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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) เปนสาเหตุโรคเอดส (AIDS: Acquired 
Immune Deficiency Syndrome) ซึ่งเปนปญหาทางสาธารณสุขของโลกและของประเทศไทยบัน่
ทอนทั้งทาง เศรษฐกิจ สังคมและความมัน่คงของประเทศ การตรวจกรองเพื่อการวินิจฉยั
(screening test) การตรวจเพื่อการยืนยนั (Confirmatory test) การตรวจ เพื่อติดตาม
ผลการรักษาหรือการดําเนนิของโรค โดยตรวจจาก plasma หรือ serum ตองมีการเจาะเลือด ซึ่งมี
ผลที่ไมพงึปรารถนา   (negative drawback) อยูหลายประการเชน ผูปวยตองเจบ็ตัว อาจติดเชื้อ
จากอุปกรณเจาะเลือด เกดิ hematoma รวมทัง้เจาหนาที่ผูทําการเจาะเลือด อาจเกิดความเสี่ยง
ตอการติดเชื้อจากเลือดและน้ําเหลืองของผูปวย จากอบุัติเหตุการทิ่มแทงของเข็มเจาะเลือด มีผู
พยายามหาวธิีตรวจโดยวธิ ี noninvasive (49)จากสารคดัหลั่งอืน่ ๆ (50) เชน น้ําลาย น้ําตา น้ํานม 
สารคัดหลั่งจากชองคลอด และปสสาวะ(50,51,52,53,54,55,56) ไดมีการตั้งสมมุติฐานวา แอนติบอดี ที่พบ 
ไดจากสารคัดหลั่งเกิดจากการหลั่งของเซลลที่บุชองปาก ชองคลอด หรือทางเดินปสสาวะ  การ
ตรวจจากน้ําลายไดรับการยอมรับในการตรวจเพื่อทําประกันชวีิตซึ่งเปนตัวอยางที่ไมทําใหผูปวย
เกิดผลที่ไมพงึปรารถนาและไมทําใหเกิดภาวะเสีย่งตอเจาหนาที่ทีท่ําการตรวจ เปนประโยชนแก
ผูปวยและมีผูรับการตรวจเปนจํานวนมาก แตการตรวจน้ําลายตองใชอุปกรณมีราคาแพง และนา
รังเกียจแกผูปฏิบัติ   ทําใหมีแนวคิดที่จะใชสารคัดหลั่งอื่น ๆ มาตรวจหาการติดเชือ้เอชไอวี และ
ศึกษาการดําเนินโรค 
               ปสสาวะไดรับการพิจารณาเปนทางเลือกหนึง่ของตัวอยางสงตรวจเพื่อการวินิจฉัยโรค
เอดส เนื่องจากความสะดวกในการเก็บตัวอยางสงตรวจ  และไมมีขั้นตอนในการเตรียมตัวอยางสง
ตรวจกอนทําการตรวจ และสําคัญที่สุด ปสสาวะไมกอใหเกิดการติดเชื้อแกผูปฏิบัติการตรวจ(57) 
               มีการศึกษาเปรียบเทียบการตรวจหา  anti-HIV-1 IgG ในตัวอยางเลอืดและตัวอยาง
ปสสาวะของผูปวยโรคเอดส โดยวิธี Enzyme-Linked Fluorescent, (60) EIA, lmmuno-dotblot 
(SUDS), Immunochromatographic assay และ เวสเทอรนบลอท วิธีดงักลาวใหความไว และ 
ความจาํเพาะ เปนทีน่าพอใจ แตวิธีเวสเทอรนบลอท จาํนวนตัวอยางที่ทาํการศึกษามีจํานวนนอย 
ทางผูวิจยัจึงตองการศึกษาใหครอบคลุมมากขึ้น โดยการเพิม่จํานวนตัวอยาง พรอมทัง้ศึกษา
ความสัมพันธระหวาง แอนติบอดีของเอชไอวี-1 ตอแอนติเจนสวนตาง ๆ ในปสสาวะ กับจํานวน
เซลลซีดี4 ในเลือด ซึ่งยังไมเคยมีรายงานมากอนวา แอนติบอดีที่พบในปสสาวะมีความสัมพันธกับ
จํานวนเซลล ซีดี 4 ในเลือดหรือไม  ดังนั้นการศึกษานี้อาจเปนทางเลือกใหมในการเลือกใช
แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวีในปสสาวะเพื่อศึกษาภาวะการดําเนนิของโรคเอดส  
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               จากรายงานของ Chargelegue และคณะ  ป พ. ศ . 2538 (66) ไดศึกษาความสัมพนัธ
ระหวางจาํนวนเซลลซีดี 4 กับแอนติบอดีตอเอชไอวี-1 ในเลือด โดยศึกษาเฉพาะความสัมพันธ
ระหวางปริมาณ แอนติบอดีตอสวน p17 และ p24 ในน้าํเหลือง โดยวธิี RIA  กับ จํานวนเซลลซีดี 4 
ในเลือดของผูติดเชื้อเอชไอวี จากรายงานนี้พบวา กลุมที่ไมแสดงอาการ จะมีจํานวนแอนติบอดี ตอ 
p17 และ p24 ของเชื้อเอชไอวีในเลือด สูงกวากลุมที่แสดงอาการโรคเอดส และมจีํานวนเซลลซีดี 4 
มากกวา 200 เซลล/มม 3 สวนกลุมที่แสดงอาการโรคเอดส มีจํานวน เซลลซีดี 4 นอยกวา 200 
เซลล/มม 3  ซึง่การศึกษาดังกลาวนี้เปนการศึกษาที่ใชจาํนวนตัวอยางเพียง 15 ตัวอยางเพื่อศึกษา
แอนติบอดี ตอ p17และ p24 ของเชื้อเอชไอวี ไมไดศึกษาแอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี ทุกสวน และ
การศึกษาดังกลาว เปนการศึกษาในเลือด ไมไดศึกษาในปสสาวะเพื่อหาความสัมพนัธกับจาํนวน
เซลลซีดี 4  
               เปนที่นาสังเกตวารายงานสวนใหญจะมุงเนนในการตรวจแอนติบอดีชนิดไอจีจี ทั้ง ๆ  ที่
โดยทั่วไปแลว มากกวา 90% (67)  ของการติดเชื้อเอชไอวี เกิดจากเพศสัมพนัธ นอกจากนั้นเปนที่
ทราบกนัทัว่ไปวา แอนติบอดจีากสิ่งคัดหลั่งสวนใหญมากกวา 60% จะเปน IgA ดังนัน้แอนต-ิบอดี
ตอเชื้อเอชไอวีในปสสาวะ นาจะมีสวนที่เปนไอจีเอ รายงานที่มีจนถงึปจจบุันยงัไมมีรายงาน
การศึกษา แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี ชนิดไอจีเอ อยางเปนระบบในปสสาวะ มีเฉพาะ O’ Shen 
และคณะ (69) รายงานการใช captured radioimmuno assay ในการตรวจหา HIV-1- IgA 
antibodies ในผูปวยเอดส โดยตรวจจาก plasma, semen, vaginal secretion, และ ใน saliva 
สวน Akerlund และคณะ(68) ใชวิธี อิไลซา วัดปริมาณ sIgA ในปสสาวะของคนปกติ เปรียบเทียบ
กับ sIgA ในนม และในน้ําลาย พบวา ถาใชเทคนิคที่จําเพาะตอการตรวจหา ปริมาณ sIgA พบวา 
secretory component และ Free secretory component จะไมมารบกวนการตรวจวัด ยิ่งไปกวา
นั้นการเปลี่ยนแปลง ของ pH และ osmolarity   ไมมีผลตอคาที่ได ดังนั้นการวจิัยนี้จงึตองการ
ศึกษา แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี-1 ชนิดไอจีเอในปสสาวะ โดยใชวธิีเวสเทอรนบลอท ซึ่งจะเปน
เทคนิคที่สามารถตอบคําถามดังกลาวพรอมกัน ทัง้อุบัตกิารของ แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี ชนิดไอ
จีเอ และเพื่อใหทราบวามีแอนติบอดีดังกลาว ตอโปรตีนสวนใดบาง ของเชื้อเอชไอวี 
               ดังนั้นแนวการศึกษาในการวิจยันี้ จะแบงเปน 2 สวน สวนแรกเปนการตรวจหา
แอนติบอดีชนดิไอจีเอ ตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวีในปสสาวะ เพื่อหาความไวเปนจาํนวน
รอยละ ที่ใหผลบวกโดยวิธีเวสเทอรนบลอท สวนที่ 2 ตรวจหาแอนติบอดีชนิดไอจีจี ตอโปรรตีน
โครงสรางของเชื้อเอชไอวีในปสสาวะ โดยวิธีเวสเทอรนบลอท และวดัปริมานเซลล ซีดี 4 ในเลือด 
โดยวิธี โฟลไซโตเมทรี  พรอมทั้งหาความสัมพันธระหวางแอนติบอดชีนิดไอจีจี ตอโปรตีนโครงสราง 
ของเชื้อเอชไอวีในปสสาวะ กับจํานวนเซลลซีดี 4 ในเลือด 
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สมมุติฐาน 
 
               แอนติบอดีชนิดไอจีจีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี ในปสสาวะ มีความสมัพนัธกบั
จํานวนเซลลซดีี 4 ในเลือด 
 
วัตถุประสงค 
 
               1. เพื่อศึกษารูปแบบของไอจีจี และไอจีเอ แอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอ

วี-1 ในปสสาวะของผูติดเชื้อเอชไอวี 
               2. เพื่อศึกษาความสัมพนัธระหวาง ไอจีจี แอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอ

วี-1 ในปสสาวะ กับจํานวนเซลลซีดี 4 ในเลือด 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
 
               1. ทราบรูปแบบของแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของเชือ้เอชไอวีทั้งชนิด ไอจีเอ และ 

ไอจีจี ในปสสาวะ และหาความสมัพนัธระหวางแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของ
เชื้อเอชไอว ีชนิดไอจีจี ในปสสาวะ กับจํานวน CD4 ในเลือดของผูปวย ซึ่งแบงเปน
กลุมตาง ๆ  (CD4 >500, 200-500, 50-199, <50)   ซึ่งไมมีรายงานมากอน 

               2. ทราบอุบัติการ การเกิดแอนติบอดีชนิดไอจเีอ ตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอว ีใน
ปสสาวะ ของผูติดเชื้อเอชไอวี ซึ่งไมมีรายงานมากอน 

               3. อาจนาํความสัมพันธระหวางแอนติบอด ีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี และ
ปริมาณ เซลล CD4   มาเปนทางเลือกในเพื่อใชในการศึกษาการดําเนนิโรค 



บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

               การทบทวนวรรณกรรมไดจากการศึกษาหนังสือ เอกสาร และงานวิจัยที่เกี่ยวของ ซ่ึงจะได
นําเสนอตามลําดับหัวขอตอไปนี้ 
              1. ประวัติความเปนมาโรคเอดส 
              2. ระบาดวิทยาของ การติดเชื้อเอชไอวี/โรคเอดส และผลกระทบตอประเทศไทย 
              3. ลักษณะของเชื้อเอชไอวี พยาธิกําเนิดของโรค ลักษณะทางคลินิก และระยะตาง ๆ ของ

การติดเชื้อเอชไอวี 
              4. การตรวจภูมิคุมกันตอเชื้อเอชไอวีในปสสาวะ 
              5. ระดับของ CD4 เซลล ในผูติดเชื้อเอชไอวี และผูติดเชื้อโรคเอดส 
 
              โรคเอดส  (AIDS  หรือ  Acquired  Immune  Deficiency  Syndromes)  เปนกลุมอาการ
ของโรคที่เกิดจากภูมิคุมกันในรางกายเสื่อมหรือบกพรอง   
 
ประวัติความเปนมาของโรคเอดส (1,2,3,4) 
 
                พ.ศ. 2524  Dr. Gottlieb  และคณะ(5,6) รายงานผูปวยชายรักรวมเพศ ในลอสแองเจลิส 
ปวยเปนโรคปอดอักเสบจากเชื้อ  Pneumocystis  carinii (Pneumocystis  carinii  pneumonia, 
PCP)  ทุกคนมีประวัติแข็งแรงกอนเจ็บปวย  
              พ.ศ. 2524 ปเดียวกันศูนยควบคุมโรคของสหรัฐอเมริกา(7) รายงานผูปวย  PCP  และมะเร็งของ
เซลลบุหลอดเลือด  (Kaposi’s sarcoma, KS) ในชายรักรวมเพศจากนิวยอรคและแคลิฟอรเนีย ผูปวยมี
ภาวะภูมิคุมกันบกพรอง โดยเฉพาะภูมิคุมกันผานเซลล (cell mediated immunity, CMI) จํานวนT-
helper/inducer  cell  (CD4+)  ลดลงมาก  อาการรุนแรงและเสียชีวิตในเวลา 6 เดือนถึง   1  ป  
              พ.ศ. 2525  พบผูปวยในกลุมผูฉีดยาเสพติด  ผูปวยฮีโมฟเลียที่ไดรับผลิตภัณฑจากเลือด  
ผูปวยที่ไดรับเลือดทารกที่เกิดจากมารดาฉีดยาเสพติดและหญิงที่มีเพศสัมพันธกับผูติดเชื้อ ทําให
สันนิษฐานไดวาการติดตอเกิดไดทางเลือด ศูนยควบคุมโรคของสหรัฐอเมริกา(8) ไดตั้งชื่อโรคนี้วา  
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AIDS  หรือ Acquired Immune Deficiency Syndromes หลังจากที่มีรายงานในสหรัฐอเมริกา เวลา
ตอมามีรายงานผูปวยจากประเทศตาง ๆ ทั่วโลก 
              พ.ศ. 2526  Dr. Luc Montagnier  และคณะ(9)  จากสถาบันปาสเตอร ประเทศฝรั่งเศส  
เพาะเลี้ยงแยกเชื้อไวรัสกอโรคเอดสไดเปนครั้งแรก  จากตอมน้ําเหลืองของชายรักรวมเพศที่มีอาการ
ตอมเหลือง โต หลายตําแหนงใหช่ือเชื้อที่พบวา   lymphadenopathy  associated virus  (LAV)  สาย
พันธุ  Bru  (LAV  BRU) 
              พ.ศ. 2527  Dr. Robert Gallo และคณะ(10) จากสถาบันมะเร็งแหงชาติ ประเทศ
สหรัฐอเมริกาเพาะเลี้ยงแยกเชื้อไดจากเม็ดเลือดขาวของผูปวยโรคเอดสและผูติดเชื้อระยะตาง ๆ ตั้งชื่อ
เชื้อวา human T-cell  lymphotropic virus  type  III  (HTLV-III)  สายพันธุ  B  (HTLV-IIIB) ซ่ึงกอน
หนานี้เคยแยกเชื้อ  retroviruses  2  ตัว  ไดจากเซลลผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาว  (Hairy  T-cell  
leukemia) ใหช่ือวา  human  T-cell  leukemia  virus  type  I  และ  II  (HTLV-1, HTLV-II) 
              พ.ศ. 2527 ปเดียวกัน Jay Levy และคณะ(11) แยกเชื้อไดจากเม็ดเลือดขาวผูปวยโรคเอดส 
ต้ังชื่อวา AIDS- associated retrovirus (ARV) สายพันธุ SF2 
              จากการศึกษาเปรียบเทียบ LAV, HTLV-III และ ARV พบวา เปนเชื้อเดียวกัน จึงตกลงใชช่ือ
เดียวกันใหมวา HIV (Human Immunodeficiency Virus) (12) และเรียกเชื้อ HIV ที่พบคร้ังแรกวา HIV-1  
              พ.ศ. 2528  สหรัฐอเมริกาสามารถผลิตน้ํายาสําเร็จรูป จากเชื้อ HTLV-IIIB  ตรวจแอนติบอดี 
หาการติดเชื้อ HIV ในการตรวจกรองโลหิตบริจาค 
              พ.ศ. 2529 Clavel และคณะ(13) จากประเทศฝรั่งเศส แยกเชื้อ HIV-2 ไดจากผูปวยเอดสที่มา
จากประเทศในแอฟริกาตะวันตก มีลักษณะแตกตางจากเชื้อเดิมราวรอยละ 50-60  
              ปจจุบันนี้พบเชื้อ HIV สองชนิด คือ HIV-1 และ HIV-2 ซ่ึง HIV-1 เปนเชื้อที่เปนปญหากอโรค
รุนแรงและแพรกระจายทั่วโลก สวน HIV-2 มีความรุนแรงในการกอโรคและแพรกระจายนอยกวา  
 
ระบาดวิทยาของเชื้อเอชไอวี/เอดส และผลกระทบตอประเทศไทย(14,15) 

 
              พ.ศ. 2529-2530ในประเทศไทยไดมีการสํารวจหาความชุกของการติดเชื้อ ในกลุมที่มี
พฤติกรรมเสี่ยงตาง ๆ ไดแก หญิงขายบริการทางเพศ ชายขายบริการทางเพศ และผูท่ีรักษากามโรค
ตลอดจน ผูปวยธาลัสซีเมีย พบอัตราการติดเชื้อต่ํากวารอยละ 1ไดมีการประมาณการไววาในป พ.ศ. 
2534 ผูปวย เอดสครองเตียงประมาณรอยละ 1 ของเตียงสถานพยาบาลทั้งหมดในประเทศไทย และ
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ในป พ.ศ. 2543 จะเปนรอยละ 12 ซึ่งโรคเอดสกอใหเกิดผลกระทบทั้งทางตรง และทางออม ตอการ
พัฒนาการดานเศรษฐกิจ และสังคม  
              พ.ศ. 2527 กองระบาดวิทยาไดกําหนดใหเอดสและการติดเชื้อเอชไอวี เปนโรคที่ตองเฝา
ระวังและรายงาน ตอมา พ.ศ. 2534 มีการยกเลิกการรายงานผูติดเชื้อที่ไมมีอาการ รายงานเฉพาะ
ผูปวยเอดสเทานั้น เนื่องจากพบวาการรายงานผูติดเชื้อที่ไมมีอาการไมกอใหเกิดผลดีตอการควบคุม
ปองกันการแพรระบาดของโรค บางครั้งกอใหเกิดแรงตอตานและขัดขวางความรวมมือระหวางผูติด
เชื้อกับเจาหนาที่ควบคุมโรค  จากรายงานของกองระบาดวิทยากระทรวงสาธารณสุข(15) ตั้งแตป พ.ศ. 
2527 ถึง วันที่ 31มกราคม 2543 (จากตารางที่ 2.1) พบผูปวยเอดสจากสถานบริการภาครัฐและ
เอกชน เปนจํานวนทั้งสิ้น 135,950 ราย มีผูเสียชีวิต 37,416 ราย เปนเพศชาย 106,425 ราย (รอยละ 
78.3) เพศหญิง 29,525 ราย (รอยละ 21.7) อัตราสวนเพศชาย ตอ เพศหญิงเทากับ 3.6:1 ผูปวยที่พบ
มาก เปนกลุมวัยทํางานอายุ ระหวาง 20-39 ป โดยมีผูปวยสูงสุดในกลุม อายุ 25-29 ป คิดเปนรอยละ 
28.4 รองลงมาอายุ 30-34 ป รอยละ 24.0 กลุมอายุ 35-39ป รอยละ 14.5 อายุ 20-24 ปรอยละ 11.8 
สวนในกลุมเด็กทารกอายุ 0-4 ป มีผูปวยเอดส รอยละ 4.3 
              ผูปวยเอดสเปนผูประกอบอาชีพรับจางมากที่สุด รอยละ 44.0 รองลงมาคือเกษตรกรรม รอย
ละ 21.1 คาขาย รอยละ 4.3 งานบาน รอยละ 3.0 และขาราชการพลเรือน รอยละ 2.7 ติดเชื้อทาง
เพศสัมพันธสูงที่สุด 82.9 รองลงมาคือยาเสพติดชนิดฉีดเขาเสนเลือดรอยละ 5 ติดเชื้อจากมารดา รอย
ละ 4.8 และรับเลือด รอยละ 0.03 
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ตารางที่ 2.1  รายงานผูปวยเอดสในประเทศไทย แบงตามเพศและปจจัยเสี่ยง 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) เปน RNA virus ลักษณะเปนทรงกลม มีขนาดเสน
ผาศูนย100-200 นาโนเมตร แกนกลางเปนรูปทรงกระบอก จัดอยูใน Family Retroviridae, Genus 
Lentivirus มี เอนไซม reverse transcriptase  (RT)  ในการเพิ่มจํานวน ตองสราง DNA จาก RNA 
กอน หลังจากนั้นจึงมีขบวนการเพิ่มจํานวนตอไป การติดเชื้อ HIV ใชเวลานาน กวาจะแสดงอาการของ
โรคเอดส เช้ือนี้สามารถถูกแยกตามความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด ของ env gene ไดเปน 2 
สายพันธุ (types) คือ HIV type 1 (HIV-1) และ HIV type 2 (HIV-2) สายพันธุ HIV-1 แบงเปน 3 กลุม  
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คือ กลุม M (major), O (outlier) และ กลุม N (new) กลุม M สามารถแยกยอยตอไป ตามความ
แตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดระหวาง 20-35% ไดเปน 10 subtypes คือ A-J แต HIV-1 กลุม O ยัง
ไมมีการแบงเปนกลุมยอย สวนกลุม N เปนกลุมที่เพิ่งพบเมื่อเร็ว ๆนี(้20)ที่คาเมอรูน มีลําดับนิวคลีโอ
ไทด ตางไปจากกลุม M และกลุม O สวน HIV-2 แบงยอยเปน 5 subtypes (A-E) และมีลําดับเบส
เหมือนกับ HIV-1 ประมาณ 55-60% โดยที่HIV-1 กลุม M พบไดทั่วโลก ทั้งใน อเมริกาเหนือ อเมริกา
ใต แอฟริกา ยุโรป เอเซียรวมทั้งประเทศไทย กลุม O พบใน  คาเมอรูนและกาบอง โดยแยกเชื้อไดจาก
ท้ังคนและลิง  สวน HIV-2 พบมากในแอฟริกาตะวันตก (21) 

 
ยีโนมของเช้ือ HIV  
              ยีนของ HIV-1 มีขนาด 9 KB จะทําหนาที่ควบคุมการสรางสวนประกอบของไวรัส โดยแบง
ยีนออกเปน 3 กลุม คือ  
              1.  ยีนกํากับรูปราง (structural gene) ซ่ึงประกอบดวย  
              1.1  ENV gene สราง envelope protein ที่เปนสวนที่ไวรัสสรางขึ้นคือ gp41 และ gp120 
โปรตีนที่สวน knob หรือ surface protein คือ gp120 เปนสวนที่สําคัญของเชื้อ HIV ที่ไดรับความ
สนใจมาก เพราะมีความจําเพาะตอการเกาะติดผนังเซลล CD4 gp120 นี้ มีสวนซึ่งมีความแปรเปลี่ยน
ไดเรื่อยๆ อยู 5 บริเวณ (V1-V5) โดยที่สวน V3 อยูตรงยอดสุดของ gp120, มีความจําเพาะตอการจับ
ติดกับ CD4 นอกจากนี้ยังพบกันวาแอนติบอดีตอ V3 สามารถ neutralize ไวรัสทําใหไมสามารถติด
เซลลได จึงเปนจุดที่ถูกศึกษามาก โดยเฉพาะในดานการพัฒนาวัคซีน และสวนกาน transmembrane 
protein คือ gp41 โดยสรางเปน precursor protein คือ gp160 สวนของ ENV gene เปนสวนที่มี 
mutation บอย และสําคัญเกี่ยวของกับพยาธิกําเนิด โดยมีบทบาทเกี่ยวกับ cell tropism และการเกิด 
syncytial cell formation  
              1.2  GAG gene สราง 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 ทําหนาที่ในการสรางเอนไซม reverse transcriptase (RT), integrase และ 
protease ซ่ึงไดแก p66, p51 และ p32  
              2.  ยีนที่กํากับการทํางาน (regulatory gene) ซ่ึงประกอบดวย  
              2.1  Positive regulatory genes คือ ทําใหไวรัสแบงตัวเพิ่มข้ึน ไดแก ยีน tat (transactivator 
of transcription) ทําใหมีการเพิ่มของ HIV transcription ทําใหเช้ือ HIV เพิ่มจํานวน, rev (regulatory 
of virion protein expression) สรางโปรตีนที่ไปควบคุมการสราง viral structural proteins และ vpr 
(viral protein r) อาจทําหนาที่คลาย tat กระตุนใหมีการเพิ่มจํานวนโดยมี transcription  
              2.2  Negative regulatory genes คือควบคุมไมใหไวรัสแบงตัวมากไป ไดแก ยีน nef 
(negative regulatory factor) สรางโปรตีนที่เปน nef gene product ยับยั้ง HIV transcription อาจ
เปนตัวที่ทําใหเกิด latency  
              2.3  ยีนที่เกี่ยวของกับการติดเชื้อไวรัส (vpu = viral protein u) มีผลตอการสราง envelope 
glycoprotein และยีนที่เกี่ยวของกับการกอโรคของเชื้อ (vif = virion infectivity factor)  
              3.  Long teminal repeats (LTR)  
              ในสวนปลายทั้ง 2 ขางของ proviral DNA จะมี segment ของยีนที่เหมือนกัน และทําหนาที่
ในการควบคุมยีนอื่น ใหมี viral gene transcription และใหหยุดการ transcribe mRNA กระตุนการ
ทํางานของ tat และ nef gene ไดดวย cellular transcriptional factors เชน NFkB, SP1, TF II D ทํา
ใหมี HIV transcription เกิดขึ้น นอกจากนี้พบวา coinfection หรือ superinfection ของเซลลดวยเชื้อ 
HTLV-I, EBV, CMV, HBV และ HHV-6 จะกระตุนสวน LTR ทําให HIV เพิ่มจํานวน 
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ภาพที่ 2.1 แสดงโครงสรางของเชื้อเอชไอวี 

(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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กลไกการเขาสูเซลลของ HIV (16,22) 
              กลไกแรกเชื้อ HIV เขา cell ไดโดยอาศัยการจับกัน (binding) ระหวาง gp120 ของเปลือก
นอกของไวรัสกับ CD4 molecule ที่อยูบนผิวของเซลล ซึ่งนอกจาก T helper (CD4) cells แลว CD4 
molecule ยังพบไดบนผนังของ B cells, monocytes, macrophages และเซลลบางอยางของระบบ
ประสาทสวนกลาง เมื่อ gp120 จับกับ CD4 จะทําใหเกิดการแยกตัวของ gp41 ออกจาก gp120 ซ่ึง 
gp41 ของไวรัสเอชไอว ีมีสวนปลายดาน NH2 มีการเรียงตัวของ กรดอะมิโนคลายคลึงกับ fusogenic 
domain ของ paramyxovirus ดังนั้น เมื่อ gp120 ของ HIV จับกับ CD4 molecule บน cell จะทําให  
fusogenic epitope ของ gp41 กับ specific fusion receptor บนผิวเซลลที่ HIV ไปเกาะ และเกิด 
fusion ระหวาง HIV envelope กับผนังเซลล ทําให HIV เขาเซลลไดHIVจะมีเอนซัยม reverse 
transcriptase (RT) เกาะติดอยูกับ Viral RNA เมื่อ RNA ของไวรัสเขาไปในเซลล จะสราง DNA ข้ึนมา
และถูก incorporate ในนิวเคลียสของเซลล  
              อีกกลไกหนึ่งที่ HIV เขา cell ได โดยอาศัยแอนติบอดี ( Enhancing Antibody) โดย
แอนติบอดีตอ HIV จะจับกับ HIV แลว Antibody - coated HIV จะถูก phagocyte ที่มี Fc Receptors 
จับกินเขาไป โดยที่ไวรัสไมถูกทําลายใน phagocytes แตกลับอาศัยอยูใน phagocytes 
              เชื้อเอชไอวีที่แยกไดใหม ๆ  จากผูปวยโดยทั่วไปสามารถแบงใหญ ๆ ได 2 กลุม เรียก HIV- 
tropism คือ macrophage-tropic (M-tropic) และ T cell line tropic (T-tropic) โดยที่กลุมแรก (M-
tropic) สามารถติดเชื้อขาไปในเซลลชนิด macrophage ไดดี ถึงแมวากลุมนี้อาจเจริญไดใน CD4  T-
cell ได แตไมดีเทา macrophage โดยปกติเชื้อเอชไอวี ชนิด M-tropic จะไมทําใหเกิด syncytial 
formation ใน T-cell lines เชน MT-2 ดังนั้นจึงเรียกเชื้อกลุมนี้วา nonsyncytium-inducing (NSI) 
phenotype. สวนเชื้อเอชไอวีในกลุมที่สอง เรียก T-tropic strain ซ่ึงเขาใจวาเกิดจากการกลายพันธใน
ชางของการดําเนินของโรคในผูปวยและสัมพันธกับการพิเคราะหโรคที่ไมดี  โดยเชื้อกลุมนี้เจริญไดไมดี
ใน macrophage แตจะเจริญไดดีใน T-cell lines และทําใหเกิด syncytia ดังนั้นจึงเรียก เช้ือเอชไอวีใน
กลุมนี้วา syncytium-inducing (SI) stain แตปจจุบันยังมีกลุมที่สาม ซ่ึงสามารถเจริญไดดีใน 
macrophage และ T-cell lines ซ่ึงเรียกกลุมสุดทายเปน Dual tropic เพิ่มเติมจาก M-tropic และ T-
tropic strains ตอไปเราทราบวา M-tropic ใช CCR-5 เปน coreceptor จึงเรียก R5 strain สวน T-
tropic ไวรัส ใช CXCR4 เปน coreceptor จึงเรียก X4 strain และ เรียก dual tropic เปน R5/X4 strain 
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Classification of chemokines 
              Chemokinesทําหนาที่เกี่ยวของ ในขบวนการของ acute และ chromic inflammation ใน
ปจจุบันสามารถแบง Chemokines ไดเปน 3 กลุมใหญ ๆ ข้ึนอยูกับตําแหนงของสองตัวแรกใน cystein 4 
ตัว ที่ใช cystein เปนหลักในการแบงกลุมเนื่องจาก cystein เปนกรดอะมิโนที่มีคอนขางยาก ดังนั้นถา 
cystein เรียง 2 ตัวติดกันจัดเปนกลุม cc chemokines แตถาถูกข้ันดวยกรดอะมิโนอื่น 1 ตัว ก็จัดเปน 
CXC chemokines ซ่ึงในปจจุบันแบง CXC chemokines ออกเปน 4 กลุมยอยคือ CXCR1 ถึง 4 ในหลอด
ทดลอง สามารถแยกคุณสมบัติของ chemokines แตละกลุมไดโดยที่ CXC chemokines มีคุณสมบัติใน
การดูดดึง (attract) เซลลจําพวก lymphocytes และ neutrophils แตกลุม cc chemokines ไมมีคุณสมบัติ
ในการดูดดึง neutrophils แตจะดูดดึง เซลลจําพวก monocytes, macrophage, eosinophils, basophils, 
dendritic cells และ lymphocytes ในรางกาย chemokine มีคุณสมบัติในการสงสัญญานกระตุนใหเม็ด
เลือดขาวมากระจุกตัวในที่มีการติดเชื้อและในที่มี tissue injury นอกจากนั้น chemokines ยังสามารถ
ควบคุม trafficking ของเม็ดเลือดขาว, hemopoiesis, angiogenesis  และอื่น ๆ   
              ในปจจุบัน chemokines ของคนที่มีคุณสมบัติทําหนาที่ตาง ๆ จับกับ chemokine 
receptors บนผิวของเซลล ซ่ึงแบงไดเปน 12 human chemokine receptors โดยที่ 4 receptors 
(CXCR1 ถึง CXCR4) จับกับ CXC chemokines และ 8 receptors (CCR1 ถึง CCR8) จับกับ CC 
chemokines สวนมากแตละ receptor จะจับกับ chemokines มากกวา หนึ่งชนิด chemokines 
สวนมากจะจับกับสองหรือมากกวาสอง receptors 
 
Coreceptor of HIV 
 
              Chemokine receotors เปน 7 transmembrane spauning G-protein coupled receptors 
(7 TMR) ซ่ึงมีสวนสําคัญสําหรับหนาที่ตาง ๆ ของเม็ดเลือดขาวโดยเฉพาะที่เกี่ยวของกับ cell migration 
การสงสัญญาณ ของ chemokines ผานทาง receptors ทําใหเซลลเคลื่อนไปยัง tissue ตาง ๆ และอาจ
กอใหเกิดการ activation ของเม็ดเลือดขาว อันจะมีผลตอการยอมรับการติดเชื้อเอชไอวีสายพันธุตาง ๆ   
              Expression ของ receptors ตาง ๆ แตกตางกันในเม็ดเลือดขาวแตละชนิด เชน CCR3 จะ
express สวนใหญบน eosinophils IL-8 receptor แสดงออกบน neutrophils สวนการแสดงออกบน T 
cell เกี่ยวของกับ CCR1, CCR2, CCR4 และ CCR5 รวมทั้ง CXCR4 พบวา CCR-5 expression พบสูง
ใน subpopulation of T cell ชนิด CD26 hi-effector/memory subset เชนเดียวกับ macrophage 
              chemokine receptors อาจมีสวนเปน coreceptors สําหรับการติดเชื้อเอชไอวี พบวา 
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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 พบวา chemokine receptor ชนิด 
CXCR4 สามารถชวยการติดเชื้อและการ fusion ของ เซลล CD4 สวน CCR3 จะจับกับท้ัง primary 
isolates และ laboratory strain จะมีเชื้อสวนนอยเทานั้นที่จะจับกับ CCR2b ในขณะนี้สามารถสรุปไดวา 
chemokines receptors ซึ่งเกี่ยวของกับการติดเชื้อเอชไอวีไดแก CCR2b, CCR3. CCR5 และ CXCR4  
 
การเพิ่มจํานวนของเชื้อ HIV  
              เชื้อ HIV เขาสูเซลลโดยใชปุม gp120 จบักับ CD4 ที่ผิวเซลล(23,24) หรือเขาสูเซลลโดยกลไก
ทางอื่น อาจเปน Fc receptor เมื่อ gp120 จับกับ CD4 แลว จะมีการเปลี่ยนแปลงลักษณะของโปรตีน 
ทําใหสวนของ cryptic region ที่อยูระหวาง gp120 และ gp41 expose ทําใหสวนของ gp41 
สามารถจับกับ fusion receptor (Fc receptor) บนผิวเซลล ทําใหสวนของ core protein และ
สวนประกอบภายในเขาสูเซลล เช้ือไวรัสอาจเขาทาง Fc receptor โดยการ fusion กับผิวเซลลก็ไดหลัง
จากนั้น core protein สลายตัว ปลดปลอย viral RNA สราง complementary DNA สายเดี่ยวโดยใช 
enzyme RT โดย DNA ที่สรางขึ้นยังคงจบักับ RNA ตอจากนั้นสรางสาย DNA ที่เปน 
complementary กับสายแรกที่สรางขึ้น ไดเปน DNA สายคู โดยเอนไซม RTของเซลล และมี viral 
RNase H สลายสาย RNA เดิม DNA สายคูที่สรางขึ้นนี้จะประกอบดวยยีโนมทั้งหมด และขดตัวเปน 
circular DNA เรียกวา proviral DNA เขาสูนิวเคลียสของเซลล รวมตัวเขากับ cellular DNA โดย 
enzyme integrase และคงอยูภายในเซลลในสภาพ latency  
              การติดเชื้อ HIV ใน monocytes/macrophage พบวา HIV อยูในสภาพ proviral DNA โดย
ไมแสดงลักษณะแอนติเจนออกมาไดเปนเวลานานและเดินทางเขาสูระบบประสาท ในบางสภาวะอาจ
ข้ึนกับสายพันธุของเชื้อ สภาพของเซลล และการถูกกระตุนโดยปจจัยรวม (cofactor) มีการกระตุนให
เกิด viral transcription มีการสราง mRNA และ viral RNA ทําใหมีการสราง protein ท่ีเปน
สวนประกอบของไวรัสเปน polyproteins precursor และประกอบเขาเปนอนุภาคใหมแลวจึง
ปลดปลอยออกจากเซลลโดยการ budding ไดสวน envelope จากเซลลโดยมีสวนของ gp120 อยูบน
ผิวเซลลบริเวณนั้น เชื้อ HIV ที่ออกจากเซลลจะยังไมมีคุณสมบัติในการติดเชื้อ ตองอาศัย protease 
enzyme มายอย precursor polyproteins ใหเปน biologically active protein เช้ือ HIV จะติดตอไป
ยังเซลลอ่ืนไดทั้งในสภาพ cell free virus ที่อยูนอกเซลล และ cell associate virus โดยการที่ gp120 
ท่ีอยูบนผิวเซลลที่ติดเชื้อจับกับ CD4 บนเซลลตัวใหม และมีการ fusion เขาสูเซลลโดยตรง โดยไมตอง
ออกนอกเซลล  
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              ข้ันตอนตาง ๆ ในการเพิ่มจํานวนไวรัส ถูกขัดขวางไดโดยแอนติบอดีและสารบางอยาง ซ่ึง
อาจนํามาใชเปนยาตานไวรัสได ดังเชน neutralizing antibody จับกับสวนของ gp120 สวนที่สําคัญ 
คือ V3 loop ซึ่งเรียกวา primary neutralizing determinant (PND) หรือ soluble CD4 (SCD4) ไปจับ
กับ gp120 ขัดขวางไมใหจับ CD4 บนผิวเซลล   
 
ยาตานไวรัส HIV  
              พวก antiretroviral agents สวนมากเปน nucleoside analogues ซึ่งไมมี 3’ hydroxyl 
group พวกนี้จะถูก cellular kinase ทําใหเปน triphosphate forms โดยจะแขงกับ nucleoside 
triphosphate ซ่ึงปกติใชในการสราง viral DNA ของ HIV reverse transcriptase แตเนื่องจาก 
nucleoside analoques ไมมี 3’ hydroxyl group ดังนั้นจึงทําให chain elongation ถูก terminate จึง
ตอกันเปน chain ไมได ทําใหไมเกิดprovial DNA ที่จะ integrate เขาไปใน host chromosome  
1. AZT (3’-azide-3’-deoxythymidine) หรือ Zidovudine หรือ Retrovir (Burroughs Wellcome) 
              ซ่ึงสังเคราะหครั้งแรกในป พ.ศ. 2507 โดย Horwitz และคณะ พ.ศ. 2530 ไดผานการรับรอง
จากองคการอาหารและยาของสหรัฐอเมริกา (FDA) และมีการใชยานี้อยางแพรหลายในผูปวย AIDS 
และ advanced ARC ที่ติดเชื้อ pneumocystis carinii pneumonia หรือมี CD4+ lymphocyte ต่ํา
กวา 200/ ลบ.มม. โดยทั่วไปยานี้ชวยใหผูปวยที่มีอการเอดสมีชีวิตยืนยาวขึ้นและชวยลดอัตราการ 
progress ไปเปนเอดสของผูปวยที่ไมมีอาการ (asymptomatic) โดยลดกวาครึ่ง กลไกของ AZT อยูที่
ยับยั้ง HIV-1 reverse transcriptase โดยที่ AZT จะถูก cellular thymidine kinase เปลี่ยนเปน 
monophosphate form (AZTMP) และ diphosphate form (AZTDP) ตามลําดับ หลังจากนั้นจะถูก 
cellular enzyme อ่ืน ๆ เปล่ียนรูปใหเปน triphosphate form (AZTTP) AZTTP จะจับกับ HIV- 
reverse transcriptase ไดดีกวา polymerase alpha ของเซลลประมาณ 100 เทา ดังนั้น AZT จึงถูก 
incorporate เขาไปใน DNA ของเชื้อ HIV แต เนื่องจาก AZT ไมมี 3’ OH group ดังนั้น จึงทําใหเกิด 
chain termination ซ่ึงทําในการสราง HIV-DNA ไมครบสมบูรณ นอกจากนั้น AZTMP ยังมีคุณสมบัติ
ยับยั้งการสราง thymidine –5-triphosphate (dTTP)โดยการแขงเขาจับกับ thymidine kinase ระดับ
ของAZT สูงสุดในซีรัมในเวลา 30-90 นาที ภายหลังจากรับประทานยา โดยมี half-life ประมาณ 1 ชม. 
ผลจากการรักษาดวย AZT มีผลทําใหเปอรเซ็นตของ CD4+ lymphocyte สูงข้ึน และระดับ p24 
antigen ต่ําลง รวมทั้งการลดอัตราตายของผูปวยเอดสที่ไดรับยา AZT โดยพบวาผูปวยที่ไมไดรับยา 
AZT จะเสียชีวิตประมาณ 39.3% ในขณะที่ มีการประมาณวาอัตราการเสียชีวิตของผูปวยที่รักษาดวย 
AZT จะมีประมาณ 10.3% ภายใน 1 ปผลขางเคียงของยานี้ทําใหเกิด macrocytic anemia และ 
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granulocytopenia รวมทั้ง fever rash และ nail pigmentation การใช AZT รวมกับยาอ่ืนพบวามี 
synergy กับ อินเตอรเฟอรรอน และ colony-stimulating factor (GM-CSF) และมี antagony ตอ 
ribavirin ปจจุบันขนาดของยาที่แนะนําใหใช คือ 200 mg ทุก 4 ชม. ของผูปวยเอดสท่ีมี CD4+ 
lymphocytes ต่ํากวา 200 เซลล/ลบ.มม. และสําหรับการปองกันของผูไดรับเชื้อแตไมมีอาการ 
(asymtomatic) แตมี CD4+ lymphocytes ต่ํากวา 500 เซลล/ลบ.มม. ใหใช 500 mg ตอวัน 
จนกระทั่ง พ.ศ. 2532 Larder และคณะ รายงานการดื้อยาของ HIV ในผูปวยที่ใช AZT เปนเวลานาน
จึงไดมีการคนควาหายาตัวใหมเพื่อใชทดแทน หรือรวมกับยา AZT เชน dideoxycytidine (ddc), 
dideocyinosine (ddI), dideoxydidehydrothymidine (D4T) azidouridine (Azdu) และ foscarnet 
ซ่ึงมีผลตอ viral DNA synthesis โดยการ inhibit reberse transciptase รวมทั้ง souble CD4 ซ่ึงเปน 
receptor ของ HIV เพื่อหลอกให HIV มาจับจะไดไมไปทําลาย Tcells และ castanospermine ซ่ึงจะ
ไป block การ maturation ของ viral glycoprotein  
2.  Dideoxycytidine (ddC) 
              ยานี้เปน mucleosides analoque ซ่ึงกอใหเกิด chain termination เชนเดียวกับ AZT มี 
toxicity นอยกวา AZT และปนพิษนอยกวา ddI โดยที่ ddI ทําใหเกิด severe pancreatitis 20 % แต
อาการขางเคียงของ ddC เชน stomatitis rash fever และ arthritis/arthralgia ขนาดที่ใหรับประทาน 
0.01-0.06 mg/Kg ทุก 8 ชม. ยานี้มีผลทําให p24 antiเen ในซีรัมลดลงกวา 70 % 
3.  Dideoxyadenosine (ddA) and dideoxyinosine (ddI) 
              Nucleosides analoques ทั้งสองตัวเปน purine base ซ่ึงตางจากตัวอ่ืน ๆ ซ่ึงเปน 
pyrimidine bases ddA เปน prodrug ของ ddI Active from ของ ddA เมื่อ ddA ถูก deamination 
จะได ddI สารทั้งสองชนิด เปนพิษตอเซลลนอยกวา AZT แตเนื่องจาก ddI ไม stable เมื่ออยูในสภาพ
ท่ีเปนกรด เชน น้ํายอยในกระเพาะอาหาร ดังนั้นการใชในสภาพของยากินตองอยูในรูปของ buffer 
พบวา ddI ทําให 40% ของคนไขมีน้ําหนักเพิ่มข้ึนและมีอาการทางคลินิกดีขึ้น 28% ของคนไขมีเซลล 
CD4 +lymphocytes เพิ่มข้ึน 50 % ของคนไขมีระดับ HIV-p24 antigen ลดลง    
4.  2’, 3’ – didehydrodideoxythymidine (D4T) 
              D4 T เปน nucleoside analog มีกลไกคลายกับ AZT แตเปนพิษตอไขกระดูกนอยกวา AZT 
นอกจากนั้นสายพันธุของเชื้อ HIV ที่ดื้อตอยา AZT จะไมดื้อยาตอยา D4T 
5.  Azidouridine (AZdU) 
              AZdU เปน pyrimidine nucleoside analogue เชนเดียวกับ AZT ddC และ D4T ความ
เขมขนของ AZdU ที่จะยับยั้ง HIV reverse transcriptase สูงกวา AZT จึงมีประสิทธิภาพนอยกวา 
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AZT แต AZdUเปนพิษนอยกวาAZTและมีประสิทธิภาพสูงกวา AZT ในเซลล monocytes และ 
macrophage  
6.  Soluble CD4 
              CD4 เปน glycoprotein ซ่ึงเปน receptor ของ HIV อยูบนผิวของ T lymphocyte การใช 
CD4 เปนสารตานเชื้อไวรัส เปนกลยุทธใหมแตกตางจากการใช nucleoside analog ในหลอดทดลอง 
CD4 แสดงใหเห็นถึงประสิทธิภาพในการจับกับ envelope protein ของ HIV ทําใหความสามารถใน
การติดเชื้อของ HIV หมดไป 
7.   สารอื่น ๆ เชน foscarnet ซ่ึงใชไดผลดีกับ cytomegalovirus เปนที่นาสนใจที่จะใชกับ HIV รวมทั้ง
อินเตอรเฟอรอนหรือโมโนโคลนัลแอนติบอดีตอทั้งเชื้อ HIV และตอ CD4 receptor บน T 
lymphocytes และ การใช HIV-vaccine 
 
 พยาธิกําเนิดของการเกิดโรคเอดส  
              เมื่อเชื้อ HIV เขาสูรางกาย จะไปจับกับเซลล CD4+ ซ่ึงเปนเซลลเปาหมาย โดยไวรัสใช 
gp120 บนผิวนอกเซลลจับกับ CD4 receptor บนผิวของ T cell หลังจากเชื้อ HIV จะเขาไปในเซลล 
DNA แลวใชเอนไซม reverse transcriptase ของตัวมันเองเปลี่ยน RNA ของมันใหเปน DNA เพื่อจะ
แทรกเขาไปอยูใน CD4 ของ T cell ยีโนมของ HIV จะแฝงตัวอยูใน T cell จนกวา T cell นั้นจะโดน
กระตุน เมื่อ T cell ถูกกระตุนดวยวิธีการใดก็ตามมันจะแบงตัวเพิ่มจํานวนและจะทําใหยีโนมของ HIV 
มีการแบงตัวเพิ่มจํานวนตามไปดวย เชื้อ HIV ที่สมบูรณจํานวนมากจะถูกสรางขึ้น และถูกปลดปลอย
ออกมาจาก T cell เหลานั้น เพื่อไปเขาเซลล CD4+ อ่ืน ๆ ตอ ๆ ไป ทําใหเซลล CD4+ ในรางกายติด
เช้ือและอาจถูกทําลายลงในเวลาอันรวดเร็ว  
              ยังมีเซลลของรางกายชนิดอื่น ๆ ที่มีโปรตีนบนผิวคลายคลึงกบั CD4 ของ T cell ซ่ึงจะ
กลายเปนเซลลเปาหมายของเชื้อ HIV และถูกทําลายดวยเชื้อ HIV ไดเชนกัน  
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เซลลท่ีติดเชื้อเอชไอวี  
              1. เซลลสรางเม็ดเลือด (hematopietic cells)ไดแก helper/inducerT-lymphocytes, 
monocytes/macro-phage, Kuffers cells, ฯลฯ 
              2. เซลลสมอง (brain cells) ไดแก astrocytes/oligodendrocytes, fetal neuron cells, 
neuron, brain capillary endothelium, microgial cells 
              3. เซลลอ่ืน ๆ (Other cells) ไดแก Langerhans (dendritic) cells, bowel epithelium, 
fibroblats 
              จะเห็นไดวา เซลลสวนใหญของระบบภูมิคุมกันที่ถูกทําลายโดยเชื้อ HIV คือ CD4+ cell ซ่ึงมี
หนาที่สําคัญที่สุดในการกําจัดสิ่งแปลกปลอม ดังนั้น ผูปวยโรคเอดสซึ่งมีจํานวนเซลล CD4 เหลืออยู
นอยมาก(24,25) จึงไมสามารถกําจัดจุลชีพตาง ๆ ที่บุกรุกเขารางกายหรือกําจัดเซลลมะเร็งที่เกิดขึ้นใน
รางกายได เซลลที่ติดเชื้อ HIV จะถูกทําลายอยางรวดเร็ว ซ่ึงกลไกการแตกทําลายของ CD4 cells มีได
หลายทาง ไดแก  
              1.  แตกทําลายโดยตรงใน CD4 infected cell เม่ือเชื้อ HIV budding ออกจากเซลล หลาย
ตําแหนงพรอมกัน  
              2.  เกิดจากการ จับกันของ gp120 บนผิวเซลลที่ติดเชื้อ กับ CD4 บนผิวเซลลที่ยังไมติดเชื้อ 
ทําใหรวมเปน syncytial cell ทํางานไมไดและถูกทําลาย  
              3.  เกิดจาก free gp120 มาเกาะบนผิว CD4 และมีแอนติบอดีตอ gp120 มาจับอีกทีหนึ่ง 
ทําใหเซลลถูกทําลายโดย antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) หรือ CTL  
              4.  เกิดจากกลไกทําลายเซลลตนเอง โดยพบ autoantibodies ตอ MHC class II protein ใน 
ซีรัม ผูติดเชื้อเอดสที่มีอาการปวยในเวลารวดเร็ว ทั้งนี้เนื่องจากมีลักษณะของ gp120 ที่คลายกับ
บางสวนของ MHC class II protein  
              5.  อาจเกิดจากการติดเชื้อบางอยางรวม เชน mycoplasma ซ่ึงจัดเปน superantigen จับ
กับ T-cell receptor ทําใหเกิด T-cell dysfunction และเซลลตาย  
              พยาธิกําเนิดที่เกิดในการติดเชื้อ HIV นอกจากผลการทําให CD4 ทําหนาที่ผิดปกติและลด
จํานวนลงแลว ยังมีผลตอการทํางานของ CD8 cells ดวย ในผูติดเชื้อ HIV ในระยะที่ยังไมแสดงอาการ
จะมีจํานวน CD4 ลดต่ําลง แตจํานวน CD8 จะเพิ่มขึ้น และในระยะสุดทายเมื่อแสดงอาการโรค CD8  
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จะลดต่ําลงดวย ในผูติดเชื้อ HIV ที่เร่ิมแสดงอาการโรค พบการทํางานของ cytokine ผิดปกติ มีการ
สราง tumor necrosis factor (TNF), IL-6, gamma IFN และ cytokines อ่ืนเพิ่มขึ้น ทําให HIV เพิ่ม
จํานวนไดดีขึ้น และเชื้อที่เพิ่มมากขึ้นกลับกระตุนใหมีการสราง cytokines มากขึ้น และพบการสราง 
enhancing antibody ซ่ึงเปนแอนติบอดีที่จับกับ HIV และทําใหเขาเซลลไดดีข้ึนโดยเขาทาง Fc-
receptor และ complement receptor และ CD4 molecule  
 
การตอบสนองของรางกายในการปองกันโรค  
               ในผูที่ติดเชื้อ HIV จะตรวจพบแอนติบอดีตอโปรตีนตาง ๆ ของไวรัส และภูมิคุมกันผานเซลล 
ในระยะแรกของการติดเชื้อที่ไมแสดงอาการ ระบบอิมมูนสามารถควบคุมการติดเชื้อ HIV ได การเพิ่ม
จํานวนไวรัสมีไมมาก เนื่องจากเชื้อ HIV มีการกลายพันธุ (mutation) เกิดขึ้นตลอดเวลา เช้ือที่กลาย
พันธุใหมสามารถหลบหลีกการทําลายของแอนติบอดีและเซลลระบบอิมมูนได การเพิ่มจํานวนของ
ไวรัสที่มีความรุนแรง (virulence) มากขึ้น และพบการทําลายเซลลของระบบอิมมูนในระยะตอมา จึงมี
โอกาสเกิดอาการโรครุนแรงมากขึ้นเรื่อย  
              ในคนและลิงชิมแปนซีที่ติดเชื้อ HIV พบภูมิคุมกันที่มีความสําคัญในการปองกันโรค คือ  
              1.  Neutralizing antibodies สามารถ neutralize เชื้อ HIV ตางสายพันธุไดในหลอดทดลอง 
และสามารถปองกันการรวมตัวของเซลลที่ติดเชื้อกับเซลลปกติ (fusion) แอนติบอดีตองมีทั้ง 
neutralizing antibody ปองกันเชื้อที่อยูนอกเซลลไมใหเขาสูเซลล และมี fusion inhibition activity 
และ CD4 blocking activity ปองกันไมใหเช้ือในเซลลเขาสูเซลลใหมโดยการรวมตัว นอกจากนี้
จําเปนตองมี cell mediated immunity ทําลายเซลลที่ติดเชื้อดวย  
              Neutralizing antibodies มีบทบาทสําคัญที่สุดในการปองกันการติดเชื้อ แตถาไดรับเช้ือ
ไวรัสจํานวนมาก neutralizing antibody ไมสามารถปองกันได  
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              2.  Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC) เปนแอนติบอดีที่รวมกับ 
natural killer cell (NK) ทําลายเซลลที่ติดเชื้อ นอกจากนี้อาจมีแอนติบอดีที่จับกับ complement แลว 
ทําใหมีการสลายของเซลลที่ติดเชื้อ (complement-mediated cytolysis antibody)  
              3.  ในผูติดเชื้อโดยไมมีอาการสวนใหญจะตรวจพบ Cytotoxic T Lmphocytes (CTL) ที่จะ 
recognized แอนติเจนของไวรัสโดยผาน major histocompatibility complex (MHC) ในผูติดเชื้อโรค
ไมแสดงอาการจะพบ CTL ในระดับสูงเมื่อเทียบกับผูที่ไมติดเชื้อ และเมื่อผูปวยแสดงอาการ โรคเอดส
มักจะไมพบ CTL  
              ดังนั้นผูติดเชื้อ HIV จะมีภูมิคุมกันเกิดข้ึนทั้งใน humoral mediated immunity (HMI) และ 
cell mediated immunity (CMI) ในผูติดเชื้อจะพบวา CMI มีสวนสําคัญที่สุดในการทําลาย viral 
infectious agents เซลลที่สําคัญและเกี่ยวของกับการทําลายเชื้อ HIV คือ natural killer cells, T 
helper/inducer cells (CD4) และ T suppressor/cytotoxic cells (CD8) เปนที่ทราบกันแลว T 
helper cells เปนเซลลที่สําคัญมี 2 ชนิด คือ T helper 1 (TH1) และ T helper 2 (TH2)(26,27) โดย TH1 
จะเปนตัวควบคุม CMI มีการผลิตและหลั่ง interleukin (IL)-2 และ gamma interferon (IFN-) สวน 
TH2 จะผลิตและปลอย IL-4, IL-6 และ IL-10 ใชควบคุม MHI การมี CMI จะกอใหเกิด protection 
สวน HMI ถาเปนชนิด neutralizing antibodies จะกอใหเกิด protection แตถาเปน enhancing 
antibodies จะกอใหเกิดการ กระจายของเชื้อ HIV   
 
การดําเนินโรคของการติดเชื้อ HIV 
              จากการศึกษาของคณะ Munoz และ Bacchetti (28,29) พบวาระยะเวลาตั้งแตไดรับเชื้อ HIV 
จนปวยเปนโรคเอดส เฉลี่ยประมาณ 10 ป ในประเทศไทยจากขอมูลงานวิจัยของ Sirivichayakul และ
คณะ(30) พบวาผูติดเชื้อเอชไอวี เฉลี่ยตอปจนกลายเปนเอดสรอยละ 6.8 และพบอัตราการดําเนินโรค
จนเปนเอดสโดยอาศัยระดับเซลล CD4 พบวา ผูปวยคนไทยที่มีระดับเซลล CD4 นอยกวา 200 เซลล/
ลบ.มม.  จะมีความเสี่ยงกลายเปนโรคเอดส 9 เทาเมื่อเทียบกับเซลล  CD4 มากกวา 500 เซลล/ลบ.ม
ม. และจากการศึกษาของ เกียรติ รักษรุงธรรมและคณะ(31) พบวาอัตราการลดลงของ เซลล CD4 ของ
คนไทย 50 เซลล/ลบ.มม. ตอป ไมพบความแตกตางระหวางสายพันธ E กับ B และศึกษารูปแบบการ
ดําเนินโรคของการติดเชื้อเอชไอวีในคนไทย ไดแบงรูปแบบของการดําเนินโรคของเอชไอวีเปน 4 ระยะ 
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              1. Intermediate (or Average) Progressors ผูติดเชื้อเอชไอวี สวนใหญ ประมาณรอยละ 80-
90 จะมีการดําเนินโรคเฉลี่ย 8-10 ป ในการแสดงอาการของโรคเอดส 

              2. Rapid Progressors  เปนระยะที่ผูติดเชื้อมีการดําเนินโรคที่รวดเร็วไมเกิน 3 ป จะเกิดอาการ
โรคเอดส พบไดรอยละ 5 

              3. Long-term Nonprogressors เปนระยะที่ผูติดเชื้อมีการดําเนินโรคที่ชามากหรือคงสภาพ
เดิมไมมีการดําเนินของโรค และ เซลล CD4 มากกวา 500 เซลล/ลบ.มม. แมนจะติดเชื้อเอช
ไอวีมานานกวา 10 ปและไมไดรับการรักษาดวยยาตานไวรัส ซึ่งพบไดนอยกวารอยละ 5 

              4. Long-term survivors เปน ระยะที่ผูติดเชื้อมีชีวิตอยูไดนานกวา 10-15 ป ภายหลังการติด
เชื้อ ทั้งๆ ที่ ไมไดรับการรักษา ผูติดเชื้อบางรายในกลุมนี้อาจมีระดับเซลล CD4 นอยกวา 
200 เซลล /ลบ.มม. แตคงมีสภาพของโรคคงที่หลาย ป ไมมีตัวเลขผูติดเชื้อในกลุมน้ี 



 21

 

 
 

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.) 



 22

ปจจัยที่เกี่ยวของกับการดําเนินโรค (31,32) 
              การที่ผูติดเชื้อจะมีการดําเนินของโรคในรูปแบบใด รวดเร็ว ชา หรือคงที่เปนเวลากวา 10 ปโดยไม

มีอาการเปลี่ยนแปลง พบวา ข้ึนอยูกับปจจัยอยางใดอยางหนึ่งหรือหลายอยางดังตอไปนี้ 
              1. ปจจัยทางไวรัส (viral factor)  ไดแก ปริมาณเชื้อ ชนิดของเชื้อ 
              2. ปจจัยในตัวผูติดเชื้อ ไดแก ปจจัยทางพันธุกรรม และการตอบสนองทางภูมิคุมกัน  
              3. ปจจัยรวมและการกระตุนระบบภูมิคุมกัน 
              4. ปจจัยดานการรักษา 
 
ลักษณะทางคลินิกและระยะตาง ๆ ของการติดเชื้อเอชไอวี 
              แตเดิมมาศูนยควบคุมโรคของสหรัฐอเมริกา ไดแบงระยะตาง ๆ ของการติดเชื้อ HIV 
ออกเปน 4 ระยะ(32)  คือ  
              ระยะที่ 1 : ระยะติดเชื้ออยางเฉียบพลัน (Acute HIV infection)  
              หลังจากผูไดรับเชื้อ HIV 2-3 สัปดาหจะมีอาการคลายไขหวัด ตอมน้ําเหลืองโต (glandular 
fever-like illness) และอาจมีอาการของ encephalitis, meningitis, myelopathy และ neuropathy 
อาการตาง ๆ เหลานี้หายไปไดเองภายใน 1-2 สัปดาห  
              ระยะที่ 2 : ระยะติดเชื้อโดยไมมีอาการ (Asymptomatic infection)  
              เริ่มพบแอนติบอดีหรือภูมิคุมกันตอไวรัสเอดสประมาณ 6-8 สัปดาห หลังไดรับเชื้อ มี
แอนติบอดี ตอ HIV ตลอดชีวิต  แตอาจเนิ่นนานออกไปถึง 3 เดือนก็ได อยางไรก็ตามมีรายงานในกลุม
ชายรักรวมเพศในอเมริกาวาอาจตองรอไปนานถึง 3 ป anti-HIV จึงจะใหผลบวก  
              ระยะที่ 3: ระยะตอมน้ําเหลืองโตทั่วไป(Persistent generalised lymphadenopathy, 
PGL)  
              พบตอมน้ําเหลืองโตทั่วตัว ระยะนี้คนไขไมมีอาการ แตถาตรวจรางกายจะCDC ใหคําจํากัด
ความของ PGL วา ตองเปนตอมน้ําเหลืองขนาดตั้งแต 1 ซม. ข้ึนไป และจะตองโตอยูนานเกิน 1 เดือน 
ต้ังแต 2 บริเวณขึ้นไป โดยไมนับรวมตอมน้ําเหลอืงที่บริเวณขาหนีบ และตอมน้ําเหลือง 2 บริเวณนี้ 
จะตองไมเปน draining chain ซึ่งกันและกัน  
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              ระยะที่ 4 : ระยะติดเชื้อมีอาการ (symptomatic HIV infection) แบงยอยไดเปน 
              ระยะที่ 4.1 : Constitutional disease มีอาการน้ําหนักลดไมทราบสาเหตุโดยน้ําหนักลด
เกิน 10 กิโลกรัม หรือลดเกิน 10% ของน้ําหนักเดิม อาจมีไข (เกิน 38o ซ) เร้ือรัง (เกิน 4 สัปดาห) โดย
ไมทราบสาเหตุ อาจมีทองเสียเร้ือรังโดยไมทราบสาเหตุ อาจมีเช้ือราในชองปาก (Oral candidiasis) 
อาจมีงูสวัด (Herpes zoster) ตรงกับระยะ AIDS related complex หรือ AIDS related condition 
(ARC) เดิม  
              ระยะ 4.2 : Neurological disease มีอาการทางจิตประสาท หรือมีอาการของระบบ
ประสาทสวนกลาง encephalitis, meningitis, myelopathy และ neuropathy เรียกวา "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 เปนโรคติดเชื้อฉวย
โอกาสอื่น ๆ ที่มิไดรวมอยูใน surveillance definition  
              ระยะที่ 4.4 : Secondary cancers  สวนใหญ พบKaposi's sarcoma อาจพบ primary 
central nervous system lymphoma และ non-Hodgkin's disease  
              ระยะที่ 4.5 : Other conditions  เปนกลุมผูปวยที่ไมสามารถจัดเขาไวใน 4 กลุมขางตน เชน 
มีโรคติดเชื้อที่ไมไดระบุในกลุม 4.3 หรือมีอาการนอกเหนือที่ระบุในกลุม 4.1  
              การติดเชื้อ HIV ในระยะตาง ๆ จะมี severity ตางกัน ผูปวยระยะที่ 4 จะมีความผิดปกติทาง
ภูมคิุมกันมากกวาคนที่เปนระยะที่ 3 และ 2 ตามลําดับ   
 
 นิยามผูปวยโรคเอดสท่ีใชในการเฝาระวัง (34) 
              นับตั้งแต พ.ศ. 2527 ที่ประเทศไทยมีผูปวยโรคเอดสรายแรก ไดใชแนวทางการวินิจฉัยโรค
เอดส ที่ดัดแปลงมาจาก ศูนยควบคุมโรคแหงชาติสหรัฐอเมริกา (Centers for Disease Control : 
CDC) โดยอาศัยการตรวจพบโรค หรือกลุมอาการที่แสดงถึง ภาวะภูมิคุมกันของรางกายเสื่อม รวมกับ
การตรวจพบวา อัตราสวนของ T-helper lymphocyte ตอ T-suppressor lymphocyte (CD4/CD8) 
ตํ่ากวา 1  
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              เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2530 ศูนยควบคุมโรคแหงชาติสหรัฐอเมริกาไดทบทวนคํานิยามโรค
เอดสใหมเพื่อใหครอบคลุมกรณีตาง ๆ ไดกวางขวางขึ้น โดยยอมรับผูปวยที่ไมมีผลการตรวจหาการติด
เช้ือเอดส หรือผลกํากวมหรือแมรายที่มีผลการตรวจหาการติดเชื้อเอดสเปนลบ คํานิยามดังกลาว
ประกาศใชในเดือนกันยายนปเดียวกัน คณะกรรมการประสานงานการควบคุมโรคเอดส ของกระทรวง
สาธารณสุขของประเทศไทย จึงไดปรับปรุงนิยามขึ้นใหมและเร่ิมใชตั้งแตปลายป พ.ศ.2530 เปนตนมา 
โดยดัดแปลงจากของ CDC แตยังไมยอมรับกรณีที่ไมมีผลการตรวจหาการติดเชื้อเอดส หรือผลกํากวม 
หรือมีผลเปนลบ  
              เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2532 กระทรวงสาธารณสุขรวมกับแพทย และนักวิชาการผูทรงคุณวุฒิ 
ดานโรคเอดสปรับปรุงนิยามใหม เพื่อใหการเฝาระวังโรคเอดสมีความครอบคลุมกวางขวางขึ้น โดยยึด
ตามคํานิยามของ CDC เกือบทั้งหมด มีการดัดแปลงนอยที่สุด และไดประกาศใชอยางเปนทางการใน
เดือนตุลาคม พ.ศ. 2532  
              เนื่องจากนิยามที่ใชในปจจุบันยังไมครอบคลุมโรคติดเชื้อฉวยโอกาสบางตัวที่สําคัญ และไม
เหมาะกับการวินิจฉัยในเด็ก กระทรวงสาธารณสุข จึงไดแตงตั้งคณะทํางานขึ้นมาชุดหนึ่งเพื่อทําการ
ทบทวนนิยามโรคเอดสที่ใชอยู และนําเสนอรางนิยามเพื่อใหแพทยผูทรงคุณวุฒิและมีประสบการณ 
ในการดูแลผูปวยโรคเอดสในผูใหญและในเด็กจํานวนหนึ่งพิจารณากลั่นกรอง ทั้งนี้จากการประชุม
กลุมผูทรงวุฒิดังกลาว เม่ือวันที่ 30 มีนาคม 2536 ที่ประชุมสวนใหญเห็นชอบกับรางนิยามใหม ซ่ึงมี
ความแตกตางกับนิยามที่ใชอยูเดิมคอนขางมาก และยกเลิก การวินิจฉัย ARC (AIDS Related 
Complex) เรียกเปนผูติดเชื้อท่ีมีอาการ (HIV Symptomatic Patient)โดยอาจสรุปไดดังนี้คือ  
              การวินิจฉัยวาผูปวยเปนโรคเอดส อาจทําได 3 ประเภท โดยทุกประเภทตองยืนยันไดวา
ผูปวยมีการติดเชื้อ HIV แนนอน(35) 
ประเภทที่ 1     อาศัยการตรวจพบโรคหรือกลุมอาการที่บงชี้ถึงความบกพรองของระบบภูมิคุมกันโรค
ของรางกาย โรคใดโรคหนึ่งใน 25 โรค จะถือวาผูปวยเปนโรคเอดส (32) 
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ประเภทท่ี 2     อาศัยการตรวจนับเม็ดเลือดขาวชนิด CD4 ไดนอยกวา 200 เซลล/ลบ.มม. อยางนอย 
2 ครั้ง โดยหองชันสูตรที่มีความชํานาญ ในกรณีนี้ผูปวยอาจจะยังไมมีโรค หรือกลุมโรคใดโรคหนึ่ง หรือ
มีแตยังไมแนนอนวาใชหรือไม  
ประเภทท่ี 3 ใชเฉพาะเด็กที่ติดเชื้อ HIV จากมารดา โดยพบ Major signs อยางนอย 2 อยาง และ 
Minor signs อีกอยางนอย 2 อยาง แตในกรณีที่ผูปวยเสียชีวิตกอนอายุ 15 เดือน การพบเพียง 1 
Major sign และ 1 minor sign ก็จัดเปนผูปวยโรคเอดส 
 
การตรวจหาการติดเชื้อเอชไอวีทางหองปฏิบัติการ ( 36,37,38,39) 
              การติดเชื้อHIV เกิดได โดยการไดรับเชื้อท่ีอยูในเลือด สวนประกอบของเลือด เยื่อเมือกที่บุ
อวัยวะตาง ๆ หรือสารคัดหลั่งตาง ๆ ของผูที่มีเชื้อเขาสูรางกาย หลังจากไดรับเชื้อ HIV เขาสูรางกาย 
ประมาณ 2-3 สัปดาห จึงจะมีอาการแสดงออกแบบชนิดเฉียบพลัน (acute retroviral syndrome) คือ
จะมีอาการไข เจ็บคอ ตอมน้ําเหลืองโต มีอาการเหมือนเปนไขหวัด (acute infection monoucleosis-
like illness) ซ่ึงจะมีอาการอยูประมาณ 1-2 สัปดาห ชวงนี้เปนชวงที่มีเช้ือไวรัส (viremia) และตรวจ
พบแอนติเจน (antigenemia)(40) ได ซ่ึงอาจมีเวลา 2-6 สัปดาหเทานั้น หลังจากนั้นอีกระยะหนึ่งจึงจะ
เริ่มตรวจพบแอนติบอดีตอเชื้อ HIV (anti-HIV) ในกระแสเลือด นอกจากนี้ยังมีผูปวยอีกจํานวนมาก
อาจจะไมมีอาการอะไรเลยในชวงที่มีเช้ือไวรัสและแอนติเจน  
              ดังนั้น หลังจากไดรับเชื้อ HIV รางกายจะสรางแอนติบอดีตอบสนองและตรวจพบในซีร่ัม 
ต้ังแตระยะแรกของการติดเชื้อ จนถึงระยะที่มีอาการโรคเอดส ระยะหลังติดเชื้อจนถึงตรวจพบ
แอนติบอดีใชเวลานาน 3-12 สัปดาห (สวนใหญประมาณ 8 สัปดาห) บางรายอาจนานถึง 6 เดือน 
เรียกชวงที่กอนตรวจพบแอนติบอดีนี้วา "window period" ในระยะ window period นี้หากตองการ
ตรวจวามีการติดเชื้อ HIV หรือไม อาจใชวิธีการตรวจหาแอนติเจนชวย  
 
วิธีการตรวจเพื่อบงบอกการติดเชื้อ  
              การตรวจเพื่อบงบอกการติดเชื้อ HIV นั้น มี 2 วิธีใหญ ๆ คือ  
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              1.  Indirect method เปนการตรวจภูมิคุมกันที่รางกายตอบสนองตอเชื้อไวรัส ก็คือ การ
ตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ HIV   
              2.  Direct method เปนการตรวจหาตัวเชื้อไวรัสโดยตรง สวนใหญยังเปนวิธีท่ีใชในการศึกษา
วิจัย ไดแก การตรวจหาแอนติเจนชนิด p24 และการตรวจหาจีโนมไวรัส  
 
วิธีการตรวจแอนติบอดีตอเชื้อ HIV(37, 41)   
              การตรวจหาแอนติบอดีตอเช้ือ HIV เปนวิธีที่ใชทั่วไป แอนติเจนที่ใชตรวจหาแอนติบอดี อาจ
เปนแอนติเจนของเชื้อไวรัสท่ีสกัดจากการเพาะเลี้ยงในเซลล หรือเปนแอนติเจนที่เปนโปรตีนที่สรางโดย
ยีนจําเพาะของไวรัส เตรียมดวยวิธีพันธุวิศวกรรม หรือเปนแอนติเจนที่ไดจากการสังเคราะหเปปไทด 
ซ่ึงน้ํายาสวนใหญจะประกอบดวยแอนติเจนของ core antigen (p24) และสวนของ gp41 หรือ 
gp120 ของเชื้อ HIV-1 และสวน gp36 ของเชื้อ HIV-2 วิธีการตรวจจะแบงเปน 2 ข้ันตอน คือ  
              1.  การตรวจกรองเบื้องตน(42) (screening test)  
              2.  การตรวจยืนยัน (confirmatory test)  
 
การตรวจกรองเบื้องตน (screening test)  
              เปนวิธีที่มีความไวสูง ทําไดงายใชเวลาไมนาน มีหลายวิธีใหเลือกใชใหเหมาะสมสําหรับ
ตรวจตัวอยางตรวจในหองปฏิบัติการระดับตาง ๆ   
              1.  วิธีอีไลซา (ELISA) น้ํายารุนแรกที่ผลิตใช เรียกวา first generation ใชแอนติเจน เตรียม
จากเชื้อไวรัส HIV-1 ที่เพาะเลี้ยงใน cell line ของเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด T-cell ตัวอยางเชน 
H9/HTLV III ตอมาไดพฒันาใหมีความไวและความจําเพาะมากขึ้น ใชแอนติเจนที่เตรียมโดยเทคนิค 
recombinant DNA  เรียกน้ํายานี้วา second generation  เมื่อพัฒนาโดยใชแอนติเจนเปน synthetic 
peptide ทําใหมีความไวมากขึ้น สามารถตรวจแอนติบอดีไดทั้งชนิด lgM และ lgG จึงชวยลดระยะ 
Window period เรียกน้ํายารุนใหมนี้วา third generation และแอนติเจนที่ใชมีสวน core protein และ 
envelope protein ของ HIV-1 รวมกับ envelope protein ของ HIV-2 ทําใหสามารถตรวจไดทั้ง
แอนติบอดีตอ HIV-1 และ HIV-2  
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 หลักการทดสอบอิไลซา ที่ใชมีดังนี้  
              1.1  Indirect enzyme immunoassay ทําโดยเคลือบถาดหรือเม็ดพลาสติกดวยแอนติเจนใส
ซีร่ัมลงไปทําปฏิกิริยา อบไวระยะหนึ่งแลวลางออกหลาย ๆ คร้ัง เติม anti human gamma globulin ที่ 
conjugate กับเอนซัยม ลงทําปฏิกิริยา อบไวระยะหนึ่งลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออกใหหมด แลวเติม 
chromogenic substrate ลงทําปฏิกิริยาดูการเปลี่ยนแปลงสีที่เกิดขึ้น อานคาดวยเคร่ืองอาน 
เปรียบเทียบกับคา negative และ positive control ถาคาที่ไดสูงกวาคา cut-off ถือวาตัวอยางนั้น
ใหผลบวก (reactive)  
              1.2  Competitive enzyme immunoassay ทําโดยเคลือบแอนติเจนในหลุมของถาด
พลาสติก ใสซีร่ัมทดสอบลงในหลุมพรอม ๆ กับเติมแอนติบอดีตอเช้ือ HIV ที่ conjugate กับเอนซัยม
อบใหทําปฏิกิริยาไวระยะหนึ่ง ลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออกเติม chromogenic substrate ลงไปอบไว
ระยะหนึ่ง ดูการเปลี่ยนสีที่เกิดขึ้นถาในซีร่ัมทดสอบมีแอนติบอดีตอเชื้อ HIV จะแยงจับแอนติเจนทําให
แอนติบอดีตอเชื้อ HIV conjugate ที่เติมลงไปพรอมกัน จับกับแอนติเจนไดนอยลง การเปลี่ยนสีจะเกิด
นอยกวาหลุมที่ไมมีแอนติบอดีตอเช้ือ HIV  นําเขาเครื่องอาน อานผลเปรียบเทียบกับคา negative 
และ positive control คํานวณคา cut-off ถาคาของตัวอยางตรวจต่ํากวาคา cut-off ถือวา ตัวอยางนั้น
ใหผลบวก (reactive)  
              1.3 Antigen double sandwich immunoassay ทําโดยเคลือบแอนติเจนในถาดหรือเม็ด
พลาสติก ใสซีร่ัมลงทําปฏิกิริยาอบไวระยะหนึ่ง ลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก แลวเติมแอนติเจนที่ 
conjugate กับเอนซัยมลงทําปฏิกิริยาลางสวนที่ไมทําปฏิกิริยาออก แลวใส chromogenic substrate 
ลงไปทําปฏิกิริยา อบไวดูการเปลี่ยนสี  อานผลถาคาสูงกวา cut-off แสดงวาในตัวอยางนั้นมี
แอนติบอดีตอเชื้อ HIV  
              2.  วิธี gelatin particle agglutination (GPA) หลักการของการตรวจโดยดูปฏิกิริยาการจับ
กลุมของแอนติบอดี และแอนติเจน โดยเคลือบแอนติเจนของเชื้อเอชไอวีที่ทําใหบริสุทธิ์แลว ลงบนเม็ด 
gelatin เรียกวา sensitized particles สวนเม็ด gelatin ที่ไมถูกเคลือบดวยแอนติเจนของไวรัสเอดส
เรียกวา unsensitized particles ซ่ึงเปนแอนติเจนควบคุม ในการทดสอบนําซีร่ัมมาเจือจางเปน 1:8 
และ 1:16 ใน microtiter plate หยด unsensitized particles ลงในซีร่ัมที่เจือจาง 1:8 หยด sensitized  
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particles ลงในซีร่ัมที่เจือจาง 1:16 เขยาใหเขากัน ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 2 ชั่วโมง อานผลดวยตา
เปลาโดยดูปฏิกิริยาการจับกลุมของแอนติเจน-แอนติบอดี เปนวงกลมกวาง ขอบไมเรียบ สีชมพูจาง 
ถาไมมีปฏิกิริยาของแอนติเจน-แอนติบอดีเกิดขึ้นจะเห็นเปนวงกลมเล็ก ขอบเรียบคลายเม็ดกระดุมสี
แดงอยูกนหลุม   
              3.  วิธี dot immunobinding assay เปนวิธีตรวจที่ดัดแปลงจากวิธีอีไลซา โดยใชแอนติเจน
หยดใหจับบนเมมเบรน (membrane) เหมาะสําหรับตรวจจํานวนนอยและใชเวลารวดเร็ว  
 
การตรวจยืนยัน (confirmatory test)  
              วิธีทดสอบยืนยันที่ใชอยูมี 2 วิธี คือ immunoblot และ immunofluorescent assay (IFA) แต
ท่ีนิยมใชในขณะนี้คือ immunoblot หรือเรียกวา Western blot (WB) ทําโดยนําเชื้อไวรัสที่เพาะเลี้ยงไว
มาทําใหอนุภาคแตก แยกโปรตีนของไวรัสออกมาดวยวิธี PAGE (polyacrylamide gel 
electrophoresis) แลวยายโปรตีนที่แยกไดนั้นไปไวบน nitrocellulose membrane นําไปทดสอบโดย
ใชหลักการ indirect ELISA ในปจจุบันมีน้ํายาที่มีแถบโปรตีนของ HIV-1 และ HIV-2 อยูใน เมมเบรน
ช้ินเดียวกัน และใช synthetic peptide แทนโปรตีนจากเชื้อไวรัส วิธีนี้จะบงบอกวาแอนติบอดีที่ตรวจ
พบเปนแอนติบอดีตอโปรตีนสวนใดของไวรัส เหมาะในการศึกษาวิจัยดู cross reaction ที่เกิดข้ึนใน
ภาวะตาง ๆ และติดตามลักษณะของแอนติบอดีตอเชื้อ HIV ที่เกิดขึ้นในระยะตาง ๆ การแปรผลใหยึด
แบบใดแบบหนึ่ง(43)  
 
ลําดับขั้นตอนการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ HIV   
              ข้ันตอนการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ HIV จะมีการตรวจข้ันแรกดวยวิธี ELISA และ 
particle agglutination หรือการตรวจโดยวิธีรวดเร็ว (rapid/simple test) ทุก ๆ ตัวอยางตรวจ ที่ใหผล
บวกในการทดสอบตองนําไปตรวจยืนยันดวยวิธี Western blot ซ่ึงมีราคาแพง องคการอนามัยโลกได
แนะนําวิธีการทดสอบขึ้น 3 แนวทาง เพื่อจะไดลดคาใชจายในการทดสอบดวย Western blot ลง ทั้งนี้
ตองขึ้นอยูกับวัตถุประสงคของการทดสอบ และความชุกของภาวะติดเชื้อ HIV ในกลุมประชากรนั้น ๆ   
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              วิธีท่ี 1  
              ตรวจทุกตัวอยางตรวจโดยวิธี ELISA หรือวิธี rapid/simple assay หนึ่งการทดสอบ ถาใหผล 
reactive ก็ใหถือวาการตรวจหา แอนติบอดีตอเชื้อ HIV ใหผลบวก ถาผลเปน non-reactive ก็ใหถือวา
การตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ HIV ใหผลลบ  
              วิธีท่ี 2  
              ตรวจทุกตัวอยางโดยวิธี ELISA หรือ rapid/simple assay สองการทดสอบที่ใชแอนติเจน
หรือหลักการที่แตกตางกัน  
              ถาผลการตรวจในครั้งแรกใหผล non-reactive ใหถือวาไดผลลบ โดยไมตองทาํการตรวจครั้ง
ท่ีสอง  
              ถาผลการตรวจครั้งแรกใหผล reactive ก็ตองตรวจครั้งที่สอง ถาผล reactive อีกใหถือวาการ
ตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ HIV ใหผลบวก แตถาใหผล non-reactive ในครั้งที่สอง ก็ใหถือวาการ
ตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อ HIV ใหผลลบ  
              วิธีท่ี 3  
              ตรวจทุกตัวอยางโดยวิธี ELISA หรือ rapid/simple assay สามการทดสอบที่ใชแอนติเจน
หรือหลักการที่แตกตางกัน  
              ถาผลการตรวจในครั้งแรกใหผล non-reactive ใหถือวาไดผลลบ โดยไมตองทําการตรวจครั้ง
ตอไป  
              ถาผลการตรวจครั้งแรกใหผล reactive แตคร้ังที่สองใหผล non-reactive ก็ใหถือวาใหผลลบ  
              ถาผลการตรวจสองครั้งใหผล reactive แตใหผล non-reactive ในครั้งที่สามใหถือวาไดผล
กํากวม (equivocal หรือ borderlines) อาจจะพิจารณาทําการทดสอบดวย Western blot ตอ  
              ถาใหผล reactive ทั้งสามครั้ง ใหถือวาไดผลบวก  
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              การที่จะเลือกทดสอบโดยใช วิธีที่ 2 และ 3 การทดสอบครั้งแรกควรจะใชการทดสอบที่ให
ความไวสูงสุด การทดสอบครั้งที่ 2 และ 3 ใหเลือกใชชุดการทดสอบที่ใหความจําเพาะสูงข้ึนกวาครั้ง
แรก แตอยางไรก็ตาม ในการตรวจเพื่อใหการวินิจฉัย ใหเจาะเลือดใหมและทําการตรวจใหมอีกทุกราย
ของผูปวยใน batch ในทํานองเดียวกับที่ทําการตรวจตัวอยางแรก เพื่อปองกันความผิดพลาดทาง
หองปฏิบัติการ และความผิดพลาดอันเกิดจากการสับเปล่ียนหลอดตัวอยางเลือด 
 
ตารางที่ 2.2  ขอแนะนําขององคการอนามัยโลกในการเลือกใชวิธีตาง ๆ ในการทดสอบโดย
มีวัตถุประสงคในกลุมความชุกของภาวะติดเชื้อตาง ๆ (34,39)  
 

วัตถุประสงค ความชุก วิธีในการตรวจ 
ตรวจเลือดบริจาค ทุกอัตราความชุก วิธีที่ 1 
เฝาระวังโรค >10% วิธีที่ 1 

” <10% วิธีที่ 2 
วินิจฉัย เมื่อผูปวยมีอาการ เอดส/ติดเชื้อเอชไอวี ทุกอัตราความชุก วิธีที่ 2 
วินิจฉัย เมื่อผูปวยไมมีอาการเอดส/ติดเชื้อเอชไอวี >10% วิธีที่ 2 

” <10% วิธีที่ 3 
 
การตรวจหาแอนติเจน (p24 antigen)  
              p24 antigen เปนโปรตีนที่อยูในสวนแกน (core protein) ของเชื้อ HIV ซ่ึงจะมีการ
สังเคราะหข้ึนในเซลลที่การติดเชื้อ HIV และปลอยออกมาสูกระแสเลือดในระยะเริ่มแรกของการติดเชื้อ 
และระยะทาย ๆ ของการดําเนินโรคเอดส ทําใหสามารถตรวจ p24 antigen ไดในเลือดของผูมีการติด
เช้ือ HIV ซ่ึงจะมีรูปแบบของแอนติเจนในกระแสเลือดได 4 ลักษณะ(44, 45) คือ  
              1.  พบทั้งแอนติเจนอิสระ (free antigen) และแอนติเจนอยูรวมกับแอนติบอดี (antigen- 
antibody complex)  
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              2.  ไมพบแอนติเจนในรูปแบบอิสระในระยะแรก แตจะมีแอนติเจนรวมอยูกับแอนติบอดี  
              3.  พบแตแอนติเจนอิสระ แตไมพบแอนติเจนอยูรวมกับแอนติบอดี  
              4.  ไมพบทั้งแอนติเจนอิสระและแอนติเจนอยูรวมกับแอนติบอดี  
              นอกจากรูปแบบท่ีแตกตางกันทั้ง 4 อยางนี้แลว ยังพบวาระดับแอนติเจนชนิด p24 ในกระแส
เลือด ยังมีการเปลี่ยนแปลงระดับข้ึน ๆ ลง ๆ (fluctuation) ไดในเวลาที่ตางกัน ซึ่งทําใหเกิดความ
สับสน ในการตรวจหาและแปลผลที่ได  
              ในปจจุบันเทคนิคการตรวจแอนตเิจนที่ใชอยูคือ วิธีอีไลซา (ELISA: enzyme-linked 
immuno-sorbent assay) เทานั้น ซ่ึงสามารถตรวจหาแอนติเจนอิสระไดดี แตความไวไมมีพอตรวจหา
แอนติเจนที่อยูรวมกับแอนติบอดี ตองใชเทคนิคแยกแอนติเจนออกจากแอนติบอดีกอนทําการตรวจ 
(ICD: immune complex dissociation)(46) 
 
การตรวจหายีโนมของไวรัส  
              การตรวจหายีโนมของไวรัสเปนการตรวจหายีนหรือกรดนิวคลิอิก ซึ่งอาจตรวจหาไวรัส RNA 
หรือ proviral DNA วิธีเดิมท่ีใชคือการทํา hybridization ซ่ึงพบวาไวไมเพียงพอ ในปจจุบันพบวาวิธีที่ดี
ที่สุดคือการตรวจหา proviral DNA ดวยวิธีปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (polymerase chain reaction: 
PCR)  
              PCR เปนเทคนิคใหมที่ถูกคนพบในป พ.ศ. 2526 โดย Kary Mullis(47) และตอมา Randall 
Saiki และ Henry Erlich(48) ไดนําเทคนิคนี้มาใชและรายงานเปนคร้ังแรกในป พ.ศ. 2528  หลังจากนั้น
ไดถูกนํามาประยุกตใชในการตรวจหาจุลชีพตาง ๆ รวมทั้งเชื้อไวรัส HIV ซึ่งนํามาใชในการวินิจฉัยผูติด
เชื้อเอดสในระยะแรกที่รับเชื้อท่ีระดับแอนติบอดียังไมพบ และไมสามารถตรวจพบแอนติเจนชนิด p24 
นอกจากนี้ยังใชวินิจฉัยทารกที่เกิดจากมารดาติดเชื้อเอดส เพราะทารกเหลานี้จะมีแอนติบอดีจาก
มารดาอยูในกระแสเลือดของทารก ทําใหไมสามารถแยกไดวาทารกติดเชื้อเองจนกวาอายุ 15 เดือนไป
แลว Rogers และคณะ ไดรายงานวา วิธี PCR สามารถใหการวินิจฉัยวาทารกติดเชื้อเอดสไดภายใน 
2-3 เดือนหลังคลอด และจะใหผล 100% เมื่อทารกอายุ 6 เดือนไปแลว จึงนับวาเปนวิธีที่ไวที่สุดในการ
วินิจฉัยที่เกิดจากมารดาติดเชื้อเอดส วามีการติดเชื้อเอดสจริงหรือไม  
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การตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี-1 ในปสสาวะชนิดไอจีจี 
              ปสสาวะไดรับการพิจารณาเปนทางเลือกหนึ่งของตัวอยางสงตรวจ เพื่อวินิจฉัยโรคเอดส 
เนื่องจากความสะดวกในการเก็บตัวอยางสงตรวจไมมีข้ันตอนในการเตรียมตัวอยางสงตรวจกอนทํา
การตรวจ  และที่สําคัญที่สุด ปสสาวะไมสามารถกอใหเกิดการติดเชื้อแกผูปฏิบัติการตรวจ(57) มี
การศึกษา Urinary HIV-1 Antibody ในปสสาวะดวยวิธีอ่ืน ๆ เปรียบเทียบกับผลของเลือด ใหผลที่นา
พอใจ เชน ดวยวิธี EIA โดย Calypte  Biomedical  พบวามีความไว 96.66% และความจําเพาะ 
99.18%  สวนการตรวจดวยวิธี lmmunodotblot (SUDS) โดย  Constantine  และคณะ (58) พบวามี
ความไว 100 % มีความจําเพาะ100% และการตรวจดวยวิธี immunochromatographic assay ซ่ึง
สรางมาสําหรับตรวจเลือดเมื่อนํามาตรวจจากปสสาวะโดย Vallari และคณะ (59) พบวามีความไว 
97.87% และมีความจําเพาะ 100% โดย วิธี Enzyme-Linked Fluorescent (60) มีความไว 95.2% และ
ความจําเพาะ 97.4%  โดยวิธีอิไลซา (61)มีความไว 99.83% และความจําเพาะ 99.76% การตรวจ 
HIV-1 ในปสสาวะผูปวยโรคเอดสในตางประเทศและในประเทศไทย(61) โดยวิธี Western Blot (WB) 
เปรียบเทียบกับการตรวจเลือด การตรวจปสสาวะในตางประเทศซึ่งไดรับการรับรองจากองคการ
อาหารและยาสหรัฐ(63,64) พบการตรวจดวยปสสาวะมีความจําเพาะ 100%  และมีความไว 99.7% ใน
พวก Low-Risk ไมมีปญหา แตพบวา 2 ใน 748 ตัวอยางใหผลลบโดยวิธีเวสเทอรนบลอท จากการ
ตรวจสอบในรายละเอียดในกรณีดังกลาวพบวาเปนผูปวย seropositive ที่เปนเอดส ท่ีกําลังไดรับการ
รักษาดวยยาตานไวรัส   สวนในประเทศไทยจากรายงานของ Tiensiwakul และคณะ(65 ) พบการตรวจ
ดวยปสสาวะมี ความไว 97.7% และมีความจําเพาะ 100% แตจํานวนตัวอยางที่รายงานมีจํานวนนอย  
              จากรายงานของ Chargelegue และคณะ(66)  ไดศึกษาความสัมพันธระหวางจํานวนเซลลซีดี 
4 กับแอนติบอดีของเอชไอวี-1 ในเลือด โดยศึกษาเฉพาะความสัมพันธระหวางปริมาณ แอนติบอดีตอ
สวน p17 และ p24  ในเลือดโดยวิธี RIA  กับ จํานวนเซลลซีดี 4 ในเลือดของผูติดเชื้อเอชไอวี พบวา 
กลุมที่ไมแสดงอาการ จะมีจํานวน แอนติบอดี ตอ p17 และ p24 ของเชื้อเอชไอวีในเลือด สูงกวากลุมที่
แสดงอาการโรคเอดส และมีจํานวนเซลลซีดี 4 มากกวา 200 เซลล/ลบ.มม.  สวนกลุมที่แสดงอาการ
โรคเอดส มีจํานวนเซลลซีดี 4  นอยกวา 200 เซลล/ลบ.มม.  ซ่ึงการศึกษาดังกลาวนี้เปนการศึกษาท่ีใช
จํานวนตัวอยางเพียง 15 ตัวอยาง เพื่อศึกษาแอนติบอดี ตอ p17 และ p24 ของเชื้อเอชไอวี ไมไดศึกษา
แอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวีทุกสวน และการศึกษาดังกลาวเปนการศึกษาในเลือด 
ไมไดศึกษาในปสสาวะเพื่อหาความสัมพันธกับจํานวนเซลลซีดี 4  
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การตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี ในปสสาวะชนิดไอจีเอ 
              เปนที่นาสังเกตวารายงานสวนใหญจะมุงเนนในการตรวจภูมิตานทานชนิดไอจีจี ทั้ง ๆ  ที่
โดยทั่วไปแลว มากกวา 90% (67)  ของการติดเชื้อเอดส เกิดจากเพศสัมพันธและภูมิตานทานจากสิ่งคัด
หลั่งสวนใหญ มากกวา 60% จะเปน IgA ดังนั้นภูมิตานทานตอเชื้อเอชไอวีในปสสาวะนาจะมีสวนที่
เปนไอจีเอ รายงานที่มีจนถึงปจจุบันยังไมมีรายงานการศึกษา แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี ชนิดไอจีเอ 
อยางเปนระบบในปสสาวะ  Akerlund และคณะ(68) ใชวิธี อีไลซา วัดปริมาณ sIgA คนปกติในปสสาวะ 
เปรียบเทียบกับ ในนม และในน้ําลาย พบวา ถาใชเทคนิคที่จําเพาะตอการหา ปริมาณ sIgA พบวา 
secretory component และ Free secretory component จะไมมารบกวนการตรวจวัด ยิ่งไปกวานั้น
การเปลี่ยนแปลง ของ pH และ osmolarity   ไมมีผลตอคาที่ได จากรายงาน O. Shen และคณะ (69) ใช 
captured radioimmuno assay ในการหา HIV-1- IgA antibodies ผูปวยเอดส พบ 89% ใน plasma, 
26% ใน semen, 28% ใน vaginal secretion, และ 17.6% ใน saliva แตในปสสาวะยังไมมีรายงาน 
 
ความสําคัญของ CD4 cell count 
              CD4 หรือ helper T cells เปนเซลลเปาหมายหลักของเชื้อเอชไอวี เมื่อเชื้อเอชไอวีเขา
รางกาย โดยการจับกันระหวาง gp120 ของเปลือกนอกเชื้อเอชไอวี กับ CD4 cell receptor จากนั้น
เช้ือเอชไอวี จะเขาไปใน CD4 cell จะเขาไปเจริญเติบโตและแบงตัวเพิ่มจํานวน มีการแตกทําลายของ 
CD4 cell ซ่ึงเปนศูนยกลางของการควบคุมการทํางานของระบบภูมิคุมกันชนิดพึ่งเซลล (CMI) เม่ือ
จํานวน CD4 cell ลดจํานวนลง ทําใหผูปวยเกิดโรคติดเชื้อฉวยโอกาส ตาง ๆ การตรวจหาจํานวน 
CD4 cell ซ่ึงเปนการตรวจสอบสภาวะทางภูมิคุมกันโดยตรงมีประโยชนในการบอกระยะของโรคเอดส
อยางคราวๆ   ปจจุบันนี้ ทางหองปฏิบัติการนิยมตรวจหาเปอรเซ็นต CD4 cell จํานวน absoluteCD4 
cell และ CD4/CD8  
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              จากการศึกษาผูปวยโรคเอดสพบวาการลดของจํานวน CD4 cell เปนตัวบงชี้ถึงความรุนแรง
ในผูปวย (70,71) สามารถแบงการลดลงของเซลล CD4 ไดเปน 4 ระยะ(  72)  คือ ระยะที่ 1 เปนระยะที่
รางกายรับเชื้อ HIV แลวเกิด seroconversion ภายใน 6 ถึง 18 เดือน จํานวนเซลล CD4 จะลดจาก
ระดับปกติประมาณ 1,000 เซลล/ลบ.มม. ลงมาเปน 600 เซลล/ลบ.มม. ระยะที่ 2  เปนระยะที่ระดับ
ของจํานวน เซลล CD4 อยูในระดับคอนขางคงที่ ระยะนี้อาจกินเวลานานหลาย ๆ ป ระดับของเซลล 
CD4  อยูระหวาง 200-600 เซลล/ลบ.มม. ระยะที่ 3 ผูติดเชื้อเริ่มมีอาการสัมพันธกับโรคเอดส หรือ 
ระยะ ARC (AIDS Related Complex) ซ่ึงจํานวน CD4 ลิมโฟซัยท จะลดลงอยางรวดเร็ว ระยะ4 เปน
ระยะสุดทายหรือเปนโรคเอดสเต็มข้ัน ซ่ึงคนไขจะมีจํานวนเซลล CD4 ลดลง จนถึงแกกรรม และมี
อัตราสวนของเซลล CD4 /CD8 นอยกวา 0.2 สวนอัตรารอยละของเซลล CD4 นั้น นอยกวา 10 ใน
ระยะนี้คนไขมักจะเสียชีวิตจากโรคแทรกซอนตาง ๆ  

              ในภาวะติดเชื้อเอชไอวี จํานวนเซลล CD8 จะเพิ่มขึ้น โดยเฉพาะ 2-3 เดือนแรกของการติด
เช้ือ โดยมีจํานวนเซลล CD8 ประมาณ 1,000 เซลล/ลบ.มม. ในระยะที่ผูปวยเปนโรคเอดสเต็มขั้น 
จํานวน lymphocyte ในรางกายลดลงมาก ซ่ึงมีผลใหจํานวนเซลล CD8 ลดลงเชนกัน และจํานวน
เซลล  CD8 เปน lymphocyte สวนใหญในรางกาย ทั้งนี้เพราะจํานวนเซลล CD4 ลดลงมากในระยะ
โรคเอดสเต็มขั้น 
              ดังนั้นการใชคาของ CD4 จะเปนประโยชนตอการพยากรณการดําเนินโรค และติดตาม
ผลการรักษา จากการศึกษา Taylor JMG และคณะ(73) ไดศึกษาอัตราการรอดชีวิตของผูติดเชื้อเอชไอวี 
พบวาในรายที่มี ระดับเซลล CD4 สูงกวา 500 เซลล/ลบ.มม. จะมีอัตรารอดชีวิต (AIDS free survival 
rate) สูงกวาในกลุมที่มีระดับเซลล CD4 ต่ํา กลุมที่มีระดับเซลล CD4 นอยกวา 163 เซลล/ลบ.มม. จะ
มีอัตรารอดชีวิต 1 ป รอยละ 40 กลุมที่มีระดับเซลล CD4 มากกวา 366 เซลล/ลบ.มม. อัตรารอดชีวิต 
มากกวา 3 ป รอยละ 80 และยังพบวา ระดับเซลล CD4 มีความสัมพันธกับภาวะโรคฉวยโอกาส เชน ที่
ระดับ เซลลCD4 นอยกวา 60 เซลล/ลบ.มม. จะมีการติดเชื้อ M. avium และ cytomegalovirus และ
ระดับเซลล CD4 มากกวา 100 เซลล/ลบ.มม. จะพบโรค Pneumocystis carrinii pneumomia 
นอกจากนี้ สถาบันสุขภาพแหงชาติ ของสหรัฐอเมริกา(74) ยังใชคาของจํานวนเซลล CD4 เปนเกณฑ 
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การตัดสิน เร่ิมใหยาและติดตามผลการรักษา ของชาวคอเคเชียน (caucasian)โดยแนะนําวา ถา
จํานวนเซลล CD4 ต่ํากวา 500 เซลลตอลบ.มม.ควรจะใหยา Zidovudine (AZT) แกคนไข แตถา
จํานวน absolute ของเซลล CD4 สูงกวา 500 เซลล/ลบ.มม. ก็ยังไมมีความจําเปนที่จะตองใหยา หรือ
ถาต่ํากวา 200 เซลล/ลบ.มม. ควรใหยาปองกัน Pneumocystis carinii   สวนในคนไทยยังไมมีบรรทัด
ฐานกําหนดแนนอน จากการศึกษาในคนไทยพบวา ถา CD4 ลิมโฟซัยทต่ํากวา 200 เซลล/ลบ.มม. ผู
นั้นจะมีโอกาสเปนเอดสเต็มขั้นภายใน 2 ป มากกวาคนที่ CD4 ลิมโฟซัยทสูงกวา 500 เซลล/ลบ.มม. 
ถึง 9 เทา (30)  

              ตั้งแตวันที่ 1 มกราคม 2536 CDC ของสหรัฐอเมริกาไดกําหนดวิธีการแบงระยะตาง ๆ ของ
การติดเชื้อเอดสข้ึนใหม โดยอาศัยอาการทางคลินิก (clinical categories) รวมกับระดับของ 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 รวมเรียกเปน AIDS ตาม expanded AIDS surveillance case 
definition ใหมนี้  
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               (2) CD4 > 500เซลล /ลบ.มม. เทียบเทากับ CD4 > 29%, CD4 200-499 เซลล/ลบ.มม. 
เทียบเทากับ CD4 14-28% , CD4 < 200เซลล /ลบ.มม.  เทียบเทากับ CD4 < 14% 
              นั่นคือ ระยะที่ 1 จํานวนเซลล CD4+เซลล มากกวา หรือเทากับ 500 เซลล/ลบ.มม. หรือ
มากกวา หรือเทากับ 29% 
              ระยะที่ 2 จํานวนเซลล CD4+ เซลล อยูระหวาง 200- 500 เซลล/ลบ.มม. หรือระหวาง 14 - 
28 % 
              ระยะที่ 3 จํานวนเซลล CD4+เซลล นอยกวา 200 เซลล/ลบ.มม. หรือต่ํากวาเทากับ 14% 
              อาการรวมคลินิก(clinical category) แบงเปน 3 กลุม คือ A, B, C 
              Clinical category A เปนระยะที่ผูติดเชื้อไมมีอาการหรือมีตอมนํ้าเหลืองโตหลายตําแหนง
หรือแสดงอาการปวยเฉียบพลัน 
              Clinical category  B เปนระยะที่ผูติดเชื้อ แสดงอาการ ที่ไมใช A และC เชนมีไขหรือ
อุจจาระรวง ติดเชื้อรา Candidiasis ที่ oropharyngeal และ vulvovaginal มากกวา 1 เดือน เซลลที่
ปากมดลูก dysplasia หรือเปนมะเร็งเฉพาะชั้นผิว 
              Clinical category C ติดเชื้อจุลชีพฉวยโอกาสที่ระบบตาง ๆ เชน Candidiasis ที่หลอด
อาหารและหลอดลม ติดเชื้อ Cryptococcus ที่ปอดและลําไส อาการทางสมอง ติดเชื้อ 
Mycobacterium avium, M. tubercuolosis หรือพบ Pneumonia มากกวา 2 ครั้งใน 1 ป  
 
หลักการของโฟลไซโตเมทรี่ (Principles of flow cytometry) (76-83) 
              โฟลไซโตเมทรี่ คือ วิธีการวัดเซลลโดยใชคุณสมบัติของเซลล ไดแก รูปราง ลักษณะ ขนาด 
รวมทั้งคุณสมบัติอ่ืน ๆ ไดแก markers DNA เปนตน วัดเซลลขณะที่เซลลกําลังไหลตามกระแสของ
ของเหลว ซ่ึงจะถูกวัดเมื่อเซลลผานไปถึงจุดวัดของเครื่องมือท่ีใชวัดที่เรียกวา เครื่องโฟลวไซโตมิเตอร 
ซ่ึงเปนเครื่องที่เกิดจากการผสมผสานของการใช อิเลคโทรนิค จลศาสตรของเหลว  ink- jet เทคโนโลยี 
หลักการวัดแสง โมโนโคลนัลแอนติบอดี เทคโนโลยีการวิเคราะหดีเอนเอ และเทคโนโลยีของ
คอมพิวเตอร ดังนั้นเครื่องโฟลไซโตมิเตอรจึงสามารถตรวจวิเคราะหหาปริมาณเซลลตางชนิดกันซึ่งอยู
รวมกันได โดยเปนการวิเคราะหแตละเซลล วัดปริมาณของสารเรืองแสงที่เปลงบนผิวเซลลหรือภายใน
เซลลในขณะที่ไหลผานเครื่องทางพรวย (nozzle) เปนเซลลเดี่ยว ๆ ในอัตราความเร็ว 500-100 เซลล/
วินาที เมื่อผานลําแสงเลเซอรจะทําใหแสงเลเซอรที่กระทบเซลลจะเกิดการหักเหของแสงเปน 2 ทิศทาง 
และภายในตัวเครื่องจะมี detector มารับการหักเหของแสง คือ detector ที่วัดคาการหักเหของแสง
เปนมุมแคบทางดานหนา เรียกวา forward scatter (FSC) ทําใหสามารถบอกขนาดของเซลลได 
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ในขณะที่ detector อีกตัวหนึ่งจะวัดคาการหักเหของแสงที่ออกจากเซลล ทําใหสามารถวัด
สวนประกอบภายในเซลลได เรียกวา 90o light หรือ side scatter (SSC)  จากนั้นเครื่องจะเปลี่ยน
สัญญาณคลื่นแสงใหเปนสัญญาณไฟฟา จะสงขอมูลไปยังเครื่องคอมพิวเตอร เพื่อแสดงผลออกมา  
 
การวัดเซลลของโฟลไซโตมิเตอร  
              เครื่องโฟลไซโตมิเตอร วัดเซลลโดยอาศัยขนาด (size) ความเขมหรือความหนาแนนภายใน
เซลล (granularity) และการยอมดวยสารเรืองแสง (fluorescence) ขนาดของเซลลเกิดจากแสง
เลเซอรที่กระทบเขากับเซลลเกิดเปนเงาของเซลล ขนาดของเงาจะเปนสัดสวนสัมพันธกับขนาดของ
เซลล เชน เซลลโมโนซัยทมีขนาดโตกวาเซลลลิมโฟซัยท จึง มีคา FSC มากกวา เรียกแสงที่ทําใหเกิด
เงาของเซลลนี้วา forward light scatter (FSC) สวนความเขมขนของเซลลเกิดจากแสงเลเซอรที่
กระทบเขากับเซลลแลวหักเห (Refraction) ออกมาจากภายในเซลลเรียกแสงที่หักเหออกจากเซลลนี้
วา 90 องศา light หรือ side scatter (SSC) เซลลซ่ึงมี granularity ภายในเซลลมากจะมีการหักเหของ
แสงมาก เชน เซลลแกรนูโลซัยทมี granule ในเซลลมากจึงมี SSC สูงกวาเซลลโมโนซัยทและลิมโฟ
ซัยท และเซลลที่ยอมดวยสารเรืองแสงอาจจะเปนสารเรืองแสงอยางเดียวหรือสารเรือแสงที่มี
แอนติบอดีเช่ือมติดอยูเม่ือกระทบเขากับแสงเลเซอร เชน แสงเลเซอรจากแหลงกําเนิดพลังงานของแสง
ที่มีขนาดความยาวคลื่น 488 นาโนเมตร จะเกิดการดูดซับพลังงานจากแสงเกิดการสั่นและเปลงแสง
เรืองสีออกมาดวยขนาดคลื่นของแสงที่ยาวข้ึน เชน ถาสารเรืองแสงเปน fluorescein isothiocyanate 
(FITC) ก็จะไดคลื่นแสงสีเขียวที่เปลงออกมาที่ 530 นาโนเมตร โมโนโคลนัลแอนติบอดีที่ใชควรติด
ฉลากดวยสารเรืองแสง โมโนโคลนัลแอนติบอดีที่ใชสวนใหญจะเปนแอนติบอดีชนิดยอมดวยสาร
ฟลูออโรโครม 2 ชนิด เชน สาร rhodomine ใหแสงสีแดง และ สาร FITC ใหแสงสีเขียว สามารถใช 
dichroic mirror แยกแสงสีแดงซึ่งมีคลื่นแสงยาวกวาออกจากแสงสีเขียซึ่งมีคลื่นสั้นกวา หลังจากการ
เตรียมเซลลใหนํามาอานดวยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร 



บทที่ 3 
 

วัสดุและวธิีการ 
 

1. กลุมตัวอยางทีศ่ึกษา 
 
               ผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอวี จํานวน 100 ราย ที่มารับการรักษาทีค่ลินิกโรคติดตอเพศสัมพนัธ 
โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ โดยมีหลักการในการคัดเลือกผูปวย เปนผูที่ไดรับการวนิจิฉัยและยืนยัน
ผล จากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ วาติดเชื้อเอชไอวี 
               กําหนดขนาดตัวอยางทีน่ํามาใชในการศึกษา 100 ราย  
ที่มาของขนาดตัวอยาง 
จากการศึกษาเบื้องตน ของ Tiensiwakul และคณะ(65) ซึง่ใชวิธกีารตรวจเหมือนกนักบัการวิจยัครั้ง
นี้ พบ แอนติบอดี ชนิดไอจีจตีอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี 80-100 % 

จากสูตร(80) n = Z2pd/d2   เมื่อ  n   =  จํานวนตัวอยาง 
 สัดสวนที่ตรวจพบ ( p) = 0.8 
 สัดสวนที่ตรวจไมพบ (q) = 1.0 – 0.8 
  = 0.2 
 Z = 1.96        (คา Z จากตาราง Z เมื่อ α .05 มีคาเทา 

                  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 

 
               ดังนั้นจาํนวนตัวอยางทีน่ํามาใชในการหารูปแบบแอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี-1ชนิดไอจีจี
ในปสสาวะและจํานวนตัวอยางเพื่อหาความสัมพันธระหวางโปรตนีโครงสรางของแอนติบอดีตอ
เอชไอวี-1 ชนดิไอจีจีในปสสาวะกับจํานวนเซลลซีดี 4 ใชจํานวนตวัอยาง เทากับ 100 ราย สวน
จํานวนตวัอยางที่จะหาอุบตัิการ โปรตีนโครงสรางของแอนติบอดีตอเอชไอวี-1 ชนิดไอจีเอใน
ปสสาวะ ยังไมเคยมีผูทาํการวิจัยมากอน จึงไมทราบสัดสวนที่จะตรวจพบไอจีเอ การศึกษานี้เปน
การศึกษาครั้งแรกจึงอนุโลมใชจํานวนตวัอยางเดยีวกนักบัการศึกษาโปรตีนโครงสรางของ 
แอนติบอดี ตอเอชไอวี-1 ชนิดไอจีจี คือ 100 ตัวอยาง (จาก ขอมูลซึ่งมีผูเคยทําการศึกษา 
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แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอว-ี1 ชนิดไอจีจีในปสสาวะใชตวัอยาง 44 ราย(65) สวนจาํนวนตัวอยางที่
ศึกษาในสารคัดหลั่งตาง ๆ เพื่อหาแอนติบอดีตอเชื้อ เอชไอวี-1 ชนิดไอจีเอ ใชจํานวนตัวอยางเพยีง 
7-46 ตัวอยาง)(69) 

 
2. การเก็บสิง่สงตรวจ 
 
              2.1  EDTA blood รายละ 3-5 มล. เพื่อนาํมาตรวจ CBC และนับจาํนวนเซลลซีดี 4  
               2.2 Clean voided urine รายละ 10 มล. เพื่อตรวจ แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวีทัง้ไอจีจี 

และไอจีเอ แอนติบอดี โดยลักษณะทัว่ไปของปสสาวะไมมีความผิดปกติจากการ
ตรวจดวยสายตา เก็บในตูเยน็ 2º-4ºC ทาํการทดสอบภายใน 24 ชม. 

               2.3  Heparinized blood รายละ 20 มล. เพื่อเก็บเปนเซลลแชแข็ง ในไนโตรเจนเหลว 
สํารองไวในกรณีที่ตองการตรวจโดยวิธีอืน่ ๆ ถาจาํเปนทีต่องการผลยนืยัน 

 
3. ขั้นตอนการทํา โฟลไซโตเมตรี 
               3.1 ตรวจนับจํานวนเม็ดเลือดขาวทัง้หมด จํานวนเม็ดเลือดขาวชนิดลิมโฟไซต  ภายใน 6 
ชั่วโมง โดยใชเครื่องนับอัตโนมัต ิ (CELL-DYN รุน 3700,  Sequaid Turner Corp, Mountain 
View, California) เพื่อนาํมาใชในการคาํนวณหาจํานวนเปอรเซนตและคาสัมบูรณของเม็ดเลือด
ขาวชนิด ซีดี 4 
               3.2 การเตรียมตัวอยาง whole blood เพื่อตรวจนับจาํนวน ซีดี 4 ภายใน 24 ชั่วโมง โดย
ดูดเลือดจาก EDTA blood  ใสในหลอดทดลอง หลอดละ 100 ไมโครลิตร แลวเติม monoclonal 
antibody     ( mouse anti-CD4-FITC/CD8-PE ) ใสหลอดตามที ่ label หลอดละ 20 ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากนั อบที่อุณหภูมิหอง 15-20 นาท ี ในทีม่ดืไมใหถูกแสง เมื่อครบเวลาเติม FACS 
Lysing solution 2 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั ทิ้งไวในที่มดื 10 นาท ีแลวนาํมาปนที ่300 g เปนเวลา 
5 นาท ีจากนัน้เทสวนใสขางบน (supernatant)  ทิ้ง ลางเซลลที่ได 2 คร้ัง ดวย PBS ( Phosphate 
buffer saline, pH 7.2-7.3) โดยการเติม PBS คร้ังละ 2 มิลลิลิตร เขยาใหเซลลกระจายไมเกาะ
เปนกลุม นําไปปนที ่300 g   5 นาท ีขั้นตอนสุดทายหลังจากเทสวนใสทิ้ง เติม 1% Paraldehyde 
จํานวน 1 มิลลิลิตร เขยาใหเซลลกระจายไมเกาะเปนกลุม เก็บในทีม่ืดอุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 
นาท ีกอนนํามาวิเคราะหดวยเครื่อง Flow cytometer รุน FACS calibur (Becton Dickinson)เพื่อ
นับจํานวนเซลลซีดี 4  ซึ่ง FACS calibur เปนเครื่อง โฟลไซโตมิเตอร แบบอัตโนมัต ิ สามารถ
วิเคราะหสีไดถึง 4 สี ทั้งนี้ขึ้นอยูกับชนิดของน้าํยาที่ใชและสามารถคัดเลือกเซลลที่ตองการมา
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ศึกษาได โดยวิเคราะหขอมูลจากโปรแกรม CELLQUEST บนเครื่องคอมพวิเตอร ที่ใชโปรแกรม
แมคอินทอช  
 
4. ขั้นตอนการตรวจหา แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอว ี ชนิด ไอจีจี และ ไอจีเอ ในปสสาวะ 
ดวยวธิ ี เวสเทอรนบลอท ( Western Blot ) โดยใชชุดตรวจเอชไอวีบลอท 2.2 และเครือ่ง 
Auto blot system 36 ของบริษัทGENELAB DIAGNOSIS 
 
               4.1 หลักการทางดานเคมีและชีววทิยาของการทดสอบ ดวยวิธีเวสเทอรนบลอท 
               ใชชุดตรวจเอชไอวีบลอท 2.2 (ของบริษทัGENELAB DIAGNOSIS  ประเทศสิงคโปร) 
แถบไนโตรเซลลูโลส ประกอบดวย โปรตีนแยกสวนที่เปนแอนติเจนของเชื้อ เอชไอวี-1 ( ผานการทํา
ใหบริสุทธิ์และทําใหหมดฤทธิ์แลว ) โดยใชเทคนิคการยายโปรตีนดวยกระแสไฟฟา ใน SDS- 
polyacrylamide gel (SDS-PAGE) ซึ่งจะทําใหสวนประกอบตาง ๆ ของเชื้อเอชไอวี ทีเ่ปนโปรตีน 
แยกเรียงตามลําดับ ขึ้นอยูกับน้ําหนักโมเลกุล ของโปรตีนเหลานัน้ หลังจากนัน้เคลื่อนยายแถบ
โปรตีนจาก SDS-PAGE ไปบนแผนไนโตรเซลลูโลส ดวยกระแสไฟฟา เพื่อใหสามารถตรวจ เอชไอ
วี-2 ไดดวย จึงเพิ่มสวนของโปรตีนที่ไดจากการสังเคราะหสวนที่เปน envelope gp 36 พนฉีดเพิ่ม 
เปนแถบตอจากแถบสุดทาย ของ เอชไอวี-1 แตละแถบของแผนไนโตเซลลูโลสจะทําปฏิกิริยา กับ
ปสสาวะ และตัวควบคุม (controls) ที่ผานการเจือจางแลว แอนติบอดีที่จําเพาะตอเชื้อ เอชไอวี-1 
และเอชไอวี- 2 ถามีปรากฏอยูในตัวอยางสิ่งสงตรวจ จะจับกับโปรตนีตาง ๆ ของเชื้อ  เอชไอวี-1 
และโปรตีนสังเคราะห เอชไอวี-2 ที่อยูบนแถบตรวจ  หลังจากการลางเอาสวนประกอบที่ไม
เกี่ยวของออก แอนติบอดีที่จับอยางจาํเพาะกับโปรตนีของเอชไอว ี จะปรากฏใหเหน็ได โดย
ปฏิกิริยาระหวาง alkaline phosphatase ที่จับอยูกบั goat anti-human IgG และ สารตั้งตนที่ทํา
ใหเกิดส ี BCIP/NBT เพื่อหลีกเลี่ยงความคลาดเคลื่อนจากการเปลี่ยน lot ของชุดตรวจ จึงใชน้าํยา
ใน lot เดียวกนัทัง้หมดตลอดการวิจัยครั้งนี ้
 
               4.2 วิธทีดสอบเพื่อตรวจหา ไอจีจ ีแอนติบอดี  
               4.2.1  ใชปากคีบเรียง แถบทดสอบ (strip) ตามจํานวนตัวอยางที่จะใชทดสอบ ลงในแต
ละหลุมของถาดหลุมสําหรบัทําปฏิกิริยา โดยหงายดานที่มีตวัเลขขึ้น ซึ่งเปนดานที่มีสวนประกอบ
ของเชื้อ รวมทั้งแถบทดสอบอีก 3 ชุด สําหรับทําปฏกิิริยากับตัวควบคุมผลบวกเขมขน (strong 
reactive control) ตัวควบคุมผลบวกออน (weakly reactive control) และตัวควบคุมผลลบ 
(negative control) 
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               4.2.2  โดยเครื่องจะเติมสารละลายวอชบฟัเฟอรเจือจาง 2 มิลลิลิตร ลงในแตละหลุม 
               4.2.3  ทําปฏิกิริยา  5 นาท ี ที่อุณหภูมิหอง (25+3 องศาเซลเซียส) บน rocking platform 
จากนั้นดูดน้าํยาทิง้ 
               4.2.4  เติมสารละลายบลอทติง้บัฟเฟอร 1 มิลลิลิตร และปสสาวะของผูปวยหรือตัวควบคุมผล 
1 มิลลิลิตร 
               4.2.5  ปดฝาถาดหลุม ทําปฏิกิริยา ที ่อุณหภูมิหอง บน rocking platform นาน 1 ชั่วโมง 
               4.2.6  เปดฝาอยางระมัดระวงัมใิหน้าํยาในแตละหลุมปนเปอนกัน แลวดูดน้ํายา ในแตละหลุม
ทิ้ง เพื่อปองกนัการปนเปอนระหวางหลุม ใหเปลี่ยนปเปตทิพ ทุกครั้งในการดูดน้ํายาใสแตละหลุม  
               4.2.7  ลางแตละ strip 3 คร้ัง โดยเติมสารละลาย วอชบัฟเฟอรเจือจาง 2 มล. ลงในหลมุทิ้งไว 
5 นาท ีบน rocking platform แลวดูดออกในการลางแตละครั้ง 
               4.2.8  ดูดสารละลายคอนจูเกต (Monoclonal mouse anti-human IgG conjugate diluted 
1:1,000) สําหรับใชงาน 2 มล. ลงในแตละหลุม ปดฝา แลวอุนทีอุ่ณหภูมิหอง บน rocking platform 
นาน 1 ชั่วโมง 
               4.2.9  ดูดน้ํายาคอนจูเกตในแตละหลุมทิ้ง ลาง strip (เหมือนในขอ 4.2.7) 
               4.2.10  เติมสารละลายสีตั้งตน 2 มล. ลงในแตละหลุม ปดฝา อุนที่อุณหภูมิหอง บน rocking  
platform  
               4.2.11  ดูดสารเกิดสีตั้งตนทิง้  ลางดวยน้าํกลัน่ ( สําหรับเตรียมสารละลาย ) 3 คร้ัง เพือ่หยุด
ปฏิกิริยา 
               4.2.12  ใชปากคีบคอย ๆ นํา  strip ออกจากถาดหลุม วางบนกระดาษซับ ทิง้ไวจนแหง 
               4.2.12  ติด  strip  ที่แหงแลวบน  worksheet  ( กระดาษขาวที่ไมดูดซมึ )   สังเกตและแบง
ระดับความเขมของแถบสีโปรตีนที่ปรากฏ 
 
               4.3 วิธทีดสอบเพื่อตรวจหา ไอจีเอ แอนติบอดี 
               4.3.1  ใชปากคีบเรียง แถบทดสอบ ( strip ) ตามจํานวนตวัอยางทีจ่ะใชทดสอบ ลงใน
แตละหลุมของถาดหลุมสําหรับทาํปฏิกิริยา โดยหงายดานทีม่ตีัวเลขขึ้น ซึ่งเปนดานทีม่ี
สวนประกอบของเชื้อ รวมทัง้ แถบทดสอบสําหรับตัวควบคุมผลบวกเขมขน ตัวควบคุมผลบวกออน 
และตัวควบคุมผลลบ 
               4.3.2 โดยเครื่องจะเติมสารละลายวอชบฟัเฟอรเจือจาง 2 มิลลิลิตร ลงในแตละหลุม 
               4.3.3 ทําปฏิกิริยา  5 นาท ี ที่อุณหภูมหิอง (25+3 องศาเซลเซียส ) บน rocking 
platform จากนั้นดูดน้าํยาทิง้ 
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               4.3.4 เติมสารละลายบลอทติง้บัฟเฟอร 1 มิลลิลิตร และปสสาวะของผูปวยหรือตัว
ควบคุมผล 1 มิลิลิตร 
               4.3.5 ปดฝาถาดหลุม ทําปฏิกิริยา ที ่อุณหภูมิหอง บน rocking platform นาน 1 ชั่วโมง 
               4.3.6 เปดฝาอยางระมัดระวังมิใหน้าํยาในแตละหลุมปนเปอนกัน แลวดูดน้ํายา ในแตละ
หลุมทิง้ เพื่อปองกันการปนเปอนระหวางหลุม ใหเปลี่ยนปเปตทิพ ทุกครั้งในการดูดน้าํใสแตละหลมุ  
               4.3.7 ลางแตละ strip 3 คร้ัง โดยเติมสารละลาย วอชบฟัเฟอรเจือจาง 2 มล. ลงในหลมุ
ทิ้งไว 5 นาท ีบน rocking platform แลวดูดออกในการลางแตละครั้ง 
               4.3.8 ดูดสารละลายคอนจูเกต (Rabbit anti – human IgA alkaline phosphatase 
conjugate 1:1,000) สําหรบัใชงาน 2 มล. ลงในแตละหลุม ปดฝา แลวอุนที่อุณหภูมิหอง บน 
rocking platform นาน 1 ชั่วโมง 
               4.3.9 ดูดน้ํายาคอนจูเกตในแตละหลุมทิ้ง ลาง strip (เหมือนในขอ 4.3.7) 
               4.3.10 เติมสารละลายสีตั้งตน 2 มล. ลงในแตละหลุม ปดฝาอุนที่อุณหภูมิหอง บน 
rocking platform 
               4.3.11 ดูดสารเกิดสีตั้งตนทิง้  ลางดวยน้าํกลัน่ 3 คร้ัง เพื่อหยดุปฏิกิริยา 
               4.3.12 ใชปากคีบคอย ๆ นํา  strip ออกจากถาดหลุม วางบนกระดาษซับ ทิ้งไวจนแหง 
               4.3.13 ติด  strip  ที่แหงแลวบน  worksheet  ( กระดาษขาวที่ไมดูดซึม )ไมใชเทปกาว
ติดทับบริเวณที่เกิดแถบโปรตีนขึ้น  สังเกตและแบงระดับ แถบโปรตีนทีป่รากฏ 
 
               4.4 การอานผล 

               ถามีแอนติบอดีทีจ่ับอยางจําเพาะกับโปรตนีสวนใดของเชื้อ เอชไอวี จะปรากฏ
แถบสีน้ําเงนิดํา อานความเขมขนของสีที่เกิดขึ้นบนแผน เวสเทอรนบลอท โดย อาน
ความเขมขน ของแถบสีที่เกดิขึ้น( 65 )   เปน  trace , 1+   , 2+ , 3+ และ 4+ 



บทที่ 4 
 

ผลการวิเคราะหขอมูล 
 

4.1 จํานวนรอยละของแอนติบอดี ชนดิไอจีจีในปสสาวะตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอว-ี1 
 
               จากการตรวจตัวอยางปสสาวะของผูติดเชื้อเอชไอวี ทีม่ารับการรักษาที่คลนิิกเพศสัมพันธ 
โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ จํานวน 100 ราย โดยวิธ ีเวสเทอรนบล็อท พบแอนติบอดี ชนิดไอจีจีในปสสาวะ
ตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี-1 ดังแสดงในตารางที ่4.1 
ตารางที ่ 4.1 จํานวนรอยละของแอนติบอดี ชนิดไอจีจีในปสสาวะตอโปรตนีโครงสรางของเชื้อ   

เอชไอว-ี1 
 

ชนิดของโปรตีน จํานวนที่ตรวจพบแอนติบอดี (รอยละ) 
GAG p17 24 
 p24 93 
 p39 30 
 p55 25 
POL p31 60 
 p51 76 
 p66 85 
ENV gp41 63 
 gp120 78 
 gp160 98 
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ภาพที่ 4.1 แสดงการใหคาความเขมของแอนติบอดีชนิดไอจีจีในปสสาวะตอโปรตีนของเชื้อเอชไอวี ที่เกิดขึ้นใน
การทําเวสเทอรนบล็อท: trace, 1+, 2+, 3+, 4+ 
 
ตารางที่ 4.1.1 ความเขมของแอนติบอดี ชนิดไอจีจีในปสสาวะตอโปรตีนของเชื้อเอชไอวี 
 

Anti-HIV-IgG grading แอนติบอดีตอ
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 จะเหน็ไดวาในปสสาวะ มีแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี 
ไมวาจะเปนสวน GAG, POL, และ ENV แอนติบอดีบางชนิดพบนอย เชนแอนติบอดีตอ p17 และตอ 
p55 ซึ่งพบรอยละ 24 และ 25 ตามลําดับ แตแอนติบอดีบางสวนกพ็บมากในปสสาวะ โดยพบ
แอนติบอดี p24 และตอ gp160 สูงถงึรอยละ 93 และ 98 ของผูติดเชื้อเอชไอวี ตามลําดับ 

               นอกจากจาํนวนรอยละที่ใหผลบวกของแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางชนิดตางๆ จะ
แตกตางกนัแลว ความเขมของ band ของแอนติบอดีชนิดตางๆ ก็แตกตางกนัดวย (ภาพที ่4.1) 

               จากตารางที ่4.1.1 ซึ่งแสดงถึงความเขมของ band ของแอนติบอดีที่สําคญั 3 ชนิด คือ p24, 
gp120 และ gp160 พบวาในสวนของแอนติบอดีตอ p24 ใหผลบวกมากที่สุด คือ 4+(44.1%) 
รองลงมา คือ 3+(21.5%) และ 2+(19%) และนอยที่สุด คือ trace(6.5%) 

               สวนแอนติบอดีตอ gp120 ใหผลบวกมากทีสุ่ดคือ 2+(43.6%) รองลงมาคือ 3+(25.6%) 
และ 4+(12.8%) แอนติบอดีตอ gp160 ใหผลบวกมากที่สุดที่ความเขม 3+(40.8%) รองลงมาคือ 
4+(31.6%) และ 2+(22.4%) ตามลําดับ 
 
4.2 จํานวนรอยละของแอนติบอดีชนิดไอจีจีในปสสาวะตอเชื้อเอชไอวีในกลุมผูปวยแบง
ตามจํานวน CD4 ในเลือด 
 
               เนื่องจาก CDC classification ไดใชจํานวนเซลล CD4 จําแนกกลุมผูติดเชื้อเอชไอวี เพือ่
แสดงความรุนแรงของโรค ซึง่ผันแปรในสัดสวนผกผนักับจํานวนเซลล CD4 ดังนั้นเราจึงไดตรวจหา
จํานวน เซลล CD4 ในผูติดเชื้อเอชไอวีทุกราย เพื่อศึกษาเปรียบเทียบและหาความ สัมพันธระหวาง
แอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี ในปสสาวะกบัจาํนวนเซลล CD4 แสดงในตาราง 4.2) 
  
              จากตารางที ่ 4.2 เปนการเปรียบเทียบแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี 
เทียบกบัจํานวน absolute เซลลCD4 เพือ่ที่จะหาความสัมพนัธ ระหวางจาํนวนรอยละ ที่ใหผล
บวกตอแอนตบิอดีชนิดไอจีจีกับจํานวน CD4 ที่ลดลง 
 
               พบวาแอนติบอดใีนสวนของ GAG สูงขึ้นทกุสวน ไมวาจะเปนแอนติบอดตีอ p17, p39 
และ p55 เมื่อเซลล CD4 ลดจํานวน จากมากกวา 500 เซลล/ลบ.มม. เมื่อเทยีบกบัจํานวนเซลล 
200-500 เซลล/ลบ.มม. เมื่อผูปวยมีอาการมากขึน้โดยใชหลักการของจํานวนเซลล CD4 ลดลงจน
ต่ํากวา 50 เซลล/ลบ.มม. ซึ่งผูปวยมีโอกาสเสี่ยงตอการติดเชื้อฉวยโอกาส แอนติบอดีที่พบกลบั
ลดลง จนแอนติบอดีตอ p39 ลดลงจากรอยละ 48 ในกลุมเซลล CD4 200-500 เซลล/ลบ.มม. 
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จนถงึไมพบเลย (รอยละ 0) ในกลุมผูปวยที่มีเซลล CD4 ต่ํากวา 50 เซลล/ลบ.มม. แอนติบอดีใน
สวนนี้ที่เปนขอยกเวน คือ แอนติบอดีตอ p24 จะอยูคงที ่ในชวงรอยละ 91 ถึง 95 
 
               แอนติบอดีในสวนของ POL ไมพบรูปแบบที่ชัดเจนในความสัมพนัธกับจํานวนเซลล 
CD4 ที่ลดลง และแอนติบอดีในสวนของ ENV ไมพบรูปแบบที่แนนอน เชน เดียวกบัแอนติบอดีใน
สวนของ POL แตเปนที่นาสงัเกตวา สามารถพบแอนติบอดีตอ gp160 ถึงรอยละ 100 เมื่อจํานวน
เซลล CD4 ลดลงจาก 500 เซลล/ลบ.มม. ถึงต่าํกวา 50 เซลล/ลบ.มม. 
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ตารางที ่4.2 จํานวนรอยละของแอนติบอดี ชนิดไอจีจีในปสสาวะตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี-1 แบงตามจํานวนเซลล CD4 ในเลือด 
แอนติบอดนิดไอจีจีตอโปรตีนของเชื้อเอชไอวี 

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 จํานวนรอยละของแอนติบอดี ชนิดไอจีจีในปสสาวะตอโปรตีนของเชื้อเอชไอวี-1 กับอัตราสวนเซลล CD4/CD8 
แอนติบอดนิดไอจีจีตอโปรตีนของเชื้อเอชไอวี 

GAG POL ENV 
อัตราสวน 
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 จํานวนรอยละของแอนติบอดีชนิดไอจีจีในปสสาวะตอโปรตีนของเชื้อเอชไอว-ี1 กับ
อัตราสวนของเซลล CD4/CD8 ในเลือด 
 
               อาการผูติดเชื้อเอชไอวีรุนแรง ไมไดข้ึนอยูกบัจํานวนเซลล CD4 ที่ลดลงเทานัน้ แตที่สําคัญ
กวาคือจํานวนเซลล CD8 ที่ลดลง ซึ่งแสดงถึงความสาํคัญของเซลล CD8 ซึ่งถึงบทบาทของ cytotoxic 
T cell ในการตานทานตอเชือ้โรคตางๆ ดังนั้นถึงแมจาํนวนเซลล CD4 จะลดลง แตถาจํานวนเซลล CD8 
ไมลดหรืออาจเพิ่มข้ึน ก็จะชวยบรรเทาความรุนแรงของโรค ในทางตรงขามถาจาํนวนเซลล CD4 ลดลง
แตอัตราการลดลงของเซลล CD8 มากกวาอัตราการลดลงของเซลล CD4 ก็จะเพิ่มความรุนแรงของโรค
เปนอยางมาก ดังนัน้จงึไดทาํการตรวจจาํนวนเซลล CD8 และแสดงความสัมพนัธระหวางจํานวนรอย
ละของแอนตบิอดีโปรตีนโครงสรางของเชือ้เอชไอวีตออัตราสวน CD4/CD8 
 
               จากตารางที ่ 4.3 จะเห็นไดวารูปแบบความสัมพนัธระหวางแอนติบอดีตอโปรตีนของเชื้อเอช
ไอวีที่ตรวจพบเมื่อแบงตาม CD4/CD8 ratio คลายกับที่พบในตารางที ่ 4.2 ซึ่งเปนรูปแบบของ
แอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางจัดตามจํานวนเซลล CD4 โดยในสวนของแอนติบอดีตอ GAG จะให
จํานวนรอยละที่พบสงูขึ้น เมื่อ CD4/CD8 ratio นอยลง จากมากกวา 0.5 เปน 0.3-0.5 แตหลังจาก 
อัตราสวนเซลล CD4/CD8 ลดลง จาก 0.1ข0.3 ไปเปน นอยกวา 0.1 จํานวนรอยละทีพ่บในรูป
แอนติบอดีตอสวนของ GAG กลับลดลง เชนเดียวกับแอนติบอดีตอสวนของ POL ไมพบรูปแบบที่
ชัดเจน เมื่ออัตราสวน CD4/CD8 ลดลง ในสวนแอนติบอดีตอ ENV เชนเดียวกับ POL ไมพบรูปแบบที่
แนนอน แตแอนติบอดีตอ gp 160 ยังพบไดเปนรอยละ 100 เมื่ออัตราสวน CD4/CD8 ลดลงจาก 0.3-
0.5 จนถงึนอยกวา 0.1 
 
4.4 ผลบวกจํานวนรอยละ ของแอนติบอดีชนิดไอจีเอ ในปสสาวะตอโปรตีนโครงสราง 
ของเชื้อเอชไอวี-1 
 
               เนื่องจากแอนติบอดีชนิดไอจีเอ ในปสสาวะยังไมมชีุดตรวจสําเร็จรูป และยังไมได 
establish เชนเดียวกับการตรวจแอนติบอดีชนิดไอจีจี ในปสสาวะ ดังนัน้จึงจําเปนตอง establish 
ความไวของชดุตรวจนี้เราไดดัดแปลงจาก western blot ที่ใชในการตรวจปสสาวะชนิดไอจีจี โดย
การใช rabbit antihuman IgA cojugate กับเอนไซม alkaline phosphatase ในการนี้เราไดใชวธิี 
immunodot โดยการ apply human IgA ความเขมขนตางๆ ตั้งแต 1 pg. ถึง 100 ng. โดย dot ละ 
1 ไมโครลิตร ลงบนไนโตรเซลลูโลสเมมเบรน แลวทําการ block เพื่อลด non-specific staining 
ตลอดจนขั้นตอนอื่นๆ เชนเดียวกับการตรวจหา IgG เพียงแตเปลีย่น conjugate ตามที่ไดกลาว
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แลวขางตน ผลความไวของการตรวจแอนติบอดีชนิดไอจีเอ แสดงในภาพที ่4.2 ซึ่งพบวามีความไว
ถึง 10 pg ในขณะที่มีความจําเพาะไอจีเอโดยไมเกิด cross reaction ตอแอนติบอดีชนิดไอจีจี 
 
               เนื่องจากแอนติบอดีไนสิ่งคัดหลั่งสวนใหญจะเปนไอจีเอ (67) ดังนัน้แอนติบอดีตอเชื้อเอช
ไอวีซึ่งเปนสงคัดหลั่งชนิดหนึ่งนาจะมีสวนของแอนติบอดีชนิดไอจีเอตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อ
เอชไอวี และยังไมมีการศึกษาเกีย่วกบัแอนติบอดีชนิดไอจีเอในปสสาวะ ดังนัน้เราจงึได
ทําการศึกษาหาอุบัติการของแอนติบอดีชนิดไอจีเอตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี โดยวธิีเวส
เทอรน บลอท และเปรียบเทยีบแอนติบอดีชนิดไอจีเอเทยีบกับแอนติบอดีชนิดไอจีจี (ตารางที ่4.4) 

 
ภาพที่ 4.2 แสดงผลความไวของการตรวจแอนติบอดีชนิดไอจีเอ 
เปนการทดสอบประสิทธิภาพของ IgA conjugate โดยวิธี Immunodot blot ใชน้ํายา Goat antihuman IgA ทํา
ปฏิกิริยากับแอนติเจน เคลือบบน แผนทดสอบ nitrocellulose มีความเขมขน 100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 ng, 
10 pg และ 1 pg ของ IgA (แผนทดสอบ A) และ IgA (แผนทดสอบ B) 
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ตารางที ่ 4.4 จํานวนรอยละของแอนติบอดีชนิดไอจีจี และไอจีเอในปสสาวะ ตอโปรตีน
ของเชื้อเอชไอวี-1 
 

จํานวนรอยละผูตรวจพบแอนติบอดีชนิดไอจีจีตอเชื้อเอชไอวี 
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 แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวี ชนิด IgA ในปสสาวะพบไดนอยมาก รอยละ 7 แอนติบอดี
ชนิด IgA ในปสสาวะตอ p24 ซึ่งเปนสวนของ GAG เปนที่นาสังเกตวาแอนติบอดี IgA ตอ gp160 พบไดนอย
มาก เพียงรอยละ 4 
 
4.5 ความสมัพันธระหวางความเขมแอนติบอดีชนิด ไอจีจีในปสสาวะตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อ
เอชไอวี-1 กับจํานวนเซลล CD4 
 
               นอกจากเราจะไดศึกษาหาจาํนวนรอยละที่ใหผลบวก ในปสสาวะตอสวนตางๆ ของเชื้อ
เอชไอวี-1 แลว ในผูปวยที่ใหผลบวกแตละราย เรายงัไดศึกษาถงึความเขมของแตละ band ซึ่ง
กลาวอกีนยัหนึ่ง คือ titer เปน semiquantitative ตอแตละ antibody นั่นเอง โดยการให grading 
เปน trace, 1+, 2+, 3+ และ 4+ และเพื่อทีจ่ะสามารถนาํคา semiquantitative ที่ไดมาลงใน 
โปรแกรม excel เพื่อหาคา correlation (R) ดังนั้นจงึเปลี่ยนเปนคาตัวเลขโดยให trace = 0.5, 
1+=1, 2+=2, 3+=3, 4+=4 ตามลาํดับ 
 
               ดังนั้นจงึสามารถที่จะหาความสัมพันธระหวางแอนติบอดตีอโปรตีนโครงสราง
เปรียบเทียบกบัจํานวน CD4 แลวแสดงคา correlative ของแตละแอนติบอดีตอเซลล CD4 
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ตารางที ่4.5 แสดงความสัมพันธ (Correlation: r) ระหวางความเขมของผลบวกของแอนติบอดีชนิดไอจี
จีในปสสาวะตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี-1 กับจํานวน CD4+ เซลลในเลือด 

จํานวน CD4+เซลลในเลือด 
>500(40ราย) 200-500(ราย) 50-199(ราย) <50(ราย) 

ผลบวกของแอนติบอ 
ดีชนิดไอจีจีตอโปรตีน
โครงสรางของเชื้อเอช
ไอวีในปสสาวะ 

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 
 
               ความเขมของผลบวกของแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสรางชนิดไอจีจีตอสวนตางๆ ของเชื้อเอชไอวี ที่
ปรากฏพบ Western blot strip ไดรับการ grading เปน 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 4.0 ขึ้นอยูกับความเขมของ 
band นี้ปรากฏเปน trace, 1+, 2+, 3+ และ 4+ ตามลําดับ คาความสัมพันธระหวางความเขมของแอนติบอดีแต
ละเสนในกลุมตัวอยางแตละกลุมเทียบกับจํานวนเซลล CD4 แสดงเปนคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ 
(correlation coefficient: r) 
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การแปรคาความสัมพันธ r (correlation): 0-0.2- 

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

ไมมีความสัมพันธกันเลย, 
มีความสัมพันธนอย, 
มีความสัมพันธปานกลาง, 
มีความสัมพันธมาก 

 
               จากตารางที ่ 4.5 จะเห็นไดวา ความเขมของแอนติบอดีชนิดไอจีจี ในปสสาวะที่มี
ความสัมพันธกับจํานวน CD4+ เซลล มากกวา 500 เซลล/ลบ.มม. คือ แอนติบอดีตอ p39, p55 
และเซลลมีจํานวนมากขึ้น แอนติบอดีแตละชนิดมีความเขมลดลง โดย แอนติบอดีในสวนของ 
GAG แอนติบอดีที่มีความสัมพันธนอยตอจํานวนเซลล CD4 มากกวา 500 เซลล/ลบ.มม. คือ 
แอนติบอดีตอ p39 (r=-0.276), แอนติบอดีตอ p55(r=-0.532) ในสวน POL แอนติบอดีทีม่ี
ความสัมพันธนอยตอจํานวนเซลล CD4 ในชวง 200-500 เซลล/ลบ.มม. คือ แอนติบอดีตอ 
p31(r=0.242) 
               สวนความสัมพนัธระหวางความเขมของแอนติบอดีชนิดไอจีจี ในปสสาวะตอโปรตีน
โครงสรางของเชื้อเอชไอว ี ในกลุมผูปวยทีม่ีจํานวนเซลล CD4 นอยกวา 200 เซลล/ลบ.มม. ไดแก 
กลุมที่มจีํานวนเซลล CD4 ตั้งแต 50-199 เซลล/ลบ.มม. และนอยกวา 50 เซลล/ลบ.มม. (ตารางที ่
4.5) จะพบเปน positive correlation กลาวคือ ความเขมของแอนติบอดีจะสูงมาก เมื่อมีจํานวน
เซลล CD4 มากเขาใกล 200 เซลล/ลบ.มม. ความเขมของภูมิตานจะยิง่นอย โดยแอนติบอดียิ่ง
นอย ยิ่งจาํนวนเซลล CD4 ต่ํากวา 50 เซลล/ลบ.มม. ความเขมของภูมิตานจะยิ่งนอย โดย
แอนติบอดีที่มคีวามสัมพันธกับจํานวนเซลล CD4 50-199 เซลล/ลบ.มม. คือ แอนติบอดีตอ 
p31(r=0.362), p51(r=0.473), gp120(r=0.246), gp160(r=0.485 โดยมีความสมัพันธนอย สวน
ความสัมพันธขนาดปานกลางคือ แอนติบอดีตอ p66(r=0.574) และมีความสัมพันธมาก ตอ
แอนติบอดี p55(r=0.834) สวนแอนติบอดทีี่มีความสัมพนัธมากกับจํานวนเซลล CD4 นอยกวา 50 
เซลล/ลบ.มม. คือ แอนติบอดีตอ p55(r=1.000) และ gp120(r=0.830) 



บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

               การศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาเชงิทดลอง เพื่อศึกษาหารูปแบบแอนติบอดี ชนิดไอจีจีและ
ไอจีเอ ตอโปรตีนโครงสราง ของเชื้อเอชไอวี-1 ในปสสาวะ และหาความสัมพันธระหวางแอนติบอดี 
ชนิดไอจีจีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี-1 ปสสาวะ กับจํานวนเซลลซีด ี 4 ในเลือด โดยเก็บ
ตัวอยางจํานวน 100 ราย จากผูปวยทีม่ารับการรักษาทีค่ลินิกเพศสมัพันธ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 
ตั้งแต เดือน มิถุนายน 2542 ถึง เดือนธนัวาคม 2543 ซึ่งเปนผูที่ไดรับการยนืยนัผลจากโรงพยาบาล
จุฬาลงกรณวาเปนผูติดเชื้อเอชไอวี 
 
สรุปผลการวจิัยและอภิปรายผล 
 
5.1 แอนติบอดี ชนิดไอจจีีในปสสาวะตอโปรตีนโครงสราง ของเชื้อเอชไอว ี
 
               แอนติบอดีตอสวน GAG ของเชื้อเอชไอวี จากตารางที ่4.4 พบวา จํานวนรอยละที่พบสงูสุด คือ 
พบแอนติบอด ีตอ p24 ซึ่งพบสูงสุดรอยละ 93 และต่ําสุดคือ ภูมิตานทานตอ p17 ซึ่งพบรอยละ 24 ซึ่ง
เปอรเซ็นตทีพ่บนี้สูงกวาที่เคยรายงาน (Tiensiwakul) โดยพบภูมิตานทานตอ p24 รอยละ 68 และตอ 
p17 รอยละ 6.8 ซึ่งสาเหตุทีพ่บภูมิตานทานดังกลาวสงูขึน้ เนื่องจาก ศึกษาในตัวอยางผูปวยมากขึ้น หรือ
อาจเนื่องมาจากความแตกตางของผูปวยที่นาํศึกษา ไดแก ระยะเวลาการติดเชื้อของผูปวย 
 
               แอนติบอดี ตอโปรตีนโครงสรางของ POL พบใหผลบวกตั้งแตรอยละ 60 ถึง 85 ซึ่ง
มากกวาที่เคยรายงานเลก็นอย 
 
               แอนติบอดี ตอโปรตีนโครงสรางของ ENV ซึ่งนาจะเปนแอนติบอดีที่สําคญัในการวนิิจฉัยการ
ติดเชื้อเอชไอวี เพราะพบแอนติบอดีตอสวนประกอบนี้ทกุสวนในเปอรเซ็นตสูง โดยพบแอนติบอดีตอ 
gp41 รอยละ 63 แอนติบอดีตอ gp120 รอยละ 78 และแอนติบอดีตอ gp160 รอยละ 98 ปสสาวะของ
ผูปวย 2 รายทีใ่หผลลบสําหรับ gp160 เปนผูปวยที่อยูในระยะ early seroconversion โดยรายหนึ่งเปน
หญิงอาชีพพิเศษที่ทาํการตรวจหาแอนตบิอดีตอเชื้อเอชไอวีเปนประจําเปนระยะๆ ตั้งแต seronegative 
จนเปน seropositive ผลท่ีไดใกลเคียงกับผลที่รายงานโดย Tiensiwakul(65) ซึ่งพบแอนติบอดีตอ gp 41, 
gp120, gp160 ในสัดสวนรอยละ 63.6, 75 และ 97.7 ตามลําดับ แอนติบอดีตอสวนประกอบของ ENV 
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โดยเฉพาะตอ gp41 โดยปกติมี titer และ avidity อยูในระดับสูงตลอดระยะการดําเนินของโรค จึงนาจะ
เปน diagnositic marker ทีสํ่าคัญ(85) 
 
               การพบแอนติบอด ีตอ gp160 ถึงรอยละ 98 มีความสาํคัญ ในการใชแอนติบอดีตอ gp160 
เปน marker ในการวินิจฉยั การติดเชื้อเอชไอวี ในปสสาวะ โดยเฉพาะในโครงการของผูทาํการวิจัยและ
คณะที่จะทําการผลิตชุดตรวจ วินิจฉัยการติดเชื้อเอชไอวีจากปสสาวะ เปนชนิด simple/rapid test kit 
โดยวิธ ีimmunochromatographic strip test (IC) โดยการเคลือบ gp160 บนแผนทดสอบ เพื่อตรวจหา
แอนติบอดี ชนิด gp160 ในปสสาวะ ซึ่งถาสามารถผลิตใหชุดตรวจนี ้มี sensitivity ไดเทากับ ชุดตรวจ 
Western Blot ที่ใชในการทดลองในครั้งนี ้ก็จะสามารถ ทําใหชุดตรวจ IC มีความไวถึง 98% และที่สําคัญ
คือ รายงานอืน่ๆ ที่ตรวจแอนติบอดี ในปสสาวะ ในปสสาวะคอนขางจะมีความจําเพาะสงู คือ ไมปรากฏ 
false positive เชนที่อาจพบในการตรวจจากน้าํเหลือง 
 

               แตปจจุบัน ในการตรวจ urine test ในประเทศสหรัฐอเมริกา ถาพบ positive ยังตองให
ตรวจเลือดยืนยันผล 
 

               นอกจากจาํนวนรอยของผลบวกที่แตกตางกนัของแตละแอนติบอดี ความเขมขนของ
แอนติบอดีแตละชนิดยงัแตกตางกนั แสดงถึงประมาณที่แตกตางกนัในปสสาวะ แสดงในตารางที ่
4.1.1 ความเขมของแอนติบอดีที่สําคัญคือ ตอ p24, gp160 สวนใหญมากกวารอยละ 60 อยูในชวง 
3+ ถึง 4+ สวน gp120 ประมาณรอยละ 40 จะเปน 2+ สวนที่อยูในชวง 3+ ถึง 4+ มีสัดสวนรอยละ 
30 จากการสงัเกตของผูวิจยัพบวา แอนติบอดีที่สําคัญทั้ง 3 ลวนมีปริมาณมาก ในขณะที่แอนติบอดี
ตอสวนอื่นๆ จะมีปริมาณนอย โดยอานไดแค 1+ ถึง 2+ 
 

5.2 ความสมัพันธระหวางแอนติบอดี ชนิดไอจีจีในปสสาวะ ตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อ
เอชไอวีกับจาํนวนเซลล CD4 ในเลือด 
 

               จากตารางที ่ 4.2 พบวาแอนตบิอดีของ GAG ในปสสาวะ ซึ่งไดแก แอนติบอดี ตอ p17, 
p39 และ p55 สัมพันธกับจํานวนเซลล CD4 แอนติบอดี ดังกลาวขึ้นสูงสุด สําหรบัผูปวยในกลุมที่มี
เซลล CD4 ตั้งแต 200-500 เซลล/ลบ.มม. ซึ่งนาจะเปนชวง maturity ของ HIV antibody 
production ทั้งนี้เพราะในชวงผูปวยที่มีเซลล CD4 มากกวา 500 เซลล/ลบ.มม. เปนระยะตนๆ ของ
การติดเชื้อ แอนติบอดีของบางคนจะยงัไมสราง บางคนที่สรางกย็ังม ี titer ไมสูง ซึ่งจะสังเกตไดจาก
การตรวจเลือดของผูปวย ในระยะ early infection บางรายจะยงัตรวจไมพบแอนติบอดี ซึ่งเรียกวา 
window period ทําใหตองตรวจหา antigen แทน ปญหาดังกลาวก็พบเชนเดียวกันในปสสาวะ ที่
ผูปวยในชวงเซลล CD4 มากกวา 500 เซลล/ลบ.มม. พบแอนติบอดีตอ p17, p39 และ p55 รอยละ 
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20 28 และ 25 ตามลําดับ และแอนติบอดีดังกลาวไดเพิ่มข้ึนเปนรอยละ 41, 48 และ 31 ตามลาํดับ 
ในชวงนี้ผูปวยเริ่มมีการติดเชือ้มากขึ้น โดยมีเซลล CD4 ลดลง ถึง 200-500 เซลล/ลบ.มม. 
               แอนติบอดีดังกลาวจะลดลง เมือ่ผูปวยมีอาการมากขึน้ จนอาจเสี่ยงตอการติดเชื้อฉวยโอกาส ใน
กลุมผูปวยที่มจีํานวนเซลล CD4 ในชวง 50-199 เซลล/ลบ.มม. โดยแอนติบอดตีอ p17, p39 และ p55 
ลดลง เปนรอยละ 15, 25 และ 20 ตามลําดับ และยิ่งแอนติบอดียิ่งลดลงมากขึ้นในกลุมผูปวยที่ม ีเซลล 
CD4 นอยกวา 50 เซลล/ลบ.มม. ซึ่งเปนชวงที่เซลลที่กระตุนใหสรางแอนติบอดีถูกทําลายมากขึ้น จน
แอนติบอดีตอ p17, p39, p55 ลดลงเหลอืรอยละ 9, 0 และ 18 ตามลาํดับ การทีพ่บจํานวนรอยละของ
แอนติบอดีตอสวน GAG ลดลงมาก นอกจากสาเหตุที ่เซลลที่กระตุนใหสรางแอนติบอดีใหมลดลง (เซลล 
CD4 นอยกวา 50 เซลล/ลบ.มม.) อาจเปนเพราะเปนชวงนี ้เซลลที่ติดเชื้อเอชไอวี มีจํานวนไวรัสมากขึ้นทาํ
ใหเซลลดังกลาวแตกสลาย และปลอยสวนประกอบของเชื้อไวรัสเขาไปในกระแสเลอืด ซึ่งจะจบักบั
แอนติบอดีตอเชื้อเอชไอว ีทีส่รางมากอนเกิดเปน immune complex ดังนัน้จึงทําใหจํานวน free antibody 
ตอ p17, p39 และ p55 ลดลงมากจนถึงตรวจไมพบในชวงนี ้แตเปนที่นาสังเกตวา แอนติบอดีตอ p24 
ยังคงมีระดับสูงในตลอดทกุชวงของจํานวนเซลล CD4 ตั้งแตรอยละ 91 ถึง 96 ถึงแมในกลุมผูปวยที่มี
จํานวนเซลล CD4 ต่ํากวา 50 เซลล/ลบ.มม. จะมีจาํนวนรอยละลดลงเล็กนอย จาก 96 เปน 91 จํานวน
รอยละที่ลดลง อาจอธิบายไดดวยเหตุผล immune complex เชนเดียวกับที่ไดกลาวแลวขางตน แต
เนื่องจากแอนติบอดีตอ p24 นาจะสรางขึ้นเปนจํานวนมาก หรือไมก็ antibody คอนขางสงูหรือทัง้สอง
ประการ ดังนัน้ จึงทาํใหยังตรวจพบแอนติบอดีตอ p24 ยังคงอยูในระดับสูง ซึ่งสามารถพิสูจนได โดยการ
ทํา quantitative measurement อันเปนสวนหนึง่ของโครงการวิจยัซึง่คณะผูวิจัยกาํลังทําอยู แตไมเปนสวน
หนึง่ของวทิยานิพนธนี ้ซึ่งทาํการศึกษาแอนติบอดีชนิดตางๆ ใน follow up cases โดยเฉพาะอยางยิ่ง แอน
ติพอดีตอ p24 โดยทาํการวัดความเขมของแอนติบอดีตอ p24 จาก band ที่ปรากฏบน Western Blot strip 
โดยวัดความเขมเปน pixel ดวย densitometer 
               สวนแอนติบอดีชนิดไอจีจี ตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี ในสวนของ POL 
(แอนติบอดีตอ p31, p51, p66) และในสวนของ ENV (แอนติบอดีตอ gp41, gp120, gp160) จะมี
รูปแบบที่ไมชัดเจน แตโดยภาพรวมพบจาํนวนรอยละสงู ในกลุมผูปวยที่มีเซลล CD4 ในชวง 200-
500 เซลล/ลบ.มม. และลดลงในกลุมผูปวยทีม่ีเซลล CD4 ต่ํากวา 50 เซลล/ลบ.มม. ยกเวน
แอนติบอดีตอ gp160 ซึ่งยงัคงสูง ทุกกลุมของเซลล CD4 โดยพบไดสูงตั้งแต รอยละ 95-100 ซึ่งเปน
ขอสนับสนนุใหใช gp160 เปน diagnostic marker ในการตรวจหาแอนติบอดีตอเชื้อเอชไอวีใน
ปสสาวะ 
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5.3 ความสมัพันธระหวางแอนติบอดีชนิดไอจีจีในปสสาวะ ตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อ
เอชไอว-ี1 กับอัตราสวนเซลล CD4/CD8 ในเลือด 

 
               รูปแบบของแอนติบอดีที่พบในปสสาวะสมัพนัธกับอัตราสวนเซลล CD4/CD8 ในเลือด 
(ตารางที ่ 4.3) ซึ่งพบคลายกับทีพ่บ เมื่อเทียบกับจํานวนเซลล CD4 โดยจะพบจํานวนรอยละสงูสุด 
(peak) เมื่ออัตราสวน CD4/CD8 อยูในชวง 0.3-0.5 โดยที่อัตราสวน CD4/CD8 สูงกวา 0.5 หรือตํ่า
กวา 0.3 จะมจีํานวนรอยละ ของผูปวยที่ใหผลบวกลดลง 
 
               จากตารางที ่ 4.3 จะเหน็ไดวารูปแบบแอนติบอดีของ CD4/CD8 ratio คลายกับที่พบใน
ตารางที ่ 4.2 ซึ่งเปนรูปแบบของแอนติบอดีตอสวนตางๆ จัดตามจาํนวนเซลล CD4 โดยในสวนของ
แอนติบอดีตอ GAG จะใหจาํนวนรอยละที่พบสงูขึ้น เมือ่ CD4/CD8 ratio นอยลงจาก มากกวา 0.5 
เปน 0.3-0.5 แตหลังจาก อัตราสวนเซลล CD4/CD8 ลดลงจาก 0.1-0.3 ไปเปน นอยกวา 0.1 
จํานวนรอยละที่พบแอนติบอดีตอ GAG กลับลดลง เชนเดียวกับแอนติบอดีตอสวน POL ไมพบ
รูปแบบที่แนนอน แตแอนติบอดีตอ gp160 ยังพบไดเปนรอยละ 100 เมื่ออัตราสวน CD4/CD8 ลงลง
จาก 0.3-0.5 จนถงึนอยกวา 0.1 
 
5.4 แอนติบอดีชนิดไอจีเอ ในปสสาวะตอโปรตีนโครงสราง ของเชื้อเอชไอว-ี1 
               ผลจากการศึกษาพบ เอชไอวี-1 ชนิดไอจีเอ ในปสสาวะใหผลบวกสงูสดุรอยละซึ่งเปน
แอนติบอดีตอ p24 ผลที่ไดแตกตางจาก เอชไอวี-1 ไอจีเอ ที่พบในน้ําลาย(86) ซึ่งจะเปนแอนติบอดีตอ 
gp160 จํานวนรอยละทีพ่บก็ต่ํากวาที่พบในน้าํลายทีพ่บไดสูงถงึรอยละ 17.6(69) ดังนัน้แอนตบิอดี
ชนิดไอจีเอตอเชื้อเอชไอวีในปสสาวะ นาจะมีความสําคญันอยกวาแอนติบอดีชนิดไอจีจี ในปสสาวะ 
และจํานวนรอยละที่ใหผลบวกนอยมาก จนไมสามารถนํามาใชประโยชน ในแงของ diagnostic 
marker ได ทัง้ๆ ที่ในระบบของเราสามารถตรวจพบความเขมของ IgA ในปสสาวะ ไดถึง 10 pg. ก็
ตาม อาจเปนไปไดที่ แอนติบอดีชนิดไอจีเอ สรางในระยะ early infection แตผูปวยในโครงการไมได
อยูในระยะ early infection เนื่องจากการศึกษาในครัง้นีเ้ปน cross-sectional study ไมไดคัดเลือก
ผูปวยที่อยูในระยะ early seroconversion  
 
5.5 ความสัมพันธระหวาง ความเขมของผลบวกของแอนติบอดีชนิดไอจีจ ี ในปสสาวะ ตอ
โปรตีนโครงสราง ของเชือ้เอชไอวี-1 กับจํานวนเซลล CD4 
 
               คําถามที่นาสนใจคือ นอกจากเปอรเซน็ตของผูปวยทีจ่ะใหผลบวกตอโปรตีนโครงสราง
ของเชื้อเอชไอวีซึ่งอาจมีประโยชนในแงของการนํามาเปนประโยชนในการ diagnostic parameters 
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ซึ่งจากผลงานของการวิจยัในครั้งนี้คลายกับรายงานการวิจัยของ Tiensiwakul ที่ลงพิมพมาแลว(65) 
พบวาแอนติบอดีตอสวน ENV (gp160) สามารถใชเปน diagnostic marker ได โดยเฉพาะ gp160 
นาจะเปน candidate ที่ดขีอง IC ที่ไดกลาวมาแลว การศึกษาหาแอนติบอดีตอโปรตีนโครงสราง 
ของเชื้อเอชไอวี จะสามารถนํามาประยกุต ใชติดตามผลการรักษาหรอืพิเคราะหโรคไดหรือไม 
               จากการรายงานของ Weber และคณะ(87) ศึกษาน้ําเหลืองของผูปวย 2 ราย พบความเขมของ
แอนติบอดีตอ p24 ลดลงตามระยะเวลาภายหลงัติเชื้อเอชไอวี เชนเดียวกับ Sum และคณะ(88) พบ
แอนติบอดีตอ p24 ในน้ําลายลดลงตามอาการของโรค ดังนัน้เราจงึไดทําการวิเคราะหหาความสัมพันธ
ระหวางความเขมของผลบวกของแอนติบอดีชนิดไอจีจีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี โดยทาํการ
วิเคราะหเปน semiquantitative โดยใชคะแนนเปน 0.5, 1, 2, 3 และ 4 ตามความเขมของ band ที่อานได
เปน trace, 1+, 2+, 3+ และ 4+ ตามลําดับแลวหาคาสัมประสิทธิ์ความสมัพนัธ 
               ความเขมของผลบวกของแอนติบอดีชนิดไอจีจีตอโปรตีนโครงสรางของเชื้อเอชไอวี ที่
ปรากฏบน Western Blott strip ไดรับการ grading เปน 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 และ 4.0 ข้ึนอยูกับความ
เขมของ band ที่ปรากฏเปน trace, 1+, 2+, 3+ และ 4+  ตามลําดับ คาความสมัพนัธระหวางความ
เขมของแอนติบอดีในแตละกลุมตัวอยาง เทียบกบัจํานวนเซลล CD4 แสดงเปน คาสัมประสิทธิ์
ความสัมพันธ (correlation coefficient : r) 
               ผลจากตารางที ่4.5 จะเหน็ไดวา โดยภาพรวมแอนติบอดชีนิดไอจีจี ตอสวนของ GAG ซึ่ง
ไดแก p17, p24, p39 และ p55 ไมแสดงความสัมพันธกับจํานวน CD4+ เซลล ยกเวนแอนติบอดีตอ 
p17  ในกลุมผูปวยทีม่ีเซลล CD4 มากกวา 500 เซลล/ลบ.มม. มีความสัมพันธเลก็นอย (r=0.335) 
และในกลุมแอนติบอดีตอ p55 ของผูปวยในกลุมที่มีเซลล CD4 ระหวาง 50-199 เซลล/ลบ.มม. 
(r=0.834) และ CD4 นอยกวา 50 เซลล/ลบ.มม. (r=1.000) มีความสัมพันธกนัมาก แตขอมูลใน 2 
กลุมหลงันี ้อาจคลาดเคลื่อน เนื่องจากจํานวน ตัวอยางใน 2 กลุมหลงันีน้อยมาก แค 4 และ 2 ราย 
ตามลําดับ ผลนี้ไดสอดคลองกับผลการศึกษา โดย Thomas และ คณะ(85) ซึ่งไมพบความสัมพนัธ
ของ avidity ของ p17 ตอระยะเวลา ภายหลัง seroconversion แตพบ avidity ของ p24 ตกลง
กอนทีจ่ะมีอาการ ARC หรือ AIDS 
               ความสัมพันธระหวางผลบวกของแอนติบอดี ตอ POL ซึ่งไดแก p31, p51, p66 พบ
สัมพันธกับจาํนวนเซลล CD4 ในกลุมผูปวยที่มีเซลล CD4 ระหวาง 50-199 เซลล/ลบ.มม. ซึ่งนาจะ
เปนหวงระยะที่ม ีmaturity ของ แอนติบอดีตอโปรตีนของ POL สูงสุด โดยในกลุมผูปวยทีเ่ร่ิมติดเชื้อ 
โดยมีจํานวนเซลล CD4 มากกวา 500 เซลล/ลบ.มล. ไมมีความสมัพันธและจะเริม่มีความสัมพนัธ
บาง (r=0.242) ในแอนติบอดีตอ p31 ของกลุมผูปวยที่มีเซลล CD4 ชวง 200-500 เซลล/ลบ.มม. 
และขึ้นสูงสุดในกลุมผูปวย 50-199 เซลล/ลบ.มม. หลังจากนั้นจงึลดต่ําลงในกลุมผูปวยที่มีเซลล 
CD4 นอยกวา 50 เซลล/ลบ.มม. (r=0.320) 
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               สาเหตุที่มีความสมัพันธของแอนติบอดีตอ POL ในกลุมทีม่ีเซลล CD4 นอยกวา 50 เซลล/
ลบ.มม. นาจะมีสาเหตุจาก เซลลที่สรางแอนติบอดีนอยมาก แอนติบอดีที่มีอยูเปน residue IgG ซึ่ง
จะจับกับเอนไซมที ่ release มาจาก HIV-1 infected เซลลที่แตกสลายแลวเกดิเปน immune 
complex ทําใหปริมาณแอนติบอดีตอสวนที่เปน free antibody ลดลงอยางมากมาย 
               แอนติบอดีตอสวน ENV ไดแก gp41, gp120, gp160 แอนติบอดีตอสวนนี้ไดมีการศึกษา
หา avidity โดยเฉพาะตอ gp41 Thomas และคณะ ไดพบวามีความสมัพนัธกับระยะเวลาการ
ดําเนนิของโรง เนื่องจากแอนติบอดีตอ gp41 พบขึ้นสงูอยางรวดเร็วและอยูนานโดยไมตกลง ซึ่งผล
สอดคลองกับการพบของผูวจิัย ซึ่งไมพบความสัมพันธระหวางแอนตบิอดีตอ gp41 และจํานวน
เซลล CD4 ยกเวน ในกลุมสุดทายที่ม ีจาํนวนเซลล CD4 นอยกวา 50 เซลล/ลบ.มม. ซึ่งความเขม
ของแอนติบอดีลดลง เมื่อจํานวนเซลล CD4 ลดลงต่ํากวา 50 เซลล/ลบ.มม. (r=0.350) ซึ่งนาจะมี
สาเหตุเชนเดียวกับทีเ่กิดขึ้นในสวน POL คือเกิด Immune complex ดังไดกลาวมาแลวขางตน 
               ปสสาวะเปนตัวอยางที่กาํลังมีการพัฒนาวิธีตรวจหากรดนิวคลีอิคของเชื้ออ่ืนๆ ที่กอโรค
ทางเพศสัมพนัธ เหมาะทีจ่ะนํามาตรวจกรองเบื้องตนแทนการเจาะเลือดในการตรวจหาแอนติบอดี
ตอการติดเชื้อ HIV และซิฟสิส 
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ภาคผนวก ก. 

 
สวนประกอบและขั้นตอนการเตรียมน้ํายา ชุดตรวจเอชไอวีบลอท 2.2 

 
สวนประกอบชุดน้ํายาตรวจ เอชไอวี (ชุดตรวจเอชไอวีบลอท 2.2 ของบริษัท GENELAB ประเทศ 
สิงคโปร) เปนชุดตรวจสําหรับ พลาสมา แตนํามาประยุกตใชกับปสสาวะ 
 
 1. แถบไนโตรเซลลูโลส  
               ประกอบดวยตัวเชื้อเอชไอวี 1 ซ่ึงถูกแยกสวนตามขนาดของน้ําหนักโมเลกุล โดยวิธี 
SDS-PAGE อิเลคโตรฟอรเรซีส และถูกยายจากเจลมาอยูบนแผนไนโตรเซลลูโลสดวยกระแสไฟฟา
และเพิ่มเติมโปรตีนจําเพาะสวน envelope ของเชื้อเอชไอวี 2 เพื่อใหชุดตรวจนี้สามารถตรวจไดทั้ง
เอชไอวี1 และ 2 เก็บในที่แหงไมถูกแสง  
2.  ตัวควบคุมผลลบ  
               ปสสาวะคนปกติ ที่คัดเลือก สําหรับเปนตัวควบคุม 
3.  ตัวควบคุมผลบวกแรง  
               ปสสาวะของผูที่ติดเชื้อเอชไอวี ที่ใหผลบวก 3+ ถึง 4+  
4.  ตัวควบคุมผลบวกออน  
               ปสสาวะของผูที่ติดเชื้อเอชไอวี ที่ใหผลบวก + ถึง 1+  
5.  สตอกบัฟเฟอรเขมขน (10 เทา)  
               Tris บัฟเฟอร ผสมกับซีรัมแพะปกติ ใสสารไทเมอโรซาลเปนสารกันเสีย  
6.  วอชบัฟเฟอรเขมขน (20 เทา)  
               Tris และ Tween 20 ใสสารไทเมอโรซาล เปนสารกันเสีย  
7.  คอบจูเกต  
               Goat anti-Human IgG คอนจูเกตกับเอนไซมอัลคาไลนฟอสฟาเทส สําหรับ HIV-1 IgG 
               Rabbit anti-human IgA คอนจูเกตเขากับอัลคาไลนฟอสฟาเทส(Dako) สําหรับ HIV-1 IgA 
8.  สารเกิดสีตั้งตน  
               สารละลายของ 5 bromo-4-Chloro-3-indolylphosphate (BCIP) และ nitroblue 
tetrazodium (NBT) 
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9.  ผลบลอทติ้ง  
               ผงนมไรไขมัน  
10.  ถาดหลุมสําหรับทําปฎิกิริยา  
 
ข้ันตอนการเตรียมน้ํายาชุดตรวจเอชไอวี บลอท 22  
 
1.  สารละลาย วอชบัฟเฟอรเจือจาง  
               เจือจางน้ํายาวอชบัฟเฟอรเขมขน (20 เทา) 1 สวน ดวยน้ํากลั่นสําหรับเตรียมสารละลาย 
19 สวน โดยปริมาตรผสมใหเขากัน  
 
2.  สารละลายบลอทติ้งบัฟเฟอร  
               2.1 ควรเตรียมน้ํายา บลอทติ้งบัฟเฟอรใหม ๆ กอนการใชงาน  
               2.2 เจือจางน้ํายาสตอกบัฟเฟอรเขมขน (10 เทา) 1 สวน ดวยน้ํากลั่น 9 สวน โดย
ปริมาตรผสมใหเขากัน 
               2.3 เติมผง บลอทติ้งจํานวน 1 กรัม ลงในทุก ๆ 20 มล. ของบัฟเฟอรที่เจือจางแลวจาก
ขอ 2.2 ผสมใหเขากัน 
 
3.  สารละลายคอนจูเกตสําหรับใชงาน  
               3.1 เจือจางคอนจูเกตดวยสารละลายบลอทติ้งบัฟเฟอรที่เตรียมไวจากขอ 2 ใน
อัตราสวน 1 : 1000 เชน เจือจาง คอนจูเกต จํานวน 5 ไมโครลติร ดวยสารละลายบลอทติ้งบัฟเฟอร 
จํานวน 5 มิลลิลิตร  
               3.2 น้ํายาคอนจูเกต สําหรับใชงาน ปกติเตรียมใหม ๆ กอนการใชงาน  
 
4.  สารเกิดสีตั้งตน (พรอมใชงาน)  
               4.1 นําสารเกิดสีตั้งตนออกมาใชงานตามจํานวนที่ตองการโดยตรงจากขวด โดยใชปเปต
ที่สะอาด ปดฝาใหแนนทุกคร้ังหลังใชงาน 
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ภาคผนวก ข. 
 

วิธีการใชเครื่องโฟลวไซโตมิเตอร 
 

วิธีการใชเครื่องโฟลวไซโตมิเตอรชนิด FACSCalibur (บริษัทเบคตันดิคคินสัน จํากัด) 
 
การเริ่มตนใชเครื่อง 
 

               1.  ตรวจสอบระดับของเหลวในถัง Sheath reservoir ซ่ึงอยูดานซาย ควรมีของเหลว
ประมาณ 3/4 ของถังและถังน้ําทิ้งดานขวาควรวางไมมีน้ําทิ้งอยู และควรเติม 5% โซเดียมไฮโป
คลอไรต 400 มล. ลงในถังเพื่อฆาเชื้อ 
               2.  ตรวจสอบใหแนใจวาฝาของถัง Sheath reservoir และถังน้ําทิ้งปดแนน และยกปุม
Vent Value ข้ึน เพื่อใหเกิดความดัน ที่จะนําพาของเหลว และเซลลไปในการตรวจวัด 
               3.  เปดสวิตซเครื่องโฟลวไซโตมิเตอร และสวนประเมินผลโดยเปดสวิตซ จากเครื่องพิมพ
ไลไปจนถึงสวนของตัวคอมพิวเตอร 
               4.  กดปุม Fluid control panel มาที่ Standby หนาจอเครื่องจะขึ้นวา "NOT READY" 
ทิ้งระยะเวลาใหหลอดเลเซอร WARM UP ประมาณ 5-10 นาที ถาเรียบรอย หนาจอจะเปลี่ยนเปน 
"STAND BY"  
               5.  ทําการไลอากาศออกจากสวนตาง ๆ ของเคร่ือง โดยกด prime 2-3 คร้ัง จนไมมี
ฟองอากาศ ถูกไลออกมา จากสวนของสายยาง และ Flow cell  
               6.กดปุม RUN  บน Fluid control panel เมื่อจะวัดตัวอยาง  
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การปรับเคร่ืองกอนใช 
 
                เปดโปรแกรม FACS comp แลวทําตามโปรแกรมโดยการเติมขอมูลตาง ๆ ลงไปเวน
วันที่ Bead Lot จากนั้น จึงเตรียม Beads ที่ใชในการตรวจวัดเพื่อปรับเครื่องดังนี้  
               1.  เติม 1 มล. ของ Sheath fluid ลงในหลอดทดลอง 2 หลอด (Falcon 2052) หลอด
หนึ่ง เขียนวา "Unstained" อีกหลอดหนึ่งเขียนวา "mixed"  
               2.  นํา Calibrite beads จากตูเย็นทั้ง 3 ขวด คือ White, Red และ Green มาผสมใหเขา
กันดวยเครื่องผสม (vortex Mixer)  
               3.  เติม 2 หยดของขวด Unstained (จุกสีขาว) ลงในหลอดทดลองที่เขียนวา 
"Unstained" แลวผสมใหเขากันดี  
               4.  เติม 1 หยด ของขวด Unstianed Red และ Green ลงในหลอดที่เขียนวา "Mixed" 
แลวผสมใหเขากันดี ทําตามโปรแกรมที่ข้ึนบนหนาจอคอมพิวเตอร ถาทําการทดสอบไมผาน ใหทํา
การ apperate ใหม แลวจึงทําการทดสอบอีกครั้ง ผลที่ไดพิมพและเก็บไวเปนหลักฐาน  
  
การตรวจวัดตัวอยาง  
               1. เปดโปรแกรม Cell Quest เพื่อทําการปรับสภาพเครื่องกับเซลลตัวอยางจริง โดยใช 
instrument setting เมื่อทําการปรับสภาพเครื่องเรียบรอยแลว สามารถเก็บคาไวใชงานครั้งตอไป 
               2.  ทําการวัดตัวอยาง  
                        2.1 หลังจากยอมตัวอยางดวยน้ํายา CD4-FITC/CD8-PE แลวนําเขาเครื่องโฟลว
ไซโตมิเตอร โดยเครื่องจะนับเซลลทั้งหมด 10,000 เซลล จะพบวาเซลล CD4+ จะอยูใน quadrant 
4 และ CD8+ จะอยูใน quadrant ที่ 2  
                        2.2 ถาไมเปนไปตามที่กําหนดตองทําการปรับ Voltage FL-1 และ FL-2 โดยการ
ปรับ Detectors/Amps ที่ linear mode โดยตั้ง Voltage ที่ EOO แลวปรับ Amp Gain ใหได 
lymphocyte population ไปทางขวามือเกือบสุดใหแยกออกจาก 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 ไดประมาณ 501 และของ FL-2 ไดประมาณ 
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                        2.4 ปรับ SSC ที่ linear ที่ Amp Gain 1.00 เพื่อให granulocytes กระจาย ข้ึน
ขางบนแยกออกจาก lymphocyte ซ่ึงปกติได Voltage ประมาณ 394  
                        2.5 ปรับ Threshold ใหได FSC-H ประมาณ 152 เพื่อลดจํานวน debris โดยดู
จากจอ monitor 
                        2.4 ตั้ง gate รอบ lymphocytes ที่ตองการวัด  
                        2.5 นํา tube isotype controls ซ่ึงยอมดวย r-2a FIIC/r1 - PE ทําการวัด หลังจากนั้น 
จึงปรับ Detectors/Amps ที่ log mode โดยการเพิ่ม Voltage ของ FL-1 และ FL-2 ใหเซลลที่นับอยูใน 
quadrant ที่ 3 ซ่ึงปกติ Voltage ของ FL-1 ไดประมาณ 501 และของ FL-2 ไดประมาณ 506  
                        2.6 บีบใหเซลลนี้กระจายใน quadrant 3 ตามขอ 2.5 ใหกระชับแนนเขา โดยการ
ปรับ Compen salron โดยปกติได FL1-0.8% FL2 และ FL2-20.6/FL1 
               3.  เก็บผลที่พิมพทั้งในรูปรายงานทางหองปฏิบัติการ และบันทึกขอมูลในเครื่อง
คอมพิวเตอร  
               4.การควบคุมคุณภาพโดย 
                        4.1  ตรวจวัด qualibrit bead เพื่อ control เครื่องโฟลวไซโตมิเตอร 
                        4.2  fix ตําแหนงที่ gate รอบ lymphocytes ไว ถาทําการวัดตัวอยางรายใด 
lymphocyte ไมอยูในตําแหนงที่กําหนดไว จะตองหาสาเหตุการเปลี่ยนแปลง,ปรับ voltage หรือทําใหม 
                        4.3  ทํา CD Chex ทุกครั้งที่เปล่ียนน้ํายา Lot.ใหม หรือมีการเปลี่ยนแปลง 
condition เพื่อ check คา CD4+, CD8+ control อยูในชวงที่ยอมรับ   
 
หลังจากใชงาน  
               1.  ใหเครื่องดูดน้ํายา 5% โซเดียมไฮโปคลอไรต 5 นาที เพื่อฆาเชื้อโรค 
               2.  ใหเครื่องดูดน้ํากลั่น 5 นาที เพื่อลางสวนตาง ๆ ภายในเครื่อง 
               3.  กดปุม Fluid control panel จาก "RUN" มาที่ STANBY" รอ 5-10  นาที่เพื่อใหหลอด
เลเซอรเย็น กอนปดเครื่อง 
               4.  กดปุม Vent Value ลงปลอยความดันเพื่อให Shealh fluid เขาไปในสายยาง 
               5.  เทของเหลวจากถังน้ําทิ้ง แลวเติม 5% โซเดียมไฮโปคลอไรด 400 มล. ลงไป 
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ประวัติผูวิจัย 
 

               นางสุวันด ี บัญชรเทวกุล  เกิดวันที ่29 กรกฎาคม  พ.ศ. 2503  ที่อําเภอเมือง จังหวัดนนทบุรี 
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต(เทคนคิการแพทย) จากมหาวิทยาลัยขอนแกน ป 
พ.ศ. 2529 รับราชการที่แผนกพยาธิวทิยาคลินิก โรงพยาบาลพระนัง่เกลา จังหวัดนนทบุรี สําเร็จ
ปริญญาเศรษฐศาสตรบัณฑติ จากมหาวทิยาลัยรามคําแหง ป พ.ศ. 2532 สําเร็จปริญญานิติศาสตร
บัณฑิต จากมหาวิทยาลัยสโุขทัยธรรมาธิราช ป พ.ศ. 2540 และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิทยาศาสตร
มหาบัณฑิต(สหสาขาวิชาจุลชีววทิยาทางการแพทย)ที่จฬุาลงกรณมหาวิทยาลัย ป พ.ศ. 2540  
ปจจุบันรับราชการ ตําแหนงนักเทคนิคการแพทย ที่โรงพยาบาลพระนั่งเกลา จังหวดันนทบุรี 
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