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H e p a tit is  B v iru s  (HBV)เปน DNA v iru s  จัดอยู่โนกลุ่มของ hepadnavirus
วิงก่อให้เกิดโรคไวรัสดับอักเสบ บี อันเป็นปีถู]หาสาธารณสุขท่ีสำคัถู]ปีถูเหาหน่ืงของประเทคไทย
โดย'พบว่า ร้อยละ 10 ของประขากรเป็นพาหะของโรคน้ั (1,2) เน่ืองจากปีจจุปีนยังไม่
สามารถเพาะ เลยงเสือไวรัสดับอักเสบ บี โนเชลล์เพาะเลยงได้ ดังน้ัน วิธีการท่ี'นิยม'ใช้'ใน
การตรวจหาไวรัสดับอักเสบ บี จังเป็นวิธีการตรวจ'ทางน้ัาเหลือง (serology) แต่วิธีการ
ดังกล่าวบีความไวไม่เพียงพอในการท่ีจะตรวจหาเสือไวรัส ในกรณีท่ีผู้ติดเสือบีปริมาณของไวร้สใน 
เลือดอยู่ในระดับต่ํา  ๆ เข่น กลุ่มท่ีเป็น HBs Ag seronegative (3 ,4 ,5 ,6 ,7 ,8 ,)  ดังน้ัน 
ปีจจุปีนได้บีการนำวิธีการทางด้าน molecular biology มาใช้ในการตรวจหาเสือ
ไวรัสดับอักเสบ บี วิง เป็นวิธีการตรวจหาสารพันธุกรรม (DNA ) ของไวรัสโดยตรง วิธีการ
ดังกล่าวคือ การใช้ DNA probe hybrid ization  การใช้เทคนิคทาง molecular biology 
วิธีนิ ได้บีการคืกษากันอย่างกว้างขวาง เนืองจากวิธีก'!รดังกล่าว ให้ผลการตรวจท่ีแม่นยำ และบี 
ความไวสูงกว่าวิธีการตรวจทางน้ัาเหลือง (serology) (4,9) อย่างไรก็ตามในกรณีท่ี
ลืงส่งตรวจน้ันบีปริมาณไวรัสดับอักเสบ บี ต่ํามาก  ๆ วิธีการตรวจโดยใช้ DNA probe
hybrid ization  ก็จะใช้ไม่ได้ผล (5,6,10,11) อีกท้ังยังบีข้ันตอนยุ่งยาก และต้องใช้
สารก้มมันตรังลื ดังน้ันจังบีการพัฒนาเทคนิคใหม่ท่ีเริยกว่า polymerase chain
reaction  เพอใช้ในการตรวจหาสารพันธุกรรม ( DNA ) ของไวรัสหรือล์งบีสืวิตอ่ืน ๆ

Polymerase chain re a c tio n  ( PCR ) เป็นขบวนการเพมจำนวนช้นส่วนของ 
DNA (sp e c if ic  DNA segment) ท่ีต้องการคืกษาในหลอดทดลองโดยอาดัยปฏิกิริยาของ
เอนไชม (enzymatic re a c tio n  ) (12,13,14) แต่เน่ืองจากการตรวจด้วยวิธี PCR
เพียงข้ันตอนเดียวน้ันจำเป็นต้องยืนยันผลการตรวจด้วย วิธี sou thern  b lo t  h y b rid iz a tio n
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มีงต้องใช้สารกัมมันตรังสี ปีถูเหาดังกล่าวสามารถหสีโ เล่ียงได้โดยการทำ PCR สองคร้ัง หรือ 
nested  PCR โดยนอกจากจะเป็นการเมม s e n s i t i v i ty  และ s p e c i f i c i ty  ปีองการตรวจ 
แล้ว nested  PCR ยังเป็นการตรวจสอบยืนยันความโกต้องว่า DNA fragm ent ท่ีเกิดอน
เป็น DNA ท่ีต้องการจริงๆแทนการยืนยันด้วยการทำ sou thern  b lo t  h y b rid iz a tio n  (12, 
15,16,17) อย่างไรก็ตามเท่ีอเป็นการลดข้ันตอนการทำ two -  s te p  nested  PCR
ให้น้อยลง และยังเป็นการป็องกันผลบวกปลอมท่ีอาจจะ เกิดจากการปนเปีอนออง PCR product 
เน้องจากขันตอนธอง nested  PCR ต้องมีการนำ product ออง PCR จากรอบแรกมา
เมมจำนวนตอด้วย primer คู่ใน จํงได้มัฒนาวิธิการทำ One -  s te p  nested  PCR มีงเป็น 
การรวมเอาการทำ f i r s t  s te p  PCR และ second s te p  PCR (n ested  PCR) ไว้ใน 
หลอดเดียวกัน

บัจจุบันมบว่ากลุ่มท่ีได้รับการฉีดวัคมีนไวรัสตันอักเสบ มี มีอยู่ประมาโน 5-10 %
ไม่ตอบสนองต่อการฉีดวัคมีน โดยร่างกายไม่สามารถสร้าง anti-HBs Ag an tibodies
หรือสร้างได้ในระดับต่ํา คือ น้อยกว่า 10 miu/ml (18,70,77) โดยสาเหตุยังไม่เป็นท่ี
ทราบแนขัด ตังน้ันการใช้เทคนิค PCR มาช่วย'ในการตรวจหา HBV DNA อาจนำไปสู่
คำอธิบายกลไกของการไม่ตอบสนองต่อการฉีดวัคมีนไวรัสตับอักเสบ มี เมราะกลุ่มบุคคลเหล่าน้ั 
อาจมีการติดเ ปี1อไวรัฝึตับอักเสบ มี อยู่แล้วก็ได้ แต่เปน " sub-threshold  in fec tio n  "
คือ ไม่สามารถจะตรวจหา HBs A g  ในมีร่ัมได้โดยปุดตรวจสอบ HBs Ag ท่ีมีอยู่'ใน'ท้องตลาด
บัจจุบัน เน้องจากมีปริมาโน HBV DNA น้อยมาก มีงอ'จตรวจ'พบได้ด้วยเทคนิค PCR
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1. เนอพันาวิธีการเนมจำนวน DNA ในหลอดทดลองแบบ on e-step  n ested  polymerase 
chain  re a c tio n  ให้ได้ผลรวดเร็ว , ประหยัด, มีช้ันตอนท่ีไม่ยุ่งยาก, มีความแม่นยำ 
ความไวสูง และ สามารถป้องก้นการ c a rry  over อันเนืองจากการเป็ดฝาหลอด เนอนำ 
PCR product มาทำ nested  PCR ๒ยใช้' HBV DNA เป็น p ro to typ e  ในการพันา 2

2. เนือหาความส้มนันธี'ของ HBV DNA จากน้ําเหลืองในกลุ่มบุคคลท่ีได้รับการฉืดวัคชนไวรัส
ตับอักเสบ มี แต่ร่างกายไม่สามารถสร้างภูมิคุ้มก้น ( non-responder ) และในกลุ่ม 
ผู้ป่วยใรคไวรัสตับอักเสบ มี ข'นืดเรือรัง ชงต่อมา HBs Ag ให้ผลการตรวจเป็นลบ
ใดยไม่ปรากฎว่ามีการสร้าง anti-HBs (HBs A g-negative ex -ch ron ic  c a r r ie r )
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