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               The patterns of HIV-1-IgG antibodies in urine by Western blot assay and the correlation with 
CD4 cell count were studied. In addition, urinary HIV-1-IgA antibodies were also investigated. The urine 
samples were collected from 100 patients confirmed seropositive for HIV-1 at the STD-clinic, 
Chulalongkorn Hospital. 
 
               We found that urinary HIV-1 antibodies to GAG protein was 24 -93% (p24 93%, p55 25%, p17 
24%); antibodies to POL protein ranging from 60-85 % (p31 60%, p51 76%, p66 85%), and for the ENV, 
63-98 % (gp41 63%, gp120 78%, and gp160 98%. Correlation of urinary HIV-1-IgG antibodies to CD4 
cell counts and to CD4/CD8 cells ratio were similar. Positivity of antibodies to GAG (p17, p39, p55) were 
low in the group of patients having CD4 cell counts more than 500 cells/cu.mm. or CD4/CD8 ratio > 0.5. 
In the group of patients having CD4 cell counts 200-500 cells/cu.mm. or CD4/CD8 ratio ranging from 0.1-
0.5, higher positivity of antibodies was demonstrated. The positivity decreased while the CD4 cell counts 
less than 50 cells/cu.mm. or CD4/CD8 ratio less than 0.1, but p24 antibody remained high ranging 91-
95%. Patterns of antibodies to POL and ENV were not consistency, except gp160 antibody ranging 89-
100 %. Urinary HIV-1-IgA antibodies was found in 7 percents of the studied patients. 
 
               For noninvasive diagnosis of HIV infection, detection of HIV-1 antibodies to gp160 and p24 in 
urine would be useful. Detection of urinary HIV-1-IgA antibody is not sensitive and can not be used as a 
diagnostic marker. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
               HIV (Human Immunodeficiency Virus) เปนสาเหตุโรคเอดส (AIDS: Acquired 
Immune Deficiency Syndrome) ซึ่งเปนปญหาทางสาธารณสุขของโลกและของประเทศไทยบัน่
ทอนทั้งทาง เศรษฐกิจ สังคมและความมัน่คงของประเทศ การตรวจกรองเพื่อการวินิจฉยั
(screening test) การตรวจเพื่อการยืนยนั (Confirmatory test) การตรวจ เพื่อติดตาม
ผลการรักษาหรือการดําเนนิของโรค โดยตรวจจาก plasma หรือ serum ตองมีการเจาะเลือด ซึ่งมี
ผลที่ไมพงึปรารถนา   (negative drawback) อยูหลายประการเชน ผูปวยตองเจบ็ตัว อาจติดเชื้อ
จากอุปกรณเจาะเลือด เกดิ hematoma รวมทัง้เจาหนาที่ผูทําการเจาะเลือด อาจเกิดความเสี่ยง
ตอการติดเชื้อจากเลือดและน้ําเหลืองของผูปวย จากอบุัติเหตุการทิ่มแทงของเข็มเจาะเลือด มีผู
พยายามหาวธิีตรวจโดยวธิ ี noninvasive (49)จากสารคดัหลั่งอืน่ ๆ (50) เชน น้ําลาย น้ําตา น้ํานม 
สารคัดหลั่งจากชองคลอด และปสสาวะ(50,51,52,53,54,55,56) ไดมีการตั้งสมมุติฐานวา แอนติบอดี ที่พบ 
ไดจากสารคัดหลั่งเกิดจากการหลั่งของเซลลที่บุชองปาก ชองคลอด หรือทางเดินปสสาวะ  การ
ตรวจจากน้ําลายไดรับการยอมรับในการตรวจเพื่อทําประกันชวีิตซึ่งเปนตัวอยางที่ไมทําใหผูปวย
เกิดผลที่ไมพงึปรารถนาและไมทําใหเกิดภาวะเสีย่งตอเจาหนาที่ทีท่ําการตรวจ เปนประโยชนแก
ผูปวยและมีผูรับการตรวจเปนจํานวนมาก แตการตรวจน้ําลายตองใชอุปกรณมีราคาแพง และนา
รังเกียจแกผูปฏิบัติ   ทําใหมีแนวคิดที่จะใชสารคัดหลั่งอื่น ๆ มาตรวจหาการติดเชือ้เอชไอวี และ
ศึกษาการดําเนินโรค 
               ปสสาวะไดรับการพิจารณาเปนทางเลือกหนึง่ของตัวอยางสงตรวจเพื่อการวินิจฉัยโรค
เอดส เนื่องจากความสะดวกในการเก็บตัวอยางสงตรวจ  และไมมีขั้นตอนในการเตรียมตัวอยางสง
ตรวจกอนทําการตรวจ และสําคัญที่สุด ปสสาวะไมกอใหเกิดการติดเชื้อแกผูปฏิบัติการตรวจ(57) 
               มีการศึกษาเปรียบเทียบการตรวจหา  anti-HIV-1 IgG ในตัวอยางเลอืดและตัวอยาง
ปสสาวะของผูปวยโรคเอดส โดยวิธี Enzyme-Linked Fluorescent, (60) EIA, lmmuno-dotblot 
(SUDS), Immunochromatographic assay และ เวสเทอรนบลอท วิธีดงักลาวใหความไว และ 
ความจาํเพาะ เปนทีน่าพอใจ แตวิธีเวสเทอรนบลอท จาํนวนตัวอยางที่ทาํการศึกษามีจํานวนนอย 
ทางผูวิจยัจึงตองการศึกษาใหครอบคลุมมากขึ้น โดยการเพิม่จํานวนตัวอยาง พรอมทัง้ศึกษา
ความสัมพันธระหวาง แอนติบอดีของเอชไอวี-1 ตอแอนติเจนสวนตาง ๆ ในปสสาวะ กับจํานวน
เซลลซีดี4 ในเลือด ซึ่งยังไมเคยมีรายงานมากอนวา แอนติบอดีที่พบในปสสาวะมีความสัมพันธกับ
จํานวนเซลล ซีดี 4 ในเลือดหรือไม  ดังนั้นการศึกษานี้อาจเปนทางเลือกใหมในการเลือกใช
แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวีในปสสาวะเพื่อศึกษาภาวะการดําเนนิของโรคเอดส  
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               จากรายงานของ Chargelegue และคณะ  ป พ. ศ . 2538 (66) ไดศึกษาความสัมพนัธ
ระหวางจาํนวนเซลลซีดี 4 กับแอนติบอดีตอเอชไอวี-1 ในเลือด โดยศึกษาเฉพาะความสัมพันธ
ระหวางปริมาณ แอนติบอดีตอสวน p17 และ p24 ในน้าํเหลือง โดยวธิี RIA  กับ จํานวนเซลลซีดี 4 
ในเลือดของผูติดเชื้อเอชไอวี จากรายงานนี้พบวา กลุมที่ไมแสดงอาการ จะมีจํานวนแอนติบอดี ตอ 
p17 และ p24 ของเชื้อเอชไอวีในเลือด สูงกวากลุมที่แสดงอาการโรคเอดส และมจีํานวนเซลลซีดี 4 
มากกวา 200 เซลล/มม 3 สวนกลุมที่แสดงอาการโรคเอดส มีจํานวน เซลลซีดี 4 นอยกวา 200 
เซลล/มม 3  ซึง่การศึกษาดังกลาวนี้เปนการศึกษาที่ใชจาํนวนตัวอยางเพียง 15 ตัวอยางเพื่อศึกษา
แอนติบอดี ตอ p17และ p24 ของเชื้อเอชไอวี ไมไดศึกษาแอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี ทุกสวน และ
การศึกษาดังกลาว เปนการศึกษาในเลือด ไมไดศึกษาในปสสาวะเพื่อหาความสัมพนัธกับจาํนวน
เซลลซีดี 4  
               เปนที่นาสังเกตวารายงานสวนใหญจะมุงเนนในการตรวจแอนติบอดีชนิดไอจีจี ทั้ง ๆ  ที่
โดยทั่วไปแลว มากกวา 90% (67)  ของการติดเชื้อเอชไอวี เกิดจากเพศสัมพนัธ นอกจากนั้นเปนที่
ทราบกนัทัว่ไปวา แอนติบอดจีากสิ่งคัดหลั่งสวนใหญมากกวา 60% จะเปน IgA ดังนัน้แอนต-ิบอดี
ตอเชื้อเอชไอวีในปสสาวะ นาจะมีสวนที่เปนไอจีเอ รายงานที่มีจนถงึปจจบุันยงัไมมีรายงาน
การศึกษา แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี ชนิดไอจีเอ อยางเปนระบบในปสสาวะ มีเฉพาะ O’ Shen 
และคณะ (69) รายงานการใช captured radioimmuno assay ในการตรวจหา HIV-1- IgA 
antibodies ในผูปวยเอดส โดยตรวจจาก plasma, semen, vaginal secretion, และ ใน saliva 
สวน Akerlund และคณะ(68) ใชวิธี อิไลซา วัดปริมาณ sIgA ในปสสาวะของคนปกติ เปรียบเทียบ
กับ sIgA ในนม และในน้ําลาย พบวา ถาใชเทคนิคที่จําเพาะตอการตรวจหา ปริมาณ sIgA พบวา 
secretory component และ Free secretory component จะไมมารบกวนการตรวจวัด ยิ่งไปกวา
นั้นการเปลี่ยนแปลง ของ pH และ osmolarity   ไมมีผลตอคาที่ได ดังนั้นการวจิัยนี้จงึตองการ
ศึกษา แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี-1 ชนิดไอจีเอในปสสาวะ โดยใชวธิีเวสเทอรนบลอท ซึ่งจะเปน
เทคนิคที่สามารถตอบคําถามดังกลาวพรอมกัน ทัง้อุบัตกิารของ แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี ชนิดไอ
จีเอ และเพื่อใหทราบวามีแอนติบอดีดังกลาว ตอโปรตีนสวนใดบาง ของเชื้อเอชไอวี 
               ดังนั้นแนวการศึกษาในการวิจยันี้ จะแบงเปน 2 สวน สวนแรกเปนการตรวจหา
แอนติบอดีชนดิไอจีเอ ตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวีในปสสาวะ เพื่อหาความไวเปนจาํนวน
รอยละ ที่ใหผลบวกโดยวิธีเวสเทอรนบลอท สวนที่ 2 ตรวจหาแอนติบอดีชนิดไอจีจี ตอโปรรตีน
โครงสรางของเชื้อเอชไอวีในปสสาวะ โดยวิธีเวสเทอรนบลอท และวดัปริมานเซลล ซีดี 4 ในเลือด 
โดยวิธี โฟลไซโตเมทรี  พรอมทั้งหาความสัมพันธระหวางแอนติบอดชีนิดไอจีจี ตอโปรตีนโครงสราง 
ของเชื้อเอชไอวีในปสสาวะ กับจํานวนเซลลซีดี 4 ในเลือด 
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สมมุติฐาน 
 
               แอนติบอดีชนิดไอจีจีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี ในปสสาวะ มีความสมัพนัธกบั
จํานวนเซลลซดีี 4 ในเลือด 
 
วัตถุประสงค 
 
               1. เพื่อศึกษารูปแบบของไอจีจี และไอจีเอ แอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอ

วี-1 ในปสสาวะของผูติดเชื้อเอชไอวี 
               2. เพื่อศึกษาความสัมพนัธระหวาง ไอจีจี แอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอ

วี-1 ในปสสาวะ กับจํานวนเซลลซีดี 4 ในเลือด 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 
               1. ทราบรูปแบบของแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของเชือ้เอชไอวีทั้งชนิด ไอจีเอ และ 

ไอจีจี ในปสสาวะ และหาความสมัพนัธระหวางแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของ
เชื้อเอชไอว ีชนิดไอจีจี ในปสสาวะ กับจํานวน CD4 ในเลือดของผูปวย ซึ่งแบงเปน
กลุมตาง ๆ  (CD4 >500, 200-500, 50-199, <50)   ซึ่งไมมีรายงานมากอน 

               2. ทราบอุบัติการ การเกิดแอนติบอดีชนิดไอจเีอ ตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอว ีใน
ปสสาวะ ของผูติดเชื้อเอชไอวี ซึ่งไมมีรายงานมากอน 

               3. อาจนาํความสัมพันธระหวางแอนติบอด ีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี และ
ปริมาณ เซลล CD4   มาเปนทางเลือกในเพื่อใชในการศึกษาการดําเนนิโรค 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

               การทบทวนวรรณกรรมไดจากการศึกษาหนังสือ เอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวของ ซ่ึงจะได
นําเสนอตามลําดับหัวขอตอไปนี้ 
              1. ประวัติความเปนมาโรคเอดส 
              2. ระบาดวิทยาของ การติดเชื้อเอชไอวี/โรคเอดส และผลกระทบตอประเทศไทย 
              3. ลักษณะของเชื้อเอชไอวี พยาธิกําเนิดของโรค ลักษณะทางคลินิก และระยะตาง ๆ ของ

การติดเชื้อเอชไอวี 
              4. การตรวจภูมิคุมกันตอเชื้อเอชไอวีในปสสาวะ 
              5. ระดับของ CD4 เซลล ในผูติดเชื้อเอชไอวี และผูติดเชื้อโรคเอดส 
 
              โรคเอดส  (AIDS  หรือ  Acquired  Immune  Deficiency  Syndromes)  เปนกลุมอาการ
ของโรคที่เกิดจากภูมิคุมกันในรางกายเสื่อมหรือบกพรอง   
 
ประวัติความเปนมาของโรคเอดส (1,2,3,4) 
 
                พ.ศ. 2524  Dr. Gottlieb  และคณะ(5,6) รายงานผูปวยชายรักรวมเพศ ในลอสแองเจลิส 
ปวยเปนโรคปอดอักเสบจากเชื้อ  Pneumocystis  carinii (Pneumocystis  carinii  pneumonia, 
PCP)  ทุกคนมีประวัติแข็งแรงกอนเจ็บปวย  
              พ.ศ. 2524 ปเดียวกันศูนยควบคุมโรคของสหรัฐอเมริกา(7) รายงานผูปวย  PCP  และมะเร็งของ
เซลลบุหลอดเลือด  (Kaposi’s sarcoma, KS) ในชายรักรวมเพศจากนิวยอรคและแคลิฟอรเนีย ผูปวยมี
ภาวะภูมิคุมกันบกพรอง โดยเฉพาะภูมิคุมกันผานเซลล (cell mediated immunity, CMI) จํานวนT-
helper/inducer  cell  (CD4+)  ลดลงมาก  อาการรุนแรงและเสียชีวิตในเวลา 6 เดือนถึง   1  ป  
              พ.ศ. 2525  พบผูปวยในกลุมผูฉีดยาเสพติด  ผูปวยฮีโมฟเลียที่ไดรับผลิตภัณฑจากเลือด  
ผูปวยที่ไดรับเลือดทารกที่เกิดจากมารดาฉีดยาเสพติดและหญิงที่มีเพศสัมพันธกับผูติดเชื้อ ทําให
สันนิษฐานไดวาการติดตอเกิดไดทางเลือด ศูนยควบคุมโรคของสหรัฐอเมริกา(8) ไดตั้งชื่อโรคนี้วา  
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AIDS  หรือ Acquired Immune Deficiency Syndromes หลังจากที่มีรายงานในสหรัฐอเมริกา เวลา
ตอมามีรายงานผูปวยจากประเทศตาง ๆ ทั่วโลก 
              พ.ศ. 2526  Dr. Luc Montagnier  และคณะ(9)  จากสถาบันปาสเตอร ประเทศฝรั่งเศส  
เพาะเลี้ยงแยกเชื้อไวรัสกอโรคเอดสไดเปนครั้งแรก  จากตอมน้ําเหลืองของชายรักรวมเพศที่มีอาการ
ตอมเหลือง โต หลายตําแหนงใหช่ือเชื้อที่พบวา   lymphadenopathy  associated virus  (LAV)  สาย
พันธุ  Bru  (LAV  BRU) 
              พ.ศ. 2527  Dr. Robert Gallo และคณะ(10) จากสถาบันมะเร็งแหงชาติ ประเทศ
สหรัฐอเมริกาเพาะเลี้ยงแยกเชื้อไดจากเม็ดเลือดขาวของผูปวยโรคเอดสและผูติดเชื้อระยะตาง ๆ ตั้งชื่อ
เชื้อวา human T-cell  lymphotropic virus  type  III  (HTLV-III)  สายพันธุ  B  (HTLV-IIIB) ซ่ึงกอน
หนานี้เคยแยกเชื้อ  retroviruses  2  ตัว  ไดจากเซลลผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาว  (Hairy  T-cell  
leukemia) ใหช่ือวา  human  T-cell  leukemia  virus  type  I  และ  II  (HTLV-1, HTLV-II) 
              พ.ศ. 2527 ปเดียวกัน Jay Levy และคณะ(11) แยกเชื้อไดจากเม็ดเลือดขาวผูปวยโรคเอดส 
ต้ังชื่อวา AIDS- associated retrovirus (ARV) สายพันธุ SF2 
              จากการศึกษาเปรียบเทียบ LAV, HTLV-III และ ARV พบวา เปนเชื้อเดียวกัน จึงตกลงใชช่ือ
เดียวกันใหมวา HIV (Human Immunodeficiency Virus) (12) และเรียกเชื้อ HIV ที่พบคร้ังแรกวา HIV-1  
              พ.ศ. 2528  สหรัฐอเมริกาสามารถผลิตน้ํายาสําเร็จรูป จากเชื้อ HTLV-IIIB  ตรวจแอนติบอดี 
หาการติดเชื้อ HIV ในการตรวจกรองโลหิตบริจาค 
              พ.ศ. 2529 Clavel และคณะ(13) จากประเทศฝรั่งเศส แยกเชื้อ HIV-2 ไดจากผูปวยเอดสที่มา
จากประเทศในแอฟริกาตะวันตก มีลักษณะแตกตางจากเชื้อเดิมราวรอยละ 50-60  
              ปจจุบันนี้พบเชื้อ HIV สองชนิด คือ HIV-1 และ HIV-2 ซ่ึง HIV-1 เปนเชื้อที่เปนปญหากอโรค
รุนแรงและแพรกระจายทั่วโลก สวน HIV-2 มีความรุนแรงในการกอโรคและแพรกระจายนอยกวา  
 
ระบาดวิทยาของเชื้อเอชไอวี/เอดส และผลกระทบตอประเทศไทย(14,15) 

 
              พ.ศ. 2529-2530ในประเทศไทยไดมีการสํารวจหาความชุกของการติดเชื้อ ในกลุมที่มี
พฤติกรรมเสี่ยงตาง ๆ ไดแก หญิงขายบริการทางเพศ ชายขายบริการทางเพศ และผูท่ีรักษากามโรค
ตลอดจน ผูปวยธาลัสซีเมีย พบอัตราการติดเชื้อต่ํากวารอยละ 1ไดมีการประมาณการไววาในป พ.ศ. 
2534 ผูปวย เอดสครองเตียงประมาณรอยละ 1 ของเตียงสถานพยาบาลทั้งหมดในประเทศไทย และ
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ในป พ.ศ. 2543 จะเปนรอยละ 12 ซึ่งโรคเอดสกอใหเกิดผลกระทบทั้งทางตรง และทางออม ตอการ
พัฒนาการดานเศรษฐกิจ และสังคม  
              พ.ศ. 2527 กองระบาดวิทยาไดกําหนดใหเอดสและการติดเชื้อเอชไอวี เปนโรคที่ตองเฝา
ระวังและรายงาน ตอมา พ.ศ. 2534 มีการยกเลิกการรายงานผูติดเชื้อที่ไมมีอาการ รายงานเฉพาะ
ผูปวยเอดสเทานั้น เนื่องจากพบวาการรายงานผูติดเชื้อที่ไมมีอาการไมกอใหเกิดผลดีตอการควบคุม
ปองกันการแพรระบาดของโรค บางครั้งกอใหเกิดแรงตอตานและขัดขวางความรวมมือระหวางผูติด
เชื้อกับเจาหนาที่ควบคุมโรค  จากรายงานของกองระบาดวิทยากระทรวงสาธารณสุข(15) ตั้งแตป พ.ศ. 
2527 ถึง วันที่ 31มกราคม 2543 (จากตารางที่ 2.1) พบผูปวยเอดสจากสถานบริการภาครัฐและ
เอกชน เปนจํานวนทั้งสิ้น 135,950 ราย มีผูเสียชีวิต 37,416 ราย เปนเพศชาย 106,425 ราย (รอยละ 
78.3) เพศหญิง 29,525 ราย (รอยละ 21.7) อัตราสวนเพศชาย ตอ เพศหญิงเทากับ 3.6:1 ผูปวยที่พบ
มาก เปนกลุมวัยทํางานอายุ ระหวาง 20-39 ป โดยมีผูปวยสูงสุดในกลุม อายุ 25-29 ป คิดเปนรอยละ 
28.4 รองลงมาอายุ 30-34 ป รอยละ 24.0 กลุมอายุ 35-39ป รอยละ 14.5 อายุ 20-24 ปรอยละ 11.8 
สวนในกลุมเด็กทารกอายุ 0-4 ป มีผูปวยเอดส รอยละ 4.3 
              ผูปวยเอดสเปนผูประกอบอาชีพรับจางมากที่สุด รอยละ 44.0 รองลงมาคือเกษตรกรรม รอย
ละ 21.1 คาขาย รอยละ 4.3 งานบาน รอยละ 3.0 และขาราชการพลเรือน รอยละ 2.7 ติดเชื้อทาง
เพศสัมพันธสูงที่สุด 82.9 รองลงมาคือยาเสพติดชนิดฉีดเขาเสนเลือดรอยละ 5 ติดเชื้อจากมารดา รอย
ละ 4.8 และรับเลือด รอยละ 0.03 
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ตารางที่ 2.1  รายงานผูปวยเอดสในประเทศไทย แบงตามเพศและปจจัยเสี่ยง พ.ศ. 2527 ถึง 
31 มกราคม  2543 
 

ชาย หญิง ป พ.ศ. รวมทั้งหมด 
เพศสัมพันธ ยาเสพติด อ่ืน ๆ เพศสัมพันธ ยาเสพติด อื่น ๆ 

2527-2533 256 166 39 21 19 1 10 
2534 589 396 52 56 48 1 36 
2535 1,755 1,180 147 171 172 3 82 
2536 6,866 4,474 502 851 742 12 285 
2537 13,803 9,217 891 1,422 1,696 22 555 
2538 20,489 13,470 1,295 1,881 3,142 21 680 
2539 24,248 16,091 1,054 1,892 4,450 20 741 
2540 26,073 16,590 1,047 2,082 5,473 34 847 
2541 25,439 15,418 1,086 2,126 5,981 17 811 
2542 16,432 9,715 587 1,285 4,277 24 544 
รวม 135,950 86,717 6,700 11,787 26,000 155 4,591 

 
ลักษณะของเชื้อ HIV (2,16,17,18,19) 

 
              HIV (Human Immunodeficiency Virus) เปน RNA virus ลักษณะเปนทรงกลม มีขนาดเสน
ผาศูนย100-200 นาโนเมตร แกนกลางเปนรูปทรงกระบอก จัดอยูใน Family Retroviridae, Genus 
Lentivirus มี เอนไซม reverse transcriptase  (RT)  ในการเพิ่มจํานวน ตองสราง DNA จาก RNA 
กอน หลังจากนั้นจึงมีขบวนการเพิ่มจํานวนตอไป การติดเชื้อ HIV ใชเวลานาน กวาจะแสดงอาการของ
โรคเอดส เช้ือนี้สามารถถูกแยกตามความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด ของ env gene ไดเปน 2 
สายพันธุ (types) คือ HIV type 1 (HIV-1) และ HIV type 2 (HIV-2) สายพันธุ HIV-1 แบงเปน 3 กลุม  
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คือ กลุม M (major), O (outlier) และ กลุม N (new) กลุม M สามารถแยกยอยตอไป ตามความ
แตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดระหวาง 20-35% ไดเปน 10 subtypes คือ A-J แต HIV-1 กลุม O ยัง
ไมมีการแบงเปนกลุมยอย สวนกลุม N เปนกลุมที่เพิ่งพบเมื่อเร็ว ๆนี(้20)ที่คาเมอรูน มีลําดับนิวคลีโอ
ไทด ตางไปจากกลุม M และกลุม O สวน HIV-2 แบงยอยเปน 5 subtypes (A-E) และมีลําดับเบส
เหมือนกับ HIV-1 ประมาณ 55-60% โดยที่HIV-1 กลุม M พบไดทั่วโลก ทั้งใน อเมริกาเหนือ อเมริกา
ใต แอฟริกา ยุโรป เอเซียรวมทั้งประเทศไทย กลุม O พบใน  คาเมอรูนและกาบอง โดยแยกเชื้อไดจาก
ท้ังคนและลิง  สวน HIV-2 พบมากในแอฟริกาตะวันตก (21) 

 
ยีโนมของเช้ือ HIV  
              ยีนของ HIV-1 มีขนาด 9 KB จะทําหนาที่ควบคุมการสรางสวนประกอบของไวรัส โดยแบง
ยีนออกเปน 3 กลุม คือ  
              1.  ยีนกํากับรูปราง (structural gene) ซ่ึงประกอบดวย  
              1.1  ENV gene สราง envelope protein ที่เปนสวนที่ไวรัสสรางขึ้นคือ gp41 และ gp120 
โปรตีนที่สวน knob หรือ surface protein คือ gp120 เปนสวนที่สําคัญของเชื้อ HIV ที่ไดรับความ
สนใจมาก เพราะมีความจําเพาะตอการเกาะติดผนังเซลล CD4 gp120 นี้ มีสวนซึ่งมีความแปรเปลี่ยน
ไดเรื่อยๆ อยู 5 บริเวณ (V1-V5) โดยที่สวน V3 อยูตรงยอดสุดของ gp120, มีความจําเพาะตอการจับ
ติดกับ CD4 นอกจากนี้ยังพบกันวาแอนติบอดีตอ V3 สามารถ neutralize ไวรัสทําใหไมสามารถติด
เซลลได จึงเปนจุดที่ถูกศึกษามาก โดยเฉพาะในดานการพัฒนาวัคซีน และสวนกาน transmembrane 
protein คือ gp41 โดยสรางเปน precursor protein คือ gp160 สวนของ ENV gene เปนสวนที่มี 
mutation บอย และสําคัญเกี่ยวของกับพยาธิกําเนิด โดยมีบทบาทเกี่ยวกับ cell tropism และการเกิด 
syncytial cell formation  
              1.2  GAG gene สราง fragment of p55 (p39), core protein (p24), matrix protein (p17) 
และ nucleocapsid protein (p7) โดยมี precursor protein คือ p55  
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              1.3  POL gene ทําหนาที่ในการสรางเอนไซม reverse transcriptase (RT), integrase และ 
protease ซ่ึงไดแก p66, p51 และ p32  
              2.  ยีนที่กํากับการทํางาน (regulatory gene) ซ่ึงประกอบดวย  
              2.1  Positive regulatory genes คือ ทําใหไวรัสแบงตัวเพิ่มข้ึน ไดแก ยีน tat (transactivator 
of transcription) ทําใหมีการเพิ่มของ HIV transcription ทําใหเช้ือ HIV เพิ่มจํานวน, rev (regulatory 
of virion protein expression) สรางโปรตีนที่ไปควบคุมการสราง viral structural proteins และ vpr 
(viral protein r) อาจทําหนาที่คลาย tat กระตุนใหมีการเพิ่มจํานวนโดยมี transcription  
              2.2  Negative regulatory genes คือควบคุมไมใหไวรัสแบงตัวมากไป ไดแก ยีน nef 
(negative regulatory factor) สรางโปรตีนที่เปน nef gene product ยับยั้ง HIV transcription อาจ
เปนตัวที่ทําใหเกิด latency  
              2.3  ยีนที่เกี่ยวของกับการติดเชื้อไวรัส (vpu = viral protein u) มีผลตอการสราง envelope 
glycoprotein และยีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคของเชื้อ (vif = virion infectivity factor)  
              3.  Long teminal repeats (LTR)  
              ในสวนปลายทั้ง 2 ขางของ proviral DNA จะมี segment ของยีนที่เหมือนกัน และทําหนาที่
ในการควบคุมยีนอื่น ใหมี viral gene transcription และใหหยุดการ transcribe mRNA กระตุนการ
ทํางานของ tat และ nef gene ไดดวย cellular transcriptional factors เชน NFkB, SP1, TF II D ทํา
ใหมี HIV transcription เกิดขึ้น นอกจากนี้พบวา coinfection หรือ superinfection ของเซลลดวยเชื้อ 
HTLV-I, EBV, CMV, HBV และ HHV-6 จะกระตุนสวน LTR ทําให HIV เพิ่มจํานวน 
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ภาพที่ 2.1 แสดงโครงสรางของเชื้อเอชไอวี 

(จาก Boncher, C.A. and Larder, B.A. Viral variation and therapeutic strategies in HIV 
infection, p. 6. MediTech Media Ltd, London, U.K., 1994.) 
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กลไกการเขาสูเซลลของ HIV (16,22) 
              กลไกแรกเชื้อ HIV เขา cell ไดโดยอาศัยการจับกัน (binding) ระหวาง gp120 ของเปลือก
นอกของไวรัสกับ CD4 molecule ที่อยูบนผิวของเซลล ซึ่งนอกจาก T helper (CD4) cells แลว CD4 
molecule ยังพบไดบนผนังของ B cells, monocytes, macrophages และเซลลบางอยางของระบบ
ประสาทสวนกลาง เมื่อ gp120 จับกับ CD4 จะทําใหเกิดการแยกตัวของ gp41 ออกจาก gp120 ซ่ึง 
gp41 ของไวรัสเอชไอว ีมีสวนปลายดาน NH2 มีการเรียงตัวของ กรดอะมิโนคลายคลึงกับ fusogenic 
domain ของ paramyxovirus ดังนั้น เมื่อ gp120 ของ HIV จับกับ CD4 molecule บน cell จะทําให  
fusogenic epitope ของ gp41 กับ specific fusion receptor บนผิวเซลลที่ HIV ไปเกาะ และเกิด 
fusion ระหวาง HIV envelope กับผนังเซลล ทําให HIV เขาเซลลไดHIVจะมีเอนซัยม reverse 
transcriptase (RT) เกาะติดอยูกับ Viral RNA เมื่อ RNA ของไวรัสเขาไปในเซลล จะสราง DNA ข้ึนมา
และถูก incorporate ในนิวเคลียสของเซลล  
              อีกกลไกหนึ่งที่ HIV เขา cell ได โดยอาศัยแอนติบอดี ( Enhancing Antibody) โดย
แอนติบอดีตอ HIV จะจับกับ HIV แลว Antibody - coated HIV จะถูก phagocyte ที่มี Fc Receptors 
จับกินเขาไป โดยที่ไวรัสไมถูกทําลายใน phagocytes แตกลับอาศัยอยูใน phagocytes 
              เชื้อเอชไอวีที่แยกไดใหม ๆ  จากผูปวยโดยทั่วไปสามารถแบงใหญ ๆ ได 2 กลุม เรียก HIV- 
tropism คือ macrophage-tropic (M-tropic) และ T cell line tropic (T-tropic) โดยที่กลุมแรก (M-
tropic) สามารถติดเชื้อขาไปในเซลลชนิด macrophage ไดดี ถึงแมวากลุมนี้อาจเจริญไดใน CD4  T-
cell ได แตไมดีเทา macrophage โดยปกติเชื้อเอชไอวี ชนิด M-tropic จะไมทําใหเกิด syncytial 
formation ใน T-cell lines เชน MT-2 ดังนั้นจึงเรียกเชื้อกลุมนี้วา nonsyncytium-inducing (NSI) 
phenotype. สวนเชื้อเอชไอวีในกลุมที่สอง เรียก T-tropic strain ซ่ึงเขาใจวาเกิดจากการกลายพันธใน
ชางของการดําเนินของโรคในผูปวยและสัมพันธกับการพิเคราะหโรคที่ไมดี  โดยเชื้อกลุมนี้เจริญไดไมดี
ใน macrophage แตจะเจริญไดดีใน T-cell lines และทําใหเกิด syncytia ดังนั้นจึงเรียก เช้ือเอชไอวีใน
กลุมนี้วา syncytium-inducing (SI) stain แตปจจุบันยังมีกลุมที่สาม ซ่ึงสามารถเจริญไดดีใน 
macrophage และ T-cell lines ซ่ึงเรียกกลุมสุดทายเปน Dual tropic เพิ่มเติมจาก M-tropic และ T-
tropic strains ตอไปเราทราบวา M-tropic ใช CCR-5 เปน coreceptor จึงเรียก R5 strain สวน T-
tropic ไวรัส ใช CXCR4 เปน coreceptor จึงเรียก X4 strain และ เรียก dual tropic เปน R5/X4 strain 
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Classification of chemokines 
              Chemokinesทําหนาที่เกี่ยวของ ในขบวนการของ acute และ chromic inflammation ใน
ปจจุบันสามารถแบง Chemokines ไดเปน 3 กลุมใหญ ๆ ข้ึนอยูกับตําแหนงของสองตัวแรกใน cystein 4 
ตัว ที่ใช cystein เปนหลักในการแบงกลุมเนื่องจาก cystein เปนกรดอะมิโนที่มีคอนขางยาก ดังนั้นถา 
cystein เรียง 2 ตัวติดกันจัดเปนกลุม cc chemokines แตถาถูกข้ันดวยกรดอะมิโนอื่น 1 ตัว ก็จัดเปน 
CXC chemokines ซ่ึงในปจจุบันแบง CXC chemokines ออกเปน 4 กลุมยอยคือ CXCR1 ถึง 4 ในหลอด
ทดลอง สามารถแยกคุณสมบัติของ chemokines แตละกลุมไดโดยที่ CXC chemokines มีคุณสมบัติใน
การดูดดึง (attract) เซลลจําพวก lymphocytes และ neutrophils แตกลุม cc chemokines ไมมีคุณสมบัติ
ในการดูดดึง neutrophils แตจะดูดดึง เซลลจําพวก monocytes, macrophage, eosinophils, basophils, 
dendritic cells และ lymphocytes ในรางกาย chemokine มีคุณสมบัติในการสงสัญญานกระตุนใหเม็ด
เลือดขาวมากระจุกตัวในที่มีการติดเชื้อและในที่มี tissue injury นอกจากนั้น chemokines ยังสามารถ
ควบคุม trafficking ของเม็ดเลือดขาว, hemopoiesis, angiogenesis  และอื่น ๆ   
              ในปจจุบัน chemokines ของคนที่มีคุณสมบัติทําหนาที่ตาง ๆ จับกับ chemokine 
receptors บนผิวของเซลล ซ่ึงแบงไดเปน 12 human chemokine receptors โดยที่ 4 receptors 
(CXCR1 ถึง CXCR4) จับกับ CXC chemokines และ 8 receptors (CCR1 ถึง CCR8) จับกับ CC 
chemokines สวนมากแตละ receptor จะจับกับ chemokines มากกวา หนึ่งชนิด chemokines 
สวนมากจะจับกับสองหรือมากกวาสอง receptors 
 
Coreceptor of HIV 
 
              Chemokine receotors เปน 7 transmembrane spauning G-protein coupled receptors 
(7 TMR) ซ่ึงมีสวนสําคัญสําหรับหนาที่ตาง ๆ ของเม็ดเลือดขาวโดยเฉพาะที่เกี่ยวของกับ cell migration 
การสงสัญญาณ ของ chemokines ผานทาง receptors ทําใหเซลลเคลื่อนไปยัง tissue ตาง ๆ และอาจ
กอใหเกิดการ activation ของเม็ดเลือดขาว อันจะมีผลตอการยอมรับการติดเชื้อเอชไอวีสายพันธุตาง ๆ   
              Expression ของ receptors ตาง ๆ แตกตางกันในเม็ดเลือดขาวแตละชนิด เชน CCR3 จะ
express สวนใหญบน eosinophils IL-8 receptor แสดงออกบน neutrophils สวนการแสดงออกบน T 
cell เกี่ยวของกับ CCR1, CCR2, CCR4 และ CCR5 รวมทั้ง CXCR4 พบวา CCR-5 expression พบสูง
ใน subpopulation of T cell ชนิด CD26 hi-effector/memory subset เชนเดียวกับ macrophage 
              chemokine receptors อาจมีสวนเปน coreceptors สําหรับการติดเชื้อเอชไอวี พบวา 
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RANTES, MIP-1 , MIP-1B  สามารถ suppress การติดเชื้อ HIV-1 สายพันธุ macrotropic (พบใน 
primary isolates) ซ่ึง ligand ทั้งสามจับกับ CCR-5 นอกจากนั้น พบวา chemokine receptor ชนิด 
CXCR4 สามารถชวยการติดเชื้อและการ fusion ของ เซลล CD4 สวน CCR3 จะจับกับท้ัง primary 
isolates และ laboratory strain จะมีเชื้อสวนนอยเทานั้นที่จะจับกับ CCR2b ในขณะนี้สามารถสรุปไดวา 
chemokines receptors ซึ่งเกี่ยวของกับการติดเชื้อเอชไอวีไดแก CCR2b, CCR3. CCR5 และ CXCR4  
 
การเพิ่มจํานวนของเชื้อ HIV  
              เชื้อ HIV เขาสูเซลลโดยใชปุม gp120 จบักับ CD4 ที่ผิวเซลล(23,24) หรือเขาสูเซลลโดยกลไก
ทางอื่น อาจเปน Fc receptor เมื่อ gp120 จับกับ CD4 แลว จะมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะของโปรตีน 
ทําใหสวนของ cryptic region ที่อยูระหวาง gp120 และ gp41 expose ทําใหสวนของ gp41 
สามารถจับกับ fusion receptor (Fc receptor) บนผิวเซลล ทําใหสวนของ core protein และ
สวนประกอบภายในเขาสูเซลล เช้ือไวรัสอาจเขาทาง Fc receptor โดยการ fusion กับผิวเซลลก็ไดหลัง
จากนั้น core protein สลายตัว ปลดปลอย viral RNA สราง complementary DNA สายเดี่ยวโดยใช 
enzyme RT โดย DNA ที่สรางขึ้นยังคงจบักับ RNA ตอจากนั้นสรางสาย DNA ที่เปน 
complementary กับสายแรกที่สรางขึ้น ไดเปน DNA สายคู โดยเอนไซม RTของเซลล และมี viral 
RNase H สลายสาย RNA เดิม DNA สายคูที่สรางขึ้นนี้จะประกอบดวยยีโนมทั้งหมด และขดตัวเปน 
circular DNA เรียกวา proviral DNA เขาสูนิวเคลียสของเซลล รวมตัวเขากับ cellular DNA โดย 
enzyme integrase และคงอยูภายในเซลลในสภาพ latency  
              การติดเชื้อ HIV ใน monocytes/macrophage พบวา HIV อยูในสภาพ proviral DNA โดย
ไมแสดงลักษณะแอนติเจนออกมาไดเปนเวลานานและเดินทางเขาสูระบบประสาท ในบางสภาวะอาจ
ข้ึนกับสายพันธุของเชื้อ สภาพของเซลล และการถูกกระตุนโดยปจจัยรวม (cofactor) มีการกระตุนให
เกิด viral transcription มีการสราง mRNA และ viral RNA ทําใหมีการสราง protein ท่ีเปน
สวนประกอบของไวรัสเปน polyproteins precursor และประกอบเขาเปนอนุภาคใหมแลวจึง
ปลดปลอยออกจากเซลลโดยการ budding ไดสวน envelope จากเซลลโดยมีสวนของ gp120 อยูบน
ผิวเซลลบริเวณนั้น เชื้อ HIV ที่ออกจากเซลลจะยังไมมีคุณสมบัติในการติดเชื้อ ตองอาศัย protease 
enzyme มายอย precursor polyproteins ใหเปน biologically active protein เช้ือ HIV จะติดตอไป
ยังเซลลอ่ืนไดทั้งในสภาพ cell free virus ที่อยูนอกเซลล และ cell associate virus โดยการที่ gp120 
ท่ีอยูบนผิวเซลลที่ติดเชื้อจับกับ CD4 บนเซลลตัวใหม และมีการ fusion เขาสูเซลลโดยตรง โดยไมตอง
ออกนอกเซลล  
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              ข้ันตอนตาง ๆ ในการเพิ่มจํานวนไวรัส ถูกขัดขวางไดโดยแอนติบอดีและสารบางอยาง ซ่ึง
อาจนํามาใชเปนยาตานไวรัสได ดังเชน neutralizing antibody จับกับสวนของ gp120 สวนที่สําคัญ 
คือ V3 loop ซึ่งเรียกวา primary neutralizing determinant (PND) หรือ soluble CD4 (SCD4) ไปจับ
กับ gp120 ขัดขวางไมใหจับ CD4 บนผิวเซลล   
 
ยาตานไวรัส HIV  
              พวก antiretroviral agents สวนมากเปน nucleoside analogues ซึ่งไมมี 3’ hydroxyl 
group พวกนี้จะถูก cellular kinase ทําใหเปน triphosphate forms โดยจะแขงกับ nucleoside 
triphosphate ซ่ึงปกติใชในการสราง viral DNA ของ HIV reverse transcriptase แตเนื่องจาก 
nucleoside analoques ไมมี 3’ hydroxyl group ดังนั้นจึงทําให chain elongation ถูก terminate จึง
ตอกันเปน chain ไมได ทําใหไมเกิดprovial DNA ที่จะ integrate เขาไปใน host chromosome  
1. AZT (3’-azide-3’-deoxythymidine) หรือ Zidovudine หรือ Retrovir (Burroughs Wellcome) 
              ซ่ึงสังเคราะหครั้งแรกในป พ.ศ. 2507 โดย Horwitz และคณะ พ.ศ. 2530 ไดผานการรับรอง
จากองคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (FDA) และมีการใชยานี้อยางแพรหลายในผูปวย AIDS 
และ advanced ARC ที่ติดเชื้อ pneumocystis carinii pneumonia หรือมี CD4+ lymphocyte ต่ํา
กวา 200/ ลบ.มม. โดยทั่วไปยานี้ชวยใหผูปวยที่มีอการเอดสมีชีวิตยืนยาวขึ้นและชวยลดอัตราการ 
progress ไปเปนเอดสของผูปวยที่ไมมีอาการ (asymptomatic) โดยลดกวาครึ่ง กลไกของ AZT อยูที่
ยับยั้ง HIV-1 reverse transcriptase โดยที่ AZT จะถูก cellular thymidine kinase เปลี่ยนเปน 
monophosphate form (AZTMP) และ diphosphate form (AZTDP) ตามลําดับ หลังจากนั้นจะถูก 
cellular enzyme อ่ืน ๆ เปล่ียนรูปใหเปน triphosphate form (AZTTP) AZTTP จะจับกับ HIV- 
reverse transcriptase ไดดีกวา polymerase alpha ของเซลลประมาณ 100 เทา ดังนั้น AZT จึงถูก 
incorporate เขาไปใน DNA ของเชื้อ HIV แต เนื่องจาก AZT ไมมี 3’ OH group ดังนั้น จึงทําใหเกิด 
chain termination ซ่ึงทําในการสราง HIV-DNA ไมครบสมบูรณ นอกจากนั้น AZTMP ยังมีคุณสมบัติ
ยับยั้งการสราง thymidine –5-triphosphate (dTTP)โดยการแขงเขาจับกับ thymidine kinase ระดับ
ของAZT สูงสุดในซีรัมในเวลา 30-90 นาที ภายหลังจากรับประทานยา โดยมี half-life ประมาณ 1 ชม. 
ผลจากการรักษาดวย AZT มีผลทําใหเปอรเซ็นตของ CD4+ lymphocyte สูงข้ึน และระดับ p24 
antigen ต่ําลง รวมทั้งการลดอัตราตายของผูปวยเอดสที่ไดรับยา AZT โดยพบวาผูปวยที่ไมไดรับยา 
AZT จะเสียชีวิตประมาณ 39.3% ในขณะที่ มีการประมาณวาอัตราการเสียชีวิตของผูปวยที่รักษาดวย 
AZT จะมีประมาณ 10.3% ภายใน 1 ปผลขางเคียงของยานี้ทําใหเกิด macrocytic anemia และ 
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granulocytopenia รวมทั้ง fever rash และ nail pigmentation การใช AZT รวมกับยาอ่ืนพบวามี 
synergy กับ อินเตอรเฟอรรอน และ colony-stimulating factor (GM-CSF) และมี antagony ตอ 
ribavirin ปจจุบันขนาดของยาที่แนะนําใหใช คือ 200 mg ทุก 4 ชม. ของผูปวยเอดสท่ีมี CD4+ 
lymphocytes ต่ํากวา 200 เซลล/ลบ.มม. และสําหรับการปองกันของผูไดรับเชื้อแตไมมีอาการ 
(asymtomatic) แตมี CD4+ lymphocytes ต่ํากวา 500 เซลล/ลบ.มม. ใหใช 500 mg ตอวัน 
จนกระทั่ง พ.ศ. 2532 Larder และคณะ รายงานการดื้อยาของ HIV ในผูปวยที่ใช AZT เปนเวลานาน
จึงไดมีการคนควาหายาตัวใหมเพื่อใชทดแทน หรือรวมกับยา AZT เชน dideoxycytidine (ddc), 
dideocyinosine (ddI), dideoxydidehydrothymidine (D4T) azidouridine (Azdu) และ foscarnet 
ซ่ึงมีผลตอ viral DNA synthesis โดยการ inhibit reberse transciptase รวมทั้ง souble CD4 ซ่ึงเปน 
receptor ของ HIV เพื่อหลอกให HIV มาจับจะไดไมไปทําลาย Tcells และ castanospermine ซ่ึงจะ
ไป block การ maturation ของ viral glycoprotein  
2.  Dideoxycytidine (ddC) 
              ยานี้เปน mucleosides analoque ซ่ึงกอใหเกิด chain termination เชนเดียวกับ AZT มี 
toxicity นอยกวา AZT และปนพิษนอยกวา ddI โดยที่ ddI ทําใหเกิด severe pancreatitis 20 % แต
อาการขางเคียงของ ddC เชน stomatitis rash fever และ arthritis/arthralgia ขนาดที่ใหรับประทาน 
0.01-0.06 mg/Kg ทุก 8 ชม. ยานี้มีผลทําให p24 antiเen ในซีรัมลดลงกวา 70 % 
3.  Dideoxyadenosine (ddA) and dideoxyinosine (ddI) 
              Nucleosides analoques ทั้งสองตัวเปน purine base ซ่ึงตางจากตัวอ่ืน ๆ ซ่ึงเปน 
pyrimidine bases ddA เปน prodrug ของ ddI Active from ของ ddA เมื่อ ddA ถูก deamination 
จะได ddI สารทั้งสองชนิด เปนพิษตอเซลลนอยกวา AZT แตเนื่องจาก ddI ไม stable เมื่ออยูในสภาพ
ท่ีเปนกรด เชน น้ํายอยในกระเพาะอาหาร ดังนั้นการใชในสภาพของยากินตองอยูในรูปของ buffer 
พบวา ddI ทําให 40% ของคนไขมีน้ําหนักเพิ่มข้ึนและมีอาการทางคลินิกดีขึ้น 28% ของคนไขมีเซลล 
CD4 +lymphocytes เพิ่มข้ึน 50 % ของคนไขมีระดับ HIV-p24 antigen ลดลง    
4.  2’, 3’ – didehydrodideoxythymidine (D4T) 
              D4 T เปน nucleoside analog มีกลไกคลายกับ AZT แตเปนพิษตอไขกระดูกนอยกวา AZT 
นอกจากนั้นสายพันธุของเชื้อ HIV ที่ดื้อตอยา AZT จะไมดื้อยาตอยา D4T 
5.  Azidouridine (AZdU) 
              AZdU เปน pyrimidine nucleoside analogue เชนเดียวกับ AZT ddC และ D4T ความ
เขมขนของ AZdU ที่จะยับยั้ง HIV reverse transcriptase สูงกวา AZT จึงมีประสิทธิภาพนอยกวา 



 16

AZT แต AZdUเปนพิษนอยกวาAZTและมีประสิทธิภาพสูงกวา AZT ในเซลล monocytes และ 
macrophage  
6.  Soluble CD4 
              CD4 เปน glycoprotein ซ่ึงเปน receptor ของ HIV อยูบนผิวของ T lymphocyte การใช 
CD4 เปนสารตานเชื้อไวรัส เปนกลยุทธใหมแตกตางจากการใช nucleoside analog ในหลอดทดลอง 
CD4 แสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพในการจับกับ envelope protein ของ HIV ทําใหความสามารถใน
การติดเชื้อของ HIV หมดไป 
7.   สารอื่น ๆ เชน foscarnet ซ่ึงใชไดผลดีกับ cytomegalovirus เปนที่นาสนใจที่จะใชกับ HIV รวมทั้ง
อินเตอรเฟอรอนหรือโมโนโคลนัลแอนติบอดีตอทั้งเชื้อ HIV และตอ CD4 receptor บน T 
lymphocytes และ การใช HIV-vaccine 
 
 พยาธิกําเนิดของการเกิดโรคเอดส  
              เมื่อเชื้อ HIV เขาสูรางกาย จะไปจับกับเซลล CD4+ ซ่ึงเปนเซลลเปาหมาย โดยไวรัสใช 
gp120 บนผิวนอกเซลลจับกับ CD4 receptor บนผิวของ T cell หลังจากเชื้อ HIV จะเขาไปในเซลล 
DNA แลวใชเอนไซม reverse transcriptase ของตัวมันเองเปลี่ยน RNA ของมันใหเปน DNA เพื่อจะ
แทรกเขาไปอยูใน CD4 ของ T cell ยีโนมของ HIV จะแฝงตัวอยูใน T cell จนกวา T cell นั้นจะโดน
กระตุน เมื่อ T cell ถูกกระตุนดวยวิธีการใดก็ตามมันจะแบงตัวเพิ่มจํานวนและจะทําใหยีโนมของ HIV 
มีการแบงตัวเพิ่มจํานวนตามไปดวย เชื้อ HIV ที่สมบูรณจํานวนมากจะถูกสรางขึ้น และถูกปลดปลอย
ออกมาจาก T cell เหลานั้น เพื่อไปเขาเซลล CD4+ อ่ืน ๆ ตอ ๆ ไป ทําใหเซลล CD4+ ในรางกายติด
เช้ือและอาจถูกทําลายลงในเวลาอันรวดเร็ว  
              ยังมีเซลลของรางกายชนิดอื่น ๆ ที่มีโปรตีนบนผิวคลายคลึงกบั CD4 ของ T cell ซ่ึงจะ
กลายเปนเซลลเปาหมายของเชื้อ HIV และถูกทําลายดวยเชื้อ HIV ไดเชนกัน  



 17

เซลลท่ีติดเชื้อเอชไอวี  
              1. เซลลสรางเม็ดเลือด (hematopietic cells)ไดแก helper/inducerT-lymphocytes, 
monocytes/macro-phage, Kuffers cells, ฯลฯ 
              2. เซลลสมอง (brain cells) ไดแก astrocytes/oligodendrocytes, fetal neuron cells, 
neuron, brain capillary endothelium, microgial cells 
              3. เซลลอ่ืน ๆ (Other cells) ไดแก Langerhans (dendritic) cells, bowel epithelium, 
fibroblats 
              จะเห็นไดวา เซลลสวนใหญของระบบภูมิคุมกันที่ถูกทําลายโดยเชื้อ HIV คือ CD4+ cell ซ่ึงมี
หนาที่สําคัญที่สุดในการกําจัดสิ่งแปลกปลอม ดังนั้น ผูปวยโรคเอดสซึ่งมีจํานวนเซลล CD4 เหลืออยู
นอยมาก(24,25) จึงไมสามารถกําจัดจุลชีพตาง ๆ ที่บุกรุกเขารางกายหรือกําจัดเซลลมะเร็งที่เกิดขึ้นใน
รางกายได เซลลที่ติดเชื้อ HIV จะถูกทําลายอยางรวดเร็ว ซ่ึงกลไกการแตกทําลายของ CD4 cells มีได
หลายทาง ไดแก  
              1.  แตกทําลายโดยตรงใน CD4 infected cell เม่ือเชื้อ HIV budding ออกจากเซลล หลาย
ตําแหนงพรอมกัน  
              2.  เกิดจากการ จับกันของ gp120 บนผิวเซลลที่ติดเชื้อ กับ CD4 บนผิวเซลลที่ยังไมติดเชื้อ 
ทําใหรวมเปน syncytial cell ทํางานไมไดและถูกทําลาย  
              3.  เกิดจาก free gp120 มาเกาะบนผิว CD4 และมีแอนติบอดีตอ gp120 มาจับอีกทีหนึ่ง 
ทําใหเซลลถูกทําลายโดย antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) หรือ CTL  
              4.  เกิดจากกลไกทําลายเซลลตนเอง โดยพบ autoantibodies ตอ MHC class II protein ใน 
ซีรัม ผูติดเชื้อเอดสที่มีอาการปวยในเวลารวดเร็ว ทั้งนี้เนื่องจากมีลักษณะของ gp120 ที่คลายกับ
บางสวนของ MHC class II protein  
              5.  อาจเกิดจากการติดเชื้อบางอยางรวม เชน mycoplasma ซ่ึงจัดเปน superantigen จับ
กับ T-cell receptor ทําใหเกิด T-cell dysfunction และเซลลตาย  
              พยาธิกําเนิดที่เกิดในการติดเชื้อ HIV นอกจากผลการทําให CD4 ทําหนาที่ผิดปกติและลด
จํานวนลงแลว ยังมีผลตอการทํางานของ CD8 cells ดวย ในผูติดเชื้อ HIV ในระยะที่ยังไมแสดงอาการ
จะมีจํานวน CD4 ลดต่ําลง แตจํานวน CD8 จะเพิ่มขึ้น และในระยะสุดทายเมื่อแสดงอาการโรค CD8  
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จะลดต่ําลงดวย ในผูติดเชื้อ HIV ที่เร่ิมแสดงอาการโรค พบการทํางานของ cytokine ผิดปกติ มีการ
สราง tumor necrosis factor (TNF), IL-6, gamma IFN และ cytokines อ่ืนเพิ่มขึ้น ทําให HIV เพิ่ม
จํานวนไดดีขึ้น และเชื้อที่เพิ่มมากขึ้นกลับกระตุนใหมีการสราง cytokines มากขึ้น และพบการสราง 
enhancing antibody ซ่ึงเปนแอนติบอดีที่จับกับ HIV และทําใหเขาเซลลไดดีข้ึนโดยเขาทาง Fc-
receptor และ complement receptor และ CD4 molecule  
 
การตอบสนองของรางกายในการปองกันโรค  
               ในผูที่ติดเชื้อ HIV จะตรวจพบแอนติบอดีตอโปรตีนตาง ๆ ของไวรัส และภูมิคุมกันผานเซลล 
ในระยะแรกของการติดเชื้อที่ไมแสดงอาการ ระบบอิมมูนสามารถควบคุมการติดเชื้อ HIV ได การเพิ่ม
จํานวนไวรัสมีไมมาก เนื่องจากเชื้อ HIV มีการกลายพันธุ (mutation) เกิดขึ้นตลอดเวลา เช้ือที่กลาย
พันธุใหมสามารถหลบหลีกการทําลายของแอนติบอดีและเซลลระบบอิมมูนได การเพิ่มจํานวนของ
ไวรัสที่มีความรุนแรง (virulence) มากขึ้น และพบการทําลายเซลลของระบบอิมมูนในระยะตอมา จึงมี
โอกาสเกิดอาการโรครุนแรงมากขึ้นเรื่อย  
              ในคนและลิงชิมแปนซีที่ติดเชื้อ HIV พบภูมิคุมกันที่มีความสําคัญในการปองกันโรค คือ  
              1.  Neutralizing antibodies สามารถ neutralize เชื้อ HIV ตางสายพันธุไดในหลอดทดลอง 
และสามารถปองกันการรวมตัวของเซลลที่ติดเชื้อกับเซลลปกติ (fusion) แอนติบอดีตองมีทั้ง 
neutralizing antibody ปองกันเชื้อที่อยูนอกเซลลไมใหเขาสูเซลล และมี fusion inhibition activity 
และ CD4 blocking activity ปองกันไมใหเช้ือในเซลลเขาสูเซลลใหมโดยการรวมตัว นอกจากนี้
จําเปนตองมี cell mediated immunity ทําลายเซลลที่ติดเชื้อดวย  
              Neutralizing antibodies มีบทบาทสําคัญที่สุดในการปองกันการติดเชื้อ แตถาไดรับเช้ือ
ไวรัสจํานวนมาก neutralizing antibody ไมสามารถปองกันได  
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              2.  Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) เปนแอนติบอดีที่รวมกับ 
natural killer cell (NK) ทําลายเซลลที่ติดเชื้อ นอกจากนี้อาจมีแอนติบอดีที่จับกับ complement แลว 
ทําใหมีการสลายของเซลลที่ติดเชื้อ (complement-mediated cytolysis antibody)  
              3.  ในผูติดเชื้อโดยไมมีอาการสวนใหญจะตรวจพบ Cytotoxic T Lmphocytes (CTL) ที่จะ 
recognized แอนติเจนของไวรัสโดยผาน major histocompatibility complex (MHC) ในผูติดเชื้อโรค
ไมแสดงอาการจะพบ CTL ในระดับสูงเมื่อเทียบกับผูที่ไมติดเชื้อ และเมื่อผูปวยแสดงอาการ โรคเอดส
มักจะไมพบ CTL  
              ดังนั้นผูติดเชื้อ HIV จะมีภูมิคุมกันเกิดข้ึนทั้งใน humoral mediated immunity (HMI) และ 
cell mediated immunity (CMI) ในผูติดเชื้อจะพบวา CMI มีสวนสําคัญที่สุดในการทําลาย viral 
infectious agents เซลลที่สําคัญและเกี่ยวของกับการทําลายเชื้อ HIV คือ natural killer cells, T 
helper/inducer cells (CD4) และ T suppressor/cytotoxic cells (CD8) เปนที่ทราบกันแลว T 
helper cells เปนเซลลที่สําคัญมี 2 ชนิด คือ T helper 1 (TH1) และ T helper 2 (TH2)(26,27) โดย TH1 
จะเปนตัวควบคุม CMI มีการผลิตและหลั่ง interleukin (IL)-2 และ gamma interferon (IFN-) สวน 
TH2 จะผลิตและปลอย IL-4, IL-6 และ IL-10 ใชควบคุม MHI การมี CMI จะกอใหเกิด protection 
สวน HMI ถาเปนชนิด neutralizing antibodies จะกอใหเกิด protection แตถาเปน enhancing 
antibodies จะกอใหเกิดการ กระจายของเชื้อ HIV   
 
การดําเนินโรคของการติดเชื้อ HIV 
              จากการศึกษาของคณะ Munoz และ Bacchetti (28,29) พบวาระยะเวลาตั้งแตไดรับเชื้อ HIV 
จนปวยเปนโรคเอดส เฉลี่ยประมาณ 10 ป ในประเทศไทยจากขอมูลงานวิจัยของ Sirivichayakul และ
คณะ(30) พบวาผูติดเชื้อเอชไอวี เฉลี่ยตอปจนกลายเปนเอดสรอยละ 6.8 และพบอัตราการดําเนินโรค
จนเปนเอดสโดยอาศัยระดับเซลล CD4 พบวา ผูปวยคนไทยที่มีระดับเซลล CD4 นอยกวา 200 เซลล/
ลบ.มม.  จะมีความเสี่ยงกลายเปนโรคเอดส 9 เทาเมื่อเทียบกับเซลล  CD4 มากกวา 500 เซลล/ลบ.ม
ม. และจากการศึกษาของ เกียรติ รักษรุงธรรมและคณะ(31) พบวาอัตราการลดลงของ เซลล CD4 ของ
คนไทย 50 เซลล/ลบ.มม. ตอป ไมพบความแตกตางระหวางสายพันธ E กับ B และศึกษารูปแบบการ
ดําเนินโรคของการติดเชื้อเอชไอวีในคนไทย ไดแบงรูปแบบของการดําเนินโรคของเอชไอวีเปน 4 ระยะ 
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              1. Intermediate (or Average) Progressors ผูติดเชื้อเอชไอวี สวนใหญ ประมาณรอยละ 80-
90 จะมีการดําเนินโรคเฉลี่ย 8-10 ป ในการแสดงอาการของโรคเอดส 

              2. Rapid Progressors  เปนระยะที่ผูติดเชื้อมีการดําเนินโรคที่รวดเร็วไมเกิน 3 ป จะเกิดอาการ
โรคเอดส พบไดรอยละ 5 

              3. Long-term Nonprogressors เปนระยะที่ผูติดเชื้อมีการดําเนินโรคที่ชามากหรือคงสภาพ
เดิมไมมีการดําเนินของโรค และ เซลล CD4 มากกวา 500 เซลล/ลบ.มม. แมนจะติดเชื้อเอช
ไอวีมานานกวา 10 ปและไมไดรับการรักษาดวยยาตานไวรัส ซึ่งพบไดนอยกวารอยละ 5 

              4. Long-term survivors เปน ระยะที่ผูติดเชื้อมีชีวิตอยูไดนานกวา 10-15 ป ภายหลังการติด
เชื้อ ทั้งๆ ที่ ไมไดรับการรักษา ผูติดเชื้อบางรายในกลุมนี้อาจมีระดับเซลล CD4 นอยกวา 
200 เซลล /ลบ.มม. แตคงมีสภาพของโรคคงที่หลาย ป ไมมีตัวเลขผูติดเชื้อในกลุมน้ี 
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รูปที่ 2 แสดงภาวะการดําเนินของโรคเอดส 
(จาก McKane, L. and Kandel, J. Microbiology essentials and applications, International 

edition. P 620 Mc Graw Hill College, New York, U.S.A., 1996.) 
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ปจจัยที่เกี่ยวของกับการดําเนินโรค (31,32) 
              การที่ผูติดเชื้อจะมีการดําเนินของโรคในรูปแบบใด รวดเร็ว ชา หรือคงที่เปนเวลากวา 10 ปโดยไม

มีอาการเปลี่ยนแปลง พบวา ข้ึนอยูกับปจจัยอยางใดอยางหนึ่งหรือหลายอยางดังตอไปนี้ 
              1. ปจจัยทางไวรัส (viral factor)  ไดแก ปริมาณเชื้อ ชนิดของเชื้อ 
              2. ปจจัยในตัวผูติดเชื้อ ไดแก ปจจัยทางพันธุกรรม และการตอบสนองทางภูมิคุมกัน  
              3. ปจจัยรวมและการกระตุนระบบภูมิคุมกัน 
              4. ปจจัยดานการรักษา 
 
ลักษณะทางคลินิกและระยะตาง ๆ ของการติดเชื้อเอชไอวี 
              แตเดิมมาศูนยควบคุมโรคของสหรัฐอเมริกา ไดแบงระยะตาง ๆ ของการติดเชื้อ HIV 
ออกเปน 4 ระยะ(32)  คือ  
              ระยะที่ 1 : ระยะติดเชื้ออยางเฉียบพลัน (Acute HIV infection)  
              หลังจากผูไดรับเชื้อ HIV 2-3 สัปดาหจะมีอาการคลายไขหวัด ตอมน้ําเหลืองโต (glandular 
fever-like illness) และอาจมีอาการของ encephalitis, meningitis, myelopathy และ neuropathy 
อาการตาง ๆ เหลานี้หายไปไดเองภายใน 1-2 สัปดาห  
              ระยะที่ 2 : ระยะติดเชื้อโดยไมมีอาการ (Asymptomatic infection)  
              เริ่มพบแอนติบอดีหรือภูมิคุมกันตอไวรัสเอดสประมาณ 6-8 สัปดาห หลังไดรับเชื้อ มี
แอนติบอดี ตอ HIV ตลอดชีวิต  แตอาจเนิ่นนานออกไปถึง 3 เดือนก็ได อยางไรก็ตามมีรายงานในกลุม
ชายรักรวมเพศในอเมริกาวาอาจตองรอไปนานถึง 3 ป anti-HIV จึงจะใหผลบวก  
              ระยะที่ 3: ระยะตอมน้ําเหลืองโตทั่วไป(Persistent generalised lymphadenopathy, 
PGL)  
              พบตอมน้ําเหลืองโตทั่วตัว ระยะนี้คนไขไมมีอาการ แตถาตรวจรางกายจะCDC ใหคําจํากัด
ความของ PGL วา ตองเปนตอมน้ําเหลืองขนาดตั้งแต 1 ซม. ข้ึนไป และจะตองโตอยูนานเกิน 1 เดือน 
ต้ังแต 2 บริเวณขึ้นไป โดยไมนับรวมตอมน้ําเหลอืงที่บริเวณขาหนีบ และตอมน้ําเหลือง 2 บริเวณนี้ 
จะตองไมเปน draining chain ซึ่งกันและกัน  
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              ระยะที่ 4 : ระยะติดเชื้อมีอาการ (symptomatic HIV infection) แบงยอยไดเปน 
              ระยะที่ 4.1 : Constitutional disease มีอาการน้ําหนักลดไมทราบสาเหตุโดยน้ําหนักลด
เกิน 10 กิโลกรัม หรือลดเกิน 10% ของน้ําหนักเดิม อาจมีไข (เกิน 38o ซ) เร้ือรัง (เกิน 4 สัปดาห) โดย
ไมทราบสาเหตุ อาจมีทองเสียเร้ือรังโดยไมทราบสาเหตุ อาจมีเช้ือราในชองปาก (Oral candidiasis) 
อาจมีงูสวัด (Herpes zoster) ตรงกับระยะ AIDS related complex หรือ AIDS related condition 
(ARC) เดิม  
              ระยะ 4.2 : Neurological disease มีอาการทางจิตประสาท หรือมีอาการของระบบ
ประสาทสวนกลาง encephalitis, meningitis, myelopathy และ neuropathy เรียกวา "HIV 
encephalopathy" หรือ "AIDS demantia" ลักษณะของสมองเหี่ยว (brain atrophy)  
              ระยะที่ 4.3 : Secondary infectious disease  
                        4.3.1 : Specified secondary infectious disease listed in CDC surveillance definition(33)  
                        4.3.2 : Other unspecified secondary infectious disease เปนโรคติดเชื้อฉวย
โอกาสอื่น ๆ ที่มิไดรวมอยูใน surveillance definition  
              ระยะที่ 4.4 : Secondary cancers  สวนใหญ พบKaposi's sarcoma อาจพบ primary 
central nervous system lymphoma และ non-Hodgkin's disease  
              ระยะที่ 4.5 : Other conditions  เปนกลุมผูปวยที่ไมสามารถจัดเขาไวใน 4 กลุมขางตน เชน 
มีโรคติดเชื้อที่ไมไดระบุในกลุม 4.3 หรือมีอาการนอกเหนือที่ระบุในกลุม 4.1  
              การติดเชื้อ HIV ในระยะตาง ๆ จะมี severity ตางกัน ผูปวยระยะที่ 4 จะมีความผิดปกติทาง
ภูมคิุมกันมากกวาคนที่เปนระยะที่ 3 และ 2 ตามลําดับ   
 
 นิยามผูปวยโรคเอดสท่ีใชในการเฝาระวัง (34) 
              นับตั้งแต พ.ศ. 2527 ที่ประเทศไทยมีผูปวยโรคเอดสรายแรก ไดใชแนวทางการวินิจฉัยโรค
เอดส ที่ดัดแปลงมาจาก ศูนยควบคุมโรคแหงชาติสหรัฐอเมริกา (Centers for Disease Control : 
CDC) โดยอาศัยการตรวจพบโรค หรือกลุมอาการที่แสดงถึง ภาวะภูมิคุมกันของรางกายเสื่อม รวมกับ
การตรวจพบวา อัตราสวนของ T-helper lymphocyte ตอ T-suppressor lymphocyte (CD4/CD8) 
ตํ่ากวา 1  
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              เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2530 ศูนยควบคุมโรคแหงชาติสหรัฐอเมริกาไดทบทวนคํานิยามโรค
เอดสใหมเพื่อใหครอบคลุมกรณีตาง ๆ ไดกวางขวางขึ้น โดยยอมรับผูปวยที่ไมมีผลการตรวจหาการติด
เช้ือเอดส หรือผลกํากวมหรือแมรายที่มีผลการตรวจหาการติดเชื้อเอดสเปนลบ คํานิยามดังกลาว
ประกาศใชในเดือนกันยายนปเดียวกัน คณะกรรมการประสานงานการควบคุมโรคเอดส ของกระทรวง
สาธารณสุขของประเทศไทย จึงไดปรับปรุงนิยามขึ้นใหมและเร่ิมใชตั้งแตปลายป พ.ศ.2530 เปนตนมา 
โดยดัดแปลงจากของ CDC แตยังไมยอมรับกรณีที่ไมมีผลการตรวจหาการติดเชื้อเอดส หรือผลกํากวม 
หรือมีผลเปนลบ  
              เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2532 กระทรวงสาธารณสุขรวมกับแพทย และนักวิชาการผูทรงคุณวุฒิ 
ดานโรคเอดสปรับปรุงนิยามใหม เพื่อใหการเฝาระวังโรคเอดสมีความครอบคลุมกวางขวางขึ้น โดยยึด
ตามคํานิยามของ CDC เกือบทั้งหมด มีการดัดแปลงนอยที่สุด และไดประกาศใชอยางเปนทางการใน
เดือนตุลาคม พ.ศ. 2532  
              เนื่องจากนิยามที่ใชในปจจุบันยังไมครอบคลุมโรคติดเชื้อฉวยโอกาสบางตัวที่สําคัญ และไม
เหมาะกับการวินิจฉัยในเด็ก กระทรวงสาธารณสุข จึงไดแตงตั้งคณะทํางานขึ้นมาชุดหนึ่งเพื่อทําการ
ทบทวนนิยามโรคเอดสที่ใชอยู และนําเสนอรางนิยามเพื่อใหแพทยผูทรงคุณวุฒิและมีประสบการณ 
ในการดูแลผูปวยโรคเอดสในผูใหญและในเด็กจํานวนหนึ่งพิจารณากลั่นกรอง ทั้งนี้จากการประชุม
กลุมผูทรงวุฒิดังกลาว เม่ือวันที่ 30 มีนาคม 2536 ที่ประชุมสวนใหญเห็นชอบกับรางนิยามใหม ซ่ึงมี
ความแตกตางกับนิยามที่ใชอยูเดิมคอนขางมาก และยกเลิก การวินิจฉัย ARC (AIDS Related 
Complex) เรียกเปนผูติดเชื้อท่ีมีอาการ (HIV Symptomatic Patient)โดยอาจสรุปไดดังนี้คือ  
              การวินิจฉัยวาผูปวยเปนโรคเอดส อาจทําได 3 ประเภท โดยทุกประเภทตองยืนยันไดวา
ผูปวยมีการติดเชื้อ HIV แนนอน(35) 
ประเภทที่ 1     อาศัยการตรวจพบโรคหรือกลุมอาการที่บงชี้ถึงความบกพรองของระบบภูมิคุมกันโรค
ของรางกาย โรคใดโรคหนึ่งใน 25 โรค จะถือวาผูปวยเปนโรคเอดส (32) 
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ประเภทท่ี 2     อาศัยการตรวจนับเม็ดเลือดขาวชนิด CD4 ไดนอยกวา 200 เซลล/ลบ.มม. อยางนอย 
2 ครั้ง โดยหองชันสูตรที่มีความชํานาญ ในกรณีนี้ผูปวยอาจจะยังไมมีโรค หรือกลุมโรคใดโรคหนึ่ง หรือ
มีแตยังไมแนนอนวาใชหรือไม  
ประเภทท่ี 3 ใชเฉพาะเด็กที่ติดเชื้อ HIV จากมารดา โดยพบ Major signs อยางนอย 2 อยาง และ 
Minor signs อีกอยางนอย 2 อยาง แตในกรณีที่ผูปวยเสียชีวิตกอนอายุ 15 เดือน การพบเพียง 1 
Major sign และ 1 minor sign ก็จัดเปนผูปวยโรคเอดส 
 
การตรวจหาการติดเชื้อเอชไอวีทางหองปฏิบัติการ ( 36,37,38,39) 
              การติดเชื้อHIV เกิดได โดยการไดรับเชื้อท่ีอยูในเลือด สวนประกอบของเลือด เยื่อเมือกที่บุ
อวัยวะตาง ๆ หรือสารคัดหลั่งตาง ๆ ของผูที่มีเชื้อเขาสูรางกาย หลังจากไดรับเชื้อ HIV เขาสูรางกาย 
ประมาณ 2-3 สัปดาห จึงจะมีอาการแสดงออกแบบชนิดเฉียบพลัน (acute retroviral syndrome) คือ
จะมีอาการไข เจ็บคอ ตอมน้ําเหลืองโต มีอาการเหมือนเปนไขหวัด (acute infection monoucleosis-
like illness) ซ่ึงจะมีอาการอยูประมาณ 1-2 สัปดาห ชวงนี้เปนชวงที่มีเช้ือไวรัส (viremia) และตรวจ
พบแอนติเจน (antigenemia)(40) ได ซ่ึงอาจมีเวลา 2-6 สัปดาหเทานั้น หลังจากนั้นอีกระยะหนึ่งจึงจะ
เริ่มตรวจพบแอนติบอดีตอเชื้อ HIV (anti-HIV) ในกระแสเลือด นอกจากนี้ยังมีผูปวยอีกจํานวนมาก
อาจจะไมมีอาการอะไรเลยในชวงที่มีเช้ือไวรัสและแอนติเจน  
              ดังนั้น หลังจากไดรับเชื้อ HIV รางกายจะสรางแอนติบอดีตอบสนองและตรวจพบในซีร่ัม 
ต้ังแตระยะแรกของการติดเชื้อ จนถึงระยะที่มีอาการโรคเอดส ระยะหลังติดเชื้อจนถึงตรวจพบ
แอนติบอดีใชเวลานาน 3-12 สัปดาห (สวนใหญประมาณ 8 สัปดาห) บางรายอาจนานถึง 6 เดือน 
เรียกชวงที่กอนตรวจพบแอนติบอดีนี้วา "window period" ในระยะ window period นี้หากตองการ
ตรวจวามีการติดเชื้อ HIV หรือไม อาจใชวิธีการตรวจหาแอนติเจนชวย  
 
วิธีการตรวจเพื่อบงบอกการติดเชื้อ  
              การตรวจเพื่อบงบอกการติดเชื้อ HIV นั้น มี 2 วิธีใหญ ๆ คือ  
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              1.  Indirect method เปนการตรวจภูมิคุมกันที่รางกายตอบสนองตอเชื้อไวรัส ก็คือ การ
ตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ HIV   
              2.  Direct method เปนการตรวจหาตัวเชื้อไวรัสโดยตรง สวนใหญยังเปนวิธีท่ีใชในการศึกษา
วิจัย ไดแก การตรวจหาแอนติเจนชนิด p24 และการตรวจหาจีโนมไวรัส  
 
วิธีการตรวจแอนติบอดีตอเชื้อ HIV(37, 41)   
              การตรวจหาแอนติบอดีตอเช้ือ HIV เปนวิธีที่ใชทั่วไป แอนติเจนที่ใชตรวจหาแอนติบอดี อาจ
เปนแอนติเจนของเชื้อไวรัสท่ีสกัดจากการเพาะเลี้ยงในเซลล หรือเปนแอนติเจนที่เปนโปรตีนที่สรางโดย
ยีนจําเพาะของไวรัส เตรียมดวยวิธีพันธุวิศวกรรม หรือเปนแอนติเจนที่ไดจากการสังเคราะหเปปไทด 
ซ่ึงน้ํายาสวนใหญจะประกอบดวยแอนติเจนของ core antigen (p24) และสวนของ gp41 หรือ 
gp120 ของเชื้อ HIV-1 และสวน gp36 ของเชื้อ HIV-2 วิธีการตรวจจะแบงเปน 2 ข้ันตอน คือ  
              1.  การตรวจกรองเบื้องตน(42) (screening test)  
              2.  การตรวจยืนยัน (confirmatory test)  
 
การตรวจกรองเบื้องตน (screening test)  
              เปนวิธีที่มีความไวสูง ทําไดงายใชเวลาไมนาน มีหลายวิธีใหเลือกใชใหเหมาะสมสําหรับ
ตรวจตัวอยางตรวจในหองปฏิบัติการระดับตาง ๆ   
              1.  วิธีอีไลซา (ELISA) น้ํายารุนแรกที่ผลิตใช เรียกวา first generation ใชแอนติเจน เตรียม
จากเชื้อไวรัส HIV-1 ที่เพาะเลี้ยงใน cell line ของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด T-cell ตัวอยางเชน 
H9/HTLV III ตอมาไดพฒันาใหมีความไวและความจําเพาะมากขึ้น ใชแอนติเจนที่เตรียมโดยเทคนิค 
recombinant DNA  เรียกน้ํายานี้วา second generation  เมื่อพัฒนาโดยใชแอนติเจนเปน synthetic 
peptide ทําใหมีความไวมากขึ้น สามารถตรวจแอนติบอดีไดทั้งชนิด lgM และ lgG จึงชวยลดระยะ 
Window period เรียกน้ํายารุนใหมนี้วา third generation และแอนติเจนที่ใชมีสวน core protein และ 
envelope protein ของ HIV-1 รวมกับ envelope protein ของ HIV-2 ทําใหสามารถตรวจไดทั้ง
แอนติบอดีตอ HIV-1 และ HIV-2  
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 หลักการทดสอบอิไลซา ที่ใชมีดังนี้  
              1.1  Indirect enzyme immunoassay ทําโดยเคลือบถาดหรือเม็ดพลาสติกดวยแอนติเจนใส
ซีร่ัมลงไปทําปฏิกิริยา อบไวระยะหนึ่งแลวลางออกหลาย ๆ คร้ัง เติม anti human gamma globulin ที่ 
conjugate กับเอนซัยม ลงทําปฏิกิริยา อบไวระยะหนึ่งลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออกใหหมด แลวเติม 
chromogenic substrate ลงทําปฏิกิริยาดูการเปลี่ยนแปลงสีที่เกิดขึ้น อานคาดวยเคร่ืองอาน 
เปรียบเทียบกับคา negative และ positive control ถาคาที่ไดสูงกวาคา cut-off ถือวาตัวอยางนั้น
ใหผลบวก (reactive)  
              1.2  Competitive enzyme immunoassay ทําโดยเคลือบแอนติเจนในหลุมของถาด
พลาสติก ใสซีร่ัมทดสอบลงในหลุมพรอม ๆ กับเติมแอนติบอดีตอเช้ือ HIV ที่ conjugate กับเอนซัยม
อบใหทําปฏิกิริยาไวระยะหนึ่ง ลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออกเติม chromogenic substrate ลงไปอบไว
ระยะหนึ่ง ดูการเปลี่ยนสีที่เกิดขึ้นถาในซีร่ัมทดสอบมีแอนติบอดีตอเชื้อ HIV จะแยงจับแอนติเจนทําให
แอนติบอดีตอเชื้อ HIV conjugate ที่เติมลงไปพรอมกัน จับกับแอนติเจนไดนอยลง การเปลี่ยนสีจะเกิด
นอยกวาหลุมที่ไมมีแอนติบอดีตอเช้ือ HIV  นําเขาเครื่องอาน อานผลเปรียบเทียบกับคา negative 
และ positive control คํานวณคา cut-off ถาคาของตัวอยางตรวจต่ํากวาคา cut-off ถือวา ตัวอยางนั้น
ใหผลบวก (reactive)  
              1.3 Antigen double sandwich immunoassay ทําโดยเคลือบแอนติเจนในถาดหรือเม็ด
พลาสติก ใสซีร่ัมลงทําปฏิกิริยาอบไวระยะหนึ่ง ลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก แลวเติมแอนติเจนที่ 
conjugate กับเอนซัยมลงทําปฏิกิริยาลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก แลวใส chromogenic substrate 
ลงไปทําปฏิกิริยา อบไวดูการเปลี่ยนสี  อานผลถาคาสูงกวา cut-off แสดงวาในตัวอยางนั้นมี
แอนติบอดีตอเชื้อ HIV  
              2.  วิธี gelatin particle agglutination (GPA) หลักการของการตรวจโดยดูปฏิกิริยาการจับ
กลุมของแอนติบอดี และแอนติเจน โดยเคลือบแอนติเจนของเชื้อเอชไอวีที่ทําใหบริสุทธิ์แลว ลงบนเม็ด 
gelatin เรียกวา sensitized particles สวนเม็ด gelatin ที่ไมถูกเคลือบดวยแอนติเจนของไวรัสเอดส
เรียกวา unsensitized particles ซ่ึงเปนแอนติเจนควบคุม ในการทดสอบนําซีร่ัมมาเจือจางเปน 1:8 
และ 1:16 ใน microtiter plate หยด unsensitized particles ลงในซีร่ัมที่เจือจาง 1:8 หยด sensitized  
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particles ลงในซีร่ัมที่เจือจาง 1:16 เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมง อานผลดวยตา
เปลาโดยดูปฏิกิริยาการจับกลุมของแอนติเจน-แอนติบอดี เปนวงกลมกวาง ขอบไมเรียบ สีชมพูจาง 
ถาไมมีปฏิกิริยาของแอนติเจน-แอนติบอดีเกิดขึ้นจะเห็นเปนวงกลมเล็ก ขอบเรียบคลายเม็ดกระดุมสี
แดงอยูกนหลุม   
              3.  วิธี dot immunobinding assay เปนวิธีตรวจที่ดัดแปลงจากวิธีอีไลซา โดยใชแอนติเจน
หยดใหจับบนเมมเบรน (membrane) เหมาะสําหรับตรวจจํานวนนอยและใชเวลารวดเร็ว  
 
การตรวจยืนยัน (confirmatory test)  
              วิธีทดสอบยืนยันที่ใชอยูมี 2 วิธี คือ immunoblot และ immunofluorescent assay (IFA) แต
ท่ีนิยมใชในขณะนี้คือ immunoblot หรือเรียกวา Western blot (WB) ทําโดยนําเชื้อไวรัสที่เพาะเลี้ยงไว
มาทําใหอนุภาคแตก แยกโปรตีนของไวรัสออกมาดวยวิธี PAGE (polyacrylamide gel 
electrophoresis) แลวยายโปรตีนที่แยกไดนั้นไปไวบน nitrocellulose membrane นําไปทดสอบโดย
ใชหลักการ indirect ELISA ในปจจุบันมีน้ํายาที่มีแถบโปรตีนของ HIV-1 และ HIV-2 อยูใน เมมเบรน
ช้ินเดียวกัน และใช synthetic peptide แทนโปรตีนจากเชื้อไวรัส วิธีนี้จะบงบอกวาแอนติบอดีที่ตรวจ
พบเปนแอนติบอดีตอโปรตีนสวนใดของไวรัส เหมาะในการศึกษาวิจัยดู cross reaction ที่เกิดข้ึนใน
ภาวะตาง ๆ และติดตามลักษณะของแอนติบอดีตอเชื้อ HIV ที่เกิดขึ้นในระยะตาง ๆ การแปรผลใหยึด
แบบใดแบบหนึ่ง(43)  
 
ลําดับขั้นตอนการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ HIV   
              ข้ันตอนการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ HIV จะมีการตรวจข้ันแรกดวยวิธี ELISA และ 
particle agglutination หรือการตรวจโดยวิธีรวดเร็ว (rapid/simple test) ทุก ๆ ตัวอยางตรวจ ที่ใหผล
บวกในการทดสอบตองนําไปตรวจยืนยันดวยวิธี Western blot ซ่ึงมีราคาแพง องคการอนามัยโลกได
แนะนําวิธีการทดสอบขึ้น 3 แนวทาง เพื่อจะไดลดคาใชจายในการทดสอบดวย Western blot ลง ทั้งนี้
ตองขึ้นอยูกับวัตถุประสงคของการทดสอบ และความชุกของภาวะติดเชื้อ HIV ในกลุมประชากรนั้น ๆ   
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              วิธีท่ี 1  
              ตรวจทุกตัวอยางตรวจโดยวิธี ELISA หรือวิธี rapid/simple assay หนึ่งการทดสอบ ถาใหผล 
reactive ก็ใหถือวาการตรวจหา แอนติบอดีตอเชื้อ HIV ใหผลบวก ถาผลเปน non-reactive ก็ใหถือวา
การตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ HIV ใหผลลบ  
              วิธีท่ี 2  
              ตรวจทุกตัวอยางโดยวิธี ELISA หรือ rapid/simple assay สองการทดสอบที่ใชแอนติเจน
หรือหลักการที่แตกตางกัน  
              ถาผลการตรวจในครั้งแรกใหผล non-reactive ใหถือวาไดผลลบ โดยไมตองทาํการตรวจครั้ง
ท่ีสอง  
              ถาผลการตรวจครั้งแรกใหผล reactive ก็ตองตรวจครั้งที่สอง ถาผล reactive อีกใหถือวาการ
ตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ HIV ใหผลบวก แตถาใหผล non-reactive ในครั้งที่สอง ก็ใหถือวาการ
ตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ HIV ใหผลลบ  
              วิธีท่ี 3  
              ตรวจทุกตัวอยางโดยวิธี ELISA หรือ rapid/simple assay สามการทดสอบที่ใชแอนติเจน
หรือหลักการที่แตกตางกัน  
              ถาผลการตรวจในครั้งแรกใหผล non-reactive ใหถือวาไดผลลบ โดยไมตองทําการตรวจครั้ง
ตอไป  
              ถาผลการตรวจครั้งแรกใหผล reactive แตคร้ังที่สองใหผล non-reactive ก็ใหถือวาใหผลลบ  
              ถาผลการตรวจสองครั้งใหผล reactive แตใหผล non-reactive ในครั้งที่สามใหถือวาไดผล
กํากวม (equivocal หรือ borderlines) อาจจะพิจารณาทําการทดสอบดวย Western blot ตอ  
              ถาใหผล reactive ทั้งสามครั้ง ใหถือวาไดผลบวก  
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              การที่จะเลือกทดสอบโดยใช วิธีที่ 2 และ 3 การทดสอบครั้งแรกควรจะใชการทดสอบที่ให
ความไวสูงสุด การทดสอบครั้งที่ 2 และ 3 ใหเลือกใชชุดการทดสอบที่ใหความจําเพาะสูงข้ึนกวาครั้ง
แรก แตอยางไรก็ตาม ในการตรวจเพื่อใหการวินิจฉัย ใหเจาะเลือดใหมและทําการตรวจใหมอีกทุกราย
ของผูปวยใน batch ในทํานองเดียวกับที่ทําการตรวจตัวอยางแรก เพื่อปองกันความผิดพลาดทาง
หองปฏิบัติการ และความผิดพลาดอันเกิดจากการสับเปล่ียนหลอดตัวอยางเลือด 
 
ตารางที่ 2.2  ขอแนะนําขององคการอนามัยโลกในการเลือกใชวิธีตาง ๆ ในการทดสอบโดย
มีวัตถุประสงคในกลุมความชุกของภาวะติดเชื้อตาง ๆ (34,39)  
 

วัตถุประสงค ความชุก วิธีในการตรวจ 
ตรวจเลือดบริจาค ทุกอัตราความชุก วิธีที่ 1 
เฝาระวังโรค >10% วิธีที่ 1 

” <10% วิธีที่ 2 
วินิจฉัย เมื่อผูปวยมีอาการ เอดส/ติดเชื้อเอชไอวี ทุกอัตราความชุก วิธีที่ 2 
วินิจฉัย เมื่อผูปวยไมมีอาการเอดส/ติดเชื้อเอชไอวี >10% วิธีที่ 2 

” <10% วิธีที่ 3 
 
การตรวจหาแอนติเจน (p24 antigen)  
              p24 antigen เปนโปรตีนที่อยูในสวนแกน (core protein) ของเชื้อ HIV ซ่ึงจะมีการ
สังเคราะหข้ึนในเซลลที่การติดเชื้อ HIV และปลอยออกมาสูกระแสเลือดในระยะเริ่มแรกของการติดเชื้อ 
และระยะทาย ๆ ของการดําเนินโรคเอดส ทําใหสามารถตรวจ p24 antigen ไดในเลือดของผูมีการติด
เช้ือ HIV ซ่ึงจะมีรูปแบบของแอนติเจนในกระแสเลือดได 4 ลักษณะ(44, 45) คือ  
              1.  พบทั้งแอนติเจนอิสระ (free antigen) และแอนติเจนอยูรวมกับแอนติบอดี (antigen- 
antibody complex)  
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              2.  ไมพบแอนติเจนในรูปแบบอิสระในระยะแรก แตจะมีแอนติเจนรวมอยูกับแอนติบอดี  
              3.  พบแตแอนติเจนอิสระ แตไมพบแอนติเจนอยูรวมกับแอนติบอดี  
              4.  ไมพบทั้งแอนติเจนอิสระและแอนติเจนอยูรวมกับแอนติบอดี  
              นอกจากรูปแบบท่ีแตกตางกันทั้ง 4 อยางนี้แลว ยังพบวาระดับแอนติเจนชนิด p24 ในกระแส
เลือด ยังมีการเปลี่ยนแปลงระดับข้ึน ๆ ลง ๆ (fluctuation) ไดในเวลาที่ตางกัน ซึ่งทําใหเกิดความ
สับสน ในการตรวจหาและแปลผลที่ได  
              ในปจจุบันเทคนิคการตรวจแอนตเิจนที่ใชอยูคือ วิธีอีไลซา (ELISA: enzyme-linked 
immuno-sorbent assay) เทานั้น ซ่ึงสามารถตรวจหาแอนติเจนอิสระไดดี แตความไวไมมีพอตรวจหา
แอนติเจนที่อยูรวมกับแอนติบอดี ตองใชเทคนิคแยกแอนติเจนออกจากแอนติบอดีกอนทําการตรวจ 
(ICD: immune complex dissociation)(46) 
 
การตรวจหายีโนมของไวรัส  
              การตรวจหายีโนมของไวรัสเปนการตรวจหายีนหรือกรดนิวคลิอิก ซึ่งอาจตรวจหาไวรัส RNA 
หรือ proviral DNA วิธีเดิมท่ีใชคือการทํา hybridization ซ่ึงพบวาไวไมเพียงพอ ในปจจุบันพบวาวิธีที่ดี
ที่สุดคือการตรวจหา proviral DNA ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction: 
PCR)  
              PCR เปนเทคนิคใหมที่ถูกคนพบในป พ.ศ. 2526 โดย Kary Mullis(47) และตอมา Randall 
Saiki และ Henry Erlich(48) ไดนําเทคนิคนี้มาใชและรายงานเปนคร้ังแรกในป พ.ศ. 2528  หลังจากนั้น
ไดถูกนํามาประยุกตใชในการตรวจหาจุลชีพตาง ๆ รวมทั้งเชื้อไวรัส HIV ซึ่งนํามาใชในการวินิจฉัยผูติด
เชื้อเอดสในระยะแรกที่รับเชื้อท่ีระดับแอนติบอดียังไมพบ และไมสามารถตรวจพบแอนติเจนชนิด p24 
นอกจากนี้ยังใชวินิจฉัยทารกที่เกิดจากมารดาติดเชื้อเอดส เพราะทารกเหลานี้จะมีแอนติบอดีจาก
มารดาอยูในกระแสเลือดของทารก ทําใหไมสามารถแยกไดวาทารกติดเชื้อเองจนกวาอายุ 15 เดือนไป
แลว Rogers และคณะ ไดรายงานวา วิธี PCR สามารถใหการวินิจฉัยวาทารกติดเชื้อเอดสไดภายใน 
2-3 เดือนหลังคลอด และจะใหผล 100% เมื่อทารกอายุ 6 เดือนไปแลว จึงนับวาเปนวิธีที่ไวที่สุดในการ
วินิจฉัยที่เกิดจากมารดาติดเชื้อเอดส วามีการติดเชื้อเอดสจริงหรือไม  
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การตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี-1 ในปสสาวะชนิดไอจีจี 
              ปสสาวะไดรับการพิจารณาเปนทางเลือกหนึ่งของตัวอยางสงตรวจ เพื่อวินิจฉัยโรคเอดส 
เนื่องจากความสะดวกในการเก็บตัวอยางสงตรวจไมมีข้ันตอนในการเตรียมตัวอยางสงตรวจกอนทํา
การตรวจ  และที่สําคัญที่สุด ปสสาวะไมสามารถกอใหเกิดการติดเชื้อแกผูปฏิบัติการตรวจ(57) มี
การศึกษา Urinary HIV-1 Antibody ในปสสาวะดวยวิธีอ่ืน ๆ เปรียบเทียบกับผลของเลือด ใหผลที่นา
พอใจ เชน ดวยวิธี EIA โดย Calypte  Biomedical  พบวามีความไว 96.66% และความจําเพาะ 
99.18%  สวนการตรวจดวยวิธี lmmunodotblot (SUDS) โดย  Constantine  และคณะ (58) พบวามี
ความไว 100 % มีความจําเพาะ100% และการตรวจดวยวิธี immunochromatographic assay ซ่ึง
สรางมาสําหรับตรวจเลือดเมื่อนํามาตรวจจากปสสาวะโดย Vallari และคณะ (59) พบวามีความไว 
97.87% และมีความจําเพาะ 100% โดย วิธี Enzyme-Linked Fluorescent (60) มีความไว 95.2% และ
ความจําเพาะ 97.4%  โดยวิธีอิไลซา (61)มีความไว 99.83% และความจําเพาะ 99.76% การตรวจ 
HIV-1 ในปสสาวะผูปวยโรคเอดสในตางประเทศและในประเทศไทย(61) โดยวิธี Western Blot (WB) 
เปรียบเทียบกับการตรวจเลือด การตรวจปสสาวะในตางประเทศซึ่งไดรับการรับรองจากองคการ
อาหารและยาสหรัฐ(63,64) พบการตรวจดวยปสสาวะมีความจําเพาะ 100%  และมีความไว 99.7% ใน
พวก Low-Risk ไมมีปญหา แตพบวา 2 ใน 748 ตัวอยางใหผลลบโดยวิธีเวสเทอรนบลอท จากการ
ตรวจสอบในรายละเอียดในกรณีดังกลาวพบวาเปนผูปวย seropositive ที่เปนเอดส ท่ีกําลังไดรับการ
รักษาดวยยาตานไวรัส   สวนในประเทศไทยจากรายงานของ Tiensiwakul และคณะ(65 ) พบการตรวจ
ดวยปสสาวะมี ความไว 97.7% และมีความจําเพาะ 100% แตจํานวนตัวอยางที่รายงานมีจํานวนนอย  
              จากรายงานของ Chargelegue และคณะ(66)  ไดศึกษาความสัมพันธระหวางจํานวนเซลลซีดี 
4 กับแอนติบอดีของเอชไอวี-1 ในเลือด โดยศึกษาเฉพาะความสัมพันธระหวางปริมาณ แอนติบอดีตอ
สวน p17 และ p24  ในเลือดโดยวิธี RIA  กับ จํานวนเซลลซีดี 4 ในเลือดของผูติดเชื้อเอชไอวี พบวา 
กลุมที่ไมแสดงอาการ จะมีจํานวน แอนติบอดี ตอ p17 และ p24 ของเชื้อเอชไอวีในเลือด สูงกวากลุมที่
แสดงอาการโรคเอดส และมีจํานวนเซลลซีดี 4 มากกวา 200 เซลล/ลบ.มม.  สวนกลุมที่แสดงอาการ
โรคเอดส มีจํานวนเซลลซีดี 4  นอยกวา 200 เซลล/ลบ.มม.  ซ่ึงการศึกษาดังกลาวนี้เปนการศึกษาท่ีใช
จํานวนตัวอยางเพียง 15 ตัวอยาง เพื่อศึกษาแอนติบอดี ตอ p17 และ p24 ของเชื้อเอชไอวี ไมไดศึกษา
แอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวีทุกสวน และการศึกษาดังกลาวเปนการศึกษาในเลือด 
ไมไดศึกษาในปสสาวะเพื่อหาความสัมพันธกับจํานวนเซลลซีดี 4  
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การตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี ในปสสาวะชนิดไอจีเอ 
              เปนที่นาสังเกตวารายงานสวนใหญจะมุงเนนในการตรวจภูมิตานทานชนิดไอจีจี ทั้ง ๆ  ที่
โดยทั่วไปแลว มากกวา 90% (67)  ของการติดเชื้อเอดส เกิดจากเพศสัมพันธและภูมิตานทานจากสิ่งคัด
หลั่งสวนใหญ มากกวา 60% จะเปน IgA ดังนั้นภูมิตานทานตอเชื้อเอชไอวีในปสสาวะนาจะมีสวนที่
เปนไอจีเอ รายงานที่มีจนถึงปจจุบันยังไมมีรายงานการศึกษา แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี ชนิดไอจีเอ 
อยางเปนระบบในปสสาวะ  Akerlund และคณะ(68) ใชวิธี อีไลซา วัดปริมาณ sIgA คนปกติในปสสาวะ 
เปรียบเทียบกับ ในนม และในน้ําลาย พบวา ถาใชเทคนิคที่จําเพาะตอการหา ปริมาณ sIgA พบวา 
secretory component และ Free secretory component จะไมมารบกวนการตรวจวัด ยิ่งไปกวานั้น
การเปลี่ยนแปลง ของ pH และ osmolarity   ไมมีผลตอคาที่ได จากรายงาน O. Shen และคณะ (69) ใช 
captured radioimmuno assay ในการหา HIV-1- IgA antibodies ผูปวยเอดส พบ 89% ใน plasma, 
26% ใน semen, 28% ใน vaginal secretion, และ 17.6% ใน saliva แตในปสสาวะยังไมมีรายงาน 
 
ความสําคัญของ CD4 cell count 
              CD4 หรือ helper T cells เปนเซลลเปาหมายหลักของเชื้อเอชไอวี เมื่อเชื้อเอชไอวีเขา
รางกาย โดยการจับกันระหวาง gp120 ของเปลือกนอกเชื้อเอชไอวี กับ CD4 cell receptor จากนั้น
เช้ือเอชไอวี จะเขาไปใน CD4 cell จะเขาไปเจริญเติบโตและแบงตัวเพิ่มจํานวน มีการแตกทําลายของ 
CD4 cell ซ่ึงเปนศูนยกลางของการควบคุมการทํางานของระบบภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล (CMI) เม่ือ
จํานวน CD4 cell ลดจํานวนลง ทําใหผูปวยเกิดโรคติดเชื้อฉวยโอกาส ตาง ๆ การตรวจหาจํานวน 
CD4 cell ซ่ึงเปนการตรวจสอบสภาวะทางภูมิคุมกันโดยตรงมีประโยชนในการบอกระยะของโรคเอดส
อยางคราวๆ   ปจจุบันนี้ ทางหองปฏิบัติการนิยมตรวจหาเปอรเซ็นต CD4 cell จํานวน absoluteCD4 
cell และ CD4/CD8  
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              จากการศึกษาผูปวยโรคเอดสพบวาการลดของจํานวน CD4 cell เปนตัวบงชี้ถึงความรุนแรง
ในผูปวย (70,71) สามารถแบงการลดลงของเซลล CD4 ไดเปน 4 ระยะ(  72)  คือ ระยะที่ 1 เปนระยะที่
รางกายรับเชื้อ HIV แลวเกิด seroconversion ภายใน 6 ถึง 18 เดือน จํานวนเซลล CD4 จะลดจาก
ระดับปกติประมาณ 1,000 เซลล/ลบ.มม. ลงมาเปน 600 เซลล/ลบ.มม. ระยะที่ 2  เปนระยะที่ระดับ
ของจํานวน เซลล CD4 อยูในระดับคอนขางคงที่ ระยะนี้อาจกินเวลานานหลาย ๆ ป ระดับของเซลล 
CD4  อยูระหวาง 200-600 เซลล/ลบ.มม. ระยะที่ 3 ผูติดเชื้อเริ่มมีอาการสัมพันธกับโรคเอดส หรือ 
ระยะ ARC (AIDS Related Complex) ซ่ึงจํานวน CD4 ลิมโฟซัยท จะลดลงอยางรวดเร็ว ระยะ4 เปน
ระยะสุดทายหรือเปนโรคเอดสเต็มข้ัน ซ่ึงคนไขจะมีจํานวนเซลล CD4 ลดลง จนถึงแกกรรม และมี
อัตราสวนของเซลล CD4 /CD8 นอยกวา 0.2 สวนอัตรารอยละของเซลล CD4 นั้น นอยกวา 10 ใน
ระยะนี้คนไขมักจะเสียชีวิตจากโรคแทรกซอนตาง ๆ  

              ในภาวะติดเชื้อเอชไอวี จํานวนเซลล CD8 จะเพิ่มขึ้น โดยเฉพาะ 2-3 เดือนแรกของการติด
เช้ือ โดยมีจํานวนเซลล CD8 ประมาณ 1,000 เซลล/ลบ.มม. ในระยะที่ผูปวยเปนโรคเอดสเต็มขั้น 
จํานวน lymphocyte ในรางกายลดลงมาก ซ่ึงมีผลใหจํานวนเซลล CD8 ลดลงเชนกัน และจํานวน
เซลล  CD8 เปน lymphocyte สวนใหญในรางกาย ทั้งนี้เพราะจํานวนเซลล CD4 ลดลงมากในระยะ
โรคเอดสเต็มขั้น 
              ดังนั้นการใชคาของ CD4 จะเปนประโยชนตอการพยากรณการดําเนินโรค และติดตาม
ผลการรักษา จากการศึกษา Taylor JMG และคณะ(73) ไดศึกษาอัตราการรอดชีวิตของผูติดเชื้อเอชไอวี 
พบวาในรายที่มี ระดับเซลล CD4 สูงกวา 500 เซลล/ลบ.มม. จะมีอัตรารอดชีวิต (AIDS free survival 
rate) สูงกวาในกลุมที่มีระดับเซลล CD4 ต่ํา กลุมที่มีระดับเซลล CD4 นอยกวา 163 เซลล/ลบ.มม. จะ
มีอัตรารอดชีวิต 1 ป รอยละ 40 กลุมที่มีระดับเซลล CD4 มากกวา 366 เซลล/ลบ.มม. อัตรารอดชีวิต 
มากกวา 3 ป รอยละ 80 และยังพบวา ระดับเซลล CD4 มีความสัมพันธกับภาวะโรคฉวยโอกาส เชน ที่
ระดับ เซลลCD4 นอยกวา 60 เซลล/ลบ.มม. จะมีการติดเชื้อ M. avium และ cytomegalovirus และ
ระดับเซลล CD4 มากกวา 100 เซลล/ลบ.มม. จะพบโรค Pneumocystis carrinii pneumomia 
นอกจากนี้ สถาบันสุขภาพแหงชาติ ของสหรัฐอเมริกา(74) ยังใชคาของจํานวนเซลล CD4 เปนเกณฑ 
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การตัดสิน เร่ิมใหยาและติดตามผลการรักษา ของชาวคอเคเชียน (caucasian)โดยแนะนําวา ถา
จํานวนเซลล CD4 ต่ํากวา 500 เซลลตอลบ.มม.ควรจะใหยา Zidovudine (AZT) แกคนไข แตถา
จํานวน absolute ของเซลล CD4 สูงกวา 500 เซลล/ลบ.มม. ก็ยังไมมีความจําเปนที่จะตองใหยา หรือ
ถาต่ํากวา 200 เซลล/ลบ.มม. ควรใหยาปองกัน Pneumocystis carinii   สวนในคนไทยยังไมมีบรรทัด
ฐานกําหนดแนนอน จากการศึกษาในคนไทยพบวา ถา CD4 ลิมโฟซัยทต่ํากวา 200 เซลล/ลบ.มม. ผู
นั้นจะมีโอกาสเปนเอดสเต็มขั้นภายใน 2 ป มากกวาคนที่ CD4 ลิมโฟซัยทสูงกวา 500 เซลล/ลบ.มม. 
ถึง 9 เทา (30)  

              ตั้งแตวันที่ 1 มกราคม 2536 CDC ของสหรัฐอเมริกาไดกําหนดวิธีการแบงระยะตาง ๆ ของ
การติดเชื้อเอดสข้ึนใหม โดยอาศัยอาการทางคลินิก (clinical categories) รวมกับระดับของ CD4 cell 
(CD4 T-lymphocyte categories)(75) ดังตารางที่ 2.3 
ตารางที่ 2.3   1993 Revised CDC classification system for HIV infection and expanded 
AIDS surveillance case definition for adolescents and adults 

Clinical categories 
(A) (B) (C) 

CD4 T-cell 
categories 

Asymptomatic,acute(
primary)HIVorPGL 

Symptomatic, not(A) 
or(C) conditions 

AIDS-indicator 
conditions 

>500 /ul A1 B1 C1 
200-499 /ul A2 B2 C2 
<200 /ul A3 B3 C3 
หมายเหตุ : (1) A3, B3 และ C1-C3 รวมเรียกเปน AIDS ตาม expanded AIDS surveillance case 
definition ใหมนี้  
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               (2) CD4 > 500เซลล /ลบ.มม. เทียบเทากับ CD4 > 29%, CD4 200-499 เซลล/ลบ.มม. 
เทียบเทากับ CD4 14-28% , CD4 < 200เซลล /ลบ.มม.  เทียบเทากับ CD4 < 14% 
              นั่นคือ ระยะที่ 1 จํานวนเซลล CD4+เซลล มากกวา หรือเทากับ 500 เซลล/ลบ.มม. หรือ
มากกวา หรือเทากับ 29% 
              ระยะที่ 2 จํานวนเซลล CD4+ เซลล อยูระหวาง 200- 500 เซลล/ลบ.มม. หรือระหวาง 14 - 
28 % 
              ระยะที่ 3 จํานวนเซลล CD4+เซลล นอยกวา 200 เซลล/ลบ.มม. หรือต่ํากวาเทากับ 14% 
              อาการรวมคลินิก(clinical category) แบงเปน 3 กลุม คือ A, B, C 
              Clinical category A เปนระยะที่ผูติดเชื้อไมมีอาการหรือมีตอมนํ้าเหลืองโตหลายตําแหนง
หรือแสดงอาการปวยเฉียบพลัน 
              Clinical category  B เปนระยะที่ผูติดเชื้อ แสดงอาการ ที่ไมใช A และC เชนมีไขหรือ
อุจจาระรวง ติดเชื้อรา Candidiasis ที่ oropharyngeal และ vulvovaginal มากกวา 1 เดือน เซลลที่
ปากมดลูก dysplasia หรือเปนมะเร็งเฉพาะชั้นผิว 
              Clinical category C ติดเชื้อจุลชีพฉวยโอกาสที่ระบบตาง ๆ เชน Candidiasis ที่หลอด
อาหารและหลอดลม ติดเชื้อ Cryptococcus ที่ปอดและลําไส อาการทางสมอง ติดเชื้อ 
Mycobacterium avium, M. tubercuolosis หรือพบ Pneumonia มากกวา 2 ครั้งใน 1 ป  
 
หลักการของโฟลไซโตเมทรี่ (Principles of flow cytometry) (76-83) 
              โฟลไซโตเมทรี่ คือ วิธีการวัดเซลลโดยใชคุณสมบัติของเซลล ไดแก รูปราง ลักษณะ ขนาด 
รวมทั้งคุณสมบัติอ่ืน ๆ ไดแก markers DNA เปนตน วัดเซลลขณะที่เซลลกําลังไหลตามกระแสของ
ของเหลว ซ่ึงจะถูกวัดเมื่อเซลลผานไปถึงจุดวัดของเครื่องมือท่ีใชวัดที่เรียกวา เครื่องโฟลวไซโตมิเตอร 
ซ่ึงเปนเครื่องที่เกิดจากการผสมผสานของการใช อิเลคโทรนิค จลศาสตรของเหลว  ink- jet เทคโนโลยี 
หลักการวัดแสง โมโนโคลนัลแอนติบอดี เทคโนโลยีการวิเคราะหดีเอนเอ และเทคโนโลยีของ
คอมพิวเตอร ดังนั้นเครื่องโฟลไซโตมิเตอรจึงสามารถตรวจวิเคราะหหาปริมาณเซลลตางชนิดกันซึ่งอยู
รวมกันได โดยเปนการวิเคราะหแตละเซลล วัดปริมาณของสารเรืองแสงที่เปลงบนผิวเซลลหรือภายใน
เซลลในขณะที่ไหลผานเครื่องทางพรวย (nozzle) เปนเซลลเดี่ยว ๆ ในอัตราความเร็ว 500-100 เซลล/
วินาที เมื่อผานลําแสงเลเซอรจะทําใหแสงเลเซอรที่กระทบเซลลจะเกิดการหักเหของแสงเปน 2 ทิศทาง 
และภายในตัวเครื่องจะมี detector มารับการหักเหของแสง คือ detector ที่วัดคาการหักเหของแสง
เปนมุมแคบทางดานหนา เรียกวา forward scatter (FSC) ทําใหสามารถบอกขนาดของเซลลได 
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ในขณะที่ detector อีกตัวหนึ่งจะวัดคาการหักเหของแสงที่ออกจากเซลล ทําใหสามารถวัด
สวนประกอบภายในเซลลได เรียกวา 90o light หรือ side scatter (SSC)  จากนั้นเครื่องจะเปลี่ยน
สัญญาณคลื่นแสงใหเปนสัญญาณไฟฟา จะสงขอมูลไปยังเครื่องคอมพิวเตอร เพื่อแสดงผลออกมา  
 
การวัดเซลลของโฟลไซโตมิเตอร  
              เครื่องโฟลไซโตมิเตอร วัดเซลลโดยอาศัยขนาด (size) ความเขมหรือความหนาแนนภายใน
เซลล (granularity) และการยอมดวยสารเรืองแสง (fluorescence) ขนาดของเซลลเกิดจากแสง
เลเซอรที่กระทบเขากับเซลลเกิดเปนเงาของเซลล ขนาดของเงาจะเปนสัดสวนสัมพันธกับขนาดของ
เซลล เชน เซลลโมโนซัยทมีขนาดโตกวาเซลลลิมโฟซัยท จึง มีคา FSC มากกวา เรียกแสงที่ทําใหเกิด
เงาของเซลลนี้วา forward light scatter (FSC) สวนความเขมขนของเซลลเกิดจากแสงเลเซอรที่
กระทบเขากับเซลลแลวหักเห (Refraction) ออกมาจากภายในเซลลเรียกแสงที่หักเหออกจากเซลลนี้
วา 90 องศา light หรือ side scatter (SSC) เซลลซ่ึงมี granularity ภายในเซลลมากจะมีการหักเหของ
แสงมาก เชน เซลลแกรนูโลซัยทมี granule ในเซลลมากจึงมี SSC สูงกวาเซลลโมโนซัยทและลิมโฟ
ซัยท และเซลลที่ยอมดวยสารเรืองแสงอาจจะเปนสารเรืองแสงอยางเดียวหรือสารเรือแสงที่มี
แอนติบอดีเช่ือมติดอยูเม่ือกระทบเขากับแสงเลเซอร เชน แสงเลเซอรจากแหลงกําเนิดพลังงานของแสง
ที่มีขนาดความยาวคลื่น 488 นาโนเมตร จะเกิดการดูดซับพลังงานจากแสงเกิดการสั่นและเปลงแสง
เรืองสีออกมาดวยขนาดคลื่นของแสงที่ยาวข้ึน เชน ถาสารเรืองแสงเปน fluorescein isothiocyanate 
(FITC) ก็จะไดคลื่นแสงสีเขียวที่เปลงออกมาที่ 530 นาโนเมตร โมโนโคลนัลแอนติบอดีที่ใชควรติด
ฉลากดวยสารเรืองแสง โมโนโคลนัลแอนติบอดีที่ใชสวนใหญจะเปนแอนติบอดีชนิดยอมดวยสาร
ฟลูออโรโครม 2 ชนิด เชน สาร rhodomine ใหแสงสีแดง และ สาร FITC ใหแสงสีเขียว สามารถใช 
dichroic mirror แยกแสงสีแดงซึ่งมีคลื่นแสงยาวกวาออกจากแสงสีเขียซึ่งมีคลื่นสั้นกวา หลังจากการ
เตรียมเซลลใหนํามาอานดวยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร 



บทที่ 3 
 

วัสดุและวธิีการ 
 

1. กลุมตัวอยางทีศ่ึกษา 
 
               ผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอวี จํานวน 100 ราย ที่มารับการรักษาทีค่ลินิกโรคติดตอเพศสัมพนัธ 
โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ โดยมีหลักการในการคัดเลือกผูปวย เปนผูที่ไดรับการวนิจิฉัยและยืนยัน
ผล จากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ วาติดเชื้อเอชไอวี 
               กําหนดขนาดตัวอยางทีน่ํามาใชในการศึกษา 100 ราย  
ที่มาของขนาดตัวอยาง 
จากการศึกษาเบื้องตน ของ Tiensiwakul และคณะ(65) ซึง่ใชวิธกีารตรวจเหมือนกนักบัการวิจยัครั้ง
นี้ พบ แอนติบอดี ชนิดไอจีจตีอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี 80-100 % 

จากสูตร(80) n = Z2pd/d2   เมื่อ  n   =  จํานวนตัวอยาง 
 สัดสวนที่ตรวจพบ ( p) = 0.8 
 สัดสวนที่ตรวจไมพบ (q) = 1.0 – 0.8 
  = 0.2 
 Z = 1.96        (คา Z จากตาราง Z เมื่อ α .05 มีคาเทา 

                  กับ 1.96 ที่ความเชื่อม่ันที่ 95%) 
 d = 0.1 × p  (d =  ความคลาดเคลื่อนของโอกาสที่จะ 

                  พบ(Maximum permissible error)) 
  = 0.1 × 0.8 
  = 0.08 
 ดังนั้น    n = (1.96)2 ×0 .8 × 0.2/(0.08)2 
  = 96   ราย 

 
               ดังนั้นจาํนวนตัวอยางทีน่ํามาใชในการหารูปแบบแอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี-1ชนิดไอจีจี
ในปสสาวะและจํานวนตัวอยางเพื่อหาความสัมพันธระหวางโปรตนีโครงสรางของแอนติบอดีตอ
เอชไอวี-1 ชนดิไอจีจีในปสสาวะกับจํานวนเซลลซีดี 4 ใชจํานวนตวัอยาง เทากับ 100 ราย สวน
จํานวนตวัอยางที่จะหาอุบตัิการ โปรตีนโครงสรางของแอนติบอดีตอเอชไอวี-1 ชนิดไอจีเอใน
ปสสาวะ ยังไมเคยมีผูทาํการวิจัยมากอน จึงไมทราบสัดสวนที่จะตรวจพบไอจีเอ การศึกษานี้เปน
การศึกษาครั้งแรกจึงอนุโลมใชจํานวนตวัอยางเดยีวกนักบัการศึกษาโปรตีนโครงสรางของ 
แอนติบอดี ตอเอชไอวี-1 ชนิดไอจีจี คือ 100 ตัวอยาง (จาก ขอมูลซึ่งมีผูเคยทําการศึกษา 
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แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอว-ี1 ชนิดไอจีจีในปสสาวะใชตวัอยาง 44 ราย(65) สวนจาํนวนตัวอยางที่
ศึกษาในสารคัดหลั่งตาง ๆ เพื่อหาแอนติบอดีตอเชื้อ เอชไอวี-1 ชนิดไอจีเอ ใชจํานวนตัวอยางเพยีง 
7-46 ตัวอยาง)(69) 

 
2. การเก็บสิง่สงตรวจ 
 
              2.1  EDTA blood รายละ 3-5 มล. เพื่อนาํมาตรวจ CBC และนับจาํนวนเซลลซีดี 4  
               2.2 Clean voided urine รายละ 10 มล. เพื่อตรวจ แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวีทัง้ไอจีจี 

และไอจีเอ แอนติบอดี โดยลักษณะทัว่ไปของปสสาวะไมมีความผิดปกติจากการ
ตรวจดวยสายตา เก็บในตูเยน็ 2º-4ºC ทาํการทดสอบภายใน 24 ชม. 

               2.3  Heparinized blood รายละ 20 มล. เพื่อเก็บเปนเซลลแชแข็ง ในไนโตรเจนเหลว 
สํารองไวในกรณีที่ตองการตรวจโดยวิธีอืน่ ๆ ถาจาํเปนทีต่องการผลยนืยัน 

 
3. ขั้นตอนการทํา โฟลไซโตเมตรี 
               3.1 ตรวจนับจํานวนเม็ดเลือดขาวทัง้หมด จํานวนเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต  ภายใน 6 
ชั่วโมง โดยใชเครื่องนับอัตโนมัต ิ (CELL-DYN รุน 3700,  Sequaid Turner Corp, Mountain 
View, California) เพื่อนาํมาใชในการคาํนวณหาจํานวนเปอรเซนตและคาสัมบูรณของเม็ดเลือด
ขาวชนิด ซีดี 4 
               3.2 การเตรียมตัวอยาง whole blood เพื่อตรวจนับจาํนวน ซีดี 4 ภายใน 24 ชั่วโมง โดย
ดูดเลือดจาก EDTA blood  ใสในหลอดทดลอง หลอดละ 100 ไมโครลิตร แลวเติม monoclonal 
antibody     ( mouse anti-CD4-FITC/CD8-PE ) ใสหลอดตามที ่ label หลอดละ 20 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากนั อบที่อุณหภูมิหอง 15-20 นาท ี ในทีม่ดืไมใหถูกแสง เมื่อครบเวลาเติม FACS 
Lysing solution 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ทิ้งไวในที่มดื 10 นาท ีแลวนาํมาปนที ่300 g เปนเวลา 
5 นาท ีจากนัน้เทสวนใสขางบน (supernatant)  ทิ้ง ลางเซลลที่ได 2 คร้ัง ดวย PBS ( Phosphate 
buffer saline, pH 7.2-7.3) โดยการเติม PBS คร้ังละ 2 มิลลิลิตร เขยาใหเซลลกระจายไมเกาะ
เปนกลุม นําไปปนที ่300 g   5 นาท ีขั้นตอนสุดทายหลังจากเทสวนใสทิ้ง เติม 1% Paraldehyde 
จํานวน 1 มิลลิลิตร เขยาใหเซลลกระจายไมเกาะเปนกลุม เก็บในทีม่ืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 
นาท ีกอนนํามาวิเคราะหดวยเครื่อง Flow cytometer รุน FACS calibur (Becton Dickinson)เพื่อ
นับจํานวนเซลลซีดี 4  ซึ่ง FACS calibur เปนเครื่อง โฟลไซโตมิเตอร แบบอัตโนมัต ิ สามารถ
วิเคราะหสีไดถึง 4 สี ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดของน้าํยาที่ใชและสามารถคัดเลือกเซลลที่ตองการมา
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ศึกษาได โดยวิเคราะหขอมูลจากโปรแกรม CELLQUEST บนเครื่องคอมพวิเตอร ที่ใชโปรแกรม
แมคอินทอช  
 
4. ขั้นตอนการตรวจหา แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอว ี ชนิด ไอจีจี และ ไอจีเอ ในปสสาวะ 
ดวยวธิ ี เวสเทอรนบลอท ( Western Blot ) โดยใชชุดตรวจเอชไอวีบลอท 2.2 และเครือ่ง 
Auto blot system 36 ของบริษัทGENELAB DIAGNOSIS 
 
               4.1 หลักการทางดานเคมีและชีววทิยาของการทดสอบ ดวยวิธีเวสเทอรนบลอท 
               ใชชุดตรวจเอชไอวีบลอท 2.2 (ของบริษทัGENELAB DIAGNOSIS  ประเทศสิงคโปร) 
แถบไนโตรเซลลูโลส ประกอบดวย โปรตีนแยกสวนที่เปนแอนติเจนของเชื้อ เอชไอวี-1 ( ผานการทํา
ใหบริสุทธิ์และทําใหหมดฤทธิ์แลว ) โดยใชเทคนิคการยายโปรตีนดวยกระแสไฟฟา ใน SDS- 
polyacrylamide gel (SDS-PAGE) ซึ่งจะทําใหสวนประกอบตาง ๆ ของเชื้อเอชไอวี ทีเ่ปนโปรตีน 
แยกเรียงตามลําดับ ขึ้นอยูกับน้ําหนักโมเลกุล ของโปรตีนเหลานัน้ หลังจากนัน้เคลื่อนยายแถบ
โปรตีนจาก SDS-PAGE ไปบนแผนไนโตรเซลลูโลส ดวยกระแสไฟฟา เพื่อใหสามารถตรวจ เอชไอ
วี-2 ไดดวย จึงเพิ่มสวนของโปรตีนที่ไดจากการสังเคราะหสวนที่เปน envelope gp 36 พนฉีดเพิ่ม 
เปนแถบตอจากแถบสุดทาย ของ เอชไอวี-1 แตละแถบของแผนไนโตเซลลูโลสจะทําปฏิกิริยา กับ
ปสสาวะ และตัวควบคุม (controls) ที่ผานการเจือจางแลว แอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อ เอชไอวี-1 
และเอชไอวี- 2 ถามีปรากฏอยูในตัวอยางสิ่งสงตรวจ จะจับกับโปรตนีตาง ๆ ของเชื้อ  เอชไอวี-1 
และโปรตีนสังเคราะห เอชไอวี-2 ที่อยูบนแถบตรวจ  หลังจากการลางเอาสวนประกอบที่ไม
เกี่ยวของออก แอนติบอดีที่จับอยางจาํเพาะกับโปรตนีของเอชไอว ี จะปรากฏใหเหน็ได โดย
ปฏิกิริยาระหวาง alkaline phosphatase ที่จับอยูกบั goat anti-human IgG และ สารตั้งตนที่ทํา
ใหเกิดส ี BCIP/NBT เพื่อหลีกเลี่ยงความคลาดเคลื่อนจากการเปลี่ยน lot ของชุดตรวจ จึงใชน้าํยา
ใน lot เดียวกนัทัง้หมดตลอดการวิจัยครั้งนี ้
 
               4.2 วิธทีดสอบเพื่อตรวจหา ไอจีจ ีแอนติบอดี  
               4.2.1  ใชปากคีบเรียง แถบทดสอบ (strip) ตามจํานวนตัวอยางที่จะใชทดสอบ ลงในแต
ละหลุมของถาดหลุมสําหรบัทําปฏิกิริยา โดยหงายดานที่มีตวัเลขขึ้น ซึ่งเปนดานที่มีสวนประกอบ
ของเชื้อ รวมทั้งแถบทดสอบอีก 3 ชุด สําหรับทําปฏกิิริยากับตัวควบคุมผลบวกเขมขน (strong 
reactive control) ตัวควบคุมผลบวกออน (weakly reactive control) และตัวควบคุมผลลบ 
(negative control) 
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               4.2.2  โดยเครื่องจะเติมสารละลายวอชบฟัเฟอรเจือจาง 2 มิลลิลิตร ลงในแตละหลุม 
               4.2.3  ทําปฏิกิริยา  5 นาท ี ที่อุณหภูมิหอง (25+3 องศาเซลเซียส) บน rocking platform 
จากนั้นดูดน้าํยาทิง้ 
               4.2.4  เติมสารละลายบลอทติง้บัฟเฟอร 1 มิลลิลิตร และปสสาวะของผูปวยหรือตัวควบคุมผล 
1 มิลลิลิตร 
               4.2.5  ปดฝาถาดหลุม ทําปฏิกิริยา ที ่อุณหภูมิหอง บน rocking platform นาน 1 ชั่วโมง 
               4.2.6  เปดฝาอยางระมัดระวงัมใิหน้าํยาในแตละหลุมปนเปอนกัน แลวดูดน้ํายา ในแตละหลุม
ทิ้ง เพื่อปองกนัการปนเปอนระหวางหลุม ใหเปลี่ยนปเปตทิพ ทุกครั้งในการดูดน้ํายาใสแตละหลุม  
               4.2.7  ลางแตละ strip 3 คร้ัง โดยเติมสารละลาย วอชบัฟเฟอรเจือจาง 2 มล. ลงในหลมุทิ้งไว 
5 นาท ีบน rocking platform แลวดูดออกในการลางแตละครั้ง 
               4.2.8  ดูดสารละลายคอนจูเกต (Monoclonal mouse anti-human IgG conjugate diluted 
1:1,000) สําหรับใชงาน 2 มล. ลงในแตละหลุม ปดฝา แลวอุนทีอุ่ณหภูมิหอง บน rocking platform 
นาน 1 ชั่วโมง 
               4.2.9  ดูดน้ํายาคอนจูเกตในแตละหลุมทิ้ง ลาง strip (เหมือนในขอ 4.2.7) 
               4.2.10  เติมสารละลายสีตั้งตน 2 มล. ลงในแตละหลุม ปดฝา อุนที่อุณหภูมิหอง บน rocking  
platform  
               4.2.11  ดูดสารเกิดสีตั้งตนทิง้  ลางดวยน้าํกลัน่ ( สําหรับเตรียมสารละลาย ) 3 คร้ัง เพือ่หยุด
ปฏิกิริยา 
               4.2.12  ใชปากคีบคอย ๆ นํา  strip ออกจากถาดหลุม วางบนกระดาษซับ ทิง้ไวจนแหง 
               4.2.12  ติด  strip  ที่แหงแลวบน  worksheet  ( กระดาษขาวที่ไมดูดซมึ )   สังเกตและแบง
ระดับความเขมของแถบสีโปรตีนที่ปรากฏ 
 
               4.3 วิธทีดสอบเพื่อตรวจหา ไอจีเอ แอนติบอดี 
               4.3.1  ใชปากคีบเรียง แถบทดสอบ ( strip ) ตามจํานวนตวัอยางทีจ่ะใชทดสอบ ลงใน
แตละหลุมของถาดหลุมสําหรับทาํปฏิกิริยา โดยหงายดานทีม่ตีัวเลขขึ้น ซึ่งเปนดานทีม่ี
สวนประกอบของเชื้อ รวมทัง้ แถบทดสอบสําหรับตัวควบคุมผลบวกเขมขน ตัวควบคุมผลบวกออน 
และตัวควบคุมผลลบ 
               4.3.2 โดยเครื่องจะเติมสารละลายวอชบฟัเฟอรเจือจาง 2 มิลลิลิตร ลงในแตละหลุม 
               4.3.3 ทําปฏิกิริยา  5 นาท ี ที่อุณหภูมหิอง (25+3 องศาเซลเซียส ) บน rocking 
platform จากนั้นดูดน้าํยาทิง้ 
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               4.3.4 เติมสารละลายบลอทติง้บัฟเฟอร 1 มิลลิลิตร และปสสาวะของผูปวยหรือตัว
ควบคุมผล 1 มิลิลิตร 
               4.3.5 ปดฝาถาดหลุม ทําปฏิกิริยา ที ่อุณหภูมิหอง บน rocking platform นาน 1 ชั่วโมง 
               4.3.6 เปดฝาอยางระมัดระวังมิใหน้าํยาในแตละหลุมปนเปอนกัน แลวดูดน้ํายา ในแตละ
หลุมทิง้ เพื่อปองกันการปนเปอนระหวางหลุม ใหเปลี่ยนปเปตทิพ ทุกครั้งในการดูดน้าํใสแตละหลมุ  
               4.3.7 ลางแตละ strip 3 คร้ัง โดยเติมสารละลาย วอชบฟัเฟอรเจือจาง 2 มล. ลงในหลมุ
ทิ้งไว 5 นาท ีบน rocking platform แลวดูดออกในการลางแตละครั้ง 
               4.3.8 ดูดสารละลายคอนจูเกต (Rabbit anti – human IgA alkaline phosphatase 
conjugate 1:1,000) สําหรบัใชงาน 2 มล. ลงในแตละหลุม ปดฝา แลวอุนที่อุณหภูมิหอง บน 
rocking platform นาน 1 ชั่วโมง 
               4.3.9 ดูดน้ํายาคอนจูเกตในแตละหลุมทิ้ง ลาง strip (เหมือนในขอ 4.3.7) 
               4.3.10 เติมสารละลายสีตั้งตน 2 มล. ลงในแตละหลุม ปดฝาอุนที่อุณหภูมิหอง บน 
rocking platform 
               4.3.11 ดูดสารเกิดสีตั้งตนทิง้  ลางดวยน้าํกลัน่ 3 คร้ัง เพื่อหยดุปฏิกิริยา 
               4.3.12 ใชปากคีบคอย ๆ นํา  strip ออกจากถาดหลุม วางบนกระดาษซับ ทิ้งไวจนแหง 
               4.3.13 ติด  strip  ที่แหงแลวบน  worksheet  ( กระดาษขาวที่ไมดูดซึม )ไมใชเทปกาว
ติดทับบริเวณที่เกิดแถบโปรตีนขึ้น  สังเกตและแบงระดับ แถบโปรตีนทีป่รากฏ 
 
               4.4 การอานผล 

               ถามีแอนติบอดีทีจ่ับอยางจําเพาะกับโปรตนีสวนใดของเชื้อ เอชไอวี จะปรากฏ
แถบสีน้ําเงนิดํา อานความเขมขนของสีที่เกิดขึ้นบนแผน เวสเทอรนบลอท โดย อาน
ความเขมขน ของแถบสีที่เกดิขึ้น( 65 )   เปน  trace , 1+   , 2+ , 3+ และ 4+ 



บทที่ 4 
 

ผลการวิเคราะหขอมูล 
 

4.1 จํานวนรอยละของแอนติบอดี ชนดิไอจีจีในปสสาวะตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอว-ี1 
 
               จากการตรวจตัวอยางปสสาวะของผูติดเชื้อเอชไอวี ทีม่ารับการรักษาที่คลนิิกเพศสัมพันธ 
โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ จํานวน 100 ราย โดยวิธ ีเวสเทอรนบล็อท พบแอนติบอดี ชนิดไอจีจีในปสสาวะ
ตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี-1 ดังแสดงในตารางที ่4.1 
ตารางที ่ 4.1 จํานวนรอยละของแอนติบอดี ชนิดไอจีจีในปสสาวะตอโปรตนีโครงสรางของเชื้อ   

เอชไอว-ี1 
 

ชนิดของโปรตีน จํานวนที่ตรวจพบแอนติบอดี (รอยละ) 
GAG p17 24 
 p24 93 
 p39 30 
 p55 25 
POL p31 60 
 p51 76 
 p66 85 
ENV gp41 63 
 gp120 78 
 gp160 98 



 45

 
ภาพที่ 4.1 แสดงการใหคาความเขมของแอนติบอดีชนิดไอจีจีในปสสาวะตอโปรตีนของเชื้อเอชไอวี ที่เกิดขึ้นใน
การทําเวสเทอรนบล็อท: trace, 1+, 2+, 3+, 4+ 
 
ตารางที่ 4.1.1 ความเขมของแอนติบอดี ชนิดไอจีจีในปสสาวะตอโปรตีนของเชื้อเอชไอวี 
 

Anti-HIV-IgG grading แอนติบอดีตอ
โปรตีน trace 1+ 2+ 3+ 4+ 

p24(93 ราย) 6(6.5%) 8(8.6%) 18(19.4%) 20(21.5%) 41(44.1%) 
gp120(78 ราย) 8(10.3%) 6(67.7%) 34(43.6%) 20(25.6%) 10(12.8%) 
gp160(98 ราย) 0(0%) 5(5.1%) 22(22.4%) 40(40.8%) 31(31.6%) 
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               จากตารางที ่ 4.1 จะเหน็ไดวาในปสสาวะ มีแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี 
ไมวาจะเปนสวน GAG, POL, และ ENV แอนติบอดีบางชนิดพบนอย เชนแอนติบอดีตอ p17 และตอ 
p55 ซึ่งพบรอยละ 24 และ 25 ตามลําดับ แตแอนติบอดีบางสวนกพ็บมากในปสสาวะ โดยพบ
แอนติบอดี p24 และตอ gp160 สูงถงึรอยละ 93 และ 98 ของผูติดเชื้อเอชไอวี ตามลําดับ 

               นอกจากจาํนวนรอยละที่ใหผลบวกของแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางชนิดตางๆ จะ
แตกตางกนัแลว ความเขมของ band ของแอนติบอดีชนิดตางๆ ก็แตกตางกนัดวย (ภาพที ่4.1) 

               จากตารางที ่4.1.1 ซึ่งแสดงถึงความเขมของ band ของแอนติบอดีที่สําคญั 3 ชนิด คือ p24, 
gp120 และ gp160 พบวาในสวนของแอนติบอดีตอ p24 ใหผลบวกมากที่สุด คือ 4+(44.1%) 
รองลงมา คือ 3+(21.5%) และ 2+(19%) และนอยที่สุด คือ trace(6.5%) 

               สวนแอนติบอดีตอ gp120 ใหผลบวกมากทีสุ่ดคือ 2+(43.6%) รองลงมาคือ 3+(25.6%) 
และ 4+(12.8%) แอนติบอดีตอ gp160 ใหผลบวกมากที่สุดที่ความเขม 3+(40.8%) รองลงมาคือ 
4+(31.6%) และ 2+(22.4%) ตามลําดับ 
 
4.2 จํานวนรอยละของแอนติบอดีชนิดไอจีจีในปสสาวะตอเชื้อเอชไอวีในกลุมผูปวยแบง
ตามจํานวน CD4 ในเลือด 
 
               เนื่องจาก CDC classification ไดใชจํานวนเซลล CD4 จําแนกกลุมผูติดเชื้อเอชไอวี เพือ่
แสดงความรุนแรงของโรค ซึง่ผันแปรในสัดสวนผกผนักับจํานวนเซลล CD4 ดังนั้นเราจึงไดตรวจหา
จํานวน เซลล CD4 ในผูติดเชื้อเอชไอวีทุกราย เพื่อศึกษาเปรียบเทียบและหาความ สัมพันธระหวาง
แอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี ในปสสาวะกบัจาํนวนเซลล CD4 แสดงในตาราง 4.2) 
  
              จากตารางที ่ 4.2 เปนการเปรียบเทียบแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี 
เทียบกบัจํานวน absolute เซลลCD4 เพือ่ที่จะหาความสัมพนัธ ระหวางจาํนวนรอยละ ที่ใหผล
บวกตอแอนตบิอดีชนิดไอจีจีกับจํานวน CD4 ที่ลดลง 
 
               พบวาแอนติบอดใีนสวนของ GAG สูงขึ้นทกุสวน ไมวาจะเปนแอนติบอดตีอ p17, p39 
และ p55 เมื่อเซลล CD4 ลดจํานวน จากมากกวา 500 เซลล/ลบ.มม. เมื่อเทยีบกบัจํานวนเซลล 
200-500 เซลล/ลบ.มม. เมื่อผูปวยมีอาการมากขึน้โดยใชหลักการของจํานวนเซลล CD4 ลดลงจน
ต่ํากวา 50 เซลล/ลบ.มม. ซึ่งผูปวยมีโอกาสเสี่ยงตอการติดเชื้อฉวยโอกาส แอนติบอดีที่พบกลบั
ลดลง จนแอนติบอดีตอ p39 ลดลงจากรอยละ 48 ในกลุมเซลล CD4 200-500 เซลล/ลบ.มม. 
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จนถงึไมพบเลย (รอยละ 0) ในกลุมผูปวยที่มีเซลล CD4 ต่ํากวา 50 เซลล/ลบ.มม. แอนติบอดีใน
สวนนี้ที่เปนขอยกเวน คือ แอนติบอดีตอ p24 จะอยูคงที ่ในชวงรอยละ 91 ถึง 95 
 
               แอนติบอดีในสวนของ POL ไมพบรูปแบบที่ชัดเจนในความสัมพนัธกับจํานวนเซลล 
CD4 ที่ลดลง และแอนติบอดีในสวนของ ENV ไมพบรูปแบบที่แนนอน เชน เดียวกบัแอนติบอดีใน
สวนของ POL แตเปนที่นาสงัเกตวา สามารถพบแอนติบอดีตอ gp160 ถึงรอยละ 100 เมื่อจํานวน
เซลล CD4 ลดลงจาก 500 เซลล/ลบ.มม. ถึงต่าํกวา 50 เซลล/ลบ.มม. 
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ตารางที ่4.2 จํานวนรอยละของแอนติบอดี ชนิดไอจีจีในปสสาวะตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี-1 แบงตามจํานวนเซลล CD4 ในเลือด 
แอนติบอดนิดไอจีจีตอโปรตีนของเชื้อเอชไอวี 

GAG POL ENV 
จํานวน CD4+ 
เซลล/ลบ.มม. 

p17 p24 p39 p55 p31 p51 p66 gp41 gp120 gp160 
>500(40 ราย) 8(20%) 38(95%) 11(28%) 10(25%) 25(63%) 30(75%) 33(83%) 21(53%) 26(65%) 38(95%) 
200-500(29ราย) 12(41%) 27(93%) 14(48%) 9(31%) 21(72%) 26(90%) 28(97%) 22(76%) 27(93%) 29(100%) 
50-199(20 ราย) 3(15%) 18(90%) 5(25%) 4(20%) 8(40%) 12(60%) 14(70%) 13(65%) 18(90%) 20(100%) 
<50(11 ราย) 1(9%) 10(91%) 0(0%) 2(18%) 6(55%) 8(73%) 10(91%) 7(64%) 7(64%) 11(100%) 
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ตารางที ่4.3 จํานวนรอยละของแอนติบอดี ชนิดไอจีจีในปสสาวะตอโปรตีนของเชื้อเอชไอวี-1 กับอัตราสวนเซลล CD4/CD8 
แอนติบอดนิดไอจีจีตอโปรตีนของเชื้อเอชไอวี 

GAG POL ENV 
อัตราสวน 
CD4/CD8 

p17 p24 p39 p55 p31 p51 p66 gp41 gp120 gp160 
>0.5(19 ราย) 3(16%) 19(100%) 3(16%) 4(21%) 12(63%) 13(68%) 16(84%) 8(42%) 12(63%) 17(89%) 
0.1-0.5(59ราย) 19(32.2%) 46(80.0%) 15(25.4%) 17(28.8%) 37(62.7%) 49(83.1%) 52(88.1%) 44(74.6%) 50(84.7%) 49(83.1%) 
<0.1(22 ราย) 2(9%) 16(73%) 3(14%) 4(18%) 11(50%) 14(64%) 11(50%) 16(73%) 16(73%) 22(100%) 
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4.3 จํานวนรอยละของแอนติบอดีชนิดไอจีจีในปสสาวะตอโปรตีนของเชื้อเอชไอว-ี1 กับ
อัตราสวนของเซลล CD4/CD8 ในเลือด 
 
               อาการผูติดเชื้อเอชไอวีรุนแรง ไมไดข้ึนอยูกบัจํานวนเซลล CD4 ที่ลดลงเทานัน้ แตที่สําคัญ
กวาคือจํานวนเซลล CD8 ที่ลดลง ซึ่งแสดงถึงความสาํคัญของเซลล CD8 ซึ่งถึงบทบาทของ cytotoxic 
T cell ในการตานทานตอเชือ้โรคตางๆ ดังนั้นถึงแมจาํนวนเซลล CD4 จะลดลง แตถาจํานวนเซลล CD8 
ไมลดหรืออาจเพิ่มข้ึน ก็จะชวยบรรเทาความรุนแรงของโรค ในทางตรงขามถาจาํนวนเซลล CD4 ลดลง
แตอัตราการลดลงของเซลล CD8 มากกวาอัตราการลดลงของเซลล CD4 ก็จะเพิ่มความรุนแรงของโรค
เปนอยางมาก ดังนัน้จงึไดทาํการตรวจจาํนวนเซลล CD8 และแสดงความสัมพนัธระหวางจํานวนรอย
ละของแอนตบิอดีโปรตีนโครงสรางของเชือ้เอชไอวีตออัตราสวน CD4/CD8 
 
               จากตารางที ่ 4.3 จะเห็นไดวารูปแบบความสัมพนัธระหวางแอนติบอดีตอโปรตีนของเชื้อเอช
ไอวีที่ตรวจพบเมื่อแบงตาม CD4/CD8 ratio คลายกับที่พบในตารางที ่ 4.2 ซึ่งเปนรูปแบบของ
แอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางจัดตามจํานวนเซลล CD4 โดยในสวนของแอนติบอดีตอ GAG จะให
จํานวนรอยละที่พบสงูขึ้น เมื่อ CD4/CD8 ratio นอยลง จากมากกวา 0.5 เปน 0.3-0.5 แตหลังจาก 
อัตราสวนเซลล CD4/CD8 ลดลง จาก 0.1ข0.3 ไปเปน นอยกวา 0.1 จํานวนรอยละทีพ่บในรูป
แอนติบอดีตอสวนของ GAG กลับลดลง เชนเดียวกับแอนติบอดีตอสวนของ POL ไมพบรูปแบบที่
ชัดเจน เมื่ออัตราสวน CD4/CD8 ลดลง ในสวนแอนติบอดีตอ ENV เชนเดียวกับ POL ไมพบรูปแบบที่
แนนอน แตแอนติบอดีตอ gp 160 ยังพบไดเปนรอยละ 100 เมื่ออัตราสวน CD4/CD8 ลดลงจาก 0.3-
0.5 จนถงึนอยกวา 0.1 
 
4.4 ผลบวกจํานวนรอยละ ของแอนติบอดีชนิดไอจีเอ ในปสสาวะตอโปรตีนโครงสราง 
ของเชื้อเอชไอวี-1 
 
               เนื่องจากแอนติบอดีชนิดไอจีเอ ในปสสาวะยังไมมชีุดตรวจสําเร็จรูป และยังไมได 
establish เชนเดียวกับการตรวจแอนติบอดีชนิดไอจีจี ในปสสาวะ ดังนัน้จึงจําเปนตอง establish 
ความไวของชดุตรวจนี้เราไดดัดแปลงจาก western blot ที่ใชในการตรวจปสสาวะชนิดไอจีจี โดย
การใช rabbit antihuman IgA cojugate กับเอนไซม alkaline phosphatase ในการนี้เราไดใชวธิี 
immunodot โดยการ apply human IgA ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 1 pg. ถึง 100 ng. โดย dot ละ 
1 ไมโครลิตร ลงบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน แลวทําการ block เพื่อลด non-specific staining 
ตลอดจนขั้นตอนอื่นๆ เชนเดียวกับการตรวจหา IgG เพียงแตเปลีย่น conjugate ตามที่ไดกลาว
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แลวขางตน ผลความไวของการตรวจแอนติบอดีชนิดไอจีเอ แสดงในภาพที ่4.2 ซึ่งพบวามีความไว
ถึง 10 pg ในขณะที่มีความจําเพาะไอจีเอโดยไมเกิด cross reaction ตอแอนติบอดีชนิดไอจีจี 
 
               เนื่องจากแอนติบอดีไนสิ่งคัดหลั่งสวนใหญจะเปนไอจีเอ (67) ดังนัน้แอนติบอดีตอเชื้อเอช
ไอวีซึ่งเปนสงคัดหลั่งชนิดหนึ่งนาจะมีสวนของแอนติบอดีชนิดไอจีเอตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อ
เอชไอวี และยังไมมีการศึกษาเกีย่วกบัแอนติบอดีชนิดไอจีเอในปสสาวะ ดังนัน้เราจงึได
ทําการศึกษาหาอุบัติการของแอนติบอดีชนิดไอจีเอตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี โดยวธิีเวส
เทอรน บลอท และเปรียบเทยีบแอนติบอดีชนิดไอจีเอเทยีบกับแอนติบอดีชนิดไอจีจี (ตารางที ่4.4) 

 
ภาพที่ 4.2 แสดงผลความไวของการตรวจแอนติบอดีชนิดไอจีเอ 
เปนการทดสอบประสิทธิภาพของ IgA conjugate โดยวิธี Immunodot blot ใชน้ํายา Goat antihuman IgA ทํา
ปฏิกิริยากับแอนติเจน เคลือบบน แผนทดสอบ nitrocellulose มีความเขมขน 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 ng, 
10 pg และ 1 pg ของ IgA (แผนทดสอบ A) และ IgA (แผนทดสอบ B) 
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ตารางที ่ 4.4 จํานวนรอยละของแอนติบอดีชนิดไอจีจี และไอจีเอในปสสาวะ ตอโปรตีน
ของเชื้อเอชไอวี-1 
 

จํานวนรอยละผูตรวจพบแอนติบอดีชนิดไอจีจีตอเชื้อเอชไอวี 
GAG POL ENV 

Immunoglobulin 
subclass 

p17 p24 p39 p55 p31 p51 p66 gp41 gp120 gp160
IgG 24 93 30 25 60 76 85 63 78 98 
IgA 0 7 0 1 1 2 2 0 1 4 
               จากตารางที่ 4.4 แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี ชนิด IgA ในปสสาวะพบไดนอยมาก รอยละ 7 แอนติบอดี
ชนิด IgA ในปสสาวะตอ p24 ซึ่งเปนสวนของ GAG เปนที่นาสังเกตวาแอนติบอดี IgA ตอ gp160 พบไดนอย
มาก เพียงรอยละ 4 
 
4.5 ความสมัพันธระหวางความเขมแอนติบอดีชนิด ไอจีจีในปสสาวะตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อ
เอชไอวี-1 กับจํานวนเซลล CD4 
 
               นอกจากเราจะไดศึกษาหาจาํนวนรอยละที่ใหผลบวก ในปสสาวะตอสวนตางๆ ของเชื้อ
เอชไอวี-1 แลว ในผูปวยที่ใหผลบวกแตละราย เรายงัไดศึกษาถงึความเขมของแตละ band ซึ่ง
กลาวอกีนยัหนึ่ง คือ titer เปน semiquantitative ตอแตละ antibody นั่นเอง โดยการให grading 
เปน trace, 1+, 2+, 3+ และ 4+ และเพื่อทีจ่ะสามารถนาํคา semiquantitative ที่ไดมาลงใน 
โปรแกรม excel เพื่อหาคา correlation (R) ดังนั้นจงึเปลี่ยนเปนคาตัวเลขโดยให trace = 0.5, 
1+=1, 2+=2, 3+=3, 4+=4 ตามลาํดับ 
 
               ดังนั้นจงึสามารถที่จะหาความสัมพันธระหวางแอนติบอดตีอโปรตีนโครงสราง
เปรียบเทียบกบัจํานวน CD4 แลวแสดงคา correlative ของแตละแอนติบอดีตอเซลล CD4 
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ตารางที ่4.5 แสดงความสัมพันธ (Correlation: r) ระหวางความเขมของผลบวกของแอนติบอดีชนิดไอจี
จีในปสสาวะตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี-1 กับจํานวน CD4+ เซลลในเลือด 

จํานวน CD4+เซลลในเลือด 
>500(40ราย) 200-500(ราย) 50-199(ราย) <50(ราย) 

ผลบวกของแอนติบอ 
ดีชนิดไอจีจีตอโปรตีน
โครงสรางของเชื้อเอช
ไอวีในปสสาวะ 

ราย r ราย r ราย r ราย r 

GAG p17 8 0.335 12 0.097 3 0.087 1 0.000 
 p24 38 -0.034 27 0.028 18 0.192 10 0.154 
 p39 11 -0.276 14 -0.253 5 0.000 0 0.000 
 p55 10 -0.532 9 -0.113 4 0.834 2 1.000 
POL p31 25 0.180 21 0.242 8 0.362 6 0.320 
 p51 30 0.014 26 0.035 12 0.473 8 0.040 
 p66 33 -0.022 28 0.048 14 0.514 10 -0.300 
ENV gp41 21 -0.326 22 -0.054 13 0.128 7 0.350 
 gp120 26 0.208 27 -0.291 18 0.246 7 0.830 
 gp160 38 0.039 29 0.013 20 0.485 11 0.090 
 
               ความเขมของผลบวกของแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางชนิดไอจีจีตอสวนตางๆ ของเชื้อเอชไอวี ที่
ปรากฏพบ Western blot strip ไดรับการ grading เปน 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 4.0 ขึ้นอยูกับความเขมของ 
band นี้ปรากฏเปน trace, 1+, 2+, 3+ และ 4+ ตามลําดับ คาความสัมพันธระหวางความเขมของแอนติบอดีแต
ละเสนในกลุมตัวอยางแตละกลุมเทียบกับจํานวนเซลล CD4 แสดงเปนคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ 
(correlation coefficient: r) 
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การแปรคาความสัมพันธ r (correlation): 0-0.2- 

0.2-0.5- 
0.5-0.8- 
0.8-1.0- 

ไมมีความสัมพันธกันเลย, 
มีความสัมพันธนอย, 
มีความสัมพันธปานกลาง, 
มีความสัมพันธมาก 

 
               จากตารางที ่ 4.5 จะเห็นไดวา ความเขมของแอนติบอดีชนิดไอจีจี ในปสสาวะที่มี
ความสัมพันธกับจํานวน CD4+ เซลล มากกวา 500 เซลล/ลบ.มม. คือ แอนติบอดีตอ p39, p55 
และเซลลมีจํานวนมากขึ้น แอนติบอดีแตละชนิดมีความเขมลดลง โดย แอนติบอดีในสวนของ 
GAG แอนติบอดีที่มีความสัมพันธนอยตอจํานวนเซลล CD4 มากกวา 500 เซลล/ลบ.มม. คือ 
แอนติบอดีตอ p39 (r=-0.276), แอนติบอดีตอ p55(r=-0.532) ในสวน POL แอนติบอดีทีม่ี
ความสัมพันธนอยตอจํานวนเซลล CD4 ในชวง 200-500 เซลล/ลบ.มม. คือ แอนติบอดีตอ 
p31(r=0.242) 
               สวนความสัมพนัธระหวางความเขมของแอนติบอดีชนิดไอจีจี ในปสสาวะตอโปรตีน
โครงสรางของเชื้อเอชไอว ี ในกลุมผูปวยทีม่ีจํานวนเซลล CD4 นอยกวา 200 เซลล/ลบ.มม. ไดแก 
กลุมที่มจีํานวนเซลล CD4 ตั้งแต 50-199 เซลล/ลบ.มม. และนอยกวา 50 เซลล/ลบ.มม. (ตารางที ่
4.5) จะพบเปน positive correlation กลาวคือ ความเขมของแอนติบอดีจะสูงมาก เมื่อมีจํานวน
เซลล CD4 มากเขาใกล 200 เซลล/ลบ.มม. ความเขมของภูมิตานจะยิง่นอย โดยแอนติบอดียิ่ง
นอย ยิ่งจาํนวนเซลล CD4 ต่ํากวา 50 เซลล/ลบ.มม. ความเขมของภูมิตานจะยิ่งนอย โดย
แอนติบอดีที่มคีวามสัมพันธกับจํานวนเซลล CD4 50-199 เซลล/ลบ.มม. คือ แอนติบอดีตอ 
p31(r=0.362), p51(r=0.473), gp120(r=0.246), gp160(r=0.485 โดยมีความสมัพันธนอย สวน
ความสัมพันธขนาดปานกลางคือ แอนติบอดีตอ p66(r=0.574) และมีความสัมพันธมาก ตอ
แอนติบอดี p55(r=0.834) สวนแอนติบอดทีี่มีความสัมพนัธมากกับจํานวนเซลล CD4 นอยกวา 50 
เซลล/ลบ.มม. คือ แอนติบอดีตอ p55(r=1.000) และ gp120(r=0.830) 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

               การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาเชงิทดลอง เพื่อศึกษาหารูปแบบแอนติบอดี ชนิดไอจีจีและ
ไอจีเอ ตอโปรตีนโครงสราง ของเชื้อเอชไอวี-1 ในปสสาวะ และหาความสัมพันธระหวางแอนติบอดี 
ชนิดไอจีจีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี-1 ปสสาวะ กับจํานวนเซลลซีด ี 4 ในเลือด โดยเก็บ
ตัวอยางจํานวน 100 ราย จากผูปวยทีม่ารับการรักษาทีค่ลินิกเพศสมัพันธ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 
ตั้งแต เดือน มิถุนายน 2542 ถึง เดือนธนัวาคม 2543 ซึ่งเปนผูที่ไดรับการยนืยนัผลจากโรงพยาบาล
จุฬาลงกรณวาเปนผูติดเชื้อเอชไอวี 
 
สรุปผลการวจิัยและอภิปรายผล 
 
5.1 แอนติบอดี ชนิดไอจจีีในปสสาวะตอโปรตีนโครงสราง ของเชื้อเอชไอว ี
 
               แอนติบอดีตอสวน GAG ของเชื้อเอชไอวี จากตารางที ่4.4 พบวา จํานวนรอยละที่พบสงูสุด คือ 
พบแอนติบอด ีตอ p24 ซึ่งพบสูงสุดรอยละ 93 และต่ําสุดคือ ภูมิตานทานตอ p17 ซึ่งพบรอยละ 24 ซึ่ง
เปอรเซ็นตทีพ่บนี้สูงกวาที่เคยรายงาน (Tiensiwakul) โดยพบภูมิตานทานตอ p24 รอยละ 68 และตอ 
p17 รอยละ 6.8 ซึ่งสาเหตุทีพ่บภูมิตานทานดังกลาวสงูขึน้ เนื่องจาก ศึกษาในตัวอยางผูปวยมากขึ้น หรือ
อาจเนื่องมาจากความแตกตางของผูปวยที่นาํศึกษา ไดแก ระยะเวลาการติดเชื้อของผูปวย 
 
               แอนติบอดี ตอโปรตีนโครงสรางของ POL พบใหผลบวกตั้งแตรอยละ 60 ถึง 85 ซึ่ง
มากกวาที่เคยรายงานเลก็นอย 
 
               แอนติบอดี ตอโปรตีนโครงสรางของ ENV ซึ่งนาจะเปนแอนติบอดีที่สําคญัในการวนิิจฉัยการ
ติดเชื้อเอชไอวี เพราะพบแอนติบอดีตอสวนประกอบนี้ทกุสวนในเปอรเซ็นตสูง โดยพบแอนติบอดีตอ 
gp41 รอยละ 63 แอนติบอดีตอ gp120 รอยละ 78 และแอนติบอดีตอ gp160 รอยละ 98 ปสสาวะของ
ผูปวย 2 รายทีใ่หผลลบสําหรับ gp160 เปนผูปวยที่อยูในระยะ early seroconversion โดยรายหนึ่งเปน
หญิงอาชีพพิเศษที่ทาํการตรวจหาแอนตบิอดีตอเชื้อเอชไอวีเปนประจําเปนระยะๆ ตั้งแต seronegative 
จนเปน seropositive ผลท่ีไดใกลเคียงกับผลที่รายงานโดย Tiensiwakul(65) ซึ่งพบแอนติบอดีตอ gp 41, 
gp120, gp160 ในสัดสวนรอยละ 63.6, 75 และ 97.7 ตามลําดับ แอนติบอดีตอสวนประกอบของ ENV 
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โดยเฉพาะตอ gp41 โดยปกติมี titer และ avidity อยูในระดับสูงตลอดระยะการดําเนินของโรค จึงนาจะ
เปน diagnositic marker ทีสํ่าคัญ(85) 
 
               การพบแอนติบอด ีตอ gp160 ถึงรอยละ 98 มีความสาํคัญ ในการใชแอนติบอดีตอ gp160 
เปน marker ในการวินิจฉยั การติดเชื้อเอชไอวี ในปสสาวะ โดยเฉพาะในโครงการของผูทาํการวิจัยและ
คณะที่จะทําการผลิตชุดตรวจ วินิจฉัยการติดเชื้อเอชไอวีจากปสสาวะ เปนชนิด simple/rapid test kit 
โดยวิธ ีimmunochromatographic strip test (IC) โดยการเคลือบ gp160 บนแผนทดสอบ เพื่อตรวจหา
แอนติบอดี ชนิด gp160 ในปสสาวะ ซึ่งถาสามารถผลิตใหชุดตรวจนี ้มี sensitivity ไดเทากับ ชุดตรวจ 
Western Blot ที่ใชในการทดลองในครั้งนี ้ก็จะสามารถ ทําใหชุดตรวจ IC มีความไวถึง 98% และที่สําคัญ
คือ รายงานอืน่ๆ ที่ตรวจแอนติบอดี ในปสสาวะ ในปสสาวะคอนขางจะมีความจําเพาะสงู คือ ไมปรากฏ 
false positive เชนที่อาจพบในการตรวจจากน้าํเหลือง 
 

               แตปจจุบัน ในการตรวจ urine test ในประเทศสหรัฐอเมริกา ถาพบ positive ยังตองให
ตรวจเลือดยืนยันผล 
 

               นอกจากจาํนวนรอยของผลบวกที่แตกตางกนัของแตละแอนติบอดี ความเขมขนของ
แอนติบอดีแตละชนิดยงัแตกตางกนั แสดงถึงประมาณที่แตกตางกนัในปสสาวะ แสดงในตารางที ่
4.1.1 ความเขมของแอนติบอดีที่สําคัญคือ ตอ p24, gp160 สวนใหญมากกวารอยละ 60 อยูในชวง 
3+ ถึง 4+ สวน gp120 ประมาณรอยละ 40 จะเปน 2+ สวนที่อยูในชวง 3+ ถึง 4+ มีสัดสวนรอยละ 
30 จากการสงัเกตของผูวิจยัพบวา แอนติบอดีที่สําคัญทั้ง 3 ลวนมีปริมาณมาก ในขณะที่แอนติบอดี
ตอสวนอื่นๆ จะมีปริมาณนอย โดยอานไดแค 1+ ถึง 2+ 
 

5.2 ความสมัพันธระหวางแอนติบอดี ชนิดไอจีจีในปสสาวะ ตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อ
เอชไอวีกับจาํนวนเซลล CD4 ในเลือด 
 

               จากตารางที ่ 4.2 พบวาแอนตบิอดีของ GAG ในปสสาวะ ซึ่งไดแก แอนติบอดี ตอ p17, 
p39 และ p55 สัมพันธกับจํานวนเซลล CD4 แอนติบอดี ดังกลาวขึ้นสูงสุด สําหรบัผูปวยในกลุมที่มี
เซลล CD4 ตั้งแต 200-500 เซลล/ลบ.มม. ซึ่งนาจะเปนชวง maturity ของ HIV antibody 
production ทั้งนี้เพราะในชวงผูปวยที่มีเซลล CD4 มากกวา 500 เซลล/ลบ.มม. เปนระยะตนๆ ของ
การติดเชื้อ แอนติบอดีของบางคนจะยงัไมสราง บางคนที่สรางกย็ังม ี titer ไมสูง ซึ่งจะสังเกตไดจาก
การตรวจเลือดของผูปวย ในระยะ early infection บางรายจะยงัตรวจไมพบแอนติบอดี ซึ่งเรียกวา 
window period ทําใหตองตรวจหา antigen แทน ปญหาดังกลาวก็พบเชนเดียวกันในปสสาวะ ที่
ผูปวยในชวงเซลล CD4 มากกวา 500 เซลล/ลบ.มม. พบแอนติบอดีตอ p17, p39 และ p55 รอยละ 
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20 28 และ 25 ตามลําดับ และแอนติบอดีดังกลาวไดเพิ่มข้ึนเปนรอยละ 41, 48 และ 31 ตามลาํดับ 
ในชวงนี้ผูปวยเริ่มมีการติดเชือ้มากขึ้น โดยมีเซลล CD4 ลดลง ถึง 200-500 เซลล/ลบ.มม. 
               แอนติบอดีดังกลาวจะลดลง เมือ่ผูปวยมีอาการมากขึน้ จนอาจเสี่ยงตอการติดเชื้อฉวยโอกาส ใน
กลุมผูปวยที่มจีํานวนเซลล CD4 ในชวง 50-199 เซลล/ลบ.มม. โดยแอนติบอดตีอ p17, p39 และ p55 
ลดลง เปนรอยละ 15, 25 และ 20 ตามลําดับ และยิ่งแอนติบอดียิ่งลดลงมากขึ้นในกลุมผูปวยที่ม ีเซลล 
CD4 นอยกวา 50 เซลล/ลบ.มม. ซึ่งเปนชวงที่เซลลที่กระตุนใหสรางแอนติบอดีถูกทําลายมากขึ้น จน
แอนติบอดีตอ p17, p39, p55 ลดลงเหลอืรอยละ 9, 0 และ 18 ตามลาํดับ การทีพ่บจํานวนรอยละของ
แอนติบอดีตอสวน GAG ลดลงมาก นอกจากสาเหตุที ่เซลลที่กระตุนใหสรางแอนติบอดีใหมลดลง (เซลล 
CD4 นอยกวา 50 เซลล/ลบ.มม.) อาจเปนเพราะเปนชวงนี ้เซลลที่ติดเชื้อเอชไอวี มีจํานวนไวรัสมากขึ้นทาํ
ใหเซลลดังกลาวแตกสลาย และปลอยสวนประกอบของเชื้อไวรัสเขาไปในกระแสเลอืด ซึ่งจะจบักบั
แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอว ีทีส่รางมากอนเกิดเปน immune complex ดังนัน้จึงทําใหจํานวน free antibody 
ตอ p17, p39 และ p55 ลดลงมากจนถึงตรวจไมพบในชวงนี ้แตเปนที่นาสังเกตวา แอนติบอดีตอ p24 
ยังคงมีระดับสูงในตลอดทกุชวงของจํานวนเซลล CD4 ตั้งแตรอยละ 91 ถึง 96 ถึงแมในกลุมผูปวยที่มี
จํานวนเซลล CD4 ต่ํากวา 50 เซลล/ลบ.มม. จะมีจาํนวนรอยละลดลงเล็กนอย จาก 96 เปน 91 จํานวน
รอยละที่ลดลง อาจอธิบายไดดวยเหตุผล immune complex เชนเดียวกับที่ไดกลาวแลวขางตน แต
เนื่องจากแอนติบอดีตอ p24 นาจะสรางขึ้นเปนจํานวนมาก หรือไมก็ antibody คอนขางสงูหรือทัง้สอง
ประการ ดังนัน้ จึงทาํใหยังตรวจพบแอนติบอดีตอ p24 ยังคงอยูในระดับสูง ซึ่งสามารถพิสูจนได โดยการ
ทํา quantitative measurement อันเปนสวนหนึง่ของโครงการวิจยัซึง่คณะผูวิจัยกาํลังทําอยู แตไมเปนสวน
หนึง่ของวทิยานิพนธนี ้ซึ่งทาํการศึกษาแอนติบอดีชนิดตางๆ ใน follow up cases โดยเฉพาะอยางยิ่ง แอน
ติพอดีตอ p24 โดยทาํการวัดความเขมของแอนติบอดีตอ p24 จาก band ที่ปรากฏบน Western Blot strip 
โดยวัดความเขมเปน pixel ดวย densitometer 
               สวนแอนติบอดีชนิดไอจีจี ตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี ในสวนของ POL 
(แอนติบอดีตอ p31, p51, p66) และในสวนของ ENV (แอนติบอดีตอ gp41, gp120, gp160) จะมี
รูปแบบที่ไมชัดเจน แตโดยภาพรวมพบจาํนวนรอยละสงู ในกลุมผูปวยที่มีเซลล CD4 ในชวง 200-
500 เซลล/ลบ.มม. และลดลงในกลุมผูปวยทีม่ีเซลล CD4 ต่ํากวา 50 เซลล/ลบ.มม. ยกเวน
แอนติบอดีตอ gp160 ซึ่งยงัคงสูง ทุกกลุมของเซลล CD4 โดยพบไดสูงตั้งแต รอยละ 95-100 ซึ่งเปน
ขอสนับสนนุใหใช gp160 เปน diagnostic marker ในการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวีใน
ปสสาวะ 
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5.3 ความสมัพันธระหวางแอนติบอดีชนิดไอจีจีในปสสาวะ ตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อ
เอชไอว-ี1 กับอัตราสวนเซลล CD4/CD8 ในเลือด 

 
               รูปแบบของแอนติบอดีที่พบในปสสาวะสมัพนัธกับอัตราสวนเซลล CD4/CD8 ในเลือด 
(ตารางที ่ 4.3) ซึ่งพบคลายกับทีพ่บ เมื่อเทียบกับจํานวนเซลล CD4 โดยจะพบจํานวนรอยละสงูสุด 
(peak) เมื่ออัตราสวน CD4/CD8 อยูในชวง 0.3-0.5 โดยที่อัตราสวน CD4/CD8 สูงกวา 0.5 หรือตํ่า
กวา 0.3 จะมจีํานวนรอยละ ของผูปวยที่ใหผลบวกลดลง 
 
               จากตารางที ่ 4.3 จะเหน็ไดวารูปแบบแอนติบอดีของ CD4/CD8 ratio คลายกับที่พบใน
ตารางที ่ 4.2 ซึ่งเปนรูปแบบของแอนติบอดีตอสวนตางๆ จัดตามจาํนวนเซลล CD4 โดยในสวนของ
แอนติบอดีตอ GAG จะใหจาํนวนรอยละที่พบสงูขึ้น เมือ่ CD4/CD8 ratio นอยลงจาก มากกวา 0.5 
เปน 0.3-0.5 แตหลังจาก อัตราสวนเซลล CD4/CD8 ลดลงจาก 0.1-0.3 ไปเปน นอยกวา 0.1 
จํานวนรอยละที่พบแอนติบอดีตอ GAG กลับลดลง เชนเดียวกับแอนติบอดีตอสวน POL ไมพบ
รูปแบบที่แนนอน แตแอนติบอดีตอ gp160 ยังพบไดเปนรอยละ 100 เมื่ออัตราสวน CD4/CD8 ลงลง
จาก 0.3-0.5 จนถงึนอยกวา 0.1 
 
5.4 แอนติบอดีชนิดไอจีเอ ในปสสาวะตอโปรตีนโครงสราง ของเชื้อเอชไอว-ี1 
               ผลจากการศึกษาพบ เอชไอวี-1 ชนิดไอจีเอ ในปสสาวะใหผลบวกสงูสดุรอยละซึ่งเปน
แอนติบอดีตอ p24 ผลที่ไดแตกตางจาก เอชไอวี-1 ไอจีเอ ที่พบในน้ําลาย(86) ซึ่งจะเปนแอนติบอดีตอ 
gp160 จํานวนรอยละทีพ่บก็ต่ํากวาที่พบในน้าํลายทีพ่บไดสูงถงึรอยละ 17.6(69) ดังนัน้แอนตบิอดี
ชนิดไอจีเอตอเชื้อเอชไอวีในปสสาวะ นาจะมีความสําคญันอยกวาแอนติบอดีชนิดไอจีจี ในปสสาวะ 
และจํานวนรอยละที่ใหผลบวกนอยมาก จนไมสามารถนํามาใชประโยชน ในแงของ diagnostic 
marker ได ทัง้ๆ ที่ในระบบของเราสามารถตรวจพบความเขมของ IgA ในปสสาวะ ไดถึง 10 pg. ก็
ตาม อาจเปนไปไดที่ แอนติบอดีชนิดไอจีเอ สรางในระยะ early infection แตผูปวยในโครงการไมได
อยูในระยะ early infection เนื่องจากการศึกษาในครัง้นีเ้ปน cross-sectional study ไมไดคัดเลือก
ผูปวยที่อยูในระยะ early seroconversion  
 
5.5 ความสัมพันธระหวาง ความเขมของผลบวกของแอนติบอดีชนิดไอจีจ ี ในปสสาวะ ตอ
โปรตีนโครงสราง ของเชือ้เอชไอวี-1 กับจํานวนเซลล CD4 
 
               คําถามที่นาสนใจคือ นอกจากเปอรเซน็ตของผูปวยทีจ่ะใหผลบวกตอโปรตีนโครงสราง
ของเชื้อเอชไอวีซึ่งอาจมีประโยชนในแงของการนํามาเปนประโยชนในการ diagnostic parameters 
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ซึ่งจากผลงานของการวิจยัในครั้งนี้คลายกับรายงานการวิจัยของ Tiensiwakul ที่ลงพิมพมาแลว(65) 
พบวาแอนติบอดีตอสวน ENV (gp160) สามารถใชเปน diagnostic marker ได โดยเฉพาะ gp160 
นาจะเปน candidate ที่ดขีอง IC ที่ไดกลาวมาแลว การศึกษาหาแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสราง 
ของเชื้อเอชไอวี จะสามารถนํามาประยกุต ใชติดตามผลการรักษาหรอืพิเคราะหโรคไดหรือไม 
               จากการรายงานของ Weber และคณะ(87) ศึกษาน้ําเหลืองของผูปวย 2 ราย พบความเขมของ
แอนติบอดีตอ p24 ลดลงตามระยะเวลาภายหลงัติเชื้อเอชไอวี เชนเดียวกับ Sum และคณะ(88) พบ
แอนติบอดีตอ p24 ในน้ําลายลดลงตามอาการของโรค ดังนัน้เราจงึไดทําการวิเคราะหหาความสัมพันธ
ระหวางความเขมของผลบวกของแอนติบอดีชนิดไอจีจีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี โดยทาํการ
วิเคราะหเปน semiquantitative โดยใชคะแนนเปน 0.5, 1, 2, 3 และ 4 ตามความเขมของ band ที่อานได
เปน trace, 1+, 2+, 3+ และ 4+ ตามลําดับแลวหาคาสัมประสิทธิ์ความสมัพนัธ 
               ความเขมของผลบวกของแอนติบอดีชนิดไอจีจีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี ที่
ปรากฏบน Western Blott strip ไดรับการ grading เปน 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 4.0 ข้ึนอยูกับความ
เขมของ band ที่ปรากฏเปน trace, 1+, 2+, 3+ และ 4+  ตามลําดับ คาความสมัพนัธระหวางความ
เขมของแอนติบอดีในแตละกลุมตัวอยาง เทียบกบัจํานวนเซลล CD4 แสดงเปน คาสัมประสิทธิ์
ความสัมพันธ (correlation coefficient : r) 
               ผลจากตารางที ่4.5 จะเหน็ไดวา โดยภาพรวมแอนติบอดชีนิดไอจีจี ตอสวนของ GAG ซึ่ง
ไดแก p17, p24, p39 และ p55 ไมแสดงความสัมพันธกับจํานวน CD4+ เซลล ยกเวนแอนติบอดีตอ 
p17  ในกลุมผูปวยทีม่ีเซลล CD4 มากกวา 500 เซลล/ลบ.มม. มีความสัมพันธเลก็นอย (r=0.335) 
และในกลุมแอนติบอดีตอ p55 ของผูปวยในกลุมที่มีเซลล CD4 ระหวาง 50-199 เซลล/ลบ.มม. 
(r=0.834) และ CD4 นอยกวา 50 เซลล/ลบ.มม. (r=1.000) มีความสัมพันธกนัมาก แตขอมูลใน 2 
กลุมหลงันี ้อาจคลาดเคลื่อน เนื่องจากจํานวน ตัวอยางใน 2 กลุมหลงันีน้อยมาก แค 4 และ 2 ราย 
ตามลําดับ ผลนี้ไดสอดคลองกับผลการศึกษา โดย Thomas และ คณะ(85) ซึ่งไมพบความสัมพนัธ
ของ avidity ของ p17 ตอระยะเวลา ภายหลัง seroconversion แตพบ avidity ของ p24 ตกลง
กอนทีจ่ะมีอาการ ARC หรือ AIDS 
               ความสัมพันธระหวางผลบวกของแอนติบอดี ตอ POL ซึ่งไดแก p31, p51, p66 พบ
สัมพันธกับจาํนวนเซลล CD4 ในกลุมผูปวยที่มีเซลล CD4 ระหวาง 50-199 เซลล/ลบ.มม. ซึ่งนาจะ
เปนหวงระยะที่ม ีmaturity ของ แอนติบอดีตอโปรตีนของ POL สูงสุด โดยในกลุมผูปวยทีเ่ร่ิมติดเชื้อ 
โดยมีจํานวนเซลล CD4 มากกวา 500 เซลล/ลบ.มล. ไมมีความสมัพันธและจะเริม่มีความสัมพนัธ
บาง (r=0.242) ในแอนติบอดีตอ p31 ของกลุมผูปวยที่มีเซลล CD4 ชวง 200-500 เซลล/ลบ.มม. 
และขึ้นสูงสุดในกลุมผูปวย 50-199 เซลล/ลบ.มม. หลังจากนั้นจงึลดต่ําลงในกลุมผูปวยที่มีเซลล 
CD4 นอยกวา 50 เซลล/ลบ.มม. (r=0.320) 
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               สาเหตุที่มีความสมัพันธของแอนติบอดีตอ POL ในกลุมทีม่ีเซลล CD4 นอยกวา 50 เซลล/
ลบ.มม. นาจะมีสาเหตุจาก เซลลที่สรางแอนติบอดีนอยมาก แอนติบอดีที่มีอยูเปน residue IgG ซึ่ง
จะจับกับเอนไซมที ่ release มาจาก HIV-1 infected เซลลที่แตกสลายแลวเกดิเปน immune 
complex ทําใหปริมาณแอนติบอดีตอสวนที่เปน free antibody ลดลงอยางมากมาย 
               แอนติบอดีตอสวน ENV ไดแก gp41, gp120, gp160 แอนติบอดีตอสวนนี้ไดมีการศึกษา
หา avidity โดยเฉพาะตอ gp41 Thomas และคณะ ไดพบวามีความสมัพนัธกับระยะเวลาการ
ดําเนนิของโรง เนื่องจากแอนติบอดีตอ gp41 พบขึ้นสงูอยางรวดเร็วและอยูนานโดยไมตกลง ซึ่งผล
สอดคลองกับการพบของผูวจิัย ซึ่งไมพบความสัมพันธระหวางแอนตบิอดีตอ gp41 และจํานวน
เซลล CD4 ยกเวน ในกลุมสุดทายที่ม ีจาํนวนเซลล CD4 นอยกวา 50 เซลล/ลบ.มม. ซึ่งความเขม
ของแอนติบอดีลดลง เมื่อจํานวนเซลล CD4 ลดลงต่ํากวา 50 เซลล/ลบ.มม. (r=0.350) ซึ่งนาจะมี
สาเหตุเชนเดียวกับทีเ่กิดขึ้นในสวน POL คือเกิด Immune complex ดังไดกลาวมาแลวขางตน 
               ปสสาวะเปนตัวอยางที่กาํลังมีการพัฒนาวิธีตรวจหากรดนิวคลีอิคของเชื้ออ่ืนๆ ที่กอโรค
ทางเพศสัมพนัธ เหมาะทีจ่ะนํามาตรวจกรองเบื้องตนแทนการเจาะเลือดในการตรวจหาแอนติบอดี
ตอการติดเชื้อ HIV และซิฟสิส 
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ภาคผนวก ก. 

 
สวนประกอบและขั้นตอนการเตรียมน้ํายา ชุดตรวจเอชไอวีบลอท 2.2 

 
สวนประกอบชุดน้ํายาตรวจ เอชไอวี (ชุดตรวจเอชไอวีบลอท 2.2 ของบริษัท GENELAB ประเทศ 
สิงคโปร) เปนชุดตรวจสําหรับ พลาสมา แตนํามาประยุกตใชกับปสสาวะ 
 
 1. แถบไนโตรเซลลูโลส  
               ประกอบดวยตัวเชื้อเอชไอวี 1 ซ่ึงถูกแยกสวนตามขนาดของน้ําหนักโมเลกุล โดยวิธี 
SDS-PAGE อิเลคโตรฟอรเรซีส และถูกยายจากเจลมาอยูบนแผนไนโตรเซลลูโลสดวยกระแสไฟฟา
และเพิ่มเติมโปรตีนจําเพาะสวน envelope ของเชื้อเอชไอวี 2 เพื่อใหชุดตรวจนี้สามารถตรวจไดทั้ง
เอชไอวี1 และ 2 เก็บในที่แหงไมถูกแสง  
2.  ตัวควบคุมผลลบ  
               ปสสาวะคนปกติ ที่คัดเลือก สําหรับเปนตัวควบคุม 
3.  ตัวควบคุมผลบวกแรง  
               ปสสาวะของผูที่ติดเชื้อเอชไอวี ที่ใหผลบวก 3+ ถึง 4+  
4.  ตัวควบคุมผลบวกออน  
               ปสสาวะของผูที่ติดเชื้อเอชไอวี ที่ใหผลบวก + ถึง 1+  
5.  สตอกบัฟเฟอรเขมขน (10 เทา)  
               Tris บัฟเฟอร ผสมกับซีรัมแพะปกติ ใสสารไทเมอโรซาลเปนสารกันเสีย  
6.  วอชบัฟเฟอรเขมขน (20 เทา)  
               Tris และ Tween 20 ใสสารไทเมอโรซาล เปนสารกันเสีย  
7.  คอบจูเกต  
               Goat anti-Human IgG คอนจูเกตกับเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเทส สําหรับ HIV-1 IgG 
               Rabbit anti-human IgA คอนจูเกตเขากับอัลคาไลนฟอสฟาเทส(Dako) สําหรับ HIV-1 IgA 
8.  สารเกิดสีตั้งตน  
               สารละลายของ 5 bromo-4-Chloro-3-indolylphosphate (BCIP) และ nitroblue 
tetrazodium (NBT) 



 70

9.  ผลบลอทติ้ง  
               ผงนมไรไขมัน  
10.  ถาดหลุมสําหรับทําปฎิกิริยา  
 
ข้ันตอนการเตรียมน้ํายาชุดตรวจเอชไอวี บลอท 22  
 
1.  สารละลาย วอชบัฟเฟอรเจือจาง  
               เจือจางน้ํายาวอชบัฟเฟอรเขมขน (20 เทา) 1 สวน ดวยน้ํากลั่นสําหรับเตรียมสารละลาย 
19 สวน โดยปริมาตรผสมใหเขากัน  
 
2.  สารละลายบลอทติ้งบัฟเฟอร  
               2.1 ควรเตรียมน้ํายา บลอทติ้งบัฟเฟอรใหม ๆ กอนการใชงาน  
               2.2 เจือจางน้ํายาสตอกบัฟเฟอรเขมขน (10 เทา) 1 สวน ดวยน้ํากลั่น 9 สวน โดย
ปริมาตรผสมใหเขากัน 
               2.3 เติมผง บลอทติ้งจํานวน 1 กรัม ลงในทุก ๆ 20 มล. ของบัฟเฟอรที่เจือจางแลวจาก
ขอ 2.2 ผสมใหเขากัน 
 
3.  สารละลายคอนจูเกตสําหรับใชงาน  
               3.1 เจือจางคอนจูเกตดวยสารละลายบลอทติ้งบัฟเฟอรที่เตรียมไวจากขอ 2 ใน
อัตราสวน 1 : 1000 เชน เจือจาง คอนจูเกต จํานวน 5 ไมโครลติร ดวยสารละลายบลอทติ้งบัฟเฟอร 
จํานวน 5 มิลลิลิตร  
               3.2 น้ํายาคอนจูเกต สําหรับใชงาน ปกติเตรียมใหม ๆ กอนการใชงาน  
 
4.  สารเกิดสีตั้งตน (พรอมใชงาน)  
               4.1 นําสารเกิดสีตั้งตนออกมาใชงานตามจํานวนที่ตองการโดยตรงจากขวด โดยใชปเปต
ที่สะอาด ปดฝาใหแนนทุกคร้ังหลังใชงาน 
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ภาคผนวก ข. 
 

วิธีการใชเครื่องโฟลวไซโตมิเตอร 
 

วิธีการใชเครื่องโฟลวไซโตมิเตอรชนิด FACSCalibur (บริษัทเบคตันดิคคินสัน จํากัด) 
 
การเริ่มตนใชเครื่อง 
 

               1.  ตรวจสอบระดับของเหลวในถัง Sheath reservoir ซ่ึงอยูดานซาย ควรมีของเหลว
ประมาณ 3/4 ของถังและถังน้ําทิ้งดานขวาควรวางไมมีน้ําทิ้งอยู และควรเติม 5% โซเดียมไฮโป
คลอไรต 400 มล. ลงในถังเพื่อฆาเชื้อ 
               2.  ตรวจสอบใหแนใจวาฝาของถัง Sheath reservoir และถังน้ําทิ้งปดแนน และยกปุม
Vent Value ข้ึน เพื่อใหเกิดความดัน ที่จะนําพาของเหลว และเซลลไปในการตรวจวัด 
               3.  เปดสวิตซเครื่องโฟลวไซโตมิเตอร และสวนประเมินผลโดยเปดสวิตซ จากเครื่องพิมพ
ไลไปจนถึงสวนของตัวคอมพิวเตอร 
               4.  กดปุม Fluid control panel มาที่ Standby หนาจอเครื่องจะขึ้นวา "NOT READY" 
ทิ้งระยะเวลาใหหลอดเลเซอร WARM UP ประมาณ 5-10 นาที ถาเรียบรอย หนาจอจะเปลี่ยนเปน 
"STAND BY"  
               5.  ทําการไลอากาศออกจากสวนตาง ๆ ของเคร่ือง โดยกด prime 2-3 คร้ัง จนไมมี
ฟองอากาศ ถูกไลออกมา จากสวนของสายยาง และ Flow cell  
               6.กดปุม RUN  บน Fluid control panel เมื่อจะวัดตัวอยาง  
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การปรับเคร่ืองกอนใช 
 
                เปดโปรแกรม FACS comp แลวทําตามโปรแกรมโดยการเติมขอมูลตาง ๆ ลงไปเวน
วันที่ Bead Lot จากนั้น จึงเตรียม Beads ที่ใชในการตรวจวัดเพื่อปรับเครื่องดังนี้  
               1.  เติม 1 มล. ของ Sheath fluid ลงในหลอดทดลอง 2 หลอด (Falcon 2052) หลอด
หนึ่ง เขียนวา "Unstained" อีกหลอดหนึ่งเขียนวา "mixed"  
               2.  นํา Calibrite beads จากตูเย็นทั้ง 3 ขวด คือ White, Red และ Green มาผสมใหเขา
กันดวยเครื่องผสม (vortex Mixer)  
               3.  เติม 2 หยดของขวด Unstained (จุกสีขาว) ลงในหลอดทดลองที่เขียนวา 
"Unstained" แลวผสมใหเขากันดี  
               4.  เติม 1 หยด ของขวด Unstianed Red และ Green ลงในหลอดที่เขียนวา "Mixed" 
แลวผสมใหเขากันดี ทําตามโปรแกรมที่ข้ึนบนหนาจอคอมพิวเตอร ถาทําการทดสอบไมผาน ใหทํา
การ apperate ใหม แลวจึงทําการทดสอบอีกครั้ง ผลที่ไดพิมพและเก็บไวเปนหลักฐาน  
  
การตรวจวัดตัวอยาง  
               1. เปดโปรแกรม Cell Quest เพื่อทําการปรับสภาพเครื่องกับเซลลตัวอยางจริง โดยใช 
instrument setting เมื่อทําการปรับสภาพเครื่องเรียบรอยแลว สามารถเก็บคาไวใชงานครั้งตอไป 
               2.  ทําการวัดตัวอยาง  
                        2.1 หลังจากยอมตัวอยางดวยน้ํายา CD4-FITC/CD8-PE แลวนําเขาเครื่องโฟลว
ไซโตมิเตอร โดยเครื่องจะนับเซลลทั้งหมด 10,000 เซลล จะพบวาเซลล CD4+ จะอยูใน quadrant 
4 และ CD8+ จะอยูใน quadrant ที่ 2  
                        2.2 ถาไมเปนไปตามที่กําหนดตองทําการปรับ Voltage FL-1 และ FL-2 โดยการ
ปรับ Detectors/Amps ที่ linear mode โดยตั้ง Voltage ที่ EOO แลวปรับ Amp Gain ใหได 
lymphocyte population ไปทางขวามือเกือบสุดใหแยกออกจาก cell debris ปกติประมาณ 1.96  
                        2.3 หลังจากนั้นจึงปรับ Detectors/Amps ที่ log mode โดยการปรับ Voltage 
ของ Fl-1 และ FL-2 ซ่ึงปกติ Voltage ของ Fl-1 ไดประมาณ 501 และของ FL-2 ไดประมาณ 
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                        2.4 ปรับ SSC ที่ linear ที่ Amp Gain 1.00 เพื่อให granulocytes กระจาย ข้ึน
ขางบนแยกออกจาก lymphocyte ซ่ึงปกติได Voltage ประมาณ 394  
                        2.5 ปรับ Threshold ใหได FSC-H ประมาณ 152 เพื่อลดจํานวน debris โดยดู
จากจอ monitor 
                        2.4 ตั้ง gate รอบ lymphocytes ที่ตองการวัด  
                        2.5 นํา tube isotype controls ซ่ึงยอมดวย r-2a FIIC/r1 - PE ทําการวัด หลังจากนั้น 
จึงปรับ Detectors/Amps ที่ log mode โดยการเพิ่ม Voltage ของ FL-1 และ FL-2 ใหเซลลที่นับอยูใน 
quadrant ที่ 3 ซ่ึงปกติ Voltage ของ FL-1 ไดประมาณ 501 และของ FL-2 ไดประมาณ 506  
                        2.6 บีบใหเซลลนี้กระจายใน quadrant 3 ตามขอ 2.5 ใหกระชับแนนเขา โดยการ
ปรับ Compen salron โดยปกติได FL1-0.8% FL2 และ FL2-20.6/FL1 
               3.  เก็บผลที่พิมพทั้งในรูปรายงานทางหองปฏิบัติการ และบันทึกขอมูลในเครื่อง
คอมพิวเตอร  
               4.การควบคุมคุณภาพโดย 
                        4.1  ตรวจวัด qualibrit bead เพื่อ control เครื่องโฟลวไซโตมิเตอร 
                        4.2  fix ตําแหนงที่ gate รอบ lymphocytes ไว ถาทําการวัดตัวอยางรายใด 
lymphocyte ไมอยูในตําแหนงที่กําหนดไว จะตองหาสาเหตุการเปลี่ยนแปลง,ปรับ voltage หรือทําใหม 
                        4.3  ทํา CD Chex ทุกครั้งที่เปล่ียนน้ํายา Lot.ใหม หรือมีการเปลี่ยนแปลง 
condition เพื่อ check คา CD4+, CD8+ control อยูในชวงที่ยอมรับ   
 
หลังจากใชงาน  
               1.  ใหเครื่องดูดน้ํายา 5% โซเดียมไฮโปคลอไรต 5 นาที เพื่อฆาเชื้อโรค 
               2.  ใหเครื่องดูดน้ํากลั่น 5 นาที เพื่อลางสวนตาง ๆ ภายในเครื่อง 
               3.  กดปุม Fluid control panel จาก "RUN" มาที่ STANBY" รอ 5-10  นาที่เพื่อใหหลอด
เลเซอรเย็น กอนปดเครื่อง 
               4.  กดปุม Vent Value ลงปลอยความดันเพื่อให Shealh fluid เขาไปในสายยาง 
               5.  เทของเหลวจากถังน้ําทิ้ง แลวเติม 5% โซเดียมไฮโปคลอไรด 400 มล. ลงไป 



 

 

76

ประวัติผูวิจัย 
 

               นางสุวันด ี บัญชรเทวกุล  เกิดวันที ่29 กรกฎาคม  พ.ศ. 2503  ที่อําเภอเมือง จังหวัดนนทบุรี 
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต(เทคนคิการแพทย) จากมหาวิทยาลัยขอนแกน ป 
พ.ศ. 2529 รับราชการที่แผนกพยาธิวทิยาคลินิก โรงพยาบาลพระนัง่เกลา จังหวัดนนทบุรี สําเร็จ
ปริญญาเศรษฐศาสตรบัณฑติ จากมหาวทิยาลัยรามคําแหง ป พ.ศ. 2532 สําเร็จปริญญานิติศาสตร
บัณฑิต จากมหาวิทยาลัยสโุขทัยธรรมาธิราช ป พ.ศ. 2540 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต(สหสาขาวิชาจุลชีววทิยาทางการแพทย)ที่จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย ป พ.ศ. 2540  
ปจจุบันรับราชการ ตําแหนงนักเทคนิคการแพทย ที่โรงพยาบาลพระนั่งเกลา จังหวดันนทบุรี 
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