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การคืกษาและวิจัยในครั้งนั้ เป็นการตรวจหาแ!อไวรัสตับอักเสบ บี โดยวิธี one-step 

nested PCR ซีงเป็นวิธีการทีพัฒนาฃ้ํนมาใหม่ เนืองจากพัฌหาทีคัาคัญในการทา nested PCR โดยวิธี 

พัว ๆ ไปคือ พัฌหาของผลบวกปลอมอันเนืองมาจากการเปิดฝาหลอดทดลองเทือนาเอา PCR product
’ I

จาก f i r s t  step PCR มาทา nested PCR พัฌหาดังกล่าวสามารถหลีก เลียงได้ด้วยการทา 

one-step nested PCR ซีงเป็นการทา nested PCR ในหลอดทดลองเดียวกันกับ f i r s t  step PCR 

โดยทีไม่จาเป็นต้องเปิดฝาหลอดทดลอง กล่าวคือ ใล ่ in re r primer ไว้ทีฝาหลอดทดลอง เมือเสร็จสิน
I I

การทา f i r s t  step PCR จึงนาหลอดทดลองไปพันเทือให้ inner primer ตกลงไปใน reaction  

m ixture จากนั้นจึงนาไปเพมจานวน DNA อืกครั้งหนืง นอกจากนั้วิธีการ one-steD nested PCR 

ยังสามารถบอกปริมาณอย่างคราว ๆ ของ ta rge t DNA ได้อืกด้วย

ในการตรวจหา HBV DNA โดยวิธี one-step nested PCR ในกลุ่มบุคคลทีไม1ตอบสนอง 

ต่อการฉีดวัคซีนไวรัสตับอักเสบ บี พบว1าในกลุ่ม non-responder ทีมืสุขภาพสม'1นรณจาน'วน 9 ราย 

สามารถตรวจพบ HBV DNA ได้จานวน 3 ราย หรือดีดเป็นว้อยละ 33.3 และในกลุ่ม non-responder 

ทีเคยเป็นโรคไวรัสตับอักเสบ บี มาก่อน (ex-chron ic c a r r ie r )  จานวน 12 ราย สามารถตรวจพบ 

HBV DNA ได้จานวน 6 ราย หรือดีดเป็นร้อยละ 50 จากผลการวิจัยในครั้งนั้อาจอธิบายได้ว'าสาเหตุที 
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ภูมิด้มกันของบุคคลเหล่านั้ทีเรืยกว'า low dose immunotolérance
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BANYONG KHANTAWA ะ DETECTION OF HEPATITIS B VIRUS IN HBs Ag-NEGATIVE 
EX-CHRONIC CARRIERS AND NON-RESPONDERS TO HEPATITIS B VACCINE BY 
NESTED POLYMERASE CHAIN REACTION. THESIS ADVISOR ะ THAWEESAK 
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In th is  study, we have developed a new rap id  procedure fo r the 
de tection  o f serum h e p a t it is  B v iru s  (HBV) DNA by using the One-step Nested 
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique. Because of the important problem 
of conventional PCR is  the contam ination 0* the PCR product due to  the opening 
of the reaction  tube. Thjs problem can be overçome by using one-step nested 
PCR. The outer primers and the inner primers are a l l  present in the same 
in i t i a l  reaction  tube, but p h y s ic a lly  separated by p la c ing  the inner primers 
in s ide  the of the reaction  tube. A fte r completion o f the f i r s t  step PCR, the 
inner primers are forced down to  the reac tion  m ixture by cen tr ifu g a t io n . The 
second step PCR is  performed w ith the same thermal p r o f i le  w ithout opening 
the reaction  tube. One-Step nested PCR can be used to  obta in  sem iquantita tive  
in form ation of ta rge t DNA

We have used the one - step nested PCR fo r  the de tection  of HBV DNA 
in sera of persons who fa i le d  to  produce an tibod ies to  h e p a t it is  b surface 
antigen a fte r  re c ie v ing  the h e p a t it is  3 vaccine (non - responders). The non­
responders were d iv ided in to  two groups. The f i r s t  group is  the healthy 
persons and the second group is  the ex - ch ron ic  c a r r ie r s .  3 of 9 subjects 
(33.3%) of the f i r s t  group and 6 Of 12 sub jects (50%) of the second group 
were p o s it iv e  fo r HBV DNA in th e ir  sera. Since a l l  of the HBV DNA - p o s it iv e  
non - responders were negative fo r  HBs Ag, thus, these re s u lts  may suggest 
th a t the nonresponsiveness to h e p a t it is  B vaccine is  due to low dose 
immunotolernce.
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คำย่อท่ีใสัในวิทยาน•พนธ

ช. ะ องศาเซลเชยส
มก. = มลลิกรัม
มล. = มิลลิลิตร
a n ti  -  HBc = H e p a tit is  B core a n tib o d ies
a n t i  -  HBe = H e p a tit is  B e an tib o d ies
a n t i  -  HBs = H e p a tit is  B su rface  a n tib o d ies
bp = base p a ir
DNA = D eoxyribonucleic ac id
dATP = Deoxyadenosine 5 -  tr ip h o sp h a te
dCTP = D eoxycytidine 5 -  tr ip h o sp h a te
dGTP = Deoxyguanosine 5 -  tr ip h o sp h a te
dTTP = Deoxythymidine 5 -  tr ip h o sp h a te
dNTP = D eixynucleo tide 5 -  tr ip h o sp h a te
EDTA = Ethylenediam ine t e t r a a c e t i c  ac id
g = gram
HBe Ag = H e p a tit is  B e an tigen
HBs Ag = H e p a tit is  B su rface  an tigen
HBV = H e p a tit is  B v iru s
HLA = Human leucocyte an tigen
Kb K ilobase
L = L ite r
M = M orarity
mg = M illigram



Mgcl2 = Magnesium c h lo rid e
ml = m i l l i l i t r e
mM = M illim olar
MW = M olecular weight
NaCi Sodium c h lo rid e
NaOH = Sodium hydroxide
ng = Nanogram
nm = Nanometer
NSS = Normal s a l in e  so lu tio n
0. D. = O ptica l d en sity
PCR = Polymerase chain  re a c tio n
pmole = Picomole
RNA = R ibonucleic ac id
RPM = R evolutions per minute
SDS = Sodium dodec.yl s u lf a te
T r is = T r is  -  ( hydroxymethyl ) -  an inoethane
บ = Unit
uM = Micromolar
uv = U ltra v io le t
V = Voltage
vol = volume
wt = weight
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