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“การทดสอบเช้ือ HIV ด้วยวธีิ HIV-1 Provirus” 
 

เช้ือเอชไอวี (HIV; Human Immunodeficiency Virus) เป็นสาเหตุให้เกิดโรคเอดส์ (AIDS; 
Acquired Immune Deficiency Syndrome) เช้ือเอชไอวีเป็นไวรัสในกลุ่ม retrovirus โดยมี genome เป็น 
Ribonucleic Acid Virus (RNA virus) เป็นแบบ positive sense และเป็น diploid ซ่ึงจะมียนีทีก าหนดการ
สร้างโปรตีนหลายชนิด เช่น gag Pol Env rev tat vif vpr vpu โดยการเพิ่มจ านวนของเช้ือเอชไอวีจะเป็น
การสร้าง provirus ซ่ึงเป็น Deoxyribonucleic Acid (DNA) สายคู่ (1) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A :  HIV genome 
B :  Structure of a HIV virion particle with indication of the potential antiviral targets  (2). 
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การตรวจเช้ือเอชไอว ีหรือส่วนประกอบของเช้ือเอชไอว ีมีหลายวธีิ  
วธีิในการตรวจหาเช้ือเอชไอวท่ีีนิยมใชใ้นปัจจุบนั (3-5) 
1. การตรวจหาแอนติบอดีท่ีจ  าเพาะต่อเช้ือเอชไอวี (anti-HIV) เป็นการทดสอบหาแอนติบอดีต่อ

โปรตีนโครงสร้าง ใช้เป็นการวินิจฉัยเพื่อบอกสถานภาพการติดเช้ือเอชไอวี เป็นวิธีการ
มาตรฐานส าหรับการวนิิจฉยัการติดเช้ือเอชไอว ี

2. การตรวจหาโปรตีนชนิด p24 antigen เป็นการตรวจหาแอนติเจนส่วนแคปซิด ซ่ึงพบไดใ้น
ระยะแรกของการติดเช้ือเอชไอวีก่อนท่ีจะมีการสร้าง Antibody หลงัจากนั้น p24 antigen จะ
ลดระดบัหายไปและจะพบไดอี้กคร้ังในระยะทา้ยของการติดเช้ือเอชไอว ี

3.  การตรวจหาสารทางพนัธุกรรมของเช้ือเอชไอวี เป็นการตรวจด้วยการใช้เทคนิค NAT 
(Nucleic Acid Amplification testing) 

  
 NAT เป็นวธีิการในการตรวจหาสารพนัธุกรรมของเช้ือไวรัสจะเป็นการตรวจวิเคราะห์โดย

 อาศยัหลกัการ Polymerase Chain Reaction (PCR) ซ่ึงเป็นวธีิการในการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม
 ของตวัเช้ือ โดยการเพิ่มขยายจ านวน DNA เฉพาะส่วนอย่างจ าเพาะในปฏิกิริยาการสังเคราะห์ท่ี
 เกิดต่อเน่ืองเป็นวงจรลูกโซ่ จนท าใหป้ริมาณ DNA มากข้ึนเพียงพอท่ีจะตรวจพบ การตรวจหาสาร
 พนัธุกรรมของเช้ือเอชไอว ีมีดงัน้ี 

a. การตรวจหา HIV proviral  DNA ในเซลลติ์ดเช้ือเป็นการตรวจหา HIV proviral  
DNA ท่ีแทรกอยูใ่นโครโมโซมของเซลลติ์ดเช้ือ ซ่ึงมกัเป็นเมด็เลือดขาวท่ีมีนิวเคลียสเด่ียว 
ไดแ้ก่ ลิมโฟไซด์และโมโนไซด์ การตรวจหา proviral HIV DNA ให้ผลไวกว่าการ
ตรวจหา HIV p24 antigen  
b. การตรวจหา HIV RNA ในพลาสมา เป็นการตรวจหาจีโนมของอนุภาคไวรัสอิสระ
ท่ีอยูใ่นกระแสเลือด จะมีการตรวจโดยวิธีตรวจเชิงคุณภาพ (Qualitative) และเชิงปริมาณ 
(Quantitative) 
 
การตรวจหา proviral ดว้ยวิธี DNA ในเมด็เลือดขาว หรือตรวจหา HIV RNA จากพลาสมา 
ส าหรับการตรวจ HIV RNA เชิงคุณภาพ (qualitative HIV RNA) ถูกน ามาใชใ้นการตรวจ
วินิจฉัยผูท่ี้ติดเช้ือเอชไอวีในระยะแรกท่ียงัไม่สามารถตรวจหาแอนติบอดีต่อเช้ือเอชวีได ้
และยงัไม่พบแอนติเจนชนิด p24 เช่น การติดเช้ือเอชไอวีระยะเฉียบพลนัหลงัจากมีการมี
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ความเส่ียงการติดเช้ือเอชไอวีโดยท่ีแอนติบอดียงัใหผ้ลการตรวจลบและใชใ้นการวินิจฉัย
เด็กทารกแรกเกิดท่ีเกิดจากมารดาท่ีติดเช้ือเอชไอวีซ่ึงจะยงัไม่สามารถใช้การตรวจหา
แอนติบอดีแปลผลได ้เพราะมีแอนติบอดีผา่นมาจากแม่มายงัลูก 
Quantitative HIV RNA การตรวจวิธีน้ีจะถูกน ามาใชใ้นการตรวจหาไวรัสเอชไอวีในเชิง
ปริมาณ (HIV viral load) เพื่อตรวจติดตามประเมินผลการรักษา และเป็นการตรวจหา
ปริมาณไวรัสเอชไอวีในผูท่ี้ติดเช้ือเอชไอวีเท่านั้น จึงไม่สามารถใช้ส าหรับการตรวจ
วนิิจฉยัการติดเช้ือเอชไอวแีต่อาจใชเ้ป็นชุดตรวจเสริมกรณีผลการวนิิจฉยัใหผ้ลไม่สามารถ
สรุปผลได ้

4.   Western Blot Assay เป็นวธีิการตรวจยนืยนัการติดเช้ือเอชไอวี โดยการตรวจหาแอนติบอดีต่อ
แถบโปรตีนของไวรัสท่ีมาจากส่วนต่างๆของเช้ือเอชไอว ี
 

 5.  HIV Replication Cycle (6) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

4 
 

วนัที่ทดสอบ 25 มี.ค.2565 
1. ทดสอบโดย ศ. ดร.รมิดา วฒันโภคาสิน และ คณะฯ 
2. ท่ีมา/วตัถุประสงค ์ในการทดลอง 
 เพื่อทดสอบหายนีของเช้ือเอชไอวี-1 ดว้ยการตรวจหา HIV proviral  DNA ในตวัอยา่งเลือดของ
 อาสาสมคัร 
3. วธีิด าเนินการ 
 3.1  กลุ่มตวัอยา่ง อาสาสมคัร 2 รายคือ 
 รายท่ี 1  คุณเค  

 เดือนพ.ค.2560  ทราบวา่ติดเช้ือ HIV จากการตรวจดว้ยวธีิ Anti-HIV Testing  
 เดือนม.ค.2562  เร่ิมใชภู้มิคุม้กนับ าบดั APCO 
 14 ก.พ.2562 – 6 มี.ค.2565  ตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัสท่ีอยูใ่นกระแสเลือด HIV-1 Viral 

 Load Test พบวา่ HIV-1 RNA detected, less than 20 copies/ml 
 รายท่ี 2  คุณแอล  

 เดือนพ.ค.2562  ทราบวา่ติดเช้ือ HIV จากการตรวจดว้ยวธีิ Anti-HIV Testing  
 เดือนมิ.ย.2562  เร่ิมใชภู้มิคุม้กนับ าบดั APCO 
 15 ก.ย.2562 – 13 มี.ค.2565  ตรวจหาปริมาณเช้ือไวรัสท่ีอยูใ่นกระแสเลือด HIV-1 Viral 

 Load Test พบวา่ HIV-1 RNA detected, less than 20 copies/ml 
 3.2  การจดัเกบ็ตวัอยา่ง 
 ท าการจดัเก็บตวัอย่างเลือดของอาสาสมคัร 2 ราย ดว้ย EDTA tubeโดยอาสาสมคัรสามารถท่ีจะ
 ทานอาหารมาไดป้กติ ไม่ตอ้งงดน ้าและอาหาร  
 3.3  วธีิการทดสอบ / วเิคราะห์ 
 การเตรียมตวัอยา่ง การแยก Peripheral blood mononuclear cell (PMMC) จากเลือดครบส่วน 
 หลกัการ  การแยก PBMC ออกจากเลือดครบส่วน โดยอาศยัคุณสมบติัท่ีเซลลต่์างชนิดมีความ
 หนาแน่นแตกต่างกนั จึงสามารถแยกออกจากกนัไดโ้ดยการป่ันเหวี่ยงบน density gradient น า
 ตวัอย่างเลือดป่ันท่ีอุณหภูมิห้อง 3,000 rpm  10 นาที และแยก plasma เก็บในหลอด cryotube  
 พร้อมจดัเกบ็ท่ีกล่องเกบ็ตวัอยา่ง 
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อาสาสมคัร plasma 
คุณเค  
คุณแอล  

 
1.  ท าการ dilute เมด็เลือดท่ีป่ันตกดว้ย 1xPBS โดยใหไ้ดป้ริมาตรเท่ากบัปริมาณของ Plasma ท่ีได้
ท าการแยกไป 
2.  น าเลือดท่ี dilute แลว้ใส่ลงในหลอดท่ีมีน ้ายาแยกเมด็เลือดขาวอยูใ่นอตัราส่วน ปริมาณเลือดท่ี 
dilute:ต่อน ้ายาแยก 5:2. 
3.  น าไปป่ันดว้ยเคร่ือง centrifuge ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 2000 rpm  20 นาที  

 4.  แยกเอาส่วนท่ีเป็นเมด็เลือดขาวออกมา และท าการป่ันลา้งดว้ย 1xPBS ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 2000 
 rpm  10 นาที และเท supernatant ท้ิง  
 5.  เติม 10 ml 1xPBS ลงใน PBMC pellet ตรวจวดัปริมาณเมด็เลือดขาว โดยการยอ้มดว้ย trypan 
 blue ในอตัราส่วน 1  ส่วน PBMC pellet in PBS 10 ml : 9  ส่วน  trypan blue และน าไปวดัท่ี Fast 
 read 1 ช่อง ซ่ึงจะไดจ้  านวนของ cell = จ านวนท่ีนบัไดคู้ณกบัลา้นเซลล ์

 
อาสาสมคัร จ านวนของ cell 
คุณเค  
คุณแอล  

 
 6.  น า PBMC pellet in PBS 10 ml ไปป่ันท่ีอุณหภูมิหอ้ง 2000 rpm  10 นาที  
 7.  เกบ็ PBMC ท่ีท าการลา้งแลว้ หยด 1 ml  FBS ลงในหลอดท่ีมีตะกอนอยูแ่ละตั้งท้ิงไวท่ี้ 4 องศา
 เซลเซียส นาน 10 นาที 
 8.  หลงัจากนั้นเติม 20% DMSO in FBS และท าการผสมใหเ้ขา้กนั โดยใหป้ริมาตรสุดทา้ยเป็น 
 10% DMSO in FBS 
 9.  แบ่งใส่ Cryotube  และน าไปเกบ็ในท่ี -80 องศาเซลเซียล 4-24 ชัว่โมง และเกบ็ท่ี Liquid 
 Nitrogen ต่อไป 
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การสกดั DNA จาก PBMC 
 
หลกัการ  ท าการท าลายผนงัเซลลเ์มด็เลือดขาวโดยใชเ้อนไซม ์Proteinase K ควบคู่กบั Lysis Buffer 
เพื่อให ้DNA ของเช้ือออกมาจากเซลลเ์มด็เลือดขาว แลว้ให ้DNA ของเช้ือจบัอยูบ่น Column แลว้จึง
ลา้งเศษเซลลท่ี์เหลือออกจาก DNA ดว้ย Buffer AW1 และ AW2 หลงัจากนั้นท าการ Elute เพื่อน า 
DNA ออกมาจาก Column ดว้ย Buffer AE 
 

ชุดสกดัทีใ่ช้ QIAamp DNA Mini Kit 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     
น า PBMC ท่ีท าการปรับจ านวนเซลลไ์ด ้5 ลา้นเซลลใ์นปริมาตร 200 uL มาท าการสกดั และ    

     elute 200 uL 
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การท า PCR  
1. ส่วนผสมส าหรับ PCR Reaction mix ในแต่ละหลอดดงัน้ี  
 (ปริมาตรรวมในแต่ละหลอด = 25 µl) 
 

 ปฏิกิริยารอบท่ี 1               ปฏิกิริยารอบท่ี 2 
Go Taq Green MM   12.5 µl    12.5      µl 
gag      728    0.5 µl        - 
gag    1146    0.5 µl        -  
gag      844    -       0.5 µl     
gag    1070    -       0.5 µl     
JA          17    0.5 µl        - 
JA          20    0.5 µl        - 
JA          18    -       0.5 µl     
JA          19    -       0.5 µl   
Nuclease-Free Water  0.5 µl      8.5 µl   
Total     15 µl      23 µl  
DNA template (DNA ท่ีสกดั)       10 µl (Product จากรอบ 1)     2 µl       
หมายเหตุ  DNA template คือ ตวัอยา่ง DNA ท่ีไดท้  าการสกดัไว ้
 

2. เม่ือผสม Reaction mix แลว้ น าไปใส่เคร่ือง Thermal Cycle ส าหรับท า PCR โดยใชอุ้ณหภูมิในแต่
ละรอบของปฏิกิริยาดงัน้ี 

ปฏิกิริยารอบท่ี 1    ปฏิกิริยารอบท่ี 2 
94o C   5 min    94 o C   5 min 

  94 o C 30 sec       94 o C 30 sec 
  50 o C 30 sec     40 cycles   52o C 30 sec      30 cycles 
  72 o C 30 sec     72o C 30 sec 

72 o C   7 min    72o C   7 min 
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3. หลงัจากท าปฏิกิริยา ครบทั้ง 2 รอบแลว้ น า PCR Product ท่ีไดไ้ปตรวจสอบโดยการ Run 
Electrophoresis โดย agarose gelelectrophoresis โดยเตรียมเจลดงัน้ี 
ใส่ส่วนผสมลงในภาชนะส าหรับละลายเจล น าไปละลายในเตาไมโครเวฟใหใ้สจนเห็นเป็นเน้ือ
เดียวกนั น าออกจากเตาไมโครเวฟ จากนั้นเติม 10000 X SYBR Safe DNA gel stain (สียอ้มเจล
เพื่อใชใ้นการตรวจวดัสารพนัธุกรรมจากตวัอยา่งตรวจวิเคราะห์ในเจล) 2.5 ไมโครลิตร ผสมใหสี้
ทั่วในสารละลายเจล เทสารละลายเจล ลงในถาดท่ีอยู่บนแม่พิมพ์ส าหรับท าการ run 
electrophoresis รอใหเ้จลเยน็จึงแกะถาดเจลออกจากแม่พิมพ ์แลว้น ามาใชง้าน  
4. ปิเปต PCR product มา 5 uL ใส่ลงในหลุมของเจล แต่ละหลุมตามจ านวนของ PCR 
product ท่ีมี run โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 90-100 volt นาน 30 นาที แลว้น าเจล มาดูภายใตเ้คร่ือง
ส าหรับดูเจล (Transilluminator)  
5. ผลการทดสอบ 
 5.1 ตาราง / ภาพ 
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5.2 ค าอธิบาย 
ผล run gel electrophoresis ดงัภาพแนบค่ะรายละเอียด ดงัน้ี 
Lane 1 100bp DNA ladder 
Lane 2 Sample L; found pol PCR product 
Lane 3 Sample K; not found 
Lane 4 PC; found gag+pol PCR product 
Lane 5 NC; not found 
 
6. สรุปผลการทดสอบ 
        จากการทดลองพบตวัอยา่งเลือดของ Sample L มีการตรวจพบ pol gene ของเช้ือเอชไอว ี
(HIV-1) แต่     ใน Sample K ตรวจไม่พบ pol และ gag gene ของเช้ือเอชไอว ี(HIV-1) 
 
การแปลผลการตรวจดว้ยวธีิการหา proviral DNA  

 กรณีท่ีตรวจพบทั้งยนี pol และ gag จะแปลวา่มีการติดเช้ือเอชไอว ี
 กรณีท่ีตรวจพบยนี pol หรือ gag ยนีใดยนีหน่ึงจะยงัไม่สามารถสรุปผลการตรวจไดว้่า

มีการติดเช้ือเอชไอว ี
 กรณีท่ีตรวจไม่พบทั้งยนี pol และ gag จะสามารถแปลผลเป็น ไม่มีการติดเช้ือเอชไอว ี

หรือ มีการติดเช้ือเอชไอวี แต่ปริมาณสารพนัธุกรรมของเช้ือต ่ากว่าขีดความสามารถ
ของเทคนิคการทดสอบ หรือ มีการติดเช้ือสายพนัธุ์อ่ืนๆ ท่ีวิธีการตรวจไม่สามารถ
ครอบคลุมถึง 

 
7. Discussion 

a. ตวัอยา่งท่ีท าการทดสอบควรท าการตรวจการติดเช้ือเอชไอวีตามมาตรฐานก าหนดก่อน
เพื่อดูวา่มีการติดเช้ือหรือไม่ 
b. การไดรั้บยาตา้นจะส่งผลให้การตรวจหาปริมาณของเช้ือไวรัสนอ้ยลง และส่งผลต่อ
ความไวในการตรวจลดนอ้ยลง 
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       การตรวจหา HIV proviral  DNA ในเซลลติ์ดเช้ือเป็นการตรวจหา HIV proviral  DNA ท่ี
แทรกอยูใ่นโครโมโซมของเซลล ์การตรวจวเิคราะห์จะท าการตรวจหายนี pol และ gag ซ่ึงเป็นยนีท่ีมี
ความส าคญัต่อเช้ือเอชไอวี และเพิ่มความจ าเพาะต่อการตรวจหาเช้ือเอชไอวี ชนิด HIV-1  จะท าการ
เพิ่มปริมาณเช้ือโดยใชห้ลกัการ Nested PCR ซ่ึงจะใช ้primer จ านวน 2 ชุดคือ outer primer และ 
inner primer ต่อยนี pol และ gag การตรวจพบเฉพาะยนี pol หรือ gag จะยงัไม่สามารถสรุปผลการ
ตรวจไดว้่ามีการติดเช้ือเอชไอวีหรือไม่ อาจจ าเป็นตอ้งหาวิธีการตรวจวิธีอ่ืนรวมดว้ยเพื่อช่วยในการ
วนิิจฉยั 
 

อาสาสมคัรเคยไดรั้บการวินิจฉยัว่าติดเช้ือเอชไอวีแลว้แต่ตรวจไม่พบทั้งยนี pol และ gag ซ่ึง
อาจเป็นการติดเช้ือเอชไอวี ชนิด HIV-2 ท่ีวิธีการตรวจไม่สามารถครอบคลุมถึง ถา้มีการบ่งช้ีตั้งแต่
การตรวจวินิจฉยัว่าอาสาสมคัรติดเช้ือเอชไอวี ชนิด HIV-1 กแ็สดงว่าปริมาณสารพนัธุกรรมของเช้ือ
ต ่ากวา่ขีดความสามารถของเทคนิคการทดสอบ  

 
ในผูท่ี้ติดเช้ือเอชไอวแีละไดรั้บยาตา้นจะมีกลไกของยาในการท่ีจะลดการเพิ่มจ านวนของเช้ือ

เอชไอวีในขั้นตอนต่างๆ ตั้งแต่การท่ีมีกลุ่มยา entry inhibitor ในการขดัขวางการเขา้สู่เซลลเ์ป้าหมาย
ของเช้ือไวรัส การใชย้ากลุ่ม reverse transcriptase ในการยบัย ั้งไม่ใหมี้การสร้าง cDNA หรือกลุ่มยา 
integrase ในการป้องกนัไม่ให ้dsDNA แทรกเขา้ไปในโครโมโซมของเซลลเ์ป้าหมาย ในกรณีท่ีมีการ
เพิ่มจ านวน proviral DNA จะมีการถอดรหสัเพื่อสร้าง mRNA เพื่อสร้างไวรัส แต่ถา้เป็นช่วงท่ีมีการ
แฝงตวัและไม่มีการสร้างไวรัส proviral DNA กจ็ะอยู่ในโครโมโซมของเซลล ์แมจ้ะใชย้ากไ็ม่มีผล
ต่อการแฝงตวัของเช้ือไวรัสในโครโมโซมท าให้ไม่สามารถก าจดัเช้ือออกจากร่างกายได้แมว้่าจะ
ตรวจไม่พบ RNA virus แลว้ แต่เม่ือมีการเปล่ียนแปลงจากการแฝงตวัเป็นการเพิ่มไวรัสกจ็ะมีการเพิ่ม
จ านวนของเช้ือไวรัสไดอ้ยา่งรวดเร็ว ซ่ึงการท่ีตรวจปริมาณ HIV viral load ไม่พบไม่ไดแ้สดงว่าไม่มี
เช้ือเอชไอวใีนร่างกายและการตรวจ proviral DNA จึงเป็นวิธีการหน่ึงท่ีจะบ่งช้ีว่ามี viral DNA อยูใ่น
ร่างกาย 
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