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บทคดัย่อ 
 

        การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ีส าคญัของโลก มีผูติ้ดเช้ือเป็นพาหะท่ีสามารถ
แพร่เช้ือต่อไปยงัผูอ่ื้นได ้ประเทศไทยมีความชุกของไวรัสตบัอกัเสบบีสูงเช่นเดียวกบัประเทศอ่ืน ๆ การวจิยั
คร้ังน้ีไดท้  าการศึกษาความชุกของนกัศึกษาชั้นปีท่ี 1 มหาวทิยาลยัหวัเฉียวเฉลิมพระเกียรติ ปี 2552-2554 
จ านวน 4,593 ราย พบการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีร้อยละ 1.38 ของนกัศึกษา ซ่ึงเป็นพาหะและมีโอกาสแพร่
เช้ือได ้ในขณะท่ีพบความชุกของการติดเช้ือท่ีกระตุน้ใหเ้กิดภูมิคุม้กนั เท่ากบัร้อยละ 2.2 ความชุกของวคัซีน
ท่ีกระตุน้ใหเ้กิดภูมิคุม้กนัเท่ากบัร้อยละ 18.4 ของนกัศึกษา กลุ่มท่ียงัไม่มีภูมิคุม้กนัต่อไวรัสตบัอกัเสบบีพบ
ร้อยละ 78 ในขณะท่ีนกัศึกษาท่ีคาดวา่อาจพบ ภาวะการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบซ่อนเร้นร้อยละ 0.2 
น าไปทดสอบโดยวธีิ nested PCR พบวา่ใหผ้ลลบทั้งหมด ซ่ึงอาจเกิดจากขอ้จ ากดัในการทดสอบคร้ังน้ี จาก
แนวโนม้ในการศึกษาคร้ังน้ีควรน ากลุ่มท่ีอาจมีภาวะการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบซ่อนเร้นไปท าการหา
ล าดบัเบสเพื่อดูการเปล่ียนแปลงของยนีต่อไป 
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ABSTRACT 
  
        Hepatitis B infection is one the most important problem in public health management. Currently, 
hepatitis B carrier rate in Thailand is as high as other countries. This research studied the prevalence of 
Hepatitis B among 4,593 first year students at Huachiew Chalermprakiet University between 2009-2011. 
The study found that hepatitis B carrier rate was 1.38% among the students while hepatitis B infection rate 
was 2.2%, the rate of immunologic stimulation by vaccination was 18.4%, and the rate of students who 
has no hepatitis B immune was 78%. Moreover, students were suspected to have occult hepatitis B virus 
infection about 0.2% thus these samples were tested with nested PCR and all results were negative. 
However, we recommended that all hepatitis B silent carriers should be tested for sequencing in order to 
study changes in gene.          

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Auewarakul+P%22%5BAuthor%5D
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บทที ่1 

บทน า 

 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

         ไวรัสตบัอกัเสบบี เป็น DNA virus  ท่ีเป็นสาเหตุส าคญัของการเกิดตบัอกัเสบเฉียบพลนั และผล
ระยะยาว ไดแ้ก่ การเกิดตบัอกัเสบเฉียบพลนั และผลในระยะยาว ไดแ้ก่ภาวะตบัอกัเสบเร้ือรัง ตบัแขง็ และ
มะเร็งตบั ซ่ึงเป็น ปัญหาส าคญัก่อนหนา้ท่ีมีการใชว้คัซีนของกระทรวงสาธารณสุขของทุกๆ ประเทศทัว่โลก
รวมทั้งประเทศไทย การเป็นพาหะของผูติ้ดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี นั้นมีอตัราสูงข้ึนมากกวา่ ร้อยละ 5 ของ
ประชากรประเทศไทย ซ่ึงหมายถึงประชากรในประเทศไทยไม่นอ้ยกวา่ 3 ลา้นคน และยงัรวมถึงผูท่ี้เป็ น
ไวรัสตบัอกัเสบชนิดเร้ือรังดว้ย ซ่ึงจ านวนสูงถึง 3-5 ลา้นคนของประชากรในประเทศ (กองทุนอโรคาเพื่อ
เผยแพร่โรคตบั. 2554) 

Occult HBV infection หมายถึง การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ บีแบบซ่อนเร้นในผูติ้ดเช้ือท่ีไม่พบ 
HBsAg ในเลือด แต่ตรวจพบหลกัฐานการติดเช้ือไวรัสตบัอั กเสบชนิดบีในร่างกาย โดยตรวจพบ HBV 
genomes ในเน้ือเยือ่ต่างๆของร่างกาย เช่นตบัและเมด็เลือดขาว เป็นตน้  ซ่ึงอาจเกิดจาก การมีการ replicate 
ของเช้ือนอ้ยหรือการกลายพนัธ์ของ epitope บน S antigen ท่ีต  าแหน่ง amino acid ท่ี 100-160 เรียกวา่ S 
mutant หรือ S variants ปัจจุบนัสามารถตรวจพบไวรัสในเลือดไดแ้มมี้ปริมาณนอ้ย ดว้ยเทคนิคทางอณู
ชีววทิยา ซ่ึงผูป่้วย occult HBV infection ส่วนใหญ่เกิดจากการเปล่ียนแปลงทางดา้นพนัธุกรรมของ S gene 
ท าใหมี้ผลยบัย ั้งการผลิต HBsAg หรือยบัย ั้งการแบ่งตวัของไวรัสในร่างกาย ในขณะท่ีผูป่้วยบางราย อาจเกิด
การเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรมของ HBV genomes และผลิต HBV S protein ซ่ึงไม่สามารถตรวจพบไดด้ว้ย 
HBsAg assays ทัว่ไป (Conjeevaram and Lok 2001 : 204-206 ; Allain. 2004 : 18-25 ; สุดา. 2552 : 1-8 ;  
Alavian et al. 2012; 6126) 

การศึกษาเก่ียวกบัความชุกของ occult HBV infection ในแต่ละประเทศ พบวา่มีความแตกต่างกนั 

เน่ืองจากกลุ่มประชากรและวธีิการตรวจหาโรคท่ีใชใ้นการศึกษาวจิยั การศึกษาเก่ียวกบัการด าเนินไปของ

โรคของ occult HBV infection พบวา่การติดเช้ือดงักล่าวน้ีมีผลกระทบหลายอยา่งทางคลินิก เช่น ความเส่ียง

ต่อการเป็นมะเร็งตบั กา รแพร่เช้ือ HBV ในผูป่้วยท่ีไดรั้บเลือดและผลิตพนัธ์ุอ่ืน จากเลือด รวมถึงการปลูก

ถ่ายอวยัวะ จากผูบ้ริจาคท่ีมีการติดเช้ือ HBV แอบแฝงอยู ่ซ่ึงอุบติัการณ์การติดเช้ือในผูป่้วยกลุ่มน้ียงัข้ึนกบั

ระบบภูมิคุม้กนัในร่างกาย นอกจากนั้นกา รติดเช้ือดงักล่าวยงัเป็นปัญหาส าคญัในผูป่้วยมะเร็งท่ีไดรั้บยาเคมี

บ าบดัหรือผูป่้วยท่ีไดรั้บยากดภูมิคุม้กนั ซ่ึงอาจเกิดภาวะตบัอกัเสบจากการติดเช้ือไวรัส ตบัอกัเสบบีแอบ

แฝงในร่างกายได ้นอกจากนั้นปัจจุบนัในงานวจิยัยงัพบวา่ผูป่้วยท่ีมี occult HBV infection ร่วมกบัการติด
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เช้ือไวรัสตบัอกัเสบซี ร่วมดว้ยจะมีการด าเนินของโรคตบัท่ีรุนแรงในอนาคต จนกลายเป็นโรคตบัแขง็ชนิด 

hepatocellular carcinoma ในท่ีสุด (Lavanchy 2004 : 97-107 ; Raimondo et al. 2007 : 160-170 ; Taha et al. 

2014) ดงันั้นการตรวจหา occult HBV infection ในกลุ่มประชากรปกติจึงเป็นปัจจยัส าคญัเบ้ืองตน้หน่ึงใน

การเฝ้าระวงัโรค  

วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
       1. เพื่อศึกษาแนวโนม้ของ HBV seromarker ในนกัศึกษามหาวทิยาลยั 
       2. เพื่อศึกษา HBV genome ในกลุ่มท่ีตรวจพบ antiHBc เพียงอยา่งเดียว 

 
ขอบเขตของการวจัิย 

1. ศึกษาความชุกของการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีใน กลุ่มนกัศึกษามหาวทิยาลยัหวัเฉียวเฉลิมพระ
เกียติชั้นปีท่ี 1 ซ่ึงมีภูมิล าเนาอยูท่ ัว่ประเทศ ตั้งแต่ปี 2552-2553 

2. ศึกษาความชุกของกลุ่มตวัอยา่งซ่ึงพบเฉพาะ anti-HBc เพียงอยา่งเดียว (ระยะ core window 
หรือเป็นพาหะเร้ือรัง แต่มีปริมา ณนอ้ยมากจนตรวจไม่พบเช้ือ) และตรวจหาเช้ือไวรัสตบั
อกัเสบชนิดบีแอบแฝงในผูป่้วยท่ีไม่พบ HBsAg ในเลือดโดยวธีิ Polymerase chain reaction  

 
ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

เป็นขอ้มูลทางระบาดวทิยาของแนวโนม้ HBV serological markers 
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บทที ่2 

เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 

  ไวรัสท่ีก่อโรคตบัอกัเสบ มีหลายชนิดไดแ้ก่ ไวรัสตบัอกัเสบ เอ บี ซี ดี และอีแต่ไวรัสตบัอกัเสบ
บีท่ีมีความส าคญัทางการแพทยม์ากท่ีสุดคือไวรัสตบัอกัเสบบี เช้ือน้ีเป็นสมาชิกท่ีจดัเป็น prototype ของ 
family Hepadnaviridae และอยูใ่น genus Orthohepadnavirus ไวรัสตบัอกัเสบบี เขา้สู่ร่างกายทาง
ผวิหนงัท่ีมีรอยแทงทะลุหรือบาดแผล (percutaneous route)  การติดต่อจากมารดาสู่ทารก  และการ
ติดต่อทางเพศสัมพนัธ์โดยเช้ือเขา้ทางเยือ่เมือก เช้ือไวรัสจะมีอยูม่ากในเลือดและตบั น ้าอสุจิจะมีเช้ือ
ไวรัสในจ านวนนอ้ยกวา่  (พิไลพนัธ์ พุธวฒันะ และคณะ. 2540 : 4.1-4.16) 
  ตบัอกัเสบ (Hepatitis) เป็นภาวะท่ีมีการอกัเสบของตบัท่ีมี เกิดการท าลายของเซลลต์บั ท าให้
การท าหนา้ท่ีต่าง ๆ ของตบั ผดิปกติ ร่างกายมีการเจบ็ป่วย เคยมีรายงานการระบาดในแถบทวปีเอเชีย 
และ แอฟริกา และโดยเฉพาะแถบประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน ประมาณ 1 ใน 3 ของประชากรโลก 
พบผูติ้ดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีประมาณ 2 พนัลา้นคน รวมทั้งมีผูท่ี้เป็นพาหะเร้ือรัง   350 ลา้นคนพบได้
ในทุกวยัทั้งชายและหญิง ส่วนใหญ่เป็นโรคตบัอกัเสบเฉียบพลนั (acute hepatitis) และหายไดส่้วนนอ้ย
อาจเป็นโรคตบัอกัเสบเร้ือรัง (chronic hepatitis) เป็นผลใหเ้กิดภาวะแทรกซอ้นของโรคตบัแขง็ โรคตบั
วาย มะเร็งตบั  นอกจากเซลลต์บัแลว้ไวรัสตบัอกัเสบ บี ยงัเพิ่มจ านวนในเซลลช์นิดอ่ืนไดด้ว้ย เ ช่น 
mononuclear cell, lymphoblastoid cell, bile duct epithelial, endothelial cell, smooth muscle cell, 
pancreatic acinar cell และ emulsified corneal tissue  ยงัพบไวรัสไดใ้นอวยัวะต่าง ๆ เช่น ต่อมน ้าเหลือง 
มา้ม ไต ต่อมไธรอยด ์ต่อมอะดรีนลั และต่อมอ่ืน  ๆ เช้ือไวรัสมีระยะฟักตวันาน 75 วนั (40-150 วนั) โดย
เฉล่ียผูติ้ดเช้ือบางรายไม่แสดงอาการแต่บางรายแสดงอาการป่วย  ผูป่้วยบางรายเป็นตบัอกัเสบและมี
อาการดีซ่าน แต่ บางรายเป็นตบัอกัเสบโดยไม่มีอาการ หลงัการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบร้อยละ 90 จะ
หายขาดจากการติดเช้ือและมีภูมิคุม้กนัเกิดข้ึนตลอดชีวติ ร้อยละ 5-10 มีการติดเช้ือแบบเร้ือรัง โดยผูติ้ด
เช้ือไม่สามารถก าจดัเช้ือไวรัสใหห้มดไปจากร่างกายได ้มีการเพิ่มจ านวนของไวรัสอยูต่ลอดเวลา  พบใน
ผูติ้ดเช้ือ การติดเช้ือในคนอายนุอ้ยมกัเป็นการติดเช้ือเร้ือรัง ตบัอกัเสบรุนแรง (fulminant hepatitis) พบ
ไดใ้นผูติ้ดเช้ือร้อยละ 0.5 เกิดข้ึนในผูใ้หญ่มากกวา่เด็ก (พิไลพนัธ์ พุธวฒันะ และคณะ. 2536 : 4.1-4.16 ; 
Hollinger. 2001 : 2738-2750 ; Tan et al. 2007 : 263-267) 
 การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบ ซ่อนเร้นพบวา่ปริมาณไวรัสในกระแสเลือด (viral load) มกั
พบวา่มีค่านอ้ยกวา่ 100 copies/ml ในขณะท่ีกลุ่มท่ีเป็นพาหะเร้ือรังของการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี มี
ปริมาณไวรัสในกระแสเลือด มากกวา่ 100 copies/ml เป็นตน้ไป อยา่งไรก็ตามปริมาณไวรัสในกระแส
เลือดในกลุ่มท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี แบบซ่อนเร้น (occult HBV infection, OBI) จะพบไดใ้นตบัซ่ึงมี

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%95%E0%B8%B1%E0%B8%9A
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ระดบัท่ีสูงกวา่ใน serum ซ่ึงการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบ ซ่อนเร้น น้ีจะตรวจไม่พบ HBsAg โดยวธีิ
ทางภูมิคุม้กนัวทิยา แต่จะพบ HBV-DNA โดยวธีิ NAT (nucleic acid test) ลกัษณะการติดเช้ือไวรัสตบั
อกัเสบบีแบบ ซ่อนเร้น แบ่งออกเป็น 2 ลกัษณะ โดยใช้  anti-HBs และ anti-HBc ในการแยก คือ 
seropositive และ seronegative ซ่ึงจะพบวา่ seropositive ยงัแบ่งไดอี้กเป็น 3 กลุ่ม คือ ตรวจพบ anti-HBs 
อยา่งเดียว , ตรวจพบ anti-HBc อยา่งเดียวและตรวจพบทั้ง anti-HBs และ anti-HBc ส่วน seronegative 
จะตรวจไม่พบทั้ง anti-HBs และ anti-HBc การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ บี แบบ ซ่อนเร้นจะพบไดบ้่อยใน
ผูท่ี้ตรวจพบ anti-HBc เพียงอยา่งเดียว อยา่งไรก็ตามสามารถพบในผูป่้วยท่ีมี anti-HBs อยา่งเดียว
ประมาณ ร้อยละ 35 และในผูป่้วยท่ีตรวจไม่พบ marker ใดๆ นอกจาก HBV-DNA พบไดร้้อยละ 20 
(Torberson and Thomas. 2002 : 479-486 ; Chemin and Trepo. 2005 : 15-21 ; Raimondo et al. 2007 : 
160-170 ; Raimondo et al. 2010 : 254-257)  ในงานวจิยัต่างๆ  พบการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ บี แบบ
ซ่อนเร้นไดใ้นผูป่้วยโรคต่าง ๆและผูท่ี้มีสุขภาพดี เช่น การศึกษาความชุกของการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ 
บี แบบ ซ่อนเร้น ในผูป่้วยท่ีติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบซี ซ่ึงพบวา่ในผูป่้วยโรคติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ ซี 
ตรวจพบ HBV-DNA    ร้อยละ 11ในขณะท่ีตรวจไม่พบ HBsAg ร้อยละ 8.2  และตรวจพบ Anti-HBc 
ร้อยละ 47 (Tahereh et al. 2005 : 147-151 ; Carrena et al. 2008 : 139-157 ) การศึกษาความชุกของ การ
ติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ บี แบบ ซ่อนเร้นในผูป่้วยมะเร็งตบัท่ีตรวจไม่พบ HBsAg โดยไม่มีการติดเช้ือ 
ไวรัสตบัอกัเสบ ซี ร่วมดว้ย พบวา่มีความชุกถึง ร้อยละ 2.1 (Hidenori et al. 2004 : 195-199) ขณะท่ี
ความชุกของการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ บี แบบซ่อนเร้น ในผูป่้วยท่ีรอการปลูกถ่ายไต พบวา่มีความชุก
ร้อยละ 3.3 โดยในทวปีเอเชียคิดเป็น ร้อยละ 33.3 ทวปีแอฟริกาคิดเป็น ร้อยละ 6.25 (Stratta et al. 2009 : 
1132-1137) ไดท้  าการศึก ษาความชุกของการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ บี แบบ ซ่อนเร้นในผูป่้วยโรคตบั
เร้ือรังโดยไ ม่ทราบสาเหตุ , ผูป่้วยมะเร็งตบัท่ีตรวจไม่พบ HBsAg และ ผูท่ี้สุขภาพดี พบวา่การติดเช้ือ
ไวรัสตบัอกัเสบบีแบบ ซ่อนเร้นคิดเป็นร้อยละ  28.3, ร้อยละ 70.4 และ 10.16  ตามล าดบั  (Fang et al. 
2009 : 383-388) ส าหรับวธีิการตรวจหาการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ บี แบบซ่อนเร้น ท่ีเป็น gold standard 
คือ การสกดั DNA ของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีจากตบั แต่ในกรณีท่ีไม่สามารถท าไดก้็ใหใ้ชเ้ลือดแทน 
และเน่ืองจากการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ บี แบบ ซ่อนเร้นนั้น การตรวจทาง Serology ไม่สามารถยนืยนั
ได ้เพราะมีเพียง HBV-DNA เท่านั้นท่ีเป็น marker ท่ีเช่ือถือไดม้ากท่ีสุด ดงันั้นในการตรวจหา HBV-
DNA จะตอ้งอาศยัวธีิทางอณูชีวโมเลกุลท่ีมี ความไว (sensitivity) และ ความจ าเพาะ (specificity) สูง ซ่ึง
วธีิท่ีนิยมใชใ้นการตรวจก็คือ real time PCR และ nested PCR โดยใช ้specific oligonucleotide primer 
(Valsamakis. 2007 : 10-13 ; Echevarria and Avellon. 2008 : 66-74)  

 วธีิ Nested PCR เป็นวธีิท าปฏิกิริยา PCR 2 คร้ังโดยใช ้primer 2 คู่ ท่ีอยูใ่นต าแหน่งภายใน  ดีเอน็
เอเป้าหมายนั้น โดย primer คู่ท่ี 2 มีต าแหน่งจบัอยูภ่ายในช้ิน DNA ท่ีไดจ้าก primer คู่แรก เร่ิมท า PCR 
ตามปกติโดยใช ้primer คู่ท่ี 1 เม่ือไดผ้ลผลิต PCR แลว้จึงน ามาท า  PCR คร้ังท่ี 2 อาจใช ้primer คู่ใหม่ซ่ึง
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มีต าแหน่งจบัอยูภ่ายในช้ิน DNA ท่ีไดจ้ากการท า  PCR คร้ังแรก ผลท่ีไดค้ร้ังท่ี 2 น้ีจะไดช้ิ้น DNA ท่ีมี
ขนาดเล็กลง โดยมีวตัถุประสงคเ์พื่อเพิ่มความไวและความจ าเพาะในการเพิ่มปริ มาณดีเอน็เอเป้าหมาย
นั้น ขอ้เสียของวธีิน้ีคือ ตอ้งเสียเวลาและค่าใชจ่้ายเพิ่มข้ึนจากการท าปฏิกิริยา  PCR 2 คร้ัง มีความยุง่ยาก
และอาจมีการปนเป้ือนจากการดูดสารละลายจากหลอดหน่ึงมายงัอีกหลอดหน่ึง  แต่มีขอ้ดีคือ product 
DNA ท่ีไดมี้ความจ าเพาะมากข้ึน (พรทิพย.์ 2552 : 90-95) 
ลกัษณะโครงสร้างทางพนัธุกรรมของเช้ือไวรัสตับอกัเสบบี 

เช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี มีสารพนัธุกรรมเป็นชนิด DNA สายคู่ ขดเป็นวงกลม ดีเอน็เอสายบวกไม่
สมบูรณ์โดยขาดหายไป 15-50% (partial ds DNA) มีขนาดของยโีนมประมาณ 3200 คู่เบส ประกอบดว้ย 
open reading frame ซ่ึงซอ้นทบักนัอยู ่ (overlapping ORF) ท าหนา้ท่ีเป็นรหสัพนัธุกรรมในการสร้าง
โปรตีน 4 ชนิด คือ S ORF, C ORF, P ORF และ X ORF 

S ORF มีรหสัส าหรับใชใ้นการสร้าง surface protein หรือ HBsAg ซ่ึงยนีน้ีมีบริเวณท่ีสามารถ
ใชใ้นการเร่ิมตน้สร้างโปรตีนได ้ 3 บริเวณ ดงันั้นจึงสาม ารถสร้างโปรตีนได้  3 ชนิด คือ Major protein 
(surface protein) สร้างจากยนีส่วน S gene ซ่ึงจะเป็นส่วนท่ีจะใชใ้นการผลิตวคัซีนในปัจจุบนั  Middle 
protein (M protein) สร้างจากยนีส่วน S และ pre S2 gene ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของ envelope antigen 
ของเช้ือ และ Large protein (L protein) สร้างจากยนีส่วน Pre S1, Pre S2 และ S gene ซ่ึงโปรตีนชนิดน้ี
คาดวา่มีส่วนเก่ียวขอ้งกบัการจบักบัตวัรับ (receptor) บนเซลลต์บั โดยปกติแลว้เช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี จะ
สร้างโปรตีนทั้งสามชนิดน้ีเพื่อเป็น surface protein โดยท่ีมีสัดส่วนของ Major protein : Middle protein 
: Large protein ประมาณ 4 : 1 : 1 
 S ORF เป็นรหสัในการสร้าง hepatitis B surface antigen(HBsAg) ซ่ึงเดิมเรียกวา่ Australia 
antigen (Au antigen), serum hepatitis antigen , hepatitis antigen หรือ hepatitis associated antigenยนีน้ี
มีบริเวณท่ีสามารถใชใ้นการเร่ิมตน้สร้างโปรตีนได ้3 บริเวณ ดงันั้นจึงสามารถสร้างโปรตีนได ้3 ชนิด 
คือ major protein, middle protein และ large protein 
 Major protein สร้างจาก S ORF ท่ีใชจุ้ดเร่ิมตน้ท่ีอยูด่า้น 3’ ท่ีสุดเรียกวา่ s gene ประกอบดว้ย 
กรดอะมิโน 226 ตวั เป็นส่วนหลกัท่ีเรียกวา่ hepatitis B surface antigen และเป็นส่วนท่ีใชใ้นการผลิต
วคัซีนในปัจจุบนัเน่ืองจากภูมิคุม้กนัท่ีเกิดข้ึนต่อโปรตีนน้ีเป็น protective immunity 
  Middle protein สร้างจากยนีส่วน preS2 และ S ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 281 ตวั หรือเพิ่มจาก 
major protein 55 ตวั เป็นส่วนประกอบของ envelope antigen ของเช้ือน้ี 
  Large protein สร้างจากยนีส่วน preS1, preS2 และ S โดยใชจุ้ดเร่ิมตน้ท่ีอยูด่า้น 5’ ท่ีสุด
ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 389 หรือ 400 ตวั บริเวณส่วนท่ี preS1 ท่ีเพิ่มเขา้มาน้ี มีบริเวณท่ีคาดวา่เช้ือ
ไวรัสใชใ้นการจบักบัผวิของเซลลเ์พื่อใชใ้นการเขา้สู่เซลลต์บั ซ่ึงเป็นกลไกในการติดเช้ือดงักล่าว 
ดงันั้นlarge protein ท่ีมีกรดอะมิโนจ านวน 389 ตวัน้ี จะมีกรดอะมิโนต าแหน่งท่ี  1-108 จากยนี preS1, 
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ต าแหน่งท่ี 109-163 จากยนี preS2 และต าแหน่งท่ี 164-389 จากยนี S HBsAg ท่ีสร้างจากยนีหลกัของ S 
ORF และเป็นส่วนประกอบของทั้ง major protein, middle protein และ large protein น้ี เป็นแอนติเจน
ส าคญัของเช้ือไวรัสและสามารถกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัของร่างกายไดดี้ 

C ORF มีรหสัส าหรับใชใ้นการสร้าง nucleocapsid protein หรือ core protein (HBcAg และ 
HBeAg) core protein มี 2 domain หลกั โดยทางดา้น amino terminus มีบทบาทในการเกิดการรวมตวั
กนัระหวา่งแต่ละโมเลกุลหรือ polymerization ใหเ้กิดเป็นรูปร่าง ส่วนทางดา้น carboxyl terminus เป็น
บริเวณท่ีมีกรดอะมิโน arginine มาก มีบทบาทในการจบักบัยโีนมของเช้ื อไวรัส (sequence non-specific 
nucleic acid interaction) core protein จะไปรวมกบั HBV DNA ท าใหเ้กิด nucleocapsid ซ่ึงเกิดจากการ
เรียงตวัของ  core protein ประมาณ 180 ช้ินเป็น icosahedral symmetric structure โดยส่วนของโปรตีนน้ี
จะท าหนา้ท่ีในการป้องกนัสารพนัธุกรร มจากการถูกท าลายดว้ยเอนไซม ์ exogenous nuclease ท่ียอ่ย
สลาย DNA นอกจากน้ี core protein ยงัเป็นแอนติเจนท่ีกระตุน้ระบบภูมิคุม้กนัไดดี้และมีบทบาทส าคญั
ในการเกิดการอกัเสบของตบัท่ีมีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี  การตรวจพบ HBeAg ในเลือดของผูป่้วย
สามารถบ่งบอกไดว้า่ไวรัสมีการเพิ่มจ านวนอยู ่และสามารถแพร่กระจายเช้ือไวรัสไดดี้  (พิไลพนัธ์ และ
คณะ. 2536 : 4.1-4.16 ; สิริฤกษ.์ 2543 : 150-160 ; Wright. 2001 : 2738-2750)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่2.2 : แสดงโครงสร้างและต าแหน่งของ genome 
(A diagram of the genome organisation of Hepatitis B virus. 2007 : online) 
การวนิิจฉัยทางห้องปฏิบัติการ 

การตรวจซีร่ัมเพื่อหา viral markers ต่าง ๆ เป็น  anti-HBc IgM วธีิท่ีใชแ้พร่หลายจนปัจจุบนั   
markers ท่ีมีความส าคญัไดแ้ก่ HBsAg, HBeAg, anti-HBs, anti-HBc และ anti-HBe ในปัจจุบนัมีการ
ตรวจหา HBV-DNA และ HBV DNA polymerase เพื่อความถูกตอ้ง แม่นย  า และรวดเร็วมากข้ึน 
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HBsAg  เป็น marker ท่ีแสดงวา่ผูน้ั้นก าลงัติดเช้ือ ในผูก้  าลงัมีอาการจะตรวจพบ marker น้ีไดร้้อย
ละ 90 และมกัตรวจพบไดต้ลอดเวลาท่ีแสดงอาการของโรค ส่วนอีกร้อยละ 10 ท่ีตรวจไม่พบอาจเป็น
เพราะสามารถก าจดัเช้ือไวรัสไดห้มดไปก่อนท่ีจะแสดงอาการ เน่ืองจากโรคมีระยะฟักตวันานมาก   

Anti-HBc โดยทัว่ไปจะหมายถึง total anti-HBc ในหอ้งปฏิบติัการมีการตรวจทั้ง  anti-HBc IgG 
และ anti-HBc IgM  การตรวจพบ anti-HBc IgM เป็น marker ท่ีแสดงวา่ผูป่้วยก าลงัติดเช้ือ  นอกจากน้ี
การวนิิจฉยัแยกระหวา่งการติดเช้ือเฉียบพลนัและการติดเช้ือเร้ือรังก็อาศยัการตรวจหา anti-HBc IgM 
เช่นกนั เพราะ มกัพบ HBsAg ไดใ้นทั้ง 2 กรณี แต่ถา้เป็นการติดเช้ือเร้ือรังจะตรวจพบ total anti-HBc 
โดยไม่พบ anti-HBc IgM ในขณะท่ีการติดเช้ือเฉียบพลนัจะพบ anti-HBc ทั้ง 2 ชนิด 

ในซีร่ัมบางรายอาจตรวจพบ anti-HBc เพียงอยา่งเดียวซ่ึงแปลผลไดด้งัน้ี คือ  
1. อยูใ่นระยะ core window หมายถึงช่วงเวลาท่ี HBsAg ลดระดบัลงจนตรวจไม่พบ และยงัตรวจ

ไม่พบ anti-HBs ดว้ยเช่นกนั ในกรณีเช่นน้ีควรเจาะเลือดตรวจซ ้ าอีกคร้ังในเวลา 6 เดือนต่อมา ซ่ึงควร
ตรวจพบ anti-HBs ถา้เป็นการติดเช้ือชนิดเฉียบพลนั 

2.  เคยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี และมีภูมิคุม้กนัหรือ anti-HBs เกิดข้ึนแลว้ แต่ระดบั anti-HBs ลด
ต ่าลงจนตรวจไม่พบ ในกรณีน้ีถา้ฉีดวคัซีนไวรัสตบัอกัเสบบี จะเหมือนกบัเป็นการ booster ให ้ anti-
HBs ปรากฏข้ึนอีกในระดบัสูงในเวลาอนัรวดเร็วเป็น anamnestic response 

3. เป็นพาหะเร้ือรัง แต่ HBsAg มีอยูใ่นปริมาณนอ้ยมาก ตรวจไม่พบดว้ยวธีิและน ้ายาท่ีมีอยูใ่น
ปัจจุบนัซ่ึงเป็นรูปแบบท่ีพบมากในกรณีติดเช้ือแบบซ่อนเร้น (occult HBV infection) ในกรณีน้ีการฉีด
วคัซีนจะไม่สามารถกระตุน้ใหเ้กิดการสร้าง anti-HBs ได ้ 

4.  ในกรณีทารกแรกคลอด อาจเป็น maternal antibody ท่ีไดรั้บผา่นรกมาจากมารดา 
5. เป็นผลบวกปลอม ในกรณีน้ีควรตรวจเลือดเดิมซ ้ าอีกคร้ัง หรือเจาะเลือดตรวจใหม่ ผลบวก

ปลอมจะเปล่ียนเป็นผลลบ  และถา้ฉีดวคัซีนจะพบ anti-HBs ค่อย ๆ สูงข้ึนในลกัษณะของการแรก
ตอบสนองต่อวคัซีน (พิไลพนัธ์ พุธวฒันะและคณะ. 2536 : 4.1-4.16 ; สิริฤกษ.์ 2543 : 37-75 ; Lee. 1997 
: 1733-1745 ; Chan and Lok. 1999 ; 291-307 ; Hoofnagle and Dibisceglie. 1991 ; 73-83) 

HBeAg เป็น marker ท่ีบอกการติดเช้ือของซีร่ัมมกัเกิดข้ึนพร้อม ๆ กบั HBsAg แต่อาจลดระดบั
ลงเร็วกวา่ การตรวจพบ HBeAg แสดงวา่ไวรัสก าลงัมีการแบ่งตวัเพิ่มจ านวน (active replication) ในผู้
ติดเช้ือเร้ือรังอาจพบ HBeAg ร่วมกบั HBsAg  และ anti-HBc ได ้ 

Anti-HBs  เป็น marker ท่ีแสดงวา่มีภูมิคุม้กนัต่อโรคตบัอกัเสบบี ในผูท่ี้มีภูมิคุม้กนัภายหลั งจาก
หายจากการติดเช้ือตามธรรมชาติ ควรจะตรวจพบ anti-HBs, anti-HBc และ anti-HBe ทั้ง 3 markers ใน
ซีร่ัม  แต่ถา้มีภูมิคุม้กนัจากการฉีดวคัซีนจะมี anti-HBs เพียงอยา่งเดียว (ตารางท่ี 2.1) 
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ตารางที ่2.1 การแปลผลการตรวจพบ HBV-serological markers แบบต่างๆ 
 

Serologic marker การแปลผล 

HBsAg anti-HBc anti-HBs 

- - - ไม่เคยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีมาก่อน 
 ควรฉีดวคัซีน 

+ + - มีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเฉียบพลนั 
+ + - มีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเร้ือรัง 
- + - มีภูมิคุม้กนัแลว้จากการติดเช้ือไวรัสตบั

อกัเสบบี 
- - + มีภูมิคุม้กนัแลว้จากการฉีดวคัซีน 

(ดดัแปลงจาก CDC. MMWR Recomm Report : 2006)  

 
การป้องกนัโรค 
 ท าการตรวจกรองเลือดก่อนน าไปใช ้ในเวลาน้ีธนาคารเลือดทุกแห่งตรวจหา HBsAg ในเลือด
ทุกหน่วยก่อนน าไปใหก้บัผูป่้วย ท าใหอุ้บติัการของโรคตบัอกัเสบภายหลงัการรับเลือด (post-
transfusion hepatitis) ลดลงอยา่งชดัเจน การใหว้คัซีน ใชว้ธีิฉีดเขา้กลา้มเน้ือ 3 เขม็ ในเดือนท่ี 0, 1 และ 
6   วคัซีนสามารถกระตุน้ neutralizing antibody ไดม้ากกวา่ร้อยละ 90  ในผูป่้วยท่ีไม่สร้างแอนติบอดี
ตอบสนองต่อการฉีดวคัซีน (nonresponder) เช่น คนสูบบุหร่ีจดั และผูมี้ภูมิคุม้กนัต ่า  ควรใหว้คัซีนเพิ่ม
อีก 1 ชุด และอาจแนะน าใหเ้ปล่ียนยีห่อ้วคัซีน (Maynard. 1990 : 18-20 ; Poovorawan et al. 2001 : 18-
25) 
ระบาดวทิยา 
 คนเป็นพาหะ (carrier) ท่ีส าคญัของเช้ือไวรัสน้ีพบเช้ือน้ีในประชากรโลกกวา่ 200 ลา้นคน 
ประเทศไทยมีความชุกคนของพาหะร้อยละ 8 - 10 คือ ประมาณ 5 ลา้นคนท่ีมีเช้ือไวรัสน้ีในร่างกาย พบ
เช้ือไดใ้นเลือด น ้าเหลือง ส่ิงคดัหลัง่ของผู ้ติดเช้ือ เช่น น ้าอสุจิ น ้าในช่องคลอด น ้าลาย น ้าตา น ้านม เป็น
ตน้ ท าใหมี้โอกาสแพร่ เช้ือไดห้ลายทาง ระยะฟักตวัของเช้ือน้ี 30 - 180 วนั เฉล่ีย 60 - 90 วนั ร้อยละ 90 
ของผูป่้วยตบัอกัเสบเฉียบพลนัจากไวรัสน้ีจะหายเป็นปกติ ท่ีเหลือเป็นพาหะของเช้ือต่อไป พาหะของ
เช้ือไวรัสตบัอกัเสบน้ี อาจไม่มีอาการแต่แพร่เช้ือต่อไป ส่วนหน่ึงอาจป่วยเป็นตบัอกัเสบเร้ือรัง ตบัแขง็ 

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%9E%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B0&action=edit&redlink=1
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มะเร็งตบัได ้ผูท่ี้เป็นพาหะของเช้ือน้ีมีโอกาสเส่ียงของมะเร็งตบัสูงกวา่คนทัว่ไปถึง 22 เท่า (Lavanchy. 
2004 : 97-107 ; Pollcino et al. 2007 : 277-285) 
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บทที ่3 

ระเบียบวธิีวจิัย 

 

1. วสัดุอุปกรณ์และสารเคมี 

        1.1  สารเคมี 
 - ชุดตรวจส าเร็จรูป HBsAg , anti-HBs และ anti-HBc ของไวรัสตบัอกัเสบบี  (Alcon) 
        - ชุด Blood extraction kit GF-I® (Vivantis) 
            - ชุด 2x Taq Master Mix ซ่ึงประกอบดว้ย PCR buffer, dNTPs, Taq DNA polymerase และ

 MgCl2 (Vivantis) 

             - TBE powder (Promega) 
       - Agarose  powder (Promega) 
        - 100 bp DNA ladder marker (Fermentas)  
       - Taq DNA polymerase (Invitrogen) 
 - dATP, dTTP, dCTP, dGTP (Invitrogen) 
       - Primer ( ตารางท่ี 3.1) 
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ตารางที ่3.1 : แสดงล าดบัเบสของ primer จ าเพาะต่อต าแหน่ง S gene, Core gene และ β-globin gene 

ทีม่า : ดดัแปลงมาจาก Stuyver et al. และไดรั้บความอนุเคราะห์จาก รศ .ดร. สุดา ลุยศิริโรจนกุล 
 ภาควชิาจุลชีววทิยา คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวทิยาลยัมหิดล) 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Primer ล าดับเบส  (5’ 3’ ) ต าแหน่ง 
ขนาด 

 (bp) 

S-gene 

ES-F (Outer sense)  

ES-R (Outer antisense)  

 

5’TGCTGCTATGCCTCATCTTC3’ 

5’CA(G/A)AGACAAAAGAAAATTGG3’  

 

nt. 414-433 

nt. 803-822 

409 

IS-F (Nested sense)  

HBsAg (Nested antisense)  

5’CAAGGTATGTTGCCCGTTTGTCC3’ 

5’GATGTTGTACAGTGTTGGC 3’ 

nt. 455-477 

nt. 760-778 
324 

Core-gene 
EC-R (Outer sense) 
EC-F (Outer antisense) 

 
5’TCGCATGGAGACCACCGTGA3’ 
5’ATAGCTTGCCTGAGTGC3’ 

 
nt. 1604-1623 
nt. 2060-2076 

 
473 

IC-R (Outer sense) 
IC-F (Outer antisense) 

5’CATAAGAGGACTCTTGGACT3’ 
5’GGAAAGAAGTCAGAAGGC3’ 

nt. 1653-1672 
nt. 1957-1974 

322 

β-globin 

K-HuGroHo (sense) 
K-HuGroHo (antisense) 

 
5’TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA3’ 
5’CCACTCACGGATTCTGTTGTGTTTC3’ 

 
nt. 5559-5580 

  nt. 5965-5992 

 
436    
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   3.1.2  วสัดุอุปกรณ์ 
          - เคร่ือง PCR  machine (GenAmp PCR system 2700) 
         - Microcentrifuge 
          - Auto pipette ขนาด 1,000, 200, 50, 20 และ 5 µl 
         - Tip ขนาด 1,000, 200  และ 10 µl 
          - ชุด  run gel electrophoresis 
         - เคร่ือง UV-transilluminator (GelDoc) 
          - Microcentrifuge tube ขนาด 1 ml, 0.5 ml และ 0.2 ml 
         - เคร่ือง Vortex mixer 
         - เคร่ือง Water bath 
 
2. วธีิการวจัิย 

2.1 ตัวอย่าง 
 ซีร่ัมของนกัศึกษามหาวทิยาลยัหวัเฉียวเฉลิมพระเกียรติชั้นปีท่ี 1 ตั้งแต่ปี 2552-2554 

จากนกัศึกษามหาวทิยาลยัหวัเฉียวเฉลิมพระเกียรติโดยท าการตรวจ HBsAg, anti-HBs และ anti-HBc 
ของไวรัสตบัอกัเสบบี โดยชุดน ้ายาส าเร็จรูปหลกัการ gelatin particle agglutination test (GPA) ยีห่อ้ 
Alcon ของบริษทัในสหรัฐอเมริกา นกัศึกษาท่ีพบ anti-HBc ใหผ้ลบวกเพียง marker เดียว จ านวน 10 
รายน าไปตรวจเพิ่มเติม และหาปริมาณเช้ือไวรัสดว้ยวธีิ immunoassay การศึกษาน้ีไดผ้า่นการขอ
จริยธรรมจากมหาวทิยาลยัหวัเฉียวเฉลิมพระเกียรติ  
 เจาะเลือดปริมาตร 6 ml แบ่งใส่ EDTA tube  และ clot blood tubeปริมาตร 2 ml 
 Serum เตรียมโดยน า clot blood tube ป่ันท่ี 3,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที แลว้ดูดเอาส่วนของ 
serum ปริมาตร 200 µl  
 Plasma เตรียมโดยน า EDTA tube ไปป่ันท่ี 3,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที แลว้ดูดเอาส่วนของ 
plasma ปริมาตร 200 µl และส่วน buffy coat ปริมาตร 200 µl 
 น าตวัอยา่งท่ีไดท้ั้ง 3 ชนิดไปสกดั DNA ในขั้นตอนต่อไป 

2.2 วธีิสกดั DNA จากส่ิงส่งตรวจ 
  น า serum,  plasma และ buffycoat ปริมาตร 200 µl สกดัดว้ยวธีิ GF-1 blood DNA 
extraction kit (Vivantis, USA) โดยเติม buffer 200 µl, เติม proteinase K 20 µl น าไป mix ดว้ย vortex 
mixer น าไป incubate ท่ีอุณหภูมิ  65oC นาน 10 นาที จากนั้นเติม absolute ethanol ปริมาตร 200 µl แลว้ 
mix ทนัที จากนั้นน าส่วนผสมทั้งหมดใส่ลงใน column น าไปป่ันท่ี 12,000 rpm นาน 2 นาที เทน ้าส่วน
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ใสทิ้ง ลา้งดว้ย washing buffer 1 ปริมาตร 500 µl น าไปป่ันท่ี 12,000 rpm นาน 2 นาที เทน ้าส่วนใสทิ้ง 
แลว้ลา้งดว้ย washing buffer 2 ปริมาตร 500 µl น าไปป่ันท่ี 12,000 rpm นาน 2 นาที 2 รอบ  น าไปป่ันท่ี 
12,000 rpm  นาน 3 นาที น า column ใส่ลงใน microcentrifuge tube อนัใหม่ จากนั้นเติม elution buffer 
50 µl ทิ้งไว ้2 นาทีน าไปป่ันท่ี 12,000 rpm นาน 2 นาทีเก็บท่ีอุณหภูมิ 4oC หรือ -200C จนกวา่จะน าไปใช ้
 2.3 การหา HBV genome โดยวธีิ Polymerase chain reaction (PCR) 
   2.3.1 การตรวจหา S gene ของไวรัสตับอกัเสบบีโดยวธีิ nested PCR 
   ใชชุ้ดน ้ายา 2X Taq PCR kit บริษทั Vivantis โดยในการท า PCR คร้ังท่ี 1 หรือ 
primary PCR ท าปฏิกิริยาท่ีปริมาตรรวม 25 l ประกอบดว้ย 2X Taq PCR mix ปริมาตร 12.5µl, primer 
ES-F ความเขม้ขน้ 10 M ปริมาตร 1.5 µl, primer ES-R ความเขม้ขน้ 10 M ปริมาตร 1.5 µl, DNA 
template ปริมาตร 4 µl เติม sterilized distilled water ปริมาตร 5.5 µl จากนั้นเพิ่มปริมาณโดยใชเ้คร่ือง 
PCR จ านวน 36 รอบ ประกอบดว้ย     

1. Denaturation  ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 45 วนิาที 
2. Annealing       ท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นาน 45 วนิาที 
3. Extension       ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที 
ในรอบ nested PCR น า PCR product จากรอบแรกจ านวน 2 µl ใชเ้ป็น template ในปฏิกิริยา

รอบ nested PCR โดยเปล่ียนเฉพาะ forward primer (IS-F) และ reverse primer (HBsAg) เพิ่มปริมาณ
โดยใชเ้คร่ือง PCR จ านวน 36 รอบ เหมือนขั้นตอนแรก เปล่ียนเฉพาะขั้นตอน annealingโดยใชอุ้ณหภูมิ 
60oC เป็นเวลา 45 วนิาที  
  2.3.2 การตรวจหา Core gene ของไวรัสตับอกัเสบบีโดยวธีิ nested PCR  
   ใชชุ้ดน ้ายา 2X Taq PCR kit บริษทั Vivantis โดยในการท า PCR คร้ังท่ี 1 หรือ 
primary PCR ท าปฏิกิริยาท่ีปริมาตรรวม 25 l ประกอบดว้ย 2X Taq PCR mix ปริมาตร 12.5µl, primer 
EC-F ความเขม้ขน้ 10 M ปริมาตร 1.5 µl, primer EC-R ความเขม้ขน้ 10 M ปริมาตร 1.5 µl, DNA 
Template ปริมาตร 4 µl เติม sterilized distilled water ปริมาตร 5.5 µl จากนั้นเพิ่มปริมาณโดยใชเ้คร่ื อง 
PCR จ านวน 36 รอบ ประกอบดว้ย 

1. Denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
2. Annealing ท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
3. Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 

 ในรอบ nested-PCR น า PCR product จากรอบแรกจ านวน 0.5 µl ใชเ้ป็น template ใน
ปฏิกิริยารอบท่ี 2 โดยใช้ primer IC-F ความเขม้ขน้ 10 M ปริมาตร 1.5 µl, primer IC-R ความเขม้ขน้ 
10 M ปริมาตร 1.5 µl, 2X Taq PCR kit บริษทั Vivantis ปริมาตร 12.5µl, เติม sterilized distilled water 
ปริมาตร 9 µl เพิ่มปริมาณโดยใชเ้คร่ือง PCR จ านวน 36 รอบ เหมือนขั้นตอนแรก  
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  2.3.3  การตรวจหา β-globin gene โดยวธีิ PCR 

  ใชชุ้ดน ้ายา  2X Taq PCR kit บริษทั Vivantis ท่ีปริมาตรรวม 25 l 
ประกอบดว้ย 2X Taq PCR mix ปริมาตร 12.5µl, K-HuGroHo-F ความเขม้ขน้ 10 µM ปริมาตร 0.2 µl, 
K-HuGroHo-R ปลาย ความเขม้ขน้ 10 µM ปริมาตร 0.2 µl, DNA Template ปริมาตร 2 µl  เติม 
sterilized distilled water ใหไ้ดป้ริมาตร 25 µl จากนั้นเพิ่มปริมาณโดยใชเ้คร่ือง PCR จ านวน 30 รอบ 
ประกอบดว้ย 

1. Denaturation   ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
2. Annealing       ท่ีอุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
3. Extension       ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 

        2.4  การตรวจวเิคราะห์ขนาดของสายดีเอน็เอทีเ่พิม่ปริมาณได้ โดยวธีิ   agarose gel 
electrophoresis  

น า PCR product ปริมาตร 10 µl ผสมกบั 6 X loading dye ปริมาตร 1 µl มาแยกขนาด
ของสายดีเอน็เอบน  1.5 % agarose gel ใน 0.5 X Tris-Borate-EDTA (TBE) buffer ภายใตก้ระแสไฟฟ้า 
ความต่างศกัยค์งท่ี  100 โวลต ์นาน  1ชัว่โมงเปรียบเทียบขนาดของสายดีเอน็เอกบั 100 base pair DNA 
ladder marker จากนั้นน า ไปยอ้มสี ethidium bromide ตรวจดูแถบดีเอน็เอ และบนัทึกภาพภายใตเ้คร่ื อง 
UV-transilluminator  
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บทที ่4 
 ผลการวจิัย 

 
4.1 การตรวจ seromarker ของไวรัสตับอกัเสบบี 
 ผลการตรวจหาการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีของนกัศึกษาชั้นปีท่ี 1 มหาวทิยาลยัหวัเฉียวเฉลิมพระ
เกียรติ โดยการตรวจหา HBsAg, anti-HBs และ anti-HBc  ในกลุ่มนกัศึกษาปีพ.ศ. 2552-2554 (แสดงใน
ตารางท่ี 4.1 และ 4.2) พบความชุกของการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแลว้แต่ยงัไม่มีภูมิคุม้กนัซ่ึงมีโอกาสแพร่
เช้ือได ้  เท่ากบัร้อยละ 1.38 (22/5,886) ความชุกของการติดเช้ือท่ีกระตุน้ใหเ้กิดภูมิคุม้กนั เท่ากบัร้อยละ 2.2 
(130/5,886) และความชุกของวคัซีนท่ีกระตุน้ใหเ้กิดภูมิคุม้กนัเท่ากบัร้อยละ 18.4 (1,083/5,886) ในขณะท่ี
นกัศึกษาท่ียงัไม่มีภูมิคุม้กนัต่อไวรัสตบัอกัเสบบีเท่ากบัร้อยละ 78 ซ่ึงนกัศึกษากลุ่มน้ีจะแนะน าใหต้อ้งมาฉีด
วคัซีน ส่ วนกลุ่มท่ีคาดวา่อาจจะมีภาวะการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบซ่อนเร้นจ านวน 12 ราย ส่งตรวจ
เพิ่มเติมดว้ยการ หาปริมาณ HBsAg, anti-HBs และ anti-HBc ดว้ยวธีิ immunoassay พบวา่ใหผ้ลตรงกบัวธีิ
ทางภูมิคุม้กนั ในขณะท่ีมีค่า anti-HBs ต ่ากวา่ 10 IU/L ทั้ง 10 ราย นกัศึกษาจ านวน 10 รายน้ีน ามาตรวจหา 
HBV-DNA โดยวธีิ nested PCR จากส่ิงส่งตรวจทั้ง 3 ชนิดคือ serum, plasma และ buffy coat 
 
ตารางที ่4.1 แสดงจ านวนนกัศึกษาท่ีพบ seromarker ของไวรัสตบัอกัเสบบี ตั้งแต่ปีพ.ศ. 2552-2554 
 
รูปแบบ

ท่ี 
Seromarker จ านวนนกัศึกษาปี พ.ศ. รวมนศ.ทั้งหมด 

(ร้อยละ) HBsAg anti-HBc anti-HBs 2552  2553  2554 
1. - - - 1,450 (76.4) 1,235 (80) 1,908 (78) 4,593 (78.0) 
2. - - + 351(18.5) 243 (15.8) 489 (20) 1,083 (18.4) 
3. - + + 54 (2.85) 50 (3.3) 26 (1.06) 130 (2.2) 
4. + + - 28 (1.5) 11 (0.7) 19 (0.77) 58 (1.0) 
5. - + - 8 (0.4) 2 (0.1) 2 (0.09) 12 (0.2) 
6. + - - 5 (0.3) 2 (0.1) 1 (0.04) 8 (0.14) 
7. + - + 1 (0.05) 0 (0) 0 (0) 1(0.02) 
8. + + + 0 (0) 0 (0) 1 (0.04) 1 (0.02) 

 1,897 1,543 2,446 5,886 (100) 
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ตารางที ่4.2 แสดงการแปลผลของไวรัสตบัอกัเสบบี 
 
อาการทางคลนิิก จ านวนนักศึกษา

ทั้งหมด 
(ร้อยละ) 

ไม่เคยติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีมาก่อนและยงัไม่มีภูมิคุม้กนั (all negative) 78.0 
มีภูมิคุม้กนัแลว้จากการฉีดวคัซีน (anti-HBs alone) 18.4 
มีภูมิคุม้กนัแลว้จากการติดเช้ือ (anti-HBs และ anti-HBc) 2.2 
มีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี (HBsAg และ anti-HBc)   1.0 
เคยมีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี (anti-HBc alone) 
(อาจมีการติดเช้ือตบัอกัเสบบีแบบแอบแฝง)  

0.2 

มีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี (HBsAg alone) 0.14 
มีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี (HBsAg และ anti-HBs)   0.02 
มีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี หรือมีภูมิคุม้กนัแลว้จากการติดเช้ือ  
(HBsAg, anti-HBs และ anti-HBc)   

0.02 

  
 
4.2 การตรวจหา HBV-DNA ในบริเวณ s gene โดยวธีิ nested PCR  
 ทดสอบความไวของการตรวจหา s gene โดยวธีิ nested PCR โดยน า serum ท่ีทราบจ านวน 
copies/ml ของไวรัสตบัอกัเสบบี ความเขม้ขน้คือ 1.1X104 copies/ml น าไปเจือจางโดยท า 5-fold dilution 
หลงัจากนั้นน า product จากการท า dilution ไปท า nested PCR ใชส่้วนผสมของน ้ายา (PCR mixture) และใช้
สภาวะท่ีเหมาะสมเหมือนในวธีิการทดลอง  และขนาดของ band ท่ีตอ้งการคือ 324 bp จากการทดสอบไดค้่า
ความไวของการทดสอบเท่ากบั 88 copies/mL ดงัรูปท่ี 4.1  
 น า serum, plasma และ buffy coat  จากนกัศึกษาทั้ง 10 รายท่ี มาท าการทดสอบไม่พบ HBV 
genome ทั้ง primer S  และ C gene 
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ภาพที ่4.1 : การทดสอบความไวของการตรวจหา s gene โดยวธีิ nested PCR  lane M : 100 bp DNA marker      

lane 1-5 คือส่ิงส่งตรวจท่ีทราบจ านวนเช้ือเท่ากบั 1.1X104, 2.2X103, 4.4X102, 8.8X10, 1.76X10                   
copies/mL ตามล าดบั และ lane 6 คือ negative control 
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4.3 การตรวจหา HBV-DNA ในบริเวณ core gene โดยวธีิ nested PCR  
 ทดสอบความไวของการตรวจหา core gene โดยวธีิ nested PCR โดยน า serum ท่ีทราบจ านวน 
copies/ml ของไวรัสตบัอกัเสบบี ความเขม้ขน้คือ 3.8X107 copies/ml น าไปเจือจางโดยท า 5-fold dilution 
หลงัจากนั้นน า product จากการท า dilution ไปท า nested PCR ใชส่้วนผสมของน ้ายา (PCR mixture) และใช้
สภาวะท่ีเหมาะสมเหมือนในวธีิการทดลอง  และขนาดของ band ท่ีตอ้งการคือ 322 bp จากการทดสอบไดค้่า
ความไวของการทดสอบเท่ากบั 88 copies/mL ดงัรูปท่ี 4.3 
 น า serum, plasma และ buffy coat จากนกัศึกษาทั้ง 10 รายท่ีคาดวา่น่าจะมีภาวะการติดเช้ือไวรัสตบั
อกัเสบบีแบบแอบแฝง มาท าการทดสอบพบวา่ใหผ้ลลบทั้งหมดทุกรายและทุกส่ิงส่งตรวจ ดงัรูปท่ี 4.4 
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ภาพที ่4.3 : การทดสอบความไวของการตรวจหา core gene โดยวธีิ nested PCR  lane 1 : 100 bp DNA 
marker, lane 2-12 คือส่ิงส่งตรวจท่ีทราบจ านวนเช้ือ ความเขม้ขน้ เท่ากบั  3.8×107, 7.6×106 ,  
1.52×106, 3.04×105 ,6.08×104 , 1.2×104 , 2.4×103 , 4.8×102 , 96, 19.2 Copies/ml ตามล าดบั และ 
หลุมท่ี 12 negative control  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

300bp 
200bp 
100bp 
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4.4 การตรวจหา β-globin gene จาก buffy coat 
การตรวจ β-globin gene จาก buffy coat ก่อนเพื่อทดสอบวา่ส่ิงส่งตรวจนั้นมีปริมาณ cell อยู่จริง 

โดยวธีิ PCR ขนาด product ท่ีตอ้งการเท่ากบั  436 bp. ก่อนน าไปทดสอบหา s gene และ core gene พบวา่ให้
ผลบวกทั้งหมด แสดงวา่ส่ิงส่งตรวจมีปริมาณเซลลอ์ยูจ่ริง ดงัแสดงในภาพท่ี 4.5 
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ภาพที ่4.5 : ผล  1.5%  agarose gel electrophoresis ในการตรวจหา β-globin gene โดย lane 1 : 100 bp DNA 
 marker, lane 2-7 คือนกัศึกษารายท่ี 1-6,  lane 8 และ 9 คือ negative, positive control  
 ตามล าดบั 

 
 
เม่ือน าส่ิงส่งตรวจท่ีเป็น plasma และ buffy coat มาท าการทดสอบหา HBV-DNA ทั้งในส่วน s gene 

และ core gene ก็ไม่พบทั้ง 2 gene ซ่ึงใหผ้ลเช่นเดียวกบัใน serum  
 
 
 
 
 

  
 

1000bp 

500bp 
300bp 436 bp 
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 บทที ่5  
สรุป อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
         การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีเป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ีส าคญัของโลก ในปัจจุบนัพบวา่ประชากร

ทัว่โลกประมาณ 1 ใน 3 หรือมากกวา่ 2 พนัลา้นคนมีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี นอกจากน้ีประชากรกวา่ 

400 ลา้นคนทัว่โลกมีการติดเช้ือแบบเร้ือรังซ่ึงผูท่ี้ติดเช้ือเหล่าน้ีเป็นพาหะท่ีสามารถแพร่เช้ือต่อไปยงัผูอ่ื้นได้  

ประเทศไทยมีความชุกของไวรัสตบัอกัเสบบีสูงเช่นเดียวกบัประเทศอ่ืนๆ ในภูมิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ 

จีน และแอฟริกา ในปัจจุบนัพบวา่มีอตัราการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีในประชากรไทยประมาณร้อยละ 4  

เน่ืองจากการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบเร้ือรังและโรคตบัต่าง  ๆ ท่ีเก่ียวขอ้ง เช่น ตบัแขง็ และมะเร็งตบั 

เป็นปัญหาท่ีส าคญัทางการแพทยแ์ละสาธารณสุขของประเทศไทย โดยก่อใหเ้กิดความสูญเสียทางเศรษฐกิจ

และสังคมของประเทศเป็นอยา่งมาก (กนกพร สุนทรขจิต . 2556 : ออนไลน์) (เครือมนั สาวแดง และ ยพุา 

เอ้ือวจิิตรอรุณ. 2555 : 83-91) ดงันั้น การป้องกนัการติดเช้ือดว้ยวธีิต่าง ๆ โดยเฉพาะการฉีดวคัซีนป้องกนั

ไวรัสตบัอกัเสบบีในกลุ่มเส่ียงจึงเป็นวธีิท่ีดีท่ีสุดวธีิหน่ึงในการป้องกนัการเกิดภาวะแทรกซอ้นต่าง  ๆ ท่ีอาจ

ตามมาภายหลงั ผลของการฉีดวคัซีนป้องกนัการติดเช้ือไวรัสอยา่งทัว่ถึง (Universal หรือ Mass 

immunization program) ท าใหอ้ตัราการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี รวมทั้งอุบติัการณ์ของมะเร็งตบัในเด็ก

ลดลงเป็นอยา่งมากในปัจจุบนั 

  จากการท่ีรัฐบาลไทยก าหนดใหท้ารกแรกเกิดทุกคนตอ้งไดรั้บวคัซีนตบัอกัเสบบี ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2535 
เป็นตน้มา ท าใหส้ถานการณ์โรคไวรัสตบัอกัเสบในประเทศไทยค่อนขา้งคงท่ีมาตั้งแต่ปี พ.ศ. 2543 จาก
รายงานการเฝ้าระวงัของส านกัระบาดวทิยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข ปี  พ.ศ. 2553 แต่ก็ยงั
พบวา่โรคไวรัสตบัอกัเสบท่ีพบส่วนใหญ่ยงัคงเป็นไวรัสตบัอกัเสบบี ร้อยละ 57.03 เม่ือเทียบจากการติดเช้ือ
ตบัอกัเสบทุกชนิด  รายงานการศึกษาของวรนุช จงศรีสวสัด์ิและคณะ  พบความชุกของเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี
ในประเทศไทยหลงัจากนโยบายการฉีดวคัซีนตบัอกัเสบบีแลว้ ร้อยละ 5-6 ในผูท่ี้มีอายมุากกวา่ 16 ปีข้ึนไป
และพบเพียงร้อยละ 0.3–2.7 ในผูท่ี้มีอายตุ  ่ากวา่ 16 ปี แสดงใหเ้ห็นวา่การไดรั้บวคัซีนตบัอกัเสบบีท่ีมี
ประสิทธิภาพท าใหอ้ตัราการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีในคนไทยลดลงอยา่งเห็นไดช้ดั (Chongsrisawat  et al. 
2006 : 1496-1502 ) แต่การไดรั้บวคัซีนอาจจะยงัไม่ครอบคลุมทั้งประเทศ   แมว้า่จะไดรั้บการฉีดวคัซีน
ป้องกนัไวรัสตบัอกัเสบบีมาแลว้ก็ไม่สามารถป้องกนัการติดเช้ือซ ้ าได้ เพราะอาจไดรั้บวคัซีนท่ีดอ้ยคุณภาพ 
วคัซีนไม่ครอบคลุมทุก genotype หรือเกิดจากการกลายพนัธ์ุของเช้ือเพื่อหลีกเล่ียงระบบภูมิคุม้กนัของางกาย
ซ่ึงข้ึนอยูก่บัการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัของแต่ละบุคคล การศึกษาในหลายแห่งพบวา่น ้ายาท่ีใชใ้น
การตรวจหา HBsAg ท่ีใชใ้นปัจจุบนัไม่สามารถตรวจหา HBsAg ในระดบัต ่าๆ ได ้ (Louisirirotchanakul  et 
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al. 2011 : 1532-1540 ; Togashi  et al. 2008: 17-24) จึงตอ้งมีการตรวจหา HBV DNA โดยวธีิ NAT ร่วมดว้ย
เพื่อเพิ่มความปลอดภยัส าหรับผูป่้วยท่ีตอ้งรับเลือด ส่วนประกอบของเลือดหรืออวยัวะบริจาค 
  มหาวทิยาหวัเฉียวเฉลิมพระเกียรติไดท้  าการตรวจสุขภาพใหแ้ก่นกัศึกษาชั้นปีท่ี 1 ทุกปีการศึกษา
โดยเฉพาะไวรัสตบัอกัเสบบี ซ่ึงการศึกษาในคร้ังน้ีไดเ้ก็บขอ้มูล ระหวา่งปีการศึกษา 2552-2554 พบวา่ความ
ชุกของการติดเช้ือเท่ากบัร้อยละ 1.38 ในขณะท่ีความชุกของ HBsAg ในประเทศไทย พบประมาณ            
ร้อยละ 3-10  ร้อยละ 4-10 พบในผูใ้หญ่ และร้อยละ 2-6 ในเด็กปฐมวยัรวมทั้งการศึกษาท่ีศึกษาความชุกของ 
HBsAg ในบุคลากรทางการแพทยพ์บประมาณ ร้อยละ 4 และความชุกของ anti-HBs ผลเป็นบวกใน
ประชากรทัว่ไปในประเทศไทยประมาณ ร้อยละ 20-40 ในการศึกษาคร้ังน้ีพบความชุกของ HBsAg ผลเป็น
บวกคือ ร้อยละ 8  ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัในประชากรทัว่ไป นอกจากน้ีความชุกของ anti-HBs ผลเป็นบวกใน
การศึกษาน้ีคือ ร้อยละ 20 ซ่ึงใกลเ้คียงความชุกของ anti-HBs ผลเป็นบวกของประชากรทัว่ไปในประเทศ
ไทย เหตุผลส่วนหน่ึงเกิดจากการมีภูมิคุม้กนัไวรัสตบัอกัเสบบีจากการฉีดวคัซีนมากข้ึน ภูมิคุม้กนัท่ีเกิดจาก
การฉีดวคัซีนพบประมาณ ร้อยละ 18  ในขณะท่ีผูท่ี้มีประวติัไดรั้บวคัซีนมีผล anti-HBc เป็นบวก มีเหตุผล
จากการไดรั้บวคัซีนไม่ครบ หรือ ในวยัผูใ้หญ่ช่วงท่ีไดรั้บวคัซีนอาจอยูใ่นช่วงระยะแฝงของโรค  คือ ช่วงท่ี
ไดรั้บเช้ือโรคแต่ยงัไม่มีอาการของโรค (latent period) หรืออยูใ่นช่วงท่ีไดรั้บเช้ือแต่ตรวจไม่พบภูมิคุม้กนัใน
เลือดได ้ (window period) ซ่ึงการไดรั้บวคัซีนหลงัจากระยะท่ีการติดเช้ือกระตุน้การสร้าง anti-HBs ท าให้
ตรวจพบ หรือ ไม่พบร่องรอยของเช้ือไวรัส (viral maker) ขณะไดรั้บวคัซีนกระตุน้ได้  (จีรนนัท ์จนัทร์เมฆา. 
2554: 112-119 ; นิภาพร ล้ีตระกลู และคณะ . 2556 : 72-80 ; Chimparlee  N. et al. 2011: 609-615 ; 
Chongsrisawat et al. 2006 : 1496-1502) ในขณะท่ีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบซ่อนเร้น พบไดห้ลาย
รูปแบบ ผูติ้ดเช้ือท่ีมี anti-HBc เพียงอยา่งเดียว พบมากท่ีสุด นอกจากน้ียงัพบไดใ้นผูท่ี้ไม่มี serological 
marker ของ HBV พบในผูท่ี้มีแอนติบอดีจ าเพาะต่อ HBV (anti-HBc และ/หรือ anti-HBs) แลว้ก็ได ้ ใน
ประเทศไทยพบการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบซ่อนเร้นไดร้้อยละ 4 ของผูติ้ดเช้ือ HBV เร้ือรังทั้งหมด ใน
กลุ่มนกัศึกษาคร้ังน้ีพบร้อยละ 0.2 การตรวจไม่พบ HBsAg แต่ HBV DNA ใหผ้ลบวก ถา้ไม่ใช่เกิดปัญหา
จากเทคนิคผดิพลาดแลว้ สามารถเกิดได ้หลายกรณี คือ 1) ติดเช้ือ HBV เร้ือรังท่ีอยูใ่นระยะเช้ือสงบ (anti-
HBc เพียงอยา่งเดียว) โดยปริมาณเช้ือมีระดบัต ่ากวา่ความไวของชุดตรวจทาง immunoassay จบัได ้ถือวา่เป็น
การติดเช้ือแบบ occult HBV พบมากสุด  2) ระยะแรกของการติดเช้ือในช่วง pre HBsAg window period ท่ีมี
ปริมาณไวรัสต ่า และไม่พบ serological markers ใดๆ  3) เช้ือไวรัสกลายพนัธ์ุตรงบริเวณ ‘a’ determinant 
โดยเฉพาะในต าแหน่ง G145R ซ่ึงมีผลกระทบกบัต่อการตรวจไม่พบ HBsAg ดว้ยชุดตรวจท่ีใช้ monoclonal 
antibody ท่ีต  าแหน่งตรงกนั  4) เกิด immune complex โดยมี anti-HBs จบักบั HBsAg และ; 5) ติดเช้ือร่วมกบั
ไวรัสตบัอกัเสบซี หรือไวรัสตบัอกัเสบดี ซ่ึงเช้ือไวรัสไปกดการสร้างหรือลดการเพิ่มจ านวนของเช้ือไวรัส
ตบัอกัเสบบี ดงันั้นการพฒันาความไวของชุดตรวจHBsAg และความจ าเพาะของ nucleic acid testing จึงมี
ความส าคญัในการวนิิจฉยัผูติ้ดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบซ่อนเร้นน้ี (สุดา ลุยศิริโรจนกุล. 2556) 
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     ส าหรับในการศึกษาคร้ังน้ีนกัศึกษากลุ่มท่ีคาดวา่อาจจะมีภาวะการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบ
ซ่อนเร้นจ านวน 10 ราย ส่งตรวจยนืยนัดว้ยวธีิ chemiluminescence หาปริมาณ HBsAg, anti-HBs และ anti-
HBc พบวา่ใหผ้ลตรงกบัวธีิทางภูมิคุม้กนั ในขณะท่ีมีค่า anti-HBs ต ่ากวา่ 10 IU/L ทั้ง 10 ราย นกัศึกษา
จ านวน 10 รายน้ีน ามาตรวจหา HBV-DNA โดยวธีิ nested PCR จากส่ิงส่งตรวจทั้ง 3 ชนิดคือ serum, plasma 
และ buffy coat 
 จากการศึกษาการตรวจหา HBV-DNA ในส่วนของ s gene ในผูป่้วยท่ีคาดวา่จะติดเช้ือ ไวรัสตบั
อกัเสบ บี แบบซ่อนเร้น (Occult hepatitis B virus : OBI) โดยวธีิ nested PCR ท่ีสามารถตรวจพบ HBV-
DNA ไวรัสได ้ถึงแมจ้ะมีการติดเช้ือไวรัสในปริมาณท่ีนอ้ย คณะผูว้จิยัจึงไดท้  าการศึกษาในกลุ่มผูท่ี้มี 
HBsAg negative, Anti-HBc positive และ Anti-HBs positive หรือ negative ซ่ึงจดัเป็นกลุ่มท่ีอาจมีการติด
เช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบซ่อนเร้น โดยท าการตรวจในส่วนของ s gene ท่ีมีบทบาทส าคญัเน่ืองจากในส่วน s 
gene น้ีมีการกลายพนัธ์ุไดบ้่อยท าใหเ้ช้ือมีความสามารถท่ีจะหลีกเล่ียงระบบภูมิคุม้กนัของร่างกาย ท าใหไ้ม่
สามารถตรวจเจอได้ โดยวธีิทาง serology จากการศึกษาส่วนประกอบของปฏิกิริยา PCR ในการตรวจหา 
HBV-DNA ในส่วนของ S gene โดยวธีิ nested PCR พบวา่ค่า ความไวของการศึกษาคร้ังน้ีมีค่าเท่ากบั 88 
copies/ml เม่ือเปรียบเทียบเทียบกบัการศึกษาของ  Stuyver และคณะ  (Stuyver et al. 2000 : 702-707) ซ่ึงใช ้
primer ชุดเดียวกนัแต่ส่วนประกอบของปฏิกิริยาต่างกนัไดค้่าความไวเท่ากบั 60 copies/ml ในขณะท่ี  HBV-
DNA ในส่วนของ core gene โดยวธีิ nested PCR พบวา่ค่าความไวของการทดสอบ  น้ีมีค่าอยูท่ี่ 100 
copies/ml ซ่ึงเม่ือน ามาทดสอบกบัตวัอยา่ง ท่ีเป็นซีรัม พลาสมา แล ะ buffy coat ส่วนของนกัศึกษาท่ีตรวจ
สุขภาพประจ าปีการศึกษา 2552- 2554 ในมหาวทิยาลยัหวัเฉียวเฉลิมพระเกียรติ ท่ีมี marker Anti-HBc 
positive, HBsAg negative และ Anti-HBs positive หรือ negative ซ่ึงสงสัยวา่น่าจะมีการติดเช้ือไวรัสตบั
อกัเสบบีแบบซ่อนเร้น นั้นกลบัให้ผลลบทั้งหมด ดงันั้นจึงแสดงวา่ตวัอยา่งตรวจน้ีไม่มี   HBV-DNA ก็แสดง
วา่ไม่มีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบซ่อนเร้น หรืออาจจะมีการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี แบบซ่อนเร้นอยู่
ก็ได ้แต่มีปริมาณของ HBV-DNA ในปริมาณท่ีต ่ากวา่  88 และ 100 copies/ml ในส่วนของ S และ core gene 
ตามล าดบัซ่ึงเป็นค่าความไวท่ีจ ากดัในการทดสอบน้ี  
 จากงานวจิยัของสุดา และคณะ พบวา่การติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบซ่อนเร้นส่วนใหญ่จะพบ 
viral load ต ่า ส่วนมากต ่ากวา่ 104 IU/ml เป็นประจ าและบางคร้ังอาจพบต ่ากวา่ 100 IU/ml ได ้จากงานวจิยั
ของ Santos และคณะ รายงานวา่ร้อยละ 35 ของผูป่้วยท่ีติดเช้ือเอดส์มี anti-HBc เพียงอยา่งเดียวและความชุก
ของการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีแบบซ่อนเร้น ประมาณร้อยละ 10 ความชุกของการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบ
บีแบบซ่อนเร้นในผูป่้วยท่ีไดรั้บการฟอกไตอยูใ่นช่วงระหวา่งร้อยละ 0-58 (สุดา ลุยศิริโรจน กุล. 2556; 
Santos. 2003 : 92-98) ความแตกต่างในอตัราการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีซ่อนเร้น อาจสะทอ้นใหเ้ห็นถึง
ความชุกของการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบีท่ีมีความหลากหลายในประเทศท่ีแตกต่างกนั ความไวของเทคนิค
ต่างๆ ท่ีใชใ้นการตรวจระดบัอณูชีวโมเลกุล ขนาดและคุณสมบติัท่ี เก่ียวกบัไวรัสวทิยาของกลุ่มผูป่้วย ดงันั้น
ในการตรวจหา HBV-DNA จึงควรใชห้ลกัการทางอณูชีวโมเลกุลท่ีมีความไว และความจ าเพาะสูงๆ เช่นวธีิ 
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nested PCR วธีิ Real time PCR เป็นตน้ ปัจจุบนัโดยเฉพาะในการรับถ่ายเลือด ไดน้ าวธีิ NAT (nucleic acid 
testing) มาใชใ้นการช่วยตรวจวนิิจฉยัเพื่อแกปั้ญหากรณีท่ี HBsAg อาจจะต ่ากวา่ค่า detection limit หรือเช้ือ
ท่ี mutant รวมทั้งอาจเป็นระยะ window period ท าใหชุ้ดน ้ายาท่ีใชต้รวจทาง serology ไม่สามารถตรวจพบ
ได ้Stalmer et al. 2011 : 236-247) โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในประเทศไทยซ่ึงเป็น endemic area มีผูติ้ดเช้ือเป็น
ลา้นคน ดงันั้นโอกาสท่ีจะเกิดการติดเช้ือข้ึนใหม่จึงมีความเป็นไปไดสู้ง ทางเลือกส าหรับการแกปั้ญหาการ
ติดเช้ือ คงไม่มีทางเลือกอ่ืนนอกการตรวจโดยวธีิ NAT ร่วมกบัวธีิทางภูมิคุม้กนัวทิยา เพื่อลดความเส่ียงและ
การติดเช้ือโดยเฉพาะในกลุ่มวยัรุ่นหรือนกัศึกษา เพื่อใหอ้ตัราการติดเช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี รวมทั้ง
อุบติัการณ์ของมะเร็งตบัใหล้ดลงหรือหมดไป  ส าหรับประเทศไทยเร่ิมมีการทดลองใช้ NAT ในการ
ตรวจกรองโลหิตบริจาคในปี พ.ศ. 2544 โดยศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย ในปัจจุบนัน ้ายาท่ี
ใชใ้นการตรวจกรองโลหิตบริจาคในประเทศไทยโดยวธีิ NAT assays ตอ้งผา่นการรับรองคุณภาพจาก FDA 
ของประเทศสหรัฐอเมริกาเพื่อเป็นการประกนัคุณภาพน ้ายาท่ีน ามาใชใ้นการตรวจวเิคราะห์  สภากาชาดไทย
ร่วมกบัส านกังานคณะกรรมการอาหารและยา กรมวทิยาศาสตร์การแพทยก์ระทรวงสาธารณสุขส าหรับเป็น
แนวทางใหห้น่วยงานท่ีเก่ียวขอ้งกบังานบริการโลหิตของประเทศพิจารณาถึงความเหมาะสม  ในการน าวธีิ 
NAT assays มาใชเ้ป็นมาตรฐานงาน วเิคราะห์ของ  HBV, HCV และ HIV-1 มาศึกษาและทดลองใชใ้นการ
ตรวจกรองโลหิตบริจาคทุกยนิูต ช่วยเพิ่มความปลอดภยัและลดความเส่ียงของผูป่้วยท่ีมีความจ าเป็นตอ้งรับ
การรักษาโดยการใหเ้ลือดไดเ้ป็นอยา่งมาก (Lui  et al. 2006 : 33-44 ; Pikulsod  et al. 2009 : 1126-1135 ; 
Sakuldamrongpanich et al. 2012 : 93-100) ดงันั้นการพฒันาวธีิการตรวจหาเช้ือในปริมาณต ่าๆ โดยเฉพาะ
อยา่งยิง่การตรวจหาไวรัสตบัอกัเสบบีแบบซ่อนเร้น จึงมีความส าคญัม าก เพื่อสามารถน ามาประยกุตใ์ชก้บั
หอ้งปฏิบติัการขนาดเล็ก หรือโรงพยาบาลทัว่ไปไดต่้อไป 
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