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I 
	

กิตติกรรมประกาศ 

 

คณะผู้วิจัยขอขอบคุณ สถาบันวิจัยระบบสาธารณสุข ที่ให้ทุนสนับสนุนโครงการวิจัยนี้  ขอขอบคุณผู้ร่วมวิจัยและ

อาสาสมัครในโครงการทุกท่าน อาจารย์ นายแพทย์ วิโรจน์ จงกลวัฒนา หัวหน้าภาควิชาเวชศาสตร์การธนาคารเลือด อาจารย ์

แพทย์หญิง กุลวรา กิตติสาเรศ คุณสมบูรณ์ เล็กมาก คุณสุปภาต จิตจำนงชัย คุณเอกราช รุ่งเรือง คุณสมาพร ถ้ำเพชร คุณอำ

พร วงศ์ภัทรนนท์ ภาควิชาเวชศาสตร์การธนาคารเลือด คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล ที่ช่วย

อนุเคราะห์ในการเก็บตัวอย่างจากอาสาสมัคร 

รวมทั้งคุณทองคูณ เพียงพรม และคุณชิดชนก ฤทธิ์คำรพ ที่ได้ช่วยบริหารจัดการ และประสานงานการเก็บตัวอย่าง

และช่วยดำเนินการทางห้องปฏิบัติการตลอดโครงการให้ประสบผลสำเร็จตามเป้าหมายอย่างดียิ่ง  

  

 



II 
	

บทคัดย่อ 

 โรคติดเชื้อไวรัสมือเท้าปาก (Hand-foot-mouth disease, HFMD) เป็นโรคที่พบบ่อยในเด็ก โดยเฉพาะอย่างยิ่งอายุ

ต่ำกว่า 5 ปี โดยเชื้อที่เป็นสาเหตุหลัก คือ coxackie A6 และ 16 (CA6, 16) และ enterovirus71 (EV71) อาการเริ่มด้วย

อาการไข้ อ่อนเพลีย มีผื่นแดงหรือตุ่มน้ำใสขึ้นบริเวณเพดานปาก ลิ้นและกระพุ้งแก้ม ฝ่ามือ ฝ่าเท้า แล้วจะแตกเป็นแผลอย่าง

รวดเร็ว อาการเหล่านี้มักจะหายได้เองภายใน 5-10 วัน แต่ผู้ป่วยบางรายมีอาการติดเชื้อที่มีภาวะแทรกซ้อนที่รุนแรงและมัก

เกิดจากเชื้อ EV71 ได้แก่ เยื่อหุ้มสมอง สมองส่วนกลางอักเสบ ภาวะกล้ามเนื้ออ่อนแรงเฉียบพลัน ภาวะบวมน้ำในปอด และ

ภาวะระบบหายใจและหัวใจล้มเหลวเฉียบพลัน ซึ่งเป็นภาวะแทรกซ้อนที่มีอัตราตายสูงมาก และยังไม่มียาหรือวัคซีนที่มี

ประสิทธิภาพในการรักษาโรคนี้ การติดเชื้อโดยธรรมชาติมักกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายให้สร้างภูมิคุ้มกันที่เฉพาะที่

สามารถจดจำเชื ้อชนิดนั้นได้ ได้แก่ แอนติบอดี และ/หรือ เซลล์ลิมโฟไซต์ที ่จำเพาะต่อเชื ้อโรคนั้นได้ หากแยกและนำ

แอนติบอดีหรือเซลล์ลิมโฟไซต์ดังกล่าวมาให้ผู้ที่ไม่มีภูมิคุ้มกันต่อเชื้อโรคนั้นอาจจะป้องกัน หรือบรรเทาความรุนแรงของโรคติด

เชื้อนั้นได้ (passive immunization/transfer) ซึ่งเป็นหนทางหนึ่งที่มีความเป็นไปได้ที่จะนำมาใช้ในการรักษาโรคติดเชื้อมือ

เท้าปากที่มีอาการรุนแรง ซึ่งเป็นภาวะที่มีอัตราตายสูงและยังไม่มีวิธีการรักษาที่จำเพาะและมีประสิทธิผลทางคลินิกในปัจจุบัน  

เคยมีรายงานว่าสามารถตรวจพบแอนติบอดีที่จำเพาะต่อเชื้อเอนเทอโรไวรัสและมีฤทธิ์ส่งเสริมการติดเชื้อไวรัสได้ (antibody-

dependent enhancement, ADE) เพื่อยืนยันปรากฏการณ์ดังกล่าวในประชากรไทย การศึกษานี้มุ ่งพัฒนาวิธีการตรวจ

ประเมินแอนติบอดีที่มีฤทธิ์ส่งเสริมการติดเชื้อเอนเทอโรไวรัสด้วยวิธีโฟลไซโตเมทรี ในอาสาสมัครผู้ใหญ่ที่มาบริจาคเลือด 

เพื ่อให้เกิดความมั ่นใจว่าการเตรียมและให้ hyperimmune plasma ในผู ้ป่วยเด็กที ่ต ิดเชื ้อเอนเทอโรไวรัส71และมี

ภาวะแทรกซ้อนที่รุนแรงจะไม่มีผลอันไม่พึงประสงค์ โดยผลการดำเนินการทางคณะผู้วิจัยได้พัฒนาวิธีการทดสอบเพื่อตรวจ

ประเมินภาวะดังกล่าวได้สำเร็จ และได้ทำการทดสอบตัวอย่างจากอาสาสมัครจำนวน 100 ราย ต่อเชื้อเอนเทอโรไวรัสจำนวน 

3 สายพันธุ์ พบว่าตัวอย่างเกือบทั้งหมดตรวจไม่พบภาวะส่งเสริมการติดเชื้อต่อสายพันธุ์ B5 มีเพียงตัวอย่างจำนวนน้อยมากที่

พบภาวะดังกล่าวต่อสายพันธุ์ C4a ซึ่งไม่พบการระบาดในประเทศไทยนานแล้ว และ CA16 ซึ่งไม่ก่อให้เกิดภาวะแทรกซ้อนที่

รุนแรง 
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Abstract 

 

Hand foot mouth disease is infectious disease epidemic worldwide especially in Asia and Southeast 

asia.  This disease usually affects children under 5 years old.  Coxsackie A 16 (CA16) and enterovirus 71 

(EV71) are the common causing agents.  Clinical presentation is usually mild and self-limited.  In some 

cases, severe and fatal conditions may develop including aseptic meningitis, brainstem encephalitis, 

pulmonary edema, and cardiac failure.  Currently, there are no specific therapy and available effective 

vaccine.  Natural infection induces specific immune responses including antibody and cell-mediated 

immunity.  Our previous study in six severe EV71 infected patients who received hyperimmune plasma to 

EV71; all of them had good clinical responses and no any neurological sequelae.  There some reports 

suggested that antibody-dependent enhancement (ADE) could be detected in some samples and would 

limit the usage of hyperimmune plasma.  This preliminary study would develop method to detect ADE of 

EV71 by flow cytometry.  We successfully developed flowcytometric-based ADE assay, however we could 

not identify any samples showing ADE phenomenon to CA16 and EV71. This assay maybe used as screening 

assay to identify potential plasma would have adverse effect for hyperimmune plasma and also apply for 

screening plasma for hyperimmune intravenous immunoglobulin (hyperimmune-IVIG). 

 

 

Key words: EV7 1 , CA1 6 , hyperimmune plasma, neutralization assay, antibody-dependent enhancement 

(ADE) 
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หลักการ ความเป็นมา และเหตุผล 

โรคติดเชื้อไวรัสมือเท้าปาก (Hand-foot-mouth disease, HFMD) เป็นโรคที่พบบ่อยในเด็ก โดยเฉพาะอย่างยิ่งอายุ

ต่ำกว่า 5 ปี และมีแนวโน้มการระบาดเพิ่มมากขึ้นทุกปี ส่วนใหญ่อาการไม่รุนแรงและมักจะหายได้เองภายใน 5-10 วัน แต่

ผู้ป่วยบางรายมีอาการติดเชื้อที่มีภาวะ แทรกซ้อนที่รุนแรงและมีอัตราตายสูง อีกทั้งยังไม่มียาหรือวัคซีนที่มีประสิทธิภาพในการ

รักษาโรคนี้ การติดเชื้อโดยธรรมชาติ ระบบภูมิคุ้มกันผู้ที่ติดเชื้อถูกกระตุ้นให้สร้างภูมิคุ้มกันที่จำเพาะ ได้แก่ แอนติบอดีที่

จำเพาะและป้องกันการติดเชื้อซ้ำได้ หากนำแอนติบอดีที่จำเพาะนั้นมาให้กับผู้ที่ไม่มีภูมิคุ้ม ต่อเชื้อโรคนี้อาจป้องกันหรือ

บรรเทาความรุนแรงของโรคได้ (passive immunization/transfer) การเตรียมพลาสมาที่มีแอนติบอดีที่จำเพาะและมีปริมาณ

สูง (hyperimmune plasma) และจากการศึกษาโดยคณะผู้วิจัยในโครงการศึกษานำร่องการให้พลาสต่อเชื้อ EV71 ในผู้ป่วย

ที่มีอาการรุนแรง พบว่าการให้ hyperimmune plasma ต่อเชื้อ EV71 ในผู้ป่วยที่มีอาการรุนแรง ภายหลังการให้พลาสมา

ดังกล่าวผู ้ป ่วยมีการตอบสนองทางคลิน ิกดีข ึ ้นอย่างชัดเจนทุกราย การคัดกรองพลาสมาดังกล่าวใช้ว ิธ ีมาตรฐาน 

microneutralization assay (unpublished data, P. Puthavathana) มีการศึกษาพบว่าการให้ hyperimmune-IVIG ต่อ

โรคติดเชื้อในระบบทางเดินหายใจ ที่มีอาการรุนแรงสามารถลดอัตราตายได้ดีกว่าการให้ IVIG ปกติอย่างมีนัยสำคัญ ทางสถิติ

ในหลายการศึกษา 

นอกจากนี้มีรายงานการศึกษาบางฉบับพบว่ามีแอนติบอดีบางส่วนมีฤทธิ์ส่งเสริมการติดเชื้อเอนเทอโรไวรัส71 ได้ทั้ง

ในห้องปฏิบัติการและสัตว์ทดลอง( antibody dependent enhancement, ADE) ซึ่งเป็นความเสี่ยงที่จำเป็นต้องมีการ

พัฒนาการตรวจประเมินแอนติบอดีชนิดดังกล่าวในอาสาสมัครก่อนนำไปพัฒนาเพื่อเตรียม hyperimmune-IVIG ต่อไป 

ดังนั้นการศึกษานี้จะมุ่งพัฒนาวิธีการประเมินภาวะส่งเสริมการติดเชื้อ EV71 (ADE) โดยวิธีโฟลไซโตเมตทรี ซึ่ง

สามารถทำการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างปริมาณมากได้อย่างรวดเร็ว  และสามารถถ่ายทอดเทคโนโลยีไปสู่ภูมิภาค เพื่อเตรียม 

hyperimmune plasma สำหรับผู้ติดชื้อ EV71 ที่มีอาการรุนแรงได้อย่างปลอดภัยมากขึ้นต่อไปได้  อีกทั้งสามารถใช้ในการ

เฝ้าระวังและ/หรือรองรับประเมินการตอบสนองของระบบภูมิคุ้มกันต่อวัคซีน EV71 ในอนาคต และเป็นการเตรียมความพร้อม

ในด้านความมั่นคงด้านสาธารณสุขของประเทศต่อไป 
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ทบทวนวรรณกรรม 

โรคมือเท้าปากเป็นโรคที่มีการแพร่ระบาดโดยเฉพาะในกลุ่มเด็ก และเป็นปัญหาทางด้านสาธารณสุข ในหลาย

ประเทศ ในเอเชียรวมทั้งประเทศไทย  โรคมือเท้าปากเกิดจากการติดเชื้อไวรัสในกลุ่ม เอนเทอโรไวรัส (Human Enterovirus, 

HEV) ซึ่งอยู่ในวงศ์ Picornaviridea  ไวรัสในกลุ่ม HEV สามารถแบ่งตามพยาธิกำเนิด (pathogenesis) ออกเป็น 4 กลุ่มย่อย 

ได้แก่ Human Enterovirus A (HEV-A) เช่น Coxsackievirus A2 (CA2), CA5, CA16, Enterovirus 71 (EV71) และ EV89 

เป็นต้น Human Enterovirus B (HEV-B) เช่น Coxsackievirus B1 (CB1), CB3, CB5, Echovirus 1 (E1), E9, EV69, EV73 

เป็นต้น Human Enterovirus C (HEV-C) เช่น Poliovirus 1 (PV-1), PV-2, PV-3, CA1, CA13, EV96 และ EV102 เป็นต้น  

และ Human Enterovirus D (HEV-D) เช่น EV68 และ  EV120 เป็นต้น โดยเชื้อไวรัส HEV-A ได้แก่ CA16 และ EV71 เป็น

สาเหตุสำคัญ ที่ก่อโรคมือเท้าปาก โดย CA16 มักก่อให้เกิดอาการของโรคที่ไม่รุนแรง แต่ EV71 ในบางรายมักก่อให้เกิดอาการ

ของโรคที่รุนแรง และสามารถทำให้เกิดความพิการหรือการเสียชีวิตโดยเฉพาะ ในผู้ติดเชื้อที่มีอายุน้อยกว่า 5 ปี (1) เชื้อ EV71 

มีลักษณะเป็นอาร์เอ็นเอสายบวก สายเดี่ยว (positive-sense, single-stranded RNA) ขนาดประมาณ 7,500 นิวคลีโอไทด์ 

ไม่มีเปลือกที่เป็นไขมันห่อหุ้ม (nonenveloped virus) โดยมี viral protein (VP) ทำหน้าที่เป็นโปรตีนโครงสร้าง (capsid 

protein) โดยแบ่งเป็น 4 ส่วนย่อย ได้แก่ VP1, VP2, VP3 และ VP4 ซึ่ง VP1-VP3 ซึ่งจะอยู่ภายนอกของไวรัส และ VP4 อยู่

ภายใน โดยโปรตีน VP1 เป็นโปรตีนที่สำคัญในการนำเชื้อไวรัสเข้าสู่เซลล์  และมีความสำคัญในการกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน (2, 

3) นอกจากนี้สามารถใช้ลำดับรหัสพันธุกรรมในส่วน VP1 จำแนก genotype ของไวรัสในวงศ์ Picornaviridea  เป็นกลุ่มย่อย

(4) อาการทางคลินิกในผู้ป่วยโรคมือเท้าปากที่เกิดจากเชื้อ EV71 พบได้หลากหลาย ตั้งแต่ไม่แสดงอาการ  อาการไม่รุนแรง 

จนถึงมีอาการรุนแรง  โดยอาการของโรคมือเท้าปากที่รุนแรง มักมีอาการแสดงของเยื่อหุ้มสมองอักเสบ (aseptic meningitis), 

ก้านสมองอักเสบ (brainstem encephalitis), ภาวะปอดบวมน้ำที่เกี่ยวเนื่องจากระบบประสาท (neurogenic pulmonary 

edema) และระบบหัวใจล้มเหลว (cardiopulmonary failure) (5) 

สายพันธุ์ของ EV71 ที่ระบาดในแต่ละประเทศ จะทำให้เกิดอาการของโรคมือเท้าปากที่แตกต่างกัน เช่น EV71 

subgenotype C4a ซึ่งเป็นสาเหตุสำคัญของโรคมือเท้าปากในประเทศจีนแผ่นดินใหญ่ แต่มีอัตราการตายที่ไม่สูงมากนัก ใน

ประเทศเดนมาร์ก EV71 subgenotype C4a เป็นสายพันธุ์ที่ก่อให้เกิดโรคมือเท้าปากที่รุนแรงได้ EV71 subgenotype B5 มี

การระบาดมากในประเทศมาเลเซีย และ ไต้หวัน ซึ่งพบว่าก่อให้เกิดอาการรุนแรงได้น้อยในประเทศไต้หวัน สายพันธุ์ของ 

EV71 ที่ระบาดในประเทศไทยในปี 2555 นั้น พบว่า เป็น subgenotype B5 เป็นส่วนใหญ่ และพบ subgenotype C4 ได้

บ้าง (6, 7) แต่ทั้งนี้ความรู้ด้านพยาธิกำเนิดทางระบบภูมิคุ้มกันต่อ การดำเนินโรคและความรุนแรงของโรคจากเชื้อ EV71 นั้น

ยังไม่ชัดเจน  

กลไกการติดเชื้อ EV71 ในเซลล์ เริ่มต้นด้วยการจับกับตัวรับ(receptor)ที่จำเพาะต่อเชื้อ EV71 เช่น human P-

selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1; CD162) และ human scavenger receptor class B2 (SCARB2) เป็นต้น ซึ่ง

ตัวรับดังกล่าวนั้นล้วนมีความจำเพาะกับส่วนของโปรตีนโครงสร้าง VP1 (8) เช่น ส่วน amino acid ของโปรตีน VP1 ตำแหน่ง

ที่ 144 และ 151 พบว่ามีความสำคัญต่อการจับกันระหว่าง VP1 และ SCARB2 บนผิวเซลล์ (9) และจากการศึกษาระบาด

วิทยาเชิงโมเลกุลพบว่าการแปรผันของยีน VP1 อาจมีความเกี่ยวข้องกับการเกิดโรคมือเท้าปากร่วมกับอาการทางระบบ

ประสาท (10) 

ปัจจุบันยังไม่มีการรักษาที่จำเพาะหรือวัคซีนป้องกันโรคมือเท้าปากที่มีประสิทธิผลทางคลินิก มีราย งานการศึกษา

การใช้ IVIG ในผู้ป่วยที่ติดเชื้อ EV71 ที่มีอาการรุนแรงสองรายในประเทศไต้หวัน พบว่าภายหลังรับการรักษาผู้ป่วยทั้งสองราย

มีผลการตอบสนองทางคลินิกและระบบภูมิคุ้มกันดีขึ้น (11, 12) และ มีรายงานการศึกษาพลาสมาที่ได้จากผู้บริจาคโลหิตและ 

IVIG ที่เตรียมได้จากชาวไต้หวัน ซึ่งอาศัยในถิ่นระบาดของโรคพบว่าพลาสมาหรือ IVIG ดังกล่าว สามารถลดการติดเชื้อ EV71 

ในเซลล์ได้ (13) องค์ความรู ้เหล่านี ้ จึงเป็นที่มาของคำแนะนำให้ใช้อิมมิวโนโกลบุลินทางหลอดเลือดดำ (intravenous 
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immunoglobulin, IVIG) เป็นการรักษาเสริมในผู้ป่วยโรคมือเท้าปากจากเชื้อ EV71 ที่มีอาการแทรกซ้อน ที่รุนแรงในหลาย

ประเทศรวมทั้งประเทศไทย นอกจากนี้ยังมีการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบผลของ IVIG และ IVIG ที่ได้จากผู้ที่มีระดับแอนติบอดีที่

จำเพาะต่อเชื้อก่อโรคในระบบทางเดินหายใจในระดับสูง (hyperimmue-IVIG) พบว่าการให้ hyperimmue-IVIG ในผู้ติดเชื้อ

ในระบบทางเดินหายใจที่มีอาการรุนแรง สามารถลดอัตราตายได้ดีกว่าการให้ IVIG ปกติอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (1, 14) และ

มีการทดสอบประสิทธิผลของ human hyperimmune ต่อเชื้อ EV71 ในสัตว์ทดลองโดยสามารถลดอัตราตายได้ดีเช่นกัน 

(15)  

 มีรายงานการศึกษาที่แสดงว่าแอนติบอดีบางส่วนหรือบาง subclass มีคุณสมบัติที่อาจทำให้เกิดภาวะส่งเสริมการติด

เชื้อ (antibody dependent enhancement, ADE) ต่อเชื้อ EV71 ทั้งในระดับห้องปฏิบัติการและสัตว์ทดลอง (16-19) 

 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เพื่อพัฒนาการทดสอบฤทธิ์ส่งเสริมการติดเชื้อเอนเทอโรไวรัส71ของพลาสมาจากอาสาสมัครโดยวิธีโฟลไซโตเมตทรี 

เพื่อเตรียมความพร้อมในการคัดกรองฤทธิ์ดังกล่าวเพื่อเตรียม IVIG ต่อไป 

 

ระเบียบวิธีวิจัย วิธีการประมวลผล ผลวิเคราะห์ข้อมูล  

1. ดำเนินการขอการรับรองด้านจริยธรรมการวิจัยในคน 
ได้รับการรับรองด้านจริยธรรมการวิจัยในคน จากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน (The Siriraj 

Institutional Review Board) คณะแพทยศาสตร์ศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล เลขที่ Si678/2016 

2. การเชิญชวนอาสาสมัคร 

  ได้ทำการเชิญชวนอาสาสมัครผู้ใหญ่ที่มีสุขภาพดีที่มาบริจาคโลหิต ณ ธนาคารเลือด โรงพยาบาลศิริราช 

จำนวน 100 ราย เพื่อเก็บซีรั่มเพื่อใช้ในการคัดกรองต่อไป 

3. การเพิ่มปริมาณเอนเทอโรไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยง 

  ได้ทำการเพิ่มปริมาณเอนเทอโรไวรัสในเซลล์เพาะเลี้ยง Vero จำนวน 3 สายพันธุ์ ได้แก่ EV71 B5, EV71 

Ca4 และ CA16 และทำการตรวจเช็คปริมาณไวรัสด้วยวิธี plaque assay  

4. การตรวจคัดกรองซีรั่มเพื่อทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการติดเชื้อเอนเทอโรไวรัสด้วยวิธี microNT 

ได้ทำการตรวจซีรั่มดังกล่าว เพื่อทดสอบแอนติบอดีที่มีฤทธิ์ยับยั้งการติดเชื้อเอนเทอโรไวรัส 3 สายพันธุ์ 

ได้แก่ EV71 B5, Ca4 และ CA16 ในเซลล์เพาะเลี้ยง Vero และได้ได้ผลการทดสอบดังแสดงในตารางที่  1 

เพื่อใช้เปรียบเทียบกับฤทธิ์ส่งเสริมการติดเชื้อต่อไป 

 

ตารางที่ 1 จำนวนระดับแอนติบอดีที่ยับยั้งการติดเชื้อเอนเทอโรไวรัส 71 สายพันธุ์ C4a, B5 และคอกซากี่

ไวรัส เอ 16 (neutralizing antibody) โดยวิธี microneutralization ในอาสาสมัคร 100 ราย 

NT titer EV71 C4a EV71 B5 CA16 B1a 

<10 58 41 32 

20 32 19 20 

40 10 9 15 

80 0 11 10 

160 0 9 16 
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320 0 8 6 

640 0 2 1 

>1,280 0 1 0 

Total 100 100 100 

 

 

5. การพัฒนาวิธีการตรวจแอนติบอดีที่มีฤทธิ์ส่งเสริมการติดเชื้อโดยวิธีโฟลไซไตเมทร ี

  ได้ทำการคัดเลือกเซลล์ที ่จะนำมาพัฒนา โดยต้องมีคุณลักษณะที่สำคัญคือ มี ตัวรับต่อส่วน Fc ของ

แอนติบอดีมนุษย์บนผิวเซลล์ และสามารถติดเชื้อเอนเทอโรไวรัสได้ปริมาณต่ำๆ ได้ทำการคัดเลือกเซลล์ THP-

1 และหาสภาวะที่เหมาะสม เพื่อสามารถตรวจหาภาวะ antibody-dependent enhancement (ADE) ต่อ

เชื้อเอนเทอโรไวรัสได้ จนได้สภาวะที่เหมาะสมในเซลล์ THP-1 เท่านั้น และต้องหาแอนติบอดีที่จำเพาะต่อเชื้อ

เอนเทอโรไวรัสเพื่อใช้ในการตรวจหาแอนติเจนของไวรัสภายในเซลล์ที่ติดเชื้อได้ ตามรูปที่ 1 และรูปที่ 2 

  

รูปที่ 1 แสดงการแยกเซลล์ที่ติดเชื้อ EV71 (gating strategy) ที่ใช้ในการทดลอง หลังจากเตรียมเซลล์โดยการ

กระตุ้นด้วย PMA 24 ชั่วโมง แล้ว infect ด้วย EV71 สายพันธุ์ B5 MOI เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ย้อมด้วย 

mouse anti pan enteroviruses antibody และ goat anti mouse IgG PE ตามลำดับ ทำการเลือก THP-

1 โดยใช้ SSC-A vs FSC-A เลือกเซลล์เดี่ยว โดยใช้ SSC-A vs SSC-H และ FSC-A vs FSC-H จากนั้นทำการ

เลือกเซลล์เป็น จากกลุ่มที่ไม่ติดส ีแล้วแยกเซลล์ที่ติดเชื้อ EV71 B5 จากเซลล์ที่ติดสี PE 

  

6. การทดสอบตัวอย่างซีรั่มที่เก็บได้กับวิธีการตรวจฤทธิ์ส่งเสริมการติดเชื้อที่พัฒนาได ้

เพื่อทดสอบแอนติบอดีที่มีฤทธิ์ส่งเสริมการติดเชื้อเอนเทอโรไวรัสจำนวน 3 สายพันธุ์ ได้แก่ EV71 B5, Ca4 

และ CA16 ในเซลล์เพาะเลี้ยง THP-1  

 

6.1 กลุ่มตัวอย่างตามผล microNT ที่ไตเตอร์ของเชื้อ EV71 B5 

เมื่อจัดกลุ่มตัวอย่างตามผล microNT ที่ไตเตอร์ต่อเชื้อ EV71 B5 จะสามารถจัดได้ 8 กลุ่มไตเตอร์ คือ 

<10 20 40 80 160 320 640 และ 1,280 และเมื่อดูความสัมพันธ์ระหว่างการติดเชื้อกับระดับที่ไตเตอร์ต่อ

เชื้อ EV71 B5 พบว่าไม่มีการสัมพันธ์กันอย่างมีนัยสำคัญ พบว่า การติดเชื้อ EV71 B5 พบมีการเกิด ADE ใน

บางราย โดยไม่ได้ขึ ้นกับผลไตเตอร์จากวิธี microNT และไม่ได้มีการติดเชื ้อที ่เพิ ่มขึ ้นอย่างมีนัยสำคัญ 

เช่นเดียวกับการติดเชื้อ EV71 C4a ที่พบว่าไม่มีการเกิด ADE แต่การทดสอบพบว่าจะมีการติดเชื้อที่สูงขึ้น

ผิดปกติในจำนวนน้อยรายอย่างไม่มีนัยสำคัญ และการติดเชื้อ CA16 พบว่าไม่ได้มีความสัมพันธ์ระหว่างการติด

เชื้อ CA16 กับระดับที่ไตเตอร์ต่อเชื้อ EV71 B5 แต่การทดสอบพบว่าจะมีการติดเชื้อที่สูงขึ้นผิดปกติในจำนวน

น้อยรายในหลอดที่มีซีรัมสูงอย่างไม่มนีัยสำคัญ 
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รูปที่ 2 ผลการทดสอบ ADE แบ่งกลุ่มตามผล NT titer ต่อไวรัส EV71 สายพันธุ์ B5 โดยทำการเจือจางซีรัมของ

อาสาสมัครเป็น 1/5, 1/100, 1/500, 1/1,000 และ 1/2,000 ผสมกับไวรัส EV71 สายพันธุ์ B5 และ C4a และ 

CA16 สายพันธุ์ B1a เป็นเวลา 1 ชั่วโมงก่อนเติมลงในเซลล์ THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย PMA บ่มข้ามคืน และวัด

การติดเชื้อภายในเซลล์ด้วย antibody pan enterovirus และวัดโดยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร ์
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6.2 กลุ่มตัวอย่างตามผล microNT ที่ไตเตอร์ของเชื้อ EV71 C4a 

เมื่อจัดกลุ่มตัวอย่างตามผล microNT ที่ไตเตอร์ต่อเชื้อ EV71 C4a พบว่า มีเพียง 3 กลุ่มไตเตอร์ คือ 

<10 20 และ 40 แต่ไม่พบกลุ่มที่มี ไตเตอร์มากกว่า 40 และเมื่อดูความสัมพันธ์ระหว่างการติดเชื้อกับระดับที่

ไตเตอร์ต่อเชื้อ EV71 C4a พบว่าไม่มีการสัมพันธ์กันอย่างมีนัยสำคัญ แต่การติดเชื้อที่มีแนวโน้มจากน้อยไป

มากตามระดับการเจือจางซีรัม ในกลุ่มที่มีไตเตอร์ 20 อาจจะเนื่องจากบางรายเป็นผู้ที่มีไตเตอร์ต่อเชื้อ EV71 

B5 สูงเลยทำให้เกิดการยับยั้งการติดเชื้อเมื่อมีซีรัมที่เจือจางต่ำ การติดเชื้อ EV71 C4a ที่พบว่าไม่มีการเกิด 

ADE  และพบว่าการติดเชื้อ CA16 ที่สูงขึ้นผิดปกติในจำนวนน้อยรายในหลอดที่มีซีรัมเจือจางต่ำอย่างไม่มี

นัยสำคัญ 

 

 
รูปที่ 3 ผลการทดสอบ ADE แบ่งกลุ่มตามผล NT titer ต่อไวรัส EV71 สายพันธุ์ C4a โดยทำการเจือจางซีรัม

ของอาสาสมัครเป็น 1/5, 1/100, 1/500, 1/1,000 และ 1/2,000 ผสมกับไวรัส EV71 สายพันธุ์ B5 และ C4a 

และ CA16 สายพันธุ์ B1a เป็นเวลา 1 ชั่วโมงก่อนเติมลงในเซลล์ THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย PMA บ่มข้ามคืน 

และวัดการติดเชื้อภายในเซลล์ด้วย antibody pan enterovirus และวัดโดยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร ์

6.3 กลุ่มตัวอย่างตามผล microNT ที่ไตเตอร์ของเชื้อ CA16 

เมื่อจัดกลุ่มตัวอย่างตามผล microNT ที่ไตเตอร์ต่อเชื้อ CA16 B1a จะสามารถจัดได้ 7 กลุ่มไตเตอร์ 

คือ <10 20 40 80 160 320 และ 640 พบว่า การติดเชื้อ EV71 B5 พบมีการเกิด ADE ในบางราย โดยไม่ได้

ขึ้นกับผลไตเตอร์ต่อเชื้อ CA16 จากวิธี micron เช่นเดียวกับการติดเชื้อ EV71 C4a ที่พบว่าไม่มีการเกิด ADE 

แต่การทดสอบพบว่าจะมีการติดเชื้อที่สูงขึ้นผิดปกติในจำนวนน้อยรายอย่างไม่มีนัยสำคัญ ที่สัมพันธ์กับระดับ

ไตเตอร์ต่อเชื้อ CA16 และการติดเชื้อ CA16 พบว่าไม่ได้มีความสัมพันธ์ระหว่างการติดเชื้อ CA16 กับระดับที่

ไตเตอร์ต่อเชื้อ CA16 แต่การทดสอบพบว่าจะมีการติดเชื้อที่สูงขึ้นผิดปกติในจำนวนน้อยรายในหลอดที่มีซีรัม

สูงอย่างไม่มีนัยสำคัญ 
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รูปที่ 4 ผลการทดสอบ ADE แบ่งกลุ่มตามผล NT titer ต่อไวรัส CA16 สายพันธุ์ B1a โดยทำการเจือจางซีรัม

ของอาสาสมัครเป็น 1/5, 1/100, 1/500, 1/1,000 และ 1/2,000 ผสมกับไวรัส EV71 สายพันธุ์ B5 และ C4a 

และ CA16 สายพันธุ์ B1aเป็นเวลา 1 ชั่วโมงก่อนเติมลงในเซลล์ THP-1 ที่ถูกกระตุ้นด้วย PMA บ่มข้ามคืน และ

วัดการติดเชื้อภายในเซลล์ด้วย antibody pan enterovirus และวัดโดยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร ์
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7. การวิเคราะห์ข้อมูล 

7.1  ข้อมูลทั่วไปของกลุ่มตัวอย่างใช้สถิติเชิงพรรณนา (Descriptive statistics) คือข้อมูลเปอร์เซ็นต์การติด
เชื้อ นำเสนอเป็นค่ามัธยฐาน (median) และค่าต่ำสุด สูงสุด (range)  

7.2  การวิเคราะห์เปรียบเทียบข้อมูลระหว่างกลุ่ม เนื่องจากข้อมูลต่อเนื่องที่มีการแจกแจงไม่ใช่การแจกแจง
แบบปกติ จึงต้องใช้การทดสอบแบบ nonparametric โดยใช้ Kruskal-Wallis test สำหรับการทดสอบ
ความแตกต่างทางสถิติของข้อมูล 

 

ผลการศึกษา 

 เมื่อทำการพัฒนาวิธีการทดสอบฤทธิ์ส่งเสริมการติดเชื้อด้วยวิธีโฟลไซโตเมทรีในตัวอย่างซีรั่มจำนวน 1 ตัวอย่าง 

สามารถตรวจพบภาวะส่งเสริมการติดเชื้อ (ADE) ได้ ซึ่งวิธีที่พัฒนาขึ้นใหม่ อาจนำมาใช้ในการตรวจคัดกรองตัวอย่างซีรั่ม เพื่อ

ประเมินภาวะส่งเสริมการติดเชื้อได้ และยังไม่มีรายงานใดที่เคยพัฒนาวิธีการดังกล่าวนี ้

แต่เมื่อทำการทดสอบกับตัวอย่างจำนวน 100 ตัวอย่างที่เก็บจากผู้บริจาค ณ ธนาคารเลือด พบว่าไม่พบความสัมพันธ์กับการ

เกิดภาวะส่งเสริมการติดเชื้อฯ แม้จะพบแนวโน้มกลุ่มตัวอย่างซึง่มีความแปรผันของร้อยละการติดเชื้อในแต่ละไตเตอร์ แตกต่าง

กันพอสมควร อาจสรุปได้ว่าภาวะส่งเสริมการติดเชื้อหรือ ADE ต่อเชื้อเอนเทอโรไวรัส ไม่น่าจะก่อให้เกิดผลอันไม่พึงประสงค์ 

หากมีการนำพลาสมาที่มีฤทธิ์ยับยั้งการติดเชื้อเอนเทอโรไวรัสในปริมาณสูง (hyperimmune plasma) มาใช้รักษาผู้ติดเชื้อที่มี

อาการรุนแรงได้ 

เพื่อให้เกิดความมั่นใจว่าไม่ภาวะส่งเสริมการติดเชื้อดังกล่าว ควรทำการทดสอบควบคู่กับการทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการ

ติดเชื้อ (neutralization) หากพบว่าตัวอย่างพลาสมารายได้ตรวจพบฤทธิ์ทั้งสองอย่าง มีความเสี่ยงให้เกิดผลอันไม่พึงประสงค์ 

หากมีการใช้พลาสมานั้นในการรักษาผู้ป่วยได้ 

 

สรุปและข้อเสนอแนะเชิงนโยบาย และหัวข้อการทำวิจัยที่ควรทำเพิ่มเติม 
 วิธีการทดสอบฤทธิ์ส่งเสริมการติดเชื้อด้วยวิธีโฟลไซโตเมทรี ที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจสอบฤทธิ์ส่งเสริมการติดเชื้อได้ 

และเมื่อนำมาคัดกรองในตัวอย่างซีรั่มจำนวน 100 ตัวอย่าง ไม่พบภาวะดังกล่าว ซึ่งอาจนำวิธีที่พัฒนาขึ้นดังกล่าวมาใช้ในการ

ร่วมคัดกรองกับวิธีมาตรฐาน เพื่อสามารถคัดกรองตัวอย่างพลาสมาอย่างรวดเร็ว และปริมาณมาก ซึ่งสามารถนำพลาสมาที่มี

คุณลักษณะที่พึงประสงค์ คือมีแอนติบอดีที่สามารถยับยังการติดเชื้อสูง แต่มีแอนติบอดีที่ส่งเสริมการติดเชื้อไตเตอร์ต่ำ ทำการ

รักษาผู้ป่วยได้อย่าทันท่วงที และไม่ก่อให้เกิดผลอันไม่พึงประสงค์ได ้

 องค์ความรู้จากโครงการวิจัยนี้ อาจช่วยให้แนวทางในการปรับนโยบายด้านการเฝ้าระวัง การประเมิน และติดตามใน

ขั้นตอนการรักษาผู้ป่วยโรคมือเท้าปากที่มีอาการรุนแรง สำหรับแผนการถ่ายทอดเทคโนโลยีที่ได้จากโครงการวิจัยนี้ สามารถ

นำมาเผยแพร่ในวงกว้างผ่านสื่อต่างๆ และ/หรือ การจัดอบรมเชิงปฏิบัติการแก่แพทย์ นักวิจัย หรือนักเทคการแพทย์ ที่สนใจ 

เพื่อนำเทคนิคนี้ไปคัดกรอง และคัดแยกออกพลาสมาที่มีโอกาสส่งเสริมการติดเชื้อ ก่อนที่จะนำไปรักษาผู้ป่วย ด้วยวิธีการ

ทดสอบฤทธิ์ส่งเสริมการติดเชื้อด้วยวิธีโฟลไซโตเมทรี ซึ่งวิธีการดังกล่าวสามารถทำการทดสอบได้ในเครื่องโฟลไซโตเมเตอรซ์ึ่งมี

อยู่ตามโรงพยาบาลศูนย์ต่างๆทั่วประเทศ นอกจากนี้วิธีที่พัฒนาขึ้นนี้อาศัยการย้อมสารเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์เพียง 1-2 สี 

และขั้นตอนการทดสอบใช้เวลาเพื่อ 2-3 วัน ซึ่งสามารถนำไปใช้ไดใ้นโรงพยาบาลศูนย์ ทั่วประเทศได ้ 

 สำหรับข้อจำกัดของเซลล์ที่จะนำมาใช้ในการทดสอบด้วยวิธีการนี้ จำเป็นต้อง มีการแสดงออกที่มีคงที่ของตัวรับ 

(receptor) ที่สำคัญที่ไวรัสใช้จับในการเข้าสู่เซลล์ เช่น SCARB-II และ PSGL-1 รวมทั้ง Fc-gamma receptor ที่สามารถจับ

กับ แอนติเจน-แอนติบอดีคอมเพล็กซ์ ซึ่งเป็นส่วนสำคัญที่ทำให้เกิดฤทธิ์ส่งเสริมการติดเชื้อ ซึ่งข้อจำกัดเบื้องต้นอาจจะทำให้

การทดสอบแต่ละครั้งไม่คงที่ ดังนั้นการสร้างเซลล์ที่มีการแสดงออกของตัวรับที่คงที่อาจทำให้การทดสอบมีความถูกต้อง และ

แม่นยำขึ้น 
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ภาคผนวก 

ตารางแสดงผลการคัดกรองอาสาสมัคร เพื่อทดสอบแอนติบอดีไตเตอร์ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการติดเชื้อต่อเชื้อเอนเทอโร
ไวรัสจำนวน 3 สายพันธุ์ จำนวน 100 ราย  

 

No. 
NT titer 

EV71 C4a EV71 B5 CA16 B1a 
ADE001 <10 320 160 
ADE002 <10 80 80 
ADE003 20 640 320 
ADE004 <10 40 80 
ADE005 <10 160 80 
ADE006 20 40 80 
ADE007 <10 160 160 
ADE008 <10 640 320 
ADE009 40 160 160 
ADE010 <10 320 160 
ADE011 <10 <10 20 
ADE012 <10 <10 20 
ADE013 20 20 20 
ADE014 20 40 40 
ADE015 <10 <10 20 
ADE016 <10 <10 <10 
ADE017 40 20 <10 
ADE018 <10 20 <10 
ADE019 20 <10 40 
ADE020 40 <10 40 
ADE021 20 20 20 
ADE022 <10 <10 <10 
ADE023 <10 <10 <10 
ADE024 <10 80 160 
ADE025 <10 20 40 
ADE026 <10 <10 <10 
ADE027 20 <10 <10 
ADE028 20 20 20 
ADE029 <10 <10 <10 
ADE030 40 <10 <10 
ADE031 <10 <10 20 
ADE032 <10 <10 <10 
ADE033 <10 20 160 
ADE034 <10 <10 <10 
ADE035 20 80 160 
ADE036 20 80 160 
ADE037 <10 <10 <10 
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ADE038 <10 160 80 
ADE039 40 20 20 
ADE040 20 40 20 
ADE041 <10 160 320 
ADE042 <10 20 <10 
ADE043 <10 160 160 
ADE044 20 80 80 
ADE045 20 20 <10 
ADE046 <10 <10 <10 
ADE047 20 <10 20 
ADE048 40 <10 40 
ADE049 20 20 <10 
ADE050 20 20 <10 
ADE051 <10 <10 <10 
ADE052 <10 <10 40 
ADE053 <10 20 20 
ADE054 <10 <10 <10 
ADE055 <10 <10 <10 
ADE056 20 40 20 
ADE057 40 20 10 
ADE058 40 80 320 
ADE059 20 160 160 
ADE060 <10 320 320 
ADE061 <10 320 320 
ADE062 <10 160 20 
ADE063 <10 <10 40 
ADE064 20 <10 20 
ADE065 20 <10 40 
ADE066 <10 <10 <10 
ADE067 <10 >1,280 640 
ADE068 20 20 20 
ADE069 20 <10 <10 
ADE070 20 <10 <10 
ADE071 40 320 20 
ADE072 <10 40 40 
ADE073 <10 80 40 
ADE074 <10 320 80 
ADE075 <10 20 20 
ADE076 <10 <10 160 
ADE077 20 <10 <10 
ADE078 20 20 20 
ADE079 20 <10 80 
ADE080 <10 40 40 
ADE081 40 20 80 
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ADE082 <10 <10 40 
ADE083 <10 80 160 
ADE084 <10 40 <10 
ADE085 <10 80 80 
ADE086 20 320 160 
ADE087 <10 <10 <10 
ADE088 <10 <10 <10 
ADE089 20 <10 20 
ADE090 20 80 40 
ADE091 <10 80 160 
ADE092 <10 40 40 
ADE093 20 20 <10 
ADE094 20 <10 <10 
ADE095 <10 <10 <10 
ADE096 <10 10 40 
ADE097 <10 10 20 
ADE098 <10 160 160 
ADE099 <10 320 160 
ADE100 20 <10 <10 

 
 

 


