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ชื่อโครงการ : การวิเคราะหระดับ T-cell receptor gene rearrangement excision circles 

ภายหลังไดรับ HAART ในผูติดเชื้อเอชไอวีที่ติดและไมติดเชื้อฉวยโอกาส 

ชื่อนักวิจัย : รศ. ดร. สาคร  พรประเสริฐ ภาควิชาเทคนิคการแพทย คณะเทคนิคการแพทย 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม  
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ระยะเวลาโครงการ: 2 ป (มิถุนายน พ.ศ. 2553 – กันยายน 2555) 

วัตถุประสงค: T-cell receptor rearrangement excision circles (TRECs) เปนยีนผลิตภัณฑที่
เกิดขึ้นในกระบวนการจัดเรียงยีนกําหนดการสราง T-cell receptor ระหวางเจริญของเซลลเม็ด
เลือดขาวชนิดทีลิมโฟไซตภายในตอมไธมัส ระดับ TRECs ที่เพ่ิมขึ้นภายหลังการไดรับยาตาน
ไวรัสชนิด highly active antiretroviral therapy (HAART) เปนดัชนีบงชี้การฟนกลับคืนของระบบ
ภูมิคุมกันในผูติดเชื้อเอชไอวีได อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานถึงผลกระทบของการรักษาโรคติด
เชื้อฉวยโอกาสดวยยาตานจุลชีพกอนไดรับ HAART ตอการฟนกลับคืนของระบบภูมิคุมกัน ดังน้ัน
วัตถุประสงคของการวิจัยคร้ังนี้เพ่ือศึกษาผลของการรักษาโรคติดเชื้อฉวยโอกาสตอการเพ่ิมขึ้น
ของระดับ CD4 T-cell และ TRECs ภายหลังไดรับ HAART   
วิธีการศึกษา: เก็บตัวอยางเลือดจากผูติดเชื้อเอชไอวีจํานวน 44 ราย จําแนกเปน 2 กลุมไดแก 
กลุมที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสจํานวน 31 รายและกลุมผูติดเชื้อฉวยโอกาสที่ไดรับการรักษาดวยยา
ตานจุลชีพอยูกอนรับ HAART จํานวน 13 ราย ตรวจวัดและเปรียบเทียบคา CD4 T-cells และ
ระดับ TRECs ณ เดือนที่ 0 (baseline) เดือนที่ 6 และ 12 ของการรักษาดวย HAART ระหวาง
สองกลุม นอกจากน้ีวิเคราะหหาปจจัยที่มีความสัมพันธกับการเพ่ิมขึ้นของระดับ TRECs ในเดือน
ที่ 12 ของการรักษาดวย HAART โดยวิธี Univariate และ multivariate logistic regression 
models 
ผลการทดลอง: ภายหลังไดรับ HAART เปนเวลา 6 เดือนพบวาคาการเพ่ิมขึ้นของระดับ CD4 T-
cells ในผูติดเชื้อเอชไอวีที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสมีแนวโนมเพ่ิมขึ้นมากกวาในกลุมผูติดเชื้อเอชไอวี
ที่ไดรับการรักษาโรคติดเชื้อฉวยโอกาสกอนไดรับ HAART (151 ตอ 89 cells/μL; p = 0.05) 
อยางไรก็ตามลักษณะแนวโนมดังกลาวไมปรากฏในเดือนที่ 12 ของการรักษาดวย HAART (120 
ตอ 149 cells/μL; p = 0.84) นอกจากน้ีในกลุมผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสพบระดับ TRECs ใน
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เดือนที่ 6 และ 12 ของการรักษาดวย HAARTเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบ
กับระดับ TRECs ในเดือนที่ 0 (baseline กอนการไดรับ HAART) สําหรับกลุมผูติดเชื้อเอชไอวีที่
ไดรับการรักษาโรคติดเชื้อฉวยโอกาสกอนไดรับ HAART พบมีแนวโนมการเพ่ิมขึ้นของระดับ 
TRECs เฉพาะในเดือนที่ 12 ของการรักษาดวย HAART เทาน้ัน อยางไรก็ตามระดับ TRECs ที่
เพ่ิมขึ้นทั้งในเดือนที่ 6 และ 12 ของการรักษาดวย HAART ระหวางผูปวยทั้งสองกลุมไมมีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p = 0.90 และ 0.66, respectively) นอกจากน้ียังพบวาการ
เพ่ิมขึ้นของระดับ TRECs ในเดือนที่ 12 ของการรักษาดวย HAART ซึ่งเพ่ิมขึ้นนอยกวา 1 เทา
ของระดับ TRECs ณ baseline มีความสัมพันธกับการมีคา CD4 T-cells ในเดือนที่ 6 ของการ
รักษาดวย HAART มากกวา 200 cells/μL 
สรุปผลการศึกษา: การรักษาโรคติดเชื้อฉวยโอกาสดวยยาตานจุลชีพกอนไดรับ HAART ไมมี
ผลกระทบตอการการเพิ่มขึ้นของระดับ CD4 T-cells และการทํางานของตอมไธมัส อยางไรก็ตาม
ควรทําการศึกษาในกลุมประชากรที่มีจํานวนมากขึ้นและเปรียบเทียบการเพ่ิมขึ้นของระดับ CD4 
T-cells และ TRECs ในแตละชนิดของโรคติดเชื้อฉวยโอกาส พรอมทั้งศึกษาระดับ TRECs ใน
กลุมประชากรยอย CD45RO+ และ CD45RA+ ของทั้ง CD4 และ CD8 T-cells  
 
คําหลัก : CD4 T-cells; Highly Active Antiretroviral Therapy; HIV; Opportunistic infections; T-
cell receptor rearrangement excision circles   
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Abstract 
 
Project Code: MRG5380045 

Project Title: T-cell receptor rearrangement excision circles (TRECs) levels over one-year 

highly active antiretroviral therapy (HAART) in HIV-infected patients with no or treated 

opportunistic infections at HAART initiation. 

Investigator: Assoc. Prof. Dr. Sakorn Pornprasert  

E-mail Address: sakornmi001@yahoo.com 

Project Period: 2 years (June 2010 – September 2012) 

Background: T-cell receptor rearrangement excision circles (TRECs) are byproducts of T-
cell receptor gene rearrangements, generated during lymphocyte maturation in the 
thymus. An increase of TRECs levels after highly active antiretroviral therapy (HAART) 
initiation is an indicator of immune reconstitution. There is no report whether treating 
opportunistic infections (OIs) prior to HAART initiation affects immune reconstitution on 
HAART. The objective of this study was to assess whether treating opportunistic 
infections (OIs) prior to HAART initiation affects CD4 T-cells recovery and TRECs in 
patients on HAART. 
Methods: Blood samples were collected from 44 HIV-infected patients, 31 presenting no 
OIs and 13 with treated OIs at HAART initiation. CD4 T-cells and TRECs were measured 
at baseline, 6 and 12 months HAART and compared between patients presenting no OIs 
and those with treated OIs. Univariate and multivariate logistic regression models were 
used to identify potential factors associated with low TREC increase after 12 months 
HAART. 
Results: Patients presenting no OIs tended to have higher CD4 T-cell gain than those 
with treated OIs (151 vs. 89 cells/μL; p = 0.05) after 6 months HAART but not after 12 
months HAART (120 vs 149 cells/μL; p = 0.84). Among patients presenting no OIs, TREC 
levels significantly increased from baseline through 12 months HAART while among those 
with treated OIs, there was a trend for increase only after 12 months. However, TREC 
increases were not significantly different between the two groups after 6 and 12 months 



 VI 

HAART (p = 0.90 and 0.66, respectively). Moreover, there was a significantly low TREC 
increase when patients had CD4 T-cells >200/μL after 6 months HAART (OR = 9.0; 
95%CI: 0.9-88.2; p = 0.03). 
Conclusions: Treatment of OIs prior to HAART does not lead to impaired CD4 T-cells 
recovery and thymic outputs. However, immune reconstitution may differ according to the 
type of OIs therefore the study in larger population with different type of OIs should be 
performed. Moreover, the levels of TREC in the memory or naïve sub-populations 
(CD45RO+ and CD45RA+) of both CD4 and CD8 T-cell should be also analyzed.    
 
Key words: CD4 T-cells; Highly Active Antiretroviral Therapy; HIV; Opportunistic 
infections; T-cell receptor rearrangement excision circles   
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หนาสรุปโครงการ (Executive Summary) 
 
ความสําคัญและที่มาของปญหาการทําวิจัย 

T-cell receptor rearrangement excision circles (TRECs) คือยีนผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น
ระหวางกระบวนการจัดเรียงยีนกําหนดการสราง T-cell receptor ของ progenitor T-cell ซึ่ง
เกิดขึ้นภายในตอมไธมัสเทาน้ัน และระดับ TRECs มีความสัมพันธกับการตอบสนองทางภูมิคุมกัน
ของผูติดเชื้อเอชไอวี และการดําเนินของโรค จึงสามารถใช TRECs เปนตัวชี้วัดรวมในการ
ประเมินผลการรักษาดวยยาตานไวรัสในผูปวยดังกลาว การไดรับยาตานจุลชีพฉวยโอกาสกอน
รักษาดวย HAART ชวยลดอัตราการเกิดการอักเสบเน่ืองจากการฟนกลับคืนของระบบภูมิคุมกัน 
(immune reconstitution inflammatory syndrome; IRIS) ในผูปวยเอดสจากเดิม 25% ลงเหลือ
ประมาณ 2% อยางไรก็ตามผลกระทบของยาตานจุลชีพฉวยโอกาสตอการเปลี่ยนแปลงของระดับ 
TRECs ยังไมมีการศึกษาอยางจริงจัง  

 
วัตถุประสงค 

1. เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงของระดับ TRECs ในผูติดเชื้อเอชไอวีที่ติดและไมติดเชื้อฉวย
โอกาสภายหลังไดรับการรักษาดวยยาตานไวรัสชนิด HAART ในระยะเวลา 1 ป 

2. เพ่ือเปรียบเทียบอัตราการฟนกลับคืนของระบบภูมิคุมกันระหวางติดเชื้อเอชไอวีที่ติดและ
ไมติดเชื้อฉวยโอกาสภายหลังไดรับการรักษาดวย HAART 

3. วิเคราะหปจจัยที่มีความสัมพันธกับการเพ่ิมขึ้นของระดับ TRECs  
 

 
ระเบียบวิธีวิจัย 
1. เก็บตัวอยางเลือดผูติดเชื้อเอชไอวีกอนเขารับการรักษาดวยยาตานไวรัสชนิด HAART จาก 

2 โรงพยาบาล ไดแก โรงพยาบาลสันปาตองและโรงพยาบาลนครพิงค จ.เชียงใหม ซึ่ง
คุณสมบัติของผูเขารวมโครงการประกอบดวย 
 เปนผูติดเชื้อเอชไอวีที่อายุมากกวา 15 ป 
 ไมมีประวัติเคยไดรับการรักษาดวยยาตานไวรัสมากอน 
 เปนผูติดเชื้อฉวยโอกาสและไดรับการรักษาดวยยาตานจุลชีพมาแลว หรือเปนผูที่ไม

เคยติดเชื้อฉวยโอกาสมากอนไดรับ HAART 
 ไมมีประวัติเปนโรคพิษสุราเรื้อรังหรือการใชสารเสพติด 
 ยินยอมเขารวมโครงการวิจัย 
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โดยเจาะเก็บตัวอยางเลือดในเดือนที่ 0 (baseline กอนไดรับ HAART) เดือนที่ 6 และ 12 
หลังไดรับ HAART  

2. ตรวจวัดการตอบสนองทางภูมิคุมกันและไวรัสวิทยา การเพ่ิมขึ้นของ CD4 T-cells และระดับ 
TRECs พรอมทั้งเปรียบเทียบคาการเพ่ิมขึ้นของ CD4 T-cells และระดับ TRECs ในเดือนที่ 
6 และ 12 เดือนของการไดรับ HAART ระหวางผูติดเชื้อเอชไอวีที่ติดเชื้อฉวยโอกาสและ
ไดรับการรักษาดวยยาตานจุลชีพอยูกอนไดรับ HAART กับผูติดเชื้อเอชไอวีที่ไมมีประวัติติด
เชื้อฉวยโอกาส 

3. วิเคราะหปจจัยตางๆ ที่มีความสัมพันธกับการเพ่ิมขึ้นของระดับ TRECs 
 

ผลงานวิจัยสามารถสรุปไดดังน้ี 
1. มีการเพ่ิมขึ้นของ CD4 T-cell counts ทั้งผูปวยติดเชื้อเอชไอวีที่ติดและไมติดเชื้อฉวยโอกาส

ภายหลังไดรับยาตานไวรัสชนิด HAART เปนเวลา 6 และ 12 เดือน นอกจากน้ีพบมี
แนวโนมของ CD4 T-cells ที่เพ่ิมขึ้น (CD4 T-cells gain) ในผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาส
สูงกวาผูปวยที่ติดเชื้อฉวยโอกาสในเดือนที่ 6 ภายหลังไดรับ HAART แตไมมีความแตกตาง
กันในเดือนที่ 12 อีกทั้งปริมาณไวรัสในพลาสมาของผูปวยทั้งสองกลุมลดลงจนถึงระดับที่
ตรวจวัดไมได (นอยกวา 50 copies/ml) ภายหลังการรักษาดวย HAART เปนเวลา 12 
เดือน 

2. ระดับ TRECs ในผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากเดือนที่ 
0 (baseline) ตอเน่ืองไปจนถึงเดือนที่ 12 ของการรักษาดวย HAART ขณะที่ผูติดเชื้อฉวย
โอกาสที่ไดรับการรักษาดวยยาตานจุลชีพอยูกอนไดรับ HAART พบมีแนวโนมการเพ่ิมขึ้น
ของระดับTRECs เฉพาะในเดือนที่ 12 ของการรักษาดวย HAART อยางไรก็ตามระดับ 
TRECs ที่เพ่ิมขึ้นไมมีความแตกตางกันระหวางกลุมตัวอยางทั้งสองทั้งในเดือนที่ 6 และ 12 
ของการรักษาดวย HAART 

3. การเพ่ิมขึ้นของระดับ TRECs ในเดือนที่ 12 ของการรกัษาดวย HAART ซึ่งเพ่ิมขึ้นนอยกวา 
1 เทาของระดับ TRECs ณ baseline มีความสัมพันธกับการมีคา CD4 T-cells ในเดือนที่ 6 
ของการรักษาดวย HAART มากกวา 200 cells/μL 
 

ผลที่ไดรับจากงานวิจัย 
 ผลงานวิจัยไดรับการตอบรับใหตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติจํานวน 1 เร่ือง 
และอยูในระหวาง re-submission จํานวน 1 เรื่อง  
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บทนํา 
 ยาตานไวรัสชนิด HAART มีบทบาทในการลดอัตราการเสียชีวิตในผูติดเชื้อเอชไอวีลง
อยางมาก (1) เชนเดียวกับความสามารถในการควบคุมการเพ่ิมจํานวนไวรัสในกระแสเลือดได
อยางมีประสิทธิภาพ อยางไรก็ตามประมาณรอยละ 25 ของผูปวยเอดสที่ไดรับการรักษาดวยยา
ตานไวรัสแลวจะแสดงอาการทางคลินิกที่ขัดแยงกับผลสัมฤทธิ์ของการรักษา (paradoxical 
clinical deterioration) ที่ทราบตอมาวาเปนภาวะอักเสบอันเนื่องมาจากการฟนกลับคืนของระบบ
ภูมิคุมกัน (immune reconstitution inflammatory syndrome; IRIS) (2, 3) โดยสวนใหญมัก
เกิดขึ้นภายในชวงเวลา 2 เดือนแรกหลังเร่ิมการรักษาดวย HAART อาการอักเสบรุนแรงนี้เปนผล
จากระบบภูมิคุมกันของผูปวยที่เคยเสียไปเร่ิมฟนกลับคืนทําหนาที่ได จึงตอบสนองตอการกระตุน
จากตัวเชื้อหรือแอนติเจนของเช้ือจุลชีพฉวยโอกาสที่เคยรับมาและหลงเหลืออยูในรางกายของ
ผูปวย นอกจากน้ีคา CD4 T-cells ที่ลดต่ําลง ณ เวลาเริ่มรักษาดวย HAART เปนอีกปจจัยหน่ึงที่
จะทําใหเกิดการพัฒนาไปเปน IRIS ในประเทศที่กําลังพัฒนาโดยมากผูติดเชื้อเอชไอวีมักแสดง
อาการของโรคเอดสระยะเต็มขั้นและมีอาการของโรคติดเชื้อจุลชีพฉวยโอกาส (OIs) ในระยะ
ทายๆ ของการติดเชื้อเอชไอวี (4, 5) ดังน้ันการปองกันไมใหเกิด IRIS ขึ้น ผูปวยจะไดรับยาตาน
จุลชีพเพ่ือรักษาโรคติดเชื้อฉวยโอกาสกอนเร่ิมการรักษาดวยยาตานไวรัสชนิด HAART (6, 7) 
 ตอมไธมัสเปนแหลงกําเนิดแรกของเซลลเม็ดเลือดขาวตัวออน (naïve T-cell) และยังมี
บทบาทสําคัญในการสรางและรักษา T-cells ในกระแสเลือด (peripheral T-cell pool) (8) โดย
ตอมไธมัสจะมีขนาดใหญที่สุดเม่ือเขาสูขวบปแรก หลังจากน้ันทั้งขนาดและการทํางานของตอมจะ
คอยๆ ลดลงตามอายุที่เพ่ิมขึ้น (9) กระนั้นแลวตอมไธมัสยังมีความสามารถในการผลิต T-cells ใน
ผูใหญและเปนองคประกอบสําคัญของการฟนกลับคืนของระบบภูมิคุมกันในผูติดเชื้อเอชไอวีที่
ไดรับการรักษาดวย HAART (10) การประเมินอัตราการผลิต naïve T-cells จากตอมไธมัสไดโดย
มีสิ่งบงชี้คือการวัดระดับ T-cell receptor rearrangement excision circles (TRECs) ซึ่งเกิดขึ้น
ระหวางกระบวนการจัดเรียงยีนที่กําหนดการสราง T-cell receptor โดย TRECs เปน DNA 
วงกลมที่ไมมีการแบงตัวเพิ่มตามการแบงตัวของเซลล ดังน้ันจึงเปนเหตุใหชิ้นสวนดีเอ็นเอ
ดังกลาวถูกเจือจางลงตามปริมาณเซลลที่มีการแบงตัวเพ่ิมจํานวนมากขึ้น (11) ในผูที่ติดเชื้อเอช
ไอวีที่ไมไดรับการรักษาดวยยาตานไวรัสพบวามีระดับ TRECs ใน T-cells และเซลลเม็ดเลือดขาว
นิวเคลียสเด่ียว (PBMCs) ต่ําลง (10, 12) โดยระดับ TRECs ที่ลดลงอยางรวดเร็วที่พบในผูติด
เชื้อเอชไอวีนั้นนาจะเกิดจากการแบงตัวเพิ่มจํานวนของ memory T-cells อยางมากภายหลังการ
กระตุนอยางตอเน่ืองดวยเชื้อกอโรค และเกิดจากความบกพรองของตอมไธมัสที่มีอัตราการผลิต
และปลดปลอยเซลลออกมาไดลดนอยลง (13) การรักษาผูติดเชื้อเอชไอวีดวย HAART นั้น
นอกจากสามารถควบคุมการเพ่ิมจํานวนของไวรัสไดอยางมีประสิทธิภาพแลว ยังสัมพันธกับการ
ฟนกลับคืนของระบบภูมิคุมกันและการเพ่ิมขึ้นของระดับ TRECs ซึ่งคาดวาเกิดจากการท่ีตอม
ไธมัสสามารถทํางานไดดีขึ้น (10) อยางไรก็ตามยังไมเปนที่ทราบแนชัดวาในผูติดเชื้อเอชไอวีที่
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ไดรับการรักษาโรคติดเชื้อฉวยโอกาสอยูกอนเร่ิมรับ HAART มีผลตอการฟนกลับคืนของระบบ
ภูมิคุมกันหรือไมอยางไร  
 
วัตถุประสงค 

1. เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงของระดับ TRECs ในผูติดเชื้อเอชไอวีที่ติดและไมติดเชื้อฉวย
โอกาสภายหลังไดรับการรักษาดวยยาตานไวรัสชนิด HAART ในระยะเวลา 1 ป 

2. เพ่ือเปรียบเทียบอัตราการฟนกลับคืนของระบบภูมิคุมกันระหวางติดเชื้อเอชไอวีที่ติดและ
ไมติดเชื้อฉวยโอกาส ภายหลังไดรับการรักษาดวย HAART 

3. วิเคราะหปจจัยที่มีความสัมพันธกับการเพ่ิมขึ้นของระดับ TRECs  
 
วิธีทดลอง 
กลุมตวัอยาง 

 ผูเขารวมโครงการที่เปนผูติดเชื้อเอชไอวีที่ยังไมไดรับการรักษาดวยยาตานไวรัสชนิด 
HAART โดยเก็บตัวอยางเลือดจากผูเขารวมโครงการจํานวน 44 รายจาก 2 โรงพยาบาลคือ
โรงพยาบาลสันปาตองและโรงพยาบาลนครพิงค จังหวัดเชียงใหม โดยคุณสมบัติของผูเขารวม
โครงการประกอบดวย 

 เปนผูติดเชื้อเอชไอวีที่อายุมากกวา 15 ป 
 ไมมีประวัตเิคยไดรับการรักษาดวยยาตานไวรัสมากอน 
 เปนผูติดเชื้อฉวยโอกาสและไดรับการรักษาดวยยาตานจุลชีพมาแลว หรือเปนผูที่

ไมเคยติดเชื้อฉวยโอกาสมากอนไดรับ HAART 
 ไมมีประวัตเิปนโรคพิษสุราเรื้อรังหรือการใชสารเสพติด 
 ยินยอมเขารวมโครงการวิจัย 

 ผูเขารวมโครงการไดลงนามในหนังสือแสดงความยินยอมการเขารวมโครงการวิจัยกอน
เขาเปนอาสาสมัคร และการศึกษาครั้งน้ีไดรับการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย 
คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม ผูปวยจะไดรับการติดตามการรักษาตลอด 12 
เดือนแรกของการรักษาดวย HAART ขอมูลเบื้องตนที่เก็บรวบรวมประกอบดวย เพศ อายุ คา 
CD4 T-cells ที่ baseline การติดเชื้อฉวยโอกาส ยาและระยะเวลาที่ใชในการรักษาเชื้อฉวยโอกาส 
ชนิดของยาตานไวรัสที่ไดรับ แพทยไดทําการตรวจติดตามอาการและตรวจรางกายผูปวยเปน
ระยะ การตรวจวัดระดับ CD4 T-cells ทําในเดือนที่ 6 และ 12 ของการรักษาดวย HAART โดยใช
เครื่อง flow cytometry ของทั้งสองโรงพยาบาล การคํานวณคาการเพ่ิมขึ้นของ CD4 T-cells 
(CD4 T-cell gain) ในเดือนที่ 6 และ 12 ของการรักษาดวย HAART ทําโดยนําคา CD4 T-cells 
ในเดือนที่ 6 และ 12 ลบดวย CD4 T-cells ในเดือนที่ 0 (baseline) ขณะที่การหาปริมาณไวรัสใน
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กระแสเลือด (viral load) ทําในเดือนที่ 12 หลังจากรับ HAART โดยวิธี Cobas® 
Ampliprep/Cobas® TaqMan® test (Roche Molecular Systems, NJ, USA)  
 
การเตรียมตวัอยางเลือด 
 เก็บตัวอยางเลือดจากผูรวมโครงการที่ติดและไมติดเชื้อฉวยโอกาสกอนไดรับ HAART ใน
หลอดบรรจุสารกันเลือดแข็งชนิด Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (BD VacutainerTM, 
Franklin Lakes, NJ, USA) ทุกๆ visit และนําสงไปยังหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา คณะเทคนิค
การแพทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม ภายในเวลา 3 ชั่วโมง จากน้ันแยกเซลลเม็ดเลือดขาวนิวเคลยีส
เด่ียว (PBMCs) ดวย Ficoll-Hypaque gradient (IsoPrep, Robbins Scientific, Sunnyvale, CA, 
USA) และแบงเซลลเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20°C ในรูปของตะกอนเซลลจนกวานํามาใชงาน 

 
การแยก CD4+ และ CD8+ T-cells จาก PBMCs 
 สุมเลือก PBMCs ของผูปวยติดเชื้อเอชไอวีที่ติดและไมติดเชื้อฉวยโอกาสกอนไดรับ 
HAART กลุมละ 3 ราย มาแยก CD4+ และ CD8+ T-cells ดวยดวยวิธี magnetic cell separator 
(EasySep®, STEMCELL Technologies, USA) ตามกรรมวิธีการที่ระบุในคูมือที่แนบมากับชุด
น้ํายา นับจํานวนเซลล CD4+ และ CD8+ T-cells ที่แยกได โดยใชน้ํายา Turk’s solution และนับ
เซลลภายใตกลองจุลทรรศน 
 
การสกัด DNA 
 ทําการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเซลลเม็ดเลือดขาวนิวเคลียสเด่ียว (PBMCs) และจาก 
CD4+ และ CD8+ T-cells ที่แยกได ดวยชุดนํ้ายาสกัด NucleoSpin® kit (Macherey-Nagel, KG., 
Duren, Germany) ตามกรรมวิธีที่ระบุในคูมือที่แนบมากับชุดนํ้ายา เก็บ DNA ที่อุณหภูมิ -20°C 
จนกวาจะนํามาใชงาน  
 
การวัดระดับ TRECs โดยวิธีการ quantitative real-time PCR  

การตรวจวัดระดับ TRECs ดวยวิธี quantitative real-time PCR ไดดัดแปลงมาจาก
งานวิจัยของ Ometto และคณะ (14) โดยมีรายละเอียดดังน้ี ในแตละหลอดปฏิกิริยาจะ
ประกอบดวย DNA ตัวอยางปริมาตร 5 μL และ reaction mixture 20 μL ซึ่งประกอบดวย 1x 
real-time PCR Master Mix (Thermo Scientific ABsolute™ QPCR ROX Mix, Surrey, UK), 
forward และ reverse primers ความเขมขน 400 nM (5’-CACATCCCTTTCAACCATGCT- 3’ 
และ  5’- GCCAGCTGCAGGGTTTAGG- 3’ตามลําดับ) (GenBank sequence accession 
number DQ858179.1) และ fluorogenic probe ความเขมขน 200 nM (5’- 
ACACCTCTGGTTTTTGTAAAGGTGCCCAC T-3’) ซึ่งติดฉลากดวยสารเรืองแสงชนิด FAM 
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(6-carboxyfluorescein) ที่ปลายดาน 5’ และ TAMRA (6-carboxytetramethilrhodamine) ที่
ปลายดาน 3’ ทั้งน้ี primers และ probes ที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสงจะถูกออกแบบมาอยาง
จําเพาะเพื่อการตรวจหา TRECs ในมนุษย นอกจากนี้ภายในหลอดปฏิกิริยาเดียวกันยังมีการทํา 
normalization โดยใชยีน -actin ที่ถูกเพ่ิมปริมาณไดเชนเดียวกันกับ TRECs โดยมี primers ที่
จําเพาะกับ endogenous -actin คือ forward primer ความเขมขน 300 nM (5’-
TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3’), reverse primer ความเขมขน 600 nM (5’-
CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-3’) และ fluorogenic probe ความเขมขน 200 nM 
(5’-ATGCCCTCCCCCATGCCATCCTGCGT-3’) ที่ติดฉลากดวย hexachlorofluorescein 
(HEX), (Human -actin gene GenBank sequence accession number DQ858179.1) ทําให
ไดปริมาตรรวมของปฏิกิริยาทั้งหมดเปน 25 μL สําหรับในหลอดปฏิกิริยาที่เปน non- template 
control ใชน้ํากลั่นปลอดเชื้อแทนการเติมตัวอยาง DNA การทําปฏิกิริยาใชเคร่ือง Rotor-Gene 
6000™ (Corbett Research; Mortlake, New South Wales, Australia) ที่สภาวะ preheat ที่
อุณหภูมิ 95°C เปนเวลานาน 15 นาที ตามดวยขั้นตอนของ real-time PCR จํานวน 50 รอบ โดย
แตละรอบประกอบดวยขั้นตอน denaturation ที่อุณหภูมิ 95°C เปนเวลานาน 15 วินาที และ 
annealing/extension ที่อุณหภูมิ 60°C เปนเวลานาน 1 นาที ตัวอยางแตละรายทํารายละสามซ้ํา 
(triplicate) ผลบวกของปฏิกิริยาหาไดจากคา cycle threshold (CT) ซึ่งแปรผกผันกับจํานวนชุด 
(copy number) ของ DNA เปาหมาย ระดับ TRECs ในเดือนที่ 6 และ 12 ของการรักษาดวย 
HAART ในตัวอยางแตละรายจะรายงานออกมาในรูปจํานวนเทาของระดับ TRECs ในเดือนที่ 0 
(baseline)  สําหรับระดับ TRECs ใน CD4+ และ CD8+ T-cells จะรายงานเปนความเขมขนใน
หนวย pg/106 cells โดยความเขมขนดังกลาวสามารถคํานวณไดจากกราฟมาตรฐานของ TRECs 
plasmid ที่มีการทําควบคูไปกับการตรวจ DNA ตัวอยาง  
 
สถิติวเิคราะห 

ขอมูลจากการศึกษาทั้งหมดนําเสนอในรูปคามัธยฐาน (median) หรือ คาเฉลี่ย (mean) 
และ สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation) การวิเคราะหขอมูลของผูติดเชื้อเอชไอวีที่ติด
และไมติดเชื้อฉวยโอกาสกระทําโดย STATA software package version 10 (College Station, 
TX) การทดสอบ Mann-Whitney หรือ Fisher’s exact test ใชเพ่ือเปรียบเทียบคา CD4 T-cells 
ระดับ TRECs เพศของกลุมตัวอยาง และสูตรยาตานไวรัสชนิด HAART ระหวางกลุมตัวอยางทั้ง
สอง การวิเคราะหดวย Pearson’s correlation เพ่ือหาความสัมพันธระหวางจํานวน CD4+ T-cells 
ที่เพ่ิมขึ้นกับระดับ TRECs การวิเคราะหถดถอยแบบโลจิสติกทั้ง univariate และ multivariate 
logistic regression models นํามาใชสําหรับการวิเคราะหขอมูลในเดือนที่ 0 (baseline) และคา 
CD4 T-cells ในเดือนที่ 6 ของการไดรับ HAART ซึ่งอาจมีความสัมพันธกับระดับ TRECs ใน
เดือนที่ 12 ซึ่งในการทดลองนี้ไดแบงขอมูลของระดับ TRECs ออกเปนสองกลุมคือ คาต่ําและสูง 
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(≤1 และ >1) ปฏิสัมพันธระหวางตัวแปรทั้งสองที่มีนัยสําคัญทางสถิติ (p ≤ 0.2) ที่ไดจากการ
วิเคราะหถดถอยแบบ univariate logistic regression จะนํามาวิเคราะหถดถอยแบบ multivariate 
logistic regression ระดับนัยสําคัญทางสถิติสําหรับทุกการทดสอบกําหนดใหที่ 0.05 
 
ผลการทดลอง 
ขอมูลเก่ียวกับผูเขารวมโครงการและขอมูลทางคลินิก 
 ขอมูลทางคลินิกของผูติดเชื้อเอชไอวีที่ติดและไมติดเชื้อฉวยโอกาสในเดือนที่ 0 
(baseline) แสดงในตารางที่ 1 ประกอบดวยผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสจํานวน 31 ราย และ
ผูปวยติดเชื้อฉวยโอกาสที่ไดรับการรักษาดวยยาตานจุลชีพกอนไดรับ HAART จํานวน 13 ราย 
ซึ่งจําแนกเปน ผูปวย Pneumocystis jiroveci pneumonia (PCP)  จํานวน 5 ราย pulmonary 
tuberculosis 1 ราย oral candidiasis จํานวน 4 ราย และ cryptococcal meningitis จํานวน 3 
ราย การไดรับยาตานจุลชีพและระยะเวลาในการรักษาดวยยาดวยยาตานจุลชีพกอนเริ่มรับ 
HAART แสดงในตารางที่ 2 ผูปวยทุกรายไดรับยาตานไวรัสสูตรผสมชนิด HAART ที่
ประกอบดวย nucloside reverse transcriptase inhibitor (NRTI) 2 ชนิด และ non-nucleoside 
reverse transcriptase inhibitor (NNRTI) 1 ชนิด และพบวา CD4 T-cells ในเดือนที่ 0 
(baseline) ของผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสมีจํานวนมากกวาผูปวยที่ติดเชื้อฉวยโอกาสที่ไดรับ
การรักษาดวยยาตานจุลชีพ อยางก็ตามความแตกตางดังกลาวไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (แสดงใน
ตารางที่ 1 และรูปที่ 1) 

 
การตอบสนองทางภูมิคุมกันและไวรสัวิทยาภายหลังไดรับ HAART 
 หลังจากการไดรับยาตานไวรัสชนิด HAART เปนเวลานาน 6 และ12 เดือนพบวามีการ
เพ่ิมขึ้นของ CD4 T-cells ในทั้งสองกลุมตัวอยาง (รูปที่ 1) นอกจากนี้กลุมผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวย
โอกาสมีจํานวน CD4 T-cells มากกวาผูปวยที่ติดเชื้อฉวยโอกาสอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (255 
vs 158 และ 269 vs 172 cells/μL; p = 0.003 และ 0.03 ตามลําดับ) (รูปที่ 1) นอกจากน้ีระดับ 
CD4 T-cells ในเดือนที่ 6 ของการรักษาดวย HAART ที่เพ่ิมขึ้นจาก baseline (CD4 T-cell gain) 
ในผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสมีแนวโนมสูงกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับใน
ผูปวยที่ติดเชื้อฉวยโอกาส (151 vs 89 cells/μL; p = 0.05) อยางไรก็ตามการเพ่ิมขึ้นของระดับ 
CD4+ T-cells (CD4 T-cell gain) ในเดือนที่ 12 ของการรักษาดวย HAART ระหวางทั้งสองกลุม
ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (120 vs 149 cells/μL; p = 0.84) 
 ปริมาณไวรัสในกระแสเลือด (viral load) ซึ่งตรวจวัดในเดือนที่ 12 หลังไดรับ HAART 
พบวามีผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสจํานวน 29 รายจากทั้งหมด 31 ราย (คิดเปนรอยละ 94) และ
ผูปวยที่ติดเชื้อฉวยโอกาสทุกราย (คิดเปนรอยละ 100) มีปริมาณไวรัสในกระแสเลือดลดลงจนไม
สามารถตรวจวัดได (นอยกวา 50 copies/mL)  
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ระดับ TRECs ภายหลังไดรับ HAART  
 ระดับ TRECs ณ เดือนที่ 6 และ 12 ของการรักษาดวย HAART เพ่ิมขึ้นจากเดือนที่ 0 
(baseline) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติในผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาส ขณะที่ในผูปวยที่ติดเชื้อฉวย
โอกาสมีแนวโนมของการเพิ่มขึ้นของระดับ TRECs เฉพาะในเดือนที่ 12 ของการรักษาดวย 
HAART (รูปที่ 2) อยางไรก็ตามระดับการเพ่ิมขึ้นของระดับ TRECs ในเดือนที่ 6 และ 12 ของการ
รักษาดวย HAART ระหวางกลุมผูติดเชื้อและไมติดเชื้อฉวยโอกาสไมมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 2) 
 
ความสัมพันธระหวางระดับ TRECs และจํานวน CD4+ T-cells ที่เพ่ิมข้ึน  
 เม่ือพิจารณาความสัมพันธของการเพ่ิมขึ้นของระดับ CD4+ T-cells (CD4 T-cell gain) 
กับระดับ TRECs ที่เพ่ิมขึ้น พบวาในเดือนที่ 6 ของการไดรับ HAART การเพ่ิมขึ้นของระดับ 
CD4+ T-cells ไมมีความสัมพันธกับระดับ TRECs ที่เพ่ิมขึ้นทั้งในกลุมผูติดและกลุมผูไมติดเชื้อ
ฉวยโอกาส (รูปที่ 3A และ B) ขณะที่ความสัมพันธทางบวกระหวางการเพิ่มขึ้นของระดับ CD4+ 
T-cells และ ระดับ TRECs พบไดในเดือนที่ 12 ของการรักษาดวย HAART ในกลุมผูปวยที่ไมติด
เชื้อฉวยโอกาส แตไมพบลักษณะความสัมพันธดังกลาวในกลุมผูปวยที่ติดเชื้อฉวยโอกาส (รูปที่ 
3C และ D) 

ในการประเมินผลกระทบของปจจัยรวมตางๆ ที่อาจสงผลตอการเพิ่มขึ้นของระดับ 
TRECs ในเดือนที่ 12 ของการรักษาดวย HAART ที่นอยกวาหรือเทากับ 1 เทาของ TRECs ณ 
baseline นั้น โดยจากการวิเคราะหดวย univariate regression analysis พบวาผูปวยที่มี CD4 
T-cells ในเดือนที่ 6 ของการรักษาดวย HAART มากกวา 200 cells/μL มีอัตราเสี่ยงที่ทําใหระดับ 
TRECs เพ่ิมขึ้นนอยกวาหรือเทากับ 1 เทาของ TRECs ณ baseline มากกวาผูปวยที่มี CD4 T-
cells นอยกวาหรือเทากับ 200 cells/μL ถึง 9 เทา (OR = 9.0; 95%CI: 0.9-88.2; p = 0.06) 
เชนเดียวกับการที่ผูปวยเปนเพศหญิงพบวามีอัตราเสี่ยงที่ทําใหระดับ TRECs เพ่ิมขึ้นนอยกวา
หรือเทากับ 1 เทาของ TRECs ณ baseline มากกวาผูปวยเพศชาย ถึง 3.3 เทา (OR = 3.3; 
95%CI: 0.6-20.2; p = 0.19) (ตารางที่ 3) อยางไรก็ตามเม่ือนําทั้งสองปจจัยมาทําการวิเคราะห
ความสัมพันธระหวางปจจัยรวมหลายปจจัยกับระดับ TRECs ดวย multivariate regression 
analysis พบวาเฉพาะผูปวยที่มี CD4 T-cells ในเดือนที่ 6 ของการรักษาดวย HAART มากกวา 
200 cells/μL เทานั้นที่มีอัตราเสี่ยงที่ทําใหระดับ TRECs เพ่ิมขึ้นนอยกวาหรือเทากับ 1 เทาของ 
TRECs ณ baseline (OR = 9.0; 95%CI:0.9-88.2; p = 0.03) (ตารางที่ 3) 
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 ตารางที่ 1. ขอมูลทางคลินกิของผูติดเชือ้เอชไอวี ขอมูลแสดงอยูในรูปคามัธยฐาน (interquarlie range) หรือ n 
 

ผูติดเชื้อเอชไอวี ลักษณะทางคลินิก 
ไมติดเชื้อจลุชีพฉวยโอกาส 

(n = 31) 
ติดเชื้อจลุชพีฉวยโอกาส 

 (n = 13) 
P-value 

อายุ (ป) 39 (33-45) 36 (34-42) 0.72* 
เพศ: ชาย/หญิง 19/12 5/8 0.20# 
CD4 T-cells เดือนที่ 0 (Baseline) (cells/μL) 135 (6-200) 36 (24-68) 0.13* 
HAART regimens : 

d4T + 3TC + (NVP or EFV) 
Truvada (TDF + FTC) + (NVP or EFV) 

 
17 
14 

 
12 
1 

 
 

0.02# 

 
d4T, stavudine; EFV, efavirenz; FTC, emtricitabine; HAART, highly active antitretroviral therapy; NVP, nevirapine;  
TDF, tenofovirdisoproxilfumarate; 3TC, lamivudine. 
*Mann-Whitney U test 
#Fisher’s exact test 
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ตารางที่ 2. โรคติดเชื้อฉวยโอกาสและระยะเวลาในการรักษาดวยยาตานจุลชีพกอนไดรับ HAART  
 
โรคติดเชื้อฉวยโอกาส ยาตานจุลชพี ระยะเวลาที่รบัการรักษาดวยยาตานจลุชีพกอนเริ่มรับ 

HAART (Mean ± SD) (วัน) 
PCP (n = 5) Cotrimoxazole or Dapsone 24.2 ± 5.3 (16-30) 
M.  tuberculosis (n = 1) Isoniazid + Rifampicin + Pyrazinamide + Ethambutol. 270 
Candidiasis (n = 4) Fluconazole or Ketoconazole or Cotrimazole 16.5 ± 6.0 (11-16) 
Cryptococcosis (n = 3) Amphotericin B and/or Fluconazole 19.3 ± 1.2 (18-20) 
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รูปที่ 1. การเปลี่ยนแปลงจํานวน CD4 T-cells ในผูติดเชื้อเอชไอวีที่ติดและไมติดเชื้อฉวยโอกาส
ในชวงเวลา 1 ปแรกหลังการรักษาดวยยาตานไวรัสชนิด HAART ขอมูลแสดงในรูปคาเฉลี่ย (จุด)
คามัธยฐาน (เสนแนวขวาง) ขอมูลในตําแหนงเปอรเซนไทลที่ 25, 75 (กลอง) และ 5, 95 (เสน
หนวดแมว) โดยผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสแทนดวยรูปกลองทึบและผูปวยที่ติดเชื้อฉวยโอกาส
แทนดวยกลองสีขาว 
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รูปที่  2. การเปลี่ยนแปลงระดับ TRECs ที่ 6 และ 12 เดือนหลังการรักษาดวย HAART 
เปรียบเทียบกับเดือนที่ 0 (baseline) ในผูติดเชื้อเอชไอวีติดและไมติดเชื้อฉวยโอกาส ขอมูลแสดง
ในรูปคาเฉลี่ย (จุด) คามัธยฐาน (เสนแนวขวาง) ขอมูลในตําแหนงเปอรเซนไทลที่ 25, 75 (กลอง) 
และ 5, 95 (เสนหนวดแมว) โดยผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสแทนดวยรูปกลองทึบและผูปวยที่ติด
เชื้อฉวยโอกาสแทนดวยกลองสีขาว และเสนประแสดงคาอางอิงของระดับ TRECs ในเดือนที่ 0 
(baseline) 
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รูปที่ 3. ความสัมพันธระหวางจํานวน CD4 T-cells ที่เพิ่มขึ้น (CD4 T-cells gain) กับระดับ TRECs ในเดือนที่ 6 และ 12 ของการรักษาดวย HAART ใน
ผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาส (A และ C) และในผูปวยที่ติดเชื้อฉวยโอกาส (B และ D)  
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ตารางที่3. การวิเคราะหถดถอยแบบโลจิสติกทั้ง univariate และ multivariate regression เพ่ือ
หาความสัมพันธระหวางปจจัยรวมตางๆ ที่มีผลตอการเพ่ิมระดับ TRECs ที่ ≤1 ที่ชวงความ
เชื่อม่ันเปนรอยละ 95 ภายหลังไดรับการรักษาดวย HAART เปนเวลานาน 12 เดือน 
 

Univariate analysis Multivariate analysis ปจจัย 
Odds ratio  
(95CI) 

p-value Odds ratio  
(95CI) 

P-value 

กลุมผูปวย 
No opportunistic infection 
Treated opportunistic infections 

 
1.0 
1.5 (0.2-9.5) 

 
 
0.69 

  

อายุ 
≤ 40 years 
> 40 years 

 
1.0 
0.5 (0.1-2.8) 

 
 
0.40 

  

HAART regimens 
Truvada + (NVP or EFV)  
d4T + 3TC + (NVP or EFV) 

 
1.0 
1.4 (0.2-8.5) 

 
 
0.72 

  

เพศ 
ชาย 
หญิง 

 
1.0 
3.3 (0.6-20.2) 

 
 
0.19 

 
 
3.2 (0.4-23.7) 

 
 
0.25 

CD4  counts ในเดือนที่ 0(baseline) 
≤ 40 cells/μL 
> 40 cells/ μL 

 
1.0 
2.0 (0.3-12.2) 

 
 
0.45 

  

CD4  counts หลังรับ HAART 6เดือน 
≤ 200 cells/ μL 
> 200 cells/ μL 

 
1.0 
9.0 (0.9-88.2) 

 
 
0.06 

 
 
9.0 (0.9-88.2) 

 
 
0.03 

 
95%CI = ชวงความเชื่อม่ันที่รอยละ 95 (95%Confidence Interval) 
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ระดับ TRECs ใน PBMCs, CD4 และ CD8 T-cells  
 เม่ือทําการตรวจวัดระดับ TRECs ทั้งใน PBMCs, CD4 และ CD8 T-cells จากการสุม

เลือกตัวอยางจากกลุมผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสจํานวน 3 ราย และกลุมผูปวยที่ติดเชื้อฉวย

โอกาสจํานวน 3 ราย พบวาระดับ TRECs ใน PBMC และ CD4 T-cells ของผูปวยทั้งสองกลุมมี

ลักษณะรูปแบบการเปลี่ยนแปลงที่เหมือนกันคือเพิ่มขึ้นเพียงเล็กนอยในเดือนที่ 6 และมีการ

เพ่ิมขึ้นมากในเดือนที่ 12 ของการรักษาดวย HAART (รูปที่ 4A และ B) ขณะที่ระดับ TRECs ใน 

CD8 T-cells ของกลุมผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสเพิ่มขึ้นมากตั้งแตเดือนที่ 6 ไปจนกระทั่งถึง

เดือนที่ 12 ของการไดรับ HAART ซึ่งแตกตางจากกลุมผูปวยที่ติดเชื้อฉวยโอกาสที่พบการ

เพ่ิมขึ้นของ TRECs ใน CD8 T-cells เพียงเล็กนอยในเดือนที่ 6 และเพิ่มขึ้นเปนจํานวนมากใน

เดือนที่ 12 ของการรักษาดวย HAART (รูปที่ 4C)   
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รูปที่ 4. การเปลี่ยนแปลงระดับ TRECs ใน PBMCs (A), CD4 T-cells (B) และ CD8 T-cells (C) 

ของผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาส (n = 3) และผูปวยติดเชื้อฉวยโอกาส (n = 3) 

บทวิจารณและสรุปผลการทดลอง 
 ตอมไธมัสเปนอวัยวะที่มีบทบาทสําคัญในการฟนกลับคืนของระบบภูมิคุมกันในผูติดเชื้อ
เอชไอวีที่ไดรับการรักษาดวยยาตานไวรัสชนิด HAART (10, 15, 16) จึงเปนประเด็นที่นาสนใจวา
การรักษาโรคติดเชื้อฉวยโอกาสดวยยาตานจุลชีพกอนให HAART มีผลกระทบตอการเพ่ิมขึ้นของ
ระดับ CD4 T-cells และการทํางานของตอมไธมัส (TRECs) หรือไมและอยางไร จากการศึกษา
คร้ังนี้ไดวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงระดับ CD4 T-cells และระดับ TRECs ในผูติดเชื้อเอชไอวีที่ติด
และไมติดเชื้อฉวยโอกาสซึ่งในผูที่ติดเชื้อฉวยโอกาสนั้นจะไดรับการรักษาดวยยาตานจุลชีพกอน
ไดรับ HAART ซึ่งผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาการฟนกลับคืนของระบบภูมิคุมกันในผูที่ไดรับการ
รักษาโรคติดเชื้อฉวยโอกาสกอนไดรับ HAART ไมมีความแตกตางไปจากผูที่ไมติดเช้ือฉวยโอกาส 
โดยแทจริงแลวแมวาผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสจะมี CD4 T-cells สูงกวาผูติดเชื้อฉวยโอกาส
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติทั้งเดือนที่ 6 และ 12 ของการรับ HAART แตคา CD4+ T-cells ที่
เพ่ิมขึ้น (CD4 T-cell gain) กลับไมมีความแตกตางกันระหวางกลุมตัวอยางทั้งสองภายหลังรับ 
HAART เปนเวลานาน 12 เดือน (120 ตอ 149 cells/μL; p = 0.84) นอกจากน้ีระดับ TRECs ที่
เพ่ิมขึ้นไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางกลุมตัวอยางทั้งสองภายหลังการรับ 
HAART เปนเวลานาน 6 และ 12 เดือน (รูปที่ 2) อีกทั้งรูปแบบการเพ่ิมขึ้นของระดับ TRECs ใน 
PBMCs และใน CD4 T-cells ของผูปวยทั้งสองกลุมยังมีลักษณะที่คลายคลึงกัน (รูปที่ 4A และ B) 
และถึงแมระดับ TRECs ใน CD8 T-cells ของผูที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสมีการเพ่ิมขึ้นมากตั้งแต
เดือนที่ 6 ของการรักษาดวย HAART ซึ่งตางจากในกลุมผูติดเชื้อฉวยโอกาสที่พบมีการเพ่ิมขึ้น
ของ TRECs ใน CD8 T-cells ในเดือนที่ 12 ของการไดรับ HAART อยางไรก็ตามระดับ TRECs 
ใน CD8 T-cells ของผูปวยทั้งสองกลุมมีปริมาณที่นอยกวาที่ตรวจพบใน PBMCs และ CD4 T-
cells ดังน้ันการตรวจวัดระดับ TRECs ใน CD8 T-cells อาจสะทอนถึงการทํางานของตอมไธมัส
ไดไมดีเทาการตรวจวัดระดับ TRECs ใน PBMCs และ CD4 T-cells การเพ่ิมขึ้นของระดับ 
TRECs ทั้งในผูปวยที่ติดและไมติดเชื้อฉวยโอกาสที่พบในการศึกษาครั้งน้ีมีความสอดคลองกับ
การรายงานกอนหนาน้ีโดย Lewin และคณะ (17) ที่ทําการศึกษาการเปลี่ยนแปลงระดับ CD4 T-
cells และ TRECs ในผูติดเชื้อเอชไอวีที่ไดรับการรักษาดวย HAART เปนเวลานาน 2 ป 
นอกจากนี้ยังพบรอยละ 18 ของผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาส และรอยละ 11 ของผูที่ติดเชื้อฉวย
โอกาสมีการเพิ่มขึ้นของระดับ TRECs ในเดือนที่ 12 ของการรักษาดวย HAART เปน 2 เทาของ
ระดับ TRECs ณ baseline ซึ่งสอดคลองกับหลายๆ การศึกษากอนหนาน้ีที่พบวาการเพ่ิมขึ้นของ 
TRECs ในผูติดเชื้อที่เอชไววีภายหลังไดรับ HAART เปนเวลานาน 12 เดือน มีสองรูปแบบคือมี
การเพ่ิมขึ้นเพียงเล็กนอยและเพ่ิมขึ้นมากกวา 2 ของ baseline (กอนการไดรับ HAART) (12, 18-
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20) และในการศึกษาคร้ังน้ียังพบวา HAART ที่ใหกับผูติดเชื้อเอชไอวีทั้งสองกลุมสามารถยับยั้ง
การเพ่ิมจํานวนของเชื้อไวรัสไดอยางมีประสิทธิภาพโดยรอยละ 94 ของผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยกาส
และจํานวนทั้งหมดของผูปวยที่ติดเชื้อฉวยโอกาสมีปริมาณไวรัสในกระแสเลือดนอยกวา 50 
copies/mL นอกจากนี้ไมมีผูปวยที่ติดเชื้อฉวยโอกาสรายใดที่พัฒนาไปเปน IRIS  
 การไมพบความสัมพันธระหวางการเพิ่มขึ้นของระดับ CD4 T-cells (CD4 cell gain) และ 
TRECs ในเดือนที่ 6 ของการรักษาดวย HAART ทั้งในกลุมผูปวยที่ติดและไมติดเชื้อฉวยโอกาส
อาจเน่ืองมาจากมีสรางและปลดปลอย CD4 T-cells ออกจากอวัยวะน้ําเหลืองมากกวาการสราง
ขึ้นมาใหม (de novo) จากตอมไธมัส ซึ่งขอสันนิษฐานดังกลาวสามารถสนับสนุนไดจากการท่ี
พบวาผูปวยที่มี CD4 T-cells มากกวา 200 cells/μL มีอัตราเสี่ยงที่ระดับ TRECs เพ่ิมขึ้นนอย
กวาหรือเทากับ 1 เทาของ TRECs ณ baseline มากกวาผูปวยที่มี CD4 T-cells นอยกวาหรือ
เทากับ 200 cells/μL ถึง 9 เทา (OR = 9.0; 95%CI: 0.9-88.2; p = 0.06) ซึ่งสอดคลองกับผล
การศึกษาของ Pakker และคณะ (21) ที่แสดงใหเห็นวาการเพิ่มขึ้นของ CD4 T-cells หลังไดรับ
ยาตานไวรัสแบงออกเปน 2 ระยะคือระยะแรก CD4 T-cells เพ่ิมขึ้นอยางรวดเร็วเนื่องจากการ
สราง CD4 T-cells ใหมจากอวัยวะน้ําเหลือง และในระยะตอมาเปนการเพ่ิมจํานวนอยางชาๆ จน
เขาสูสภาวะการเพิ่มขึ้นอยางคงที่ทั้ง naïve และ memory CD4 T-cells ซึ่งเกิดจากการทํางาน
รวมกันระหวางอวัยวะน้ําเหลืองและตอมไธมัสอยางไรก็ตามพบวา CD4 T-cells ที่เพ่ิมขึ้น (CD4 
cell gain) ในผูปวยที่ไมติดเชื้อฉวยโอกาสนี้มีความสัมพันธเชิงบวกกับระดับ TRECs หลังรับ 
HAART ในเดือนที่ 12 ทั้งน้ีอาจเกิดจากกระบวนการสราง CD4 T-cells (de novo) จากตอมไธมัส
เพ่ิมขึ้นในชวงระยะเวลาดังกลาว และการที่ไมพบความสัมพันธดังกลาวในผูที่ติดเชื้อฉวยโอกาส
อาจเนื่องมาจากการที่กลุมตัวอยางมีขนาดเล็ก หรือเกิดจากการที่ memory CD4 T-cells ที่มีอยู
กอนไดรับการกระตุนจากแอนติเจนของเชื้อจุลชีพฉวยโอกาสที่ผูปวยเคยติดเชื้อและไดรับการ
รักษากอนเร่ิมรับ HAART จึงทําใหมีการแบงเซลลเพ่ิมมากขึ้นซ่ึงจะสงผลใหมีการเจือจาง (dilute) 
ปริมาณ TRECs ใหลดนอยลง ทั้งน้ีขอสันนิษฐานแรกมีความเปนไปไดมากกวาเน่ืองจากระดับ 
TRECs ที่เพ่ิมขึ้นในเดือนที่ 6 และ 12 ของการไดรับ HAART ระหวางกลุมผูปวยที่ติดและไมติด
เชื้อฉวยโอกาสไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

ขอจํากัดบางประการสําหรับการศึกษาครั้งน้ีไดแกการท่ีไมสามารถวิเคราะหระดับ 
TRECs ในผูติดเชื้อเอชไอวีที่ติดเชื้อฉวยโอกาสและยังไมไดรับการรักษายาตานจุลชีพกอนไดรับ 
HAART เน่ืองจากขอกําหนดในคูมือการรักษาดวยยาตานไวรัสในผูติดเชื้อเอชไอวีที่เปนผูใหญ
และวัยเจริญพันธุ ฉบับป พ. ศ. 2553 (Thai National Guidelines for Antretroviral Therapy in 
HIV-1 Infected Adults and Adolescents 2010) (6) กําหนดไววาวาการรักษาโรคติดเชื้อจุลชีพ
ฉวยโอกาสควรกระทํากอนเร่ิมใหยาตานไวรัส และเนื่องจากจํานวนผูปวยติดเชื้อฉวยโอกาสมีไม
มากพอจึงไมสามารถวิเคราะหหาความสัมพันธระหวางการเพิ่มขึ้นของระดับ CD4 T-cells และ 
ระดับ TRECs ในแตละชนิดของโรคติดเชื้อฉวยโอกาสได พรอมกันน้ีเน่ืองจากปริมาตรของ
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ตัวอยางเลือดที่เก็บไดมีจํากัดจึงไมสามารถตรวจวัดระดับ TRECs ใน CD4 และ CD8 T-cells ใน
ผูปวยทุกรายได อีกทั้งไมสามารถศึกษาระดับ TRECs ในประชากรยอยของเซลลทั้งสองชนิดที่
แสดงลักษณะ naive หรือ memory phenotypes (CD45RA+และ CD45RO+) ซึ่งขอจํากัดเหลาน้ี
อาจตองทําการศึกษาตอไปในจํานวนกลุมตัวอยางที่มากขึ้น  
 โดยสรุปจากการศึกษาครั้งน้ีแสดงใหเห็นวาการเปลี่ยนแปลงของระดับ TRECs ในผูติด
เชื้อเอชไอวีที่ติดและไมติดเชื้อฉวยโอกาสภายหลังไดรับการรักษาดวยยาตานไวรัสชนิด HAART 
ในระยะเวลา 1 ป ไมมีความแตกตางกัน และการรักษาโรคติดเชื้อฉวยโอกาสกอนให HAART ไม
มีผลกระทบตอการฟนกลับคืนของระบบภูมคุมกันและการทํางานของตอมไธมัส 
 
 
กิตติกรรมประกาศ 
 คณะผูวิจัยขอขอบคุณอาสาสมัครผูเขารวมโครงการวิจัยทุกทาน ขอบคุณแพทย พยาบาล 
นักเทคนิคการแพทย และเจาหนาที่หองปฏิบัติการประจําโรงพยาบาลสันปาตอง และโรงพยาบาล
นครพิงค จ. เชียงใหม ที่ใหความชวยเหลือดานการเก็บขอมูล เก็บตัวอยางเลือด ดูแลและติดตาม
อาการทางคลินิกของผูปวยที่เขารวมในโครงการ  

การศึกษาในครั้งน้ีไดรับการสนับสนุนจากทุนสงเสริมนักวิจัยรุนใหมภายใตกํากับของ
สํานักงานกองทุนสนับสนุนงานวิจัยและสํานักงานคณะกรรมการอุดมศึกษาประเทศไทย และ
ไดรับทุนสนับสนุนบางสวนจากงบประมาณโครงการมหาวิทยาลัยวิจัยแหงชาติ (ไทยเขมแข็ง) 
พ.ศ. 2553-2555 

 



 

20 

 

 

ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 
 ตามที่ไดกลาวไวแลววาการศึกษาวิจัยครั้งน้ีมีขอจํากัดดานจํานวนผูปวยที่ติดเชื้อฉวย
โอกาสที่เขารวมโครงการมีจํานวนนอยจึงทําใหไมสามารถวิเคราะหหาความสัมพันธระหวางการ
เพ่ิมขึ้นของระดับ CD4 T-cells และ ระดับ TRECs ในแตละชนิดของโรคติดเชื้อฉวยโอกาสได  
อีกทั้งปริมาณตัวอยางเลือดที่เก็บไดไมพอที่จะนํามาตรวจวิเคราะหหาระดับ TRECs ใน CD4 และ 
CD8 T-cells รวมทั้งในประชากรยอยของเซลลทั้งสองชนิดที่แสดงลักษณะ naive หรือ memory 
phenotypes (CD45RA+และ CD45RO+) ดังน้ันเพ่ือใหไดผลการศึกษาที่ถูกตองแมนยําและ
ครอบคลุมมากที่สุดจึงควรทําการศึกษาในกลุมประชากรตัวอยางที่มีจํานวนเพิ่มมากขึ้น 
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Abstract: In patients receiving highly active antiretroviral therapy (HAART), increase of naïve T-cell production, as 

measured by T-cell receptor rearrangement excision circles (TRECs), is an indicator of immune reconstitution. Our 

objective was to assess whether treating opportunistic infections (OIs) prior to HAART initiation affects CD4 T-cells 

recovery and TRECs in patients on HAART. HIV-infected patients presenting no OIs or treated OIs were prospectively 

enrolled prior to HAART initiation and followed-up over 12 months of HAART. CD4 T-cells and TRECs were measured 

at baseline, 6 and 12 months HAART and compared between patients presenting no OIs and those with treated OIs. 

Univariate and multivariate logistic regression models were used to identify potential factors associated with low TREC 

increase after 12 months HAART. Forty-four HIV-infected patients, 31 presenting no OIs and 13 with treated OIs at 

HAART initiation were enrolled. Patients presenting no OIs tended to have higher CD4 T-cell gain than those with treated 

OIs (151 vs 89 cells/μL; p = 0.05) after 6 months HAART but not after 12 months HAART (120 vs 149 cells/μL; p = 

0.84). Among patients presenting no OIs, TREC levels significantly increased from baseline through 12 months HAART 

while among those with treated OIs, there was a trend for increase only after 12 months. Our study indicates that 

treatment of OIs prior to HAART does not lead to impaired CD4 T-cells recovery and thymic outputs. 

Keywords: T-cell receptor rearrangement excision circle; HIV; Opportunistic infections; Highly Active Antiretroviral Therapy; 
CD4 T-cells. 

INTRODUCTION 

 Highly active antiretroviral therapy (HAART) has 
dramatically reduced the morbidity and mortality of HIV-
infected patients [1] through effective control of viral 
replication and immune restoration. However, up to 25% of 
AIDS treated patients exhibit paradoxical clinical 
deterioration known as the immune reconstitution 
inflammatory syndrome (IRIS) [2, 3]. This overwhelming 
inflammatory response results from restored immunity to 
antigens associated with previously acquired opportunistic 
infections (OIs) and has been associated with lower CD4 T-
cell counts at initiation of HAART. In limited-resource 
countries, HIV-infected patients often present late with 
advanced AIDS and OIs [4, 5] and in order to prevent the 
occurrence of IRIS, usually receive antimicrobial agents 
against OIs before starting HAART [6, 7]. 

 Thymus is the primary source of naïve T-cells and plays 
a key role in establishing and maintaining the peripheral T-
cell pool [8]. It reaches its maximum volume by one year of 
age; thereafter, its size as well as its function decrease with 
age [9]. The thymus production of naïve T-cells can be 
quantified by measuring the T-cell receptor rearrangement 
excision circles (TRECs) formed during the T-cell receptor 
gene rearrangement. These thymic outputs are episomal and 
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diluted during cell division [10]. Low TREC contents in T-
cells and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) have 
been observed in a large percentage of untreated HIV-
infected individuals [11, 12]. The rapid decline in TRECs 
observed during HIV infection may result from the 
expansion of memory T-cells following chronic activation 
by pathogens [13]. Effective suppression of viral replication 
in HIV-infected patients on HAART has been associated 
with immune reconstitution and an increase of TRECs, 
suggesting an improvement of thymic function [11]. 

 Several studies analyzing the optimal time to start 
HAART in HIV-infected patients presenting OIs have shown 
an improved survival when initiating HAART during the 
first 2 weeks of treatment of OIs [14-16]. Although immune 
reconstitution in tuberculosis-HIV co-infected patients 
treated before antiretroviral drugs initiation has been 
reported in different studies [17-19], limited data are 
available on CD4 T-cells recovery and thymic output or 
TRECs in patients on HAART who previously treated for 
other OIs prior to HAART initiation. The aims of this study 
were to measure TREC levels over one-year HAART among 
patients presenting no OIs and patients with treated OIs 
before HAART initiation and analyze TREC levels in 
relation with the increase of CD4 T-cells. 

MATERIALS AND METHODS 

Study Population 

 Forty-four HIV-infected patients, 31 presenting no OIs 
and 13 treated for OIs, were enrolled at 2 hospitals, 
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Sanpatong and Nakornping, in Chiang-Mai, Thailand prior 
to HAART initiation. Inclusion criteria were: (1) HIV-
infected patients >15 years of age; (2) antiretroviral naïve; 
(3) no history of alcoholism or IV drug use. All HIV-
infected patients participating in this study provided written 
informed consent before enrolment. This study was approved 
by the Ethics Committee of the Faculty of Associated 
Medical Sciences, Chiang-Mai University. The patients were 
followed over the first 12 months of HAART. Baseline data 
collected included patient demographics, CD4 T-cells, 
diagnosis and OIs treatment. During the follow-up, 
according to the Thai guidelines for monitoring HIV 
treatment, CD4 T-cell enumeration was performed at 6 and 
12 months using flow cytometry at Sanpatong and 
Nakornping hospitals. CD4 T-cell gain at 6 and 12 months of 
HAART was analyzed by subtracting CD4 T-cell counts at 
baseline from those at 6 or 12 months of HAART. Plasma 
HIV RNA load was performed at 12 months of HAART 
using Cobas

®
 Ampliprep/Cobas

®
 TaqMan

®
 test (Roche 

Molecular Systems, NJ, USA). 

Blood Preparation 

 Blood samples were collected in EDTA tubes at each 
visit and shipped to the microbiology laboratory of the 
Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang-Mai 
University, within 3 hours. Upon arrival peripheral blood 
mononuclear cells (PBMCs) were isolated using Ficoll–
Hypaque gradient (IsoPrep, Robbins Scientific, Sunnyvale, 
CA, USA). Cells were aliquoted and stored frozen at -20°C 
as dried pellets until use. 

DNA Preparation and Quantification of TRECs 

 DNA was extracted from one million PBMCs using the 
NucleoSpin

®
 kit (Macherey-Nagel, KG, Duren, Germany) 

according to manufacturers’ instructions. DNA extracts were 
stored at -20

o
C until use. TREC analysis was performed as 

described by Ometto et al. [20] with slight changes. The 
real-time PCR amplification was carried out in a 25 L 
reaction mixture containing 5 μL DNA sample or sterile 
distilled water as a no template control, 1x real-time PCR 
Master Mix (Thermo Scientific ABsolute

TM
 QPCR ROX 

Mix, Surrey, UK), 400 nM each primer (forward, 5'-
CACATCCCTTTCAACCATGCT-3'; reverse, 5'-GCCAG 
CTGCAGGGTTTAGG-3' : GenBank sequence accession 
number DQ858179.1) and 200 nM of the fluorogenic probe 
(5'-ACACCTCTGGTTTTTGTAAAGGTGCCCAC T-3') 
conjugated with FAM (6-carboxyfluorescein) at the 5'-end, 
and TAMRA (6-carboxytetramethilrhodamine) at the 3'-end. 
To normalize for cell equivalents, the -actin gene was 
quantified in the same reaction tube for TREC 
quantification. The -actin primer and probe concentrations 
were as follows: 300 nM of forward primer (5'-
TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3'), 600 nM of 
reverse primer (5'-CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG 
-3') and 200 nM of the fluorogenic probe (5'-ATGCCCT 
CCCCCATGCCATCCTGCGT-3') conjugated with the 
hexachlorofluorescein (HEX), (Human -actin gene Gen 
Bank sequence accession number DQ858179.1). The real-
time PCR reaction was performed using Rotor-Gene 6000™ 
(Corbett Research; Mortlake, New South Wales, Australia). 
The mixture was preheated at 95°C for 15 min, followed by 

50 cycles of 15 sec at 95°C and 1 min at 60°C. Each sample 
was run in triplicate. For each sample, the TREC level was 
reported as fold change as compared to level before HAART 
initiation. 

Statistical Analysis 

 The data are presented as median or mean and standard 
deviation (SD). Statistical analyses were performed using 
STATA software package version 10 (College Station, TX). 
CD4 T-cells, TREC levels, gender and HAART regimens 
were compared between groups using Mann-Whitney test or 
Fisher’s exact test. Levels of TREC were dichotomized into 
two categories, low or high ( 1 or >1) and possible factors 
associated with low TREC levels after 12 months HAART 
were analyzed using univariate and multivariate logistic 
regression models. Baseline characteristics as well as CD4 
T-cells after 6 months HAART were included in the 
analysis. Interactions between significant variables (p-value 
equal or lower than 0.2) were tested in univariate logistic 
regression analysis. Multivariate logistic regressions models 
were constructed following a forward-backward variable 
inclusion scheme. Significance was determined as p<0.05. 
All reported p-values were two-sided. 

RESULTS 

 The baseline characteristics of the 2 groups of patients 
are shown in Table 1. Thirty-one patients presented no OIs 
and 13 patients were treated for Pneumocystis jiroveci 
pneumonia (PCP) (n=5), pulmonary tuberculosis (n=1), oral 
candidiasis (n=4) and cryptococcal meningitis (n=3). Mean 
duration of antimicrobial treatment for Pneumocystis jiroveci 
pneumonia, oral candidiasis and cryptococcal meningitis was 
20 ± 4 days prior to HAART initiation while duration of 
pulmonary tuberculosis treatment was 270 days prior to 
HAART initiation. All started HAART combinations with 2 
nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) and one 
non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor (NNRTI). 
Patients with no OIs had higher baseline CD4 T-cells than 
patients with treated OIs though not significantly different 
(Table 1). There was a trend for higher CD4 T-cell gain after 
6 months of HAART in the no OIs group as compared to the 
treated OIs group (151 vs 89 cells/μL; p = 0.05) but not after 
12 months HAART (120 vs 149 cells/μL; p = 0.84). Plasma 
HIV RNA load was undetectable (<50 copies/mL) after 12 
months HAART in 29 of 31 (94%) no OIs patients and in all 
treated OIs patients. 

 There was a significant increase of TRECs in the no OIs 
group from baseline through 12 months of HAART (p = 
0.004 at 6 months and p <0.001 at 12 months) while there 
was a trend for higher increase only after 12 months HAART 
in the treated OIs group (p = 0.07) (Fig. 1). The median 
TREC increase was not significantly different between the 
two groups after 6 (p = 0.90) and 12 months (p = 0.66) 
HAART (Fig. 1). 

 Univariate logistic regression analysis of factors 
associated with low TREC level after 12 month HAART 
showed that there was a trend for low TREC increase when 
patients had CD4 T-cells >200/μL after 6 months HAART 
(OR = 9.0; 95%CI: 0.9-88.2; p = 0.06) or in women (OR = 
3.3; 95%CI: 0.6-20.2; p = 0.19). In the multivariate model, 
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remained only CD4 T-cells >200 cells/μL after 6 months 
HAART (OR = 9.0; 95%CI: 0.9-88.2; p = 0.03) (Table 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. (1). Changes in the levels of TREC are expressed relative to 

baseline level among HIV-infected patients with no OIs and those 

with treated OIs during the first 12 months of HAART. Data are 

presented as median (horizontal line), 25
th

 and 75
th

 (box) and 5
th

 

and 95
th

 percentile (whisker lines). Dot line represents the reference 

TREC level at baseline before HAART initiation. 

DISCUSSION 

 Thymus has been shown to play a role in the immune 
reconstitution of HIV-infected patients receiving HAART 
[11, 21, 22]. We have investigated whether treating OIs prior 
to HAART initiation has an effect on CD4 T-cells recovery 
and thymic output or TRECs. Our results indicate that 
treating OIs before HAART initiation leads to immune 
reconstitution on HAART similar to that observed in patients 
with no OIs. The CD4 T-cell gain was not different between 
the 2 groups after 12 months HAART (120 vs 149 cells/μL; 
p = 0.84). Although TRECs levels were significantly 
increased at 6 and 12 months HAART in the no OIs group 
and at 12 months of HAART in the OIs group, the TREC 
increase was not significantly different between the two 
groups either after 6 or 12 months HAART suggesting a  
 

similar level of thymic function on HAART in the two 
groups. In both groups, the increase of TRECs after 12 
months HAART (Fig. 1) was consistent with the increase 
reported by Lewin et al. [23] in patients receiving over 2 
years HAART. As described by others, we also observed a 
fraction of the patients on HAART, 18% of no OIs and 11% 
of treated OIs patients, who exhibited at least a 2-fold 
increase in TREC levels after 12 months HAART [12, 24-
26]. Furthermore in both groups, HIV replication was well 
suppressed in the majority of patients and none of the treated 
OI patients developed IRIS. 

 A trend for a lower TREC increase in patients who 
achieved >200 CD4 cells after 6 months HAART was 
consistent with the findings of Pakker et al. [27] who 
showed a bi-phasic CD4-cell increase on HAART; a rapid 
increase in CD4 T-cells due to the redistribution of CD4 T-
cells from lymphoid tissues followed by a slow and steady 
increase of both naïve and memory CD4 T-cells. 

 Our study has some limitations. First the number of 
patients and the heterogeneity of opportunistic infections; the 
level of immune reconstitution may differ according to the 
type of OIs however we could not answer this due to the 
number of patients presenting a particular OI type. Second, it 
was not possible to analyze the TREC levels in HIV-infected 
patients with untreated OIs at HAART initiation since 
treatment of OIs before starting HAART is recommended in 
the “Thai National Guidelines for Antiretroviral Therapy in 
HIV-1 Infected Adults and Adolescents 2010” [6]. Third, 
due to the limited volume of blood collected it was not 
possible to analyze the levels of TREC in the CD4 and CD8 
T-cell population as well as in the memory or naïve sub-
populations (CD45RO

+
 and CD45RA

+
), which are immune 

resources, and also measure the levels of IL-7 and IL-7R, 
which are both involved in homeostatic regulation. Indeed 
previous studies have demonstrated that these two markers 
influence immune reconstitution of T-cell compartment after 
HAART, independently of the thymus [28, 29]. 

 In summary, our study indicates that patients with treated 
OIs at HAART initiation have comparable immune 
reconstitution to that of patients presenting no OIs after 12 
months HAART. Further studies in a larger population with 
different types of OIs are needed to confirm our findings. 

 

Table 1. Baseline Characteristics 

 

HIV-Infected Patients 

Characteristics No Opportunistic Infections 

(n = 31) 

Median (Interquartile Range) or n 

Treated Opportunistic Infections 

(n = 13) 

Median (Interquartile Range) or n 

p Value 

Age (years) 39 (33-45) 36 (34-42) 0.72* 

Male/Female gender 19/12 5/8 0.20# 

Baseline CD4 T-cells (cells/μL) 135 (6-200) 36 (24-68) 0.13* 

HAART regimens : 

d4T + 3TC + (NVP or EFV) 

Truvada (TDF + FTC) + (NVP or EFV) 

 

17 

14 

 

12 

1 

0.02# 

d4T, stavudine; EFV, efavirenz; FTC, emtricitabine; HAART, highly active antitretroviral therapy; NVP, nevirapine; TDF, tenofovir disoproxil fumarate; 3TC, lamivudine. 
*Mann-Whitney U test. 
#Fisher’s exact test. 
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Abstract  

Objectives: To investigate the effects of antiretroviral (ARV) drugs on hematological 

parameters and thymic function in HIV-uninfected newborns of HIV-infected mothers.  

Study design: Cross sectional study. 

Setting: Chiang-Mai University Hospital, Chiang-Mai, Thailand. 

Participants/Patients: 49 HIV-uninfected and 26 HIV-infected pregnancies. 

Methods: Cord blood samples of newborns from HIV-uninfected and HIV-infected mothers 

were collected. Hematological parameters were measured using automatic blood cell count. T-

cell receptor excision circles (TRECs) levels in cord blood mononuclear cells (CBMCs), 

CD4+ and CD8+ T-cells were quantified using real-time PCR. 

Main Outcome Measures: Effect of ARV drugs used for prevention of HIV-mother-to-child 

transmission (MTCT) on hemotological parameters and thymic function.  

Results: Newborn of HIV-infected mother tended to have lower mean levels of hemoglobin 

than those of HIV-uninfected mother (137 ± 22 vs 146 ± 17 g/L, P = 0.05) Furthermore, 

mean of red blood cell (RBC) counts and hematocrit and median of TRECs in CD4+ T-cells in 

the newborns of the former were significantly lower than those of the latter [3.6 ± 0.7 vs 4.8 ± 

0.6 x 1012 cells/L, P <0.001; 0.40 ± 0.07  vs 0.46 ± 0.05 L/L, P <0.001 and 0.53 (IQR: 0.03-

5.76) vs 13.20 (IQR: 2.77-27.51) x 10-3 pg/L, P = 0.02, respectively].  

Conclusion: The finding suggested that the ARV drugs altered hematological parameters and 

impaired thymic function (TRECs CD4+ T-cells) in HIV-uninfected newborns of HIV-

infected mothers.  

 

Key Words: Antiretroviral drugs, Hematology, HIV, Newborn, Thymic function  
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Introduction 

 Almost half of the estimated 40 million people living with HIV are women of 

childbearing age [1]. The risk of these women to transmit HIV to their infants is 15-25% 

when no precautions are taken [2]. The HIV-mother-to-child transmission (MTCT) rate has 

dramatically reduced to be less than 2% if antiretroviral (ARV) drugs of highly active 

antiretroviral therapy (HAART) regimen were administrated to the HIV-infected woman 

during pregnancy and labor as well as to her infants [3, 4]. The previous studies showed that 

Zidovudine (ZDV) which is a potent inhibitor of bone marrow function is associated with 

hematological abnormalities not only in mothers, but also in newborns, because this drug can 

cross the placental barrier and negatively affect fetal erythropoiesis [5-8]. Moreover, ZDV-

based HAART commonly associated with a greater negative impact on hematologic 

parameters than ZDV-free regimens [9]. The adverse hematologic effects of ARV drugs have 

been reported in HIV-uninfected infants, especially in their early life [10]. The frequently 

adverse hematologic effects found are anemia, neutropenia, lymphocytopenia and 

thrombocytopenia [7, 11-13].  

 The thymus is a primary source of naïve T-cells and plays a key role in establishing 

and maintaining a peripheral T-cell pool [14]. Thymus reaches its maximum volume by one 

year of age. After that its size as well as its function decline [15]. A production of naïve T-

cells by the thymus can be quantified by measuring T-cell receptor excision circles (TRECs), 

a DNA fragment formed during T-cell development. These DNA fragments do not replicate 

during mitosis and are thus diluted during cell division [16]. Previous studies demonstrated 

that both HIV-proteins and some antiretroviral drugs inhibited progenitor cells and thymic 

functions, as indicated by the frequency of TRECs [17-19]. However, an evaluation of 

hematological and immunological toxicity in newborn exposed to maternal ARV drugs 

administered during pregnancy has been limited. The aims of this study were to measure and 
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compare hematological parameters and TRECs levels in HIV-uninfected newborn of HIV-

infected mother receiving ARV drugs for prevention of HIV-MTCT with those of normal 

control newborn. 

    

Materials and methods 

Study population 

 This study was conducted at Chiang-Mai University Hospital, Chiang-Mai, Thailand. 

The protocol was approved by the Faculty of Medicine Ethics Committee, Chiang-Mai 

University, Chiang-Mai, Thailand. All pregnant women participated in this study had signed a 

written informed consent. To obtain the subjects, the exclusion criteria for the study were set 

as follow: women with twin or multiple births, infected with other microorganisms, used of 

psychopharmaceutical drugs, illicit drugs, alcohol and tobacco during gestation. From March 

to December 2011, 26 HIV-infected and 49 HIV-uninfected pregnant women were enrolled. 

These HIV-infected women received ARV drugs [ZDV plus Lamivudine (3TC) and 

Lopinavir/Ritonavir (LPV/r)] during pregnancy and labor every 12 hours with adding of ZDV 

every 3 hours during labor and delivered vaginally or elective caesarean section. The 

following data were collected from all women: age, gestational age at delivery and mode of 

delivery. For the HIV-1 infected women, the following additional data were collected: 

antiretroviral prophylaxis (type and timing), CD4+ T-cell counts (cells/L) during pregnancy 

and plasma HIV-1 RNA viral load measured in a week before delivery (log10 copies/mL). All 

women in our study were given iron and folate supplementation as recommended by the Thai 

National Guidelines for Pregnancies [20]. Diagnosis for HIV-1 infection in infants born to 

HIV-1 infected mothers was performed at one and four months of age using DNA PCR 

(Amplicor® HIV-1 DNA assay version 1.5, Roche Molecular Systems Inc., USA).  
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Isolation of cord blood mononuclear cells (CBMCs) 

 Cord blood samples were drawn from clamped umbilical vein within 5-10 minutes 

after delivery into ethylenediamine tetraacetic acid anticoagulation (EDTA) tubes (BD 

Vacutainer, Franklin Lakes, NJ, USA). The sample tubes were then shipped to the 

hematology laboratory, Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang-Mai University 

within 3 hours. Upon arrival, hematological parameters were measured using an automated 

blood counter (Sysmex KX-21; Sysmex Corporation, Kobe, Japan). Cord blood mononuclear 

cells (CBMCs) were isolated using Ficoll-Hypaque gradient (IsoPrep, Robbins Scientific,

Sunnyvale, CA, USA). Cells were then aliquoted and stored in liquid nitrogen until used.  

 

Separation of CD4
+
 and CD8

+
 T-cells 

 CD4+ and CD8+ T-cell separation was performed from CBMCs of the 15 HIV-

uninfected newborns of HIV-infected mothers and only 12 HIV-uninfected newborns of HIV-

uninfected mothers. Frozen CBMCs were thawed and washed twice in cold phosphate-

buffered saline solution. CD4+ and CD8+ T-cells were separated using a magnetic cell 

separator (EasySep®, STEMCELL Technologies, USA) according to manufacturers’ 

instructions. The separated CD4+ and CD8+ T-cells cells were count on hemacytometer under 

light microscope using Turk’s solution.  

 

DNA preparation and quantification of TRECs 

 DNA was extracted from 1.5 x 106 cells of CBMCs, separated CD4+and CD8+ T-cells 

using the NucleoSpin® kit (Macherey-Nagel, KG., Duren, Germany) according to 

manufacturers’ instructions and was stored at -20oC until used. TRECs analysis was 

performed by quantitative real-time PCR as described by Ometto et al. [21] with slightly 

modification. The DNA amplification was carried out in a 25 µL reaction mixture containing 
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5 L DNA sample or sterile distilled water as a no template control, 1x real-time PCR Master 

Mix (Thermo Scientific ABsoluteTM QPCR ROX Mix, Surrey, UK), 400 nM each primer 

(forward, 5'-CACATCCCTTTCAACCATGCT-3'; reverse, 5'-

GCCAGCTGCAGGGTTTAGG-3' : GenBank sequence accession number DQ858179.1) and 

200 nM of the fluorogenic probe (5'-ACACCTCTGGTTTTTGTAAAGGTGCCCAC T-3') 

conjugated with FAM (6-carboxyfluorescein) at the 5'-end, and TAMRA (6-

carboxytetramethilrhodamine) at the 3'-end. The PCR primers and the fluorogenic probe were 

specifically designed for the detection of human TRECs. The amplification was performed in 

a Rotor-Gene 6000™ (Corbett Research; Mortlake, New South Wales, Australia). The 

mixture was preheated at 95°C for 15 min, followed by 50 cycles at 95°C for 15 sec and 60°C 

for 1 min. A cycle threshold (CT) is defined as the PCR cycle at which an increase in the 

fluorescence above the baseline signal is first detected. The CT value is inversely related to the 

copy number of the target sequence. TRECs concentrations were calculated from a standard 

curve of a plasmid clone containing TRECs which run in parallel with the test. All samples 

and TRECs plasmid were run in duplicate. TRECs level in CBMCs was presented as 

concentration of TRECs per 1.5 x 106 CBMCs while those in CD4+ and CD8+ T-cell was 

presented as concentration of TRECs per cell.  

 

Statistical analysis  

 The data are presented as median, mean and standard deviation (SD). Statistical 

analyses were performed using SPSS software package (Statistical Package for the Social 

Sciences 11.0, Chicago, IL, USA). Characteristics and hematological parameters were 

compared between 2 groups of newborns of HIV-infected and uninfected mothers using 

Compare Means with Independent Samples t test and Fisher’s exact test while levels of 
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TRECs between the two groups were compared using Mann-Whitney test. The level of 

significance for all analyses was set at 0.05. 

 

Results 

Participants and clinical data  

 The clinical data of participants are shown in Table I. Mean of maternal ages and 

gestational ages at delivery were similar between HIV-infected and uninfected women. All 

HIV-infected mothers received ZDV plus 3TC and LPV/r starting at the average of gestational 

age at 21 weeks. Most of HIV-infected and uninfected women delivered vaginally (65% and 

85%, respectively). Means of birth weight of the two groups have no significantly differences. 

Mean CD4+ T- cell count of HIV-infected mother was 517 cells/L. The HIV RNA viral 

loads measured at one week before delivery of HIV-infected women were less than 40 

copies/mL and none of all newborns born to HIV-1 infected mothers were HIV-infection.  

 

Hematological alterations in HIV-uninfected newborns of HIV-infected mothers 

 Mean levels of white blood cell (WBC) counts, absolute neutrophil counts, absolute 

lymphocyte counts and platelet counts in newborns of HIV-infected and uninfected mothers 

did not differ significantly (Table II). There was a trend of lower hemoglobin levels in 

newborns of HIV-infected mothers than those of HIV-uninfected mothers. Moreover, means 

of red blood cell (RBC) counts and hematocrit in newborns of HIV-infected mothers were 

significantly lower than those of HIV-uninfected mothers. On the other hand, newborns of 

HIV-infected mothers showed higher mean levels of red cell indices including mean 

corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH) and mean corpuscular 

hemoglobin concentration (MCHC) than those of HIV-uninfected mothers (Table II).    
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Decrease of TRECs CD4
+
 T-cell in HIV-uninfected newborns of HIV-infected mothers 

 No significant difference in median of TRECs levels in CBMCs (Fig. 1a) and in CD8+ 

T-cell (Fig. 1b) between newborns of HIV-infected mothers and uninfected mothers. 

However, TRECs levels in CD4+ T-cell (Fig. 1c) in newborns of HIV-infected mothers were 

significantly lower than those of HIV-uninfected mothers. 

 

Discussion 

 Antiretroviral drugs administered to HIV-infected mothers and their offspring 

diminished the risk of HIV-MTCT to lower than 2% [3, 4]. Despite the fact that infant born to 

HIV-infected mother receiving ARV drugs remain uninfected, hematological parameters have 

been shown to be impaired [11, 12]. The current study showed that ARV drugs (ZDV plus 

3TC and LPV/r) administered to HIV-infected mother for prevention of HIV-MTCT altered 

the hematological parameters of newborns as indicated in the decrease of RBC counts, 

hemoglobin and hematocrit levels and the increase of MCV, MCH and MCHC. Furthermore, 

the thymic function of these newborns was also impaired as indicated in the decrease of 

TRECs CD4+ T-cell. The previous study showed that maternal derived HIV-proteins diffusing 

across the placental barrier during pregnancy could reduce thymic function [19, 22]. In 

addition, both HIV-proteins and ARV drugs are known to inhibit progenitor cell function [17, 

18]. However, in present study, the effects of HIV-proteins on thymic function might be less 

than those of ARV drugs since maternal viral loads in all HIV-infected mothers measured  at 

one week before delivery were less than 40 copies/mL.  

 Our data are reassuring, ARV prophylaxis dose seem to significantly reduce 

hematological indices because the mean MCV in newborns of HIV-infected mother was 

significantly higher than those of HIV-uninfected mothers. Moreover, some newborns (31%) 

of HIV-infected mother had MCV higher than the normal upper limit value (120 fL). In 
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present study, all HIV-infected mother received ZDV and 3TC which have been report for the 

induction of macrocytic anemia [10, 23]. Antiretroviral drugs are routinely prescribed during 

the second trimester, in which hematopoiesis and lymphopoiesis are active, i.e., hepatic 

hematopoiesis and lymphopoiesis, spleen development, thymic education and bone marrow 

development. The administration of ARV drugs during the critical window of hematopoiesis 

and lymphopoiesis may affect the generation of these precursors [12]. Therefore, an impaired 

of hematopoiesis and lymphopoiesis may have contributed to the hematopoietic alteration and 

the reduction of thymic output, respectively. The decrease of CD4+-TRECs levels observed in 

the present study was consistent with the previous study by Clerici et al. that showed 

CD4+/45RA/62+ (naïve lymphocytes) in HIV-uninfected newborns of HIV-infected mothers 

received ZDV for prevention of HIV-MTCT were significantly lower than those of newborns 

of HIV-uninfected mothers [22]. In contrast, Kolte et al. showed that thymic size but not 

thymic function (TRECs CD4+ T-cell) in HIV-uninfected newborns of HIV-infected mothers 

received ARV drugs [ZDV/ plus 3TC and LPV/r or Nevirapine (NVP)] for prevention of 

HIV-MTCT was significantly lower than those of HIV-uninfected mothers [24]. These two 

different observational results can be explained that there was a difference in the study 

populations. While our cohorts were newborns, Kolte’s cohorts were children with age of 15 

months, that was probably when the side effect of ARV drugs resolved. Moreover, the 

maternal ethnicities between the two groups of children were different [24]. There are many 

parameters that have been shown to be associated with the hematologic variables such as 

maternal ethnicity, drug use, maternal CD4+ T-cell count at delivery, mode of delivery and 

also infant gestation age, birth weight and sex [25, 26]. In a current study, these factors are 

controlled by matching of maternal ethnicity, maternal age at delivery, gestational age, mode 

of delivery, fetal sex and birth weight between the test group and control group.  
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 WBC counts, absolute neutrophil counts, absolute lymphocyte counts and platelet 

counts in newborns of HIV-infected mothers were similar to those of HIV-uninfected mothers 

(Table II). These results were consistent with the previous study by Bunders et al. that showed 

the levels of WBC counts, absolute neutrophil counts, absolute lymphocyte counts and 

platelet counts measured at birth in HIV-1/ARV-exposed infants were not different from those 

in matched comparison group. However, a lower WBC counts, absolute neutrophil counts in 

HIV-1/ARV-exposed infants were observed at 5 weeks of age while a lower level of 

hemoglobin in these infants were observed at birth and 5 weeks of age [27]. Thus, further 

studies are needed to evaluate how long the hematological alteration and impaired thymic 

function persist.  

 The present study has a limitation in the limited volume of cord blood collected thus 

levels of TRECs in CD4+ and CD8+ T-cells could be analyzed in only 12 and 15 samples of  

newborns of HIV-uninfected and infected mothers, respectively. Moreover, it was impossible 

to analyze the levels of TRECs in memory or naïve CD4+ and CD8+ T-cell sub-populations 

(CD45RO+ and CD45RA+), which are the immune resources. Although, the hemoglobin and 

hematocrit in newborns of HIV-infected mothers were significantly lower than those of HIV-

uninfected mothers. We also found that, mean levels of these two hematological parameters in 

both groups were lower than normal range levels (hemoglobin 165-215 g/L and hematocrit 

0.48-0.68 L/L). These lower levels might have caused from the hematologic genetic disorders 

such as thalassemia and G-6-PD deficiency frequently found in Thai population [28]. 

However, the hematologic genetic disorders were not used as a variable factor in our study. 

 In summary, our study indicates that ARV drugs (ZDV plus 3TC and LPV/r) for 

prevention of HIV-MTCH altered the hematological parameters and impaired thymic function 

(TRECs CD4+ T-cell) in newborns of HIV-infected mothers. These phenomena may impact 

the quality of life including growth, development, vaccination responses and susceptibility to 
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infections of infants. Therefore the long-term effects of these drugs in larger population are 

needed to be clarified.  
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Figure legends: 

FIG. 1 T-cell receptor excision circles (TRECs) levels of newborns of HIV-infected and 

uninfected mothers. (a) TRECs in CBMCs, (b) TRECs CD8+ T-cell, (c) TRECs CD4+ T-cell. 

Data are presented median (horizontal line), 25th and 75th (box) and 5th and 95th percentile 

(whisker lines). TRECs levels in CBMCs were analyzed from 26 and 49 newborns of HIV-

infected and uninfected mothers, respectively while TRECs CD8+ and CD4+ T-cell were 

analyzed from 15 and 12 newborns of HIV-infected and uninfected mothers, respectively. 
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TABLE I Characteristics of HIV-infected and uninfected mother and their newborns. The data are expressed as Mean ± SD (ranges). 

Characteristics : HIV-infected mother (n = 26) HIV-uninfected mother (n = 49) P-Value 

Age at delivery (years) 30 ± 7 (17-42) 27  ± 6 (15-42) 0.08* 

Gestational age at delivery (weeks) 38 ± 2 (33-40) 38 ± 1 (34-41) 0.58* 

Gestational age at ARV prophylaxis initiation (weeks) 21 ± 5 (14-27) Not Relevant  

CD4+ T-cell count during pregnancy (cells/L) 517 ± 188 (186-859) Not Relevant  

HIV RNA load measured at one week before delivery 

(copies/mL) 

<40 Not Relevant  

Mode of delivery VD : CS 17 : 9 39 : 10 0.24# 

Gender of newborn Male : Female 18 : 8 24 : 25 0.08# 

Birth weight of newborn (g) 2,873 ± 461 (2,050-3,910) 3,029 ± 412 (2,250-3,950) 0.18* 

 

VD = Vaginal delivery, CS = caesarean section 

*Compare Means with Independent Samples t test 

#Fisher’s exact test 
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TABLE II Hematological parameters of newborns of HIV-infected and uninfected mothers. The results are shown by Mean ± SD (range).  

Hematological parameters Newborn of HIV-infected mother  

(n = 26) 

Newborn of HIV-uninfected  mother  

(n = 49) 

P-Value 

WBC (x 109 cells/L) 13.0 ± 5.0 (3.5-24.3) 14.6 ± 5.6 (5.3-35.1) 0.24 

Absolute neutrophils (x 109 cells/L) 7.4 ± 2.6 (2.4-12.3) 6.5 ± 2.7 (0.8-11.5) 0.27 

Absolute lymphocytes (x 109 cells/L) 4.8 ± 2.9 (2.1-12.8) 5.8 ± 3.1 (2.8-21.2) 0.19 

RBC (x 1012 cells/L) 3.6 ± 0.7 (1.7-4.9) 4.8 ± 0.6 (3.7-6.2) <0.001 

Hemoglobin (g/L) 137 ± 22 (71-166) 146 ± 17 (104-180) 0.05 

Hematocrit (L/L) 0.40 ± 0.07 (0.21-0.51) 0.46 ± 0.05 (0.36-0.54) <0.001 

MCV (fL) 113 ± 10 (95-130) 95 ± 9 (75-110) <0.001 

MCH (pg) 38.4 ± 4.3 (30.7-49.4) 30.48 ± 4.1 (21.2-36.4) <0.001 

MCHC (g/L) 339 ± 16 (305-380) 319 ± 20 (271-356) <0.001 

Platelet counts (x 109/L) 318 ± 92 (157-511) 287 ± 64 (181-422) 0.12 
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