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ผลการ*’าดลอง

การตรวจหา HBV DM ด้วยอบวนการ PCR ใดยใป้ Outer primer

การตรวจหา HBV DNA ด้วยขบวนการ PCR เมอใข้ ou ter prim er ท่ีสร้างข้ัน 
'พบว่า DNA fragm ent ท่ีได้จะมีขนาด 541 bp. (รูป 4.1) และจากผลการตรวจหา HBV 
DNA ท่ีได้จากการสกัด?ร่ัม ในรายท่ี HBs Ag+ (อยู'ในกลุ่ม 2 ) 'นบว่าได้ DNA fragment 
ขนาด 541 bp (รูป 4 .2 , lane 2-4) ส่วนการตรวจหา HBV DNA ในรายท่ีจัดเป็น
HBs A g-negative ex -ch ron ic  c a r r i e r  (อยู่ในกลุ่ม 3.1) ไม่นบ DNA fragment
ขนาด 541 bp (รูป 4 .2 , lane 7) ท่ีเป็นดังน่ืเน่ืองจากใน?ร่ัมของบุคคลรายน้ํมี HBV DNA 
ในระดับต่ําจนไม่สามารถตรวจนบได้ใดยการทำ PCR ครั้งเดืยว
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Reg ion  of H B V  genome a m p l i f i e d  by PCR.

รูปที 4.1 ภา'พแสดง HBV genome แสt  ตำแหน่งชอง
e x te rn a l prim er แสะ in te rn a l primer
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รูปท่ี 4 .2 แสดง DNA 
HBV DNA 
Lane 1 
Lane 2-4 
Lane 5 
Lane 6 
Lane 7

fragm ent ปีนาด 541 bp ท่ีได้จากการเท่ีมจำนวน 
โดยใtf o u te r prim er
ะ m olecular weight marker; 'ADNA/Hind I I I  
ะ HBs Ag+
: n eg a tiv e  c o n tro l (HzO)
ะ p o s i t iv e  c o n tro l (HBV DNA)
ะ HBs Ag -  n e g a t i v e  e x  -  c h r o n ic  c a r r i e r
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การตรวจหา HBV DNA ด้วยขบวนการ PCR เม่ือใช้ inner prim er ท่ีสร้างขน
'นบว่า DNA fragm ent ทํได้จะมืขนาด 265 bp (รูป 4.1) และจากผลการตรวจหา HBV
DNA ท่ี'ได้'จากการสกัด'ชีร่ัม ในรายท่ี HBs Ag+ (อยู่ในกลุ่ม 2 ) นบว่าได้ DNA fragment
ขนาด 265 bp (รูป 4 .3 , lane 2-3) ส่วนการตรวจหา HBV DNA ในรายท่ีจัดเม่ืน 
HBs Ag -  n eg a tiv e  ex -  ch ron ic  c a r r ie r  (อยู่ในกลุ่ม 3.1) ไม่นบ DNA fragm ent 
ขนาด 265 bp (รูป 4 .3 , lane 6) ท่ีเม่ืนดังน้ํเน่ืองจากในช้ร่ัมของบุคคลกลุ่มน้็มื HBV DNA 
ในระดับต่ําจนไม่สามารถตรวจนบได้โดยการทำ PCR ครั้งเดียว

การตรวจหา HBV DNA ด้วยธบวนการ PCR โด ย ใช ้ in n e r  p rim er

I
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รปท่ื 4 .3  แสดง DNA fragm ent ฯนาด 265 bp ท่ีได้จากการเท่ีมจำนวน 
HBV DNA โดย'ใช้ inner primer
Lane 1 ะ m olecular weight m arker;123 bp DNA ladder
Lane 2-3 ะ HBs Ag
Lane 4 ะ nega tiv e  c o n tro l (HzO)
Lane 5 ะ p o s it iv e  c o n tro l (HBV DNA)
L ane 6 ะ HBs Ag -  n e g a t i v e  e x  -  c h r o n ic  c a r r i e r
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ผลการตรวจหา HBV DNA ท่ีได้จากการสกัดชืร่ัมในรายท่ี HBs Ag+ (กลุ่ม2)
และจากนืร่ัมในรายทึจัดเป็น HBs Ag -  nega tiv e  ex -  ch ron ic  c a r r ie r  โดยวิธี 
Two -  s te p  nested  PCR (รูปทื 4 .4  แสดง F i r s t  s te p  PCR และรปทึ 4 .5  แสดง 
nested  PCR) นบว่าในรายทีเปน HBs A g-negative ex -ch ron ic  c a r r ie r  ไม่สามารถ 
ตรวจนบ HBV DNA (DNA fragm ent ขนาด 541 bp) ในข้ันตอนของ f i r s t  s te p  PCR 
(รูป 4 .4 , lane 7) แต่สามารถตรวจนบ HBV DNA (DNA fragment ขนาด 265 bp) 
ได้ในข้ันตอนของ nested  PCR (รูป 4 .5 ,la n e7 ) เนืองจากว่าในธีร่ัมของบุคคลรายนมีระดับ

การตรวจหา HBV DNA ใด ยว ิธ ี Two -  s t e p  n e s t e d  PCR

HBV DNA ต่ามาก
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รปทึ 4 .4  F i r s t  s te p  PCR แสดง DNA fragment ธนาด 541 bp
Lane 1 ะ m olecular weight marker: ADNA/Hind I I I
Lane 2-4 ะ HBs Ag
Lane 5 ะ negative  c o n tro l (H2(ว)
Lane 6 ะ p o s itiv e  c o n tro l (HBV DNA)
L ane 7 ะ HBs Ag -  n e g a t i v e  e x  -  c h r o n ic  c a r r i e r
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รปทิ 4 .5  Nested PCR แสดง DNA fragm ent ปีนาด 265 bp
Lane 1 ะ m olecular weight marker; 0174/H ae I I I  
Lane 2-4 ะ HBs Ag+
Lane 5 ะ nega tiv e  c o n tro l (HzO)
Lane 6 ะ p o s it iv e  c o n tro l (HBV DNA)
L ane 7 ะ HBs Ag -  n e g a t i v e  e x  -  c h r o n ic  c a r r i e r
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ผลการตรวจหา HBV DNA ท่ีได้จากการสกัดธีร่ัมโนรายท่ี HBs Ag+ (กลุ่ม 2) 
และจากธีร่ัมในรายท่ีจัดเมืน HBs Ag -  negative  ex -  ch ron ic  c a r r i e r  โดยวิธี
O ne-step nested  PCR นบว่าได้ผลการตรวจเหมือนกันกับวิธี Two-step nested  PCR

การตรวจหา HBV DNA โดยว ิธ ี One -  s t e p  n e s t e d  PCR
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รปท่ี 4.6 แสดง DNA fragment ท่ีได้จากอบวนการ O ne-step n ested  PCR 
Lane 1 ะ m olecular weight m arker;123 bp DNA ladder 
Lane 2 ะ HBs Ag
Lane 3 ะ HBs Ag -  negative  ex -  ch ron ic  c a r r ie r  
Lane 4 ะ p o s itiv e  c o n tro l (HBV DNA)
L ane 5 ะ n e g a t iv e  c o n t r o l  (HzO)
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เปรียบเทียบ s e n s i t i v i ty  ระหว่าง วิธี O ne-step n ested  PCR และ วิธี Two -  s te p  
nested  PCR

ผลแสดงการเปรียบเทียบ s e n s i t i v i ty  ระหว่างวิธี O ne-step nested  PCR 
และ วิธี Two-step nested  PCR โดยทำการทดสอบกับ HBV DNA ในรายเดียวกันโดยทำการ 
ตรวจหาตังแต่ u n d ilu ted  HBV DNA จนถง 10 7 HBV DNA จากการเปรียบเทียบ'พบว่า 
ทังวิธ O ne-step nested  PCR และ Two-step nested  PCR ให้ผล s e n s i t i v i ty  
เท่ากัน คือสามารถตรวจ'พบ HBV DNA ที่เจือจางเทากันคือ 10~A (รูปท่ี 4 .7  และ รปท่ี 4.8)
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รปท่ี 4 .7 แสดงการตรวจทา HBV DNa โดยวิธี Two-step nested  PCR 
Panel A ะ F i r s t  PCR 
Panel B ะ Nested PCR
Lane 1 ะ m olecular w eight m arker;123 bp DNA ladder 
Lane 2 ะ u n d ilu te d  HBV DNA 
Lane 3-9 ะ IC)-1 -  i c f 7 HBV DNA 
Lane 10 ะ nega tiv e  c o n tro l (H20)
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รปท่ี 4 .8  แสดงการตรวจหา HBV DNA โดยวิธี One -  s te p  n ested  PCR 
Lane 1 ะ m olecular weight marker ; 0174/H ae I I I  
Lane 2 ะ u n d ilu te d  HBV DNA 
Lane 3-7 ะ 10_1 -  10~5 HBV DNA
Lane 8 n e g a t i v e  c o n t r o l  (H20 )
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ผลจอง DNA fragm ent จนาดต่าง ๆ ท่ีเกิดจากจบวนการ PCR โดยการสลับคู่จอง prim er 
( a l te r n a te  p a ir s  of primer )

DNA fragm ent จนาดต่าง ๆ ทีเกิดจากจบวนการ One -  s te p  nested  PCR
อันเน่ืองจากการสลับคู่การเนมจำนวน DNA ของ 
รูปท่ี 4.10)

โดยเมือเท่ีมจำนวน DNA ด้วย prim er 1 และ-
prim er 3 และ 
prim er 1 และ 
primer 2 และ

prim er ทัง 4 prim ers ( รปที 4 .9  และ

2 จะได้ DNA fragm ent ขนาด 521 bp 
4 จะได้ DNA fragm ent ขนาด 265 bp 
4 จะได้ DNA fragm ent จนาด 390 bp
3 จะได้ DNA fragm ent ขนาด 396 bp
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Outer primer 
Inner primer

4.9  ภา■ พแสดง DNA fragm ent ชนาดต่าง  ๆ ที่Iกดจาก ชบวนการ PCR 
โดยการสลับคู่ ของ primer
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รูปท่ี 4.10 แสดง DNA fragm ent ขนาดต่างๆ ท่ีเกิดจากขบวนการ PCR
โดยการสลับคู่ของ prim er
Lane 1 ะ m olecular weight marker; <j6174/Hae I I I
Lane 2 ะ 521 bp PCR product
Lane 3,7 ะ 396 bp PCR product
Lane 4 ,8  ะ 390 bp PCR product
Lane 5 ะ 265 bp PCR product
Lane 6 ะ One -  s te p  n ested  PCR
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ผลการตรวจหา HBV DNA ผกล่มบุคคล HBsAg n eg a tiv e  c o n tro l และ HBs Ag p o s itiv e  
c o n tro l โดยวิธี One -  s te p  nested  PCR

จากการตรวจหา HBV DNA โดยวิธี One -  s te p  nested  PCR ในกลุ่ม 
HBs Ag negative  c o n tro l จำนวน 50 ราย (group I ,  I I ,  I I I )  และกลุ่ม HBs Ag 
p o s itiv e  c o n tro l จำนวน 50 ราย (group IV) โห้ผลการตรวจดังตาราง 4.1

ตาราง 4.1

Group No.of sample HBs Ag Anti-HBs Anti-HBc HBV DNA

I 18 - - - 3
II 9 - + + -
I I I 23 - + - -
IV 50 + ND ND + (49)

ND ะ Not determ ined

จากผลการตรวจหา HBV DNA ใน group I สามารถนบ HBV DNA ได้จำนวน
3 ราย จากท้ังหมด 18 ราย (ในการสืกษาได้ทำการตรวจช้ํา 3 คร้ัง โดยเจาะเลือด'ใหม่'บุกคร้ัง) 
ขเงท้ังหมด'ให้ผลการตรวจ HBs Ag , anti-HBs และ anti-HBc เป็นลบท่ีเป็นดังน่ื
อาจเน่ืองจากในบีร่ัมของบุคคลเหล่าน่ืมีระดับ HBV DNA อยู่ในระดับตํ่ามากๆ (low -level 
c a r r ie r )  น่ืงตรงกันกับรายงานของ Sumazaki และคณะ (5 ), Wang และคณะ (8)
ดังได้กล่าวไว้แล้วในบทท่ี 2 .7  หรืออาจเกิดจากบุคคลท้ัง 3 รายน่ื ได้รับเข,อไวรัสดับอักเสบ บี 
มาดังแต่แรกเกิด ( neonata l to le ra n c e )
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สำหรับกลุ่ม IV 'สืงเป็นกลุ่มท่ีตรวจพบ HEs Ag ใต้โดยวิธี ELISA จากการตรวจหา 
HBV DNA โดยวิธี One-Step nested  PCR พบว่" 1 รายไม่สามารถตรวจเจอ HBV DNA ไต้ 
ท่ีเป็นต้งน เนืองจากเป็นระยะท่ีไม่มีการสร้างเสือไวรัสดัวใหม่ออกมา (n o n re p lic a tiv e
s ta te )  คงมีการสร้างเฉพาะส่วนเปลือกของไวรัส ( fre e  HBs Ag) ออกมา สืงตรงกัน
กับรายงานของ B aginski และคณะ (87) ท่ีพบว่าโนผู้ป่วยท่ีตรวจพบ HBs Ag โนเลือดเป็น 
บวก ไม่สามารถตรวจพบ HBV DNA ไต้จากสืร่ัม แต่สามารถตรวจพบ HBV DNA ไต้โน
p e rip h e ra l blood mononuclear c e l l  (PBMC) เนืองจากว่าเสือไวรัสอย่โนระยะ
n o n re p lic a tiv e  s t a t e

ผลการตรวจหา HBV DNA โนกลุ่ม HBs A g-negative ex-chron ic  c a r r i e r  (กลุ่ม 3.1) 
โดยวิธี O ne-step nested  PCR

จากการตรวจหา HBV DNA โนกลุ่ม HBs Ag-negative ex -ch ron ic  c a r r ie r  
จำนวน 12 ราย พบว่าสามารถตรวจพบ HBV DNA จำนวน 6 ราย โดยวิธี One -  s te p
nested  PCR คิดเป็นร้อยละ 50

ผลการตรวจหา HBV DNA โนกลุ่ม h e p a t i t i s  3 vaccine non-responder (กลุ่ม 3.2) 
โดยวิธี O ne-step nested  PCR

จากการตรวจหา HBV DNA [นกลุ่ม h e p a t i t i s  B vaccine non-responder 
จำนวน 9 ราย พบว่า สามารถตรวจพบ HBV DNA จำนวน 3 ราย โดยวิธี One -  s te p
nested  PCR คิดเป็นร้อยละ 33.3
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