يواسرررر ة أكررررواب خالررررة معقمررررة ومح مررررة الغلرررر   ذات مرررر  المرضرررر 

 حفظررررررت عينررررررات الرررررردم واللعرررررراب فرررررريو  Disposableاسررررررتعما  واحررررررد 
تررم ف ررد العينررات صاسررتخدام جهرراز النبررد و   ،لندوق مبر  صم عبات الررثلا

 قار , ثررم اخررد  10ولمدة    ورة /  يقة  4500ذو    Centrifugeالمركزي  
ئرروي م 20- التسميررد فرري  رجررة اللعرراب وتررم حفظررب فرري م ررد الرردم وراررر 
 .(Amado et al., 2006)لحي  الفحص   تحت ال فر

فــي عينــات ملــل الــدم   HBsAgالكشــع عــن المستلــد الســ حي 
 : ELISAواللعاب باستعمال تقنية الاليزا 

في عينات م د   HBsAgتم الكش  ع  المستضد الس حي  
 سررتعما  عرردةعرر  طريرر  ا ELISAالرردم واللعرراب صاسررتعما  تقنيررة الاليررزا 

HBsAg ELISA Test Kit    الم ررن  مرر  قبررد ضررركةPlasmatec 
ي م ررد فرر   HBsAgالمخ ررص للكشرر  عرر  مستضرردات الامري يررة و 
عينررات اللعرراب يرردون اي مرراي روليتر مرر   50وتررم اضررافة  .وبلازمررا الرردم

لوار ة مرر  الشررركة تحويرات في كمية العينة المضافة اوفي طريقة العمد ا
  .( Noppornpanth et al., 2000  الم نعة 

الفيروسـي فـي عينـات الـدم واللعـاب باسـتخدام   DNAالكشع عن الـ   
   : Real Time PCRتقنية 

م  التقنيررات الحديثررة المسررتخدمة  Real Time PCRتعد تقنية 
الخلايرررا عررر  طريررر  مضررراعفتب صاسرررتخدام يرايمررررات  DNAللكشررر  عررر  
 Taq Polymeraseوأنزيمررررات  Specific Primersمتخ  ررررة 

اسررتخدمت هررد  التقنيررة لتشررخيص   ،DNAالمتخ  ة فرري ينرراع سلاسررد  
 فرري لعرراب و م المرضررى صاسررتخدام عررد  Viral Loadالحمررد الفيروسرري 

الفيروسرررررري للعينررررررات  Amplification  DNAاسررررررتخلان وتضررررررخيم 
 .المفحولة

 :  Statistical Analysisالتحليل الاحلائي 
وايسرررا   T test   يمرررة ترررم التحليرررد الاح ررراري للعينرررات ص يسرررا

صاسرررررتخدام نظرررررام التحليرررررد الاح ررررراري  Correlationمعامرررررد الارتبررررراط 
IBM : SPSS Statistics 20 وايسررا  الفروقررات المعنويررة لعينررات ,

 P علررى مسررتوى اختبررار مقرردار   وكانت الفحولات ،م د الدم واللعاب

<0.05)).  
 النتائج والمناقشة 

كان  HBsAgها ان مستضد يينت النتارا التي تم الح و  علي 
% فرري عينررات م ررد الرردم صمتوسررط حسررايي مقرردار   99.4ينسرربة  موجررو ا  

اللعرررراب صمتوسررررط  % فرررري 48.6صالمقارنررررة مرررر    ،( 0.335 1.101± 
والتررري اع رررت ارتفاعرررا ملحو رررا  ،((0.278±0.330حسرررايي لرررب مقررردار   
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عنررررد مقارنتهررررا صمسموعررررة السرررري رة الترررري كانررررت صمتوسررررط حسررررايي مقرررردار  
( لم ررد الرردم واللعرراب علررى  0.014 ± 0.017( و  0.024 ± 0.039 

لمسموعررة م ررد الرردم مرر  مسموعررة السرري رة  T testالترروالي, وكانررت  رريم 
( وكانرررررت ذات 4.18( وللعررررراب مررررر  السررررري رة تسررررراوي  16.25تسررررراوي  

 .معنوية عالية
 

في مصل الدم واللعاب لمرضى    HBsAg( أعداد ونسب 1جدول ) 

 ELISAباستخدام تقنية الاليزا Bسي نمط التهاب الكبد الفيرو
مجاميع  

 الدراسة 

العدد  

 الكلي 

HBsAg +ve 

 اللعـــــاب  مصل الدم 

 المتوسط  )%( العدد  المتوسط  )%( العدد 

مرضى  

 الدراسة 
175 174 99.4 

1.101± 

0.335 
85 48.6 

0.330±

0.278 

مجموعة  

 الاصحاء 
25 0 0 

0.039 ± 

0.024 
0 0 

0.017±

0.014 

وع  المجم

 الكلي 
200 174   85   

اوضرررررررررحت نترررررررررارا التحليرررررررررد الاح ررررررررراري ان نسررررررررربة الارتبررررررررراط 
Correlation   يي  اللعابSaliva  وم د الدمSerum  كانررت تسرراوي

هرررد  المعنويرررة العاليرررة للارتبررراط يررري   ،وذات معنويرررة عاليرررة جررردا 0.361
 ررد الرردم اللعرراب وم ررد الرردم تبرري  القايليررة فرري ام انيررة اسررتبدا  عينررة م

خ ولرررررررررا فررررررررري الدراسرررررررررات الوباريرررررررررة اللعررررررررراب فررررررررري فحرررررررررص الاليرررررررررزا ص 
Epidemiological Studies   والترري مرر  المم رر  فيهررا  يرراس قايليررة

كانررت  T testان  يمررة   .م انيررة السرري رة عليررباللعاب في نقد العرردوى وا
وذات معنويررررة عاليرررة يرررري  اللعرررراب وم رررد الرررردم  فرررري   28.902تسررراوي 

ليررة اللعرراب علررى نقررد العرردوى. كانررت هررد  فحررص الاليررزا وهررو مررا يبكررد قاي 
والدي يرري    (Zhevachevesky et al.,2000) النتارا مقاربة لما ذكر 

% مرررر  مسمرررروم عينررررات مز وجررررة مرررر   68.9موجررررو  فرررري  HBsAgان 
فرري  HBsAg% منهررا موجبررة لفحررص  23.8اذ كرران  ،اللعرراب والم ررد

ا ان واوضررا ايضرر  ،% منها كانت في الم د  59.5اللعاب في حي  ان  
هد  النسبة تكون في الفترة الحا ة م  الالاصة وان  يمة اللعاب تنخفو 

% فرري المرضررى فرري حرري  ان م ررد الرردم سررود يبلرر   8.3لت ررد الررى  
 Cruz  فررري حررري  تولرررد ،  الرررى الحالرررة المزمنرررة% عنرررد التحرررو  33.3

فررررررري %  93.6موجرررررررو  ينسررررررربة  HBsAgن الرررررررى أ (2011) وجماعترررررررب
ان هنررا  توافرر  كبيررر يرري  نتررارا اللعرراب ايضررا  واوضررا عينررات اللعرراب,

  النتيسرررة لا وهرررد Kappa Valueوم رررد الررردم صالنسررربة لايمرررة اختبرررار 
وذلرررل للايمرررة العاليرررة التررري تولرررد اليهرررا الباحرررك  تتفررر  مررر  نترررارا صحثنرررا

لكرررررر  الدراسررررررة الترررررري اجراهررررررا  ،صالنسرررررربة لتركيررررررز الفيررررررروس فرررررري اللعرررررراب
(Noppornpanth et al.,2000) اللعرراب والم ررد مرر   علررى عينررات

حيررك كرران المتوسررط للعينررات يسرراوي   HBsAgفر ا م رراصا يررر    23على  

عينرررررة كانرررررت  23اي ان  ،فررررري اللعررررراب 37.61فررررري الم رررررد و  69.96
عينررة  كانرررت موجبررة فررري  22 فررري الم ررد و  HBsAgموجبررة لفحررص 

 Cruz اللعرراب صاسررتخدام جهرراز الاليررزا وهرري نتيسررة مقاربررة لمررا وجررد 

, الدراسررتي  لررم تتفرر  مرر  نتررارا صحثنررا  كلا هاتي   ولك(    2011 وجماعتب  
ويعررو  سررب  الاخررتلاد هررو قلررة عررد  العينررات فرري هرردي  البحثرري  مقارنررة 

وفضرررلا عررر  اخرررتلاد المنررراط   ،صالعرررد  الكبيرررر للعينرررات فررري صحثنرررا هررردا
السغراهيررررة الترررري عملررررت يهررررا البحررررو  فضررررلا عرررر  نرررروم الاجهررررزة والمرررروا  

  .المستخدمة في هد  البحو 
 وجماعتررررب Hutseبررررت نتررررارا فحررررص الاليررررزا مرررر  مررررا ذكررررر  تقار 

فرري اللعرراب  HBsAgعينررة للتحررري عرر   116والرردي اسررتخدم  (2005)
عينررة كانررت موجبررة للفحررص فرري اللعرراب  وبنسرربة  39والم ررد فوجررد ان 

عينررررة كانررررت سررررالبة للفحررررص اي مررررا  77% فرررري حرررري  ان 33.6تسرررراوي 
%  37نرررة ايعي  43لكررر  م رررد الررردم كررران موجبرررا فررري  ،%66.4يسررراوي 

 .%63كانت سالبة للفحص 73و
فررري اللعررراب ومقارنتهرررا مررر   HBV DNAتقيررريم مسرررتويات ترررم 

 تقنيرررة تفاعرررد البلمررررة المتسلسرررد ذي مسرررتوياتب فررري م رررد الررردم صاسرررتخدام
 95لرردا كانررت نتررارا الفحررص هرري  .Real Time PCRالوقررت الحايقرري 

فرري  ،HBV DNA% م  العينات المفحولة موجبة الحمد الفيروسرري 
% مررر   50حررري  ان نسررربة العينرررات الموجبرررة فررري اللعررراب كانرررت تسررراوي 

 .مسموم العينات
 REAL TIME PCRتوزيع نتائج فحص  (2جدول) 

 الكلي نوع الفحص
POSITIVE NEGATIVE 

 )%( عدد  )%( عدد 

مصل الدم  

SERUM 
20 19 95 1 5 

لعاب  

SALIVA 
20 10 50 10 50 

 
 

( 2004   وجماعتب  Van der Eijkاتفقت النتارا م  ما ذكر  
 HBVالرردي اعتبررر ان اللعرراب يعررد م رردرا للحمررو النررووي الفيروسرري

DNA،   واقتربت النتارا م  ما وجد Jenison  الدي  (1987وجماعتب
فررري عينرررات اللعررراب  HBVاسرررت ام مررر  تشرررخيص الحمرررد الفيروسررري لرررر 

لكررررر  هرررررد  النترررررارا لرررررم تتفررررر  مررررر  مرررررا  ،والسرررررارد المنررررروي وم رررررد الررررردم
 HBVلرردي اسررت ام مرر  تشررخيص ا  (2008) وجماعتررب  Zhangوجد 

DNA   مقارنررة مرر  عينررات م ررد  72.5لعرراب ينسرربة تقررارب الفرري %
والسب  يرج  الى عد  العينررات الكبيرررة   ،%  90.0الدم التي كانت ينسبة  

المفحولرررررة فررررري هررررردا البحرررررك والررررردي ي رررررون اكثرررررر قايليرررررة فررررري ا هرررررار 
واكررد هرردا الكررلام مررا ،العررد  القليدالاختلافررات المعنويررة عرر  العينررات ذات 
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 الدي كانت نتارسب م اصقررة للباحرركو   CAO Xian-qin (2009)وجد  
Zhang et al., 2008))  ان  يمررة الارتبرراط يرري  اللعرراب وم ررد الرردم و

( وذات معنويررة 0.639كانررت تسرراوي   Real Time PCRفرري فحررص 
وي للعينرررات المفحولرررة تسرررا T testوكررردلل كانرررت  يمرررة  ،عاليرررة جررردا

ولكرررررر  كانررررررت فيررررررر معنويررررررة عنررررررد مسررررررتوى اختبررررررار يسرررررراوي   ،(1.858 
 0.05> (P. 

   -الاستنتـاجــــات:
مما تقدم م  نتارا الدراسة فانررب يم رر   اسررتنتا  الحقررار  العلميررة 

 -التاليةا
 لفيروس التهاب الكبد   HBsAgكان تركيز المستضد الس حي  

ممرررا يبكرررد ح رررو  فررري تقنيرررة الاليرررزا  مرتفعرررا جررردا فررري اللعررراب  Bنمرررط 
يرررررري  الاضررررررخان  Horizontal Transmissionالانتقررررررا  الافقرررررري

أكدت تقنية تفاعررد البلمرررة و   ،والملامسي  لهم ولسوارد اجسامهمالم ايي   
وجررو  الحمررو   Real Time PCRالوقررت الحايقرري  المتسلسررد ذي

النرررووي الفيروسررري فررري عينرررات اللعررراب وب ميرررات تكفررري لان تكرررون معديرررة 
 .درة اللعاب كوسيلة لنقد الفيروس ونشر العدوى والتي تبكد ق

كانررررت نسرررربة الارتبرررراط يرررري  اللعرررراب وم ررررد الرررردم فرررري الالرررراصة 
وثيقرررة وعاليرررة المعنويرررة فررري كرررلا تقنيتررري  Bصفيرررروس التهررراب الكبرررد نمرررط 

مرر    Real Time PCRكانررت تقنيررة .Real Time PCRالاليررزا و
طريرر  تحديررد  الترري يم رر  يهررا تشررخيص الامرررا  عرر  التقنيررات السيرردة 
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DETECTION OF HEPATITIS B  VIRUS USING  ELISA AND REAL 

TIME PCR TECHNIQUES IN PATIENTS' BLOOD AND SALIVA  IN  

AL- ANBAR PROVINCE 

THAER A. HASAN                 AMIN  S.  BADAWY 

ABSTRACT: 

The present study has been carried out at the laboratories of the department of biology at the college of 

Education-University of Tikrit for the period from 1st Oct to 1st May 2012. The study consisted of the investigation 

about Hepatitis B in the saliva as compared with serum by using the ELISA and Real Time PCR techniques. Patients 

fallen asleep and revisers of the Ramadi General Hospital and the Fallujah General Hospital and who had confirmed 

cases hepatitis B for the purpose of pattern prove of saliva in the portability infection, where the results of the study 

were as follows: The results obtained showed that HBsAg antigen was found with 99.4% and (1.101± 0.335) mean 

±SD in serum as compared with 48.6% in saliva with a (0.330±0.278) mean ±SD, that gave a noticeable increase 

when comparing with the control group (0.039 ±  0.024 ) and (0.017±0.014 ) for serum and saliva respectively.  The 

value of T test for serum and control group equals (16.25), while the value of T test for saliva and control group 

equals (4.18) which has high significance equals (0.000) with a test value equals (P<0.05). The proportion of 

correlation between saliva and serum in ELISA test equals (0.361) with high significance of test while the value of T 

test for them equals (28.902) with high significance of test with a test value equals (P <0.05). The genetic factor has 

been used in order to determine the levels of HBV DNA in the samples of  positive saliva to test ELISA by using Real 

Time PCR. 95% from tested serum samples were positive to the viral load. While in saliva 50% from the samples 

HBV DNA was positive .   


