
บ ท ท  5

วิจารณ และ สรุปผอการฑดลอง

การสิกษาและวิจัยในคร้ังน เป็นการสิกษาการนำเอาเทคนิค polymerase chain 
re a c tio n  (PCR) มาใช้ในการตรวจหา HBV DNA จากตัวอย่างท ี่เป็นวิร่ัม โดยในการ 
คัดเลือก primer เพอ'ใช้'ในขบวนการ PCR ได้คัดเลือกจากส่วนท่ีเป็น core  gene ของ HBV 
genome วิง'พบว่าเปนส่วนอนุรักษ (co n se rv a tiv e  reg ion) ของไวรัสตับอักเสบ บื (69) 
และ จากการสิก'ษาพบว่า prim er ท่ีได้คัดเลือกมามีความจำเพาะสูงกับ HBV DNA ไดยให้ 
ผลบวกกับ DNA ของเวิอไวรัสตับอักเสบ บี และให้ผลลบในการทดสอบกับ DNA ของเธีอธ'นิดอ่ืน  ๆ
ได้แก่ Pseudomonas pseudom allei, chlamydia tra c h o m a tis , cDNA ของ 
ra b ie s  v iru s , และ DNA ของมนุษย่

ใ น ก า ร ส ิก ษ า ค ร ั้ง น ํ้ น อ ก จ า ก จ ะ น ำ เ อ า , ฑ ค น ิค  n e s t e d  P C R  ม า ใ ช ้ใ น ก า ร ต ร ว จ ห า
H B V  D N A  แล้วย ัง ได้พ ัฒ น า ว ิธ ีก า ร ใ ห ม ่ท ี่เ ร ีย ก ว ่า  O n e  -  s t e p  n e s t e d  P C R  ข น ม า ใ ห ม ่ไ ด ย ใ ช ้ 
H B V  D N A  เ ป น  p r o t o t y p e  ใ น ก า ร พ ัฒ น า เ น ือ ง จ า ก ว ิธ ี T w o - s t e p  n e s t e d  P C R  ว ิง ป ีจ จ ป ีน
เ ป ็น ว ิธ ีท ี่ไ ด ้ร ับ ค ว า ม น ิย ม ใ ช ้ก ัน อ ย ่า ง แ พ ร ่ห ล า ย ใ น ก า ร ต ร ว จ ห า  D N A  ข อ ง เ ว ิอ ต ่า ง ๆ  ( 7 , 1 2 , 1 3 , 1 4 )  

โ ด ย ' พ บ ว ่า บ ัถ ุTห า ท ี่ส ำ ค ัถ ุน ,ข อ ง ว ิธ ี T w o  -  s t e p  n e s t e d  P C R  น ั้น ค อ ผ ล บ ว ก ป ล อ ม  ( f l a s e
p o s i t i v e )  ท ี่เ ก ิด ข น จ า ก ก า ร ป น เ บ ีอ น ข อ ง  P C R  p r o d u c t  จ า ก ก า ร ท ำ  P C R  ใ น ข ั้น ต อ น แ ร ก  

( f i r s t  s t e p  P C R  ) เ น ือ ง จ า ก ก า ร ท ำ  T w o  -  s t e p  n e s t e d  P C R  ม ีข ั้น ต อ น ก า ร น ำ เ อ า  

P C R  p r o d u c t  ท ี่เ ก ิด ข น จ า ก  f i r s t  s t e p  P C R  อ อ ก จ า ก ห ล อ ด ท ด ล อ ง เ พ อ ใ ส ่ล ง ใ น  r e a c t i o n  

m i x t u r e  ใ น ข ั้น ต อ น ข อ ง  s e c o n d  s t e p  P C R  ด ัง น ั้น จ ง ท ำ ใ ห ้โ อ ก า ส ใ น ก า ร ป น เ ป ีอ น ข อ ง
P C R  p r o d u c t  ไ ป ส ู่ r e a c t i o n  m i x t u r e  ใ น ห ล อ ด อ ืน ๆ  เ ก ิด ข ั้น ไ ด ้ง ่า ย  ป ีญ ,ห า ต ัง ก ล ่า ว น ั้
ส า ม า ร ถ ห ล ืก เ ล ี่ย ง ไ ด ้โ ด ย ก า ร ท ำ  O n e - s t e p  n e s t e d  P C R  ช ง  เ ป ็น ก า ร ร ว ม เ อ า  f i r s t  s t e p  

P C R  แ ล ะ  s e c o n d  s t e p  P C R  ( n e s t e d  P C R )  ไ ว ้ใ น ห ล อ ด เ ด ีย ว ก ัน โ ด ย ไ ม ่จ ำ เ ป ็น ต ้อ ง เ บ ัด
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ฝาหลอดของ f i r s t  s te p  PCR จํงเป็นการปีองกันการปนเมือนของ PCR product
สู่ re a c tio n  m ixture อินๆได้อย่างมืประสิทธิภาพ และเมือเปริอบเทียบกับการทำ
nested  PCR โดยวิธี "drop in , drop o u t ' โ?งคิดค้นโดย Higuchi (65) 'พบว่า
วิธี O ne-step nested  PCR ทำได้สะดวกกว่าโดยฑ่ืไม่ต้องอาศัยการสร้าง prim er ท่ีพิเศษ 
และสามารถใป้อุณหภูมิในการเพีมจำนวน DNA (therm al p ro f i le )  ได้เหมือนกันทังขันตอน
f i r s t  s te p  PCR และขันตอน n ested  PCR

จากคุณสมบัติของวิธี O ne-step n ested  PCR ดังทีได้กล่าวมาแล้วจะเหนว่าเป็น 
วิธีการท่ีสะดวก รวดเร็ว และทำได้ง่าย นอกจากน้ันการทำ O ne-step nested  PCR
ยังเปนการยืนยันความจำเพาะของ DNA fragm ent ท่ีเกิดขนแทนการยืนยันโดยการใขั
สารกัมมันตรังสีในการทำ sou thern  b lo t  h y b rid iz a tio n  (5 ,6 ,1 0 ,1 1 ,6 5 ) ขังเป็น 
การประหยัดเวลาและด่าโป้จ่าย อิกท้ังยังมืความปลอดภัยสูงต่อผู้ปฏิบัติอิกด้วย

ในการเปรืยบเทียบผล s e n s i t i v i ty  ของวิธี One -  s te p  nested  PCR 
กับ วิธี Two -  s te p  nested  PCR พบว่าให้ผล s e n s i t i v i ty  เท่ากัน (รูปท่ี 4.7 
และ รูปที 4.8) นอกจากนิวิธี One -  s te p  n ested  PCR ยังสามารถใป้ในการบอกปริมาณ 
อย่างคร่าวๆ ( se m iq u a n tita tiv e  ) ของ HBV DNA ในตัวอย่างส่งตรวจได้อิกด้วย
กล่าวดือ

ถ้าปริมาณ HBV DNA ในตัวอย่างส่งตรวจมืปริมาณมาก จากการตรวจหา โดยวิธี
One -  s te p  nested  PCR แล้วจะพบว่า DNA fragm ent ท่ีเกิดขนจะมื 4 ขนาด ดือ 
521 bp, 396 bp, 390 bp และ 265 bp โดย DNA fragment ขนาด 521 bp เกิดขัน 
จากข้ันตอนของ f i r s t  s te p  PCR โดยการเพิมจำนวนของ primer คู่นอก DNA fragment 
ขนาด 396 bp และ ขนาด 390 bp เกิดจากการสลับคู่การเพิมจำนวนของ prim er คู่นอก 
และ prim er คู่ใน ในข้ันตอนของ second s te p  PCR เน่ืองจากในข้ันตอนน้ั re a c tio n
m ixture จะมืท้ัง prim er คู่นอก และ prim er คู่ใน ผสมกันขังจากการแยกใน gel 
e le c tro p h o re s is  จะเห็นเพียงขนาดเดียวเนื่องจาก DNA fragm ent ท้ังสองมืขนาด



42

ใกล้เคียงกันมาก ส่วน DNA fragm ent ขนาด 265 bp เกิดขนจาก prim er คู่โน โนข้ันดอน 
ของ second s te p  PCR ( รูปท 4 .8  )

ถ้าหากปริมาณ HBV DNA ในสิงส่งตรวจมีปริมาณน้อยลง ขนาดของ DNA fragment 
ท่ีเกิดข้ันจากการทำ One -  s te p  nested  PCR จะ'พบว่ามีเมียง 3 ขนาด คีอ 396 bp ,
390 bp และ 265 bp แต่จะเห็นเมียง 2 ขนาด จากการแยกโน gel e le c tro p h o re s is

ถ้าหากปริมาณ HBV DNA ในสิงส่งตรวจมีปริมาณน้อยมาก จากการเพมจำนวน DNA 
โดยวิธี O ne-step nested  PCR น้จะ'พบเฉ'พาะ DNA fragm ent ขนาด 265 bp ริ?ง เกิดขน 
โนข้ันตอนของ nested  PCR

จากท่ีกล่าวมาแล้วในการบอกปริมาณ HBV DNA อย่างคร่าว  ๆ สามารถบอกได้เป็น 3+ , 
2+ , และ 1+ โดย

3+ หมายถ้ง การพบ DNA fragm ent ท้ัง 4 ขนาด คือ 520 bp, 396 bp,
390 bp และ 265 bp ( รูปท่ี 4 .8 , lane 2-3 )

2+ หมายถ้ง การพบ DNA fragm ent 3 ขนาด คือ 396 bp, 390 bp 
และ 265 bp ( รูปท่ี 4 .8 , lane 4 )

1+ หมายถง การพบ DNA fragm ent เมียงขนาดเดืยว คือ 265 bp ( รูปท่ี 
4 .8  , lane 5-6 )

สำหรับการตรวจหา HBV DNA โนกลุ่มบุคคลทมีสุขภาพสมบูรณ (h ea lthy  person) 
โนการสืกษาคร้ังน่ื พบว่ากลุ่มบุคคลท่ีโห้ผลการตรวจ HBs Ag n ega tiv e  สามารถตรวจพบ
HBV DNA โดยวิธี One -  s te p  nested  PCR จำนวน 3 ราย ในจำนวนท้ังหมด 50 ราย 
(ตารางที่ 4 .1 ) ท่ีเป็นดังน่ือาจเน่ืองมาจากบุคคลกลุ่มน่ืมีระดับไวรัสดับอักเสบ มี โนร่างกาย



สำหรับการตรวจหา HBV DNA ในกลุ่ม non-responder หรือกลุ่มบุคคลท่ีไม่ 
ตอบสนองต่อการฉีดวัคชันไวรัสดับอักเสบ บี โดอ•พบว่าร่างกายไม่สามารถสร้าง anti-HBs
หรือสร้างได้ในระดับต่ํา คอน้อยกว่า 10 miu/ml (18,71) ในการสิกษาคร้ังน่ืนบว่าใน
จำนวน non-responder บีสุขภานสมบรณ์ ( healthy  person ) จำนวน 9 ราย 
สามารถตรวจนบ HBV DNA จำนวน 3 ราย หรือคิดเป็นร้อยละ 33.3 ( รปท่ี 4.11 )
และในจำนวน non-responder riเคยเป็นใรคไวรัสดับอักเสบ บี มาก่อน (ex -chron ic
c a r r i e r  ) จำนวน 12 ราย สามารถตรวจนบ HBV DNA ได้จำนวน 6 ราย หรือคิดเป็น
ร้อยละ 50 จากผลการวิจัยในคร้ังน อาจอธิบายได้ว่าสาเหตุท่ี non-responder ดังกล่าว 
ไม่ตอบสนองต่อการฉีดวัคชันไวรัสดับอักเสบ บี อาจเน่ืองมาจากความบกนร่องทางด้านภูมิคุ้มกัน 
ของบุคคลเหล่านํทืเรียกว่า low dose immunotolérance ชังตรงกันกับสมมุติจานของ Luo
และคณะ (70) ชังได้รายงานว่าจากการตรวจหา HBV DNA ในกลุ่มประสากรชาวจัน ใดยวิธี 
PCR นบว่าในจำนวน non-responder ท้ังหมด 19 ราย สามารถตรวจนบ HBV DNA
7 ราย หรือคิดเป็นร้อยละ 36.8 จะเห้นได้ว่าจากการสิกษาวิจัยคร้ังน่ืและจากรายงานของ
Luo และคณะให้ผลใกล้เคียงกัน อย่างไรก็ตามปีจจุบันยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัดว่าการไม่ตอบสนอง 
ต่อการฉีดวัคชันไวรัสดับอักเสบ บี เกัดขนได้อย่างไร'ชังได้มีผู้'รายงานว่า อาจบีส่วนเก่ียวข้อง
กับยีนในระบบ HLA ของร่างกายโดยจากการตรวจหา HLA (HLA typing) ในกลุ่ม
non-responder นบว่าบีส่วนเก่ียวข้องกับยีน HLA-B8, HLA-DR3 และ HLA-B35 (71,
72 ,73 ,74 ,75 ,76 ) ชังยีนเหล่าน่ืบีผลในการควบคุมการสร้าง Anti-HBs ของร่างกาย
นอกจากฉียังบีผู้ต้ังสมมุติจานว่าอาจบีส่วนเก่ียวข้องกับ suppressor T c e l l  ของร่างกาย
โดยนบว่าจำนวน suppressor T c e l l  ในกลุ่ม non-responder บีสงกว่าในกลุ่ม
responders (77,78)

อยู่ระดับด ำ ๆ  ( lo w  -  l e v e l  c a r r i e r s  ) ช ังอาจต ํ่ากว ่าระด ับ  i n f e c t i v i t y  d o s e ( 7 ,8 )

จากท ี่ได ้กล ่าวม าแล ้วถงป ระโยชน่ของการตรวจหา HBV DNA โดยว ิธ ี O n e -s te p
n e s t e d  PCR การตรวจหาโดยว ิธ ีนย ังบ ีข ้อด ืกว ่าการตรวจทาง s e r o l o g y  หลายประการ
ช ังในบางกรณ การตรวจทาง s e r o l o g y  ไม ่สามารถนำมาอธิบายปรากฎการณ ์ท ี่เก ิดขนได ้ เช่น
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1. ในกลุ่มผู้ปวยท่ีตรวจ,พบเฉ'พาะ anti-HBc อย่าง เดืยวโดยให้ผลการตรวจ 
anti-HBs และ HBs Ag เป็นลบ ใดยวิธีทาง sero logy  การตรวจพบ HBV DNA ได้ใดย 
วิธี PCR สามารถอธิบายได้ว่าผู้ป่วยมี HBs Ag ในเลือดในระดับต่ําๆ จนไม่สามารถตรวจพบ 
ได้โดยวิธีทาง sero logy  สืงผู้ป่วยกลุ่มนิจัดอยู่ในกลุ่ม ch ron ic  HBV c a r r i e r  (79,80) 
ชงอาจสามารถแพร่เสือไปยังบุคคลอ่ืนได้

2. ในกลุ่มผู้ป่วยท่ืพบว่า HBV gene เกิดการกลายพ้นธี (m utation) ในส่วนชอง 
p re -co re  reg ion  iวิงทำให้ไวรัสไม่สามารถสร้าง HBe Ag ออกมาได้ (81) จงทำให้ผล
การตรวจ HBe Ag โดยวิธีทาง sero logy  ให้ผลเป็นลบโดยฑ่ืผู้บ่วอยังมีอาการของ h e p a t i t i s  
และ viraem ia สืงสามารถตรวจพบ HBV DNA ได้โดยวิธี PCR (7 ,82 ,83 ,84 )

3. ในการติดตามผู้ป่วย‘วิงติดเสือไวรัสดับอักเสบ บี ท่ีได้รับการรักษาด้วย a lpha 
- in te r fe ro n  การตรวจหา HBV DNA โดยวิธี PCR สามารถบอกถงผลการรักษาได้ติกว่าวิธี 
การตรวจทาง sero logy  (85)

4. ในอนาคตเมือมีการนำเทคนิค PCR มาใช้กันอย่างแพร่หลายการผลิต PCR k i t  
สำหรับตรวจหา HBV DNA อาจมีต้นทุนในการผลิตตาลงสืงสามารถนำมาใช้ในงานธนาคารเลือด 
ในการตรวจหา HBV DNA ในผู้บริจาคโลหิต สืงบัจจุบันพบว่ายังมีผู้ติดเสือใวรัสดับอักเสบ บี
หลังการให้เลือดท่ีได้รับการตรวจ HBs Ag เป็นลบ ด้วยวิธีทาง sero logy  (5 ,8 ,86 )

จากท่ีได้กล่าวมาช้างต้นพบว่าการตรวจหา HBV DNA โดยวิธี PCR น้ันสามารถ
นำมาอธิบายกลไกต่างๆได้ติกว่าการตรวจหา h e p a t i t i s  B v iru s  maker โดยวิธีทาง
sero logy  ‘วิงในบางกรณีไม่สามารถนำมาอธิบายได้ อย่างไรก็ตามข้อควรระวังในการนำ
เทคนิค PCR มาประยุกดใช้ในการวินิจฉัยโรคต่างๆ คือ เร่ืองผลบวกปลอม ( f la s e
p o s itiv e  ) สืงอาจเกิดขนได้ในข้ันตอนต่าง  ๆ ชองการทำ PCR
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