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Abstract
HIV viral load is an important parameter in monitoring effectiveness of antiretroviral 

therapy for HIV-infected individuals. Quality control (QC) for HIV viral load testing is essential 
to achieve accuracy and precision of the assay. Currently, QC sample is in a form of liquid prepa-
ration (plasma) from HIV infected specimen that requires cold-chain condition for storage and 
transportation. To circumvent the usage of a cold-chain dependent system, a QC sample using dried 
tube sample (DTS) that can be shipped and stored at ambient temperature was developed and 
evaluated. A laboratory strain of HIV-1 NP1525 was propagated co-cultured with peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs), measured for HIV RNA, aliquoted and air-dried at room temperature 
for 18 - 24 hours. No significant difference of HIV viral load was observed between DTS and  
culture fluid specimen at the same concentration (P ≥ 0.05, t test). The stability of DTS was tested 
and found stable at -70°C, 4°C, and 45°C for at least 8 weeks. The study suggested that DTS  
quality control sample could be used as a routine quality control for HIV viral load testing and  
for external quality assessment program, thus supporting the 95-95-95 target to end the AIDS 
epidemic by the year 2030. 
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บทคัดย่อ
การตรวจหาปริมาณเชื้อเอชไอวีในกระแสเลือดของผู้ติดเชื้อ (HIV viral load testing) มีความ

สำ�คญัมากในการประเมนิตดิตามผลการรกัษาดว้ยยาต้านไวรัส การควบคมุคณุภาพการตรวจจึงเปน็สิง่สำ�คญั
เพือ่ใหไ้ดผ้ลทดสอบทีถ่กูตอ้ง ปจัจบุนัตวัอยา่งสอบเทยีบสำ�หรับตรวจวัดปริมาณเชือ้เอชไอวีในกระแสเลอืด
มาจากพลาสมาผู้ติดเชื้อ ซึ่งมีข้อจำ�กัดในการปฏิบัติงาน เพราะต้องเก็บรักษาและขนส่งในสภาพแช่แข็งที่
อุณหภูมิ ≤ -20 องศาเซลเซียส ผู้วิจัยจึงได้พัฒนาต้นแบบตัวอย่างสอบเทียบเชื้อในสภาพแห้งบนหลอด 
(dried tube sample, DTS) เพื่อช่วยลดปัญหาขั้นตอนการปฏิบัติงาน ลดปัญหาการขนส่งตัวอย่างติดเชื้อ
และการจัดเก็บโดยไม่ต้องพึ่งอุณหภูมิความเย็น (cold-chain) โดยการเพาะเลี้ยงเชื้อเอชไอวี-1 สายพันธุ์
ห้องปฏิบัติการ (HIV-1 NP1525) ด้วยเทคนิคเพาะเลี้ยงไวรัสร่วมกับเม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว 
(co-cultivation technique) หลังจากแบ่งบรรจุแล้วปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้องนาน 18 - 24 ชั่วโมง  
ผลทดสอบประสิทธภิาพตวัอย่างสอบเทยีบเชือ้ในสภาพแหง้บนหลอด (DTS) ทีพ่ฒันาขึน้เทยีบกบัตวัอยา่ง
น้ำ�เลี้ยงเชื้อ (culture fluid) ที่ความเข้มข้นเดียวกัน พบว่าปริมาณ HIV-1 RNA ไม่มีความแตกต่างกันและ
มีความคงตัวที่อุณหภูมิ -70, 4 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย 8 สัปดาห์  (P ≥ 0.05, t test) 
แสดงว่าตัวอย่างสอบเทียบที่พัฒนาขึ้น สามารถนำ�ไปใช้เป็นตัวอย่างควบคุมคุณภาพสำ�หรับตรวจปริมาณ
เชือ้เอชไอวใีนกระแสเลือดได ้และยังอาจนำ�ไปสูก่ารพฒันาเพือ่เปน็ตวัอยา่งสอบเทยีบสำ�หรับแผนทดสอบ
ความชำ�นาญห้องปฏิบัติการ  และเป็นการสนับสนุนเป้าหมาย 95-95-95 เพื่อรักษาเอชไอวีและยุติปัญหา
เอดส์ภายในปี พ.ศ. 2573 
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บทน�ำ
จากเป้าประสงค์หลักและวิสัยทัศน์ “มุ่งสู่ 

เป้าหมายที่เป็นศูนย์” (Getting to Zero) ของ

ยุทธศาสตรป์อ้งกนัและแก้ไขปญัหาเอดสต์ามนโยบาย

ระดับชาติและนานาชาติ ที่มีเป้าหมายหลักคือไม่มี 

ผูต้ดิเชือ้รายใหม ่ไมม่กีารตายเนือ่งจากเอดส ์และไมม่ี

การตีตราและเลือกปฏิบัติ ประเทศไทยได้กำ�หนด

ยุทธศาสตร์แห่งชาติว่าด้วยการยุติปัญหาเอดส์ พ.ศ. 

2560 - 2573 เพือ่ใหส้ามารถยตุปิญัหาเอดส์ไดภ้ายใน 

ปี พ.ศ. 2573 ซึ่งได้กำ�หนดยุทธศาสตร์สำ�หรับพัฒนา

และเร่งรัดการรักษา ดูแล และช่วยเหลือทางสังคมให้

มีคุณภาพ รอบด้าน และยั่งยืน โดยมีวัตถุประสงค์คือ

ผูต้ดิเชือ้เอชไอวีไดร้บัการวนิจิฉยั ไดร้บัการรกัษาดว้ย

ยาต้านเอชไอวี และควบคุมไวรัสสำ�เร็จตามเป้าหมาย 

ร้อยละ 90-90-90 ภายในปี พ.ศ. 2563 และร้อยละ 

95-95-95 ภายในปีพ.ศ. 2573 (1, 2) รายงานความ

ก้าวหน้ายุติปัญหาเอดส์ประเทศไทย การดำ�เนินงาน

ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2558 - 2562 พบว่าผู้ติดเชื้อเอชไอวีได้ 

รบัการวนิจิฉยั รูส้ถานภาพการตดิเชือ้ของตนเองบรรลุ

เกินเป้าหมายที่ตั้งไว้ ได้ค่าร้อยละเพิ่มขึ้นและเกิน 

ร้อยละ 90 ที่ตั้งไว้ แต่ผู้ที่ได้รับการวินิจฉัยการติดเชื้อ

แล้ว และกำ�ลังรับการรักษาด้วยยาต้านเอชไอวีมีค่า 

รอ้ยละ 74.1 - 79.9 และผูท้ีร่บัยาตา้นเอชไอวทีีส่ามารถ 

กดปรมิาณไวรสัสำ�เรจ็มเีพยีงรอ้ยละ 77 ซึง่ยงัไมบ่รรลุ

ตามเป้าหมายที่ตั้งไว้ โดยสองเป้าหมายสุดท้ายขึ้น 

กับการวัดและติดตามปริมาณไวรัสเอชไอวีอย่างมี

ประสิทธิภาพ(3) การตรวจวัดปริมาณเชื้อไวรัสเอชไอวี

ในกระแสเลือด (HIV viral load) มีความสำ�คัญมาก

ในการทำ�นายการพยากรณ์โรค ใชต้ดิตามผลการรกัษา

ดว้ยยาตา้นไวรสัตา่งๆ เพือ่ประเมนิผลและวนิจิฉยัการ

รกัษา และลดอตัราการตายเนือ่งจากเอดส์(4, 5) ดงันัน้

ผลการตรวจวินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการที่ถูกต้อง  

น่าเชื่อถือ จึงเป็นสิ่งสำ�คัญมากที่ควรตระหนักถึง 

ตัวอย่างสอบเทียบสำ�หรับควบคุมคุณภาพ (quality 

control sample) จึงเป็นเครื่องมือสำ�คัญในการ

ควบคุมคุณภาพการทดสอบเพื่อประกันคุณภาพผล

ทดสอบที่ถูกต้องและมีความน่าเชื่อถือมากที่สุด(6 - 8)

ปัจจบัุนโครงการประเมินคุณภาพห้องปฏบัิตกิาร

การตรวจหาปริมาณเชื้อเอชไอวี ในกระแสเลือด 

แหง่ชาต ิ(National External Quality Assessment 

for HIV Viral Load Testing) โดยสถาบันวิจัย

วิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 

ได้ประเมินและพัฒนาคุณภาพการตรวจหาปริมาณ 

เชื้อเอชไอวี ในกระแสเลือดให้กับห้องปฏิบัติการ 

ทั่วประเทศที่เข้าร่วมประเมินคุณภาพทดสอบความ

ชำ�นาญ (proficiency testing) โดยจดัสง่ตวัอยา่งสอบ

เทียบสำ�หรับตรวจหาปริมาณเชื้อเอชไอวีในกระแส

เลือดในรูปแบบตัวอย่างพลาสมาแบบเหลวในสภาพ 

แช่แข็ง (≤ -20 องศาเซลเซียส) ซึ่งถือเป็นตัวอย่าง 

ที่เหมาะสมสำ�หรับการตรวจวัดปริมาณเชื้อเอชไอวี 

ในกระแสเลือด แต่ข้อจำ�กัดของตัวอย่างของเหลว

พลาสมา คือต้องเก็บรักษาที่อุณหภูมิแช่แข็งจึง 

จะสามารถรักษาความคงตัว (stability) ของปริมาณ

เชื้อเอชไอวีได้ ซึ่งเป็นการเพิ่มค่าใช้จ่ายในการเก็บ

รกัษาและขนสง่มากขึน้ และการใชต้วัอยา่งสอบเทยีบ

ทีเ่ก็บรกัษาทีอุ่ณหภูมิไมเ่หมาะสมจะส่งผลกระทบตอ่

ผลการตรวจวิเคราะห์ 

การวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนา

ตัวอย่างสอบเทียบเชื้อในสภาพแห้งบนหลอด (dried 

tube sample, DTS) สำ�หรับตรวจปริมาณไวรัสใน

กระแสเลือดผู้ติดเชื้อเอชไอวี (HIV viral load) เพื่อ

เป็นต้นแบบวิธีเตรียมตัวอย่างสอบเทียบสำ�หรับ

ประเมินการปฏิบัติงานด้านการตรวจหาปริมาณไวรัส

ในกระแสเลือดด้วยการวัด HIV-1 RNA ต่อไป

วัสดุและวิธีการ 
1. การเพาะเลี้ยงเชื้อไวรัสเอชไอวี-1 (HIV-1)  

ในห้องปฏิบัติการชีวนิรภัยระดับ 3 (biosafety 
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level 3, BSL 3)

นำ�เชื้อ HIV-1 สายพันธุ์ NP1525 (NIH 

AIDS Reagent Program, Germantown,  

Maryland) มาเพาะเลี้ยงด้วยวิธี co-cultivation 

technique ร่วมกับเม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว 

(peripheral blood mononuclear cell; PBMC) 

เพื่อเพิ่มจำ�นวน(9) และตรวจหาไวรัสโดยเก็บน้ำ�เลี้ยง

เชือ้จากการเพาะเลีย้งเซลล ์(culture fluid) ทุกๆ  3 วนั 

นำ�มากรองด้วยแผ่นเมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอน 

(Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) เพื่อตรวจ 

วัดปริมาณ viral load และเก็บรักษาน้ำ�เลี้ยงเชื้อที่ได้ 

ที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส สำ�หรับนำ�ไปทดสอบ

ต่อในข้อ 2 

2.	 การเตรียมตัวอย่างสอบเทียบเชื้อไวรัสเอช- 

ไอวี-1 (HIV-1) 

2.1 การตรวจหาปริมาณ HIV viral load

นำ�ตัวอย่างน้ำ�เลี้ยงเชื้อไวรัสเอชไอวี-1 

(HIV-1) ที่เก็บจากข้อ 1 มาตรวจวัดปริมาณ  

viral load ด้วยชุดทดสอบ COBAS® TaqMan® 

HIV-1 Test, v2.0 For Use With The High Pure 

System (Roche Diagnostic, Indianapolis, IN) 

ตามคำ�แนะนำ�ของชุดตรวจ โดยสกัดสารพันธุกรรม 

RNA ด้วยระบบ manual high pure system และ

ตรวจวัดด้วยเทคนิค real time polymerase chain 

reaction (real time PCR) โดยเครื่องมืออัตโนมัติ 

COBAS® TaqMan® 48 Analyzer เพื่อเพิ่ม

ปรมิาณ และตรวจหาผลติผลพซีอีาร ์(PCR product)

ที่ได้ด้วย probe (ชนิด TaqMan probe) ที่ติดฉลาก

ด้วยสารเรืองแสง 

2.2 การเตรียมตัวอย่างสอบเทียบจากน้ำ�เลี้ยงเชื้อ

นำ�น้ำ�เลี้ยงเชื้อไวรัสเอชไอวี-1 (HIV-1)  

จากข้อ 2.1 มาปรับให้ได้ความเข้มข้นของ HIV-1 

RNA ตั้งแต่ 103 ถึง 107 ก๊อบปี้ต่อมิลลิลิตร  

(copies/mL) โดยเจือจางด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ 

PBS เข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.4 (Thermo 

Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) โดยทำ� 

3 ซ้ำ�ต่อการทดสอบ และตรวจหาปริมาณ HIV-1 

viral load ในแต่ละความเข้มข้น โดยไม่ผ่านการ

ทำ�ลายเชื้อด้วยอุณหภูมิสูง (heat inactivation) ก่อน

ทดสอบเพราะต้องการรักษาความคงสภาพของสาร

พันธุกรรม RNA 

2.3 การเตรยีมตวัอยา่งสอบเทียบเช้ือในสภาพแหง้

บนหลอด (DTS)

นำ�น้ำ�เลี้ยงเชื้อไวรัสเอชไอวี-1 (HIV-1) 

ที่ความเข้มข้นต่างๆ จากข้อ 2.2 ปริมาตร 20 

ไมโครลิตรเติมลงใน Sarstedt SC Micro Tube 

(Fisher Scientific, Pittsburgh, PA) ขนาด  

20 มิลลิลิตร ปล่อยให้แห้งโดยเปิดฝาหลอดตั้งไว้ใน 

ตู้ชีวนิรภัย (biological safety cabinet) ที่อุณหภูมิ

ห้องข้ามคืน ครบเวลานำ�ตัวอย่างสอบเทียบเชื้อใน

สภาพแห้งบนหลอด (DTS) ที่ได้ ไปเก็บรักษาที่

อุณหภูมิทดสอบต่างๆ กัน(13) ก่อนนำ�ไปตรวจหา

ปริมาณ HIV-1 RNA ละลายตัวอย่างด้วย 200 

ไมโครลิตรสารละลายบัฟเฟอร์ PBS เข้มข้น 0.1  

โมลาร์ พีเอช 7.4, ที่มี Tween (Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO) เข้มข้นร้อยละ 0.05 และ green dye 

(food color, Kroger band) เข้มข้นร้อยละ 0.1  

โดยปริมาตร และเติมสารละลายบัฟเฟอร์เพิ่มอีก 

300 ไมโครลิตร เพื่อให้ได้ปริมาตรเพียงพอ ตาม 

คำ�แนะนำ�ของชุดทดสอบ COBAS® TaqMan® 

HIV-1 Test, v2.0 

3. การทดสอบประสทิธภิาพตวัอยา่งสอบเทยีบเชือ้

ในสภาพแห้งบนหลอด (DTS)

3.1 การทดสอบเปรยีบเทยีบปรมิาณ HIV-1 RNA 

นำ�ตัวอย่างสอบเทียบเชื้อในสภาพแห้ง 

บนหลอด (DTS) ที่ได้พัฒนาขึ้นที่ความเข้มข้นต่างๆ 
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กับตัวอย่างจากน้ำ�เลี้ยงเชื้อที่ได้เก็บรักษาที่ 5 ระดับ

อุณหภูม ิไดแ้ก ่-70, 4, 37, 45 และ 60 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลาอย่างน้อย 8 สัปดาห์ มาตรวจวัดปริมาณ 

HIV-1 RNA ทุกสัปดาห์ 

3.2 การทดสอบความคงทนของปริมาณ HIV-1 

RNA 

นำ�ตัวอย่างสอบเทียบเชื้อในสภาพแห้ง 

บนหลอด (DTS) ที่เก็บรักษาในสภาวะแช่แข็งที่

อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส มาละลายที่อุณหภูมิ  

37 องศาเซลเซียส (freezing-thawing) ก่อนนำ�มา

ทดสอบประสิทธิภาพความคงทนที่อุณหภูมิ 37, 45, 

และ 60 องศาเซลเซียส

4. การวเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบปรมิาณ HIV-1 RNA 

	 ทำ�การวเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบปรมิาณ HIV-1 

RNA ของตัวอย่างสอบเทียบเชื้อในสภาพแห้งบน

หลอด (DTS) กบัตวัอยา่งจากน้ำ�เลีย้งเชือ้ทีค่วามเขม้

ขน้ระดบัเดยีวกนัคอื 103 และ 107 กอ๊บปีต้อ่มลิลลิติร  

โดยเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -70, 4, 37, 45, และ 60 

องศาเซลเซียส ทดสอบซ้ำ�สามครั้งแบบ intra-assay 

และวิเคราะห์สถิติ t-test ด้วยโปรแกรม Microsoft 

Excel โดย P < 0.05 ถือว่ามีความแตกต่างอย่างมี

นัยสำ�คัญทางสถิติ และวิเคราะห์ความคงทนตัวอย่าง

สอบเทยีบเชือ้ในสภาพแหง้บนหลอด (DTS) เมือ่เกบ็

รักษาในสภาวะแช่แข็งที่อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส

และถูกละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

จำ�นวนแปดรอบก่อนทดสอบ 

ผลการวิจัย
1.	การเตรยีมตวัอยา่งสอบเทยีบเชือ้ในสภาพแหง้

บนหลอด (DTS)

ตัวอย่างเชื้อไวรัสจากน้ำ�เพาะเลี้ยงเชื้อได้ 

HIV-1 RNA ความเข้มข้นประมาณ 3 x 108 ก๊อบปี้

ต่อมิลลิลิตร ใช้เวลา 12 - 14 วัน นำ�มาปรับให้ได้ 

ความเข้มข้นระหว่าง 103, 104 , 105, 106 และ 107 

ก๊อบปี้ต่อมิลลิลิตร หลังจากเตรียมเชื้อในสภาพแห้ง

บนหลอด (DTS) แล้ว นำ�มาละลายในบัฟเฟอร์ PBS 

เข้มข้น 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.4 ที่มี Kroger food dye 

เข้มข้นร้อยละ 0.1 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร โดยสาร

ละลายบัฟเฟอร์ไม่ได้รบกวนหรือมีผลต่อการทดสอบ 

และ สีที่นำ�มาละลายช่วยให้สามารถมองเห็นตัวอย่าง

และการละลายไดช้ดัเจนมากขึน้ หากพบวา่การละลาย

ยังไมส่มบรูณ์ ใหว้างทีอุ่ณหภูมหิอ้งนาน 15 นาท ีและ

สามารถใช้ vortex ร่วมด้วย

 

2.	การทดสอบเปรียบเทียบปริมาณ HIV-1 RNA 

ในตัวอย่างสอบเทียบเชื้อในสภาพแห้งบนหลอด 

(DTS) กับตัวอย่างจากน้ำ�เลี้ยงเชื้อ 

ผลเปรยีบเทยีบปรมิาณ HIV-1 RNA ความ

เขม้ขน้ 103 และ 107 กอ๊บปีต้อ่มลิลลิติร ของตวัอยา่ง

เชื้อในสภาพแห้งบนหลอด (DTS) และตัวอย่างจาก

น้ำ�เลี้ยงเชื้อ เมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -70, 4 และ 45 

องศาเซลเซยีส เปน็เวลา 8 สปัดาห ์พบวา่คา่เฉลีย่ของ

สัปดาหท์ี ่8 ไมม่คีวามแตกตา่งกันอย่างมนียัสำ�คญัทาง

สถิติ (P ≥ 0.05, t test) (Table 1) แต่มีความ 

แตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (P < 0.05) 

ที่อุณหภูมิ 37 และ 60 องศาเซลเซียส 

3.	การทดสอบประสทิธภิาพความคงตวัของตวัอยา่ง

สอบเทียบเชื้อในสภาพแห้งบนหลอด (DTS)

ผลการเก็บรักษาตัวอย่างเชื้อไวรัสในสภาพ

แห้งบนหลอด (DTS) ที่ระดับความเข้มข้น HIV-1 

RNA ตั้งแต่ 103 ถึง 107 ก๊อบปี้ต่อมิลลิลิตร  

ที่อุณหภูมิ 37, 45 และ 60 องศาเซลเซียส และตรวจ

วัดปริมาณ HIV-1 RNA ทุกสัปดาห์ เป็นเวลา  

8 สัปดาห์ พบว่าตัวอย่างในสภาพแห้งบนหลอด 

(DTS) มีความคงตัวที่อุณหภูมิต่างๆ เป็นเวลาอย่าง

น้อย 8 สัปดาห์ (Fig. 1) ผลทดสอบความคงทน
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ตัวอย่างเชื้อในสภาพแห้งบนหลอด (DTS) เมื่อเก็บ

รักษาในสภาวะแช่แข็งและถูกละลาย (freezing-

thawing) ที่อุณหภูมิระหว่าง -70 และ 37 องศา

เซลเซียส พบว่าตัวอย่างมีความคงทน โดยการถูกแช่

แขง็และทำ�ใหล้ะลายอยา่งนอ้ย 8 รอบ ไมท่ำ�ใหป้รมิาณ 

HIV-1 RNA ลดลง (ไม่ได้แสดงผล)

วิจารณ์
การตรวจวัดปริมาณไวรัสเอชไอวีในกระแส

เลอืดมคีวามสำ�คญัมากในการประเมนิผลและวนิิจฉยั

การรกัษาการตดิเชือ้เอชไอวี/เอดส ์ดงันัน้ผลการตรวจ

วินิจฉัยทางห้องปฏิบัติการที่ถูกต้องน่าเชื่อถือจึงเป็น

ส่ิงสำ�คัญอย่างย่ิง ตัวอย่างสอบเทียบสำ�หรับควบคุม

คุณภาพ (quality control sample) จึงเป็นเครื่องมือ

สำ�คัญในการควบคุมคุณภาพการทดสอบเพื่อให้ ได้

ผลลัพธ์ที่ถูกต้องและมีความน่าเชื่อถือมากที่สุด(6) 

ปัจจุบันในประเทศไทย ตัวอย่างควบคุมคุณภาพ

สำ�หรบัตรวจวดัปรมิาณเชือ้เอชไอวีในกระแสเลอืดเปน็

แบบซรีมัเหลวหรอืพลาสมา ไมส่ะดวกในการขนสง่ไป

ยังโรงพยาบาลชุมชนต่างๆ เนื่องจากการรักษาสภาพ

ไวรัส HIV-RNA ต้องเก็บที่อุณหภูมิแช่แข็งจึงจะ

สามารถรกัษาความคงตวัได ้ทำ�ใหต้อ้งเพิม่คา่ใชจ่้ายใน

Fig. 1 Stability of DTS HIV viral load starting from 103 (A), 104 (B), 105 (C), 106 (D) and 107 (E) Log
10

 
RNA (copies/mL) at 37◦C, 45◦C, and 60◦C over 8 weeks. 
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การขนส่งและเก็บรักษา ส่งผลให้การใช้ตัวอย่าง

ควบคุมคุณภาพที่เก็บรักษาไม่เหมาะสมทำ�ให้ผลการ

ทดสอบไม่น่าเชื่อถือ องค์การอนามัยโลกได้สนับสนุน

ให้มีการประยุกต์ใช้ตัวอย่างกระดาษซับเลือดแห้ง 

(dried blood spot, DBS) หรือกระดาษซับพลาสมา

แหง้ (dried plasma spot, DPS) เพือ่ใชต้รวจปรมิาณ

ไวรัสฯ(10, 11) โดยมีค่าเกณฑ์การตรวจที่ระดับ 1,000 

ก๊อบปี้ต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีประโยชน์ในการตรวจติดตาม

และรักษาผู้ป่วยเอชไอวีเอดส์ ว่าสามารถกดปริมาณ

ไวรัสได้สำ�เร็จในกรณีได้ค่าน้อยกว่า 1,000 ก๊อบปี้ต่อ

มิลลิลิตร และไม่สามารถควบคุมปริมาณไวรัสได้ใน

กรณีได้ค่ามากกว่า 1,000 ก๊อบปี้ต่อมิลลิลิตร

ในปี พ.ศ. 2553 ศูนย์ควบคุมและป้องกัน 

โรคสหรัฐฯ (Centers for Disease Control and 

Prevention) ได้รายงานการใช้ตัวอย่างเชื้อในสภาพ

แห้งบนหลอด (DTS) สำ�หรับโปรแกรมทดสอบความ

ชำ�นาญและควบคุมคุณภาพการตรวจเอชไอวีทาง 

ซีโรโลยีวิทยา(12) และในปี พ.ศ. 2555 ได้รายงานการ

พัฒนาตัวอย่างในสภาพแห้งสำ�หรับตรวจหาปริมาณ 

ไวรัสเอชไอวี(13) และได้นำ�ไปใช้เป็นตัวอย่างสำ�หรับ

ทดสอบความชำ�นาญได้อย่างมีประสิทธิภาพ(14) 

นอกจากนี้สถาบัน National Serology Reference 

Laboratory (NRL) ประเทศออสเตรเลีย ได้พัฒนา

ตัวอย่างควบคุมคุณภาพในสภาพแห้งบนหลอด 

(DTS)(15) เพื่อใช้ในการตรวจปริมาณไวรัส HIV 

RNA สำ�หรับทดสอบความชำ�นาญและควบคุม

คณุภาพการตรวจ โดยตวัอยา่งสอบเทยีบเชือ้ในสภาพ

แห้งไม่จัดอยู่ ในประเภทตัวอย่างติดเชื้ออันตราย 

ร้ายแรง แต่จัดอยู่ในประเภท biological substances 

category B, UN 3373 ทำ�ให้สามารถลดขั้นตอนการ

ขออนญุาตนำ�เขา้และขนสง่เชือ้อนัตรายตามมาตรฐาน

การขนส่ง เพิม่ความสะดวกและปลอดภยัแมก้ารขนสง่

ทางอากาศ ทำ�ให้สามารถขนส่งตัวอย่างในสภาพแห้ง

บนหลอด (DTS) ไปยังประเทศกำ�ลังพัฒนาและห่าง

ไกล (low middle income countries) ได้อย่างมี

ประสิทธิภาพ สำ�หรับประเทศไทย ได้มีรายงานการ

ศึกษาวิจัยเตรียมตัวอย่างแบบแห้งบนกระดาษกรอง 

(dried blood spot, DBS) ในการศึกษาหาปริมาณ

ไวรัสเอชไอวี ในทารกแรกคลอดที่เกิดจากมารดา 

ติดเชื้อ(16) แต่ปัจจุบันยังไม่มีการประยุกต์ใช้ในห้อง

ปฏิบัติการ 

การศึกษาวิจัยนี้ได้ผลิตต้นแบบวิธีเตรียม

ตวัอยา่งสอบเทยีบในสภาพแหง้บนหลอด (DTS) เพือ่

ใชต้รวจปรมิาณไวรสั ซึง่มคีวามคงตวั ทีอ่ณุหภมู ิ-70, 

4 และ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอย่างน้อย  

8 สัปดาห์ เนื่องจากงานวิจัยนี้ทำ�ในระดับหลอด

ทดลองในห้องปฏิบัติการจึงพบความแปรปรวนของ

การทดสอบ ผลตรวจวัดระดับ HIV-1 RNA จึงอาจ

มีความคลาดเคล่ือนได้ทั้งจากสาเหตุขั้นตอนการ

ละลายตัวอย่างจากน้ำ�เลี้ยงเชื้อที่ระดับความเข้มข้น

ต่างๆ หรือขั้นตอนการทำ�เชื้อสภาพแห้งบนหลอด 

ปจัจยัจากสิง่แวดลอ้ม การควบคมุอณุหภมูติา่งๆ และ

ขั้นตอนการละลายตัวอย่างในสภาพแห้งให้สมบูรณ์

ก่อนการทดสอบ จึงอาจเป็นสาเหตุที่ทำ�ให้ปริมาณ

ไวรสัมคีา่ต่ำ�และคา่สูงไมส่อดคล้องกันทีอุ่ณหภูมติา่งๆ 

ทำ�ให้ตัวอย่างที่ระดับความเข้มข้น 105 ก๊อบปี้ต่อ

มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจพบ 

HIV-1 RNA ลดลง ในสัปดาห์ที่ 5 - 8 แต่ที่อุณหภูมิ 

45 และ 60 องศาเซลเซียส HIV-1 RNA ไม่ลดลง 

(Fig. 1) และอาจเปน็สาเหตทุำ�ใหต้วัอยา่งเชือ้ในสภาพ

แห้งบนหลอด (DTS) ไม่มีความคงทนที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส แต่มีความคงทนที่อุณหภูมิ 45 องศา

เซลเซียส (Table 1) อย่างไรก็ตามพบว่าปริมาณ 

HIV-1 RNA ไม่แตกต่างระหว่าง DTS และน้ำ�เลี้ยง

เชื้อจากการเพาะเลี้ยงเซลล์ ที่อุณหภูมิ -70 และ 4 

องศาเซลเซียส แสดงว่าสามารถนำ�ส่งหรือเก็บรักษา

ตัวอย่าง DTS ที่อุณหภูมิ -70 และ 4 องศาเซลเซียส

ได้ จากการวิจัยนี้ จึงควรศึกษาต่อยอดในระดับความ
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เข้มข้น viral load 103 - 105 ก๊อบปี้ต่อมิลลิลิตร และ

นำ�ส่งที่ 4 องศาเซลเซียส ก่อนนำ�ตัวอย่างสอบเทียบ

เช้ือในสภาพแหง้ไปใช้ในหอ้งปฏบิตักิารจรงิ เพือ่ศกึษา

นำ�ร่องการใช้ตัวอย่างในโรงพยาบาลภาคสนามสำ�หรับ

ทดสอบและประเมินประสิทธิภาพการใช้งานจริง ให้

สามารถเตรียมความพร้อมทางห้องปฏิบัติการทั้งใน 

ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเชื้อไวรัสในห้องปฏิบัติการ 

ชีวนิรภัยระดับ 3 การเตรียมตัวอย่างสอบเทียบเชื้อ 

ในสภาพแห้ง วิธีการละลายตัวอย่าง และการทดสอบ

ที่ถูกต้อง เพื่อศึกษาและป้องกันปัญหาและอุปสรรค

ก่อนการนำ�ไปใช้งานจริงให้สามารถควบคุมคุณภาพ

การตรวจปริมาณเชื้อเอชไอวีในกระแสเลือดได้อย่าง

ถูกต้อง เพิ่มประสิทธิภาพห้องปฏิบัติการโรงพยาบาล

ชุมชนหรือเทียบเท่า และช่วยแก้ปัญหาตัวอย่างเชื้อ

เป็นแบบของเหลวที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน ลดปัญหาด้าน

การเก็บรกัษาและขนสง่ ลดคา่ใชจ้า่ยและลดการนำ�เขา้

ตัวอย่างควบคุมคุณภาพจากต่างประเทศ และอาจ 

นำ�ไปสู่การจัดทำ�โครงการทดสอบความชำ�นาญห้อง

ปฏบิตักิารตรวจหาปรมิาณเชือ้เอชไอวีในกระแสเลือด

โดยใช้ตัวอย่างเชื้อสภาพแห้งในอนาคต ช่วยให้การ

ตรวจวดัปรมิาณไวรสัเอชไอวีของหอ้งปฏบิตักิาร มกีาร

ประกนัคณุภาพอนัจะสง่ผลตอ่ความถกูตอ้งเชือ่ถอืได ้

ส่งเสริมความครอบคลุมในการตรวจปริมาณไวรัส 

เอชไอวีให้สำ�เร็จได้ตามเป้าหมาย 95-95-95 ในปี 

พ.ศ. 2573 นำ�ไปสู่การติดตามผลการรักษาที่ถูกต้อง 

ลดอัตราการตายและยุติเอดส์ของประเทศไทยต่อไป

สรุป 
ต้นแบบวิธีเตรียมตัวอย่างเชื้อในสภาพแห้ง

บนหลอด (DTS) ที่ได้พัฒนาขึ้นสำ�หรับตรวจหา

ปริมาณเชื้อเอชไอวีในกระแสเลือด สามารถนำ�มา 

ใช้เป็นตัวอย่างสอบเทียบในโครงการประเมินการ 

ตรวจทางห้องปฏิบัติการ เพื่อตรวจติดตามการรักษา 

เอชไอวี/เอดส์ของโรงพยาบาล การทดสอบควบคุม

คณุภาพจากองคก์ารภายนอกจะสง่ผลตอ่ความถกูตอ้ง 

เชื่อถือได้ และลดการนำ�เข้าตัวอย่างสอบเทียบจาก 

ต่างประเทศ ลดค่าใช้จ่ายในการขนส่งและเก็บรักษา 

ทำ�ให้คุณภาพของตัวอย่างมีประสิทธิภาพเหมาะสม  

อนัจะสง่ผลตอ่ความถกูตอ้ง เชือ่ถอืไดข้องหอ้งปฏบิตัิ

การทดสอบ เพื่อสนับสนุนเป้าหมาย 95-95-95  

เพื่อรักษาผู้ติดเชื้อเอชไอวีและการยุติปัญหาเอดส์ 

ภายใน ปี พ.ศ. 2573
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