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บทน�ำ

	 การรักษาผูป่้วยทีต่ดิเชือ้เอชไอวด้ีวยยาต้านไวรสั

แบบ highly active antiretroviral therapy หรือ HAART 

จะช่วยยับยั้งการเพิ่มจ�ำนวนของไวรัสและช่วยท�ำให้ 

ระบบภมูคุ้ิมกันของร่างกายดขีึน้ (ปริมาณของ CD4+ T cell 

มมีากข้ึน)  แม้ว่าจะมีการใช้ยาต้านไวรสัในการลดปรมิาณ

ของไวรสัในกระแสเลอืด แต่ไวรสัยงัคงสามารถแอบแฝง

อยู่ได้ใน reservoir site (รังโรค) ต่างๆ หากมีการหยุด 

การใช้ยาต้านไวรัส ปริมาณของไวรัสจะถูกเพ่ิมข้ึน โดย 

reservoir site เป็นอปุสรรคทีส่�ำคญัในการทีจ่ะก�ำจดัเชือ้

เอชไอวีให้หมดไปจากร่างกาย

	 เชื้อ Human immunodeficiency virus (HIV)  

จัดอยู่ใน Family Retroviridae Genus Lentivirus1 จีโนม

ของเชื้อเอชไอวี มีความยาวประมาณ 9.8 กิโลเบส ที่

ปลายท้ังสองข้างของจีโนมมี long terminal repeated 

(LTRs) ซึง่ประกอบด้วย enhancer และ promoter ส�ำหรบั

เกิดกระบวนการ Transcription โดยยีนท่ีอยู่ระหว่าง 

LTRs ประกอบด้วยยีน Structural และ Regulatory ซึ่ง

ยีนส่วน structural จะควบคุมการสร้างโปรตีนที่ส�ำคัญ

ส�ำหรับไวรัส 1) Gag gene จะควบคุมการสร้างโปรตีน

ของไวรัส 4 ชนิด คือ  p24 (viral capsid), p17 (viral 

matrix), p6 และ p7 (nucleotide protein)  2) Polymerase 

(Pol) gene จะควบคุมการสร้างโปรตีนของไวรัส 3 ชนิด

คือ protease, reverse transcriptase และ integrase  

3) Env gene จะควบคุมการสร้างโปรตีนในส่วน spike 

(glycoprotein 120 และ transmembrane protein (gp41)) 

ยีนส่วน regulatory จะประกอบด้วย ยีนที่ส�ำคัญคือ  

1) tat : เกี่ยวข้องกับการท�ำให้ไวรัสเกิดกระบวนการ 

transcription 2) rev : เป็นตัวน�ำส่ง unspliced mRNA 

เข้าสูไ่ซโตพลาสซมึ 3) vif : ช่วยท�ำให้ไวรัสเกดิการตดิเชือ้

ได้ดี  4) nef : จะควบคุม MHC class I/CD4 ให้ลดลง  

5) vpu : ช่วยส่งเสรมิให้ไวรสัออกสูน่อกเซลล์ได้ด ี 6) vpr : 

ท�ำให้เซลล์อยู่ในสภาวะ G2 และช่วยท�ำให้ไวรัสเกิด

กระบวนการ replication ใน macrophage ได้ดี2

ค�ำนิยามของ viral latency และ viral reservoir
	 เป็นที่รู ้กันอยู่ว่ายาต้านไวรัสไม่เพียงพอท่ีจะ

ก�ำจดัเชือ้เอชไอวใีห้หมดไปจากร่างกายได้ ในร่างกายจะ

ยังคงมีเชื้อไวรัสอยู่ในขณะที่มีท�ำการรักษาด้วยยาต้าน

ไวรสั และพบว่าหากมีการหยดุยาต้านไวรสั ไวรสัสามารถ

ทีจ่ะเพิม่จ�ำนวนได้อกีครัง้3 การเกดิภาวะการตดิเชือ้ระยะ

ยาว (persistence infection) อาจเกิดเนื่องจากยา 

ไม่สามารถควบคุมไวรสัได้ (ประสิทธิภาพของยาไม่ด ีหรอื 

ยาไม่สามารถแพร่เข้าไปในบริเวณท่ีมีการติดเชื้อได้)4 

ส�ำหรบัค�ำนยิามของ viral reservoir จะหมายถงึ ชนิดของ

เซลล์หรอืส่วนหนึง่ของร่างกายที ่replication competent 

form ของเช้ือไวรัสเอชไอวี สามารถที่จะคงอยู่ได้อย่าง

ปลอดภยั โดยอยูใ่นรปูของ latent (แอบแฝง) เพือ่สามารถ

ผลติไวรสัท่ีสมบรูณ์ได้ในอนาคต ซึง่เชือ้เอชไอวสีามารถ
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แอบแฝงตัวอยู่ได้ในเซลล์ CD4+ T cell, monocyte, 

macrophage เป็นต้น  ส่วน viral latency เป็นภาวะที่

เชือ้เอชไอวีสามารถแอบแฝงตัวอยูไ่ด้ในโฮสต์เซลล์ ในรปู

ของ provirus โดยไม่มีการเกิด transcription หรือ  

การผลิตไวรัสออกมา โดยกระบวนการดังกล่าวสามารถ

เกิดได้ในช่วง pre integration หรือ post integration 

นอกจากนีไ้ด้มีการพบว่าเช้ือเอชไอวสีามารถทีจ่ะตดิเชือ้ 

bone marrow และท�ำให้เกิดภาวะ active และ latent 

infection ได้  ซึง่เซลล์เหล่านีส้ามารถทีจ่ะอยูไ่ด้นานไป

ตลอดชีวติ5

รังโรคในระดับเนื้อเยื่อและเซลล์ของเชื้อเอชไอวี

รังโรคระดับเนื้อเยื่อ (Tissue reservoir)

	 อวัยวะต่างๆ สามารถเป็นรังโรคในการเพิ่ม

ปริมาณเชื้อเอชไอวีได้ เช่น เนื้อเยื่อน�้ำเหลือง ระบบ 

ทางเดนิอาหาร สมอง/ระบบประสาทส่วนกลาง ระบบสืบพนัธุ์ 

และ ปอด โดยลักษณะของโครงสร้างเหล่านี้เสมือนเป็น

เกราะก�ำบงัส�ำหรบัระบบภมูคิุม้กนัของร่างกายหรอืมตีวั

แบ่งกั้นจากระบบเลือดและระบบน�้ำเหลือง ซึ่งบางแห่ง

อาจจะไม่ยอมให้ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายเข้าหรือ 

ไม่ยอมให้ยาผ่านเข้าไปได้ท�ำให้เช้ือเอชไอวสีามารถทีจ่ะ

คงอยู่และเพิม่จ�ำนวนได้ เช่น ระบบสบืพนัธุ ์ระบบทางเดนิ

อาหาร ซึ่งรังโรคเหล่านี้จะพบเชื้อเอชไอวีแอบแฝงได ้

ในระยะแรกที่มีการติดเชื้อและระหว่างที่มีการใช้ยา 

สูตร HAART6 ได้มีการศึกษาถึงวิวัฒนาการของไวรัส 

ในต�ำแหน่งต่างๆ เหล่านี้ โดยเปรียบเทียบกับไวรัสที่อยู่

ในเลือดและพบว่าต�ำแหน่งต่างๆ เหล่านี้มีความส�ำคัญ 

ในการเพิ่มปริมาณของเชื้อเอชไอวีทั่วร่างกาย7 

รังโรคระดับเซลล์ (Cellular reservoir)

	 ในระดบัเซลล์ มเีซลล์หลากหลายชนดิทีเ่กีย่วข้อง

กบัการตดิเชือ้ของเอชไอว ีซึง่ CD4+ T lymphocyte และ 

macrophage เป็นเซลล์เป้าหมายแรกของเชื้อเอชไอว ี

เซลล์ชนดิอืน่ๆ ท่ีเชือ้เอชไอวสีามารถทีจ่ะผ่านหรอืเข้าไปได้ 

เช่น monocyte, CD8+ T cell, natural killer cell (NK 

cell), peripheral blood, dendritic cell และ B cell  

แต่ยังมีข้อมูลที่ขัดแย้งกันในแง่ของ cellular reservoir  

ที่เชื้อเอชไอวีสามารถติดเชื้อได้

CD4+ T lymphocytes

	 ลักษณะส�ำคัญของการตดิเช้ือเอชไอวใีนเซลล์นี้

คือมีการลดลงของ CD4+ T lymphocyte อย่างรวดเร็ว 

โดยไวรัสที่เข้าทาง CD4+ T cell พบว่าเป็นสายพันธุ์ X4 

(ใช้ co-receptor CXCR4 ในการเข้าสู่เซลล์) ซ่ึงมีความ

สัมพนัธ์ในการท�ำให้เช้ือเอชไอวมีีการเพิม่ปรมิาณมากขึน้

และท�ำให้เซลล์ทีต่ดิเชือ้เกดิการเชือ่มเข้าหากนัท่ีเรยีกว่า 

syncytium inducing infection นอกจากนี้ co-receptor 

ดงักล่าวยังพบได้ในเซลล์ naïve และ memory CD4+ T cell 

เช้ือเอชไอวีสามารถที่จะแอบแฝงได้ใน resting CD4+  

T cell subset ทีมี่การตดิเช้ือในระยะเริม่ต้น ดงันัน้ CD4+ 

T cell ยังคงเป็นรังโรคหลักของเชื้อเอชไอวี 

CD8+ T lymphocytes

	 ไม่มีการรายงานว่าเชื้อไวรัสเอชไอวีสามารถ 

เข้าสู่ CD8+ T lymphocyte แต่มีการรายงานว่า พบ 

CD8+ T cell ติดเช้ือเอชไอวีได้ที่ติดเช้ือ8 นอกจากน้ี 

พบว่า การติดเช้ือดังกล่าวเกิดจากกระบวนการ CD4 

dependent  โดยระหว่างกระบวนการ maturation ใน 

thymus ที่ซึ่ง CD4 จะ co-express คู่กับ CD8+ T cell9

Macrophage

	 เนื่องจากแมคโครฟาจเป็นเซลล์ที่ส�ำคัญของ

ระบบแบบท่ีมมีาแต่ก�ำเนดิ (innate immunity) และ ระบบ

ภูมิคุ้มกันที่มีความจ�ำเพาะ (adaptive immunity) ในการ

ก�ำจัดเช้ือเอชไอวี จึงเป็นอีกเซลล์หนึ่งที่เป็นเป้าหมาย

ของเชือ้เอชไอวนีอกเหนอืจาก CD4+ T cell แม้ว่าจ�ำนวน

ของ macrophage ที่ติดเชื้อเอชไอวีจะมีปริมาณน้อย 

เมื่อเปรียบเทียบกับ CD4+ T cell  

Monocyte

	 ลักษณะของ monocyte ที่มี marker ต่างกันจะ

ตอบสนองต่อการตดิเช้ือได้ต่างกนัโดยพบว่า monocyte 

ที่มี CD14++CD16+ สามารถที่จะติดเชื้อเอชไอวีได้ 
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ง่ายกว่าชนิดอื่น โดยเซลล์ชนิดน้ีพบอยู่ประมาณ 10% 

ที่ไหลเวียนในร่างกาย โดยในระยะแรกยังไม่แน่ชัดว่า 

การตดิเชือ้ในเซลล์ดงักล่าวเกดิภาวะ latent หรอื productive 

ต่อมาได้พบว่า เซลล์ monocyte ที่แยกได้จากเลือดของ

ผู้ติดเชื้อเอชไอวี มี 2 รูปแบบคือ unintegrated circular 

และ multiple spliced RNA10

การตรวจหารังโรคของเชื้อเอชไอวี
ทางห้องปฏิบัติการ
	 ปัจจุบันแนวทางในการรักษาผู้ท่ีติดเชื้อเอชไอวี

แบ่งเป็นหลักๆ ได้ 2 ประเภทคือ 1) Sterilizing cure 

เป็นการก�ำจัด replication competent form ของเชื้อ 

เอชไอวีให้หมดไปจากร่างกาย  และ 2) Functional cure 

เป็นการควบคุม viral replication อย่างถาวร โดยไม่มกีาร

ใช้ยาต้านไวรสัควบคู ่นอกจากนีย้าต้านไวรสัทีจ่ะพฒันา

ในอนาคตจะใช้เพือ่ก�ำจดัหรอืลดปรมิาณของรงัโรค ดงันัน้

การพัฒนาการตรวจหารังโรคและขนาดของรังโรคจึงมี

ความส�ำคัญต่อการก�ำจัดเชื้อไวรัส ซึ่งในปัจจุบันยังไม่มี

วิธีการตรวจที่ดีที่สุดในการใช้วัดรังโรคของเชื้อเอชไอว ี

โดยวิธใีนอดุมคตจิะต้องมคีณุสมบตัดิงันี ้1) สามารถตรวจ

วัดรังโรคของไวรัสทั้งหมด โดยมีความจ�ำเพาะต่อไวรัส 

ที่สามารถเพิ่มปริมาณได้เท่าน้ัน ซ่ึงไม่รวมถึงไวรัสที่ไม่

สมบูรณ์ 2) มีความแม่นย�ำในการระบุถึงปริมาณไวรัส 

ทีเ่พิม่ปรมิานในเนือ้เยือ่นัน้ๆ 3) เป็นวธิทีีม่คีวามเชือ่มัน่

สงูในการรายงานผลลบ โดยวธิทีีเ่ป็นมาตรฐานใช้กนัอยู่

คอื Quantitative viral out growth (QVOA) แต่มข้ีอจ�ำกดั

หลายอย่าง จึงได้มีการพัฒนาการตรวจหารังโรคโดย 

วิธีต่างๆ ดังต่อไปนี้

	 1. Quantitative viral out growth (QVOA) 

เป็นการแยก resting CD4+ T cell จากเลือดของผู้ป่วย

แล้วเจือจาง resting CD4+ T cell ที่แยกได้ในความ 

เข้มข้นต่างๆ กนัและถกูกระตุน้ด้วย Phytohemaglutinin 

(PHA) ซึง่การกระตุน้ดงักล่าวจะท�ำให้เชือ้เอชไอวอีอกจาก

สภาวะ latent โดยสามารถวัดปริมาณของเชื้อได้ด้วย 

วิธี ELISA  (ตรวจหา p24 แอนติเจนในน�้ำเลี้ยงเซลล์)13 

ข้อดีของวิธีนี้สามารถท่ีจะตรวจวัดไวรัสที่สามารถเพิ่ม

ปริมาณได้เท่านั้น แต่ข้อเสียของวิธีน้ีใช้เวลาประมาณ 

2-3 สัปดาห์ ใช้ปริมาณเลือดที่ค่อนข้างมาก (120-180 

มลิลลิติร) และไม่สามารถตรวจวัดปรมิาณไวรสัได้ทกุตวั11 

จึงได้มีการพัฒนา cell line ชนิด MOLT-4/CCR5 แทน

การใช้เซลล์จากเม็ดเลือดขาว (donor cells) ในการเพิ่ม

ปริมาณไวรัสซึ่งจะช่วยลดระยะเวลาในการเลี้ยงไวรัส12 

นอกจากนีไ้ด้มกีารตรวจวัดสารพนัธกุรรมของเชือ้เอชไอวี

แทนการใช้วิธี ELISA  (HIV-1RNA)12 ในปัจจุบันได้มี 

การพฒันาโดยการใช้ Humanized mice (MVOA) ซึง่ท�ำให้

ได้โดยใช้ CD4+ T cell หรือ  Peripheral blood mono-

nuclear cell (PBMC) จากคนที่ติดเชื้อฉีดเข้าไปในหนู 

ทีด่ดัแปลงพนัธุกรรมจากนัน้จะท�ำการวัดปรมิาณ HIV-1 

RNA วิธีนี้เป็นวิธีที่สามารถตรวจคัดกรองเซลล์รังโรค 

ชนดิเนือ้เยือ่ต่างๆ เช่น gut-associated lymphoid tissue 

และ lymph node13

	 2. Real Time PCR เป็นวิธีที่ถูกน�ำมาประยุกต์

ใช้ในการหาปริมาณของเชื้อไวรัสเอชไอวี ที่แอบแฝงอยู่ 

โดยการหาปริมาณ HIV DNA สามารถใช้ในการท�ำนาย

การด�ำเนนิของโรคในผูป่้วยทีอ่ยูใ่นช่วงแรกของการตดิเชือ้ 

(primary infection) หรือ ช่วงต้นๆ ของการตอบสนอง

ต่อภูมิคุ้มกัน (early seroconversion) เนื่องจากเป็นช่วง

ที่ระดับ HIV RNA และปริมาณ CD4+ T cell ต�่ำกว่า 

ความสามารถในการตรวจวัด จงึยงัไม่สามารถน�ำค่าดงักล่าว

มาใช้ในการพยากรณ์โรคได้20 นอกจากนี้ในช่วงของการ

ติดเช้ือเรื้อรัง (chronic phase infection) การลดลงของ 

HIV DNA ระหว่างการรกัษาด้วยยาต้านไวรสัร่วมกบั HIV 

RNA และการลดลงของปริมาณ proviral สามารถใช้ใน

การท�ำนายการเพิ่มจ�ำนวนของไวรัสได้14  ซึ่งการหา

ปริมาณไวรัส HIV DNA เป็นท่ีนิยมแพร่หลายโดยมี 

เป้าหมายการตรวจวัดที่ยีน pol, gag และ 2-LTR ที่ง่าย

และรวดเร็ว 

	 3. Alu PCR เป็นวธีิการตรวจวดัปรมิาณของ HIV 

DNA ที่แทรกตัวอยู่ในจีโนมของคน เนื่องจาก Alu เป็น 

replitative element ทีพ่บทกุๆ 5,000 เบส หรอืประมาณ 

5% ของจีโนมคน (ประมาน 2,000,000 copies)15  

เชื้อเอชไอวีในระยะที่เป็น proviral DNA จะแทรกตัวอยู่

ในจีโนมของคน จึงอาจมีโอกาสท่ีมีต�ำแหน่งที่ใกล้กับ  

Alu element ท�ำให้สามารถตรวจวดัได้โดยอาศยัหลกัการ
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ของ PCR โดย HIV-1 ที่แทรกตัวอยู่นั้น สามารถตรวจ

วดัได้ทัง้จาก PBMC หรอื purified resting CD4+ T cells 

โดยการออกแบบไพรเมอร์เริม่ต้นการในเพิม่จ�ำนวนจาก 

Alu elements ที่มีปลายข้างหนึ่งจับกับ Alu elements 

ของจีโนมคน ส่วนปลายอีกข้างหน่ึงจับกับ HIV-1  

ตรงส่วนของยีน gag เมื่อท�ำการเพิ่มจ�ำนวน Alu-gag 

เสรจ็สิน้ จะท�ำการเพิม่จ�ำนวนรอบทีส่องโดยใช้ไพร์เมอร์

คู่ที่จับกับ LTR เพื่อเพิ่มจ�ำนวน HIV-LTR (ตั้งแต่ R-U5) 

และใช้ probe เป็นตัวติดตามปริมาณการเพิ่มขึ้นของ 

DNA จากนั้นท�ำการค�ำนวณหาปริมาณของ HIV-1  

ที่แทรกตัวอยู ่โดยการเปรียบเทียบกับกราฟเส้นตรง

มาตรฐานที่สร้างขึ้นจากความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ

ไวรัสที่แทรกตัวอยู่ในเซลล์ที่ทราบค่าแน่นอน (copy 

number) กับค่า cycle thresholds Alu PCR เป็นวิธีที่มี

ความไวสูงสามารถวัดปริมาณ HIIV-1 ที่แทรกตัวอยู่ใน 

จีโนมของคนได้ต้ังแต่ 0.5 provirus ใน 10,000 จีโนม 

ของคน16 แต่วิธีนี้ยังมีข้อจ�ำกัดคือ ไม่สามารถบอกได้ว่า

จ�ำนวนเชื้อเอชไอวีที่วัดได้น้ันสามารถแพร่เชื้อต่อไป 

ได้หรือไม่ (replication competent form) หรือเป็นเพียง

เชื้อเอชไอวี ที่ไม่สมบูรณ์ (defective form) นอกจากนี้

อาจมีความเป็นไปได้ที่ เชื้อเอชไอวีจะแทรกตัวห่างจาก

บริเวณท่ีมี Alu element ท�ำให้ไม่สามรถเพิ่มจ�ำนวนได้

หรือเพิ่มจ�ำนวนได้ในปริมาณต�่ำกว่า limit of detection

	 4. Digital droplet PCR (ddPCR) เป็นอีกวิธี

หน่ึงซึ่งมีความไวสูงและถูกน�ำมาประยุกต์ใช้ในการหา

ปริมาณ HIV ที่แอบแฝงอยู่ในเซลล์ โดยการเป็นการวัด

ดีเอ็นเอ HIV-1 ทัง้หมดเทคนิคนีจ้ะคล้ายกบัวิธ ีreal-time 

PCR แต่แตกต่างที่วิธี ddPCR เป็นการวัด absolute 

quantification ของดีเอนเอ ที่ไม่ต้องการการท�ำกราฟ

มาตรฐานในการเปรยีบเทียบ โดย ddPCR จะท�ำการวดั

ที่ผลการเกิดปฏิกิริยาที่แสดงออกในรูปแบบของสาร 

ฟลูออเรสเซนต์ในข้ันสุดท้ายของการท�ำปฏิกิริยา PCR 

โดยอาศัยการสร้าง droplet ขนาดเล็กเพื่อแบ่งส่วนของ 

ดีเอนเอต้นแบบเป็น partition แล้วจึงท�ำปฏิกิริยา PCR 

จากนั้นตรวจวัดจ�ำนวนของ partition ที่ให้ผลบวก และ

ท�ำการค�ำนวณออกมาโดยอาศยัหลกัการทางสถิติ (Poisson) 

ท�ำให้มีความไวและความแม่นย�ำมาก17 การท�ำ ddPCR 

ในปัจจุบนันัน้สามารถสามารถวดัเช้ือเอชไอวทีีมี่ดเีอนเอ

เป้าหมายได้หลายรปูแบบ อาท ิHIV RNA, cell-associated 

HIV RNA, total HIV DNA และ HIV DNA 2-LTR circles 

	 5. TILDA (tat/rev Induced Limiting dilution 

assay) เป็นวิธีทีถ่กูพัฒนาขึน้เพ่ือหาปริมาณของเชือ้เอชไอวี

ที่แอบแฝงอยู่ในแหล่งของ reservoir18 โดยแหล่งที่เชื้อ

แอบแฝงอยู่ในระยะยาว (long live reservoir) ที่ส�ำคัญ

ของเชือ้เอชไอว ีทีใ่หญ่ทีส่ดุในร่างกายกค็อื CD4+ T-cel19 

โดยหลักการของ TILDA นั้น จะเป็นการวัดปริมาณของ 

multiply-splicing HIV RNA ซ่ึงจะไม่พบในระยะที่เช้ือ 

เอชไอวี ก�ำลังแอบแฝงอยู่ แต่จะสามารถตรวจพบเม่ือ

เชื้อเอชไอวี ในระยะแฝงถูกกระตุ้น20  นอกจากนี้พบว่า

เชื้อเอชไอวี ที่มีจีโนมที่ไม่สมบูรณ์ (defective viral  

genome) จะไม่มีการแสดงออกของยีน tat/rev13 ท�ำให้

ยีน tat/rev multiply-splicing HIV RNA จึงเป็นตัวแทน 

ที่เป็นเป้าหมายส�ำคัญในการตรวจติดตามปริมาณของ

เชื้อเอชไอวี ในระยะแฝงที่ถูกกระตุ้นแล้วและสามารถ

ประกอบตัวเองเป็นไวรัสที่มีความสมบูรณ์ต่อไปได้  

(replication competent form) โดยเริ่มต้นด้วยการแยก 

PBMC จากคนไข้ จากนัน้ท�ำการแยกเอา CD4+ ออกมา

โดยการใช้ negative selection เพื่อแยกเอาเซลล์ชนิด

อื่นๆ ที่ไม่ใช้ CD4+ ออกก่อน จากนั้นตามด้วยการแยก

เก็บเฉพาะ CD4+ ด้วย flow cytometry เพื่อให้ได้เซลล์

ทีบ่รสิทุธ์ิ และเล้ียงเซลล์ต่อในอาหารเล้ียงเซลล์เป็นเวลา 

3-5 ชั่วโมง จากนั้นใส่สารกระตุ้นให้ CD4+ ให้ออกจาก

สภาวะพกั (resting CD4+) และบ่มเป็นเวลานาน 12 ชัว่โมง

เพือ่กระตุน้เชือ้เอชไอวี  ให้ออกจากภาวะแฝงและกระตุน้

การแสดงออกของยีน tat/rev หลังจากนั้นน�ำเซลล์ที่ได้

มาเจือจางเป็นล�ำดับในอาหารเลี้ยงเชื้อ และน�ำเซลล์ 

ดังกล่าวในความเข้มข้นแต่ละล�ำดับที่แตกต่างกันมาท�ำ 

nested RT-PCR ใน 96 wells plate โดยใช้ไพรเมอร์ที่มี

ความจ�ำเพาะต่อ tat/rev และวัดผลบวกของแต่ละหลุม

ในแต่ละความเข้มเข้นของเซลล์ทีเ่จอืจางโดยใช้ real-time 

PCR ซึง่ผลบวกในแต่ละความเข้มข้นจะถกูน�ำไปค�ำนวณ

ด้วย maximum likelihood เพื่อออกมาเป็นค่าความถี่ 

ของเซลล์เชื้อเอชไอวี msRNA ที่ถูกกระตุ้น18 
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สรุป

	 วิธีการตรวจหารังโรคของเช้ือเอชไอวีเพ่ือใช้ใน

การดปูระสทิธภิาพส�ำหรบัแนวทางทีใ่ช้ในการก�ำจัดไวรสั

ออกจากร่างกายนัน้มคีวามส�ำคญั โดยวิธดีงักล่าวจะต้อง

มคีวามไวค่อนข้างสงู มีความจ�ำเพาะ และมคีวามแม่นย�ำ

เพื่อให้ได้ผลท่ีมีความน่าเช่ือถือ  แม้ว่าจะมีการพัฒนา

วธิต่ีางๆ ขึน้มาช่วยแต่วธิดีงักล่าวเม่ือเปรยีบเทยีบพบว่า

มีความสัมพันธ์กันค่อนข้างต�่ำและไม่มีวิธีใดที่สามารถ 

วัดปริมาณได้ใกล้เคียงกับขนาดของรังโรคจริง ดังน้ัน 

ในการทดสอบทางคลินิคในการตรวจหารังโรคควรใช้ 

ร่วมกันระหว่างการเพาะเล้ียงไวรสั (culture based) และ 

PCR ในการวัดการเปลี่ยนแปลงของรังโรค
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